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В последние годы появилась тенденция приравнивать результаты испытаний 
инсулина физико-химическими методами к его биологической активности. Од-
нако следует подчеркнуть, что об эффективности препаратов инсулина можно 
судить только по реакции целостного организма, т.е. по гипогликемическому 
действию, которое является интегральным показателем. Определение биологи-
ческой активности инсулина особенно актуально в связи с появлением на фарма-
цевтическом рынке биосимиляров, которые практически не являются аналогами 
оригинальных препаратов. Испытаний только физико-химическими методами 
для оценки эффективности препаратов инсулина недостаточно. В настоящее 
время биологическую активность определяют путем испытаний на кроликах. 
При этом согласно требованиям Государственной фармакопеи Российской Фе-
дерации (ГФ РФ) для определения данного показателя также предложена аль-
тернативная методика испытаний на мышах. В связи с физиологическими осо-
бенностями мышей для проведения адекватного испытания особое внимание 
следует уделять подбору исследуемых концентраций инсулина. Цель работы: 
предложить рекомендации по выбору диапазона концентраций инсулина 
для определения его биологической активности на мышах с учетом изменения 
чувствительности животных в зависимости от сезона. Материалы и методы: про-
веден анализ результатов испытаний биологической активности инсулина на мы-
шах-самках с учетом аналитической области методики, указанной в ГФ РФ. При 
подборе концентраций вводимых проб учитывали чувствительность животных 
в конкретный временной период. Результаты: продемонстрировано, что реакция 
мышей-самок на инсулин в диапазоне концентраций 0,03–0,3 МЕ/мл характери-
зуется статистически значимой дозозависимостью и линейностью, что позволяет 
рекомендовать данный диапазон в качестве ориентировочного для определе-
ния биологической активности инсулина на мышах-самках. Приведены конкрет-
ные примеры, иллюстрирующие подбор концентраций испытуемых растворов. 
Выводы: предложен методический подход к выбору концентраций инсулина 
и оценке правильности результатов испытания при определении биологической 
активности двойным перекрестом на мышах-самках.
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In recent years, there has been a tendency to equate the results of insulin testing by 
physicochemical methods with its biological activity. However, it should be emphasi-
sed that the effectiveness of insulin preparations can be judged only by the reaction of 
the whole organism, i.e. by the hypoglycaemic action, which is a composite indicator. 
The determination of the biological activity of insulin has become especially relevant 
with the pharmaceutical market entry of insulin bio similars, which are practically not 
analogous to the original medicinal products. The effectiveness of insulin products 
cannot be adequately evaluated using only physicochemical testing. At present, 
the biological activity of insulin is tested in rabbits. Additionally, the State Pharma-
copoeia of the Russian Federation includes an alter native method to determine this 
parameter using mice. Owing to the physiological characteristics of mice, an adequate 
test would require special attention to the selection of test concentrations of insulin. 
The aim of the study was to offer recommendations for choosing the range of insulin 
concentrations for determining its biological activity in mice with due consideration of 
changes in their sensitivity depending on the season. Materials and methods: the au-
thors analysed the results of testing the biological activity of insulin in female mice, 
bearing in mind the analytical range of the method specified in the State Pharmaco-
poeia of the Russian Federa tion. Test concentrations of insulin were selected taking 
into account seasonal shifts in insulin sensitivity of the animals. Results: the study 
demonstrated significant dose dependence and linearity of the responses of female 
mice to insulin in the concentration range of 0.03–0.3 IU/mL. Therefore, this range can 
be recommended as a guideline for determining the biological activity of insulin in 
female mice. The selection of test concentrations is illustrated with specific examp les. 
Conclusions: the authors offer a methodological approach to the selection of insulin 
concentrations and the assessment of the validity of test results during biological 
activity determination using twin-crossover tests in female mice.
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Введение
Инсулин  — гормон, обладающий гипоглике-
мическим действием, впервые был выделен 
из поджелудочной железы крупного рогатого 
скота в 20-х годах прошлого века. Получаемый 
препарат, на тот момент обладавший низкой 
активностью, был нестабилен и загрязнен раз-
личными примесями; несмотря на это, его сра-
зу стали использовать в медицинской практи-
ке для лечения сахарного диабета [1]. Однако 
для правильного назначения лечебных доз 
необходимо знать биологическую активность 
инсулина, которую не удавалось количественно 
оценить из-за отсутствия подходящей модели 

животных, стандартного образца (СО) и условий 
определения.

В результате многолетней работы исследова-
телей разных стран, приведшей к созданию ста-
бильного СО инсулина, были разработаны сна-
чала простой, а затем двойной перекрестный 
метод определения биологической активности 
инсулина, включенные в ведущие фармакопеи 
мира1. Метод основан на модели параллель-
ных линий, в которой сравнивают реакцию 
тест-объектов (кролики или мыши) на введение 
двух или более доз стандартного и испытуемого 
образцов.

1 British Pharmacopoeia. London: H.M. Stationery Office; 1980.
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В настоящее время препараты инсулина полу-
чают с помощью биотехнологического синте-
за. В полном объеме предсказать биологиче-
скую активность и клинические эффекты этих 
препаратов возможно только в исследованиях 
на животных или, частично, в исследованиях  
in vitro [2].

В последние годы появилась устойчивая тен-
денция к сокращению использования жи-
вотных для контроля качества и экспертизы 
лекарственных средств в соответствии с кон-
цепцией 3 R. В настоящее время в Фармакопее 
США в монографиях на лекарственные сред-
ства инсулина для оценки биологической ак-
тивности используют, как правило, упрощен-
ный метод: биоидентичность2, а для рутинного 
контроля лекарственных средств инсулина ис-
пользуют хроматографические методы и по ре-
зультатам исследования судят об «активности» 
препарата, причем выражают эти результаты 
в международных единицах действия, что до-
пустимо только при определении биологиче-
ской активности.

«Биологическая активность  — особая способ-
ность или свойство препарата оказывать 
определенный биологический эффект»3, т.е. 
характеризует фармакологическое действие ле-
карственного средства.

Задача физико-химических методов оценки ка-
чества — подтверждать первичную и вторичную 
структуру действующего вещества, а также ко-
личество белка, выраженное в единицах массы. 
Однако данные методы не дают полной инфор-
мации о конформации белка, от которой зависит 
биологическая активность, что особенно важно 
при контроле биосимиляров [3].

Определение величины биологической ак-
тивности инсулина in vivo проводят в срав-
нении с аттестованным СО (в соответствии 
с требованиями Государственной фармакопеи 
Российской Федерации (ГФ РФ)  — с междуна-
родным СО, фармакопейным СО или СО произ-
водителя). В этом случае полученная величина 
биологической активности отражает основ-
ное фармакологическое действие инсулина 
на организм. Определение качества биотехно-
логических лекарственных средств, в частно-
сти инсулина, требует совместного применения 
биологических и физико-химических мето-
дов, что позволяет получать наиболее полную 

информацию [4]. Поэтому определение показа-
теля «Биологическая активность» на кроликах 
или мышах остается важным элементом фар-
макопейного анализа.

В ГФ СССР X издания впервые был введен метод 
простого перекреста на кроликах4, а в дальней-
шем для повышения точности — метод двойного 
перекреста (общая фармакопейная статья (ОФС) 
42-0009-02). В этой же ОФС впервые в России 
были регламентированы испытания на мышах, 
по аналогии с требованиями Британской фарма-
копеи.

Методика определения активности инсулина 
на мышах введена в ГФ  РФ значительно поз-
же, чем на кроликах, и поэтому не так широко 
используется контрольными службами, хотя 
по точности и эффективности не уступает ей. 
Как показала практика, определение биологи-
ческой активности инсулина на мышах вызы-
вает некоторые затруднения у исследователей, 
поэтому для его успешного освоения и прове-
дения испытаний полезны дополнительные 
методические рекомендации. В частности, 
это касается выбора концентрации инсулина 
для проведения испытания, зависящего от чув-
ствительности животных. На чувствительность 
могут влиять различные факторы, включая 
линию, пол и условия содержания на момент 
проведения испытания. Изложенный в статье 
материал получен на мышах-самках, так как их 
чувствительность к инсулину значительно выше, 
чем у самцов.

Кормление и условия содержания животных 
в виварии, а также время проведения испытаний 
достаточно стабильны. Однако нельзя не учиты-
вать внешние факторы, например сезонные, ко-
торые могут активно влиять на обменные про-
цессы, протекающие в организме животных [5]. 
При подборе концентраций инсулина для про-
ведения испытания в конкретное время года 
следует руководствоваться аналитической об-
ластью методики, указанной в ОФС.1.2.4.0001.15 
(Метод В «Определение биологической актив-
ности инсулина по снижению концентрации глю-
козы в крови мышей»).

Цель работы  — предложить рекомендации 
по выбору диапазона концентраций инсулина 
для определения его биологической активности 
на мышах с учетом изменения чувствительности 
животных в зависимости от сезона.

2 United States Pharmacopeia. USP 43–NF 38. 2021.
3 Решение Совета Евразийской экономической комиссии от 03.11.2016 № 89 «Об утверждении Правил проведения иссле-

дований биологических лекарственных средств Евразийского экономического союза».
4 Государственная фармакопея СССР. X изд. М.: Медицина; 1968.
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Материалы и методы
Испытания проводили в соответствии с требо-
ваниями ОФС «Биологические испытания инсу-
лина»5. В испытаниях использовали самок бе-
лых мышей массой тела 22–25 г. Животных 
содержали в стандартных условиях вивария6. 
Методический подход к выбору концентраций 
инсулина показан на материале 80 испытаний, 
проведенных в рамках рутинного контроля 
препаратов инсулина и его аналогов (в даль-
нейшем «инсулина»), выполняемых методом 
двойного перекреста в течение нескольких лет. 
Проанализированы данные, характеризующие 
реакцию мышей на введение в холку стандарт-
ных образцов инсулина разных концентраций 
(объем инъекции 0,3 мл, время взятия крови 
40 мин после инъекции, четыре группы по 12 жи-
вотных в каждой). Содержание глюкозы в крови 
отражало реакцию мышей на введение стан-
дартных образцов инсулина в малых и больших 
концентрациях в первый и второй день испы-
тания. Оценку реакции животных на введение 
инсулина различных концентраций проводили 
в сравнении с контрольной группой, которая 
получала аналогичный объем растворителя: 
подкисленного раствора натрия хлорида 0,9% 
для инъекций.

Результаты и обсуждение
Полученная зависимость средней концентрации 
глюкозы в крови мышей-самок от концентрации 
введенного инсулина представлена в табли-
це 1 и на рисунке 1. Для линеаризации данных 
графическая зависимость построена в логариф-
мических координатах.

Согласно полученным данным (табл. 1, рис. 1) 
внутри каждого из трех диапазонов: 0,03–0,05, 
0,06–0,12 и 0,25–0,30 МЕ/мл средние значе-
ния ответов животных на инсулин практиче-
ски одинаковы. Так как модель параллельных 
линий подразумевает использование дозоза-
висимых и линейных данных, для правильного 
анализа зависимости, представленные дан-
ные целесообразно объединить в три группы  
(табл. 2, рис. 2).

Для демонстрации линейности и дозозависимо-
сти реакции животных провели дисперсионный 
анализ [6] (табл. 3). При этом вычисляли значения 
нескольких источников дисперсии (показателей), 
два из которых («Регрессия» и «Нелинейность») 
являются основными и характеризуют дозозави-
симость и линейность соответственно.

Дисперсионный анализ показал дозозависи-
мость и линейность реакции мышей на инсулин 

5 ОФС.1.2.4.0001.15. Биологические испытания инсулина. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. 
Т. 1. М.; 2018.

6 СП 2.2.1.3218-14. Санитарно-эпидемиологические требования к устройству, оборудованию и содержанию эксперимен-
тально-биологических клиник (вивариев).

Таблица 1. Концентрация глюкозы в крови мышей-самок в ответ на введение инсулина различных концентраций

Table 1. Blood glucose concentrations in female mice after administration of different concentrations of insulin

Концентрация 
инсулина, МЕ/мл

Insulin concentration, 
IU/mL

Число животных 
в группе (n)

Number of animals in 
the group (n)

Средняя концентрация глюкозы в крови животных и полуширина 
доверительного интервала (c– ± Δc–), мг% (P = 99%)

Average blood glucose concentration in the animals and confidence interval  
half-width (c– ± Δc–), mg% (P = 99%)

0* 24 133,76 ± 5,26

0,03 158 101,22 ± 3,74

0,04 95 98,10 ± 5,22

0,05 150 104,72 ± 3,74

0,06 48 89,53 ± 5,17

0,07 148 88,71 ± 3,94

0,09 144 86,55 ± 3,95

0,12 68 83,25 ± 5,92

0,25 150 71,38 ± 3,31

0,27 47 72,18 ± 4,86

0,30 71 66,19 ± 4,14

 * Животным контрольной группы вводили соответвующее количество подкисленного физиологического раствора.
 * Control animals were injected with the appropriate amount of acidified saline.
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во всем исследованном диапазоне вводимых 
концентраций, о чем свидетельствует значимая 
регрессия (304,06 > 6,66) и незначимая нелиней-
ность (2,41 < 3,85). Приведенные доказательства 
позволяют рекомендовать любой достаточно 
широкий участок вышеуказанного диапазона 
аналитической области для подбора конкрет-
ных концентраций инсулина при проведении 
биологических испытаний. При этом следует 

учитывать, что в осенне-зимний период наблю-
дается тенденция к снижению чувствительности 
мышей к инсулину, а в весенне-летний  — к ее 
повышению. Приведем несколько примеров вы-
бора концентраций инсулина при проведении 
испытания двойным перекрестом.

Пример №  1 иллюстрирует применение инсу-
лина в концентрациях, оптимальных для осен-
не-зимнего периода. В этом испытании малые 

Таблица 2. Объединенная реакция мышей-самок на введение инсулина различных концентраций

Table 2. Pooled responses of female mice to administration of different concentrations of insulin

Концентрация 
инсулина, МЕ/мл

Insulin concentration, 
IU/mL

Число животных 
в группе (n)

Number of animals in 
the group (n)

Средняя концентрация глюкозы в крови животных и полуширина 
доверительного интервала (c– ± Δc–), мг% (P = 99%)

Average blood glucose concentration in the animals and confidence interval  
half-width (c– ± Δc–), mg% (P = 99%)

0,040 403 101,78 ± 2,38

0,085 408 87,13 ± 2,31

0,273 268 70,14 ± 2,33
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контроль / control → 

60

70

80

90

100

110

120

130

140

–1,6 –1,1 –0,6 –0,1

Ко
нц

ен
тр

ац
ия

 г
лю

ко
зы

 в
 к

ро
ви

м
ы

ш
ей

, м
г%

Bl
oo

d 
gl

uc
os

e 
co

nc
en

tr
at

io
n

 in
 m

ic
e,

 m
g%

–1,40  
101,78  

–1,07
87,13  

–0,56 
70,14 

60

70

80

90

100

110

–1,4 –1,2 –1 –0,8 –0,6
Концентрация инсулина (lgC)

Insulin concentration (lgC)

Ср
ед

ня
я 

ко
нц

ен
тр

ац
ия

 г
лю

ко
зы

 
в 

кр
ов

и 
м

ы
ш

ей
, м

г%
Av

er
ag

e 
bl

oo
d 

gl
uc

os
e 

co
nc

en
tr

at
io

n
in

 m
ic

e,
 m

g%

Рис. 1. Реакция мышей-самок на введение инсулина различных концентраций

Fig. 1. Responses of female mice to various concentrations of insulin

Рис. 2. Объединенная реакция мышей-самок на введение инсулина различных концентраций с линейной аппроксимацией

Fig. 2. Pooled responses of female mice to administration of different concentrations of insulin, with linear approximation
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и большие концентрации СО инсулина равны 
0,07 и 0,25 МЕ/мл. Для проверки правильности 

полученных результатов испытания провели 
дисперсионный анализ данных (рис. 3).

Таблица 3. Дисперсионный анализ объединенной реакции мышей-самок на введение инсулина

Table 3. Analysis of variance (ANOVA) of the pooled responses of female mice to insulin

Определяемый показатель
Test parameter

Число степеней 
свободы (f)

Number of degrees 
of freedom (f)

Сумма 
квадратов

Sum of 
squares

Средний 
квадрат

Mean 
square

Значение критерия Фишера
Fisher test value

Доверительная 
вероятность (Р)

Confidence 
probability (P)

Fнабл.
Fobs

Fкритич.
Fcrit

Регрессия
Regression 1 160892,75 160892,75 304,06 > 6,66 0,99

Отклонение от регрессии 
(нелинейность)
Departure from regression 
(nonlinearity) 1 1274,36 1274,36 2,41 < 3,85 0,95

Постановки  
(межгрупповая дисперсия)
Treatments (intergroup 
variance)

2 162167,11 81083,55 153,24 > 3,00 0,95

Отклонение (внутригруппо-
вая дисперсия)
Error (intragroup variance)

1076 569357,32 529,14

Итого (Σуy)
Total (Σуy)

1078 731524,43 678,59

Рис. 3. Проверка правильности результатов биологического испытания и вычисление биологической активности инсулина 
(пример № 1)

Fig. 3. Validation of biological test results and calculation of the biological activity of insulin (example 1)
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Так как методика анализа двойного перекре-
ста значительно сложнее, чем анализ одной 
линии (табл. 3), то для вычисления основ-
ных показателей, характеризующих правиль-
ность постановки испытания, необходим ряд 
дополнительных показателей. О наличии 
или отсутствии статистически значимой до-
зозависимости линии ответа и непараллель-
ности линий первого и второго дня соответ-
ственно судят по показателям «Регрессия» и 
«Дни × параллельность»7. Если хотя бы один 
из этих двух показателей не соответствует ни-
жеописанным требованиям ОФС, результаты ис-
пытания следует признать недостоверными.

На рисунке 3 показатели, характеризующие 
правильность постановки, выделены рам-
кой. Для «Регрессии», отражающей дозоза-
висимость, наблюдаемое значение крите-
рия Фишера (Fнабл.) должно быть больше его 
критического значения (Fкритич.) при данном 

числе степеней свободы ( f1 для «Регрессии» 
и f2 для «Отклонения (2)»). Критические значе-
ния критерия Фишера определяют по справоч-
ной таблице. В примере №  1 для показателя 
«Регрессия» Fнабл. составляет 25,62. По справоч-
ной таблице необходимо найти Fкритич. для зна-
чений f1 = 1 и f2 = 43 при доверительной вероят-
ности P = 99%, которое составляет 7,25 (рис. 3). 
Таким образом, полученное неравенство сви-
детельствует о наличии статистически значи-
мой дозозависимости результатов биологиче-
ского испытания.

Fнабл. для показателя «Дни × параллельность», 
характеризующего непараллельность линий 
графика в разные дни, должно быть меньше 
критического значения (Fкритич.) для данного чис-
ла степеней свободы ( f1 для «Дни × параллель-
ность» и f2 для «Отклонения (2)»). Для показате-
ля «Дни × параллельность» Fнабл. составляет 1,01, 
что меньше значения Fкритич. для f1 = 1 и f2 = 43 

7 ОФС.1.1.0014.15. Статистическая обработка результатов определения специфической фармакологической активности лекар-
ственных средств биологическими методами. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 1. М.; 2018.

Рис. 4. Проверка правильности результатов биологического испытания и вычисление биологической активности инсулина 
(пример № 2)

Fig. 4. Validation of biological test results and calculation of the biological activity of insulin (example 2)
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при P = 95%, равного 4,06. Это свидетельству-
ет об отсутствии статистически значимой не-
параллельности результатов в разные дни. 
Следовательно, они параллельны.

Таким образом, результаты биологического испы-
тания следует признать достоверными. Найденная 
биологическая активность испытуемого образца 
составила 91 (51–155) МЕ/мл (P = 95%).

Рис. 5. Проверка правильности результатов биологического испытания и вычисление биологической активности инсулина 
(пример № 3)

Fig. 5. Validation of biological test results and calculation of the biological activity of insulin (example 3)
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В качестве примера № 2 (рис. 4) можно рассмот-
реть пробное испытание, которое проводили 
в межсезонье, ближе к весне, поэтому измени-
ли меньшую концентрацию инсулина, снизив 
ее до 0,05 МЕ/мл, а большую оставили равной 
0,25 МЕ/мл.

Согласно данным, представленным на рисунке 4, 
для показателя «Регрессия», Fнабл. составляет 
100,68, что больше Fкритич. = 7,23 для f1 = 1 (для 
«Регрессии») и f2 = 44 (для «Отклонения (2)») 
при P = 99%, что свидетельствует о статисти-
чески значимой дозозависимости результатов 
биологического испытания.

Для показателя «Дни × параллельность» Fнабл. = 
11,26, что больше Fкритич. = 4,06 для f1 = 1 и f2 = 
44 при P = 95%. Это свидетельствует о наличии 
статистически значимой непараллельности 
результатов в разные дни. Таким образом, ре-
зультаты биологического испытания (пример 
№  2) следует признать недостоверными из-за 
статистически значимой непараллельности ре-
зультатов в разные дни. Это может быть связа-
но со слабой и непостоянной реакцией живот-
ных на введение малой концентрации инсулина 
в разные дни. При перестановке испытания сле-
дует рассмотреть вопрос об увеличении малой 
концентрации раствора инсулина.

Пример №  3 (рис. 5) иллюстрирует ситуацию, 
когда чувствительность животных оказалась 
выше ожидаемой. Испытание проведено в на-
чале зимнего периода, поэтому, предполагая, 
что чувствительность мышей к инсулину ниже 
в этот период, использовали более высокие кон-
центрации инсулина (0,1 и 0,29 МЕ/мл). На ри-
сунке 5 представлены суммарные ответы мышей 
на введение стандартного и испытуемого образ-
ца в малых и больших концентрациях, а также 
результаты дисперсионного анализа.

В первый день испытания наблюдалась вы-
раженная дозозависимая реакция животных 
на введение инсулина в малых и больших кон-
центрациях (стандартный и испытуемый обра-
зец) (рис. 5). Однако во второй день испытания 
дозозависимость практически отсутствовала 
в группе мышей, получивших инсулин в виде СО 

в малых и больших концентрациях, и наблюда-
лась слабая дозозависимость в группах мышей, 
получивших испытуемый препарат.

Несмотря на отсутствие непараллельности  
(Fнабл. = 0,43 < Fкритич. = 4,08), использование вы-
шеуказанных концентраций привело к доволь-
но слабой дозозависимости (близкие значения  
Fнабл. = 10,21 > Fкритич. = 7,28), что отразилось на низ-
кой точности результатов (ширина доверитель-
ного интервала 2,0887 × 100 = 209%). Очевидно, 
что в данном случае необходима перестановка 
испытания. При этом следует уменьшить обе кон-
центрации инсулина, что позволит нормализо-
вать дозозависимость и доверительный интервал.

Заключение
На основании данных, полученных при опреде-
лении биологической активности инсулина, по-
казана линейность и дозозависимость реакции 
мышей-самок на введение инсулина в концен-
трациях 0,03–0,3 МЕ/мл, что позволяет реко-
мендовать использование данного диапазона 
в качестве ориентировочного для определения 
биологической активности инсулина на мышах-
самках.

Продемонстрированы подходы к выбору кон-
центраций инсулина на конкретных примерах 
определения биологической активности с уче-
том сезонного изменения чувствительности мы-
шей-самок. Проведенный статистический ана-
лиз данных показал снижение чувствительности 
животных в осенне-зимний период и повышение 
в весенне-летний, что требует соответствующей 
корректировки концентраций инсулина.

Методика на мышах имеет ряд преимуществ: 
на кроликах испытание продолжается не менее 
двух недель, а на мышах два дня. Это делает ее 
экономически более выгодной, так как требует 
меньше трудовых и временных затрат, а также 
ресурсов для содержания животных.

Результаты данной работы могут представлять 
интерес для сотрудников контрольных служб, 
фирм-производителей, а также при проведении 
доклинических исследований новых препара-
тов инсулина.
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