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松口蘑菌丝体蛋白质诱导细胞凋亡

刘 萍， 陶文沂， 孙 震， 唐雪明
（江南大学 生物工程学院，江苏 无锡!$1"-#）

摘 要：采用深层发酵技术培养菌丝体并提取分离出的蛋白质，进行体外抗人子宫颈癌3456细
胞增殖及诱导细胞凋亡机理的研究(试验发现松口蘑菌丝体水提液中活性蛋白质789在体外具
有抑制肿瘤细胞增殖的作用，扫描电镜观察到789处理细胞产生明显的凋亡小体，789对细胞
周期的影响是通过抑制细胞从:到;!8期的转化来抑制3456细胞增殖，诱导细胞发生凋亡的(
<)=电泳出现以!"">?左右为单位的<)=碎片(结果表明：采用液体培养方法生产的松口蘑菌
丝体蛋白质，具有显著的抑制细胞增殖和诱导细胞凋亡作用(
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松口蘑（!"#$%&’&()()*+,*)-.:CDE(）系担子
菌纲口蘑科真菌，含有多种活性成分，具有强身、抗

肿瘤、治疗糖尿病等作用(在!2种担子菌类抗癌食
用菌中，松口蘑抗癌活性位于第二［$，!］，是重要的抗

癌植物(作者采用深层发酵技术培养菌丝体并提取
分离出的蛋白质，进行体外抗肿瘤研究，发现具有

较强的抗癌活性(

B 材料与方法

BCB 实验材料

B(B(B 松口蘑菌丝体活性蛋白的提取$789菌丝
体水提液经硫酸铵沉淀，收集沉淀透析除盐，过
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!"#"$%&离子交换柱，用’()*细胞作为靶细胞筛
选有抑癌活性的组分，再过+(,-*.(/0$&11层析柱
分离，得到一活性较高组分，定名为2345
!5!5" 完全培养液的配制 643789:1培养液过
滤除菌，用前加入81;小牛血清，8;谷氨酰胺、分
别加入811<／=)的青霉素和链霉素溶液，用无菌
的8=>?／)’@?或A*B’溶液调,’至C51!C5&，
即为完全培养液5
!5!5# 细胞系 人子宫颈癌细胞’(?*系苏州大学
医学院提供，肉瘤$8D1（+$8D1）细胞购自中国科学院
上海细胞所5
!$" 实验方法

!5"5! 细胞培养8’()*细胞生长在643789:1
完全培养基中，ECF，%;@B&温箱培养5传代至旺
盛生长后，试验&:-前半量换液，15:;台盼蓝鉴定
活细胞数应为GD; 以上5所有实验均经&次重复
证实5
!5"5" 234对’()*细胞生长曲线的影响8 将对
数生长期的’()*细胞，用完全培养液悬浮并计数，
调细胞浓度DH81:=)I8，然后将细胞接种于&:孔
培养板中，每孔8=)，将不同浓度的234加入各
培养孔中，每种浓度设E个复孔，同时设完全培养
液E孔为对照，于ECF，%;@B&培养箱中培养&:、

:D、C&、G9-后，取出，进行细胞计数，每个组分浓度
的细胞数取E个复孔的平均值，计算松口蘑活性物
质对人’()*细胞的增殖抑制率［E］5
!5"5#!234对’()*细胞增殖抑制的7@%1测定
将对数生长期的’()*细胞，用完全培养液悬浮并
计数，调细胞浓度8H81%=)I8，于G9孔培养板中，
每孔811")，将不同质量浓度234加入各培养孔
中，培养:D-5培养结束后，每孔加入 322溶液
（%=J／=)）&1")，ECF继续孵育:-5每孔加入

%1=)盐酸异丙醇使紫色结晶溶解，然后在酶联免
疫检测仪上测定各孔在%C1K=吸光度值5
!5"5%!234对细胞形态的影响 将’()*细胞用
完全培养液稀释，加入细胞培养瓶中，使细胞终浓

度为%H81:=)I8，分别加入234（:1"J／=)）或生
理盐水，将培养瓶移入@B&培养箱中，在ECF、%;
@B&及饱和湿度条件下培养:D-5用15&%;胰蛋白
酶消化，4L+洗涤两次，细胞离心后用&;!E;戊
二醛:F固定8-，4L+液洗E次，8;锇酸固定8-，

4L+洗E次，酒精上行脱水，进行扫描电镜观察5
!5"5&! 流氏细胞术测定234对’()*细胞细胞周
期、细胞凋亡的影响

将’()*细胞按&H81%=)I8接种于91=)培

养瓶中，分别加入不同质量浓度的234，在ECF、

%;@B&及饱和湿度条件下培养作用&:!G9-，对
照组加等量培养液［:］5
将234培养不同时间的细胞用4L+漂洗，胰

蛋白酶消化，收集于离心管内，8%11M／=NK离心%
=NK，弃上清液，使细胞悬浮，加G1;冷乙醇，用吸管
将细胞分散均匀，置冰箱内固定8&-以上5测定前
离心除去乙醇，用4L+再洗一次后，然后离心去除
上清液，加8%11")的碘化丙啶作用8%=NK以上，
用&11目尼龙网过滤，以保证样品呈单细胞悬液状
态，即可上机检测5
流式细胞仪上作!A#细胞周期及凋亡分析5

数据处理采用L5!公司@(??ONP软件，每个样品均分
析%111个细胞5
!5"5’!234对’()*细胞!A#凝胶电泳的影响
用 234 或生理盐水处理后的 ’()*细胞

EH819=)I8，D11!离心%=NK，弃上清液54L+洗
涤两遍，加入!A#抽提缓冲液（81==>?／)2MNQ$
’@?，,’D51；8%1==>?／)A*@?；81==>?／)"!2#；

15:;+!+）15%=)，移入",,(K.>MOO管，加入蛋白
酶R，最终质量浓度为811"J／=)，充分混匀，%1F
水浴保温E-，不时振摇5取出，加入等体积15%
=>?／)2MNQ$’@?（,’D51）平衡的饱和酚，混合81
=NK，室温%111!离心8%=NK5吸出上清液于另一
离心管中，加入等体积氯仿$异丙醇混合液（"氯仿S
"乙醇T&:S8）充分混匀，室温%111!离心8%=NK5
吸出上清液，加入&倍无水乙醇及81;体积A*#U
（,’%5&），I&1F过夜58&111!离心沉淀!A#，

C1;乙醇涤洗8次，室温干燥，适量电泳缓冲液2"
溶解，加6A#酶&1"J，ECF水浴8-5取制备的

!A#样品，85%;琼脂糖凝胶电泳&-，电泳缓冲液
为2L"5紫外灯下观察!A#梯带并摄影5
!5"5(!234体外增强免疫实验 取健康人的血
球（分离血浆后的血制品），轻轻加在淋巴细胞分离

液上，离心收集白细胞层，用4L+离心洗涤两次，最
后用完全培养液调细胞数为8H819=)I8备用5将
细胞加入G9孔培养板中，每孔体积811")5加入不
同质量浓度的234（:1!891"J／=)），稳定培养81
-后加入4’#（最终质量浓度为81"J／=)），在EC
F、%;@B&及饱和湿度条件下培养C&-5培养结束
后，每孔加入322溶液（%=J／=)）&1")，ECF
继续孵育:-5然后终止培养，小心吸弃孔内培养上
清液5每孔加入%1=)盐酸异丙醇使紫色结晶溶
解，然后在酶联免疫检测仪上测定各孔%C1K=吸
光度值5

119 无 锡 轻 工 大 学 学 报 第&1卷

万方数据



! 结果与分析

!"# $%&对’()*细胞生长周期的影响
将!"#$培养不同时间后计数，计算%&’对人

!"#$细胞的增殖抑制率，结果见图()

图# $%&对’()*细胞生长曲线的影响

+,-"# $%&(..(/012/(33-41506/748(

%&’在质量浓度较低的情况下，对!"#$细胞
增殖抑制作用较弱（图(）)%&’对!"#$细胞的增
殖抑制作用与作用时间和作用剂量均相关（图*），
随着培养液中%&’质量浓度的增加和作用时间的
延长，对!"#$细胞增殖抑制率不断提高)在作用*+
,时，低剂质量浓度的%&’对!"#$细胞的增殖抑
制率只有*-.，而在较高质量浓度（/-!(0-"1／

2#）时对!"#$细胞的增殖抑制率为+-.!0-.)
在+/,时，+-"1／2##$%对!"#$细胞的增殖抑
制率上升为0-.，(0-"1／2#时对!"#$细胞的增
殖抑制率高达33)(.)但总体来说，#$%具有抑制
细胞分裂的作用（图(），对细胞的毒性不是很强烈，

#$%不能象小分子化合物那样在短时间内杀死细
胞)

图! $%&对’()*细胞抑制率的影响

+,-"! $%&(..(/012’(3*/(33*20,9413,.(4*0,8(4*0(

!"!#!"#对’()*细胞增殖抑制的:;4-测定
从图5中可以看出，随着%&’质量浓度的增

加，活细胞数量逐渐减少，但%&’在-!(0-"1／

2#质量浓度下并不能全部杀死癌细胞)从回归方
程计算%&’对人!"#$细胞674-值为5-)4/"1／

2#)

图< $%&对’()*细胞增殖抑制的:;=>
+,-"< $6(:;=>1.$%&*-*,2?0’()*/(33

!"< $%&对细胞形态的影响

%&’对!"#$细胞形态影响，扫描电镜观察结
果见图+)

$)!"8$细胞对照（(/+-倍） 9)%&’作用!"8$细胞（(/+-倍） :)%&’作用!"8$细胞（*3--倍）
图@ $%&对’()*细胞形态的影响

+,-"@ $6(A1496131-,/*3/6*2-(1.’()*/(33?72B(4?/*22,2-(3(/0412,/0(3(?/19(*..0(404(*0,2-CD$%&
从图+中可以看出，细胞处理+/,后，其形态

学变化与对照组相比有明显差异)扫描电镜可见：
细胞粘度增高，不易分离成单个细胞，细胞表面形

成凋亡小泡（98"99;<1），有小泡破裂或脱落形成凋
亡小体（$=>=?>?;:9>@;"A）)在%&’作用的!"#$细

胞（*3--倍）图中可以明显地观察到凋亡小体)
!"@ 流氏细胞术测定$%&对’()*细胞的细胞周
期影响

%&’对!"#$细胞的细胞周期影响见表(，表

*，其中低于B(期CDE含量的细胞判定为凋亡细

(-0第0期 刘 萍等：松口蘑菌丝体蛋白质诱导细胞凋亡
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胞!
表! 不同质量浓度的"#$作用%&’(细胞)*+后周期分
布及细胞凋亡变化

"(,-! .//&0123/45//&6&71"#$0370&716(15372(8(5721%&’(
0&99371+&0&990:09&;6386&22537

"#$质量浓度 %／& ’／& %(#／&
凋亡百分比／

&

对照 )*!+ (,!- .,!+ /

./!0／12 )+!, (.!, (-!3 .!3

(/!0／12 -(!3 -.!) .)!, ,!-

-/!0／12 -- --!. ..!4 *!/

4/!0／12 -.!, ).!, ,!4 .+!.

表* <=!8／>’"#$作用不同时间后%&’(细胞周期分布
及细胞凋亡变化

"(,-* .//&0123/"#$6&(01537/3645//&6&7115>&(8(5721
%&’(0&99371+&0&990:09&;6386&22537

"#$作用时间 %／& ’／& %(#／&
凋亡百分比／

&

(-5 对照 ,/!3 (+!( .)!/ /

(-5 "#$ --!( )(!4 +!/ /!*

-45 对照 )3!- (-!3 .)!* /

-45 "#$ ).!. +*!) ..!- /!)

*(5 对照 )*!+ (,!- .,!+ /

*(5 "#$ -.!, ).!, ,!4 .+!.

3, 对照 )+!) (4!. .,!3 .!)

3,5 "#$ -4!+ -3!) (!( -.!)

经"#$处理后的细胞其周期分布与对照明显
不同，且不同质量浓度的"#$变化情况各异，培养

(-5后，"#$处理的6728细胞其’期由对照(+!
(&上升至)(!4&，%(期比例从.)&降至+&!这
表明"#$在最初是通过干扰细胞’期的通过而影
响周期进行!随着"#$质量浓度的增高，处理细胞
的’期比例增高!而%(#期比例逐渐下降，凋亡细
胞比例即亚%.峰则由.!3&增至.+!.&，与’期比
例增高的幅度一致!
同一质量浓度下，随着"#$作用时间延长，凋

亡细胞所占比例进行性上升，同时也观察到’期细
胞比例始终保持在相当高的比例，由此推测"#$
可能是通过抑制细胞周期中’到%(#期的转化阶
段而影响细胞的生长，进而诱导细胞发生凋亡!
*-? "#$对%&’(细胞@AB凝胶电泳的影响
细胞凋亡最突出的生化特征是细胞染色质的

有控降解，即9:;双链在核小体联结子部位逐渐

断裂，形成一系列长度约为.4)"(//<=倍数的碎
片!9:;电泳显示9:;结构断裂，表现为梯状带
型!由图)中可以看出，"#$在作用6728细胞-4
5后，开始发生9:;断裂，形成以(//<=左右为最
小单位的9:;梯形电泳结果，处理*(5比-45形
成的9:;梯带明显!而处理(-5和对照均无9:;
梯带!

(、+、-分别为4/、-/、(/!0／12的"#$作用6728
细胞+,5；

)、,、*分别为4/、-/、(/!0／12的"#$作用6728
细胞-45；

4、3、./分别为4/、-/、(/!0／12的"#$作用6728
细胞*(5；

..为培养*(5的6728细胞无药对照；

.和.(为#8>?7>!
图? "#$处理%&’(细胞的@AB琼脂糖凝胶电泳

C58-? B8(632&8&9&9&0163;+36&2523/@AB&D16(01&4
/63>%&9(0&99(/1&616&(1>&71E51+"#$

*-F "#$对$%B活化的人外周血淋巴细胞增殖
的调节作用

经$6;活化的人外周血淋巴细胞在不同质量
浓度的"#$作用下培养*(5，#""比色法检测结
果见表+!其@9值的变化与质量浓度不呈正相关，
高质量浓度的"#$（4/".,/!0／12）无促增殖作
用，而较低质量浓度具有明显的促增殖作用!

表G "#$对人淋巴细胞转化的影响

"(,-G "+&&//&013/"#$371+&9:>;+30:1&16(72/36>(1537

组别 "#$质量浓度／
（!0／12）

@9)*/

$6;对照组 ——— /!.,+A/!/.

(/ /!.3/A/!

$6;B"#$处理组 -/ /!(./A/!!

4/ /!.,*A/!//,

.,/ /!.(/A/!/(

注：与对照比较!!"/"/)，!!!"/!/.!
（下转第,/*页）
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一烷、己酸乙酯等!

! 结 论

"）菌种配合是蔬菜汁乳酸菌发酵中对产酸速
度和总菌数最主要的影响因素!嗜热链球菌、双歧
杆菌、嗜酸乳杆菌配合发酵的蔬菜汁诱导期最短，

约"!#$，对数期产酸速度较快，终点%&在’!(!
)!#，全部发酵时间约*!+$!保加利亚乳杆菌和嗜
热链球菌配合发酵的总菌数最高，都在#!,-",(个
／./以上；其次是嗜热链球菌、双歧杆菌、嗜酸乳杆
菌配合，总菌数也在"!#-",(个／./以上!

#）大豆黄浆水可明显提高乳酸菌发酵蔬菜汁
的总菌数，说明大豆黄浆水对乳酸菌生长有促进作

用!
’）嗜热链球菌、双歧杆菌、嗜酸乳杆菌配合发
酵除了产生乳酸，还可以产生较多的乙酸，因此发

酵产品中的有机酸组成更为丰富!
)）嗜热链球菌、双歧杆菌、嗜酸乳杆菌配合发
酵的蔬菜汁较未发酵的蔬菜汁，产生了较多的风味

成份，除了双乙酰、异丁酮，还合成了许多小分子的

醛、醇、烃、酯等!
注：本项目中有机酸及风味物质的测定工作由无锡轻工大学测

试中心完成!
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! 讨 论

已知的食用菌子实体、菌丝体中存在的抗癌物

质其主要作用机制是增强免疫力，即是佐剂效果，

因此发挥抗肿瘤效果的时间较长!河村幸雄（"11)）
将松口蘑子实体经水提取、凝胶过滤、阴离子交换

树脂和疏水色谱层析后获得能够直接杀伤皮肤癌、

子宫癌等上皮癌细胞的蛋白质［3］!本文作者采用发
酵法，从产生的菌丝体中提取的蛋白质，也具有体

外抑癌活性!作者研究发现，松口蘑菌丝体水提液
中活性蛋白质506在体外抗肿瘤试验中，具有杀
伤肿瘤细胞的作用!较低剂量（#,!"*,"7／./）时
即能抑制&8/9细胞增殖，诱导细胞发生调亡!表现
为细胞形态异常，形成凋亡小体!随506剂量的增
加和作用时间的延长，发生形态变化和凋亡的细胞

数量亦相应增加!由于松口蘑是一种活体外共生
菌，目前还不能进行人工栽培，产量稀少，致使国内

外对其研究较少!鉴此，本项研究结果对今后批量
生产抗癌的天然药物有一定参考价值!
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