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ＮＡＬＰ６信号转导通路在痛风性关节炎
发病过程中的作用机制
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摘要　目的：探讨ＮＡＬＰ６信号转导通路在痛风性关节炎（ＧＡ）发病过程中的作用机制。方法：选取慢病毒转染技术干扰
ＮＡＬＰ６蛋白的基因表达，采用酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）、蛋白质印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ）、逆转录聚合酶链反应（ＲＴ
ＰＣＲ）等技术检测细胞中ＮＡＬＰ６蛋白、ｃａｓｐａｓｅ１、ＩＬ１β、核因子κＢ的表达情况；结果：干扰成纤维滑膜细胞中ＮＡＬＰ６基因
的表达，能减低痛风性关节炎成纤维样滑膜细胞中ＮＡＬＰ６蛋白的表达、降低ｃａｓｐａｓｅ１和核因子κＢ的活性，降低ＩＬ１β含
量；结论：ＮＡＬＰ６炎性反应信号转导通路参与了大鼠痛风性关节炎的发病过程，通过能够干扰 ＮＡＬＰ６基因表达的慢病毒
转染技术能保护痛风性关节炎成纤维样滑膜细胞的炎性损伤。

关键词　痛风性关节炎；ＮＡＬＰ６信号转导通路；ｃａｓｐａｓｅ１；白细胞介素１β；核因子κＢ；慢病毒转染；成纤维样滑膜细胞；
靶点
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　　ＮＡＬＰ６炎性反应体可以诱导 ｃａｓｐａｓｅ１的活化
并且能够参与核因子κＢ的调控，进而参与炎性反
应的过程。但是，ＮＡＬＰ６是否在痛风性关节炎（ＧＡ）
发病机制中起一定的作用，尚未见报道。因此，我们

采用大鼠成纤维样滑膜细胞制成 ＧＡ模型，运用慢
病毒转染技术干扰 ＮＡＬＰ６基因的表达，通过观察
ＮＡＬＰ６、ｃａｓｐａｓｅ１、白细胞介素（ＩＬ）１β和核因子κＢ

的表达情况，探讨 ＮＡＬＰ６炎性信号通路在 ＧＡ发病
过程中的作用机制。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　细胞　选取１０周龄健康雄性 ＳＤ大鼠成纤
维样滑膜细胞（万类生物科技公司提供）。

１１２　仪器　慢病毒转染使用仪器和试验。见表
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１，２。ＮＡＬＰ６信号转导通路在痛风性关节炎发病过
程中的作用机制研究仪器和试验。见表３，４。

表１　实验仪器

所用仪器 仪器型号 产地 公司

超纯水系统 ＮＷ１０ＬＶＦ 香港 ＨｅａｌＦｏｒｃｅ
超速冷冻离心机 Ｈ２０５０Ｒ 长沙 湖南湘仪

培养箱 ＨＦ９０ 上海 上海力申

倒置相差显微镜 ＡＥ３１ 厦门 麦克奥迪

超净工作台 ＳＷＣＪ２ＦＤ 苏州 苏净安泰

电热恒温培养箱 ＤＨ３６００１Ｂ 天津 天津泰斯特

１１３　试剂

表２　实验试剂

试剂名称 货号 生产公司

ＤＭＥＭ培养基 １２１００４６ Ｇｉｂｃｏ
胎牛血清 ＳＨ３００８４０３ Ｈｙｃｌｏｎｅ
ＰＢＳ Ｐ１００３３ 双螺旋

Ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ Ｈ９２６８ Ｓｉｇｍａ

表３　实验仪器

所用仪器 仪器型号 仪器产地 公司

微量移液器 Ｐｒｏｌｉｎｅ 苏州 ＢＩＯＨＩＴ
酶标仪 ＥＬＸ８００ 美国 ＢＩＯＴＥＫ
电热恒温培养箱 ＤＨ３６００１Ｂ 天津 天津泰斯特

水平摇床 ＷＤ９４０５Ｂ 北京 北京六一

微量移液器 Ｐｒｏｌｉｎｅ 苏州 ＢＩＯＨＩＴ
酶标仪 ＥＬＸ８００ 美国 ＢＩＯＴＥＫ
超纯水系统 ＮＷ１０ＬＶＦ 香港 ＨｅａｌＦｏｒｃｅ
超速冷冻离心机 Ｈ２０５０Ｒ 长沙 湖南湘仪

电热恒温培养箱 ＤＨ３６００１Ｂ 天津 天津泰斯特

水平摇床 ＷＤ９４０５Ｂ 北京 北京六一

微量移液器 Ｐｒｏｌｉｎｅ 苏州 ＢＩＯＨＩＴ
超纯水系统 ＮＷ１０ＬＶＦ 香港 ＨｅａｌＦｏｒｃｅ
电泳仪 ＤＹＹ７Ｃ 北京 北京六一

转移槽 ＤＹＣＺ４０Ｄ 北京 北京六一

双垂直蛋白电泳仪 ＤＹＣＺ２４ＤＮ 北京 北京六一

凝胶成像系统 ＷＤ９４１３Ｂ型 北京 北京六一

超速冷冻离心机 Ｈ２０５０Ｒ 长沙 湖南湘仪

酶标仪 ＥＬＸ８００ 美国 ＢＩＯＴＥＫ
电热恒温培养箱 ＤＨ３６００１Ｂ 天津 天津泰斯特

１２　方法
１２１　分组与模型制备　１）慢病毒转染分组：选
取空白组、空转染慢病毒载体对照组、ＮＡＬＰ６干扰
表达慢病毒载体组。２）ＮＡＬＰ６信号转导通路在痛
风性关节炎发病过程中的作用机制研究分组：每３
孔为一组，共分为４组：ａ．空白组：正常滑膜细
胞；ｂ．模型组：滑膜细胞＋尿酸钠；ｃ．模型空转
染组：滑膜细胞＋尿酸钠＋空转染慢病毒载体；ｄ．
模型 ＮＡＬＰ６转染组：滑膜细胞 ＋尿酸钠 ＋ＮＡＬＰ６
干扰慢病毒载体。

表４　实验试剂

试剂名称 公司 货号 产地

大鼠白细胞介素１βＥＬＩＳＡ试剂盒Ｂｏｓｔｅｒ ＥＫ０３９３ 中国

蛋白浓度测定试剂盒 ｗａｎｌｅｉｂｉｏ ＷＬＡ００４ 中国

Ｃａｓｐａｓｅ１活性检测试剂盒 碧云天 Ｃ１１０２ 中国

全蛋白提取试剂盒 ｗａｎｌｅｉｂｉｏ ＷＬＡ０１９ 中国

细胞核蛋白与细胞质蛋白

抽提试剂盒
ｗａｎｌｅｉｂｉｏ ＷＬＡ０２０ 中国

ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒 ｗａｎｌｅｉｂｉｏ ＷＬＡ００４ 中国

一抗二抗去除液 ｗａｎｌｅｉｂｉｏ ＷＬＡ００７ 中国

ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶快速制备试剂盒 ｗａｎｌｅｉｂｉｏ ＷＬＡ０１３ 中国

Ｗｅｓｔｅｒｎ洗涤液 ｗａｎｌｅｉｂｉｏ ＷＬＡ０２５ 中国

ＳＤＳＰＡＧＥ电泳液（干粉） ｗａｎｌｅｉｂｉｏ ＷＬＡ０２６ 中国

ＳＤＳＰＡＧＥ蛋白上样缓冲液 ｗａｎｌｅｉｂｉｏ ＷＬＡ００５ 美国

ＥＣＬ发光液 ｗａｎｌｅｉｂｉｏ ＷＬＡ００３ 中国

预染蛋白分子量标准 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ ９６６１６ 加拿大

ＰＶＤＦ膜 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ ＩＰＶＨ０００１０ 美国

脱脂奶粉 伊利 Ｑ／ＮＹＬＢ００３９Ｓ中国
ＮＡＬＰ６抗体 Ｓａｎｔａｃｒｕｚ ｓｃ５０６３４ 中国

ＩκＢ抗体 Ｂｉｏｓｓ ｂｓ１２８７Ｒ 中国

ｃａｓｐａｓｅ１抗体 ｗａｎｌｅｉｂｉｏ ＷＬ０１０２０ 中国

ＮＦＫＢ抗体 Ｂｏｓｔｅｒ ＢＡ０６１０ 中国

ｃｆｏｓ抗体 Ｂｏｓｔｅｒ ＢＡ０２０７２ 中国

ｃｊｕｎ抗体 ｗａｎｌｅｉｂｉｏ ＷＬ０２１９ 中国

驴抗山羊ＩｇＧＨＲＰ 碧云天 Ａ０１８１ 中国

羊抗兔ＩｇＧＨＲＰ ｗａｎｌｅｉｂｉｏ ＷＬＡ０２３ 中国

羊抗小鼠ＩｇＧＨＲＰ ｗａｎｌｅｉｂｉｏ ＷＬＡ０２４ 中国

内参抗体ＨｉｓｔｏｎｅＨ３ Ｂｉｏｓｓ ｂｓ１７４２２Ｒ 中国

内参抗体βａｃｔｉｎ Ｓａｎｔａｃｒｕｚ ｓｃ４７７７８ 美国

　　模型制备：将大鼠成纤维样滑膜细胞进行原代
培养并留取第三代细胞用于后续实验，加入 ＭＳＵ溶
液制备成痛风性关节炎模型。

１２２　检测指标与方法　１）慢病毒转染：通过ｄｄＣｔ
ＲＱ（ＲｅｌａｔｉｖｅＱｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎ）以扩增公式 ２－△△Ｃｔ对
ＮＡＬＰ６的表达量进行分析计算。２）ＮＡＬＰ６信号转
导通路在痛风性关节炎发病过程中的作用机制研

究：采用酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）、蛋白质印迹法
（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ）、逆转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）
等技术检测细胞中ＮＡＬＰ６蛋白、ｃａｓｐａｓｅ１、ＩＬ１β、核
因子κＢ的表达情况。
１３　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ１７０统计软件进行
数据分析。如果数据资料满足正态性和方差齐性，

则应用单因素方差分析；如不满足上述条件则采用

非参数检验方法，以Ｐ＜００５为差异有统计学意义。
２　结果
２１　各组慢病毒转染比较　与空白组比较，空转染
慢病毒载体空白组 ＮＡＬＰ６表达无明显变化，ＮＡＬＰ６
干扰表达慢病毒载体组的 ＮＡＬＰ６表达明显降低，差
异有统计学意义（Ｐ＜００５）。见表５。
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表５　各组ＮＡＬＰ６表达比较（珋ｘ±ｓ）

组别 ＮＡＬＰ６

空白组（ｎ＝３） １００±００４
空转染慢病毒载体对照组（ｎ＝３） ０９５±００５

ＮＡＬＰ６干扰表达慢病毒载体组（ｎ＝３） ０１８±００１

　　注：与空白组比较，Ｐ＜００５

２２　ＮＡＬＰ６信号转导通路在痛风性关节炎发病过
程中的作用机制

２２１　各组滑膜细胞中 ＩＬ１β含量的变化　与空
白组比较，模型组细胞中 ＩＬ１β含量明显升高；与模
型组比较，模型ＮＡＬＰ６转染组细胞内 ＩＬ１β含量下
降，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。见表６。

表６　各组滑膜细胞ＩＬ１β比较（珋ｘ±ｓ，ｐｇ／ｍＬ）

组别 ＩＬ１β

空白组（ｎ＝３） ３６４１±５８２
模型组（ｎ＝３） ２００００±２０６５

模型空转染组（ｎ＝３） １９６９２±２３４７
模型ＮＡＬＰ６转染组（ｎ＝３） １２２５６±１０３５△

　　注：与空白组比较，Ｐ＜００５；与模型对照组比较，△Ｐ＜００５

２２２　各组滑膜细胞中 ｃａｓｐａｓｅ１活性　与空白组
比较，模型组细胞中 ｃａｓｐａｓｅ１活性明显升高；与模
型组比较，模型ＮＡＬＰ６转染组细胞内ｃａｓｐａｓｅ１活性
下降，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。见表７。

表７　各组滑膜细胞ｃａｓｐａｓｅ１比较（珋ｘ±ｓ）

组别 Ｃａｓｐａｓｅ１活性

空白组（ｎ＝３） ０５６±００４
模型组（ｎ＝３） １１５±００７

模型空转染组（ｎ＝３） １０９±００８
模型ＮＡＬＰ６转染组（ｎ＝３） ０８２±００９△

　　注：与空白组比较，Ｐ＜００５；与模型对照组比较，△Ｐ＜００５

２２３　各组滑膜细胞中 ＮＡＬＰ６蛋白表达比较　与
模型组比较，模型 ＮＡＬＰ６转染组细胞内 ＮＡＬＰ６蛋
白表达明显下降，差异有统计学意义（Ｐ＜００５），经
慢病毒转染干扰 ＮＡＬＰ６基因表达能够降低痛风性
关节炎成纤维样滑膜细胞中 ＮＡＬＰ６蛋白的表达。
见图１。

图１　各组滑膜细胞ＮＡＬＰ６蛋白表达比较

２２４　各组滑膜细胞中核因子κＢ蛋白表达比较
　　与空白组比较，模型组细胞中核因子κＢ蛋白
表达明显升高；与模型组比较，模型 ＮＡＬＰ６转染组

细胞内核因子κＢ蛋白表达下降，差异有统计学意
义（Ｐ＜００５），经慢病毒转染干扰 ＮＡＬＰ６基因表达
能够降低痛风性关节炎成纤维样滑膜细胞中核因

子κＢ蛋白的表达。见图２。

图２　各组滑膜细胞核因子κＢ蛋白表达比较ＮＦＫＢ

２２５　各组滑膜细胞中 ＩκＢ蛋白表达比较　与空
白组比较，模型组细胞中ＩκＢ蛋白表达明显降低；与
模型组比较，模型ＮＡＬＰ６转染组细胞内 ＩκＢ蛋白表
达升高，差异有统计学意义（Ｐ＜００５），经慢病毒转
染干扰ＮＡＬＰ６基因表达能够升高痛风性关节炎成
纤维样滑膜细胞中ＩκＢ蛋白的表达。见图３。

图３　各组滑膜细胞ＩκＢ蛋白表达比较

２２６　各组滑膜细胞中 ＮＡＬＰ６ｍＲＮＡ表达情况　
与空白组比较，模型组细胞中 ＮＡＬＰ６ｍＲＮＡ表达明
显升高（Ｐ＜００５）；与模型对照组比较，模型 ＮＡＬＰ６
转染组细胞内 ＮＡＬＰ６ｍＲＮＡ表达下降，差异有统计
学意义（Ｐ＜００５），经慢病毒感染干扰 ＮＡＬＰ６基因
能够降低痛风性关节炎成纤维样滑膜细胞中

ＮＡＬＰ６ｍＲＮＡ的表达。见表８。

表８　各组滑膜细胞ＮＡＬＰ６ｍＲＮＡ表达比较（珋ｘ±ｓ）

组别 ＮＡＬＰ６ｍＲＮＡ

空白组（ｎ＝３） １００±００５
模型组（ｎ＝３） ３４１±００２

模型空转染组（ｎ＝３） ３４７±００１
模型ＮＡＬＰ６转染组（ｎ＝３） ０８４±００２△

　　注：与空白组比较，Ｐ＜００５；与模型对照组比较，△Ｐ＜００５

３　讨论
ＧＡ是一种自身炎性疾病［１］，其发病机制非常复

杂，细胞外的尿酸浓度过饱和形成微晶尿酸钠

（ＭＳＵ）晶体，刺激一系列细胞因子、趋化因子的释
放，进而引起了关节的疼痛、肿胀、痛风石形成等炎

性反应［２］。因而 ＭＳＵ晶体是痛风发病机制中的启
动因素。虽然 ＭＳＵ晶体在痛风的发病机制中其作
用已经阐明，但在滑膜细胞内ＭＳＵ作为一个危险信
号如何与免疫系统相互作用有待进一步研究。本实
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验属于导师国家自然科学基金项目课题中的一部分

研究［３７］，本课题组前期在ｍｉＲ芯片筛选实验已经证
实了ＮＡＬＰ６参与了ＧＡ的发病过程，但其机制尚不
明确，这也是本实验研究的重点内容。

痛风性关节炎发病机制以 ＩＬ１β级联的炎性反
应为特征［８］。大鼠滑膜细胞慢病毒转染实验显示，

ＭＳＵ刺激的ＧＡ滑膜细胞内 ＮＡＬＰ６表达上调，炎性
反应递质ｃａｓｐａｓｅ１活性，ＩＬ１β含量以及核因子κＢ
表达均显著增高，与 ＮＡＬＰ６表达正相关，提示
ＮＡＬＰ６参与了痛风性关节炎的发生。通过转染沉默
ＮＡＬＰ６蛋白表达的慢病毒感染过程，能明显降低
ｃａｓｐａｓｅ１活性、ＩＬ１β含量以及核因子κＢ表达，提
示ＮＡＬＰ６可以正调控炎性反应递质 ｃａｓｐａｓｅ１、ＩＬ
１β等。因此推测 ＮＡＬＰ６对 ｃａｓｐａｓｅ１及核因子κＢ
有正调控作用。

痛风性关节炎的大鼠体外研究表明，尿酸钠盐

被滑膜表面或胞内的模式识别受体（ＰａｔｔｅｒｎＲｅｃｏｇ
ｎｉｔｉｏｎＲｅｃｅｐｔｏｒ，ＰＲＲ）识别，诱导 ＮＡＰＬ６形成炎性复
合体［９１０］，从而活化 ｃａｓｐａｓｅ１，剪切 ｐｒｏＩＬ１β，产生
成熟的 ＩＬ１β，ＩＬ１β活化 ＩＬ１Ｒ［１１１５］，激活核因子
κＢ。上述一系列反应释放大量细胞因子、趋化因子
等引发痛风性关节炎的炎性反应。组织表现为局部

充血、水肿、大量炎性反应细胞浸润、纤维素渗出，同

时沉积部位出现组织凝固性坏死，结缔组织细胞间

质纤维变性。我们借助慢病毒转染技术证实，沉默

ＮＡＬＰ６表达能降低ＮＡＬＰ６炎性反应体激活的能力，
影响ｃａｓｐａｓｅ１的生成，降低某些炎性反应递质（ＩＬ
１β和ＩＬ１８）产生，从而抑制痛风性关节炎的发生。

综上所述，ＮＡＬＰ６蛋白信号转导通路在 ＧＡ中
起重要作用，对 ＮＡＬＰ６的表达进行抑制，可明显抑
制ｃａｓｐａｓｅ１的活性和 ＩＬ１β的含量，可为临床防治
ＧＡ提供新靶点。
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