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食品添加剂羧甲基纤维素钠通过破坏肠内环境加剧辐射对小鼠肠道的损伤
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　　［摘要］　目的　探究食品添加剂羧甲基纤维素钠（ＣＭＣＮａ）的长期摄入对小鼠辐射耐受性的影响
及其机制研究。方法　通过饲饮水中添加不同浓度 ＣＭＣＮａ（对照组，０．２５％低剂量组，１％高剂量组）
对小鼠进行饮食干预，而后建立辐射损伤模型（７Ｇｙ，Ｃｏ６０γ射线）。在辐射干预前后，每周称量小鼠体
质量变化，记录各组小鼠的死亡情况；干预８周后，检测血生化指标；ＥＬＩＳＡ、ＲＴｑＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ技
术检测肠道相关细胞因子和蛋白变化情况；ＨＥ、免疫荧光及免疫组化染色切片观察肠道组织细胞形态
的改变并进行病理评分；流式细胞术检测肠道干细胞比例。结果　通过流式细胞术检测发现，与对照组
比较，两组饮食干预组的肠道干细胞比例均出现下降（Ｐ＜０．０５），下降程度与饮水中添加剂浓度呈正相
关，且干细胞下降趋势在受到辐射损伤后持续存在。其中高剂量组死亡率显著升高（Ｐ＜０．０５），体质量
大幅下降（Ｐ＜０．０００１）。进一步实验发现肠道屏障功能受损，抑炎因子白介素１０（ＩＬ１０）含量下降。同
时，高剂量组小鼠肠道中出现了ＴＬＲ４、ＮＦκＢ、ＴＮＦα以及 ＩＬ１β等炎症因子的高表达（Ｐ＜０．０５），并且
在辐射损伤后进一步加剧；低剂量组小鼠部分炎症因子（ＮＦκＢ、ＴＮＦα以及 ＩＬ１β）相较于对照组表达
增高（Ｐ＜０．０５），但低于高剂量组。结论　长期摄入含有 ＣＭＣＮａ添加剂的饮食，会降低肠道内干细胞
群的比例，加剧了辐射对肠道的损伤，降低了小鼠对辐射耐受性。
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　　随着科技的发展和进步，核放射技术尤其是 γ射
线的应用，由最初的军用逐渐走向民用，在医疗的诊断

和治疗方法被广泛用于临床［１－３］，例如钴６０（Ｃｏ６０）或
铱１９２（ＩＲ１９２）已被广泛用于肿瘤的临床放射治疗。但
在受益的同时，由辐射暴露引发的急、慢性放射综合征

会对机体的造血、消化、神经等系统产生巨大损

害［４－５］，诸如腹泻、呕吐、便血、肠道定植菌移位感染等

副作用。

　　乳化剂是现代食品工业中一类重要的食品添加
剂，广泛用于各种食品加工［６］，如烘焙类、糖果、黄油

和酥油，以及各类酱料、低度酒饮（酒精度＜１５％）和乳
制品当中［７］。

　　已有多篇文献报道，乳化剂的摄入会对肠道生理
功能产生各种影响。聚山梨酯８０（Ｐ８０），通过上调
ＣＸＣＬ１、ＣＸＣＬ８、ＣＸＣＬ１０、白血病抑制因子（ｌｅｕｋｅｍｉａ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｆａｃｔｏｒ，ＬＩＦ）等促炎因子破坏肠上皮完整
性［８］，同时还可以通过破坏肠道微生物群的组成，降

低了胃肠道对放射的耐受能力［９１１］；麦芽糊精可以增

强肠内有害微生物群的运动能力，造成肠道内生态失

调和损伤［１２－１３］，还能上调肠道中杯状细胞内质网应激

传感器蛋白１β，降低黏蛋白２（Ｍｕｃ２）分泌，从而破坏
肠道的粘液屏障，使肠内定植菌能够更加轻易的与肠

粘膜直接接触［１４］。

　　羧甲基纤维素钠（ｓｏｄｉｕｍｃａｒｂｏｘｙｍｅｔｈｙｌｃｅｌｌｕｌｏｓｅ，
ＣＭＣＮａ）作为一款被普遍认为是“安全可靠”的乳化
剂，于１９４６年投入食品加工产业至今［１５］。在联合国

粮食和农业组织以及世界卫生组织联合制定的《国际

食品标准食品添加剂通用法典标准》中［１６］，将其列为

了无使用上限规定的安全可靠的食品添加剂，在我国

食品添加剂使用标准［１７］中同样也未设置使用上限。

但已有报道指出其在炎症性肠病发病当中的重要影

响，包括改变肠内微生物组丰度破坏肠道内环境的稳

态［１１，１８－１９］，减少大肠杆菌、放线菌等不良菌群与肠道

上皮的间距［２０］和增强其自身的侵袭能力［２１－２２］，以及

诱导Ⅱ型细胞因子（如ＩＬ４、ＩＬ５和ＩＬ１３）表达从而增
加肠道内炎症反应［２３］。但其对放射综合征的影响尚

未有明确和深入的研究，尤其是不同浓度 ＣＭＣＮａ的
添加所产生的影响效能是否一致尚不清楚。本研究采

取人工饲饮水干预的方式，确定其对辐射耐受性的影

响，并探究其原因和机制。

１　材料与方法

１．１　实验动物
　　Ｃ５７ＢＬ／６雄鼠，４～６周龄，体质量约为 ２１～２４ｇ，
采购于北京华阜康生物科技股份有限公司，饲养于陆

军军医大学第二附属医院呼吸科研究所动物中心。本

研究实验过程中，遵循实验动物伦理规定。

１．２　主要试剂
　　羧甲基纤维素钠，黏度：１０００～１４００ｍｐａ．ｓ，ＵＳＰ
级（中国阿拉丁生化科技股份有限公司）；重组ＡｎｔｉＺｏ
蛋白抗体（ａｂ２７６１３１），重组ＡｎｔｉＬｇｒ５抗体（ａｂ７５８５０），
ＡｎｔｉＫｉ６７抗 体 （英 国，ａｂ１５５８０）（Ａｂｃａｍ）；重 组
Ｏｃｃｌｕｄｉｎ抗体（＃９１１３１），βＡｃｔｉｎ（８Ｈ１０Ｄ１０）Ｍｏｕｓｅ
ｍＡｂ（＃３７００Ｓ）（美国，ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司）；
ＴＬＲ４抗体 （２５）（ｓｃ２９３０７２），ＮＦκＢｐ６５抗体 （Ｆ６）
（ｓｃ８００８）（美国，ＳａｎｔａＣｒｕｚＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司）；
ＬｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅＣｏｒｅｍＡｂＷＮ１２２２５（＃ＨＭ６０１１）
（荷兰，ＨｙｃｕｌｔＢｉｏｔｅｃｈ公司）；７ＡＡＤＶｉａｂｉｌｉｔｙＳｔａｉｎｉｎｇ
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Ｓｏｌｕｔｉｏｎ（４２０４０４），ＰａｃｉｆｉｃＢｌｕｅＴＭ ＡｎｎｅｘｉｎＶ（６４０９１８），
ＡＰＣ／Ｃｙａｎｉｎｅ７ ａｎｔｉｍｏｕｓｅ ＣＤ４５（１５７６１８），Ａｌｅｘａ
Ｆｌｕｏｒ ４８８ＣＤ１１７（Ｃｋｉｔ）Ａｎｔｉｂｏｄｙ（１３５１１８）（美国，
Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ公 司）；ＣＤ４４ ＭｏｎｏｃｌｏｎａｌＡｎｔｉｂｏｄｙＡｌｅｘａ
ＦｌｕｏｒＴＭ ７００ （５６０４４１８２）， ＣＤ２４ Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ
ＡｎｔｉｂｏｄｙＰＥＣｙａｎｉｎｅ７（２５０２４２８２），ＣＤ１６６Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ
ＡｎｔｉｂｏｄｙＰＥ（１２１６６１８２）（美国，Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）；反
转录试剂盒和实时荧光定量核酸扩增试剂盒（日本，

ＴａＫａＲａ公司）；ＴＲＩＺｏｌ（美国，Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）；ＨＥ染
色及免疫组化染色试剂盒（中国，中杉金桥公司）。

１．３　实验方法
１．３．１　动物分组与饮食干预模型建立　　４～６周龄
Ｃ５７ＢＬ／６雄鼠，无差别混合饲养 ５ｄ后，随机分为
３组：对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ组，普通饲饮水，ｎ＝３０），低剂量
组（Ｌｏｗ组，饲饮水中添加 ＣＭＣＮａ浓度为０．２５％，ｎ＝
３０）和高剂量组（Ｈｉｇｈ组，饲饮水中添加 ＣＭＣＮａ浓度
为１％，ｎ＝３０）。饮食干预模型建立：在日常饮水中添
加不同浓度ＣＭＣＮａ进行干预。对照组：灭菌水；低剂
量组：灭菌水＋０．２５％ＣＭＣＮａ；高剂量组：灭菌水＋１％
ＣＭＣＮａ，３７℃磁力搅拌充分溶解，按分组置于饲养笼
内，华阜康维持饲料饲养，以上食物和饮水均确保小鼠

可随时充分获取，持续８周干预。
１．３．２　放射损伤干预模型建立　　将小鼠置于小鼠
固定舱内，７Ｇｙ放射剂量，放射源钴（Ｃｏ６０），放射源剂
量率０．４４８Ｇｙ／ｍｉｎ。辐射后按照放射前分组，将小鼠
置于原笼内。

１．３．３　组织取材和切片制备　　选取辐射后第０、７、
１４和２１天时间点，１％戊巴比妥钠注射液按照５０ｍｇ／ｋｇ
对小鼠进行麻醉，眼眶静脉丛采血后断颈处死小鼠，自

回盲部至肛门口分离全结肠，保持组织完整性。截取

横结肠段作为实验材料，ＤＰＢＳ清理肠内容物，取约
０．５ｃｍ横结肠两段，分别加入 ４％多聚甲醛固定和
ＯＣＴ包埋。肠组织经脱水和石蜡包埋后切片，ＯＣＴ包
埋组织冰冻后切片，切片厚度均为５μｍ。
１．３．４　肠道组织 ＨＥ染色　　石蜡切片脱蜡，ＨＥ染
色后进行透明处理，中性树脂封片，光学显微镜下观察

结肠组织病理形态学变化。根据ＨＡＮ等［２４］的评分标

准，采用双盲法进行肠组织病理损伤评分。

１．３．５　免疫组化染色　　石蜡切片脱蜡，梯度浓度乙
醇和蒸馏水中进行复水，柠檬酸盐缓冲液（ｐＨ＝６．０）
进行抗原修复，阻断内源性过氧化物酶阻断 ３０ｍｉｎ
后，Ｋｉ６７一抗（１∶４００一抗稀释液稀释）覆盖组织，加
盖防蒸发膜，４℃孵育过夜。ＰＢＳ冲洗后，反应增强液
覆盖组织２０ｍｉｎ，二抗室温孵育１ｈ。ＤＡＢ染色后苏
木素复染，分化返蓝，梯度乙醇脱水，封片，光学显微镜

拍摄。

１．３．６　免疫荧光染色　　冰冻切片于３７℃温箱干燥
处理，４％多聚甲醛固定组织，依次进行组织通透和蛋
白封闭，抗原修复液进行抗原修复，ＺＯ１（１∶４００一抗
稀释液稀释）一抗、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ一抗（１∶４００，一抗稀释液
稀释）和ＬＰＳ一抗（１∶２００稀释于 ＰＢＳ中）覆盖组织，
加盖防蒸发膜，４℃孵育过夜。ＰＢＳ冲洗，二抗：羊抗
鼠ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）高交叉吸附荧光，ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒＴＭ Ｐｌｕｓ
４８８；山羊抗兔 ＩｇＧ（重链），ＳｕｐｅｒｃｌｏｎａｌＴＭ Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ
ＳｅｃｏｎｄａｒｙＡｎｔｉｂｏｄｙ，ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒＴＭ ５５５，Ａ２７０３９；山羊
抗兔ＩｇＧ（重链），ＳｕｐｅｒｃｌｏｎａｌＴＭＲｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＳｅｃｏｎｄａｒｙ
Ａｎｔｉｂｏｄｙ，ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒＴＭ６４７，（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，美国）室温孵
育１ｈ，ＤＡＰＩ染色 ３０ｍｉｎ，抗荧光淬灭封片液封片。
试剂采购自上海碧云天生物技术有限公司。

１．３．７　荧光定量ＰＣＲ　　结肠纵向剖开，ＤＰＢＳ冲洗
肠内容物，加液氮研磨至细粉状，ＴＲＩＺｏｌ法提取 Ｔｏｔａｌ
ＲＮＡ。两步法 ＰＣＲ扩增程序设定为：Ｓｔａｇｅ１：９５℃
３０ｓ（Ｒｅｐｓ１）；Ｓｔａｇｅ２：９５℃ ５ｓ，６０℃ ３４ｓ（Ｒｅｐｓ４０），
引物序列见表１。
１．３．８　酶联免疫吸附测定　　小鼠新鲜横结肠组织，
纵向剖开后ＤＰＢＳ清理内容物，吸去组织表面水分称
重０．１ｇ，加入９００μＬ预冷至４℃ ＤＰＢＳ中，使用手持
匀浆机进行搅拌，将混悬液于－８０℃和室温之间反复
冻融３次，４℃，５０００ｇ，离心１０ｍｉｎ取上清液，加入平底
９６孔板中，依次与生物素化抗体、酶结合工作液和底物
（ＴＭＢ）进行３７℃避光孵育，加入终止液后立即在４５０ｎｍ
波长处测定样本ＯＤ值，Ｌｏｇｉｓｔｉｃ曲线拟合（四参数）法
绘制标准曲线方程，计算样本中待测因子浓度。

表１　引物序列
引物名称 引物序列

ＴＬＲ４ Ｆ链：５′ＡＴＧＧＣＡＴＧＧＣＴＴＡＣＡＣＣＡＣＣ３′
Ｒ链：５′ＧＡＧＧＣＣＡＡＴＴＴＴＧＴＣＴＣＣＡＣＡ３′

ＮＦκＢ Ｆ链：５′ＡＴＧＧＣＡＧＡＣＧＡＴＧＡＴＣＣＣＴＡＣ３′
Ｒ链：５′ＴＧＴＴＧＡＣＡＧＴＧＧＴＡＴＴＴＣＴＧＧＴＧ３′

ＴＮＦα Ｆ链：５′ＣＣＣＴＣＡＣＡＣＴＣＡＧＡＴＣＡＴＣＴＴＣＴ３′
Ｒ链：５′ＧＣＴＡＣＧＡＣＧＴＧＧＧＣＴＡＣＡＧ３′

ＩＬ１β Ｆ链：５′ＧＣＡＡＣＴＧＴＴＣＣＴＧＡＡＣＴＣＡＡＣＴ３′
Ｒ链：５′ＡＴＣＴＴＴＴＧＧＧＧＴＣＣＧＴＣＡＡＣＴ３′

βＡｃｔｉｎ Ｆ链：５′ＡＧＣＣＡＴＧＴＡＣＧＴＡＧＣＣＡＴＣＣ３′
Ｒ链：５′ＣＴＣＡＧＣＴＧＴＧＧＴＧＧＴＧＡＡ３′

１．３．９　免疫印迹检测法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）　　取冻存的
结肠组织，ＤＰＢＳ冲洗肠内容物，加液氮研磨至细粉
状，１∶１∶１００分别加入蛋白磷酸酶抑制剂混合物（Ａｌｌ
ｉｎｏｎｅ，１００×）、苯甲基磺酰氟（ＰＭＳＦ，１００×）和组织蛋
白裂解液的混合液，４℃静置３０ｍｉｎ后，１２０００ｒ／ｍｉｎ
离心１０ｍｉｎ，取上清液，ＢＣＡ试剂盒进行蛋白浓度定
量。２５μｇ总蛋白样品进行凝胶电泳，转至 ０．２２μｍ
ＰＶＤＦ膜，５％脱脂奶粉封闭 ３０ｍｉｎ，孵育一抗（ＺＯ１、
Ｏｃｃｌｕｄｉｎ抗体稀释浓度１∶１０００，ＴＬＲ４、ＮＦκＢ抗体稀
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释浓度１∶５００，βＡｃｔｉｎ抗体稀释浓度１∶２０００），４℃孵
育过夜，孵育二抗（稀释浓度为 １∶２０００），ＥＣＬ超敏
发光液显影。试剂采购自上海碧云天生物技术有限

公司。

１．３．１０　肠道干细胞提取与流式细胞术检测
　　肠段纵向剖开，４℃预冷 ＤＰＢＳ清洗肠内容物，剪
成０．５ｃｍ左右的碎块，加入含 １０％胎牛血清（美国，
Ｓｉｇｍａ公司）的１ｍｍｏｌ／Ｌ乙二胺四乙酸四钠盐水合物
（中国，阿拉丁公司）中，恒温摇床 ３７℃，２００ｒ／ｍｉｎ，
３０ｍｉｎ分离肠上皮细胞后，回收肠道组织，４℃ ＤＰＢＳ
清洗至完全无泡沫状，加入至含有１ｍｇ／ｍＬ胶原酶Ⅱ
（Ｃ２２８，Ｓｇｉｍａ，美国）的 ＤＰＢＳ中，恒温摇床 ３７℃，
２００ｒ／ｍｉｎ，３０ｍｉｎ消化肠固有层细胞。弃去肠道组织，
将上皮细胞和固有层细胞混悬液混合，１００μｍ细胞滤
网过滤，４℃，６００ｇ，５ｍｉｎ离心。去上清液，１００μＬＤＰＢＳ
冲悬细胞加入抗体１μｇ，避光室温孵育３０ｍｉｎ，ＤＰＢＳ
清洗后４℃，１２００ｒ／ｍｉｎ，３ｍｉｎ离心并去除上清液，
３００μＬＤＰＢＳ冲悬细胞后上机检测。
１．４　统计学分析
　　使用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９．３．０进行数据分析和统计
绘图，并检验是否为正态分布，用 Ｔ检验或单因素方

差分析确定显著性。采用 Ｍ（Ｐ２５，Ｐ７５）来描述非正态
分布数据，并通过ＫｒｕｓｋａｌＷａｌｌｉｓ检验来确定差异。

２　结果

２．１　辐射导致小鼠肠道屏障功能破坏，引发炎性损伤
　　１２－１４周龄的雄鼠在受到５Ｇｙ辐射剂量时，出现
体质量轻度下降，但短期内恢复正常，无小鼠死亡；受

到７Ｇｙ辐射损伤的小鼠，第９天开始出现小鼠死亡，
体质量持续下降至辐射后约１４ｄ；而给予９Ｇｙ辐射剂
量损伤的小鼠，短期内体质量即出现急剧下降，并在辐

射后１３ｄ内全部死亡（图１Ａ、Ｂ）。
　　为了探究小鼠的死亡与肠道是否存在关联，选择
７Ｇｙ辐射剂量下不同时间点，检测小鼠结肠屏障蛋白
和炎症转录表达情况。在受到辐射损伤后，小鼠结肠

组织屏障蛋白表达下降，辐射后 １４ｄ尤为明显，炎性
相关蛋白Ｔｏｌｌ样受体４（ＴＬＲ４）和核因子激活的 Ｂ细
胞的 κ轻链增强（ＮＦκＢ）在同一时间点表达增强
（图１Ｃ），炎症相关转录因子也同时出现转录高峰。
这与７Ｇｙ辐射剂量下小鼠死亡高峰的出现时间相吻
合（图１Ｄ－Ｇ）。
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１：ＩＲ０ｄ；２：ＩＲ７ｄ；３：ＩＲ１４ｄ；４：ＩＲ２１ｄ；５：ＩＲ２８ｄ
Ａ：不同辐射剂量下小鼠生存率（ｎ＝１０）；Ｂ：不同辐射剂量下小鼠体质量变化情况，虚线段表示无小鼠存活　ａ：Ｐ＜０．０５，５Ｇｙ
与７Ｇｙ相比，ｂ：Ｐ＜０．０５，５Ｇｙ与９Ｇｙ相比，ｃ：Ｐ＜０．００１，７Ｇｙ与９Ｇｙ相比；Ｃ：辐射后２８ｄ内，不同时间点小鼠结肠中屏障
蛋白和炎症蛋白表达情况；Ｄ－Ｇ：辐射后不同时间点炎症因子转录表达情况，ｂ：Ｐ＜０．０１，ｄ：Ｐ＜０．００１，均与ＩＲ０ｄ相比

图１　不同辐射剂量对小鼠肠道屏障功能和炎症因子的影响

５２５　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（６）



２．２　长期ＣＭＣＮａ饮食会影响小鼠营养状况，降低其
对辐射的耐受能力

　　为了确定 ＣＭＣＮａ的摄入对辐射耐受性的影响，
通过饲饮水中添加不同浓度 ＣＭＣＮａ的方式，对小鼠
进行８周干预后，给予单次７Ｇｙ的辐射损伤（图２Ａ）。
通过对其进行体质量检测，发现自干预起始阶段至辐

射损伤前，高剂量干预组小鼠的体质量增长速度明显

滞后于其他两组（图２Ｂ），但前白蛋白在各组之间均差
异无统计学意义（图２Ｃ），提示在正常情况下，ＣＭＣＮａ

对机体内的代谢和营养状况并无明显影响，但在一定

程度上降低了小鼠的体质量增长。

　　辐射损伤后，相较于其他两组，高剂量干预组小鼠
生存率明显降低（图２Ｄ），体质量持续低于其他两组，
辐射后１４ｄ时各组均到达体质量最低点（图２Ｅ）。同
时，前白蛋白水平在两个干预组中均出现了下降

（图２Ｃ）。对比小鼠的结肠长度，辐照前后各组结肠
长度与ＣＭＣＮａ添加浓度呈负相关，并存在统计学意
义（图２Ｆ、Ｇ）。
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Ａ：实验流程图；Ｂ：体质量称量记录数值　ａ：Ｐ＜０．０００１，对照组与高剂量组，ｂ：Ｐ＜０．０５，对照组与低剂量组比较，ｃ：Ｐ＜０．００１，
低剂量组与高剂量组比较；Ｃ：辐射损伤后不同时间点血清中前白蛋白含量（ｎ＝４）　ａ：Ｐ＜０．０５，对照组与高剂量组比较，ｂ：Ｐ＜
０．０５，对照组与低剂量组比较；Ｄ：辐射损伤后各组小鼠生存率（ｎ＝１５），ａ：Ｐ＜０．０５，对照组与高剂量组比较；Ｅ：辐射损伤后各
组小鼠体质量变化情况　ａ：Ｐ＜０．０００１，对照组组与高剂量组比较，ｂ：Ｐ＜０．０５，对照组与低剂量组比较；Ｆ：辐射前／后各组小
鼠结肠长度实体组织图；Ｇ：辐射前／后各组小鼠结肠长度统计图（ｎ＝３），ａ：Ｐ＜０．００１，对照组与高剂量组比较，ｂ：Ｐ＜０．０１，对
照组与低剂量组比较，ｃ：Ｐ＜０．０５，低剂量组与高剂量组比较，ｄ：Ｐ＜０．０５，对照组与高剂量组比较

图２　ＣＭＣＮａ饮食对小鼠营养状况及辐射耐受能力的影响

６２５ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（６）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



２．３　长期摄入 ＣＭＣＮａ造成小鼠肠屏障功能受损加
重，破坏肠道内环境

　　结肠作为人体最大的微生物贮藏器官，其内部有
大量细菌定植，它们在维护肠道屏障功能、影响肠道疾

病的发生以及迁移性菌血症等方面起着至关重要的作

用［２５］，但在一些特殊情况下，肠内定植菌可以进入血

液，引发菌血症。如图１所示，辐射会导致肠道内环境
破坏，我们推测这与 ＣＭＣＮａ饮食干预后对辐射耐受
性下降相关。为了验证猜想，进行了紧密连接蛋白 １
（ＺｏｎｕｌａＯｃｃｌｕｄｅｎｓ１，ＺＯ１）的免疫荧光检测，发现在
辐射前，对照组与低剂量干预组ＺＯ１蛋白表达无明显
差异，高剂量组相对较低，且部分隐窝腔内存在表达不

连续或缺失；在辐射后第 １４天，两组饮食干预组的
ＺＯ１表达较之对照组均出现了明显降低，与 ＣＭＣＮａ
添加量具有相关性（图３）。同样的，作为屏障蛋白组
成成分的另一个重要紧密连接蛋白 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ，其变化
情况与ＺＯ１相似。为了确定肠道屏障与炎性浸润的

关系，我们将脂多糖 （ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）与
Ｏｃｃｌｕｄｉｎ进行了免疫共染色，发现 ＬＰＳ与肠道屏障蛋
白的表达呈负相关（图 ３）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果趋
势与免疫荧光相同，证明了 ＣＭＣＮａ会破坏肠屏障功
能，降低了肠道的防御功能。

２．４　长期ＣＭＣＮａ饮食造成的肠道干细胞下降及加
剧辐射对其的影响

　　肠道内由多种细胞组成，包括上皮细胞、杯状细
胞、簇状细胞等，大多数成熟细胞只能够存活３～５ｄ，
在不断地凋亡和更新循环当中，保持一种动态平

衡［２６－２７］。肠道能够保持如此高效的周转率，得益于肠

道内的干细胞群，他们通过不断增殖分化确保了肠道

内环境的稳定。为进一步确定肠道屏障受损的原因，

对结肠进行了 Ｋｉ６７免疫组化检测。饮食干预组中的
Ｋｉ６７在辐照前已出现了明显的表达降低（图 ４Ａ），辐
照加剧了此现象，其表达强度与 ＣＭＣＮａ添加剂量呈
负相关（图４Ｂ）。根据ＷＡＮＧ等［２８］报道的结肠干细胞
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Ａ：结肠Ｚｏ１（橙色）单染色免疫荧光染色共聚焦图

图３　摄入ＣＭＣＮａ对小鼠肠屏障功能的影响
（图３Ｂ、Ｃ续下页）

７２５　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（６）
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Ｂ：结肠Ｏｃｃｌｕｄｉｎ（红色）和 ＬＰＳ（绿色）复合染色免疫荧光共聚焦图；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测辐射前后结肠 ＺＯ１和 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ
蛋白表达情况；１：Ｃｏｎｔｒｏｌ；２：０．２５％ＣＭＣＮａ；３：１％ＣＭＣＮａ

续图３　摄入ＣＭＣＮａ对小鼠肠屏障功能的影响

表面Ｍａｒｋｅｒ（图４Ｃ），运用流式细胞术检测肠道干细胞
数比例，在辐照前高剂量组的干细胞比例较之其他两

组已有明显下降（图４Ｄ），至辐射第７天和第１４天，高
剂量饮食干预组的肠道干细胞比例持续处于低水平状

态。低剂量饮食干预组较之对照组也出现了比例下

降，但稍高于高剂量饮食组（图 ４Ｅ、Ｆ）。富含亮氨酸

的重复Ｇ蛋白偶联受体５（Ｌｇｒ５）是肠道干细胞群表面
标记物，Ｌｇｒ５＋隐窝基底柱状细胞通过维持肠道内各类
组织细胞的更新，确保肠道内部环境的稳定。Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ结果发现 Ｌｇｒ５与 Ｋｉ６７和流式细胞术结果趋势相
一致（图４Ｇ）。

８２５ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（６）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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１：Ｃｏｎｔｒｏｌ；２：０．２５％ＣＭＣＮａ；３：１％ＣＭＣＮａ
Ａ：辐射前结肠组织Ｋｉ６７免疫组化染色　黑色：免疫染色表达，蓝色：免疫染色未表达；Ｂ：辐射后第１４天结肠组织Ｋｉ６７免疫组化
染色；Ｃ：结肠干细胞流式表型鉴定图；Ｄ－Ｆ：辐射前后不同时间点肠道干细胞数比例统计图　ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较，ｂ：Ｐ＜
０．０５，与高剂量组比较，ｃ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较，ｄ：Ｐ＜０．０１，与高剂量组比较；Ｇ：ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ辐射前后结肠Ｌｇｒ５蛋白表达情况

图４　ＣＭＣＮａ饮食对小鼠肠道干细胞的影响

９２５　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（６）



２．５　长期ＣＭＣＮａ饮食引发肠道内环境破坏并造成
肠道炎症反应增强

　　通过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果发现，在辐射损伤前，
与对照组相比，高剂量饮食干预组中炎性蛋白的表达

已出现升高，各炎症相关因子的转录表达明显增强；辐

射损伤后，高剂量干预组结肠的炎症蛋白表达较其他

两组差异明显增强（图５Ａ）。对比辐射前后各组结肠
组织中炎症因子转录表达就可以看出，在未受辐射损

伤前，饮食干预组中即出现了炎症转录表达升高（图

５Ｂ～Ｅ），并在受到辐射后进一步增强（图５Ｆ、Ｉ），其程
度与饲饮水中ＣＭＣＮａ浓度成正相关。而通过 ＥＬＩＳＡ
检测发现，炎症抑制因子白介素１０（ＩＬ１０），辐射前后
在两组饮食干预组中均出现了含量减低（图５Ｊ、Ｋ），这

可能与之前讨论的肠道干细胞数量减少造成的肠道内

环境破坏，导致的各类细胞修复增值能力减弱有关。

　　比较辐射前后结肠 ＨＥ发现，辐照前高剂量组中
部分肠段已出现缺损，并伴有少量炎症细胞浸润

（图５Ｌ），但通过双盲法进行肠道炎症组织评分
（图５Ｎ），各组间无统计学差异（图 ５Ｏ）。而在辐射
后，高剂量饮食干预组中肠腺出现了明显的结构扭曲

和以及隐窝分支改变，并伴有大量的炎症细胞浸润

（图５Ｍ），高剂量饮食干预组评分显著高于其他两组
（图５Ｐ），这种损伤的情况，极大可能是由于肠干细胞
比例下降导致的损伤修复能力滞后，以及炎症浸润加

剧的双重影响加持下的结果。
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测辐射前后结肠ＴＬＲ４和ＮＦ－κＢ蛋白表达情况；Ｂ－Ｉ：辐射前后结肠组织炎症因子转录表达情况；Ｊ、Ｋ：辐射前
后结肠组织中ＩＬ１０含量　ａ：Ｐ＜０．０００１，ｂ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较，ｃ：Ｐ＜０．０５，与低剂量组比较；ｄ：Ｐ＜０．０００１，与对照组比
较，ｅ：Ｐ＜０．００１，与低剂量组比较

图５　ＣＭＣＮａ饮食对小鼠肠道内环境肠道炎症反应的影响

０３５ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（６）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



!
"
!
#
$

!
"
!
%
&
$

%## !' (# !'

%## !' (# !'

%## !' (# !'

%## !' (# !'

%## !' (# !'

%## !' (# !'

%## !' (# !'

%## !' (# !'

%## !' (# !'

%## !' (# !'

%## !' (# !'

%## !'

(# !'

%## !' (# !'

%## !' (# !'

%## !' (# !'

%## !'

(# !'

%## !'

(# !'

%## !'

(# !'

% ( )

%#

*

#

+*

病
理
组
织
评
分

!"!# $

,组别
% ( )

%(

-

&

#

+&

病
理
组
织
评
分

!"!%& $

.组别

/0

1234526 #7(*8 191!:/ %8 191!:/

;

9

:

１：ｃｏｎｔｒｏｌ；２：０．２５％ＣＭＣＮａ组；３：１％ＣＭＣＮａ组
Ｌ、Ｍ：辐射前后结肠组织切片ＨＥ染色图　红色：炎症损伤，黄色：肠腺萎缩或缺如，绿色：肠腺畸形；Ｎ：结肠ＨＥ组织病理评分
表；Ｏ：辐射前结肠组织病理评分统计图；Ｐ：辐射后结肠组织病理评分统计图　ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，与低剂
量组比较

续图５　ＣＭＣＮａ饮食对小鼠肠道内环境肠道炎症反应的影响

３　讨论

　　ＣＭＣＮａ由于其能够延长食物的货架期，稳定食
物的性状，已经成为食品加工方面不可或缺的添加剂，

其使用量占所有食品添加剂总量的５０％，是当今食品
加工产业中使用量最多的添加剂类型［３０］。尽管，在美

国ＦＤＡ以及世界卫生组织和世界粮农组织联合发布
的《国际食品标准食品添加剂通用法典标准》中，明确

１３５　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（６）



了该添加剂在食品加工环节须需设置ＡＤＩ值（Ａｃｃｅｐｔａｂｌｅ
ＤａｉｌｙＩｎｔａｋｅ，每日允许摄入量），我国的《食品添加剂
使用标准》也参照了前者的规范内容，未设置其在食

品生产中的使用限制。但已有多篇文献报道了其对于

肠道内环境的破坏，包括提高了炎症性肠病的发病

率［１９，２１］、降低了对外界化学和物理刺激的耐受能

力［２３］以及引发机体代谢综合征［９］等一系列问题。但

对于辐射耐受性的影响，研究并不多见，尤其是不同添

加剂量与辐射耐受能力的影响的相关性研究尚无

报道。

　　通过实验发现，长期摄入高剂量ＣＭＣＮａ食物，会
导致小鼠对辐射耐受性的减低，主要表现在生存率的

下降以及体重的丢失两方面。造成这一结果的原因，

很可能是由于肠屏障蛋白 ＺＯ１和 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ的表达缺
失，导致肠道防御功能下降。通过流式细胞术检测，我

们发现饮食干预组中肠道干细胞比例较对照组出现下

降，下降程度与添加剂的浓度呈正相关。鉴于受到辐

射损伤后，机体会动员肠道干细胞分化为上皮、免疫、

分泌等功能细胞［２６，３１］，用以应对修复损伤的肠道组

织。考虑到肠道内动态稳定的特性，我们有理由认为，

长期ＣＭＣＮａ饮食干预造成的小鼠对辐射耐受性下
降，很有可能是由于干细胞群的减少引发的肠道内环

境破坏。尽管低剂量组在生存率与体重维持能力方

面，与对照组并无明显差异，但其肠道干细胞的比例在

受到辐射后也出现了较为明显的下降，可能是由于自

身的代偿能力，因而未对耐受性产生明显影响。

　　除干细胞群的比例下降之外，我们还要看到
ＣＭＣＮａ对于肠道炎症反应的增益效应。尤其是炎症
通路的核心调控因子ＮＦκＢ，即使未受到辐射损伤，在
长期ＣＭＣＮａ饮食的干预下，其表达也出现了明显增
强。有诸多文献研究，均报道了 ＮＦκＢ在炎症性结肠
疾病当中的主导作用，其不仅能够增加组织中 ＩＬ１β、
ＩＬ６、ＴＮＦα等炎症因子的含量［３２］，同时在大肠癌的病

患当中，还可以通过增强 ＣＲＣ细胞的黏附和转移能
力，促进结直肠癌细胞的外溢转移和侵袭［３３］。

　　然而，对于炎症反应与肠道干细胞变化之间的关
系，目前的研究对此尚无因果关系的定论。有报道指

出，通过抑制炎症通路的表达，可以稳定肠道内隐窝的

状态并改善Ｌｇｒ５＋干细胞的增殖能力［３４－３５］，但也有部

分学者指出，肠道干细胞功能和数量的稳定，是降低肠

道中炎症反应的核心关键点［３６－３７］。综合此次实验研

究数据分析来看，炎症表达增强和干细胞群比例下降

的现象同时存在，但同时伴有 ＩＬ１０的含量减少，这种
致死性的炎症反应有极大可能是肠道内环境稳态失衡

造成的免疫系统崩溃，剧烈的损伤刺激迫使肠道干细

胞优先确保组织结构的完整性，这与生理状态下肠道

的自我更新有着本质区别。当然，结合其他实验文献

报道，我们也不能排除炎症与肠道干细胞之间存在着

交互影响，关于二者之间的因果联系需要更进一步的

实验和研究。

　　当然，作为一款被广泛应用的食品添加剂，ＣＭＣ
Ｎａ的使用安全性还是值得肯定的。综合之前的文献
和此次研究结果来看，其产生的严重不良后果，多伴随

有重度感染、免疫缺陷、基础疾病以及辐射损

伤［１３，２０－２１］等前提条件，并且实验小鼠在 ＣＭＣＮａ的摄
入方式和摄入量上与人类的日常行为并不完全相同。

但我们不能忽视的是，随着食品工业的发展和生活节

奏的日益加快，预制菜、料理包以及深加工的零食糕点

等预包装食品消费量处于上升趋势。近年来，这类食

物的日均摄取比重已经变得越来越大［３８］，尤其是青少

年和中青年群体已经成为该类食品添加剂的消费大

户［３９－４０］。因为即便是在正常机体当中，仍有肠道菌群

改变、肠内环境破坏以及肠道持续性炎症［８，１１，１９］等情

况的存在。

　　综上所述，长期食用含有 ＣＭＣＮａ添加剂食物的
饮食结构，会造成肠道内干细胞群比例的下降和持续

性炎症，破坏了肠道生理和防御功能，进而加重了小鼠

肠道放射后的损伤。在临床治疗应用过程中，绝大部

分接受放化疗的病人都面临着不同表现形式的肠道副

作用，因而对于此类人群更应该重视其日常的饮食结

构，尽可能避免含有该类添加剂的食物，降低肠道损伤

的可能。同时，对于ＣＭＣＮａ在食品加工中的使用范围
和含量限额，需要在今后的研究中进一步完善和明确。
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Ｎｕｔｒｉｅｎｔｓ，２０２２， １４（２３）： ４９８３． ＤＯＩ： １０．３３９０／
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