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Исследование состава липидов и осмолитов конидий ксерогалофила Aspergillus penicilloides, выра-
щенного на средах с высоким содержанием NaCl и глицерина, важно для понимания функций этих
соединений в адаптации экстремофила. В конидиях гриба, полученных на среде с глицерином, на-
блюдалось до 15% от сухой массы углеводов и полиолов цитозоля (УиП) и преобладание глицерина
в их составе (60% от суммы), тогда как на среде с NaCl доля глицерина на превышала 20%, а коли-
чество УиП составляло 10%. На обеих средах доля (20%) и количество (2.5%) трегалозы было оди-
наково, т.е. на долю полиолов приходилось около 80%, однако их состав различался, что указывает
на возможную синергию между трегалозой и полиолами в адаптации. Для обоих вариантов конидий
характерно низкое содержание как мембранных, так и запасных липидов, представленных, в основ-
ном триацилглицеринами. В составе мембранных липидов конидий гриба, независимо от состава
среды, доминируют фосфатидилхолины и стерины, что свидетельствует о высокой стабилизации и
консервативности липидного бислоя. Постоянство состава мембранных и запасных липидов и их
низкое количество, высокий уровень УиП и существенные различия в их составе указывают на клю-
чевую роль осмолитов в адаптации конидий гриба к различным условиям среды.
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Исследование спор экстремофильных грибов
представляет большой интерес в связи с эволюцией
и особенностями выживания в экстремальных усло-
виях. Спора ‒ ключевая структура в жизненном
цикле гриба, так как она обеспечивает сохранение
жизни во времени и пространстве, ее можно рас-
сматривать как надежный сейф для грибного ге-
нома (Osherov, May, 2001). Споры грибов способны
находиться в разных типах покоя (экзогенном и
эндогенном) и могут быть как средством пережива-
ния неблагоприятных условий, так и средством рас-
пространения (Sussman, Halvorson, 1966). Споры в
большей степени, чем мицелий защищены от не-
благоприятных воздействий внешней среды благо-
даря низкому уровню метаболических процессов
и высокому содержанию осмолитов. Осмолиты ‒
низкомолекулярные соединения, защищающие
макромолекулы и мембраны клетки (Yancey, 2005).
У грибов осмолиты представлены, в основном, тре-
галозой и полиолами. Споры грибов содержат
большое количество трегалозы, сравнимое с ее
уровнем в мицелии мезофильных грибов в условиях

теплового шока (ТШ) (Терёшина, 2005). Трегалоза
является многофункциональным соединением:
выполняет транспортную, запасную, протектор-
ную, антиоксидантную функции (Elbein et al., 2003;
Iturriaga et al., 2009; Tapia, Koshland, 2014; Ar-
güelles et al., 2017; Kahraman et al., 2019; Kosar et al.,
2019). В отличие от других осмолитов, ее протек-
торное действие распространяется не только на
макромолекулы клетки, но и на мембраны. У га-
лофильных и ксерофильных грибов основным
осмопротектором является глицерин (Prista et al.,
2005; Kogej et al., 2007; Zajc et al., 2014; Stevenson
et al., 2017; Danilova et al., 2022).

Ранее нами было показано, что у ксерогало-
фильного гриба Aspergillus penicillioides, выращен-
ного на средах с высоким содержанием NaCl или
глицерина, в мицелии накапливалось большое
количество глицерина, но доля других полиолов ‒
маннита, арабита и эритрита была значительно
выше на среде с солью (Danilova et al., 2022). На
примере многих грибов показано также, что в
условиях ТШ в мицелии грибов накапливается
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большое количество трегалозы (Elbein et al., 2003;
Терёшина, 2005; Crowe, 2007). Однако у A. penicil-
lioides под влиянием ТШ наблюдалось лишь не-
большое повышение уровня трегалозы до 1% от
сухой массы (около 20% от суммы), что отличается
от реакции мезофильных грибов на ТШ. Исходя
из этого мы предположили, что глицерин также мо-
жет выполнять протекторную функцию, что может
подтвердить исследование осмолитного состава
спор.

Ранее нами было высказано предположение о
взаимосвязи состава мембранных липидов и
осмолитов при адаптации к стрессорным факторам
(Ianutsevich et al., 2023). Споры грибов представляют
собой структуры переживания, обладающие боль-
шой устойчивостью к неблагоприятным факторам
(Феофилова и соавт., 2012), тем не менее недавно
были получены новые данные о том, что споры,
прикрепленные к спорофорам не являются поко-
ящимися, так как в них может происходить про-
цесс транскрипции (Wang et al., 2021). Это обес-
печивает присутствие в спорах мРНК, продукты
которых будут способствовать лучшей адаптации
грибов в процессе прорастания. В спорах грибов,
по сравнению с мицелием, мембранный аппарат
редуцирован и представлен немногочисленными
митохондриями с небольшим количеством крист
и липидными везикулами (Barrera, 1986; Kozlova,
2006). Ранее было показано, что в мембранных
липидах спор грибов доминируют ФХ и стерины,
а в запасных ‒ ТАГ (Терешина и соавт., 2002; Ko-
zlova et al., 2019), однако данных о составе липидов в
спорах ксерофильных грибов практически нет. По-
этому исследование химического состава конидий
ксерогалофильного гриба A. penicillioides может дать
дополнительную информацию о функциях по-
лиолов, трегалозы и мембранных липидов.

Цель настоящей работы заключалась в иссле-
довании состава мембранных и запасных липи-
дов, а также углеводов и полиолов цитозоля в ко-
нидиях A. penicillioides, выращенных на средах с
высоким содержанием NaCl или глицерина.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Объект исследования. Микромицет Aspergillus
penicilloides Speg. ВКМ F-4838 (Aspergillaceae, Eu-
rotiales, Eurotiomycetidae, Eurotiomycetes, Pezyzomy-
cotina, Ascomycota) выделен из культуры клещей
домашней пыли рода Dermatophagoides (Petrova-Ni-
kitina et al., 2005). Гриб поддерживали на скошенном
агаре следующего состава (г/л): Мальтакс-10 (Фин-
ляндия) ‒ 20; NaCl ‒ 100; агар-агар ‒ 20; вода ‒ до
1 л. Выращивали в течение 7 сут при 30°C, храни-
ли при температуре 4–8°C.

Получение конидий. Для получения конидий
A. penicilloides выращивали в поверхностной куль-
туре при оптимальной температуре 30°C в течение

10 сут на двух средах. Состав среды с высоким со-
держанием соли (г/л): Мальтакс-10 ‒ 30; дрожже-
вой экстракт ‒ 1; К2НРО4 ‒ 1; NaCl ‒ 117 (2 М);
агар-агар ‒ 20; вода ‒ до 1 л. Состав среды с высоким
содержанием глицерина (г/л): Мальтакс-10 ‒ 30;
дрожжевой экстракт ‒ 1; К2НРО4 ‒ 1; глицерин ‒
368 (4 М); NaCl ‒ 35; агар-агар ‒ 20; вода ‒ до 1 л.
Конидии смывали 10% раствором NaCl, остатки
мицелия удаляли фильтрованием через капроновый
фильтр, затем через бумажный фильтр на воронке
Бюхнера, остаточную соль удаляли, промывая не-
большим количеством дистиллированной воды.
Все операции проводили при температуре 4°C
Фильтр с конидиями замораживали и лиофильно
высушивали.

Анализ липидов, углеводов и полиолов. Опреде-
ление количества липидов, углеводов и полиолов
проводили как описано ранее (Ianutsevich et al.,
2016). Вкратце, липиды экстрагировали по методу
Николса с изопропанолом, дезактивирующим
фосфолипазы, разделяли двумерной (полярные
липиды) или одномерной (нейтральные липиды)
тонкослойной хроматографией (ТСХ) и количе-
ственно определяли с использованием стандартных
соединений методом денситометрии (программ-
ное обеспечение DENS). Для изучения состава
жирных кислот полярные липиды выделяли мето-
дом одномерной ТСХ в системе для нейтральных
липидов, элюировали смесью хлороформ‒мета-
нол (1 : 1), затем экстракт упаривали и проводили
метанолиз 2.5% H2SO4 в метаноле в течение 2 ч
при 70°C. Полученные метиловые эфиры жирных
кислот анализировали методом ГЖХ.

Растворимые в цитозоле углеводы и полиолы
экстрагировали кипящей водой, удаляли белки и
заряженные соединения, из лиофильно высу-
шенного образца получали триметилсилильные
производные и анализировали методом ГЖХ с
внутренним стандартом.

Статистический анализ. Для каждого варианта
эксперименты проводили трижды (n = 3). Для по-
парного сравнения вариантов использовали апосте-
риорный тест Tukey HSD. Статистический анализ
проводили с помощью MS Office Excel. На графиках
(*) представляет значимое различие (P ≤ 0.05), каж-
дая точка данных представляет собой среднее
значение ± стандартная ошибка среднего (n = 3).

РЕЗУЛЬТАТЫ
Ранее проведенные исследования показали,

что A. penicillioides является одновременно и ксеро-,
и галофилом. При этом состав осмолитов цитозоля
в мицелии гриба при выращивании на средах с вы-
соким содержанием глицерина и NaCl существенно
различался, тогда как состав мембранных липи-
дов изменялся незначительно (Danilova et al.,
2022). Поэтому в данном исследовании мы также
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анализировали состав липидов и осмолитов ко-
нидий, выращенных на двух средах с высоким со-
держанием глицерина и NaCl.

Состав углеводов и полиолов цитозоля в конидиях
A. penicillioides. Углеводы и полиолы цитозоля
(УиП) конидий, выращенных на среде с 2 М
NaCl, составляли около 10% от сухой массы и бы-
ли представлены трегалозой и рядом полиолов ‒
глицерином, эритритом, арабитом и маннитом
(рис. 1). Маннит составлял около 30% от суммы
сахаров; арабит, трегалоза и глицерин ‒ 20%,
эритрит ‒ 10% (рис. 2). Количество УиП спор
гриба, выращенных на среде с 4.0 М глицерином,
в полтора раза выше (15% от сухой массы), чем на
среде с солью (рис. 1). Профиль УиП также суще-
ственно различался, так как доминировал глице-
рин (60% от суммы), а доли арабита и маннита не
превышали 10% (рис. 2). При этом на обеих сре-
дах количество и доля трегалозы (около 20% от
суммы) практически не изменялись, а глюкоза
присутствовала в следовом количестве.

Состав мембранных и запасных липидов в спо-
рах A. penicillioides. Профиль мембранных липи-
дов спор гриба, выращенных на средах с высоким
содержанием глицерина и NaCl, слабо различается
(рис. 3). Основными компонентами являются
фосфатидилхолины (ФХ) и стерины, составляющие
по 40% от суммы, в минорном количестве присут-
ствуют фосфатидилэтаноламины (ФЭ), сфинголи-
пиды (СЛ) и два неидентифицированных липида.
Количество мембранных липидов в спорах было
низкое: на среде с солью не превышало 0.35% от
сухой массы, а на среде с глицерином ‒ вдвое ни-
же (рис. 4).

Состав запасных липидов спор, выращенных на
средах с высоким содержанием глицерина и NaCl,
практически не различался (рис. 5). На обеих сре-
дах доминировали триацилглицерины (ТАГ) ‒
40–50% от суммы, диацилглицерины (ДАГ) и сво-
бодные жирные кислоты (СЖК) ‒ по 20–25%. Об-
наружены также эфиры стеринов (около 8% от сум-
мы) и неидентифицированный липид Y (около 2%).
Нужно отметить низкое содержание липидов в спо-
рах – не более 0.6% от сухой массы на среде с со-

Рис. 1. Состав УиП конидий гриба, выращенных на средах с высоким содержанием NaCl (1) или глицерина (2).
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Рис. 2. Относительное содержание УиП конидий гриба, выращенных на средах с высоким содержанием NaCl (1) или
глицерина (2).
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Рис. 3. Профиль мембранных липидов спор гриба, выращенных на средах с высоким содержанием NaCl (1) или гли-
церина (2). ФЭ ‒ фосфатидилэтаноламины; ФХ ‒ фосфатидилхолины; X1, Х2 ‒ неидентифицированные липиды;
СЛ ‒ сфинголипиды; Ст ‒ стерины.
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Рис. 4. Количество мембранных липидов спор гриба, выращенных на средах с высоким содержанием NaCl (1) или гли-
церина (2).
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лью и в полтора раза ниже на среде с глицерином
(рис. 6).

Основными жирными кислотами фосфолипи-
дов были линолевая С18:2 (39–42% от суммы), оле-
иновая С18:1 (33–36%) и пальмитиновая С16:0 (14–
16%). Состав жирных кислот фосфолипидов
спор, выращенных на средах с высоким содержа-
нием глицерина или NaCl, мало различался,
как и степень ненасыщенности фосфолипидов
(1.1–1.15).

ОБСУЖДЕНИЕ
Сопоставление состава конидий и мицелия

ксерогалофильного гриба A. penicilloides показывает
кардинальные различия как в составе мембранных
липидов, так и в составе УиП. В мицелии гриба на
обеих средах основными мембранными липидами
были фосфатидные кислоты ФК и свободные
стерины (Ст) (Danilova et al., 2022), тогда как в
спорах гриба ‒ ФХ и Ст. Нужно отметить, что в

мицелии гриба ФК составляют 40–50% от суммы,
а ФХ являются минорным компонентом (5%), то-
гда как в конидиях доля ФХ составляет около
40%, а ФК отсутствует. В процессе роста мицелия
гриба относительное содержание стеринов на
жидкой среде возрастало на обеих средах и дости-
гало 23% от суммы на среде с глицерином и 35%
на среде с солью. В конидиях, выращенных на
обеих средах, доля Ст составляла около 40%. Кроме
того, в спорах отсутствовали такие фосфолипиды,
как кардиолипины, фосфатидилсерины, фосфа-
тидилинозиты, лизо-ФХ, лизо-ФЭ, обнаружен-
ные в мицелии. Количество мембранных липидов
в конидиях не превышало 0.2–0.3% от сухой мас-
сы, тогда как в мицелии ‒ на порядок больше.

Количество УиП в обоих образцах конидий
достигало 10–15% от сухой массы. Учитывая малое
количество запасных липидов (0.5–0.6% от сухой
массы), очевидно, что именно углеводы служат
энергетическим запасом клетки, использующимся
при прорастании спор. В мицелии гриба, выра-
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щенного на обеих средах, наблюдалось домини-
рование глицерина, относительное содержание
которого достигало 90% от суммы УиП в случае
глицериновой среды и 70% ‒ на среде с солью
(Danilova et al., 2022). В спорах культур, выращен-
ных на глицериновой среде, сохранялось доми-
нирование глицерина (60%), тогда как на среде с
солью не выявлено доминирования глицерина,
так как глицерин, эритрит, арабит, маннит и тре-
галоза присутствовали в сравнимых долях (10–
30%). На обеих средах в конидиях содержалось
2.5% трегалозы от сухой массы, что составляло
около 20% от суммы, т.е. доля полиолов была
одинакова и составляла 80%, но их состав разли-
чался в зависимости от среды выращивания.

Трегалоза является протектором макромоле-
кул и мембран клетки (Elbein et al., 2003; Crowe,
2007; Iturriaga et al., 2009; Patel, Williamson, 2016;
Rubio-Texeira et al., 2016; Glatz et al., 2016) и, как
правило, накапливается в больших количествах в
структурах переживания. Так в аскоспорах алка-
лофильного гриба Sodiomyces alkalinus количество

трегалозы достигало 8% от сухой массы (70% от
суммы), в которых, кроме того, присутствовало
около 15% запасных липидов (Kozlova et al., 2019).
Трегалоза доминировала во всех видах покоя-
щихся клеток Blakeslea trispora (Терешина et al.,
2002).

У исследуемого гриба в конидиях преобладают
полиолы, трегалоза составляет только 20% от
суммы УиП и 2.5% от сухой массы. Ранее нами
было показано, что в мицелии гриба в условиях
ТШ также образовывалось небольшое количе-
ство трегалозы ‒ не более 1% от сухой массы (Ia-
nutsevich et al., 2023). Мы предположили, что это
связано с тем, что глицерин может способство-
вать повышению термоустойчивости, так как яв-
ляется, как и трегалоза, универсальным антис-
трессорным протектором (Stevenson et al., 2017).
Подобное предположение было сделано также на
основании примера дрожжей Saccharomyces cerevi-
siae, у которых мутанты по биосинтезу глицерина
(hog1, gpd1gpd2 и gpp1gpp2) были термочувстви-
тельны (Siderius et al., 2000), однако механизм этого

Рис. 5. Профиль запасных липидов спор гриба, выращенных на средах с высоким содержанием NaCl (1) или глицери-
на (2). ДАГ ‒ диацилглицериды; ТАГ ‒ триацилглицериды; СЖК ‒ свободные жирные кислоты; Y ‒ неидентифици-
рованный липид.

0

10

20

30

40

60

50

ДАГ ТАГ СЖК Эфиры стеринов Y

1

2

За
па

сн
ы

е 
ли

пи
ды

, %
 о

т 
су

м
м

ы
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взаимовоздействия неясен. Можно предположить,
что выявленные различия в составе УиП в кони-
диях исследуемого гриба, связаны с адаптацией к
окружающей среде и готовностью к прорастанию
на разных средах ‒ с высоким содержанием соли
или глицерина.

Ранее нами было показано, что доля маннита,
эритрита и арабита в мицелии гриба на среде с со-
лью достигала 30% от суммы УиП, а на среде с
глицерином около 1% (Danilova et al., 2022). В ко-
нидиях доминирование глицерина наблюдалось
только на среде с высоким содержанием глицери-
на, тогда как на среде с солью все полиолы были
представлены в сравнимых долях. Недавно было
показано, что споры грибов, прикрепленные к
спорофорам, не являются покоящимися, т.к. в них
происходит процесс транскрипции, следствием
которого является специфический набор мРНК в
спорах, позволяющий адаптироваться к той среде, в
которой происходило их созревание, чтобы уско-
рить будущий процесс прорастания (Wang et al.,
2021). В исследованиях этих авторов впервые по-
казано, что конидии, сформировавшиеся в раз-
личных условиях, содержат специфический на-
бор мРНК, что обусловливает их фенотипическое
разнообразие и увеличивает выживаемость в раз-
личных условиях окружающей среды. Различия в
составе УиП конидий A. penicilloides демонстриру-
ют, что конидии могут не только иметь разный со-
став мРНК, но и содержат те осмолиты, которые бу-
дут способствовать прорастанию в тех условиях, в
которых происходило созревание конидий.

Соотношение мембранных и запасных липи-
дов, в отличие от состава УиП, в конидиях гриба,
выращенных на разных средах, практически не
различалось. Однако обнаружены различия в коли-
честве стеринов и ТАГ: на среде с солью их было
значительно больше, что согласуется в повышен-
ным содержанием этих компонентов в мицелии.
Ранее установлено, что в мицелии гриба основными
мембранными липидами являются небислойные
ФК и стерины, тогда как основной бислойный ли-
пид ФХ является минорным компонентом (Danilo-
va et al., 2022). Количество мембранных липидов в
спорах было значительно меньше, чем в мице-
лии, и доминируют в них другие липиды ‒ ФХ и
Ст, составляющие около 80% от суммы. Известно,
что ФХ является основным бислойным липидом у
грибов, способным самостоятельно образовывать
липидный бислой (Hazel, 1995), а стерины, будучи
ригидными гидрофобными соединениями, способ-
ствуют стабилизации липидного бислоя, встраива-
ясь между ацильными цепями фосфолипидов
(Mendoza de, Pilon, 2019). Фосфатидилхолины яв-
ляются субстратом для фосфолипаз, что обеспе-
чивает быстрое образование ФК, из которых об-
разуются остальные фосфолипиды клетки (Белов
и соавт., 1990). Кроме того, в спорах обнаружены
сфинголипиды (около 8% от суммы), которые так-

же обладают стабилизирующим мембраны дей-
ствием (Yu et al., 1986). По составу ацильных цепей
фосфолипиды конидий не отличаются от фосфоли-
пидов мицелия (Danilova et al., 2022), что характер-
но для спор, находящихся в состоянии экзогенного
покоя (Терешина и соавт., 2002). В совокупности
это показывает высокую стабильность мембран
конидий исследуемого гриба. Нужно подчеркнуть,
что не обнаружено различий по соотношению
мембранных липидов в конидиях, выращенных на
разных средах. Это указывает на консервативность
состава мембран в конидиях. Напротив, в составе
УиП конидий, выращенных на средах с высоким
содержанием соли или глицерина, обнаружены
значительные различия, что указывает на их клю-
чевую роль в адаптации к окружающей среде.

Таким образом, исследование конидий ксеро-
галофила A. penicilloides показало стабильность
состава мембранных и запасных липидов незави-
симо от среды выращивания, в то время как со-
став УиП существенно различался, что указывает
на ключевую роль осмолитов в адаптации гриба.
Доминирование в составе мембранных липидов
бислойного фосфолипида фосфатидилхолина и
стеринов, а также присутствие сфинголипидов
свидетельствует о высокой стабилизации липид-
ного бислоя в конидиях гриба. В конидиях куль-
тур, выращенных на среде с глицерином, наблю-
дается его доминирование в составе УиП, тогда
как на среде с солью глицерин, эритрит, арабит,
маннит и трегалоза присутствуют в сравнимых
долях. Общей закономерностью является одина-
ково низкое количество (2.5%) и доля (20%) тре-
галозы независимо от среды культивирования, что,
возможно, связано с небольшим количеством
мембранных липидов в конидиях.
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Abstract—Investigation of the lipid and osmolyte composition in conidia of the xerohalophile Aspergillus pen-
icilloides grown on media with high concentrations of NaCl and glycerol is important for the understanding
of the functions of these compounds in the adaptation of the extremophile. Conidia of the fungus grown on
a medium with glycerol contained up to 15% of the dry mass of carbohydrates and polyols (CaP) of the cyto-
sol, with predominance of glycerol (60% of the total) in their composition, while on a medium with salt, the
proportion of glycerol did not exceed 20%, and the amount of CaP was 10%. On both media, the proportion
(20%) and amount (2.5%) of trehalose were the same; the proportion of polyols was thus about 80%, al-
though their composition was different, indicating a possible synergy between trehalose and polyols in adap-
tation. Both variants of conidia were characterized by a low content of both membrane and storage lipids, rep-
resented mainly by triacylglycerides. Phosphatidylcholines and sterols were the predominant membrane lip-
ids of the fungal conidia, regardless of the composition of the medium, which indicated high stability and
conservatism of the lipid bilayer. The constancy of the composition of membrane and storage lipids and their
low content, the high level of CaP, and significant differences in their composition indicate the key role of
osmolytes in the adaptation of fungal conidia to various environmental conditions.
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