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1.含有β-酪蛋白的组合物在制备用于在动物中降低由消费含β-酪蛋白的食物诱导的

肠炎症风险的食物产品中的用途，其中所述组合物中的β-酪蛋白包含以重量计至少50％的

β-酪蛋白A2以及以重量计小于50％重量的β-酪蛋白A1。

2.权利要求1中所述的用途，其中β-酪蛋白包含以重量计至少90％的β-酪蛋白A2。

3.权利要求2中所述的用途，其中β-酪蛋白包含至少99％的β-酪蛋白A2。

4.权利要求1中所述的用途，其中β-酪蛋白包含以重量计少于50％的β-酪蛋白A1。

5.权利要求4中所述的用途，其中β-酪蛋白包含以重量计少于10％的β-酪蛋白A1。

6.权利要求3中所述的用途，其中β-酪蛋白包含以重量计少于1％的β-酪蛋白A1。

7.权利要求4中所述的用途，其中β-酪蛋白包含以重量计少于1％的β-酪蛋白A1。

8.权利要求1至7中任一项所述的用途，其中组合物是牛乳，所述食物产品是乳产品。

9.权利要求8中所述的用途，其中乳产品是鲜乳、乳粉、从粉末重构的液态乳、脱脂乳、

均质乳、炼乳、蒸发乳、巴氏杀菌乳、非巴氏杀菌乳、或UHT乳。

10.权利要求8中所述的用途，其中乳产品是奶油、酸奶、夸克、乳酪、黄油、或冰淇淋。

11.权利要求1所述的用途，其中肠炎症是炎性肠病。

12.权利要求11中所述的用途，其中炎性肠病是克罗恩病或溃疡性结肠炎。

13.权利要求1所述的用途，其中肠炎症是肠易激综合征。

14.权利要求1所述的用途，其中动物是人、狗、或猫。
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β-酪蛋白A2和肠炎症的预防

技术领域

[0001] 本发明涉及乳蛋白β-酪蛋白A2用于预防或降低肠炎症的风险的用途。具体地，本

发明涉及乳和源自乳的食物产品，以及避免消费含有高水平蛋白质β-酪蛋白A1的乳和乳产

品，所述β-酪蛋白A1已被证明导致即发的和持续的肠炎症。本发明涉及肠炎症的预防，包括

一般肠刺激以及炎性肠病和肠易激综合征。

[0002] 发明背景

[0003] 肠炎症能够起因于以结肠和小肠的炎症为特征的多种疾病或病症。此类疾病或病

症包括炎性肠病(IBD)和肠易激综合征(IBS)。IBD通常是指临床上定义的和持久性的病症，

主要是克罗恩病和溃疡性结肠炎。IBD通常被认为是自身免疫性疾病，其中人体的自身免疫

系统攻击消化系统的元件。IBS是以腹部疼痛或不适以及排便习惯改变(通常为慢性或反复

发生的腹泻、便秘或两者)为特征的疾病。IBS据认为仅在美国就影响2500万至4500万人。每

三个IBS患者中大约有两个是女性。IBS影响所有年龄的人，包括儿童。据估计，世界人口的

约10％至25％患有IBS。IBS的影响可以包括从轻微不便到严重乏力的范围。患有中度到重

度IBS的人要与症状斗争，这些症状往往损害他们的身体、情绪、经济、教育和社会幸福感。

[0004] 肠炎的确切原因目前还不十分清楚。然而，饮食似乎是重要的，尤其是在IBS的情

况下。乳和乳脂肪尤其被认为是一个影响因素。许多肠炎病症被管理，而非治愈。治疗常包

括饮食护理、压力管理、和药物治疗的组合。

[0005] 世界各地的人口中消费的乳(主要是牛乳)是人类饮食中蛋白质的主要来源。每升

牛乳通常包括大约30克蛋白质。酪蛋白占那些蛋白质的最大部分(80％)。在过去的二十年

里，已经有越来越多的证据显示许多健康疾病中牵涉到酪蛋白蛋白质，特别是β-酪蛋白。

[0006] β-酪蛋白可以分为β-酪蛋白A1和β-酪蛋白A2。这两种蛋白质是大多数人群消费的

乳中主要的β-酪蛋白。β-酪蛋白A1在单个氨基酸上不同于β-酪蛋白A2。组氨酸氨基酸位于

β-酪蛋白A1的209个氨基酸序列的67位处，而脯氨酸位于β-酪蛋白A2的相同位置处。然而，

该单个氨基酸差异对于肠道中β-酪蛋白的酶促消化至关重要。67位上的组氨酸的存在允许

在酶促消化时产生包括7个氨基酸的蛋白质片段，其被称作β-酪啡肽-7(BCM-7)。因此，BCM-

7是β-酪蛋白A1的消化产物。在β-酪蛋白A2的情况下，67位由脯氨酸占据，该脯氨酸阻碍在

那个位置处的氨基酸键的裂解。因此，BCM-7不是β-酪蛋白A2的消化产物。

[0007] 其它β-酪蛋白变体(如β-酪蛋白B和C)在67位上也具有组氨酸，并且，其它变体(如

A3、D和E)在67位上具有脯氨酸。但是，在来自欧洲来源的牛的乳中，这些变体只以非常低的

水平被发现，或者根本未发现。因此，在本发明的上下文中，术语β-酪蛋白A1是指在67位上

具有组氨酸的任何β-酪蛋白，并且术语β-酪蛋白A2是指在67位上具有脯氨酸的任何β-酪蛋

白。

[0008] BCM-7是阿片样肽，并且能够有效地激活全身各处的阿片样受体。BCM-7具有穿越

胃肠壁并进入循环的能力，这使得它能够经由阿片样受体影响全身和细胞活性。申请人和

其他人先前已经确定乳和乳产品中的β-酪蛋白A1的消费与包括I型糖尿病(WO  1996/

014577)、冠心病(WO  1996/036239)和神经系统疾病(WO  2002/019832)的某些健康状况的
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发生之间的关联。

[0009] 已有假设认为BCM-7还可以影响消化功能。已报道阿片样受体在控制胃肠功能中

发挥效应，包括调节胃肠道运动、粘液产生和激素产生(例如，Mihatsch ,W .A等人，

Biol.Neonate ,2005,87(3):160-3)。在牛乳中发现的酪蛋白被认为与抑制肠道运动相关

联，这能够导致便秘(Gunn  T.R.和Stunzer  D.,NZ  Med.J.，1986,99(813):843-6)，并且，关

于酪啡肽和合成的酪啡肽衍生物的研究表明BCM-7有助于该阿片样受体介导的效应

(Charlin  V.等人，Rev.Med .Chil.，1992,120(6):666-9)。然而，虽然有一些关于酪啡肽和

肠内通过时间之间的关联的体外证据，很明显该效应不一定能外推到人类中的体内效应。

例如，至少有一项研究未能证明β-酪蛋白A1或β-酪蛋白A2的消费和便秘之间的关系

(Crowley,E.T.,Nutrients,2013,5,253-266)。BCM-7已显示经由μ-阿片受体介导的途径刺

激粘液的产生(Zoghbi,S.,Am.J.Physiol.Gastrointest.Liver  Physiol.,2006,290(6):

G1105-13)和调节与免疫系统相关联的固有层淋巴细胞的增殖(Elitsur,Y.和Luk,G .D.,

Clin.Exp.Immunol.,1991,85(3):493-7)。

[0010] 以上的报告表明酪蛋白和酪啡肽(包括BCM-7)与胃肠功能之间的关联。这些报告

基于一般使用乳蛋白或酪蛋白的研究，或者基于使用BCM-7本身的研究。然而，到目前为止，

还没有将β-酪蛋白A1的消费直接关联到肠炎症的报告。此外，已有来自消费者的轶事报告，

这些报告称在饮用β-酪蛋白A2高(反之β-酪蛋白A1低)的乳之后胃肠功能得到改善，但这些

都是非科学性的报告，并且它们对于功能上的任何改善的原因是非特异性的。此外，也有许

多关于消费这类乳没有改善效果的轶事报告。这些报告是矛盾的，因为它们包括跨消化影

响连续体的报告，从便秘直到腹泻。从轶事报告中无法得到可信的结论，特别是在其中能够

潜在地影响结果的变量的数目非常大的食物产品和生理功能的情况下。

[0011] 申请人现已发现关于相对于β-酪蛋白A2的消费来说β-酪蛋白A1的消费和肠炎症

之间的直接关联的确凿科学证据。鉴于人类饮食中能够影响肠健康的极大数量的因素，并

且，鉴于乳和乳产品含有大量的蛋白质成分和其他成分，申请人对于β-酪蛋白A1的消费和

肠炎性病症之间的清楚直接关联的发现是令人惊讶的。值得注意的是，申请人不仅已经发

现了响应于β-酪蛋白A1摄入的急性肠炎症的证据，还发现了由短期暴露于β-酪蛋白A1所导

致的肠的长期持续炎症的证据。

[0012] 因此，本发明的目的是提供用于预防或降低肠炎症风险的方法，或者至少对现有

的预防方法或治疗疗法提供有用的替代性选择。

发明内容

[0013] 在本发明的第一个方面，提供了组合物用于预防或降低动物中的肠炎症风险的用

途，其中组合物含有β-酪蛋白并且其中β-酪蛋白包括以重量计至少50％的β-酪蛋白A2。

[0014] 在本发明的第二个方面，提供了用于预防或降低动物中的肠炎症风险的组合物，

其中组合物含有β-酪蛋白并且其中β-酪蛋白包括以重量计至少50％的β-酪蛋白A2。

[0015] 在本发明的另一个方面，提供了乳在制造用于预防或降低动物中的肠炎症风险的

组合物中的用途，其中乳含有β-酪蛋白并且其中β-酪蛋白包括以重量计至少50％的β-酪蛋

白A2。

[0016] 在本发明的又一个方面，提供了预防或降低动物中的肠炎症风险的方法，所述方
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法包括由动物消费含有β-酪蛋白的组合物，或者将组合物提供给动物消费，其中β-酪蛋白

包括以重量计至少50％的β-酪蛋白A2。

[0017] β-酪蛋白A2的量可以是以β-酪蛋白的重量计50％至100％范围内的任何量，例如

至少90％，至少99％，或甚至100％。

[0018] 在本发明的某些实施方案中，组合物是乳或乳产品。乳可以是乳粉或液态乳。液态

乳可以为以下形式：鲜乳、从粉末重构的液态乳、脱脂乳、均质乳、炼乳、蒸发乳、巴氏杀菌乳

或非巴氏杀菌乳、UHT乳或任何其它形式的乳。乳产品可以是奶油、酸奶、夸克(quark)、乳

酪、黄油、冰淇淋或任何其它乳产品。

[0019] 肠炎症可以是，然而不限于，炎性肠病或肠易激综合征。炎性肠病可以是，然而不

限于，克罗恩病或溃疡性结肠炎。

[0020] 在本发明的大多数实施方案中，动物是人。然而，在其它实施方案中，所述动物可

以是其中饲料补充有乳的狗、猫或任何其它家养动物。

[0021] 附图简述

[0022] 图1示出喂食实施例1的饮食的大鼠中结肠髓过氧化物酶活性。

[0023] 图2示出喂食实施例1的饮食的大鼠中空肠髓过氧化物酶活性。

[0024] 图3示出喂食实施例1的饮食的大鼠中血浆中血清淀粉样蛋白A的水平。

[0025] 图4示出取自喂食实施例1的饮食的大鼠的肠截面的组织学得分。

[0026] 图5示出神经元细胞和GI上皮细胞中的吗啡和BCM-7浓度依赖性半胱氨酸摄取。

[0027] 图6示出神经元细胞和GI上皮细胞中的半胱氨酸随时间的摄取。

[0028] 图7示出BCM-7和吗啡对于半胱氨酸、GSH/GSSG和SAM/SAH的随时间的影响。

[0029] 图8示出BCM-7影响下的炎症反应中所涉及的基因(NFκB和IL10)中的CpG甲基化变

化。

[0030] 图9示出炎症反应所涉及的基因(MPO)和免疫反应所涉及的基因(IL1R)中的CpG甲

基化变化。

[0031] 发明详述

[0032] 本发明涉及包含蛋白质β-酪蛋白的组合物，以及该组合物用于预防肠炎症或至少

降低发展肠炎症的风险的用途。重要的是，β-酪蛋白是β-酪蛋白的A2变体，或者构成存在于

组合物中的总β-酪蛋白变体以重量计的至少50％。在组合物中主要为A2变体的重要性是由

于这样的事实，即申请人已经证明A1变体和人类肠炎症的生物标志物之间存在直接关联。

因此，如果避免A1变体的消费，可以预期肠健康的改善。

[0033] 如在本说明书中使用的术语“肠炎症”意在指以结肠和/或小肠的急性、过渡性或

慢性和持续的炎症为特征的任何疾病、病况或病症。这样的疾病、病况或病症包括但不限

于：炎性肠病(IBD)和肠易激综合征(IBS)，以及肠非特异性刺激。IBD通常是指临床上定义

的和持久性的病症，主要是克罗恩病和溃疡性结肠炎。

[0034] 如在本说明书中使用的术语“A1乳”意在指包含β-酪蛋白的乳，其中该β-酪蛋白主

要为β-酪蛋白A1形式(或其209个氨基酸序列的67位上具有组氨酸的任何其它β-酪蛋白变

体)。A1乳可以具有大于50％，通常大于90％(理想地100％)的β-酪蛋白A1的β-酪蛋白组分。

[0035] 如在本说明书中使用的术语“A2乳”意在指包含β-酪蛋白的如，其中该β-酪蛋白主

要为β-酪蛋白A2形式(或其209个氨基酸序列的67位上具有脯氨酸的任何其它β-酪蛋白变
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体)。A2乳可以具有大于50％，通常大于90％(理想地100％)的β-酪蛋白A2的β-酪蛋白组分。

[0036] 由于大多数人群的饮食中β-酪蛋白的主要(如果不是仅有的)来源是乳或源自乳

的产品，并且由于消费的大多数乳仅含有β-酪蛋白的A1和A2变体的混合物，消费具有高含

量A2变体的乳(或由这样的乳制成的产品)将必然意味着A1变体的消费低。进一步进行该分

析，如果β-酪蛋白的唯一饮食来源含有A2变体且无其它变体，那么就消除了A1变体的饮食

摄取，并且由β-酪蛋白A1消费所造成的肠炎症的不良健康后果也因此预期得到消除。

[0037] 因此，本申请的发明是基于减少或消除动物(特别是人)饮食中的β-酪蛋白A1，并

且这是通过确保含有β-酪蛋白的食物成分(特别是乳和乳产品)中的β-酪蛋白主要或甚至

仅仅为β-酪蛋白A2来实现的。

[0038] 理想地，组合物中的β-酪蛋白是100％β-酪蛋白A2。因此，完全消除β-酪蛋白A1通

过降低或完全消除由β-酪蛋白A1(和BCM-7)所造成的肠炎症的风险而使相关的健康益处最

大化。然而，在其中β-酪蛋白主要是β-酪蛋白A2的任何组合物中，风险可以减小，所述主要

是β-酪蛋白A2即β-酪蛋白A2为以重量计50％和100％之间的任何量，包括但不限于以重量

计60％、70％、75％、80％、90％、95％、98％和99％。

[0039] 由于本发明涉及包含β-酪蛋白的组合物的用途，其中所述β-酪蛋白包括以重量计

至少50％的β-酪蛋白A2，并且如上面所解释的，β-酪蛋白A1和β-酪蛋白A2基本上是大多数

人口消费的乳中存在的仅有的β-酪蛋白变体，本发明还涉及包含β-酪蛋白的组合物的用

途，其中β-酪蛋白包括以重量计少于50％的β-酪蛋白A1。优选地，组合物包含以重量计少于

60％、70％、75％、80％、90％、95％、98％或99％的β-酪蛋白A1，并且理想地完全不含有β-酪

蛋白A1。

[0040] 本发明的组合物通常为乳，但也可以是任何源自乳的产品，例如奶油、酸奶、夸克、

乳酪、黄油、或冰淇淋。组合物也可以是含有已获自乳的β-酪蛋白的非乳产品。组合物可以

是β-酪蛋白本身，或者可以从β-酪蛋白制备，其中β-酪蛋白可以是固体形式，例如粉末或颗

粒，或者是固体块的形式。

[0041] 尽管乳可以从任何哺乳动物(包括人、山羊、猪和水牛)获得，在本发明的优选实施

方案中，乳是牛乳。

[0042] 乳可以是以下形式：鲜乳、乳粉、从粉末重构的液态乳、脱脂乳、均质乳、炼乳、蒸发

乳、巴氏杀菌乳或非巴氏杀菌乳、UHT乳，或任何其它形式的乳。

[0043] 本发明的组合物主要适用于由人类消费，但应当认识到，健康益处也与一些其它

动物相关，如猫、狗和其它家养动物。

[0044] 在实施例中描述的实验中发现了对本发明的支持。

[0045] 特别地，实施例2涉及β-酪蛋白A1和β-酪蛋白A2饮食对大鼠结肠中的髓过氧化物

酶(MPO)活性的影响。MPO活性是炎症的标志物(Krawisz等人,Gastroenterology,1984,87

(6):1344-1350和Dommels,Y.E.M.,等人,Genes  Nutr.,2007,2(2):209-223)。发现相比起

喂食β-酪蛋白A2的大鼠，喂食β-酪蛋白A1的大鼠的结肠MPO活性增加，指示喂食β-酪蛋白A1

的大鼠中的中性粒细胞水平增加，这转而是炎症反应的指标。在用纳洛酮(已知的阿片样受

体拮抗剂)处理的大鼠中没有观察到这种影响，表明这种影响是通过BCM-7与μ阿片受体的

相互作用介导的。

[0046] 实施例3涉及对空肠中的MPO活性的影响。结果表明消费β-酪蛋白A1在小肠中没有
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可观察到的炎症增加。这与显示结肠中炎症的实施例2形成对比。实施例3的结果证实由消

费β-酪蛋白A1诱导的炎症局限于结肠而非在整个肠道中。

[0047] 实施例4涉及血清淀粉样蛋白A(SAA)的浓度，SAA是在炎症急性阶段期间分泌的蛋

白质，主要由肝脏分泌(Uhlar,C .M .和Whitehead ,A.S.,Eur.J .Biochem .,1999,265(2):

501-523)。SAA水平是全身性炎症的指标。实施例4表明任何处理组之间血浆SAA浓度没有显

著差异。换句话说，从本研究来说没有全身性炎症的明确证据。

[0048] 实施例5涉及组织学研究，其反映了结肠中的炎症是微妙的，并且在其如何呈现上

可能是亚临床的。尽管MPO数据证实了组织的炎症反应，然而这不是明显可视的，正如缺乏

源于广泛数据集的显著性所证明的。

[0049] SAA和小肠MPO实验的意义在于，在全身性炎症的任一研究中没有观察到证据。这

与BCM-7介导的炎症反应是一致的。虽然不希望受任何理论的束缚，这可以得到解释，因为

由BCM-7介导的肠炎症是局部化的炎症反应。换句话说，缺乏全身性炎症(SAA和组织学研

究)的证据，加上局部炎症的证据(MPO研究)，是强的指标，其表明：源自含β-酪蛋白A1的食

物的摄取的BCM-7导致肠炎症，而不具有全身性影响，也不会对小肠产生影响。

[0050] 鉴于BCM-7能够对抗炎症的已发表的证据，本文的发现是更加令人惊奇的。例如，

已报告BCM-7降低肾脏中的氧化胁迫(Zhang ,W .,等人,http://www .ncbi .nlm .nih .gov/

pubmed/23658831)。氧化胁迫是炎症作用。因此，BCM-7降低这种炎症作用的已报告的发现

表明了BCM-7作为健康相关的生理过程中的因素的不可预见性。

[0051] 实施例6描述了一项试验，该试验检查：相对于含β-酪蛋白A2的乳，含β-酪蛋白A1

的乳是否对胃肠症状有影响。关键的发现是，在消费100％β-酪蛋白A1乳和100％β-酪蛋白

A2乳后，大便硬度(stool  consistency)的统计学显著差异(p＝0.038)。关于此的统计学证

据在单独考虑女性时甚至更强(p＝0.013)。当那些认为自己对于乳不耐受的人被排除在分

析之外时，证据依然很强(p＝0.044)。很明显的是，相对于β-酪蛋白A2乳方案，β-酪蛋白A1

乳方案导致总体较软的粪便。相对于β-酪蛋白A2，当消费β-酪蛋白A1时受损的吸水功能(这

导致更软的粪便)是较高水平的肠炎症的证据。

[0052] 申请人还研究并发现了BCM-7(来自β-酪蛋白A1)和炎症指标例如半胱氨酸和谷胱

甘肽(GSH)水平之间的直接关联。

[0053] 活性氧类(ROS，Reactive  Oxygen  Species)是包含氧的化学反应性分子，如氧离

子和过氧化物，从升高的ROS水平和降低的抗氧化剂水平是IBD、克罗恩病和溃疡性结肠炎

的致病机制的主要影响因素的证据可以推断ROS和IBD之间的关联。ROS还可以通过提升炎

症白细胞来增强IBD中的免疫反应。此外，炎症和炎症性疾病的进展也与粘膜抗氧化剂防御

(尤其是粘膜GSH水平)的缺陷相关联。据报告，具有抗氧化剂性质的药物在IBD的治疗中显

示了有益作用。

[0054] 半胱氨酸和硒的血液水平对于支持和维护GSH合成是关键性的，并且，这些又取决

于源自食物的含硫氨基酸半胱氨酸和蛋氨酸经由肠上皮边界表面上的不同转运蛋白从胃

肠(GI)道的吸收。

[0055] 必需微量元素硒(Se)的缺陷被认为是人类中与氧化胁迫和炎症相关联的多种慢

性疾病的风险因素，包括克罗恩病。Se对于谷胱甘肽过氧化物GPX2或GPX1的活性是必需的，

这两者均是参与调节脑和粘膜中的GSH水平的关键酶。GPX1已知与IBD有关，并且其活性依
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赖于Se的存在。

[0056] 在GI上皮细胞的多种氨基酸转运蛋白中，EAAT3(兴奋性氨基酸转运蛋白3，EAAC1)

对于半胱氨酸的转运是选择性的，并且其最初从GI上皮细胞克隆。EAAT3最主要表达于小

肠，特别是在末端回肠，在隐窝细胞和下部绒毛区域中为最高水平。这是支持肠道上皮层的

多能干细胞的主要部位。因此，存在降低的EAAT3依赖性半胱氨酸吸收，伴随着较低GSH水平

的局部和全身性后果。

[0057] 上面所描述的影响是由EAAT3的任何调节剂，尤其是GI道中介导的变化的急性效

应。然而，半胱氨酸(必需的GSH前体)的受损的GI吸收不仅会导致局部和全身性的氧化胁

迫，还会诱导基因表达的正常表观遗传学调控的后续扰乱。这经由甲硫氨酸合酶酶活性和

S-腺苷甲硫氨酸(SAM)水平的调控而发生。SAM充当甲基供体用于DNA和组蛋白甲基化，并且

转换为S-腺苷高半胱氨酸(SAH)。细胞的甲基化能力指的是SAM/SAH。对于氧化还原状态的

变化的适应性表观遗传学响应有可能在多种疾病中发挥重要作用，特别是通常可以追溯到

干扰抗氧化剂内稳态的那些疾病，例如GI道的炎症，并且更具体是IBD和克罗恩病。

[0058] 实施例7表明，BCM-7能够以浓度依赖方式抑制半胱氨酸的摄取，其中在效力级上

吗啡大于BCM-7，并且，在神经元细胞中，IC50值分别为0.16和1.31nM，在GI上皮细胞中，

IC50值分别为6.38和15.95nM(图5)。在30分钟时，对半胱氨酸摄取的抑制发展完全，并持续

到吗啡或BCM-7暴露的48小时时(图6)，表明在单次暴露于BCM-7之后对半胱氨酸摄取的长

期慢性效应。这些效应是μ-阿片样受体介导的如在选择性μ-拮抗剂存在下的阻断所提示的

而非δ-阿片样受体介导的。

[0059] 实施例8表明BCM-7和吗啡导致半胱氨酸和GSH水平的时间依赖性降低。神经元细

胞中的半胱氨酸细胞内水平，由谷胱甘肽(GSH)与其氧化形式的谷胱甘肽二硫化物(GSSG)

的比值GSH/GSSG反映的细胞的氧化还原状态，也降低了(图7)，这潜在地表明氧化胁迫状

态。此外，SAM/SAH的比值(甲基化能力)也受到不同时间点BCM-7处理的影响(图7)。因此，

BCM-7诱导主要细胞内抗氧化剂水平尤其是GSH水平的降低，并且有可能经由氧化胁迫信号

传导途径导致炎性变化。另外，SAM水平介导的变化能够诱导负责炎性途径的基因的表观遗

传学变化。

[0060] 实施例9示出了采用原型阿片样吗啡处理导致7,592个差异表达的转录物(DET)，

而BCM-7处理产生1,467个DET。501个DET由吗啡和BCM-7两者所共有。此外，该结果表明，所

述疾病和病症被发现与所观察到的全局DNA甲基化的变化显著相关。BCM-7差异甲基化的启

动子转录物(DMT)与炎性疾病相关联(表5)。因此，BCM-7对GSH抗氧化剂水平和氧化胁迫的

急性效应基本上转化为慢性适应性基因表达变化。在BCM-7的影响下被表观遗传地改变的

基因直接参与调节细胞功能以及炎性疾病途径，并且，在转录上受调节的基因也参与细胞

功能和氧化还原内稳态(表5)。

[0061] 实施例10示出了在BCM-7的影响下负责介导炎症反应的基因的DNA甲基化变化。在

BCM-7暴露后，细胞因子如NFκB和白细胞介素如IL1(图8)在它们的表观遗传状态上发生改

变。因此，氧化还原状态的变化介导了细胞因子的表观遗传状态的长期变化。这将充当分子

损害的记忆器，可能造成疾病如IBD中的长期慢性变化和炎性反应。此外，实施例10证明了

改变的表观遗传状态。因此，BCM-7不仅改变MPO活性，这由β-酪蛋白A1喂食研究证明，并且

BCM-7还改变MPO基因的表观遗传状态(图9)。

说　明　书 6/14 页

8

CN 105407971 B

8



[0062] 这些研究代表了消费β-酪蛋白A1和肠炎症之间的关联的第一个明确的科学证据。

先前，与BCM-7(而不是β-酪蛋白A1本身)相关的不确定的和相互冲突的轶事报告和研究已

在本领域技术人员中导致混乱，其中许多人相信不存在这样的关联。通过申请人的发现，现

在提供了针对多年来世界各地许多人患有的多种炎症性肠道病症导致的问题的备选的可

能的解决方案，即，在饮食中避免β-酪蛋白A1。这可以通过这样来实现：生产其β-酪蛋白含

量主要包含β-酪蛋白A2(并且缺少β-酪蛋白A1)的乳，并且使得这种乳和源自这种乳的产品

可用于以下目的：治疗、避免或降低与肠炎症相关的病症或症状的风险。可以关于β-酪蛋白

A1和β-酪蛋白A2的相对比例对奶牛的乳进行测试。备选地，可以对奶牛关于它们产生含有

β-酪蛋白A1或β-酪蛋白A2或两者的组合的乳的能力进行遗传学测试。这些技术是公知的。

[0063] 比起用于治疗或预防炎性肠病症的现有技术或方法，本发明具有明显的优势。大

多数现有技术或方法依赖于通过药物、压力管理或饮食改变的医疗干预，其中许多常常效

果有限或者并没有真正成功。本发明提供比较容易管理的解决方案，即，通过将饮食中的

“常规”(含有β-酪蛋白A1)的乳替换成已知β-酪蛋白A2高，优选其中存在的所有β-酪蛋白都

是β-酪蛋白A2的乳，而转换成非β-酪蛋白A1的饮食。本发明与药物干预相比，成本明显更

低，并且还避免了大规模的饮食改变(如避免乳产品或其它常见食物产品)的任何需要。

[0064] 本说明书中对现有技术文献的任何引用不应被认为是承认这样的现有技术是公

知的或者形成本领域公知常识的一部分。

[0065] 当在本说明书中使用时，词语“包括(comprises)”，“包括(comprising)”，以及类

似的词语，不应被解释为排他或穷举含义。换句话说，它们旨在表示“包括，但不限于”。

[0066] 参照以下实施例进一步描述本发明。应当认识到，要求保护的本发明不意在以任

何方式受这些实施例的限制。

实施例

[0067] 实施例1：喂养方法

[0068] 使用72只断奶(四周龄)雄性Wistar大鼠。在采用对照饮食的7天驯化期后，对这些

大鼠喂食12或60小时下面三种饮食之一：100％A1饮食，100％A2饮食，对照饮食(n＝6每种

处理)。饮食的蛋白质成分来源于脱脂乳(对于A1和A2饮食)和蛋清(对于非乳蛋白质对照饮

食来说)，并且针对能量和大量营养素组合物进行平衡(参见表1)。在时间周期结束前十五

分钟，大鼠经由腹膜内注射接受纳洛酮或盐水(对照)，并随后经口喂饲不可消化的示踪剂，

二氧化钛。在随后的24小时内的7个时间点上收集粪便和尿样品，并存储在-20℃(粪便)或-

80℃(尿)，直到对它们进行分析。

[0069] 表1：饮食组成

[0070]
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[0071]

[0072] 实施例2：结肠MPO活性

[0073] 基于已建立的方法(Grisham,M.B.等人,Methods  Enzymol.,1990,186:729-742)，

对来自根据实施例1喂养的大鼠的结肠组织的髓过氧化物酶(MPO)活性进行定量。对结肠组

织(50mg)进行匀浆化，经由离心分配，由超声探头进行破裂并进行冻融循环。在562nm处通

过比色法测量内源性MPO催化3,3’,5,5’-四甲基联苯胺底物的H2O2依赖性氧化。通过相同匀

浆的二喹啉甲酸(BCA)(Smith,P.K.等人,Anal.Biochem.,1985,150(1):76-85)蛋白测定对

活性进行归一化。结果在图1中示出。

[0074] 实施例3：空肠MPO活性

[0075] 在该实施例中，对取自空肠的组织样品进行分析。所采用的方法与实施例2是相同

的。结果在表2和图2中示出。

[0076] 表2：结肠和空肠组织中的MPO活性
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[0077] 饮食 空肠 SD

100％A1 0.458 0.164

75％A1:25％A2 0.497 0.107

50％A1:50％A2 0.476 0.112

25％A1:75％A2 0.557 0.119

100％A2 0.532 0.254

[0078] 实施例4：血清淀粉样蛋白A水平

[0079] 测量取自根据实施例1喂养的大鼠的血浆中的SAA水平。使用市售ELISA试剂盒

(Tridelta  Development  Limited,Maynooth,爱尔兰)进行测量。结果在表3和图3中示出。

[0080] 表3：血浆中的SAA水平

[0081]

[0082]

[0083] 实施例5：肠道组织学

[0084] 用于测量大鼠胃肠道的形态学变化的程序基于光学显微镜下的苏木精和伊红染

色的组织切片的组织学评价(Knoch,B.等人,J.Nutrigenet.Nutrigenomics,2009,2(1):9-

28和Barnett,M.P.,BMC  Immunol.,2010,11:39)。将该方法应用于源自被喂给100％A1或

100％A2饮食的大鼠的结肠组织的切片，以确定β-酪蛋白变体对于肠炎的影响。结果在图4

中示出。数据(平均值±SEM)表明，在60小时纳洛酮组中的β-酪蛋白A1喂养和β-酪蛋白A2喂

养的大鼠之间存在显著(P<0.05)差异，其中β-酪蛋白A2喂养的大鼠具有显著更高的分数。

然而，这些组织学分数的大小并不提示炎症，并且，整体分析表明，没有饮食、时间或纳洛酮

处理对组织学分数的影响的证据。

[0085] 实施例6：胃肠道症状

[0086] 在该8周随机、交叉研究中，在2周乳品冲洗后，参与者(n＝41)被随机分到两组之

一：1)A1乳(n＝21)；或2)A2乳(n＝20)。参与者接受第二次2周乳品冲洗，并随后交换到另一

干预乳分支，使得在8周研究结束时，所有的参与者(n＝37)已经完成了两种乳干预。招募了

男人(12)和29名女人(29)，年龄在19至68岁。排除标准为：(1)乳过敏；2)医学诊断的乳糖不

耐受；3)怀孕和哺乳；4)在过去的6个月内发生心血管事件；5)服用阿片类药物；6)在前面的

8周内进行了抗生素治疗；以及7)在筛选之前的4周内使用了免疫抑制药物或抗炎药物。开

始时，参与者经历14天的乳品冲洗期(其中乳品乳被换成提供的米乳)，这之后参与者被随

机分配到接受A1乳或A2乳组2周。在完成研究的该第一分支后，参与者完成第二次的2周冲

洗，然后交换到另一乳干预。
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[0087] 冲洗米乳——参与者被指示在14天的冲洗期内将所有的乳品乳更换为提供的米

乳，并且在研究持续期间避免所有其它乳品食物。向他们提供有关乳品的隐蔽来源的信息，

如饼干和巧克力，并且向他们提供不含乳品的替代物清单。对于每次14天冲洗期，还向参与

者提供足够的米乳(So  Natural  Rice  Milk,Freedom  Foods,澳大利亚)以消费750mL米乳/

天。米乳以1升超高温(UHT)包装提供，并且具有以下营养谱每100mL：能量212kJ，总蛋白

0.3g，总脂肪1.0g，以及碳水化合物10.4g。

[0088] A1乳——参与者被指示将所有的乳品乳更换为提供的A1乳并且避免所有其它乳

品食物和乳品的隐蔽来源。在2周的A1乳干预期间，参与者被指示在一天中分散消费A1乳

750mL/天(约7.5gβ-酪蛋白A1)。A1乳(APAF,Sydney)的纳米-LC  ESI  MS分析发现，在A1乳

中，总β-酪蛋白的A1比例>99％。

[0089] A2乳——参与者被指示将所有的乳品乳更换为提供的A2乳并且避免所有其它乳

品食物和乳品的所有隐蔽来源。在2周的A2乳干预期间，参与者被指示在一天中分散消费A2

乳750mL/天(约7.5gβ-酪蛋白A2)。A2乳(APAF,Sydney)的纳米-LC  ESI  MS分析发现，总β-酪

蛋白的A1比例为0.1-0.5％。

[0090] A1乳和A2乳两者均以1升UHT包装提供给参与者，并且具有以下营养谱每100mL：能

量189kJ，总蛋白3.1g，总脂肪2.5g，以及碳水化合物(包括乳糖)5.2g。参与者将每天消费的

乳的量记录在依从性日历上。依从性通过将消费的乳量除以预期每天消费的乳量并乘以

100而计算为百分比。A1乳和A2乳以相同的简单包装提供，这样参与者将不知道他们接受的

乳干预。

[0091] 布里斯托大便分类法(Bristol  Stool  Scale)(Lewis  S .J .和Heaton  K .W .,

Scand.J.Gastroenterol.1997,32(9):920–4)用作结肠通过时间的替代度量。结果在表4中

示出。

[0092] 表4：大便硬度的布里斯托大便分类法分析
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[0093]

[0094] 实施例7：BCM-7对半胱氨酸的摄取的影响

[0095] 在释放自A1乳的BCM-7的存在下，在Caco-2-GI上皮细胞和神经元细胞中进行放射

性标记的[35S]-半胱氨酸摄取测定，并且与未处理的对照以及吗啡(一种原型阿片样受体激

动剂)相比较。在30分钟、4小时、24小时和48小时的不同的时间点如先前所描述(Trivedi 

M.等人；Mol.Pharm.,2014)对细胞进行预处理。简单地说，SH-SY5Y人神经元细胞和Caco-2

肠上皮细胞铺于6孔板中，并且在测量摄取之前用药物预处理并孵育多种时间。吸出培养

基，用在37℃的600μL  HBSS洗涤细胞。吸出非放射性的HBSS，替换为600μL含有[35S]-半胱氨

酸(1μCi/1mL)、10μM未标记的半胱氨酸和100μM  DTT的37℃HBSS，并且，孵育细胞5分钟。吸

出[35S]-半胱氨酸/HBSS混合物，通过用冰冷HBSS两次洗涤来终止处理。然后，用600μL  dH2O

裂解细胞，刮下，收集在1.5mL微量离心管中，并超声10秒。100μL各份样品被等分用于蛋白

质测定。200μL各份样品(一样三份)与4mL闪烁液被等分至闪烁管中，涡旋，并对放射性进行

计数，针对蛋白质含量进行归一化。此外，还在D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Arg-Thr-Pen-Thr

(CTAP，一种选择性μ-拮抗剂)和δ-拮抗剂纳曲吲哚(NTI)的存在下对吗啡和BCM-7对半胱氨

酸摄取的影响进行表征。结果在图5和图6中示出。这些图中的各个*符号表示与未经处理的

对照相比统计学显著差异(p<0.05)，并且各个#符号表示与未经处理的对照相比统计学显

著差异(p<0.005)。

[0096] 实施例8：BCM-7对GSH水平的影响
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[0097] 本实施例研究了正如实施例7中观察到的半胱氨酸摄取的减少是否会潜在地转化

为GSH变化并影响抗氧化剂水平。采用HPLC和先前使用的电化学梯度检测方法(Hodgson等

人,J.Alzh.Dis.2013,Trivedi  M.等人,Mol.Pharm.2014)测量了BCM-7以及吗啡不同时间

(30分钟，4小时，以及24小时)的细胞内GSH水平。简单地说，将SH-SY5Y神经元细胞在α-MEM

中培养至汇合。吸出培养基，并用1mL冰冷HBSS洗涤细胞两次。吸出HBSS，并将0.6mL冰冷

dH2O加入到细胞。将细胞从瓶/皿上刮下并悬浮于dH2O中。将细胞悬浮液在冰上超声15秒，并

将100μL悬浮液用于确定蛋白质含量。剩余的裂解物加入到微量离心管，并加入等体积的

0.4N高氯酸，随后在冰上孵育5分钟。样品在5,000×g下离心，并将上清液转移到新的微量

离心管。将100μL样品加入到锥形微自动采样瓶中，并在自动采样器冷却托盘中保持在4℃。

10μL该样品被注射进入HPLC系统。

[0098] 使用Agilent  Eclipse  XDB-C8分析柱(3×150mm；3.5μm)和Agilent  Eclipse 

XDB-C8(4.6×12.5mm；5μm)保护柱实现氧化还原和甲基化途径代谢产物的分离。使用两种

流动相：流动相A为0％乙腈，25mM磷酸钠，1.4mM  1-辛磺酸，用磷酸调至pH  2.65。流动相B为

50％乙腈。流速最初设定为0.6mL/min，并使用以下步骤梯度：0–9分钟0％B，9–19分钟50％

B，19–30分钟50％B。在下次运行前，用5％B对柱子平衡12分钟。温度保持在27℃。电化学检

测器为ESA  CoulArray，其具有BDD分析室型号5040并且操作电压设定在1500mV。使用标准

校准曲线和ESA提供的HPLC软件从代谢物的峰面积确定样品浓度。样品浓度针对蛋白质含

量进行归一化。在某些情况下，根据需要将样品稀释于流动相中，或者注射多至50μl的样

品，以确保硫醇水平在标准曲线的范围内。结果在图7中示出。

[0099] 实施例9：BCM-7对DNA甲基化和基因表达水平的影响

[0100] SAM/SAH的变化可能潜在地影响全局DNA甲基化，影响参与多种功能的基因。如先

前所描述的(Trivedi  M.等人,Mol.Pharm.2014)，使用甲基-CpG结合结构域(MBD)蛋白富集

的基因组测序(MBD-seq)来研究由BCM-7诱导的全局DNA甲基化水平，而使用Agilent  V3微

阵列芯片，从未经处理的对照SH-SY5Y细胞和用1μM  BCM-7处理4小时的细胞获得mRNA翻译

微阵列数据。

[0101] 简单地说，用Easy  DNA试剂盒(Invitrogen  K1800-01)使用对于细胞系的合适流

程从样品中提取基因组DNA。在Covaris  S2上采用以下设置执行破碎：工作循环10％，强度

5，在200秒期间200循环每次爆发。所得到的碎片具有200bp的平均长度。功率模式为频率扫

描，温度为6-8℃，水位12。最多5μg加到具有AFA增强器的微管中的130μl  Tris-EDTA中。对

于具有较低DNA输入(低至500ng)的样品，将DNA以1:5稀释在TrisEDTA中。具有5-3μg输入的

DNA使用DNA  1000芯片在Agilent  2100上进行分析。具有低于3μg输入的DNA在旋转蒸发器

上浓缩到25μl，并且在高灵敏度DNA芯片上检查片段分布。使用MethylCap试剂盒

(Diagenode,比利时)捕获甲基化的DNA。收率通常在0.5ng和8ng总捕获DNA之间。随后使用

Illumina基因组分析器II对片段进行测序。使用Quant-iT  PicoGreen双链DNA测定试剂盒

(Invitrogen  P7589)在Fluostar  Optima平板阅读器上于480/520nm处确定破碎的和捕获

的DNA的浓度。

[0102] 为了制备DNA文库，DNA样品制备母混合物组1(DNA  Sample  Prep  Master  Mix  Set 

1)(NEB  E6040)与多元样品制备寡核苷酸试剂盒(Multiplexing  Sample  Preparation 

Oligo  Kit)(96个样品，Illumina  PE-400-1001)结合使用。利用全部破碎DNA并遵循NEB流
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程，使用多元样品制备寡核苷酸试剂盒(Multiplexing  Sample  Preparation  Oligo  Kit)

中提供的多元测序接头。在2％琼脂糖凝胶(Low  Range  Ultra  Agarose  Biorad  161-3107)

上进行文库的大小选择。使用1kb加梯带(Invitrogen  10787-018)，并且以120V跑胶2小时。

300bp+/-50bp的片段被切下，并在Qiagen凝胶提取试剂盒柱(Qiagen  28704)上进行洗脱，

并且洗脱在23μl  EB中。

[0103] 使用Illumina文库扩增索引流程，并进行以下改变：使用22μl  DNA并进行21次循

环运行。在Qiaquick  PCR纯化柱(Qiagen  28101)上对样品进行纯化，并且洗脱在50μl  EB

中，1:5稀释，在旋转蒸发器中浓缩至10μl。1μl被施加到Agilent  2100HS  DNA芯片上，并且

在Agilent  2100上通过涂片分析确定浓度。将样品稀释到10nM。用NaOH变性后，样品被稀释

到16pM。按照集群站用户指南(Cluster  Station  User  Guide)准备配对末端流动池。按照

HiSeq用户指南进行测序(执行多元PE运行)，对于配对末端运行，使用2×51循环。

[0104] 对于全基因组微阵列杂交，使用低RNA输入线性扩增标记试剂盒(Agilent 

Technologies ,Palo  Alto ,CA)，按照制造商的方案，用荧光染料(Cy3；Amersham 

Biosciences  Corp ,Piscataway ,NJ)对来自各个样品的500ng总RNA进行标记。使用

NanoDrop  ND-1000分光光度计和Agilent生物分析仪评估经荧光标记的cRNA的量和品质。

根据制造商的说明书，1.6mg的Cy3标记的cRNA与Agilent人类全基因组寡核苷酸微阵列

(Agilent  Technologies,Inc.,Palo  Alto,CA)杂交17小时，然后进行洗涤和扫描。使用特

征提取软件(Agilent  Technologies,Inc.,Palo  Alto,CA)从扫描图像中提取数据。

[0105] 全基因组DNA  MBD-seq揭示了差异甲基化的启动子转录物(DMT)，如由假发现率

(FDR)<0.1所定义，并且，mRNA微阵列数据揭示了差异表达的转录产物(DET)，由FDR<0.1所

定义。转录物包括差异甲基化/转录的基因和非编码RNA两者。使用独创性途径分析

(Ingenuity  Pathway  Analysis，IPA)工具评估特定生物学或功能相关的途径中由BCM-7诱

导的表观遗传变化以及转录变化，并且，鉴定了表现出最大影响的途径。该结果在表5中示

出。

[0106] 表5：炎性疾病和BCM-7差异表达的转录物

[0107] 疾病或病症 DMT的P值

炎性疾病 3.96x  10-3至4.51x  10-2

疾病或病症 DET的P值

细胞内稳态 1.27x  10-4至3.28x  10-2

翻译后修饰 2.41x  10-6至1.84x  10-2

[0108] 实施例10：BCM-7对细胞因子的表观遗传学状态的影响

[0109] 报道了若干个别的细胞因子参与介导疾病(如IBD和克罗恩病)中的炎性反应。NFκ

B就是一个例子。类似地，白细胞介素如IL1、IL10、IL33等据报道也参与介导IBD中的炎性反

应。使用上面在实施例9中描述的方法研究了BCM-7对白细胞介素和NFκB的表观遗传学影

响。图8和9示出了BCM-7对DNA甲基化的影响改变了这些基因即MPO、IL1R、IL10和NFκB-激活

蛋白的基因内或启动子附近的区域。“CpG”表示该特定基因座中指出的CpG岛(高频胞嘧啶-

鸟嘌呤部位)的正常水平。“对照”表示未经处理的对照。

[0110] 虽然本发明已经通过举例的方式进行了描述，但是应当认识到，可以做出变化和

修改而不脱离如权利要求书中限定的本发明的范围。此外，当针对特定特征存在已知等同
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物时，这样的等同物被并入本文，如同在本说明书中具体提及一样。
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图5
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图6

说　明　书　附　图 4/7 页

20

CN 105407971 B

20



图7

说　明　书　附　图 5/7 页

21

CN 105407971 B

21



图8

说　明　书　附　图 6/7 页

22

CN 105407971 B

22



图9
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