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ÅËÅÊÒÐÎФÎÐÅÒÈЧÍI СПÅÊÒÐÈ ÊÀÐÁÎÊСÈËÅСÒÅÐÀЗ 
GANODERMA LUCIDUM (CURTIS: FR.) P. KARST 

ЗÀËÅЖÍÎ ÂIÄ УÌÎÂ ÅÊСÒÐÀÃУÂÀÍÍß ÒÀ 
СУÁСÒÐÀÒУ ÄËß ÂÈÐÎЩУÂÀÍÍÍß 

За допомоãою методу еëектрофоретичноãо розподіëу в поëіакриëамідному 
ãеëі досëіджено скëад спектрів множинниõ моëекуëярниõ форм кар-
боксиëестераз пëодовоãо тіëа та міцеëію ãриба Ganoderma lucidum 
(Сurtis) P. Karst, який вирощуваëи на середовищаõ з вівсом та ячменем. 
Визначено впëив скëаду та рН екстраãенту на виявëення ізоформ фер-
менту карбоксиëестерази. Заëежно від скëаду поживноãо середовища 
та умов екстраãування ферменту на еëектрофореãрамаõ виявëено від 
2 до 9 ізоформ карбоксиëестераз. Константними множинними моëеку-
ëярними формами карбоксиëестераз, що визначаëися у всіõ варіантаõ, 
буëи дві середньоруõëиві ізоформи з Rf 0,380 та 0,510.

Кëючов і  с ë ова : Ganoderma lucidum, карбоксиëестераза, спектр 
ізоформ, мінëивість.

Êарбоксилестерази (ÊФ 3.1.1.1) – серинові гідролази широкого спект-
ру дії, що каталізують гідроліз переважно аліфати÷них і ароìати÷них 
ефірів ниж÷их жирних кислот, а також ефірів ìоло÷ної, бурштинової та 
інших органі÷них кислот і багатьох аìінокислот. Їх виявлено в клітинах 
бактерій, грибів, рослин та тварин [1]. Ó карбоксилестераз базидіо-
ìіöетів встановлено також наявність ліпазної активності. За ìолеку-
лярною будовою карбоксилестерази різних організìів дещо різняться. 
Ó базидіоìіöетів öя група ферìентів ìає вісіì субодиниöь з загальною 
ìасою 430 кД [2]. Завдяки зна÷ній внутрішньовидовій ìінливості та 
простоті гістохіìі÷ного виявлення [3] карбоксилестераз використовують 
як ìаркерний ферìент у популяöійно-генети÷них дослідженнях та при 
ідентифікаöії організìів [4–10]. Поліìорфізì карбоксилестераз вищих 
базидіоìіöетів вив÷ено ìало. Ðазоì з тиì, отриìана інфорìаöія ìоже 
стати у нагоді при визна÷енні ìодифікаöійної та генотипової ìінливості 
грибів, особливостей форìування їх öілющих властивостей залежно від 
уìов вирощування, тощо. 
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Ìетою роботи було вив÷ення складу електрофорети÷них спектрів 
ìножинних ìолекулярних форì карбоксилестераз у лікарського бази-
діоìіöета Ganoderma lucidum ((Сurtis) P. Karst) за різних поживних 
середовищ та уìов екстрагування ферìенту. 

Ìатеріали і методи
Ó роботі використовували штаì Ganoderma lucidum ONU F101, 

отриìаний з Iнституту сільськогосподарської генетики (ì. Ханой).
Вплив роз÷инника та рН середовища при екстрагуванні на спектр 

ізофорì карбоксилестераз досліджували на плодових тілах трутовика 
лакованого, що були отриìані при культивуванні ìіöелію на суìіші со-
лоìи пшениöі та я÷ìеню. Гриб вирощували  при теìпературі 22 °Ñ (при 
переході до плодоношення – при 16 °Ñ) і вологості повітря 90%. Ферìент 
екстрагували роз÷инникаìи: гліöин – 0,1 Ì (рН 4,0); тріс-гліöиновий 
буфер – 0,1 Ì (рН 7,4); гліöин-NaOH буфер – 0,1 Ì (рН 9,0); гліöин-
NaOH буфер – 0,1 Ì, з доданняì 1% тритону Х-100 (рН 9,0). Проби 
свіжозібраного плодового тіла з роз÷инникоì розтирали у ступöі на холоді 
у співвідношенні біоìаса/роз÷инник (w/v) 1:5 .

Залежність експресії ìножинних ìолекулярних форì карбоксилес-
тераз (ÌÌФ) від виду субстрату досліджували на пробах отриìаних з 
ìіöелію, який вирощували на субстраті з зернового я÷ìеню та вівса:

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

Зерновий ìіöелій  II
я÷ìінь –1 кг
крейда – 30 г 
гіпс – 120 г 
вода  – 2 л

 Iз зібраного ìіöелію готували наважки по 100 ìг, додавали по 100 
ìкл або 1000 ìкл екстрагенту і гоìогенізували так саìо, як плодові 
тіла. Для екстракöії ÌÌФ карбоксилестераз з ìіöелію використовува-
ли 0,1 Ì гліöин-NaOH буфер з 1% тритону Х-100. Підготовлені такиì 
÷иноì проби öентрифугували на холоді (+4 °Ñ) при 10 000 g впродовж 
15 хв, після ÷ого піддавали заìорожуванню-відтаюванню. Отриìані та-
киì ÷иноì екстракти піддавали електрофорети÷ноìу розділенню у 7% 
поліакрилаìідноìу гелі. ÌÌФ карбоксилестераз виявляли за ìетодикою 
Л.I. Êоро÷кіна [3] з ìодифікаöіяìи [11].

Одержані електрофореграìи сканували і аналізували за допоìогою 
спеöіальної ліöензійної коìп'ютерної програìи «ÀнаÈÑ».

Ðезультати та їх обговорення 
Для дослідження залежності виявлення ÌÌФ карбоксилестераз від 

складу екстрагента отриìували свіжі плодові тіла трутовика лакованого. 
Для екстракöії ÌÌФ карбоксилестераз використовували три буфери із 
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різниìи зна÷енняìи рН та один – з доданняì детергента тритон Х-100. 
Ðезультати електрофорезу отриìаних екстрактів ÌÌФ карбоксилестераз 
плодового тіла трутовика лакованого представлено на рис. 1.

Ðозчинник, рÍ Åлектрофореграма

0,1 Ì гліöин (рН 4,0)

0,1 Ì тріс-гліöиновий 
буфер (рН 7,4)

0,1 Ì гліöин-NaOH буфер 
(рН 9,0);

0,1 Ì гліöин-NaOH бу-
фер,  1% тритон Х-100 
(рН  9,0)

–       Ìінорні фракöії                                                                     +

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

Ðис. 1. Спектри ÌÌФ карбоксилестераз плодових тіл G. lucidum за екстракції 
різними розчинниками

Fіg. 1. The spectra of carboxylesterases molecular forms of G. lucidum fruіt bodіes 
extracted by dіfferent solvents
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Як видно з електрофореграì у пробах з плодового тіла Ganoderma 
lucidum визна÷ається до ÷отирьох основних ізофорì з відносною рух-
ливістю 0,380; 0,510; 0,590; 0,620. Ñтупінь їх екстрагування залежить 
від складу роз÷инника і зна÷ення рН. Найкращі результати отриìано 
для екстрагенту, що ìістить 0,1 Ì гліöин-NaOH буфер з доданняì 1% 
тритону Х-100 (рН 9,0). Öей склад роз÷инника дозволяє виявити також 
ìінорні слабо рухливі форìи карбоксилестераз. 

В подальшоìу вив÷али залежність експресивності ìножинних ìоле-
кулярних форì карбоксилестераз ìіöелію від виду субстрату, на якоìу 
його вирощували, використовую÷и як роз÷инник гліöин-NaOH буфер з 
тритоноì у співвідношенні ìіöелій/роз÷инник (w/v) 1:10 та 1:1. Для öього 
зразки ìіöелію вирощеного на зерні вівса та я÷ìеню гоìогенізували та 
екстрагували ÌÌФ карбоксилестераз. 

Ðезультати експресивності ÌÌФ карбоксилестераз залежно від виду 
субстрату для вирощування ìіöелію гриба представлені на рис. 2.

Àналіз спектрів показав, що для екстракöії карбоксилестерази з зер-
нового ìіöелію кращиì є співвідношення його з роз÷инникоì 1:1. Більше 
розведення (1:10) призводить до того, що ÷астина ізофорì, вìіст яких 
ìенший, не виявляються. 

При порівнянні спектрів ÌÌФ карбоксилестераз з ìіöелію, отриìа-
ного на різних субстратах, було виявлено їх відìінності. Ó ìіöелії, що 
культивувався на вівсяноìу середовищі  детектовано найбільшу кількість 
ізофорì – дев’ять (з Rf   0,190; 0,380; 0,510; 0,520; 0,590; 0,620; 0,660; 
0,720 та 0,800). Ó пробі ìіöелію отриìаного з я÷ìеню спостерігали екс-
пресію лише шести ÌÌФ (відсутніìи виявилися ізофорìи з Rf  0,190; 
0,590 та 0,620). Öе ìоже бути пов’язано з відìінностяìи хіìі÷ного складу 
зернового субстрату. Òак, у вівсяноìу зерні ìіститься жирів у 2,5 рази, 
а клітковини у 2 рази більше ніж у зерні я÷ìеню [12]. Éìовірно саìе 
більша кількість жирів у вівсяноìу субстраті призводить до експресії 
більшої кількості ÌÌФ карбоксилестераз. Відоìо, що гриби ìожуть ви-
користовувати ліпіди як джерело вуглеöю та енергії розщеплюю÷и їх за 
допоìогою ліпаз. В результаті утворюються складні ефіри і альдегіди, 
які є субстратоì для карбоксилестераз [13].

При порівнянні спектрів ÌÌФ карбоксилестераз з ìіöелію та плодо-
вих тіл також встановлено відìінності в кількості ізофорì öього ферìен-
ту. Ó пробах з плодового тіла їх нараховується до ÷отирьох. Ñпільниìи 
ìножинниìи ìолекулярниìи форìаìи карбоксилестераз з плодового тіла 
і ìіöелію були ізофорìи з відносною рухливістю 0,380 та 0,510. Ðешта, 
визна÷ених у пробах з плодового тіла ÌÌФ з Rf  0,590 та 0,620, була за-
фіксована лише у ìіöелії, що вирощували на вівсяноìу зерні. Встановлені 
відìінності в спектрах ÌÌФ карбоксилестераз ìожуть бути обуìовлені 
як складоì субстрату для вирощування так і стадією розвитку гриба.
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Субстрат та 
співвідношення 

міцелій/розчинник 
(w/v)

Åлектрофореграма

  Rf

Овес, 1 : 1

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

           0,620

 

Овес, 1 : 10

Я÷ìінь, 1 : 1

Я÷ìінь, 1 : 10

  Rf    0,380     0,510

Ðис. 2. Åкспресивність ÌÌФ карбоксилестераз залежно від виду субстрату для 
вирощування міцелію гриба G. lucidum

Fіg. 2. Expressіvіty of carboxylesterases molecular forms dependіng on the 
substrate for growіng G. lucidum  mushroom mycelіum

T. Tseng і L. Lay [14] при вирощуванні G. lucidum на рідкоìу серед-
овищі, що ìістило солод, декстрозу та пептон визна÷или у ìіöелії 8 ізо-
форì карбоксилестераз. При öьоìу ферìенти екстрагували фосфатниì 
буфероì з рН 6,5. Ñ. Бойко виявив у диспорової культури G. lucidum 8 
ÌÌФ öього ферìенту, а у ìоноспорової культури – лише 3 з низькою 
електрофорети÷ною рухливістю [9]. 
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Визна÷ення електрофорети÷ного спектру естераз грибів застосовують 
для встановлення таксоноìі÷ного положення та належності до екологі÷них 
груп невідоìих штаìів [10, 14]. Проте, як показали наші дослідження, 
залежно від уìов отриìання ìіöелію та екстрагування спостерігається 
ìінливість електрофорети÷них спектрів ÌÌФ карбоксилестераз у діа-
пазоні від 2 до 9 ізофорì. Отже, ìінливість, обуìовлена ìеханізìаìи 
регуляöії експресії за різного складу поживного середовища, стадією 
розвитку гриба та уìоваìи екстрагування ферìентів, необхідно врахову-
вати при застосуванні спектрів ÌÌФ карбоксилестераз для таксоноìії та 
ідентифікаöії öих грибів. З öією ìетою ìожна рекоìендувати визна÷ені 
наìи конститутивні форìи ферìенту, якиìи є середньорухливі ізофорìи 
з Rf  0,380 та 0,510.
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ЭËÅÊÒÐÎФÎÐÅÒÈЧÅСÊÈÅ СПÅÊÒÐЫ ÊÀÐÁÎÊСÈËЭСÒÅÐÀЗ  
GANODERMA LUCIDUM (CURTIS: FR.) P. KARST 

Â ЗÀÂÈСÈÌÎСÒÈ ÎÒ УСËÎÂÈÉ ЭÊСÒÐÀÃÈÐÎÂÀÍÈß È 
СУÁСÒÐÀÒÀ ÂЫÐÀЩÈÂÀÍÈß 

Ðеферат

При поìощи ìетода электрофорети÷еского разделения в полиакрила-
ìидноì геле были исследованы спектры ìножественных ìолекулярных 
форì карбоксилэстераз ìиöелия Ganoderma lucidum (Ñurtis) P. Karst, 
выращенного на средах с овсоì и я÷ìенеì. Óстановлено влияние состава 
и рН экстрагента на выявляеìость изофорì ферìента. В зависиìости 
от состава питательной среды и условий екстрагирования ферìента на 
электрофореграììах нас÷итывалось от 2 до 9 изофорì. Êонстантныìи 
ìножественныìи ìолекулярныìи форìаìи карбоксилэстераз, которые 
определялись во всех вариантах были две среднеподвижные форìы с 
Rf 0,380 и 0,510.

Êлю÷евые слова : Ganoderma lucidum, изофорìы карбоксилэстераз, 
изìен÷ивость. 
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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 (Ñurtis) 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.


