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榆黄蘑中一种抗病毒蛋白的纯化及其抗 TMV和 HBV的活性 
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Purification of a Antiviral Protein in Plearotus citrinopileatus and 

Its Activities against Tobacco mosaic virus and Hepatitis B virus 

FU Ming—jia，WU Zu—jian，LIN Qi—ying’’，XIE Lian—hui 

(Ins￡打“tP of Plant Virology，Fujian Agriculture and Forestry University，Fuzhou 350002，China) 

Abstract：A antiviral protein。YP46—46，was isolated and purified to homogeneity from the mushroom， 

Plearotus citrinopileatus．by precipitation of 40％ 一60％ saturation of ammonium sulfate followed by 

DEAE-sepharose FF ion—exchange column chromatography。 Sephacryl M S一200 High Resolution 

molecular sieve chromatography．The protein has a molecular weight of about 27．4kD by SDS-PAGE． 

The concentration of the protein was 0．24／~g／mL when the inhibition rate against Tobacco mosaic 

irus was 50％ ．Using an assay system based on HepG2．2．2．1 5 cell line，YP46—46 was studied for its 

inhibitory ability against Hepatitis B virus．The result shows that the concentration of 50％ inhibition 

of HBsAg was 0．08ttg／mL，but low effect on HBeAg． 
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摘要：采用阴离子交换层析和凝胶层析方法从新鲜食用菌榆黄蘑(Plearotus citrinopileatus)中进行了抗病毒蛋白的 

纯化．结果获得了一个纯化蛋白YP46—46，经 SDS-PAGE可确定其分子量为 27．41d3。以半叶法在枯斑寄主心叶烟 

上检测该蛋白对烟草花叶病毒(TMV)的抑制率，发现有较好的抗 TMV活性，其抑制 TMV的中浓度为 0．24~g／ 

rnL。同时以 HeDG2．2．2．15细胞株为模型，对所获得的蛋白进行体外抗乙型肝炎病毒效果的评价。结果表明该蛋 

白对 HBsAg的 50％抑制时的浓度为 0．08 g／mL，但对 HBeAg效果不大。 
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应用抗病毒蛋白防治植物病毒病和人类的某些 

病毒病，已成为病毒病治疗和防治研究的重要内容。 

目前已经发现多种既可用于抗植物病毒病，又可治 

疗人病毒病的蛋白[ ， ，如美洲商陆抗病毒蛋白，该 

蛋白可用于防治多种植物病毒病l3 J和人类病 毒 

病[4--6】。目前已经培育出该类蛋白的转基因作物， 

在农业生产上用于防治作物的病毒病【7，8 ；而将抗 

病毒蛋白与单克隆抗体等具有导向性的分子结合， 

可定向地杀死细胞内的病毒l2】。我国为乙型肝炎病 

毒(Hepatitis B virus，HBV)感染的高发区，抗乙肝 

病毒药物的研究一直受到普遍重视。在药物筛选方 

面，许多研究者在非蛋白类药物方面做了不少工作。 

国内应用蛋白类药物防治 HBV的研究还不多，在 

蛋白类药物筛选方面还存在不少空白。本研究在从 

榆黄蘑 中筛选 抗烟草花 叶病毒 (Tobacco mosaic 

virus，TMV)蛋白的同时，应用 HepG2．2．2．15细 

胞株[ 】筛选抗 HBV的蛋白类药物。 
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l 材料与方法 

1．1 材料 

榆黄蘑(Plearot“S citrinopileat“s)子实体鲜样 

得自福建农林大学菌草研究所，冻干或贮存于超低 

温冰箱中备用。 

心叶烟(Nicotiana glutinosa)作为筛选和检测 

用的枯斑 寄主，普 通烟 K326(Nicotiana tabacum 

war．K326)作为保存繁殖 TMV的寄主。 

阴离子交换介质 DEAE—sepharoseFF和凝胶层 

析介质 Sephacryl M S一200 High Resolution均 购于 

Amersham pharmacia biotech公司。超滤管 Centri— 

con—YM10为 Millipore公司产品。 

低分子 量标准蛋 白：兔磷酸 化酶 B(Rabbit 

Phosphorylase B，Mw 97 400)、牛 血 清 白蛋 白 

(Bovine Serum Albumin，Mw 66 200)、兔肌动蛋白 

(Rabbit Actin，Mw 43 000)、牛碳酸酐酶 (Bovine 

Carvonic Anhydrase，Mw 31 000)、胰蛋白酶抑制剂 

(Trypsin Inhibitor，Mw 20 100)、鸡 蛋清溶菌酶 

(Hen Egg White Lysozyme，Mw 14 400)为上海生 

化所产品。 

HepG2．2、2．15细胞株由福建医科大学免疫室 

李丹硕士惠赠；用 Eagle’S MEM 液培养，内含 10％ 

的胎牛血清(杭州江滨生物技术公司产品)、0．03％ 

I 一谷氨相酰胺、100mg／I G418、100IU／mL青霉素、 

100IU／mI 链霉素、100IU／mI 卡那霉素，5％NaH— 

CO1调 pH至 7．0。 

MTT 干 粉 为 Fluka公 司 产 品；HBsAg和 

I--IBeAg检测试剂盒为厦门新创科技有限公司产品。 

1．2 方法 

1．2．1 TMV的提纯 采用 Gooding方法[ ，经 

200—300nm紫外扫描确定纯度和病毒含量。 

1．2．2 榆黄蘑中的抗病毒蛋白的获得 称取榆黄 

蘑子实体鲜样 150g，加入 300mL蒸馏水和 1％的 B一 

巯基乙醇，捣碎，浸提 4—5h．后经 10 000r／min离心 

10rain；上清液 40％一60％饱和度的(NH4)2SO4沉 

淀，10 000r／min离心 10rain，弃上清得沉淀。将沉 

淀对蒸馏水溶解，10 000r／min离心 10rain，弃沉淀 

再得上清液，并以此上清液上 DEAE—SepharoseFF 

阴离子交换柱，0～0，5mol／L的 NaC1梯度洗脱，收 

集洗脱峰，浓缩后上 SephaCrylTMS一200 High Resolu— 

tion凝胶层析柱，洗脱缓冲液为0．01mol／L磷酸缓冲 

液(pH7．2)(内含 NaC1浓度为 0．15mol／L)，收集洗 

脱峰，Centricon—YM10脱盐和浓缩，进行活性检测， 

收集活性成分，即得纯化蛋白YP46—46。 

1．2．3 SDS—PAGE 采用 Laemmli方法【“J．浓缩 

胶浓度 3％，分离胶浓度 15％。 

1．2．4 蛋 白浓度 的确定 45 L未 知浓度 的 

YP46—46蛋白液同 5 L浓度为 10mg／mL的牛血清 

白蛋白液(做为标准蛋白液)混合，按 1：1的比例加 

入 50t~L加样缓冲液，上样进行 SDS—PAGE(方法同 

1．2．3)，每孔上样 30t~L，三个重复；电泳结束后，经 

染色、脱色处理，最后在凝胶成像仪上观察拍照．对 

各加样泳道进行蛋白条带的面积积分．按面积比推 

算出 YP46—46蛋白浓度。 

1、2、5 YP46—46蛋白抗 TMV活性检测 采用半 

叶法接种，实验在 28℃温室中进行。以心叶烟作为 

TMV的枯斑寄主。用 0．01mol／I pH7．2的磷酸缓 

冲液与浓度为 20ttg／mI 病毒液混合(v／v=1)接种 

在枯斑寄主的左半叶上(病毒含量为 20／~g／mL)，作 

为对照；用等量的 YP46—46蛋 白溶液(缓冲体系为 

0．01mol／I pH7．2的磷酸缓冲液)与上述相同浓度 

的病毒液混合(v／v=1)接种在枯斑寄主的右半叶 

上，作为处理。每个样品接种 5～6片叶，待出现明 

显枯斑后，及时记录枯斑数。计算公式： 

抑制率(％)=[1一(处理的枯斑数／对照的枯斑 

数)]×100 

1．2．6 YP46—46蛋白体外抗 HBV检测 

1．2．6．1 抗 病毒 蛋 白 YP46—46应用 于 HepG 

2．2．2．15细胞中：用胰蛋白酶将 HepG2．2．2．15细 

胞分散成单个细胞悬液，按 10 细胞／孔分别接种于 

96孔培养板，分别加入 100t~I 培养液．于 5％CO， 

培养箱中 37℃培养 48h后换入含 YP46．46蛋白的 

培养液，每 3d换新鲜含 zb蛋白培养液．共 4次．换 

出的细胞上清液一20℃保存，12h后检测 HbsAg和 

HbeAg及细胞存活率。 

1．2．6．2 细胞存活率测定：参考 Mosmann的 MTT 

法测细胞存活率[12]。具体方法是：吸去培养板各孔 

中的培养液，加入 0．5mg／mL的 M1vr液，100t~I ／ 

孔，37℃培养 4h，加入 0．04mol／I 盐酸化异丙醇充 

分溶解，570nm波长测 OD值。细胞存活率 =(实验 

孔 OD值／x~照孔 OD值)×100％；50％毒性浓度 

(CD50)为实验孔存活细胞为对照孔 50％时的药物 

浓度。 

1．2．6．3 YP46—46蛋白抗 HBV药效测定 以 HB． 

sAg和 HBeAg检测试剂盒检测 YP46—46蛋 白抗 
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HBV的药效，检测方法参考说明书。以不含 YP46． 

46蛋白培养液同时培养的 2．2．15细胞上清液的检 

测结果为对照。抑制率 ：[(对照孔 OD值一实验孔 

OD值)／(对 照 孑L OD 值．阴 性对 照 OD 值)]× 

100％；50％抑制浓度(IDs0)为 HBsAg或 HBeAg抑 

制率为 50％时的药物浓度 ， 

1．2．6．4 结果的评价：YP46—46蛋白抗 HBV的效 

果以治疗指数(TI)评价，即 TI：CD5o／ID5o，以药物 

第9天时的TI为标准，其中TI>2为有效低毒，1< 

TI<2为低效有毒，TI<1为毒性作用。 

1．2．7 YP。46—46的凝集素活性 采用孙册方 

法[13]，略加修改。第一孔 YP一46—46蛋白的浓度为 

56／~g／mL，然后倍 比稀释，25 L／孔，所用缓冲液为 

pH7．2的 0．02mol／I PBS(内含 0．2mol／I 的 Na。 

c1)；每孔加等体积 2％的免血红细胞，1h后肉眼观 

察和显微镜观察结果。 

2 结果 

2．1 抗病毒蛋白YP46—46的纯化 

榆黄蘑 40％～60％的(NH4)2SO4沉淀悬浮液 

经 DEAE—SepharoseFF阴离子交换柱，可获得一个 

主要的蛋白峰 (图 1)。收集该峰进行浓缩后再上 

Sephacryl MS一200 High Remlution凝胶层析柱，可得 

三个峰，其中第三个峰为纯化的 YP46—46蛋白(图 

2)。 

2．2 纯化蛋白 YP46—46的 SDS—PAGE电泳 

纯化的 YP一46—46经 SDS—PAGE以后，只可见 

一 条蛋白带(图 3)，该蛋白带的分子量为27 400，同 

时说明 YP46—46蛋白得到纯化。 

l·4 

1．2 

l 

0．8 

0．6 

。

0I4 

0·2 

0 

l 6 ll l6 2l 26 3l 36 4l 46(管号) 

图 1 榆黄蘑粗汁液过 DEAG．SepharoseFF阴离子交换柱 

Fig．1 Ion-exchange chromatography of the protein crude 

extract on a DEAE．Sepharose column 

2．3 YP一46—46蛋白的抗 TMV活性 

以初始浓度为 1．751btg／mI 的 YP一46—46蛋白 

进行倍比稀释，心叶烟为检测对象，检测了 YP一46— 

46对 TMv的抑制活性(表 1)。从表 1可看出 YP一 

46—46蛋白的抑制中浓度大约为 0．240／~g／mL。在 

此浓度以下，该蛋白对 TMV的抑制率急剧下降。 

图 2 YP46．46在 SephacrylTMs．200凝胶层析柱上的纯化 

Fig．2 YP46．46 purified by SephacrylTMS-200 

Ⅲ peak was yp46-46 protein． 

M 1 

kD 茹 耀 警 

97．4 __-- 

66．2
●_● 

43．0 ■一  

31．0 ·-  

2O．1 

14．4 —■■ 

图 3 YP46．46的 SDS．PAGE 

Fig．3 SDS-PAGE of YP46-46 

L) 

M，Protein marker；1，YP46-46 protein 

表 1 YP46 46的抗 TMV的活性 

Table 1 Activities against TM V of YP46-46 

! ： 鎏 !生 ：!： ：!塑 ： 竺 ： 丝 
抑制率(％)(Inhibition) 86．8 63．1 53．0 0 

2．4 YP一46—46蛋白对 HBsAg和 HBeAg的抑制率 

以初始浓度为9．23／~g／mL的 YP一46—46蛋白进 

行 5倍稀释，设重复。从表 2可看出 YP一46—46蛋白 

对 HBsAg有一定的抑制作用，但在检测对 HBeAg 

的抑制作用时发现效果不理想；同时从实验中还可 

看出，抑制 HBsAg时 TI>2，为有效低毒。 
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表2 YP46．46对 HBsAg和 HBeAg的抑制效果 

Table 2 Inhibitory effects of YP46-46 on HBsAg and HBeAg 

2．5 YP一46—46蛋白的凝集素活性 

经血凝滴度检测，观察后发现该蛋白的凝集素 

滴度在 2 ，此时的蛋白工作浓度为 0．219ttg／mL，表 

明该蛋白确有凝集素活性。 

3 讨论 

在从食用菌中筛选抗植物病毒蛋白时，我们对 

榆黄蘑进行了粗测，发现确实存在抗植物病毒成分。 

以榆黄蘑的 40％一60％(NH4)2SO4沉淀悬浮液过 

DEAE—SepharoseFF阴离子交换柱，可见一个主要的 

蛋白峰；收集该峰浓缩后上 Sephacryl MS-200 High 

Resolution凝胶层析柱，收集第三峰的后一部分，浓 

缩后经 SDS—PAGE可确定一条分子量为 27．4kD的 

单一条带，表明该蛋白基本纯化，该蛋白暂时定名为 

YP46—46蛋白。将该纯化蛋白定量后进行抗植物病 

毒检测，发现有较好的抗植物病毒活性，其抑制中浓 

度为0．240t,g／mL，但是在此浓度以下，抗病毒活性 

很快下降，由此可推测在此浓度时存在一个抑制 

TMV的l临界点。 

以此纯化蛋 白进行抗 HBV的初步检测，发现 

有抑制 HBsAg的作用；但在所测浓度范 围内，对 

HBeAg作用不明显或者说基本无作用。从 目前研 

究的一些抑制 HBV的药物来看，大多数药物都是 

分子量不很大的大分子或低分子量化合物l1 16]， 

这一类药物易被细胞吸收，因此作用较为均匀。而 

本实验所纯化的 YP46—46蛋白分子量为27．4kD，是 

否多亚基还未测定；同时发现该蛋白有血凝活性，可 

以预测在肿瘤细胞上或许有结合该蛋白的受体存 

在，使得该蛋白进入细胞的情况较为复杂或者完全 

不能进入细胞中，药物的作用显然受到影响，因此这 

也正是本实验需要深入研究的方面。此外，在研究 

中发现在蛋白浓度较低的情况下，细胞毒作用还是 

较强的(见表 2)，尽管抑制 HBsAg时的 TI>2。综 

合这 些 情 况，应 用 某 些 蛋 白类 药物 在 HepG 

2．2．2．15细胞株上检测抗 HBV的药效，在评价指 

标和给药方式上都值得商榷和研究。 
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