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NLRP3/GSDMD 介导的细胞焦亡在痛风性关节炎中的调控机制  
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黑龙江中医药大学  中医药研究院，黑龙江 哈尔滨  150040 

摘  要：目的  探究 NOD 样受体蛋白 3（NLRP3）炎症小体介导的细胞焦亡在痛风性关节炎（GA）中的调控机制。方法  通

过 GeneCards 数据库筛选 GA 相关靶点，GSEA 数据库检索细胞焦亡相关靶点，借助 STRING 平台构建交集基因的蛋白质-蛋

白质相互作用（PPI）网络，预测 GA 中细胞焦亡相关作用机制；将 96 只 SPF 级雄性大鼠适应性喂养 1 周后，分 2 批（每批

48 只），每批随机分为对照组、模型组、MCC950（NLRP3 抑制剂，2、4、8、10 mg·kg−1）组或 LDC7559[（消皮素 D（GSDMD）

抑制剂，2、4、8、10 mg·kg−1]组，每组 8 只。除对照组外，其余各组大鼠均通过右后肢踝关节注射尿酸钠（MSU）构建

GA 大鼠模型，以大鼠血清中白细胞介素-1β（IL-1β）含量及关节组织中 IL-1β mRNA 及蛋白表达水平为指标，筛选 2 种抑

制剂的最佳作用剂量；另取 32 只 SPF 级雄性大鼠随机分为对照组、模型组、MCC950（8 mg·kg−1）组、LDC7559（4 mg·kg−1）

组，除对照组外，其余各组均采用上述相同方法构建 GA 模型。计算各组大鼠关节肿胀度；采用苏木素-伊红（HE）染色法

观察关节组织病理变化；全自动生化分析仪测定大鼠血清尿酸（SUA）、肌酐（SCr）、尿素氮（BUN）含量；酶联免疫吸附

法（ELISA）检测大鼠血清 IL-1β、IL-8、TNF-α 水平；实时荧光定量 PCR（qRT-PCR）法检测大鼠关节组织中凋亡相关斑点样

蛋白（ASC）、含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶-1（Caspase-1）、NLRP3、GSDMD、IL-1β 的 mRNA 表达；Western blotting 检

测大鼠关节组织中 NLRP3、GSDMD、消皮素 D-N 端（GSDMD-N）、IL-1β、白细胞介素 1β 前体（pro-IL-1β）、Caspase-1、半

胱氨酸天冬氨酸蛋白水解酶-1 前体（pro-Caspase-1）、ASC 蛋白表达水平；免疫共沉淀（COIP）法验证 NLRP3 与 GSDMD

的结合情况。明确最佳抑制剂剂量干预下 NLRP3/GSDMD 介导的细胞焦亡在 GA 中的调控机制。结果  网络药理学分析显

示，共筛选得到 352 个 GA 作用靶点、60 个细胞焦亡作用靶点及 14 个交集基因，核心靶点与 NOD 样受体通路密切相关；

MCC950、LDC7559 的最佳剂量分别为 8、4 mg·kg−1。与对照组相比，MSU 诱导的 GA 模型大鼠右后肢踝关节及足底均发

生不同程度的红肿、发热，关节滑膜重度增厚，结缔组织增生，伴新生血管形成及淋巴细胞、中性粒细胞浸润，关节腔内可

见坏死细胞碎片；血清 SUA、SCr、BUN 及 IL-1β、IL-8、TNF-α 水平均显著升高（P＜0.01），关节组织中 NLRP3、GSDMD、

ASC、Caspase-1、IL-1β 等焦亡关键基因及蛋白表达均显著上调（P＜0.05、0.01、0.001），提示 GA 急性发作时 NOD 样受体

通路激活并诱发焦亡；经 MCC950 或 LDC7559 干预后，NLRP3 炎症小体的活化被抑制，GSDMD、ASC、Caspase-1、IL-1β

蛋白表达降低；且抑制 GSDMD 激活后 NLRP3 蛋白表达也显著下调；COIP 结果证实，NLRP3 与 GSDMD 具有紧密的互作

关系。结论  NLRP3/GSDMD 通路可通过调控细胞焦亡参与 GA 疾病进程，为 GA 的治疗提供潜在靶点。 
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Regulatory mechanism of NLRP3/GSDMD-mediated pyroptosis in gouty arthritis 
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Abstract: Objective  To explore the regulatory mechanism of NOD-like receptor protein 3 (NLRP3) inflammasome-mediated 

pyroptosis in gouty arthritis (GA). Methods  GA-related targets were screened through the GeneCards database, and pyroptosis-

related targets were retrieved from the GSEA database. The protein-protein interaction (PPI) network of the intersection genes was 

constructed with the STRING platform to predict the mechanism of pyroptosis in GA. Ninety-six SPF male rats were adaptively fed 

for one week and then divided into two batches (48 rats each). Each batch was randomly divided into a control group, a model group, 

                                                        
收稿日期：2025-07-13 

基金项目：国家自然科学基金资助项目（82074149）；黑龙江省自然科学基金资助项目（PL2024H242） 

作者简介：梁淼雨（2001—），硕士研究生，研究方向为中药药性理论及药效物质基础。E-mail: 15776343006@163.com 

*通信作者：于栋华，博士，副教授，研究方向为中药药性理论及药效物质基础。E-mail: yudonghua1015@163.com 



第 48 卷第 12 期  2025 年 12 月     Drug Evaluation Research    Vol. 48 No. 12  December 2025 

    

·3539· 

MCC950 (NLRP3 inhibitor, 2, 4, 8, 10 mg·kg−1) groups or LDC7559 [(Gasdermin D (GSDMD) inhibitor, 2, 4, 8, 10 mg·kg−1) groups, 

with 8 rats in each group. Except for the control group, the other groups were injected with sodium monosulfate (MSU) into the right 

hind ankle joint to establish the GA rat model. The content of interleukin-1β (IL-1β) in rat serum and the expression levels of IL-1β 

mRNA and protein in joint tissues were used as indicators to screen the optimal doses of the two inhibitors. Another 32 SPF male rats 

were randomly divided into a control group, a model group, an MCC950 (8 mg·kg−1) group, and an LDC7559 (4 mg·kg−1) group. 

Except for the control group, the other groups were also established with the same method as above. The degree of joint swelling in 

each group was calculated. The pathological changes of joint tissues were observed by hematoxylin-eosin (HE) staining. The contents 

of serum uric acid (SUA), creatinine (SCr), and blood urea nitrogen (BUN) in rats were determined by an automatic biochemical 

analyzer. The levels of IL-1β, IL-8, and TNF-α in rat serum were detected by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). The 

mRNA expressions of apoptosis-associated speck-like protein (ASC), Caspase-1, NLRP3, GSDMD, and IL-1β in rat joint tissues were 

detected by real-time fluorescence quantitative PCR (qRT-PCR). The protein expressions of NLRP3, GSDMD, Gasdermin D-N-

terminal (GSDMD-N), IL-1β, pro-IL-1β, Caspase-1, pro-Caspase-1, and ASC in rat joint tissues were detected by Western blotting. 

The binding of NLRP3 and GSDMD was verified by co-immunoprecipitation (COIP). The regulatory mechanism of NLRP3/GSDMD-

mediated pyroptosis in GA under the optimal inhibitor dose was clarified. Results  Network pharmacological analysis showed that a 

total of 352 GA-related targets, 60 pyroptosis-related targets, and 14 intersection genes were screened, and the core targets were closely 

related to the NOD-like receptor pathway. The optimal doses of MCC950 and LDC7559 were 8 and 4 mg·kg−1, respectively. Compared 

with the control group, the right hind ankle joint and plantar of the MSU-induced GA model rats showed varying degrees of redness, 

swelling, and fever, with severe thickening of the synovium, connective tissue hyperplasia, accompanied by neovascularization and 

infiltration of lymphocytes and neutrophils, and necrotic cell debris were visible in the joint cavity. The levels of serum SUA, SCr, 

BUN, IL-1β, IL-8 and TNF-α were all significantly increased (P < 0.01), and the expressions of key pyroptosis-related genes and 

proteins such as NLRP3, GSDMD, ASC, Caspase-1 and IL-1β in joint tissues were significantly upregulated (P < 0.05, 0.01, 0.001), 

suggesting that the NOD-like receptor pathway was activated and pyroptosis was induced during the acute attack of GA. After 

intervention with MCC950 or LDC7559, the activation of NLRP3 inflammasome was inhibited, and the expressions of GSDMD, ASC, 

Caspase-1 and IL-1β proteins were decreased. Moreover, the expression of NLRP3 protein was also significantly downregulated after 

inhibiting GSDMD activation. COIP results confirmed that NLRP3 and GSDMD have a close interaction. Conclusion  The 

NLRP3/GSDMD pathway can participate in the disease process of GA by regulating GA cell pyroptosis, providing a potential target 

for the treatment of GA.

Key words: NLRP3/GSDMD signaling axis; pyroptosis; network pharmacology; gouty arthritis; GSDMD; NLRP3 

 

痛风性关节炎（GA）是由尿酸钠（MSU）晶体

在关节内沉积介导的炎症性关节疾病[1]。当患者血

液中尿酸浓度超过溶解度阈值、达到过饱和状态

时，MSU 晶体会在软骨、滑膜及关节周围组织中沉

积，持续刺激关节滑膜并触发一系列病理级联反

应，最终引发关节局部的炎症反应[2]。目前，GA 的

患病率在全球范围内呈显著上升趋势，疾病发作时

关节及周围组织会出现典型的红、肿、热、痛症状，

严重干扰患者的日常生活与工作[3]，已成为受到全

球医疗系统广泛关注的公共卫生问题。同时，相关

研究证实[4]，细胞焦亡与 GA 的发病机制密切相关，

其可通过激活 NOD 样受体蛋白 3（NLRP3）炎症小

体、促进炎症因子释放等途径，在 GA 的病理进程

中发挥关键作用。已有研究表明，MCC950 是一种

有效的 NLRP3 炎症小体抑制剂[5]。LDC7559 作为

消皮素 D（GSDMD）抑制剂，可抑制 GSDMD 活

化[6]。基于此，本研究以细胞焦亡为理论核心，深

入探究 GA 的发病机制，旨在为疾病的防治提供理

论支撑。 

细胞焦亡是一种具有炎症效应的程序性细胞

死亡方式，主要分为经典的半胱氨酸天冬氨酸蛋白

水解酶-1（Caspase-1）依赖型与非经典的 Caspase-

4/5/11 依赖型 2 类[7-11]。其中，经典途径与 NLRP3

炎症小体的激活密切相关：当病原体相关分子模式

（PAMPs）或损伤相关分子模式（DAMPs）与炎症小

体感受器结合并激活后，会诱导 Caspase-1 募集形成

大分子复合物；复合物形成后 Caspase-1 被激活，进

而催化白细胞介素-1β 前体（pro-IL-1β）和白细胞介

素-18 前体（pro-IL-18）裂解，促使成熟的白细胞介

素-1β（IL-1β）与白细胞介素-18（IL-18）释放，最

终启动细胞焦亡[12]。此外，GSDMD 作为 Caspase-

1、4、5、11 的共有底物，是触发细胞焦亡的关键执
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行分子[13]：在焦亡过程中[14-15]，GSDMD 可被活化

的 Caspase-1 或 Caspase-4/5/11 剪切，产生具有成孔

活性的氨基末端片段（GSDMD-N）；该片段会定位

于细胞质膜及线粒体膜，与磷脂酰肌醇磷酸盐

（PIPs）、磷脂酰丝氨酸（PS）、心磷脂（CL）等酸性

脂质结合并寡聚形成环状结构，插入磷脂双分子层

后形成跨膜大孔道；此孔道可导致 IL-1β、IL-18 等

炎症细胞因子及细胞内容物释放，最终引发细胞膜

破裂与细胞焦亡[16]。 

在 GA 的病理发展过程中，关节内沉积的 MSU

晶体可直接诱导 NLRP3 炎症小体过度激活，进而促

使Caspase-1活化；活化的Caspase-1不仅能促进 pro-

IL-1β成熟，还可剪切GSDMD的氨基末端（GSDMD-

N）与羧基末端（GSDMD-C）之间的连接区域，破

坏其结构完整性，最终导致细胞膜孔道形成与细胞

焦亡发生[17-19]。基于上述机制，本研究以 NLRP3 炎

症小体及焦亡执行蛋白 GSDMD 为核心切入点，探

究 2 者在 GA 相关细胞焦亡中的调控作用。 

网络药理学作为整合生物信息学、化学信息学

与系统生物学的研究技术，通过大数据分析与网络

可视化手段开展药物研发相关研究[20]；其以“疾病-

基因-药物-靶点”相互作用网络为基础，从整体视

角解析靶蛋白与疾病的关联，系统揭示靶蛋白对疾

病网络的调控效应。因此，本研究通过网络药理学

预测 GA 焦亡发生的关键途径，以 MSU 诱导的 GA

模型大鼠为研究对象，并给予通路抑制剂—

NLRP3 抑制剂/GSDMD 抑制剂进一步阐明 GA 细

胞焦亡的机制。 

1  材料 

1.1 仪器 

TDZ5-WS 型台式离心机，湖南湘仪实验室仪

器开发有限公司；FA2004 型电子天平，中国天马股

份有限公司；EclipseCi-L 型全自动生物显微镜，日

本丹吉尔公司；Gamma1-16 型冻干机，德国 marin 

christ 公司；ZMN-7803 型全自动组织包埋机，常州

市华利电子有限责任公司；Chemray360 型全自动生

化分析仪，雷度米特医疗设备上海有限公司；ZMN-

6802 病理组织漂烘仪，常州市华利电子有限责任公

司；R139 型轮转切片机、EM AC20 型全自动染色

机、CV5030 型全自动封片机、DM2000 LED 型显

微镜，ASP 6025 S 型全自动脱水机，徕卡显微系统

上海贸易有限公司；FRESCO 17 型台式高速冷冻离

心机、A28132 型实时荧光定量 PCR 检测系统，赛

默飞世尔科技公司；ClinxChemiScope 6000 型化学

发光仪，上海勤翔科学仪器有限公司；ELx800 型酶

标仪，美国伯腾仪器有限公司；DYY-7C 型电泳仪

电源、DYCZ-24DN 型双垂直电泳仪，北京六一生

物科技有限公司；eBlotTmL1 型快速转膜仪，金斯

瑞生物科技有限公司；TS-8 型水平脱色摇床，海门

其林贝尔仪器制造有限公司。 

1.2  试剂 

MSU（批号 J2122579），上海阿拉丁生化科技

股份有限公司；聚山梨酯 80（批号 20200205），天

津市富宇精细化工有限公司；戊巴比妥钠（批号

20190112），天津市大茂化学试剂厂；二甲基亚砜

（DMSO，批号 RNBG8041），西格玛奥德里奇（上

海）贸易有限公司；3%双氧水，长沙华康消毒剂厂；

4%多聚甲醛组织固定液（批号 P0099）、RIPA 强裂

解液（批号 P0013B）、BCA 蛋白浓度测定试剂盒（批

号 P0012）、超敏 ECL 化学发光试剂盒（批号

P0018S）、Cy3 标记山羊抗兔 IgG（H＋L）（批号

A0516）、Cy3 标记山羊抗小鼠 IgG（H＋L）（批号

A0521）均购于上海碧云天生物技术有限公司；苏

木精-伊红（HE）染色液（批号 BA4025），珠海贝

索生物技术有限公司；冰醋酸（批号 A35-500），上

海国药集团化学试剂有限公司；大鼠血清尿酸

（SUA）检测试剂盒（批号 C012-2-1）、大鼠血清肌

酐（SCr）检测试剂盒（批号 C011-2-1）、大鼠血清

尿素氮（BUN）检测试剂盒（批号 C013-1-1）、大鼠

血清 IL-1β 检测试剂盒（批号 20201208）、大鼠血

清 IL-8 检测试剂盒（批号 20201113）、大鼠血清肿

瘤坏死因子（TNF）-α 检测试剂盒（批号 20211025）

均购于南京建成生物工程研究所；PVDF 膜（批号

IPVH00010），密理博中国有限公司；RIPA 裂解液

（ 批 号 AJG1896A ）、 反 转 录 试 剂 盒 （ 批 号

ALG2222A），实时荧光定量聚合酶链式反应（qRT-

PCR）试剂盒（批号 CJAN611），日本 TaKaRa 公司；

抗体：GSDMD-N（批号 ab219800）、pro-Caspase-1

（批号 ab179515），艾博抗（上海）贸易有限公司；

IL-1β（批号 bs-0812R），北京博奥森生物技术有限

公司；β-actin（批号 66009-1-Ig），武汉三鹰生物技

术有限公司；Anti-Rabbit IgG（H＋L）Antibody、

Peroxidase-Labeled（批号 074-1506）、Anti-Mouse 

IgA＋IgG＋IgM（H＋L）Antibody，Human Serum 

Adsorbed and Peroxidase-Labeled（批号 074-1807），

上海拜礼生物公司。LDC7559（GSDMD 抑制剂，
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批号 HYC000032330）、MCC950（NLRP3 抑制剂，

批号 HYBG00058535），上海皓元生物医药科技有

限公司；磷酸盐缓冲液（PBS，pH 7.4）、柠檬酸缓

冲液（pH 6.0），广州安恺立生物科技有限公司；FITC

标记山羊抗兔 IgG（批号 GB22303）、FITC 标记的

山羊抗小鼠 IgG（批号 GB22301），武汉赛维尔生物

科技有限公司；NLRP3 抗体（批号 DF7438）、

GSDMD 抗体（批号 DF13758），江苏亲科生物研究

中心有限公司。 

1.3  动物 

SPF 级 SD 雄性大鼠，体质量（200±20）g，

动物由黑龙江中医药大学实验动物中心提供，实验

动物生产许可证号 SCXK（黑）2015-004，大鼠饲

养于温度 20～25 ℃，湿度为 40%～60%的环境中。

实验动物给予标准饲料和自由饮水，并获得黑龙江

中 医 药 大 学 伦 理 委 员 会 批 准 ， 批 准 编 号

DXLL2019081601。 

1.4  细胞 

THP-1 细胞由普拉特泽生物公司提供。 

1.5  实验所用数据库及软件 

通 用 蛋 白 质 数 据 库 UniProt

（https://www.uniprot.org/）；在线人类孟德尔遗传数

据库 OMIM（https://omim.org/）；蛋白质互作平台

STRING V 11.0（https://string-db.org/）；生物学信息

注 释 数 据 库 DAVID V 6.8 （ https://david. 

ncifcrf.gov/）；网络拓扑属性分析软件 Cytoscape 

3.7.2 （ http://cytoscape.org/ ）； GSEA 数 据 库

（https://www.gsea-msigdb.org）。 

2  方法 

2.1  网络药理学分析 

2.1.1  GA 焦亡发生的靶点   运用 GeneCards、

OMIM 数据库，以“gouty arthritis”为检索词检索

疾病相关的靶点；采用 GSEA 数据库，以

“pyroptosis”为关键词检索焦亡关键靶点，将疾病靶

点与焦亡靶点取交集得到共同靶点即为 GA 焦亡发

生过程中的相关靶点，并利用 venny 2.1 在线平台

绘制韦恩图。 

2.1.2  蛋白质-蛋白质相互作用（PPI）网络的构建  

将上述“2.1.1”得到的关键靶点信息导入 STRING

数据库，获得潜在靶点之间的相互联系。利用

Cytoscape 3.7.2 软件进行可视化分析，构建 PPI 互

作网络。 

2.1.3  基因本体（GO）和京都基因与基因组百科全

书（KEGG）通路富集分析   采用 R 语言中

clusterProfiler 程序包对共有的靶标进行 GO 分类富

集分析和 KEGG 通路富集分析，对应的核心靶蛋白

直接映射到通路上，核心靶点富集的通路即为 GA

焦亡发生的关键通路，并绘制气泡图。 

2.2  炎症小体抑制剂最佳给药剂量的筛选 

2.2.1  MCC950 给药剂量的筛选 

（1）MSU 溶液的制备：精密称取 MSU 1.25 g，

置于 45 mL 0.9%氯化钠溶液中，加入 5 mL 聚山梨

酯 80，加热搅拌，配制质量浓度为 25 mg·mL−1 的

溶液。 

（2）MCC950 溶液的制备：精密称取 MCC950 

10 mg，溶解于 100 mL 的 0.9%氯化钠溶液[21]，配

制成质量浓度为 0.1 mg·mL−1 的溶液。 

（3）造模、分组与给药：48 只 SD 大鼠分成 6

组，每组 8 只。分别为对照组、模型组、MCC950

（2、4、8、10 mg·kg−1）组。除对照组外，其余各组

大鼠右后肢踝关节后侧沿跟腱内侧以 30°～40°方

向，关节腔内注入 0.2 mL MSU 溶液，以关节囊对

侧鼓起为注入标准[22]，对照组于同一部位注射 0.9%

氯化钠溶液，各组均连续造模 7 d，造模第 5 天开

始给药，各给药组均按对应剂量每日 1 次尾 iv 给

药，模型组 iv 等量 0.9%氯化钠溶液，连续 3 d。 

2.2.2  LDC7559 给药剂量的筛选 

（1）LDC7559 溶液的制备：精密称取 LDC7559 

10 mg，溶解于 100 mL 的 0.9%氯化钠溶液，配制

成质量浓度为 0.1 mg·mL−1 的溶液。 

（2）造模、分组与给药：48 只 SD 大鼠分成 6

组，每组 8 只。分别为对照组、模型组、LDC7559

（2、4、8、10 mg·kg−1）组。造模及给药方法同“2.2.1

（3）”项下方法。 

2.2.3  样品的收集与处理  给药结束后，采用 3%

戊巴比妥钠麻醉大鼠，腹主动脉采血，室温下自然

凝血 1 h，3 500 r·min−1、4 ℃、离心 15 min 分离血

清；采血完毕后，取大鼠踝关节组织，10%多聚甲

醛固定后备用，其余冻存。 

2.2.4  ELISA 法检测大鼠血清 IL-1β 含量  取血清

50 μL，按试剂盒操作说明书操作。 

2.2.5  qRT-PCR 检测各组大鼠踝关节组织中 IL-1β 

mRNA 表达水平  取踝关节滑膜组织，采用 Trlzol

法提取总 RNA，反转录进行 cDNA 合成，以 GAPDH

为内参，检测大鼠关节组织中 IL-1β mRNA 表达水

平。引物由大连宝生物公司合成（表 1），反应条件 
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表 1  PCR 引物序列 

Table 1  PCR primer sequences 

引物 引物序列（5'→3'） 

GAPDH F: CACCCACTCCTCCACCTTTG 

 R: CCACCACCCTGTTGCTGTAG 

GSDMD F: GCCAGAAGAAGACGGTCACCATC 

 R: TTCGCTCGTGGAACGCTTGTG 

ASC F: TGGAGTCGTATGGCTTGGAG 

 R: TGTCCTTCAGTCAGCACACT 

NLRP3 F: AGTAGGCTCTCCATCCATT 

 R: TCTGTCTGTCTGTCTGTCT 

Caspase-1 F: TGCTACGCTCCGAATCTA 

 R: GTTCCACATCTGACTTAGGT 

IL-1β F: TCTTTGAAGTTGACGGACCC 

 R: TGAGTGATACTGCCTGCCTG 

为：95 ℃预热 30 s，95 ℃变性 5 s、60 ℃退火 31 s，

40 个循环，95 ℃ 扩增 15 s。结果通过 2−Ct 进行

相对定量。 

2.2.6  Western blotting 法检测各组大鼠踝关节 IL-

1β 蛋白水平的表达  参照 BCA 试剂盒说明书进行

蛋白浓度的测定。样品制备，取 20 μg 的样本加入

到 loading buffer 中进行混匀，在 95 ℃进行加热变

性 5 min。计算含 20 μg 蛋白的溶液体积，即为上样

量。用 1×loading buffer 补至每个加样孔的总体积

一致，在浓缩胶电压为 80 V，40 min，分离胶电压

120 V，30～50 min 条件下电泳。电泳结束后，将

胶取下，根据预染 Marker 相对分子质量范围，剪切

目的表达区域，PVDF 膜预先浸泡甲醇 5 min，再进

行转膜，条件为 350 mA，转膜时间为 1 h。将 PVDF

膜放入封闭液中，室温条件下封闭 1 h。把封闭后的

PVDF 膜置于一抗中，4 ℃条件下孵育过夜。一抗

孵育结束后，PBST 洗膜 5 次，每次间隔 5 min。加

入 HRP 标记的二抗，常温孵育 1 h 振荡孵育。孵育

结束后用 PBST 洗膜 5 次，每次间隔 5 min。曝光结

束后保存并导出图片。 

2.3  NLRP3/GSDMD 介导 GA 诱导细胞焦亡的机

制验证 

2.3.1  造模、分组及给药  32 只大鼠随机分为对

照组、模型组、MCC950（8 mg·kg−1）组、LDC7559

（4 mg·kg−1）组，造模及给药同“2.2.1（3）”项下方法。 

2.3.2  样品的收集与处理  同“2.2.3”项下方法。 

2.3.3  大鼠关节肿胀度的测量  采用缚线法在造

模前及造模后 6、12、24、72、120、168 h 测量大

鼠右侧踝关节周长（单次测量 3 次取平均值），计算

关节肿胀度。 

关节肿胀度＝测试时间点的大鼠踝关节周长－大鼠踝

关节原始周长 

2.3.4  大鼠踝关节滑膜组织病理学检测  取各组大

鼠踝关节滑膜组织，于 4%多聚甲醛中固定，脱水、

透明、石蜡包埋，制备组织切片，切片厚度 4 μm，

HE 染色、封片后，于显微镜下观察组织病理学变化。 

2.3.5  大鼠血清 SUA、SCr、BUN 水平的检测  取

“2.3.2”项下分离的血清 50 μL，采用全自动生化分

析仪测定血清 SUA、SCr、BUN 含量；剩余血清于

−80 ℃超低温冰箱冻存，用于后续指标的检测。 

2.3.6  大鼠血清 IL-1β、IL-8、TNF-α 水平的检测  

取“2.3.2”项下分离的血清 50 μL，按试剂盒操作说

明书操作。 

2.3.7  qRT-PCR 法检测各组大鼠踝关节组织中

ASC、Caspase-1、NLRP3、GSDMD、IL-1β 的 mRNA

表达水平  取“2.3.2”项下大鼠踝关节滑膜组织，

采用 Trlzol 法提取总 RNA，反转录进行 cDNA 合

成，以 GAPDH 为内参，检测大鼠踝关节组织中

ASC、Caspase-1、NLRP3、GSDMD、IL-1β 的 mRNA

表达水平。引物由大连宝生物公司合成（表 1），反

应条件为：95 ℃预热 30 s，95 ℃变性 5 s、60 ℃

退火 31 s，40 个循环，95 ℃扩增 15 s。结果通过

2−Ct 进行相对定量。 

2.3.8  Western blotting 法检测各组大鼠踝关节中

NLRP3、GSDMD、GSDMD-N、IL-1β、pro-IL-1β、

Caspase-1、pro-Caspase-1、ASC 蛋白水平的表达  

同“2.2.6”项下方法。 

2.4  免疫共沉淀 

将 THP-1 细胞经超声（80 W、20 kHz）5 min 破

碎后离心取上清，用 BCA 蛋白浓度测定试剂盒检测

上清中蛋白浓度；取洁净 EP 管，每管加入 5 μL 经

1×PBST 缓冲液（3 000 r·min−1，重复清洗 6 次以除

杂）清洗后的蛋白 A＋蛋白 G 磁珠，再按 1 μg·mg−1

蛋白的比例加入对应目标蛋白的特异性抗体，每组

同时设对照管，加入与特异性抗体同物种的免疫球

蛋白 G 抗体以排除非特异性结合干扰。另取洁净

EP 管，加入 2×十二烷基硫酸钠上样缓冲液，取

少量上述离心后的细胞上清液直接加入制样（作为

输入样品，用于验证蛋白是否成功提取），剩余上

清全部加入前述免疫沉淀用管；将免疫沉淀用管置

于旋转混合仪，4 ℃旋转孵育过夜，孵育后用 1×

PBST 缓冲液清洗磁珠，弃上清并加入 1×十二烷
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基硫酸钠上样缓冲液制样，最终将免疫沉淀样品与

输入样品一同进行蛋白质印迹法检测并分析结果。 

2.5  统计学处理  

数据均采用 SPSS26.0 软件进行分析，结果以

x s 表示。多组间比较采用单因素方差分析（one-

way ANOVA）；依据方差齐性结果采用不同的检验

方法，若方差齐则采用 LSD 法检验，若不齐则采用

Dunnett's T3 法检验；计数资料则采用2 方检验或

非参数检验，以 P＜0.05 为统计学有显著差异。 

3  结果 

3.1  网络药理学分析结果 

3.1.1  GA 与细胞焦亡发生的关键靶点  利用网络药

理学方法筛选得到 352 个 GA 作用靶点和 60 个细胞

焦亡作用靶点，运用 UniProt 数据库对预测到的靶点

信息格式进行标准化，将上述二者所得靶点用 Venny 

2.1 获得 14 个交集基因（图 1），导入 STRING 数据

库，获得潜在靶点之间的相互联系。利用 Cytoscape 

3.7.2 软件对 STRING 数据库的蛋白质相互作用分析

结果进行可视化分析，构建 PPI 网络图，得到 13 个

节点（图 2），并按度值大小提取核心靶标，筛选出 GA

焦亡发生过程中排名前 6 位的核心靶点为：Caspase-

1、IL-1β、TNF-α、NLRP3、IL-6、IL-18。 

3.1.2  GO、KEGG 通路富集分析  将 6 个核心靶点

导入 DAVID 6.8 在线数据库，以 P＜0.05 为条件，

共筛选得到 144 个条目，其中生物过程（BP）条目

122 个，细胞组分（CC）条目 11 个，分子功能（MF）

条目 11 个，根据 P 值大小，选取排名前 10 的条目

绘制气泡图（图 3）。利用 KEGG 将关键靶蛋白映射

至通路，以 P＜0.05 为筛选条件，通路富集分析得到

47 条通路；以 fold enrichment 和 P 值为指标，选择

count 排名前 20 的通路绘制气泡图（图 4）。相关研

究表明，NOD 样受体属于模式识别受体，参与机体

固有免疫[23]，且与 GA 焦亡的发生密切相关。 

3.2  炎症小体抑制剂最佳给药剂量筛选结果 

3.2.1   各组大鼠血清 IL-1β 含量测定结果  IL-1β

是 GA 炎症发作的核心效应因子，也是 NLRP3 炎

症小体激活后的关键下游功能分子，本研究通过检

测其血清水平筛选抑制剂的最佳作用浓度，结果见

图 5。与对照组相比，模型组大鼠血清 IL-1β 水平

显著升高（P＜0.01）；相较于模型组，MCC950 组

及 LDC7559 不同剂量（2、4、8 mg·kg−1）组的血清

IL-1β 水平平均显著回调（P＜0.05、0.01、0.001）。

其中，MCC950 以 8 mg·kg−1 剂量的作用效果最佳，  

 

图 1  韦恩图 

Fig. 1 Venn diagram 

 

图 2  PPI 网络图 

Fig. 2  PPI network diagram 

LDC7559 则以 4 mg·kg−1 剂量的效果最优。 

3.2.2  炎症小体抑制剂对 GA 模型大鼠关节组织

IL-1β 基因和蛋白表达的影响  结果见图 6，与对照

组相比，模型组大鼠关节组织中 IL-1β mRNA 及蛋

白水平均显著升高（P＜0.01、0.001）；相较于模型

组，MCC950 组、LDC7559（2、4、8 mg·kg−1）组大

鼠关节组织中 IL-1β mRNA 显著回调（P＜0.01、

0.001），MCC950（4、8、10 mg·kg−1）组、LDC7559

（2、4 mg·kg−1）组大鼠关节组织中 IL-1β 蛋白相对表

达量显著降低（P＜0.05、0.001）。其中 MCC950 组以

8 mg·kg−1剂量组效果最优，LDC7559 组以 4 mg·kg−1

剂量组效果最优，因此在后续实验中，MCC950、

LDC7559 的剂量分别选取为 8、4 mg·kg−1。 

3.3  NLRP3/GSDMD 介导 GA 诱导细胞焦亡的机

制验证结果 

3.3.1  大鼠踝关节肿胀度的测量  如图 7 所示，造

模结束后，各组大鼠右后肢踝关节及足底均发生不

同程度的红肿、发热现象，其中以模型组大鼠肿胀现 

 

 

 

338 14 46 

GA 细胞焦亡 



第 48 卷第 12 期  2025 年 12 月     Drug Evaluation Research    Vol. 48 No. 12  December 2025 

    

·3544· 

 

图 3  GO 富集分析结果 

Fig. 3  GO enrichment analysis results 

 

图 4  KEGG 通路富集分析结果 

Fig. 4  KEGG enrichment analysis results 

 

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

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

图 5  炎症小体抑制剂对模型大鼠血清 IL-1β 的影响 ( ±s, n＝8) 

Fig. 5  Effects of inflammasome inhibitors on serum IL-1β in model rats ( ±s, n＝8) 

 

 

 

pattem recognition receptor signaling pathway 
positive regulation of interleukin-1 beta production 

positive regulation of chemokine production 
positive regulation of interleukin-8 production 

positive regulation of inflammatory response 
positive regulation of interleukin-6 production 
defense response to Gram-positive bacterium 

cellular response to lipopolysaccharide 
positive regulation of NF-B transcription factor activity 

inflammatory response 
 

NLRP1 inflammasome complex 
inflammasome complex 

AIM2 inflammasome complex 
NLRP3 inflammasome complex 

macromolecular complex 
nucleolus 

extracellular region 
mitochondrion 

cytosol 
cytoplasm 

 
interleukin-6 receptor binding 

cysleine-type endopeptidase activator activity involved in apoptotic process 
CARD domain binding 
protein self-association 

protease binding 
cytokine activity 

cysteine-type endopeptidase activity 
enzyme binding 

identical protein binding 
protein binding 

 0 500 1 000 1 500 

Count 

−lgP 

10.0 

7.5 

5.0 

2.5 

2 

4 

6 

8 

10 

 

 

 

African trypanosomiasis 
Legionellosis 

Malaria 
Cytosolic DNA- sensing pathway 

Inflammatory bowel disease 
Pertussis 

NOD- like receptor signaling pathway 
C- type lectin receptor signaling pathway 

TNF signaling pathway 
Yersinia infection 

Rheumatoid arthritis 
IL-17 signaling pathway 

Influenza A 
Lipid and atherosclerosis 

Necroptosis 
Pathogenic Escherichia coli infection 

Measles 
Tuberculosis 

Shigellosis 
Salmonella infection 

Count 

−lgP 

12 
10 

8 
6 
4 

4 
5 
6 
7 
8 
9 

20 40 60 80 

 

 

 

 

IL
-1

β
/(

p
g

·m
L

−
1
) 

  对照 模型 2 4 8 10 对照 模型 2 4 8 10 

MCC950/( mg·kg−1) LDC7559/( mg·kg−1) 

45 

40 

35 

30 

25 

20 

60 

40 

20 

0 

IL
-1

β
/(

p
g

·m
L

−
1
) 

## ## 

*** ** 

* 

x

x



第 48 卷第 12 期  2025 年 12 月     Drug Evaluation Research    Vol. 48 No. 12  December 2025 

    

·3545· 

 

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 6  炎症小体抑制剂对模型大鼠关节组织 IL-1β 基因和蛋白表达的影响 ( ±s, n＝8) 

Fig. 6  Effect of inflammasome inhibitors on expression of IL-1β gene and protein in joint tissues of model rats ( ±s, n＝8) 

 

图 7  大鼠关节肿胀度变化趋势 ( ±s, n＝8) 

Fig. 7 Trend of Changes in joint swelling degree of rats 

( ±s, n＝8) 

象最为显著，造模 1 d 内肿胀程度呈加重趋势，在第

1 d 结束前后右后肢肿胀达到峰值。造模 1～7 d，模

型组肿胀程度略呈下降趋势，与模型组相比，各抑

制剂组大鼠关节肿胀度呈下降趋势。 

3.3.2  HE 染色观察大鼠踝关节滑膜组织病理学变

化  各组大鼠踝关节组织病理学观察结果如图 8 所

示，对照组关节结构完整，软骨表面光滑平整，软

骨细胞形态正常。与对照组比较，模型组关节一侧

滑膜重度增厚，大面积结缔组织增生，伴有大量新

生血管，大量淋巴细胞与中性粒细胞浸润，关节腔

可见较大量的坏死细胞碎片；与模型组比较，

MCC950 组关节一侧滑膜局部可见少量点状的淋巴

细胞浸润；LDC7559 组关节一侧滑膜局部可见轻度 

 

图 8  大鼠踝关节组织病理学观察（×400） 

Fig. 8  Rats ankle histopathological observation (×400) 

 

 

 

IL
-1

β
 m

R
N

A
相
对
表
达
量

 

IL
-1

β
 m

R
N

A
相
对
表
达
量

 

IL
-1

β
蛋
白
相
对
表
达
量

 

IL
-1

β
蛋
白
相
对
表
达
量

 

 

(mg·kg−1) 

(mg·kg−1) 

(mg·kg−1) 

(mg·kg−1) 

x

x
 

 

 

 

6 12 24 72 120 168 

t/h 

对照 

模型 

LDC7559 

MCC950 

30 

20 

10 

0 

关
节
肿
胀
度

/m
m

 

x

x
 

 
 

 

对照 模型 LDC7559 MCC950 



第 48 卷第 12 期  2025 年 12 月     Drug Evaluation Research    Vol. 48 No. 12  December 2025 

    

·3546· 

的结缔组织增生，并伴有少量的淋巴细胞浸润。 

3.3.3  GA 模型大鼠血清 SUA、SCr、BUN 的含

量测定  如图 9 所示，与对照组相比，模型组的

血清 SUA、SCr、BUN 含量显著增高（P＜0.01），

表明造模成功；相较于模型组，各抑制剂组血清

SUA、SCr、BUN 水平均不同程度的显著降低（P＜

0.01）。 

3.3.4  GA 模型大鼠血清炎症因子的含量测定  如

图 10 所示，与对照组相比，模型组的血清 IL-1β、

IL-8 和 TNF-α 水平显著增加（P＜0.01），提示造模

成功；相较于模型组，各炎症小体抑制剂组血清 IL-

1β、IL-18 和 TNF-α 水平均显著降低（P＜0.01）。 

 

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 < 0.01vs model group. 

图 9  炎症小体制剂对 GA 模型大鼠血清生化指标的影响 ( ±s, n＝8) 

Fig. 9  Effects of inflammatory microsphere preparations on serum biochemical indicators in GA model rats ( ±s, n＝8) 

 

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 < 0.01vs model group. 

图 10  炎症小体制剂对 GA 模型大鼠血清炎症因子水平的影响 ( ±s, n＝8) 

Fig. 10  Effect of inflammatory microsphere preparations on levels of serum inflammatory factors in GA model rats ( ±s, 

n＝8) 

3.3.5  qRT-PCR 法检测各组大鼠踝关节中NLRP3、

GSDMD、IL-1β、Caspase-1、ASC mRNA 水平  如

图 11 所示，与对照组相比，模型组大鼠关节组织中

NLRP3、GSDMD、IL-1β、Caspase-1、ASC mRNA 水

平显著升高（P＜0.01、0.001）；相较于模型组，各

抑制剂组均能显著降低 NLRP3、ASC、Caspase-1、

GSDMD、IL-1β mRNA 表达水平（P＜0.05、0.01、

0.001）。结果表明 2 个抑制剂均对焦亡蛋白具有显

著抑制作用。 

3.3.6  Western blotting 法检测各组大鼠踝关节中

NLRP3、GSDMD、GSDMD-N、IL-1β、pro-IL-1β、

Caspase-1、pro-Caspase-1、ASC 蛋白水平的表达  

如图 12 所示，相较于对照组，模型组 NLRP3、

ASC 、 Caspase-1 、 pro-Caspase-1 、 GSDMD 、

GSDMD-N、IL-1β、pro-IL-1β 蛋白表达水平显著

升高（P＜0.01、0.001），提示模型组存在焦亡发

生；与模型组相比，各抑制剂组上述蛋白的表达

水平均显著降低（P＜0.01、0.001），表明抑制剂

可通过抑制 NLRP3 炎症小体的组装，进而减少

pro-Caspase-1 的剪切活化，抑制炎症因子的释放，

最终发挥抑制焦亡发生的作用。 

3.4  免疫共沉淀 

如图 13 所示，NLRP3 与 GSDMD 存在紧密的互

作关系，提示 2 者可能通过直接相互作用参与调控。 
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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 11  炎症小体制剂对 GA 模型大鼠关节组织炎症因子 mRNA 的影响 ( ±s, n＝8) 

Fig. 11  Effect of inflammatory cell preparation on mRNA of inflammatory factors in joint tissues of GA model rats ( ±s, 

n＝8) 

 

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

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

图 12  炎症小体制剂对 GA 模型大鼠关节组织 NLRP3、ASC、Caspase-1、pro-Caspase-1、GSDMD、GSDMD-N、IL-

1β、pro-IL-1β 蛋白表达水平的影响 ( ±s, n＝8) 

Fig. 12  Effects of inflammatory microenvironment formulation on protein expression levels of NLRP3, ASC, Caspase-1, pro-

Caspase-1, GSDMD, GSDMD-N, IL-1β, and pro-IL-1β in joint tissues of GA model rats ( ±s, n＝8) 

 

图 13  NLRP3/GSDMD 免疫共沉淀 

Fig. 13  NLRP3/GSDMD co-immunoprecipitation 
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4  讨论 

网络药理学预测结果显示，GA 焦亡发生时

NOD 样受体通路被激活，NOD 样受体是一个近年

在炎症反应中发现的胞浆蛋白家族，是固有免疫系

统对病原体的一类重要感受器，它们广泛参与识别

PAMPs 和 DAMPs，产生相应的炎症应答反应，

NOD 样受体通路与炎症小体密切相关，而炎症小

体的形成是细胞焦亡的生化特征物质[24]。NLRP3

炎症小体是由NOD样受体家族成员NLRP3、ASC、

Caspase-1 组装形成的蛋白复合物，来自环境或宿主

的各种因素均可激活 NLRP3 炎症小体，导致焦亡

并释放促炎因子的分泌。本实验拟通过 MSU 诱导

的 GA 大鼠模型探究 NLRP3/GSDMD 信号轴在焦

亡中的调控机制，为 GA 的防治提供新思路。 

MSU 作为内源性危险信号分子，可被机体固有

免疫系统通过模式识别受体（PRR）识别为危险信

号。NLRP3 蛋白 C 端的亮氨酸重复序列（LRR）在

识别 MSU 等危险信号后发生构象变化并活化，暴

露出核苷酸结合寡聚化结构域（NACHT），通过 ATP

依赖的聚合作用形成有序的 NLRP3 寡聚体；随后，

NLRP3 通过其热蛋白结构域（PYD）募集 ASC 和

Caspase-1，组装形成炎症小体[25-27]。其中，ASC 作

为 NLRP3 炎症小体的双重衔接蛋白，可通过桥梁

作用连接 NLRP3 与 Caspase-1 前体，最终形成具有

酶活性的 Caspase-1 异二聚体。作为炎症小体的效

应蛋白，Caspase-1 能将无活性的 pro-IL-1β 和 IL-18

前体剪切为成熟的 IL-1β 和 IL-18[28]。 

基于上述机制，本实验采用 NLRP3 炎症小体

抑制剂 MCC950 及焦亡执行蛋白 GSDMD 抑制剂

LDC7559，进一步探究其作用机制。结果显示：在

MSU 晶体诱导的 GA 大鼠模型中，大鼠关节肿胀

度显著增加，滑膜存在严重炎症并伴有明显中性

粒细胞浸润；血清中 SUA、SCr、BUN 及 IL-1β、

IL-18、TNF-α 水平显著升高；踝关节组织中 ASC、

Caspase-1、NLRP3、GSDMD、IL-1β、pro-IL-1β、

pro-Caspase-1 的蛋白表达水平亦显著上调。上述结

果提示，MSU 刺激可促使 NLRP3 通过 PYD 结构

域招募 ASC 和 Caspase-1 前体，激活 NLRP3 炎症

小体；活化的 Caspase-1 一方面将 pro-IL-1β 剪切为

成熟 IL-1β，另一方面剪切 GSDMD 使其 N 端暴露，

进而引发细胞膜打孔及炎症因子释放，最终诱导焦

亡发生并导致关节炎症反应。 

抑制剂干预后，各抑制剂组均能显著降低模型

大鼠踝关节肿胀度、缓解病理损伤、降低炎症因子

水平；其作用机制可能为通过抑制 ASC 与 pro-

Caspase-1 的组装，阻断 NLRP3 炎症小体活化，从

而抑制 Caspase-1 对 IL-1β 及 GSDMD 的剪切，最

终抑制焦亡发生，这与 Hao 等[29]的研究结果一致。

本研究还发现，GSDMD 抑制组除下游的 GSDMD、

GSDMD-N、IL-1β、pro-IL-1β 表达降低外，NLRP3

的表达亦受影响；这与 Wang 等[30]提出的“GSDMD

的氧化可激活 NLRP3”的结论相符。为进一步验证

二者的互作关系，本实验通过免疫共沉淀检测发

现，NLRP3 与 GSDMD 存在密切互作；且抑制

NLRP3 表达可显著降低 GSDMD 及 GSDMD-N 的

表达，而抑制 GSDMD 也会影响 NLRP3 的表达，

这与动物实验结果一致。 

综上，本研究通过体内实验证实，NLRP3 炎症

小体的活化与GSDMD蛋白表达水平的变化趋势一

致，提示 GA 的发生机制与 NLRP3/GSDMD 途径介

导的焦亡密切相关。鉴于 GSDMD 的激活可影响

NLRP3 表达，且已有研究[31-34]表明 GSDMD 的氧化

可能促进线粒体 ROS 生成，进而激活炎症小体并

诱发焦亡，未来研究将围绕GSDMD/ROS/NLRP3信

号轴，探究 GA 焦亡过程中的氧化应激水平及其具

体作用机制。 
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