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土鳖虫活性肽组分对急性血瘀模型大鼠血液

流变学$血脂四项指标及血液因子含量的影响
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摘要#用胃蛋白酶和胰蛋白酶复合酶系对土鳖虫药材进

行仿生酶解#产物经除盐(超滤(纳滤(

7<!"#O=

型大孔吸

附树脂(葡聚糖凝胶
_O!%

层析(反相高效液相色谱以及

半制备液相色谱分离纯化#获得纤溶活力最强的土鳖虫

活性肽组分&并研究其对急性血瘀模型大鼠的血液流变

学指标(血脂四项指标和血清内一氧化氮!

@9

"(超氧化

歧化酶!

K97

"(组织性纤溶酶原激活物!

-OL<

"和纤维蛋

白!

8?J

"含量等的影响&结果表明)土鳖虫活性肽组分
8!

能显著降低血液黏度(红细胞压积(血小板计数!

L

%

")"%

"'与模型组相比#土鳖虫活性肽组分
8!

能显著降低

大鼠血液内甘油三脂!

X_

"(胆固醇!

XO=>9

"(高密度脂

蛋白!

>7M

"和低密度脂蛋白!

M7M

"的含量!

L

%

")"%

"'大

鼠血液中
@9

(

K97

(

-OL<

含量较模型组明显升高#血清

内
8?J

含量明显减少#差异有统计学意义!

L

%

")"%

"&土

鳖虫经仿生酶解(分离纯化后制备的土鳖虫活性肽组分

8!

具有改善急性血瘀模型大鼠血液流变学指标#降低血

脂四项指标和改变血液因子含量的作用&

关键词#土鳖虫活性肽'急性血瘀模型'大鼠'血液流变

学'血脂'血液因子
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土鳖虫为鳖蠊科昆虫地鳖或冀地鳖的雌虫干燥体!

为中医临床传统用药"其最早记载于*神农本草经+

0

#

1

!

又称土元$土鳖子$地乌龟!能活血逐瘀$续筋接骨!临床

主要用于跌打损伤$筋损骨折$血瘀经闭以及产后血瘀腹

痛等症0

!

1

"土鳖虫蛋白质含量占总虫体质量的
D"[

!且

所含的氨基酸种类完整!几乎包括构成蛋白质的所有氨

基酸0

&

1

"但是!大分子蛋白无法被人体吸收!只能经过胃

肠道蛋白消化酶的作用转变为小分子活性肽后方能发挥

药效0

5]4

1

"仿生酶解动物蛋白制备的活性物质主要以小

肽或寡肽形式存在!被认为是动物类中药真正起效的物

质基础0

']#"

1

"

中医(血瘀证)是一类疾病的统称!主要包括高血脂$

高血压$血管狭窄$动脉粥样硬化和脑血栓等病症"其病

理表现为全血黏度上升$血细胞压积升高$血小板聚集性

增强$电泳时间加长$血管功能失调$促血管生成因子减

少$自由基增加和局部组织缺血造成坏死等0

##]#!

1

"

据报道0

#&

1

!土鳖虫体内含有具有纤溶活性的物质!具

有显著的活血化瘀功效"目前大部分研究0

#5]#D

1是关于

土鳖虫干粉和土鳖虫蛋白质具有纤溶活性的报道!土鳖

虫乙醇%水&提取物均可以改善大鼠机体凝血因子$抗氧

化,氧化因子的水平!并促进血管生成"韩雅莉等0

#4

1从地

鳖虫中分离出
&

种具有纤溶活性的蛋白质
A88#

$

A88!

和
A88&

!其中
A88!

活性最强"而土鳖虫活性肽是由土

鳖虫蛋白质经仿生酶解而来!结合蛋白质体内消化过程!

推断土鳖虫活性肽具有纤溶活性"但是以土鳖虫活性肽

为材料研究其对(血瘀证)的作用机制未见报道"同时对

于土鳖虫活性肽中存在的活性小肽组分也没有明确

信息"

试验拟以土鳖虫活性肽为研究材料!基于多种分离

方式联合检测手段并行的原则!分离纯化获得土鳖虫活

性肽组分!并探讨分离组分对急性血瘀模型大鼠血液流

变学$血脂四项指标及血液因子含量的影响!为动物药治

疗血瘀证提供新的研究思路和试验依据"

#

!

材料与方法
#)#

!

动物$材料与试剂

土鳖虫药材'中华冀地鳖0

/5989+

F

>&

,

&

F

8&'6

=

1

%

J2O

E,/

S

&1!山东省长清土元养殖公司#

K7

大鼠'

'

周龄!体重
#'"

#

!""

0

!许可证号
K=b̂

%鲁&

!"#5"""4

!山东济南朋悦实验动物有限公司#

凝血酶'

%""a

,

0

!深圳生化制剂厂#

牛血纤维蛋白原'纯度
$%)&[

!沈阳拜英生物科技有

限公司#

胃蛋白酶%

!%""a

,

3

0

&$胰蛋白酶%

%"""a

,

3

0

&'上

海国药试剂集团有限公司#

大孔吸附树脂'

7<!"#O=

型!沧州宝恩树脂有限

公司#

K,

N

P.6,*_!%

'南京海克尔生物科技有限公司#

XO=>9

$

X_

$

>7M

和
M7M

试剂盒'南京建成生物工

程研究所有限公司#

@9

$

K97

$

-OL<

和
8?JAM?K<

试剂盒'上海酶联生物

科技公司"

#)!

!

仪器与设备

恒温培养箱'

JL>O$"'!

型!上海一恒科学仪器有限

公司#

恒温水浴锅'

>>OD"#

型!镇江瑞祥仪器有限公司#

十万分之一天平'

;K#"5

型!梅特勒.托利多国际贸

易%上海&有限公司#

超声振荡仪'

ĉ!!""7Z

型!杭州法兰特超声波科技

有限公司#

全自动血细胞分析仪'

M>4%"

型!贝克曼库尔特中

国仪器公司#

恒温旋转仪'

@O##""ZAC,M.

型!日本东京理化仪器

公司#

多功能电导仪'

8A&"

型!梅特勒.托利多%上海&精

密仪器公司#

小型电渗析仪'

M>&!"

型!辽宁金科水处理有效

公司#

膜处理设备'

7̂ >O5&

型!上海陶氏膜处理集团"

#)&

!

方法

#)&)#

!

土鳖虫活性肽的制备
!

根据课题组0

#'

1前期的研

究!取土鳖虫药材%过
'"

目筛&

%""

0

!加
#"

倍量去离子

水!加热至沸!放至室温"用稀盐酸调
N

>

至
!)"

!加
#[

胃蛋白酶!

&4i

酶解
#)"P

#再用氢氧化钠溶液调
N

>

至

$)"

!加
#[

胰蛋白酶!酶解
&)"P

后加热灭酶
#%3H/

!放凉

后冷藏
#!P

!离心!收集上清液"调整上清液浓度到

%""3

0

,

3M

!

N

>

值至
D)%

!分装入电渗析仪器内!平衡

#%3H/

后进行除盐操作
!)%P

!收集土鳖虫活性肽溶液!

备用"

#)&)!

!

纤溶活性测定
!

采用尿激酶为对照药物进行体外

纤溶活性测定0

#$

1

!以溶圈面积为纵坐标!尿激酶活力%

a

&

的对数为横坐标进行线性回归!建立标准曲线"

#)&)&

!

土鳖活性肽的分离纯化

%

#

&超滤和纳滤分离'取土鳖虫活性肽溶液!用截留

&'!

提取与活性
AbXB<=X?9@ : <=X?Z?XC

总第
!#$

期
"

!"!"

年
#

月
"



分子量为
&W7.

的超滤膜和截留分子量为
#W7.

纳滤膜进

行分段!收集分子量
#

&

!

#

#

&

!

%

#W7.

的酶解液!经冷冻

干燥后进行纤溶活力测定!筛选出纤溶活力最高的组分"

%

!

&

7<!"#O=

型大孔吸附树脂分离'根据文献0

!"

1

修改如下!将
#)&)&

%

#

&获得的纤溶活性最高的组分离心过

滤后!调整
N

>

值至
D)"

!上样质量浓度为
!"3

0

,

3M

!上

样体积为
")"!JZ

!上样流速
!JZ

,

P

#上样结束后吸附

&P

"再依次用去离子水$

!%[

乙醇溶液$

%"[

乙醇溶液$

4%[

乙醇溶液进行洗脱!收集各洗脱液后分别冻干后测

定纤溶活性"

%

&

&葡聚糖凝胶
_O!%

分离'将
#)&)&

%

!

&获得的纤溶

活性最高的组分用去离子水溶解后上样!上样质量浓度

为
#"3

0

,

3M

!上样体积为
")"!JZ

!用去离子水进行洗

脱!流速为
")!3M

,

3H/

!每
#)"3M

收集一试管!采用可

见.紫外分光光度仪检测每个试管在
!!"/3

下的吸光

度%

"

&!至最后几个试管的吸光度和去离子水相同时停止

洗脱"将各洗脱峰分别冻干并测定纤溶活性"

%

5

&

BLO>LM=

分离'将
#)&)&

%

&

&获得的纤溶活性最

高组分采用
BLO>LM=

进行分离纯化"色谱条件'色谱柱

为
<

0

HE,/- J9d<b&""KJO=

#'

肽 色 谱 柱#检 测 波 长

!!"/3

#流速
#)"3M

,

3H/

#流动相
<

为乙腈%含
")#[

三

氟乙酸&!流动相
J

为纯水%

")#[

三氟乙酸&!梯度洗脱方

法为
"

#

%"3H/

!

$%[ J

#

%"[ J

#

%"

#

D%3H/

!

%"[ J

#

$%[ J

#进样量
%"

/

M

"对各洗脱峰进行制备!冻干后进

行纤溶活性测定"

#)&)5

!

土鳖虫活性肽对急性血瘀模型大鼠的影响

%

#

&急性血瘀大鼠造模及给药'根据文献0

!#

1修改如

下!

$"

只雄性
K7

大鼠适应性饲养
46

后随机分为
%

组!

即空白组$模型组$尿激酶阳性组$土鳖活性肽组分
8!

高

剂量组$土鳖活性肽组分
8!

低剂量组"除空白组以外!

其他组大鼠每天定量给予
%"

0

高脂饲料和
5)"3M

高脂

乳剂!空白组大鼠给予普通饲料!持续
5%6

"同时!用高

脂饲料和高脂乳剂饲养
#%6

后!每只老鼠肌肉注射

")!3M

盐酸肾上腺素注射液%除空白组&"注射
&"3H/

后冷水浴%

5i

&

#%3H/

!持续
&"6

造模"按照体表面积方

法计算!尿激酶组给药剂量
#)"k#"

%

a

,

W

0

!土鳖活性肽

组分
8!

高$低剂量组按照预试验结果确定的给药浓度分

别为
%"

!

!%3

0

,

W

0

!模型组和空白组给予生理盐水"所有

样品均用生理盐水溶解!肌内注射给药
#%6

!给药期间持

续给予高脂饲料"

%

!

&血液取样'末次给药
%P

后!于大鼠腹主动脉取血

&)"3M

!注入肝素钠的玻璃硅化管内!离心取血浆#同时取

%)"3M

血液注入未加入抗凝剂的
AL

管!离心取血清"

%

&

&生化指标测定'采用全血液自动分析仪$血流变

分析仪对各组大鼠血浆进行血液流变指标检测!并测定

血清中
>7M

,

M7M

$

X_

$

XO=>9

$

K97

$

@9

$

-OL<

和
8?J

的含量"

#)5

!

数据统计与分析

所有数据采用
KLKK!")"

和
_I.

N

P

N

.6LIHF3

进行处

理!试验数据为
&

个平行样品的平均值!以
;,./mK7

表

示!

MK7

检验两两比较#若方差不齐!检验其差异性则采

用
>O_

检验"

!

!

结果与分析
!)#

!

纤溶活性测定标准曲线

以溶圈面积为纵坐标!尿激酶活力的对数为横坐标

得到的线性方程为
!e#)%D5V]#)'D&%

!

J

!

e")$$4!

!线

性范围为
#)&&4D

#

%)$'4#13

!

"

图
#

!

标准曲线测定结果

8H

0

+I,#

!

K-./6.I61+IG,3,.F+I,3,/-I,F+E-F

!)!

!

土鳖活性肽分离纯化

!)!)#

!

超滤和纳滤分离的活性肽
!

超滤试验结果表明!

分子量
#

&W7.

活性肽溶液无纤溶活性!而分子量
%

&W7.

活性肽溶液具有明显活性!因此对分子量
%

&W7.

活性肽溶液进行纳滤分离"如表
#

所示!分子量
#

#

&W7.

活性肽溶液和分子量
%

#W7.

活性肽溶液均有纤

溶活性!但是分子量
#

#

&W7.

活性肽溶液纤溶活性更强!

对结果进行分析得出'

%

#W7.

活性肽溶液多为游离氨基

酸!氨基酸并不能直接发挥活性作用!而
#

&W7.

活性肽

溶液多为灭活后残留的胰蛋白酶$胃蛋白酶!几乎没有活

性"

#

#

&W7.

活性肽溶液多为活性肽集中存在区域!故

选定该分子质量范围的酶解液进行分离纯化"

表
#

!

超滤和纳滤分离土鳖虫活性肽溶液纤溶活力

X.QE,#

!

7,-,I3H/.-H2/2RRHQIH/2E

S

-H1.1-HGH-

S

2RI3<59-

89+

F

>&

,

&.1-HG,

N

,

N

-H6,F2E+-H2/2Q-.H/,6Q

S

+EO

-I.RHE-I.-H2/./6/./2RHE-I.-H2/

土鳖活性肽溶液

分子量,
W7.

溶圈面积,
13

!

活力,

%

a

-

0

]#

&

#

& ")"""" ")""

%

& #)%&$5 !$$4)4D

%

# #)#"%& #%'!)#!

#

#

& !)""D# %$%$)&%

''!

"

Z2E)&D

!

@2)#

姜
!
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!)!)!

!

7<!"#O=

型吸附树脂$葡聚糖凝胶
_O!%

和
BLO

>LM=

分离的活性肽
!

7<!"#O=

型吸附树脂处理后的去

离子水洗脱液纤溶活性为
"

!可直接舍弃#其他
&

个洗脱

组分的纤溶活性顺序为
%"[

乙醇洗脱液%

#&#%$)'$a

,

0

&

#

!%[

乙醇洗脱液%

5#"4)$%a

,

0

&

#

4%[

乙醇洗脱液

%

%#%)'4a

,

0

&"说明
7<!"#O=

树脂分离的活性较强的肽

多为中等极性"然后采用葡聚糖凝胶
_O!%

对
%"[

乙醇

洗脱液进行分离纯化!获得的
L#

$

L!

和
L&

洗脱峰%图
!

&

的纤溶活性分别为
#D45)&&

!

D!"55)D#

!

'D#%)D&a

,

0

!因

此选定活性最强的
L!

洗脱组分继续分离纯化"由图
&

可知!经过
BLO>LM=

色谱柱分离后!可获得
%

个色谱峰

%

8#

#

8%

&"其中!

8!

的纤溶活性%

#D4'"')$4a

,

0

&远大

于其他峰!故选择土鳖虫生物活性肽
8!

进行药理试验"

!)&

!

土鳖虫活性肽组分
8!

对急性血瘀模型大鼠影响

!)&)#

!

血细胞$血液流变指标
!

如表
!

所示!尿激酶组大

图
!

!

葡聚糖凝胶
_O!%

层析分离纯化结果

8H

0

+I,!

!

K,

N

P.6,*

0

,E_O!%1PI23.-2

0

I.

N

P

S

F,

N

.I.-H2/

./6

N

+IHRH1.-H2/I,F+E-F

图
&

!

BLO>LM=

分离图谱

8H

0

+I,&

!

BLO>LM=EH

\

+H6

N

P.F,F,

N

.I.-H2/F

N

,1-I+3

鼠红细胞压积$血小板计数明显降低!并与模型组比较具

有显著性差异!说明尿激酶可以明显改善血液流动"土

鳖虫活性肽组分
8!

高$低剂量组也具有使两项指标降低

的作用!其中高剂量组与模型组差异显著%

L

%

")"%

&"对

表
&

中血流变试验结果分析得出!尿激酶组对其改善效

果较佳且与模型组比较具有极显著性差异%

L

%

")"#

&"

土鳖虫活性肽组分
8!

高$低剂量组均能降低急性(血瘀

证)大鼠在高$中$低切度下的血流变值!且与模型组相比

具有极显著性差异%

L

%

")"#

&!说明土鳖虫活性肽组分
8!

具有改善急性(血瘀证)大鼠的血液流变指标的作用"土

鳖虫活性肽组分
8!

高$低剂量组除低切下具有差异外!

其他切度下没有显著性差异!说明治疗效果和剂量间没

有关系"

!)&)!

!

血脂四项指标的检测
!

由图
5

可知!经过长期给

予高脂喂养后!模型组大鼠血液内
X_

$

XO=>9

$

>7MO=

和
M7MO=

的含量较空白组明显上升!具有极显著性差异

表
!

!

血细胞检测结果l

X.QE,!

!

JE2261,EE-,F-I,F+E-F

组别 血红蛋白 红细胞压积 血小板计数 血小板比积 红细胞

空白组
#5")""m$)!& &D)#Dm#)$% 5D%)&&m&4)$$ ")5Dm")#! 4)#"m")5&

模型组
##D)&4mD)%#

((

5!)""m5)5"

((

D&")#&mD')!&

((

")%$m")"D

((

%)$Dm")!4

((

尿激酶组
#&&)#!m$)!%

BB

&D)45m")'"

B

%"5)&4mDD)&!

BB

")5$m")#!

B

D)!#m")5#

8!

高剂量组
#!!)55m4)D! &')#$m!)5'

B

%%%)%%mD#)&D

B

")%%m")"&

B

D)#4m")%"

8!

低剂量组
##$)'$m$)%D 5")D'm&)5$ %4$)D"m%&)4% ")%Dm")"$ D)#"m")'&

!!!!

l

!((

)

与空白组比有极显著性差异%

L

%

")"#

&#

B

)

与模型组比有显著性差异%

L

%

")"%

&!

BB

)

与模型组比有极显

著性差异%

L

%

")"#

&"

表
&

!

血液流变指标检测结果l

X.QE,&

!

JE226IP,2E2

0S

H/6,*-,F-I,F+E-F

组别
#F

]#

&"F

]#

#%"F

]#

空白组
$")'#'m5)D"4 ##)&'&m")5$' D)$"5m#)"'5

模型组
##4)D!&m#")D$4

((

#')55'm")D!$

((

$)##$m")%D5

((

尿激酶组
$#)"%$m5)45'

BB

#!)!&4m!)$#"

BB

4)"4%m")$5#

BB

8!

高剂量组
$&)'%Dm!)$##

BBC

#&)5%"m&)#5'

BB

')&#!m#)!55

BB

8!

低剂量组
#"")4#'m!)4D#

BB

#&)$%4m!)D$'

BB

4)4$!m#)&D#

BB

!

l

!((

)

与空白组比有极显著性差异%

L

%

")"#

&#

B

)

与模型组比有显著性差异%

L

%

")"%

&!

BB

)

与模型组比有极显著性差异%

L

%

")"#

&#

C

)

与低剂量组比有显著性差异%

L

%

")"%

&"

('!

提取与活性
AbXB<=X?9@ : <=X?Z?XC

总第
!#$

期
"

!"!"

年
#

月
"



%

L

%

")"#

&"阳性药物尿激酶组明显降低大鼠血液内

X_

$

XO=>9

$

>7MO=

和
M7MO=

的含量"土鳖虫活性肽

组分
8!

高$低剂量给药后!血脂四项均有下降趋势!与模

型组比较具有显著性差异%

L

%

")"%

&"说明土鳖虫活性

肽可下调高脂血大鼠血液内
X_

$

XO=>9

$

>7MO=

和

M7MO=

的含量"土鳖虫活性肽组分
8!

高$低剂量组之间

差异不显著!说明治疗效果和剂量间相关性不明显"

!)&)&

!

血液因子含量的测定
!

如图
%

所示!血清
K97

含

#)

空白组
!

!)

模型组
!

&)

尿激酶组
!

5)8!

高剂量组
!

%)8!

低剂量组
!(

)

与空白组相比有显著性差异%

L

%

")"%

&

!((

)

与空白组

相比有极显著差异%

L

%

")"#

&

图
5

!

各样本血清
>7M

(

M7M

(

X_

和
XO=>9

含量测定结果

8H

0

+I,5

!

B,F+E-F2RF,I+3 >7M

#

M7M

#

X_./6XO=>96,-,I3H/.-H2/H/,.1PF.3

N

E,

#)

空白组
!

!)

模型组
!

&)

尿激酶组
!

5)8!

高剂量组
!

%)8!

低剂量组
!(

)

与空白组相比有显著性差异%

L

%

")"%

&

!((

)

与空白组

相比有极显著差异%

L

%

")"#

&

!BB

)

与模型组比有显著性差异%

L

%

")"%

&

!C

)

与尿激酶组比有显著性差异%

L

%

")"%

&

!CC

)

与尿激

酶组比有极显著差异%

L

%

")"#

&

图
%

!

各样本血清
K97

(

@9

(

8?J

和
-OL<

含量测定结果

8H

0

+I,%

!

B,F+E-F2R6,-,I3H/.-H2/2RF,I+3K97

#

@9

#

8?J./6-OL<H/,.1PF.3

N

E,

)'!

"

Z2E)&D

!

@2)#

姜
!
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量测定结果表明!造模后模型组大鼠血清中
K97

含量降

低!只有%

#%)%###m")''5&

&

/

32E

,

3M

!与空白组比具有

极显著差异%

L

%

")"#

&"连续给药后!尿激酶组和土鳖虫

活性肽组分
8!

高$低剂量组大鼠血清中
K97

含量均升

高"其中!土鳖虫活性肽组分
8!

高剂量组与模型组大鼠

相比具有极显著性差异%

L

%

")"#

&"

@9

在体内作为血管扩张机动因子!主要起到扩张血

管$降低血压$降低血黏度作用!为血瘀证改善的主要评

价指标"血清中
@9

含量结果表明!急性血瘀证模型组

大鼠血清
@9

含量比空白组大鼠
@9

含量降低明显!具

有极显著性差异%

L

%

")"#

&#连续给药治疗
#%6

后!各组

大鼠血清
@9

含量均有升高!除尿激酶组外!其他各组与

模型组均具有显著性差异%

L

%

")"%

&"考虑到尿激酶属

于直接纤溶剂!并不具有调节血清
@9

功能"

血液内
-OL<

含量下降!造成
8?J

含量增加!使得大

鼠具有形成血栓的潜在危险性"连续给药后!试验各组

大鼠血清内
-OL<

含量增加!对应的纤维蛋白
8?J

含量减

少!与模型组比!均具有显著性差异%

L

%

")"%

&!说明恢复

效果良好"其中!尿激酶作为
-OL<

直接作用药物!尿激

酶组大鼠血清中
-OL<

含量恢复最好!基本达到了空白组

水平!与模型组比较具有极显著性差异%

L

%

")"#

&"

以上说明!土鳖虫活性肽组分
8!

治疗(血瘀证)的机

理可能是上调
@9

$

-OL<

!使血液内
8?J

含量减少!从而降

低血液黏度!使血细胞指数下降"

&

!

结论
试验将分离纯化得到的纤溶活性肽进行药效研究!

采用高脂乳剂灌胃
`

高脂饲料饲养并结合注射盐酸肾上

腺素与冰水冷浴方法!复制大鼠急性血瘀证模型!以大鼠

血细胞和血液流变分析!血脂四项%

>7M

$

M7M

$

XO=>9

$

X_

&为指标衡量土鳖虫活性肽组分
8!

的治疗作用!结果

显示
8!

组分能显著降低大鼠血清内
X_

$

XO=>9

$

>7M

和
M7M

的含量!上调
@9

$

-OL<

使得
8?J

含量减少!从而

降低血液黏度!改善血液流动性!土鳖虫活性肽
8!

组分

对急性血瘀模型大鼠产生了影响"说明采用上述工艺对

土鳖虫活性肽进行分离是可行的"同时也证明!土鳖虫

活性肽可能是土鳖虫(活血化瘀)作用的重要物质"

试验过程也存在一些不足!如'最终分离组分
8!

的

氨基酸组成是否与活性之间存在紧密联系!目前尚未知#

分离组分
8!

究竟是通过哪种途径或者通路来调控相关

因子含量!试验没有涉及"针对存在的问题!后期会对
8!

组分进行
M=O;K

分析!获得其氨基酸序列"并进行更加

深入的研究!揭示其作用机制"
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