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  摘 要:目的 分析槲皮素对痛风模型大鼠血清中性粒细胞胞外诱捕网(NETs)和淋巴细胞水平的影响。
方法 将30只大鼠采用随机数字表法分为对照组、模型组、槲皮素组,每组10只。对模型组和槲皮素组大鼠

进行造模,造模成功后槲皮素组大鼠给予200
 

mg/kg槲皮素灌胃,对照组及模型组同期灌胃等体积的蒸馏水。
给药前后依照炎症指数评定准则和Goderre功能障碍指数对大鼠急性炎症状况进行评估;使用足容积测量仪

检测足趾肿胀度;给药第1天和第7天分析血清中淋巴细胞和游离DNA/中性粒细胞胞外诱捕网(cf-DNA/

NETs)水平。结果 槲皮素干预1周后,槲皮素组大鼠功能障碍指数、炎症指数和足趾肿胀度均明显低于模型

组,且差异有统计学意义(P<0.05);给药后3组大鼠血清中淋巴细胞、cf-DNA/NETs水平差异有统计学意义

(P<0.05),其中模型组最高,对照组最低,且两两比较差异均有统计学意义(P<0.05)。结论 槲皮素干预痛

风模型大鼠后可有效降低血清NETs和淋巴细胞水平。
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Abstract:Objective To

 

analyze
 

the
 

effect
 

of
 

quercetin
 

on
 

serum
 

neutrophil
 

extracellular
 

traps
 

(NETs)
 

and
 

lymphocyte
 

levels
 

in
 

gout
 

model
 

rats.Methods Thirty
 

rats
 

were
 

divided
 

into
 

control
 

group,model
 

group
 

and
 

quercetin
 

group
 

by
 

random
 

number
 

table
 

method,10
 

rats
 

in
 

each
 

group.Rats
 

in
 

model
 

group
 

and
 

quercetin
 

group
 

were
 

modeled.After
 

successful
 

modeling,the
 

rats
 

in
 

the
 

quercetin
 

group
 

were
 

given
 

200
 

mg/kg
 

querce-
tin

 

by
 

gavage,and
 

the
 

rats
 

in
 

the
 

control
 

group
 

and
 

the
 

model
 

group
 

were
 

given
 

the
 

same
 

volume
 

of
 

distilled
 

water
 

by
 

gavage
 

at
 

the
 

same
 

time.Acute
 

inflammation
 

of
 

rats
 

was
 

evaluated
 

before
 

and
 

after
 

intervention
 

ac-
cording

 

to
 

the
 

inflammatory
 

index
 

evaluation
 

criteria
 

and
 

Goderre
 

dysfunction
 

index.The
 

degree
 

of
 

toe
 

swell-
ing

 

was
 

measured
 

with
 

a
 

foot
 

volume
 

meter.Serum
 

lymphocyte
 

and
 

cf-DNA/NETs
 

levels
 

were
 

analyzed
 

on
 

the
 

1st
 

and
 

7th
 

day
 

of
 

administration.Results After
 

one
 

week
 

of
 

quercetin
 

intervention,the
 

disability
 

index,

inflammation
 

index
 

and
 

toe
 

swelling
 

of
 

the
 

quercetin
 

group
 

were
 

significantly
 

lower
 

than
 

the
 

model
 

group,and
 

the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).After
 

administration,there
 

were
 

significant
 

differences
 

in
 

lymphocytes
 

and
 

cf-DNA/NETs
 

between
 

the
 

three
 

groups
 

of
 

rats
 

(P<0.05),with
 

the
 

model
 

group
 

being
 

the
 

highest
 

and
 

the
 

control
 

group
 

being
 

the
 

lowest,and
 

the
 

differences
 

between
 

the
 

three
 

groups
 

were
 

statisti-
cally

 

significant
 

(P<0.05).Conclusion Quercetin
 

could
 

effectively
 

reduce
 

the
 

level
 

of
 

serum
 

NETs
 

and
 

lym-
phocytes

 

after
 

intervention
 

in
 

gout
 

model
 

rats.
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  痛风是一种常见的关节炎,男性发病率高于女

性,且各年龄段均可能出现痛风[1]。痛风常在夜间发

作,受累关节疼痛进行性加剧,呈撕裂样、刀割样或咬

噬样,难以忍受。关节可表现为红肿灼热、皮肤紧绷、
触痛明显、功能受限,疼痛感持续几天至几周不等,缓
慢减轻至消失[2]。发病关节会导致活动及功能受限,
影响日常生活,因此,对痛风的发生、发展机制进行深

入研究,并探讨药物治疗的临床疗效和药理作用机

制,具有十分重要的意义[3]。有研究指出,在痛风急

性发作期患者关节腔内多出现单钠尿酸盐晶体沉积,
诱导多形核中性粒细胞聚集,且当炎症反应加重后,
产生 大 量 活 性 氧,诱 导 中 性 粒 细 胞 胞 外 诱 捕 网

(NETs)形成,降解趋化因子及细胞因子,抑制炎症反

应,有助于急性痛风性关节炎的恢复[4-5]。槲皮素又

名栎精,在槐树、苹果、茶树、银杏、西红柿、丹皮等植

物中广泛存在,具有抗肿瘤、抗病毒、抗氧化、抗菌、祛
痰止咳、免 疫 调 节、神 经 保 护 及 抗 血 栓 等 药 理 作

用[6-7]。近年来,有关槲皮素对血清 NETs和淋巴细

胞水平影响的报道较少。因此,本研究拟构建痛风动

物模型,分析槲皮素对痛风动物模型血清NETs和淋

巴细胞水平的影响。

1 资料与方法

1.1 一般资料 本研究所使用的30只6周龄 Wist-
ar雄性大鼠均购自南京青龙山实验动物繁育场,体质

量180~210
 

g,平均(190.32±13.29)g。常规适应性

饲养1周,5只1笼,分笼饲养,维持室温22~26
 

℃,
湿度55%~65%,正常昼夜循环,维持12

 

h光照,大
鼠灌胃、换水、添加饲料等均由专人进行。

 

1.2 方法 将所有大鼠依照体质量编号,并采用随

机数表法分为3组,即对照组、模型组、槲皮素组,每
组10只。模型组和槲皮素组进行造模,取仰卧位在

解剖板上固定,右后肢小腿踝关节进行常规消毒,选
取踝关节外侧作为6号注射针穿刺点,针口和胫骨为

45°夹角倾向上刺入踝关节腔内,注射250
 

mg/mL尿

酸钠溶液0.2
 

mL,踝关节对侧鼓起则注射成功。对

照组注入等体积的生理盐水。造模成功后槲皮素组

大鼠每天早上9:00给予200
 

mg/kg的槲皮素灌胃,
持续给药1周,对照组及模型组同期灌胃等体积的蒸

馏水。

1.3 观察指标 给药前和第7天给药后依照炎症指

数评定准则[8]和 Goderre功能障碍指数[9]对大鼠急

性炎症状况进行评估,使用足容积测量仪检测足趾肿

胀度,炎症指数分级如下:0级,正常;1级,左后足皮

肤有红斑、关节稍微肿胀;2级:左后足显著红肿,关节

部位骨性标志消失;3级:左后足关节肢体发生肿胀。

Goderre功能障碍指数分级如下:0级,步态正常,四
足着地均匀;1级,轻微跛行,左后足足趾未展开,着地

减轻;2级,跛行显著,左后足趾背着地、屈起;3级:三
足步态,左后足完全离地。给药第1天和第6天眼底

取血,离心收集血清,使用全自动生化分析仪分析血

清中淋巴细胞水平,后取100
 

μL血清加入100
 

μL
 

Pi-
coGreen荧光染料,避光孵育300

 

s,使用荧光染色法

检测血清中游离 DNA/中性粒细胞胞外诱捕网(cf-
DNA/NETs)水平,采用荧光酶标仪检测荧光值,后绘

制标准曲线计算cf-DNA/NETs水平。

1.4 统计学处理 采用SPSS20.0软件进行统计学

分析。正态分布的计量资料采用x±s表示,多组间

比较采用方差分析,组间两两比较采用LSD-t检验。
计数资料采用百分数表示,组间比较采用χ2 检验。
以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 模型组、槲皮素组大鼠功能障碍指数、炎症指数

和足趾肿胀度的比较 本研究结果显示,采用槲皮素

干预前模型组和槲皮素组大鼠功能障碍指数、炎症指

数和足趾肿胀度差异无统计学意义(P>0.05);给药

后,槲皮素组大鼠功能障碍指数、炎症指数和足趾肿

胀度均明显低于模型组,差异有统计学意义(P<
0.05),见表1。

表1  模型组和槲皮素组大鼠功能障碍指数、炎症指数

   和足趾肿胀度的比较(x±s)

组别 n 时间
功能障碍指数

(分)

炎症指数

(分)

足趾肿胀度

(mL)

模型组 10 给药前 1.86±0.32 2.02±0.14 0.31±0.05

给药后 0.32±0.05 1.28±0.13 0.19±0.04

槲皮素组 10 给药前 1.89±0.25 2.03±0.18 0.32±0.07

给药后 0.02±0.01* 0.31±0.09* 0.04±0.01*

  注:与模型组比较,*P<0.05。

2.2 3组大鼠血清中淋巴细胞水平的比较 本研究

结果显示,给药前,槲皮素组和模型组大鼠血清中淋

巴细胞水平差异无统计学意义(P>0.05),但模型组

和槲皮素组大鼠血清中淋巴细胞水平均明显高于对

照组,差异有统计学意义(P<0.05);进一步分析发

现,给药后3组大鼠血清中淋巴细胞水平差异有统计

学意义(P<0.05),其中模型组最高,对照组最低,且
两两比较差异均有统计学意义(P<0.05),见表2。

表2  3组大鼠血清中淋巴细胞水平检测结果

   比较(×109/L,x±s)

组别 n 给药前 给药后

对照组 10 53.68±6.38 54.06±4.98

模型组 10 75.96±5.97△ 71.25±7.03△

槲皮素组 10 76.02±7.36△ 60.15±6.68△*

  注:与对照组比较,△P<0.05;与模型组比较,*P<0.05。
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2.3 3组大鼠血清中cf-DNA/NETs水平的比较 
本研究结果显示,给药前,槲皮素组和模型组大鼠血

清中cf-DNA/NETs水平差异无统计学意义(P>
0.05),但模型组和槲皮素组大鼠血清中cf-DNA/

NETs水平均明显高于对照组,差异有统计学意义

(P<0.05);进一步分析发现,给药后3组大鼠血清中

cf-DNA/NETs水平差异有统计学意义(P<0.05),
其中模型组最高,对照组最低,且两两比较差异均有

统计学意义(P<0.05),见表3。
 

表3  3组大鼠血清中cf-DNA/NETs水平的比较

   (ng/mL,x±s)

组别 n 给药前 给药后

对照组 10 152.34±15.20 150.19±10.62

模型组 10 897.69±79.94△ 843.52±81.25△

槲皮素组 10 903.53±86.67△ 503.18±73.25△*

  注:与对照组比较,△P<0.05;与模型组比较,*P<0.05。

3 讨  论

  槲皮素分布广泛,属于黄酮醇类化合物,具有多

种生物活性。有研究指出,槲皮素具有对抗自由基作

用,可捕获自由基预防脂质过氧化反应,抑制肿瘤,并
还具有较强的抗炎、抗菌、预防糖尿病、抗过敏等较强

的生物活性[10]。此外,槲皮素还具有辅助治疗高血压

及冠心病的作用,且槲皮素毒性低,具有较大研究价

值。有学者指出,采用槲皮素对痛风性关节炎模型大

鼠进行干预后,具有显著的抗氧化、抗炎活性,但其作

用机制尚不清楚[11]。有研究指出,将尿酸钠晶体注入

大鼠关节腔内可用于建立急性痛风性关节炎病变模

型,其临床表现与病理表现相似[12]。采用该方案造模

后关节腔内出现中性粒细胞,在滑膜和关节积液中,
细胞吞噬尿酸单钠结晶,扩大炎性反应和释放趋化介

质,同时关节滑膜肥厚和增生,关节液量增加。该造

模方案快速、操作简单、成功率高,被视为经典的急性

痛风性关节炎造模方法,因此,本研究采用该方案进

行造模。
痛风为慢性且复杂的炎症反应,与机体免疫系统

密切相关,其中天然免疫和适应性免疫在机体持续炎

症阶段起到十分重要的主导作用。有研究指出,痛风

发病初期,天然免疫激活单核细胞进入炎症组织,将
尿酸钠晶体吞噬,促进淋巴细胞聚集,合成并分泌大

量白细胞介素(IL)-1β、肿瘤坏死因子(TNF)-α等炎

症因子[13]。本研究结果显示,槲皮素干预7
 

d后,槲
皮素组大鼠功能障碍、炎症指数和足趾肿胀度均明显

低于模型组,且槲皮素组大鼠体内淋巴细胞水平显著

降低。说明槲皮素能够显著减轻痛风模型大鼠的关

节腔内炎性反应,减少关节液容积。
人体天然免疫系统中的中性粒细胞是重要的效

应细胞,在早期免疫应答阶段起到十分重要的作用。
有学者研究发现,中性粒细胞活化后会释放由组蛋白

和DNA构成的网状结构,该结构被称为 NETs[14]。
此外,NETs为球状颗粒串并相互缠绕形成网状陷阱

样结构,可限制多种病原微生物扩散,捕获病原微生

物,是中性粒细胞杀菌的新途径。但过量NETs可诱

导凝血功能障碍、内皮细胞损伤、炎症反应,对机体产

生有害作用。本研究结果显示,模型组和槲皮素组大

鼠血清中cf-DNA/NETs水平均明显高于对照组,给
药后槲皮素组大鼠血清中cf-DNA/NETs明显降低,
且槲皮素组大鼠血清中cf-DNA/NETs低于模型组。
说明采用槲皮素对痛风模型大鼠干预后可有效降低

血中cf-DNA/NETs水平,进而有效下调体内炎症反

应程度[15]。
综上所述,槲皮素干预痛风模型大鼠后可有效降

低血清NETs和淋巴细胞水平。但本研究并未对基

因水平的改变进行分析,有待进一步探讨。
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和apelin高水平、血清 HO-1低水平是增殖型DR的

危险因素,血清VEGF、apelin、HO-1水平的检测有助

于预测DR分型,但其机制有待进一步探索。
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