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Аннотация. 
Актуальность и цели. Селен – необходимый микроэлемент в организме 

животных и человека. Наиболее оптимальной формой для коррекции селено-
дефицита является аминокислота – селеноцистин. Целью работы является изу-
чение продуктов реакции между аминокислотой селеноцистином, селенитом 
натрия и восстановленным глутатионом методом высокоэффективной жидко-
стной хроматографией (ВЭЖХ).  

Материалы и методы. Ход реакций между селенитом натрия, селено-
цистином и восстановленным глутатионом (реактивы) при различных значе-
ниях рН контролировали методом ВЭЖХ на хроматографе «Милихром А-02» 
(ЗАО ЭкоНова). 

Результаты. В работе методом ВЭЖХ изучены продукты реакции селени-
та натрия с восстановленным глутатионом в различных молярных соотноше-
ниях и при разных значениях рН. Выявлено образование промежуточного про-
дукта реакции – селенодисульфида глутатиона и получен спектр его поглоще-
ния в остановленном потоке. Селеноцистин взаимодействует с восстановлен-
ным глутатионом и образует селеноцистеин-глутатиона селеносульфид, а не 
гидроселенид-анион, что подтверждает данные о ее ферментативном мета-
болизме в биологических средах.  

Выводы. Аминокислота селеноцистин, взаимодействуя с восстановленным 
глутатионом, образует только промежуточный продукт – селеноцистеин-
глутатиона селеносульфид в отличие от селенита натрия, который восстанав-
ливается до гидроселенид-аниона. 

Ключевые слова: селенит натрия, восстановленный глутатион, селено-
дисульфид глутатиона, гидроселенид-анион, селеноцистин, ВЭЖХ. 
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DETERMINATION OF INTERACTION PRODUCTS  
OF SELENITE SODIUM AND AMINO ACID SELENOCYSTINE 

WITH REDUCED GLUTATHIONE BY HPLC METHOD 
 

Abstract. 
Background. Selenium is a necessary microelement in organisms of animals and 

humans. Selenocystine is an amino acid being the most optimal form for selenium 
deficiency correction. The purpose of the work is to study reaction products between 
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amino acid selenocystine or sodium selenite and reduced glutathione by HPLC  
method. 

Materials and methods. The course of reactions between sodium selenite or sele-
nocystine and reduced glutathione at various рН values was controlled by HPLC 
method a “Milichrom A-02” chromatograph (CJSC EkoNova). 

Results. The paper describes reaction products of sodium selenite and reduced 
glutathione in various molar ratios and at рН values studied by HPLC method. The 
formation of a reaction intermediate product – glutathione selenium disulfide – has 
been revealed and its absorption spectrum in stopped flow has been obtained. Sele-
nocystine interacts with reduced glutathione and forms selenocysteine-glutathione 
selenium sulfide, instead of hydroselenide-anion, that confirms the data about its  
enzymatic metabolism in biological media. 

Conclusions. Selenocystine amino acid interacting with reduced glutathione 
forms only an intermediate product – selenocysteine-glutathione selenium sulfide – 
unlike sodium selenite, which is reduced to hydroselenide-anion. 

Key words: sodium selenite, selenocystine, reduced glutathione, glutathione  
selenium disulfide, hydroselenide-anion, selenocysteine-glutathione selenium sul-
fide, HPLC. 

 
Селен – один из эссенциальных микроэлементов в организме животных 

и человека. Согласно современным представлениям общей регулируемой фор-
мой селена в организме является селенид(гидроселенид)-анион [1]. Неоргани-
ческие соединения селена – оксид селена (SeO2), селенит натрия (Na2SeO3) – 
вступают в неферментативную реакцию с восстановленным глутатионом (GSH) 
с образованием селендиглутатиона (GS-Se-SG) [2, 3]:  

4GSH + Na2SeO3 = GS-Se-SG + GS-SG + 2NaOH + Н2О 

Согласно общей схеме окислительно-восстановительной реакции при 
избытке GSH селенодиглутатион (GSSeSG) легко восстанавливается с обра-
зованием селеноперсульфида (GSSeH), селеноводорода. Селеноводород окис-
ляется до элементного селена[4]:  

SeO3
2– +4GSH GSSeSG +GSH GSSeH +GSH H2Se +O2 Se0 

                                                          –GSSG                         –GSSG                    –GSSG 

Неорганические соединения селена давно и широко используют для 
коррекции селенодефицита в питании человека и рационах животных. Самым 
главным недостатком селеновых добавок на основе селенита натрия является 
то, что их поведение в организме трудно регулируемо: высокое содержание 
восстановленного глутатиона и других тиолов в биологических системах 
(около 5 ммоль/л) способствует восстановлению селенит-ионов до высоко-
токсичного селеноводорода [5]. 

Наиболее перспективной формой селенорганических соединений, при-
меняемых для коррекции селенодефицита, является аминокислота селено-
цистеин (окисленная форма – селеноцистин), которая поступает в организм 
животных и человека по аминокислотной транспортной системе и метаболи-
зируется только ферментативно. На кафедре «Физика и химия» Пензенского 
государственного университета архитектуры и строительства был разработан 
и проведен синтез селенсодержащей аминокислоты L-селеноцистина (окис-
ленная форма аминокислоты селеноцистеина), получен патент № 2537166 (РФ). 
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Целью работы является изучение продуктов реакции между аминокис-
лотой селеноцистином, селенитом натрия и восстановленным глутатионом 
методом ВЭЖХ.  

Реактивы и методы 

В работе были использованы реактивы: глутатион восстановленный, 
селенит натрия, элементный селен, боргидрид натрия (ЗАО Вектон), селено-
цистин, полученный по патенту № 2537166 (РФ). Дисульфид глутатиона по-
лучали барботированием воздухом раствора восстановленного глутатиона 
при рН = 8 в течение нескольких часов. 

Для подтверждения идентичности гидроселенид-аниона/селеноводо-
рода элементный селен восстанавливали боргидридом натрия. Для этого  
к 4,5 мг элементного селена добавили 4,5 мг боргидрида натрия, растворен-
ных в 5 мл 0,1 н. буры, и перемешивали в течение получаса, используя гидро-
затвор для предотвращения окисления образовавшегося гидроселенид-анио-
на, и затем подавали в хроматограф. Отмечали форму пика и объем удержи-
вания в стандартных условиях.  

При синтезе селеноводорода из элементного селена и боргидрида нат-
рия в растворе буры образуется в основном гидроселенид-анион – HSe–[6], 
однако при хроматографировании используется раствор, содержащий хлор-
ную кислоту с рН = 2 [7], и в данных условиях в основном будет присутство-
вать недиссоциированный селеноводород (H2Se). 

Для идентификации селенодисульфида глутатиона, который получают 
взаимодействием раствора селенита натрия и восстановленного глутатиона, 
использовалась методика, предложенная в работе [8].  

Хроматографирование проводили на микроколоночном жидкостном 
хроматографе «Милихром А-02» (ЗАО ЭкоНова). Хроматографическая ко-
лонка размером 2,0×75 мм заполнена сорбентом ProntoSil-120-5C18AQ, зерно 
5,0 мкм. Элюирование осуществляли в градиенте концентрации ацетонитрила 
2–90 % (по объему). Подвижная фаза «А»: 0,2М LiClO4 и 0,005М НClO4 (ЗАО 
ЭкоНова), подвижная фаза «Б»: ацетонитрил (НПК Криохром). 

Результаты и обсуждение 

В работе [8] показана возможность хроматографического анализа про-
дуктов взаимодействия оксида селена (SeO2) с восстановленным глутатионом 
методом ВЭЖХ при различных значениях рН и соотношениях исходных  
веществ. 

В настоящей работе были проведены хроматографические исследова-
ния взаимодействия селенита натрия (Na2SeO3) с GSH при молярном соотно-
шении 1:1 и разных значениях рН для определения продуктов реакций.  
На рис. 1–4 представлены хроматограммы продуктов взаимодействия реак-
ционных смесей селенита натрия и GSH в кислой (рН = 2,8; 4,0), нейтральной 
(рН = 7) и щелочной (рН = 9) средах. 

На хроматограмме (см. рис. 1) присутствуют четыре основных пика, 
которые принадлежат гидроселенид-аниону/селеноводороду (I), восстанов-
ленному глутатиону (II) и окисленному глутатиону (III) соответственно, так 
как их объемы удерживания совпадают с объемами удерживания веществ-стан-
дартов. Объем удерживания и порядок выхода пика селенодиглутатиона (IV) 
совпадал с данными работы [8]. 
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Рис. 1. Хроматограмма реакционной смеси, полученной при взаимодействии  
селенита натрия и восстановленного глутатиона (рН = 2,8) 

 

 

Рис. 2. Хроматограмма реакционной смеси, полученной при взаимодействии  
селенита натрия и восстановленного глутатиона (рН = 4,0) 
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Рис. 3. Хроматограмма реакционной смеси, полученной при взаимодействии  
селенита натрия и восстановленного глутатиона (рН = 7,0) 

 

 

Рис. 4. Хроматограмма реакционной смеси, полученной при взаимодействии  
селенита натрия и восстановленного глутатиона (рН = 9,0) 
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При увеличении значения рН до 4,0 (см. рис. 2) происходит последова-

тельное увеличение площади пика (концентрации) гидроселенид-аниона/ 

селеноводорода (I) при одновременном уменьшении площади пиков восста-

новленного (II) и окисленного глутатиона (III), а также селенодиглута-

тиона (IV). Данная тенденция сохраняется при дальнейшем увеличении рН 

до 7 и 9 ( см. рис. 3, 4). 

В литературе [9] имеются данные о максимумах поглощения газообраз-

ного сероводорода (Н2S λmax ≈ 196 нм) и селеноводорода (Н2Se λmax ≈ 214 нм). 

Исследование спектра поглощения пика гидроселенид-аниона/селеноводо-

рода в остановленном потоке представлено на рис. 5. 

 

 

Рис. 5. Спектр поглощения гидроселенид-иона в остановленном потоке 

 

Максимум поглощения у селенид-аниона в нашей работе приходится 

на 196 нм.  

Селенодиглутатион – устойчивое соединение, имеющее по литератур-

ным данным полосу поглощения 260–380 нм [2, 3]. В нашей работе максимум 

поглощения селенодиглутатиона приходится на 225 нм, хотя и имеет широ-

кую полосу поглощения – 210–360 нм (рис. 6).  

 

 

Рис. 6. Спектр поглощения селенодиглутатиона в остановленном потоке 
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По-видимому, эти различия в данных зависят как от фазы (газ, жид-
кость), так и от особенностей (рН элюента, остаточное давление в системе) 
исследования спектра вещества. 

Таким образом, селенит натрия при взаимодействии с восстановленным 
глутатионом (II) образует cеленодиглутатион (IV) в качестве промежуточно-
го продукта (его содержание также зависит от времени) реакции и гидроселе-
нид-анион/селеноводород (I) в качестве конечного. Аналогично данная реак-
ция идет и в биологических средах, но из-за ограниченных возможностей 
утилизации высокотоксичного гидроселенид-аниона в живых организмах до-
зирование селенита натрия необходимо строго контролировать. 

Основными источниками селена для животных и человека являются 
аминокислоты селенометионин (Sem) и селеноцистеин (Sec) – окисленная 
форма селеноцистин (Sec-Sec) [5]. Селеноцистеин (Sec) – 21-я протеиноген-
ная аминокислота, которую на матричной РНК кодирует терминирующий 
кодон UGA при условии, что за ним следует особая стимулирующая после-
довательность нуклеотидов [10]. Это самое значимое природное соединение 
селена, а все остальные – найденные в природных источниках – либо лежат 
на пути его биосинтеза (интермедиаты), либо являются его метаболитами.  

По литературным данным [11, 12] после перорального введения живот-
ным селеноцистин (Sec-Sec) взаимодействует с восстановленным глутатио-
ном с образованием селеноцистеин-глутатиона селеносульфида (Sec-SG). 
Отмечается, что данная реакция проходит в тонком кишечнике. На втором 
этапе Seс-SG неферментативно восстанавливается до селеноцистеина (Sec) 
избытком GSH в печени. Было также признано, что Sec-SG может фермента-
тивно метаболизирован в Sec с участием глутатионредуктазы в присутствии 
НАДФН: 

 

селеноцистин
селеноцистеин

GS-SG NH2
HSeCH2CHCOOH

GSH

CО

+

-

+ NH

NH2

NH2

GSH

NH2

NH2 CHCH2S

NHCH2COOH

COCH2CH2CHCOOH

SeCH2CHCOOH
SeCH2CHCOOH

SeCH2CHCOOH

 
И только на третьем этапе селеноцистеин расщепляется селеноцистеин-

β-лиазой (классификационный номер фермента 4.4.1.16) до селеноводорода 
H2Se и аминокислоты аланина [13]. Таким образом, в отличие от неорганиче-
ских форм селена процесс образования гидроселенид-аниона из селеноцисте-
ина контролируется ферментативно. 

В сильнокислом растворе (рН = 1,8) и молярном соотношении 1:1 реак-
ция между селеноцистином и восстановленным глутатионом не идет, по-
видимому, из-за подавления диссоциации SH-группы и нуклеофильных 
свойств атома серы. На хроматограмме отчетливо виден пик селеноцисти-
на (V) и пик восстановленного глутатиона (II) (рис. 7). 

В нейтральной среде (рН = 7) происходит объединение пиков, характе-
ризующих селеноцистин и восстановленный глутатион в один – селено-
цистеин-глутатиона селеносульфид (VI) (рис. 8). 
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Рис. 7. Хроматограмма реакционной смеси, полученной при взаимодействии  
селеноцистина и восстановленного глутатиона (рН = 2,8) 

 

 

Рис. 8. Хроматограмма реакционной смеси, полученной при взаимодействии  
селеноцистина и восстановленного глутатиона (рН = 7) 
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Увеличение концентрации восстановленного глутатиона в 2 раза, вы-
держка раствора в течение часа и последующее хроматографирование не из-
менили площадь и форму пика селеноцистеин-глутатиона селеносульфида (VI). 

Таким образом, проведенные исследования показали, что аминокислота 
селеноцистин, взаимодействуя с восстановленным глутатионом, образует 
только промежуточный продукт – селеноцистеин-глутатиона селеносуль-
фид (VI) в отличие от селенита натрия, который восстанавливается до гидро-
селенид-аниона/селеноводорода (I). Это является весьма важным преимуще-
ством селеноцистина как препарата, который может использоваться для уст-
ранения селенодефицита в питании человека и рационах животных. 
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