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Из мицелия микроскопического гриба Fusarium solani 4 выделен и очищен электрофоретически го-
могенный лектин с удельной активностью 100.0 ед./мг белка. Определена молекулярная масса на-
тивной молекулы лектина, равная 38 кДа, и установлено, что он состоит из двух идентичных субъ-
единиц, молекулярная масса которых, определенная методом электрофореза в ПААГ в присутствии
ДДС-Na, равнялась 19 кДа. Изучены физико-химические свойства и углеводная специфичность
лектина, а также его влияние на раковые клетки млекопитающих in vitro. Полученные результаты
открывают перспективы дальнейшего изучения лектина и его применения как потенциального
средства медицинского назначения.
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Лектины представляют собой моно- и полива-
лентную группу белков или гликопротеинов, спо-
собных с высокой специфичностью распознавать
и обратимо связывать определенные углеводные
структуры, не подвергая их химической модифи-
кации [1, 2]. Это уникальное свойство лектинов де-
лает их бесценным инструментом при решении
многих медико-биологических задач, в том числе,
при создании противовирусных, антимикробных,
противоопухолевых и иммуномодулирующих пре-
паратов, а также для определения групп крови и
диагностики различных заболеваний [3–7].

Лектины повсеместно встречаются в природе.
Они найдены у различных организмов, включая
вирусы, бактерии, актиномицеты, грибы, расте-
ния и животные [8]. Лектины участвуют в межкле-
точных взаимодействиях, в адгезии к клеточной
поверхности, регулируют процессы внутриклеточ-
ного транспорта и осуществляют контроль роста и
дифференциации тканей и органов [3], а также как
сигнальные молекулы играют важную роль в фор-
мировании ответных реакций к биотическим и
абиотическим факторам среды [9, 10]. Однако био-
логические функции и свойства многих лектинов
до сих пор остаются малоизученными.

В последнее время среди значительного коли-
чества изучаемых биологических объектов особое

внимание привлекают микроскопические грибы,
в частности их способность к синтезу лектинов [11].
Углевод-связывающие белки грибов являются
очень интересной в теоретическом и практиче-
ском плане группой белков, но к настоящему вре-
мени способность синтезировать лектины извест-
на для немногих микромицетов. Установлено, что
лектины присутствуют в мицелии и культуральной
жидкости таких видов грибов, как Beauveria bassi-
ana, Arthrobotrys oligospora, Aspergillus gorakhpurensis,
Rhizoctonia crocorum и Trichophyton rubrum [12–15].
Имеется небольшое количество данных о способ-
ности плесневых грибов рода Fusarium к синтезу
лектинов [16–18]. В предыдущих работах [19, 20]
была изучена способность грибов рода Fusarium
образовывать мицелиальные лектины, и изучены
их некоторые биохимические свойства.

Необходимо отметить, что во многих биологи-
ческих объектах часто наблюдается образование
не одного лектина, а группы лектин-подобных
белков или гликопротеинов, имеющих различ-
ную структуру и специфичность [8, 21]. Микро-
скопические грибы не являются исключением,
однако для получения гомогенного лектина необ-
ходим подбор и выполнение соответствующих
условий его выделения и очистки.

УДК 582.28; 577.112
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Цель работы – выделение, очистка и характе-
ристика лектина микроскопического гриба Fusar-
ium solani 4.

МЕТОДИКА
В работе использованы Трис (“ICN Biomedi-

cals”, США), Сефадексы G-100 и G-75 (“Sigma”,
Швеция), D-глюкоза, D-арабиноза, L-арабино-
за, L-рамноза, D-ксилоза, L-фукоза, D-манноза,
D-рибоза, D-лактоза, D-галактоза, D-маннит,
D-фруктоза, D-раффиноза, D-мальтоза, N-аце-
тил-D-галактозамин, D-глюкуроновая кислота,
сахароза, целлобиоза, крахмал, ксилан, хондро-
итин-6-сульфат, фетуин и фибриноген (“Fluka”,
Германия). Все остальные реагенты имели сте-
пень чистоты х. ч. и ч. д. а. (“Merck”, Германия,
“Sigma”, США и “ПанЭко”, Россия).

Микроорганизм и условия культивирования.
Объектом исследования служил микроскопиче-
ский гриб Fusarium solani 4, полученный из музея
культур микромицетов кафедры биохимии и био-
технологии Института фундаментальной медици-
ны и биологии Казанского (Приволжского) феде-
рального университета. Культивирование штамма
микромицета проводили на картофельно-глюкоз-
ной среде, содержащий (г/л) картофель 200.0, глю-
козу 20.0, с перемешиванием, при 28°C в течение
8 сут [20].

Выделение и очистка лектина. Мицелиальный
лектин получали на 8 сут культивирования проду-
цента по методу, описанному в работе Розена с
соавт. [12].

Мицелий собирали фильтрованием через сте-
рильную нейлоновую ткань, тщательно промыва-
ли стерильной дистиллированной водой, а затем
20 мМ Tрис-HCl-буфером (рН 7.8). Белки из ми-
целия микромицета выделяли после гомогениза-
цией биомассы с помощью механического из-
мельчения в 20 мМ Tрис-HCl-буфере (рН 7.8) в
соотношении 1 : 1. Для более полного извлечения
белков, однородную массу оставляли при пере-
мешивании на 6 ч при температуре 4°С, полу-
ченный осадок отделяли центрифугированием
(13500 g, 20 мин, 4°С). Затем белки осаждали
65%-ным ацетоном (об./об.) в течение 1 сут. Осадок
отделяли центрифугированием (10000 g, 15 мин,
4°С), растворяли в минимальном объеме 20 мМ
трис-HCl буфера, рН 7.8, и диализовали против
этого же буфера в диализных мешках (“Orange
Scientific”, Бельгия) в течение 2 сут при 4°С. По-
лученный раствор белка использовали для даль-
нейшего выделения и очистки лектина.

Лектин выделяли из суммы белков с помощью
хроматографической системы низкого давления
BioLogic LP (“Bio-Rad”, США) на колонках с
Phenyl Sepharose High Performance (1 мл), а затем
на Bio-Scale™ Mini Macro-Prep High Q (3 мл) и

Сефадексом G-75. Перед нанесением на колонки
белки фильтровали через стерильные мембран-
ные фильтры Millex (d 33 мм, d пор 0.45 мкм, по-
лиэтилсульфон, “Merck Millipore”, США).

С первой колонки, содержащей гидрофобный
сорбент, связавшийся белки элюировали гради-
ентом концентрации (NH4)2SO4 от 1.5 до 0 М в
20 мМ Tрис-HCl буфере, рН 7.8, со скоростью по-
тока 1.0 мл/мин. Со второго сорбента белки элю-
ировали линейным градиентом NaCl от 0 до 1.0 М
со скоростью 3 мл/мин. Элюцию белка при гель-
фильтрации на Сефадексе G-75 осуществляли
20 мМ Tрис-HCl буфером, рН 7.8, со скоростью
0.5 мл/мин.

На каждой стадии очистки определяли кон-
центрацию белка методом спектрофотометрии и
рассчитывали гемагглютинирующую активность,
степень очистки и выход белка.

Электрофоретический анализ и определение мо-
лекулярной массы. Степень чистоты и молекуляр-
ную массу лектина определяли методом электро-
фореза в 12.5%-ном полиакриламидном геле в де-
натурирующих условиях и гель-фильтрацией на
колонке Сефадексе G-100.

Одномерный электрофорез в ПААГ с ДДС-Na
проводили по методу Лэммли [22] в камере Mini-
Protean Tetra Vertical Electrophoresis Cell (“Bio-
Rad”, США). Окрашивание гелей проводили в
растворе нитрата серебра, содержащего 0.4%-ный
AgNO3, 0.09%-ный NaOH (об./об.) и 0.2%-ный
NH3 (об./об.). В качестве маркеров использовали
коммерческие наборы белков PageRuler Unstained
Protein Ladder (“Fermentas”, Литва) с известной
молекулярной массой (10–200 кДa).

Молекулярную массу нативного лектина
определяли методом гель-фильтрации на колон-
ке Econo – Column (1.5 × 50 см, “Bio-Rad”, США) с
Сефадексом G-100 (диаметр частиц 40–120 мкм),
уравновешенной 20 мМ Tрис-HCl буфером, рН 7.8.
В качестве белков-маркеров применяли лизоцим
(14 кДа), α-химотрипсин (26 кДа), пероксидазу
(34 кДа) и бычий сывороточный альбумин (70 кДа).
Пробы наносили на колонкув объеме 1 мл с кон-
центрацией белка 2 мг/мл. Скорость элюции –
0.5 мл/мин.

Сканирование и анализ белковых полос гелей
осуществляли на приборе ChemiDoc™ MP Imag-
ing System (“Bio-Rad”, США) с помощью про-
граммы Image Lab™ Software.

Определение температурного и рН-оптимума,
углеводной специфичности лектина, влияния ионов
металлов на активность. Определение осуществ-
ляли согласно методу Сингха с соавт. [23].

Для определения рН-оптимума активности
лектина осуществляли инкубацию его в различ-
ных буферных растворах при значениях рН от 3.0
до 11.0 в течение часа при 20°С, после чего анали-
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зировали активность лектина реакцией прямой
гемагглютинации.

Для определения температурного оптимума
активности лектина проводили инкубацию его в
исходном буферном растворе в интервале от 10 до
90°C в течение 20 мин, после чего анализировали
активность белка реакцией прямой гемагглюти-
нации.

Действие ионов металлов на активность лекти-
на устанавливали после взаимодействия с различ-
ными солями металлами. В качестве солей метал-
лов были использованы от 1.25 до 20 мМ CaCl2,
MgCl2, ZnCl2, AlCl3, FeCl3, FeSO4, CuSO4, MnCl2
и CoCl2.

Углеводную специфичность лектина устанав-
ливали методом ингибирования реакции гемаг-
глютинации по взаимодействию с моно- и поли-
сахаридами в концентрациях 300 мМ и 5 мг/мл
соответственно.

Определение цитотоксической активности лек-
тина. Оценку проводили по выживаемости раз-
личных культур клеток с помощью МТТ-теста в
соответствии с ранее описанной методикой [24].
Клеточные линии клеток рака печени (HEPG2,
ATCC® HB-8065™), молочной железы (MCF-7,
ATCC® HTB-22™) и простаты человека (PC-3,
ATCC® CRL-1435™) были предоставлены из
коллекции культур клеток Научно-образователь-
ного центра фармацевтики (Казань, Россия).

Цитотоксичность лектина при воздействии
на клетки в условиях in vitro выражали значени-
ями IС50 (наименьшая ингибирующая концен-
трация, мкг/мл) лектина, которая способна вы-
зывать 50%-ное подавление роста популяции
клеток изучаемой культуры. В качестве контро-
ля использовали клетки, выдержанные без до-
бавления лектина.

Определение гемагглютинирующей активности
лектина. Активность лектина определяли реакци-
ей прямой гемагглютинации с нативными эрит-
роцитами человека группы крови 0 (I). В работе
использовали 2%-ную суспензию эритроцитов
(об./об.), полученную по методу Луцика с соавт. [8].

Статистическую обработку данных проводили
с применением программного обеспечения Mic-
rosoft Office Excel 2013. Для определения средней
арифметической и ее средней ошибки использо-
вали данные трех независимых экспериментов.
Нормальность распределения выборок устанав-
ливали по критерию Шапиро–Уилка. Достовер-
ность различий между группами оценивали с по-
мощью t-критерия Стьюдента для независимых
переменных. Достоверно отличными считали ре-
зультаты при р < 0.05. Величину IС50 определяли
на основе дозозависимых кривых с применением
программы OriginТМ.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
В настоящее время не существует универсаль-

ных методов выделения и очистки лектинов. Ос-
новная причина этого заключается в их струк-
турно-функциональной гетерогенности и неста-
бильности при воздействии факторов внешней
среды [11, 21]. Для получения гомогенного лек-
тина из микромицета F. solani 4 была использова-
на 5-стадийная очистка, результаты которой пред-
ставлены в табл. 1.

Из мицелия F. solani 4 экстрагировали белки го-
могенизацией биомассы путем механического из-
мельчения ее в 20 мМ Tрис-HCl буфере (рН 7.8).
Первоначально их осаждали из экстракта
65%-ным сульфатом аммония. Однако при их
осаждении ацетоном выход лектина оказался вы-
ше и составил 105.3%, а степень очистки повыша-
лась в 1.9 раза. В связи с этим в дальнейшем белки
осаждали только ацетоном.

Далее очистку лектина F. solani 4 осуществляли
гидрофобной хроматографией (рис. 1а). Компо-
ненты, обладающие лектиновой активностью,
объединяли, определяли в них содержание белка
и рассчитывали удельную гемагглютинирующую
активность.

Поиск необходимого сорбента для очистки
полученного белкового компонента показал, что
наибольший его выход и чистоту удавалось полу-
чить при использовании анионообменного сор-
бента High Q (рис. 1б). При элюции градиентом
NaCl белки, связавшиеся с этим сорбентом, раз-
делялись на отдельные компоненты. Исследова-
ние их гемагглютинирующей активности показа-
ло, что только компоненты, содержащиеся во
фракциях 18 и 19, можно было отнести к лекти-
нам. После ионообменной хроматографии этот
лектин имел достаточно высокую степень очист-
ки по сравнению с исходным компонентом, а об-
щий выход лектина составил 54.6%.

Учитывая, что использованные методы и прие-
мы позволили лишь частично очистить лектин F. so-
lani 4, на последнем этапе для его очистки приме-
нили гель-фильтрацию на Сефадексе G-75. В ре-
зультате этого удалось полностью очистить
лектин от балластных белков.

Таким образом, разработанная схема очистки
агглютинина микромицета F. solani 4 позволила
получить хроматографически очищенный лектин
со степенью очистки 83.3 раз и выходом 21.9%.
Следует отметить, что для успешной хроматогра-
фии лектина F. solani 4 имел значение выбор pH
буферного раствора. Наиболее эффективно он
сорбировался на сорбентах при слабощелочных
значениях рН 7.6–8.0. Для агглютинина, выде-
ленного и очищенного из мицелия другого штам-
ма F. solani, наиболее эффективно связывание бел-
ка с сорбентом также происходило при слабоще-
лочных рН (8.0) [16]. Однако предложенный в этой
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работе способ выделения и очистки агглютинина
отличался от разработанной в данной работе
схемы его получения. Так, в предложенной в ра-
боте [16] в схеме очистки отсутствовал этап ионо-
обменной хроматографии.

Высокая степень очистки выделенного белка-
лектина F. solani 4 была подтверждена присутствием
только одного компонента на электрофореграмме,
полученной методом ДДС-Na-ПААГ-электрофо-
реза. Удельная активность выделенного и очищен-
ного лектина составила 100.0 U/мг белка. Расчет

показал, что из 1 г сухой массы мицелия можно
получить 4.5 мкг/мл очищенного белка.

Применение стандартных белков-маркеров с
молекулярной массой 15–200 кДа позволило
определить, что в денатурирующих условиях с
ДДС-Na при электрофорезе в ПААГ молекуляр-
ная масса лектина микромицета F. solani 4 соста-
вила 19.0 кДа (рис. 2а). Однако определение мо-
лекулярной массы лектина в нативных условиях
методом гель-фильтрации на Сефадексе G-100
показало, что белок F. solani 4 имел молекулярный

Рис. 1. Хроматография белков Fusarium solani 4, полученная с помощью гидрофобной хроматографии на Phenyl Sep-
harose High Performance (а) и ионообменной хроматографии на Bio-Scale™ Mini Macro-Prep High Q (б). 1 – белок;
2 – градиент (NH4)2SO4 (а) или NaCl (б). Стрелкой указан белковый пик лектина.
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Таблица 1. Выделение и очистка лектина из мицелия F. solani 4

Стадия очистки Объем, 
мл

Белок, 
мг/мл

Общий 
белок, мг

Титр 
ГА

Общая 
ГА, ед.

Удельная 
ГА, ед./мг

Степень 
очистки

Выход 
%

Исходный экстракт 5.7 6.8 38.8 8 45.6 1.2 1 100

Фракционирование ацетоном и 
диализ

3.0 7.2 21.6 16 48.0 2.2 1.9 105.3

Гидрофобная хроматография 2.0 4.8 9.6 16 32.0 3.3 2.8 70.2

Ионообменная хроматография 
High Q

3.0 0.13 0.4 4 12.0 30.8 25.6 54.6

Гель-фильтрация на сефадексе 
G-75

2.5 0.04 0.1 4 10.0 100.0 83.3 21.9
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вес 38.0 кДа (рис. 2б). Это позволило предполо-
жить, что лектин представлял собой димер и со-
стоял из двух идентичных субъединиц, каждая из
которых имела молекулярную массу 19.0 кДа.
Данная молекулярная масса лектина близка по
размеру к агглютининам микромицетов Athelia
rolfii, Arthrobotrys oligospora, Neurospora sitophila
(36–40 кДа), для которых также было характерно
гомодимерное строение белка [12, 13, 25].

Получение лектина микроскопического гриба
F. solani 4 в высокоочищенном гомогенном состо-
янии позволило исследовать его физико-химиче-
ские свойства и биологическую активность.

Было установлено, что белок оставался полно-
стью стабильным в диапазоне температур от 10 до
60°C. В связи с этим рН-оптимум активности
лектина F. solani 4 устанавливали при 20°С. Для
этого лектин инкубировали в течение 1 ч в раз-
личных буферных растворах, значения рН кото-
рых варьировали от 3.0 до 11.0.

Изучение влияния температуры и рН на актив-
ность лектина микромицета F. solani 4 показало,
что он оказался термостабильным и щелочеустой-
чивым, поскольку обладал устойчивостью в широ-
ком интервале температур (10–60°C) и проявлял
максимальную активность преимущественно при
щелочных значениях рН (pH 6.5–8.5).

Полученные результаты согласовывались с
данными, приведенными в работах [11, 26], в ко-
торых показано, что лектины микроскопических
грибов могут функционировать в широком ин-

тервале температур и значений рН и сохранять
активность в пределах температур от 5 до 100°C и
рН от 1.5 до 12.5.

Проверка влияния широкого спектра ионов
металлов на активность лектина F. solani 4 показа-
ла независимость гемагглютинирующей активно-
сти от их присутствия. Можно предположить, что
это указывает на отсутствие ионов металлов в ак-
тивном центре связывания углеводов. Для боль-
шинства лектинов микромицетов наличие ионов
металлов в их составе не является строго необхо-
димым [11].

Характеризуя агглютинин из мицелия микро-
мицета F. solani 4, было интересно определить его
специфичность к определeнным углеводам, по-
скольку именно это уникальное свойство служит
основой классификации лектинов и делает их
перспективными инструментами для решения
многих медико-биологических задач [27].

В результате проведенных исследований уда-
лось определить, что вызванная лектином F. so-
lani 4 гемагглютинация не отменялась большин-
ством использованных в экспериментах моно- и
полисахаридов. Однако оказалось, что он проявлял
сродство к N-ацетилнейраминовой и N-гликолил-
нейраминовой кислотам (с минимальной ингиби-
рующей концентрацией 150 и 37.5 мМ соответ-
ственно). Эта уникальная специфичность лектина
фузариума к сиаловым кислотам свойственна и для
лектинов животного происхождения, которые от-
носят к так называемым “иммуноглобулин-подоб-

Рис. 2. Электрофореграмма лектина микромицета F. solani 4 после очистки ионобменной хроматографией на High Q и
гель-фильтрации на Сефадексе G-75 (а) и окраски нитратом серебра (2), белки-маркеры молекулярной массы (1); за-
висимость логарифма молекулярной массы белков-маркеров от объема их элюирования (V) при гель-фильтрации на
Сефадексе G-100 (б): белки-маркеры (кДа): бычий сывороточный альбумин (70, 1), овальбумин (45, 2), α-химотрип-
син (26, 3), лизоцим (14, 4), объем элюции лектина отмечен стрелкой.
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ным сиало-связывающим лектинам” (Sialic acid-
binding Ig-like lectins) [28]. Лектин также распозна-
вал и связывался с углеводными детерминантами
фибриногена и фетуина (минимальная ингибиру-
ющая концентрация – 0.08 и 0.01 мг/мл). Взаимо-
действие лектина с данными углеводами откры-
вает перспективы применения его в таких важных
областях как иммунология, онкология и медици-
на, а также для диагностики и терапии различных
заболеваний [21, 28–30].

Была проведена оценка лектина F. solani 4 в каче-
стве потенциального противоопухолевого агента на
линиях раковых клеток печени (HEPG2), молоч-
ной железы (MCF-7) и простаты человека (PC-3).
Установлено, что он ингибировал рост всех клеток
изучаемых культур, но особенно был активен по от-
ношению к клеточной линии гепатоцеллюлярной
карциномы человека HEPG2, для которой вели-
чина IС50 соответствовала концентрации 53.61 ±
± 2.3 мкг/мл (рис. 3). Величина IС50 для линий
опухолевых клеток простаты (PC-3) и молочной
железы (MCF-7) составляла 65.19 ± 2.5 и 74.62 ±
± 3.6 мкг/мл соответственно.

Можно предположить, что неодинаковая чув-
ствительность к лектину разных клеточных ли-
ний опухолевых клеток зависит от типичного на-
бора углеводов на поверхности их клеточной
мембраны, который и является как одним из реша-
ющих факторов при взаимодействии клеток с бел-
ком, так и определяющим дальнейшую их гибель.
Следует отметить, что имеется немалое количество
публикаций, подтверждающее данное предположе-
ние [29–33]. Это свойство является биологическим
основанием для дальнейшего изучения лектина в
качестве возможного противоопухолевого агента.

Таким образом, в результате многостадийной
очистки из мицелия микромицета F. solani 4 был
получен электрофоретически гомогенный лек-

тин. Были изучены его физико-химические свой-
ства. Установлено, что лектин представлял собой
гомодимер, состоящий из двух идентичных субъ-
единиц. Он обладал повышенным сродством к
сиаловым кислотам по сравнению с гликопроте-
инами фетуином и фибриногеном. Лектин мик-
роскопического гриба проявлял дозозависимое
токсическое действие по отношению к линии ра-
ковых клеток печени (HEPG2), простаты (PC-3)
и молочной железы (MCF-7). Его уникальная уг-
леводная специфичность и биологическая актив-
ность открывает перспективы для дальнейшего
изучения в качестве значимого препарата меди-
цинского назначения.

Работа выполнена при финансовой поддержке
8 конкурса “Пятьдесят лучших инновационных
идей для Республики Татарстан” и программы
“Участник молодежного научно-инновационно-
го конкурса” (проект 11717р/17263).
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Isolation, Purification and Characterization of a Lectin from Fungus Fusarium solani 4
R. S. Mukhammadieva, *, R. S. Mukhammadieva, E. V. Skvortsova,

L. R. Valiullina, A. P. Glinushkinb, and T. V. Bagaevac

aFederal Center for Toxicological, Radiation and Biological Safety, Kazan, 420075 Russia
bAll-Russia Research Institute of Phytopatology, Moscow Region, Odintsovo, 143050 Russia

cKazan Federal University, Kazan, 420008 Russia
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Electrophoretically homogeneous lectin with specific activity of 100.0 U/mg protein was isolated and puri-
fied from fungal mycelium of Fusarium solani 4. The molecular weight of the native lectin molecule (38 kDa)
was determined. It is established consists of two identical subunits, with the molecular mass determined by
PAGE-Na electrophoresis in the presence of DDS-Na equal to 19 kDa. The physicochemical properties and
carbohydrate specificity of the lectin, as well as its in vitro effect on mammalian cancer cells were studied. The
results obtained open prospects for further study of lectin and its potential applications as a medical agent.

Keywords: lectin, Fusarium solani, purification, structure, properties of proteins
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