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摘要!目的 探讨 9":$;& 细胞 (.0<,/3=,93 基因重排对 (.0! 链可变区互补决定区 ><?,-’./*>@可能产生的影响!为深

入 研 究 (.* 基 因 重 排 奠 定 实 验 基 础 " 方 法 *(AB.* 扩 增 (.*+,-+37+个 亚 家 族 ./*> 区 ! 结 合 (.* 基 因 扫 描

#CDEDFG;E$ 和基因测序技术! 监测 9":$;& 细胞在增殖传代过程中以及在 (<细胞激活剂和超抗原 FHI 等刺激诱导后

(.0<,-<./0> 谱系漂移及长度和序列变化% 结果 表达 (.0<,-J 家族的单克隆细胞株 9":$;&!在增殖传代过程中!以

及经刺激诱导 8J 或 K3<L<后!未监测到有 (.0<,-J 以外的新的 ,- 亚家族出现!,-J<./0> 长度和一级核苷酸序列也

未发生变化" 结论 9":$;& 细胞发生的 (.0 基因重排可能不引起 (.0<,-<./0> 改变!因而对 (.0<,-<./0> 区抗原识

别特异性&即抗原特异性漂移$并未产生影响!但并不排除 (.0 发生改变的可能性%

关键词!9":$;& 细胞’基因重排’基因扫描’(.0<,-<./0>
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(.0! 链可变区互补决定区 >+ v(.0Q,-Q./0>l
是 (.0! 链胚系基因片段重排过程中! 由 ,- 末端(
,/ 片段(,9 前端以及重排时 -=/ 与 /=9 之间的插

入序列组成 ?-]/]9l!对抗原的特异性识别发挥主要

作用)2V3*% 不同克隆 ( 细胞 (.0Q./0> 长度及序列有

所不同 % 目前报道!(.0,-Q基因有 37 个亚家族!通

过设计各家族上游引物和 (.0Q,. 下游引物! 利用

0(=B.0 可扩增出特异性 (.0Q"! 细胞的 ,-Q./0>
区 ! 结 合 CDEDjG;E 和 基 因 测 序 技 术 可 以 分 析

(.0,-Q./0> 谱系(./0> 长度和序列特点)>w8*%
我们发现代表 ( 细胞发育成熟阶段的人 ( 细胞

白 血 病 细 胞 株 9":$;& #(.0="!s./>s./8s./J=

./3s./Ks$ 同时表达重组激活基因 0IC2 和 0IC3!
并且证实 9":$;& 细胞有 (.0Q,/3=,93 基因重排的发

生)4VQ7*% 本研究监测了 9":$;& 细胞在自身增殖传代过

程中以及经不同因素刺激诱导后其 (.0Q,-Q./0>
谱系及长度和序列变化情况! 初步探讨 9":$;& 细胞

(.0 基因重排对其 (.0Q./0> 区可能产生的影响作

用!为进一步深入研究 (.0 基因重排奠定实验基础%

2QQ材料与方法

2n2Q细胞株与主要试剂

人 ( 淋巴细胞白血病细胞株 9":$;& 购自上海细

胞 生 物 研 究 所! 分 泌 抗 ./>Q单 克 隆 抗 体 ?;E&Y=./>Q
cIol Q的杂交瘤细胞株 23x7 与 ,":$Y&&y[ 淋巴瘤细胞

株 *;zY 由 本 实 验 室 保 存 ’B,W. vkD:YkLD:;b+ obSSe+
cSESE"GbD;:+GDbb@由健康正常人静脉血分离%
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表 ;&&&&!?9&$%&@C 家族!!?9&$?5K<O 及 !?9&$? 对照引物序列

!"#$% &’()*’ +*,-*./*+ 01 !23 45 67 1")(8(*+9 !23 425:;< ".= !23 42 /0.>’08

广东医药工业研究所产品!全反式维甲酸:(+N)0P)1M1)QR&
9<7"佛波醇 5;@5豆蔻酰 5;65乙酸酯#’SP(TPU&;@5*V(),NMN+&
;65<1+NMN+$JL<%&钙离子载体 <@6;ED&内毒素 :WJ-7$
均为 -)X*M&产品!葡萄球菌 < 蛋白 :-J<7购自北京本

元正阳基因技术股份有限公司!重组葡萄球菌肠毒素

<& :(+1P*T)0M0N& -NM’SVUP1P11MU& +0N+(PNPY)0&<R & (-Z<7$
军事医学科学院制备产品!(S>L5?-K$北京瑞得合通

药业有限公司!柱离心式 9H< 抽提试剂盒#安徽优

晶 生 物 工 程 有 限 公 司%!9H< 逆 转 录 试 剂 盒 #日 本

![\[$[ 公司%’(!M.&]H< 聚合酶(L$^8K+(*+0NM,8公
司%!]W@III8]H<8LM(_+( (!M‘M9M 大连宝生物有限

公 司%! 去 离 子 甲 酰 胺 )-)X*M8产 品 !B+0+-1M053II58
!<L9<:3II89[a7标准品)<’’U)+Q8$)P,V,N+*,Rb-<*
;c@ 方法

;c@c;88细胞培养 细胞用含有 ;Id胎牛血清的 9JLe&
;CAI 培 养 基 于 6D&!+3I&*UfW&?[@ 条 件 下 培 养 !将

g/(_MN 细胞批量扩增冻存$首批作为,标准株-$后续

实验以此作标准参照!以人外周血 J$L? 为研究对照*
J$L? 采用 K)1PUU 淋巴细胞分离液密度梯度法离心*
;c@c@&&&g/(_MN 细胞的刺激诱导 取对数生长期 g/(_MN

细胞$按 3";I3f 孔的浓度加于 ;@ 孔细胞培养板(复

孔数为 @%$分别加入)h Ji<&:@I&!Xf*U7!j JL<:AI&
0Xf*U7k<@6;ED:Ic3&!*PUfW7!l 抗 ?]6&*<T&:;#;II7!
m (BL5?-K& :@III&bf*U%! n -J<8 :;II8!Xf*U%!o
WJ-8:;8!Xf*U%!p 9<:;I8!*PUfW%!q -Z<:;8!Xf*U%!
r-Z<k9Ms)8:g/(_MNt9Ms)8细胞数 u;$;I!-Z<8;8!Xf*U7!
同时设v不加任何处理因素的对照组*平板置于 6D!!&
3w?[@&孵箱培养*x&y&z组于培养的第 AE&S 收集各

组细胞!其余各组于第 AE&S 换液$补加相应浓度的各

种刺激剂$于培养的第 D@&S 收集细胞*
;c@c6 总 9H<&提取与 9H< 逆转录 收集各组细胞$
J$- 洗涤 @{6 次后采用试剂盒提取细胞总 9H<$在

核酸蛋白分析仪 ($Z?‘L<H&]b36I% 上鉴定 9H<
纯度和浓度$5DI&!保存备用! 取样品总 9H< 约 ;&!X$
加到 @I&!U 反应体系中按试剂盒说明进行逆转录*
;c@cA&&J?9 扩增 !?9&$%&基因 @C 个亚家族 参照文

献 .6RARD/ 合成 !?9&$%&基因家族上游引物 @C 条$
!?9&$?&下游 34 端带 K<L 标记引物 ; 条$ !?9&$?
对照引物 @ 条!引物由 e0|)N(PX+0&上海英骏生物技术

有限公司合成$引物序列见表 ;*

J?9&反 应 总 体 系 3I&!U$ 含 @&!U&&1]H<&模 板$
3!U& ;I % J?9& T/}}+($ ;I& **PUf~� QH!J& ;!U$@3&
**PUf~&LX?U@&&6!U$;I&!*PUf~ 的上+ 下 游 引 物 各 @&
!U$;&bf!U 的 (!M. 酶 ;&!U$ 去离子水 6A!!U* 循环

条件为)FA!! 预变性 6&*)0$主循环(FA!! ;&*)0+CI&
! ;&*)0+D@&! ;*)0%63 个循环$ D@!! 延伸 ;I&*)0*
扩增产物经 ;c3&�琼脂糖凝胶电泳分析$发现阳性带

者进一步作 !?9&B+0+-1M0 分析*
;c@c3&& !?9&B+0+-1M0&分 析 取 !?9& $% 阳 性 家 族

J?9 产物 @&!U(下游引物带 K<L 荧光标记%$ 分别加

入 Ic3&!U&B+0+-1M053II5!<L9<(其中含有不同大小

的荧光素 !M*(M 标记的 ]H< 片段7$@!!U 去 离 子 甲

酰胺$Ic3&!U 变性胶上样缓冲液 (@3&**PUfW&Z]!<$
3I&*Xf*U&TU/+&Q+YN(M0%$FA&!变性 A&*)0 后$每管取 @&
!U 于 C�聚丙酰胺凝胶$6D6&]H< 序列分析仪:<$e$
J+(_)0ZU*+( 公司7中电泳R通过分析软件 CD@ 分析结

果$计算机收集电泳过程中不同时间所出现的不同颜

色和强度的荧光素$以显示出不同的位置+高度+颜色

和形态的峰*
;c@cC&&核苷酸序列分析 !?9&B+0+-1M0&分析发现单

克隆或寡克隆的产物$进一步进行测序分析 !?9&$%&
?]96 的一级核苷酸序列*

@&&结果
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2;!(<=>?@A(细胞 #%.(B6(%).C 谱系

.#D,%.(产物凝胶电泳图显示! "标准株#<=>?@A
细胞 #%.(B6 家族中! 仅 B69 家族显出一条特异性

条带 E图 !F$ 经不同因素刺激诱导后的 <=>?@A 细胞

#%.(B6 家族均只显出 B69 特异性条带 E结果未显

示F$ 而正常人 ,B+%(#%.(B6 家族 .#G,%.(产物在

!;HI琼脂糖凝胶上电泳! 各家族均显出一条特异性

条带E图 2F$

2;2((#%.($JKJ*L@K 结果

"标准株% 以及不同因素作用组的 <=>?@A 细胞

#%.(B69 产物在 &I变性聚丙酰胺凝胶电泳上基因

扫描结果显示!各组 B69 家族均只出现一条带!利用

$JKJ*L@K(&M2 软件对基因扫描图的峰型自动分析表

明 ,%. 产物均呈单峰 !即为单克隆家族&而正常人

,B+%(#%.(B6 各家族在 &I变性聚丙酰胺凝胶电泳

基因扫描结果显示均为多条条带! 峰型自动分析!各

家族均呈多峰! 显示为多克隆家族$ ’标准株%<=>?@A
和 ,B+%(#%.(B69(.#G,%. 产 物 $JKJ*L@K 峰 型 分

析结果见图 C$

2;C #%.(B69(%).C 区序列分析

对 "标 准 株 %<=>?@A(#%.(B69(.#G,%. 产 物 (不

带荧光标记) 进行序列测定! 分析和确定其 %).C
区核苷酸E和相应的氨基酸F序列!以及 B) 及 B< 所

属 片 段 ! 结 果 表 明 *<=>?@A( #%.(! 链 %).C 区 为

B69*!1B)!1B<!*2(+ 序列测定结果如下*

B6(((!((((((2(((((C((((((8((((H;!(H;2((((&((((((M((((((9(((((NO((((!’((((!!(((!2(((+

B6(!C;!(!C;2(!8(((!H((!&((!M(((!9((((!N(((2’(((2!((22((((2C((28(((B%((+

C’’
2’’
!’’

C’’
2’’
!’’

图 !((!"#$%& ’() *+ 家族 ),G-() 产物琼脂糖凝胶电泳图
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图 G 正常人 -*H( ’(A *C 家族 A’G-(A 产物琼脂糖

凝胶电泳图
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%( "( *( * 至 /( $ 之 间 的 序 列 即 为 <=>?@A(
#%.B69(%).C 序 列 $ 以 此 序 列 作 为 <=>?@A( #%.(
B69(%).C 标准参照序列$

对 <=>?@A 在培养传代过程中以及经刺激诱导后

各 组 <=>?@A(细 胞 #%.(B69(.#G,%. 产 物 进 行 序 列

分析!结 果 表 明*各 组 #%.(B69(%).C 区 长 度 和 序

列均与,标准株%一致!表明 %).C 长度和序列未发

生变化(测序结果资料未显示)$

图 J F"6$%&! -*H( ’(A *CK 家族 A’G-(A 产物基因

扫描峰型分析
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!""讨论

本研 究 结 果 表 明!#$%&’( 细 胞 是 表 达 )*+",-.
家族的单克隆细胞株! #$%&’(")*+",/01,#2"重排可

能是一"无效#过程!重排过程并不能产生 ,-. 以外

的 新 的 )*+",- 亚 家 族 而 引 起 ,-"*/+! 谱 系 漂

移!且对 */+! 长度和一级核苷酸序列也未产生影

响$ 结果提示!重排对 ,-"*/+! 区抗原识别特异性

并未产生影响!但尚不能排除重排引起 )*+ 改变的

可能性$
淋巴细胞抗原受体基因的重排受多因素调控!

包 括 重 组 酶 的 表 达%重 组 酶 固 有 的 生 化 特 性%重 组

中 /34 的识别和切割%/34 修复连接以及 重 组 底

物的易接近性等 &.’!其中重组 底 物 的 易 接 近 性 又 要

受到重组酶的转录%甲基化作用以及染色质结构的

影响 &5677’$ 据报道!顺式作用元件对 ,- 片段易接近

性 的 调 节 作 用 有 别 于 对 ,/8,# 片 段 易 接 近 性 的 调

节作用 &72’$ 即便是在重组酶重组活性非常活跃并且

,- 基因片段易接近性较好的情况下! 某些反式作

用元件可能会调整重组酶的作用性能!使其利用和

识 别 特 殊 的 重 组 信 号 序 列 (%9:;<=>?’(>;?" @>A?’B"
@9C$9?:9!+DD) 而阻止 ,-1,/# 重排事件 &7!E7F’$ 这

样 ! 在 #$%&’("中 ! 当 ,/21,#2 重 排 开 始 启 动 !而

,/71,#7 或者 ,-1,/# 重排可能由于易接近性不够

或其他一些阻制因素而受抑制!正是由于这种部分

片段的重排作用而未能改变 )*+",-*/+! 区$
目前!虽未发现 #$%&’( 细胞在 )*+",/21,#2"重

排过程中 ,-"*/+! 区变化! 但 #$%&’( 细胞发生的

,/21,#2 重 排 是 否 对 ,-*/+! 区 以 外 的 其 它 区 域

的结构或功能产生了影响作用* 此外!重排过程中

是 否 出 现 ,-. 家 族 以 外 的 其 他 ,- 亚 家 族 的 前 体

<+34"!但 由 于 其 表 达 的 一 过 性 特 点!而 未 能 被 现

有 实 验 监 测 到 * #$%&’( 细 胞 发 生 的 )*+",/21,#2"
重 排 在 #$%&’( 细 胞 中 的 功 能 和 意 义 究 竟 如 何 !对

)*+ 具有何种影响!这些都需要作进一步探讨和研

究$
有丝分裂原 GH4% 蛋白激酶 * 活化剂 GI4 和

钙离子载体 42!7.J%抗 1*/!"<4= 以及超抗原 DG4
均 为 经 典 的 ) 细 胞 活 化 剂+%KLI1*DM"是 与 造 血 细

胞增殖和分化相关的细胞因子!也是多效的免疫刺

激 因 子!具 有 扩 大 ) 细 胞 增 殖 等 作 用+ NGD 也 是 )
细 胞 增 殖 活 化 和 产 生 淋 巴 因 子 的 一 种 潜 在 诱 导 剂
&7O’+DP4 则 是 一 种 受 到 广 泛 研 究 的 超 抗 原 分 子!以

IH*QRR"类分子依赖或非依赖的方式与 ) 细胞 )*+"
! 链 - 区结合!从而激活大量 ) 细胞并释放一系列

细胞因子!具有强大的刺激免疫活性$ DP4 具有超

抗原的一般特点! 其递呈不需要 4G* 的加工处理E"

可通过两条途径递呈给 ) 细胞! 一是 IH*"RR"类分

子依赖途径! 需要表达 IH*"RR"类分子的辅佐细胞

参 与 $ 二 是 IH*"RR"类 分 子 非 依 赖 途 径 ! 不 需 要

IH*"RR"类分子参与 &7S’$ 本研究中!我们采用了 DP4
单 独 诱 导 #$%&’( 细 胞 和 以 表 达 IH*" RR"类 分 子 的

+’T>"细胞作为辅佐细胞的两种作用方式+ 维甲酸是

迄今研究的最强的分化诱导剂之一!近年研究表明

+4 能抑制多种癌细胞的生长增殖! 诱导癌细胞分

化维甲酸(并诱导部分细胞向良性分化)&7JE7.’$
本 研 究 中 我 们 以 上 述 具 有 ) 细 胞 活 化 和 增 殖

作 用 或 具 有 分 化 诱 导 作 用 的 若 干 因 素 刺 激 和 诱 导

#$%&’( 细胞$ 根据预实验观察结果!在保证诱导细胞

的 活 细 胞 百 分 数 大 于 5UV前 提 下 尽 可 能 选 取 最 长

作用时间! 我 们 针 对 不 同 作 用 因 素 分 别 选 取 了 F."
和 J2"K 的 作 用 时 间 $ 结 果 未 发 现 不 同 诱 导 后 的

#$%&’(")*+"*/+! 家族谱系及 */+! 长度和序列变

化!表明通过 )"细胞活化和增殖途径以及分化诱导

作用并不能引起 )*+"*/+! 的改变$ 本研究目前未

筛选出诱导 #$%&’(")*+"*/+!"变化的,阳性-诱导因

素!但尚不能排除 #$%&’("在,适当-刺激诱导作用下

)*+"*/+! 发 生 变 化 的 可 能 性$ 据 G’<"M>?& 等 报

道!-!O 转 基 因 小 鼠 的 外 周 */FW") 细 胞 在 内 源 性

I(X1.YI’<<’%Z" ($<;%"X>%$@[编 码 的 一 种 外 周 耐 受

原的作用下发生 ) 细胞受体的改变 &75’$ 因此!利用

一些特异性抗原的刺激诱导作用!或通过内源性抗

原 提 呈 途 径 来 进 一 步 筛 选,阳 性-诱 导 因 素 仍 然 具

有一定可能性$
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腹腔镜在腹透植管中的临床研究
章 俊 H!汤 珣 H!范应方 F!方驰华 F"南方医科大学珠江医院 H 肾内科!F 普通外科!广东 广州 VHGFJF#

摘要!目的 总结腹腔镜外科技术在腹膜透析植管方面的临床应用经验’ 方法 选择 HJ 例慢性肾功能衰竭患者&其中 !
例曾腹部多次手术(F 例腹膜透析后因反复感染致腹透管拔除(M 例腹膜透析导管移位& 在腹腔镜引导下行腹膜透析植

管术或再植管术和将移位的 ]#4+N,266 卷曲腹透管末端重新植入膀胱直肠窝或子宫直肠窝’ 结果 HJ 例患者腹透管均

放植成功&手术时间 MGgUV7>%4&均成功进行了腹膜透析&患者术后 H 周内出院’ 结论 腹腔镜引导下放植和复位移位的

]#4+N,266 卷曲腹透管具有创伤小(对腹腔及大网膜情况了解清楚(腹透管放置定位准确等优点&值得推广应用’

关键词!腹腔镜)腹膜透析)腹膜透析管

中图分类号!QL!F0V77777777文献标识码!O77777777文章编号!HLIM?UFVU;FGGL<GI?G!UM?GF

腹膜透析"腹透$是治疗肾功能衰竭的重要手段之一!腹

透治疗常规需要行腹膜透析植管手术! 既往植放腹膜透析管

需要在腹壁做一小切口!经这一小切口观察腹腔视野有限!难

以确定导管的正确位置!术后少数患者可能发生导管移位!尤

其 ]#4+N,266 卷曲腹透管!常规方法不能纠正其移位的导管位

置!常须拔管后再植管%另外!曾腹部多次手术后植管或腹腔

反复感染后再植管! 经这一小切口对是否存在腹膜广泛性粘

连或腹膜纤维化等了解很困难!植管失败率很高 &H’( 本研究尝

试在腹腔镜引导下放植或复位移位的 ]#4+N,266 卷曲腹透管!

无需手术切口!导管放置位置准确!取得了满意效果!现总结

如下(

H77临床资料

H0H77一般资料

本研究 HJ 例慢性肾功能衰竭患者接受了腹腔镜引导下

的腹膜透析管植放或复位术! 其中男 I 例) 女 HH 例! 年龄

MVgJG 岁( 病因包括*慢性肾炎 HV 例!狼疮性肾炎 F 例!梗阻性

肾病 H 例( 腹膜透析前血清尿素氮为+M!0I!HF0H$ >>28_b%血

清肌酐为+HLFH!UFF$ ">28_b%\‘F\P 为+HV!M$ >28_b%血红蛋

白为+VL!FV$ 9_b7( HG 例合并高钾血症(

H0F77治疗方法

患者取头低平卧位!采用气管插管!静脉复合麻醉( 于正

中线脐上 H7+> 处做穿刺孔!使用美国 ‘8S>T-$ 公司全套腹腔

镜手术设备!刺入气腹针!经套管注入 \‘F!建立 \‘F 气腹!维

持腹内压 HMgHV7>>"9( 拔除气腹针刺入 HG7>> 穿刺器!置入

MG" 腹腔镜进行腹腔观察*+H$在脐水平右侧 F7+>)左侧 F7+>
分别切开 H7+>)G0V7+> 穿刺孔!置入操作钳%自右侧穿刺孔将

]#4+N,266 卷曲腹透管+hD%4.24 腹膜 透 析 管 全 长 LF7+>!卷 曲

部分 FG0V7+>!直径 V7>>!其上有两个涤纶卡夫$引入腹腔%由

左 侧 操 作 钳 将 腹 透 管 末 端 置 入 盆 腔 膀 胱 直 肠 窝 或 子 宫 直 肠

窝%+F$在曾腹部多次手术和腹膜透析后因反复感染致腹透管

拔除的患者!腹腔镜观察可见腹膜与大网膜在脐周)脐与耻骨

联合间有程度不同的粘连( 经穿刺孔分别置入无损伤抓钳)操

作钳和超声刀!用超声刀将粘连分离!未发现明显出血!大网

膜色泽良好! 经腹透管向腹腔内已分离粘连的创面位覆盖几

丁糖%+M$在腹膜透析导管移位的患者!腹腔镜观察可见腹透
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