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大米中铅的体外生物有效性测定方法的建立
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摘要：［目的］建立一种简洁测定铅的生物有效性的方法，并将其应用于大米中铅的生物有效性评价。［方法］探究口腔

相、胃相和肠相体外消化中的 pH 值、消化酶及消化时间对铅释放量的影响，并将其与 Caco-2 细胞相结合测定大米中铅

的生物有效性及生物利用率。［结果］在体外模拟胃肠相消化时，最适体外模拟消化条件为胃相 pH 为 1.5，加入胃蛋白

酶，消化 2 h；肠相 pH 为 7.0，加入胰蛋白酶消化 4 h；以 Caco-2 细胞的表面微绒毛结构、碱性磷酸酶比值及跨膜电阻值为

指标构建体外模拟肠相消化模型，并以大米为样品，测得蒸煮前后大米在胃相中铅的生物利用率分别为 64.94%~

78.70% 和 57.06%~72.20%，在肠相中铅的生物利用率分别为 22.94%~33.77% 和 21.23%~27.24%，在肠相中生物有效性

分别为 2.37%~6.28% 和 1.57%~4.09%。［结论］试验建立的方法可用于大米中铅的生物有效性评价，蒸煮能够降低大米

在胃肠消化吸收过程中铅的生物利用率和生物有效性，大米中的铅只有极少部分可以通过循环进入身体各处。
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Abstract: ［［Objective］］ To establish an effective and concise method for determining the bioavailability of lead and apply it to the evaluation 

of lead bioavailability in rice. ［［Methods］］ The study investigates the effects of pH, digestive enzymes, and digestion time in in vitro 

digestion on the release of lead in the oral phase, gastric phase, and small intestinal phase. Meanwhile, it determines the bioaccessibility and 

bioavailability of lead with Caco-2 cells. ［［Results］］ The results show that the optimal in vitro digestion conditions are pH 1.5 with pepsin 

addition and digestion for 2 hours in the gastric phase and pH 7.0 and digestion for 4 hours in the small intestinal phase. The ratio of alkaline 

phosphatase activity, transmembrane resistance, and the surface microvillus structure of Caco-2 cells are used to establish the in vitro 

simulation model of small intestinal phase digestion. Simultaneously, the bioaccessibility of lead in raw and cooked rice is 64.94%~78.70% 

and 57.06%~72.20%, respectively in the gastric phase and 22.94%~33.77% and 21.23%~27.24%, respectively in the intestinal phase. 

Meanwhile, the bioavailability in the small intestinal phase is 2.37%~6.28% and 1.57%~4.09%, respectively. ［［Conclusion］］ The method 

established in this study can be used to evaluate the bioavailability of lead in rice. In addition, cooking can reduce the bioaccessibility and 

bioavailability of lead in rice during gastrointestinal digestion and absorption, and only a small fraction of lead in rice can enter the body 
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through the circulation.
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铅是 6 种常见的有色重金属之一，灰色，柔软，延展性

好，在工业领域有着广泛的应用。铅是不可降解的环境

污染物，半衰期长，在环境中长期滞留。全膳食结构分析

表明，国民膳食中的铅主要来自谷物和蔬菜，中国的茶

叶、蔬菜、粮食作物因土壤、环境条件的影响，会不同程度

地受到重金属铅的污染［1］。相较于其他粮食作物，水稻更

易从外界环境中吸收并积累铅等重金属。Fang 等［2］对大

米和食用菌中常见的铅、镉、砷和汞 4 种重金属进行了研

究并评价其污染程度和食用安全性，发现有 4.3%，3.3%，

2.2% 的水稻样品中铅、镉和砷含量超标。代永霞［3］对赤

峰市市售大米中重金属污染现状进行调查，发现 69 份样

品中有一份铅含量超标，且铅检出率为 26.1%。

目前，已确知铅和所有的铅化合物均具有毒性。铅

中毒的病理过程涉及神经系统、造血系统、泌尿系统、心

血管系统、生殖系统、骨骼系统、内分泌系统、免疫系统、

酶系统、胃肠道系统等多系统的机能损减［4-5］。铅的毒性

评价不仅与铅摄入的绝对量有关，更与实际被吸收而发

挥作用的铅含量直接密切相关。常见的铅效用评价方法

有化学浸提法、植物指示法、微生物测定法、体外消化法、

动物—细胞模型法、流行病学调查法等［5-6］。其中体外消

化法和动物—细胞法均是基于对铅的体内吸收环境—胃

肠道的模拟来研究铅的代谢和转运规律，常被用于进行

比较研究［7］。

常见的模拟体外消化方法有仅模拟胃部消化的一步

消化法，模拟胃相、肠相消化的二步消化法，还有模拟口

腔相、胃相、肠相消化的三步消化法。由于人体消化液的

组成复杂，消化环境的多样性，国内外众多学者对于体外

模拟消化的流程及消化液组成并没有一个统一的标准。

Ruby 等［8］研究了胃相 pH 值对铅等重金属生物利用率的

影响，并将体外模拟消化试验与动物试验进行对比，结果

发现在胃液 pH 值为 2.5 时，体外模拟消化的结果与动物

试验结果最具有一致性。李仪［9］采用 3 种体外模拟消化

方法测定土壤中铅、铜和锌的生物利用率，并系统探究了

消化酶对于胃肠体外消化过程中重金属生物利用率的

影响。

人结直肠腺癌细胞系（Caco-2）细胞模型的构建是将

打散的 Caco-2 细胞悬液接种在铺有聚碳酸酯膜的小室上

侧，经过培养使细胞产生类似肠道细胞的形态学和生物

学上的分化，在分化的过程中，Caco-2 细胞会在细胞表面

产生与小肠刷状缘相关的酶系和微绒毛结构，并在细胞

与细胞之间产生紧密的连接。由于其性质稳定，可以维

持 20 d 左右，因此被广泛用于模拟人体对于各种营养素

如糖类、脂肪、小分子蛋白质以及一些人体所需要的矿质

元素的吸收的研究［10-11］。近年来，大多数有关铅的毒性

以及人体对铅的吸收的研究均集中于动物试验，但体外

试验方法较多，尚未有一种统一、简单、高效的方法来评

价人体摄入食物中的铅生物有效性。

试验拟模拟铅进入人体被吸收的过程，考察口腔相、

胃相和肠相中的 pH 值、消化酶及消化时间等对铅的生物

有效性的影响，并将其与 Caco-2 细胞相结合，建立一种能

够测定铅的生物有效性的方法，旨在为粮食中铅等重金

属的食用安全性评价标准提供一些新的思路和方法。

1　材料与方法

1.1　材料与试剂

含铅大米：在种植土壤中分别加入 0，1，10，40 g/kg 的

PbCl2，南京农业大学资源与环境学院盆栽种植；

大米标准物质（GBW10043 辽宁大米）：国家标准物

中心；

Caco-2：中科院上海细胞生物学研究所；

尖底离心管：15，50 mL，南京大光明器材有限公司；

430659 型细胞冻存管、12 孔聚碳酯膜转运细胞培养

板：美国 Coring 公司；

人 源 唾 液 淀 粉 酶 、猪 胃 蛋 白 酶 、胰 蛋 白 酶

（≥2 500 U/mg）、猪胆盐、胎牛血清：美国 Sigma公司；

氯化钾、磷酸二氢钠、碳酸钠、柠檬酸钠、氯化钠、冰

醋酸、乳酸、盐酸：优级纯，国药集团化学试剂有限公司；

杜尔贝科改良伊格尔培养基（DMEM）：美国 Hyclone

公司；

青链霉素：青霉素 10 000 U/mL，链霉素 10 mg/mL，北

京索莱宝科技有限公司；

PBS 缓冲液：pH 7.2，北京索莱宝科技有限公司；

汉克平衡盐溶液（HBSS）、二甲基亚砜（DMSO）：北京

索莱宝科技有限公司；

噻唑蓝（MTT）：美国 Gibco 公司；

碱性磷性酶试剂盒：南京建成生物工程有限公司。

1.2　仪器与设备

二氧化碳细胞培养箱：Forma 8000 系列，赛默飞世尔

科技有限公司；

冷冻高速离心机：Sorvall Stratos 型，赛默飞世尔科技

有限公司；

酶标仪：i-mark 型，美国伯乐公司；

倒置显微镜：Axio Vert.A1 型，卡尔·蔡司股份有限

公司；

电感耦合等离子体质谱仪（ICP-MS）：7700x 型，美国

安捷伦公司；

台式扫描电镜：TM 3000 型，日本日立公司；
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生物安全柜：B2 型，赛默飞世尔科技有限公司；

恒温振荡器：HLC 型，德国 Ditabis公司；

超纯水仪：MilliQ 型，电阻 18.2 MΩ，密理博中国有限

公司；

上皮跨膜细胞电阻仪：Millicell-ERS 型，密理博中国

有限公司。

1.3　方法

1.3.1　体外模拟胃肠消化　根据 Raffaniello 等［12］的方法

并修改胃肠消化液的组成，详见表 1。

1.3.2　样品制备　取 0.500 g 大米样品于锥形瓶中，加入

5.0 mL 超纯水，分别于 80，37 ℃水浴 30 min，待流水冷却

后备用。

1.3.3　口腔相消化　取 1.3.2 中的熟制样品与未进行熟制

的 样 品 ，加 入 10.0 mL 口 腔 消 化 液 ，37 ℃ 水 浴 中 振 荡

10 min，离心 15 min 后取上清 5 mL。

1.3.4　胃肠相消化中 pH 值对铅生物利用率的影响　用

0.1 mol/L 的 HCl 将胃相 pH 值分别调为 0.5，1.0，1.5，2.0，

2.5，3.0 后，37 ℃水浴振荡 3 h，4 000 r/min 离心 15 min，取

5 mL 上清。

用饱和 NaHCO3 将肠相 pH 值调至 5.5，6.0，6.5，7.0，

7.5，8.0 后，37 ℃水浴振荡 5 h，4 000 r/min 离心 15 min，取

5 mL 上清。

1.3.5　胃肠相消化中消化液组成对铅生物利用率的影

响　将胃相 pH 调至最适 pH 值，分别加入 100 mL 蒸馏水、

胃 蛋 白 酶 、胃 蛋 白 酶 + 无 机 盐 ，37 ℃ 水 浴 振 荡 3 h，

4 000 r/min 离心 15 min，取 5 mL 上清。

将肠相 pH 调至最适 pH 值，分别加入 100 mL 蒸馏水、

胰 蛋 白 酶 、胰 蛋 白 酶 + 猪 胆 盐 ，37 ℃ 水 浴 振 荡 5 h，

4 000 r/min 离心 15 min，取 5 mL 上清。

1.3.6　胃肠相消化中消化时间对铅生物利用率的影响　

将胃相 pH 调至最适 pH 值，加入 100 mL 最适胃相消

化液，分别于 37 ℃水浴振荡 0.5，1.0，1.5，2.0，2.5，3.0 h，

4 000 r/min 离心 15 min，取 5 mL 上清。

将肠相 pH 调至最适 pH 值，加入 100 mL 最适肠相消

化液，分别于 37 ℃水浴振荡 2.5，3.0，3.5，4.0，4.5，5.0 h，

4 000 r/min 离心 15 min，取 5 mL 上清。

分别将上述上清液过 0.22 μm 水系滤膜，引入 ICP-

MS 定量分析测定铅含量。

1.3.7　Caco-2 细胞培养　取对数期生长的 Caco-2 细胞，

用 DMEM 培养基配成含胎牛血清 10% 的细胞培养液，按

2 000 个/mL 接种于 12 孔聚碳酯膜转运细胞培养板中，

37 ℃培养 21 d。于第 7，14，21 天观察细胞形态，并使用细

胞电阻仪测定 12 孔聚碳酯膜转运细胞培养板的跨膜电阻

值，按照碱性磷酸酶试剂盒说明书测定碱性磷酸酶活力。

取培养 21 d 的细胞，采用戊二醛固定，按照 30%-  

50%-70%-90% 体积分数乙醇梯度脱水后，置于乙酸异

戊酯中浸泡数小时，将细胞悬液滴于载玻片上，风干后喷

金，扫描电镜观察细胞表面微绒毛结构。

1.3.8　生物有效性测定　将 1.3.1 中的肠消化液灭酶后，

过 0.22 μm 滤膜后加入培养 21 d 的 12 孔聚碳酯膜转运细

胞培养板中，恒温培养 1 h 后引入 ICP-MS 测定铅含量。

1.3.9　铅含量测定　精确称取 0.500 g 大米样品于聚四氟

乙烯消解管中，加入 5 mL 硝酸，预消解过夜，盖上密封盖，

放入微波消解仪中，微波消解仪功率 1 000 W，消解程序

为 120 ℃维持 15 min，升温到 150 ℃维持 15 min，升温到

180 ℃维持 25 min。消解结束后，将消解管置于赶酸板上

赶酸，待冷却后超纯水定容，过 0.22 μm 水系滤膜，进行

ICP-MS 分析。ICP-MS 参数见表 2。

1.3.10　 铅 生 物 利 用 率 及 生 物 有 效 性 测 定　 分 别 按

式（1）、式（2）计算大米中铅的生物利用率和生物有效性。

BAC =
M消化液 × v
M大米 × m

× 100%， （1）

BAV =
1 -M细胞 × V细胞

M大米 × m
× 100%， （2）

式中：

BAC——铅的生物利用率，%；

BAV——铅的生物有效性，%；

M 消化液——消化液中铅质量浓度，mg/L；

V——消化液体积，mL；

M 大米——大米中总铅含量，mg/kg；

表 1　体外模拟消化液的组成

Table 1　The composition of in vitro digestion

消化液

口腔相

胃相

肠相

组成

氯化钾 0.900 g、磷酸二氢钠 0.900 g、氯化钠 8.766 g、

唾液淀粉酶 0.500 g、蒸馏水 100 mL

柠檬酸钠 0.500 g、乳酸 0.42 mL、冰醋酸 0.50 mL、氯

化钠 8.766 g、胃蛋白酶 1.500 g、蒸馏水 100 mL

碳酸氢钠 15.0 g、猪胆盐 50 mg、胰蛋白酶 150 mg、蒸

馏水 100 mL

表 2　ICP-MS的仪器操作条件

Table 2　Operating conditions of ICP-MS

ICP-MS 仪器条件

蠕动泵速率

RF 功率

等离子体气体流速

辅助气体流量

雾化器气体流速

载气流量

同位素监测

采样深度

单位

r/min

W

L/min

L/min

L/min

L/min

mm

参数

0.4

1 550

15.0

1.0

0.1

0.4

208Pb

9.0
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m——大米质量，g；

M 细胞——Caco-2 细胞洗脱液中铅质量浓度，mg/L；

V 细胞——洗脱溶液体积，mL；

M 大米——大米中总铅含量，mg/kg。

1.4　统计分析方法

试验均重复 3 次，采用 SAS（version V8）软件进行数

据统计分析，采用 SPSS（version 17.0）Duncan's 新复极差

检测数据的差异性，分析水平为 P<0.05。

2　结果与分析

2.1　高铅大米的筛选

由表 3 可知，盆栽得到的 3 种不同大米的铅含量分别

为 0.876，0.373，0.098 mg/kg，空 白 对 照 组 中 铅 含 量 为

0.059 mg/kg。为了验证方法的准确性，同时测定了大米

标准物质中铅含量为（0.069±0.015） mg/kg，与国家标准

物质中心给出的大米中铅含量范围 0.05~0.10 mg/kg 一

致。在后续试验过程中，大米中的铅有一部分会以沉淀

等方式损失，如果大米中的铅含量较低，会影响试验结果

的准确性。大米中铅含量越高，越有利于后续大米中铅

的生物利用率和生物有效性的测定。因此，选用铅含量

最高的大米样品用于后续试验。

2.2　口腔相及胃相体外模拟消化条件的筛选

在对口腔相消化后的上清液测定中，铅含量均低于

检出限；这主要是由于在口腔相中，中性环境不利于游离

铅的释放，同时唾液淀粉酶对与铅结合的蛋白也没有消

化作用［12］，导致口腔相中游离铅含量极低，故在后续试验

中不再讨论口腔相中铅的生物利用率。这与 Omar 等［5］、

李仪［9］的研究结果一致。

由图 1（a）可知，在 pH 从 3.0 降至 1.5 的过程中，游离

铅含量随之升高，由 282.5 mg/g 增加到 418.6 mg/g，随着

pH 值的继续降低，铅释放量趋于平缓。胃相作为重金属

的主要溶解场所，随着胃相中 pH 值的逐渐降低，游离铅

含量呈先增加后趋于不变的趋势，这是由于随着 pH 值由

中性逐渐改变至酸性，大米中的一部分结合铅随之溶解

并释放至消化液中，但是随着 pH 值的继续降低，可溶性

的铅离子完全释放，溶液中铅含量趋于不变。Hamel等［13］

研究发现，在一定范围内，生物可接受性会随着固液比的

增加而增大。当固液比继续增大后，其对生物利用率的

影响趋于平缓。由图 1（b）可知，加入无机盐和胃蛋白酶

组与加入胃蛋白酶组铅含量无显著差异，表明无机盐的

添加在胃相消化中对铅释放量没有显著影响，与 Oomen

等［14］的结论一致。铅主要在水稻籽粒的蛋白质中积累，

大米中铅主要与蛋白结合，在胃相消化过程中加入胃蛋

白酶可以促进食物中蛋白的水解，有助于结合铅离子的

释放和游离。随着消化时间的延长铅含量增加，消化时

间超过 2 h 后铅含量趋于稳定，表明经过 2 h 的消化后，能

够释放到溶液中的游离铅离子已经达到最大，继续增加

消化时间并不会增加溶液中铅的含量。因此，胃相消化

最适宜的体外模拟消化条件为 pH 1.5，加入胃蛋白酶，消

化 2 h。

2.3　肠相体外模拟消化条件的筛选

由图 2（a）可知，在 pH 值由 5.5 升至 7.0 的过程中，铅

的释放量随之降低，随着 pH 值的继续升高，铅释放量的

降低趋于平缓，由 237.8 mg/g 降到 176.6 mg/g。在胃相中

溶解的铅只有在肠相中吸收并被转运至肠相中，才可以

通过血液循环被人体吸收，而肠相通常是指小肠中的消

化。在肠相中，随着 pH 值的升高，铅的释放量随之降低，

在胃相中溶解的铅会因为 pH 值的变化而产生沉淀，这与

游离的重金属元素如铅、镉等会在碱性环境下重新以螯

字母不同表示差异显著（P<0.05）

图 1　不同因素对模拟消化中胃相铅含量的影响

Figure 1　Effects of different factors on lead content in gastric phase in in vitro digestion

表 3　样品中的铅含量

Table 3　Concentration of lead in the samples

样品

空白组大米

高铅大米

中铅大米

低铅大米

大米标准物质

Pb 含量/（mg·kg-1）

0.059±0.014

0.876±0.008

0.373±0.014

0.098±0.016

0.069±0.015
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合物的形式存在有关［14］。由图 2（b）可知，加入胰蛋白酶

和空白的 3 组中铅含量没有显著差异，表明消化酶的加入

对于肠相中重金属的释放没有显著影响，这与 Oomen

等［15］的结论一致。因此，肠相消化最适宜的体外模拟消

化条件为 pH 7.0，加入胰蛋白酶，消化 4 h。

2.4　Caco-2细胞体外模型的建立及指标测定

将培养后的细胞在倒置显微镜（×20）下观察，刚复

苏的细胞一般会在 6~8 d 铺满培养板底部，在培养板上生

长的 Caco-2 细胞呈贴壁生长状态，彼此相互联结在一起，

形态扁平且呈多角型，如图 3（a）~图 3（c）所示。取转运板

培养了 21 d 的 Caco-2 细胞，通过扫描电镜观察细胞表面

［见图 3（d）］，在细胞周围出现了刷状缘微绒毛结构，这是

Caco-2 细胞分化后形成的典型结构，具备体外模拟将药

物通过小肠转运吸收至人体的功能［16-17］。

碱性磷酸酶（AKP）活力比值及跨膜电阻（TEER）值

均是评价细胞模型完整性的重要指标［18］。如图 4 所示，第

7 天细胞的 AKP 活力比值为 0.74，随着时间的延长，AKP

活力比值逐渐增加，第 20 天 AKP 活力比值达到了 3.88。

AKP 活力比值越高，提示小肠上皮细胞的分化越完全，其

形成的细胞单层的极性越强。相较于第 7 天，第 20 天的

AKP活力比值提升约 5倍，表明细胞已实现高度分化，且细

胞单层基本形成。同时，第 8~18 天 TEER 值从 67.2 Ω·cm2

增加到 312.6 Ω·cm2，第 18~21天 TEER值稳定在 320 Ω·cm2

左右。TEER 值是验证 Caco-2 单层细胞紧密性的重要指

标之一，细胞培养第 21 天 TEER 值稳定在 320 Ω·cm2，远

高于 200 Ω·cm2 的推荐阈值［19-20］，表明此时细胞单层紧

密性较好，已分化成熟并形成了功能性的单层屏障。

结合 AKP 活力比值、TEER 值及显微结构表征结果可

判定，培养第 21 天细胞已分化形成类似小肠壁的转运结

构，可满足后续胃肠相消化转运试验的要求。

2.5　大米中的铅生物利用率及生物有效性

由图 5 可知，高铅大米组、中铅大米组和对照组大米

蒸煮后在胃相消化阶段的生物利用率分别为 72.21%，

60.22%，57.06%，在肠相消化阶段的生物利用率分别为

23.77%，19.46%，20.94%，均比蒸煮前的生物可接受性低。

无论是在高铅组、中铅组还是对照组，胃相消化阶段铅的

生物利率均比肠相消化阶段高。胃相消化过后的消化液

进入肠相消化阶段后，由于肠相的 pH 值比胃相高，依靠

电荷间的相互作用吸附在胃蛋白酶表面的铅离子会发生

水解反应，从而形成沉淀，还有一部分会与消化液中成分

螯合形成沉淀，使肠相中大米铅的生物利率降低［21-22］。

铅主要随食物和饮水进入人体，在消化道内铅主要经由

十二指肠吸收。食物中的铅约有 5%~10% 经由肠道吸收

进入人体组织。模拟胃肠消化后的大米消化液，经 Caco-

2 细胞单层转运，蒸煮前高铅大米组、中铅大米组和对照

组大米在消化液中铅的生物有效性分别为 6.28%，3.15%，

2.37%，蒸煮后分别为 4.09%，2.03%，1.57%。经蒸煮后大

米中铅的生物有效性显著下降，主要是由于蒸煮过程中，

图 3　倒置显微镜观察 Caco-2 细胞形态的变化及其表面

微绒毛结构

Figure 3　Morphological changes of Caco-2 cells observed 

under inverted microscope and surface 

microvillus structures（×20）

字母不同表示差异显著（P<0.05）

图 2　不同因素对体外模拟消化中肠相铅含量的影响

Figure 2　Effects of different factors on lead content in intestinal phase in in vitro digestion
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高温使吸水后的大米溶胀、分裂并发生糊化，不仅改变了

大米的食用品质，也改变了大米中淀粉与蛋白的存在状

态，使得直链淀粉和支链淀粉的比例发生变化；高比例的

支链淀粉可以与大米蛋白形成致密的稳定结构，减少与

蛋白结合的铅离子的释放与游离［23-24］，从而降低铅的生

物有效性。蒸熟后的大米在肠相消化吸收过程中，有害

重金属铅的生物有效性明显降低，大米中的铅实际被人

体吸收的部分仅为铅总量的 1.57%~6.28%，表明蒸煮是降

低人体对大米中铅吸收的有效方法。

3　结论

通过优化体外消化过程中的 pH 值、消化时间和消化

液组成等建立了体外模拟消化模型；以 Caco-2 细胞的跨

膜电阻值、碱性磷酸酶活性，以及扫描电镜观察细胞的微

绒毛结构来评价 Caco-2 细胞的完整性；建立的体外模拟

消化/Caco-2 细胞模型可以简单、高效、准确地测定食物中

铅的生物利用率和生物有效性。将建立的体外模拟消化

模型应用于大米中铅的生物有效性测定，发现在胃相中

铅的生物利用率比肠相的高，肠相的中性、偏碱性环境会

使得游离铅形成沉淀，降低消化液中的铅浓度。蒸煮后

的大米在胃肠消化吸收过程中，有害重金属铅的生物利

用率和生物有效性比蒸煮前均有明显降低，只有少量的

铅会经小肠被人体吸收，蒸煮是降低人体对大米中铅吸

收效率的有效方法。为了进一步明确人体对铅的吸收情

况以及铅的毒性作用机理，后续将采用动物试验，建立斑

马鱼、小鼠等动物模型来深入探究铅在动物体内的吸收、

转运机制。
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