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要!乳铁蛋白!

EO

"在抗炎和参与机体免疫调节方面具有重要作用$利用家蚕杆状病毒表达系统构建含人

乳铁蛋白!

=4Q

"基因的重组病毒
TI70EO

#接种蚕蛹表达重组人乳铁蛋白!

*0EO

"#

GEV5Q

法检测
*0EO

的表达量#体

外抑菌试验检测其抑菌活性#并建立小鼠溃疡性结肠炎!

9S

"模型#探究口服
*0EO

蚕蛹粉对
9S

的治疗效果$结果

表明'

*0EO

在蚕蛹感染重组病毒
"$%0

后表达量最高达
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蚕蛹匀浆上清液&

*0EO

蚕蛹粉能抑制
G2/I'9

8U"

的生长&口服
*0EO

蚕蛹粉可明显降低
9S

小鼠的疾病活动指数!

NQV

"%髓过氧化物酶!

PRZ

"含量#减轻结肠组

织炎症损伤#为今后开发一种新型%廉价的
9S

口服药物提供药效学实验参考$
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#主要存在于哺乳动

物乳汁中%是转铁蛋白家族中的一种分泌型铁结合

糖蛋白'
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由一条多肽链组成%其中人乳铁蛋白
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#基因的
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为
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%成熟蛋白质分子

量约
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除具有超强的铁结合能力外%还

具有抑菌)抗病毒)抗肿瘤)抗炎和参与机体免疫调

节等多种生物学功能'
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%因而成为在许多疾病治疗

方面备受瞩目的潜在药物开发对象&研究发现%在

正常生理状态下血液中
EO

水平很低%而当机体受

到感染时%血液中
EO

显著增加'

&

(

%表明
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在机体

免疫反应中起重要作用&
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等'

C

(报道%口服

牛乳铁蛋白可以通过调节免疫系统和细胞因子的平

衡来治疗由
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三硝基苯磺酸"
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#诱导的大

鼠结肠炎&在葡聚糖硫酸钠"

N55

#诱导的大鼠结肠

炎模型中也证实了这一点%给予牛乳铁蛋白后%大鼠

的活动情况和结肠炎症损伤得到明显改善%且通过对

结肠细菌总数的检测发现%口服牛乳铁蛋白后结肠细

菌总数没有明显变化%说明
EO

的抑菌活性并不是其

发挥抗炎作用的主要原因'
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&由此认为%

EO

有可能

作为一种天然免疫调节剂用于炎症性肠病的治疗&

天然的
EO

含量低%提取)纯化工艺复杂%成本

高%为解决这些问题%许多学者利用基因重组技术在
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昆虫细胞'
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(和家蚕
TI>

细胞'
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)幼虫'
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(等多种表达系统中成功表达了重组

乳铁蛋白%但表达量仍然较低%且纯化过程繁琐&基

于蚕蛹来源广%无需喂养且安全)可食的优势%利用

蚕蛹作为生物反应器表达重组人乳铁蛋白"
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表达产物不经纯化%蚕蛹匀浆简单分离后可直接以

冻干粉口服给药%节省时间%降低成本&此外%利用

蚕蛹表达的重组蛋白可以进行较完善的翻译后修饰%

具有与天然蛋白相似的生物学活性'
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&已有报道利

用蚕蛹表达合成的人表皮生长因子具有修复胃粘膜



损伤的作用'
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%口服含人生长激素的蚕蛹冻干粉能

促进大鼠的体重增长'
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%推测蚕蛹中表达的重组蛋

白口服后可以部分进入血液并仍具有一定的生物学

活性%为利用蚕蛹表达功能蛋白进行药物的开发提供

了可能性&有鉴于此%本试验在蚕蛹中表达
*0EO

%蚕

蛹经匀浆后冻干制备
*0EO

蚕蛹粉%通过体外抑菌试

验进行生物学活性检测%并首次探究
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蚕蛹粉对
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诱导的小鼠急性溃疡性结肠炎"
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#的口服治疗效果%为今后开发一种新型)廉价的

治疗
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的口服药物提供药效学实验参考&
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实验材料

重组质粒
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)转移载体
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家蚕
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细胞)
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菌株)
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菌

株)家蚕野生杆状病毒由本实验室保存&

"=IV

)

X

Y

3

V

)连接酶购自
O1*I1+<,;

公司%

N>Q

回收试剂盒购自

8*,+;U1+T3(<160

公司%脂质体转染试剂
S1--.16<3+

%

Y1,

4

1+<

)胎牛血清)

;.7B%%

%

5OP

"

"W

#无血清培养基

购自
V+:3<*(

4

1+

公司%病毒基因组抽提试剂盒购自上

海生工生物公司%

0EO

标准品)兔抗
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抗体购自
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公司%酶标羊抗兔
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MYR

#购自天津三箭

生物技术有限公司&春蕾
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锡方蚕品种购自浙江中

奇生物药业股份有限公司&

TQET
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小鼠购自天津市奥易得实验用品有限

公司$葡聚糖硫酸钠"
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#购自东京化成工业株式会

社%相对分子质量约为
$C%%%

$柳氮磺胺吡啶片

"

5Q5R

#购自上海中西三维药业有限公司$髓过氧化

物酶"
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检测试剂盒购自
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公司&
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试验方法
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基因的获取

根据
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上提供的
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"基因 登 录 号!
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#的基因序列设计一对引物!
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引物
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端分别引入
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酶切位点%以重组质粒
L
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H

70EON>Q

为

模版%进行
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扩增目的基因&引物由北京六合华

大基因科技股份有限公司合成&
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重组病毒
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的获得与鉴定

将
L
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载体用
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和
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进行双酶切%

与
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目的基因连接%构建重组转移质粒
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转化
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感受态细

胞%蓝白斑筛选挑取白色菌落%抽提重组质粒
T,6I3K7

0EO

%脂质体介导其转染家蚕
TI>

细胞%收集发病细

胞%抽提重组病毒基因组%

RSY

鉴定&将鉴定成功的重

组病毒命名为
TI70EO

%经
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细胞扩增后备用&
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GEV5Q

法检测不同时间
*0EO

在家蚕蛹中

的相对表达量
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以
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重组病毒
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穿刺接种家蚕
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培养%分别在接种后第
D$

)

B#

)

"$%

)

"&&

0

随机抽取
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头蚕蛹%液氮研磨%
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I3+

离心
!%I3+

%去除油脂层%重复离心
$

次%收集上

清%简称为蚕蛹匀浆上清液&采用间接
GEV5Q

法检

测
*0EO

蚕蛹匀浆上清液中
*0EO

的相对表达量%以

接种野生病毒的蚕蛹匀浆上清为阴性对照%

RT5

为

空白对照&

"@$@&
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蚕蛹粉的制备及表达产物
*0EO

的检测

收集感染野生病毒和重组病毒
TI70EO"$%0

后的蚕蛹%低温匀浆后冻干成蚕蛹粉%感染重组病毒

TI70EO

的蚕蛹粉简称为
*0EO

蚕蛹粉&称取蚕蛹

粉
C
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%溶于
$%IERT5

中%
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%
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I3+

离心

!%I3+

%去油脂层%重复离心
$

次%收集上清于
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保存&取上清进行
"%] 5N57RQUG

和

a1;<1*+_-(<<3+
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抗体为一抗%酶

标羊抗兔
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#为二抗&
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体外抑菌活性检测

将
G2/I'98U"

接种于
ET

培养基中%
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摇瓶

培养
&
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%至菌液浓度为
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&取

灭菌
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管加入
$%%

#

E

新鲜
ET
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#

E

菌液

和
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#
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蚕蛹粉上清液"过
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#

I

滤膜除

菌#%
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摇床培养%每隔
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"至第
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#取出相应

的菌液%

"$%%%*
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I3+

离心
"%I3+

%沉淀用
RT5

洗

涤以消除蚕蛹粉的颜色干扰%最后以
$$%

#

ERT5

重

悬%测
KP

#%%

%每组
!

个重复%绘制生长曲线&以接

种野生病毒蚕蛹粉和正常蚕蛹粉的上清为阴性对

照%

RT5

为空白对照&
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动物实验
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小鼠"
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周龄%"
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#%雌雄

各半%于动物房饲养
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周&随机分为柳氮磺胺吡啶

"

5Q5R

#组)

*0EO

蚕蛹粉组)正常蚕蛹粉阴性组)模

型组和正常组%每组
"%

只&除正常组外%其余各组

小鼠自由饮用
C] N55

溶液
"

周%建立急性
9S

模

型'
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周后灌胃给药%

5Q5R

组参考相关文献'
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正常蚕蛹粉%
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%以蒸馏水溶解&每日称

量小鼠体重%观察大便性状)隐血和便血情况%参照

S((

L

1*M5

评分系统'

"H

(

%按表
"

对小鼠进行疾病活

动指数"

K3;1,;1,6<3:3<

=

3+K1c

%

NQV

#评分%以评估

结肠组织的炎症程度&其中%

NQV

的计算公式为!

NQV̀

"体重下降分数
f

大便性状分数
f

便血分

数#*

!

&

表
!

!

UDN

评分标准

记分 体重下降
]

大便性状 隐血*肉眼血便

%

无 正常 阴性

" "

"

C A A

$ #

"

"%

半稀便 隐血

! ""

"

"C A A

&

$

"C

稀便 肉眼血便

大便性状!正常即成形大便$半稀便即不粘附于肛门的糊状)半成形

大便$稀便即可粘附于肛门的稀水样便&

髓过氧化物酶"

I

=

1-(

L

1*(c3K,;1
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PRZ

#主要

存在于中性粒细胞中%是被公认的评价炎症程度的

一项重要指标'
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(

&
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周后处死小鼠%取各组小鼠结

肠组织%一部分液氮冻存%用于检测
PRZ

的含量$

另一部分固定于
"%]

中性福尔马林中%用于制作病

理组织切片&
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结果与讨论
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基因的
RSY

鉴定

以重组质粒
L

T,6RQ\

H

70EON>Q

为模板%

=4QO

和
=4QY

为引物进行
RSY

&电泳检测
RSY

产物%在

$%%%_

L

上方可见一条明显条带%与
=4Q

基因大小一

致"图
"

#%表明经
RSY

成功获取了
=4Q

基因&

图
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重组质粒
L

T,6RQ\

H

70EO

的
RSY

产物凝胶电泳

P

!

N>QP,*X1*

$

"

!

RSY

产物
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!

重组病毒
TI70EO

的鉴定

以重组病毒基因组为模板%分别以
P"!O

和

=4QY

)

P"!Y

和
=4QO

为上下游引物进行
RSY

鉴定%结果显示两条特异性条带%与预期大小一致

"图
$

#%说明重组病毒
TI70EO

构建成功&

图
$

!

重组病毒
TI70EO

的
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鉴定
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*
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GEV5Q

检测
*0EO

在蚕蛹中的相对表达量

将蚕蛹研磨离心后的上清进行
GEV5Q

检测%结

果表明蚕蛹在感染重组病毒
"$%0

后
*0EO

的相对

表达量达到最高%约为
%@!HI

4

*
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蚕蛹匀浆上清

液"图
!

#&本实验利用感染重组病毒
"$%0

后的蚕

蛹经匀浆后冻干制成蚕蛹粉%进行后续试验&

图
!

!

GEV5Q

法检测蚕蛹中
*0EO

的相对表达量

$@&

!

蚕蛹粉中
*0EO

的
5N57RQUG

和
a1;<1*+

_-(<<3+
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检测

!!

感染重组病毒的蚕蛹粉进行
5N57RQUG

和

a1;<1*+_-(<<3+

4

检测%以
0EO

标准品为阳性对照%在

R?NO

膜上显示出一条与
0EO

标准品大小相近"约

H%XN

#的特异性条带%而感染野生病毒的蚕蛹粉中没

有该条带"图
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#%表明在家蚕蛹中成功表达了
*0EO

&

图
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蚕蛹中
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#鉴定
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蚕蛹粉体外活性检测

以
G2/I'98U"

为对象%绘制生长曲线%图
C

显示

*0EO

蚕蛹粉组
G2/I'98U"

的生长在前
#0

急剧下降%

感染野生病毒的蚕蛹粉和正常蚕蛹粉对
G2/I'98U"

的

生长没有影响%说明蚕蛹中表达的
*0EO

具有抑菌活性$

但在
#0

后生长曲线又开始上升%说明
*0EO

没有将
G2

/I'98U"

完全杀死%可能随着时间的延长
*0EO

的抑菌活

性降低%导致未被杀死的
G2/I'98U"

大量繁殖生长&

图
C

!

对
G2/I'98U"

的抑菌作用比较

$@#

!

*0EO

蚕蛹粉对小鼠
9S

的治疗作用

C]N55

造模
"

周后%小鼠体重明显下降%活动减

少%出现稀便和肉眼血便%说明成功建立急性
9S

模型%

然后灌胃小鼠不同药物治疗
"

周&表
$

为各组小鼠

NQV

分析结果%与正常组相比模型组和阴性组分数显

著升高"

*

)

%@%"

#%

5Q5R

组和
*0EO

蚕蛹粉组较模型组

都显著下降"

*

)

%@%"

#%但二者之间没有显著差异"

*

$

%@%C

#%说明
*0EO

蚕蛹粉能够改善小鼠
9S

症状&

表
'

!

UDN

分析结果"

%_(

$

!-!(

#

组别 正常组 模型组 阴性组
5Q5R

组
*0EO

蚕

蛹粉组

NQV %

!@!Dj

%@"#

--

!@"%j

%@"C

--

%@B%j

%@"C

++

"@"Cj

%@"#

++

注!

--

!与正常组比较
*

)

%@%"

$

++

!与模型组比较
*

)

%@%"

!!

GEV5Q

检测小鼠结肠组织中
PRZ

的含量%结

果见图
#

%模型组和阴性组的
PRZ

含量较正常组明

显升高"

*

)

%@%"

#%治疗后
5Q5R

组和
*0EO

蚕蛹粉

组较模型组显著下降"

*

)

%@%"

#%二者差异不显著

"

*

$

%@%C

#%说明
*0EO

蚕蛹粉能降低
9S

小鼠结肠

组织中
PRZ

含量&

图
#

!

结肠组织中
PRZ

的含量"

3̀ "%

#

正常组!未经
C] N55

诱导$模型组!

C] N55

诱导
"

周%饮用蒸馏水
"

周$阴性组!

C]N55

诱导
"

周%灌胃

正常蚕蛹粉溶液治疗
"

周$

5Q5R

组!

C] N55

诱导
"

周%灌胃
5Q5R

溶液治疗
"

周$

*0EO

组!

C] N55

诱导

"

周%灌胃
*0EO

蚕蛹粉溶液治疗
"

周

图
D

为小鼠的结肠病理组织切片%结果显示!正

常小鼠的结肠腺体排列整齐%黏膜连续)完整%隐窝

正常%无炎性细胞浸润"见图
DQ

#$模型组小鼠的结

肠黏膜上皮严重破坏%隐窝和杯状细胞基本消失%黏

膜下层严重水肿%全层炎性细胞浸润"见图
DT

#$阴

性组腺体破坏%结构紊乱%肠腔内可见大量炎性细胞

渗出物"见图
DS

#$

5Q5R

组和
*0EO

蚕蛹粉组腺体

有不程度的恢复%上皮较完整%与模型组相比未见明

显的炎性细胞浸润"见图
DN

和
DG

#&总体来看%结

肠病理组织切片结果与
NQV

和
PRZ

检测结果

相符&

图
D

!

小鼠结肠病理组织切片"

MGW"%

#

B"D

第
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$

!

结
!

论

利用家蚕杆状病毒表达系统构建重组病毒
TI7

0EO

%以蚕蛹作为生物反应器表达
*0EO

%并在蚕蛹

感染重组病毒
"$%0

后达到最大表达量%约为
%@!H

I

4

*

IE

蚕蛹匀浆上清液&将感染重组病毒
"$%0

后的蚕蛹经匀浆后冻干成蚕蛹粉%体外抑菌试验表

明
*0EO

蚕蛹粉对
G2/I'98U"

具有抑制作用&采

用
N55

诱导法建立小鼠急性
9S

模型%口服
*0EO

蚕蛹粉给予治疗发现%小鼠
9S

症状得到明显改善%

结肠组织中
PRZ

含量显著下降%结肠炎症损伤减

轻%说明
*0EO

蚕蛹粉对
N55

诱导的小鼠溃疡性结

肠炎有一定的治疗作用&
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