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基于 NLRP3 介导的细胞焦亡探讨痹通方含药血清对
类风湿关节炎成纤维样滑膜细胞损伤的保护作用及机制

齐庆1，2，孙蓬远1，2，许诺1，关蕊1，郑建南2，赵夜雨2，于静2，高明利2

（1 .辽宁中医药大学，辽宁 沈阳 1 1 0847；2.辽宁中医药大学附属医院，辽宁 沈阳 1 1 0032）

  摘要：目的 探讨痹通方含药血清对脂多糖（LPS）诱导的类风湿关节炎成纤维样滑膜细胞（MH7A）的细胞焦亡的保
护作用机制及对 NLRP3 通路的影响。方法 SD 大鼠随机分成 3 组：空白对照组，痹通方低、高剂量组分别给予 4.2 g／
（kg·d）、1 6.8 g／（kg·d）灌胃；空白对照组给予等量蒸馏水灌胃。连续灌胃 1 0 d后制备含药血清。将细胞分为 5 组：空
白对照组，LPS 处理组，痹通方含药血清低、高剂量组，MCC950 组。收集上述各组细胞，CCK8 检测细胞活力，RT －qPCR
检测各组细胞肿瘤坏死因子α（TNF －α）、白细胞介素（IL）－1 8、IL －1β、单核细胞趋化蛋白（MCP）－1、MIP －1α基因
表达水平及Western blotting 检测 AIM2、ASC、Caspase －1、IL －1 8、IL －1β、cleaved －GSDMD、GSDMD、NLRP3 蛋白表达。
免疫荧光染色法检测 NLRP3 表达情况。结果 与空白组比较，LPS 处理组细胞活力下降（P<0.01），TNF －α、IL －1 8、
IL －1β、MCP －1、MIP －1αmRNA 表达升高（P<0.01），AIM2、ASC、Caspase －1、IL －1 8、IL －1β、cleaved －GSDMD、
GSDMD、NLRP3 蛋白表达升高（P<0.01）；免疫荧光结果显示，与空白对照比较，模型组 NLRP3 荧光强度显著升高（P<
0.01）。与 LPS 处理组相比，给予 NLRP3 抑制剂MCC950 组和痹通方含药血清组均可改善上述指标变化。结论 痹通方

能有效抑制 NLRP3 炎症小体表达，减少MH7A细胞焦亡及改善炎症损伤，其机制可能与调控 NLRP3 通路相关。
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Protective Effect and Mechanism of Serum Containing Bitong Decoction（痹通方）on Fibroblast－
Like Synovial Cell Injury in Rheumatoid Arthritis Based on NLRP3 Mediated Pyroptosis
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（1 .Liaoning University of Traditional Chinese Medicine，Shenyang 1 1 0847，Liaoning，China；
2.Affiliated Hospital of Liaoning University of Traditional Chinese Medicine，Shenyang 1 1 0032，Liaoning，China）

Abstract：Objective To investigate the protective mechanism of Bitong Decoction（痹通方）containing serum on pyroptosis of
fibroblast －like synoviocytes（MH7A）induced by lipopolysaccharide（LPS）and its effect on NOD －like receptor thermal protein
domain associated protein 3（NLRP3）pathway in rheumatoid arthritis.Methods SD rats were randomly divided into 3 groups：
control group，Bitong Decoction low and high dose groups［4.2 g／（kg·d）and 1 6.8 g／（kg·d）by gavage，respectively］.The
control group was given the same volume of distilled water by gavage.The drug －containing serum was prepared after 1 0 days of
continuous intragastric administration.The cells were divided into 5 groups：control group，LPS treatment group，low and high dose
serum containing Bitong Decoction group，MCC950 group.The cells in the above groups were collected，and the cell viability was
detected by CCK8.The expression levels of tumor necrosis factor －α（TNF －α），interleukin －1 8（IL －1 8），interleukin －1β
（IL －1β），monocyte chemotactic protein －1（MCP －1）and macrophage inflammatory protein 1 α（MIP －1α）were detected by
RT －qPCR.The protein expressions of AIM2，ASC，Caspase －1，IL －1 8，IL －1β，cleaved －GSDMD，GSDMD and NLRP3 were
detected by Western blotting.The expression of NLRP3 was detected by immunofluorescence staining.Results Compared with
that of the control group，the viability of cells in LPS treatment group was decreased（P<0.01），and the mRNA expressions of
TNF －α，IL －1 8，IL －1β，MCP －1 and MIP －1 A were increased（P<0.01）.The protein expressions of AIM2，ASC，Caspase －
1，IL －1 8，IL －1β，cleaved －GSDMD，GSDMD and NLRP3 were significantly increased（P<0.01）.The results of immunofluo-
rescence showed that the fluorescence intensity of NLRP3 in the model group was significantly higher than that in the blank con-
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trol group（P<0.01）.Compared with LPS treatment group，NLRP3 inhibitor MCC950 group and serum containing Bitong Decoc-
tion groups could improve the changes of above indexes.Conclusion Bitong Decoction can effectively inhibit the expression of
NLRP3 inflammasome，reduce pyroptosis of MH7A cells and improve inflammatory injury.Its mechanism may be related to the
regulation of NLRP3 pathway.

Keywords：rheumatoid arthritis；MH7A cells；pyroptosis of cells；Bitong Decoction（痹通方）；NLRP3

  类风湿性关节炎 （RA）作为自身免疫性疾病中最常见的
一类疾病，主要表现为多发性关节炎，也可能发生关节外器官

表现［1］。尽管关于 RA的生物分子学相关机制已有很多研究，
但 RA 的病因仍旧尚未完全阐明，目前有研究认为是失调的瓜
氨酸化导致抗瓜氨酸化蛋白抗体［2 －3］的产生。RA的病程演变
随发作性加重而波动，在没有得到相应合适治疗方案的情况

下，症状会逐渐恶化，直到关节受到不可逆转的损伤，对患者身

体和心理功能都会产生不良的影响［4］。此外，RA 并发症和合
并症会使患者的预期寿命缩短几年［5］。NOD 样受体热蛋白结
构域相关蛋白 3（NLRP3）是 NOD 样受体家族中重要的一员，
其炎性小体复合物由 NLRP3、凋亡相关斑点样蛋白和半胱天
冬酶－1 前体组成，是一种感知外源病原体和内源性危险信号
的细胞内受体［6］。在其炎症小体中，NLRP3 炎症小体可以诱
导促炎细胞因子白细胞介素（IL）－1β和 IL －1 8 的释放，同时
也能促进 Gasdermin D（GSDMD）介导的细胞焦亡进程。已研
究确定了 NLRP3 炎症小体在先天和适应性免疫系统中至关重
要的作用，以及它对一些自身免疫性疾病的贡献，其中就包

括 RA［6］。
现如今在临床试验或应用中已经有多种治疗 RA 的西医

药物被证实具有较好的疗效，但随着服药疗程的增加等，会产

生诸多不良反应，包括严重感染、癌症及一系列的心脑血管疾

病［7］。而早在《内经》时期，中医对 RA 已有论述，从祖国中医
药宝库中挖掘治疗 RA 的方法及药物是传承创新中医思维的
有效方式。痹通方以养血活血即和血法为主要治则，课题组前

期体内研究已证实了其疗效及部分机制。本研究从痹通方切

入，通过治疗脂多糖（LPS）刺激后的 MH7A 体外细胞模型，基
于 NLRP3 炎性小体介导的细胞焦亡进一步探讨痹通方治疗
RA的作用机制。
1  材料与方法
1 .1  材料
1 .1 .1 实验动物及细胞 SPF 级雄性 SD 大鼠 30 只，体质量
1 80 ～200 g，购买于辽宁长生生物科技有限公司，许可证号：
SCXK（辽）2020 －0002，饲养于辽宁中医药大学动物实验中心，
普通饲料喂养 1 周后进行实验。人类风湿关节炎滑膜成纤维
细胞（MH7A 细胞），购自深圳市豪地华拓生物科技有限公司，
货号：HTX1 833。
1 .1 .2 实验药品 痹通方组方药材购买于辽宁中医药大学附
属医院中药局，由桃仁 1 5 g，红花 1 5 g，防风 1 5 g，川芎 1 5 g，牛
膝 20 g，鸡血藤 25 g，白芍 1 5 g，熟地黄 20 g，当归 20 g 等 9 味
药材组成；LPS 购买于索莱宝（货号：L8880 －1 0mg）；NLRP3 抑
制剂MCC950 购买于美国 Sigma公司。
1 .1 .3 主要试剂及设备 BCA 蛋白浓度测定试剂盒购于碧
云天生物技术有限公司（货号：P001 2）。CCK8 细胞增殖 －毒
性检测试剂盒购于 biosharp 公司。肿瘤坏死因子 α（TNF －

α）、IL －1 8、IL －1β、单核细胞趋化蛋白（MCP）－1、MIP －1α
购于武汉三鹰生物技术有限公司，AIM2、ASC、Caspase －1、IL －
1 8、IL －1β、cleaved －GSDMD、GSDMD、NLRP3 抗体购于北京博
奥森生物技术有限公司。Fast King RT反转录试剂盒购于北京
天根生化科技有限公司（批号：R6620）；SYBR Select Master Mix
购于美国 Life Technology公司（批号：1 71 0054）。

电泳仪（美国，BIO －RAD），转膜仪（美国，BIO －RAD），正
置显微镜（OLYMPUS，BX53），化学发光成像系统（上海，天
能），荧光显微镜（日本，Nikon），CFX96Touch 荧光定量 qPCR
检测系统（美国，BIO －RAD）。
1 .2 方法
1 .2.1 含药血清制备 SD 大鼠随机分成 3 组：空白对照组，
痹通方低、高剂量组分别给予 4.2、1 6.8 g／（kg·d）灌胃；空白
对照组给予等量蒸馏水灌胃。每组 1 0 只，各组大鼠连续灌胃
1 0 d，每天 1 次。在末次给药 8 h 后，腹主动脉取血，4 ℃ 3000
r／min，离心 1 0 min取血清。将 3 组血清 56 ℃水浴 30 min，无
菌滤器过滤除菌、分装保存备用。

1 .2.2 细胞分组和模型制备 使用含 1 00 U／mL 青霉素链霉
素双抗和 1 0%胎牛血清的 DMEM高糖培养基于 5%二氧化
碳、37 ℃恒温培养箱内常规培养MH7A 细胞。将 NLRP3 抑制
剂MCC950 溶解于 DMSO中，终浓度为 0.1 μmol／L。将细胞分
为 5 组：空白对照组，LPS 处理组（MH7A 细胞用 5 μg／mL LPS
稀释液处理 6 h以诱导炎症损伤用于后续实验），痹通方含药
血清低、高剂量组，MCC950 组。
1 .2.3 CCK－8 检测细胞活性 引入 CCK－8 检测细胞活力。
在 96 孔板中以 5 ×1 0 3细胞／孔的浓度制备细胞，并在诱导前
于 37 ℃进行常规培养 24 h。在刺激后使用 CCK－8 稀释液与
细胞共孵育 1 h。之后使用酶标仪在 450 nm 下进行吸光度测
量，计算细胞活力。

1 .2.4 RT －qPCR 检测各组 MH7A 细胞 TNF －α、IL －1 8、
IL －1β、MCP －1、MIP －1αmRNA 水平 按照 Trizol 试剂盒说
明提取总 RNA，核酸蛋白分析仪测定 RNA 纯度。逆转录获取
扩增前 cDNA。以 2 μL cDNA 为模板进行扩增，依次按照 95
℃3 min，1 个循环；95 ℃1 5 s、62 ℃20 s、72 ℃5 s，32 个循环；72
℃7 min，1 个循环。按 2 －ΔΔCt法进行定量分析，实验所需引物
均由生工生物工程（上海）股份有限公司提供。

1 .2.5  Western blot 法检测各组 MH7A 细胞 AIM2、ASC、
Caspase －1、IL －1 8、IL －1β、cleaved －GSDMD、GSDMD、NLRP3
的蛋白表达 收集上述各组处理的 MH7A 细胞，并用 BCA 法
测定蛋白浓度。加入适量的稀释液和上样缓冲液，变性后配胶

待用，取样品 20 μg上样，电泳、转膜、封闭，TBST洗膜 ，加入一
抗稀释液稀释 AIM2、ASC、Caspase －1、IL －1 8、IL －1β、
cleaved －GSDMD、GSDMD、NLRP3、GADPH（1 ∶1 000）4 ℃孵育
过夜，TBST 洗膜，加入二抗孵育，TBST 洗膜，加 ECL 工作液，
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全自动成像分析仪下进行曝光成像。使用 Image J 软件进行
统计分析。

表 1  引物列表

基因 上游引物 下游引物

TNF －α F －GATCGGTCCCAACAAGGAGG R－GCTTGGTGGTTTGCTACGAC
IL －1 8 F －TGCCTGATATCGACCGAACAGCCAAC R－ACAGATAGGGTCACAGCCAGTCCTCT
IL －1β F －GGCTTCCTTGTGCAAGTGTCT R－TCTGGACAGCCCAAGTCAAG
MCP －1 F －ATAGCAGCCACCTTCATTC R－GCTTCTTTGGGACACTTGCT
MIP －1α F －CTGCCCTTGCTGTCCTCCTCTG R－CTGCCGGCTTCGCTTGGTTA
GAPDH F －AGTGCCAGCCTCGTCTCATA R－GGCGGAGATGATGACCCTTT

1 .2.6 免疫荧光染色法检测 NLRP3 表达情况 MH7A 细胞
在培养基生长至 80%左右，弃旧培养基，给药处理 4 h，空白对
照组和 LPS 处理组加入相同体积的新鲜培养基，给药组预处
理 4 h 后，更换含不同浓度的各组药物及 LPS 的培养基，模型
组更换为只含有 LPS 的培养基共培养 24 h。24 h 后弃上清，
PBS 清洗细胞，4%多聚甲醛固定 1 h，清洗后加血清室温封闭
30 min，加入一抗，4 ℃孵育过夜，隔天清洗细胞后滴加荧光二
抗 37 ℃孵育 1 h 后，PBST 清洗细胞，DAPI 复染核 5 min 后，
使用荧光显微镜采集荧光信号。

1 .3 统计学方法
实验数据均为计量资料数据用 ★x ±s 表示，采用 GraphPad

Prism 8.0 软件统计分析。两组比较采用 t检验，多组间比较首
先进行单因素方差齐性分析。若方差齐，组间比较采用 LSD
法检验，若方差不齐，组间比较采用 Tamhane 法检验，P<0.05
差异有统计学意义。

2 结果
2.1 痹通方含药血清对 LPS 诱导MH7A细胞活力的影响

如插页Ⅵ图 1 所示，通过 CCK－8 法检测各组MH7A 细胞
活力。与空白对照组相比，LPS 处理组MH7A细胞活力明显降
低（P<0.01），与 LPS 处理组相比，给予 MCC950 和痹通方含
药血清各组对MH7A细胞活力显著增加（P<0.01）。
2.2 痹通方含药血清对 LPS 诱导 MH7A 细胞相关 mRNA 的
影响

与空白对照组细胞相比，LPS 处理组 TNF －α、IL －1 8、
IL －1β、MCP －1、MIP －1αmRNA 表达均明显升高（P<
0.01）；与 LPS 处理组相比，MCC950 和痹通方含药血清各组的
TNF －α、IL －1 8、IL －1β、MCP －1、MIP －1αmRNA 表达均显
著降低（P<0.01）。见插页Ⅶ图 2。
2.3 痹通方含药血清对 LPS 诱导 MH7A 细胞相关蛋白的
影响

2.3.1 炎症相关 与空白对照组细胞相比，LPS 处理组 IL －
1 8、IL －1β的蛋白表达均明显升高（P<0.01）；与 LPS 处理组
相比，MCC950 和痹通方含药血清各组的 IL －1 8、IL －1β的蛋
白表达均显著降低（P<0.01）。见插页Ⅶ图 3。
2.3.2 焦亡相关 与空白对照组细胞相比，LPS 处理组
AIM2、ASC、Caspase －1、cleaved －GSDMD、GSDMD、NLRP3 的
蛋白表达均明显升高（P<0.01）；与 LPS 处理组相比，MCC950
和痹通方含药血清各组的 AIM2、ASC、Caspase －1、cleaved －
GSDMD、GSDMD、NLRP3 的蛋白表达均显著降低（P<0.01）。
见插页Ⅷ图 4。

2.4 痹通方含药血清对 LPS 诱导MH7A细胞免疫荧光下 NL-
RP3 表达情况

与空白对照比较，LPS 处理组 NLRP3 荧光强度显著升高
（P<0.01）。与 LPS 处理组比较，各给药组 NLRP3 荧光强度
显著降低（P<0.01）。见插页Ⅸ－Ⅹ图 5。
3 讨论

RA 症状发作通常较为隐匿，但随着时间的推移，疾病会
进展并逐渐恶化。RA 症状的触发因素尚不清楚，但已经有研
究证明是发生在滑膜和滑液中的免疫［8］。滑膜巨噬细胞释放

细胞因子，如 TNF －α、IL －1 和 IL －6 等，这些细胞因子与炎症
过程、成纤维细胞样滑膜细胞的刺激和刺激破骨细胞活性密切

相关［9］。MH7A 关节炎成纤维样滑膜细胞系是一种新型永生
化类风湿成纤维样滑膜细胞（FLS）系，因为其保留了 RA －
FLS 细胞的炎症及增殖特性，通常在研究 RA 相关的分子生物
学及药理学机制中起到至关重要的作用［1 0］。因此MH7A 细胞
系更适用于本实验的研究材料。

RA的发病机制与细胞焦亡和炎症反应有着密切的关系。
其中，RA可以破坏多个关节的功能，其中炎症细胞被激活，从
而释放出许多炎症因子［1 1］。其中，TNF －α是一种由活化的单
核细胞和巨噬细胞产生的生理炎症介质，已被确定在 RA 的发
病机制中发挥重要作用［1 2］。有研究发现 TNF －α可刺激类风
湿关节炎滑膜成纤维细胞增殖和 IL －6、粒细胞－巨噬细胞集
落刺激因子、基质金属蛋白酶、前列腺素和其他效应分子的分

泌［1 3 －1 5］。RA 发病机制伴有各种促炎和抗炎因子的分泌变
化，如 TNF －α、IL －1β、IL －6、IL －1 0 和 IL －1 7［1 6］。最近一
项研究显示，在 RA 的病理过程中，miR －206 促进了骨代谢和
促炎细胞因子的分泌［1 7］。miR －451 通过下调 p38 MAPK 蛋
白的表达水平来抑制滑膜成纤维细胞中促炎细胞因子 TNF －
α、IL －1β和 IL －6 的分泌［1 8］。也有研究显示，TNF －α可以
明显促进MH7A 细胞的炎症反应［1 9］。NLRP3 炎症小体的激
活先后需要经过启动和激活两个关键的环节［20］。在启动过程

中，如 toll样受体（TLRs）等识别细胞因子，激活 NF －κB 信号
通路，其中 NLRP3、IL －1β前体和 IL －1 8 前体上调［21 －22］。在

激活过程中，NLRP3 通过 NACHT 结构域发生寡聚，然后募集
ASC，从而导致 Caspase －1 前体募集和激活［23］。这三种蛋白

质组装成一个多聚蛋白，称为 NLRP3 炎症小体。活化的
Caspase －1 将前 IL －1 8 前体和 IL －1β前体裂解成它们的生
物活性形式，从而诱导炎症［24］。活化的 Caspase －1 裂解 GSD-
MD时触发细胞焦亡，即为 NLRP3 起始介导的焦亡途径［25］。

由于 NLRP3 炎症小体是引发炎症和免疫反应的关键因素。如
果其激活失调，也会引起炎症反应和自身免疫反应相应的紊

乱，RA就是其所导致的严重疾病的一种。因此，NLRP3 炎症
小体的精确调控对维持免疫系统的稳态，改善 RA 的病理状态
有着重要意义。本次研究在对数据处理、分析后发现，与 LPS
处理组相比，给予 NLRP3 抑制剂的 MCC950 组和痹通方含药
血清组均能降低 MH7A 细胞 TNF －α、IL －1β、NLRP3、
Caspase －1、GSDMD等细胞焦亡与炎症相关的基因和蛋白的
表达，这说明痹通方抗细胞焦亡的作用在一定程度上可能与

NLRP3 炎症小体的活化及其抗炎作用的抑制息息相关，进而
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达到抑制成纤维样滑膜细胞焦亡和损伤的发生的结果。

RA作为难治性自身免疫性疾病，在中医学中常归属于
“痹证”。本病病因较多，发病机制各有不同，最终致气血痹

阻，运行不畅，发为本病。在临床中，许多疾病由于现有发病机

制不够明确，治疗方案不够优化，治疗效果不尽如人意，常选用

中医疗法进行治疗，患者依从性更高。而中药治疗 RA 疗效显
著，已成为治疗自身免疫疾病的新的热门研究方向［26］。痹通

方中包含祛风除湿、活血化瘀、通络止痛的经典药对，如“桃

仁－红花”“防风－川芎”等，其中又包含四物汤的组成，全方
活血化瘀，通络止痛。现已证明，痹通方可抑制 LPS 诱导的
MH7A细胞焦亡，其作用机制可能与调控 NLRP3 炎症小体介
导的细胞焦亡途径相关。综上所述，NLRP3 炎症小体可能是
痹通方抑制细胞焦亡的靶点，这也为今后治疗 RA，减轻炎症损
伤，改善患者状态，提高患者生活质量提供了新的临床治疗思

路与方案。
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