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ЕЛЕКТРОФОРЕТИЧНI СПЕКТРИ КАРБОКСИЛЕСТЕРАЗ 
GANODERMA LUCIDUM (CURTIS: FR.) P. KARST 

ЗАЛЕЖНО ВIД УМОВ ЕКСТРАГУВАННЯ ТА 
СУБСТРАТУ ДЛЯ ВИРОЩУВАНННЯ 

За допомогою методу електрофоретичного розподілу в поліакриламідному 
гелі досліджено склад спектрів множинних молекулярних форм кар-
боксилестераз плодового тіла та міцелію гриба Ganoderma lucidum 
(Сurtis) P. Karst, який вирощували на середовищах з вівсом та ячменем. 
Визначено вплив складу та рН екстрагенту на виявлення ізоформ фер-
менту карбоксилестерази. Залежно від складу поживного середовища 
та умов екстрагування ферменту на електрофореграмах виявлено від 
2 до 9 ізоформ карбоксилестераз. Константними множинними молеку-
лярними формами карбоксилестераз, що визначалися у всіх варіантах, 
були дві середньорухливі ізоформи з Rf 0,380 та 0,510.

Ключов і  с л ова : Ganoderma lucidum, карбоксилестераза, спектр 
ізоформ, мінливість.

Карбоксилестерази (КФ 3.1.1.1) – серинові гідролази широкого спект
ру дії, що каталізують гідроліз переважно аліфатичних і ароматичних 
ефірів нижчих жирних кислот, а також ефірів молочної, бурштинової та 
інших органічних кислот і багатьох амінокислот. Їх виявлено в клітинах 
бактерій, грибів, рослин та тварин [1]. У карбоксилестераз базидіо-
міцетів встановлено також наявність ліпазної активності. За молеку-
лярною будовою карбоксилестерази різних організмів дещо різняться. 
У  базидіоміцетів ця група ферментів має вісім субодиниць з загальною 
масою 430 кД [2]. Завдяки значній внутрішньовидовій мінливості та 
простоті гістохімічного виявлення [3] карбоксилестераз використовують 
як маркерний фермент у популяційно-генетичних дослідженнях та при 
ідентифікації організмів [4–10]. Поліморфізм карбоксилестераз вищих 
базидіоміцетів вивчено мало. Разом з тим, отримана інформація може 
стати у нагоді при визначенні модифікаційної та генотипової мінливості 
грибів, особливостей формування їх цілющих властивостей залежно від 
умов вирощування, тощо. 
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Метою роботи було вивчення складу електрофоретичних спектрів 
множинних молекулярних форм карбоксилестераз у лікарського бази-
діоміцета Ganoderma lucidum ((Сurtis) P. Karst) за різних поживних 
середовищ та умов екстрагування ферменту. 

Матеріали і методи
У роботі використовували штам Ganoderma lucidum ONU F101, 

отриманий з Iнституту сільськогосподарської генетики (м. Ханой).
Вплив розчинника та рН середовища при екстрагуванні на спектр 

ізоформ карбоксилестераз досліджували на плодових тілах трутовика 
лакованого, що були отримані при культивуванні міцелію на суміші со-
ломи пшениці та ячменю. Гриб вирощували  при температурі 22 °С (при 
переході до плодоношення – при 16 °С) і вологості повітря 90%. Фермент 
екстрагували розчинниками: гліцин – 0,1 М (рН 4,0); тріс-гліциновий 
буфер – 0,1 М (рН 7,4); гліцин-NaOH буфер – 0,1 М (рН 9,0); гліцин-
NaOH буфер – 0,1 М, з доданням 1% тритону Х-100 (рН 9,0). Проби 
свіжозібраного плодового тіла з розчинником розтирали у ступці на холоді 
у співвідношенні біомаса/розчинник (w/v) 1:5 .

Залежність експресії множинних молекулярних форм карбоксилес-
тераз (ММФ) від виду субстрату досліджували на пробах отриманих з 
міцелію, який вирощували на субстраті з зернового ячменю та вівса:

Зерновий міцелій  I
овес – 1 кг 
крейда – 30 г 
гіпс – 120 г 
вода  – 2 л

Зерновий міцелій  II
ячмінь –1 кг
крейда – 30 г 
гіпс – 120 г 
вода  – 2 л

 Iз зібраного міцелію готували наважки по 100 мг, додавали по 100 
мкл або 1000 мкл екстрагенту і гомогенізували так само, як плодові 
тіла. Для екстракції ММФ карбоксилестераз з міцелію використовува-
ли 0,1 М гліцин-NaOH буфер з 1% тритону Х-100. Підготовлені таким 
чином проби центрифугували на холоді (+4 °С) при 10 000 g впродовж 
15  хв, після чого піддавали заморожуванню-відтаюванню. Отримані та-
ким чином екстракти піддавали електрофоретичному розділенню у 7% 
поліакриламідному гелі. ММФ карбоксилестераз виявляли за методикою 
Л.I. Корочкіна [3] з модифікаціями [11].

Одержані електрофореграми сканували і аналізували за допомогою 
спеціальної ліцензійної комп'ютерної програми «АнаИС».

Результати та їх обговорення 
Для дослідження залежності виявлення ММФ карбоксилестераз від 

складу екстрагента отримували свіжі плодові тіла трутовика лакованого. 
Для екстракції ММФ карбоксилестераз використовували три буфери із 
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різними значеннями рН та один – з доданням детергента тритон Х-100. 
Результати електрофорезу отриманих екстрактів ММФ карбоксилестераз 
плодового тіла трутовика лакованого представлено на рис. 1.

Розчинник, рН Електрофореграма

0,1 М гліцин (рН 4,0)

0,1 М тріс-гліциновий 
буфер (рН 7,4)

0,1 М гліцин-NaOH буфер 
(рН 9,0);

0,1 М гліцин-NaOH бу-
фер,  1% тритон Х-100 
(рН  9,0)

–       Мінорні фракції                                                                     +

Rf		  0,380	 0,510	 0,590	 0,620

Рис. 1. Спектри ММФ карбоксилестераз плодових тіл G. lucidum за екстракції 
різними розчинниками

Fig. 1. The spectra of carboxylesterases molecular forms of G. lucidum fruit bodies 
extracted by different solvents
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Як видно з електрофореграм у пробах з плодового тіла Ganoderma 
lucidum визначається до чотирьох основних ізоформ з відносною рух-
ливістю 0,380; 0,510; 0,590; 0,620. Ступінь їх екстрагування залежить 
від складу розчинника і значення рН. Найкращі результати отримано 
для екстрагенту, що містить 0,1 М гліцин-NaOH буфер з доданням 1% 
тритону Х-100 (рН 9,0). Цей склад розчинника дозволяє виявити також 
мінорні слабо рухливі форми карбоксилестераз. 

В подальшому вивчали залежність експресивності множинних моле-
кулярних форм карбоксилестераз міцелію від виду субстрату, на якому 
його вирощували, використовуючи як розчинник гліцин-NaOH буфер з 
тритоном у співвідношенні міцелій/розчинник (w/v) 1:10 та 1:1. Для цього 
зразки міцелію вирощеного на зерні вівса та ячменю гомогенізували та 
екстрагували ММФ карбоксилестераз. 

Результати експресивності ММФ карбоксилестераз залежно від виду 
субстрату для вирощування міцелію гриба представлені на рис. 2.

Аналіз спектрів показав, що для екстракції карбоксилестерази з зер-
нового міцелію кращим є співвідношення його з розчинником 1:1. Більше 
розведення (1:10) призводить до того, що частина ізоформ, вміст яких 
менший, не виявляються. 

При порівнянні спектрів ММФ карбоксилестераз з міцелію, отрима-
ного на різних субстратах, було виявлено їх відмінності. У міцелії, що 
культивувався на вівсяному середовищі  детектовано найбільшу кількість 
ізоформ – дев’ять (з Rf   0,190; 0,380; 0,510; 0,520; 0,590; 0,620; 0,660; 
0,720 та 0,800). У пробі міцелію отриманого з ячменю спостерігали екс-
пресію лише шести ММФ (відсутніми виявилися ізоформи з Rf  0,190; 
0,590 та 0,620). Це може бути пов’язано з відмінностями хімічного складу 
зернового субстрату. Так, у вівсяному зерні міститься жирів у 2,5 рази, 
а клітковини у 2 рази більше ніж у зерні ячменю [12]. Ймовірно саме 
більша кількість жирів у вівсяному субстраті призводить до експресії 
більшої кількості ММФ карбоксилестераз. Відомо, що гриби можуть ви-
користовувати ліпіди як джерело вуглецю та енергії розщеплюючи їх за 
допомогою ліпаз. В результаті утворюються складні ефіри і альдегіди, 
які є субстратом для карбоксилестераз [13].

При порівнянні спектрів ММФ карбоксилестераз з міцелію та плодо-
вих тіл також встановлено відмінності в кількості ізоформ цього фермен-
ту. У пробах з плодового тіла їх нараховується до чотирьох. Спільними 
множинними молекулярними формами карбоксилестераз з плодового тіла 
і міцелію були ізоформи з відносною рухливістю 0,380 та 0,510. Решта, 
визначених у пробах з плодового тіла ММФ з Rf  0,590 та 0,620, була за-
фіксована лише у міцелії, що вирощували на вівсяному зерні. Встановлені 
відмінності в спектрах ММФ карбоксилестераз можуть бути обумовлені 
як складом субстрату для вирощування так і стадією розвитку гриба.
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Субстрат та 
співвідношення 

міцелій/розчинник 
(w/v)

Електрофореграма

		  Rf

Овес, 1 : 1

	 0,190 		  0,520	 0,590	 0,660	 0,720	 0,800	

		  		         0,620

 

Овес, 1 : 10

Ячмінь, 1 : 1

Ячмінь, 1 : 10

		  Rf	 	   0,380		   		  0,510

Рис. 2. Експресивність ММФ карбоксилестераз залежно від виду субстрату для 
вирощування міцелію гриба G. lucidum

Fig. 2. Expressivity of carboxylesterases molecular forms depending on the 
substrate for growing G. lucidum  mushroom mycelium

T. Tseng і L. Lay [14] при вирощуванні G. lucidum на рідкому серед-
овищі, що містило солод, декстрозу та пептон визначили у міцелії 8 ізо-
форм карбоксилестераз. При цьому ферменти екстрагували фосфатним 
буфером з рН 6,5. С. Бойко виявив у диспорової культури G. lucidum 8 
ММФ цього ферменту, а у моноспорової культури – лише 3 з низькою 
електрофоретичною рухливістю [9]. 
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Визначення електрофоретичного спектру естераз грибів застосовують 
для встановлення таксономічного положення та належності до екологічних 
груп невідомих штамів [10, 14]. Проте, як показали наші дослідження, 
залежно від умов отримання міцелію та екстрагування спостерігається 
мінливість електрофоретичних спектрів ММФ карбоксилестераз у діа-
пазоні від 2 до 9 ізоформ. Отже, мінливість, обумовлена механізмами 
регуляції експресії за різного складу поживного середовища, стадією 
розвитку гриба та умовами екстрагування ферментів, необхідно врахову-
вати при застосуванні спектрів ММФ карбоксилестераз для таксономії та 
ідентифікації цих грибів. З цією метою можна рекомендувати визначені 
нами конститутивні форми ферменту, якими є середньорухливі ізоформи 
з Rf  0,380 та 0,510.
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ЭЛЕКТРОФОРЕТИЧЕСКИЕ СПЕКТРЫ КАРБОКСИЛЭСТЕРАЗ  
GANODERMA LUCIDUM (CURTIS: FR.) P. KARST 

В ЗАВИСИМОСТИ ОТ УСЛОВИЙ ЭКСТРАГИРОВАНИЯ И 
СУБСТРАТА ВЫРАЩИВАНИЯ 

Реферат

При помощи метода электрофоретического разделения в полиакрила-
мидном геле были исследованы спектры множественных молекулярных 
форм карбоксилэстераз мицелия Ganoderma lucidum (Сurtis) P. Karst, 
выращенного на средах с овсом и ячменем. Установлено влияние состава 
и рН экстрагента на выявляемость изоформ фермента. В зависимости 
от состава питательной среды и условий екстрагирования фермента на 
электрофореграммах насчитывалось от 2 до 9 изоформ. Константными 
множественными молекулярными формами карбоксилэстераз, которые 
определялись во всех вариантах были две среднеподвижные формы с 
Rf 0,380 и 0,510.

Ключевые слова : Ganoderma lucidum, изоформы карбоксилэстераз, 
изменчивость. 
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ELEKTROPHORETIC SPECTRA OF CARBOXYLESTERASES 
ISOFORMS OF GANODERMA LUCIDUM (CURTIS: FR.) P. 
KARST DEPENDING ON THE EXTRACTION CONDITIONS 

AND THE COMPOSITION OF GROWING SUBSTRATE 

Summary

There were investigated the spectra of carboxylesterases isoforms of 
Ganoderma lucidum (Сurtis) P. Karst fruit bodies and cultivation mycelium 
from the substrates composition with oats and barley using the method 
of alkaline preliminary electrophoretic differentiation in polyacrylamide 
gel. The effect of pH of extractant in the expressive forms of the enzyme 
have been determined. Depending on the version of the experiment on 
electrophoregramme numbered from 2 to 9 isoforms. Const forms, which 
were determined in all the variants were two forms with Rf 0,380 and 0,510. 

Key  wo rd s :  Ganoderma lucidum, isoforms of carboxylesterases, 
variability.


