
基金项目!湖 北 省 食 品 药 品 监 督 管 理 局 科 研 项 目 !编 号"

H*!4*H**-

#

作者简介!宋政!

!""-

'#%男%湖北省食品质量安全监督检验研究

院工程师%硕士&

56789:

"

4!(()"*'-

!gg

B@G7

收稿日期!

H*H*6!!6*4

!"#

"

$%&$'()*

(

+

&,--.&$%%'/)011&*%*$&%'&%%?

海苔和茶叶中铝的亚细胞分布及风险评估
!5$2,&&5&#/1%*"/%$5"%(0#01/%*=#**,**>,0"()#&5>%05>%0*,#8,,1#01",#

宋
!

政!

>4$%!@7,

3

!

!

马丽霞H

8#0'*O'(

H

!

彭青枝!

N9$%[',

3

*V@'

!

!

黄
!

徽!

".#$%"5'

!

!

程银琪!

K"9$%;',*

R

'

!

!

!=

湖北省食品质量安全监督检验研究院%湖北 武汉
!

(-**,'

$

H=

国家知识产权局专利局专利审查协作湖北中心%湖北 武汉
!

(-**,'

#

!

!="5G7'NH)I',?'(:6,J<'<5<7

A

)HD))C>5

T

7HI'J'),(,CE7J<

%

-5@(,

%

"5G7'(-**,'

%

K@',(

$

H=N(<7,<9O(L',(<'),K))

T

7H(<'),"5G7'K7,<7H)

A

<@7N(<7,<4

AA

'?7

%

K$6N#

%

-5@(,

%

"5G7'(-**,'

%

K@',(

#

摘要!以海苔和茶叶为研究对象"采用差速离心法结合微

波消解)电感耦合等离子体质谱法分析茶叶和海苔中铝

的亚细胞分布"结果表明"茶叶中铝在细胞壁!细胞器!细

胞质中占比分别为
,4B(I

"

!!BHI

"

"B'I

"海苔中铝在细

胞壁!细胞器!细胞质中占比分别为
"!B)*I

"

)B"'I

"

!B--I

%结合透射电子显微镜)能谱法对茶叶和海苔中

铝的分布在单细胞范围内进行面扫分析"直观地揭示了

茶叶和海苔中铝主要分布在细胞壁中%人工模拟胃液提

取茶叶和海苔及其亚细胞组分中的铝"直接提取茶叶中

铝的提取率为
"B*I

左右"其亚细胞组分提取率均不足

-B*I

'海苔及其亚细胞组分中铝的提取率均低于
!B'I

"

提示茶叶和海苔中铝摄入的食品安全风险较低%

关键词!铝'茶叶'海苔'差速离心法'透射电子显微镜)

能谱法
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茶叶和海苔是典型的铝超富集植物&渠心静等*

!

+调

查了
HH

种山茶科植物叶片中的铝含量%其中茶树新叶中

的总铝含量为
-"!* 7

F

(

E

F

%老叶中总铝含量高达

!!!H(7

F

(

E

F

$尚德荣等*

H

+对中国主要海藻养殖区的紫

菜和海带中铝含量进行检测%坛紫菜中总铝含量为
'-BH

"

H,!(B)7

F

(

E

F

$笔者实验室也曾发现某海苔!条斑紫菜#

样品中的总铝含量高达
'***7

F

(

E

F

&据统计*

-

+

%中国自

H**,

'

H*!"

年的茶叶年消费 量 由
4-B)

万
?

增 长 至

H**B*

万
?

%茶叶消费群体达到
(B"

亿&泡水饮用是茶叶的

食用方式之一%这种方式被证明是安全的*

([)

+

%茶水中仅

含有少量的铝%这部分铝几乎不被吸收%而茶叶中富集的

高含量铝残留在茶叶片中未被摄入人体&茶叶和海苔的

另一种食用方式是直接摄入%茶叶与海苔作为常用的食

品原材料通常被用来制作含茶或含海苔食品!如抹茶糕

点)海苔麻花)即食海苔等#%在食用此类食品时%茶叶和

海苔中的铝均被全部直接摄入体内%这些由茶叶和海苔

引入的铝的毒性尚不明确%相关研究也鲜有报道&

铝的毒性与形态相关*

,

+

%铝离子毒性最大*

4["

+

%而有

机铝)络合铝无毒&铝的形态取决于所处体系的
O

1

值)

配体种类及浓度和总溶解有机碳等因素%在细胞层级%不

同的细胞部位化学环境存在差异%铝分布在不同细胞部

位时%其存在形态也不同&因此研究茶叶和海苔中铝的

亚细胞分布是解析其毒性的关键&
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子激发
f

射线荧光!

79@KG6MC87&Zf5

#分析成熟茶叶表

皮细胞中铝的分布%

VGLCK

等*

!!

+用低能
f

射线荧光光谱

法!

05fV/

#定位茶叶表皮细胞中的铝%而
$8KK

等*

!H

+采用

的是能量色散
f

射线显微分析!

5QfYW

#法&这些光谱

类方法的优点在于直观地揭示出茶叶细胞中铝的亚细胞

分布%但分辨率有限&研究拟采用分辨率更高的透射电

子显微镜'能谱法!

%5Y65Q2

#分析茶叶和海苔中铝的

亚细胞分布%结合差速离心法和微波消解'电感耦合等

离子体质谱法!

Z$&6Y2

#解析铝在茶叶和海苔亚细胞尺度

上的分布特征%探讨茶叶和海苔中的铝对人体的毒性作

用%以期为茶叶和海苔中铝的深入毒理学研究积累数据&

!

!

材料与方法
!B!

!

仪器与试剂

!B!B!

!

主要仪器设备

场发射透射电子显微镜"

%8:GL/H**f

型%赛默飞世

尔科技有限公司$

超薄切片机"

$̀,

型%徕卡显微系统贸易有限公司$

电感耦合等离子体质谱仪"

3CdZX3-'*f

型%珀金埃

尔默有限公司$

高速离心机"

'4!*V

型%艾本德有限公司$

涡旋混匀仪"

%K8

S

L?CKD9

F

9?8:

型%艾卡仪器设备有限

公司$

紫外'可见分光光度计"

`1'-**

型%日立有限公司$

微波消解仪"

YA:?9;8NC&VX

型%安东帕商贸有限

公司&

!B!BH

!

材料与试剂

茶叶"绿茶%湖北武汉某茶山$

海苔"条斑紫菜%江苏连云港某水产养殖基地$

电镜固定液)

4!H

包埋剂"武汉赛维尔生物科技有限

公司$

38

H

1&X
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,

H1

H

X

)无水乙醇)丙酮)蔗糖)硫酸铵)硼

氢化钠)草酸铵)氢氧化钾"分析纯%国药集团化学试剂有

限公司$

盐酸"优级纯%国药集团化学试剂有限公司$

二硫赤藓糖醇"生物试剂%上海麦克林生化科技有限

公司$

%K9L

试剂"纯度
.

""I

%上海麦克林生化科技有限

公司$

纤维素酶"

'* `

(

7

F

%上海麦克林生化科技有限

公司$

果胶酶"

!**`

(

7

F

%上海麦克林生化科技有限公司$

碱性蛋白酶"

H**`

(

7

F

%上海麦克林生化科技有限

公司&

!BH

!

方法

!BHB!

!

茶叶与海苔中铝的分布
!

采用
%5Y65Q2

法&取

茶叶和海苔样品%组织体积一般不超过
!77a!77a

!77

%迅速投入电镜固定液固定%并用真空泵抽气直至

沉底%室温放置
HT

%转入
(P

冰箱&

*B!7G:

(

0

磷酸缓冲

液
&]2

!

O

1,B(

#漂洗
-

次%每次
!'79>

&

!I

的锇酸和

*B!7G:

(

0

磷酸缓冲液
&]2

!

O

1,B(

#室温!

H* P

#固定

'T

&

*B!7G:

(

0

磷酸缓冲液
&]2

!

O

1,B(

#漂洗
-

次%每次

!'79>

&组织依次加入体积分数
-*I

%

'*I

%

,*I

%

4*I

%

"*I

%

"'I

乙醇和无水乙醇中进行脱水%每次
!T

&依次

用
M

乙醇
cM

丙酮 为
-c!

%

!c!

%

!c-

的无水乙醇'丙酮混

合液脱水%每次
*B'T

%再纯丙酮脱水
!T

&然后依次用

M

丙酮
cM

4!H

包埋剂为
-c!

%

!c!

%

!c-

的丙酮'

4!H

包埋剂

混合液分别处理
H

"

(

%

!H

%

H

"

(T

%再用纯
4!H

包埋剂包

埋
'

"

4T

%将纯
4!H

包埋剂倒入包埋板%将样品插入包埋

板后
-,P

烤箱过夜&

)*P

烤箱聚合
(4T

&用超薄切片

机切成
)*

"

4*>7

的超薄切片&在场发射透射电子显微

镜下观察)照相%并进行能谱分析铝元素面扫&

!BHBH

!

差速离心法分离茶叶与海苔细胞壁)细胞器和细

胞质组分
!

根据
\8G

等*

!-

+提出的方法分离海苔和茶叶

的细胞壁)细胞器及细胞质组分&取
HB*

F

海苔或茶叶于

玛瑙研钵中%加入
!*70

研磨介质!含
H'*77G:

(

0

蔗糖

溶液)

!77G:

(

0

二硫赤藓糖醇溶液和
'*77G:

(

0

O

1

为

,B'

的
%K9L61$:

#研磨均质
-*79>

%所有步骤均在
(P

下

操作&将均质后的样品装入
'*70

离心管用高速冷冻离

心机于
-**a

3

下离心
'79>

%收集上清液%用研磨介质清

洗离心后的沉淀物%重复操作两次%合并上清液%得到沉

淀物为细胞壁组分&上清液继续用高速冷冻离心机于

H****a

3

下离心
('79>

%得到沉淀为细胞器碎片组分%

上清液为细胞质组分&通过检测细胞色素
@

氧化酶!线粒

体的标记物#和葡萄糖
6)6

磷酸脱氢酶!细胞质的标记物#

的活性来检验各组分的纯度*

!([!'

+

&

!BHB-

!

细胞壁中果胶)半纤维素)纤维素的分离
!

细胞壁

的化学成分为果胶)半纤维素)纤维素等*

!)

+

&根据
T̂G>

F

等*

!,

+的方法对细胞壁中果胶)半纤维素)纤维素进行分离

提取&取
!BHBH

步骤中的细胞壁
*B'

F

于
'*70

塑料离心

管中%加入
'70

硼氢化钠!质量浓度
*B!I

#与草酸铵!质

量浓度
*B'I

#混合溶液%沸水浴
!T

%

!****a

3

下离心

!'79>

%重复提取
-

次后合并上清液%上清液中为果胶成

分&沉淀中加入
'70

氢氧化钾!质量浓度
(I

#与硼氢化

钠!质量浓度
*B!I

#混合溶液%室温下以
H**K

(

79>

振摇

4T

%

!****a

3

下离心
!'79>

%重复
-

次后%换成氢氧化

钾!质量浓度
H(I

#与硼氢化钠!质量浓度
*B!I

#混合溶

液继续提取
-

次%混合上清液%此步骤上清液为半纤维素

成分&余下沉淀为纤维素成分&将得到的果胶)半纤维

素溶液按王媛莉等*

!4

+的方法进行处理%即加热浓缩滤液

至有少量固形物出现后%加
!BH

倍体积
O

1

为
H

"

-

的体

积分数
"'I

的乙醇溶液%有絮凝物析出后静置
!T

%抽滤%

'$

"

_G:B-,

"

3GB-

宋
!

政等!海苔和茶叶中铝的亚细胞分布及风险评估



弃去滤液%滤饼用体积分数
"'I

的乙醇溶液洗涤
H

次%再

抽滤后得棉絮状果胶%

(' P

烘干备用%半纤维素同理

可得&

!BHB(

!

人工模拟胃液提取试验
!

取
!BHB-

步骤中
*B'

F

细

胞壁分离的茶叶和海苔细胞壁果胶)细胞壁半纤维素)细

胞壁纤维素组分%及茶叶细胞器组分)海苔细胞器组分)

茶叶粉末)海苔粉末各
*BH

F

%用人工模拟胃液!按
H*!'

版

药典配制#

'70

%在
-,P

恒温水浴下分别提取
*B'

%

!B*

%

HB*

%

(B*

%

)B*

%

4B*T

&测定各提取液中铝含量及各组分铝

的总含量%计算铝的提取率&

!BHB'

!

铝含量的测定
!

按
\]'**"B!4H

'

H*!,

的第二

法'''微波消解'电感耦合等离子体质谱!

Z$&6Y2

#法

执行&

!BHB)

!

数据处理
!

各指标测定均重复
-

次%以
-

次的平

均值标示&

H

!

结果与讨论
HB!

!

海苔和茶叶中铝的亚细胞分布

HB!B!

!

差速离心法

!

!

#海苔和茶叶细胞壁)细胞器)细胞可溶性组分中

铝的分布"如表
!

所示%茶叶中用微波消解
6Z$&6Y2

法测

定的总铝含量为
-"4B*7

F

(

E

F

%按差速离心法分离的各组

分中铝含量加和为
-4'B)7

F

(

E

F

%差速离心法的铝回收率

为
")B"I

%表明差速离心法破碎细胞过程中铝的损失较

小%仅为
HB!I

&茶叶细胞壁组分)细胞器组分和细胞质

组分中铝的含量分别为
-*(B*

%

(-B'

%

-4B!7

F

(

E

F

%结果表

明%茶叶中
,4B4I

的铝分布在细胞壁中)

!!B-I

的铝分布

在细胞器组分中%细胞质组分中的铝含量占
"B"I

&

海苔的亚细胞分布结果见表
!

%海苔中用微波消解
6

Z$&6Y2

法测定的总铝含量为
,-'B**7

F

(

E

F

%按差速离心

法分离的各组分中铝含量加和为
,!,B)*7

F

(

E

F

%差速离

心法的铝回收率为
",B)I

&海苔细胞壁组分)细胞器组

分和细胞可溶性组分中铝的含量分别为
)'4B**

%

("B4*

%

"B,)7

F
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F

%结果表明%海苔中
"!B,*I

的铝分布在细胞

壁中)

)B"(I

的铝分布在细胞器组分中%而细胞质组分中

的铝含量占
!B-)I

&表明海苔生长过程中%吸收的大量铝

富集在细胞壁中&

茶树中有高含量的铝%其对铝的毒性具有很高的耐

受性*

!"

+

%表明茶树可能有特殊的解毒机制&海苔生长在

铝含量较高的海水中%高含量铝的海水环境可能也促使

海苔形成了类似茶叶的解毒机制%在这种机制的作用下%

茶叶或海苔细胞可以将吸收的铝元素隔离在细胞中的特

定区域%如细胞壁或液泡表面%而不影响其生命活动的正

常进行%
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+对茶叶根和叶细胞的研究表明%茶叶根

细胞壁中含有
)"B4I

的铝%叶细胞中含有
,'BHI

的铝%叶

细胞壁中有
",B-I

的铝与果胶和半纤维素结合&
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+报道了珊瑚轮藻细胞中
""B""I

的铝分布在细胞壁$

$T8>

F

等*
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+分析了烟叶中铝的亚细胞分布%发现
,)I

的

铝与烟叶细胞壁结合%与试验中海苔和茶叶中铝主要分

布在细胞壁中的结论一致&
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!

H

#铝在茶叶和海苔细胞壁果胶)半纤维素)纤维素

中的分布"由表
H

可知%茶叶细胞壁中铝在果胶中的分布

占
'-B(I

)铝在半纤维素中占
('B*I

%而纤维素中铝含量

较低%仅为
!B)I

$海苔细胞壁中%铝在果胶中的分布占比

HB4I

%在半纤维素中占比
H"B*I

%而纤维素中铝含量占

)4BHI

&茶叶和海苔细胞壁果胶中铝含量的差异可能是

由茶叶和海苔中果胶甲酯化酶含量的差异造成%茶叶中

果胶甲酯化程度较低%羧基含量较高%因此对铝的吸附量

高%海苔中果胶甲酯化程度较高%羧基含量少%对铝的吸

附量降低&而半纤维素和纤维素中的铝含量差异推测是

由于结合在其中的有机酸类物质含量差异造成的&

表
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茶叶和海苔中铝在细胞壁$细胞器$细胞质中的分布
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样品

细胞壁
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比例(

I

细胞器

铝含量(
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比例(

I

细胞质

铝含量(
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比例(
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铝总含量(

!

7

F
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回收率(

I
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海苔
)'4B** "!B,* ("B4* )B"( "B,) !B-) ,-'B** ",B)*

表
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茶叶和海苔细胞壁果胶$半纤维素$纤维素中铝的分布
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半纤维素
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比例(
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纤维素

铝含量(
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比例(
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细胞壁中铝总

含量(!

7

F

,
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[!

#

回收率(

I

茶叶
H-)B** '-B(* !"4B)* ('B** ,B*4 !B)* ()(B** "'BH*
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分析
!

图
!

可见清晰完整的茶叶细胞

显微结构%包括细胞壁)原生质体)液泡结构及部分其他

细胞器&对比同一细胞中铝的
5Q2

面扫分布结果

!图
H

#%细胞壁及液泡结构上铝元素分布密集%而细胞质

中铝元素分布稀少%表明铝主要在茶叶的细胞壁和液泡

上富集%这一结果与差速离心法吻合&

图
-

为海苔细胞的
%5Y

显微图%可见海苔细胞的单

层片状排布细胞结构%单个细胞中细胞壁结构完整&对

比相同位置铝的
5Q2

面扫分布结果!图
(

#%可见细胞壁

及细胞器碎片上铝元素分布密集%而细胞质中铝元素分

布稀少%这一结果与差速离心法吻合&
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!

海苔和茶叶中铝的模拟摄入和风险性分析

由于茶叶和海苔中的铝在细胞壁和细胞器中的含量

占铝总含量的比例较高%茶叶为
4"B)I

%海苔为
"4B)I

%

因此%细胞壁和细胞器中的铝的形态是解析其生物毒性

的关键&用人工模拟胃液提取了茶叶粉末)茶叶细胞器

组分和茶叶细胞壁组分进一步分离的果胶)半纤维素)纤

维素等&由图
'

可知%果胶)半纤维素和纤维素组分中的

铝提取率均较低%仅为
!I

左右%而细胞器中铝的提取率

略高于细胞壁%细胞壁和细胞器中铝的提取率随提取时

间变化幅度较小$直接提取粉碎后的新鲜茶叶样品%经过

4T

提取后提取率达到
"B(4I

&粉碎的新鲜茶叶中人工

模拟胃液提取出的铝推测主要是由茶叶细胞质组分贡献

图
!

!

茶叶细胞
%5Y

图
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茶叶细胞中铝的分布
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的%极少部分来自细胞壁和细胞器&

由图
)

可知%海苔中果胶)半纤维素)纤维素和细胞

器中经
4T

提取的铝均低于
!B*I

%直接提取粉碎的海苔

鲜样%铝的提取率也仅为
!B-I

%表明海苔细胞壁和细胞

器中的铝难以被人工模拟胃液溶出%而海苔细胞质中的

铝可能以离子或可溶性盐的状态被人工模拟胃液提取&

茶叶和海苔的特殊解铝毒机制%使其在生长过程中

将吸收的铝转运至细胞壁%细胞壁中的铝除了与果胶多

糖的羧基结合外*

H!

+

%在茶叶中%铝也和细胞壁半纤维素和

纤维素中的有机酸及酚类物质结合*

HH[H-

+

%作用位点同样

图
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海苔细胞
%5Y

图
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海苔细胞中铝的分布
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人工模拟胃液提取茶叶各组分中的铝
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政等!海苔和茶叶中铝的亚细胞分布及风险评估



图
)
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人工模拟胃液提取海苔各组分中的铝
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是羧基%而在海苔中%此类研究鲜有报道%推测海苔在高

浓度铝的刺激下分泌某种有机酸进入细胞壁中与铝紧密

结合&由于茶叶和海苔细胞壁中铝的特殊结合状态%人

体在摄食后%无法分解其细胞壁%细胞器中的铝也难以被

胃液溶出%因此可能产生毒性的铝含量较低&即使摄入

含有可溶性铝的茶汤%人体血浆中铝的浓度也没有增

加*

H(

+

%而动物试验*

H'

+结果表明%喂食茶汤和茶叶后%小鼠

肝脏及血液中铝含量均未增加%表明茶叶中铝的生物利

用度极低&这可能归因于茶叶中的铝主要存在于细胞壁

和细胞器中%不能被胃液溶出%而细胞质中的可溶性状态

的铝与有机酸或酚类物质络合%难以被吸收&因此%茶叶

和海苔中天然富集的高含量铝的摄入风险较低&

-

!

结论
透射电子显微镜'能谱法直观地揭示出茶叶和海苔

细胞中铝的亚细胞分布特征%并且茶叶与海苔具有高度

相似性%铝在茶叶和海苔中均主要分布在细胞壁中&差

速离心法从亚细胞分布及细胞壁化学组成的角度定量地

得出茶叶和海苔中铝的分布数据%茶叶和海苔中的铝主

要分布在细胞壁中%其中茶叶细胞壁中的铝占茶叶铝总

含量的
,4B4I

%海苔细胞壁中的铝占海苔铝总含量的

"!B,I

$茶叶细胞壁中铝又主要分布在果胶和半纤维素

中%占比分别为
'-B(I

和
('B*I

%海苔细胞壁中铝主要分

布在半纤维素和纤维素中%占比分别为
H"B*I

和
)4BHI

&

基于茶叶和海苔中铝的分布特征%采用人工模拟胃液提

取法探讨直接摄入茶叶和海苔的风险性%结果表明%茶叶

中的铝难以被溶出和吸收%因此风险性较小$而海苔中的

铝由于缺乏相应毒理学研究%仅从海苔细胞中铝的分布

特征及人工模拟胃液溶出性来看%其较茶叶细胞中的铝

风险性更低&要确切地解析海苔中铝的生物毒性问题%

尚需要基于铝亚细胞分布的深入的毒理学研究&
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种成分质量分数
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结论
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&但最终确定的方

法中%新橙皮苷与柠檬苦素峰*图
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#+之间的时间间隔

仍然较长%后续可使用不同流动相组分或洗脱方法予以

减少&
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