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【摘　要】　目的：观察热补针法对类风湿关节炎（RA）寒证模型家兔膝关节滑膜组织自噬活性及 Toll 样受

体 4（TLR4）/髓样分化因子 88（MyD88）/丝裂原活化蛋白激酶（MAPK）信号通路的影响，探究热补针法治

疗 RA 抗炎机制。方法：40 只新西兰家兔随机分为正常组、模型组、瑞沙托维（TAK-242）（简称“TAK-242
组”）、热补针法组（简称“热补组”）及脂多糖（LPS）+热补针法组（简称“LPS+热补组”），每组 8 只。采用弗

氏完全佐剂及卵蛋白混合溶液注射联合低温冷冻法建立 RA 寒证模型。热补组取“足三里”施热补针法操

作，留针 30 min，1 次/d，干预 14 次；TAK-242 组耳缘静脉注射 TAK-242（0.75 mg/kg），隔日 1 次，共 7 次；

LPS+热补组先耳缘静脉注射 LPS（0.25 mg/kg），注射 30 min 后施热补针法干预，隔日 1 次，共 7 次。干预结

束后，测量家兔膝关节周径和痛阈；HE 染色检测家兔膝关节滑膜组织病理形态；透射电镜观察滑膜细胞自

噬小体；Western blot 法检测滑膜组织自噬相关蛋白 5（Atg5）、Unc-51 样自噬激活激酶 1（ULK1）、微管相关

蛋白轻链 3（LC3）、自噬相关蛋白 Beclin-1、TLR4、MyD88、细胞外信号调节激酶 1/2（ERK1/2）、c-Jun 氨基末

端激酶（JNK）及 p38MAPK 蛋白的表达。结果：与正常组比较，模型组家兔膝关节周径增加（P<0.05）、痛阈

降 低（P<0.05），滑 膜 组 织 ULK1、LC3 Ⅱ/Ⅰ 、Atg5、Beclin-1 蛋 白 表 达 降 低（P<0.05），TLR4、MyD88、
ERK1/2、JNK、p38MAPK 蛋白表达升高（P<0.05）。与模型组比较，TAK-242 组、热补组膝关节周径缩小

（P<0.05），痛 阈 增 高（P<0.05），滑 膜 组 织 Atg5、ULK1、LC3 Ⅱ/Ⅰ 、Beclin-1 蛋 白 表 达 升 高（P<0.05），

TLR4、MyD88、ERK1/2、JNK、p38MAPK 蛋白表达降低（P<0.05）。与 LPS+热补组比较，热补组膝关节

周径缩小（P<0.05），痛阈升高（P<0.05），滑膜组织 Atg5、ULK1、LC3Ⅱ/Ⅰ、Beclin-1 蛋白表达升高（P<
0.05），TLR4、MyD88、ERK1/2、JNK、p38MAPK 蛋白表达降低（P<0.05）。结论：热补针法可减轻 RA 关节

滑膜炎性反应，其机制与抑制滑膜组织 TLR4/MyD88/MAPK 通路从而增强滑膜细胞自噬活性有关。
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Toll-like receptor 4 （TLR4）/myeloid differentiation primary response protein 88 （MyD88）/mitogen-activated protein 

kinase （MAPK） signaling pathway in knee synovial tissue of cold-syndrome rabbit models with rheumatoid arthritis 

（RA）， so as to explore the anti-inflammatory mechanism of heat-reinforcing acupuncture against RA. Methods　Forty 

New Zealand rabbits were randomly divided into a normal group， a model group， a resatorvid （TAK-242） group 

（abbreviated as TAK-242 group）， a heat-reinforcing acupuncture group （abbreviated as heat-reinforcing group）， and a 

lipopolysaccharide （LPS） + heat-reinforcing acupuncture group （abbreviated as LPS + heat-reinforcing group）， with 8 

rabbits in each group. The cold-syndrome RA model was established by combined injection of complete Freund’s 

adjuvant and ovalbumin mixed solution plus low-temperature freezing treatment. For the heat-reinforcing group， heat-

reinforcing acupuncture manipulation was performed at “Zusanli” （ST36） with needle retention for 30 min once a day 

for 14 consecutive interventions. The TAK-242 group received auricular vein injection of TAK-242 （0.75 mg/kg） once 

every other day for a total of 7 injections. For the LPS + heat-reinforcing group， LPS （0.25 mg/kg） was injected via the 

auricular vein， and heat-reinforcing acupuncture intervention was conducted 30 min after LPS injection once every other 

day for 7 times in total. After all interventions， HE staining was adopted to detect the pathological morphology of rabbit 

knee synovial tissue； transmission electron microscopy was used to observe autophagosomes in synoviocytes； 

Western blot was applied to detect the protein expression levels of autophagy-related 5 （Atg5）， unc-51-like autophagy 

activating kinase 1 （ULK1）， microtubule-associated protein light chain 3 （LC3）， autophagy-related protein Beclin-1， 

TLR4， MyD88， extracellular signal-regulated kinase 1/2 （ERK1/2）， c-Jun N-terminal kinase （JNK）， and p38MAPK in 

synovial tissue. Results　 Compared with the normal group， the model group exhibited increased knee joint 

circumference （P<0.05）， decreased pain threshold （P<0.05）， down-regulated protein expression of ULK1， LC3Ⅱ/Ⅰ， 

Atg5 and Beclin-1 in synovial tissue（P<0.05）， as well as up-regulated protein expression of TLR4， MyD88， ERK1/2， 

JNK and p38MAPK （P<0.05）. Compared with the model group， the TAK-242 group and heat-reinforcing group showed 

reduced knee joint circumference （P<0.05）， elevated pain threshold （P<0.05）， up-regulated protein expression of 

Atg5， ULK1， LC3 Ⅱ/Ⅰ and Beclin-1 in synovial tissue（P<0.05）， and down-regulated protein expression of TLR4， 

MyD88， ERK1/2， JNK and p38MAPK （P<0.05）. Compared with the LPS + heat-reinforcing group， the heat-reinforcing 

group presented smaller knee joint circumference （P<0.05）， higher pain threshold （P<0.05）， higher protein expression 

of Atg5， ULK1， LC3 Ⅱ/Ⅰ and Beclin-1 in synovial tissue（P<0.05）， and lower protein expression of TLR4， MyD88， 

ERK1/2， JNK and p38MAPK （P<0.05）. Conclusion　Heat-reinforcing acupuncture can alleviate synovial inflammatory 

response in RA joints， and its mechanism is associated with inhibiting the TLR4/MyD88/MAPK pathway in synovial 

tissue and thereby enhancing autophagic activity of synoviocytes.

【KEYWORDS】　 Heat-reinforcing acupuncture； Rheumatoid arthritis； Synovial inflammatory response； TLR4/

MYD88/MAPK signaling pathway； Cellular autophagy

类风湿关节炎（RA）是以关节滑膜炎性反应、

血管翳形成及软骨与骨破坏为主要表现的自身免

疫性疾病，早期的病理改变以关节滑膜的炎性反应

为主 [1]。四肢多关节持续性的炎性肿痛不仅给患

者带来了不良的情绪体验，而且还限制关节活动，

甚至导致残疾，严重影响患者的生活质量 [2]。RA
早期治疗以非甾体抗炎药、糖皮质激素及抗风湿药

来减轻炎性肿痛，延缓病情进展，但长期使用存在

胃 肠 道 反 应 、糖 脂 代 谢 紊 乱 、骨 质 疏 松 等 不 良

反应 [3]。

Toll 样 受 体 4（TLR4）/髓 样 分 化 因 子 88
（MyD88）/丝裂原活化蛋白激酶（MAPK）信号通路

在细胞的增殖分化、氧化应激与炎性反应等生理病

理过程中发挥重要作用，广泛参与 RA 炎性进程 [4]。

自噬是真核细胞通过降解错误折叠蛋白、功能异常

细胞器及病原微生物为细胞提供能量的方式 [5]。

TLR4/MyD88/MAPK 信号通路是调控细胞自噬的

重要通路，使用该通路抑制剂瑞沙托维（TAK-242）
能够增强结肠上皮细胞的自噬活性 [6]。前期研究表

明热补针法既可抑制 TLR4/MyD88/MAPK 信号

通路，改善 RA 关节滑膜炎性反应，又可上调自噬关

键蛋白自噬相关蛋白 5（Atg5）、Unc-51 样自噬激活

激酶 1（ULK1）、微管相关蛋白轻链 3（LC3）、自噬相

关蛋白 Beclin-1 表达，增强关节局部能量代谢，抑制

肿瘤坏死因子（TNF-）α、白细胞介素（IL）-1β、IL-6
的合成与分泌 [7-8]。因此，本课题通过进一步研究热

补针法通过增强滑膜自噬改善 RA 关节滑膜炎性反

应是否与抑制 TLR4/MyD88/MAPK 通路有关，为

热补针法的临床应用提供依据。
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1　材料与方法

1.1　实验动物

健康 2~3 月龄清洁级新西兰家兔 40 只（雌雄各

半），体质量为（2.0±0.5）kg，购买于陕西省君行生

物科技有限公司 [生产许可证号：SCXK（陕）2022-

001]。于第九四〇医院动物饲养科单笼喂养，温度

20~25 ℃、湿度 30%~60%、自由摄食、饮水，每日

光照时间 12 h。实验方案获得甘肃中医药大学动物

实验伦理委员会审批，审批号为：2020-009，家兔干

预及尸体处置严格遵照科技部 2006 年颁布的《关于

善待实验动物的指导性意见》执行。

1.2　主要仪器和试剂

压力测痛仪（上海邦典），无弹性软皮尺（德国

SINCE），一次性无菌针灸针（0.16 mm×7 mm，苏

州医疗用品厂），高速冷冻离心机（长沙恒宇），电镜

切片机（德国 LEICA），切片机（德国 KA），IX51 型

光学显微镜（苏州奥林巴斯），石蜡包埋机、JEM 
1400 型透射电镜、JEM 1400 型数码相机（日本日

立），恒温箱、Western blot转膜仪、电泳仪、凝胶成像

仪（北京君意），化学发光成像系统（上海勤翔），

Image J软件（美国 NIH）。

卵 蛋 白 干 粉 、弗 氏 完 全 佐 剂（美 国 Sigma），

TAK-242（美国 MCE），脂多糖（LPS，大连美仑），

4% 多聚甲醛（武汉赛维尔），ULK1、LC3B、Beclin-1、
Atg5、TLR4、MyD88、C-Jun 氨基末端激酶（JNK）、

p38MAPK 及 GAPDH 一抗（英国 Abcam），细胞外

信号调节激酶（ERK）1/2 一抗（英国 CST），HRP 标

记 山 羊 抗 兔 IgG 二 抗（美 国 Immunoway），SDS-

PAGE 凝胶配制试剂盒（上海碧云天），BCA 蛋白定

量试剂盒、RIPA 裂解液（北京索莱宝），苏木精-伊红

（HE）染色试剂盒（美国 Sigma）。

1.3　分组与造模

40 只实验家兔，以体质量为依据，按随机数抽

取 8 只作为正常组，其余 32 只作为造模组。造模组

采用弗氏完全佐剂及卵蛋白混合溶液注射联合低

温冷冻法建立 RA 寒证模型。卵蛋白溶液（4 mg/
mL）加入等量弗氏完全佐剂摇匀，选定 6 个注射部

位（脊椎正中线与两肩胛骨下角连线所形成的“十”

字交点，以“十”字交点为定位点 1，“十”字交点上下

1 cm 为定位点 2、3，3 个定位点各左右旁开 0.5 cm
共 6 个注射部位），1 mL 注射器每部位皮下注射

0.2 mL，14 d 后等量重复注射 1 次，6 d 后向家兔双

后腿膝关节腔内注入 0.4 mL 卵蛋白氯化钠溶液

（20 mg/mL）。关节腔注射后第 2 天，兔台法固定家

兔，将冰袋（3 份冰+1 份结晶氯化钙）置于膝关节冷

冻 1.5 h，45 ℃温水中复温 5 min，共冷冻 1 次。造模

结束后第 2 天开始评价模型，以家兔痛阈降低、膝关

节周径增加（周径大于正常组家兔 1.5 cm 以上）提

示模型制备成功 [9-10]。模型制备成功后，将造模组家

兔随机分为模型组、TAK-242 组、热补组及 LPS+
热补组，每组 8 只。

1.4　干预方法

模型制备成功后，从第 2 天开始给予干预。实

验家兔均以双侧前腿及后腿捆绑方式固定于兔台

上，操作全程对家兔适当安抚。

正常组、模型组：耳缘静脉注射 0.9% 氯化钠溶

液，隔日 1 次，共计 7 次；TAK-242 组：1 mL 的无菌

注射器耳缘静脉注射 TAK-242（0.75 mg/kg），给药

体积为 0.3 mL/kg，隔日 1 次，共 7 次 [11]；热补组：选

取“足三里”，定位参照文献 [12]及《实验针灸学》[13]常

用实验动物针灸穴位附图中的取穴方法，操作参照

《郑氏针灸全集》[14]，即左手揣按“足三里”，右手将针

迅速刺入穴内 10~12 mm，左手紧按穴位，加重指

压，右手拇指向前连续捻按 5 次，针尖顶着针感部位

连续重插轻提 5 次，拇指再向前连续捻按 5 次，反复

操 作 1 min，留 针 30 min，每 日 1 次 ，共 计 14 次 ；

LPS+热补组：1 mL 的无菌注射器耳缘静脉注射

LPS（0.25 mg/kg），给药体积为 0.3 mL/kg，30 min
后施加热补针法干预，选穴及操作同热补组，隔日 1
次，共 7 次 [15-16]。

1.5　观察指标及检测方法

家兔膝关节周径、痛阈检测：以无弹性软皮尺

沿股骨内外侧髁旋转 1 周测量膝关节周径，用型压

力测痛仪按压家兔内膝眼位置，取家兔出现挣扎弹

腿时所测的压力值，重复测量 3 次，计算其平均值为

该兔的痛阈值。

取材：家兔经心脏空气栓塞法处死后，仰卧位

固定双后腿膝关节，沿髌韧带中点与股骨内外髁连

线切开周围肌肉组织，沿髌骨上缘 2~3 cm 切割并

掀开髌骨，纵行分离胫骨和腓骨，眼科剪分离周围

的关节囊结构，眼科钝性分离器剥离滑膜组织。

家兔膝关节滑膜组织病理形态检测：将滑膜组

织切割为 0.3 cm×0.3 cm×0.3 cm 的小块结构，石

蜡包埋机包埋，切片机将其切成厚度为 4 μm 左右的

薄片，苏木精染色液 5~10 min，蒸馏水漂洗后浸入

0.5% 伊红染色液 5 min，水洗，低浓度到高浓度乙醇

梯度脱水各 1 min，中性树脂封片，IX51 型光学显微

镜观察滑膜固有层厚度及其被覆细胞增生、炎性细
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胞浸润等情况。

透射电镜观察家兔膝关节滑膜细胞超微结构

及自噬体：将 1 mm×1 mm×1 mm 膝关节滑膜组织

块固定于 2.5% 戊二醛 6 h，PBS 缓冲液漂洗，1% 锇

酸固定 4 h，50% 乙醇梯度脱水 20 min，包埋液+纯

丙酮室温过夜，40 ℃烤箱 10 h、60 ℃烤箱 48 h 固化，

切成 70 nm 厚片，3% 醋酸铀 -柠檬酸双染色，JEM 
1400 型透射电镜观察，高清数码相机记录图像。

Western blot法检测滑膜组织ULK1、LC3Ⅱ/Ⅰ、

Atg5、Beclin-1、TLR4、MyD88、ERK1/2、JNK、

p38MAPK 蛋白表达：100 mg 滑膜组织用 RIPA 组

织液裂解，BCA 法检测蛋白浓度，加入 5×上样缓冲

液，根据每组蛋白浓度计算上样量；凝胶电泳，80 V
恒压浓缩，120 V 恒压分离；300 mA 转膜 90 min 后，

PVDF 膜 置 于 5% 脱 脂 奶 粉 中 孵 育 1 h 后 ，加 入

ULK1、LC3 Ⅱ/Ⅰ 、Atg5、Beclin-1、TLR4、MyD88、
ERK1/2、JNK、p38MAPK（1∶1 000）抗体，4 ℃孵育

过夜后，继续 37 ℃孵育 30 min；TBST 洗膜，山羊抗

兔二抗（1∶4 000）孵育；洗涤后，化学发光成像系统

曝光，获取蛋白条带，ImageJ 分析灰度值，以目标蛋

白与内参蛋白条带灰度值的比值作为目标蛋白的

相对表达量。

1.6　统计学处理

采用 SPSS21.0 软件进行所有实验数据的统计

分析，ImagePro Plus 对实验图片进行分析，Origin 
Pro 9.1 软件整理生成统计图；计量资料均符合正态

分布，以均数±标准差（x̄±s）表示，方差齐者多组间

比较采用单因素 ANOVA 方差分析，两组间比较采

用 LSD 法，方差不齐者用 Tamhane’s T2 法。以 P
≤0.05 为差异有统计学意义的标准。

2　结果

2.1　各组家兔膝关节周径、痛阈比较

与正常组比较，模型组家兔膝关节周径显著增

加，痛阈降低（P<0.05）；与模型组比较，TAK-242
组、热补组膝关节周径缩小，痛阈升高（P<0.05）；与

LPS+热补组比较，热补组膝关节周径缩小，痛阈升

高（P<0.05）。见图 1。
2.2　各组家兔膝关节滑膜组织病理形态比较

正常组家兔膝关节关节囊内侧滑膜规整，滑膜

细胞层排列整齐，滑膜细胞层下间质内无纤维结缔

组织增生、微血管形成及炎性细胞浸润；模型组家

兔膝关节囊内侧滑膜表面粗糙，滑膜细胞层显著增

生、增厚，细胞层下间质内大量纤维结缔组织增生、

微血管形成，大量炎性细胞浸润聚集；TAK-242 组

及热补组家兔膝关节囊内侧滑膜基本平整，滑膜细

胞层轻度增生、增厚，细胞层下轻度间质内纤维结

缔组织增生，少量炎性细胞浸润；LPS+热补组家兔

膝关节囊内侧滑膜粗糙，滑膜细胞层增生、增厚，滑

膜细胞层下间质内纤维结缔组织增生、微血管形成

及炎性细胞浸润聚集明显。见图 2。
2.3　各组家兔膝关节滑膜组织自噬活性比较

正常组家兔膝关节滑膜线粒体、核糖体、内质

网等细胞器形态规整，散在分布着双层膜封闭的圆

球状自噬小体、溶酶体及其降解的胞质成分。模型

组膝关节滑膜细胞线粒体、核糖体肿胀，胞内少见

自噬小体分布。TAK-242 组及热补组家兔滑膜细

胞内可见吞噬泡及双膜结构的自噬小体，吞噬泡延

伸将细胞器揽入双膜闭合结构，自噬小体包裹内质

网及延长的线粒体，溶酶体数量增加；LPS+热补组

滑膜染色质固缩，散在分布吞噬泡、自噬小体、溶酶

体等结构。见图 3。
2.4　各组家兔膝关节滑膜组织 Atg5、ULK1、LC3
Ⅱ/Ⅰ、Beclin-1 蛋白相对表达量比较

与正常组比较，模型组家兔膝关节滑膜组织

Atg5、ULK1、LC3 Ⅱ/Ⅰ 、Beclin-1 蛋 白 表 达 降 低

（P<0.05）；与模型组比较 ，TAK-242 组、热补组

Atg5、ULK1、LC3 Ⅱ/Ⅰ 、Beclin-1 蛋 白 表 达 升 高

（P<0.05）；与 LPS+ 热 补 组 比 较 ，热 补 组 Atg5、
ULK1、LC3 Ⅱ/Ⅰ 、Beclin-1 蛋 白 表 达 升 高（P<
0.05）。见图 4。
2.5　 各 组 家 兔 膝 关 节 滑 膜 组 织 TLR4、MyD88、
ERK1/2、JNK、p38MAPK 蛋白相对表达量比较

与 正 常 组 比 较 ，模 型 组 滑 膜 组 织 TLR4、
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注：LPS 为脂多糖，TAK-242 为瑞沙托维。与正常组比较，
#P<0.05；与模型组比较，*P<0.05；与 LPS+热补组比较，

ΔP<0.05。
图 1　各组家兔膝关节周径、痛阈比较（x̄±s，6只兔/组）

Fig. 1　Comparison of knee joint circumference and pain 

threshold of the knee joint of rabbits in the 5 groups 

（x̄±s，6 rabbits/group）
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MyD88、ERK1/2、JNK、p38MAPK 蛋白表达升高

（P<0.05）；与模型组比较 ，TAK-242 组、热补组

TLR4、MyD88、ERK1/2、JNK、p38MAPK 蛋白表达

降 低（P<0.05）；与 LPS+ 热 补 组 比 较 ，热 补 组

TLR4、MyD88、ERK1/2、JNK、p38MAPK 蛋白表达

降低（P<0.05）。见图 5。

3　讨论

《素问·阴阳应象大论篇》载“味归形，形归气；

气归精，精归化……化生精，气生形”。中医“精化

气”理论与细胞通过自噬途径降解受损细胞器及错

误折叠蛋白为细胞提供能量的“自我保护”方式类

似。自噬过度时其非选择性降解细胞结构或能量

代谢酶，导致机体的“正气”过度消耗，正如《黄帝内

经》中所言“精气夺则虚”。风寒湿环境下受损的线

粒体、脂质、蛋白质及过氧化损伤物等“寒凝”物质

被双层膜结构的自噬小体包裹，类似于中医学“蠲

寒”的作用。热补针法是“西北针王”郑魁山教授的

正常组 模型组 TAK-242组

热补组 LPS+热补组

注：LPS 为脂多糖，TAK-242 为瑞沙托维。标尺=100 μm。黑色箭头示炎性细胞浸润，蓝色箭头示滑膜细胞结缔组织，

红色箭头示血管。

图 2　各组家兔膝关节滑膜组织病理形态学比较（HE染色）

Fig. 2　Comparison of morphology of synovial tissues of the knee joints of rabbits in the 5 groups （HE staining）

正常组 模型组

TAK-242组 热补组 LPS+热补组

注：LPS 为脂多糖，TAK-242 为瑞沙托维。标尺=500 nm。红色框表示自噬小体和溶酶体结构。

图 3　各组家兔膝关节滑膜组织自噬小体及超微形态比较（透射电子显微镜）

Fig. 3　Comparison of autophagosomes and ultrastructure in synovial tissue of the knee joints of rabbits in the 5 groups 

（transmission electron microscope）
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注：LPS 为脂多糖，TAK-242 为瑞沙托维，TLR4 为 Toll样受体 4，MyD88 为髓样分化因子 88，MAPK 为丝裂原活化蛋白激酶，

ERK1/2 为细胞外信号调节激酶 1/2，JNK 为 c-Jun 氨基末端激酶。A 为正常组，B 为模型组，C 为 TAK-242 组，D 为热补组，

E 为 LPS+热补组。与正常组比较，#P<0.05；与模型组比较，*P<0.05；与 LPS+热补组比较，ΔP<0.05。
图 5　各组家兔膝关节滑膜组织 TLR4、MyD88、ERK1/2、JNK、p38MAPK蛋白相对表达量比较（x̄±s，3只兔/组）

Fig. 5　Comparison of the relative expression levels of TLR4， MyD88， ERK1/2， JNK， and p38MAPK proteins in synovial 

tissues of the knee joints of rabbits in the 5 groups （x̄±s，3 rabbits/group）
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注：LPS 为脂多糖，TAK-242 为瑞沙托维，Atg5 为自噬相关蛋白 5，ULK1 为 Unc-51 样自噬激活激酶 1，LC3 为微管相关蛋白轻

链 3。A 为正常组，B 为模型组，C 为 TAK-242 组，D 为热补组，E 为 LPS+热补组。与正常组比较，#P<0.05；与模型组比较，
*P<0.05；与 LPS+热补组比较，ΔP<0.05。

图 4　各组家兔膝关节滑膜组织 Atg5、ULK1、LC3Ⅱ/Ⅰ、Beclin-1蛋白相对表达量比较  （x̄±s，3只兔/组）

Fig. 4　Comparison of the relative expression levels of Atg5， ULK1， LC3Ⅱ/Ⅰ， and Beclin-1 proteins in synovial tissues of the 

knee joints of rabbits in the 5 groups （x̄±s，3 rabbits/group）
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特色针刺手法，既能温补阳气之不足，又能驱散痹

阻之风寒、温通凝聚之血脉，对阳虚风寒湿阻型 RA
临床疗效确切 [17]，其内在机制是基于自噬途径的“温

阳”与“蠲寒”。足三里为足阳明经合穴、胃之下合

穴及四总穴，位于肌肉丰厚的胫骨前缘，适合针刺

手法的操作，可增强热补针法的补益效应，研究表

明插补法能使足三里穴区局部的微循环血流灌注

量明显升高 [18]。

MAPK 信 号 通 路 包 括 ERK1/2、JNK、p38
MAPK 3 个亚型通路，在细胞的增殖分化、氧化应激

及炎性反应等多种生理病理过程中发挥重要作

用 [19]。活化的 MAPK 信号通路激活抑制性核因子

κB 蛋白，使其磷酸化并发生核转位，进而促使下游

ERK1/2、JNK、p38MAPK 通路活化，加重 RA 滑膜

炎性反应与关节损害 [20]。多酚化合物的抗炎特性与

抑制 TLR4/MyD88/MAPK 信号通路，限制 NF-κB 
Rel 同源结构域与 JNK 的结合，减少炎性因子分泌

相 关 [21]。 雷 公 藤 抗 炎 和 免 疫 抑 制 作 用 与 拮 抗

TLR4/MAPK/NF-κB 通路活性密切相关 [22]。课题

组以高通量测序技术检测家兔滑膜组织中差异长

链非编码 RNA（lncRNA），结果显示热补针法逆向

回调的 lncRNA 表现为细胞周期、MAPK 信号通路

和细胞衰老的核心功能聚类 [23]。TAK-242 是小分

子量、脂溶性、易穿透细胞膜的乙烯羧酸酯衍生物，

一线用药甲氨蝶呤的有效成分 ，可泛素化结合

TLR4 蛋白的 TIR 结构域 [24]。LPS 是刺激 TLR4 释

放关键致炎因子的多糖结构，LPS 诱导 TLR4 C 端

白细胞介素 1 受体结构域发生同源二聚化，引发炎

性信号胞内转导级联 [25]。因此本课题分别使用

TAK-242 及 LPS 为 TLR4 通路抑制剂及激动剂。

结果表明热补针法及 TAK-242 干预后，RA 模型家

兔膝关节周径显著缩小，痛阈增高，滑膜细胞层显著

增厚，炎性细胞浸润明显，TLR4、MyD88、ERK1/2、
JNK、p38MAPK 蛋白表达水平显著降低，提示热补

针法具有类似 TLR4 通路抑制剂的作用。而经

LPS+热补针法组干预后，TLR4、MyD88、ERK1/2、
JNK、p38MAPK 蛋白表达水平及膝关节周径、痛

阈、滑膜病理变化均较单纯热补组回调，说明 LPS
削弱了热补针法对 TLR4 通路的抑制作用。

自噬是真核细胞通过降解错误折叠蛋白、功能

异常细胞器为细胞提供能量的方式。滑膜细胞自

噬受到多条信号通路的影响，其中 MAPK 信号通路

可诱导 mTOR 活化，通过 mTOR-p70S6K 信号轴作

用于 p70S6K，作为自噬的负调节因子抑制自噬 [26]。

研究显示活动性溃疡性结肠炎的小鼠模型中 ，

TLR4/MyD88/MAPK 信号通路异常激活，mTOR
磷酸化表达增强，自噬通量降低，TNF-α、IL-β、IL-6
表达增加 [6]。TRAF6 作为 mTOR 泛素连接酶，其泛

素化调节 TLR4/MyD88/MAPK 是持续激活自噬

活性关键一环，前期研究提示热补针法可通过抑制

TRAF6 泛素化水平而起到抑制关节滑膜炎性反应

的作用 [27]。动力蛋白相关蛋白 1（Drp1）/线粒体分

裂因子（Mff）通路是介导线粒体自噬的关键通路，

热补针法可抑制 Drp1/Mff 通路而提高滑膜细胞线

粒体质量，而 MAPK 磷酸化酶是介导 Drp1 s616 磷

酸化的关键位点 [28]。因此课题组上述研究均指向于

热补针法抗炎机制与 MAPK 信号通路调节自噬活

性有关。自噬发生发展中，Atg5、ULK1 参与自噬启

动过程，Beclin-1 参与自噬泡的成熟，LC3 含量与自

噬泡数量成正比 [29-30]。因此本课题以 Atg5、ULK1、
Beclin-1 及 LC3 蛋白表达量反映自噬活性的强弱。

结果表明，与模型组比较，TAK-242 组、热补组自噬

小体数目增加，Atg5、ULK1、LC3Ⅱ/Ⅰ及 Beclin-1
蛋 白 表 达 升 高 ，说 明 TAK-242 通 过 抑 制 TLR4/
MyD88/MAPK 信号通路而提高滑膜细胞自噬活

性，而热补针法与 TAK-242 作用类似。同样地，热

补针法增强自噬的作用在应用 LPS 后被回调，证实

热补针法通过抑制 TLR4/MyD88/MAPK 信号通

路而增强滑膜细胞自噬活性，从而抑制 RA 滑膜性

反应。另外，坏死性凋亡与自噬吞噬功能密切相

关，前期研究显示热补针法可抑制坏死性凋亡蛋白

表达 [31]，但是否通过 TLR4/MyD88/MAPK 信号通

路介导自噬实现，需要进一步的研究证实。
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