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靶向Ｐ７５的ｓｉＲＮＡ对人乳腺癌细胞增殖和凋亡的影响
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　　［摘要］　目的　构建Ｐ７５特异小干扰ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）表达载体，并观察其对神经生长因子（ＮＧＦ）促乳腺癌细胞生长
及凋亡的影响。方法　 通过 ＧｅｎＢａｎｋ提供的 Ｐ７５ｍＲＮＡ序列，设计 ３对能转录短发夹状 ＲＮＡ的 ＤＮＡ序列，构建
ｐＳｉｌｅｎｃｅｒＴＭ４．１ＣＭＶｎｅｏ质粒重组载体，转染乳腺癌ＳＫＢＲ３细胞；通过实时荧光定量ＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ筛选ＲＮＡ干扰效
果最强的干扰片段；以此干扰片段转染至乳腺癌ＳＫＢＲ３细胞，利用Ｇ４１８筛选稳定表达Ｐ７５ｓｉＲＮＡ的ＳＫＢＲ３细胞株，命名
为Ｐ７５ｓｉＲＮＡ；ＭＴＴ检测Ｐ７５干扰后ＮＧＦ对细胞增殖作用的影响；流式细胞术检测细胞凋亡；建立荷乳腺癌小鼠模型，观
察Ｐ７５干扰后对小鼠肿瘤生长和凋亡相关蛋白表达的影响。结果　 序列测定表明成功构建Ｐ７５ｓｉＲＮＡ表达载体，实时荧
光定量ＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示Ｐ７５ｍＲＮＡ和蛋白表达下调，尤以Ｐ７５２ｓｉＲＮＡ干扰片段效果显著；ＭＴＴ检测显
示，ＮＧＦ能刺激细胞增殖，与 ＮＧＦ组相比，Ｐ７５ｓｉＲＮＡ干扰后细胞增殖率均明显增高（Ｐ＜０．０５）；与空白对照组相比，
ＮＧＦ＋Ｐ７５ｓｉＲＮＡ组和ＮＧＦ组的细胞凋亡率明显降低（Ｐ＜０．０５），ＮＧＦ＋Ｐ７５ｓｉＲＮＡ组更为明显；荷乳腺瘤小鼠中，
Ｐ７５ｓｉＲＮＡ组小鼠的肿瘤生长明显超过未转染组和空载体转染组（Ｐ＜０．０５），且 Ｐ７５ｓｉＲＮＡ组 Ｃａｓｐａｓｅ３表达下降，Ｂｃｌ２
表达增加，Ｂａｘ表达下降（Ｐ＜０．０５）。结论　 Ｐ７５特异干扰表达载体能有效降低 Ｐ７５的表达，增强 ＮＧＦ促乳腺癌 ＳＫＢＲ３
细胞的增殖作用和抗凋亡作用，从而使肿瘤生长更为明显。
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　　神经生长因子（ｎｅｒｖｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＮＧＦ）及其受
体酪氨酸激酶受体（ｔｙｒｏｓｉｎｅｋｉｎａｓｅｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＴｒｋＡ）和
Ｐ７５神经营养因子受体（Ｐ７５ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒ，Ｐ７５
ＮＴＲ）在中枢神经系统、周围神经系统等许多组织中表
达。此外，研究发现，ＮＧＦ及其受体 Ｐ７５的表达水平
在肿瘤发生、发展及预后等方面具有重要作用，以其相

互作用为靶点可抑制乳腺癌细胞的存活、增殖、侵袭

等［１－２］。本研究以Ｐ７５基因为靶基因，设计与之同源
的１９ｎｔ寡核苷酸，经退火形成双链ＤＮＡ，将该片段克
隆到 ｐＳｉｌｅｎｃｅｒＴＭ４．１ＣＭＶｎｅｏ中，在哺乳细胞内可产
生双链小干扰ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ），对目的基因发挥抑制作
用。在构建真核干扰载体后，观察对乳腺癌细胞生长

和凋亡的影响。

１　材料与方法

１．１　材料
　　乳腺癌细胞株ＳＫＢＲ３及大肠杆菌ＤＨ５α由本实验室保存，
ｐＳｉｌｅｎｃｅｒＴＭ４．１ＣＭＶｎｅｏ真核表达载体购自Ａｍｂｉｏｎ公司，质粒
抽提纯化试剂盒和Ｔ４ＤＮＡ连接酶购自ＴａＫａＲａ公司，真核转染
试剂 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００和 Ｔｒｉｚｏｌ购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，ｃＤＮＡ
合成试剂盒购自 ＭＢＩ公司，Ｇ４１８购自美国 Ａｌｅｘｉｓ公司，ＳＹＢＲ
ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ（ＰｅｒｆｅｃｔＲｅａｌＴｉｍｅ）实时荧光定量 ＰＣＲ试剂盒
购自大连宝生物工程有限公司，Ｐ７５和βａｃｔｉｎ一抗购自北京中
杉金桥公司。兔抗人 Ｂｃｌ２、Ｃａｓｐａｓｅ３和 Ｂａｘ一抗购自碧云天
生物技术公司。ＢＡＬＢ／ｃ裸鼠，雌性，４～６周龄，体质量（２０±
２）ｇ，１５只，购自上海斯莱克实验动物有限责任公司。

１．２　方法
１．２．１　Ｐ７５特异性 ｓｉＲＮＡ转录模板的设计和制备　　获取
Ｐ７５基因的全长序列（ＧｅｎＢａｎｋ序列号：ＮＭ＿００２５０７．３），应用
Ａｍｂｉｏｎ公司网址所提供 ｓｉＲＮＡｔａｒｇｅｔｆｉｎｄｅｒａｎｄｄｅｓｉｇｎｔｏｏｌｓ设
计ｓｉＲＮＡ的转录模板：含１９个寡核苷酸、ＢａｍＨⅠ和 ＨｉｎｄⅢ酶
切位点及用于形成茎环结构的９ｂｐ序列，共５５ｂｐ，合成的模板
形成发夹状。针对序列的不同部位，共设计３对转录模板，由
上海生工生物工程公司合成，分别稀释至１μｇ／μＬ，各取２μＬ
与退火缓冲液混匀后９０℃ ３ｍｉｎ再降到３７℃ １ｈ形成双链。
３对转录模板序列分别如下：Ｐ７５１上游 ５′ＧＡＴＣＣＡＧＣＣＴＧ

ＣＡＡＣＣＴＧＧＧＣＧＡＧＴＴＣＡＡＧＡＧＡＣＴＣＧＣＣＣＡＧＧＴＴＧＣＡＧＧＣＴＴＴＡ
３′，下游５′ＡＧＣＴＴＡＡＡＧＣＣＴＧＣＡＡＣＣＴＧＧＧＣＧＡＧＴＣＴＣＴＴＧＡＡ
ＣＴＣＧＣＣＣＡＧＧＴＴＧＣＡＧＧＣＴＧ３′；Ｐ７５２上游 ５′ＧＡＴＣＣＧＣＡＧＡ
ＡＣＡＣＣＧＴＧＴＧＣＧＡＧＴＴＣＡＡＧＡＧＡＣＴＣＧＣＡＣＡＣＧＧＴＧＴＴＣＴＧＣＴ
ＴＡ３′，下游５′ＡＧＣＴＴＡＧＣＡＧＡＡＣＡＣＣＧＴＧＴＧＣＧＡＧＴＣＴＣＴＴＧＡ
ＡＣＴＣＧＣＡＣＡＣＧＧＴＧＴＴＣＴＧＣＧ３′；Ｐ７５３上游５′ＧＡＴＣＣＡＣＴＣＣ
ＡＣＡＧＣＧＡＣＡＧＴＧＧＣＴＴＣＡＡＧＡＧＡＧＣＣＡＣＴＧＴＣＧＣＴＧＴＧＧＡＧＴＴ
ＴＡ３′，下游 ５′ＡＧＣＴＴＡＡＡＣＴＣＣＡＣＡＧＣＧＡＣＡＧＴＧＧＣＴＣＴＣＴＴ
ＧＡＡＧＣＣＡＣＴＧＴＣＧＣＴＧＴＧＧＡＧＴＧ３′。
１．２．２　Ｐ７５特异的ｓｉＲＮＡ表达载体的构建及序列测定　　取
ｐＳｉｌｅｎｃｅｒＴＭ４．１ＣＭＶｎｅｏ与退火后的双链 ｓｉＲＮＡ模板混合，在
Ｔ４ＤＮＡ连接酶的作用下，２２℃ １ｈ，６５℃ １０ｍｉｎ，形成重组质
粒（Ｐ７５ｓｉＲＮＡ）。将重组质粒和 Ａｍｂｉｏｎ公司试剂盒提供的阳
性对照质粒和阴性对照转染至感受态细胞ＤＨ５α。感受态细菌
制备和转化参照文献［３］。挑取阳性克隆扩增培养后，抽提并
纯化质粒，由上海生工生物工程公司测序并鉴定阳性克隆。

１．２．３　细胞培养及转染　　乳腺癌细胞株 ＳＫＢＲ３用含１０％
小牛血清的ＤＭＥＭ培养液于３７℃、５％ ＣＯ２培养箱内培养。转
染前１ｄ胰酶消化细胞并计数，细胞铺板，使其在转染日密度达
到９０％。转染步骤按 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００说明书进行，６～
８μｇ的Ｐ７５１ｓｉＲＮＡ质粒、Ｐ７５２ｓｉＲＮＡ质粒、Ｐ７５３ｓｉＲＮＡ质
粒，分别用１５μＬＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００转染至 ＳＫＢＲ３细胞，空
白对照不加以双蒸水替代质粒。

１．２．４　实时荧光定量聚合酶链反应　　ｃＤＮＡ合成：转染 Ｐ７５
１ｓｉＲＮＡ、Ｐ７５２ｓｉＲＮＡ、Ｐ７５３ｓｉＲＮＡ４８ｈ，收集转染组和空白对
照组约１０６个ＳＫＢＲ３细胞，用Ｔｒｉｚｏｌ试剂提取总ＲＮＡ，随机引物
反转录合成 ｃＤＮＡ；实时荧光定量 ＰＣＲ反应使用引物：Ｐ７５上
游５′ＡＡＣＣＴＧＧＡＧＡＣＣＴＣＡＴＣＴＴＣＧＣ３′，下游 ５′ＧＧＴＡＧＴＴＴＧ
ＴＴＴＧＴＧＧＧＴＧＧＣＴ３′。实时ＰＣＲ反应操作按 ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘ
Ｔａｑ说明书进行，反应体系２０μＬ。条件：９５℃ １０ｓ，９５℃ ５ｓ，
５５℃ ３０ｓ，４０个循环。每份标本均检测３次，每个样本及内参
均设置３个重复反应孔。ＳＤＳ软件自动生成溶解曲线图谱、扩
增曲线图谱及基因表达相对定量结果。为调整添加到反应中

的模板量可能存在的差异，将 ＧＡＰＤＨ作为内对照（从目标基
因的表达水平中减去内对照的表达水平）。ＧＡＰＤＨ引物：上游
５′ＧＧＴＣＴＣＣＴＣＴＧＡＣＴＴＣＡＡＣＡ３′，下游 ５′ＡＧＣＣＡＡＡＴＴＣＧＴＴ
ＧＴＣＡＴＡＣ３′。基因表达图谱显示与校正器相比目标样本的表
达水平或折叠水平。折叠表达变化通过以下方程式计算：
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２－ΔΔＣｔ。根据基因表达图谱选取干扰效果最为明显的细胞株。
１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｐ７５蛋白表达　　分为空白对照组、
转染Ｐ７５１ｓｉＲＮＡ、Ｐ７５２ｓｉＲＮＡ和Ｐ７５３ｓｉＲＮＡ组，４８ｈ后提取
蛋白，定量并进行 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，１２０Ｖ电泳 ９０ｍｉｎ，然后
２００ｍＡ２ｈ电转印于ＰＶＤＦ膜上。用封闭液（１×ＴＢＳＴ，５％脱
脂奶粉）室温振摇封闭 ２ｈ，洗膜。加入兔抗人 Ｐ７５一抗
（１∶２００），室温孵育 ２ｈ，洗膜，加入 ＨＲＰ标记的羊抗兔 ＩｇＧ
（１∶２０００）室温孵育１．５ｈ，洗膜。最后用ＥＣＬ化学发光试剂盒
检测杂交信号，在ＢｉｏＲａｄ凝胶仪上成像，以表示Ｐ７５蛋白的表
达水平。

１．２．６　Ｇ４１８筛选稳定建立转染株　　取上述干扰效果最明
显的细胞株，在３７℃、５％ ＣＯ２中保温２４ｈ后将细胞传代至新
鲜培养基中，４８ｈ后加入抗生素 Ｇ４１８（６００μｇ／ｍＬ）筛选，约
３周可以获得阳性单克隆，用含３００μｇ／ｍＬＧ４１８的培养液扩大
培养，８～１２周可获得稳定表达Ｐ７５ｓｉＲＮＡ的ＳＫＢＲ３细胞。
１．２．７　ＭＴＴ测 Ｐ７５干扰后 ＮＧＦ对细胞增殖作用的影响　　
实验分３组：空白对照组、ＮＧＦ组和 ＮＧＦ＋Ｐ７５ｓｉＲＮＡ组。按
２×１０４／ｍＬ接种于９６孔板，细胞贴壁后更换无血清 ＤＭＥＭ培
养液，３７℃、５％ ＣＯ２中培养６ｈ，细胞同步化后用含１０％小牛
血清的ＤＭＥＭ培养液１００μＬ（含１００ｎｇ／μＬＮＧＦ）［３］，继续培
养２４、４８、７２ｈ，然后每孔加２０μＬＭＴＴ继续培养４ｈ，弃培养
液，加入二甲亚砜（ＤＭＳＯ）１００μＬ，振荡使结晶完全溶解，
３０ｍｉｎ后用酶标仪检测４９０ｎｍ处的光密度值［Ｄ（４９０）］，每组
平均５个复孔，重复３次。
１．２．８　流式细胞术检测肿瘤细胞凋亡　　实验分组同１．２．７，
调整细胞数为２×１０５／ｍＬ，接种于６孔板，每孔２ｍＬ，４８ｈ后收
集细胞用７０％乙醇固定，加 ＲＮａｓｅ酶（２５ｇ／Ｌ）１．５μＬ，３７℃
２ｈ，再加ＰＩ（５０μｇ／ｍＬ）１２μＬ，混匀，避光，冰上放置３０ｍｉｎ，
取１０６个细胞用流式细胞仪检测。
１．２．９　肿瘤质量测定　　实验分为未转染组、空载体转染组
和Ｐ７５ｓｉＲＮＡ组。取约０．１ｍＬ经不同处理的细胞悬液（约含
１×１０６个细胞），用带６号针头的注射器沿着小鼠右侧第二乳
房脂肪垫下接种。每组接种５只小鼠，每日观察小鼠粪便性
状、精神神经症状、体质量变化等外观特征和行为活动。于４周
后处死，剥去肿瘤及肺组织，称取瘤质量。

１．２．１０　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测原发肿瘤凋亡相关蛋白　　分组同
１．２．９，取原发肿瘤组织提取蛋白，定量，电泳，转膜，再分别以
兔抗人一抗Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂｃｌ２和Ｂａｘ室温孵育，其余操作同体外
实验中的Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法。

１．３　统计学分析
　　以上实验均重复３次，数据采用 珋ｘ±ｓ表示，用 ＳＰＳＳ１１．５
统计软件进行单因素方差分析。

２　结果

２．１　表达载体的构建和鉴定
　　退火形成的双链与载体连接后，转化大肠杆菌ＤＨ５α，转染
Ｐ７５ｓｉＲＮＡ及阳性对照质粒的细菌均长出较多的菌落，未转染
质粒的细菌在含氨苄青霉素的平板上不能生长，随机取５个克
隆，扩大培养后，提取质粒，测序证明序列完全正确。见图１。
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Ａ：Ｐ７５１ｓｉＲＮＡ；Ｂ：Ｐ７５２ｓｉＲＮＡ；Ｃ：Ｐ７５３ｓｉＲＮＡ
图１　Ｐ７５ｓｉＲＮＡ测序结果

２．２　干扰后各组Ｐ７５ｍＲＮＡ和蛋白的表达
　　与空白对照相比，３组Ｐ７５ｍＲＮＡ水平均下降［Ｐ７５１ｓｉＲＮＡ、
Ｐ７５２ｓｉＲＮＡ、Ｐ７５３ｓｉＲＮＡ分别为（０．９０±０．０６）、（０．４４±
００７）、（１．００±０．１６）］，其中以Ｐ７５２ｓｉＲＮＡ组最为明显，和空
白对照相比，其相对定量值下降最为明显（０．４４±０．０７ｖｓ２．６０±
０２２）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果也显示，相对于空白对照组，Ｐ７５
２ｓｉＲＮＡ组Ｐ７５蛋白水平下降最显著。故以 Ｐ７５２ｓｉＲＮＡ进行
后续实验。见图２。
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１：空白对照组；２：Ｐ７５１ｓｉＲＮＡ组；３：Ｐ７５２ｓｉＲＮＡ组；４：Ｐ７５
３ｓｉＲＮＡ组

图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组细胞Ｐ７５蛋白的表达

２．３　ＭＴＴ检测细胞增殖情况
　　相对于空白对照组，ＮＧＦ可刺激 ＳＫＢＲ３细胞的增殖（Ｐ＜
０．０５）。相对于 ＮＧＦ组，ＮＧＦ＋Ｐ７５ｓｉＲＮＡ组可进一步提高
ＮＧＦ刺激细胞的增殖效应（Ｐ＜０．０５）。见图３。
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ａ：Ｐ＜０．０５，与空白对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＮＧＦ组比较
图３　ＭＴＴ法检测ＳＫＢＲ３细胞增殖率
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２．４　流式细胞术检测肿瘤细胞凋亡
　　相对于空白对照组（１４．１３±０．６１），ＮＧＦ可抑制ＳＫＢＲ３细
胞的凋亡（Ｐ＜０．０５）。相对于 ＮＧＦ组（９．５３±０．５１），ＮＧＦ＋
Ｐ７５ｓｉＲＮＡ组（２．９０±０．６２）可进一步提高 ＮＧＦ抑制细胞凋亡
的效应（Ｐ＜０．０５）。
２．５　小鼠乳腺原发肿瘤的生长
　　相对于未转染组和空载体转染组，Ｐ７５ｓｉＲＮＡ组小鼠的肿
瘤生长速度最快（Ｐ＜０．０５），未转染组、空载体转染组和ＮＧＦ＋
Ｐ７５ｓｉＲＮＡ组肿瘤的质量分别是（０．８０±０．１０）、（０．８２±
００７）、（１．４９±０．０８）ｇ。见图４。
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图４　各组小鼠肿瘤生长大体观察

２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测小鼠乳腺原发肿瘤 Ｃａｓｐａｓｅ３、
Ｂｃｌ２、Ｂａｘ的表达

　　相对于未转染组和空载体转染组，ＮＧＦ＋Ｐ７５ｓｉＲＮＡ组
Ｃａｓｐａｓｅ３表达下降，Ｂｃｌ２表达增加，Ｂａｘ表达下降，Ｂｃｌ２／Ｂａｘ
比例增加（Ｐ＜０．０５）。见图５。
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果　１：未转染组；２：空载体转染组；３：Ｐ７５
ｓｉＲＮＡ组；Ｂ：半定量分析结果　ａ：Ｐ＜０．０５，与未转染组比较
图５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组小鼠乳腺原发肿瘤Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂｃｌ２、

Ｂａｘ蛋白的表达

３　讨论

　　ＮＧＦ通过与靶细胞表面的神经生长因子受体
（ＮＧＦＲ）结合而介导生物学效应。ＮＧＦ有２种受体，
分别为高亲和力受体 ＴｒｋＡ和低亲和力受体 Ｐ７５。近
年来发现，ＮＧＦ及其受体在乳腺癌、肝癌等多种肿瘤
中均有表达，并影响肿瘤的发生、发展［４－５］。其中，

ＴｒｋＡ信号通路的激活有促进肿瘤细胞增殖的作用［６］，

而Ｐ７５则被认为是１个潜在的抑癌基因。Ｐ７５是单链
跨膜糖蛋白，胞内区包含肿瘤坏死因子受体相关因子

结合位点和Ⅱ型死亡结构域等，因而 Ｐ７５信号途径的
激活可以诱导细胞的凋亡［７］。此外，ＴｒｋＡ和Ｐ７５信号
通路之间存在“串话”关系［８－９］，当 Ｐ７５与 ＴｒｋＡ受体
共同表达时，一方面ＴｒｋＡ对Ｐ７５介导的信号通路具有
抑制效应，另一方面 Ｐ７５能增强 ＮＧＦ诱导的 ＴｒｋＡ
ＮＴＲ活化。ＮＧＦ在不同肿瘤细胞的生物学作用可能
与ＴｒｋＡ和 Ｐ７５在不同类型的肿瘤中表达水平相关。
前期研究发现ＴｒｋＡ和Ｐ７５的表达与乳腺肿瘤的恶性
程度有关，ＴｒｋＡ／Ｐ７５可以成为乳腺癌治疗的分子靶
点［１０］，并利用ＲＮＡ干扰技术成功构建了ｓｉＴｒｋＡ表达
载体［３］，本研究进一步构建 ｓｉＰ７５真核表达载体，观
察ＮＧＦＰ７５轴调控乳腺癌生长和凋亡的作用，从而为
利用ＲＮＡｉ技术调整乳腺癌细胞株中 ＴｒｋＡ／Ｐ７５表达
比例，检测不同比例 ＴｒｋＡ／Ｐ７５对乳腺癌进展的作用，
为临床化疗药物敏感性、耐药性的影响提供依据。

　　本研究将人工合成的３对 Ｐ７５特异性 ｓｉＲＮＡ转
录模板构建了能在真核细胞内表达的重组质粒，并利

用实时荧光定量ＰＣＲ技术和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测３对干
扰片段的效率，选择干扰效率最明显的干扰片段转染

至乳腺癌ＳＫＢＲ３细胞，利用 Ｇ４１８筛选稳定表达 Ｐ７５
ｓｉＲＮＡ的单克隆细胞，有效地克服了直接向细胞内导
入ｓｉＲＮＡ基因沉默片段，维持时间短，转染效率不高，
效果不确定的缺点。体外实验中，ＭＴＴ和凋亡检测结
果显示，相对于空白对照组，ＮＧＦ能有效促进乳腺癌
细胞株 ＳＫＢＲ３细胞的增殖和凋亡抑制作用。Ｐ７５干
扰后增强了ＮＧＦ的这一效应。我们进一步通过动物
实验验证了 Ｐ７５的干扰效应，Ｐ７５ｓｉＲＮＡ组小鼠肿瘤
生长明显超过空白对照组和空载体转染组，且凋亡刺

激蛋白Ｃａｓｐａｓｅ３和Ｂａｘ表达下调，而抗凋亡因子Ｂｃｌ２
表达上调。前期研究中发现 ＳＫＢＲ３细胞同时表达
ＴｒｋＡＮＴＲ和 Ｐ７５ＮＴＲ［８］。本研究通过 ＲＮＡｉ技术使
Ｐ７５的表达下降，导致细胞内 ＴｒｋＡ／Ｐ７５的比例升高，
此时ＮＧＦ主要通过 ＴｒｋＡ信号通路发挥作用，这可能
也是导致肿瘤增殖的原因之一。目前研究表明，Ｐ７５
介导的凋亡信号通路存在 ＪＮＫ的活化以及下游的一
系列事件：ｃＪｕｎ磷酸化，Ｂａｄ等的激活，Ｂａｘ线粒体易
位及Ｃａｓｐａｓｅ激活［１１－１２］。在过度表达 Ｐ７５的细胞中，
凋亡的产生通过 ＪＮＫ依赖的机制；而在表达较少时，
通过ｐ３８ＭＡＰＫ及ｃＪｕｎ独立机制引发凋亡［１３］。我们

后续将进一步构建不同 ＴｒｋＡ／Ｐ７５比例的乳腺癌细胞
株，从而探讨ＮＧＦ通过ＴｒｋＡ和Ｐ７５ＮＴＲ后增殖、凋亡
相关信号蛋白的变化，以阐明其分子机制。
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急性缺血性脑卒中早期磁共振弥散加权成像阴性１例

曹　笃，牟　君，魏有东，谢　鹏　　（４０００１６重庆，重庆医科大学附属第一医院神经内科）

　　［关键词］　 磁共振弥散加权成像；急性缺血性脑卒中；阴性
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ｈｔｍｌ（２０１３０５１６）

　　磁共振弥散加权成像（ｄｉｆｆｕｓｉｏｎｗｅｉｇｈｔｅｄｉｍａｇｉｎｇ，ＤＷＩ）目
前被认为是诊断急性缺血性脑卒中的“金标准”，但近年国内外

均有报道ＤＷＩ首次诊断急性缺血性脑卒中可出现假阴性或阴
性表现［１－２］，但复查ＤＷＩ多有异常发现。现报告早期２次ＤＷＩ
均未发现病灶的急性缺血性脑卒中１例。

１　临床资料

　　患者，男性，６１岁，２０１３年４月２日凌晨因“突发右侧肢体
无力，伴吐词不清 ６ｈ”入院。６ｈ前患者无明显诱因突发右侧
肢体活动不灵，麻木，吐词不清，不伴头晕、头痛，意识丧失等。

发现血压高１个月余，最高血压１９２／１０６ｍｍＨｇ。吸烟２０年，约
４０支／ｄ，饮白酒２０年，约１５０ｍＬ／ｄ。查体：血压１８２／９４ｍｍＨｇ。
神清，吐词含糊。双侧瞳孔等大等圆，光敏。右侧鼻唇沟稍浅，

伸舌右偏，示齿口角稍左偏。右侧肢体肌力Ⅲ级，左侧Ⅴ级。
右侧偏身痛觉减退，右侧巴氏征阳性，余神经系统及心肺腹查

体未见明显异常。入院诊断：①脑梗死，②原发性高血压３级

（极高危）。ＮＩＨＳＳ评分：９分。血脂：ＴＧ２．３０ｍｍｏｌ／Ｌ，ＬＤＬ
２９５ｍｍｏｌ／Ｌ。入院当日头颅 ＣＴ未见出血，头颈部 ＣＴＡ：双侧
颈内动脉颅内段多发钙化，未见管腔明显狭窄；右侧颈总动脉

分叉前走行迂曲，局部管腔稍狭窄；双侧大脑中动脉、后动脉远

端管腔稍欠均匀。发病约３６ｈ头颅ＭＲＩ提示：双侧额叶、半卵
圆中心、基底节区多发缺血灶，ＤＷＩ未见急性梗死灶（图１Ａ）。
患者经阿司匹林、阿托伐他汀、疏血通及康复训练等治疗，第

５天右侧肢体肌力及吐词不清症状较入院时好转，右下肢及上
肢近端肌力Ⅳ级，远端Ⅲ级。继续抗血小板、改善循环及康复
训练治疗，第８天右侧肢体肌力恢复至Ⅳ ＋级，吐词基本清晰，

遗留右侧偏身痛觉减退。同日复查头颅ＭＲＩ，ＤＷＩ仍未见急性
梗死灶（图１Ｂ）。

!
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Ａ：２０１３年４月３日；Ｂ：２０１３年４月９日
图１　左侧内囊急性梗死患者２次ＤＷＩ阴性表现
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