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四妙勇安汤通过 MEK1/2-ErK1/2途径改善尿酸钠诱导大鼠痛风性关节炎的

作用
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摘 要：目的  探讨四妙勇安汤对尿酸钠诱导的痛风性关节炎大鼠的作用机制。方法  运用网络药理学方法预测四妙勇安汤

干预痛风性关节炎的靶点，构建“成分-靶点-通路”关系网络。将 48只雄性 SD大鼠随机分为对照组、模型组、秋水仙

碱（阳性对照，0.000 3 g·kg−1）组及四妙勇安汤低、中、高剂量（6.075、12.150、24.300 g·kg−1）组，每组 8只，预防性 ig

给药，每天 1次，持续 7 d，ig第 3天，除了对照组，构建痛风性关节炎大鼠模型。测量并计算大鼠踝关节肿胀度，HE染色

检测大鼠踝关节滑膜组织病理学改变；ELISA试剂盒法检测各组大鼠血清中炎症因子白细胞介素（IL）-17A、IL-17F、环

氧化酶 -2（COX-2）、趋化因子配体 2（CXCL2）、 IL-1β、肿瘤坏死因子 - α（TNF） - α 的水平；采用实时荧光定量

PCR（qRT-PCR）和Western blotting检测关节组织中MEK1/2-ErK1/2途径基因mRNA和蛋白表达水平。结果  网络药理学结

果显示，AKT1、ALB、TNF、HSP90AA1、EGFR、SRC、VEGFA、CCND1、HRAS、MAPK3、MAP2K1可能是四妙勇安

汤治疗痛风性关节炎的关键靶点；β-谷甾醇、山柰酚、槲皮素、木犀草素可能为治疗痛风性关节炎中较重要的有效成分；生物

过程（BP）中富集基因主要与炎症反应、对细胞迁移的积极调节、对外部刺激反应的负调节、小分子代谢过程的调控等过程密

切相关，细胞组分（CC）分析包括分泌颗粒、细胞质囊泡、内质网、高尔基、血小板颗粒等，分子功能（MF）中富集基因靠前的有

转录因子结合、蛋白激酶活性、激酶调节活性等；KEGG代谢通路主要富集于MAPK信号通路、PI3K-Akt信号通路、IL-17信号

通路、Ras信号通路等。与模型组比较，四妙勇安汤高剂量可明显改善踝关节肿胀度（P＜0.05）；中、高剂量可缓解痛风性关节

炎大鼠滑膜组织炎性浸润；中、高剂量组炎症因子水平显著降低（P＜0.05、0.01）；中、高剂量组MAPK3、MAP2K1的基因mRNA

表达量显著下调（P＜0.01）；高剂量组ErK1/2、MEK1/2蛋白的表达量显著下调（P＜0.01）。结论  四妙勇安汤对痛风性关节炎大

鼠具有治疗作用，其可能是通过抑制MAPK信号通路关键靶点ErK1/2、MEK1/2的表达，抑制下游炎症因子 IL-17、TNF-α、

IL-1β表达，减轻炎性反应，从而发挥对痛风性关节炎的治疗作用。
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Abstract: Objective To investigate the effect of Simiao Yong'an Decoction on gouty arthritis rats induced by monosodium urate 

(MUS) and its possible mechanism. Methods The target of Simiao Yong'an Decoction in the intervention of gouty arthritis was 

predicted by network pharmacology, and the relationship network of active ingredient-target and target-pathway was constructed. 

Totally 48 male SD rats were randomly divided into control group, model group, Simiao Yong'an Decoction low, medium and high 

dose group (6.075, 12.150, and 24.300 g·kg−1), with eight rats in each group. Prophylactic ig administration once a day for seven 
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days. On the 3rd day of ig administration, except for the control group, the GA rat model was established according to the classical 

modeling method. The different doses of Simiao Yong'an Decoction were injected into the stomach to measure and calculate the 

degree of ankle swelling, and the histopathological changes of ankle synovium and the levels of inflammatory factors in serum of 

rats in each group were detected. Finally, real-time quantitative fluorescent PCR (qRT-PCR) and Western blotting were used to detect 

the mRNA and protein expression levels of MEK1/2-ErK1/2 pathway genes in joint tissues. Results The network pharmacology 

results show that AKT1, ALB, TNF, HSP90AA1, EGFR, SRC, VEGFA, CCND1, and HRAS may be the key targets of Simiao 

Yong'an Decoction for the treatment of gouty arthritis; β -sitosterol, kaempferol, quercetin, and lutein may be the more important 

effective components for the treatment of gouty arthritis; the enriched genes in biological processes (BP) are mainly related to 

inflammatory responses, positive regulation of cell migration, negative regulation of responses to external stimuli, and regulation of 

small molecule metabolic processes; the enriched genes in cellular components (CC) include secretory granules, cytoplasmic 

vesicles, endoplasmic reticulum, Golgi, and platelet granules; the enriched genes in molecular functions (MF) include transcription 

factor binding, protein kinase activity, and kinase regulatory activity at the front; the KEGG metabolic pathways are mainly enriched 

in MAPK signaling pathway, PI3K-Akt signaling pathway, IL-17 signaling pathway, and Ras signaling pathway. Compared with the 

model group, Simiao Yong'an Decoction at high dose can significantly improve the degree of ankle edema (P < 0.05); at medium and 

high doses, it can alleviate the inflammatory infiltration of synovial tissue in rats with gouty arthritis; at medium and high doses, the 

levels of inflammatory factors are significantly lower (P < 0.05, 0.01); at medium and high doses, the gene mRNA expression of 

MAPK3 and MAP2K1 is significantly downregulated (P < 0.01); at high dose, the expression of ErK1/2 and MEK1/2 proteins is 

significantly downregulated (P < 0.01). Conclusion Simiao Yong'an Decoction has a certain intervention effect on GA rats, and its 

active components may inhibit the expression of inflammatory factors such as TNF-α and IL-1β by inhibiting the expression of key 

targets in MAPK signaling pathway, and alleviate the inflammatory response, so as to play a therapeutic role in gouty arthritis.

Key words: Simiao Yong'an Decoction; gouty arthritis; MEK1/2-ErK1/2 pathway; β-sitosterol; kaempferol; quercetin; lutein

痛风是一种与高尿酸血症及尿酸盐结晶沉积

密切相关的代谢性疾病，血尿酸升高达到一定程度

时会在关节局部形成尿酸钠晶体并沉积，继而诱发

局部炎性反应和组织破坏，即痛风性关节炎［1］。中医

认为痛风属于“痹症”的范畴，《黄帝内经》中提

到“膏粱之变，足生大疔”，且随疾病的发展逐渐加

重，不仅会造成关节畸形，而且可累及肾脏损伤，引

发糖尿病、心脑血管疾病等，严重影响患者的身心

健康和生活质量［2］。

目前，临床上多使用非甾体类抗炎药、秋水仙

碱或降尿酸药物来减轻和控制急性痛风发作［3-4］，但

由于痛风是一种代谢缺陷性疾病，上述药物只能在

一定程度上改善症状、延缓病程，均不能有效地预

防和治疗痛风性关节炎［5-6］。因此寻找安全有效并

可长期使用的控制手段对痛风的预防和治疗具有

重要意义。中药民族药具有多途径、多靶点、多层

次对症治疗的优势，在调控炎性因子、趋化因子、细

胞免疫应答等方面发挥着重要的作用，已被证实具

有抑制痛风炎性发作的功效［7-11］。

经典名方四妙勇安汤由药食同源药材金银花、

玄参、当归、甘草组成，常用于治疗热毒炽盛之脱

疽，其化学成分包括木犀草素、槲皮素、原儿茶酸、

甘草酸等［12-14］。现代药理研究表明，其具有抗炎、抗

氧化、抗动脉粥样硬化等作用。四妙勇安汤可以通

过调节肿瘤坏死因子（TNF）、白细胞介素（ILs）、基

质金属蛋白酶（MMP）等参与机体炎症反应，主要通

过调控丝裂原活化蛋白激酶（MAPK）等炎症信号传

导通路来减少炎性损伤，抑制炎症相关因子TNF-α、

IL-6等表达来发挥抗炎作用［15-21］。临床研究表明，

四妙勇安汤能够有效降低湿热蕴结型痛风性关节

炎患者的炎症指标，减轻临床症状［22-24］。生物信息

学分析表明其可能通过下调炎症因子的表达、调节

免疫功能等发挥干预痛风性关节炎的作用［25］，但缺

乏对其机制的深入研究。

本研究结合“成分-靶点-通路”关联分析结果，

建立急性痛风性关节炎大鼠模型，考察四妙勇安汤

治疗痛风性关节炎的药效，利用实时荧光定量

PCR（qRT-PCR）和Western blotting检测关节组织中

丝裂原活化蛋白激酶激酶（MEK）1/2-细胞外调节蛋

白激酶（ErK）1/2途径mRNA和蛋白表达水平，探讨

四妙勇安汤预防痛风性关节炎的药效物质基础，阐

明其预防痛风性关节炎的作用机制，为其治疗痛风

性关节炎的临床治疗提供实验依据，为该复方的精

准临床应用提供参考。

1　材料

1.1　主要试剂

金银花、玄参、当归、甘草，购自贵州省贵阳市

万东桥药材市场，药材经贵州中医药大学孙庆文教
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授鉴定分别为忍冬科植物忍冬 Lonicera japonica 

Thunb.的干燥花蕾或带初开的花，玄参科植物玄参

Scrophularia ningpoensis Hemsl. 的干燥根，伞形科

植物当归Angelica sinensis（Oliv.）Diels的干燥根，豆

科植物甘草Glycyrrhiza uralensis Fisch.的干燥根和

根茎。阳性对照药秋水仙碱（批号HY-16569）购自

MedChemExpress；水合氯醛（批号 XG0879）购自天

津市科密欧化学试剂有限公司；尿酸钠（批号

C14461966）购自上海麦克林生化科技有限公司；总

RNA 提取试剂盒（批号 X0124）、荧光定量试剂

盒（批号 X0324）购自天根生化科技（北京）有限公

司；MEK1/2抗体（批号#8727）、ErK1/2（批号#4695）

购自 Cell signaling Technology；GAPDH 抗体（批号

AP0063）购自Bioworld。

1.2　主要仪器及相关数据库

Multlskan Mk3酶标仪（赛默飞世尔仪器有限公

司）；数码三目摄像显微镜（麦克奥迪实业集团）；

Sorvall Legend Micro 17R高速冷冻离心机［赛默飞

世尔科技（中国）有限公司］；N60系列超微量分光光度

计（德国IMPLEN公司）；CFX Connect三通道梯度荧光

定量PCR仪、免染蛋白印迹系统（美国Bio-rad公司）。

TCMSP 数 据 库（http：//tcmspw. com/tcmsp.

php）；PubChem 数据库（https：//pubchem. Ncbi. nlm.

nih. gov/）；Uniprot 数 据 库（https：//www. uniprot. 

org）；SwissTargetPrediction 数 据 库（http：//www.

swisstargetprediction. ch/） ； GeneCards 数 据

库（https：//genecards.weizmann.ac.il/v3/）；DrugBank

数 据 库（https：//go. drugbank. com/）；OMIM 数 据

库（https：//www. omim. org/）；CTD 数据库（http：//

ctdbase. org/）；STRING 数 据 库（https：//string-db.

org/）；KOBAS 3.0（http：//kobas. cbi. pku. edu. cn/）；

ALOGPS 2.1（http：//www. vcclab. org/lab/alogps/）；

Metascape 数 据 库（https：//metascape. org/）；微 生

信（http：//www.bioinformatics.com.cn/）。

1.3　实验动物

48只雄性 SPF级 SD大鼠，体质量 200～250 g，

购自长沙市天勤生物技术有限公司，实验动物生产

许可证号 SCXK（湘）2022-0011；质量检测单位：苏

州西山生物技术有限公司。本研究严格按照贵州

中医药大学动物实验伦理要求进行（伦理审批编

号：20230059）。

2　方法

2.1　网络药理学分析

2.1.1　四妙勇安汤主要活性成分及靶点预测 　

TCMSP 数据库中搜索关键词“金银花”“玄参”“当

归”“甘草”，按药物口服生物利用度（OB）≥30%，类

药性（DL）≥0.18 初步筛选活性成分，结合 Lipinsk

五 原 则（ 相 对 分 子 质 量 ≤500、miLogP≤5、

nOHNH≤5、nOH≤10）进一步筛选主要活性成分。

收集金银花、玄参、当归、甘草主要成分的 target 

name，导入 Uniprot 数据库获取基因名，物种选

择“Homo sapiens”，保存到Excel表中筛选汇总并去

重后，即得到药物的潜在作用靶点。痛风性关节炎

靶点的筛选以“gouty arthritis”为关键词 ，利用

GeneCard、DrugBank和OMIM等数据库搜索下载相

关靶点基因，根据 Score＞1 筛选，将各数据库筛选

得到的靶点合并，删除重复项即得痛风性关节炎的

靶点。

2.1.2　蛋白质-蛋白质相互作用（PPI）网络和“药物-

靶点”网络的构建　将上述得到的四妙勇安汤与痛

风性关节炎相互作用的交集靶点导入STRING数据

库中，设置种属为“Home Sapiens”，将获得的靶点数

据以TSV形式下载，导入Cytoscape3.9.1软件，并利

用 Cytoscape3.9.1 软件中 CytoNCA 插件筛选靶点，

把分值较高的节点再次构建网络，以筛选出 PPI中

的关键靶点。将建立好的网络文件和属性文件导

入 Cytoscape3.9.1中绘制“药物-靶点”网络图，根据

软 件 中 的 CytoNCA 插 件 ，选 择 Closeness 

unDir（CD）、Betweenness unDir（BD）、Degree 

unDir（DD），根据 CD、BD、DD的值筛选核心靶点，

再次整理靶点数据，绘制“药物-靶点”网络图。

2.1.3　通路富集分析　利用Metascape数据库进行

通 路 富 集 分 析 ，物 种 设 置 为“H. sapiens”，点

击“Custom Analysis”，在“Enrichment”下依次选

择 “GO Biological Processes”“GO Cellular 

Components”“GO Molecular Functions”进行基因本

体（GO）生物过程的富集分析与京都基因与基因组

百科全书（KEGG）通路富集分析，利用微生信在线

平台作图。

2.2　动物实验

2.2.1　四妙勇安汤水提液的制备　四妙勇安汤由

金银花、玄参、当归、甘草 4 味药组成，参考文献报

道［26］，根据人与大鼠的体表面积折算的等效剂量比

值 0.018按成人给药量计算得到大鼠的给药剂量为

24.3 g·kg−1（以生药量计）。称取金银花药材 180 g、

玄参药材 180 g、当归药材 120 g、甘草药材 60 g，剪

碎，实验中采用回流提取法，以水作为溶剂，提取 2

次。第 1次在圆底烧瓶中加入 10倍量水，回流提取
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1.5 h；第 2次加入 8倍量水，回流提取 1 h，再合并 2

次滤液，浓缩为低、中、高 3 个质量浓度，分别为

0.607 5、1.215 0、2.430 0 g·mL−1（以生药量计），

−20 ℃冰箱保存。通过 HPLC 法检测，0.1 g·mL−1

质量浓度的四妙勇安汤中绿原酸质量分数为

1.944%、阿魏酸质量分数为 0.007%、哈巴俄苷质量

分数为0.029%、甘草酸质量分数为0.436%。

2.2.2　动物造模、分组及给药　将 48只 SD大鼠适

应性喂养 3 d 后随机分为对照组、模型组、秋水仙

碱（阳性药，0.000 3 g·kg−1）组和四妙勇安汤低、中、

高剂量（6.075、12.150、24.300 g·kg−1）组，每组8只。

对照组和模型组分别 ig等体积的 0.9%氯化钠溶液，

其他 4组大鼠 ig相应的药物，每天 1次，持续 7 d，进

行预防性 ig给药。在 ig的第 3天，参照经典造模方

法［27］，从大鼠右后踝关节侧将 0.1 mL的尿酸钠混悬

液（1.25 mg）注入到踝关节腔内，注射过程中在关节

腔内会明显感受有落空感，大鼠关节腔对侧鼓起和

关节红肿发热表示造模成功。记录每天给药后大

鼠的体质量变化。在造模的第 0、6、24、48小时使用

游标卡尺对大鼠右踝关节同一部位测量，计算踝关

节肿胀度。最后 1 次给药 24 h 后 ip 10% 水合氯

醛麻醉，取大鼠血清、踝关节滑膜组织进行检测。

关节肿胀度＝（测定时间点厚度－初始厚度）/初始厚度

2.2.3　大鼠血清炎症指标检测和关节踝组织病理

损伤变化　在大鼠 ip 10% 水合氯醛麻醉后于腹主

动脉取血，离心 15 min取上清液放置−20 ℃冷藏，参

照 ELISA 试剂盒的操作步骤测定各组动物血清中

IL-17、IL-17F、环氧化酶-2（COX-2）、趋化因子-2（CXCL-

2）、IL-1β、TNF-α水平，并进行统计学分析。将各组

大鼠踝关节组织用 10% 多聚甲醛固定，用石蜡包

埋，切片，苏木-伊红（HE）染色，置于显微镜下观察。

2.2.4　qRT-PCR 法检测 MAPK 通路关键基因的表

达　 qRT-PCR 检 测 MAPK 信 号 通 路 关 键 靶 点

MAPK3、MAP2K1的表达，以GAPDH作为内参。提

取各组大鼠关节滑膜组织总 RNA，反转录合成

cDNA，通过荧光定量 PCR 仪进行 qRT-PCR 检测。

MAPK3、MAP2K1、GAPDH 引物（表 1），按照 2−ΔΔCt

相对定量方法计算。

2.2.5　Western blotting检测　取各组大鼠踝关节组

织，置研钵中研细，加入含 PMSF、蛋白酶抑制剂的

RIPA裂解液提取蛋白，离心后加入蛋白缓冲液，于

100 ℃恒温水浴 10 min使蛋白变性。蛋白样品经十

二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳，转至 PVDF

膜，加入 5% 脱脂牛奶，室温封闭 1 h，分别加入

MEK1/2 、ErK1/2 抗 体（ 1∶1 000）、GAPDH 抗

体（1∶5 000），4 ℃孵育过夜；TBST 洗涤 3次后，加

入二抗（1∶10 000），室温避光摇床 1 h，TBST 洗

涤 3次后，使用凝胶成像系统显影，利用 Image J软

件分析条带灰度值。

2.3　统计学分析

利用SPSS 26.0统计软件，采用 x
—
±s表示，组间

比较采用单因素方差（one-way ANOVA）分析，并利

用GraphPad Prism 8绘制柱状图。

3　结果

3.1　四妙勇安汤-痛风性关节炎共同靶点的筛选

在 TCMSP 数据库中以“金银花”“玄参”“当

归”“甘草”为关键词，检索并筛选得到 125个活性成

分，其有效成分作用靶点共 806个。在OMIM数据

库、GeneCards 数据库等多个数据库中以“gouty 

arthritis”为关键词检索，删去重复值，共筛选到痛风

性关节炎相关靶点 15 965个，将 15 965个疾病靶点

与 806个药物靶点通过 veeny2.1.0在线软件取交集，

得到四妙勇安汤和痛风性关节炎的共同靶点

700个。

3.2　PPI网络图的构建与分析

筛选出的四妙勇安汤和痛风性关节炎的 700个

共同靶点，将其导入STRING数据库相应位置，构建

PPI网络图，同时在该界面下载 tsv文件，将该文件

导入Cytoscape3.9.1工具中绘制网络图，图中节点越

大，则表明靶点的度值（degree）越高。选取出度值

大于 80的基因进行作图展示，如图 1所示，AKT1、

ALB、TNF、HSP90AA1、EGFR、SRC、VEGFA、

CCND1、HRAS、MAPK3、MAP2K1可能是四妙勇安

汤治疗痛风性关节炎的关键靶点。

3.3　药物-成分-靶点网络图的构建与分析

将四妙勇安汤 125 个活性成分和筛选得到的

700个交集靶点数据导入Cytoscape3.9.1软件，根据

Cytoscape3.9.1 软件中的“Analyze Network”计算度

值，其度值越高，表示与其他节点有更高的关联度。

表1　引物设计

Table 1　Primer sequence

基因

MAPK3

MAP2K1

GAPDH

NCBI序列号

NM_017347.3

NM_031643.4

NM_017008.4

引物序列（5’→3’）

F：ATCCTCCGGGGCCTCAAGTA

R：GGGCAAGGCCAAAATCACAG

F：GCGCTGCTGTTCATCGTGAC

R：CATGCATGCACTGCCTGTGA

F：GGGCTCTCTGCTCCTCCCTGT

R：ACGGCCAAATCCGTTCACC
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根据 degree值筛选出的较高的有β-谷甾醇、山柰酚、

槲皮素、木犀草素等，可能为治疗痛风性关节炎中

较重要的有效成分（图2）。

3.4　化合物-靶点-GO、KEGG 通路网络图的构建

与分析

运用Metascape在线数据库将四妙勇安汤与痛

风性关节炎的 700 个共同靶点基因进行 GO 和

KEGG通路分析，在GO分析中，如图 3所示，生物过

程（BP）中富集基因主要与炎症反应、对细胞迁移的

积极调节、对外部刺激反应的负调节、小分子代谢

过程的调控等过程密切相关；细胞组分（CC）分析包

括分泌颗粒、细胞质囊泡、内质网、高尔基、血小板

颗粒等；分子功能（MF）中富集基因靠前的有转录因

子结合、蛋白激酶活性、激酶调节活性等。KEGG代

谢通路主要富集于MAPK信号通路、PI3K-Akt信号

通路、IL-17信号通路、Ras信号通路等（图 4）。其中

MAPK 信 号 通 路 中 有 AKT1、CASP3、CHUK、

MAPK14、HSPB1、ERBB2、MAPK3、MAP2K1、TNF

等靶点（图 5），主要相关的活性成分包括槲皮素、山

柰酚、木犀草素、β-谷甾醇等。

3.5　四妙勇安汤改善痛风性关节炎大鼠踝关节肿

胀度

如表 2所示，与对照组比较，模型组造模后踝关

节肿胀度显著增加（P＜0.01），提示大鼠痛风性关节

炎模型成功；与模型组比较，秋水仙碱组、四妙勇安

汤低、中剂量组大鼠踝关节肿胀减小程度均不明

显，高剂量组可明显改善踝关节肿胀度（P＜0.05），

并且随着时间推移，各组大鼠踝关节肿胀均逐渐恢

复正常。

3.6　四妙勇安汤可缓解痛风性关节炎大鼠滑膜组

织炎性浸润

对照组大鼠踝关节组织形态完整，滑膜光滑连

续，骨质无破坏，没有炎症细胞浸润；模型组局部滑

膜细胞坏死，见滑膜细胞胞核固缩、崩解，胞质较多

浆液性物质渗出，周围伴有炎性细胞浸润，主要见

巨噬细胞和核呈圆形深染的淋巴细胞；阳性药秋水

图1　PPI网络

Fig. 1　PPI network

图2　药物-核心靶点图

Fig. 2　Medicine-core target
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图3　GO分析结果

Fig. 3　GO analysis result

图4　KEGG富集分析气泡图

Fig. 4　Bubble map of KEGG enrichment analysis
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仙碱关节组织滑膜结构清晰完整，但衬里层和衬里

下层不同程度炎性细胞浸润和纤维组织增生，炎性

细胞主要见巨噬细胞、淋巴细胞、核偏向于细胞一侧的浆

细胞和少量核呈杆状或分叶状的中性粒细胞；四妙勇安

汤低剂量组滑膜组织仍有较多炎性细胞浸润，四妙勇安

汤中、高剂量组踝关节组织形态基本正常（图6）。

3.7　四妙勇安汤可显著降低痛风性关节炎大鼠血

清炎性因子水平

如表 3 所示，与对照组相比，模型组大鼠血清

IL-17A、IL-17F、COX-2、CXCL-2、IL-1β、TNF-α水平

显著升高（P＜0.01）；与模型组相比，ig给予阳性药

和四妙勇安 汤 后 ，大 鼠 血 清 IL-17A、IL-17F、

COX-2、CXCL-2、IL-1β、TNF- α 水平降低 ，且四

妙勇安汤中、高剂量组炎症因子水平显著降

低（P＜0.05、0.01）。

3.8　 四 妙 勇 安 汤 降 低 MAPK 通 路 关 键 靶 点

MAPK3、MAP2K1 mRNA表达水平

如图 7 所示，与对照组比较，模型组 MAPK3、

MAP2K1的基因mRNA表达量显著上调（P＜0.01）；

与模型组相比，四妙勇安汤中、高剂量组 MAPK3、

MAP2K1的基因mRNA表达量显著下调（P＜0.01）。

图6　四妙勇安汤对痛风性关节炎大鼠踝关节组织病理变化的影响（HE，×400）

Fig. 6　Effect of Simiao Yong'an Decoction on histopathological changes of ankle joint in rats with GA (HE, ×400)

图5　MAPK信号通路-靶点-化合物网络

Fig. 5　MAPK signal pathway-target-compound network

表3　各组血清炎症因子水平比较（x
—

±s，n=8）

Table 3　Comparison of serum inflammatory factors in each group (x
—

±s, n=8)

组别

对照

模型

秋水仙碱

四妙勇

安汤

剂量/

（g·kg−1）

—

—

  0.000 3

  6.075

12.150

24.300

IL-17A/（ng·L−1）

39.12±6.16

54.15±6.87##

44.72±6.46**

47.06±6.49*

42.47±3.77**

41.32±9.05**

IL-17F/（ng·L−1）

13.71±2.43

20.25±2.58##

15.45±2.31**

17.16±3.33*

14.77±1.59**

14.84±2.08**

COX-2/（ng·L−1）

16.43±2.42

28.07±5.39##

19.37±4.65**

23.45±6.31

19.52±4.50**

18.43±3.96**

CXCL-2/（ng·L−1）

25.76±5.92

43.72±9.45##

30.84±7.05**

38.23±7.74

33.82±6.59*

32.92±6.81**

IL-1β/（ng·L−1）

7.09±1.50

10.38±2.42##

7.75±2.27**

8.28±1.50*

7.23±1.16**

7.28±1.73**

TNF-α/（ng·L−1）

71.66±13.85

97.69±10.81##

82.67±14.05*

87.56±13.91

77.28±15.09**

76.56±12.41**

与对照组比较：##P＜0.01；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01。
##P < 0.01 vs control group；*P < 0.05  **P < 0.01 vs model group.

表2　大鼠踝关节肿胀率（x
—

±s，n=8）

Table 2　Swelling rate of ankle joint in rats (x
—

±s, n=8)

组别

对照

模型

秋水仙碱

四妙勇

安汤

剂量/

（g·kg−1）

—

—

  0.000 3

  6.075

12.150

24.300

踝关节肿胀率/%

6 h

  6.00±1.22

18.23±8.35##

11.32±3.90*

14.49±4.95

14.94±6.05

11.78±2.43*

24 h

  1.98±0.78

22.44±10.76##

13.30±4.40*

17.00±5.79

18.46±8.35

14.06±6.51*

48 h

  0.73±0.41

16.70±6.30##

15.12±6.19

13.29±4.00

14.45±2.16

11.66±4.96

与对照组比较：##P＜0.01；与模型组比较：*P＜0.05。
##P < 0.01 vs control group；*P < 0.05 vs model group.
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3.9　四妙勇安汤对MEK1/2-ERK1/2途径相关蛋白

表达的影响

如图 8 所示，与对照组相比，模型组中 ErK1/

2、MEK1/2 蛋白的表达量显著上调（P＜0.01）；

与模型组相比，阳性组、四妙勇安汤高剂量组

中 ErK1/2、MEK1/2 蛋白的表达量显著下调（P＜

0.01）。四妙勇安汤可能通过降低痛风性关节

炎大鼠踝关节组织 MEK1/2、ErK1/2 蛋白表达，

减轻炎性反应，从而对痛风性关节炎有一定治

疗作用。

4　讨论

痛风属于中医“痹症”范畴，最早载于朱丹溪

《格致余论·痛风》，《内经》载：风湿寒三气杂至，合

而为痹。中医药治疗痛风性关节炎的作用机制主

要与减少尿酸生成、促进尿酸排泄、降低炎症因子

表达等方面有关［28-31］。四妙勇安汤由四味药食同源

药材金银花、玄参、当归、甘草组成，网络药理学结

果表明槲皮素、山柰酚、木犀草素、β-谷甾醇等是其

与对照组比较：##P＜0.01；与模型组比较：**P＜0.01。
##P < 0.01 vs control group；**P < 0.05 vs model group.

图7　四妙勇安汤对痛风性关节炎大鼠MAPK信号通路mRNA表达的调控作用（x
—

±s，n=3）

Fig. 7　Regulation effect of Simiao Yong'an Decoction on mRNA expression of MAPK signaling pathway in GA rats (x
—

±s, n=3)

与对照组比较：##P＜0.01；与模型组比较：**P＜0.01。
##P < 0.01 vs control group；**P < 0.01 vs model group.

图8　四妙勇安汤对痛风性关节炎大鼠MEK1/2-ERK1/2通路蛋白表达的调控作用（x
—

±s，n=3）

Fig. 8　Regulation effect of Simiao Yong'an Decoction on protein expression of MEK1/2-ERK1/2 pathway in GA rats (x
—

±s, n=3)
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主要的活性成分，主要富集于MAPK信号通路。槲

皮素是一种天然的黄酮类化合物，可以降低细胞内

氧化应激，能够抑制参与尿酸盐产生的酶而降低血

清尿酸盐水平，增加肾脏尿酸盐排泄，同时还具备

抗炎作用，通过抑制NLRP3炎症小体激活降低炎症

反应［32］。槲皮素能够减轻痛风性关节炎引起踝关

节骨破坏，降低 IL-17通路中 IL-6、IL-17A和 IL-17F

的表达以达到治疗痛风性关节炎的作用［33］。山柰

酚属于天然多酚类化合物，其对类风湿关节炎是通

过阻断 MAPK 途径活化干预成纤维细胞样滑膜细

胞的迁移和迁徙而发挥作用［34］。木犀草素以糖苷

的形式存在于多种植物中，有抗炎、抗氧化等多种

生物活性［35］，能够抑制TNF-α、IL-1β等因子的表达，

有效缓解急性痛风性关节炎模型大鼠的肿胀［36］。β-

谷甾醇是青蒿属植物的有效成分，具有抗菌、抗炎、

抗氧化等作用［37］，能抑制炎症因子的产生［38］。这些

可能是四妙勇安汤发挥治疗痛风性关节炎作用的

主要药效物质基础。MAPK 信号通路主要参与细

胞凋亡及炎症因子信号传递，既能调节免疫细胞的

功能，又能促进免疫系统的活化，以助于抵抗外来

的感染性病原体，干预并减弱机体对于炎症反应的

发生［39］。MAPK作为经典的炎症信号通路之一，转

导包括细胞外信号调节激酶（ERK1/2）、C-Jun氨基

末端激酶（JNK）、p38 丝裂原活化蛋白激酶（p38 

MAPK）3条信号转导途径，其均介导了痛风性关节

炎的发生与发展［29］。

因此，建立痛风性关节炎大鼠模型，给予四妙

勇安汤后，血清中 IL-17A、IL-17F、COX-2、CXCL-2、

IL-1β和TNF-α等炎症因子含量降低，结合组织切片

观察结果表明四妙勇安汤具有改善痛风性关节炎

大鼠关节滑膜增生及炎症细胞浸润等组织病理学

改变的作用，能有效减轻痛风性关节炎大鼠的炎性

反应。qRT-PCR 和 Western blotting实验表明，与模

型组相比，四妙勇安汤给药组 MAPK3、MAP2K1 基

因 mRNA 和蛋白的 MEK1/2、ErK1/2表达水平显著

下调。MAPK3和MAP2K1都属于MAP激酶家族，

MAPK3 又称 ERK1，与细胞的生长增殖、迁移等功

能密切相关。 MAP2K1 又称 MEK1，MEK 作为

MAPK 激酶家族中的重要成员，包括 MEK1 和

MEK2 2 种亚型，介导其下游的靶蛋白 ERK1 和

ERK2 磷酸化，从而激活 ERK1 和 ERK2，ERK1 和

ERK2磷酸化介导多种特异性蛋白的表达以及引起

多种转录因子的活性改变，进而调控细胞生长、分

化、发育等生理功能，参与细胞增殖分化、细胞迁

移等过程，调节 MEK1/2、ErK1/2 的表达，能够影

响 p-ERK介导的下游转录因子的表达，进而调控炎

症反应［39-41］。

本研究表明四妙勇安汤可以降低IL-17A、IL-17F、

COX-2、CXCL-2、IL-1β、TNF-α炎症因子含量，作用

于MAPK信号通路，降低痛风性关节炎大鼠踝关节

组织MEK1/2、ErK1/2蛋白表达，减轻痛风性关节炎

造成的炎细胞浸润，减轻炎性反应，从而对痛风性

关节炎有一定治疗作用。四妙勇安汤可能通过抑

制 MEK1/2-ERK1/2途径和降低炎症因子的表达来

发挥治疗作用，但具体的作用机制尚未完全阐明，

因此需要进一步的研究来解释这一现象。

利益冲突利益冲突 所有作者均声明不存在利益冲突
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