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■背景资料
我国是世界上食
管癌发病率最高
的国家 ,  临床研
究显示食管癌的
术后 5 年生存率
极低 .  食管癌手
术失败的主要原
因是肿瘤的浸润
和转移 .  阐明食
管癌浸润和转移
的病理机制对于
食管癌的治疗、
预后及提高患者
生存率 ,  具有十
分重要的意义.
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Abstract 
AIM: To explore the effect of brain-derived 
neurotrophic factor (BDNF) on the proliferation 
and migration of ECa9706 cell line in vitro and 
the underlying mechanism. 

METHODS: Cell proliferation and migration 
were examined by MTT assay and transwell 
assay, respectively. The mRNA and protein 
expression levels of tyrosine kinase receptor 

B (TrkB) and phospholipase C (PLC)-γ1 were 
detected by real-time quantitative polymerase 
chain reaction (qPCR) and Western blot. 

RESULTS: BDNF enhanced the proliferation 
and migration of ECa9706 cells significantly in 
a dose-dependent manner, and this effect was 
blocked by K252a (a TrkB antagonist). Compared 
with control cells, BDNF increased the mRNA 
and protein expression of TrkB, and the protein 
expression of PLC-γ1. 

CONCLUSION: BDNF/TrkB/PLC-γ1 signaling 
may play an important role in the migration 
and metastasis of esophageal carcinoma cells.

© 2015 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的:  本研究观察脑源性神经营养因子
(brain-derived neurotrophic factor, BDNF)对
食管癌细胞株ECa9706体外增殖和迁移能力
的影响以及机制.   

方法: 采用MTT和Transwell方法分别观察
BDNF以及酪氨酸激酶受体B(tyrosine kinase 
receptor B, TrkB)抑制剂K252a对ECa9706细
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■研发前沿
脑源性神经营养
因子(brain-derived 
neurotrophic factor, 
BDNF)/酪氨酸激
酶受体B(tyrosine 
kinase receptor B, 
TrkB)通路介导
了细胞多种生物
学行为 ,  包括肿
瘤细胞增殖、迁
移、侵袭等 .  众
多 研 究 均 表 明
BDNF在肝癌等
多种原发性肿瘤
中高度表达 ,  而
与食管癌的关系
还鲜有报道.

胞增殖和迁移能力的影响, 采用实时定量聚
合酶链反应(real-time quantitative polymerase 
chain reaction, qPCR)和Western blot方法
分别检测E C a9706细胞中Tr k B和磷脂酶
C(phospholipase C, PLC)-γ1的mRNA和蛋白
表达水平.   

结果: BDNF可显著促进ECa9706细胞增殖和
迁移能力, 该作用可被K252a拮抗. 与对照组
相比, BDNF可诱导TrkB的mRNA和蛋白表
达显著增加, 并提高PLC-γ1的蛋白表达水平.   

结论: BDNF/TrkB/PLC-γ1在食管癌细胞迁
移浸润中具有重要作用.   

© 2015年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 脑源性神经营养因子(brain-derived 
neurotrophic factor, BDNF)通过激活受体酪氨

酸激酶受体B(tyrosine kinase receptor B, TrkB), 
诱导磷脂酶C(phospholipase C, PLC)-γ1的表达

上调, 进一步刺激食管癌细胞的增殖和迁移. 
BDNF/TrkB/PLC-γ1通路在食管癌浸润转移中具

有重要意义, 而选择性阻断其关键环节可能成

为提高食管癌临床疗效、改善预后的有效途径.
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0  引言

我国是世界上食管癌发病率最高的国家, 每年

全球40万例新发食管患者中, 约30万例为中国

人[1,2]. 临床研究数据显示食管癌术后5年的生

存率却不足20%[3-5], 食管癌手术失败的重要原

因是肿瘤的浸润和转移. 脑源性神经营养因子

(brain-derived neurotrophic factor, BDNF)属于

神经生长因子家族成员之一, 通过与其高亲

和力受体—酪氨酸激酶受体B(tyrosine kinase 
receptor B, TrkB)结合, 调节多种生物学行为, 如
肿瘤细胞增殖、迁移、侵袭等. 近年研究[6-9]表

明, 在肝癌等多种原发性肿瘤中均发现BDNF
表达上调, 但BDNF与食管癌浸润、转移是否

有关系还鲜有报道. 本文在体外实验中研究

BDNF对食管癌细胞株ECa9706细胞增殖、迁

移的影响, 并探讨其相关机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 TRIzo l试剂购自In t rov igen公司, 
BDNF、MTT、DMSO、K252a购自Sigma公
司, 胎牛血清、RPMI 1640培养液购自Gibco
公司, Transwell购自Corning公司, PCR试剂

盒购自TAKARA公司, 兔抗人TrkB、磷脂酶

C(phospholipase C, PLC)-γ1抗体和β-actin抗体

购自Abcam公司, 羊抗兔IgG购自Sigma公司. 
人食管癌细胞株ECa9706购自中国科学院上海

细胞库.
1.2 方法

1.2.1 细胞培养: 将ECa9706置于含10%胎牛血清

的RPMI 1640培养液中, 在37 ℃、50 mL/L CO2

培养箱中培养, 每2-3 d更换培养基1次, 取对数

生长期细胞进行实验. 
1.2.2 MTT实验: 收集对数期生长的ECa9706细
胞, 用0.25%胰蛋白酶消化, 进行细胞计数, 采
用新鲜的RPMI 1640培养液制成单细胞悬液, 
调整细胞密度为2×104个/mL. 96孔培养板中

每孔接种100 μL, 置于37 ℃、50 mL/L CO2的

饱和湿度培养箱中, 继续培养12 h. 待细胞贴壁

生长良好时, 弃去培养基, 分别加入含有不同

浓度BDNF的培养液100 μL, 浓度分别为0、5、
10、25、50、100 ng/mL, 以0 ng/mL作为对照. 
继续培养48 h后. 每孔加入20 μL 5 mg/mL MTT
溶液, 继续培养4 h后, 弃上清液, 加入DMSO溶

液100 μL/孔, 置摇床低速振荡10 min, 使结晶

物溶解充分. 用全自动酶标仪检测570 nm处各

孔的吸光度(A )值, 计算每组细胞增殖率 = 实
验组A 570/对照组A 570×100%. 每组药物设3个
复孔, 实验重复2次, 取平均值. 
1.2.3 Transwell实验: 收集消化并计数细胞, 调
整细胞浓度为5×104个/mL, 吸取400 μL细胞

悬液加入到Transwell上室, 各组加入不同浓度

的BDNF. 将细胞置于37 ℃、50 mL/L CO2的

培养箱内培养10 h. 去除滤膜上层的细胞, 采
用40 g/L多聚甲醛固定后行瑞氏吉姆萨染色. 
每个滤膜随机选取3个视野 ,  显微镜下计数

滤膜下表面的细胞数 ,  计算细胞迁移率: 迁
移率 = (实验组迁移细胞数/对照组迁移细胞

数)×100%. 每组药物设3个复孔, 实验重复2
次, 取平均值. 
1.2.4 K252a拮抗实验: 实验分为4组: A组(对
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■相关报道
已有研究发现神
经生长因子(nerve 
g r o w t h  f a c t o r, 
NGF)在食管癌组
织中表达显著高
于癌旁组织, 提示
癌细胞可能通过
分泌NGF诱导神
经向其生长, 并随
着神经转移、浸
润. 由于BDNF对
神经生长有显著
的促进作用, 提示
BDNF可能参与了
肿瘤的神经导向.

照组, 不加任何药物), B组(100 ng/mL BDNF), 
C组(1 nmol K252a), D组(100 ng/mL BDNF+1 
nmol K252a), 其中D组在加入BDNF前先加

K252a预处理30 min. 其余步骤同1.2.2和1.2.3, 
测定细胞增殖率和迁移率.   
1.2.5 实时定量聚合酶链反应: 用TRIzol试剂提

取细胞总RNA, 测定A 260/280为1.8-2.0. M-MLV法

逆转录合成cDNA, 取3 μL cDNA进行实时定量

聚合酶链反应(real-time quantitative polymerase 
chain reaction, qPCR)反应, 具体步骤按试剂

盒说明书进行. 扩增条件为94 ℃预变性5 min, 
94 ℃ 45 s变性, 退火58 ℃ 45 s, 延伸72 ℃ 2 min, 
扩增循环均为35个循环. 引物由上海生工生物

工程有限公司合成, 序列分别为: TrkB, 上游引

物: 5'-CTTATGCTTGCTGGTCTTGG-3', 下游引

物: 5'-GGGTATTCTTGCTGCTCTCA-3'; PLC-γ1, 
上游引物: 5'-AACACGTACCTCACTGGGGA-3', 
下游引物: 5'-CTGCAGTGCTCCTCGATAGA-3'; 
β-actin, 上游引物: 5'-CTCCATCCTGGCGCTGT-3', 
下游引物: 5'-GCTGTCACCTTCACCGTTCC-3'. 
结果采用2-△△CT法[10]分析. 
1.2.6 Western blot检测: 细胞经冰冷PBS冲洗, 
加入预冷的细胞裂解液溶解, 冰上静置30 min

后, 于4 ℃、12000 g离心20 min, 收集上清. 采
用Bradford法分析定量后调整蛋白浓度一致. 
取等量蛋白加入2×SDS上样缓冲液, 煮沸变

性5 min. 取60 μg总蛋白质经10%SDS-PAGE电
泳分离并转移至PVDF膜. 室温5%脱脂奶粉

封闭1 h, 加入兔抗人TrkB和PLC-γ1一抗(1∶
1000)4 ℃孵育过夜, TBST洗涤3次后, 加入辣

根过氧化物酶(horse reddish peroxidase, HRP)
标记的羊抗兔二抗(1∶8000), 37 ℃孵育2 h, 
TBST洗涤3次后, ECL发光法显影. 以目的条

带与内参β-actin相对灰度值表示其表达水平. 
统计学处理 采用SPSS18.0进行统计学分

析, 实验据用mean±SD表示, P <0.05表示差异

有统计学意义. 

2  结果

2.1 BDNF对ECa9706细胞增殖的影响 如图1A
所示, 浓度为10-100 ng/mL的BDNF对细胞体

外增殖有明显的促进作用, 细胞增殖率呈剂

量依赖性增高, 与0 ng/mL组相比差异有统计

学意义(P <0.05), 其中100 ng/mL时细胞增殖率

高达296%. 加入TrkB拮抗剂K252a预处理后, 
100 ng/mL组细胞增殖率显著下降(P <0.001), 
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图  1  BDNF对ECa9706细胞体外增殖和迁移能力的影响. A: BDNF(0、5、10、25、50、100 ng/mL)对细胞体外增殖的

影响; B: BDNF(0、5、10、25、50、100 ng/mL)对细胞迁移能力的影响; C: BDNF(100 ng/mL)+K252a(1 nmol)对细胞

体外增殖的影响; D: BDNF(100 ng/mL)+K252a(1 nmol)对细胞迁移能力的影响. aP<0.05, bP<0.01 vs  BDNF(0 ng/mL)组; 
dP<0.01 vs  BDNF(0 ng/mL)+K252a组. BDNF: 脑源性神经营养因子.
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■创新盘点
本研究在体外实
验中证明了BDNF
可促进食管癌细
胞的增殖和迁移
能力 ,  同时诱导
T r k B 和 磷 脂 酶
C(phospholipase C, 
PLC)-γ1的表达, 
提示BDNF/TrkB/
PLC-γ1通路在食
管癌浸润转移中
具有重要意义.

但对0 ng/mL组无明显影响(图1C).   
2.2 BDNF对ECa9706细胞迁移的影响 如图1B
所示, BDNF浓度>50 ng/mL时细胞迁移能力

显著增强, 与0 ng/mL组相比差异有统计学意

义(P <0.05). 浓度低于50 ng/mL时对细胞迁移

无显著影响. K252a预处理组细胞迁移率显著

下降, 与100 ng/mL组相比差异有统计学意义

(P <0.01), 但对0 ng/mL组无明显影响(图1D).   
2.3 BDNF对ECa9706细胞TrkB、PLC-γ1的

mRNA表达的影响 如图2所示, BDNF浓度为

25-100 ng/mL时可显著提高TrkB的mRNA表

达水平, 与0 ng/mL组相比差异有统计学意义

(P<0.05), 但对PLC-γ1的mRNA表达无明显影响.   
2.4 BDNF对ECa9706细胞TrkB、PLC-γ1的

蛋白表达的影响 如图3所示, B D N F浓度为

25-100 ng/mL时可显著提高TrkB和PLC-γ1的
蛋白表达水平, 与0 ng/mL组相比差异有统计

学意义(P <0.05). 

3  讨论

食管癌是最常见的消化系恶性肿瘤之一, 其死

亡率占常见癌症总死亡率的1/4. 食管癌以食

管鳞状上皮癌为主, 临床上主要表现为进行性

吞咽困难, 并伴有咽下困难、食物反流等症状, 
严重影响患者的身体健康. 目前认为, 食管癌

细胞的浸润和转移是临床治疗失败的主要原

因, 因此, 明确食管癌细胞转移的确切机制是

提高治疗效率、改善患者预后的关键.   
肿瘤的浸润和转移是肿瘤细胞与周围环

境不断相互作用的复杂过程, 包括血管内皮

生长因子(vascular endothelial growth factor, 
VEGF)在内的多种生长因子参与了该过程. 肿
瘤细胞通常并行着神经进行转移, 原因可能

在于神经束阻力相对较小, 而神经生长因子

可能也参与了肿瘤的转移过程. BDNF属于神

经生长因子家族成员之一, 是继神经生长因

子(nerve growth factor, NGF)之后发现的第二

个神经营养因子, 在神经细胞的生长发育、

损伤修复中具有重要作用. BDNF通过其受体
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图  2  BDNF对ECa9706细胞TrkB、PLC-γ1的mRNA表达的
影响. A: 不同浓度BDNF对ECa9706细胞TrkB的mRNA表

达的影响; B: 不同浓度BDNF对ECa9706细胞PLC-γ1的
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组. BDNF: 脑源性神经营养因子; TrkB: 酪氨酸激酶受体B; 

PLC: 磷脂酶C.

B

A

145

155

  42

TrkB

PLC-γ1	

β-actin

0         5	     10	  25      50     100kDa
BDNF 
(ng/mL)

Tr
kB

 p
ro

te
in

 e
xp

re
ss

io
n

(n
or

m
al

iz
ed

 t
o 
β-

ac
tin

) 200

100

0
0       5     10     25     50   100 (ng/mL)

BDNF concentration

a a
b

PL
C-
γ1

 p
ro

te
in

 e
xp

re
ss

io
n

(n
or

m
al

iz
ed

 t
o 
β-

ac
tin

)

200

100

0
0       5     10     25     50   100 (ng/mL)

BDNF concentration

C

图  3  BDNF对ECa9706细胞TrkB、PLC-γ1蛋白表达的影
响. A: Western blot检测TrkB、PLC-γ1的蛋白表达; B: 不

同浓度BDNF对ECa9706细胞TrkB蛋白表达的影响; C: 不

同浓度BDNF对ECa9706细胞PLC-γ1蛋白表达的影响. 
aP<0.05, bP<0.01 vs  BDNF (0 ng/mL)组. BDNF: 脑源性神

经营养因子; TrkB: 酪氨酸激酶受体B; PLC: 磷脂酶C.
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■应用要点
进 一 步 深 入 研
究BDNF/TrkB/
PLC-γ1通路在食
管癌中的确切机
制 ,  选择性阻断
其关键环节可能
成为提高疗效、
改善预后的有效
途径.

TrkB介导生物学功能. TrkB是由原癌基因trk
编码的神经营养酪氨酸激酶受体家族的成员

之一, 通过受体二聚体化以及胞内激酶区特异

性酪氨酸残基磷酸化而激活, 介导胞内信号的

转导. 近来研究[11-16]表明, BDNF-TrkB通路不

仅在神经发育和功能维持中具有重要作用, 还
与多种恶性肿瘤密切相关. 在包括神经母细胞

瘤以及肾癌、肝癌、肺癌、胃癌等非神经瘤

中均发现了BDNF和TrkB的过度表达. 郭大伟

等[17]发现干扰BDNF表达可降低人肝细胞癌

(hepatocellular carcinoma, HCC)细胞侵袭能力, 
提示BDNF信号可能成为阻断HCC进展的新靶

点. 徐光辉等[18]的研究发现食管癌与神经之间

相互促进, 食管癌细胞可以导向神经轴突向其

生长, 而神经也对食管癌细胞的增殖、浸润具

有导向作用, 使食管癌细胞沿着神经进行转移, 
而且在食管癌细胞中也发现了NGF和BDNF
的表达. Tsunoda等[19]已经证实NGF在食管癌

患者组织中表达显著高于癌旁组织, 提示癌细

胞可能通过分泌NGF诱导神经向其生长, 然而

对神经生长具有显著作用的BDNF既然也在食

管癌细胞系中表达, 那么是否BDNF也介导了

神经导向及肿瘤神经节浸润呢? 目前尚无研

究报道. 本研究发现, 外源性BDNF可显著增强

ECa9706细胞的增殖和迁移能力, 表明BDNF
可能涉及了食管癌细胞的增殖和转移, 而该

作用可被TrkB抑制剂K252a所阻断, 也表明了

BDNF诱导食管癌细胞增殖和转移的作用是通

过TrkB所介导的. 另外, 本研究还发现BDNF可
显著提高ECa9706细胞中TrkB的mRNA和蛋白

表达, 表明BDNF/TrkB信号通路的激活, 而由

该通路介导的生物学效应也显著增强. 
BDNF/TrkB通路主要通过3条下游信号

介导其生物学效应, 包括丝裂原活化蛋白激酶

(mitogen activated protein kinase, MAPK)、磷脂

酰肌醇3激酶/蛋白激酶B(phosphatidyl inositol 
3-kinase, PI3K/Akt)和PLC途径[20-22]. PLC分为

β、γ、δ三型, 每型又分多种亚型. PLC-γ1亚型

是以生长因子受体为中心的多级蛋白质复合

物中的重要成员, PLC-γ1活化后可以催化磷

脂酰肌醇-4,5-二磷酸(phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphate, PIP2)分解成三磷酸肌醇(inositol 
trisphosphate, IP3)和二酰甘油(diacylglycerol, 
DAG), 后者作为第二信使在细胞内传递其效

应[23]. 研究[24-29]表明, PLC-γ1在乳腺癌、结肠

癌、前列腺癌、卵巢癌等均高度表达, 其过

量表达可引起肿瘤发生、浸润和转移, 提示

PLC-γ1在肿瘤发生和发展中具有关键作用. 在
最新的研究[30]中发现靶向抑制PLC-γ1可能是

预防乳腺癌转移的有效途径. 在司富春等[31]的

研究中发现, PLC-γ1在食管癌组织中高度表达, 
提示PLC-γ1可能也涉及食管癌的浸润和转移. 
本研究中发现BDNF可诱导PLC-γ1的蛋白表达

上调, 表明BDNF通过上调TrkB的表达, 进而激

活下游PLC-γ1信号途径.   
总之, 本研究初步在体外实验中证明了外

源性的BDNF可促进食管癌细胞的体外增殖

和迁移能力, 同时诱导TrkB和PLC-γ1的表达上

调, 提示BDNF/TrkB/PLC-γ1通路在食管癌浸

润转移中具有重要意义, 提示了食管癌术后预

后较差可能与内源性分泌BDNF所介导的效应

有关, 而进一步深入研究BDNF-TrkB/PLC-γ1
通路在食管癌中的确切机制, 选择性阻断其关

键环节可能成为提高疗效、改善预后的有效

途径. 
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■同行评价
本 文 较 为 新 颖 , 
具备一定的文献
研 究 证 据 支 持 , 
理论的逻辑性也
较强 .  研究设计
较为合理 ,  指标
选择也较为恰当, 
数据可信.


