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(57)摘要

本发明公开了一种高尿酸血症肝细胞模型

及其构建方法。构建方法包括如下步骤：（1）将处

于对数生长期的肝细胞（LO2）经胰蛋白酶消化

后，制成细胞悬液，血球计数板计数后，将肝细胞

稀释为104-106个/mL，铺板后，置于37°C、5%（V/

V）CO2细胞培养箱中培养；（2）12-24 h后，取出孔

板，加入用量为0.5-2 mmol/L的腺苷的溶液，继

续孵育12-24 h；（3）每孔中加入0.2-0.4 IU黄嘌

呤氧化酶，继续孵育12-24 h，即得到高尿酸血症

细胞模型。实验结果表明细胞铺板最佳密度为

106个/mL，诱导物腺苷最佳用量为1.5 mmol/L。

得到的高尿酸血症肝细胞模型可用于筛选降尿

酸药物，相对于高尿酸血症动物模型操作简单，

所需时间较短，效率高。
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1.一种高尿酸血症肝细胞模型的构建方法，其特征在于，包括如下步骤：

（1）选取处于对数生长期的肝细胞，经消化后，制成细胞悬液，血球计数板计数后，将细

胞悬液稀释，混匀，加入孔板中，置于细胞培养箱中培养；细胞悬液稀释后，细胞的浓度为

104-106个/mL；

（2）铺板12-24  h后，取出孔板，弃去细胞上清液，清洗，加入诱导物腺苷，置于细胞培养

箱中继续孵育12  -24  h；所述腺苷的用量为0.5-2  mmol/L，腺苷以腺苷溶液的形式加入，腺

苷溶液是以不含胎牛血清的基础培养基为溶剂配制而成，现配现用，使用时混匀；

（3）取出孔板，加入黄嘌呤氧化酶，加入黄嘌呤氧化酶为每孔加入0.2-0.4  IU黄嘌呤氧

化酶，  置于细胞培养箱中继续孵育12-24  h，即得到高尿酸血症肝细胞模型；采用反向高效

液相测定尿酸的含量。

2.根据权利要求1所述的一种高尿酸血症肝细胞模型的构建方法，其特征在于，步骤

（1）中，所述消化采用胰蛋白酶进行消化；采用吸管吹打瓶壁细胞，制成细胞悬液。

3.根据权利要求1所述的一种高尿酸血症肝细胞模型的构建方法，其特征在于，步骤

（1）中，细胞悬液稀释后，细胞的浓度为106个/mL。

4.根据权利要求1所述的一种高尿酸血症肝细胞模型的构建方法，其特征在于，步骤

（2）中，所述清洗是指采用聚丁二酸丁二醇酯清洗2-3次。

5.根据权利要求1所述的一种高尿酸血症肝细胞模型的构建方法，其特征在于，步骤

（2）中，所述腺苷的用量为1.5  mmol/L。

6.根据权利要求1所述的一种高尿酸血症肝细胞模型的构建方法，其特征，步骤（3）中，

加入黄嘌呤氧化酶为每孔加入0.3  IU黄嘌呤氧化酶。

7.由权利要求1~6任一项所述构建方法制得的高尿酸血症肝细胞模型。
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一种高尿酸血症肝细胞模型及其构建方法

技术领域

[0001] 本发明属于细胞模型的构建技术领域，具体涉及一种高尿酸血症肝细胞（LO2）模

型及其构建方法。

背景技术

[0002] 尿酸是内源性嘌呤和饮食中嘌呤的代谢产物。在人体嘌呤代谢过程中，ATP等经过

一系列反应，生成次黄嘌呤和黄嘌呤，在黄嘌呤氧化酶的作用下生成尿酸。当嘌呤代谢紊乱

时，人体内尿酸含量会升高，一般认为血尿酸盐水平≥417 μmol/L时，会诱发高尿酸血症。

近年来，高尿酸血症发病率逐年上升，发病年龄呈低龄化，同时高尿酸血症与高血压、高血

脂、糖尿病等密切相关，所以高尿酸血症发病机制及抗痛风药物的研究正成为医药界热点。

[0003] 目前临床上常用的治疗痛风的药物根据其作用机制可分为抑制尿酸生成的药物

和促进尿酸排泄的药物。抑制尿酸生成的药物（如别嘌呤醇）大多是通过抑制黄嘌呤氧化酶

的活性来抑制次黄嘌呤和黄嘌呤转化为尿酸，从而减少尿酸的生成。促进尿酸排泄的药物

常见的有丙磺舒和苯溴马隆。这些药物虽然能有效降低人体内尿酸含量，但是对人的毒副

作用也较大，对肝肾有一定的损伤，在一定程度上限制了这些药物的临床应用。因此，临床

上迫切需要新型的高效低毒且适用性更广的降尿酸药物，而构建高尿酸血症模型是研究高

尿酸血症的前提。目前国内外均采用高尿酸血症动物模型来筛选降尿酸药物及研究其作用

机制。

[0004] 专利申请公开号为CN1698906的专利公开了“大鼠急性或持续性高尿酸血症模型

的复制方法”，公开日期为2005-11-23，申请人为南京中医药大学。该方法是将SD、Wistar健

康大鼠用灌胃、皮下注射和腹腔注射的方式，同时给予100-2000  mg/kg嘌呤类（次黄嘌呤、

黄嘌呤）和5-1000  mg/kg尿酸酶抑制剂（氧嗪酸钾），每隔5-24  h，用同样方式和药物用量对

大鼠用药，持续一周至两周，可获得稳定的急性或持续性大鼠高尿酸血症模型。

[0005] 专利申请公开号为CN1698907的专利公开了“小鼠急性高尿酸血症模型的复制方

法”，公开日期为2005-11-23，申请人为南京中医药大学。该专利是将昆明种、ICR健康小鼠

用灌胃、皮下注射或腹腔注射的方式，对小鼠给予次黄嘌呤或黄嘌呤100-1500  mg/kg和尿

酸酶抑制剂氧嗪酸钾10-1500  mg/kg，实验证明使用尿酸酶抑制剂配合嘌呤类，1小时即可

获得稳定的小鼠高尿酸血症模型。

[0006] 专利申请公开号为CN103977007A的专利公开了“急性高尿酸血症树鼩模型的构建

方法”，公开日期为2014-08-13，申请人为中国医学科学院医学生物学研究所。该专利是将

1-3岁的成年健康树鼩腹腔注射氧嗪酸钾混悬液，用量按树鼩体重为40  mg/kg-100  mg/kg，

可得到急性高尿酸血症树鼩模型。

[0007] 专利申请公开号为CN104388467A的专利公开了“一种构建自发性高尿酸血症模型

的方法及其用途”，公开日期为2015-03-04，申请人为李长贵。该专利是利用类转录激活因

子效应物核酸酶敲除基因敲除目的小鼠的尿酸氧化酶基因即得到自发性高尿酸血症小鼠

模型，小鼠存活时间长，利于对该类小鼠进行长期实验。
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[0008] 专利申请公开号为103860562A的专利公开了“一种建立高尿酸血症动物模型的药

物组合物及其应用”，公开日期为2014-06-18，申请人为曾文等。该专利采用乙胺丁醇和尿

酸造模，造模动物为恒河猴，造模时间短，模型稳定，成功率高，可获得稳定、可靠的急性高

尿酸血症模型。

[0009] 综上所述，目前关于高尿酸血症的研究多以动物模型为基础，通过注射嘌呤类、尿

酸酶抑制剂等方法构建高尿酸血症模型。但是现存的动物模型也有许多不完善的地方，如

操作复杂，实验周期长，给痛风研究带来了极大的不便，并且常用的造模动物如小鼠、大鼠

等虽与人类同属哺乳动物，但分类地位相差较远，属于低等啮齿类动物，解剖和生理与人相

差较远，其动物模型得到的数据参考性也有一定的局限性。

[0010] 肝脏是嘌呤代谢生成尿酸的主要场所，选择肝细胞（LO2）为造模细胞，构建高尿酸

血症细胞模型，可用于降尿酸药物的快速筛选，相对于动物模型操作较简单，耗时较短，效

率高。

[0011] 在本申请提出之前，尚未见有利用肝细胞建立高尿酸血症模型的报道。

发明内容

[0012] 鉴于现在对快速筛选降尿酸药物的高尿酸血症模型开发的需求，本发明以肝细胞

为造模细胞，提供了一种高尿酸血症肝细胞模型及其构建方法。

[0013] 一种高尿酸血症肝细胞模型的构建方法，包括如下步骤：

[0014] （1）选取处于对数生长期的肝细胞（LO2），经消化后，制成细胞悬液，血球计数板计

数后，将细胞悬液稀释，混匀，加入孔板中，置于细胞培养箱中培养；

[0015] （2）铺板12-24  h后，取出孔板，弃去细胞上清液，清洗，加入诱导物腺苷，置于细胞

培养箱中继续培养12-24  h；

[0016] （3）从细胞培养箱中取出孔板，加入黄嘌呤氧化酶，置于细胞培养箱中继续孵育

12-24  h，即得到高尿酸血症肝细胞模型；采用反向高效液相测定尿酸的含量。

[0017] 进一步地，步骤（1）中所述消化采用胰蛋白酶进行消化；采用吸管吹打瓶壁细胞，

制成细胞悬液。

[0018] 进一步地，步骤（1）中，细胞悬液稀释后，细胞的浓度为104-106个/mL，优选为106

个/mL。

[0019] 进一步地，步骤（2）中所述清洗指采用聚丁二酸丁二醇酯（PBS）清洗2-3次。

[0020] 进一步地，步骤（2）中所述腺苷的用量为0.5-2  mmol/L，优选为1.5  mmol/L；腺苷

以腺苷溶液的形式加入，腺苷溶液是以不含胎牛血清的基础培养基为溶剂配制而成，现配

现用，使用时混匀。

[0021] 进一步地，步骤（3）中，加入黄嘌呤氧化酶为每孔加入0.2-0.4  IU黄嘌呤氧化酶，

优选为每孔加入0.3  IU黄嘌呤氧化酶。

[0022] 由上述任一项所述制备方法制得的高尿酸血症肝细胞模型。

[0023] 与现有技术相比，本发明具有以下优点和有益效果：

[0024] （1）本发明首次利用肝细胞（LO2）建立了高尿酸血症细胞模型，操作简单，有效、简

便、灵敏、重复性好、耗时较短。

[0025] （2）通过建立高尿酸血症细胞模型，可用于筛选和研制降尿酸药物，对评价相关抗
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高尿酸药物对该病的药效及作用机理具有十分重要的意义。

附图说明

[0026] 图1为尿酸代谢途径示意图；

[0027] 图2为尿酸标曲；

[0028] 图3为实施例1中空白对照组和模型组细胞液高效液相图；

[0029] 图4为不同实施例的模型组细胞上清液中尿酸浓度示意图；

[0030] 图5为实施6中空白对照组、模型组及阳性对照组细胞上清液中尿酸的浓度示意

图。

具体实施方式

[0031] 下面结合实施方式及附图对本发明做进一步的详细说明。

[0032] 下述实施方式中所使用的实验方法，如无特殊说明，均为常规方法。

[0033] 下述方式中所使用的材料试剂等，如无特殊说明，均为商业途径得到。

[0034] 1.实验细胞：肝细胞LO2，来自广中医药大学

[0035] 2.造模药物：腺苷，购自广州硕恒生物科技有限公司

[0036] 3.实验仪器：高效液相色谱，购自日本岛津公司

[0037] 肝细胞LO2用DMEM培养基进行培养，并加入10  wt%的胎牛血清，1  wt%双抗，放入37 

°C、5%（V/V）  CO2培养箱中静置培养。

[0038] 图1为尿酸代谢途径，从图1可知腺苷可在腺苷脱氨酶和嘌呤核苷磷酸化酶的作用

下生成次黄嘌呤核苷和次黄嘌呤，接着在黄嘌呤氧化酶的作用下生成黄嘌呤和尿酸。

[0039] 图2为尿酸标曲，尿酸生成量可根据图2尿酸标曲进行定量。

[0040] 实施例1

[0041] 一种高尿酸血症肝细胞模型的构建：本实验设为空白对照组和模型组。

[0042] 模型组：（1）取对数生长期的肝细胞，经胰蛋白酶消化后，吸管吹打制成细胞悬液，

血球计数板计数后，通过稀释将细胞浓度调整为104个/mL，混匀，接种于24孔板中，置于37 

°C、5%（V/V）CO2细胞培养箱中培养；

[0043] （2）12  h后，取出24孔板，弃去细胞上清液，PBS清洗2次，加入现配的以不含胎牛血

清的基础培养基为溶剂配制而成的腺苷溶液，腺苷的用量为0.5  mmol/L，置于细胞培养箱

中继续孵育12  h；

[0044] （3）取出24孔板，每孔加入0.2  IU黄嘌呤氧化酶，置于细胞培养箱中继续孵育12  h

后，即得到高尿酸血症肝细胞模型。

[0045] 空白对照组：加入培养基，不加腺苷溶液，其余与模型组一样。

[0046] 取出细胞上清液，高效液相分析其尿酸含量，高效液相图和尿酸含量图分别如图3

和图4所示。

[0047] 从图3可知空白对照组未生成尿酸，模型组有尿酸生成，进一步验证了图1中腺苷

可经过一系列酶的作用最终生成尿酸。

[0048] 实施例2

[0049] 一种高尿酸血症细胞模型的构建：
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[0050] （1）将对数生长期的肝细胞经胰酶消化，吸管吹打制成细胞悬液，血球计数板计数

后，将细胞密度稀释为105个/mL，混匀，接种于24孔板中，置于37  °C、5%（V/V）CO2细胞培养箱

中培养；

[0051] （2）12  h后，取出24孔板，弃去细胞上清液，PBS清洗3次后，加入现配的以不含胎牛

血清的基础培养基为溶剂配制而成的腺苷溶液，腺苷的用量为1  mmol/L，置于细胞培养箱

中继续孵育18  h；

[0052] （3）取出24孔板，每孔加入0.2  IU黄嘌呤氧化酶，置于细胞培养箱中继续孵育12  h

后，即得到高尿酸血症肝细胞模型。

[0053] 取出细胞上清液，高效液相分析其尿酸含量，结果如图4所示。

[0054] 实施例3

[0055] 一种高尿酸血症细胞模型的构建：

[0056] （1）将对数生长期的肝细胞经胰酶消化，吸管吹打制成细胞悬液，血球计数板计数

后，将细胞密度稀释为105个/mL，混匀，接种于24孔板中，置于37  °C、5%（V/V）CO2细胞培养箱

中培养；

[0057] （2）12  h后，弃去细胞上清液，PBS清洗2次后，加入现配的以不含胎牛血清的基础

培养基为溶剂配制而成的腺苷溶液，腺苷的用量为1  mmol/L，置于细胞培养箱中继续孵育

24  h；

[0058] （3）取出24板孔，每孔加入0.3  IU黄嘌呤氧化酶，置于细胞培养箱中继续孵育18  h

后，即得到高尿酸血症肝细胞模型。

[0059] 取出细胞上清液，高效液相分析其尿酸含量，结果如图4所示。

[0060] 实施例4

[0061] 一种高尿酸血症细胞模型的构建：

[0062] （1）将对数生长期的肝细胞经胰酶消化，吸管吹打制成细胞悬液，血球计数板计数

后，将细胞密度稀释为106个/mL，混匀，接种于24孔板中，置于37  °C、5%（V/V）CO2细胞培养箱

中培养；

[0063] （2）18  h后，弃去细胞上清液，PBS清洗3次后，加入现配的以不含胎牛血清的基础

培养基为溶剂配制而成的腺苷溶液，腺苷的用量为1.5  mmol/L，置于细胞培养箱中继续孵

育24  h；

[0064] （3）取出24板孔，每孔加入0.3  IU黄嘌呤氧化酶，置于细胞培养箱中继续孵育24  h

后，即得到高尿酸血症肝细胞模型。

[0065] 取出细胞上清液，高效液相分析其尿酸含量，结果如图4所示。

[0066] 实施例5

[0067] 一种高尿酸血症细胞模型的构建：

[0068] （1）将对数生长期的肝细胞经胰酶消化，吸管吹打制成细胞悬液，血球计数板计数

后，将细胞密度稀释为106个/mL，混匀，接种于24孔板中，置于37  °C、5%（V/V）CO2细胞培养箱

中培养；

[0069] （2）24  h后，取出24板孔，弃去细胞上清液，PBS清洗3次后，加入现配的以不含胎牛

血清的基础培养基为溶剂配制而成的腺苷溶液，腺苷的用量为2  mmol/L，置于细胞培养箱

中继续孵育24  h；
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[0070] （3）取出24板孔，每孔加入0.4  IU黄嘌呤氧化酶，置于细胞培养箱中继续孵育24  h

后，即得到高尿酸血症肝细胞模型。

[0071] 取出细胞上清液，高效液相分析其尿酸含量，结果如图4所示。

[0072] 由图4可知，模型组均产生尿酸。由实施例1和实施例2可知，随着细胞铺板密度和

诱导物腺苷孵育时间的延长，尿酸生成量显著增加；由实施例2和实施例3可知，诱导物腺苷

孵育时间和黄嘌呤氧化酶添加后孵育时间延长，生成尿酸含量增加；由实施例3、实施例4和

实施例5可知，虽然随着诱导物腺苷浓度的增加，模型组产生的尿酸含量也增加，但当腺苷

浓度增加到1.5  mmol/L时，再继续加大诱导物腺苷的浓度，尿酸含量无显著增加，是因为在

一定时间和细胞密度下，腺苷的转化量一定，故最终生成的尿酸含量无显著增加。

[0073] 结合图3、图4可知，高尿酸血症肝细胞模型造模成功。

[0074] 实施例6

[0075] 实验设为空白对照组、模型组及阳性对照组。

[0076] 模型组：（1）将对数生长期的肝细胞经胰蛋白酶消化后，吸管吹打制成细胞悬液，

血球计数板计数后，将细胞密度稀释为106个/mL，混匀，接种于24孔板中，每孔1  mL，置于37 

°C、5%（V/V）CO2培养箱中培养；

[0077] （2）18  h后，取出24孔板，弃去孔板中的细胞上清液，加PBS清洗3次，所有孔均加入

现配的以不含胎牛血清的基础培养基为溶剂配制而成的腺苷溶液，腺苷的用量为1 .5 

mmol/L，置于细胞培养箱中继续培养24  h；

[0078] （3）取出板孔，每孔加入0.3  IU黄嘌呤氧化酶，置于细胞培养箱中继续孵育24  h，

即得到高尿酸血症肝细胞模型。

[0079] 空白对照组：加入培养基，不加腺苷，其余条件和模型组一样。

[0080] 阳性对照组：分别加入用量为10μmol/L的丙磺舒和非布索坦，其余条件和模型组

一样。

[0081] 取出细胞上清液，高效液相测定细胞上清液中尿酸含量，尿酸含量图如图5所示。

[0082] 由图5可知，加入阳性药物丙磺舒和非布索坦后，生成的尿酸含量相对于模型组显

著降低。说明该高尿酸血症肝细胞模型具有降尿酸评价的功效，可进一步用于筛选降尿酸

药物。
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图3
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图5
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