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香菇多糖对小鼠T淋巴细胞膜上离子通道基因表达的影响
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摘 要 目的：研究香菇多糖对小鼠T淋巴细胞膜上离子通道基因表达的影响。方法：40只KM小鼠随机分为对照（等容生理盐

水）组与香菇多糖高、中、低剂量（12.5、2.5、0.5 mg/kg）组，腹腔注射，每天1次，连续30 d。末次给药1 h后处死小鼠，采用实时荧光

定量聚合酶链反应（RT-qPCR）法检测小鼠T淋巴细胞内电压门控钾离子通道（KV1.3）、Ca2+激活的钾离子通道（KCa3.1）、阳离子

通道（TRPM7）、氯离子通道（Clswell）以及钙离子通道（CRAC）激活的调控元件基质相互作用因子 1（STIM1）和组成分子 orai1

mRNA的表达。结果：与对照组比较，香菇多糖中剂量组小鼠T淋巴细胞KV1.3、KCa3.1、STIM1、orai1、TRPM7、Clswell mRNA表

达增强，差异有统计学意义（P＜0.05）。结论：香菇多糖可提高小鼠 T 淋巴细胞增殖及活性，其机制与增强 T 细胞上的 KV1.3、

KCa3.1、orai1、STIM1、TRPM7、Clswel mRNA表达有关。
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Effects of Lentinan on Gene Expression of Ion Channels in T Lymphocyte Membrane Isolated from Mice
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ABSTRACT OBJECTIVE：To explore the effects of lentinan（LTN）on gene expression of ion channels in T lymphocyte mem-

brane of mice. METHODS：40 KM mice were randomly divided into 4 groups：normal control group（constant volume of normal

saline）and LTN high-dose，medium-dose and low-dose groups（12.5，2.5，0.5 mg/kg）intravenously once a day for consecutive 30

days. All mice were sacrificed 1 h after last administration. RT-q PCR was used to measure the mRNA expression of KV1.3，

KCa3.1，STIM1，orai1，TRPM7 and Clswell in T lymphocytes isolated from mice. RESULTS：Compared with normal control

group，there was statistical significance in the expression of KV1.3，KCa3.1，STIM1，orai1，TRPM7，Clswell gene in T lympho-

cytes isolated from mice in LTN medium-dose group（P＜0.05）. CONCLUSIONS：The lentinan enhance the proliferation and activi-

ty of T lymphocytes isolated from mice，which is associated with the expression of KV1.3，KCa3.1，STIM1，orai1，TRPM7 and

Clswell genes.

KEYWORDS Lentinan；T lymphocytes；Ion channel

T淋巴细胞是生物体内最重要的免疫活性细胞之一，主行

细胞免疫应答，并参与体液免疫应答，在人体的免疫系统功能

中发挥着重要作用。T淋巴细胞膜上主要有电压门控钾离子

通道（KV1.3）、Ca2+激活的钾离子通道（KCa3.1）、阳离子通道

（TRPM7）、氯离子通道（Clswell）4种离子通道[1]以及钙离子通

道（CRAC）激活的调控元件[基质相互作用因子（STIM）1和组

成分子 orai1]，这些离子通道的活动与离子跨膜运动、膜电位

变化以及T淋巴细胞活化、增殖密切相关。KV1.3受膜电位控
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制，主要维持T淋巴细胞的静息膜电位，它功能异常时，静息电
位降低，可抑制Ca2+进入细胞，故它可以通过影响Ca2+浓度来
影响T淋巴细胞的激活与功能，此外还参与T淋巴细胞的体积
调节过程。KCa3.1受细胞内Ca2+浓度调节，细胞内Ca2+浓度升
高是KCa3.1开放的主要原因，它在T淋巴细胞的活化过程中
具有重要的作用[2]。T淋巴细胞上CRAC是细胞外Ca2+进入细
胞的唯一通路，它通过调控细胞内Ca2+浓度来调控T淋巴细胞
的活动 [1]。TRPM7是一种非选择性的阳离子通道，对 Ca2 +、

Mg2+、K+、Na+在内的众多阳离子有通透性[3]，同时作为一种蛋白
激酶可使自身或底物磷酸化[4]。Clswell是T淋巴细胞上的Cl－

通道，正常状态下不开放，当细胞体积增大时，激活Clswell通
道，Cl－由细胞内流向细胞外，直至细胞体积恢复至原来体积时
Clswell通道关闭[1]。总之，T淋巴细胞膜上的离子通道作为T

淋巴细胞内信号转导的一条重要途径，在T淋巴细胞的激活、

分化等其他功能中具有重要作用。

香菇多糖是从担子菌伞科真菌香菇子实中提取出来的
β-1，3-d-葡聚糖，从 1970年Chihara第一次报道证实香菇多糖
具有很强的抗肿瘤活性后，它被陆续证实具有明显的抗菌、提
高机体免疫等作用[3]。香菇多糖注射液作为一种具有免疫调
节作用的抗肿瘤辅助药物，广泛应用于临床，调查显示它在许
多医院中药制剂的应用中排在前三位[5]。目前，对香菇多糖促
进T淋巴细胞增殖与活化的机制研究相对较少，并且对T淋巴
细胞的增殖与活化是否与T淋巴细胞膜上的离子通道有关的
研究仍未见报道。本研究将从基因水平对香菇多糖的作用机
制进行研究，主要针对香菇多糖对小鼠T淋巴细胞膜上的离子
通道基因表达的影响进行探讨。

1 材料
1.1 仪器

DynaMag-15型磁力架（美国Life Technologies公司）；超低
温冰箱（青岛澳柯玛电器公司）；TL988型实时荧光定量聚合酶
链反应（qRT-PCR）仪（西安天隆科技有限公司）；MTC100型恒
温混匀仪（杭州米欧仪器有限公司）；TGL16型高速低温离心
机（长沙英泰仪器有限公司）。

1.2 药品与试剂

香菇多糖注射液（金陵药业股份有限公司，批号：

121001.1，规格：1.0 mg/2 ml）；胎牛血清、免疫磁珠试剂盒（美
国Hyclone公司）；RNA提取试剂盒、引物（基因序列见表 1）、

cDNA试剂盒、RNA扩增试剂盒（大连宝生物工程有限公司）。

表1 基因序列

Tab 1 Gene sequences

基因名称
KV1.3

KCa3.1

orai1

STIM1

TRPM7

Clswell

GAPDH

碱基序列
F：CTGGTGGGCAGTAGTAACCATGA
R：ACACCTGCGATGGCACAAAG
F：ATTCCGATCACATTCCTGACCA
R：GCCTTGTTGAACTCCAGCTTCC
F：CGCCAAGCTCAAAGCTTCC
R：CAGGCACTAAAGACGATGAGCA
F：TGAGGCCGTCCGAAACATC
R：TCACTGTTGGGTCATGGTAATTGAG
F：CTGCCAATCTAGGAGAAGATGCAAT
R：AGGCGTGTAGTCATTCCTCTTCAAA
F：CAGTTGTGCCTAGCGCTCATATTTA
R：TCCCTGCAATGGCTCCAA
F：TGTGTCCGTCGTGGATCTGA
R：TTGCTGTTGAAGTCGCAGGAG

序列号
NM_008418.2

NM_008433.4

NM_175423.3

NM_009287.4

NM_001164325.1

Q8BHY3.2

NM_008084.2

1.3 动物

健康KM小鼠40只，6～8周，♂，体质量（24±4）g，由山东

青岛实验动物与动物实验中心提供[实验动物使用许可证号：

SCXK（鲁）20090007]。

2 方法
2.1 分组与给药

40只KM小鼠随机均分为4组，即对照（等容生理盐水）组

与香菇多糖高、中、低剂量（12.5、2.5、0.5 mg/kg）组。ip给药，

每天1次，连续30 d。

2.2 T淋巴细胞的提取

末次给药 1 h 后，处死小鼠，取出脾脏，置于冷 PBS（含

0.1％胎牛血清+0.02％柠檬酸钠）中，用免疫磁珠法从脾脏中

提取T淋巴细胞。

2.3 qRT-PCR的测定

收集细胞，Trizol法提取 RNA，鉴定完RNA纯度和完整

性后，反转录制备 cDNA；PCR条件为：95 ℃预变性30 s；95 ℃

变性15 s，55 ℃退火30 s，60 ℃延伸30 s，循环数40次；72 ℃延

伸5 min终止反应。qRT-PCR结束后，定量分析PCR获得的熔

解曲线和扩增曲线结果的可靠性并设定循环阈值（Ct），以目的

基因/β-actin比值分别代表各自相对表达水平。各组设3个复

孔，实验重复3次。

2.4 统计学方法

数据以x±s 表示，采用 SPSS17.0软件处理分析实验数

据。采用单因素方差分析获得离子通道基因表达结果。P＜

0.05为差异有统计学意义。

3 结果
3.1 香菇多糖对小鼠脾脏T淋巴细胞KV1.3 mRNA表达的

影响

与对照组比较，香菇多糖中剂量组小鼠脾脏T淋巴细胞

KV1.3 mRNA表达增强，差异有统计学意义（P＜0.05）。结果

表明，中剂量香菇多糖可以使小鼠脾脏 T 淋巴细胞上 KV1.3

mRNA表达增强。小鼠脾脏T淋巴细胞KV1.3 mRNA的表达

见图1。

3.2 香菇多糖对小鼠脾脏T淋巴细胞KCa3.1 mRNA表达的

影响

与对照组比较，香菇多糖中剂量组小鼠脾脏T淋巴细胞

KCa3.1 mRNA表达增强，差异有统计学意义（P＜0.05）。结果

表明，中剂量香菇多糖可以使小鼠脾脏T淋巴细胞上KCa3.1

mRNA的表达增强。小鼠脾脏T淋巴细胞KCa3.1 RNA的表

达见图2。

3.3 香菇多糖对小鼠脾脏 T 淋巴细胞 orai1 mRNA 表达的

影响
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图1 小鼠脾脏T淋巴细胞KV1.3 mRNA的表达
与对照组比较：＊P＜0.05

Fig 1 mRNA expression of KV1.3 in T lymphocytes isolated

from mice
vs.control group：＊P＜0.05
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与对照组比较，香菇多糖中剂量组小鼠脾脏T淋巴细胞

orai1 mRNA表达增强，差异有统计学意义（P＜0.05）。结果表

明，中剂量香菇多糖可以使小鼠脾脏T淋巴细胞CRAC通路上

的调控元件 orai1 mRNA 表达增强。小鼠脾脏 T 淋巴细胞

orai1 mRNA的表达见图3。

3.4 香菇多糖对小鼠脾脏T淋巴细胞STIM1 mRNA表达的影

响

与对照组比较，香菇多糖中剂量组小鼠脾脏T淋巴细胞

STIM1 mRNA表达增强，差异有统计学意义（P＜0.05）。结果

表明，中剂量香菇多糖可以使小鼠脾脏T淋巴细胞CRAC通路

上的调控元件STIM1 mRNA表达增强。小鼠脾脏T淋巴细胞

STIM1 mRNA的表达见图4。

3.5 香菇多糖对小鼠脾脏T淋巴细胞TRPM7 mRNA表达的

影响

与对照组比较，香菇多糖中剂量组小鼠脾脏T淋巴细胞

TRPM7 mRNA表达增强，差异有统计学意义（P＜0.05）。结果

表明，中剂量香菇多糖可以使小鼠脾脏T淋巴细胞上TRPM7

mRNA 表达增强。小鼠脾脏 T 淋巴细胞 TRPM7 mRNA 的表

达见图5。

3.6 香菇多糖对小鼠脾脏T淋巴细胞Clswell mRNA表达的

影响

与对照组比较，香菇多糖中剂量组小鼠脾脏T淋巴细胞

Clswell mRNA表达增强，差异有统计学意义（P＜0.05）。结果

表明，中剂量香菇多糖可以使小鼠脾脏T淋巴细胞上Clswell

mRNA表达增强。小鼠脾脏T淋巴细胞Clswell mRNA的表达

见图6。

4 讨论
香菇多糖主要用于肿瘤患者，临床试验证明，它对人的恶

性肿瘤具有有效的抑制作用[6]。它主要的作用机制是促进T、

B淋巴细胞增殖[7]，提高自然杀死（NK）细胞的活性，调节免疫

力，从而维持机体内环境稳定，同时它还能促进T淋巴细胞产

生一氧化氮（NO）、白细胞介素（IL）-2来抵抗放疗对机体的损

伤[8]。T淋巴细胞上的CRAC是细胞外Ca2+进入细胞内的重要

通路[1]。STIM1和 orai1作为CRAC通路中的调控元件作用于

内质网上的Ca2+库，以致Ca2+持续释放到细胞液内，使游离Ca2+

浓度升高，一定浓度的Ca2+与STIM1、orai1共同作用使细胞外

的Ca2+进入到细胞内，使细胞内的Ca2+浓度升高[9]。Ca2+作为第

二信使，浓度升高能够激活细胞内的基因表达，活化T淋巴细

胞。Ca2 +浓度升高还能激活离子通道 KCa3.1，研究表明，

KCa3.1的高表达能够强烈地增强T淋巴细胞的活性并促进其

增殖[10]。早在 1988年就有研究表明，钾离子通道的高表达能

够迅速地使小鼠胸腺细胞增殖[11]。KV1.3通道的表达与激活T

淋巴细胞的活性以及增殖有着密切的关系[12]。qRT-PCR结果

显示，中剂量香菇多糖使KV1.3、KCa3.1、STIM1、orai1的基因

7
6
5
4
3
2
1
0

相
对

表
达

量

＊

对照组 香菇多糖
高剂量组

香菇多糖
中剂量组

香菇多糖
低剂量组

图2 小鼠脾脏T淋巴细胞KCa3.1 mRNA的表达
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Fig 2 mRNA expression of KCa3.1 in T lymphocytes isolat-
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图3 小鼠脾脏T淋巴细胞orai1 mRNA的表达
与对照组比较：＊P＜0.05

Fig 3 mRNA expression of orai1 in T lymphocytes isolated

from mice
vs.control group：＊P＜0.05
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图4 小鼠脾脏T淋巴细胞STIM1 mRNA的表达
与对照组比较：＊P＜0.05

Fig 4 mRNA expression of STIM1 in T lymphocytes isolat-

ed from mice
vs.control group：＊P＜0.05
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图5 小鼠脾脏T淋巴细胞TRPM7 mRNA的表达
与对照组比较：＊P＜0.05

Fig 5 mRNA expression of TRPM7 in T lymphocytes isolat-

ed from mice
vs.control group：＊P＜0.05
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Fig 6 mRNA expression of Clswell in T lymphocytes isolat-

ed from mice
vs.control group：＊P＜0.05
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表达明显增强，因此可以推断香菇多糖可以明显增强小鼠T淋

巴细胞的增殖和活性，其机制与影响KV1.3、KCa3.1、STIM1、

orai1的基因表达有密切关系。

香菇多糖对细胞的体积具有一定的调控作用。T淋巴细

胞上的Clswell在T淋巴细胞的体积调节过程中发挥着至关重

要的作用，因此又称它为容量调控氯离子通道[1]。通常Clswell

与钾离子通道共同作用使容积变大的T淋巴细胞恢复至正常

体积，从而使T淋巴细胞内环境稳定，发挥细胞免疫的功能。

TRPM7是一种非选择性的阳离子通道，对Ca2+、Mg2+、K+、Na+

等众多二价和单价阳离子有通透性，同时又是一种蛋白激酶，

可使自身或底物磷酸化[4]。在T淋巴细胞的增殖活化过程中离

不开底物磷酸化，同时，在T淋巴细胞正常功能的维持过程中

离不开Ca2+、Mg2+、K+、Na+等众多二价和单价阳离子平衡。因

此，在 T 淋巴细胞的增殖活化过程中离不开 Clswell 通道和

TRPM7通道。由此推断香菇多糖对T淋巴细胞的一系列作用

与对Clswell通道和TRPM7通道的基因表达关系密切。

Attia SM等[13]研究表明，香菇多糖对DNA的损伤修护作

用具有剂量依赖性。付青姐等[14]研究香菇多糖保护小鼠脾脏

抵御辐射损伤的实验结果表明，香菇多糖在 2.5、0.5 mg/kg的

剂量下可明显缓解辐射造成的脾脏损伤。许多研究也证实，

香菇多糖的免疫调节作用具有一定的剂量依赖性。本研究表

明，香菇多糖在不同剂量下基因的表达有一定差异性，所有的

基因表达结果显示，中剂量的香菇多糖能够使5种离子通道的

基因表达上调，而高剂量和低剂量香菇多糖对5种离子通道的

基因表达虽有所影响，但是均不具有统计学意义，说明香菇多

糖在适宜剂量下可以上调5种离子通道的基因表达，调节T淋

巴细胞活性，从而发挥免疫调节的作用。

综上所述，香菇多糖具有增加T淋巴细胞的增殖和活性、

调节免疫的作用，与提高离子通道 KV1.3、KCa3.1、TRPM7、

Clswell以及Ca2+通道调控元件 STIM1、orai1的基因表达有密

切关联。
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