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祛瘀清热方对尿酸钠诱导的痛风性关节炎大鼠
NLRP6/Caspase-1/IL-1β信号通路的影响
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［摘要］目的：观察祛瘀清热方对尿酸钠诱导的痛风性关节炎（GA）大鼠 NLRP6/Caspase-1/IL-1β 信号通

路的影响。方法：检测受试大鼠踝关节肿胀度。用酶联免疫吸附法 （ELISA） 测定大鼠血清白细胞介素-
1β（IL-1β）、肿瘤坏死因子-α（TNF-α） 的含量，用 Western Blot 检测滑膜组织 NLRP6 和 Caspase-1 含量。

结果：与正常组比较，其余各组造模之后，在不同时间点上，受试大鼠踝关节肿胀度增加（P＜0.05）。与模型

组比较，祛瘀清热方低、中、高剂量组及秋水仙碱组大鼠，在造模后各时间节点，大鼠踝关节肿胀度降

低（P＜0.05）。与秋水仙碱组比较，祛瘀清热方低、中、高剂量组受试大鼠，在造模后各时间节点，大鼠踝关

节肿胀度增加（P＜0.05）。模型组大鼠血清 IL-1β、TNF-α 水平较正常组上升（P＜0.05）。与模型组比较，祛

瘀清热方低、中、高 3 个剂量组及秋水仙碱组大鼠血清 IL-1β、TNF-α 的水平降低（P＜0.05）。与秋水仙碱组

比较，祛瘀清热方低、中、高剂量组 IL-1β、TNF-α 水平增加（P＜0.05）。与正常组比较，模型组及祛瘀清热

方中、高剂量组滑膜组织 NLRP6 蛋白表达下调（P＜0.05），模型组 Caspase-1 蛋白表达上调（P＜0.05）。与模

型组比较，祛瘀清热方高剂量组滑膜组织 NLRP6 蛋白表达上调 （P＜0.05），Caspase-1 蛋白表达下调 （P＜

0.05）。结论：祛瘀清热方可抑制 GA 炎性反应，降低血清中 IL-1β、TNF-α 含量，上调滑膜组织 NLRP6 蛋白

和下调滑膜组织 Caspase-1 蛋白的表达。
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Effect of Quyu Qingre Prescription on NLRP6/Caspase-1/IL-1β Signaling Pathway in
Rats with Gouty Arthritis Induced by Sodium Urate

ZHONG Qiusheng，YANG Qiaoyu，SHAO Jieqi，HUANG Huanhuan，CHEN Bo，WANG Yu
Songshan Lake Central Hospital，Dongguan Guangdong 523326，China

Abstract：Objective：To observe the effect of Quyu Qingre Prescription on NLRP6/Caspase-1/IL-1β
signaling pathway in rats with gouty arthritis (GA) induced by sodium urate. Methods：The swelling degree

of ankle joint was detected. The contents of interleukin-1β (IL-1β) and tumor necrosis factor-α (TNF-α) in
serum were determined by enzyme- linked immunosorbent assay (ELISA). The contents of NLRP6 and

Caspase-1 in synovial tissue were detected by Western Blot. Results：Compared with the normal group，

the swelling degree of ankle joint in other groups was significantly increased at different time points after
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痛风性关节炎（GA）是一种异质性疾病，通常伴

有尿酸钠结晶体的沉积，其沉积部位多位于关节及

其周围处。流行病学表明，GA 的发病率高，随着社

会经济的发展，本病呈现出明显的上升势头，GA 可

累及多个脏器，对人类的健康构成严重威胁。GA 的

发病机制与炎症反应密切相关。炎性细胞因子直接

或间接参与 GA 的炎症反应，炎症因子的释放受到多

种相关信号通路的调节，免疫细胞也参与调控。

NLRP6 是一种新的 NLR 家族成员，在不同的细胞类

型中，发挥不同的角色，并参与多个信号通路的调

控，如核因子-κB（NF-κB）和 MAPK 信号等的转导。

本研究团队应用祛瘀清热方治疗 GA，取得较好的临

床疗效，研究发现，其可明显降低血尿酸水平、中

医证候积分和炎性反应指标如 C-反应蛋白、血沉[1]。

本研究拟通过动物实验，观察祛瘀清热方对尿酸钠

诱导的 GA 大鼠踝关节肿胀度影响、血清白细胞介

素-1β（IL-1β）、肿瘤坏死因子-α（TNF-α）的变化，

探讨祛瘀清热方对 NLRP6/Caspase-1/IL-1β 信号通路

的调控作用。

1 材料

1.1 动物 选取雄性大鼠，SPF 级 SD，60 只，体质

量 180～200 g，全部从南方医科大学购买，大鼠随机

分空白组、模型组、秋水仙碱组、祛瘀清热高剂量

组、祛瘀清热中剂量组和祛瘀清热低剂量组，共

6 组，每组各 10 只。

1.2 药物 祛瘀清热方处方：当归、泽兰、桃仁、

泽泻、地龙各 10 g，益母草、白茅根、车前子、秦艽

各 15 g，薏苡仁 20 g。生药由东莞市松山湖中心医院

中药房提供，并协助煎煮，100 ℃水浴，浓缩至

200%，相当于生药 2 g/mL，4 ℃保存，备用。秋水

仙碱 0.5 mg×20 片/盒，由云南植物药业有限公司（国

药准字 H53020166）提供，切磨成粉状，保存，备

用。应用方法：造模后 60 min，开始给药。秋水仙

碱组：秋水仙碱 9 mg/kg，每天 1 次，灌胃，连续

7 d；祛瘀清热方高、中、低剂量治疗组：分别给予

祛瘀清热方 100 mg/kg、50 mg/kg、20 mg/kg，灌胃，连

续 7 d；空白组和模型组：每组大鼠予等容量蒸馏水

灌胃，连续 7 d。各组大鼠，均每天上午 9 时灌

胃，每天 1 次。

1.3 试剂 IL-1β、TNF-α 酶联免疫吸附法（ELISA）
试剂盒，购自上海酶联生物科技有限公司，批号均

为 202104。NLRP6、Caspase-1 Western Blot 购自武

modeling (P＜0.05). Compared with the model group，the swelling degree of ankle joint in low-，medium-

and high-dose groups of Quyu Qingre Prescription and colchicine group decreased at each time point after

modeling (P＜0.05). Compared with colchicine group，the swelling degree of ankle joint in low-，medium-

and high-dose groups of Quyu Qingre Prescription increased at each time point after modeling (P＜0.05).

Serum levels of IL- 1β and TNF- α in model group were higher than those in normal group (P＜0.05).

Compared with the model group，serum IL-1β and TNF-α levels were decreased in low-，medium- and

high-dose groups of Quyu Qingre Prescription and colchicine group (P＜0.05). Compared with colchicine

group，the concentration levels of IL-1β and TNF-α in low-，medium- and high-dose groups of Quyu

Qingre Prescription increased (P＜0.05). Compared with the normal group，NLRP6 protein expression in

synovial tissue of model group and medium- and high-dose groups of Quyu Qingre Prescription was down-

regulated (P＜0.05)， and Caspase- 1 protein expression of model group was up- regulated (P＜0.05).

Compared with the model group，NLRP6 protein expression was up- regulated and Caspase-1 protein

expression was down-regulated in synovial tissue of Quyu Qingre Prescription high-dose group (P＜

0.05). Conclusion：Quyu Qingre Prescription can inhibit the inflammatory response of GA， reduce the

content of IL- 1β and TNF-α in serum，up- regulate the expression of NLRP6 and down- regulate the

expression of Caspase-1 protein in synovial tissue.

Keywords：Gouty arthritis；Quyu Qingre Prescription；Sodium urate；Inflammatory response
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汉三鹰生物技术有限公司。

1.4 仪器 电子天平、双目显微镜、石蜡切片机、

双重纯水蒸馏器、不锈钢水浴锅、恒温培养箱、医

用微波炉和显微摄像系统。

2 方法

2.1 分组与造模 60 只 SD 大鼠，随机分为 6 组，

每组 10 只。造模方法，采用党荣敏等 [2]尿酸钠溶液

注射关节腔内的方法。

2.2 观察指标及监测方法 观察大鼠关节的肿胀

度：选取大鼠踝关节，测其周长、肿胀度，监测时

间分别为造模前 1 h、造模后 1 d、2 d 和 1 周。

2.3 病理组织形态观察 取滑膜组织，固定，脱

水，石蜡包埋处理，放在干净载玻片上，在恒温箱

中孵化，脱蜡后，染色，流水冲洗，乙醇分化，蒸

馏水冲洗，伊红染色，二甲苯透明，封固，观察滑

膜的病理情况。

2.4 血清中 IL-1β、TNF-α测定 检测血清中的细

胞因子 TNF-α、IL-1β 选股动脉，采血，在真空采血

管中，血静置 0.5 h 后，离心 15 min，血清采集，

保存。

2.5 Western Blot检测滑膜组织NLRP6、Caspase-1
表达水平 试剂批号为 380625，选取组织样本

100 mg，剪碎后，加用裂解液匀浆，进行充分的裂

解，使用 BCA 法，行蛋白的定量，计算上样量，电

泳及电转化，恒流 200 mA，1 h，在 5%脱脂奶粉溶

液中，进行 PVDF 膜置，封闭，在室温下 1 h，TBST
洗膜，抗稀释液 4 ℃，孵育，过 1 夜，第 2 天，

TBST 10 min，洗 3 次，置二抗稀释液 4 ℃中，孵育

1 h，后进行 TBST 10 min，洗 3 次，行显影，应用

ECL 液行发光与条带分析。

2.6 统计学方法 数据符合正态分布和方差齐性，

使用 SPSS22.0 统计学软件分析，测量数据以均数±标
准差（x ± s）表示计量资料，以单因素方差分析，进行

指标计量资料比较，以 LSD- t 检验行组间两两比

较，取 P＜0.05 作为差异有统计学意义。

3 结果

3.1 各组大鼠受试踝关节肿胀度比较 见表 1。与

正常组比较，其余各组造模之后，在不同时间点

上，受试大鼠踝关节肿胀度有增加（P＜0.05）。与模

型组比较，祛瘀清热方低、中、高剂量组及秋水仙

碱组大鼠，在造模后各时间节点，大鼠踝关节肿胀

度降低（P＜0.05）。与秋水仙碱组比较，祛瘀清热方

低、中、高剂量组受试大鼠，在造模后各时间节

点，大鼠踝关节肿胀度增加（P＜0.05）。

表 1 各组大鼠受试踝关节肿胀度比较（x ± s） cm
组 别

正常组

模型组

秋水仙碱组

祛瘀清热方低剂量组

祛瘀清热方中剂量组

祛瘀清热方高剂量组

鼠数

10
10
10
10
10
10

造模前 1h
0.031±0.002
0.131±0.036①

0.065±0.026①②

0.122±0.025①②③

0.111±0.041①②③

0.093±0.036①②③

造模后 24h
0.030±0.007
0.335±0.041①

0.143±0.036①②

0.215±0.039①②③

0.198±0.056①②③

0.162±0.063①②③

造模后 48h
0.029±0.005
0.318±0.040①

0.162±0.043①②

0.255±0.046①②③

0.241±0.063①②③

0.186±0.062①②③

造模后 168h
0.030±0.002
0.302±0.039①

0.114±0.039①②

0.211±0.051①②③

0.196±0.038①②③

0.139±0.058①②③

注：①与正常组同时间点比较，P＜0.05；②与模型组同时间点比较，P＜0.05；③与秋水仙碱组同时间点比较，P＜0.05

3.2 各组大鼠血清中 IL-1β 及 TNF-α 含量比较

见表 2。模型组中大鼠血清 IL-1β、TNF-α 水平较正

常组上升（P＜0.05）。与模型组比较，在祛瘀清热方

低、中、高 3 个剂量组及秋水仙碱组中，大鼠血清

IL-1β、TNF-α 的水平降低（P＜0.05）。与秋水仙碱

组比较，祛瘀清热方低、中、高剂量组 IL-1β、
TNF-α 水平增加（P＜0.05）。

表 2 各组大鼠血清中 IL-1β及 TNF-α含量比较（x ± s）pg/mL
组 别

正常组

模型组

秋水仙碱组

祛瘀清热低剂量组

祛瘀清热中剂量组

祛瘀清热高剂量组

鼠数

10
10
10
10
10
10

IL-1β
52.48±5.75

132.95±9.56①

62.80±7.58①②

126.32±7.89①②③

101.12±6.31①②③

88.21±6.35①②③

TNF-α
41.35±4.92
162.3±8.96①

69.86±4.68①②

145.93±8.68①②③

104.15±6.81①②③

84.53±7.59①②③

注：①与正常组比较，P＜0.05；②与模型组比较，P＜0.05；
③与秋水仙碱组比较，P＜0.05
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3.3 各组大鼠滑膜组织中 NLRP6、Caspase-1 含

量比较 见图 1、见表 3。与正常组比较，模型组及

祛瘀清热中、高剂量组滑膜组织 NLRP6 蛋白表达下

调（P＜0.05），模型组 Caspase-1 蛋白表达上调（P＜

0.05）。与模型组比较，祛瘀清热高剂量组滑膜组织

NLRP6 蛋白表达上调（P＜0.05），Caspase-1 蛋白表

达下调（P＜0.05）。

NLRP6NL

Caspase-1

β-actin

99 kDa

20 kDa

43 kDa

A B C D E F
注：A. 正常对照组；B. 模型组；C. 祛瘀清热方高剂量组；

D. 祛瘀清热方中剂量组；E. 祛瘀清热方低剂量组；F. 秋水仙

碱组

图 1 各组大鼠踝关节组织 NLRP6、Caspase-1
相关蛋白表达电泳图

表 3 各组大鼠滑膜组织中 NLRP6、
Caspase-1含量比较（x ± s）

组 别

正常组

模型组

秋水仙碱组

祛瘀清热低剂量组

祛瘀清热中剂量组

祛瘀清热高剂量组

鼠数

10
10
10
10
10
10

NLRP6
1.00±0.09
0.82±0.05①

0.90±0.07
0.86±0.06
0.89±0.08①

0.99±0.09①②

Caspase-1
0.92±0.06
1.08±0.07①

0.94±0.08
0.93±0.05
0.91±0.06
0.78±0.04②

注：①与正常组比较，P＜0.05；②与模型组比较，P＜0.05
4 讨论

中医药治疗 GA，颇具特色，有用单一的中药治

疗，有予中药提取物治疗，其治疗 GA 有多成分、多

通道、多靶点的作用特点 [3- 4]，已取得了一系列成

果，如青藤碱能有效降低 GA 大鼠滑膜中 TNF-α、
IL-1β 水平，抑制炎性细胞因子，从而对 GA 起到治

疗作用[4]。《中医病证诊断疗效标准》明确将 GA 证型

分为 4 型，并就相应证型提出了详尽治疗原则和方

药[5]。一般认为，临床常见的 GA 证型，多为湿热蕴

结与瘀热阻滞，故祛瘀清热法成为 GA 的常用治法之

一。研究团队成员曾较系统应用祛瘀清热汤治疗

GA，取得较好的疗效[6]。

诸多国外指南指出，快速缓解患者关节疼痛，

控制关节炎，是 GA 急性期发作治疗的主要目标，或

选非甾体抗炎药，或用激素，或口服秋水仙碱，旨

在快速抗炎镇痛，说明 GA 致病机制与炎症反应有较

高程度的相关性，GA 致病特点通常有以下几点，一

是嘌呤代谢或排泄障碍，二是血尿酸异常升高，三

是关节或其周围可析出尿酸钠结晶，四是诱导关节

炎症，出现关节红肿热痛症状。上述过程中，在多

种相关信号通路的调控下，免疫细胞参与调节 [7-8]。

可见，在 GA 的发病机制中，部分炎性因子起着重要

作用，NLRP6 是 NLR 家族的一员，具有调节炎症的

功能。NLRP6 参与 NF-κB 的转导[9]。NLRP6 在不同

细胞中，取决于不同的途径激活。如 NLRP6 可与

Caspase-1 寡聚化结合，从而成为 NLRP6 炎症小

体，有助于组织的修复，同时抑制病理性增殖，参

与机体免疫应答[10-11]。NLRP6 受体蛋白，可以被外源

或内源性信号水解，这个过程中，经过 Caspase-1 的

参与，分泌 IL-1β 等炎性因子，导致炎症的发生或

细胞坏死 [12]。在一些情况下，NLRP6 存在时，可抑

制 NF-κB 信号通路的活化，抑制炎性反应，起到分

子开关功效[13]。故本研究应用中，把 NLRP6 作为祛

瘀清热方治疗 GA 的观测指标。转录因子 NF-κB，
在调节应激与免疫反应中，在细胞的凋亡和分化过

程中，发挥了重要作用。NF-κB 可被多种刺激激

活，从而导致诸多转录程序 [14]。依赖 NF-κB 的转

录，不但受到某些调控机制的控制，而且与其他信

号通路关系，也有极为密切的关联[15]。在这种多样而

复杂的关系中，NF-κB 成为某些特定的细胞反应的

关键分子 [16]，NF-κB 有着多种生物学功能。TNF-α
主要由中性粒细胞和单核巨噬细胞产生，其在尿酸

钠晶体性关节炎过程中，具有重要地位，表达升

高，可导致炎性因子水平升高，促使其他炎性介质

释放。有研究表明，尿酸钠结晶可以直接或间接诱

导，促使滑膜细胞释放一些炎性介质，激活 NF-κB
因子，启动和调节炎性介质的表达 [17- 18]。本实验显

示，模型组血 IL-1β、TNF-α 上升，滑膜组织 NLRP6
表达下调，Caspase-1 表达上调。

祛瘀清热方由当归、桃仁、泽兰、地龙、泽

泻、秦艽、车前子、薏苡仁等组成，方中地龙、桃

仁、当归、泽兰，活血散瘀，通络止痛，是为君

药。臣以泽泻、秦艽、车前子、薏苡仁，清热除

湿，健脾祛湿。佐以益母草，祛瘀生新，活血利
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水，白茅根清热养阴，且益母草、白茅根两药，气

血双调，凉血止痛，清热散瘀，活血利水，消肿且

不伤阴。全方共奏祛瘀清热、凉血消肿之功。本课

题组人员多年前就已对 GA 具有一定程度的研

究[19-21]，本研究结果提示，祛瘀清热方对尿酸钠诱导

的 GA 大鼠，具有较好的消肿镇痛作用，其作用机制

可能与两方面有关，一是降低大鼠血清中 IL-1β、
TNF-α 含量，二是升高大鼠滑膜组织 NLRP6 蛋白表

达和下调大鼠滑膜组织 Caspase-1 蛋白表达。

本研究目的，旨在利用 NLRP6/Caspase-1/IL-1β
信号通路及 TNF-α 相关炎症因子的研究，为临床

GA 治疗提供新的实验依据，然而，GA 的发生与多

因素密切关联，本项研究仅关注信号通路、相关炎

症因子，未来可在 GA 相关的年龄、性别、环境、遗

传和高嘌呤饮食等方面进一步探讨。
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