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摘要：　针对高尿酸血症大鼠模型开展柏薏颗粒的初步药效学研究，探究其作用机制．将７２只雄性大鼠随机

分为空白组、模型组、柏薏颗粒高、中、低剂量组及非布司他阳性对照组，采用氧嗪酸钾灌胃给药法建立高尿酸

血症大鼠模型，连续给药治疗１４ｄ，每天１次．采用酶联免疫吸附剂测定（ＥＬＩＳＡ）试剂盒测定血清尿酸

（ＳＵＡ）、肌酐（Ｃｒ）、尿素氮（ＢＵＮ）水平及肝脏黄嘌呤氧化酶（ＸＯＤ）活性，并用免疫印迹法测定肾脏中有机阴

离子转运体１（ＯＡＴ１）及葡萄糖转运体９（ＧＬＵＴ９）的表达．结果表明：与模型组相比，柏薏颗粒可剂量依赖性

地降低ＳＵＡ水平、肝脏ＸＯＤ活性及ＧＬＵＴ９蛋白表达，并上调ＯＡＴ１蛋白表达，且高剂量组与非布司他作用

相当（犘＞０．０５）；柏薏颗粒组与空白组大鼠血清中Ｃｒ和ＢＵＮ浓度无显著性差异，表明柏薏颗粒无肾损伤；柏

薏颗粒具有明显的降血尿酸作用，其机制可能与抑制ＸＯＤ活性和肾脏ＧＬＵＴ９蛋白表达，并上调ＯＡＴ１蛋白

表达有关．
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现代医学认为在正常的嘌呤饮食情况下，非同日两次空腹测定血尿酸水平，男性血尿酸水平高于

４２０μｍｏｌ·Ｌ
－１，女性高于３６０μｍｏｌ·Ｌ

－１即称为高尿酸血症（ＨＵＡ）
［１］．研究表明，高尿酸已成为冠心

病、冠状动脉粥样硬化性心脏、病急性心肌梗死等疾病的独立危险因素［２６］．目前，我国 ＨＵＡ患病人数

已超过１．２亿，ＨＵＡ成为继高血压、高血脂、高血糖之后的常见代谢性疾病
［７］．机体内尿酸水平的升高

主要是由体内尿酸生成和排泄不平衡所致，而黄嘌呤氧化酶（ＸＯＤ）是次黄嘌呤、黄嘌呤生成尿酸的关

键限速酶，是研究降血尿酸机制的重要靶点［８］．柏薏颗粒的基本处方来源于医院制剂，用于治疗高尿酸

血症、痛风性关节炎、痛风石等疾病．在原方的基础上，加入萆、土茯苓、山慈菇、白芥子等药材，具有清

热除湿、健脾补肾、降浊止痛、活血通络等功效．原方为汤剂，其推广和应用受到了限制．因此，本文在已

完成柏薏颗粒处方及工艺研究的基础上，建立ＨＵＡ大鼠模型，探究柏薏颗粒降血尿酸的作用及机制．

１　实验材料

１．１　药品与试剂

柏薏颗粒（实验室自制）；非布司他（江苏万邦生化医药集团有限责任公司）；氧嗪酸钾（深圳市博美

生物科技有限公司）；肌酐（Ｃｒ）试剂盒、尿素氮（ＢＵＮ）试剂盒、黄嘌呤氧化酶（ＸＯＤ）试剂盒、尿酸（ＳＵＡ）

试剂盒物（江苏省南京建成生物工程研究所）；二奎啉甲酸（ＢＣＡ）试剂盒（北京索莱宝生物科技有限公

司）；有机阴离子转运体１（ＯＡＴ１）抗体（北京博奥森生物技术有限公司）；葡萄糖转运体９（ＧＬＵＴ９）抗

体（武汉三鹰生物科技有限公司）；蛋白磷酸酶抑制剂复合物（１００×）、Ｗｅｓｔｅｒｎ一抗稀释液、Ｗｅｓｔｅｒｎ二

抗稀释液、十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）蛋白上样缓冲液（５×）、ＳＤＳＰＡＧＥ电泳

液（１０×）、ＺＤ３０４型快速ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶制备试剂盒、Ｗｅｓｔｅｒｎ快速转膜缓冲液（１０×）３０ｍｉｎ转膜（电

转液）、彩色预染蛋白质中分子量标准（１～１８０ｋＤａ）、脱脂奶粉（北京庄盟国际生物基因科技有限公司）；

聚偏氟乙烯（ＰＶＤＦ）膜（安徽省合肥市ｂｉｏｓｈａｐ生物科技有限公司）；特超敏ＥＬＣ化学发光试剂盒（上海

市碧云天生物科技有限公司）；质量分数为１０％的水合氯醛（上海源叶生物科技有限公司）；乙醚（北京

益利精细化学品有限公司）；羧甲基纤维素钠（天津市福晨化学试剂厂）；无水乙醇（上海国药集团）．

１．２　实验仪器

１２００型高效液相色谱仪（二极管阵列检测器）、ＵＶ 紫外可见分光光度计（美国安捷伦公司）；

ＢＳＡ１２４Ｓ型电子天平（德国赛多利斯科学仪器有限公司）；ＫＱ５００Ｅ型超声仪（江苏省昆山市超声仪器

有限公司）；涡旋仪（江苏省海门其林贝尔公司）；５４３０Ｒ型低温离心机（上海安亭科学仪器厂）；Ｉｎｆｉ

ｎｉｔｅＭ２００型多功能酶标仪（瑞士帝肯公司）；ＤＹＹ７４型电泳仪（北京市六一仪器厂）；ＴＳ１型摇床、

ＪＲ９２ＩＩＤＮ型超声波细胞破碎仪（浙江省宁波新芝生物科技股份有限公司）；发光成像仪（北京市大龙仪

器有限公司）；制冰机（江苏省常熟市雪科电器公司）；超低温冰箱（上海市赛默飞公司）．

１．３　实验动物

ＳＰＦ级雄性ＳＤ大鼠，体质量为（２００±２５）ｇ（福建省闽侯县吴氏实验动物贸易有限公司）．

２　实验方法

２．１　溶液的配制

人体柏薏颗粒的每日用量为９０ｇ，以成人体质量７０ｋｇ为基准，可换算出大鼠临床等效剂量为８．１０
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ｇ·ｋｇ
－１，分别以等效剂量的４倍、２倍和１倍进行柏薏颗粒高（３２．４０ｇ·ｋｇ

－１）、中（１６．２０ｇ·ｋｇ
－１）和

低（８．１０ｇ·ｋｇ
－１）剂量给药．取８ｇ羧甲基纤维素钠，加蒸馏水，加热搅拌，溶解后定容至１０００ｍＬ，获

得质量浓度为８ｇ·Ｌ
－１的羧甲基纤维素钠；称取适量氧嗪酸钾溶于羧甲基纤维素钠溶液中，制得氧嗪

酸钾溶液，以３００ｍｇ·ｋｇ
－１剂量给药．称取适量非布司他溶于羧甲基纤维素钠溶液中，制得非布司他溶

液，以３．６ｍｇ·ｋｇ
－１剂量给药．

２．２　分组与造模

将７２只雄性大鼠随机分为６组，分别为空白组、模型组、柏薏颗粒低剂量组（简称低剂量组）、柏薏

颗粒中剂量组（简称中剂量组）、柏薏颗粒高剂量组（简称高剂量组）、非布司他阳性对照组（简称非布司

他组）．空白组灌胃给予生理盐水，其余各组灌胃给药ＯＡ溶液，建立ＨＵＡ大鼠模型；连续造模７ｄ后，

乙醚麻醉，尾静脉取血检测血尿酸值；确定造模成功后，开始治疗给药．除空白组和模型组给予相应体积

的生理盐水外，其余各组灌胃给予相应剂量的药物．连续给药１４ｄ，每天给药一次，每７ｄ称量大鼠的体

质量并观察变化趋势，同时，还需观察大鼠的活动状态、精神状态、毛发色泽、饮食及大小便情况．

２．３　尿酸浓度的测定

末次灌胃给药后，禁食１２ｈ，正常饮水，腹腔注射０．８ｍＬ的水合氯醛（１０ｇ·Ｌ
－１）麻醉后，心脏取

血，静置２ｈ，于３５００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ（４℃），分离血清，测定血清中的尿酸浓度（犮（ＳＵＡ））．

２．４　肌酐和尿素氮浓度的测定

肌酐和尿素氮是肾小球滤过功能的重要指标，当肾小球受损时，滤过率降低，血清中的Ｃｒ，ＢＵＮ浓

度升高．使用Ｃｒ试剂盒与ＢＵＮ试剂盒测定血清中的肌酐浓度（犮（Ｃｒ））和尿素氮浓度（犮（ＢＵＮ））．

２．５　黄嘌呤氧化酶活性的测定

称取１．０ｇ大鼠肝脏组织，按体质量（ｍｇ）∶体积（μＬ）＝１∶１０的比例，加入预冷生理盐水，采用冰

水浴，在低温条件下进行机械匀浆，制备肝匀浆，于３５００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ（４℃），取上清液．使用

ＸＯＤ试剂盒测定黄嘌呤氧化酶活性．

２．６　犗犃犜１及犌犔犝犜９蛋白表达的测定

称取０．１ｇ肾脏组织，按体质量（ｍｇ）∶体积（μＬ）＝１∶１０的比例，加入组织蛋白（ＲＩＰＡ）裂解液及

磷酸蛋白酶复合抑制剂混合液，将组织匀浆在冰上裂解３０ｍｉｎ，提取组织蛋白，于３５００ｒ·ｍｉｎ－１离心５

ｍｉｎ（４℃），取上清液，采用ＢＣＡ法测定肝脏匀浆的蛋白浓度．用已知浓度的蛋白溶液稀释上样缓冲液

（犞（蛋白溶液）∶犞（上样缓冲液）＝４∶１），沸水浴条件下使蛋白变性．按照试剂盒的使用说明，配制电泳

分离胶及浓缩胶，待胶凝固后，拔出梳子，以避免气泡产生．按每孔３０μｇ上样ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，在目的

蛋白泳动至距胶下缘１ｃｍ以上结束电泳．根据标准蛋白分子量位置，切下目的蛋白及内参相对应位置

的电泳胶，采用湿转法进行转膜，转膜后加入质量浓度为５ｇ·Ｌ
－１的脱脂奶粉，室温条件下封闭１ｈ；加

入一抗溶液后置于摇床上，４℃下孵育过夜，用杂交膜（ＴＢＳＴ）冲洗液洗膜３次，每次１０ｍｉｎ；加入二抗

溶液后置于摇床上，４℃下孵育８ｈ，用ＴＢＳＴ冲洗液洗膜３次，每次１０ｍｉｎ；加入化学发光试剂，在发光

成像仪上显影，用ＩｍａｇｅＪ软件进行处理，分析胶片的上目标条带的灰度值，观察柏薏颗粒对ＯＡＴ１和

ＧＬＵＴ９蛋白表达的影响．

３　实验结果

３．１　大鼠的体表状态

经观察发现大鼠的活动正常，精神状况无明显异常；毛发有光泽，外形无明显变化；饮食正常，尿便

未出现明显异常现象．与空白组相比，模型组、柏薏颗粒低、中、高剂量组及非布司他组大鼠体质量的差

异不具有统计学意义（犘＞０．０５），说明柏薏颗粒对大鼠的正常生长代谢没有明显影响．大鼠体质量的变

化情况，如图１所示．图１中：犿为大鼠的体质量．

３．２　柏薏颗粒对血清尿酸浓度的影响

不同组别的血清尿酸浓度，如图２所示．图２中：与空白组相比，“”表示犘＜０．０１；与模型组相

比，“△△”表示犘＜０．０１．由图２可知：与空白组相比，模型组的血清尿酸浓度极显著升高（犘＜０．０１），

说明采用ＯＡ灌胃给药法造模成功；与模型组相比，柏薏颗粒低、中、高剂量组的血清尿酸浓度均显著下
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降（犘＜０．０１），说明柏薏颗粒具有降尿酸的作用，且随着给药剂量的增加，尿酸浓度逐渐下降，柏薏颗粒

降尿酸作用呈剂量依赖性；高剂量组与非布司他组降尿酸效果明显（犘＜０．０１）．

　　　　图１　大鼠体质量的变化情况　　　　　　　　　　　图２　不同组别的血清尿酸浓度　　　　

　　　　　Ｆｉｇ．１　Ｗｅｉｇｈｔｃｈａｎｇｅｓｏｆｒａｔ　　　　　　Ｆｉｇ．２　Ｓｅｒｕｍｕｒｉｃａｃｉｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ

３．３　柏薏颗粒对血清肌酐和尿素氮浓度的影响

柏薏颗粒对血清肌酐浓度和尿素氮浓度的影响，分别如图３，４所示．由图３，４可知：各组肌酐浓度

和尿素氮浓度之间的差异不显著，说明柏薏颗粒对ＨＵＡ模型大鼠具有明显的肾脏保护作用，柏薏颗粒

无肾损伤，适合长期服用．

　 图３　柏薏颗粒对血清肌酐浓度的影响　　 　　　　图４　柏薏颗粒对血清尿素氮浓度的影响

　　Ｆｉｇ．３　ＥｆｆｅｃｔｏｆＢａｉｙｉｇｒａｎｕｌｅｓｏｎｓｅｒｕｍ　　　　　　Ｆｉｇ．４　ＥｆｆｅｃｔｏｆＢａｉｙｉｇｒａｎｕｌｅｓｏｎｓｅｒｕｍ　

　　　ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　　　　　　　　　　　　　ｕｒｅａｎｉｔｒｏｇｅｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

３．４　柏薏颗粒对犎犝犃大鼠肝脏中黄嘌呤氧化酶活性的影响

ＨＵＡ大鼠肝脏中的黄嘌呤氧化酶活性（狕（ＸＯＤ）），如表１所示．表１中：与模型组相比，“”表

表１　ＨＵＡ大鼠肝脏中的黄嘌呤氧化酶活性

（狓±狊，狀＝１２）

Ｔａｂ．１　ＸＯＤａｃｔｉｖｉｔｙｉｎＨＵＡｒａｔｌｉｖｅｒ

（狓±狊，狀＝１２）

组别 狕（ＸＯＤ）／ｎｋａｔ·ｇ
－１

空白组 ２０７．５４±９．６７

模型组 ２７０．２２±１７．１７

低剂量组 ２３４．５５±２０．６７

中剂量组 １７４．８７±２．３３

高剂量组 １５５．０３±６．５０

非布司他组 １４９．８６±５．５０

示犘＜０．０１．实验结果用平均值±标准偏差（狓±狊）表示，平行

实验１２组．由表１可知：与模型组比较，柏薏颗粒中、高剂量

组均能显著抑制肝脏中的ＸＯＤ活性（犘＜０．０１），从而抑制尿

酸的生成，降低体内尿酸浓度，发挥治疗高尿酸血症的作用；

柏薏颗粒低剂量组也能抑制ＸＯＤ的活性，但效果不显著；柏

薏颗粒中、高剂量组的降尿酸效果与非布司他组相当，效果

显著．

３．５　柏薏颗粒对犗犃犜１和犌犔犝犜９蛋白表达的影响

ＨＵＡ大鼠肾脏匀浆中 ＯＡＴ１和 ＧＬＵＴ９的蛋白条带

图，如图５所示．柏薏颗粒对 ＯＡＴ１和 ＧＬＵＴ９蛋白表达的

影响，分别如图６，７所示．图６，７中：与空白组相比，“”表

示犘＜０．０１；与模型组相比，“△”表示犘＜０．０５，“△△”表示犘＜０．０１；犽（ＯＡＴ１），犽（ＧＬＵＴ９）分别表示

ＯＡＴ１，ＧＬＵＴ９蛋白相对表达水平．

由图６，７可知：与模型组相比，柏薏颗粒高剂量组能显著地降低肾脏ＧＬＵＴ９蛋白相对表达水平

（犘＜０．０５），柏薏颗粒中、低剂量组也有降低ＧＬＵＴ９蛋白相对表达水平的作用，但无显著差异，非布司

他组极显著降低肾脏ＧＬＵＴ９蛋白相对表达水平（犘＜０．０１）；与模型组相比，柏薏颗粒高、中剂量组均
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能显著上调肾脏ＯＡＴ１蛋白表达水平，柏薏颗粒高剂量组上调ＯＡＴ１蛋白表达的作用与非布司他组相

当（犘＜０．０１），但柏薏颗粒低剂量组对ＯＡＴ１作用的差异无统计学意义．这说明柏薏颗粒的降尿酸机制

与抑制肾脏ＧＬＵＴ９蛋白的表达减少尿酸重吸收，以及上调ＯＡＴ１蛋白表达促进尿酸的分泌有关．

　　（ａ）ＯＡＴ１　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（ｂ）ＧＬＵＴ９

图５　免疫印迹法蛋白条带图

Ｆｉｇ．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｐｒｏｔｅｉｎｂａｎｄｄｉａｇｒａｍ

　　图６　柏薏颗粒对ＯＡＴ１蛋白表达的影响　 　　　　图７　柏薏颗粒对ＧＬＵＴ９蛋白表达的影响　

　Ｆｉｇ．６　ＥｆｆｅｃｔｏｆＢａｉｙｉｇｒａｎｕｌｅｓｏｎ　　　　　　　　Ｆｉｇ．７　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＢａｉｙｉｇｒａｎｕｌｅｓｏｎ

　　　ＯＡＴ１ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　　　　　　　　　　　　ＧＬＵＴ９ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　

４　讨论

目前，医学上多采用西药对ＨＵＡ持续降酸治疗，主要有别嘌醇、非布司他、丙磺舒、苯溴马隆等．这

些化学药物虽然及时治疗效果明显，但临床上长期服用都有较为明显的不良反应，病情具有反复性，且

患者依从性较差［９１１］，因此，亟需开发一种药效持久、不良反应少的新药物．根据中医学理论，中医药在

治疗高尿酸血症方面具有多成分、多靶点、多途径、持久温和、长期服用不良反应少等优点．柏薏颗粒组

方来源于国内医院的临床经验方，可显著降低大鼠ＳＵＡ浓度，具有明显的降尿酸作用．肾小球的滤过

功能决定了血清中Ｃｒ的浓度，人体内蛋白质以ＢＵＮ的形式代谢，产生最终末产物．各种肾病变均可使

血液中Ｃｒ和ＢＵＮ水平升高，而连续１４ｄ服用柏薏颗粒，大鼠血清中的Ｃｒ和ＢＵＮ浓度无明显变化，表

明柏薏颗粒对大鼠无肾损伤．后期可对柏薏颗粒进行急性毒性实验考察，进一步验证其安全性．

在高尿酸血症的造模方法中，ＯＡ造模法最为常见，该法简单易行且模型稳定．ＯＡ为尿酸酶抑制

剂，其结构与尿酸的嘌呤环相似，可竞争性地与尿酸酶结合，抑制体内尿酸的降解过程，能明显升高大鼠

体内血尿酸浓度，与人体内的嘌呤代谢过程相似．由于大鼠体内存在尿酸酶，可将体内尿酸进一步分解

为尿囊素等物质排出体外．因此，建模成功后，随着时间的延续，大鼠体内的尿酸浓度有降低的趋势．

正常状态下，人体内尿酸的生成和排泄基本上保持动态平衡．ＸＯＤ是尿酸生成的关键酶，ＸＯＤ活

性升高或嘌呤代谢酶缺陷导致嘌呤利用障碍是尿酸水平升高的主要原因．研究表明，９０％的原发性高尿

酸血症的病因与尿酸在肾脏的排泄减少有关［１２］．尿酸的排泄要经过肾小球滤过、近端小管重吸收、近端

小管分泌及近端小管分泌后重吸收４个步骤
［１３］，涉及到多种尿酸转运蛋白，主要分为尿酸重吸收蛋白

（如尿酸阴离子转运体１（ＵＲＡＴ１）、ＧＬＵＴ９），以及尿酸分泌蛋白（如有机阴离子转运体（ＯＡＴｓ）、尿酸

转运体（ＵＡＴ）、多药耐药蛋白４（ＭＲＰ４）等）．大多数有机阴离子转运蛋白（ＯＡＴ）家族的成员是有机阴

离子交换转运体，其介导某种阴离子进入细胞的同时，释放另一种阴离子到细胞外．ＯＡＴ１介导细胞外

有机阴离子与细胞内的α酮戊二酸交换，能够转运尿酸．黄嘌呤、次黄嘌呤、皮质酮类激素和维生素盐酸

盐等内源性化合物能够抑制ＯＡＴ１，减少尿酸分泌．ＧＬＵＴ９主要在人体肝、肾中表达，其转运活性可能
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受胞内己糖浓度的影响，与ＵＲＡＴ１协同完成对肾小管滤过的尿酸盐的重吸收．肾脏表达的ＧＬＵＴ９介

导尿酸重吸收，独立于其他已知的尿酸转运体，寻找有效的ＧＬＵＴ９抑制剂是促尿酸排泄的另一重要靶

点［１４１７］．实验结果表明，柏薏颗粒可显著抑制ＧＬＵＴ９表达，并上调ＯＡＴ１蛋白表达，表明其降尿酸机

制可能与这两个尿酸转运体有关．后期实验可增设柏薏颗粒对其他蛋白和因子的影响，以完善柏薏颗粒

降尿酸的物质基础．

由于柏薏颗粒由多味中药材组成，因此，相较于化学药物，柏薏颗粒的作用机制相对复杂，有的药物

能够抑制尿酸的生成，有的药物具有促进尿酸排泄的作用，有的药材可协同保肝益肾，而各味药材的具

体作用机制及影响权重尚不明确，需进行进一步的研究．此外，高尿酸血症病人在病情发作期常伴随着

红肿热痛等急性期症状，而本组方中加入了黄柏、苍术、薏苡仁、川牛膝等多味可减轻炎症反应的中药

材，可能对痛风急性期的红肿热痛也具有一定的治疗效果，有待实验进一步证实．
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