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Грибы рода Penicillium представляют интерес как
источник метаболического разнообразия из�за их хо�
рошо известной способности к синтезу вторичных
метаболитов разнообразной структуры, обладающих
широким спектром биологической активности, в том
числе алкалоидов, антибиотиков, микотоксинов, им�
муномодуляторов, иммунодепрессантов. С древних
времен широко используются в медицине представи�
тели уникального класса соединений, называемого
эргоалкалоидами, традиционным продуцентом кото�
рого является спорынья – гриб�паразит Claviceps pur�
purea [1]. К паразитирующим на травах относятся
также многочисленные продуценты эргоалкалои�
дов, относящиеся к семейству Clavicipitaceae. К на�
стоящему времени накоплен большой объем экспе�
риментальных данных по продукции эргоалкалои�
дов пенициллами в сапрофитных условиях, в том
числе на средах определенного состава [2]. Среди
этих метаболитов эргоалкалоиды –эпоксиагрокла�
вин�I и агроклавин�1 (ЭА), биосинтез которых был
установлен ранее в процессе скрининга продуцен�
тов эргоалкалоидов у Р. corylophilum ВКМ F�2156 (Д)
и P. fellutanum ВКМ F�1073 (=P. sizovae) [3, 4]. Недав�
но эти соединения были обнаружены у P. citrinum
ВКМ FW�800 и P. waksmanii ВКМ FW�2875, выде�
ленных из мерзлых древних отложений [5, 6]. Штамм
P. fellutanum продуцировал также N�N�димеры эрго�
алкалоидов – димер эпоксиагроклавина�I (ДЭЭ) и
смешанный димер эпоксиагроклавина�I и агрокла�
вина�I (ДЭА) [7, 8]. У штаммов P. citrinum и Р. waksma�
nii была также обнаружена способность синтезиро�
вать хинолиновые алкалоиды хиноцитринины А и Б
(ХЦ) [9].

Цель работы – изучение компоненты метаболо�
ма грибов Р. citrinum, P. corylophilum, P. fellutanum и

P. waksmanii, идентифицировать биологически ак�
тивные вещества алкалоидной природы, а также ис�
следовать физиолого�биохимические характеристи�
ки их роста и развития в связи с биосинтезом вто�
ричных метаболитов.

МЕТОДИКА 

Использовали культуры из Всероссийской кол�
лекции микроорганизмов (ВКМ) ИБФМ РАН –
P. citrinum Thom 1910 ВКМ FW�800, Р. corylophilum
Dierckx 1901 ВКМ F�2156 (Д), P. fellutanum Biourge
1923 ВКМ F�1073 (=P. sizovae) и P. waksmanii Zaleski
1927 ВКМ FW�2875. Грибы культивировали глубин�
ным способом на контрольной среде следующего
состава (г/л): маннит – 50.0, янтарная кислота – 5.4,
MgSO4 ⋅ 7Н2O – 0.3, КН2РO4 – 1.0, рН доводили до
5.4 конц. раствором NH4OH. Цинк вносили в кон�
трольную среду в виде соли ZnSO4 ⋅ 7Н2O в концен�
трации 4.4 мг/л. Грибы выращивали в 150 мл среды в
колбах объемом 750 мл при 24 ± 1°С на качалке
(200–220 об/мин). Засев среды осуществляли вод�
ной суспензией конидий (1–2 × 107 спор/мл) 14�су�
точных культур, выращенных на скошеном сусло�
агаре. Рост культур оценивали по сухой массе мице�
лия ежесуточно. 

Извлечение метаболитов из фильтрата культу�
ральной жидкости, их выделение, очистку и иденти�
фикацию проводили по методикам, разработанным
ранее [10]. Анализ экстрактов осуществляли мето�
дом тонкослойной хроматографии (ТСХ) на пла�
стинках силикагеля (Silica gel 60 F254, “Merck”, Гер�
мания) в системах: хлороформ–метанол–25%�ный
NH4OH 90 : 10 : 0.1 (I) и 80 : 20 : 0.2 (II). ЭА обнаружи�
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эпоксиагроклавина�I и смешанный димер эпоксиагроклавина�I и агроклавина�I, а также хиноли�
новые метаболиты – хиноцитринины А и Б. Изучена физиолого�биохимическая характеристика
продуцентов. Определены оптимальные условия биосинтеза компонентов метаболома. Добавка
цинка в среду стимулировала биосинтез эргоалкалоидов во всех случаях, продукция же хиноцитри�
нинов возрастала только у P. citrinum, а у P. corylophiium, P. fellutanum и P. waksmanii подавлялась. Это
свидетельствует о том, что гены путей биосинтеза этих метаболитов находятся у продуцентов в раз�
ных кластерах.
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вали по поглощению в УФ�свете и после опрыскива�
ния пластин реактивом Эрлиха. Для детекции N�N�
димеров эргоалкалоидов использовали их свечение в
УФ�свете при 366 нм и окрашивание после обработки
реактивом Драгендорфа. Этот реактив применяли
также для визуализации ХЦ. Количественный анализ
суммарной смеси эргоалкалоидов (СЭА) и ХЦ прово�
дили по методике [10]. Для количественного опреде�
ления димеров использовали высокоэффективную
жидкостную хроматографию высокого давления
(ВЭЖХ). Работу выполняли на хроматографе с УФ�
детектором переменной длины волны и системой
обсчета хроматограмм фирмы “LKB�Pribori А”
(Швеция). Рабочая длина волны 280 нм, расход по�
движной фазы 0.9 мл/мин, объем пробы 20 мкл. По�
движная фаза состояла из метанола, воды и 25%�но�
го водного раствора аммиака в соотношении
78 : 22 : 0.0036 (об. %), температура анализа 30°С.
Разделение выполняли на колонке, заполненной
обращенно�фазовым сорбентом Nova�Pak С 18, 150 ×
× 3.9 мм, (“Waters”, США). Общая продолжитель�
ность анализа составляла 20 мин. Времена удержива�
ния ДЭЭ и ДЭА составляли 6.20 и 16.04 мин соответ�
ственно. Идентификацию соединений проводили,
сопоставляя параметры удерживания стандартов и
анализируемых соединений. Количественное опреде�
ление выполняли методом абсолютной градуировки.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

Идентификация метаболитов. В “кислых” экс�
трактах культуральной жидкости P. corylophilum и
P. fellutanum методом ТСХ на пластинах силикагеля
были обнаружены два метаболита с Rf 0.14 и 0.12 (I);
0.67 и 0.62 (II), дающие ярко оранжевую окраску с
реактивом Драгендорфа (азотсодержащие соедине�
ния), но реактив Эрлиха – реагент на индольные со�
единения, давал отрицательный результат. Оба мета�
болита имели одинаковую хроматографическую по�
движность в системах растворителей (I) и (II) со
стандартными образцами хинолиновых алкалои�
дов – ХЦ А и Б соответственно. УФ�спектры образ�
цов метаболитов были идентичны и совпадали со
спектрами ХЦ (λмакс, метанол: 216, 248, 256, 300, 314,
328 нм) [9]. На основании этих данных нами был
сделан вывод о том, что соединения, выделенные из
“кислых” экстрактов P. corylophilum и P. fellutanum
являются хинолиновыми алкалоидами – ХЦ А и Б.

На хроматограммах “щелочных” экстрактов
культуральной жидкости штаммов P. citrinum,
P. corylophilum и P. waksmanii помимо основных мета�
болитов ЭА было обнаружено вещество с Rf 0.35 (I) и
0.75 (II), дающее положительную реакцию с реакти�
вом Драгендорфа, но не окрашиваемые с реактивом
Эрлиха. У штаммов P. citrinum, P. corylophilum был
также обнаружен второй метаболит с аналогичными
характеристиками, но отличающийся по хроматогра�
фической подвижности с Rf 0.30 (I) и 0.74 (II). Выде�
ленные соединения флуоресцировали под УФ�све�

том при 366 нм. УФ�спектры метаболитов были
практически идентичны и содержали полосы погло�
щения, соответствующие замещенному индольному
хромофору при 271, 284 и 292 нм, причем макси�
мально интенсивное поглощение наблюдалось при
271 нм, что характерно для N–N�димеров эргоалка�
лоидов, таких, как ДЭЭ и смешанный ДЭА [7, 8].
Данные ВЭЖХ по хроматографической подвижно�
сти и параметрам удерживания исследованных ме�
таболитов и стандартных образцов ДЭЭ и ДЭА так�
же свидетельствовали об их идентичности. Времена
удерживания для первого метаболита и для ДЭЭ
равны 6.20 мин. Форма размывания пика второго
метаболита и время удерживания (16.04 мин) совпа�
ли с соответствующими характеристиками для стан�
дартного образца ДЭА. На основании приведенных
выше данных, в том числе и по отсутствию реакции
с реактивом Эрлиха, специфической для N–N�ди�
меров эргоалкалоидов, можно сделать вывод, что
выделенные метаболиты представляют собой соот�
ветствующие N–N�димеры эргоалкалоидов – ДЭЭ
и ДЭА, ранее обнаруженные у P. fellutanum ВКМ
F�1073 [7, 8].

Физиолого�биохимические характеристики проду�
центов. Культуры, синтезирующие эргоалкалоиды и
ХЦ, были выделены в разных географических реги�
онах из почвенных образцов различного геологиче�
ского возраста. Представителями современной мик�
робиоты являются P. corylophilum и P. fellutanum [3, 4],
а древней, датируемой 100–200 тыс. лет и 1.8–3 млн.
лет, P. waksmanii и P. citrinum соответственно [5, 6]. Ло�
гично предположить, что функционирование путей
биосинтеза этих вторичных метаболитов обеспечило
выживание культур в условиях изменения местооби�
таний под влиянием внешних факторов в течение зна�
чительного времени даже в масштабах эволюции. Ге�
ны или кластеры генов путей биосинтеза не перешли в
разряд “спящих” или “молчащих”, а экспрессируют�
ся в довольно широком интервале условий культиви�
рования [11]. Это фактически означает, что ферменты,
осуществляющие реакции биосинтеза этих компо�
нентов метаболома, являются конститутивными.

Изученные культуры�продуценты отличались по
интенсивности продукции алкалоидов. Наиболь�
шие показатели биосинтеза СЭА и ХЦ в контроль�
ной среде наблюдались у P. waksmanii, а у других бы�
ли значительно ниже (табл. 1). Низкое накопление
биомассы (4–8 г/л) и раннее конидиообразование
при росте культур на контрольной среде, содержа�
щей большое количество источников углерода, азо�
та и макроэлементов, свидетельствует о недостатке в
среде других компонентов, например микроэлемен�
тов. Ранее было показано, что только внесение в
среду культивирования цинка приводило к стиму�
лированию биосинтеза алкалоидов P. citrinum [9].
Внесение этого микроэлемента в среду культивиро�
вания для других продуцентов приводило к усиле�
нию ростовых процессов и биосинтеза эргоалкалои�
дов этими культурами (табл. 1). При этом у исследу�
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емых штаммов прирост биомассы был практически
одинаков, а продукция СЭА различалась. Увеличе�
ние их синтеза происходило за счет более активного
биосинтеза этих алкалоидов мицелием грибов, по�
скольку выходы СЭА в расчете на единицу биомас�
сы (YСЭА/Х) по сравнению с контрольной средой вы�
росли в 2–13 раза. Возможно, как в случае других
индолсодержащих алкалоидов, стимулирующий
эффект ионов цинка на биосинтез эргоалкалоидов
связан с активированием триптофансинтетазы [12].

У разных продуцентов влияние добавок цинка на
биосинтез ХЦ продуцентами существенно различа�
лось. Внесение цинка в среду культивирования
P. citrinum приводило к увеличению накопления ХЦ
в 3.3 раза, в основном, за счет усиления ростовых
процессов, так как выход ХЦ в расчете на единицу
биомассы (YХЦ/X) по сравнению с контрольной сре�
дой оставался примерно на том же уровне. У P. waks�
manii наблюдалось снижение продукции ХЦ в
1.7 раза по сравнению с контрольной средой, а у
Р. corylophilum и P. fellutanum ионы цинка не оказали
влияния на биосинтез этих алкалоидов (табл. 1).
Дальнейшие сравнительные исследования культур�
продуцентов проводили на среде с добавками цинка.

Динамика роста культур (рисунок) характеризо�
валась диауксией, что обусловлено наличием в среде
двух источников углерода. У P. citrinum и P. waksmanii
на протяжении культивирования наблюдался мице�
лиальный рост без дифференцировки, а у P. corylo�
philum и P. fellutanum конидиообразование начина�
лось с 4 сут культивирования.

Процесс биосинтеза алкалоидов у изученных
культур проходил параллельно росту и имел цикли�
ческий характер. Наблюдалось падение концентра�
ции ЭА, их димеров и ХЦ и снижение удельной ско�
рости их накопления в культуральной жидкости.

Причем у P. citrinum [10] и P. waksmanii падение кон�
центрации алкалоидов происходило во вторую лаг�
фазу и в начале стационарной фазы роста (10–11 сут),
а у P. corylophilum и P. fellutanum снижение концен�
трации алкалоидов не так четко соотносилась с ро�
стовыми фазами продуцентов, но происходило так�
же в начале стационарной фазы (8–9 сут). У всех
продуцентов максимальная концентрация алкалои�
дов наблюдалась в стационарной фазе.

К индивидуальным особенностям метаболизма
продуцентов можно отнести также и состав эргоал�
калоидов. Изучение этого состава у продуцентов по�
казало различия как в соотношении ЭА и их диме�
ров, так и в составе димеров (табл. 2). У P. citrinum,
P. corylophilum и P. waksmanii ЭА преобладали и со�
ставляли 100, 86 и 77% от общего количества эргоал�
калоидов соответственно, а у P. fellutanum 86% зани�
мал ДЭЭ. Состав димеров также зависел от проду�
цента: P. citrinum, P. corylophilum и Р. fellutanum
синтезировали ДЭЭ и ДЭА, а P. waksmanii только
ДЭЭ. Причем у P. corylophilum в смеси продуцируе�
мых димеров преобладал ДЭА и его содержание со�
ставило 62% от их суммарного количества.

Таблица 1. Влияние ионов цинка на максимальные показатели роста и биосинтеза алкалоидов изученными про�
дуцентами

Продуцент Наличие
 цинка Биомасса, г/л СЭА, мг/л YСЭА/Х, мг/г ХЦ, мг/л Yхц/х, мг/г

P. corylophilum Контроль (без Zn2+) 8.2 9 1.1 1.0 0.12

Опыт (Zn2+) 18.4 54 2.9 1.0 0.05

P. citrinum Контроль 4.1 4 1.0 2.4 0.59

Опыт 10.4 140 6.7 7.8 0.75

P. fellutanum Контроль 7.0 9 1.3 1.0 0.14

Опыт 15.7 93 5.9 0.9 0.06

P. waksmanii Контроль 7.1 27 3.8 9.6 1.35

Опыт 15.9 52 3.3 5.6 0.35

Таблица 2. Состав и максимальное содержание (мг/л)
эргоалкалоидов у изученных продуцентов

Продуцент СЭА ЭА ДЭЭ ДЭА

P. corylophilum 88 71 6.5 10.50

P. citrinum 140 140 0.3 0.05

P. fellutanum 98 14 84.0 0.05

P. waksmanii 52 40 12.0 не обнаружен
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Таким образом, нами проведено сравнительное
изучение четырех культур–продуцентов вторичных
метаболитов, синтезирующих одновременно ЭА
(эпоксиагроклавин�I и агроклавин�I), их N�N�диме�
ры, а также хинолиновые алкалоиды (хиноцитринин
А и хиноцитринин Б) – Р. corylophilum, P. fellutanum,
P. citrinum и P. waksmanii. Метаболическая взаимосвязь
путей биосинтеза клавиновых и хинолиновых алкало�
идов следует из того, что обе ветви биосинтеза соеди�
нений эрголиновой и хинолиновой природы биоге�
нетически связаны шикиматным путем образова�
ния их предшественников – триптофана и
антраниловой кислоты. Необходимо отметить, что
механизмы регуляции синтеза этих аминокислот и
их взаимопревращений хорошо известны. Ранее на
примере культуры P. citrinum нами было однозначно
показано, что процессы биосинтеза и экскреции, а

также поглощения как ЭА, так и ХЦ клетками про�
дуцента отражают способы регуляции баланса внут�
риклеточного триптофана [13].

В последние годы было показано, что гены вто�
ричного метаболизма у грибов находятся в виде
кластеров, контролируя синтез ферментов, осу�
ществляющих реакции определенных стадий био�
синтеза компонентов метаболома. Это было дока�
зано на культурах, синтезирующих разнообразные
по структуре вторичные метаболиты, такие, как ан�
тибиотики (пенициллин) [14], алкалоиды (эргоал�
калоиды) [15] и микотоксины (паксиллин) [16]. Ре�
зонно предположить, что у исследованных нами
культур также имеются кластеры генов синтеза эр�
гоалкалоидов – ЭАС�кластер, отвечающий за син�
тез эргоалкалоидов и ХА – кластер, контролирую�
щий путь синтеза хинолиновых алкалоидов. Имею�
щиеся немногочисленные данные показывают, что
регуляция экспрессии генов метаболических путей
находится под влиянием локализации генов в ген�
ных кластерах, например пенициллина [14]. Анало�
гично можно объяснить имеющиеся различия в фи�
зиолого�биохимических особенностях изученных
штаммов специфичностью организации генов в ви�
де кластеров.
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Physiological and Biochemical Characteristics of Fungi of the Genus 
Penicillium as Producers of Ergot Alkaloids and Quinocitrinins
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Abstract—Four cultures of fungi of the genus Penicillium belonging to Furcatum Pitt subgenus, such as P. cit�
rinum Thom, 1910; P. corylophilum Dierckx, 1901; P. fellutanum Biourge, 1923; and P. waksmanii Zaleski,
1927, produced the ergot alkaloids, namely, agroclavine�I, and epoxyagroclavine�I; their N–N�dimers, such
as dimer of epoxyagroclavine�I and the mixed dimer of epoxyagroclavine�I and agroclavine�I; and also quin�
oline metabolites, namely, quinocitrinin A and quinocitrinin B. Physiological and biochemical characteris�
tics of the producers were studied. Optimal conditions for the biosynthesis of metabolome components were
determined. Zinc additive to the medium stimulated the biosynthesis of the ergot alkaloids in all cases; citri�
nin production was increased only in P. citrinum, and that was suppressed in P. corylophinum, P. fellutanum,
and P. waksmanii. This testifies that genes of the biosynthesis pathways are located in the different clusters of
the producers.
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