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Abstract： In this manuscript，the effect of the egg yolk powder hydrolysis （Bonepep） on bone
metabolism was investigated at rat and human level. When 10 mg/（kg·d） and 100 mg/（kg·d）
Bonepep was fed to SD mice led the mice tibia elongation increased by 4.5% and 10.3% ，
respectively. And the physiological and biochemical indexes of mice were constant when mice were
explored to high doses of Bonepep for long time. It was found that Dpyr level in urine was
decreased 84.6%，and the thigh bone was significantly reduced when mice was fed Bonepep. For the
female volunteers，the level of DPD and NTx，reflect the characters of bone resorption，were not
significantly changed，after 5 weeks continuous taking Bonepep. However，the BALP activity，a index
for bone formation，was increased by 14.6%. These results demonstrated that the egg yolk powder
hydrolysis Bonepep could effectively inhibit osteoclast differentiation but promote bone growth.
Keyword： bonepep，bone metabolism，osteoclast differentiation，bone growth

摘要： 在小鼠和人体预实验水平上，作者旨在研究源于鸡蛋蛋黄的水解蛋黄粉（Bonepep）对骨质
代谢的影响。给 SD小鼠喂食 10 mg/（kg·d）和 100 mg/（kg·d）的 Bonepep，使小鼠胫骨伸长提高了
4.5%和 10.3%。 SD小鼠在长时间高剂量喂食后，其喂食期间各项生理生化指标与对照组比较未
发生显著变化。 而摄食 Bonepep的小鼠尿样中脱氧吡啶啉（Dpyr）含量与未喂食的对照组降低了
84.6%，其大腿端部断面中海绵骨明显减少。 女性志愿者连续服用 5 周水解蛋黄粉后，其尿样中
反映骨吸收指标的脱氧吡啶啉（DPD）与、尿中 I 型胶原交联 N 末端肽（NTx）水平无显著变化，但
反映骨形成指标的骨碱性磷酸酶（BALP）活性则提高了 14.6%。 上述结果表明，水解蛋黄粉能够
有效地抑制破骨分化和促进成骨生长。
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人们迫切向往和追求高品质的健康生活，而骨

质健康是所有健康问题的根本。 比如婴幼儿的发

育、儿童的成长、以及中老年人的骨质疏松症等都

牵涉到骨质健康的问题[1]。 在世界范围内，骨质疏松

症引发的健康问题越来越引起人们的重视，世界卫

生组织（WHO）将其定义为由骨量减少、骨骼微细结

构发生破坏所导致骨骼脆弱而易发生骨折的骨骼

系统疾病。 骨质疏松症的发病原因主要分为增龄型

和雌性激素缺乏型两大类，好发于绝经后女性和中

老年人群[2-3]。 随着世界尤其是中国“老龄化”的进程

不断加快，骨质疏松症的发病率愈来愈高[4]。 研究如

何保持良好的骨质成长平衡、维护骨质健康，成为

世界各国研究的热点问题，与此相关的功能性保健

食品市场也因此快速成长，规模逐渐扩大。
作者前期研究发现，来源于鸡蛋黄的水解蛋黄

粉（Bonepep）有促进骨形成与抑制骨吸收的 作 用，
并对其在细胞水平的生理活性以及作用机理作了

深入研究[5-6]。 作者在小鼠和人体预实验水平上研究

了源于鸡蛋蛋黄的水解蛋黄粉（Bonepep）对骨质代

谢的影响。 结果证明，水解蛋黄粉能够有效地抑制

破骨细胞分化和促进成骨细胞生长。 该研究结果为

Bonepep 改善骨代谢作用提供详尽的事实依据，并

为其推广应用提供理论支持。

1.1 实验材料

水解蛋黄粉：购自日本富尔玛株式会社（PFI）生

产的 Bonepep。
1.2 大白鼠胫骨切片制备与胫骨伸长度测定

取 3 周龄的 SD 健康小鼠，随机分成 3 组，每组

5 只 。 用 普 通 饲 料 饲 养 4 周 后 ， 以 含 有 10、100
mg/（kg·d）的 Bonepep 饲料，强行灌喂 3 d 之后，往

腹腔里注射荧光基质-四环素。 2 d 后解剖并取出胫

骨，测定 48 h 间的胫骨伸长度。 胫骨伸长度是将取

出的胫骨做成骨切片， 对四环素进行免疫荧光染

色， 计量荧光带和生长板之间的距离来测定 2 d 间

的胫骨伸长度[6]。
1.3 雌性更年期模型卵巢摘除小鼠（OVX）制备

对体重为 180~220 g 的雌性 SD 小鼠 20 只（苏

州大学实验动物中心提供）进行卵巢摘除手术：10%
水合氯醛腹腔注射麻醉小鼠（2.5~3.0 mL/g，在脐与

耻骨前缘中点连线沿腹底壁正中线切开皮肤 2~3

cm，切开腹白线及腹膜，打开腹腔，用 2 把镊子在切

1︰3 下方找到子宫体及一侧子宫角，沿子宫角向前

导出卵巢，用 4 号丝线结扎卵巢系膜血管后摘除卵

巢，同法摘除另侧卵巢，将子宫复位后关腹[7]。
1.4 生理生化指标检测

碱 性 磷 酸 酶 的 活 性 检 测 ： 调 整 细 胞 密 度 为

5×108/L，接种于 96 孔板，每孔 100 μL，24 h 后，换

含不同浓度 Bonepep 的 DMEM 培养液培养，药物质

量浓度分别为 0.1、1 mg/mL，对照组为不含 Bonepep
的 DMEM 培养液，每组设 3 个重复孔，继续孵育 72
h，于细胞培养终止前每孔加入 PBS 液冲洗 3 次，胰

酶消化， 每孔加入 3 mL 培养基终止消化， 混匀离

心，弃上清液，加入 5 mL PBS，混匀离心，弃上清液

控干， 加入 80 μL PBS 液混匀后存于-20 ℃冰箱待

检。 以正常培养的细胞作对照，每组设 3 个复孔。
检测之前反复冻融细胞 3 次，超声裂解，在酶

联 免 疫 检 测 仪 上 选 择 405 nm 波 长 测 定 吸 光 度 值

（A），换算求出样本中碱性磷酸酶活性（nkat/L）。 取

标准牛血清白蛋白，稀释成 1 g/L，采用梯度稀释方

法， 得到 25、50、75、100、125、150、175、200 mg/L 梯

度稀释液，样本取 1 μL 稀释 100 倍，加入显色剂考

马斯亮蓝 1 mL，测定波长为 595 nm 处吸光度值，做

标准曲线，计算样本总蛋白质质量浓度。 最后计算

出各实验组中的每毫克蛋白中相对的碱性磷酸酶

活性值。
副甲状腺素水平、谷草转氨酶 （Glutamic Oxalo

Acetic Transaminase，GOT）和谷丙转氨酶 （Glutamic
Pyruvic Transaminase，GPT）值检测见文献[8-9]。
1.5 有效剂量推算

采用小鼠 ED50（RAT）试验得到的半数有效剂

量为 9.6 mg/kg（体重），根据美国 FDA 推荐的计算

方法：
ED50×实验动物换算系数×体质量

成人：9.6 mg/kg（体质量）×0.162（小鼠指数）×60
kg（成人体质量）。

推算人体有效剂量结果为： 理论计算剂量为

93.312 mg/（人·日）； 实 际 推 荐 剂 量=100 mg/（人·
日）；儿童推荐剂量减半= 50 mg/（人·日）。
1.6 统计学处理

所有数据均以平均数±标准差表示。 使用 SPSS
11.5 进行软件处理，采用单因素方差分析处理组间

差异，p＜0.05 为差异有统计学意义，p＜0.01 为差异

材料与方法1
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有显著统计学意义，p＜0.001 为差异有极显著统计

学意义。

2.1 水解蛋黄粉对小鼠胫骨生长的影响

给 小 鼠 喂 食 一 定 剂 量 的 水 解 蛋 黄 粉

（Bonepep），3 d 后取其胫骨以制备小鼠胫骨切片，
测量荧光带到生长板之间的胫骨生长度，结果见图

1。 其中图 1（a）为各群小鼠胫骨伸长度测量示意与

影像图。 与对照组比较，喂食 10 mg/（kg·d）的小鼠

胫骨伸长提高了 4.5%，而喂食 100 mg/（kg·d）的小

鼠胫骨伸长则提高了 10.3%。在前期研究中，已证实

小鼠摄取 Ca+水解蛋黄粉显著促进胫骨的伸长[5]。 这

一研究结果表明，较高的 Bonepep 摄取量更有利于

小鼠胫骨细胞增殖，从而促进胫骨伸长。

图 1 不同水解蛋黄粉剂量 Bonepep 对小鼠胫骨生长的影响

Fig. 1 Effect of bonepep concentrations on the rat tibial
growth

2.2 水解蛋黄粉安全性评价实验

为了评价 Bonepep 的安全性， 在给 SD 小鼠长

时间（90 d）服用高剂量 Bonepep 条件下监测小鼠副

甲 状 腺 素 水 平、碱 性 磷 酸 酶（Alkaline phosphatase）
活 性 、 谷 草 转 氨 酶 （Glutamic Oxalo Acetic

Transaminase，GOT） 和 谷 丙 转 氨 酶 （Glutamic
Pyruvic Transaminase，GPT）值 等 生 化 指 标，结 果 见

图 2。 在初始喂食 Bonepep 时（≤10 d），副甲状腺素

平均水平高出对照组 3.2 倍（图 2A），但统计学差异

不显著表明，但随着喂食时间的增加，副甲状腺素

水平逐渐与对照组趋于一致；但平均碱性磷酸酶活

性（图 2B）在监测期间始终比对照组略低 20%（无

显著差异）。 而 GOT 和 GTP（图 2C）则无显著变化

（图 2C）。 上述生理指标结果表明，长时间高剂量进

食 Bonepep 无危害性。

图 2 Bonepep 对小鼠生理生化指标的影响

Fig. 2 Effect of bonepep on physiological and biochemical
index of rats

结果与分析2
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2.3 短期高剂量喂养水解蛋黄粉对 OVX 小 鼠 骨

吸收的影响

将水解蛋黄粉 Bonepep 以 100 mg/（d·kg） 体重

的剂量拌入绝经后骨质疏松症模型小鼠 （OVX，卵

巢摘除小鼠）的饲料中，采用自由进食的方式连续

喂食 4 周后，检测尿样中脱氧吡啶啉 （Dpyr） 含量，
并采用电镜扫描小鼠大腿端部断面，结果见图 3。与

对照组比较，摄食一定量水解蛋黄粉 Bonepep 的小

鼠 尿 样 中 Dpyr 含 量 与 未 喂 食 的 对 照 组 降 低 了

84.6%（图 3A）。 通过电镜扫描， 发现喂食一定量

Bonepep 的小鼠大腿端部断面中海绵骨与未喂食的

对照组比较， 明显要少 （图 3B）。 这一结果表明，
Bonepep 有 效 地 抑 制 了 OVX 小 鼠 尿 样 中 Dpyr 释

放，阻止大腿中海绵骨形成，从而抑制骨吸收。

图 3 短期喂养 Bonepep 对 OVX 小鼠骨吸收的影响

Fig. 3 Effect of Bonepep on bone absorption of
ovariectomized mouse with short -term feeding
（P＜0.01）

2.4 预备性临床实验研究水解蛋黄粉对人体骨代

谢的影响

选取平均年龄（30.6±1.5）岁的 14 名 健 康 女 性

志愿者，按照随机双盲的原则分成对照组与水解蛋

黄粉（Bonepep）摄取实验组。 实验组每名志愿者起

床后服用 250 mg 水解蛋黄粉（Bonepep），就寝前再

次服用相同剂量的 水 解 蛋 黄 粉（Bonepep），连 续 服

用 5 周后检测尿样中脱氧吡啶啉（DPD）、尿中 I 型

胶原交联 N 末端肽 （NTx） 和血清中骨碱性磷酸酶

（BALP）活性等骨代谢特异性指标，结果见图 4。 发

现与对照组比较， 反映骨吸收指标的 DPD 与 NTx
水平无显著变化， 但反映骨形成指标的 BALP 活性

则提高了 14.6%，表明水解蛋黄粉（Bonepep）能够有

效地抑制破骨分化和促进成骨生长。 此外，对志愿

者的骨密度进行测定，结果与骨代谢血液特异指标

结果是一致的。 表明 Bonepep 能够有效地抑制骨密

度减少，从而改善人体骨质代谢。

图 4 Bonepep 对人体骨代谢的影响

Fig. 4 Effect of Bonepep on bone metabolism of human
body（*p＜0.05）
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作者通过动物实验（SD 小鼠）证实适量的水解

蛋黄粉（Bonepep）能够显著促进胫骨伸长，且 无 毒

副作用， 进一步通过短期喂养 OVX 小鼠模拟更年

期妇女发现水解蛋黄粉 （Bonepep） 显著抑制骨吸

收，且能有效改善人体骨质代谢，根据预备性临床

实验研究早晚各服用 250 mg 水解蛋黄粉， 连续服

用5 周，能够有显著效果。

结 语3
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科 技 信 息

美国 FDA 撤销含砷动物饲料许可

2013 年 9 月 30 日，美国食品和药物管理局回应了一个食品安全中心请求,要求尽快撤销绝大多数用于鸡、火鸡、猪

的含砷动物饲料许可。 美国 FDA 将撤销 101 项含砷动物饲料许可当中的 98 项。

砷属于重金属，会引起胃痛、手脚麻木以及局部麻痹等症状，无机砷被列为致癌物质，与膀胱癌、肺癌、皮肤癌等癌

症相关联。 砷被添加于饲料中，用于促进动物快速育肥，并使得肉品呈现健康的颜色。 近期研究发现，没有致癌性的有机

砷在动物组织内会转变成无机砷。 砷在 1940 年代的美国被批准作为动物饲料。 它从来没有被批准用于欧洲、日本和其他

国家。

［ 信 息 来 源 ］Linda Larsen. FDA Withdraws Approval of Arsenic in Animal Feed [EB/OL]. (2013 -10 -2). http://
foodpoisoningbulletin.com/2013/fda-withdraws-approval-of-arsenic-in-animal-feed/
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