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氨磷汀通过调节肠道菌群对急性辐射损伤的防护作用机制 Δ
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摘 要 目的 探究氨磷汀对急性辐射损伤小鼠的防护作用机制。方法 30只C57BL/6J小鼠随机分成正常对照组、模型组和氨磷

汀组（150 mg/kg），每组10只。照射前30 min氨磷汀组小鼠腹腔注射氨磷汀，正常对照组和模型组小鼠腹腔注射等体积生理盐水，

然后模型组和氨磷汀组小鼠予4 Gy X射线一次性全身照射致急性辐射损伤。检测照射前2 h和照射后第1、4、7、10、14天小鼠外

周血中白细胞、血小板和红细胞计数，分析照射后第 7天各类白细胞（中性粒细胞、淋巴细胞、单核细胞）的比例变化；采用 16S 

rRNA扩增子测序技术分析照射后第7天小鼠粪便中肠道菌群结构，并与各类白细胞进行相关性分析。结果 氨磷汀组小鼠白细

胞计数在照射后第1、4、7、10天，血小板计数在照射后第10天，红细胞计数在照射后第1天均显著高于模型组（P＜0.05）。与正常

对照组比较，模型组小鼠肠道菌群β多样性发生改变，厚壁菌门相对丰度升高，拟杆菌门相对丰度降低；氨磷汀逆转了上述肠道菌

群β多样性以及拟杆菌门和厚壁菌门相对丰度的变化。模型组有异芽孢杆菌属、丹毒丝菌纲、丹毒丝菌目和丹毒丝菌科4个差异

性物种，其丰度与外周血淋巴细胞比例呈显著负相关（P＜0.01），氨磷汀组有小鼠乳杆菌和卷曲乳杆菌2个差异性物种，其丰度与

中性粒细胞比例呈显著负相关（P＜0.05）。结论 氨磷汀可通过维持肠道微生物菌群平衡来减轻辐射造成的急性损伤。
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Protective mechanism of amifostine on acute radiation injury by regulating gut microbiota
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ABSTRACT OBJECTIVE To explore the protective mechanism of amifostine on acute radiation injury mice. METHODS 
Thirty C57BL/6J mice were randomly divided into normal control group， model group and amifostine group （150 mg/kg）， 

with 10 mice in each group. Thirty minutes before irradiation， the mice in the amifostine group were intraperitoneally injected with 

amifostine； normal control group and model group were given constant volume of normal saline intraperitoneally； then acute 

radiation injury was induced by 4 Gy X-ray radiation in both model group and amifostine group. The white blood cell count 

（WBC）， platelet count and red blood cell （RBC） count in mice were detected 2 hours before irradiation and on days 1， 4， 7， 10 

and 14 after irradiation； the changes in the proportion of WBC （neutrophils， lymphocytes and monocytes） on the 7th day after 

irradiation were analyzed. The 16S rRNA high-throughput sequencing was used to analyze the structure of gut microbiota in mice 

feces on the 7th day after irradiation， then its correlation with WBC was analyzed. RESULTS The counts of WBC on the 1st， 4th， 

7th and 10th day after irradiation， platelet count on the 10th day after irradiation and RBC count on the 1st day after irradiation in 

the amifostine group were significantly higher than those in model group （P＜0.05）. Compared with normal control group，β 

diversity of gut microbiome showed significant change， relative abundance of Firmicutes increased and that of Bacteroidetes 

decreased in model group. Amifostine could reverse the change in β diversity of gut microbiome， and the relative abundance of 

Bacteroidetes and Firmicutes. The model group consisted of four distinct species， namely Allobaculum， Erysipelotrichia， 

Erysipelotrichales and Erysipelotrichaceae， which were significantly negatively correlated with the proportion of peripheral blood 

lymphocytes （P＜0.01）； amifostine group consisted of two distinct species， namely Lactobacillus murinus and L. crispatus， which 

were significantly negatively correlated with the proportion of neutrophils （P＜0.05）. CONCLUSIONS Amifostine significantly 

improves irradiation-induced injury by regulating dysbiosis of 

gut microbiota.
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X射线是一种具有极短波长的电磁辐射，已被广泛

用于医学成像诊断和肿瘤治疗中。然而X射线的电离

辐射会对患者的正常组织产生巨大持久的损伤，引发放

射性口腔炎、放射性肺炎、放射性直肠炎等副反应，极大

地影响患者的生存质量，因此辐射前后及时给予辐射防

护药物是减轻患者正常组织辐射损伤的必要措施。

氨磷汀是目前已知防护效果最好的辐射防护剂，对

造血系统和胃肠辐射损伤防护的剂量降低系数分别为

2.7和 1.8[1]，并已作为细胞保护剂被美国FDA批准用于

减轻卵巢癌或肺癌患者使用顺铂后引起的肾脏毒性和

头颈癌患者放疗导致的口干症[2]。已有研究证实，氨磷

汀经转化后可形成活性物质WR-1065及WR-33278，其

辐射防护机制主要是清除射线产生的氧自由基，增强

DNA保护和修复功能，消耗细胞内氧分子[3]。

人体肠道微生物菌群可以影响宿主发育、代谢、免

疫等多方面生理功能，微生物菌群稳态平衡与肠炎、肥

胖、神经系统疾病等密切相关[4]。肠道微生物还可以影

响宿主对电离辐射的敏感性和病理反应，大剂量急性辐

射损伤和低剂量慢性辐射损伤时均可见肠道菌群组成

发生明显变化[5]。同时，电离辐射亦会导致肠道菌群的

衍生物发生改变，而这些衍生物往往参与了辐射损伤引

起的多种细胞功能的调节[6]。因此，调节肠道微生态平

衡有望成为一种新的减轻机体辐射损伤的治疗策略。

本研究拟采用16S rRNA扩增子测序技术探究氨磷汀对

急性辐射损伤小鼠肠道菌群的影响，从肠道微生物菌群

调节角度研究氨磷汀的辐射防护作用机制。

1　材料
1.1　主要仪器

本研究所用主要仪器包括NanodropTM 2000型超微

量分光光度计（美国 Thermo Fisher Scientific 公司）、

QuantiFluorTM-ST 微型荧光计（美国 Promega 公司）、

GeneAMP® 9700型聚合酶链式反应（PCR）仪（美国ABI

公司）、BC-2800vet型兽用全自动血液细胞分析仪（深圳

迈瑞动物医疗科技股份有限公司）、RS2000 Pro225型生

物学X射线辐照仪（美国Rad Source公司）。

1.2　主要药品与试剂

氨磷汀对照品（批号A6493，纯度 98%）购自上海士

锋生物科技有限公司；TIANamp Stool DNA Kit 试剂盒

（批号 DP328）购自天根生化科技（北京）有限公司；

Phusion 高保真 DNA 聚合酶（批号 F630L）购自美国

Thermo Fisher Scientific公司；AxyPrep DNA凝胶回收试

剂盒（批号 AP-GX-50）购自美国 Axygen 公司；Nextera 

XT DNA Sample Preparation Kit 建库试剂盒（批号 FC-

131-1024）购自美国 Illumina公司。

1.3　动物

SPF 级 C57BL/6J 小鼠 30只，雄性，体重（20±2）g，

购自湖北省实验动物研究中心，实验动物生产许可证号

SCXK（鄂）2020-0018。小鼠在 SPF 环境中饲养，室温

20～26 ℃，相对湿度40%～70%，昼夜明暗交替12 h；所

有动物均自由食用灭菌饲料、饮用灭菌水。本实验方案

经首都医科大学附属北京中医医院实验动物福利伦理

委员会批准（批准文号BJTCM-M-2022-10-02）。

2　方法
2.1　分组、造模与给药

将 30只小鼠在SPF环境中适应性喂养 7 d后，于照

射前24 h称重并随机分为正常对照组、模型组和氨磷汀

组，每组10只。氨磷汀组小鼠腹腔注射氨磷汀150 mg/kg

（参考前期氨磷汀的毒理研究和辐射防护效果、临床应

用剂量等因素，选择毒性反应较低的剂量），正常对照组

和模型组小鼠腹腔注射等体积生理盐水。给药 30 min

后，将模型组和氨磷汀组小鼠置于生物学 X 射线辐照

仪中进行一次性全身照射，照射剂量 4 Gy，照射剂量率

1 Gy/min，辐照距离 180 mm。照射后尽快将小鼠送回

SPF环境中。

2.2　一般情况观察和外周血象检测

观察并记录小鼠照射后 14 d内的死亡情况。各组

小鼠分别于照射前 2 h和照射后第 1、4、7、10、14天取血

10 μL，加兽用全自动血液细胞分析仪稀释液10 μL后，

检测小鼠外周血中白细胞、血小板和红细胞计数，分析

照射后第7天各类白细胞（中性粒细胞、淋巴细胞、单核

细胞）的比例变化。

2.3　小鼠粪便标本采集和肠道菌群基因测序

照射后第 7天，采用应激性排便法收集每组 3只小

鼠的新鲜粪便，并置于灭菌冻存管中，－80 ℃保存、备

用。采用DNA Kit试剂盒提取粪便样本的总DNA，用超

微量分光光度计测定DNA浓度和纯度，对提取所得细

菌DNA的16S rRNA基因V3～V4区进行PCR扩增。扩

增引物序列为：正向引物 5′-CCTACGGGNGGCWG-

CAG-3′，反 向 引 物 5′-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-

3′；产物大小为 465 bp。利用含 2%溴化乙锭的琼脂糖

进行凝胶电泳检验 PCR 扩增产物，用 AxyPrep DNA 凝

胶回收试剂盒切胶回收 DNA 产物并纯化，产物使用

QuantiFluorTM-ST微型荧光计进行DNA定量测定。使用

Nextera XT DNA Sample Preparation Kit 建库试剂盒构

建测序文库并经质检后，用 Illumina NovaSeq 6000测序

平台对文库进行 PE250双端测序。原始序列数据经质

控、去噪、拼接、去嵌合等处理后进行DADA2方法聚类，

默认以100%相似度将序列聚类成为操作分类单元（ope-

rational taxonomic units，OTUs）。根据聚类结果对OTUs

进行单样本的多样性分析（α多样性分析）和基于

UniFrac算法的各组样本之间的多样性分析[β多样性分

析，利用主坐标分析（principal co-ordinates analysis，

PCoA）显示样本微生物组模式]。根据分类学信息，在各

分类水平上完成群落结构的统计分析，利用线性判别分
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析法（linear discriminant analysis effect size，LEfSe）分析

在丰度上有显著差异的物种。

2.4　统计学方法

采用SPSS 19.0软件对数据进行统计分析。外周血

象检测数据用单因素方差分析比较组间差异，存在组间

差异的时间点采用LSD-t检验进行两两比较。检验水准

α＝0.05。采用R语言绘制小鼠肠道菌群在门、属分类水

平的群落结构热图。采用Pearson检验进行相关性分析。

3　结果
3.1　氨磷汀对小鼠外周血象的影响

各组小鼠经 4 Gy X 射线全身照射后，14 d 内无死

亡。与正常对照组小鼠比较，模型组和氨磷汀组小鼠外

周血中白细胞计数在X射线照射后第1天急剧下降至最

低，第 4天时逐渐恢复；氨磷汀组在照射后第 1、4、7、10

天均显著高于模型组（P＜0.05或 P＜0.01，图 1A）。模

型组和氨磷汀组小鼠照射后血小板计数均先下降，并于

第 10天降至最低，但氨磷汀组显著高于模型组（P＜

0.05）；随后两组小鼠血小板数逐渐升高（图 1B）。模型

组小鼠红细胞计数从照射后第1天开始逐步下降，而氨

磷汀组则在照射后第1天轻微升高，且显著高于模型组

（P＜0.05），随后逐渐降低；模型组和氨磷汀组小鼠红细

胞计数在14 d观察期内未见恢复（图1C）。

3.2　氨磷汀对小鼠肠道菌群的影响

3.2.1　各组小鼠高通量测序数据统计及α/β多样性分析

经高通量测序分析，3组样本共获得有效序列25 764～

379 035条，采用稀疏方法对每组样本测序数据量进行

抽平，抽平后数据量为25 735条序列。对所有抽平后数

据进行OTUs聚类，共获得 15个门、24个纲、42个目、97

个科、209个属、386个种的菌群信息。3组共有 OTUs   

1 629个，正常对照组、模型组和氨磷汀组独有的OTUs

分别为 320、283、366个（图 2A）。α多样性可反映样品

内微生物菌群的丰度和多样性，本研究分别用Chao1指

数和Shannon指数表征丰度和多样性。X射线照射后第

7天，正常对照组、模型组和氨磷汀组小鼠肠道菌群丰度

和多样性无显著差异（图 2B、C）。β多样性能反映不同

组间的菌群多样性，主要用于比较样本的组间差异。

PCoA结果显示，正常对照组和模型组分离良好，PCoA1

轴解释度为 22.4%，PCoA2轴解释度为 17.0%（图 2D）。

与正常对照组比较，模型组小鼠肠道微生物结构发生了

明显变化，说明辐射显著改变了小鼠的肠道微生物结

构。氨磷汀组也与模型组产生分离，说明氨磷汀能改变

辐射引起的肠道菌群结构改变。

3.2.2　不同水平的肠道菌群物种组成分析

在门水平上，拟杆菌门Bacteroidetes、厚壁菌门Fir‐

micutes、放线菌门 Actinobacteria 和变形菌门 Proteobac‐

teria是优势菌门。与正常对照组比较，模型组拟杆菌门

Bacteroidetes相对丰度降低，厚壁菌门Firmicutes相对丰

度增加，拟杆菌门Bacteroidetes与厚壁菌门Firmicutes相

对丰度（B/F）比值降低。与模型组比较，氨磷汀组拟杆

菌门Bacteroidetes相对丰度增加，厚壁菌门Firmicutes相

对丰度降低，B/F比值增加，且二者相对丰度与正常对照

组相对丰度接近（图3A）。

在属水平上，正常对照组占比最高的 5种菌属分别

为巴恩斯氏菌属Barnesiella（27.74%）、链球菌属Strepto‐

coccus（12.61%）、普雷沃菌属Prevotella（5.42%）、韦荣氏

球 菌 属 Veillonella（4.97%）和 乳 杆 菌 属 Lactobacillus

（2.52%）；模型组分别为巴恩斯氏菌属 Barnesiella

（30.41%）、链球菌属 Streptococcus（11.86%）、异芽孢杆

菌属 Allobaculum（8.14%）、韦荣氏球菌属 Veillonella

（3.99%）和普雷沃菌属 Prevotella（1.77%）；氨磷汀组分

别为巴恩斯氏菌属Barnesiella（40.49%）、乳杆菌属Lac‐

tobacillus（7.25%）、链球菌属Streptococcus（4.57%）、异芽

孢杆菌属 Allobaculum（3.46%）和韦荣氏球菌属 Veillo-

nella（1.83%）（图3B）。
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图1　各组小鼠外周血象变化（n＝10）
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3.2.3　组间群落差异性分析

LEfSe结果显示，模型组有异芽孢杆菌属Allobacu‐

lum、丹毒丝菌纲Erysipelotrichia、丹毒丝菌目Erysipelot‐

richales 和丹毒丝菌科 Erysipelotrichaceae 4个差异性物

种，氨磷汀组有小鼠乳杆菌Lactobacillus murinus和卷曲

乳杆菌L. crispatus 2个差异性物种（图4）。

3.3　肠道菌群变化与各类白细胞比例的相关性分析

与正常对照组比较，模型组小鼠淋巴细胞比例显著

降低，单核细胞比例显著升高（P＜0.05，图 5A、B）。与

模型组比较，氨磷汀组小鼠淋巴细胞比例显著升高，单

核细胞比例显著降低（P＜0.05，图 5A、B）。3组小鼠中

性粒细胞比例比较，差异均无统计学意义（P＞0.05，

图5C）。

在 LEfSe 基础上，将筛选出的 6个差异性物种与

各类白细胞进行 Pearson 相关性分析。小鼠乳杆菌 L. 

murinus和卷曲乳杆菌L. crispatus的丰度与中性粒细胞

比例呈显著负相关（P＜0.05）；异芽孢杆菌属 Allobacu‐

lum、丹毒丝菌纲Erysipelotrichia、丹毒丝菌目Erysipelo-

trichales和丹毒丝菌科Erysipelotrichaceae的丰度与淋巴

细胞比例均呈显著负相关（P＜0.01）；6个差异性物种与

单核细胞比例无明显相关性（P＞0.05）。结果见图5D。

4　讨论
正常情况下，肠道内的微生物可在肠道发挥共生功

能，肠道菌群和肠道屏障之间处于稳态平衡。研究显

示，辐射会破坏肠道屏障，使致病菌过度繁殖，释放大量

内源性毒素，引起炎症反应，如盆腔或腹部放疗可导致

约50%的患者发生胃肠道黏膜炎，而氨磷汀可使放疗所

致胃肠道黏膜炎的发生风险降低 50%～70%[7]。为探讨

氨磷汀对机体的辐射损伤保护机制是否与肠道菌群变

化相关，本研究采用 16S rRNA扩增子测序技术探讨了

氨磷汀对急性辐射损伤小鼠肠道菌群的影响。结果显

示，X射线照射后第 7天，正常对照组、模型组和氨磷汀

组小鼠肠道菌群丰度和多样性均无显著差异，与Zheng

等[8]研究结果一致。但Zhao等[9]对不同剂量γ射线照射

小鼠肠道菌群的多样性分析显示，照射后6 h和3.5 d时，

不同照射剂量组小鼠肠道菌群的α多样性无显著差异；

照射后7 d时，4 Gy和8 Gy辐射组的Chao1指数和Shan‐

non指数较对照组显著下降。本研究中各组小鼠肠道菌

群α多样性无显著变化可能与动物品系、射线类型及照

射剂量等因素相关。

拟杆菌门Bacteroidetes在宿主肠道中起着益生菌的

作用，该门下多种细菌能产生短链脂肪酸，如丁酸盐、戊

酸等，有助于减少炎症反应和维持肠道健康。B/F比值

的降低能在一定程度上反映肠道微生物菌群失调和肠

道损伤的典型特征[10]。Li等[11]对小鼠放射性肠炎模型进

行测序发现，局部照射可导致B/F比值下降，鼠乳酸菌属

丰度降低。本研究结果显示，与正常对照组比较，模型

组小鼠肠道内 B/F 比值降低，与文献报道结果[11]一致。

LEfSe 结果显示，模型组有异芽孢杆菌属 Allobaculum、

丹 毒 丝 菌 纲 Erysipelotrichia、丹 毒 丝 菌 目 Erysipelo-

trichales和丹毒丝菌科Erysipelotrichaceae 4个差异性物

种。异芽孢杆菌属Allobaculum是丹毒丝菌科Erysipelo‐

trichaceae的下属分级，丹毒丝菌纲Erysipelotrichia及其

下属分级属于厚壁菌门 Firmicutes。已有研究显示，丹

毒丝菌科与炎症相关，如Dinh等[12]在对慢性人类免疫缺

陷病毒感染患者的肠道菌群研究中发现，丹毒丝菌科

Erysipelotrichaceae 的相对丰度与肿瘤坏死因子 α水平

呈正相关；Schaubeck 等[13]在小鼠克隆氏肠炎模型中发

现，丹毒丝菌科Erysipelotrichaceae相对丰度显著升高。
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本研究结果显示，与正常对照组比较，模型组小鼠肠道

菌群紊乱，与炎症相关的菌群显著增多；氨磷汀干预后，

小鼠肠道B/F比值增加，与模型组比较，氨磷汀组小鼠乳

杆菌属Lactobacillus相对丰度升高，条件致病菌属如链

球菌属Streptococcus、韦荣氏球菌属Veillonella相对丰度

均降低。乳酸杆菌定植于胃肠道，可以提高营养物质的

消化吸收，促进肠上皮细胞的再生，抑制肠道内腐败菌、

致病菌的繁殖，被公认为是一种益生菌[14]。上述结果表

明，氨磷汀可改善辐射引起的肠道条件致病菌和益生菌

比例失调。

机体造血系统受到辐射损伤后，由于各类细胞对辐

射敏感性不同，白细胞最早出现数量减少，随后血小板

和红细胞减少。白细胞数量减少的程度和最低值出现

时间与损伤程度密切相关，白细胞数量最低值越低并且

出现越早，表明损伤程度越重[15]。本研究结果显示，氨

磷汀可减缓小鼠辐射后全血细胞的减少，有效促进照射

后 14 d内白细胞计数和血小板计数的尽快恢复。肠道

微生物菌群可通过促进造血细胞增殖、减少细胞死亡等

机制发挥辐射保护作用，如Cui等[16]研究发现，6.5 Gy全

身照射小鼠进行粪便微生物菌群移植后外周血白细胞

计数有所升高，造血损伤减轻。因此，本研究进一步将

组间菌群差异性物种丰度与各类白细胞比例进行相关

性分析，结果显示，模型组差异性物种丰度与淋巴细胞

比例呈显著负相关，氨磷汀组差异性物种丰度与中性粒

细胞比例呈显著负相关。以上结果提示，氨磷汀可通过

抑制致炎肠道菌群、增加益生菌群，来减缓辐射导致的

白细胞急剧下降。

综上所述，氨磷汀可通过维持肠道微生物菌群平衡

来减轻辐射造成的急性损伤。
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