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研究报告                                                               

应用原子力显微镜分析苯甲酸钠生物毒性 

胡明铅 1, 王炯坤 2, 蔡继业 1, 吴扬哲 1, 王小平 1 
1 暨南大学化学系, 广州 510632 
2 暨南大学组织移植与免疫实验中心, 广州 510632 

摘  要: 应用原子力显微镜(Atomic force microscope, AFM)在单细胞水平上研究食品防腐剂苯甲酸钠(Sodium benzoate, 

SB)的生物毒性, 从可视化的角度分析了淋巴细胞与不同浓度 SB 作用不同时间后其形态及其膜超微结构的影响。结果

与正常淋巴细胞相比, 随着与淋巴细胞作用的 SB 浓度和作用时间的增加, 细胞形态及细胞膜明显发生改变, 其超微结

构也趋复杂。经 SB 作用后的细胞高低差 Rp-v、均方根粗糙度 Rq、平均粗糙度 Ra、平均高度 Z 4 个几何参数值均明显

发生改变。对经 SB 作用后的淋巴细胞进行统计学分析, 并探讨了其作用机制。 
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Abstract: Atomic force microscope (AFM) was used to study biotoxicity of food preservative sodium benzoate (SB) at the single 
cellular level. Lymphocyte morphology and membrane ultrastructure treated with SB at different concentrations and time were 
analyzed visually. As compared to the normal lymphocyte, the cell morphology and membrane was significantly changed and its 

ultrastructure was also complicated. After treated with SB, the Rp-v, Rq, Ra and Z  values were changed. The statistical analysis of 
lymphocytes after treated with SB was studied, and discussed its mechanism. 
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苯甲酸钠(Sodium benzoate, SB)又称安息香酸

钠 , 是广泛应用于食品及碳酸饮料产业中的防腐

剂。多年来世界上大多数国家一直允许用 SB 作为食

品防腐剂, 最大允许量在 0.15~0.25 wt%之间, 在美

国, SB 的最大允许量为 0.1 wt%。随着食品工业的发

展, 食品中使用防腐剂的现象十分普遍。过去曾认

为 SB 对人体无毒, 但最近的研究表明, 其可造成人

体组织器官或机能的损害 , 具有遗传毒性 , 使染色

体分裂出现异常 [1], 使染色体发生结构畸变以致断

裂 [2]并且会产生肝硬化 [3]、肌肉损伤 [4]甚至致癌 [5], 

Tsay 等[6]发现 SB 能使斑马幼虫发生畸变。长期饮用

含有 SB 的碳酸饮料易使儿童产生多动症[7]。因此, 
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SB 的生物安全性和对人体的危害程度必然要引起

我们的重视。 

原子力显微镜(Atomic force microscope, AFM)

是 1986 年由 G. Binning, C. F. Quate 和 C. Gerber 等

发明的[8]。自发明以来它就被广泛应用于对单细胞、

细胞骨架、DNA、蛋白质等生物样品及其相互作用

力的研究[9–11]。目前在单细胞水平上研究 SB 致淋巴

细胞形态及其膜超微结构损伤的影响尚未见报道。

本研究利用 AFM 在单细胞水平提供有关 SB 毒性的

可视化证据, 并探讨其损伤机制。 

1  材料与方法 

1.1  材料和试剂 
苯甲酸钠(C6H5COONa), 分子量: 144.11, 分析

纯, 天津市福晨化学试剂厂生产。Balb/c 系小鼠购自

中山医科大学实验动物中心; RPMI-1640、胎牛血清 

(Fetal bovine serum, FBS) 及β-巯基乙醇等细胞培养

试剂购自 GibcoBRL 公司。 

1.2  淋巴细胞的准备 
将 Balb/c 系小鼠断髓处死, 在超净台内无菌分

离双侧腋窝、锁骨下、腹股沟浅表淋巴结和肠系膜

淋巴结, PBS 清洗, 去除被膜, 机械研磨, 于 200 目

不锈钢网筛过滤。收集细胞, 用 4oC PBS 1200 r/min

离心 5 min。洗涤细胞 2 次, 重悬于 RPMI-1640 培养

液(含 10% FBS 及 50 μmol/Lβ-巯基乙醇), 调整细胞

密度为 1×106/mL。台盼蓝染色观察细胞活力, 活细

胞数占 98%。添加 SB 溶液至淋巴细胞培养液中, 终

浓度分别为 0 wt%、0.05 wt%、0.1 wt%和 0.2 wt%。

将细胞在 24 孔板接种后放置于 37oC、体积分数为

5%的 CO2 培养箱中培养 1 h、6 h、12 h、18 h。 

1.3  样品制备 
分别取与不同浓度 SB 作用 1 h、6 h、12 h、18 h

后的淋巴细胞 , 滴于新剥离的云母片上 , 使其自然

铺展, 吸附 10 min, 然后用 2.5%的戊二醛(日本京都

产)固定 15 min, 用蒸馏水冲洗 3 次, 室温自然干燥。 

1.4  AFM 成像 
将 制 备 好 的 样 品 置 于 AFM(Autoprobe CP 

Research, Thermomicroscopes 公司, USA) 的 XY 扫

描台上 , 用监视器定位所要扫描的样品区域 , 在空

气中室温下利用接触或非接触模式成像。AFM 图像

仅经过自带软件(IP2.1 版)的平滑处理, 以消除扫描

方向上的低频背景噪音。 

2  实验结果 

经 AFM 扫描成像, 获得了正常淋巴细胞、与不

同浓度 SB 作用不同时间后的淋巴细胞的拓扑形貌

图(Topography)和误差信号图(Error signal), 并分别

对其表面超微结构进行了扫描分析, 观察细胞数超

过 30 个。检测结果发现, 上述 3 种淋巴细胞均呈不

同程度的形态结构改变。正常淋巴细胞呈较为规则

的圆形 , 中间隆起 , 细胞表面总体较为平滑  (如图

1(1)所示), 高度在 1.8~2.5 μm 之间, 直径约为 8~  

10 μm。而与不同浓度 SB 作用后的淋巴细胞体积明

显发生变化。高度减少, 细胞表面形态结构更为复

杂, 中间部位出现明显破裂并且凹陷, 呈“Y”型结

构, 边缘能观察到有细微损伤分布(如图 1(2)b 箭头

所示), 并且随着 SB 浓度的增加, 细胞形态进一步

发生改变 , 呈中间凹陷状 , 细胞边缘向四周扁平铺

展(如图 1(3)(4)a 和 b 所示)。细胞表面球状颗粒进一

步增多 , 表面粗糙度增大 , 细胞高度明显减少 , 直

径增加(高度由 2 μm 逐渐减少至 1 μm, 直径由 6 μm

逐渐增加至 12 μm 如图 1e 所示)。对其局部小范围

进行观察, AFM 能清楚地观察到细胞膜密集的颗粒

状突起物以及大量的孔洞(如图 1(2~4) d 箭头所示) , 

其中凹凸不平的细胞表面分布着大量小颗粒。选取

不同细胞膜超微结构图的整个区域(5 μm×5 μm)进

行测量, 与 SB 作用后淋巴细胞的四个参数值均明

显与正常淋巴细胞不同(如图 2 所示); 对淋巴细胞

膜形成的大小不一的颗粒进行统计(如图 3 所示), 

经 SB 作用后的淋巴细胞膜形成的颗粒逐渐增大。

同时, 随着与 SB 作用时间的延长, 淋巴细胞出现

的变化与上述情况类似, 即作用时间越长, 细胞损

伤越严重 , 淋巴细胞的表面粗糙度也逐渐增加(如

图 4 所示)。 

3  讨论 

AFM 是样品表面信息的收集工具, 较易获得细

胞的形貌、超微结构及其生化反应后细胞形态变化

等信息, 是研究细胞损伤的有力工具[12–14]。淋巴细

胞是机体免疫应答功能的重要细胞成分, 其形态结

构与其功能息息相关[15]。因此利用 AFM 研究淋巴 
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图 1  与不同浓度 SB 作用 12 h 后淋巴细胞的 AFM 图像 

Fig. 1  The AFM images of a lymphocyte treated with SB at different concentrations after 12 h 
 

 

图 2   与不同浓度 SB 作用 12 h 后淋巴细胞 Rp-v、Rq、
Ra、 Z 的比较 

Fig. 2  Four parameters of lymphocyte characteristics 
treated with SB at different concentrations after 12 h (the 

scan range: 5 μm×5 μm) 
Rp-v: given by the highest data point on the height profile minus 
the lowest point. Rp-v=Zmax−Zmin 

Rq: root-mean-squared roughness.
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图 3  与不同浓度 SB 作用 12 h 后淋巴细胞表面颗粒平均

高度的变化和比较 
Fig. 3  The change and comparison of the mean height of 
lymphocyte membrane surface particle treated with SB at 

different concentrations after 12 h (the scan range: 1 μm×1 μm) 
 

细胞与外界环境相互作用前后细胞形态结构及其细

胞膜的变化, 对了解淋巴细胞的生理功能具有十分

重要的意义。 

3.1  SB 致淋巴细胞及其膜损伤程度的依赖关系 
从结果可知, SB 引起淋巴细胞及其膜损伤, 作

用浓度的强弱和作用时间的长短决定着损伤的程
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度。随着浓度的增强和作用时间的延长, 淋巴细胞

膜的破损变得越来越严重, 细胞膜形成网状结构和

孔洞 , 同时膜上形成大小不一的颗粒状物质 , 这是

由脂质、蛋白质、糖类等堆积而成的(如图 1 (2)~(4) 

d 箭头所示)。 

 
图 4  与 0.1 wt%SB 作用不同时间后淋巴细胞 Rq 和 Ra

的比较 
Fig. 4  Lymphocyte Rq and Ra comparison after treated with 

0.1wt%SB at different time (the scan range: 5 μm×5 μm) 
 

3.2  SB 诱导产生生物毒性的生物机制分析 
由于 SB 亲油性较大, 易穿透细胞膜进入细胞

体内 , 干扰细胞膜的通透性 , 抑制细胞膜对氨基酸

的吸收; 进入细胞体内电离酸化细胞内的碱储, 并

抑制细胞呼吸酶系的活性, 阻止乙酰辅酶 A 缩合反

应, 从而破坏由磷脂、胆固醇、蛋白及糖分子等构

成的细胞膜的有序结构 , 改变膜的结构 , 使膜发生

功能性紊乱, 以致细胞发生破坏性断裂。细胞膜表

面蛋白受体如同细胞的翻译, 能够根据外界刺激指

导细胞的分裂或运动。细胞表面有许多这样的蛋白

受体, 蛋白上携带着复杂的糖。这些糖的变化经常

与癌症、糖尿病和自身免疫性疾病(如多发性硬化等)

有关 , 其控制着蛋白与外界信息相互作用的时间 , 

有效改变一个受体被激活的可能性, 阐释了细胞适

应营养环境的机制。当这种正常的适应变得不平衡

时, 会导致癌细胞生长和转移[16]。细胞形态结构的

变化与细胞核的缩小、碎裂甚至融解, 细胞骨架的

融解而最终导致细胞膜的破裂, 细胞外机质外溢等

过程有关。研究表明, 细胞形态结构的变化是细胞

凋亡的早期现象[17]。从 AFM 的图象可以看出 SB 明

显损伤淋巴细胞, 致其死亡。因此 SB 引起的淋巴细

胞损伤, 可能会导致人体免疫力下降。 

3.3  SB 诱导产生生物毒性的化学机制分析 
由于 SB 容易透过细胞膜进入细胞内, 其上的

羧基是极性较强的亲水基团, 因此 SB 易溶于水, 在

细胞体内会完全电离出苯甲酸根 C6H5COO−和钠离

子 Na+, C6H5COO−进一步水解为苯甲酸 C6H5COOH。 

淋巴细胞是白细胞的一种, 其含有丰富的维生

素 C(Vitamin C, VC), 并且人体每天摄取大量的 VC, 

有研究报道, VC 会还原溶液中的铜离子为亚铜离子

再与水进行三步反应产生氢氧自由基(·OH)[18], 进

而苯甲酸则会和氢氧自由基反应产生二氧化碳与

苯。因此, 长期食用含有苯甲酸钠或苯甲酸的食品

将会产生慢性苯中毒。其反应方程式为: 

 

 
另外, 如果大量细胞外 Na+进入膜内, 由于渗透

压的关系 , 必然会导致过多水分子进入膜内 , 这将

引起细胞的肿胀, 进而破坏细胞的结构和功能。细

胞内 Na+的急剧增加, 将会使人体内钠泵失调, 从而

导致多种疾病的发生[19]。如果钠泵受到抑制, 则 Na+- 

H+交换减少, 细胞内的 H+浓度就会升高, pH 值降

低。而 pH 值越低, 苯产生的越快。已有许多研究表

明细胞内 pH 值的改变与细胞凋亡是密切相关的[20], 
并且研究证实, pH 值下降促进细胞调亡, pH 值升高

抑制凋亡的发生[21]。各种物理和化学刺激诱导细胞

凋亡时 , 普遍存在细胞内酸化 , 细胞内酸化已成为

细胞凋亡的一个重要特征。另外, 研究人员怀疑酸

化后细胞死亡的现象, 也有可能就是累积过多 Na+

所造成的[22]。 

4  结论 

从 AFM可视化的图象中, 我们可以很清楚的看

到, SB 致淋巴细胞形态结构改变和膜的损伤, 说明

其存在一定的毒性。其细胞毒性的强弱与作用浓度

和作用时间均相关 , 呈浓度和时间依赖关系 , 浓度

越大毒性越强, 作用时间越长毒性也越强。分析了

SB 产生毒性的生物学机制和化学机制, 发现 SB 能
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破坏细胞膜的有序结构 , 改变膜的结构 , 使膜发生

功能性紊乱 , 以致细胞发生破坏性断裂 , 从而破坏

细胞平衡机制 , 并与体内氢氧自由基结合生成苯 , 

产生毒物。同时指出 SB 也会影响钠离子浓度和 pH

值, 对人体产生损害。 
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