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ＮＧＦ、ＢＤＮＦ和Ｎｅｔｒｉｎ１在弥漫大Ｂ细胞淋巴瘤中的表达

蒲　欣，张　勇，陈　文，杨再林，杨赛男，魏　霞　　４０１１２０重庆，重庆医科大学附属第三医院（捷尔医院）血液科

　　［摘要］　目的　探讨神经生长因子（ｎｅｒｖｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＮＧＦ）、脑源性神经生长因子（ｂｒａｉｎｄｅｒｉｖｅｄ
ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃｆａｃｔｏｒ，ＢＤＮＦ）和 Ｎｅｔｒｉｎ１在弥漫大 Ｂ细胞淋巴瘤中的表达。方法　收集 ２０１８年 ５月至
２０２０年５月来重庆医科大学附属第三医院就诊的弥漫大Ｂ细胞淋巴瘤初治患者；按照淋巴瘤国际预后
指数（ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃｉｎｄｅｘ，ＩＰＩ）将患者分成低危组（评分≤２）和高危组（评分＞２），每组２５例患
者。免疫组化检测 Ｋｉ６７、ＮＧＦ、ＢＤＮＦ和 Ｎｅｔｒｉｎ１的表达；流式细胞术检测调节性 Ｔ细胞（ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙＴ
ｃｅｌｌ，Ｔｒｅｇ细胞）、调节性Ｂ细胞（ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙＢｃｅｌｌ，Ｂｒｅｇ细胞）和调节性浆细胞（ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｐｌａｓｍａｃｅｌｌ，Ｐｒｅｇ
细胞）的比例。结果　相对于低危组，高危组 Ｋｉ６７、ＮＧＦ和 Ｎｅｔｒｉｎ１的表达均显著升高（Ｐ＜０．０５），而
ＢＤＮＦ的表达则没有显著的改变；相对于低危组，高危组外周血 Ｔｒｅｇ细胞比例显著升高（３．０７±０．１４ｖｓ
３．７２±０．１８，Ｐ＜０．０５），而Ｂｒｅｇ和Ｐｒｅｇ细胞的比例则没有显著的改变（０．８８±０．１２ｖｓ１．０６±０．１０；０．０５３±
０．０１０ｖｓ０．０５４±０．００９）；相关性分析结果显示 ＮＧＦ与 Ｋｉ６７增殖指数呈正相关性（ｒ＝０．７２０，Ｐ＝
０．００８），而与Ｔｒｅｇ、Ｂｒｅｇ和Ｐｒｅｇ细胞比例均不具有相关性；Ｎｅｔｒｉｎ１与Ｋｉ６７增殖指数、Ｔｒｅｇ细胞比例均
呈正相关性（ｒ＝０．８０４，Ｐ＝０．００２；ｒ＝０．６０８，Ｐ＝０．０３６），而与 Ｂｒｅｇ和 Ｐｒｅｇ细胞比例均不具有相关性；
ＢＤＮＦ与Ｋｉ６７增殖指数、Ｔｒｅｇ细胞、Ｂｒｅｇ细胞和Ｐｒｅｇ细胞比例均不具有相关性。结论　ＮＧＦ和Ｎｅｔｒｉｎ
１在弥漫大Ｂ细胞淋巴瘤中表达升高，且与其增殖水平和外周血Ｔｒｅｇ细胞比例相关。
　　［关键词］　弥漫大Ｂ细胞淋巴瘤；神经生长因子；脑源性神经生长因子；Ｎｅｔｒｉｎ１
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ｈｉｇｈｒｉｓｋｇｒｏｕｐ（＞２ｐｏｉｎｔｓ），ｗｉｔｈ２５ｐａｔｉｅｎｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＫｉ６７，ＮＧＦ，ＢＤＮＦａｎｄ
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ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄｉｎｔｈｅｈｉｇｈｒｉｓｋｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５），ｂｕｔｔｈａｔｏｆＢＤＮＦｄｉｄｎ’ｔｄｉｆｆｅｒ．Ｔｈｅｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｏｆ
Ｔｒｅｇｃｅｌｌｓｉｎｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｗａｓｏｂｖｉｏｕｓｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄ（３．０７±０．１４ｖｓ３．７２±０．１８，Ｐ＜０．０５），ｗｈｉｌｅｔｈｏｓｅｏｆ
ＢｒｅｇｃｅｌｌｓａｎｄＰｒｅｇｃｅｌｌｓｗｅｒｅｎｏｔｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｃｈａｎｇｅｄ（０．８８±０．１２ｖｓ１．０６±０．１０；０．０５３±０．０１０ｖｓ０．０５４±
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Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＮＧＦａｎｄＮｅｔｒｉｎ１ａｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄｉｎＤＬＢＣＬｔｉｓｓｕｅｓａｎｄ
ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙｃｏｒｒｅｌａｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｔｕｍｏｒｃｅｌｌｓａｎｄｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｏｆＴｒｅｇｃｅｌｌｓ．
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Ｎｅｔｒｉｎ１

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｆｏｒＹｏｕｎｇＳｃｈｏｌａｒｓｏｆＣｈｉｎａ（３１８００８１４）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＷＥＩＸｉａ，Ｅｍａｉｌ：１０９８８９９２＠ｑｑ．ｃｏｍ

　　淋巴瘤是一种起源于淋巴造血系统的恶性肿瘤，
多表现为无痛性淋巴结肿大、发热、消瘦等全身症

状［１］。靶向治疗是近几年兴起的淋巴瘤治疗手段，患

者治疗效果较好，且不良反应发生率相对较低，然而每

种靶向药物只针对特定的患者群体，因此寻找新的治

疗靶点具有十分重要的临床意义［２］。神经因子在恶

性肿瘤的发生和发展过程中发挥着关键性作用［３］。

神经生长因子（ｎｅｒｖｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＮＧＦ）在胆管癌和
骨肿瘤等恶性肿瘤组织中的表达显著升高，抗ＮＧＦ治
疗能够有效缓解患者临床症状、促进癌细胞的凋

亡［４］。ＮＧＦ信号通路维持着霍奇金淋巴瘤细胞的生
存，ＮＧＦ沉默的霍奇金淋巴瘤细胞凋亡比例显著升
高［５］。脑源性神经生长因子（ｂｒａｉｎｄｅｒｉｖｅｄｎｅｕｒｏｔｒｏ
ｐｈｉｃｆａｃｔｏｒ，ＢＤＮＦ）和 Ｎｅｔｒｉｎ１是另外两种常见的神经
因子［６］，ＢＤＮＦ广泛分布于中枢神经系统，可维持神经
元的存活和生长，并在一些恶性肿瘤的增殖和侵袭中

发挥着促进作用。Ｎｅｔｒｉｎ１是Ｎｅｔｒｉｎ家族成员之一，在
神经生长、血管生成和免疫反应中均发挥着强大的调

控功能，目前尚未见其与淋巴瘤的相关报道。本研

究观察 ＮＧＦ、ＢＤＮＦ和 Ｎｅｔｒｉｎ１在弥漫大 Ｂ细胞淋巴
瘤（ｄｉｆｆｕｓｅｌａｒｇｅＢｃｅｌｌｌｙｍｐｈｏｍａ，ＤＬＢＣＬ）的表达及
作用，以期为淋巴瘤的精准治疗筛选潜在靶点。

１　资料与方法

１．１　研究对象
　　入组患者为２０１８年５月至２０２０年５月来重庆医
科大学附属第三医院就诊的淋巴瘤初治患者 ５０例。
病例纳入标准：年龄 １８～６０岁；病理诊断为弥漫大 Ｂ
细胞淋巴瘤。排除标准：合并慢性阻塞性肺疾病、其他

恶性肿瘤、退行性神经病变和自身免疫性疾病等慢性

疾病患者；合并脑出血和脑梗死；合并结核、艾滋病和

乙肝病毒感染患者；长期酗酒；吸毒。本研究获得重庆

医科大学附属第三医院（捷尔医院）伦理委员会的批

准（２０１８２４）和患者的知情同意。按照淋巴瘤国际预
后指数（ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃｉｎｄｅｘ，ＩＰＩ）将患者分
成低危组（评分≤２）和高危组（评分＞２）。同时选取

本院同期２５例慢性淋巴结炎患者活检淋巴组织作
为对照组。

１．２　试剂和材料
　　羊血清封闭液、生物素标记二抗、碱性磷酸酶标记
的链霉卵白素工作液和苏木精购于北京中杉金桥生物

技术有限公司；Ｋｉ６７、ＣＤ３１、ＮＧＦ、ＢＤＮＦ和Ｎｅｔｒｉｎ１一
抗购于英国 Ａｂｃａｍ公司；ＣＤ４ＰＥ、ＣＤ２５ＦＩＴＣ、ＣＤ１９
ＡＰＣ、ＩＬ１０ＰＥ、ＣＤ１３８ＡＰＣ和ＬＡＧ３ＰＥ购于美国ＢＤ
公司；淋巴细胞分离液购于天津市灏洋生物制品科技

有限责任公司。

１．３　免疫组织化学染色检测 Ｋｉ６７、ＮＧＦ、ＢＤＮＦ和
Ｎｅｔｒｉｎ１的表达

　　收集各组患者治疗前的淋巴瘤标本，４％多聚甲醛
固定２４ｈ后，进行石蜡切片。梯度脱水后，加入３％过
氧化氢。ＰＢＳ清洗 ３次，羊血清封闭液封闭 ３０ｍｉｎ
后，滴加Ｋｉ６７、ＮＧＦ、ＢＤＮＦ和 Ｎｅｔｒｉｎ１的一抗，４℃冰
箱过夜。ＰＢＳ清洗３次后加入生物素标记二抗，３７℃
孵育１ｈ。ＰＢＳ清洗３次后，加入碱性磷酸酶标记的链
霉卵白素工作液，３７℃孵育 ０．５ｈ。ＰＢＳ清洗 ３次后
显色，自来水冲洗，苏木精复染，脱水，透明，封片，之后

置于显微镜下观察，采用 ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ软件检测
ＮＧＦ、ＢＤＮＦ和 Ｎｅｔｒｉｎ１表达的平均光密度（ａｖｅｒａｇｅ
ｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＡＯＤ）。
１．４　流式细胞术检测调节性Ｔ细胞、Ｂ细胞和浆细胞

的比例

　　收集各组患者治疗前的外周血 ３ｍＬ，加入 ３ｍＬ
的生理盐水稀释。之后加入淋巴细胞分离液上层，梯

度离心。取中间的白膜层，生理盐水清洗３次后，平均
分成 ３份，加入流式细胞学抗体（１组：ＣＤ４ＰＥ和
ＣＤ２５ＦＩＴＣ；２组：ＣＤ１９ＡＰＣ和ＩＬ１０ＰＥ；３组：ＣＤ１３８
ＡＰＣ和ＬＡＧ３ＰＥ），避光室温条件下染色２０ｍｉｎ。生
理盐水清洗 ３次后，流式细胞术检测调节性 Ｔ细胞
（ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙＴｃｅｌｌ，Ｔｒｅｇ细胞）、调节性Ｂ细胞（ｒｅｇｕｌａｔｏ
ｒｙＢｃｅｌｌ，Ｂｒｅｇ细胞）和调节性浆细胞（ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｐｌａｓ
ｍａｃｅｌｌ，Ｐｒｅｇ细胞）的比例。
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１．５　统计学分析
　　使用 ＧｒａｐｈｐａｄＳｏｆｔｗａｒｅ５．０统计分析实验数据，
数据以 珋ｘ±ｓ表示，多组之间的差异采用单因素方差分
析和Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉｔ检验，Ｓｐｅａｒｍａｎ法进行组间的相关性
分析，Ｐ＜０．０５认为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　各组一般情况
　　对照组共２５例，男性 １０名，女性 １５名，平均年
龄４７．０５岁，平均体质量６５．２６ｋｇ。低危组共２５例，
男性１０名，女性１５名，平均年龄４５．３６岁，平均体质
量６９．２６ｋｇ。高危组共２５例，男性１２名，女性１３名，
平均年龄 ４７．２９岁，平均体质量 ６８．１４ｋｇ。对比各
组患者的性别、年龄和体质量，差异均无统计学意义

（Ｐ＞０．０５）。
２．２　Ｋｉ６７增殖指数的变化
　　免疫组化实验结果显示，低危组 Ｋｉ６７增殖指数
较对照组显著升高（Ｐ＜０．０５）；与低危组比较，高危组
Ｋｉ６７增殖指数显著升高（Ｐ＜０．０５），见图１、表１。
２．３　ＮＧＦ、ＢＤＮＦ和Ｎｅｔｒｉｎ１表达的变化
　　免疫组化实验结果显示，与对照组比较，低危组
ＮＧＦ和 Ｎｅｔｒｉｎ１的平均光密度显著升高（Ｐ＜０．０５），
ＢＤＮＦ的平均光密度差异无统计学意义（Ｐ＝０．３９９）；

与低危组比较，高危组 ＮＧＦ和 Ｎｅｔｒｉｎ１的平均光密度
均显著升高（Ｐ＜０．０５），而ＢＤＮＦ的平均光密度差异无
统计学意义（Ｐ＝０．０５５）。见图２、表１。
２．４　外周血Ｔｒｅｇ细胞的变化
　　流式细胞术实验结果显示，低危组外周血 Ｔｒｅｇ细
胞比例较对照组显著升高（Ｐ＜０．０５）；高危组外周血
Ｔｒｅｇ细胞比例较低危组显著升高（Ｐ＝０．０１５）。见
图３、表２。

表１　各组Ｋｉ６７、ＮＧＦ、ＢＤＮＦ和Ｎｅｔｒｉｎ１表达的变化 （珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ Ｋｉ６７（％） ＮＧＦ ＢＤＮＦ Ｎｅｔｒｉｎ１

对照组 ２５ ４．１７±０．９４ １７．７３±４．４３ １２．６７±１．１７ ２１．３３±２．１７

低危组 ２５ ２３．１７±２．６６ａ ６０．７０±６．５９ａ １１．００±１．４８ ４５．３３±６．６８ａ

高危组 ２５ ６４．１７±６．０１ａｂ２１３．５１±１８．３１ａｂ ７．３３±０．８１ １７５．７３±１４．１６ａｂ

ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与低危组比较

表２　各组外周血调节性免疫细胞的变化 （％，珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ Ｔｒｅｇ比例 Ｂｒｅｇ比例 Ｐｒｅｇ比例

对照组 ２５ １．９７±０．１２ ０．２２±０．０４ ０．０４９±０．００６

低危组 ２５ ３．０７±０．１４ａ ０．８８±０．１２ａ ０．０５３±０．０１０

高危组 ２５ ３．７２±０．１８ａｂ １．０６±０．１０ａ ０．０５４±０．００９

ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与低危组比较
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图１　各组淋巴组织ＨＥ染色和Ｋｉ６７增殖指数的变化　（×１００）
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图２　各组淋巴组织ＮＧＦ、ＢＤＮＦ和Ｎｅｔｒｉｎ１表达的变化 （×１００）
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图３　各组外周血Ｔｒｅｇ细胞的变化

２．５　外周血Ｂｒｅｇ、Ｐｒｅｇ细胞的变化
　　流式细胞术实验结果显示，与对照组比较，低危组
和高危组外周血 Ｂｒｅｇ细胞比例均显著升高（Ｐ＜
０．０５）；外周血Ｂｒｅｇ细胞比例在低危组和高危组之间

差异无统计学意义。见图４Ａ、表２。
　　流式细胞术实验结果显示，与对照组比较，低危组
和高危组外周血 Ｐｒｅｇ细胞比例差异均无统计学意义
（图４Ｂ、表２）。
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图４　各组外周血Ｂｒｅｇ（Ａ）、Ｐｒｅｇ（Ｂ）细胞的变化

２．６　相关性分析
　　结果显示，ＮＧＦ与 Ｋｉ６７增殖指数呈正相关性
（ｒ＝０．７２０，Ｐ＝０．００８），而与 Ｔｒｅｇ细胞、Ｂｒｅｇ细胞和
Ｐｒｅｇ细胞比例均不具有相关性（ｒ＝０．５１４，Ｐ＝０．０８７；
ｒ＝０．２２１，Ｐ＝０．４９１；ｒ＝０．１１９，Ｐ＝０．７１２）；Ｎｅｔｒｉｎ１与
Ｋｉ６７增殖指数、Ｔｒｅｇ细胞比例均呈正相关性（ｒ＝０．８０４，
Ｐ＝０．００２；ｒ＝０．６０８，Ｐ＝０．０３６），而与 Ｂｒｅｇ细胞和 Ｐｒｅｇ
细胞比例均不具有相关性（ｒ＝０．１６１，Ｐ＝０．６１７；ｒ＝
－０．０８８，Ｐ＝０．７８７）；ＢＤＮＦ与 Ｋｉ６７增殖指数、Ｔｒｅｇ细
胞、Ｂｒｅｇ细胞和 Ｐｒｅｇ细胞比例均不具有相关性（ｒ＝
－０．４７６，Ｐ＝０．１１８；ｒ＝－０．５６２，Ｐ＝０．０５７；ｒ＝－０．０４６，
Ｐ＝０．８８７；ｒ＝－０．３２５，Ｐ＝０．３０４）。ＮＧＦ与 Ｎｅｔｒｉｎ１表
达呈显著正相关性（ｒ＝０．９４４，Ｐ＜０．００１），而与 ＢＤＮＦ
的表达不具有相关性（ｒ＝－０．２５１，Ｐ＝０．４３１）。

３　讨论

　　近年研究发现，神经生长调节分子在发挥维持神
经正常功能和促进神经损伤修复等重要作用的同时，

还具有调节免疫、细胞保护和促血管生成等重要功

能［７－９］。许多神经生长调节分子在肿瘤表达升高的机

制尚不清楚，肿瘤浸润破坏神经引起 ＮＧＦ和 Ｎｅｔｒｉｎ１
的反应性升高、肿瘤自身分泌以及肿瘤微环境等可能

是其主要的机制。最新研究发现神经生长调节分子能

够促进肿瘤的发生和发展。ＮＧＦ的受体分为高亲和
力受体ＴｒｋＡ和低亲和力受体ｐ７５，与正常乳腺组织相
比，ＮＧＦ及ＴｒｋＡ受体在乳腺癌中过度表达，且ＮＧＦ作
为一种旁分泌／自分泌因子促进肿瘤细胞的存活和增
殖。ＮＧＦ与ＴｒｋＡ的过度表达能够增加癌细胞的侵袭
率，并且与肿瘤的淋巴结转移、远距离播散、高ＴＮＭ分
期、低分化和低存活率紧密相关［１０－１２］。本研究发现在

淋巴瘤组织中ＮＧＦ表达显著升高，且与癌细胞的增殖
及ＤＬＢＣＬ的危险度分层紧密相关。通过检测组织中
ＮＧＦ的表达，可为评估淋巴瘤的分级和预后提供一定
的参考。此外，ＮＧＦ还可调控 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ、ｍＴＯＲ、Ｒａｓ
ＭＡＰＫ和 Ｈｏｘｄ１信号通路的表达，而这些通路与肿瘤
免疫、肿瘤微环境和肿瘤细胞生物学功能均具有很强

的相关性［１３－１８］。后续进一步明确 ＮＧＦ对恶性肿瘤的
作用效果及调控机制，将会大大推动ＮＧＦ在淋巴瘤靶
向治疗中的应用。

　　Ｎｅｔｒｉｎ１是一种轴突导向分子，具有促进神经末
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梢定向生长的功能。最近的研究发现 Ｎｅｔｒｉｎ１参与多
种恶性肿瘤的发生发展，能促使肿瘤细胞增殖、凋亡和

促进血管生成等［１９－２１］。本研究发现在淋巴瘤组织中

Ｎｅｔｒｉｎ１表达显著升高，且与癌细胞的增殖水平紧密
相关。这说明Ｎｅｔｒｉｎ１在淋巴瘤的发生和发展中发挥
着重要作用，可作为另一个重要靶点应用于淋巴瘤的

精准治疗。Ｔｒｅｇ细胞是哺乳动物体内重要的免疫抑制
细胞，具有强大的抑制细胞免疫和固有免疫反应的功

能。本研究结果显示外周血 Ｔｒｅｇ细胞在淋巴瘤人群
中显著升高，且与病情严重程度具有一定的相关性。

Ｎｅｔｒｉｎ１被认为是一种新型的免疫抑制因子，可显著降
低患者的抗肿瘤免疫能力。本研究结果证实 Ｎｅｔｒｉｎ１
与Ｔｒｅｇ细胞比例呈正相关，然而具体的机制还需要进
一步深入研究。Ｂｒｅｇ和 Ｐｒｅｇ细胞是体液免疫重要的
免疫调节细胞，本研究显示这两种细胞在不同级别淋

巴瘤患者外周血中差异无统计学意义，说明在淋巴瘤

发病过程中，Ｂｒｅｇ和Ｐｒｅｇ细胞的作用可能并不十分明
显。ＢＤＮＦ是广泛存在于中枢神经系统内的一种神经
营养因子，多项研究发现 ＢＤＮＦ能够促进肿瘤细胞
的增殖迁移，并被应用于抗肿瘤治疗［２２－２４］。然而本

研究发现 ＢＤＮＦ在淋巴瘤中表达没有显著的变化，
说明将 ＢＤＮＦ应用于淋巴瘤的靶向治疗中效果可能
不是很好。

　　综上，本研究表明，ＮＧＦ和Ｎｅｔｒｉｎ１在弥漫大Ｂ细
胞淋巴瘤中表达显著升高，且与其增殖水平紧密相关，

Ｎｅｔｒｉｎ１与外周血Ｔｒｅｇ细胞比例呈正相关。这为淋巴
瘤的精准治疗提供了新的靶点。
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