
МИКОЛОГИЯ И ФИТОПАТОЛОГИЯ, 2023, том 57, № 4, с. 291–297

291

СОРБЦИЯ И БИОДЕСТРУКЦИЯ МИКРОЦИСТИНА-LR ШТАММОМ 
PENICILLIUM VERRUCOSUM CP4, ВЫДЕЛЕННЫМ ИЗ ДОННЫХ 

ОСАДКОВ ОЗЕРА СЕСТРОРЕЦКИЙ РАЗЛИВ
© 2023 г.   Н. Г. Медведева1,*, И. Л. Кузикова1,**
1Федеральное государственное бюджетное учреждение науки 

“Санкт-Петербургский Федеральный исследовательский центр Российской академии наук” (СПб ФИЦ РАН),
Санкт-Петербургский научно-исследовательский центр экологической безопасности Российской академии наук, 

197110 Санкт-Петербург, Россия
*e-mail: ngmedvedeva@gmail.com

**e-mail: ilkuzikova@ya.ru
Поступила в редакцию 20.04.2023 г.

После доработки 01.05.2023 г.
Принята к публикации 20.05.2023 г.

Штамм микромицета СР4, способный разрушать микроцистин – LR (MC-LR), выделен из донных
осадков озера Сестрорецкий Разлив. На основании морфолого-культуральных характеристик и секве-
нирования ITS региона ДНК штамм СР4 идентифицирован как Penicillium verrucosum. Снижение со-
держания MC-LR в процессе культивирования штамма СР4 с 0.64 мкг/мл до 0.31 мкг/мл происходит,
главным образом, за счет биодеструкции и в меньшей степени, вследствие сорбции токсина грибными
клетками. Методом биотестирования (Daphnia magna) показано снижение токсичности культуральной
жидкости в процессе биодеструкции MC-LR штаммом СР4. Полученные результаты позволяют рас-
сматривать Penicillium verrucosum СР4 как перспективный штамм для микоремедиации водных объек-
тов, загрязненных микроцистинами.
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ВВЕДЕНИЕ
Микроцистины (МС) относятся к циклическим

гептапептидным цианотоксинам со структурой
цикло(d-Ala-Х-d-MeAsp-Z-Adda-d-Glu-Mdha), где
d-Ala – d-аланин; d-MeAsp – d-эритро-β-метил-
аспарагиновая кислота; Adda – 3-амино-9-ме-
токси-2,6,8-триметил-10-фенилдека-4 (E),6(E)-дие-
новая кислота; d-Glu – d-глутаминовая кислота;
Mdha – N-метилдегидроаланин; X и Z – вариа-
бельные аминокислоты (Huisman et al., 2018).

Микроцистины являются одними из самых
распространенных цианотоксинов в пресных во-
дах водоемов по всему миру. Они продуцируются
цианобактериями родов Anabaena, Microcystis,
Planktothrix (Oscillatoria), Nostoс и некоторыми
другими (Chorus, Bartram, 1999). В процессе роста
цианобактерий МС находятся в основном в клет-
ках и попадают в воду в результате их разрушения.
МС являются гепатотоксинами, могут вызывать
онкологические и гастроинтестинальные пробле-
мы (Zurawell et al., 2005; Carmichael, Boyer, 2016;
Massey, Yang, 2020). Известно более 240 изомеров

микроцистинов, отличающихся разной токсично-
стью (Meriluoto et al., 2017; Massey, Yang, 2020).
Наибольшую токсичность проявляет микроци-
стин – LR (MC-LR), в структурной формуле кото-
рого вариабельными аминокислотами X и Z явля-
ются лейцин и аргинин соответственно (Chorus,
Bartram, 1999).

Несмотря на стабильность под действием вы-
соких температур, солнечного света, экстремаль-
ных рН, обусловленную циклической структурой,
микроцистины могут подвергаться биодеструк-
ции. Именно процесс биодеструкции лежит в ос-
нове механизма разрушения микроцистинов в
природных условиях (Christoffersen et al., 2002;
Medvedeva, Kuzikova, 2021). Способностью дегра-
дировать микроцистины обладают как прокарио-
тические, так и эукариотические микроорганиз-
мы. Большинство исследований по микробиоло-
гической деструкции МС сосредоточено на
бактериальных культурах. Бактерии-деструкторы
МС в основном относятся к Proteobacteria, Actino-
bacteria и Bacilli (Massey, Yang, 2020; Medvedeva,

УДК 579.6 : 579.222

ФИЗИОЛОГИЯ, БИОХИМИЯ, БИОТЕХНОЛОГИЯ



292

МИКОЛОГИЯ И ФИТОПАТОЛОГИЯ  том 57  № 4  2023

МЕДВЕДЕВА, КУЗИКОВА

Kuzikova, 2021). Однако по исследованию де-
струкции МС грибами имеются лишь единичные
работы (Zhang, Xie, 2012; Jia et al., 2012a; Balsano
et al., 2015; Esterhuizen-Londt et al., 2017). В насто-
ящее время известно только шесть видов грибов,
относящихся к базидиомицетам (3), аскомице-
там (2), зигомицетам (1), способных удалять MC-LR
из растворов за счет сорбции и/или деструкции
(Mohamed et al., 2021). В связи с этим поиск новых
штаммов грибов-деструкторов микроцистинов
является актуальной задачей, решение которой
будет способствовать созданию конвергентных
биотехнологий детоксикации водных объектов,
загрязненных токсичными метаболитами цианобак-
терий.

Целью настоящего исследования было выделе-
ние из донных осадков озера Сестрорецкий Раз-
лив и идентификация нового штамма мицелиаль-
ных грибов, способного к удалению MC-LR из
растворов; определение способности выделенно-
го штамма сорбировать и деструктировать микро-
цистин – LR.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Выделение и идентификация культур микроми-

цетов. Культуры микромицетов выделяли из об-
разца донных осадков озера Сестрорецкий Раз-
лив, в котором регулярно наблюдается массовое
развитие цианобактерий, в том числе токсиген-
ных (Chernova et al., 2016). Выделение культуры
проводили традиционным методом посева разве-
дений из суспензии на плотную питательную сре-
ду Чапека (2% глюкозы), содержащую стрептоми-
цин (100 мкг/мл). Десорбцию микроорганизмов с
частиц донного осадка осуществляли путем обра-
ботки водной суспензии ультразвуком (40 кГц) в
ультразвуковой ванне ДА-963 (КНР) в течение
10 мин, с последующим встряхиванием на шейке-
ре Certomat BS-1 (180 об./мин) в течение 10 мин.
Выделенные культуры микромицетов хранили в
рабочей коллекции микроорганизмов СПб ФИЦ
РАН. Идентификацию штамма СР4 проводили по
морфологическим признакам (Samson, Reenen-
Hoekstra, 1988) и по секвенированию ITS1–5.8S–
ITS2 региона ДНК, амплификацию которого про-
водили с использованием пар универсальных
праймеров: ITS1 5′-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3′
и ITS4 5′-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3′ (White
et al., 1990). Выделение, амплификацию и секве-
нирование геномной ДНК гриба осуществляли
согласно ранее описанной процедуре (Kuzikova
et al., 2017). Определение нуклеотидной последо-
вательности ПЦР-продуктов проводили на гене-
тическом анализаторе ABI 3500xl (Applied Biosys-
tems, США) в Ведомственной коллекции полез-
ных микроорганизмов сельскохозяйственного
назначения (ВКСМ, г. Санкт-Петербург). Поиск

гомологичных последовательностей и идентифи-
кацию проводили с помощью базы данных GenBank
(программа BLAST) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

Выделение сырца MC-LR. Для получения сыр-
ца MC-LR токсигенный штамм Microcystis aerugi-
nosa CALU 973 культивировали в течение 14 сут на
среде BG11 в условиях, описанных ранее (Zaytseva
et al., 2022). Биомассу цианобактерий отделяли
центрифугированием (6000 об./мин) и лиофили-
зировали. Около 2 г биомассы смешивали с 10 мл
80% водного метанола и обрабатывали ультразву-
ком в течение 1 ч. Затем смесь центрифугировали
при 10000 об./мин в течение 10 мин при 4°С. Су-
пернатант концентрировали на роторном испари-
теле ИР-1МЗ при 40 С для удаления метанола. По-
лученный экстракт разбавляли дистиллированной
водой (10 мл) и хранили при –20°С. Концентрация
MC-LR в сырце составляла 74.2 мкг/мл.

Определение MC-LR. Концентрацию MC-LR в
р-рах определяли методом высокоэффективной
жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) на хромато-
графе НР 1090 (США) с диодноматричным детек-
тором (длина волны 238 нм, разрешение 1.2 нм) по
методике, описанной ранее (Medvedeva et al.,
2017). Стандартный раствор MC-LR получен от
Alexis Corporation (Lausen, Швейцария). При
определении количества MC-LR сорбированного
клетками микромицета биомассу отделяли от натив-
ного раствора центрифугированием при 6000 об./мин
в течение 15 мин и лиофилизировали. Биомассу
(0.4 ± 0.1 г а.с.в.) гомогенизировали на установке
TissueLysser LT QIAGEN с пятимиллиметровыми
стальными шариками в течение 10 мин.
К гомогенизату биомассы добавляли 1.52 мл
80%-го водного метанола, содержащего 0.1% три-
фторуксусной кислоты. Экстракцию проводили
на ультразвуковой установке DA-963 в течение
45 мин при 4°С. Биомассу отделяли центрифуги-
рованием (4000 об./мин, 10 мин), ресуспендиро-
вали в 1.5 мл метанола и повторно экстрагировали
MC-LR. Процедуру экстракции проводили три-
жды. Супернатанты объединяли и определяли в
них содержание MC-LR методом ВЭЖХ.

Культивирование штамма СР4. Культивирова-
ние штамма СР4 проводили в колбах Эрленмейера
объемом 250 мл (объем среды Чапека с 2% глюко-
зы 50 мл) в темновых условиях на роторном шей-
кере Certomat BS-1 при 230 об./мин, при темпера-
туре 25 ± 1°С в течение семи суток. Споровую сус-
пензию (титр 1–2 × 107 кл./мл) штамма СР4
инкубировали в течение двух суток в указанных
выше условиях. Затем посевной материал в соот-
ношении 1 : 9 переносили в колбы объемом 250 мл
с 50 мл жидкой среды Чапека с 2% глюкозы. Сы-
рец MC-LR вносили в питательную среду в виде
водного р-ра, создавая концентрацию в среде
0.64 мкг/мл. С целью оценки убыли MC-LR в
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абиотических условиях дополнительно использо-
вали абиотический контроль без внесения культу-
ры. Прирост биомассы определяли весовым мето-
дом. Степень удаления MC-LR из нативного р-ра
(R), степень абиотической убыли MC-LR (в кон-
трольном варианте без клеток штамма СР4)
(Rабиот.), долю сорбированного клетками MC-LR
(Rсорб.), степень биодеструкции MC-LR (Rбиодестр.)
штаммом СР4 рассчитывали по следующим фор-
мулам:

где Сисх. – исходная концентрация MC-LR (мкг/мл)
в среде; Соп. и Сабиот. – соответственно остаточная
концентрация MC-LR (мкг/мл) в нативном р-ре и
в абиотическом контроле; Ссорб. – концентрация
сорбированного клетками MC-LR (мкг/мл).

Определение токсичности MC-LR и продуктов
его деструкции. Определение острой летальной
токсичности фильтратов культуральной жидкости
и абиотического контроля, содержащих MC-LR
проводили методом биотестирования по гибели
ракообразных Daphnia magna Straus (Methodology,
2007). Критерием острой летальной токсичности
является средняя летальная кратность разбавле-
ния водных растворов (ЛКР50–96), вызывающая
50%-ю гибель дафний за 96 ч биотестирования.
Для получения точного значения ЛКР50–96 ис-
пользовали графический метод определения по
линейной части кривой.

Статистический анализ и графическое пред-
ставление результатов проводились с использова-
нием программ Microsoft Excel 2007 и Past 4.0 soft-
ware. Статистическую значимость различий меж-
ду вариантами выявляли с помощью one-way
ANOVA с последующим использованием U-кри-
терия Манна–Уитни (p < 0.05). Данные представ-
ляли, как среднее арифметическое стандартное
отклонение (SD) трех независимых биологиче-
ских повторностей.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Из образца донных осадков озера Сестрорец-
кий Разлив выделен штамм микромицета СР4, об-
ладающий способностью к биодеструкции микро-
цистина – LR.

Штамм на плотной питательной среде Чапека с
2% глюкозы образует ограниченные колонии, ко-
торые на 14-е сут роста достигают 25–27 см при
температуре 25°С. Колонии плотные, войлочные,

( ) ( )= × исх. оп. исх.R % 100 С – С /С ;

( ) ( )= ×абиот. исх. абиот. исх.R % 100 С – С /С ;

( ) = ×сорб. сорб. исх.R % 100 С /С ;

( ) =биодестр. сорб. абиот.R % R – R – R ;

с неограниченной зоной до широкой нечетко
выраженной зоны, с радиально расходящимся
складчатым широким белым краем. Зона споро-
ношения сине-зеленых оттенков зернистая. Экс-
судат незначительный, пигмент не окрашивает
питательную среду. Обратная сторона колонии от
бесцветной до светло-желтой.

С помощью метода cеквенирования фрагмента
последовательности гена рДНК (ITS1–5.8S–ITS2
региона) показано, что гомология нуклеотидной
последовательности ITS региона рДНК исследуе-
мого штамма с таковой наиболее близких видов
(база данных GenBank) рода Penicillium – Penicilli-
um expansum ATCC 7861 T, P. verrucosum FRR 965 T
и P. viridicatum FRR 963 T составила 100%. По со-
вокупности морфолого-культуральных характе-
ристик и результатов секвенирования фрагментов
последовательности гена (ITS1–5.8S–ITS2 ре-
гиона) рДНК изолят СР4 идентифицирован как
P. verrucosum.

Исследование процесса удаления MC-LR из вод-
ных растворов клетками гриба P. verrucosum СР4
проводили при концентрации MC-LR 0.64 мкг/мл.
В условиях эксперимента в контрольном варианте
(без клеток микромицета) убыли MC-LR не на-
блюдается, что согласуется с данными других ис-
следователей (Esterhuizen-Londt et al., 2017).
В присутствии клеток штамма СР4 концентрация
MC-LR в нативном р-ре снижается за 48 ч культи-
вирования на 47% (рис. 1, табл. 1). При увеличе-

Рис. 1. Удаление MC-LR из нативного р-ра в условиях
культивирования штамма Penicillium verrucosum СР4:
1 – абиотический контроль; 2 – удаление MC-LR
штаммом СР4; 3 – прирост биомассы гриба на среде
Чапека; 4 – прирост биомассы гриба на среде Чапека
с 0.64 мкг/мл MC-LR.
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нии времени культивирования выше 48 ч дальней-
шей убыли токсина не наблюдалось (p > 0.05).
Следует отметить, что в исследуемой концентра-
ции MC-LR не оказывал ингибирующего действия
на рост микромицета P. verrucosum СР4 (рис. 1).

Удаление MC-LR из нативного р-ра штаммом
СР4 происходит как в результате биодеструкции
токсина, так и его сорбции клетками микромице-
та (табл. 1). Следует отметить, что на протяжении
всего процесса культивирования количество MC-LR,
сорбированного клетками микромицета (0.03–
0.07%), было значительно ниже количества мик-
роцистина, подвергшегося биодеградации (34.2–
47.1%) (табл. 1). Полученные результаты позволя-
ют заключить, что снижение содержания MC-LR
в процессе культивирования штамма Penicillium
verrucosum СР4 происходит, главным образом, за
счет биодеструкции, а не сорбции клетками мик-
ромицета. В отличие от исследуемого нами штам-
ма СР4 удаление MC-LR из р-ров клетками Aureo-
basidium pullulans происходит не за счет биоде-
струкции, а путем сорбции микроцистинов
клетками дрожжеподобных грибов (Mohamed et al.,
2020).

По способности деструктировать MC-LR
штамм СР4 превосходит штамм Mucor hiemalis
EH5. Так, 37% MC-LR было деструктировано
M. hiemalis EH5 при значительно более низкой,
чем в нашем исследовании исходной концентра-
ции токсина 0.03 мкг/мл (Esterhuizen-Londt et al.,
2017). Более высокую способность к удалению
MC-LR из растворов по сравнению со штаммом
СР4 проявляют штамм аскомицета Trichoderma ci-
trinoviride KKuf-0955 и базидиомицета Schizophyl-
lum commune. Штамм Trichoderma citrinoviride
KKuf-0955 способен деградировать через 72 ч
100% MC-LR с исходной концентрацией 2.7 мкг/мл
(Mohamed et al., 2014). Базидиомицет Scizophyllum
commune полностью деградировал 1 и 15 мкг/л
микроцистина за 48 и 144 ч соответственно
(Zhang, Xie, 2012).

Для сравнительной оценки токсичности MC-LR
и продуктов его деструкции штаммом Penicillium
verrucosum СР4 проводили биотестирование с ис-
пользованием в качестве тест-объектов ракооб-
разных Daphnia magna, широко применяемого
биоиндикатора при оценке токсичности пестици-
дов, красителей, микотоксинов и пр. (Guida et al.,
2008). Результаты биотестирования показали, что
79.4%-я концентрация исследуемого фильтрата
культуральной жидкости (разведение в 1.3 раза)
вызывает 50%-ю гибель тест-объектов за 96 ч, в то
время как в абиотическом контроле 50%-я гибель
тест-объектов выявлена при 12.6%-й концентра-
ции (разведение в 7.9 раза). Следует отметить, что
фильтрат культуральной жидкости штамма СР4,Та
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не содержащий MC-LR на 72 ч культивирования
не обладал токсичностью по отношению к D. mag-
na (данные не представлены). Таким образом, по-
сле 72 ч культивирования штамма Penicillium verru-
cosum СР4 на среде Чапека, содержащей 0.64 мкг/мл
MC-LR, острая токсичность фильтрата культу-
ральной жидкости снижается более чем в 6 раз
(p < 0.05) по сравнению с абиотическим контро-
лем, что коррелирует с убылью цианотоксина в
нативном р-ре (табл. 2, рис. 1).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В основе механизма деградации микроцисти-
нов в окружающей среде лежит процесс биоде-
струкции, в том числе микроорганизмами. В на-
стоящее время известно пять видов грибов, спо-
собных деградировать микроцистины, в том числе
MC-LR – базидиомицеты Trichaptum abietinum,
Schizophyllum commune, Phanerochaete chrysospori-
um, аскомицет Trichoderma citrinoviride, зигомицет
Mucor hiemalis (Jia et al., 2012а, 2012b; Zhang, Xie,
2012; Mohamed et al., 2014; Balsano et al., 2015; Es-
terhuizen-Londt et al., 2017; Zeng et al., 2020). Пред-
ставленная работа является первым сообщением о
способности микромицета Penicillium verrucosum
удалять из водных сред высокотоксичный микро-
цистин – LR. Снижение содержания MC-LR про-
исходит главным образом за счет его биодеграда-
ции, а не сорбции грибными клетками. Продукты
биодеградации MC-LR обладают меньшей ток-
сичностью по сравнению с исходным цианоток-
сином. Полученные результаты позволяют рас-
сматривать P. verrucosum СР4 как перспективный
штамм для микоремедиации водных объектов, за-
грязненных микроцистинами.

Авторы выражают благодарность к.б.н., заведу-
ющей ведомственной коллекцией полезных мик-
роорганизмов сельскохозяйственного назначения
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Sorption and Biodestruction of Microcystin-LR by Penicillium verrucosum CP4 
Strain Isolated from the Bottom Sediments of Sestroretsky Razliv Lake

N. G. Medvedevaa,# and I. L. Kuzikovaa,##

aSt. Petersburg Federal Research Center of the Russian Academy of Sciences, 
Scientific Research Centre for Ecological Safety of the Russian Academy of Sciences, 

197110 St. Petersburg, Russia
#e-mail: ngmedvedeva@gmail.com

##e-mail: ilkuzikova@ya.ru

The strain of fungus СР4 capable of degrading microcystin – LR (MC-LR) was isolated from the bottom sedi-
ments of Sestroretsky Razliv Lake. Based on DNA ITS sequencing and morphological analysis, the CP4 strain
was identified as Penicillium verrucosum. The decrease in the content of MC-LR during the cultivation of strain
СР4 from 0.64 μg/mL to 0.31 μg/mL occurs mainly due to biodegradation and, to a lesser extent, due to the sorp-
tion of the toxin by fungal cells. The method of biotesting (Daphnia magna) showed a decrease in the toxicity of
the culture liquid in the process of MC-LR biodegradation by the strain СР4. The obtained results allow us to
consider Penicillium verrucosum СР4 as a promising strain for mycoremediation of water bodies contaminated
with microcystins.

Keywords: biodegradation, cyanobacteria, microcystin – LR, microfungi, sorption, toxicity
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