
2012年第39卷第13期

BDNF和TrkB在肝细胞癌中的表达及其功能研究*

郭大伟① 侯学忠② 张弘彬① 孙文郁① 朱 磊① 姜晓峰① 梁 健①

摘要 目的：研究BDNF及其受体TrkB在人肝细胞癌（HCC）中的表达，并探讨二者在HCC发生、发展中的作用。方法：采用

免疫组织化学方法检测BDNF和TrkB在65例HCC组织中的表达。在人HCC细胞系HepG2中，采用ELISA方法检测BDNF在培

养上清中的分泌水平，分别采用流式细胞术和Transwell细胞侵袭方法测定BDNF中和抗体或TrkB激酶活性抑制剂K252a处理对

细胞凋亡和侵袭的影响。结果：65例HCC组织标本中，41例（63.1%）高表达BDNF，36例（55.4%）TrkB阳性表达，而且BDNF高表

达于多发性HCC（P<0.01），TrkB阳性率在多发性HCC中较高（P<0.05）。此外，BDNF高表达和TrkB阳性均与晚期HCC显著相关

（P均<0.05）。BDNF在HepG2细胞培养上清中的浓度为（88.56±7.45）pg/mL。BDNF抗体或K252a均可有效诱导HepG2细胞凋

亡，并抑制细胞侵袭。结论：BDNF/TrkB可能对HCC细胞的存活和侵袭具有重要的支持作用，并促进HCC的发展演进。
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肝细胞癌（HCC）是全世界致死率最高的肿瘤之

一，HCC细胞很容易经门静脉及其分支播散，形成肝

内多发肿瘤结节，患者常预后不良［1］。多发性HCC通

常指肝内发现多个肿瘤结节，在临床上认为是肝内

转移或多中心发生形成的HCC［2］。HCC细胞侵袭并

进入血管存活下来，是形成肝内转移所必需的。深

入研究HCC细胞肝内转移的相关分子机制有可能显

著改善患者预后。BDNF（brain-derived neurotrophic
factor）属于神经生长因子家族，在维持神经元细胞的

存活和生长方面具有重要作用。TrkB（Tropomy⁃
sin-related kinase B）是BDNF最主要的受体，具有受

体酪氨酸激酶的活性。研究显示，BDNF和TrkB在多

种人类肿瘤中表达上调，包括神经母细胞瘤［3］、乳腺

癌［4］等，TrkB高表达预示着胃癌出现远隔转移且患者

预后不良［5］。TrkB经BDNF活化，诱导下游一系列信

号通路分子的活化，如Akt［6］和ERK［7］，调节多种细胞

生物学行为，如细胞增殖、分化、凋亡和侵袭。对

HCC的研究发现，BDNF和 TrkB在脱壁培养的HCC
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Abstract Objective: To investigate the expression of brain-derived neurotrophic factor ( BDNF ) and its primary receptor, tropo-

mysin-related kinase B ( TrkB ) in hepatocellular carcinoma ( HCC ) tissues, and to evaluate the functions of these proteins in the onco-

genesis and progression of HCC. Methods: The expression of BDNF and TrkB in 65 HCC cases was evaluated via immunohistochemi-

cal staining. In the human HCC HepG2 cell lines, the secretory BDNF in the supernatant liquid was measured using enzyme-linked im-

munosorbent assay ( ELISA ). The effects of BDNF-neutralizing antibody and the Trk tyrosine kinase inhibitor K252a on apoptosis and

invasion were examined using flow cytometry and a Transwell assay, respectively. Results: Higher BDNF expression ( 63.1% ) or posi-

tive TrkB expression ( 55.4% ) was found in the HCC specimens. More cases of intrahepatic multiple tumors were found in HCCs with

higher BDNF expression ( P < 0.01 ). Similarly, HCCs with negative for TrkB tended to be solitary tumors ( P < 0.05 ). In addition, pa-

tients with higher levels of BDNF expression or positive TrkB expression had more advanced stages of HCC ( P < 0.05 ). The level of

BDNF secretion in HepG2 cells was 88.56 pg/ml ± 7.45 pg/ml. Both anti-BDNF and K252a antibodies effectively induced apoptosis

and suppressed the invasion of the HepG2 cells. Conclusion: BDNF and TrkB are essential for the survival and invasion of the HCC

cells. BDNF/TrkB signaling may be an effective target for promoting HCC advancement.

Keywords Brain-derived neurotrophic factor; Tropomysin-related kinase B; Hepatocellular carcinoma; Apoptosis; Invasion
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BEL7402细胞中表达上调，促进细胞以不依赖于锚定

的方式生长，可以抵抗脱壁诱导的细胞凋亡［8］。尽管

目前有较多关于BDNF和TrkB促进肿瘤进展方面的

研究，但其在多发性HCC的作用还不明确。本研究

在 65例HCC组织标本中检测了 BDNF和 TrkB的表

达，再利用BDNF中和抗体或Trk受体酪氨酸激酶抑

制剂K252a分析其对HCC细胞凋亡和侵袭的影响。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 组织标本 选取中国医科大学附属第四医院

肝胆外科 2006年 1月至 2011年 6月间手术切除，经

术后病理诊断为肝细胞癌 65例患者，术前未经过任

何治疗。对肿瘤组织切片常规HE染色，由 2位副高

级病理科医师准确诊断，并根据AJCC/UICC TNM 分

期系统（2003年第 6版）进行肿瘤分期。临床病理学

特征包括肿瘤分布（单发或多发）、分化、分期及淋巴

结转移等（表1，2）。
表1 65例HCC组织中BDNF表达与临床病理学参数的关系 例

Table 1 Correlation between the clinicopathologic characteristics and BDNF

expression in 65 HCC cases

表2 65例HCC组织中TrkB表达与临床病理学参数的关系 例

Table 2 Relationship between clinicopathologic characteristics and TrkB

expression in 65 HCC cases

1.1.2 人HCC细胞系 人HCC细胞系HepG2购自南

京凯基公司，HepG2细胞使用含有 10%胎牛血清的

RPMI-1640培养基，37℃、5%CO2条件培养。

1.1.3 主要试剂及抗体 BDNF兔多抗和TrkB兔多抗

（Santa Cruz公司）；SP免疫组织化学试剂盒和DAB显色

试剂盒（福州迈新公司）；RPMI-1640培养基（Gibco公司）；

Annexin V-FITC Kit和Matrigel基质胶（BD Biosciences
公司）；Transwell 小室（Costar 公司）；人 BDNF Quan⁃
tikineTM ELISA Kit（R&D Systems公司）；K252a（Sigma
公司）。

1.2 方法

1.2.1 免疫组织化学法 65例HCC组织切片常规脱

蜡并水化。抗原修复后，3% H2O2于37°C孵育30 min，
羊血清于37°C孵育30 min，一抗抗-BDNF（1：100）或

抗-TrkB（1：50）于4°C孵育过夜。羊抗兔 IgG于37°C
孵育30 min，SP复合物于37°C孵育30 min，最后DAB
显色。胞浆或胞膜出现棕黄色颗粒视为阳性细胞，

由 2名病理科医师分别评分。随机选取 5个 400×镜
下视野，分别评价BDNF染色强度（1为弱，2为强）和

阳性细胞百分比（0～5%为 0，6%～50%为 1，≥51%
为2），上述两项相乘作为每个组织标本BDNF染色的

最后评分：阴性 0分，低表达≤2分，高表达 4分。随

机选取 5个 400×镜下视野，计数TrkB阳性细胞百分

比，>10%为TrkB阳性标本。

1.2.2 ELISA 细胞培养24 h后离心收集上清液用于

检测 BDNF的分泌水平。采用人 BDNF QuantikineTM

ELISA试剂盒，50 μL待测样品或标准品用100 μL Assay
Diluent稀释后，加到孔板中室温孵育2 h，再加入100 μL
BDNF偶联抗体室温孵育1 h。充分漂洗后加入200 μL
底物溶液显色。多功能酶标仪校正波长设定570 nm，

于450 nm波长处读取吸光度值。

1.2.3 细胞处理 为了中和培养上清中的 BDNF，
80%～90%融合的细胞用Anti-BDNF（20 μg/mL）处理

24 h。为了干扰TrkB受体酪氨酸激酶活性，80%～90%
融合的细胞用K252a（0.1 μmol/L）处理 24 h，处理后

的细胞再进行凋亡或侵袭测定。将细胞分为对照

组、Anti-BDNF组和K252a处理组。

1.2.4 Annexin V-FITC双染法测定细胞凋亡 细胞

处理24 h后，用冰冷的PBS漂洗2次，重悬于1×Bind⁃
ing Buffer（1×106/mL）。取 100 μL细胞悬液（1×105细

胞）与 5 μL Annexin V-FITC和 5 μL PI充分混匀，室

温避光孵育15 min。再加入400μL 1×Binding Buffer，
上流式细胞仪测定凋亡细胞百分比，实验重复3次。

1.2.5 Transwell小室检测细胞侵袭能力 处理 24 h
后消化细胞（1×104）并接种在含有 8 μm孔径膜的

Transwell上室，膜预包被含Matrigel基质胶，上室含有

1% FBS 的 RPMI-1640 培养基，下室含 10% FBS 的

RPMI-1640培养基，继续培养24 h。用棉签小心擦去

膜上表面未发生迁移的细胞，而膜下表面细胞用 4%

项目

分布

组织学分级

TWM分期

淋巴结转移

单发

多发

高分化

中低分化

Ⅰ+Ⅱ

Ⅲ

+

-

BDNF

高表达（n=41）

10

31

23

18

7

34

19

22

低表达（n=24）

15

9

7

17

12

12

4

20

P

0.002

0.036

0.005

0.016

项目

分布

组织学分级

TWM分期

淋巴结转移

单发

多发

高分化

中低分化

Ⅰ+Ⅱ

Ⅲ

+

-

TrkB

阳性（n=36）

10

26

20

16

6

30

14

22

阴性（n=29）

15

14

10

19

13

16

9

20

P

0.049

0.090

0.013

0.510
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多聚甲醛固定，结晶紫染色。随机选取5个200×镜下

视野计数侵袭细胞数，结果为3个复孔的平均值。

1.3 统计学分析

采用SPSS 13.0软件处理数据。BDNF或TrkB表

达与HCC临床病理学参数之间的关系用χ2检验，单

向方差分析用于比较不同处理组细胞之间的差异用

x±s表示，P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 免疫组化染色检测65例HCC组织标本中BDNF
和TrkB的表达

BDNF表达于57例（87.7%）HCC组织，其中41例
（63.1%）高表达，24例（36.9%）低表达（包括阴性表达）。

TrkB在HCC组织中的阳性表达率为55.4%（36/65），阴

性表达率为 44.6%（29/65）。BDNF/TrkB表达与临床

病理学参数关系（表 1），BDNF高表达于多发性HCC
（P=0.002），同时 TrkB阳性率在多发性HCC中较高

（P=0.049）。此外，BDNF高表达和 TrkB阳性均与晚

期HCC显著相关（P=0.005，P=0.013），而且BDNF在不

同分化程度和有无淋巴结转移HCC中的表达差异有

统计学意义（P=0.036，P=0.016）。Spearman分析发现，

BDNF和TrkB的表达正相关（r=0.275，P=0.026，表3）；同
时还发现，二者共表达与临床病理分期相关（P=
0.008，表4，图1）。
表3 65例HCC组织中BDNF与TrkB表达的相关分析 例

Table 3 Correlation analysis of BDNF and TrkB expression in 65 HCC cases

表4 BDNF和TrkB共表达与临床病理学参数的关系 例

Table 4 Correlation between BDNF/TrkB coexpression and clinicopathologic

characteristics in 65 HCC cases

2.2 HepG2细胞分泌BDNF水平检测结果

多种人类肿瘤均能分泌BDNF，帮助肿瘤细胞生

长和存活。本研究采用ELISA方法检测HepG2细胞

培养上清中BDNF的分泌水平。结果显示，HepG2细
胞培养上清中BDNF的浓度为（88.56±7.45）pg/mL，提
示HepG2细胞分泌BDNF，对细胞本身具有一定的生

物学功能。

A，B：多发性HCC组织标本，BDNF高表达，TrkB阳性表达；C，D：单发

HCC组织标本，BDNF低表达，TrkB阴性表达

图1 免疫组化方法检测BDNF和TrkB在HCC组织中的表达（×400）
Figure 1 Immunohistochemical assay for BDNF and TrkB expression in

HCC (×400)

2.3 Anti-BDNF中和抗体或 Trk激酶抑制剂促进细

胞凋亡

BDNF/TrkB保护肿瘤细胞耐受失巢凋亡，因此本

研究检测了阻断BDNF/TrkB对HCC细胞凋亡的影响。

结果显示，对照组、Anti-BDNF组、K252a组处理24 h后，

HepG2细胞的凋亡率分别为（10.2±0.4）%、（19.1±0.9）%
和（19.4±0.8）%，差异有统计学意义（P<0.001，图

2）。结果表明，BDNF中和抗体或TrkB激酶活性抑制

剂K252a均可不同程度的拮抗BDNF/TrkB对HepG2
细胞的保护作用，诱导HepG2细胞发生凋亡。

2.4 Anti-BDNF中和抗体或TrkB激酶活性抑制剂抑

制HCC细胞侵袭

为了检测BDNF/TrkB对HCC细胞侵袭能力的影响，

用Anti-BDNF或K252a处理HepG2细胞，Transwell小室

测定侵袭细胞数的变化。对照组、Anti-BDNF组、K252a
组处理24h后，HepG2细胞的侵袭细胞数分别为38.6±
1.8、30.3±1.5和32.2±1.7（P=0.002，图3）。结果表明，

Anti-BDNF或K252a可以有效阻断HepG2细胞的侵袭。

BDNF

高表达

低表达

例数

41

24

TrkB

阳性（n=36）

27

9

阴性（n=29）

14

15

r

0.275

P

0.026

项目

分布

组织学分级

TNM分期

淋巴结转移

单发

多发

高分化

中低分化

Ⅰ+Ⅱ

Ⅲ

+

-

BDNF/TrkB

共表达（n=35）

10

25

23

12

10

25

13

22

均不表达（n=7）

5

2

3

4

6

1

5

2

P

0.077

0.397

0.008

0.118

A B

C D
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A：对照组；B：Anti-BDNF组；C：K252a组

图3 anti-BDNF或K252a干扰HepG2细胞侵袭能力（×200）
Figure 3 Interruption of cell invasion by anti-BDNF or K252a treatment

(×200)

3 讨论

在很多国家中HCC是致死性最高的恶性肿瘤，

因为发现时已处于肝癌晚期并发生转移。肿瘤细胞

肝内播散是HCC患者预后不良的主要原因，因此明

确促进HCC转移的分子机制对于改善患者预后是非

常关键的。研究显示，BDNF及其高亲和力受体TrkB
在促进肿瘤细胞耐受凋亡和转移肿瘤细胞的存活方

面具有重要作用［9］。

本研究发现BDNF和TrkB在多发性HCC组织中

的表达水平高于单发性肿瘤，而且BDNF的表达在高

分化和中低分化HCC之间差异具有统计学意义。同

时发现BDNF高表达与HCC淋巴结转移相关。BDNF
和TrkB在晚期HCC中表达水平均较高，而且二者表

达之间呈正相关，共表达还与临床病理分期相关。

这些结果表明，BDNF和TrkB可能通过自分泌途径在

影响HCC进展方面具有关键作用。

本研究探讨了BDNF中和抗体或TrkB受体酪氨

酸激酶活性抑制剂对HepG2细胞凋亡和侵袭的影

响。在HepG2细胞的培养上清中检测到BDNF，可能

对细胞本身具有相关的生物学功能。特异性中和抗

体常用来抑制细胞因子的不同生物学功能［10］。本研

究发现BDNF中和抗体能诱导细胞凋亡，表明BDNF
可能是HepG2细胞存活所必需的。而且BDNF抗体

能显著减少侵袭细胞数，表明BDNF具有促进HepG2
细胞侵袭的作用。K252a是一种选择性Trk家族癌基

因和神经营养因子受体酪氨酸激酶活性抑制剂［11］，

本研究发现K252a处理后的凋亡细胞数显著增加，提

示BDNF可能通过活化受体TrkB促进HepG2细胞的

存活。而且BDNF诱导的HepG2细胞侵袭能力的增

加也与TrkB激酶活性相关。BDNF/TrkB调节HCC细

胞存活和侵袭的下游信号通路的活化情况有待于进

一步深入研究。

综上所述，BDNF 和 TrkB 均高表达于多发性

HCC，而且与肿瘤进展正相关。HepG2细胞能分泌

BDNF，BDNF 中和抗体或 Trk 酪氨酸激酶抑制剂

K252a能诱导HepG2细胞凋亡并抑制细胞侵袭。因

此本研究结果提示BDNF/TrkB在促进HCC细胞存活

和侵袭方面具有重要作用，可能作为肝癌治疗的新

靶点。
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A B C

A B C

▶A：对照组；B：Anti-BDNF组；C：K252a组

图2 Anti-BDNF或K252a促进HepG2细胞凋亡

Figure 2 Promotion of cell apoptosis under anti-BDNF or K252a

treatment
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