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摘要   目的 探讨痛风清消方通过调控巨噬细胞花生四烯酸（AA）代谢抑制巨噬细胞 M1 极化缓解痛风性关节炎

（GA）的作用机制。方法 体外实验：采用 LPS（200 ng/mL）和 MSU（200 μg/mL）构建巨噬细胞炎症模型，采用

CCK-8 实验筛选痛风清消方最佳含药血清浓度；免疫荧光（IF）检测 iNOS、CD80、CD204、CD206 的细胞阳性率；

酶联免疫吸附试验（ELISA）检测 CRP、IL-1β、IL-6、TNF-α、LTs、PG、5-LOX、COX-2、KAT5 水平；实时荧光定

量 PCR 法检测 5-LOX、COX-2、KAT5 mRNA 表达量；蛋白免疫印迹（Western blot）分析检测 5-LOX、COX-2、

KAT5 蛋白表达；免疫共沉淀（Co-IP）检测 KAT5 与 5-LOX、COX-2 的蛋白互作关系；分子对接技术预测蛋白间的

结合能和对接结构。体内实验：采用高脂高糖饮食和人工气候箱并结合经典 Coderre 法构建急性 GA 模型。将 60只雄

性 SD 大鼠根据随机数字表法分为空白组、模型组、双氯芬酸钠组（0.03 g/kg）和痛风清消方低（11.25 g/kg）、中

（22.50 g/kg）、高（45.00 g/kg）剂量组，每组 10只，各组大鼠均给药 7 d，每天 1次。游标卡尺测量踝关节直径评

估踝关节肿胀度；苏木素-伊红（HE）染色法观察滑膜组织结构和形态变化；IF 染色评估滑膜组织 CD80、CD206 表

达情况，ELISA 检测大鼠血清 CRP、IL-1β、IL-6、TNF-α 水平。结果 体外实验发现，与 LPS+MSU 组比较，痛风清

消方组能明显下调巨噬细胞荧光 CD80、iNOS 阳性率（P<0.01），但对 CD204、CD206 荧光阳性率无明显上调作

用；与 LPS+MSU 组比较，痛风清消方明显降低巨噬细胞 CRP、IL-1β、IL-6、TNF-α、LTs、PG、5-LOX、COX-2、

KAT5 水平，减少 5-LOX、COX-2、KAT5 蛋白表达（P<0.05），同时抑制 5-LOX、COX-2、KAT5 mRNA 水平

（P<0.01）；此外，体外 Co-IP 实验发现 LPS+MSU 组中 KAT5 与 5-LOX、COX-2 之间存在紧密互作关系。体内实验

发现，与模型组相比，痛风清消方能明显减轻 GA 大鼠踝关节肿胀度（P<0.05），且 MSU 干预后 24 h，痛风清消方

中、高剂量组效果优于低剂量组（P<0.05）；与模型组相比，痛风清消方缓解 GA 大鼠踝关节滑膜组织增生、炎症细

胞浸润，下调血清 CRP、IL-1β、IL-6、TNF-α 表达（P<0.05），显著降低 CD80 平均荧光强度（P<0.01），但对

CD206 平均荧光强度无明显增强效果。结论 痛风清消方对 GA 大鼠踝关节炎症的改善与抑制巨噬细胞 M1 极化和调

控 AA代谢密切相关。 
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Abstract   Objective To explore the mechanism by which Tongfeng Qingxiao Formula (TFQXF) alleviates gouty arthritis 

(GA) by regulating macrophage arachidonic acid (AA) metabolism and inhibiting M1 polarization. Methods In vitro 

experiments involved a macrophage inflammation model induced by LPS (200 ng/mL) and MSU (200 μg/mL). The optimal 

concentration of TFQXF-containing serum was screened with the CCK-8 assay. Immunofluorescence detected the positive 

rates of inducible nitric oxide synthase, CD80, CD204, and CD206. Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) measured 

protein levels of C-reactive protein (CRP), interleukin (IL)-1β, IL-6, tumor necrosis factor (TNF)-α, LTs, PG, 5-LOX, and 

COX-2. Real-time quantitative PCR quantified mRNA expression of 5-LOX, COX-2, and KAT5. Western blotting detected 

the protein expression of 5-LOX, COX-2, and KAT5; co-immunoprecipitation verified protein interactions between KAT5 and 

5-LOX and COX-2, and molecular docking predicted the binding energy and docking structures between proteins. In vivo, a 

syndrome model of acute GA was established by combining a high-fat and high-sugar diet, artificial climate chamber 

exposure, and the classic Coderre method. Sixty male SD rats were divided into blank, model, and diclofenac sodium groups 

(0.03 g/kg), as well as TFQXF low-, medium-, and high-dose groups (11.25, 22.50, and 45.00 g/kg) using a random number 

table, with ten rats per group. All rats in each group received the corresponding treatment once daily for 7 consecutive days . 

Ankle joint diameter was measured to evaluate swelling with a vernier caliper. Hematoxylin -eosin staining was used to 

observe synovial tissue structure and morphology; IF staining assessed CD80 and CD206 expression in synovial tissue, while 

ELISA detected serum levels of CRP, IL-1β, IL-6, and TNF-α. Results Compared with the LPS + MSU group, the TFQXF 

group significantly downregulated the fluorescence positivity rates of CD80 and iNOS in macrophages (P<0.01), but had no 

significant upregulating effect on the fluorescence positive rates of CD204 and CD206. TFQXF significantly reduced 

macrophage protein expression of CRP, IL-1β, IL-6, TNF-α, 5-LOX, COX-2, and KAT5 (P<0.05), and inhibited the mRNA 

expression of 5-LOX, COX-2, and KAT5 (P<0.01) compared with the LPS+MSU group. In vitro experiments revealed a close 

interaction between KAT5 and 5-LOX, COX-2. In vivo, TFQXF significantly alleviated ankle joint swelling in GA rats 

compared with the model group (P<0.05). Twenty-four hours after MSU intervention, the medium- and high-dose TFQXF 

groups exhibited better efficacy than the low-dose group (P<0.05). TFQXF reduced synovial hyperplasia and inflammatory 

cell infiltration in the ankle joints of GA rats, downregulated serum expression of CRP, IL-1β, IL-6, and TNF-α (P<0.05), and 

significantly decreased the mean fluorescence intensity of CD80 (P<0.01) compared with the model group, but showed no 

significant CD206 mean fluorescence intensity enhancement. Conclusions The therapeutic effect of TFQXF on GA ankle 

inflammation is closely associated with inhibiting macrophage M1 polarization and regulating AA metabolism.  

Key words   gouty arthritis; Tongfeng Qingxiao Formula; macrophage polarization; arachidonic acid metabolism 

痛风性关节炎（gouty arthritis, GA）是单钠尿酸盐（monosodium urate, MSU）沉积所致代谢性晶

体相关性关节病 [1]。由于生活习惯和饮食结构变化，全球 GA 发病率在过去 20 年间增加了

63.44%[2]，2023 年我国痛风患病率高达 1%~3%，成为继糖尿病之后第二大代谢性疾病[3]。GA 不仅会

引起关节持续性炎症和结构性损伤，亦可伴发肾脏病变及其他代谢综合征，如糖尿病、高血压病、冠

心病、高脂血症等，严重影响患者生命健康和生活质量，给社会带来了沉重负担 [4,5]。 

GA 的病理本质是 MSU 结晶触发的“晶体-免疫细胞-炎症介质”级联反应。MSU 晶体沉积于关

节后，激活固有免疫系统，其中巨噬细胞是炎症反应的始动者和调节者 [6]。MSU 晶体通过模式识别受

体激活巨噬细胞中炎症小体，释放白细胞介素（interleukin, IL）-1β、肿瘤坏死因子 α（tumor necrosis 

factor-alpha, TNF-α）等促炎因子，引发急性炎症[7]。近年来研究证实，巨噬细胞极化状态是调控炎症

进程的关键，巨噬细胞分为 M1 和 M2 两种表型，分别发挥促炎和抑炎作用[8,9]。在 GA 病程中，早期

巨噬细胞极化以 M1 型为主，晚期向 M2 型转化[10]。经典活化的 M1 型巨噬细胞（高表达 CD80、

CD86）通过分泌促炎因子加剧组织损伤，而替代活化的 M2 型巨噬细胞（高表达 CD204、CD206）

则通过吞噬结晶、释放抗炎因子促进炎症消退[11]。 

巨噬细胞的极化状态并非固定不变，其主要受微环境中各类代谢物质的动态调控，这种调控机制

在多种疾病的发生发展中起到关键作用，而脂质代谢变化是其中重要的一环。花生四烯酸

（arachidonic acid, AA）代谢是脂质代谢网络的核心环节，也是 GA 炎症的核心通路。AA 经环氧合酶

（cyclooxygenase, COX）和脂氧合酶（lipoxygenase, LOX）途径生成的前列腺素 E2（prostaglandin E2, 

PGE2）、白三烯 B4（leukotriene B4, LTB4）等产物，这类分子是加剧疼痛反应、放大炎症级联的关

键信号分子[12]。值得注意的是，巨噬细胞极化与 AA 代谢存在密切交叉调控，M1 型巨噬细胞高表达

COX-2、5-LOX 以促进促炎代谢产物的生成，而 M2 型巨噬细胞可能通过上调 5-LOX 生成抗炎性脂
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氧素，提示二者共同构成 GA 炎症调控的“分子开关”[13,14]。 

近年来，中医药治疗 GA 的机制研究已取得一定进展。多项研究表明，中药复方可通过抑制

NLRP3 炎症小体活化、降低 M1 型巨噬细胞极化水平等机制发挥疗效[15,16]。多种中成药能够改善 GA

病程中的脂质代谢失衡，并通过干预脂质代谢过程，达到治疗 GA 的效果[17,18]。然而，现有研究多聚

焦单一靶点或通路，对于中医药如何通过调控巨噬细胞极化与 AA 代谢的交叉网络干预 GA 炎症进程

的研究较为匮乏。此外，多数研究采用非特异性炎症模型，未能充分模拟 MSU 结晶诱导的 GA 病理

特征，导致相关机制阐释的临床转化价值受限。 

全国名老中医邓运明教授认为 GA 病位在中焦脾胃，病机以脾失健运为本，湿热蕴结为标，遵四

妙散之意创立痛风清消方，该方以白苍二术为君，黄柏、薏苡仁、白豆蔻为臣，并佐以徐长卿、青风

藤、蒲公英等，具有健脾益气，清热利湿之效，已广泛运用于临床，疗效确切，能够降低踝关节炎症

水平，且与巨噬细胞极化密切相关，但其作用机制尚未完全阐明[19]。因此，本研究拟在细胞和分子层

面通过体外实验和体内实验探讨痛风清消方通过调控巨噬细胞 M1 极化和 AA 代谢治疗 GA 的作用机

制。 

1  材料和方法 

1.1  实验材料 

1.1.1  细胞 

小鼠单核巨噬细胞白血病细胞株（RAW264.7，货号 TCM-C758）由海星生物科技有限公司提

供。 

1.1.2  实验动物 

76 只 SPF 级 6 周龄雄性 SD 大鼠，体质量（200±20）g，购自江西中医药大学[SCXK（赣）2023-

0001]，饲养于江西中医药大学实验动物科技中心[SYXK（赣）2022-0002]。动物自由摄食、饮水，按

昼夜节律提供人工照明，饲养温度 24~26 ºC，湿度 50%~70%，适应性饲养 1 周。实验前均获得江西

中医药大学实验动物伦理委员会批准（JZLLSC20250578），实验设计和操作均遵循实验动物 3R 原

则。 

1.2  主要试剂与仪器 

痛风清消方所需草药均购自江中中药饮片有限公司，执行标准符合《中国药典》2020 年版第一

部。每剂痛风清消方的组成：青风藤（15 g，批号 220823）、苍术（15 g，批号 220812）、薏苡仁

（30 g，批号 221114）、蒲公英（10 g，批号 221009）、徐长卿（15 g，批号 220808）、黄柏（15 

g，批号 220920）、白豆蔻（15 g，批号 210927）、土茯苓（15 g，批号 220915）、车前草（15 g，

批号 220808）、川牛膝（15 g，批号 220622）、绵萆薢（15 g，批号 220905）、重楼（10 g，批号

220620）、白术（15 g，批号 221021）、山慈菇（10 g，批号 220819）、金钱草（15 g，批号

220920）。双氯芬酸钠缓释片（仁和药业，国药准字 H20067776）。 

MSU 晶体（上海阿拉丁生化科技股份有限公司，货号 U166391）；脂多糖（lipopolysaccharide, 

LPS，大连美仑生物技术有限公司，货号 MB5198）；DMEM 培养基（赛维尔生物科技有限公司，货

号 G4512）；胎牛血清（fetal bovine serum，FBS，美仑生物技术有限公司，货号 M0509E）；青霉素

-链霉素（penicillin-streptomycin，P/S，美国 Gibco 公司，批号 25300054）；细胞计数试剂盒（cell 

counting kit，CCK）-8（北京白鲨易生物科技有限公司，货号 BS328B）；苏木素-伊红（hematoxylin-

eosin，HE）染液试剂盒（北京索莱宝科技有限公司，货号 G1052）；小鼠 C 反应蛋白（C-reactive 

protein, CRP ）、 IL-1β 、 IL-6、 TNF-α、 5-LOX、 COX-2 酶联免疫吸附测定法（ enzyme-linked 

immunosorbent assay，ELISA）试剂盒（泉州睿信生物科技有限公司，批号分别为 RX2D200516、

RXW203063M、RXW203049M、RXW202412M、RXW202229M、RX202301M）；RNA 提取试剂盒

（康为世纪生物科技股份有限公司，批号 CW0581M）；实时荧光定量 PCR（real-time quantitative 

polymerase chain reaction，qPCR）试剂盒（康为世纪生物科技股份有限公司，批号 CW3008H）；双
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喹啉酸（BCA）蛋白定量试剂盒（北京白鲨易生物科技有限公司，批号 BL521A）；诱导型一氧化氮

合酶（ inducible nitric oxide synthase， iNOS）、CD206、5-LOX、赖氨酸乙酰转移酶 5（ lysine 

acetyltransferase 5, KAT5）抗体（武汉三鹰生物技术有限公司，批号分别为 22226-1-AP、18704-1-

AP、10021-1-Ig、10827-1-AP）；CD80、CD204 抗体（英国 Abcam 公司，批号分别为 ab315832、

ab271070）；COX-2 抗体（澳大利亚 Affinity 公司，批号 AF7003）；辣根过氧化物酶-山羊抗兔二抗

（武汉三鹰生物技术有限公司，批号 SA00001-2）；辣根过氧化物酶-山羊抗小鼠二抗（武汉三鹰生物

技术有限公司，批号 SA00001-1）。 

MGC-350-HP-2 人工气候箱（一恒科学仪器有限公司）；skny25020501 千分电子游标卡尺（诗科

耐生命科技有限公司）；EL10A 自动酶标仪（德国 BIOBASE 公司）；Mini protean 3 cell 电泳仪（美

国 Bio-Rad 公司）；TE77XP 电转仪（美国 Hoefer 公司）；SCG-W3000 化学发光成像系统（武汉赛

维尔生物科技有限公司）；16K-R 台式高速冷冻离心机（湖南吉尔森科技发展有限公司）；EPS600

凝胶电泳仪（上海天能科技有限公司）；US850 超微量分光光度计（北京诺禾致源科技股份有限公

司）；Archimed-X4 荧光定量 PCR 仪（北京鲲鹏基因科学仪器有限公司）；DM6000B 荧光显微镜

（德国 Leica 公司）；DXS-2 光学显微镜（缔伦光学仪器有限公司）。 

1.3  实验方法  

1.3.1  细胞分组与处理 

RAW264.7 细胞培养在 DMEM+10% FBS+1% P/S 培养基中，并于 37 ℃、5% CO2 培养箱内孵

育。取对数期生长的 RAW264.7 细胞随机分为空白组（DMEM+10% FBS+1% P/S）、LPS+MSU 组

（ DMEM+10% FBS+1% P/S+200 ng/mL LPS+200 μg/mL MSU 刺 激 12 h ）和痛风清消方组

（DMEM+10% FBS+1% P/S+200 ng/mL LPS+200 μg/mL MSU 刺激 12 h 后，用痛风清消方含药血清孵

育 24 h）[20]。 

1.3.2  含药血清制备 

16 只雄性 SD 大鼠适应性喂养 1 周后，随机分为空白组和痛风清消方组，每组 8 只，两组大鼠均

自由进食喂水，痛风清消方组每天予以 45.00 g/kg 痛风清消方中药液灌胃 1 次，7 d 后，最后 1 次灌

胃 1 h 后，用戊巴比妥钠（30 mg/kg）麻醉大鼠，收集 2 组大鼠腹主动脉血样，并于-80 ℃储存。 

1.3.3  动物分组与处理  

适应性喂养 1 周后，随机将 60 只雄性 SD 大鼠分为 6 组，每组 10 只。空白（Blank）组：予喂饲

标准饲料，每天予 0.9%氯化钠溶液灌胃；模型（Model）组：造模第 1 天开始，每天喂食饲高糖高脂

饲料，以 52 度白酒（ 10 mL/kg）和猪油（ 10 mL/kg）隔日交替灌胃，每天置于气候箱 8 h

（10:00~18:00），温度设置为（35±2）℃，相对湿度（95±3）%，照明灯全开。第 18 天麻醉后采用

Coderre 法于右踝关节注射 50 μL MSU 混悬液（20 mg/mL）1 次。双氯芬酸钠组：造模 14 d 后，予以

0.03 g/kg 双氯芬酸钠灌胃 7 d。痛风清消方低（TFQXF-L）、中（TFQXF-M）、高（TFQXF-H）剂量

组：造模 14 d 后，分别予以 11.25 g/kg、22.50 g/kg、45.00 g/kg 痛风清消方药液灌胃 7 d。所有大鼠在

造模第 21 天称重后，用戊巴比妥钠溶液（30 mg/kg）进行腹腔注射麻醉取材处死。 

1.3.4  CCK-8法对细胞进行计数 

采用 CCK-8 法检测痛风清消方作用于 RAW264.7 细胞的最佳浓度，设置 0%、5%、10%、20%浓

度的痛风清消方含药血清培养基，将 RAW264.7 细胞以 1×106/mL 的细胞浓度接种到 96 孔板中，分别

采用不同浓度的痛风清消方含药血清培养基进行干预，在干预 12 h、24 h、48 h 后每孔加入 CCK-8 溶

液（10 μL），37 ℃下孵育 2 h 后，使用酶标仪检测细胞在 450 nm 波长处的吸光度 A。 

1.3.5  测量踝关节直径评估肿胀度  

各组大鼠踝关节注射 MSU 混悬液 0 h、6 h、12 h、24 h 后，采用千分电子游标卡尺测量右侧内外

踝最肿大处的间距作为踝关节直径，评估踝关节肿胀及消退情况。 

1.3.6  HE染色观察踝关节滑膜病理形态 

处死各组大鼠后，将收集的大鼠踝关节固定在 4%中性甲醛中 1 周。然后，将踝关节包埋在石蜡
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中并处理以进行组织学分析。将踝关节切成 5 μm 切片，并按照标准程序用 HE 染色。使用光学显微

镜捕获数字图像。 

1.3.7  免疫荧光（immunofluorescence，IF）检测平均荧光强度和细胞阳性率 

将处理后的各组滑膜组织切片或细胞固定在 4%聚甲醛中 15 min，再使用 5% BSA 封闭 30 min。

分别与抗 CD80、抗 iNOS、抗 CD204、抗 CD206（1:200）一起在 4 ℃孵育过夜，然后与辣根过氧化

物酶偶联的二抗在室温下避光孵育 1 h。用 DAPI 染液对细胞核进行染色 5 min。在荧光显微镜下捕获

图像，并使用 ImageJ 1.54g 进行分析。 

1.3.8  ELISA法检测炎症因子和 AA代谢水平 

收集大鼠血清或胰酶消化后的细胞上清液，采用 ELISA 试剂盒测量 CRP、IL-1β、IL-6、TNF-

α、LTs、PG、5-LOX、COX-2、KAT5 水平。将不同浓度的标准品和稀释两次的样品加入到 96 孔测

试板的每个孔中。通过酶标仪在指定波长和标准曲线下测量每个孔的吸光度 A。采用标准曲线计算各

血清样本中该指标的浓度。 

1.3.9  qPCR检测细胞 5-LOX、COX-2、KAT5 mRNA水平 

使用通用 RNA 纯化试剂盒从组织和细胞中分离总 RNA。使用超微量分光光度计测量 RNA 浓度

和纯度。在逆转录后使用 PCR 仪进行 qPCR 分析。引物由上海生工生物工程股份有限公司合成。使

用 2−ΔΔCt 方法。引物序列见表 1。 

表1 引物序列 

Table 1 Primer sequences 

基因名称 
Gene name 

引物名称 
Primer name 

引物序列（5’-3’） 
Primer sequence （5’-3’） 

产物长度/bp 
Product length /bp 

GAPDH 
mus-GAPDH-F GCCCAGAACATCATCCCTGCAT 

188 
mus-GAPDH-R GCCTGCTTCACCACCTTCTTGA 

COX-2 
mus-Cox-2-F AGGTCATTGGTGGAGAGGTG 

192 
mus-Cox-2-R CCTGCTTGAGTATGTCGCAC 

5-LOX 
mus-5-LOX-F CAAAATCTGGGTGCGTTCCA 

132 
mus-5-LOX-R TTGAAAAGGGGATGCACAGC 

KAT5 
mus-KAT5-F CTTGGCCTCCTATCCTACCG 

101 
mus-KAT5-R TTGATGGTGATCTGTGGCCT 

1.3.10  Western blot检测 5-LOX、COX-2、KAT5蛋白表达情况 

收集细胞后用总蛋白提取试剂盒和 BCA 蛋白浓度测定试剂盒提取细胞总蛋白。定量后，样品经

十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳（sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis，

SDS-PAGE）分离，随后转移至聚偏二氟乙烯膜上。将膜在 4 °C 下与抗 COX-2（1:1 000）、抗 5-

LOX（1:1 000）、抗 KAT5（1:2 000）的一抗孵育。用 1×TBST 洗涤后，加入二抗并在室温下再次孵

育 1 h。用 TBST 洗涤膜 6 次，以去除非特异性结合的二抗。最后，使用增强化学发光底物和化学发

光成像系统进行检测，并使用 ImageJ 1.54g 软件分析条带强度。 

1.3.11  免疫共沉淀（co-immunoprecipitation，Co-IP）检测 KAT5与 5-LOX、COX-2蛋白互作关系 

收集细胞的蛋白样品，用裂解缓冲液处理后，实验组加入 KAT5（1:2 000）单克隆抗体，对照组

使用同型 IgG 抗体，4 °C 下孵育过夜。结合的样品用 Protein G 琼脂糖珠在 4 °C 下沉淀 2 h。用 IP 裂

解缓冲液冲洗珠子，然后用 10×上样缓冲液洗脱。样品经 SDS-PAGE 分离后进行免疫印迹分析。  

1.3.12  蛋白-蛋白对接预测蛋白间的结合能和对接结构 

从 RCSB PDB 数据库平台下载 5-LOX、COX-2、KAT5 蛋白结构，采用 HDOCK Server 平台对

KAT5 与 5-LOX、COX-2 蛋白进行对接，分析蛋白间的结合能，再将得到的 PDB 文件导入 Pymol 

3.1.6.1 软件进行蛋白互作可视化分析。 
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1.4  统计学方法 

所有实验数据均使用 SPSS 26.0 统计软件进行分析，数值以平均数±标准差（ x s ）表示。符合

正态分布且方差齐性的多组间比较使用单因素方差分析（ANOVA）并结合 LSD 检验。对于方差不齐

或偏态分布的数据，采用 Kruskal-Wallis 统计检验，并运用 Bonferroni 方法校正 P 值。P<0.05 为差异

具有统计学意义。 

2  结果 

2.1  痛风清消方含药血清最佳浓度筛选   

为评估痛风清消方含药血清对 RAW264.7 细胞的毒性作用，进行了 CCK-8 实验。结果发现，经

不同浓度含药血清干预后 12 h，各组细胞活力无明显差异；经不同浓度含药血清干预后 24 h，与 0%

含药血清组相比，20%含药血清组细胞活力显著下降（P<0.05）,5%、10%含药血清组细胞活力无明显

差异；经不同浓度含药血清干预后 48 h，与 0%含药血清组相比，10%、20%含药血清组细胞活力显

著降低（P<0.01），而 5%含药血清组细胞活力无明显差异。因此，选择浓度为 5%的痛风清消方含药

血清为最佳浓度血清用于进一步体外实验。见表 2。 

表2 不同浓度痛风清消方含药血清对RAW264.7细胞活力影响（ x s ，n=5） 

Table 2 Effect of different concentrations of Tongfeng Qingxiao Formula drug-containing serum on viability of RAW264.7 cells（ x s ，n=5） 

组别 Groups 
细胞活力/% Cell viability/% 

12 h 24 h 48 h 
0%含药血清组 0% drug-containing serum group 98.88±2.73 101.97±3.77 109.35±2.01 
5%含药血清组 5% drug-containing serum group 98.42±2.41 102.73±4.28 109.79±1.59 

10%含药血清组 10% drug-containing serum group 101.49±5.66 98.60±4.68 77.65±1.89** 
20%含药血清组 20% drug-containing serum group 94.33±4.92 88.90±5.66* 59.03±3.08** 

注：与 0%含药血清组相比，*P<0.05，**P<0.01。 

Note. Compared with the 0% drug-containing serum group, * P<0.05, * * P<0.01. 

2.2  痛风清消方含药血清对巨噬细胞炎性状态的调节作用 

与空白组比较，LPS+MSU 组细胞 CRP、IL-1β、IL-6、TNF-α 表达显著升高（P<0.01），痛风清

消方含药血清能够显著降低细胞中 CRP、IL-1β、IL-6、TNF-α 表达水平（P<0.05，P<0.01）。见表

3。 

表3 痛风清消方对巨噬细胞炎症因子水平的影响（ x s ，n=5） 

Table 3 Effect of Tongfeng Qingxiao Formula on levels of inflammatory factors in macrophages（ x s ，n=5） 

组别 Groups CRP/（mg/L） IL-1β/（pg/mL） IL-6/（pg/mL） TNF-α/（pg/mL） 
空白组 Blank group 2.46±0.42 40.70±7.24 3.60±0.72 12.71±2.40 

LPS+MSU 组 LPS+MSU group  4.30±0.55## 99.17±15.15## 7.33±0.88## 25.14±6.10## 
痛风清消方组 TFQXF group 3.44±0.24

■■ 71.86±12.39
■■ 5.02±0.82

■■ 16.47±4.85
■ 

注：与空白组相比，##P<0.01；与 LPS+MSU 组相比，
■

P<0.05，
■■

P<0.01。 

Note. Compared with the Blank group, # # P<0.01. Compared with the LPS+MSU group, 
■

P<0.05, 
■■

P<0.01. 

2.3  痛风清消方含药血清对巨噬细胞极化的调节作用  

染色细胞计数结果发现与空白组比较，LPS+MSU 组细胞 CD80、 iNOS 细胞阳性率显著上升

（P<0.01），CD204 和 CD206 细胞阳性率显著下降（P<0.01）；痛风清消方含药血清干预后，

CD80、iNOS 细胞阳性率显著下降（P<0.01），CD204 和 CD206 细胞阳性率无明显差异。见图 1 和

表 4。 
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图 1 痛风清消方对巨噬细胞极化的影响（IF，400×） 

Figure 1 Effect of Tongfeng Qingxiao Formula on macrophage polarization（IF，400×） 

表4 各组巨噬细胞CD80、iNOS、CD204、CD206的阳性率情况（ x s ，n=3） 

Table 4 Positive rates of CD80, iNOS, CD204, and CD206 in macrophages of each group（ x s ，n=3） 

组别 Groups 
细胞阳性率/% Cell positive rate/% 

CD80 iNOS CD204 CD206 
空白组 Blank group 1.55±0.95 0.99±0.15 1.18±0.18 0.73±0.23 

LPS+MSU 组 LPS+MSU group  16.39±4.63## 8.09±2.82## 0.10±0.00## 0.12±0.04## 
痛风清消方组 TFQXF group 7.28±2.152

■■ 1.89±0.782
■■ 0.23±0.07 0.27±0.13 

注：与空白组相比，##P<0.01；与 LPS+MSU 组相比，
■■

P<0.01。 

Note. Compared with the Blank group, # # P<0.01. Compared with the LPS+MSU group, 
■■

P<0.01. 

2.4  痛风清消方含药血清对巨噬细胞中 AA代谢的影响   

ELISA 检测显示，与空白组比较，LPS+MSU 组细胞 LTs、PG、5-LOX、COX-2、KAT5 表达明

显升高（P<0.01），痛风清消方组与 LPS+MSU 组比较能明显降低 LTs、PG、5-LOX、COX-2、

KAT5 水平。见表 5。qPCR 检测提示，与正常组相比，LPS+MSU 组 5-LOX、COX-2 和 KAT5 mRNA

表达水平均显著上升（P<0.01），而痛风清消方组能显著降低 5-LOX、COX-2 和 KAT5 mRNA 水平

（P<0.01）。见表 6。此外，Western blot 检测提示，与正常组相比，LPS+MSU 组 5-LOX、COX-2 和

KAT5 蛋白表达水平显著提高（P<0.01），而痛风清消方能明显下调三者表达水平（P<0.05，

P<0.01）。见表 7 和图 2。 

表5 痛风清消方对巨噬细胞AA代谢途径的影响（ x s ，n=5） 

Table 5 Effect of Tongfeng Qingxiao Formula on AA metabolic pathway in macrophages（ x s ，n=5） 

组别 Groups LTs/（pg/mL） PG/（pg/mL） 5-LOX/（ng/mL） COX-2/（ng/mL） KAT5/（ng/mL） 
空白组 Blank group 77.79±1.89 16.94±2.24 1.22±0.23 4.61±0.60 5.13±0.70 

LPS+MSU 组 
LPS+MSU group  

44.00±7.059## 25.94±2.16## 2.23±0.18## 8.08±1.18## 9.75±1.23## 

痛风清消方组 
TFQXF group 

59.38±7.15
■■ 21.60±1.38

■■ 1.76±0.12
■■ 6.40±0.37

■■ 7.47±0.59
■■ 

注：与空白组相比，##P<0.01；与 LPS+MSU 组相比，
■■

P<0.01。 

Note. Compared with the Blank group, # # P<0.01. Compared with the LPS+MSU group, 
■■

P<0.01. 
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表6 痛风清消方对巨噬细胞5-LOX、COX-2和KAT5 mRNA表达的影响（ x s ，n=3） 

Table 6 Effect of Tongfeng Qingxiao Formula on 5-LOX, COX-2, and KAT5 mRNA  

expression in macrophages（ x s ，n=3） 

组别 Groups 5-LOX COX-2 KAT5 

空白组 Blank group 1.00±0.08 1.00±0.09 1.00±0.54 
LPS+MSU 组 LPS+MSU group  1.97±0.22## 3.04±0.41## 2.09±0.14## 
痛风清消方组 TFQXF group 1.41±0.14

■■ 2.05±0.33
■■ 1.51±0.24

■■ 

注：与空白组相比，##P<0.01；与 LPS+MSU 组相比，
■■

P<0.01。 

Note. Compared with the Blank group, # # P<0.01. Compared with the LPS+MSU group, 
■■

P<0.01. 

表7 痛风清消方对巨噬细胞5-LOX、COX-2、KAT5蛋白相对表达量的影响（ x s ，n=3） 

Table 7 Effect of Tongfeng Qingxiao Formula on the relative expression levels of 5-LOX, COX-2, and KAT5  

protein in macrophages（ x s ，n=3） 

组别 Groups 5-LOX COX-2 KAT5 

空白组 Blank group 1.00±0.00 1.00±0.10 1.00±0.13 
LPS+MSU 组 LPS+MSU group  1.35±0.07## 1.64±0.07## 1.76±0.07## 
痛风清消方组 TFQXF group 1.20±0.09

■ 1.28±0.02
■■ 1.29±0.19

■■ 

注：与空白组相比，##P<0.01；与 LPS+MSU 组相比，
■

P<0.05，
■■

P<0.01。 

Note. Compared with the Blank group, # # P<0.01. Compared with the LPS+MSU group, 
■

P<0.05, 
■■

P<0.01. 

 

图 2 各组巨噬细胞 5-LOX、COX-2、KAT5 蛋白电泳结果 

Figure 2 Protein electrophoresis of 5-LOX, COX-2, and KAT5 in macrophages of each group 

2.5  KAT5与 5-LOX、COX-2蛋白间互作关系的验证   

CO-IP 结果显示，在 RAW264.7 细胞中，相比于 IgG 组，5-LOX、COX-2 明显可以富集更多的

KAT5 蛋白，且与空白组比较，模型组蛋白间的互作关系更加明显。相比于 IP 组，Input 组能富集更

多蛋白。通过 HDOCK 进行蛋白-蛋白对接后，结果表明，5-LOX、COX-2 和 KAT5 蛋白之间结合分

数很低，具有较好的亲和性和稳定性。见图 3。 
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注：A：5-LOX、COX-2 和 KAT5 的 CO-IP 蛋白电泳图；B：5-LOX、COX-2 和 KAT5 的分子对接图。 

图 3 巨噬细胞中 5-LOX、COX-2 和 KAT5 的互作关系 

Note. A, Co-IP protein electrophoresis of 5-LOX, COX-2, and KAT5. B, Molecular docking of 5-LOX, COX-2, and KAT5.  

Figure 3 Interplay of 5-LOX, COX-2, and KAT5 in macrophages 

2.6  痛风清消方对 GA大鼠踝关节肿胀的缓解情况   

通过测量大鼠踝关节直径发现，造模后大鼠踝关节出现明显肿胀（P<0.01），MSU 注射后 6 h，

痛风清消方低剂量组大鼠踝关节肿胀无明显改善，但在 MSU 注射后 12 h、24h，痛风清消方低、中、

高剂量 3 组大鼠踝关节肿胀均得到显著改善（P<0.05，P<0.01），MSU 注射后 24 h 的测量数据显

示，中、高剂量组效果优于低剂量组（P<0.05），且中、高剂量组间无明显差异。作为阳性药对照，

双氯芬酸钠显著减轻了模型大鼠踝关节的肿胀程度（P<0.01）。见图 4。 



10 中国比较医学杂志 

 

 

注：A：注射 MSU 后各时间点大鼠踝关节外观；B：不同时间点大鼠踝关节直径对比。与空白组相比，@@P<0.01；与模型组相

比，&P<0.05，&&P<0.01；与痛风清消方低剂量组相比，
※

P<0.05。 

图 4 痛风清消方对 GA 大鼠踝关节肿胀度的影响（ x s ，n=10） 

Note. A, Appearance of rat ankle joint 12h after MSU injection. B, Comparison of rat ankle joint diameter at different time p oints. Compared 

with Blank group, @@P<0.01. Compared with Model group, &P<0.05, &&P<0.01. Compared with TFQXF-L group, 
※

P<0.05. 

Figure 4 Effect of Tongfeng Qingxiao Formula on ankle joint swelling degree in GA rats（ x s ，n=10） 

2.7  痛风清消方对 GA大鼠踝关节滑膜病理形态的影响  

踝关节 HE 染色结果显示，空白组关节结构完整，层次分明，滑膜细胞形态正常，分布均匀；模

型组大鼠滑膜组织呈现明显的病理性改变，结构混乱，组织可见较多滑膜细胞、纤维增生和明显的炎
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性细胞浸润。与模型组比较，各给药组大鼠踝关节滑膜组织结构及病理改变均有不同程度的改善。双

氯芬酸钠组大鼠踝关节滑膜组织结构中度异常，可见部分滑膜细胞增生，组织疏松水肿，见少量炎性

细胞浸润；痛风清消方低剂量组大鼠踝关节滑膜组织结构中度异常，可见部分滑膜细胞增生和组织疏

松水肿，少量炎症细胞浸润；痛风清消方中、高剂量组大鼠踝关节滑膜组织结构轻度异常，排列较规

则，见少量滑膜细胞增生和新生血管形成，无明显炎性细胞浸润。见图 5。 

 

注：黑色箭头：炎性细胞浸润；黄色箭头：增生的纤维组织。 

图 5 痛风清消方对 GA 大鼠踝关节滑膜组织病理形态的影响（HE，200×） 

Note. Black arrow, Inflammatory cell infiltration. Yellow arrow, Proliferated fibrous tissue.  

Figure 5 Effect of Tongfeng Qingxiao Formula on pathological morphology of  ankle joint synovial tissue in GA rats（HE，200×）  

2.8  痛风清消方对 GA大鼠血清水平的影响 

采用 ELISA 检测各组中 CRP、IL-1β、IL-6 和 TNF-α 的水平。结果表明，与空白组比较，模型组

的 CRP、IL-1β、IL-6 和 TNF-α 水平显著升高（P<0.01）；与模型组比较，双氯芬酸钠组及痛风清消

方低、中、高剂量组 CRP、IL-1β、IL-6 和 TNF-α 水平均显著下降（P<0.05，P<0.01），说明痛风清

消方能够显著改善 GA 大鼠的炎症反应；且与痛风清消方低剂量组比较，痛风清消方中、高剂量组的

CRP、IL-1β、IL-6 和 TNF-α 水平下降显著（P<0.05，P<0.01）。见表 8。 

表8 痛风清消方对GA大鼠血清炎症因子水平的影响（ x s ，n=6） 

Table 8 Effect of Tongfeng Qingxiao Formula on serum inflammatory factor levels in GA rats（ x s ，n=6） 

组别 Groups CRP/（ng/mL） IL-1β/（pg/mL） IL-6/（pg/mL） TNF-α/（pg/mL） 
空白组 Blank group 238.93±27.02 49.63±5.64 30.35±3.53 24.01±2.97 
模型组 Model group 408.27±27.47@@ 137.64±11.79@@ 61.03±10.72@@ 48.09±3.12@@ 

双氯芬酸钠组 Diclofenac sodium group 253.29±28.64&& 93.54±6.04&& 38.61±3.85& 32.28±2.93&& 

痛风清消方低剂量组 TFQXF-L group 305.34±31.76&&ΔΔ 116.18±6.40&ΔΔ 54.52±7.90 Δ 40.23±2.82&&ΔΔ 

痛风清消方中剂量组 TFQXF-M group 260.18±32.19&&※ 101.75±5.45&&※ 40.35±2.80&※※ 33.52±2.92&&※ 
痛风清消方高剂量组 TFQXF-H group 254.77±28.35&&※※ 99.98±5.28&&※※ 41.66±2.97&※※ 33.44±2.67&&※※ 

注：与空白组相比，@@P<0.01；与模型组相比，&P<0.05，&&P<0.01；与双氯芬酸钠组相比，
Δ

P<0.05，
ΔΔ

P<0.01；与痛风清消方低剂量组

相比，
※

P<0.05，
※※

P<0.01。 

Note. Compared with Blank group, @ @ P<0.01. Compared with Model group, & P<0.05, & & P<0.01. Compared with Diclofenac sodium group, 
Δ

P<0.05, 
ΔΔ

P<0.01. Compared with TFQXF-L group, 
※

P<0.05, 
※※

P<0.01. 
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2.9  痛风清消方对 GA大鼠滑膜巨噬细胞极化的影响 

平均荧光强度结果显示，模型组滑膜组织中 CD80 荧光强度显著高于空白组（P<0.01），CD206

荧光强度显著低于空白组（P<0.01）；与模型组比较，双氯芬酸钠组和痛风清消方低、中、高剂量组

CD80 荧光强度显著降低（P<0.01），且双氯芬酸钠组 CD206 荧光强度增强（P<0.05），但痛风清消

方低、中、高剂量组 CD206 无显著差异。见图 6 和表 9。 

 

图 6 痛风清消方对 GA 大鼠踝关节滑膜巨噬细胞极化的影响（IF，200×） 

Figure 6 Effect of Tongfeng Qingxiao Formula on macrophage polarization in ankle joint synovium of GA rats（IF，200×） 

表9 各组滑膜组织巨噬细胞CD80、CD206的平均荧光强度（ x s ，n=3） 

Table 9 Mean fluorescence intensity of CD80 and CD206 in macrophages of synovial tissue among different groups（ x s ，n=3） 

组别 Groups 
平均荧光强度 Mean fluorescence intensity 

CD80 CD206 
空白组 Blank group 5.82±0.71 35.37±4.27 
模型组 Model group 24.63±1.67@@ 10.21±0.89@@ 

双氯芬酸钠组 Diclofenac sodium group 12.98±1.34&& 14.61±1.10& 
痛风清消方低剂量组 TFQXF-L group 16.79±1.88&& 10.23±1.39 
痛风清消方中剂量组 TFQXF-M group 7.58±0.78&&※※ 11.26±2.66 
痛风清消方高剂量组 TFQXF-H group 7.66±1.86&&※※ 11.21±1.33 

注：与空白组相比，@@P<0.01；与模型组相比，&P<0.05，&&P<0.01；与痛风清消方低剂量组相比，
※※

P<0.01。 

Note. Compared with Blank group, @ @ P<0.01. Compared with Model group, & P<0.05, & & P<0.01. Compared with TFQXF-L group, 
※※

P<0.01. 

3  讨论 

GA 是由 MSU 晶体沉积引发的急性炎症性疾病，以关节红肿热痛、滑膜炎症及软骨损伤为主要

特征，其病理机制涉及炎症因子释放、免疫细胞活化及代谢通路异常等多环节级联反应[21,22]。GA 属

中医“痛风”范畴，以第一跖趾关节红肿热痛为其临床首要表现[23]。多因患者过度摄入肥甘厚腻，导

致脾失健运，湿浊内生，痹阻经络四末，郁而化热，发为关节红肿热痛，其核心病机以“湿热蕴结”

为标、“脾失健运”为本，属本虚标实之证[24,25]。痛风清消方是由清代名方“四妙散”加减化裁而
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来，具有“固护中焦、健运脾胃、斡旋三焦、消石排酸”的功效 [19]。 

GA 发病过程中，MSU 结晶沉积关节，可激活关节滑膜免疫细胞，并释放 IL-1β、TNF-α 等促炎

因子，通过增加血管内皮细胞通透性、促进组织液渗出及炎症细胞浸润，导致关节肿胀。本研究通过

给大鼠饲喂高脂高糖饲料、白酒等诱导内湿热，以人工气候箱模拟外湿热，结合经典 Coderre 法，构

建了中医“证”、西医“病”相结合的 GA 动物模型，并使用痛风清消方灌胃干预。结果表明，痛风

清消方能够显著降低血清中炎症因子水平，并改善滑膜炎症浸润情况，缓解关节肿胀。  

巨噬细胞作为 GA 炎症微环境的关键调控细胞，其极化表型决定炎症方向。M1 型巨噬细胞为促

炎表型，通过释放 IL-1β、TNF-α、IL-6 等促炎因子放大炎症反应；M2 型为抗炎修复表型，通过分泌

IL-10、TGF-β 等抑制炎症、促进组织修复[26]。GA 急性发作时，滑膜组织中普遍存在巨噬细胞表型变

化过程。其中，M1 型巨噬细胞的激增在炎症爆发的级联反应中阶段扮演重要角色，其机制主要是

MSU 晶体通过模式识别受体刺激巨噬细胞进入炎症级联反应过程，包括典型的 NLRP3 炎症小体的激

活，从而促使下游 Pro-IL-1β、Pro-IL-18 的活化，形成“促炎循环”[27]。故恢复巨噬细胞 M1/M2 比

例平衡或许是抑制 GA 炎症爆发的重要手段。已有研究发现四妙散等清热化湿类方剂能够通过调节巨

噬细胞 M1/M2 平衡达到治疗 GA 的作用[16,28]。本研究体内外结果显示，痛风清消方能显著降低 M1

巨噬细胞表型蛋白（CD80、iNOS）的阳性率，但对 M2 巨噬细胞表型蛋白（CD204、CD206）的阳

性率无明显影响，说明痛风清消方可能通过抑制巨噬细胞 M1 极化途径，而非促进巨噬细胞向 M2 转

化，从而达到抑制炎症效果。GA 急性期炎症微环境中巨噬细胞以 M1 型细胞因子占主导，过早诱导

M2 极化可能干扰 MSU 晶体的吞噬清除过程，反而延长炎症持续时间，这种选择性调控模式与中医

“急则治其标”的治疗思路不谋而合[29]。 

炎症因子的释放与炎症细胞的活化，最终依赖于炎症介质的合成与释放，其中 AA 代谢通路是促

炎介质生成的核心分子机制[30]。AA 经 COX 途径生成 PG（如 PGE2），经 LOX 途径生成 LTs（如

LTB4），二者均为强效炎症介质，可加剧疼痛及炎症细胞趋化，参与痛风病理过程的免疫抑制与组

织修复[31,32]。LOX 途径的 LTB4 通过清道夫受体 B1 型增强 M1 型促炎表型，驱动炎症反应[33]。有趣

的是，COX-2 催化生成的 PGE2 在过度累积后，又能通过激活自身 EP4 受体促进巨噬细胞向 M2 型极

化，形成炎症负反馈环路，这可能与急性 GA 的自限性病程密切相关[26]。AA 代谢产物还可通过 G 蛋

白偶联受体 120 等受体调控巨噬细胞表型转换，影响炎症-修复平衡[13,34,35]。此外，KAT5 作为组蛋白

乙酰转移酶，可能通过乙酰化修饰 COX-2、5-LOX 基因启动子区域，促进其转录表达。故 KAT5 能

够通过翻译后修饰功能，促进 AA 代谢过程，进而增加巨噬细胞 M1 极化水平。本研究结果表明，痛

风清消方能够抑制 AA 代谢产物生成，且抑制 KAT5 表达，说明痛风清消方可能通过表观遗传调控减

少 COX-2、5-LOX 的转录与表达，直接阻断 AA 代谢通路，减少 PGE2、LTB4 等炎症介质的生成。

Co-IP 实验结果说明 GA 发病过程中 KAT5 与 COX-2、5-LOX 蛋白存在紧密的互作关系，分子对接的

结果也侧面验证了这一点。痛风清消方能够同时调控 5-LOX 与 COX-2 两种酶，可避免单一抑制 COX

通路导致的 LTs 代谢代偿性升高，这或许能够降低中药副作用。因此，痛风清消方缓解关节炎症的机

制可能通过抑制 AA 代谢从而降低 M1 的极化水平来实现。炎症介质减少了对巨噬细胞活化刺激的削

弱，同时痛风清消方可能通过非 AA 依赖途径（如 AMPK/NF-κB）抑制 M1 型巨噬细胞极化，减少

IL-1β、TNF-α 等促炎因子释放[36]。此外，痛风清消方可能降低促炎因子与趋化因子（如 LTs）的水

平，从而抑制中性粒细胞、巨噬细胞向滑膜组织的趋化与浸润，减轻滑膜炎症。滑膜炎症的缓解进一

步减少组织水肿与关节腔积液，最终表现为踝关节炎症消退[37,38]。此外，AA 代谢产物 LTB4 通过

BLT1 受体诱导基质金属蛋白酶释放，加速Ⅱ型胶原蛋白降解，而最新研究发现关节腔内的Ⅱ型胶原

蛋白能被 MSU 富集，并在诱导 GA 急性发作中起到重要作用，痛风清消方是否能通过该途径发挥抗

炎作用还需进一步探究[39]。 

综上所述，本研究证实痛风清消方可通过抑制巨噬细胞 M1 极化及调控 AA 代谢通路发挥抗 GA

作用，初步揭示了“AA 代谢-巨噬细胞极化”的协同调控网络，为中药复方“整体调节、多靶点协

同”的作用特点提供了现代生物学解释，丰富了传统中医药治疗炎症性疾病的理论基础，为 GA 的个
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体化治疗提供新策略。但本项目研究仍有不足之处，尽管 AA 代谢通路调控和巨噬细胞极化是痛风清

消方治疗 GA 过程的重要起效途径，但本研究缺乏抑制性实验深入探讨两者之间的上下游调控关系。

此外，本研究发现痛风清消方可能通过抑制 KAT5 介导的表观遗传学调控作用降低 AA 代谢，但需后

续深入探究。 

胡烈奎，黄鑫，袁启鹏，等. 痛风清消方通过抑制巨噬细胞 M1 极化和花生四烯酸代谢改善急性

痛风性关节炎的机制研究 [J]. 中国比较医学杂志, 2026, 36(15): 00 – 00.  

Hu LK, Huang X, Yuan QP, et al. Study on the mechanism of Tongfeng Qingxiao Formula in 

ameliorating acute gouty arthritis by inhibiting macrophage M1 polarization and arachidonic acid 

metabolism [J]. Chin J Comp Med, 2026, 36(15): 00 – 00.  
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