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脑源性神经营养因子对肝癌细胞氟尿嘧啶化疗 
敏感性的影响
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摘   要 目的：探讨外源性脑源性神经营养因子（BDNF）对人肝癌 Bel-7402 细胞氟尿嘧啶（5-FU）化疗敏

感性的影响。

方 法： 分 别 用 5-FU（5-FU 组） 和 5-FU+BDNF（5-FU+BDNF 组） 处 理 Bel-7402 细 胞， 以 无 干 预 的 

Bel-7402 细胞作为对照组。用 MTT 法、克隆形成试验和流式细胞仪检测细胞生长与凋亡情况，RT-PCR

法检测细胞 bcl-2 mRNA 的表达。

结果：5-FU 组细胞 OD 值、克隆形成数明显降低，细胞凋亡率明显升高，bcl-2 mRNA 表达明显下调

（均 P<0.05），与对照组比较差异均有统计学意义（均 P<0.05）；而 5-FU+BDNF 组以上指标的改

变均不明显，与对照组的差异均无统计学意义（均 P>0.05）。

结论：BDNF 能降低肝癌 Bel-7402 细胞 5-FU 化疗敏感性，该作用可能与 BDNF 上调 bcl-2 的表达，

从而抑制细胞凋亡有关。                                            [ 中国普通外科杂志 , 2014, 23(7):931-935]
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ABSTRACT Objective: To investigate the influence of brain-derived neurotrophic factor (BDNF) on the chemosensitivity of 
human hepatocellular carcinoma Bel-7402 cells to fluorouracil (5-FU).

Methods: Bel-7402 cells were treated with 5-FU alone (5-FU group) or 5-FU plus BDNF (5-FU+BDNF group) 

respectively, and the Bel-7402 cells without treatment served as control group. The cell growth and apoptosis 

were determined by MTT assay, colony formation assay, and flow cytometry respectively, and the bcl-2 mRNA 

expression in the cells was measured by RT-PCR method.

Results: The OD value and number of colonies were significantly decreased, apoptosis rate was significantly 

increased, and bcl-2 mRNA expression was markedly down-regulated in the cells of 5-FU group, and all the 
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脑源性神经营养因子（BDNF）在人类多种实

体肿瘤（包括胰腺癌、胃癌等）中有表达，与肿瘤

的增殖、侵袭、转移、凋亡等多种劣性生物学行为

有关。近来研究发现，BDNF 基因还与原发性肝癌

有一定关系 [1]。5- 氟尿嘧啶（5-FU）为临床上最

常使用的化疗药物之一，能诱导肿瘤细胞发生凋亡

效 应。 本 研 究 主 要 探 讨 外 源 性 BDNF 对 肝 癌 细 胞

株 5-FU 化疗敏感性的影响。

1　材料与方法

1.1  细胞、主要试剂

人肝癌细胞株 Bel-7402 由中南大学湘雅医学

院 细 胞 中 心 提 供。 兔 抗 人 BDNF 多 克 隆 抗 体、 外

源性 BDNF、鼠抗人 GAPDH 抗体、DMEM 培养基、

二甲亚砜（DMSO）、四甲基偶氮唑盐（MTT）、

碘 化 丙 啶（PI） 均 购 自 美 国 Sigma 公 司； 胎 牛 血

清购自杭州四季清公司；RT-PCR 试剂盒购自大连

宝 生 物 工 程 有 限 公 司；TRIzol Reagent 购 自 美 国

Invitrogen 公司；引物由上海博亚公司合成。

1.2  实验分组

取 对 数 生 长 的 Bel-7402 细 胞， 分 为 3 组： 

⑴ 5-FU 组（ 用 含 5-FU 的 10% 胎 牛 血 清 完 全 培 养

液培养）；⑵ 5-FU+BDNF 组（用含 5-FU 和外源性

BDNF 的 10% 胎牛血清完全培养液培养）；⑶ 对照

组（用含 10% 胎牛血清的完全培养）。5-FU 终浓

度为 10 μg/mL[2]，BDNF 终浓度为 50 ng/mL[3]。

1.3  MTT 试验检测细胞增殖

取对数生长期的 Bel-7402 细胞，细胞计数后

以 5×103 个细胞 / 孔接种于 96 孔培养板，加入无

血清培养液 200 μL/ 孔，常规培养 12 h，使各组细

胞同步化。分别换入含 10% 胎牛血清的完全培养

液、 含 终 浓 度 10 μg/mL 5-FU 10% 胎 牛 血 清 的 完

全培养液、50 ng/mL BDNF 10% 胎牛血清的完全

培养液，继续培养到达各观察时点（24、48、72、

96 h）后，每孔加入 MTT 溶液（5 mg/mL）20 μL，

37 ℃ 继 续 培 养 4 h 后 终 止 培 养。 每 孔 加 入 DMSO 

150 μL，再测定各孔 490 nm 吸光度值（OD 值）。

每组设 3 个复孔，实验重复 3 次。

1.4  克 隆 形 成 实 验 检 测 BDNF 对 5-FU 诱 导

Bel-7402 凋亡的抑制效应

取 对 数 生 长 期 的 单 层 培 养 细 胞， 制 单 个 细 胞

悬液，细胞悬液置入含 10% 胎牛血清的完全培养

液，按上要求加入药物后，调整 3 组受试细胞浓度

至 1×103/mL，取各组细胞各 400 个，分别接种于

含 10 mL、预温 37 ℃培养液的培养皿中，静止培

养 14 d。 当 培 养 皿 中 出 现 肉 眼 可 见 的 克 隆 时， 终

止培养。肉眼及显微镜下观察，计数大于 50 个细

胞的克隆体数。克隆形成率（%）=（各组克隆数 /

接种细胞数）×100%。实验重复 4 次。

1.5  流式细胞仪检测细胞凋亡

取对数生长期的 Bel-7402 细胞，细胞计数后

以 5×103 个 细 胞 / 孔 接 种 于 6 孔 培 养 板， 常 规 培

养 12 h，各组按要求加入药物后，继续培养 48 h 后，

1 000 r/min 离心收获细胞。冷 PBS 洗涤 2 遍，取浓度

1×106 个 细 胞 /mL 细 胞 1 mL， 加 入 2 mL 在 -20 ℃ 

预 冷 的 无 水 乙 醇，4 ℃ 固 定 过 夜。1 000 r/min 离

心弃上清，冷 PBS 离心洗涤两次，500 μL PBS 重悬，

制 成 1×106 的 单 细 胞 悬 液， 加 入 RNaseA 至 终 浓

度 20 μg/mL，37 ℃水浴 30 min。加样入流式细胞

分析仪样品室检测，使用 Cellquest 分析软件检测

细胞凋亡率。

1.6  RT-PCR 法检测 bcl-2 mRNA 表达

取对数生长期的 Bel-7402 细胞，细胞计数后

以 5×103 个 细 胞 / 孔 接 种 于 培 养 皿 中， 常 规 培 养

12 h，各组按要求加入药物后，继续培养 24 h 后，

用 TRIzol 试 剂 提 取 细 胞 总 RNA， 取 5 μg RNA 逆

转 录 为 cDNA， 取 3 μL cDNA 进 行 PCR 反 应。 每

differences had statistical significance compared with those of control group (all P<0.05); the changes in all of 

the above variables in cells of 5-FU+BDNF group were not evident, and the differences showed no statistical 

significance compared with those of control group (all P>0.05).

Conclusion: BDNF can reduce the chemosensitivity of hepatocellular carcinoma Bel-7402 cells to 5-FU, and this 

effect may be associated with BDNF up-regulating the bcl-2 expression and thereby inhibiting cell apoptosis.

[Chinese Journal of General Surgery, 2014, 23(7):931-935]
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组均设 3 个平行培养瓶。bcl-2 引物：5'-CTG GCT 

A C C  C T G  G T T  C A C  A T - 3 ' ； 5 ' - G A C  T T C  C A T 

CCT CCC TGT CA-3'；以 GAPDH 为内参，5'-ACC 

ACA GTC CAT GCC ATC AC -3 '；5 ' -TCC ACC 

ACC CTG TTG CTG TA-3'。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。将

各目的基因与 GAPDH 基因的电泳条带的平均光密

度 和 面 积 乘 积 的 相 对 比 值， 作 为 目 的 基 因 的 相 对

表达量，并照像保存。各目的基因扩增重复 3 次，

取均值。

1.7  统计学处理

计 量 资 料 以 均 数 ± 标 准 差（x±s） 表 示， 使

用 SPSS 13.0 统计软件包辅助分析，各组间比较采

用 方 差 分 析、SNK 检 验 两 两 比 较，P<0.05 认 为 差

异有统计学意义。

2　结　果

2.1  BDNF 对 5-FU 诱导 Bel-7402 细胞增殖抑

制的影响

从各组细胞的生长曲线（图 1）可以看出，对

照组细胞一直处于增殖中，5-FU 组和 5-FU+BDNF

组生长趋势一致，前 2 d OD 值均有下降，5-FU 组

下降更明显，但自第 3 天开始，5-FU+BDNF 组 OD

值出现明显上升状况，而 5-FU 组仅呈现缓慢上升

状况。5-FU 组 OD 值明显低于对照组（P<0.01）。

5-FU+BDNF 组较 5-FU 组 OD 值明显增高（P<0.05），

但 与 对 照 组 OD 值 比 较， 差 异 无 统 计 学 意 义

（P>0.05）（表 1）。
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图 1　各组细胞生长曲线图
Figure 1　Growth curves of the cells in each group

表 1　各组细胞吸光度值（OD 值）比较（72 h）
Table 1　Comparison of the OD values of the cells in each group (72 h)

组别 OD 值
5-FU 组 0.17±0.041)

5-FU+BDNF 组 0.36±0.112)

对照组 0.54±0.16
注：1） 与 对 照 组 比 较，P<0.01；2） 与 5-FU 组 比 较，

P<0.05 
Note: 1) P<0.01 vs. control group; 2) P<0.01 vs. 5-FU group

2.2  BDNF 对 5-FU 诱导 Bel-7402 克隆集落形

成的影响

实验结果显示，对照组细胞在培养第 9 天即可

见明显克隆体形成，至第 15 天时克隆体数目增多、

体积大，5-FU+BDNF 组第 12 天出现克隆体，5-FU

组至第 15 天时才出现明显克隆体，而且克隆体数

目少，体积小（图 2）。5-FU 组克隆体形成数目明

显 低 于 对 照 组（P<0.01），5-FU+BDNF 组 克 隆 体

形成数目则较 5-FU 组增多（P<0.01），且与对照

组较接近（P>0.05）（表 2）（图 2）。

图 2　各组克隆集落形成情况　　A：5-FU 组；B：5-FU+BDNF 组；C：对照组
Figure 2　Colony formation status in each group　　A: 5-FU group; B: 5-FU+BDNF group; C: Control group

A B C
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表 2　各组克隆形成率比较
Table 2　Comparison of the colony formation rates among groups

组别 克隆形成率（%）
5-FU 组 35.4±3.81) 

5-FU+BDNF 组 58.1±3.92)

对照组 65.3±3.1
注：1） 与 对 照 组 比 较，P<0.01；2） 与 5-FU 组 比 较，

P<0.01 
Note: 1) P<0.01 vs. control group; 2) P<0.01 vs. 5-FU group

2.3  BDNF 对 5-FU 诱导 Bel-7402 细胞凋亡的

影响

化 疗 药 物 5-FU 能 明 显 诱 导 肝 癌 细 胞

系 Bel-7402 细 胞 发 生 凋 亡，5-FU 组 凋 亡 率 达

（7.66±1.43）%，而对照组凋亡率为（3.43±0.42）%，

两 者 比 较， 差 异 有 统 计 学 意 义（P<0.01）； 而

5-FU+BDNF 组 为（5.45±1.07）%， 较 5-FU 组

明 显 降 低， 差 异 有 统 计 学 意 义（P<0.05）； 但

5-FU+BDNF 组凋亡率与对照组较接近，差异无统

计学意义（P>0.05）（图 3）（表 3）。

2.4  外源性 BDNF 对 Bel-7402 bcl-2 mRNA 的

影响

Bel-7402 细胞系表达 bcl-2 mRNA，通过对比

目 的 基 因 bcl-2 RT-PCR 产 物 与 GAPDH 内 参 照 定

性分析发现，5-FU+BDNF 组条带较亮，面积较大，

而 5-FU 组、对照组条带则较暗，面积较小（图 4）。

产物定量分析显示：5-FU+BDNF 组 Bel-7402 bcl-
2 mRNA 的 表 达，明 显 高 于 5-FU 组、对 照 组，差

异均有统计学意义（均 P<0.05）。但 5-FU 组与对

照组比较，差异无统计学意义（P>0.05）（表 4）。

表 3　各组细胞凋亡率比较
Table 3　Comparison of the cell apoptosis rates among groups

组别 凋亡率（%）
5-FU 组 7.66±1.431)

5-FU+BDNF 组 5.45±1.072)

对照组 3.43±0.42
注：1） 与 对 照 组 比 较，P<0.01；2） 与 5-FU 组 比 较，

P<0.05 
Note: 1) P<0.01 vs. control group; 2) P<0.01 vs. 5-FU group

318 bp

432 bp

5-FU 组     5-FU+BDNF 组    对照组

Bcl-2

GAPDH

图 4　各组细胞 bcl-2 mRNA 表达
Figure 4　Bcl-2 mRNA expressions in reach group of cells

表 4　各组 bcl-2 mRNA 灰度值比较
Table 4　Comparison of the gray values of bcl-2 mRNA among 

groups
组别 bcl-2/GAPDH mRNA

5-FU 组 0.27±0.121)

5-FU+BDNF 组 0.59±0.182)

对照组 0.31±0.06
注：1） 与 对 照 组 比 较，P<0.05；2） 与 5-FU 组 比 较，

P<0.05 
Note: 1) P<0.05 vs. control group; 2) P<0.05 vs. 5-FU group

3　讨　论

众 所 周 知， 化 疗 是 恶 性 肿 瘤 治 疗 中 不 可 缺 少

的手段。5-FU 为临床最常使用的化疗药物之一，

然而 5-FU 对进展期肝癌并不敏感，是影响肝癌疗效

图 3　各组细胞凋亡流式图　　A：5-FU 组；B：5-FU+BDNF 组；C：对照组
Figure 3　Flow cytometry images for cell apoptosis in each group　　A: 5-FU group; B: 5-FU+BDNF group; C: Control group
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因素之一。目前其耐药分子机制仍不十分清楚。文

献 [2-3] 报道，BDNF 在许多实体肿瘤，如甲状腺癌、

食管癌、胃癌、胰腺癌等有表达，在原发性肝癌中

也有表达。其不仅与肿瘤血管生成、增殖、迁移、

侵袭、凋亡等有关，也与对抗化疗药物有关 [4-5]。 

化 疗 耐 药 与 肿 瘤 细 胞 凋 亡 密 切 相 关， 凋 亡 机 制 的

缺 陷 可 以 使 肿 瘤 细 胞 逃 避 机 体 免 疫 系 统 监 控， 抵

抗 化 疗 药 物 诱 导 的 细 胞 凋 亡， 从 而 导 致 肿 瘤 的 恶

性进展和化疗耐药性的产生 [6-7]。许多肿瘤相关基

因 如 p53、c-myc、bcl-2、bax、Fas、Fasl 等 参 与

凋 亡 的 调 控。 其 中 抗 凋 亡 基 因 bcl-2 基 因 尤 为 重 

要 [8]，它被看作是细胞凋亡调控的最后通路之一。

研究 [9-10] 发现，BDNF 通过激活多条凋亡相关信号

转导途径，再激活 bcl-2 等下游信号分子，阻止肿

瘤细胞凋亡进程。阻断这些通路，能抑制肝癌细胞

系 Bel-7402 的生长，提高肝癌细胞对丝裂霉素及

5-FU 的敏感性 [11]。

本 实 验 结 果 显 示，5-FU 组 肝 癌 细 胞 系

Bel-7402 因 细 胞 凋 亡 生 长 明 显 受 到 抑 制， 而

5-FU+BDNF 组 由 于 BDNF 抗 凋 亡 效 应，Bel-7402

细 胞较 5-FU 组增殖增加，凋亡明显减低。外源性

BDNF 能上调抗凋亡基因 bcl-2 的表达 [2]，本实验中，

外源性 BDNF 通过上调抗凋亡基因 bcl-2 的表达，

增 强 肝 癌 细 胞 的 抗 凋 亡 能 力， 使 Bel-7402 细 胞 增

殖 能 力 加 强。 因 此，5-FU 对 肝 癌 细 胞 系 Bel-7402

有 一 定 的 诱 导 凋 亡 效 应， 但 这 种 效 应 能 被 外 源 性

BDNF 所对抗、抑制。笔者推测，进展期肝癌组织

有可能通过上调 BDNF 的表达，进一步上调 bcl-2

的表达，因而可能是进展期肝癌对化疗不敏感原因

之 一。 通 过 一 定 方 法 上 调 或 下 调 凋 亡 相 关 基 因 表

达，诱导肿瘤细胞发生凋亡效应己成为目前治疗恶

性肿瘤的重要策略之一 [12]。本研究可能为原发性

肝癌提供一种潜在的治疗，即将基因治疗与化疗药

物相结合，以增强肿瘤细胞对化学药物的敏感性，

降低化疗药物的临床用量，减小药物的毒副作用。
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