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摘 要：采用离子交换层析和凝胶层析方法，从杏鲍菇干样中分离得到多个蛋白组分，经枯斑

寄主检测，发现多个蛋白组分都有抗烟草花叶病毒（AF&）的活性，对 AF&的抑制率均在 B%G
以上，高者可达 22G。其中 H,DCI,已得到了纯化，分子量约为 $"JBKL，在心叶烟和苋色藜上
它对 AF&侵染的抑制率分别达到 22J!"G和 2CJ2G。
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植物病毒病防治一直是一个世界性难题，解决这一难题有多种防治策略，其中之一就

是应用抗病毒蛋白。目前发现的抗植物病毒蛋白大多数是植物毒蛋白，许多这类蛋白都

属核糖体失活蛋白［#］。而在食用菌中也发现有多种活性蛋白，曾有报道从香菇中纯化一

种抗烟草花叶病毒（A’,/??’ 6’N/7? O7-.N，AF&）蛋白 *PQ（ >-.7R7@S ,’T0 <-’R+7@），其分子量
$"KL，为碱性单亚基蛋白［$，"］。孙 慧等［!］从杨树菇中分离到一种抗 AF&的酸性蛋白，分
子量为 #=JCKL。由于食用菌种类多，是一类非常丰富的资源，可从中筛选出抗病毒蛋白，
这无疑具有较大的理论意义和应用前景。为此，本研究从杏鲍菇中进行了抗烟草花叶病

毒蛋白的筛选。

! 材料和方法

!"! 材料
杏鲍菇（!"#$%&’$( #%)*+,,）自然风干样品粉碎备用。以普通烟 U"$D（-,.&’,/*/ ’/0/.$1

O/- ) U"$D）作为 AF&繁殖寄主：以心叶烟（- ) +"$’,&*&(/）、苋色黎（23#*&4&5,$1 /1/%/*’,.&"&%）
作为 AF&枯斑检测寄主。
凝胶介质 L5I53M+<V/-’N+**、M.<+-T+HAFB= Q-+< W-/T+ 和 M+<V/?-0(AF M3$%% X7SV Y+N’(.3

R7’@均为 QV/6/?7/公司产品，蛋白标准低分子量标准蛋白为上海博亚生物技术有限公司
产品，分子量（KL）为兔磷酸化酶 P（Y/,,7R <V’N<V’-0(/N+ P）2BJ!；牛血清白蛋白（P’O7@+ N+3
-.6 /(,.67@）DDJ$；兔肌动蛋白（Y/,,7R /?R7@）!"J%；牛碳酸酐酶（P’O7@+ ?/-,’@7? /@V0T-/N+）
"#J%；胰蛋白酶抑制剂（A-0<N7@ 7@V7,7R’-）$%J#；鸡蛋清溶菌酶（V+@ +SS :V7R+）#!J!。
!"# 方法
!"#"! AF&的提纯：用 W’’T7@S方法［=］，经 $%%@6 Z "%%@6紫外扫描确定纯度和病毒含量。



!"#"# 杏鲍菇中各抗病毒蛋白组分的获得：方案 !：称杏鲍菇子实体风干粉碎样品 !"#，
分别用 $%%&’和 !%%&’的蒸馏水浸提两次，每次 !%(，用四层纱布过滤，合并浸提液；浸提
液 !% %%% )*&+,离心 !% &+,，得上清液 !；用 -%.饱和度的（/0-）$ 12- 沉淀，!% %%%)*&+,离
心 !% &+,，得上清液 $；再用 -%. 3 4%.饱和度的（/0-）$ 12- 沉淀，!% %%%)*&+,离心 !% &+,，
弃上清得沉淀 !。沉淀 !用蒸馏水溶解，!% %%%)*&+,离心 !% &+,，得上清液 5，留待上样用。

678791:;(<)=>:??装柱（!@AB& C !"B&），用 %@%! &=D*’磷酸缓冲液（;0E@%）平衡。
将上清液 5上样，用 %@%! &=D*’磷酸缓冲液洗涤 5% 3 -%&+,，然后用 % 3 %@" &=D*’的

/<FD梯度洗脱，分部收集流出液，将收集的各管在 $4%,&处测紫外吸收值。以管号和紫
外吸收值绘图，得到 E个组分 GH!、GH$、GH5、GH-、GH"、GHA和 GHE。通过抗 IJK活性检测后，
收集有活性的三个组分：GH$、GH5和 GH-，对蒸馏水透析 $-(，换水 5 3 -次，再用聚乙二醇
（L7M $% %%%）浓缩，然后分别上 1N;:)O:GIJE" L):; M)<O柱（!@AB& C -%B&），用 %@%! &=D*’磷
酸缓冲液（;0E@%）（含 %@!" &=D*’ /<FD）洗脱，得到以下主要的组分 GH$<、GH$H、GH$B、GH5<、
GH5H、G5B、GH5O；GH-<、GH-H和 GH-B，将它们分别浓缩透析后，即为待筛选的杏鲍菇蛋白。
方案 $：除了（/0-）$ 12- 饱和度定为 -%. 3 A%.和 A%. 3 4%.，平衡、上样和洗脱缓冲

液为 %@%! &=D*’浓度的 I)+>90FD（;0E@4），/<FD 梯度为 % 3 %@A &=D*’，凝胶层析介质改为
1:;(<B)PDIJ19$%% 0+#( Q:>=DNR+=,外，其它过程均与方案 !基本相同。
!"#"$ 抗病毒活性检测：采用半叶法接种，以心叶烟和苋色藜作为 IJK的枯斑寄主。用
蒸馏水与病毒的混合液（K*K S !）接种在枯斑寄主的左半叶上（病毒含量为 $%!#*&’），作
为对照；用等量的蛋白溶液与病毒的混合液（K*K S !）接种在枯斑寄主的右半叶上，作为
处理。每个样品接种 " 3 A片叶，待出现明显枯斑后，及时记录枯斑数。
抑制率. S［! T（处理的枯斑数*对照的枯斑数）］C !%%

!"#"% 1619聚丙烯酰胺凝胶电泳与蛋白定量：采用 ’<:&&D+方法［A］，浓缩胶浓度 5.，分离
胶浓度 !$.或 !".。蛋白的定量是将已纯化的未知浓度的蛋白与已知浓度的牛血清蛋
白按一定比例混合后进行 1619L8M7，然后在凝胶成像仪上进行这两个蛋白的面积积分，
根据面积比推算出未知浓度蛋白的含量。

# 结果和讨论

#"! 杏鲍菇中各蛋白组分的获得
根据方案 !，用 -%. 3 4%.饱和度的硫酸铵沉淀得到的杏鲍菇蛋白粗品，经 67879

1:;(<)=>:??柱层析后，大致分为七个组分：GH!、GH$、GH5、GH-、GH"、GHA、GHE（见图 !），收集前
A个组分，检测其抗 IJK活性，从中筛选出对 IJK有较强抑制作用的三个组分；GH$、GH5、
GH-；再将这三个组分分别浓缩透析后，经 1N;:)O:GIJE" L):; M)<O:凝胶层析，分别又可细分
为一些组分：GH$<、GH$H、GH$B；GH5<；GH5<、GH5H、GH5B、GH5O；GH-<、GH-H、GH-B（图 $、5和 -）。
根据方案 $，用 -%. 3 A%.和 A%. 3 4%.饱和度的硫酸铵沉淀得杏鲍菇蛋白粗品

GH-A和 GHA4。分别经 678791:;(<)=>:??柱层析后，GH-A各组分抗 IJK活性不高，GHA4出
现二个主要组分：GHA48和 GHA4U（见图 "）。检测 GHA48和 GHA4U抗 IJK活性，将抑制效
果较好的 GHA48，浓缩透析后上 1:;(<B)PDIJ 19$%% 0+#( Q:>=DNR+=,柱，得到较纯的杏鲍菇蛋
白组分：GHA48<、GHA48H（见图 A）。
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图 ! 杏鲍菇蛋白粗品的 "#$#%&’()*+,’--
柱层析

!"#$% &’()*+,-.(#* ,-/’0.1’#/.2-3 ’4 1-*

2/’1*"( ,/56* *+1/.,1 ’( . 7898):*2-./’;* ,’<50(

9$ +=>； ?$ +=@； A$ +=B $

图 . /0.的 &1(’*2’/ 34凝胶层析图
!"#$> C*< 4"<1/.1"’( ,-/’0.1’#/.2-3 ’4

4/.,1"’( +=> ’( :52*/6*+DE

.$ +=>.； ?$ +=>=； A$ +=>,$

图 5 /05的 &1(’*2’/34凝胶层析图
!"#$@ C*< 4"<1/.1"’( ,-/’0.1’#/.2-3 ’4

4/.,1"’"( +=@ ’( :52*/6*+DE

9$ +=@.；?$ +=@=；A$ +=@,；7$ +=@6$

图 6 /06的 &1(’*2’/34凝胶层析图
!"#$B C*< 4"<1/.1"’( ,-/’0.1’#/.2-3 ’4

4/.,1"’"( +=B ’( :52*/6*+DE

9$ +=B.；?$ +=B=；A$ +=B,$

图 4 /078的 "#$#%&’()9*+,’--柱层析图
!"#$E &’()*+,-.(#* ,-/’0.1’#/.2-3 ’4 +=FG

’( . 7898):*2-./’;* ,’<50(

9$ +=FG9； ?$ +=FG?$

图 7 /078$的 &’()9:*;<=>&%.?? )@A)
B’,+<1C@+D凝胶层析图

!"#$F C*< 4"<1/.1"’( ,-/’0.1’#/.2-3 ’4 4/.,1"’(

+=FG9 ’( :*2-.,/3<HI:)>JJ K"#- L*;’<51"’(

9$ +=FG9.； ?$ +=FG9=$

.E. 杏鲍菇蛋白抑制 =>F侵染枯斑寄主的活性
表 %是用 BJM N GJM饱和度硫酸铵沉淀得到的蛋白粗品，经 7898):*2-./’;*!!柱层

析后得到的蛋白组分，在心叶烟和苋色黎上进行抗 HIO活性检测所得到的结果。从表 %
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可以看出，这些蛋白组分在 !"#枯斑寄主上均有一定的抑制 !"#的效果。在心叶烟上，
$%&、$%’、$%(三个组分的抑制效果较好，它们各自的平均抑制率都超过 )*+，其中抑制效
果最好的是 $%(，它的平均抑制率达到 ,-.&)+；在苋色黎上，$%&、$%’、$%(三个组分各自的
平均抑制率都超过 ,*+，其中抑制效果最好的是 $%&，它的平均抑制率达到 ,).))+。这
一研究结果表明，$%&、$%’、$%(三个组分不论在心叶烟上还是在苋色黎上都表现很强的抑
制 !"#活性。

表 ! 杏鲍菇蛋白粗品经 "#$#%&’()*+,-’..柱层析后得到的蛋白组分抗 /01活性
!/%01 - !21 3423%35346 /7538359 5: !"# ;<:= ;</753:4> :%5/341? %9 3:4@1$72/461

72<:=/5:6</A29 :; 521 A<:5134 7<B?1 1$5</75 :4 / CDED@F1A2/<:>1GG 7:0B=4

H:7/0 01>3:4 E81</61 3423%353:4 </51>I+

2:>5 $%- $%& $%’ $%( $%J $%K

! L "#$%&’(’)* ’’LJ( )- LM’ )* L-M ,- L&) ’) L)& (& L’*

+ L *,*-*(%&.’#’- I ,) L)) ,K L)- ,& L,M I I

表 &是用 K*+ N M*+饱和度的硫酸铵沉淀得到的杏鲍菇蛋白粗品，经 CDED@F1A2/@
<:>1GG柱层析后得到的组分在心叶烟和苋色藜上进行抑制 !"#活性检测所得到的结果。
从表 &可以看出，在心叶烟和苋色藜上，$%KME和 $%KMO对 !"#表现极强的抑制活性，且
抑制效果非常稳定。除 $%KME在苋色藜上的抑制率低以外，它们的平均抑制率都超过
,M+，最高达 -**+。由此可见，$%KME和 $%KMO中存在抗 !"#活性蛋白。
表 ’是 $%KME经 F@&** 凝胶层析后得到的蛋白组分在心叶烟和苋色藜上进行抑制

!"#活性检测所得到的结果。从表 ’看出，$%KME%在心叶烟和苋色藜上都表现极显著的
抑制 !"#的效果，平均抑制率几乎达到 -**+，可见 $%KME%（蛋白浓度为 *.&-)=6I=H）具
有较强的抑制 !"#活性。另一个组分 $%KME/表现的抑制 !"#的效果不太稳定，其在心
叶烟上的抑制效果明显好于在苋色藜上的抑制效果。

表 2 3456经 "#$#%&’()*+,-’..柱层析后
得到的蛋白组分抗 /01的活性

!/%01 & !21 /75383531> /6/34>5 !"# :; 181<9 ;</753:4 :%5/341?

%9 3:4@1$72/461 72<:=/5:6</A29 :; $%KM :4

/ CDED@F1A2/<:>1GG 7:0B=4

H:7/0 01>3:4 E81</61 3423%353:4 </51>I+

2:>5 $%KME $%KMO

! L "#$%&’(’)* -** ,KLK’

+ L *,*-*(%&.’#’- ,M L&) ,M L,K

表 7 3456$经 &’()*8+9:/0&%2;; <=>) ?’-,:@A=,B
凝胶层析后得到的蛋白组分抗 /01的活性
!/%01 ’ !21 /75383531> /6/34>5 !"# :; 181<9 ;</753:4

:%5/341? %9 P10 ;305</53:4 72<:=/5:6</A29 72<:=1/5:6</A29

:; $%KME :4 F1A2/7<90!"F@&** Q362 R1>:0B53:4

H:7/0 01>3:4 E81</61 3423%353:4 </51>I+

2:>5 $%KME/ $%KME%

! L "#$%&’(’)* -** ,,L(’

+ L *,*-*(%&.’#’- ’&LJK ,M L,*

2C7 各蛋白组分的 &"&%D$E#
图 )是 $%&、$%’、$%(的 FCF@SEPD，从图中可以看出，$%&电泳显示多条蛋白带，分子质

量从 -*TC到大于 -**TC不等，图中还显示其中所含蛋白种类非常多；$%’电泳显示的蛋
白带分子量范围和 $%&的差不多，但所含蛋白种类有所不同，其中在 &(TC左右有主蛋白
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带；!"#电泳表明所含蛋白带的数量要少很多，大约在 $%&’左右有主要蛋白带存在。这
一电泳结果表明所获得的 !"$、!"(和 !"#均可能有多种蛋白在起作用。
图 )表明 !"$"和 !"("是由多蛋白组成。!"$"电泳显示一条主蛋白带，分子量约为

%*+)&’，另有一些不清晰的蛋白带。!"("电泳显示一条主蛋白带，分子质量约为 $(+,&’，
此外还存在一些淡的蛋白带，其中也包括 %*+)&’。
图 -表明 !"*)."基本得到纯化，它的抗病毒活性是由单一蛋白在起作用，检测表明

这个蛋白的分子量为 $(+,&’。

图 ! 杏鲍菇 "#$、"#%和 "#&
的 ’(’)*+,-

/012, 3’345.67 89 !"$，!"( :;< !"#

% 2 5=8>?0; @8A?BCA:= D?01E> @:=&?=；

$ 2 !"#；( 2 !"(；# 2 !"$ 2

图 . 杏鲍菇 "#$#和 "#%#的
’(’)*+,-

/012) 3’345.67 89 !"$" :;< !"("

%2 5=8>?0; @8A?BCA:= D?01E> @:=&?=；

$2 !"$"；( 2 !"("2

图 / "#0.+#的 ’(’)*+,-
/012- 3’345.67 89 !"*)."

%2 5=8>?0; @8A?BCA:= D?01E>

@:=&?=；$2 !"*)."2

$1& 讨论
杏鲍菇是福建省栽培十分丰富的一种食用菌，比较容易获得。对杏鲍菇干样的浸提

液进行硫酸铵分步沉淀以后，设计了不同的方法进行抗病毒蛋白的分离，结果发现有不同

种的蛋白在起着抗 FGH的作用。通过枯斑寄主测定，这些蛋白组分对 FGH的平均抑制
率均可达 ,IJ以上，高者可达 --J。在纯化过程中，发现一个抑制 FGH 较好的蛋白
!"*)."，其分子量为 $(+,&’，并已得到纯化，但它的生化特性和抗 FGH的机制有待进一步
研究。
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#$$&年中国微生物学会及各专业委员会学术活动计划表

会议名称 筹办单位 时间 人数 地点 联系人

#$$&年中国微生物学会学术年

会暨第八届三次全体理事会
中国微生物学会 %% [ %#月 #’$ 待定

尹 畅

$%$ [ 8#’’!899

第六届全国真菌学学术研讨

会

中国微生物学会真菌学专

业委员会
!月 % [ &日 ’$ [ :$ 南京

刘维达

>,C=JQ*\ L*5=<,> " Q*=

第三届全国微生物与免疫学

学术会议

中国微生物学会医学微生

物与免疫学专业委员会
!月 %$$ 杭州

关显智

$!&% [ ’8!’7%% [ 8’9!

全国调味品学术研讨会 中国微生物学会酿造学会 ’月 %$$ 待定
张林 顾甘泉

$%$ [ 87’$!8’&

第五届四体病和弓形虫病学

术研讨会

中国微生物学会《人兽共

患病杂志》编辑部
’月上旬 9$ 厦门

于恩庶

$’7% [ 9’’#$%:

第二届全国微生物肥料技术

研讨和产品展示会

中国微生物学会农业微生

物学专业委员会
’月 #: [ &$日 :$ 无锡

李 俊

$%$ [ 8:7%:9$#

第四届全国酶工程学术讨论

会

中国微生物学会酶工程专

业委员会
9月 9$ 无锡

黎高翔

$%$ [ 8#8!&$9!

中德环境微生物及多样性研

讨会
中国微生物学会协办 :月 ’日—%#日 7$ 北京

肖昌松

$%$ [ 8#’’!899

第八届全国微生物学教学研

讨会

中国微生物学会基础微生

物学专业委员会协办
:月 :$ 湖南

夏立秋

$9&% [ ::9##7:

环境微生物学学术研讨会
中国微生物学会环境微生

物学专业委员会
: [ 7月 :$ 成都

李顺鹏

$#’ [ !&78&%!

生物催化前沿基础研究学术

研讨会

中国微生物学会基础微生

物学专业委员会
:月]%$月 9$ 济南]威海

曲音波 陈冠军

$’&% [ :’8!!#7
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