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Резюме
Обоснование. Вирус клещевого энцефалита, передающийся человеку при укусах иксодовых клещей, 
является одним из наиболее опасных и эпидемически значимых возбудителей инфекционных заболе-
ваний в Российской Федерации. При этом существует потребность в эффективных противовирусных 
средствах для лечения и профилактики этой инфекции. Ксилотрофные базидиомицеты широко исполь-
зуются в качестве исходного сырья при поиске новых биологически активных субстанций, в том числе 
противовирусных средств. Ранее нами было показано, что водные экстракты мицелия Inonotus rheades 
обладают противовирусной активностью в отношении вируса клещевого энцефалита, однако природа 
этого действия остаётся неясной. 
Цель исследования. Проанализировать взаимосвязь между вирулицидными свойствами экстракта 
I. rheades и субстратом, на котором велось культивирование.
Методы. Мицелий получали в стерильных условиях двумя разными способами – на стандартной жидкой 
среде с суслом и на древесных дисках берёзы. Из образцов мицелия приготавливали экстракты водораство-
римых полисахаридов. Концентрацию инфекционного вируса клещевого энцефалита оценивали методом 
титрования бляшкообразующих единиц (БОЕ). Вирус клещевого энцефалита в количестве 30 000 БОЕ сме-
шивали с равным объёмом соответствующего экстракта I. rheades в концентрации 8 мг/мл и инкубировали 
30 мин при 37 °С. После этого определяли остаточную инфекционность вируса клещевого энцефалита 
в сравнении с идентичным образцом вируса, инкубированным с равным объёмом воды.
Результаты. Обработка вируса клещевого энцефалита экстрактом мицелия I. rheades, выращенного на 
дисках берёзы, приводит к полной инактивации вируса. Однако экстракт I. rheades, выращенный на среде 
с суслом, не обладает противовирусными свойствами. 
Заключение. Можно предположить, что вирулицидные вещества не являются основными метаболита-
ми мицелия исследуемого гриба, а, вероятно, являются побочными продуктами разложения древесины.
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Abstract
Background. Tick-borne encephalitis virus is dangerous and widespread pathogen that is transmitted to humans 
through the bites of hard ticks. Wild fungi, such as xylotrophic basidiomycetes, are widely used in traditional medicine 
to treat the infectious diseases and are promising natural sources of new antiviral agents. It was previously shown that 
aqueous extracts from the mycelium of the Inonotus rheades (Pers.) P. Karst. (1882) fungus exhibit significant antiviral 
activity against tick-borne encephalitis virus, however, the mechanisms of this activity remain unclear.
Aim. To analyze the relationship between the virucidal properties of I. rheades extract and the substrate on which the 
cultivation was carried out. 
Materials and methods. The mycelium was grown either in a standard liquid medium with wort or on wooden 
disks from birch. Extracts of water-soluble polysaccharides were prepared from both mycelium samples. The concen-
tration of infectious tick-borne encephalitis virus was determined using the method of titration of plaque-forming 
components (PFU). Approximately 30  000  PFU of tick-borne encephalitis virus was mixed with an equal volume 
of corresponding I. rheades extract at concentration of 8 mg/mL and incubated for 30 min at 37 °C. Afterwards, the 
residual infectivity of tick-borne encephalitis virus was determined using the identical virus sample incubated with 
sterile water as a reference.
Results. It was found that treatment of tick-borne encephalitis virus with extracts from I. rheades mycelium resulted 
in inhibition of the infectivity of the virus in the cell culture. However, the same strain of I. rheades, grown on medium 
with wort, did not exhibit antiviral properties. 
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Conclusions. Virucidal substances are likely to be not the main metabolites of the mycelium of I. rheades, but are rather 
metabolized wood polysaccharides. Further research is needed to more accurately identify the active ingredients and 
assess their antiviral activity.
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Обоснование

Флавивирусы – опасные патогены человека. Возбу-
дители лихорадки Денге, жёлтой лихорадки, японского 
и клещевого энцефалита являются флавивирусами. 
Специфических лекарственных средств против них не 
существует. Наиболее эпидемически значимым флави-
вирусом в Российской Федерации является вирус клеще-
вого энцефалита (ВКЭ), передающийся людям при укусах 
иксодовых клещей [1, 2]. Широкое распространение при-
родных очагов клещевого энцефалита (КЭ) на территории 
РФ, низкий уровень вакцинации населения и недостаток 
специфических противовирусных препаратов делают 
актуальной разработку новых лекарственных средств 
против КЭ. Одним из активно развивающихся направле-
ний в разработке новых противовирусных препаратов 
является поиск активных химических соединений в про-
дуктах естественного происхождения. 

К числу потенциальных источников природных 
метаболитов с противовирусной активностью относят 
ксилотрофные базидиомицеты, из которых наиболее 
изученным и широко распространённым объектом 
является склероций трутовика скошенного Inonotus 
obliquus (чага) [3]. Для различных экстрактов из склероция 
I. obliquus показан широкий диапазон противовирусной 
активности in  vitro в отношении: вирусов гриппа птиц 
(субтип A/H5N1) [4], ВИЧ-1 [5, 6], простого герпеса (HSV) 
[7], натуральной оспы и осповакцины [8]. Также показа-
но действие извлечений на активность вируса герпеса: 
при внутрибрюшинном введении водных экстрактов 
I. obliquus 0,4–2,0 мг сухого вещества на мышь за сутки 
до заражения животных вирусом простого герпеса II типа 
была выявлена 90%-ная выживаемость животных [9]. 

Ранее нами было показано, что один из представи-
телей рода Inonotus - трутовик лисий Inonotus rheades 
(Pers.) P. Karst. (1882) – содержит в мицелии водораство-
римые вещества, обладающие сильными вирулицид-
ными свойствами в отношении ВКЭ [10]. В связи с этим 
стоит задача получения необходимого объёма сырья 
для извлечения и последующего изучения искомых со-
единений. Синтез определённых метаболитов у грибов 
в значительной степени определяется субстратным 
фактором [11]. В литературе отмечено, что модификация 
субстратов приводила к увеличению биоактивности 
экстрактов из широко используемых в традиционной 
медицине грибов, таких как Ganoderma lucidum (рейши) 
[12] и I. obliquus [13]. Для экстрактов из I. obliquus выяв-
лена антивирусная активность из сырья, полученного 
при жидкофазном культивировании и на древесине, для 
экстрактов Lentinula edodes (шиитаке) и Pleurotus ostreatus 
(вешенка устричная) - при получении плодовых тел на 
пшеничном зерне [5, 9], такие данные демонстрируют, 
что субстрат оказывает влияние на биологическую 
активность получаемого сырья. При этом древесина 
разных пород и мест произрастания в качестве субстрата 
может давать на выходе различную противовирусную 

активность извлечений [14]. О специфичности наработки 
противовирусных веществ в зависимости от субстрата 
у I. rheades опубликованных данных нет.

Цель работы

Проанализировать взаимосвязь между вирули-
цидными свойствами экстракта I. rheades и субстратом, 
на котором велось культивирование.

Материалы и методы

Объектом исследования был базидиальный гриб 
I.  rheades штамм  287, из коллекции грибных культур 
ЦКП «Биоресурсный центр» СИФИБР СО РАН, который 
культивировали на жидкой среде и древесных дисках 
Betula pendula Roth (Betulaceae). Среда и субстрат были 
стерилизованы и после этого инокулированы мицелием 
I. rheades. Культивирование на жидкой среде и на древе-
сине проводили в течение 30 и 60 дней соответственно, 
при 25 ± 1 °С, в темноте. 

Из полученных в ходе культивирования мицелия 
и  культуральной жидкости выделяли фракции водо-
растворимых полисахаридов (ВРПС) с использованием 
методики Бабицкой с соавт. [15]. Перерастворение делали 
с  использованием стерильной бидистиллированной 
воды и после пропускали через бактериальный фильтр 
с порами диаметром 22 мкм. Раствор общей полисаха-
ридной фракции хранили при –20 °С.

Для оценки противовирусной активности исполь-
зовали охарактеризованный ранее изолят ВКЭ 92М [16]. 
Культивирование ВКЭ производили в клеточной линии 
почки эмбриона свиньи СПЭВ (ФГБУ «НИИ гриппа» Минз-
драва России, Санкт-Петербург). Инфекционность вируса 
определяли с помощью титрования бляшкообразую-
щих единиц в культуральной среде и выражали в виде 
lg  БОЕ/мл. Поддержание культур клеток осуществляли 
на среде RPMI 1640 с добавлением антибиотиков и 5%-
ной эмбриональной телячьей сыворотки (ЭТС) HyClone 
(ThermoScientific, Великобритания).

Противовирусную активность определяли в соот-
ветствии с Гулд и Клегг [17] с модификациями. Для оценки 
ингибирующего действия экстрактов на вирионы ВКЭ, 
100 мкл среды RPMI 1640 (без сыворотки), содержащей 
30 000 БОЕ ВКЭ, смешивали с равным объёмом тестиру-
емого экстракта в концентрации 8 мг/мл. Таким образом, 
рабочая концентрация экстрактов составляла 4  мг/мл. 
Референс-образец приготавливали, смешивая 100  мкл 
вирусной суспензии с равным объёмом стерильной 
бидистиллированной воды. В качестве положительного 
контроля использовали донорский иммуноглобулин 
человека против клещевого энцефалита производства 
ФГУП «НПО «Микроген» МЗ РФ (Томск). Исходный препа-
рат разбавляли стерильной бидистиллированной водой 
до рабочей концентрации иммуноглобулина 1  мг/мл. 
Смеси инкубировали при 37 °С в течение 30 минут и затем 
определяли концентрацию инфекционного ВКЭ в каждом 
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образце, используя метод титрования БОЕ. Индекс ингиби-
рования (ИИ) рассчитывали как разницу титра ВКЭ (в ло-
гарифмическом выражении) в референс-образце и титра 
ВКЭ в образце, обработанном исследуемым препаратом. 
Для каждого препарата и контрольных образцов прово-
дили три независимых повтора эксперимента, результаты 
представляли в виде среднего значения трёх наблюдений. 
Для оценки внутригрупповой вариабельности результатов 
рассчитывали стандартное отклонение. Обработку ре-
зультатов производили с помощью программы MS Office 
EXCEL (Microsoft, США). Исследования проводились в ла-
боратории, лицензированной для работ с возбудителями 
инфекционных заболеваний II–IV группы патогенности.

Результаты и обсуждение

В ходе работы были получены фракции ВРПС из куль-
туральной жидкости (BP-1), из мицелия, полученного на 
жидкой среде (BP-3) и из мицелия, выращенного на дре-
весных дисках (BP-6), с выходом ВРПС 2,49, 0,08 и 1,06 г 
соответственно. При обработке флавивирусов препара-
тами, снижение титра вируса на 1 lg и более свидетель-
ствует о наличии вируснейтрализующей или вирулицид-
ной активности [17]. Индекс ингибирования экстрактов 
BP-1 и BP-3 составил 0,6 ± 0,05 и 0,06 ± 0,1 соответственно, 
что свидетельствует об очень низкой или отсутствующей 
ингибирующей активности. ИИ экстракта BP6 составил 
5,56 ± 0,05. Этот показатель был сопоставим с индексом 
ингибирования специфичного иммуноглобулина против 
ВКЭ (также 5,56  ±  0,05) и стабильно воспроизводился 
в трёх независимых повторах, что свидетельствует о вы-
раженной вирулицидной активности экстракта BP6. 
При обработке экстрактами BP-1 и BP-3 в концентрации 
4  мг/мл не выявлено различий инфекционности ВКЭ 
с референс-образцом, тогда как экстракт ВР-6 полностью 
уничтожил ВКЭ (рис.  1). Различия между препаратами 
более чем в три раза превышали стандартное отклонение 
средних значений любого из препаратов (рис. 1).
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Рис. 1.  Противовирусная активность экстрактов I. rheades в рабо-
чей концентрации 4 мг/мл. BP-1 – экстракт из культураль-
ной жидкости; BP-3 – из мицелия, полученного на жидкой 
среде; BP-6 – из мицелия, выращенного на древесных 
дисках; референс – стерильная бидистиллированная вода; 
контроль – иммуноглобулин человека против КЭ. Планки 
погрешностей отражают стандартное отклонение средне-
го по результатам трёх независимых экспериментов

Fig.  1.  Antiviral activity of I.  rheades extracts at working concentration 
of 4  mg/mL. BP-1 – extract from culture medium; BP-3 – from 
mycelium obtained in a liquid medium; BP-6 – from mycelium 
grown on wooden discs; reference – sterile double distilled water; 
control – human immunoglobulin against tick-borne encephalitis. 
Error bars represent the standard deviation of the mean from three 
independent replications

Различия в вирулицидной активности экстрактов, 
полученных на разных субстратах, могут объясняться 
двояко. С одной стороны, могут существовать метаболи-
ческие различия в синтезе соединений I. rheades на дре-
весине берёзы, обусловленные наличием в субстрате 
богатого набора сахаров, отсутствующего в жидкой среде 
стандартного состава. В этом случае, вероятно, что синтез 
вирулицидных в отношении ВКЭ компонентов экстракта 
мицелием I. rheades при жидкофазном культивировании 
возможен, если в среду добавить выделенные из берёзы 
поли- и моносахариды. С другой стороны, можно пред-
положить, что вирулицидные вещества не являются 
основными метаболитами мицелия исследуемого гри-
ба, а могут быть побочными продуктами разложения 
субстрата. Об этом свидетельствует наличие признаков 
вирусингибирующей активности в культуральной среде 
(препарат BP-1, ИИ = 0,6), её полное отсутствие в мице-
лии, выращенном на этой среде (BP-3, ИИ = 0,06), и ярко 
выраженное увеличение антивирусной активности при 
смене субстрата (BP-6, ИИ = 5,56).

Заключение

Вирулицидные свойства экстрактов I. rheades опре-
деляются субстратом выращивания гриба. При этом 
экстракты мицелия, выращенного на стандартной куль-
туральной среде, не проявляют антивирусных свойств, 
тогда как экстракты мицелия, выращенного на древесине, 
обладают ярко выраженными вирулицидными качества-
ми. Для выяснения точного механизма противовирусного 
действия препаратов I. rheades необходимо определить 
физико-химические свойства и проанализировать компо-
нентный состав экстрактов, а также установить, возможен 
ли синтез мицелием I. rheades вирулицидных в отношении 
ВКЭ веществ из древесины других пород.
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