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基于LRG1/TGF⁃β信号轴探讨清热活血方调节“炎症-
骨破坏”治疗类风湿关节炎的靶向作用机制
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［摘要］ 通过梳理前期相关研究，认为湿热证是类风湿关节炎 （RA） 的核心证候，清热活血方是治疗 RA湿

热证的有效方剂。“炎症-骨破坏”是 RA 的关键病理环节，也是清热活血方疗效的优势环节所在，富含亮氨

酸α2糖蛋白1 （LRG1） 可介导转化生长因子⁃β （TGF⁃β） 信号通路参与RA“炎症-骨破坏”病理过程，或可

作为清热活血方治疗 RA 湿热证的疗效靶点蛋白。据此提出科学假说，即清热活血方可能通过靶向调控

LRG1 所介导的 TGF-β 信号通路调节“炎症-骨破坏”治疗 RA，并设想后续通过临床研究证实清热活血方对

LRG1的临床干预效应，通过动物实验明确清热活血方对 LRG1/TGF-β信号轴的作用机制以及 LRG1/TGF-β信

号轴表达与否对清热活血方的疗效影响。
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类风湿关节炎 （rheumatoid arthritis，RA） 是

一种以侵蚀性关节炎为主要表现的自身免疫病［1］。

“炎症-骨破坏”是RA的关键病理环节，也是导致

RA病情迁延难愈、致畸致残、影响生活质量的关

键原因［2］。RA 是中医药治疗的优势病种之一，但

目前RA中医证候的生物学内涵及对证方药的作用

原理尚未完全明确，在一定程度上妨碍了中医药精

准诊疗与疗效突破的研究进程，成为提高中医药临

床疗效的瓶颈问题［3］。

我们基于临床观察与前期研究认为湿、热、瘀

是 RA 的核心病理要素［4］，并确立了湿热证候是

RA的核心证候［5］。2017年中华中医药学会风湿病

分会制订的《类风湿关节炎病证结合诊疗指南》［3］

中将清热活血方（组成：金银花、土茯苓、黄芪、

青风藤、炒苍术、萆薢、赤芍、丹参、黄柏、莪

术、蜈蚣、蜂房）作为RA湿热证候的推荐治疗用

方，且前期对国内RA治疗现状进行分析，发现清

热活血方是国内治疗RA使用频次最高的中医药复

方［6］；其可有效改善RA湿热证的临床症状，控制

疾病活动度，延缓骨破坏进程［7-8］，但相关证候生

物学内涵及方药的作用机制尚未完全明确。我们前

期通过蛋白组学技术发现，富含亮氨酸α2糖蛋白1
（LRG1） 在 RA 湿热证中呈高表达［9］，而 LRG1 介

导的转化生长因子 ⁃β （TGF-β） 信号通路在 RA
“炎症-骨破坏”中发挥着重要作用［10-12］。因此，

本文旨在探讨清热活血方基于 LRG1/TGF-β信号轴

调节“炎症-骨破坏”治疗 RA 的靶向疗效机制，

并基于此提出 LRG1 可作为清热活血方治疗 RA 的

靶点蛋白之一的科学假说，或可有助于诠释运用清

热活血方论治RA“方证相应”的科学内涵。

1　国内外RA治疗研究现状及发展动态

1. 1　“炎症-骨破坏”是 RA 关键病理环节，也是

清热活血方的优势疗效环节

RA 发病机制复杂，与炎症活动密切相关，骨

破坏是基于RA持续的炎症活动基础上发生关节畸

形、功能丧失的病理环节，自身免疫细胞的激活导
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致炎症活动、成骨-破骨细胞失衡是 RA 骨破坏的

关键［2］，因此“炎症-骨破坏”是 RA 防治的重点

与难点。我们前期对RA湿热证候的生物学内涵进

行了初步探索［13］，发现湿热证候中，与血管炎、

关节疼痛和发热等相关的关键网络靶标基因数量最

多，与活动期RA病理表现高度吻合；关键网络靶

标基因最显著富集于物质和能量代谢相关通路以及

热反应、疼痛感觉相关生物功能，这与中医学“湿、

热、瘀”病机所导致的临床症状密切相关［4］；该证

候关键网络靶标基因还参与RA“免疫-炎症”相关

通路和反应、骨破坏相关通路、滑膜血管翳生成相

关通路和反应等。因此，“炎症-骨破坏”是RA湿

热证候的关键病理环节。

湿、热、瘀影响气血津液运行而导致 RA 发

病，同时 RA 由于气血津液运行不畅也加重湿、

热、瘀的产生。湿、热、瘀不化，邪盛正虚、邪热

炽盛，是 RA 炎症活动的中医病机［4］，邪久不祛、

深入于内，进而出现热盛蚀骨的骨破坏病机变

化［14］。清热活血方是中国中医科学院广安门医院

风湿病科经过近 40 年的临床实践总结出的经验用

方，我们前期开展了大量动物基础实验和临床试

验，发现清热活血方能调节机体辅助性性T细胞 17
（Th17） /调节性 T细胞（Treg）免疫失衡［15］，减轻

滑膜炎症和延缓关节破坏的进展，可用于治疗 RA
湿热证候患者［16-17］。全国多中心、大样本的随机对

照试验［18-19］证实，清热活血方有助于RA湿热证候

患者快速缓解症状，改善炎症指标和疾病活动度，

并显著减缓RA骨破坏的放射学进展，进一步明确

了清热活血方治疗RA湿热证候的临床疗效及其在

改善炎症活动、延缓骨破坏方面的临床优势。因此，

“炎症-骨破坏”也是清热活血方的优势疗效环节。

1. 2　LRG1可介导TGF-β信号通路参与RA“炎症-
骨破坏”病理过程

LRG1为富含亮氨酸重复序列家族中最早发现

的成员，其首要功能是在蛋白质的相互作用中提供

一个多用的结构框架［20］，已被证明参与机体的信

号转导、蛋白质相互作用和细胞发育等［21-23］。研究

发现，LRG1可介导TGF-β信号通路（LRG1/TGF-β
信号轴）影响风湿免疫疾病的发展［24-25］。

有学者对 LRG1基因敲除小鼠与野生型小鼠模

拟胶原诱导性关节炎（CIA）进行研究，发现 LRG1
可能通过TGF-β/Smad2信号通路促进 Smad2的磷酸

化，影响免疫内稳态的CD4+T细胞的分化方向［10］，

从而影响辅 Th17和 Treg的比例。而 Th17和 Treg比
例失衡在RA炎症机制中起着重要作用［11］。在骨平

衡调节细胞中，LRG1介导的 TGF-β信号通路参与

了成骨细胞增殖、胶原合成以及成骨细胞凋亡的过

程，研究表明 LRG1会干扰 TGF-β超家族的骨形态

发生蛋白 （BMPs），从而影响成骨形成［12］。而当

LRG1受到抑制时，能提高 TGF-β、Smad3、Smad4
和 pSmad2/3 （磷酸化的 smad2/3） 的表达，降低

Smad7 的表达，从而促进成骨细胞增殖和胶原合

成，抑制成骨细胞凋亡，延缓骨破坏的进展［26］。

综上所述，LRG1可介导 TGF-β 信号通路影响

Th17/Treg免疫平衡进而参与RA的炎症活动，也可

通过 TGF-β 信号通路调节骨平衡。因此，LRG1/
TGF-β 信号轴可能是 RA 炎症、骨破坏发病机制的

共同通路。

1. 3　LRG1 或可作为清热活血方治疗 RA 湿热证候

的靶点蛋白

LRG1主要在肝脏和中性粒细胞中表达，可由

白细胞介素-6 （IL-6）诱导产生［27-28］，亦可被白细

胞介素-1β （IL-1β）、肿瘤坏死因子-α （TGF-α）和

白细胞介素-22 （IL-22） 等细胞因子诱导生成［29］。

LRG1在免疫性、炎症性疾病的致病机制中发挥着

重要作用，可用于监测自身免疫性、炎症性疾病治

疗期间的疾病活动变化，因此 LRG1有望成为药物

治疗免疫性、炎症性疾病的新靶点［30］。研究发现

LRG1 与 RA 的疾病活动度具有明显的相关性，在

经过治疗后 LRG1 水平与治疗前相比明显下降［30］；

且 LRG1 在鉴别 RA 的疾病活动度、检测关节炎动

物模型的关节炎症方面优于其他生物标志物［31］。

研究［32］表明，血清LRG1水平与RA患者疾病活动

评分（DAS-28）、红细胞沉降率（ESR）、C-反应蛋

白（CRP）等疾病活动指标以及压痛、肿胀关节数

量相关，LRG1可以反映RA患者全身性炎症的水平，

并可能在炎症过程中发挥作用，可作为评估RA患

者病情活动的血清生物标志物。

我们前期对 RA湿热证候的血清标志物进行探

索，发现 LRG1在湿热证候中呈高表达，可作为湿

热证候的血清标志物［9］，与健康人及其他RA证候

患者相比均有显著性差异。因此，LRG1或可作为

清热活血方治疗RA湿热证候的靶点蛋白。

2　清热活血方治疗RA作用靶点的验证

随着“精准医疗”概念的提出，传统的药物研

究模式已经转向了精准靶向药物分子设计策略。
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CRISPR/Cas9 基因编辑技术 （clustered regularly in⁃
terspaced short palindromic repeats/CRISPR-associatied 
nuclease9，Cas9）［33］ 具有定位靶向基因组的高效

率、转染多个 sgRNA 的高成功率的优势，通过特

定的基因编辑可用于了解相应目标蛋白在疾病发生

发展过程中的功能和对药物治疗的影响。通过基因

编辑技术改变生物体的特征，有助于提高我们对疾

病变化的理解，开发相应药物，甚至治愈疾病［34］。

清热活血方治疗 RA的作用机制是多途径、多

靶点、多通路的网络调控作用复合叠加的结果，蛋

白质的结构和功能直接影响着生理或病理条件下生

命体的活动机制，决定着生命个体的外在表现型，

前期借助蛋白质组学寻找出 LRG1可作为评价清热

活血方治疗反应的生物标志物之一，对建立RA精

准中医药个体化的诊疗方式迈出了关键一步。因

此，如采用 CRISPR/Cas9 基因编辑技术制备 LRG1
基因敲除的动物模型，或可有助于准确验证LRG1/
TGF-β信号轴表达与否对病情变化及清热活血方的

疗效影响。

3　清热活血方可能通过 LRG1/TGF-β信号轴调控

炎症和骨平衡治疗RA
基于国内外的研究现状和前期研究发现，我们

提出科学假说，即清热活血方可能通过靶向调控

LRG1/TGF-β信号轴，影响 Smad蛋白及其磷酸化和

CD4+T 细胞的分化方向，调节 Th17/Treg 的比例，

从而调控 RA炎症活动；同时影响 TGF-β超家族的

BMPs，调节骨平衡，从而延缓骨破坏的进展。具

体过程见附图1（扫描本文二维码获取）。

有关清热活血方基于 LRG1/TGF-β信号轴治疗

RA的关键靶点与机制，尚未在国内外开展相关研

究。我们拟在前期研究基础上，着眼于LRG1/TGF-β
信号轴，设计相关实验方法与技术，旨在明确清热

活血方通过靶向调控 LRG1/TGF-β 信号轴，调节

“炎症-骨破坏”，治疗 RA 的分子机制。验证上述

科学假说的研究思路如下（见附图 2，扫描本文二

维码获取）。

1） 通过临床队列观察清热活血方对 RA 患者

血清中LRG1的干预作用，确证清热活血方对LRG1
的干预效应。依托我们前期搭建的中医药治疗 RA
万人级临床队列-中国中医风湿病注册研究信息平

台（CERTAIN）［6］，以及中国中医科学院广安门医

院建立的RA生物样本库，纳入人口学特征基线一

致的、运用清热活血方治疗的 RA 湿热证候患者，

收集治疗前后的患者临床资料，采用 Western Blot
技术检测血清中 LRG1蛋白含量变化，基于临床资

料对比分析疗效结局指标与LRG1之间的相关性。

2）通过观察清热活血方对 CIA 模型大鼠的干

预作用，正向明确清热活血方对 LRG1/TGF-β信号

轴的调控作用与机制。建立大鼠CIA动物模型，随

机分组后分别采用清热活血方、依那西普、生理盐

水进行干预治疗，观察其病理形态学变化，包括大

鼠双后肢膝、踝、足趾肿胀情况，关节及滑膜病理

学改变，骨侵蚀病理积分等；采用实时荧光定量多

聚核苷酸链式反应 （Realtime-PCR）、蛋白质印迹

（Western Blot）、酶联免疫吸附试验（ELISA）和免

疫组化等技术分析外周血单个核细胞（PBMC）及

关节滑膜组织中 LRG1 mRNA 表达水平和 LRG1 蛋

白含量变化，检测 TGF-β、Smads、pSmads、IL-6
等与 TGF-β信号通路相关的细胞因子和蛋白含量，

运用流式细胞术分析各组大鼠脾脏的 Th17/Treg 比

重，检测炎症相关指标；同时检测大鼠的 BMPs、
血钙、血磷、尿钙、尿磷、碱性磷酸酶、骨钙蛋

白、骨碱性磷酸酶等骨形成相关指标。明确清热活

血方对 LRG1/TGF-β信号轴的调控作用，以及对炎

症和骨平衡的影响。

3）基于LRG1基因敲除技术，反向验证LRG1/
TGF-β信号轴表达与否对病情活动及清热活血方的

疗效影响。利用 CRISPR/Cas9 技术敲除 C57BL/6N
品系小鼠基因组上的 LRG1 基因序列，获得 LRG1 
基因全身敲除的基因修饰小鼠，分别将 C57BL/6N
野生型小鼠（WT）与LRG1基因敲除小鼠（LRG1-KO）
建立CIA动物模型，并纳入未予CIA处理的C57BL/
6N 野生型小鼠作为对照。采用清热活血方对三组

小鼠进行干预治疗，并设置空白对照组，运用免疫

组化分析 LRG1在炎症诱导下局部关节滑膜组织中

的表达情况，采用 Realtime-PCR、 Western Blot、
ELISA 等技术分析 PBMC 及关节滑膜组织中 LRG1 
mRNA表达水平和LRG1蛋白含量变化，检测TGF-β、

Smads、pSmads、IL-6 等与 TGF-β 信号通路相关的

细胞因子和蛋白含量，运用流式细胞术分析各组小

鼠脾脏的 Th17/Treg 比重，检测炎症相关指标；同

时检测小鼠的 BMPs、血钙、血磷、尿钙、尿磷、

碱性磷酸酶、骨钙蛋白、骨碱性磷酸酶等骨形成相

关指标。验证 LRG1/TGF-β信号轴表达与否对滑膜

炎症程度及骨平衡的影响，以及清热活血方治疗效

果的差异情况。
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4　小结与展望

中医药在 RA治疗上不仅安全有效、且有助于

长期维持 RA 病情稳定［35-36］，国内 RA 患者群体对

中医药方案具有较好的接受度［37］。当前中医药治

疗RA的临床与基础研究明确了中医药能有效改善

RA 湿热证候的炎症，并延缓骨破坏的发生发展，

并各自从炎症通路、骨平衡机制方面阐述了中医药

的疗效机制。

团队前期基于 RA“湿、热、瘀”核心病理要

素，明确了RA湿热证候与清热活血方的核心方证

对应关系及清热活血方治疗RA的临床疗效，并进

一步明确了“炎症-骨破坏”是 RA 湿热证候的核

心病理环节和清热活血方的优势疗效环节，初步探

索出RA湿热证候、清热活血方的共同差异蛋白是

LRG1，为本文提出的科学假说提供了依据。然而

关于 LRG1 能否作为清热活血方治疗 RA 的作用靶

点、清热活血方基于“炎症-骨破坏”相关通路治

疗 RA 的分子机制尚不清楚，需要进一步确证

LRG1作为清热活血方的疗效靶点，明确清热活血

方基于LRG1介导的下游通路调节“炎症-骨破坏”

治疗 RA 的作用机制，从而阐释 RA 核心方证的科

学内涵，明确中医药治疗RA的优势环节，有助于

突破RA中医药精准诊疗的临床瓶颈。
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Discussion on the Targeting Mechanism of Qingre Huoxue Formula （清热活血方）  for Treatment of Rheuma⁃
toid Arthritis by Regulating “Inflammation-Bone Destruction”：Based on LRG1/TGF- β Signalling Axis
LIU Weixiang1， SHI Yu2， ZHANG Yanqiong3， GONG Xun1， JIANG Quan1

1.  Guang'anmen Hospital， China Academy of Chinese Medical Sciences， Beijing， 100053；2.  Chaoyang Tenth Retired Cadre 
Rehabilitation Center of the Beijing Garrison of the People's Liberation Army of China；3.  Institute Of Chinese Materia Medica， 
China Academy of Chinese Medical Sciences
ABSTRACT Based on the previous publications， it is believed that damp-heat syndrome is the core syndrome of 
rheumatoid arthritis （RA）， and Qingre Huoxue Formula （清热活血方） is an effective formula for the treatment of 
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damp-heat syndrome of RA.  “ Inflammation-bone destruction” is a key pathological link of RA， and it is also the 
advantage of the effectiveness of Qingre Huoxue Formula.  Leucine rich α-2-glycoprotein 1 （LRG1） can mediate the 
transforming growth factor-β （TGF-β） signalling pathway to participate in the pathogenic process of “inflammation-

bone destruction” of RA， and it can be used as a target protein in the treatment of damp-heat syndrome of RA by Qingre 
Huoxue Formula.  Accordingly， a scientific hypothesis was proposed that Qingre Huoxue Formula may regulate TGF-β 
signalling pathway mediated by LRG1 to improve “inflammation-bone destruction” of RA， and it was envisioned that 
the clinical effect of Qingre Huoxue Formula on LRG1 could be confirmed through clinical studies， and the mecha⁃
nism of action of Qingre Huoxue Formula on the LRG1/TGF-β signalling axis as well as the influence of the expression 
or non-expression of the LRG1/TGF-β signalling axis on the therapeutic effectiveness of Qingre Huoxue Formula could 
be clarified through animal experiments.
Keywords rheumatoid arthritis； damp-heat syndrome； Qingre Huoxue Formula （清热活血方）； inflammation； bone 
destruction； leucine rich α-2-glycoprotein 1； transforming growth factor-β
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TU Jinwen's Experience in the Treatment of Severe Influenza Based on the Heat Toxin Theory
LYU Anqi1， SHI Yufeng1， YANG Yi2， Ke Jia2， TU Jinwen2

1.  School of Traditional Chinese Medicine， Hubei University of Chinese Medicine，Wuhan， 430060；2. Hubei Provincial Hospital of 
TCM/ Hubei University of Chinese Medicine Affiliated Hospital / Hubei Academy of TCM
ABSTRACT To summarize Professor TU Jinwen's clinical experience in the treatment of severe influenza based on 
the theory of “heat toxin”.  It is believed that “heat toxin” is the main mechanism of severe influenza， emphasized the 
pathogenesis process that toxin enters with the pathogenic qi， heat generates by the toxin， and changes initiate from 
the toxin， and proposed simultaneous treatment of warmth and toxin， and combination of multiple methods as the treat⁃
ment principles.  Syndrome differentiation in clinic should combine with wei-qi-ying-blood.  The disease in the early stage 
located in wei （defensive） and qi level， treated by clearing heat and resolving toxins， releasing the exterior and expel⁃
ling pathogen， harmonizing the exterior and interior， dredging the bowels with diarrhea， and combining other methods 
to get rid of the heat and toxin， and modified Self-Prescribed Tuire No.  1 Formula （退热 1号方） is recommended； the 
disease in progression stage located in ying-blood， treated by relieving heat and resolving toxins， and clearing the 
ying level and cooling the blood， with prescriptions as modified Self-Prescribed Tuire No.  1 Formula plus Qingying 
Decoction （清营汤）， or Xijiao Dihuang Decoction （犀角地黄汤）； the disease in the late stage with of yin fluid consump⁃
tion， and heat toxin in the blood level， treated by eliminating heat and resolving toxins， and enriching yin and cooling 
the blood， with prescriptions as modified Shashen Maidong Decoction （沙参麦冬汤） and Zhuye Shigao Decoction （竹

叶石膏汤）.  At the same time， it is emphasised that heat-clearing and fire-draining method and harmonising methods 
are important， and that dispelling pathogen should not injure healthy qi， and that the selection of prescriptions and 
medicines need consider syndrome differentiation and treatment.
Keywords influenza； severe case； heat toxin； experience of famous doctors； TU Jinwen
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