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红景天苷调控 lncRNA HOTAIR/NF-κB促进
脊髓损伤后运动功能机制研究
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摘要 目的：探讨红景天苷（SAL）调节长链非编码核糖核酸（lncRNA）HOX转录反义RNA（HOTAIR）对脊髓损伤（SCI）后运

动功能的影响。方法：将27只SD大鼠随机分为假手术组、SCI组和SCI+SAL组。采用改良Allen法建立SCI大鼠模型，BBB

评分检测大鼠后肢运动功能变化，苏木精—伊红染色（HE）及尼氏染色观察脊髓组织结构及神经元数量，实时荧光定量PCR

（RT-qPCR）法测定HOTAIR和相关炎症因子表达情况。在体外构建 lncRNA HOTAIR过表达星形胶质细胞，随后将构建的细

胞和原代星形胶质细胞各分为8组，即 control组、不同浓度SAL组（6.25 μg/mL、12.5 μg/mL、25 μg/mL、50 μg/mL、100 μg/mL、

200 μg/mL、400 μg/mL），采用细胞计数试剂盒（CCK-8法）检测细胞存活率。利用脂多糖（LPS）构建继发性SCI炎症模型并给

予不同浓度SAL进行干预，RT-qPCR法检测 lncRNA HOTAIR、IL-6和TNF-α基因表达，蛋白质免疫印迹法（western blotting）以

及酶联免疫吸附试验（ELISA）分别测定NF-κB通路和炎症因子蛋白表达情况。结果：SAL干预明显提高了SCI大鼠的BBB评

分，减少组织结构破坏以及神经元损伤并下调SCI后HOTAIR和炎症因子（TNF-α、IL-6）的表达。在体外实验中与control组相

比，SAL各剂量组星形胶质细胞的生存率均无显著变化；进一步研究发现SAL能够调控 lncRNA HOTAIR降低LPS刺激的星

形胶质细胞炎症因子的表达；同时SAL可以靶向 lncRNA HOTAIR下调p‐NF‐κB p65、p‐IκB‐α、IKKβ蛋白和炎症因子的表达。

结论：SAL能够促进SCI大鼠运动功能恢复，其机制可能与减轻炎症反应，抑制 lncRNA HOTAIR的表达有关。
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Study on the mechanism of salidroside regulating lncRNA HOTAIR/NF-κB to promote motor

function after spinal cord injury
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Abstract Objective: To investigate the effect of salidroside (SAL) regulating long non-coding RNA HOX tran-

script antisense RNA (lncRNA HOTAIR) on motor function after spinal cord injury (SCI). Methods: Twenty-sev-

en SD rats were randomly divided into sham surgery group, SCI group, and SCI+SAL group. A rat model of SCI

was established using the modified Allen’s method. BBB scoring was used to assess the motor function of the

rats’hind limbs. Hematoxylin-eosin (HE) staining and Nissl staining were used to observe the spinal cord tissue

structure and the number of neurons. The expression of HOTAIR and related inflammatory factors was deter-

mined by reverse transcription- quantitative PCR (RT- qPCR). The lncRNA HOTAIR overexpressed astrocytes

were cultured in vitro, and then divided into 8 groups along with primary astrocytes: control group and SAL

group with different concentrations (6.25 μg/mL, 12.5 μg/mL, 25 μg/mL, 50 μg/mL, 100 μg/mL, 200 μg/mL and

400 μg/mL). The cell survival rate was assessed using the cell counting kit-8 (CCK-8) method. The model of sec-

ondary SCI inflammation was established using Lipopolysaccharide (LPS), and SAL was administered at varying

concentrations. The gene expression of lncRNA HOTAIR, IL-6, TNF-α was detected by RT-qPCR, and the pro-

tein expression of NF-κB pathway and inflammatory factors was determined by western blotting and enzyme-
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linked immunosorbent assay (ELISA), respectively. Results: The intervention of SAL significantly enhanced the

BBB score in SCI rats, mitigated tissue structure destruction and neuronal damage, and down-regulated the ex-

pression of HOTAIR and inflammatory factors (TNF-α, IL-6) following SCI. In vitro studies revealed no signifi-

cant alteration in astrocyte survival rates across different doses groups of SAL compared with the control group.

Further investigations demonstrated that SAL could modulate lncRNA HOTAIR to reduce the expression of in-

flammatory factors in LPS-stimulated astrocytes, while also targeting lncRNA HOTAIR to down-regulate the ex-

pression of p-NF-κB p65, p-IκB‐α, IKKβ proteins and inflammatory factors. Conclusion: SAL can promote the

recovery of motor function in SCI rats, and its mechanism may be related to reducing inflammation and inhibit-

ing the expression of lncRNA HOTAIR.

Keywords salidroside; HOX transcript antisense RNA; inflammation; spinal cord injury

脊髓损伤（spinal cord injury, SCI）是指因外力、

疾病因素的作用下导致损伤水平以下的感觉、运动

和自主神经功能紊乱而产生的神经系统性疾病[1]。

作为一种严重危害人类健康与社会发展的高致残

性疾病[2]，全球有超过 2 700万患者因SCI带来的长

期残疾而消耗大量社会资源[3]。因此，寻找有效的

治疗手段已成为SCI研究热点之一[4]。

红景天苷（salidroside, SAL）作为红景天的提取

物在中药研究领域应用广泛[5]，并已被证明具有抗

炎 [6]、抗氧化应激 [7]以及中枢神经系统保护作用 [8]。

现有研究表明，在脑缺血大鼠中应用SAL可增加纹

状体单胺合成酶水平，减少脑梗死和行为障碍区海

马神经元凋亡[9-10]。长链非编码核糖核酸（lncRNA）

HOX转录反义RNA（HOTAIR）与人类多种疾病相

关，包括癌症[11]、中枢神经系统疾病[12]以及炎症[13]。

然而 SCI 背景下调控 HOTAIR 的实验证据是有限

的，SAL的体内和体外实验研究尚未深入，其相关

治疗神经系统疾病损伤的机制值得进一步探索。

本研究基于 lncRNA HOTAIR和炎症因子表达

观察SAL对SCI大鼠运动功能恢复的影响，并进一

步探讨 lncRNA HOTAIR过表达后SAL对NF-κB信

号通路在星形胶质细胞内的潜在分子机制，可为

SAL治疗SCI及HOTAIR作为SCI诊疗潜在新靶点

提供实验依据。

1 材料与方法

1.1 实验动物 27 只 SPF 级雌性 SD 大鼠，8～

10周龄，体重 180～200 g，购于广西医科大学实验

动物中心，动物生产许可证号：SCXK桂2020-0003，

使用许可证号：SYXK桂2020-0004。所有动物饲养

于室温 20～25 ℃，45%～50%相对湿度的动物房

内，适应性喂养 1周后用于后续实验。本研究所有

实验动物均通过广西医科大学实验动物福利与伦

理委员会审核（批准号：202301194）。

1.2 主要试剂 SAL（A0076）购于成都曼思特生物

科技有限公司；慢病毒载体购于汉恒生物科技（上

海）有限公司；细胞计数（CCK-8）试剂盒（C0038）购

于上海碧云天科技有限公司；AxyPrep总RNA小量

制备试剂盒（AP-MN-MS-RNA-50G）购于 CORN-

ING生命科学有限公司；逆转录试剂购于赛维尔生

物科技有限公司；酶联免疫吸附试验（ELISA）试剂

盒（EK382HS-96、EK306HS-96）购于杭州联科生物

技术股份有限公司；p‐NF‐κB p65（1∶1 000）、p65（1∶
1 000）、p‐IκB‐α（1∶1 000）、IKKβ（1∶1 000）、β-actin

（1∶1 000）及Anti-rabbit IgG（1∶1 000）抗体均购自

美国Cell Signaling Technology公司。

1.3 构建SCI模型 大鼠使用三溴乙醇（20 mg/kg）

腹腔注射麻醉后固定在手术台上以T10棘突为定位

点暴露脊髓进行 Allen 打击法（10 g，2.5 cm）制作

SCI模型。动物模型分为假手术组，SCI组及 SCI+

SAL组。术后腹腔注射青霉素（10 000 IU）以防感

染并每天定时进行 2次膀胱按摩辅助排尿，直至膀

胱功能恢复。SAL溶于生理盐水中，以 25 mg/（kg·
d）[14]的剂量进行腹腔注射，假手术组给予等量生理

盐水。

1.4 Basso beattie bresnahan（BBB）评分评估SCI大

鼠运动功能情况 术后 1 d、3 d、7 d、14 d对各组大

鼠进行BBB运动功能评估，大鼠在开阔的场地自由

行走 5 min，观察其后肢脚掌踏地的情况（0分表示

后肢无活动，21分表示后肢运动功能正常）。该实

验由两名经专业培训人员采用双盲法进行评估。

1.5 组织学分析 造模14 d后，将收集的各组脊髓

组织充分固定，脱水浸蜡进行包埋，二甲苯及乙醇

梯度脱蜡脱水，经焦油紫染色液或苏木精—伊红

（HE）染色，最后使用中性树脂封片并在光学显微镜
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下观察。

1.6 实时荧光定量 PCR（RT- qPCR）法检测 HO-

TAIR、白介素-6（IL-6）和肿瘤坏死因子-α（TNF-α）

表达 造模14 d后提取各组脊髓组织RNA，逆转录

为 cDNA 后进行 PCR 实验。反应体系 ：SYBR

Green qPCR Mix 5 μL，上游引物 0.5 μL，下游引物

0.5 μL，cDNA模板200 ng，加入无酶水配置成10 μL

的体系；反应程序：95 ℃预变性 10 min；设置 45个

扩增循环，循环参数：95 ℃，5 s；60 ℃，34 s；熔解曲

线条件：95 ℃，15 s；60 ℃，1 min；95 ℃，15 s。相关

引物由生工生物工程（上海）有限公司合成，引物序

列见表1。

表1 PCR引物序列

基因名称

β-actin

TNF-α

IL-6

HOTAIR

引物序列（5’～3’）

上游：TGTCACCAACTGGGACGATA

下游：GGGGTGTTGAAGGTCTCAAA

上游：CTGGCGTGTTCATCCGTTCTCTAC

下游：ACTACTTCAGCGTCTCGTGTGTTTC

上游：TCTGCTCTGGTCTTCTGGAGTTCC

下游：GAGTTGGATGGTCTTGGTCCTTAGC

上游：GTTAACATGACCAGCGATCTGA

下游：AATTAATTAGTGCCTCCCAGTCC

1.7 实验细胞和 HOTAIR- Overexpression（HO-

TAIR-OE）星形胶质细胞的构建 DI TNC1大鼠星

形胶质细胞（ATCC, Manassas, VA, USA）培养于含

10%FBS、1%青霉素—链霉素的高糖培养基中，置于

含 5%CO2，37 ℃恒温培养箱中静置培养。采用Li-

pofiterTM 脂质体转染 HOTAIR 过表达载体构建

HOTAIR-OE星形胶质细胞（HOTAIR-OE载体带有

GFP绿色荧光）。

1.8 CCK-8法检测细胞活力 取对数生长期原代

星形胶质细胞和HOTAIR-OE星形胶质细胞系传代

后接种于 96孔板，每孔 5 000个细胞。空白对照组

加入等量完全培养基，处理组加入不同浓度（0 μg/mL、

6.25 μg/mL、12.5 μg/mL、25 μg/mL、50 μg/mL、100

μg/mL、200 μg/mL 和 400 μg/mL）的 SAL 进行时间

梯度处理，然后加入10 μL CCK-8溶液在37 ℃培养

3 h，450 nm处吸光度测定吸光度（OD）值，检测细胞

活力。

1.9 RT- qPCR 法检测 lncRNA HOTAIR、IL- 6 和

TNF-α表达 对数生长期的原代星形胶质细胞和

HOTAIR-OE 星形胶质细胞系传代后分别接种于

6孔板（1×105个细胞/每孔）。原代星形胶质细胞使

用纯培养基饥饿 3 h后更换为完全培养基，处理组

给予脂多糖（lipopolysaccharide，LPS）和不同浓度

SAL（100 μg/mL、200 μg/mL）[15]共同作用后提取

RNA进行RT-qPCR检测；HOTAIR-OE星形胶质细

胞系则使用纯培养基饥饿3 h后 control组更换为完

全培养基，处理组给予LPS和 200 μg/mL的SAL共

同作用后提取RNA进行RT-qPCR检测，方法同“1.6

项”。

1.10 蛋白质免疫印迹法（western blotting）检测

NF-κB通路相关蛋白的表达 收集 control组、LPS

组和 LPS+SAL组HOTAIR-OE星形胶质细胞并使

用RIPA裂解液提取蛋白，接着使用10%聚丙烯酰胺

凝胶进行电泳，然后转移到聚偏二氟乙烯膜。使用

5%脱脂牛奶在室温下封闭膜1 h。根据抗体说明书

稀释一抗并在4 ℃冰箱孵育过夜，第2天使用TBST

缓冲液清洗 3次后避光进行常温二抗孵育 1 h。用

TBST缓冲液清洗膜 3次后用Odyssey红外激光成

像系统检测荧光信号成像，采用 Image J软件分析蛋

白条带灰度值。

1.11 ELISA法检测炎症因子蛋白的表达 不同组

别的HOTAIR-OE星形胶质细胞系经过处理后收集

细胞进行裂解破碎，4℃离心后进行分装，利用酶标

仪在 450 nm及 570 nm处测量其OD值检测 IL-6和

TNF-α水平，具体操作步骤按照说明书进行。

1.12 统计学方法 使用GraphPad Prism 9和SPSS

26.0软件对数据进行分析。计量资料以均数 ± 标准

差（x̄ ± s）表示，采用单因素方差分析进行多组间比

较，以P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 各组大鼠术后后肢运动功能比较 通过BBB

评分对大鼠下肢运动功能进行评估发现，术后各组

大鼠 BBB 评分均升高。其中，与假手术组大鼠相

比，SCI组大鼠运动功能恢复较差；与SCI组大鼠相

比，SAL组大鼠在术后 7 d和 14 d BBB评分显著升

高（P＜0.05）。见图1。

2.2 各组大鼠造模14 d后HE染色和尼氏染色结果

造模 14 d后各组脊髓组织形态染色和尼氏染

色结果表明，相对于假手术组，SCI组组织形态染色

可见大范围的脊髓组织损伤空洞形成，可见肉芽组

织形成且组织形态染色未见明显神经元存活；相较

于SCI组，SCI＋SAL组脊髓组织可见局部损伤空洞

形成，损伤区域可见少量炎症细胞浸润和肉芽组织

且SCI＋SAL组脊髓组织可见较多的神经元和偶见

深染神经元，周围炎症细胞浸润减少。见图2。
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2.3 各组大鼠HOTAIR和炎症因子mRNA表达水

平 造模 14 d后提取的脊髓组织行RT-qPCR发现

SCI后HOTAIR基因表达显著上调，但 SAL能够下

调其表达（P＜0.05）。相较于假手术组，SCI组 IL-6

和TNF-α表达水平升高（P＜0.05）；与 SCI组比较，

SCI＋SAL组可显著降低SCI后 IL-6和TNF-α表达

水平（P＜0.05），见表2。

2.4 HOTAIR-OE星形胶质细胞系的构建 成功转

染的HOTAIR-OE星形胶质细胞系于显微镜下可观

察到绿色荧光，见图3。

2.5 SAL 对各组星形胶质细胞活性的影响 与

control组相比，不同浓度（6.25 μg/mL、12.5 μg/mL、

25 μg/mL、50 μg/mL、100 μg/mL、200 μg/mL 和 400

μg/mL）SAL对原代星形胶质细胞和HOTAIR-OE星

形胶质细胞的OD值无显著差异（P＞0.05）。见图4。

表2 各组大鼠HOTAIR和炎症相关因子mRNA表达情况

x̄ ± s，n=3

组别

假手术组

SCI组

SCI＋
SAL组

F

P

HOTAIR

1.83±0.74

262.12±181.58*

23.48±18.09#

17.95

＜0.05

IL-6

0.98±0.06

105.94±8.76*

1.59±0.92#

1232.08

＜0.05

TNF-α

0.67±0.35

1 029.71±28.09*

929.68±24.39#

2093.97

＜0.05

与假手术组比较，*P＜0.05；与SCI组比较，#P＜0.05。

2.6 原代星形胶质细胞 HOTAIR 和炎症因子

mRNA表达水平 RT-qPCR结果发现，LPS刺激的

原代星形胶质细胞中HOTAIR基因表达水平显著

上调，但 SAL 能够呈剂量依赖性下调其表达（P＜

0.05）。同时相较于 control组，LPS组炎症因子表达

与SCI组比较，*P＜0.05，**P＜0.01，***P＜0.001。

图1 各组大鼠运动功能评分结果

A：脊髓组织HE染色（×40）及尼氏染色图（×400）；B：尼氏染色量化结果，与SCI组比较，***P ＜0.001。

图2 各组大鼠脊髓组织HE染色结果及尼氏染色结果
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水平升高（P＜0.05）；而 SAL 高剂量组可显著降低

LPS刺激的星形胶质细胞炎症因子表达水平，见表3。

表3 各组星形胶质细胞HOTAIR和炎症相关

因子mRNA表达情况

x̄ ± s，n=3

组别

control组

LPS组

SAL低剂量组

SAL高剂量组

F

P

HOTAIR

1.24±0.22

101.15±15.12*

48.40±9.41#

17.97±8.64#

58.96

＜0.05

IL-6

1.27±0.28

9.82±1.52*

6.14±1.00#

3.99±0.18#

45.90

＜0.05

TNF-α

1.12±0.16

8.29±0.47*

8.22±2.09

1.34±0.77#

21.35

＜0.05

与control组比较，*P＜0.05；与LPS组比较，#P＜0.05。

2.7 HOTAIR-OE对星形胶质细胞炎症因子mRNA

表达水平的影响 与 control 组比较，HOTAIR-OE

组 IL-6 和 TNF-α表达水平升高（P＜0.05）；与 HO-

TAIR-OE组比较，SAL可显著降低HOTAIR-OE细

胞系的炎症因子表达水平（P＜0.05），见表4。

表4 各组星形胶质细胞炎症相关因子mRNA表达情况

x̄ ± s，n=3

组别

control组

HOTAIR-OE组

HOTAIR-OE+SAL组

F

P

IL-6

0.96±0.06

73.57±3.92*

52.12±6.06#

240.76

＜0.05

TNF-α

0.99±0.10

9.65±3.33*

6.96±0.87#

14.95

＜0.05

与control组比较，*P＜0.05；与HOTAIR-OE组比较，#P＜

0.05。

2.8 SAL对HOTAIR-OE星形胶质细胞NF-κB通路

蛋白表达的影响 与 control组比较，LPS组显著升

高了p‐NF‐κB p65、p‐IκB‐α和 IKKβ蛋白的磷酸化水

平（P＜0.05）；相比于LPS组，SAL组p‐NF‐κB p65、p

‐IκB‐α和 IKKβ蛋白的磷酸化水平显著下降（P＜

0.05）。见图5。

2.9 SAL对HOTAIR-OE星形胶质细胞炎症因子蛋

白表达的影响 与 control组比较，LPS组TNF-α和

IL-6 显著增加（P＜0.05）；相比于 LPS 组，SAL 组

TNF-α和 IL-6的分泌减少（P＜0.05）。见图6。

图3 HOTAIR-OE星形胶质细胞系

A：SAL对原代星形胶质细胞OD值；B：SAL对HOTAIR-OE星形胶质细胞OD值。

图4 各组星形胶质细胞CCK-8结果
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A：为p‐NF‐κB p65、p‐IκB‐α、IKKβ蛋白的蛋白印迹图，p65和β-actin作为上样对照；B～D：为p‐NF‐κB p65、IKKβ、p‐IκB‐α

蛋白表达情况统计结果分析图；与LPS组比较，*P ＜0.05，**P ＜0.01，***P ＜0.001。

图5 SAL抑制LPS诱导的NF‐κB通路的活化

A：IL-6蛋白表达情况统计结果分析图；B：TNF-α蛋白

表达情况统计结果分析图；与 LPS 组比较，*P＜0.05，**P＜

0.01。

图6 SAL对HOTAIR-OE星形胶质细胞中炎症因子含量的

影响

3 讨 论

炎症是导致继发性SCI的重要病理机制，而星

形胶质细胞在继发性SCI的炎症损伤中扮演着重要

的角色，炎症环境下活化的星形胶质细胞分泌

LCN2可直接导致神经元凋亡[16]。NF-κB信号通路

转录因子家族一直被认为是炎症过程的中心介质，

也是SCI病理进程中的关键参与者[17]。课题组前期

研究发现，抑制SCI后的过度的继发性炎症反应有

利于促进神经功能恢复[15]。同时本研究发现，SAL

能够促进SCI大鼠运动功能恢复并保留更多的神经

元，因此基于炎症反应下SAL调控SCI的分子机制

值得深入探讨。

lncRNA在定位蛋白的表达、周转和随后的信

号调控的动态细胞过程中发挥核心病理生理作

用[18]。HOTAIR作为控制疾病发生和进展表征最多

的 lncRNA之一，已被公认为未来临床管理的潜在

治疗靶点[19]。本研究发现，基于LPS诱导的星形胶

质细胞能够在 SAL的作用下减轻HOTAIR和炎症

因子 IL-6、TNF-α基因表达。NF-κB作为炎症介质

的中心转录因子，在炎症中起着至关重要的作

用[20]。进一步利用HOTAIR-OE星形胶质细胞探讨

NF-κB信号通路和炎症因子蛋白表达，结果表明，

SAL能够下调HOTAIR-OE星形胶质细胞 p‐NF‐κB

p65、p‐IκB‐α、IKKβ蛋白表达并降低 IL-6和TNF-α

的分泌，减轻炎症损伤。

综上所述，SAL通对SCI大鼠的神经保护作用

可能是通过 lncRNA HOTAIR/NF-κB减轻炎症因子

表达并促进其后肢运动功能恢复，NF-κB 调控 ln-

cRNA HOTAIR的体内研究作用机制将在今后的实

验中进一步探讨。该研究在一定程度上揭示了

SAL 作用于与 SCI 的分子机制，为民族医药治疗

SCI奠定了新的理论基础。
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