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#对大肠杆菌"
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#的体外抑制活性及其对大肠

杆菌病鸡的治疗效果'应用琼脂板打孔扩散法和微量抑菌试验!分别测定重组
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株#的体外抑制效果!继而将
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"防御素#组,

`

"抗生素#组,
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"防御

素与抗生素联合治疗#组,

V

"感染非治疗#组和
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"空白对照#组'

5

,

`

,

I

和
V

组$同时经颈部皮下和口服途径分别

给每只鸡接种
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组$以同样途径分别给每只鸡接种
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肉汤'当感

染鸡表现临床症状时!
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!按体重给
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)及等体积的无菌生理盐水!每天
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次!

连续治疗
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'结果表明!重组
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在体外对
*

株
L."+4(

均具有明显的抑制活性!抑菌效果随浓度增加而增强'

与非治疗组相比!三个治疗组的临床症状和病理变化明显减轻!发病率,死亡率降低!感染后期防御素治疗组,防御

素与抗生素联合治疗组的体重极显著高于感染非治疗组"
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#'以上结果显示!重组
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对
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生长具

有明显抑制作用!对大肠杆菌病鸡具有良好的治疗效果&重组
L

V̀%

的治疗效果优于头孢曲松钠!有助于病鸡恢复&

当
L

V̀%

与头孢曲松钠联合使用时!疗效更佳'该研究结果可以为大肠杆菌病的有效治疗提供科学依据!为新型抗

菌制剂
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V̀%

的研究与开发奠定重要基础'
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#是广泛分布于动植物等多种

生物类群中富含精氨酸和半胱氨酸残基的一类阳离

子内源性抗微生物肽!一般由
%(

"

2)

个氨基酸组

成!相对分子质量为
0

"
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'根据防御素的来

源,分子结构特征及其表达部位的不同!可分为
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!

,
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!
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防御素(
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)

'

3'V$>=#-"

等于
%//%

年首次在牛

的气管黏膜上皮细胞中发现
*

!

防御素!并将其命名

为
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"

:U>@BM>?>-Q$=$@U#T$>?
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M

L

Q$"M
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)

'迄今

在猪体内仅发现
*

!

防御素!通过基因组序列分析等

生物信息学方法鉴定!猪体内共编码了
%*

种猪
*

!

防

御素"
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#U@$-M
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!
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(
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'其中!

L

V̀%

是猪

体内最早发现的防御素!分布于猪的呼吸道,消化道,

胸腺,脾,肝和外周血嗜中性粒细胞和巨噬细胞中!其

核苷酸序列具有多态性(

)

!

2

)

'防御素极易被肠道吸

收!抗菌谱广!且不易产生细菌耐药性(

.!(

)

!并具有抗

病毒,抗肿瘤,抗氧化等作用!在机体天然和获得性免

疫中起着重要作用(

/!%0

)

'因此!防御素是最具潜力的

抗炎症和感染性疾病治疗的新型生物制品之一'

寻找新型,安全有效的抗生素替代产品是目前

生物制品研制的热点!因此利用基因工程技术研究

开发新型生物制剂具有广阔的应用前景!对畜牧业

可持续发展具有极为重要的现实意义'本研究通过

体外和体内试验评价重组
L

V̀%

的抗菌活性及其对

大肠杆菌感染病鸡的治疗效果!旨在为新型抗感染

制剂在畜禽生产中的研究和开发奠定基础'
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材料与方法
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菌株与载体

试验用
L."+4( P̀0%

菌株,

L."+4(G

%)%

,

6Ha%

株和
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株!均由本实验室保存'

L

V̀%

重组表达

质粒 "

L

<:!

L

V̀%

#及 重 组 表 达 菌 "

L

<:!

L

V̀%

%

P̀0%

#!由本实验室构建(

%*

)

,鉴定和保存'

#C!

!

试验动物

%%

日龄健康海兰褐雏鸡
)&

只!购于河北某种

禽有限公司!由专人饲喂和管理'饲料为专门配制

的不含任何抗生素的全价饲料!自由饮水'
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!

主要试剂

F̂ :3

,

6M

L

B>"MX

:E

3!02

,

K

!

Kj!

二甲基甲叉双

丙烯酰胺,丙烯酰胺等为
6#?>UT$#

公司产品&

K$!

5

A

>U#,MJ$,

标签蛋白纯化试剂盒!购自北京康为

世纪生物有限公司'

#C%

!

重组
;

OM#

的诱导表达

将重组表达菌
L

<:!

L

V̀%

%

P̀0%

接种到
2=P

5=

L

%

0gc:

培养基中!

*1k

,

0&&U

2

=$-

f%振摇培

养过夜!按照菌液与培养基体积比"

%r%&&

#接种到

2&&=P5=

L

%

0gc:

培养基中!参照文献(

%*

)进行

*)*%
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蛋白质诱导表达'同时以
L."+4( P̀0%

和携带空

质粒的
P̀0%

"

L

<:

%

P̀0%

#为对照进行诱导表达'

收集诱导表达后的菌体!经
6V6!̂ 53<

电泳分析目

的蛋白质的表达情况!并通过薄层扫描软件分析目

的蛋白质在菌体中的含量'

#CT

!

重组
;

OM#

的纯化和
a12)1.3@</)

鉴定

根据生产厂商提供的蛋白质纯化步骤!应用

K$!5

A

>U#,MJ$,

标签蛋白纯化试剂盒!纯化表达的

重组
L

V̀%

!经
6V6!̂ 53<

电泳检测纯化产物!并通

过
4M,QMU-T?#Q

对表达产物进行鉴定!即蛋白质经

6V6!̂ 53<

电泳后!将分离条带转至
8̂V[

膜上!

封闭后与抗
J$,

标签鼠单克隆抗体"

%r(&&

#于
*1

k

下孵育
%B

&加入
J7̂!

山羊抗小鼠
F

A

3

"

JeP

#

"

%r0&&&

#于室温下反应
%B

&将膜置
V5̀

底物显

色液中显色
*

"

2=$-

!去离子水终止显色反应!拍

照记录结果'将纯化的
L

V̀%

经
6M

L

B>"MX3!02

层

析柱过滤脱盐!过滤除菌后分装!冷冻干燥!

f0&k

保存备用'
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!

体外抑制试验
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琼脂扩散试验
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取
L."+4(G

%)%

,

6Ha%

和

6Ha0

株分别划线接种于普通营养琼脂平板!

*1k

培养
0)B

'挑取单一菌落接种到
2=PP̀

中!

*1

k0&&U

2

=$-

f%培养
%.B

&取菌液
%&&

%

P

均匀涂布

普通营养琼脂平板上!待菌液吸收完全!打孔器均匀

打孔"
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_. ==

#!每孔加入
%&&

%

P

重组
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V̀%
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A
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=P

f%

#!

*1k

培养
0)B

!重复
*

次试

验!记录抑菌圈直径大小'

%'.'0

!

微量抑菌试验
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在
/.

孔细胞培养板中用

营养肉汤将重组
L
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稀释为
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,

&'&*2

,

&'&%(

和
&'&&/=

A

2

=P

f%

!然后接种等量的大肠杆

菌肉汤培养物!每孔总体积为
0&&

%

P

!每个浓度重

复
*

孔'同时设立肉汤培养基对照和不加防御素的

细菌对照孔'将培养板置
*1k

下培养
0)B

!测量

GV

.*&-=

值!分析细菌生长情况'

#C$

!

鸡大肠杆菌病的治疗试验

%'1'%

!

动物感染
!!

将
)&

只
%%"

的健康雏鸡随

机分为
5

,

`

,

I

,

V

和
<

组!每组
(

只'

5

组为防御

素治疗组&

`

组为抗生素治疗组&

I

组为防御素与抗

生素联合治疗组&

V

组为感染非治疗组&

<

组为空白

对照组'

5

,

`

,

I

和
V

组每只鸡感染大肠杆菌
G

%)%

株的剂量为
%PV

2&

"

0'2g%&

/

@SC

2

=P

f%

#!分别通

过颈部皮下注射和口服途径各接种
%=P

菌液'

<

组$每只颈部皮下注射
%=P

营养肉汤!同时口服

%=P

肉汤'

<

组与其他四个组严格隔离饲养'感

染后!观察各组鸡的临床症状!记录发病率和死亡

率!测量感染后第
&

,

2

和
1

天各组鸡的平均体重'

%'1'0

!

感染鸡的治疗及其效果检查
!!

当感染鸡

出现嗜睡,食欲下降,腹泻等症状时!对各感染组进行

差别治疗'

5

组$口服重组
L

V̀%2&

%

A

2"只2次#

f%

&

`

组$口服头孢曲松钠"药敏试验筛选高效抗生素!

纯度
(

/(]

#

2&=

A

2

W

A

f%

"按体重给药!下同#&

I

组$口服重组
L

V̀%2&

%

A

2"只2次#

f%和头孢曲

松钠
2&=

A

2

W

A

f%

&

V

组$口服等体积的无菌生理

盐水'各组每日口服
%

次'

<

组$正常饲喂'感染

后连续观察
1"

!记录各组鸡的临床症状及死亡

率&剖检病死鸡以及感染存活鸡!比较不同组的病

理变化'分析比较
L

V̀%

与头孢曲松钠的治疗

效果'

!

!

结
!

果

!C#

!

重组
;

OM#

的诱导表达与
(M(L-8KQ

分析

猪
L

V̀%

重 组 表 达 菌
L

<:!

L

V̀%

%

P̀0%

用

F̂ :3

诱导
)B

后!经
6V6!̂ 53<

电泳检测!在
0)'2

WC

位置处出现了一条目的蛋白质带!而
L."+4(

P̀0%

和空质粒携带菌
L

<:

%

P̀0%

未见此蛋白质条

带!表明在体外成功表达了重组
L

V̀%

"图
%

#'薄层

扫描分析表明!重组
L

V̀%

表达量可达菌体总蛋白

质含量的
).'1]

'

%'

蛋白质低相对分子质量标准&

0'L."+4(

诱导前&

*'̀ P0%

菌体诱导
)B

&

)'

L

<:

%

P̀0%

诱导前&

2'

L

<:

%

P̀0%

诱导
)B

&

.'

L

<:!

L

V̀%

%

P̀0%

诱导前&

1'

L

<:!

L

V̀%

%

P̀0%

诱导
)B

%'P#O=#?M@C?>UOM$

A

BQ

L

U#QM$-=>UWMU

&

0'L."+4( P̀0%

T>@QMU$>TMS#UM$-"C@Q$#-

&

*'L."+4( P̀0%$-"C@M"S#U)B

&

)'

L

<:

%

P̀0%TMS#UM$-"C@Q$#-

&

2'

L

<:

%

P̀0%$-"C@M"S#U

)B

&

.'

L

<:!

L

V̀%

%

P̀0%TMS#UM$-"C@Q$#-

&

1'

L

<:!

L

V̀%

%

P̀0%$-"C@M"S#U)B

图
#

!

:-DK

诱导大肠杆菌表达重组
;

OM#

的
(M(L-8KQ

分析

E7

0

C#

!

(M(L-8KQ535<

,

272/H.19/G@7353)

;

OM#1I

;

.1221+73

&E67+:O=!#73+*91+@

,

:-DK

))*%
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期 郭海勇等$重组猪
*

!

防御素
%

对大肠杆菌的抑制作用

!C!

!

重组
;

OM#

的纯化回收与
a12)1.3@</)

鉴定

应用
K$!5

A

>U#,MJ$,

标签蛋白纯化试剂盒纯化

表达的重组
L

V̀%

!经
6V6!̂53<

电泳检测!表明已经

除去了菌体的杂蛋白质!重组
L

V̀%

蛋白已被纯化

"图
05

#'

4M,QMU-T?#Q

鉴定结果显示!

F̂:3

诱导后

的重组表达菌
L

<:!

L

V̀%

%

P̀0%

与纯化蛋白质均在约

0)'2WC

处出现一条很清晰的反应条带!与预期大小

相符!而
F̂:3

诱导后的空质粒携带大肠杆菌
L

<:

%

P̀0%

在相应位置未出现预期大小的反应条带'该结

果表明!成功表达了重组
L

V̀%

蛋白"图
0̀

#'

5'

纯化重组
L

V̀%

的
6V6!̂ 53<

分析"

E'

蛋白质低相对分子质量标准&

%'

L

<:!

L

V̀%

%

P̀0%

诱导前&

0'

L

<:!

L

V̀%

%

P̀0%

诱导
)B

&

*'

纯化流穿峰收集液&

)'

纯化洗脱峰收集液#&

'̀

重组
L

V̀%

的
4M,QMU-T?#Q

鉴定"

E'

预染

蛋白
=>UWMU

/

&

%'̀ P0%

菌体蛋白&

0'

L

<:

%

P̀0%

诱导
)B

&

*'

L

<:!

L

V̀%

%

P̀0%

诱导
)B

&

)'

纯化的重组
L

V̀%

#

5'6V6!̂ 53<>->?

D

,$,#SQBM

L

CU$S$M"UM@#=T$->-Q

L

V̀%

"

E'P#O=#?M@C?>UOM$

A

BQ

L

U#QM$-=>UWMU

&

%'

L

<:!

L

V̀%

%

P̀0%TMS#UM$-"C@Q$#-

&

0'VM

L

#,$Q$#-#S

L

<:!

L

V̀%

%

P̀0%$-"C@M"S#U)B

&

*'P$

Y

C$"@#??M@QM"SU#=QBMS?#O!QBU#C

A

B

L

M>W

&

)'P$

Y

C$"@#??M@QM"SU#=M?CQ$#-

L

M>W

#&

'̀4M,QMU-T?#Q$"M-Q$S$@>Q$#-#SQBMUM@#=T$->-Q

L

V̀%

"

E' ÛM!

,Q>$-M"=>UWMU

/

&

%'̀ P0%

&

0'

L

<:

%

P̀0%$-"C@M"S#U)B

&

*'

L

<:!

L

V̀%

%

P̀0%$-"C@M"S#U)B

&

)'̂ CU$S$M"UM@#=!

T$->-Q

L

U#QM$-

L

V̀%

#

图
!

!

纯化重组
;

OM#

的
(M(L-8KQ

分析与
a12)1.3@</)

鉴定

E7

0

C!

!

(M(L-8KQ535<

,

27253+a12)1.3@</)/H

;

*.7H71+.19/G@7353)

;

OM#

!C'

!

重组
;

OM#

对大肠杆菌具有明显抑制作用

利用琼脂打孔扩散法测定重组
L

V̀%

对大肠杆

菌
G

%)%

,

6Ha%

和
6Ha0

株的抑菌活性!结果表明!重

组
L

V̀%

对三株大肠杆菌均有抑制作用!抑菌圈直

径为"

/'%1l&'0/

#

"

"

%2'*)l&')&

#

==

'微量抑

菌试验测定结果显示!在
/

"

%)%

%

A

2

=P

f%质量浓

度范围内!重组
L

V̀%

对三株大肠杆菌均有抑制作

用!并且随着
L

V̀%

浓度升高!菌液的
GV

.*&-=

值逐

渐降低'结果表明重组
L

V̀%

浓度越高抑制菌体生

长的效果越强!具有浓度依赖性"图
*

#'

!C%

!

重组
;

OM#

对大肠杆菌感染病鸡具有显著治

疗效果

!!

感染后
2B

!除空白对照组外!各感染组均出现

精神沉郁,嗜睡!食欲下降!个别雏鸡腹泻等临床症

状!于此时立即实施治疗'由表
%

可见!防御素治疗

组"

5

组#,抗生素治疗组"

`

组#,防御素与抗生素联

合治疗组"

I

组#和感染非治疗组"

V

组#的死亡率分

别为
02]

"

0

%

(

#,

02]

"

0

%

(

#,

&

"

&

%

(

#和
2&]

"

)

%

(

#'

治疗后
5

,

`

,

I

组的临床症状明显减轻!尤其是
I

组恢复速度明显比
5

,

`

两组快&感染后第
0

天!

I

组的精神,食欲恢复&感染后第
)

天!

5

组和
`

组中

KI'

营养肉汤对照

KI'KCQU$M-QTU#QB@#-QU#?

图
'

!

重组
;

OM#

对大肠杆菌生长的抑制作用

E7

0

C'

!

DF173F7@7)/.

,

1HH19)/H)F1.19/G@7353)

;

OM#/3)F1

0

./B)F/H&E67+:

各有
%

只鸡精神不振和腹泻!其余均恢复正常!而
V

组中仍然有
2&]

鸡精神,食欲不正常"表
%

#'对各

组病死鸡和感染后第
1

天存活的鸡进行剖检!发现

5

,

`

,

I

三个治疗组中出现肝周炎,心包炎,气囊炎

病变的鸡数量少于
V

组!且病变程度轻!尤其是
I

组有病变鸡数量及病变程度均低于
5

和
`

组!

<

组

2)*%



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
)(

卷
!

未见肉眼可见病理变化'

感染后第
2

天!

5

,

`

,

I

三个治疗组的平均体重

均高于
V

组!其中
5

组的体重显著高于
V

组"

U

$

&'&2

#!

5

,

`

,

I

组与非感染对照"

<

#组之间无显著差

异"

U

#

&'&2

#!而
V

组极显著低于
<

组"

U

$

&'&%

#'

感染后第
1

天!

5

和
I

组的平均体重"分别为
%02'%*

A

和
%00'*&

A

#极显著高于
V

组"

%&&'&1

A

#"

U

$

&'&%

#!接近
<

组的体重"

%0)'.&

A

#'

`

组的体重

"

%%*'0(

A

#虽然高于
V

组!但差异不显著"

U

#

&'&2

#'各组鸡的体重变化提示!三个治疗组中存活鸡

恢复较快!其中
5

和
I

组优于
`

组的恢复状态"表
%

#'

上述治疗结果表明!重组
L

V̀%

和头孢曲松钠

对鸡大肠杆菌病均有治疗效果!能够减轻发病程度!

降低死亡率!缩短病程!但在病鸡恢复过程中!防御

素,防御素与抗生素联合优于抗生素单独治疗的效

果!尤其是防御素与抗生素联合治疗!效果更佳'

表
#

!

各组雏鸡的临床症状

D5@<1#

!

DF19<73795<

;

.1213)5)7/32/H9F79?132731>1.

,0

./*

;

临床症状

I?$-$@>?

L

UM,M-Q>Q$#-,

感染后时间%
"

V>

D

,

L

#,Q!

$-SM@Q$#-

5

组

3U#C

L

5

`

组

3U#C

L

`

I

组

3U#C

L

I

V

组
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L

V

<

组
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死亡
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精神沉郁,

采食下降
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体重"
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l0

#%

A
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D

OM$

A

BQ

"

Y

f

l0

#

&
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>
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>
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>

1%'12l.'22

>
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>

2
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>
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>T

/.'0(l1')%

>T
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>5

1

%02'%*l0)'0%

>5

%%*'0(l%)'%.

>T

%00'*&l/'1)

>5

%&&'&1l%/'&2

T̀

%0)'.&l%%')*

>5

5

组
'

防御素治疗组&

`

组
'

抗生素治疗组&

I

组
'

防御素与抗生素联合治疗组&

V

组
'

感染非治疗组&

<

组
'

空白对照组'上标

小写和大写字母分别代表组间统计学差异显著"

U

$

&'&2

#与差异极显著"

U

$

&'&%

#

3U#C

L

5'VMSM-,$-

A

U#C

L

&

3U#C

L

'̀5-Q$T$#Q$@

A

U#C

L

&

3U#C

L

I'I#=T$-M"QUM>Q=M-Q

A

U#C

L

#S"MSM-,$-O$QB>-Q$T$#Q$@

&

3U#C

L

V'K#-!QUM>QM"$-SM@Q$#-

A

U#C

L

&

3U#C

L

<'̀?>-W@#-QU#?

A

U#C

L

'

5̀ #U>T

'6C

L

MU,@U$

L

Q,O$QB$-@#?C=-,$-"$@>QM,Q>Q$,Q$@>??

D
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A

-$S!

$@>-Q"$SSMUM-@M,>=#-

A

QBM

A

U#C

L

,>QQBM&'&%#U&'&2?MRM?

"

0!Q>$?M"

#

'

!

讨
!

论

抗生素的不当使用引起细菌耐药性普遍发生!

并导致药物残留严重!影响人类健康和畜禽业的发

展!这种现状已经成为人们重点关注的公共卫生问

题'

*

!

防御素是重要的内源性抗微生物肽!为机体

抵抗外界病原微生物入侵的第一道防线!在抗感染

免疫和促进伤口愈合中发挥重要作用(

%&

!

%)

)

'

L

V̀%

可以保护仔猪免受支气管博代杆菌感染!参与抵抗

鼠伤寒沙门菌感染(

%2!%.

)

'重组
L

V̀%

对大肠杆菌,

金黄色葡萄球菌和胸膜肺炎放线杆菌均具有体外抑

制作用(

1

!

%1

)

!本研究通过体外试验证明!重组
L

V̀%

对
G

%)%

,

6Ha%

和
6Ha0

三株大肠杆菌均具有明显的

抑制活性!且具有浓度依赖性'

.)*%
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1

期 郭海勇等$重组猪
*

!

防御素
%

对大肠杆菌的抑制作用

防御素不仅具有抗菌活性!而且对宿主天然和

获得性抗感染免疫具有重要调节作用!并通过对感

染局部环境的改善而提高宿主抗感染能力(

%(!%/

)

'

在断奶仔猪饲料中添加重组猪
*

!

防御素
0

能够显著

降低断奶仔猪腹泻发病率!提高猪日平均体重增加

值!改善十二指肠和空肠肠绒毛的整齐度(

%(

)

'实验

感染产毒素性大肠杆菌的断奶仔猪口服猪
*

!

防御素

0

或硫酸新霉素后!两者均可以降低肠道内大肠杆

菌数量!抑制黏膜炎症因子如肿瘤坏死因子
!

$

,白细

胞介素"

FP

#

!%

*

和
FP!(

的表达!但口服
*

!

防御素
0

组猪的盲肠内容物中双歧杆菌和乳酸杆菌的含量显

著高于口服硫酸新霉素猪的含量!说明
*

!

防御素
0

除具备抗菌活性外!还具备改善肠道益生菌菌群的

作用(

%/

)

'尽管不同种类的防御素具有相似的抗菌

活性!但有关重组
L

V̀%

的抗菌活性多为体外研究

结果(

1

!

%1

)

!尚未见其体内抗菌活性的相关报道'本

研究发现重组
L

V̀%

,头孢曲松钠以及重组
L

V̀%

和

头孢曲松钠联合应用!均能够明显减轻大肠杆菌

G

%)%

感染雏鸡的临床症状和解剖病变!降低死亡率!

并延缓病程的发展!表明重组
L

V̀%

在体内对大肠

杆菌也具有良好的抗感染活性'但是重组
L

V̀%

和

头孢曲松钠单独治疗组均有
02]

的鸡死亡!而重组

L

V̀%

和头孢曲松钠联合治疗组在试验期间没有鸡

死亡!提示重组
L

V̀%

和头孢曲松钠联合应用优于

其各自单独治疗的效果'考虑到在一定浓度范围

内!随着浓度增加!重组
L

V̀%

的体外抑菌活性升

高!能否通过改善重组
L

V̀%

的使用剂量而提高治

疗效果!需要进一步试验证明'值得注意的是感染

后第
1

天!三个治疗组的平均体重虽然都高于感染

非治疗组!但头孢曲松钠治疗组与感染非治疗组之

间的体重无显著差异!而重组
L

V̀%

与联合治疗组

的平均体重均显著高于感染非治疗组的体重!表明

这两个组的恢复状态优于头孢曲松钠治疗组'这可

能与防御素除了具备抗菌活性外!还具备免疫调节,

血管生成和改善肠道菌群等功能有关!从而有利于

机体恢复!使体重增加更快(

%/!0%

)

!对此需要进一步

研究证明'

%

!

结
!

论

重组猪
*

!

防御素
%

对大肠杆菌具有明显的抑制

活性!对大肠杆菌感染病鸡的治疗效果优于头孢曲松

钠!可降低死亡率!缩短病程!有助于病鸡恢复'当重

组猪
*

!

防御素
%

与头孢曲松钠联合使用时!疗效更

佳'该研究结果可以为大肠杆菌病的治疗及新型抗

菌制剂
L

V̀%

的研究与开发提供重要科学依据'
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