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Мицелиальные грибы являются продуцентами
биоактивных вторичных метаболитов, относящих�
ся как к микотоксинам, так и к метаболитам, обла�
дающих важными терапевтическими свойствами,
которые нашли применение в медицине. К ним от�
носятся хиназолиновые алкалоиды, встречающи�
еся у грибов родов Aspergillus, Penicillium, Acremoni�
um, Neosartorya. Для хиназолиновых соединений в
зависимости от заместителей показан разнообраз�
ный биологический эффект: болеутоляющий,
противовоспалительный, антимикробный, брон�
холитический, седативный, противоопухолевый и
др. [1]. Представителями хиназолиновых алкалои�
дов являются фумихиназолины А�G, образующие�
ся из антраниловой кислоты, триптофана и алани�
на. Их продуцируют некоторые штаммы грибов
Aspergillus fumigatus и Penicillium thymicola [2, 3].
Фумихиназолины F и G обладают противорако�
вой активностью на клетки лимфолейкоза P 388
(ED50 13.5 мкг/мл и 13.8 мкг/мл соответственно) [2]. 

Ранее у штамма P. thymicola ВКМ FW�869, вы�
деленного из образца криопэга возрастом 100–
120 тыс. лет, были идентифицированы фумихина�
золины F и G (ФХ) и метаболит поликетидной
природы PC�2 (6�(1�гидроксипентил)�4�меток�
сипиранон) [4]. 

Цель работы – изучение влияния различных
факторов на биосинтез фумихиназолинов F и G
грибом P. thymicola ВКМ FW�869 и выявление
условий, оптимальных для продуцирования этих
метаболитов.

МЕТОДИКА

Использовали штамм P. thymicola ВКМ FW�869
из Всероссийской коллекции микроорганизмов

ИБФМ РАН (ВКМ). Гриб выращивали глубин�
ным способом в 150 мл минеральной среды в кол�
бах объемом 750 мл при 24 ± 1°C на качалке
(220 об/мин). Постоянными компонентами сред
были (г/л): янтарная кислота – 5.4, MgSO4 ⋅ 7H2O –
0.3, KH2PO4 – 1.0, рН доводили до 5.4 концентри�
рованным раствором NH4OH. Влияние концен�
трации маннита на продукцию вторичных мета�
болитов изучали при концентрации субстрата 10,
20, 30, 40 или 50 г/л. Поверхностное культивиро�
вание гриба и влияние ионов цинка (4.4 мг/л
ZnSO4 ⋅ 7Н2О) проводили на среде с 50 г/л манни�
та. Влияние 0.5, 1.0, 1.5, 2.5, 4.0 и 5.0% NaCl на
рост и биосинтез вторичных метаболитов изучали
при концентрации маннита 20 г/л. Дрожжевой
экстракт (“Difco”, США) (0.1 г/л), KСl (0.5 г/л),
повышенное количество янтарной кислоты
(10.8 г/л) и ионов аммония вносили в среду с
20 г/л маннита и 2.5% NaCl. Влияние глюкозы,
маннита, ксилозы, арабинозы, сахарозы, глице�
рина и этанола (8 г углерода на 1 л среды) на рост
и продукцию вторичных метаболитов изучали в
среде (г/л): (NH4)2SO4 – 3.0, KH2PO4 – 1.0,
K2HPO4 – 0.1, MgSO4 ⋅ 7H2O – 0.7. Этанол вносили
дробно ежесуточно (3 об. %). Засев сред осуществля�
ли водной суспензией конидий (1–2 × 107 спор/мл)
14�суточной культуры, выращенной на скошен�
ном сусло�агаре. Рост штамма оценивали по су�
хой массе мицелия. 

Метаболиты извлекали из фильтрата культу�
ральной жидкости экстракцией хлороформом, а
из мицелия – экстракцией метанолом. Метаноль�
ную вытяжку разбавляли дистиллированной Н2O
в соотношении 1 : 10 и экстрагировали хлорофор�
мом. Хлороформные экстракты высушивали над
Na2SO4 (безводный) и упаривали в вакууме. Ана�
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лиз экстрактов осуществляли методом тонко�
слойной хроматографии на пластинках силикаге�
ля (Silica gel 60 F254, “Merck”, Германия) в систе�
мах: хлороформ–метанол–25%�ный NH4OH
(конц.) (90 : 10 : 0.1 ) (I) и (80 : 20 : 0.2) (II). Веще�
ства обнаруживали по поглощению в УФ�свете и
после опрыскивания пластин реактивами Эрлиха
для обнаружения индолсодержащих и Драген�
дорфа для идентификации азотсодержащих мета�
болитов.

Концентрацию метаболитов определяли спек�
трофотометрически (Specord UV VIS, “Carl�Zeiss
Jena”, Германия): желтый пигмент (П&1) при
460 нм в смеси (1 : 1) фильтрата культуральной
жидкости и карбонатного буфера (pH 10.3), жел�
то�коричневых пигментов (П&2) при 365 нм в
фильтрате культуральной жидкости. Концентра�
цию ФХ и PC�2 определяли после их выделения
из хлороформного осадка с помощью препара�
тивной ТСХ, в метаноле при 285 и 280 нм соответ�
ственно. Расчет производили, используя соответ�
ствующие калибровочные кривые.

Тоничность или осмоляльность сред (m0) рас�
считывали по формулам m0 = –128logaw; aw = N/(n +
+ N); где aw – активность воды, N – моли воды в
растворе, n – моли растворенных веществ; для
электролитов – вместо n подставляли νn, где ν –
число ионов на молекулу [5].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Известно, что накопление вторичных метабо�
литов в среде культивирования связано с процес�
сами их экскреции из клеток и определяется
прежде всего физико�химическими свойствами
соединений, местом их биосинтеза и способом их
выделения из клеток организмом�продуцентом.
Ранее ФХ выделяли из мицелия Aspergillus fumiga�
tus и P. thymicola, выращенных поверхностным
способом на комплексных средах [2, 3, 6]. Нами
было проведено изучение распределения ФХ
между мицелием и культуральной жидкостью при
глубинном и поверхностном культивировании
штамма FW�869 на минеральной среде (маннит

50 г/л). У гриба, независимо от способа культиви�
рования, основная часть ФХ от их общего коли�
чества находилась в культуральной жидкости
(табл. 1). Так, при глубинном культивировании
содержание внутриклеточных ФХ составило 12–
14%, а при поверхностном культивировании –
25–35% от суммы ФХ. Причем при глубинном
культивировании удельные скорости биосинтеза
(qб) и экскреции (qэ) ФХ были выше на 30 и 57%
соответственно по сравнению с поверхностным
ростом. Сравнение этих результатов с данными
литературы [3] показало практически аналогич�
ные значения для внутриклеточного содержания
ФХ – 13 и 9 мг/л соответственно. Таким образом,
наши результаты однозначно свидетельствовали,
что наиболее эффективным является глубинное
культивирование с последующим выделением
ФХ из фильтрата культуральной жидкости. 

Было обнаружено, что в процессе роста гриба
P. thymicola в различных средах происходило окра�
шивание культуральной жидкости сначала в ярко�
желтый, затем в насыщенный желто�коричневый
цвет. Анализ экстрактов методом ТСХ показал при�
сутствие одного желтого пигмента (Rf 0.7 (I)) и двух
желто�коричневых пигментов (Rf 0.62 и 0.66 (I)).
Все эти вещества не давали положительной реак�
ции с реактивом Драгендорфа, что свидетель�
ствовало об отсутствии азота в структуре соедине�
ний. УФ�спектр желтого пигмента (П�1) имел
λмакс в областях 224, 302, 461 нм, а спектры желто�
коричневых пигментов (П�2) были идентичны
при 208, 274, 368, 446 нм. Близкие значения хро�
матографической подвижности желто�коричне�
вых пигментов и одинаковый хромофор, указыва�
ет на то, что данные соединения имеют сходную
структуру. Для пенициллов известен биосинтез
пигментов разнообразной структуры, синтезиру�
ющихся из ацетил� и малонил�КоА по полике�
тидному пути [7]. 

Известно, что биосинтезу индолсодержащих
метаболитов различной структуры способствуют
среды, содержащие два источника углерода –
кислоту цикла Кребса и медленно утилизируе�
мый углевод, например янтарную кислоту и ман�

Таблица 1. Содержание внутриклеточных и внеклеточных ФХ (мг/л) при глубинном и поверхностном культиви�
ровании P. thymicola на минеральной среде с 50 г/л маннита

Культивиро�
вание

Возраст 
мицелия, сут

Биомас�
са, г/л

Внутриклеточные Внеклеточные Суммарные

мг/л qб, мг/г сут мг/л qэ, мг/г сут мг/л q, мг/г сут

Глубинное 6 1.2 1.3 0.2 11 1.5 12.3 1.7

10 1.8 6.5 0.7 40 4.0 46.5 4.7

13 3.9 13 0.6 97 4.9 110 5.5

Поверхност�
ное

10 1.6 8.3 0.5 33 2.1 41.3 2.6

17 4.8 18 0.3 50 0.5 68.0 0.8
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нит [8]. Было изучено влияние различных концен�
траций маннита при постоянной концентрации
других компонентов среды на рост и биосинтез ме�
таболитов P. thymicola. Следует отметить, что ман�
нит рассматривался не только как углеродный суб�
страт, но и как осмопротектор, так как тонич�
ность сред изменялась от 0.28 до 0.50 осмолей.
Рост гриба характеризовался диауксией, что сви�
детельствовало о последовательной утилизации
углеродных субстратов (рис. 1). Влияние концен�
трации маннита на максимальные показатели ро�
ста и биосинтеза метаболитов P. thymicola пред�
ставлены в табл. 2. Можно видеть, что биомасса
возрастала до концентрации 30 г/л маннита в сре�
де, а затем оставалась постоянной. Максималь�

ные значения удельной скорости роста гриба на
сукцинате (μ1) увеличивались до концентрации
40 г/л маннита, а далее не менялись, что свиде�
тельствовало о влиянии тоничности среды на μ1.
Оптимальная тоничность среды для роста на сук�
цинате была выше 0.45 осмолей. Максимальная
удельная скорость роста на манните (μ2) возрас�
тала до концентрации 30 г/л маннита в среде.
Дальнейшее увеличение маннита не влияло на
содержание биомассы, но приводило к снижению
μ2 в 1.5 раза по сравнению с максимальным значе�
нием. Эти данные свидетельствуют о том, что
маннит до концентрации 30 г/л является лимити�
рующим рост субстратом, а дальнейшее увеличе�
ние его концентрации в среде приводит к пере�
ключению на другой лимитирующий компонент
среды. Для подтверждения этого в среду, содержа�
щую 50 г/л маннита, вносили ионы цинка. Обна�
ружено увеличение в 1.6 раза биомассы (x) и μ2 по
сравнению с контролем, что свидетельствовало о
наличие лимитирования по цинку. 

В состав метаболома P. thymicola выращенного
на этих средах входили ФХ, PC�2 и желто�корич�
невые пигменты (П�2). Динамика биосинтеза
каждого из метаболитов имела свои особенности
(рис. 1). Биосинтез ФХ проходил параллельно ро�
сту и имел циклический характер. Падение кон�
центрации алкалоидов и снижение удельной ско�
рости их накопления в культуральной жидкости
наблюдалось во вторую лаг�фазу (5–6 сут) и в нача�
ле стационарной фазы роста (11 сут). Максималь�
ная концентрация алкалоидов в культуральной
жидкости наблюдалась в начале второй стационар�
ной фазы роста. Поликетид PC�2 обнаруживался в
культуральной жидкости одновременно с ФХ, и
его содержание мало изменялось в процессе роста
гриба. П�2 начинал синтезироваться в фазу ак�
тивного роста гриба на манните с 7 сут, скорость

г/л; П�2 × 100 мг/л ФХ, РС�2, мг/л
7
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Рис. 1. Динамика роста и биосинтеза вторичных ме�
таболитов при культивировании P. thymicola в среде с
50 г/л маннита:
1 – биомасса, г/л; 2 – ФХ, мг/л; 3 – РС�2, мг/л; 4 – П�2,
мг/л.

Таблица 2. Влияние концентрации маннита на максимальные показатели роста и биосинтеза метаболитов P. thy�
micola

Показатель
Маннит, г/л

10 20 30 40 50

Тоничность среды, осмоль 0.28 0.33 0.39 0.45 0.50

Биомасса, г/л 2.8 3.9 6.3 6.3 6.3

µ1, ч–1 0.003 0.005 0.008 0.018 0.018

µ2, ч–1 0.009 0.013 0.014 0.009 0.008

ФХ, мг/л 18 26 35 46 116

YФХ/x, мг/г 6.4 6.6 5.6 7.3 18.4

PC�2, мг/г 1.8 7.9 5.9 7.3 12.0

YPC�2/x, мг/г 0.6 2.0 1.0 1.2 1.9

П�2, мг/л 48 528 595 662 692

YП�2/x, мг/г 17.1 135.4 94.4 105.1 109.8
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его биосинтеза возрастала и в стационарную фазу
достигала максимальных значений. Таким обра�
зом, динамика биосинтеза П�2 проходила по
классической идиофазной модели, известной для
различных вторичных метаболитов и, в том числе
для пигментов [9].

Концентрация маннита в среде оказывала вли�
яние на продукцию всех метаболитов (табл. 2).
Максимальные значения показателей их биосин�
теза получены при 50 г/л маннита. Содержание в
культуральной жидкости ФХ, PC�2 и П�2 было
выше в 6.4, 6.7 и 14.4 раза соответственно по срав�
нению с 10 г/л маннита. При всех изученных кон�
центрациях маннита преобладал П�2 (71–84% от
суммы метаболитов). Концентрация маннита
оказывала влияние на соотношение метаболитов
в экстракте (рис. 2а). Так, ФХ и П�2 при 50 г/л ман�
нита составили 14 и 84%, а при 10 г/л маннита – 27
и 71% соответственно. Преимущественный био�
синтез пигмента свидетельствовал об избытке уг�
леродного субстрата в среде культивирования гри�
ба P. thymicola. Известно, что образованию пиг�
ментов способствует избыток углеродного
субстрата, присутствие в питательной среде ионов
железа, меди, цинка и другие факторы [10]. Сле�
дует отметить, что при внесении ионов цинка в
среду с 50 г/л маннита, концентрация пигментов
и их выход на 1 г биомассы (YП�2/x) были выше в
3.5 и 2.3 раза соответственно, чем в контроле.
Этот микроэлемент оказывал негативное влия�
ние на биосинтез ФХ – концентрация и YФХ/x

снижались в 1.5 и 2.4 раза соответственно по срав�
нению с контролем.

Таким образом, установлено, что у P. thymicola
концентрация второго углеродного субстрата
(маннит) оказывала регуляторное влияние как на
количество синтезируемых метаболитов, так и на
их соотношение. 

Были изучены рост и биосинтез вторичных ме�
таболитов грибом при различных концентрациях

NaCl в среде, не содержащей избытка углеродно�
го субстрата (20 г/л маннита). Из результатов
табл. 3 видно, что при увеличении концентрации
NaCl происходило снижение биомассы, и при 5%
NaCl она составила 70% от контроля. NaCl до 4%
не повлиял на μ1, но при 5% NaCl наблюдалось
снижение μ1. Зависимость удельной скорости ро�
ста на манните (μ2) от концентрации NaCl имела
вид куполообразной кривой с максимальным зна�
чением при 2.5% NaCl. Таким образом, при глу�
бинном культивировании культура проявляла
свойства умеренной галотолерантности. 

Концентрация NaCl в среде оказывала влия�
ние на биосинтез всех метаболитов (табл. 3). Бы�
ло обнаружено, что при увеличении концентра�
ции NaCl происходило снижение продукции ме�
таболитов поликетидной природы (П�2, РС�2), а
при концентрации свыше 2.5% П�2 не синтезиро�
вался вообще. Зависимость образования ФХ от
концентрации NaCl имело куполообразную фор�
му с максимумом при 2.5% NaCl. Причем в этих
условиях содержание ФХ в культуральной жидко�
сти достигло значений, наблюдаемых на среде с
50 г/л маннита (111 г/л). Концентрация NaCl ока�
зывала регуляторное влияние как на количество
синтезированных метаболитов, так и на их соот�
ношение в экстракте (рис. 2б). При использова�
нии NaCl в концентрации свыше 2.5% на долю
ФХ приходилось 97–99, а в контроле 28%. 

Ранее продуценты ФХ выращивали на ком�
плексных средах, содержащих высокие концен�
трации дрожжевого экстракта, пептона, сахарозы
или глюкозы [2, 6]. Нами было изучено влияние
дрожжевого экстракта, KСl и повышенного коли�
чества янтарной кислоты и азота на рост и био�
синтез метаболитов P. thymicola на минеральной
среде, содержащей 20 г/л маннита и 2.5% NaCl.
Внесение этих компонентов приводило к увели�
чению биомассы в 1.4, 1.5 или 2.2 раза соответ�
ственно по сравнению с контролем. Накопление
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Рис. 2. Влияние концентрации маннита (г/л) (а) и NaCl (%) (б) на содержание метаболитов гриба P. thymicola (% от
суммы метаболитов):
I – ФХ; II – П�2; III – PC�2.
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ФХ в среде с KCl возросло на 24% по сравнению с
контрольной средой, при этом выход ФХ от био�
массы (YФХ/x) был ниже контроля на 26%. На сре�
дах с дрожжевым экстрактом и повышенным по
сравнению с контрольной средой количеством
янтарной кислоты и азота продукция ФХ была
ниже контроля в 1.8 и 12.0 раз, а YФХ/x в 2.5 и
26.9 раз соответственно. Кроме того, на среде с
повышенным количеством янтарной кислоты и
азота наблюдался биосинтез П�2 (54 мг/л), не�
смотря на наличие в среде 2.5% NaCl. 

Было установлено, что P. thymicola способен
использовать в качестве единственного источни�
ка углерода и энергии глюкозу, маннит, ксилозу,
арабинозу, сахарозу, глицерин и этанол. У культу�
ры значения выхода биомассы от использованно�
го углерода (Yс) соответствовали данным, извест�
ным для этих субстратов [5]. Состав метаболитов
при росте на углеводах и глицерине был иденти�
чен и состоял из ФХ, PC�2 и желтого пигмента
(П&1). При использовании культурой этанола
биосинтеза П�1 не происходило, что, возможно,
связано как с особенностью метаболизма этого
субстрата, так и с отсутствием его избытка в среде
из�за дробного внесения в процессе культивиро�
вания гриба. В этих экспериментах в зависимости
от источника углерода количество ФХ составило
5–15 мг/л, а метаболитов поликетидной природы
(П�1, РС�2) – 55–148 мг/л. Биосинтез алкалоидов
проходил параллельно росту гриба. Таким обра�
зом, показано, что у P. thymicola ферменты био�
синтеза ФХ конститутивны, и глюкоза не являет�
ся катаболическим репрессором их биосинтеза.
Для более эффективного биосинтеза ФХ требует�
ся присутствие второго углеродного субстрата –
янтарной кислоты.

Известно, что геном мицелиальных грибов со�
держит кластеры генов, ответственных за образо�

вание вторичных метаболитов. В биосинтез вто�
ричных метаболитов вовлечены мультифункцио�
нальные ферментны: поликетидсинтаза (ПКС),
нерибосомальная пептидсинтетаза (НPПC) и ги�
бридная ПКС�НРПС. Недавно у A. fumigatus был
охарактеризован кластер генов, контролирующих
биосинтез фумихиназолинов А�G, состоящий из
8 генов [11]. Трехмодульная антранилатзависимая
НРПС (Af12080) осуществляет биосинтез фумихи�
назолинов F и G, остальные домены активируют
дальнейшее превращение этих метаболитов. Мож�
но предположить, что в геноме штамма P. thymicola
ВКМ FW�869 содержится только НРПС, ответ�
ственная за биосинтез ФХ. Присутствие метабо�
литов поликетидной природы у данного штамма
указывает на наличие ПКС в геноме гриба. 

Таким образом, культура P. thymicola ВКМ FW�
869 проявляла осмотолерантность в исследован�
ном диапазоне концентрации маннита (10–50 г/л).
По результатам изучения влияния концентрации
NaCl (0.5–5.0%) на рост штамм можно отнести к
умеренным галофилам. Установлена прямая за�
висимость между концентрацией маннита в среде
и биосинтезом пигментов. Их преимуществен�
ный биосинтез культурой (73–95%) связан с из�
бытком углеродного субстрата в среде. Показано,
что концентрация NaCl выше 2.5% оказывает не�
гативное влияние на биосинтез пигментов. Уста�
новлена прямая зависимость между концентра�
цией NaCl в среде и биосинтезом ФХ. Макси�
мальные показатели биосинтеза алкалоидов и
подавление продукции пигментов достигнуты
при концентрации в среде 20 г/л маннита и 2.5%
NaCl. 

Работа выполнена при поддержке ФЦП “Ис�
следования и разработки по приоритетным на�
правлениям развития научно�технологического

Таблица 3. Влияние концентрации NaCl на максимальные показатели роста и биосинтеза вторичных метаболи�
тов P. thymicola

Показатель
NaCl, %

0 0.5 1.5 2.5 4.0 5.0

Тоничность среды, осмоль 0.33 0.66 0. 84 1.18 1.75 2.15

Биомасса, г/л 3.8 3.5 3.1 3.0 2.9 2.7

µ1, ч–1 0.005 0.004 0.004 0.004 0.004 0.001

µ2, ч–1 0.014 0.014 0.017 0.020 0.013 0.012

ФХ, мг/л 57 84 90 111 84 79

YФХ/x, мг/г 15.0 24.0 29.0 37.0 29.0 29.3

PC�2, мг/л 4.4 3.8 3.5 3.0 2.3 0.6

YPC�2/x, мг/г 1.1 1.1 1.1 1.0 0.8 0.2

П�2, мг/л  141 101 48 0 0 0

YП�2/x, мг/г 37.1 28.9 15.5 – – –
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Biosynthesis of Fumiquinazolines by the Fungus
Penicillium thymicola

V. P. Zhelifonova, T. V. Antipova, and A. G. Kozlovskii
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Abstract—Biosynthesis of fumiquinazolines F and G (FQs), PC�2, and pigments by the fungus P. thymicola
VKM FW�869 is directly dependent on the content of carbon substrate (mannitol) in the medium. Pigment
production prevailed at all of the tested mannitol concentrations. The necessary conditions for predominant
FQ biosynthesis by the fungus P. thymicola are carbon source (mannitol) limitation and presence of NaCl in
the cultivation medium. NaCl has a regulatory effect on the formation of secondary metabolites by enhancing
FQ biosynthesis and reducing pigment formation. The maximum values of FQ biosynthesis and inhibition of
pigment production are obtained at a mannitol concentration of 20 g/l and 2.5% NaCl in the medium.
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