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毛头鬼伞（.(/’&-01 "(2$#01）中一种碱性
蛋白的纯化及其活性

吴丽萍 吴祖建 林奇英" 谢联辉
（福建农林大学植物病毒研究所 福州 "3%%%$）

摘 要：用离子交换层析（JK2I,GL90(I, 88）和凝胶层析（MCG,0D,:4K 73）方法，从新鲜食用菌毛
头鬼伞（!"#$%&’( )"*+,’(）子实体中分离纯化出一碱性蛋白 ?"，经 M+M2NOP;初步确定其分子
量约为 &!Q!R+。活性检测结果显示：当其浓度为 &$Q3!HS.T时，对烟草花叶病毒（4K’）在心
叶烟枯斑寄主上的侵染抑制率达 5"Q%U；?"对兔血凝集活性滴度为 $3，对人血凝集活性滴度
为 $#，其浓度分别为 &Q3#$!HS.T和 %Q75&!HS.T；利用胃癌细胞株KPJ25%"检测 ?"体外抗肿瘤
活性，其 -!3%为 &$!HS.T。?" 12端序列为 1V+’OOJOV8W++8J+4T4N，为一新的蛋白序列。在

MXWMM2NYV4上登录号为 N5"!77。
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食用菌中富含蛋白质、氨基酸、维生素及微量元素，从其中分离和纯化的物质，表现出

很强的抗肿瘤、免疫调节、抗病毒、抗细菌和抗其它寄生物，还有治疗糖尿病、心血管病和

高胆固醇症的作用。目前，已经从糙皮侧耳（./0’$",’( "(,$0+,’(）、双孢蘑菇（ 12+$%)’( 3%(4
#"$’(）、口蘑（5$%)6"/"*+ *"&2"/%)’*）和斑玉蕈（78#(%982’( *+$*"$0’(）中分离到多个蛋白，它
们能抑制鼠白血病细胞、细胞单核细胞和巨噬细胞等肿瘤细胞的增殖［& Z 3］；从金针菇

（:/+**’/%&+ ;0/’,%#0(）、皱盖罗鳞伞（<"9%,0( )+#0$+,+）、水粉蕈（!/%,")830 &03’/+$%(）和 =8"#682
//’* (6%*0>%等食用菌中分离得到能抑制艾滋病病毒（[C.9= W..C=(D,A<-<,=-? ’<0CI，[W’）2&、
单纯疱疹病毒和流感病毒等的活性蛋白［# Z 5］。食用菌蛋白抗病毒活性研究主要集中在抗

动物病毒方面，抗植物病毒蛋白研究则报道不多，仅有几个抗植物病毒蛋白从香菇（=0&,%4
&’( 0?"?0(）、杨树菇（ 12$")830 +020$%,+）、榆黄蘑（./0+$",’( )%,$%&"#%/0+,’(）等食用菌中得到提
纯［6 Z &&］。

本文从毛头鬼伞（!"#$%&’( )"*+,’(）中分离出一种具有抗病毒、抗肿瘤活性的碱性蛋
白。毛头鬼伞俗名为鸡腿蘑或鸡腿菇，入药能益胃、清神、治痔，其中含有的抗肿瘤碱性蛋

白尚未见报道，毛头鬼伞提取到抗植物病毒蛋白也是首次报道。

! 材料和方法

!"! 材料
毛头鬼伞（!"#$%&’( )"*+,’(）子实体鲜样购自福州市场，存放于27%\超低温冰箱中备



用。

烟草花叶病毒（!"#$%%" &"’$(% )(*+’，!&)）保存于本实验室，检测抗 !&)活性所用枯
斑寄主为心叶烟（!"#$%"&’& ()*%"’$+&），普通烟 ,-./（! 0 %&,&#*- 1$* 0 ,-./）作为保存和繁殖

!&)的寄主；番茄青枯菌（.&)+%$’"& +$)&’&#/&’#/）和水稻白叶枯病菌（0&’%1$-$’&+ #&’2/+%3"+
210 $345&/）由福建农林大学植物病理实验室提供；人胃癌细胞株 &34567-由厦门大学陈
瑞川老师提供，所用培养基为 89&:;/<7（3(#%" =8>），内含 ;7?的小牛血清（杭州四季青
生物工程有限公司）、;77!@ AB>青霉素、;77!@AB>链霉素、&!!干粉为 CD+E$公司产品；人
新鲜血液由福州空军医院免疫室的刘小朋主任提供。

4&5’F2G$*"’F C$’H CD"I和 J+2F*KFL!& MN均购自 OBF*’G$B 9G$*B$%($ =("HF%G公司；超滤
离心管 4FPH*(%"P5Q&;7（浓缩范围为 ;7 R ;77ES）为 &(DD(2"*F公司产品；丙烯酰胺、甲叉双丙
烯酰胺、!*(’、十二烷基硫酸钠（JSJ）等购于上海生工生物工程技术有限公司；低分子量标
准蛋白为上海生物化学研究所产品；其它生化试剂为国产分析纯。

!"# $%&的提纯
按 3""K(P@方法［;.］提纯。经 .77 R -77PB紫外扫描确定其纯度及浓度。

!"’ 蛋白的分离纯化和条件优化
取毛头鬼伞鲜样若干，加入 .倍体积蒸馏水浸提 < R NG，;7777*AB(P离心 .NB(P，收集

上清液，用 9=J液（T$.U9V<5T$U.9V<，2UMW.）调上清液使 9=J液最终浓度为 7W7;B"DA>；以
此混合液上 4&5’F2G$*"’F C$’H CD"I离子交换柱（上样前用相同浓度 9=J平衡），缓冲液洗
涤交换柱后用 7 R 7WN B"DA> T$4D梯度洗脱，收集洗脱峰浓缩透析得 O和 =液；=液过 J+5
2F*KFL!& MN凝胶层析柱，用相同浓度缓冲液（内含 7W;NB"DA> T$4D）洗脱，收集洗脱峰，聚乙
二醇 .7777浓缩，透析脱盐。检测浓缩液抗 !&)活性并收集具活性部分，即得纯化蛋白
X-。
优化方法：搅碎后立即离心并上样，毋需浸提可减少杂蛋白，浓缩后得 4液。

!"( 蛋白的分子量、浓度和含糖量的测定
采用 JSJ59O3Y方法［;-］测定分子量，浓缩胶浓度为 <?，分离胶浓度为 ;N?。=*$KZ"*K

法［;<］确定蛋白浓度，考马斯亮蓝 35.N7比色。测定待测样品的 67<[7值，查标准曲线得到

糖的浓度，根据 =*$KZ"*K法所测蛋白浓度，推算出蛋白质糖含量［;N］。
!") *+端序列分析
由湖南师范大学生命科学院测定。

!", -’蛋白对 $%&侵染抑制率测定
采用半叶法，用 7W7;B"DA> 9=J 液（2UMW.）及等体积的 X- 蛋白溶液分别与浓度为

.7!@AB>病毒液等量混合接种在枯斑寄主的左、右半叶上，每个样品接种 N R /片叶，待出
现明显枯斑后，及时记录枯斑数，取平均值。

抑制率? \［; ]（处理的枯斑数A对照的枯斑数）］̂ ;77
!". 对植物病原细菌抑菌试验
供试样品对病原细菌的生长抑制作用采用抑菌圈法，取浓度为 ;7M R ;76 AB>的菌液

;77!>，加入 MB>牛肉胨培养基制成带菌培养基，然后在培养基上打孔，孔内加入供试样
品提取液，观察抑菌圈的大小，并记录对菌株的抑制作用。抑制率计算方法如下：
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抑制率! "［（菌圈直径 #打孔器直径）$菌圈直径］% &’’
!"# $%蛋白体外抑制肿瘤细胞生长测定（&’’测定法）［!(］

细胞接种于 ()孔培养板，培养过夜后加入样品处理 *+,，对照组加等量培养基，-./
洗涤后每孔加 &’’!0含 ’1*23$20 455的 -./液，678温育 +,，去除 455液，加 *’’!0碱
化二甲亚砜（94/:）（(’! 94/:，&’!’1& 2;<$0甘氨酸=>?:@，A@(1B），678温育 6’2CD，测
定 !"E7’值。设 6 F )个重复，取平均值。按下式计算药物对肿瘤细胞生长的抑制率：

肿瘤细胞生长抑制率! "［& #（实验组 :9值$对照组 :9值）］% &’’
抗肿瘤药物活性以 #$E’衡量，#$E’是抑制率为 E’!时的样品浓度。

!") $%蛋白凝集素活性测定
参照文献［&7］，略加修改。在血凝板中每孔加入 *E!0红细胞缓冲液（’1’*2;<$0-./

液 # ’1*2;<$0氯化钠，A@71*），取样品 *E!0作倍比稀释，震荡血凝板，同时每孔加*E!0
*!红细胞悬液，继续震荡 &2CD，室温或 +8静置 &1E F *,，显微镜下观察结果。用凝集素
样品的稀释倍数即效价表示其活性。

* 结果

*"! $%蛋白的纯化
样品搅碎后置冰箱浸提，然后离心并经过 G4=HIA,?J;HI KK阳离子交换柱洗脱后可得

到两个吸收峰 L和 .（图 &），L、.两峰互相交叉，经 /9/=-LMN及 -LMN方法可检测到多种
蛋白。.液中一种蛋白与 O6蛋白分子量非常接近，采用 /PAIJQIR54 7E凝胶层析柱无法将
其提纯，还需要进一步纯化。而采用优化方法，样品粉碎后毋需浸提直接离心并经过离子

交换柱洗脱可得到一个主峰 G（图 &），虽然跟前者比较采用等量材料时其洗脱峰中所含蛋
白量偏低，但是 G液经 /9/=-LMN及 -LMN方法仅可检测到含两个蛋白，且其分子量相差
大，收集 G液经过 /PAIJQIR54 7E凝胶层析柱即可得到纯化蛋白 O6（图 *、图 6）。因此采用
优化方法虽然得率较低，但是简化了纯化步骤。

图 ! 鸡腿菇初提液过 +&,-./0123-.
44阳离子交换柱

KC3S & T;D=IRU,?D3I U,J;2?V;3J?A,O ;W V,I AJ;VICD UJPQI

IRVJ?UV ;D ? G4=HIA,?J;HI U;<P2D 图 * $%在 56/.27.8’&9:凝胶层析柱上的纯化
KC3S * O6 APJCWCIQ XO /PAIJQIR54 7E

2;<IUP<?J HICYI U,J;2?V;3J?A,
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图 ! "!的 #$#
%&’()

!"#$ % &% ’(’)*+,-

./ &%

01234564；71*4.86"9 &% $

*+* 纯化蛋白 "!的 #$#%&’()
收集 ’:;64<6=>2 ?@凝胶层析柱洗脱液 &%经 ’(’)*+,-后，得

一条蛋白带（图 %），说明已纯化，其分子量约 0A1A5(。由于电泳条
带接近原点，对其分子量的估计可能存在较大误差。并且极有可

能偏小。需要通过质谱或其它方法进一步确定分子量。

*+! "!蛋白 ,%端氨基酸序列及含糖量检测结果
&%蛋白 B)端氨基酸序列由湖南师范大学生命科学院测定，其

序列为 BC(D++E+C!F((!E(>G>*，,69H395 中没找到其同源序
列，可能为一新的蛋白序列，在 ’IF’’)*JC>上登录号为 *K%A??。
经酚)硫酸法检测各收集管中的含糖量，结果表明各收集管的
!"ALM与其 !"7KM相对应，说明在蛋白上结合有糖基。另用此方法

检测出 &%蛋白含糖量高达 %MN，说明 &%为一糖蛋白。
*+- "!蛋白抗 ./0及抗病原细菌检测结果
经半叶法测定当 &%浓度约为 071@!#OPG时，在枯斑寄主心叶

烟上对 >2D的侵染抑制率达 K%1MN。&%蛋白与其他抗植物病毒
蛋白活性比较结果显示其抑制 >2D活性明显高于 ++D*，但低于
!H*及 Q*AR)AR。经检测 &%蛋白对番茄青枯菌及水稻白叶枯病菌
无抑制作用（表 0）。

表 1 "!与其它抗植物病毒蛋白对 ./0抑制率比较
>3ST6 0 F9U"S"8.4& 6//6V8W ./ <"//64698 ;4.86"9W .9 >2D

+:8U.4 2:WU4..P *4.86"9 2.T6V:T34 X6"#U8 O5( E.9V698438".9O（!#OPG） F9U"S"8".9 4386 .9 >2DON

’:9 Y #$%&’()* +*$*%,-+ ++D* 0@1K 7MM KA1%

Z.S3&3WU" .*/-,/01 *2&2*1 !H* 7%1M R%MM @M1M

!: 2 [ 34*+%&-01 ’,-%,/&5,4*+-01 Q*AR)AR 7?1A M17A @M1M

I: G * 6&5%,/01 ’&7+-01 &% 0A1A 071@ K%1M

*+2 "!蛋白的凝集素和抗肿瘤活性检测结果
经血凝滴度检测到该蛋白对兔血的凝集素滴度在 7@，此时的蛋白浓度为 01@R7!#OPG；

对人 +、H、J和 +H A种血型的凝集素滴度在 7R，此时的蛋白浓度为 M1?K0!#OPG。表明该
蛋白具一定凝集素活性，同时用 2>>法检测其抗肿瘤活性 86@M为 07!#OPG。

! 讨论
约有 %MN \ @MN的食用菌中含有凝集素［0K］，但是目前从食用菌中获得的凝集素不

多，对其生化特性及功能研究不够深入，食用菌凝集素是否类同于植物凝集素或应归属于

植物凝集素的哪一类尚未涉及，其功能研究也仅集中在抗肿瘤活性及提高免疫力等方面，

对其是否具有类似植物凝集素的其他功能研究还未展开。

植物病毒是影响农作物产量和质量的病原物，有的能通过植物表面微伤口直接侵染

作物，有的需通过病毒介体如蚜虫、褐飞虱、叶蝉等昆虫导入植物体内。植物凝集素能有

RL? 微 生 物 学 报 A% 卷



效防治这类介体昆虫。研究结果表明 !"蛋白是一凝集素，能抑制植物病毒（如 #$%）侵
染，如果进一步研究发现其具有抗虫功能，则利用 !"蛋白基因所产生的转基因作物不仅
可以直接抗植物病毒，还能通过抑制传毒昆虫达到抗病毒的目的。这就能有效克服目前

转基因作物抗病毒谱窄的缺点，目前抗病毒转基因所利用的基因大多为病毒基因。

!"蛋白具有一定凝集素活性，这可能与其所含糖基有关，显微镜下观察 !"蛋白对胃
癌细胞 $&’()*"具有裂解作用，它对肿瘤细胞造成裂解是否由于糖基识别细胞表面并使
蛋白发生作用？这也是一值得探讨的问题。在实验中发现 !"蛋白对细菌无抑制作用，其
等电点偏碱性，这与商陆核糖体失活蛋白（+,!-./0110 23-45460/ +6.-743，+2+）的活性相似，目
前已从食用菌中提取到多种核糖体失活蛋白，它们与植物源核糖体失活蛋白生化特性相

差很远。!"是否为核糖体失活蛋白还有待进一步证实。!"蛋白在 &738039中没找到同
源序列，这预示其为一抗病毒、抗肿瘤蛋白新资源。!"的 :(端序列测定为其基因的克隆
和转化打下了很好的基础，进一步研究它的其他活性和生化特性对基因工程具有重要意

义。此工作正在进行之中。
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