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Из базидиального сырья Ganoderma lucidum выделены разветвленные полисахариды. Установлено, что 
выделенные фракции содержат разветвленные полисахариды в виде комплексов с меланином. После 
очистки полисахаридов методом ионообменной хроматографии из базидиального сырья получили две 
фракции: нейтральные полисахариды GW-1 с выходом 25.71% и анионные полисахариды GW-2 с выходом 
5.26%. Изучены физико-химические свойства полученных образцов методами ИК- и УФ-спектроскопии. 
Установлена степень чистоты полученных фракций разветвленных полисахаридов. Методами газовой 
хроматографии, одномерной (13C-ЯМР, 1H-ЯМР) и двумерной (COSY, TOCSY, HSQC, HMBC, NOESY) 
ЯMР-спектроскопии установлены состав и молекулярная структура полученных образцов полисахари- 
дов. Выделенные и очищенные полисахариды представляют собой разветвленные глюканы с 1,4,6- и 
1,3,6-связями между глюкопиранозными звеньями. Фармакотоксикологические исследования проводили на 
белых беспородных мышах. Установлено, что полученные полисахариды относятся к V классу (практически 
нетоксичные соединения, LD50 ≥ 2000 мг/кг). 

Выделенные полисахариды (GW) – перспективные биологически активные компоненты, на основе 
которых возможно создание лекарственных средств, обладающих гепатопротекторной и противоопухолевой 
активностью.

Ключевые слова: β-глюкан, базидиальные грибы, плодовое тело, физико-химические характеристики

DOI: 10.31857/S0132342324010041, EDN: OWQAJR

ВВЕДЕНИЕ

На сегодняшний день в мире проводятся научные 
исследования по поиску природных источников, 
богатых биологически активными соединениями, 
выделению из них биологически активных веществ, 

а также определению их структуры и биологической 

активности. Базидиомицеты, или базидиальные грибы  

(Basidiomycota), в последние годы становятся предме- 

том для глубокого исследования с точки зрения поиска 

новых противоопухолевых и различных биологически 
Сокращения: GW – водорастворимые полисахариды из Ganoderma lucidum; GW-1 – нейтральные полисахариды, GW-2 – анионные 
полисахариды.
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активных веществ. Особое внимание уделяется раз- 
работке методов выделения биологически активных 
веществ из базидиальных грибов (Ganoderma luci- 
dum (Curt Fr.), созданию лекарственных средств на 
их основе, обладающих иммуномодулирующей и 
противоопухолевой активностью.

После получения данных о составе клеточных 
стенок базидиальных грибов у исследователей по- 
явился большой интерес к имеющимся в их сос- 
таве полисахаридам. Полисахариды – один из важ- 
нейших компонентов органических соединений, 
участвующих во многих биологических процессах. 
Многочисленные исследования показали, что сое- 
динения, проявляющие противоопухолевые свой- 
ства, имеют разветвленную структуру [1–4]. 

Большинство полисахаридов, выделенных из  
грибов, обладающих противоопухолевыми свой- 
ствами, представляют собой глюканы [5]. Глюканы 
имеют либо линейную, либо разветвленную струк- 
туру, состоящую из молекул глюкозы. Боковая цепь  
содержит остатки различных моносахаров. Пока- 
зано, что полисахариды, содержащиеся в бази- 
диальных грибах, накапливаются в плодовых телах, 
спорах. Наибольшая концентрация полисахаридов 
наблюдается в мицелии. Эти полисахариды, как 
сказано выше, различаются по своей химической 
структуре, но все имеют β-(1,3)-глюкановые группы 
в основной цепи и β-(1,6)-глюкановые группы в 
разветвленных участках. По-видимому, именно 
полисахариды, имеющие такие ответвления, и 
проявляют биологическую активность (рис. 1). 

Исследование структурных характеристик поли- 
сахаридов представляет собой сложную задачу с 
точки зрения физико-химических и структурных по- 
казателей [6]. Гель-проникающая хроматография – 
один из основных методов анализа, сочетающийся с 
детектором многоуглового лазерного рассеяния. При 

гель-хроматографии полисахариды разделяются по 
молекулярной массе [7]. 

Для структурного анализа полисахаридов при- 
меняют методы гидролиза с последующим анали- 
зом продуктов гидролиза методом хромато-масс-
спектрометрии. Применение этого метода позво- 
ляет получить из одного анализа смеси сведения 
о временах удерживания ее компонентов, об их 
относительном содержании в смеси и получить  
масс-спектры каждого компонента смеси [8].

Анализ состава моносахаридов имеет решающее 
значение для изучения структуры полисахаридов. 
Моносахариды, высвобождающиеся в результате 
гидролиза, могут быть идентифицированы и коли- 
чественно определены с помощью различных мето- 
дов, таких как анионообменная, газовая хромато- 
графия, обращенно-фазовая ВЭЖХ [9].

Характеристика разветвления полисахаридов –  
один из важных молекулярных параметров, опреде- 
ляющих различные физико-химические свойства 
полисахаридов. Разветвленные полисахариды могут 
иметь различную структуру, положение разветвления 
может быть случайным или равномерно распределено 
по основной цепи или цепи разветвления [10]. Для 
определения структуры полисахаридов применяют 
ИК-, ЯМР-спектроскопию. ЯМР-спектроскопия под- 
тверждает наличие гликозидных связей в структуре 
полисахарида и количества моносахаридов в повто- 
ряющейся структуре, включая идентификацию моно- 

Рис. 1. Структура β-глюканов базидиальных грибов.
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сахарида, α- или β-связи, тип гликозидной связи и 
повторяющиеся единичные последовательности 
полисахаридной цепи [11]. 

Молекулы полисахаридов могут образовывать 
трехмерные сетчатые структуры через водородные 
связи, силы Ван-дер-Вальса, ковалентные связи и 
т.д. Более того, полисахаридная цепь имеет большую 
степень свободы и гибкости. Эти особенности делают 
пространственную конформацию полисахаридов 
очень сложной. Исследования все чаще показыва- 
ют, что биологическая активность полисахаридов 
не только связана с первичными структурами, но 
также зависит от структуры и разветвления [12, 13]. 
Поэтому большое значение имеет анализ струк- 
туры полисахаридов. В качестве дополнительных 
методов изучения структуры полисахаридов исполь- 
зуют атомно-силовую микроскопию, сканирующую 
электронную микроскопию, хроматографию с кру- 
говым дихроизмом, рентгеновскую дифракцию и др.

Цель данного исследования – выделение развет- 
вленных полисахаридов из природного базидиального 
гриба Ganoderma lucidum, определение их структуры 
и физико-химических свойств, макромолекулярной 
структуры и острой токсичности.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Для предварительной очистки исходного сырья 
измельченное плодовое тело базидиального гриба  
G. lucidum экстрагировали обезжирививающим 
реагентом в аппарате Сокслета – смесью хлороформ/
этиловый спирт 95% (2 : 1) при соотношении суб- 
страт/растворитель 1 : 10 в течение 24 ч, что приво- 
дило к удалению липидов, частично протеинов, 
моно- и олигосахаридов, красящих веществ и неор- 
ганических примесей, при этом выход примесей у 
базидиального гриба составил 3.6%. После обес- 
смоливания сырья для выделения из него водорас- 
творимых полисахаридов провели последователь- 

ную экстракцию сырья водой и лиофилизировали. 
Выход водорастворимых полисахаридов из базидиаль- 
ного гриба G. lucidum (GW) составил 15.16%. 

Из литературы известно, что основной компонент 
водных извлечений из базидиомицетов – меланин, 
составляющий 50–60% от их сухого остатка [14], при 
этом разветвленные полисахариды в базидиомицет- 
ных грибах находятся в виде меланин-глюканового 
комплекса [15]. Меланины в основном растворены в 
глюкановом матриксе. Содержание меланина в виде 
комплекса с полисахаридами подтверждается УФ- 
спектроскопическим исследованиям.

Проведен УФ-спектральный анализ содержания 
меланина в водорастворимых фракциях полисахари- 
дов (GW), выделенных из базидиомицетного сырья  
(рис. 2). Показано, что в области 320–360 нм наблю- 
даются полосы поглощения, соответствующие поло- 
сам поглощения меланина [16]. 

Для исследования структуры необходимо исполь- 
зовать чистые фракции полисахаридов. Поэтому 
полученные водорастворимые полисахариды были 
дополнительно очищены методами ионообменной и 
гель-хроматографии.

Рис. 2. УФ-спектр водорастворимых фракций полиса- 
харидов, выделенных из базидиального сырья Ganoderma 
lucidum.
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Рис. 3. Хроматограмма разделения полисахаридов GW-1 
и GW-2 на ионообменной колонке с DEAE-52-целлюлозой 
(элюент 0–1 М градиент NaCl, скорость элюирования  
1 мл/мин).

Для дальнейшей очистки фракцию GW хромато- 
графировали на колонке с DEAE-целлюлозой мето- 
дами ионного обмена. Элюирование проводили по- 
следовательным добавлением воды, элюировалась 
фракция GW-1, затем 0.1 М раствором NaCl элюиро- 
вали фракцию GW-2. Со временем концентрация 
раствора NaCl возрастала до 1.0 М. Нейтральные 
полисахариды были разделены при элюировании 
дистиллированной водой, а анионные – градиентом 
NaCl. При этом выход нейтральных полисахаридов 
фракции полисахаридов из базидиального гриба  
G. lucidum GW-1 составил 25.71%, анионных поли- 
сахаридов GW-2 – 5.26%.

На рис. 3. представлена хроматограмма разделе- 
ния полученных из базидиомицетного сырья фрак- 
ций полисахаридов на DEAE-целлюлозном сорбенте, 
с помощью которого были разделены нейтральные 
(GW-1) и анионные (GW-2) полисахариды.

Для определения гомогенности фракций исход- 
ных полисахаридов, а также очистки их от сопутству- 
ющих примесей с целью дальнейшего изучения их 
состава и строения углеводных цепей проведена гель-
хроматография на сефадексе G-75. В процессе разде- 

ления было определено, что каждый образец полиса- 
харида состоял из однородных полисахаридов.

После очистки полисахаридов фенол-серно- 
кислотным методом определили количество углеводов 
в образцах, результаты представлены в табл. 1. Коли- 
чество углеводов в нейтральных фракциях было 
больше, чем в анионных фракциях (табл. 1). 

Для дальнейшего анализа структуры полисахаридов 
были проведены ИК-спектроскопические исследо- 
вания выделенных фракций. В ИК-спектрах иссле- 
дуемых образцов обнаружены все полосы поглощения, 
характерные для β-глюканов и меланинов – для свя- 
зей О–Н полисахаридов и связей N−H меланинов в 
области 2900 см–1 [17]. Полоса поглощения в интер- 
вале 2850–2900 см–1 соответствует валентным коле- 
баниям атома углерода С–Н-связей С6 полисахари- 
дов. В интервале 1460–1650 см–1 находятся полосы 
поглощения, соответствующие валентным колеба- 
ниям связи С=С ароматического кольца меланина и  
связи С=О карбоксильных групп. В области 1170–
1350 см–1 наблюдаются полосы поглощения, соот- 
ветствующие полисахаридам и связи С–О карбок- 
сильных групп. В спектрах отмечены полосы погло- 
щения в интервале 1050–1150 см–1, соответствую- 
щие валентным колебаниям связей С–О–С глюко- 
пиранозного кольца полисахаридов. В области  
500–650 см–1 присутствуют полосы поглощения,  
характерные для различных типов колебаний связи 

Таблица 1. Содержание углеводов, выделенных из базиди- 
ального гриба Ganoderma lucidum, после фракционирования

Растворитель Шифр  
полисахарида

Количество  
полисахаридов, % Примеси,%

Вода GW-1 99.41 0.60

0.1 М NaCl GW-2 65.01 69.99
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С–Н (в соответствии с рис. 4). Как видно из рис. 4, 
в очищенных фракциях GW-1 и GW-2 наблюдаются 
менее интенсивные полосы поглощения в области 
1660 см–1, что говорит об отсутствии меланина в 
образцах.

Далее были определены молекулярно-массо- 
вые характеристики полученных фракций мето- 
дом гель-фильтрации. Результаты анализа молеку- 
лярно-массового распределения методом гель-хрома- 
тографии (табл. 2) показали, что молекулярная 
масса образцов водной фракции (GW, GW-1, GW-2) 
находится в пределах 10.5–17.7 кДа, молекулярно-

массовое распределение (Mw/Mn) – в пределах 
1.4–1.5. Образцы характеризуются относительно 
небольшим значением полидисперсности, что ука- 
зывает на гомогенность полисахаридов (табл. 2). 

Для анализа структуры связей полисахаридов 
широко используется метод метилирования с ис- 
пользованием метилиодида для преобразования 
всех свободных гидроксильных групп молекул 
полисахарида в метоксигруппы. Метилированный 
полисахарид гидролизуют до моносахаридов и вос- 
станавливают с использованием бородейтерида 
натрия. Восстановленные моносахариды ацетилируют 
уксусным ангидридом с образованием летучих 
продуктов – частично метилированных ацетатов 
альдитов. Для идентификации и количественного 
определения частично метилированных ацетатов 
альдитов их анализируют методом газовой хрома- 
тографии и масс-спектрометрии (ГХ-МС) [9, 18, 19]. 

Типы связывания моносахаридных единиц в 
полисахаридах были идентифицированы посред- 
ством метилирования. Индивидуальность и харак- 
тер фрагментации перметилированных альдитол- 
ацеталей детектировали с помощью базы данных 
масс-спектров (NIST-2017). Процент метилирован- 
ных сахаров оценивали методом внутренней норма- 
лизации. ГХ-МС-анализ перметилированных альди- 
толацеталей представлен в табл. 3. 

Анализ ГХ-МС показал, что перметилированные 
альдитолацетали, полученные из фракции GW-1,  
содержат 1,5-ди-O-ацетил-2,3,4,6-тетра-O-метил-
глюцитол, 1,3,5-три-O-ацетил-2,4,6-три-O-метил-
глюцитол, 1,4,5-три-O-ацетил-2,3,6-три-O-метил-
глюцитол,  1,5,6-три-O-ацетил-2,3,4-три-O-
метилглюцитол, 1,4,5,6-тетра-O-ацетил-2,3-ди-O-
метилглюцитол и 1,3,5,6-тетра-O-ацетил-2,4-ди-O-
метил-глюцитол. Полученные результаты доказывают, 
что полисахарид GW-1 состоит из концевых (1,3)-,  

Рис. 4. ИК-спектры образцов неочищенных (GW) и 
очищенных (GW-1 и GW2) фракций полисахаридов из 
Ganoderma lucidum.

Таблица 2. Молекулярно-массовые параметры полиса- 
харидов, выделенных из базидиального гриба Ganoderma 
lucidum

Фракция Молекулярная  
масса, кДа

Молекулярно-массовое  
распределение (Mw/Mn)

Водорастворимая  
фракция (GW) 12.3 1.5

Нейтральный  
полисахарид (GW-1) 17.7 1.4

Анионный  
полисахарид (GW-2) 10.5 1.5
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Таблица 3. Результаты ГХ-МС метилированных полисахаридов GW-1, выделенных из базидиального гриба Ganoderma 
lucidum

Метилированный сахар Гликозидные связи Молярные соотношения Основные массовые фрагменты, m/z

2,3,4,6-Me4-Glcp 1-Связанный Glcp 3.0 43, 45, 71, 87, 102, 118, 129, 145, 161, 162, 205

2,4,6-Me3-Glcp 1,3-Связанный Glcp 1.0 43, 45, 71, 87, 101, 118, 129, 161, 174, 217, 234, 277

2,3,6-Me3-Glcp 1,4-Связанный Glcp 1.0 43, 45, 71, 87, 102, 113, 118, 129, 162, 173, 233, 277

2,3,4-Me3-Glcp 1,6-Связанный Glcp 1.0 43, 59, 71, 87, 99, 102, 118, 129, 162, 189, 233

2,3-Me2-Glcp 1,4,6-Связанный Glcp 1.0 43, 85, 102, 118, 127, 162, 201, 261, 305

2,4-Me2-Glcp 1,3,6-Связанный Glcp 2.0 43, 87, 102, 118, 129, 189, 234, 305

Рис. 5. Перметилированные альдитолацетали: 1,5-ди-O-
ацетил-2,3,4,6-тетра-O-метил-глюцитол (I); 1,3,5-три-
O-ацетил-2,4,6-три-O-метил-глюцитол (II); 1,4,5-три-O-
ацетил-2,3,6-три-O-метил-глюцитол (III); 1,5,6-три-O-
ацетил-2,3,4-три-O-метилглюцитол (IV); 1,4,5,6-тетра-
O-ацетил-2,3-ди-O-метилглюцитол (V); 1,3,5,6-тетра-O-
ацетил-2,4-ди-O-метил-глюцитол (VI).

(1,4)-, (1,6)-, (1,4,6)- и (1,3,6)-связанных глюкопира- 
нозильных остатков. 

На рис. 5 представлены перметилированные 
альдитолацетали из фракции GW-1.

Показано, что остатки сахаров в полисахаридах 
фракции GW-1 находятся в молярном соотношении 
3 : 1 : 1 : 1 : 1 : 2. Выделенные и очищенные 
полисахариды представляют собой разветвленные 
полисахариды β-глюканового типа. Основная цепь 

состоит из глюкопиранозных звеньев, связанных 1,4- и 
1,3-связью с ответвлениями с 1,6-глюкопиранозными 
связями.

Спектры 13С-ЯМР содержат ценную информацию 
о функциональном составе полисахаридов, поло- 
жениях связей между звеньями, размерах циклов 
моносахаридных остатков, конфигурациях глико- 
зидных связей между звеньями и последователь- 
ности моносахаридов в цепи. Из спектров 13С-ЯМР 
можно определить абсолютные конфигурации от- 
дельных моносахаридных остатков (если известны 
конфигурации соседних звеньев), а также получить 
данные о регулярном строении полисахаридов. 
Если известен моносахаридный состав линейного 
регулярного полисахарида, построенного из повто- 
ряющихся олигосахаридных звеньев, то задача уста- 
новления его полного строения по спектру ЯМР 
успешно решается с помощью соответствующих 
компьютерных программ [20]. Поэтому дальнейшее 
изучение моносахаридных последовательностей и 
структуры полисахаридов GW-1 были изучены с 
использованием одномерной (13C-ЯМР, 1H-ЯМР) и 
двумерной (COSY, TOCSY, HSQC, HMBC, NOESY) 
ЯМР-спектроскопии. 

Химические сдвиги протонов на спектрах 1H-ЯМР 
и углеродов на спектрах 13C-ЯМР для фракции GW-1 
приведены в табл. 4. Спектры 1H-ЯМР фракции GW-1 
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показали, что полисахарид имеет шесть аномерных 
сигналов, наблюдаемых при 4.42–5.09 м.д., что 
указывает на то, что глюкопиранозильные звенья 
полисахаридов обладают β-конфигурацией [21].

Эти результаты согласуются с результатами ана- 
лиза методом ИК-спектроскопии. Кроме того, β-кон- 
фигурация моносахаридных остатков полисахари- 
дов подтверждается спектрами 13С-ЯМР, в которых 
характерные сигналы для аномерных атомов углерода 
C1 появляются при 97.84–102.75 м.д. [22].

Химические сдвиги аномерных протонов остатков 
1,3-Glcp (остаток A) GW-1 были обнаружены при 
4.81 и 4.42 м.д.. Это указывает на то, что оста- 
ток β-связанный. На спектрах 13C-ЯМР и 1H-ЯМР 
полисахарида GW-1 видны характерные для груп- 
пировок атомов сигналы протонов и углеродов с 
центрами при 1,3-Glcp Н2/C2, C3/Н3, H4/C4, H5/C5,  
H6/C6 наблюдаются при 3.92/80.07, 3.73/83.51, 
3.69/66.68, 3.70/77.22 и 3.75/60.66 м.д. соответственно 
(рис. 6). Исследования HMBC и NOESY показали, 
что остаток 1,3-Glcp GW-1 связан с 1,3,6-Glcp 
посредством β-(1,3)-гликозидной связи. 

В спектрах остатков 1,3,6-Glcp (остаток B) фракции  
GW-1 специфические сигналы аномерного протона 
проявлялись при 4.78 и 4.64 м.д., указывая на то, 
что остатки имеют β-конфигурацию. На спектрах 
13C-ЯМР, 1H-ЯМР полисахарида GW-1 характерные 
для группировок атомов сигналы протонов и углеро- 

дов с центрами при 1,3,6-Glcp Н2/C2, C3/Н3, H4/C4, 
H5/C5, H6/C6 появляются при 3.68/79.07, 3.78/84.06, 
3.94/66.73, 3.67/74.32, 3.91/69.30 м.д. соответственно. 
Эксперименты HMBC и NOESY показали, что остат- 
ки 1,3,6-Glcp в GW-1 связаны друг с другом и с остат- 
ком 1,3-Glcp посредством β-(1,3)-гликозидной связи, 
1,4,6-Glcp-остатки связаны с 1,4-Glcp-, 1,6-Glcp-  
посредством β-(1,6)-, β-(1,6)- и β-(1,4)-гликозидных 
связей. 

Спектроскопические исследования остатков 1,4- 
Glcp (остаток C) в полисахариде GW-1 показали, 
что остатки присутствуют в β-конфигурации. В 
спектрах GW-1 специфические сигналы для 1,3,6-
Glcp H1/C1, Н2/C2, C3/Н3, H4/C4, H5/C5, H6/C6 
проявляются при 5.01/97.84, 3.33/72.97, 3.52/75.68, 
3.68/79.07, 3.49/75.73, 3.73/60.64 м.д. соответственно. 
Исследования HMBC и NOESY показали, что остаток 
1,4-Glcp в образце GW-1 связан с 1-Glcp- и 1,4,6-Glcp-
остатками посредством β-(1,4)- и β-(1,6)-гликозидных 
связей соответственно.

Дальнейшие исследования показали, что остатки 
1,4,6-Glcp (остаток D) полисахарида GW-1 имеют 
β-конфигурацию. В спектрах GW-1 резонансы 1,4,6-
Glcp H1/C1, Н2/C2, C3/Н3, C4/Н4, H5/C5, H6/C6 
обнаружены при 5.09/101.50, 3.55/72.56, 3.42/75.71, 
3.83/78.04, 3.38/74.35, 4.04/69.27 м.д. соответственно. 
Анализ HMBC и NOESY показал, что остатки 1,4,6- 
Glcp в GW-1 связаны с остатками 1,3,6-Glcp-, 1,4- 

  

Остаток гликозидной связи H1/C1 Н2/C2 H3/C3 H4/C4 H5/C5 H6/C6

1,3-Glcp (A) 4.81/102.30 3.92/80.07 3.73/83.51 3.69/66.68 3.70/77.22 3.75/60.66

1,3,6-Glcp (B) 4.78/102.41 3.68/79,07 3.78/84.06 3.94/66.73 3.67/74.32 3.91/69.30

1,4-Glcp (C) 5.01/97.84 3.33/72.97 3.52/75.68 3.68/79.07 3.49/75.73 3.73/60.64

1,4,6-Glcp (D) 5.09/101.50 3.55/72.56 3.42/75.71 3.83/78.04 3.38/74.35 4.04/69.27

Терминал-Glcp (E) 4.55/102.45 3.86/72.15 3.64/74.75 3.71/71.57 3.86/76.32 4.01/60.16

1,6-Glcp (F) 4.88/100.27 3.80/72.50 3.52/74.68 3.69/69.67 3.51/75.31 3.87/68.26

  

Таблица 4. Химические сдвиги 1H-ЯМР и         
Ganoderma lucidum
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Рис. 6. Спектры 13C-ЯМР (a), 1H-ЯМР (б), HSQC (в) и HMBC (г) полисахарида GW-1.

Glcp- и 1,3-Glcp по β-(1,4)-, β-(1,6)- и β-(1,3)-глико- 
зидным связям соответственно.

В спектрах GW-1 были обнаружены концевые 
остатки 1-Glcp (остаток E), имеющие β-конфигура- 
цию. В спектрах GW-1 характерные сигналы для 
1-Glcp H1/C1, Н2/C2, C3/Н3, C4/Н4, H5/C5, H6/C6 
обнаружены при 4.55/102.45, 3.86/72.15, 3.64/74.75, 
3.71/71.57, 3.86/76.32, 4.01/60.16 м.д. соответственно. 
Эксперименты HMBC и NOESY ясно показали, что 
концевые остатки в GW-1 связаны с остатками 1,3,6-
Glcp-, 1,6-Glcp- и 1,4-Glcp посредством β-(1,6)-, 
β-(1,6)- и β-(1,4)-гликозидных связей соответственно. 

Спектроскопические исследования показали, что 
полисахариды содержат остатки 1,6-Glcp (остаток F),  

имеющие β-конфигурацию. В спектрах GW-1 специ- 

фические сигналы для 1,6-Glcp H1/C1, Н2/C2, C3/Н3, 

C4/Н4, H5/C5, H6/C6 обнаружены при 4.88/100.27, 

3.80/72.50, 3.52/74.68, 3.69/69.67, 3.51/75.31,  

3.87/68.26 м.д. соответственно. В исследованиях HMBC  

и NOESY кросс-пики показали, что остатки 1,6-Glcp 

в образцах GW-1, связаны с 1,3,6-Glcp- и концевыми 

1-Glcp-остатками посредством β-(1,6)-гликозидных 

связей. 

На основании результатов анализа метилирования, 

1D и 2D ЯМР-спектров были выяснены порядок и 

последовательность связывания, а также возможные 

структуры моносахаридных остатков в полисахаридах 

GW-1. На рис. 7 показан порядок связывания, по- 
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следовательность и возможные структуры полиса- 
харидов GW-1. Выясненная структура показывает, 
что полисахарид GW-1 – разветвленный полисахарид 
β-глюканового типа. В полисахаридных цепях раз- 
ветвление происходит за счет остатков 1,3,6-Glcp 
и 1,4,6-Glcp. Степень разветвления полисахарида  
GW-1 оказалось равной 0.75. 

Ранее была изучена противоопухолевая и гепато- 
протекторная активность водорастворимого поли- 
сахарида (GW) in vivo [23, 24]. Установлено, что под 
влиянием полисахарида (25 мг/кг в сутки в течение 
10 сут перарально) наблюдается ингибирование  
роста солидной опухоли аденокарциномы Эрлиха  
у мышей на 59.34% по объему и 60.21% по массе.  
На модели острого токсического гепатита, вызван- 
ного введением 50%-ного раствора четырех- 
хлористого углерода, оценена гепатопротекторная 
активность. По результатам исследования водо- 
растворимый полисахарид (GW) базидиального 
гриба Ganoderma luсidum в дозе 25 мг/кг обла- 
дает высокой гепатопротекторной активностью. 
Показано снижение активности ферментов пече- 
ни (аланинаминотрансфераза (АЛТ), аспартатамино- 
трасфераза (АСТ) и щелочная фосфатаза (ЩФ)) 
в опытных группах. Полученные данные свиде- 
тельствуют о том, что выделенные полисахариды  
(GW) представляют собой перспективные биологи- 
чески активные компоненты, на основе которых воз- 

можно создание лекарственных средств с гепато- 
протекторной и противоопухолевой активностью.

Все фармакологические исследования острой 
токсичности препаратов проводили на здоровых поло- 
возрелых животных (мышах), прошедших карантин 
не менее 14 сут. 

В конце эксперимента вычисляли средне-смер- 
тельную дозу (LD50) и определяли класс токсичнос- 
ти [25, 26].

Для изучения острой токсичности на мышах 
препарат GW вводили однократно внутрижелудочно 
в дозах 500, 1200, 1600 и 2000 мг/кг. Через 510 мин 
после введения препарата во всех изучаемых дозах 
у животных наблюдалось умывание, сужение глаз, 
кучкование и мочеиспускания. Мыши во всех группах 
возвращались к норме в течение 2–3 ч. Гибели 
животных во всех использованных дозах препарата 
не было отмечено (0/5).

Другие изученные показатели: состояние воло- 
сяного и кожного покрова, положение хвоста, коли- 
чество и консистенция фекальных масс, изменения 
массы тела – во всех использованных дозах на 
протяжении всего срока исследования (14 сут) не 
отклонялись от нормы.

Изучение острой токсичности препарата GW 
(табл. 5) при пероральном введении показало, 
что препарат при внутрижелудочном введении 
мышам соответствует LD50 ≥ 2000 мг/кг. Согалсно 

Рис. 7. Порядок связывания, последовательность моносахаридов и возможные структуры полисахаридов GW-1.
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модифицированной классификации OECD (Орга- 
низация экономического содействия и развития), дан- 
ный препарат при пероральном введении относится 
к V классу практически нетоксичных соединений. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Выделение водорастворимых полисахаридов. 
В качестве природного сырья для извлечения водо- 
растворимых полисахаридов нами был выбран бази- 
диальный трутовой гриб трутовик лакированный 
(также возможны названия Линчжи или Рейши) 
(лат. Ganoderma lucidum) – гриб рода Ganoderma, 
в настоящее время включаемый в семейство Poly- 
poraceae. Ganoderma lucidum собран в местах 
естественного произрастания на территории Узбе- 
кистана в Бустанлыкском районе.

Для выделения водорастворимых полисахаридов 
из природного сырья использовали высушенные, 
измельченные, обезжиренные трутовые тела. Высу- 
шенное сырье взвешивали (100 г) и экстрагировали 
трижды горячей водой на кипящей водяной бане с  
обратным холодильником (при суммарном соотно- 
шении сырья и экстрагента 1  :  20, 1  :  15, 1  :  10). 
Суммарная продолжительность трех экстрагирований 
составляла 6 ч. Полученные водные экстракты объеди- 
няли, фильтровали и упаривали на роторном испарителе 
при температуре 50°С до 1/5 первоначального объема 
и лиофилизовали. Выделенные водорастворимые 
полисахариды (GW) представляют собой порошок 
кремового цвета, который хорошо растворяется в воде, 

при низкой концентрации образует опалесцирующий 
раствор, а при высокой концентрации – вязкий 
раствор.

Ионообменная хроматография. Образец водо- 
растворимого полисахарида (GW) (100 мг) раство- 
ряли в 5 мл дистиллированной воды и наносили на 
колонку (14 × 3 см) с DEAE-целлюлозой 52 (Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Германия). Элюирование 
полисахаридов проводили последовательно 0–1 М  
градиентным раствором NaCl со скоростью 60 мл/ч.  
Отбирали фракции объемом по 10 мл. Выход поли- 
сахаридов из колонки контролировали фенол-серно- 
кислотным методом [27].

Фракции объединяли, концентрировали, диализо- 
вали и лиофильно высушивали.

Фенол-сернокислотный метод. Определение 
общего содержания сахара проводили фенол-серно- 
кислотным методом. К раствору полисахарида (0.5 мл)  
добавляли 5%-ный раствор фенола и 2.5 мл концен- 
трированной серной кислоты, помещали смесь на 
водяную баню на 10 мин. Строили калибровочную 
кривую для растворов глюкозы (10–120 мкг/мл). 
Исследования проводили на спектрофотометре 
Shimadzu UV-VIS 1280 (Shimadzu Europa GmbH, 
Германия) при длине волны 490 нм [28].

Эксклюзионно-жидкостная хроматография. 
Молекулярно-массовые характеристики водораство- 
римых полисахаридов определяли на жидкостном 
хроматографе 1260 Infinity (Agilent, США) с использо- 
ванием хроматографической колонки PL aquagel-OH  

Таблица 5. Острая токсичность при пероральном введении водорастворимого полисахарида (GW) из базидиального 
гриба Ganoderma lucidum

Препарат Вид животных, путь введения Доза, мг/кг Число погибших/ число  
животных LD50, мг/кг

Водорастворимый полисахарид 
(GW) из Ganoderma lucidum

Мыши,
перорально

500
1200
1600
2000

0/5
0/5
0/5
0/5

≥2000
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MIXED (Англия) длиной 300 мм и внутренним диа- 
метром 8 мм. 

ИК-спектроскопия. ИК-спектры исследуемых 
образцов регистрировали на ИК-Фурье-спектрометре 
IRTracer-100 (Shimadzu Corp., Япония) в диапазоне 
частот 400–4000 см–1 [29].

Исследование структуры полисахаридов мето- 
дом метилирования. Навеску полисахарида (5 мг) 
растворяли в 1 мл диметилсульфоксида, добавляли 
30–40 мг тонкоизмельченного гидроксида натрия и 
далее при перемешивании приливали 0.5 мл СН3I. 
Реакционную смесь выдерживали 1 ч, приливали 
5 мл хлороформа, промывали несколько раз водой, 
после чего хлороформный раствор упаривали, 
остаток гидролизовали нагреванием с 1 мл 2 М 
раствора трифторуксусной кислоты при 100°С в 
течение 8 ч [17]. Кислоту отгоняли упариванием с 
этанолом, полученные метилированные производные 
моносахаридов переводили в ацетаты полиолов 
и идентифицировали с помощью хромато-масс-
спектрометрии [30].

ЯМР-спектроскопия. Спектры 1H-ЯМР и 13С-ЯМР  
регистрировали на спектрометре JNM-ECZ600R 
(JEOL, Япония) при рабочей частоте 600 МГц, для  
1Н в растворах D2O. В качестве внутреннего стан- 
дарта в спектрах 1Н-ЯМР использовали сигнал воды 
(4.8 м.д.). Спектры 13С-ЯМР регистрировали по 
стандартным методикам.

Острая токсичность. Для определения пара- 
метров острой токсичности использовали метод 
Литчфилда и Уилкоксона [31]. Острую токсичность 
препарата изучали на белых беспородных мышах 
обоих полов массой 20.0 ± 2.0 г из питомника “Центр 
государственного санитарно-эпидемиологического 
надзора” г. Ташкента (Узбекистан), в каждой группе 
было по шесть животных. Опыты проводили на 
здоровых половозрелых животных, прошедших 

карантин не менее 14 сут. Препарат GW вводили 
мышам однократно внутрижелудочно в дозах 500, 
1200, 1600 и 2000 мг/кг, мышам контрольной группы 
тем же способом вводили 0.5 мл дистиллированной 
воды.

За животными осуществляли наблюдение ежечас- 
но в течение первого дня эксперимента в условиях 
лаборатории, при этом в качестве показателей фун- 
кционального состояния животных фиксировали 
общее состояние, возможные судороги, выживаемость 
и гибель. Далее ежедневно, в течение двух недель в 
условиях вивария у животных всех групп наблюдали 
за общим состоянием и активностью, особенностями 
поведения, частотой и глубиной дыхательных дви- 
жений, состоянием волосяного и кожного покрова, 
положением хвоста, количеством и консистенцией фе- 
кальных масс, частотой мочеиспускания, изменением 
массы тела и другими показателями. Всех подопытных 
животных содержали в одинаковых условиях и на 
общем рационе питания со свободным доступом к 
воде и пище [32]. В конце эксперимента вычисляли 
средне-смертельную дозу (LD50) и определяли класс 
токсичности [33].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Из базидиомицетного сырья Ganoderma lucidum  
выделены разветвленные полисахариды β-глюка- 
нового типа. Установлено, что выделенные фракции 
содержат разветвленные полисахариды в виде ком- 
плексов с меланином.

Изучены физико-химические свойства, структурные 
характеристики выделенных β-D-глюканов. Установ- 
лено, что макромолекулярные структуры β-глюканов 
состоят из ангидроглюкопиранозного звена, связан- 
ного посредством β-1,3-, частично β-1,4-гликозидных 
связей. Разветвленная часть состоит из остатков β-D-
глюкозы, которые связаны одной или несколькими 
β-1,6-гликозидными связями. Доказана степень 
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разветвления β-D-глюканов для базидиального гриба 
Ganoderma lucidum со значением 0.75. 
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Isolation, Physico-Chemical Characteristics  
and Acute Toxicity Determination of Water-Soluble  

Polysaccharide from Basidial Raw Material Ganoderma lucidum
S. B. Khaytmetova*, #, A. S. Turaev*, G. A. Khalilova*, and B. I. Muhitdinov*

# Е-mail: xsb75@mail.ru

* Institute of Bioorganic Chemistry named A.S. Sadykov AS RUz, ul. Mirzo Ulugbek 83, Tashkent, 100125 Uzbekistan

As a result of the study, branched polysaccharides were isolated from the basidiomycete raw materials of Ganoderma 
lucidum. It has been established that the isolated fractions contain branched polysaccharides in the form of complexes 
with melanin. After purification of polysaccharides by ion-exchange chromatography, two fractions were obtained 
from basidial raw materials: neutral polysaccharides GW-1 with a yield of 25.71% and anionic polysaccharides 
GW-2, the yield of which was 5.26%, respectively. The physicochemical properties of the obtained samples were 
studied by IR and UV spectroscopy. The degree of purity of the obtained fractions of branched polysaccharides 
was established. Using gas chromatography, one-dimensional (13C NMR, 1H NMR) and two-dimensional (COSY, 
TOCSY, HSQC, HMBC, NOESY) NMR spectroscopy, the composition and molecular structure of the obtained 
polysaccharide samples were determined. The results showed that the isolated and purified polysaccharides are 
branched glucans with 1,4,6- and 1,3,6-bonds between glucopyranose units. Pharmacotoxicological studies were 
carried out on white outbred mice and it was found that the resulting polysaccharides belong to class V, practically 
non-toxic compounds (LD50 ≥ 2000 mg/kg). Isolated polysaccharides (GW) are promising biologically active 
components, on the basis of which it is possible to create drugs with hepatoprotective and antitumor activity.

Keywords: β-glucan, basidiomycetes, fruit body, physical and chemical characteristics
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