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[摘要] 　 目的:观察宣痹通络膏对急性痛风性关节炎(AGA)模型大鼠髓样分化因子 88(MyD88)表达

的影响。 方法:将 60 只雄性 Wistar 大鼠随机分为 6 组:宣痹通络膏低、中、高剂量组(简称为低、中、高剂量

组),秋水仙碱组,模型组,空白组,每组各 10 只。 于大鼠踝关节局部注射尿酸钠晶体混悬液制备 AGA 模型,
造模后当天开始进行药物干预,连续 3

 

d。 观察各组大鼠不同时间点的关节肿胀度,血清及滑膜组织中

MyD88 蛋白表达水平,踝关节滑膜组织病理形态学变化。 结果:关节肿胀度比较,24
 

h 时,模型组较空白组

上升;48h 时,高剂量组、秋水仙碱组较模型组降低;72
 

h 时,各给药组均较模型组降低,差异均有统计学意义

(P<0. 05)。 与空白组比较,模型组大鼠血清、滑膜组织 MyD88 含量显著升高(P<0. 01);与模型组比较,各
给药组血清 MyD88 含量以及高、中剂量组和秋水仙碱组滑膜组织 MyD88 蛋白含量均降低,差异均有统计学

意义(P<0. 05 或 P<0. 01)。 与模型组相比,各药物组的踝关节滑膜组织病理形态得到改善。 结论:宣痹通

络膏可能通过下调 MyD88 蛋白表达,从而改善 AGA 模型大鼠的踝关节滑膜损伤。
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[Abstract]　 Objective:To
 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

Xuanbi
 

Tongluo
 

ointment
 

on
 

the
 

expression
 

of
 

myeloid
 

dif-
ferentiation

 

factor
 

88
 

(MyD88)and
 

the
 

histomorphology
 

of
 

ankle
 

joint
 

synovial
 

membrane
 

in
 

rats
 

with
 

acute
 

gouty
 

arthritis
 

(AGA). Methods:A
 

total
 

of
 

60
 

male
 

Wistar
 

rats
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

low-,middle-,and
 

high-dose
 

Xuanbi
 

Tongluo
 

ointment
 

groups
 

(low-,middle-,and
 

high-dose
 

groups),colchicine
 

group,model
 

group,and
 

blank
 

group,with
 

10
 

rats
 

in
 

each
 

group. The
 

rats
 

were
 

given
 

local
 

injection
 

of
 

sodium
 

urate
 

crystal
 

suspension
 

to
 

prepare
 

a
 

model
 

of
 

AGA,and
 

drug
 

intervention
 

was
 

given
 

since
 

the
 

day
 

of
 

modeling
 

for
 

3
 

consecutive
 

days. The
 

rats
 

were
 

ob-
served

 

in
 

terms
 

of
 

joint
 

swelling, protein
 

expression
 

level
 

of
 

MyD88
 

in
 

serum
 

and
 

synovial
 

membrane, and
 

his-
topathological

 

changes
 

of
 

ankle
 

joint
 

synovial
 

membrane
 

at
 

different
 

time
 

points. Results:As
 

for
 

the
 

comparison
 

of
 

joint
 

swelling,the
 

model
 

group
 

had
 

a
 

significant
 

increase
 

compared
 

with
 

the
 

blank
 

group
 

at
 

24
 

hours;the
 

high-dose
 

group
 

and
 

the
 

colchicine
 

group
 

had
 

a
 

significant
 

reduction
 

compared
 

with
 

the
 

model
 

group
 

at
 

72
 

hours,and
 

each
 

ad-
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ministration
 

group
 

had
 

a
 

significant
 

reduction
 

compared
 

with
 

the
 

model
 

group
 

(P<0. 05). Compared
 

with
 

the
 

blank
 

group,the
 

model
 

group
 

had
 

significant
 

increases
 

in
 

the
 

content
 

of
 

MyD88
 

in
 

serum
 

and
 

synovial
 

membrane
 

(P<
0. 01);compared

 

with
 

the
 

model
 

group, each
 

administration
 

group
 

had
 

a
 

significant
 

reduction
 

in
 

the
 

content
 

of
 

MyD88
 

in
 

serum,and
 

the
 

high-and
 

middle-dose
 

groups
 

and
 

the
 

colchicine
 

group
 

had
 

a
 

significant
 

reduction
 

in
 

the
 

content
 

of
 

MyD88
 

in
 

synovial
 

membrane
 

(P<0. 05
 

or
 

P<0. 01). Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,each
 

administra-
tion

 

group
 

had
 

improvement
 

in
 

the
 

histopathology
 

of
 

ankle
 

joint
 

synovial
 

membrane. Conclusion:Xuanbi
 

Tongluo
 

ointment
 

can
 

improve
 

the
 

injury
 

of
 

ankle
 

joint
 

synovial
 

membrane
 

in
 

a
 

rat
 

model
 

of
 

AGA
 

possibly
 

by
 

downregulating
 

the
 

protein
 

expression
 

of
 

MyD88.
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　 　 急 性 痛 风 性 关 节 炎 ( acute

 

gouty
 

arthritis,
AGA)是一种由多种原因引起尿酸钠晶体( MSU)
在人体关节囊、滑囊、软骨等周围组织中长期沉

积,并在沉积灶附近出现多种炎性因子和细胞浸

润而导致周围组织出现特异性炎性反应,以关节

红、肿、热、痛为主要表现的疾病。 其病因和发病

机制尚未明确,多在剧烈运动和暴饮暴食后出

现[1] 。 其反复发作会导致关节进行性损伤[2] ,严
重者可导致患者关节畸形、肾功能不全等损害[3] ,
严重影响患者的生活水平和生活质量。 随着人类

饮食结构和生活习惯的不断变化,近年来 AGA 的

发病出现年轻化趋势[4] 。 目前 AGA 主要采用尿

酸排泄剂、非甾体抗炎药、秋水仙碱、糖皮质激素

等治疗,见效较快,但这些药物具有胃肠道毒性、
肝肾功能损伤、出血和心血管疾病等不良反应,不
适合长期使用[5] 。

宣痹通络膏为国家名老中医孙达武教授经验

方,本课题组前期研究表明,宣痹通络膏治疗 AGA
疗效显著[6-7] ,但具体作用机制尚不明确。 研究表

明,由 Toll 样受体(TLR)介导的信号通路与 AGA 的

炎症反应密切相关,其中髓样分化因子(MyD88)是

该信号通路的重要转导蛋白[8] 。 因此,本研究通过

构建 AGA 模型大鼠,研究宣痹通络膏对模型大鼠

MyD88 蛋白表达及踝关节滑膜组织的影响,探索其

作用机制,为临床治疗提供依据。
1　 实验材料

1. 1　 动物　 健康雄性 Wistar 大鼠 60 只,7 周龄,体
质量(200±

 

20)g,统一购自北京维通利华实验动物

技术有限公司,动物许可证号: SCXK (京) 2016 -
0006。 由湖南中医药大学动物实验中心提供,使用

许可证号:SYXK2013(湘) -0005,实验期间遵守动

物伦理学喂养标准进行喂养。
1. 2　 药物　 宣痹通络膏由苍术 10

 

g、黄柏 12
 

g、薏
苡仁 30

 

g、泽泻 10
 

g、防己 10
 

g、金银花 10
 

g、土茯苓

15
 

g、甘草 6
 

g、丹参 10
 

g、陈皮 10
 

g、延胡索 12
 

g、川
牛膝 15

 

g 组成。 中药材均由我院药剂科按《药典》
所载道地药材的指定主产地购进,并配制成膏剂,
放置于冰箱冷藏,灌胃时根据需要溶于 0. 9%氯化

钠注射液中分别配置成相应的浓度汤剂。 秋水仙

碱片(西双版纳版纳药业有限责任公司,批准文号:
国药准字 H53021369,规格:0. 5

 

mg / 片),灌胃时于

0. 9%氯化钠注射液中定容至所需浓度。
1. 3　 主要试剂与仪器　 尿酸钠晶体( MSU,上海沪

震实业有限公司,规格:5
 

g / 瓶,货号:HZ-11304);
Rat

 

MyD88
 

ELISA
 

KIT(江苏酶免实业有限公司,货
号:FY40134-B);HE 染液套装(武汉塞维尔生物科

技有限公司, 货号: G1003); MyD88
 

Rabbit
 

Mono-
clonal

 

Antibody ( 英 国 abcam, 货 号: ab133739 );
β-Actin

 

Mouse
 

Monoclonal
 

Antibody ( 美国 protein-
tech,货号:60008-1-Ig)。 摇床(江苏其林贝尔仪器

制造有限公司,型号:TS-1);脱水机(意大利 DIA-
PATH,Donatello);包埋机(武汉俊杰电子有限公司,
型号:JB-P5);病理切片机(上海徕卡仪器有限公

司,型号:RM2016);冻台(武汉俊杰电子有限公司,
型号:JB-L5);组织摊片机(浙江省金华市科迪仪器

设备有限公司,型号:KD-P);染色机(意大利 DIA-
PATH

 

Giotto);台式冷冻离心机(湖南湘仪实验室仪

器开发有限公司,型号:H1650R);光学显微镜(日

本 Nikon, 型号: Eclipse
 

E100 ); 成像系统 ( 日本

Nikon,型号:DS-U33)。
2　 实验方法

2. 1　 动物分组　 将 60 只大鼠适应性饲养 7
 

d,按
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照体质量排序编号,采取随机数字表法分为 6 组:
宣痹通络膏低、中、高剂量组(简称为低、中、高剂

量组) 及秋水仙碱组、 模型组、 空白组, 每组各

10 只。
2. 2　 模型制备 　 参照文献[9]中的造模方法进行

造模。 于 10
 

ml
 

0. 9%氯化钠注射液中加入 250
 

mg
 

MSU,加热搅拌,使其充分溶解,制成 25
 

mg / ml 的

MSU 溶液。 用注射器取 0. 4
 

ml
 

MSU 溶液注入大鼠

右侧踝关节腔内,建立 AGA 大鼠模型。 操作过程:
将大鼠固定在操作台上,充分暴露右侧踝关节,将
其摆放成直角后找到后肢背侧正中胫腓骨与踝关

节的间隙处,注射器针头倾斜
 

30 ~ 45°,通过此间隙

直接进入关节腔内,将尿酸钠溶液注射入关节腔

内,并观察对侧关节囊。 对照组予以 0. 4
 

ml
 

0. 9%
氯化钠注射液注射入关节腔内。 注射后大鼠出现

跛行及关节红肿发热,观察到受试下肢呈悬空姿态

或下垂刚触及地面, 三足着地行走, 说明造模

成功[10] 。
2. 3　 干预方法 　 根据人与动物体表面积换算公

式:D 鼠= D 人×R 鼠 / R 人( D 为给药剂量,R 为动

物与人体表面积比值系数) 计算给药剂量[11] 。 每

次灌胃容量以 1
 

ml / 100
 

g 计算,根据大鼠质量 200
 

g
计算,则每次灌胃容量为 2

 

ml。 造模后当天开始灌

胃,每天 1 次,连续 3
 

d。 低、中、高剂量组药物浓度

分别为 0. 9、 1. 8、 3. 6
 

g / ml,每天分别按照 9、 18、
36

 

g / kg 灌胃;秋水仙碱组药物浓度为 0. 6
 

mg / ml,
每天以 6

 

mg / kg 灌胃;模型组和空白组每天予以等

量 0. 9%氯化钠注射液灌胃。
2. 4　 观察指标

2. 4. 1　 关节肿胀率　 利用缚线法测得注射尿酸钠

晶体混悬液后 24、48、72
 

h 大鼠右后足踝周径,计算

关节肿胀率。 计算公式为:肿胀率(%) = (注射后

不同时间关节周长-注射前关节周长) / 注射前关节

周长×100%。
2. 4. 2　 MyD88 蛋白表达　 采用 ELISA 法测定血清

中 MyD88 蛋白水平,严格按照试剂盒说明书进行。
Western

 

blot 法测定滑膜组织中 MyD88 蛋白表达情

况,按说明书制备电泳胶,样品经过上样、电泳、转
模、免疫印迹和显色。 记录并进行灰度值分析测

量,将目的蛋白与内参蛋白(β-actin)灰度值比较,
作为目的蛋白的相对表达量。

2. 4. 3　 踝关节滑膜组织形态学　 取大鼠踝关节滑

膜组织,将标本固定于 4%多聚甲醛溶液内,20%乙

二胺四乙酸溶液脱钙,使用梯度乙醇进行脱水,石
蜡包埋,切片后行 HE 染色,显微镜下观察关节滑膜

组织病理形态学改变。
2. 5　 统计学方法　 采用 SPSS

 

23. 0 统计软件进行

数据分析。 计量资料以均数±标准差(x±s)表示,采
用单因素方差分析。 以 P<0. 05 表示差异有统计学

意义。
3　 实验结果

　 　 所有大鼠均造模成功, 实验过程中无死亡

大鼠。
3. 1　 各组大鼠踝关节肿胀度比较 　 24

 

h 时,相较

于空白组,模型组,高、中、低剂量组,秋水仙碱组踝

关节肿胀率均上升, 差异均有统计学意义 ( P <
0. 05);48

 

h 时,高剂量组、秋水仙碱组较模型组肿

胀关节率下降,差异均有统计学意义(P < 0. 05);
72

 

h 时,各给药组与模型组比较,关节肿胀率均下

降,差异均有统计学意义(P<0. 05)。 (见图 1)

图 1　 各组大鼠踝关节肿胀率比较

3. 2　 各组大鼠血清、滑膜组织 MyD88 蛋白含量比

较　 与空白组相比,模型组大鼠血清、滑膜组织

MyD88 含量显著升高(P< 0. 01)。 与模型组相比,
高、中、低剂量组、秋水仙碱组血清 MyD88 含量降

低,高、中剂量组、秋水仙碱组滑膜组织 MyD88 蛋白

含量降低,差异均有统计学意义 (P < 0. 05 或 P <
0. 01)。 高、中、低剂量组及秋水仙碱组血清 MyD88
含量组间比较,高、中剂量组与秋水仙碱组滑膜组

织 MyD88 蛋白表达比较,差异均无统计学意义(P>
0. 05)。 (见表 1、图 2)
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表 1　 各组大鼠血清、滑膜组织 MyD88 蛋白

含量比较(x±s)
组别 只数 血清(mmol / ml) 滑膜组织(MyD88/ actin)

模型组 10 1. 03±0. 12a 0. 78±0. 09a

空白组 10 0. 67±0. 02 0. 25±0. 04
低剂量组 10 0. 78±0. 16b 0. 64±0. 15
中剂量组 10 0. 63±0. 06c 0. 51±0. 12b

高剂量组 10 0. 67±0. 10c 0. 56±0. 15b

秋水仙碱组 10 0. 59±0. 24c 0. 40±0. 15c

　 　 注: 与 空 白 组 比 较,aP < 0. 01; 与 模 型 组 比 较,bP <
0. 05,cP<0. 01。

图 2　 各组大鼠滑膜组织中 MyD88 蛋白表达电泳图

3. 3　 各组大鼠滑膜组织病理组织学结果　 低剂量

组:表面光滑平整,细胞数量及形态正常,潮线不明

显。 中剂量组:表面光滑平整,细胞数量及形态正

常,潮线清晰。 高剂量组:表面光滑平整,细胞数量

及形态正常,潮线清晰。 秋水仙碱组:表面光滑平

整,细胞数量及形态正常,潮线清晰。 模型组:表面

光滑平整,软骨基质增生,胶原原纤维增生,潮线不

明显,部分血管侵犯潮线。 空白组:表面较平整,软
骨细胞轻度增生,潮线不明显。 (见图 3)

图 3-1　 低剂量组 图 3-2　 模型组

图 3-3　 中剂量组 图 3-4　 空白组

图 3-5　 高剂量组 图 3-6　 秋水仙碱组

图 3　 各组大鼠滑膜组织病理组织学观察

4　 讨　 　 论

　 　 中医学将 AGA 归于“痹证”范畴,分为热痹、着
痹、痛痹、行痹。 《素问·痹论》记载:“风寒湿三气

杂至,合而为痹也。 其风气胜者为行痹,寒气胜者

为痛痹,湿气胜者为着痹也。” “其热者,阳气多,阴
气少,病气盛,故为痹热。”临床上 AGA 多属“湿热

痹”范畴,治疗主以祛湿除痹方药。 《万病回春》载:
“痛风者,遍身骨节走注疼痛也。 谓之白虎历节风,
都是血气、风湿、痰火,皆令作痛。” “凡治痛风,用苍

术、羌活、酒芩三味散风行湿之妙药耳。” 宣痹通络

膏方中以苍术、黄柏为君药,入下焦,清热燥湿,祛
湿利毒。 臣以薏苡仁渗湿泄浊,导湿热从小便出;
泽泻利水消肿、渗湿泄热;防己既能祛风湿止痛,又
能清热。 金银花清热解毒、凉血消肿;土茯苓解毒

除湿、通利关节;丹参清热凉血、止痛;陈皮、延胡索

行气止痛,皆为佐药。 甘草清热解毒、缓急止痛;川
牛膝活血通经,引血下行,为佐使之药。 全方共奏

清热利湿、通络止痛之功。
早期研究表明,AGA 的发生与尿酸单钠晶体富

集于受累组织局部,出现大量中性粒细胞浸润并激

活 TLRs 有关[12] 。 白细胞介素-1β、白细胞介素-6、
肿瘤坏死因子-α 等多种炎症因子参与了 AGA 的发

病过程[13] 。 孙广瀚等[14] 通过蛋白质组学研究发

现,AGA 患者血清中白细胞介素-8、肿瘤坏死因子

受体Ⅱ的含量与健康者相比有明显差异。 上述炎

症因子与 NF-κB 代谢通路相关,可通过 TLRs 信号

通路进行调控[15] 。 AGA 主要是由 MSU 沉积在软

组织局部,引起由 TLRs 介导的炎性反应所致[8] 。
TLRs 信号通路分为 MyD88 依赖途径和非 MyD88
依赖途径,其中 MyD88 依赖途径通过与 MyD88 配

体相结合并募集 IRAK 家族因子,使 IRAK 家族因

子磷酸化后下传信号至细胞质内,启动 NF-κB 以及

MAPK 信号通路,最终起到调控炎性因子的转录过

程,故而通过调控 MyD88 的表达可能是防治 AGA
的一条重要通道[16-17] 。

本研究结果显示,72
 

h 时,各给药组关节肿胀

率均较模型组下降, 差异均有统计学意义 ( P <
0. 05)。 与模型组相比,高、中、低剂量组及秋水仙

碱组血清 MyD88 含量降低,高、中剂量组及秋水仙

碱组滑膜组织 MyD88 蛋白含量降低(P<0. 05 或 P<
0. 01)。 组织形态学中,宣痹通络膏低剂量组对滑

膜组织形态学有部分延缓作用,其余各组均未观察
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到明显的滑膜组织病变,提示宣痹通络膏在局部组

织病变的治疗效果中与浓度呈正相关。 本研究表

明,宣痹通络膏可通过下调 MyD88 蛋白表达而减轻

AGA 模型大鼠的炎症反应,但对于 MyD88 蛋白信

号通路上下游相关因子的表达研究尚未完善,故下

一步将更深一步探究相关机制。
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