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In Vitro 法评估铅污染土壤
对人体的生物有效性
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摘 � 要 � 采用基于生理学的 I n Vitro 实验, 测定经口无意摄入的铅污染土壤在人体内的生物

有效性. 通过模拟人体的胃和小肠环境, 研究土壤中铅被消化道吸收的最大量. 结果表明,

在铅污染土壤中施加羟基磷灰石后, 铅对人体的生物有效性下降约 20 倍.
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有关土壤重金属污染的研究, 大多是以土壤�植物系统为切入点, 研究重金属通过

食物链进入人体的总量. 但是, 在食物链的重金属摄入量得以有效控制的情况下, 经口

无意摄入 (手�口直接接触) 在很多情况下会成为人体摄入重金属的主要来源. 因此,

非常有必要采取有效方法, 来评估重金属污染土壤对于人体的生物有效性, 为确定土壤

重金属的临界值或环境清洁目标值提供可靠的依据.

评估土壤中重金属对人体的生物有效性, 通常有两种方法, 即动物实验 ( In Vitro

or Animal Test ) 和体外实验 ( In Vitro of Physiologically Based Extraction Test) . 传统的动物

口服毒性实验的结果通常认为是相当可靠的, 但这种方法的应用受到其相对较长的实验

周期和较高的实验费用的限制. 许多研究均表明, 基于生理学的 In Vitro 实验, 与动物

实验的结果表现出良好的相关性
[ 1]

. 近十年来, 该法不断得以改进和完善, 其应用范围

正在日益拓宽.

本文采用人工添加铅的土壤, 应用基于生理学的 In Vitro 实验, 分析重金属进入人

体消化道后表现的有效性. 与此同时, 还应用该法评价在铅污染土壤中添加羟基磷灰石

后, 重金属经口摄入的人体有效性的降低效果.

1 � 实验部分

1�1 � 土壤及试剂
供试土样取自安徽省阜阳市肖口镇居民区附近的黄褐土, pH值为8�0, 有机质含量

为1�7% , 全磷含量 (以P2O5) 为 0�13%, 有效磷含量为 26�7mg�kg- 1.

( 1) 居民区土壤 (AH) 人为添加10000mg�kg- 1铅 (以硝酸铅形态加入) , 使铅的总
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含量达10260mg�kg- 1, 稳定 5个月. ( 2) 处理土壤 ( AH�P) 是在 AH中人为添加铅稳定

培养 2周后, 再加入相当于 5000mg�Pbkg- 1的羟基磷灰石, 以期降低铅对人体的可能毒

性, 土壤继续稳定达 5个月.

In Vitro 实验材料包括胃蛋白酶 ( Porcine Pepsin, 产品号 P7000)、胰酶 ( Porcine Pan�
creatin, 产品号 P1500) 和胆盐 ( bile extract, 产品号 B8631) , 均为 Sigma公司产品.

有机酸包括柠檬酸、苹果酸、乳酸和醋酸, 均为分析纯.

1�2 � 实验方法
采用经改造的天津大学无线电厂生产的符合中国药典要求的药物溶出仪为主要组成

部件, 建立了由氩气供应系统, 集成了反应器 ( 6个)、水浴槽、搅拌器的药物溶出仪,

以及气体流量计和 pH 计组成的基于生理学的 In Vitro 实验装置.

本实验主要采用 Ruby 等提出的实验方法[ 2] , 并参考 Rodriguez等的方法[ 3] , 进行了

改进, 具体实验步骤如下.

1�2�1 � 胃阶段
每批样品配制模拟胃液 4L (内含 0�15mol�l- 1 NaCl) , 加入柠檬酸 2g, 苹果酸 2g,

乳酸 1�68ml, 冰乙酸 2ml, 用 12mol�l- 1 HCl将 pH值调到 1�5, 再加入胃蛋白酶 5g, 然

后在 6个反应器加入 600ml模拟胃液. 在各反应器中加入过 0�25mm 筛的待测土壤 6g,

在反应液中以 1L�min- 1通入氩气创造厌氧环境, 100r�min- 1搅动 1h. 然后用针筒吸取

20ml反应液, 10000r�min
- 1
离心, 0�45�m过滤, 采用原子吸收法分析滤液中的铅含量.

1�2�2 � 小肠阶段
用NaHCO3饱和溶液将反应液的 pH 值调至 8, 在每个反应器中加入胰酶 0�36g, 胆

盐1�2g, 以 1L�min- 1通入氩气, 100r�min- 1搅动 4h. 每隔 15min测定反应液 pH 值, 若

升高, 滴加 12mol�l- 1 HCl维持 pH 值为 8�0. 4h后吸取 20ml反应液, 离心, 0�45�m抽

滤, 采用火焰原子吸收法测定滤液的铅水平.

1�3 � 计算
在胃阶段或小肠阶段的生物有效性 (生物可给性) 可由下式计算:

BA=
CIVVIV
CSMS

� 100 ( 1)

式中, BA为特定重金属的生物可给性 ( %) ; CIV是 In Vitro 实验的胃阶段或小肠阶段反

应液中特定重金属的可溶态总量 ( mg�l- 1) ; VIV为各反应器中反应液的体积 ( l) ; C S是

土壤样品中特定重金属的总量 ( mg�kg- 1
) ; MS 为加入反应器中的土样的重量 ( kg) .

2 � 结果与讨论

由表 1数据, 采用式 ( 1) , 可计算得到土壤在胃和小肠中的生物可给性. 结果表

明: 对照土壤AH在胃阶段中铅的生物可给性为 91�4%, 而小肠阶段则为 20�1%. 由此

可见, 铅在胃阶段的生物可给性相当高, 这可能主要与其强酸性环境导致铅活性提高有

关; 到了小肠阶段, 由于 pH 值上升到微碱性, 可溶态铅含量明显下降.
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表 1� In Vitro 实验模拟胃肠液的可溶态铅浓度 ( mg�l- 1 )

Table 1� Bioaccessible Pb concentration in simulated gastro�intestinal digestive solutions

土 � 壤 模拟胃阶段反应液的铅浓度 模拟小肠阶段反应液的铅浓度

对照土壤( AH) 93�8 20�6

处理土壤( AH�P) 92�4 1�1

对于加入羟基磷灰石的AH�P而言, 胃阶段铅的生物可给性与 AH相近, 为 90�1% ,

羟基磷灰石的加入并未起到降低铅在胃中可能毒性的作用; 值得注意的是, 在小肠阶

段, 羟基磷灰石的加入大大降低了可溶态铅的含量, 生物可给性降低至 1�1%. 这可能

与磷氯铅矿( Pb5( PO4) 3Cl)沉淀的形成有关[ 4] .

由于人体胃的吸收能力是相当弱的, 吸收过程主要发生在小肠阶段, 羟基磷灰石的

加入对于降低人体的主要吸收器官 小肠对铅的吸收起到非常显著的作用, 铅在小肠

阶段的生物可给性降低约 20倍.

据研究, 儿童经口无意的土壤摄入量可达 50 � 200mg�d- 1[ 5� 7] . 长期摄入过量重金

属, 无疑会对人体健康产生严重的危害. 以 Pb 为例. 据报导, 经口直接摄入污染土壤

和尘土是儿童吸收铅的主要途径
[ 8� 10]

. In Vitro 实验有效地模拟了人体的胃肠环境, 所

以, 其结果能有效地表征经口无意摄入的土壤所含重金属的生物可给性, 也就是可能被

人体真正吸收的最大量. 因此, 运用 In Vitro 实验来快速筛选重金属生物可给性较高的

污染土壤是非常有意义的.

In Vitro 实验系统还可与目前常用于药物的人体吸收评估的 Caco�2 细胞吸收器结
合[ 11] , 这样, 不仅测定重金属的生物可给性, 而且可以进一步分析其绝对生物有效性

(即土壤重金属被人体吸收的量占口部摄入总量的比例) .

3 � 结论

( 1) In Vitro 实验表明, 羟基磷灰石的加入能非常有效地降低土壤铅在人体 (主要

是小肠) 内的吸收量, 其修复效果是相当好的.

( 2) 采用基于生理学的 In Vitro 实验, 为污染土壤的筛选和可能毒性的快速评估提

供了一种非常有效的手段.
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ASSESSMENT OF LEAD BIOACCESSIBILITY IN CONTAMINATED

SOIL USING IN VITRO TEST

TANG Xiang�yu � � ZHU Yong�guan � � CHEN Shi�bao1)
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ABSTRACT

Physiologically based In Vitro test was used to estimate Pb bioaccessibility of inadvertently in�
gested soil in human. The maximum Pb absorption by human was assessed in an artif icial system of

human gastro�intestinal environment. Results showed that the addition of hydroxyapatite to Pb con�
taminated soil could significantly reduce the Pb oral bioaccessibility in human by a factor of 20.

Keywords: soil, lead, contamination, In Vitro test, remediation.
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