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методом учета хромосомных  `

аберраций изучено влияние 
препарата валокордин 
на спонтанный и индуцированный 
кластогенез в клетках костного 
мозга мышей. Валокордин 
не проявил цитогенетической 
активности при исследовании 
в соответствии с подходами 
и процедурами оценки мутагенности 
фармакологических веществ. 
В экспериментах с предварительной 
обработкой, а также однократным 
и 5-кратным совместным введением 
с мутагеном, валокордин в дозах 
0,03, 0,3 и 3 мл/кг на 47–133 % 
усиливал кластогенные эффекты 
непрямого алкилирующего 
Валокордин не оказывал влияния 
на кластогенные эффекты 
мутагена-прооксиданта диоксидина. 
обсуждаются возможные 
механизмы комутагенного действия 
валокордина.
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мУтАгенез и КАнЦеРОгенез

ВВЕДЕНИЕ 

Современные системы генотоксикологического скрининга обеспечивают 
высокую надежность раннего выявления и предупреждения контакта челове-
ка с мутагенами (Дурнев и др., 1998a, 1998b). Вместе с этим вне поля зрения 
генотоксикологов и гигиенистов остаются соединения, не обладающие собс-
твенной мутагенной активностью, но способные усиливать эффекты мутаге-
нов — комутагены. Серьезная опасность комутагенов обусловлена не только 
их способностью усиливать повреждающее действие мутагенов, присутству-
ющих в среде обитания человека (Дурнев и др., 2003), но и также возможнос-
тью влияния на процессы эндогенного мутагенеза.

Просеивание веществ в бесконечном скрининге комутагенов представля-
ется бесперспективным, рациональнее определить первоочередность иссле-
дования веществ исходя из возможных механизмов реализации комутагенного 
эффекта. В этом ключе особое внимание привлекают индукторы и ингиби-
торы ферментов микросомальной монооксигеназной системы (ММС). Идея 
о модификации эффектов мутагенов за счет влияния на ММС была сформу-
лирована достаточно давно (Журков и др., 1993), но не получила достаточно-
го экспериментального развития.

К настоящему моменту накоплено существенное количество данных 
об организации и функционировании ММС и ее ключевого звена системы 
цитохромов P-450, а также о субстратах, индукторах и ингибиторах этой 
системы (URL: http://www.de-poort.be/cgi-bin/Document.pl?id=125). Это 
позволяет целенаправленно ставить задачи по оценке комутагенной актив-
ности отдельных соединений. В частности, внимание привлекает широко рас-
пространенный препарат безрецептурного отпуска валокордин, содержащий 
в составе индуктор цитохрома Р450 — фенобарбитал (Петрова, 2008).

Целью настоящего исследования явилась оценка влияния валокордина 
на цитогенетические эффекты циклофосфамида и диоксидина в клетках кост-
ного мозга мышей при различных режимах введения препаратов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

Эксперименты выполнены на самцах мышей гибридах F1 CBAxC57BL/6, 
в возрасте 8–12 недель, массой 20 ± 1 г. (питомник «Столбовая» РАМН). Мыши 
содержались в условиях вивария НИИ фармакологии РАМН при 12-часовом 
световом режиме, свободном доступе к воде и пище. Основные правила содер-
жания и ухода соответствовали нормативам, данным в руководстве (National 
Research Council, 2011) и правилам, утвержденным ГОСТ Р 53434–2009 
«Принципы надлежащей лабораторной практики». Все процедуры по рутин-
ному уходу за животными выполняли в соответствии с СОП лаборатории.

Для индукции хромосомных повреждений применяли диоксидин 
(Фармакон, СПб.) в дозе 200 мг/кг или циклофосфамид (Fluka, Germany) 
в дозе 20 мг/кг. Мутагены разводили в физиологическом растворе и вво-
дили внутрибрюшинно. Выбор доз основывался на предшествующем 
опыте исследований, в этих дозах мутагены индуцируют хромосомные 
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повреждения в 10–15 % клеток костного мозга, что 
отвечает задачам по изучению модификации мутаге-
неза (Дурнев, 2001).

Валокордин (Krewel Meuselbach, Germany) (ВК) 
разводили 50%-v этанолом и вводили перорально, 
в объеме не более 0,1 мл на мышь. Для получения до-
зовой характеристики действия препарат использовали 
в трех дозах: 0,03; 0,3 и 3 мл/кг. Первая из доз ориенти-
ровочно соответствует суточной дозе для человека при 
перерасчете на единицу массы тела, вторая рассчитана 
с учетом коэффициентов межвидового переноса доз 
(Дурнев и др., 2005). Животным контрольной группы 
вводили эквивалентные количества 50%-го этанола. 
В предварительно проведенных экспериментах было 
установлено, что введение 50%-го этанола не оказы-
вает влияния на цитогенетические эффекты цикло-
фосфамида и диоксидина.

Эксперименты проводили с введением соединений 
в трех различных режимах. В первом случае мутаген 
и ВК вводили однократно совместно, с забоем животных 
через 24 часа (острый эксперимент). Во втором, мутаген 
вводили однократно на фоне четырехдневной предобра-
ботки ВК, с забоем животных через 24 часа после пос-
леднего введения (предобработка). В третьем, мутаген 
и ВК вводили совместно в течение 5 дней (совместное 
введение) с забоем через 6 часов после последнего вве-
дения. Схема экспериментов подробно обоснована ранее 
(Дурнев, 2001).

В отдельной серии эксперимента оценивали цитоге-
нетическую активность ВК (дозы: 0,03; 0,3 и 3 мл/кг) 
при его однократном и пятидневном введении и выве-
дении животных из эксперимента через 24 часа после 
последнего введения, что соответствует требованиям, 

предъявляемым к оценке мутагенности лекарственных 
средств в цитогенетическом тесте (Дурнев и др., 2005).

Цитогенетическое обследование проводили методом 
учета хромосомных повреждений в клетках костного 
мозга мышей (Preston et al., 1987). Микропрепараты 
готовили стандартным суховоздушным методом. Каждая 
экспериментальная группа включала 5 мышей, от каж-
дого животного анализировалось по 100 метафазных 
пластинок. При микроскопическом анализе учитывали 
одиночные и парные фрагменты хромосом, обмены, ах-
роматические пробелы хромосом (гепы) и клетки с мно-
жественными хромосомными повреждениями (более 5 
хромосомных аберраций в клетке). Статистическую об-
работку данных проводили с использованием φ-критерия 
путем сравнения долей аберрантных метафаз в конт-
рольной и экспериментальной группах.

Повышение эффекта мутагена (комутагенный эф-
фект) рассчитывали по формуле:

КЭ = ((M1 − M2) / M2) × 100 
где КЭ — комутагенный эффект (%), М1 — процент 
метафаз с аберрациями при действии мутагена и ва-
локордина, М2 — процент метафаз с аберрациями при 
действии мутагена.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В таблице 1 представлены результаты оценки ци-
тогенетической активности ВК. Необходимость этого 
фрагмента исследования вытекала из противоречивос-
ти данных, характеризующих цитогенетические эффек-
ты ведущего компонента композиции валокордин–фе-
нобарбитал в соматических клетках млекопитающих 
(IARC, 2001).

Условия эксперимента Клеток
На 100 клеток Всего 

поврежденных 
метафаз 

(M ± m %)

Уровень 
значимостиГепов

Одиночных 
фрагментов

Парных  
фрагментов

Обменов
Клеток 
с МП *

Контроль (0,1 мл 50 % 
этанола/мышь)

500 0,2 1,4 0 0 0 1,6 ± 0,6

Однократное введение

Валокордин 0,03 мл/кг 500 0,6 1,8 0 0 0 2,0 ± 0,6 >0,05

Валокордин 0,3 мл/кг 500 0,2 1,2 0 0 0 1,4 ± 0,5 >0,05

Валокордин 3 мл/кг 500 0,2 0,8 0 0 0 2,0 ± 0,6 >0,05

Пятикратное введение

Валокордин 0,03 мл/кг 500 0 1,2 0 0 0 1,2 ± 0,5 >0,05

Валокордин 0,3 мл/кг 500 0,4 1,8 0 0 0 2,2 ± 0,7 >0,05

Валокордин 3 мл/кг 500 0,6 1,2 0 0 0 1,8 ± 0,6 >0,05

* МП — клетки с множественными повреждениями хромосом (более 5 хромосомных аберраций в клетке)

Таблица 1
Результаты исследования цитогенетической активности валокордина в клетках костного мозга самцов мышей 
F1CBAxC57BL/6 
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ВК, вводимый перорально в дозах: 0,03; 0,3 и 3 мг/кг 
(эквивалентно дозам фенобарбитала 0,5, 5 и 50 мг/кг 
соответственно), не вызывал значимого увеличения 
выхода клеток с хромосомными аберрациями ни при 
однократном, ни при пятикратном пероральном вве-
дении. Уровни аберрантных клеток и спектры цитоге-
нетических повреждений практически не различались 
в опытных и контрольных сериях эксперимента.

Таким образом, согласно данным настоящего ис-
следования, ВК в использованном диапазоне дозиро-
вок не проявляет цитогенетической активности при 
исследовании в строгом соответствии с подходами 
и процедурами, рекомендованными для оценки цито-
генетической активности фармакологических веществ 
(Дурнев и др.,  2005). Полученные результаты, нахо-
дятся в противоречии с данными недавнего исследова-
ния, указывающего на цитогенетическую активность 
фенобарбитала при его ежедневном пероральном 
введении мышам в дозе 1,2 мг/кг в течение несколь-
ких периодов продолжительностью от 7 до 120 дней 
(Biswas et al., 2004). Однако принципы цитогенети-
ческого анализа, положенные в основу данной рабо-
ты, отличаются от типичных, что, в совокупности с от-
сутствием в указанной публикации детальных данных, 
характеризующих спектр цитогенетических поврежде-
ний, не позволяет расценивать ее результаты как до-
статочно доказательные.

Вместе с тем противоречивость эксперименталь-
ных данных, полученных в различных тестах, не поз-
воляет дать однозначного заключения о геноток-
сичности фенобарбитала. Так, по данным Нандана 
(Nandan et al., 1982, 1983) фенобарбитал индуцирует 
хромосомные транслокации в сперматоцитах и обра-
зование анеуплоидных сперматоцитов, а также доми-
нантные летальные мутации у мышей. Фенобарбитал 
продемонстрировал также анеугенное действие в тес-
те на S. Cerevisiae (Albertini et al., 1985). В двух неза-
висимых исследованиях, методом ДНК-комет была 
показана ДНК-повреждающая активность фенобар-
битала в клетках печени in  vivo (Sasaki et al., 1997; 
Rothfuss et al., 2010). Вышеуказанное в очередной раз 
обозначает важность проблемы генотоксикологических 
исследований — оценки органо- и тканеспецифичности 
действия.

Результаты экспериментов по оценке влияния ВК 
на повреждающие эффекты циклофосфамида представ-
лены в таблице 2. Анализ полученных данных демонстри-
рует дозозависимое, статистически значимое увеличение 
выхода клеток с хромосомными аберрациями при всех 
режимах комбинированного введения ВК и циклофосфа-
мида, свидетельствующее о комутагенном действии ВК. 
Важно при этом отметить, что комутагенные эффекты 
ВК выявлены в дозе, соответствующей суточной для 
человека. Наряду с основным показателем «повреж-
денных метафаз» наблюдалось пропорциональное уве-

личение выхода клеток со всеми типами хромосомных 
аберраций и клеток с множественными хромосомными 
аберрациями, тогда как количество клеток с ахромати-
ческими повреждениями (гепы) оставалось практически 
неизменным. Особенно отчетливо увеличение выхода 
хромосомных повреждений и аберрантных метафаз под 
влиянием ВК выявлено в режимах предобработки и сов-
местного введения. В этих случаях отмечалось более чем 
двукратное увеличение эффекта мутагена. Меньшая вы-
раженность комутагенных эффектов при однократном 
введении препаратов типична для исследований по моди-
фикации эффектов мутагенов и свидетельствует в пользу 
ранее выдвинутого тезиса о предпочтительности подос-
трых экспериментов в практике генотоксикологических 
исследований (Дурнев, 2001).

В таблице  3 представлены данные, характеризу-
ющие влияние ВК на цитогенетические эффекты ди-
оксидина. ВК во всем диапазоне дозировок и режимов 
введения не изменял проявления цитогенетических 
эффектов мутагена ни по одному из анализируемых 
показателей.

Совокупность полученных данных позволяет заклю-
чить, что в рамках использованных подходов и дозиро-
вок ВК не демонстрирует собственной цитогенетической 
активности, не оказывает модифицирующего действия 
на цитогенетическую активность прооксиданта диокси-
дина, не требующего метаболической активации, но при 
этом усиливает мутагенные эффекты непрямого алкили-
рующего мутагена циклофосфамида.

Комутагенная активность ВК может быть объясне-
на способностью фенобарбитала, как одного из компо-
нентов препарата, вызывать индукцию ММС. В пользу 
этого заключения, во-первых, свидетельствует от-
сутствие влияния ВК на эффекты мутагена диоксиди-
на, не требующего метаболической активации (Дурнев 
и др., 1998 а), во-вторых, сведения о том, что непря-
мой алкилирующий мутаген циклофосфамид является 
субстратом CYP2B6, тогда как фенобарбитал, входя-
щий в состав ВК, является индуктором этого цитохро-
ма (Aiub et al., 2011). Отсюда логично дозозависимое, 
статистически значимое увеличение выхода клеток 
с хромосомными аберрациями при всех режимах ком-
бинированного введения ВК и циклофосфамида. Объ-
яснение комутагенной активности ВК через индукцию 
цитохрома хорошо согласуется с данными ранее про-
веденных независимых исследований с использовани-
ем фенобарбитала per se. Препарат существенно уве-
личивал цитогенетическое действие циклофосфамида 
у крыс (Журков и др., 1983).

Потенциальная комутагенная опасность содержащих 
фенобарбитал препаратов (валокордин, корвалол и др.) 
усугубляется их чрезвычайной популярностью на фар-
мацевтическом рынке. По показателю «объем продаж» 
среди безрецептурных успокоительных и снотворных 
лекарств, ВК и близкий по составу корвалол в 2007–
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2008 гг. делили в России 2 и 3 место, и входили в первую 
пятерку в странах СНГ и Украине (Петрова, 2008).

Принципиально отметить, что фенобарбитал внед-
рялся в практику задолго до того, как оценка мутаген-
ности стала обязательным требованием в системе до-
клинической оценки безопасности лекарств. Сведения 
об изучении его генотоксичности, имеющиеся в лите-
ратуре, отрывочны, противоречивы и часто получены 
за рамками современных стандартов генотоксических 
исследований, в особенности в отношении выбора до-
зировок и тест-систем. Подобная ситуация характерна 
в отношении целого ряда лекарственных средств и, ве-
роятно, требует специальных усилий по созданию про-
граммы, предполагающей тестирование подобных пре-
паратов в соответствии с современными принципами 
генотоксикологических исследований.

Настоящее и ряд других исследований показывают, 
что индукторы семейства цитохромов 450 являются по-
тенциальными комутагенами в отношении непрямых 
мутагенов, что позволяет ставить вопрос о направлен-
ном исследовании комутагенной активности этой груп-
пы соединений. На современном этапе это становится 
возможным, т. к. постоянно пополняемые базы данных 
по субстратам, индукторам и ингибиторам P450 легко до-
ступны (URL: http://www.de-poort.be/cgi-bin/Document.
pl?id=125).

Представляется, что оценка комутагенности соедине-
ний, контакт которых с человеком имеет перманентный 
характер (лекарственные средства, пищевые добавки, 
отдельные производственные вредности), в ближайшей 
перспективе должна стать неотъемлемой составляющей 
обязательных генотоксических исследований.

Условия  
эксперимента

Клеток

На 100 клеток Всего пов-
режденных 

метафаз 
(M ± m %)

Повышение 
эффекта  

мутагена (%)

Уровень 
значимостиГепов

Одиночных 
фрагментов

Парных 
фрагментов

Обменов
Клеток 
с МП*

Контроль 
(0,1 мл 50 % 

этанола/мышь)
500 0,2 1,4 0 0 0 1,6 ± 0,6

Острый эксперимент

Циклофосфамид 
20 мг/кг

500 1,6 18,0 0,2 1,0 2,0 11,4 ± 1,4 <0,001*

+Валокордин 
0,03 мл/кг

500 1,6 20,4 0,4 2,2 2,2 15,2 ± 1,6 >0,05**

+Валокордин 
0,3 мл/кг

500 1,0 20,6 0 1,6 1,8 16,8 ± 1,7 47 <0,05**

+Валокордин 
3 мл/кг

500 1,2 25,2 0,6 3,2 3,0 19,4 ± 1,8 70 <0,001**

Предобработка

Циклофосфамид 
20 мг/кг

500 1,6 18,0 0,2 1,0 2,0 11,4 ± 1,4 <0,001*

+Валокордин 
0,03 мл/кг

500 1,0 32,0 0,8 1,2 4,2 23,2 ± 1,9 104 <0,001**

+Валокордин 
0,3 мл/кг

500 1,4 33,4 0,4 2,6 4,8 24,8 ± 1,9 118 <0,001**

+Валокордин 
3 мл/кг

500 0,6 38,2 1,4 3,8 7,2 26,6 ± 2,0 133 <0,001**

Совместное введение

Циклофосфамид 
20 мг/кг

500 1,2 18,6 0,4 2,2 3,6 14,8 ± 1,6 <0,001*

+Валокордин 
0,03 мл/кг

500 1,4 35,4 0,4 1,8 2,8 26,4 ± 2,0 78 <0,001**

+Валокордин 
0,3 мл/кг

500 1,4 30,2 0,2 3,4 5,0 25,8 ± 2,0 74 <0,001**

+Валокордин 
3 мл/кг

500 0,8 38,0 0,8 2,8 5,2 30,2 ± 2,1 104 <0,001**

* — при сравнении с контролем; ** — при сравнении с эффектом циклофосфамида

Таблица 2
цитогенетические эффекты в клетках костного мозга самцов мышей F1CBAxC57BL/6 при сочетанном введении 
валокордина и циклофосфамида 
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Таблица 3
цитогенетические эффекты в клетках костного мозга самцов мышей F1CBAxC57BL/6 при сочетанном введении  
валокордина и  диоксидина 

Условия 
 эксперимента

Клеток
На 100 клеток Всего повреж-

денных метафаз 
(M ± m %)

Повышение 
эффекта  

мутагена (%)

Уровень 
значимостиГепов

Одиночных 
фрагментов

Парных 
фрагментов

Обменов
Клеток 
с МП*

Контроль (0,1 
мл 50 % этано-

ла/мышь)
500 0,2 1,4 0 0 0 1,6 ± 0,6

Острый эксперимент

Диоксидин 
200 мг/кг

500 1,0 10,4 0,2 1,6 2,4 8,6 ± 1,3 0 <0,001*

+Валокордин 
0,03 мл/кг

500 1,2 10,0 0,2 1,8 3,0 8,4 ± 1,3 0 >0,05**

+Валокордин 
0,3 мл/кг

500 0,4 8,6 0 1,0 1,8 7,2 ± 1,2 0 >0,05**

+Валокордин 
3 мл/кг

500 0,6 12,4 0,4 1,6 2,2 10,8 ± 1,4 0 >0,05**

Предобработка

Диоксидин 
200 мг/кг

500 1,0 10,4 0,2 1,6 2,4 8,6 ± 1,3 0 <0,001*

+Валокордин 
0,03 мл/кг

500 0,2 8,8 1,0 2,0 1,6 7,8 ± 1,2 0 >0,05**

+Валокордин 
0,3 мл/кг

500 0,8 10,6 0,4 1,8 3,4 9,2 ± 1,3 0 >0,05**

+Валокордин 
3 мл/кг

500 0,8 9,2 0,4 1,0 2,4 9,6 ± 1,3 0 >0,05**

Совместное введение

Диоксидин 
200 мг/кг

500 0,8 12,2 0,4 2,0 3,6 10,8 ± 1,4 0 <0,001*

+Валокордин 
0,03 мл/кг

500 1,0 11,8 0,8 1,4 3,2 12,0 ± 1,5 0 >0,05**

+Валокордин 
0,3 мл/кг

500 0,4 10,6 0,2 2,2 2,6 8,8 ± 1,3 0 >0,05**

+Валокордин 
3 мл/кг

500 0,4 13,6 0,4 2,6 3,2 13,2 ± 1,5 0 >0,05**

* — при сравнении с контролем; ** — при сравнении с эффектом диоксидина
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COMuTAGENIC EFFECTS OF VALOCORDIN

Durnev A. D., Daugel-Dauge N. O., Zhanatayev A. K.,  
Lapitskaya A. S., Seredenin S. B.

SuMMARY: `  The chromosome aberration test in bone marrow cells 

of mice was used to study the influence of valocordin on spontaneous 

and induced clastogenesis. Valocordin showed no inherent clastogenic 

activity. In experiments with pretreatment and with single or repeated 

combined administration , valocordin in doses of 0.03, 0.3 and 3 ml/kg 

significantly (47–133 %) enhanced the clastogenic activity of cyclo-

phosphamide. There was no effect of valocordin on the cytogenetic ac-

tivity of dioxidine, a mutagen with a pro-oxidative mode of action. Pos-

sible mechanisms of comutagenic activity of valocordin are discussed.

KEY wORDS: `  comutagen; genotoxicity; valocordin; cyclophosph-

amide; dioxidine; phenobarbital; chromosome aberrations; mice.


