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［提要］目的 通过建立人肝癌裸鼠皮下移植瘤模型，观察茉莉酸甲酯（methy jasmonate，MeJA）对移植

瘤的生长抑制作用．方法 实验分为对照组和 MeJA 组、全反式维甲酸（all-trans retinoic acid ，ATRA）组、

MeJA+ATRA 3种处理组．观测裸鼠成瘤情况和周围血甲胎蛋白以及肿瘤组织形态学变化；RT－PCR检测瘤体

中 Bcl-2及 Bax的 mRNA表达．结果 与对照组比较，3种处理组移植瘤体积变小，重量减轻（ ﹤0.05）；HE

病理切片观察处理组可见癌细胞密度减少，瘤组织分化渐成熟；各处理组外周血甲胎蛋白值降低（ ﹤0.05）；

各处理组瘤体 Bcl-2 mRNA表达均减弱（ ﹤0.05）、Bax mRNA表达均增强（ ﹤0.05）．结论 MeJA对人肝癌

细胞 HepG-2裸鼠皮下移植瘤生长具有抑制作用，其机制可能与诱导肿瘤细胞分化，启动凋亡，使肿瘤的增殖

失控发生逆转，细胞表型和功能向正常转化有关．
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［Abstract］ Objective To observe the inhibitory action of methy jasmonate（MeJA） for transplantation tumor by establishing

model of ahymic mouse treated by human hepatocarcinoma cell transplantation tumor in subcutaneouly．Methods Athymic Mouse

were divided into control group and three kinds of treatment groups of MeJA， all-trans retinoic acid ATRA（ATRA） and MeJA﹢

ATRA in experiment．The change of forming tumor，AFP in peripheral blood and pathological tissue morphology were detected．

Bcl-2 mRNA and Bax mRNA in tumor tissue were detected by RT－PCR．Results The volume and weight of transplantation tumor

in subcutaneouly decreased in treatment group（ ﹤0.05） . Tumor cell density reduced and tumor tissue differentiation was gradually

mature observed by HE routine pathological mechanism section，compared with control group．In all treatment groups，AFP
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1 材料与方法

1.1 材料

HepG-2 人肝癌细胞株购于中国科学院上海

生物研究所；茉莉酸甲酯（methy jasmonate，Me-

JA） 购于 Sigma 公司；全反式维甲酸 （all-trans

retinoic acid，ATRA） 购于 Sigma 公司；RT-PCR

试剂盒购于 Promega公司．

BALB/c-nu/nu 裸鼠，4~5 周龄，雌雄不拘，

40只，平均体重约 25 g左右，购于上海斯莱克实

验动物有限公司（合格批号：02167632808），饲

养于昆明医学院实验动物中心（动物实验室合格

证号：SCKK（滇） 2005－0008）．

1.2 方法

1.2.1 人肝癌 HepG-2细胞培养及分组 将冻存

的 HepG-2细胞株复苏，培养，传代．根据对培

养细胞加入的试剂不同进行分组．MeJA及 ATRA

均先溶于 DMSO后，以 RMPI1640细胞培养液加

以稀释（DMSO浓度为 0.01％，预实验证实对细

胞基本无影响作用).（１）对照组：加入含终浓度

为 0.01％DMSO的 RMPI1640细胞培养液；（2）

MeJA 处理组：加入含终浓度为 1滋mol/L MJ 的

RMPI1640细胞培养液;（3） ATRA处理组：加入

含终浓度为 10 滋moL/L ATRA的 RMPI1640细胞培

养液（DMSO浓度为 0.01％，预实验证实对细胞

基本无影响作用） ;（4）联合处理组（MeJA＋A-

TRA）：同时加入含有终浓度为 1滋mol/LMeJA 和

10 滋moL/L ATRA的 RMPI1640细胞培养液．各组

细胞常规培养 12 h后在裸鼠背部皮下接种．

1.2.2 接种 接种前将裸鼠随机分为阴性对照

组、MeJA、ATRA和联合处理共４组，每组 10

只；每组动物用带 6号针头的注射器抽取 0.2 mL

不同组别的 HepG-2人肝癌细胞悬液接种裸鼠，

每只裸鼠注射部位为裸鼠颈背部皮下，注射 0.2

mL/只肿瘤细胞悬液，含活细胞 5×106/0.2 mL．

1.2.3 裸鼠成瘤情况观察测量 裸鼠在接种

HepG-2肝癌细胞前分别称重，每只裸鼠在接种

肿瘤细胞后 7 d、14 d、21 d、28 d观察肿瘤的生

长情况，测量．

1.2.4 计算肿瘤生长抑制率(%) 脱颈处死裸鼠，电

子天平称取瘤重，取平均值，计算抑瘤率，公式如下：

decreased obviously in peripheral blood（ ﹤0.05），Bcl-2 mRNA expression reduced and Bax mRNA expression incresed in tumor

tissue（ ﹤ 0.05） ．Conclusions MeJA can inhibit growth of athymic mouse transplantation tumor treated subcutaneouly by

human hepatocarcinoma cell HepG-2， its mechanism is probably involed in inducing tumor cell differentiation，starting apoptosis，

reversing proliferation out of control and converting phenotype and function of tumor cells to normal．

［key words］ Methy jasmonate MeJA； All-trans retinoic acid ATRA HepG-2 human hepatocarcinoma cell; Athymic mouse；

Transplantation tumor in subcutaneouly；Apoptosis；Induced differentiation．

1.2.5 光镜组织形态学观察 HE 染色光镜组织

形态学观察肿瘤组织学特点及癌周血管变化

情况．

1.2.6 周围血甲胎蛋白检测 接种 28 d后，采用

摘眼球采血方法获得血液，检测 AFP分泌量．

1.2.7 RT－PCR 检测瘤体中 Bcl-2 及 Bax 的

mRNA表达 引物序列采用 primer 5.0软件设计，

由上海生工生物有限公司合成．

β-actin:上游 GGGACCTGACTGACTACCTC，下游

ACTCGTCATACTCCTGCTTG，引物片段 546bp．

Bcl-2:上游 AGTCCTTTAGTCTTACCCAGTG，下游

TTGATTGAGCGAGCCTTT引物片段 259bp．

Bax：上游 CAGGATGCGTCCACCAA，下游 CCG-

GAGGAAGTCCAATGTC，引物片段 282bp．

Trizol提取各组瘤体总 RNA，鉴定．RT-PCR

反应严格按试剂盒进行操作．电泳条带在 Gel Doc

凝胶成像分析系统上扫描定量．以β-actin为内

参，根据各条带的 OD值分析 Bcl-2、Bax的 mR-

NA表达水平．

肿瘤生长抑制率（%） =
对照组平均瘤重－处理组平均瘤重

×100%
对照组平均瘤重

mRNA相对表达量 =目的基因条带 OD／β-actin条带 OD．
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组 别
7 d 14 d 21 d

对照组 390.71±40.27 1674.65±29.13 3136.67±72.45

MeJA组 191.16±21.43a 556.67±27.36a 813.49±64.46a

ATRA组 189.61±26.44a 568.35±26.41a 845.71±46.74a

MeJA＋ATRA组 187.48±24.36a 546.92±33.56a 831.85±49.78a

肿瘤体积（mm3）

28 d

5124.68±54.96

971.47±31.47a

985.68±43.36a

981.47±41.77a

与对照组比较，a < 0.05；MeJA组、ATRA组和 MeJA＋ATRA组三者比较 > 0.05．

表 1 各组不同时间点肿瘤体积的变化

Tab.1 The volume of tumors at different time points in different groups

表 2 MJ、ATRA及MeJA＋ATRA对 HepG-2细胞移植

瘤肿瘤生长抑制率的影响

Tab.2 The inhibition rate of HepG-2 hepatocarcinoma in

different groups

组 别 瘤重（g） 肿瘤生长抑制率 （%）

对照组 5.472 －

MeJA组 2.376a 56.58

ATRA组 2.393a 56.27

MeJA＋ATRA组 2.404a 56.07

与对照组比较，a < 0.05

1.3 统计学分析

应用 SPSS12.0统计软件包进行分析．结果用

x±s表示，组间比较采用方差分析．以 < 0.05

判定有统计学意义．

2 结果

2.1 MeJA对人 HepG-2细胞裸鼠皮下移植瘤组

织形态学变化影响

裸鼠肿瘤组织中，细胞特点与原细胞株完全

一致，瘤周组织中，有大量新生血管形成，肿瘤

成分叶结节状生长，质地较韧，包膜完整．HE染

色显微镜观察：肿瘤细胞大小不一，成不规则形，

核大深染，核仁明显，核分裂现象多见．

MeJA、ATRA、MeJA+ATRA３个处理组瘤组

织中癌细胞密度减少，细胞皱缩，胞浆红染，间

质结缔组织增多，淋巴细胞浸润，瘤组织分化渐

成熟．

2.2 MeJA对 HepG-2细胞裸鼠皮下移植瘤生长

抑制作用

结果显示：MeJA、ATRA和联合组作用后

HepG-2细胞移植瘤体积和瘤重明显小于对照组，

有显著差异（ < 0.05）；MeJA组较 ATRA组和

MeJA+ATRA组肿瘤抑制率均略高，但组间相比

较无统计学意义（ > 0.05），见表 1，表 2．

2.3 MeJA对 HepG-2细胞荷瘤裸鼠影响

放免法测定结果显示：人原发性肝癌裸鼠移

植瘤仍保持外周血甲胎蛋白（AFP）的分泌特性；

裸鼠颈部皮下接种 HepG-2肝癌细胞后 4周，对

照组 AFP的分泌量为 (585.41±46.21) ng/mL，MeJA

组为 (157.22±35.16) ng/mL，ATRA 组为 (166.74±

23.41) ng/mL，MeJA＋ATRA 组为 (154.45±27.38)

ng/mL．各处理组与对照组比较均有统计学意义

（ < 0.05）．

2.4 MeJA 对瘤体中 Bcl-2 及 Bax 的 mRNA 表

达的影响

琼脂糖凝胶电泳结果显示，与对照组相

比，MeJA 组、ATRA 组、MeJA+ATRA 组 Bcl-2

mRNA 表达水平明显下降，差异具有统计学意

义 （ ＜0.05），而 Bax mRNA 表达明显增加

（ < 0.05），差异有统计学意义 （ ＜0.05），

见图 1、图 2 和表 3．

3 讨论

采用人肝癌细胞 HepG-2建立裸鼠皮下人肝癌

移植瘤模型，周期短，成功率达 100％，其生长行

为与人类肝癌相似[1]，能较好地模拟肝癌在人体内的
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图 1 各组瘤体 Bcl-2 mRNA的表达

Fig.1 The Bcl-2 mRNA expression in each group tumor

M：Marker；1:对照组；2: MeJA组；3: ATRA组；

4: MeJA＋ATRA组．

图 2 各组瘤体 Bax mRNA的表达

Fig.2 The Bax mRNA expression in each group tumor

M：Marker；1:对照组；2: MeJA组；3: ATRA组；

4: MeJA＋ATRA组．

表 3 各组裸鼠瘤体中 Bcl-2和 Bax mRNA表达的变化

Tab.3 The Bcl-2 mRNA expression and bax mRNA in ahymic mouse tumor of different groups

组 别 n Bcl-2 /β-actin（OD值） Bax /β-actin（OD值）

对照组 10 0.741±0.127 0.069±0.031

MeJA组 10 0.547±0.102a 0.269±0.141a

ATRA组 10 0.576±0.116a 0.266±0.135a

MeJA＋ATRA组 10 0.552±0.124a 0.271±0.153a

与对照组比较，a < 0.05 .

生物学行为．

茉莉酸甲酯 （Methyl Jasmonate，MeJA）是

新型植物激素－茉莉酸的甲基衍生物．Demole等[2]

首先从一种真菌中分离到．随着研究的深入，发

现茉莉酸广泛存在于植物界[3]．国内对于茉莉酸甲

酯的文献报道仅限于林学等植物学方面的研究，

其作用主要为促进器官衰老，诱导果实成熟[4]，诱

导植物对病虫害产生防卫应答 [5]．国外有文献报

道：茉莉酸甲酯对人髓细胞性白血病细胞具有诱

导分化，抑制增殖作用[6]；茉莉酸甲酯可以诱导成

淋巴细胞性白血病细胞分化、凋亡，而对正常淋

巴细胞没有损伤作用[7]．然而，茉莉酸甲酯对于人

肝癌细胞荷瘤裸鼠生长影响的研究国内外未见文

献报道．本实验结果发现：MeJA、ATRA、Me-

JA+ATRA 三种处理能够使移植瘤瘤组织体积变

小，重量明显减轻，癌细胞密度减少，细胞皱缩，

胞浆红染，瘤组织分化渐成熟，提示 MeJA具有

较强的抑制肝癌细胞增殖作用．

AFP是一种具有人类胚胎抗原特性的蛋白质,

存在于内胚层细胞分化而来的肿瘤细胞表面，在

胎儿期血液中可以存在,胎儿出生后很快消失，当

有恶性肿瘤发生时血液中浓度明显升高．本研究

结果显示：经 MeJA作用后，外周血 AFP含量较

对照组明显减少，肝癌细胞恶性表型发生逆转，

MeJA具有良好的诱导肝癌细胞分化作用．

与正常细胞相比，肿瘤细胞丧失了增殖与凋

亡平衡的调控以及对周围环境凋亡刺激信号的敏

感性，其中一个突出表现就是 Bcl-2家族成员在

肿瘤中的表达出现异常，即抑凋亡蛋白表达上调

和促凋亡蛋白下调或失活，同时 Bcl-2 通过与

Bax形成异二聚体，阻碍 Bax等促凋亡蛋白的功

能．本实验结果显示：MeJA作用于肝癌细胞后，

使促凋亡基因 Bax mRNA表达上调，下调抑制凋

亡基因 Bcl-2 mRNA表达，重新启动了凋亡，使

肿瘤的增殖失控发生逆转，使肝癌细胞结构和功

能向正常转化．
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全反式维甲酸是目前研究最多，作用机制阐

述比较清楚的一种诱导肿瘤分化、凋亡的药物．

目前认为分化诱导的机制为[8]：分化诱导剂诱导癌

细胞向终末阶段分化，最终趋向于死亡．主要表

现为：①细胞分化基因群重新启动和表达，同时

恶性基因受抑制或失活，二者的结果均导致细胞

结构或功能上的正常化；②通过影响癌细胞表面

膜使癌细胞恶性表型发生逆转，主要为肿瘤细胞

增高表达的增殖性受体的被封闭或抑制；③在启

动细胞分化机制的同时启动了细胞死亡程序，有

些表现为先分化后凋亡，有些表现为分化与凋亡

同时发生，代表此类分化诱导剂的是维甲酸和砷

剂．但是维甲酸治疗后存在停药后易复发反弹、

骨髓抑制，某些肿瘤对诱导物还可产生耐药性[9]．

本实验结果显示，茉莉酸甲酯和维甲酸两种药物

联合处理组与单一药物处理组效果接近，没有达

到预期较好的相加作用．MeJA与 ATRA作用效果

相近，茉莉酸甲酯有望克服 ATRA的副作用，成

为一种新型低毒的植物激素类抗癌药物．
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