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Целью данной работы явилось сравнительное исследование противовирусной активности меланинов, выделен-

ных из глубинной культуры базидиального гриба чага Inonotus obliquus F-1244, и меланинов, полученных из природной 

чаги. Показано, что по своим ИК-спектрам и антивирусным свойствам меланины, полученные из культивированной 

чаги, близки к меланинам из природной чаги. В то же время активность образцов зависела не только от источника мела-

нинов, но и от способа их выделения и очистки: токсическая доза (CC50) образцов варьировала от 300 до 2500 мкг/мл, 

эффективная противовирусная доза в отношении вируса гриппа A/H1N1pdm09 (ED50) – от 10 до 47 мкг/мл. Наибольший 

терапевтический индекс, равный 160, показан для меланинов культивированной чаги, очищенных диализом, что в 2.5 

раза выше, чем для меланинов из природной чаги. 

Меланины из культивируемой чаги являются перспективными веществами для разработки лекарственных пре-

паратов природного происхождения. 
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Исследование проводилось в рамках выполнения государственного задания 2/17 (ФБУН ГНЦ ВБ «Век-

тор» Роспотребнадзора). 

Введение 

Спектр медицинских препаратов для лечения вирусных заболеваний крайне ограничен. Поскольку 

вирусы являются строгими внутриклеточными паразитами и используют клеточные структуры для своей 

репродукции, сложно найти мишени для направленного синтеза соединений, которые нейтрализовали бы 

вирус и были бы безвредны для эукариотической клетки и организма человека. Поэтому практическое здра-

воохранение имеет весьма скудный набор проти-

вовирусных препаратов широкого спектра дей-

ствия. Это, в первую очередь, интерфероны, ла-

мивудин, рибавирин, инозин. Проблема усугубля-

ется тем, что многие РНК-содержащие вирусы, 

например, вирусы гриппа, отличаются высокой ге-

нетической изменчивостью, что приводит к появ-

лению мутантов, устойчивых к широко используе-

мым противовирусным препаратам. 

В связи с этим исследование новых подхо-

дов к созданию лекарственных средств с противо-

вирусной активностью является весьма важной 

и востребованной областью современной биоме-

дицинской науки. 
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Меланины – собирательное название для группы высокомолекулярных черных и коричневых поли-

мерных соединений, образующихся при окислительной полимеризации фенолов, главным образом пирока-

техина и тирозина [1]. Меланины встречаются у животных, растений, бактерий и грибов, придавая им тем-

ную окраску. Они участвуют в репарации ДНК, процессах функционирования дыхательной цепи как акцеп-

тор электронов, являются модулятором таких важных систем клеточного метаболизма, как фото- и радио-

протекция, нейтрализуют продукты перекисного окисления липидов и участвуют в нейромедиаторных про-

цессах при многочисленных патологических нарушениях функциональных структур нейронов [2]. 

Трутовик скошенный (Inonotus obliquus) – вид грибов рода Inonotus, семейства Hymenochaetaceae, 

класса Basidiomycetes. Стерильная (бесплодная) форма гриба имеет название чага, или черный березовый 

гриб. Он обитает как паразит на стволах березы, реже поражает некоторые другие живые деревья – ольху, 

рябину, бук, клен, встречается в Азии, Европе и Северной Америке. 

Установлено, что меланины из природной чаги обладают активностью против разных вирусов [3–8]. 

Для задач биотехнологии особый интерес представляют исследования по оценке биологической активности 

меланинов чаги, полученных из биомассы штамма, культивируемого в глубинных условиях. Ранее мы пока-

зали противовирусную активность культуральных меланинов против вируса простого герпеса II типа [9]. 

Цель настоящей работы – исследование противовирусной активности меланинов из глубинной куль-

туры базидиального гриба чага Inonotus obliquus, штамм F-1244, депонированного в Коллекции бактерий, 

бактериофагов и грибов ФБУН ГНЦ ВБ Вектор Роспотребнадзора [10] против пандемического вируса 

гриппа A/California/07/09 (H1N1 pdm09). 

Экспериментальная часть 

Получение меланинов из природной чаги. Для получения меланинов использовалось сухое измельчен-

ное сырье чаги из аптеки, которое соответствует требованиям [11]. 

Гриб, измельченный до размера частиц не более 0.5 мм, заливали раствором 0.1 М NaOH из расчета 

1 : 10 и инкубировали при 50 °С в течение 5 ч. Полученный экстракт отделяли от твердого остатка центрифу-

гированием и затем меланины осаждали добавлением соляной кислоты. Очистку меланинов от примесей осу-

ществляли посредством 6-кратного переосаждения по следующей схеме: меланины, выпавшие в осадок, ре-

суспендировали в растворе 0.1 М NaOH в объемном соотношении 1 : 10 и снова осаждали путем закисления 

среды соляной кислотой до рН<2.0 с последующим центрифугированием в течение 10 мин при 4000 об./мин. 

Раствор очищенных меланинов нейтрализовали до значения рН=7 и высушивали при температуре 50 °С. 

Культивирование штамма Inonotus obliquus F-1244. Культивирование проводили в глюкозо-триптон-

ной среде (ГТС) следующего состава, г/л: глюкоза – 30; триптон – 2.5; дрожжевой экстракт – 1.25; KH2PO4 

– 1.1; K2HPO4 – 4.4; г/л MgSO4 – 0.25; рН 7.0–8.0. Культивирование осуществлялось в 0.75 л колбах на ка-

чалке при 200 об./мин, 26 °С в течение 12 суток, до максимального накопления меланинов. 

Контроль накопления меланинов. Для контроля динамики накопления меланинов в глубинной куль-

туре использовали спектрофотометрический метод. Для этого делали разведения культуральной жидкости в 

0.1 М NaOH так, чтобы при длине волны 465 нм значение оптической плотности раствора находилось в диа-

пазоне от 0.1 до 0.4 единиц. Поглощение УФ и видимого света водными растворами меланинов регистриро-

вали на спектрофотометре (PD-303UV, APEL). 

ИК-спектрометрия образцов меланинов. ИК-спектры меланинов регистрировали на спектрометре 

Varian «Scimitar 1000 FT-IR». Пробоподготовку осуществляли прессованием таблеток с бромидом калия, как 

рекомендует Центр коллективного пользования (НОЦ) РУДН. 

Выделение меланинов из культивированной чаги, штамм F-1244. Для полного выделения меланинов 

из глубинной культуры использовали следующие методики: выделение меланинов из культуральной жид-

кости (КЖ) и выделение меланинов из мицелия, с последующей очисткой от примесей переосаждением 

и диализом и ферментативной модификацией меланина. 

Выделение меланинов из КЖ: культуральную жидкость отделяли от мицелия посредством фильтрова-

ния глубинной культуры на бумажном фильтре; меланины осаждали путем закисления среды соляной кис-

лотой до рН<2.0 с последующим центрифугированием в течение 10 мин при 4000 об./мин. 

Выделение меланинов из мицелия: мицелий, отделенный от КЖ фильтрованием, заливали раствором 

2% NaOH (1 : 10) и прогревали на водяной бане в течение 2 ч; экстракт отделяли от мицелия фильтрованием 

и осаждали меланины путем закисления среды соляной кислотой до рН<2.0 с последующим центрифугиро-

ванием в течение 10 мин при 4000 об./мин. Очистку меланинов от примесей осуществляли посредством 6-

ти кратного переосаждения по схеме, описанной выше. 
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Ферментативная обработка меланинов. Меланины, очищенные переосаждением, подвергали фер-

ментативной обработке трипсином: 1 мг/мл трипсина кристаллического (ООО Самсон-Мед, Россия), рН рас-

твора 7.5, экспозиция 6 ч при 37 °С. Реакцию останавливали закислением раствора; затем нейтрализовали 

до значения рН=7 и высушивали. 

Очистка диализом. Раствор меланина, очищенного переосаждением, диализовали через мембрану 

с размером пор 6–8 кДа против дистиллированной воды в течение 2 суток. 

Исследование противовирусного действия меланинов. Для анализа противовирусной активности 

in vitro использовали метод измерения поглощения клетками прижизненного красителя – нейтрального крас-

ного. Для этого засевали лунки 96-луночного планшета культурой клеток MDCK (клетки почки собаки) 

в среде DMEM (Invitrogen) с добавлением 5% сыворотки плодов коровы (Gibco) и антибиотиков. Посевная 

доза – 2×104 клеток на лунку. После формирования 90% монослоя (20 ч инкубации при 37 °C в атмосфере 

5% СО2) клетки отмывали бессывороточной средой и вносили вирус гриппа A/California/07/09 (H1N1 pdm09) 

в дозе 100 ТЦИД50 на лунку. Через 30 мин после заражения в лунки вносили разведения меланинов в кон-

центрации 1–5000 мкг/мл в среде MEM (Invitrogen) с добавлением антибиотиков (Anti-Anti, Gibco) 

и 2 мкг/мл TPCK-трипсина (Sigma). Клетки инкубировали при 37 °C в атмосфере 5% СО2 в течение 72 ч. 

Затем в каждую лунку планшета был добавлен нейтральный красный (конечная концентрация 0.34%), через 

1.5 ч клетки отмыты, добавлен раствор для экстракции красителя (0.1 M NH4H2PO4 и 96% этанол в равных 

объемах) и определена оптическая плотность высвободившегося красителя на микропланшетном ридере 

BioRad 680 при длине волны 490 нм с использованием программы Земфира 2.0. 

Эффективную дозу противовирусной активности меланинов, EC50, рассчитывали как дозу (концен-

трацию) экспериментального препарата, которая на 50% ингибирует вирусную репродукцию.  

Для анализа токсичности меланинов засевали лунки 96-луночного планшета культурой клеток 

MDCK, с посевной дозой 2×104 клеток на лунку. Через 20 ч инкубации при 37 °C в атмосфере 5% СО2 ро-

стовую среду удаляли и вносили меланины, растворенные в среде MEM (Gibco), содержащей 5% сыворотки 

плодов коровы (Gibco) в концентрации 50–5000 мкг/мл. После 3 дней инкубации оценивали процент инги-

бирования пролиферации клеток с использованием нейтрального красного, как описано выше. Токсичность 

рассчитывали как дозу (концентрацию) меланинов, при которой погибает 50% клеток, или CC50. 

Индекс селективности, или терапевтический индекс IS, рассчитывали как отношение токсической 

дозы к эффективной: CC50/EC50. Обработку данных проводили с помощью Microsoft Office Excel 2003. В таб-

лице приведены средние статистически достоверные данные при 95% вероятности. 

Электронно-микроскопические исследования. Для изучения механизма действия меланина чаги на ви-

рус гриппа проводились электронно-микроскопические исследования. Клетки МDCK, зараженные и незара-

женные вирусом гриппа A/California/07/09 (H1N1 pdm09), были отделены с помощью резинового шпателя и 

зафиксированы в равном объеме 8% раствора параформальдегида в течение суток. После центрифугирова-

ния (1500 об./мин, 10 мин) и трехкратной промывки, осадок дополнительно фиксировали 1% раствором че-

тырехокиси осмия. Обезвоживание, пропитывание и заливку в смеси эпон-аралдит проводили по общепри-

нятой методике. Ультратонкие срезы готовили на микротоме Райхерт-Янг (Австрия), окрашивали уранила-

цетатом и цитратом свинца. Срезы исследовали в электронном микроскопе JEM 1400 (Jeol, Япония). Фото-

съемку и анализ изображения проводили с помощью цифровой камеры бокового вывода Veleta (SIS, Герма-

ния) и программного пакета iTEM (SIS, Германия). 

Обсуждение результатов 

Характеризация полученных образцов меланинов из культивированной и природной чаги выполнена 

методом ИК-спектроскопии на спектрометре Varian «Scimitar 1000 FT-IR». Спектры поглощения в ИК-об-

ласти часто применяются для подтверждения наличия в пробах меланиновых пигментов Они не несут в себе 

прямых сведений о структуре меланинов, но информируют о наличии в молекуле определенных связей и 

характерных функциональных групп. Так, характерными для меланинов являются полосы поглощения в об-

ласти 1690–1590 см-1, свидетельствующие о наличии в их структуре сопряженных, в том числе и ароматиче-

ских связей, а широкая полоса в области 3430–3100 см-1 обусловлена наличием ОН-групп, в том числе и 

полифенольных [12]. Результаты анализа ИК-спектров образцов меланина из природной и культивирован-

ной чаги представлены на рисунках 1–2. 
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Выполненное исследование проб показало, что ИК-Фурье спектры меланинов содержат различные 

полосы поглощения с разными интенсивностями, что связано, по-видимому, с различной природой соеди-

нений, которым они соответствуют. Наряду с этим каждый спектр исследуемых проб содержит полосы по-

глощения, характерные для полифенольных соединений: 3100–3430 см-1 (структуры, содержащие гидрок-

сильные группы); 1580–1690, 1400–1420 см-1 (сопряженные и ароматические структуры); 1300–1400 см-1 

(структуры с полосами С-ОН групп фенолов и С-О групп эфиров); 1000–1100 см-1 (структуры с полосами  

С-ОН спиртовых групп полисахаридов). Вид ИК-спектров исследованных нами образцов достаточно хо-

рошо соответствует виду ИК-спектров, полученных для очищенных различными способами меланинов чаги 

[13]. Все изложенное доказывает, что исследованные пробы содержат меланины. 

Нами была проведена сравнительная оценка противовирусной активности меланинов (табл.), четыре 

образца были получены из культивированной чаги (14-34, 14-37, 13-61, 16-42) и один образец – из природной 

чаги (16-43). 

Как следует из таблицы, все меланины проявляли высокую противогриппозную активность при низ-

кой токсичности. Что касается меланинов из штамма чаги, культивируемого в глюкозо-триптонной среде, 

то данные таблицы свидетельствуют, что меланины, полученные в культуре, проявляют выраженную актив-

ность против вируса гриппа A/California/07/09 (H1N1 pdm09). Было показано, что очистка меланинов мно-

гократным переосаждением позволяет избавиться от части примесей, однако при этом повышается токсич-

ность образцов. Для дополнительной очистки образцов культурального меланина использовали два разных 

способа. Хорошие результаты были достигнуты с помощью диализа через полупроницаемую мембрану с 

размером пор 6–8 кДа. Снижения токсичности образцов можно добиться также посредством ферментатив-

ной обработки. Так, обработка протеазой (трипсином) позволила снизить токсичность образца в 8 раз, это 

дает основания предположить, что основной причиной токсичности для клеток являются примеси белков. 

Высокий терапевтический индекс (IS=160), показанный для меланинов, полученных в глубинной культуре, 

позволяет характеризовать его как перспективный экспериментальный препарат. 

  

Рис. 1. ИК-Фурье спектр меланинов из КЖ, 

полученных из глубинной культуры штамма чаги 

F-1244 

Рис. 2. ИК-Фурье спектр меланина из природного 

сырья чаги 

Сравнительная оценка противовирусной активности меланинов разного происхождения в отношении 

вируса гриппа A/California/07/09 (H1N1 pdm09) 

№  

образца 
Происхождение меланинов Способ очистки меланинов 

CC50, 

мкг/мл 

EC50, 

мкг/мл 
IS 

14-34 Культура I. obliquus F-1244 (КЖ) – 2363±266 47±12 50±15 

14-37 
Культура I. obliquus F-1244 (мице-

лий) 
переосаждение 313±58 9.8±1.6 32±7 

13-61 
Культура I. obliquus F-1244 (мице-

лий) 
диализ 2000±188 12.5±2.0 160±30 

16-42 
Культура I. obliquus F-1244 (мице-

лий) 

ферментативная обработка 

(трипсином) 
2500±240 40±4.4 62.5±21 

16-43 
Контроль – меланины из природного 

сырья чаги 
переосаждение 2500±240 40±4.4 62.5±21 
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Электронно-микроскопическими исследованиями, проведенными нами ранее, было установлено, что 

при обработке клеток Vero экстрактом чаги, в который входили меланины, отсутствовали признаки размно-

жения вируса простого герпеса 2-го типа в ядре, в то время как в контроле наблюдались многочисленные 

нуклеокапсиды вируса герпеса в ядре клеток и нарушение структуры ядра [14]. 

Для проведения аналогичного исследования на вирусе гриппа использовали меланины, полученные 

на основе глубинной культуры чаги. Клетки MDCK выращивали в культуральных флаконах, противовирус-

ный эффект оценивали в отношении вируса гриппа A/California/07/09 (H1N1 pdm09). Результаты, получен-

ные на серии срезов, свидетельствовали о влиянии меланинов на морфогенез вируса гриппа 

A/California/07/09 (H1N1 pdm09) в культуре клеток MDCK. Репродукция вируса при воздействии меланинов 

была снижена. В опытном образце, в присутствии меланинов, наблюдались преимущественно шаровидные 

мелкие вирусные частицы в межклеточном пространстве (рис. 3). В контрольных клетках (без меланина) 

преобладали нитевидные формы вируса на поверхности клетки (рис. 4), что коррелирует с более высоким 

цитопатическим действием вируса гриппа. Наиболее вероятным механизмом противовирусной активности 

представляется непосредственное взаимодействие меланинов с вирионами в межклеточном пространстве. 

Природные ресурсы чаги быстро истощаются. Наши данные свидетельствуют о возможности получе-

ния качественных и биологически эффективных меланинов на основе биотехнологии. Повышение активно-

сти меланинов из глубинной культуры чаги может происходить за счет отбора более эффективных штаммов-

продуцентов меланинов, подбора сред и условий культивирования, оптимальных методов очистки. 

  

Рис. 3. Воздействие меланинов на вирус гриппа Рис. 4. Вирус гриппа A/California/07/09 (H1N1 

pdm09). Контроль 

Заключение 

Результаты работы показывают, что меланины, полученные в глубинной культуре Inonotus obliquus, 

штамм F-1244, близки к природным меланинам (полученным из чаги) по своим ИК-спектрам и антивирус-

ным свойствам. Показано, что культуральные меланины проявляют выраженную противовирусную актив-

ность в отношении вируса гриппа A/California/07/09 (H1N1 pdm09) в культуре клеток MDCK. В то же время 

работа демонстрирует, что активность образцов зависит не только от источника меланинов, но и от способа 

их выделения и очистки. Так, токсическая доза (CC50) образцов варьировала от 300 до 2500 мкг/мл, эффек-

тивная доза (EC50) – от 10 до 47 мкг/мл, наибольший терапевтический индекс был равен 160. 
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The aim of the work was a comparative study of the antiviral activity of the melanin isolated from submerged culture of 

basidiomycete birch fungus Inonotus obliquus F-1244 and melanin obtained from natural birch fungus. We showed that the 

melanin isolated from cultivated birch fungus is similar to the melanin from natural birch fungus in respect of its physicochemical 

and antiviral properties. Although, the sample`s activity depended not only on the source of melanin, but also on the method of 

isolating and purification. The toxic dose (CD50) varied from 300 to 2500 µg/ml. The effective antiviral dose in the case of 

A/H1N1pdm09 (ID50) was one from 10 to 47 µg/ml. The highest therapeutic index was for the melanin of the cultivated birch 

fungus, purified by dialysis. The index made 160; it is higher in 2, 5 times in comparison with natural birch fungus. 

The melanin from cultivated birch fungus is a promising substance for the developing of naturally occurring medication. 

Keywords: Inonotus obliquus, herbal drug, bioactivity, antiviral activity. 
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