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雷藤舒调控滑膜关节相关长链非编码RNA2
在胶原诱导性关节炎小鼠中的作用机制研究
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【摘要】 目的　探讨滑膜关节相关长链非编码RNA2（WAKMAR2）对胶原诱导性关节炎（CIA）小鼠滑膜炎症的影响

及雷藤舒（T8）的干预作用机制。方法　将小鼠随机分为正常组（WT组）、CIA模型组（CIA组）、过表达空载体组（CIA-

NC组）、过表达慢病毒组（CIA-LV组）、T8给药组（CIA+T8组）、过表达空载体后的T8给药组（CIA-NC+T8组）、过表达慢

病毒后的 T8给药组（CIA-LV+T8组），每组 8只。除正常组外，其余组构建小鼠 CIA模型，并在 CIA-LV组、CIA-LV+T8
组小鼠膝关节腔注射 WAKMAR2 过表达慢病毒，连续注射 3 周，每周注射 1 次；CIA 组只进行羟丙基甲基纤维素

（HPMC）灌胃；CIA+T8组、CIA-NC+T8组、CIA-LV+T8组均进行T8灌胃，灌胃自第 28天开始，为期 4周。通过活体成像

确定病毒转染效率；通过酶联免疫吸附分析（ELISA）检测各组小鼠血清中肿瘤坏死因子-α（TNF-α）、白细胞介素-1
（IL‑1）、白细胞介素-6（IL-6）的含量；使用小动物计算机体层显像仪（Micro-CT）观察小鼠足爪关节的骨破坏程度；通过

实时逆转录PCR检测滑膜关节WAKMAR2和微小RNA-4478（miR-4478）的表达；通过Western blot检测E2F转录因子1
（E2F1）和 p53蛋白的表达。结果　①活体成像结果显示WAKMAR2过表达慢病毒注射后在小鼠膝关节部位高表达；

②与CIA组和CIA-NC组相比，CIA-LV组小鼠的一般情况及关节炎症指数明显改善，血清中 TNF-α、IL-1、IL-6的表达

明显降低，WAKMAR2 mRNA表达升高，miR-4478 mRNA表达降低，E2F1和 p53的蛋白表达均明显升高；③与CIA+T8
组和 CIA-NC+T8 组相比，CIA-LV+T8 组的关节炎炎症指数明显改善，血清中 TNF-α、IL-1、IL-6 的表达明显降低，

WAKMAR2 mRNA 表达升高，miR-4478 mRNA 表达降低，E2F1 和 p53 的蛋白表达均明显升高。结论　过表达

WAKMAR2 可改善 CIA 小鼠关节滑膜炎症微环境，可作为治疗类风湿关节炎（RA）的潜在靶点。T8 可通过调控

WAKMAR2/miR-4478/E2F1/p53轴降低CIA小鼠的炎症水平。该结果为RA的治疗策略提供了新的研究方向，并为T8
的临床应用奠定了理论基础。
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well as the mechanism of intervention by 5R-5-hydroxytriptolide （LLDT-8， T8）. Methods　The mice were randomly divided into the normal 
group （WT group）， the CIA model group （CIA group）， the overexpression empty vector group （CIA-NC group）， the overexpression 
lentivirus group （CIA-LV group）， the T8 administration group （CIA+T8 group）， the T8 administration group after overexpression empty 
vector （CIA-NC+T8 group）， and the T8 administration group after overexpression lentivirus （CIA-LV+T8 groups）， 8 in each group. Except 
for the normal group， the CIA models of mice were constructed in the other groups， and WAKMAR2-overexpressing lentivirus was injected 
into the knee joint cavity of mice in CIA-LV group and CIA-LV+T8 group. The virus was injected continuously for 3 weeks， once a week. The 
CIA group only received intragastric administration of hydroxypropyl methylcellulose （HPMC）. The CIA+T8 group， the CIA-NC+T8 group 
and the CIA-LV+T8 group all received T8 gavage. The gavage began on the 28th day and lasted for 4 weeks. In vivo imaging was used to 
determine viral transfection efficiency. The expression of tumor necrosis factor-α （TNF-α）， interleukin-1 （IL-1）， and interleukin-6 （IL-6） 
in mouse blood was detected by enzyme-linked immunosorbent assay （ELISA） assay. The degree of joint bone destruction in mouse paws was 
observed using Micro-CT. Real-time quantitative PCR was used to measure the expression of WAKMAR2 and microRNA-4478 （miR-4478）. 
Western blot was used to detect the expression of E2F1 and p53 proteins. Results　 ① In vivo imaging demonstrated high expression of 
WAKMAR2 after lentiviral injection in the knee joints of mice. ②Compared to the CIA group and CIA-NC group， the CIA-LV group showed 
significant improvement in general condition and arthritis inflammation index， with decreased expression of TNF- α， IL-1， and IL-6 in 
serum， increased mRNA levels of WAKMAR2， decreased mRNA levels of miR-4478， and elevated protein expression of E2F transcription 
factor 1 （E2F1） and p53. ③ Compared to CIA+T8 group and CIA-NC+T8 group， CIA-LV+T8 group showed significant improvement in 
general condition and arthritis inflammation index， with decreased expression of TNF-α， IL-1， and IL-6 in serum， increased mRNA levels of 
WAKMAR2， decreased mRNA levels of miR-4478， and elevated protein expression of E2F1 and p53. Conclusions　Overexpression of 
WAKMAR2 can improve the synovial inflammation microenvironment in CIA mice and may serve as a potential target for the treatment of 
rheumatoid arthritis （RA）. T8 can inhibit inflammation levels in CIA mice by regulating the WAKMAR2/miR-4478/E2F1/p53 axis. These 
findings provide new directions for RA treatment strategies and establish a theoretical foundation for future clinical applications.
Keywords： rheumatoid arthritis； collagen-induced arthritis； 5R-5-hydroxytriptolide； Tripterygium wilfordii Hook. f.； mechanism of action； 
Chinese materia medica research

类风湿关节炎（rheumatoid arthritis，RA）以关节

滑膜增生、软骨破坏和软骨下骨侵蚀为主要病理改

变的慢性全身性自身免疫性疾病，其中以滑膜炎症

为主要病理改变［1］。中国的 RA 患病率为 0.32%～

0.36%，且女性多于男性［2］，如未适当治疗，其高致残

率严重影响患者的生活质量［3］。目前，RA发病机制

尚不完全明确，遗传易感因素、环境因素及免疫系

统失调等均可导致 RA 发病。常见治疗 RA 的药物

包括非甾体类消炎药（NSAIDs）、改善病情的抗风湿

药物（DMARDs）、糖皮质激素（GC）及生物制剂等，

但不良反应较多，易产生耐药性［4］。

中医药作为补充和替代医学的重要组成部分，

近年来，在世界范围内已被广泛应用于多种慢性疾

病的预防和控制［5］。中药具有多成分、多靶点、多通

路的特点，广泛运用于关节炎的临床治疗［6］。雷藤

舒 又 称（5R）-5- 羟 基 雷 公 藤 内 酯 醇（5R-5-

hydroxytriptolide，LLDT-8，简称 T8）是由中国科学院

上海药物研究所从雷公藤中提取分离、修饰优化得

到的一种全新结构的二萜类化合物［7］，其在保留了

免疫抑制活性的同时毒副作用大大降低，使T8安全

有效运用于临床成为可能，有望成为治疗 RA 的新

型免疫抑制剂［8］。

课题组前期研究［8］发现，滑膜关节相关长链非

编码 RNA2（WAKMAR2）在 RA 滑膜成纤维细胞

（RA-FLS）中表达降低。过表达 WAKMAR2可以抑

制 RA-FLS 的增殖和侵袭，减少基质金属蛋白酶

（MMP）及炎症因子的表达，并增强 T8抑制 RA-FLS
增殖的能力，进一步降低 MMP-1、MMP-3及白细胞

介素-1（IL-1）、白细胞介素-6（IL-6）的表达。同时，

WAKMAR2 过表达和 T8 处理均可减弱微小 RNA-

4478（miR-4478）对 E2F 转录因子 1（E2F1）和 p53的

表达抑制作用，并逆转 miR-4478 对 RA-FLS 的影

响［8］。然而，WAKMAR2在体内的作用及 T8的具体

机制尚不清楚，因此有必要进一步研究 WAKMAR2
及 T8在 RA发生发展中的作用。因此，本研究将通

过构建胶原诱导性关节炎（CIA）小鼠模型，探讨

WAKMAR2在CIA小鼠中的作用及 T8的干预机制，

为进一步研究 WAKMAR2 在 RA 发病机制及 T8 在

RA中的作用提供理论依据。

1　材料和方法

1.1　材料　

1.1.1　动物　 56 只无特定病原体（SPF）级雄性
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DBA/1J小鼠，（20±2）g，7~8周龄，购于上海斯莱克实

验动物有限公司，实验动物生产许可证号：SCXK
（沪）2022-0004。动物饲养及实验均在上海中医药

大学动物实验中心 SPF级动物房（温度 21~24 ℃，湿

度 50%~60%，明/暗周期 12 h/12 h）开展，实验动物使

用许可证号：SYXK（沪）2020-0009。实验遵循上海

中医药大学动物伦理委员会审批的试验方案，伦理

编号为PZSHUTCM210108007。
1.1.2　病毒构建　选用上海吉凯基因医学科技股

份有限公司构建的慢病毒载体，元件顺序为：Ubi-
MCS-SV40-firefly_Luciferase-IRES-Puromycin，载体名

称为CV146（干扰WAKMAR2基因，同时表达荧光素

酶），便于后续小鼠体内过表达慢病毒转染效率的

观察。

1.1.3　药物与试剂　T8的分子量为 376.39，由中国

科学院上海生物科学研究所药物化学教研室提供，

纯度为 99%。T8药物制备：1 mg的T8溶于 20 mL的

0.2% 羟丙基甲基纤维素（HPMC）溶液，振荡搅拌 1 h
以上，使其充分溶解，给药浓度为 0.05 g/L。p53抗

体、E2F1 抗体（批号分别为 21891-1-AP、12171-1-

AP），武汉三鹰生物技术有限公司；IL-1、IL-6、TNF-α 酶
联免疫吸附分析（ELISA）试剂盒（批号分别为PI301、
PI326、PT512），上海碧云天生物技术股份有限公司；

逆转录试剂盒（批号RR037a），日本Takara公司。

1.1.4　主要仪器　活体成像仪、Micro-CT扫描机（型

号分别为 In Vivo-Xtreme、SKYSCAN 1276），德国

Bruker 公 司 ；Western blot 电 泳 转 膜 仪（型 号 ：

PowerPac TMHC），美国Bio-Rad公司；实时荧光定量

PCR 仪（型号：7900HT Fast），美国 Thermo Fisher 
Scientific公司；酶标仪（型号：Molecular spectra M5），

美国 Molecular Devices 公司；荧光正置显微镜（型

号：BX53），日本Olympus公司。

1.2　造模、分组与干预　

1.2.1　CIA模型构建　适应性饲养 1周后，进行第一

次免疫，于当天进行Ⅱ型胶原乳化剂的制备及注

射。将小鼠放入固定的鼠笼内，用体积分数 75%酒

精清洁小鼠尾部，在距小鼠尾根部 2 cm的地方皮下

注射 0.1 mL 的胶原乳化液。在第一次免疫 21 d 后

进行二次免疫，将 3 g/L 的Ⅱ型胶原与不完全佐剂

（IFA）按 1∶1的比例进行混合后完全乳化。对 CIA
小鼠自第 21天开始进行 3 d/次关节炎症指数评分，

并严格参照评分标准（表 1），小鼠每只足爪的关节

炎症指数评分为 0~4分。

1.2.2　分组与干预　在第一次免疫前随机取 8只小

鼠作为正常组（WT 组），其余 48只小鼠构建 CIA 模

型及处理组，并以每组 8 只随机分为 CIA 模型组

（CIA 组）、过表达空载体组（CIA-NC 组）、过表达慢

病毒组（CIA-LV组）、T8给药组（CIA+T8组）、过表达

空载体后的T8给药组（CIA-NC+T8组）、过表达慢病

毒后的T8给药组（CIA-LV+T8组）。除正常组外，其

余组构建小鼠CIA模型，并在CIA-LV组、CIA-LV+T8
组小鼠膝关节腔注射WAKMAR2过表达慢病毒，病

毒连续注射 3 周，每周注射 1 次；CIA 组只进行

HPMC 灌胃；CIA+T8 组、CIA-NC+T8 组、CIA-LV+T8
组均进行T8灌胃，灌胃自第 28天开始，为期 4周。

1.2.3　取材与处理　于第 58天处理小鼠，用异氟烷

麻醉小鼠后摘眼球取血置于 1.5 mL 离心管并放于

4 ℃冰箱保存；取小鼠的膝关节，剔除肌肉、皮肤等

周围组织；取小鼠双侧膝关节滑膜，放液氮快速冷

冻后，−80 ℃冰箱保存留用。

1.3　检测指标与方法　

1.3.1　小鼠活体成像实验　为明确小鼠体内合适

的膝关节腔注射浓度和剂量，随机抽取 2只小鼠，采

用带有荧光素酶的过表达慢病毒注射小鼠单侧膝

关节腔，寻找转染效率最好的浓度；每周 1次，连续

注射 3周，第 3周后在苯巴比妥全麻下，对小鼠进行

活体成像检测，观察病毒的表达情况。

1.3.2　酶联免疫吸附分析（ELISA）　试剂盒从 4 ℃
冰箱取出，室温放置 20 min；制备不同浓度梯度标准

品，混匀后放置 10 min，即用即配；于每孔内加入

100 μL 的显色底物，室温避光孵育 30 min；加入

100 μL的终止液，混匀板孔内所有试剂，颜色逐渐由

蓝变黄；利用酶标仪检测样品吸光度：测定570 nm波

长下的光密度（OD），并进行统计分析。

1.3.3　Western blot实验　使用 10% Novex Tris-甘氨

酸预制胶（Tris-Glycine）。组装电泳槽并加 1×电泳

缓冲液至液面平齐，确保液体覆盖样品孔。移除梳

子后，加入 1.5 μL蛋白Marker及各蛋白样品 20 μL。
切取胶块并浸入纯水中，聚偏二氟乙烯（PVDF）膜活

化后，将膜按“三明治”顺序夹紧进行转膜。体积分

表 1　关节炎症指数评分标准

评分

1分

2分

3分

4分

指征         
单个点轻度软骨破坏

局部的轻到中度软骨破坏

一定范围的软骨侵蚀

广泛的软骨破坏
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数 5%牛血清白蛋白（BSA）封闭 60 min；一抗（p53抗
体、E2F1抗体）孵育过夜；洗膜 5次，每次 5 min；二抗

孵育 1 h，再洗膜 5次。增强型化学发光试剂（ECL）
显色，自动成像，保存并用 ImageJ软件分析。

1.3.4　实时逆转录 PCR（RT‑qPCR）　使用 RNA 提

取试剂盒处理滑膜组织获得 RNA，反转录获得

cDNA，进行 RT-qPCR 检测 WAKMAR2、miR-4478的

mRNA 水平，以 GAPDH 为内参，采用 2-ΔΔCt法分析各

mRNA相对表达量。引物序列详见表 2。

1.4　 统 计 学 方 法　 应 用 SPSS 25.0 和 GraphPad 
Prism 9.3.0软件进行数据的统计分析和绘图。其中

符合正态分布的计量资料采用均数±标准差（x̄±s）表

示；多组间比较采用单因素方差分析（one-way 
ANOVA），两组之间比较采用 LSD-t检验，两组间计

量资料的比较采用两独立样本的 t检验。以P<0.05
为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　体内病毒转染效率检测　体外研究测定过表

达 WAKMAR2 滴度为 4×108 TU/mL。将携带荧光

Luc 的慢病毒载体注射小鼠膝关节，进行慢病毒注

射量的摸索。活体成像结果显示，当关节病毒用

量>2×107 TU/mL时即可成功在小鼠膝关节内表达，

见图1A。通过RT-qPCR检测小鼠膝关节WAKMAR2
表达量，与对照组（control）相比，2×107 TU/mL 的

WAKMAR2注射组 WAKMAR2的表达量明显增加，

差异有统计学意义（P<0.01），见图 1B。

2.2　过表达 WAKMAR2 对 CIA 小鼠一般情况及关

节炎症指数的影响　与WT组相比，CIA组小鼠毛发

欠光泽呈灰暗色，部分有竖毛现象，精神萎靡不振，

下肢有跛行甚至拖行现象，活动量明显减少，进食量

也减少。CIA-NC组与CIA组小鼠状况相似，均精神不

振。CIA-LV组小鼠毛发光泽润滑程度较好，有跛行

但程度较轻，精神状态较好，活动量及进食量有改善。

与WT组相比，CIA组的体质量在造模后呈现下

降趋势，21 d后体质量下降明显，差异具有统计学意

义（P<0.05）；与 CIA 组和 CIA-NC 组相比，CIA-LV 组

体质量下降，差异无统计学意义（P>0.05），见图 2A。

WT组未见关节炎症表现，CIA组、CIA-NC组与CIA-

LV 组的关节炎症指数评分自第 21天逐渐上升，在

第 42天至 45天达到顶峰，之后缓慢下降。与CIA组

相比，CIA-NC 组小鼠关节炎症评分相似，差异无统

计学意义（P>0.05）。与 CIA组比较，CIA-LV组小鼠

的关节炎症指数从第 42天开始明显降低且差异有

统计学意义（P<0.05），见图 2B。各组足爪肿胀情况

见图 2C。

2.3　过表达 WAKMAR2 对 CIA 小鼠关节组织形态

的影响　对各组小鼠足爪关节 Micro-CT 扫描分析

发现，WT组小鼠足爪骨组织表面光滑完整，未发现

骨侵蚀现象，CIA组小鼠踝关节、足爪关节均出现严

重的骨破坏，在各个关节处均出现明显的侵蚀。

CIA-NC 组小鼠足爪关节骨侵蚀状况与 CIA 组无明

显差异，均出现足爪关节的变形；而 CIA-LV组小鼠

虽然同样出现足爪关节侵蚀，但程度较 CIA 组与

CIA-NC组明显减轻，见图 3。
2.4　过表达 WAKMAR2 对 CIA 小鼠血清炎症因子

的影响　采用 ELISA 检测 IL-1、IL-6、TNF-α 的表达

表 2　引物序列

基因                    
WAKMAR2

miR-4478

GAPDH

引物序列

上游：5'-GGCCTCAGTGAGGTAAATCG-3'
下游：5'-CATACCACTACACTCCAGC-3'
上游：5'-AGGGCTAGGTGGAAAGACCT-3'
下游：5'-CCTTCCTGATCGGGACATCG-3'
上游：5'-AACTTTGGCATTGTGGAAGG-3'
下游：5'-GGATGCAGGGATGATGTTCT-3'

注：WAKMAR2为滑膜关节相关长链非编码RNA2基因，miR‑4478
为微小RNA‑4478基因，GAPDH为甘油醛‑3‑磷酸脱氢酶基因。

　注：WAKMAR2为滑膜关节相关长链非编码RNA 2，control为对照组。A为小鼠活体成像图，左图小鼠膝关节注射磷酸盐缓冲溶液，右图小

鼠膝关节注射过表达慢病毒；B为慢病毒转染前后WAKMAR2相对表达情况。**P<0.01；n=3，x̄±s。

图 1　病毒转染效率检测
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水平，见图 4。与 WT 组相比，CIA 组的 IL-1、IL‑6、
TNF-α 的表达水平显著增加，差异有统计学意义

（P<0.05）；与CIA组相比，CIA-NC组 IL-1、IL-6、TNF-α
的表达水平差异无统计学意义（P>0.05）；与 CIA 组

和CIA-NC组相比，CIA-LV组 IL-1、IL-6、TNF-α的表

达水平显著下降（P<0.05），提示过表达 WAKMAR2
后，CIA小鼠的炎症水平降低。

2.5　 过 表 达 WAKMAR2 对 下 游 基 因 miR-4478、
E2F1、p53 表达的影响　采用 RT-qPCR 测定 CIA 模

型小鼠滑膜中WAKMAR2、miR-4478的表达，见图5。
与 WT 组相比，CIA 组中 WAKMAR2 表达降低（P<

　注：WT为正常组，CIA为胶原诱导性关节炎模型组，CIA-NC为过表达空载体组，CIA-LV为过表达慢病毒组。A为过表达WAKMAR2对小鼠体

质量的影响，B为各组关节炎症评分比较，C为各组小鼠足爪肿胀度。与WT比较，*P<0.05，**P<0.01；与CIA比较，#P<0.05，##P<0.01，n=6，x̄±s。

图 2　过表达WAKMAR2对CIA小鼠体质量及关节炎症、肿胀度的影响

注：WT为正常组，CIA为胶原诱导性关节炎模型组，CIA-NC为过表达空载体组，CIA-LV为过表达慢病毒组。

图 3　小鼠足爪关节Micro-CT扫描图

　注：WT为正常组，CIA为胶原诱导性关节炎模型组，CIA-NC为过表达空载体组，CIA-LV为过表达慢病毒组。IL为白细胞介素，TNF-α为肿

瘤坏死因子α。与WT比较，**P<0.01，***P<0.001；与CIA比较，##P<0.01，###P<0.001；n=6，x̄±s。

图 4　各组小鼠血清炎症因子表达情况
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0.05），miR-4478表达升高（P<0.05），差异有统计学

意义；与 CIA 组和 CIA-NC 组相比，WAKMAR2 在

CIA-LV 组内高表达，差异有统计学意义（P<0.05）；

同时与CIA组和CIA-NC组相比，CIA-LV组miR‑4478
表达降低，差异有统计学意义（P<0.05）。

采用Western blot检测滑膜组织E2F1、p53的表

达。结果显示，与WT组相比，CIA组中E2F1、p53的
蛋白表达明显降低，差异有统计学意义（P<0.05）；与

CIA 组和 CIA-NC 组相比，CIA-LV 组中 E2F1、p53的

蛋白表达明显升高，差异均有统计学意义（P<0.05）。

见图 6。

2.6　T8 通过 WAKMAR2 对 CIA 小鼠一般情况及关

节炎症指数的影响　与 CIA 组相比，CIA+T8 组与

CIA-NC+T8组小鼠状况相似，毛发偏暗，饮食有所

增加。CIA-LV+T8 组小鼠毛发光泽润滑程度较

好，有跛行但程度较轻，精神状态较好，活动量及

进食量均有改善。与 CIA 组相比，CIA+T8 组和

CIA-NC+T8 组、CIA-LV+T8 组小鼠体质量从第 35
天出现显著下降（P<0.05），见图 7A。各组小鼠关

节炎症评分在第 42 天达到顶峰，之后开始缓慢下

降。在第 36、39 天节点上，与 CIA 组相比，CIA-

LV+T8组关节炎症评分下降，差异有统计学意义（P
<0.05），其余各组间差异无统计学意义（P>0.05）。

自第 42天开始，与CIA组相比，CIA+T8组、CIA-NC+
T8组、CIA-LV+T8组关节炎症评分均有明显下降，

且有统计学差异（P<0.05）。见图 7B、图 7C。

2.7　T8 通过 WAKMAR2 对 CIA 小鼠关节组织形态

的影响　CIA+T8组与 CIA-NC+T8组小鼠足爪关节

骨侵蚀状况相当，均出现足爪关节侵蚀；而 CIA-

LV+T8组小鼠虽然同样出现足爪关节侵蚀，但程度

较CIA+T8组与CIA-NC+T8组明显减轻。见图 8。

　注：WT为正常组，CIA为胶原诱导性关节炎模型组，CIA-NC为过表达空载体组，CIA-LV为过表达慢病毒组。WAKMAR2为滑膜关节相关长

链非编码RNA2，miR-4478为微小RNA-4478。与WT组比较，*P<0.05，***P<0.001；与CIA组相比，#P<0.05，###P<0.001；n=6，x̄±s。

图 5　小鼠膝关节滑膜组织中WAKMAR2和miR-4478的mRNA表达

　注：WT为正常组，CIA为胶原诱导性关节炎模型组，CIA-NC为过表达空载体组，CIA-LV为过表达慢病毒组。p53为 p53蛋白，E2F1为E2F转

录因子1蛋白，GAPDH为甘油醛-3-磷酸脱氢酶。A为蛋白条带图，B为p53的蛋白表达情况，C为E2F1的蛋白表达情况。与WT比较，*P<0.05；与
CIA相比，#P<0.05，###P<0.001；n=6，x̄±s。

图 6　小鼠膝关节滑膜组织中E2F1和p53表达情况
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2.8　T8 通过 WAKMAR2 对 CIA 小鼠血清炎症因子

的影响　与CIA组相比，CIA+T8组 IL-1、IL-6、TNF-α
的表达均显著降低，差异有统计学意义（P<0.05），与

CIA+T8 组 和 CIA-NC+T8 组 相 比 ，CIA-LV+T8 组

IL‑1、IL-6、TNF-α的表达进一步下降，差异有统计学

意义（P<0.05）。见图 9。

　注：CIA为胶原诱导性关节炎模型组，CIA+T8为T8给药组，CIA-NC+T8为过表达空载体后的T8给药组，CIA-LV+T8为过表达慢病毒后的T8

给药组。A为T8作用后对小鼠体质量变化的影响；B为T8作用后各组关节炎症评分比较；C为T8作用后各组小鼠足爪肿胀度。与CIA比较，

*P<0.05；与CIA+T8比较，#P<0.05，##P<0.01；n=6，x̄±s。

图 7　T8作用后小鼠一般情况

　注：CIA为胶原诱导性关节炎模型组，CIA+T8为T8给药组，CIA-NC+T8为过表达空载体后的T8给药组，CIA-LV+T8为过表达慢病毒后的T8

给药组。

图 8　T8作用后小鼠足爪关节Micro-CT扫描图

　注：CIA为胶原诱导性关节炎模型组，CIA+T8为T8给药组，CIA-NC+T8为过表达空载体后的T8给药组，CIA-LV+T8为过表达慢病毒后的T8

给药组。IL为白细胞介素，TNF-α为肿瘤坏死因子α。与CIA组比较， ***P<0.001；与CIA+T8组相比，#P<0.05，###P<0.001；n=6，x̄±s。

图 9　T8作用后各组小鼠血清炎症因子表达情况
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2.9　T8通过 WAKMAR2对下游基因 miR-4478表达

的影响　采用 RT-qPCR 测定 T8作用后 CIA 小鼠滑

膜中WAKMAR2、miR-4478的表达，见图 10。与CIA
组相比，WAKMAR2在CIA+T8组中的表达均显著增

加（P<0.05）；与CIA+T8组、CIA-NC+T8组相比，CIA-

LV+T8组的 WAKMAR2表达增加，差异有统计学意

义（P<0.05）。与CIA组相比，miR-4478在CIA+T8组

中的表达均显著下降（P<0.05）；与 CIA+T8组、CIA-

NC+T8组相比，CIA-LV+T8组的 miR-4478表达进一

步下降，差异有统计学意义（P<0.05）。

3　讨论

RA 是一种典型的慢性自身免疫性疾病，以关

节滑膜炎症与骨破坏为特征［9］，临床表现为关节疼

痛、肿胀、僵硬，严重时导致不可逆的关节损伤、畸

形甚至残疾［10］。RA 的发病机制尚不明确，其发生

主要与环境、遗传以及免疫失调有关［11］。尽管自身

免疫和全身免疫失调是 RA 的基本病理过程，但主

要病理变化集中在关节滑膜衬里层，其中成纤维细

胞的致病作用使其成为炎性关节疾病的关键治疗

靶点［12-13］。

lncRNAs 作为 miRNAs 的前体或竞争性内源

RNA，作为分子海绵通过吞噬目标 miRNAs 改变

miRNA的数量来调节其靶基因表达［13］，还可调节细

胞生物学过程，如增殖、凋亡、转移、代谢和炎

症［14-15］，研究［16-17］表明，lncRNA在多种自身免疫性疾

病的发病机制中发挥重要作用，如多发性硬化症、

系统性红斑狼疮、Ⅰ型糖尿病和 RA。目前虽有多

篇报道证实 RA 中 lncRNA 的异常表达与 MMPs、核
因子κB（NF-κB）及T细胞等有关［18-20］，然而，lncRNA
在RA中的具体机制仍不清楚。

本研究前期对 T8 处理的人 RA-FLS 细胞进行

lncRNA 芯片表达谱检测，发现数条差异表达的

lncRNA，其中 WAKMAR2 的差异表达倍数最为显

著［10］。WAKMAR2 原名为 LOC100130476，是位于

6q23.3 的 lncRNA，存 在 反 义 的 转 录 方 向 ，与

TNFAIP3 基 因 体 和 启 动 子 部 分 存 在 重 叠［21-22］。

LOC100130476与食管鳞癌和胃贲门腺癌的侵袭、转

移以及患者预后紧密相关，LOC100130476在肾癌中

低表达，其基因启动子区域高甲基化是造成基因表

达沉默的机制之一，5-Aza-dC可以逆转LOC100130476
启动子区域的异常甲基化并提高其表达水平［23］。

研究［23］表明，LOC100130476在胃贲门腺癌组织、食

管癌细胞系和原发的食管鳞癌组织中表达明显降

低，其上调可抑制癌细胞的增殖和侵袭，但目前的

研究主要集中在肿瘤疾病方面。课题组前期研究

发现过表达 WAKMAR2 后 FLS 细胞分泌的 MMP-1
及 MMP-3明显降低，说明其能抑制 FLS 细胞侵袭，

机制与减少MMPs的分泌从而降低细胞外基质的分

解有关；FLS细胞可以自发产生 IL-6，在其他细胞因子

的刺激下产生 IL-1等细胞因子，过表达 WAKMAR2
后，IL-1及 IL-6的表达减少，说明WAKMAR2具有抑

制炎症因子分泌的功能［24］。

雷公藤，又名黄藤根、黄药、断肠草等，味苦、

辛，性凉，有大毒，归心、肝经。现代药理学研究［25］

表明其主要有效成分包括二萜类、三萜类、生物碱

类、黄酮类等，具有免疫抑制、抗炎、抗血管生成、抑

制骨破坏等作用。T8是一种基于雷公藤内酯醇进

行结构修饰后得到的全新衍生物。T8可抑制Ⅱ型

胶原诱导的 DBA/1J 小鼠体内淋巴细胞增殖及 γ 干

扰素（IFN-γ）、IL-2的分泌，并抑制信号转导和转录

激活因子（STAT）1、T 盒转录因子（T-bet）、IL-12β

　注：CIA为胶原诱导性关节炎模型组，CIA+T8为T8给药组，CIA-NC+T8为过表达空载体后的T8给药组，CIA-LV+T8为过表达慢病毒后的T8

给药组。WAKMAR2为滑膜关节相关长链非编码RNA 2，miR-4478为微小RNA-4478。与CIA相比，*P<0.05，与CIA+T8组相比，**P<0.01；#P<
0.05，##P<0.01，###P<0.001；n=6，x̄±s。

图 10　T8作用后小鼠膝关节滑膜组织中WAKMAR2和miR-4478的mRNA表达
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和 STAT4 等的表达，抑制巨噬细胞炎性蛋白 -1α
（Mip‑1α）、巨噬细胞炎性蛋白-1β（Mip-1β）、调节 T
细胞正常表达和分泌（RANTES）、IFN-γ诱导蛋白 10
（IP‑10）等趋化因子的转录；T8还可调节外周血单个

核细胞（PBMC）、滑液单个核细胞（SFMC）中 T 细胞

及其细胞因子分布格局，抑制关节腔内FLS增殖，对

RA免疫系统有调节作用。［26］

此外，T8 对 RA-FLS 中 lncRNAs 表达有一定影

响［27］。WAKMAR2是 RA-FLS肿瘤样表型的负调控

因子，T8 可上调 RA-FLS 中 WAKMAR2 表达，而

WAKMAR2可海绵miR-4478，并阻止miR-4478与靶

基因E2F1的相互作用。p53是一种肿瘤抑制因子，

通过调节细胞周期限制细胞的增殖和存活［28］，E2F1
可激活 p53 转录［29］。miR-4478 抑制 E2F1 和 p53 的

表达，并促进 RA-FLS 的肿瘤样表型。WAKMAR2
的沉默阻断了 T8对RA-FLS的治疗作用，LLDT-8和

WAKMAR2 抑 制 RA-FLS 中 miR-4478 的 表 达 ，

WAKMAR2 和 T8 的表达增强均减弱 miR-4478 对

E2F1 和 p53 表达的抑制作用，并减弱 miR-4478 对

RA-FLS的保护作用。

关节炎症评分结果显示，CIA-LV组小鼠关节炎

症明显缓解，关节红肿症状明显减轻。自第 30天开

始 CIA 组与 CIA-NC 组炎症指数评分明显高于 CIA-

LV 组。因此，过表达 WAKMAR2 能够较好地减轻

CIA模型小鼠关节红肿等临床症状。CIA-LV+T8组

小鼠关节炎症得到明显缓解，关节红肿症状减轻，

CIA+T8组较 CIA 组有明显改善。WAKMAR2与 T8
均能减轻 CIA 小鼠关节炎症，过表达 WAKMAR2与

T8联用，能够得到更好的效果。

Micro-CT 扫描小鼠足爪，可以清晰地观察到

CIA-LV组小鼠虽然同样出现足爪关节侵蚀，但程度

较 CIA 组与 CIA-NC 组明显减轻。CIA-LV+T8组小

鼠虽然同样出现足爪关节侵蚀，但程度较 CIA+T8
组与CIA-LV组明显减轻。

为了明确 T8干预 WAKMAR2过表达小鼠对其

体内炎症因子的影响，检测小鼠血清中的 TNF-α、

IL-1、IL-6 表达，结果显示 CIA-LV 组中的炎症因子

表 达 较 CIA 组 与 CIA-NC 组 减 少 ，提 示 过 表 达

WAKMAR2可通过减少炎症因子的生成，减轻滑膜

炎症与骨侵蚀。CIA-LV+T8组可以抑制小鼠体内炎

症因子 TNF-α、IL-1、IL-6 的表达，因此通过过表达

WAKMAR2与 T8联用能够减少小鼠体内炎症因子

分泌，减缓小鼠关节炎症症状。

通过 RT-qPCR 实验检测小鼠关节滑膜组织中

WAKMAR2表达，发现WAKMAR2在CIA-LV组高表

达，说明过表达 WAKMAR2 的 CIA 模型构建成功。

lncRNAs 可以海绵 miRNAs 或作为竞争内源 RNAs
发挥作用，从而隔离 miRNAs 并改变下游靶基因的

表达。体内研究进一步证实，CIA-LV组关节滑膜炎

症减轻，并伴随 miR-4478的表达降低，E2F1及 p53
的蛋白表达上升。CIA-LV+T8 组关节滑膜炎症减

轻，伴随 miR-4478的表达降低。因此，T8可能通过

调控 WAKMAR2/miR-4478/E2F1/p53 轴来抑制 CIA
小鼠滑膜炎症并延缓骨破坏。总之，本研究从体内

更深入地阐明 T8 与过表达 WAKMAR2 治疗 RA 的

作用机制，为 RA 的治疗提供新的靶点，推进 T8在

RA治疗中的临床应用。
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