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生化黄腐酸对3种肿瘤细胞体外增殖影响的初步研究
高金岗 陈  沫 何  滨

(海南师范大学生命科学学院热带动植物生态学省部共建教育部重点试验室 海口 571158)

摘  要：本试验采用四甲基偶氮唑蓝(MTT)法，研究了生化黄腐酸对3种肿瘤细胞(人胃癌细胞株SGC、人肝癌细

胞株SPCA和人肺癌细胞株BEL)在体外增殖的影响。在3种不同肿瘤细胞培养液内分别加入6种不同浓度的生化黄

腐酸，用酶标仪测定3种不同培养肿瘤细胞的吸光值(O D值)，计算生化黄腐酸对3种不同肿瘤细胞的抑制率。试

验结果表明：在各个浓度下，生化黄腐酸对3种不同肿瘤细胞的抑制率均低于50%，属于非敏感型药物。生化

黄腐酸对肿瘤细胞的体外增殖没有明显的直接抑制作用，且在某种浓度下，生化黄腐酸可能对肿瘤细胞有促进

生长的作用。
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Abstract: In this experiment, three kinds of cancer cells, SGC, SPCA and BEL as the object was studied The [3-(4,5-Di-

methyl-2-Thiazolyl)-2,5-Diphenyl Tetrazolium Bromide] method (MTT) was applied to study on the infl uence of three 

kinds of tumor cell proliferation in vitro. Six different concentrations of biochemical fulvic acid were added into the 

three different cultured tumor cells. The OD values of three different cultured tumor cells were measured, and the con-

centration of cell inhibition rate of each was calculated. The results showed that the inhibitions of biochemical fulvic 

acid on three different tumor cells were less than 50% in all concentrations, indicating that they were not sensitive. The 

proliferation of three different tumor cells did not induce directly inhibited by biochemical fulvic acid. In addition, bio-

chemical fulvic acid could promot growth of the tumor cells to some extent.
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肿瘤是危害人类健康的恶性疾病之一。近几

年来，肿瘤患者的病死率有上升趋势 [1]。抗肿瘤药

物在抑制癌细胞的同时，也会损害人体的正常细

胞。由于化疗药物的毒副作用大，且易产生耐药性。

因此，寻找敏感、毒副作用小的抗肿瘤药物就显

得非常必要。

生化黄腐酸 (Biotechnology Fulvic Acid，简称
BFA)是以作物秸秆等有机物为主要原料，经过微

生物发酵而产生的以黄腐酸为主要成分且含有多

种生物活性物质的复合物 [2]。其来源天然，毒副作

用极小，长期使用不会产生耐药性 [3，4]。

有报道认为，BFA作为饲料添加剂能明显提

高动物的抗炎能力 [5，6]。临床试验也证明，黄腐

酸钠在止血、抗炎、止痛和调整肠胃功能等方面

具有重要作用 [7]。张覃沐等 [8] 报道，煤炭黄腐酸

对小鼠体内肿瘤细胞有一定的抑制作用，而对体
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外培养的小鼠艾氏腹水癌细胞 (ECA)无明显毒性

作用。关于 BFA是否对体外肿瘤细胞有直接的影

响作用尚未见报道。因此，本文以人胃癌细胞株

SGC、人肝癌细胞株 SPCA和人肺癌细胞株 BEL

共 3种肿瘤细胞为研究对象，初步研究了 BFA对

肿瘤细胞体外增殖的影响，以探讨 BFA对肿瘤细

胞的生长是否具有直接的抑制作用，从而为 BFA

的临床应用提供参考依据。

1  材料与方法

1.1 供试细胞株

人胃癌细胞株 SGC、人肝癌细胞株 SPCA和

人肺癌细胞株 BEL，均购自中科院上海细胞库

(ATCC)。

1.2 试验仪器

倒置显微镜 (重庆光学仪器厂 )；酶联免疫检

测仪 (华东电子集团医疗装备有限公司 )；CO2 恒

温培养箱 (日本 SANYO公司 )；超净工作台 (苏

州净化设备厂 )；立式超低温冰箱 (丹麦 Heto公

司 )；高压灭菌锅 (日本森展企业有限公司 )；可

调式移液器 (BRAND公司 )；96孔细胞培养板

(Pore公司 )等。

1.3 试验药品及处理方法

1.3.1 试验药品

BFA(购自上海通微生物技术有限公司，

棕褐色粉末，BFA含量≥ 95%)；胰蛋白酶 (购

自 Gibco公司 )；四甲基偶氮唑蓝 (MTT，购自

Sigma公司 )；二甲基亚砜 (DMSO，购自天津市

化学试剂二厂 )；RPMI-1640培养基 (购自 Gibeo

公司 )；优级新生胎牛血清 (购自兰州民海生物工

程有限公司 )；80万单位的青霉素和 100万单位的

链霉素 (均购自海南医学院附属医院药剂室 )。

1.3.2 药品处理

(1) RPMI-1640血清培养基：RPMI-1640血

清基础培养基 1袋，NaHCO3
 3.7 g，用 1000 mL

三蒸水溶解，磁力搅拌，调 pH=7.5。

(2) 胰蛋白酶 (0.25%)：胰蛋白酶 0.5 g，三蒸

水 200 mL，磁性搅拌，待完全溶解后，用直径为

0.22 μm双层滤膜过滤除菌，-20 ℃保存。

(3) PBS缓冲液：NaCl 8.0 g(pH 7.2～ 7.4)，

KCl 0.2 g，NaH2PO4 1.44 g，KH2PO4
 0.24 g，

三蒸水 1000 mL，高压灭菌，室温保存。

(4) 胎牛血清：-20 ℃保存，取出室温融化，

之后，放入 56 ℃恒温槽中，恒定 30 min灭活，

分装，-20 ℃保存。

(5) 抗菌素液 (双抗液 )：用注射器吸 5 mL 

PBS，注入链霉素 (100万单位 )瓶内，反复吹打，

使其完全溶解，然后吸出 4 mL再注入青霉素 (80

万单位 )瓶内，反复吹打，使其完全溶解。吸出全

部于一小烧杯，加 PBS至 100 mL，在超净台内用

过滤器分装，每瓶 5 mL，20 ℃保存备用。

(6) MTT溶液：MTT 50 mg，加 PBS 50 mL，

搅拌溶解，用直径为 0.22 μm的滤膜过滤除菌后，

4 ℃避光保存，一周内使用。

1.4 试验方法

1.4.1 冻存细胞的复苏

从液氮罐中取出冻存的 SGC、SPCA和 BEL

细胞株，迅速放入 37 ℃水浴中，使其在 1 min内

完全溶解，将细胞悬液移至离心管 (内装含 10%

胎牛血清的 RPMI-1640培养液 )中，在 4 ℃、

1000 rpm/min下离心 3 min，弃上清液，将细胞

重新悬浮于 RPMI-1640培养液 (内含 10%胎牛血

清 )中，置于 37 ℃的 CO2 培养箱内培养，24 h后

观察细胞贴壁情况，并更换一次培养液。

1.4.2 细胞培养

将冻存复苏的 3种细胞株分别装在有适量

RPMI-1640培养液 (内含 10%胎牛血清和双抗液 )

的培养瓶中，置于 CO2 培养箱中，在恒温 37 ℃、

5% CO2 浓度、饱和湿度下培养。

每 3～ 4天传代一次，传代时小心弃去旧培

养液，用 PBS缓冲液 (pH7.4)冲洗 2次，弃去

PBS缓冲液，加入适量 0.25%胰蛋白酶，37 ℃，

消化 1～ 2 min，倒置镜下观察细胞，若胞质回缩，

细胞之间不再连接成片，表明此时细胞消化适度，

加 RPMI-1640培养液 (内含 10%胎牛血清 )终止

消化，用吹打管将已经消化好的细胞吹打为细胞

悬液。将细胞悬液由细胞培养瓶中吸入离心管中，
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1000 rpm/min离心 5 min；离心后弃去上清液，

再加入新鲜的 RPMI-1640培养液 (内含 10%胎牛

血清 )，用微量进样器轻轻反复吹打细胞悬液，使

细胞重悬混匀后，分装于培养瓶中再培养。

1.4.3 细胞冻存

在细胞培养的过程中，防止试验过程中操作

不当造成细胞完全死亡，可以将一部分细胞冻存

起来。冻存细胞时选用对数生长期细胞。冻存方

法如下：将细胞制成细胞悬液，计数、离心、去

上清，加入含 10%二甲基亚砜 (DMSO)的冻存

液，用吸管轻轻吹打使细胞重悬，使细胞密度达

到 5×106 个 /毫升，分装入无菌冻存管中，先在

4 ℃条件下放置 45 min，然后置于 -20 ℃再放置

45 min，最后在 -80 ℃下过夜，逐级降温冷冻，

然后放入液氮罐中保存。

1.4.4 细胞铺板

铺板前处理：将对数生长期的细胞经 0.25%

胰蛋白酶消化后吹打成单个悬浮细胞，用血球计

数板计数，将结果代入下式：细胞个数 /毫升原

液 =(四角大格中细胞数之和 /4)×104，接着用

RPMI-1640培养液调整细胞的浓度，使 SGC细

胞的浓度达 4×104 个 /毫升，SPCA细胞浓度达

2×104个/毫升，BEL细胞浓度达7×104个/毫升。

将调整好浓度的 3种细胞分别加入到 96孔细

胞培养板 B行到 F行中，每孔 180 μL，铺两行

吹匀一次，A行每孔加 200 μL RPMI-1640培养

液作为空白对照，分别置于37 ℃、CO2培养箱培养。

1.4.5 药品溶解及稀释

用电子天平称量 BFA100 mg，在超净台内用

1 mL的 DMSO溶解，待溶解后用移液器混匀，将

母液稀释成不同的浓度，分别为：0.1 mg/mL、

1 mg/mL、5 mg/mL、10 mg/mL、50 mg/mL、

100 mg/mL。将 6个浓度的 BFA药品分别依次加

入到 96孔细胞培养板的 D、E、F行中；A行设

置空白组 (仅加入不含细胞的培养液 )，B、C两

行是对照组 (以培养液替代药物 )，然后置于 37 ℃、

5% CO2 浓度培养箱中培养。各浓度 BFA在 96孔

细胞培养板上的安排见表 1。

表1 细胞板上各孔的浓度

Tab.1 The concentration of each hole on the cell board

编号 1 2 3 4 5 6 备注

A

B

C

D

E

F

空白

对照

对照

0.1 mg/mL

0.1 mg/ml

0.1 mg/mL

空白

对照

对照

1 mg/mL

1 mg/mL

1 mg/mL

空白

对照

对照

5 mg/mL

5 mg/mL

5 mg/mL

空白

对照

对照

10 mg/mL

10 mg/mL

10 mg/mL

空白

对照

对照

50 mg/mL

50 mg/mL

50 mg/mL

空白

对照

对照

100 mg/mL

100 mg/mL

100 mg/mL

无细胞

细胞+PBS

细胞+BFA

1.4.6 MTT法 [9] 测吸光值 (OD值 )

加药 44 h后，向 3个细胞板中分别加入MTT

溶液，每孔 50 μL。4 h后，将培养板中培养的 3

种细胞的液体倒掉，加入 DMSO，每孔 150 μL，

震荡 10 min，使用酶标仪在 570 nm波长下测定各

孔 OD值。

根据抑制率公式 [10]：抑制率 (%)=(对照组 OD

值 -试验组 OD值 )/(对照组 OD值 -空白组 OD

值 )×100%，分别计算不同浓度的 BFA对 3种肿

瘤细胞的抑制率。

各项试验均重复 3次以上，用统计学软件

SPSS处理。试验组与对照组间采用独立样本 t检

验法，以 P ＜ 0.05为差异具有显著性意义。

2  结果与分析

2.1 BFA 对 3 种肿瘤细胞的影响

根据上述抑制率公式，分别计算不同浓度的

BFA对 3种肿瘤细胞的抑制率，绘制抑制率曲

线，见图 1～图 3。同时，依据吴舟锋 [11] 使用的
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判断药物是否是肿瘤细胞敏感型药物的标准 (抑制

率＜ 50%为不敏感；50%～ 70%为中度敏感；＞

70%为高度敏感 )进行判断。

由图 1可见，不同浓度 BFA对 SGC的抑制

率不同。在 0.1～ 1 mg/mL浓度范围内，抑制

率表现为逐渐下降趋势；在 1～ 10 mg/mL浓

度范围内则表现为逐渐增加，至 10 mg/mL浓

度时达到 40.96%抑制率，接近最大抑制率 (约

42.50%)；之后又逐渐减少。各浓度 BFA对 SGC

细胞的抑制率均未达到 50%。

图1 生化黄腐酸对SGC的影响

Fig.1 The infl uence of biochemistry fulvic acid on SGC

图3 生化黄腐酸对BEL的影响

Fig.3 The infl uence of biochemistry fulvic acid on BEL

图2 生化黄腐酸对SPCA的影响

Fig2. The infl uence of biochemistry fulvic acid on SPCA

由图 2可见，不同浓度 BFA对 SPCA的抑

制率不同。在 0.1～ 1 mg/mL范围内，抑制率

表现出明显地下降趋势，至 1 mg/mL时，抑制

率为负值；而在 1～ 10 mg/mL范围内，抑制率

则表现为逐渐增加趋势，至 10 mg/mL浓度时，

抑制率达到 8.53%，接近最大值 (约 8.85%)；之

后，随着浓度增加，抑制率又逐渐降低，当浓度

为 50～ 100 mg/mL时，抑制率变化趋于平稳，

但均为负值。各浓度的 BFA对 SPCA细胞的抑制

率远未达到 50%。

由图 3可知，不同浓度 BFA对 BEL的抑制率

不同。在 0.1～ 1 mg/mL浓度范围内，抑制率表

现为小幅增加趋势；而在 1～ 5 mg/mL浓度范围

内，则表现为下降趋势；当浓度为 5～ 10 mg/mL

时，抑制率又逐渐增加，至 10 mg/mL浓度时，

抑制率达到 9.48%，接近最大值 ( 约 9.90%)；

之后，随着浓度的增加，抑制率大幅度下降，

在 50～ 100 mg/mL浓度范围内，抑制率均为

负值，当浓度达到中 100 mg/mL时，抑制率约

为 -54.93%。各浓度 BFA对 BEL细胞的抑制率

均未达到 50%。

2.2 BFA对 3种肿瘤细胞抑制结果的分析

为了进一步判断 BFA对 3种肿瘤细胞体外增

殖的抑制作用，根据各浓度试验组所得 OD值与

对照组 OD值进行差异显著性分析，结果见表 2。

另外，计算出的抑制率也放入表 2，用以对 BFA

的抑制作用进行辅助分析。可见，SPCA细胞组

中 6个浓度试验组与对照组相比均没有显著差异

(P ＜ 0.05)，表明 BFA对 SPCA细胞没有抑制作

用。而 SGC细胞组中，有 3个浓度 (5 mg/mL、

10 mg/mL和 50 mg/mL)与对照组相比有显著性

差异 (P ＜ 0.05)或极显著性差异 (P ＜ 0.01)；BEL

细胞组中，有 2个浓度 (50 mg/mL和 100 mg/mL)

与对照组相比有显著性差异 (P＜ 0.05)或极显著性

差异 (P ＜ 0.01)，但这 5个试验组对 SGC和 BEL

细胞的抑制率都低于 50%，表明 BFA对这 2种肿

瘤细胞也没有明显的抑制作用。
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组别

SPCA

SGC

BEL

0.533±0.177

0.752±0.135

1.331±0.194

  0.1

  1

  5

 10

 50

100

  0.1

  1

  5

 10

 50

100

  0.1

  1

  5

 10

 50

100

 5.002

 -5.158

 6.533

 8.534

 -1.516

 -2.157

 8.327

 4.025

 9.835

 40.958

 33.740

 23.450

0.507

3.006

1.578

9.475

-16.720

-54.925

0.507±0.019

0.560±0.060

0.498±0.024

0.488±0.006

0.541±0.007

0.545±0.013

0.689±0.019

0.721±0.032

0.678±0.009*

0.445±0.097**

0.498±0.034**

0.575±1.040

1.324±0.013

1.291±0.026

1.310±0.048

1.205±0.017

1.553±0.091*

2.062±0.214**

对照组OD值(x±s) BFA浓度(mg/mL) 实验组OD值(x±s) 抑制率(%)

表2 BFA对3种不同肿瘤细胞的抑制作用(n=6)

Tab.2 Anti-proliferative activity of biochemistry fulvic acid on three tumor cells(n=6)

注：*表示 P ＜ 0.05，差异显著；**表示 P ＜ 0.01，差异极显著。

3  结论与讨论

本试验结果表明：BFA对 3种肿瘤细胞的体

外增殖没有明显的直接抑制作用。

在浓度达到 10 mg/mL时，BFA对 SGC的抑

制率达到 40.96%，其最大抑制率约为 42.50%(图

2)，接近了 50%的抑制率。统计学处理结果也表

明：BFA对 SGC具有抑制作用，其中有 3个浓度

(5 mg/mL、10 mg/mL 和 50 mg/mL) 试验组与

对照组相比有显著性差异。BFA对 SGC的体外生

长可能有一定的影响，但由于 BFA的 3个浓度的

抑制率均小于 50%，没有明显抑制肿瘤细胞增殖

的作用；而 BFA对 SGC和 BEL两种肿瘤细胞抑

制率更低，6个浓度的抑制率均未达到 10%。因此，

认为 BFA不是肿瘤细胞敏感型药物，对癌细胞本

身没有直接的抑制或杀灭作用。

张覃沐等 [8] 报道，煤炭黄腐酸对体外培养的

小鼠艾氏腹水癌细胞 (ECA)无明显毒性作用；而

在体内对小鼠肿瘤细胞有一定的抑制作用，且口

服比注射效果要好。他们认为，煤炭黄腐酸可能

是通过提高小鼠自身免疫系统的功能而发挥其抗

肿瘤作用的，而不是直接抑制或杀灭肿瘤细胞，

本研究结论支持此观点。

本试验结果还显示：当 BFA的浓度较高 (＞

50 mg/mL)时，对 SPCA和 BEL细胞株的负面影

响很小 (图 2和图 3)：抑制率很低，甚至出现负值。

由此推测：因为 BFA具有一定的抑菌作用 [12]，又

含有多种营养成分，在体外肿瘤细胞培养体系中，

加入一定浓度的 BFA，可能有益于细胞的增殖，

有促进细胞生长的作用。

虽然本试验结果表明 BFA不是肿瘤细胞敏感

型药物，对肿瘤细胞本身没有直接的杀灭作用，



1331

研究论文2014年第 3期                            腐植酸                             

但由于 BFA来源于天然，毒副作用很小，长期

使用不易产生耐药性 ,在确定有效活性组成后，

BFA有可能作为肿瘤患者化疗时的辅助用药使用，

提高肿瘤患者的免疫力。

致谢：本文在试验过程中得到了海南师范大

学生命科学学院陈忠教授的指导和帮助，在此表
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(上接卷首语注释)

[1] 全句三重义。(1) 微风习习：2014年3月27日，习近平主席在巴黎出席中法建交50周年纪念大会上发表重要讲话时指出，

“拿破仑说过，中国是一头沉睡的狮子，当这头睡狮醒来时，世界都会为之发抖。中国这头狮子已经醒了，但这是一只和

平的、可亲的、文明的狮子。”(2) 释祖预言：佛教创始人释迦牟尼佛曾预言，他灭度后，佛教在当地逐渐衰落，将重兴

于震旦(中国)。2014年3月27日，习近平主席在巴黎联合国教科文组织总部的演讲中指出，“佛教产生于古代印度……。

中国唐代玄奘西行取经，历尽磨难，体现的是中国人学习域外文化的坚韧精神。中国人根据中华文化发展了佛教思想，形

成了独特的佛教理论，而且使佛教从中国传播到了日本、韩国、东南亚等地。”(3) 紫气东来：中国共产党十八大确立了

“生态文明”建设的国家方略。我们认为，腐植酸物质的生态性与生态文明建设有着紧密的关系。腐植酸是地球碳循环的

一员，让腐植酸发挥维护全球生态平衡的作用，以至于构建腐植酸可持续立体施肥工程尤为重要。

[2] 全句：腐植酸叶面肥(或水溶肥)稀释后呈金黄色状。

[3] 全句两重义：一指粮仓，即世界粮食安全；二指胃府，即百姓食品安全。

[4] 暗香：自18世纪中叶起60年以来，土壤环境学家将土壤中像“幽灵”似的物质(腐殖酸)称之为“暗色物质”。

[5] 全句：纵观地球生物碳约为3.55万亿吨，其中2.4万亿吨为腐殖酸类物质碳，约占生物圈总碳量的68%。近观土壤腐

殖酸浓度不到1%，从一至百，循环往复，直接影响着地球生物圈的碳平衡。正如1979年加拿大知名土壤化学家斯尼茨尔

(Schnitzer M.)指出，“土壤腐殖酸类物质碳是CO2主要来源之一，也是环境和大气浓度变化敏感的碳聚集体。”

[6] 全句：在土壤(生命)有机质—腐殖质—腐殖酸物质的形成过程中，腐殖酸不断地调节着地球生物碳循环。

[7] 全句：1761年，第一部农业化学著作《农业化学原理》(华莱士Wallerius著)首次提出“腐殖质”这一名称。243年来，

人类在不断探索“黑东西—暗色物质—腐殖质—腐殖酸”的过程中，通过深刻“认知土壤腐殖酸”而转向“工业利用煤炭

腐植酸”。

（来源：腐植酸，2014，3：22-27）




