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Базидиомицеты занимают важное место в
структуре растительных и лесных биоценозов.
Благодаря исследованиям последних десятиле�
тий стало известно, что базидиальные грибы яв�
ляются продуцентами биологически активных
веществ. Piptoporus betulinus (Bull.:Fr.) Karst. (сем.
Fomitopsidaceae) – ксилотрофный базидиомицет,
повсеместно встречающийся в зоне умеренного
пояса России и поражающий исключительно
представителей рода Betula [1]. Несмотря на ши�
рокое распространение гриба, информация о хи�
мическом составе P. betulinus ограничена; извест�
но о присутствии в плодовых телах данного вида
ланостановых тритерпенов [2, 3], жирных кислот
[4], пиптамина [5], 2�(4�гидрокси�3�метил�2�бу�
тенил)�гидрохинона [6] и эфирного масла [7]. Для
экстрактов и индивидуальных соединений P. be�
tulinus выявлено наличие антибактериальной [5,
8], противовоспалительной [2], антигиалуронат�
лиазной [3] и антиметаллопротеиназной [6] ак�
тивности. Ранее упоминалось о присутствии в
плодовых телах P. betulinus α�глюканов [9, 10], но
химическое исследование полисахаридов данно�
го базидиального вида не проводилось. Сведения
о выраженной иммуностимулирующей и проти�
воопухолевой активности базидиальных α�глю�
канов и их производных [11, 12], а также сырье�
вой доступности P. betulinus, позволяют рассмат�
ривать данный базидиальный вид в качестве
потенциального источника для получения лекар�
ственных препаратов с заданным видом фармако�
логического действия. 

Цель работы – выделение и структурная ха�
рактеристика доминирующего полисахарида
плодовых тел P. betulinus.

МЕТОДИКА

Плодовые тела P. betulinus. Плодовые тела бы�
ли собраны в Усть�Кутском районе Иркутской
области в июле 2008 г. Сырье после сбора разреза�
ли на куски и высушивали до постоянной массы
при 60°С, после чего измельчали до частиц разме�
ром 0.5 мм. Видовая принадлежность определена
Пензиной Т.А (СИФИБР СО РАН). Образцы
P. betulinus хранятся в гербарии СИФИБР СО РАН.

Выделение фракции щелочерастворимых глюка�
нов из P. betulinus. Высушенные и измельченные
плодовые тела P. betulinus (170 г) экстрагировали в
аппарате Сокслета последовательно хлорофор�
мом, этилацетатом и метанолом. Обезжиренное
сырье высушивали до полного удаления раство�
рителей, после чего экстрагировали водой на ки�
пящей водяной бане (1 : 50; 5�кратная экстракция
по 60 мин) и далее 5%�ным раствором KOH при
50°С (1 : 20; 3�кратная экстракция по 180 мин).
Щелочные извлечения объединяли, подкисляли
концентрированной уксусной кислотой до pH 4.5
и оставляли при 10°С на 4 ч. Выпавший осадок
центрифугировали (30 мин, 6000 g), промывали
5%�ной уксусной кислотой и ледяной водой до
нейтральной реакции и высушивали. Получено
7.412 г щелочерастворимой фракции ПБЩ�1. 

Фракцию ПБЩ�1 (7 г) обрабатывали кипящим
80%�ным этанолом (4 раза по 150 мл, 60 мин), не�
растворившийся осадок отфильтровывали, про�
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мывали 96%�ным этанолом и высушивали. В ре�
зультате получено 4.123 г фракции ПБЩ�2. 

Фракцию ПЩБ�2 (4 г) растворяли в 100 мл 5%�
ного раствора KOH, после чего к полученному
раствору приливали 20 мл 5%�ного раствора суль�
фата железа (II) и оставляли при постоянном пе�
ремешивании в течение 60 мин. Выпавший оса�
док центрифугировали (30 мин, 6000 g), суперна�
тант нейтрализовали концентрированной HCl до
pH 6.8 и диализовали в диализных тубах с преде�
лом диализа 2 кДа (“Sigma�Aldrich Inc.”, Германия)
против дистиллированной воды в течение 48 ч.
Диализат осаждали ацетоном (1 : 6), выпавший
осадок центрифугировали (15 мин, 3000 g), про�
мывали ацетоном и высушивали. Получено 2.244 г
фракции ПБЩ�3.

Углеводы определяли антрон�сернокислот�
ным методом в пересчете на глюкозу [13], уроно�
вые кислоты – 3,5�диметилфенол�сернокислот�
ным методом в пересчете на галактуроновую кис�
лоту [14], фенолы – методом Фолина в пересчете
на галловую кислоту [15], белок – по методу
Бредфорд с применением кумасси G250 (“Си�
лекс”, Россия) [16]. Оптическое вращение изме�
ряли для 0.5%�ных растворов в 5%�ной КОН на
поляриметре СМ�3 (“Загорский оптико�механи�
ческий завод”, Россия) в кювете 1 дм при 20°С;
pH – с применением pH�метра pH�410 (“Акви�
лон”, США). Спектроскопические исследования
проводили на спектрофотометре СФ�2000 (“Ло�
мо”, Россия) в кварцевых кюветах 10 мм. 

ИК�спектроскопия. ИК�спектры регистриро�
вали на ИК�Фурье спектрометре ФТ�801 (“Си�
мекс”, Россия) в интервале 4000–600 см–1 в таб�
летке с бромидом калия (1 : 100).

Гель�хроматография. Использовали Sephacryl
300HR (“Sigma�Aldrich Inc.”, Германия), колонка
1.6 × 60 см, элюент – фосфатный буфер pH 5.5,
скорость потока – 800 мкл/мин, объем элюатов –
1 мл, температура колонки – 20°С. Колонку гра�
дуировали с использованием стандартов декстра�
нов с молекулярными массами 6, 100, 200, 500 кДа
(“Fluka”, Швейцария). Внешний объем колонки
определяли по синему декстрану (2000 кДа,
“Pharmacia”, Швеция). Концентрация раствора
полисахарида – 10 мг/мл, стандартов декстранов –
1 мг/мл, объем вводимой пробы – 1 мл. Объем
выхода определяли спектрофотометрическим фе�
нол�сернокислотным методом при 480 нм [17]. 

Полный гидролиз. Растворяли 10 мг полисаха�
рида в 5 мл 2 М ТФУ и нагревали при 120°С в те�
чение 2 ч. ТФУ удаляли в вакууме в присутствии
метанола, остаток растворяли в бидистиллиро�
ванной воде и анализировали методом ВЭЖХ.

ВЭЖХ. Проводили на жидкостном хромато�
графе Милихром А�02 (“Эконова”, Россия) на

колонке Separon 5�NH2 (80 × 2 мм, 5 мкм, “Tessek
Ltd.”, Чехия). Подвижная фаза: ацетонитрил–во�
да (3 : 1), скорость подвижной фазы 0.1 мл/мин,
температура колонки 22°С. Детектирование про�
водили при 190 нм.

Выделение глюкана ПБЩ�3�2. Выделение про�
водили с применением препаративной гель�хро�
матографии в условиях, описанных ранее, на ко�
лонке Sephacryl 300HR размером 2.6 × 60 см; объ�
ем фракций – 5 мл. Фракции, содержащие
доминирующий компонент, объединяли, диали�
зовали и диализат лиофильно высушивали. Из 1.5 г
ПБЩ�3 получено 675 мг компонента ПБЩ�3�2.

Перйодатное окисление и деградация по Смиту.
Растворяли 100 мг ПБЩ�3�2 в 50 мл фосфатного
буфера, pH 5.5, приливали 20 мл 0.2 М раствора
перйодата натрия и оставляли при 4°С. Через
каждые 24 ч отбирали аликвоту раствора и анали�
зировали на содержание перйодат�иона спектро�
фометрическим методом по уменьшению погло�
щения при 223 нм [18] и концентрацию муравьи�
ной кислоты определяли титрованием 0.01 М
NaOH. Деградацию по Смиту проводили после пер�
йодатного окисления по методу [19]. Получено
63 мг деградированного полисахарида ПБЩ�3�2�д. 

Окисление хромовым ангидридом. Реакцию
проводили с хромовым ангидридом после пред�
варительного ацетилирования по методу Хофф�
мана [20].

Метилирование. Метилирование полисахари�
да осуществляли йодистым метилом по методу
[21] с последующим формолизом, гидролизом
перметилата [22] и анализом методом ГХ/МС.

Газовая хроматография/масс�спектрометрия
(ГХ/МС). ГХ/МС анализ проводили на хромато�
масс�спектрометре 5973N/6890N MSD/DS (“Agi�
lent”, США) с масс�селективным детектором
(№ 5973) с диффузным насосом с применением
капиллярной колонки PH�Innowax (30 м ×
× 250 мкм × 0.50 мкм). Градиент температуры –
150–250°С, скорость нагрева 2°/мин. Газ�носи�
тель – гелий, скорость 1 мл/мин. 

Спектроскопия ЯМР. Спектры 13С�ЯМР реги�
стрировали на ЯМР�спектрометре VXR 500S
(“Varian”, США), рабочая частота 125.7 МГц.
Спектры получены для 1%�ных растворов в
ДМСО�d6.

Реакция с конго красным. По 2 мг полисахарида
растворяли в 2 мл 0.15–0.7 М растворов NaOH,
после чего приливали 60 мкл 0.01 М раствора кон�
го красного (“Sigma�Aldrich Inc.”, Германия) в
95%�ном этаноле. Через 10 мин определяли вид
спектров поглощения полученных растворов.
Контролем служили пахиман (“Biosuppliers”, Ав�
стралия) и крахмал (“Merck”, Германия).
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ОЛЕННИКОВ и др.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Для выделения щелочерастворимых полисаха�
ридов плодовые тела P. betulinus предварительно
обрабатывали рядом растворителей в аппарате
Сокслета для удаления липофильных и феноль�
ных соединений, после чего проводили экстрак�
цию водой и раствором гидроксида калия. Из ще�
лочных извлечений после подкисления была вы�
делена щелочерастворимая фракция ПБЩ�1 с
выходом 4.4% от массы плодовых тел. Фракция
ПБЩ�1 представляла собой пигментированную
аморфную субстанцию, в которой по данным хи�
мического анализа присутствовали фенольные
(44.1%), углеводные (27.8%) и белковые компо�
ненты (4.5%) (табл. 1). Высокое содержание фе�
нольных соединений свидетельствовало о том,
что ПБЩ�1 является мелано�углеводным ком�
плексом. Для очистки данной фракции ее подвер�
гали экстракции 80%�ным этанолом, что позво�
лило освободиться от части фенольных пигмен�
тов; в результате была получена фракция ПБЩ�2,
содержащая 52.7% углеводов и 14.7% фенольных
соединений. Удаление оставшегося количества
фенолов проводили после растворения ПБЩ�2 в
5%�ном растворе КОН и осаждения раствором

сульфата железа (II). Данная последовательность
операций привела к получению депигментиро�
ванного продукта ПБЩ�3, содержащего 98.5% уг�
леводов и представляющего собой фракцию ще�
лочерастворимых полисахаридов. 

Исследование моносахаридного состава пока�
зало, что глюкоза является единственным продук�
том полного гидролиза ПБЩ�3. С применением
гель�хроматографии установлено, что в составе ис�
следуемой фракции присутствовало 3 компонента
с молекулярными массами 320 (ПБЩ�3�1), 270
(ПБЩ�3�2) и 70 кДа (ПБЩ�3�3) (рис. 1а). Доми�
нирующим является компонент ПБЩ�3�2, выде�
ление которого с помощью препаративной гель�
хроматографии привело к получению гомогенного
препарата полисахарида (рис. 1б).

В составе ПБЩ�3�2 была обнаружена только
глюкоза, а растворы обладали высоким положи�
тельным удельным вращением ([α]D + 107°). В ИК�
спектре ПБЩ�3�2 присутствовал интенсивный
пик при 847 см–1, указывающий на доминирование
α�связей в структуре полисахарида (рис. 2). Нали�
чие пика при 824 см–1 характерно для (1  3)�свя�
занных полимеров [23]. Слабое поглощение при
890 см–1 являлось следствием присутствия не�
большого количества остатков с β�конфигураци�
ей аномерного центра. 

При перйодатном окислении ПБЩ�3�2 расхо�
довалось 0.29 моль перйодат�иона на ангидрозве�
но, выделение муравьиной кислоты составило
0.15 моль/ангидрозвено. Дальнейшая обработка
продуктов перйодатного окисления борогидри�
дом натрия и разбавленной серной кислотой (де�
градация по Смиту) привела к получению дегра�
дированного продукта ПБЩ�3�2�д с молекуляр�
ной массой 225 кДа (рис. 1б). В составе продуктов
гидролиза был обнаружен глицерин. Полученные
результаты указывали на наличие в структуре
ПБЩ�3�2 перйодат�устойчивой области, что воз�
можно в случае (1  3)�типа связи и некоторого
количества точек ветвления, из которых образо�
вался глицерин.

Для определения конфигурации аномерных
центров глюкозы в ПБЩ�3�2 и ПБЩ�3�2�д было

Таблица 1. Характеристика щелочерастворимых фракций P. betulinus

Фракция Выход, %
Содержание, % Содержание

глюкозы, мол. %углеводы уроновые кислоты фенолы белок

ПБЩ�1 4.4* 27.8 0.9 44.1 4.5 19.6

ПБЩ�2 58.9** 52.7 1.7 14.7 2.4 47.4

ПБЩ�3 56.1*** 98.5 – – – 98.2

* Выход от массы плодового тела. ** Выход от массы ПБЩ�1. *** Выход от массы ПБЩ�2.
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Рис. 1. Гель�хроматограмма фракции ПБЩ�3 (а),
очищенного препарата ПБЩ�3�2 и ПБЩ�3�2�д (б).
1 – ПБЩ�3�1, 2 – ПБЩ�3�2, 3 – ПБЩ�3�3, 2' –
ПБЩ�3�2�д.
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проведено их исследование с применением окис�
ления хромовым ангидридом. В гидролизатах
продуктов окисления установлено наличие глю�
козы, что возможно в случае ее α�конфигурации. 

Согласно данным ГХ/МС анализа, после ме�
тилирования в составе продуктов гидролиза
ПБЩ�3�2 обнаружены 2,3,4,6�тетраметилглюко�
пираноза, 2,4,6�триметилглюкопираноза и 2,4�
диметилглюкопираноза в соотношении 1 : 4.8 : 1
(табл. 2). Полученные данные свидетельствуют о
том, что основная цепь ПБЩ�3�2 состоит из
остатков незамещенной (1  3)�связанной глю�
копиранозы и имеется небольшое число точек
ветвления основной цепи по положению С�6,
причем боковые цепи представлены единичными
остатками глюкопиранозы. В составе продуктов
метилирования ПБЩ�3�2�д обнаружена 2,4,6�
триметилглюкопираноза и следы 2,3,4,6�тетраме�
тилглюкопиранозы, что указывает на линейный
характер полимера, который представляет собой
основную цепь макромолекулы ПБЩ�3�2.

Полученные сведения о строении ПБЩ�3�2
указывают на то, что он является α�(1  3)�глю�

каном, содержащим небольшое количество боко�
вых цепей у атомов С�6, однако остается невыяс�
ненным факт наличия полосы β�связей в ИК�
спектре ПБЩ�3�2. Для исследования данного во�
проса было проведено изучение ПБЩ�3�2 и
ПБЩ�3�2�д с применением 13С�ЯМР�спектро�
скопии. На рис. 3 приведен 13C�ЯМР�спектр
ПБЩ�3�2, величины химических сдвигов сигна�
лов (м.д.) и их интерпретация для ПБЩ�3�2 и
ПБЩ�3�2�д – в табл. 3.

В аномерной области 13C�ЯМР�спектра ПБЩ�
3�2 присутствуют три сигнала при 101.5, 101.8 и
106.3 м.д., отнесенные к атомам С�1 остатков не�
замещенной и замещенной глюкопиранозы ос�
новной цепи и глюкопиранозы боковых цепей
соответственно. Положения первых двух сигна�
лов указывают на α�конфигурацию аномерных
центров глюкозы в основной цепи. Для сигналов
С�1 глюкозы боковых цепей наблюдается силь�
ное смещение в слабое поле, что объясняется ее
β�конфигурацией. Смещение сигналов атомов
С�3 замещенной и незамещенной глюкопирано�
зы основной цепи в слабое поле (85.3 и 86.3 м.д.)
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Рис. 2. ИК�спектр ПБЩ�3�2. Цифрами обозначены значения волновых чисел.

Таблица 2. Результаты метилирования ПБЩ�3�2 и ПБЩ�3�2�д

Метилированный остаток
Содержание, %

Тип связи
ПБЩ�3�2 ПБЩ�3�2�д

2,3,4,6�тетраметилглюкопираноза 14.7 следы глюкопираноза�(1  

2,4,6�триметилглюкопираноза 70.5 99.8  3)�глюкопираноза�(1  

2,4�диметилглюкопираноза 14.8 –  3,6)�глюкопираноза�(1 
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относительно такового свободной α�D�глюкопи�
ранозы указывает на их участие в образовании
связи (1  3)�типа, а расположение сигнала ато�
ма С�6 замещенных остатков при 68.1 м.д. под�
тверждает наличие замещения по данному поло�
жению. Следует также отметить наличие сдвига
сигнала атома С�5 замещенной глюкопиранозы в
сильное поле (73.5 м.д.), что подтверждает при�
сутствие заместителя у атома С�6 [25]. Соотноше�

ние интегральных интенсивностей сигналов С�3
незамещенной и замещенной глюкопиранозы ос�
новной цепи составляет 4.77, что близко к резуль�
татам, полученным ранее методом метилирова�
ния (4.76). 

Значения химических сдвигов атомов С�2–С�6
глюкопиранозы боковых цепей близки к таковым
свободной β�D�глюкопиранозы, т.е. в боковых
цепях присутствуют единичные остатки β�D�
глюкопиранозы. 

В 13C�ЯМР�спектре ПБЩ�3�2�д обнаружено 6
сигналов при 100.1, 71.4, 84.9, 69.8, 73.4 и 60.9 м.д,
отнесенных к атомам С�1, С�2, С�3, С�4. С�5 и С�6
соответственно, что указывает на его структуру в
виде линейного α�(1  3)�глюкана. 

Таким образом, проведенные исследования
показали, что полисахарид ПБЩ�3�2 из P. betuli�
nus, названный нами пиптопоран I, является раз�
ветвленным глюканом, основная цепь которого
построена из остатков α�(1  3)�глюкопирано�
зы, замещенной на 17.3% по положению С�6 еди�
ничными остатками β�D�глюкопиранозы. Глю�
каны смешанного типа, содержащие одновремен�
но α� и β�связи, ранее были обнаружены в Pleurotus
florida (β(1  3)�глюкан, замещенный по С�6
глюкопиранозы основной цепи остатками α�глю�
копиранозы) [26] и P. sajor�caju (α�(1  2)�,
(1 3)� и (1  6)�глюкан, замещенный по С�6
α�глюкопиранозы основной цепи остатками
β�глюкопиранозы) [27]. Из плодовых тел P. florida
также был выделен α�глюкан, у которого в боко�
вых цепях, кроме единичных остатков β�глюко�
пиранозы, обнаружены цепочки из трех остатков
β�(1  3)�связанной глюкопиранозы [28]. Глю�
каны со структурой, аналогичной пиптопорану I,
ранее описаны не были.

Для определения пространственной организа�
ции молекулы пиптопорана I были проведены ис�

150 100 м.д.

74 73 72

II

5A 2A
2B

5B

2C

5A 4C 4A
4B

6A
2A

2B
1A

3A

5C 6C

6B

3C
3B

1B

1C

I

Рис. 3. 13С�ЯМР�спектр ПБЩ�3�2 (I). А – остаток
3�О�α�D�глюкопиранозы, В – остаток 3,6�ди�О�за�
мещенной�α�D�глюкопиранозы, С – остаток β�D�
глюкопиранозы, 1–6 – номер атома углерода. Уча�
сток 13С�ЯМР�спектра в диапазоне 72–74 м.д (II).

Таблица 3. Положение и интерпретация сигналов 13С�ЯМР спектров ПБЩ�3�2 и ПБЩ�3�2�д

Моносахаридный остаток
цепи полимера

13С�химический сдвиг (δ), м.д.

С�1 С�2 С�3 С�4 С�5 С�6

ПБЩ�3�2

3�О�α�D�глюкопиранозил 101.5 72.6 85.3 70.1 73.8 61.2

3,6�ди�О�α�D�глюкопиранозил 101.8 72.6 86.3 70.1 73.5 68.1

β�D�глюкопиранозил 106.3 73.1 76.1 71.3 75.8 61.8

ПБЩ�3�2�д

3�О�α�D�глюкопиранозил 100.1 71.4 84.9 69.8 73.4 60.9

α�D�глюкопираноза* 92.7 72.1 73.4 70.4 72.1 61.3

β�D�глюкопираноза* 96.5 74.8 76.4 70.3 76.6 61.5

* [24].
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следования с использованием реакции комплек�
сообразования с конго красным, которая приме�
няется для выявления наличия спиральной
(helical) конфигурации у полисахаридов. Уста�
новлено, что присутствие пиптопорана I не влия�
ет на положение максимума поглощения конго
красного, что указывает на отсутствие спираль�
ной конфигурации у макромолекулы изучаемого
полисахарида (рис. 4). В отличие от пиптопорана
I для β�(1  3)�глюкана пахимана наблюдается
выраженный батохромный сдвиг на 18 нм при
концентрации NaOH 0.15 М. Ранее было выяв�
лено отсутствие спиральной конфигурации для
α�(1  3)�глюканов [29], однако для смешан�
ных глюканов подобный факт установлен впер�
вые.

Работа выполнена при финансовой поддержке
регионального конкурса РФФИ (р_сибирь_а
№ 08�04�98045) и Лаврентьевского конкурса мо�
лодежных проектов СО РАН.
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Branched Glucan from the Fruiting Bodies 
of Piptoporus betulinus (Bull.:Fr.) Karst.
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Abstract—A new glucan, namely, piptoporane I, with a molecular mass of 270 kDa was isolated from fruiting
bodies of Piptoporus betulinis (Bull.:Fr.) Karst. (Fomitopsidacaeae). Using a combination of physicochemical
methods, it was established that piptoporane I was a branched glucan with a backbone consisting of α�(1–
>3)�glucopyranose residues substituted at the C�6 position by single residues of β�D�glucopyranose by
17.3%. A polysaccharide with such a structure was isolated for the first time from the fungus genus Piptoporus.
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