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摘要： 目的　 基于网络药理学和动物实验探讨加味四妙散对痛风性关节炎 （ＧＡ） 的作用。 方法　 利用网络药理学筛

选加味四妙散活性成分和靶点， 预测加味四妙散治疗 ＧＡ 的潜在靶点和作用机制。 通过踝关节注射尿酸盐晶体混悬液

建立 ＧＡ 大鼠模型， 给予加味四妙散高、 中、 低剂量 （３１􀆰 ７５、 １５􀆰 ７５、 ７􀆰 ８７５ ｇ ／ ｋｇ） 进行干预， 测量大鼠踝关节肿胀

度， 观察踝关节滑膜病理学变化， 检测关节滑膜组织 ＴＬＲ４、 ＭｙＤ８８、 ＴＲＡＦ６、 ＮＦ⁃κＢ、 ｐ６５、 ｐ⁃ｐ６５ ｍＲＮＡ 和蛋白表

达， 血清 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 水平。 结果　 网络药理学方法筛选出 ９４ 个与加味四妙散治疗 ＧＡ 相关的核心靶点基因，
包括 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ 等， 预测加味四妙散的作用机制可能与 Ｔｏｌｌ 样受体、 ＮＦ⁃κＢ、 ＮＯＤ 样受体等信号通路相关。 动

物实验结果表明， 加味四妙散可有效减轻 ＧＡ 大鼠踝关节肿胀度和滑膜组织的炎性病理损伤程度， 降低滑膜组织

ＴＬＲ４、 ＭｙＤ８８、 ＴＲＡＦ６、 ＮＦ⁃κＢ、 ｐ⁃ｐ６５ 表达， 及血清 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 水平 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 加味四妙

散治疗痛风性关节炎具有多成分、 多靶点、 多环节、 多通路的特点， 其抗炎机制可能与调控 ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路

有关。
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　 　 痛风性关节炎 （ＧＡ） 是一种常见的代谢性风湿病， 急

性发作时患者通常会出现受累关节红肿疼痛， 伴活动功能

障碍［１］ 。 研究显示， 我国 ＧＡ 患病率 ０􀆰 ０３％ ～ １０􀆰 ４７％ ［２⁃３］ 。
中医药在治疗痛风性关节炎方面具有丰富经验和独特优势。
四妙散出自于 《成方便读》， 是痛风急性期治疗的代表方

剂［４］ 。 本团队结合多年临床实践， 优化药方比例形成了特

色院内制剂 “加味四妙散”， 此方在四妙散原方基础上加

萆薢、 土茯苓等， 增强通络除痹， 共奏清热化湿、 除痹止

痛之功。 团队前期研究显示， 加味四妙散临床治疗 ＧＡ 的

疗效显著， 但对其潜在机制的研究尚不够明确［５］ 。 因此，
本研究旨在利用网络药理学方法筛选出加味四妙散的活性

成分、 靶点及相关信号传导途径， 并进行动物实验验证，
探讨加味四妙散对 ＧＡ 大鼠的影响及作用机制， 有助于深

入了解该方剂的药理学特性， 指导临床用药。
１　 材料

１􀆰 １　 动物　 ６０ 只 ＳＰＦ 级 ＳＤ 雄性大鼠， 体质量 １８０ ～ ２２０ ｇ
的， 购自斯贝福 （北京） 生物技术有限公司 ［实验动物生

产许可证号 ＳＣＸＫ （京） ２０１９⁃００１０］， 饲养于河南中医药大

学动物实验中心 ［实验动物使用许可证号 ＳＹＸＫ （豫）
２０２１⁃００１５］， 自由饮水和饮食， 环境温度 （２０±２）℃， 相对

湿度 ６０％ ～７０％ ， １２ ｈ ／ １２ ｈ 明暗周期。 本动物研究经河南

中医药大学实验动物伦理委员会审核通过 （批准编号

ＩＡＣＵＣ⁃２０２３０６０３３）。
１􀆰 ２　 药物　 加味四妙散颗粒剂 （由黄柏、 苍术、 薏苡仁、
牛膝、 白术、 生地、 萆薢、 土茯苓组成）， 由四川新绿色药

业科技发展有限公司生产， 批号 ００６１３６７８８３， 每 １ ｇ 中药

颗粒相当于 １５ ｇ 生药， 用生理盐水配制成给药溶液， ４ ℃
保存。 秋水仙碱片 （昆药集团股份有限公司， 国药准字

Ｈ５３０２１３８９）； 尿酸钠 （北京索莱宝科技有限公司， 货号

１１９８⁃７７⁃２）， 参照文献 ［６］ 方法， 制备尿酸盐 （ＭＳＵ） 晶

体， 干燥、 灭菌后收集于无菌 ＥＰ 管， ４ ℃保存， 实验时用

ＰＢＳ 溶液配制成 ５０ ｍｇ ／ ｍＬ 的 ＭＳＵ 晶体混悬液。
１􀆰 ３　 试 剂 　 苏木素⁃伊红 （ ＨＥ） 染液、 ＢＣＡ 试剂盒、
ＲＩＰＡ 裂解液 （北京索莱宝科技有限公司， 货号 Ｇ１００３、
ＰＣ００２０ＢＣＡ、 Ｒ００１０）； ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α ＥＬＩＳＡ 检测盒

（武汉 伊 莱 瑞 特 生 物 科 技 股 份 有 限 公 司， 货 号 ７０⁃
ＥＫ３０１ＢＨＳ、 ７０⁃ＥＫ３０６ＨＳ、 Ｅ⁃ＥＬ⁃Ｒ２８５６ｃ ）； ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ
ｑＰＣＲ 试剂盒、 逆转录试剂盒 （日本 ＴＯＹＯＢＯ 公司， 货号

ＱＰＫ⁃２０１、 ＦＳＱ⁃１０１）； ＴＲＩｚｏｌ 试剂 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司， 货

号 １５５９６０２６）； Ｔｏｌｌ 样受体 ４ （ ＴＬＲ４）、 髓样分化因子
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（ＭｙＤ８８）、 ＴＮＦ 受体相关因子 ６ （ ＴＲＡＦ６）、 核转录因子⁃
κＢ ｐ６５ （ＮＦ⁃κＢ ｐ６５）、 磷酸化 ｐ６５ （ｐ⁃ｐ６５） 的一抗 （美国

Ａｆｆｉｎｉｔｙ 公司， 货号 ＡＦ７０１７、 ＡＦ５１９５、 ＡＦ５３７６、 ＡＦ５００６、
ＡＦ２００６）； 二抗 （美国 ＩｍｍｕｎｏＷａｙ 公司， 货号 ＲＳ０００１、
ＲＳ０００２）。
１􀆰 ４　 仪器　 实时聚合酶链式反应 （ＲＴ⁃ＰＣＲ） 仪 （西安天

隆科技有限公司）； 酶标检测仪 （南京德铁生物科技有限

公司）； 成像系统、 正置光学显微镜 （日本尼康公司）； 电

泳转印仪、 垂直电泳槽 （美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）； 酶标仪 （美
国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司）； 化学发光成像系统 ［莫纳 （武汉） 生物

科技有限公司］。
２　 方法

２􀆰 １　 网络药理学

２􀆰 １􀆰 １　 加味四妙散活性成分及靶点预测　 利用中药系统药

理学据库分析平台 （ＴＣＭＳＰ， ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｔｃｍｓｐ⁃ｅ．ｃｏｍ ／ ） 检索

黄柏、 苍术、 薏苡仁、 牛膝、 白术、 生地、 萆薢、 土茯苓

的活性成分及相应靶点， 以口服生物利用度≥３０％ 、 类药

性≥０􀆰 １８ 为筛选条件。
２􀆰 １􀆰 ２　 痛风性关节炎疾病靶点基因预测 　 通过 ＯＭＩＭ
（ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｏｍｉｍ． ｏｒｇ ／ ）、 ＤｉｓＧｅＮＥＴ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ．
ｄｉｓｇｅｎｅｔ． ｏｒｇ ／ ）、 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｇｅｎｅｃａｒｄｓ．
ｏｒｇ ／ ） 数据库， 检索关键词 “ｇｏｕｔ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ”， 整合结果并剔

除重复基因， 获得痛风性关节炎的靶点基因信息。 分析药

物和疾病的靶点基因， 利用韦恩图来展示药物和疾病之间

共有的靶点基因。 使用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３􀆰 ８􀆰 ２ 软件， 以药物、 成

分和靶点作为节点， 它们之间的相互作用关系作为边， 构

建药物、 成分和靶点之间的作用网络。
２􀆰 １􀆰 ３　 蛋白质互作 （ＰＰＩ） 网络构建 　 在 ＳＴＲＩＮＧ 数据库

（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｓｔｒｉｎｇ⁃ｄｂ． ｏｒｇ ／ ） 对交集靶点进行分析， 选择

“Ｈｏｍｏ ｓａｐｉｅｎｓ” 物种， 设定置信度阈值为 ０􀆰 ７。 将结果导入

Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３􀆰 ８􀆰 ２ 进行拓扑分析， 计算度值 （Ｄｅｇｒｅｅ） 并以

节点大小和颜色反映， 获得 ＰＰＩ 网络图。
２􀆰 １􀆰 ４　 基因本体 （ＧＯ） 和京都基因与基因组百科全书

（ＫＥＧＧ） 富集分析 　 利用 ＤＡＶＩＤ 数据库 （ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｄａｖｉｄ．
ｎｃｉｆｃｒｆ． ｇｏｖ ／ ｓｕｍｍａｒｙ． ｊｓｐ） 对所获得的加味四妙散和痛风

性关节炎的交集靶点进行 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 富集分析， 预测此

方治疗 ＧＡ 的作用机制， 结果以气泡图和柱状图展示。
２􀆰 ２　 动物实验

２􀆰 ２􀆰 １　 分组、 造模及给药 　 ６０ 只大鼠随机分为正常组、
模型组、 秋水仙碱组和加味四妙散高、 中、 低剂量组， 每

组 １０ 只。 参考文献 ［７］ 报道， 按照人与大鼠体表面积比

例折算剂量， 加味四妙散高、 中、 低剂量组给药剂量分别

为 ３１􀆰 ７５、 １５􀆰 ７５、 ７􀆰 ８７５ ｇ ／ ｋｇ （相当于人临床等效剂量的

２、 １、 ０􀆰 ５ 倍）， 秋水仙碱组给药剂量为 ０􀆰 ３ ｍｇ ／ ｋｇ， 其余

大鼠给予等体积生理盐水， 每天灌胃 １０ ｍＬ ／ ｋｇ， 持续 １ 周。
第 ５ 天给药 １ ｈ 后， 参照 Ｃｏｄｅｒｒｅ 法［８］ ， 于右侧踝关节腔内

注射 ０􀆰 １ ｍＬ ＭＳＵ 晶体混悬液建立急性痛风性关节炎

（ＡＧＡ） 大鼠模型， 正常组注射等体积无菌生理盐水。 分

别于造模前及造模后 １、 ２、 １２、 ２４、 ４８ ｈ测定各组大鼠右

侧踝关节的直径， 并计算其肿胀度。 公式为踝关节肿胀

度＝造模后测定时间点直径－造模前直径。
２􀆰 ２􀆰 ２　 ＨＥ 染色法观察大鼠踝关节滑膜组织病理形态　 取

大鼠右侧踝关节， 于 ４％ 多聚甲醛中固定处理 ２４ ｈ 后，
ＥＤＴＡ 脱钙液处理 ３０ ｄ， 接着进行脱水、 包埋、 切片、 脱

蜡和 ＨＥ 染色等步骤， 最后于正置光学显微镜下观察大鼠

踝关节滑膜组织病理形态学变化。
２􀆰 ２􀆰 ３　 ＥＬＩＳＡ 法检测血清炎性因子水平　 大鼠末次给药后

１ ｈ， 腹腔注射麻醉， 抽取腹主动脉血液， 经低温高速离心

后分离血清， 于－８０ ℃冷冻保存。 采用 ＥＬＩＳＡ 法测定白细

胞介素 （ＩＬ） ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 和肿瘤坏死因子 （ＴＮＦ） ⁃α 水平，
并通过测定吸光度计算样品浓度。
２􀆰 ２􀆰 ４　 蛋白印迹法检测滑膜组织 ＴＬＲ４、 ＭｙＤ８８、 ＴＲＡＦ６、
ｐ６５ 和 ｐ⁃ｐ６５ 蛋白表达　 取大鼠滑膜组织， 冰上裂解后， 离

心后取上清， 测定蛋白浓度。 制备电泳凝胶， 蛋白样本上

样并进行电泳分离， 经转膜、 封闭后， 依次加一抗 （１ ∶
１ ０００）、 二抗 （１ ∶ １０ ０００） 进行孵育。 最后， 利用 ＥＣＬ 化

学发光法对其进行显像和图像获取， 并采用 ＱｕｉｃｋＣｈｅｍｉ
５２００ 化学发光成像系统分析相关蛋白的表达。
２􀆰 ２􀆰 ５　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测滑膜组织 ＴＬＲ４、 ＭｙＤ８８、 ＴＲＡＦ６、
ＮＦ⁃κＢ ｍＲＮＡ 表达　 用 ＴＲＩｚｏｌ 法从大鼠关节滑膜中提取总

ＲＮＡ， 逆转录成 ｃＤＮＡ。 设置 ＰＣＲ 仪的反应程序并进行

ＰＣＲ 扩增， 每组 ３ 个复孔。 以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内参， 根据 ２－ΔΔＣＴ

法计算目标基因的相对表达。 引物序列见表 １。
表 １　 引物序列

基因 序列（５′→３′） 长度 ／ ｂｐ
ＴＬＲ４ 正向 ＴＣＣＡＣＡＡＧＡＧＣＣＧＧＡＡＡＧＴＴ １２６

反向 ＴＧＡＡＧＡＴＧＡＴＧＣＣＡＧＡＧＣＧＧ
ＭｙＤ８８ 正向 ＧＡＧＣＡＧＴＧＴＣＣＣＡＣＡＧＡＣＡＡ ９８

反向 ＡＧＴＡＧＣＡＧＡＴＧＡＡＧＧＣＧＴＣＧ
ＴＲＡＦ６ 正向 ＣＧＣＣＡＡＡＡＴＧＧＡＡＡＣＧＣＡＧＡ ８８

反向 ＴＧＣＴＴＣＣＡＴＣＴＣＧＧＣＡＡＣＴＴ
ＮＦ⁃κＢ 正向 ＴＧＴＡＴＴＴＣＡＣＧＧＧＡＣＣＴＧＧＣ １１０

反向 ＣＡＧＧＣＴＡＧＧＧＴＣＡＧＣＧＴＡＴＧ

２􀆰 ２􀆰 ６　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２５􀆰 ０ 软件进行处理， 数据

以 （ｘ±ｓ） 表示， 多组间比较正态分布的数据采用单因素方

差分析， 非正态分布则采用非参数检验方法。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示

差异有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 网络药理学

３􀆰 １􀆰 １　 加味四妙散靶点基因与 ＧＡ 疾病相关靶点的交集基

因　 通过 ＴＣＭＳＰ 数据库检索加味四妙散的药物成分， 共获

得有效活性成分 １２９ 个， 其中黄柏 ３７ 个、 牛膝 ２０ 个、 薏

苡仁 ９ 个、 苍术 ９ 个、 白术 ７ 个、 萆薢 ２ 个、 土茯苓 １５
个、 赤芍 ３０ 个， 对应靶点基因 ２１０ 个。 以 “ｇｏｕｔｙ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ”
为关键词， 通过 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ、 ＯＭＩＭ、 ＤｉｓＧｅＮＥＴ 数据库分别

获得 ＧＡ 相关靶点 １ １６９、 ５２、 ２０６ 个， 剔除重复基因， 得

到 １ ３０３ 个靶点基因。 应用 Ｖｅｎｎｙ 软件绘制韦恩图， 获得

９４ 个加味四妙散与 ＧＡ 共有的靶点基因， 见图 １。
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图 １　 药物⁃疾病交集基因韦恩图

３􀆰 １􀆰 ２　 “药物⁃活性成分⁃靶点” 网络构建 　 “药物⁃活性

成分⁃靶点” 网络有 １５３ 个节点和 ６４２ 条边， 其中 ９ 个药物

节点、 ５０ 个活性成分节点、 ９４ 个靶基因节点。 Ｄｅｇｒｅｅ 排序

前 １０ 的活性成分为槲皮素 （ ＭＯＬ００００９８）、 汉黄芩素

（ ＭＯＬ０００１７３ ）、 β⁃谷 甾 醇 （ ＭＯＬ０００３５８ ）、 豆 甾 醇

（ ＭＯＬ０００４４９ ）、 黄 芩 素 （ ＭＯＬ００２７１４ ）、 山 柰 酚

（ ＭＯＬ０００４２２ ）、 薯 蓣 皂 苷 元 （ ＭＯＬ０００５４６ ）、 柚 皮 素

（ ＭＯＬ００４３２８ ）、 鞣 花 酸 （ ＭＯＬ００１００２ ） 和 黄 连 素

（ＭＯＬ００１４５４）， 即该方改善 ＧＡ 的主要活性成分， 见图 ２。

图 ２　 “药物⁃活性成分⁃靶点” 网络

３􀆰 １􀆰 ３　 ＰＰＩ 网络构建　 通过 ＳＴＲＩＮＧ 数据库分析获得靶点

基因， 并借助 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３􀆰 ８􀆰 ２ 绘制 ＰＰＩ 网络， 该网络有 ９１
个节点和 １ ５１４ 条边。 其中 Ｄｅｇｒｅｅ 值排序前 ５ 的核心靶点

　 　 　 　

基因包括 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ、 Ａｋｔ、 抑癌基因， 这些靶点可

能是加味四妙散治疗 ＧＡ 的关键靶点， 见图 ３。

图 ３　 ＰＰＩ 网络

３􀆰 １􀆰 ４　 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 富集分析　 ＧＯ 分析富集了 ３８２ 条功能

条目， 包括 ３０２ 条生物过程、 ３３ 条细胞组成和 ４７ 条分子功

能。 其中， 生物过程涉及基因表达、 细胞凋亡、 炎症反应、
信号转导等方面； 细胞组成涉及核、 胞质溶胶、 线粒体、
细胞质等方面； 分子功能涵盖蛋白质、 酶、 蛋白质同源二

聚化、 细胞因子、 蛋白激酶活性等方面。
ＫＥＧＧ 分析得到 １５２ 条通路， 涉及 ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ、 ＭＡＰＫ、

ＴＮＦ、 ＩＬ⁃１７、 Ｔｏｌｌ 样受体 （ ＴＬＲｓ）、 ＮＦ⁃κＢ、 ＮＯＤ 样受体

（ＮＬＲｓ） 等信号通路， 说明药物作用的关键靶点与氧化应

激、 信号转导、 抗炎性等通路密切相关。 其中， 与抗炎最

相关的为 ＴＬＲｓ 和 ＮＦ⁃κＢ 信号通路。 调节 ＴＬＲ４、 ＭｙＤ８８、
ＴＲＡＦ６、 ＮＦ⁃κＢ 表达和炎性因子释放， 在调节痛风炎症反

应和信号转导过程中起重要作用， 靶向抑制 ＴＬＲｓ ／ ＮＦ⁃κＢ
信号通路可能是加味四妙散治疗 ＧＡ 的潜在机制， 见图 ４。

图 ４　 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 富集分析结果
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３􀆰 ２　 动物实验验证

３􀆰 ２􀆰 １　 加味四妙散对 ＡＧＡ 大鼠踝关节滑膜组织病理学的

影响　 正常组大鼠踝关节滑膜组织形态正常， 无炎症浸润

及增生； 与正常组比较， 模型组大鼠滑膜组织的形态结构

紊乱， 可见大量以中性粒细胞为主的炎性细胞增殖和浸润，
并伴结缔组织增生， 呈现炎性病理损害； 与模型组比较，
秋水仙碱组和加味四妙散各剂量组滑膜组织炎性浸润、 增

生等炎性病理损害均有不同程度的减轻， 以加味四妙散高

剂量组和秋水仙碱组最明显， 见图 ５。

注： 箭头表示炎性细胞增殖、 浸润； 三角形表示结缔组织增生。

图 ５　 各组大鼠踝关节滑膜组织病理形态 （ＨＥ， ×４００）

３􀆰 ２􀆰 ２　 加味四妙散对 ＡＧＡ 大鼠踝关节肿胀度的影响 　 与

正常组比较， 模型组大鼠踝关节肿胀度于造模后 １２、 ２４、
４８ ｈ 升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 并于 ２４ ｈ 达到峰值； 与模型组比较，
秋水仙碱组和加味四妙散中、 高剂量组踝关节肿胀度于造

模后 ２４、 ４８ ｈ 降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 加味四妙散低剂

量组也呈现下降的趋势 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 见图 ６。

图 ６　 各组大鼠踝关节肿胀度变化 （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

３􀆰 ２􀆰 ３　 加味四妙散对 ＡＧＡ 大鼠血清炎性因子水平的影

响　 与正常组比较， 模型组大鼠血清 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α
水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 秋水仙碱组和加味

四妙散各剂量组大鼠血清 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α 水平降低

（Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ７。
３􀆰 ２􀆰 ４　 加味四妙散对 ＡＧＡ 大鼠滑膜组织 ＴＬＲ４、 ＭｙＤ８８、
ＴＲＡＦ６、 ｐ６５ 和 ｐ⁃ｐ６５ 蛋白表达的影响　 与正常组比较， 模

型组大鼠滑膜组织 ＴＬＲ４、 ＭｙＤ８８、 ＴＲＡＦ６ 和 ｐ⁃ｐ６５ 蛋白表

达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ｐ６５ 蛋白表达无明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）；
与模型组比较， 秋水仙碱组和加味四妙散各剂量组大鼠滑

膜组织 ＴＬＲ４、 ＭｙＤ８８、 ＴＲＡＦ６ 和 ｐ⁃ｐ６５ 蛋白表达降低 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）， ｐ６５ 表达无明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 见图 ８～９。
３􀆰 ２􀆰 ５　 加味四妙散对 ＡＧＡ 大鼠滑膜组织 ＴＬＲ４、 ＭｙＤ８８、
ＴＲＡＦ６ 和 ＮＦ⁃κＢ ｍＲＮＡ 表达的影响 　 与正常组比较， 模型

组大鼠滑膜组织 ＴＬＲ４、 ＭｙＤ８８ 和 ＴＲＡＦ６ ｍＲＮＡ 表达升高

注： 与正常组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ７　 各组大鼠血清 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α 水平比较

（ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

注： 与正常组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ８　 各组大鼠滑膜组织 ＴＬＲ４、 ＭｙＤ８８、 ＴＲＡＦ６、 ｐ６５ 和

ｐ⁃ｐ６５ 蛋白表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

注： Ａ 为正常组， Ｂ 为模型组， Ｃ ～ Ｅ 分别为加味四妙散低、
中、 高剂量组， Ｆ 为秋水仙碱组。

图 ９ 　 各组大鼠滑膜组织 ＴＬＲ４、 ＭｙＤ８８、 ＴＲＡＦ６、
ｐ６５ 和 ｐ⁃ｐ６５ 蛋白印迹图

（Ｐ＜０􀆰 ０１）， 而 ＮＦ⁃κＢ ｍＲＮＡ 表达无明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）；
与模型组比较， 秋水仙碱组和加味四妙散各剂量组大鼠滑

膜组织 ＴＬＲ４、 ＭｙＤ８８、 ＴＲＡＦ６ ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５，
Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 １０。

１６０２

２０２５ 年 ６ 月

第 ４７ 卷　 第 ６ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｊｕｎｅ ２０２５

Ｖｏｌ． ４７　 Ｎｏ． ６



注： 与正常组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １０　 各组大鼠滑膜组织 ＴＬＲ４、 ＭｙＤ８８、 ＴＲＡＦ６、 ＮＦ⁃κＢ
ｍＲＮＡ 表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝５）

４　 讨论

中医认为， ＧＡ 属于痹证范畴， “湿、 热、 浊、 瘀” 为

其病机特点［９］ 。 多由于饮食不节、 嗜酒、 劳倦、 外感等因

素影响， 日久脾虚不运， 湿热、 痰浊内生， 导致湿热蕴结

痹阻脉道及关节， 不通则痛［１０］ 。 痛风反复发作， 肝脾肾亏

虚， 湿热痰浊之邪流注关节， 损及筋脉骨节， 可发展成慢

性痛风性关节炎［１１］ 。 痛风急性期多为湿热证， 以清热化

湿， 除痹消肿为治法。 加味四妙散中黄柏、 苍术、 白术、
薏苡仁清热化湿， 牛膝、 土茯苓、 萆薢通络除痹止痛， 生

地清热凉血、 化瘀通痹， 全方共奏清热利湿、 化瘀利浊、
除痹通络之功效。

网络药理学结果显示， 加味四妙散活性成分以黄酮类

化合物最为关键， 如槲皮素、 汉黄芩素、 山柰酚、 小檗碱。
槲皮素可抑制环氧合酶⁃２、 黄嘌呤氧化酶 （ＸＯＤ） 活性，
并影响多条炎症信号途径［１２⁃１３］ ； 汉黄芩素通过调节 ＮＦ⁃κＢ、
ＸＯＤ、 ＣＯＸ⁃２、 ＩＬ⁃１β 等表达， 改善氧化应激和炎症反

应［１４⁃１５］ ； 黄芩素能调节活性氧、 ＮＦ⁃κＢ 和 ＸＯＤ， 抑制炎症

细胞因子和趋化因子表达［１６］ ； 山柰酚抑制 ＸＯＤ 活性、 ＩＬ⁃
１７、 ＩＬ⁃１β 和前列腺素 Ｅ２ 的产生， 改善痛风炎症［１７］ ； 小檗

碱抑制炎性因子、 弹性蛋白酶的活性， 调节胰岛素抵抗和

肠道菌群代谢， 缓解痛风炎症［１８］ 。 ＰＰＩ 网络表明， ＩＬ⁃６、
ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α 等可能是其治疗 ＧＡ 的核心靶点基因。 ＧＯ 和

ＫＥＧＧ 分析显示， 加味四妙散治疗 ＧＡ 的生物过程涵盖基因

表达、 炎症反应、 信号转导等， 可能与 ＴＬＲｓ、 ＮＦ⁃κＢ、
ＮＬＲｓ、 ＩＬ⁃１７ 等信号通路有关。 推测加味四妙散可能通过干

预 ＴＬＲｓ ／ ＮＦ⁃κＢ、 ＮＬＲｓ 信号通路， 减轻炎症反应， 降低炎

性因子水平， 具有多成分、 多靶点、 多通路的特点。
ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路和 ＮＬＲｓ 信号通路是 ＧＡ 急性发

作的关键调节途径［１９］ 。 ＴＬＲ４ 和 ＮＬＲｓ 可作为模式识别受体

识别 ＭＳＵ 晶体， 激活 ＭｙＤ８８、 ＴＲＡＦ６ 和 ＮＯＤ 样受体蛋白 ３
（ＮＬＲＰ３） 炎症小体， 促进下游 ＮＦ⁃κＢ 活化和入核， 启动免

疫炎症相关基因表达， 释放 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 等促炎因

子， 引发痛风炎症反应［２０］ 。 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃６ 与痛风

炎症和疼痛密切相关， 可再次驱动痛风发作引发级联炎症

反应， 介导组织和细胞炎症损伤［２１⁃２２］ 。 课题组前期研究证

实， 加味四妙散抗痛风的作用可能是通过调节 ＮＬＲＰ３ ／ ＩＬ⁃
１β 信号通路实现的， 但对 ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路的潜在机

制尚不够明确［５，２３⁃２４］ 。 本研究动物实验结果表明， 加味四妙

散可减轻 ＡＧＡ 大鼠滑膜组织炎性病理损伤和踝关节肿胀

度， 降低了滑膜组织 ＴＬＲ４、 ＭｙＤ８８、 ＴＲＡＦ６ ｍＲＮＡ 和蛋白

表达， ｐ⁃ｐ６５ 蛋白表达， 以及血清 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 水

平， 提示加味四妙散可能通过调控 ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路，
抑制炎性因子生成， 缓解 ＧＡ 大鼠症状。

综上所述， 本研究通过网络药理学预测加味四妙散治

疗 ＧＡ 的有效成分、 潜在靶点和作用机制， 并以 ＧＡ 大鼠模

型验证所识别的关键靶点和主要通路， 发现加味四妙散治

疗 ＧＡ 的作用机制可能与调控 ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路有关，
可为其临床应用和后续研究提供了科学依据。
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