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高尿酸血症细胞模型的构建及其在降尿酸肽筛选 

中的应用 
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摘要：高尿酸血症是由于嘌呤代谢紊乱使尿酸生成增加和（或）排泄减少所致的代谢性疾病，是引起痛风的重要生化基础。本

文建立了一种高尿酸血症肝细胞模型，并研究了乳清蛋白肽的降尿酸活性。具体步骤为：将肝细胞铺板，分为空白对照组和模型组，

48 h 后，模型组给予一定浓度的腺苷溶液，空白对照组给予基础培养基，36 h 后，加入黄嘌呤氧化酶继续孵育 12 h，收集细胞上清液，

高效液相测定尿酸含量。结果显示模型组尿酸含量显著高于空白对照组，且腺苷的最佳诱导浓度、细胞铺板密度及诱导时间分别为

2.5 mmol/L、105个/mL、36 h。采用最佳建模条件，将非布索坦和乳清蛋白肽用于该模型，结果显示相对于模型组，非布索坦组尿酸

含量显著降低，并呈一定的浓度剂量效应，该结果进一步表明高尿酸血症模型构建成功。采用乳清蛋白酶解液孵育肝细胞后，当乳清

蛋白肽达到一定浓度时，相对于模型组其尿酸生成量显著降低，表明乳清蛋白酶解物具有一定的降尿酸活性。 
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Abstract: Hyperuricemia is a metabolic disease caused by purine metabolic disorders that lead to the overproduction and (or) reduced 

excretion of uric acid, and is an important biochemical basis for gout. In the present study, a cell model of hyperuricemia was established and the 

anti-hyperuricemic activity of whey protein-derived peptides was studied. Thehepatic (LO2) cells were seeded into a 24-well plate and divided 

into two groups–normal control and model groups. After 48 h of incubation, the model group was incubated with adenosine-containing medium, 

while the control group was incubated with fresh basal medium. After further incubation for 36 h, xanthine oxidase was added and the 

incubation was continued for another 12 h. Finally, the cell culture supernatants were collected and analyzed by high performance liquid 

chromatography (HPLC) assays. The results demonstrated that the uric acid level of model group was significantly higher than the normal 

control group, and the optimal adenosine concentration for incubation, cell plating density, and optimal incubation time were 2.5 mmol/L, 105 

cell/mL, and 36 h, respectively. Under the best conditions for model construction, febuxostat and whey protein hydrolysate were used to evaluate 

the anti-hyperuricemic activity of the model, and the results showed that the uric acid content of febuxostat group was markedly decreased in a 

dose-dependent manner, further suggesting that the hyperuricemia model was successfully established. After hepatic cells were incubated with 

whey protein hydrolysate, when whey protein-derived proteins reached a certain concentration, the level of uric acid decreased significantly 

compared with that of model group, indicating that whey protein hydrolysates exhibited anti-hyperuricemic activity. 
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高尿酸血症是嘌呤合成代谢增强和（或）尿酸排 
泄减少所致的一种代谢性疾病[1,2]。高尿酸血症不仅是

引起痛风的重要生化基础，而且与高血压、高血脂、

肥胖和胰岛素抵抗等代谢综合征的发生和发展密切相

关，故高尿酸血症已成为威胁人类健康的重要疾病
[3~7]。因此，对高尿酸血症及痛风的防治研究日益重要。 

目前治疗高尿酸血症主要有三类药物：抑制尿酸

生成药物、促进尿酸排泄药物以及促进尿酸分解药物
[8~11]。抑制尿酸生成的药物主要指黄嘌呤氧化酶抑制

剂，常见的有别嘌呤醇和非布索坦[12~14]。虽然这类药

物疗效显著，但是副作用明显，主要是对肝功能、肾

功能和心肌功能的损伤[15,16]。促进尿酸排泄的药物是

通过抑制肾小管对尿酸的重吸收，增加尿酸的排泄来

降低体内的尿酸含量，主要包括丙磺舒、苯磺唑酮和

苯溴马隆，但是对肾功能有一定损害[17~19]。促进尿酸

排泄的药物主要是尿酸酶及其修饰物，例如拉布立酶，

其作用是催化尿酸生成尿囊素，疗效显著，但易引起

超敏反应，且价格昂贵，不利于临床应用[20,21]。因此

寻找安全、有效、经济的降尿酸药物对高尿酸血症的

预防和治疗有着重要的意义。目前筛选降尿酸药物多

采用高尿酸血症动物模型进行体内筛选或者在体外筛

选黄嘌呤氧化酶[22~24]。采用高尿酸血症细胞模型筛选

降尿酸药物的报道比较少见，因此本研究拟构建高尿

酸血症细胞模型用于高尿酸血症药物的筛选。近年来

有研究显示，奶及奶制品的摄入对痛风有预防作用
[25]，特别是酪蛋白和乳清蛋白含量高的奶制品。因此

以乳清蛋白为原料，寻找到具有降尿酸作用的乳清蛋

白肽，可以作为治疗高尿酸血症的潜力药物。 
人体内嘌呤主要经肝脏代谢生成尿酸，经肾脏代

谢随尿液排出体外，因此本研究以人肝细胞为基础，

以尿酸生成的前体物质腺苷为诱导物构建一种体外高

尿酸血症细胞模型，并对诱导物浓度、细胞密度和诱

导时间等因素进行了优化，并将临床治疗高尿酸血症

药物非布索坦运用于该模型，研究发现非布索坦具有

明显的降尿酸作用，并呈一定的浓度剂量关系。此外，

本文将乳清蛋白肽用于该模型，发现当乳清蛋白肽达

到一定的浓度时，具有显著的降尿酸活性。若后期对

该乳清蛋白肽进行分离纯化，很可能开发出治疗高尿

酸血症和痛风的高效活性肽。因此，高尿酸血症细胞

模型构建可为后期筛选食源性降尿酸因子提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

LO2细胞，中山大学医学院提供。 

RMPI1640 培养基、胎牛血清、PBS、0.25%胰蛋

白酶，美国 Gibco 公司；黄嘌呤氧化酶，美国 Sigma
公司；磷酸二氢钾，广东光华科技股份有限公司；乙

腈，永华化学科技（江苏）有限公司；戊烷磺酸钠、

次黄嘌呤，上海瑞永生物科技有限公司；腺嘌呤、腺

苷、肌苷，北京博奥拓达科技有限公司；黄嘌呤、尿

酸、别嘌呤醇，国药集团化学试剂有限公司；非布索

坦，江苏万邦生化医药股份有限公司；WPC80 浓缩乳

清蛋白粉，产地为美国哥伦比亚，广州市比灵天然配

料有限公司；碱性蛋白酶，南宁庞博生物工程有限公

司。 

1.2  仪器与设备 

高效液相色谱仪，日本岛津公司；BioTek 酶标仪，

美国 BioTek 公司；分析天平，上海民桥精密科学仪器

有限公司；倒置显微镜，德国 Leica 公司；CO2 培养

箱，美国 Thermo Scientific 公司；自动高压灭菌锅，

上海申安医疗器械厂；精密 pH 计，上海仪电科学仪

器股份有限公司。 

1.3  实验方法 

1.3.1  乳清蛋白肽的制备及蛋白质回收率的测

定 

称取乳清蛋白粉，按比例加入去离子水，使底物

浓度为 6%，混匀后置于 50 ℃摇床中温育 30 min，加

入碱性蛋白酶，加酶量为 4%，在 50 ℃和 pH 8.0（酶

解过程中用 0.1 mol/L 的氢氧化钠维持 pH 8.0）的条件

下，酶解 4 h。酶解结束后于 100 ℃煮沸 10 min 灭酶，

然后于 4 ℃、3000 r/min 下离心 25 min，过滤，收集

上清液，冻干保存。称取乳清蛋白酶解液冻干粉，用

完全培养基配制成 10、5、2.5、1.25 和 0.625 mg/mL
酶解液。 

参照 GB 5009.5-85，采用凯氏定氮法分别测定原

料蛋白、酶解液蛋白含量（%）以及酶解后上清液的

质量，按照下列公式计算蛋白质回收率： 
蛋白质回收率(%)=100×C×M/m 
式中：C 表示酶解液蛋白质含量，%；M 表示酶解离心过

滤后上清液的质量，g；m 表示原料蛋白质的含量，g。 

1.3.2  反相高效液相色谱法测定细胞上清液中

尿酸的含量 
色谱柱：Varian Microsorb-MV C18 柱（150 

mm×4.6 mm，5 μm）；流动相 A：0.2 mol/L KH2PO4，

0.52 mmol/L 戊烷磺酸钠（pH 4.0）；流动相 B：0.2 mol/L 
KH2PO4，0.52 mmol/L 戊烷磺酸钠，10%乙腈（pH 4.0）；
柱温 35 ℃，检测波长 254 nm，进样量 20 μL，流速 1 
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mL/min。 
取细胞上清液 1 mL，过膜（0.22 μm），HPLC 分

析上清液中物质的含量，用尿酸标曲定量。 
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1.3.3  诱导物的筛选 
取对数生长期的 LO2细胞以 105个/mL 密度接种

于 24 孔板上，设为 2 组，分别为空白对照组，模型组，

每组 3 孔，于 37 ℃、5% CO2培养箱中培养 48 h 后，

去除培养基，空白对照组加基础培养基，模型组加 1 
mmol/L 的诱导物（腺嘌呤、腺苷）溶液继续孵育 24 h
后取出细胞上清液，高效液相分析细胞上清液中各物

质的含量。 
1.3.4  诱导物浓度、细胞密度和诱导时间的优

化 

取对数生长期的 LO2细胞以 105个/mL 的密度接

种于 24 孔板上，于 37 ℃、5% CO2培养箱中培养 48 h
后，去除培养液，分别加入不同浓度的腺苷溶液

（0.1~10 mmol/L），每个浓度设置 3 个平行孔，继续

培养 24 h 后取出细胞上清液，高效液相分析，筛选出

最佳诱导物腺苷浓度。 
将生长状态良好的LO2细胞以不同密度接种于24

孔板上，每组设置 3 个平行孔，于 37 ℃、5% CO2培

养箱中培养 48 h 后，去除培养液，添加一定浓度的腺

苷溶液，继续培养 24 h 后取出细胞上清液，高效液相

分析，筛选出细胞最佳铺板密度。 
将 LO2 细胞以一定的密度接种于 24 孔板上，于

培养箱中培养 48 h 后，去除培养液，加腺苷溶液，继

续培养，每隔 6 h 取出一组细胞上清液，高效液相分

析，筛选出最优诱导时间。 
1.3.5  细胞毒性实验（MTT 实验） 

LO2细胞用含 10%胎牛血清和 1%双抗（青霉素、

链霉素）的 RMPI1640 培养基（pH 7.2）培养，置于

37 ℃、5% CO2恒温培养箱中培养。细胞消化液为含

0.25%胰蛋白酶，每 2~3 d 传代 1 次，取对数生长期细

胞进行实验。 
将生长状态良好的肝细胞以 5×104 个/mL 的密度

接种于 96 孔板上，每孔 100 μL，共设 5 组，分别为

正常对照组，模型组，非布索坦低、中、高剂量组，

每组 5 孔，于细胞培养箱中培养 24 h 后，去除培养液，

正常对照组和模型组加入新鲜的培养基，非布索坦低、

中、高剂量组分别加入 0.02、0.2、2 mmol/L 的非布索

坦溶液孵育 24 h，乳清蛋白肽组分别加不同浓度的多

肽溶液孵育 24 h，去除上清，PBS 清洗 3 次，空白对

照组加完全培养基，模型组、阳性药物和乳清蛋白肽

组加 2.5 mmol/L 腺苷溶液，继续培养 36 h，然后每孔

加入 20 μL、5 mg/mL MTT 溶液孵育 4 h，去除上清，

每孔加入 150 μL 二甲基亚砜，振荡 15 min 后用酶标

仪测定各孔在波长 490 nm 处的吸光值。 
1.3.6  高尿酸血症细胞模型的构建和乳清蛋白

肽降尿酸活性的研究 
将生长状态良好的肝细胞制成细胞悬液，铺板，

设为 3 组，分别为空白对照组、模型组、阳性药物组

和乳清蛋白肽组，贴壁生长 24 h 后，空白对照组和模

型组加入完全培养基，阳性药物组加入不同浓度的非 
 

布索坦溶液，乳清蛋白肽组加入不同浓度的乳清蛋白

酶解液孵育 24 h 后，去除上清液，PBS 清洗三次，空

白对照组加入完全培养基，模型组、阳性药物组和乳

清蛋白多肽组加入腺苷溶液继续孵育 36 h，加入黄嘌

呤氧化酶使浓度为 0.005 U/mg，于 37 ℃恒温箱中反

应12 h后取出，高效液相测定细胞上清液中尿酸含量。 
1.3.7  数据分析 

实验结果均用平均值±标准差（mean±SD）表示。

采用美国 IBM 公司的 SPSS 19.0 软件进行单因素方差

分析（one-way ANOVA）。以 p<0.05 为有显著性差异。 

2  结果与分析 

2.1  高效液相法测定细胞上清液中尿酸含量 

由图 1a 的高效液相图谱可知在该条件下，可以将

混合标准样品完全分离，因此可以采用该条件对细胞

上清液中的尿酸及嘌呤物质进行定性及定量分析。 
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图3 腺嘌呤诱导组（a）和腺苷诱导组（b） 图1 混标高效液相色谱图（a）、次黄嘌呤标准曲线（b）、肌苷

标准曲线（c）和尿酸标准曲线（c） Fig.3 Chromatograms of cell culture medium after incubation 

for 24 h in the presence of 1 mmol/L adenine (a) and adenosine 

(b) 

Fig.1 Chromatogram of 100 mg/L standards of purine bases (a), 

standard curve of hypoxanthine (b), inosine (c), and uric acid 

(d) 
2.3  诱导物腺苷浓度、细胞密度和诱导时间的

筛选 
2.2  诱导物的筛选 

 
图2 尿酸代谢途径 

Fig.2 Metabolic pathway of uric acid synthesis 

图 2 为尿酸代谢途径[26]，从图中可知，腺嘌呤和

腺苷是尿酸生成途径中的中间产物，因此本实验选择

以腺嘌呤和腺苷为诱导物，检测其在肝细胞中能否代

谢生成尿酸。 
由图 3a 知，当腺嘌呤为诱导物时，细胞上清液中

腺嘌呤未发生变化，肝细胞无法将腺嘌呤转化为其他

物质，可能是因为肝细胞缺少相应酶或者转运体将腺

嘌呤进一步转化生成其他物质。但当诱导物为腺苷时，

肝细胞可将腺苷进一步转为肌苷和次黄嘌呤(图 3b)，
因此选择腺苷为诱导物构建高尿酸血症细胞模型。 
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由图 4A 和 4B 可知，不同浓度的腺苷溶液作用于

肝细胞 24 h 后，肝细胞生成的肌苷和次黄嘌呤的含量

不同，随着腺苷浓度的增加，次黄嘌呤和肌苷的生成

量均先显著增加，达到一定浓度后，再继续增加诱导

物腺苷浓度，次黄嘌呤和肌苷生成量基本不再增加，

因为一定细胞密度下每孔腺苷代谢生成次黄嘌呤和肌

苷的酶的含量一定，在一定的时间内，转化腺苷的量

一定，当腺苷达到一定浓度后，继续添加腺苷也没法 
生成更多的肌苷和次黄嘌呤。为了得到较多的次黄嘌

呤和肌苷，选择 2.5 mmol/L 为最佳诱导浓度。 
由图 4C 和 4D 可知，随着细胞铺板密度的增加，

腺苷转化生成次黄嘌呤和肌苷的含量均增加，可能是

因为每孔细胞数增加，所含的腺苷转化生产次黄嘌呤

和肌苷的酶增加，所以生成量增加。但是当细胞密度

达到 5×105个/mL 时，由于细胞密度过大，48 h 后孔

板中细胞细胞大片脱落，基本检测不到肌苷和次黄嘌

呤的生成。考虑到后期还需添加黄嘌呤氧化酶继续孵

育一段时间，因此选择 105 个/mL 作为细胞铺板密度

进行下一步实验。 
由图 4E 和 4F 可知，在一定的腺苷浓度和细胞密

度下，随着腺苷诱导时间的延长，肌苷和次黄嘌呤的

生成量呈增加趋势。为了最终生成的肌苷和次黄嘌呤

较多而整个实验过程不至于太长，选择 36 h 作为最佳

诱导时间。 

 
图4 不同腺苷浓度下次黄嘌呤（A）和肌苷（B）生成量；不同

细胞密度下次黄嘌呤（C）和肌苷（D）生成量；不同诱导时间

下次黄嘌呤（E）和肌苷（F）生成量 

Fig.4 Effect of adenosine concentration on the generation of 

hypoxanthine (A) and inosine (B) in LO2 cells; effect of cell 

density on the generation of hypoxanthine (C) and inosine (D) 

in LO2 cells; effect of incubation time on the generation of 

hypoxanthine (E) and inosine (F) in LO2 cells 
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2.4  高尿酸血症细胞模型的构建及阳性药物

的筛选 

由图 5a 可知细胞以 105个/mL 铺板 48 h 后，添加

2.5 mmol/L 的腺苷继续孵育 36 h，添加黄嘌呤氧化酶

使其浓度为 0.005 U/mg，继续孵育 12 h，模型组尿酸

生成量显著增高，空白对照组基本无尿酸生成，表明

高尿酸血症模型基本构建成功。当加入不同浓度的非

布索坦预孵育细胞时，通过 MTT 细胞毒性实验发现，

非布索坦在所测定的 3 个浓度梯度（0.02、0.2、2 
mmol/L）下均对细胞存活率无显著影响。这些结果证

明非布索坦在一定的浓度范围内对肝细胞无明显的细

胞毒性，且相比于模型组，加非布索坦预孵育的阳性

药物组尿酸最终生成量显著降低，并呈一定的浓度剂

量关系（图 5），表明该模型或许可用于筛选具有抗高

尿酸血症的药物。 

2.5  乳清蛋白肽降尿酸活性的研究 

 
 图5 模型组（a）和0.02 mmol/L（b）、0.2 mmol/L（c）、2 mmol/L

（d）非布索坦组高效液相图；非布索坦对肝细胞存活率的影响

（e）；不同浓度非布索坦对尿酸生成量的影响（f） 

图6 乳清蛋白肽对肝细胞存活率的影响（A）和不同浓度乳清

蛋白肽对尿酸生成量的影响（B） 

Fig.5 Chromatograms of model group (a) and 0.02 mmol/L (b), 

0.2 mmol/L (c), 2 mmol/L(d) febuxostat group; effect of 

different concentrations of febuxostat on the cell viability of 

LO2 cells; effect of febuxostat on the generation of uric acid in 

LO2 cells (f) 

Fig.6 Effect of different concentrations of whey protein-derived 

proteins on the cell viability (A) and generation of uric acid in 

LO2 cells (B) 

乳清蛋白粉选用碱性蛋白酶在上述酶解条件下得

到的蛋白回收率较高，为 86.42±0.54%。如图 6A 所示， 
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通过 MTT 细胞毒性实验发现，乳清蛋白酶解液在

0.625~10 mg/mL 浓度范围内对细胞存活率无显著影

响，表明乳清蛋白酶解物在一定的浓度范围内对肝细

胞无明显的细胞毒性。由图 6B 可知，当乳清蛋白酶

解物达到一定浓度时，其尿酸生成量显著降低，表明

乳清蛋白肽有一定的降尿酸效果（阳性药物组非布索

坦的浓度为 0.63 mg/mL）。 

3  讨论 

本实验构建了体外高尿酸血症细胞模型，在 2.5 
mmol/L 的腺苷浓度下，作用时间 36 h，后添加一定浓

度的黄嘌呤氧化酶孵育 12 h，模型组细胞上清液中尿

酸含量显著高于空白对照组，加入不同浓度的非布索

坦预孵育肝细胞，最终尿酸生成量显著低于模型组，

并呈一定的浓度剂量效应，表明该模型基本构建成功。

将不同浓度的乳清蛋白肽孵育肝细胞，当乳清蛋白肽

达到一定浓度时，最终尿酸生成量相对于模型组显著

降低，表明乳清蛋白肽具有降尿酸的效果。后期可以

采用DEAE-52层析柱和Sephadex G-15葡聚糖凝胶层

析柱对乳清蛋白酶解液进一步分离纯化，寻找到具有

高效降尿酸活性的组分，为高尿酸血症的治疗提供新

的方法。该高尿酸血症细胞模型的构建，可为后期筛

选具有降尿酸功效食源性分子提供新的思路与方法。 
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