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应用体外仿生模型分析海藻水煎液中

微量金属的形态和生物可给性

林路秀
1  李顺兴* 1, 2  郑凤英 1, 2

(漳州师范学院化学与环境科学系 1, 分析科学福建省高校重点实验室 2, 漳州 363000)

摘  要  将体外 /半仿生消化0和 /全仿生消化0法分别应用于海藻分析前处理, 即模拟人体消化环境, 加入消

化液所含有机物和无机物, 模拟海藻 (海带和紫菜 )水煎液在胃肠中的吸收和转运机制。鉴于消化管和血管

间的生物膜是类脂质膜 ,以单层脂质体为细胞生物膜模型考察海藻水煎液中微量金属在单层脂质体-水体系

中的分配行为。以单层脂质体结合态、水溶态界定水煎液中微量金属的形态; 以单层脂质体结合态含量评价

微量金属的生物可给性; 比较单层脂质体结合态金属在胃肠中浓度, 确定微量金属的主要吸收部位。消化酶

对海藻中微量元素的形态和生物可给性影响明显。水煎液全仿生消化后, 海带和紫菜中的 Fe均主要在胃被

吸收, 海带中的 M n和 Zn主要在肠被吸收;紫菜中的 Mn和 Zn在胃与肠均有吸收。
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1 引  言

海带和紫菜为海生植物,营养丰富,是理想的食疗佳品。现代药理研究表明: 海带和紫菜中的多糖

具有调节血脂、降血压、抗肿瘤、抗突变、防辐射及抗氧化等功效
[ 1~ 3 ]
。近年来, 海藻微量金属分析多限

于总量测定
[ 4~ 8]
。微量金属的生物可给性和毒性与其形态密切相关

[ 9 ]
。药用植物的基体成分复杂, 分

析元素的具体形态 (结合态、价态和结构态 )费用高、耗时, 且目前样品前处理技术无法胜任,因此美国

食品药物管理署 ( U. S. Food and Drug Adm inistrat ion)对此未做要求。

本研究采用体外仿生消化技术对海藻 (海带、紫菜 )水煎液进行预处理, 应用 /半仿生消化0 (不含消
化酶 ) 和 /全仿生消化 0 (含消化酶 )方法, 探讨胃和肠所含的有机物、无机物及消化酶对海藻水煎液中

微量金属 ( Fe, M n, Zn)形态和生物可给性的影响。鉴于消化管和血管间的生物膜是类脂质膜, 以单层

脂质体为细胞生物膜模型,以单层脂质体结合态和水溶态定义植物类食品和药物中微量金属的形态和

生物可给性,以单层脂质体-水分配体系模拟海藻水煎液仿生提取液在人体中分配、吸收的情况。与动

物模型相比,体外全仿生消化和单层脂质体萃取联用技术评价药物或者食物中微量金属的形态和生物

可给性,更可靠、简便、易行。

2 实验部分

2. 1 仪器与试剂

GBC-932AA型原子吸收光谱仪,铁、锰、锌元素空心阴极灯 (澳大利亚 GBC公司 ) ; MK-型光纤压力

自控密闭微波消解系统 (上海新科微波溶样测试技术研究所 ); RE-52型旋转蒸发器 (上海亚荣生化仪

器厂 ); 86C-ULT超低温冰箱 ( Thermo E lectron公司 ) ; SHA-B水浴恒温振荡器 (常州国华电器有限公

司 ) ; 320-S型 pH计 (梅特勒-托利多仪器公司 ); Le ica DM LB2徕卡显微镜 (德国徕卡仪器有限公司 )。

浓 HNO3和浓 HC l(优级纯 ), KC l(分析纯 ) ; 淀粉酶、尿酸、粘液素、牛血清蛋白、胃蛋白酶、胰液素、

脂肪酶、胆汁和卵磷脂 (分析纯, 中国医药集团上海化学试剂公司 )。Fe, M n, Zn的标准贮备液

( 1. 0 g /L,澳大利亚 GBC公司 ) ; 超纯水。

海带和紫菜购买于漳州市,经漳州市食品药品检验所陈育琳教授鉴定。用自来水将海带和紫菜样
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品洗净,用超纯水冲洗 3遍,于 80 e 下恒温烘干至恒重,备用。

2. 2 Fe, M n和 Zn标准曲线测定

准确量取 1 g /L Fe, M n, Zn标准储备液适量,用 5% HC l( V /V )配制浓度分别为 0. 5, 1. 0, 2. 0, 3. 0,

4. 0和 5. 0mg /L Fe标准溶液和 0. 3, 0. 5, 0. 8, 1. 2和 1. 4mg /L Zn标准溶液;用 5% HNO3 ( V /V )配制浓

度分别为 0. 5, 1. 0, 1. 5, 2. 5和 3. 5mg /LM n标准溶液;火焰原子吸收光谱法 ( FAAS法 )测定 Fe, M n和

Zn的吸光度,分别绘制标准曲线。FAAS工作参数见表 1。

表 1 火焰原子吸收光谱工作条件
Table 1 Operating conditions for FAAS

元素
E lem en t

灯电流
C urrent
(mA)

分析线波长
W avelength

( nm )

狭缝
S l it

( nm )

乙炔流速
C2H 2 flow rate

( L /m in )

空气流速
A ir flow rate
( L /m in)

燃烧器高度
Combus tor height

(mm )

Fe 7. 0 248. 3 0. 2 2. 3 8. 5 5

M n 5. 0 279. 5 0. 2 2. 3 8. 5 5

Zn 5. 0 213. 9 0. 5 2. 0 8. 5 4

 

2. 3 胃和肠半仿生及全仿生消化液制备 [ 10 ]

参考文献 [ 10] , ( 1) 制备胃和肠半仿生消化液  分别加入胃和肠中所含的有机物和无机物,调 pH

值至各消化液对应的 pH值; ( 2) 制备胃和肠全仿生消化液  在半仿生消化液的基础上, 分别加入相应

消化酶。具体配制方法如表 2。

表 2 唾液、胃液、十二指肠液、胆汁组成成分
Table 2 M ain componen ts o f sa liva, gastr ic ju ice, duodena l juice and b ile

唾液
Saliva

胃液
Gastric ju ice

十二指肠液
Duodena l

胆汁
B ile

无机物
Inorganic
m ateriaLs

10 mL l89. 6g /L KCl 15. 7 mL 175. 3 g /L N aCl 40 mL 175. 3 g /LN aC l 30 mL 175. 3 g /L N aCl

10 mL 20 g /L K SCN 3. 0 mL 88. 8 g /L N aH
2
PO

4
40 mL 84. 7 g /L N aHCO

3
68. 3 mL 4. 7 g /L N aHCO

3

10 mL 88. 8 g /L N aH
2
PO

4 9. 2 mL 89. 6 g /L KCl 10 mL 8 g /L KH
2
PO

4 4. 2 mL 89. 6 g /L KCl

10 mL 57 g /L N a3PO4 18 mL 22. 2 g /L CaC l2 6. 3 mL 89. 6 g /L KCl 0. 2 mL 37% HC l

1. 7 mL 175. 3 g /L N aCl 10 mL 30. 6 g /L NH 4Cl 10 mL 5 g /LM gCl2 10 mL 2. 2 g /L CaCl2

1. 8 mL 40 g /L NaOH 8. 3 mL 37% HCl 0. 18 mL 37% HC l

9 mL 22. 2 g /L CaC l2

有机物
Organ ic
m aterials

8 mL U rea 25g /L 10 mL 65 g /L G luco se 4 mL 25 g /L U rea

10 mL 2 g /L G lucuronic acid

3. 4 mL 25 g /L U rea

10 mL 33 g /L
G lucoseam ine hydro chlor ide

消化酶
B ioen zym es

145 mg a-Amy lase 1 g Bovine serum a lbum in 1 g Bov ine serum album in 1. 8 g Bov ine serum a lbum in

15 mgU ric acid 1 g Pepsin 3 g P ancrea tin 6 g Bile

50 mgMuc in 3 gM uc in 0. 5 g L ipase

pH 6. 5 ? 0. 2 1. 07 ? 0. 07 7. 8 ? 0. 2 8. 0 ? 0. 2

 注 ( Notes) :用 HC l或 N aHCO 3溶液调 pH值,用超纯水定容至 500mL,在 4 e 下保存 ( pH values of all solu tion sw ere ad justed u sing HC l

or NaHCO3 and th e total volum e of each d igestion solut ion w as d ilu ted to 500 mL w ith u ltrapu re w ater before storage at 4 e )。

2. 4 海藻水煎液制备及其半仿生和全仿生提取液制备
称取海带、紫菜样品各约 20 g,每次加超纯水 200mL,加热至沸腾,保持微沸约 1 h, 煎煮 3次; 合并

3次煎煮液,用 0. 45 Lm滤膜过滤, 加热浓缩并定容至 500mL, 得水煎液,于 4 e 下保存待用。

各取海带、紫菜水煎液 80mL,加半仿生或全仿生唾液 5 mL, 在 37e 下恒温振荡 5 m in后,加胃液

150mL, 在 37e 下恒温振荡 2 h,从胃仿生消化食靡中取 100mL, 用 0. 45 Lm滤膜抽滤,得胃半仿生或全

仿生提取液;往余下的胃仿生消化食靡中加十二指肠液 200mL和胆汁 80mL,在 37 e 下恒温振荡 7 h,

取肠仿生消化食靡 100 mL,用 0. 45 Lm滤膜抽滤, 得水煎液肠的半仿生或全仿生提取液。胃和肠的半

仿生或全仿生提取液于 4 e 下保存待用。
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2. 5 海藻水煎液及其仿生提取液在单层脂质体-水体系中分配行为研究

参考文献 [ 12]制备单层脂质体: 称取约 0. 25mg蛋黄卵磷脂, 溶于 5 mL氯仿, 将溶液移入具塞圆

底烧瓶,于旋转蒸发器上抽真空旋转蒸发 10m in,形成均匀的多层脂质体膜;分别取海藻水煎液、水煎液

的仿生提取液各 25 mL, 加至多层脂质体中, 充氮气,水浴恒温 ( 37 e )振荡,让脂质体膜全部进入仿生

提取液中,在超低温冰箱 ( - 71 e )中冷冻 20 m in, 于 37 e 下融化,重复冻融 3次,促进仿生提取液在单

层脂质体-水体系中的分配。制成的单层脂质体, 用俫卡显微镜 (放大倍数 4000倍 )表征如图 1所示。

图 1 放大 4000倍后多层脂质体 (左 )和单层脂质体 (右 )表征

F ig. 1 M orpho logy ies o fm ultilayer( left) and m ono lay er lip ido som e( right) after am plify ing 4000 tim es

单层脂质体粒径为 0. 3~ 0. 35 Lm,依次用孔径为 0. 45和 0. 22 Lm的滤膜抽滤冻融液,可使单层脂

质体膜从溶液中分离,海带、紫菜水煎液的仿生提取液中单层脂质体结合态和水溶态微量金属分别存留

于单层脂质体膜相和水相 (即滤液 )中。

2. 6 海藻水煎液及其仿生提取液中微量金属测定

取 10 mL海藻水煎液、2. 3节制得的海藻水煎液胃 (或肠 )仿生提取液 10mL、2. 4节制得的单层脂

质体膜相 (全部 )和水相 ( 10 mL)于消化罐中,加浓 4. 0mL HNO3和 2. 0mL H 2O2,消解 10 m in, 冷却,定

容至 25 mL,分别用于海藻水煎液中微量金属总含量、仿生提取液金属含量、仿生提取液中单层脂质体

结合态、水溶态金属含量的测定。

3 结果与讨论

3. 1 回收率实验
以海带和紫菜的水煎液为样品, 用标准加入法进行回收率实验, 由表 3可见, 被测微量金属的回收

率为 96. 7% ~ 103. 1% ,说明微波消解-FAAS法测定海带和紫菜的水煎液中微量金属含量准确度较好,

结果可靠。

表 3 海藻水煎液中微量金属 Fe, M n和 Zn含量及其回收率

Table 3 Analytical results fo r Fe, Mn, and Zn in ma rine a lga l soup and their recove ry

元素
E lem en t

海带 Lam inaria japon ica

Found (m g /kg) Added (m g /kg) Recovery (% )

紫菜 Porphyra ha itanen sis

Found (m g /kg) Added (m g /kg) Recovery (% )

Fe 22. 86 20. 0 96. 7 40. 03 40. 0 99. 2

M n 9. 47 10. 0 98. 5 22. 99 25. 0 103. 1

Zn 18. 35 20. 0 101. 2 89. 52 90. 0 97. 6

 

3. 2 海藻水煎液仿生胃肠提取液中微量金属形态分析和生物可给性评价
海藻半仿生和全仿生提取液中微量金属单层脂质体结合态和水溶态含量如表 4所示。海带水煎液

的半仿生胃提取液中, Fe, M n, Zn均以水溶态为主;海带水煎液肠提取液中, Fe以单层脂质体结合态为

主, M n和 Zn单层脂质体结合态与水溶态含量相差不大。紫菜水煎液的半仿生胃提取液中, Fe, Zn的

单层脂质体结合态和水溶态含量相当, M n以水溶态为主;紫菜水煎液的肠提取液中, Fe和 Zn以单层脂

质体结合态为主, M n以水溶态为主。海带水煎液全仿生消化后, 胃提取液中 Fe, M n和 Zn均以水溶态

为主; 肠提取液中 Fe以水溶态为主, M n和 Zn以单层脂质体结合态为主。紫菜水煎液全仿生消化后,胃

提取液中 Fe和 Mn以水溶态为主, Zn以单层脂质体结合态为主;肠提取液中 Fe, M n, Zn均以水溶态为

主。对比胃提取液和肠提取液中单层脂质体结合态微量金属含量可得,海带和紫菜中 Fe均主要在胃被

吸收, 海带中Mn和 Zn主要在肠被吸收;紫菜中 Mn和 Zn在胃、肠均有吸收。由半仿生和全仿生后单层
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脂质体结合态微量金属含量可得,消化酶通过影响消化过程, 影响微量金属配合物的配体组成,从而对

海藻中微量元素的形态和生物可给性产生明显影响。

表 4 海藻水煎液半仿生和全仿生提取液中微量金属 Fe, M n和 Zn形态分析 (Lg /g )

Table 4 Analytical results o f Fe, M n and Zn in the filtra te o f extracts from sem -i bion ic and who le-b ionic dig estion o fm ar ine

algal soup ( Lg /g)

海藻
M arine alga

金属
M etals

胃提取液 G astric extracts

M LBM s

SBD WBD

WSM s

SBD W BD

肠提取液 In test inal ex tracts

MLBM s

SBD WBD

W SM s

SBD WBD

海带
Lam inaria
japon ica

Fe 1. 84 7. 56 10. 44 9. 87 10. 03 1. 93 2. 23 7. 06

Mn 2. 24 1. 39 4. 54 5. 36 1. 56 4. 98 1. 26 3. 49

Zn 5. 63 2. 68 16. 62 16. 72 0. 44 10. 18 0. 45 6. 02

紫菜
Porphyra
haitanens is

Fe 23. 22 35. 48 21. 41 49. 78 27. 31 17. 1 17. 54 25. 77

Mn 3. 80 3. 05 11. 21 17. 41 2. 31 4. 06 5. 15 15. 02

Zn 7. 66 11. 84 7. 80 3. 49 16. 06 10. 18 7. 13 13. 45

 注 ( Notes) : MLBM s(单层脂质体结合态金属, M ono layer liposom e-bonded m etals) , W SM s(水溶态金属, Water-so lub le m etals) , SBD (半

仿生消化, Sem -i bion ic d iges tion) , WBD(全仿生消化, Whole-b ion ic digestion)。

3. 3 仿生消化对海藻水煎液中微量金属配合物分配系数的影响

以正辛醇为生物膜模型评价中药中微量金属的形态和生物可给性已有报道
[ 12 ~ 15]

。全仿生消化后,

胃肠仿生提取液接近其在消化系统消化后的有效成分群, 微量金属也转化成细胞膜吸收前最终配合

物
[ 16]
。鉴于消化管和血管间的生物膜是类脂质膜,以单层脂质体为细胞生物膜模型和固相萃取剂, 提

取具有细胞膜亲合性的中药有效成分群, 合乎中医药理论的系统观和整体观。以单层脂质体结合态金

属含量评价金属细胞膜亲合性、生物可给性,较常用的有机态,更能揭示其药理和药效机制。本实验以

单层脂质体 /水体系测定药物的分配系数 DMW (DMW =化合物在单层脂质体膜相中平衡浓度 /该化合物

水相中的平衡浓度 )。海带和紫菜水煎液的仿生提取液中微量金属的 DMW如表 5所示。

表 5 海带和紫菜的水煎液胃、肠半仿生和全仿生提取液中 Fe, Mn和 Zn分配系数 DMW值

Table 5 DMW va lues o f Fe, M n and Zn in the filtra te of chym e from sem -i b ion ic and whole-bion ic d igestion of m arine a lgal

soup in stom ach and intestine

海藻
M arin e alga

金属
M etals

半仿生消化 Sem -i b ion ic d igest ion

胃提取液
G astric extracts

肠提取液
Intestina l extracts

全仿生消化 W hole-b ion ic d igest ion

胃提取液
G astric extracts

肠提取液
Intestin al extracts

海带
Lam in aria japon ica

Fe 0. 18 4. 50 0. 77 0. 27

Mn 0. 49 1. 24 0. 26 1. 43

Zn 0. 34 0. 98 0. 16 1. 69

紫菜
Porphyra haitanens is

Fe 1. 08 1. 56 0. 71 0. 66

Mn 0. 34 0. 45 0. 18 0. 27

Zn 0. 98 2. 25 3. 39 0. 76

 

  对于海带水煎液,半仿生消化后, Fe, M n, Zn在肠提取液中的 DMW值高于胃提取液; 全仿生消化

后, Fe在胃提取液中的 DMW值高于肠提取液, M n和 Zn在肠提取液中的 DMW值高于胃提取液; 加入消化

酶,胃提取液中 Mn, Zn的 DMW值降低, Fe的 DMW升高,而肠提取液情况却相反。

对于紫菜水煎液,加入消化酶, 胃肠提取液中 Fe和 Mn的 DMW值下降; Zn的 DMW值在胃提取液中显

著增加,但在肠提取液中下降。微量金属的 DMW值越高, 单层脂质体结合态金属所占比例越高,生物可

给性越强。上述情况说明消化酶可通过影响微量金属配合物的配体组成,从而对海带和紫菜中的微量

元素的形态分布和生物可给性产生影响。

海藻种类和仿生消化方式差异对微量金属配合物的形态分布影响随金属种类不同而异, 主要归因

于: ( 1)海藻种类不同, 其有机和无机成分不同,经不同的消化方式后产生的食糜中成分也不同, 导致微

量金属配体的差异性; ( 2)不同微量金属的配位能力不同; ( 3)金属间和配体间均产生配位竞争反应。

海藻中基体成分复杂,因此评价海藻中微量金属的形态和生物可给性,可通过全仿生消化进行预处理,

再采用仿生细胞膜萃取,以细胞膜亲合性为评价依据,鉴别微量金属的形态和生物可给性。
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Application of in vitro B ionicsM odels for Speciation Analysis and

Bioavailability Assessm ent of TraceM etals inM arine A lgal Soup

L IN Lu-X iu1, L I Shun-X ing* 1, 2, Zheng Feng-Y ing1, 2

1 (D epartm ent of Chem istry& Environm ental Science, Zhangzhou N orm al Un ivers ity, Zhangzhou 363000)
2 (F uj ian P rov ince Un ivers ity K ey Laboratory of Analy tical Science, Zhangzhou Normal University, Zhangzhou 363000)

Abstract Two new bion ic techno log ies, .i e. in vitro b ionic digestion and bion ic b iom embrane extraction,

w ere deve loped for the pretreatment of marine a lgal soup. The soup of Lam inaria japon ica and Porphyra

ha itanensisw as d igested at 37 e under the action o f sa liva, the ac id ity of the stomach or in testine w ith the

inorganic and organic compounds( includ ing digestive enzym es) that w ere found in the stomach or intestine,

and then the chymes w ere ob tained. Being sim ilar to the biomembrane betw een the gastro intestinal tract and

blood vessels, mono layer liposome w as used as b iomembrane mode.l M ono layer liposom e-bonded (MLBM s)

w as used for o ral b ioaccessibility assessment of trace metals( Fe, M n and Zn) in the chym e. The spec ies

distribution and b ioavailability o f trace m etals in marine alga w ere obv iously affected by the ex istence o f the

bioenzymes. Based on the concentrat ion ofM LBM s and who le-bion ic d igest ion, the m ain absorption site o f

trace meta ls in m arine alga l soup w as proposed as fo llow: iron in both Lam inaria japon ica and Porphyra

ha itanensis w as absorbedma in ly in stomach; manganese and zinc in Lam inaria japon ica w ere absorbedmainly

in intest ine and these two metals in Porphyra haitanensis w ere absorbed bo th in stomach and intestine.

Keywords In v itro bion ic digestion; B iom imet ic membrane ex tract ion; M arine a lga; Trace metals; Spec ia-

t ion analysis; B ioava ilab ility assessm ent
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