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В водном экстракте из мицелия светящегося базидиомицета Neonothopanus nambi после его обработ-
ки β-глюкозидазой обнаружен стимулятор светоизлучения гриба. Добавки экстракта к светящемуся
мицелию увеличивают уровень световой эмиссии от нескольких раз до 1.5 порядков и более. Сти-
мулятор свечения является низкомолекулярным, термостабильным соединением – выявляется в
подмембранной фракции при фильтрации экстракта через мембрану с пределом исключения
10 кДа, сохраняет стимулирующий эффект после термообработки при 100°С в течение 5 мин.
В спектре поглощения водного образца стимулятора наблюдаются два основных пика в коротко-
волновой области (205 и 260 нм) и плечо в диапазоне 350–370 нм. Стимулятор свечения обладает си-
ней флуоресценцией с максимумом эмиссии 440 нм при возбуждении длиной волны 360 нм. Уста-
новлено, что стимулирующий свечение компонент не является субстратом (или его предшествен-
ником) люминесцентной системы гриба N. nambi.
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В недавних исследованиях мы использовали
оригинальный способ обработки мицелия светя-
щегося базидиомицета Neonothopanus nambi β-
глюкозидазой для выделения его экстраклеточ-
ных ферментов с оксидазной функцией [1]. В до-
полнительных экспериментах с полученными
водными экстрактами мы обнаружили интерес-
ный эффект. Добавки аликвот экстракта к образ-
цам светящегося мицелия N. nambi значительно
увеличивали интенсивность их световой эмис-
сии. При этом сами экстракты не обладали реги-
стрируемым свечением. Это позволило высказать
предположение, что в экстрактах присутствует ком-
понент, который стимулирует свечение гриба.

Настоящая работа посвящена изучению неко-
торых свойств обнаруженного стимулятора све-
чения базидиомицета N. nambi.

В работе использовали мицелий высшего гри-
ба N. nambi IBSO 2391 из Коллекции микроорга-
низмов (CCIBSO 836) Института биофизики
ФИЦ КНЦ СО РАН (Красноярск), который был

ранее предоставлен Н.В. Псурцевой из Коллек-
ции культур базидиомицетов LE-BIN Ботаниче-
ского института РАН (Санкт-Петербург). Экспе-
рименты проводили с шарообразными пеллетами
мицелия диаметром 2–7 мм, полученными при
глубинном культивировании гриба в жидкой кар-
тофельно-сахарозной среде (“HiMedia Laborato-
ry”, Индия) [1]. Выращивание биомассы прово-
дили в течение 8 сут. После культивирования
пеллеты извлекали из питательной среды и много-
кратно промывали деионизированной (ДИ) водой
(Milli-Q system, “Millipore”, США) для удаления
остатков питательной среды и метаболитов. Вод-
ный экстракт, содержащий стимулятор свечения
базидиомицета N. nambi, получали следующим об-
разом. Отмытые пеллеты мицелия помещали в све-
жий объем ДИ воды, содержащей β-глюкозидазу из
сладкого миндаля (“Serva”, Германия) в концентра-
ции 0.5 МЕ/мл, и инкубировали при 25°C в течение
24 ч при медленном перемешивании со скоростью
80 об/мин (шейкер OS-10, “BIOSAN”, Латвия). Ис-
ходный раствор β-глюкозидазы готовили в 10 мM
фосфатном буфере (рН 6.0). После инкубации жид-
кую часть (водный экстракт) отделяли от биомассы
фильтрацией через бумажный фильтр. Разделение
высоко- и низкомолекулярных компонентов по-
лученного экстракта проводили с помощью его
ультрафильтрации через мембрану с пределом
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исключения 10 кДа (“EMD Millipore Amicon,
Darmstadt”, Германия). Для более полного отделе-
ния низкомолекулярных соединений от высокомо-
лекулярных компонентов при ультрафильтрации
экстракта в нем трижды заменяли ДИ воду, каждый
раз собирая подмембранные фильтраты. После за-
вершения диализа надмембранную фракцию, со-
держащую высокомолекулярные компоненты
экстракта (экстраклеточные белки и ферменты
гриба), отбирали и использовали в исследовани-
ях. Содержащие низкомолекулярные компонен-
ты подмембранные фильтраты объединяли и
концентрировали на роторном испарителе Ro-
tavapor R-215 (“Buchi”, Швейцария). Получен-
ный концентрат использовали в экспериментах.

Спектральные исследования водных образ-
цов, содержащих низкомолекулярные компонен-
ты (экстракт, концентрат и пробы после его хро-
матографии), проводили на спектрофотометре
UV-1800 (“Shimadzu”, Япония) и спектрофлуори-
метре Varian Cary Eclipse (“Agilent Technologies”,
США).

Фракционирование низкомолекулярных ком-
понентов и предварительную оценку молекулярной
массы изучаемого стимулятора свечения проводили
с помощью гель-фильтрационной хроматографии
концентрата на колонке (0.8 × 20 см) с Bio-Gel P2
(“Bio-Rad”, США), уравновешенной ДИ водой.
На колонку наносили 0.5 мл концентрата. Хрома-
тографию проводили при скорости протока
0.2 мл/мин, используя в качестве элюента ДИ во-
ду и собирая пробы объемом 1 мл. Наличие и рас-
пределение стимулятора в хроматографических
пробах определяли по интенсивности их флуо-
ресценции, регистрируемой при длине волны
440 нм (Varian Cary Eclipse) после возбуждения
длиной волны 360 нм. Для оценки молекулярной
массы стимулирующего компонента, при указан-
ных выше условиях (размер колонки, объем на-
носимого образца, элюент и скорость протока)
проводили хроматографию маркерных соедине-
ний, растворы которых готовили в ДИ воде. В ка-
честве маркеров использовали рибофлавин и
ФМН (“Sigma”, США), и НАД (“Serva”, Герма-
ния) с молекулярными массами 0.38, 0.46 и 0.66 кДа
соответственно.

Эффект стимулятора на свечение гриба
N. nambi оценивали с использованием пеллет ми-
целия, выращенных, как изложено выше, и про-
инкубированных в ДИ воде в течение 12 ч для бо-
лее полного удаления остатков питательной сре-
ды и метаболитов. Интенсивность и динамику
люминесценции регистрировали с помощью лю-
минометра Glomax® 20/20 (“Promega BioSystems
Sunnyvale, Inc.”, США) в режиме одно измерение
в секунду. Индивидуальные пеллеты мицелия по-
мещали в прозрачные пластиковые пробирки
объемом 1.5 мл (“Eppendorf”, Германия), содер-

жащие 500 мкл ДИ воды. Пробирки устанавлива-
ли в измерительную камеру люминометра и реги-
стрировали начальный уровень свечения пеллет.
После этого в пробы аккуратно (без перемешива-
ния) вносили 5 мкл тестируемого образца стимуля-
тора и вновь регистрировали интенсивность и ди-
намику светового сигнала пеллет. Уровень люми-
несценции выражали в относительных единицах.

При исследовании термостабильности изучае-
мого стимулятора образцы концентрата низкомо-
лекулярных соединений (объем 200 мкл) поме-
щали в пластиковые пробирки и инкубировали
при 100°С (термостат TB-85 Thermo Batch, “Shi-
madzu”, Япония) в течение 1–5 мин. После этого
пробы охлаждали в ледяной бане и затем оцени-
вали эффект термообработанного стимулятора на
свечение мицелия N. nambi, как изложено выше.

Для проверки применимости обнаруженного
стимулятора в качестве субстрата светоизлучаю-
щей системы базидиомицета N. nambi использо-
вали люминесцентную систему, выделенную из
мицелия гриба изложенным нами ранее методом
[2]. Проверку функциональной активности полу-
ченной системы проводили следующим образом.
Аликвоты препарата выделенной системы объ-
емом 200 мкл вносили в пластиковые пробирки,
которые помещали в люминометр (Glomax®
20/20) и добавкой 5 мкл раствора 10 мМ НАДФН
и 5 мкл раствора 33 мкМ гиспидина инициирова-
ли люминесцентную реакцию, регистрируя ин-
тенсивность и динамику световой эмиссии. До-
казано, что гиспидин является предшественни-
ком субстрата реакции светоизлучения высших
грибов, который преобразуется НАД(Ф)Н-зави-
симой гидроксилазой в 3-гидроксигиспидин (лю-
циферин) и затем окисляется люциферазой с из-
лучением квантов видимого света [3–8], что со-
гласуется с высказанной ранее гипотезой о
двухстадийном процессе свечения базидиомице-
тов [9, 10]. В работе использовали НАДФН (“Ser-
va”, Германия) и гиспидин (“Sigma-Aldrich”,
США). Исходный раствор гиспидина с концен-
трацией 20 мМ готовили в метаноле (“Sigma-Al-
drich”) и хранили при температуре –20°C. Для
экспериментов водный раствор гиспидина с кон-
центрацией 33 мкМ готовили in situ последова-
тельными разведениями исходного раствора ДИ
водой. Оценку применимости стимулятора в ка-
честве субстрата (или его предшественника) све-
тоизлучающей реакции проводили с помощью
выделенной люминесцентной системы при ука-
занных выше экспериментальных условиях.
В этом случае вместо раствора гиспидина в реак-
ционную смесь добавляли 5 мкл водного образца
стимулятора.

В исследованиях мы установили, что обнару-
женный нами стимулятор свечения базидиоми-
цета N. nambi является низкомолекулярным со-
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единением. При добавлении аликвот концентра-
та низкомолекулярных компонентов к пеллетам
светящегося мицелия мы наблюдали быстрый
(несколько секунд) подъем уровня их световой
эмиссии, который мог превышать начальный
уровень от нескольких раз до 1.5 порядков и более
(рис. 1). Из представленных данных видно, что
после выхода светового сигнала на максимум на-
блюдается его снижение в течение нескольких
минут. Повторные добавки концентрата вновь
стимулировали подъем свечения с амплитудой
светового сигнала, соизмеримого или превышаю-
щего первый сигнал (рис. 1). Стимуляцию свече-
ния мицелия N. nambi мы наблюдали при после-
довательных многократных (4–6 раз) добавках
концентрата низкомолекулярных компонентов к
одним и тем же образцам пеллет. В то же время
добавки к светящимся пеллетам 5 мкл концентра-
та высокомолекулярных соединений (надмем-
бранная фракция после ультрафильтрации экс-
тракта) не вызывали сколько-нибудь заметных
изменений в уровнях их световой эмиссии. Важно
отметить, что использованные нами концентраты
высоко- и низкомолекулярных компонентов экс-
тракта из пеллет мицелия N. nambi не обладали ре-
гистрируемым свечением. При тестировании обоих
препаратов уровни их люминесценции не отли-
чались от фонового сигнала измерительного при-
бора (люминометр Glomax® 20/20).

В работе мы установили, что обнаруженный
нами стимулятор свечения гриба N. nambi являет-
ся термостабильным соединением и сохраняет
стимулирующий эффект после термообработки
концентрата низкомолекулярных компонентов
при 100°C в течение 5 мин.

В спектре поглощения концентрата, содержа-
щего стимулятор свечения, мы выявили наличие
двух основных пиков в коротковолновой области
при 205 и 260 нм и плеча в районе 350–370 нм
(рис. 2). В экспериментах было установлено, что
возбуждение водных образцов концентрата дли-
нами волн 350–370 нм сопровождается их флуо-
ресценцией с максимумом световой эмиссии при
440 нм (рис. 2). При этом важно отметить, что мы
не выявили изменений в спектре флуоресценции
и величине максимума световой эмиссии после
термообработки содержащего стимулятор свече-
ния концентра в течение 5 мин при 100°C. Это
позволило высказать версию, что обнаруженный
нами термоустойчивый стимулятор свечения
гриба N. nambi является флуоресцентным соеди-
нением.

Экспериментальную проверку высказанного
выше предположения осуществляли следующим
образом. Вначале мы провели разделение низко-
молекулярных компонентов концентрата с помо-
щью гель-фильтрационной хроматографии на
колонке с Bio-Gel P2 с последующей оценкой
уровня флуоресценции в полученных хромато-
графических пробах. При скрининге хроматогра-
фических фракций мы выявили наличие только
одного пика флуоресценции (рис. 3). Исходя из
этого, на следующей стадии мы объединили
фракции, находящиеся на подъеме, в максимуме
и на спаде флуоресцентного пика в три отдельных
образца – 1, 2 и 3 соответственно, которые были
затем сконцентрированы на роторном концен-
траторе (Concentrator 5301, “Eppendorf”, Герма-
ния) до одинаковых объемов. Сравнительную
оценку эффекта полученных концентратов на

Рис. 1. Эффект возрастания интенсивности свечения пеллет мицелия N. nambi от нескольких раз (а) до 1.5 порядков
(б) при последовательных добавках концентрата низкомолекулярных компонентов. Стрелками показаны моменты
добавления концентрата (по 5 мкл) в пробу.
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свечение пеллет мицелия N. nambi проводили,
как изложено выше, добавляя в тестируемые про-
бы одинаковые объемы (5 мкл) концентратов.

В сравнительных экспериментах мы установи-
ли, что сконцентрированный образец 2 обладал
гораздо большим стимулирующим свечение ми-
целия N. nambi эффектом, по сравнению с образ-
цами 1 и 3 (рис. 4). Это следует из анализа макси-
мального уровня свечения пеллет, стимулирован-
ного добавлением образцов, и площади под
кривыми регистрируемых люминесцентных сиг-
налов, отражающей суммарный квантовый выход
реакции (рис. 4).

Из расчетов площадей под кривыми люминес-
центных сигналов при стимуляции свечения пел-
лет N. nambi образцами 1, 2 и 3 соотношение кван-
товых выходов составило 2 : 11 : 0.5 соответствен-
но. Совокупность этих данных позволяет с
достаточной уверенностью полагать, что обнару-
женный нами стимулятор свечения является флу-
оресцентным соединением.

По предварительным данным гель-фильтра-
ционной хроматографии на колонке с Bio-Gel P2
кажущаяся молекулярная масса стимулятора,
рассчитанная нами из максимума пика флуорес-

Рис. 2. Спектр поглощения (а) и спектры возбуждения и флуоресценции (б) концентрата низкомолекулярных соеди-
нений, содержащего стимулятор свечения гриба N. nambi. На вставке приведен фрагмент спектра поглощения в диа-
пазоне 300–420 нм. В спектрах возбуждения и флуоресценции значения нормированы на максимальные уровни све-
товой эмиссии.
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ценции (рис. 3), по данным нескольких экспери-
ментов находится в диапазоне 0.4–0.6 кДа.

В исследованиях мы установили, что компо-
нент, стимулирующий свечение пеллет мицелия
N. nambi, не является субстратом (или его пред-
шественником) люминесцентной системы, выде-
ленной из данного гриба. По крайней мере после
добавки 5 мкл содержащих стимулятор концен-
трата низкомолекулярных соединений и скон-
центрированного после его хроматографии об-
разца 2 к активированной НАДФН люминес-
центной системе мы не наблюдали изменений в
уровне ее световой эмиссии.

Таким образом, в экстрактах из мицелия све-
тящегося гриба Neonothopanus nambi после обра-
ботки β-глюкозидазой обнаружен стимулятор
грибного свечения. Установлено, что стимулятор
свечения является низкомолекулярным, термо-
стабильным соединением и при добавках к пелле-
там светящегося мицелия увеличивает уровень их
световой эмиссии от нескольких раз до 1.5 поряд-
ков и более. Результаты экспериментов свиде-
тельствуют в пользу того, что обнаруженный ком-
понент является флуоресцентным соединением и
при возбуждении длинами волн 350–370 нм облада-
ет синей флуоресценцией с максимумом световой
эмиссии 440 нм. Установлено, что стимулятор све-
чения не является субстратом (или предшественни-
ком субстрата) люминесцентной системы гриба
N. nambi. Механизм стимуляции свечения обна-
руженным компонентом пока непонятен и требу-
ет дальнейшего изучения. Приоритетной бли-

жайшей задачей дальнейших исследований будет
являться выделение обнаруженного компонента
в чистом виде для установления его структуры и
механизма стимулирующего свечение эффекта.
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Рис. 4. Стимуляция свечения пеллет мицелия N. nam-
bi образцами объединенных и сконцентрированных
хроматографических фракций, находящихся на
подъеме (1), в максимуме (2) и на спаде (3) флуорес-
центного пика (см. рис. 3). Стрелками показаны мо-
менты добавления образцов (по 5 мкл) к пеллетам.
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FINDING THE LIGHT EMISSION STIMULATOR OF Neonothopanus nambi 
BASIDIOMYCETE AND STUDYING ITS PROPERTIES

N. O. Ronzhina,#, E. D. Posokhinaa, O. A. Mogilnayaa, and V. S. Bondara
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A stimulator of light emission of the fungus has been found in an aqueous extract from mycelium of the lumi-
nous basidiomycete Neonothopanus nambi after its treatment with β-glucosidase. The addition of the extract
to the luminous mycelium increases the level of light emission from several times to 1.5 orders of magnitude
or more. The luminescence stimulator is a low molecular weight thermostable compound: it is detected in the
permeate after filtering the extract through a 10 kDa cutoff membrane and it retains the stimulating effect af-
ter heat treatment at 100°C for 5 min. In the absorption spectrum of the aqueous sample of the stimulator,
two main peaks are observed in the shortwave region (205 and 260 nm) and a shoulder can be seen in the
range of 350–370 nm. The luminescence stimulator exhibits blue fluorescence with an emission maximum
of 440 nm when excited at 360 nm. It has been established that the luminescence-stimulating component is
not a substrate (or its precursor) of the luminescent system of the N. nambi fungus.

Keywords: bioluminescence, Neonothopanus nambi, luminescent mycelium, light emission stimulator, f luo-
rescence
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