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基于体外消化/MDCK细胞模型测定地龙中镉和砷的生物可给性及

风险评估

左甜甜#, 罗飞亚#, 金红宇, 邢书霞, 余坤子, 孙 磊*, 马双成*

(中国食品药品检定研究院, 北京 100050)

摘要: 为了考察动物药地龙中镉 (Cd) 和砷 (As) 的生物可给性, 并对Cd和As的风险进行评估, 本研究采用电感

耦合等离子体质谱 (ICP-MS) 法测定了地龙中Cd和As的残留量; 建立 in vitro PBET (physiologically based extrac‐

tion test) 体外模拟消化/MDCK细胞模型考察地龙中Cd和As的生物可给性; 分别采用危害指数法 (HI) 和暴露限值

法 (MOE) 对于地龙中Cd和As的残留总量以及生物可给量的风险进行评估。结果表明: 6批地龙中Cd和As的残留

总量范围分别为 8.319～33.606 mg·kg-1和 0.532～16.412 mg·kg-1。经过MDCK细胞转运后, 地龙中Cd的生物可给

性在 10.13%～64.16%之间; As的生物可给性在 2.72%～46.57%之间。风险评估的结果表明: MDCK细胞转运前,

所有批次地龙中As的MOE值以及Cd的HI值均大于 1, As的风险可接受, Cd的风险不可接受; MDCK细胞转运后,

除了 1批地龙外, 其余 5批地龙中Cd的HI值均小于 1 (风险降低至安全范围内)。本研究为更加客观、科学地评估中

药中重金属对人体的健康风险, 制定更加科学、合理的重金属限量标准提供重要的技术支撑。
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Determination of the bioaccessibility of cadmium and arsenic in

earthworms by PBET digestion in vitro / MDCK cell model with

risk assessment
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(National Institutes for Food and Drug Control, Beijing 100050, China)

Abstract: Inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS) was used to determine the content of

cadmium (Cd) and arsenic (As) in earthworms. A physiologically-based extraction test (PBET) digestion in vitro /

MDCK cell model was established to investigate the bioaccessibility of Cd and As in earthworms. The hazard

index (HI) method and the margin of exposure (MOE) method were used to assess the risks of the total content and

the bioaccessible content of Cd and As. The results showed that the total content of Cd and As in six batches of

earthworms ranged from 8.319 to 33.606 mg·kg-1 and from 0.532 to 16.412 mg·kg-1, respectively. After uptake by

MDCK cells, the bioaccessibility of Cd in earthworms ranged from 10.13% to 64.16%, and the bioaccessibility of

As was from 2.72% to 46.57%. The results of risk assessment showed that before uptake by MDCK cells, the MOE

values of As and HI values of Cd for all batches of earthworms were greater than 1, which suggests that the risks of

As are acceptable but the risks of Cd are unacceptable. After transportation by MDCK cells, except for one batch of
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earthworms, the HI values of Cd in the other five batches were less than 1, which suggests that the risks are at a

safe level. This study provides important technical support for a more objective and scientific assessment of the

health risks of heavy metals in traditional Chinese medicines, and for a more scientific and reasonable standard

limit of heavy metals.

Key words: earthworm; physiologically based extraction test digestion in vitro / MDCK cell model; bioacces‐

sibility; Cd; As; risk assessment

动物药是指动物的整体或某一部分、动物体的生

理或病理产物、动物体的加工品等供药用的一类中药,

具有来源广、活性强、疗效高等特点, 药用价值大[1,2]。

地龙是我国常用的动物药,《神农本草经》记载“地龙性

味寒、咸, 归肺、肾、肝经”, 常用于高热、神昏、惊痫抽

搐、肺热喘咳等症状[3]。目前, 国内外学者对于地龙的

研究主要集中在其活性成分及药理作用的开发, 随着

抗肿瘤、抗血栓、抗心律失常、免疫调节等新功效的不

断发现, 其临床应用也越发广泛。然而, 对地龙中的有

害物质的研究却鲜有报道。

镉 (Cd) 和砷 (As) 属于重金属 , 是国际公认的环

境污染物, 难以被降解。由于地龙喜好在土壤中生活,

从而导致环境及土壤中的重金属易在地龙体内蓄积,

通过食物链最终对人体产生严重的生理毒性, 包括生

殖毒性、肾功能损伤、糖尿病、骨质疏松症等[4-6]。因

此, 对于地龙中重金属的残留以及对人体健康风险的

研究很有必要。

重金属的毒性评价不仅与其绝对量有关, 更与实

际被吸收而发挥作用的含量密切相关[7,8]。若将中药

中本身重金属的含量用于评估其风险, 可能会高估其

对人体的危害, 造成产业资源浪费。重金属的生物可

给性 (bioaccessibility) 是重金属在胃肠环境中可以溶

出的比例 , 是评价其最大经口生物利用度 (bioavail‐

ability) 的指标[9-12]。动物模型是评价重金属生物可给

性最有效的手段, 然而 动物实验复杂繁琐、实验周期

长、费用高。近年来发展起来的体外试验 (in vitro) 方

法, 可以在一定程度上评价生物体对物质的吸收状况。

并且体外模拟试验结果可重复性好, 具有高通量、省

时、经济、不受医学研究伦理桎棝的优势。

犬肾小管上皮细胞系 (MDCK) 源自犬肾脏上皮

细胞, 最初是由Madin SH和Darby NB从成年雄性西

班牙猎犬的肾脏中获得, 这种细胞系是典型的分泌型

上皮细胞株, 除了用于肾小管上皮细胞的形态和功能

的研究外 , MDCK 细胞是美国食品药品监督管理局

(FDA) 和欧洲药品管理局 (EMA) 等权威机构广泛认

可的评价药物吸收代谢特性的体外模型[13]。实验比对

证明MDKC细胞系在预测药物小肠通透方面具有较

好的人体相关性, 并具有高通量、低成本、高效等特点

而被广泛应用[14]。本实验采用Transwell培养技术, 以

我国传统动物药地龙为研究对象, 首次建立MDCK肠

吸收模型, 并通过 in vitro PBET (physiologically based

extraction test) 模拟胃、肠消化的二步消化法[9]建立体

外消化/MDCK细胞模型, 并采用 ICP-MS法测定地龙

中Cd和As的生物可给性, 以期为科学、客观地评价中

药中重金属的健康风险以及限量标准的制修定提供

依据。

材料与方法

仪器与试剂 Agilent 7700X ICP-MS (美国Agilent

公司); Mars5 微波消解仪 (美国 CEM 公司); Millipore

Mill-Q超纯水机、Transwell小室 (美国Millipore公司);

CK2型倒置显微镜 (日本Olympus公司); 细胞培养箱

(美国MMM公司); Millicell ERS跨膜电阻仪 (美国WPI

公司)。Cd和As单元素标准溶液购于国家标准物质研

究中心, 浓度为 100 μg·mL-1; 内标溶液为 100 μg·mL-1

的Li、Sc、Ge、Rh、In、Tb、Lu、Bi的混合内标溶液 (稀释

100倍使用)、调谐溶液为 1 μg·L-1 Li、Y、Ce、Tl、Co的混

合标准溶液 (美国 Agilent公司); 硝酸 (微电子级)、胃

蛋白酶、胆酸钠和苹果酸钠为分析纯 (Sigma公司); 胰

酶、碳酸氢钠、柠檬酸钠、乳酸、冰醋酸、氢氧化钠均为

分析纯 (国药集团); 胎牛血清 (FBS)、DMEM高糖培养

基、0.25%胰酶-EDTA (美国Gibco公司)。

材料 MDCK 细胞系由中国科学院上海生命科

学研究院细胞资源中心提供; 地龙购买于药材市场和

零售药店, 由中国食品药品检定研究院余坤子副研究

员鉴定, 样品信息如表1所示。

质谱条件 等离子气流量 : 15.0 L·min-1; 雾化室

温度: 2 ℃; 蠕动泵 0.20 r·s-1; 辅助气流量: 0.8 L·min-1;

Table 1 Sample collection information in the study

No.
1
2
3
4
5
6

Batch No.
SH-1
SH-2
HN-1
GD-1
GD-2
GD-3

Location
Shanghai
Shanghai
Hainan
Guangdong
Guangdong
Guangdong

Source
Pharmacy
Pharmacy
Pharmacy
Production site
Production site
Pharmacy
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载气流量: 0.8 L·min-1; He气流量: 5 mL·min-1; 射频功

率: 1 550 W; 采样深度: 10 mm; 重复次数: 3次; 扫描次

数: 100次。

供试品溶液和空白对照溶液的制备 取药材粉

碎, 精密称取药材粉末 0.5 g, 过三号筛, 置微波消解罐

中, 加硝酸 8.0 mL, 按《中华人民共和国药典》2015年

版四部通则“2321铅、镉、砷、汞、铜测定法”消解样品,

制备供试品溶液, 同法同时制备试剂空白溶液。

检测方法的确认 由于所采用的方法为《中华人

民共和国药典》2015年版四部通则通用方法, 因此仅

以随行质量控制 (包括精密度实验、同位素内标实验

及随行回收实验) 来确认方法的适用性, 结果均符合

残留检测的要求。

体外模拟胃肠消化

提取胃液的制备以及地龙中Cd和As溶出率的考

察 样品粉碎, 过 50目筛, 分别精密称取 6批地龙, 每

批 2份, 每份 0.5 g, 加入模拟胃液 (由胃蛋白酶 1.25 g、

柠檬酸钠 0.5 g、苹果酸钠 0.5 g、乳酸 420 μL 和乙酸

500 μL配制而成, 溶解后定容至 1 L, 并用盐酸调节至

pH 2.0) 50 mL。通氩气 1～2 min, 模拟胃肠中的厌氧

环境。在 37 ℃的恒温水浴中振荡 1 h (100 r·min-1), 离

心 5 min (4 000 r·min-1), 精密量取上清液 25 mL, 电热

板低温浓缩至约 3 mL, 冷却后加入硝酸 5 mL, 置微波

消解仪中消解。待消解液冷却后用超纯水定容至50 mL

量瓶中, 待测。同法同时制备试剂空白溶液。

提取肠液的制备以及地龙中Cd和As溶出率的考

察 胃液提取结束后, 向残渣中加入 50 mL模拟肠液

(由 0.5 g胰酶和 1.75 g胆酸钠配制而成, 溶解后定容至

1 L, 再用NaOH溶液将pH值调至7.0)。在37 ℃的恒温

水浴中振荡 4 h (100 r·min-1), 离心 5 min (4 000 r·min-1),

精密量取上清液 25 mL, 电热板低温浓缩至 3 mL 左

右, 冷却后加入硝酸 5 mL, 置微波消解仪中进行消解。

待消解液冷却后用超纯水定容至 50 mL量瓶中, 待测。

同法同时制备试剂空白溶液。

基于 MDCK细胞模型的 Cd和 As生物可给性的

考察

MDCK 细胞培养 将 MDCK 细胞置于 T75 培养

瓶内, 以含 10% FBS的DMEM高糖培养液, 于 37 ℃、

5% CO2、相对湿度 90%的培养箱中培养, 培养液隔天

更换。

MDCK细胞 Transwell模型的建立 当MDCK细

胞生长融合至 80%以上时, 以 0.25% EDTA-胰酶消化,

调整细胞密度至 4×105·mL-1, 接种于 Transwell聚碳酸

酯膜于 24孔板中培养。在肠腔室 (apical, AP) 每孔加

入细胞悬液 0.5 mL, 基底室 (basolateral, BL) 每孔加入

0.5 mL 新鲜培养液 , 培养 4 天后给药 , 给药前 24 h

换液。

跨膜电阻 (transepithelial electrical resistance, TEER)

值的测定 从培养箱中取出Transwell 24孔板, 在室温

条件下平衡 0.5 h, 将用培养液平衡过的电极垂直插入

细胞培养小室内, 待示数稳定时记录读数。

Cd和As生物可给性的测定 吸弃Transwell 24孔

板中的培养液 , 取“提取肠液”0.5 mL, 加入到肠腔室

中, 基底室加入培养液 0.5 mL。将Transwell 24孔板在

37 ℃、5% CO2、相对湿度 90% 的恒温培养箱中培养

2 h。吸出培养液过膜后引入 ICP-MS分析。

风险评估

危害识别和危害特征描述 食品添加剂联合专家

委员会 (JECFA) 第 73次会议将Cd的每月可耐受摄入

量 (PTMI) 修改为每千克体重 25 μg·kg-1 [15]。As 的每

周可耐受摄入量 (PTWI) 被 JECFA 撤销 , JECFA 提出

由无机砷导致肺癌发病率比背景值增长 0.5%的基准

剂量下限 (BMDL0.5) 为每千克体重3.0 µg·kg-1。

暴露评估 每千克体重Cd或As日暴露量的计算

公式: Exp =
EF × Ed × IR × C

W × AT
(1)。公式 (1) 中Exp为

每千克体重 Cd 或 As 的日暴露量 , 单位为 μg·kg-1; 其

中, EF为地龙的暴露频率, Ed为人一生服用中药的年

限, IR为处方中地龙的日摄入量。根据国家食品安全

风险评估中心在全国 11个省份范围内 20 917名调查

者的有效消费调查问卷[16], EF 的 P95 分位值为每年

90天、Ed为 20年; IR参照《中国人民共和国药典》取地

龙的最大日摄入量 10 g; C为地龙中Cd或As的残留总

量或生物可给量 , 单位为 mg·kg-1; W 为人体体重 , 以

63 kg计; AT为平均寿命天数=365×70=25 550。

风险特征描述 采用危害指数 (HI) 法对于Cd进

行风险特征描述。按照下列公式计算HI: HI = Exp×10/

HBGV (2)。公式 (2) 中HI为危害指数; Exp为公式 (1)

计算得到的日暴露量 (μg·kg-1); 10为安全因子[17], 表示

每日由中药材及其制品中摄取的重金属的量不大于日

总暴露量 (包括食物和饮用水) 的10%; HBGV为Cd的

健康指导值 (μg·kg-1), HBGV = PTMI/30。若HI≤1, 中

药材中重金属的健康风险较低; 若H>1, 风险应予以关

注。采用暴露限制 (MOE) 法对于As进行风险特征描

述 , 按照下列公式计算: MOE = BMDL/(Exp×10) (3)。

公式 (3) 中 MOE 为暴露限值; Exp为公式 (1) 计算得

到的日暴露量 (μg·kg-1); 10为安全因子; BMDL为 As

的基准剂量下限。若MOE>1, 中药材中重金属的健康

风险较低; 若MOE≤1, 风险应予以关注。
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结果

1 MDCK Transwell细胞模型的评价

MDCK 细胞种植到 Transwell 培养板后 4 天后 ,

TEER值>200 Ω·cm2, 说明细胞单层的紧密性良好, 可

用于下一步的实验。

2 Cd 和 As 的残留总量、生物可给量和生物可给性

结果

提取前以及采用 PBET法模拟胃肠消化提取后地

龙中Cd和As的残留总量和胃相生物可给浓度结果如

表 2所示。地龙中Cd和As的残留总量分别为 8.319～

33.606 mg·kg-1和 0.532～16.412 mg·kg-1。模拟胃相消

化后, 6批地龙在胃相中Cd和As的生物可给浓度分别

为 4.168～12.624 mg·kg-1 和 0.150～5.481 mg·kg-1。经

MDCK 细胞转运后 , 地龙中 Cd 的生物可给浓度为

1.334～21.562 mg·kg-1; As的生物可给浓度为 0.021～

7.644 mg·kg-1 (表 2)。经MDCK细胞转运后, 6批地龙

中Cd的生物可给性在 10.13%～64.16%; As的生物可

给性在2.72%～46.57% (图1)。

3 风险评估结果

根据公式 (1), C分别取地龙中Cd和As的总量和

生物可给量用于计算相应的暴露量, 进一步计算相应

的HI和MOE的值 (表 3)。由表 3结果可知, 以生物可

给浓度计算得到的暴露量均小于以地龙中Cd的初始

浓度计算得到的结果。提取前, 所有批次地龙中As的

MOE值均大于 1, 说明采用总量进行评估得到As对于

人体的健康风险可以接受; 然而所有批次地龙中Cd的

HI值均大于 1, 说明采用总量进行评估得到Cd对于人

体的健康风险不可忽视。经过MDCK细胞转运后, 除

了 1批地龙外, 其余 5批地龙中Cd的HI值均小于 1, 风

险降低至安全范围内。可见, 地龙的Cd和As可能不

能被人体完全吸收, 采用生物可给量结果用于人体健

康风险评估 , 得到的结果更加接近实际情况 , 科学

合理。

讨论

近年来, 采用体外的方法研究人体通过食品、土壤

等途径暴露有害物质的经口生物利用率引起了各国学

者的关注, 模拟污染物经胃和小肠消化过程的体外消

化模型也成为探究污染物生物可给性和代谢的热

点 [18,19]。国际上较为公认的体外消化模型包括 PBET

法、英国地质调查局推荐的SBET法、荷兰公共卫生学

院推荐的 RIVM 法等。其中 PBET 法由 Ruby 提出[9],

该方法在模拟胃相消化时加入有机酸和胃蛋白酶, 模

拟肠相消化时加入胰酶和胆汁, 非常接近人体胃肠道

生理环境, 并在动物体内验证的结果较为理想, 因此本

研究选择PBET法作为体外消化的前处理方法。

MDCK、Caco-2、HT-29-H、LLC-PK1 等细胞作为

Figure 1 The bioaccessibility results of Cd and As in Pheretima

aspergillum (E,. Perrier). n = 2,
-
x ± s

Table 2 The total and bioaccessible contents of Cd and As in Pheretima aspergillum (E,. Perrier). n = 2,
-
x ± s

Batch No.

SH-1

SH-2

HN-1

GD-1

GD-2

GD-3

Total content/mg·kg-1

Cd

24.774 ± 0.006

11.111 ± 0.141

33.606 ± 1.420

13.406 ± 0.704

8.319 ± 0.057

16.691 ± 1.421

As

2.483 ± 0.013

0.772 ± 0.033

0.532 ± 0.008

16.412 ± 1.529

0.619 ± 0.081

0.594 ± 0.007

Bioaccessible content in gastric

phase/mg·kg-1

Cd

10.249 ± 0.107

4.591 ± 0.007

12.624 ± 0.509

5.688 ± 0.013

4.168 ± 0.051

6.581 ± 0.154

As

0.388 ± 0.020

0.084 ± 0.017

0.127 ± 0.003

5.481 ± 0.148

0.158 ± 0.028

0.150 ± 0.011

Bioaccessible content after transportation

by MDCK cells/mg·kg-1

Cd

3.160 ± 0.165

1.334 ± 0.017

21.562 ± 0.547

1.358 ± 0.044

4.112 ± 0.105

5.090 ± 0.088

As

0.352 ± 0.037

0.021 ± 0.003

0.135 ± 0.004

7.644 ± 0.033

0.163 ± 0.006

0.085 ± 0.010

Table 3 The risk assessment results of Cd and As in Pheretima aspergillum (E,. Perrier). MOE: Margin of exposure; HI: Hazard index

Batch No.

1

2

3

4

5

6

Exposure dosage/mg·kg-1

Cd

0.273

0.122

0.370

0.147

0.092

0.184

As

0.027

0.008

0.006

0.181

0.007

0.007

MOE

11.0

35.3

51.3

1.7

44.1

45.9

HI

3.3

1.5

4.4

1.8

1.1

2.2

Bioaccessible exposure dosage/mg·kg-1

Cd

0.035

0.015

0.237

0.015

0.045

0.056

As

0.004

0.000

0.001

0.084

0.002

0.001

Bioaccessible MOE

77.5

1298.7

202.0

3.6

167.3

320.9

Bioaccessible HI

0.4

0.2

2.8

0.2

0.5

0.7

·· 1007



药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2020, 55(5): 1004 −1009

肠道体外通透性模型, 应用广泛[20,21]。尽管MDCK细

胞系来源于犬肾小管上皮细胞, 但是MDCK细胞模型

作为研究药物转运和代谢的体外模型, 具有独特的优

势, 是理想的单层上皮细胞模型: 首先, MDCK细胞株

生长速度快, 培养周期短, 从接种开始至达到稳定融合

期再到形成完整的柱状细胞单层一般只 3～4 天 ; 其

次, 跨上皮电阻低, 其值接近人体小肠[22]; 再次, MDCK

细胞易于培养, 无需特殊细胞培养条件, 试验重复性

好。因此本研究选择MDCK细胞进行培养, 建立该细

胞模型。

适宜的接种密度对于细胞的生长状态具有至关重

要的作用。若接种细胞密度过低, 会影响细胞的生长速

度, 导致细胞活力下降, 不利于细胞单层的形成。反之,

若接种细胞密度过高, 细胞之间会因培养液中营养成

分等的竞争而导致细胞倍增速度减弱, 使细胞分裂停

止, 甚至死亡。本研究MDCK细胞在多微孔膜上的接

种密度是其增殖分化形成单层并达到紧密联结所需时

间的决定性因素, 通过实验比对, 最终选择 4×105 mL-1

的接种密度。

细胞单层的完整性是决定药物转运和吸收能否成

功的关键因素, 通常采用测定细胞单层 TEER值的方

法来判断细胞单层的完整性。TEER值会随着细胞生长

天数的增加而增大, 最后达到一个相对恒定值, TEER

值越高说明细胞单层的紧密性即完整性越好。文献报

道若MDCK 细胞的TEER值大于 90 Ω·cm2, 则认为细

胞单层的紧密性良好[23]。本研究 MDCK细胞接种到

Transwell培养板 4天后, TEER值大于 200 Ω·cm2, 符合

实验要求。

目前对污染物 (包括重金属) 暴露量的计算大多

是基于污染物的摄入量 (外暴露) 而非与污染物毒性

密切相关的体内暴露量[24,25]。然而, 消化过程中并非

所有物质全部从基质中释放, 因此生物可给量小于外

暴露剂量, 生物可给性小于 100%。若将中药中本身的

重金属的总量用于评估中药重金属对人体的健康风

险, 往往会高估其对人体的危害, 导致政府采取不必要

的干预措施, 造成资源浪费。因此, 人体生物可给性的

研究对于准确评价中药中重金属对于人体的健康风险

具有重要的意义。本研究首次建立了体外模拟消化/

MDCK细胞模型测定动物药地龙中Cd和As生物可给

性的方法, 并评估其对人体的健康风险。体外模拟消

化/MDCK细胞模型是测定中药中重金属生物可给性

的一种新的、有效的技术手段。本研究为客观、科学地

评价中药中重金属对人体的健康风险提供新的思路,

为制定科学、合理的重金属限量标准提供重要的科学

依据, 并促进中药产业发展, 最大程度地节约资源。
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