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"是引起慢性胃

炎和消化性溃疡的常见病原菌(
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#它的致病性与其分泌的许

多毒力因子相关#包括尿素酶!
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"*细胞毒素相关蛋白
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$这些毒力因子在引起病变的过程中

发挥不同的作用#其中
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最重要的毒力因子之
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#由
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基因编码$
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M

=

与胃上皮表面相互作用引起

级联反应#强烈干扰细胞的信息传导通路#通过各种机制引起

病理性细胞应答#如活力*程序性细胞凋亡和形态学的改变$

实验研究表明#慢性胃炎程度与
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的阳性率相关#提示
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与炎性细胞的浸润有关(
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对
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有保护作
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#但对宿主直接毒性作用造成胃黏膜屏障的损害#并且通

过免疫反应和炎性反应引起损伤$
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能诱导胃黏膜组织

产生更多的白细胞介素
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"#从而加强
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对胃黏膜

损伤的作用$近年来
[4

OR

+.-*

根除率呈逐年下降趋势#其对

抗菌药物的耐药率逐年增加(
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#故寻找非抗菌药物的其他治

疗成为必要$
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乳铁蛋白!

+)5H./0--*7

"是哺乳动物体内一种重要的非血红

素铁结合糖蛋白(
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#具有抗炎性反应*免疫调节和铁离子结合

功能$乳铁蛋白被认为是一种天然免疫因子和广谱抗菌

剂(

!3
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#国外已有少数报道牛乳铁蛋白抗
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的效果#但乳

铁蛋白抗
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作用的结论具有不确定性$本文旨在探讨

重组人乳铁蛋白!
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作用及相关机制的研究#为
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联合基础方案治疗

[4

OR

+.-*
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材料与方法
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提供$
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实验药物及试剂
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由杰隆生物工程有限公司提

供'哥伦比亚培养基*脑心浸液培养基购自青岛海博'胎牛血清

购自美国
EN0-(.K*1N0-

公司#微需氧产气袋购自日本
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主要仪器设备
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箱!上海精宏试验设备有限公司"'快速梯度
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的哥伦比亚完全培养基中#均匀涂布#厌氧培养盒中微需氧产

气袋环境下#恒温培养箱中
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$以无细菌生长平
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含不同
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孔细胞培养板

中#固定培养板#
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产物

的浓度比值$

?4@4C

!

细菌总蛋白样本制备
!

收集含不同药物浓度的液体培

养细菌及上清#真空冻干机!

%2$]

"隔夜处理后#使用
;UC=

裂解液!强"

k CF?K

!

!$$((.+

&

A

"混合试剂提取不同
-NAK

浓度处理的
[4

OR

+.-*

总蛋白#经
J@=

试剂盒测定样本蛋白浓

度#分装#

%#$]

保存$

?4@4D

!

G01H0-7I+.H

!

取
8>

%

M

总蛋白进行十二烷基硫酸钠
'

聚丙烯酰胺凝胶!

?B?'C=V&

"电泳#

!$\

分离胶
#$a:$(*7

#

>\

浓缩胶
!$$a

#

2$(*7

$

!$$(=

恒流转膜
!N

#

>\

脱脂奶

粉
EJ?E

封闭
!N

#分别加入
!̀ 3$$$@)

M

=

!

?)7H)

#

15':>822

"*

T-0

*

!

?)7H)

#

15':!$!2

"*

V=CB[

!

EN0-(.

#

V=!;

"单抗#

9]

孵

育过夜#

EJ?E

洗
3

次!

>

*

!>

*

!$(*7

"#分别加入对应的
!`

>$$$

稀释的
[;C

标记二抗#室温孵育
!N

#

EJ?E

洗
3

次!

>

*

!>

*

!$(*7

"$取等量
&@A

发光液!

EN0-(.

#

<@U9!$2

"混匀#浸

膜#曝光
3

'

>(*7

#显影
3(*7

#定影
!(*7

#所得条带使用
U('

)

M

0e

软件分析各条带密度值#结果用目的蛋白&
V=CB[

密度

值之比表示$

?4@4E

!

动物实验
!

取
!99

只
J=JA

&

5

小鼠分为
9

组#标准三

联
k-NAK

组!

=

组"*

-NAK

组!

J

组"*标准三联组!

@

组"*生理

盐水!

B

组"#

[4

OR

+.-*<@E@!!238

灌胃建模#不同药物处理
8

,

后处死小鼠#行组织病理学苏木素
'

伊红!

[&

"染色观察胃黏

膜炎性反应及
&AU?=

法检测胃组织
UA'#

水平$

?4A

!

统计学处理
!

采用
?C??!84$

软件进行数据分析#计量

资料以
Bb6

表示#组间比较采用单因素方差分析#以
!

#

$4$>

为差异有统计学意义$

@

!

结
!!

果

@4?

!

细菌鉴定
!

!

!

"菌落形态%平板上的
[4

OR

+.-*

菌落肉眼

可见圆形*扁平*半透明灰白色小菌落'!

:

"形态学检查%经革兰

染色后#油镜下观察可见革兰阴性*

?

形*弧形或海鸥型#散在

或成簇排列'!

3

"生化鉴定%快速
T-0

实验*触酶实验及氧化酶

试验均阳性#可确认为
[4

OR

+.-*

(

!9

)

$

@4@

!

-NAK

对
[4

OR

+.-*

生长抑制作用
!

本实验采用琼脂稀释

法和脑心浸液液体法测定
-NAK

对
[4

OR

+.-*

的
FU@

#结果显示

其
FU@

均为
$4>(

M

&

(A4

@4A

!

不同浓度
-NAK

及
K0

3k对
[4

OR

+.-*

生长的影响
!

本实验

检测了不同浓度的
-NAK

对
[4

OR

+.-*

生长增殖的影响#选取不

同浓度的
-NAK

干预
[4

OR

+.-*

生长#并以生理盐水作对照组#

结果显示%

-NAK

抑制
[4

OR

+.-*

生长繁殖呈现浓度依赖性#且

进一步验证
-NAK$4>(

M

&

(A

时
[4

OR

+.-*

成完全抑制状态#

见图
!

$同时加入不同浓度的
K0

3k拮抗
-NAK

铁结合作用后显

3$3!
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年
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示%!

!

"培养基中加入
:>

%

(.+

&

AK0

3k后铁达到饱和'!

:

"在培

养基中铁完全饱和的前提下#

[4

OR

+.-*

生长仍未达到对照水

平#与对照组相比差异有统计学意义!

!

#

$4$!

"#见图
:

$

图
!

!!

不同浓度
-NAK

对
[4

OR

+.-*

生长抑制作用

图
:

!!

K0

3k及
-NAK

对
[4

OR

+.-*

生长的影响

@4B

!

-NAK

对
@)

M

=

*

T-0(;<=

影响
!

采用不同浓度的
-NAK

干预细菌
:9N

#收集细菌菌体检测
@)

M

=

*

T-0(;<=

的表达

水平#以加生理盐水组为对照$结果显示%与对照组相比#不同

浓度
-NAK

能抑制
[4

OR

+.-*@)

M

=

及
T-0

的表达!

!

#

$4$>

"#

图
3

$

!!

=

%

@)

M

=

'

J

%

T-0

$

图
3

!!

-NAK

对
[4

OR

+.-*@)

M

=

&

T-0(;<=

的影响

@4C

!

-NAK

对
[4

OR

+.-*@)

M

=

*

T-0

蛋白的影响
!

采用不同浓

度的
-NAK

干预细菌
:9N

#收集细菌菌体及培养上清液检测

@)

M

=

*

T-0

蛋白的表达水平#以加生理盐水组为对照$结果显

示%与对照组相比
-NAK

能抑制
[4

OR

+.-*

毒力因子相关蛋白

@)

M

=

及
T-0

的表达!

!

#

$4$>

"#见图
9

*

>

$

!!

!

%

$49(

M

&

(A-NAK

组'

:

%

$43(

M

&

(A-NAK

组'

3

%

$4:(

M

&

(A

-NAK

组'

9

%对照组$

图
9

!!

-NAK

对
[4

OR

+.-*@)

M

=

蛋白表达的影响

!!

!

%

$49(

M

&

(A-NAK

组'

:

%

$43(

M

&

(A-NAK

组'

3

%

$4:(

M

&

(A

-NAK

组'

9

%对照组$

图
>

!!

-NAK

对
[4

OR

+.-*T-0

蛋白表达的影响

@4D

!

动物实验
!

与
B

组比较#

=

*

J

*

@3

组炎症程度积分明显

降低!

!

#

$4$>

"'与
J

组比较#

=

*

@

组炎症积分明显降低!

!

#

$4$>

"'与
@

组比较#

=

组炎症积分明显降低!

!

#

$4$>

"#见图

2

'

&AU?=

检测小鼠胃黏膜组织匀浆液中
UA'#

水平#结果见

表
!

$

!!

=

%

=

组'

J

%

J

组'

@

%

@

组'

B

%

B

组$

图
2

!!

各组胃黏膜组织
[&

染色镜检形态学比较'

c3$$

(

表
!

!!

-NAK

对
[4

OR

+.-*

胃炎小鼠胃黏膜
UA'#

水平的

!!!

影响'

Bb6

+

OM

%

(

:

+

)_9#

(

组别
UA'#

水平

=

组
::4>#b94>"

J

组
!$84">b!$4"

)

@

组
:>4#9b!$48

)

B

组
>$343#b294!#

)

!!

)

%

!

#

$4$>

#与
=

组比较$

A

!

讨
!!

论

[4

OR

+.-*

为慢性胃炎和十二指肠溃疡的主要致病因素#同

时与胃溃疡关系密切$目前针对
[4

OR

+.-*

的主要治疗为以抗

菌药物为基础的标准三联或四联治疗方案(

!>'!2

)为主#随着根

除治疗的普及和抗菌药物的广泛应用#

[4

OR

+.-*

对抗菌药物耐

药现象日益严重(

!8

)

#对抗菌药物的耐药成为根除失败的首要

因素(

!#

)

$这也促使人们转换思维#从新的视角去审视
[4

OR

+.'

-*

的治疗方案$

-NAK

是利用转基因技术获得的#既解决了来

源问题#并能特异结合胃内人乳铁蛋白受体#更符合人体利用

的分子特点$国外已有少许研究观察了牛乳铁蛋白抗
[4

OR

'

9$3!
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年
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+.-*

的作用#

B*)+

等(

!"

)的研究显示牛乳铁蛋白抗与
[4

OR

+.-*

共培养#其浓度大于或等于
$4>(

M

&

(A

可抑制
[4

OR

+.-*

的增

殖#对人乳铁蛋白抗
[4

OR

+.-*

的研究方面#

F*0N+W0

等(

:$

)体外

实验发现对
!3

株临床分离菌株具有抑制作用$本研究观察到

-NAK

对
[4

OR

+.-*

具有明显生长抑制作用#其
FU@

与
B*)+

等(

!"

)研究结果相符#结果显示
-NAK

对
[4

OR

+.-*

抑制作用呈

浓度依赖型作用效果$已有研究显示乳铁蛋白通过螯合
K0

3k

限制细菌生长所必需的金属离子(

!3

)

#此为其抗菌作用的基础#

本实验观察了其抑菌作用是否仅为其铁结合能力所致#结果显

示#在提供充足的铁以拮抗
-NAK

铁结合力后#

[4

OR

+.-*

仍然

受到不同程度的抑制#提示
-NAK

抗
[4

OR

+.-*

作用为多种机制

参与的结果$

本研究继续在
@)

M

=

*

T-0

等
[4

OR

+.-*

主要毒力因子形成

的
(;<=

及蛋白表达水平上进一步论述了
-NAK

抗
[4

OR

+.-*

的可能作用机制#结果显示#

-NAK

对菌体及其分泌的
@)

M

=

*

T-0(;<=

和蛋白具有不同程度的抑制作用#从而可能减弱

了
[4

OR

+.-*

致病性$

体内实验结果显示#

-NAK

联合标准三联疗法可以降低小

鼠胃黏膜
[&

染色炎症程度的积分#减轻胃黏膜炎性损伤程

度#且减轻胃黏膜炎性损伤作用优于单独使用
-NAK

或标准三

联疗法$

[4

OR

+.-*

主要通过微生物
+

型分泌系统!

H

RO

0105-0'

H*.71

R

1H0(

#

EU??

"将
@)

M

=

基因编码的毒力蛋白过度表达与

分泌#进而将大量嗜中性粒细胞趋化到胃黏膜部位#并导致炎

性反应的加重(

:!

)

#注入胃黏膜上皮细胞中#并诱导胃上皮细胞

UA'#

过度表达与分泌$本研究显示%

-NAK

可以降低
UA'#

在

[4

OR

+.-*

感染的小鼠胃黏膜表面的水平#从而减轻胃黏膜炎性

反应$

虽然本研究显示
-NAK

对
[4

OR

+.-*

具有抑制生长*减弱致

病性#同时保护胃黏膜*减轻炎性反应等特点#但其具体机制仍

有待进一步研究$总之#其在治疗消化道疾病方面的价值值得

开发研究$
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