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摘要  目的：探讨骨肽类制剂的基本特性、质控模式、生物活性评价方法的研究现状，建立科学合理的

质量评价模式。方法：通过对骨肽类制剂体内外生物活性评价方法的汇总和梳理，探讨适宜的骨肽类制

剂的质量评价方法。结果与结论：旨在介绍一种能反映骨肽类制剂药效的生物活性测定研究思路，与主

要活性成分理化分析方法相结合，从而使现有质量标准的评价更全面更合理。
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Quality Evaluation Method of Bone Peptide Preparations Based on Biological 
Activity Determination
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Abstract   Objective:   To explore the research status of basic characteristics, quality control mode and biological 
activity evaluation methods of bone peptide preparations, and establish a scientific and reasonable quality 
evaluation mode. Methods: The suitable quality evaluation methods of bone peptide preparations were discussed 
by summarizing and screening the biological activity evaluation methods of bone peptide preparations in vivo 
and in vitro. Results and Conclusion: The purpose of this paper is to introduce a research method of biological 
activity determination that can reflect the efficacy of bone peptide preparations and to combine it with the physical 
and chemical analysis methods of main active ingredients, so as to make the evaluation of the current quality 
standards more comprehensive and reasonable.
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基于生物活性测定的骨肽类制剂质量评价方法

杨泽岸，张媛，吴彦霖，高华 *（中国食品药品检定研究院，北京 102600）

骨肽类制剂是以新鲜或冷冻的猪、鹿或胎牛

骨经生物技术提取制成的灭菌水溶液，其内含有多

种多肽类骨代谢活性因子、有机钙、磷、无机盐、

氨基酸及微量元素等，是一种具有生物活性的多组

分生化药。其药理作用有刺激成骨细胞增殖，促进

新骨形成，调节钙磷代谢，增加骨钙沉淀及抗炎、

镇痛等。临床上主要用于骨质疏松症、骨质增生性

疾病、骨折及类风湿性关节炎等治疗[1-2]。

1   骨肽类制剂质量控制现状
骨肽类制剂在各国药典均未收载，我国相关

品种的质量标准收载于国家标准地升部十六册，

详见表1。现行标准中质控指标包括：1）鉴别：双

缩脲显色、茚三酮显色、UV、HPLC及特征图谱；

2）检查：包括pH、蛋白质、异常毒性、热原、过

敏试验、降压物质等项目；3）含量测定：双缩脲

法或福林酚法对多肽含量进行控制等。
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表 1   已有骨肽类制剂（部分）国家质量标准

名称（执行标准） 鉴别 检查 含量测定

骨肽片（WS1-

XG-008-2002）

双缩脲显色 微生物限度、其他。 双缩脲法（UV）

骨肽注射液

（WS1-XG-035-2000）

茚三酮显色 pH、蛋白质、异常毒性、热原、过敏试验、

其他。

双缩脲法（UV）

骨肽氯化钠注射液

（YBH17072005）

茚三酮显色 pH、蛋白质、高分子量物质、重金属、异常

毒性、细菌内毒素、过敏试验、不溶性微粒、

其他。

福林酚法

复方骨肽注射液

（WS1-XG-007-2002）

1）茚三酮显色；

2）双缩脲显色。

pH、蛋白质、异常毒性、热原、过敏试验、

其他。

1）多肽（福林酚法）；

2）总氮量（氮测定法）。

骨瓜提取物注射液 [WS-

10001-（HD-1378）-2003]

1）双缩脲显色；

2）UV。

pH、蛋白质、异常毒性、热原、过敏试验、

其他。

福林酚法

注射用骨肽（I）

[WS1-（X-087）- 2012Z]

1）茚三酮显色；

2）特征图谱。

酸碱度、溶液的澄清度与颜色、游离脂肪酸、

黄嘌呤、核酸、高分子量物质、蛋白质、干

燥失重、可见异物、异常毒性、过敏试验、

降压物质、细菌内毒素、其他。

双缩脲法（UV）

注射用鹿瓜多肽

（YBH12682005）

1）双缩脲显色；

2）UV；

3）HPLC。

酸碱度、蛋白质、干燥失重、高分子量物质、

异常毒性、细菌内毒素、过敏试验、降压物

质、其他。

福林酚法

鹿瓜多肽注射液

（WS1-XG-002-2002）

pH、蛋白质、异常毒性、热原、过敏试验、

降压物质、其他。

福林酚法

含量测定中所采用的双缩脲法或福林酚法，

对于含有肽键的动、植物中的任何多肽均可产生正

反应，专属性差[3]。因此，该质量标准应在含量测

定的基础上，采用生物活性测定方法，通过生物反

应的强度可较直观地反映药物总体活性或效价，与

理化分析方法相结合，达到全面综合地保证药品的

安全性、有效性和质量可控的目的。

2   骨肽类制剂研究现状
生物活性测定法是利用药物对整体动物、离

体器官、组织或细胞等生物体上某些特定指标的反

应强度来测定药物有效性，它是以药物的药理作用

及药效学试验为研究基础[4-5]。临床上骨肽类药物

用于治疗骨质疏松症及修复骨折，主要是基于刺激

成骨细胞增值及促进新骨形成的药理作用；而用于

治疗类风湿性关节炎则是基于其抗炎的药理作用。

2.1   对成骨细胞与破骨细胞的作用

骨重建平衡表现为成骨细胞的骨形成与破骨

细胞的骨吸收之间的平衡，大多骨类疾病均与成

骨细胞和破骨细胞之间的平衡失调有关，包括骨

质疏松症和骨折。骨重建过程包括破骨细胞贴附

在旧骨区域，分泌酸性物质溶解矿物质，分泌蛋

白酶消化骨基质，形成骨吸收陷窝；其后，成骨

细胞移行至被吸收部位，分泌骨基质，骨基质矿

化而形成新骨[6-7]。

成骨细胞是骨形成的主要功能细胞，在骨骼

形成、损伤后再生的过程中起决定性作用，常用

于骨代谢研究的成骨细胞模型包括：1）人骨肉瘤

细胞株MG63；2）大鼠骨肉瘤细胞的成骨样细胞

UMR106；3）从C57BL/6小鼠颅顶细胞中建立的前

成骨细胞株MC3T3-E1-subclone14。目前，大量文

献表明骨肽类制剂对成骨细胞有明显促增值作用，

进而调节骨代谢。岳云飞等[8]采用四甲基噻唑蓝

（MTT）法研究建立了注射用鹿瓜多肽促进MG63

细胞增值的体外细胞生物活性测定方法。王灿等[9]

采用Cell Counting Kit（CCK-8）法研究表明鹿瓜多

肽注射液对UMR106细胞及MC3T3-E1细胞株均有
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促进增殖作用，且对UMR106细胞株促增殖作用更

为明显，并建立相应体外活性评价方法。

破骨细胞是骨吸收的功能细胞，其功能亢进

在骨质疏松中具有重要的意义。陈雷等[10]通过鹿瓜

多肽注射液对小鼠颅骨骨溶解抑制作用实验，发现

抗酒石酸酸性磷酸酶（TRAP）染色在药物干预组

中破骨细胞数目较阴性对照组减少，表明鹿瓜多肽

注射液可减少破骨细胞数目。唐瑛等[11]通过骨肽注

射液作用于去卵巢大鼠试验，发现骨肽治疗组破骨

细胞上Fas抗原表达增加，与配体结合而引起细胞

凋亡，表明骨肽注射液可通过调控Fas蛋白诱导破

骨细胞凋亡，而达到抑制破骨细胞骨吸收作用，提

示骨肽类制剂作用于破骨细胞骨吸收是其发挥药效

的另一作用机制。 

2.2   治疗骨质疏松症作用

有大量的临床研究表明骨肽类药物治疗骨质

疏松症有显著疗效。贾文等[12]通过临床穴位注射骨

肽注射液治疗原发性骨质疏松症患者，结果显示治

疗组患者骨密度较对照组钙剂治疗有明显改善，表

明骨肽注射液对治疗原发性骨质疏松症有较好疗

效。还有文献显示骨肽类药物与阿伦磷酸钠[13]、降

钙素[14]等一些临床常用骨质疏松症药物联合用药，

在改善临床症状或是增加骨密度方面均优于单一用

药。去卵巢雌鼠模型动物是研究绝经后雌激素缺乏

而引起骨质疏松症的经典模型动物[15]。段永宏等[16]

通过研究鹿瓜多肽注射液对去卵巢大鼠骨组织力学

的影响，结果显示鹿瓜多肽注射液给药组的骨密度

较阴性对照组显著增加，骨小梁间隔变小，骨皮质

增厚，与正常对照组接近，表明鹿瓜多肽对去卵巢

大鼠的骨密度及骨形态结构有较好维持作用。

2.3   促进间充质干细胞向成骨细胞分化作用

机体骨折后修复过程需要局部聚集数量足够

的间充质干细胞诱导分化成骨，其过程类似于胚胎

期骨形成。间充质干细胞（mesenchymal stem cell，

MSCs）是具有高自我更新能力的多向分化潜能干

细胞，可诱导分化为成骨细胞，是科学研究骨组

织工程的理想种子细胞[17-18]。MSCs诱导分化过程

中的各种骨代谢因子起重要作用，骨肽类制剂中

含有多种骨诱导活性因子，包括β-转化生长因子

（transforming growth factor，TGF-β)、骨形态发

生蛋白（bone morphogenetic proteins，BMPs）等。

TGF-β是一组调节细胞生长和分化的超家族，可

促进间充质干细胞细胞外基质合成及成骨细胞合成

Ⅰ型胶原蛋白。BMPs亦属于TGF-β超家族，是间

充质干细胞向骨系细胞分化的最初信号分子，诱导

分化软骨细胞和成骨细胞而促进新骨形成[19-20]。王

伟刚等[21]采用ELISA法检测骨肽作用于骨髓间充质

干细胞（MSCs）后TGF-β1的表达，研究表明给

药组中TGF-β1蛋白含量较对照组有明显增强。

骨形成初期成骨细胞数量明显增加，而后进

入细胞外基质成熟阶段，成骨细胞分泌的碱性磷酸

酶（Alkaline phosphatase，ALP）是成骨细胞分化

的主要早期特异性指标。Ⅰ型胶原蛋白是细胞外基

质的主要成分，作为依托和骨架使骨钙素和羟基

磷灰石可与其结合并沉淀，是成骨细胞分化中期指

标。骨钙素（Osteocalcin，OCN）是由成骨细胞分

泌的一种非胶原性蛋白，在成骨分化晚期能够促进

钙结节形成，是成骨细胞完全分化成熟的指标[22]。

段智霞等[23]用自行合成的BMP-2诱导MSCs体外定

向成骨，通过实时荧光定量PCR检测发现成骨细胞

特异性标志物ALP、Ⅰ型胶原、OCN mRNA的表达

均明显增加，表明BMP-2能有效促进MSCs向成骨

细胞分化。

2.4   抗炎作用

一些文献显示骨肽类制剂可协助巨噬细胞参

与组织修复而发挥抗炎作用。刘静等[24]在风湿性、

类风湿性关节炎的基础治疗上加用骨瓜提取物以探

讨研究其抗炎作用，结果显示临床总抗炎效率明显

提高，治疗效果显著。侯晓怡等[25]利用大鼠佐剂性

关节炎动物模型研究鹿瓜多肽注射液的抗炎作用，

结果显示给药组可有效降低血清中TNF-α及IL-6

含量，表明鹿瓜多肽注射液可通过调节免疫系统，

减少炎性细胞因子和炎症介质的产生而起到良好

抗炎作用。欧阳杰湖等[26]参照生物活性检定实验方

法，建立巴豆油致小白鼠耳廓肿胀经典体外抗炎实

验模型来评价骨瓜提取物注射液抗炎的生物活性。

周密妹等[27]研究显示骨多肽本身并无抗炎作用，而

是制剂中加入的全蝎或甜瓜籽提取物能够降低局部

毛细血管通透性而改善血液流变性，减少炎性渗

出，而缓解炎症反应的破坏性。

3   讨论
近年来，骨肽类药物的主要药效学及临床效

用已逐渐被实验证实，但质量可控性不够仍制约着

骨肽类药物的应用和发展。生物活性测定是生物制
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品或生化药品质量分析的常用方法，可准确地测定

产品的生物学效价并评价其稳定性，反映产品批与

批之间的一致性，近年来成为骨肽类药物质量控制

的研究热点[28]。

生物活性测定法以药物的药理作用及药效学

为研究基础，以生物统计为工具，并运用特定的试

验设计进行试验，反映药物有效性及临床功能，可

分为效价测定法（定量法）和活性限制测定法（半

定量法）[29]。其内容包括：测定整体动物或特定器

官对药物的生物学反应、测定细胞水平的生化或生

理学反应、免疫学作用下的酶反应速率以及配体或

受体结合反应等。生物活性是表示药物产生特定生

物学效应的能力，寻找包括整体动物、组织、细胞

等生物标记物上的反应强度及剂量作为生物活性测

定方法学和限值研究的依据。生物活性指标的选择

应考虑药品本身功能主治，在以现代药理学研究的

基础上选择专属性强且灵敏度高的作为生物活性测

定指标[30]。

由于生物制品的复杂性且影响生物活性测定

的各种变异因素较多，在实验设计中在每次仅改变

一个变量，调整该变量的变化幅度，以分别确定每

个变量的影响程度。在众多因素中找出一些影响因

素较大的，将影响因素及其变化幅度进行组合，以

确定影响因素和反应程度之间的相互作用，进而优

化稳定实验操作条件，并通过观察小幅度的改变影

响因素对活性检测的结果测定方法的耐用性，经过

方法学验证及生物统计分析的比较，制定出可接受

的误差范围，从而开发建立出合理、可行、可控的

生物活性测定方法。

根据骨肽类药物刺激成骨细胞增殖，促进新

骨形成，防治骨质疏松及抗炎等多种生物学活性，

我们初步探索建立评价骨肽类药物生物活性的体内

巴豆油致小鼠耳廓肿胀抗炎实验以及体外促成骨细

胞增值细胞试验，为其生物活性测定方法的开发打

开思路。建立关联骨肽类制剂临床药理药效的生物

活性测定方法，与理化分析方法相结合的质量标准

对骨肽类制剂进行评价，可以更好地反映药品特征

全貌，以期达到更全面完善地控制该类药品的安全

性和有效性。
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