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GAP-43 cDNA及 TH-3 cDNA重组腺病毒表达载体的构建及鉴定
 

Construction and identif ication of the GAP-43cDNA and TH-3 cDNA

recombinant adenoviral vectors
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　　腺病毒载体介导的基因转移技术是近几年建立起来的高

效基因转移方法。具有感染滴度高 ,可容纳较大的外源基因片

段 ( 7. 5 kb) ,致病力较弱 ,临床应用比较安全等特点。特别是腺

病毒具有感染非增殖细胞如神经元的特点 ,使其在基因治疗神

经系统疾病的应用上具有诱人的前景。因此 ,腺病毒载体介导

的基因转移技术将成为进行基因治疗 ,神经生物学研究 ,遗传

病基因诊断 ,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 [1, 2]。为此 ,我们构建了 GAP-43及 TH-3重组腺病

毒表达载体 (命名为 p AdGAP-43E1 CMV及 pAdT H-3E1CMV )。

1　材料与方法

　　 DNA限制性内切酶 , T4DNA连接酶等工具酶购自

Promega公司和华美生物工程公司 ,腺病毒载体由军事医学科

学院贺福初教授赠送。

1. 1　 pAdGAP-43E1 CMV的构建
　　从含有全长 GAP-43 cDN A的重组质粒 pGEM-4中 ,以

HindⅢ , D raⅠ 双酶切下约 905 bp的 GAP-43 cDN A片段 ,该片

段去除了 GAP-43 cDN A的大部份非编码区 (约 248 bp) ,凝胶

电泳回收片段。腺病毒载体用 HindⅢ及 Hpa I酶切 ,回收约 7. 64

kb片段 ,以摩尔比 3 1连接 ( 15℃过夜 ) ,转化大肠杆菌 DH5a

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。

1. 2　 PAd TH-3E1 CMV的构建
　　从含有全长 TH-3 cDN A的重组质粒 p GEM-2中 ,以 Hind

Ⅲ 及 SphⅠ 双酶切下约 1. 67 kb的片段 ,该片段去除了 T H-3

cDN A的一部分非编码区 ,凝胶电泳回收片段。与经相同酶切的

pUC18质粒进行连接 ,相同方法鉴定阳性重组子。将该阳性重

组子再用 HindⅢ , Hincll双酶切下已连入的 TH-3 cDN A片段 ,

凝胶电泳回收。再与经 HindⅢ及 HpaⅠ 双酶切的腺病毒载体进

行连接 ,转化大肠杆菌 DH5a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。

2　结果
　　 ( 1) GAP-43 cDN A定向克隆入腺病毒载体后 ,重组子经

HindⅢ及 ClaⅠ 酶切 ,电泳见两条带 ,分别为 1. 0、 7. 48 kb左右。

( 2) T H-3 cDNA重组子经同样酶切后电泳 ,两条带分别为

1. 86、 7. 48 kb左右 ,见图 1、 2。

　 图 1　 pAdGAP-43E1CMV

质粒鉴定

　　 a: p AdGAP-43E1CMV

　　 b:λDN A /EcoRI+ HindⅢ

Markers

图 2　 pADTH-3E1CMV

质粒鉴定

　 a: λDN A/ HindⅢ

Markers

　 b: p AdT H-3E1CMV

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 [3～ 4]。而 TH-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 [5]。因此 ,我们构建的 GAP-

43及 TH-3重组腺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神经元的生长发育机理奠定了基础 ,目前

对这两种重组子的表达产物及治疗帕金森的研究正在进行之

中。

　　关键词　 GAP-43基因 ; T H-3基因 ;腺病毒载体
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糖尿病性肾病并发多系统脏器衰竭一例抢救成功

Successful emergency treatment of a case of diabetic renal disease accom-

panied by multiple system organ failure

李开龙　 朱妙珍　 丁涵露　 张建国　 何娅妮　　 (第三军医大学附属大坪医院肾内科 )重庆 , 630042

　　患者男性 , 73岁。因反复颜面及双下肢浮肿 3月 ,发热、咳

嗽、咳痰 2 d、昏迷 2 h于 1995年 10月 20日入院。3月前在我院诊

断为糖尿病 (Ⅱ型 )、糖尿病肾病。既往无明确高血压、慢性支气

管炎及支气管哮喘史。入院时检查 T 35. 5℃、 P 82次 /min、 R

22次 /min、 BP 28 kPa /14 kPa。神志不清、出冷汗、眼睑及双下

肢轻度浮肿 ,双下肺满布细湿 音及哮鸣音 ,心、腹无阳性发

现。生理反射消失 ,病理反射未引出。血象: WBC 13× 109 /L、 N

90% 、 L 10% ;血糖 1. 8 mmol /L;尿常规: Pro t ;生化肾功能

正常 ; ECG示左心室肥厚。诊断:①糖尿病 (Ⅱ型 )、低血糖昏迷、

糖尿病肾病 ;②高血压病 (Ⅲ期 )、左心室肥厚。立即静注 50% GS

50 ml后病人苏醒。入院后 5 h突发急性左心衰 ,经强心、利尿、

扩血管等处理 ,患者自觉症状缓解。21日晚出现明显呼吸困难 ,

BP 22 kPa /21 kPa、 R 34次 /min、唇绀。双肺满布哮鸣音 ,呼气

末明显 ,无咳粉红色泡沫痰。强心、利尿、扩血管无效 ,排除心源

性哮喘 ,考虑肺部感染致哮喘急性发作 ,给予地塞米松 ,氨茶碱

等平喘。但患者病情继续发展 , BP ( 27～ 30) k Pa /( 14～ 18) k Pa ,

22日尿量由前一天的 3 000 ml降至 930 ml,哮喘进展呈持续状

态。23日患者进入深昏迷。查血气: p H 7. 147、 PCO2 9. 75 k Pa、

PO2 7. 36 kPa、 AB 25. 3 mmol /L、 O2 sat 0. 78、 BE 5. 8 mmo l /L;

血 BUN ( 18. 8～ 23. 7) m mol / L。Cr ( 364～ 505. 5)μmo l / L。床旁

胸片示双肺感染、慢性支气管炎、肺气肿。考虑并发急性肾功能

衰竭 [1]、Ⅱ型呼衰、肺性脑病。给予呼吸兴奋剂 ,纠正酸中毒、脱

水、利尿、压宁定降压等处理。48 h后患者意识逐渐恢复。血压

稳定在 ( 18～ 24) kPa /( 10～ 14) kPa。但感染控制不理想 ,且在大

小便及痰中发现霉菌 ,遂及时更用泰能和酮康唑抗感染 , 6 d后

感染控制。此时出现上消化道出血 ,经对症处理后缓解。以后病

情进一步好转 ,日尿量增至 2 000 ml以上 , BP 18 k Pa /11 k Pa左

右 ,双肺呼吸音清晰 ,全身浮肿消失 ;复查血气: pH 7. 424、

PCO2 5. 61 kPa、 PO2 9. 54 kPa、 AB 27. 5 mmo l / L、 O2 sat 0. 91、

BE 3. 4 mmo l / L;血象: W BC 5. 3× 109 / L、 N 83% 、 L 17% ;大便

OB( - );小便培养无菌生长 ;肝、肾功能正常 ;血糖 7. 5 mmo l /

L。11月 6日出院。

讨论

　　该患者为糖尿病肾病 ,因双肺严重耐药金葡菌和坡畸氏肠

杆菌混合感染诱发哮喘持续状态 ,进而发展至肺、脑、肾、心及

胃肠道等多系统脏器衰竭。对该病人的抢救体会如下:①临床

诊断不能过分依赖病史。该患者无高血压、慢性支气管炎及哮

喘发作史 ,但入院后呈恶性高血压 ,有急性左心衰表现 , ECG

示左心室肥厚 ,胸片示心脏略向左下扩大、主动脉增宽。故诊断

高血压病 (Ⅲ期 )、心脏扩大、急性左心衰。而在心衰纠正后 ,哮

喘仍进行性发展直至哮喘持续状态 ,此时哮喘无法用心源性解

释 ,结合胸片报告考虑肺部感染诱发哮喘持续状态 [2]。②抗感

染 ,社区感染 ,致病菌首先考虑革兰氏阳性球菌 ,以后根据痰革

兰氏染色以及痰和咽试子培养加药敏结果及时调整抗菌素收

到较好的效果。③积极控制血糖 ,该患者血糖 -直稳定在 10

mmo l /L以下 ,一般在正常范围内 ,这对于控制感染 ,减轻脑细

胞水肿以及肾功能的迅速恢复具有重要意义。④气管切开问

题 ,老年糖尿病患者 ,有严重的肺部感染 ,气管切开应慎重 ,早

期大剂量呼吸兴奋剂的使用可能会收到更好的效果。⑤降压 ,

根据 Friedrich经验用药 [3] ,特别是压宁定 ,最高日用量 300

mg ,我们的体会是压宁定安全有效。⑥利尿剂、脱水剂的使用 ,

由于患者存在恶性高血压、左心衰、 ARF、脑细胞水肿等 ,且此

时肾脏对袢利尿剂仍有较好的反应。适当使用利尿剂和脱水剂

可能收到与透析相同或更好的效果 ,但要注意扩容 (尤其对非

少尿型急性肾衰者 )和呼吸道的护理 ,以防加重肾衰和出现痰

堵 ,该患者出现 3次严重痰堵 ,因发现和处理及时避免了窒息的

发生。⑦预防性使用 H2受体拮抗剂对上消化道出血的防治有

积极意义。其它如纠正水、电解质、酸碱平衡紊乱、充分支持治

疗等对抢救成功都具重要意义。
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