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ＧＧＧＣＴＴＣＴＡＣＣＣＴＧＣＧＧＡＧＡＴＣＡＴＡ ＣＴＧＡＣ ＣＴＧＧＣＡ

＝

，
４Ｉ

，

２００ （ ）０

」

＇

／＿
，

２ｈ
。 将浓缩醜毒液收集分ＧＣＧＧＧＡＴＧＧＧＧＡＧＧＡＣＣＡＧＡＣＣＣ ＡＧＧＡＣＧＴＧＧＡＧＣ

装 ，

８０ｔ： 冰箱保存备用 。

 ＴＣＣＴＧＧＡＧＡＣＣＡＧＧＣ ＣＴＧＣＡＧＧＧＧＡＴＧＧＡ Ａ ＣＣＴＴＣ Ｃ

１ ． ２ ． ５


．

ｆｅ病毒
，
度测 定２９ ３ 丨 细 养至９０％融ＡＧＡＡＧＴＧＧＧＣＡＧＣＴＧＴＧＧＴＧＧＴＧＣＣＴＴＣＴＧＧＡＧＡＧＧ

合时 ， 倾去培养液 ， 月Ｐｍ ］Ｄ － Ｈａ ｎ ｋ液洗漆两次 。

、

加ＡＧＣＡＧＡＧＡＴＡＣＡＣＧＴＧＣＣＡＴＧＴＧＣＡＧＣＡＴＧ Ａ ．ＧＧＧＧＣ

１ｍ ｌ

 ＇

丨 ｒ
ｙ ｐ

Ｓ 〗 ｎ
－ ｈ ｌ 〕 ｒＡ液 ， 混 勻 ， 小心 吸 去胰酶溶 液 ，

ＴＧＣＣＧＧＡＧＣＣＣ ＣＴＣＡＴＧＣＴＧＡＧＡＴＧＧＡＡＧＣＡＧＴＣＴＴ

３ ７１ 放 血 ３

二
５ 丨丽

。 再加人２ｍ ｌ含 脈的ｃ ｃｃｔｇｃｃ ｃａｃｃａｔｃｃｃｃａｔｃ ａｔｇｇｇｔａｔｃｇｔｔｇｃｔｇｇ

ＩＭＥ Ｍ养液
， ：

吹打使形成单细胞悬液 。 按３ｘ１ ０Ｃ ＣＴＧＧＴＴＧＴＣＣＴＴＧＣＡＧＣＴ （ ；ＴＡＧＴＣＡＣＴＧＧＡＧＣＴＧＣＧ

细胞／孔的浓 ＆ 接 种％孔板 ， 混 勾 后 于３ ７１５ ％ＧＴＣＧＣＴＧＣＴＧＴＧＣＴＧＴＧＧＡＧＡ ＡＡＧＡＡＧＡＧＣＴＣＡＧＡＴ

Ｃ０
２培养 ２４ｈ

。 将慢病毒原液 １ ０
 （

ｘ ｌ

， 用 １ ０％ ＦＢＳ 的ａＴ （

、

ｄ誦 培养液
＾
倍稀释 ３ 个 ？ ５ 个 梯 度 。 吸去 ％２ ．ｒ克隆载体 与 ＨＬＡ －Ｇ 基 因 片段 的 双 酶切 克

孔板 中 的培养 液 ’ 每孔加入 １ ００
ＭＪ 稀释

＾
病毒液 ，

隆载 体 ｐ
ＬＶ ＿ＥＦ ｌ ａ

＿ＥＧＦｐ＿Ｎ 与 Ｈ ＬＡ －Ｇ 基 因 片 段
Ｗ时 设 、Ｌ空 Ｅ

１

道照
巧

， 于
」

抓 ５ ％〇）
２ 培 养 ２４ｈ

。

Ｅ ｃ
．

〇Ｒ ｌ
、
Ｂａｍ ＨＩ 双酶切产物麵 电泳可 见大的 ｐ

ＬＶ －

吸弁 ％ 孔 板 巾 的 稀 释 病 毒 液 ， 每 孔 加 入 丨 …
ＥＦＵ－ＥＧＦＰ －Ｎ 片段 （

９４ １ ９ｂ
ｐ ） 与小 的 Ｈ ＬＡ－Ｇ 基因

１ ０％Ｆ ＢＳ 的 ＤＭＥＭ 培养液于 ３ ７Ｔ５％（：０
２
继续培片段 （

丨 ０ ２０ 丨 ，

ｐ ） 见图 ２

养 ７ ２ｈ
。 通过 ＦＡＣＳ

丨
丨

？

数荧光细胞 ， 结合稀 释倍数

计算病毒滴度 。 ｂ
ｐＭ １ ２ｂ

ｐ

９ ４ １ ９

２ 结果ｈ
ＩＳＨＢｈｍＡ 丨

２ ． １ＨＬＡ －Ｇ 基 因 的 合成 参照 Ｇｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ 提 交 的 ：

系列 ， 北京英茂盛业生物科技有 限公 ４ 成功 合成全
＿

长 Ｈ ＬＡ －Ｇ 基 闪 片 段 ， 并 在 上 游 引 入 Ｋ （

．

（幻 切 点图 ２ 麵体心她撕？ ；

（
ＧＡＡ７ＴＣ

 ） 、 增 强 基 因 表 达 的 Ｋ觀 ｋ 序 列 （
ＧＣＣ 基 因 酶切产物 的凝胶 电泳 图

ＡＣＣ
） ， 在下游引 入Ｂ ａｍ ＨＩ切点 （

ＧＧＡＴＣＣ
） 基 因 Ｍ

：
Ｍ ａｒｋｅ ｒ

；
ｌ ： ｐ

ＬＶ －ＥＦ ｌ ａ
－ＥＧ ＦＰ － Ｎ

片段 ；
２

：
Ｈ ＬＡ －Ｇ 基因 片段
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以ａｈｓ ｙ４ ｎ ／ｍ ｉ２０ １ ６Ｍ ａ ｒ
；
５ １

（
３

）
？

４５ ９
？

２ ． ３ＨＬＡ －Ｇ 慢病毒载体构 建 酶切好 的 ＨＬＡ －Ｇ养层
［

１  ３
］

、眼球 、 胸腺髓质 间 上皮细 胞等免疫赦免

与 Ｐ
ＬＶ －ＥＦ ｌ ａ

－ ＥＧＦＰ －Ｎ 进行连接反应 。 连接反应液区 ，也普遍 表达在 肿瘤 细 胞 中 参与 肿 瘤 的 免疫逃

转化至 ＤＨ ５ ａ 感受态 ， 涂于带有 Ａｍ
ｐ 抗性 的 ＬＢ 培逸

［

４ ６

 ， 证实 Ｈ ＬＡ －Ｇ 是天然存在 的 、 强 力 的免疫抑

养皿中培养 。
ＰＣＲ 筛选挑选 阳性克隆 。 阳性克 隆制剂 。

ＨＬＡ －Ｇ 能与 Ｔ
、
Ｂ 淋 巴 细 胞 、

Ｎ Ｋ 细胞和抗原

送双 向测序 ，结果与 ＨＬＡ －Ｇ 基 因序列进行 比对 ，
显呈递细胞作用产生强效广泛 的免疫抑 制作用 ， 可望

示构建序列与预计碱基序列完全
一致并且插人方向成为诱导免疫耐受的有效靶基因 。

正确 （ 图 ３
） ， 携 ＨＬＡ －Ｇ 基 因慢病毒表达载体 ｐ

ＬＶ －慢病毒载体来源 于人类免疫缺 陷病毒 １
， 目 前

Ｅ Ｆ ｌ ａ
－ ＥＧＦＰ －Ｎ －ＨＬＡ －Ｇ 构建成功 。 被普遍用于研究领域 ， 是基 因转染相关研究 的有力

工具 ，其 目 旨在宿主细胞 内 以 自 己 的 ＲＮＡ 为 ｔ旲板 ，

在 自 身反转录酶的作用下合成 ｃＤＮＡ
， 再 以此 ｃＤＮＡ

为模板合成双链 ＤＮＡ
， 形成整合前复合体 。 然后在

ｗ論禮ＡＪ ｆｌ心 病毒整合酶的作用下 ， 整合到宿主细胞的染色体上 ，
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ｇ载 ：体与脂质体等其他基因转染方法相 比较有 多个优

。

．

一‘一一龜她ｋ讀
分裂期细胞 ；

可整合人宿主细胞基 因组 内 、能携带较

大且 多 个外源基 因 、感染 细胞后能 长期稳定 表达 目
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 １ ？  ？
－  Ｉ  ．  ？ ｜ 

．  ？ １  Ｉ
．  、 ｔＵ Ｉ  ｉ  ｔ ＬＨ ｜

、 ？ ＞ 

＊


１ １
、 ｔ  ｜   ／ ／

．  、 ，Ｔ Ｔ Ｔ ｔ ７

￣

１－ ？ ＋？  Ｉ  ｜  Ｉ

的基 因 ．

： 因此选用 病毒载体作 为 Ｈ ＬＡ－Ｇ 基 因

回的转染工具 ，
以确保 ＨＬＡ －Ｇ 基因高效 、稳定 、 长期表

图 ３ 新建载体双 向测序 图谱及＿达在 目 的细胞或器官 中 。

Ａ 

？ 正 向测序 ；

Ｂ ？ 反 向测序

本实验所构建载体携带绿色荧光蛋 白基因 ， 感
２ ． ４ 慢病毒颗粒包 装 与 滴 度 测 定 构建 的 ｐＬＶ

－

染细胞后可 以表达绿色 的荧光 ， 便于在荧光显微镜
Ｅ Ｆ ｌ ａ

－ＥＧＦＰ －Ｈ ＬＡ －Ｇ 和包装质粒共转染 ２９ ３ Ｔ 细胞 ， 下直接观察 。 本实验成功 构建 Ｈ ＬＡ －Ｇ 基因 慢病毒

转染后 ７ ２ｈ 收集细胞培养上清 ，再以 ＤＭＥＭ 完全培 表达载体 ， 并包装 出具有高效感染率的慢病毒颗粒 ，

养液十倍稀释病毒原液 ４ 个梯度分别转染 ２９ ３ Ｔ 细为下一步将 ＨＬＡ －Ｇ 基 因 稳定转染 肾实质细胞奠定

胞 ， 培养 ７ ２ｈ 后通过 ＦＡＣ Ｓ 计数荧光细胞 （ 图 ４
） ， 结了坚实的基础 。

合稀释倍数计算病毒滴度为 １ｘ ｌ ０
９

ＴＵ／ｍ ｌ
， 侵染时

°

＿＿

间均为 ７２ｈ
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输尿管软镜术前留置双 Ｊ 管的疗效观察

郝宗耀 ， 刘 明 ， 梁朝朝 ， 叶元平 ， 张贤生 ，施浩强 ， 周 骏 ， 张翼飞 ， 樊 松 ，
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摘要 回顾性分析术前 留 置双 ｊ 管对输尿管软镜钬激光碎输尿管软镜技术以其微创 、安全和有效 的特点

石术手术效果 的影响 。
〗 ３７ 例手术患者 中 ８４ 例术前常规 留受到越来越多的关注 ， 在上尿路结石治疗 中发挥着

置双 ｊ 管 ２ 周 ，

《 例未 留置双 ｊ 管行一期手术 。 所有患者均 越来越重要 的作用
｜

｜

：

。 通常认为在输尿管软镜手
顺利完成手术 ，

两组 的 手术时间 ＇结
￥
寻及率 、碎石时间 、

一

术前输尿管 内 留 置双 Ｊ 管 ２ 周左右 ， 对输尿管被动

扩张 以便于后期手术顺利进行 但也延长 了手术等
无统计学意义 ，

可见术前 留置双 ｊ 管与 否对于输尿管織钬
！ 二 ＝丄Ｉ丄 ！！

激光碎石术效果影响不 大 。 对于手术 中 发现输尿管 口 狭＊寺时间 、 －加 心 、者
＾
古及 医疗 人 用等 。 力研丸木 削

及输 尿管狭窄 的患者 ， 仍然建议通过 留置双 ｊ 管被动扩张增
放置双 Ｊ 管对手术效果 的影 响 ’ 对 １ ３ ７ 例

＾
用输尿

加手术成功率 ，
以 提高输尿管软镜碎石 术 的 高效性 和有效 管软镜碎石治疗的上尿路结石患者资料进行回顾性

性 。 分析 。

关键词 上尿路结石 ；
双 ｊ 管 ；输尿管软镜技术 ， ＋＃ 、

，

中 图分类号 請 ２ ． ４
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