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ｍｉＲ１２５ｂ调节Ｃ３Ｈ１０Ｔ１／２间充质干细胞中Ｃｂｆβ的表达
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　　［摘要］　目的　研究ｍｉＲ１２５ｂ对鼠间充质干细胞株 Ｃ３Ｈ１０Ｔ１／２中核心结合因子β（ｃｏｒｅｂｉｎｄｉｎｇｆａｃｔｏｒｂｅｔａ，Ｃｂｆβ）
表达的调节作用。方法 　将 ｍｉｃｒｏＲＮＡ阴性对照、ｍｉＲ１２５ｂｍｉｍｉｃ和 ａｎｔｉｍｉＲ１２５ｂ用脂质体转染小鼠间充质干细胞系
Ｃ３Ｈ１０Ｔ１／２，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ及ＲＴＰＣＲ测定细胞中 Ｃｂｆβ蛋白及 ｍＲＮＡ表达；以 ＰｉｃＴａｒ数据库预测的 Ｃｂｆβ３′非翻译区上
ｍｉＲ１２５ｂ靶位点附近约３０个碱基为基础合成３组插入序列（阳性对照、野生型序列、突变序列），连接到经ＨｉｎｄⅢ、ＳｐｅⅠ
双酶切后的ＰｍｉＲｒｅｐｏｒｔ载体质粒上，然后与ｍｉＲＮＡ阴性对照和 ｍｉＲ１２５ｂｍｉｍｉｃ共同转染２９３Ｔ细胞，双荧光素酶报告基
因检测荧光素酶活性。结果 　过表达ｍｉＲ１２５ｂ抑制Ｃｂｆβ蛋白及ｍＲＮＡ表达（Ｐ＜０．０５），转染ａｎｔｉｍｉＲ１２５ｂ可促进Ｃｂｆβ
蛋白及ｍＲＮＡ表达（Ｐ＜０．０５）；ｍｉＲ１２５ｂ抑制Ｃｂｆβ３′非翻译区荧光素活性。结论　外源性ｍｉＲ１２５ｂ可作用于Ｃｂｆβ３′非翻
译区从而负性调节Ｃ３Ｈ１０Ｔ１／２细胞中Ｃｂｆβ的表达。
　　［关键词］　ＭｉＲ１２５ｂ；间质干细胞；细胞，培养的；核心结合因子β
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Ｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｌｕｃｉｆｅｒａｓｅｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｄｕａｌｌｕｃｉｆｅｒａｓｅｒｅｐｏｒｔａｓｓａｙ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
ｍｉＲ１２５ｂｉｎｈｉｂｉｔｅｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣｂｆβｐｒｏｔｅｉｎａｎｄｍＲＮＡｉｎＣ３Ｈ１０Ｔ１／２ｃｅｌｌｓ（Ｐ＜０．０５），ｗｈｉｌｅｔｈｅａｎｔｉ
ｍｉＲ１２５ｂｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄＣ３Ｈ１０Ｔ１／２ｃｅｌｌｓｐｒｏｍｏｔｅｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎＣｂｆβｐｒｏｔｅｉｎａｎｄｍＲＮＡ（Ｐ＜０．０５）．Ｔｈｅ
ｍｉＲ１２５ｂｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｌｕｃｉｆｅｒａｓｅｏｎｔｈｅＣｂｆβ３′ＵＴＲ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ＥｘｏｇｅｎｏｕｓｍｉＲ１２５ｂｃａｎ
ａｃｔｏｎｔｈｅＣｂｆβ３′ＵＴＲ，ａｎｄｔｈｕｓｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣｂｆβｉｎＣ３Ｈ１０Ｔ１／２ｃｅｌｌｓ．
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　　核心结合因子β（ｃｏｒｅｂｉｎｄｉｎｇｆａｃｔｏｒｂｅｔａ，Ｃｂｆβ）
又称多瘤病毒蛋白增强子结合蛋白（ｐｏｌｙｏｍａｖｉｒｕｓ
ｅｎｈａｎｃｅｒｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ２β，ＰＥＢＰ２β），属于Ｃｂｆ基因
家族蛋白，与成骨细胞的分化及骨形成有着十分密切

的关系［１］。已有报道证实核心结合因子 α１（ｃｏｒｅ
ｂｉｎｄｉｎｇｆａｃｔｏｒα１，Ｃｂｆα１）是成骨分化不可缺少的转录
因子［２］，Ｃｂｆβ作为 Ｃｂｆα１的重要辅因子，二者形成二
聚体后可增强Ｃｂｆα１转录活性，促进间充质干细胞向
成骨细胞分化［３］。微小 ＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）是一类长约２２

个核苷酸的单链非编码小 ＲＮＡ，作用于靶基因 ｍＲＮＡ
３′非翻译区（ｕｎｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌｒｅｇｉｏｎ，ＵＴＲ），在转录后翻
译水平负性调控基因表达［４］。ｍｉＲＮＡ的作用涉及多
种生理和病理过程，如细胞分化和肿瘤发生等［５－６］。

近年研究［７］表明，ｍｉＲＮＡ通过下调维持干细胞未分化
状态的某些基因，同时激活干细胞谱系特异性基因，促

进干细胞定向分化。前期研究间充质干细胞成骨分化

后ｍｉＲＮＡ芯片分析结果显示ｍｉＲ１２５ｂ明显下调。本
研究采用双荧光素酶报告基因分析结合 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
及ＲＴＰＣＲ的方法，揭示ｍｉＲ１２５ｂ在间充质干细胞成
骨分化中的作用，初步验证其作用靶基因，旨在深入探

讨ｍｉＲ１２５ｂ通过Ｃｂｆβ通路对间充质干细胞成骨分化
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的影响及作用机制。

１　材料与方法

１．１　实验材料
　　合成序列及长度如下：ｍｉＲＮＡ阴性对照（ｍｉＲＮＡｎｅｇａｔｉｖｅ
ｃｏｎｔｒｏｌ）正义链５′ＵＵＣＵＣＣＧＡＡＣＧＵＧＵＣＡＣＧＵＴＴ３′，反义链５′
ＡＣＧＵＧＡＣＡＣＧＵＵＣＧＧＡＧＡＡＴＴ３′，２１ｂｐ；ｍｉＲ１２５ｂ类 似 物
（ｍｉＲ１２５ｂｍｉｍｉｃｓ）正义链５′ＵＣＣＣＵＧＡＧＡＣＣＣＵＡＡＣＵＵＧＵＧＡ
３′，反义链 ５′ＡＣＡＡＧＵＵＡＧＧＧＵＣＵＣＡＧＧＧＡＵＵ３′，２２ｂｐ；ｍｉＲ
１２５ｂ抑制剂（ａｎｔｉｍｉＲ１２５ｂ）５′ＵＣＡＣＡＡＧＵＵＡＧＧＧＵＣＵＣＡＧＧ
ＧＡ３′，２２ｂｐ（上海吉玛制药技术有限公司）。小鼠间充质干细
胞系Ｃ３Ｈ１０Ｔ１／２细胞、转染腺病毒 Ｅ１Ａ基因的人肾上皮细胞
系２９３Ｔ（ＡＴＣＣ），胎牛血清、ＤＭＥＭ（ＨｙＣｌｏｎｅ公司）。限制性核
酸内切酶（ＴａＫａＲａ公司）。抗Ｃｂｆβ的羊抗鼠单克隆抗体（Ｓａｎｔａ
Ｃｒｕｚ公司），质粒提取试剂盒及胶回收试剂盒（Ｏｍｅｇａ公司），
ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００转染试剂盒（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司），细胞裂解液
及预染蛋白质 Ｍａｒｋｅｒ（ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ公司），Ｄｕａｌｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ
ｒｅｐｏｒｔｅｒｇｅｎｅｓｙｓｔｅｍ（Ｐｒｏｍｅｇａ）载体 ｐｍｉＲｒｅｐｏｒｔＴＭ、Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α
（Ａｍｂｉｏｎ公司）等。
１．２　实验方法
１．２．１　细胞培养　　２９３Ｔ、Ｃ３Ｈ１０Ｔ１／２细胞常规培养于添加
１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ培养液中，３７℃、５％ＣＯ２孵箱中培养，
每３～４天以１∶３比例传代。
１．２．２　Ｃｂｆβ３′ＵＴＲ预测位点荧光素酶报告基因载体构建　　
为了获得足够的最终实验结果信息，根据 Ｃｂｆβ３′ＵＴＲ预测结
合位点序列合成了与 ｍｉＲ１２５ｂ完全互补序列（ＰｅｒｆｅｃｔＴａｒｇｅｔ，
ＰＴ）、野生型结合位点序列（ｍｉｃｒｏＲＮＡｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎｅｌｅｍｅｎｔ，
ＭＲＥ）和去掉种子结合区的突变形式结合序列（ＭＲＥｍｕｔａｔｉｏｎ，
ｍｕｔ）。为增加效能，分别使用２×ＰＴ，２×ＭＲＥ，２×ｍｕｔ。将合
成的２×ＰＴ、２×ＭＲＥ及２×ｍｕｔ正反义链退火成双链。限制性
核酸内切酶ＨｉｎｄⅢ、ＳｐｅⅠ ３７℃１５０ｍｉｎ双酶切ｐＭＩＲｒｅｐｏｒｔ质
粒，经琼脂糖电泳后，胶回收试剂盒回收酶切后的 ｐＭＩＲｒｅｐｏｒｔ
质粒。退火片段与酶切后的ｐＭＩＲｒｅｐｏｒｔ质粒以１０∶１的量浓度
比，在Ｔ４连接酶的作用下，１６℃连接过夜 １２ｈ，转化 Ｅ．ｃｏｌｉ
ＤＨ５α感受态细胞，均匀涂于氨苄青霉素（Ａｍｐ）＋ＬＢ平板上，
３７℃培养过夜１２ｈ，随机挑取菌落小量培养，提取质粒后ＨｉｎｄⅢ
酶切鉴定，并测序。

１．２．３　脂质体介导下的细胞转染　　接种２９３Ｔ细胞，１０％胎
牛血清ＤＭＥＭ培养基培养２４ｈ后，按照ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００试
剂盒说明书进行转染。构建的 ３种荧光素酶报告基因载体
ｐＭＩＲＲＥＰＯＲＴＣｂｆβ和内参质粒 ｐｈＲＬＴＫ以５∶１转染细胞，同
时转入阴性对照和 ｍｉＲ１２５ｂｍｉｍｉｃ，４ｈ后更换新鲜培养液。
４８ｈ后用ＰＬＢ裂解液裂解细胞，裂解液进行双荧光素酶报告基
因检测。Ｃ３Ｈ１０Ｔ１／２细胞接种后，分别转染阴性对照、ｍｉＲ１２５ｂ
ｍｉｍｉｃ、ａｎｔｉｍｉＲ１２５ｂ，４８ｈ后行Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ及ＲＴＰＣＲ检测。
１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测蛋白表达　　分别提取转染小 ＲＮＡ
分子后的Ｃ３Ｈ１０Ｔ１／２细胞总蛋白，Ｂｒａｄｆｏｒｄ法定量，与２×上样
缓冲液按１∶１比例混匀，１００℃煮３ｍｉｎ，１５％ ＳＤＳＰＡＧＥ电泳后
转移至硝酸纤维素膜上，５％脱脂牛奶４℃封闭过夜，加入一
抗，４℃孵育过夜，ＴＢＳＴ洗涤３次，每次５ｍｉｎ，加入二抗，３７℃

孵育１ｈ，ＴＢＳＴ洗涤３次，每次１５ｍｉｎ，在暗室中压片，然后显
影、定影。图像应用ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ４．６．２软件进行分析。
１．２．５　ＲＴＰＣＲ检测 ｍＲＮＡ表达　　分别提取总 ＲＮＡ，定量
后进行逆转录聚合酶链反应：ＧＡＰＤＨ：正义链：５′ＡＧＧＴＣＧＧＴ
ＧＴＧＡＡＣＧＧＡＴＴＴＧ３′，反义链：５′ＴＧＴＡＧＡＣＣＡＴＧＴＡＧＴＴＧＡＧ
ＧＴＣＡ３′，１２３ｂｐ，５４℃；Ｃｂｆβ：正义链：５′ＣＧＧＡＣＣＡＧＡＧＧＡＧ
ＣＡＡＧＴ３′，反义链：５′ＣＣＡＧＧＣＡＡＣＣＣＡＴＡＣＣＡＴ３′，３６０ｂｐ，
５５℃，ＰＣＲ扩增，循环数２８个。反应结束后，各取５μｌ扩增产
物，１．０％琼脂糖凝胶电泳，用凝胶成像系统采集图像，Ｑｕａｎｔｉｔｙ
ｏｎｅ４．６．２分析灰度值。
１．２．６　双荧光素酶报告基因检测　　将细胞裂解液保存在
ＥＰ管中，取５０μｌ荧光素酶测试试剂加入１０μｌ细胞裂解液中
混匀，放入荧光仪中测定萤火虫荧光素酶活性，随即加入５０μｌ
Ｓｔｏｐ＆ＧｌｏＲｅａｇｅｎｔ混匀，测定海肾荧光素酶活性，计算二者比
值，分析结果。

１．３　统计学分析
　　实验均重复３次，数据用 珋ｘ±ｓ表示，各样本采用均值比较，
采用ＳＰＳＳ１６．０统计软件进行ｔ检验。

２　结果

２．１　构建ｐＭＩＲＲＥＰＯＲＴＣｂｆβ质粒测序鉴定
　　重组质粒 ｐＭＩＲＣｂｆβ２×ＰＴ、ｐＭＩＲＣｂｆβ２×ＭＲＥ、ｐＭＩＲ
Ｃｂｆβ２×ｍｕｔ经酶切分析为正确的克隆，基因测序生物公司的
测序结果与合成的Ｃｂｆβ３′ＵＴＲ端插入序列一致，证实构建的重
组质粒正确。

２．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ｍｉＲ１２５ｂ对 Ｃｂｆβ蛋白表达的
影响

　　与ｍｉＲＮＡ阴性对照（１．０３０８±０．０７６８）相比，转染了ｍｉＲ
１２５ｂｍｉｍｉｃ的细胞中Ｃｂｆβ蛋白表达量（０．５１１５±０．０９４４）明
显减少，降低了５０．３７％（Ｐ＜０．０５），而转染了ａｎｔｉｍｉＲ１２５ｂ的
细胞中，Ｃｂｆβ蛋白表达量（１．４７９７±０．１８４６）升高了４３５５％
（Ｐ＜０．０５，图１）。提示在 Ｃ３Ｈ１０Ｔ１／２细胞中，过表达的 ｍｉＲ
１２５ｂ能降低Ｃｂｆβ蛋白的表达，而 ａｎｔｉｍｉＲ１２５ｂ能有效抵抗这
种抑制作用。
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１：阴性对照；２：ｍｉＲ１２５ｂ；３：ａｎｔｉｍｉＲ１２５ｂ
图１　过表达及干扰表达ｍｉＲ１２５ｂ后Ｃｂｆβ蛋白表达

２．３　ＲＴＰＣＲ检测ｍｉＲ１２５ｂ对ＣｂｆβｍＲＮＡ表达的影响
　　与阴性对照（０．９０４８±０．０４０５）相比，转染了 ｍｉＲ１２５ｂ
ｍｉｍｉｃ的细胞中ＣｂｆβｍＲＮＡ表达量（０．７８７９±０．０２４９）有所下
降，降低了１２．９１％（Ｐ＜０．０５），而转染了ａｎｔｉｍｉＲ１２５ｂ的细胞
中，ＣｂｆβｍＲＮＡ表达量（１．３１２２±０．０１７６）升高了 ４５．０３％
（Ｐ＜０．０５，图２），表明在Ｃ３Ｈ１０Ｔ１／２细胞中，过表达 ｍｉＲ１２５ｂ
能抑制ＣｂｆβｍＲＮＡ表达，而用ａｎｔｉｍｉＲ１２５ｂ干扰ｍｉＲ１２５ｂ表
达后能促进ＣｂｆβｍＲＮＡ表达。
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１：阴性对照；２：ｍｉＲ１２５ｂ；３：ａｎｔｉｍｉＲ１２５ｂ
图２　过表达及干扰表达ｍｉＲ１２５ｂ后ＣｂｆβｍＲＮＡ表达

２．４　ｍｉＲ１２５ｂ对ｐＭＩＲＣｂｆβ３′ＵＴＲ预测位点荧光素
酶活性的作用

　　双荧光素酶报告基因检测结果显示，ｐＭＩＲＣｂｆβ２×ＰＴ组
转染ｍｉＲ１２５ｂｍｉｍｉｃ后荧光素酶活性相对于阴性对照下降了
９１．８９％，证实了双荧光素酶报告基因实验体系的有效性。野
生序列ｐＭＩＲＣｂｆβ２×ＭＲＥ在转染 ｍｉＲ１２５ｂｍｉｍｉｃ后的荧光
素酶活性下降了４５．０５％（Ｐ＜０．０５），而突变序列ｐＭＩＲＣｂｆβ２×
ｍｕｔ的结果与阴性对照之间的差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５，
图３），提示ｍｉＲ１２５ｂ可抑制Ｃｂｆβ３′非翻译区预测位点荧光素
酶报告基因的荧光素酶活性。
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ａ：Ｐ＜０．０５，与阴性对照比较
图３　Ｃｂｆβ３′非翻译区预测结合位点双荧光素酶报告基因检测

３　讨论

　　ｍｉＲＮＡｓ是长度为 ２２个核苷酸左右的非编码
ＲＮＡ，可通过和靶基因 ｍＲＮＡ碱基配对引导沉默复合
体降解ｍＲＮＡ或抑制ｍＲＮＡ的翻译，在转录后水平精
确调控蛋白表达。相关研究表明，ｍｉＲＮＡｓ除了参与
调控细胞增殖、肿瘤细胞转移外，也参与调控了干细胞

定向分化，如ｍｉＲ２０４［８］、ｍｉＲ１７［９］等。ｍｉＲ１２５ｂ是发
现较早也是研究较多的ｍｉＲＮＡ之一，多数研究集中在
ｍｉＲ１２５ｂ通过作用于 ＳＴＡＴ３、ＢＣＬ２、ＥｒｂＢ２等基因调
控肿瘤的发生［６，１０－１１］。

　　然而关于 ｍｉＲ１２５ｂ在调控细胞分化方面的报道
较少。Ｌｅｅ等［１２］通过ＲＮＡ干扰的方法抑制ＰＣ３细胞
内ｍｉＲ１２５ｂ表达，发现下调 ｍｉＲ１２５ｂ可抑制成熟分
化后细胞的增殖，转染ｍｉＲ１２５ｂ后，可恢复细胞增殖。
Ｍｉｚｕｎｏ等［１３］研究发现，在骨髓间充质干细胞ＳＴ２的增
殖过程中，ｍｉＲ１２５ｂ在细胞内的表达逐渐增加；当诱
导间充质干细胞向成骨细胞分化时，细胞内 ｍｉＲ１２５ｂ
的表达减弱；向细胞内导入外源性 ｍｉＲ１２５ｂ后，细胞

的成骨分化受到抑制。另外，我们前期获得的间充质

干细胞系Ｃ３Ｈ１０Ｔ１／２成骨分化ｍｉｃｒｏＲＮＡ芯片结果显
示，在细胞分化过程中，ｍｉＲ１２５ｂ表达明显下调。以
上结果表明ｍｉＲ１２５ｂ是调控骨髓间充质干细胞成骨
分化的重要因子。

　　在间充质干细胞向成骨细胞分化过程中存在多水
平的调控机制，多种激素及旁分泌和／或自分泌细胞因
子被证实参与这一调节。其中，成骨细胞特异性转录

因子核心结合因子Ｃｂｆａ１是这一调节锁链上的一个中
心环节，在成骨细胞分化和成熟过程中发挥着至关重

要的作用［１４－１５］。而当与广泛存在的 Ｃｂｆβ结合后，
Ｃｂｆα１的转录调控活性大为增加。Ｌｉｅｎ等［３］发现当

Ｃｂｆβ与 Ｃｂｆａ１一起转染时，可以较单纯 Ｃｂｆａ１明显提
高成骨能力。并证实 Ｃｂｆβ可以通过抑制泛素化介导
的蛋白酶体降解，从而增加Ｃｂｆａ１的稳定性，进而增强
成骨诱导分化作用。目前对 Ｃｂｆβ与 Ｃｂｆａ１结合形成
异二聚体后参与下游成骨细胞相关基因的调节的研究

较多，Ｃｂｆβ基因的自身调节研究较少，有待进一步探
索。因此，通过ＰｉｃＴａｒｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｓ靶标数据库预测，在
ｍｉＲ１２５ｂ的众多的靶基因中，核心结合因子家族成员
Ｃｂｆβ引起了我们的注意。双荧光素酶报告基因检测
表明 ｍｉＲ１２５ｂ可作用于 Ｃｂｆβ３′ＵＴＲ。此外，在
Ｃ３Ｈ１０Ｔ１／２细胞中转染 ｍｉＲ１２５ｂ或 ａｎｔｉｍｉＲ１２５ｂ，
可明显负调控Ｃｂｆβ基因表达。以上证据提示Ｃｂｆβ是
ｍｉＲ１２５ｂ的一个靶基因。
　　人类 Ｃｂｆβ基因定位于１６号染色体上，长度大约
５０ｋｂ，包括６个外显子，作为调节成骨分化的转录因
子，其重要性越来越引起许多学者的重视。Ｙｏｓｈｉｄａ
等［１６］的实验表明Ｃｂｆβ基因完全缺失纯合子小鼠死于
胚胎的１１．５～１３．５ｄ，原因是肝造血的迟滞及中枢系
统内出血，因此，要进行 Ｃｂｆβ在骨发育过程中作用的
研究有一定难度。通过转基因技术将 Ｇａｔａ１启动子
（仅表达于胚胎细胞）转染于 Ｃｂｆβ基因完全缺失纯合
子小鼠，可使其存活至出生，但会出现典型的侏儒伴四

肢短小，体内有骨化的严重迟滞现象，并因无法呼吸而

死亡。虽然Ｃｂｆβ调节成骨的机制研究正在逐步深入，
但由于 Ｃｂｆβ缺失后造成的限制（鼠出生后即刻死
亡），在体研究结果还很肤浅，因此解决这一问题将成

为今后研究的重点之一。

　　本课题已在体外证实了Ｃｂｆβ为ｍｉＲ１２５ｂ的一个
靶基因，后续研究主要集中在 ｍｉＲ１２５ｂ调控 Ｃｂｆβ从
而影响Ｃｂｆａ１与ＤＮＡ结合能力，下调成骨标志基因表
达方面，并利用动物模型观察ｍｉＲ１２５ｂ对成骨作用的
影响，明确相关分子作用机制。研究结果将为间充质

干细胞的ｍｉｃＲＮＡ调控机制积累基础资料，并为干细
胞成骨定向分化提供理论和实验依据。
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２例消化道穿孔的内镜治疗
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［通信作者］　刘爱民，电话：（０２３）７２２２０７２１，Ｅｍａｉｌ：ａｉｍｉｎｌｉｕ＠ｍｅｄｍａｉｌ．ｃｏｍ．ｃｎ

　　消化道穿孔的发生率较高，包括自发性穿孔及医源性穿
孔，其中前者常见于消化性溃疡、肿瘤等；后者常见于内镜诊治

过程中，因此对于其治疗甚为重要，临床常采用外科手术治

疗［１］。近年来发展一些内镜下治疗消化道穿孔的案例，但目前

对于消化道穿孔内镜治疗的文献报道较少见，故本研究以内镜

下钛夹治疗消化道穿孔２例治疗过程予以报告。

１　资料与方法

１．１　研究对象
　　选择２０１０年７月至２０１１年１０月在我院消化内镜中心内
镜诊疗过程中发生的消化道穿孔，且穿孔直径 ＜０．５ｃｍ，既往
无糖尿病、结核等基础疾病，平均年龄为６１岁患者为研究对
象，并征求患者及家属意见后给予内镜下穿孔封闭治疗，共２
例。其中１例为门诊患者，７１岁男性，乙状结肠穿孔发生在结
肠镜检查过程中；另１例为住院患者，５０岁，女性，胃穿孔发生
在胃底间质瘤内镜下黏膜切除术（ｅｎｄｏｓｃｏｐｉｃｍｕｃｏｓａｌｒｅｓｅｃｔｉｏｎ，

ＥＭＲ）中。
１．２　器械与方法
１．２．１　器械　　胃镜、肠镜、金属钛夹。
１．２．２　方法　　①出现穿孔后，在暴露病灶同时少注气或者
适当吸气；若局部伴出血，可适当反复充气、吸气后较充分地暴

露病变组织，同时必要时可予以局部止血治疗。②将金属钛夹
安装于可旋式夹闭器上，并插至内镜前端后拉塑料外套管，露

出钛夹。③缓慢地收紧，使夹子充分张开至最大角度，并根据
病灶具体位置将夹子方向进行旋转，同时调整内镜最终使夹子

与病灶呈垂直方向接触，确保夹子接触两侧黏膜后收紧钛夹，

取出置放器。④根据病灶大小决定放置钛夹数量及方式。

２　结果

　　２例患者经内镜下钛夹封闭治疗后（图１）住院给予常规禁
食禁饮、抑酸、止血、抗感染、营养支持、补液等治疗。并完善血

常规、腹部彩超等检查。两患者平均住院时间为８ｄ，均好转出
院。肠穿孔患者出院后２个月来我院门诊随访并复查肠镜；胃
穿孔患者出院后１５ｄ来我院门诊复查胃镜，且两者内镜下均
未见明显异常（图２）。
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