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江苏省食用菌保鲜与深加工工程研究中心, 南京  210023) 

摘  要: 目的  探究蛹虫草蛋白质的免疫调节活性和一级结构。方法  通过碱溶酸沉法提取蛹虫草蛋白质, 

采用阴离子交换层析法和葡聚糖凝胶层析法对其进行分离纯化, 通过建立小鼠巨噬细胞免疫调节模型对各组

分进行活性评价, 得到免疫活性最佳的组分, 通过基质辅助激光解吸飞行时间质谱法测得其分子量大小, 通

过蛋白质谱解析出其蛋白质一级结构。以脂多糖(lipopolysaccharide, LPS)作为阳性对照, 通过小鼠巨噬细胞研

究其对巨噬细胞 RAW264.7 增殖活性、吞噬率、一氧化氮(nitrogen monoxide, NO)分泌量及免疫因子白细胞介

素-1β (interleukin-1β, IL-1β)、白细胞介素-6 (interleukin-6, IL-6)、干扰素-γ (interferon-γ, IFN-γ)和肿瘤坏死因子

-α (tumor necrosis factor-α, TNF-α)释放量等的影响。结果  分离纯化出的蛹虫草免疫调节蛋白 CMP 2b 由 196

个氨基酸组成, 分子量为 22.460 kDa; CMP 2b 可显著提高巨噬细胞的增殖能力和吞噬能力, 细胞增殖率最高

达到了空白对照组的(152.91±5.55)%, 吞噬能力提高了 23.34%; CMP 2b 可促进巨噬细胞分泌 NO、活性氧

(reactive oxygen species, ROS)、IL-1β、IL-6、IFN-γ及 TNF-α, 其中 NO 分泌水平达到了空白对照组的 2.31 倍, 

ROS 分泌水平达到阳性对照组 LPS 的 82.33%, TNF-α、IL-1β、IFN-γ和 IL-6 分泌量分别为空白对照组的 5.51、

17.42、4.18 和 26.75 倍, 显著增强了巨噬细胞免疫调节能力。结论  作为近年来兴起的一种优质珍稀食用菌, 

蛹虫草蛋白质在体外研究中显示出较强的免疫增强作用, 可为蛹虫草作为免疫调节剂的开发提供新思路。 
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ABSTRACT: Objective  To explore the immunomodulatory activity and primary structure of Cordyceps militaris 

protein. Methods  Cordyceps militaris protein was extracted by alkali-soluble acid precipitation method, and 

separated and purified by anion exchange chromatography and glucan gel chromatography. The activity of each 

component was evaluated and the best immunoactive component was obtained by establishing mouse macrophage 
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immune regulation model. Its molecular weight was measured by matrix-assisted laser desorption time-of-flight mass 

spectrometry and its primary protein structure was determined by protein spectroscopy. With the lipopolysaccharide 

(LPS) as a positive control, the proliferative activity, phagocytosis rate, nitrogen monoxide (NO) secretion and the 

release of immune factor interleukin-1β (IL-1β), interleukin-6 (IL-6), interferon-γ (IFN-γ) and tumor necrosis factor-α 

(TNF-α) of RAW264.7 cells in mouse macrophages were studied. Results  The isolated and purified 

immunomodulatory protein CMP 2b was composed of 196 amino acids and its molecular weight was 22.460 kDa. 

The CMP 2b could significantly improve the proliferation ability and phagocytosis ability of macrophages, the cell 

proliferation rate reached the highest (152.91±5.55)% of blank control group, phagocytosis ability increased by 

23.34%. In addition, CMP 2b could promote the secretion of NO, reactive oxygen species (ROS), IL-1β, IL-6, IFN-γ 

and TNF-α by macrophages, in which the secretion of NO was 2.31 times of that of blank control group, and the 

secretion of ROS was 82.33% of LPS of positive control group. The secretion levels of TNF-α, IL-1β, IFN-γ and IL-6 

were 5.51, 17.42, 4.18 and 26.75 times of the blank control group, respectively, which significantly enhanced the 

immune regulation ability of macrophages. Conclusion  As a high-quality rare edible fungus emerging in recent 

years, the protein of Cordyceps militaris has strong immune enhancing effect in vitro, and the results of the study may 

provide new ideas for the development of Cordyceps militaris as an immunomodulator. 

KEY WORDS: Cordyceps militaris; protein; purification; structural characterization; macrophages; immunomodulatory 

activity 
 
 

0  引  言 

蛹虫草(Cordyceps militaris)又称北冬虫夏草, 与冬虫

夏草同属异种, 是虫草属的模式种。其保健作用与冬虫夏

草的药用及保健价值较相近[1]。蛹虫草含有多糖、蛋白质、

虫草素等多种生物活性物质 [2], 其中 , 蛹虫草多糖含有

(1‒4)或(1‒2)连接的吡喃葡萄糖基或半乳吡喃糖基残基 , 

平均分子量 127 kDa[3‒5], 具有免疫调节等多种生物活性, 

还通过一定程度上抑制肿瘤的增殖和转移, 提高患者的免

疫功能来对抗癌症[5‒7]。 

近年, 蛹虫草多糖是蛹虫草研究主要集中方向, 而对

蛹虫草蛋白质结构和活性的研究很少。多种食用菌中均存

在一类具有免疫调节活性的蛋白质[8‒9]。例如, 有研究从虎

乳菇中制得一种含有 112 个氨基酸(12.59 kDa)的免疫调节

蛋白, 并论证了其具有类凝集素的性质和对 MCF-7、HeLa

和 A549 癌细胞系的具有抑制作用[10‒12]。LIN 等[13]利用基

因克隆手段, 在巴斯德毕赤酵母中表达了一种源自血红铆

钉菇的免疫调节蛋白, 具备凝血和抗肿瘤活性。有研究通

过小鼠哮喘炎症模型, 论证了金针菇 FIP-fve 的抗过敏活

性[14‒16]。这些小分子蛋白质参与和介导了免疫功能的调节, 

能够提高机体的免疫功能, 同时对正常细胞没有毒副作用, 

是一种良好的免疫调节剂[17]。 

然而, 由于蛋白质的化学结构复杂, 研究手段也存在

一定的局限性, 因此蛹虫草蛋白的研究还存在许多亟待解

决的问题。目前, 蛹虫草蛋白质中发挥免疫调节功能的主

要组分并不清楚, 国内外对于蛹虫草活性成分的研究大多

数还是集中在食用菌本身或粗食用菌提取物或不同代谢物, 

因此通过分离和纯化活性蛋白, 解析特定化合物的免疫调

节机制与功能关系的研究就显得尤为重要[5‒7]。本研究通过

分离纯化的方法从蛹虫草中纯化获得一种活性蛋白组分, 

并对其一级结构进行表征, 同时考查其免疫调节活性, 旨

在为蛹虫草的高值化开发利用提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

新鲜蛹虫草子实体购自云南那曲农贸市场 ; Raw 

264.7 购自上海 IBS 细胞库。 

CCK-8 试剂盒、酶联免疫吸附试验 (enzyme linked 

immunosorbent assay, ELISA)试剂盒、NO 测定试剂盒、胎牛

血清(fetal bovine serum, FBS)、脂多糖(lipopolysaccharide, 

LPS)(纯度≥99%)(上海碧云天生物技术有限公司); 高糖培

养基(dulbecco’s modified eagle medium, DMEM)、青霉素-链

霉素溶液(美国 Gibco 生物科技公司); 纤维素 DE-52、葡聚

糖凝胶 G-200(北京索莱宝科技有限公司); 2’,7’-二氯荧光

黄双乙酸盐(dichlorofluorescein diacetate, DCFH-DA)、无水

乙醇、冰醋酸、浓硫酸、苯酚、硼酸、氢氧化钠、其他试

剂(分析纯, 国药集团化学试剂有限公司)。 

1.2  仪器与设备 

ΜV-1200 紫外检测器(上海沪西分析仪器厂有限公司); 

BSZ-100自动部分收集器(上海嘉鹏科技有限公司); FD-1A-50

真空冷冻干燥机(西班牙Telstar公司); 5800 MALDI-TOF/TOF

质谱仪(美国 AB Sciex 公司); W200IR 型二氧化碳细胞培养箱

(美国Thermo Fisher Scientific公司); SpectraMax M5多功能酶
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标仪(美国 Molecular Devices 公司); TE214S 型万分之一电子

天平(德国赛多利斯科学仪器有限公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  蛹虫草蛋白质的制备 

根据 XU 等[18]方法, 按照 1:25 (g/mL)料液比加入超纯

水, ‒20℃下冻融 3 次, 用 1 mol/L NaOH 溶液调 pH 至 12.0, 

40℃水浴180 min, 在功率400 W、温度40℃条件下超声180 min

处理, 10000 r/min 离心 20 min 取上清液, 用 1 mol/L HCl 滴

定至等电点 4.5, 10000 r/min 离心 20 min 弃上清液, 得到蛹

虫草粗蛋白(crude C. militaris protein, CCMP)。 

1.3.2  阴离子交换层析 

室温(21~25℃)条件下, 将纤维素 DE-52 填料浸泡于去

离子水中溶胀 1 h, 期间不断搅拌。选用规格为 2.6 cm×40 cm

色谱柱, 垂直安装, 注入少量去离子水, 将填料溶液搅匀后经

玻璃棒沿柱内壁缓慢连续地装入柱中, 自然沉降, 应无气泡或

明显断层。打开恒流泵, 用 10 mmol/L Tris-HCl 缓冲液(pH 8.2)

压柱平衡 6 h 后, 得到纤维素 DE-52 阴离子交换色谱柱。 

将CCMP溶解于10 mmol/L Tris-HCl缓冲液中(100 mg/mL), 

并适当超声至完全溶解。按柱体积的 5%上样, 弃去色谱

柱顶端液体, 将样品溶液沿柱内壁圆周式缓慢加入。用

0~0.5 mol/L NaCl 溶液进行梯度洗脱, 流速为 0.5 mL/min, 收

集 0、0.1、0.3、0.5 mol/L NaCl 溶液洗脱部分, 并绘制 DE-52

色谱柱洗脱曲线。收集各洗脱组分, 透析脱盐后冷冻干燥, 得到

蛹虫草免疫活性蛋白(C. militaris protein, CMP)组分, 记为 CMP 

x, 并通过小鼠巨噬细胞模型筛选免疫调节活性最佳的组分。 

1.3.3  葡聚糖凝胶色谱分析 

室温(21~25℃)条件下, 将葡聚糖凝胶 G-200 干粉置

于去离子水中煮沸 1 h, 间歇搅拌混匀至充分溶胀, 选用规

格为 2.6 cm×60 cm 色谱柱, 采用 DE-52 色谱柱的装柱及压

柱平衡方式, 得到葡聚糖凝胶 G-200 排阻色谱柱。 

将 1.3.2 中筛选得到的免疫调节活性最佳的组分溶解

于 10 mmol/L Tris-HCl 缓冲液中(100 mg/mL), 按柱体积的

5%上样, 弃去色谱柱顶端液体, 将样品溶液沿柱内壁圆周

式缓慢加入。用 10 mmol/L Tris-HCl 缓冲液洗脱该 CMP 组

分, 流速为 1.0 mL/min, 部分收集器每管收集 10 mL, 收集

各洗脱组分, 透析后冷冻干燥, 得到各组分, 记为 CMP xy, 

并通过小鼠巨噬细胞模型筛选免疫调节活性最佳的组分。 

1.3.4  蛹虫草免疫调节蛋白的筛选 

巨噬细胞是否分泌 NO 及 NO 分泌水平已被广泛用作

其免疫活化的定性和定量指标, 且分泌 NO 被证明是巨噬

细胞在自身免疫应答期间实现防御病原体感染和组织损伤

的关键因素[18]。通过建立巨噬细胞免疫调节活性筛选模型, 

实现对蛹虫草免疫调节蛋白的筛选。将 Raw264.7 在培养

箱中预培养 24 h, 吸弃培养基, 向 96 孔板中加入 100 μL

培养基作为空白对照及含有不同浓度 CMP 样品的完全培

养基处理细胞, 培养 24 h 后吸取上清液。依照 NO 检测试

剂盒说明书操作。 

1.3.5  蛹虫草免疫调节蛋白相对分子质量 

根据 SUCKAU 等[19]方法, 蛋白样品点至样品靶, 待

样品自然干燥, 取芥子酸基质溶液点至样品靶上, 自然干

燥, 用相同方法在样品靶位相邻位置点标准品, 打开高压

和激光, 待仪器预热 30 min 后进行基质辅助激光解吸电离

飞行时间质谱法(matrix-assisted laser desorption/ionization 

time of flight mass spectrometry, MALDI-TOF/TOF-MS)检

测。在正离子模式下选择线性方法测试样品相对分子量。 

1.3.6  蛹虫草免疫调节蛋白一级结构测定 

蛋白制取后冻干 , 加胰蛋白酶缓冲液 , 37℃温育

16~18 h 进行肽段酶解。液相色谱柱平衡在 0.1%的甲酸水

溶液中, 自动将样品放入样器上, 经毛细管高效液相色谱

分离后进行酶解产物的质谱分析。采用正离子检测, 采集

每次完整扫描后的碎片图谱, 将质谱测试原始文件通过软

件 MAXQUANT1.5.5.1 对相应数据库进行检索, 得到蛋白

质鉴定和定量分析结果。 

1.3.7  巨噬细胞活性测定 

将巨噬细胞复苏后接种于 96 孔板, 置于 37℃, 含有

5% CO2的细胞培养箱中, 培养至对数生长期备用。将处于对

数生长期的巨噬细胞加入不同质量浓度的食用菌蛋白溶液

(25、50、100、200 μg/mL), 只加培养基组设置为空白对照, 正

常培养 24 h。参考 CCK-8 试剂盒说明书测定细胞活性[18]。 

1.3.8  吞噬中性红能力测定 

将接种在 96 孔板中的巨噬细胞加入样品并培养 24 h, 

每个孔中加入 20 μL 中性红溶剂并培养 20 min, 继续加入

100 μL 细胞裂解液, 其中脂多糖组为阳性对照。用酶标仪

测量 λ=570 nm 处的吸光度。 

1.3.9  活性氧分泌量测定 

取对数生长期的细胞, 调整密度为 1×106 个/mL, 加

入到 96 孔细胞培养(黑板)中, 每孔 100 μL, 于 37℃, 5% 

CO2 培养箱中培养 24 h 后, 小心弃去上清液后, 分别加入

100 μL DMEM 基础培养基、不同质量浓度食用菌蛋白溶液

(25、50、100、200 μg/mL)、LPS (1 μg/mL, 用 DMEM 基

础培养基配制), 每个组设 3 个复孔。培养 24 h 后, 小心弃

去上清液后, 每孔均加入 100 μL, 10 μmol/L 的 DCFH-DA

溶液, 在 37℃继续孵育 20 min, 吸去上清液后, 用磷酸盐

缓冲液(phosphate buffer solution, PBS)洗涤细胞 3 次, 最后

再加入 100 μL PBS 重悬细胞。酶标仪检测每孔荧光强度。 

1.3.10  NO 释放量的测定 

将细胞悬浮液接种于 96 孔板, 培养至单层贴壁状态后

弃去完全培养液, 然后加入 200 μL 样品培养液培养 24 h。

依照 NO 检测试剂盒说明书操作。 

1.3.11  细胞免疫因子释放量的测定 

将处于对数生长期的巨噬细胞接种于 6 孔板, 每孔添加

2 mL 的细胞培养液, 加入不同浓度样品, 放于含有 5% CO2

的细胞培养箱正常培养 24 h, 取上清液。参考 ELISA 试剂盒
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说明书测定上清液中白细胞介素-1β (interleukin-1β, IL-1β)、白

细胞介素-6 (interleukin-6, IL-6)、干扰素-γ (interferon-γ, IFN-γ)

和肿瘤坏死因子-α (tumor necrosis factor-α, TNF-α)释放量。 

1.4  数据处理 

所有实验至少重复 5 次, 实验结果以平均值±标准偏

差表示。采用 IBM SPSS 25 统计分析软件分析数据。 

2  结果与分析 

2.1  蛹虫草免疫调节蛋白分离纯化与免疫活性筛选 

本研究通过碱溶酸沉法获取蛋白质, 每 100 g 蛹虫草

子实体粉末可制备粗蛋白质约 5.23 g。通过阴离子交换色谱

柱, 经溶液梯度洗脱, 紫外检测器共检测出 3个蛋白吸收峰, 

即获得 3 个蛋白组分(图 1A), 分别命名为 CMP 1、CMP 2

和 CMP 3, 并通过活性筛选模型测定各个组分(200 μg/mL)

诱导巨噬细胞分泌 NO 的能力。结果显示(图 1B), 3 个 CMP

组分分别诱导巨噬细胞产生(9.73±0.83)、 (24.16±0.19)和

(8.73±0.54) μmol/L 的 NO, 均显著高于对照组巨噬细胞的

NO 产生量[(5.09±0.47) μmol/L]。由此可见, 3 个 CMP 组分

均能激活巨噬细胞, 其中 CMP 2 较其他两个组分显著地诱

导了巨噬细胞的 NO 分泌, 可认定 CMP 2 是含有高免疫调

节活性的蛹虫草蛋白组分[19]。 

将 CMP 2 组分通过葡聚糖凝胶 G-200 排阻层析柱进一步

分离纯化, 经 Tris-HCl 缓冲液洗脱得到 CMP 2a 和 CMP 2b 两

个紫外蛋白吸收峰, 即分离出 2 个蛋白组分(图 2A)。活性筛选

模型鉴定结果显示, CMP 2a和CMP 2b (200 μg/mL)分别诱导巨

噬细胞产生(6.61±0.48) μmol/L 和(21.63±0.52) μmol/L 的 NO, 

含量均显著高于对照组, 其中 CMP 2b 组分较 CMP 2a 更为

显著地提升巨噬细胞的 NO 分泌量(图 2B)。由此确定, CMP 

2b 组分含有高免疫调节活性的蛹虫草蛋白。 

 

 
 

注: A 为葡聚糖凝胶 G-200 排阻色谱分离得到的 CCMP 组分; B 为 3 种 CCMP 组分对巨噬细胞 NO 分泌的影响,  

不同小写字母表示组间存在显著性差异(P<0.05), 图 2B 相同。 

图 1  CCMP 的分离纯化及各组分免疫调节活性筛选 

Fig.1  Separation and purification of CCMP and screening of immunomodulatory activities of its components 

 

 
 

注: A 为葡聚糖凝胶 G-200 排阻色谱分离得到的 CMP 2 组分; B 为两种 CMP 2 组分对巨噬细胞 NO 分泌的影响。 

图 2  CMP 2 的分离纯化及各组分免疫调节活性筛选 

Fig.2  Separation and purification of CMP 2 and screening of immunomodulatory activities of its components 
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2.2  蛹虫草免疫调节蛋白高分辨率分子量测定 

MALDI-TOF/TOF-MS 能够以高分辨率实现对蛋白

质、多肽、氨基酸、糖蛋白等化合物的相对分子质量测定。

测定前, 首先通过测试标准品对样品靶进行校准, 标准品

校准测试通过后, 检测 CMP 2b 相对分子质量, 得到测试

图谱。由图 3 可知, CMP 2b 的高分辨率相对分子质量为

22.460 kDa。图中主峰附近存在与主峰分子量相近的低响

应值附峰, 这是由于天然产物蛋白在真菌组织中发生了如

氧化、脱酰胺、磷酸化等多种类型的修饰[20‒21], 即各种天

然化学修饰的综合作用结果。 

 

 
 

图 3  CMP 2b 的 MALDI-TOF/TOF-MS 图谱 

Fig.3  MALDI-TOF/TOF-MS chromatogram of CMP 2b 
 

2.3  蛹虫草免疫调节蛋白结构表征 

本研究基于毛细管高效液相色谱和 QE 质谱联用技术

对蛹虫草免疫调节蛋白一级结构进行确定。将出峰物质的

质谱图与蛹虫草蛋白谱图库(美国 JGI-MycoCosm 真菌基

因组数据库, https://jgi.doe.gov/)进行对比, 通过判定原则

(评分高于 70), 匹配得出的蛋白名称如表 1 所示。根据匹

配所得蛋白质的分子量与 CMP 2b 高分辨率相对分子质量

分析结果对比可知 , CMP 2b 肽指纹图谱与蛋白质

G3JQN1|G3JQN1_CORMM 匹配度为 187.89, 而 G3JQN1| 

G3JQN1_CORMM 的相对分子质量是 21.724 kDa, 与 CMP 

2b 相吻合, 由此可根据 G3JQN1|G3JQN1_CORMM 的结构

信息判定 CMP 2b 的蛋白质一级序列(图 4), 并且可知 CMP 

2b 由 196 个氨基酸组成。 

2.4  蛹虫草免疫调节蛋白对 RAW264.7 增殖能力的

影响 

细胞增殖率测定通常用于反映细胞分裂情况和细胞

群体变化程度, 常用于表征生物大分子对细胞活性的影

响, 以确定适于进行细胞实验的生物大分子用量。CCK-8

利用不同质量浓度的 CMP 2b 作用于小鼠巨噬细胞后, 

通过 CCK-8 细胞活力测定法鉴定 CMP 2b 对小鼠巨噬细

胞增殖率的影响(图 5)。定义空白组测得的细胞增殖率为

100%, 25、50、100、200 μg/mL 的 CMP 2b 样品处理后

的细胞增殖率分别为(106.47±3.69)%、(109.64±2.93)%、

(125.52±3.81)%、(152.91±5.55)%, 均极显著高于空白组, 

XU等[18]的研究显示, 当食用菌蛋白质 200 μg/mL 之内是

无毒性的, 大于 200 μg/mL 会抑制细胞增殖, 不是安全

浓度, 表明当 CMP 2b 作用质量浓度低于 200 μg/mL 时, 

CMP 2b对小鼠巨噬细胞的具有增殖作用, 可用于进行细

胞实验。 

2.5  蛹虫草免疫调节蛋白对 RAW264.7 吞噬能力的

影响 

活中性红是一种活体细胞的酸碱指示剂, 当其进入

细胞后便可以与其中的溶酶体发反应, 从而生成红色的物

质。依据细胞活性状态不同, 摄入中性红染料的量也不同, 

从而反映细胞的吞噬活性大小[20]。从图 6 可以看出, 经过

不同质量浓度 CMP 2b (25~200 μg/mL)培养 24 h 后的细胞, 

其吞噬中性红的能力均极显著提高。特别地, 当样品质量

浓度提高至 50 μg/mL时, 细胞吞噬率比空白对照组的高出

61.00%, 同时也达到了 LPS 阳性对照组的 82.14%, 表明 
 

表 1  蛹虫草蛋白谱图库中与 CMP 2b 肽质量指纹图谱相匹配的蛋白质 
Table 1  Proteins matched with peptide mass fingerprint of CMP 2b in C. militaris protein library 

序号 蛋白质名称 评分 

1 
tr|G3JQN1|G3JQN1_CORMM Mannose-binding lectin OS=C. militaris (strain CM01) OX=983644 
GN=CCM_07787 PE=4 SV=1 

187.89 

2 
tr|G3JPG9|G3JPG9_CORMM Fatty acid oxygenase, putative OS=C. militaris (strain CM01) OX=983644 
GN=CCM_08032 PE=4 SV=1 

167.75 

3 
tr|G3JTH4|G3JTH4_CORMM tyrosinase OS=C. militaris (strain CM01) OX=983644 GN=CCM_09114 PE=3 
SV=1 

162.83 

4 
tr|G3JNX7|G3JNX7_CORMM Heat shock protein 90 OS=C. militaris (strain CM01) OX=983644 
GN=CCM_07839 PE=3 SV=1 

159.96 

5 
tr|G3JEN3|G3JEN3_CORMM Heat shock 70 kDa protein OS=C. militaris (strain CM01) OX=983644 
GN=CCM_04804 PE=3 SV=1 

116.99 

6 
tr|G3JPP8|G3JPP8_CORMM Cytoplasmic ribosomal protein subunit S3 OS=C. militaris (strain CM01) 
OX=983644 GN=CCM_07401 PE=3 SV=1 

102.38 
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图 4  蛹虫草免疫调节蛋白一级结构 

Fig.4  Primary structure of C. militaris immunomodulating protein 
 

 
 

注: **代表与空白组之间有极显著差异, P<0.01, 下同。 

图 5  不同质量浓度 CMP 2b 对小鼠巨噬细胞增殖率的影响 

Fig.5  Effects of different mass concentrations of CMP 2b fraction 
on the proliferation rates of murine macrophage 

 

 
 

图 6  不同质量浓度 CMP 2b 对 RAW 264.7 吞噬率的影响 

Fig.6  Effects of different mass concentrations of CMP 2b on 
phagocytosis rates of RAW 264.7 

 

CMP 2b 可显著增强巨噬细胞吞噬中性红能力, 从而发挥

机体的免疫防御。结果表明, CMP 2b 能显著促进巨噬细胞

吞噬中性红, 可显著增强 RAW264.7 的吞噬能力, 增强巨

噬细胞免疫调节能力。 

2.6  蛹虫草免疫调节蛋白对RAW264.7分泌NO的影响 

巨噬细胞是人类非特异性免疫系统的一个重要组成部

分。当人体免疫系统受到外界刺激时, 巨噬细胞可以通过吞噬

和产生、分泌细胞因子参与免疫反应和免疫调节过程, 而呼吸

爆发是重要的反应模式之一[21]。巨噬细胞被激活后, 还原型辅

酶Ⅱ氧化酶引发呼吸爆发, 同时促进诱导型一氧化氮合酶的基

因表达并生成 NO, 协助机体对抗外来抗原的侵入, 实现免疫

作用。由图 7 可知, DMEM 完全培养基处理组(空白对照)的巨

噬细胞 NO 分泌水平为(9.33±1.25) μmol/L, 而在 200 μg/mL 

CMP 2b 样品组中, NO 分泌水平分别为(21.63±0.52) μmol/L, 

显著高于空白对照组水平(P<0.01), 且 CMP 2b 浓度与所诱导

的 NO 水平呈现剂量依赖型关系, CMP 2b 浓度的增加, NO 产

量随之提升。表明 CMP 2b 能够显著增强巨噬细胞抵抗抗原

入侵, 增强巨噬细胞的免疫调节能力。 
 

 
 

图 7  不同质量浓度 CMP 2b 对 RAW 264.7 分泌 NO 的影响 

Fig.7  Effects of different mass concentrations of CMP 2b on the  
NO production of RAW 264.7 

 

2.7  蛹虫草免疫调节蛋白对 RAW264.7 分泌活性氧

的影响 

活性氧(reactive oxygen species, ROS)作为许多信号途

径中的第二信使, 影响机体的分化、代谢、细胞增殖、细

胞死亡等重要的细胞活性[22]。当机体处于急性或慢性炎症

时, 机体内的噬菌细胞, 如巨噬细胞、噬中性粒胞等随即

被激活, 导致机体呼吸作用的加强, 提高氧气消耗, 产生

ROS, 而 ROS 能参与合成一系列的炎症因子或者提高细胞

吞噬能力从而杀死细菌等外源物质 

如图 8 所示, 空白对照组的细胞平均荧光强度(ROS

产生量 )为 342.09±3.62, 而 LPS 和各质量浓度水平的

CMP 2b 的细胞平均荧光强度均极显著高于空白对照组。
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其中, 100 μg/mL CMP 2b 处理后, 细胞 ROS 分泌水平为

1049.18±43.10, 比空白对照组提高了 306.72%, 达到阳性对

照组LPS (1274.31±69.53)的 82.33%, 表明CMP 2b可显著增

强巨噬细胞分泌 ROS 能力。表明 CMP 2b 能够激活巨噬细

胞, 增强其呼吸作用, 增加耗氧量并产生 ROS, 并且参与一

系列炎症因子的合成或增加细胞的吞噬能力[23]。 
 

 
 

图 8  不同质量浓度 CMP 2b 对 RAW 264.7 分泌 ROS 的影响 

Fig.8  Effects of different mass concentrations of CMP 2b on the  
ROS production of RAW 264.7 

2.8  蛹虫草免疫调节蛋白对 RAW264.7 分泌 IL-1β、

IL-6、IFN-γ及 TNF-α的影响 

细胞因子具有调节免疫系统、造血功能、细胞生长和修

复受损组织等功能[24‒28]。IL-6 不仅可以促进原代骨髓细胞的

生长和分化, 还可以参与人体的免疫防御等。IFN-γ通过抗病

毒、抗增殖和免疫调节功能在宿主防御中发挥关键作用。在

几种细胞类型中, γ干扰素诱导细胞因子的产生, 并上调不同

膜蛋白的表达, 可以有效地激活巨噬细胞, 指导 B 细胞免疫

球蛋白的合成、类型转换和分泌。其中, 巨噬细胞激活后可

通过分泌细胞因子传导并调控免疫通路, 如白细胞介素和

TNF-α, 从而辅助清除外源性抗原及异常细胞, 发挥免疫调

节作用。活化过后的巨噬细胞, 可以极化为 M1 型巨噬细胞, 

从而分泌促炎细胞因子参与正向免疫应答[29‒30], 提高巨噬细

胞的免疫调节能力。在巨噬细胞免疫调节模型中, 促炎细胞

因子的分泌水平可作为评估天然活性成分的免疫激活和免疫

调节能力的一个指标[31‒33]。 

以 LPS 处理作为阳性对照, 通过 ELISA 测定不同质

量浓度 CMP 2b (0、50、100 和 200 μg/mL)的完全培养基处

理小鼠巨噬细胞培养液中各细胞因子的蛋白水平[34‒35]。结

果如图 9 所示, 随着 CMP 2b 质量浓度的升高, 巨噬细胞培 

 
 

图 9  不同浓度 CMP 2b 对 RAW 264.7 分泌 IL-1β、IL-6、IFN-γ及 TNF-α的影响 

Fig.9  Effects of different mass concentrations of CMP 2b on the IL-1β、IL-6、IFN-γ及 TNF-α production of RAW 264.7 
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养液中 IL-1β、IL-6、IFN-γ和 TNF-α的含量呈现浓度依赖

性增长。其中, 各质量浓度CMP 2b处理后的 IL-1β、TNF-α、

IFN-γ含量和 200 μg/mL CMP 2b 处理后的 IL-6 含量与空白

对照存在极显著差异(P<0.01)。由于不同细胞因子在 LPS

的刺激下分泌量细胞生长状态、温度等因素影响, 所以实

验在同一批细胞和环境下操作, 这样巨噬细胞分泌不同细

胞因子的量是客观的范围。 

由此证明, CMP 2b 可通过介导巨噬细胞中 IL-1β、

IL-6、IFN-γ 和 TNF-α 等细胞因子的产生及分泌发挥免疫

调节作用, 如前文所述, IL-1β、IL-6、IFN-γ和 TNF-α等促

炎性细胞因子通常由 M1 型巨噬细胞产生和分泌, 由此可

推断, CMP 2b 作用后, 巨噬细胞主要发生 M1 型极化, 从

而显著诱导促炎性细胞因子的分泌。 

3  讨论与结论 

本研究通过阴离子交换色谱和葡聚糖凝胶色谱分离

纯化出一种蛹虫草免疫调节蛋白 CMP 2b, 由蛋白质谱测

得它由 196 个氨基酸组成, 分子量为 22.460 kDa; 通过建

立巨噬细胞免疫调节模型, 发现 CMP 2b 可显著提高巨噬

细胞的增殖能力、吞噬能力, 细胞增殖率最高可达空白对

照组的 (152.91±5.55)%, 吞噬能力提高了 23.34%, 也即

CMP 2b 可显著提高巨噬细胞吞噬外来病原体的能力, 从

而增强了巨噬细胞的免疫调节能力。另外, CMP 2b 可促进

巨噬细胞分泌 NO、ROS、IL-1β、IL-6、IFN-γ及 TNF-α, 其

中 NO 分泌水平分别达到了空白对照组的 2.31 倍, ROS 分

泌水平达到阳性对照组 LPS 的 82.33%, TNF-α、IL-1β、

IFN-γ和 IL-6 分泌量分别为空白对照组的 5.51、17.42、4.18

和 26.75 倍, 由此证明 CMP 2b 可使巨噬细胞活化, 并且极

化为 M1 型巨噬细胞, 参与正向免疫应答, 增强巨噬细胞

免疫调节能力。综上, 蛹虫草免疫调节蛋白具有较强的免

疫调节潜力, 本研究结论可为蛹虫草作为免疫调节剂的开

发提供理论依据。 

本研究依托小鼠巨噬细胞免疫调节模型对 CMP 2b 的

活性作用进行了体外论证, 后续可对蛋白进行稳定化处理

后, 选取小鼠免疫缺陷模型, 通过饲喂不同剂量的 CMP 2b, 

探究其在活体内的活性作用, 并通过代谢组学、蛋白组学、

肠道菌群宏基因组测序等技术, 分析 CMP 2b 对小鼠体内

的代谢功能、蛋白水平以及肠道菌群的影响。 
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