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李坤霞１　李爱敏１　张继红２

　　　　　　　　　　　　　（１．青岛大学医学院附属烟台毓璜顶医院儿科，山东 烟台　２６４０００；
２．中国医科大学附属盛京医院血液研究室，辽宁 沈阳　１１０００４）

　　［摘　要］　目的　探讨 ＴｒｋＢＢＤＮＦ信号通路对神经母细胞瘤（ＮＢ）细胞 ＳＨＳＹ５Ｙ分泌血管内皮生长因子
（ＶＥＧＦ）的影响。方法　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法检测全反式维甲酸 （ＡＴＲＡ）诱导前后 ＳＹ５Ｙ细胞 ＴｒｋＢ蛋白表达及脑源
性神经营养因子（ＢＤＮＦ）刺激后 ＳＹ５Ｙ细胞磷酸化ＴｒｋＢ（ｐＴｒｋＢ）蛋白表达；ＥＬＩＳＡ技术检测 ＡＴＲＡ、ＢＤＮＦ、特异性
酪氨酸激酶抑制剂Ｋ２５２ａ及ＰＩ３Ｋ抑制剂ＬＹ２９４００２处理后ＳＹ５Ｙ细胞培养上清中 ＶＥＧＦ含量。结果　ＡＴＲＡ诱导
前，ＳＹ５Ｙ细胞中未检测到 ＴｒｋＢ蛋白表达；１，１０，１００ｎＭ／ＬＡＴＲＡ处理后，ＳＹ５Ｙ细胞中可检测到 ＴｒｋＢ蛋白表达，且
ＴｒｋＢ蛋白表达水平随 ＡＴＲＡ浓度增加逐渐升高，差异有统计学意义。１０ｎＭ／ＬＡＴＲＡ单独处理组未检测到 ｐＴｒｋＢ
表达，ＡＴＲＡ＋ＢＤＮＦ组可检测 ｐＴｒｋＢ蛋白表达。ＡＴＲＡ＋ＢＤＮＦ组的 ＶＥＧＦ含量明显高于对照组及 ＡＴＲＡ组
（Ｐ＜０．０１）；ＡＴＲＡ＋Ｋ２５２ａ＋ＢＤＮＦ组 ＶＥＧＦ含量明显低于 ＡＴＲＡ＋ＢＤＮＦ组（Ｐ＜０．０５）；ＡＴＲＡ＋ＬＹ２９４００２＋ＢＤ
ＮＦ组 ＶＥＧＦ含量亦明显低于 ＡＴＲＡ＋ＢＤＮＦ组（Ｐ＜０．０１）。结论　 激活 ＴｒｋＢＢＤＮＦ信号通路可促进 ＮＢ细胞合
成、分泌 ＶＥＧＦ；用Ｋ２５２ａ阻断 ＴｒｋＢＢＤＮＦ信号通路或用ＬＹ２９４００２阻断ＴｒｋＢＢＤＮＦ信号下游通路ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ均可
有效抑制 ＮＢ细胞合成、分泌 ＶＥＧＦ。 ［中国当代儿科杂志，２０１１，１３（３）：２４０－２４３］
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　　神经母细胞瘤（ｎｅｕｒｏｂｌａｓｔｏｍａ，ＮＢ）是儿童常见
的恶性肿瘤，其生物特性及预后具有明显的异质性。

近年研究表明神经营养素受体的表达与 ＮＢ的预后
关系密切：酪氨酸激酶受体 Ａ（ｔｙｒｏｓｉｎｋｉｎａｓｅｒｅｃｅｐ
ｔｏｒＡ，ＴｒｋＡ）的高表达者预后良好，酪氨酸激酶受
体Ｂ（ｔｙｒｏｓｉｎｋｉｎａｓｅｒｅｃｅｐｔｏｒＢ，ＴｒｋＢ）高表达者预
后不良［１］。ＴｒｋＢ的配体脑源性神经营养因子 （ｂｉｎ
ｄｅｒｉｖｅｄｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃｆａｃｔｏｒ，ＢＤＮＦ）能提高 ＮＢ细胞
的存活、轴突延伸及细胞侵袭。特异性酪氨酸激酶

受体抑制剂在体内体外均能够抑制ＮＢ的生长［２３］。

血管内皮生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃ
ｔｏｒ，ＶＥＧＦ）是重要的血管生长因子之一，已证实与
肿瘤生长、浸润、转移密切相关。ＶＥＧＦ的表达与
ＮＢ的分期密切相关，ＶＥＧＦ水平在发生转移的 ＮＢ
病人明显高于未发生转移者［４５］。ＶＥＧＦ高表达是
ＮＢ不良预后的标志［６］。高表达ＴｒｋＢ的ＮＢ预后不
良的机制是否与提高了 ＶＥＧＦ的分泌有关，国内迄
今未见报道。本研究采用 ＥＬＩＳＡ技术检测ＮＢ细胞
培养上清中 ＶＥＧＦ含量，探讨 ＴｒｋＢＢＤＮＦ信号通路
对ＶＥＧＦ的合成、分泌的影响。

１　材料与方法

１．１　试剂与材料
ＳＨＳＹ５ＹＮＢ细胞系由美国国立癌症研究所希

尔教授提供。ＢＤＮＦ为ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ，Ｉｎｃ产品，全反式
维甲酸（ＡＴＲＡ）为ＩＣＮ产品，ＭｃＣｏｙ′ｓ５Ａ无血清培
养基（美国 ｓｉｇｍａ公司），抗 ＴｒｋＢ抗体及抗磷酸化
ＴｒｋＢ抗体（ＳａｎｔａＣｒｕｚ产品），磷脂酰肌醇 ３激酶
（ＰＩ３Ｋ）抑制剂 ＬＹ２９４００２（美国 Ｓｉｇｍａ公司），
Ｋ２５２ａ（特异性酪氨酸激酶抑制剂）购自美国 ｓｉｇｍａ
公司。ＶＥＧＦ定量ＥＬＩＳＡ试剂盒由上海森雄科技实
验有限公司提供。

１．２　实验方法
１．２．１　ＳＨＳＹ５Ｙ细胞培养　　人ＮＢ细胞株ＳＹ５Ｙ培
养于含１０％ 胎牛血清、１００Ｕ／ｍＬ青霉素和１００Ｕ／ｍＬ
链霉素的 ＤＭＥＭ培养液中，培养条件为 ３７℃、５％
ＣＯ２培养箱中。实验时取对数生长期细胞。
１．２．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法检测ＡＴＲＡ诱导前后 ＴｒｋＢ、
磷酸化ＴｒｋＢ（ｐＴｒｋＢ）蛋白表达　　ＴｒｋＢ蛋白表达检
测中，ＳＹ５Ｙ细胞分４组：（１）对照组；（２）１ｎＭ／ＬＡＴ
ＲＡ组（１ｎＭ／ＬＡＴＲＡ处理５ｄ）；（３）１０ｎＭ／ＬＡＴＲＡ
组（１０ｎＭ／ＬＡＴＲＡ处理５ｄ）；（４）１００ｎＭ／ＬＡＴＲＡ
组（１００ｎＭ／ＬＡＴＲＡ处理５ｄ）。ｐＴｒｋＢ蛋白表达检
测中，ＳＹ５Ｙ细胞分３组：（１）对照组；（２）ＡＴＲＡ组

（１０ｎＭ／ＬＡＴＲＡ处理 ５ｄ）；（３）ＡＴＲＡ＋ＢＤＮＦ组
（１０ｎＭ／ＬＡＴＲＡ处理５ｄ后再加入１００ｎｇ／ｍＬＢＤＮＦ
刺激１５ｍｉｎ）。以上药物浓度均为终浓度。

收集好的细胞 ＥＰ管中加入５００μＬ裂解液，用
超声匀浆机匀浆，粉碎后置 ４℃ 冰箱过夜。电转移
到硝酸纤维素膜上。封闭好的膜加入１∶３００稀释得
兔抗人ＴｒｋＢ、ｐＴｒｋＢ多克隆抗体，４℃孵育过夜。加
１∶２０００稀释的羊抗兔碱性磷酸酶标记的二抗，室温
孵育２ｈ后取出膜，加碱性磷酸酶标记的显色剂，
１０～３０ｍｉｎ后检测蛋白表达。
１．２．３　ＥＬＩＳＡ方法检测细胞培养上清中 ＶＥＧＦ含
量　　实验分５组，均为对数生长期细胞。第１组
为对照组；第２组：１０ｎｍｏｌ／ＬＡＴＲＡ处理５ｄ；第３
组：１０ｎｍｏｌ／ＬＡＴＲＡ处理 ５ｄ后，再加 １００ｎｇ／ｍＬ
ＢＤＮＦ继续培养 １５ｍｉｎ；第 ４组为 ＡＴＲＡ处理 ５ｄ
后，先加 １．０μＭ／ＬＫ２５２ａ预处理 ０．５ｈ再加
１００ｎｇ／ｍＬＢＤＮＦ继续培养 １５ｍｉｎ；第 ５组细胞在
１０ｎｍｏｌ／ＬＡＴＲＡ处理 ５ｄ后，先加１００ｎｇ／ｍＬＢＤ
ＮＦ继续培养１５ｍｉｎ，再加２０μＭ／ＬＬＹ２９４００２。以
上所有药物浓度均为终浓度。５组细胞在２４ｈ后均
更换ＭｃＣｏｙ′５Ａ无血清培养基继续培养２４ｈ，收获
培养上清，离心后将上清液进行 ＥＬＩＳＡ试验检测
ＶＥＧＦ蛋白含量。按ＥＬＩＳＡ试剂盒说明检测培养上
清液中ＶＥＧＦ蛋白含量。
１．３　统计学分析

采用 ＳＰＳＳ１１．５统计软件进行统计分析，实验
结果以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示。单因素方差分析
进行统计学分析，Ｐ＜０．０５差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＡＴＲＡ诱导前后 ＴｒｋＢ和ｐＴｒｋＢ蛋白表达
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果：ＡＴＲＡ诱导前 ＳＹ５Ｙ细

胞中未检测到 ＴｒｋＢ蛋白表达。１、１０、１００ｎｍｏｌ／Ｌ
ＡＴＲＡ处理５ｄ后可检测到 ＴｒｋＢ蛋白表达，且 ＴｒｋＢ
蛋白水平随ＡＴＲＡ浓度升高逐渐升高，见图１。

ＡＴＲＡ＋ＢＤＮＦ组 ｐＴｒｋＢ蛋白表达阳性，而对
照组及 ＡＴＲＡ组 ｐＴｒｋＢ蛋白表达阴性。
２．２　ＥＬＩＳＡ检测细胞培养上清中 ＶＥＧＦ含量

ＡＴＲＡ组 ＶＥＧＦ蛋白含量与对照组比较差异无
统计学意义（Ｐ＞０．０５），而 ＡＴＲＡ＋ＢＤＮＦ组 ＶＥＧＦ
蛋白含量较对照组及 ＡＴＲＡ组明显升高，差异有统
计学意义（Ｐ＜０．０１）；ＴｒｋＢＢＤＮＦ信号通路被阻断
后，ＡＴＲＡ＋Ｋ２５２ａ＋ＢＤＮＦ组的 ＶＥＧＦ蛋白含量较
ＡＴＲＡ＋ＢＤＮＦ组明显降低（Ｐ＜０．０１），与对照组及
·１４２·
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ＡＴＲＡ组比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。加入
ＰＩ３Ｋ抑制剂的 ＡＴＲＡ＋ＬＹ２９４００２＋ＢＤＮＦ组 ＶＥＧＦ
蛋白含量较 ＡＴＲＡ＋ＢＤＮＦ组明显降低（Ｐ＜０．０１），
而与对照组、ＡＴＲＡ组及 ＡＴＲＡ＋Ｋ２５２ａ＋ＢＤＮＦ组
比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。见表 １。
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　　图 １　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测不同浓度 ＡＴＲＡ处理后的
ＴｒｋＢ蛋白表达　ａ：与 １ｎＭ／ＬＡＴＲＡ组比较，Ｐ＜０．０１；ｂ：与
１０ｎＭ／ＬＡＴＲＡ组比较，Ｐ＜０．０５

表１　ＥＬＩＳＡ检测细胞培养上清中 ＶＥＧＦ含量　（ｘ±ｓ）

组别 ＶＥＧＦ（ｐｇ／ｍＬ）

对照组 ２６８±８５
ＡＴＲＡ组 ２６０±７８
ＡＴＲＡ＋ＢＤＮＦ组 ４７６±７９ａ，ｂ

ＡＴＲＡ＋Ｋ２５２ａ＋ＢＤＮＦ组 ２７３±６４ｃ

ＡＴＲＡ＋ＢＤＮＦ＋ｌｙ２９４００２组 ３２９±６６ｃ

Ｆ值 １１．８４
Ｐ值 ＜０．０１

　　ａ：与对照组比较，Ｐ＜０．０１；ｂ：与ＡＴＲＡ组比较，Ｐ＜０．０１；ｃ：与

ＡＴＲＡ＋ＢＤＮＦ组比较，Ｐ＜０．０１

３　讨论

神经营养素是一族由神经元、神经支配的靶组

织或神经胶质细胞等分泌的多肽，是神经系统发育

过程中的关键信号分子，它们与各自的受体结合引

发了多种细胞反应，如存活、生长、分化、凋亡。神经

营养素的受体酪氨酸激酶受体家族包括 ＴｒＫＡ、
ＴｒｋＢ、ＴｒｋＣ等被认为与 ＮＢ的预后有关［７］。研究发

现ＴｒｋＡ和ＴｒｋＣ在预后良好的神经母细胞瘤中高表
达，而在许多进展期 ＮＢ中 ＴｒｋＢ和ＢＤＮＦ表达水平
较高，即 ＴｒｋＢ和 ＢＤＮＦ高表达是ＮＢ预后不良的标
志。ＮＢ容易发生转移，初诊时 ７０％ 的病人已经发
生了转移，而发生转移的病人总体存活率不超过

４０％［８］。ＶＥＧＦ被认为是肿瘤生长和转移过程中最
关键的因子［９］。ＶＥＧＦ增高的肿瘤更容易表现出肿
瘤血管的增加、转移、对化疗药耐药和预后不良。不

少学者认为分化不良的 ＮＢ中往往同时表达 ＴｒｋＢ
和 ＶＥＧＦ，且 ＶＥＧＦ的表达与 ＴｒｋＢ的表达呈明显正
相关［１０］。但二者的关联未见报道。本研究选择了

来源于ＮＢ患者的骨髓活栓组织的 ＳＹ５Ｙ细胞株进
行研究，发现对照组未检测到 ＴｒｋＢ蛋白的表达，１、
１０、１００ｎＭ／ＬＡＴＲＡ诱导 ５ｄ均可检到 ＴｒｋＢ蛋白，
且蛋白表达量随 ＡＴＲＡ浓度增加而增加。用 ＴｒｋＢ
的配体 ＢＤＮＦ刺激 ＳＹ５Ｙ细胞后检测到了 ｐＴｒｋＢ
蛋白的表达。这表明 ＡＴＲＡ可诱导 ＴｒｋＢ蛋白的表
达，且其诱导的 ＴｒｋＢ是可以被配体激活的。而且
ＡＴＲＡ＋ＢＤＮＦ组的 ＶＥＧＦ蛋白含量较对照组升高，
提示 ＴｒｋＢＢＤＮＦ信号通路的激活可提高 ＮＢ细胞
分泌ＶＥＧＦ，进而可能促进肿瘤的血管生成及肿瘤
的转移。Ｋ２５２ａ是一种特异性酪氨酸激酶抑制
剂［１１１２］，用 Ｋ２５２ａ阻断 ＴｒｋＢＢＤＮＦ后 ＶＥＧＦ含量
明显下降，提示阻断 ＴｒｋＢＢＤＮＦ信号通路可减低
ＶＥＧＦ合成，进而可能减少肿瘤血管生成，抑制肿瘤
侵袭转移。

ＰＩ３Ｋ／丝氨酸苏氨酸激酶信号通路（ＰＩ３ＫＡｋｔ）
为 ＴｒｋＢＢＤＮＦ的下游信号通路。多种研究表明，
ＰＩ３ＫＡｋｔ信号通路在肿瘤的发生发展中起重要作
用［１３］。该通路调节肿瘤细胞的增殖和存活，其活性

异常不仅能导致细胞恶性转化，而且与肿瘤的迁徙、

转移、血管生成以及细胞外基质的降解密切相关。

本研究用 ＰＩ３Ｋ特异性抑制剂 ＬＹ２９４００２阻断 ＰＩ３Ｋ
Ａｋｔ信号通路后，ＶＥＧＦ含量明显下降。提示 ＴｒｋＢ
ＢＤＮＦ信号通路激活后可能通过进一步激活其下游
ＰＩ３ＫＡｋｔ信号通路促进肿瘤细胞 ＶＥＧＦ的合成，故
阻断 ＰＩ３ＫＡｋｔ信号通路同样能抑制 ＶＥＧＦ的合成
分泌，进而抑制肿瘤的血管生成及迁徙转移。

综上所述，ＴｒｋＢＢＤＮＦ信号通路的激活可引起
ＶＥＧＦ分泌增加，阻断 ＴｒｋＢＢＤＮＦ信号通路及其下
游 ＰＩ３ＫＡｋｔ信号通路均能抑制 ＶＥＧＦ的合成分泌。
这提示高表达 ＴｒｋＢ的 ＮＢ预后不良的原因可能与
增加了肿瘤细胞的 ＶＥＧＦ合成、分泌有关，ＴｒｋＢＢＤ
ＮＦ信号通路是ＮＢ血管生成的潜在刺激因素，阻断
该信号通路可抑制肿瘤的血管生成，从而抑制肿瘤

的转移。这也为 ＮＢ的抗血管治疗提供了新靶点。
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