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摘要!以小鼠巨噬细胞
#"A(-&:<

为研究对象!研究姬松茸

多糖对其
?U

释放和
2?U$

表达的作用!并通过检测
Q
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蛋

白磷酸化水平的变化来探究姬松茸多糖诱导巨噬细胞释放

?U

的分子机制#结果表明!姬松茸多糖可剂量依赖性增强
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细胞
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的释放与
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蛋白的表达!且两者趋

势一致#此外!
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姬松茸多糖能够增强
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细胞中
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蛋白的表达量!且在
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时达到最高!证明

其能够激活
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信号转导通路#综上!姬松茸多糖通过

?X%
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途径上调巨噬细胞
2?U$

的表达!进而促进
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释放#
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#是一种新型生物信息传递

分子%可由单核巨噬细胞
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等产生%在免疫*循环*

呼吸*神经等系统中发挥重要作用%已成为当代生物学研究

的一大热点+
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&试验证明%真菌多糖具有较强的免疫活性%

且大多数真菌多糖能够增强机体免疫力+
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%其中重要途径

之一是促进巨噬细胞产生细胞因子和免疫活性物质!如
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#别名巴西蘑菇*小松菇*

柏氏蘑菇%属担子菌亚门%层菌纲%伞菌目%蘑菇科%蘑菇属%

为现今世界上可人工栽培的珍稀药食兼用菌之一+
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&研
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,发现姬松茸对免疫系统有重要的调节作用%对非特异性

免疫*特异性免疫和细胞免疫体系均有增强作用&在姬松茸

的免疫调节作用中%姬松茸的多糖成分为主要活性成分%且

大量文献+
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,证明姬松茸多糖能在多条途径和多个层面显

示免疫活性&

姬松茸多糖免疫调节作用的相关研究大多集中于具体

表征而非探究其机制%且多以小鼠单核巨噬细胞
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建立细胞模型%一些研究结果已经表明姬松茸多糖能够促进

巨噬细胞增值*释放
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&本试验拟建立小鼠单核巨噬细胞
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细胞模型%分析姬松茸多糖对巨噬细胞
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释放

与诱导型一氧化氮合酶!
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#表达的影响%同时研究其对
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化水平的影响%从姬松茸多糖影响
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信号传导途径的角

度出发%深入探讨姬松茸多糖诱导巨噬细胞释放
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的机

制%以期为开发姬松茸多糖提供新的理论依据&
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材料与方法
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姬松茸多糖样品"多糖含量为
..R

%实验室自制$

脂多糖!

P2

J

;

J

;3

8

L177C1E2KDL

%

PT$

#"美国
$2

H

01

公司$

全蛋白提取试剂盒"上海生工生物工程股份有限公司$

V@/@

!

V53GD77;ZL0;K2O2DKD1

H

3D0DK250

#培养基*胎

牛血清!

X+$

#*青链霉素"美国
S2G7;

公司$

山羊
J

%Q

(

+

'

抗体"美国
$1941!E56

公司$

+!"

蛋白浓度测定试剂盒"北京索莱宝科技有限公司$

兔
2?U$

*!

W#T

#

%

共轭抗山羊二抗抗体"美国
BCDE0;

公司$

兔
"

%17429

抗体*抗兔二抗抗体"北京博奥森生物技术有

限公司&

*:(

!

仪器与设备

电子分析天平"

+T(**V

型%德国
$1E4;E2

"

L

公司$

超纯水系统"

@2332%f

型%美国
@2332

J

;ED

公司$

多功能酶标仪"

$

J

D74E1@1d

)

@,

型%美国
@;3D7531EVD%

F27DL

公司&

*:,

!

溶液配制

V@/@

完全培养液"分别向
V@/@

培养基中加入终浓

度为
*)R

和
*R

的胎牛血清和青链霉素双抗%保存于
&Y

冰

箱中$

亚硝酸钠溶液"称取适量亚硝酸钠%并用
V@/@

完全培

养液溶解%溶解完全后配制成终浓度为
*00;3

)

P

亚硝酸钠

储备液%并稀释成
'

%

*)

%

('

%

')

%

<'

%

*))

"

0;3

)

P

%于
&Y

冷藏

备用$

SE2DLL

溶液"称取适量
SE2DLL

试剂并溶于
(')0P

蒸馏

水中%配制成浓度为
&)0

H

)

0P

的溶液%

):((

"

0

微孔滤器过
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细胞释放
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的测定
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测定
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的释放量%研究姬松茸多糖对巨噬细胞
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释放作

用的影响&
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姬松茸多糖溶液培养
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软件分析试验结果&
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数据处理
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软件%并选用单因素

方差分析!
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最小显著差法检验组间差异性&
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软件进行分析
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结果与分析
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姬松茸多糖诱导
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细胞释放
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采用
SE2DLL

法对巨噬细胞
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释放量进行检测%并以各

浓度亚硝酸钠为底物%利用
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试剂测定吸光度值%得
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姬松茸多糖作用
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浓度随作用时间的延长而逐渐增加%具有
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姬 松 茸 多 糖 作 用
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释放的影响具有一定程度的线性关系&综上表明%姬松

茸多糖能够诱导
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细胞释放
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%且具有一定的时

效性和剂量依赖性&
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疫'''一种重要的机体防御过程的重要环节%当受到如肿瘤

细胞*病原体及微生物等刺激时%巨噬细胞被活化并产生一

系列的效应分子%
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姬松茸多糖对巨噬细胞释放
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作用的影响
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噬细胞发挥杀伤靶细胞的重要信使分子%通过细胞间信息交

换载体功能发挥免疫调节作用$另一方面%
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对巨噬细胞

吞噬的各类肿瘤细胞与微生物等具有细胞毒性+
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革兰氏阴性菌细胞壁外膜的主要成分%能够诱导巨噬细胞释

放
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等多种因子参与免疫反应+
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&本试验结果显示姬松

茸多糖作用后能够显著促进
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细胞释放
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%与相
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细胞
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性&说明姬松茸多糖能够显著诱导巨噬细胞合成
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%且

呈现剂量依赖性&
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此外%
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表达量与
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释放量的量效关系呈现一致

的趋势%进一步验证了姬松茸多糖能够诱导
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蛋白的磷酸化%从而证明姬松茸多糖能够

激活
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信号转导途径&
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研究+
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,表明%

2?U$

蛋白的表达*
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的释放与
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信号转导通路的活化密切相关%
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途径在其中起重

要作用%故由试验结果可推测姬松茸多糖能够通过激活巨噬

细胞
?X%
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通路诱导其合成
2?U$

从而促进释放
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结论
本试验以巨噬细胞释放
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的行为变化为靶点%检测姬

松茸多糖的免疫调节作用并探究其机制&试验结果显示%姬

松茸多糖作用于小鼠巨噬细胞
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后%可通过激活
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信号转导通路上调
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蛋白的表达%进而促进
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释放%从而发挥免疫调节作用%作用效果显著且具有良好的

时效和量效性&本文选用了
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信号转导通路探究姬松

茸多糖对巨噬细胞的
?U

释放作用的影响机制%在后续的研

究中%将对多糖的免疫活性及其他相关信号通路与机理等做
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