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灵芝提取物对耻垢分枝杆菌ＧｌｍＵ基因表达的影响


王开金，胡少婷，易　敏，李升锦△

（重庆医科大学附属第二医院呼吸内科　４０００１０）

　　摘　要：目的　研究灵芝水提取物、灵芝三萜对耻垢分枝杆菌（Ｍ．Ｓ１５５）增殖曲线、ＧｌｍＵ基因表达、细胞壁结构的影响。方

法　将６×１０
７Ｍ．Ｓ１５５接种用含有５００μｇ／ｍＬ灵芝水提取物、灵芝三萜的ＬＢ培养基培养耻垢分枝杆菌作为实验组，６×１０

７ Ｍ．

Ｓ１５５单独培养作为对照，取不同时间Ａ６００值绘制耻垢分枝杆菌增殖曲线，用聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）及蛋白免疫印

迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ）检测ＧｌｍＵ蛋白表达情况，透射电子显微镜（ＴＥＭ）观察细胞壁的形态变化。结果　增殖曲线说明灵芝水提

取物、灵芝三萜对耻垢分枝杆菌生长明显抑制，对应Ａ６００值组间有差异（犘＜０．０５），而同等剂量的灵芝三萜抑菌能力更强；ＳＤＳ

ＰＡＧＥ及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测到相对分子质量５１．５×１０
３ 蛋白处蛋白实验组明显变暗（犘＜０．０５）；用ＴＥＭ 观察其对耻垢分枝

杆菌细胞壁结构的影响，实验组 Ｍ．Ｓ１５５经灵芝三萜处理后的耻垢分枝杆菌的细胞壁明显膨胀、变形。结论　灵芝水提取物、灵

芝三萜对 Ｍ．Ｓ１５５有明显的抑制作用，而其作用位点很可能就是抑制了ＧｌｍＵ基因的体外表达，灵芝提取物不但能够抑制 Ｍ．Ｓ

１５５增殖而且能够影响细胞壁功能，为进一步研究灵芝应用价值奠定了基础。
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　　结核病是世界上病死率最高的感染性疾病之一，全球约有

１／３的人受到结核菌感染威胁
［１２］。近年来，由于耐药结核分

枝杆菌的增多、人类免疫缺陷性疾病、乙型病毒性肝炎等疾病

发病率的上升等原因，结核病有卷土重来的趋势，其发病率及

病死率明显上升［３］。目前，药物的耐药率逐年上升，进一步给

结核病的治疗带来难度。然而近年来，中草药在对结核病的治

疗中日益得到重视，其中已经有研究表明灵芝水提取物、灵芝

三萜等物质能够抑制体外结核分枝杆菌（ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｔｕ

ｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ，ＭＴＢ）的生长，而ＧｌｍＵ基因在 ＭＴＢ细胞壁生成过

程中起重要作用。因 ＭＴＢ生长缓慢、有致病性、传染性等缺

点，对实验研究带来了一定的难度，所以，实验采用在进化上亲

缘关 系 很 近 的 耻 垢 分 枝 杆 菌 （ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｓｍｅｇｍａｔｉｓ

ｍｃ２１５５，Ｍ．Ｓ１５５）作为研究对象
［４５］，研究发现灵芝的有效成

分能够抑制 Ｍ．Ｓ１５５的体外生长
［６］，而其作用靶点是否为Ｇｌ

ｍＵ基因，另外灵芝的有效成分对ＧｌｍＵ蛋白表达及细胞壁结

构和功能是否有影响，目前尚无研究。本研究旨在探索灵芝水

提取物、灵芝三萜对耻垢分枝杆菌生长曲线、ＧｌｍＵ基因的表

达活性及对细胞壁结构和功能影响。

１　材料与方法

１．１　材料　 Ｍ．Ｓ１５５（重庆医科大学附属第一医院实验研究

９０８１重庆医学２０１３年６月第４２卷第１６期
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中心保存和提供）；结核患者血清（重庆医科大学附属第二医院

呼吸内科）；ＬＢ培养基、聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）配

胶试剂盒（碧云天公司）；羊抗人ＩｇＧ二抗（北京中杉公司）；

ＤＡＢ显像试剂；ＰＶＤＦ膜；蛋白 ｍａｒｋｅｒ；蛋白上清ｂｕｆｆｅ；分枝

杆菌裂解液、溶菌酶。灵芝水提取物、灵芝三萜（上海众华生物

公司提取）；乙酰乙酸、三氯甲烷。

１．２　方法

１．２．１　实验分组　将含有不含任何药物的６×１０
７ Ｍ．Ｓ１５５

菌落单独培养作为对照组，将含有５００μｇ／ｍＬ的灵芝水提取

物、灵芝三萜作６×１０７ Ｍ．Ｓ１５５菌落进行培养为实验组。

１．２．２　灵芝水提取物、灵芝三萜对 Ｍ．Ｓ１５５增殖曲线的影响

　从平板上挑取６×１０
７ Ｍ．Ｓ１５５菌落分别接种于不含药物、

含有灵芝水提取物、灵芝三萜（５００μｇ／ｍＬ）的卡那霉素抗性的

ＬＢ肉汤培养基中，于３７℃，２５０ｒ／ｍｉｎ震摇培养，分别于 第１、

２、３、４、５和６天在两组中各取２００μＬ菌液测量Ａ６００值，根据

所测值绘制增殖曲线。

１．２．３　灵芝水提取物、灵芝三萜对ＧｌｍＵ蛋白表达的影响　

按上述方法分组，培养６ｄ后分组离心收集菌液。菌液以裂解

液、溶菌酶、ｌ％（ｖ／ｖ）ＴｒｉｔｏｎＸ１００重悬，３７．５℃温育４０ｍｉｎ，再

超声破碎后加入等量上样缓冲液，１００ ℃煮 １５ｍｉｎ。配制

１２％的分离胶和５％的浓缩胶，将收集的菌液蛋白离心后取上

清液进行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，电泳之后用Ｒ２５０考马斯亮蓝染

色３５ｍｉｎ，脱色液脱色过夜后观察不同组 ＧｌｍＵ蛋白表达情

况。采用半干电转移方式将蛋白条带转印至 ＰＶＤＦ膜上，封

闭后以１∶１００稀释的结核患者血清作为一抗，１∶５０００稀释

的过氧化物酶标记的羊抗人ＩｇＧ为二抗，用ＤＡＢ显色观察并

分析蛋白条带。

１．２．４　ＴＥＭ观察菌体的细胞壁结构　将６×１０
７ Ｍ．Ｓ１５５菌

体接种到含有５００μｇ／ｍＬ灵芝水提取物、灵芝三萜的卡那霉

素抗性的ＬＢ肉汤培养基中培养４８ｈ，Ｍ．Ｓ１５５单独培养作为

对照，４０ｇ离心１０ｍｉｎ，弃上清液，收集菌体，用０．１ｍｏｌ／Ｌ的

ＰＢＳ液重悬洗涤细胞，离心，重复操作３次。将２ｍＬ２．５％的

戊二醛加入细胞沉淀，４．５℃放置过夜，１％的四氧化锷固定，

ＰＢＳ液再次洗涤，再用不同浓度的乙醛脱水、醋酸双氧铀染色

４５ｍｉｎ，双蒸水洗脱６０次，柠檬酸铅处理２０ｍｉｎ，环氧树脂包

埋、超薄切片后透射电镜下观察细胞的超微结构变化，尤其是

细胞壁的变化。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１５．０软件进行统计学处理，计

量资料以狓±狊表示，两组间比较进行狋检验，以犘＜０．０５为差

异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　灵芝水提取物、灵芝三萜对 Ｍ．Ｓ１５５增殖曲线的影响　

给予灵芝水提取物、灵芝三萜干预的 Ｍ．Ｓ１５５与未干预对照

组 Ｍ．Ｓ１５５的增殖受到明显抑制，在２４ｈ进入对数生长期后

Ａ６００值明显下降（犘＜０．０５），见图１。

２．２　ＧｌｍＵ蛋白在对照组 Ｍ．Ｓ１５５中的表达　５１．５×１０
３［７８］

处可表达１条明显的条带，灵芝水提取物、灵芝三萜干预组

５１．５×１０３ 条带表达减弱（狀＝６，犘＜０．０５），见图２。

２．３　灵芝水提取物、灵芝三萜处理后的 Ｍ．Ｓ１５５细胞形态学

改变　灵芝水提取物、灵芝三萜处理 Ｍ．Ｓ１５５菌液２４ｈ后，收

集细菌。ＴＥＭ观察结果：作为对照培养的 Ｍ．Ｓ１５５细胞壁完

整，厚薄均匀，细胞质均匀、致密；而经过灵芝水提取物变化不

大，使用灵芝三萜处理的 Ｍ．Ｓ１５５细胞壁膨出、变厚、变形等

形态学变化，胞质也出现疏密不等的现象，见图３。

图１　　耻垢分枝杆菌增殖曲线

　　１：对照组；２：灵芝水提取物组；３：灵芝三萜组。

图２　　药物对ＧｌｍＵ蛋白的影响

　　Ａ：对照组；Ｂ：灵芝三萜组。

图３　　灵芝三萜处理的 Ｍ．Ｓ１５５细胞壁的影像学表现

３　讨　　论

全球约１／３的人受到 ＭＴＢ感染的威胁，而 ＭＴＢ细胞壁

为含有高分子量的脂肪酸、脂质、蛋白质及多糖类组成的复合

成分，与 ＭＴＢ致病力、免疫反应有关。在人体内，脂质能引起

单核细胞、上皮样细胞及淋巴细胞浸润而形成结核结节；蛋白

质可引起过敏反应，中性粒细胞及单核细胞浸润；多糖类则参

与如凝集反应等免疫反应［９１０］。因此，如果能够抑制致病

ＭＴＢ细胞壁在体内的合成，不但能够抑制 ＭＴＢ在体内的繁

殖，而且能够明显减弱 ＭＴＢ在体内的致病力。

在 ＭＴＢ细胞壁合成过程中，ＧｌｍＵ蛋白起着不容忽视的

作用，ＧｌｍＵ蛋白为分枝杆菌的ＧｌｍＵ基因编码的产物，是一

种双功能酶，在 Ｎ乙酰氨基葡糖糖（ＮａｃｅｔｙｌＤｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｅ，

ＧｉｃＮＡｃ）的活性前体ＵＤＰＮ乙酰葡萄糖胺（ＵＤＰＧｉｃＮＡｃ）的

合成过程中起催化作用：（１）１磷酸葡萄糖胺被ＧｌｍＵ蛋白的
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乙酰基转移酶活性催化生成１磷酸Ｎ乙酰葡萄糖胺。（２）１

磷酸Ｎ乙酰葡萄糖胺在ＧｌｍＵ的尿嘧啶转移酶活性催化下生

成终产物 ＵＤＰＧｉｃＮＡｃ
［１１１２］，而ＧｉｃＮＡｃ不但是 ＭＴＢ在体内

参与免疫反应的多糖类物质，还是 ＭＴＢ细胞壁中肽聚糖和

ＧｉｃＮＡｃ鼠李二糖的连接物，因此其重要性不言而喻。

但是，由于 ＭＴＢ的传染性、致病性及生长周期长等特点，

给实验研究带来了一定难度。然而，由于 Ｍ．Ｓ１５５和 ＭＴＢ同

属于分枝杆菌属，在进化上亲缘关系很近，尤其是ＧｌｍＵ基因，

序列相似性比对结果显示这两种菌株间的相同的序列为

７４％
［１３］，另外，在 Ｍ．Ｓ１５５与 ＭＴＢ还有另一个重要的性质，

二者具有相似的细胞壁，而现有的抑制或者杀死 ＭＴＢ的药物

多以细胞壁为作用靶点［１４１５］。因此，本研究中应用无致病性、

无传染性、生长较快的 Ｍ．Ｓ１５５代替具有传染性、致病性、生

长缓慢的 ＭＴＢ。

本实验研究发现灵芝水提取物、灵芝三萜能够明显改变

Ｍ．Ｓ１５５增殖曲线的增殖特点，抑制 Ｍ．Ｓ１５５体外生长，从而

证明其菌均有抑制 Ｍ．Ｓ１５５作用，尤其在对数生长期影响最

为明显，而其抑制 Ｍ．Ｓ１５５的机制，通过ＳＤＳＰＡＧ、Ｗｅｔｅｒｎ

ｂｌｏｔｔｉｎｇ可以看到，灵芝水提取物、灵芝三萜干预的两个实验

组，在５１．５×１０３ 蛋白条带不显示，而５１．５×１０３ 为 ＧｌｍＵ基

因表达产物，证明 Ｍ．Ｓ１５５ＧｉｍＵ基因受了抑制，灵芝水提取

物、灵芝三萜很有可能是在体外通过抑制ＧｌｍＵ基因的表达，

抑制ＧｌｍＵ蛋白的合成，从而抑制１磷酸葡萄糖胺生成１磷

酸Ｎ乙酰葡萄糖胺及１磷酸Ｎ乙酰葡萄糖胺在 ＧｌｍＵ的尿

嘧啶转移酶活性催化下生成终产物 ＵＤＰＧｉｃＮＡｃ，从而减少

ＵＤＰＧｉｃＮＡｃ的合成，从而减少肽聚糖和ＧｌｃＮＡｃ鼠李二糖的

连接物，达到抑制 ＭＴＢ细胞壁合成的作用，从而抑制了 ＭＴＢ

的增殖。同时ＴＥＭ观察结果证实灵芝水提取物、灵芝三萜通

过以上两种途径，抑制细胞壁的合成，使细胞壁膨胀、变形，从

而改变细胞壁的功能，最终抑制 ＭＴＢ的增殖及致病性，可能

是因为灵芝水提取物抑制作用较灵芝三萜弱，故 ＴＥＭ 下观

察，细胞壁变化与对照组变化不大。对于灵芝水提取物、灵芝

三萜在体内的有效剂量、作用机制、是否存在其他的作用机制，

尚需后续研究加以阐明。
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