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实验研究

资生肾气丸对痛风性关节炎大鼠 ＩＬ１
表达水平的影响
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摘要　目的：观察资生肾气丸对痛风性关节炎大鼠血清中白介素１β（ＩＬ１β）及大鼠滑膜半胱氨酸天冬氨酸特异蛋白酶１
（Ｃａｓｐａｓｅ１）的表达水平的影响，探讨资生肾气丸防治痛风性关节炎（ＧＡ）的作用机制。方法：将８４只ＳＤ大鼠随机分为７
组：空白组、模型组、中药痛风舒对照组、西药秋水仙碱对照组及资生肾气丸复方低、中、高剂量组，每组１２只。采用尿酸
钠联合氧嗪酸钾诱导大鼠痛风性关节炎模型，应用ＥＬＩＳＡ方法检测各组大鼠血清中 ＩＬ１β含量，应用免疫组化方法检测
大鼠滑膜Ｃａｓｐａｓｅ１含量。结果：模型组和空白组ＩＬ１β、Ｃａｓｐａｓｅ１含量差异有统计学意义（Ｐ＜００１）；西药秋水仙碱对照
组、资生肾气丸复方低、中、高剂量组ＩＬ１β和Ｃａｓｐａｓｅ１含量与模型组比较差异有统计学意义（Ｐ＜００１）；中药中剂量组
与痛风舒对照组比较，ＩＬ１β、Ｃａｓｐａｓｅ１含量差异有统计学意义（Ｐ＜００１），但与西药对照组比较差异无统计学意义（Ｐ＞
００１）。结论：资生肾气丸可影响痛风性关节炎大鼠ＩＬ１β和Ｃａｓｐａｓｅ１表达，对痛风性关节炎具有防治作用。
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　　骨与关节疾病是一种常见病和多发病，是造成
长期剧烈疼痛和残疾的主要因素，ＷＴＯ将骨关节病
与心脑血管疾病、肿瘤癌症列为人类健康的三大杀

手［１］，其中，痛风性关节炎（ＧｏｕｔｙＡｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＧＡ）是最
常见和疼痛最明显的骨关节疾病之一，已经成为严

重危害人类健康的一种的代谢性疾病。ＧＡ的发病
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机制是由于尿酸钠（ＭＳＵ）或尿酸钠结晶从细胞外液
沉积于关节滑膜、关节软骨等组织器官，导致滑膜及

关节周围组织的炎性反应［２］。痛风性关节炎在中医

学属痹证范畴，为本虚标实之证，其受累的关节出现

红、肿、热、痛的表现，并且活动受限［３］。姜德友教授

提出从肾论治痛风的学术观点，以补肾利湿法予以

治疗，由此思路选择宋·严用和《济生方》中资生肾

气丸化裁，临证用之，颇多效验。本课题前期实验已

验证［４５］，资生肾气丸中药复方显示出良好的抗炎及

镇痛作用。本实验就其对 ＧＡ大鼠模型血清中特异
的炎性反应因子白介素１β（ＩＬ１β）和滑膜炎性反应
因子半胱氨酸天冬氨酸特异蛋白酶１（Ｃａｓｐａｓｅ１）的
影响开展研究，探讨资生肾气丸中药复方防治痛风

性关节炎的抗炎作用机制。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物　健康雄性ＳＤ大鼠８４只，体重（１８０±
２０）ｇ，由黑龙江中医药大学实验动物研究中心提供
（合格证编号：ＳＣＸＫ（黑）２００８００４）。在温度２０～２２
℃，相对湿度３０％～３５％通风良好的动物室内常规
饲养。

１１２　药物　资生肾气丸中药复方汤剂（熟地黄、
泽泻、山茱萸、怀牛膝、牡丹皮、萆、车前子等），由

黑龙江中医药大学附属第一医药制剂科提供，将中

药原液分别按１８７∶１，３７４∶１，７４８∶１浓缩为实验
药液，经高温消毒后封瓶，置于冰箱中保存备用。秋

水仙碱片（云南昊邦制药有限公司，国药准字

Ｈ５３０２１７９８，生产批号１４０８０７）。使用前将秋水仙碱
片放入研钵内研成细末，过筛，加灭菌注射用水配置

成００５ｍｇ／ｍＬ秋水仙碱混悬液，置于冰箱保存备
用。痛风舒片（湖北绿金子药业有限责任公司，国药

准字 Ｚ２００９０６８７，批号：１４０３０１）。使用前将痛风舒
片放入研钵内研成细末，过筛，加灭菌注射用水配置

成０１ｇ／ｍＬ痛风舒片混悬液，置于冰箱中保存备
用。

１１３　试剂与仪器　氧嗪酸钾盐（ＯＸＯ）（美国Ｓｉｇ
ｍａ公司提供，生产批号ＣＡＳ２２０７７５２）；微晶尿酸钠
结晶（ＭＳＵ）（美国 Ｓｉｇｍａ公司提供，生产批号
ＣＡＳ１１９８７７２）。Ｃａｓｐａｓｅ１和ＩＬ１β试剂盒（北京诚
森生物技术有限公司提供，生产批号：２０１５０１）。
１２　方法
１２１　分组与模型制备　将８４只健康ＳＤ大鼠，随
机分为７组，分别为空白组、模型组、中药痛风舒对
照组、西药秋水仙碱对照组、资生肾气丸复方低剂量

组、资生肾气丸复方中剂量组、资生肾气丸复方高剂

量组，每组１２只。空白组只采用ＢＤ针将０２ｍＬ生
理盐水注入到大鼠左侧膝关节关节腔内。其余６组
按以下方法 ＧＡ造模：用３％ＯＸＯ混悬溶液按大鼠
体重注射 １ｍＬ／１００ｇ的剂量进行腹腔内注射，１５
ｍｉｎ后用ＢＤ针将０２ｍＬＭＳＵ混悬溶液注入到大鼠
左侧膝关节关节腔内［６］。

１２２　给药方法　大鼠灌胃１ｍＬ／１００ｇ溶液为标
准，空白组和模型组均用生理盐水灌胃，中药痛风舒

对照组和西药秋水仙碱对照组分别用痛风舒片溶液

和秋水仙碱溶液灌胃，资生肾气丸复方低、中、高剂

量组分别给予相应资生肾气丸实验溶液灌胃，２次／
ｄ，连续７ｄ，末次给药１ｈ后造模。
１２３　取材方法　造模４ｈ后，各组大鼠给予１０％
水合氯醛腹腔麻醉后心脏取血，４℃ ４０００ｒ／ｍｉｎ离
心１０ｍｉｎ，取上清液，置于 －２０℃冰箱内保存，待
测。解剖大鼠右膝关节，用锐利的刀片切取大鼠受

试关节的滑膜组织，用等渗生理盐水漂洗滑膜组织，

去除表面附着的肌肉组织、血液等，迅速置于无水乙

醇溶液中固定２４ｈ，待免疫组织化学检测。
１３　统计学方法　运用 ＳＰＳＳ１７３进行统计分析，
若数据属于正态分布且方差相齐，则多个样本均数

间两两比较采用 ＬＳＤｔ检验；若条件不满足则采用
非参数检验，结果用平均值 ±标准差（珋ｘ±ｓ）表示。
以Ｐ＜００５为差异有统计学意义。
２　结果
２１　ＩＬ１β含量测定　从图表１可以看出：模型组
血清ＩＬ１β含量较空白组增高明显（Ｐ＜００１），各观
察组经治疗后血清ＩＬ１β含量与模型组比较显著下
降，但仍高于空白组，差异有统计学意义（Ｐ＜
００１）；与痛风舒对照组比较，秋水仙碱对照组血清
ＩＬ１β含量下降，差异有统计学意义（Ｐ＜００５），资
生肾气丸复方中剂量组血清 ＩＬ１β含量下降，差异
有统计学意义（Ｐ＜００１）；与资生肾气丸复方高剂
量组比较，资生肾气丸复方中剂量组和秋水仙碱对

照组血清ＩＬ１β含量下降，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５）；与资生肾气丸复方低剂量组比较，资生肾气
丸复方中剂量组血清 ＩＬ１β含量下降，差异有统计
学意义（Ｐ＜００５）；资生肾气丸复方中剂量组与秋
水仙碱对照组比较，血清 ＩＬ１β水平降低，但差异无
统计学意义（Ｐ＞００５）。以上统计结果说明各给药
组均能降低痛风性关节炎大鼠血清 ＩＬ１β水平，但
以资生肾气丸复方中剂量组和西药秋水仙碱组疗效

较好。
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２２　Ｃａｓｐａｓｅ１表达测定　各组大鼠取滑膜组织按
常规制作石蜡切片，免疫组织化学染色 Ｃａｓｐａｓｅ１，
每张切片通过 Ｍｏｔｉｃ３０００显微摄影系统摄影随机摄
取３个视域，采用麦克奥迪 ｉｍａｇｅａｄｖａｎｃｅｄ３２病理
图像分析系软件进行分析，计算阳性表达的平均灰

度值（０２５５），阳性表达为淡黄色或棕黄色见图１～
７。见表１。

表１　资生肾气丸复方对各组大鼠血清中ＩＬ１β与
滑膜中Ｃａｓｐａｓｅ１含量的比较（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１２）

组别 ＩＬ１β（μｍｏｌ／Ｌ） 灰度比值

空白对照组 ０７８００±０５７７８ １７１００±７６９
模型组 ４６７６３±０８４２３ １５１８６±４７９

中药痛风舒对照组 ２５９３８±０３４３４△ １５５７５±９１９
西药秋水仙碱对照组 １５７５０±０６２７４△▲ １６９００±６９９△▲

资生肾气丸复方低剂量组 ２３９００±０１８６７△ １６６２５±７２５△

资生肾气丸复方中剂量组 １６３７５±０３５６５△▲□ １６７３８±６８９△▲

资生肾气丸复方高剂量组 ２５３１４±０２６７６△ １６５７５±１０９６△

　　注：与空白组比Ｐ＜００１；与模型组比△Ｐ＜００１；与中药痛风

舒对照组比较，▲Ｐ＜００５；与西药秋水仙碱对照组比□Ｐ＞００１

图１　各组大鼠滑膜组织病理图

　　从以上图表１可以看出：与空白对照组比较，模
型组Ｃａｓｐａｓｅ１的表达明显上调，差异有统计学意义
（Ｐ＜００１）；与模型组比较，痛风舒对照组经治疗后
滑膜Ｃａｓｐａｓｅ１表达下降，但差异无统计学意义（Ｐ
＞００５）；资生肾气丸复方低、中、高剂量组及秋水仙
碱对照组与模型组比较，差异有统计学意义（Ｐ＜
００１）；与痛风舒对照组比较，秋水仙碱对照组和资
生肾气丸复方中剂量组滑膜 Ｃａｓｐａｓｅ１表达下降，差
异有统计学意义（Ｐ＜００５）。以上统计结果说明各
给药组均能降低痛风性关节炎大鼠滑膜组织

Ｃａｓｐａｓｅ１表达，但以资生肾气丸复方中剂量组和西

药秋水仙碱组疗效较好。

３　讨论
痛风性关节炎是一种作为临床病症而被人们认

识的最古老疾病之一［７］，血液或滑囊液中的尿酸钠

盐浓度达到饱和状态，尿酸钠盐从超饱和的细胞外

液沉积出来，即在关节滑膜、软骨等组织器官出现结

晶沉淀，导致滑膜及关节周围组织的炎性反应［８］，这

是痛风性关节炎形成的基础。ＭＳＵ结晶体脱落、沉
积致关节腔时，可以引起更多炎性递质释放，从而引

起一系列炎性反应［９］，而典型的炎性反应则表现为

局部充血、水肿，关节腔中大量炎性反应细胞浸润、

纤维素渗出，则沉积部位出现组织凝固性坏死以及

结缔组织细胞间质纤维变性，关节局部表现为明显

红肿、剧烈疼痛和局部温度升高。

现代研究证实，ＩＬ１β的功能主要包括１）参加
炎性反应；２）调节免疫反应；３）促进组织损伤的修
复；４）调控神经生物效应。Ｃｈａｐｍａｎ等证实 ＭＳＵ晶
体刺激关节滑液中吞噬细胞和单核细胞引起 ＩＬ１
的大量释放，并认为 ＩＬ１β是痛风性关节炎的一个
炎性反应递质［１０］。Ｇｉｏｖｉｎｅ认为 ＩＬ１β在急慢性痛
风性关节炎中都起非常重要作用，被认为是最经典

的炎性反应调节剂［１１］。国外许多专家、学者发现并

证明ＩＬ１β是前炎性反应网链中的一级细胞因子，
在痛风性关节炎急性发生时，ＩＬ１β能造成局部 ｐＨ
值降低，更有利于尿酸盐结晶的沉积，形成恶性循

环，作为炎性反应激活因子和趋化因子在痛风性关

节炎的发生、发展过程中发挥关键作用。本实验研

究发现，ＧＡ模型大鼠血清中 ＩＬ１β的水平明显增
高，而在西药秋水仙碱对照组、资生肾气丸复方低、

中、高剂量组的干预下，ＩＬ１β均有不同程度的下调，
以西药秋水仙碱对照组和资生肾气丸复方中剂量组

下调最为明显。提示ＩＬ１β和ＩＬ１８可能参与了ＧＡ
的发病；资生肾气丸中药复方与秋水仙碱作用相似，

可能降低 ＧＡ大鼠模型血清 ＩＬ１β和 ＩＬ１８含量来
减轻、阻断炎性反应，从而达到抗炎的作用。

Ｃａｓｐａｓｅ１又称白细胞介素１β转化酶（Ｉｎｔｅｒｌｅｕ
ｋｉｎ１βＣｏｎｖｅｒｔｉｎｇＥｎｚｙｍｅ，ＩＣＥ），Ｃａｓｐａｓｅ１主要参与
白介素前体的活化，主要作用是参与细胞因子介导

的炎性反应。Ｃａｓｐａｓｅ１存在于哺乳动物体内，主要
由单核细胞合成，常以无活性的酶原形式存在。当

机体感受到危险信号后，形成炎性体（如 ＮＡＬＰ３），
使无活性的Ｃａｓｐａｓｅ１酶原通过自动加工活化，活化
的 Ｃａｓｐａｓｅ１可以在位点为 ＴｙｒＶａｌＨｉｓＡｓｐ１１６／
Ａｌａ１１７处，将３１ｋＤ的 ＩＬ１β前体剪切成 ＩＬ１β，还
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能在ＩＬ１８前体Ａｓｐ３６处剪切成为成熟的 ＩＬ１８［１２］。
目前研究表明，在关节炎性反应中，Ｃａｓｐａｓｅ１下游
产物———ＩＬ１β和ＩＬ１８所形成的调节网络对ＧＡ的
发病扮演重要作用。本实验运用免疫组化方法检测

各组大鼠滑膜中 Ｃａｓｐａｓｅ１表达，研究发现：与空白
组比较，ＧＡ模型组大鼠关节滑膜组织 Ｃａｓｐａｓｅ１表
达增强；与模型组比较，西药秋水仙碱对照组及资生

肾气丸复方高、中、低剂量均对滑膜组织 Ｃａｓｐａｓｅ１
的表达有不同程度下调，其中以资生肾气丸复方中

剂量组下调最为明显，差异有统计学意义（Ｐ＜
００１）。从而提示：Ｃａｓｐａｓｅ１在ＧＡ大鼠模型滑膜组
织中处于高表达，而在降低 Ｃａｓｐａｓｅ１表达水平上，
资生肾气丸复方中剂量组优于其他组，这可能是其

防治ＧＡ的作用机制之一。
对于痛风性关节炎的病因病机，现代医家越来

越注重体质及先天禀赋的重要性，同时亦强调后天

的调摄。如房氏［１３］认为，本病的主要病机为先天禀

赋不足，肾气亏虚，由于肾司二便的功能失调，湿浊

排泄减少；又加之平素嗜食膏粱厚味，伤及脾胃，运

化无权，就使得湿浊内聚，久则化热，流注关节、肌

肉，闭阻经脉，致关节部位红、肿、热、痛、重着、麻木、

屈伸不利等症状。盖氏［１４］认为致痹之病邪非受自

于外，而主生于内。大凡痛风者，多有先天禀赋不

足；或因命火不能暖坤土而导致素体脾虚；又或年事

已高，脏气日衰，若加之调摄失宜，如饮食不节，过食

肥甘厚味，久之，必将致使脾失健运，无以升清降浊

无权；肾乏气化，而水失总司，于是水谷不归正化，痰

湿内生，滞留血中进而瘀结为患。所以在治疗 ＧＡ
时要考虑固护肾气，扶正祛邪。故本课题组采用补

肾利湿法指导临床用药，以资生肾气丸为代表方进

行加减。药物组成有熟地黄、山药、泽泻、山茱萸、茯

苓、怀牛膝、萆等，以补肾利湿为主，兼以祛湿止

痛。并且目前已发现资生肾气丸中茯苓等单味中药

都具有降尿酸作用［１５］，复方中药经过配伍，能够多

环节、多靶点治疗痛风，同时可以减轻单味药的带来

的不良反应，提高用药的安全性。

资生肾气丸复方中药可以明显降低痛风性关节

炎模型大鼠血清中 ＩＬ１β和滑膜中 ｃａｓｐａｓｅ１的活
性，缓解痛风性关节炎的炎性反应症状。在防治急

性痛风性关节炎实验中，资生肾气丸复方中药表现

出较好的抗炎作用，以期为指导临床用药和新药研

发提供方向。
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