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青藤碱通过 LncRNA NEAT1/HMGB1-NF-κB p65 途径治疗胶原诱导性关节炎
大鼠的作用机制  
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摘  要：目的  探讨青藤碱通过长链非编码 RNA（long non-coding RNA，LncRNA）核富集转录本 1（nuclear-enriched autosomal 

transcript 1，NEAT1）/高迁移率族蛋白 B1（high mobility group box-1 protein，HMGB1）-核因子-κB p65（nuclear factor-κB 

p65，NF-κB p65）途径改善胶原诱导性关节炎（collagen-induced arthritis，CIA）大鼠炎症反应的免疫学机制。方法  24 只雌

性 Wistar 大鼠随机分为对照组、模型组、甲氨蝶呤（0.9 mg/kg）组和青藤碱（100 mg/kg）组，每组 6 只。除对照组外，其

余大鼠构建 CIA 模型，造模成功后，连续给药 4 周。检测各组大鼠关节炎评分、足趾容积及血清中肿瘤坏死因子-α（tumor 

necrosis factor-α，TNF-α）、白细胞介素-1β（interleukin-1β，IL-1β）、IL-6、IL-17A、IL-10、IL-13 水平；检测大鼠踝关节骨微

结构；检测大鼠肝、肾功能指标及肝、肾、脾、关节病理学变化；qRT-PCR 和 Western blotting 检测大鼠关节中 LncRNA NEAT1、

HMGB1、Toll 样受体 4（Toll-like receptor 4，TLR4）、NF-κB p65 mRNA 和蛋白表达水平；免疫组化法分析大鼠关节中 HMGB1、

TLR4、NF-κB p65 蛋白表达及定位。结果  与对照组比较，模型组大鼠踝关节肿胀明显，足趾容积显著升高（P＜0.05、0.01、

0.001），血清中 TNF-α、IL-1β、IL-6、IL-17A 水平显著升高（P＜0.001），IL-10、IL-13 水平显著降低（P＜0.001）；踝关节

骨侵蚀严重，骨密度（bone mineral density，BMD）、骨体积分数（bone volume fraction，BV/TV）、骨小梁厚度（trabecular 

thickness，Tb.Th）显著降低（P＜0.001），骨小梁分离度（trabecular separation，Tb.Sp）显著升高（P＜0.01）；脾脏淋巴小结

大小及数量显著增加，关节腔缩小并且有大量炎性细胞浸润，软骨组织破坏；关节中 LncRNA NEAT1、HMGB1、TLR4、NF-

κB p65 mRNA 表达水平显著升高（P＜0.001），HMGB1、TLR4、NF-κB p65 蛋白表达水平显著升高（P＜0.05、0.01、0.001）。

与模型组比较，各给药组大鼠踝关节肿胀程度明显减轻，关节炎评分、足趾容积显著降低（P＜0.05、0.01、0.001），血清中

TNF-α、IL-1β、IL-6、IL-17A 水平显著降低（P＜0.001），IL-10、IL-13 水平显著升高（P＜0.001）；踝关节表面侵蚀情况有

不同程度的缓解，BMD、BV/TV、Tb.Th 显著升高（P＜0.01、0.001），Tb.Sp 显著降低（P＜0.05、0.01）；肝、肾功能指标

及病理学检测正常；淋巴小结数量减少，关节、软骨破坏情况明显减轻；关节中 LncRNA NEAT1、HMGB1、TLR4、NF-κB p65 

mRNA 表达水平显著降低（P＜0.001），HMGB1、TLR4、NF-κB p65 蛋白表达水平显著降低（P＜0.05、0.01、0.001）。结论  

青藤碱通过调控 LncRNA NEAT1/HMGB1-NF-κB p65 途径，减轻关节肿胀和损伤，抑制炎症反应，缓解类风湿关节炎进程。 
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Abstract: Objective  To investigate the immunological mechanism of sinomenine in improving inflammatory response in rats with 

collagen-induced arthritis (CIA) through long non-coding RNA nuclear-enriched autosomal transcript 1 (LncRNA NEAT1)/high 

mobility group box-1 protein (HMGB1)-nuclear factor-κB p65 (NF-κB p65) pathway. Methods  A total of 24 female Wistar rats were 

randomly divided into control group, model group, methotrexate (0.9 mg/kg) group  and sinomenine (100 mg/kg) group, with six rats 

in each group. Except the control group, the other rats were all made CIA model. After successful modeling, the drugs were given 

continuously for four weeks. The arthritis scores, toe volume, levels of tumor necrosis factor-α (TNF-α), interleukin-1β (IL-1β), IL-6, 

IL-17A, IL-10 and IL-13 in serum were detected; Ankle joint bone micro-structure was detected; Liver and kidney function indicators, 

as well as the pathological changes of liver, kidney, spleen and joints of each group of rats were detected; The mRNA and protein 

expression levels of LncRNA NEAT1, HMGB1, Toll-like receptor (TLR4), NF-κB p65 in joints of rats were detected by qRT-PCR and 

Western blotting; HMGB1, TLR4, NF-κB p65 protein expressions and localization in joints of rats were analyzed by 

immunohistochemical method. Results  Compared with control group, ankle joint swelling and toe volume in model group were 

significantly increased (P < 0.05, 0.01, 0.001), levels of TNF-α, IL-1β, IL-6 and IL-17A in serum were significantly increased (P < 

0.001), while levels of IL-10 and IL-13 were significantly decreased (P < 0.001); The ankle bone erosion was serious, bone mineral 

density (BMD), bone volume fraction (BV/TV), trabecular thickness (Tb.Th) were significantly decreased (P < 0.001), and trabecular 

separation (Tb.Sp) was significantly increased (P < 0.01); The size and number of splenic lymph nodes were significantly increased, 

joint lumen was shrank and there was a large number of inflammatory cells infiltrated, and cartilage tissue was destroyed; The 

expressions of LncRNA NEAT1, HMGB1, TLR4 and NF-κB p65 mRNA in joints were significantly increased (P < 0.001), and the 

expressions of HMGB1, TLR4 and NF-κB p65 proteins were significantly increased (P < 0.05, 0.01, 0.001). Compared with model 

group, the ankle swelling of rats in each administration group was significantly reduced, the arthritis score and toe volume were 

significantly decreased (P < 0.05, 0.01, 0.001), levels of TNF-α, IL-1β, IL-6 and IL-17A in serum were significantly decreased (P < 

0.001), while the levels of IL-10 and IL-13 were significantly increased (P < 0.001); The surface erosion of ankle joint was alleviated 

to different degrees, BMD, BV/TV, Tb.Th were significantly increased (P < 0.01, 0.001), and Tb.Sp was significantly decreased (P < 

0.05, 0.01); Liver and kidney function indexes and pathological tests were normal; The number of lymph nodules was decreased, and 

the damage of joints and cartilage was obviously alleviated; The expressions of LncRNA NEAT1, HMGB1, TLR4 and NF-κB p65 mRNA 

in joints were significantly decreased (P < 0.001), and the expressions of HMGB1, TLR4 and NF-κB p65 proteins were significantly 

decreased (P < 0.05, 0.01, 0.001). Conclusion  Sinomenine regulates LncRNA NEAT1/HMGB1-NF-κB p65 pathway, reduces joint 

swelling and injury, inhibits inflammatory response, and alleviates the progression of rheumatoid arthritis. 

Key words: sinomenine; LncRNA NEAT1/HMGB1-NF-κB p65 pathway; rheumatoid arthritis; inflammatory response; immune 

类风湿关节炎（rheumatoid arthritis，RA）是一种

慢性全身性自身免疫性疾病，主要表现为关节肿胀僵

硬、滑膜内膜增生及骨骼破坏[1-2]，伴有关节外器官损

伤[3-4]。在全球范围内，RA 影响约 1%的人口[5-6]。抗

风湿药物、非甾体抗炎药等是目前 RA 最常用的治

疗药物[7]，但价格昂贵且具有一定不良反应，因此，

探索新的治疗手段至关重要。近年来，中医药被广

泛应用于 RA 的治疗，与传统药物相比，中药治疗

表现出更好的临床疗效和较少的不良反应（（包括过

敏反应和胃肠道疾病）[8]。青风藤是防己科植物青

藤 Sinomenium acutum (Thunb.) Rehd. et Wils.的干燥

藤茎，是一种用于治疗风湿病和关节疾病的传统中

药[9]。青风藤已被开发制成正清风痛宁注射剂和缓

释片剂等，临床上用来治疗类风湿关节炎和其他风

湿性疾病[10]。青藤碱是从青风藤中分离的异喹啉生

物碱，其药用形式主要是盐酸盐，分子式为

C19H23NO4，相对分子质量为 329.39[11]，临床上具有

较高的安全性和强大的抗炎和免疫调节作用[12-13]，

然而，其确切的作用机制尚不完全清楚，这在一定

程度上限制了青藤碱在全球范围内的推广和应用。 

长链非编码 RNA（long non-coding RNAs，

LncRNAs）是一类缺乏蛋白质编码潜能且长度超过

200 个核苷酸的 RNA[14]。已有研究证实，LncRNAs

在 RA 等自身免疫性疾病中发挥重要作用[15-16]，

LncRNA核富集转录本1（（nuclear-enriched autosomal 

transcript 1，NEAT1）通过促进类风湿关节炎成纤维
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样滑膜细胞增殖、迁移、侵袭和炎性细胞因子分泌，

诱导 RA 的发生[17]。抑制 LncRNA NEAT1 的表达，

可阻断高迁移率族蛋白 B1（（high mobility group box-

1 protein，HMGB1）-核因子-κB（（nuclear factor-κB，

NF-κB）信号传导，有效改善脂多糖刺激产生的细

胞凋亡，降低肿瘤坏死因子-α（（tumor necrosis factor-

α，TNF-α）、白细胞介素-1β（（interleukin-1β，IL-1β）、

IL-6 的表达，减轻炎症反应[18]。进一步研究表明，

青藤碱可以通过下调 LncRNAs 的表达，增强软骨

细胞活力和细胞克隆形成能力，降低γ干扰素、TNF-

α 的表达，抑制细胞凋亡、炎症反应，从而减轻骨

关节炎软骨细胞损伤[19]。因此，本研究通过构建胶

原诱导性关节炎（collagen-induced arthritis，CIA）

大鼠模型，给予青藤碱进行干预，揭示青藤碱通过

调控 LncRNA NEAT1/HMGB1-NF-κB p65 途径治疗

RA 的免疫学机制，为临床应用青藤碱靶向治疗 RA

提供一定的研究基础。 

1  材料 

1.1  动物 

SPF 级雌性 Wistar 大鼠 24 只，6～8 周龄，体

质量（（160±10）g，购自斯贝福（（北京）生物技术

有限公司，许可证号 SCXK（（京）2019-0010。动物

饲养于山西白求恩医院实验动物中心，常规饲养。

动物实验经山西中医药大学伦理委员会批准（（批准

号 AWE202302079）。 

1.2  药品与试剂 

青藤碱（（批号 S817690，质量分数为 97%）购

自上海麦克林生化科技股份有限公司；甲氨蝶呤片

（（国药准字 H31020644，批号 197221004）购自上海

上药信谊药厂有限公司；牛 II 型胶原（（批号 20022）

购自美国 Chondrex 公司；弗氏完全佐剂（批号

F5881）、弗氏不完全佐剂（批号 F5506）购自美国

Sigma 公司；苏木素-伊红（HE）染色液（批号

DH0006）购自北京雷根生物技术有限公司；改良番

红 O-固绿软骨染色试剂盒（（批号 G1371）、总 RNA

提取试剂盒（（批号 R1200）、SDS-PAGE 凝胶制备试

剂盒（（批号 P1200）、BCA 蛋白浓度测定试剂盒（（批

号 PC0020）、DAB 显色试剂盒（（批号 DA1010）、山

羊抗兔二抗（批号 SE134）购自北京索莱宝科技有

限公司；IL-6、IL-1β、TNF-α、IL-10、IL-13、IL-17A 

ELISA 试剂盒（批号分别为 ml064292、ml037361、

ml002859、ml037371、ml107039、ml037365）购自

上海酶联生物科技有限公司；丙氨酸氨基转移酶

（（alanine aminotransferase，ALT）、天冬氨酸氨基转

移酶（ aspartate aminotransferase，AST）、尿素

（（carbonyl diamide，UREA）、尿酸（（uric acid，UA）

试剂盒（批号分别为 105-000442-00、105-000443-

00、105-000452-00、105-000476-00）购自深圳迈瑞

生物医疗电子股份有限公司；碱性磷酸酶（（alkaline 

phosphatase，ALP）、肌酐（（creatinine，CRE）试剂

盒（批号分别为 A059-2-2、C011-2-1）购自南京建

成生物工程研究所；反转录试剂盒（（批号 R2020L）、

荧光定量试剂盒（批号 S2024L ）购自 US 

EVERBRIGHT 公司；甘油醛 -3- 磷酸脱氢酶

（（ glyceraldehyde-3-phosphatedehydrogenase ，

GAPDH）抗体（（批号 bsm-33033M）、HMGB1 抗体

（（批号 bs-55098R）、NF-κB p65 抗体（（批号 bs-0465R）

购自北京博奥森生物技术有限公司；Toll 样受体 4

（（Toll-like receptor 4，TLR4）抗体（批号 T61519S）

购自上海艾比玛特医药科技有限公司；即用型免疫

组化 UltraSensitiveTM SP 试剂盒（批号 KIT-9730）

购自福州迈新生物技术开发有限公司。 

1.3  仪器 

ZH-ZZY 型足趾容积测量仪（（安徽正华生物仪

器设备有限公司）；ELX808 型酶标仪（（美国 BioTek

公司）；BS-180 型全自动生化分析仪（深圳迈瑞生

物医疗电子股份有限公司）；Skyscan 1276 型 Micro-

CT 扫描机（布鲁克科学仪器香港有限公司）；

DM2500 型 LED 生物显微镜（（重庆奥特光学仪器有

限公司）；Light Cycler 96 型实时荧光定量 PCR 仪、

734BR4160 型 ChemiDocTM成像系统（（美国 Bio-Rad

公司）；UV-1800PC 型紫外可见分光光度计（上海

美谱达仪器有限公司）。 

2  方法 

2.1  动物分组、造模与给药 

雌性 Wistar 大鼠采用随机数字表法分为对照

组、模型组、甲氨蝶呤（（0.9 mg/kg）组和青藤碱（（100 

mg/kg）[20]组，每组 6 只。除对照组外，其余大鼠构

建 CIA 模型。大鼠适应性饲养 1 周后初次免疫，于

大鼠背部三点及尾跟部两点皮内注射弗氏完全佐

剂/牛 II 型胶原蛋白混合（1∶1）乳化剂（0.5 mL/

只）；7 d 后加强免疫，ip 弗氏不完全佐剂/牛 II 型

胶原蛋白混合（（1∶1）乳化剂（（0.3 mL/只）。初次免

疫 14 d 后，各给药组 ig 相应药物，对照组和模型

组 ig 生理盐水（2.0 mL/只），1 次/d，连续给药 4

周。每周记录各组大鼠关节炎评分、足趾容积及关
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节肿胀度。关节炎评分标准：0 分，正常；1 分，关

节轻度红肿；2 分，关节中度红肿；3 分，足爪明显

红肿；4 分，整个足部明显肿胀，关节变形，影响

行动。四肢足趾评分＞8 分（（共 16 分）代表模型构

建成功。 

2.2  取材 

给药结束后，各组大鼠禁食不禁水 10 h，乙醚

麻醉、腹主动脉采血，于室温静置 30 min，4 ℃、

2 500 r/min 离心 10 min，取上清，−80 ℃保存；分

离脾脏、肝脏、肾脏、关节，一部分于 4%多聚甲醛

固定，剩余部分于−80 ℃保存。 

2.3  血清中炎症因子水平的检测 

按照 ELISA 试剂盒说明书检测各组大鼠血清

中炎症因子（（TNF-α、IL-1β、IL-6、IL-17A、IL-10、

IL-13）的水平。 

2.4  踝关节 Micro-CT 扫描 

取出固定的大鼠后肢，剪去多余肌肉备用。采

用 Micro-CT 扫描各组大鼠关节，CTvox 软件三维

重建，CTan 分析软件对踝关节骨密度（（bone mineral 

density，BMD）、骨体积分数（（bone volume fraction，

BV/TV）、骨小梁厚度（（trabecular thickness，Tb.Th）、

骨小梁分离度（（trabecular separation/spacing，Tb.sp）

进行分析。 

2.5  肝、肾功能相关指标检测及肝、肾组织病理学

观察 

检测各组大鼠血清中 ALT、AST、ALP、CRE、

UREA、UA 水平。 

大鼠肝、肾组织修块后，梯度乙醇脱水、二甲

苯透明、浸蜡、包埋、切片（（5 μm）。常规脱蜡脱水，

经 HE 染色后，中性树胶封片，于显微镜下观察病

理学变化。 

2.6  脾脏、关节病理学观察 

脾脏 HE 染色步骤同（“2.5”项。踝关节置于多

聚甲醛固定 24 h 以上，置于 EDTA 脱钙液中脱钙 5

周，每 3 天更换 1 次脱钙液，直到针可以轻松刺入

且无明显阻力，说明脱钙完成。之后进行 HE 及番

红 O-固绿染色。中性树胶封片，于显微镜下观察病

理学变化。 

2.7  qRT-PCR 检测关节中 LncRNA NEAT1/ 

HMGB1-NF-κB p65 途径核心基因 mRNA 表达 

取冻存的关节组织于液氮中充分研磨，采用总

RNA 提取试剂盒提取总 RNA，测定 RNA 浓度及纯

度，−80 ℃保存。根据 HiScript Ⅲ RT SuperMix for 

qPCR 说明书逆转录 RNA 为 cDNA。采用 qRT-PCR

检测各组大鼠关节中 LncRNA NEAT1、HMGB1、

TLR4、NF-κB p65 mRNA 表达水平，构建 20 μL 反

应体系：2×Realtime PCR Super mix 10 μL、cDNA

模板 2.0 μL、正、反向引物各 0.5 μL、dd H2O 7.0 

μL。反应程序：94 ℃、5 min；94 ℃、30 s，60 ℃、

30 s，72 ℃、30 s，40 个循环；72 ℃、5 min，每

个指标重复 3 次。以 GAPDH 为内参基因，采用

2−ΔΔCt法计算各基因的相对表达量。引物序列见表 1。 

表 1  引物序列 

Table 1  Primer sequences 

基因 登录号 引物序列 (5’-3’) 产物/bp 

GAPDH NM_017008.4 F: ATGACTCTACCCACGGCAAG 

R: TGGGTTTCCCGTTGATGACC 

75 

LncRNA NEAT1 XR_005494735.2 F: ACTGCTTGACACCCCATGCC 

R: CGGTGATGACCACGGCTACC 

100 

HMGB1 NM_012963.4 F: TCCTTCGGCCTTCTTCTTGT 

R: CGGCCTTCTTTTCATAGGGC 

152 

NF-κB p65 NM_199267.2 F: GACCTGGAGCAAGCCATTAG 

R: CACTGTCACCTGGAAGCAGA 

123 

TLR4 NM_019178.2 F: CCAGAGCCGTTGGTGTATCT 

R: CAGAGCATTGTCCTCCCACT 

181 

2.8  Western blotting 检 测 关 节 中 LncRNA 

NEAT1/HMGB1-NF-κB p65 途径核心蛋白表达 

采用含蛋白酶抑制剂的RIPA 组织/细胞裂解液

提取各组大鼠关节总蛋白，BCA 试剂盒检测蛋白浓

度。蛋白样品经 10%十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝

胶电泳，转至 PVDF 膜，加入 5%脱脂牛奶，室温

摇床封闭 2 h，分别加入 GAPDH（1∶5 000）、

HMGB1（（1∶500）、NF-κB p65（（1∶400）、TLR4（（1∶

1 000）一抗，4 ℃孵育过夜；加入二抗（（1∶15 000），

室温孵育 1 h，TBST 漂洗，超敏 ECL 即用型发光

底物显色，采用凝胶成像分析仪曝光显影，Image J

软件分析蛋白条带的灰度值。 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_012963.4
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_019178.2
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2.9  免疫组化检测关节中 LncRNA NEAT1/ 

HMGB1-NF-κB p65 途径核心蛋白表达及定位 

取各组大鼠关节石蜡切片，按照通用 SP 检测

试剂盒说明书依次进行脱蜡、柠檬酸钠缓冲液抗原

修复、过氧化氢酶灭活、非特异性抗原位点封闭，

滴加 HMGB1（（1∶50）、NF-κB p65（（1∶100）、TLR4

（（1∶50）抗体，4 ℃孵育 12～16 h；复温后滴加二

抗，37 ℃孵育 30 min，PBS 溶液冲洗；加入链霉素

抗生物素蛋白-过氧化物酶，于 37 ℃孵育 30 min，

DAB 显色，苏木素复染，盐酸乙醇分化，常规脱水

后中性树胶封片，于显微镜下观察并拍照，采用

Image J 软件统计阳性表达区域。 

2.10  统计学分析 

使用 Graphpad Prism 8.0.2 软件对数据进行分

析作图，所有数据以 x s 表示，采用单因素方差分

析，两两比较采用独立 t 检验。 

3  结果 

3.1  各组大鼠关节炎评分、足趾容积及血清中炎症

因子水平 

与对照组比较，模型组大鼠踝关节肿胀明显

（（图 1-A），关节炎评分和足趾容积显著升高（P＜

0.05、0.01、0.001，图 1-B、C），血清中 TNF-α、IL-

 

与对照组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01  ###P＜0.001；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001，下图同。 

#P < 0.05  ##P < 0.01  ###P < 0.001 vs control group; *P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs model group, same as below figures. 

图 1  各组大鼠关节肿胀情况 (A)、关节炎评分 (B)、足趾容积 (C) 及血清中炎症因子水平 (D) ( x s , n = 6) 

Fig. 1  Joint swelling (A), arthritis score (B), toe volume (C) and levels of inflammatory factors in serum (D) of rats in each 

group ( x s , n = 6)
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1β、IL-6、IL-17A 水平显著升高（（P＜0.001，图 1-

D），IL-10、IL-13 水平显著降低（（P＜0.001）；与模

型组比较，各给药组大鼠踝关节肿胀程度明显缓

解，关节炎评分和足趾容积显著降低（P＜0.05、

0.01、0.001），血清中 TNF-α、IL-1β、IL-6、IL-17A

水平显著降低（（P＜0.001），IL-10、IL-13 水平显著

升高（P＜0.001）。 

3.2  各组大鼠踝关节Micro-CT扫描及定量分析结果 

各组大鼠踝关节 Micro-CT 扫描（图 2-A）显

示，对照组大鼠踝关节关节面平整光滑，无明显缺

损或磨损；模型组大鼠踝关节有严重骨侵蚀，关节

表面出现蜂窝状侵蚀点；与模型组比较，各给药组

大鼠关节侵蚀有不同程度的缓解。如图 2-B 所示，

与对照组比较，模型组 BMD、BV/TV、Tb.Th 显著

降低（P＜0.001），Tb.Sp 显著升高（P＜0.01）；与

模型组比较，各给药组 BMD、BV/TV、Tb.Th 显著

升高（（P＜0.01、0.001），Tb.Sp 显著降低（（P＜0.05、

0.01）。 

 

A 图中箭头表示关节破坏位置。 

Arrows in figure A indicate locations of joint destruction. 

图 2  各组大鼠 Micro-CT 扫描 (A) 及定量分析 (B) ( x s , n = 6) 

Fig. 2  Micro-CT scanning (A) and quantitative analysis (B) of rats in each group ( x s , n = 6)

3.3  各组大鼠肝、肾功能及肝、肾组织病理学变化 

如图 3-A、B 所示，各组大鼠血清中肝、肾功

能相关指标（（ALT、AST、AKP、CRE、UREA、UA）

均处于正常水平。如图 3-C 所示，各组大鼠肝细胞

排列整齐，结构完整，肝索排列正常，肝小叶形态

完整，无核分裂及淋巴细胞渗出，亦无异常坏死、

增生或炎性细胞浸润未见。如图 3-D 所示，各组大

鼠肾小管上皮细胞排列整齐，肾小球体积和结构正

常，未见异常增生或炎性细胞浸润。表明青藤碱安

全性较好，对大鼠肝、肾功能无损伤。 

3.4  各组大鼠关节和脾脏病理学变化 

各组大鼠关节和脾脏病理学检测结果（图 4）

显示，对照组大鼠脾脏淋巴小结大小及数量均处于

正常范围，无异常变化，且关节面平整光滑，软骨

组织完整；模型组大鼠脾脏淋巴小结大小及数量显

著增加，并且出现融合，关节腔缩小几乎消失，表

明有大量炎性细胞浸润，软骨组织破坏，软骨细胞

减少；与模型组比较，各给药组大鼠淋巴小结体积

减小，炎症减轻，关节破坏情况明显减轻。 

3.5  各组大鼠关节中 LncRNA NEAT1、HMGB1、

NF-κB p65、TLR4 mRNA 表达水平 

qRT-PCR 结果（图 5）显示，与对照组比较，

模型组大鼠关节中 LncRNA NEAT1、HMGB1、NF-

κB p65、TLR4 mRNA 表达水平显著升高（P＜

0.001）；与模型组比较，各给药组大鼠关节中

LncRNA NEAT1、HMGB1、NF-κB p65、TLR4 mRNA 
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图 A、B 中虚线表示相关指标的正常值范围。 

Dashed line indicates normal range of relevant indicators in figure A, B. 

图 3  各组大鼠肝、肾功能 (A、B) 及肝、肾组织病理学变化 (C、D) (HE, ×20; x s , n = 6) 

Fig. 3  Liver and renal function (A, B) and pathological changes in liver and kidney tissues (C, D) of rats in each group 

(HE, × 20; x s , n = 6) 

 

A-各组大鼠脾脏 HE 染色结果；B-各组大鼠关节 HE 染色结果；C-各组大鼠关节番红 O-固绿染色结果。 

A-result of HE staining in spleen of rats in each group; B-result of HE staining of joints of rats in each group; C-result of safranin O-fast green staining of 

joints in each group of rats. 

图 4  各组大鼠脾脏、关节病理学变化 (×10) 

Fig. 4  Pathological changes of spleen and joints in rats in each group (× 10) 
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图 5  各组大鼠关节中 LncRNA NEAT1、HMGB1、NF-κB p65、TLR4 mRNA 表达 ( x s , n = 6) 

Fig. 5  Expressions of LncRNA NEAT1, HMGB1, NF-κB p65 and TLR4 mRNA in joint of rats in each group ( x s , n = 6) 

表达水平均显著降低（P＜0.001）。 

3.6  各组大鼠关节中 HMGB1、NF-κB p65、TLR4

蛋白表达水平 

Western blotting 结果（图 6）显示，与对照组

比较，模型组大鼠关节中 HMGB1、NF-κB p65、

TLR4 蛋白表达水平显著升高（（P＜0.05、0.01）；与

模型组比较，各给药组大鼠关节中 HMGB1、TLR4、

NF-κB p65 蛋白表达水平均显著降低（P＜0.05、

0.01）。 

3.7  各组大鼠关节中 HMGB1、NF-κB p65、TLR4

表达及定位分析 

免疫组化结果（图 7）显示，各组大鼠关节中

均可检测到 HMGB1、NF-κB p65、TLR4 蛋白阳性

表达。通过对关节腔附近阳性信号表达进行灰度值

分析，结果显示，与对照组比较，模型组大鼠关节

中 HMGB1、NF-κB p65、TLR4 表达显著升高（（P＜

0.01、0.001）；与模型组比较，各给药组大鼠关节中

HMGB1、NF-κB p65、TLR4 表达显著降低（（P＜0.01、

0.001）。 

4  讨论 

RA 作为一种自身免疫性疾病，常伴有骨骼和

软骨侵蚀，最终可导致关节强直和畸形[21-22]，其核

心病理机制是免疫系统异常激活引发的过度免疫

反应与持续炎症相互作用，因此抑制免疫与炎症反

应，是 RA 早期诊断和靶向治疗的基础。研究发现，

青藤碱具有抗炎、抗风湿病的药理作用[23-24]。临床

上将正清风痛宁片用于类风湿关节炎患者，治疗

后，患者关节肿胀指数、关节压痛指数及晨僵时间 

 

图 6  各组大鼠关节中 HMGB1、NF-κB p65、TLR4 蛋白表达 ( x s , n = 6) 

Fig. 6  Expressions of HMGB1, TLR4 and NF-κB p65 protein in joint of rats in each group ( x s , n = 6) 
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图 7  各组大鼠关节中 HMGB1、NF-κB p65、TLR4 表达及定位分析 (×10; x s , n = 6) 

Fig. 7  Expressions and localization analysis of HMGB1, NF-κB p65, TLR4 in joints of rats in each group 

(× 10; x s , n = 6)

均显著降低[25-26]。在患者关节腔内注射正清风痛宁

注射液，可有效改善患者血流量和滑膜厚度，缓解

疼痛和炎症反应[27]。然而，青藤碱在临床应用中存

在生物利用度低、半衰期短、作用机制不明确等缺

点，限制了其在临床中的广泛应用[28]。本研究构建

了 CIA 大鼠模型，CIA 大鼠关节炎评分明显上升，

关节明显红肿，促炎因子水平明显升高，脾脏淋巴

小结数量、体积明显增加，关节表面炎性细胞明显

增加，关节及关节软骨出现明显损伤，提示 CIA 大

鼠模型构建成功。 

既往研究报道，青藤碱在佐剂性关节炎大鼠中

发挥巨大的抗炎功能[29]，可通过改善关节炎大鼠的

关节肿胀和发红，减少骨和软骨的破坏，进而减轻

炎症诱导的关节破坏性进展和关节炎症状。本研究

结果显示，与模型组比较，青藤碱组大鼠关节畸形

情况明显改善，关节炎评分显著降低，关节肿胀程

度、充血现象明显减轻，关节轮廓趋于正常；Micro-

CT 三维重建显示，青藤碱组骨侵蚀程度较模型组

显著减轻，骨皮质连续完整无缺损，骨小梁排列规

整致密，骨微结构完整性显著提升。在 RA 的发生

过程中，炎症介质（（TNF-α、IL-1β 等）聚集在关节

滑膜，导致滑膜充血、增厚。研究表明，青藤碱可通

过减少 TNF-α、IL-6 和 IL-1β 等炎症细胞因子的释

放，减轻炎症反应，并明显减轻骨和软骨的损伤[30]。

本研究结果显示，青藤碱组大鼠血清中促炎因子水

平明显降低，抑炎因子水平明显升高；脾脏病理学
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结果显示，脾脏淋巴小结数量明显减少，白髓与红

髓界限清晰，边缘区结构完整，炎性细胞浸润明显

减少；关节病理学结果显示，青藤碱组踝关节滑膜

的炎症细胞浸润显著减少，滑膜增生减轻，软骨表

面更加光滑、软骨细胞数量增加，骨侵蚀显著减轻，

关节面相对光滑；提示青藤碱对 CIA 大鼠有较好的

治疗作用，通过降低促炎症因子表达，增加抑炎因

子的分泌，抑制机体炎症反应，减轻炎症诱导的骨

关节破坏，进而有效改善 CIA 大鼠关节炎性损伤。

同时各组大鼠肝、肾功能指标及肝、肾组织病理学

检测正常，表明青藤碱对肝、肾功能的影响较小，

具有较好的安全性。 

现代药理学研究表明，多种中药单体均可通

过靶向或调节 LncRNA 来影响 RA 等自身免疫性

疾病[31-32]，LncRNA NEAT1 是副斑的重要组成部分，

参与炎症细胞因子的分泌和免疫细胞的活化[33]。研

究发现，LncRNA NEAT1 在 RA 患者血液单核细胞

和血液外泌体中显著上调[34]。HMGB1 为 LncRNA 

NEAT1 的下游靶标，与正常个体相比，RA 患者血

清中 HMGB1 水平显著升高[35]。本研究结果显示，

模型组大鼠关节 LncRNA NEAT1、HMGB1、TLR4、

NF-κB p65 mRNA 表达水平显著升高，HMGB1、

TLR4、NF-κB p65 蛋白表达水平显著升高，与前期

研究一致，说明 LncRNA NEAT1/HMGB1-NF-κB 

p65 信号传导途径可通过介导炎性因子反应，参与

CIA 大鼠炎症反应的形成。HMGB1 广泛存在于细

胞核中[36-37]，炎症反应过程中，HMGB1 高度乙酰

化并从细胞核释放，与特异性识别受体 TLR4 结合，

激活 NF-κB 信号通路并放大炎症反应[38-39]。Chen

等[40]研究发现，通过抑制 LncRNA NEAT1 的表达，

可抑制成纤维样滑膜细胞增殖，降低 TNF-α、IL-1β

和 IL-6 水平，减轻 RA 滑膜炎的症状。研究表明，

多种中药单体均可通过靶向抑制 LncRNA NEAT1/ 

HMGB1 信号通路，降低 IL-6 和 TNF-α 的表达水

平，调节局部或全身炎症反应[41]。本研究结果显示，

与模型组比较，青藤碱组大鼠关节中 LncRNA 

NEAT1、HMGB1、TLR4、NF-κB p65 mRNA 表达水

平显著降低，HMGB1、TLR4、NF-κB p65 蛋白表达

水平表达显著降低。表明青藤碱可能通过靶向

LncRNA NEAT1/HMGB1-NF-κB p65 途径，降低炎

症因子表达，减轻炎症反应。 

综上，青藤碱通过 LncRNA NEAT1/HMGB1-

NF-κB p65 途径，减轻 CIA 大鼠关节肿胀和损伤，

抑制炎症反应，缓解 RA 进程，为 RA 治疗提供新

的靶点。 
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