
[17]

UKRAINIAN BIOPHARMACEUTICAL JOURNAL, No. 4 (39) 2015 ISSN 2311-715X

УДК 615.322:582.287.237:[612.017.1:616-008]:57.084

В. Т. Підченко1, І. В. Ніженковська1, Н. Г. Бичкова1,  
Н. А. Бісько2, А. Є. Родніченко3, Н. О. Козіко1

1 Національний медичний університет ім. О. О. Богомольця 
2 Інститут ботаніки ім. Н. Г. Холодного НАН України 
3 ДУ «Інститут генетичної та регенеративної медицини НАМН України» 

ВПЛИВ ГРИБА GANODERMA LUCIDUM (CURT.:FR.) 
P. KARST. НА ПРОЛІФЕРАТИВНУ АКТИВНІСТЬ 
СПЛЕНОЦИТІВ У МИШЕЙ ЛІНІЇ CBA/Ca З ВТОРИННИМ 
ІМУНОДЕФІЦИТОМ

Представлені результати досліджень впливу порошку біомаси гриба Ganoderma lucidum на проліфера-
тивну активність спленоцитів у мишей лінії СВА/Са в умовах модельованого вторинного імунодефіциту. 
Для моделювання імунодефіциту використовували імуносупресант циклофосфамід, який вводили одно-
разово в дозі 150 мг/кг внутрішньоочеревинно в перший день експерименту. Результати проведеного до-
слідження показують, що застосування порошку біомаси гриба Ganoderma lucidum мишам лінії CBA/Ca з 
індукованою імунною недостатністю достовірно відновлює порушення проліферативної активності спле-
ноцитів на введення В- і Т-клітинних мітогенів, які були викликані циклофосфамідом.
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ВСТУП
Ganoderma lucidum (трутовик лакований) – відо- 

мий в країнах Сходу дереворуйнівний базидіальний 
гриб, який в останні десятиріччя все більше привер- 
тає увагу дослідників як перспективне джерело фарма- 
кологічно активних речовин для лікування багатьох  
захворювань, зокрема порушень імунної системи лю- 
дини [7, 17]. В традиційній медицині країн Азії пло-
дові тіла цього гриба використовувались протягом 
майже 2 тисячоліть для лікування багатьох захво-
рювань. На сьогоднішній день гриб Ganoderma luci- 
dum все більше привертає увагу вчених, оскільки за 
останні десятиріччя з нього були виділені біологіч-
но активні речовини, які впливають на серцево-су- 
динну, дихальну та центральну нервову систему, а та- 
кож здатні проявляти протипухлинні, гепатопротек- 
торні та імуномодулюючі властивості [7, 18]. На сьо- 
годнішній день цей гриб використовують для ліку-
вання серцевої недостатності, гепатиту, атероскле-
розу, артриту, бронхіту, виразкової хвороби шлунка 
та онкологічних захворювань [7, 9, 12, 13]. З плодо-
вих тіл та міцелію гриба Ganoderma lucidum було ви-
ділено багато біологічно активних речовин, таких як 
тритерпеноїди, полісахариди, білки, амінокислоти, 

алкалоїди, стероїди, жирні кислоти та ферменти. Най- 
важливішими фармакологічно активними речовина- 
ми є тритерпеноїди та полісахариди [7, 8, 14, 15, 18].

Оскільки гриб Ganoderma lucidum досить рідко 
зустрічається в природі, для медичних цілей його куль- 
тивують штучно. Для вирощування плодових тіл ви- 
користовують інтенсивний та екстенсивний методи,  
які полягають у вирощуванні плодових тіл на відріз-
ках стовбурів дерев або на тирсі. Вирощування пло-
дових тіл таким способом займає від 3 до 5 місяців. 
На сьогоднішній день увагу дослідників привертає 
глибинне культивування гриба, яке полягає у виро-
щуванні біомаси гриба на поживних середовищах і 
має ряд переваг, таких як скорочення виробничого 
циклу до 2-3 тижнів, більш висока та стабільна уро- 
жайність; вирощування можливе протягом всього ро- 
ку завдяки створенню оптимальних умов, необхідних  
для отримання біомаси та можливості застосування 
механізації і автоматизації технологічних процесів [17]. 

Більшість робіт присвячена вивченню плодових  
тіл гриба Ganoderma lucidum. В свою чергу, вегета-
тивний міцелій вивчений мало. Роботи з вивчення мі- 
целію являють собою дослідження або полісахарид- 
них, або тритерпенових витяжок. При цьому не ви- 
вченим залишається вплив біомаси гриба Ganoderma  
lucidum, вирощеної методом глибинного культиву-© Колектив авторів, 2015
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вання на різні ланки імунітету при імунодефіцитних 
станах.

Тому метою нашого дослідження було досліджен- 
ня впливу порошку біомаси гриба Ganoderma lucidum  
на функціональну активність лімфоцитів (проліфе- 
ративну активність спленоцитів у відповідь на вве-
дення Т-клітинних мітогенів (фітогемаглютиніну –  
ФГА, конканаваліну А – Кон А) та В-клітинного міто-
гену (ліпополісахариду – ЛПС)).

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ
Біомаса гриба Ganoderma lucidum була вироще-

на методом глибинного культивування на базі Інститу-
ту ботаніки ім. Н. Г. Холодного НАН України (м. Київ) 
під керівництвом доктора біологічних наук відділу 
мікології Н. А. Бісько. Біомаса гриба була висушена 
та подрібнена до порошкового стану.

Для моделювання імунодефіциту використову-
вали імуносупресант циклофосфамід (ЕНДОКСАН® 
– «Baxter Oncology GmbH», Німеччина), який вводили  
одноразово у дозі 150 мг/кг внутрішньоочеревинно  
в перший день експерименту. Циклофосфамід нале- 
жить до антинеопластичних засобів та має цитоток- 
сичну, протипухлинну та імуносупресивну активність.  
Після ін’єкції циклофосфаміду мишам протягом 10 днів  
вводили порошок біомаси гриба Ganoderma lucidum  
перорально у дозі з розрахунку 0,01 мг на 20 г маси  
тіла (0,5 мг/кг). У попередній серії наших досліджень  
при застосуванні цієї дози спостерігався найбільш ви- 
разний стимулюючий ефект на імунну відповідь [16].  
В якості референтного препарату використовували  
імунотропний препарат ехінацеї (Ехінацея-Астрафарм,  
Україна). Дозу референтного препарату розраховували 
з використанням коефіцієнту, який визначає співвід- 
ношення між дозами лікарських засобів для людини  
і різних видів експериментальних тварин. Для миші 
він дорівнює 387,9. 

Дослідження проводили на статевозрілих (віком  
3-5 міс.) мишах-самцях лінії CBA/Ca. Тварини були 
розподілені на 4 групи: 1 – контрольні миші (n = 6); 
2 – миші, яким одноразово вводили циклофосфамід 
(150 мг/кг, n = 6); 3 – миші, які після введення цик- 
лофосфаміду отримували протягом 10 діб порошок 
біомаси гриба Ganoderma Lucidum (0,5 мг/кг, n = 6); 
4 – миші, які після введення циклофосфаміду отри-
мували протягом 10 діб референтний препарат ехі-
нацеї (12,85 мг/кг, n = 6). 

Дослідження на тваринах проводили з дотриман- 
ням основних положень Конвенції Ради Європи про 
охорону хребетних тварин, що використовуються в  
експериментах та в інших наукових цілях від 18 бе- 
резня 1986 року, Директиви ЄС від 24 листопада 
1986 року № 609, Наказу МОЗ України від 13 лютого 
2006 року № 66, Закону України «Про захист тварин 
від жорстокого поводження» (2006 р.).

Кількість клітин у селезінці підраховували у ка-
мері Горяєва загальноприйнятим методом [2, 3].

Проліферативну активність Т- та В-лімфоцитів 
оцінювали за допомогою реакції бласттрансформа- 
ції лімфоцитів у відповідь на Т- та В-клітинні мітоге- 
ни, а саме за здатністю активованих лімфоцитів ме- 
таболізувати бромід-3-(4,5-диметилтіазол-2-іл)-2,5-ди- 
фенілтетразолій (МТТ) з утворенням нерозчинного 
МТТ-формазану. Ефективність такого перетворення 
відображає загальний рівень дегідрогеназної актив- 
ності клітин і прямо пропорційна концентрації жи-
вих клітин. Для постановки реакції бласттрансфор-
мації спленоцити мишей культивували (у концентра- 
ції 4·106/мл) у стерильних скляних пробірках у 0,5 мл  
середовища RPMI-1640, яке містило 10 % інактиво-
ваної СЕК, 10 мM 2-меркаптоетанолу, 20 мM НЕPES, 
100 Од/мл бензилпеніциліну, 0,1 мг/мл стрептоміци- 
ну, 0,01 мг/мл ФГА, 0,005 мг/мл КонА або 0,03 мг/мл 
ЛПС. Проліферативну активність лімфоцитів оціню-
вали через 72 год культивування.

За 2 год до кінця інкубації спленоцити (2·106 кл/ 
0,1 мл середовища) переносили до 96-лункового плос- 
кодонного планшету та вносили по 0,01 мл 0,5 % роз- 
чину МТТ. Через 2 год інкубації при 37 °С утворені  
кристали формазану розчиняли у 0,15 мл 0,04 моль/л  
розчину HCl на ізопропіловому спирті. Вміст лунок 
добре перемішували до повного розчинення криста- 
лів, центрифугували впродовж 10 хв при 1500 об/хв.  
Надосад переносили до чистого планшету та вимі-
рювали оптичну щільність надосаду на мікроплан- 
шетному фотометрі «Multiskan EX» при довжині хви- 
лі 492 нм. Результати представляли у вигляді індек-
су проліферації ІП (умовні одиниці), який розрахо-
вувався за формулою: 

ІП = оптична щільність у пробах 
мітогенактивованих культур спленоцитів/оптична 

щільність у пробах контрольних культур [14].

Статистичний аналіз результатів проводили за 
допомогою t-критерію Стьюдента [1, 4].

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ
При вивченні функціональної активності лімфо- 

цитів після застосування імуносупресанту циклофос- 
фаміду (рис. 1-3) було виявлено статистично доведе- 
не зниження індексу проліферації спленоцитів у від- 
повідь як на Т-клітинні (ФГА, Кон А), так і В-клітинні 
мітогени (ЛПС). Відомо, що найбільш чутливі до цик- 
лофосфаміду клітини на стадії проліферації [5]. При 
цьому вченими Moynihan та Cohen, 1989 [15] було вста-
новлено, що зниження проліферації спленоцитів на 
введення мітогенів після введення циклофосфаміду 
без лікування зберігається навіть через 5 тижнів.

Відомо, що лімфоцити виконують важливу роль  
у формуванні специфічних клітинних (Т-лімфоцити) 
та гуморальних (В-лімфоцити) імунних реакцій [5].  
Застосування порошку біомаси гриба Ganoderma Luci- 
dum протягом 10 діб в умовах введення імуносупре-
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санту привело до статистично достовірного віднов-
лення проліферативної активності спленоцитів на 
ФГА (рис. 1) та Кон А (рис. 2) на рівні референтного  
препарату, хоча відновлення до показників контроль- 
ної групи мишей не спостерігалось. При цьому слід 
зазначити, що індекс проліферації на ЛПС після за-
стосування гриба Ganoderma Lucidum відновився до 
показників контрольної групи мишей та був вищим 
в 1,3 рази (статистично не доведено) порівняно з ми- 
шами, які отримували референтний препарат (рис. 3).

Підвищення проліферативної активності спле-
ноцитів ймовірно пов’язано з тим, що біомаса гриба 
Ganoderma lucidum також містить полісахариди, ви-
ділені з плодових тіл, міцелію та спор гриба. Осно-

вними полісахаридами, що проявляють імуномоду-
люючу активність, вважаються β-1-3-D-глюкани та 
β-1-6-D-глюкани [6, 7, 18]. Дослідження Cao та Lin, 
2003 [8] показали, що введення інтактним мишам 
плодових тіл гриба Ganoderma lucidum, що містили 
40 % β-D-глюканів, протягом 14 діб викликало ак-
тивацію Т-лімфоцитів. У своїх дослідах вчені Chang 
et al., 2009 [10] показали, що екстракт плодових тіл  
гриба Ganoderma lucidum здатен збільшувати пролі- 
феративну активність спленоцитів інтактних мишей  
у відповідь на Т-клітинний (Кон А) та В-клітинний мі-
тоген (ЛПС). Було показано, що полісахаридна фрак- 
ція Ganoderma lucidum викликає активацію В-клітин 
селезінки мишей, а також їх диференціацію в плаз-

Рис. 1. Вплив порошку біомаси гриба Ganoderma Lucidum на проліферативну активність спленоцитів 
на Т- та В-клітинні мітогени: К – контрольна група мишей; ЦФ – група мишей, які отримували 

внутрішньоочеревинно імуносупресант у дозі 150 мг/кг; ЦФ + G.l. – група мишей, які після ін’єкції 
імуносупресанту отримували гриб Ganoderma Lucidum; ЦФ + Е – група мишей, які після ін’єкції 

імуносупресанту отримували референтний препарат. 
Примітки:  
1. * – P < 0,05 порівняно з даними в контрольній групі мишей;  
2. # – P < 0,05 порівняно з даними в групі мишей, які отримували циклофосфамід.

Рис. 2. Вплив порошку біомаси гриба Ganoderma Lucidum на проліферативну активність спленоцитів 
на Т- та В-клітинні мітогени: К – контрольна група мишей; ЦФ – група мишей, які отримували 

внутрішньоочеревинно імуносупресант у дозі 150 мг/кг; ЦФ + G.l. – група мишей, які після ін’єкції 
імуносупресанту отримували гриб Ganoderma Lucidum; ЦФ + Е – група мишей, які після ін’єкції 

імуносупресанту отримували референтний препарат. 
Примітки:  
1. * – P < 0,05 порівняно з даними в контрольній групі мишей;  
2. # – P < 0,05 порівняно з даними в групі мишей, які отримували циклофосфамід.
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матичні клітини, які секретують імуноглобулін М. Ця  
полісахаридна фракція здатна індукувати білок – ре- 
гулятор плазмо-клітинного диференціювання [12, 13].  
Внутрішньоочеревинне введення мишам з модельо- 
ваним імунодефіцитом малих доз полісахаридів, ви- 
ділених з водного екстракту плодових тіл гриба Ga- 
noderma lucidum, які були вирощені на відрізках стов- 
бурів дерев, призводить до відновлення проліфера-
ціії спленоцитів у відповідь на Т-клітинний (Кон А) 
та В-клітинний міоген (ЛПС). При цьому не відмічало-
ся токсичного впливу або побічних ефектів від вве-
дення мишам полісахаридів [20].

Окрім β-D-глюканів, що проявляють стимулюючий  
вплив на проліферацію лімфоцитів, вченими Bao et al. 

методом іонного обміну та гель-фільтраційної хро- 
матографії з плодових тіл гриба Ganoderma lucidum 
було виділено 3 полісахариди, 2 гетероглікани (PL-1 
та PL-4) та 1 глюкан (PL-3), які здатні збільшувати 
проліферацію Т- і В-лімфоцитів in vitro [6].

Вченими Zhang et al., 2002 [19] було виділено про- 
теоглікан з плодових тіл гриба Ganoderma lucidum, 
який також здатний стимулювати проліферацію, ди- 
ференціацію та активацію В-лімфоцитів у інтактних 
мишей. Було встановлено, що при взаємодії з цим про- 
теогліканом В-клітини мишей збільшувалися в роз-
мірах, на їх поверхні збільшувалась кількість марке- 
рів активації лімфоцитів CD71 та CD25, а також збіль- 
шувався рівень секреції імуноглобулінів. Протеоглікан  

Рис. 3. Вплив порошку біомаси гриба Ganoderma Lucidum на проліферативну активність спленоцитів 
на Т- та В-клітинні мітогени: К – контрольна група мишей; ЦФ – група мишей, які отримували 

внутрішньоочеревинно імуносупресант у дозі 150 мг/кг; ЦФ + G.l. – група мишей, які після ін’єкції 
імуносупресанту отримували гриб Ganoderma Lucidum; ЦФ + Е – група мишей, які після ін’єкції 

імуносупресанту отримували референтний препарат. 
Примітки:  
1. * – P < 0,05 порівняно з даними в контрольній групі мишей;  
2. # – P < 0,05 порівняно з даними в групі мишей, які отримували циклофосфамід.

Рис. 4. Вплив порошку біомаси гриба Ganoderma Lucidum на кількість лімфоїдних клітин у селезінці:  
К – контрольна група мишей; ЦФ – група мишей, які отримували внутрішньоочеревинно імуносупресант 

у дозі 150 мг/кг; ЦФ + G.l. – група мишей, які після ін’єкції імуносупресанту отримували гриб Ganoderma 
Lucidum; ЦФ + Е – група мишей, які після ін’єкції імуносупресанту отримували референтний препарат. 

Примітки:  
1. * – P < 0,05 порівняно з контрольними мишами;  
2. # – P < 0,05 порівняно з мишами, які отримували циклофосфамід;  
3. α – P < 0,05 порівняно з мишами, які отримували контрольний препарат.
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збільшував експресію протеїнкіназ Сα та Сγ в В-клі- 
тинах. Також відмічалося незначне збільшення про-
дукції інтерлейкіну-2 в лімфоцитах [19]. 

При цьому вчені Cao та Lin, 2004 [9] показали, 
що деякі окремі протеоглікани, виділені з плодових 
тіл, у чистому вигляді не впливали на проліфератив-
ну активність Т-лімфоцитів у інтактних мишей.

Механізм активації лімфоцитів полісахаридами  
з гриба Ganoderma lucidum до кінця невідомий. Вче-
ні Shao et al. встановили, що велику участь у цьому 
процесі відіграють toll-like (toll-подібні) рецептори,  
зокрема рецептори TLR-4 на поверхні білих кров’я- 
них клітин (лейкоцитів, моноцитів, макрофагів і ін- 
ших лімфоцитів) у тварин і людей [6, 7, 11, 18]. По-
лісахариди, виділені з водного екстракту плодових  
тіл Ganoderma lucidum, проявляють здатність зв’я- 
зуватися з поверхнею клітин імунної системи (В-лім- 
фоцитів та макрофагів) за допомогою toll-like рецеп-
тора TLR-4, що може призводити до каскаду реакцій, 
в тому числі до підвищення експресії іРНК Blimp-1 
та подальшого дозрівання В-лімфоцитів. Полісаха- 
ридна фракція також здатна підвищувати рівень сек- 
реції антитіл у периферичних В-лімфоцитах, пов’я- 
заної з індукцією іРНК головного регулятора плаз-
матичного диференціювання Blimp-1 [11].

У наших дослідженнях при введенні циклофос-
фаміду кількість лімфоїдних клітин у селезінці не 
змінювалася (рис. 4). Введення порошку біомаси гри- 
ба Ganoderma Lucidum мишам з індукованим імуно-
дефіцитом привело до вірогідного зростання кіль-
кості лімфоїдних клітин у селезінці порівняно з усі-
ма експериментальними групами мишей. 

Збільшення кількості лімфоїдних клітин у селе- 
зінці та підвищення проліферативної активності спле- 
ноцитів у нашому експерименті може бути поясне-
не саме вмістом цих біологічно активних речовин і 
в біомасі гриба Ganoderma lucidum, вирощеної мето-
дом глибинного культивування.

Ймовірно, біологічна активність гриба Ganoder- 
ma lucidum зумовлена синергічною дією всіх вказа-
них біологічно активних речовин, оскільки не завжди  
підтверджується імуномодулююча дія виділеного в 
чистому вигляді полісахаридного комплексу чи хі-
мічної речовини [9, 19].

Таким чином, результати проведеного досліджен- 
ня показують, що застосування порошку біомаси гри- 
ба Ganoderma lucidum мишам лінії CBA/Ca з індукованою  
імунною недостатністю нормалізує порушення функ- 
ціональної активності лімфоцитів, які були викликані  
циклофосфамідом. Результати проведених досліджень  
можуть свідчити про нормалізуючий вплив порошку 
біомаси гриба Ganoderma lucidum на активність фак- 
торів, що беруть участь у специфічному імунітеті.
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ВЛИЯНИЕ ГРИБА GANODERMA LUCIDUM (CURT.:FR.) P. KARST. НА ПРОЛИФЕРАТИВНУЮ АКТИВНОСТЬ 
СПЛЕНОЦИТОВ У МЫШЕЙ ЛИНИИ CBA/Ca С ВТОРИЧНЫМ ИММУНОДЕФИЦИТОМ

Представлены результаты исследований влияния порошка биомассы гриба Ganoderma lu- 
cidum на пролиферативную активность спленоцитов у мышей линии СВА/Са в условиях моде-
лированного вторичного иммунодефицита. Для моделирования иммунодефицита использо-
вали иммуносупресант циклофосфамид, который вводили одноразово в дозировке 150 мг/кг  
внутрибрюшинно в первый день эксперимента. Результаты проведенного исследования пока-
зывают, что применение порошка биомассы гриба Ganoderma Lucidum мышам линии CBA/Ca  
с индуцированной имунной недостаточностью достоверно восстанавливает нарушения про-
лиферативной активности спленоцитов на введение В- и Т-клеточных митогенов, которые 
были вызваны циклофосфамидом.
Ключевые слова: гриб Ganoderma lucidum; циклофосфамид; иммунодефицит; пролифера-
тивная активность спленоцитов
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V. T. Pidchenko, I. V. Nizhenkovska, N. G. Bychkova, N. A. Bisko, A. Y. Rodnichenko, N. O. Kozyko
INFLUENCE OF MUSHROOM GANODERMA LUCIDUM (CURT.: FR.) P. KARST. ON THE PROLIFERATIVE 
RESPONSE OF SPLENOCYTES IN MICE LINE CBA/Ca WITH SECONDARY IMMUNODEFICIENCY

The article shows the results of the investigation of the influence of biomass powder of mushroom 
Ganoderma lucidum on proliferative response of splenocytes in mice line CBA/Ca in terms of the 
simulated secondary immunodeficiency. To simulate immunodeficiency was used the immunosup-
pressant cyclophosphamide, which was administered once a dose of 150 mg/kg, intraperitoneally, 
the first day of the experiment. Results of the study show that the application of Ganoderma Lucidum 
biomass powder in mice line CBA/Ca with induced immunodeficiency, causes a significant recovery 
and increases proliferative response to both B and T cells.
Key words: Ganoderma lucidum; cyclophosphamide; immunodeficiency; the proliferation of sple-
nocytes
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