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玛咖生物碱对人肝癌细胞 Bel-7402 和 H22 荷瘤小鼠

的抑制作用 
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摘要：探究玛咖生物碱对 Bel-7402 细胞体外抗肝癌活性及体内抗 H22 肝癌活性的影响。通过 0.5%的盐酸 95%乙醇溶液提取获

得玛咖生物碱粗提物，并通过进一步的酸溶碱沉方法纯化获得玛咖生物碱，通过 MTT 法测定不同剂量玛咖生物碱对 Bel-7402 细胞抑

制率的影响，并进一步通过体内抗肝癌 H22 荷瘤小鼠试验，考察不同剂量玛咖生物碱体内抗肝癌活性影响。细胞实验表明，不同剂

量组玛咖生物碱对 Bel-7402 细胞有一定的抗肝癌活性，其抗癌活性高低顺序为：玛咖生物碱高剂量组>玛咖生物碱中剂量组>玛咖生

物碱低剂量组。体内抗肝癌试验表明，玛咖生物碱高、中剂量组具有显著的抗肝癌活性。可见，玛咖生物碱具有一定的抗肝癌活性，

这为玛咖生物碱活性的研究提供新的方向。 
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Abstract: The effects of maca alkaloid on the anti-hepatocarcinoma activity of Bel-7402 cells in vitro and the anti-H22 liver cancer 

activity in vivo were investigated. Maca alkaloid crude extract was obtained by 0.5% hydrochloric acid and 95% ethanol solvents, and maca 

alkaloid was further purified by acid dissolution and alkali precipitation method. The anti-hepatocarcinoma activity of maca alkaloids was 

determined by MTT method and the anti-H22 liver cancer activity in vivo. The cell experiments showed that maca alkaloids of different doses 

exhibited an anti-liver cancer activity towards Bel-7402 cell, and the decreasing order of the activity was maca alkaloids high-dose group > maca 

alkaloids middle-dose group > maca alkaloids low-dose group. The in vivo anti-liver cancer results showed that maca alkaloids at high or middle 

doses had a significant anti-liver cancer activity. The results demonstrated that maca alkaloids exhibit an anti-liver cancer activity, which would 

provide a new direction for the study of maca alkaloid activity. 
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肝癌作为我国常见的恶性肿瘤之一，具有生长迅

速、易扩散等特点[1~4]。现今用于肿瘤治疗的药物按原

料差异可分为化学药和中药，化学药物具有见效快等

优点，但是长期服用毒、副作用大，中药抗肿瘤药物

作为现今研究的热点，已在控制肝癌病情的发展，介

入肝癌治疗等方面具有广泛的应用。现今市场上存在

一系列中药抗肿瘤药物，如参一胶囊。 
玛咖作为新资源食品，含有多糖、蛋白质等营养

成分，除此之外，含有生物碱、玛咖烯、玛咖酰胺、

芥子油苷等活性成分，具有抗疲劳、抗氧化等[5~9]活性。
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生物碱作为玛咖中有效活性成分，总结发现，其研究

主要集中于抗疲劳、抗氧化、降血糖[10~12]，尚未涉及

对抗肿瘤活性的研究。本试验通过体外细胞实验与体

内抗肝癌活性试验考察玛咖生物碱抗肿瘤活性，以期

为玛咖生物碱的活性研究提供新的方向。 

1  材料与仪器 

1.1  实验药物与试剂 

7402 肝癌细胞，由山东省医科院提供；无水乙醇

（分析纯），天津市富宇精细化工有限公司；甲醇（色

谱纯），Tedia 公司；新生牛血清（FBS），浙江天材生
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物科技有限公司；RPMI 1640 培养液，美国 GE 
Healthcare Life Sciences 公司；DMSO(分析纯），国药

集团化学试剂有限公司；胰蛋白酶，美国 GE 
Healthcare Life Sciences 公司；磷酸缓冲溶液（PBS），
博士得生物有限公司；注射用顺铂，齐鲁制药有限公

司；青链霉素混合液（双抗），北京索莱宝科技有限公

司；氢氧化钠（分析纯），天津市富宇精细化工有限公

司；乙酸乙酯（分析纯），天津市富宇精细化工有限公

司；玛咖，经山东中医药大学高德民老师鉴定为植物

玛咖。 

1.2  实验仪器 

电热恒温水浴锅，北京市永光明医疗仪器厂；分

析天平（万分之一），上海菁海仪器有限公司；旋转蒸

发仪，巩义市予华仪器有限责任公司；SHB-B95 型循

环水式多用真空泵，郑州长城科工贸有限公司；冰箱，

青岛海尔股份有限公司；紫外光栅分光光度计，莱伯

泰科 UV9100B；高效液相色谱仪（Agilent 1200 型高

效液相色谱仪），安捷伦公司；FA2004N 电子天平，

上海菁海仪器有限公司；MemmertCO2 培养箱，北京

五洲东方科技有限公司；CKX41 显微镜，日本

OLYMPVS 公司；LEGEND MICRO17 离心机，美国

Thermo 公司；Multiskan Mk3 型酶标仪，美国 Thermo
公司；NEST 96 孔细胞培养板，无锡耐恩生物科技有

限公司；LDEX-70FBS 型立式蒸汽灭菌器，上海申安

医疗器械厂；101-3 型干燥箱，上海市实验仪器总厂。 

1.3  实验内容 

1.3.1  玛咖生物碱的制备 
1.3.1.1  玛咖生物碱的提取与分离 

将 100 g 玛咖与 0.5%的盐酸 95%乙醇于 75 ℃下

进行加热回流提取三次，每次 2 h，药物与溶剂比例为

1 g：20 mL。合并提取液，双层滤纸抽滤，将抽滤后

的提取液进行浓缩，得浸膏，后用 0.5%的盐酸洗，调

节 pH 值为 1~2，冷藏静置 24 h。将静置后的溶液抽

滤，弃去沉淀，用乙酸乙酯等按体积比为 1:1 进行萃

取三次，取水层将其浓缩至无乙酸乙酯味为止，后用

氢氧化钠溶液调整 pH 值至 10，冷藏静置 24 h，抽滤，

沉淀用蒸馏水洗去残留的氢氧化钠，干燥，即得玛咖

生物碱。 
1.3.1.2  玛咖生物碱的测定 

通过酸碱滴定法测定生物碱的含量，将定量过量

0.01 mol/L 的稀硫酸溶液中和玛咖生物碱，再用 0.02 
mol/L 的氢氧化钠溶液标定剩余的稀硫酸，计算出硫

酸的剩余量，得到生物碱的含量，试验过程中以甲基

红为指示剂。生物碱纯度按下式计算。 

MVCVC NaOHOHNSOHSOH
×

×−××
=

44.278
2% a4242

）玛咖生物碱（

   
式中：C 为溶液浓度，V 为溶液体积，M 为玛咖生物碱样

品质量。 

根据上述公式测得的玛咖生物碱纯度为 88.91%。 
1.3.2 细胞实验 

1.3.2.1  细胞培养与药物处理 

将肝癌细胞 Bel-7402 放于含有新生牛血清、青链

霉素混合液的 1640 培养液，在 37 ℃、5% CO2的培养

箱中进行培养，后进行细胞换液和传代培养，将带有

细胞的培养液均匀地加在加样槽中，吹打均匀，用血

球计数板计数，平均 4×104~6×104 个细胞，然后用排

枪吸取细胞加入 96 孔板中，放入培养箱中，培养 24 h
进行肝癌细胞活力考察。 
1.3.2.2  药物处理与分组 

将待测品用不含血清的 1640 培养液溶解，通过

0.22 μm 微孔滤膜进行过滤，配成 0.5 mg/mL 玛咖生物

碱溶液、1 mg/mL 玛咖生物碱溶液、2 mg/mL 玛咖生

物碱溶液，将其放入冰箱。等到细胞生成到约占每个

孔的 80%，将 96 孔板从培养箱中取出，拍出培养液，

然后加入每个孔的药物 100 μL，每个浓度重复 5个孔，

以顺铂为阳性对照，1640 培养基为阴性对照，放入培

养箱，培养 24 h，考察肝癌细胞活力。 
1.3.2.3  MTT 法检测细胞增殖 

避光条件下，每个孔加入 MTT 20 μL，4 h 后，

用注射器将溶液吸出，加入 DMSO，另外选取三个孔

加入DMSO 做空白，用酶标仪测定在 490 nm处的OD
值，记录数据。抑制率计算公式，如下： 

抑制率=1-(加药组平均 OD 值-较零组平均 OD
值)/(阴性组平均 OD 值-较零组平均 OD 值)。 
1.3.3  体内抗肿瘤活性研究 
1.3.3.1  H22 肝腹水瘤的传代及接种 

将 H22 荷瘤小鼠正常喂养一周，在无菌环境下进

行腹水传代，将传代后的小鼠正常饲喂一周，脱颈椎

处死，于无菌环境下吸取腹腔腹水，加入生理盐水进

行稀释，将混悬液进行腋下接种，每只接种 0.2 mL。 
1.3.3.2  分组及给药 

将接种后的小鼠随机分为 6 组，每组 10 只，分为

空白对照组（吐温-80 溶液）、荷瘤小鼠对照组（吐温

-80 溶液）、单独顺铂给药组（顺铂：2 mg/kg）、生物

碱低剂量给药组（玛咖生物碱：0.5 g/kg）、生物碱中

剂量给药组（玛咖生物碱：1.0 g/kg）、生物碱高剂量

给药组（玛咖生物碱：2.0 g/kg），正常喂养，并于接

种后的第 3 日进行灌胃给药。空白组、荷瘤小鼠组：
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每只每天灌胃 0.2 mL 的吐温-80；阳性药组：每只每

天注射 0.2 mL 的顺铂，连续给药 3 d 后，停药 7 d，
如此反复；单独生物碱给药组：每只每天灌胃 0.2 mL
的玛咖生物碱吐温-80 溶液。 
1.3.3.3  小鼠体重测定 

将灌胃前小鼠与灌胃后小鼠分别测定体重，观察

是否有显著性差异。 
1.3.3.4  瘤重及抑瘤率的计算 

连续用药 18 d 后，将小鼠脱颈椎处死，称取瘤重，

计算各组药物的抑瘤率。计算公式如下： 

%100-% ×=
重荷瘤小鼠对照组平均瘤

用药组平均瘤重重荷瘤小鼠对照组平均瘤
）抑瘤率（

1.3.3.5  免疫指数计算 
将 2.3.3 中小鼠，取脾脏、胸腺，称定重量，计

算各组药物的脾脏指数与胸腺指数。
 

10×=
体重

脾脏重量
脾脏指数

 

10×=
体重

胸腺重量
胸腺指数

 
1.3.4  数据统计分析 

以上数据通过 SPSS statistics 17.0 方差分析进行，

One-Way ANOVA 进行数理统计。 

2  结果分析 

2.1  细胞实验结果 

2.1.1  MTT 法测定各组分对肝癌 Bel-7402 细

胞增殖的影响（⎯x±s） 
细胞实验作为玛咖生物碱抗肝癌活性的初步筛

选试验。根据细胞实验结果，发现玛咖生物碱高剂量

给药组抑瘤率可达 81.49%，表明玛咖生物碱具有显著

的抗肝癌 Bel-7402 细胞的效果。并且玛咖中、高剂量

组抑瘤率达到 50%以上，表明玛咖生物碱具有有效的

体外抗肝癌活性，且随着剂量的增加，其抑瘤率逐渐

增加，呈现一定的剂量依赖性。此细胞实验结果为进

一步的体内实验提供一定的参考。 
表1 不同浓度的玛咖生物碱对Bel-7402肝癌细胞的抑制率 

Table 1 Inhibition rate of different concentration of maca 

alkaloid on Bel-7402 hepatocellular carcinoma cells 

组别 浓度/（mg/mL） 抑制率/% 

玛咖生物碱高剂量组 2.0 81.49±0.56 

玛咖生物碱中剂量组 1.0 76.09±1.58 
玛咖生物碱低剂量组 0.5 43.27±2.91 

2.1.2  药物作用后肝癌细胞的形态变化 
不同组的肝癌细胞 Bel-7402 在培养 24 h 后，通

过显微镜观察，其细胞形态变化如图 1。图 1a 为肝癌

细胞 Bel-7402 的正常形态，呈多边形，用药之后出现

不同程度的萎缩，萎缩程度越明显，则说明细胞抑制

率越大。由图 1 可以看出，不同给药组对肝癌细胞均

有不同程度的抑制作用。玛咖生物碱高剂量组>玛咖

生物碱中剂量组>玛咖生物碱低剂量组。 

 

图1 不同组别细胞用药24 h后的显微成像 

Fig.1 Microimaging of cells in different groups after 24h of 

administration (×200) 

2.2  小鼠体重变化结果 

由图 2 可知，玛卡生物碱剂量组小鼠体重无显著

性差别。单独顺铂给药，小鼠减轻具有显著性的差异，
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表明顺铂对小鼠体重存在一定的副反应。相对空白组，

不同剂量给药组给药后体重均有不同程度减轻，但无

显著性差异，表明，玛咖生物碱相对市场上主要用于

抗肿瘤的化疗药顺铂无显著副作用。 

 
图2 各组给药后小鼠体重变化情况 

Fig.2 Effects of different groups on weight (mean±SD) 

注：A：荷瘤小鼠对照组；B：单独顺铂给药组；C：玛咖

生物碱高剂量组；D：玛咖生物碱中剂量组；E：玛咖生物碱低

剂量组。 

2.3  体内抗肝癌试验结果 

表2 药物对H22荷瘤小鼠的肿瘤抑制率 

Table 2 Effects of different groups on tumor weight (mean±SD) 

名称 数量/只 抑瘤率/% 

荷瘤小鼠对照组 8 - 

单独顺铂给药组 10 63.41±1.59** 

玛咖生物碱高剂量组 10 50.88±0.98* 

玛咖生物碱中剂量组 10 49.88±2.69* 
玛咖生物碱低剂量组 10 39.30±1.99 

注：*：p<0.05；**：p<0.01。 

 
图3 不同组别小鼠瘤重 

Fig.3 Effects of different groups on tumor weight (mean±SD) 

注：*：p<0.05，**：p<0.01 与空白组相比。A：荷瘤小

鼠对照组；B：单独顺铂给药组；C：玛咖生物碱高剂量组；D：

玛咖生物碱中剂量组；E：玛咖生物碱低剂量组。 

如表中所示，阳性药顺铂与荷瘤小鼠对照组相比

具有显著的抑制作用；单独中、高剂量生物碱给药组

相对荷瘤小鼠对照组，抑制率分别为 49.88%、50.88%，

具有显著的抑瘤效果，但是抑瘤率相差不大，分析原

因可能是因为随着剂量的增加，抑瘤率增加，但是有

效含量有一定的阈值，因此剂量的再次增加，使得药

效不在显著提高，而玛咖生物碱低剂量组尚未达到有

效含量，因此没有显著地抗肿瘤活性。 

2.4  免疫指数实验结果 

 

图 4 不同组别对免疫指数的影响 

Fig.4 Effects of different groups on immune index 

注：*：p<0.05，**：p<0.01 与空白组相比；A：荷瘤小

鼠对照组；B：单独顺铂给药组；C：玛咖生物碱高剂量组；D：

玛咖生物碱中剂量组；E：玛咖生物碱低剂量组。 

通过上述实验结果可知，顺铂单独给药组，其脾

脏指数、胸腺指数明显减轻，且具有显著性差异，分

析原因，可认为，顺铂化疗药治疗肿瘤具有一定的毒

性，而不同剂量组玛咖生物碱抗肿瘤活性与免疫活性

无显著性关联，玛咖生物碱抗肿瘤的机制仍需进一步

分析。 

3  结论 

3.1  恶性肿瘤是当今严重威胁人类生命安全与健康

的主要问题之一。市场上现今主要治疗肿瘤的药物分

为化药和中药提取物等。化药存在见效快，毒、副反

应大的缺点。中药提取物符合传统中医理论扶正祛邪

的观点，使得药物的毒、副作用减轻。 
3.2  现今，对玛咖生物碱的研究主要集中于抗疲劳
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等，并未对抗肿瘤活性进行涉及，本试验创新性的探

究玛咖生物碱抗肿瘤活性。本试验将玛咖采用酸溶碱

沉方法获得纯度为 88.91%的玛咖生物碱，并采用

Bel-7402 细胞进行体外抗肿瘤细胞实验进行活性筛

选，确定不同剂量玛咖生物碱在体内、外抗肝癌活性

的影响。通过体外实验发现，玛咖生物碱高、中、低

剂量组均对肝癌细胞有一定的抑制作用，其抑瘤率为：

玛咖生物碱高剂量组>玛咖生物碱中剂量组>玛咖生

物碱低剂量组，呈现计量相关性。 
3.3  通过进一步的体内实验确定不同剂量组玛咖生

物碱对抗 H22 荷瘤小鼠的影响，结果发现，玛咖生物

碱高、中剂量均有显著的抗肿瘤活性，抑瘤率分别为

50.88%、49.88%。相对阳性药顺铂组相比，不同玛咖

生物碱给药组抑瘤率虽然低于阳性药组，但是其免疫

指数（脾脏指数与胸腺指数）与空白组相比没有显著

性的差异，表明，玛咖生物碱相对市场上普遍使用的

阳性药顺铂毒、副作用小。并且玛咖生物碱抗肝癌活

性与免疫调节无关，具体抗肝癌机制仍需进一步探讨。

此实验研究为玛咖生物碱活性研究研究提供新的思路

与方向，同时为抗肝癌活性的研究提供新的参考。 
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