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Исследовано соотношение интенсивности 

световой эмиссии мицелия Neonothopanus 
nambi в условиях стресса и содержания в био-
массе гриба первичных и конечных продуктов 
перекисного окисления липидов (ПОЛ) – диено-
вых конъюгатов (ДК) и оснований Шиффа 
(ОШ). С этой целью образцы механически по-
врежденного мицелия инкубировали в пита-
тельной картофельно-сахарозной среде без 
каких-либо добавок (контроль) и в условиях 
воздействия дополнительных стрессовых 
факторов (опыт): добавка в среду ингибитора 
грибного свечения (салициловая кислота (СК) 
в концентрации 0,5 мМ), закисления среды до 
рН 5,0 и 4,0 добавками уксусной кислоты. Со-
держание изучаемых продуктов ПОЛ оценива-
ли в биомассе контрольных и опытных образ-
цов мицелия через 4 ч инкубации (регистри-
руемый максимум интенсивности грибного 
свечения). ДК из биомассы мицелия экстраги-
ровали смесью растворителей гептан-
изопропанол с последующим разделением фаз. 
Содержание ДК в фазе гептана и фазе изопро-
панола, отражающее интенсивность перекис-
ного окисления в грибе нейтральных липидов и 
фосфолипидов соответственно, определяли 
спектрофотометрически по величине опти-
ческой плотности образцов при длине волны 
232 нм. Для количественной оценки содержа-

ния ОШ в образцах мицелия экстракцию этих 
компонентов из биомассы проводили смесью 
растворителей хлороформ-метанол. Содер-
жание ОШ в экстрактах определяли по вели-
чине их флуоресценции в диапазоне длин волн 
400–600 нм, после возбуждения образцов облу-
чением при длине волны 360 нм. Исследовани-
ем установлено, что в условиях стресса (ме-
ханическое повреждение, инкубация в присут-
ствии ингибитора свечения (СК) и закисления 
среды добавкой уксусной кислоты) повышение 
уровня световой эмиссии мицелия N. nambi 
сопровождается снижением содержания в его 
биомассе первичных (ДК) и конечных (ОШ) про-
дуктов ПОЛ. Совокупность полученных дан-
ных согласуется с высказанной ранее гипоте-
зой о защитной функции свечения высших гри-
бов от негативного воздействия активных 
радикалов кислорода, пул которых может воз-
растать в грибе в условиях стресса. В этом 
случае нейтрализация избытка кислородных 
радикалов в ходе реакции светоизлучения бу-
дет оказывать протекторный эффект, в ча-
стности препятствовать развитию в био-
массе гриба процессов свободнорадикального 
окисления липидов.  

Ключевые слова: светящиеся грибы, дие-
новые конъюгаты, основания Шиффа, актив-
ные формы кислорода. 
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The ratio of the intensity of light emission from 
Neonothopanus nambi mycelium under stress and 
content in the biomass of the fungus of primary and 
final products of lipid peroxidation (PLP) – diene 
conjugates (DC) and Schiff bases (SB) was stud-
ied. For this purpose the samples of mechanically 
damaged mycelium was incubated in nutrient pota-
to and saccharose medium without any additives 
(control) and in the conditions of influence of addi-
tional stressful factors (experience): an additive on 
the medium of inhibitor of a mushroom lumines-
cence (salicylic acid (SA) in concentration of 0.5 
mm), acidulations of the environment to pH 5.0 and 
4.0 additives of acetic acid. The content of studied 
PLP was evaluated in biomass of control and test 
samples of mycelium after 4 hours of incubation 
(registering maximum intensity of fungal lumines-
cence). DC from biomass of a mycelium extracted 
by the mix of solvents heptane – isopropanol with 
subsequent division of phases. DC content in hep-
tane phase and isopropanol phase, reflecting the 
intensity of peroxidation in the fungus of neutral 
lipids and phospholipids, respectively, was deter-
mined spectrophotometrically using optical density 
of the samples at 232 nm. To quantify the content 
of SB in mycelium samples, the extraction of these 
components from biomass was carried out with a 
solvent mixture of chloroform-methanol. The con-
tent of SB in the extracts was determined by the 
magnitude of their fluorescence in the wavelength 
range of 400–600 nm, after excitation of the sam-
ples by irradiation at the wavelength of 360 nm. In 
the studies it was found out that under stress (me-
chanical damage, incubation in the presence of a 
luminescence inhibitor (SA) and acidification of the 
medium with the addition of acetic acid) an in-
crease in the light emission of N. nambi mycelium 
is accompanied by a decrease in its biomass of 
primary (DC) and final (SB) PLP products. The to-
tality of the data obtained is consistent with previ-
ously expressed hypothesis about protective func-
tion of luminescence of higher fungi from negative 
effects of active oxygen radicals, the pool of which 
may increase in the fungus under stress. In this 
case, the neutralization of excess oxygen radicals 
during the light emission reaction will have a pro-
tective effect, in particular, to prevent the develop-
ment of free radical lipid oxidation processes in 
fungal biomass. 

Keywords: luminous fungi, diene conjugates, 
Schiff bases, reactive oxygen forms.  

 
Введение. Исследования светоизлучающих 

высших грибов Neonothopanus nambi и Armillaria 
borealis позволили нам составить представле-
ние о защитной функции грибного свечения от 
негативного воздействия активных форм кисло-
рода (АФК) [1–7]. Известно, что в биологических 
объектах постоянно происходят жизненно важ-
ные реакции свободнорадикального окисления 
(СРО), скорость которых поддерживается на 
определенном уровне. Строгая регламентация 
реакций СРО в биообъектах обеспечивается 
согласованным функционированием фермента-
тивных и неферментативных механизмов, кон-
тролирующих уровень АФК, свободных радика-
лов и молекулярных продуктов окисления с их 
участием [8–11]. Так как одним из основных ви-
дов свободнорадикальных процессов, происхо-
дящих в живых объектах, является перекисное 
окисление липидов (ПОЛ), в недавних работах 
мы исследовали некоторые аспекты взаимосвя-
зи ПОЛ с интенсивностью грибного свечения [6, 
7]. В этих работах в условиях острого экспери-
мента нами было установлено, что у механиче-
ски поврежденного мицелия N. nambi наблюда-
ется значительное (на 2 порядка и более) уве-
личение уровня световой эмиссии. В то же вре-
мя было показано, что концентрация конечного 
продукта ПОЛ – малонового диальдегида по-
вышалась в мицелии только в первые часы по-
сле его механической травмы и снижалась в 
период максимального свечения [6]. При этом 
возрастание интенсивности световой эмиссии 
мицелия отмечалось на фоне значительного 
снижения в нем активности СОД и общей перок-
сидазной активности при незначительном по-
вышении активности каталазы. Совокупность 
этих данных позволила высказать предположе-
ние, что свечение высших грибов, по-видимому, 
является дополнительным механизмом их за-
щиты от повреждающего действия активных 
радикалов кислорода. Вероятно, в ходе реакции 
светоизлучения нейтрализуется избыток АФК, 
пул которых в грибе может значительно возрас-
тать в условиях стресса, особенно на началь-
ных стадиях его развития, например сразу по-
сле механического повреждения мицелия. В 
этих условиях нейтрализация избытка АФК за 
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счет реакции светоизлучения будет препятство-
вать развитию ПОЛ или снижать вероятность 
его возникновения [6].  

Хорошо известно, что ПОЛ – это сложный 
многостадийный процесс, в котором происходит 
образование и деградация липидных радика-
лов, что сопровождается формированием цело-
го ряда молекулярных соединений: спирты, ке-
тоны, альдегиды, эфиры и т. д. Среди продуктов 
ПОЛ выделяют первичные (диеновые конъюга-
ты), промежуточные (кетоны, альдегиды) и ко-
нечные (диальдегиды), которые образуют 
флуоресцирующие конъюгаты типа оснований 
Шиффа, различающиеся устойчивостью и био-
логической активностью. Исходя из предполо-
жения о защитной роли свечения грибов от по-
вреждающего действия активных радикалов, 
важным являлось изучение содержания пер-
вичных и конечных продуктов ПОЛ в грибном 
мицелии в сравнении с уровнем его световой 
эмиссии в стрессовых условиях. 

Цель исследования: изучение содержания 
диеновых конъюгатов и оснований Шиффа при 
разных уровнях свечения мицелия гриба 
Neonothopanus nambi в условиях стресса.  

Материалы и методы исследования. В ис-
следовании использовали образцы мицелия 
гриба N. nambi IBSO 3293 из Коллекции микроор-
ганизмов (CCIBSO 836) ИБФ СО РАН, выращен-
ные на жидкой питательной картофельно-
сахарозной среде по разработанной нами ранее 
технологии [1]. Для экспериментов из полученно-
го пленочного мицелия высекали диски диамет-
ром 12 мм, которые помещали в свежую пита-
тельную картофельно-сахарозную среду (рН 6,2). 
Контрольные образцы мицелия инкубировали в 
питательной среде без каких-либо добавок. В 
качестве дополнительного стрессового фактора, 
который мог влиять на уровень световой эмис-
сии поврежденного мицелия, использовали за-
кисление инкубационной среды. Для этого в пи-
тательную среду добавляли уксусную кислоту 
(до рН 5,0 и 4,0), после чего в нее помещали 
опытные образцы мицелия. В параллельных 
экспериментах в качестве эффектора, ингиби-
рующего свечение, в питательную среду с об-
разцами мицелия добавляли нейтрализованный 
до нейтрального значения рН раствор салици-
ловой кислоты (СК) в конечной концентрации 
0,5 мМ. Ранее нами было показано, что СК в 

такой концентрации подавляет свечение повре-
жденного мицелия N. nambi на порядок и более 
[7]. Контрольные и опытные образцы мицелия 
инкубировали при комнатной температуре, че-
рез каждые 30 мин оценивая интенсивность их 
свечения на люминометре Glomax 20/20 
(Promega, USA). Уровень световой эмиссии вы-
ражали в относительных люминесцентных еди-
ницах (RLU), регистрируемых со скоростью 1 
измерение в 1 с. При достижении максимально-
го уровня свечения диски мицелия извлекали из 
питательной среды, замораживали, лиофилизо-
вали и определяли вес сухой биомассы каждого 
образца. Содержание диеновых конъюгатов 
(ДК) в биомассе оценивали после экстракции из 
нее липидных компонентов смесью растворите-
лей гептан-изопропанол с последующим разде-
лением фаз [12]. Согласно методу, уровень ДК в 
фазах гептана и изопропанола может свиде-
тельствовать об интенсивности перекисного 
окисления в биообразце нейтральных липидов и 
фосфолипидов соответственно. Содержание ДК 
в фазах определяли спектрофотометрически 
(UV-1800, Shimadzu, Japan) по величине их опти-
ческой плотности (OD) при длине волны 232 нм  
и выражали в единицах OD на 1 г сухой биомас-
сы. Для количественной оценки содержания ос-
нований Шиффа (ОШ) экстракцию липидных 
компонентов из биомассы проводили по методу 
[13], используя смесь растворителей хлоро-
форм-метанол. Содержание ОШ в экстрактах 
определяли по величине их флуоресценции 
(Varian Cary Eclipse, USA), регистрируемой в 
диапазоне длин волн 400–600 нм, после возбу-
ждения образцов облучением при длине волны 
360 нм и выражали в относительных единицах 
максимальной световой эмиссии на 1 г сухой 
биомассы. Для сравнительной оценки содержа-
ние ДК и ОШ определяли также в образцах ми-
целия, которые не инкубировали. В этом случае 
диски после высечения из пленочного мицелия и 
оценки уровня их свечения сразу замораживали, 
лиофилизовали и проводили последующую экс-
тракцию ДК и ОШ из сухой биомассы таким же 
образом, как это изложено выше.  

Результаты исследования и их обсужде-
ние. Как показали эксперименты (рис. 1), закис-
ление питательной среды до значений рН 5,0 и 
4,0 добавкой уксусной кислоты сопровождается 
значительным подавлением световой эмиссии 
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поврежденного мицелия N. nambi в ходе его инку-
бации. Из представленных данных видно, что че-
рез 4 ч инкубации (максимальный уровень свече-
ния образцов мицелия) при рН 5,0 наблюдается 
снижение интенсивности световой эмиссии гриба 
более чем на порядок (в 13.5 раз), по сравнению с 
контролем. При рН 4,0 свечение мицелия подав-
ляется практически полностью – уровень регист-
рируемой световой эмиссии гриба через 4 ч инку-
бации составляет около 800 RLU (рис. 1). Для 
сравнения следует сказать, что уровень фоно-
вого шума измерительной системы (люмино-
метр Glomax 20/20) составляет порядка 100 
RLU. Точный механизм такого действия уксус-
ной кислоты пока непонятен и требует даль-
нейшего изучения. С одной стороны, этот эф-
фект, вероятно, мог бы объясняться неопти-
мальным значением рН среды для активности 
ферментов, обеспечивающих свечение гриба. 
Ранее было установлено [14], что оптимум 
функционирования ферментов люминесцентной 
системы, выделенной из гриба N. nambi, на-
блюдается при pH 7,4–7,6, а смещение pH сре-
ды в кислую или щелочную области приводит к 
снижению их активности. Однако можно пред-

положить, что ингибирующий эффект уксусной 
кислоты связан с ее денатурирующим воздейст-
вием на белковые компоненты гриба. Известно, 
что данная кислота обладает липофильными 
свойствами и является более сильным денату-
рирующим агентом, например, в сравнении с 
минеральными кислотами при одинаковой кон-
центрации ионов водорода [15]. В пользу этой 
версии свидетельствует тот факт, что в ходе 
инкубации контрольные образцы поврежденно-
го мицелия N. nambi сохраняли жизнеспособ-
ность – через сутки гриб восстанавливал свою 
целостность и продолжал рост. В то же время 
закисление питательной среды добавкой уксус-
ной кислоты до рН 4,0 приводило не только к 
практически полному ингибированию свечения 
образцов мицелия (см. рис. 1), но и полному по-
давлению их роста. В дополнение следует ска-
зать, что добавка 0,5 мМ СК (раствор реагента 
нейтрализован до нейтрального рН) в питатель-
ную среду с образцами мицелия N. nambi также 
приводила к существенному подавлению их све-
чения (в 11,5 раз) (данные не приведены), что 
полностью согласуется с результатами наших 
предыдущих исследований [7]. 
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Рис. 1. Динамика и интенсивность свечения механически поврежденного мицелия N. nambi в ходе 
его инкубации в питательной среде: 1 – контроль (рН 6,2); 2, 3 – закисление питательной среды 

добавками уксусной кислоты до рН 5,0 и 4,0 соответственно 
 

Поскольку у контрольных и опытных образ-
цов мицелия максимальная интенсивность све-
чения регистрировалась через 4 ч инкубации 

(см. рис. 1), содержание ДК и ОШ в их биомассе 
оценивали в это время. Совокупность получен-
ных данных позволила выявить общую законо-
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мерность (рис. 2). При высоком уровне световой 
эмиссии образцов инкубируемого мицелия по 
сравнению с исходным уровнем их свечения 
(сразу после высечения дисков) в экстрактах из 
биомассы гриба регистрируется снижение уров-
ня ДК как в фазе гептана, так и в фазе изопро-
панола. В то же время при практически полном 
подавлении свечения мицелия при рН 4,0, вы-
званном добавлением уксусной кислоты, на-
блюдается гораздо меньшее снижение содер-
жания ДК в фазе изопропанола и некоторое по-
вышение их содержания в фазе гептана. По-

скольку более выраженные изменения в содер-
жании ДК были выявлены в фазе изопропанола, 
можно предположить, что в поврежденном ми-
целии N. nambi перекисное окисление фосфоли-
пидов идет интенсивнее, чем перекисное окис-
ление нейтральных липидов (рис. 2). В целом 
результаты этого раздела работы позволяют го-
ворить о том, что грибное свечение оказывает 
протекторный эффект при повреждающем воз-
действии активных радикалов на гриб в условиях 
стресса и препятствует развитию ПОЛ. 
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Рис. 2. Содержание ДК в экстрактах из биомассы мицелия N. nambi: фракция гептана (голубые 
столбцы), фракция изопропанола (малиновые столбцы). Образцы мицелия: 1 – без инкубации;  

2–5 – после инкубации в течение 4 часов – контроль (питательная среда, рН 6,2), питательная 
среда с добавкой 0,5 мМ СК, закисление питательной среды до рН 5,0 и 4,0 добавкой уксусной 

кислоты (на вставке представлена интенсивность свечения указанных образцов мицелия) 
 

В экспериментах было показано, что измене-
ния содержания ОШ в образцах поврежденного 
мицелия N. nambi при их инкубации имеют такую 
же направленность, как и изменения содержания 
ДК (см. выше). Это следует из данных уровней 
флуоресценции хлороформ-метанольных экс-
трактов из образцов грибной биомассы (рис. 3). 
Видно, что в контрольных образцах мицелия, 
обладающих максимальным свечением через 4 ч 
инкубации, регистрируется значительно мень-

шее содержание ОШ по сравнению с их содер-
жанием в исходном поврежденном мицелии, 
имеющем невысокий уровень световой эмиссии. 
В образцах мицелия, проинкубированных 4 ч в 
присутствии СК (0,5 мМ) и уксусной кислоты (за-
кисление среды до рН 5,0) и обладающих го-
раздо меньшим уровнем световой эмиссии по 
отношению к контролю (рис. 2, вставка), отме-
чается большее содержание ОШ. И, наконец, 
при практически полном подавлении свечения 
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после закисления питательной среды до рН 4,0 
добавкой уксусной кислоты в биомассе мицелия 
через 4 ч инкубации отмечается самый высокий 
уровень содержания ОШ среди исследованных 
опытных образцов мицелия (см. рис. 3). Сово-
купность данных этого раздела исследований 
также свидетельствует в пользу защитной роли 

грибного свечения, нейтрализующего в ходе 
реакции излучения избыточный пул активных 
радикалов кислорода, которые могут значи-
тельно возрастать в грибе в стрессовых услови-
ях и тем самым препятствовать дальнейшему 
развитию ПОЛ [6]. 
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Рис. 3. Интенсивность флуоресценции хлороформ-метанольных экстрактов из образцов  
мицелия N. nambi, отражающая содержание ОШ в грибной биомассе. Для экстракции  

использованы образцы мицелия: 1 – без инкубации; 2–5 – после инкубации в течение 4 ч –  
контроль (питательная среда, рН 6,2), питательная среда с добавкой 0,5 мМ СК,  

закисление питательной среды до рН 5,0 и 4,0 добавкой уксусной кислоты 
 

Заключение. Таким образом, проведенная 
оценка интенсивностей световой эмиссии обра-
зов механически поврежденного мицелия гриба 
N. nambi при разных условиях их инкубации в 
сопоставлении с полученными данными содер-
жания в грибной биомассе первичных (ДК) и 
конечных (ОШ) продуктов ПОЛ указывает на 
взаимосвязь процессов свечения и свободнора-
дикального окисления. Исследованием установ-
лено, что в условиях стресса (механическое по-
вреждение, инкубация в присутствии ингибито-
ра свечения (СК) и при закислении среды до-
бавлением уксусной кислоты) повышение уров-
ня световой эмиссии мицелия сопровождается 
снижением содержания в биомассе гриба пер-
вичных и конечных продуктов ПОЛ.  

Совокупность этих данных свидетельствует в 
пользу высказанной нами ранее гипотезы о за-
щитной функции свечения высших грибов от 
негативного воздействия активных радикалов 
кислорода, пул которых может значительно воз-
растать в грибе при стрессе.  

Нейтрализация избытка кислородных ради-
калов в ходе реакции светоизлучения будет 
оказывать протекторный эффект и препятство-
вать развитию в грибной биомассе процессов 
свободнорадикального окисления, в частности 
развитию ПОЛ. Пока неясен точный механизм 
наблюдаемого в экспериментах снижения со-
держания ДК и ОШ в инкубируемых контрольных 
и опытных образцах мицелия по сравнению с их 
содержанием в исходном поврежденном мице-
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лии. Полученные результаты не позволяют также 
объяснить, могут ли данные продукты ПОЛ ути-
лизироваться (прямо или опосредованно) в про-
цессе грибного свечения или вовлекаться в ме-
таболические циклы гриба. Выяснение этих во-
просов требует дальнейшего изучения.  
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