
ФЛУОРЕСЦЕНТНАЯ СПЕКТРОСКОПИЯ ЭНДО-И ЭКЗОМЕТАБОЛИТОВ 
НЕКОТОРЫХ ВИДОВ МИКРОСКОПИЧЕСКИХ ГРИБОВ В ВОДЕ
FLUORESCENCE SPECTROSCOPY OF ENDO-AND EXOMETABOLITES 
OF SOME MICROSCOPIC FUNGI SPECIES IN WATER

Для выявления флуоресцентных особенностей грибных метаболитов проведены спектральные исследования культуральной 
жидкости и водной суспензии грибных спор шести штаммов разнопигментированных микроскопических мицелиальных грибов — 
типичных обитателей водных и наземных биотопов, потенциальных патогенов и агентов биокоррозии материалов. Все изучен-
ные штаммы, Trichoderma harzianum, Alternaria alternata, Cladosporium cladosporioides, Aspergillus ustus, A. terreus и Fusarium solani, 
разделены на три группы в зависимости от паттернов флуоресценции при длинах волн возбуждения 280, 310 и 370 нм. Первую 
группу составляют A. alternata, C. cladosporioides и A. terreus, экзометаболиты которых представлены меланинами и меланино-по-
добными соединениями, сходными с гуминовыми веществами по спектральным характеристикам. Паттерны флуоресценции вто-
рой группы, представленной образцами T. harzianum и F. solani, свидетельствуют о превалировании в спектрах свечения НАД(Ф)
Н. Образец A. ustus, у которого максимумы испускания флуоресценции располагались в длинноволновой области (500-520 нм), 
что характерно для флавиновых соединений, отнесен к третьему типу. Инструментальные флуоресцентные методы анализа эф-
фективны для обнаружения в водной среде специфических грибных структур и связанных с ними эндо- или экзометаболитов.
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The spectral studies of cultural liquid and aqueous suspension of fungal spores of six strains of microscopic filamentous fungi with 
various colors (typical inhabitants of aquatic and terrestrial habitats, potential pathogens and agents of bio-corrosion materials) were 
carried out for the detection of fluorescent characteristics of fungal metabolites. All studied strains, Trichoderma harzianum, Alternaria 
alternata, Cladosporium cladosporioides, Aspergillus ustus, A. terreus, and Fusarium solani were divided into three groups depending on 
the fluorescence patterns under the excitation at 280, 310, and 370 nm. The first group consisted of A. alternata, C. cladosporioides 
and A. terreus, whose exometabolites were represented by melanins and melanin-like compounds similar to humic substances by their 
spectral characteristics. The luminescence of NAD(P)H prevailed in the fluorescence patterns of the second group that was represented 
by samples of T. harzianum and F. solani. The maximum emission of sample A. ustus that was related to the third type was located 
in the long wavelength region (500-520 nm), which is typical for flavin compounds. Instrumental fluorescent methods of analysis are 
effective for detection of specific fungal structures and associated endo — or exometabolites in the aquatic environment.
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вещества. Загрязнения и другие деструктивные 
экологические процессы приводят к структурно-
функциональным деформациям грибных сооб-
ществ [14, 15]. Очевидно, что обнаружение, иден-
тификация и изучение процессов, протекающих 
при росте грибов на закрепленном субстрате или 
в виде планктонных составляющих гидроценозов, 
представляется необходимым также для оценки 
биоразнообразия и экологического мониторинга 
водных экосистем.

К наиболее точным методам обнаружения гри-
бов и их метаболитов относятся требующие специ-
альное оборудование и знания лабораторные ме-
тоды: культуральные, молекулярно-генетические, 
хроматография и ЭПР-, ЯМР-спектроскопия [16, 
17]. Флуоресцентная спектроскопия является од-
ной из перспективных методик бесконтактных 
исследований микроорганизмов. Флуоресценция 
используется для мониторинга биохимических и 
физиологических процессов в грибных культу-
рах, для обнаружения биогенных флуорофоров 
без применения красителей, дифференцировки 
микробных систем, регистрации стрессовых реак-
ций клеток микроорганизмов [18-20].

Представляется важным широкое внедрение ин-
струментальных методов в микробную экологию 
водных экосистем [21]. Флуоресцентные измере-
ния, проведенные на грибных структурах, может 
быть полезным инструментом для оценки грибной 
биомассы, эндо- и экзометаболитов и связанной 
с ними вирулентности. Настоящее исследование 
посвящено выявлению флуоресцирующих метабо-
литов культур микроскопических мицелиальных 
грибов в водных средах с использованием спект-
ральных методов анализа.

Материалы и методы исследований

Грибные культуры

Исследования проводились на шести изоля-
тах разнопигментированных мицелиаль-
ных грибов, принадлежащих к широко рас-

пространенным в водных средах видам: зеленого 
оттенка Trichoderma harzianum Rifai; темнопиг-
ментированные Alternaria alternata (Fr.) Keissl 
и Cladosporium cladosporioides (Fresen.) G. A. de 
Vries; темный с желтым оттенком Aspergillus ustus 
(Bainier) Thom&Church; темный с розовым от-
тенком A. terreus Thom, и непигментированный 
Fusarium solani (Mart.) Sacc. Культуры предостав-
лены из коллекции кафедры биологии почв фа-
культета почвоведения МГУ им. М.В. Ломоносова. 
Исследуемые виды являются активными проду-
центами вторичных метаболитов и токсинов, раз-
личаются по способности синтезировать мела-
ниновые пигменты, по степени вирулентности и 
биологической активности.

Введение

Значение грибов в водных экосистемах

Микроскопические мицелиальные грибы в 
водных экосистемах такой же неотъемлемый 
компонент, как и в наземных [1, 2]. Ввиду 

сложностей применения методических приемов 
к гидромицетам классическими микологами вод-
ные грибы слабо изучены. Плотность распределе-
ния их в водных массах далеко неравномерна. Как 
правило, в жидких средах разнообразные микроор-
ганизмы (грамотрицательные и грамположитель-
ные бактерии, простейшие, водоросли и грибы) 
встроены в матрицу внеклеточных полимерных 
веществ, состоящую из экзополисахаридов, ДНК 
и белков [3]. Впервые открытая в 1978 г. специфи-
ческая форма существования бактерий в виде био-
пленок [4] признана преобладающей формой ми-
кробной жизни на нашей планете.

Биопленки определяют как особую форму орга-
низации микроорганизмов, образующихся на раз-
деле двух фаз, интенсивно обменивающихся генети-
ческой информацией и способных координировать 
свое поведение за счет секреции молекулярных сиг-
налов — Quorum Sensing. Для них характерна спо-
собность выдерживать концентрации антибиотиков 
в 100-1000 раз больше, чем планктонные клетки [5]. 
В 2000 — 2010-е годы стало очевидно, что изучение 
биопленок полезно во многих практических прило-
жениях: медицинской микологии, микробной эко-
логии природных и промышленных вод. Открытие 
биопленок приводит к необходимости лучшего по-
нимания механизмов вирулентности и персистен-
ции патогенных микроорганизмов, в числе ко-
торых немало мицелиальных форм грибов [6]. 
Практическая значимость изучения планктонной 
и биопленочной форм обитания микроорганизмов 
в водных средах обусловлена актуальностью по-
вышения эффективности биоцидной защиты кон-
струкций и сооружений.

Биопленки бактериального и дрожжевого про-
исхождения лучше исследованы, чем биопленки, 
образованные с участием мицелиальных грибов [4, 
7]. Вместе с тем, показано, что модели формирова-
ния биопленки как мицелиальными грибами, так и 
не мицелиальными формами (бактериями и дрож-
жами), очень схожи [8].

В экологической группе водных грибов выде-
ляют первичноводные и вторичноводные виды, 
типичные для наземных местообитаний [9, 10]. 
Водные грибы вступают в симбиотические от-
ношения с другими обитателями водоемов, дей-
ствуют как инфицирующие агенты для гидро-
бионтов и человека, вызывают биоповреждения 
и процессы старения материалов [11-13]. Как и 
в наземных, в водных экосистемах грибы могут 
служить индикаторами экологического качества 
среды, скорости трансформации органического 
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ной волны 280 нм состоят из трех перекрывающихся 
полос: УФ-полоса с максимумом при 300-350 нм, 
похожая на флуоресценцию белков; широкая по-
лоса с максимумом при 400-500 нм, сходная с флу-
оресценцией НАД(Ф)Н или меланинов; и полоса с 
максимумом при 520-560 нм, напоминающая флуо-
ресценцию флавиновых соединений (рис. 1). В спек-
трах C. cladosporioides обнаружены небольшие до-
полнительные пики при 450-460 нм, что может быть 
связано с регистрацией свечения эумеланинов [22].

При детальном анализе спектров флуоресцен-
ции все изучаемые грибы могут быть разделены на 
три группы, которые различались особенностями 
флуоресценции при длинах волн возбуждения 280, 
310 и 370 нм (рис. 2).

Первая группа объединяет виды A. alternata, C. 
cladosporioides и A. terreus, у которых положение 
максимума испускания флуоресценции (420-460 
нм) смещено в синюю область спектра (рис. 3 а,б,е). 
Спектральные характеристики проб этих грибов 
напоминают таковые в растворах гуминовых ве-
ществ. Это сходство выражается в сложном ха-
рактере полосы флуоресценции в видимом диапа-
зоне длин волн и близких длинах волн испускания. 
Максимум испускания флуоресценции гуминовых 
веществ природной воды или водных почвенных 
экстрактов обычно находится в диапазоне 420-460 
нм [23]. Кроме того, как при флуоресценции гу-
минового типа, тут наблюдается смещение полосы 
флуоресценции при изменении длины волны воз-
буждения, так называемый «синий сдвиг».

Ко второй группе можно отнести виды T. 
harzianum и F. solani, максимумы испускания флу-
оресценции (440-450 нм) которых были одинако-
выми при возбуждении на трех длинах волн без 

Дизайн экспериментов
Мицелиальные культуры грибов выращивались 

при 22 °С на среде Чапека со следующим мине-
ральным составом (г/л): NaNO3–3,0; K2HPO4–1,0; 
MgSO4–0,5; KCl–0,5; FeSO4–0,001; pH 5,5-6,0. 
Сахароза добавлялась в качестве источника угле-
рода — 30 г/л. Применялись два метода культиви-
рования: на твердых (минеральная основа, сахароза, 
15 г/л агара) и жидких (минеральная основа и са-
хароза; без агара) средах. В первом случае анали-
зировалась водная суспензия спор с небольшими 
фрагментами грибных гиф, смытых с мицелиаль-
ных колоний, во втором — культуральная жид-
кость, отделенная от грибных мицелиальных пел-
лет. Это позволяло разделить вклад в спектральные 
характеристики флуорофоров внеклеточных (экзо-
метаболиты в культуральной жидкости) и внутри-
клеточных (эндометаболиты спор).

Спектральные измерения
Спектры излучения флуоресценции измерялись 

с помощью люминесцентного спектрометра Solar 
CM2203 на нескольких длинах волн возбуждаю-
щего излучения (280, 310, 370 нм) для образцов, 
помещенных в кварцевые кюветы.

Результаты и их обсуждение

Флуоресценция грибов, выращенных на твердой 
питательной среде

Типичные спектры флуоресценции водных су-
спензий грибных спор и фрагментов мицелия ис-
следованных микромицетов при возбуждении дли-

Рис. 1. Спектры испускания флуоресценции метаболитами микроскопических мицелиальных грибов, 
культивируемых на твердой среде, при возбуждении на 280 нм.
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Флуоресценция грибов, выращенных в жидкой 
питательной среде

Типичные спектры флуоресценции образцов 
грибов, культивируемых в жидких средах, при 
возбуждении на 280 нм состоят из трех перекры-
вающихся полос. При этом полной идентичности 
спектров испускания флуоресценции образцов, 
полученных на жидких и твердых средах, не на-
блюдалось (рис. 1, 3).

Различия для образцов T. harzianum выража-
ются в том, что при культивировании в жидких 
средах регистрируется полоса с максимумом на 
510-530 нм, которой не было видно в образцах с 
твердых сред (рис. 2в, 4в). В образцах A. alternata 
и A. terreus, выращенных в жидких средах, ши-
рокая полоса в синей области с максимумом 
при 400-500 нм становится еще слабее по срав-

смещения в синюю область спектра (рис. 2в,г). 
Скорее всего это обусловлено наличием НАД(Ф)
Н с более однородными структурами, чем в пер-
вой группе видов. Известно, что при возбуждении 
длиной волны 370 нм наблюдается максималь-
ная интенсивность излучения НАД(Ф)Н [6, 18]. 
Свободные и энзим-связанные НАД(Ф)Н и мела-
нины имеют перекрывающиеся спектральные ха-
рактеристики, что вносит сложности в спектраль-
ный анализ [24, 25].

Наконец, для образца A. ustus максимум ис-
пускания флуоресценции расположен в области 
500-520 нм, что может свидетельствовать о при-
сутствии флавиновых соединений в исследуемых 
пробах (рис. 2д).

Рис. 2. Спектры испускания флуоресценции метаболитами микроскопических мицелиальных грибов, культивируемых на твердой 
среде, при возбуждении на 280, 310 и 370 нм: а) Аlternaria alternata; б) Cladosporium сladosporioides;  
в) Trichoderma harzianum; г) Fusarium solani; д) Aspergillus ustus; е) A. terreus.
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ния достаточно широко применялись для изуче-
ния бактериальных и дрожжевых культур [18, 19, 
20]. Исследования автофлуоресценции, проведен-
ные на мицелиальных микроскопических грибах, 
не так многочисленны [24, 25]. Наши исследования 
в определенной степени восполняют это пробел.

В результате проведенной работы при исследова-
нии спектров флуоресценции культуральных жид-
костей и водных суспензий грибных спор шести раз-
нопигментированных микромицетов, T. harzianum, 
A. alternata, C. cladosporioides, A. ustus, A. terreus и F. 
solani, выявлены следующие особенности:

1. Спектры испускания флуоресценции при воз-
буждении длинами волн 280, 310 и 370 нм состоят 
из двух-трех перекрывающихся полос: УФ-полосы 
с максимумом при 300-350 нм, аналогичной флуо-
ресценции белков; широкой полосы в синей обла-
сти с максимумом при 400-500 нм, напоминающей 
флуоресценцию НАД(Ф)Н или меланинов, и 520-
530 нм, характерной для флавиновых соединений.

2. Условия выращивания влияют на спектраль-
ные особенности и интенсивность флуоресценции 
грибов. Культивирование в жидких средах обес-
печивает более эффективное накопление внекле-
точных метаболитов (флуорофоров) в образцах. 
В пробах грибов, выращенных на агаризованных 
средах, доминирующую долю флуорофоров пред-
ставляют собой эндометаболиты спор.

3. Спектральные свойства A. alternata, C. 
cladosporioides и A. terreus аналогичны спектраль-
ным свойствам гуминовых веществ. Сходство вы-
ражается, во-первых, в сложном характере полосы 
флуоресценции в видимом диапазоне и схожих 
длинах волн испускания (максимум испускания в 
диапазоне 420-460 нм). Во-вторых, в зависимости 
флуоресценции гуминового типа от длины волны 
возбуждения, смещение этой полосы излучения в 

нению с образцами, выращенными на твердых 
средах (рис. 2а, 4а, 2е, 4е). В образцах A. ustus с 
жидких сред УФ-полоса с максимумом при 300-
350 нм становится менее интенсивной, а полоса 
с максимумом на 500-510 нм, наоборот, интен-
сивнее по сравнению с образцами с твердых сред 
(рис. 2д, 4д).

Эти различия свидетельствуют, скорее всего, о 
том, что, во-первых, культивирование на жидких 
средах обеспечивает более эффективное накопле-
ние внеклеточных метаболитов. Во-вторых, основ-
ным источником флуорофоров в грибах, выращен-
ных на агаризованных средах, являются грибные 
споры, не образующиеся при культивировании в 
жидких средах. Авторы [21] предполагают, что ха-
рактер флуоресценции спор грибов объясняется 
главным образом присутствием меланинов, защи-
щающих от воздействия ультрафиолетовых сол-
нечных лучей, или флавинов.

Заключение

К флуоресцирующим молекулам грибов относят 
никотинамидадениндинуклеотид (НАДН) и 
его фосфат (НАДФН), триптофан, пиридок-

син (витамин В6), рибофлавин (витамин В2), фла-
винадениндинуклеотид (ФАД), флавинмононук-
леотид (ФМН) и меланины [18, 25]. Флуорофоры 
грибов могут участвовать в энергетических про-
цессах, патогенезе или защитных клеточных ме-
ханизмах; им придается большое значение для 
изучения фундаментальных основ и прикладных 
аспектов развития грибов [25]. Большинство из 
этих флуорофоров были зарегистрированы нами 
в пробах микроскопических мицелиальных гри-
бов. Отмечается, что флуоресцентные измере-

Рис. 3. Спектры испускания флуоресценции метаболитами микроскопических мицелиальных 
грибов, культивируемых на жидкой среде, при возбуждении на 280 нм.
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Полученные паттерны флуоресценции разно-
пигментированных изолятов могут быть полезны 
для прогнозных исследований по мониторингу 
водных экосистем на наличие различных грибных 
культур, а также для изучения биохимических и 
физиологических процессов, протекающих в гриб-
ных культурах в лабораторных условиях.

Работа выполнена при частичной поддержке 
РФФИ (грант 18-016-00078).

сторону более коротких длин волн при увеличе-
нии длины волны возбуждения от 270 до 310 нм.

4. Паттерны флуоресценции проб с T. harzianumи 
F. solani свидетельствуют о наличии НАД(Ф)Н 
с более однородными структурами, чем для A. 
alternata, C. cladosporioides и A. terreus.

5. Максимумы испускания проб с A. ustus рас-
полагались в более длинноволновой области (500-
520 нм), что может быть характерно для флави-
новых или каких-либо других специфических 
соединений.

Рис. 4. Спектры испускания флуоресценции метаболитами микроскопических мицелиальных грибов, культивируемых на жидкой 
среде, при возбуждении на 280, 310 и 370 нм: а) Аlternaria alternata; б) Cladosporium сladosporioides;  
в) Trichoderma harzianum; г) Fusarium solani; д) Aspergillus ustus; е) A. terreus.
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