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Водные экстракты грибов отдела Вasidiomycota, таких как Boletus edulis, Ganoderma lucidum, Lentinula edodes, 
обладают широким спектром иммуномодулирующей активности. Показано, что Boletus edulis в равной степени 
усиливает экспрессию поверхностных маркеров на перевиваемых лимфоидных линиях клеток Jurkat-tat и Daudi, 
увеличивает продукцию свободных радикалов кислорода дендритными клетками, моноцитами и нейтрофилами 
периферической крови, активирует базофилы. Влияние грибных экстрактов на НК-клетки не установлено. 
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Тhe water extracts of Basidiomycota division mushrooms such as Boletus edulis, Ganoderma lucidum, Lentinula 
edodes posessed a wide spectrum of immunomodulatory activity. It was shown that Boletus edulis enhances the expres-
sion of surface markers on lymphoid cell lines Jurkat-tat and Daudi, and also increases the expression of reactive oxygen 
species by dendritic cells, monocytes and peripheral blood neutrophils, activates basophils. There was observed no effect 
of fungal extracts on NK-cells.
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Введение
На протяжении тысячелетий грибы широко применялись благодаря своей пищевой и лекарственной 

ценности. Современные исследования подтверждают терапевтический эффект традиционно исполь
зуемых видов [1].

Грибы отдела Вasidiomycota, такие как Ganoderma lucidum (рейши) и Lentinula edodes (шиитаке), 
представляют собой обширный и в то же время значительный ресурс мощных фармацевтических про-
дуктов. В частности, они являются неограниченным источником полисахаридов с противоопухолевы-
ми и иммуномодулирующими свойствами, что наиболее важно для современной медицины [2]. Кроме 
того, эти грибы богаты биологически активными полисахаридами, фенольными и индольными соеди-
нениями, микостероидами, жирными кислотами, каротиноидами, витаминами и биометаллами [3; 4]. 

Несмотря на высокий интерес медицины стран Юго-Восточной Азии к Ganoderma lucidum и Len-
tinula edodes с точки зрения иммуномодулирующих свойств, перспективными для изучения с после
дующим применением в медицине и биологии могут быть и другие представители этого отдела грибов, 
в том числе типичные для Восточно-Европейского региона. Так, Boletus edulis (белый гриб, боровик), 
относящийся к семейству болетовых (Boletaceae), – распространенный гриб в Республике Беларусь [5].

На сегодняшний день в информационных базах имеется огромное количество научных данных раз-
ных лет о том, что в состав гриба Boletus еdulis входят вещества, обладающие большим лечебным потен-
циалом, спектр активности которых довольно широк. Однако в то же время, несмотря на множество 
публикаций, нет достаточно данных об иммуномодулирующем действии Boletus edulis на иммунные 
клетки [6]. Целью исследования была оценка иммуномодулирующей активности Boletus edulis (боро-
вик), Ganoderma lucidum (рейши), Lentinula edodes (шиитаке) in vitro в отношении функциональных 
свойств иммунных клеток.

Материалы и методы исследования
Объектом исследования являлись грибы видов Ganoderma lucidum, Lentinula edodes и Boletus edulis. 

В  работе использовали перевиваемые линии клеток: Т-лимфоцитарную клеточную линию человека 
Jurkat-tat (Т-лимфобластный лейкоз) и В-лимфоцитарную клеточную линию Daudi (лимфома Беркитта), 
а также периферическую кровь доноров (n = 9).

Приготовление суспензии водного экстракта грибов. Исследуемые грибы высушивали до постоян
ного веса при 35  °С, затем измельчали в бытовой кофемолке. Для приготовления водного экстракта 
взвешивали 100 мг сухого гриба, смешивали с 2 мл бидистиллированной воды. Грибной экстракт вы-
держивали 30 мин при комнатной температуре, после чего нагревали суспензию на водяной бане при 
90 °С в течение 10 мин. Далее полученный водный грибной экстракт центрифугировали для осаждения 
нерастворенных веществ и пропускали через фильтр 0,22 мкм для стерилизации. 

Культивирование перевиваемых гемопоэтических клеточных линий. В  качестве модели 
В- и Т-лимфоцитов были использованы перевиваемые гемопоэтические клеточные линии человека, 
которые способны отвечать на различные стимулы изменением экспрессии поверхностных молекул. 
Клеточные культуры Daudi и Jurkat-tat растили в питательной среде RPMI-1640, содержащей 10 % термо
инактивированную телячью эмбриональную сыворотку, L-глутамин, по 50 мкг/мл гентамицина и пиру-
вата натрия. 

Получение дендритных клеток (ДК). Мононуклеары периферической крови (МПК) выделяли из 
образцов периферической крови доноров путем центрифугирования на градиенте плотности фиколл-
пака (1077 г/л). Моноциты выделяли из фракции МПК методом адгезии и культивировали на протяжении 
4 сут в питательной среде RPMI-1640 с добавлением 10 % телячьей эмбриональной сыворотки и ком-
бинации цитокинов (100  нг/мл гранулоцитарно-макрофагального колониестимулирующего фактора 
и интерферона альфа) при 37 °С в увлажненной атмосфере с 5 % СO2, что позволило получить феноти-
пически дифференцированные ДК из моноцитов крови [7].

Инкубация клеток с водными экстрактами грибов. Исследования были проведены в 3–5-кратной 
повторности. Взвесь культуры ДК, клеточные линии и гепаринизированную цельную кровь разливали 
по ячейкам 24-луночного планшета. Планшеты с клетками инкубировали при 37 °С в увлажненной ат-
мосфере с 5 % СО2. В-клетки и ДК сокультивировали с исследуемыми водными экстрактами грибов на 
протяжении 24 ч, Т-клетки – 6 ч, базофилы, нейтрофилы и моноциты периферической крови – 30 мин.

Определение поверхностных молекул. Для определения экспрессии поверхностных молекул 
к суспензии клеток добавляли моноклональные антитела и инкубировали в течение 15 мин при + 4 °С 
в темноте. Несвязавшиеся антитела удаляли путем центрифугирования клеток в DPBS. После удаления 
супернатанта клетки ресуспендировали в DPBS [8]. 
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Определение продукции свободных радикалов кислорода. Детекцию реактивных форм кисло-
рода (reactive oxygen species, ROS) осуществляли с использованием дигидрородамина (DHR123). Для 
детекции ROS в 1,5 мл гепаринизированной периферической крови вносили DHR123 в концентрации 
10 мкмоль/л и доводили объем взвеси питательной средой RPMI-1640 до 3,0 мл [9]. Суспензию инкуби-
ровали в термостате при температуре 37 °С в течение 10 мин. Затем к образцам добавляли: 1) 100 мкл 
DPBS – отрицательный контроль (ОК); 2) 25 нг/мл форбол-12-миристат-13-ацетата (ФМА) – положи-
тельный контроль (ПК); 3) рабочие растворы исследуемых грибов. 

В каждую пробирку вносили по 200 мкл взвеси крови с DHR123 и инкубировали пробирки при тем-
пературе 37 °С на протяжении 30 мин. Эритроциты лизировали раствором хлорида аммония, клетки 
осаждали путем центрифугирования, после чего в пробирки вносили по 300 мкл DPBS и осуществляли 
учет результатов с помощью проточного цитофлуориметра.

Статистический анализ. Статистическую обработку данных проводили с помощью программного 
обеспечения Statistica 12 (StatSoft Inc., США) и StatPlus 4.9 (AnalystSoft, США). Полученные показатели 
представлены как медиана с интерквартильным размахом в виде 25-го и 75-го процентилей. В качестве 
критерия достоверности различий показателей принимали уровень значимости р < 0,05 [10]. 

Результаты и их обсуждение
Оценка влияния водных экстрактов грибов на продукцию свободных радикалов кислорода 

нейтрофилами, моноцитами и ДК периферической крови. Исследуемые грибные экстракты Boletus 
edulis, Ganoderma lucidum, Lentinula edodes стимулировали продукцию ROS нейтрофилами, моноцита-
ми и ДК (табл. 1).

Т а б л и ц а  1
Влияние водных экстрактов Boletus edulis, Ganoderma lucidum, Lentinula edodes  
на продукцию ROS нейтрофилами, моноцитами и ДК периферической крови

Ta b l e   1
Effect of reishi, shiitake and boletus mushroom water soluble fraction  

on the ROS production by peripheral blood neutrophils, monocytes and DC

Образец Нейтрофилы, % р (с ОК) Моноциты, % р (с ОК) ДК, % р (с ОК)

ОК 1,66 (1,48 –2,74) – 12,4 (10,9 –13,5) – 28,1 (22,5–33,6) –
ПК (ФМА) 98,9 (98,7–99,5) 0,025 92,1 (89,5–96,5) 0,032 87,1 (82,3–88,5) 0,190
Boletus edulis 19,2 (15,4 –21,7) 0,018 86,6 (71,5–89,1) 0,017 92,5 (90,1– 92,8) 0,029
Ganoderma lucidum 12,5 (11,8–15,2) 0,031 80,2 (75,7–90,5) 0,035 58,9 (57,1– 65,2) 0,037
Lentinula edodes 11,7 (9,6 –17,9) 0,040 75,6 (69,9 – 83,5) 0,012 57,1 (55,8 – 60,4) 0,040

Количество нейтрофилов, продуцирующих свободные радикалы кислорода, под действием водных 
экстрактов Boletus edulis, Ganoderma lucidum и Lentinula еdodes достоверно отличалось от отрицатель-
ного контроля. Экстракт Boletus еdulis усиливал продукцию свободных радикалов кислорода нейтро-
филов до 20 %, а экстракты других грибов – в 2 раза ниже.

Положительный контроль и все водные грибные экстракты характеризовались способностью индуци-
ровать продукцию моноцитами значительного количества свободных радикалов кислорода (70 – 90 % кле-
ток), тогда как в отрицательном контроле доля моноцитов, продуцирующих ROS без стимуляции, соста-
вила чуть более 10 %.

Показано, что количество ДК, продуцирующих свободные радикалы кислорода, было достоверно 
выше по сравнению с отрицательным контролем. При сокультивировании клеток с экстрактами грибов 
полученные результаты не различались достоверно между экстрактами Ganoderma lucidum ( р = 0,037) 
и Lentinula edodes ( р = 0,04), но имели достоверные различия с отрицательным и положительным кон-
тролем. Boletus edulis индуцировал усиление продукции свободных радикалов кислорода, сравнимое 
с действием других грибов (> 80 %) ( р = 0,029). 

Изучение влияния водных экстрактов грибов на дендритные клетки. Оценивали экспрессию 
CD205, CD206 и HLA-DR на ДК. На рис. 1 продемонстрированы результаты оценки экспрессии мар-
керов. 

Выявлено увеличение экспрессии молекул CD205 при стимуляции ДК с липополисахаридом (ЛПС) 
в качестве положительного контроля. Результаты определения молекулы CD205 на поверхности ДК 
показали, что положительный контроль, Boletus edulis и Lentinula edodes вызывали активацию клеток 
( р < 0,05), в отличие от стимуляции ДК с Ganoderma lucidum (см. рис. 1). 
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Исходя из представленных данных, экспрессия молекул CD206 и HLA-DR достоверно не изменилась 
при сокультивировании ДК с положительным контролем и исследуемыми видами грибных экстрактов.

Изучение влияния водных экстрактов грибов на Т-клетки линии Jurkat-tat. Клеточную линию 
Jurkat-tat сокультивировали с грибами в течение 6 ч. Положительным контролем выступал интерлей-
кин-2 (IL-2), который вызывает пролиферацию Т-клеток [11].

Для определения Т-клеточной активации в качестве классических маркеров использовали молекулу 
CD69 (ранний маркер активации Т-лимфоцитов) и молекулу HLA-DR (рис. 2).

Анализ иммунофенотипа клеток Jurkat-tat, культивированных с грибами, показал, что все исследо-
ванные водные грибные экстракты в разной степени усиливали экспрессию молекулы CD69 на линии 
клеток Jurkat-tat по сравнению с отрицательным контролем ( p < 0,02). Самая высокая интенсивность 
экспрессии молекулы CD69 была отмечена при культивировании Jurkat-tat с экстрактом Boletus edulis. 
При сокультивировании клеток с Ganoderma lucidum наблюдалась экспрессия CD69 более 30 %, что 
почти в 3 раза превышает уровень отрицательного контроля. Интенсивность экспрессии CD69 при 
сокультивировании клеток с Lentinula edodes не превышала 15 %. Экспрессия HLA-DR не изменялась 
достоверно.

Изучение влияния водных грибных экстрактов на В-клетки. При анализе влияния грибов на 
функциональную активность в качестве В-лимфоцитов была выбрана линия Daudi, отличающаяся наи-
большим изменением экспрессии поверхностных маркеров в ответ на стимуляцию [12]. Результаты 
определения уровня экспрессии молекул CD86 и HLA-DR представлены в табл. 2.

Рис. 1. Показатели экспрессии молекул CD205, CD206, HLA-DR  
дендритными клетками при сокультивировании с водными экстрактами грибов

Fig. 1. CD205, CD206, HLA-DR expression by DC incubated with water mushroom extracts
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Т а б л и ц а  2
Экспрессия молекул CD86, HLA-DR В-клетками  

при сокультивировании с грибами

Ta b l e   2
CD86, HLA-DR expression by B-cells incubated  

with water mushroom extracts

Образец CD86, % р (с ОК) HLA-DR, % р (с ОК)

ОК 5,4 (4,1– 6,7) – 92,4 (91,9 – 93,9) –

ПК (ЛПС) 20,5 (19,5–23,8) 0,020 93,4 (92,0 – 94,0) 0,028

Boletus edulis 38,6 (35,05– 42,6) 0,012 92,5 (92,1– 96,1) 0,598

Ganoderma lucidum 24,6 (23,45–30,05) 0,023 93,4 (92,6 – 94,2) 0,752

Lentinula edodes 16,5 (14,2–20,25) 0,042 96,4 (93,0 – 97,4) 0,635

Молекула CD86 в  данном исследовании характеризуется усилением экспрессии по сравнению 
с отрицательным контролем, значение в котором составило чуть более 5 %. Под влиянием ЛПС до-
стоверно увеличивалось содержание CD86 В-клеточной линии Daudi, а под влиянием Boletus edulis 
( р = 0,012) уровень молекулы CD86 почти в 2 раза превысил показатели положительного контроля 
( р = 0,02).

Анализ экспрессии HLA-DR не выявил отличий при сокультивировании ДК с ЛПС и всеми грибами.
Оценка функциональной активности базофилов периферической крови. Базофилы под дейст

вием различных стимуляционных факторов на своей поверхности могут повышать экспрессию моле-
кул активации [13]. В качестве маркера активации была выбрана молекула CD203с (E-NPP3), а в ка-
честве маркеров дегрануляции – молекулы CD63 (LAMP-3) и CD107а (LAMP-1), для положительного 
контроля использовали ФМА.

Показано, что положительный контроль ( р = 0,009) и Boletus edulis ( р = 0,015) достоверно усилива-
ли активацию маркера CD203с ( р < 0,05), а сокультивирование с Ganoderma lucidum и Lentinula edodes 
повысило экспрессию CD203с в несколько раз по сравнению с отрицательным контролем (табл. 3).

Экспрессия молекулы дегрануляции CD63 также значительно усилилась после активации базо-
филов с водными грибными экстрактами Boletus edulis (52,5 (42,7–55,3) %), Ganoderma lucidum (33,7 
(32,3–35,3) %) и Lentinula edodes (23,9 (23,7–24,7) %) по сравнению с нестимулированными базофила-
ми (8,6 (5,74 –11,70) %).

Рис. 2. Экспрессия молекул CD69, HLA-DR клетками линии Jurkat-tat  
при сокультивировании с водными грибными экстрактами 

Fig. 2. CD69, HLA-DR expression by Jurkat-tat incubated with water mushroom extracts
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Т а б л и ц а  3
Экспрессия молекул CD63, CD107a и CD203с  

базофилами при сокультивировании с грибами
Ta b l e  3

CD63, CD107a, CD203с expression by basophils  
incubated with water mushroom extracts

Образец CD63, % р (с ОК) CD107а, % р (с ОК) CD203с, % р (с ОК)

ОК 8,6 (5,74 –11,70) – 2,8 (1,57–3,66) – 4,2 (3,43– 4,70) –

ПК (ФМА) 92,8 (91,3–97,6) 0,028 5,71 (5,32–6,10) 0,032 97,5 (94,6 – 98,3) 0,009

Boletus edulis 52,5 (42,7–55,3) 0,030 7,8 (5,34 –12,30) 0,012 54,6 (52,9 – 66,5) 0,015

Ganoderma lucidum 33,7 (32,3–35,3) 0,025 6,8 (3,15–9,53) 0,019 33,5 (30,2–37,8) 0,041

Lentinula edodes 23,9 (23,7–24,7) 0,031 3,1 (2,1– 4,2) 0,034 34,2 (31,2–35,2) 0,032

В то же время на неактивированных базофилах отмечалась незначительная экспрессия CD107а как 
в положительном контроле, так и в образцах при сокультивировании с грибами рейши и шиитаке. Мак-
симальный уровень экспрессии CD107a выявлен под действием Boletus edulis по сравнению с отрица-
тельным контролем ( p = 0,012).

Изучение влияния водных грибных экстрактов на НК-клетки периферической крови. Результа-
ты оценки влияния грибных экстрактов на экспрессию поверхностных молекул CD16 и CD336 (NCR2) 
НК-клетками представлены в табл. 4.

Т а б л и ц а  4
Экспрессия молекул CD16, CD336 НК-клетками  

при сокультивировании с грибами
Ta b l e  4

CD16, CD336 expression  
by NK-cells incubated with water mushroom extracts

Образец CD16, % р (с ОК) CD336, % р (с ОК)

ОК 5,3 (4,1– 6,7) – 1,5 (0,9–1,7) –

ПК (IL-2) 12,3 (10,95–13,25) 0,047 12,7 (11,55–12,90) 0,015

Boletus edulis 4,1 (3,45–5,55) 0,541 1,9 (1,85–2,54) 0,054

Ganoderma lucidum 3,95 (3,35– 4,30) 0,768 3,6 (2,1– 4,2) 0,035

Lentinula edodes 5,74 (4,60 –7,55) 0,045 2,2 (2,05–3,20) 0,027

Установлено, что экстракты Boletus edulis, Ganoderma lucidum, Lentinula edodes не оказали значимо-
го влияния на экспрессию CD16 и CD336 НК-клетками. Интерлейкин-2 как положительный контроль, 
напротив, увеличил экспрессию молекул CD16 и CD336 более чем в 2 раза. 

В результате проведенного эксперимента было установлено, что сокультивирование НК-клеток 
с грибными экстрактами не приводило к их активации. 

Заключение
По результатам проведенных исследований было выявлено, что водные экстракты всех изученных 

грибов отдела Basidiomycota индуцировали увеличение продукции ROS нейтрофилами, моноцитами 
и ДК. Каждый из экстрактов грибов стимулировал продукцию ROS, уровень которых был по край-
ней мере на 20 % больше, чем в отрицательном контроле. Эффект грибов родов Ganoderma, Lentinula, 
Boletus проявлялся в усилении экспрессии CD205 ДК, повышении экспрессии CD69 Т-лимфоцитами, 
CD86 В-лимфоцитами, в увеличении экспрессии маркера активации CD203c и молекул дегрануляции 
базофилов CD63 и CD107а, что свидетельствует о выраженной иммунобиологической активности ис-
следуемых грибов. При сокультивировании НК-клеток с экстрактами грибов не было обнаружено ста-
тистически значимых эффектов, что подтверждается отсутствием усиления экспрессии молекул CD16 
и CD336.
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Установлено, что водные экстракты Boletus edulis (боровик) обладают иммуномодулирующей ак-
тивностью, сравнимой с грибами Ganoderma lucidum (рейши) и Lentinula edodes (шиитаке). Таким об-
разом, результаты исследований убедительно доказывают возможность применения экстрактов гриба 
Boletus edulis и биологически активных соединений, извлеченных из него, в перспективе в качестве 
нового природного иммуномодулятора.
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