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ВВЕДЕНИЕ

Природные соединения полисахаридной 
природы из-за низкой токсичности для 

организма, большой степени свободы дозирова-

ния, возможности использования экологически 
чистых и экономичных технологий производ-
ства, доступности природных источников при-
влекают внимание как источники новых высо-
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Введение. Водорослевый полисахарид фукоидан – растительный аналог гепарина, не проявляет побочных эффектов и свя-

занных с ними противопоказаний, свойственных гепарину. Получают фукоидан из слоевищ бурой водоросли фукуса пузырчато-

го (Fucus vesiculosus L.) прибрежной зоны Баренцева моря. Обязательной частью доклинических испытаний новых фармакологи-

ческих средств является исследование мутагенности, которое предусматривает оценку их способности к индукции разных 

типов мутаций в зародышевых и соматических клетках животных, клетках микроорганизмов.

Цель исследования – изучение мутагенных свойств субстанции «Фукоидан». 

Материал и методы. Объект исследования – фукоидан, выделенный из слоевищ водоросли фукуса пузырчатого. 

Мутагенные свойства изучены в тесте по учету микроядер в эритроцитах крови мышей и в тесте Эймса. Статистический анализ 

выполняли с помощью программного обеспечения Statistica 10.0 

Результаты. В тесте Эймса установлено, что тестируемый объект в концентрациях 1000–0,01 мкг/мл не оказывал мута-

генного действия на штаммы Salmonella typhimurium при тестировании с метаболической активацией и без нее. В тесте по 

учету микроядер отсутствовал мутагенный эффект субстанции «Фукоидан» в дозах 550 и 2000 мг/кг при внутрижелудочном 

введении.

Заключение. Установлено, что субстанция «Фукоидан», полученная из слоевищ бурой водоросли фукуса пузырчатого, не 

оказала генотоксического действия и может быть рекомендована в качестве безопасного сырья для создания лекарственных 

препаратов на ее основе.
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коэффективных, малотоксичных биологически 
активных препаратов. Одним из перспективных 
классов биологически активных полисахаридов 
являются полифукоиданы. Фукоиданы представ-
ляют собой класс обогащенных фукозой суль-
фатированных полисахаридов, содержащихся 
в бурых водорослях и у некоторых иглокожих. 
У фукоиданов выявлены антикоагулянтная, про-
тивоопухолевая, антивирусная (в том числе про-
тив ВИЧ-инфекции), гиполипидемическая, имму-
номодулирующая активности [1–4]. 

Существующие лекарственные препараты, 
применяемые для лечения заболеваний, связан-
ных с нарушением системы свертывания крови, 
недостаточно эффективны и безопасны. Для ле-
чения тромбофлебитов и тромбозов широко при-
меняются прямые антикоагулянты (гепарин или 
низкомолекулярный гепарин – например, фрак-
сипарин). Известно, что гепарин имеет противо-
показания и побочные действия, в частности в 
ряде случаев наблюдаются аллергические реак-
ции, остеопорозы и тромбоцитопения. Водорос-
левый полисахарид фукоидан – растительный 
аналог гепарина, сходный с ним по механизму 
фармакологического действия. Фукоидан не про-
являет побочных эффектов и связанных с ними 
противопоказаний, свойственных гепарину, и в 
перспективе может быть достойной его альтерна-
тивой.

В настоящее время проводятся доклинические 
испытания нового оригинального лекарственно-
го средства (ЛС) на основе фукоидана, выделенно-
го из слоевищ бурой водоросли фукуса пузырчато-
го (Fucus vesiculosus L.) прибрежной зоны Баренцева 
моря. Фукус пузырчатый с побережья Баренцева 
моря характеризуется высоким содержанием фу-
коидана в течение всего года, наибольшим коли-
чеством альгиновой кислоты в летне-осенний пе-
риод и является самым перспективным сырьем 
для получения полисахаридов среди фукоидов Ба-
ренцева моря [3].

Обязательная часть программы доклини-
ческих испытаний новых фармакологических 
средств – исследование мутагенности, которое 
предусматривает оценку их способности к ин-
дукции разных типов мутаций в зародышевых 
и соматических клетках животных, клетках ми-
кроорганизмов. Для этого используют комплекс 
методов, выполняемых на разных объектах, в том 
числе тест на индукцию генных мутаций (тест 
Эймса), предназначенный для быстрого тестиро-
вания и определения мутагенного эффекта соеди-
нений и тест на индукцию хромосомных повреж-

дений in vivo (учет микроядер в периферической 
крови млекопитающих) [5, 6].

Цель исследования – изучение мутагенных 
свойств субстанции «Фукоидан», полученной из 
слоевищ фукуса пузырчатого и обладающей анти-
коагулянтной активностью.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
В качестве тестируемого объекта использова-

ли фукоидан, выделенный из слоевищ водоросли 
фукуса пузырчатого Баренцева моря. Тестирова-
ние выполняла научно-исследовательская группа 
лаборатории биохимии и технологии водорослей 
Мурманского морского биологического институ-
та Кольского научного центра РАН. Подлинность 
субстанции определяли методом ВЭЖХ, количе-
ственное содержание фукоидана – методом спек-
трофотометрии (фукоидана 74,6±1,4%, включая 
фукозу 37,3±0,7%) [7].

Мутагенные свойства субстанции «Фукоидан» 
изучали в тесте по учету микроядер в эритроци-
тах крови мышей и в тесте Эймса (Ames MPF™ 
98/100/1535/1537).

Тест Эймса. Для проведения исследования 
мутагенности в тесте Эймса использовали на-
бор Ames MPF 98/100/1535/1537 (Xenometrix, 
Швейцария), в составе которого имелись все 
необходимые реагенты, включая соответству-
ющие штаммы микроорганизмов и позитив-
ные контроли. Эксперимент проводили в соот-
ветствии с инструкцией к набору. В качестве 
индикаторных микроорганизмов, согласно ре-
комендациям OECD №471, были использова-
ны штаммы Salmonella typhimurium ТА98, ТА100, 
ТА1535, ТА1537, имеющие мутации, ведущие к 
нарушению синтеза гистидина и неспособности 
бактерий к росту на среде, не содержащей гисти-
дин [8]. Наличие мутаций позволяет регистриро-
вать действия мутагенов, вызывающих мутации 
замены пар оснований (ТА100, ТА1535) или сдвиг 
рамки считывания (ТА98, ТА1537) [9, 10].

Исследование проводили в вариантах с мета-
болической активацией постмитохондриальной 
фракцией гомогената печени крыс S9 (входит 
в состав набора Ames MPF) и без метаболиче-
ской активации [11, 12]. Достоверность различий 
определяли по критерию Стьюдента (t-test одно-
сторонний, непарный) при уровне значимости 
p<0,05.

Тест по учету микроядер в эритроцитах. Метод 
по учету микроядер заключается в оценке коли-
чества микроядер в полихроматофильных (ПХЭ) 
и нормохроматофильных эритроцитах (НХЭ) пе-
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риферической крови мышей после курсового вве-
дения тестируемых объектов [5, 6]. 

Субстанцию «Фукоидан» вводили внутриже-
лудочно в дозах 550 мг/кг (эффективная доза) и 
2000 мг/кг самцам аутбредных мышей (в каждой 
группе по 10 животных) 1 раз в день на протяже-
нии 14 дней, что соответствует планируемому 
курсу клинического применения. Растворителем 
субстанции служил физиологический раствор. 
В качестве позитивного контроля использова-
ли циклофосфамида моногидрат (Sigma Aldrich) 
при однократном внутрибрюшинном введении 
в дозе 50 мг/кг. Через 24 ч после последнего вве-
дения исследуемых объектов проводили забор 
периферической крови и эвтаназию животных 
в СО2-камере (в соответствии с Европейской ди-
рективой 2010/63). Данный вид эвтаназии сводит 
к минимуму возможную боль, страдания и дис-
тресс животных [13]. Данное исследование было 
рассмотрено и одобрено на биоэтической комис-
сии Санкт-Петербургского института фармации 
(№ БЭК 5.65/16 от 23 декабря 2016 г.).

Для оценки микроядер подготавливали маз-
ки крови и окрашивали ДНК-специфическим 
красителем акридиновым оранжевым по методу 
Hayashi et al [14]. Подсчитывали ПХЭ, НХЭ с ми-
кроядром и соотношение ПХЭ/НХЭ визуально с 
использованием флюоресцентного микроскопа 
(Axio Scope A1, Carl Zeiss). 

Для полученных данных были подсчитаны 
среднее значение и стандартная ошибка средне-
го. Для статистической обработки данных исполь-
зовали однофакторный дисперсионный анализ 
(ANOVA) с последующим межгрупповым сравне-
нием (post hoc) с учетом результатов теста Тьюки 
(post hoc Tukey). Различия были определены при 
0,05 уровне значимости. Статистический анализ 
выполняли с помощью программного обеспече-
ния Statistica 10.0 (StatSoft).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
По результатам проведенного теста Эймса 

на штаммах S. typhimurium тестируемая субстан-
ция «Фукоидан» не индуцировала мутации по 
типу сдвига рамки считывания (штаммы ТА98 
и ТА1537) и замены пар оснований (штаммы 
ТА100, ТА1535) в диапазоне тестируемых концен-
траций (0,01–1000 мкг/мл). Количество позитив-
ных лунок в данных концентрациях не превы-
шало уровень базовой линии более чем в 2 раза, 
что свидетельствует об отсутствии мутагенного 
эффекта. Добавление в тестируемую систему ме-
таболической фракции печени не повлияло на 
уровень мутагенной активности тестируемой 
субстанции «Фукоидан». Результаты тестирова-
ния в вариантах без активации системы микро-
сомальной фракции S9 и с активацией системы 
представлены в табл. 1, 2. 

Таблица 1

КОЛИЧЕСТВО РЕВЕРТАНТНЫХ КОЛОНИЙ ПРИ ТЕСТИРОВАНИИ 
СУБСТАНЦИИ «ФУКОИДАН» БЕЗ АКТИВАЦИИ S9 (M±SD), n=48

Тестируемый препарат
Доза, 

мкг/мл

Штаммы

ТА98 ТА100 ТА1535 ТА1537

Субстанция «Фукоидан»

1000 1,00±1,00 3,33±2,08 3,00±2,65 2,67±1,53

100 4,33±2,08 3,67±3,06 4,33±2,52 2,00±2,65

10 3,00±2,00 1,33±1,15 1,33±0,58 2,00±1,00

1 2,67±0,58 4,00±3,61 1,33±0,58 4,00± 1,00

0,1 2,33±1,15 3,00±1,73 1,00±1,00 1,67±1,15

0,01 3,00±2,00 3,67±3,79 1,33±1,53 1,33±0,58

Негативный контроль 0 5,67±3,51 3,67±2,08 1,67±1,53 2,67±2,52

Базовая линия негативного контроля – 9,18 5,75 3,19 5,18

2-Нитрофлуорен 2,0 48,00±0,00 – – –

N-Оксид-4-нитрохинолин 0,1 – 48,00±0,00 – –

N4-Аминоцитидин 100 – – 48,00±0,00 –

9-Аминоакридин 15 – – – 47,00±1,00
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Результаты теста по учету микроядер в эри-
троцитах периферической крови мышей пред-
ставлены в табл. 3. В группах негативного контро-
ля показатели НХЭ и ПХЭ крови с микроядрами 
находились в пределах нормальных значений (1–
2‰) [5, 10]. Межгрупповой анализ данных с исполь-
зованием критерия Тьюки выявил статистически 
значимое увеличение показателей ПХЭ с микро-
ядром, НХЭ с микроядром, а также соотношения 
ПХЭ/НХЭ % в группе животных, получивших одно-
кратно внутрибрюшинно циклофосфамид в дозе 
50 мг/кг, относительно групп негативного контро-
ля. Статистически значимых отличий в показате-
лях между группами мышей, получившими тести-
руемый объект, и группой негативного контроля 
выявлено не было. Полученные значения показа-
телей в группах мышей, получавших тестируемый 
объект, не превышали нормальные [5]. Субстан-
ция «Фукоидан» не оказывала влияния на количе-
ство НХЭ (зрелые формы) с микроядром и ПХЭ (не-

зрелые эритроциты) с микроядром, а также на их 
соотношение при внутрижелудочном введении 
мышам в дозах 550 и 2000 мг/кг. 

По результатам многих доклинических испы-
таний фукоидан считают безопасным для приме-
нения как в качестве биологически активной до-
бавки, так и для разработки ЛС. Результаты ранее 
проведенных исследований по изучению мутаген-
ных свойств фукоиданов, полученных из разных 
источников [1–4, 15–18], аналогичны результатам 
настоящего исследования. Так, согласно исследо-
ванию Chung et al. 2010, фукоидан из ундарии пе-
ристой не увеличивал количество ревертантных 
колоний в тесте Эймса на штаммах S. typhimurium 
TA98 и TA100 во всех протестированных концен-
трациях (0–500 мкг/чашку Петри), а также не ока-
зывал влияния на количество НХЭ с микроядром 
и ПХЭ с микроядром и их соотношение при вну-
трижелудочном введении мышам линии ICR в до-
зах 250–2000 мг/кг [15].

Таблица 2 

КОЛИЧЕСТВО РЕВЕРТАНТНЫХ КОЛОНИЙ ПРИ ТЕСТИРОВАНИИ 
СУБСТАНЦИИ «ФУКОИДАН» В ПРИСУТСТВИИ S9 (M±SD), n=48

Тестируемый препарат
Доза, 

мкг/мл

Штаммы

ТА98 ТА100 ТА1535 ТА1537

Субстанция «Фукоидан»

1000 2,00±1,00 8,67±2,89 1,67±1,15 1,33±1,15

100 3,00±1,00 7,67±0,58 1,67±0,58 1,33±1,53

10 1,33±0,58 10,33±5,03 1,33±1,53 3,00±2,65

1 1,67±0,58 6,00±4,00 2,33±0,58 2,00±2,65

0,1 0,67±1,15 8,33±2,31 2,00±1,73 2,67±1,53

0,01 1,67±1,15 5,67±1,53 2,33±3,21 2,00±2,65

Негативный контроль 0 2,33±0,58 6,67±4,93 1,33±0,58 2,00±1,00

Базовая линия негативного контроля – 2,91 11,60 1,91 3,00

2-Аминоантрацен 5,0 48,00±0,00 48,00±0,00 47,67±0,58 46,00±1,00

Таблица 3

РЕЗУЛЬТАТЫ УЧЕТА МИКРОЯДЕР В ЭРИТРОЦИТАХ ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ МЫШЕЙ 
ПОСЛЕ КУРСОВОГО ВВЕДЕНИЯ ТЕСТИРУЕМЫХ ОБЪЕКТОВ, M±m, n=10

Препарат Доза
 ПХЭ/НХЭ, 

%
НХЭ с микро-

ядром, ‰
ПХЭ с микро-

ядром, % 

Физиологический раствор (негативный контроль) – 1,3±0,03 1,3±0,09 2,1±0,22

Субстанция «Фукоидан»
550 мг/кг 1,2±0,06 1,4±0,12 1,9±0,16

2000 мг/кг 1,1±0,05 1,5±0,11 1,8±0,14

Позитивный контроль, циклофосфамид 50 мг/кг 9,2±0,44* 11,1±0,75* 13,5±0,65*

Примечание: * – различия статистически значимы по сравнению с группами животных негативного контроля, ANOVA, крите-
рий Тьюки, p<0,05.
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В исследовании Hwang Р.А. et al [16] не было 
выявлено мутагенных эффектов низкомолеку-
лярного фукоидана, выделенного из ламинарии 
японской, в тесте Эймса на штаммах S. typhimurium 
TA97a, TA98, TA100, TA1535 и TA102 в концентра-
циях до 5000 мкг/мл в присутствии и отсутствии 
метаболической активации S9. Показано отсут-
ствие генотоксических свойств в тесте по уче-
ту хромосомных аберраций на клетках CHO-K1 в 
концентрациях до 5000 мкг/мл в присутствии и 
отсутствии метаболической активации, а также 
в тесте по учету микроядер эритроцитов мышей 
линии ICR при внутрижелудочном введении в до-
зах 500–2000 мг/кг [17]. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, согласно результатам прове-

денного исследования, субстанция «Фукоидан», 
полученная из слоевищ водоросли фукуса пу-
зырчатого (Fucus vesiculosus L.) Баренцева моря, не 
оказывала генотоксического действия в тесте 
Эймса на бактериальных штаммах S. typhimurium 
ТА98, ТА100, ТА1535, ТА1537 и в тесте по учету 
микроядер в эритроцитах крови мышей. Полу-
ченные данные позволяют рекомендовать суб-
станцию «Фукоидан» в качестве безопасного сы-
рья для создания лекарственных препаратов на 
ее основе.

Научно-исследовательская работа выполня-
лась в рамках государственного контракта №14.
N08.11.1036 «Доклинические исследования анти-
коагулянтного лекарственного средства на осно-
ве фукоидана».
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SUMMARY

Introduction. The algal polysaccharide fucoidan is a plant heparin analogue; it does not cause side effects or show related con-

traindications inherent in heparin. Fucoidan is obtained from the thalli of the brown alga bladderwrack (Fucus vesiculosus L.) in the 

coastal zone of the Barents Sea. The obligatory part of preclinical trials of new pharmacological agents is mutagenicity testing that 

provides an assessment of their ability to induce different types of mutations in the embryonic and somatic cells of animals, in the 

cells of microorganisms.

Objective: to investigate the mutagenic properties of the substance fucoidan.

Material and methods. Fucoidan isolated from the thalli of the alga bladderwrack was investigated. Its mutagenic properties were 

studied using the mouse micronucleus test and the Ames test. Statistical analysis was performed using Statistica 10.0 software.

Results. The Ames test established that the tested object at concentrations of 1000–0.01 μg/ml had no mutagenic effect on 

Salmonella typhimurium strains during testing with and without metabolic activation. The micronucleus test showed no mutagenic 

effect of substance fucoidan at doses of 550 and 2000 mg/kg after intragastric administration.

Conclusion. It has been established that the substance fucoidan obtained from the thalli of the brown alga bladderwrack has no 

genotoxic effect and can be recommended as a safe raw material to design a substance-based drug.

Key words: bladderwrack, Fucus vesiculosus L., fucoidan, substance, mutagenicity, genotoxicity, micronuclei, Ames test. 
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