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提 要 目的
:

探讨膀肤癌多药耐药性逆转的新方法
。

方法
:

应用计算机对 m d lr m R N A 二级 结构进行

模拟
,

设计针对 m d
r
l m R N A 1 9 5 9 位 G U C 的

“

锤头状
”
( H a m m

e r
h

e a d )核 酶 ( R i b
o z y m e l

,

R Z I ) 基 因
,

定点克

隆于质粒 p G E M E X
一
l 的 B a mH I 和 E

c o R I 位点上
;
将 m d r l e

D N A 8 6 4 b p 的片段亚 克隆于 p G E M E X
一
l 的

H in d , 和 E
c o R I位点 上

,

m d r l e
D N A 1 3 8 3 b p 片段 亚克隆于 pG E M E X

一
l 的 E

c o
R I 位点上

,

在 T 3 启动子

作用 下体外转 录成 R Z I
、
8 6 4 n t 和 1 4 3 0 n t 的 m d

r
l m R N A

。

结果
:

R Z I 在体外 分别将 8 6 4 n t 和 1 4 3 0 n t 的

m dr l m R N A 切割成两个片段
,

切割温度在 42
O

C和 52
O

C两个条件下切割效率差异不明显
。

结论
:
核酶对底物

的体外切割活性取决于核 酶切割位点 的选择
,

与底物长度无关
。
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基因治疗是 目前医学领域 中的重要课题
,

特别是

以 R N A 为研究 对象 的 基 因治 疗 已 取 得 重 要 的进

展 11[
。

这种针对 R N A 的基因治疗较常规的药物治疗

的潜在优势在于其长期性和无毒副作用
。

多药耐药基

因 ( m d r
l) 及其产物 P

一

糖蛋白 ( P G P ) 的异常表达是 引

起肿瘤细胞出现多药耐药性的重要原因
。

尽管某些药

物可逆转肿瘤细胞的这种多药耐药性
,

但都存在有极

大的局限性和不完全性
。

本研究应用计算机对 m dr l

m R N A 二级结构进行模拟
,

选择 m d r l m R N A 1 9 5 9

位的 G U C 为切割位点
,

按 H a s e l o f f 和 G e r l a e h [2〕的锤

头状核酸结构设计并合成 了针对该位点 的核酶基 因
,

构建于体外表达载体上
,

在体外对 8 64 nt 的 m击1 m R
-

N A 和 1 4 3 0 n t 的 m d r l m R N A (其 中含 4 7 n t 的载体

部分 )分子进行切割
,

并比较其切割效率的差异
。

1 材料和方法

1
.

1 材料来源

p G E M E X
一
l

,

R i b o m a x
T 3 R N A 转 录试 剂盒 购 自 P r o

m
e g a

公 司
, Q 一 ,

午
一

U T P 购自北 京亚辉生物 工程公 司
,

克隆 所需 的酶

和 R
a p id D N A L ig

a t io n
K让均钩 自 OB

e
h

r in g e r M a n n
h

e im 公

司
.

质粒 pH D R SA 由美国 G o t t e s
m

a n
M 博士惠赠

。

1
.

2 核醉基因的合成及分子克隆

根据 m R N A 二级结构 的模拟
,

选择 m d r
l m R N A 1 9 5 9 位

G U C 为切刽位点
,

该位点位于 m dr l m R N A 的环状部位
。

核醉 D N A 合成序列为
:

模板链 D N A : 5
`

一 A T CC C T T G G A A A T G T T T C G

T C C T C A C G G A CT CA T C A G T T C A A A T G A G
一
3

`

一
气
甲八 J 、 曰户 叼尸、 J、 曰妇、

产 , 月切户侧声、 沪甸

编码链 D N A
: 3’

一

G G A A C C T T T A C A A A G C A G G

A G T GC C T G A G T A G T C A A G T T T A C T C T T A A
一
5
`

一
门、洲、 训 、 . 户 ,妇 `门州、 甲丙护、 户以、沪、

下划波浪线部分为核酶特异性结合序列
,

下划单线部分为

国家自然科学基金资助项 目
,

N
o

.
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何 斌
,

男
,

35 岁
,

主治医师
,

博士

核酶 切割 核心
,

两 端分别 为 B a m H r 和 E co R I 的粘性 末端
。

D N A 由上海细胞生物研究所合成
,

经 P A G E 纯化
。

上述两条核

昔酸 链各 4 0 拌g
,

分别加 人退火 缓冲液 ( 1 0 m m
o
l / L T

r is H C I
,

p H 7
.

5
,

l o o m m o l / L N a
C I )混匀

.

置 9 5
o

C水浴 s m i n
,

缓慢冷却至

室 温 即为 核 酶 1 ( R Z I ) 基 因 片 段
。
p G EM E X

一
l 经 B a m H I 和

cE
o R I 双酶切后纯化 载体片段

,

1 : 3比例混合总量 为 1 0 0 n g 的

载体 和 R Z I基因片段
,

按 R
a p id D N A L ig a t io n

K it 损 伤说 明书
,

加 人 T 4 D N A 连接 酶
,

室温 5 m i n
,

C
a
C 12
方 法转染 人 JM 1 0 9细

菌中
。

该质粒称之 为 p E X
一

R Z I
。

1
.

3 质粒 pM D R
一

8 6 4的构建及克隆

p H D R SA
,

p G E M E X
一
l 均 经 E e o 尺 I 和 H i n d l 双 酶 切

,

0
.

8% 琼脂糖 回 收 8 6 4 b p 的 m d
r l 。

D N A 片 段 和 3 9 4 4 bp 的

p G E M E X
一
l 载体片段

,

1 : 3比例混合总 量为 100
n g 的载体和 86 4

b p 的 m d
r
l

。
D N A

,

加 人 T 4 D N A 连 接酶
,

定 向将 86 4 b p m d
r
l

e
D N A 基因片段克隆于 pG E M E X

一
l 上

,

称之 为 p M D R
一

8 6 4
.

1
.

4 质杜 p M D R
一

1 3 8 3 ( + 5 ) 的构建及克隆

p H D R S A 经 E
c o R I 酶 切

,

0
.

8% 琼脂 糖回收 1 3 8 3 b p 的

m d r l c
D N A 片 段

,

p G E M E X
一
l 经 E c o R I 酶 切

,

酚
:

抓仿 纯 化
,

C IA P 脱磷 酸化后
,

按 l
,
3比例 混合总 量为 1 0 0 n g 的 p G E M E X

-

l 载体 和 1 3 8 3 bP 的 m d r l 。 D N A
,

加 入 T 4 D N A 连 接酶
,

常 规

C a
1C

2
方 法导人 JM 109 细菌 中

,

小量提 质粒
,

经 H 份d l 酶切 鉴

定 插 人方 向
,

筛 选 出 正 向 插 人 的 克 隆
,

称之 为 p M D R
一
1 3 8 3

(+ 5 )
。

1
.

5 R Z I及其 8 6 4 n t
、

1 4 3 0 n t 的切割底物的体外转录

p EX
一

R Z I
、
p M D R

一
8 6 4用 H i n d , 线性化

,

p M D R
一
1 3 8 3 ( +

5) 用 B a 二 H l
`

线性化
,

经酚
、

抓仿抽提纯化后作为转录模板
。

按

R ib o m a x
转录试剂盒操作

,

在 T 3 R N A 聚合酶作 用下
,
3 7

o

C 反

应 4 h
,

然后加 R Q I R N
a s e 一 f r e e

D N
a s e
去 除模板 D N A

。

转录底

物时加人 0
.

3 7 m b q 的
a 一 3 ,

P
一

U T P
.

总反应体积为 2 0 尸1
.

1
.

6 R Z I对 8 6 4 n t 和 2 4 3 0 n t 底物的体外切刽反应

取底 物转 录物 3
.

5 拌 l
,

加 人 l o x b
u
f f

e r ( o
.

s m o l / L T r is

H C I
,
1 0 m m o l / L E D T A

,
p H S

.

0 ) l 料l
,

0
.

2 m o l / L M g C I
Z I 尸 l

,

95 ℃水浴 Z m in 后 迅速 置于冰 浴中 1 0
一

m in
,

然后加人 R ZI 转 录

物及 R N A
s
i
n 0

.

5 拜l ( Zo U )
,

D E P C 水 补足至 1 0 拌 l
,

4 2
o

C (或者
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H a m m e r h e a d r i b o z y m e 一

m e d i a t e d c l e a v a g e o f m d r l m R N A w i t h d i f f e r e n t

l e n g t h
令

H e B i n
,

J i
n X i y u ,

Y a n g T a n g iu n ,

J i
n H u a n s h e n ,

W
a n g X i a n g w e i

,

I
J

i u S u y i n g ,

Z e n g Y i
,

S o n g oB ( eD p a r t m e n t o f

U r o lo g y
,

X in q i a o
H

o s p i t a l
,

T h ir d M i li t a r y M
e d ie a l U

n iv e r s i t y
,

C h o n g q i n g
,
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A b s t r a e t O b】e e t iv e :

T
o e x p lo r e t h

e n e w m e t h o d s t o r e v e r s e t h
e m u

l t id r u g r e s is t a n e e o f b la d d e r e a n e e r
.

M e t h o d s :
A h a m m

e r
h

e a
d

r i b o z y m e w a s d e s ig n e d t o e le a v e t h e G U C s e q u e n e e a t e o d o n 1 9 5 9 o f m d r l m R N A

a
f t

e r t h
e a n a

ly
s is o

f t h
e s e e o n

d
a r y s t r u e t u r e o

f m d
r l m R N A b y e o m P u t e r

.

T h
e

h
a m m e r

h
e a

d
r i b

o z y m e 1 g e n e

w a s s y n t h
e s

i
z e

d
a n d e

l
o n e

d in t o t h e B a m H I / E
c o

R 1 s it e s o f pG E M E X
一
1 e a l le d p EX

一

R Z I
.

T h e
8 6 4 bp f r a g

-

m e n t o f m d
r l e

D N A w a s s u b e l o n e
d i n t o t h e

H i o d , /E
e o R 1 s

it
e s o

f p G E M EX
一
1 e a

l l
e d p M D R

一

8 6 4
.

T h
e

1 3 8 3 b p f
r a g m e n t o f m d

r l e D N A w a s s u
b

e
l
o n e

d in t o t h
e

cE
o R 1

s
i t

e o f p G E M E X
一

1 e a
l l

e d p M D R
一

1 3 8 3 ( + 5 )
.

T h
e p E X

一

R Z I a n
d p M D R

一
8 6 4 w e r e lin e r a

li
z e d w i th H i n d , w h i le t h e pM D R

一
1 3 8 3 ( + 5 ) w a s li n e r a li z e d w it h

B
a m H 1 a n d th e s e

li
n e r a

l i
z e

d P l
a s

m id s w e r e t r a n s e r i b e d w i t h T 3 P r o m o t o r i n v it or
.

R e s u lt s
:

T h
e r i b o z y m e l

: h o w e d s t r o n g e
l
e a v a g e a e t飞v i t y a f t e r b e in g m ix o d w i th th e t r o n , e r i玩 d R Z I a n d it

, 。 u
玩 t r a t e : fo r Z 汤

u : 5 a t

4 2 c
丑 n d 5 2

、

C
.

C o n e lu s io n : T h e d e s
ig

n e d :
ib o z y m e e a n b e u s e d a s a t o o l t o r e v e r s e t h e m u l t id r u g r e s is t a n e e

o f b la d d
e r c a n e e r

.

t h
e e l e a v a g e a e t i

v
it y

o f t h e r
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1
5 n o t a s s o e

i
a t e

d w i t h t h
e

l
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o
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d
e P e n

d
e
d

o n t h
e

l
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.
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成功救治脑干出血 1例

A e a s e r e P o r t f o r c u r i n g h e m o r r h a g e o f b r a i n s t e m s u c c e s s f u l l y

张映琦
.

周华东 王 敏 (第三军 医大学附属大坪 医院野战外科研究 所脑血管病二科 ) 重 庆
,
4 0 0 0 4 2

患者
,

男
,

68 岁
,

因烦 躁
,

谱妄 l d 于 1 9 9 8年 5月 18 日人 院
。

患

者于4 d 前早上散步时突发意识障碍倒地
,

右额部跌伤
.

当地医

院予脱水
、

止血
、

补液等对症治疗
.

l d 前
,

患者 出现烦躁
、

谙妄
,

意识呈昏睡状态
,

为进 一步救治
,

转人 我院
。

既往无高血压史
。

查体
:

血压 1 6 / g k P
a ,

昏睡状态
,

双侧瞳孔不等大
,

右侧约 3 m m
,

左侧约 Z m m
,

光 反射灵 敏
。

心
、

肺 ( 一 )
。

四 肢肌 张力正常
,

肌力

V 级 、膜反射 +( 十)
,

巴 氏征 (一 )
。

头颅 C T 两个层 面示中脑被盖

部中线左侧血肿
,

大小 约 1
.

2 。 m X O
.

9 。
m

,

双侧额颜 部硬膜下

积液
.

查血常规
:

白细胞 1 1
.

1 又 10
,

/ L
,

N 90 %
,

L 10 %
。

红 细胞

4
.

9 2 X l o , 2
/ L

,

血 色素 1 4 9 9 / L
,

血小板 1 9 1 K l o g

/ L
。

生化肾功能

正常
,

血搪 7
.

2 m m ol / L
。

患者病情危重
,

人 院后意 识障碍 逐步

加重
,

入院后第 2天呈 昏迷状 态
。

患者 人院时血压 偏低为 1 6 / 9

kP a ,

此后血压渐下降
,

波动于 9
.

3 3~ 1 2 / 4
.

6 7~ 7
.

3 3 k P
a ,

积极

予多 巴肢
,

阿拉明升血 压并加大补液量
,

输血浆等治疗
。

第 5天

后息者血压平稳
,

波动于 1 3
.

3一 1 6 / 8 ~ 9
.

33 k P
a 。

患者于 人院

后第 3天出现持续高热
,

体温波 于 39 ~ 4 0
.

S
O

C
。

血常规
:

白细胞

2 4
.

0 x l。 ,
/L

,

N g。纬
,

L 10 %
。

胸 片示右 上肺大叶性肺炎
,

予舒

普 深抗炎 3 d
,

病情无明显好转
,

痰检见霉菌
,

未找到抗酸杆菌
,

换用 泰能抗感染
,

并应用 大蒜素抗霉菌等 治疗 3 d
,

病情好转
,

继续 用罗 氏 芬抗炎等治疗 4 d
,

患 者病情 明显 好转
,

无 明 显发

热
,

复 查 血 常规正 常
,

胸 片示 右 上 肺 浸 润 性肺 结 核
,

血 沉 97

m m / h
,

进 一步查 胸部 C T 示 右 上肺浸 润性肺结 核
,

部分纤 维

化
。

遂加用 口 服抗疥药治疗
。

患者人 院后 多次测 血搪均 高于正

常值
,

最高达 1 4
.

64 m m ol / L
。

经予胰岛素治疗 后
,

血搪 基本控

制 在正常 范围
。

经积极脱 水
、

补液
、

升压
、

抗感 染及加 强营养支

持等综合治疗 下
,

患者病情逐渐好转
,

意识障碍减轻
,

于第 7天

呈 嗜睡状态
,

12 d 以后逐渐恢复清 醒
。

治疗 4 3 d 后病情 明显好

转
,

能扶床下地行走
,

遂 出院带药治疗
。

讨论

.
张映琦

,

女
,

2 4岁
,

硕士研究生

脑干出血在 临床上较 为常见
,

是 危险性
、

死亡率高的疾病

之 一
。

有报道
,

若血肿直径 大于 脑干 横径 的 5 0% 或直径大于 2

c m 则预 后不 良
。

本例 患者 头颅 C T 两 个层 面示 中脑被 盖部中

线左侧血肿
,

大小约 1
.

2 c m X 0
.

9 c m
,

双侧额硕部硬膜下积液
,

诊断 明确
,

且年龄大
,

合并糖尿病
、

肺结核 及硬膜下 积液
,

使病

情 变 得复杂
,

增加 了治疗 上 的 困难
,

有一 些救治经 验值得总

结 [ 2〕 .
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