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松萝酸对CIA大鼠HMGB1、自噬蛋白Beclin1
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摘要院目的 探讨松萝酸对关节炎渊CIA冤大鼠HMGB1尧自噬蛋白 Beclin1及炎性因子的影响遥 方法 将 72只大鼠随机分成 6组袁每

组 12只袁即空白对照组尧模型对照组尧阳性对照组尧松萝酸低尧中尧高剂量组袁各组采用域型胶原乳剂造模成 CIA大鼠模型袁空白对

照组除外遥 造模结束后袁用低渊2 mg/kg冤尧中渊6 mg/kg冤尧高渊54 mg/kg冤剂量组的松萝酸进行药物干预治疗袁阳性对照组给予羟氯喹

渊36 mg/kg冤袁空白对照组及模型对照组予等溶剂 5 ml蒸馏水灌胃遥 所有大鼠每天给药 1次袁连续给药 28 d遥 末次灌胃 2 h后袁提取

标本袁观察大鼠关节指数评分尧肿胀程度测定袁透射电镜观察细胞自噬袁采用 ELISA检测 HMGB1尧TNF-琢尧IL-1尧INF-酌的血清浓

度水平袁PCR尧WB检测蛋白HMGB1尧Beclin1尧Bcl-2尧PI3K蛋白表达情况遥 结果 模型对照组血清 HMGB1尧TNF-琢尧IL-1尧INF-酌

含量高于空白对照组袁滑膜组织中 HMGB1尧Bcl-2尧PI3K蛋白水平高于空白对照组袁Beclin1蛋白表达量低于空白对照组袁差异有

统计学意义 渊 约0.05冤曰 松萝酸中尧 高剂量组及阳性对照组 HMGB1尧TNF-琢尧IL-1尧INF-酌尧Bcl-2尧PI3K水平低于模型对照组袁

Beclin1蛋白表达量高于模型对照组袁差异有统计学意义渊 约0.05冤曰松萝酸中尧高剂量组抑制 HMGB1尧Bcl-2尧PI3K表达尧激活

Beclin1的效果与阳性对照组比较袁差异无统计学意义渊 跃0.05冤遥结论 松萝酸能减轻 CIA大鼠关节肿胀程度袁降低血清HMGB1尧

TNF-琢尧IL-1尧INF-酌浓度袁抑制HMGB1尧Bcl-2尧PI3K蛋白的表达袁促进 Beclin1表达上升袁增强细胞自噬袁减少滑膜炎症反应遥
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Effects of Ursolic Acid on HMGB1, Autophagy Protein Beclin1 and Inflammatory Factors in CIA Rats
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Abstract：Objective To explore the effect of ursolic acid on HMGB1, autophagy protein Beclin1 and inflammatory factors in CIA rats.Methods A total

of 72 rats were randomly divided into 6 groups, with 12 rats in each group: blank control group, model control group, positive control group, low dose

grou, middle dose group and high dose group. CIA rats were induced by type 域 collagen emulsion in each group, except the blank control group. After

the establishment of the model, the rats in the low (2 mg/kg), middle (6 mg/kg) and high (54 mg/kg) dose groups were treated with ursolic acid, the positive

control group was given hydroxychloroquine (36 mg/kg), and the blank group and model group were given 5 ml distilled water. All rats were given the

drug once a day for 28 days. Two hours after the last intragastric administration, the specimens were extracted, and the joint index score, swelling degree

and autophagy were observed under transmission electron microscope. The serum concentrations of HMGB1, TNF-琢, IL-1 and INF-酌 were detected by

ELISA, and the protein expressions of HMGB1, Beclin1, Bcl-2 and PI3K were detected by PCR and WB.Results The levels of serum HMGB1, TNF-琢,

IL-1 and INF-酌 in the model control group were higher than those in the blank control group, the levels of HMGB1, Bcl-2 and PI3 K protein in synovial

tissue were higher than those in the blank control group, and the expression of Beclin1 protein was lower than that in the blank control group, the

difference was statistically significant ( <0.05). The levels of HMGB1, TNF-琢, IL-1, INF-酌, Bcl-2 and PI3K in the middle and high dose groups of

usnic acid and the positive control group were lower than those in the model control group, and the expression of Beclin1 protein was higher than that in

the model control group, the differences were statistically significant ( <0.05). There was no significant difference in the effect of inhibiting the

expression of HMGB1, Bcl-2, PI3 K and activating Beclin1 between the middle, high dose groups of usnic acid and the positive control group ( >0.05).

Conclusion Ursolic acid can reduce the degree of joint swelling in CIA rats, decrease the concentration of serum HMGB1, TNF-琢, IL-1 and INF- 酌,

inhibit the expression of HMGB1, Bcl-2 and PI3K protein, increase the expression of Beclin1, enhance autophagy and reduce synovial inflammation.
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类风湿性关节炎（rheumatoid arthritis，RA）是一

种常见的以对称性、侵蚀性关节炎为主的慢性自身

免疫性疾病，其发病率高、致残率大、分布广，以血管

翳的形成、滑膜炎的产生、关节软骨和骨质的破坏为

特征。研究发现[1]，细胞自噬在 RA的发病中具有重

要作用，HMGB1是重要的细胞自噬调节基因，通过

调节自噬蛋白 Beclin1 等的表达从而影响疾病进

展，促进炎症因子的活化和增殖，加重炎症持续。并

活化核转录因子 资B（nuclear factor kappa B，NF-资B）

信号，激活下游炎性因子 HMGB1、TNF-琢、IL-1、

INF-酌的表达，放大免疫反应，诱发关节炎症。因此，

通过调节相关的自噬蛋白及炎性因子，可能是治疗

RA的潜在靶点。目前，民族医药在治疗 RA上有一

定的优势，侗医药松萝，其主要药理活性成份是松萝

酸，具有祛风除湿、通络止痛的功效。近年来研究证

实，松萝具有抗菌、抗肿瘤、抗炎、镇痛等一系列生物

活性, 对治疗 RA等炎症性疾病都具有良好的治疗

效果，可有效控制炎症，减轻相应的临床症状。本课

题组前期研究证实松萝制剂对 RA的治疗具有良好

疗效 [2]，但松萝酸是否参与影响 HMGB1、自噬蛋

白 Beclin1及相关炎性因子的表达情况尚未得到验

证。因此，本研究通过观察松萝酸对 CIA 大鼠

HMGB1、自噬蛋白 Beclin1及炎性因子的影响，探讨

松萝酸对治疗 RA的作用机制。

1材料与方法

1.1实验动物 SPF级 5周龄 Wistar雌性大鼠 72只

（由湖北省实验动物研究中心提供），体质量 160~

180 g，免检合格。合格证号：SCXK（鄂）2022-0018；

实验室清洁环境喂养，室温适宜，喂养 1 周后开始

造模。

1.2主要药品及试剂 松萝酸（Solarbio，IU0130）、羟

氯喹（Solarbio，IH0720）、胶原蛋白（源叶生物，

S24940）、弗氏佐剂（SIGMA，F5881-6X）、全自动酶

标仪( Thermo scientific，Multiskan MK3)、PCR 仪（东

胜创新生物科技有限公司，EDC-810）、实时荧光定

量 PCR仪（ABI，QuantStudio 6）、荧光定量 PCR管

（EXTRAGENE/illumina）、BCA蛋白浓度测定试剂盒

（碧云天，P0010）、RIPA裂解液（碧云天，P0013B）、

磷酸酶抑制剂（碧云天，S1873）等。

1.3方法

1.3.1分组与造模 将 72只大鼠编号后随机分为空

白对照组、模型对照组、阳性对照组、松萝酸低、中、

高剂量组 6组，每组 12只，按照参考文献建立模型，

将胶原蛋白溶解于 0.1 M的冰醋酸，配制成 1 mg/ml

的溶液，于 4 益冰箱内过夜后，加入等体积的完全

弗氏佐剂（CFA），置于注射器中，于冰上反复推拉

充分混匀，制成 0.5 mg/ml的混合溶液，锡纸包裹以

免曝光，4 益冰箱保存，现用现配。将大鼠置于呼吸

机麻醉后，于大鼠尾根部，背部及足垫多点皮下注

射配制好的胶原蛋白溶液，剂量为 0.3 ml/100 g。初

次免疫 1周后按照相同剂量再加强免疫 1次，建立

稳定的 CIA大鼠模型[3]。空白对照组大鼠皮下注射

生理盐水。

1.3.2给药 造模后第 3天开始给药，空白对照组、模

型对照组给予蒸馏水 5 ml/只灌胃；松萝酸低、中、高

剂量组分别予 2、6、54 mg/（kg·d）灌胃，阳性对照组

36 mg/（kg·d），连续 4周。

1.3.3标本采集 末次给药后，以 0.4 ml/100 g的乌

拉坦溶液进行腹腔注射，麻醉后于股动脉取血 4~

6 ml，通过静置 30 min后，3000 r/min离心 15 min，

制备血清。处死大鼠后，解剖大鼠膝关节组织分离滑

膜组织，分别于 2.5%戊二醛溶液固定、-80 益冻存

以及 4%多聚甲醛固定，用于后续病理切片检测。

1.4观察指标

1.4.1模型关节炎评分 造模后观察大鼠关节红肿程

度，对每只大鼠关节进行炎症评分，关节炎指数评分

标准：无红肿为 0分；小趾关节轻度红肿为 1分；小

趾关节和足跖肿胀为 2分；踝关节下指甲肿胀为

3分；所有指甲、关节肿胀为 4分。四肢关节得分总

和为该大鼠总评分，大于 4分为造模成功，最高为

16分[4]。

1.4.2 血清 HMGB1、TNF-琢、IL-1、INF-酌 水平检测

用 ELISA法检测，按照 ELISA试剂盒说明进行操

作，加入标准品和待测样品，设置阴性对照，37 益

反应 30 min 温育，洗板 5 次，加入酶标试剂，37 益

反应，再洗板 5 次，每孔加入显色剂，酶标板加上

覆膜 36 益避光孵育 15 min。后加入终止液，立即用

酶标仪测量各孔的光密度（OD值），进行计算，取平

均值。

1.4.3关节滑膜组织中 HMGB1、Bcl-2、PI3K、Beclin1

蛋白浓度检测 采用Western Blotting法检测，将组

织低温匀浆后加入裂解液，裂解 30 min，4 益下

12000 rpm的条件下离心 10 min，取上清。将蛋白

样品以 BSA 为标准品进行稀释，每孔加入 20 滋g
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蛋白样品，SDS-PAGE 电泳分离 1.5 h 后，开始

转膜，用封闭液稀释相应的一抗，洗膜后添加二抗

（1 :50 000），反复洗膜 5次后，放入显影液显影、定

影液定影，用 Western blotting 印迹观察，用图像分

析测定各带吸光度（A）值作定量分析。

1.4.4关节滑膜组织中 HMGB1、Bcl-2、PI3K、Beclin1

mRNA 表达检测 采用 RT-PCR 法检测，提取总

RNA，裂解、离心，逆转录合成 cDNA，反应条件：

50 益 2 min，95 益10 min，95 益 30 s，60 益 30 s，

40 个循环。引物设计见表 1。

1.4.5 透射电镜观察细胞自噬 将待观察细胞经离

心、洗涤、戊二醛固定、锇酸固定、丙酮梯度脱水、浸

泡、包埋、修块、定位、切片、染色后，在透射电镜下观

察细胞自噬小体和自噬泡的形成。

1.5 统计学方法 采用 SPSS 26.0 统计软件分析数

据，所有数据先进行正态性检验，符合正态分布的计

量资料以（ 依）表示，多组间比较采用单因素方差分

析，约0.05为差异具有统计学意义。

2结果

2.1松萝酸对大鼠关节症状的影响 空白对照组的

大鼠无关节红肿、变形，活动量减少等症状，而其他

各组大鼠出现关节红肿、变形，活动量减少，甚至畸

形的症状，评分为（4.38依0.74）分，提示造模成功。经

过松萝酸与羟氯喹干预治疗后，上述症状均得到缓

解。松萝酸低剂量组的评分为（3.00依0.75）分，松萝

酸中剂量组的评分为（2.25依0.88）分，松萝酸高剂量

组的评分为（1.75依0.71）分，阳性对照组的评分为

（1.63依0.74）分。

2.2 各组大鼠血清 HMGB1、TNF-琢、IL-1、INF-酌 含

量比较 与空白对照组相比，其他各组大鼠血清

HMGB1、TNF-琢、IL-1、INF-酌含量上升（ 约0.05），提

示造模成功；与模型对照组相比，松萝酸低、中、高剂

量组及阳性对照组血清 HMGB1、TNF-琢、IL-1、INF-

酌含量均下降（ 约0.05）；松萝酸中、高剂量组治疗效

果与阳性对照组比较，差异无统计学意义（ 跃0.05），

见表 2。

2.3各组大鼠关节滑膜组织中 HMGB1、Bcl-2、PI3K、

Beclin1 mRNA表达比较 与空白对照组相比，松萝

酸低剂量组、中剂量组、高剂量组、阳性对照组及模

型对照组 HMGB1、Bcl-2、PI3K、Beclin1均增加，Be原

clin1下降，差异有统计学意义（ 约0.05）；与模型对

照组相比，松萝酸中、高剂量组及阳性对照组均能激

活 Beclin1，下调 HMGB1、Bcl-2、PI3K蛋白表达，差

异有统计学意义（ 约0.05）；与阳性对照组相比，松萝

酸中、高剂量组与其效果相当，差异无统计学意义

（ 跃0.05），见表 3、图 1。

mRNA

HMGB1

Bcl-2

PI3K

Beclin1

茁-actin

方向

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Forward

Reverse

序列

5'-ATATGGACTGCTCAGGAAAC-3'

5'-GGCAAACCGTAATATAGGAA-3'

5'-GGTGCCACCTGTGGTCCACCTG-3'

5'-CTTCACTTGTGGCCCAGATAGG-3'

5'-GCAACAAGTCCTCTGCCAAA-3'

5'- ACGTAATAGAGGAGCTGGGC-3'

5'-GGTGTCTCTCGCAGATTCATC-3'

5'-TCAGCTTCGGCTGAGGTTCA-3'

5'- CACGATGGAGGGGCCGGACTCATC -3'

5'- TAAAGACCTCTATGCCAACACAGT -3'

表 1 引物设计表

组别

空白对照组

模型对照组

松萝酸低剂量组

松萝酸中剂量组

松萝酸高剂量组

阳性对照组

9

9

9

9

9

9

HMGB1

588依62

2001依1931)3)

1690依1991)2)3)

1251依1581)2)

1140依1761)2)

1061依1431)2)

TNF-琢

301.95依49.20

1153.11依89.261)3)

974.16依80.971)2)3)

764.67依100.171)2

724.83依77.511)2)

683.65依72.101)2)

INF-酌

80依6.06

265依22.671)3)

210依14.751)2)3)

165依16.081)2)

154依16.201)2)

145依14.331)2)

IL-1

25.70依3.74

74.30依7.241)3)

65.66依7.901)2)3)

55.08依5.701)2)

52.08依7.261)2)

48.83依6.241)2)

表 2 各组大鼠血清 HMGB1尧TNF-琢尧IL-1尧INF-酌含量比较渊 依 袁ng/ml冤

注：与空白对照组相比，1) 约0.05；与模型对照组相比，2) 约0.05；与阳性对照组相比，3) 约0.05
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2.4各组大鼠关节滑膜组织中 HMGB1、Bcl-2、PI3K、

Beclin1表达比较 与空白对照组相比，模型对照组、

松萝酸低、中、高剂量组及阳性对照组滑膜组织中

HMGB1、Bcl-2、PI3K 蛋白相对表达量水平增高，

Beclin1 相对下降，差异有统计学意义（ 约0.05）；与

模型对照组相比，松萝酸中、高剂量组及阳性对照组

HMGB1、Bcl-2、PI3K蛋白相对表达量下降，Beclin1

增加，差异有统计学意义（ 约0.05）；松萝酸中、高剂

量组蛋白表达与阳性对照组比较，差异无统计学意

义（ 跃0.05），见表 4、图 2。

2.5关节滑膜组织中细胞自噬病理变化比较 与空

白对照组相比，模型对照组、松萝酸低剂量组自噬体

数量稍增加，自噬体数量相对较少，维持正常需求，

松萝酸中、高剂量组及阳性对照组自噬小体数量明

显增加；炎症细胞因子减少，细胞凋亡增加，提示松

萝酸及羟氯喹皆能促进细胞自噬，从而达到抑制滑

膜细胞产生炎症的机制，见图 3。

图 1 各组蛋白 mRNA的溶解曲线图

组别

空白对照组

模型对照组

松萝酸低剂量组

松萝酸中剂量组

松萝酸高剂量组

阳性对照组

9

9

9

9

9

9

HMGB1

0.73依0.52

3.34依0.301）3）

2.98依0.321）3）

2.09依0.431）2）

1.89依0.231）2）

1.88依0.371）2）

Bcl-2

1.14依0.15

3.74依0.401）3）

3.23依0.331）3）

2.50依0.411）2）

2.25依0.351）2）

2.16依0.261）2）

PI3K

0.42依0.02

0.76依0.071）3）

0.62依0.051）3）

0.56依0.061）3）

0.51依0.031）3）

0.51依0.021）3）

Beclin1

0.99依0.13

0.43依0.051）3）

0.51依0.061）3）

0.68依0.071）2）

0.70依0.081）2）

0.73依0.051）2）

表 3 各组大鼠关节滑膜组织中 HMGB1尧Bcl-2尧PI3K尧Beclin1 mRNA表达比较渊 依 袁ng/ml冤

注：与空白对照组相比，1) 约0.05；与模型对照组相比，2) 约0.05；与阳性对照组相比，3) 约0.05

组别

空白对照组

模型对照组

松萝酸低剂量组

松萝酸中剂量组

松萝酸高剂量组

阳性对照组

9

9

9

9

9

9

HMGB1

0.32依0.08

1.12依0.211）

1.01依0.171）3）

0.80依0.051）2）

0.73依0.031）2）

0.65依0.041）2）

Bcl-2

0.33依0.10

0.79依0.041）

0.71依0.061）3）

0.57依0.061）2）

0.53依0.101）2）

0.51依0.081）2）

PI3K

0.82依0.23

1.17依0.241）

1.09依0.121）3）

1.03依0.141）2）

0.99依0.071）2）

0.99依0.151）2）

Beclin1

0.93依0.10

0.43依0.041）

0.57依0.031）3）

0.64依0.061）2）

0.75依0.071）2）

0.77依0.071）2）

表 4 各组大鼠关节滑膜组织中 HMGB1尧Bcl-2尧PI3K尧Beclin1表达比较渊 依 袁ng/ml冤

注：与空白对照组相比，1) 约0.05；与模型对照组相比，2) 约0.05；与阳性对照组相比，3) 约0.05
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注：A：空白对照组；B：模型对照组；C：阳性对照组；D：松萝酸低剂量组；E：松萝酸中剂量组；F：松萝酸高剂量组

图 2 大鼠关节滑膜组织中 HMGB1尧Bcl-2尧PI3K尧Beclin1蛋白表达条带图

3讨论

RA的病因较为复杂，且发病机制研究尚不清

楚，临床表现为关节炎症反应及免疫缺陷，血清学检

查总表现为相关抗体阳性。RA发生时，滑膜组织细

胞内的炎症因子种类及数量相对增加，机体在免疫

机制的作用下出现异常的表达。临床研究发现，

TNF-琢、IL-1、INF-酌在 RA患者血清表达中普遍增

高，对疾病的发生及转归有一定程度的影响，可通过

调控细胞信号通路来释放炎症及相关的免疫抗体，

达到干预炎症反应的效果[5，6]。HMGB1是一种核蛋

白，更是重要的血清致炎因子，在 RA疾病进展中有

着重要的促进作用，HMGB1在滑膜组织、滑液甚至

血清中表达水平都有显著升高 [7]；同时，HMGB1在

RA的疾病进程中对调节免疫反应、炎症以及自噬

具有重要作用[8]。HMGB1位于细胞核内，当组织发

生炎症刺激，或细胞凋亡、坏死以及免疫细胞活化等

情况下，核内的 HMGB1可被释放至细胞核外 [9]，与

TNF-琢、IL-1、INF-酌等炎症因子形成正向炎性反馈

通路，刺激血管内皮细胞及单核巨噬细胞释放

HMGB1，促使 TNF-琢、IL-1、INF-酌 分泌，使炎症反

应得以维持[10]。另外，当 HMGB1与 IL-1、核小体或

脂多糖（LPS）等结合后形成聚合物，再与相关受体

结合，促进炎性细胞的趋附性及 IL-17、IL-6、IL-23

等的分泌，刺激 NF-资B炎性通路活化，诱导 TNF-琢、

IL-1等致炎因子释放，加重炎症反应状态，导致 RA

的发生发展[11]。自噬蛋白 Beclin1在机体炎症反应及

过程中发挥重要作用[12]。研究表明[13]，核内 HMGB1

转移至细胞质直接与自噬因子 Beclin1 结合，将

Beclin1从凋亡抑制因子 Bcl-2 中分离，通过促进

BECN1 和芋型磷酸肌醇 3 激酶（Ptdlns3KC3，PI3K

Class 芋）/Vsp34结合，激活自噬。还可以激活细胞外

调节蛋白激酶（ERK），进一步激活死亡相关蛋白激

酶（DAPK），促使 Beclin1 磷酸化，诱导 Beclin1 与

Bcl-2分离，调节自噬的水平[14]。由此表明，HMGB1

图 3 各组大鼠关节滑膜组织中细胞自噬病理变化图
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可与 Beclin1特异性结合，共同作用于炎症反应的

表达。

侗族医学认为，RA属于“风湿痛”范畴，其病因

病机是机体蕴生“邪热”所致，疼痛乃邪热蕴阻关节

之外像。本课题组[15]提出 RA活动期的治疗以清郁

热为主，其热之所生，是由于外邪、情志、内伤等因

素，致气机闭郁，经络痹阻，导致内生邪热，气血津液

运行不畅，腐坏关节、组织。侗医名家吴定元著《草

木春秋》中也提出“赶邪、消水”的治法。侗医药松萝

性味甘、平，具有除湿通络、清热解毒之功，可治风湿

痹痛、跌打损伤。前期的预试验研究显示松萝提取

物可以抑制 CIA 大鼠关节滑膜细胞中 HMGB1、

TNF-琢、INF-酌、IL-1的表达水平，进一步的实验研

究显示松萝制剂可以降低 CIA大鼠血清 IL-1、IL-

1茁、TNF-琢的分泌水平[16]，有效控制关节滑膜炎症。

本研究显示，空白对照组大鼠关节无红肿、变

形，活动量正常。CIA大鼠造模成功后，模型大鼠的

关节发生了明显的炎性变化，关节发生红肿、变形，

活动量下降，炎症因子 HMGB1、TNF-琢、INF-酌、IL-1

的表达水平升高。松萝酸中、高剂量组及阳性对照

组大鼠经干预治疗后症状减轻，下调了 HMGB1、

TNF-琢、INF-酌、IL-1的表达水平，减轻了炎症反应，

说明炎症时自噬是抑制状态，松萝酸及羟氯喹对促

进自噬具有相同的作用，从而在机体内产生抑制炎

症反应的效果。本研究结果还发现，造模后 CIA大

鼠滑膜组织中 HMGB1、Bcl-2、PI3K蛋白表达上升，

Beclin1 下降（ 约0.05），同时通过松萝酸、羟氯喹干

预治疗后，松萝酸中、高剂量组及阳性对照组大鼠滑

膜组织中 HMGB1、Bcl -2、PI3K 蛋白表达下降，

Beclin1上升（ 约0.05），说明松萝酸可有效降低 CIA

大鼠机体内的炎症因子表达，进一步调控自由基的

释放，抑制炎症反应。这也说明 HMGB1、Beclin1及

其调剂机制可能与 RA的发生发展具有一定的相关

性，证实松萝酸可下调炎症指标，延缓 RA的进程。

综上所述，松萝酸可通过调控 CIA 大鼠

HMGB1、自噬蛋白 Beclin1等蛋白及炎性因子的表

达，控制 CIA大鼠炎性反应过程。
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