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S t r e s z c z e n i e 
 
α-(1→3)-Glukany stanowią najmniej poznaną grupę polisacharydów budujących ścianę komórkową 

grzybów. Celem pracy była ocena aktywności biologicznej karboksymetylowanych pochodnych α-(1→3)-
glukanów uzyskanych z owocników uprawnych gatunków rodzaju Pleurotus (P. citrinopileatus, P. dja-
mor, P. erynii i P. precoce). Polisacharydy wyizolowane z owocników poddano analizom strukturalnym 
(FT-IR i 1H NMR), w wyniku czego wykazano, że są one liniowymi α-(1→3)-glukanami. Po zastosowa-
niu metody karboksymetylacji nierozpuszczalne w wodzie α-(1→3)-glukany przeprowadzono w formy 
rozpuszczalne, tj. karboksymetyl-α-(1→3)-glukany (KM-α-(1→3)-glukany). Następnie analizowano ich 
wpływ na żywotność komórek prawidłowych CCD 841 CoTr (ludzkie komórki nabłonka jelita grubego) 
i CCD-18Co (miofibroblasty jelitowe) oraz komórek nowotworowych HeLa (ludzki rak szyjki macicy). 
Wykonano analizy aktywności metabolicznej i toksyczności (MTT i NR) oraz zdolności do redukcji wol-
nych rodników (DPPH). Wykazano, że żywotność komórek nowotworowych była najsilniej redukowana 
przez KM-α-(1→3)-glukan otrzymany z owocników P. citrinopileatus. Z kolei metodą NR wykazano, że 
wszystkie badane KM-α-glukany w całym zakresie stężeń powodowały statystycznie istotny wzrost ży-
wotności komórek prawidłowych (CCD 841 CoTr i CCD-18Co). Badane KM-α-glukany nie wykazywały 
aktywności zmierzającej do redukcji wolnych rodników tlenowych. Na podstawie analizy wyników różni-
cowego barwienia fluorescencyjnego stwierdzono, że KM-α-glukan z owocników P. citrinopileatus zabu-
rza integralność błony komórek nowotworowych. Z kolei barwienie fluorescencyjne filamentów  
F-aktynowych (F-aktyny) wykazało, że nie wpływał on destrukcyjnie na cytoszkielet badanych komórek. 
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Wprowadzenie 

Grzyby wielkoowocnikowe, poza znanymi właściwościami odżywczymi, stano-
wią istotne źródło substancji mających znaczenie prozdrowotne. Aktywność biologicz-
na grzybów została potwierdzona w licznych badaniach laboratoryjnych oraz klinicz-
nych, które wykazały ich działanie antybakteryjne, antywirusowe, przeciwgrzybicze, 
przeciwnowotworowe, immunomodulacyjne, antyalergiczne, przeciwzapalne, prze-
ciwmiażdżycowe, hepatoprotekcyjne, obniżające poziom cukru i cholesterolu we krwi 
oraz wpływające na ośrodkowy układ nerwowy [11]. Wartość prozdrowotna grzybów 
wynika głównie z obecności w ich ścianie komórkowej polisacharydów typu glukany, 
które obok glikoprotein są jej głównymi komponentami. Elementy te tworzą strukturę 
warstwową, w której na zewnątrz występują glikoproteiny, środkową warstwę stano-
wią β-(1→3)- i β-(1→6)-glukany kowalencyjnie związane z łańcuchami chityny, na-
tomiast najgłębiej położone są nierozgałęzione łańcuchy α-(1→3)-glukanów, przy 
czym nie wiadomo, czy stanowią one integralną część sieci β-glukanowo-chitynowej 
[5]. Taka struktura ściany komórkowej warunkuje jej sztywność, a jednocześnie za-
pewnia elastyczność niezbędną podczas wzrostu komórek. 

Owocniki boczniaka (Pleurotus) są, obok pieczarki (Agaricus L.), najczęściej ku-
powanymi i spożywanymi grzybami w naszym kraju [9]. Poza walorami kulinarnymi 
charakteryzują się zawartością substancji biologicznie czynnych o udowodnionych 
właściwościach prozdrowotnych [12]. Przykładem może być P. tuber-regium, bogate 
źródło β-glukanu, który – jak wykazano – skutecznie hamuje rozwój komórek nowo-
tworowych linii HL-60 i HepG2, a także proliferację komórek MCF-7 [24]. Z kolei 
owocniki P. ostreatus są źródłem pleuranu, który ma wiele właściwości prozdrowot-
nych, m.in. odbudowuje nabłonek, zwiększa migrację makrofagów i granulocytów 
bezpośrednio do ogniska zapalnego, powodując tym samym eliminację patogenów, 
przyspiesza katabolizm cholesterolu, przez co obniża jego poziom we krwi i akumula-
cję w wątrobie [1, 3]. 

α-(1→3)-Glukany stanowią najmniej poznaną grupę polisacharydów ściany ko-
mórkowej grzybów, w której obok funkcji strukturalnej pełnią również funkcję podpo-
rową oraz stanowią materiał zapasowy [20]. Obecność α-(1→3)-glukanów stwierdzono 
w licznych grzybach należących zarówno do klasy Ascomycetes, jak i Basidiomycetes. 
Ich ilość w poszczególnych gatunkach waha się w granicach od 9 do 46 %, a w owoc-
nikach Laetiporus sulphureus osiąga nawet 88 % suchej masy [5]. α-Glukany wykazu-
ją, potwierdzone doświadczalnie, działanie prozdrowotne. Na szczególną uwagę zasłu-
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guje aktywność przeciwnowotworowa, immunostymulująca oraz antyoksydacyjna [17, 
18]. Augustin i wsp. [2] podają, że rozpuszczalna w wodzie niskocząsteczkowa frakcja 
α-glukanów wyizolowana z owocników Pleurotus ostreatus wykazywała silne działa-
nie antyproliferacyjne i proapoptotyczne w stosunku do linii komórek nowotworowych 
uzyskanych z ludzkiego raka jelita grubego. Często jednak natywna, nierozpuszczalna 
w wodzie forma α-(1→3)-glukanów nie wykazuje potencjału terapeutycznego. Aktyw-
ność biologiczna α-(1→3)-glukanów w dużej mierze zależy od ich rozpuszczalności, 
stężenia, struktury oraz pochodzenia, co często wiąże się z koniecznością ich chemicz-
nej modyfikacji. Yoshida i wsp. [21] wykazali, że karboksymetylacja liniowych  
α-(1→3)-glukanów otrzymanych z owocników Agrocybe cylindracea oraz Ammanita 
muscaria istotnie zwiększyła ich przeciwnowotworową aktywność w stosunku do for-
my niemodyfikowanej. Jak wykazano we wcześniejszych badaniach, karboksymetylo-
wana pochodna α-(1→3)-glukanu wyizolowanego z owocników P. ostreatus miała 
wysoką aktywność cytotoksyczną i antyproliferacyjną w stosunku do komórek nowo-
tworowych linii HeLa [19]. Zwiększoną aktywność przeciwnowotworową i immuno-
modulacyjną wykazywały również α-(1→3)-glukany izolowane z Poria cocos [10], 
Lentinus edodes [23], Amanita muscaria [21] oraz Ramalina celastri [16] poddane 
modyfikacjom typu: karboksymetylacja, sulfonowanie, aminopropylacja lub hydrok-
syetylowanie. 

Celem pracy była ocena aktywności biologicznej karboksymetylowanych po-
chodnych α-(1→3)-glukanów wyizolowanych z owocników uprawnych gatunków 
rodzaju Pleurotus (P. citrinopileatus, P. djamor, P. erynii i P. precoce). 

Materiał i metody badań 

W badaniach używano owocników uprawnych gatunków boczniaka: Pleurotus ci-
trinopileatus rasy B120, P. djamor rasy B62, P. eryngii rasy B127 i P. precoce rasy 
K22, które pochodziły z kolekcji Katedry Warzywnictwa Uniwersytetu Przyrodnicze-
go w Poznaniu. Owocniki otrzymano z uprawy doświadczalnej prowadzonej w warun-
kach kontrolowanych. Uprawę większości badanych gatunków boczniaka prowadzono 
na podłożu ze słomy pszennej. Jedynie w przypadku P. eryngii używano podłoża 
z trocin bukowych. Szczegółowe warunki uprawy charakterystyczne dla gatunków 
boczniaka podali Siwulski i wsp. [15] oraz Zawirska-Wojtasiak i wsp. [22]. Biologicz-
ną efektywność (BE) poszczególnych gatunków boczniaka wyrażoną świeżą masą 
owocników w przeliczeniu na 100 g suchej masy podłoża uprawowego przedstawiono 
w tab. 1. 

Do izolacji α-(1→3)-glukanów ze ściany komórkowej owocników zastosowano 
metodę opisaną przez Kiho i wsp. [7]. Wydajność izolacji podano w tab. 1. 

Zliofilizowane próbki polisacharydów poddawano analizom strukturalnym, tj. 
analizie spektralnej w podczerwieni (FT-IR) oraz analizie przy użyciu wodorowego 
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magnetycznego rezonansu jądrowego (1H NMR). FT-IR wykonywano przy użyciu 
spektrofotometru FT-IR (Model 1725X, Perkin-Elmer, Norwalk, CT, USA) w zakresie 
długości fali λ 4000 ÷ 400 cm-1. Próba właściwa zawierała 3 mg liofilizowanego glu-
kanu w 20-milimetrowym krążku KBr. Odczytu dokonywano wobec krążka KBr nie-
zawierającego polisacharydu. Wodorowe (1H) widma NMR glukanów badano z uży-
ciem spektrometru NMR Avance (300 MHz) (Bruker BioSpin GmbH, 
Rheinstetten/Karlsruhe, Niemcy) w temp. 60 ºC. Odpowiednie wartości przesunięć 
chemicznych otrzymywano, używając acetonu (δH – 2,225 ppm) jako wzorca we-
wnętrznego. Glukany używane do analizy zawieszano w 30-procentowym NaOD (roz-
puszczalnik deuterowany). Procentowy udział wiązań α-(1→3)-glikozydowych w po-
szczególnych biopolimerach obliczano na podstawie wielkości pola powierzchni 
charakterystycznych sygnałów widocznych na widmach NMR (tab. 1). 

Nierozpuszczalne w wodzie α-(1→3)-glukany wyizolowane z owocników po-
szczególnych gatunków boczniaka przeprowadzano w formę rozpuszczalną na drodze 
karboksymetylacji (KM), zgodnie z metodą Sasakiego i wsp. [14]. Wydajność procesu 
podano w tab. 1. 

W badaniach wykorzystano następujące hodowle komórkowe: komórki CCD 841 
CoTr No. CRL-1807 (ATCC, American Type Culture Collection, Manassas, VA, 
USA), będące linią ludzkich nabłonkowych komórek jelita grubego, przekształconych 
fenotypowo wrażliwym na temperaturę mutantem wirusa SV40, komórki CCD-18Co 
No. CRL-1459 (ATCC), będące linią ludzkich prawidłowych miofibroblastów jelita, 
komórki HeLa No. CCL-2 (ATCC), będące linią ludzkich komórek nabłonkowych, 
wywodzącą się z raka szyjki macicy, które powstały w wyniku transformacji nowotwo-
rowej na skutek zakażenia ludzkim wirusem brodawczaka HPV-18. 

Badania aktywności biologicznej KM-α-glukanów wykonywano standardowymi 
metodami: MTT i Neutral Red (NR) – żywotność komórek, DPPH – redukcja wolnych 
rodników, wykonano barwienie fluorescencyjne włókien F-aktyny rodaminą-falloidyną 
– analiza cytoszkieletu komórkowego oraz ocenę żywotności komórek po barwieniu 
różnicowym bromkiem etydyny (Sigma, St. Louis, MO, USA) z oranżem akrydyny 
(Sigma) oraz Hoechst 33342 (Sigma) z jodkiem propidyny (Sigma). Wszystkie badania 
wykonano zgodnie z metodyką opisaną we wcześniejszych pracach autorów [18 - 20]. 

Wyniki przedstawiono jako wartości średnie ± odchylenia standardowe z trzech 
eksperymentów. Analizę wykonano przy użyciu testu ANOVA z następowym testem 
Dunnetta. Różnice na poziomie p ≤ 0,05 oznaczano jako statystycznie istotne. 

Wyniki i dyskusja 

W tab. 1. przedstawiono wydajność procesu izolacji α-(1→3)-glukanów z owoc-
ników P. citrinopileatus, P. djamor, P. erynii i P. precoce. Wyizolowane polimery 
poddano analizie spektralnej w podczerwieni (FT-IR). Widma przedstawione na rys. 
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1A mają dwa charakterystyczne maksima przy długości fal 847,78 ÷ 849,09 cm-1 
i 822,65 λ ÷ 823,94 cm-1. Pierwsze z nich jest charakterystyczne dla wiązań α-
glikozydowych, drugie zaś sugeruje obecność wiązań glikozydowych typu α-(1→3) 
[6]. Analizując glukany przy użyciu wodorowego magnetycznego rezonansu jądrowe-
go (1H NMR), uzyskano we wszystkich przypadkach widma z pojedynczym singletem 
o wartości 5,6196-5,6271 ppm (rys. 1B). Świadczy to o obecności w badanych biopo-
limerach cząsteczek glukozy połączonych wiązaniem α-(1→3)-glikozydowym oraz 
o ich liniowym charakterze [20]. 

 
Tabela 1.  Charakterystyka owocników wybranych gatunków rodzaju Pleurotus 
Table 1.  Profile of fruiting bodies of selected species of Pleurotus genus 
 

Gatunek 
Species 

Biologiczna 
efektywność 
Biological 

effectiveness 
[g/100 g] 

Zawartość 
 α-(1→3)-gukanów 

w suchej masie 
owocników 

Amount of α-
(1→3)-glucans 
in dry matter of 
fruiting body 

[%] 

Ilość wiązań  
α-(1→3)-

glikozydowych w 
cząsteczce glukanu 

Number of  
α-(1→3)-glucosidic 
linkages in glucan 

[mol %] 

Wydajność procesu 
karboksymetylacji 

[mg ze 100 mg  
α-(1→3)-
glukanów] 

Yield of carbox-
ymethylation 

[mg from 100 mg 
α-(1→3)-glucans] 

P. citrinopileatus 43 4,0 91,2 123,9 

P. djamor 32 3,1 73,8 122,7 

P. eryngii 46 2,0 89,4 124,2 

P. precoce 67 2,7 84,7 124,3 

 
Ocenę aktywności biologicznej poszczególnych karboksymetylowanych  

α-(1→3)-glukanów wykonano metodami spektrofotometrycznej analizy żywotności 
komórek (metody MTT i NR) i poprzez ocenę zdolności do wygaszania wolnych rod-
ników tlenowych (DPPH) oraz struktury cytoszkieletu komórek w stosunku do trzech 
linii komórkowych: HeLa, CCD 841 CoTr oraz CCD-18Co. 

Działanie cytotoksyczne KM-α-glukanów przedstawiono w tab. 2. (metoda 
MTT). Stwierdzono, że wszystkie badane KM-α-(1→3)-glukany powodowały staty-
stycznie istotne (p ≤ 0,05) zmniejszenie intensywności metabolizmu komórek linii 
nowotworowej HeLa. Największą aktywność we wszystkich przypadkach uzyskano 
przy stężeniu 25 μg/ml. Spośród badanych glukanów największą aktywnością charak-
teryzowały się polimery uzyskane z owocników P. citrinopileatus i P. eryngii. 
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Rys. 1.  Widma FT-IR (A) i 1H NMR (B) α-(1→3)-glukanów wyizolowanych ze ściany komórkowej 

owocników wybranych gatunków Pleurotus 
Fig. 1.  Infrared (FT-IR) (A) and 1H NMR spectra of α-(1→3)-glucans isolated from fruiting body cell 

wall of selected Pleurotus species 

 
Prawidłowe komórki nabłonka jelitowego (CCD 841 CoTr) nie wykazywały 

istotnej wrażliwości na obecność KM-α-(1→3)-glukanów w ich mikrośrodowisku (tab. 
2). Natomiast KM-α-glukany z badanych gatunków boczniaka hamowały metabolizm 
komórek linii CCD-18Co (miofibroblasty). Najbardziej aktywny KM-α-glukan 
z owocników P. eryngii redukował ten proces o około 40 % (p ≤ 0,05). Z kolei wła-
ściwościami pobudzającymi w stosunku do miofibroblastów charakteryzował się  
KM-α-(1→3)-glukan z owocników P. citrinopileatus, który przy stężeniu 250 μg/ml 
stymulował proliferację komórek o około 20 %. 

Metodą NR sprawdzono czy KM-α-(1→3)-glukany wpływają na integralność 
błon komórkowych trzech badanych linii (tab. 3). Analiza żywotności komórek wyka-
zała, że KM-α-(1→3)-glukan pochodzący z owocników P. citrinopileatus w sposób 
statystycznie istotny (p ≤ 0,05) obniżał żywotność komórek linii HeLa w całym zakre-
sie stosowanych stężeń o 20 do 30 %. Stwierdzono również, że KM-α-glukany wyizo-
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lowane z owocników P. eryngii i P. precoce w całym zakresie zastosowanych stężeń 
stymulowały proliferację komórek linii HeLa. Z kolei wszystkie wyizolowane  
KM-α-glukany miały podobny wpływ na komórki linii CCD 841 CoTr i CCD-18Co. 
W całym zakresie stężeń powodowały statystycznie istotny (p ≤ 0,05) wzrost żywotno-
ści komórek względem próby kontrolnej. 

 
Tabela 2.  Ocena działania cytotoksycznego KM-(1→3)-α-glukanów z poszczególnych gatunków bocz-

niaka na komórki linii nowotworowej HeLa oraz komórki linii prawidłowych CCD 841 CoTr 
i CCD-18Co, wykonana metodą MTT 

Table 2.  MTT test-based assessment of cytotoxic activity of CM-(1→3)-α-glucans from individual 
Pleurotus species on human cervical tumour cell line (HeLa), normal colonic epithelial cells  
(CCD 841 CoTr), and normal myofibroblasts (CCD-18Co) 

 
HeLa 

KM-(1→3)-α-glukan 
CM-(1→3)-α-glucan 

 [μg/ml] 

P. citrinopileatus P. djamor P. eryngii P. precoce 

[% 
kontroli] 

[% of 
control 
sample] 

s / SD 

[% 
kontroli] 

[% of 
control 
sample] 

s / SD 

[% 
kontroli] 

[% of 
control 
sample] 

s / SD 

[% 
kontroli] 

[% of 
control 
sample] 

s / SD 

0 (kontrola/control 
sample) 

100,00 0,8 100,00 0,4 100,00 1,6 100,00 0,7 

25 74,43* 0,7 87,83* 0,3 67,77* 0,3 84,71* 0,3 

50 78,28* 1,5 92,59 2,3 71,33* 0,8 86,47* 2,2 

100 78,96* 1,5 89,68* 1,7 73,93* 0,9 89,22* 1,8 

150 87,10* 2,3 92,86* 0,5 77,25* 2,5 88,22* 1,3 

200 95,02* 0,8 97,09 2,3 79,86* 2,2 91,48* 2,4 

250 102,71 2,1 97,09 2,6 85,31* 1,4 99,00 2,6 

CCD 841 CoTr 

KM-(1→3)-α-glukan  
  CM-(1→3)-α-

glucan 
 [μg/ml] 

P. citrinopileatus P. djamor P. eryngii P. precoce 

[% 
kontroli] 

[% of 
control 
sample] 

s / SD 

[% 
kontroli] 

[% of 
control 
sample] 

s / SD 

[% 
kontroli] 

[% of 
control 
sample] 

s / SD 

[% 
kontroli] 

[% of 
control 
sample] 

s / SD 

0 (kontrola/control 
sample) 

100,00 1,3 100,00 0,7 100,00 1,0 100,00 0,5 

25 98,17 1,1 98,32 1,0 103,98* 0,1 102,93 1,0 

50 94,26* 1,0 93,00* 0,3 102,14 0,9 101,60 0,3 

100 96,34 1,3 96,08* 0,6 98,47 0,9 100,27 0,3 

150 97,13 0,5 99,44 1,2 93,88* 0,4 106,91* 1,3 

200 99,48 1,4 100,84 0,5 104,28 0,6 108,24* 1,5 

250 89,82* 1,9 109,8* 0,7 107,03* 1,0 107,45* 1,3 
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c.d. Tab. 2 

CCD-18Co 

KM-(1→3)-α-glukan  
CM-(1→3)-α-glucan 

[μg/ml] 

P. citrinopileatus P. djamor P. eryngii P. precoce 

[% 
kontroli] 

[% of 
control 
sample] 

s / SD 

[% 
kontroli] 

[% of 
control 
sample] 

s / SD 

[% 
kontroli] 

[% of 
control 
sample] 

s / SD 

[% 
kontroli] 

[% of 
control 
sample] 

s / SD 

0 (kontrola/control 
sample) 

100,00 0,6 100,00 0,3 100,00 0,2 100,00 0,3 

25 107,33 1,5 97,77 0,3 79,53* 0,2 97,55 0,4 

50 110,78* 0,2 98,66 0,2 71,16* 0,4 96,57* 0,1 

100 109,05* 0,3 94,2* 0,6 68,84* 0,4 87,75* 0,5 

150 102,16 0,5 92,86* 0,6 64,19* 0,2 83,33* 0,1 

200 111,21* 0,8 91,07* 1,0 66,98* 0,1 80,88* 0,1 

250 118,97* 0,8 84,38* 0,4 67,44* 0,9 80,39* 0,2 

Objaśnienia: / Explanatory notes: 
s / SD – odchylenie standardowe / standard deviation; * – wyniki statystycznie istotnie różne w od-
niesieniu do wyników próby kontrolnej (p ≤ 0,05) / statistically significantly different results compared to 
the control sample at p ≤ 0.05. 

 
 

Tabela 3.  Ocena integralności błon komórkowych komórek linii nowotworowej HeLa oraz linii prawi-
dłowych CCD 841 CoTr i CCD-18Co po inkubacji z KM-(1→3)-α-glukanami z poszczegól-
nych gatunków boczniaków, wykonana metodą NR 

Table 3.  NR test-based assessment of membrane integrity of HeLa line tumour cells and of normal 
CCD 841 CoTr as well as CCD-18Co after incubation with KM-(1→3)-α-glucans from indi-
vidual Pleurotus species 

 

HeLa 

KM-(1→3)-α-glukan  
CM-(1→3)-α-glucan  

 [μg/ml] 

P. citrinopileatus P. djamor P. eryngii P. precoce 

[% 
kontroli] 

[% of 
control 
sample] 

s / SD 

[% 
kontroli] 

[% of 
control 
sample] 

s / SD 

[% 
kontroli] 

[% of 
control 
sample] 

s / SD 

[% 
kontroli] 

[% of 
control 
sample] 

s / SD 

0 (kontrola/control 
sample) 

100,00 5,3 100,00 2,1 100,00 1,3 100,00 1,1 

25 71,08* 0,8 84,83* 1,3 100,91 0,7 104,39 1,3 

50 73,90* 1,0 91,47 2,2 105,94 1,3 114,47* 1,0 

100 77,11* 0,9 96,68 3,3 112,33* 0,9 118,86* 1,1 

150 74,70* 1,4 108,53 1,8 116,89* 1,8 120,18* 1,8 

200 75,10* 1,8 98,58 0,7 115,07* 1,0 117,98* 1,2 

250 81,93 0,8 118,96 4,5 106,85* 0,5 114,91* 1,6 
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c.d. Tab. 3. 

CCD 841 CoTr 

KM-(1→3)-α-glukan  
CM-(1→3)-α-glucan  

 [μg/ml] 

P. citrinopileatus P. djamor P. eryngii P. precoce 

[% 
kontroli] 

[% of 
control 
sample] 

s / SD 

[% 
kontroli] 

[% of 
control 
sample] 

s / SD 

[% 
kontroli] 

[% of 
control 
sample] 

s / SD 

[% 
kontroli] 

[% of 
control 
sample] 

s / SD 

0 (kontrola/control 
sample) 

100,00 0,4 100,00 0,6 100,00 0,7 100,00 0,6 

25 119,28* 0,9 116,67* 1,6 116,52* 0,8 123,31* 1,4 

50 117,49* 1,5 106,22* 1,6 112,17* 2,6 115,04* 1,6 

100 114,57* 2,2 119,11* 0,9 118,70* 1,6 113,77* 1,2 

150 118,61* 1,0 116,67* 1,2 119,13* 2,8 111,44* 1,2 

200 123,77* 0,8 111,78* 1,9 114,13* 1,2 111,02* 0,9 

250 121,97* 0,6 117,56* 2,0 113,91* 1,7 122,46* 4,2 

CCD-18Co 

KM-(1→3)-α-glukan  
CM-(1→3)-α-glucan  

 [μg/ml] 

P. citrinopileatus P. djamor P. eryngii P. precoce 

[% 
kontroli] 

[% of 
control 
sample] 

s / SD 

[% 
kontroli] 

[% of 
control 
sample] 

s / SD 

[% 
kontroli] 

[% of 
control 
sample] 

s / SD 

[% 
kontroli] 

[% of 
control 
sample] 

s / SD 

0 (kontrola/control 
sample) 100,00 1,1 100,00 0,9 100,00 0,2 100,00 0,7 

25 119,35* 1,2 118,12* 0,7 117,07* 0,7 120,68* 0,7 

50 119,71* 1,0 122,65* 1,3 124,39* 0,5 121,05* 1,2 

100 125,45* 1,3 119,16* 1,3 125,78* 1,1 121,43* 0,8 

150 131,90* 1,9 119,86* 1,1 125,78* 1,2 121,05* 0,3 

200 119,00* 1,0 121,95* 1,6 121,95* 1,2 123,31* 0,6 

250 120,07* 0,6 110,45* 2,0 122,65* 0,8 124,81* 1,7 

Objaśnienia jak pod tab. 2. /  Explanatory notes as in Tab. 2. 

 
Dowiedziono, że KM-α-(1→3)-glukan wyizolowany z owocników P. citrinopi-

leatus, działał cytotoksycznie na komórki nowotworowe linii HeLa. Jest to pożądany 
efekt, ponieważ linia raka szyjki macicy jest linią szybko rosnącą i dość oporną na 
działanie różnego rodzaju czynników. W tym kontekście pozytywnie zaskakującym 
wynikiem był brak istotnej cytotoksycznej aktywności badanego KM-α-glukanu 
w stosunku do komórek prawidłowych, co dobrze rokuje na tym etapie badań. Wyma-
ga to jednak dalszych testów w celu bardziej precyzyjnego określenia zaobserwowa-
nych różnic, jak również stwierdzenia ewentualnych aktywności skierowanych na inne 
nowotwory. Podobne wyniki uzyskali również Gonzaga i wsp. [4], wykonując badania 
toksykologiczne bazujące na kompleksie białkowo-polisacharydowym (α-(1→4)-
glukan-β-(1→6)-glukan-białko) izolowanym z owocników grzyba Agaricus blazei. 
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Polisacharydy izolowane z owocników grzybów rodzaju Pleurotus działają hamu-
jąco również na inne rodzaje komórek nowotworowych. Badania in vitro wykazały 
zahamowanie wzrostu komórek MCF-7 (ludzki rak piersi), sarkoma 180 (mysi mię-
sak), A549 (ludzki rak płuc) oraz SiHa i HeLa (ludzki rak szyjki macicy) [13, 25]. 

Stres oksydacyjny i wolne rodniki tlenowe biorą czynny udział w patogenezie 
chorób nowotworowych. Z tego względu przeanalizowano również właściwości anty-
oksydacyjne KM-α-(1→3)-glukanów (tab. 4). Wykazano, że karboksymetylowane  
α-(1→3)-glukany wyizolowane z owocników P. citrinopileatus i P. djamor nie miały 
zdolności wygaszania wolnych rodników tlenowych. W przypadku KM-α-(1→3)-
glukanów z owocników P. eryngii i P. precoce niewielką, statystycznie nieistotną re-
dukcję rodnika DPPH zaobserwowano jedynie przy stężeniach odpowiednio: 50  
i 100 μg/ml. Obserwacja ta nie pozwala jednak jednoznacznie stwierdzić, że glukany te 
neutralizowały wolne rodniki. Słabą zdolność do usuwania wolnych rodników można 
tłumaczyć brakiem podwójnych wiązań w cząsteczkach α-(1→3)-glukanów, których 
obecność, jak wskazują dane literaturowe, ma istotny wpływ na właściwości antyoksy-
dacyjne [8]. 

 
Tabela 4. Ocena zdolności wygaszania wolnych rodników tlenowych przez KM-(1→3)-α-glukany z po-

szczególnych gatunków boczniaków, wykonana metodą DPPH 
Table 4. DPPH method-based assessment of free radical scavenging ability of CM-(1→3)-α-glucans from 

individual Pleurotus species 
 

KM-(1→3)-α-glukan  

CM-(1→3)-α-glucan  

 [μg/ml] 

P. citrinopileatus P. djamor P. eryngii P. precoce 

[%  
kontroli] 

[% of 
control 
sample] 

s / SD 

[%  
kontroli] 

[% of 
control 
sample] 

s / SD 

[%  
kontroli] 

[% of 
control 
sample] 

s / SD 

[%  
kontroli] 

[% of 
control 
sample] 

s / SD 

0 (kontrola/control 
sample) 

100,00 3,4 100,00 0,8 100,00 1,7 100,00 0,8 

25 118,17* 1,2 104,73* 1,5 103,09* 0,6 100,13 2,3 

50 122,11* 1,2 106,27* 1,1 98,39 4,9 99,94 2,3 

100 125,29* 0,8 108,40* 3,7 103,09* 4,3 99,87 3,3 

150 126,88* 3,9 109,33* 2,2 108,38* 2,3 105,32* 2,4 

200 126,05* 3,7 106,47* 2,4 105,48* 3,1 107,78* 5,0 

250 123,12* 4,4 101,33 3,1 103,93* 3,1 103,54* 2,3 

Objaśnienia jak pod tab. 2. /  Explanatory notes as in Tab. 2. 

 
Zastosowanie barwienia fluorescencyjnego pozwala na śledzenie zmian morfolo-

gii i żywotności komórek poddanych działaniu różnych substancji. Ocenę integralności 
błony komórek, a przez to rozróżnienie komórek żywych od apoptotycznych wykona-
no, stosując jedynie najaktywniejszy KM-α-(1→3)-glukan z P. citrinopileatus (rys. 2). 
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Na podstawie analizy wyników różnicowego barwienia fluorescencyjnego stwierdzo-
no, że KM-α-glukan z owocników P. citrinopileatus zaburzał integralność błony ko-
mórek nowotworowych (rys. 2A i B). Świadczyła o tym mniejsza gęstość hodowli 
komórek po ich inkubacji z glukanem, wynikająca głównie z ograniczonej proliferacji 
oraz odklejania się komórek apoptotycznych od powierzchni nośnika. Natomiast  
KM-α-(1→3)-glukan z P. citrinopileatus nie wpływał istotnie na żywotność komórek 
prawidłowych. 

Barwienie fluorescencyjne filamentów aktynowych (F-aktyny) wykazało, że  
KM-α-(1→3)-glukan z owocników P. citrinopileatus nie wpływał destrukcyjnie na 
cytoszkielet komórek badanych linii. Wskazuje na to ich prawidłowa struktura oraz 
ułożenie mikrofilamentów (rys. 2C). 

 

 
Rys. 2.  Fluorescencyjne barwienia oceniające żywotność komórek (A i B) oraz organizację cytoszkiele-

tu komórek (C) poddanych działaniu KM-α-glukanu wyizolowanego z P. citrinopileatus 
Fig. 2.  Fluorescent staining to assess cellular apoptosis (A and B) and cell cytoskeleton organisation (C) 

impacted by CM-α-glucan isolated from P. citrinopileatus 

 
Przedstawione wyżej badania są uzupełnieniem dotychczasowej wiedzy o wła-

ściwościach odżywczych i prozdrowotnych grzybów z rodzaju Pleurotus. Kontynuo-
wanie badań na tych organizmach jest więc celowe. 
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Wnioski  

1. Owocniki uprawnych gatunków boczniaka (P. citrinopileatus, P. djamor, P. eryn-
gii i P. precoce) stanowiły wydajne źródło α-(1→3)-glukanów. 

2. Badania strukturalne (FT-IR i 1H NMR) potwierdziły poprawność metody izolacji 
α-(1→3)-glukanów. 

3. KM-α-(1→3)-glukan uzyskany z owocników P. citrinopileatus zaburzał integral-
ność błony komórek linii nowotworowej HeLa, a tym samym obniżał ich żywot-
ność. 

4. KM-α-glukan uzyskany z owocników P. citrinopileatus w analizowanym zakresie 
stężeń nie wpływał istotnie na żywotność komórek prawidłowych. 

5. Żadne z przebadanych KM-α-(1→3)-glukanów nie wykazywały właściwości wy-
gaszania wolnych rodników tlenowych. 
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ASSESSING BIOLOGICAL ACTIVITY OF CARBOXYMETHYLATED DERIVATIVES  
OF α-(1→3)-GLUCANS ISOLATED FROM FRUITING BODIES OF CULTIVATED  

PLEUROTUS SPECIES 
 

S u m m a r y 
 
α-(1→3)-Glucans constitute the least known group of polysaccharides that make up the fungal cell 

wall. The objective of the study was to assess the biological activity of carboxymethylated derivatives of 
α-(1→3)-glucans extracted from fruiting bodies of the cultivated species of Pleurotus (P. citrinopileatus, 
P. djamor, P. erynii, and P. precoce) genus. The polysaccharides extracted from the fruiting bodies were 
structurally analyzed (using FT-IR and 1H NMR) and, based on the analysis results, it was proved that 
they were linear α-(1→3)-glucans. With the use of a carboxymethylation method, the water-insoluble  
α-(1→3)-glucans were converted into soluble forms, i.e. carboxymethyl-α-(1→3)-glucans (KM-α-(1→3)-
glucans). Next, their effect was investigated on the viability of normal CCD 841 CoTr cells (normal hu-
man colonic epithelial cells), CCD-18Co (intestinal myofibroblasts), and HeLa tumour cells (human cervi-
cal cancer). The metabolic activity, toxicity (MTT and NR), and free radical scavenging ability (DPPH) 
were analyzed. It was shown that the effect of KM-α-(1→3)-glucan derived from the P. citrinopileatus 
fruiting bodies was the strongest as regards the reduction of the cancer cell viability. Then, the NR method 
used showed that all the tested KM-α-(1→3)-glucans within the entire concentration range caused the 
viability of normal cells (CCD 841 CoTr and CCD-18Co) to increase statistically significantly. The  
KM-α-glucans analyzed did not exhibit any free oxygen radical reduction activity. Based on the results of 
the differential fluorescent staining analysis, it was confirmed that the KM-α-glucan from fruiting bodies 
of P. citrinopileatus disturbed the membrane integrity of tumour cells. On the other hand, the fluorescent 
staining of the F-actin filaments proved that this KM-α-glucan did not have any destructive effect on the 
cytoskeleton of the cells studied. 

 
Key words: Pleurotus, α-(1→3)-glucan, Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FT-IR), Hydrogen 
Nuclear Magnetic Resonance (1H NMR), carboxymethylation, cell cultures, biological activity  
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