
доклинические исследования
pREClInICAl sTUdIEs 

549Bulletin of the Scientific Centre for Expert Evaluation of Medicinal Products. 
Regulatory Research and Medicine Evaluation. 2023. Vol. 13, No. 4

Preclinical Studies

УДК 615.076.9:615.357
https://doi.org/10.30895/1991-2919-2023-13-4-549-559
Оригинальная статья | Original article

Определение биологической активности 
гонадотропинов на инбредных 
и аутбредных животных. Часть 1: 
Определение биологической активности 
фолликулостимулирующего гормона

	 Федеральное	государственное	бюджетное	учреждение 
«Научный	центр	экспертизы	средств	медицинского	применения» 
Министерства	здравоохранения	Российской	Федерации, 
Петровский	б-р,	д.	8,	стр.	2,	Москва,	127051,	Российская	Федерация

	 Чечетова Екатерина Олеговна; stepanuk@expmed.ru

Актуальность. Биологическая активность (БА) лекарственных средств может 
различаться в зависимости от способа их получения (биологические и реком-
бинантные). Расширение номенклатуры гонадотропных препаратов, различия 
в способах их получения, невозможность замены биологических методов опре-
деления БА физико-химическими методами требуют совершенствования усло-
вий проведения испытаний с использованием лабораторных животных.
Цель. Анализ результатов определения биологической активности фолликуло-
стимулирующего гормона (ФСГ) на крысах различных линий для выбора опти-
мальных условий проведения испытания.
Материалы и методы. Определение БА проводили методом in vivo. Для срав-
нительного анализа были использованы результаты, полученные в течение 
нескольких лет при исследовании аутбредных и инбредных крыс на введение 
ФСГ. Во всех случаях использовали трехдозовый рандомизированный метод, 
основанный на определении БА испытуемого образца в сравнении с активно-
стью стандартного образца (СО). В качестве СО использовали действующий 
стандарт Всемирной организации здравоохранения, содержащий 183 МЕ ФСГ 
и 177 МЕ ЛГ/амп. (кат. №  10/286). Испытание проводили на неполовозрелых 
крысах-самках аутбредных и инбредных линий Sprague Dawley и Wistar-Kyoto. 
В зависимости от выбора линии крыс менялись условия проведения выполне-
ния испытания. Основными вариабельными параметрами были тест-доза и ко-
личество животных в группах.
Результаты. Проведен сравнительный анализ реакции аутбредных и инбред-
ных животных на введение растворов различных доз стандартного образца ФСГ 
и испытуемых образцов. Для крыс линии Wistar-Kyoto была выявлена относи-
тельно низкая дозозависимость в условиях сужения аналитического диапазона 
методики. Показано, что величина доз и длительность проведения испытания 
зависят от степени чувствительности животных. Разброс результатов при про-
ведении испытания на инбредных крысах был меньше, чем в испытаниях на аут-
бредных животных. Статистический анализ результатов определения БА ФСГ 
показал, что выбор инбредных крыс позволяет вдвое уменьшить количество 
животных, взятых в испытание.
Выводы. Предложенный подход к проведению исследований биологической 
активности ФСГ позволяет сократить количество используемых животных 
при сохранении достоверности результатов и является экономически выгодным.

Ключевые слова: менотропины мочевые и рекомбинантные; фолликулостимулирующий гормон; 
лютеинизирующий гормон; гонадотропин хорионический человеческий; стандартные образцы; 
регрессионный и дисперсионный анализ
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Scientific relevance. The biological activity of medicinal products may vary depend-
ing on the method of production (i.e. biological or recombinant products). The widen-
ing variety of gonadotrophin preparations, the diversity of their production methods, 
and the irreplaceability of biological activity bioassays with physicochemical tests 
require improvement of animal testing conditions.
Aim. This study aimed to determine the biological activity of follicle-stimulating 
hormone (FSH) in several rat lines, analyse the findings, and select the most optimal 
testing conditions.
Materials and methods. The biological activity was determined using in vivo 
methods. The comparative analysis used test results obtained over several years in 
inbred and outbred rats treated with FSH. In all cases, the authors used a three-dose 
randomised method based on the determination of the biological activity of test 
samples by comparison with that of the WHO international standard (IS) containing 
183 IU of FSH bioactivity and 177 IU of LH bioactivity per ampoule (NIBSC code: 
10/286). The study included immature female rats, inbred (Wistar-Kyoto or Sprague 
Dawley) and outbred. Testing conditions depended on the selected rat line, with 
the main variables being the test dose and the number of animals per group.
Results. The authors compared responses of inbred and outbred rats to various 
doses of the FSH IS and test samples. Given the narrow range of the analytical 
procedure, Wistar-Kyoto rats showed a relatively weak dose–response relationship. 
The study demonstrated that the doses and testing duration depended on the sens-
itivity of the animals. Test results were less variable in inbred rats than in outbred 
ones. The statistical analysis of the results of FSH bioactivity testing in inbred and 
outbred rats showed that, with inbred rats, the number of animals could be halved 
without compromising the validity of the test.
Conclusions. The approach proposed in this study provides for testing the biological 
activity of FSH with fewer experimental animals, improved cost-effectiveness, and 
the same reliability of results.

Keywords: urinary menopausal gonadotrophins; recombinant menopausal gonadotrophins; follicle-stimulating 
hormone; luteinising hormone; human chorionic gonadotrophin; reference standards; regression analysis; 
analysis of variance
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Введение
Для лечения заболеваний, связанных с гормо-
нальными нарушениями, и для проведения экс-
тракорпорального оплодотворения, использу-
ют препараты, содержащие гормоны передней 
доли гипофиза: лютеинизирующий (ЛГ) и фолли-
кулостимулирующий (ФСГ), а также вырабатыва-
емый плацентой гонадотропин хорионический 
(ХГ). Перечисленные гормоны являются димер-
ными гликопротеинами, состоящими из двух 
субъединиц α и β [1], при соединении которых 
гормон способен проявлять биологическую ак-
тивность (БА). Строение α-субъединицы одина-
ковое у трех гормонов, β-субъединицы различа-
ются по строению, определяют взаимодействие 
с рецепторами и специфическое биологическое 
действие каждого из гормонов [1, 2].

Первые препараты гонадотропинов были по-
лучены в середине ХХ в. биологическим путем 
из мочи беременных (человеческий гонадотро-
пин хорионический (чГХ)) и женщин, находя-
щихся в менопаузе (человеческий менопаузный 
гонадотропин (чМГ)) [1, 3]. Недостатком этих 
препаратов, как считают исследователи, являет-
ся содержание большого количества примесей 
в виде мочевых белков (урокиназа, эпидермаль-
ный фактор роста, трансферрин и др.) и ЛГ. Эти 
примеси снижают активность гормона, от кото-
рой зависит эффективность проводимого лече-
ния [1, 4, 5]. Как отмечает Н.П. Гончаров, важ-
но знать функциональное состояние гормона 
и (или) его БА (гормональную), так как «молекула 
гормона может иметь антигенные детерминанты, 
но не обладать биологической активностью» [6]. 
Отсутствие биологической активности приводит 
к нарушению процесса созревания фолликулов 
и овариальной стимуляции.

В последнее время наряду с высокоочищенными 
препаратами, получаемыми биологическим пу-
тем, появились гонадотропины рекомбинантные, 
синтез которых основан на экспрессии человече-
ского гена ФСГ в клетках яичников китайского хо-
мячка (chinese hamster ovary, СHO) [4]. Полученный 
опыт применения генно-инженерных гормонов 
в лечебной практике показал, что их активность 
отличается от мочевых препаратов. A.N. Andersen 
и соавт. (2017) установили различия фармакоди-
намики рекомбинантного фолликулостимулиру-
ющего гормона (р-ФСГ) и высокоочищенного чМГ, 
связанные с разной степенью воздействия на эн-

докринную систему, развитие фолликулов, а так-
же на качество полученных ооцитов [7]. В другом 
исследовании обнаружены различия в фарма-
кокинетике этих гормонов. Так, для достижения 
одинакового клинического эффекта требовалось 
значительно меньшее количество ФСГ, выделен-
ного из мочи женщин, чем аналогичного реком-
бинантного гормона [8].

На величину БА гонадотропинов влияет свой-
ственная биологическим препаратам микроге-
терогенность. Часть исследователей считает, 
что основной причиной более низкой активно-
сти рекомбинантных гонадотропинов по срав-
нению с препаратами ФСГ природного происхо-
ждения являются отличия в характере и степени 
гликозилирования гормонов у грызунов в срав-
нении с человеком [1].

Поскольку посторонние примеси также могут 
оказывать влияние на величину активности, од-
ной из задач производителей лекарственных 
средств является улучшение процесса очистки 
для получения препаратов природного проис-
хождения с минимальным или нормированным 
содержанием примесей. Учитывая разнообразие 
выпускаемых гонадотропных препаратов и осо-
бенности их получения, определение БА гона-
дотропинов является обязательным, и только ее 
наличие способно гарантированно обеспечить 
эффективность препаратов.

В соответствии с фармакопейными требовани-
ями определение активности лекарственных 
средств, содержащих ФСГ и ЛГ, возможно только 
биологическими методами с использованием ла-
бораторных животных. Физико-химические ме-
тоды позволяют получить информацию о струк-
туре молекулы и определить количественное 
содержание гормонов в ЛП, но не позволяют 
оценить активность препарата. Появившиеся 
в последнее время на рынке наборы реакти-
вов позволяют определять только количествен-
ное содержание ФСГ и ЛГ в крови человека, 
а не биологическую активность ЛП. Поэтому 
необходим поиск максимально надежных и эко-
номически выгодных методов определения БА 
гонадотропинов.

Наиболее рациональным является применение 
иммунобиологических методов in vitro, что осо-
бенно актуально в связи с необходимостью со-
кращения количества лабораторных животных. 
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Например, в литературе описано использова-
ние иммуноферментного метода, основанного 
на взаимодействии ФСГ с рецепторами грану-
лезных клеток, отвечающих за выработку про-
гестерона в присутствии ФСГ1. Метод является 
количественным, однако пока не используется 
для оценки качества лекарственных средств.

Испытания гонадотропинов на животных основа-
ны на методе Steelman–Pohley [9], суть которого 
состоит в оценке влияния гормона на изменение 
размера половых органов. Для крыс-самок рас-
считывают относительную массу яичников (ОМЯ) 
или матки, для самцов — комплекса добавочных 
половых желез. Определение активности ФСГ, 
в отличие от ЛГ, проводят только на крысах-самках 
и в качестве ответа рассчитывают ОМЯ. Для ин-
терпретации результатов сравнивают полученные 
значения относительной массы органов животно-
го, которому вводили испытуемый образец лекар-
ственного средства (ИО), и животного, которому 
вводили соответствующий стандартный образец 
(СО) с точно установленной величиной БА.

Методики количественного определения БА 
для всех групп гонадотропинов представле-
ны в Государственной фармакопее Российской 
Федерации XIV изд. (ГФ РФ)2. В Европейской 
фармакопее 11.3 изд. определение БА гонадо-
тропинов описано в частных монографиях на го-
надотропин хорионический, фоллитропин и уро-
фоллитропин3. Следует отметить, что согласно 
требованиям как ГФ РФ, так и Европейской фар-
макопеи определение проводят на аутбредных 
крысах. Однако для контроля качества гонадо-
тропинов импортного производства нередко ис-
пользуют и инбредных крыс, как правило, двух 
линий: Wistar-Kyoto или Sprague Dawley.

Цель работы — анализ результатов определения 
биологической активности фолликулостимули-
рующего гормона на крысах различных линий 
для выбора оптимальных условий проведения 
испытания.

Материалы и методы
За рубежом в последние годы, учитывая принцип 
гуманного обращения с животными в эксперимен-
те (принцип «3R»), активно осваивается использо-
вание инбредных крыс, что позволяет уменьшить 
не только количество используемых животных, 
но и вводимые дозы гормона. От выбора статуса 
животного зависят и другие параметры: курсовая 
доза, количество инъекций, длительность прове-
дения испытания. При работе как по отечествен-
ной4, так и по зарубежной методикам, несмотря 
на их различия, используют трехдозовый рандо-
мизированный метод, в основе которого лежит 
определение БА испытуемого образца в сравне-
нии с активностью СО. В качестве СО использо-
вали действующий стандарт ВОЗ5, содержащий 
183 МЕ ФСГ и 177 МЕ ЛГ/амп. (кат. № 10/286).

Испытание проводили на неполовозозрелых 
крысах-самках аутбредных6 и инбредных ли-
ний Sprague Dawley7 и Wistar-Kyoto8, массой 
(на начало опыта) 32–36 г. Животных содержали 
в стандартных условиях вивария. Доступ к воде 
и пище был свободным. Все манипуляции на жи-
вотных проводили в соответствии с требования-
ми нормативных документов9.

Животные были разделены на группы: инбредные 
по пять особей в группе, аутбредные  — по де-
сять. В качестве растворителя СО и ИО использо-
вали альбумино-фосфатный буфер10, в который 
для получения оптимального ответа животного 
добавляли избыточное количество чХГ (70 МЕ/мл). 
Реакция на добавление чХГ является специфиче-
ской при определении БА ФСГ за счет лютеинизи-
рующей активности хорионического гонадотро-
пина. В качестве ответа оценивали ОМЯ.

В каждом опыте в течение четырех дней трем 
группам животных подкожно вводили растворы 
СО в разных дозах (малая, средняя, большая), 
а трем другим — ИО соответственно. Величины 
курсовых доз, полученных каждым живот-
ным в течение опыта, зависели от выбранной 

1 Воробьев ИИ. Методы функциональной экспрессии генов, кодирующих фармацевтически значимые гликопротеины: дис. … 
д-ра биол. наук. М.; 2019.

2 ОФС.1.2.4.0014.18 Биологические испытания гонадотропинов. Государственная фармакопея Российской Федерации. 
XIV изд. Т. 1. М.; 2018.

3 Monograph 01/2020:0498 Gonadotrophin, Chorionic; Monograph 01/2020:0958 Urofollitropin; Monograph 01/2023:2285 
Follitropin. European Pharmacopoeia. 11th ed. Strasbourg; 2023.

4 ОФС.1.2.4.0014.18 Биологические испытания гонадотропинов. Государственная фармакопея Российской Федерации. 
XIV изд. Т. 1. М.; 2018.

5 https://cdn.who.int/media/docs/default-source/biologicals/blood-products/catalogue/alphabetical-list.pdf?sfvrsn=15455482_2
6 ФГБУН «Научный центр биомедицинских технологий» ФМБА России, Филиал «Андреевка».
7 ФГБУН «Научный центр биомедицинских технологий» ФМБА России, Филиал «Столбовая».
8 Питомник лабораторных животных «Пущино».
9 СП 2.2.1.3218-14 Санитарно-эпидемиологические требования к устройству, оборудованию и содержанию эксперимен-

тально-биологических клиник (вивариев). 2014.
 ГОСТ 33215-2014 Руководство по содержанию и уходу за лабораторными животными. 
10 ОФС.1.2.4.0014.18 Биологические испытания гонадотропинов. Государственная фармакопея Российской Федерации. 

XIV изд. Т. 1. М.; 2018.
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методики (табл. 1–3). На пятый день проводи-
ли эвтаназию и выделяли яичники. Очищенные 
и просушенные фильтровальной бумагой орга-
ны взвешивали и определяли ОМЯ. Результаты 
обрабатывали в соответствии с требованиями 
ГФ РФ11. Величина БА во всех испытаниях соот-
ветствовала установленным требованиям.

Сначала был проведен сравнительный ана-
лиз реакции аутбредных и инбредных живот-
ных на введение СО с известной активностью. 
Сравнение проводили по следующим парамет-
рам: степень дозозависимости, абсолютная ве-
личина ответов и интегральный показатель.

Степень дозозависимости определяется угло-
вым коэффициентом линейной регрессии (b). 
Интегральный показатель представляет собой 
отношение s/b, где s — среднее квадратическое 
отклонение (корень квадратный из внутригруп-

повой дисперсии результатов испытания  — s2). 
Чем меньше дисперсия результатов в испытании 
и (или) чем больше угол наклона линии дозоза-
висимости, тем более точны и воспроизводимы 
результаты. Регрессионный и дисперсионный 
анализ данных, а также вычисление БА гонадо-
тропинов проводили с помощью электронных 
таблиц и программного обеспечения CombiStats.

Затем сравнили реакцию аутбредных и инбред-
ных животных, полученную при испытаниях 
в целом, т.е. при учете данных как СО, так и ИО 
по интегральному показателю.

Результаты и обсуждение
Вначале были проанализированы данные, харак-
теризующие реакции аутбредных и инбредных 
крыс (Sprague Dawley, Wistar-Kyoto) на введение 
растворов различных доз СО ФСГ. Величины 

11 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.

Таблица 1. Реакция аутбредных крыс-самок на введение стандартного образца фолликулостимулирующего гормона (ФСГ)

Table 1. Responses of female outbred rats to the international standard for follicle-stimulating hormone (FSH)

Курсовая доза ФСГ,  
МЕ/животное

Accumulated FSH dose, IU/animal

Среднее значение относительной массы яичников (ОМЯ) и полуширина доверительного 
интервала (ОМЯ ± ΔОМЯ) при доверительной вероятности P = 95%

Average ovary-to-body weight ratio and confidence interval half-width (ОМЯ ± ΔОМЯ) (P = 95%)

2,63 1,40±0,09

5,25 2,03±0,18

10,25 2,45±0,17
Таблица составлена авторами по собственным данным / The table is prepared by the authors using their own data

Таблица 2. Реакция крыс-самок линии Sprague Dawley на введение стандартного образца фолликулостимулирующего гормона (ФСГ)

Table 2. Responses of Sprague Dawley female rats to the international standard for follicle-stimulating hormone (FSH) 

Курсовая доза ФСГ,  
МЕ/животное

Accumulated FSH dose, IU/animal

Среднее значение относительной массы яичников (ОМЯ) и полуширина доверительного 
интервала (ОМЯ ± ΔОМЯ) при доверительной вероятности P = 95%

Average ovary-to-body weight ratio and confidence interval half-width (ОМЯ ± ΔОМЯ) (P = 95%)

1,00 1,26±0,12

2,00 1,73±0,22

4,25 2,12±0,25
Таблица составлена авторами по собственным данным / The table is prepared by the authors using their own data

Таблица 3. Реакция крыс-самок линии Wistar-Kyoto на введение стандартного образца фолликулостимулирующего гормона (ФСГ)

Table 3. Responses of Wistar-Kyoto female rats to the international standard for follicle-stimulating hormone (FSH)

Курсовая доза ФСГ,  
МЕ/животное

Accumulated FSH dose, IU/animal

Среднее значение относительной массы яичников (ОМЯ) и полуширина доверительного 
интервала (ОМЯ ± ΔОМЯ) при доверительной вероятности P = 95%

Average ovary-to-body weight ratio and confidence interval half-width (ОМЯ ± ΔОМЯ) (P = 95%)

2,05 1,91±0,18

2,90 2,05±0,17

4,12 2,14±0,16
Таблица составлена авторами по собственным данным / The table is prepared by the authors using their own data
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курсовых доз и соответствующие ответы живот-
ных, в которых значения ОМЯ различались ста-
тистически незначимо, объединили и усреднили. 
Результаты представлены в таблицах 1–3.

Представленные данные демонстрируют прямую 
зависимость ОМЯ от курсовых доз. Установлено, 
что ответы инбредных крыс на введение кур-
совых доз близки к ответам аутбредных крыс. 
Следует отметить, что курсовые дозы, вводимые 
инбредным животным, примерно в 2 раза мень-
ше доз, вводимых аутбредным. Это свидетель-
ствует о том, что чувствительность инбредных 
животных выше, чем аутбредных.

Так как модель параллельных линий подра-
зумевает наличие статистически значимой 

линейной дозозависимости и незначимой не-
параллельности, а также наличие статисти-
чески значимого коэффициента регрессии b, 
характеризующего дозозависимость, для про-
верки выполнения этих условий провели дис-
персионный и регрессионный анализ [10–12] 
зависимости ОМЯ от логарифма курсовых доз 
(рис. 1). Результаты дисперсионного анализа 
(табл. 4–6) показали значимость и линейность 
реакции аутбредных (табл. 4) и инбредных 
животных линии Sprague Dawley (табл. 5). 
Об этом свидетельствуют:
• значимость коэффициента регрессии b (на-

блюдаемые значения критерия Фишера 
(F-критерия), представляющего собой соот-
ношение дисперсий, превышают критические 

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным / The figure is prepared by the authors using their own data

Рис. 1. Объединенная реакция самок аутбредных крыс, линии Sprague Dawley и линии Wistar-Kyoto на введение стандартного 
образца фолликулостимулирующего гормона с линейной аппроксимацией

Fig. 1. Pooled responses of female outbred, Sprague Dawley, and Wistar-Kyoto rats to the international standard for follicle-stimulating 
hormone, with linear approximation
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Таблица 4. Результаты оценки объединенной реакции аутбредных крыс самок на введение стандартного образца фолликуло
стимулирующего гормона методом дисперсионного анализа

Table 4. Analysis of variance of pooled responses of female outbred rats to the international standard for follicle-stimulating hormone

Определяемый показатель
Source of variance

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 (Р, %)Fнабл Fкритич

Регрессия
Regression 1 31,04 31,04 91,50>6,79 99

Отклонение от регрессии 
(нелинейность)
Departure from regression 
(non-linearity)

1 0,34 0,34 1,01<3,90 95

Постановки (межгруппо-
вая дисперсия)
Treatments (intergroup 
variance)

2 31,39 15,69 46,26>3,05 95

Отклонение (дисперсия)
Error (intragroup variance) 164 55,64 0,34 

Итого (Σуy)
Total (Σуy)

166 87,02 0,52

Таблица составлена авторами по собственным данным / The table is prepared by the authors using their own data
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для данного числа степеней свободы f при до-
верительной вероятности P=99%);

• незначимость нелинейности (наблюдае-
мые значения F-критерия меньше критиче-
ских для данного числа степеней свободы f 
при P=95%).

Регрессионный анализ показал высокий коэф-
фициент линейной регрессии: b=0,76±0,16, (аут-
бредные животные) и b=0,59±0,20 (инбредные 
животные) (P=95%).

На основании данных дисперсионного и ре-
грессионного анализа ответа животных линии 
Wistar-Kyoto на введение СО ФСГ было показано 
отсутствие значимой дозозависимости: наблю-
даемое значение F-критерия меньше критиче-
ского, а коэффициент линейной регрессии со-
ставил b=0,33±0,34 (P=95%).

При исследовании объединенных реакций крыс-
самок линии Wistar-Kyoto установлено, что диапа-
зон вводимых доз был в два раза уже, чем при вве-
дении растворов СО ФСГ аутбредным крысам 
и крысам линии Sprague Dawley. Так, соотноше-
ние между дозами для животных линии Wistar-
Kyoto составило 1:1,4, что значительно меньше, 
чем величина, указанная в методиках с примене-
нием других линий крыс (1:2)12. В результате дозы, 
вводимые крысам линии Wistar-Kyoto, составляли 
в два раза меньший диапазон (рис. 1). На рисунке 

показано, что три дозы, введенные крысам Wistar-
Kyoto, расположены в интервале между средней 
и большой дозой для Sprague Dawley, а также 
малой и средней для аутбредных, что может сви-
детельствовать о высокой чувствительности жи-
вотных линии Wistar-Kyoto к гормону. При этом 
реакция животных как линии Wistar-Kyoto, так 
и Sprague Dawley на сопоставимые дозы оказа-
лась практически одинаковой.

На основании полученных результатов можно 
предположить, что вероятной причиной срав-
нительно низкой дозозависимости, полученной 
при исследовании реакции крыс линии Wistar-
Kyoto на введение СО, является недостаточный 
охват диапазона эффективных доз. Вследствие 
сужения аналитического диапазона методики 
были получены результаты, неадекватно интер-
претирующие реакцию животных. Так как ис-
пытания с иными дозами и с большей разницей 
между ними не проводили, линия Wistar-Kyoto 
была исключена из дальнейшего исследования.

Далее был проведен сравнительный анализ ли-
ний дозозависимости СО ФСГ аутбредных крыс 
и крыс линии Sprague Dawley. Различие между 
двумя линиями регрессии считают незначимым, 
если их угловые коэффициенты линейной ре-
грессии b значимо не различаются. Это было 
проверено с помощью t-критерия (табл.  7), ко-
торый можно применять, только если обе линии 

Таблица 5. Результаты оценки объединенной реакции самок крыс линии Sprague Dawley на введение стандартного образца 
фолликулостимулирующего гормона методом дисперсионного анализа

Table 5. Analysis of variance of pooled responses of female Sprague Dawley rats to the international standard for follicle-stimulating 
hormone

Определяемый показатель
Source of variance

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 (Р, %)Fнабл Fкритич

Регрессия
Regression 1 14,14 14,14 32,39>6,88 99

Отклонение от регрессии 
(нелинейность)
Departure from regression 
(non-linearity)

1 0,08 0,08 0,19<3,93 95

Постановки (межгруппо-
вая дисперсия)
Treatments (intergroup 
variance)

2 14,23 7,11 16,29>3,08 95

Отклонение (внутригруп-
повая дисперсия)
Error (intragroup variance)

113 49,34 0,44 

Итого (Σуy)
Total (Σуy)

115 65,57 0,55

Таблица составлена авторами по собственным данным / The table is prepared by the authors using their own data

12 ОФС.1.2.4.0014.18 Биологические испытания гонадотропинов. Государственная фармакопея Российской Федерации. 
XIV изд. Т. 1. М.; 2018.
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характеризуются одной и той же дисперсией 
[11, 12]. Сравнение дисперсий проводили с по-
мощью F-критерия. Различия дисперсий незна-
чимы, так как Fнабл<Fкритич (P=95%), следовательно, 
можно сравнить линии на предмет параллельно-
сти и совпадения уровней (табл. 7).

Так как tнабл<tкритич ( f=279, P=95%), линии дозоза-
висимости СО ФСГ аутбредных крыс и крыс ли-
нии Sprague Dawley следует считать параллель-
ными. Это позволило сравнить линии на предмет 
совпадения.

Установлено, что инбредные животные значи-
тельно сильнее реагируют на введение СО ФСГ 
(в среднем d(инбр)–(аутбр)=0,38), несмотря на исполь-
зование меньших доз. В то же время для аут-
бредных крыс величина интегрального показа-
теля при исследовании реакции на СО оказалась 
меньше, чем для инбредных и составила соот-
ветственно 0,76 и 1,13 (табл. 8). Чем меньше 
данное значение, тем достовернее результаты, 
так как меньше разброс и выше дозозависи-
мость. Однако в случаях определения БА ИО 
лекарственных средств разница интегральных 
показателей для аутбредных и инбредных жи-
вотных практически нивелировалась (0,44±0,23 
и 0,47±0,31 соответственно). Это можно объяс-
нить тем, что исследования проводили в течение 
двух лет. Проведение исследований в течение 
такого длительного периода приводит к возник-
новению дополнительных переменных, таких 

как различия между партиями крыс, поставляе-
мых из разных питомников, влияние времени 
года и т.п., увеличивающих разброс статисти-
ческих параметров, полученных при учете ре-
зультатов испытаний СО.

При анализе тех же параметров, значения кото-
рых были получены в исследовании БА ИО ле-
карственных средств в сравнении с СО, разброс 
данных был меньше, а разница в интегральном 
показателе практически отсутствовала. Следует 
отметить, что при этом количество использо-
ванных инбредных животных было меньше, 
а общее количество учтенных ответов при этом 
составило для аутбредных — 337 и инбредных — 
209. Таким образом, следует признать, что чув-
ствительность инбредных крыс выше.

Заключение
На основании проведенного анализа установле-
но следующее:
• у инбредных крыс чувствительность к ФСГ 

больше, чем у аутбредных. Это позволяет ис-
пользовать меньшее количество животных 
для определения статистически значимой 
биологической активности;

• ввиду большей чувствительности инбредных 
крыс для получения оптимальных ответов 
животным достаточно вводить меньшие дозы 
гормонов. Соотношение между дозами долж-
но быть не менее 1:2.

Таблица 6. Результаты оценки объединенной реакции самок крыс линии Wistar-Kyoto на введение стандартного образца фолли
кулостимулирующего гормона методом дисперсионного анализа

Table 6. Analysis of variance of pooled responses of female Wistar-Kyoto rats to the international standard for follicle-stimulating hormone

Определяемый показатель
Source of variance

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 (Р, %)Fнабл Fкритич

Регрессия
Regression 1 0,94 0,94 3,69<6,89 99

Отклонение от регрессии 
(нелинейность)
Departure from regression 
(non-linearity)

1 0,02 0,02 0,08<3,94 95

Постановки (межгруппо-
вая дисперсия)
Treatments (intergroup 
variance)

2 0,96 0,48 1,88<3,09 95

Отклонение (внутригруп-
повая дисперсия)
Error (intragroup variance)

103 26,23 0,25

Итого (Σуy)
Total (Σуy)

105 27,18 0,26

Таблица составлена авторами по собственным данным / The table is prepared by the authors using their own data

Примечание. Жирным шрифтом отмечены значения критерия Фишера, подтверждающие отсутствие значимой дозозависимости.
Note. Fisher test values given in bold indicate that there is no significant dose–response relationship.



557

Определение биологической активности гонадотропинов на инбредных и аутбредных животных...
Батуашвили Т.А., Чечетова Е.О., Шадрин П.В., Неугодова Н.П.

Bulletin of the Scientific Centre for Expert Evaluation of Medicinal Products. 
Regulatory Research and Medicine Evaluation. 2023. Vol. 13, No. 4

Выбор инбредных крыс позволяет уменьшить 
вдвое количество животных, взятых в испы-
тание. При этом статистические параметры 
свидетельствуют о достоверности и надежно-
сти результатов, что подтверждает предпочти-
тельное использование инбредных животных 
для определения биологической активности 
ФСГ. Результаты исследования будут учтены 
при пересмотре ОФС «Биологические испытания 

гонадотропинов» для следующего издания 
отечественной фармакопеи.

Предложенный подход к проведению иссле-
дований биологической активности позволяет 
сократить количество используемых живот-
ных при той же достоверности получаемых ре-
зультатов, экономически выгоден и согласуется 
с концепцией гуманного использования живот-
ных в эксперименте (принцип «3R»).

Таблица 7. Сравнительный анализ линий регрессии, характеризующих реакцию крыс-самок аутбредных и линии Sprague Dawley 
на введение стандартного образца фолликулостимулирующего гормона

Table 7. Comparative analysis of regression lines characterising responses of female outbred and Sprague Dawley rats to the international 
standard for follicle-stimulating hormone

Статус животных 
Line

Аутбредные 
Outbred Sprague Dawley

Угловой коэффициент линейной регрессии b 
Slope, b 0,76 0,59

Дисперсия s2 
Variance, s2 0,34 0,43

Количество животных N 
Number of animals, N 167 116

Среднее значение натурального логарифма 
курсовой дозы x

Mean ln (accumulated dose) x
1,72 0,76

Средний ответ y, мг/г
Mean response, y, mg/g 82,01 81,73

Сравнение дисперсий s2

Comparison of variances, s2

Fнабл= 1,28 f большей дисперсии
f, maximum variance

f меньшей дисперсии
f, minimum variance

Дисперсии статистически  
значимо не различаются

No significant difference  
between variancesFкритич= 1,32 (P=95%) 165 114

Сравнение коэффициентов линейной регрессии b (оценка параллельности линий)
Comparison of slopes, b (parallelism estimation)

tнабл= 1,39 f =279 

tкритич= 1,97 (P=95%) Линии параллельны
Lines are parallel

Сравнение линий на предмет совпадения
Comparison of lines for overlapping

tнабл= 3,92 f =279

tкритич= 2,58 (P=99%) Линии значимо не совпадают
No significant overlappingd(инбр)–(аутбр)= 0,38 мг/г

Таблица составлена авторами по собственным данным / The table is prepared by the authors using their own data

Примечание. F — критерий Фишера; t — критерий Стьюдента; f — число степеней свободы; P — доверительная вероятность; 
d(инбр)–(аутбр) — среднее расстояние между линиями дозозависимости, характеризующее разность реакции инбредных и аутбред
ных животных (мг/г).
Note. F, Fisher’s test; t, Student’s test; f, number of degrees of freedom; P, confidence probability; d(инбр)–(аутбр), average distance between 
dose–response lines for inbred and outbred animals (mg/g).
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