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Грибы рода Fusarium, паразитирующие на растениях, известны как продуценты разнообразных 
метаболитов с широкой биологической активностью. Метаболиты F. tricinctum ранее изучались 
на штаммах, изолированных преимущественно с пшеницы и кукурузы. Проведено исследование 
вторичных метаболитов F. tricinctum, изолированного из внутренних тканей побегов яблонь. Ви-
довая принадлежность штамма подтверждена анализом последовательностей генов 18S рРНК. С 
помощью методов высокоэффективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) обнаружено шесть 
вторичных метаболитов: энниатины (A, B, G, H), гибепирон B и ауреонитол. Идентификация дан-
ных соединений была проведена при помощи метода жидкостной хроматографии с масс-
спектрометрическим детектированием (LC-MS). Выявлено, что неочищенный грибковый экс-
тракт проявляет слабую антибактериальную активность в отношении Mycobacterium 
tuberculosis и Staphylococcus aureus.  
Ключевые слова: Fusarium tricinctum, вторичные метаболиты, энниатины, биологическая актив-
ность. 
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Enniatins (ENs) are secondary fungal metabolites with hexadepsipeptidic chemical structure and they pos-
sess a number of potent biological activities and they are known to act as antifungal, anti yeast and antibac-
terial and to possess anti insecticidal and phytotoxic properties. ENs are produced by several Fusarium 
strains including Fusarium tricinctum, F. proliferatum and F. subglutinans. The endophyte F. tricinctum 
(F106) was isolated from the apple shoots in Volga region, Saratov, Russia. Molecular characterization per-
formed by internal transcribed spacer (ITS1,4), rRNA gene sequence analysis and it was confirmed as F. 
tricinctum, accession number (KR184140). High-performance liquid chromatography (HPLC), investigation of 
the Ethyl acetate (EtOAc), crude extract of F. tricinctum which was grown on solid rice medium yielded six 
secondary metabolites, including Enniatins (A, B, G, H), in addition to other metabolites Gibepyrone B and 
Aureonitol. Fungal crude extract were found to potentiate activity against Mycobacterium tuberculosis and 
Staphyllococcus aureus. All these structures were determined on the basis of liquid chromatography-mass 
spectrometry (LC-MS). 
Key words: Fusarium tricinctum, secondary metabolites, Enniatins, biological activity, HPLC 
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ВВЕДЕНИЕ 
Грибы рода Fusarium в первую очередь 

известны как возбудители болезней растений. 
Симптоматика фузариозов различна и может 
проявляться в виде корневых, стеблевых, пло-
довых гнилей, гнили семян, болезней листьев, 
рака, увядания [1–3]. Некоторые Fusarium мо-
гут вызывать острые или хронические заболе-
вания у людей и домашних животных [4, 5]. 
Такое разнообразие биологического действия 
связано со способностью грибов Fusarium про-
дуцировать широкий спектр вторичных мета-
болитов, среди которых основное место зани-
мают энниатины. Энниатины (ENs) – вторич-
ные метаболиты грибов, относящиеся к группе 
циклических гексадепсипептидов, которые 
обычно состоят из трех остатков D-α-
гидроксиизовалериановой кислоты, связанных 
поочередно с тремя остатками L-N-метил-
аминокислоты, образуя 18-членный цикличе-
ский остов [6]. Эти соединения обладают ан-
тимикробной, противогрибковой, инсектицид-
ной активностью, фитотоксическими свойства-
ми [7–10]. Одной из основных причин токсич-
ности энниатинов считают их ионофорные и 
мембраномодифицирующие свойства. Энниа-
тины могут инкорпорироваться в клеточные 
мембраны и формировать катионселективные 
поры или каналы. Изменение проницаемости 
мембран приводит к изменению внутриклеточ-
ной концентрации соответствующих ионов и 
нарушению ионного гомеостаза [11]. Высокая 
токсичность энниатинов открывает широкие 
перспективы их использования в медицине и 
биотехнологии [12, 13]. Помимо энниатинов 
Fusarium способны синтезировать и многие 
другие метаболиты с разнообразными биоло-
гическими активностями: боверицин, дезокси-
ниваленол, ниваленол, зеараленон, монили-
формин, фузарин С, фумонизины, токсин Т2 и 
другие [14–16].  

F. tricinctum считается слабым патогеном 
растений, хотя есть данные о его способности 
активно размножаться на зерновых, что при-
водит к накоплению в них микотоксинов [17]. F. 
tricinctum указывается также как возбудитель 
розовой гнили лука [18], загнивания корней 
лотоса [19]. Предыдущие работы, посвящен-
ные выявлению вторичных метаболитов пред-
ставителей этого вида, проводились преиму-
щественно на штаммах, изолированных с пше-
ницы и кукурузы [20]. В данной работе объек-
том исследования послужил штамм F. tricinc-

tum, изолированный из внутренних тканей по-
бегов яблонь с признаками поражения микоза-
ми (растрескиванием и почернением коры).  

 
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
Выделение и идентификация грибов. 

Выделение грибов с поверхности и из внут-
ренних тканей побегов яблонь проводили в 
июне 2014 года в окрестностях г. Саратов, 
Россия по методике, описанной ранее [21]. Ис-
следовали побеги яблонь сортов Уэлси, Берку-
товское, Голден Делишес с растрескиванием и 
почернением коры. Идентификацию грибов 
проводили путем секвенирования 18S рРНК и 
области, включающей ITS1-ITS2, с последую-
щим поиском в базе данных BlastN [22].  

Выращивание грибов. Культивирование 
грибов осуществляли на солодовом агаре  
(рис. 1). Для выделения и идентификации вто-
ричных метаболитов культивирование прово-
дили в колбах Эрленмейера 1 л на рисовой 
среде (100 г риса добавляли к 110 мл дистил-
лированной воды и выдерживали в течение 
ночи перед автоклавированием) при комнатной 
температуре в статических условиях в течение 
30 дней. 

Экстрагирование и выделение вторич-
ных метаболитов. После инкубации в колбу 
добавляли 250 мл этилацетата и оставляли на 
ночь с последующей фильтрацией. Этилаце-
татный экстракт высушивали. Сухой остаток 
после добавления экстрагирующего раствори-
теля состава n-гексан : метанол (MeOH), 1:9 
(об./об.) распределялся между n-гексаном и 
MeOH. Фракцию с МеОН (1,54 г) подвергали 
вакуумной жидкостной хроматографии (VLC) 
на силикагеле с использованием ступенчатого 
градиента смеси гексан/этилацетат и дихлор-
метан/метанол с получением двенадцати 
фракций, обозначенных нами от А до L. Фрак-
цию С (160 мг) подвергали объемной вытесни-
тельной колоночной хроматографии на носи-
теле Sephadex LH-20 элюированием смесью 
МеОН с получением более чем шести суб-
фракций С1-С6.  

Определение химической структуры 
метаболитов. Спектры, полученные методом 
масс-спектрометрии с ионизацией электрорас-
пылением (MS-ESI) и высокоразрешающей 
MS-ESI (HRMS-ESI), регистрировали с помо-
щью масс-спектрометра Finnigan LCQ Deca и 
масс-спектрометра FTHRMS-Orbitrap (Thermo-
Finnigan) соответственно. Растворители очищ
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Рис. 1. Культивирование F. tricinctum, выделенного из растительного материала:  
а – пораженный побег яблони; б – чистый грибковый штамм; в – культивирование 

на твердой рисовой среде в чашках с солодовым агаром  
 
щали перед использованием, и для спектроско-
пических измерений использовали спектраль-
ные градиентные растворители. ВЭЖХ-анализ 
проводили с помощью Dionex UltiMate3400 SD с 
насосом LPG-3400SD, соединенным с фотоди-
одно-матричным детектором (DAD3000RS). 
Обнаружение проводили при 235, 254, 280 и 
340 нм. Разделительную колонку (125 х 4 мм) 
предварительно заполняли Eurosphere-100 
С18 (Knauer, Германия), в экспериментах ис-
пользовали следующий градиент (MeOH, 
0,02% H3PO4 в H2O): 0 мин. (10% MeOH), 5 
мин. (10% МеОН), 35 мин. (100% МеОН), 45 
мин. (100% МеОН). Полупрепаративную ВЭЖХ 
проводили с использованием системы Merck 
Hitachi ВЭЖХ (УФ-детектор L-7400; насос L-
7100; Eurosphere-100 С18, 300 х 8 мм, Кнауэр, 
Германия). Для колоночной хроматографии 
применяли LH-20 Sephadex и 60 M Мерк MN 
силикагель (0,04-0,063 мм). Пластины для тон-
кослойной хроматографии (TLC) с силикагелем 
F254 (Merck, Darmstadt, Германия) были ис-
пользованы для наблюдения за фракцией 
(смесь СН2Сl2/МеОН в качестве подвижной 
фазы); детектирование происходило под УФ 
при 254 и 366 нм либо путем распыления реа-
гента – анисового альдегида – на пластины. 

Тест на биологическую активность. 
Бактериальный неочищенный экстракт (0,5 мг 
экстракта/50 мкл ДМСО) исследовали на ак-
тивность в отношении Staphylococcus aureus 
ATCC 25922 и Mycobacterium tuberculosis (кли-
нический штамм). Данные штаммы были вы-
браны в качестве тест-объектов, т. к. обладали 
высокой антибиотикоустойчивостью. Несколь-
ко колоний (от 3 до 10) тестируемых микроор-
ганизмов пересевали в триптозо-соевый буль-

он (4 мл) и инкубировали от 2-х до 5 ч. Суспен-
зию разбавляли стерильным физиологическим 
раствором. Стандарты готовили добавлением 
0,5 мл 1%-го BaCl2 к 99,5 мл 1%-го H2SO4  
(0,36 N). Приготовленный бактериальный бу-
льон засевали на чашки с агаром Мюллера-
Хинтона и диспергировали с помощью сте-
рильных бусинок. На стерильные диски из бу-
мажных фильтров наносили 500 мкг подготов-
ленного неочищенного экстракта F. tricinctum. 
Пропитанные диски помещали на чашки с ага-
ром, предварительно засеянные выбранными 
тестируемыми организмами. В качестве кон-
троля использовали диски без культуры, про-
питанные только растворителем. Подготов-
ленные таким образом чашки инкубировали 
при 37 °С в течение 24 ч. Антимикробную ак-
тивность регистрировали по наличию прозрач-
ных зон отсутствия роста вокруг дисков с экс-
трактом F. tricinctum. 

 
РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 
Распространение F. tricinctum на побе-

гах яблонь. Наши исследования показали, что 
F. tricinctum часто выделяется как с поверхно-
сти, так и из внутренних тканей побегов яблонь 
с признаками поражения микозами – растрес-
киванием и почернением коры. При микробио-
логических исследованиях 120 проб поражен-
ных побегов яблонь в Саратовской области 
индекс встречаемости этого вида на поверхно-
сти побегов составил 40,3%, во внутренних 
тканях побегов – 6,8 %. Однако в некоторых 
садах в начале июня его встречаемость на по-
верхности побегов достигала 83,4% Количе-
ственное содержание грибов этого вида на по-
верхности побегов варьировало от 10

3
 до 10

5
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КОЕ/см
2
, во внутренней среде – от 10

2
 до 10

4
 

КОЕ/г. Несмотря на то, что учет количества 
КОЕ грибов дает лишь ориентировочное пред-
ставление об их присутствии в исследуемых 
субстратах, многие авторы используют его для 
оценки количественных показателей содержа-
ния Fusarium на растениях [23, 24]. Для даль-
нейших исследований был выбран штамм F. 
tricinctum F106 выделенный из внутренних тка-
ней побега яблони сорта Уэлси. Результаты 
молекулярного анализа его генома показали, 
что он имеет 99% гомологии последователь-
ностей с F. tricinctum.  

Идентификация вторичных метаболи-
тов F. tricinctum. Идентификацию продуктов 
метаболизма проводили с помощью ВЭЖХ и 
масс-спектрометрии. Величины времени удер-
живания для пиков ВЭЖХ-хроматограмм сов-
падали с этими величинами для пиков эталон-
ных соединений, имеющимися в базе данных 
УФ-видимой области спектра (рис. 2). Соеди-
нения были идентифицированы как энниатины 
A, B, G, H, гибепирон B и ауреонитол. 

Для подтверждения полученных результа-
тов была проведена масс-спектрометрия вы-
деленных соединений, которая выявила коли-
чественные характеристики содержания в них 
псевдомолекулярных ионов [М + Н]

+
 (рис. 3). 

Сравнение полученных значений с литератур-
ными данными [25] также позволило иденти-
фицировать выделенные продукты метабо-
лизма (табл. 1).  

После обобщения данных, полученных с 
помощью ВЭЖХ и масс-спектрометрии, были 
сделаны окончательные выводы о природе 
исследованных продуктов метаболизма (табл. 
2) и их химической структуре (табл. 3 и рис. 4). 

Биологические активности выделенных 
соединений уже достаточно хорошо изучены. 
Так, энниатины (особенно А и В) обладают ци-
тотоксическим, антибактериальным, фунги-
цидным, фитотоксическим действием [33, 34, 
35, 36], у гибепирона В выявлена антибактери-
альная и фунгицидная активности [37], у 
ауреонитола – антибактериальная активность 
[38].  

 

 

 
 

Рис. 2. ВЭЖХ хроматограмма метаболитов из неочищенного экстракта F. tricinctum:  
1 – энниатин A; 2 – энниатин B; 3 – энниатин G; 4 – энниатин H;  

5 – гибепирон B; 6 –ауреонитол 
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Рис. 3. Масс-спектры выделенных соединений 
 

Таблица 1 
Соответствие показателя [M+H]

+ 
известным продуктам метаболизма грибов 

 

№ 
соединения 

[M+H]
+
 Метаболиты 

1 682,3 Энниатин A, A2 C 

2 640,3 Энниатин B 

3 668,3 Энниатин G, E A1 O1 O2 O3 

4 654,3 Энниатин H, B4 

5 180,7 Гибепирон B 

6 207,9 Ауреонитол 
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Таблица 2 
Идентификация выделенных продуктов метаболизма F. tricinctum 

 

№ 
соединения 

Идентифицированный метаболит Молекулярная формула 

1 Энниатин А. C36H63N3O9 [26, 27] 

2 Энниатин В C33H57N3O9 [26, 28] 

3 Энниатин G C35H61N3O9, [29] 

4 Энниатин Н. C34H59N3O9, [27, 30] 

5 Гибепирон В C10H12O3. [31 ] 

6 Ауреонитол C13H18O2, [32] 

 
Таблица 3 

Особенности химической структуры выявленных энниатинов F. Tricinctum 
 

Основная формула 
Энниатины 

Радикалы 

 

R1 R2 R3 

 
A 
 

CH(CH3)CH2CH3 CH(CH3)CH2CH3 CH(CH3)CH2CH3 

 
B 
 

CH(CH3)2 CH(CH3)2 CH(CH3)2 

 
G 
 

CH(CH3)CH2CH3 CH(CH3)CH2CH3 CH(CH3)2 

 
H 
 

CH(CH3)2 CH(CH3)2 CH(CH3)CH2CH3 

 

                
а                                                                                      б 

 
Рис. 4. Химическая структура гибепирона В (а) и ауреонитола Гибепирон B Ауреонитола (б) 

 
Известно, что любые биологические ак-

тивности смесей, содержащих несколько мета-
болитов, всегда выше, чем активность каждого 
из них в отдельности [39]. Таким образом, 
большое разнообразие метаболитов F. tricinc-
tum будет усиливать его воздействие как на 
само растение, так и на компоненты его нор-
мальной микрофлоры. 

Роль выявленных метаболитов в развитии 
патологических процессов, наблюдаемых на 
побегах яблонь, требует дальнейшего изуче-

ния. Ряд авторов считает, что энниатины не 
являются обязательным фактором фитопато-
генности [40]. В других исследованиях [41] бы-
ло показано, что разрушение генов, кодирую-
щих синтез энниатинов, существенно снижало 
вирулентность фитопатогенов. 

Биоактивность неочищенного экстракта 
F. tricinctum. 

В связи с тем, что ряд авторов указывает 
на возможность использования продуктов ме-
таболизма Fusarium в медицинской практике, 

http://www.chemspider.com/Molecular-Formula/C10H12O3
http://www.chemspider.com/Molecular-Formula/C10H12O3
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было проведено исследование антимикробной 
активности F. tricinctum по отношению к неко-
торым патогенным бактериям. Неочищенный 
экстракт F. tricinctum показал слабую антимик-
робную активность в отношении Staphylococ-
cus aureus ATCC 25922 (подавление роста S. 
aureus происходило при воздействии неочи-
щенного грибного экстракта в концентрации 25 
мкг/мл), и был не активен в отношении Myco-
bacterium tuberculosis (100 мкг/мл). Следует 
отметить, что в исследованиях [42] смесь очи-
щенных энниатинов Fusarium sp. также про-
явила незначительную активность в отноше-
нии Mycobacterium tuberculosis (LC50 3.12-6.25 
мг/мл). Таким образом, антимикробная актив-
ность неочищенного экстракта F. tricinctum по 
отношению к тестируемым возбудителям бо-
лезней человека и животных оказалась низкой. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
F. tricinctum широко распространен на по-

верхности и во внутренних тканях побегов яб-

лонь с растрескиванием и почернением коры в 
Саратовской области. Попадая в эту экологи-
ческую нишу F. tricinctum сталкивается с пред-
ставителями нормальной микрофлоры побегов 
яблонь, а также с целым комплексом фитопа-
тогенных грибов [21]. Для успешного суще-
ствования в этом сложном биоценозе микроор-
ганизму необходимо иметь определенные 
средства конкурентной борьбы. Способность 
F. tricinctum продуцировать целый ряд биоло-
гически активных метаболитов, обладающих 
антибактериальным, фунгицидным, фитоток-
сическим действием, свидетельствует о воз-
можности его влияния как на нормальную мик-
рофлору побегов, так и на само растение. 
Роль F. tricinctum и продуктов его метаболизма 
в формировании наблюдаемых повреждений 
побегов яблонь требует дальнейшего изуче-
ния. Использование метаболитов F. tricinctum 
против протестированных патогенных микро-
организмов оказалось малоэффективным. 
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