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基于 TMT 蛋白组学探讨迷迭香酸抗大鼠高尿酸血症的作用机制 

李伟智，周政，贾丽阳，朱春胜* 

郑州大学第一附属医院，河南 郑州  450052 

摘  要：目的  结合 TMT 蛋白组学技术，探讨迷迭香酸抗大鼠高尿酸血症的作用机制。方法  将 SD 大鼠随机分为对照组、

模型组、苯溴马隆组、迷迭香酸（50、100 mg/kg）组，除对照组给予蒸馏水外，其他各组大鼠均饮用 10%果糖水建立高尿

酸血症模型。连续给药 4 周后，检测血清尿酸水平，黄嘌呤氧化酶（XOD）与腺苷脱氨酶水平（ADA）活性，苏木素–伊

红（HE）染色观察回肠组织病理变化，实时荧光定量 PCR 法（RT-qPCR）检测回肠组织尿酸转运体三磷酸腺苷结合转运蛋

白 G2（ABCG2）、葡萄糖转运体 9（GLUT9）mRNA 的表达，TMT 蛋白组学检测大鼠回肠组织蛋白的表达。结果  与模型

组比较，迷迭香酸可显著降低大鼠血清尿酸水平，降低 XOD 与 ADA 活性（P＜0.05、0.01、0.001），以及回肠组织内的 GLUT9 

mRNA 的表达（P＜0.05）。TMT 蛋白组测序共筛选出 2 975 个差异蛋白（log2FC＞1.5，P＜0.05），通路分析显示迷迭香酸主

要调节 Th1/2/17 细胞分化等通路。结论  迷迭香酸发挥抗大鼠高尿酸血症的作用机制可能与抑制 ADA 和 XOD 的活性，调

节肠道 GLUT9 mRNA 表达和 Th1/2/17 细胞分化通路有关。 
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Mechanism of rosmarinic acid in treatment of hyperuricemia based on TMT 

proteomics technology 
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Abstract: Objective  To investigate the mechanism of rosmarinic acid against hyperuricemia in rats by TMT proteomics. Methods  

SD rats were randomly divided into control group, model group, benzbromarone group, and rosmarinic acid (50 and 100 mg/kg) group. 

Control group was given distilled water, and the other groups were given 10% fructose water to establish the model of hyperuricemia. 

After 4 weeks of continuous administration, the serum uric acid level, XOD and ADA activity were detected, and the pathological 

changes of ileum tissue were observed by HE staining. RT-qPCR was used to detect the gene expression of uric acid transporter ABCG2 

and GLUT9 mRNA in the ileum tissue. TMT proteomics was used to detect the protein expression in the ileum tissue of rats. Results  

Compared with the model group, rosmarinic acid significantly reduced the serum uric acid level, improved XOD and ADA activities 

(P < 0.001, 0.05, 0.01), and improved the expression of GLUT9 mRNA in the ileum tissue (P < 0.05). A total of 2 975 differentially 

expressed proteins were screened by TMT proteome sequencing (log2FC > 1.5, P < 0.05). Pathway analysis showed that rosmarinic 

acid mainly regulated Th1/2/17 cell differentiation and other pathways. Conclusion  Mechanism of rosmarinic acid against 

hyperuricemia may be related to the inhibition of ADA and XOD activities, regulation of intestinal protein GLUT9 mRNA expression 

and Th1/2/17 cell differentiation pathway. 
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高尿酸血症是常见的代谢性疾病，发病机制与

体内嘌呤代谢紊乱和尿酸排泄异常密切相关[1]。临

床上将男性体内血尿酸浓度高于 420 μmol/L，女性

血尿酸浓度高于 357 μmol/L作为高尿酸血症的诊断

标准[2]。流行病学调查结果显示，我国部分区域高

尿酸血症的患病率为 5.4%～23.2%[3-4]，美国的高尿 
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酸血症发病率高达 20.3%[5]，且随着过度消费高果

糖饮料等因素导致高尿酸血症的患病率呈现逐年上

升和低龄化趋势[6]。此外，大量的临床和基础实验

研究证实，高尿酸血症与痛风、糖尿病、肾脏疾病

和心脑血管疾病的发生有着密切的关系[7-8]。因此，

高尿酸血症治疗需引起进一步的重视。 

目前，治疗高尿酸血症的药物在临床上取得了

较好的疗效，如临床常用的苯溴马隆、丙磺舒，别

嘌醇和非布司他等。而部分药物在治疗过程中常出

现一些不良反应，如苯溴马隆可导致肝脏损伤[9]，

别嘌醇累及心脏器官疾病，非布司他累及感染及侵

染类疾病、肝胆系统等，限制了上述药物在临床中

的应用[10]。因此，急需寻找和开发更加安全的降尿

酸药物。多项研究证实，迷迭香酸在多种疾病包括

糖尿病、炎症性疾病、神经退行性疾病和肝脏疾病

等均具有治疗作用[11-12]。有研究通过谱效关系筛选

出迷迭香酸是其发挥降尿酸的主要物质[13]，但其降

尿酸药效和作用机制尚未阐明。因此，本研究采用

10%果糖水复制大鼠高尿酸血症模型，验证迷迭香

酸降尿酸的药效作用，并基于 TMT 蛋白组学探讨

迷迭香酸降尿酸的作用机制，为迷迭香酸的深入开

发提供科学依据。 

1  材料与方法 

1.1  药品和试剂 

D-果糖（批号 18G3056117）购自英国 Amresco

公司；迷迭香酸（质量分数≥96%，批号 D22041311）

购自南京狄尔格医药科技有限公司；苯溴马隆片（批

号 2007339）购自德国郝曼大药厂；尿酸试剂盒（批

号 181391）购自中生北控生物公司；黄嘌呤氧化酶

（XOD）、腺苷脱氨酶（ADA）试剂盒（批号 A002-

1-1、A048-2-1）均购自南京建成生物工程研究所。 

1.2  仪器 

SAF-680T 半自动生化分析仪（上海巴玖实业有

限公司）；石蜡组织切片机（美国 AO 公司）；Nikon 

Eclipse E100 型正置光学显微镜（日本 Nikon 公司）；

色谱系统（Thermo Scientific，Easy-nLC1200）；质谱

仪 Orbitrap Exploris 480 ；色谱柱 Trap column

（Reverse-phase）；色谱分析柱（Thermo scientific 

EASY column（Reverse-phase）；5430R 低温高速离

心机（德国 Eppendorf 公司）；恒温水浴锅（北京医

疗设备厂）。 

1.3  动物 

SPF 级雄性 SD 大鼠共 40 只，体质量（180±

20）g，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-2014-0001。动物饲养条件为

室内温度 20～25℃，相对湿度 40%～45%，动物试

验经郑州大学第一附属医院生命科学伦理委员会批

准（批号 2022-KY-0627-001）。 

2  方法 

2.1  分组和给药 

40 只雄性大鼠适应性喂养 1 周后，随机分为对

照组、模型组、苯溴马隆组、迷迭香酸（50、100 

mg/kg）组，每组 8 只。对照组予以普通饮水，其余

各组大鼠均给予 10%果糖饮水复制大鼠高尿酸血症

模型[14]。各组均自由饮食与饮水，饲料和水每天更

换 1 次。苯溴马隆组大鼠 ig 苯溴马隆 10 mg/kg，迷

迭香酸组大鼠分别 ig 迷迭香酸 50、100 mg/kg[15]，

上述药物均采用生理盐水溶解，给药周期为 4 周。 

2.2  样本收集 

大鼠给药 4 周后，ip 戊巴比妥钠溶液麻醉大鼠，

摘眼球取血，取血前禁食不禁水 12 h，3 000 r/min

离心 10 min 分离血清。取部分肠道回肠组织，置于

4%多聚甲醛中固定用于病理学观察。收集其余回肠

组织，PBS 冲掉肠内容物后置于 1.5 mL 无菌 EP 管

内，液氮速冻后，置于超低温−80 ℃冰箱保存，进

行 TMT 蛋白组学测序。 

2.3  指标的测定 

按照试剂盒说明分别测定大鼠血清尿酸、XOD

和 ADA 含量。 

2.4  病理形态观察 

大鼠回肠组织取材后 24 h 更换 1 次固定液，固

定 2～3 d 后修成 1～2 cm 长的组织块，流水冲洗过

夜，50%～100%乙醇梯度脱水，二甲苯透明，包埋

蜡包埋并标记好分组。切成 3～5 μm 厚的片子，黏

附于载玻片上，37 ℃过夜后，行木素–伊红（HE）

染色：二甲苯常规脱蜡，100%～70%乙醇梯度复水，

苏木素染液染色 10 min，蒸馏水洗去多余染液，1%

酒精乙醇分色 15 s，氨水返蓝，流水冲洗 15 min，

蒸馏水冲洗，0.5%伊红染色 3 min，70%～100%乙

醇梯度脱水，二甲苯透明，中性树脂封片。 

2.5  RT-qPCR 检测 

使用 TRIzol Regent 提取小肠组织中总 RNA。

使用 HiScript II Reverse Transcriptase 逆转录酶将每

个样品的 1 μg 总 RNA 等分试样逆转录（RT）为

cDNA。使用实时聚合酶链反应（PCR）试剂盒进行

基因表达的定量。扩增条件：94 ℃预变性 30 min、
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94 ℃变性 10 s、60 ℃退火/延伸 30 s，40 个循环。

利用 2−ΔΔCt 法计算基因表达量。引物序列见表 1。 

表 1  引物基因序列 

Table 1  Sequence of primer genes 

引物名称 引物序列 

ABCG2 正向：5’-GTAGGTCGGTGTGCGAGTC-3’ 

 反向：5’-TAGCACATCTCCCTCTGCGA-3’ 

GLUT9 正向：5’-GCCGAGGAGGACAAAGAACT-3’ 

 反向：5’-CACCACGGAGAGGTTGTACC-3’ 

β-actin 正向：5’-TGACGATATCGCTGCGCTC-3’ 

 反向：5’-CAGTTGGTGACAATGCCGTG-3’ 

 

2.6  肠道组织 TMT 蛋白组学检测 

取对照组、模型组、迷迭香酸组的结肠组织，

采用 SDT 法裂解蛋白，采用 BCA 定量方法测定每

个样本的蛋白浓度，蛋白定量后取等量样本进行还

原，烷基化与酶解等操作，按照 TMT 标记试剂盒说

明进行标记，标记后的样本使用 LC-MS/MS 方法进

行数据采集，对下机数据使用软件 MaxQuant

（V1.6.6）进行查库，使用数据库为 Uniprot.Proteome. 

Rat.20190421。使用 MultiLoc2 进行亚细胞定位预

测，利用 BLAST 比对进行基因本体（GO）、京都基

因与基因组百科全书（KEGG）与蛋白质直系同源

簇（COG）数据库注释，确定差异蛋白参与的 GO

条目，KEGG 通路、COG 功能。 

2.7  数据分析 

数据使用 GraphPad Prism 8.0 统计分析软件进

行处理，结果以x ± s 表示。多组数据比较以单因

素方差分析进行检验。 

3  结果 

3.1  迷迭香酸对高尿酸血症大鼠血清尿酸、XOD

和 ADA 水平的影响 

与对照组相比，模型组大鼠血清尿酸水平显著

增高，说明造模成功，迷迭香酸组血清尿酸水平显

著减少，且呈剂量相关性（P＜0.01、0.001）。与模

型组相比，迷迭香酸 100 mg/kg 组大鼠血清的 ADA

与 XOD 水平显著降低（P＜0.05），而迷迭香酸 50 

mg/kg 组只有 ADA 水平与模型组相比显著降低

（P＜0.05），提示迷迭香酸 100 mg/kg 组能有效地降

低大鼠血清尿酸、ADA 和 XOD 水平，见图 1。 

 

与对照组比较：**P＜0.01  ***P＜0.001；与模型组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01    ###P＜0.001。 

**P＜0.01  ***P＜0.001 vs control group; #P < 0.05   ##P < 0.01   ###P < 0.001 vs model group. 

图 1  迷迭香酸对高尿酸血症模型大鼠血清尿酸、ADA 和 XOD 水平的影响（x ± s，n = 8） 

Fig. 1  Effect of rosmarinic acid on serum UA, ADA, and XOD levels in rats with hyperlipemia (x ± s, n = 8 ) 

3.2  迷迭香酸对高尿酸血症大鼠肠道病理形态的

影响 

如图 2 所示，HE 染色显示，对照组大鼠肠组

织细胞形态正常，无明显病变，未见炎症细胞浸润；

模型组大鼠肠组织结构受损，绒毛排列不规则，明

显变性和肿胀。迷迭香酸 50 mg/kg 组大鼠肠组织部

分黏膜层缺失，结构模糊，出现部分炎症细胞浸润。

迷迭香酸 100 mg/kg 组大鼠肠组织结构较清晰，黏

膜层缺损和炎症细胞浸润得以明显改善。 

3.3  迷迭香酸对大鼠肠道尿酸转运体 ABCG2 与

GLUT9 mRNA 的影响 

对大鼠肠道组织内的腺苷三磷酸结合盒转运蛋

白 G2（ABCG2）、葡萄糖转运蛋白 9（GLUT9）mRNA

进行检测，发现在 ig 迷迭香酸后，ABCG2 mRNA 在

大鼠肠组织内表达量与模型组无显著差异，而

GLUT9 mRNA 在大鼠肠组织内表达量与模型组相

比显著降低（P＜0.05），提示迷迭香酸能显著抑制

GLUT9 mRNA 的表达，见图 3。 

3.4  迷迭香酸对高尿酸血症大鼠肠道蛋白的影响 

本研究选择迷迭香酸 100 mg/kg 组大鼠回肠开

展 TMT 蛋白组学分析，经 TMT 定量蛋白组学的蛋

白质鉴定和差异分析，发现模型组与对照组共有

1 896 个差异蛋白，其中其中 876 个蛋白表达上调

（log2FC＞1.5，P＜0.05），1 020 个蛋白表达下调 
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图 2  迷迭香酸对高尿酸模型大鼠肠道组织病理变化的影响（×200） 

Fig. 2  Effect of rosmarinic acid on pathological changes of intestinal tissue in mice with hyperlipemia (×200) 

 
与对照组比较：***P＜0.001；与模型组比较：#P＜0.05  ###P＜0.001。 

***P < 0.001 vs control group; #P < 0.05   ###P < 0.001 vs model group. 

图 3  迷迭香酸对高尿酸模型大鼠肠道组织关键基因表达

影响（x ± s，n = 8） 

Fig. 3  Effect of rosmarinic acid on the expression of key 

genes in intestinal and renal tissues of mice with 

hyperlipemia (x ± s, n = 8 ) 

（log2FC＞1.5，P＜0.05）；迷迭香酸 100 mg/kg 组给

药组与模型组共有 2 975 个差异蛋白，其中 1 540 个

蛋白表达上调（log2FC＞1.5，P＜0.05），1 435 个蛋

白表达下调（log2FC＞1.5，P＜0.05），见图 4。 

对上述的差异蛋白进行结构域分析显示，迷迭

香酸 100 mg/kg 组与模型组差异蛋白主要集中在 P-

环含有核苷三磷酸水解酶、免疫球蛋白样折叠、免

疫球蛋白样结构域超家族、ARM 折叠、蛋白激酶-

结构域超家族、免疫球蛋白样结构域等蛋白家族中，

见图 5。 

对差异蛋白进行 KEGG 分析，如图 6 所示，迷

迭香酸 100 mg/kg 组与模型组差异蛋白涉及的信号 

 

图 4  差异蛋白表达火山图 

Fig. 4  Differential protein expression volcano plots 

通路主要有 Th1 和 Th2 细胞分化、Th17 细胞分化、

N-Glycan 生物合成、细胞黏附分子、细胞循环等信

号通路。此外，对 Th1/2/17 细胞分化通路中的差异

蛋白进分析，结果如图 7 所示，与模型组比较，迷

迭香酸 100 mg/kg 组中 P38、细胞外信号调节激酶

（ERK）、信号传导及转录激活蛋白（STAT）3、STAT1

等的蛋白含量显著降低，而蛋白磷酸酶 3（PPP3R）、

PPP3C、磷酯酶 Cγ1（PLCG1）、κB 抑制因子激酶

（IKK）的含量显著升高。 

4  讨论  

目前，高尿酸血症已成为继糖尿病之外发病率 

 
对照                     模型             迷迭香酸 50 mg∙kg−1       迷迭香酸 100 mg∙kg−1            苯溴马隆 
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图 5  迷迭香酸组与模型组差异蛋白结构图分析 

Fig. 5  Analysis of different protein structure between rosmarinic acid and model group 

 

图 6  迷迭香酸组与模型组 KEGG 通路分析 

Fig. 6  KEGG pathway analysis of different expression proteins between rosmarinic acid and model group  
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图 7  迷迭香酸组与模型组中 Th1/2/17 细胞分化差异蛋白

热图 

Fig. 7  Heat maps of Th1/2/17 cell differentiation difference 

between rosmarinic acid group and model group 

第 2 位的代谢类疾病[16]。现代医学认为尿酸的排泄

异常是引发高尿酸血症的主要原因[17]，在尿酸排泄

过程中，约 2/3 的尿酸是通过肾脏排泄，剩余 1/3 通

过肠道排泄[18]，尤其是针对慢性肾病患者，提高肠

道对尿酸的排泄是治疗高尿酸血症患者的有效途

径。为此，本研究首先验证了迷迭香酸对高尿酸血

症的药效，结果显示给予迷迭香酸 4 周后，迷迭香

酸可显著降低高尿酸血症大鼠血清尿酸水平。ADA

与 XOD 是尿酸生成过程中的关键酶[19-20]，与高尿

酸血症的形成有着密切的联系。本研究发现在 ig 迷

迭香酸 4 周后，迷迭香酸可显著抑制大鼠血清的

ADA 活性（P＜0.01），同时迷迭香酸 100 mg/kg 组

还可抑制 XOD 活性（P＜0.05）。上述研究结果表明

迷迭香酸可能通过抑制 ADA 和 XOD 的活性，从而

减少尿酸的合成，达到治疗高尿酸血症的作用。 

此外，值得注意的是大量的临床和基础研究发

现，高尿酸血症的形成与肠道尿酸转运体 ABCG2

和 GLUT9 的表达密切相关[21-22]。ABCG2 具有跨膜

转运尿酸的功能，在肾小管上皮细胞和肠道上皮细

胞等部位均有表达，但在肠道组织内高度表达[23-24]，

而 ABCG2 的表达降低，会导致尿酸的转运功能下

降[25]。GLUT9 是电压依赖性尿酸转运体，参与肠道

对尿酸的重吸收[26]。为探讨迷迭香酸对尿酸转运体

关键蛋白的表达，本研究对肠道组织内的 ABCG2

和 GLUT9 进行了 RT-qPCR 定量检测，结果显示迷

迭香酸可显著抑制 GLUT9 mRNA 在回肠组织内表

达（P＜0.05）。此外，HE 染色显示迷迭香酸还可减

少高尿酸血症大鼠的肠道炎症细胞浸润，改善肠屏

障。上述结果表明，迷迭香酸可能通过改善肠屏障，

下调 GLUT9 在肠道的表达，从而降低肠道对尿酸

的重吸收，减少尿酸在体内的蓄积。 

为了进一步明晰迷迭香酸对大鼠肠道组织蛋白

的影响，本研究采用 TMT 标记蛋白组技术对肠道

回肠组织的蛋白进行了检测。与模型组比较，蛋白

组测序发现迷迭香酸 100 mg/kg 组给药 4 周后共筛

选到 2 975 个差异蛋白（log2FC＞1.5，P＜0.05），

通过对差异蛋白的 GO 富集分析发现差异蛋白主要

集中在免疫球蛋白调节生物过程。有研究显示高尿

酸血症会改变大鼠炎症蛋白的表达[27]，这与本研究

研究结果一致。其次，本研究对差异蛋白组进行

KEGG 通路分析，发现迷迭香酸 100 mg/kg 组给药

后所调控的信号通路主要有 Th1 和 Th2 细胞分化、

Th17 细胞分化等。Th1、Th2 和 Th17 细胞主要提供

外源性病原体的保护，同时也参与细胞介导的自身

免疫[28-29]。有研究显示高尿酸血症在活化大鼠与人

类 T 细胞亚群的分化过程中存在明显差异，Th1 与

Th17 细胞的分化可转化为其他促炎与抗炎亚群，从

而提高体内的免疫能力[30-31]。 

作为促炎信号级联中的关键蛋白激酶，P38 可

调控相关炎症细胞因子的释放与分泌，与炎症的发

生和发展密切相关[32]；Tao 等[33]研究发现通过抑制

ERK 可抑制高尿酸损伤诱导的氧化应激，表现为丙

二醛降低和超氧化物歧化酶升高，从而减缓尿酸对

人体的损害；PPP3R 高表达可缓解骨关节炎模型大

鼠关节软骨的病理变化，减少炎症因子释放 [34]；

STAT 是各种细胞因子、激素和生长因子的重要下

游介质，对启动固有免疫、协调适应性免疫和炎症

发挥着重要作用 [30-31]，而尿酸可激活巨噬细胞中

STAT1/3 信号通路，诱导 M1 巨噬细胞极化并释放

M1 巨噬细胞相关因子肿瘤坏死因子-α（TNF-α）、

白细胞介素（IL）-1β 和 IL-6[35-36]。本实验在对

Th1/2/17 细胞分化关键通路中的差异蛋白进行分析

发现，迷迭香酸显著抑制了 P38、ERK、STAT3、

STAT5 蛋白的表达，促进了 PPP3R、PLCG1、PPP3C

蛋白表达，提示迷迭香酸可能够通过调节上述蛋白

的表达来调控肠道免疫和炎症，进而发挥治疗高尿

酸血症的作用。 

综上，迷迭香酸发挥降尿酸药效可能与抑制
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ADA 和 XOD 的活性，调节肠道尿酸转运蛋白

GLUT9 表达和 Th1/2/17 细胞分化通路密切相关。 
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