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摘要! 运用体积排阻高效液相色谱(电感耦合等离子体质谱联用技术#023D1A-3D/3AD[0$

分析了紫菜中3N的存在形态!结果发现!在紫菜水提取液中检测到 ! 种3N 形态!根据其保留

时间确定为植物螯合肽#A3$

!

D3N'谷胱甘肽#Q01$D3N 和 # 种未知小分子有机态 3N!结合体

外全仿生消化技术!研究了在唾液'胃'肠无机物和有机物#含消化酶$作用下!紫菜中3N 的主

要存在形态!分析发现在紫菜胃全仿生提取液中!检测到 $ 种未知小分子有机态3N!其中以保

留时间为 $?7$ EF9的3N形态为主要存在形态" 在肠全仿生提取液中检测到 $ 种3N形态!其

中#A3$

!

D3N是主要存在形态" 有关#A3$

!

D3N 在生物体内的代谢规律还需进一步研究" 实

验确证了3N在紫菜中的主要有机形态!为紫菜食用安全风险评价提供重要依据"

关键词! 镉% 形态分析% 体积排阻高效液相色谱% 电感耦合等离子体质谱% 体外全仿生消化

中图分类号! `<!;% 0B#>7!&&&&&&&文献标志码&,

&&我国是紫菜生产和出口大国"主要出口至日

本*韩国*欧美*东南亚地区等) 但通过近些年来

藻类质量安全普查发现"我国紫菜中重金属镉

#3N$含量较高"并且普遍高于日本*韩国等) 紫

菜中的高3N含量已经成为某些进口国制造技术

性贸易壁垒的借口"严重影响了我国紫菜的对外

出口) 国内对紫菜及其制品的市场抽查也表明

3N含量超标情况十分严重"因此亟需开展紫菜中

3N的食用安全研究) 目前"国内外对海藻及其制

品中3N的检测方法主要是将样品经过浓硝酸*

高氯酸等强氧化剂消化后"将所有形态的 3N 转

化成无机3N"得到的测定结果实际上是 3N 的总

量"对海藻中 3N 的食用安全评价也是以总量作

为评价标准) 由于 3N 以多种形态存在于海藻

中"3N的毒性与其存在形态有关'#(

"若简单地仅

采用 3N 的总含量*并以其离子态的毒性效应作

为评价标准往往会高估其毒害效应'$(

) 因此"研

究紫菜中3N的存在形态具有重要意义)

赵艳芳等'!(运用化学试剂逐步提取法分析

紫菜中3N的化学形态发现紫菜中的 3N 主要以

氯化钠提取态和醋酸提取态存在"而乙醇提取态

#即无机离子态$所占比例小于 #S) 色谱与原子

光谱质谱联用是元素形态分析最主要的技术手

段"体积排阻色谱分离#023D1A-3$与电感耦合

等离子体质谱#/3AD[0$联用技术同时具有交联

葡聚糖#0HPI8NHR Q;%$分子筛凝胶过滤层析的根

据分子量分离化合物的优点和 /3AD[0灵敏的多

元素同时检测优点"又因为其流动相一般采用中

性的 TXFJD136@+836缓冲液"与生物体本身条件

相似"因此可以较准确的反应蛋白质以及其它巯

基化合物在生物体内与元素的结合状况'?(

) iHF

等';(运用023D1A-3D/3AD[0联用分析了长穗偃

麦草#>5)(37)(& *1(&5"-,0$中的 3L*c9 和 3N 的

形态+杨红霞等'"(运用 023D1A-3D/3AD[0联用
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# 期 赵艳芳"等!体积排阻高效液相色谱,电感耦合等离子体质谱法测定紫菜中镉#3N$的形态 &&

分析了印度芥菜中3N的形态"证明3N 以植物螯

合肽#A3$!D3N*植物螯合肽#A3$$D3N*谷胱甘肽

#Q01$D3N"及半胱氨酸#3jJ$D3N ? 种形态存在)

另外"研究在生物体胃*肠消化液作用下"紫菜中

3N的存在形态对评估紫菜中3N的食用安全性具

有积极意义) %全仿生消化&法即模拟人体消化

环境"加入消化液所含无机物和有机物#包括消

化酶$"探讨海藻3N在人体消化液作用后的主要

存在形态) 与动物模型相比"体外全仿生消化技

术评价海藻中 3N 形态变化更可靠*简便*易行)

因此"本研究以紫菜为研究对象"运用 023D

1A-3D/3AD[0法首次分析紫菜中 3N 的形态"并

结合体外全仿生消化模型研究在生物体胃肠消化

液作用下"紫菜中 3N 的主要存在形态以及不同

形态之间的转化规律"以期为紫菜中 3N 的食用

安全评估提供重要参考依据)

#&材料与方法

%&%'仪器与试剂

/3AD[0#=*3

&

"AHX]F9D26EHX$"工作参数

为射频功率 # #;% i"等离子体气流速 #; -@EF9"

辅助气流速 #7$ -@EF9+采样时间 # <%% J)

1A-3#0HXFHJ$%%"AHX]F9D26EHX$"分离条件为

T0hDQ2-Q!%%% 分离柱及 T0hDQ2-

T[

AiZXL8XN

356LE9保护柱"流速!%7< E-@EF9"进样量 <%

"

-"

仪器自动积分"以峰面积计算含量) 根据文献'"(

的方法在氮气保护下配制3jJD3N及Q01D3N标准

溶液"用于确定色谱峰保留时间) 流动相配制!#%

EE56@-TXFJD136缓冲液"其中加入 %7# E56@-

+836和 %7%!S +8+

!

"调节 P1t>7;"%7?;

"

E滤

膜过滤"超声 ?% EF9赶净溶解氧)

石墨炉原子吸收#,,"%%"AHX]F9D26EHX$+超

纯水系统#[F66FDUH6HEH9W,#%"[F66FP5XH$+01bD

$,型水浴恒温振荡器#江苏金城国胜实验仪器

公司$+0?%Dh型 P1计#梅特勒,托利多仪器公

司$+-+hD<>$ 型多功能快速消化器#江苏省宜兴

市科教仪器研究所$)

%&('样品处理

紫菜样品'87坛紫菜#B()3/7)" /"'-"&*&#'#$(

原产地福建"紫菜样品 ' O7条斑紫菜 #B()3/7)"

7*8(*&#'#$(原产地山东) 将样品用超纯水冲洗 !

遍"沥干"于 "% ^下烘干至恒重"粉碎成均匀粉末

状备用) 称取干制紫菜样品#8$和#O$各 %7; Z"

加入 ?% E-超纯水在 $; ^恒温振荡 $? I 后"

< %%% X@EF9离心 #% EF9"倒出上清液"%7?;

"

E滤

膜过滤后上机分析)

%&)'胃和肠全仿生消化液制备

参考文献'> :<(的方法"制备胃和肠全仿生

消化液"分别加入胃和肠中所含的有机物和无机

物"调 P1至各消化液对应的 P1"分别加入相应

消化酶"制备胃和肠全仿生消化液)

%&*'紫菜全仿生提取液制备

称取干制紫菜样品#8$和#O$各 $7% Z"加入

全仿生唾液 #% E-"在 !> ^下恒温振荡 ; EF9

后"加胃液 #;% E-"在 !> ^下恒温振荡 $ I"从胃

仿生消化食糜中取 #%% E-"以 < %%% X@EF9 转速

于 ? ^离心 #% EF9"取上清用 %7?;

"

E滤膜抽

滤"得胃全仿生提取液+往余下的胃仿生消化食糜

中加十二指肠液 $%% E-和胆汁 <% E-"在 !> ^

下恒温振荡 > I"取肠仿生消化食糜 #%% E-"以

< %%% X@EF9转速于 ? ^离心 #% EF9"取上清用

%7?;

"

E滤膜抽滤"得肠全仿生提取液) 胃和肠

的全仿生提取液于 ? ^下保存待用)

%&+'紫菜中总C9含量检测

称取 #7% Z样品于 #%% E-消化管中"分别加

入 #; E-1+(

!

和 ;7; E-136(

?

浸泡 #$ I"用多

功能快速消化器消化) 同时做试剂空白对照"总

3N采用石墨炉原子吸收法测定)

$&结果

(&%'紫菜水提取液中C9形态分析

紫菜样品#8$和#O$的总 3N 含量分别为 ;7?

EZ@]Z和 ?7% EZ@]Z"我国标准-绿色食品 藻类

及其制品. #+b@T#>%B :$%%B$规定藻类中 3N

的限量为 %7; EZ@]Z"-无公害食品 海藻. #+b

;%;" :$%%;$规定海藻及其制品中 3N 的限量为

#7% EZ@]Z"法国规定的限量为 %7; EZ@]Z"澳大

利亚*新西兰*新加坡等国规定的限量为 %7$ EZ@

]Z

'B(

"因此"紫菜中的3N 含量远远超出了国内及

国外标准限量值)

对 $ 个紫菜样品水提取液中3N的形态分析"

在紫菜#8$水提取液中检测到 $ 个明显的色谱

峰"保留时间为 #%7< 和 #"7; EF9#图 #$) 紫菜

#O$水提取液中检测到 $ 个明显的色谱峰"保留

时间为 >7< 和 #%7< EF9#图 #$"由于目前国内外

缺乏有机 3N 标准品"只能根据半胱氨酸#3jJ$D

*#)
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3N*谷胱甘肽#Q01$D3N 标准物质保留时间以及

文献'""#%(报道的分子量范围初步判断"保留时

间为 #%7< EF9 的峰为谷胱甘肽 Q01D3N"保留时

间为 >7< EF9 的有机态 3N 为植物螯合肽

AIjW5MIH68WF9J#A3$

!

D3N)

图 %'OWCHX3RCH\C3HQO联用技术分析坛紫菜"1$和

条斑紫菜"2$水提液中C9形态分离色谱图

B5>&%'CF4;.1D;>41.7;:C97@6!5675=

7&=")8"-'-#)#"1$1=97&,'J.'-#)#"2$

2A 875=> OWCHX3RCH\C3HQO

(&('紫菜胃和肠全仿生提取液中C9的形态

紫菜样品#8$和#O$胃仿生提取液中3N的存

在形态见图$"$个紫菜样品中均检测到$个主要

图 ('坛紫菜"1$和条斑紫菜"2$胃仿生提取液中

C9形态分离色谱图

B5>&('C19.58.7@6!51D5;=5=MF;<6H25;=5!95>67D5;=;:

>17D45!6?D41!D75=7&=")8"-'-#)#"1$1=97&,'J.'-#)#"2$

的未知3N形态峰"保留时间分别为 #;7< EF9#未

知峰 #$和 $?7$ EF9#未知峰 $$"其中主要以保留

时间为 $?7$ EF9的小分子有机3N存在) 在胃液

作用下"紫菜中分离出大量小分子量的有机 3N"

可能是3N与小分子氨基酸*有机酸等的络合态)

肠仿生提取液中检测到 $ 个主要的 3N 形态

峰#图 !$"保留时间分别为 >7< EF9'初步判断为

#A3$

!

D3N(和 #;7< EF9#未知峰 #$)

图 )'坛紫菜"1$和条斑紫菜"2$肠仿生提取液中

C9形态分离色谱图

B5>&)'C19.58.7@6!51D5;=5=MF;<6H25;=5!95>67D5;=;:

5=D67D5=1<6?D41!D75=7&=")8"-'-#)#"1$1=97&,'J.'-#)#"2$

!&讨论

紫菜由于其细胞壁主要由肽聚糖*磷脂和蛋

白质组成"具有粘性"带负电荷"并可提供许多能

与离子结合的官能团"因此具有富集金属离子的

特性"其中包括许多有毒有害离子如 3N

'##(

) 通

过分析本实验中紫菜总 3N 含量"发现紫菜中的

3N远远超出国内外标准限量) 通过分析紫菜水

提液中3N 的形态发现 3N 以#A3$

!

D3N 和 Q01D

3N等有机态形式存在) 研究表明"3N 高积累植

物体内能生成一些特定功能的螯合体与有毒元素

结合成稳定的化合物而消除这些元素的毒性作

用"这些螯合体即为植物螯合肽#A3J$) A3J是

一种富含巯基的寡肽"对 3N

$ p的螯合能力很强"

在重金属的累积和解毒过程中发挥重要作

用';"#$ :#!(

) 通常认为"A3对重金属解毒的机理是

重金属离子进入植物体后"与细胞内的 A3结合

($)
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# 期 赵艳芳"等!体积排阻高效液相色谱,电感耦合等离子体质谱法测定紫菜中镉#3N$的形态 &&

形成复合物"然后转运到特定的细胞器#主要为

液泡$"进行区室化固定"从而使细胞质中有毒金

属离子浓度降低到植物能够忍耐的程度'#? :#;(

)

但有研究指出"A3在金属解毒机制中仅有短暂的

作用"与超积累植物的高耐受性并不总是相

关'#" :#<(

) Q01是由谷氨酸*半胱氨酸和甘氨酸

组成的三肽"是植物体内一种必需的代谢物和调

节物"是合成植物螯合肽的前体"具有非常重要的

整合解毒作用) 因此"紫菜中的3N与A3和Q01

等螯合体结合"降低了 3N 的毒性"增强了对 3N

的富集能力)

运用体外全仿生消化模型可以了解紫菜中的

3N在生物体胃肠消化液作用下的主要存在形态"

从本实验中可见"$ 个紫菜样品中胃和肠提取液

中的3N 形态相似) 胃提取液中的 3N 主要以小

分子有机态 3N#未知峰 $$存在"肠提取液中的

3N主要以#A3$

!

D3N的形态存在"目前"针对植物

螯合肽在生物体内的消化代谢规律研究很少"而

植物螯合肽是金属硫蛋白#包括金属硫蛋白 [T*

类金属硫蛋白 [TD-F]H和植物螯合肽 A3共 !

类$中的一类"A3与[T在结构及功能上很相似"

因此可以推断"A3具有与[T相似的抗酸*抗碱*

抗酶解的特性"在生物体胃肠道内不会被分解为

单个氨基酸'#B :$%(

) 另外"通过对哺乳动物灌喂

[T"发现[T在哺乳动物各组织器官中的残留量

小于 <S

'$#(

"因此"可以初步推断"紫菜中的 A3D

3N在生物体内的残留量很低) 有关 A3D3N 以及

胃仿生中的大量未知小分子有机 3N 在生物体内

的代谢排泄规律还需进一步研究)

参考文献!
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