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人ＨＡＳ３基因核心启动子区域的初步鉴定与分析
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　　［摘要］　目的　对人ＨＡＳ３基因的核心启动子区域进行初步鉴定和分析，为深入研究ＨＡＳ３基因的转录调控奠定基
础。方法　以前期构建的人ＨＡＳ３基因启动子荧光素酶报告基因重组体Ｐ（－７６１／－３０５）为模板，采用ＰＣＲ介导的基因定
点突变技术构建４个不同的系列删除体，并对ＨＡＳ３启动子区域中的Ｓｐ１结合位点和核心启动子元件进行定点突变，构建相
应的定点突变重组体；采用荧光素酶双报告基因分析技术检测各重组体的启动子活性。结果 　 构建了Ｐ（－７６１／－５６９）、
Ｐ（－５６３／－３０５）、Ｐ（－４９０／－３０５）和Ｐ（－４３３／－３０５）４个系列删除体和５个定点突变体；启动子活性分析结果表明，
Ｐ（－７６１／－５６９）无启动子活性，Ｐ（－５６３／－３０５）、Ｐ（－４９０／－３０５）和Ｐ（－４３３／－３０５）均具有较强的启动子活性，Ｓｐ１结
合位点和核心启动子元件的定点突变可导致ＨＡＳ３启动子活性的降低。结论　 ＨＡＳ３基因的核心启动子区域主要位于其
转录起始位点上游附近－４３３～－３０５ｂｐ内，Ｓｐ１可能在ＨＡＳ３的转录调控中起重要作用。
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－３０５），Ｐ（－４９０／－３０５）ａｎｄＰ（－４３３／－３０５）．Ａｍｏｎｇｔｈｅｆｏｕｒｄｅｌｅｔｉｏｎｍｕｔａｎｔｓ，Ｐ（－７６１／－５６９）ｈａｄ
ｎｏｐｒｏｍｏｔｅｒａｃｔｉｖｉｔｙｗｈｅｒｅａｓＰ（－５６３／－３０５），Ｐ（－４９０／－３０５）ａｎｄＰ（－４３３／－３０５）ｓｈｏｗｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｐｒｏｍｏｔｅｒａｃｔｉｖｉｔｙ．ＳｉｔｅｄｉｒｅｃｔｅｄｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓｏｆＳｐ１ｂｉｎｄｉｎｇｓｉｔｅａｎｄｃｏｒｅｐｒｏｍｏｔｅｒｅｌｅｍｅｎｔｒｅｓｕｌｔｅｄｉｎａ
ｄｅｃｒｅａｓｅｉｎＨＡＳ３ｐｒｏｍｏｔｅｒａｃｔｉｖｉｔｙ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ＴｈｅｃｏｒｅｐｒｏｍｏｔｅｒｒｅｇｉｏｎｏｆＨＡＳ３ｇｅｎｅｉｓｍａｉｎｌｙｌｏｃａｔｅｄ
ｉｎａ１２９ｂｐｒｅｇｉｏｎ（－４３３ｂｐｔｏ－３０５ｂｐ）ｎｅａｒｂｙｔｈｅｍａｊｏｒｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌｓｔａｒｔｓｉｔｅ．Ｓｐ１ｍｉｇｈｔｐｌａｙａｎ
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　　透明质酸合成酶（ｈｙａｌｕｒｏｎａｎｓｙｎｔｈａｓｅ，ＨＡＳ）是参
与透明质酸合成的一类酶，主要包括 ＨＡＳ１、ＨＡＳ２和
ＨＡＳ３。这３种透明质酸合成酶均可以直接催化合成

透明质酸，从而参与调节创伤愈合、上皮形成、肿瘤细

胞的侵袭与增殖等多种生物学过程［１－５］。其中，ＨＡＳ１
和ＨＡＳ２往往呈现组成性表达的特点，但是 ＨＡＳ３的
表达水平往往会因为受到各种细胞内外因素的影响而

发生改变［２，６－８］。更为重要的是，研究结果还表明，

ＨＡＳ３的表达上调与上皮形成、肿瘤转移等生物学过
程密切相关。因此，研究并阐明 ＨＡＳ３基因的表达调
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控机制对于阐明其生物学功能和分子行为机制有着重

要的理论意义［１，６，９－１４］。

　　然而，对于 ＨＡＳ３基因的表达调控研究国内外鲜
有报道。我们在前期研究中，对人 ＨＡＳ３基因的启动
子区域进行了初步的鉴定和分析，将 ＨＡＳ３基因启动
子初步定位于转录起始位点附近约 ４５０ｂｐ的区域
内［５］。本研究则在此基础上，拟进一步对人 ＨＡＳ３基
因的核心启动子进行鉴定和分析。

１　材料与方法

１．１　材料
　　人宫颈癌细胞系 ＨｅＬａ为本实验室保存，培养时采用
ＤＭＥＭ培养基，培养基添加１０％ＦＢＳ和青霉素（１×１０５Ｕ／Ｌ）／
链霉素（１００ｍｇ／Ｌ），培养在含５％的ＣＯ２孵箱中。ＤＭＥＭ、胎牛
血清购自ＧＩＢＣＯ公司；Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；
ＫＯＤＰｌｕｓＭｕｔａｇｅｎｅｓｉｓＫｉｔ购自 ＴＯＹＯＢＯ公司；反转录试剂和
ＤＮＡ连接试剂盒购自ＴａＫａＲａ公司；高保真酶购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公
司；ＤｕａｌＬｕｃｉｆｅｒａｓｅＲｅｐｏｒｔｅｒＡｓｓａｙＳｙｓｔｅｍ和 ｐＧＬ３ｂａｓｉｃｖｅｃｔｏｒ
购自 Ｐｒｏｍｅｇａ公司；质粒小抽纯化回收试剂盒购自 Ｏｍｅｇａ公
司；普通ＰＣＲ产物纯化回收试剂盒和普通琼脂糖凝胶纯化回
收试剂盒购自ＴＩＡＮＧＥＮ公司。

１．２　方法
１．２．１　生物信息学分析　　从ＧｅｎＢａｎｋ等国际基因数据库获
得ＨＡＳ３基因的启动子序列，用ＴＦｓｅａｒｃｈ、ＴＲＡＮＳＦＡＣ等多种软
件对启动子区域进行转录因子结合位点分析。

１．２．２　ＨＡＳ３基因启动子报告基因重组删除体的构建　　以
前期构建的Ｐ（－７６１／－３０５）为模板，采用单酶切和 ＰＣＲ介导
的基因突变技术构建４个长度不同的系列删除体，分别命名为
Ｐ（－７６１／－５６９）、Ｐ（－５６３／－３０５）、Ｐ（－４９０／－３０５）和
Ｐ（－４３３／－３０５）。其中 Ｐ（－７６１／－５６９）的构建方法为：首先
经ＳｍａⅠ单酶切处理（－５６９ｂｐ处和载体 ＮｈｅⅠ处各含有１个
ＳｍａⅠ位点），然后回收大片段直接连接即可。Ｐ（－５６３／

－３０５）、Ｐ（－４９０／－３０５）和 Ｐ（－４３３／－３０５）的构建主要采用
ＫＯＤＰｌｕｓＭｕｔａｇｅｎｅｓｉｓＫｉｔ进行，具体操作参照试剂盒说明书进
行，稍有改动，具体操作如下。

１．２．２．１　引物设计　　采用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０等引物设计软
件设计引物，引物的具体名称和序列参见表１。
１．２．２．２　反向ＰＣＲ反应　　ＰＣＲ扩增反应体系组成为：５μｌ
１０×ＰＣＲ缓冲液、５μｌ２ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ、ＤＮＡ模板 １～２μｌ
（５０ｎｇ）、１μｌＫＯＤｐｌｕｓＤＮＡ聚合酶（５Ｕ／μｌ）、１０μｍｏｌ／Ｌ上下
游引物各１．５μｌ，灭菌双蒸水补足至５０μｌ。扩增程序为：９４℃
变性２ｍｉｎ，然后用逐步程序９８℃ １０ｓ、６８℃ １ｍｉｎ／１ｋｂＤＮＡ
完成５个循环。反应完成后取２μｌＰＣＲ反应液经０．８％琼脂
糖凝胶电泳检测ＰＣＲ扩增产物（１３０Ｖ，３５ｍｉｎ），ＥＢ染色５ｍｉｎ，
在凝胶成像仪下观察。

１．２．２．３　ＤｐｎⅠ酶切　　往ＰＣＲ反应液中加入２μｌＤｐｎⅠ酶，
在３７℃水浴温育１ｈ。酶切完成后取２μｌ反应液电泳鉴定。
１．２．２．４　转化　　取２μｌＤｐｎⅠ处理液，使用 ＤＮＡ连接试剂
盒进行连接，然后使用ＤＨ５α感受态细胞进行转化。转化后涂
氨苄抗性琼脂平板，倒置过夜培养。

１．２．２．５　阳性克隆鉴定　　从倒置过夜培养的平板上随机挑
取多个克隆，小量抽提质粒后首先采用琼脂糖凝胶电泳法初步

快速鉴定，最后均经ＤＮＡ测序验证。
１．２．３　ＨＡＳ３基因启动子报告基因重组定点突变体的构建　
　采用ＫＯＤＰｌｕｓＭｕｔａｇｅｎｅｓｉｓＫｉｔ试剂盒，具体操作和１．２．２基
本一致，但各定点突变体构建采用的模板和引物不同，具体参

见表１。其中，将 －３６７ｂｐ处原有的 ＧＧＡＧＣ序列被突变为
ＴＴＣＴＡ序列，将－４６７ｂｐ处原有的 ＣＣＧＧ序列被突变为 ＡＡＴＴ
序列。

１．２．４　瞬时转染　　质粒瞬时转染采用Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００试
剂进行，具体操作参见文献［１，１５－１７］。
１．２．５　荧光素酶报告基因活性检测　　采用ＤｕａｌＬｕｃｉｆｅｒａｓｅ
ＲｅｐｏｒｔｅｒＡｓｓａｙＳｙｓｔｅｍ进行荧光素酶报告基因活性检测，具体操
作参见文献［１，１５－１７］。

表１　ＨＡＳ３基因启动子报告基因重组删除体和定点突变体构建用引物

重组体名称　　 引物序列　　　　　　 模板

Ｐ（－５６３／－３０５） ＨＡＳ３ＰＦ２５０７：ＴＡＧＧＣＧＴＣＣＣＣＧＣＣＧＡＧＣＧＣＴＧＧＣＴ
ｐＧＬ３ｂＭｕｔａｔｉｏｎＲ：ＧＧＴＡＣＣＴＡＴＣＧＡＴＡＧＡＧＡＡＡＴＧＴＴＣＴＧＧＣ Ｐ（－７６１／－３０５）

Ｐ（－４９０／－３０５） ＨＡＳ３ＰＦ２５８０：ＣＣＣＴＣＣＣＡＣＴＣＴＧＧＴＣＡＡＣＴＴＴＣ
ｐＧＬ３ｂＭｕｔａｔｉｏｎＲ：ＧＧＴＡＣＣＴＡＴＣＧＡＴＡＧＡＧＡＡＡＴＧＴＴＣＴＧＧＣ Ｐ（－７６１／－３０５）

Ｐ（－４３３／－３０５） ＨＡＳ３ＰＦ２６３７：ＣＧＧＧＣＡＣＧＣＧＣＣＧＧＧＴＡＣＴＴＡＡＧ
ｐＧＬ３ｂＭｕｔａｔｉｏｎＲ：ＧＧＴＡＣＣＴＡＴＣＧＡＴＡＧＡＧＡＡＡＴＧＴＴＣＴＧＧＣ Ｐ（－７６１／－３０５）

Ｐ（－７６１／－３０５）Ｍ２ ＨＡＳ３ＰＭ１Ｆ：ＧＣＧＣＧＧＣＧＧＣＧＣＴＴＣＴＡＧＧＡＧＣＧＧＧＡＧＧＡＧ
ＨＡＳ３ＰＭ１Ｒ：ＣＴＣＣＴＣＣＣＧＣＴＣＣＴＡＧＡＡＧＣＧＣＣＧＣＣＧＣＧＣ Ｐ（－７６１／－３０５）

Ｐ（－７６１／－３０５）Ｍ１ ＨＡＳ３ＰＭ２Ｆ：ＡＡＴＴＣＣＣＣＡＧＧＧＣＣＧＧＧＧＧＡＧＧＣＧＣＣＴＣＴ
ＨＡＳ３Ｐ－Ｍ２Ｒ：ＧＡＡＡＧＴＴＧＡＣＣＡＧＡＧＴＧＧＧＡＧＧＧＣＣ Ｐ（－７６１／－３０５）

Ｐ（－４９０／－３０５）Ｍ２ ＨＡＳ３ＰＦ２５８０：ＣＣＣＴＣＣＣＡＣＴＣＴＧＧＴＣＡＡＣＴＴＴＣ
ｐＧＬ３ｂＭｕｔａｔｉｏｎＲ：ＧＧＴＡＣＣＴＡＴＣＧＡＴＡＧＡＧＡＡＡＴＧＴＴＣＴＧＧＣ Ｐ（－７６１／－３０５）Ｍ２

Ｐ（－４９０／－３０５）Ｍ１ ＨＡＳ３ＰＦ２５８０：ＣＣＣＴＣＣＣＡＣＴＣＴＧＧＴＣＡＡＣＴＴＴＣ
ｐＧＬ３ｂＭｕｔａｔｉｏｎＲ：ＧＧＴＡＣＣＴＡＴＣＧＡＴＡＧＡＧＡＡＡＴＧＴＴＣＴＧＧＣ Ｐ（－７６１／－３０５）Ｍ１

Ｐ（－４３３／－３０５）Ｍ２ ＨＡＳ３ＰＦ２６３７：ＣＧＧＧＣＡＣＧＣＧＣＣＧＧＧＴＡＣＴＴＡＡＧ
ｐＧＬ３ｂＭｕｔａｔｉｏｎＲ：ＧＧＴＡＣＣＴＡＴＣＧＡＴＡＧＡＧＡＡＡＴＧＴＴＣＴＧＧＣ Ｐ（－７６１／－３０５）Ｍ２

下划线序列为突变序列
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１．３　数据处理与统计分析
　　首先采用ＥＸＣＥＬ软件对数据进行初步处理，数据以 珋ｘ±ｓ
表示，进一步采用ＳＰＳＳ软件对数据进行单因素方差分析。

２　结果

２．１　ＨＡＳ３基因启动子报告基因重组系列删除体的
构建

　　根据ＨＡＳ３基因启动子区域生物信息学分析结果，我们以
前期构建的 ＨＡＳ３基因启动子报告基因重组体 Ｐ（－７６１／
－３０５）为模板，分别采用单酶切处理和 ＰＣＲ介导的定点突变
方法，共计构建了４个长度不同但相互重叠的系列删除体，分
别命名为Ｐ（－７６１／－５６９）、Ｐ（－５６３／－３０５）、Ｐ（－４９０／－３０５）
和Ｐ（－４３３／－３０５），构建示意图参见图１。重组质粒经琼脂糖
凝胶电泳进行初步鉴定，质粒大小符合预期（图２）。各阳性重
组体最后均经测序确认正确无误。
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阴影框代表所在位点序列被突变

图１　ＨＡＳ３基因启动子报告基因重组系列删除体和定点
突变体构建示意图
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Ｍ：标准（１０００ｂｐＤＮＡＬａｄｄｅｒ）；１：Ｐ（－７６１／－３０５）；２～５：分别为
Ｐ（－５６３／－３０５）、Ｐ（－７６１／－５６９）、Ｐ（－４９０／－３０５）及 Ｐ（－４３３／
－３０５）
图２　ＨＡＳ３基因启动子报告基因重组系列删除体鉴定结果

２．２　定点突变重组体的构建
　　在前期对ＨＡＳ３基因启动子进行初步定位的基础上，我们
又采用ＴＲＡＮＳＦＡＣ等多种软件对ＨＡＳ３基因启动子区（－７６１～
－３０５ｂｐ）进行了更为细致的预测和分析。结果表明，在该区
域存在多个保守的转录因子结合位点或顺式作用元件，其中在

－３６７ｂｐ处，存在一个保守的核心启动子元件 ＭＴＥ（Ｃｏｒｅ
ｐｒｏｍｏｔｅｒｍｏｔｉｆｔｅｎｅｌｅｍｅｎｔｓ）；而在－４６７ｂｐ处，存在一个保守的
Ｓｐ１／ＡＰ２结合位点［１］。

　　为了进一步探讨上述生物信息学分析发现的 Ｓｐ１结合位
点和ＭＴＥ元件在ＨＡＳ３转录调控中的作用，我们采用基因定点
突变技术对其进行定点突变，构建相应的定点突变重组体。在

设计ＰＣＲ引物时，将 －３６７ｂｐ处 ＭＴＥ元件包含的核心序列

ＧＧＡＧＣ定点突变为 ＴＴＣＴＡ序列，将 －４６７ｂｐ处 Ｓｐ１结合位点
包含的核心序列 ＣＣＧＧ定点突变为 ＡＡＴＴ序列。重组质粒经
琼脂糖凝胶电泳方法进行初步快速鉴定，各质粒大小符合预期

（图３）。对初步鉴定的阳性克隆再进行 ＤＮＡ测序，结果表明，
各定点突变体均构建成功。
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Ｍ：标准（１０００ｂｐＤＮＡＬａｄｄｅｒ）；１～５：分别为（－７６１／－３０５）Ｍ２、Ｐ
（－７６１／－３０５）Ｍ１、Ｐ（－４９０／－３０５）Ｍ２、Ｐ（－４９０／－３０５）Ｍ１、Ｐ
（－４３３／－３０５）Ｍ２

图３　ＨＡＳ３启动子报告基因重组定点突变体鉴定结果

２．３　系列删除体和定点突变体的启动子活性分析
　　将上述构建的４个ＨＡＳ３基因启动子报告基因重组系列删
除体和５个定点突变重组体质粒转染 ＨｅＬａ细胞，同时共转染
内参对照ｐＲＬＴＫ质粒。通过检测萤火虫荧光素酶和海肾荧光
素酶活性的比值，来表示不同重组体的启动子活性。结果表

明：与不含任何启动子的空载体ｐＧＬ３ｂａｓｉｃ载体相比，Ｐ（－７６１／
－５６９）无启动子活性，而 Ｐ（－７６１／－３０５）、Ｐ（－５６３／－３０５）、
Ｐ（－４９０／－３０５）和 Ｐ（－４３３／－３０５）均具有较高的启动子活
性，其中最短的删除体Ｐ（－４３３／－３０５）仍具有启动子活性，提
示ＨＡＳ３基因的核心启动子主要包含于Ｐ（－４３３／－３０５）中，即
位于其转录起始位点上游附近－４３３～－３０５ｂｐ内（图４）。

!"

!#

$"

$%

&"

&%

"

%

& ' ! ( " ) * + , &# &&

!
"

#
$

%
&
-
'

()*

１：ｐＧＬ３ｂ；２：Ｐ（－７６１／－３０５）；３：Ｐ（－７６１／－３０５）Ｍ１；４：Ｐ（－７６１／
－３０５）Ｍ２；５：Ｐ（－５６３／－３０５）；６：Ｐ（－７６１／－５６９）；７：Ｐ（－４９０／
－３０５）；８：Ｐ（－４９０／－３０５）Ｍ１；９：Ｐ（－４９０／－３０５）Ｍ２；１０：Ｐ（－４３３／－
３０５）；１１：Ｐ（－４３３／－３０５）Ｍ２

图４　ＨＡＳ３基因重组体启动子活性分析结果

　　另外，与野生型重组体 Ｐ（－７６１／－３０５）相比，Ｓｐ１结合位
点突变的重组体Ｐ（－７６１／－３０５）Ｍ１的启动子活性下降明显，
而ＭＴＥ元件突变的重组体 Ｐ（－７６１／－３０５）Ｍ２的启动子活性
无明显变化。与野生型重组体Ｐ（－４９０／－３０５）相比，Ｓｐ１结合
位点突变的重组体Ｐ（－４９０／－３０５）Ｍ１和 ＭＴＥ元件突变的重
组体Ｐ（－４９０／－３０５）Ｍ２的启动子活性无明显变化。与野生
型重组体 Ｐ（－４３３／－３０５）相比，ＭＴＥ元件突变的重组体
Ｐ（－４３３／－３０５）Ｍ２的启动子活性明显降低（图４）。－４６７ｂｐ

３９３
第３４卷第５期
２０１２年３月１５日　　　　　　　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
Ｊ　Ｔｈｉｒｄ　Ｍｉｌ　Ｍｅｄ　Ｕｎｉｖ

　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．５
Ｍａｒ．１５　２０１２



处的Ｓｐ１结合位点突变后可导致较长删除体 Ｐ（－７６１／－３０５）
的启动子活性显著下降（Ｐ＜０．０１），而对较短删除体Ｐ（－４９０／
－３０５）的启动子活性影响不大，这一令人费解而又有趣的现
象恰恰提示，Ｓｐ１结合位点很可能通过与－４９０～－７６１ｂｐ区域
其他转录因子结合位点协调相互作用而参与ＨＡＳ３较高启动子
活性的维持。而－３６７ｂｐ处的ＭＴＥ元件对于ＨＡＳ３基因核心启
动子的基本活性的维持是必需的，故将其进行定点突变后可导

致最短删除体Ｐ（－４３３／－３０５）基本活性的丧失（Ｐ＜０．０１）。

３　讨论

　　ＨＡＳ３基因是近年来新克隆的一个透明质酸合成
酶基因，目前的研究结果表明其在上皮形成以及肿瘤

的发生、发展过程中均起着非常重要的作用［１－３］。该

酶主要催化合成低分子量的透明质酸，其活性高于以

前发现的ＨＡＳ１和ＨＡＳ２，且其表达也呈现出较强的非
组成性表达特点［１－３］。如在角朊细胞的增殖与分化、

正常上皮形成与创伤愈合过程中，以及高转移癌细胞

中，ＨＡＳ３的表达均呈现显著上调［５－６，８－１３］。因此，明

确ＨＡＳ３基因的表达调控机制必将有助于揭示其在上
皮形成和肿瘤发生与发展过程中的分子行为机制。然

而，该基因表达调控的详细分子机制目前仍不清楚，鉴

于此，我们前期对 ＨＡＳ３基因的转录起始位点和启动
子区域进行了初步鉴定与分析，初步将其启动子区域

定位于转录起始位点区域附近约４５０ｂｐ的区域内，并
发现ＨＡＳ３启动子区域缺乏典型的 ＴＡＴＡ盒，但含有
典型的ＧＣ盒以及潜在的Ｃ／ＥＢＰ、ＭＺＦ１等转录因子结
合位点［１８－２０］。在本研究中，我们进一步将ＨＡＳ３的核
心启动子区域定位于其转录起始位点上游附近－４３３～
－３０５ｂｐ（１２９ｂｐ）的范围内。
　　另外，我们还对 ＨＡＳ３启动子区域包含的一个保
守的Ｓｐ１结合位点的作用进行了分析，发现将该位点
进行定点突变后，可导致 ＨＡＳ３启动子报告基因较长
删除体Ｐ（－７６１／－３０５）启动子活性的显著降低。已
经有大量研究结果表明，Ｓｐ１也参与角朊细胞增殖与
分化以及癌变过程的基因表达调控［１，１９－２５］。许多角

朊细胞分化相关基因和肿瘤相关基因的启动子区域也

均包含有典型的Ｓｐ１结合位点，多项研究结果也分别
从不同的角度证实了Ｓｐ１可作为基本转录因子直接调
控这些靶基因的组成性表达［１，１９－２６］。这也就提示，

Ｓｐ１可能同样通过类似的方式调节 ＨＡＳ３基因的表达
而在上皮形成和肿瘤发生、发展等生物学过程中发挥

作用。因此，在下一步的研究工作中，很有必要通过凝

胶阻滞迁移率分析、染色质免疫共沉淀和ＲＮＡ干扰等
实验确认Ｓｐ１在ＨＡＳ３基因转录调控以及其在上皮形
成和肿瘤发生、发展中的作用。

　　总之，本研究在前期研究基础上进一步对 ＨＡＳ３
基因的核心启动子区域进行了初步鉴定和分析，为进

一步详细研究ＨＡＳ３基因的表达调控机制并阐明其在
上皮形成和肿瘤发生、发展中的分子行为机制奠定了

坚实的基础。
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　　类风湿关节炎（ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＲＡ）是一种以慢性关节
滑膜炎、关节损伤及骨破坏变为特征的系统性自身免疫性疾

病［１］。ＩＬ１（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１）在ＲＡ的发病机制中是滑膜炎症反应
的关键性细胞因子［２］。近年来，应用重组人型的ＩＬ１受体拮抗
剂应用于本病的治疗，取得显著效果［２］，但由于生物制剂价格

昂贵，在临床上限制了其应用。双醋瑞因是一种治疗骨关节炎

的药物，其作用机理为抑制白介素１β的生成，同时还能抑制软
骨细胞ＩＬ１受体的表达［３］。来氟米特是一种改善类风湿关节

炎病情药物，单药应用即可减缓 ＲＡ影像学进展［４］。因此，本

研究应用来氟米特＋双醋瑞因治疗 ＲＡ患者，观察双醋瑞因对
类风湿关节炎的治疗效果。

１　资料与方法

１．１　临床资料
　　选取在武安市人民医院２０１０年１１月至２０１１年３月门诊
及住院初治的ＲＡ患者３６例，其中男性１０例，女性２６例，诊断
符合２００９年美国风湿病学会（ＡＣＲ）修订的分类标准［５］。实验

前签署知情同意书，均无应用慢性抗风湿药物以及长期应用糖

皮质激素及ＴＮＦα抑制剂等药物，随访８周。３６例患者分为２
组，研究组：应用来氟米特（２０ｍｇ，１次／ｄ）＋双醋瑞因（５０ｍｇ，
２次／ｄ）治疗。对照组：单用来氟米特（２０ｍｇ，１次／ｄ）治疗，２

组均加用非甾体抗炎药作为基础用药。分别记录患者治疗前

以及治疗后２、４、８周的炎症指标血沉、Ｃ反应蛋白（Ｃｒｅａｃｔｉｖｅ
ｐｒｏｔｅｉｎＣＲＰ）以及关节肿胀、压痛数目，计算 ＤＡＳ评分，并给予
患者定期复查血常规和肝功能。排除试验期间出现药物过敏

或不良反应患者。

　　由于药物不良反应排除６例［其中不能耐受腹泻２例，肝
功能损伤３例，白细胞减低（３．０×１０９／Ｌ）１例］。研究组完成
试验者１５例，其中男性 ５例，女性 １０例，年龄 ４０～６５（５６±
７２）岁，病程为（１１．２±４．２）个月；对照组为１５例，其中男性４
例，女性１１例，年龄４５～６９（５０±６．８）岁，病程（７．６±４．５）个
月。２组的年龄、性别、病程差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。

１．２　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件，数据用 珋ｘ±ｓ表示，组间比较用
成组ｔ检验。

２　结果

　　２组患者血沉、ＣＲＰ及ＤＡＳ评分等指标差异均无统计学意
义（Ｐ＞０．０５）。分别于２、４、８周随访，计算治疗组及对照组血
沉、ＣＲＰ、ＤＡＳ评分下降值及其平均数。统计学结果显示：治疗
２周后，研究组血沉与对照组比较差异无统计学意义（Ｐ＞
００５），但２组 ＣＲＰ下降值、ＤＡＳ评分下降值有统计学意义
（Ｐ＜００５），４、８周，研究组与对照组血沉与 ＣＲＰ以及 ＤＡＳ评
分下降值均具有统计学意义（Ｐ＜００５）。见表１。
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