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Fusarium sambucinum Fuckel – распространенный
почвенный сапрофит, являющийся для ряда расте�
ний фитопатогеном, нередко обнаруживается в со�
ставе фузариозных фитопатогенных комплексов,
сопряженных с гнилью проростков и фузариозом
колоса зерновых культур [1, 2]. Он известен, как
один из основных возбудителей сухой гнили клуб�
ней картофеля. В инфицированной F. sambucinum
сельскохозяйственной продукции могут накапли�
ваться опасные для здоровья потребителей мико�
токсины.

В литературе отмечена способность изолятов
F. sambucinum продуцировать трихотеценовые мико�
токсины типа А, в большинстве случаев неоксигени�
рованный в С�7� и С�8�положениях 4,15�диацеток�
сисцирпенол (4,15�диацетокси�3α�гидрокси�12,13�
эпокситрихотец�9�ен; ДАС) [3], иногда Т�2�токсин,
неосоланиол и др. (рис. 1), содержащие в положении
С�8 замещенную или незамещенную гидроксигруп�
пу [4]. Случаи обнаружения среди метаболитов
F. sambucinum трихотеценов типа В (8�кетотрихоте�
ценов) весьма редки [5, 6] (рис. 1). 

При отборе лабораторной коллекции изолятов
F. sambucinum на способность продуцировать трихо�
теценовые микотоксины нами был обнаружен изо�
лят F. sambucinum var. minus, в культуре которого по
предварительным данным присутствовали трихоте�
цены типа В. 

Цель работы – идентификация метаболитов,
продуцируемых изолятом F. sambucinum var. minus. 

МЕТОДИКА

Изолят гриба был выделен Л.Л. Дорофеевой из
листьев яровой пшеницы (Triticum aestivum L.) на

опытном поле ВНИИ фитопатологии (Раменка,
Московской обл.) и идентифицирован как Fusarium
sambucinum Fuckel 1869 var. minus [7]. Гриб хранили в
лабораторной коллекции при 4°С в пробирках на
косяках с агаром Чапека с добавкой (1% по массе)
кукурузного экстракта и поддерживали путем еже�
годного пересева. 

Для опытов культуру гриба пересевали в пробир�
ки на косяки с агаризованной средой Чапека и вы�
ращивали 7–10 сут в термостате при 26°C. Смывом
с пробирок засевали в качалочные колбы (750 мл),
содержащие 100 мл жидкой питательной среды со�
става (г/л): сахароза – 20, пептон – 3, КН2РО4 – 0.5,
MgSO4 – 0.2, и перемешивали на ротационной ка�
чалке при 220 об/мин в течение 1сут при 26°C. 

Полученную культуру использовали в качестве
посевной для инокуляции среды (колбы 750 мл) с
питательной средой Миро (100 мл) состава (г/л): са�
хароза – 40, глицерин – 10, (NH4)2HPO4 – 1,
КН2РО4 – 3, MgSO4 – 2, NaCl – 5. Изолят гриба
культивировали при перемешивании на качалке
при 220 об/мин в течение 7 сут при 26°C в темноте.
По окончании инкубации биомассу гриба отфиль�
тровывали и взвешивали после сушки до постоян�
ного веса в термостате при 90°C. 

Культуральный фильтрат (рН 2.5) из 4 качалоч�
ных колб объединяли и экстрагировали метаболиты
гриба этилацетатом. Экстракт сушили над Na2SO4,
этилацетат отгоняли в вакууме роторного испарите�
ля при температуре бани не выше 65°С, остаток рас�
творяли в 10 мл смеси ацетонитрил–вода (84 : 16) и
с целью очистки пропускали через колонку с 0.2 г
активированного угля ОУ�А, 0.2 г целита 545 (80–
100 меш) и 1.2 г нейтрального Al2O3. Колонку про�
мывали 10 мл той же смеси. Объединенный элюат
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фильтровали через бумажный фильтр и отгоняли
растворитель досуха. 

Остаток растворяли в 0.5 мл метанола, и полу�
ченный раствор использовали для анализа на три�
хотеценовые микотоксины с применением методов
ТСХ, ГЖХ и ВЭЖХ. В качестве стандартов исполь�
зовали образцы 4�дезоксиниваленола (ДОН), 15�
ацетилдезоксиниваленола (15�АсДОН), нивалено�
ла (НИВ), 4�ацетилниваленола (4�АсНИВ, фузаре�
нон�Х) и ДАС фирмы “Sigma” (США). 

ТСХ проводили на пластинках Silufol (“Kavalier”,
Чехия) без флуоресцирующей добавки. Вещества
проявляли путем опрыскивания хроматограмм 10%�
ным раствором AlCl3 в этаноле с последующим про�
греванием при 95°С в течение 8 мин в термостате,
или обработкой 10%�ным раствором H2SO4 в этаноле
с 2�минутным нагреванием при 95°С. Хроматограм�
мы просматривали в УФ�свете (254 и 365 нм).

Для ГЖХ использовали хроматограф Tracor 570
(США) с набивной колонкой (3% SE�30 на Gas�
Chrom W�HP, 0.125–0.150 мм) и детектором ак�
цептора электронов. Температуру колонки програм�
мировали: 170°С – 1 мин, далее повышали темпера�
туру со скоростью 10°С/мин до 220°С, при которой
выдерживали 1 мин, затем повышали температуру со
скоростью 20°С/мин до 260°С и выдерживали 2 мин.
Анализируемый образец перед введением в хромато�
граф трансформировали гептафторбутирилимидазо�
лом [8].

ВЭЖХ проводили на хроматографе системы Wa�
ters 1525 Breeze (США) c детектором Waters 2487, ко�
лонкой Waters Symmetry C18 (5 мкм; 4.6 × 150 мм) при
25°С. Подвижная фаза – ацетонитрил–вода (1 : 2.2 по

объему), скорость потока – 0.5 мл/мин, объем ин�
жекционной иглы 5 мкл. Детектирование проводи�
ли при 224 нм.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Трихотецены типа А, в отличие от трихотеце�
нов типа В, не образуют комплексов с AlCl3 и по�
этому не проявляются на тонкослойных хромато�
граммах при обработке спиртовым раствором
AlCl3. Они обычно обнаруживаются опрыскива�
нием хроматограмм раствором H2SO4. При ТСХ
исследуемого раствора в смеси: этилацетат–гек�
сан–метанол (6 : 4 : 1) обработка хроматограмм
H2SO4 не выявила наличия трихотеценов типа А.
При проявлении AlCl3 в УФ�свете (365 нм) обна�
ружены 3 голубых пятна. По хроматографической
подвижности (Rf) в сравнении со стандартами од�
но пятно совпадало с НИВ (Rf 0.15), другое – с
4�АсНИВ (Rf 0.40), а третье, наиболее интенсив�
ное, было примерно на уровне 15�АсДОН (Rf 0.55).
ТСХ в смеси: этилацетат–гексан (3 : 1) позволила
более четко установить неидентичность этого пятна
(Rf 0.6) со стандартом 15�АсДОН (Rf 0.5). 

Используя препаративный вариант ТСХ, веще�
ства были выделены в хроматографически чистом
виде. Анализ методами ГЖХ и ВЭЖХ показал совпа�
дение двух веществ со стандатными образцами НИВ
и 4�АсНИВ, что подтвердило результаты ТСХ. Пове�
дение третьего вещества отличалось от использован�
ного набора стандартов. Предположительно, это
могло быть одно из диацетильных производных
ДОН или НИВ. 
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Рис. 1. Структура трихотеценовых микотоксинов.
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СОКОЛОВА, ВОЗНЕСЕНСКИЙ

Для получения дополнительной информации ве�
щество гидролизовали в 0.05 н. растворе КОН в сме�
си метанол–вода (9 : 1) при комнатной температуре в
течение 15 мин. Продукты гидролиза подвергали
ТСХ в смеси хлороформ–метанол (5 : 1) и в смеси
гексан–изопропанол–вода (10 : 10 : 1). Анализ хро�
матограмм показал, что продуктом гидролиза являл�
ся НИВ. ГЖХ� и ВЭЖХ�анализ подтвердил наличие
НИВ. Оставался открытым вопрос о количестве аце�
тильных групп и месте их расположения в исходной
молекуле.

Повторная ферментация позволила выделить и
очистить с помощью ТСХ 13 мг твердого белого ве�
щества, кристаллизующегося из метанола в виде
длинных игл. Протонный ЯМР�спектр вещества в
растворе CDCl3 δ (м.д. относительно тетраметилси�
лана): 1.09 (3Н, СН3�14), 1.89 (3Н, СН3�16), 1.91 (3Н,
СН3�15 Ас), 2.16 (3Н, СН3�4 Ас), 3.08 (2Н, Н�13), 3.4
(1Н, 3�ОН), 3.83 (1Н, 7�ОН), 3.84 (1Н, Н�2, J =
= 4.9 Гц), 4.18 и 4.36 (2Н, Н�15, J = 12.2 Гц), 4.23 (1Н,
Н�3, J = 4.9 Гц, J = 3.1 Гц), 4.73 (1Н, Н�11, J = 5.8 Гц),
4.88 (1Н, Н�7), 5.18 (1Н, Н�4, J = 3.1 Гц), 6.65 (1Н, Н�
10, J = 5.8 Гц) подтвердил предположение о наличии
двух ацетильных групп в молекуле (рис. 2). При
этом сигнал водорода при С�4 (Н�4) более сдвинут в
область слабого поля, чем сигнал Н�3, что свидетель�
ствовало о наличии ацетильной группы в положении
при С�4 и ее отсутствие при С�3. Кроме того, полу�
ченный спектр оказался идентичен спектру 4,15�ди�
ацетильного производного ниваленола (4,15�диАс�
НИВ), приведенному в работе [9].

Таким образом было показано, что исследуемый
изолят F. sambucinum var. minus продуцировал 4,15�
диАсНИВ в качестве основного трихотеценового
метаболита (9 мг/л или 2 мг/г сухой биомассы гри�

ба), с примесью 4�АсНИВ (3 мг/л) и НИВ (1 мг/л) в
условиях глубинного культивирования на среде
Миро. 

По своей структуре 4,15�диАсНИВ отличается от
ДАС – типичного метаболита F. sambucinum нали�
чием кето�группы в положении С�8 и гидроксиль�
ной группы в положении С�7 (рис. 1). Оксигениро�
вание указанных положений требует наличия спе�
цифических цитохром Р450�оксигеназ [10]. Можно
предположить, что продуцент 4,15�диАсНИВ со�
держит дополнительный ген, кодирующий необходи�
мые оксигеназы. Вероятно, этот ген будет иметь более
высокую гомологию с геном LH1 (FgTri1), выделен�
ным из изолята F. graminearum – продуцента 15�
АсДОН [10], чем с геном FsTri1, выделенным из изо�
лята F. sporotrichioides –продуцента Т�2�токсина [11].

Следует отметить, что обнаруженный нами изо�
лят F. sambucinum var. minus – один из немногих,
описанных в литературе [9] изолятов грибов рода
Fusarium, образующих 4,15�диАсНИВ в качестве до�
минанты, хотя в качестве минорного метаболита
это вещество, вероятно, может присутствовать сре�
ди метаболитов ряда грибов�продуцентов НИВ [12].

Острая летальная токсичность для мышей
(LD50 внутрибрюшинно) 4,15�диАсНИВ (от 1.21 до
9.6 мг/кг) и НИВ (7.4 мг/кг) выше, чем ДОН
(70 мг/кг). Несмотря на то, что 4,15�диАсНИВ в
урожае зерновых культур обнаруживают реже, чем
ДОН или НИВ [13], необходимо оценивать вероят�
ность присутствия этого метаболита в зерне.
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Production of 4,15�Diacetylnivalenol 
by Fusarium Sambucinum Fuckel var. minus 

G. D. Sokolovaa and V. N. Voznesenskiib 
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Abstract—Fusarium sambucinum Fuckel var. minus isolate produced unusual for F. sambucinum Fuckel tri�
chothecene metabolite 4,15�diacetylnivalenol (9 mg/l) in conditions of deep cultivation on Myro medium.
This compound was identified by TLC, GLC, HPLC, and 1NMR spectroscopy. Other trichothecenes, 4�acetylni�
valenol (3 mg/l) and nivalenol (1 mg/l), were also found in the culture. The observed feature of the studied
isolate is assumed to be due to the presence of an additional gene, which encodes cytochrome P450 oxygenase
responsible for the introduction of keto group at C8 and hydroxyl group at C7 of the trichothecene structure.
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