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凉血退紫方对过敏性紫癜血热证模型大鼠皮肤组织
RAF/MEK/ERK通路及血清NETs标志物的影响
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［摘要］ 目的　从快速加速纤维肉瘤激酶 （RAF） /丝裂原活化蛋白激酶 （MEK） /细胞外信号调节激酶

（ERK） 通路调控中性粒细胞胞外诱捕网 （NETs） 失衡探讨凉血退紫方治疗过敏性紫癜 （HSP） 血热证的可

能作用机制。方法　将 70只 Wistar大鼠随机分为空白组 14只和造模组 56只。造模组大鼠采用改良的卵白蛋

白 （OVA） 致敏联合热性中药灌胃构建HSP血热证大鼠模型，造模周期共8周。将造模成功的50只大鼠随机

分为模型组、复方甘草酸苷组、凉血退紫方组、RAF抑制组、凉血退紫方+RAF激动组，每组 10只，另取空

白组 10 只。造模第 11 周开始，空白组、模型组大鼠在 0. 9% 氯化钠溶液 0. 5 ml/ （kg·d） 腹腔注射基础上给

予 1 ml/ （100 g·d） 超纯水灌胃；凉血退紫方组、复方甘草酸苷组在 0. 9%氯化钠溶液腹腔注射基础上分别给

予 7. 5 g/ （kg·d） 凉血退紫颗粒混悬液灌胃、13. 5 mg/ （kg·d） 复方甘草酸苷混悬液灌胃；RAF 抑制组予

1 mg/ （kg·d）GW5074混悬液腹腔注射及超纯水灌胃；凉血退紫方+RAF激动组予7. 5 g/（kg·d）凉血退紫颗粒混

悬液灌胃及1 mg/ （kg·d） 紫杉醇混悬液腹腔注射。各组干预均每天 1次，持续 4周。干预结束后，HE染色法

观察大鼠皮肤组织病理形态，免疫荧光法检测皮肤组织免疫球蛋白A （IgA） 沉积情况，ELISA法检测大鼠血

清中性粒细胞弹性蛋白酶 （NE）、肿瘤坏死因子 α （TNF-α）、血管细胞黏附分子 1 （VCAM-1） 含量，比色法

检测大鼠血清髓过氧化物酶 （MPO） 水平，RT-qPCR 法检测大鼠皮肤组织 RAF、MEK、ERK mRNA 表达水

平，Western Blot 法检测大鼠皮肤组织 RAF、MEK、ERK、磷酸化丝裂原活化蛋白激酶 （p-MEK）、磷酸化细

胞外信号调节激酶 （p-ERK） 水平。结果　空白组大鼠皮肤组织正常，模型组大鼠皮肤组织出现中性粒细胞

浸润、红细胞破裂出血；各药物干预组大鼠皮肤组织中性粒细胞浸润、出血渗出现象明显减轻，且以凉血退

紫方组大鼠改善效果显著。与空白组比较，模型组大鼠皮肤组织 IgA荧光强度增强，血清 NE、MPO、TNF-α
及 VCAM-1 含量升高，RAF、MEK、ERK1、ERK2 mRNA表达升高，RAF蛋白水平及p-MEK/MEK、p-ERK/ERK
比值升高（P＜0. 05）。与模型组比较，各药物干预组大鼠皮肤组织 IgA荧光强度减弱，血清NE、MPO、TNF-α
及 VCAM-1 水平降低 （P＜0. 05）；凉血退紫方组及 RAF 抑制组大鼠皮肤组织 RAF、MEK、ERK1、ERK2 
mRNA表达降低，RAF蛋白水平及p-MEK/MEK、p-ERK/ERK比值降低 （P＜0. 05）。与凉血退紫方+RAF激动

组比较，复方甘草酸苷组、凉血退紫方组及 RAF 抑制组大鼠皮肤组织 IgA 荧光强度减弱，血清 NE、MPO、

TNF-α 及 VCAM-1 含量降低，MEK mRNA 表达及 p-MEK/MEK 比值降低 （P＜0. 05）。结论　凉血退紫方治疗

过敏性紫癜血热证的可能机制是抑制皮肤组织 RAF/MEK/ERK 通路，减少 NETs 过度形成，从而降低皮下小

血管 IgA沉积及机体炎症反应。
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过敏性紫癜（henoch-schönlein purpura，HSP），

又称免疫球蛋白A血管炎（immunoglobulin A vascu⁃
litis，IgAV），是儿童期最常见的系统性小血管炎，

炎性细胞浸润、血管内皮细胞损伤是其重要病理基

础［1］。目前，HSP的“新多重打击”发病假说强调

中性粒细胞异常激活，诱导快速加速纤维肉瘤激酶

（RAF） /丝裂原活化蛋白激酶（MEK） /细胞外信号

调节激酶（ERK）通路级联反应，并释放含有脱氧

核糖核酸（DNA）框架的胞外网状结构，即中性粒

细胞胞外诱捕网 （NETs）。NETs 持续过度生成或

清除障碍，可在局部组织聚集并附着于血管内皮，

释放促炎因子和细胞毒性蛋白酶，直接诱导血管内

皮功能障碍，造成全身小血管损伤［2-3］，加剧 HSP
的系统性血管炎过程。已有研究［4］证实，HSP 患

者血液、皮肤及肾组织中广泛存在 NETs，其表达

水平与免疫球蛋白 A （IgA） 沉积及疾病活动呈正

相关。

目前现代医学治疗HSP主要依赖糖皮质激素和

免疫抑制剂，长期使用可能导致感染、骨髓抑制等

严重不良反应，增加多脏器损伤的风险［5］。HSP可

归属于中医学“紫癜风”“葡萄疫”“肌衄”等范

畴［6］，血热妄行证最为多见［7］。本团队根据多年临

床经验，将 HSP的中医核心病机总结为伏邪潜内、

新感触发、络脉受损［8］，并创制凉血退紫方，该方

具有清热凉血、解毒通络的功效。前期网络药理

学［9］及蛋白组学［10］研究提示，其治疗HSP的作用

机制可能聚焦于 RAF、MEK、ERK 等关键分子，

参与调节 NETs异常形成及中性粒细胞活化，减轻

血管炎症损伤。因此，本研究以HSP血热证模型大

鼠为对象，从 RAF/MEK/ERK 信号通路调控 NETs
失衡角度探讨凉血退紫方治疗 HSP 的可能作用机

制，为其应用防治HSP提供实验依据。

1　材料与方法

1. 1　动物

SPF 级健康 Wistar 雄性大鼠 70 只，4 周龄，体

质量（80±20） g，购自浙江维通利华实验动物技术

有限公司，实验动物生产许可证号：SCXK （浙）

2020-0002。本研究在河南中医药大学动物实验中

心完成，并经河南中医药大学伦理委员会审批（批

件号：IACUC-202402020）。SPF屏障环境内饲养，

温度 20~26 ℃、相对湿度 40%~70%，12 h 光暗循

环，自由进食饮水，适应性喂养1周。

1. 2　药物

干姜、荜茇、胡椒 （批号分别为 220401、
2210271、2110251）购于河南中医药大学第一附属

医院门诊中药房，将以上 3味中药粉碎、过筛，按

质量比 1∶1∶1加入适量超纯水煎煮，制成质量分

数为 0. 15 g/ml 的水煎液，充分过滤备用。凉血退

紫方颗粒组成：生地黄10 g，牡丹皮10 g，紫草10 g，
白芍 10 g，忍冬藤 15 g，络石藤 12 g，川芎 10 g，
炙甘草 6 g，购自四川新绿药业科技发展有限公司

（批 号 分 别 为 21080006、 21100036、 21070158、
21100360、21080141、21100052、21100182、21100287）。
复方甘草酸苷片（规格：25 mg/片，批号：B211001B1，
乐普药业股份有限公司）。

1. 3　主要试剂与仪器

卵白蛋白 （OVA，货号：A5503）、弗氏完全

佐剂（货号：F5881），美国 Sigma公司；RAF抑制

剂 GW5074 （货号：HY-10542），美国 MedChem-

Express公司；RAF激活剂紫杉醇（货号：sc-201439）、

白细胞分化抗原 34（CD34）抗体（货号：Sc-74499），

美国 Santa Cruz Biotechnology 公司； IgA 抗体 （货

号：PAA546Ra01），武汉云克隆科技股份有限公

司；大鼠中性粒细胞弹性蛋白酶 （NE） ELISA 试

剂盒（货号：ELK1521），武汉科鹿生物科技有限

公司；大鼠髓过氧化物酶（MPO）比色法检测试剂

盒（货号：E-BC-K074-M）及肿瘤坏死因子α（TNF-α，

货号：E-EL-R2856）、血管细胞黏附分子 1（VCAM-1，
货号： E-EL-R1061） ELISA 试剂盒，武汉 Elab⁃
science 公司；Trizol （货号：15596026），美国 Life 
Technology公司；HE染色试剂盒（货号：G1076）、

基因组DNA去除与反转录试剂盒（货号：G3337）、

SYBR Green qPCR预混液（货号：G3326）、RAF抗

体（货号：GB11780）、 MEK 抗体（货号：GB11600）、 
磷酸化 MEK （p-MEK） 抗体 （货号：GB115603）、

ERK 抗体（货号：GB11560）、磷酸化 ERK（p-ERK）
抗体 （货号：GB113492）、甘油醛-3-磷酸脱氢酶

（GAPDH） 抗体 （货号：GB15002），武汉赛维尔

生物科技有限公司；4'􀆯6-二脒基-2-苯基吲哚（DAPI）
溶液 （货号：G1401）、二辛可酸 （BCA） 蛋白浓

度测定试剂盒（货号：PC0020），北京索莱宝科技

有限公司。

JB-P5 型组织包埋机 （武汉俊杰电子有限公

司）；RM2016 型病理切片机 （上海徕卡公司）；

Eclipse Ci-L 型正置白光拍照显微镜 （日本尼康公

司）；HBS-1096A 型酶标仪（南京德铁生物科技有
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限公司）；ETC811型PCR仪（北京东胜创新公司）；

Mini Trans-Blot型电泳转印仪（美国Bio-Rad公司）；

SCG-W3000 型化学发光仪 （武汉赛维尔生物科技

有限公司）。

1. 4　造模方法

将 70 只 Wistar 大鼠采用随机数字表法分为空

白组 14只和造模组 56只。造模组大鼠采用改良的

OVA 抗原致敏联合热性中药灌胃建立 HSP 血热证

大鼠模型。1）血热证建立［10］：造模组大鼠每天灌

胃 0. 15 g/kg 的干姜、荜茇、胡椒制备而成的热性

中药水煎液，每天 1 次，灌胃量为 1 ml/100 g，连

续 3 周。空白组大鼠予等体积超纯水灌胃。2）连

续抗原刺激致敏［11］：第 4 周开始将 OVA、弗氏完

全佐剂等体积混合至终浓度为 10 mg/ml的乳化液。

造模组每只大鼠腹腔注射乳化液 0. 5 ml，每周 1
次，连续 3周刺激致敏。空白组予腹腔注射等体积

的 0. 9% 氯化钠溶液。3） 抗原多次冲击激发过敏

反应［11］：第7周开始，大鼠皮肤剃毛，造模组每只

大鼠尾静脉注射 10 mg/ml 的 OVA 溶液 0. 5 ml，随

机在背部皮肤选取 5 处进行皮内联合皮下注射

0. 3% OVA 溶液（每处 0. 4 ml），每只共注射 2 ml，
每隔 3 天皮内联合皮下激发 1 次，共激发 5 次。空

白组予等体积的 0. 9%氯化钠溶液尾静脉及皮内联

合皮下注射。

造模第 10周末按照随机数字表法选取空白组、

造模组大鼠各 3只，取背部皮肤组织约 1 cm×1 cm，

制作 5 μm石蜡切片用于 HE染色及免疫荧光染色，

进行模型评价。HSP大鼠造模成功的评价依据［10-11］：

1）皮肤出现皮疹，色红高出皮肤，周围红肿；2）
光镜下皮疹区血管壁及管周可见炎性细胞浸润、红

细胞破裂和出血等血管炎表现；3）免疫荧光检测

皮肤血管壁可见 IgA沉积。

1. 5　动物分组及干预方法

56只造模大鼠中1只死亡、2只未出现皮疹、3
只用于模型评价。剩余 50 只造模成功大鼠采用随

机数字表法分为模型组、复方甘草酸苷组、凉血退

紫方组、RAF 抑制组、凉血退紫方+RAF 激动组，

每组 10 只，另取空白组 10 只。造模第 11 周开始，

凉血退紫方组予临床等效剂量［12］ 的凉血退紫颗

粒混悬液 7. 5 g/（kg·d） 灌胃及 0. 9% 氯化钠溶液

0. 5 ml/（kg·d）腹腔注射；复方甘草酸苷组予复方

甘草酸苷混悬液 13. 5 mg/ （kg·d）灌胃及 0. 9% 氯

化钠溶液 0. 5 ml/ （kg·d） 腹腔注射；RAF 抑制组

予 1 ml/ （100 g·d） 超纯水灌胃及 GW5074 混悬液

1 mg/（kg·d）腹腔注射；凉血退紫方+RAF激动组

予凉血退紫颗粒混悬液 7. 5 g/（kg·d）灌胃及紫杉

醇混悬液 1 mg/（kg·d） 腹腔注射。空白组和模型

组大鼠分别予 1 ml/（100 g·d）超纯水灌胃及 0. 9%
氯化钠溶液0. 5 ml/（kg·d）腹腔注射。各组均每天

灌胃1次，腹腔注射1次，持续4周。

1. 6　标本采集与处理

药物干预结束次日，称取大鼠体质量，背部皮

肤剃毛，用 3% 戊巴比妥钠 40 mg/kg腹腔注射麻醉

大鼠，腹主动脉取血 5 ml，置于红色采血管，静置

后离心（4 ℃，3000 r/min，10 min，r=8. 5 cm），取

上清液待测；取背部皮肤组织约 1 cm×1 cm，部分

组织置于 4%多聚甲醛中固定、石蜡包埋、制备切

片（5 μm），剩余组织置于冻存管，液氮速冻后置

于-80 ℃中备用。采用随机数字表法各组选取 6只

大鼠的血清用于ELISA及比色法实验，选取 3只大

鼠的背部皮肤组织用于 HE 染色、免疫荧光染色、

RT-qPCR及Western Blot实验。

1. 7　观察指标与方法

1. 7. 1　皮肤组织病理学形态　采用 HE 染色法，

大鼠皮肤组织切片进行HE染色、封片，按照试剂

盒说明书步骤进行，显微镜下观察皮肤炎症细胞浸

润及组织形态变化情况。

1. 7. 2　皮肤组织 IgA 沉积情况　采用免疫荧光法

检测，皮肤组织切片脱蜡、抗原修复，进行 IgA
（1∶50）和 CD34 （1∶50）的免疫荧光双标染色，

镜检采集图像，Image J 1. 54f 软件分析 IgA 沉积荧

光强度，空白组 IgA目标荧光强度值取均值，然后

其余各组将 IgA目标荧光强度值除以空白组的比值

均值，使空白组归一化值=1，其他组为倍数变化。

1. 7. 3　 血 清 NE、 MPO、 TNF- α、 VCAM-1 含 量　　

　 采 用 ELISA 法 检 测 大 鼠 血 清 NE、 TNF- α、

VCAM-1含量，比色法检测大鼠血清MPO含量，具

体步骤按照试剂盒说明书进行，根据酶标仪检测的

各样本吸光度（OD）值计算含量。

1. 7. 4　 皮 肤 组 织 RAF、 MEK、 ERK mRNA 表 达　　

　采用RT-qPCR法检测，取约 20 mg皮肤组织，加

入 1 ml Trizol，研磨、分离、离心取上清，提取

RNA 并测定浓度、纯度，进行反转录、实时荧光

定量PCR分析。反应条件为95 ℃预变性30 s，95 ℃
变性 15 s，60 ℃退火/延伸 30 s，进行 40 个循环。

mRNA 表达量以 GAPDH 为内参，采用 2-∆∆Ct方法进

行计算。引物序列的合成均由苏州金唯智生物科技

有限公司完成，引物序列见表1。
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1. 7. 5　皮肤组织 RAF 蛋白水平及 p-MEK/MEK、     
p-ERK/ERK 比值　采用 Western Blot 法检测，取约

40 mg皮肤组织研磨、裂解、提取蛋白，BCA法测

定蛋白浓度，电泳分离，室温封闭，加入 RAF

（1∶500）、MEK （1∶1000）、p-MEK （1∶500）、

ERK（1∶500）、p-ERK（1∶500）和 GAPDH（1∶2000）
一抗，4 ℃孵育摇床过夜，再将膜与二抗（1∶5000）
室温孵育、显影、拍照，AI WBwellTM分析软件分

析条带灰度值，将目标蛋白灰度值除以内参（或总

蛋白）灰度值，再除以空白组的比值均值，使空白

组归一化值=1，其他组为倍数变化。

1. 8　统计学方法

采用 SPSS 26. 0软件进行统计分析。本研究计

量资料均符合正态分布，以均数±标准差（x̄±s）表

示，两组间比较采用两独立样本 t检验；多组间比

较采用单因素方差分析，若方差齐则组间两两比较

采用 LSD 检验，方差不齐则采用 Tamhane's T2 检

验。以P＜0. 05为差异具有统计学意义。

2　结果

2. 1　各组大鼠皮肤组织形态学比较

图 1示，空白组大鼠皮肤组织表皮完整，结构

清晰，未见炎性细胞浸润。模型组大鼠皮肤组织伴

表 1　大鼠皮肤组织RAF、MEK、ERK、GAPDH引物序列

Table 1　Primer sequences for RAF，MEK，ERK，

and GAPDH in skin tissue of rats
引物

RAF

MEK

ERK1

ERK2

GAPDH

序列（5'→3'）
上游：GATGCTGTCTACTCGGATTGGC
下游：GAAGTTGCTCTGGAGTTGGGTC
上游：CGTCAATGAGCCTCCTCCAAA
下游：AAGTCTACCTCCTCGGCATCAG
上游：GCCGCGCTACACTAATCTCT
下游：GTCAGCGTTTGGGAACAACC
上游：AATTGGTCAGGACAAGGGCT
下游：GAGTGGGTAAGCTGAGACGG
上游：ACAGCAACAGGGTGGTGGAC
下游：TTTGAGGGTGCAGCGAACTT

长度/bp
116

162

784

105

252

注：RAF，快速加速纤维肉瘤激酶；MEK，丝裂原活化蛋白激酶；

ERK1，细胞外信号调节激酶 1；ERK2，细胞外信号调节激酶 2；
GAPDH，甘油醛-3-磷酸脱氢酶。

注：图中黑色箭头指示为中性粒细胞，橙色箭头指示为出血渗出，蓝色箭头指示为毛细

血管充血扩张。

图 1　各组大鼠皮肤组织形态比较（HE染色）

Figure 1　Comparison of skin tissue morphology of rats in each group （HE staining）
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有中等量的中性粒细胞浸润，红细胞破裂出血，毛

细血管充血扩张。复方甘草酸苷组、RAF抑制组和

凉血退紫方+RAF激动组大鼠皮肤组织中性粒细胞

浸润、出血渗出现象明显减轻。凉血退紫方组大鼠

未见中性粒细胞浸润，出血渗出现象减轻，病理改

善效果显著。

2. 2　各组大鼠皮肤组织 IgA沉积情况比较

表 2示，与空白组比较，模型组大鼠皮肤组织

IgA相对荧光强度增强（P＜0. 05）；与模型组比较，

各药物干预组大鼠皮肤组织 IgA相对荧光强度减弱

（P＜0. 05）；与凉血退紫方+RAF 激动组比较，复

方甘草酸苷组、凉血退紫方组及 RAF 抑制组大鼠

皮肤组织 IgA相对荧光强度减弱（P＜0. 05）。各组

大鼠皮肤组织 IgA沉积荧光图见图2。
2. 3　各组大鼠血清 NE、MPO、TNF-α、VCAM-1
含量比较

表 3示，与空白组比较，模型组大鼠血清NE、

MPO、TNF-α及VCAM-1含量升高（P＜0. 05）；与

模型组比较，各干预组大鼠血清NE、MPO、TNF-α
及 VCAM-1 含量降低（P＜0. 05）；与凉血退紫方+  
RAF激动组比较，复方甘草酸苷组、凉血退紫方组

及RAF抑制组大鼠血清NE、MPO、TNF-α及VCAM-1
含量降低（P＜0. 05）。

2. 4　各组大鼠皮肤组织 RAF、MEK、ERK mRNA
表达比较

表 4示，与空白组比较，模型组大鼠皮肤组织

RAF、MEK、ERK1、ERK2 mRNA 表达升高 （P＜
0. 05）；与模型组比较，复方甘草酸苷组大鼠皮肤

组织 MEK mRNA 表达降低，凉血退紫方组及 RAF
抑制组大鼠皮肤组织 RAF、MEK、ERK1、ERK2 
mRNA 表达降低，凉血退紫方+RAF 激动组大鼠皮

肤组织 RAF、MEK mRNA 表达降低 （P＜0. 05）；

表 2　各组大鼠皮肤组织 IgA相对荧光强度比较

Table 2　Comparison of the relative IgA immunofluorescence 
intensity in skin tissues of rats among different groups （x̄±s）

组别

空白组

模型组

复方甘草酸苷组

凉血退紫方组

RAF抑制组

凉血退紫方+RAF激动组

鼠数

3
3
3
3
3
3

相对荧光强度

1. 00±0. 11
2. 53±0. 20a）

1. 47±0. 12b）  c）

1. 40±0. 11b）  c）

1. 25±0. 06b）  c）

1. 89±0. 16b）

注：IgA，免疫球蛋白A。

a） 与空白组比较，P＜0. 05；b） 与模型组比较，P＜0. 05；
c）与凉血退紫方+RAF激动组比较，P＜0. 05。

注：IgA，免疫球蛋白A；CD34，白细胞分化抗原 34，用于标记血管内皮细胞；DAPI，4'􀆯6-二脒基-2-苯基吲哚，用于

标记细胞核；Merge为 IgA、CD34和DAPI的合图。

图 2　各组大鼠皮肤组织 IgA沉积荧光图（×400）
Figure 2　Fluorescence map of IgA deposition in skin tissue of rats in each group （×400）
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与凉血退紫方+RAF激动组比较，凉血退紫方组及

RAF 抑制组大鼠皮肤组织 MEK mRNA 表达降低

（P＜0. 05）。

2. 5　各组大鼠皮肤组织 RAF 蛋白水平及 p-MEK/
MEK、p-ERK/ERK比值比较

表 5示，与空白组比较，模型组大鼠皮肤组织

RAF 蛋白水平及 p-MEK/MEK、p-ERK/ERK 比值升

高（P＜0. 05）；与模型组比较，凉血退紫方组、RAF
抑制组及凉血退紫方+RAF 激动组大鼠皮肤组织

RAF 蛋白水平及 p-MEK/MEK、p-ERK/ERK 比值降

低 （P＜0. 05）；与凉血退紫方+RAF 激动组比较，

凉血退紫方组及 RAF 抑制组大鼠皮肤组织 p-MEK/
MEK比值降低（P＜0. 05）。各组大鼠皮肤组织RAF/
MEK/ERK通路相关蛋白电泳图见图3。

表 3　各组大鼠血清NE、MPO、TNF-α、VCAM-1含量比较

Table 3　Comparison of serum levels of NE，MPO，TNF-α，and VCAM-1 in rats among different groups （x̄±s）

组别

空白组

模型组

复方甘草酸苷组

凉血退紫方组

RAF抑制组

凉血退紫方+RAF激动组

鼠数

6
6
6
6
6
6

NE/ng·ml-1

67. 69±5. 27
98. 55±11. 34a）

70. 01±6. 33b）  c）

70. 80±6. 75b）  c）

70. 41±2. 58b）  c）

81. 48±5. 09b）

MPO/U·L-1

409. 63±53. 36
882. 13±138. 77a）

470. 56±33. 54b）  c）

412. 87±75. 22b）  c）

408. 33±69. 52b）  c）

624. 81±36. 04b）

TNF-α/ng·ml-1

155. 44±17. 22
236. 68±20. 44a）

175. 05±10. 14b）  c）

164. 60±20. 18b）  c）

162. 95±7. 68b）  c）

199. 92±22. 66b）

VCAM-1/ng·ml-1

86. 76±7. 46
146. 33±11. 07a）

101. 78±7. 02b）  c）

95. 01±6. 02b）  c）

92. 72±5. 69b）  c）

123. 37±10. 92b）

注：NE，中性粒细胞弹性蛋白酶；MPO，髓过氧化物酶；TNF-α，肿瘤坏死因子α；VCAM-1，血管细胞黏附分子1。
a）与空白组比较，P＜0. 05；b）与模型组比较，P＜0. 05；c）与凉血退紫方+RAF激动组比较，P＜0. 05。

表 4　各组大鼠皮肤组织RAF、MEK、ERK mRNA相对表达量比较

Table 5　Comparison of RAF，MEK，and ERK mRNA expression levels in skin tissues of rats among different groups （x̄±s）

组别

空白组

模型组

复方甘草酸苷组

凉血退紫方组

RAF抑制组

凉血退紫方+RAF激动组

鼠数

3
3
3
3
3
3

RAF

1. 00±0. 46
5. 86±2. 17a）

3. 99±2. 07
2. 20±1. 51b）

1. 70±0. 43b）

2. 64±0. 56b）

MEK

1. 00±0. 41
5. 41±0. 57a）

3. 97±0. 40b）

1. 85±0. 30b）  c）

1. 85±0. 90b）  c）

3. 45±0. 83b）

ERK1

1. 00±0. 06
1. 82±0. 41a）

1. 47±0. 28
1. 32±0. 18b）

1. 22±0. 10b）

1. 47±0. 27

ERK2

1. 00±0. 14
1. 66±0. 21a）

1. 53±0. 23
1. 21±0. 06b）

1. 15±0. 15b）

1. 42±0. 03
注：RAF，快速加速纤维肉瘤激酶；MEK，丝裂原活化蛋白激酶；ERK1，细胞外信号调节激酶1；ERK2，细胞外信号调节激酶2。
a）与空白组比较，P＜0. 05；b）与模型组比较，P＜0. 05；c）与凉血退紫方+RAF激动组比较，P＜0. 05。

表 5　各组大鼠皮肤组织RAF蛋白水平及p-MEK/MEK、

p-ERK/ERK比值比较

Table 5　Comparison of the protein expression levels of RAF，
p-MEK/MEK，and p-ERK/ERK in skin tissues among rat groups

（x̄±s）

组别

空白组

模型组

复方甘草酸苷组

凉血退紫方组

RAF抑制组

凉血退紫方+
RAF激动组

鼠数

3
3
3
3
3
3

RAF
1. 00±0. 17
1. 99±0. 21a）

1. 88±0. 24
1. 03±0. 17b）

1. 02±0. 17b）

1. 23±0. 16b）

p-MEK /MEK
1. 00±0. 07
1. 64±0. 04a）

1. 57±0. 04
1. 03±0. 07b）  c）

1. 02±0. 07b）  c）

1. 26±0. 04b）

p-ERK/ERK
1. 00±0. 14
2. 53±0. 23a）

2. 34±0. 28
1. 07±0. 13b）

1. 05±0. 15b）

1. 36±0. 17b）

注：RAF，快速加速性纤维肉瘤激酶；p-MEK，磷酸化丝裂原

活化蛋白激酶；MEK，丝裂原活化蛋白激酶；p-ERK，磷酸化细胞

外信号调节激酶；ERK，细胞外信号调节激酶。

a） 与空白组比较，P＜0. 05；b） 与模型组比较，P＜0. 05；
c）与凉血退紫方+RAF激动组比较，P＜0. 05。

注：RAF，快速加速纤维肉瘤激酶；p-MEK，磷酸化丝裂原活

化蛋白激酶；MEK，丝裂原活化蛋白激酶；p-ERK1/2，磷酸化细

胞外信号调节激酶1/2；ERK1/2，细胞外信号调节激酶1/2；GAPDH，

甘油醛-3-磷酸脱氢酶；A，空白组；B，模型组；C，复方甘草酸

苷组；D，凉血退紫方组；E，RAF抑制组；F，凉血退紫方+RAF
激动组。

图 3　各组大鼠皮肤组织RAF/MEK/ERK通路相关蛋白

表达电泳图

Figure 3　Electrophoresis of RAF/MEK/ERK pathway-associated 
protein expression in skin tissues of rats from different groups
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3　讨论

HSP所累及的全身小血管与形态细小、纵横交

织、遍布全身的中医之“络脉”相似，二者结构与

功能均有相通之处。因此，本团队总结儿童HSP病

因关键为“伏邪”，病位在“络”，且小儿肺脾肾常

不足、禀赋体弱、邪易侵袭，引而邪动、伏而后

发［8］，故病情易反复迁延、缠绵难愈。既往真实世

界研究［13］发现，HSP患者中血热妄行证占62. 20%。

小儿体秉属阳，所患热病居多，热为阳邪，最易灼

伤血络，迫血妄行，诱发紫癜，故本研究以构建

HSP血热证大鼠模型为研究对象。凉血退紫方具清

热凉血、祛风通络、活血解毒之功，方中牡丹皮、

生地黄清热凉血、活血养阴，为君药；紫草活血、

凉血、通络，忍冬藤、络石藤能入络清热活血化

瘀、祛风畅络止痛，共为臣药；川芎活血祛瘀、行

气止痛，白芍与川芎相配可生血脉、通营阴，为佐

药；炙甘草缓急止痛、调和诸药，顾护脾胃，为使

药。全方标本兼治，清热不伤阴、止血不留瘀，热

清血宁、邪祛络通，使伏邪无所依附。

本研究通过改良的卵白蛋白致敏联合热性中药

灌胃成功构建HSP血热证大鼠病证结合模型，以治

疗 HSP 常用的复方甘草酸苷［5］为阳性对照药，并

加入 RAF 抑制剂、激活剂进行对比，观察凉血退

紫方的治疗效果。结果表明，模型组大鼠皮肤组织

出现中性粒细胞浸润、红细胞破裂出血等；皮肤组

织免疫荧光结果显示皮下小血管壁可见 IgA 沉积，

提示造模成功。经药物干预后，复方甘草酸苷组、

RAF抑制组和凉血退紫方+RAF激动组可改善皮肤

炎性细胞浸润、减轻皮肤血管损伤程度，凉血退紫

方组未见炎性细胞浸润。各药物干预组均可减少皮

肤组织 IgA沉积，减轻血管损伤程度，但凉血退紫

方+RAF激动剂组效果不如其余药物干预组。

IgA沉积于血管壁是 HSP的重要特征，研究表

明，IgA 可与中性粒细胞的 Fcα 受体Ⅰ结合，激活

RAF/MEK/ERK通路，使活性氧释放，促进NE和MPO
向细胞核易位［14-15］，染色质和核膜破裂，致 NETs
过度释放，而阻断该通路可减少NETs形成［16］。NE
和MPO是具有较强细胞毒性的酶，是评估NETs形
成状态的生物标志物［17］。NETs还可诱导 TNF-α等

促炎细胞因子的产生，趋化炎症细胞向血管壁黏

附，导致 VCAM-1 增加，引起血管内膜损伤和炎

症［18-19］，从而加剧 HSP 进展。本研究结果显示，

模型组大鼠血清NE、MPO、TNF-α、VCAM-1含量

及皮肤组织 RAF、MEK、ERK1、ERK2 mRNA 表达

均升高，RAF 蛋白水平及 p-MEK/MEK、 p-ERK/
ERK比值亦升高，说明模型组大鼠 RAF/MEK/ERK
通路激活，诱导 NETs过量形成，机体炎症级联反

应激活，释放大量促炎因子，促使炎症向血管深层

浸润，从而加重大鼠血管内皮损伤。而凉血退紫方

组和RAF抑制剂组可降低大鼠血清NE、MPO、TNF-α、
VCAM-1含量，降低RAF、 MEK、 ERK1、 ERK2 mRNA
表达和 RAF、p-MEK/MEK、p-ERK/ERK 水平。与

凉血退紫方+RAF激动组比较结果，进一步表明凉

血退紫方通过抑制RAF/MEK/ERK 通路活性，减少

NETs 异常形成，抑制炎症因子水平，改善毛细血

管通透性，降低血管内皮黏附因子释放，改善机体

血管损伤状态，发挥免疫调节作用。复方甘草酸苷

也可降低大鼠血清NE、MPO、TNF-α、VCAM-1含
量，但可能并非完全通过RAF/MEK/ERK 通路调节

NETs 稳态失衡发挥改善血管内皮损伤的作用，需

进一步研究证实。

综上所述，凉血退紫方可能通过抑制RAF/MEK/
ERK通路、减少 NETs过度释放，降低机体炎症反

应和皮下小血管 IgA沉积，从而改善HSP血热证模

型大鼠血管内皮损伤程度。本研究仅关注了凉血退

紫方对 NETs两个标志物的影响，后续将开展高质

量的细胞分子实验，深入探究凉血退紫方对 NETs
形成变化的分子机制，为该方的临床应用提供更坚

实的科学证据。
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Effect of Liangxue Tuizi Formula （凉血退紫方）  on RAF/MEK/ERK Pathway in Skin Tissue and Serum 
NETs Biomarkers in Henoch-Schönlein Purpura Model Rats with Blood Heat Syndrome
JIANG Yingying1， YANG Manxiang2， YUAN Zhenhua1， XI Leying1， CAI Mingyang1， MA Diya2， LI Yifan2， 
NIU Yuhang2， LIU Runze2， CAO Jiawen2， CHEN Xilin2， REN Xianqing1，2

1.  Pediatric Hospital，First Affiliated Hospital of Henan University of Chinese Medicine，Zhengzhou，450000；2.  College of 
Pediatrics，Henan University of Chinese Medicine
ABSTRACT Objective　To investigate the potential mechanism of Liangxue Tuizi Formula （凉血退紫方， LXTZF） in 
treating Henoch-Schönlein Purpura （HSP） by examining its regulatory effect on neutrophil extracellular trap （NETs） 
dysregulation via the rapidly accelerated fibrosarcoma kinase （RAF）/mitogen-activated protein kinase （MEK）/extra⁃
cellular signal-regulated kinase （ERK） signaling pathway.   Methods　Seventy Wistar rats were randomly allocated in⁃
to a blank control group （n=14） and a modeling group （n=56）.  Rats in the modelling group underwent an eight-week 
modelling period to establish HSP rat models with blood-heat syndrome via modified ovalbumin （OVA） induction 
method combined with oral administration of heat-property Chinese herbal medicine.  Fifty successfully modeled 
rats were subsequently randomly divided into five groups （n=10 per group）， model group， compound glycyrrhizin 
group， LXTZF group， RAF inhibitor group， and LXTZF + RAF agonist group.  Additionally， 10 rats were selected 
from the original blank control group for the final experiment.  From the 11th week of modelling， rats in the blank 
control group and the model group received 1 ml/（100 g·d） ultrapure water via oral administration， in addition to 
0. 5 ml/（kg·d） 0. 9% sodium chloride solution via intraperitoneal injection.  The LXTZF group and the compound 
glycyrrhizin group received 7. 5 g/（kg·d） LXTZF granule suspension via gavage， 13. 5 mg/（kg·d） compound glycyr⁃
rhizin suspension via gavage， respectively.  The RAF inhibitor group received 1 mg/（kg·d） GW5074 suspension 
via intraperitoneal injection and ultrapure water via oral administration； the LXTZF + RAF agonist group received 

··2482



中医杂志 2025 年 12 月第 66 卷第 23 期 Journal of Traditional Chinese Medicine，2025，Vol. 66，No. 23

7. 5 g/（kg·d） LXTZF granule suspension via gavage and 1 mg/（kg·d） paclitaxel suspension via intraperitoneal injec⁃
tion.  All administrations were performed once daily for 4 weeks.  After intervention， skin tissue histopathology was 
examined by hematoxylin and eosin （H&E） staining， immunoglobulin A （IgA） deposition was assessed via immuno⁃
fluorescence， serum levels of neutrophil elastase （NE）， tumor necrosis factor-α （TNF-α）， and vascular cell adhesion 
molecule-1 （VCAM-1） were measured using enzyme-linked immunosorbent assay （ELISA）， serum myeloperoxidase 
（MPO） level was determined by a colorimetric assay； the mRNA expression levels of RAF， MEK， and ERK in skin 
tissue were detected by real-time quantitative polymerase chain reaction （RT-qPCR）； and the protein expression of 
RAF， MEK， ERK， as well as phosphorylated MEK （p-MEK） and phosphorylated ERK （p-ERK）， were analyzed by 
Western Blot.   Results　Skin tissue in the blank control group rats remained normal， whereas the model group exhibited 
neutrophil infiltration and haemorrhage with red blood cell rupture.  In all drug intervention groups， neutrophil infiltra⁃
tion and haemorrhagic exudation reduced markedly， with LXTZF group demonstrating the most pronounced improve⁃
ment.  Compared with the blank control group， rats in the model group exhibited enhanced IgA fluorescence intensity 
in skin tissue， elevated serum levels of NE， MPO， TNF- α and VCAM-1， increased mRNA expression of RAF， 
MEK， ERK1 and ERK2， as well as heightened RAF protein levels and p-MEK/MEK and p-ERK/ERK ratios （P＜
0. 05）.  Compared with the model group， the drug intervention groups exhibited reduced IgA fluorescence intensity in 
skin tissue， along with decreased serum levels of NE， MPO， TNF-α， and VCAM-1 （P＜0. 05）.  In LXTZF group and 
RAF inhibition groups， reduced mRNA expression of RAF， MEK， ERK1， and ERK2 was observed in rat skin tissue， 
alongside decreased RAF protein levels and reduced p-MEK/MEK and p-ERK/ERK ratios （P＜0. 05）.  Compared 
with LXTZF + RAF agonist group， the compound glycyrrhizin group， LXTZF group， and RAF inhibitior group exhibited 
reduced IgA fluorescence intensity in skin tissue， decreased serum NE， MPO， TNF-α， and VCAM-1 levels， and 
decreased MEK mRNA expression and p-MEK/MEK ratio （P＜0. 05）.   Conclusion　The potential mechanism by 
which LXTZF treats Henoch-Schönlein purpura with blood heat syndrome may involve blocking the RAF/MEK/ERK 
signaling pathway in skin tissue， and suppressing excessive formation of NETs， thereby reducing IgA deposition in 
dermal microvessels and attenuating systemic inflammatory responses.
Keywords Henoch-Schönlein purpura； blood heat syndrome； immunoglobulin A； neutrophil extracellular traps； 
rapidly accelerated fibrosarcoma kinase； mitogen-activated protein kinase； extracellular signal-regulated kinase； 
Liangxue Tuizi Formula （凉血退紫方）
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