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温化蠲痹方对胶原诱导性关节炎小鼠滑膜增殖、凋亡及
Hotair/Wnt1/β-catenin 通路的影响

黄柳云1 周海丽1 詹魁骏1 刘喜德2

摘要  目的 以胶原诱导性关节炎（CIA）小鼠为实验对象进行体内实验，从 Hotair/Wnt1/β- 连环

蛋白（β-catenin）信号通路的角度，分析温化蠲痹方（WHJBD）对类风湿关节炎（RA) 的干预机制。 
方法 选用雄性 DBA/1J 小鼠建立 CIA 模型，将造模成功小鼠按随机数字表法分为 4 组：模型组（CIA 组）、

温化蠲痹方组（WHJBD 组）、甲氨蝶呤组（MTX 组）、WHJBD+MTX 组，每组 6 只。并随机选取同一批

次的正常小鼠 6 只作为正常组。WHJBD 组每天予 WHJBD 灌胃（25.78 g/kg）、MTX 组每周予 MTX 灌胃

（1.288 mg/kg）、WHJBD+MTX 组同时予 WHJBD 及 MTX 灌胃，正常组及 CIA 组予同等剂量生理盐水灌胃，

均持续 4 周。采用游标卡尺测量足掌和踝关节的肿胀程度并计算关节肿胀度，实时荧光定量 PCR 法检测

各组 Hotair、Wnt 抑制因子 1（WIF1）、C-myc、G1/S - 特异性周期蛋白（CyclinD1）表达水平，免疫组

化法检测 Wnt1、β-catenin、肿瘤增殖抗原抗体（Ki-67）、Caspase3、B 淋巴细胞瘤 -2（Bcl2）、Bcl2
相关 X 蛋白（Bax）蛋白表达水平。结果 与 CIA 组比较，WHJBD、MTX、WHJBD+MTX 组干预后小

鼠关节肿胀度随着干预时间的增加逐渐降低；增殖相关蛋白 Ki-67 表达减少，凋亡相关蛋白 Caspasse3、

Bax 表达增加，Bcl2 表达减少；Hotair、WIF1 基因表达增加，C-myc、CyclinD1 基因表达减少；通路蛋

白 Wnt1、β-catenin 表达减少；差异均有统计学意义（P<0.05）。结论 WHJBD 具有减轻 CIA 小鼠足

掌和踝关节肿胀度和关节炎程度，调节 Hotair/Wnt1/β-catenin 通路和滑膜组织的增殖、凋亡，发挥治疗

CIA 小鼠作用。
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Effects of Wenhua Juanbi Decoction on Proliferation， Apoptosis and Hotair/Wnt1/β-catenin 
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Hangzhou （310053）； 2 Department of TCM， Zhejiang Integrated Traditional Chinese and Western Medicine 
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ABSTRACT Objective Taking collagen-induced arthritis （CIA） mice as experimental subjects， in vivo 
experiments were conducted to analyze the therapeutic mechanism of Wenhua Juanbi Decoction （WHJBD） 
in preventing and treating rheumatoid arthritis（RA） from the perspective of Hotair/Wnt1/β-catenin signaling 
pathway. Methods Male DBA/1J mice were selected and the CIA mouse model was established， and 
successfully modeled mice were divided into 4 groups： model group （CIA group）， WHJBD group， methotrexate 
group （MTX group），WHJBD+MTX group，6 in each group. And 6 normal mice from the same batch were 
randomly selected as the normal group. Mice in WHJBD group were given WHJBD per day by gastrogavage

（25.78 g/kg）. Mice in the MTX group were given MTX per week by gastrogavage （1.288 mg/kg）. Those in the 
WHJBD+MTX group were given with both WHJBD and MTX by gastrogavage. Those in the normal and model 
groups were given the same dose of normal saline by gastrogavage. All medication lasted for 4 successive weeks. 

• 基础研究 •
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类风湿关节炎（rheumatoid arthritis， RA）是一

种受环境、自身免疫、遗传等多重风险因素影响的自

身免疫性疾病，影响着 0.28%~ 0.45% 的我国人口 [1]，

其中约有 1/3 的患者因疾病而提前停止工作 [2]。并且

在确诊后 5 年，30%~ 40% 患者的关节会因骨骼与软

骨的进行性损伤出现功能障碍 [3]，这给我国带来了巨

大的经济和人力负担。

Wnt 蛋白家族是高度垂直进化保守且广泛存在

的。其信号转导级联控制着无数生物的生长发育以

及各种病理现象，包括 RA[4]。长链非编码 RNA 在

自身免疫性疾病的研究中也引起了广泛的关注，如

Hotair：RA 中的免疫细胞和滑膜组织都受到了 Hotair
不同程度的影响 [5]。滑膜组织是关节腔内重要的结缔

组织。滑膜研究证明，分析滑膜组织可以反映药物治

疗的有效性和病情的变化 [6]。温化蠲痹方（Wenhua 
Juanbi Decoction， WHJBD）是基于多年对 RA 临床

总结出来的经验方，在临床中取得了较好的疗效 [7]；

为了进一步明确治疗机制，本团队选用胶原诱导性关

节炎（collagen-induced arthritis，CIA）模型，即目

前研究 RA 最常用的、具有 RA 的病理特征和免疫

学特征的模型 [8]，通过体内动物实验，验证 WHJBD
对滑膜增殖、凋亡和 Hotair/Wnt1/β-catenin 通路

的影响。

材料与方法

1 动 物 DBA/1J 小 鼠，45 只，SPF 级， 雄

性，6~8 周龄，购买于上海斯莱克动物实验有限公

司，饲养于浙江中医药大学动物实验中心，实验动物

许可证：[SYXK（浙）2021-0012]，按照标准自由饮

食，温度：20~26 ℃，湿度：40%~70%，适应性喂养 

1 周后开始实验，并经浙江中医药大学实验动物管理

与伦理委员会批准（No.IACUC-20210823-06）。
2 药物 WHJBD 组成：威灵仙 30 g 忍冬藤

20 g 防风 10 g 全蝎 6 g 蜈蚣 2 条 僵蚕 10 g 
白芥子 10 g 白芷 10 g 元胡 20 g 海桐皮 20 g  
炒薏苡仁 30 g，均购于杭州市红十字会医院中药房，

制成母液浓度为 100 mg/mL 的水煎剂，由杭州市红

十字会医院煎药室提供。小鼠用药剂量换算根据《实

验动物学》[9]中实验动物及人的体表面积比例进行药

物剂量换算，小鼠用药剂量为每日 25.78 g/kg。
甲氨蝶呤（methotrexate，MTX，2.5 mg，上海

信谊药厂有限公司，批号：H31020644）混悬液：小

鼠用药剂量为每周 1.288 mg/kg，将 MTX 研磨成粉

末，逐步融入 0.5% 羧甲基纤维素钠中，换算方法同

上，配置成 MTX 混悬液。

3 主要试剂与仪器 牛Ⅱ型胶原（chondrex，
批号：20022）；完全佐剂（chondrex， 批号：7008）；

不完全佐剂（chondrex， 批号：7002）；B 淋巴细胞

瘤 -2（B-cell lymphoma-2，Bcl2）抗体（Abcam，批号：

GR3412384-2）；Bcl2 相关 X 蛋白（Bcl2 associated  
X protein， Bax 抗体 Cell Signaling Technology，批

号：2）；Caspase3 抗体（Cell Signaling Technology，  
批 号：19）；肿 瘤 增 殖 抗 原（antigen identified by 
monoclonal antibody Ki67， Ki-67）抗体（Abcam，批

号：GR3193982-1）；Wnt1 蛋白（Santa CRUZ，批号： 
#L1619）；β- 连 环 蛋 白（β-catenin） 抗 体（Cell 
Signaling Technology， 批 号：5）；马 抗 小 鼠 IgG 

（Cell Signaling Technology， 批 号：35）；山 羊 抗 兔 
IgG 抗体（杭州达文生物有限公司，批号：J805472710）； 
RNA 组织提取试剂盒（上海奕杉生物科技有限公司，

The swelling of the foot and ankle joints were measured by vernier calipers. Real-time qPCR was used to detect 
the expression levels of Hotair， Wnt inhibitory factor 1 （ WIF1）， C-myc， and G1/S - specific cyclin - D1 （CyclinD1） 
in each group， and immunohistochemistry was used to detect the expression levels of Wnt1， β-catenin， antigen 
identified by monoclonal antibody Ki67（ Ki-67）， Caspase3， B-cell lymphoma-2（Bcl2） and Bcl2 associated 
X protein（ Bax） proteins. Results Compared with the CIA group， the swelling of mice in the WHJBD， MTX 
and WHJBD+MTX groups after treatment decreased gradually as intervention time went on. The expression 
of proliferation-related protein Ki-67 decreased， the expressions of apoptosis-related proteins Caspase3 and 
Bax increased， and the expression of Bcl2 decreased （P<0.05）. The expressions of Hotair and WIF1 genes 
increased. The expressions of C-myc and CyclinD1 genes  decreased （P<0.05）. The expression of pathway 
proteins Wnt1 and β-catenin decreased （P<0.05）. Conclusion WHJBD reduced the degree of swelling and 
arthritis in the paw and ankle joints of CIA mice， regulated the proliferation and apoptosis of Hotair/Wnt1/β-catenin 
pathway and synovial tissue， thus playing a therapeutic role in CIA mice.

KEYWORDS Wenhua Juanbi Decoction； rheumatoid arthritis； collagen-induced arthritis；Hotair/Wnt1/
β-catenin signaling pathway
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闭，切片上滴加稀释好对应的一抗孵育（β-catenin：
1：   50；Wnt1：  1：50；Bax：1：   50；Bcl2：1：   5 000；
caspase3：1：   50；Ki-67：   1：   1 000），4 ℃过夜，次日

孵育对应的二抗（1：   2 000）；使用 DAB 显色试剂盒

显色，苏木素液复染，1% 盐酸酒精分化、1% 胺水

返蓝、梯度乙醇脱水、二甲苯透明；中性树胶封片，

显微镜下采图，Image J 分析。

5.3 实时荧光定量PCR法（real-time quantitative  
PCR，RT-qPCR） 根据组织 RNA 提取试剂盒说明

书对滑膜组织进行 RNA 提取，NanoDrop2000 测

定 RNA 浓度（ng/μL）和纯度，OD260/280 比值介于

1.8~2.0 之间视为合格；使用逆转录试剂盒进行逆转

录，合成 cDNA，反应条件：37 ℃ 180 min；85℃ 
5 min；4 ℃ 保 存；使 用 FastStart Universal SYBR 
Green Master 进 行 qPCR：Hotair、C-myc 癌 基 因

（MYC proto-oncogene， C-myc） 和 G1/S- 特 异 性

周 期 蛋 白（G1/S-specific Cyclin-D1，CyclinD1）、
Wnt 抑 制 因 子 1（Wnt inhibitory factor 1， WIF1），
混匀、离心、上机，反应条件如下：预变性：95 ℃， 
时间 30 s，循环数 1；PCR 反应：95 ℃，5 s，循环 
数 40，95 ℃，34 s，循环数 40。各基因名称、序列

及引物长度见表 1。
6 统计学方法 使用 GraphPad Prism 9 进行

统计与分析。计量资料采用 x–±s 表示，两组间同期

比较采用 t 检验；多组间比较采用单因素方差分析及

LSD 或SNK 检验；P<0.05 为差异有统计学意义。

批号：ES111901F）；三氯甲烷（国药集团化学试剂

有限公司， 批号：141016）；羧甲基纤维素钠（北京

索莱宝科技有限公司，由浙江中医药大学动物实验

中心提供）；DAB 显色试剂盒（北京中杉金桥生物

技术有限公司， 批号：K216405E）；逆转录试剂盒

（TAKARA， 批号：AHG1528A）；FastStart Universal 
SYBR Green Master（Roche，批号：11610100）；

EDTA 脱钙液（博士德生物工程有限公司， 批号：

13189A71）；PCR 引物（英潍捷基（上海）贸易有

限公司）；NanoDrop2000（Thermo）；96 孔无裙边

PCR 板（Axygen）；游标卡尺（义乌市开拓五金有

限公司）；7500 型荧光定量 PCR 仪（美国应用生物

系统公司）；RM2016 型切片机（德国徕卡仪器有限

公司）；HD-330 型摊片机（湖北慧达仪器有限公司）。

4 方法

4.1 CIA 模型建立 参考试剂说明书：初次免

疫：牛Ⅱ型胶原蛋白与等体积完全佐剂混合，制成乳

化剂，滴在蒸馏水上不散开则乳化成功。在鼠尾多点

注射 0.1 mL 乳化剂。21 天后进行再次免疫：牛Ⅱ型

胶原蛋白和等体积弗氏不完全佐剂混合，制成乳化

剂，检验方法同上。在鼠尾部多点注射 0.1 mL 乳化

剂。根据关节炎指数（arthritis index，AI）评分表 [10]

对小鼠模型进行评分，每只老鼠4足最高评分为16分，

评分 1 分为造模成功 [11]，剔除造模失败小鼠 5 只。

4.2 分组及药物干预 将造模成功的小鼠按照

随机数字表法分为 CIA 组、WHJBD 组、MTX 组、

WHJBD+MTX 组，每组 6 只，并随机选取同一批次

的正常小鼠 6 只作为正常组。WHJBD 组每天予水煎

剂 25.78 g/kg；MTX 组每周予混悬液 1.288 mg/kg；
WHJBD+MTX 组每天予同等剂量 WHJBD 水煎剂，

每周予同等剂量的 MTX 混悬液。用药 4 周后，使用

3% 戊巴比妥钠进行麻醉，取小鼠关节滑膜，-80 ℃
保存（动物采用二氧化碳吸入法处死）。

5 观察指标及检测方法

5.1 小鼠足掌和踝关节肿胀度  初次免疫前和免

疫成功后，采用游标卡尺测量小鼠足掌和踝关节肿胀

度。小鼠进行药物干预后，每隔 1 周测量 1 次，每次

测量均由同一个成员和同一把游标卡尺，直至用药结

束。关节肿胀度（mm²）= 后爪厚度（mm）× 踝关

节宽度（mm）。

5.2 免疫组化 取新鲜小鼠后肢滑膜组织，并

进行包埋，将包埋好的组织块切成厚度约 5 μm；石

蜡切片依次浸入二甲苯溶液透明、梯度乙醇复水；滴

加抗原修复液进行抗原修复后滴加山羊血清封闭液封

表 1 基因名称、序列及引物长度

基因名称 序列（5’→ 3’） 引物长度（bp）

Hotair 上游：GCGCCAACGTAGACCAAAAG 20

下游：TCTACCGATGTTGGGGACCT 20

CyclinD1 上游：TCGTGGCCTCTAAGATGAAGGA 22

下游：TCGGGCCGGATAGAGTTGT 19

C-myc 上游：ATGCCCCTCAACGTGAACTTC 21

下游：CGCAACATAGGATGGAGAGCA 21

β-actin 上游：GGACCTGACAGACTACCTCA 20

下游：TCTTTGATGTCACGCACGATTT 22

WIF1 上游：GCTCTGGAGCATCCTACCTT 20

下游：AATCATGTGTAAAGGGGGCC 20

结  果

1 各组小鼠关节肿胀度变化比较（表 2） 与

本组第 0 天比较，CIA、WHJBD、MTX、WHJBD+ 
MTX 组 第 40、47、54、61、68 天 关 节 肿 胀 度 增

大（P<0.01）；与正常组同期比较，CIA 组在第 40、
47、54、61、68 天 关 节 肿 胀 度 更 大（P<0.05）；
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与 CIA 组同期比较，WHJBD+MTX 组第 47、68 天

关节肿胀度减轻（P<0.05）；与 WHJBD 组同期比

较，WHJBD+MTX 组第 47 天关节肿胀度减轻更甚

（P<0.05）。
2 各组小鼠滑膜组织Ki-67表达比较（表3） 与

正常组比较，CIA 组 Ki-67 表达增加（P<0.05）；与

CIA 组比较，WHJBD、MTX、WHJBD+MTX 组治疗

后 Ki-67 表达减少（P<0.05）；分别与 WHJBD 组或

MTX 组比较，WHJBD+MTX 组治疗后 Ki-67 表达更

低，差异均有统计学意义（P<0.05）。

表 2 各组小鼠关节肿胀度比较 （mm²，x–±s）
组别 n 0 天 40 天 47 天 54 天 61 天 68 天

正常 3 4.03±0.60   5.07±0.44   5.05±0.37   4.84±0.12   5.15±0.45  4.68±0.24

CIA 3 4.23±0.48 14.93±0.34 △ 15.34±3.39 △ 13.15±3.13 △ 12.18±1.91 △ 11.86±2.26 △

WHJBD 3 3.90±0.38 15.88±1.60 13.49±1.41 10.82±1.49   9.49±1.40 9.26±0.97

MTX 3 4.07±0.15 15.27±1.49 13.07±1.67 12.31±0.74 10.27±1.48 9.40±1.32

WHJBD+MTX   3 4.13±0.20 14.19±1.09 10.83±1.77 ▲○   9.88±2.07   9.34±1.82 8.11±1.56 ▲

  注：与本组第 0 天比较， P<0.01；与正常组同期比较，△P<0.05；与 CIA 组同期比较，▲P<0.05；与 WHJBD 组同期比较，○P<0.05

表 3 各组小鼠滑膜组织 Ki-67 表达比较 （%，x–±s）
组别 n Ki-67 阳性细胞率

正常 3 0.357±0.032

CIA 3 0.750±0.036

WHJBD 3 0.547±0.035 △

MTX 3 0.567±0.025 △

WHJBD+MTX 3 0.453±0.032 △▲○

  注：与正常组比较， P<0.05；与 CIA 组比较，△P<0.05；与

WHJBD 组比较，▲P<0.05；与 MTX 组比较，○P<0.05

3 各组小鼠滑膜组织 Caspase3、Bcl2、Bax、
Wnt1、β-Catenin 蛋白表达比较（表 4，图 2） 与

正常组比较，CIA 组 Bcl2、Wnt1、β-Catenin 表达

增加，Caspase3、Bax 蛋白表达减少（P<0.05）；与

CIA 组比较，WHJBD、MTX、WHJBD+MTX 组治疗

后 Bcl2、Wnt1、β-Catenin 蛋白表达减少（P<0.05），
Caspase3、Bax 蛋白表达增加（P<0.05）；分别与

WHJBD、MTX 组 比 较，WHJBD+MTX 组 治 疗 后

Bcl2、Wnt1、β-Catenin 蛋白表达更低，差异均有

表 4 各组小鼠滑膜组织 Caspase3、Bcl2、Bax、Wnt1、β-Catenin 蛋白表达比较 （x–±s）
组别 n Caspase3 Bcl2 Bax Wnt1 β-Catenin

正常 3 0.763±0.085 0.310±0.026 0.697±0.015 0.290±0.026 0.300±0.035

CIA 3 0.517±0.035 0.663±0.040 0.363±0.045 0.733±0.045 0.770±0.046*

WHJBD 3 0.643±0.015 △ 0.537±0.020 △ 0.623±0.056 △ 0.500±0.070 △ 0.577±0.035 △

MTX 3 0.647±0.031 △ 0.557±0.051 △ 0.613±0.040 △ 0.620±0.010 △ 0.673±0.020 △

WHJBD+MTX 3 0.680±0.030 △ 0.426±0.040 △▲○ 0.587±0.073 △ 0.383±0.030 △▲○ 0.463±0.030 △▲○

  注：：与正常组比较， P ＜ 0.05；与 CIA 组比较，△P ＜ 0.05；与 WHJBD 组比较，▲P ＜ 0.05；与 MTX 组比较，○P ＜ 0.05

统计学意义（P<0.05）。
4 各组小鼠滑膜组织 Hotair、WIF1、C-myc、

CyclinD1 mRNA 表达比较（表 5） 与正常组比较，

CIA 组 Hotair、WIF1mRNA 表 达 降 低（P<0.05），
C-myc、CyclinD1mRNA 表 达 增 加（P<0.05）；与

CIA 组 比 较，WHJBD、MTX、WHJBD+MTX 组

干 预 后 Hotair、WIF1mRNA 表 达 增 加（P<0.05），
C-myc、CyclinD1mRNA 表达减少（P<0.05）；分别

与 WHJBD、MTX 组比较，WHJBD+MTX 组治疗后

WIF-1、C-myc mRNA 表达更低，差异均有统计学意

义（P<0.05）。

  注：A 为正常组；B 为 CIA 组；C 为 WHJBD 组；D 为 MTX 组； 
E 为 WHJBD+MTX 组；红色箭头为阴性细胞；黑色箭头为阳性细胞

图 2 各组小鼠滑膜组织 Ki-67、Caspase3、Bcl2、Bax、

Wnt1、β-Catenin 蛋白表达（免疫组化，×400）

A

Ki-67

Caspase3

Bcl2

Bax

Wnt1

β-Catenin

B C D E
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讨  论

随着国内 RA 的患病率逐步增加，中国 RA 治疗

情况不容乐观：活动期 RA 缓解率低，约有 1/5 的患

者出现药物不良反应 [2]。

WHJBD 是由刘喜徳教授经多年经验结合临床研

究拟成。威灵仙辛散走窜，行气活血以祛风湿；忍冬

藤能清能散，以清热解毒见长，两者一寒一热，共

为君药。根据现代药理学和动物实验：威灵仙总皂苷

是威灵仙的有效成分，研究表明威灵仙总皂苷可以

通过调节外周血 CD4+ 和 CD8+ 的百分率从而抑制炎

性细胞因子分泌；忍冬藤具有抗炎作用，可以减低脂

多糖（lipopolysaccharide，LPS）诱导的巨噬细胞

中炎症因子的表达，且现代药理研究表明忍冬藤的

抗炎作用是因为忍冬藤富含异绿原酸 A 和双黄酮 [12]。 
蜈蚣、全蝎和僵蚕三药合用为臣药。现代动物实验

研究证明，全蝎和蜈蚣联用，可以缓解 CIA 大鼠的

关节疼痛，减少炎症细胞的浸润，减轻关节软骨破

坏，减少滑膜增生，从而改善关节损伤 [13]。延胡索

行血中气滞，气中血滞，以消一身之痹痛，海桐皮

苦平入血，燥湿兼能清热，白芷上抵头目，下抵胃肠，

中达肢体，遍通肌肤以致毛窍，通行气血两分，防

风治风，升而能散，散一身之风邪治一身之痛。用

白芥子尽消阴阳两分之痰，五药合用为佐药，清久

积湿，行一身血，祛一身之风，故风湿自散；薏苡仁

米谷之属，受阳明金土之精，阳明润宗筋，利机关，

金制风，土胜湿，驱久风痹痛兼顾护胃气，为使药；

最后以炙甘草调和诸药，助全方共奏祛风清热，活

血行气，燥湿化痰之功。

Wnt1/β-catenin 信号通路以多方面不同方式参与

RA，最主要是增殖和凋亡。滑膜细胞的增殖和凋亡失

衡是促进 RA 发展的重要原因。Wnt1 是一种糖蛋白，

可以与细胞表面的卷曲蛋白胞外区的富含半胱氨酸的

区域结合，并在低密度脂蛋白受体相关蛋白的协同作

用下，促进 β-catenin 入核、维持它稳定，然后启动

下游基因转录和信号传导，如 C-myc 和 CyclinD1[14]。

表 5 各组小鼠滑膜组织 Hotair、WIF1、C-myc、CyclinD1mRNA 表达比较 （x–±s）
组别 n Hotair WIF1 C-myc CyclinD1

正常 3 1.000±0.000 1.000±0.000 1.000±0.000 1.000±0.000

CIA 3 0.788±0.037 0.019±0.007 1.369±0.018 1.697±0.172

WHJBD 3 1.349±0.131 △ 0.105±0.006 △ 1.121±0.100 △ 0.994±0.120 △

MTX 3 1.409±0.122 △ 0.118±0.005 △ 1.018±0.030 △ 0.917±0.015 △

WHJBD+MTX 3 1.621±0.098 △ 0.083±0.000 △▲○ 0.845±0.087 △▲○ 1.185±0.188 △

  注：与正常组比较， P<0.05；与 CIA 组比较，△P<0.05；与 WHJBD 组比较，▲P<0.05；与 MTX 组比较，○P<0.05

实际上，Wnt 属于生长刺激因子，研究表明，Wnt 可
以通过调节滑膜成纤维样细胞的增殖参与 RA[15]。在

滑膜成纤维样细胞中过度表达 Wnt1，导致了它的增

殖不受控地增加、凋亡减少 [16]。但是其特异性在于诱

导细胞增殖的同时赋予了生长组织形状的能力 [17]。作

为信号通路靶基因 C-myc 和 CyclinD1，都是具有调

节细胞周期、凋亡、增殖的功能 [18]。

在本研究中，WHJBD、MTX 以及 WHJBD+MTX
用药作用均减轻了 Ki-67、Bcl2、Wnt1、β-catenin
蛋白表达；降低了 C-myc、CyclinD1 基因表达；增加

了 Caspase3 和 Bax 的表达。表明了这 WHJBD 可

能通过 Wnt1/β-catenin 信号通路，影响滑膜细胞的

增殖和凋亡。两种药物单独或者其组合可以降低了

Wnt1 的表达从而抑制 β-catenin 蛋白的积累和稳定，

抑制了下游靶基因 C-myc 和 CyclinD1 的表达，从而

增加了促凋亡蛋白 Caspase3、Bax 表达的增加。

Hotair 作为一种新兴的治疗靶点，可参与多

种通路的调控，包括 Wnt 信号通路。Hotair 作为

LncRNA 中的一员，对下游基因、蛋白和通路调控作

用非常复杂；它本身不直接编码蛋白质。而主要通过

调节转录因子的活性参与转录调控或充当分子支架

组装复合物 [19]。WIF1 是一种分泌性蛋白，可以结合

Wnt 蛋白并抑制其活性。有研究表明，Hotair 可以通

过调节 WIF1 启动子的甲基化调节 Wnt 信号通路 [20]。

本团队研究表明，Hotair 及 WIF1 在 CIA 小鼠滑膜

组织呈低表达；WHJBD、MTX 以及 WHJBD+MTX
干预后 Hotair 和 WIF1 表达增加。因此推测 WHJBD
对 CIA 小鼠的干预作用可能通过促进 WIF1 的表达

从而抑制 Wnt 信号通路活性。

总的来说，本实验初步验证了 WHJBD 对 Hotair/
Wnt1/β-catenin 通路的影响，以及其对 CIA 小鼠滑

膜细胞增殖和凋亡的调节作用。有可能通过该机制，

WHJBD 恢复 CIA 小鼠滑膜增殖和凋亡的平衡，从而

达到治疗的作用。

利益冲突：无。
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