
书书书

论著 文章编号：１０００５４０４（２０１３）０１００２４０５

慢病毒载体在人角质形成细胞基因组中的整合位点分析
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　　［摘要］　目的　检测慢病毒载体（ｌｅｎｔｉｖｉｒａｌｖｅｃｔｏｒ）在人角质形成细胞基因组中的整合位点，初步分析慢病毒载体在
表皮细胞基因组中的整合位点分布规律。方法 　以本课题组前期研究中构建的慢病毒载体感染的人永生化角质形成细
胞系为研究对象，应用连接介导 ＰＣＲ（ｌｉｇａｔｉｏｎｍｅｄｉａｔｅｄＰＣＲ，ＬＭＰＣＲ）技术克隆慢病毒载体在其基因组中的整合位点序
列，测序克隆片段后经在线工具ＧＴＳＧＱｕｉｃｋＭａｐ在人类基因组上定位，从而得到整合位点。再从整合位点分布与染色体、
基因及其转录起始位点的关系来分析慢病毒载体在人角质形成细胞基因组中的整合倾向性。结果　 对１１４８个阳性转
化子ＤＮＡ测序及定位分析，共得到１９９个整合位点。与ＧＴＳＧＱｕｉｃｋＭａｐ模拟的随机对照相比，慢病毒载体的整合频率在
第４、５、１５、１６号染色体上、基因转录起始位点上游５ｋｂ至５０ｋｂ范围内显示出统计学显著性差异。结论　 慢病毒载体倾
向于整合在人角质形成细胞基因组中的基因转录起始位点附近区域，而并不倾向于整合在基因内部的整合模式。
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　　逆转录病毒载体是常用的外源基因整合载体，对
基因治疗和转基因动物研究具有重要价值。但是，目

前逆转录病毒载体尚不能将目的基因插入特定位点，

当该类载体异位整合于靶细胞染色体基因组中，原病

毒（ｐｒｏｖｉｒｕｓ）与宿主（ｈｏｓｔ）之间相互作用，极有可能导
致转基因表达沉默及插入性诱变（ｉｎｓｅｒｔｉｏｎａｌｍｕｔａｇｅｎ
ｅｓｉｓ）等不良事件（ａｄｖｅｒｓｅｅｖｅｎｔｓ）的发生。由于整合位
点的不同而造成的基因治疗效果的差异，分析逆转录

病毒及其载体在宿主基因组中的整合位点及其分布倾

向，已经成为评价载体应用安全性的重要手段之

一［１］。慢病毒载体是以慢病毒［包括人类免疫缺陷病

毒Ｉ型（ＨＩＶＩ）、猴免疫缺陷病毒（ｓｉｍｉａｎｉｍｍｕｎｏｄｅｆｉ
ｃｉｅｎｃｙｖｉｒｕｓ，ＳＩＶ）、猫免疫缺陷病毒（ｆｅｌｉｎｅｉｍｍｕｎｏｄｅｆｉ
ｃｉｅｎｃｙｖｉｒｕｓ，ＦＶ）、马传染性贫血病毒（ｅｑｕｉｎｅｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ
ａｎｅｍｉａｖｉｒｕｓ，ＥＩＡＶ）等］为来源的一类特殊逆转录病毒
载体，并且与其他逆转录病毒载体［如鼠白血病病毒

（ｍｕｒｉｎｅｌｅｕｋａｅｍｉａｖｉｒｕｓ，ＭＬＶ）］和腺病毒载体相比，具
有稳定整合于靶细胞的基因组、转移基因片段容量大、

目的基因表达时间较长、不易诱发宿主免疫反应等优

点，适于细胞基因修饰及体内基因治疗。目前，慢病毒

载体在皮肤细胞基因修饰、皮肤遗传病基因治疗中已

经得到较好的应用［２－３］，但其生物安全性问题尚不清

楚。国内外有关慢病毒载体在表皮细胞基因组中的整

合倾向性研究少见报道。本研究应用本课题组前期研

究中构建的慢病毒感染的人永生化角质形成细胞系为

研究对象，探索慢病毒载体在表皮细胞基因组中的整

合位点分布规律，以期为慢病毒载体在皮肤病基因治

疗中应用的生物安全性评价提供实验依据。

１　材料与方法

１．１　细胞来源、主要试剂
　　实验细胞为本室实验人员先前构建的慢病毒感染的人永
生化角质形成细胞系（ＨａＣａＴ）［２］。改良型 ＲＰＭＩ１６４０培养基
［赛默飞世尔生物化学制品（北京）有限公司］，优级新生牛血

清（兰州民海生物工程有限公司），ＤＮｅａｓｙＢｌｏｏｄ＆ＴｉｓｓｕｅＫｉｔ
（德国ＱＩＡＧＥＮ公司），ＭｓｅⅠ酶、ＰｓｔⅠ酶、高浓度（５×）Ｔ４ＤＮＡ
连接酶（美国 ＮＥＢ公司），ＰｌａｔｉｎｕｍＴａｑＤＮＡ高保真聚合酶、
ＴＯＰＯＴＡ克隆测序试剂盒（美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司），ＭｓｅⅠ连接子
序列及引物序列，由生工生物工程（上海）有限公司合成。

１．２　细胞培养与基因组总ＤＮＡ的提取
　　将１．１中所述的细胞培养于含１０％新生牛血清的改良型
ＲＰＭＩ１６４０培养基中，置于３７℃、饱和湿度、５％ ＣＯ２的培养箱
中培养。取汇合率达８０％的细胞进行传代，取对数生长期的细
胞提取基因组总 ＤＮＡ。ＤＮＡ提取按照 ＱＩＡＧＥＮ的 ＤＮｅａｓｙ
Ｂｌｏｏｄ＆ＴｉｓｓｕｅＫｉｔ说明书操作。

１．３　基因组ＤＮＡ限制性酶切
　　采用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０软件对前期研究中感染人永生化
角质形成细胞系所用的慢病毒载体 ｐＨＳＥＲｄｓＲＮＡＧＦＰＳＩＮ的
序列进行限制性酶切位点分析，采用ＭｓｅⅠ（ＮＥＢ公司）和ＰｓｔⅠ
（ＮＥＢ公司）对细胞基因组ＤＮＡ进行酶切消化。反应体系：１０×
ＮＥＢｕｆｆｅｒ３２．０μＬ，１００×ＢＳＡ０．２μＬ，ＤＮＡ１．０μｇ，ＭｓｅⅠ、ＰｓｔⅠ
各１．０μＬ（１０Ｕ），双蒸水补足至总体积 ２０．０μＬ。混合后
３７℃ 恒温水浴２．５ｈ，再于８０℃恒温水浴２０ｍｉｎ后，置于４℃
临时保存。

１．４　ＭｓｅⅠ连接子退火与连接
　　ＭｓｅⅠ连接子序列为：Ｌｉｎｋｅｒ＋（５′ＧＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣ
ＴＡＴＡＧＧＧＣＴＣＣＧＣＴＴＡＡＧＧＧＡＣ３′）；Ｌｉｎｋｅｒ（５′ＰＯ４ＴＡＧＴＣ
ＣＣＴＴＡＡＧＣＧＧＡＧＮＨ２３′）。于生工生物工程（上海）有限公司
合成后，溶于ＳＴＥ缓冲液（１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓｐＨ８．０，５０ｍｍｏｌ／Ｌ
ＮａＣｌ，１ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ）中，各取 ５μＬ，混匀后置于 ＢｉｏＲａｄ
ＤＮＡＥｎｇｉｎｅ型ＰＣＲ仪上从９８℃至４℃（每分钟下降１℃）进
行退火，后置于－２０℃冻３０ｍｉｎ。４个溶解冷冻循环后，按上
述条件重复１次退火。连接按照ＮＥＢ公司Ｔ４连接酶说明书操
作。反应体系：１．３中的酶切产物１０．０μＬ，１０×ＮＥＢｌｉｇａｓｅ
ｂｕｆｆｅｒ１．４μＬ，已退火的１００μｍｏｌ／ＬＭｓｅⅠ连接子１．０μＬ，高浓
度（５×）Ｔ４ＤＮＡ连接酶１．０μＬ。１６℃恒温水浴３ｈ后，置于室
温临时保存。

１．５　巢式ＰＣＲ
　　针对连接子序列和慢病毒载体末端 ＬＴＲ区，参照文献
［４－５］，分别设计２对特异的巢式 ＰＣＲ引物，引物序列如下：
①ＭｓｅⅠ ｌｉｎｋｅｒｐｒｉｍｅｒ（５′ＧＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＣ３′）；
②ＭｓｅⅠ ｌｉｎｋｅｒｎｅｓｔｅｄｐｒｉｍｅｒ（５′ＡＧＧＧＣＴＣＣＧＣＴＴＡＡＧＧＧＡＣ
３′）；③５′ＬＴＲｐｒｉｍｅｒ（５′ＧＡＧＧＧＡＴＣＴＣＴＡＧＴＴＡＣＣＡＧＡＧＴＣＡ
ＣＡ３′）；④５′ＬＴＲｎｅｓｔｅｄｐｒｉｍｅｒ（５′ＡＧＣＣＡＧＡＧＡＧＣＴＣＣＣＡＧ
ＧＣＴＣＡＧＡＴＣ３′）。
　　第１轮ＰＣＲ：按照Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司ＰｌａｔｉｎｕｍＴａｑＤＮＡ高保真
聚合酶说明书操作。反应体系：１０×ＨｉｇｈＦｉｄｅｌｉｔｙＰＣＲＢｕｆｆｅｒ
５０μＬ，５０ｍｍｏｌ／ＬＭｇＳＯ４２．０μＬ，１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｍｉｘｔｕｒｅ
１．０μＬ，１０μｍｏｌ／Ｌｐｒｉｍｅｒ①、③各 １．０μＬ，ＰｌａｔｉｎｕｍＴａｑＨｉｇｈ
Ｆｉｄｅｌｉｔｙ０．２μＬ，ＤＮＡ模板（１．４中的连接产物）１．０μＬ，加双蒸
水补足至总体积５０．０μＬ。反应条件：９５℃热启动２ｍｉｎ，９５℃
变性１５ｓ，５５℃退火３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，２５个循环。
　　第２轮ＰＣＲ：使用第１轮ＰＣＲ产物１μＬ作ＤＮＡ模板，②、
④作引物，其余反应体系及反应条件同上。将第２轮ＰＣＲ产物
在１％琼脂糖凝胶上进行电泳，另将１．２中的细胞基因组总
ＤＮＡ、１．３中的双酶切产物、１．４中的连接产物也在２％琼脂糖
凝胶上进行电泳，用ＢｉｏＲａｄＣｈｅｍｉＤｏｃＸＲＳ＋型凝胶图像分析
仪采集图片。

１．６　ＴＯＰＯＴＡ克隆、测序
　　使用第２轮ＰＣＲ产物１μＬ，按照Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司ＴＯＰＯＴＡ
克隆测序试剂盒说明书操作。将筛选所得阳性转化子送北京

六合华大基因科技股份有限公司，在ＡＢＩ３７３０ＤＮＡ测序仪上采
用Ｓａｎｇｅｒ测序法测序克隆的ＤＮＡ片段。

１．７　统计学分析
　　将测序结果的 ＤＮＡ序列与上述第２轮 ＰＣＲ的正、反向引
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物序列进行比对分析，从而得到整合位点序列。再将其经在线

工具ＧＴＳＧＱｕｉｃｋＭａｐ［６］定位于人类染色体基因组［ＨｏｍｏＳａｐｉ
ｅｎｓ（Ｅｎｓ６２，Ａｐｒ２０１１，ＧＲＣｈ３７．ｐ３／ＨＧ１９）］上，从而得到整合
位点，同时 ＧＴＳＧＱｕｉｃｋＭａｐ会自动统计整合位点在各个染色
体／基因组特征（ｃｈｒｏｍｏｓｏｍａｌ／ｇｅｎｏｍｉｃｆｅａｔｕｒｅｓ）内的整合频数与
整合频率。进一步比较载体整合位点与 ＧＴＳＧＱｕｉｃｋＭａｐ模拟
产生的随机整合位点之间的整合频率差异时，采用 ＳＰＳＳ１３．０
统计软件进行χ２检验。

２　结果

２．１　细胞基因组ＤＮＡ及ＬＭＰＣＲ相关产物的鉴定
　　琼脂糖凝胶电泳结果显示（图１），基因组ＤＮＡ已被ＭｓｅⅠ、
ＰｓｔⅠ切开，条带弥散于５０～３０００ｂｐ之间（泳道２）；ＭｓｅⅠ连接
子条带清晰，基因组 ＤＮＡ双酶切产物条带弥散（泳道 ３）；第
２轮ＰＣＲ产物众多，且长短不一，电泳并不呈一条或多条特异
性条带，弥散于１００～２０００ｂｐ之间（泳道４）。
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Ａ：２％琼脂糖凝胶电泳结果；Ｂ：１％琼脂糖凝胶电泳结果
Ｍ：ＤＮＡ分子量标准 ＤＬ５０００；１：细胞基因组 ＤＮＡ；２：细胞基因组
ＤＮＡ经ＭｓｅⅠ、ＰｓｔⅠ双酶切产物；３：双酶切产物与 ＭｓｅⅠ连接子连
接产物；４：第二轮ＰＣＲ产物
图１　细胞基因组ＤＮＡ及ＬＭＰＣＲ相关产物琼脂糖凝胶电泳结果

２．２　卡那霉素抗性筛选阳性转化子
　　将第２轮ＰＣＲ产物进行ＴＯＰＯＴＡ克隆后的反应产物转化
入感受态大肠杆菌（ＴＯＰ１０），涂布于６块含５０μｇ／ｍＬ硫酸卡
那霉素的ＬＢ平板上，３７℃培养过夜，分别长出形态基本一致、
大小各异的阳性菌落。

２．３　整合位点序列的测序、定位与染色体上的整合频
率分析

　　卡那霉素抗性筛选出的１１４８个阳性转化子，测序后，经
ＧＴＳＧＱｕｉｃｋＭａｐ定位，共得到位于人类染色体基因组上的
１９９个 整合位点，作为实验组，再以 ＧＴＳＧＱｕｉｃｋＭａｐ自动模拟
产生的１００００００个随机整合位点作为对照组，分析染色体上
的整合频率的差异性。结果发现（图２），第４、５、１５、１６号染色
体上的整合频率显示出统计学显著性差异，且第１５、１６号染色
体上整合频率显著高于对照组（Ｐ值分别为０．０２４，０．００５），而
第４、５号染色体上整合频率显著低于对照组（Ｐ值分别为０．０２１，
００３１），提示慢病毒载体倾向于整合在人永生化角质形成细胞系
的第１５、１６号染色体上，而不倾向于整合在第４、５号 染色体上。
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ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较
图２　慢病毒载体整合位点的染色体分布

２．４　基因及其转录起始位点附近区域内的整合倾向
性分析

　　对已获得的整合位点信息进行分析发现（表１），慢病毒载
体在该细胞基因组中的基因内部（包括外显子、内含子）的整合

频率与随机对照相比，并无统计学显著性差异，提示其在基因

内部（包括外显子、内含子）并无整合倾向性；而分别在距基因

转录起始位点５０ｋｂ范围（包括上游及下游，即 ±５０ｋｂ）、基因
转录起始位点上游５０ｋｂ范围（即＋５０ｋｂ）、基因转录起始位点
上游５～５０ｋｂ范围（即＋５～＋５０ｋｂ）内的整合频率与随机对
照相比，显示出统计学显著性差异（Ｐ＜０．０１），此３个范围内的
分析综合提示慢病毒载体倾向于整合在人永生化角质形成细

胞系基因组中的基因转录起始位点上游５～５０ｋｂ范围。

表１　慢病毒载体整合位点在细胞基因及其转录起始位点的分布（％）

整合位点分布　　　
对照组

（ｎ＝１００００００）

实验组

（ｎ＝１９９）
Ｐ值

在基因内 ４４．６１％（４４６０８０） ４７．２４％（９４） ０．４５６
在内含子内 ４２．１２％（４２１２３３） ４５．２３％（９０） ０．３７５
在外显子内 ２．４８％（２４８４７） ２．０１％（４） ０．８４０
在距基因转录起始位点＋５ｋｂ内 ６．１８％（６１８４９） ８．０４％（１６） ０．２７７
在距基因转录起始位点－５ｋｂ内 ４．２４％（４２４０５） ５．５３％（１１） ０．３６８
在距基因转录起始位点±５ｋｂ内 １０．４３％（１０４２５４） １３．５７％（２７） ０．１４７
在距基因转录起始位点＋５０ｋｂ内 ２５．２２％（２５２１５６） ３６．１８％（７２） ０．０００
在距基因转录起始位点－５０ｋｂ内 ４４．６１％（４４６０８０） ４７．２４％（９４） ０．４５６
在距基因转录起始位点±５０ｋｂ内 ６９．８２％（６９８２３６） ８３．４２％（１６６） ０．０００
在距基因转录起始位点＋５～＋５０ｋｂ内 １９．０３％（１９０３０７） ２８．１４％（５６） ０．００１
在距基因转录起始位点－５～－５０ｋｂ内 ４０．３７％（４０３６７５） ４１．７１％（８３） ０．７００

＋：整合位点位于基因转录起始位点上游；－：整合位点位于基因
转录起始位点下游；括号内数据为位点数

３　讨论

　　慢病毒载体不仅能感染分裂细胞，同时也能感染
非分裂细胞，目前在基因修饰与治疗领域的应用日益

增多。然而，外源基因的整合具有明显的位置效应。

病毒载体介导的基因转导的可能风险之一是其未知的

整合倾向性可能干扰靶细胞内源基因表达与功能，诱
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发克隆优势或肿瘤生成，这些潜在的副作用已经引起

人们的极大关注［１，７］。既往研究［８］发现，逆转录病毒

及其载体倾向于整合在宿主基因组中的一些染色体／
基因组特征区域，例如 ＨＩＶ１及其载体主要倾向于整
合在某些细胞基因组中的活跃转录单位（ａｃｔｉｖｅｔｒａｎ
ｓｃｒｉｐｔｉｏｎｕｎｉｔ）内；鼠白血病病毒（ＭＬＶ）载体主要倾向
于整合在与宿主基因启动子相关的基因转录起始位点

附近区域［４－５，９－１０］。因此，围绕整合位点分布与染色

体、基因、基因转录起始位点这３大染色体／基因组特
征之间的关系，来初步阐明慢病毒载体在人角质形成

细胞基因组中的整合倾向性至关重要。

　　逆转录病毒或其载体进入靶细胞后，ＲＮＡ基因组
首先反转录成双链ｃＤＮＡ，再与病毒编码的整合酶（ｉｎ
ｔｅｇｒａｓｅ，ＩＮ）及来自于靶细胞和病毒自身的一些蛋白共
同构成前整合复合体（ｐｒｅｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎｃｏｍｐｌｅｘ，ＰＩＣ），最
后整合到染色体上，由此可见，染色体是否易于接近可

能对整合有重要影响［１１］。我们获得了经测序的慢病

毒载体在人角质形成细胞基因组中的整合位点序列信

息，结果显示，慢病毒载体倾向于整合在人永生化角质

形成细胞系的第１５、１６号染色体上，而不倾向于整合
在第４、５号染色体上，而先前的研究［１２］发现慢病毒载

体倾向于整合在 ＣＤ４＋Ｔ细胞富含基因的第 １６、１７、
１９、２２号染色体上，而不倾向于整合在基因稀缺的第
４、１３号和Ｙ染色体上，可见我们的研究结果与之并不
完全一致。故不能用慢病毒载体倾向于整合在富含基

因的染色体上的观点来解释，我们推测可能与该细胞

系染色体核型异常［２，１３］以及染色体不稳定等特性有

关，有关逆转录病毒及其载体（包括慢病毒及其载体）

整合与靶细胞染色体核型、稳定性之间的关系有待进

一步研究。

　　在基因转导中，如果载体原病毒恰好整合在靶细
胞基因内或其周围区域，尤其是癌基因或者是控制着

细胞生长、发育、凋亡等功能基因内或其附近，可能会

改变细胞行为或产生细胞恶性转化。先前的大部分细

胞内研究提示慢病毒载体倾向于整合在转录活跃的基

因内，且主要是内含子内［４，８］。另外，Ｂｅａｒｄ等［１４］研究

发现慢病毒载体在犬 ＣＤ３４＋细胞内距基因转录起始
位点１０ｋｂ和５０ｋｂ范围内并无整合倾向性。本研究
的实验结果与之完全不同，慢病毒载体在人永生化角

质形成细胞系的基因内部（包括外显子、内含子）并无

明显整合倾向性，而倾向于整合在基因转录起始位点

上游５～５０ｋｂ范围内。这可能与表皮细胞内存在独
特的参与靶向整合的细胞内辅助因子有关，需要进一

步研究。现在已知道５０ｋｂ是一个非常保守的距离，
原病毒只要整合在此范围内的基因附近，其携带的启

动子或增强子等元件会反式激活该基因［１５］，即使慢病

毒载体也不能除外。最近，Ｓａｄｅｌａｉｎ等［１６］提出了靶细

胞基因组中“安全港”（ｇｅｎｏｍｉｃｓａｆｅｈａｒｂｏｕｒ，ＧＳＨ）的
概念，即靶细胞染色体上的一个位点处，原病毒在此整

合后既能确保转基因稳定可靠的表达，同时又不严重

影响内源基因结构或表达。其中１条标准是：该位点
离任一基因５′端的距离大于５０ｋｂ。当然，基因内部是
不属于“安全港”的。本研究发现慢病毒载体在人永

生化角质形成细胞系的基因内部虽无明显整合倾向

性，但其倾向于整合在基因转录起始位点上游５～５０ｋｂ
范围内，而且在９４个基因内发生整合现象，故将慢病
毒载体应用于人永生化角质形成细胞系的基因修饰显

然是不安全的，不排除激活或干扰附近基因的可能。

整合位点附近的基因的表达及功能是否会发生变化需

要进一步研究。

　　外源基因整合位点研究通常应用染色体步移技
术［１７］。为建立适用于慢病毒载体整合位点检测的经

济且有效的技术体系，我们选择应用作为常用的染色

体步移技术之一的连接介导 ＰＣＲ（ＬＭＰＣＲ），该方法
首先是选择合适的限制性内切酶消化基因组 ＤＮＡ，再
在酶切后的基因组ＤＮＡ片段上连接成双链、单链或者
部分双链的接头，用序列特异引物和接头引物引发

ＰＣＲ扩增，得到与已知序列相邻的未知序列，从而应
用于外源 ＤＮＡ插入位点的鉴定。本研究选择了退火
的双链接头，而且接头上有氨基、磷酸基修饰，来抑制

接头引物的单引物扩增，设计了２对巢式ＰＣＲ特异性
引物，提高了ＰＣＲ产物的特异性，故确保了扩增目的
ＤＮＡ的高效性和特异性。与之相比，先前应用的反向
ＰＣＲ（ｉｎｖｅｒｓｅＰＣＲ）环化反应难以控制、扩增效率低，
ＡｌｕＰＣＲ、ＴＡＩＬＰＣＲ（ｔｈｅｒｍａｌａｓｙｍｍｅｔｒｉｃ ｉｎｔｅｒｌａｃｅｄ
ＰＣＲ）等特异引物ＰＣＲ无法有效控制由随机引物引发
的非特异产物的产生。另外，Ｗｕ等［５］研究发现ＬＭＰＣＲ
中不同限制性内切酶的引入并不会导致整合位点倾向

研究结果出现偏差。由此可见，ＬＭＰＣＲ是鉴定病毒
载体整合位点的一种理想而可靠的方法。

　　综上所述，慢病毒载体在人角质形成细胞基因组
内呈现出一种新的整合模式，即倾向于整合在基因转

录起始位点附近区域，而并不倾向于整合在基因内部。

这一整合模式与前述的ＨＩＶ１及其载体的整合模式并
不相同，而与鼠白血病病毒（ＭＬＶ）载体的整合模式有
相似之处，但也并不完全相同。
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Ａ：封堵术前心脏６４排ＣＴ提示左回旋支右心房瘘（
!

：示瘘口）；Ｂ：封堵术后冠脉造影提示回旋支右房瘘消失（
!

：示封堵器）；

Ｃ：封堵术后１个月心脏６４排ＣＴ提示回旋支末端少许血栓（
"

），封堵器清晰可见（
!

）

图１　左冠回旋支右心房瘘封堵术效果观察

２　讨论

　　弥漫性重度冠状动脉瘤样扩张是一类少见的疾病［１］，而同

时合并右房瘘则更为少见。该病的治疗方法可以采用外科手

术、弹簧圈封堵或安置封堵器封堵［２－３］。该例病人由于左冠回

旋支弥漫性重度瘤样扩张，同时在进入右房时形成一明显较窄

瘘口，因此可以采用室间隔缺损封堵术中建立动静脉轨道的方

式，分别穿刺股动静脉，经由股动脉→降主动脉→主动脉弓→
升主动脉→左冠回旋支→瘘口→右房→下腔静脉→股静脉建
立动静脉轨道，然后选用合适的动脉导管封堵器以动脉导管未

闭封堵术的手术方式封堵瘘口。之所以不直接采用动脉导管

未闭封堵术的方式由股静脉→下腔静脉→右房→瘘口→左回
旋支送入封堵器，是因为钢丝要在右房侧通过瘘口并进入左回

旋支实属不易，并且容易损伤冠状动脉。由于封堵伞部分位于

冠状动脉中，所以术后处理完全按照冠状动脉支架术后的方式

进行。术后该患者症状明显减轻，心前区连续性杂音消失，１个
月后复查心脏６４排ＣＴ提示瘘口封闭，虽然回旋支远端有部分
血栓形成，但经过１年的临床治疗随访患者一般情况良好，无
特殊症状和体征，血栓也已消退。
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