
安徽 医科大 学 学报 ｙ４ｃｉａ ｆ／ｍ

？

贈 仏？

２０ １ ６Ｍ ａ ｒ
；
５ １

 （
３

）
？

４５ ７ ？

网 络 出 版时 间 ：
２０ １ ６／ ｌ ／２ ８ 丨 ４

：
２３  ：

１ １网 络 出 版地址 ： ｌ ｉＵ ｐ ： ／Ａｖｗｗ ． ｒ ｎ ｋ ｉ ．ｎ ｅ ｔ／ ｋ ｒｍ ｓ／ ｄ ｅ ｔ ａ ｉ 丨／３４ ． １ ０６ ５ ． １ １ ． ２ ０ １ ６０ １ ２ ８ ． １ ４ ２ ３ ． ０６ ８ ． ｈ ｌｍ ｌ

？ 技术与方法 ？

ＨＬＡ －Ｇ 慢病毒表达载体的构建及病毒颗粒的包装

廖贵益 ， 钟金彪 ， 赵 飞 ， 朱道方

摘要 设计合成全长人类 白 细胞抗原 Ｇ
（
Ｈ Ｌ Ａ －Ｇ

） 基因 系 列 ，有限公司 ；

ＤＨ５ ａ 感受态细菌购 自 上海 Ｔ １ＡＮＧＥＮ 公

在克隆质粒 ｐＬＶ
－ＥＦ ｌ ａ

－ ＥＧＦＰ Ｎ 的 基 础 上 构 建 Ｈ ＬＡ －Ｇ 基 因司
；

２ ９ ３ Ｔ 细胞购 自 中 国科学院上海细胞所 。

慢病毒表达载体 ， 测 序鉴定 Ｐ
ＬＶ －ＥＦＵ－ＥＯＦＰ －Ｎ －ＨＬＡ －Ｇ 构建 １ １ ２ 主要试 剂 ＥｃｏＲ 丨

、

ＢａｍＨ ｉ
、

Ｔ４ 连接酶和
成功 ， 与包 装质粒 （ ＰＧａ

ｇ
／ Ｐ＂ 丨

、 ｐ
ＩＷ

、

丨

）ＶＳＶ －Ｇ
） 转染 ２９３ Ｔ 包

ＤＮＡ 腿ｒｋｅｒ 购 自 加拿大 ＭＢ ＩＦｅ ｒｍｅ ｎ ｔａ ｓ 公 司 ；

ＰＣ Ｒ

弓 Ｉ 物 由生工生物工程 （ 上海 ） 公司合成 ； 质粒抽提试
１ｘ ｌ （ｙＴＵ／ｍ ｌ

。
ＨＬＡ －Ｇ 慢病毒表达载体 的构建及病毒颗粒＿

的包装 为转染 Ｈ ＬＡ Ｇ 诱导雜 肾免疫耐受 的研究奠定 了 基
＾ Ｑ ＩＡ （； ＥＮ＆胃 ；

Ｐａｍ＿ ＾ 自

＾ 日 本 ＴａＫａＲａ 公司 ； 凝胶 回 收试剂盒 购 自 北京英茂

关键词 Ｈ ＬＡ Ｇ
； 慢病毒 ；

基因工程
；
免疫耐受盛业生物科技有 限公 司

；

ＲＮＡ ｉ

－Ｍ ａ ｔ ｅ 购 自 上海吉玛

中 图分类号 Ｒ３ ９ ２ ． ４ 制药技术有限公司 。

文献标志码 Ａ 文章编号 １ ０００
－

１ ４９ ２ （
２０ １ ６

）
０３

－

０４５ ７
－

０４１２方法

人类 白细胞抗原 Ｇ
（
ｈ ｕｍａｎ ｌ ｅ隱 ｃ

ｙ
ｔｅａ ｎ ｔ ｉ

ｇ
ｅｎ

－Ｇ
，

Ｌ ２ ．１ＨＬＡ ＿Ｇ 基 因 的合成 参照 ＧｅｎＢ ａｎ ｋ
，駿

ＨＬＡ －Ｇ
） 是一种非经典的 ＨＬＡ －

Ｉ 类分子 ， 其编码基
足英茂盛业生物科技有 限公司设计合成全长 Ｈ ＩＡ －

因 与分子结构 与经典 ＨＬＡ －

１ 类分子相似 《ｓＨ ＬＡ －Ｇ
（ ， 基 因 片段 ，上游引 入 Ｅ （： 〇ＲＩ 切点和增强基 因表达

的特点是分子胞内段仅 ６ 个氨基酸残紐缺乏经典
ＷＫ （ ） ｚａｋ賴 （

（ＸＸＡ （Ｘ
｝ １

ＡＢ ａｍＨ

ｈｌａ －

ｉ 类分子保守 的 丝雛残基 ， 是其高效稳定表
ｕ ． ２ 歧载体与 ＨＬＡ

：

Ｇ 基 因 片 段的 双酶切 用

达在细胞膜表面 的结 构基础 。
１ ９ ８ ７ 年 Ｇｅ ｒａ

ｇ
丨 ｉ ｔ

ｙ 首
Ｅ ｃ 〇ＲｌＢ ａｍＨ １ 分別双酶切携带绿色 ＇

灭光舶翻

次克隆 Ｈ ＬＡ －Ｇ 基因 ，其位于 ６ 号染色体短臂 ， 编码 ４
的慢 病 毒 表 达 载 体 ｐ

Ｌ＼ －Ｅ Ｆ ｌ ａ
－ＥＧＦＰ －Ｎ

 （ 图 １ ） 和

种膜结合 型 Ｈ ＬＡ －Ｇ 和 ２ 种 可 溶性 ＨＬＡ －Ｇ
。 各 型

ＨＬＡ ＿Ｇ 基 因 片段。
Ｈ ＬＡ ＿Ｇ 酶 切 反 应 体 系 ：

ＨＬＡ －Ｇ

ＨＬＡ －Ｇ 通过不 同 的机制 对细胞免疫反应和体液免
２０

ｐ ．
１ ．

ＥｃｏＲＩ １ ． ５ｊｊｊ ，
Ｂ ａｍＨ Ｉ３

＾
１ Ｊ ０ｘｂｕ ｆｆｅｒ２０

＾
１

疫反应产生麵散瞒制細 ， 在胎儿 、眼畴免
加綱

２
（）５ 丨 （ ） （ ） ＾

：

ｐ
ＬＶ收 １ ａ

＿ ＥＧＦＰ ＿ Ｎ 酶切 反应

疫赦免区的免疫耐受及肿瘤的免疫逃逸 中起着重要
体 系 ： ｐ

ＬＶ －ＥＦ ｌ ａ
＿ＥＧＦＰ － Ｎ １ ０４ 、

Ｅ ｃ 〇Ｒ １Ｌ５４ 、

作用 。 利用转基因技术使移植肾表达 Ｈ ＬＡ －Ｇ 可望
Ｂ ａｍＨ 丨 ３ … 、

１ ０ｘｂ ｕｆｆｅ ｒ２０ … 加 ｄ ｄＨＷ 至 １ ００
 （

ｊＪ 。

建立移植肾 的免疫耐受 该实验 即构建携带 Ｈ ＬＡ
３

ｋ

７

；

１ ： 水浴保温

＝ ：

６ ｈ
。

１ ％ 琼脂糖凝胶 电泳鉴定并

Ｇ細 的慢病毒载体 ， 包雜病麵粒 ， 用于后雜

染 ＨＬＡ －Ｇ 基因诱导移植肾免疫耐受的研究 。 Ａ
５

，

ＬＴＲ

Ｐ ｓ ｉ

１ 材料与方法ｆ
ＸＲＲＥ

ｐＵＣｏ ｒ ｉ ｍ ＼

１ ．１材料 ｆａ＿ＥＣＴＰ
＿Ｎ

Ｃ ＰＰＴ

１ ． １ ． １ 质粒 、 细 菌和细胞 携带绿色荧光蛋 白基 因 １ ９ ４ １ ９ ｂ
ＰＩ

的慢病毒表达载体 ｐ
Ｈ ＥＦ ｌ ａ

－ＥＧＦＰ －Ｎ 及包装质粒 ３

＇

ｌｔｒＪ
（ ｐ
Ｇａ

ｇ
／Ｐｏ ｌ

、 ｐ
Ｒｅ ｖ

、 ｐ
Ｖ ＳＶ －Ｇ

） 购 自 上海吉玛制药技术Ｍｃ ｓ


Ｗ ＰＲＥ

Ｐｕｒｏ
（
Ｒ

）

尸
隱

２０ １ ５
－

丨 ２
－

０ ８ 接收 图 丨 携 带绿色荧光蛋 白 基 因 的慢病毒表达质粒 ｐ
ＬＶ －Ｈ Ｆ ｌ ａ

－ＥＧＦ 丨

＞
－Ｎ

基金项 目 ： 安徽高校 省级 自 然科学研究项 目 （ 编号 ：
ＫＪ ２０ １ ４ Ａ １ ２ ３

） ＾〇

作各单位 ： 安徽 医科大学第 附属 医院泌尿外科 ， 合肥 ２ ３ ００２ ２ Ｉ ． ２ ．３Ｈ ＬＡ －

Ｃ， 慢 病 毒 载 体 构 建 将 酶 切 好 的

作 荇简介 ： 廖贵益 ， 男 ， 副教授 ， 副主任医 师 ， 责 任作 者 ．
Ｆ：

－

ｍ ａ ｉ 丨
：

丨 ｉ ａ 〇
ｇ
ｕ
Ｈ ＬＡ －Ｇ 连接到 ｐ

ＬＶ －ＥＦ ｌ ａ
－ ＥＧ ＦＰ －Ｎ 载体 Ｊｔ 连接反

ｉ

ｙ
ｉ ２＠ ｓ ｉ ｎ ａ ． 〇 〇ｍ 应体系 ：

ＨＬＡ －Ｇ ］ ．５ 、 ｐ
ＬＶ － ＥＦ ｌ ａ

－ＥＧＦＰ － Ｎ ］ 、
１ ０

犇犗犐:牨牥牣牨牴牬牥牭牤犼牣犮狀犽犻牣犻狊狊狀牨牥牥牥牠牨牬牴牪牣牪牥牨牰牣牥牫牣牥牫牬



？

４５ ８
？安徽 医科 大 学 学报４ ｃ ／．ａ ２０ １ ６ Ｉ

Ｖ Ｉ ａ ｒ
；

５ １
 （

３
）

ＸＴ４
连接

ｈｕ ｆｆｅ ｒ ０ ．５
ｐ ｉ

、
Ｔ４

连接酶
０ ． ５

Ｗ 、
Ｐ ＥＧ４０００系 列 如 下 ：

ＧＡＡＴＦＣ ＣＣ ＣＡＣ ＣＡＴＧＧＴＧＧＴＣＡＴＧ

０ ． ５ 丨 加ｄｄ Ｈ
２

？ 至５

士
将连接反应液

２２ｔ
畔 倉ＧＣＧＣＣＣＣＧＡＡＣＣ ＣＴＣ

＇

ｌＴＣ ＣＴＧＣＴＧＣＴＣＴＣ Ｃ ｉＧＧＧＧＣＣ

３０ｍ ｉ ？
转化至ＤＨＳ ａ

感受态 ， 涂于带有Ａｍｐ抗性的ＣＴＧＡＣＣ ＣＴＧＡＣＣＧＡＧＡＣＣＴＧＧＧＣＧＧＧＣＴＣＣ ＣＡＣＴＣＣ

Ｉ』 培 养皿 中 ３ ？ｔ 过 夜培养 。 挑选 ６ 个 克隆进行
ＡＴＧＡＣＧＴＡ

ｒ

ｒ ｉＴＣ ＡＧＣＧＣＣＧＣＣＧＴ （ ；ＴＣＣＣＧＧＣ ＣＣＧＧ Ｃ

ＰＣ Ｒ阳 性． 筛 选 ， 上
、

游 引 物Ｅ Ｆ
－Ｆ

：Ａｎｃ ｒｃｃ ＩＴＧ －

ＣＧＣＧＧＧＧＡＧＣＣＣＣＧＣＴＴＣ ＡＴＣＧＣＣ ＡＴＧＧＧＣＴＡ ＣＧＴＧ

ＧＡＡＴ ＩＴＧ ＣＣ Ｃ ｒ
；ＦＷ

ｒ

ｉ ＼

｜

＞ Ｋ （ ， Ｐ Ｐ Ｎ －

３ ：Ｃ （ ， Ｉ Ｌ ＧＣ －

ＧＡＣＧＡＣＡＣＧＣＡＧＴＴＣＧＴＧＣＧＧＴＴＣＧＡ ＣＡ ＧＣＧＡＣＴＣＧ

ｆ
ｌ

＾
ＡＧＣＴＣＧＡＣ ＣＡＧ

。 将阳性克隆送卿科新业ｅｃＣＴＣＴＣＸＧＡ （ＸＡＴＣｅＡｅ （Ｘｅ （Ｘ （Ｘ （ｘｅ （ＸＴ （ＸＣＴ

公司则 ？ 备川
ＧＧＡＧＣＡＧＧＡＧＧＧＧＣＣＧＧＡＧＴＡＴＴＧＧＧＡＡＧＡＧＧＡＧＡ

１ ． ２ ． ４ ．ｋ病毒颗粒 包装２９ ３ ｒ细胞
丄

悬液接种培养Ｃ ＡＣＧＧＡＡＣＡＣＣＡＡＧＧＣ ＣＣＡＣＧＣＡＣＡＧＡＣＴＧＡＣＡＧＡ

肌
，

１ ０％ 丨

，

ＢＳＤ Ｍ ＥＭ
、
３ ７丈 ＇

５％ （：０
２培养过夜 。 按比ＡＴＧＡＡ ＣＣＴＧＣＡＧＡＣ Ｃ ＣＴＧＣＧＣＧＧＣＴＡＣＴＡ ＣＡＡＣＣＡＧ

例将ｐ ＬＶ Ｅ Ｈ ａ
－ Ｆ」ＧＦＰ － Ｈ ＬＡ －Ｇ

、

和 包 装 质 粒 （ ｐ
Ｇａ

ｇ
／ＡＧＣＧＡＧＧＣＣ ＡＧＴＴＣＴＣＡＣＡＣＣＣＴＣＣＡＧＴＧＧＡＴＧＡｒ ｒ

Ｐ〇 ｌ

、 Ｐ
ＩＷ

、 ｐ
Ｖ ＳＶ －Ｇ

） 加人无血清 １Ｍ Ｅ Ｍ离心管 。 将ＧＧＣＴＧＣＧＡＣ ＣＴＧＧＧＧＴＣＣＧ ＡＣＧＧＡＣＧＣＣＴＣＣＴＣＣＧＣ

３ （ ）０
… ｌ ｉＵ Ｍ ａ ｌ ｅ加人另一无血清ＤＭＥＭ离心 营 。

ＧＧＧＴＡＴＧＡＡＣＡＧＴＡＴＧＣＣＴＡ ＣＧＡＴＧＧＣＡＡＧＧＡＴＴＡＣ

５Ｖ温放５ｍ ｉ ｎ后耐ｒ混合
：

混合物 显再放置２０ＣＴＣＧＣ ＣＣＴＧＡＡＣＧＡＧＧＡＣＣＴＧＣＧＣＴＣＣＴＧＧＡＣＣＧＣＡ
？

．

２５ｍ ｉ ｎ
。 除去 四 ３ 丨 细胞培养皿 中 的培养液 ， 加人

ＧＣＧＧＡＣＡＣＴＧＣＧＧＣＴＣＡＧＡＴＣＴＣＣ ＡＡＧＣ ＧＣＡＡＧＴＧＴ

无彪 ＲＤＭＥＭ＆养液 ， 再加 人混合物 ， 混匀 ，

３ ７＾ＧＡＣＧＣＧＧＣＣＡＡＴＧＴＧＧＣＴＧＡＡ ＣＡＡＡＧＧＡＧＡＧＣ ＣＴＡ

５％ＣＯ
； ；
培养箱 中 温 會

４？ ６ｈ
； 吸弃培养液 ， 加 人 含Ｃ ＣＴＧＧＡＧＧＧＣＡＣＧＴＧＣＧＴＧＧＡＧＴＧＧＣＴＣ ＣＡＣ ＡＧＡＴ

＿ ＦＢ Ｓ的ＤＭＥＭ培养液 ，

３ ７丈％ｅｈ继续培养ＡＣＣＴＧＧＡＧＡＡＣＧＧＧＡＡＧＧＡＧＡＴＧＣＴＧＣＡＧＣＧＣＧＣＧ

７ ２ｈ将培养皿 中上清液吸到离
＾
管 中 ，
以

，

４０００ＧＡＣ ＣＣＣ ＣＣＣＡＡＧＡＣＡ ＣＡＣＧＴＧＡ Ｃ Ｃ ＣＡＣＣ Ａ Ｃ ＣＣＴＧ
，

ｒ

ｒ／ｍ ｉ ｎ妈心
４

、

ｍｍ
。 将 禹 心管上

：

清液倒 入注射器 内 ，

ＣＴＴＴＧＡＣＴＡＴＧＡＧＧＣ ＣＡＣＣＣＴＧＡＧＧＴＧＣＴＧＧＧＣＣＣＴ

用 ０ ．４５
ｐｍ 过滤器过滤 。 滤液在离 心机 中 超速 离

ＧＧＧＣＴＴＣＴＡＣＣＣＴＧＣＧＧＡＧＡＴＣＡＴＡ ＣＴＧＡＣ ＣＴＧＧＣＡ

＝

，
４Ｉ

，

２００ （ ）０

」

＇

／＿
，

２ｈ
。 将浓缩醜毒液收集分ＧＣＧＧＧＡＴＧＧＧＧＡＧＧＡＣＣＡＧＡＣＣＣ ＡＧＧＡＣＧＴＧＧＡＧＣ

装 ，

８０ｔ： 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Ｐｍ ］Ｄ － Ｈａ ｎ ｋ液洗漆两次 。

、

加ＡＧＣＡＧＡＧＡＴＡＣＡＣＧＴＧＣＣＡＴＧＴＧＣＡＧＣＡＴＧ Ａ ．ＧＧＧＧＣ

１ｍ 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２ｍ ｌ含 脈的ｃ ｃｃｔｇｃｃ ｃａｃｃａｔｃｃｃｃａｔｃ ａｔｇｇｇｔａｔｃｇｔｔｇｃｔｇｇ

ＩＭＥ Ｍ养液
， ：

吹打使形成单细胞悬液 。 按３ｘ１ ０Ｃ ＣＴＧＧＴＴＧＴＣＣＴＴＧＣＡＧＣＴ （ ；ＴＡＧＴＣＡＣＴＧＧＡＧＣＴＧＣＧ

细胞／孔的浓 ＆ 接 种％孔板 ， 混 勾 后 于３ ７１５ ％ＧＴＣＧＣＴＧＣＴＧＴＧＣＴＧＴＧＧＡＧＡ ＡＡＧＡＡＧＡＧＣＴＣＡＧＡＴ

Ｃ０
２培养 ２４ｈ

。 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 ２４ｈ

。

Ｅ ｃ
．

〇Ｒ ｌ
、
Ｂａｍ ＨＩ 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 （

９４ １ ９ｂ
ｐ ） 与小 的 Ｈ ＬＡ－Ｇ 基因

１ ０％Ｆ ＢＳ 的 ＤＭＥＭ 培养液于 ３ ７Ｔ５％（：０
２
继续培片段 （

丨 ０ ２０ 丨 ，

ｐ ） 见图 ２

养 ７ ２ｈ
。 通过 ＦＡＣＳ

丨
丨

？

数荧光细胞 ， 结合稀 释倍数

计算病毒滴度 。 ｂ
ｐＭ １ ２ｂ

ｐ

９ ４ １ ９

２ 结果ｈ
ＩＳＨＢｈｍＡ 丨

２ ． １ＨＬＡ －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 ＨＩ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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２ ． ３ＨＬＡ －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
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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 ２ｈ 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 ２ｈ 后通过 ＦＡＣ Ｓ 计数荧光细胞 （ 图 ４
） ， 结了坚实的基础 。
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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 ，
王克孝

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 ， ＋＃ 、

，
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