
DOI: 10． 13288 / j． 11-2166 / r． 2017． 16． 014 实验研究

基金项目:国家自然科学基金( 81673983，81373649 ) ，广东省自然科
学基金( 2014A030313504)
* 通讯作者: cxpgz@ 126. com
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［摘要］ 目的 探讨滋阴清热方治疗系统性红斑狼疮的可能作用机制。 方法 30 只狼疮鼠随机分为中药
组、脂多糖组和模型组各 10 只，另以正常 C57BL /6J健康小鼠 10 只为空白组。中药组给予滋阴清热方 20 g /
( kg·d) 灌胃，每日 1 次; 脂多糖组给予脂多糖 8 mg /kg腹腔注射，2 天 1 次; 模型组和正常组给予等容积灭
菌蒸馏水灌胃，每日 1 次，各组均干预 6 周。检测各组小鼠肾组织半胱天冬氨酸蛋白酶 1 ( Caspase-1) 、白
细胞介素 1β ( IL-1β) 蛋白及核苷酸结合寡聚化结构域样受体蛋白 3 ( NLＲP3) 、Caspase-1 和 IL-1β mＲNA
表达。 结果 与空白组比较，模型组小鼠肾组织 Caspase-1、IL-1β蛋白表达升高，NLＲP3、Caspase-1 和 IL-
1β mＲNA表达亦升高 ( P ＜ 0. 05) 。与模型组比较，中药组小鼠肾组织 IL-1β 蛋白及 mＲNA 表达降低，而脂
多糖组均升高 ( P ＜ 0. 05) ; 中药组 Caspase-1 和 NLＲP3 mＲNA 表达与模型组比较差异无统计学意义 ( P ＞
0. 05) 。 结论 滋阴清热方可降低狼疮鼠细胞焦亡炎症因子，且可能是其治疗系统性红斑狼疮的作用机制
之一。
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系统性红斑狼疮 ( systemic lupus erythematosus，
SLE) 是临床常见的自身免疫性疾病，免疫炎症是
其主要特征，可累及机体主要器官。细胞焦亡是一
种新发现的程序性细胞死亡，具有鲜明免疫炎症特

征，核苷酸结合寡聚化结构域样受体蛋白 3 ( NL-
ＲP3) 、半胱天冬氨酸蛋白酶 1 ( Caspase-1 ) 及白
细胞介素 1β ( IL-1β) 是细胞焦亡重要的炎症因
子［1］。研究［2］显示，细胞焦亡与炎症反应的发生
发展密切相关。国医大师禤国维认为，阴虚内热、
虚火上炎是 SLE 的基本病机，根据多年临床经验
总结的滋阴清热方治疗 SLE 疗效确切，能有效协
助撤减激素［3］。本研究观察了狼疮鼠细胞焦亡炎
症因子表现及滋阴清热方对狼疮鼠细胞焦亡炎症因

子的影响，现报告如下。

1 材料与方法

1. 1 动物
雌性 B6. MＲL-Faslpr / Jnju 狼疮模型鼠 30 只，

雌性 C57BL /6J 健康鼠 10 只，SPF 级，周龄 6 ～ 8
周，狼疮鼠由南京大学 － 南京生物医药研究院提
供，实验动物合格证编号: 32002100001274; 健康
鼠购自广东省实验动物中心，实验动物合格证编

号: 44007200034870。
1. 2 实验药物
滋阴清热方组成: 山萸肉 15 g、生地黄 20 g、

茯苓 15g、泽泻 15 g、牡丹皮 15 g、青蒿 8 g、甘草
6 g，由广州医科大学附属第一医院中药房提供;
脂多糖 ( LPS，批号 378958) 购买于 Sigma公司。
1. 3 主要试剂及仪器
免疫组化一抗 Caspase-1 试剂( 批号 GＲ87056-1，

Abcam 公司) ，IL-1β ( 批号 NP2814081，Ｒ＆D 公
司) ; 抗鼠二抗 ( 批号 141020407Q ) 、抗羊二抗
( 批号 141118402D ) 和 DAB 显色试剂盒 ( 批号
1503190014) ，购自福州迈新生物技术开发有限公
司; Trizol 试剂 ( 批号 110403，美国 Thermo 公
司) ; PrimeScriptTM ＲT reagent Kit ( 批号 AK5301，
TAKALA 公司 ) ; KAPA SYBＲ FAST qPCＲ Kits
( 批号 Z46010013252，Kapa Biosystems 分子生物公
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司) 。BM-VII生物组织包埋机及冷冻机和 CS-VI 摊
片烤片机，购自湖北孝感医用仪器有限公司;

ＲM2135 轮转切片机 ( 德国 Leica 公司) ; BX61 光
学显微镜 ( 奥林巴斯公司) ; NanoDrop2000 超微量
分光光度计 ( 美国 Thermo 公司) ; 7900HT 实时荧
光定量 PCＲ仪 ( 美国 ABI公司) 。
1. 4 分组及处理方法

30只狼疮鼠使用 SPSS 13. 0 软件随机区组分为
中药组、脂多糖组、模型组各10只，10只健康鼠则
作为空白组。中药组给予滋阴清热方 20 g / ( kg·d)
灌胃，每日 1 次; 脂多糖组给予脂多糖 8 mg /kg 腹
腔注射，2 天 1 次; 模型组和正常组给予等容积灭
菌蒸馏水，每日灌胃 1 次。各组均干预 6 周。
1. 5 观察指标及方法
1. 5. 1 肾组织免疫组化染色 干预 6 周后，取小
鼠肾组织于 4%多聚甲醛溶液固定，另取部分肾皮
质于 － 80℃冻存。取各组固定肾组织制作成石蜡切
片，切片厚 4μm，一抗为 Caspase-1、IL-1β 多克隆
抗体，二抗为生物素化 IgG抗体，以 PBS代替一抗
作为阴性对照，石蜡切片脱蜡至水，高压修复抗原

2 min 30 s，3%H2O2 室温孵育 10 min灭活内源性过
氧化物酶，正常牛血清 37℃封闭 30 min，滴加1 ∶
200 稀释的一抗 4℃过夜，次日滴加二抗，37℃孵
育 30min，DAB 显色，苏木素复染，梯度酒精脱
水，二甲苯透明，中性树脂封片。光学显微镜下观
察染色切片，肾组织观察有棕黄色为阳性信号，每

只小鼠切片标本至少观察 10 个肾小球切面; 采用
Image-Pro Plus 6. 0 图文分析系统 ( Media Cybernet-
ics公司) ，在高倍镜下 ( × 200 ) ，选取切面染色
均匀，包含肾小球和肾小管等组织结构的肾皮质切

面进行拍片，每只小鼠分析 1 个标本切片，每张切
片随机选取 10 个切面进行分析，分别测量出各图
片和各指标的阳性区面积、阳性区光密度，取二者
相除后得阳性区平均光密度值 ［4］。
1. 5. 2 肾组织 Ｒeal-time PCＲ检测 取 － 80℃冻存
的肾皮质，Trizol 提取组织总 ＲNA。按照 TAKALA
逆转录试剂盒说明书操作，将所提取的 ＲNA 逆转
录为 cDNA。根据试剂盒步骤，加样后加入
7900HT实时荧光定量 PCＲ仪，采用两步法扩增标
准程序: 95℃预变性 30 s，变性 3 s; 60℃退火 20 s，
共 40个循环，按照95℃ 5 s，60℃ 15 s，97℃ 30 s的
条件形成溶解曲线，检测荧光信号，以 GAPDH 为
内参基因，以空白组为对照，得出变化倍数进行数

据分析基因的相对表达水平。引物购自上海 Life

Technology 公司，GAPDH: 上游 ACCACAGTCCAT-
GCCATCAC， 下 游 TCCACCACCCTGTTGCTGTA;
NLＲP3: 上游 TCACAACTCGCCCAAGGAGGAA，下
游 AAGAGACCACGGCAGAAGCTAG; Caspase-1: 上
游 GAGAAGAGAGTGCTGAATCAG， 下 游 CAA-
GACGTGTACGAGTGGTTG; IL-1β: 上游 GAGCAC-
CTTCTTTTCCTTCATCTT，下游 TCACACACCAGCAG-
GTTATCATC。
1. 6 统计学方法
采用 SPSS 13. 0 统计软件分析数据，结果以均

数 ±标准差 ( 珋x ± s) 表示，用 t 检验，以 P ＜ 0. 05
为有统计学意义。

2 结果

2. 1 各组小鼠肾组织 Caspase-1、IL-1β 蛋白表达
比较

小鼠肾组织免疫组化阳性部位呈棕黄色，光学

显微镜下见 Caspase-1主要表达在肾小管和肾小球胞
浆内; IL-1β以分泌型为主，在肾小管、肾小球和
肾间质上都有表达，空白组基本不表达。表 1 示，
与空白组比较，模型组、中药组和脂多糖组小鼠肾
组织 Caspase-1、IL-1β阳性区平均光密度值均升高
( P ＜ 0. 05 ) ; 与模型组比较，中药组小鼠肾组织
IL-1β阳性区平均光密度值降低，而脂多糖组明显
升高 ( P ＜ 0. 05) ; 中药组 Caspase-1 阳性区平均光
密度值与模型组比较差异无统计学意义 ( P ＞
0. 05) ，而脂多糖组较模型组明显升高 ( P ＜
0. 05) 。

表 1 各组小鼠肾组织 Caspase-1、IL-1β阳性区
平均光密度值比较 ( 珋x ± s)

组别 鼠数 Caspase-1 lL-1β

空白组 10 0. 040 ± 0. 021 0. 012 ± 0. 001
模型组 10 0. 147 ± 0. 136* 0. 230 ± 0. 197*

中药组 10 0. 138 ± 0. 008* 0. 137 ± 0. 156＊△

脂多糖组 10 0. 187 ± 0. 012＊△ 0. 338 ± 0. 223＊△

注: Caspase-1，半胱天冬氨酸蛋白酶 1; IL-1β，白细胞介素
1β; 与空白组比较，* P ＜ 0. 05; 与模型组比较，△P ＜ 0. 05

2. 2 各组小鼠肾皮质 NLＲP3、Caspase-1 和 IL-1β
mＲNA表达比较
表 2 示，与空白组比较，模型组、中药组及脂

多糖组 NLＲP3、Caspase-1 和 IL-1β mＲNA 表达均
升高 ( P ＜ 0. 05 ) ; 与模型组比较，中药组 IL-1β
mＲNA表达降低，脂多糖组 NLＲP3、Caspase-1 和
IL-1β mＲNA表达均升高 ( P ＜ 0. 05) ; 中药组 NL-
ＲP3 和 Caspase-1 mＲNA 表达与模型组比较差异无
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统计学意义 ( P ＞ 0. 05) 。

表 2 各组小鼠肾皮质 NLＲP3、Caspase-1 和
IL-1β mＲNA表达比较 ( 珋x ± s)

组别 鼠数 NLＲP3 Caspase-1 lL-1β

空白组 10 0. 70 ± 0. 47 2. 33 ± 2. 00 0. 78 ± 0. 47
模型组 10 6. 50 ± 1. 90* 14. 44 ± 6. 18* 3. 62 ± 1. 37*

中药组 10 5. 40 ± 0. 55* 22. 28 ± 12. 95* 2. 33 ± 0. 56＊△

脂多糖组 10 12. 29 ± 6. 49＊△ 27. 43 ± 13. 99＊△ 7. 72 ± 2. 48＊△

注: NLＲP3，核苷酸结合寡聚化结构域样受体蛋白 3;

Caspase-1，半胱天冬氨酸蛋白酶 1; IL-1β，白细胞介素 1β; 与空

白组比较，* P ＜ 0. 05; 与模型组比较，△P ＜ 0. 05

3 讨论

系统性红斑狼疮以免疫复合物沉积引起的肾组

织炎症为主要特征，主要引起严重的肾小球病变，

导致肾功能下降［5］，如何有效控制炎症反应是目

前控制和减缓 SLE 发展的关键问题。细胞焦亡是
一种新的依赖于 Caspase-1 的程序性细胞死亡方式，
细胞焦亡过程中等离子膜破坏穿孔，胞内物质释放

到细胞外促进炎症反应，这个过程伴有大量的促炎

因子的产生，激发机体的免疫反应，目前有人认为

细胞焦亡可能是 SLE发病机理［6］。Kahlenberg等［7］

研究发现，对比于正常鼠，Caspase-1 失活小鼠抗
ds-DNA滴度明显减少，同时可减少免疫复合物的
沉积及肾组织炎症，减少 IL-1β表达。NLＲP3 炎性
小体是一种体内多蛋白复合体，可诱导促进细胞焦

亡发生，是炎性小体家族的主要成员，在炎症反应

发生和维持中起重要作用［8］。NLＲP3 可募集和激
活促炎蛋白 Caspase-1，将下游 Caspase-1 前体裂解
成具有活性的 Caspase-1，Caspase-1 可促进炎症因
子 IL-1β和白细胞介素 18 ( IL-18) 前体成熟释放，
加剧组织免疫炎症，使细胞在炎症和应激的病理条

件下发生死亡［1］。研究发现，免疫复合物可触发
来源于 SLE患者巨噬细胞内 NLＲP3 炎性小体活化
释放增多，从而导致细胞和组织损害［9］，NLＲP3
炎性小体释放增多，促进 Caspase-1 释放，增加 IL-
1β和 IL-18 表达，从而导致炎症反应增加［10］。因
此，细胞焦亡通道的相关炎症因子 NLＲP3、
Caspase-1 和 IL-1β都与 SLE炎症反应密切相关。
国医大师禤国维通过 40 年的临床实践研究认

为，阴虚内热是 SLE 的基本证型，滋阴清热法是
治疗 SLE 基本法则，因此在六味地黄丸的基础上
拟定了滋阴清热方，方中生地黄、山萸肉滋阴清热
凉血为君药; 泽泻、牡丹皮、茯苓清热养阴利湿为
臣药; 青蒿清虚热，甘草解毒并调诸药为佐药。诸

药合用，共同起到滋阴清热、解毒凉血之功效。前
期临床研究结果显示，滋阴清热方配合皮质类固醇

激素治疗阴虚内热型活动性 SLE，疗效确切，总有
效率达 91. 6%［11］。基础研究发现，滋阴清热方对
SLE阴虚内热型基因表达谱的影响广泛而复杂，涉
及基因数目较多，基因编码蛋白在细胞中分布广

泛，功能簇基因可上调或下调表达，部分调节作用

与地塞米松相似［12］。
本研究结果发现，各组狼疮小鼠肾组织

Caspase-1 与 IL-1β 阳性区平均光密度值均比空白
组高，表明狼疮鼠的细胞焦亡所致的炎症反应增

加; 而脂多糖组 Caspase-1 与 IL-1β 阳性区平均光
密度值比模型组更高，提示在脂多糖刺激下狼疮鼠

体内炎症反应的增多可引起细胞焦亡因子表达明显

增加，说明炎症反应程度与细胞焦亡因子表达相

关。为进一步阐明细胞焦亡在 SLE 炎症反应中的
作用，我们采用荧光定量 PCＲ 检测 NLＲP3、
Caspase-1 和 IL-1β mＲNA表达，结果发现脂多糖组
NLＲP3、Caspase-1 与 IL-1β mＲNA表达比模型组及
空白组均升高，提示炎症反应增加的同时细胞焦亡

因子 mＲNA 表达也增加，说明细胞焦亡可能是引
起炎症反应增加的重要途径。采用滋阴清热方治疗
狼疮鼠后，IL-1β阳性区平均光密度值和 mＲNA 表
达均比模型组减少，表明滋阴清热方在一定程度上

减少肾组织炎症反应，达到控制狼疮鼠炎症反应作

用。中药组 Caspase-1 和 NLＲP3 mＲNA表达与模型
组差异无统计学意义，其中原因我们认为 IL-1β 是
下游炎症因子，直接参与炎症反应，而 NLＲP3 和
Caspase-1 处于细胞焦亡上游，对于药物治疗作用
相对不够敏感。
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The Effect of Ziyin Qingre Formula ( 滋阴清热方) on Pyroptosis Ｒelated Factors in Mice with Systemic Lupus
Erythematosus
FAN Ping，LIANG Kangli，HU Xiaoqian，FAN Hui，CHENG Xiping
( The First Affiliated Hospital of Guangzhou Medical University，Guangzhou，510120 )

ABSTＲACT Objective To explore the possible action mechanism of Ziyin Qingre Formula ( 滋阴清热方) in trea-
ting systemic lupus erythematosus． Methods Thirty lupus mice were randomly divided into a Chinese medicine
group，a lipopolysaccharide group and a model group，with 10 mice in each． Other 10 normal C57BL /6JN healthy
mice were taken as the blank group． The Chinese medicine group was given 20 g / ( kg·d) of Ziyin Qingre Formula
for gavage，once per day; the lipopolysaccharide group was given 8 mg /kg of lipopolysaccharide for intraperitoneal in-
jection，once every two days; and the model and the normal group were given equivalent sterilized distilled water for
gavage，once every day． Each group was treated for 6 weeks． Expressions of protein of cysteine containing aspartate 1
( Caspase-1) and interleukin 1β ( IL-1β) ，mＲNA of nucleotide binding oligomerization domain like receptor 3 ( NL-
ＲP3) ，Caspase-1 and IL-1β in kidney tissues of mice in each group were examined． Ｒesults Compared with those
in the blank group，expression of protein of Caspase-1 and IL-1β，as well as mＲNA of NLＲP3，Caspase-1 and IL-1β
in kidney tissues of mice in the model group increased ( P ＜ 0. 05) ． Compared with that in the model group，expres-
sion of IL-1β protein and mＲNA decreased in the Chinese medicine group，but increased in the lipopolysaccharide
group ( P ＜ 0. 05 ) ． There was no significant difference in Caspase-1 and NLＲP3 mＲNA expression between the
Chinese medicine group and the model group ( P ＞ 0. 05 ) ． Conclusion Ziyin Qingre Formula could decrease
pyroptosis and inflammatory factors，which may be one of its action mechanisms in treating systemic lupus erythematosus．
Keywords systemic lupus erythematosus; Ziyin Qingre Formula ( 滋阴清热方) ; pyroptosis; inflammatory factor
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