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摘 要：本试验旨在研究脱氧雪腐镰刀菌烯醇(DON)和玉米赤霉烯酮(ZEN)对人结直肠腺癌细

胞（HCT116细胞）、人肺癌细胞（A549细胞）、人肝癌细胞（HepG2细胞）的促增殖和促迁

移作用。设空白对照组，并以赭曲霉毒素 A(OTA)作为阳性对照，采用噻唑蓝（MTT）比色

法和细胞划痕愈合试验分别检测细胞活力和细胞迁移能力。结果表明：与空白对照组相比，

0.080、0.400 μmol/L OTA能显著或极显著增强 HCT116、A549 和 HepG2 细胞活力（P<0.05

或 P<0.01），50.000 μmol/L OTA则能极显著降低 HCT116、A549和 HepG2细胞活力（P<0.01）；

DON在低浓度（0.016、0.080 μmol/L）时对 HCT116和 A549细胞活力无显著影响（P＞0.05），

但能极显著增强HepG2细胞活力（P<0.01），而在DON中高浓度（2.000、10.000、50.000 μmol/L）

时则能极显著降低 HCT116、A549和 HepG2细胞活力（P<0.01）；ZEN浓度在 0.016~50.000

μmol/L时能显著或极显著增强 HepG2细胞活力（P<0.05或 P<0.01），ZEN在高浓度（50.000

μmol/L）时能极显著降低 HCT116和 A549细胞活力（P<0.01）。细胞划痕愈合试验结果表明，

与空白对照组相比，1、10 nmol/L OTA、DON 和 ZEN 作用 24、48 h 能极显著促进 HepG2

细胞迁移（P<0.01）。由此可见，在 0.016~50.000 μmol/L浓度内，DON和 ZEN对 HepG2细

胞有显著的促进增殖和迁移的作用，表明 DON和 ZEN 在 HepG2 细胞系上具有潜在的致癌

性。
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霉菌毒素 (mycotoxins)是由镰刀菌属 (Fusarium)、曲霉菌属 (Aspergillus)和青霉菌属

(Penicillium)等真菌产生的次级代谢产物[1-2]，常见且对畜牧业危害较大的霉菌毒素包括黄曲

霉毒素(aflatoxins,AFs)、单端孢霉烯族毒素[trichothecenes，如 T-2毒素和脱氧雪腐镰刀菌烯醇

(deoxynivalenol,DON)]、玉米赤霉烯酮(zearalenone,ZEN)、赭曲霉毒素 A(ochratoxin A,OTA)

及烟曲霉毒素等[3]。霉菌毒素广泛存在于食品和饲料中，是全球畜牧业生产、畜产品质量安

全及食品安全所面临的一个重要问题[4]。Iqbal等[5]对 115份鸡肉和 80份鸡蛋样品中 AFs、OTA

和 ZEN 进行检测，分别从 35%鸡肉和 28%鸡蛋中检出了 AFs，从 41%鸡肉和 35%鸡蛋中检

出了 OTA，从 52%鸡肉和 32%鸡蛋中检出了 ZEN。龚阿琼等[6]对 2015年国内市场上 65份玉

米样品中黄曲霉毒 B1(aflatoxin B1,AFB1)、ZEN和 DON进行了检测，发现南方区域 3种霉菌

毒素的检出率均在 90%以上。杜妮[7]的研究表明，饲粮和原料中多种霉菌毒素共存现象很普

遍，高达 96.48%的饲粮和原料受到 2种及以上霉菌毒素污染。人类和动物长期暴露于霉菌毒

素会对健康造成严重的影响，如霉菌毒素诱导癌症、引发肾毒性和免疫抑制等[8]。目前，大

量利用细胞模型对霉菌毒素毒性进行研究的文献表明，霉菌毒素会抑制细胞增殖、具有细胞

毒性甚至诱导细胞凋亡等[9-11]。

根据国际癌症研究机构(international agency for research on cancer,IARC)对致癌物的分类，

AFB1被列为 1类致癌物，黄曲霉毒M1(aflatoxin M1,AFM1)和 OTA被列为 2B类，而 ZEN和

DON则被列为 3类，即致癌作用尚不清楚。我国现行《食品安全国家标准》GB 2761—2011

规定了食品中 AFB1、AFM1、DON、展青霉素(patulin,PAT)、OTA及 ZEN 6种毒素的限量指

标，其中谷物及其制品中 ZEN的残留限量为 60 μg/kg，高于除 DON（残留限量为 1 000 μg/kg）

以外的其他 4种毒素。近年来，有学者报道较低剂量的霉菌毒素有促进癌细胞增殖的作用，

如 T-2 毒素（<0.009 6 nmol/L）和 OTA（<0.003 2 nmol/L）能显著促进 Myc基因转染的人胚

肺成纤维细胞(MRC-5 Myc)增殖[12]。有关霉菌毒素，特别是 ZEN和 DON的致癌特性尚不明
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确，有待进一步研究。

癌细胞的增殖、迁移和侵袭是研究肿瘤恶性程度的重要指标，上皮间质转化(epithelial to

mesenchymal transition,EMT)是癌细胞获得转移能力的关键事件[13]。何颖等[14]在干扰素调节因

子 4结合蛋白(IBP)对结肠癌细胞 EMT发生的研究中，主要观察了结肠癌细胞的增殖和迁移

情况。Abassi等[15]的研究发现，ZEN对结肠癌细胞有促增殖和促迁移作用，表明 ZEN具有

潜在致癌性。因此本研究拟利用人结直肠腺癌细胞（HCT116细胞）、人肺癌细胞（A549细

胞）、人肝癌细胞（HepG2细胞）这 3 种癌细胞模型，以 OTA为阳性对照组，研究 ZEN 和

DON对癌细胞的促增殖和促迁移作用。

1 材料与方法

1.1 试验材料

HCT116、A549、HepG2细胞系购自国家实验细胞资源共享平台中国医学科学院基础医

学研究所基础医学细胞中心（http://www.crcpumc.com）。

OTA、ZEN、DON、噻唑蓝（MTT）和二甲基亚砜（DMSO）均购自美国 Sigma-Aldrich

公司。OTA、ZEN、DON均用甲醇溶解成贮存液（20 mmol/L）于-20 ℃储存，使用时再用培

养基稀释为工作浓度。IMDM培养基、McCoy’s 5A培养基、DMEM培养基、胎牛血清(FBS)、

L-谷氨酰胺（200 mmol/L）、青霉素（100 IU/mL）-链霉素（100 μg/mL）双抗均购自美国 Gibco

公司。

1.2 试验方法

1.2.1 细胞培养

HCT116、A549 和 HepG2细胞分别用 IMDM 培养基、McCoy’s 5A培养基和 DMEM 培

养基在 37 ℃、5%饱和湿度的 CO2培养箱（美国 Nuaire公司）内培养，培养基均含有 10% FBS、

1% L-谷氨酰胺、1%青霉素-链霉素双抗。

1.2.2 细胞活力测定

分别取处于对数生长期的 HCT116、A549和 HepG2细胞，用 0.05%胰蛋白酶-乙二胺四

乙酸（EDTA）溶液消化后，加入相应的完全培养基以终止消化，1 000 r/min离心 5 min，弃
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去上清，用培养基调整细胞浓度为 1×104个/mL，以 100 μL/孔接种于 96孔培养板中，于 37 ℃、

5%饱和湿度的 CO2培养箱中孵育 24 h。霉菌毒素浓度设置参考文献[15-16]，试验组分别加入

100 μL含不同浓度（0.016、0.080、0.400、2.000、10.000、50.000 μmol/L）的霉菌毒素（OTA、

ZEN、DON）的完全培养基，空白对照组霉菌毒素浓度为 0 μmol/L（每组设 6个复孔，重复

3次），继续孵育 24 h。弃培养基，每孔加入 0.5 mg/mLMTT溶液 100 μL，于 37 ℃继续培养

4 h后，弃去上清液，每孔加 100 μL DMSO，振荡 10 min，用 Sunrise酶标仪（奥地利 Tecan

公司）测 492 nm波长处吸光度（A492）值。按公式计算细胞活力：

细胞活力（%）=（试验组 A492值/空白对照组 A492值）×100。

1.2.3 细胞迁移能力测定

取处于对数生长期的 HepG2细胞，用 0.05%胰蛋白酶-EDTA溶液消化后，分别加入相应

的完全培养基以终止消化，1 000 r/min离心 5 min，弃去上清，用培养基调整细胞浓度为 3×105

个/mL，以 2 mL/孔接种于背面做好标记的培养皿（直径为 35 mm）中，于 37 ℃、5%饱和湿

度的 CO2培养箱中孵育 24 h。用 10 μL枪头垂直于底面的横线制造划痕，吸弃上清，加入 1 mL

磷酸盐缓冲液清洗细胞 3次，洗去划痕产生的细胞碎片。试验组分别加入 1、10、100 nmol/L

OTA、DON和 ZEN，空白对照组只加培养基（每组设 3个复孔，重复 3次），在显微镜下拍

照。根据收集的图片数据分析试验结果，按公式计算细胞划痕愈合率：

细胞划痕愈合率（%）=[（T0时划痕宽度值—Tt时划痕宽度值）/T0时划痕宽度值]×100。

1.2.4 数据统计分析

试验数据用平均值±标准差表示，采用 GraphPad Prism 6.0 软件进行单因素方差分析

（one-way ANOVA），差异显著时进行 LSD各组间多重比较，P<0.05为差异显著，P<0.01为

差异极显著。

2 结果与分析

2.1 霉菌毒素种类和浓度对细胞活力的影响

2.1.1 3种霉菌毒素对 HCT116细胞活力的影响

3种霉菌毒素对 HCT116细胞活力的影响见图 1。不同浓度的 OTA对 HCT116细胞活力
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的影响有差异，与空白对照组相比，OTA在浓度较低（0.080、0.400 μmol/L）时能显著或极

显著增强 HCT116细胞活力（P<0.05或 P<0.01），表现出明显的促增殖作用；而 OTA在浓度

较高（10.000、50.000 μmol/L）时能极显著降低 HCT116细胞活力（P<0.01），表现出明显的

细胞毒性。10.000 μmol/L OTA 使 HCT116 细胞活力降低为空白对照组的 83.78%，50.000

μmol/L使 HCT116细胞活力降低为空白对照组的 75.06%。与空白对照组相比，DON在中高

浓度（≥0.400 μmol/L）时能极显著降低 HCT116细胞活力（P<0.01），ZEN只在浓度为 0.400

和 50.000 μmol/L时能极显著降低 HCT116细胞活力（P<0.01）。其中，0.400 μmol/L DON和

ZEN 分别使 HCT116 细胞活力降低为空白对照组的 80.56%和 85.22%。由此可见，低浓度

（0.016、0.080 μmol/L）DON和 ZEN对 HCT116细胞不具有与 OTA相似的促增殖作用。

A：OTA，B：DON，C：ZEN。*表示与空白对照组相比差异显著（P<0.05），**表

示与空白对照组相比差异极显著（P<0.01）。图 2、图 3、图 4同。

A: OTA, B: DON, C: ZEN. * indicated significant difference compared with the blank

control group (P<0.05), and ** indicated significant difference compared with the blank control

group (P<0.01). The same as Fig.2, Fig.3 and Fig.4.

图 1 3种霉菌毒素对 HCT116细胞活力的影响

Fig.1 Effects of three kinds of mycotoxins on cell viability of HCT116

2.1.2 3种霉菌毒素对 A549细胞活力的影响

3 种霉菌毒素对 A549 细胞活力的影响见图 2。与空白对照组相比，OTA 在中低浓度
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（≤2.000 μmol/L）时能显著或极显著增强 A549细胞活力（P<0.05 或 P<0.01），表现出明显

的促增殖作用；OTA在浓度较高（10.000、50.000 μmol/L）时则能极显著降低 A549细胞活

力（P<0.01），10.000 μmol/L OTA使 A549细胞活力降低为空白对照组的 79.81%，表现出明

显的细胞毒性。与空白对照组相比，DON在中高浓度（2.000、10.000、50.000 μmol/L）时能

极显著降低 A549细胞活力（P<0.01），其中，2.000 μmol/L DON使 A549细胞活力降低为空

白对照组的69.59%。与空白对照组相比，ZEN只在浓度为 50.000 μmol/L时能极显著降低A549

细胞活力（P<0.01），降低为空白对照组的 73.25%。由此可见，OTA、DON和 ZEN 3种霉菌

毒素对 A549有细胞毒性的最小浓度分别 10.000、2.000、50.000 μmol/L，则 3者毒性强弱顺

序为：DON>OTA>ZEN。在 A549细胞上，低浓度的 OTA表现出促增殖作用，而浓度的 DON

和 ZEN则无明显促增殖作用。

图 2 3种霉菌毒素对 A549细胞活力的影响

Fig.2 Effects of three kinds of mycotoxins on cell viability of A549

2.1.3 3种霉菌毒素对 HepG2细胞活力的影响

3种霉菌毒素对 HepG2细胞活力的影响见图 3。与空白对照组相比，OTA、DON、ZEN

在浓度较低（0.016、0.080 μmol/L）时均能极显著增强 HepG2细胞活力（P<0.01），表现出

明显的促增殖作用。与空白对照组相比，DON在中高浓度（≥2.000 μmol/L）时能极显著降低

HepG2细胞活力（P<0.01），表现出明显的细胞毒性，OTA在浓度为 50.000 μmol/L时才能极
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显著降低 HepG2细胞活力（P<0.01），表现出明显的细胞毒性，即 DON毒性强于 OTA。与

空白对照组相比，ZEN浓度在 0.016~50.000 μmol/L时均能显著或极显著的增强 HepG2细胞

活力（P<0.05或 P<0.01），表现出明显的促增殖作用。由此可见，3种霉菌毒素对 HepG2细

胞毒性由强到弱依此为：DON>OTA>ZEN，而低浓度的 DON和 ZEN 具有与 OTA相似的促

增殖作用。

图 3 3种霉菌毒素对 HepG2细胞活力的影响

Fig.3 Effects of three kinds of mycotoxins on cell viability of HepG2

2.2 霉菌毒素对 HepG2细胞迁移能力的影响

采用细胞划痕愈合试验评价 1~100 nmol/L的 OTA、DON、ZEN对 HepG2细胞迁移能力

的影响，结果见图 4、图 5。结果表明，与空白对照组相比，1、10 nmol/L OTA作用 13、24、

48 h后能极显著促进 HepG2细胞迁移（P<0.01），100 nmol/L OTA作用 24、48 h能极显著促

进 HepG2细胞迁移（P<0.01）；1、10 nmol/L DON和 ZEN作用 24、48 h能极显著促进 HepG2

细胞迁移（P<0.01），且均在 1 nmol/L处理 48 h时促进 HepG2细胞迁移的效果最明显。
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图 4 OTA、DON和 ZEN分别处理 HepG2细胞 3、13、24、48 h的迁移率测定

Fig.4 Migration assays of HepG2 cells treated with OTA,DON and ZEN for 3, 13, 24 and 48 h

图 5 OTA、DON和 ZEN分别对 HepG2细胞划痕愈合的影响

Fig.5 Effects of OTA, DON and ZEN on wound healing of HepG2 cells

3 讨 论

霉菌毒素具有肾毒性[9]、肝毒性[11,16]、免疫毒性[17]，并有致畸、致突变和致癌[18-19]等危

害，其中一部分研究通过建立细胞模型，在细胞水平上研究霉菌毒素的毒性及其毒性机理。

霉菌毒素的浓度在研究其对细胞的毒性及机理中存在不可忽视的影响。大多研究表明，霉菌

毒素浓度相对较高时具有明显的细胞毒性。OTA浓度为 15 μmol/L时能诱导 HeLa 细胞凋亡

[20]，OTA浓度高于 15 μmol/L对人淋巴细胞有显著的细胞毒性[21]。Abassi等[12]的研究中，高

浓度 OTA 对野生型人结直肠癌细胞（HCT116 WT）、FLIP 蛋白过表达的人结直肠癌细胞

（HCT116 FLIP）和MRC-5 Myc细胞均有明显的细胞毒性，其半抑制浓度（IC50）分别为 170、

120、20 μmol/L。Dai等[22]的研究表明，DON在 100~1 600 ng/mL 的浓度内对小鼠肠上皮细

胞（ESCs）的毒性随毒素剂量的增加或作用时间的延长而增强。ZEN浓度超过 5 μmol/L时，

能显著降低小鼠睾丸间质瘤细胞（MLTC-1）的活力[23]。50 μmol/L ZEN对张氏肝细胞（CCL
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13）无明显的毒性作用，而 100 μmol/L ZEN能显著降低 CCL 13细胞活力。本研究首先采用

MTT法检测 OTA、DON和 ZEN分别对 HCT116、A549、HepG2细胞活力，结果表明 OTA

（>10.000 μmol/L）和 ZEN（50.000 μmol/L）均能极显著降低 HCT116、A549细胞活力，具

有明显细胞毒性；同时 DON（>2.000 μmol/L）对 HCT116、A549和 HepG2这 3种细胞均有

较强的细胞毒性，且毒性呈剂量依赖性。

此外，目前人们在研究霉菌毒素对细胞毒性作用时，其考察的低浓度霉菌毒素一般无细

胞毒性，如 Kang等[16]的研究表明，高浓度 ZEN（100 μmol/L）能显著降低 CCL 13细胞活力，

而低浓度 ZEN（50 μmol/L）无明显的毒性作用。但也有报道表明低浓度的 ZEN（1~1 000

nmol/L）促进人结肠癌细胞 HCT116增殖，可能具有致癌性[15]。本研究对低浓度霉菌毒素的

促增殖作用进行研究，结果表明 IARC 确定的 2B 类致癌物 OTA 在低浓度范围内（<0.400

μmol/L）对 3种癌细胞都有促增殖作用，而 DON（≤2.000 μmol/L）和 ZEN（≤50.000 μmol/L）

对 HCT116、A549 细胞无促进增值作用，但对于 HepG2 细胞有显著的促增殖作用，0.016

μmol/L的 DON和 ZEN分别使 HepG2细胞活力比空白对照组增长了 26.2%和 33.8%，均高于

OTA的 21.3%。

细胞迁移参与多种生理活动，如胚胎发育、伤口愈合、组织再生等，同时，也是某些疾

病发生的基本过程，如肿瘤的形成，在肿瘤发生过程中，细胞迁移起着核心作用，它是细胞

扩散并侵袭组织的关键环节[24]。Abassi等[15]研究表明，ZEN能促进人结肠癌细胞 HCT116迁

移，其可能具有致癌性。本研究进一步采用细胞划痕愈合试验分别研究了 DON 和 ZEN 对

HCT116、A549和 HepG2细胞迁移能力的影响，以 OTA作为阳性对照，结果显示，1 nmol/L

DON作用于 HepG2细胞 48 h促迁移作用与 10 nmol/L OTA相似，ZEN促迁移作用稍弱。

后续应进一步完善试验模型，通过多种毒理学机理研究手段，全面评估 DON和 ZEN在

低浓度下可能存在的致癌性，为相关霉菌毒素的毒理学研究提供细胞水平试验支撑。进一步

研究上述 2种霉菌毒素的毒性机理，更全面地了解其毒性特别是致癌性，对于预测和预防霉

菌毒素对人体和动物健康的有害影响意义重大。
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4 结 论

本试验条件下，阳性对照 OTA在 3种细胞体系内，均表现出促进癌细胞增殖的作用，而

DON和 ZEN仅对 HepG2细胞有显著的促增殖作用，同时 DON和 ZEN 在 HepG2细胞上表

现出与 OTA相似的促细胞迁移的作用，这表明 DON和 ZEN在 HepG2细胞系上具有潜在的

致癌性。
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Effects of Deoxynivalenol and Zearalenone on Promoting Proliferation and Promoting Migration of

Cancer Cells

QIU Siqi1,2 XU Zhenzhen1* SHEN Hong2 CHENAiliang1 YANG Shuming1 CHAO

Yuzhu2

（1. Key Laboratory of Agro-food Safety and Quality,Ministry of Agriculture, Institute of Quality

Standard & Testing Technology for Agro-Products, Chinese Academy of Agricultural Sciences;

Beijing 100081, China; 2. College of Animal Science and Technology, Beijing University of

Agriculture, Beijing 102206, China）

Abstract: This experiment was conducted to study the effects of deoxynivalenol (DON) and

zearalenone (ZEN) on promoting proliferation and promoting migration of human colon carcinoma

cell (HCT116 cell), human lung cancer cell (A549 cell) and human hepatocellular carcinoma cell

(HepG2 cell). The experiment set a blank control group, and ochratoxin A (OTA) was set up as a

positive control, methyl thiazolyl tetrazolium (MTT) colorimetry and cell wound healing

experiment were used to determine cell viability and cell migration activity. The results showed that

compared with the blank control group, 0.080 and 0.400 μmol/L OTA could significantly enhance

the viability of HCT116, A549 and HepG2 cells (P<0.05 or P<0.01), 50.000 μmol/L OTA could

significantly decrease the viability of HCT116, A549 and HepG2 cells (P<0.01); DON had no

effect on the viability of HCT116 and A549 cells at low concentration （0.016 and 0.080 μmol/L）

（P＞0.05）, but DON could significantly enhance the viability HepG2 cell at low concentration

（ 0.016 and 0.080 μmol/L） (P<0.01), and DON could significantly decrease the viability of

HCT116, A549 and HepG2 cells at middle and high concentration （2.000, 10.000 and 50.000

μmol/L ） (P<0.01); ZEN could significantly enhance the viability of HepG2 cell at the

concentration of 0.016 to 50.000 μmol/L (P<0.05 or P<0.01), ZEN could significantly decrease the

Corresponding authors: XU Zhenzhen, assistant professor, E-mail: xuzhenzhen@caas.cn; SHEN

Hong, professor, E-mail: shenhong912@sina.com （责任编辑 武海龙）
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viability of HCT116 and A549 cells at high concentration （50.000 μmol/L） (P<0.01). The cell

wound healing experiment results showed that compared with the blank control group, 1 and 10

nmol/L OTA, DON and ZEN could significantly promote the migration of HepG2 cell at 24 and 48

h (P<0.01). In conclusion, at the concentration of 0.016 to 50.000 μmol/L, DON and ZEN

significantly promote proliferation and migration of HepG2 cell, which suggests that DON and

ZEN exhibit carcinogenesis-like properties in HepG2 cell.

Key words: mycotoxins; cell; proliferation; migration
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