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В последние годы во всем мире, в том числе и 
в России, растет распространенность заболеваний 
нервной системы, включая психоэмоциональные 
расстройства. Одной из основных причин увели-
чения встречаемости данной патологии является 
существование высокой стрессовой нагрузки на 

человека в современных условиях. Препараты 
лития, благодаря своей высокой эффективности, 
существуют на фармацевтическом рынке уже бо-
лее 45 лет в качестве психотропных лекарствен-
ных средств при патологиях, где основными сим-
птомами является изменение настроения [2, 8, 9]. 
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Цель исследования – изучить влияние нормотимического лекарственного средства на основе комплекса ли-
тия цитрата, полиметилсилоксана и оксида алюминия на уровень ДНК-повреждений (тест ДНК-комет) in vivo 
методом щелочного гель-электрофореза. Показано, что через 3 и 18 ч после введения препарата в высшей 
(2000 мг/кг) и терапевтической (400 мг/кг) дозах процент содержания ДНК «в хвосте» в клетках костного мозга 
не отличается от показателей негативного контроля, что может свидетельствовать об отсутствии возможного 
канцерогенного действия литийсодержащего препарата. С другой стороны, при сроке экспозиции 3 ч количе-
ство ДНК-повреждений в других органах (почки, печень, толстый кишечник) после введения препарата в токси-
ческой дозе, напротив, возрастало, хотя степень выраженности этого эффекта была невысокой. При снижении 
дозы (400 мг/кг) и увеличении срока эксперимента (до 18 ч) этот эффект не выявлялся, что свидетельствует о 
способности лекарственного средства усиливать репарацию ДНК-повреждений. Учитывая, что препараты ли-
тия обладают выраженным токсическим действием на почки, ЖКТ, печень, то повышение процента ДНК в 
«хвосте» в клетках этих органов может быть следствием цитостатического действия лекарственного средства.
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Литий, в отличие от других нормотимиков, обла-
дает наиболее широким спектром терапевтиче-
ского действия и характеризуется многообразием 
механизмов его реализации. Главная проблема, 
возникающая при использовании солей лития 
в клинической практике, связана с очень узким 
«терапевтическим коридором» его концентраций, 
что обусловливает высокий риск токсических ре-
акций [13]. В НИИ клинической и эксперимен-
тальной лимфологии – филиале ФИЦ Институт 
цитологии и генетики СО РАН синтезирован ком-
плекс лития цитрата, оксида алюминия и полиме-
тилсилоксана (в дальнейшем – комплекс лития), 
в котором молекулы цитрата лития иммобилизо-
ваны в порах полимерной матрицы и постепен-
но высвобождаются из них по мере прохождения 
через желудочно-кошечный тракт. Это способ-
ствует длительному поддержанию стабильной 
концентрации лития в крови и снижению риска 
развития токсических эффектов [2]. Таким об-
разом, комплекс лития можно рассматривать как 
перспективное лекарственное средство для лече-
ния психоэмоциональных расстройств.

Повреждение ДНК, как известно, является 
генотоксическим событием, которое может ин-
дуцировать канцерогенез. Несмотря на то что ли-
тийсодержащие препараты уже достаточно дли-
тельное время существуют на фармацевтическом 
рынке, данные об их возможных мутагенных и 
канцерогенных свойствах фрагментарны [7, 10, 
14]. В то же время интерес к вопросу о влиянии 
препаратов лития на опухолевый рост повышает-
ся в связи не только с их возможными канцеро-
генными свойствами, но и с тем, что в последние 
годы появились публикации, свидетельствующие 
о способности солей лития ингибировать рост 
злокачественных опухолей и усиливать эффек-
тивность цитостатической химиотерапии [11, 12]. 
В настоящее время доказана возможность приме-
нения ряда краткосрочных тестов, к числу кото-
рых принадлежит тест ДНК-повреждений (метод 
ДНК-комет) [5]. Оценка канцерогенности литий-
содержащих препаратов в этом тесте также ранее 
не проводилась.

Целью настоящей работы является изучение 
влияния препарата на уровень ДНК-повреждений 
(тест ДНК-комет) in vivo методом щелочного 
гель-электрофореза.

Материал и методы

В исследовании использовали новое нормо-
тимическое лекарственное средство на основе 
комплекса лития цитрата, полиметилсилоксана и 
оксида алюминия («комплекс лития»). Препарат в 
терапевтической дозе 400 мг/кг и в высшей дозе 

2000 мг/кг растворяли в 2%-м крахмальном геле 
на дистиллированной воде и вводили мышам вну-
трижелудочно через зонд. Эксперименты выпол-
нены на 40 мышах – самцах линии C57Bl/6 массой 
18–20 г в возрасте 8–11 недель, полученных из 
отдела экспериментального биомоделирования 
НИИ фармакологии и регенеративной медици-
ны им. Е.Д. Гольдберга, г. Томск. Отклонения 
по массе тела и возрасту не превышали 10  % в 
соответствии со стандартными рекомендациями 
Руководства по проведению доклинических ис-
следований лекарственных средств [1, 4] и пра-
вилами, принятыми Европейской конвенцией по 
защите позвоночных животных, используемых 
для экспериментальных и иных научных целей 
(Страсбург, 1987).

Животным групп 1 и 5 (позитивный кон-
троль) однократно внутрибрюшинно вводили 
метилметансульфонат в дозе 40 мг/кг за 3 и 18 ч 
до эвтаназии. Мышам групп 2 и 6 (негативный 
контроль) однократно внутрижелудочно (через 
зонд) вводили 2%-й крахмальный гель (раство-
ритель) за 3 и 18 ч до эвтаназии. Комплекс ли-
тия вводили однократно внутрижелудочно за 3 
и 18 ч до эвтаназии: животным групп 3 и 7 – в 
терапевтической дозе 400 мг/кг, мышам групп 4 
и 8 – в высшей дозе 2000 мг/кг. Каждая экспери-
ментальная группа включала 5 животных. Все 
экспериментальные процедуры выполнены с со-
блюдением принципов гуманности, изложенных 
в директивах Европейского сообщества (86/609/
ЕЕС) и Хельсинкской декларации по защите по-
звоночных животных, используемых для лабора-
торных и иных целей.

Эвтаназию животных путем дислокации шей-
ных позвонков проводили через 3 и 18 ч после 
введения препаратов, выделяли бедренную кость, 
печень, почку и прямую кишку. Эпифизы бедрен-
ной кости срезали и из диафиза вымывали клет-
ки костного мозга предварительно охлажденным 
до 4  °С фосфатно-солевым буфером, содержа-
щим 20  мМ EDTA-Na2 и 10  % ДМСО (рН 7,5). 
Печень, почку и кишку гомогенизировали в 3 мл 
того же буфера. Уровень повреждений ДНК кле-
ток регистрировали методом ДНК-комет [5]. При 
наличии разрывов ДНК нарушается структурная 
организация хроматина и утрачивается сверхспи-
рализация ДНК, что приводит к формированию 
фрагментов ДНК, не связанных с клеткой. В элек-
трическом поле фрагменты ДНК вытягиваются 
по направлению к аноду, что и придает наблюдае-
мым объектам вид «комет». Количество ДНК, ми-
грировавшей по направлению к аноду («хвост» 
кометы), может использоваться в качестве пока-
зателя, характеризующего уровень повреждений 
ДНК в изучаемых клетках.
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Суспензии клеток помещали в раствор легко-
плавкой агарозы, ресуспендировали, наносили 
на предварительно покрытые 1%-й универсаль-
ной агарозой предметные стекла, накрывали 
покровным стеклом и помещали на лед. После 
затвердевания агарозы микропрепараты поме-
щали в стеклянную кювету (тип Шиффендекер), 
заливали предварительно охлажденным до 4  оС 
лизирующим буфером и инкубировали не менее 
1 ч. По окончании лизиса микропрепараты пере-
носили в камеру для электрофореза (Sub Cell GT, 
«Bio-Rad», США), которую заполняли буфером 
для электрофореза (300 мМ NaOH, 1 мМ EDTA-
Na2, pH > 13). Приготовленные микропрепараты 
инкубировали в течение 20 мин для реализации 
щелочно-лабильных сайтов и щелочной дена-
турации ДНК. Затем проводили электрофорез в 
течение 20 мин при напряженности поля 1 В/см 
и силе тока ~300 мА. По окончании электрофо-
реза микропрепараты перемещали в стеклянную 
кювету, фиксировали в 70%-м растворе этило-
вого спирта в течение 15 мин и высушивали. 
Непосредственно перед микроскопированием 
микропрепараты окрашивали флуоресцирую-
щим красителем SYBR Green I (Sigma-Aldrich, 
США) (1 : 10000 в ТЕ-буфере с 50 % глицерина) 
в течение 20 мин в темноте. Анализ проводил-
ся на флуоресцентном микроскопе (Микромед 3 
Люм, Россия), совмещенном с цифровой каме-
рой высокого разрешения, при увеличении × 200. 
Полученные с микропрепаратов изображения 
ДНК-комет фотографировали и анализировали 
с использованием программного обеспечения 
CometD. В качестве показателя поврежденно-
сти ДНК использовали процентное содержание 
ДНК в «хвосте» [4–6]. С каждого микропрепара-
та проанализировано по 100 клеток. Критерием 
токсичности являлось статистически значимое 
повышение количества ДНК-повреждений в ис-
следуемых органах и тканях по сравнению с нега-
тивным контролем. При статистической обработ-
ке полученного экспериментального материала 

проводили подсчет среднего значения параметра 
и стандартной ошибки. Межгрупповые различия 
оценивали с использованием t-критерия Стьюден-
та и критерия Вилкоксона – Манна – Уитни. По-
лученные показатели сравнивали с негативным 
контролем.

Результаты и ИХ обсуждение

Установлено, что введение мышам метил-
метансульфоната (позитивный контроль) при-
вело к увеличению по сравнению с негативным 
контролем (в 3,6–4,2 раза) количества ДНК-
повреждений в клетках всех исследуемых орга
нов и тканей, что согласуется с данными ли-
тературы [6]. При введении комплекса лития в 
высшей дозе (2000 мг/кг) процентное содержание 
ДНК в хвосте в клетках костного мозга достовер-
но не отличалось от контрольных значений (по-
зитивный контроль), а в клетках прямой кишки, 
печени, почки, оказался выше, чем в негативном 
контроле. При введении комплекса лития в дозе 
400 мг/кг этот эффект сохранялся, но был выра-
жен в меньшей степени (табл. 1).

Через 18 ч после введения метилметансуль-
фоната уровень ДНК-повреждений в клетках 
эпителия прямой кишки, печени, почке досто-
верно превышал таковые значения в негативном 
контроле. При введении животным комплекса 
лития в дозе 2000 мг/кг, процентное содержание 
ДНК «в хвосте» в клетках печени, костного мозга 
и почки не отличалось от соответствующих зна-
чений негативного контроля. В клетках прямой 
кишки этот показатель оставался повышенным. 
При введении комплекса лития в дозе 400 мг/кг 
уровень ДНК-повреждений во всех исследуемых 
органах и тканях не отличался от негативного 
контроля (табл. 2).

Анализ полученных экспериментальных дан-
ных свидетельствует об отсутствии однознач-
ного ответа на вопрос, приводит ли введение 
тестируемого препарата к возрастанию ДНК-

Таблица 1
Влияние комплекса лития на уровень ДНК-повреждений (процентное содержание ДНК «в хвосте») 

в органах и тканях мышей-самцов через 3 ч после введения препарата

Группа животных Клетки 
прямой кишки Клетки печени Клетки 

костного мозга Клетки почки 

Комплекс лития 400 мг/кг 5,49 ± 0,48* 5,08 ± 0,36* 3,33 ± 0,28 5,27 ± 0,49*
Комплекс лития 2000 мг/кг 7,90 ± 0,20* 6,57 ± 0,32* 3,28 ± 0,40 7,15 ± 0,52*
Негативный контроль 4,21 ± 0,32 3,76 ± 0,44 3,49 ± 0,43 3,78 ± 0,30
Позитивный контроль 16,58 ± 0,6* 14,63 ± 0,73* 12,49 ± 1,25* 16,02 ± 1,23*

Примечание. Здесь и в табл. 2 * – отличие от величины соответствующего показателя негативного контроля статистиче-
ски значимо при р < 0,05.
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повреждений. Так, этот показатель в клетках 
костного мозга при экспозиции как через 3, так и 
18 ч после начала эксперимента не повышается, 
что может свидетельствовать об отсутствии воз-
можного канцерогенного действия литийсодер-
жащего препарата. С другой стороны, количество 
ДНК-повреждений в других органах (почки, пе-
чень, толстый кишечник), напротив, возрастало, 
хотя выраженность этого увеличения оказалось 
невысокой и была значительно ниже, чем после 
введения метилметансульфоната (эталонного ге-
нотоксиканта). Следует отметить, что препараты 
лития, как отмечено выше, достаточно токсичны 
и обладают выраженным повреждающим дей-
ствием на почки, желудочно-кишечный тракт, 
печень и др. В связи с этим повышение процент-
ного содержания  ДНК в «хвосте» может быть 
расценено как проявление цитотоксического дей-
ствия препарата, которое характерно для литий-
содержащих соединений в целом [3]. Обращает 
на себя внимание наличие дозовой зависимости 
ДНК-повреждающего эффекта комплекса лития. 
Кроме того, способность препарата вызывать по-
вышение процентного содержания  ДНК «в хво-
сте» с течением времени снижается до уровня 
контрольных значений (негативный контроль). 
Это может свидетельствовать о повышении ин-
тенсивности репаративной регенерации ДНК 
в печени, почках, толстом кишечнике. Способ-
ность солей лития к стимуляции репаративных 
процессов может быть обусловлена влиянием на 
аутофагию, которая играет важную роль в под-
держке геномной целостности [15].

Данные об отсутствии у препарата канцеро-
генных свойств подтверждаются результатами, 
полученными в других краткосрочных тестах 
(тест Эймса, микроядерный тест в клетках кост-
ного мозга млекопитающих) [14]. В дальнейшем, 
несомненно, научный и практический интерес 
представляет сравнение экспериментальных дан-
ных, полученных в тесте ДНК-комет после вве-
дения синтезированного комплекса на основе 
лития, оксида алюминия и полиметилсилоксана с 
официнальным препаратом – карбонатом лития.

Выводы

1. Препарат лития не вызывает повышения 
процентного содержания ДНК «в хвосте» в клет-
ках костного мозга.

2. Лекарственное средство приводит к повы-
шению процентного содержания ДНК «в хвосте» 
в клетках почек, печени, толстой кишки (срок 
экспозиции 3 ч).

3. При повышении срока экспозиции и сниже-
нии дозы препарата уровень ДНК-повреждений 
не отличается от значений негативного контроля.

4. Повышение процентного содержания ДНК 
«в хвосте» (в тесте ДНК-комет) на фоне введения 
тестируемого лекарственного средства является, 
очевидно, результатом не его мутагенного дей-
ствия, а способности угнетать репарацию ДНК в 
тканях толстой кишки и почки.
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STUDY OF DNA DAMAGE by NEW NORMOTHYMIC MEDICINAL 
ON THE BASIS OF THE COMPLEX OF LITHIUM CITRATE, 
POLYMETHYLSYLOXANE AND ALUMINUM OXIDE BY DNA COMET 
ASSAY IN VIVO

Vladimir Iosifovich KONENKOV1, Lyubov’ Nikiforovna RACHKOVSKAYA1, 
Andrey Yur’evich LETYAGIN1, Tat’yana Gennad’evna BOROVSKAYA2, 
Anna Veniaminovna SHURLYGINA1, Margarita Vladimirovna ROBINSON1, 
Maksim Aleksandrovich KOROLEV1, Anastasiya Anatol’evna KOTLYAROVA1, 
Tat’yana Viktorovna POPOVA1, Edmund Edmundovich RACHKOVSKIY1, 
Anna Vladimirovna VYCHUZHANINA2, Valeriya Aleksandrovna MASHANOVA2

1 Research Institute of Clinical and Experimental Lymрhology – 
Branch of the Institute of Cytology and Genetics of SB RAS
630060, Novosibirsk, Timakov str., 2
2 Gol’dberg Research Institute of Pharmacology and Regenerative Medicine, 
Tomsk National Research Medical Center of RAS
634028, Tomsk, Lenin str., 2

The aim of the study was to study the effect of the normotimic drug based on a complex of lithium citrate, poly
methylsiloxane and alumina on DNA damage level (DNA comet test) in vivo by alkaline gel electrophoresis. It was 
shown that at 3 and 18 hours after the drug administration at the highest dose (2000 mg/kg) and therapeutic dose 
(400 mg/kg), the percentage of DNA in the tail in the cells of the bone marrow does not differ from the negative 
controls. That may indicate absence of possible carcinogenic action of the lithium-containing drug. On the other hand, 
the amount of DNA damage in other organs (kidney, liver, large intestine) increased with an exposure time of 3 hours 
after administration of the drug in a toxic dose. Although, the degree of this effect expression was not high. When the 
dose was reduced (400 mg/kg) and the duration of the experiment was increased (up to 18 hours), this effect was not 
detected. That indicates the ability of the drug to enhance DNA damage repair. Given that lithium preparations have a 
pronounced toxic effect on kidneys, gastrointestinal tract, liver, the increase in the percentage of DNA in the tail in these 
organs can be a consequence of the cytostatic action of the drug.

Key words: medicinal product, a complex of lithium citrate, polymethylsiloxane and aluminum oxide, DNA 
damage, DNA comet asay.
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