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几种硫醚类香料诱导 HL-60 细胞毒性的研究 
 

朱俊雅，张公亮，贾琼，崔玉娜，孙黎明，侯红漫 

（大连工业大学食品学院，辽宁大连 116034） 

摘要：本研究以 19种可食用硫醚类香料为原料，在体外考察其对人白血病细胞 HL-60 的细胞毒性作用，比较分析其构效关系，

并初步探究其肿瘤细胞毒性机理。用 19 种硫醚类香料处理 HL-60细胞，通过 DNA 片段化来考察其对 HL-60细胞的诱导凋亡作用，

并对其进行筛选。结果显示，二糠基二硫醚（DFDS）、双-（2-甲基-3-呋喃基）二硫醚（BMFDS）及甲基 2-甲基-3-呋喃基二硫醚（MMFDS）

具有很强的细胞毒性。利用 CCK-8 试剂盒检测，添加 10 μM 上述三种硫醚类香料使 HL-60 细胞的生存率分别下降 41.77±1.18%、

53.49±2.88%和 23.63±0.90%。通过分析 19 种硫醚类香料的构效关系，明确硫原子数和呋喃基对硫醚类香料的 HL-60 细胞毒性起重要

作用。为了探讨三种硫醚类香料的细胞毒性机理，采用抗氧化剂谷胱甘肽、N-乙酰半胱氨酸预处理细胞，进一步检测硫醚类香料对细

胞生存率和 DNA 片段化的影响。结果表明，抗氧化剂对 BMFDS 及DFDS 诱导的HL-60细胞毒性具有显著的保护作用，说明这两种

硫醚类香料可能通过诱导活性氧产生而发挥细胞毒性作用。  

关键词：硫醚类香料；HL-60 细胞；细胞毒性；DNA 片段化；细胞生存率 

文章篇号：1673-9078(2014)2-42-47 

Cytotoxicity Induced by Several Sulfide Flavorsin HL-60 Cells 
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Abstract: Cytotoxicity induced by 19 kinds of edible sulfide flavors was investigated in human leukemia HL-60 cells in vitro. The 

structure-activity relationship was analyzed according to the comparative studies, and the mechanism of tumor cytotoxicity was initially studied. 

The apoptosis induced by sulfide flavors was determined by DNA fragmentation, and sulfide flavors with strong cytotoxicity were selected. The 

results showed that difurfuryl disulfide (DFDS), bis (2-methyl-3-furyl) disulfide (BMFDS) and methyl 2 - methyl -3- furyl disulfide (MMFDS) 

induced stronger cytotoxicity in HL-60 cells than the other flavors. In addition of 10 μM DFDS, BMFDS and MMFDS respectively, cell 

viabilities decreased by 41.77±1.18%, 53.49±2.88% and 23.63±0.90%, respectively, through using cell counting kit-8 (CCK-8). The number of 

sulfur atoms and furyl played important roles in cytotoxicity of HL-60 cells. Pretreatment of HL-60 cells with antioxidants of GSH and NAC 

showed that the antioxidants had significant protective effect on cytotoxicity induced by BMFDS and DFDS in HL-60 cells, which further 

suggested that BMFDS and DFDS might induce cytotoxicity by ROS production in HL-60 cells. 

Key words: sulfide flavor; HL-60 cells; cytotoxicity; DNA fragmentation; cell viability 

 

癌症是威胁人类生命的重大疾患，是细胞失去控

制出现无限制生长的生理现象。随着人类对癌症认识

的不断深化，逐渐意识到肿瘤的化学预防是目前降低

癌症发病率最理想的方法之一。世界癌症研究基金会

2011 年 2 月 4 日发布的最新癌症预防数据报告称，通

过健康的生活方式，每年在中国有 62 万例癌症可以预

防。因此，从健康食品角度出发，实施肿瘤的化学预

防，对降低癌症发病率和提高治愈效果具有重要意义。 
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化学 

肿瘤的化学预防主要利用天然或合成的化学物

质，延迟正常细胞向肿瘤细胞的发展，或者抑制恶性

细胞的数量并抑制其生长。研究发现，细胞凋亡是各

种抗癌药物引发细胞死亡的主要方式[1]。细胞凋亡是

机体在生长、发育和受外界刺激时，清除多余、衰老

和受损伤的细胞以保持机体内平衡的一种自我调节机

制。它不仅在维持细胞群体数量的稳定、胚胎发育等

方面具有重要地位，而且在肿瘤发生、发展、抗肿瘤

药物的治疗等方面也具有十分重要的作用。 

硫醚类香料（sulfide flavor）是可食用含硫香料中

品种最多的一类[2]，我国 GB2760-2011 规定允许使用

的硫醚类香料有 40 多种，其中常见的硫醚类香料近

18 种，在改善食品风味方面具有重要作用。目前，关

于硫化物抗肿瘤活性研究主要集中在大蒜的活性成
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分，以大蒜素的裂解产物烯丙基硫化物为主[3~5]。以商

品化的硫醚类香料为原料，研究探讨其抗肿瘤活性的

报到还很少见。本研究的前期结果显示，二甲基三硫

醚对人白血病 Jurkat和 HL-60 细胞所产生的细胞毒性

随着硫原子数的增多而增强，并可通过提高 Jurkat 和

HL-60 细胞内活性氧水平，诱导细胞凋亡[6]，这一结

果与大蒜提取物二烯丙基三硫作用类似[7]。因此，作

为前期工作的延续，本研究以 19 种可食用的硫醚类香

料为原料，在体外考察其对人白血病细胞 HL-60 的细

胞毒性作用，比较分析其构效关系，并初步探究硫醚

类香料肿瘤细胞毒性机理，为丰富硫醚类香料的功能

特性奠定研究基础。 

1  材料与方法 

1.1  实验细胞株 

人早幼粒白血病HL-60来源于大连工业大学细胞

实验室。 

1.2  主要试剂 

二甲基硫醚、二糠基二硫醚、双-（2-甲基-3-呋喃

基）二硫醚、甲基 2-甲基-3-呋喃基二硫醚及二甲基三

硫醚等 19 种硫醚类香料购买于美国 Sigma 公司，分

子结构见表 1。RPMI 1640 培养基、胎牛血清为美国

Gibco 公司产品，CCK-8 试剂盒（Cell Counting Kit-8）

购自日本同仁化工，RNA 酶、蛋白酶 K 购自宝生物

工程（大连）有限公司，其他试剂均为生化试剂或分

析纯。 

1.3  主要仪器 

多功能酶标仪（TECAN），CO2 培养箱（SANYO），

倒置显微镜、显微镜（日本 OLYMPUS 公司），凝胶

成像仪（DNR Bio-imaging），超净工作台（哈东联）。 

 

表 1 十九种硫醚类香料的名称及结构 

Table 1 Name and structure of 19 kinds of sulfide flavors 

试验 

编号 

FEMA 

编号 
名称 结构 香味特征 

1 2746 二甲基硫醚 
 

浆果、洋葱、蔬菜、奶油香气 

2 3860 甲基乙基硫醚 
 

蒜、肉、蔬菜、咖啡等香气 

3 2042 二烯丙基硫醚 
 

洋葱、大蒜、辣根、小萝卜等香气 

4 2215 二丁基硫醚 
 

紫罗兰叶青香、洋葱、辣根、蔬菜等香气 

5 2747 3-(甲硫基)丙醛 
 

大蒜、土豆、肉汤等香气及脂肪、牛肉汤味道 

6 3201 甲基丙基二硫醚 
 

葱蒜、小萝卜、芥菜、西红柿、土豆等香气 

7 3228 二丙基二硫 
 

洋葱、大蒜、青葱等香气和味道 

8 2028 烯丙基二硫醚 
 

强烈的洋葱、大蒜、芥末等香气 

9 3275 二甲基三硫 
 

洋葱、蔬菜、葱蒜等香气；薄荷和热带水果味 

10 2720 3-甲硫基丙酸甲酯 

 

西红柿、洋葱、肉等香气及小萝卜、菠萝味道 

11 3343 3-(甲硫基)丙酸乙酯 
 

水果、西红柿等香气；洋葱、大蒜、菠萝味道 

12 3949 2-甲基-3-甲硫基呋喃 

 

肉香 

13 3161 糠基异丙基硫醚 
 

葱、蒜、咖啡等香气 

14 3238 二糠基硫醚 
 

咖啡、肉、蘑菇等香气 

转下页 
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15 3674 3-糠硫基丙酸乙酯 

 

洋葱、咖啡、蔬菜、坚果等香气 

16 3573 甲基 2-甲基-3-呋喃基二硫醚 
 

肉、蔬菜、洋葱等香气 

17 3259 双(2-甲基-3-呋喃基)二硫醚 
 

肉香 

18 3362 甲基糠基二硫醚 
 

焦香、肉香气 

19 3146 二糠基二硫醚 
 

烤香、坚果、咖啡香气 

1.4  细胞培养及处理 

将人早幼粒白血病HL-60常规接种于含10%胎牛

血清的 RPMI 1640培养基中，加入青霉素 100 U/mL，

链霉素 100 μg/mL，置于 37 ℃、5% CO2 的培养箱中

培养，取对数生长期的细胞进行试验。 

所有硫醚类香料用无水乙醇配置，密封、避光，

置于-20 ℃保存备用。试验组用终浓度为 5、10、20、

50 μM的硫醚类香料处理细胞，对照组用等体积的无

水乙醇处理，乙醇终浓度低于 0.1%。 

考察抗氧化剂对硫醚类香料诱导的HL-60细胞毒

性的影响时，采用 2~5 mM N-乙酰半胱氨酸（NAC）

和谷胱甘肽（GSH）预处理细胞 30 min，进行 DNA

片段化的检测。对于细胞生存率的测定，将 GSH 和

NAC 与硫醚类香料共同处理细胞。 

1.5  硫醚类香料对 HL-60细胞 DNA片段化的

诱导作用 

参照文献[8~9]的方法测定。取对数生长期的 HL-60

细胞，调细胞浓度至 5×105 个/mL，接种于 60 mm 培

养皿中。添加硫醚类香料后，将细胞置于37 ℃、5% 

CO2 的培养箱中培养 24 h。收集细胞，用 PBS(-)缓冲

液清洗，离心（1000 r/min）去上清，加入 200 μL裂

解液（10 mM Tris-HCl，(pH 7.4)，10 mM EDTA，0.5% 

Triton X-100），冰浴 10~15 min，离心（12000 r/min）

去沉淀。加入 4 μL RNA酶（10 mg/mL）37 ℃孵育 1 

h，再加入 2 μL蛋白酶 K（20 mg/mL）孵育 1 h，加

入5 M NaCl 40 μL和异丙醇240 μL，强力震荡混合后，

-20 ℃放置 2晚，离心（12000 r/min）得到 DNA沉淀，

用 70%乙醇洗涤沉淀，离心去上清，加入 10 μL TE

缓冲液溶解沉淀。通过 2%琼脂糖凝胶电泳，观察 DNA

片段化情况。 

 

1.6  硫醚类香料对 HL-60细胞生存率的影响 

采用CCK-8试剂盒法测细胞生存率，参照文献[10~11]

的方法。取对数生长期的HL-60细胞，调细胞浓度至

2.5×105 个/mL，接种于96孔板，每孔200 μL，每组设6

个平行孔。试验组和对照组按1.4中所述方法处理，置

于37 ℃、5% CO2的培养箱中培养24 h。每孔加入10 μL 

CCK-8试剂，震荡均匀，继续培养1~2 h。用酶标仪在

波长450 nm处测其OD值，记录结果，各组OD值取平

均值后，按以下公式计算细胞生存率： 

细胞生存率/%=[(As-Ab)/(Ac-Ab)]×100% 

注：As为试验组平均OD值；Ac为对照组平均OD值；Ab

为空白组平均OD值。 

每种硫醚类香料对细胞生存率的影响，进行3次独

立试验，试验结果取其平均值，并进行标准差的计算。 

1.7  统计分析 

试 验 数 据 以 平 均 值 ±标 准 差 表示 。 采 用

http://www.physics.csbsju.edu/stats/t-test bulk form.html 

在线软件进行student's t检验，P<0.05具有显著性差异。 

2  结果与讨论 

2.1  硫醚类香料对 HL-60细胞 DNA片段化的

诱导作用 

本研究选用的硫化物涵盖了常见的 18 种硫醚类

香料，它们在结构差异上，有这样几个特点：特点一：

硫原子数相同，侧链结构不同，例如单硫醚化合物

（1-5），双硫醚化合物（6-8）；特点二：侧链结构

相同，硫原子数不同，如二甲基硫醚（1）和二甲基三

硫醚（9），2-甲基-3-甲硫基呋喃（12）和甲基 2-甲

基-3-呋喃基二硫醚（16），还有如二糠基硫醚（14） 

 

http://www.physics.csbsju.edu/stats/t-test
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和二糠基二硫醚（19）；特点三：同分异构体，如甲

基 2-甲基-3-呋喃基二硫醚（16）和甲基糠基二硫醚

（18），双(2-甲基-3-呋喃基)二硫醚（17）和二糠基

二硫醚（19）。 

表2 十九种硫醚类香料对HL-60细胞的DNA片段化的诱导作用 

Table 2 DNA fragmentation induced by 19 kinds of sulfide 

flavors in HL-60 cells 

编号 硫醚类香料 5 μM 10 μM 20 μM 50 μM 

1 二甲基硫醚 - - - - 

2 甲基乙基硫醚 - - - - 

3 二烯丙基硫醚 - - - - 

4 二丁基硫醚 - - - - 

5 3-(甲硫基)丙醛 - - - - 

6 甲基丙基二硫醚 - - - - 

7 二丙基二硫醚 - - - - 

8 烯丙基二硫醚 - - - - 

9 二甲基三硫醚 - - + + 

10 3-甲硫基丙酸甲酯 - - - - 

11 3-(甲硫基)丙酸乙酯 - - - - 

12 2-甲基-3-甲硫基呋喃 - - - - 

13 糠基异丙基硫醚 - - - - 

14 二糠基硫醚 - - - - 

15 3-糠硫基丙酸乙酯 - - - - 

16 甲基2-甲基-3-呋喃基二硫醚 + + + + 

17 双(2-甲基-3-呋喃基)二硫醚 + + + + 

18 甲基糠基二硫醚 - - - + 

19 二糠基二硫醚 + + + + 

  

图 1 二甲基硫醚（左）二甲基三硫醚（右）对 HL-60细胞DNA

片段化的诱导作用 

Fig.1 DNA fragmentation induced by dimethyl sulfide (left) and 

dimethyl trisulfide (right) in HL-60 cells 

从 DNA 片段化结果（如表 2）可以看出，19 种

硫醚类香料中，9、16、17、18、19 号（二甲基三硫

醚、甲基 2-甲基-3呋喃基二硫醚、双（2-甲基-3呋喃

基）二硫醚、甲基糠基二硫醚、二糠基二硫醚）硫醚

类香料能引起 HL-60 细胞 DNA损伤，其中 16、17、

19 号这三种硫醚类香料在低浓度下就具有较强的细

胞毒性作用。不同结构的硫醚类香料，对 HL-60 细胞

具有不同程度的细胞毒性。 

典型的 DNA 片段化结果见图 1~图 3。如图 1 所

示，比较二甲基硫醚和二甲基三硫醚：对于 HL-60 细

胞 DNA 片段化的诱导作用，可以发现二甲基硫醚未

引起 DNA 片段化的形成，而二甲基三硫醚在 20 μM

即可引起 DNA 片段化，这一结果与前期的研究结果

一致[6]。如表 1 所示，其他硫醚类香料也有相同的情

况，例如甲基 2-甲基-3-呋喃基二硫醚和 2-甲基-3-甲硫

基呋喃，二糠基二硫醚和二糠基硫醚。这些结果说明

在侧链结构相同的情况下，硫原子数对硫醚类香料的

对 HL-60 细胞毒性的诱导有一定影响。这与 Wu等人

得出的硫原子个数对烯丙基硫化物诱导肺癌细胞凋亡

作用的贡献结论相似[12]。 

  

图 2 甲基糠基二硫醚（左）甲基 2-甲基-3-呋喃基二硫醚（右）

对 HL-60 细胞 DNA 片段化的诱导作用 

Fig.2 DNA fragmentation induced by methyl furfuryl disulfide 

(left) and methyl 2-methyl-3-furyl disulfide (right) in HL-60 

cells   

  

图 3 双（2-甲基-3-呋喃基）二硫醚（左）和二糠基二硫醚（右）

对 HL-60 细胞 DNA 片段化的诱导作用 

Fig.3 DNA fragmentation induced by bis (2-Methyl-3-furyl) 

disulfide (left) and difurfuryl disulfide (right) in HL-60 cells  

甲基糠基二硫醚和甲基 2-甲基-3-呋喃基二硫醚

分子式均为 C6H8OS2，前者-S-S-结构左右两侧连接的

都是糠基，而后者-S-S-结构左右两侧连接的均是呋喃

基。两种硫醚类香料对 HL-60 细胞都有毒性作用，但

是前者在 50 μM时才能诱导细胞 DNA片段化，而后

者在更低的浓度时即可诱导细胞 DNA损伤（见图 2），
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具有更强的细胞毒性作用。双(2-甲基-3-呋喃基)二硫

醚和二糠基二硫醚分子式都为 C10H10O2S2，前者-S-S-

结构左右两侧连接的都是呋喃基，后者连接的都是糠

基。前者对 HL-60 在 10μM 时可显著诱导细胞 DNA

损伤，在 20μM时出现细胞坏死现象。后者在5~50μM

都只是引起细胞 DNA损伤（见图3）。这些结果说明，

在具有相同硫原子的情况下，硫醚类香料侧链取代基

团及位置不同，对硫醚类香料引起的 HL-60 细胞 DNA

片段化有重要影响。硫醚类香料结构中呋喃基对

HL-60 细胞毒性作用强于糠基。同样可以证明取代基

团及其位置的不同，对硫醚类香料的肿瘤细胞毒性有

重要影响。 

2.2  硫醚类香料对 HL-60细胞生存率的影响 

选用诱导 HL-60 细胞 DNA 片段化明显的三种硫

醚类香料：甲基 2-甲基-3-呋喃基二硫醚（Methyl 

2-methyl-3-furyl disulfide，MMFDS），双(2-甲基-3-

呋喃基 ) 二硫醚 [Bis (2-Methyl-3-furyl) disulfide ，

BMFDS] 和二糠基二硫醚（ Difurfuryl disulfide ，

DFDS），考虑到这三种硫醚香料在 10 μM时均出现

明显的 DNA片段化，选用 10 μM、20 μM这两个浓

度进行 HL-60 细胞生存率的考察。 

 
图 4 三种硫醚类香料对 HL-60 细胞生存率的影响 

Fig.4 Effect of three kinds of sulfide flavors on cell viability in 

HL-60 cells 

注：N=3(独立实验 )，不同字母代表具有显著差异

（P<0.05）。 

结果如图 4 所示，与对照组相比，三种硫醚类香

料均可显著抑制 HL-60 细胞的生长。在浓度为 10 μM

时，对 HL-60 细胞生长的抑制率为 BMFDS>DFDS> 

MMFDS，细胞的生存率分别下降 53.49±2.88%、

41.77±1.18%和23.63±0.90%；在浓度为 20 μM时，对

HL-60 细胞生长的抑制率为 BMFDS>MMFDS> 

DFDS。三种硫醚类香料对 HL-60 细胞生存率的抑制

均呈现量效关系，在这两个浓度下，BMFDS 都显示

出了较强的抑制作用。进一步说明，硫醚类香料的结

构对细胞毒性有较大影响。 

对于硫醚类香料侧链基团对其活性的贡献，目前

相关报道还很少见。研究人员对不同类型有机硫化物

的抗肿瘤活性进行了构效关系研究。Click报道了具有

抗肿瘤活性的有毒含硫化合物，如巯基乙醇、巯乙胺、

硫代脯氨酸等，提出含硫化合物的结构、处理周期及

剂量对这类化合物的活性有一定影响[13]。Wong等对具

有Dysoxysulfone结构的有机硫化物进行了衍生化，并

发现新的抗肿瘤硫化物[14]。针对葱属来源的硫醚类风

味物质的构效关系，主要研究与抗肿瘤相关的抗氧化

调节活性。如Tsai等发现二硫醚的侧链基团与谷胱甘肽

-S-转移酶的表达有密切关系，二烯丙基>二丙基≥甲基

丙基[15]。 

2.3  硫醚类香料肿瘤细胞毒性机理 

前期的研究表明，二甲基三硫醚对 HL-60 细胞毒

性是通过活性氧的生成而产生的[6]。为进一步探究硫

醚类香料肿瘤细胞毒性机理，明确活性氧对 MMFDS、

BMFDS、DFDS 诱导 HL-60 细胞毒性的贡献。采用

GSH和 NAC 共同处理 HL-60 细胞，考察这两种抗氧

化剂对硫醚类香料诱导 HL-60 生存率下降及细胞

DNA片段化的影响。GSH和NAC是重要的抗氧化剂，

其可以直接与活性氧反应或者间接保护蛋白的半胱氨

酸残基被氧化。 

 
图5 抗氧化剂对三种硫醚类香料诱导HL-60细胞生存率下降的

影响 

Fig.5 Effect of antioxidant on decrease of cell viability induced 

by three kinds of sulfide flavors in HL-60 cells 

注：N=3(独立实验)，各标注组别之间具有显著差异

（*P<0.05） 

如图 5 所示，加入 2 mM抗氧化剂预处理后，结

果发现：对于 MMFDS，抗氧化剂加入后细胞生存率

反而降低，并未起到保护作用，具体的毒性机理有待

进一步研究；而对于 DFDS 和 BMFDS，GSH和 NAC

均可显著提高细胞生存率，由此推断，DFDS 和

BMFDS 的细胞毒性可能是通过活性氧的产生而发挥
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作用的。 

如图 6 所示，DNA片段化的结果进一步证实了上

述推测。加5 mM抗氧化剂预处理后，MMFDS的DNA

片段化无明显变化。而 DFDS 和 BMFDS 两组 DNA

片段化的程度被抑制，即抗氧化剂对DFDS和BMFDS

引起的肿瘤细胞 DNA损伤具有修复作用。说明 DFDS

和 BMFDS 的细胞毒性可能是通过活性氧的产生而发

挥作用的，该结果与烯丙基硫醚类化合物通过产生活

性氧，诱导肺癌细胞[16]和乳腺癌细胞[17]凋亡的结果一

致。 

 

图6 抗氧化剂对三种硫醚类香料诱导HL-60细胞DNA片段化的

影响 

Fig.6 Effect of antioxidant on DNA fragmentation induced by 

three kinds of sulfide flavors in HL-60 cells 

3  结论 

3.1  在 19 种硫醚类香料中，甲基 2-甲基-3-呋喃基二

硫醚（MMFDS）、双（2-甲基-3-呋喃基）二硫醚

（BMFDS）及二糠基二硫醚（DFDS）对白血病 HL-60

细胞具有较强的细胞毒性作用，且对 HL-60 细胞生存

率的影响呈现量效关系。 

3.2  硫原子数和侧链取代基团对硫醚类香料的肿瘤

细胞毒性有重要影响。 

3.3  双（2-甲基-3-呋喃基）二硫醚（BMFDS）及二

糠基二硫醚（DFDS）可能通过诱导活性氧的产生而

发挥肿瘤细胞毒性作用。  
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