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Траметоидные трутовики Русской равнины как источник 
полисахаридов с криопротекторными свойствами
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С помощью криоскопического метода изучена способность эндополисахаридов грибов рода Тrametes (Т. hir�
sute, Т. ochracea, Т. versicolor, Т. suaveolens) и Сerrena unicolor изменять температуру замерзания 3,5% раствора 
глицерина. Установлено, что полисахариды Т. ochracea в концентрациях 0,1–1,0% в разной степени повышают 
осмолярность раствора глицерина, что способствует понижению температуры его замерзания. Полученные данные 
о сохранности мембран лейкоцитов, фагоцитарной активности нейтрофилов, подвергнутых замораживанию и 
хранению при -80 оС в среде глицерина и глицерина с эндополисахаридами Т. ochracea подтверждают предположение 
авторов о том, что снижение температуры замерзания раствора глицерина в присутствии полисахаридов способствует 
снижению риска повреждений клеток при замораживании. Вероятно, образующиеся связи между функциональными 
группами глицерина и полисахаридов удерживают большее количество молекул воды, что способствует образованию 
многочисленных центров кристаллизации, уменьшению размера внеклеточных кристаллов льда, обеспечивая 
сохранность мембран клеток.
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температура кристаллизации, лейкоциты, жизнеспособность клеток.
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Using the cryoscopic method, the ability of endopolysaccharides of fungi of the genus Trametes (T. hirsute, 
T. ochracea, T. versicolor, T. suaveolens) and Cerrena unicolor to change the freezing point of a 3.5% solution of glycerin 
was studied. It has been established that the polysaccharides of T. ochracea in a concentration of 0.1–1.0% increase the 
osmolality of the glycerol solution to a different extent, which contributes to lowering of its freezing point. The obtained 
data on preservation of leukocyte membranes, phagocytic activity of neutrophils frozen and stored at -80 оC in glycerol 
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and glycerol with T. ochracea endopolysaccharides confirm the authors’ assumption that a decrease in the freezing tem-
perature of a solution of glycerol in the presence of polysaccharides helps to reduce the risk of cell damage when frozen. 
Probably, the resulting bonds between the functional groups of glycerin and polysaccharides retain more water molecules, 
which contributes to formation of numerous crystallization centers, a decrease in the size of extracellular ice crystals, 
ensuring preservation of cell membranes.

Keywords: xylotrophic basidiomycetes, trametoid morphotype, endopolysaccharides, osmolarity, crystallization 
temperature, leukocytes, cell viability.

На всей территории Русской равнины, в дре-
востоях зоны тайги, смешанных и лиственных 
лесов, в том числе в городских насаждениях и 
парках, широко представлены ксилотрофные 
базидиальные грибы, способные разлагать дре-
весину и утилизировать биомассу опада. Их зна-
чение в природе, кроме разложения древесного 
детрита лесов, связано с корректировкой струк-
тур лесных сообществ и поддержанием баланса 
накапливаемой и разлагаемой в лесных экоси-
стемах биомассы [1]. Это единственная группа 
организмов, способная к полной деструкции 
лигноцеллюлоз, обеспечивающая мобилизацию 
депонированного в древесине углерода [2]. Сре-
ди огромного числа ксилотрофных базидиоми-
цетов достаточно компактную группу составля-
ют трутовые грибы. Некоторые из них – опасные 
патогены лесных деревьев, большинство же 
приносят пользу, разлагая упавшие ветки, пни, 
поваленные стволы деревьев и обеспечивая, тем 
самым, круговорот веществ в лесах [3]. Как все 
грибы, трутовики состоят из мицелия, который 
находится в древесине, разрушая её в процессе 
питания, и плодового тела (базидиомы), которое 
служит для размножения гриба. 

Трутовики траметоидного морфотипа 
характеризуются сидячими или почти рас-
простёртыми плодовыми телами плотной 
пробково-кожистой консистенции. Поверх-
ность шляпок бархатистая, с возрастом иногда 
становится голой. Однослойный гименофор 
(нижняя поверхность шляпки) трубчатый, 
лабиринтовидный или пластинчатый, иногда 
зубчато-шиповидный. В настоящее время тра-
метоидные трутовики рассматривают в составе 
нескольких родов, относящихся к семействам 
Polyporaceae и Fomitopsidaceae. Границы родов 
в настоящее время уточняются [4].

Типичными представителями траметоид-
ных трутовиков являются виды родов Trame�
tes и Cerrena, растущие преимущественно на 
деревьях лиственных пород. Большинство 
представителей рода Trametes имеют консоле-
видные или сидячие плодовые тела, однолетние 
или зимующие, которые растут чаще группами, 
но могут встречаться и одиночные плодовые 
тела [5]. Сходны с ними по внешнему облику 
и грибы рода Cerrena [6]. 

В последние десятилетия трутовые грибы, 
благодаря своему метаболическому потен-
циалу, заняли одно из ведущих мест в каче-
стве объектов биотехнологии. Гриб C. unicolor 
известен как продуцент экстрацеллюлярных 
фенолоксидаз [7], проявляет лектиновую 
активность [8], а экзополисахариды церрены 
обладают гипогликемическим действием [9]. 
Грибы рода Trametes тоже содержат различные 
биологически активные соединения (БАС), 
представляющие интерес для использования в 
медицине, сельском хозяйстве, различных про-
мышленных производствах. Так, виды T. versi�. versi�versi�
color, T. hirsuta, T. ochracea, T. villosa, T. gallica 
являются широко известными продуцентами 
лакказ – ферментов биодеградации лигнина и 
соединений, имеющих с ним сходную структу-
ру. Лакказы нашли своё применение при эко-
логически безопасном изготовлении древесной 
пластики, древесноволокнистых плит, блоков, 
картона, а также для отбеливания целлюлозы 
[10]. На основе T. hirsuta создан биопрепарат 
сельскохозяйственного назначения, и показана 
возможность его применения для получения 
зрелого компоста из навоза крупного рогатого 
скота [11]. Другой представитель траметесов – 
T. pubescens явился основой нового ветеринар-
ного препарата с выраженным антимикробным 
эффектом – Траметина [12, 13]. Кроме анти-
бактериальной, T. pubescens обладает ярко вы-
раженной иммунной активностью и является 
антиоксидантом [13].

В фармакологическом отношении  хорошо 
изучен вид T. versicolor, который проявляет 
антибактериальную активность в отношении 
условно-патогенной микрофлоры кишечника 
человека [14] и рекомендован как потенци-
альный продуцент новых антибиотиков для 
лечения заболеваний, вызываемых стафило-
кокками [15]. Экстракты T. versicolor проявля-
ют вируснейтрализующий эффект в отношении 
вирусов ВИЧ-1, гриппа H5N1 и H3N2 [16]. 
Особый интерес в производстве лекарствен-
ных препаратов представляют полисахариды 
T. versicolor с иммуномодулирующими свой-
ствами [17]. Японская фирма «Sankyo Co Ltd.» 
выпускает коммерческий препарат Крестин 
(PSK), который содержит высокоочищенные 
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иммуномодулирующие протеинсодержащие 
полисахариды этого трутовика. Крестин ис-
пользуется в онкологии в сочетании с химио- 
или радиотерапией, а также в качестве средства 
поддерживающей терапии [18]. На основе 
других штаммов T. versicolor в Китае разработан 
противоопухолевый препарат PSP, а в России 
биологически активная добавка Трамелан [16]. 

В настоящее время для получения БАС из 
базидиальных грибов используются методы 
глубинного (погружённого) культивирования 
на жидких питательных средах, целью которых 
является получение биомассы мицелия грибов 
для последующего извлечения необходимых 
соединений. Основанием к широкому разви-
тию биотехнологических методов послужили 
результаты многочисленных исследований, 
показавшие, что в глубинном мицелии, как 
и в плодовых телах, содержатся важнейшие 
БАС. По их содержанию мицелий не уступает 
плодовым телам, а по накоплению некоторых 
компонентов, включая полисахариды, превос-
ходит их [17, 19]. 

Важным условием получения новых био-
технологических продуктов является поиск 
активных штаммов базидиальных грибов в 
природных местообитаниях. Выявление и 
выделение новых видов и штаммов грибов из 
природной среды в культуру открывает пер-
спективы пополнения коллекций активными 
продуцентами не только для разработки но-
вых фармакологических препаратов против 
болезней, но и для развития других аспектов 
медицинской биотехнологии, в частности, для 
криоконсервации. 

Несмотря на большое количество веществ, 
обладающих криопротекторными свойствами, 
в медицинской и лабораторной практике ис-
пользуют ограниченный круг соединений, 
среди которых применение часто находит 
глицерин, который, к сожалению, характе-
ризуется определённой токсичностью [20].  
В связи с этим в составе консервирующих сред 
глицерин целесообразно комбинировать с дру-
гими, непроникающими криопротекторами, 
например, олигосахарами, которые повышают 
вязкость среды и являются энергетическим 
субстратом. Используют с этой целью также 
пектины различных растений [21]. Исходя из 
предположения, что грибные полисахариды 
могут обладать сходными с пектинами рас-
тений криостатическими эффектами, целью 
настоящей работы являлось изучение спо-
собности полисахаридов ряда траметоидных 
трутовиков обеспечивать сохранность клеток 
при замораживании. 

Объекты и методы

Объектами исследования служили траме-
тоидные трутовики Trametes versicolor, T. ochra�
cea, T. hirsuta, T. suaveolens, Cerrena unicolor, 
собранные в городских садах и парках г. Санкт-
Петербурга и идентифицированные И. В. Змит-
ровичем (БИН им. В. Л. Комарова). Выделение 
грибов в мицелиальную культуру проводили из 
базидиоспор на агаризированном пивном сусле, 
разведённом в 3 раза (4 ° Балинга) с добавлени-
ем 100 мкг/мл стрептомицина для ограниче-
ния роста бактерий. При появлении мицелия 
его несколько раз пересаживали на новую 
стерильную среду того же состава. Контроль 
чистоты мицелиальной культуры проводили 
микроскопически, отмечая наличие пряжек и 
септ, характерных для мицелия базидиальных 
грибов, и отсутствие неспецифических, тонких, 
вьющихся гиф грибов-микофилов.

Для получения полисахаридов грибы вы-
ращивали в жидкой питательной среде того же 
состава, стационарно с дополнительной аэра-
цией (6 л/мин) в течение 10 сут при комнат-
ной температуре. Засев проводили путём поме-
щения в колбу с жидкой средой агаровых бло-
ков, диаметром 5 мм, вырезанных из перифе-
рической части колоний, выращенных на ага-
ризованном сусле. По завершении инкубации 
мицелий отделяли от культуральной жидкости 
при помощи сита, промывали до светлой воды, 
высушивали при 60 оС. Для экстракции эндо-
полисахаридов (ЭНП) навеску сухого мице-
лия массой 3 г заливали 50 мл дистиллирован-
ной воды, нагретой до 70 оС и оставляли на сут-
ки. Для осаждения полисахаридной фракции к  
50 мл полученного экстракта добавляли 100 мл 
96% этанола и полученную взвесь отстаивали 
при 4 оС в течение суток. Осадок отделяли де-
кантированием и упаривали на водяной бане 
(85 оС) до сухого остатка и взвешивали.

Осмолярные концентрации (мОсм/л) и 
температуры замерзания водных растворов по-
лученных ЭНП в концентрациях 0,5–1% вес/
объём, глицерина – 3,5%, а также смесей ЭНП с 
глицерином определяли с помощью криоскопи-
ческого метода на приборе осмометр-криоскоп 
ОСКР-1 (НПП «Буревестник», С.-Петербург). 
Выбор указанных концентраций эндополи-
сахаридов был основан на ранее полученных 
данных об использовании пектинов в составе 
криозащитных сред [21]. Абсолютная погреш-
ность при определении осмолярной концен-
трации вещества в диапазоне измерений от 0 
до 500 мОсм/л составляла 2,0; температуры 
замерзания в диапазоне от -0,930 до -3,720 оС 
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составляла ± 0,010 оС. Исследуемый раствор 
объёмом 0,3 мл помещали в пластиковую кю-
вету, погружали в неё измерительный элемент 
и устанавливали в термостатируемую камеру 
прибора.

На следующем этапе исследования прово-
дили замораживание клеток в среде, содержа-
щей глицерин и глицерин с ЭНП. В качестве 
биологического объекта для криоконсервиро-
вания использовали гепаринизированную ве-
нозную кровь здоровых женщин-добровольцев 
(23–40 лет). При этом оценивали жизнеспо-
собность лейкоцитов, как наиболее чувстви-
тельных к факторам замораживания-отогрева 
клеток крови, содержащих ядро и ферментатив-
ный гранулярный комплекс. Кровь смешивали 
с криоконсервантом (1:1), содержащим ЭНП, 
классический криопротектор проникающего 
действия глицерин (Самарамедпром, Россия) в 
низкотоксичной (7,0%) концентрации и анти-
коагулянт трилон Б – 1%. 

Охлаждение клеток осуществляли по ра-
нее разработанным медленным нелинейным 
программам с использованием электрических 
морозильников. После 15 минут экспозиции 
лейкоцитов с криоконсервантом  при комнат-
ной температуре в полимерном контейнере 
«Компопласт 300» (Синтез, Россия), последний 
помещали на 15 мин в спиртовую ванну (96% 
этиловый спирт), охлаждаемую при –20 оС 
в электроморозильнике «Derby» (Дания). По-Derby» (Дания). По-» (Дания). По-
сле этого контейнер переносили для дальней-
шего замораживания и хранения в воздушную 
среду камеры электроморозильника на -80 оС 
«Vestfrost» (Дания). Средняя скорость охлаж-Vestfrost» (Дания). Средняя скорость охлаж-» (Дания). Средняя скорость охлаж-
дения от +20 до -20 оС составила 2,6 о/мин, далее 
до -80 оС по 3,5 оС/мин. Через 1 сут хранения 
образцы отогревали в 20-литровой водяной 
ванне (+38 оС) при интенсивном покачивании 
контейнера в течение 20 сек.

После отогрева образцов оценивали ме-
тодом световой микроскопии (Nikon H550S, 
Япония), как описано ранее [22]: общее коли-
чество лейкоцитов в камере Горяева; степень 
криоустойчивости различных популяций кле-
ток в мазках, окрашенных по Май-Грюнвальду 
и Романовскому; целостность клеточной мем-
браны лейкоцитов в пробах с 1,0% раствором 
суправитального красителя эозина; процент 
фагоцитирующих нейтрофилов с использова-
нием инертных частиц латекса диаметром 0,08 
мкм (Sigma-Aldrich, Германия). 

При статистической обработке данных для 
каждого показателя вычисляли среднее ариф-
метическое значение и среднее квадратичное 
отклонение (M±δ). Для выявления статисти-

чески значимых различий между группами 
применяли непараметрический критерий Уил-
коксона [23] с использованием компьютерной 
программы «BIOSTAT».

Результаты исследований
 и их обсуждение

На первом этапе исследования опреде-
ляли криоосмотические характеристики ис-
пользуемых в работе веществ: осмолярность, 
характеризующую создаваемое растворами 
осмотическое давление, и температуру замер-
зания. В зависимости от видовой принадлеж-
ности трутовиков осмолярность 1% растворов 
грибных ЭНП изменялась от 24 до 35 мОсм/л, 
т. е. была очень низкой (табл. 1). 

При этом замерзание 1%-ных растворов 
ЭНП трутовых грибов происходило в диапазо-
не температур от -0,05 до -0,077 оС, тогда как 
температура замерзания дистиллированной 
воды составляет -0,002 оС. Наиболее высокой 
осмолярностью характеризовался используе-
мый в работе 3,5%-ный раствор глицерина –  
476 мОсм/л, температура его замерзания со-
ставила -0,876 оС. 

Далее были исследованы среды, включаю-
щие комбинации 3,5%-ного раствора глицери-
на с ЭНП трутовиков, взятых в концентраци-
онных рядах (0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6; 0,7; 0,8; 
0,9; 1,0%). Выявлено, что только добавление к 
глицерину ЭНП T. ochracea в концентрациях от 
0,5 до 1,0% способствует повышению осмоляр-
ности смеси, что сопровождалось понижени-
ем температуры замерзания раствора (рис.  1). 

ЭНП других исследованных трутовиков 
(T. hirsute, T. versicolor, С. unicolor) в комби-
нации с 3,5%-ным глицерином оказывали на 
криоосмотические свойства получаемых смесей 
аналогичное действие, однако их влияние было 
статистически менее значимым и прослежи-
валось лишь в узком диапазоне концентраций 
(данные не приведены). Повышение осмоляр-
ности смеси ЭНП T. ochracea с глицерином 
и, как следствие, понижение температуры её 
замерзания, обусловлено, вероятно, тем, что 
имеющиеся в составе молекул полисахаридов 
функциональные группы образуют с гидрок-
сильными группами глицерина связи, форми-
руя тем самым сеть, удерживающую большее 
количество молекул воды, чем каждый компо-
нент смеси по отдельности. 

Выявленная особенность ЭНП T. ochracea, 
по нашему мнению, может способствовать 
снижению риска повреждений клеток при 
замораживании. Известно, что смещение 
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температуры кристаллизации воды в клет-
ках в диапазон более низких температур на 
начальных этапах охлаждения способствует 
постепенному «вымораживанию» воды с обра-
зованием мелкоячеистой, менее травматичной 
структуры льда [20]. 

Для проверки данной гипотезы клетки 
крови были заморожены в среде глицерина 
(3,5%), в смеси глицерина (3,5%) с ЭНП  
T. ochracea (0,5%), а также в смеси глицерина 
(3,5%) с ЭНП T. versicolor (0,5%). Определе-
ние методом световой микроскопии степени 
криоустойчивости различных популяций 
клеток, перенесших воздействие темпера-
туры -80 оС в течение 1 сут с последующим 
отогреванием при 38 оС в течение 20 сек, 
позволило установить, что применение для 
криоконсервации среды, включающей комби-
нацию 3,5%-ного раствора глицерина с ЭНП  
T. ochracea, в сравнении с однокомпонентным 
раствором глицерина привело к более высо-
ким значениям сохранности лейкоцитов (рис. 
2, см. обложка с. 3), т. е. эндополисахариды  

Таблица 1 
Криоосмотические характеристики используемых в работе веществ

Вещество
Осмолярность, 

мОсм/л
Криоскопическая 

точка, оС
Дистиллированная вода 0 -0,002
Глицерин (3,5%) бут. 1992 ГОСТ 476 -0,876
Трилон Б 0,1% 9 -0,015
Глицерин 7% + трилон Б 0,1% 799 -1,483
ЭНП T. ochracea 1% 24 -0,050
ЭНП T. hirsute 1% 35 -0,077
ЭНПT. versicolor 1% 27 -0,063
ЭНПT. suaveolens 1% 28 -0,065
ЭНП С. unicolor 1% 30 -0,071

Рис. 1. Изменение температуры замерзания 3,5%-раствора глицерина при наличии в среде 
эндополисахаридов T. ochracea в концентрационном ряду 

T. ochracea способны статистически значимо 
усилить криозащитный эффект глицерина, что 
подтверждается значениями показателей сох- 
ранности клеток в процентах по отношению 
к уровню до замораживания, принятому за 
100 (табл. 2). 

При замораживании клеток в среде глице-
рина с ЭНП T. versicolor сохранность грануло-
цитов и устойчивость мембран клеток к эозину 
не отличалась от показателей при заморажи-
вании в однокомпонентной среде глицерина, 
а показатель сохранности фагоцитирующих 
нейтрофилов значительно снизился. Необхо-
димо отметить, что при добавлении к глице-
рину ЭНП T. versicolor в ряду концентраций 
от 0,5 до 1% повышение осмолярности смеси 
не происходило.

Заключение

Таким образом, полученные результаты о 
сохранности лейкоцитов при замораживании 
в среде глицерина с ЭНП T. ochracea  подтвер-
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дили наше предположение о том, что снижение 
температуры замерзания раствора глицерина 
в присутствии грибного эндополисахарида 
может способствовать снижению риска по-
вреждений клеток при криоконсервации. 

В свете современных исследований, посвя-
щённых поиску новых эффективных криоза-
щитных средств, полученные в работе данные 
свидетельствуют о перспективе использования 
эндогенных полисахаридов представителя 
траметоидных трутовиков T. ochracea при раз-
работке новых криозащитных растворов для 
сохранности биологических объектов в услови-
ях температур электрических морозильников. 
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