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尿酸对类成骨细胞(MG-63)增殖的影响及其机制研究 *
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摘要目的：探讨尿酸对类成骨细胞(MG-63)增殖的影响及其可能机制。方法：将生长状态良好的类成骨细胞(MG-63)分为四组，分

别为对照组(加入成骨培养液的完全培养基)和实验组(分别加入成骨培养液及含 0.2、0.4、0.8mmol/L尿酸的完全培养基)，诱导第

14天，在倒置显微镜下观察细胞形态变化，分别在第 7天和第 14天检测类成骨细胞(MG-63)碱性磷酸酶活性，CCK-8法检测细胞

增殖情况以及 RT-PCR法检测 TGF-茁1 mRNA的表达。结果：尿酸干预类成骨细胞(MG-63)后，细胞数目随着尿酸浓度的升高逐

渐增加，以 0.8 mmol/L最明显。类成骨细胞(MG-63)碱性磷酸酶活性与增殖能力均增高；细胞 TGF-茁1 mRNA表达升高，呈现浓
度、时间依赖性；以上指标于实验组与对照组间以及各实验组组间比较，差异均有统计学意义(P<0.05)。结论：尿酸可刺激类成骨

细胞(MG-63)增殖，可能与促进 TGF-茁1转录有关。
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Effect and Mechanism of UA on the Proliferation of MG-63*

To investigate the effect and mechanism of uric acid (UA) on the proliferation of osteoblast-like cells

(MG-63) in vitro. The osteoblast-like cells (MG - 63) were divided into four groups: control group treated by osteoblast

inducing media in complete medium and treatment groups by treated by osteoblast inducing media and different concentrations of uric

acid (0.2 mmol/L, 0.4 mmol/L, 0.8 mmol/L) in complete medium. After fourteen days of induction, the cell morphology was observed

under an inverted microscope. After seven and fourteen days of induction, the cell proliferation was identified by alkaline phosphatase

activity and cell counting kit-8 (CCK-8) method. The expression of transforming growth factor-茁1 (TGF - 茁1) mRNA was detected by

reverse transcription PCR (RT-PCR). Cells was increased more with the group of higher concentions of ucid acid, and the cells

in 0.8mmo/L uric acid formed the most numbers among all the groups. Cell proliferated capacity and the alkaline phosphatase of each

group with different concentrations of uric acid interfering the MG - 63 were increased, the expression of TGF-茁1 mRNA was evaluated

with the increase of UA concentrations and with intervention time. The comparison between each experimental group and control group

or the comparison between each experimental group has statistic significance (p< 0.05). The uric acid could promote the

proliferation of osteoblast-like cells (MG - 63), which might be associated to promote the transcription of TGF-beta1.
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前言

骨质疏松(OstcoPorosis，OP)是一种以骨量降低、骨组织显

微结构退化为特点的疾病，可导致成人骨脆性增加、骨折风险

增高。在 OP患者的骨骼代谢中，主要由于在骨重建过程中骨

吸收与骨形成之间病理性的不平衡引起骨量丢失。成骨细胞增

殖和正常功能减弱，分泌骨钙素的能力下降，并且由于骨钙素

分泌减少，其对 1，25(OH)2维生素 D3的反应明显减弱[1]，这些

均是导致骨质疏松的重要原因。在众多骨代谢调节作用因素

中，转化生长因子 茁1(transforming growth factor，TGF-茁1)越来
越受到人们的关注。TGF-茁1属于 TGF-茁超家族，既可调节细
胞生长又可调节细胞分化，可促进成骨细胞 DNA、胶蛋白原合

成，进而促进其分裂增殖。既往体外实验证实 TGF-茁1促进成
骨细胞分化的标志物 I型胶原、骨粘连蛋白及碱性磷酸酶(alka-

line phosphatase，ALP)表达，并且可与 1，25(OH)2维生素 D3协

同作用提高细胞的 ALP的表达[2]。

尿酸是一种弱有机酸，pH为 5.75，低于人体液生理 pH7.

35~7.45，多以尿酸盐的形式存在体内。人体嘌呤代谢生成的尿
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酸总量远高于谷胱苷肽、维生素 C、维生素 E，在生理酸碱度范

围内能有效发挥调节作用。在骨质疏松症的发生发展中，尿酸

可能是一个保护性的因素。我们前期的研究显示尿酸可以通过

促进 Cbfα 1/Runx2[3]、BMP2[4]、Wnt3α /茁-catenin mRNA[5]等信

号分子及其参与的信号通路，抑制 11茁-HSD1[6]的表达促进骨

髓间充质细胞(bone marrow stromal cells，BMSCs)向成骨细胞

分化，抑制 BMSCs成脂分化。本实验应用不同浓度尿酸干预类

成骨细胞(MG-63)增殖分化，观察尿酸对类成骨细胞(MG-63)增

殖和 TGF-茁1 mRNA表达的影响，以期为探讨骨质疏松症发病
机制提供一定的实验依据。

1 材料和方法

1.1 设计

细胞学体外实验研究。

1.2 时间及地点

实验于 2014年 7月至 2015年 7月在青岛大学附属医院

黄岛分院科教楼痛风实验室完成。

1.3 材料

类成骨细胞(MG-63)来自湘雅医院赠送；高糖 -DMEM、胎

牛血清、胰蛋白酶、双抗购自 Hyclone公司；地塞米松、L2-磷酸

抗坏血酸、覾- 甘油磷酸购自 Sigma 公司；ALP 染色试剂盒及

BCA法蛋白定量试剂盒购自南京建成生物工程研究所有限公

司；TRITON-X100 购自 Solarbio 公司；TRIZOL购自 Gibco 公

司；反转录试剂盒及 RT-PCR试剂盒购自 Tiangen 公司；引物

合成由上海生物工程技术服务公司完成。

1.4 实验方法

本研究中细胞实验均设置 1个对照组与 3个实验组，前期

细胞贴壁采用完全培养基(含体积分数 10%的胎牛血清、1%的

双抗、89%的高糖 DMEM)，后期对照组和实验组更换培养液后

分别加入含 0、0.2、0.4、0.8 mmol/L尿酸浓度的成骨诱导培养液
[7] (含体积分数为 10%胎牛血清、1× 10-8 mol/L地塞米松、10

mmol/L覾- 甘油磷酸钠、50g/L 抗坏血酸、1%的双抗的高糖
DMEM培养液)培养。

1.4.1 类成骨细胞(MG-63)复苏及培养，观察细胞的形态学变

化 类成骨细胞(MD-63)复苏培养后，选取处于对数生长期第

3代类成骨细胞(MG-63)，消化制备 2× 105/L的细胞悬液并接

种到 6孔无菌细胞培养板内。对照组与实验组均设置 3个复

孔，培养 2 d后，更换培养基，分别加入 0、0.2、0.4、0.8 mmol/L

尿酸浓度的成骨诱导培养液，置 37℃、5%CO2培养箱诱导培

养，每 3 d换液 1次，连续诱导 14 d，观察细胞的形态学变化。

1.4.2 不同浓度尿酸干预的类成骨细胞 (MG-63)ALP活性检

测 取对数生长期类成骨细胞 (MG-63)，制备细胞浓度 2×

105/L的细胞悬液并接种到 6孔无菌细胞培养板内。对照组与

实验组均设置 4个复孔，于培养箱中培养 24 h，待细胞贴壁后

更换培养基，分别加入 0、0.2、0.4、0.8 mmol/L尿酸浓度的成骨

诱导培养液，置 37℃、5%CO2温箱内诱导培养 7 d，PBS冲洗两

遍，加入 1%Triton-X100 200 滋L/孔，裂解细胞 40 min，反复吹

打后，收集于 1.5 mL EP管中，按照 ALP活性检测试剂盒说明

书进行成骨细胞 ALP活性检测，分别于 562 nm波长处和 520

nm波长处检测各孔 OD值，按照公式分别计算各组成骨细胞

中 ALP活力。细胞 ALP活力 = (测定吸光度值 -空白吸光度

值)/(标准吸光度值 -空白吸光度值)× 酚标准品浓度 /待测样

本浓度。

1.4.3 CCK-8法检测类成骨细胞(MG-63)增殖能力 取对数生

长期MG-63细胞，制备细胞浓度 1× 104/L的细胞悬液，接种到

96孔无菌细胞培养板内，对照组与实验组均设置 6个复孔，每

孔加入 100 滋L细胞悬液，于培养箱中培养 24 h，待细胞贴壁后

更换培养液，分别加入 0、0.2、0.4、0.8 mmol/L尿酸浓度的成骨

诱导培养液，按时间梯度于第 3、5、7、14天顺次采集细胞，于待

检测培养孔加入 CCK-8 10 滋L/孔，37℃继续孵育 4 h，测定波

长 450 nm处各孔 OD值。

1.4.4 RT-PCR法检测类成骨细胞(MG-63)TGF-茁1 mRNA的表
达 取对数生长期MG-63细胞，制备细胞浓度 2× 105/L的细

胞悬液，接种到 6孔无菌细胞培养板内，对照组与实验组均设

置 3个复孔，于培养箱中培养 24 h，待细胞贴壁后更换培养液，

对照组与实验组分别加入完全培养基、0、0.2、0.4、0.8 mmol/L

尿酸浓度的成骨诱导培养液，继续放入培养箱内培养。各组分

别于诱导的第 7 天、第 14天收集细胞，进行 RT-PCR 检测

TGF-茁1 mRNA的表达。
总 RNA的提取：6孔板细胞用 PBS冲洗 2遍，加入 1 mL

Trizol/孔，充分吹打，将其移到 1.5 mL EP管，静置 5min，加入

0.2 mL氯仿，全速振荡 15s，静置 3 min；4℃、12000 r/min，离心

15 min，将上层水相转移到另外一新 1.5 mL EP管中；加入 0.5

mL 异丙醇，充分混匀，静置 5 min；4℃、7500 r/min，离心

10min，弃上清；加入 1 mL 75%乙醇洗涤沉淀，4℃、7500 r/min，

离心 10 min，弃上清；于超净工作台上鼓风干燥 10 min后，加

入 20 滋L无 RNase水，并在 260 nm/280 nm波长下测定浓度，

-80℃冻存备用。

反转录合成 cDNA：(1)配制去除 gDNA混合液，按照 Fast

Quant RT Kit (with gDNase) 说明书，每个反应体系依次加入

RNA 2 滋g、5× gDNA Buffer 2 滋L、无 RNase水补足至 10 滋L，
瞬时离心，置于 42℃孵育 3 min去除 gDNA后，混合液置于冰

上待用；(2)配制反转录反应液，每个反应体系依次加入 RT En-

zyme Mix 1 滋L、FQ-RT Primer Mix 2 滋L、10× Fast RT Buffer 2

滋L，加 5 滋L无 RNase水补足至 10 滋L，将反转录体系的Mix

加到去除 gDNA的混合液中，充分混匀，42℃、15 min，95℃、3

min反转录合成 cDNA。

PCR所用引物序列：TGF-茁1：上游引物 5'-TGGGTAAAT-

GTGAACTCTGTC-3'，下游引物 5'-ACTCTTAGGCTCAAG-

CAATC-3'；PCR扩增的反应体系为 278bp。内参照 GAPDH：上

游 引 物 5'-GATAGCATTGCTTTCGTGT-3'， 下 游 引 物

5'-TTCAACTGGTCTCAAGTCAG-3'。PCR扩增的反应体系为

249 bp。PCR反应体系为 25 滋L，包括：2× SuperReal PreMix

Plus 12.5 滋L，正向引物 0.75 滋L，反向引物 0.75 滋L，cDNA模板
11 滋L；扩增条件：95℃、15 min预变性，95℃、10s变性，52℃、30
s退火，72℃、32 s延伸，40个循环。

1.5 主要观察指标

类成骨细胞(MG-63)增殖过程中 ALP活性、增殖情况以及
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图 2尿酸对类成骨细胞(MG-63) ALP活性的影响

Fig. 2 Effect of uric acid on the alkaline phosphatase activity in MG-63

cells

注：MG-63细胞培养 7d后碱性磷酸酶活性随着尿酸浓度增高而增加

Note:Alkaline phosphatase activity was increased with increasing

concentration of UA.

TGF-茁1 mRNA的表达。
1.6 统计学分析

本研究采用 SPSS19.0 IBM软件统计分析；正态分布计量

资料以 (s为标准差)表示，多组间比较选用 one-way ANOVA

检验；多组之间两两比较采用方差分析下 LSD-t检验方法，以

P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 各组细胞形态的比较

类成骨细胞(MG-63)贴壁法以软骨诱导液培养 3 d后首次

换液，在倒置显微镜下观察，见大量贴壁的细胞团簇，细胞开始

生长伸出伪足，形态呈纺锤形、梭形。第 7天左右可见对照组与

各尿酸浓度实验组 (0、0.2、0.4、0.8 mmol/L)MG-63细胞已全部

贴壁，呈典型集落样生长，细胞迅速增殖，呈长梭形，并相互融

合成单层细胞，见图 1。

2.2 不同浓度尿酸对类成骨细胞(MG-63) ALP活性的影响

类成骨细胞(MG-63)培养 7 d后，尿酸组 ALP活性明显高

于对照组，且 ALP活性随培养液尿酸浓度增加而增高，以 0.8

mmol/L尿酸组活性最高(P＜0.05)，见图 2。

2.3 不同浓度尿酸对类成骨细胞(MG-63)增殖的影响

CCK8检测结果显示：与对照组比较，各尿酸实验组细胞

OD值明显高于对照组，且随着尿酸浓度的增加，OD值逐渐增

高，尿酸组组间比较，差异具有统计学意义(P＜0.05)，见表 1。

2.4 不同浓度尿酸对类成骨细胞(MG-63) TGF-茁1 mRNA表达
的影响

Real Time-PCR 结果显示：对照组与实验组 (0、0.2、0.4、

0.8mmol/L 尿酸浓度 ) 第 7 天 TGF-茁1/GAPDH 结果分别为
0.51± 0.059、0.68± 0.042、0.80± 0.0057、0.87± 0.0026；第 14天

TGF-茁1/GAPDH 结果分别为 0.77 ± 0.0567、0.86 ± 0.0040、

0.90± 0.0047、0.97± 0.0103。尿酸可上调 TGF-茁1 mRNA的转
录，且随着尿酸浓度升高，TGF-茁1 mRNA表达增加。尿酸实验
组与对照组比较及尿酸实验组组间比较，差异均有统计学意义

(P＜0.05)，见表 2，图 3。

3 讨论

成熟骨组织主要依赖于骨重建进行着连续的破骨与成骨

循环，对其进行有序性偶联调节是维持正常骨量和骨生理功能

的基础。成骨细胞在骨的形成、生长及发育过程中发挥重要作

用，众多信号分子及其参与调控的信号通路联合作用，共同决

定成骨细胞的分化时机、分化方向。其中，各种激素、细胞因子、

生长因子在互相关联的同时，也互相制约，共同控制骨代谢功

能和破骨 /成骨活性的平衡，维持正常骨量和骨的生物学质

量。详细、完善地认识成骨细胞分化过程中的调节信号和信号

通路过程，是进一步研究成骨细胞分化的前提，同时也是未来

实现骨组织工程化培养的先决条件。

尿酸是人体嘌呤代谢的内源性终产物，具备双重作用。一

方面，正常浓度范围内的尿酸是人体一种重要的抗氧化剂，可

清除血液中的氧自由基，避免细胞受到氧化损伤，降低 DNA损

伤；另一方面，高浓度的尿酸会引起代谢综合征[8，9]、胰岛素抵抗

及糖尿病[10，11]、心脑血管事件[12，13]等，对人体产生危害。近期研究

表明，中等浓度以上(不包括中等)的尿酸能够升高骨密度值，降

低骨质疏松发生率[14，15]；而低浓度尿酸可以降低骨密度值，提高

骨质疏松的发生率[16]。人体尿酸的正常血浆浓度男性为 0.15～

0.38 mmol/L，女性为 0.1～0.36 mmol/L。高尿酸血症的诊断标

准：检测血浆尿酸浓度，男性或绝经后女性＞0.42 mmol/L，绝经

前女性＞0.38 mmol/L。因此，本实验采用的尿酸浓度为 0.2、

0.4、0.8 mmol/L。我们前期试验已经证实尿酸可以促进 BMSCs

向成骨细胞分化，抑制 BMSCs向成脂细胞分化[5-8]，Makovey[17]

图 1各组类成骨细胞(MG-63)形态

注：A：0 mmol/L；B：0.2 mmol/L尿酸组；C：0.4 mmol/L尿酸组；

D：0.8 mmol/L尿酸组。不同浓度尿酸培养 7天，细胞形态学变化，随

着尿酸浓度增加，细胞数目增加(× 100)。

Fig.1 Morphology of MG-63 cells

Note: A: 0mmol/L UA group; B: 0.2mmol/L UA group; C: 0.4mmol/L

group UA group; D: 0.8mmol/L UA group. MG-63 cells were increased

with the increase of different concentration of uric acid after 7 days.
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Groups 3 day 5 day 7 day 14 day

0 0.57± 0.0359 0.62± 0.0388d 0.74± 0.0288de 0.92± 0.0208def

0.2 0.57± 0.0158 0.69± 0.0178ad 1.06± 0.1063ade 1.74± 0.0834adef

0.4 0.67± 0.0166a 0.90± 0.0423abd 1.29± 0.1668abde 2.76± 0.1245abdef

0.8 0.88± 0.0333abc 1.05± 0.0619abcd 1.40± 0.8354abcde 3.70± 0.1620abcdef

注：不同浓度尿酸组与对照组比较：aP<0.05，a与 0 mmol/L组比较；bP<0.05，b与 0.2 mmol/L组比较；cP<0.05，c与 0.4 mmol/L组比较；组间比较：

dP<0.05，d与第三天组比较；eP<0.05，e与第五天比较；fP<0.05，f与第七天比较。

Note: compared with the same period: aP<0.05, vs 0 mmol/L group; bP<0.05, vs 0.2 mmol/L UA group; cP<0.05, vs 0.4 mmol/L UA group; compared

with the same concentrations: dP<0.05, vs the 3rd day; eP<0.05, vs the 5th day; fP<0.05, vs the 7th day.

图 4各组MG-63细胞在第 7天和第 14天 TGF-茁1 mRNA的表达
注：A：第 7天 TGF-茁1 mRNA的表达；B：第 7天 GAPDH的表达；C：第 14天 TGF-茁1 mRNA的表达；D:第 14天 GAPDH的表达；E：

TGF-茁1/GAPDH灰度值比
Fig.4 TGF-茁1 mRNA expression of MG-63 cells induced for 7 days and 14 days

Note:A: TGF-茁1 mRNA expression induced for 7 days; B: TGF-茁1 mRNA expression induced for 14 days; C:GAPDH expression for 7 days; D: GAPDH

expression for 14days; E: Ratio of TGF-茁1 compare to GAPDH at different of UA concentrations

表 1不同浓度尿酸对MG-63细胞增殖的影响(CCK8, A450)

Table 1 Effects of different concentrations of UA on the proliferation of MG-63 cells (CCK8, A450)

表 2不同浓度尿酸处理第 7天和第 14天时 TGF-茁1/GAPDH比值(RT-PCR)

Table 2 Ratio of TGF-茁1 to GAPDH in MG-63 cells treated by different concentrations of UA on the 7th and 14th day(RT-PCR)

Groups 0 0.2 0.4 0.8

7th day 0.51± 0.0590 0.68± 0.0420a 0.80± 0.0057ab 0.87± 0.0026abc

14th day 0.77± 0.0567 0.86± 0.0040ad 0.90± 0.0047abe 0.97± 0.0103abcf

注：不同浓度尿酸组与对照组比较：aP<0.05，a与 0 mmol/L组比较；bP<0.05，b与 0.2 mM组比较；cP<0.05，c与 0.4 mM组比较；组间比较：dP<0.

05，d与第 7天 0.2 mM组比较；eP<0.05，e与第 7天 0.4 mM比较；fP<0.05，f与第 7天 0.8 mM比较。(1 Mm=1 mmol/L)

Note: compared with the same period: aP<0.05, vs 0Mm UA; bP<0.05, vs 0.2 mM UA; cP<0.05, vs0.4 mM UA; compared with the different groups of 7th

day: dP<0.05, vs the 0.2 mM of 7th day; eP<0.05, vs the 0.4 mM of 7th day; fP<0.05, vs the 0.8 mM of 7th day.(1 Mm=1 mmol/L)
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等进行的纵向调查表明尿酸对围绝经期和绝经期骨质疏松是

重要的保护因素。ALP是成骨细胞分泌的一种酶蛋白，在早期

分化、成熟时呈现高表达状态，具有标志分化的价值。本研究分

别在诱导培养后第 7天采集MG-63细胞，分别检测实验组和

对照组 ALP活性，发现 ALP活性随尿酸浓度增加而增强，并

且尿酸组 ALP活性均明显高于对照组，比较有显著差异。同

时，CCK-8检测结果与之一致，随着尿酸浓度升高，类成骨细胞

(MG-63)分化增殖增强，其中 0.8mol/L尿酸作用最明显，同样

呈现尿酸浓度依赖性。细胞形态学观察与 ALP活性和 CCK-8

法细胞增殖能力测定的结果相一致。以上结果再次证实了尿酸

可以促进成骨细胞的增殖，且呈浓度依赖性。

TGF-茁 超家族是一个分泌型多肽信号超家族，其成员
TGF-茁1基因定位于 19q13·1染色体，cDNA全长 2745 bp，包

含 7个外显子，6个内含子。TGF-茁1在骨基质中含量最高，约
占 TGF-茁 总量的 80%～90%[18]。近年发现 TGF-茁1 在大鼠骨
BMSCs的成骨分化过程中发挥重要作用，在成骨过程中刺激

成骨细胞增殖，促进胶原合成，从而调节细胞分化、促进细胞增

殖与细胞外基质合成，并能调节机体免疫功能 [19]。体外实验表

明 TGF-茁1可以增加骨连结素 (Ostocnectin)、骨桥蛋白(Ostoe-

pontin)、I型胶原的合成，同时可以抑制破骨细胞生成、降低成

熟破骨细胞的活性，从而进一步抑制骨吸收。此外，TGF-茁1可
以降低成脂标志物表达，如 Pparg2、And的表达[20]。还有研究表

明 TGF-茁1不仅可以抑制 BMSCs向脂肪细胞分化，也可以抑

制糖皮质激素和成纤维细胞生长因子所诱导的 BMSCs向脂肪

细胞分化 [21]。本研究采用 RT-PCR 检测不同尿酸浓度培养

MG-63细胞的 TGF-茁1 mRNA，结果显示不同尿酸浓度(0、0.2、

0.4、0.8 mmol/L)第 7天和第 14天TGF-茁1/GAPDH结果分别为
0.51 ± 0.059、0.68 ± 0.042、0.80 ± 0.0057、0.87 ± 0.0026；0.77 ±

0.0567、0.86± 0.0040、0.90± 0.0047、0.97± 0.0103。由此可见，

尿酸可上调 TGF-茁1 mRNA 表达，且随着尿酸浓度的增加
TGF-茁1 mRNA表达逐渐增加，呈现浓度和时间依赖性。

综上所述，尿酸可促进成骨细胞增殖分化，TGF-茁1/Smad
信号通路的激活可能是尿酸促进成骨细胞分化增殖的重要机

制之一。成骨细胞的增殖有很多激素及细胞因子参与，这些因

素之间相互作用，相互影响，本研究只是针对单一细胞因子，其

他信号分子间的相互促进或者抑制作用尚需要进一步探索。
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