
ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ, 2020, том 56, № 1, с. 76–89

76

ВЛИЯНИЕ СОСТАВА ПИТАТЕЛЬНОГО СУБСТРАТА
И ПРОДОЛЖИТЕЛЬНОСТИ КУЛЬТИВИРОВАНИЯ

НА ПРОДУКТИВНОСТЬ, БИОЛОГИЧЕСКУЮ АКТИВНОСТЬ
И ХРОМАТОГРАФИЧЕСКИЕ ПРОФИЛИ ЭКСТРАКТОВ
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Для определения токсигенного потенциала микогербицида на основе гриба Stagonospora cirsii S-47
исследовали влияние состава твердых и жидких питательных субстратов на выход экстрактивных
веществ (ВЭВ) из культур этого микромицета, а также спектр биологической активности и хрома-
тографические профили полученных экстрактов. Максимальный ВЭВ из культурального фильтра-
та (около 250 мг/л) был получен через 2 нед. культивирования S. cirsii S-47 на жидкой питательной
среде с соевой мукой. Такое же время инкубации было необходимо для получения максимального
ВЭВ (около 1.5 г/кг) при культивировании гриба на перловой крупе. Экстракты из культуральных
фильтратов проявляли более широкий спектр биологической активности, по сравнению с экстрак-
тами из твердофазных культур S. cirsii S-47. Максимальная фитотоксическая и антибиотическая ак-
тивность обнаружена у экстракта (экстрагент – хлористый метилен) трехнедельной культуры гриба
на жидкой модифицированной среде Чапека, в таком же экстракте двухнедельной культуры обна-
ружена антиэстеразная активность. Цитотоксическую активность в отношении линии опухолевых
клеток линии U251 проявлял экстракт (экстрагент этилацетат) из культурального фильтрата трехне-
дельной культуры гриба на жидкой среде ДМГ. Способ культивирования, а также состав питатель-
ной среды оказывали существенное влияние на набор продуцируемых грибом метаболитов.
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Биологические и биорациональные гербици-
ды – это препараты для борьбы с сорными расте-
ниями на основе соответственно фитопатогенных
микроорганизмов и их метаболитов. Токсиколо-
гические аспекты их применения, в том числе, се-
лективность гербицидного действия, спектр био-
логической активности, экологическая безопас-
ность, еще недостаточно изучены [1]. При этом
хорошо известно, что многие фитопатогенные
грибы являются продуцентами фитотоксинов и
микотоксинов, которые могут обладать как широ-
ким, так и узким спектром биологической актив-
ности [2].

В настоящее время известны грибы родов Fu-
sarium и Myrothecium, патогенные для сорных рас-
тений, экстракты которых обладают гербицидной
активностью, однако их применение еще весьма

ограничено. Это связано с возможностью образо-
вания этими микромицетами микотоксинов, та-
ких как трихотецены, которые могут нанести вред
окружающей среде [3–8]. Однако, например,
очищенный экстракт из культуральной жидкости
Ascochyta caulina − потенциального микогербици-
да против мари белой, содержащий три полярных
фитотоксина, обладал меньшей общей токсично-
стью в отношении рыб, водорослей, земляных
червей, чем стандартные химические гербициды.
В то же время высокочувствительной к нему ока-
залась дафния (Daphnia magna) на уровне 3 класса
острой токсичности и 2 класса – хронической [9].
Эльсинохром A – основной токсический компо-
нент экстрактов из культур патогена вьюнка по-
левого гриба Stagonospora convolvuli, обладал зна-
чительными антимикробными и цитотоксиче-
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скими свойствами, однако не обнаруживался в
обработанных микогербицидом растениях [10–
12]. Аналогичные исследования проводятся и в
отношении продуцентов микоинсектицидов и их
метаболитов [13, 14].

Эти и многие другие работы не учитывают, что
в изменяющихся условиях культивирования или
в природе микроорганизмы–продуценты биопе-
стицидов могут образовывать не только анализи-
руемые в лабораторных условиях, но и совершен-
но иные метаболиты [15]. С целью выявления но-
вых метаболитов микроорганизмов и уточнения
их токсичности возможно использование подхо-
да “один штамм – много метаболитов”. Он осно-
ван на том, что с помощью изменения состава
среды и способа культивирования можно суще-
ственно влиять на образование вторичных мета-
болитов грибов и получать из одного продуцента
различные по структуре и свойствам соединения.
Примером может служить гриб Ascochyta agropyri-
na var. nana, который при выращивании на перло-
вой крупе образовывал папирацилловую кислоту
[16], а на жидкой среде – другие фитотоксины –
агропиренол и агропиренал [17]. Дрожжевой экс-
тракт, который входит в состав многих жидких
питательных сред, полученный от различных
производителей, оказывал существенное влия-
ние на количественный и качественный состав
метаболитов, образуемых некоторыми штаммами
грибов рода Fusarium [18]. На твердых субстратах
изменения в составе токсинов Fusarium spp. были
не столь значительными [19].

В качестве потенциального продуцента мико-
гербицида интересен гриб Stagonospora cirsii.
Штамм VIZR 1.42 этого гриба был изолирован из
листьев бодяка полевого (Cirsium arvense) и пред-
ложен для биологической борьбы с этим сорня-
ком [20]. Заявлен способ его применения в виде
измельченного глубинного мицелия совместно с
гербицидом глифосат, что позволяет значительно
снизить норму расхода последнего для эффектив-
ного уничтожения бодяка [21]. Из больных ли-
стьев осота полевого (Sonchus arvensis), который
наряду с бодяком полевым является широко рас-
пространенным и трудноискоренимым много-
летним сорным растением, собранных в различ-
ных регионах Российской Федерации, были вы-
делены несколько новых изолятов S. cirsii [22].

Гриб Stagonospora cirsii J.J. Davis, штамм С-163
(VIZR 1.41), выделенный из больных листьев бо-
дяка полевого, оказался продуцентом биологиче-
ски активных веществ (БАВ) из группы 10-член-
ных макролидов (ноненолидов). Из культурально-
го фильтрата этого гриба был выделен фитотоксин
стагонолид А, который в концентрации ~1.0 мМ
вызывает некрозы на листьях различных растений
и достоверно ингибирует рост корешков пророст-
ков бодяка и салата в концентрации ~1.0 мкМ [23].

Этот токсин проявлял антимикробную активность
в отношении Candida tropicalis, Bacillus subtilis и
Escherichia coli при концентрации 100 мкг/диск.
Структурно близок к нему гербарумин I, который
выявлен у Phoma herbarum и был синтезирован из
стагонолида А восстановлением карбонильной
группы [23]. Этот фитотоксин ингибировал рост
корешков Amaranthus hypochondriacus в микромо-
лярных концентрациях (ИК50 = 50 мкМ) [24]. Из
твердофазной культуры S. cirsii C-163 на пшене
были выделены стагонолиды B–H и модиолид А
[25, 26]. Из них фитотоксическими свойствами
обладали стагонолид Н и модиолид А, которые
вызывали некрозы на листьях бодяка в мини-
мальной концентрации ~1.0 мМ и 10 мМ соответ-
ственно. При этом было показано, что стагоно-
лид Н (из других грибов был выделен как курву-
лид B1/B2) не проявлял ни антимикробной, ни
цитотоксической активности [27, 28]. Модиолид А,
выделенный из твердофазной культуры S. cirsii
С-163 и некоторых других грибов, демонстриро-
вал антимикробную активность в отношении Mi-
crococcus luteus и Neurospora crassa в минимальной
ингибирующей концентрации около 15–30 мкг/мл
[29], а также Bacillus cereus, Listeria monocytogenes,
Pseudomonas aeroginosa при 3-12 мкг/мл [30]. Од-
нако в других тестах некоторые мицелиальные
грибы и виды бактерий, устойчивых к антибиоти-
кам, были к нему нечувствительными [27, 31].
Синтетический стагонолид F обладал умеренной
цитотоксичностью на линиях клеток THP-1 and
U-937 (ИК50 около 35 мкг/мл) и слабыми анти-
микробными свойствами [32]. Цитотокcичность
гербарумина I не изучена, однако его региомер об-
ладал слабой цитотоксической и антимикробной
активностью [33]. Наряду со многими другими со-
единениями из группы ноненолидов все перечис-
ленные выше метаболиты, образуемые S. cirsii, к
настоящему моменту синтезированы [34, 35].

В представленной работе мы использовали
штамм S-47 S. cirsii, выделенный из листьев осота
полевого. С целью изучения токсигенного потен-
циала этого гриба проведена оценка фитотокси-
ческой, антимикробной, цитотоксической и ан-
тиэстеразной активности его экстрактов в зави-
симости от состава питательных сред, способа и
сроков культивирования.

МЕТОДИКА

Штамм гриба и его культивирование. В работе
был использовали штамм S-47 S. cirsii, выделенный
из осота полевого (Sonchus arvensis), собранного на
юго-востоке Алтайского края. Штамм хранится в
коллекции Лаборатории фитотоксикологии и био-
технологии Всероссийского научно-исследова-
тельского института защиты растений.
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БЕРЕСТЕЦКИЙ и др.

В качестве посевного материала использовали
двухнедельную культуру гриба, полученную на
стандартной агаризованной картофельно-саха-
розной среде.

Для жидкофазного культивирования гриба
использовали три жидкие среды (г/л): СС (саха-
роза – 60, соевая мука – 15, Mg2SO4 ∙ 7H2O – 0.5,
KH2PO4 – 1.0, дрожжевой экстракт – 1.0; моди-
фицированная среда Чапека с витаминами (ЧАВ,
сахароза – 45, NaNO3 – 3, KH2PO4 – 1.0, MgSO4 ∙
· 7H2O – 0.5, KCl – 0.5, FeSO4 ∙ 7H2O – 0.01, тиа-
мин – 100 мкг, биотин – 5.0 мкг); ДМГ (дрожже-
вой экстракт – 4; мальтозный экстракт – 10; глю-
коза – 10), рН доводили до 6.0. В конические колбы
на 500 мл вносили по 100 мл жидкой питательной
среды.

Для твердофазного культивирования готовили
субстраты на основе перловой, пшенной и рисо-
вой круп. В конические колбы на 100 мл вносили
15 г крупы и 10 мл водопроводной воды, переме-
шивали и стерилизовали автоклавированием при
121°С в течение 15 мин. После охлаждения суб-
страта колбы встряхивали для предотвращения
его слипания.

Инокуляцию жидких и твердых субстратов
проводили двумя агаровыми блоками, вырезан-
ными из края колонии посевной культуры гриба.
S. cirsii выращивали в течение 3 нед. при 24°С.
Колбы с твердыми субстратами встряхивали каж-
дые 2 дня, чтобы избежать их комкования.

Получение экстрактов. Метаболиты S. cirsii
извлекали из культурального фильтрата (100 мл)
последовательной экстракцией хлористым мети-
леном и этилацетатом (двумя порциями по 75 мл).
Экстракты обезвоживали фильтрованием через
безводный сернокислый натрий. Растворители
отгоняли на ротационном испарителя при 40°С,
сухой остаток объединенных экстрактов взве-
шивали.

Экстракцию метаболитов из твердофазных
культур S. cirsii на зерновых субстратах проводили
в два этапа. Высушенный биоматериал (5 г) из-
мельчали в лабораторной мельнице, заливали
100 мл 50%-ного водного ацетона и обрабатывали
ультразвуком 5 мин. Полученный экстракт филь-
тровали в испарительную колбу, после чего по-
вторяли извлечение грибных метаболитов. Из
объединенных экстрактов отгоняли ацетон, по-
сле чего метаболиты переэкстрагировали вновь
последовательно n-гексаном (как стадия обезжи-
ривания), хлористым метиленом и этилацетатом
(каждым двумя порциями по 75 мл).

Оценка биологической активности. Для иссле-
дования фитотоксичности экстрактов использо-
вали хорошо развитые листья осота полевого Son-
chus arvensis (осот полевой, сем. Asteraceae) и Ely-
trigia repens (пырей ползучий, сем. Poaceae). Для
оценки фитотоксической активности исследуе-

мый образец сначала растворяли в небольшом
количестве этанола и доводили до необходимой
концентрации дистиллированной водой, чтобы
содержание этанола в растворе составляло 5%.
Фитотоксичность 0.5%-ных экстрактов опреде-
ляли методом листовых дисков [36]. Из листьев
3–5-недельных растений осота пробочным свер-
лом вырезали диски 1 см в диаметре; листья пы-
рея нарезали на отрезки длиной около 2 см. Вы-
сечки и отрезки листьев растений помещали во
влажную камеру. Каждую высечку в центре над-
калывали острой препаровальной иглой, в об-
ласть накола наносили 10 мкл исследуемого рас-
твора. Определение диаметра некрозов для осота
и длину некроза для пырея проводили через 48 ч
инкубации при температуре 24°С и переменном
искусственном освещении по 12 ч в день.

Антибиотическую активность полученных
экстрактов в концентрации 500 мкг/диск оцени-
вали на 3 тест-микроорганизмах (Escherichia coli;
Bacillis subtilis и Candida tropicalis) методом бумаж-
ных дисков.

Для оценки цитотоксической активности экс-
трактов использовали клеточные линии адено-
карциномы легких человека A549 и глиобласто-
мы человека U251. Время экспозиции клеток с
растворами экстрактов составляло 48 ч. Количе-
ства общего белка в лунках с клетками в качестве
показателя прироста клеточной массы после воз-
действия исследуемых экстрактов определяли
методом окраски с сульфородамином Б в соответ-
ствии с протоколом производителя (TOX6, “Sig-
ma”, США) [14].

Оценку ингибирующего действия экстрактов
по отношению к карбоксилэстеразе (КЭ) и бути-
рилхолинэстеразе (БХЭ) проводили как описано
в работе [14] с незначительными модификациями
[37, 38].

Хроматографический анализ экстрактов. Для
анализа экстрактов методом тонкослойной хро-
матографии сухой остаток растворяли в ацетоне
до концентрации 10 мг/мл. На линию старта пла-
стин для ТСХ (TLC Silica gel 60 F254, “Merсk”, Гер-
мания) наносили 5 мкл экстракта. Элюирование
экстрактов проводили в системе растворителей
гексан–этилацетат 1 : 1 (об./об.). Хроматограммы
визуализировали при 254 нм и обработкой реа-
гентом (анисовый альдегид–серная кислота–эта-
нол 5 : 5 : 95, масса/об./об.) с последующим нагре-
вом при температуре 120°С в течение нескольких
минут до проявления полос. Учитывали хромато-
графическую подвижность полос и их цвет.

Для анализа экстрактов методом ВЭЖХ сухой
остаток растворяли в ацетонитриле до концентра-
ции 5 мг/мл. Разделение экстрактов производили
на колонке Acquity UPLC BEH C18 2.1 × 50 мм с
размером частиц 1.7 μм с помощью хроматогра-
фической системы Acquity UPLC H-Class (“Wa-
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ters”, США), снабженной диодно-матричным
детектором (СВЭЖХ/ДМД). Объем вводимой
пробы составлял 2 мкл. Элюирование экстрак-
тов осуществляли при скорости потока элюента
300 мкл/мин и температуре колонки 40°С в си-
стеме ацетонитрил–0.1%-ная муравьиная кисло-
та в градиентном режиме: от 10 до 100% ацетонит-
рила в течение 5 мин, затем 2 мин – 100% ацето-
нитрила. Детектирование веществ производили
сканированием в диапазоне 190–600 нм при по-
мощи функции MaxPlot программы Empower
(“Waters”, США). Учитывали время удерживания
и УФ-спектр мажорных соединений (уровень по-
глощения не менее 0.2). В этих условиях время
удерживания (tR) стандартов составляло: 1.7 и
1.8 мин (стагонолид Н = курвулид B1/B2, λмакс <
< 200 нм), 3.1 мин (гербарумин I, λмакс < 200 нм),
3.3 мин (стагонолид А, λмакс 234 нм). Варьирова-
ние tR в ходе экспериментов не превышало 5%.
Указанные вещества были получены из культуры
S. cirsii C-163, их структура подтверждена спек-
тральными данными: 1Н и 13С-ЯМР-, УФ-спек-
троскопия и масс-спектрометрия [23–26].

Статистический анализ. Эксперименты прове-
дены в 3–6 повторностях. Дисперсионный анализ
данных проводили с помощью программы Statisti-
ca 8. Средние значения сравнивали на основании
критерия наименьшей существенной разницы
НСР при р = 0.05 [39]. Кластерный анализ методом
попарного внутригруппового невзвешенного сред-
него (UPGMA) проведен с целью сравнения раз-
личий экстрактов по хроматографическим профи-
лям на базе матрицы, построенной на основе на-
личия или отсутствия метаболитов (следовые их
количества не учитывали) с определенным време-
нем удерживания и УФ-спектром.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Продуктивность. Дисперсионный анализ по-
лученных результатов показал, что различные
крупы, входящие в состав твердого питательного
субстрата, и сроки культивирования не оказыва-
ли существенного влияния (при р = 0.05) на выход
экстрактивных веществ (ВЭВ) из твердофазных
культур S. cirsii S-47. Не было существенным и
взаимодействие этих факторов. Выбор экстраген-
та и его взаимодействия с вышеуказанными фак-
торами были достоверными на уровне р < 0.01.
Максимальный ВЭВ был достигнут при экстрак-
ции метаболитов гексаном из культуры S. cirsii S-47
на пшене (выход ~850 мг/кг), а также хлористым
метиленом (выход 620–650 мг/кг) и из двухне-
дельных культур гриба независимо от состава
твердого питательного субстрата (табл. 1). Мак-
симальный суммарный ВЭВ (1.5 г/кг) был получен
в результате последовательной экстракции гриб-
ных метаболитов тремя растворителями различ-

ной полярности из двухнедельной культуры S. cirsii
на перловой крупе (табл. 1).

Состав жидкой питательной среды и сроки
культивирования оказывали существенное влия-
ние (р < 0.001) на выход биомассы S. cirsii S-47, ко-
торый варьировал от 1.7 до 25 г/л. Наиболее благо-
приятной для роста мицелия была среда СС: через
2 нед. культивирования наблюдали максимальный
для эксперимента выход биомассы. Через 1 нед.
культивирования гриба на среде СС дальнейше-
го прироста биомассы не наблюдали. При росте
S. cirsii S-47 на средах ДМГ и ЧАВ рост биомассы
гриба продолжался и на третьей неделе инкуба-
ции. Через 3 нед. культивирования выход мице-
лия гриба увеличивался в 3.6 раза на среде ДМГ и
в 2.7 раза – на среде ЧАВ по сравнению со второй
неделей (табл. 2).

Состав жидкой питательной среды и экстра-
гент оказали существенное влияние (р < 0.001) на
ВЭВ из культурального фильтрата S. cirsii S-47, то-
гда как влияние сроков культивирования на этот
показатель не было достоверным (при р = 0.05).
Без учета продолжительности культивирования и
экстрагента средний ВЭВ из культур гриба на сре-
де СС был в 2 раза выше, чем на среде ДМГ и в
6 раз выше, чем на среде ЧАВ. При последова-
тельной экстракции грибных метаболитов из
культурального фильтрата S. cirsii S-47 раствори-
телями различной полярности при использова-
нии хлористого метилена ВЭВ был существенно
(примерно на 70%) выше, чем ВЭВ при использо-
вании этилацетата. Наиболее продуктивной по
ВЭВ оказалась двухнедельная культура гриба на
среде СС: выход экстрактов (хлористый метилен)
составил около 180 мг/л, этилацетатных – около
85 мг/л (табл. 3).

Биологическая активность экстрактов. Фито-
токсическая активность.. Состав твердого пита-
тельного субстрата оказал существенное влияние
(p < 0.01) на фитотоксическую активность экс-
трактов из культур S. cirsii S-47 в отношении пырея
и осота: вне зависимости от сроков культивирова-
ния и экстрагента экстракты из культур гриба на
пшене были в 1.5–2 раза токсичнее, чем экстракты
из культур на перловой крупе. Различия в фито-
токсичности экстрактов из культур S. cirsii S-47,
полученных на пшенной и рисовой крупах, были
несущественными на уровне р = 0.05. Листья осота
были наиболее чувствительными к гексановым
экстрактам из двухнедельных культур S. cirsii S-47
на пшене, листья пырея – к хлористометилено-
вым экстрактам из трехнедельных культур гриба.

Важно отметить, что гексановые экстракты из
культуры гриба на пшене вне зависимости от сро-
ков культивирования, а также этилацетатный
экстракт из двухнедельной культуры на пшене
имели относительно высокую (диаметр некроза
на листовых высечках 3.5–4 мм) и селективную
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Таблица 2. Выход сухой биомассы S. cirsii S-47 в зави-
симости от состава питательной среды и сроков куль-
тивирования

Примечание. Средние значения, отмеченные одной и той же
буквой, не различаются при р = 0.05

Субстрат
Сроки 

культивирования,
нед

Биомасса,
г/л

ДМГ
2 1.7а

3 6.1б

ЧАВ
2 5.7б

3 15.7в

СС
2 25.2г

3 24.9г

фитотоксическую активность в отношении осота
(табл. 1). Несколько меньшую фитотоксичность
(диаметр некроза 2.5–3 мм) для листьев осота про-
явили двухнедельные гексановые экстракты из
культуры на рисе и перловой крупе, хлористомети-
леновые экстракты из трехнедельных культур, по-
лученных на пшене и рисе, этилацетатный экс-
тракт из 2-недельной культуры на рисе. Остальные
экстракты были фитотоксичны на уровне контро-
ля или достоверно не отличались от него (табл. 1).

Отмечено достоверное влияние (p < 0.01) со-
става жидкой питательной среды на фитоток-
сичность экстрактов из культурального филь-
трата S. cirsii S-47 в отношении обоих тестируе-
мых растений. Время культивирования гриба не
оказывало существенного влияния на токсичность
экстрактов в отношении осота (при p = 0.05), тогда
как различия в чувствительности пырея к экс-
трактам жидких культур гриба, полученных в раз-
личное время культивирования, были достовер-
ными (на уровне р < 0.01) вне зависимости от экс-
трагента. Хлористометиленовые экстракты были
достоверно более токсичными для осота, чем
этилацетатные (на уровне р < 0.05).

Максимальную неселективную фитотоксиче-
скую активность (диаметр некрозов около 7 мм
на высечках из листьев осота, длина некрозов на
отрезках листьев пырея – около 5 мм) проявил
экстракт (полученный хлористым метиленом)
из трехнедельного культурального фильтрата
гриба, выращенного на среде ЧАВ. Фитотоксич-
ность аналогичного экстракта из двухнедельных
культур была примерно в 3 раза ниже (табл. 3).

Фитотоксическая активность комплексов эк-
зометаболитов, образующихся при культивиро-
вании гриба на среде ДМГ, была в целом ниже, чем
при выращивании на среде ЧАВ. Относительно
высокую неселективную фитотоксичность (диа-
метр/длина некрозов более 3 мм) показали хлори-
стометиленовые экстракты из двухнедельной и
трехнедельной культур S. cirsii S-47. Экстракты, по-
лученные с помощью этилацетата, были менее фи-
тотоксичны, чем хлористометиленовые (табл. 3).

Относительно невысокую, но специфичную в
отношении осота фитотоксическую активность
(диаметр некроза 2–3.5 мм) выявили у экстрак-
тов, полученных из фильтрата культур S. cirsii на
среде СС. У экстрактов из двухнедельного культу-
рального фильтрата гриба она была выше, чем у
экстрактов из трехнедельного фильтрата. При
этом, этилацетатные экстракты были более фито-
токсичными, чем хлористометиленовые (табл. 3).

Антимикробная активность экстрактов. Esch-
erichia coli и Candida tropicalis оказались нечув-
ствительными к экстрактам S. cirsii S-47, выра-
щенного на твердых средах. Заметная антибиоти-
ческая активность экстрактов гриба проявлялась
только в отношении Bacillus subtilis. Вне зависи-

мости от зернового субстрата экстракты из 2-не-
дельных культур гриба подавляли рост B. subtilis
сильнее, чем экстракты из 3-недельных культур.
Уровень активности хлористометиленовых и этил-
ацетатных экстрактов в отношении этой бактерии
был примерно одинаковым и превышал антибио-
тическую активность гексановых экстрактов.

Максимальную антибиотическую активность
в отношении B. subtilis (зона лизиса 5–6 мм при
концентрации экстрактов 500 мкг/диск) показа-
ли экстракты из двухнедельных культур гриба на
пшенной и перловой крупах. Несколько пони-
женным уровнем антибиотической активности
обладали экстракты, полученные из двухнедель-
ной культуры гриба рисовой крупе (табл. 1).

Рост тест-бактерий E. coli и B. subtilis был до-
стоверно подавлен экзометаболитами S. cirsii S-47
из культурального фильтрата, тогда как дрожже-
вой гриб C. tropicalis был чувствительным лишь от-
дельным экстрактам. При культивировании гриба
на жидких средах ДМГ и ЧАВ максимальная анти-
микробная активность экстрактов из культураль-
ного фильтрата проявлялась через 3 нед. культиви-
рования, на более богатой по составу среде СС –
через 2 нед.

Максимальную антибиотическую активность
(зона лизиса колоний B. subtilis ~ 15 мм, E. сoli ~
11 мм при концентрации экстрактов 500 мкг/диск)
наблюдали у экстрактов, полученных с использо-
ванием хлористого метилена, из фильтрата двух-
недельной культуры S. cirsii S-47 на среде СС и
трехнедельного фильтрата культуры гриба, полу-
ченной на жидкой среде ЧАВ. Примерно на 30%
ниже антимикробная активность в отношении
изученных двух видов бактерий была у экстрак-
тов, полученных с хлористым метиленом, из
трехнедельной культуры гриба на среде ДМГ и
двухнедельной – на среде ЧАВ, а также у этилаце-
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татных экстрактов из двухнедельных культур на
среде ЧАВ и СС (табл. 2).

Цитотоксическая активность. Большинство
экстрактов из твердофазных культур S. cirsii S-47
проявляли слабую цитотоксическую активность:
при концентрации экстрактов 100 мкг/мл ингиби-
рование роста линий опухолевых клеток на уровне
более 50% наблюдалось только при исследовании
гексановых экстрактов из двухнедельной культуры
гриба на пшеной крупе и трехнедельной – на рисо-
вой. Причем, последний был заметно токсиченее
как для клеток линии А549 (~3-кратное ингибиро-
вание роста), так и для U251 (10-кратное ингиби-
рование пролиферации клеток по сравнению с
контролем, табл. 1).

Значительное ингибирование роста обеих кле-
точных линий вызывали этилацетатные экстрак-
ты из трехнедельного фильтрата культур гриба на
ДМГ и СС: рост клеток линии А549 подавлялся на
уровне 41–48% от контроля, линии U251 – 18–22%.
Клетки линии U251 были чувствительны (при-
мерно 4-кратное ингибирование роста по сравне-
нию с контролем) также к действию экстракта,
полученного с использованием хлористого ме-
тилена, из двухнедельной культуры и этилаце-
татному экстракту из трехнедельной культуры
гриба на СС. Примерно в 2 раза меньшую степень
пролиферации клеток U251 по сравнению с кон-
тролем наблюдали при при воздействии экстрак-
та двухнедельных культур S. cirsii S-47 на ДМГ и
ЧАВ, полученного при использовании хлористо-
го метилена (табл. 2).

Антиэстеразная активность. Все изученные
экстракты, показали высокую ингибирующую ак-
тивность (9–32% относительно контроля) в отно-
шении КЭ, тогда как активность БХЭ сокращение
на уровне более чем 50% подавлял лишь хлористо-
метиленовый экстракт из двухнедельной культуры
S. cirsii S-47 на среде ЧАВ. Максимальной ингиби-
рующей активностью (активность снижалась бо-
лее чем в 10 раз по сравнению с контролем) в отно-
шении КЭ обладал такой же экстракт двухнедель-
ной культуры гриба на ЧАВ (табл. 3).

Экстракты из твердофазных культур S. cirsii S-47,
а также экстракты из фильтрата жидких культур
гриба на среде СС проявили в целом селектив-
ную, но относительно невысокую токсичность в
отношении осота (диаметр некроза 3–4 мм), то-
гда как экстракты из фильтрата культур на ДМГ и
ЧАВ были высоко токсичными как для листьев
осота, так и пырея (табл. 1, 3). Это предположи-
тельно связано с наличием и различным содержа-
нием в них селективного фитотоксина стагоно-
лида Н и неселективного – стагонолида А [23, 26].

Корреляции между фитотоксической и цито-
токсической или антиэстеразной активностью
экстрактов не обнаружили. Цитотоксичность но-
ненолидов, в том числе и выявленных у S. cirsii,

изучена недостаточно. Как правило, они демон-
стрируют слабую токсичность для клеточных
культур [34, 40]. Необходимо также отметить ан-
тиэстеразную активность экстрактов S. cirsii. Ча-
сто ее связывают с иммунносупрессивными свой-
ствами, а также с потенциальной инсектицидной
активностью. У метаболитов фитопатогенных
грибов антиэстеразная активность изучена слабо.
Известно лишь, что экстракты некоторых грибов
из рода Alternaria способны ингибировать актив-
ность ацетилхолин- и бутирилхолинэстераз [41].
Ингибиторы этих ферментов могут быть исполь-
зованы для лечения болезни Альцгеймера, увели-
чения стабильности лекарств и инсектицидов,
подвергающихся быстрому расщеплению эстера-
зами [42‒44]. Ингибирующая активность ноне-
нолидов в отношении этих ферментов не изучена.
Известно, что гербарумин I обладал сильной ин-
гибирующей способностью в отношении кальмо-
дулин-зависимой фосфодиэстеразы цAMФ на
уровне известного ингибитора кальмодулина –
хлорпромазина [45].

Хроматографические профили экстрактов. Про-
явление хроматограмм, полученных при разделе-
нии экстрактов с помощью ТСХ в системе гек-
сан–этилацетат 1 : 1, реагентом на основе серной
кислоты позволило выявить значительно больше
соединений (от 3 до 11), чем при их детектирова-
нии в УФ-свете при λ 254 нм (от 1 до 7). При этом,
обнаружены заметные различия в качественном
составе метаболитных комплексов, выделенных
из жидких сред и зерновых субстратов (рис. 1).
В экстрактах из твердофазных культур гриба пре-
валировали алифатические соединения, не погло-
щающие или слабо поглощающие при λ 254 нм.
В экстрактах гриба из фильтрата культуральной
жидкости обнаруживались мажорные вещества с
Rf 0.1, 0.25, 0.7 и 0.8 хорошо поглощающие УФ-свет

Соединение, проявляемое реагентом в виде
синего пятна в диапазоне Rf от 0.5 до 0.75, наблю-
дали только в экстрактах из твердофазных куль-
тур гриба. Вещество с Rf 0.45, окрашенное реаген-
том в оливковый цвет, присутствовало в экстрак-
тах из культур, полученных как на жидких, так и на
твердых субстратах, тогда как соединение с Rf 0.5 –
образовывалось грибом преимущественно на
твердых субстратах. Полосы с Rf 0.25 и 0.30, окра-
шенные в оливковый, коричневый, красноватый
цвет, обнаружены в хлористометиленовых экс-
трактах из твердофазных культур сред и из филь-
трата культуры на среде ЧАВ. Вещество с Rf 0.15
(фиолетовая окраска реагентом) обнаружено в
экстрактах из жидких культур. Более активное его
образование наблюдалось при культивировании
гриба на средах ДМГ и СС (рис. 1).

При проведении ВЭЖХ экстрактов из культур
S. cirsii S-47 выявлено более 30 индивидуальных пи-
ков, характеризующихся определенным временем
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удерживания и УФ-спектром. Максимальное коли-
чество мажорных метаболитов обнаружено в гекса-
новом экстракте из двухнедельной культуры на
пшене (14 пиков) и в этилацетатном экстракте из
трехнедельной культуры гриба на среде ЧАВ (12 пи-
ков). Типичные ВЭЖХ-хроматограммы экстрак-
тов, проявивших заметную биологическую актив-
ность, представлены на рис. 3 и 4.

В результате кластерного анализа состава
экстрактов они разделились на 2 основных вет-
ви, различающиеся по способу культивирования
S. cirsii S-47. Внутри кластера А, в который вошли
экстракты, полученные из культурального филь-
трата, необходимо отметить различия метаболи-
тов в экстрактах, полученных с использованием
этилацетата и хлористого метилена. Кластер Б со-
ставили экстракты, полученные из твердофазных
культур гриба, вне зависимости от сроков культи-
вирования и экстрагента. Субкластер Б1 можно
разделить на два подкластера: Б1.I – гексановые
экстракты, полученные при культивировании гри-
ба на твердых субстратах (преимущественно на
пшенной и рисовой крупах); Б1.II – преимуще-
ственно хлористометиленовые и этилацетатные
экстракты, полученные при культивировании гри-
ба на разных твердых субстратах. В субкластер Б2

вошли преимущественно хлористометиленовые
экстракты из двухнедельной твердофазной культу-
ры S. cirsii вне зависимости от состава субстрата
(рис. 2).

В гексановом экстракте из трехнедельной
культуры S. cirsii S-47 на пшене с широким спек-
тром биологической активности (фитотоксиче-
ской, антибактериальной и антиэстеразной) обна-
ружен гербарумин I (tR 3.14 мин). Интересны два
неизвестных соединения (tR 4.38 мин и tR 4.55 мин)
со сложными УФ-спектрами (λмакс 238, 265, 297,
389 нм и λмакс 233, 256, 300, 363 нм), которые еще
не описаны у S. cirsii (рис. 3а). В этилацетатном
экстракте также с высоким уровнем биологиче-
ской активности преобладали среднеполярные и
полярные соединения: в нем обнаружены стаго-
нолид Н, гербарумин I и стагонолид А) (рис. 3б).

В гексановом экстракте из трехнедельной
культуры на рисе, который проявил заметную
антиэстеразную активность в отношении КЭ и
цитотоксическую активность в отношении обе-
их изученных клеточных линий, ранее иденти-
фицированные токсичные метаболиты гриба не
обнаружены. Обращает внимание присутствие
неизвестных веществ с tR 4.89 мин и 4.99 мин (у

Рис. 1. ТСХ-хроматограммы экстрактов из жидко- и твердофазной культур гриба S. cirsii S-47: а – проявление реа-
гентом на основе серной кислоты и анисового альдегида, б – проявление УФ-светом при 254 нм. Описание “доро-
жек” (1–30) приведено в табл. 1 и 2. Стрелки указывают обсуждаемые в тексте мажорные полосы.
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обоих УФ λмакс 230 нм), а также неполярных (tR >
> 4.5 мин) алифатических соединений (λмакс <
< 200 нм) (рис. 3в).

В экстракте, полученным хлористым метиле-
ном, из фильтрата 2 недельной культуры S. cirsii
S-47 на ДМГ, продемонстрировавшем высокую
антиэстеразную активность и средний уровень
антибиотической и фитотоксической активно-
сти, обнаружены следовые количества гербару-
мина I. Основными метаболитами экстракта бы-
ли неизвестные вещества с tR 2.60 мин (λмакс < 215,
266–287 нм) и tR 2.86 мин (λмакс 271 нм) (рис. 4а).
В этилацетатном экстракте, проявившем высо-
кую цитотоксическую активность, обнаружен ме-
таболит с tR 3.1 мин (λмакс 252, 311 нм).

В экстракте, полученным хлористым метиле-
ном, 3-недельной культуры S. cirsii S-47 на среде
ЧАВ мажорными метаболитами были стагонолид
Н и стагонолид А, что, очевидно, обусловливало
его высокую антимикробную и фитотоксическую
активность. В экстракте присутствовали также и
неизвестные вещества с tR 2.38 мин (λмакс < 200,
256 нм), tR 2.67 мин (λмакс 228 нм), tR 2.56 мин
(λмакс 270 нм), tR 3.47 мин (λмакс 291 нм) (рис. 4б).

В показавшем высокую антибактериальную
активность экстракте, полученным хлористым
метиленом из фильтрата 2-недельной культуры

гриба на среде СС, преобладали стагонолид А и
два неизвестных вещества с tR 2.86 мин (λмакс 271 нм)
и tR 3.46 мин (λмакс 291 нм). (рис. 4в) Этилацетат-
ный экстракт из этой же культуры со средним
уровнем фитотоксической активности и высоким –
цитотоксической и антиэстеразной, содержал
стагонолид Н, гербарумин I, а также неизвестные
соединения: tR 2.52 мин (λмакс < 200 нм), tR 2.86 мин
(λмакс 271 нм), tR 3.18 мин (λмакс 252, 312 нм).

С помощью ТСХ были показаны прежде всего,
существенные различия в компонентном составе
экстрактов из твердо- и жидкофазных культур
S. cirsii S-47, а также менее существенные, но хо-
рошо детектируемые различия экстрактов из
культурального фильтрата (рис. 1). Сравнитель-
ное изучение ВЭЖХ-профилей экстрактов и
УФ-спектров с использованием стандартов фи-
тотоксинов (стагонолида А, стагонолида Н и гер-
барумина I) показало, что выделенный из осота
полевого штамм S. cirsii S-47, образует те же основ-
ные фитотоксические метаболиты (стагонолид А и
стагонолид Н), что и штамм С-163, изолированный
из листьев бодяка. Гербарумин I выявлен у этого
гриба впервые. Кластерный анализ ВЭЖХ/УФ-
профилей экстрактов позволил подтвердить су-
щественные качественные различия в их компо-

Рис. 2. Дендрограмма различий в составе экстрактов S. cirsii S-47 в зависимости от питательного субстрата, продол-
жительности культивирования и экстрагента. Г – гексан, ХМ – хлористый метилен, ЭА – этилацетат; пш – пшено,
рис – рисовая крупа, перл. – перловая крупа; 2, 3 – продолжительность культивирования, нед.
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Рис. 3. ВЭЖХ-хроматограммы экстрактов, полученных из трехнедельных твердофазных культур S. cirsii S-47: а – гек-
сановый экстракт из культуры, выросшей на среде с пшеном; б – этилацетатный экстракт из той же культуры; в – гек-
сановый экстракт из культуры на рисе. Пики с tR 4.8 и 5.2 мин - из растворителя. На врезках приведены УФ-спектры
характерных мажорных метаболитов.
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Рис. 4. ВЭЖХ-хроматограммы экстрактов (хлористый метилен), полученных из культурального фильтрата S. cirsii S-47:
а – экстракт из 2-недельной культуры на ДМГ; б – экстракт из 3-недельной культуры на среде Чапека с витаминами;
в – экстракт из 2-недельной культуры на среде СС. Пики с tR 4.8 и 5.2 из растворителя.
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нентом составе в зависимости от состава пита-
тельного субстрата и экстрагента.

Таким образом, в большинстве случаев биоло-
гическая активность экстрактов была обусловле-
на присутствием в них известных токсинов, одна-
ко в некоторых экстрактах, проявивших актив-
ность, их содержание было незначительным либо
они отсутствовали. Следовательно, биологиче-
ская активность экстрактов может быть обуслов-
лена и другими их компонентами. Так, практиче-
ски во всех изученных экстрактах гриба выявле-
ны соединения, ранее не описанные для S. cirsii. В
целом следует отметить содержание в экстрактах
из твердофазных культур неизученных пигмен-
тов, а в экстрактах из культурального фильтрата
веществ с λмакс при 260, 270 и 290 нм. Их дальней-
шее изучение представляется важным с точки
зрения более полной характеристики БАВ проду-
цента потенциального микогербицида на основе
S. cirsii S-47: выявления факторов его вирулентно-
сти и для токсикологической оценки.

Работа выполнена при поддержке РНФ (про-
ект № 16-16-00085).
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Effects of Substrate and Duration of Cultivation on Productivity, Biological Activity, 
and Chromatography Profiles of Extracts Obtained from Stagonospora cirsii S-47
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In order to determine possible toxic properties of the potential mycoherbicide based on the fungus, Stagono-
spora cirsii S-47 effects of solid and liquid media composition on yield of extractive matter (YEM), spectrum
of biological activity and chromatography profiles of extracts obtained form cultures of this fungus were stud-
ied. Maximal YEM (~250 mg/L) was obtained from filtrates taken from 2-week culture of S. cirsii S-47 grown
on sucrose-soy meal medium. The same time was optimal for production of maximal YEM (~1.5 g/kg) when
the fungus was grown on pearl barley substrate. The fungal extracts showed phytotoxic, antimicrobial, cyto-
toxic and anti-esterase activity. Generally, extracts from culture filtrates demonstrated higher level and wider
spectrum of biological activity than extracts from solid culture of S. cirsii S-47. Maximal phytotoxic and an-
timicrobial activity was found in dichloromethane extracts from the filtrate of the 3-week fungal culture on
Czapek medium while the extracts from 2-week culture strongly inhibited carboxyl esterase. Maximal cyto-
toxic activity against cell line U251 was found in ethyl acetate extract from 3-week culture of S. cirsii S-47 pro-
duced on YMG liquid medium. The composition of extracts was varied considerably depending on culture
substrate.

Keywords: Stagonospora cirsii, extracts, phytotoxicity, antimicrobial activity, cytotoxicity, anti-esterase activity,
stagonolide, herbarumin I, mycoherbicide
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