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摘要: 采用基于生理学的体外实验, 通过模拟人体的胃和小肠环境, 研究胃液 pH 值、胃肠中的主要消化酶对胡萝

卜中滴滴涕及其代谢物 (总称 DDTs)生物有效性的影响及 DDTs在胃肠消化液和胡萝卜基质之间的分配. 结果表

明:胃液 pH 值对 DDTs的生物有效性有较大影响, 在 pH值为 2. 15时, 达到最大值; 在实验范围内,胃蛋白酶、胆汁

盐和胰酶的浓度增大对 DDTs的生物有效性没有显著影响. p, pc-DDE, p, pc-DDD和 p, pc-DDT在胃和小肠中的生

物有效性分别为 12. 4% , 10. 9% , 10. 8%和 34. 2% , 29. 1% , 32. 3% . DDTs在胃肠消化液和基质之间的分配表明, 在

消化过程中 DDTs在胃肠溶液中的浓度没有达到饱和状态,在胃液和胡萝卜中的分配系数分别为 0. 14, 0. 14和 0.

13, 在小肠液和胡萝卜中分别为 0. 67, 0. 54和 0. 66.
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Abstract: A physio log ically based in vitro testw as performed by simu lating human gastro intestinal tract to

determ ine the effect o f pH value and m ain d igestive enzymes on the b ioaccessibility o f DDT and its

metabolites ( DDTs) in carro.t D istribution of DDTs betw een digestive juice andmatrix w as a lso stud ied.

The resu lts show that pH o f gastric juice has a great impact on b ioaccessib ility of DDTs, w ith themax ima

a t the pH value o f 2. 15. In contras,t w ith in the range of experimental concentrations, increasing the

concentrat ions of pepsin, b ile and pancreatin has no significant e ffect on bioaccessib ility of DDTs. In the

tes,t b ioaccessib ility o fp, pc-DDE, p, pc-DDD, and p, pc-DDT were 12. 4%, 10. 9% , and 10. 8% in

stomach and 34. 2% , 29. 1%, and 32. 3% in intestina,l respectively. D istribution o f DDTs betw een

d igestive ju ice and m atrix indicates that DDTs in the digestive so lut ion did not reach saturation during
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d igestion processes. Partition coeff icients betw een the d igestive so lu tion and d igested carro tw ere 0. 14,

0. 14, and 0. 13 in gastric so lution and 0. 67, 0. 54, and 0. 66 in intestina l so lut ion, respective ly.

Key words: in vitro tes;t DDTs; b ioaccessibility; carro;t gastro in testina l tract

  食品中污染物的生物有效性是人体内暴露和健
康风险评估的重要因子

[ 1]
, 然而目前的评估往往较

少考虑这一因子. 由于污染物对人体的生物有效性

小于 100%,或在人体肠道 P450酶或微生物作用下

代谢为高毒性、高生物富集性的化合物,因而对人体

的风险往往会被高估或低估.近年来,通过基于生理

学原理模拟人体消化道系统 (主要为胃和小肠 ), 对

污染物的生物有效性进行评估的体外 ( in vitro )研究

在国外受到相当重视. 目前, 对于土壤中重金属、有

机污染物的生物有效性研究已有大量报道
[ 2-3]

, 食品

中胡萝卜素、金属等营养物质的生物有效性也是研

究热点之一
[ 4-7]

,而对于食品中有机污染物的生物有

效性研究相对较少
[ 1, 8-10]

.

有机氯农药滴滴涕 ( DDT)是环境中具有典型

性、持久性的有机污染物 ( POPs) ,由于其毒性大、难

降解、易于在生物体内富集等特性,成为世界各国重

点控制的污染物
[ 11]

.我国也曾是有机氯农药施用量

最多的国家之一,并于 1983年开始禁止生产和使用

DDT等有机氯农药. DDT虽然被禁用了 20年, 但由

于其化学稳定性高,这类农药并没有在环境中完全

消失,仍然可以在土壤、水体、沉积物中被大量检测

出来.同时,最新的研究表明, 亚洲一些发展中国家

有机氯类农药浓度有升高趋势
[ 12-13]

. DDT是生产三

氯杀螨醇的中间体, 1995) 2002年, 我国三氯杀螨

醇的年产量约 3 000 .t一般工艺要求 DDT含量必须

小于 0. 5% , 而实际产品中, DDT的含量有的高达

15%
[ 14 ]

.

本工作以 DDT及其代谢物 (总称 DDT s)为研究

对象,采用人工污染的胡萝卜,应用静态人体肠道微

生物生态系统法
[ 10]

, 分析影响 DDTs生物有效性的

因素.由于体外模型中胃和小肠的 pH值、酶、胆盐、

食物组成及停留时间等都可能对生物有效性产生影

响
[ 15]

,所以本工作在前期研究的基础上研究了胃液

pH值及胃和小肠中的主要酶对其生物有效性的

影响.

1 实验部分

1. 1 实验试剂和材料

DDTs标准物质 p, pc-DDT, p, pc-DDD和 p, pc-

DDE, 内标 5-氯硝基苯 ( PCNB )和回收率指示物十

氯联苯 ( PCB209)均购自美国 Supe lco公司;木聚糖、

( + )-阿拉伯半乳糖和胶质购自美国 Fluka公司;淀

粉、D-( + )-葡萄糖、粘蛋白和胆粉购自美国 S igm a

公司; 蛋白胨、胃蛋白酶、胰酶和酵母粉购自德国

M erck公司; 硅胶 ( 80~ 100目 )购自青岛海洋化工

有限公司;其他试剂与材料均购自上海国药集团化

学试剂有限公司.分析纯级的溶剂经全玻璃系统重

蒸后使用.硅胶和中性氧化铝 ( 100~ 200目 )用二氯

甲烷索氏抽提 72 h, 干燥, 分别于 180 e , 250 e 活

化 12 h后加入 3%去离子水,振荡摇匀,干燥器内平

衡过夜后于正己烷中保存. 纯水由美国 M illpore公

司 E lix系统制备, 无菌水采用纯水 121 e 高温灭菌

15 m in.

1. 2 样品准备

将从上海某市场购买的胡萝卜纯水洗净, 用搅

拌器搅碎后冷冻干燥恒重, 碾磨成粉后过 80目筛.

选择本底浓度较低的胡萝卜粉人为添加一定量溶于

二氯甲烷的 DDTs, 使其在胡萝卜中的浓度为 200,

600, 1 800, 2 500和 4 500 ng /g.通风橱内风干后冷

冻干燥,制备成 DDTs污染的胡萝卜样品避光保存

备用.

1. 3 体外实验及处理

体外实验方法如文献 [ 10]所述, 于 0. 24 g胡萝

卜粉中加入 12 mL胃液 (组成见表 1, pH = 3. 0 ?

0. 1) ,顶空吹入氮气创造无氧环境. 该混合液以 60

r /m in在 37 e 下避光垂直混合消化 1 h, 完成胃阶

段模拟.小肠阶段消化的模拟是在胃消化完成后,加

入 6 mL的胆汁和胰液 (组成见表 1) ,此时混合液的

pH值为 7. 0 ? 0. 1,高纯氮气除氧后, 再在 37 e 条

件下避光消化 4 h.后处理过程如下:将胃和小肠消

化后的悬浮液以 7 000g离心 10m in,将得到的上清

液和下颗粒物 (用于分配比研究 )分别进行分析;取

10 mL上清液并向其中加入一定量的回收率指示物

( PCB209) ,向其中加入 20 mL丙酮,充分振荡后加

入 40mL混合液 ( V (正己烷 ) BV (二氯甲烷 ) = 1B3)

萃取,再用 10mL丙酮,充分振荡后加入 20 mL混合

液 ( V (正己烷 ) BV (二氯甲烷 ) = 1B3)萃取 2次;萃

取液浓缩到 0. 5mL后加入 30 mL正己烷进行溶剂
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转换, 再加 10 mL 浓 H 2 SO4 净化; 静置过夜, 去

H 2 SO4后用水洗, 浓缩到 1 mL. 采用硅胶 B氧化铝 B

无水硫酸钠 ( 12 cmB6 cmB1 cm ) 层析柱分离纯化;

分别用 20mL正己烷和 60 mL混合液 ( V (正己烷 ) B
V (二氯甲烷 ) = 1B1)淋洗, 第二个组分浓缩到 0. 5

mL后转移到 2mL的样品瓶, 用微弱的氮气流吹干

后加内标 ( PCNB )定容待分析. 离心后的颗粒物水

洗后加 10mL去离子水, 混合均匀后用固-液萃取法

萃取,后处理过程同上.

表 1 模拟液组成和含量

Tab le 1 Compositions and concen tration s of simu lating gastroin testinal solut ion

组成 浓度 /( g# L- 1 )

食物液 a

阿拉伯半乳糖 ( A rabinoga lac tan from larch w ood) 1. 0

胶质 ( Pec tin from app les) 2. 0

木聚糖 ( Xy lan from b irch wood) 1. 0

土豆淀粉 ( Po tato starch) 3. 0

葡萄糖 ( D-( + )-G lucose, S igm aU ltra, 99. 5% GC) 0. 4

酵母粉 ( Yeast extract) 3. 0

蛋白胨 ( Peptone from pou ltry) 1. 0

粘蛋白 (M uc in from porcine stom ach, Type Ò ) 4. 0

L-半胱胺酸 ( L-Cysteine) 0. 5

胃酸
胃蛋白酶 ( Pepsin from porc ine gastricm ucosa)  0. 088 9

盐酸 ( HC l) b 0. 1c

胃液 V (食物液 ) BV (胃酸液 ) = 8B1

胆汁和胰液 b

碳酸氢钠 ( NaH CO3 ) 12. 5

胆汁盐 ( B ile bov ine) 6. 0

胰酶 ( Pancrea tin from po rcine pancreas, 350 F IP-U g- 1 ( activated) protease,

6 000 F IP-U g- 1 lipase, 7 500 F IP-U g- 1 am y lase)
0. 9

  注: a 121 e 高温灭菌 15 m in; b用 1 L无菌水配制; c单位为 m o l/L

1. 4 DDTs的测定

DDTs的测定在 A lg ient 6890N ECD
63
N i气相色

谱仪上进行;色谱柱: DB-5M S柱 ( 30m @ 0. 32 mm @
0. 25 Lm ); 进样口温度: 220 e ; 检测器温度:

315 e ;程序升温: 100 e ( 1 m in), 4 e /m in升温至

290 e ( 10m in) ;不分流进样 1 LL;载气:高纯氮气;

柱流速: 1 mL /m in;内标法定量.

根据文献 [ 10, 16 ], 污染物在人体胃肠环境条

件下的生物有效性为

B a =
m r

m t

@ 100%, ( 1)

式中, B a为化合物 x在胃肠环境下的生物有效性,

m r为化合物 x从基质中释放到溶液中的质量, m t为

x的总质量.

1. 5 质量保证与质量控制 (QA /QC)

在进行样品分析测定过程中,每个样品都要添

加回收率指示物,以控制整个分析流程的回收率.每

个样品进行 3~ 4个平行样品分析,平行样品的相对

标准偏差小于 10% .每个工作日都要用 DDT降解标

样检查 GC进样口是否引起 DDT降解, 当降解率小

于 15%时,仪器方能用于样品的测定. 样品定量分

析采用 5种浓度混合标样, 用内标法建立工作曲线.

每个工作日测定样品前, 采用已知浓度的标准溶液

检测已经建立的工作曲线是否可用, 测定值与已知

值之差必须在 20%以内,否则重新建立工作曲线.

2 结果与讨论

2. 1 pH值的影响

由于个体差别及是否受饮食 (饱腹及空腹 )的

影响,胃肠道系统尤其是胃中的 pH值变化很大,可

以由空腹状态的 1. 0左右最高上升到饱腹状态的

6. 0左右,而小肠中的 pH值在胆汁、胰液及小肠液

的作用下变化很小,基本维持在中性左右,不受食物

的影响
[ 17]

.在体外实验中, 胃环境中的 pH 值通常

采用1. 0~ 4. 0
[ 15 ]

.本研究在该范围内, 采用 6种不

同的 pH值 ( 1. 29, 1. 50, 1. 76, 2. 15, 2. 98和 3. 57)

进行研究, 结果如图 1所示. pH值对于 DDT s释放

存在较大影响. DDTs的生物有效性随着 pH值的增

大,呈明显上升趋势; 在 pH 值为 2. 15时, 达到最大
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值; 之后随着 pH值的增大略有下降. 由于胃蛋白酶

只有在强酸性条件下有较高的催化活性, 随着 pH

值的升高而下降,当 pH值大于 6. 0时, 发生不可逆

变性而失活, 胃蛋白酶最适宜的 pH 值为 2. 0~ 3.

5
[ 18]

.从结果可以看到,生物有效性的最高点出现在

胃蛋白酶最适宜的 pH值区间,说明了胃蛋白酶活

性对 DDTs生物有效性有很大的影响.

图 1 pH值对 DDTs生物有效性的影响

Fig. 1 Effect of pH on the b ioaccessib ility ofDDTs

2. 2 胃蛋白酶的影响
胃蛋白酶是由胃腺细胞分泌的一种能消化蛋白

质的酶,是胃液中主要的消化酶.本工作研究了消化

液 pH值及总体积恒定时,胃蛋白酶浓度对胡萝卜中

DDTs生物有效性的影响,结果如图 2所示.当胃蛋白

酶浓度由 0. 09 g /L增大至 0. 20 g /L时, DDTs的生物

有效性呈不同程度的增长, 约 1. 5 ~ 2. 0倍; 而在

0. 2~ 4. 0 g /L的浓度范围内, 则基本不变.该结果与

Kulp等
[ 19]
模拟人体胃肠环境研究烤肉中杂环胺的生

物有效性不受胃蛋白酶浓度影响的结果一致.据报

道,溶液表面张力对有机污染物的溶解度有相当大的

影响,表面张力的减小会增大有机物在溶液中的溶解

度
[ 16]

.由于胃蛋白酶仅能轻微地降低消化液的表面

张力
[ 20]

,因而随着其浓度的增大, DDT s的溶解度不

会有太大的影响,研究结果与理论推测一致.

图 2 胃蛋白酶对 DDTs生物有效性的影响

F ig. 2 Effect of pepsin on the b ioaccessib ility of DDTs

2. 3 胰酶的影响

胰酶是小肠环境中的主要酶类之一,是蛋白酶、

淀粉酶、脂肪酶的混合物
[ 21]

. 在胆汁和胰液中, 加入

不同量的胰酶,使得胰酶最终浓度介于 0. 1~ 6. 0 g /

L,结果如图 3所示. 在实验浓度范围内, 经消化后

p, pc-DDE, p, pc-DDD, p, pc-DDT 的生物有效性分
别在 23. 8% ~ 37. 8% , 21. 9% ~ 38. 2%和 27. 8% ~

43. 9%之间 (在小肠中的生物有效性包含从胃环境

中释放部分, 后文也相同 ). 与胃蛋白酶结果相似,

胰酶浓度的变化对 DDTs生物有效性影响较小. 据

报道,胰酶与胃蛋白酶类似,仅能轻微地降低消化液

的表面张力,因而不能显著增强污染物的生物有效

性
[ 20]

.本研究中, DDTs的生物有效性最高值出现在

胰酶浓度为 0. 1 g /L, 这可能是由于当胰酶浓度相对

较低时,胆汁具有较高的表面活性能力,对于其他的

活性物质会产生一定的抑制作用.据报道,当胆汁浓

度一定时,在较低浓度的胰酶中,由于胆汁对胰酶活

性的抑制, 使得胆汁在 B-胡萝卜素胶束形成过程

(m icellarisation)中起到的作用更大 (即对其生物有

效性的影响更大 )
[ 22]

.

图 3 胰酶对 DDTs生物有效性的影响

F ig. 3 Effect of pancreation on the b ioaccessib ility

of DDTs

2. 4 胆汁的影响
胆汁是由肝细胞分泌的一种外分泌液,和胰液、

肠液一起对小肠内的食糜进行化学性消化. 胆汁成

分复杂,除水外, 还有胆色素、胆盐、胆固醇、脂肪酸、

卵磷脂及血浆中所有的无机盐等. 本研究考察了消

化液中胆汁浓度在 0. 5 ~ 5. 0 g /L范围内对胡萝卜

中 DDTs的生物有效性的影响, 研究结果如图 4所

示.在该范围内, p, pc-DDE, p, pc-DDD, p, pc-DDT

的生物有效性分别在 32. 9% ~ 38. 8% , 29. 1% ~

41. 1%和 28. 2% ~ 40. 3%之间,增大胆汁的浓度对

小肠环境下胡萝卜中 DDT s的生物有效性影响不

大.当胆汁浓度介于 0. 5~ 2. 0 g /L时,除 p, pc-DDD
在胆汁浓度 2. 0 g /L时生物有效性偏小外, DDTs生

物有效性无明显变化;当浓度增大至 3. 0 g /L时, 生物

有效性略有增大,但无明显趋势. 据文献报道, 与胃
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蛋白酶和胰酶不同,胆汁浓度增大会导致消化液表

面张力明显减小, 从而促进有机污染物的释放
[ 23]

;

当胆汁浓度大于其临界胶体浓度 0. 15 g /L时,消化

液表面活性基本不变
[ 20]

.本实验中胆汁浓度均大于

该临界浓度,从理论上说, 在实验浓度范围内, 胆汁

的浓度变化对 DDTs的生物有效性影响不大, 本实

验结果与理论结果相符. 但是与胃中的情况比较,

DDTs在小肠中的生物有效性远远高于胃中, 这表明

胆汁的加入对其生物有效性具有很大的影响. 许多

研究表明,模拟液中有无胆汁,对于生物有效性影响

很大,一般不添加胆汁时,生物有效性均较小
[ 24]

.

图 4 胆汁对 DDTs生物有效性的影响

Fig. 4 Effect of b ile on the b ioaccessib ility ofDDTs

2. 5 DDTs在两相中的分配

在人体中, 污染物在胃肠系统中从食物基质释

放到溶液中,形成可以被小肠吸收的状态,然后被小

肠吸收,该过程为一动态过程.如果污染物的释放过

程大于吸收过程,则一定时间后,肠液中污染物的浓

度达到饱和,反之则处于不饱和状态. 然而, 体外实

验都是一个静态过程, 本研究采用 0. 24 g的胡萝

卜, 以 200, 600, 1 800, 2 500和 4 500 ng /g浓度的

DDTs对其在食物基质及肠液两相中的分配进行了

研究, 该浓度远远高于环境浓度. 如果在肠液中

DDTs达到饱和状态, 则在增大 DDTs浓度时, 其生

物有效性将会降低, DDTs在肠液与基质中的分配比

将减小.研究结果采用式 ( 1)可计算得到 DDTs在胃

和小肠中 p, pc-DDE, p, pc-DDD, p, pc-DDT的平均
生物有效性分别为 ( 12. 4 ? 3. 0 )% , ( 10. 9 ?

3. 3)%, ( 10. 8 ? 3. 5)%和 ( 34. 2 ? 6. 7)% , ( 29. 1 ?

6. 2)%, ( 32. 3 ? 8. 8)% . 以胃肠液中 DDTs的质量

对胡萝卜基质中 DDTs的质量作图,可以得到 DDTs

在两相中的分配曲线,结果如图 5所示. 图中, m c为

胡萝卜基质中 DDT s的质量, m s为胃液中 DDTs的

质量, m i为肠液中 DDTs的质量. 对其采用线性拟

合, 得到 DDTs在胃和小肠中线性方程的相关系数

均高于 0. 95.这说明 DDTs在胃液和肠液中均没有

达到饱和,并且可以用直线分配模型对 DDT s的分

布进行描述.该研究与 Oomen研究 PCBs在胃肠液

与土壤基质中的分配状况类似
[ 25]

. 从表 2可以看

出, p, pc-DDE, p, pc-DDD和 p, pc-DDT在胃液和胡
萝卜中的分配系数分别为 0. 14, 0. 14和 0. 13, 在小

肠液和胡萝卜中分别为0. 67, 0. 54和 0. 66.

图 5 胃肠液中 DDTs的质量与胡萝卜基质中

DDTs的质量关系

Fig. 5 R elationsh ip s between them ass of DDTs in

gastroin testinal solu tion and carrotm atrix

表 2 DDTs在胃肠液与胡萝卜中的分配

Tab le 2 D istribution of DDTs between gastroin te stinal

solution and carrot

化合物

胃

拟合直线

方程

相关系数

R2

小肠

拟合直线

方程

相关系数

R2

p, pc-DDE y= 0. 144 1x 0. 991 2 y= 0. 667 7x 0. 990 1

p, pc-DDD y= 0. 142 4x 0. 954 5 y= 0. 539 7x 0. 990 0

p, pc-DDT y= 0. 131 4x 0. 960 0 y= 0. 658 2x 0. 969 4

3 结 束语

本工作采用体外实验研究了胃液 pH 值、胃肠
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中的主要消化酶对胡萝卜中 DDTs生物有效性的影

响及 DDTs在胃肠消化液和胡萝卜基质之间的分

配. 结果表明, pH 值的变化对 DDTs的生物有效性

有较大影响, pH值升高,其生物有效性增大. 在本实

验浓度范围内,胃蛋白酶、胆汁和胰酶浓度的改变对

DDTs的生物有效性影响较小,但有没有加胆汁对其

生物有效性影响很大. DDTs在胃肠消化液和基质之

间的分配表明, DDTs在胃肠溶液中的浓度在消化过

程中没有达到饱和状态.
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#简讯#

芬兰 VTT技术研究中心代表来访

在上海市科委国际合作处、上海市纳米科技与产业发展促进中心及芬兰国家技术创新局的大力推动下,

上海大学与芬兰 VTT技术研究所的合作取得实质性进展. 2010年 2月 19日,芬兰 VTT技术研究所应用材料

研究中心副院长 AnneR itschkoff教授、技术经理 Er ja Turunen博士来上海大学讨论具体合作事宜.

上海大学科技处处长兼纳米科学与技术研究中心副主任施利毅教授主持讨论会,上海市纳米科技与产

业发展促进中心费立诚副主任参与了交流活动. 双方介绍了各自在新材料领域的研究重点与优势, 经过一

天的交流与讨论,确定了下阶段合作研究的课题,制定了初步工作计划并签署了合作备忘录. 此次交流活动

是继 2009年 10月 23日,由芬兰国家技术创新局牵头,来自芬兰 VTT技术研究所、赫尔辛基理工大学、贝耐

克公司等知名科研机构和企业的芬兰纳米科技代表团一行来访之后, 芬兰材料科技专家第二次访问上海

大学.

芬兰 VTT技术研究所成立于 1942年,有 2 700多名员工,是北欧最大的多学科应用研究机构. 此次与

VTT技术研究所应用材料研究中心的科研合作是上海大学加强国际化, 积极推动产学研结合和科技成果转

化的又一重要进展.

(科技处 )
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