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硒蛋白及其分离分析
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1957年Schwarz等 证明硒是人体必需的微量

元素之后，国内外开展了许多总硒及其生物化学作用

的研究。大量事实表明硒与多种疾病相关2，我国用

补硒方法防治克山病获得成功 3，进一步证实了硒的

营养作用。近年来，有关硒的生物医学作用的研究已

逐渐从总硒转向对有机硒化合物的研究，后者主要集

中于含硒氨基酸、含硒多肽、含硒蛋白和近几年才提

出的含硒核酸4�

就整个生物界来看，动物、植物和微生物中均发

现有硒蛋白存在。在已发现的硒酶中，硒主要以硒半

胱氨基酸 SeCysH）形式存在于蛋白质的多肽链中5

因此，分离和分析生物体内的硒蛋白，研究其结构和

功能的关系，对于从分子水平上阐明某些疾病的发病

机理有兄重要意义。刘元方等 6对动物和细菌硒蛋白作

了综述，但未涉及植物硒蛋白。本文综述动、植物和

微生物中的硒蛋白，并重点综述硒蛋白的分离和分

析。

一、硒蛋白的来源

（一）动物硒蛋白

在Schwarz发现硒的营养作用的同一年 Nills

等7从红细胞中分离得到一种以谷胱甘肽 GSH）为

氢供体，使H2O2RCOOH还原为水的酶，由于当时分

离分析技术的限制，人们对该酶的物化性质了解甚

少。直到1972年，经过Rotruck等 8的反复研究，发现

硒是此酶的一个重要组分，Flohe等9将从牛红细胞

分离得到的谷胱甘肽酶命名为谷胱甘肽过氧化物酶

GSH-Px）或硒酶 selenoenzyme。GSH-Px是迄今为

止从哺乳动物中发现的唯一的含硒酶。它广泛地存

在于机体的各种组织中。前人还先后从羊10人红细

胞 11鼠肝、牛晶状体 13和兔肝 14等动物组织中分

离得到纯度很高的GSH-Px近十几年来，又陆续从

羊、鼠体内分离出一些硒蛋白（参见表1。
表1 某些新近发现的动物硒蛋白

早在1954年Pinsent20就发现大肠杆菌中的甲

酸脱氢酶的活性与硒有关，但直到1972年，甲酸脱氢

酶才被正式鉴定为硒酶 21。迄今为止，至少已经有七

种细菌蛋白被鉴定为硒酶（参见表2。微生物已经成

为硒蛋白的丰富来源 1985年，刘曼西等 22从硒酵母

中初步分离得到硒蛋白，每克蛋白含硒量达450g。

由于从动、植物获得的蛋白量有限，因此，从微生物提

取硒蛋白具有十分广泛的前景。

（三）植物硒蛋白

表2 一些细菌硒蛋白的来源5

植物硒的研究要追朔到上个世纪 23 1880年， Cameron根据硒对植物生长的影响的实验结果，提出



了一个重要的见解 4，由于植物中的硫和硒性质相

似，硒可以部分乃至全部取代硫。这种认识直接影响

后来人们对植物硒的研究，由于硒化含物的不稳定

性，早期鉴定硒在植物中的存在形式遇到了一定的困

难，离子交换色谱的发展有力地推动了硒化合物的研

究。越来越多的证据显示植物硒蛋白中含有硒蛋氨

酸和硒半胱氨酸25,26。最近，王卫真等27从大蒜中初

步分离出硒蛋白，纸色谱证实蛋白中含有硒蛋氨酸和

硒半胱氨酸。表3列示了一些高等植物中存在的主要

有机硒化合物。

二、硒蛋白的分离纯化

表3 高等植物中存在的主要有机硒化合物 28

早期分离天然硒氨基酸和硒蛋白遇到下列困难：

1硒化合物和硫化合物的纸色谱、电泳行为相似，难

以分开；2硒化合物不稳定。六十年代以来，随着现

代分离分析技术的发展，特别是高分辩电泳、凝胶色

谱和离子交换色谱的普遍应用，为硒蛋白的分离开拓

了前景，根据硒蛋白的性质，可采用下列各种方法加

以分离和提纯：1依据离子特性不同：沉淀、电泳和

离子交换色谱；2）依据吸附性能不同：吸附及亲和色

谱 3）依据粒子大小不同，凝胶色谱、透析、超滤及超

速离心等。

（一）分级沉淀1，�15

利用盐析作用将硒蛋白在不同中性盐浓度下，从

蛋白质混合液中析出，从而达到初步分离的目的。通

常使用硫酸铵作沉淀剂，经过盐分级后的硒蛋白含有

硫酸铵，必须透析除盐，对那些对温度敏感的硒蛋白，

还必须控制操作温度，象GSH-Px全部操作均须在

4℃下进行。

（二）凝胶色谱

自六十年代葡聚糖应用于柱色谱，特别是琼脂糖

及聚丙烯酰胺的应用，已使凝胶色谱法成为分离纯化

蛋白质的重要方法之一 目前已经分离和纯化的若

干种硒蛋白，诸如谷胱甘肽过氧化物酶12甲酸脱氢

酶等，均使用凝胶色谱法。常用于分离纯化硒蛋白的

凝胶有：Sephadex G-100150或200 Bio-Gel A

Octyl-Sepharose Phenyl-Sepharose和 Valine-Agarose

等。

（三）离子交换色谱

早在1958年，Mills等29就应用DEAE-纤维素柱

来分离GSH-Px，现在，DEAE-纤维和DEAE-葡聚糖凝

胶离子交换色谱已成为硒蛋白分离纯化的有效方法，

Nakamura等 12应用 Sephadex-G200和多次 DEAE-

Sephadex A-50柱色谱，得到了电泳匀一的GSH-Px

常用于硒蛋白分离纯化的离子交换剂还有：羧甲基纤

维素 CM-纤维素）、二乙氨乙基纤维素（DEAE-纤维

素）、二乙基（2-羟丙基）氨乙基纤维素（QAE-纤维素）

以及DEAE-AgaroseCM-Sephadex等。其中以DEAE

CMQAE葡聚糖应用最广。

（四）电泳

目前在硒蛋白的分离和纯化中主要利用聚丙烯

酰胺电泳来检测纯度和亚基的测定（12。某些情况下

也作硒蛋白的微量分析 27。近年来，一些新的电泳技

术的应用，丰富了分离纯化硒蛋白的手段。Syliva

等19将等电聚焦技术应用于硒蛋白的分离，而免疫

吸附法的建立和发展开辟了纯化天然物质的新途

径30，是一种非常优良的蛋白分离分析方法，若将此

法应用于硒蛋白质分离纯化，必然会大大推动硒蛋白

的研究。

三、硒蛋白的分析

近三十年来，随着现代分析技术的发展及其在生

物化学领域的广泛应用，硒蛋白的分析获得了长足的

进步，离子交换法及以此为基础发展起来的氨基酸自



动分析仪成为氨基酸分析的里程碑。薄层色谱TLC

仍是鉴定硒蛋白的有效方法。值得一提的是，高效液

相色谱（HPLC已经应用于硒蛋白的分析31能直接

用于微量硒蛋白的分析和分离，是一种很有前途的方

法。此外，气相色谱32红外光谱33，质谱34和X射线

分析法35均已用于硒蛋白的分析研究。总的来看，硒

蛋白的分析已取得相当进展，但由于其在生物体内往

往是微量组分，且水解过程不稳定，给分析工作带来

一定难度，特别是无法准确的定量分析。今后应着重

发展：1快速准确的水解法；2）非水解法直接测定

硒蛋白组分，尤其是应用气相色谱法测定硒半胱氨酸

和硒胱氨酸；3）联合使用各种分析技术重点解决功

能清楚的硒蛋白的结构分析。

（一）硒蛋白的水解

传统酸水解法 （5.7mol/L HCl110 7hr）易使

硒蛋白遭到破坏，而酶水解法往往不完全，使准确度

下降，且时间冗长。早在五十年代，就有人对硒氨基

酸的水解进行研究，Whitehead[]认为在除氧传统酸

水解条件下，硒蛋氨酸稳定；1969年，Shepherd3认为

在上述条件下，硒蛋氨酸完全分解，显然，这是两个矛

盾的结论。1981年，Beilstein38认为在惰性气氛中，游

离态的硒半胱氨酸的回收率常量、微量达到80-

90％ィ，但此结论是否适合硒蛋白中结合态硒氨基酸还

有待进一步确证。1985年，刘曼西22认为改变传统水

解法，采用低酸度、低温度、长时间条件，可提高硒氨

基酸的回收率，1986年，Syliva等19认为加入还原剂

并通 N2，可提高硒蛋白的稳定性；1988年，谢丽琪、欧

阳政39在上述基础上提出除氧改良水解法，该法对

结合态硒蛋氨酸的回改率达84％ィ，是目前准确度较

高的水解法。近年还采用衍生化提高Se-CysH的稳定

性 40

（二）氨基酸分析

氨基酸自动分析仪的发展成功地解决了常规氨

基酸的快速分析（参见表4）。但是，对硒氨基酸的分

析包括使用离子交换色谱、反相HPLC和薄层色谱等

方法，均只能获得定性或半定量的结果。直到1988

年，吴江、欧阳政 在前人的基础上提出非水解的

CNBr-气相色谱法，才较成功地解决了硒蛋白中硒蛋

氨酸的定量分析。1989年，翟萃萍、欧阳政42应用气

相色谱测定了硒酵母中硒蛋氨酸的光学构型，至此，

硒蛋氨酸的定性定量分析基本解决。但是，另外两个

重要的硒氨基酸— 硒半胱氨酸和硒胱氨酸的准确

定量分析还未解决。解决这个问题的一个途径是将

硒半胱氨酸（或硒胱氨酸）甲基化（或还原后甲基化）

再用CNBr-气相色谱法分析，但首先必须保证衍生

反应的定量进行。目前这方面的工作已获解决。
表4 不同来源的GSH-Px的常规氨基酸组成 41
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新型高效液相色谱固定相 多孔石墨化碳

张昌鸣

（中国科学院山西煤炭化学研究所，太原 030001

高效液相色谱（HPLC）诸多固定相中，作为一独

特分支的多孔石墨化碳 PGC，经历了近十年的开

发，显示了新颖的、有生命力的特点。这方面，我国虽

是空白，但碳素及色谱学科水平已具备开发条件，为

此，笔者综述了有关 PGC的发展历程、制备工艺，

PGC的X-光衍射、扫描等特性表征及其在 HPLC中

应用，以期在我国推动这方面的工作。

一、PGC应用于HPLC发展历程

碳质色谱填料中，应用石墨化炭黑（GCB已有很

久历史，早在1969年Kiselev等1,2，将其制成的GCB

用作气相色谱柱填料，已可分离相当复杂的化合物。

七十年代中期，我国已将碳质小球用于气相色谱，现

有产品市售。

随着碳质填料的开发，其应用开始转向HPLC方

面。理论研究表明，石墨化碳GC适用于作HPLC柱

料。其中，热解碳（PC）易石墨化，可形成单质碳材料，

避免了类似活性炭那样极不稳定的多活性端基的多

相表面的弊病。早在六十年代，活性炭就已被用作经

典液体色谱的低压、大颗粒吸附剂3，但用作HPLC

固定相，多数学者认为是不可能的，原因就在于它的

多相的杂原子表面，曾有某些活性炭表面改性的研

究，但改效甚微4。GCB表面虽较活性炭均一，但机

械性能差，难以承受HPLC的高压操作，也不能实际

应用。1976年Colin等5以惰性气体中热解苯，生成

热解炭黑 GCB。此种碳材料虽能承受高压，但颗粒

性已发生了巨变，表面积减少，活性端基增多，用於

HPLC时，因填料的活性化而使溶质峰呈明显拖尾，

形成很高的容量因子。

1981年Ciccioli等6从另一途径开发HPLC的碳

质固定相，将用于气相色谱的石墨化炭黑CarbopackB

的80-100目进行筛分；并以丙酮冲洗，以降低颗粒

间的凝聚力；多次筛选，获得粒径为25-33m33-

45m75-88m的三个筛分，并将各筛分以干法装

于玻璃柱中，考察了不同粒度、塔板高度、线速间的

关系，并用于增塑剂的分析，取得较好结果。


