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杏鲍菇菌丝体多肽的免疫活性及抗肿瘤作用 
 

孙亚男，李文香，胡欣蕾 

（青岛农业大学食品科学与工程学院，山东省应用真菌重点实验室，山东青岛 266109） 

摘要：为研究杏鲍菇菌丝体多肽的免疫活性及抗肿瘤作用，以杏鲍菇菌丝体多肽为原料，通过对小鼠巨噬细胞 Ana-1 细胞存活

率、细胞因子 TNF-α和 IL-6 分泌量、膜表面蛋白 TLR2 和 TLR4 表达量、吞噬中性红活性以及刺激巨噬细胞产生 NO 和 H2O2的能力

测定来研究杏鲍菇菌丝体多肽的免疫活性；通过对人体乳腺癌细胞 BT-549 细胞、宫颈癌细胞 Hela-229 和胃癌细胞 HGC-27 细胞增殖

的抑制来研究杏鲍菇菌丝体多肽的抗肿瘤作用。实验显示，多肽浓度在 0.05~2 mg/mL 范围时，在一定程度上能够促进巨噬细胞的增

殖，提高膜表面蛋白 TLR2、TLR4 表达量，提高细胞因子 TNF-α和 IL-6 分泌量，增强巨噬细胞吞噬中性红活性能力，并且促进巨噬

细胞分泌 NO 和 H2O2；对人体乳腺癌细胞、宫颈癌细胞和胃癌细胞这三种癌细胞具有较强的抑制作用，表明杏鲍菇菌丝体多肽具有

较好的免疫活性和抗肿瘤活性，且活性与浓度呈现量效关系。 
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Abstract: The aim of the present work was to study the immunological and antitumor activities of polypeptides from Pleurotus eryngii 

mycelium, which was used as the raw material. The immunological activities of the polypeptides were investigated by measuring neutral red 

uptake capacity, the ability to stimulate macrophages to secret nitric oxide and hydrogen peroxide, the levels of the secreted cytokines tumor 

necrosis factor-α and interleukin-6, the expression levels of the membrane surface proteins toll-like receptor (TLR)2 and TLR4, and Ana-1 cell 

survival rate. The antitumor activities of the polypeptides were studied through the inhibition of the proliferation of human breast cancer cells 

(BT-549), cervical cancer cells (Hela-229), and human gastric cancer cells (HGC-27). The results showed that within a concentration range of 

0.05~2 mg/mL, the Pleurotus eryngii mycelium polypeptide could, to some extent, promote the proliferation of macrophages, enhance TLR2 

and TLR4 expression levels and macrophage neutral red uptake, and increase the secretion of nitric oxide and hydrogen peroxide by 

macrophages. The polypeptide had strong inhibitory effects on the proliferation of the breast cancer, cervical cancer, and human gastric cancer 

cells. These results indicate that the polypeptides from Pleurotus eryngii mycelium had good immunological and antitumor activities with a 

concentration-response relationship. 
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杏鲍菇(Pleurotus eryngii)学名刺芹侧耳，隶属于

真菌门，担子菌纲，伞菌目，侧耳科，侧耳属[1,2]，是

一种药食皆宜的珍稀真菌，因其质地脆嫩，肉质肥厚，

具杏仁的风味和鲍鱼质感，口感滑爽，故又有“平菇 
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王”、“雪茸”的美誉[3]，深受广大消费者喜爱。它是一

种药食兼用真菌，因味道鲜美、营养丰富、强身健体

的优点而备受推崇，富含多糖、蛋白质、甾醇类、萜

类及核苷类等多种活性成分，具有增强人体免疫活性，

抗癌、抗衰老、润肠胃和美容等功效[4,5]。近年来，杏

鲍菇作为一种高级保健食品，其突出的营养价值引起

人们的广泛关注。 
研究表明，杏鲍菇发酵菌丝体与生长成熟期子实

体营养成分相比，蛋白与微量元素含量相近，多糖含

量菌丝体略胜一筹，因此，杏鲍菇发酵菌丝体和子实
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体都具有较好的营养价值[6]。但是，从杏鲍菇保健食

品的开发上看，发酵菌丝体具有培养周期短，工艺简

单，成本低产量大，易控制，便于工业化生产等优点，

避免了传统生产子实体栽培周期长，劳动强度大，受

气候环境的影响，易造成重金属富集等弊端，因而将

利用发酵技术生产的菌丝体及其活性成分制成相应的

保健品具有广阔的前景[7]。目前，国内外对杏鲍菇的

研究多集中在对其子实体的研究，研究内容主要为多

糖，利用其抗癌活性制备新药或利用其子实体的提取

液制备保健饮料、口服液等。 
巨噬细胞是生物体抵抗微生物的第一道防线之

一，激活的巨噬细胞可以直接杀伤病原微生物，并可

通过吞噬中性红活性能以及刺激巨噬细胞产生 NO 及

H2O2，分泌 TNF-α、IL-6 和膜蛋白 TLR2、TLR4 等免

疫活性分子，在先天性免疫防御和获得性免疫应答中

起不可忽视的作用[8]。本实验以杏鲍菇菌丝体多肽为

原料，选用小鼠巨噬细胞 Ana-1 进行体外实验，通过

对细胞存活率、细胞因子 TNF-α 和 IL-6 分泌量、膜

表面蛋白 TLR2 和 TLR4 表达量、吞噬中性红活性能

以及刺激巨噬细胞产生 NO 和 H2O2 的能力来研究杏

鲍菇菌丝体多肽的免疫活性；通过对人体乳腺癌细胞

BT-549 细胞、宫颈癌细胞 Hela-229 和胃癌细胞

HGC-27 细胞增殖的抑制来研究杏鲍菇菌丝体多肽的

抗肿瘤活性，以期为杏鲍菇菌丝体多肽功能性食品的

研发提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料与仪器 

1.1.1  材料 
杏鲍菇菌丝体多肽粗品的制备：将通过液体发酵

得到的杏鲍菇菌丝球进行冷冻干燥，粉碎，得到杏鲍

菇菌丝体粉末。利用磷酸盐缓冲液法提取杏鲍菇菌丝

中的蛋白质，其提取条件为料液比 1:12，pH 为 6.5，
浸提 4 h，得粗提液，对其进行理化性质鉴定见下图 1。
使用超滤膜对混合蛋白进行分子量分级，收集分子量

小于 30 ku 的部分，用 SephadexG-75 凝胶对所提取多

肽进行分离纯化，得到两个多肽组分（组分 1，组分 2），
分别对其活性进行研究。 

乳腺癌细胞 BT-549、宫颈癌细胞 Hela-229、胃癌

细胞 HGC-27 和小鼠巨噬细胞 Ana-1 购自中科院上海

细胞库 
1.1.2  主要试剂 

四甲基噻唑蓝(MTT)，美国 Sigma 公司产品；胎

牛血清(FBS)，美国 Gibco 公司产品；RPMI-1640 培养

基、青链霉素混合液，美国 Thermo scientific 公司产

品；鼠源 TNF-α、IL-6 Elisa 试剂盒、鼠源 TLR2、TLR4
试剂盒，江苏碧云天生物技术研究所产品；NO 试剂

盒、H2O2试剂盒，南京建成有限公司；中性红染色剂，

国药集团化学试剂有限公司产品；石油醚、氯仿、乙

酸乙酯、甲醇、二甲基亚砜、氯化钠、氯化钾、磷酸

二氢钾和磷酸氢二钠均为国产分析纯。 
1.1.3  主要仪器 

CO2培养箱(MCO-18AIC)日本 Sanyo 公司产品；

倒置显微镜(CKX-41)日本 Olympus 公司产品；自动酶

标仪(Elx808)美国 Bio-Tek 公司产品；超净工作台，苏

州净化设备有限公司产品；冷冻干燥机，德国 Christ
公司产品。 

1.2  实验方法 

1.2.1  细胞培养 

将乳腺癌细胞 BT-549、宫颈癌细胞 Hela-229、胃

癌细胞 HGC-27 和小鼠巨噬细胞 Ana-1 接种在

RPMI-1640 培养基中(含 10%胎牛血清、100 IU 青霉

素和 l00 μg/mL 链霉素)，于 37 ℃、5% CO2的恒温培

养箱中孵育，待细胞浓度达到 107/mL 时，对细胞进行

传代培养，保持细胞在指数增生期生长状态。 
1.2.2  对细胞存活率的影响 

参考谷鸿喜[9]的方法，并稍做修改，取对数生长

期的 BT-549、Hela-229、HGC-27、Ana-1 细胞，以

105/mL 细胞浓度接种于 96 孔细胞培养板中，每孔 100 
μL，置于 CO2恒温培养箱(37 ℃、5%)，培养 24 h 后，

实验组每孔添加不同浓度的多肽液 100 μL，使每孔的

终浓度分别为 0.05、0.1、0.2、0.5、1、2 mg/mL，空

白对照组每孔添加等体积的完全培养基，每组处理设

置 6 个复孔。将培养板置于培养箱中孵育 24 h 后，每

孔加入 5 mg/mL MTT 溶液 20 μL，继续培养 4 h，培

养结束。取出培养板弃掉上清液，每孔分别加入

DMSO 150 μL，振荡 10 min，使沉淀溶解，在酶标仪

490 nm 处检测各孔吸光度值，并计算细胞存活率，见

下公式： 

%100
A
A

%)( ×=
对照组

试验组细胞存活率  

1.2.3  对细胞因子分泌量的影响 

以 105/mL 细胞浓度接种于 96 孔培养板中，每孔

100 μL，置于 CO2恒温培养箱(37 ℃、5%)，培养 24 h
后，实验组每孔添加不同浓度的多肽液 100 μL，使每

孔终浓度分别为 0.05、0.1、0.2、0.5、1、2 mg/mL，
空白对照组每孔添加等体积的完全培养基，每组处理

设置 6 个复孔。将培养板置于培养箱孵育 24 h 后，培
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养结束，分别收集各组细胞培养液，1000 r/min 离心

10 min，按 Elisa 试剂盒上说明进行细胞因子 TNF-α
和 IL-6 含量的检测。 
1.2.4  对细胞吞噬活性的影响 

参考 Novak[10]的方法，并稍做修改，以 105/mL
细胞浓度接种于 96 孔培养板中，每孔 100 μL，置于

CO2恒温培养箱(37 ℃、5%)，培养 24 h 后，实验组

每孔添加不同浓度的多肽液 100 μL，使每孔终浓度分

别为 0.05、0.1、0.2、0.5、1、2 mg/mL，空白对照组

每孔添加等体积的完全培养基，每组处理设置 6 个复

孔。将培养板置于培养箱孵育 24 h 后培养结束，弃去

细胞上清液，每孔加入 200 μL、0.1%中性红溶液，置

于 CO2恒温培养箱(37 ℃、5%)培养 1 h 后，吸弃细胞

上清，每孔加 200 μL 预温的磷酸缓冲液(PBS)清洗细

胞，重复操作 3 次，加入 200 μL、0.1 mol/L 乙酸-乙
醇(1:1)溶解细胞，酶标仪 490 nm 处检测吸光值。 
1.2.5  对促 NO 生成活性测定 

参考陈健[11]的方法，并稍做修改，将小鼠巨噬细

胞和样品于 96 孔板（100 μL/孔）中培养 24 h 后，吸

取上清液 100 μL，加入等体积的 Griese 试剂，10 min
后于 540 nm 下测量。Griess 法测定 NO2

-含量标准曲

线的绘制：制成浓度分别为 0 μmol/L~100 μmol/L 的

NaNO2的标准品溶液。取上述配置好的稀释液加入 96
孔板中，100 μL/孔，再加入等体积的 Griess 试剂进行

反应。10 min 后，用酶标仪检测 OD540 nm的吸光值。 
1.2.6  对促 H2O2生成活性测定 

参考陈健[11]的方法，并稍做修改，将小鼠巨噬细

胞加入 96 孔板中，1×106 cells/孔。再加入待测样品，

培养 24 h 后吸取细胞培养上清（100 μL）加入 96 孔

培养板中，再并加入等体积的 H2O2试剂，反应 10 min
后，用酶标仪检测 OD540 nm的吸光值。根据试剂盒所

带标准品溶液计算出 H2O2的产量。 
1.2.7  对膜表面蛋白表达量的影响 

细胞布板情况及培养条件同上，培养结束，分别

收集各组细胞培养液，反复冻融，高速离心 10 min，
得到细胞裂解液，按 Elisa 试剂盒上说明进行膜表面蛋

白 TLR2 和 TLR4 含量的检测。 
1.2.8  数据分析 

采用 Origin 8.0 绘图及线性回归分析，采用 SPSS 
17.0 统计软件，MTT 法测量细胞存活率，细胞因子数

值分析采用重复测量数据的方差分析。 

2  结果与讨论 

2.1  杏鲍菇菌丝体紫外扫描鉴定 

 
图1 杏鲍菇菌丝体蛋白提取液紫外扫描图 

Fig.1 UV spectrum of Pleurotus eryngii mycelium polypeptide 

如图1所示提取液的最大吸收峰在220 nm处，(肽
键的吸收波长为 200~220 nm)，且在 260 nm 左右处有

特征吸收峰，表明含有核酸。 

2.2  杏鲍菇菌丝体多肽对肿瘤细胞存活率的

影响 

图 2 显示的为杏鲍菇菌丝体分离出的两个多肽组

分对三种癌细胞存活率的影响结果。由上图可以看出，

在 0.05~2 mg/mL 有效质量浓度范围内，随着多肽浓度

的增加细胞抑制率逐渐增大。多肽组分 1 对三种癌细

胞具有显著的抑制作用，组分 2 对 Hela-229 有显著的

抑制作用(p<0.05)，对另外两种癌细胞的抑制作用不显

著(p>0.05)。 



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2017, Vol.33, No.5 

23 

 
图2 杏鲍菇菌丝体多肽对BT-549（a）、Hela-229（b）和HGC-27

（c）存活率的影响 

Fig.2 Effect of various concentrations of Pleurotus eryngii 

mycelium polypeptide on the survival rates of BT-549 cells (a), 

Hela-229 cells (b), and HGC-27 cells (c) 

注：细胞存活率<100%，表明样品抑制细胞增殖；细胞存

活率>100%，表明样品促进细胞增殖。 

在浓度为 2 mg/mL 时，组分 1 对三种癌细胞的抑

制率分别为 59.20%、61.40%和 32.80%，组分 2 对三

种癌细胞的抑制率分别为 19.92%、58.66%和 18.25%。

因此，杏鲍菇菌丝中提取的多肽组分 1 在低浓度时就

具有良好抑制 BT-549、Hela-229 和 HGC-27 增殖的活

性，为其以后精深加工提供理论依据。 

2.3  杏鲍菇菌丝体多肽对Ana-1 存活率的影响 

 
图3 杏鲍菇菌丝体多肽对Ana-1存活率的影响 

Fig.3 Effect of various concentrations of Pleurotus eryngii 

mycelium polypeptide on the survival rate of Ana-1 cells 

巨噬细胞在机体固有免疫与适应性免疫中发挥着

复杂的功能，尤其在对抗感染和损伤的宿主防御中起

到重要作用。增殖是免疫细胞分化成多种功能形态并

在免疫应答中发挥相应作用的前提和基础，巨噬细胞

的增殖对于其各种免疫应答功能的实现是必需的[12]。

不同浓度杏鲍菇菌丝体多肽溶液对小鼠巨噬细胞

Ana-1 存活率的影响各不相同，由图 3 可以看出，随

着浓度的增加细胞存活率逐渐增大，且呈现浓度依赖

性，表明组分 1 和组分 2 均有促进 Ana-1 细胞增殖的

作用。其中，组分 1 对 Ana-1 细胞的刺激增殖作用显

著高于组分 2(p＜0.05)。在浓度为 2 mg/mL 时，组分

1 有最强的促进增殖作用，Ana-1 细胞的存活率达到

164.70%；组分 2 促进增殖作用稍弱，Ana-1 细胞的存

活率达到 130.20%。 

2.4  杏鲍菇菌丝体多肽对Ana-1 细胞吞噬活性

的影响 

 
图4 杏鲍菇菌丝体多肽对Ana-1吞噬活性的影响 

Fig.4 Effect of various concentrations of Pleurotus eryngii 

mycelium polypeptide on the phagocytic activity of 

macrophages 

巨噬细胞的吞噬作用是通过将各类病原微生物、

机体衰老死亡的细胞和肿瘤细胞等大颗粒抗原摄入胞

内，形成吞噬溶酶体，在多种酶的作用下，杀灭和消

化抗原性异物[13]。不同浓度的杏鲍菇菌丝体多肽溶液

作用于 Ana-1 细胞，通过中性红吞噬实验检测细胞的

吞噬能力变化如图 4。从图 4 可以看出，不同浓度的

组分 1 和组分 2 作用于 Ana-1 细胞后，其吞噬活性的

变化均呈现出逐渐上升的变化趋势。浓度为 0.2~2 
mg/mL组分 1和组分 2的四个处理组吞噬中性红能力

均显著高于未刺激组，其中，组分 1 吞噬中性红能力

均显著高于组分 2，且浓度为 2 mg/mL 时均表现出最

高的吞噬活性，组分 1 与未刺激组相比吞噬活性提高

了 25.08%；组分 2 与未刺激组相比吞噬活性提高了

19.26% (p<0.05)。 

2.5  杏鲍菇菌丝体多肽对促 NO 和 H2O2 生成

活性的影响 

NO 和 H2O2是两种新型的生物活性信息递质，具

有重要的免疫学功能，在免疫、神经和呼吸等多个系

统中均发挥着重要作用，并且广泛参与到机体的免疫

反应、炎症反应等多种生理和病理过程中，与获得性

免疫、细胞因子的分泌以及自身免疫病都密切相关
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[14]。不同浓度杏鲍菇菌丝体多肽溶液作用于 Ana-1 细

胞后，对促 NO 和 H2O2生成的变化情况分别如图 5a
和 b。由图 5 可知，组分 1、组分 2 浓度在 0.05~2 mg/mL
范围内均促进小鼠巨噬细胞分泌 NO 和 H2O2，并且在

该试验范围内对巨噬细胞的激活作用随着浓度的增大

而增大。当浓度大于 0.5 mg/mL 后，组分 1 作用的细

胞 NO 和 H2O2 分泌量上升幅度显著高于组分 2 
(p<0.05)。其中，当浓度为 2 mg/mL 时，Ana-1 均出现

了 NO 和 H2O2的分泌最大值，组分 1 作用的细胞上清

液中的 NO 含量达到 1.53 μmol/mL，组分 2 作用的细

胞上清液中的 NO 含量达到 1.22 μmol/mL，与未刺激

组相比含量分别提高了 59.30%和 32.30%；组分 1 作

用的细胞上清液中的 H2O2含量达到 38.23 μmol/L，组
分 2 作用的细胞上清液中的 H2O2 含量达到 26.55 
μmol/L，与未刺激组相比含量分别提高了 69.70%和

40.90%。 

 
图5 杏鲍菇菌丝体多肽对促NO（a）和H2O2（b）生成活性的影

响 

Fig.5 Effect of various concentrations of Pleurotus eryngii 

mycelium polypeptide on the secretion of nitric oxide (a) and 

hydrogen peroxide (b) 

2.6  杏鲍菇菌丝体多肽对Ana-1 分泌细胞因子

TNF-α和 IL-6 的影响 

巨噬细胞的毒性作用是通过分泌各种免疫活性分

子，如 TNF-α、IL-6 和 IL-10 等，对肿瘤细胞和病原

菌具有直接的毒性[15]。不同浓度杏鲍菇菌丝体多肽溶

液作用于 Ana-1 细胞后，细胞因子 TNF-α 和 IL-6 分

泌的变化情况如图 6。由图 5 可以看出，Ana-1 细胞接

受两个多肽组分作用后，细胞因子 TNF-α 和 IL-6 分

泌的变化均呈现出逐渐上升的变化趋势，有浓度依赖

性。当浓度大于 0.1 mg/mL 时，组分 1 作用的细胞

TNF-α 和 IL-6 分泌量上升幅度显著高于组分 2 
(p<0.05)。其中，当浓度为 2 mg/mL 时，Ana-1 均出现

了 TNF-α 和 IL-6 的分泌最大值，组分 1 作用的细胞

上清液中的 TNF-α含量达到 694.25 ng/L，组分 2 作用

的细胞上清液中的 TNF-α含量达到 549.60 ng/L，与未

刺激组相比含量分别提高了 38.50%和 21.40%；组分 1
作用的细胞上清液中的 IL-6 含量达到 101.30 ng/L，组
分2作用的细胞上清液中的 IL-6含量达到85.02 ng/L，
与未刺激组相比含量分别提高了 29.10%和 14.50%。 

 
图6 杏鲍菇菌丝体多肽对细胞因子TNF-α（a）和IL-6（b）

的影响 

Fig.6 Effect of various concentrations of Pleurotus eryngii 

mycelium polypeptide on the secretion of cytokines TNF-α (a) 

and IL-6 (b) 

2.7  杏鲍菇菌丝体多肽对细胞膜蛋白 TLR2 和

TLR4 表达的影响 

Toll 样受体(Toll-like receptors，TLRs)是巨噬细胞、

树突状细胞等抗原呈递细胞表面识别多种病原体及内

源性物质的跨膜蛋白[16]，TLRs 可以通过各自不同的
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配基识别相应的病原相关分子模式(PAMPs)，激活一

系列的信号通路启动宿主抵抗病原微生物的天然免

疫，并对特异性免疫应答进行调控[17]。巨噬细胞在接

受外界刺激后，通过 TLRs 产生激活信号，激活转录

因子 NF-κB，进而激活一系列免疫反应，如增强吞噬

活性和分泌细胞因子等。 

 
图7 杏鲍菇菌丝体多肽对TLR2（a）和TLR4（b）表达的影响 

Fig.7 Effect of various concentrations of Pleurotus eryngii 

mycelium polypeptide on TLR2 (a) and TLR4 (b) expression 

不同浓度杏鲍菇菌丝体多肽溶液作用于 Ana-1 细

胞后，细胞膜蛋白 Toll 样受体 TLR2 和 TLR4 表达量

的变化情况如图 7。由图 7 可以看出，Ana-1 细胞在加

入组分 1、组分 2 后 TLR2 和 TLR4 的表达量显著升

高，均呈现逐渐上升的变化趋势，有浓度依赖性，组

分 1 作用的细胞膜蛋白 TLR2 和 TLR4 表达量上升幅

度显著高于组分 2(p<0.05)。其中，当浓度为 2 mg/mL
时，TLR2 和 TLR4 表达量均为最高值，组分 1 作用

的细胞膜蛋白 TLR2 表达量达到 16.21 ng/mL，组分 2
作用的细胞膜蛋白 TLR2 表达量达到 11.36 ng/mL，与
未刺激组相比表达量分别提高了 44.40%和 25.80%；

组分 1 作用的细胞膜蛋白 TLR4 表达量达到 14.96 
ng/mL，组分 2 作用的细胞膜蛋白 TLR4 表达量达到

12.03 ng/mL，与未刺激组相比表达量分别提高了

36.91%和 22.41%。这表明巨噬细胞免疫应答中的

NF-κB 通路能够被激活，而在本研究中观察到的

Ana-1 细胞增殖、细胞因子分泌量升高、吞噬活性增

加等现象可能与 NF-κB 通路的激活有关。 

3  结论 

对从杏鲍菇菌丝体中提取的两个多肽成分免疫活

性及抗肿瘤作用分析表明：Ana-1 细胞在不同浓度多

肽的刺激作用下，组分 1 对 Ana-1 细胞促进增殖效果

明显，在浓度为 2 mg/mL 时，Ana-1 细胞的存活率达

到 164.70%；TNF-α和 IL-6 两种细胞因子均出现了分

泌最大值；中性红吞噬活性试验结果显示，该多肽能

显著增强 Ana-1 的吞噬活性且促进巨噬细胞分泌 NO
和 H2O2 能力；多肽作用于巨噬细胞可显著上调膜蛋

白TLR2、TLR4的表达量(p<0.05)；对BT-549、Hela-229
和 HGC-27 三种癌细胞的增殖具有显著的抑制作用

(p<0.05)。具有免疫活性及抗肿瘤作用的杏鲍菇菌丝体

多肽是一种极具开发价值的原料，有待于在功能性食

品方面开发研究。 
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