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　　逆转录病毒载体介导的基因转移技术已成为进行基因治

疗 ,细胞增殖、分化、癌变及死亡等不同研究的主要技术基础之

一。为此 ,我们构建了 GAP-43及 TH-3重组逆转录病毒表达载

体。

1　材料与方法

　　 DN A限制性内切酶 , T4 DN A连接酶等工具酶购自

Promega公司和华美生物工程公司。

1. 1　 GAP-43重组逆转录病毒载体的构建

　　从含有全长 GAP-43 cDNA的重组质粒 pGEM-4中 ,以

BamHI, DraⅠ 双酶切下约 900 bp的 GAP-43 cDNA片段 ,该片

段去除了 GAP-43 cDNA的大部份非编码区 (约 240 bp) ,凝胶

电泳回收片段。逆转录病毒载体用 Bg1Ⅱ 及 SnaBI酶切 ,回收

约 9. 67 kb片段 ,以摩尔比 3 1连接 ( 15℃过夜 ) ,转化大肠杆菌

DH5α后 ,提取转化质粒 DNA,根据分子量大小及酶切图谱鉴

定阳性重组子 (命名为 pN2AGAP-43)。

1. 2　 TH-3重组逆转录病毒载体的构建

　　从含有全长 TH-3 cDNA的重组质粒 p GEM-2中 ,以

BamHI酶切下约 1. 8 kb的片段 ,凝胶电泳回收片段。与经 Bg1

Ⅱ酶切的逆转录病毒载体进行连接 ,转化大肠杆菌 DH5α后 ,

提取转化质粒 DN A,根据分子量大小及酶切图谱鉴定阳性重

组子 (命名为 pN2ATH-3)。

2　结果

　　 ( 1) GAP-43cDN A定向克隆入逆转录病毒载体后 ,重组子

经 ApaⅠ 及 MluⅠ 酶切后电泳 ,电泳见两条带 ,分别为 0. 9、 9. 6

kb左右 ,见图 1。 ( 2) T H-3 cDNA重组子经 ApaⅠ 酶切后电泳 ,

两条带分别为 1. 6、 9. 8 kb左右。两条带分别为 1. 6、 9. 8 kb左

右 ,见图 2。

图 1　 pN2AGAP-43质粒鉴定

a.λDNA / HindⅢ Marker; b. pN2A( ApaⅠ 酶切 ); c. pN2 AGAP-43( ApaⅠ 酶切 ) ;

d. pN2AGAP-43( ApaⅠ -MluⅠ 酶切 ); e.λDN A/ EcoRI+ HindⅢ Marker

图 2　 pN2ATH-3质粒鉴定

a.λDNA / HindⅢ Marker; b. pN2A( ApaⅠ 酶切 ); c. pN2 ATH-3( M luⅠ 酶切 ) ;

d. pN2ATH-3( ApaⅠ 酶切 ); e.λDN A/ EcoRI+ HindⅢ Marker
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3　讨论

　　 GAP-43(神经生长相关蛋白质 )存在于神经元内 ,集中在

神经生长区和突触重建区。目前认为 GAP-43在神经发育、再

生、塑形、神经递质释放及突触重建中起重要作用 [1～ 2]。而 T H-

3(酪氨酸羟化酶 )是脑内多巴胺神经元合成多巴胺的主要调节

物 ,对帕金森病有明确的治疗作用 [3]。因此 ,我们构建的 GAP-

43及 T H-3重组逆转录病毒表达载体为基因治疗帕金森病及为

进一步探讨中枢神经系统的生长发育机理奠定了基础 ,目前正

在进行这两种重组子的表达产物的研究。

　　关键词　 GAP-43基因 ; TH-3基因 ;逆转录病毒载体

　　中图法分类号　 Q75
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对一例患者同时行心内膜心肌活检及射频消融术治疗

Report of performing radiofrequency ablation and endomyocardial biopsy

simultaneously in a patient〗

宋治远
 
　舒茂琴　 胡亚琴　 何国祥　　 (第三军医大学附属西南医院心血管内科 )重庆 , 630038

1　病例资料

　　患者女 , 12岁 ,生后 3个月起反复发生阵发性室上性心动过

速 ,院外多次超声心动图检查均示左室增大。入院后查体: 双肺

听诊正常 ,心浊音界向左扩大 ,心尖区可闻及二级吹风样收缩

期杂音。X线胸片示双肺轻度瘀血 ,心影呈普大形 ,心胸比例 0.

60。超声心动图示左室增大 ,室壁运动减弱 ,左室射血分数

37%。心电图示预激综合征 (预激 )伴阵发性室上性心动过速。

于 1996年 2月 8日在局麻下行心内膜心肌活检 ( EMCB)及射频

导管消融术 ( RFCA)。

2　方法与结果

　　 EMCB按文献 [1, 2 ]方法进行 ,于左、右心室各取 2块直径

约 2 mm的心内膜心肌组织送检。光镜检查及弹力纤维染色显

示: 左室心内膜增厚、内膜弹力纤维组织增生、深染 ,心肌细胞

肥大 ;右室心内膜心肌组织基本正常。按文献 [ 3]操作方法行

RFCA治疗 ,旁道定位于左侧游离壁 ,在获得理想靶电位图后

放电消融 ,开始 20W放电 ,旁道先后 3次被阻断 ,但均很快复发 ,

后增大放电量、延长放电时间 (即 30W放电 90 s、 35W放电 30

s) ,消融成功。随访 10个月 ,室上性心动过速无复发。

3　讨论

　　本例患者有心动过速史近 12年 ,入院后检查示心脏增大 ,

并有左心功能不全的表现 ,其心脏增大系长期反复心动过速发

作所致?或同时合并先天性心内膜心肌病变?临床上难以确定。

我们在行 RFC A治疗的同时做 EMCB,既根治了预激 ,又明确

了心内膜弹力纤维组织增生症的诊断 ,为疾病预后的判断及后

续治疗提供了可靠依据。

　　根据本例治疗成功的体会 ,我们认为: 虽然预激伴发心内

膜弹力纤维增生症者临床罕见 ,但对儿童预激伴原因不明心脏

扩大者 ,应想到同时合并本病之可能 ,若条件允许 ,可在行 RF-

CA治疗的同时做 EM CB,以明确诊断。

　　关键词　消融术 ,射频 ;活检术 ,心内膜
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