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电针调控 lncRNA NEAT1 改善 IL-1β 诱导软骨细胞“胆
固醇-铁”代谢紊乱的机制※

罗 雁 1，2 兰书洁 2 黄熙琳 1，2 苏瑟琴 1 吴宇航 1 付长龙 2 黄志强 1▲

摘 要 目的目的：：基于长链非编码 RNA 核富集转录本 1（lncRNA NEAT1）调控软骨细胞“胆固醇-
铁”代谢失衡的视角，探讨电针治疗骨关节炎的作用机制。方法方法：：将 20 只 2 月龄 SPF 级 C57BL/6 雄性

小鼠随机分为正常组和电针组。正常组常规饲养，电针组选取双侧膝关节内膝眼、外膝眼穴连续干

预 1 周后，经腹主动脉采血制备血清。另取 3 周龄 SPF 级小鼠，5% 异氟醚麻醉后脱颈处死，提取双膝

关节软骨进行体外分离与培养。取第 2 代软骨细胞随机分为空白组、IL-1β 组、IL-1β+电针组、IL-1β
+lncRNA NEAT1 敲减（sh-lncRNA NEAT1）组及 IL-1β+sh-lncRNA NEAT1+电针组。采用 10  ng/mL 
IL-1β诱导骨关节炎模型，构建 shRNA（sh-NEAT1）转染软骨细胞。各组分别给予正常血清（2  mL）或

电针血清（2  mL）干预 48  h。实时荧光定量 PCR 检测软骨细胞 lncRNA NEAT1 表达水平，Western blot
法检测各组细胞中 SREBP、CH25H、CYP7B1、ACSL4、COX-2、ABCA1 和 GPX4 蛋白的表达情况。结结

果果：：Real-time PCR 结果显示，与 IL-1β 组比较，IL-1β+电针组软骨细胞 lncRNA NEAT1 水平降低；与

IL-1β+sh-lncRNA NEAT1组比较，IL-1β+sh-lncRNA NEAT1+电针组 lncRNA NEAT1水平进一步降低

（P<0.01）。Western blot 结果表明，与 IL-1β 组比较，IL-1β+电针组 SREBP、CH25H、CYP7B1、ACSL4
和 COX-2 表达下降，ABCA1 和 GPX4 蛋白表达水平升高（P<0.01）；与 IL-1β+sh-lncRNA NEAT1 组比

较，IL-1β+sh-lncRNA NEAT1+电针组 SREBP、CH25H、CYP7B1、ACSL4 和 COX-2 表达显著降低，AB⁃
CA1和GPX4蛋白水平显著升高（P<0.05或P<0.01）。结论结论：：电针可通过调控 lncRNA NEAT1改善骨关

节炎软骨细胞的胆固醇代谢紊乱与铁死亡，从而发挥关节软骨保护作用。

关键词 电针；骨关节炎；lncRNA NEAT1；“胆固醇-铁”代谢；软骨细胞

骨关节炎（Osteoarthritis，OA）是一种多因素疾病，

其发病机制涉及机械应激、遗传易感性、代谢失调及

生物力学失衡[1]。疼痛是 OA 最突出的临床特征，目前

尚无有效疗法能阻止或减缓疾病进展，亦难以实现持

久的症状缓解[2]。据调查，OA 影响了全球约 7.6% 的

人口，且女性患病率高于男性[3]。电针作为中医学治

疗 OA 的重要手段之一[4]，通过电流刺激特定穴位，可

缓解 OA 患者膝部关节疼痛，并减轻炎性反应[5]。前期

研究[6]表明，膝眼电针透穴能显著减轻骨关节炎患者

的关节疼痛、僵硬与功能障碍，并有助于延缓其软骨

细胞退变进程。

在 OA 进展中，胆固醇外排能力降低并在软骨细

胞内积聚，导致线粒体活性下降或转化为氧化固醇，

进而激活核受体 RoRα 诱导软骨降解酶活化，加剧软

骨退变[7]。同时，胆固醇代谢失调可触发炎症级联反

应，加剧滑膜炎症与异位骨形成，并降低软骨细胞活

力[8]。铁死亡是一种依赖铁离子并由脂质过氧化驱动

的特殊形式程序性细胞死亡[9]。最新研究显示，调节

胆固醇稳态对保护软骨细胞免受铁死亡具有重要作

用；而持续内质网应激可通过上调铁摄取、储存与利

用相关基因，同时抑制抗氧化防御及脂肪酸代谢相关

基因，进而促进铁死亡[10，11]。长链非编码 RNA 核富集

转录本 1（lncRNA NEAT1）在 OA 软骨组织及 IL-1β 诱

导的软骨细胞中过表达[12]。团队前期研究证明，ln⁃
cRNA NEAT1 可通过调控软骨细胞中 IRE1α/XBP1 通

路缓解 OA 小鼠关节内质网应激[13]。Qiutin 等[14]研究

发现，沉默 lncRNA NEAT1 在体外和体内均能减轻脂

质过氧化和心肌铁死亡。此外，电针干预可通过增强
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胆固醇逆转运（RCT）过程抑制巨噬细胞向泡沫细胞

转化，维持细胞内胆固醇稳态[15]。然而，电针是否能

通过 lncRNA NEAT1 调控软骨细胞“胆固醇-铁”代谢

紊乱以缓解 OA，目前尚不明确。本研究旨在通过观

察电针对关节软骨“胆固醇-铁”代谢相关蛋白表达的

影响，进一步探讨电针治疗 OA 可能的作用通路。

1 材料
1. 1　动物　20 只 2 月龄 SPF 级 C57BL/6 雄性小鼠用

于血清制备，30 只 3 周龄 SPF 级 C57BL/6 雄性小鼠用

于体外实验。所有实验动物均购自上海斯莱克实验

动物有限责任公司，实验动物合格证号：SCXK(沪)
2017-0005。实验动物饲养于福建中医药大学实验动

物中心，采用标准饲料分笼喂养，每笼 5 只，自由饮

水，光照（12  h）/黑暗（12  h）周期交替，室温维持在 21
～22  ˚C，并严格遵循《实验动物护理和使用指南》进

行管理。

1. 2　伦理审查　本研究方案已通过福建中医药大学

实验动物伦理委员会批准，批件编号：FJTCM IACUC 
1N2025089。

1. 3　主要试剂及仪器　白细胞介素-1β（IL-1β，批号

MKCL5731，由美国 Sigma 公司生产）；ATP 结合盒转运

体 A1（ABCA1）、胆固醇调节元件结合蛋白（SREBP）、

25-羟基胆固醇 7α-羟化酶（CYP7B1）、酯酰基辅酶 A
合成酶长链家族成员 4（ACSL4）、谷胱甘肽过氧化物

酶 4（GPX4）、胆固醇 25-羟化酶（CH25H）、环氧化酶

-2（COX-2），均由武汉 Proteintech 公司生产，批号依

次 为 00139339、00143435、00136020、00139404、

00141308、00117318、00104008；胎 牛 血 清 ( 由 美 国

Thermo Fisher Scientific 公 司 生 产 ，批 号 10099141)；
CFX96 型实时荧光定量 PCR 仪、APC300 型基础电泳

仪（美国 Bio-Rad 公司）；华佗牌 SD-Ⅱ型电子针疗仪、

华佗牌一次性不锈钢毫针，规格为 13  mm×0.25  mm，

由苏州医疗用品厂有限公司生产。

2 方法
2. 1　血清制备　取 20 只 SPF 级 2 月龄雄性 C57BL/6
小鼠，按随机数字表法分为正常组（n＝10）与电针组

（n＝10）。正常组采取常规饲养；电针组采用规格为

0.25  mm×13  mm 的一次性不锈钢毫针进行针刺，取

穴及定位参照《实验针灸学》，对小鼠双侧膝关节内膝

眼与外膝眼施加电针干预。刺激参数为疏密波、频率

2/10  Hz，每次持续 15  min，每日 1 次，连续干预 1 周。

干预结束后，正常组与电针组动物均于麻醉状态下经

腹主动脉采集血液样本，离心分离血清。所获血清经

56  ℃水浴 30  min 灭活并过滤除菌后，置于-20  ℃保

存。细胞实验中，使用 DMEM 培养基将血清配制成

10% 浓度进行后续干预[16]。
2. 2　软骨细胞培养　取 30 只 SPF 级 3 周 龄 雄 性

C57BL/6 小鼠，于 5% 异氟醚麻醉后行脱颈处死。分

离膝关节组织，剪取股骨远端与胫腓骨近端，并剔除

附着肌肉。将分离、切取出来的双膝关节软骨置于无

菌培养皿内，剪碎成 1  mm³大小的组织块，PBS 清洗 3
次后，分次加入 4  mL 的 0.25% 胰酶，于 37  ℃、5% CO₂
培养箱中消化 2  h。消化液以 1000  r/min 离心 3  min，

弃上清，细胞沉淀用含 10% FBS 的 DMEM 完全培养基

重悬。轻柔吹打使细胞均匀分散后，将悬液转入培养

瓶，置 37  ℃、5% CO₂培养箱进行常规培养。上述分

离、消化、离心、接种步骤重复进行 4 次以收集足够细

胞。后续实验采用第 2 代软骨细胞，在六孔板中以 1×
10 ⁵  cells/cm² 的 密 度 进 行 接 种 ，培 养 72  h 后 进 行

实验[17]。

2. 3　实验分组与模型制备　软骨细胞按实验设计随

机分为以下五组：空白组、IL-1β 组、IL-1β+电针组、

IL-1β+sh-lncRNA NEAT1 组（即 lncRNA NEAT1 敲低

组）以及 IL-1β+sh-lncRNA NEAT1+电针组。空白组

采用完全培养基培养 24  h；其余四组（IL-1β 组、IL-
1β+电针组、IL-1β+sh-lncRNA NEAT1 组、IL-1β+sh-
lncRNA NEAT1+电针组）均使用 IL-1β（10  ng/mL）诱

导软骨细胞 24  h，建立体外骨关节炎模型。

2. 4　干预方法　 正 常 组 、IL-1β 组 、IL-1β +sh-
lncRNA NEAT1 组均给予 10% 正常组血清 2  mL 进行

干预；IL-1β+电针组、IL-1β+sh-lncRNA NEAT1+电针

组则给予 10% 电针组血清 2  mL 进行干预。使用慢病

毒 包 被 的 质 粒 对 小 鼠 软 骨 细 胞 进 行 sh-lncRNA 
NEAT1 转染。各组干预同时进行，48  h 后检测相应

指标。

2. 5　Real-Time PCR检测各组软骨细胞中 lncRNA 
NEAT1的相对表达水平　采用 Trizol 法提取细胞总

RNA，逆转录为 cDNA 后进行 qRT-PCR 检测。逆转录

条件为：42  ℃，2  min；50  ℃，15  min；85  ℃，5  min。

反应体系为 20  μL，采用 CFX96 型荧光定量基因扩增

仪进行 PCR 扩增定量。扩增条件为：预变性 95  ℃ 40 
s、退火延伸 60  ℃ 30 s，共 40 个循环。以 GAPDH 为内

参基因，采用 2-ΔΔCt 进行相对定量分析。引物设计

与合成由福州尚亚生物技术有限公司完成，相关基因

引物序列见表 1。
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2. 6　Western Blot 检测各组软骨细胞中 SREBP、
CH25H、CYP7B1、ACSL4、COX-2、ABCA1和GPX4
蛋白表达水平　收 集 各 组 细 胞 ，加 入 RIPA-PMSF

（100∶1）裂解液，冰上裂解 30  min。4  ℃、12000  r/min
离心 15  min 后收集上清，采用 BCA 法测定蛋白浓度，

提取各组软骨细胞总蛋白。按比例加入上样缓冲液，

100  ℃金属浴使蛋白质样品变性 10  min。配置 10%
分离胶与 10% 浓缩胶，上样后电泳（20  V，10  min；  
80  V，30  min；135  V，1  h），随 后 转 移 至 PVDF 膜 

（400  mA，30  min）。 使 用 快 速 封 闭 缓 冲 液 封 闭       
30  min 后 ，分 别 加 入 相 应 一 抗 ：SREBP（1∶1000）、

CH25H（1∶1000）、CYP7B1（1∶1000）、ACSL4（1∶
5000）、COX-2（1∶1000）、ABCA1（1∶1000）、GPX4（1∶
1000）和 GAPDH（1∶5000），4  ℃ 孵育过夜。TBST 洗

涤 3 次后，加入相应 HRP 标记的二抗（1∶2000），室温

孵育 1  h。加入 ECL 化学发光底物进行反应，随后使

用凝胶成像系统采集蛋白条带图像。通过 Image J 软

件分析目标条带的灰度值，以 GAPDH 为内参计算目

的蛋白的相对表达量。

2. 7　统计方法　采用 SPSS 27.0 软件进行数据分析。

计量资料以均数±标准差(x̄ ± s)表示。依据数据正态

性和方差齐性选择统计方法：符合正态分布且方差齐

时，组间比较采用单因素方差分析(ANOVA)，若差异

显著则用 LSD-t检验进行两两比较；符合正态分布但

方差不齐时，两两比较采用 Games-Howell 检验；不符

合正态分布时采用非参数检验。P<0.05 为差异具有

统计学意义。

3 结果
3. 1　各组软骨细胞中 lncRNA NEAT1的相对表达水

平　Real-time PCR 结果显示：与空白组比较，IL-1β
组 lncRNA NEAT1 基因表达水平显著升高（P<0.01）；

与 IL-1β 组比较，IL-1β+电针组 lncRNA NEAT1 基因

表达水平下降（P<0.01）；与 IL-1β+sh-lncRNA NEAT1
组比较，IL-1β+sh-lncRNA NEAT1+电针组中 lncRNA 
NEAT1 水平进一步降低（P<0.01）。见表 2。

3. 2　各组软骨细胞中 SREBP、CH25H、CYP7B1、
ACSL4、COX-2、ABCA1、GPX4蛋白含量　Western 
blot 结 果 显 示 ：与 空 白 组 比 较 ，IL-1β 组 SREBP、

CH25H、CYP7B1、ACSL4 和 COX-2 表 达 均 升 高 ，

ABCA1 和 GPX4 蛋白水平显著降低（P<0.01）。电针干

预后，SREBP、CH25H、CYP7B1、ACSL4 和 COX-2 表达

水平降低，ABCA1 和 GPX4 蛋白水平升高（P<0.01）。

与 IL-1β +sh-lncRNA NEAT1 组 比 较 ，IL-1β +sh-
lncRNA NEAT1+ 电 针 组 SREBP、CH25H、CYP7B1、

ACSL4 和 COX-2 表达进一步降低，ABCA1 和 GPX4 表

达显著升高（P<0.05 或P<0.01）。见图 1、表 3。

4 讨论

OA 属中医“痹证”范畴，病位在筋、骨，病机以肝

肾不足为本，风寒湿外邪侵袭与痰瘀阻滞为标[18]。电

针作为传统针灸的改良方法，临床研究证实其可有效

缓解 OA 患者疼痛、改善关节功能[19]。本研究选用内

膝眼与外膝眼两穴，均为临床治疗 OA 的高频腧穴。

针刺“膝眼穴”具有活血通络、疏利关节之功[20]。团队

前期研究表明，骨关节炎软骨组织及细胞中存在 Ln⁃
cRNA NEAT1 表达上调，其过表达可进一步加剧骨关

表1　相关基因引物序列

基因

LncRNA NEAT1

GAPDH

引物序列（5’-3’）

Forward：5'-GCAGGTGGCACTACTTTGAG-3'
Reverse：5'-GTGACAACCATCTATTGAGCAACT-3'
Forward：5'-TGGAAAGCTGTGGGTGATG-3'
Reverse：5'-TACTTGGCAGGTTTCTCCAGG-3'

产物长度（bp)
144

189

表2　电针对 IL-1β诱导的软骨细胞中 lncRNA NEAT1相对表达水平的影响（x̄ ± s）
组别

空白组                                                
IL-1β 组

IL-1β+电针组

IL-1β+sh-lncRNA NEAT1 组

IL-1β+sh-lncRNA NEAT1+电针组

lncRNA NEAT1 表达量

1.00±0.00
7.95±0.30▲▲

5.27±0.04**

4.24±0.29**

2.08±0.02##

注：与空白组比较，▲▲P<0. 01；与 IL-1β组比较，**P<0. 01；与 IL-1β+sh-lncRNA NEAT1组比较，##P<0. 01
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节炎的软骨退变进程[21]。本研究基于电针治疗在减

缓软骨退变及抑制骨赘形成中的作用，从“胆固醇-
铁”代谢角度出发，探讨电针是否通过调控 lncRNA 

NEAT1 通路，改善骨关节炎软骨细胞胆固醇代谢与铁

死亡，从而延缓 OA 进展。

脂质代谢紊乱是推动 OA 进展的关键因素，其中

注：A为空白组，B为 IL-1β组，C为 IL-1β+电针组，D为 IL-1β+sh-lncRNA NEAT1组，E为 IL-1β+sh-lncRNA NEAT1+电针组；与空白组比较，
▲▲P<0. 01；与 IL-1β组比较，*P<0. 05，**P<0. 01；与 IL-1β+sh-lncRNA NEAT1组比较，#P<0. 05，##P<0. 01

图1　软骨细胞中SREBP、CH25H、CYP7B1、ACSL4、COX-2、ABCA1、GPX4表达比较

表3　软骨细胞中SREBP、CH25H、CYP7B1、ACSL4、COX-2、ABCA1和GPX4蛋白表达含量（x̄ ± s）
组别

空白组                               
IL-1β 组

IL-1β+电针组

IL-1β+sh-NEAT1 组

IL-1β+sh-NEAT1+电针组

SREBP/
GAPDH

0.44±0.08
1.01±0.01▲▲

0.61±0.02**

0.87±0.02**

0.72±0.04##

CH25H/
GAPDH

0.23±0.06
0.91±0.08▲▲

0.50±0.05**

0.72±0.10**

0.56±0.09#

CYP7B1
/GAPDH

0.38±0.08
0.98±0.10▲▲

0.47±0.04**

0.82±0.09*

0.54±0.05##

ASCL4
/GAPDH

0.27±0.08
1.01±0.04▲▲

0.50±0.10**

0.78±0.10**

0.58±0.11#

COX-2/
GAPDH

0.27±0.09
0.90±0.09▲▲

0.46±0.05**

0.69±0.03**

0.51±0.05#

ABCA1
/GAPDH

1.00±0.03
0.22±0.01▲▲

0.70±0.02**

0.36±0.03**

0.52±0.04##

GPX4
/GAPDH

1.05±0.04
0.46±0.08▲▲

0.85±0.07**

0.62±0.05*

0.78±0.09##

注：与空白组比较，▲▲P<0. 01；与 IL-1β组比较，*P<0. 05，**P<0. 01；与 IL-1β+sh-lncRNA NEAT1组比较，#P<0. 05，##P<0. 01
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胆固醇代谢异常与软骨退变的关系尤为突出[22]。胆

固醇在 OA 软骨组织内异常积聚，将促进氧甾醇代谢

物的生成，并触发分解代谢基质降解酶的表达，损害

软骨细胞的正常代谢功能及细胞外基质的结构完整

性[23]。Leire 等[24]进一步发现，较高水平的胆固醇氧化

产物会破坏线粒体功能，引起 ROS 产生和氧化应激增

加，最终导致细胞功能障碍与疾病发展。此外，铁死

亡作为一种与脂质过氧化和线粒体功能障碍相关的

细胞死亡方式，也被证实可加剧 OA 软骨退变，而胆固

醇及其代谢物在该过程中具有调控作用[25，26]。最新研

究表明，OA 软骨细胞中 LXR-α、ABCA1 和 ApoA1 等

胆 固 醇 外 排 基 因 表 达 显 著 降 低 ，而 SREBP-2 与

HMGCR 等胆固醇合成相关基因表达上调[27，28]。胆固

醇羟化酶 CH25H 与 CYP7B1 作为胆固醇代谢的关键

酶 ，在 OA 中 表 达 显 著 升 高 ，并 可 介 导 CH25H-
CYP7B1-RORα 轴 调 节 MMP3、MMP13 和 ADAMTS5
的表达，进而诱导关节软骨退变[29]。本研究结果显

示 ，在 IL-1β 诱 导 的 关 节 软 骨 细 胞 退 变 模 型 中 ，

SREBP、CH25H 与 CYP7B1 水平显著升高，ABCA1 水

平降低，提示 OA 进展过程中胆固醇外排转运机制受

损，相关调控通路受阻，致使胆固醇代谢失衡而发生

异常蓄积。ACSL4 及 GPX4 均为铁死亡的关键调控因

子：ACSL4 可催化多不饱和脂肪酸激活脂质过氧化物

合成；GPX4 则通过将脂质过氧化物还原为相应的脂

质醇来抑制铁死亡[30]。Western Blot 检测显示，IL-1β
刺激可降低 GPX4 表达，增加 ACSL4 表达，而电针干预

后 SREBP、CH25H、CYP7B1、ACSL4 和 COX-2 表达水

平下降，ABCA1 和 GPX4 蛋白水平升高。上述结果提

示，电针治疗可通过改善 OA 软骨细胞胆固醇代谢与

铁死亡，减轻关节软骨炎症与退变。

多项研究证实，lncRNA NEAT1 在胆固醇水平调

节中发挥重要作用[31]。本研究 RT-PCR 结果显示，IL-
1β 诱导的软骨细胞 lncRNA NEAT1 mRNA 水平显著

升高，而电针干预可有效逆转这一趋势。为深入探究

电针是否通过调控 lncRNA NEAT1 促进 OA 软骨细胞

胆固醇代谢、抑制铁死亡，从而保护 OA 软骨，本研究

构建了 lncRNA NEAT1 抑制的小鼠软骨细胞模型。

Western Blot 检 测 结 果 表 明 ，与 IL-1β +sh-lncRNA 
NEAT1 组 相 比 ，IL-1β +sh-lncRNA NEAT1+ 电 针 组

SREBP、CH25H、CYP7B1、ACSL4 和 COX-2 表达进一

步降低，ABCA1 和 GPX4 表达升高。这些结果提示，

lncRNA NEAT1 是电针改善 OA 软骨细胞胆固醇代谢

紊乱与铁死亡作用中的一个重要调控节点。

综上所述，电针内膝眼、外膝眼穴可通过介导 ln⁃
cRNA NEAT1/胆固醇-铁死亡调控轴，上调抗铁死亡

蛋白 GPX4 及胆固醇外排泵 ABCA1 的表达，同时抑制

促铁死亡蛋白 ACSL4、胆固醇合成因子 SREBP 与代谢

酶 CH25H 及 CYP7B1 的表达，从而协同减轻关节软骨

损伤、抑制炎性反应。本研究为电针在 OA 治疗中的

作用提供了新的潜在分子靶点与机制解释。
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