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从Wnt/β-catenin串扰轴探究湿热痹颗粒治疗痛风性关节炎湿热证的

作用机制
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摘要: 痛风性关节炎是一类由自身免疫异常引起的代谢性风湿病, 目前临床中用于治疗此类疾病的一线西药易

引起不良反应, 从中医药中寻求治疗药物成为研究热点。中医临床将痛风性关节炎归为湿热痹证, 对症治疗的湿热

痹颗粒疗效确切, 但作用机制尚不清晰。本研究旨在探究湿热痹颗粒治疗痛风性关节炎湿热证的作用机制。首先, 

建立“湿热痹方剂候选靶标−痛风性关节炎湿热证相关基因”的相互作用网络, 通过计算网络节点拓扑特征值, 筛选

湿热痹颗粒治疗痛风性关节炎湿热证的关键候选靶标, 并对关键候选靶标进行功能挖掘, 发现湿热痹颗粒候选靶标

可通过调节Wnt/β-catenin串扰轴, 减轻炎症反应和干预脂质代谢生物过程, 从而发挥其缓解痛风性关节炎湿热证的

作用。进一步基于病证结合大鼠模型的实验验证表明, 湿热痹颗粒可显著改善痛风性关节炎湿热证大鼠的关节炎

严重程度, 降低关节炎症与步态评分、肿胀指数, 升高机械痛阈值 (P < 0.05), 降低痛风性关节炎湿热证大鼠血清炎

症因子 IL-1β、IL-6、TNF-α的含量 (P < 0.01); 还能显著降低痛风性关节炎湿热证大鼠关节局部温度, 提高热痛阈值, 

增加饮水量 (P < 0.01), 抑制脂肪酸氧化相关酶含量的异常变化 (P < 0.01); Western blot机制层面的验证结果显示, 

湿热痹颗粒可升高痛风性关节炎湿热证大鼠Wnt、β-catenin蛋白表达水平 (P < 0.01), 降低 p65、p-p65、PPARγ蛋白表

达 (P < 0.01), 即湿热痹颗粒可能通过调节Wnt/β-catenin串扰轴矫正“炎症−免疫”失衡和脂质代谢紊乱, 发挥缓解疾

病严重度的作用。本研究为中药病−证−方复杂关联机制的解析提供方法学参考, 为中成药优势品种的临床合理用

药及痛风性关节炎的新药研发奠定了良好基础。本研究获得中国中医科学院医学实验中心实验动物伦理委员会批

准 (批准号: ERCCACMS11-2302-08)。
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Abstract: Gouty arthritis is a type of metabolic rheumatic disease caused by autoimmune abnormalities. 

Currently, the use of Western medicine in the clinical treatment of gouty arthritis has been associated with a high 
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risk of adverse reactions. Therefore, there is a growing interest in exploring therapeutic drugs from traditional 

Chinese medicine as a potential alternative. According to the theory of traditional Chinese medicine, gouty arthritis 

has been classified as damp-heat arthralgia syndrome. Shirebi granules has been found to have good clinical 

efficacy in treating gouty arthritis. However, its underlying pharmacological mechanisms remain unclear. To 

address this problem, the study first established the interaction network of candidate targets for Shirebi granules, 

which is used to treat damp-heat syndrome of gouty arthritis. Then, the key candidate targets of Shirebi granules 

for treating gouty arthritis with damp-heat syndrome were screened by calculating the topological features of the 

network nodes. Then, the functional mining of the key candidate targets revealed that the candidate targets of 

Shirebi granules may intervene in the biological process of inflammatory response and lipid metabolism through 

the crosstalk of Wnt/β-catenin signaling. To verify the effectiveness of Shirebi granules in treating gouty arthritis 

with damp-heat syndrome, a rat model was established. The results demonstrated that the granules significantly 

improved the severity of arthritis in rats with this condition, reduced joint inflammation, gait score, swelling index, 

increased mechanical pain threshold (P < 0.05), and reduced the content of serum inflammatory factors IL-1β, IL-6, 

and TNF- α in gouty arthritis rats with damp-heat syndrome (P < 0.01) gouty. It was also found that Shirebi 

granules effectively alleviated the symptoms of dampness heat syndrome such as local joint fever and dry mouth 

by reducing the temperature of the joints in acute gouty arthritis with damp-heat syndrome (AD) rats, increasing 

the threshold of heat pain, increasing water intake (P < 0.01), and inhibiting abnormal changes in the content of 

fatty acid oxidation related enzymes (P < 0.01). Western blot analysis showed that Shirebi granules increased the 

protein expression levels of Wnt and β -catenin (P < 0.01) while decreasing the protein expression of p65, p-p65 

and PPARγ (P < 0.01) in rats with gouty arthritis and damp-heat syndrome. The results showed that Shirebi 

granules may reverse the "inflammation-immune" imbalance and lipid metabolism disorder by regulating the 

crosstalk of Wnt/β-catenin signaling, and play a role in alleviating the severity of the disease. This study provides a 

methodological reference for elucidating the pharmacological mechanisms of traditional Chinese medicine 

formulas. It also presents research ideas for the appropriate clinical use of Chinese patent medicines and the 

development of new clinical drugs for gouty arthritis therapy. The animal welfare and experiment procedures of 

this study were performed in accordance with the regulations of the Experimental Animal Ethics Committee of 

Experimental Research Center, China Academy of Chinese Medical Sciences (grant No. ERCCACMS11-2302-08).

Key words: Shirebi granules; gouty arthritis; damp-heat syndrome; imbalance of immunity-inflammation; 

lipid metabolism

痛风性关节炎简称为痛风, 是由血液中过饱和的

尿酸以晶体形式析出, 沉积于关节囊、软骨等组织, 从

而引起自身免疫的代谢性风湿病[1]。据《2021中国高

尿酸及痛风趋势白皮书》统计, 我国痛风总体发病率为

1.1%, 呈明显上升和年轻化趋势[2]。痛风性关节炎临

床上分为无症状期、急性期、间歇期与慢性期 4个病程

阶段, 其中急性期以发病率高、易于诊断、疼痛剧烈、难

以根治等显著特点, 成为痛风性关节炎治疗的关键期

之一[3]。目前 , 临床上常用非甾体类抗炎药、秋水仙

碱、皮质类固醇等作为急性痛风性关节炎的一线用药, 

旨在快速缓解疼痛、减轻关节局部的炎症反应, 疗效显

著, 但同时也会引起较为严重的不良反应[4], 如胃肠道

溃疡、出血、慢性肾功能不全等[5,6], 而从中医药中寻求

更加安全、有效的治疗痛风性关节炎的药物也是研究

热点之一。

中医将痛风性关节炎归属于“痹病”, 其流行病学

研究表明, 痛风性关节炎急性期以湿热蕴结证为主[7]。

而由经典名方四妙丸化裁而来的湿热痹颗粒是治疗湿

热证的代表性中成药, 组方中包含苍术、忍冬藤、地龙、

连翘、黄柏、薏苡仁、防风、川牛膝、粉萆薢、桑枝、防己、

威灵仙 12味中药, 具有祛风除湿、清热消肿和通络定

痛的功效。前期临床研究表明, 湿热痹颗粒可有效降

低痛风性关节炎患者尿酸水平, 降低炎症因子水平, 临

床有效率达 95.56%[8]; 且对痛风性关节炎关节疼痛、关

节功能障碍、关节肿胀等临床症状有较好的缓解作

用[8,9]; 相较于单纯西药治疗, 湿热痹颗粒在降低痛风

性关节炎患者血尿酸和炎症因子水平及提高患者心理

评分等方面有独特优势[9]。但目前关于湿热痹颗粒在

痛风性关节炎方面的报道仅限于药效, 缺乏对其机制

的研究, 给品种临床精准定位带来了困难, 往往限制了

该品种临床中的应用。因此, 本研究利用痛风性关节

炎湿热证 (acute gouty arthritis with damp-heat syndrome, 

AD) 大鼠模型, 在病证方网络关联分析的基础上, 考察

湿热痹颗粒治疗痛风性关节炎湿热证的药效, 并初步
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揭示其作用机制, 为促进该品种临床合理、精准应用提

供参考依据。

材料与方法

实验动物 雄性SPF级大鼠, 体重 180 ± 20 g, 6～

8周龄, 购自北京华阜康生物科技股份有限公司, 动物

许可证: SCXK (京) 2020-0004。由中国中医科学院医

学实验中心饲养、造模与观察。实验期间动物自由饮

食和进水, 昼夜节律正常。本研究获得中国中医科学

院医学实验中心实验动物伦理委员会批准 (批准号: 

ERCCACMS11-2302-08)。

药物与试剂 湿热痹颗粒由苍术、忍冬藤、地龙、

连翘、黄柏、薏苡仁、防风、川牛膝、粉萆薢、桑枝、防己、

威灵仙 12味中药组成。湿热痹颗粒冻干粉制备方法: 

苍术、连翘、防风提取挥发油, 剩余药渣弃去, 挥发油与

药液备用。取地龙、黄柏等九味, 加水煎煮两次, 二次

提取液与提取挥发油药液合并, 滤过, 滤液浓缩成流浸

膏, 加 3倍乙醇, 静置 12 h, 取上清液浓缩至相对密度

1.33～1.35 (50 ℃测量) 的清膏, 并冻干成粉末。

秋水仙碱 (每片 0.5 mg, 云南植物药业有限公司, 

国药准字 H53020166); 尿酸钠盐 (U2875, 美国 Sigma-

Aldrich 公司); 白介素 (interleukin, IL) 1β 酶联免疫吸

附法 (enzyme linked immunosorbent assay, ELISA) 试

剂盒 (ml028514)、IL-6 ELISA试剂盒 (ml102828)、肿瘤

坏死因子 α (tumor necrosis factor alpha, TNF-α) ELISA

试剂盒 (ml059055)、乙酰辅酶 A 羧化酶 (acetyl-CoA 

carboxylase, ACC) ELISA 试剂盒 (ml059228)、肉碱棕

榈酰转移酶 1 (carnitine palmitoyltransferase 1, CPT-1) 

ELISA 试剂盒 (ml059355) 购自上海酶联生物科技有

限公司 ; 脂肪酸 β氧化酶 (fatty acid β oxidase, FaβO) 

ELISA 试剂盒 (CB12027-Ra, 上海科艾博生物技术有

限公司); NF-κB p65抗体 (A19653)、NF-κB p-p65抗体 

(AP0475) 购自武汉爱博泰克生物科技有限公司 ; 

PPARγ抗体 (sc-271392)、Wnt-4 抗体 (sc-376279) 购自

美国Santa Cruz Biotechnology公司。

仪器 Von frey hair 疼痛测试仪 (美国 Stoeltingco

公司); RB-200 智能热板仪 (成都泰盟有限公司); 

Tanon 5200 化学发光成像系统 (上海天能科技有限公

司); TESTO-875红外热像仪 (德图仪器国际贸易有限

公司); 游标卡尺 (宁波得力工具有限公司); 旋涡混合

器 (KA-1000北京金北德工贸有限公司)。

湿热痹颗粒化学成分及候选靶标谱的收集和整

理 利用 ETCM v2.0 数据库 (http://www. tcmip. cn/

ETCM2/front/#/browse/herb)[10], 结合文献调研, 收集湿

热痹颗粒的活性成分 (QED ≥ 0.49); 同时通过 ETCM 

v2.0和TCMIP v2.0 (http://www.tcmip.cn/TCMIP/index.

php/Home)[11]平台, 预测成分所对应的靶点 (可信度得

分 > 0.8)。

痛风性关节炎相关基因集的收集和整理 在

MalaCards (https://www. malacards. org/) [12]、ETCM 

(https://www. malacards. org/) [11]、GeneCards (https://

www. genecards. org/) [13]、NCBI (https://www. ncbi. nlm.

nih. gov/) [14] 数据库中检索“gouty arthritis”, 并选择

“Homo sapiens”, 收集数据库中痛风性关节炎的疾病

基因; 同时, 在 PubMed中检索主题词“gouty arthritis”, 

收集文献中痛风性关节炎的疾病基因; 除此之外, 通过

基 因 表 达 综 合 数 据 库 (Gene Expression Omnibus, 

GEO)[15]检索“gouty arthritis”, 选择与痛风性关节炎相

关的小鼠踝关节测序数据集 GSE190138, 并以 P < 

0.05 及 log2|FC| > 1.5 为标准筛选差异基因, 同样作为

痛风性关节炎的疾病基因集的来源之一。

湿热证相关基因集的收集和整理 CNKI 检索

“湿热”、“痛风性关节炎”和“临床症状”, 收集痛风性关

节炎湿热证特征主症与次症, 并在SoFDA (http://www.

tcmip. cn/Syndrome/front/#/) [16]和 Symmap (http://www.

symmap.org/)[17,18]数据库中收集痛风性关节炎湿热证主

症与次症基因, 作为痛风性关节炎湿热证的证候基因集。

病−证−方关联网络构建与分析 基于String 数据

库 (version 11.5,https://cn. string-db.org/) [19]构建“湿热

痹颗粒候选靶标−痛风性关节炎湿热证相关基因”生

物分子网络, 并计算互作网络的拓扑特征值 (连接度、

介度、紧密度), 筛选三者均大于中位数的节点作为关

键网络靶标。

GO 分析和 KEGG 通路富集分析 利用 DAVID

数据库 (https://david.ncifcrf.gov/)[20]对关键网络靶标进

行GO生物学过程分析和KEGG信号通路富集分析。

痛风性关节炎湿热证动物模型的建立 参照

Coderre的经典方法[21]结合文献调研[22], 制备痛风性关

节炎湿热证模型。除正常组外, 其余 6组大鼠均于第

13 天在右后踝关节处注射 50 mg·mL-1 尿酸钠结晶 

(monosodium urate, MSU) 混悬液 100 μL, 对照组大鼠

右踝关节则注入等量无菌氯化钠溶液, 以关节囊对侧

鼓起为注入标准。同时, 模拟痛风性关节炎的湿热病

机, 给予内湿形成的条件刺激 (以油脂和 52%红星二

锅头酒交替灌胃 10天), 另施加外界湿热环境刺激 (相

对湿度约 95%, 温度 32 ± 2 ℃, 连续 15天), 造成痛风性

关节炎湿热证模型。

分组及给药 36 只大鼠 , 随机分为 6 组 , 每组 6

只 : 对照组 (control, Con)、痛风性关节炎湿热证模型

组 (AD)、湿热痹颗粒低剂量组 (ADL)、湿热痹颗粒中
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剂量组 (ADM)、湿热痹颗粒高剂量组 (ADH) 和秋水

仙碱组 (Col)。湿热痹颗粒低、中、高剂量为 1.25、2.5、

5 g·kg-1, 分别相当于 0.5、1、2倍临床等效剂量, 秋水仙

碱按临床等效剂量给药, 为 0.3 mg·kg-1。从第 1天开始

给药, 给药组按照 10 mL·kg-1灌胃, 正常组和模型组灌

服等体积蒸馏水, 连续给药15天。

关节炎评价方法 踝关节注射MSU后 24 h, 分别

从踝关节功能障碍指数[23]、踝关节炎症指数[24,25]和踝

关节肿胀指数[26]3个方面对痛风性关节炎进行评价。

踝关节功能障碍指数分级标准: 0级, 行走正常; 1级, 

下肢微弯、跛行 ; 2 级 , 下肢仅接触地面、中度跛行 ; 

3 级 , 三足行走 , 跛行严重。踝关节炎症指数分级标

准: 0级, 关节正常; 1级, 骨标志明显、关节轻度红肿; 

2级, 骨标志不明显、关节红肿明显; 3级, 出现关节外

红肿现象。踝关节肿胀指数测定: 使用数字卡尺测量大

鼠右踝关节周长和右踝关节周长, 最小精度为0.01 mm。

关节肿胀指数 = (右踝关节周长−左踝关节周长)/左踝

关节周长。每组重复3次, 取平均值。

疼痛测定方法

机械痛检测方法[27] 通过 Von frey hair机械疼痛

测试仪检测大鼠机械痛。分别于第 12和 14天测量, 每

次测量维持 3个周期, 中间间隔 5 min, 最后计算取平

均值。

热痛检测方法[28] 通过YLS-6B智能热板仪检测

大鼠热痛。第 12 天将大鼠置于 (55 ± 0.5) ℃的热板

仪, 以大鼠接触热板开始计时, 每组筛选3只在5～30 s

内出现舔后足反应的大鼠进行后续实验。于第 14天, 

将筛选出的大鼠置于热板, 记录大鼠舔后足反应的时

间, 每只大鼠测定 2次, 每次间隔 10 min, 取其平均值

即为大鼠的热痛阈值。

饮水量测定 每天开始前测量水瓶中水的体积, 

同时记录下开始时间, 每天结束时再次测量水瓶中水

的体积, 并记录下结束时间, 饮水量 = (开始体积−结束

体积)/间隔时间×24 h。

酶联免疫吸附测定法检测 IL-1β、TNF-α、IL-6、

CPT-1、ACC、FaβO蛋白含量 采用 ELISA测定炎症

因子及脂肪酸氧化关键酶。按照试剂盒说明书的步

骤, 测定大鼠血清中的 IL-1β、TNF-α、IL-6、FaβO 的含

量及肝脏组织中CPT-1、ACC的含量。

免 疫 印 迹 法 检 测 踝 关 节 中 Wnt、β -catenin、

PPARγ、NF-κB蛋白表达 取 0.1 g踝关节组织, 加入

1 mL含有蛋白酶抑制剂、磷酸酶抑制剂和苯甲基磺酰

氟的裂解液 , 充分匀浆 , 4 ℃ 、12 000 r·min-1 离心

15 min, 取上清。BCA蛋白定量。用 7.5% SDS-PAGE

凝胶电泳分离蛋白, 并将蛋白转移至 PVDF膜上。5%

脱脂奶粉室温封闭 1.5 h后加入适当浓度的一抗 Wnt 

(1∶500)、β-catenin (1∶1 000)、PPARγ (1∶1 000)、NF-κB 

p65 (1∶1 000)、NF-κB p-p65 (1∶1 000), 4 ℃孵育过夜。

洗膜 3次后加入对应二抗, 室温孵育 1 h, 再次洗膜 3次

后, ECL显色并曝光拍照。

统计学分析 利用SPSS 26.0进行统计学分析, 数

据均以 x ± s表示。采用单因素方差分析进行组间比

较, P < 0.05表示差异具有统计学意义。

结果

1　湿热痹颗粒可能通过调控 Wnt/β-catenin 串扰轴 , 

而减轻痛风性关节炎湿热证的炎症反应和干预其脂质

代谢环节

数据库检索结合文献调研的方式, 收集到痛风性

关节炎湿热证 1 215个疾病基因集和 744个证候基因

集, 并通过 ETCM v2.0 和 TCMIP v2.0 获得 1 045 个湿

热痹颗粒方剂靶标谱。通过String数据库提取湿热痹

方剂候选靶标和痛风性关节炎湿热证病证相关基因间

的相互作用关系, 构建“湿热痹方剂候选靶标−痛风性

关节炎湿热证相关基因”相互作用网络, 并计算上述网

络节点的拓扑特征值, 通过计算网络中包括连接度、介

度和紧密度, 选择三者均大于相应中位数的关键网络

靶标, 共筛选出 290个关键网络节点, 其中有 165个为

湿热痹方剂候选靶标。对关键靶标进行网络富集分

析, 结果表明湿热痹颗粒方剂靶标显著富集于炎症反

应相关通路 , 如 NF-κB 信号通路、Toll 样受体信号通

路、TNF信号通路、Wnt信号通路等; 此外, 还与脂质代

谢过程相关, 如脂肪细胞因子 (adipocytokine)、脂肪细

胞脂解 (lipolysis in adipocytes) 和脂肪发育与代谢 

(Wnt) 等信号通路 (图 1A)。而Wnt/β-catenin信号通路

既可调控机体炎症反应, 又是脂质代谢的关键通路, 且

通路中包含CREBBP、MAP3K7、GSK3B、PPARD等在

内的 11个湿热痹颗粒方剂核心靶标 (图 1B)。推测湿

热痹颗粒可能通过Wnt/β-catenin与NF-κB串扰轴, 从

而调节痛风性关节炎湿热证的炎症反应 ; 通过 Wnt/

β-catenin与PPAR串扰轴, 从而改善痛风性关节炎湿热

证的脂肪代谢。

2　湿热痹颗粒可显著缓解痛风性关节炎湿热证大鼠

疾病严重程度

2.1　湿热痹颗粒可显著改善痛风性关节炎湿热证大

鼠关节炎宏观评价指标 　本研究成功构建了AD大鼠

模型, AD模型组大鼠发病率 100%, 造模 1周后, 大鼠

表现出明显的精神倦怠、便溏、活动量减少等现象。与

对照组相比, AD模型组大鼠体重增长缓慢, 关节炎症

指数、关节功能障碍指数、关节肿胀指数均显著升高 
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(P < 0.001), 机械痛阈值降低 (P < 0.001); 与 AD 模型

组相比, 湿热痹颗粒低、中、高剂量可不同程度地升高

体重 (图 2A)、降低关节炎症指数 (P < 0.05, 图 2B)、功

能障碍指数 (P < 0.001, 图 2C) 与肿胀指数 (P < 0.01, 

图 2D), 升高机械痛 (P < 0.05, 图 2E)。其中, 高剂量组

的关节功能障碍指数、机械痛阈值与秋水仙碱组无统

计学差异, 但高剂量组对关节肿胀指数的改善效果优

于秋水仙碱组 (P < 0.001)。

2.2　湿热痹颗粒可显著降低痛风性关节炎湿热证大

鼠血清炎性因子水平 　与对照组相比, AD模型组大鼠

血清的炎症因子 IL-6、IL-1β、TNF-α水平显著升高 

(P < 0.001); 与AD模型组相比, 湿热痹颗粒低、中、高

剂量可不同程度地降低血清中 IL-6 (P < 0.01, 图 3A)、

IL-1β (P < 0.001, 图 3B) 和TNF-α (P < 0.001, 图 3C) 表

达水平, 中剂量组药效与秋水仙碱相比无显著差异。

3　湿热痹颗粒具有缓解痛风性关节炎湿热证大鼠湿

热证的作用

3.1　湿热痹颗粒可有效改善痛风性关节炎湿热证大

鼠口干、发热表征 　与对照组相比, AD模型组大鼠饮

水量升高, 关节表面温度显著升高 (P < 0.001), 热痛阈

Figure 2　Improvement effects of Shirebi granules on the severity of arthritis in AD rats in terms of macroscopic evidence of arthritis. A: 

Body weight; B: Inflammatory index; C: Ankle disability index scale; D: Ankle swelling index; E: Paw withdrawl threshold. ADL, ADM, 

ADH: Shirebi granules 1.25, 2.5, 5 g·kg-1, respectively; Col: Colchicine 0.3 mg·kg-1. n = 6, x ± s. ###P < 0.001 vs Con; *P < 0.05, **P < 0.01, 
***P < 0.001 vs AD

Figure 1　Shirebi granules regulate inflammatory response and lipid metabolism in gouty arthritis with damp-heat syndrome via crosstalk 

of Wnt/β-catenin signaling. A: Pathway enrichment analysis of key putative targets in the interaction network of Shirebi granules and acute 

gouty arthritis with damp-heat syndrome (AD) related genes; B: Mapping chart of key putative targets of Shirebi granules in the disease-

syndrome-formula interaction network into the Wnt signaling pathway
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值明显降低 (P < 0.001); 与AD模型组相比, 湿热痹颗

粒中、高剂量显著改善其口干、发热等症状, 具体表现

为降低AD模型组大鼠饮水量 (图 4A)、关节表面温度 

(P < 0.001, 图 4B), 提高热痛阈值 (P < 0.01, 图 4C), 对

热痛阈的改善效果与阳性对照药秋水仙碱相比无显著

差异。

3.2　湿热痹颗粒可调节痛风性关节炎湿热证大鼠脂

肪酸氧化关键酶含量, 抑制脂肪酸氧化 　与对照组相

比, AD模型组大鼠中脂肪酸氧化关键酶ACC含量显

著降低 (P < 0.001), CTP-1、FaβO 含量显著升高 (P < 

0.001); 与AD模型组相比, 湿热痹颗粒中、高剂量可不

同程度地升高ACC (P < 0.01, 图 5A) 的表达水平及降

低CTP-1 (P < 0.001, 图 5B)、FaβO (P < 0.001, 图 5C) 的

含量, 中、高剂量组对CTP-1和 FaβO的抑制效果与秋

水仙碱相比无显著差异。

4　湿热痹颗粒可通过调控Wnt/β-catenin串扰轴相关

蛋白表达, 改善痛风性关节炎大鼠“炎症−免疫”失衡

与脂质代谢紊乱

与对照组相比 , AD 模型组大鼠中 Wnt、β-catenin

蛋白表达水平显著降低 (P < 0.01, 图 6A), PPARγ、p65

和 p-p65蛋白表达水平显著升高 (P < 0.001, 图 6B、C); 

与AD模型组相比, 湿热痹颗粒中、高剂量可不同程度

地升高 Wnt (P < 0.001, 图 6A、D)、β-catenin (P < 0.01, 

图 6A、E) 表达水平 , 下调 PPARγ (P < 0.01, 图 6B、F)、

p65 (P < 0.001, 图 6C、G)、p-p65 (P < 0.01, 图 6C、H) 蛋

白的异常表达, 且高剂量组药效与阳性对照药秋水仙

碱相比无显著差异。

讨论

痛风性关节炎因“其疾昼静而夜发, 即彻骨髓酸

疼, 其痛如虎之啮”, 故而又被称为“白虎历节”[29]。传

统医家认为痛风发生“多因体内正气不足, ……湿热痰

瘀等病理产物聚于体内, 留滞经络; 又因外邪侵袭内外

合邪, 气血凝结不通所致”[30]。其中, 急性期以湿热蕴

结证痛风性关节炎最多见, 约占痛风性关节炎的 60%, 

临床上常以清热利湿为治则[31]。湿热痹颗粒中苍术、

薏苡仁有健脾祛湿的功效; 忍冬藤、连翘、黄柏可清热

泻火 , 疏风通络 ; 防己、粉萆薢可利水祛湿 ; 地龙、防

风、威灵仙、桑枝、川牛膝是祛风活络、通利关节、除湿

止痛的常用中药, 全方配伍精妙, 共奏清热利湿、祛风

通络、消肿止痛之功效[8]。

本研究采用油脂、白酒灌胃, 模拟湿热证“脾失健

Figure 4　Improvement effects of Shirebi granules on symptoms of dampness heat syndrome in AD rats. A: The volume of daily drinking 

water; B: Surface temperature of the ankle; C: Thermal pain threshold. n = 6, x ± s. ###P < 0.001 vs Con; *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs 

AD

Figure 5　Effects of Shirebi granules on the content of fatty acid oxidizing key enzymes in AD rats. A: Acetyl-CoA carboxylase (ACC); B: 

Carnitine palmitoyltransferase 1 (CTP-1); C: Fatty acid β oxidase (FaβO). n = 6, x ± s. ###P < 0.001 vs Con; *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 

0.001 vs AD

Figure 3　 Inhibitory effects of Shirebi granules on the level of inflammatory cytokines in AD rats. A: Interleukin (IL) -6; B: IL-1β; C: 

Tumor necrosis factor alpha (TNF-α). n = 6, x ± s. ###P < 0.001 vs Con; **P < 0.01, ***P < 0.001 vs AD
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运, 湿浊内生”的病因病机, 联合高温高湿的外界环境, 

内外相引、共生湿热[32]。此方法造模 1周后, 模型组大

鼠出现便溏、活动次数减少、体重增长缓慢等表现, 符

合湿热证“倦怠乏力、大便黏滞不畅、身重困倦、食少纳

呆”的临床症状[33]。“人工气候箱+饮食+单钠尿酸盐”

建立的痛风性关节炎湿热证既能体现出痛风性关节炎

关节疼痛、肿胀、关节功能障碍的关节炎特点, 又有关

节发热、倦怠乏力、口干、便溏等湿热证表型, 与湿热蕴

结型痛风性关节炎患者的临床症状相契合[34]。本实验

结果也显示, 相较于痛风性关节炎湿热证模型组, 湿热

痹颗粒治疗后, 各剂量组大鼠炎症指数、功能障碍指

数、肿胀指数、关节表面温度更低, 机械痛阈值、热痛阈

值更高, 且炎症因子水平下降, 脂肪酸氧化相关酶含量

异常的情况也被逆转, 表明湿热痹颗粒能有效改善痛

风性关节炎湿热证大鼠关节红、肿、热、痛的异常, 缓解

关节不利的症状, 调整疼痛敏化的反应, 进一步证明湿

热痹颗粒具有治疗痛风性关节炎湿热证的潜力。

本研究依据网络拓扑特征值筛选出湿热痹颗粒治

疗痛风性关节炎的关键候选靶标, 并对其功能富集分

析发现, 湿热痹颗粒治疗痛风性关节炎湿热证的主要

作用环节是调节免疫−炎症失衡与改善脂质代谢紊乱, 

与现有的研究报道一致[32,35,36]。痛风性关节炎发病机

制之一就是尿酸盐沉积引起机体内的炎症反应[1,2], 痛

风性关节炎患者存在严重的“免疫−炎症”失衡现象; 

而组学研究证明湿热证中“水湿内停、痰浊内生”的生

物学基础之一可能为甘油代谢障碍[37]; 临床横断面研

究也报道脂代谢异常是痛风性关节炎诱发因素之

一[38]; 湿热证的特征之一即为脂代谢紊乱[39]。可见“免

疫-炎症”失衡与脂质代谢紊乱是痛风性关节炎湿热证

的两个重要病理环节 , 而上述两个环节可被 Wnt/

β-catenin串扰。Wnt通路是真核生物中广泛存在的一

条经典的、发育中保守的信号传导途径, 在胚胎发育、

细胞分化、脂肪代谢、骨发育重建和免疫调控等生物过

程中发挥着极其重要的作用[40-42]。大量研究表明 , 

NF-κB信号传导与典型Wnt通路之间存在物理与生物

功能的串扰, 且这种串扰作用进一步调节了炎症相关

疾病的发展[43,44]。一方面, Wnt通路下游的关键功能效

应分子 β-catenin可与 RelA和 p50复合[45], 降低 NF-κB

信号传导的活性 , 还可通过与 PI3K 相互作用 , 抑制

NF- κB 的功能活性[46], 从而抑制炎症 ; 反之 , 若

β -catenin 蛋白被抑制 , 会导致 NF-κB 信号通路的激

活[47,48]。本研究同样发现, 痛风性关节炎湿热证大鼠

中 β-catenin蛋白表达水平降低, 而NF-κB蛋白表达水

平升高, 炎症因子含量也随之上升, 湿热痹颗粒给药后

两者蛋白表达水平均得到了改善, 炎症因子含量也显

著降低, 结果与文献[9]相符。另一方面, 有研究报道, 

NF-κB也可调节 Wnt/β-catenin信号通路的活性, 如在

小鼠软骨细胞中 , NF- κB 的激活通过诱导 Wnt/

β-catenin信号通路中转录因子Lef1的表达, 间接调节

β-catenin 的转录活性[49]。总之 , Wnt/β-catenin 信号通

路可通过抑制或激活NF-κB通路从而发挥抗炎或促炎

作用 , 而 NF- κB 通路也可正向或负向调节 Wnt/

β-catenin信号通路, 两种途径的不同组成部分参与这

种串扰, 形成了一个复杂的调控网络, 从而在疾病中发

Figure 6　The regulatory effect of Shirebi granules on the expression of proteins crosstalked to Wnt/β-catenin signal pathway in AD rats. A: 

Bands of Wnt and β -catenin; B: Bands of PPARγ; C: Bands of p65 and p-p65; D: Protein expression of Wnt; E: Protein expression of 

β-catenin; F: Protein expression of PPARγ; G: Protein expression of p65; H: Protein expression of p-p65; I: protein expression of p-p65/p65. 

n = 6, x ± s. ##P < 0.01, ###P < 0.001 vs Con; *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs AD
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挥相应功能[43]。此外, Wnt信号通路还可通过调控脂

肪细胞的分化与发育, 进而调节脂质代谢[50,51]。有研

究报道, Wnt信号通路可与PPARγ相互作用, 调控脂肪

细胞分化[52]。抑制 Wnt/β -catenin 信号通路 , 可促进

PPARγ蛋白表达[53], PPARγ蛋白可诱导脂肪酸氧化酶

系与脂蛋白脂酶等, 从而促进脂质的氧化代谢[54]。本

实验结果表明 , 痛风性关节炎湿热证大鼠中 Wnt、

β-catenin蛋白表达水平降低, 而 PPARγ蛋白表达升高, 

脂肪酸氧化酶系也随之改变, 脂肪酸氧化增强, 湿热痹

颗粒给药可有效抑制痛风性关节炎湿热证大鼠中的脂

肪酸氧化程度。因此, 本研究揭示了湿热痹颗粒对痛

风性关节炎湿热证大鼠关节炎严重程度及湿热证均有

明显的改善作用, 并通过调节Wnt/β-catenin串扰轴, 降

低NF-κB与 PPARγ蛋白表达, 进而降低炎症因子含量

与抑制脂肪酸氧化进程, 从而矫正其痛风性关节炎湿

热证大鼠体内“免疫−炎症”失衡与脂质代谢紊乱的病

理环节, 有效缓解了痛风性关节炎湿热证大鼠关节肿

胀、关节不利、发热、口干等症状。

综上, 本研究采用病证方关联网络分析和实验验

证手段相结合的策略, 揭示了湿热痹颗粒可有效改善

痛风性关节炎湿热证大鼠的疾病严重程度与缓解湿热

证症状, 其机制与Wnt/β-catenin串扰轴相关。本研究

为中药病−证−方复杂关联机制的解析提供方法学参

考, 为中成药优势品种的临床合理用药及痛风性关节

炎的新药研发奠定了良好基础。
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