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Ксилотрофный гриб Hericium erinaceus (Bull.: Fr.) Pers. – ежовик гребенчатый – известен как источник 
полисахаридов, обладающих широким спектром биологического действия. Из отобранного в природе плодового 
тела гриба, фенотипически сходного с Hericium erinaceus, выделена мицелиальная культура БП 16. На основе 
анализа фрагмента, включающего ITS1, ген 5.8S рРНК и ITS2, установлено тесное (99,68%) сходство штамма  
БП 16 с депонированным в NCBI штаммом H. erinaceus CBS 202.31_MH855186.1. При лабораторном культивировании 
H. erinaceus БП 16 отличался повышенной способностью к плодообразованию. Из замороженных и высушенных 
плодовых тел гриба экстракцией 5% раствором горячей щёлочи получены четыре полисахаридных фракции 
(ПФ). В зависимости от способа предобработки плодовых тел (высушивание или замораживание) и агрегатного 
состояния (осадок и супернатант) ПФ различались сочетанием и количественным соотношением в их составе 
отдельных моносахаров (глюкозы, галактозы, ксилозы, арабинозы, маннозы, фукозы и рамнозы), содержанием 
белка и галактуроновой кислоты. С помощью метода световой микроскопии установлено, что наличие в клеточной 
среде каждой из четырёх использованных в работе ПФ H. erinaceus БП 16 в концентрации 1,2% достоверно 
(p < 0,05) и в равной степени повышает способность нейтрофилов фагоцитировать частицы латекса, а фракция № 3, 
наиболее обогащённая ксилозой, оказывает подобный эффект и в концентрации 0,6%. Низкая токсичность, высокая 
биологическая совместимость и физиологическая активность полисахаридов H. erinaceus имеют неоспоримые 
преимущества перед другими классами химических веществ.

Ключевые слова: Hericium erinaceus, ITS1_5.8S_ITS2, грибные полисахариды, моносахаридный состав, 
нейтрофилы, фагоцитоз.
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СОЦИАЛЬНАЯ ЭКОЛОГИЯ

В последние годы для получения новых 
лекарственных субстанций используют бази-
диальные макромицеты, различные лечебные 
эффекты которых обусловлены, в первую 
очередь, полисахаридными компонентами. 
Полисахариды являются не только субстра-
тами для биосинтетических и энергетических 
процессов, но и важнейшими регуляторами 
физиологических функций, включая модуля-
цию иммунного ответа.

Ксилотрофный гриб Hericium erinaceus 
(��������������������������������������������Bull����������������������������������������.: �������������������������������������Fr�����������������������������������.) ��������������������������������Pers����������������������������. – ежовик гребенчатый – из-
вестен, как источник полисахаридов, обла-
дающих широким спектром биологического 
действия. На сегодняшний день из плодовых 
тел и культивируемого мицелия H. erinaceus 
выделено, в общей сложности, тридцать пять 
полисахаридов [1]. Препараты, получаемые на 
основе полисахаридного комплекса гериция, 
обладают антиоксидантным [2, 3], гиполи-
пидемическим [4], гепатопротективным [5], 
антимикробным [6, 7], противоопухолевым 
[8–10], а также иммуностимулирующим [11, 
12] действием. 
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An important condition for obtaining new pharmacological drugs with immunomodulatory effect is the search for active 
producers in natural habitats. The identification and isolation of new species and strains of fungi from the natural environment 
opens up prospects for the replenishment of collections of active producers and using them to develop new biotechnological 
products. The mushroom Hericium erinaceus (Bull.: Fr.) Pers. has long been known as a source of polysaccharides with a 
wide spectrum of biological action. The purpose of this work is to assess the ability of polysaccharides from frozen and dried 
fruitbodies of the artificially cultivated mushroom H. erinaceus to influence the phagocytic activity of human neutrophils.

From the fungus fruitbody selected in nature, which is similar in phenotypic characters to Hericium erinaceus, mycelial 
culture BP 16 was isolated. Based on the analysis of the fragment including the internal transcribed spacer (ITS1), the 5.8S 
rRNA gene and ITS2 found close (99.68%) resemblance of the BP 16 strain to the H. erinaceus CBS 202.31 MH855186.1 
strain which is deposited in the NCBI.

The isolated strain (BP 16) during laboratory cultivation was distinguished by an increased ability to produce fruits. 
Four polysaccharide fractions (PF) were obtained from the frozen and dried fruitbodies of this fungus by extraction with 
a 5% solution of hot alkali.

Depending on the method of pretreatment of fruitbodies (drying or freezing) and the aggregate state (sediment 
and supernatant), the polysaccharide fractions differed in combination and quantitative ratio in their composition of 
individual monosaccharides (glucose, galactose, xylose, arabinose, mannose, fucose and rhamnose), protein content 
and galacturonic acid.

It was established by light microscopy that the polysaccharides of each fraction of H. erinaceus BP 16 (at a concen-
tration of 1.2%) equally increase the phagocytic activity of neutrophils, and fraction 3 (the most enriched in xylose) has a 
similar effect at a concentration of 0.6%.

Low toxicity, high biological compatibility and physiology activity of polysaccharides from H. erinaceus have undeni-
able advantages over other classes of chemicals. In the context of the search for new natural immunomodulators, further 
structural and functional study of H. erinaceus polysaccharides is very promising.

Keywords: Hericium erinaceus, ITS1_5.8S_ITS2, mushroom polysaccharides, monosaccharide composition, neu-
trophils, phagocytosis.

Важным условием получения новых 
фармакологических препаратов является 
поиск активных продуцентов в природных 
местообитаниях. Выявление и выделение в 
культуру новых видов и штаммов грибов из 
природной среды открывает перспективы 
пополнения коллекций активными проду-
центами и служит основой для разработки 
новых биотехнологических продуктов. Ав-
торами из отобранного в грабово-кисличной 
дубраве на территории Национального 
парка «Беловежская пуща» (Беларусь) 
плодового тела гриба, сходного по феноти-
пическим признакам с H. erinaceus, выде-
лена мицелиальная культура БП 16. Задачи 
настоящего исследования включали: 1) 
уточнение таксономического положения 
выделенного штамма, 2) получение плодо-
вых тел гриба при искусственном культиви-
ровании, 3) выделение полисахаридсодер-
жащих фракций (ПФ) из замороженных и 
высушенных плодовых тел и определение 
их моносахаридного состава, 4) изучение 
in vitro способности полисахаридов оказы-
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вать влияние на фагоцитарную активность 
нейтрофилов крови человека.

Объекты и методы

Таксономическое положение исследуе-
мого штамма определяли на основе анализа 
фрагмента, включающего внутренний транс-
крибируемый спейсер (Internal transcribed 
spacer) ITS1, ген 5.8S рРНК и ITS2 (НПК 
«Синтол» (г. Москва)). Идентификацию сек-
венированной последовательности проводили 
с применением геномной и программной базы 
BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/).

Мицелиальную культуру гриба выращи-
вали на суслоагаре(4о Баллинга). Посевной 
мицелий получали на стерильном зерне овса. 
Для выращивания плодовых тел использовали 
субстрат из соломы, зерна и дубовых опилок 
в объёмном соотношении 6:3:1. В стерильных 
условиях субстрат инокулировали посевным 
зерновым мицелием в количестве 5% от массы 
субстрата. Ёмкости с инокулированным субстра-
том инкубировали при комнатной температуре 
(20±1 оС) в течение 30 сут. После сбора плодовых 
тел одну часть подвергали замораживанию при 
−20 оС в электроморозильнике «Derby» (Дания), 
другую высушивали при 60 оС.

Для извлечения полисахаридов сухие 
(41,0 г) и замороженные (17,67 г) плодовые 
тела гриба измельчали по отдельности и под-
вергали экстракции, последовательно заливая 
сырьё водой при 20 и 70 оС, а затем 5%-ным 
водным раствором NaOH при 20 и 80 оС. На 
всех этапах осуществляли непрерывное пере-
мешивание в течение 3 час. Остаток сырья 
отделяли центрифугированием.

Контроль экстракции полисахаридов 
осуществляли фенол-сернокислотным ме-
тодом [13]. При положительной реакции на 
углеводы экстракт сливали, а остаток сырья 
повторно заливали экстрагентом (водой или  
5% раствором NaOH), повторяя манипуля-
цию до отрицательной реакции на углеводы 
в экстракте. Горячие щелочные экстракты 
после нейтрализации уксусной кислотой 
осаждали добавлением 96% этанола (1:3, V/V), 
диализовали, концентрировали. Получен-
ные осадки отделяли центрифугированием 
(13 000 об./мин, в течение 40 мин), раство-
ряли в дистиллированной воде (1:1, V/V), 
диализовали против дистиллированной воды, 
растворы лиофилизовали.

Количественное определение нейтральных 
моносахаридов в виде соответствующих ацета-
тов полиолов после полного (в течение 3-х час) 

кислотного гидролиза 2М трифторуксусной 
кислотой проводили газо-жидкостной хрома-
тографией (ГЖХ) на хроматографе «Varian 
450-GC» (США) с пламенно-ионизационным 
детектором, капиллярной колонкой VF-5 
ms «Varian» (США), 0,25 мм, 30 м, гелием в 
качестве газа-носителя. ГЖХ ацетатов по-
лиолов проводили в программе: от 175 оC 
(1 мин) до 250 оC (2  мин) со скоростью 
3 оC�������������������������������������/мин. Процентное содержание моносаха-
ридов от суммарного препарата вычисляли из 
площадей пиков, используя коэффициенты 
отклика детектора [14]. В качестве внутрен-
него стандарта использовали мио-инозит 
«Sigma» (США). В ПФ также определяли со-
держание (весовые %) гликуроновых кислот 
по реакции с 3,5-диметилфенолом в присут-
ствии концентрированной серной кислоты 
[15] и содержание белка по Лоури [16].

Фагоцитарную активность нейтрофилов 
оценивали с использованием инертных частиц 
латекса диаметром 0,08 мкм «Sigma-Aldrich» 
(Германия), которые в соотношении 1:10 раз-
водили средой Хенкса «Биолот» (Россия). 
Разведённый латекс (0,05 мл) смешивали 
с 0,1 мл крови, помещали смесь в термостат 
при +37 оС на 30 мин и через каждые 10 мин 
встряхивали. Затем готовили мазки, которые 
последовательно окрашивали красителями 
эозин-метиленовым синим по Май-Грюнвальду 
«Минимед-стандарт» (Россия) и азур-эозином 
по Романовскому «Минимед-стандарт» (Рос-
сия) в течение 40 с и 30 мин соответственно. При 
микроскопировании (увеличение ×1000) под-
считывали 100 нейтрофилов, определяли долю 
клеток с поглощёнными частицами латекса.

В работе использована венозная кровь 
беременных женщин-добровольцев с нор-
мальным течением беременности с их инфор-
мированного согласия. Забор крови прово-
дили в вакуумные пробирки с Na-гепарином 
«Ningbo Greetmed Medical Instruments Co., 
Ltd.» (Китай). 

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 
Уилкоксона с использованием компьютерной 
программы «BIOSTAT».

Результаты и обсуждение

Для идентификации природного изолята 
БП 16 выбран универсальный для всех так-
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Рис. 1. Рост гриба H. erinaceus БП 16 в лабораторных условиях: 
а – колония на сусло-агаре: 1 – мицелий, 2 – примордии, 

3 – формирование плодового тела; b – плодовое тело, 21 сут культивирования
Fig. 1. The growth of the mushroom H. erinaceus BP 16 in the laboratory:

 a – colony on malt-agar: 1 – mycelium, 2 – primordias, 
3 – formation of the fruiting body;  b – fruit body, 21 days of cultivation

Рис. 2. Выращивание плодовых тел 
 H. erinaceus БП 16 на питательном субстрате

Fig. 2. Growing H. erinaceus BP 16
 fruit bodies on a nutrient substrate

а b
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сонов царства Fungi оперон рибосомальной 
РНК. Полученную нуклеотидную после-
довательность фрагмента оперона рРНК – 
ITS1_5.8S_ITS2 сопоставляли с материалом, 
депонированным в генбанке NCBI. Сопостав-
ление показало, что штамм является предста-
вителем рода Hericium, семейства Hericiaceae, 
порядка Russulales, класса Agaricomycetes, 
отдела Basidiomycota. Поисковым сервисом 
BLAST в качестве наиболее близкого (99,68% 
сходства) по последовательности ITS1_5.8S_
ITS2 к исследуемому грибу БП 16 предложен 
депонированный в NCBA штамм H. erinaceus 
CBS 202.31_MH855186.1.

При лабораторном культивировании 
H. erinaceus БП 16 отличался повышенной 
способностью к плодообразованию: уже через 
18–20 сут роста на суслоагаре по периферии 
колоний начинали появляться примордии,  
а затем формировались небольшие плодовые 
тела – базидиомы (рис. 1). Посевным ми-
целием гериция инокулировали стериль-
ный питательный субстрат, на котором через 
36 сут роста появлялись зачаточные примор-
дии, а ещё через 9–12 сут сформировались 
технически зрелые плодовые тела (рис. 2). 
Вторую волну плодоношения наблюдали через 
20, третью – через 15 сут культивирования. 
Собранные за три волны плодоношения грибы 
для сохранения ценных свойств подвергали 
частично замораживанию, частично – вы-
сушиванию.

Из замороженных плодовых тел, в резуль-
тате экстракции горячим 5% раствором NaOH 
с последующим осаждением этанолом, выделе-
ны фракции ПФ № 1 (супернатант) с выходом 

1,25% и ПФ № 2 (осадок) с выходом 1,24% от 
в.-с. массы сырья. Из высушенных плодовых 
тел выделены фракции ПФ № 3 (супернатант) 
с выходом 1,65% и ПФ № 4 (осадок) с выходом 
1,07% от в.-с. массы сырья. Суммарный выход 
полисахаридов из замороженных плодовых 
тел составил 10,01%, из высушенных – 14,95% 
(в пересчёте на сухое сырьё).

По данным ГЖХ, в состав углеводных 
цепей полисахаридов H. erinaceus, экстраги-
руемых горячей щёлочью, входят остатки сле-
дующих нейтральных моносахаридов: глюко-
зы, галактозы, ксилозы, арабинозы, маннозы, 
фукозы и рамнозы. В зависимости от способа 
предобработки плодовых тел (высушивание 
или замораживание) и агрегатного состояния 
(осадок и супернатант) ПФ характеризовались 
различным сочетанием и количественным 
соотношением в их составе отдельных моно-
сахаров (табл. 1).

Сопоставление полученных данных с дан-
ными, ранее известными из литературы, в целом 
указывает на явное сходство штамма БП 16  
с другими представителями вида. Так, ранее 
в моносахаридном составе углеводных цепей 
ежовика гребенчатого обнаружены остатки 
рамнозы, галактозы и глюкозы в соотноше-
нии 1,19 : 3,18 : 1,00 [17], глюкозы, галактозы  
и фукозы в соотношениях 1,00 : 2,11 : 0,42 [18], 
фукозы, галактозы и глюкозы в соотношении 
1,00 : 4,00 : 1,00 [19].

Полисахаридсодержащие фракции, 
выделенные из H. erinaceus БП 16 горячей 
щёлочью, по существу, представляют собой ге-
терополисахаридные пептиды, о чём свидетель-
ствует обнаружение в их составе белка − от 1,5 
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Таблица 1 / Table 1
Характеристика химического состава различных ПФ H. erinaceus

Characteristics of the chemical composition of different PF H. erinaceus

ПФ
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PF 
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 %
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Нейтральные моносахариды, мг/г
Neutral monosaccharides, mg/g

Всего 
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sugars, %
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Protein,%
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1 8,0 2,59 15,5 12,59 0 27,07 21,71 920,54 9,22 1,5
2 3,9 5,23 6,59 13,78 882,18 20,33 41,27 30,62 17,15 5,8
3 7,8 0 6,53 6,21 744,15 20,23 214,95 7,95 96,28 2,1
4 2,2 0 0 9,04 954,76 10,77 11,7 13,73 17,05 3,7
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до 5,8% в зависимости от фракции. В каждой 
фракции, по результатам спектрофотометрии, 
содержалось также от 2,2 до 8,0 весовых % га-
лактуроновой кислоты. Таким образом, состав 
ПФ H. erinaceus значительно изменялся в зави-
симости от способа предварительной обработки 
сырья и способа экстракции полисахаридов.

Характеристика фагоцитарной активно-
сти нейтрофилов. В контроле фагоцитарная 
активность нейтрофилов человеческой крови 
составила 87±8%. Наличие в клеточной среде 
каждой из четырёх исследуемых в работе ПФ 
H. erinaceus в концентрации 1,2% повышало 
фагоцитарную активность нейтрофилов до-
стоверно и в равной степени (табл. 2).

Необходимо отметить, что ПФ № 3 ока-
зывала данный эффект также в концен-
трации 0,6%, что может быть обусловлено 
более высоким содержанием в ней сахаров 
(96,28%) по сравнению с другими фракция-
ми (9,22–17,15%) (табл. 1). Отличительной 
особенностью ПФ № 3 является также боль-
шее, по сравнению с другими фракциями 
(11,7–41,27 мг/г), содержание в ней ксилозы 
(214,95 мг/г). Возможно, этим обусловлен 
высокий фагоцитарный показатель данной 
фракции, известно, что полисахариды ксилан 
и гликоксилан, выделенные из H. erinaceus, 
характеризуются как противоопухолевые 
агенты [20].

Полисахариды ежовика гребенчатого 
способны повышать активность макрофагов 
[21, 22], что объясняют, в основном, наличием  
в их составе β-глюканов [23]. Наши результа-
ты, подтверждающие способность полисаха-
ридов из плодовых тел H. erinaceus БП 16 сти-
мулировать фагоцитарную активность клеток, 
хорошо согласуются с этими представлениями, 
хотя вопрос о природе иммуномодулирую-
щих компонентов H. erinaceus до настоящего 
времени остаётся открытым. Низкая токсич-

ность, высокая биологическая совместимость  
и метаболическая активность полисахаридов 
H. erinaceus имеют неоспоримые преимуще-
ства перед многими другими классами хими-
ческих веществ.

Работа выполнена в рамках НИР Программы 
ФНИ государственных академий наук на 2013–
2020 гг. № 0767-2019-0090 «Изучить потенциал 
полифункционального действия мицелиальных 
грибов и бактерий с целью создания новых препа-
ратов для повышения адаптивности и экологи-
ческой безопасности растениеводства и защиты 
окружающей среды от загрязнений» и № 0415-
2016-003 «Влияние пектинов на функциональ-
ную сохранность клеток при замораживании».
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