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Применение дисперсионного анализа  
в экспериментальной фармакологии

Цорин И. Б.
ФГБНУ «НИИ фармакологии имени В.В. Закусова», Москва, Российская Федерация 

Аннотация. В статье рассматриваются различные типы дисперсионного анализа: однофакторный, двухфакторный, повторных измерений, в том 
числе подробно разбирается дисперсионный анализ категориальных данных. Описываются критерии множественных сравнений: по Бонферрони, 
по Ньюмену–Кейлсу, по Даннету, по Шеффе. Все рассмотренные методы сопровождаются примерами анализа фармакологических данных.

Ключевые слова: дисперсионный анализ; множественные сравнения; количественные и категориальные данные 
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Application of variance analysis in experimental pharmacology
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Abstract. The article discusses various types of variance analysis: one-factor, two-factor, repeated measurements, including detailed analysis of variance 

categorical data. The criteria of multiple comparisons are described: according to Bonferroni, according to Newman-Kales, according to Dunnet, according 
to Scheffe. All the methods considered are accompanied by examples of analysis of pharmacological data.
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Введение / Introduction

По своей сути фармакологические исследования 
это выявление эффекта воздействия на организм жи-
вотного одного и более (2–3) качественных факторов, 
имеющих 2 и более уровней (градаций). В эксперимен-
те, в котором изучается воздействие одного фактора в 
2 градациях (т. е. проводится только одно сравнение), 
может быть использован t-критерий Стьюдента или 
непараметрический метод Манна–Уитни. Однако в 
большинстве исследований действующих факторов и 
их градаций бывает, как правило, больше. Очень часто 
при такой ситуации исследователи проводят попарное 
сравнение большого количества выборок с помо-
щью методов, предназначенных для оценки различий  
2 групп (наиболее часто критерий Стьюдента). Такой 
подход является грубой ошибкой, так как в этом случае 
вступает в силу эффект множественных сравнений.

Рассмотрим гипотетический пример. Исследовали 
влияние соединений А и В на уровень артериально-
го давления. Эксперимент проводили на 3 группах 
спонтанно гипертензивных крыс: 1-я — в течение 
месяца получает вещество А; 2-я — вещество В; 3-я — 
эквивалентный объём растворителя. Статистиче-
ская обработка с помощью стандартного критерия 
Стьюдента показала, что в каждом из трёх сравнений  
р < 0,05, т. е. вероятность ошибки I рода (отвергнуть 
верную нулевую гипотезу) менее 5 %. Однако это не 
совсем так. В действительности, так как мы допу-
скаем 5 % процентную ошибку в каждом из сравне-

ний, вероятность ошибки будет значительно больше.  
В общем случае эта вероятность равна: 

P ′ = 1 − (1 − p)k,

где k — количество сравнений; р — принятый нами 
критический уровень значимости (при одном сравне-
нии P ′ = p). При небольшом количестве сравнений 
P ′ ≈ pk. Следовательно, в нашем случае вероятность 
ошибиться хотя бы в 1 из сравнений составляет не 
многим менее 15 % [1].

Для анализа результатов наблюдений, зависящих 
от различных действующих факторов, с целью вы-
явления наиболее значимых факторов и оценки их 
влияния на исследуемый процесс, в 1918 г. Рональдом 
Фишером (английский математик и генетик, один из 
основателей популяционной генетики) был разрабо-
тан дисперсионный анализ (латинская аббревиатура 
ANOVA) [2, 3]. (В действительности критерий Стью-
дента даёт такие же результаты, что и дисперсионный 
анализ для одного фактора с 2 градациями).

С помощью дисперсионного анализа устанавли-
вается, какая доля общей вариации регистрируемых 
показателей связана с изменением градаций изучаемых 
факторов. Если дисперсия, связанная с действием 
изучаемого фактора, будет значимо отличаться от 
остаточной (случайной) дисперсии, то можно сделать 
вывод о значительном влиянии фактора на среднее 
значение наблюдаемой случайной величины [3, 4].

Следует отметить, что факторы можно разделить 
на две группы: регулируемые и нерегулируемые. Гра-
дации регулируемых факторов исследователь может 

УДК 615.015.519.254
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менять по своему усмотрению в процессе плани-
рования эксперимента (например, дозы вещества, 
модель патологического процесса и т. д.); градации 
нерегулируемых факторов заданы изначально и не 
могут быть изменены по воле экспериментатора [4, 5]. 
В экспериментальной фармакологии изучают действие 
регулируемых факторов.

Классический дисперсионный анализ (существуют 
также его непараметрические аналоги) основывается 
на следующих допущениях: изучаемые случайные 
величины имеют нормальное или близкое к нему рас-
пределение; дисперсии экспериментальных данных 
на всех градациях изучаемых факторов гомогенны 
(неразличимы); изучаемые факторы (если их больше 1) 
независимы; выборки сформированы случайным об-
разом (рандомизированы) [3–6].

Поэтому перед проведением дисперсионного ана-
лиза следует вначале проверить нормальность распре-
деления изучаемых случайных величин и гомогенность 
дисперсий анализируемых совокупностей.

Для проверки нормальности распределения малых 
выборок (n ≤ 50) может быть использован критерий 
Шапиро–Уилка, для анализа выборок больших раз-
меров обычно применяют критерий Колмогорова–
Смирнова. Для проверки гомогенности дисперсий 
наиболее универсальным является критерий Левене в 
модификации Брауна–Форсайта. Подробно эти методы 
мы разбирать в данной статье не будем, они изложены 
в [7] и программно разработаны в ППП «Statistika».

В зависимости от количества факторов, влияние 
которых на результирующий признак изучается, вы-
деляют однофакторный и многофакторный дисперси-
онный анализ. В том случае, если изучается влияние 
факторов на более чем одну независимую переменную, 
характеризующую объект исследования, используют 
многомерную версию дисперсионного анализа. Для 
анализа влияния различных уровней фактора на один 
и тот же объект (зависимые выборки) разработан 
дисперсионный анализ повторных измерений (этот 
же подход используется при изучении временной 
динамики изменений результирующего признака). 
В данной статье будут рассмотрены однофакторный 
и двухфакторный дисперсионный анализ, а также 
дисперсионный анализ повторных измерений.

Однофакторный дисперсионный анализ [1, 4, 6]. Как 
мы уже упоминали выше: с помощью дисперсионного 
анализа устанавливается, какая доля общей вариации 
регистрируемого показателя (признака) связана с из-
менением градаций регулируемых (изучаемых) фак-
торов. Выборочная вариация признака представляет 
собой следующую величину:

 S x xi
i

n

= − •
=
∑( )

1

2 ,                           (1)

где x• — средняя арифметическая выборки; xi. — i-ая 
варианта выборки. В англоязычной литературе и в 

пакетах статистических программ для обозначения 
вариации используется аббревиатура SS.

Предположим, что мы воздействуем на изучаемые 
объекты фактором А, имеющим m градаций. В каж-
дой из m независимых выборок имеется по n вариант 
(объектов исследования). Такую совокупность на-
зывают дисперсионным комплексом. В том случае, 
если количество вариант в выборках равночисленно 
или пропорционально, дисперсионный комплекс 
называют ортогональным, в противном случае — не-
ортогональным. При планировании эксперимента 
(особенно при многофакторном анализе) желательно 
организовывать ортогональные комплексы, однако 
это не всегда удаётся, поэтому мы рассмотрим более 
общий случай однофакторного дисперсионного ана-
лиза неортогональных комплексов.

Общая вариация (Sg, general — общий) в случае 
однофакторного дисперсионного комплекса состо-
ит из межгрупповой или факториальной вариации 
(Sf, factor), обусловленной влиянием регулируемого 
фактора, и случайной или остаточной или внутри-
групповой вариации (Se, error — ошибка): 

Sg = Sf + Se.                                   (2)

Предположим, что в m независимых выборок име-
ется по ni вариант, тогда общее количество вариант:

 N ni
i

m

=
=
∑

1

.                                   (3) 

Расчёт общей вариации может быть проведён по 
следующей формуле: 

S x x x Nxg ij
j

n

i

m

ij
j

n

i

mi i

= − = −••
== ==

••∑∑ ∑∑( )
11

2 2

11

2 ,      (4) 

где

x
N

xij
j

n

i

m i

••
==

= ∑∑1

11

,                             (5) 

общая средняя дисперсионного комплекса; xij  — ва-
рианты комплекса.

Общая средняя дисперсионного комплекса может 
быть также рассчитана по формуле:

 x
N

n xi i
i

m

•• •
=

= ∑1

1

( ),                          (6) 

где xi•  — средняя арифметическая i-ой выборки.
Расчёт факториальной вариации может быть про-

ведён по следующей формуле:

S n x x n x Nxf i
i

m

i i i
i

m

= − = −
=

• •• •
=

••∑ ∑( )
1

2 2

1

2 ,         (7) 

тогда 

Se = Sg − Sf,                                 (8)

или
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 S x x x n xe ij i
j

n

i

m

ji
j

n

i

m

i i
i

mi i

= − = −•
== ==

•
=

∑∑ ∑∑ ∑( )
11

2 2

11

2

1

.        (9) 

Разделив полученные вариации на количество 
степеней свободы, мы получим соответствующие 
выборочные дисперсии:

– для общей вариации количество степеней свободы: 

vg = N − 1;                                 (10) 

– для факториальной вариации:  

vf
 = m − 1;                                (11) 

– для остаточной вариации: 

 ve = N − m.                              (12) 

Соответствующие дисперсии (в англоязычной 
литературе и пакетах статистических программ при-
меняется аббревиатура MS) будут равны: 

s

x x

N
g

ij
j

n

i

m i

2

2

11

1
=

−

−

••
==

∑∑ ( )

;                        (13)

 s

n x x

mf

i i
i

m

2

2

1

1
=

−

−

• ••
=
∑ ( )

;                        (14) 

s

x x

N m
e

ij i
j

n

i

m i

2 11

2

=
−

−

•
==

∑∑ ( )

.                      (15)

Так как нулевая гипотеза однофакторного дис-
персионного анализа предполагает, что изучаемый 
регулируемый фактор не влияет на результирующий 
признак, то, следовательно, s sf e

2 2= . Эта гипотеза про-
веряется с помощью критерия Фишера для сравнения 
двух дисперсий: если 

F
s

s
Ff

e
m N m= ≥ − −

2

2 1, ,α ,                      (16) 

где m−1, N−m — количество степеней свободы; α — 
критический уровень значимости; Fm−1,N−m,α — α % 
квантиль распределения Фишера–Снедекора, то ну-
левая гипотеза отвергается на уровне значимости  
p ≤ α (в настоящее время с помощью компьютерных 
программ рассчитывается точное значение р) и при-
нимается альтернативная гипотеза о том, что регули-
руемый фактор изменяет результирующий признак. 
Теоретически F должно быть больше или равно 1,  
т. е. s sf e

2 2≥ , однако иногда оказывается, что F < 1, такой 
результат может быть связан с влиянием случайности 
выборок. С другой стороны, значительно меньшая s f

2 ,  
по сравнению с se

2 , может указывать на серьёзные 
нарушения требований случайности формирования 
выборок или о других нарушениях, приводящих к не-

корректности полученных данных. Чтобы проверить 
корректность полученных данных, надо рассчитать

 F
s

s
e

f

=
2

2
,                                     (17) 

если

 F
s

s
Fe

f
N m m= < − −

2

2 1, ,α ,                          (18) 

то различия между дисперсиями имеют случайный 
характер, и проверяемая нулевая гипотеза сохраня-
ется. В противном случае надо либо искать ошибку 
в организации эксперимента, либо предположить 
большое сходство результирующего признака при 
различных градациях регулируемого фактора (такой 
эффект, например, можно наблюдать при сравнении 
различных линий животных). Всегда следует учиты-
вать, что принятие нулевой гипотезы не предполагает 
того, что изучаемый фактор не влияет на признак, 
такой результат лишь даёт право сделать вывод о том, 
что действие фактора статистически не доказано [5].

После того как установлено статистически значи-
мое влияние изучаемого фактора, можно рассчитать 
силу его влияния на результирующий признак. С этой 
целью могут быть использованы методы Плохинского 
и Снедекора. В данной работе мы рассмотрим только 
метод Плохинского [4, 5].

Метод Плохинского. При использовании этого 
метода силу влияния фактора определяют как долю 
факториальной (межгрупповой) вариации в общей 
вариации результирующего признака. Показатель 
силы влияния обозначают hf

2  и рассчитывают сле-
дующим образом:

η f
f

g

S

S
2 = .                                    (19) 

Критерием статистической значимости этого по-
казателя является его отношение к своей ошибке, 
которую можно рассчитать по следующей прибли-
женной формуле:

 s
m

N mh f
f
2 1

12= − −
−

( )η ,                           (20) 

где m — число градаций (уровней) изучаемого факто-
ра; N — объём дисперсионного комплекса. Нулевую 
гипотезу отвергают, если

 F s Ff h m N m
f

= ≥ − −η α
2

12 , , .                        (21) 

Исходя из ошибки силы влияния фактора, можно 
рассчитать доверительный интервал этого показателя:

 η η αf m N ms F
f

2
12± − −, , .                            (22)

Следует учитывать, что верхняя граница силы влияния 
фактора не может быть больше 1, а нижняя грани- 
ца — меньше 0 [4, 5].
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Пример 1. На трёх группах крыс линии SHR изуча-
ли влияние соединений А и В в условиях многоднев-
ного введения на уровень АД, в контрольной группе 
вводили раствор натрия хлорида 0,9 % изотониче-
ский. После месячного курса инъекций оказалось, что 
уровни среднего АД составляли: в I группе (контроль,  
n1 = 5) — 185, 187, 190, 193, 195 мм рт.ст.; во II группе 
(в-во А, n2 = 7) — 165, 168, 172, 173, 175, 175, 178 мм рт.ст.; 
в III группе (в-во В, n3 = 6) — 180, 182, 183, 185, 186, 
189 мм рт.ст. В соответствие с планом эксперимента 
такие данные следует обрабатывать с помощью дис-
персионного анализа. Нулевая гипотеза: препараты 
не влияют на АД. Альтернативная гипотеза: хотя бы 
один препарат изменяет АД. Для проведения диспер-
сионного анализа построим табл. 1, в которой будут 
зафиксированы результаты обработки.

Анализ дисперсионного комплекса, проведённый 
в табл. 1 показал, что факториальная дисперсия ста-
тистически значимо (p < 0,01) превышает остаточную 
дисперсию. Следовательно, нулевую гипотезу о том, 
что препараты не влияют на АД, следует отвергнуть.

Таким образом, фактор «Препарат» оказывает 
статистически значимое действие. Сила влияния 
фактора «Препарат», вычисленная по методу Пло-

хинского равна: η f
f

g

S

S
2 1026

1265
0 811= = = , .  Следователь-

но, 81 % общей дисперсии комплекса можно объяснить 
влиянием препаратов. Ошибка силы влияния фактора 

составляет: s
m

N mh f
f
2 1

1
1 0 811

2

15
0 0252= − −

−
= − =( ) ( , ) , .η  

Тогда, F = 0,811/0,025 = 32,44 > F2;15;0,01 = 6,36, следо-
вательно, сила влияния фактора статистически зна-
чима. Доверительный 99 % интервал силы влияния 
фактора: 0,811 ± 0,025 ⋅ 6,36 = 0,652 ÷ 0,970.

Дисперсионный анализ даёт ответ на вопрос, вли-
яет ли изучаемый фактор на результирующий признак. 
Однако исследователя, как правило, интересует вопрос: 
есть ли различия между действием различных градаций 
фактора? В приведённом выше примере это вопрос: ка-
кой из препаратов статистически значимо изменяет АД, 
а какой нет? С этой целью используют методы множе-
ственных сравнений, которые будут рассмотрены ниже.

Двухфакторный дисперсионный анализ [4, 6]. Во 
многих фармакологических исследования изучается 
одновременное действие на организм двух и более 
факторов: влияние двух препаратов, действие вещества 
в условиях модели патологического состояния и т. д. 
С увеличением количества регулируемых факторов 
до 2, 3 и более процедура дисперсионного анализа 
не претерпевает принципиальных изменений, хотя 
значительно усложняется по мере увеличения числа 
факторов и количества их градаций.

Предположим, что изучается влияние на резуль-
тирующий признак двух факторов A и B, имеющих 
количество градаций a и b, соответственно. Как и в 
случае одного фактора, общая вариация состоит из 

Таблица 1

Пример проведения однофакторного дисперсионного анализа

Table 1

Example of one-factor analysis of variance

Показатель
Градации фактора «Препарат»

Оценка по всему комплексуГруппа I
контроль

Группа II
препарат А

Группа III
препарат В

АД
ij
 185

187
190
193
195

165
168
172
173
175
175
178

180
182
183
185
186
189

m = 3

n
i

5 7 6 N = 18

АДi•  190 172 184 АД••  =181

n АД АДi i( )• ••− 2  405 567 54 Sf = 1026; vf = m − 1 = 2; s f
2  = 513

( )АД АДij i
j

ni

− •
=

∑ 2

1

 68 120 51 Se = 239; ve = N − m = 15; se
2  = 15,9

Sg = Sf + Se = 1265; vg = N − 1; sg
2  = 74,4

F
s

s
F

f

e

= = > =
2

2 2 15 0 0132 2642 6 36, ,; ; ,  
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факториальной и остаточной вариаций. Однако фак-
ториальная вариация зависит от вариаций, связанных 
с действием факторов A и B и их взаимодействием. 
(Под взаимодействием факторов понимают ситуацию, 
когда эффект влияния одного из факторов зависит 
от значения других факторов). Таким образом, как 
и в случае однофакторного комплекса Sg = Sf + Se. 
При этом в случае ортогонального двухфакторного 
комплекса имеет место соотношение 

Sf = SfA + SfB + SfAB,                         (23) 

т. е. факториальная вариация комплекса равна сумме 
частных факториальных вариаций, связанных с эф-
фектами отдельных факторов и их взаимодействием.  
В случае неортогональных комплексов имеет место более 
сложная ситуация, которая усложняет вычисления, в 
связи с этим мы рассмотрим отдельно анализ ортого-
нальных и неортогональных двухфакторных комплексов. 

Следует отметить, что увеличение количества 
факторов принципиально не изменяет схемы анализа, 
а только увеличивает количество вычислений, в том 
числе количество частных вариаций, связанных с 
взаимодействием факторов.

Анализ ортогональных комплексов. Прежде чем на-
чать разбор анализа двухфакторного ортогонального 
дисперсионного комплекса введём понятие ячейки, 
соответствующей паре градаций (i, j). Ячейкой называ-
ют место в таблице опытных данных, находящееся на 
пересечении градаций i = 1, 2, 3, …, a и j = 1, 2, 3, …, b.  
Предположим, мы имеем двухфакторный дисперсион-
ный комплекс, в котором фактор A имеет a градаций, 
а фактор B — b градаций. В каждой ячейке комплекса 
находится по n

ij
 вариант (табл. 2).

Введём формулы для вычисления некоторых по-
казателей:

– общее количество вариант в дисперсионном 
комплексе:

N nij
j

b

i

a

=
==

∑∑
11

;                                (24)  

– количество вариант в одной градации фактора 
A (одной строке комплекса):

n ni ij
j

b

•
=

= ∑
1

;                                  (25) 

– количество вариант в одной градации фактора 
B (одном столбце комплекса):

n nj ij
i

a

•
=

= ∑
1

;                                (26) 

– общая выборочная средняя арифметическая 
вариант комплекса:

x
N

xijk
k

n

j

b

i

a ij

•••
===

= ∑∑∑1

111

;                      (27) 

– выборочная средняя арифметическая вариант 
i-ой градации фактора A (i-ой строки):

x
n

xi
i

ijk
k

n

j

b ij

••
• ==

= ∑∑1

11

;                         (28) 

– выборочная средняя арифметическая вариант 
j-ой градации фактора B (j-го столбца):

x
n

xj
j

ijk
k

n

i

a ij

• •
• ==

= ∑∑1

11

;                          (29) 

– выборочная средняя арифметическая вариант по 
ячейкам, соответствующим парам градаций факторов:

x
n

xij
ij

ijk
k

nij

•
=

= ∑1

1

.                            (30) 

Теперь на основании этих результатов рассчитаем 
вариации:

– общая вариация:

S x x x Ng ijk
k

n

j

b

i

a

ijk
k

n

j

b

i

aij ij

= − = −•••
=== ===

∑∑∑ ∑∑∑( ) ( )2

111

2

11

(( )x•••
2 ; (31) 

Таблица 2

Примерная организация двухфакторного дисперсионного комплекса

Table 2

Approximate organization of a two-factor dispersion complex

Градации фактора B(j) Средняя по строкам, 

фактор А, xi••  1 2 … b

Градации 
фактора

А(i)

1 x x x n111 112 11 11
, , ...,    x x x n121 122 12 12

, , ...,   … x x xb b bn b1 1 1 2 1 1
, , ...,   x1••  

2 x x x n211 212 21 21
, , ...,   x x x n221 222 22 22

, , ...,   … x x xb b bn b2 1 2 2 2 2
, , ...,   x2••

…. … … … … …

a x x xa a a na11 12 1 1
, , ...,   x x xa a a na21 22 2 2

, , ...,   … x x xab ab abnab1 2, , ...,   xa••

Среднее по столбцам, 

фактор B, x j• •  x• •1 x• •2
… x b• • x•••
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– суммарная факториальная вариация:

S n x x n x N xf ij ij ij ij
j

b

i

a

j

b

i

a

= − = −• ••• • •••
====

∑∑∑∑ ( ) ( ) ( )2 2 2

1111

; (32) 

– вариация, обусловленная влиянием фактора A:

S n x x n x N xfA i i
i

a

i
i

a

i= − = −• •• •••
=

•
=

•• •••∑ ∑( ) ( ) ( )2

1 1

2 2 ;  (33)

– вариация, обусловленная влиянием фактора B:

S n x x n x N xfB j j
j

b

j j
j

b

= − = −• • • •••
=

• • •
=

•••∑ ∑( ) ( ) ( )2

1

2

1

2 ; (34) 

– вариация, обусловленная взаимодействием фак-
торов A и B:

S n x x x x

n x S S

fAB ij ij i j
j

b

i

a

ij ij fA

= − − + =

= − −

• •• • • •••
==

•

∑∑ ( )

( )

2

11

2
ffB

j

b

i

a

f fA fB

N x

S S S

− =

= − −

•••
==

∑∑ ( )

;

2

11

       

(35) 

– остаточная вариация:

S x x

x

e ijk ij
k

n

j

b

i

a

ijk
k

n

j

b

i

a

ij

ij

= − =

=

•
===

===

∑∑∑

∑∑∑

( )

( )

2

111

2

111

−− = −•
==

∑∑ n x S Sij ij
j

b

i

a

g f( ) .2

11

    

(36)

Разделив полученные вариации на количество 
степеней свободы, мы получим соответствующие 
дисперсии:

– для общей вариации количество степеней сво-
боды:

vg = N − 1;                                   (37) 

– для суммарной факториальной вариации:

vf = ab − 1;                                    (38) 

– для вариации, обусловленной фактором A:

vfA = a − 1;                                    (39) 

– для вариации, обусловленной фактором B:

vfB = b − 1;                                     (40) 

– для вариации, обусловленной взаимодействием 
факторов A и B:

 vfAB = (a − 1)(b − 1);                            (41) 

– для остаточной вариации:
 ve = N − ab.                                  (42) 

Соответствующие дисперсии (в англоязычной 
литературе и пакетах статистических программ при-
меняется аббревиатура MS) будут равны: 

– общая дисперсия комплекса:

s

x x

N

S

N
g

ijk
k

n

j

b

i

a

g

ij

2

2

111

1 1
=

−

−
=

−

•••
===

∑∑∑ ( )

;             (43) 

– суммарная факториальная дисперсия:

s

n x x

ab

S

abf

ij ij
j

b

i

a

f2

2

11

1 1
=

−

−
=

−

• •••
==

∑∑ ( )

;             (44) 

– дисперсия, обусловленная действием фактора А:

s

n x x

a

S

afA

i i
i

a

fA2

2

1

1 1
=

−

−
=

−

• •• •••
=
∑ ( )

;              (45) 

– дисперсия, обусловленная действием фактора B:

s

n x x

b

S

bfB

j j
j

b

fB2

2

1

1 1
=

−

−
=

−

• • • •••
=

∑ ( )

;              (46)

– дисперсия, обусловленная взаимодействием 
факторов А и B:

s

n x x x x

a b

S S

fAB

ij ij i j
j

b

i

a

f f

2

2

11

1 1
=

− − +

− −
=

=
−

• •• • • •••
==

∑∑ ( )

( )( )

AA fB fABS

a b

S

a b

−
− −

=
− −( )( ) ( )( )

;
1 1 1 1

      

(47) 

– остаточная дисперсия:

s

x x

N ab

S

N ab
e

ijk ij
k

n

j

b

i

a

e

ij

2

2

111=
−

−
=

−

•
===

∑∑∑ ( )

.           (48) 

При проведении двухфакторного дисперсионного 
анализа проверяют три нулевые гипотезы: 

1. Фактор А не изменяет результирующий при-
знак, т. е. s sfA e

2 2= ; 
2. Фактор B не изменяет результирующий при-

знак, т. е. s sfB e
2 2= ; 

3. Взаимодействие факторов A и B не изменяет 
результирующий признак, т. е. s sfAB e

2 2= . 
Эти гипотезы проверяются с помощью критерия 

Фишера для сравнения двух дисперсий. С этой це-
лью вычисляются соответствующие дисперсионные 
отношения: если соблюдаются перечисленные ниже 
неравенства 

F
s

s
FfA

fA

e
a N ab= ≥ − −

2

2 1, , ;α                         (49) 

2

1, ,2
;fB

fB b N ab
e

s
F F

s
− − α= ≥                         (50)
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2

( 1)( 1), ,2
,fAB

fAB a b N ab
e

s
F F

s
− − − α= ≥                   (51)

то соответствующие нулевые гипотезы отвергаются 
на уровне значимости α и принимаются альтернатив-
ные гипотезы о том, что тот или иной регулируемый 
фактор или их совместное действие (взаимодействие) 
изменяют результирующий признак [4, 6].

Силу влияния факторов определяют по Плохин-
скому так же, как для однофакторных дисперсион-
ных комплексов: рассчитывают отношение частных 
факториальных вариаций к общей вариации. Ошибку 
силы влияния факторов определяют по следующим 
формулам [5]:

s v
f

f
e

e
η

η
ν2

2

= ;                               (52)

2

2

;
A

e
A

e

sη
η= ν
ν

                             (53)

2

2

;
B

e
B

e

sη
η= ν
ν

                             (54)

2

2

.
AB

e
АВ

e

sη
η= ν
ν

                           (55)

Статистическую значимость силы влияния фактора 
и её доверительный интервал определяют также как 
в случае однофакторного комплекса.

Пример 2. В эксперименте на крысах изучали 
влияние препарата А на функцию сердца в услови-
ях экспериментального инфаркта миокарда. Было 
проведено 4 серии экспериментов по 5 животных в 
каждой: ложнооперированные крысы, получавшие 
плацебо; ложнооперированные животные, которым 
вводили препарат А; крысы с экспериментальным 
инфарктом миокарда, получавшие плацебо; животные 
с экспериментальным инфарктом миокарда, кото-
рым вводили препарат А. О функции сердца судили 
по фракции выброса, полученной в результате эхо-
кардиографических измерений и рассчитанной в % 
(табл. 3). Нулевая гипотеза: изучаемые факторы и их 
взаимодействие не влияют на фракцию выброса. Аль-
тернативная гипотеза: хотя бы один из факторов или 
их взаимодействие изменяют изучаемый показатель. 
Рассчитаем вариации:

S n x N xfA i
i

a

i= − =

⋅ + ⋅ − ⋅ =

•
=

•• •••∑ ( ) ( )

, ,
1

2 2

2 2 210 89 5 10 67 20 78 25 25311 25, ;

Таблица 3

Пример проведения двухфакторного дисперсионного анализа ортогонального комплекса

Table 3

An example of a two-factor analysis of variance of an orthogonal complex

Фактор А
Препарат (фактор B)

Средняя по строкам, xi••  
Плацебо (j = 1) Препарат А (j = 2)

Ложная 
операция (i = 1)

85, 83, 89, 92, 95
x11 88 8• = ,  

89, 90, 92, 95, 85
x12 90 2• = ,  

89,5 

Инфаркт 
миокарда (i = 2)

57, 60, 62, 65, 68
x21 62 4• = ,

68, 70, 72, 73, 75
x22 71 6• = ,  

67,0

Средняя по 

столбцам, x j• •  

75,6 80,9 x••• = 78 25,  

Вариации SfA = 2531,25; SfB = 140,45; SfAB = 76,05; Sf = 2747,75; Se = 254; Sg = 3001,75

Степени вободы vg = 19; vf = 3; vfA = 1; vfB = 1; vfAB = 1; ve = 16

Дисперсии sg
2 157 99= , ;   s f

2 915 92= , ;   s fA
2 2531 25= , ;   s fB

2 140 45= , ;   s fAB
2 76 05= , ;   se

2 15 875= ,  

F
Ff = 57,70 > F3,16;0,01 = 5,29;  FfA = 159,45 > F1,16;0,01 = 8,53;  FfB = 8,85 > F1,16;0,01 = 8,53;  

FfAB = 4,79 > F1,16;0,05 = 4,49

h2

η f
2

2747 75

3001 75
0 915= =

,

,
, ;   η fA

2
2531 25

3001 75
0 843= =

,

,
, ;   η fB

2
140 45

3001 75
0 047= =

,

,
, ;   η fAB

2
76 05

3001 75
0 025= =

,

,
, ;  

ηe
2

254

3001 75
0 085= =

,
,  

 s
h2

s
fη2 3

0 085

16
0 016= ⋅ =

,
, ;   2

0,085
 1 0,005;

16fAh
s = ⋅ =   s

hfB
2 1

0 085

16
0 005= ⋅ =

,
, ;   s

fABη2 1
0 085

16
0 005= ⋅ =

,
,  
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S n x N xfB j j
j

b

== − =

= ⋅ + ⋅ − ⋅

• • •
=

•••∑ ( ) ( )

, , ,

2

1

2

2 2 210 75 6 10 80 9 20 78 25 == 140 45, ;

S n x S S N xfAB ij ij fA fB
j

b

i

a

= − − − =• •••
==

∑∑ ( ) ( ) , ;2 2

11

76 05

S x n xe ijk
k

n

j

b

i

a

ij ij
j

b

i

aij

= − =
===

•
==

∑∑∑ ∑∑( ) ( ) .2

111

2

11

254

Используя соответствующие степени свободы, 
рассчитаем дисперсии. Применив критерий Фишера, 
проверим нулевую гипотезу о равенстве факториаль-
ных и остаточной дисперсий.

Таким образом, анализ данных, привёденных в 
табл. 3, показал, что нулевые гипотезы следует от-
вергнуть, суммарная и все частные факториальные 
дисперсии статистически значимо отличаются от 
остаточной дисперсии. Рассчитаем силы влияния фак-
торов и их ошибки. Анализ показал, что наибольшей 
силой влияния обладает фактор А, который определяет 
84,3 % общей вариации. Фактор B определяет 4,7 % 
вариации, а взаимодействие факторов очень мало 
составляет — только 2,5 % вариации. Рассчитаем 
статистическую значимость силы влияния факторов: 

F
f

Fη2 0 915 0 016 57 19 5 293 16 0 01= = > =, / , , , ;, ; ,

F F
fAη2 0 843 0 005 168 6 8 531 16 0 01= = > >, / , , , ;, ; ,  

F
fBη2 0 047 0 005 9 4 8 531 16 0 01= = > =, / , , F , ;, ; ,  

F F
fABη2 0 025 0 005 5 4 431 16 0 05= = > =, / , , ., , ,   

Таким образом, сила обоих факторов и их взаи-
модействие статистически значимы.

Анализ неортогональных комплексов. В неорто-
гональных комплексах также как в ортогональных 
общая дисперсия разлагается на факториальную и 
остаточную, при этом S

g
 = Sf 

+ S
e
. Однако при раз-

ложении факториальной вариации неортогональных 
комплексов имеет место неравенство: Sf ≠ SfA + SfB + SfAB. 
Суммарную факториальную вариацию неортогональ-
ного комплекса можно представить в следующем 
виде: Sf = SfA + SfB + SfA + e. В связи с изложенным для 
расчёта Sg, Sf и Se применяют те же формулы, что для 
ортогональных двухфакторных комплексов:

S x x xg ijk
k

n

j

b

i

a

ijk
k

n

j

b

i

aij ij

= − = −•••
=== ===

∑∑∑ ∑∑∑( ) ( )2

111

2

111

NN x( ) ;•••
2 (56)

S n x x n x N xf ij ij ij ij
j

b

i

a

j

b

i

a

= − = −• ••• • •••
====

∑∑∑∑ ( ) ( ) ( )2 2 2

1111

;; (57)

S x x

x

e ijk ij
k

n

j

b

i

a

ijk
k

n

j

b

i

a

ij

ij

= − =

=

•
===

===

∑∑∑

∑∑∑

( )

( )

2

111

2

111

−− •
==

∑∑ n xij ij
j

b

i

a

( ) .2

11

                

(58)

Для расчёта частных факториальных вариаций 
можно применить следующий подход: по специаль-
ным формулам рассчитываются вспомогательные 
вариации ′ ′ ′S S SfA fB f, , .   В данном случае будет иметь 
место равенство: 

,f fA fB fABS S S S= + +′ ′ ′ ′                      (59) 

поэтому вспомогательная вариация взаимодействия 
факторов будет равна 

.fAB f fA fBS S S S= − −′ ′ ′ ′                      (60) 

Затем суммарная факториальная вариация, вы-
численная обычном способом разлагается на свои 
три компонента пропорционально вспомогательным 
вариациям ′ ′S SfA fB,   и ′S fAB .  Для того чтобы провести 
эту операцию необходимо рассчитать коэффициент 
пропорциональности, который равен отношению 
общей факториальной вариации к вспомогательной 
суммарной факториальной вариации: 

α =
′

S

S
f

f

.                                    (61)

Таким образом, частные факториальные вариа-
ции в неортогональном двухфакторном дисперсион-
ном комплексе будут равны: S SfA fA= ′α ;  ;fB fBS S= α ′  

.fAB fABS S= α ′
Рассчитаем вспомогательные вариации (условные 

обозначения те же, что и были при разборе обработки 
ортогональных дисперсионных комплексов):

– суммарная вспомогательная факториальная 
вариация:

′ = −
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;           (62) 

– вспомогательная факториальная вариация, об-
условленная действием фактора А:

′ =







−
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;        (63) 

– вспомогательная факториальная вариация, об-
условленная действием фактора B:

′ =







−
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;          (64) 
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– вспомогательная вариация, отражающая взаи-
модействие факторов А и B:

 ′ = ′ − ′ − ′S S S SfAB f fA fB .                    (65) 

Дальнейший анализ неортогональных комплексов 
не отличается от анализа ортогональных [4].

Пример 3. Используем данные примера 2, немного 
изменив их так, чтобы дисперсионный комплекс стал 
неортогональным (табл. 4). 

Рассчитаем вариации, расчёт которых не зависит 
от формы комплекса:

– общая вариация:

S x N xg ijk
k

n

j

b

i

a ij

= − =

= − =
===

•••∑∑∑ ( ) ( )

( , )

2

11

2

2125057 20 78 25 1250057 122461 25 2595 75− =, , ;

– суммарная факториальная вариация:

S n x N xf ij ij
j

b

i

a

= − = − =• •••
==

∑∑ ( ) ( ) , , ;2 2

11

124883 122461 25 2421 75  

– остаточная вариация:

Se = Sg − Sf = 2595,75 − 2421,75 = 174. 

Следующий шаг расчёт вспомогательных факто-
риальных вариаций:

– общая вспомогательная факториальная вариация:

22
1 1 1 1

22 2 2 2

( )

85 89 62 73 309
20 2243,75.

4 4

a b a b
ij iji j i j

f

x x
S N

ab ab
• •= = = =

 Σ Σ Σ Σ 
= − =′      

 + + +  = ⋅ − =    

Тогда коэффициент пропорциональности 

α = = =
S

S
f

f
'

,

,
,

2421 75

2243 75
1 079 ;

– вспомогательная факториальная вариация, об-
условленная действием фактора А:

Таблица 4

Пример проведения двухфакторного дисперсионного анализа неортогонального комплекса

Table 4

Example of two-factor analysis of variance of a non-orthogonal complex

Фактор А
Препарат (фактор B) Средняя по ячейкам

фактор АПлацебо (j = 1) Препарат А (j = 2)

Ложная 
операция (i = 1)

85, 84, 89 82
x11 85• =  

88, 90, 91, 94, 84, 87, 89
x12 89• =  

87,5 

Инфаркт 
миокарда (i = 2)

56, 60, 62, 65, 67 
x21 62• =

71, 72, 73, 76, 
x22 73• =  

66,9

Средняя по ячейкам 
фактор В 72,2 83,2 x••• = 78 25,  Общая средняя 

комплекса

Вспомогательные 
факториальные 
вариации

′ =S f 2243 75, ;   ′ =S fA 1901 25, ;   ′ =S fB 281 25, ;   ′ =S fAB 61 25, ;  α = 1,079331476 

Вариации SfA = 2052,08; SfB = 303,56; SfAB = 66,11; Sf = 2421,75; Se = 174; Sg = 2595,75

Степени свободы vg = 19; vf = 3; vfA = 1; vfB = 1; vfAB = 1; ve = 16

Дисперсии sg
2 136 62= , ;   s f

2 807 25= , ;   s fA
2 2052 08= , ;   s fB

2 303 56= , ;   s fAB
2 66 11= , ;   se

2 10 875= ,  

F
Ff = 74,26 > F3,16;0,01 = 5,29; FfA = 188,70 > F1,16;0,01 = 8,53; FfB = 27,91 > F1,16;0,01 = 8,53;  

FfAB = 6,08 > F1,16;0,05 = 4,49

h2

η f
2

2421 75

2595 75
0 933= =

,

,
, ;   η fA

2
2052 08

2595 75
0 791= =

,

,
, ;   η fB

2
303 56

2595 75
0 117= =

,

,
, ;  

η ηfAB e
2 2

66 11

2595 75
0 025

174

2595 75
0 067= = = =

,

,
, ;

,
,   

s
h2

s s
f fAhη2 23

0 067

16
0 013 1

0 067

16
0 004= ⋅ = = ⋅ =

,
, ;

,
, ;    s

hfB fAB
s2 21

0 067

16
0 004 1

0 067

16
0 004= ⋅ = = ⋅ =

,
, ;

,
,  η  
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– вспомогательная факториальная вариация, 
обусловленная действием фактора B:
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– вспомогательная факториальная вариация,  
отражающая взаимодействие факторов А и B:

′ = ′ − ′ − ′ = − − =S S S SfAB f fA fB 2243 75 1901 25 281 25 61 25, , , , .  

Используя коэффициент пропорциональности α, 
рассчитываем несмещённые вариации (см. табл. 4). 
Далее обработка и анализ проводятся также как в 
случае ортогональных комплексов.

Анализ полученных в данном примере результатов 
показал, что оба изучаемых фактора статистически 
значимо изменяют результирующий показатель, при 
этом наблюдается статистически значимое взаимодей-
ствие факторов. Действительно в условиях инфаркта 

миокарда изучаемый препарат более заметно увеличи-
вает фракцию выброса. При этом фактор А (инфаркт 
миокарда) определяет 79,1 % вариации признака, 
фактор В — 11,7 %, при этом сила взаимодействия 
факторов статистически значима.

Дисперсионный анализ повторных измерений. В экс-
периментальной фармакологии достаточно часто 
проводят эксперименты, в которых животное яв-
ляется само себе контролем, при этом регистрация 
параметров производится более чем 2 раза: например, 
изучение действия лекарственного средства в раз-
личных временных точках после введения (контро-
лем служит исходный уровень показателя). В таких 
случаях исследователи часто применяют критерий 
Стьюдента для зависимых выборок или знаково-ран-
говый критерий Вилкоксона. Такой подход является 
грубой ошибкой, так как в этих случаях начинает 
действовать эффект множественных сравнений (см. 
выше), в результате может быть получена заниженная 
вероятность ошибки I рода (ложно положительный 
результат). В этом случае, если полученные данные 
имеют нормальное или близкое к нему распределение 
следует использовать дисперсионный анализ повтор-
ных измерений с дальнейшей обработкой каким-либо 
методом множественных сравнений. Следует отметить, 
что дисперсионный анализ повторных измерений в 
большинстве статистических программ реализован 
таким образом, что он даёт возможность проводить 
одновременное сравнение зависимых и независимых 
выборок (например, анализ изменений показателя под 
влиянием препарата во времени в условиях нормы и 
патологии). В данной статье мы рассмотрим наиболее 
простой случай — сравнения нескольких зависимых 
выборок.

Таблица 5

Примерная организация комплекса дисперсионного анализа повторных измерений

Table 5

Approximate organization of the complex of variance analysis of repeated measurements

Животное 1 точка 2 точка 3 точка … M точка
Среднее по 

животному, xi•

Внутрииндивидуальная 

вариация, Sii

1 x11 x12 x1 3,
… x m1 x1• ( )x xj

j

m

1
1

1
2

=
•∑ −

2 x21 x22 x23
… x m2 x2• ( )x xj

j

m

2
1

2
2

=
•∑ −

3 x31 x32 x33
… x m3 x3•

( )x xj
j

m

3
1

3
2

=
•∑ −

..... ..... ….. ….. … …. …. …

n xn1 xn2 xn3
… xnm xn•

( )x xnj
j

m

n
=

•∑ −
1

2

Среднее по точкам, x j• x•1 x•2 x•3
… x m•
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Предположим, что мы провели эксперименты на 
n животных, у которых зарегистрировали результиру-
ющий показатель до введения вещества и m — 1 раз 
после (табл. 5).

Значения результирующего признака обозначены 
как xij, где i — номер животного,  j — точка измерения, 
тогда среднее значение результирующего признака у 
i-го животного:

x

x

m
i

ij
j

m

•
==

∑
1

;                              (66) 

– среднее значение изучаемого признака в j — 
точке измерения:

 x

x

n
j

ij
i

n

•
==
∑

1 ;                               (67)

– общая средняя данного дисперсионного ком-
плекса: 

x

x

mn

ij
j

m

i

n

••
===

∑∑
11

.                            (68)

Общая вариация — это сумма отклонений всех 
значений измерений от общего среднего:

 S x x x

x

mn
g ij

j

m

i

n

ij

ij
j

m

i

n

j

m

i

= − = −
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11

11
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1==
∑

1
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.    (69) 

Соответствующее число степеней свободы: 

vg = mn − 1.                               (70)

Общая вариация такого рода дисперсионного 
комплекса состоит из внутрииндивидуальной и ме-
жиндивидуальной вариаций:

 S S Sg ii bi= + .                               (71) 

Для того, чтобы рассчитать общую внутриин-
дивидуальную вариацию следует сложить частные 
внутрииндивидульные вариации каждого члена дис-
персионного комплекса (крайний правый столбец 
табл. 5):

 S x xii ij i
j

m

i

n

= − •
==

∑∑ ( )2

11

.                         (72) 

Соответствующее число степеней свободы: 

vii = n(m − 1).                                 (73)

Межиндивидуальная вариация представляет со-
бой сумму квадратов отклонений индивидуальных 
(по каждому животному) средних от общего среднего:

 S m x xbi i
i

n

= −• ••
=
∑( )2

1

.                         (74) 

Множитель m появляется вследствие того, что xi•  — 
это среднее каждого члена комплекса по m точкам. 
Соответствующее число степеней свободы:

vbi = n − 1.                                      (75)

Для того, чтобы выяснить есть ли различие между 
повторными измерениями результирующего признака, 
необходимо проанализировать внутрииндивидуаль-
ную вариацию, которая состоит из факториальной 
вариации (Sf), связанной с изучаемым воздействием, 
и остаточной вариации (Se), связанной со случайными 
отклонениями и ошибками измерений: 

S S Sii f e= + .                                 (76)

Факториальная вариация в данном случае пред-
ставляет собой сумму квадратов отклонений средних 
по точкам измерения от общего среднего:

 S n x xf j
j

m

= −• ••
==
∑ ( )2

1

.                        (77) 

Коэффициент n вводится из-за того, что каждое 
x j• — это среднее по n объектам. Число степеней 
свободы:

vf = m − 1.                                  (78)

Остаточную вариацию получают вычитанием 
факториальной вариации из внутрииндивидуальной:

 S S Se ii f= − .                              (79) 

Точно также вычисляется и число степеней сво-
боды остаточной вариации: 

v v v n m m n me ii f= − = − − − = − −( ) ( ) ( )( )1 1 1 1 . (80)

Зная факториальную и остаточную вариации и 
соответствующие числа свободы можно рассчитать 
две независимые оценки дисперсий:

 s
S

v

S

mf
f

f

f2

1
= =

−
                          (81) 

и 

s
S

v

S

n m
e

e

e

e2

1 1
= =

− −( )( )
.                   (82) 

Зная оценки дисперсий можно применить рас-
смотренный нами ранее критерий Фишера F [1, 5, 7]:

 F
s

s
f

e

=
2

2
.                                  (83)

Далее, как и при обычном однофакторном дис-
персионном анализе, рассчитанное значение F срав-
нивают с критическим значением для выбранного 
уровня значимости и соответствующего числа степеней 
свободы. Силу влияния фактора рассчитывают также 
как и при обычном однофакторном дисперсионном 
анализе (см. выше).
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Пример 4. В экспериментах на 5 наркотизирован-
ных кошках изучали влиянии соединения А на объём-
ную скорость коронарного кровотока, оцениваемую 
по оттоку из венечного синуса в мл/мин. Кровоток 
регистрировали перед внутривенным введением ве-
щества, через 5, 10, 20 и 30 минут после него. Нулевая 
гипотеза: вещество не изменяет изучаемый показатель. 
Альтернативная гипотеза: хотя бы в одной временной 
точке измеряемая величина отличается от исходного 
уровня. Данные и алгоритм обработки приведены в 
табл. 6.

Рассчитаем общую среднюю дисперсионного ком-

плекса: x

x

mn

ij
j

m

i

n

••
=== =

∑∑
11 3 56, . На основе этих данных рас- 

считаем общую вариацию: S x xg ij
j

m

i

n

= − =••
==

∑∑ ( ) , .2

11

5 20  

Общая дисперсия комплекса, соответственно, равна 
общей вариации деленной на количество степеней 

свободы (mn − 1): s
S

mn
g

g2

1

5 20

24
0 217=

−
= =,

, .

Далее вычисляем общую внутрииндивидуальную 
вариацию, которая равна сумме частных внутриинди-
видуальных вариаций каждого члена комплекса (край-
ний правый столбец табл. 6): Sij = 0,6 + 0,22 + 0,06 +  
+ 0,38 + 0,14 = 1,40, соответственно, межиндивиду-
альная вариация будет равна разности между общей 
вариацией и внутрииндивидуальной вариацией:  
Sbi  = Sg − Sii = 5,20 − 1,40 = 3,80. Соответствующие дис-
персии будут равны вариациям, деленным на количе-

ство степеней свободы: s
S

n m
ii

ii2

1

1 40

20
0 07=

−
= =

( )

,
,  и 

s
S

nbi
bi2

1

3 80

4
0 95=

−
= =,

, .

Как мы отметили ранее, общая внутрииндивиду-
альная вариация комплекса представляет собой сумму 
факториальной и остаточной вариаций. Рассчитаем 
факториальную вариацию: 

S n x xf j
j

m

= − =

= ⋅ − + − + −

• ••
==
∑ ( )

(( , , ) ( , , ) ( , ,

2

1

2 25 3 3 3 56 3 9 3 56 3 7 3 56))

( , , ) ( , , ) ) , .

2

2 23 5 3 56 3 4 3 56 1 16

+
+ − + − =

Тогда остаточная вариация: S S Se ii f= − =   
= 1,40 − 1,16 = 0,24. Факториальная и остаточная дис-
персии будут, соответственно, равны:

 s
S

mf
f2

1

1 16

4
0 29=

−
= =,

,  

и

 s
S

n m
e

e2

1 1

0 24

16
0 015=

− −
= =

( )( )

,
, . 

Тогда показатель критерия Фишера

 F
s

s
Ff

e

= = = > =
2

2 4 16 0 01
0 29

0 015
19 333 4 77

,

,
, ,, ; , . 

Таким образом, на уровне p < 0,01 нулевую ги-
потезу можно отвергнуть и принять альтернативную 
гипотезу о том, что исследуемое вещество изменяет 
объёмную скорость коронарного кровотока. При этом 

сила действия фактора равна: η f
f

g

S

S
2 1 16

5 20
0 223= = =,

,
, . 

Таким образом, изучаемый фактор определяет 
22,3 % вариации.

Критерии множественных сравнений, используемые 
после проведения дисперсионного анализа. Как уже было 
отмечено выше, дисперсионный анализ даёт возмож-
ность выявить статистическую значимость влияния 
регулируемого фактора на изучаемый признак (по-
казатель). Однако исследователя-фармаколога почти 
всегда интересует на сколько эффективно действуют 
различные градации этого фактора. В связи с этим, 
если согласно результатам дисперсионного анализа 
принимается альтернативная гипотеза о том, что ре-

Таблица 6

Пример проведения дисперсионного анализа повторных измерений

Table 6

Example of the analysis of variance of repeated measurements

Животное
Исходный

уровень

Время после введения
вещества, мин Среднее по

животному, xi•

Внутрииндивидуальная
вариация, Sii5 10 20 30

1 4,0 4,8 4,4 4,2 3,8 4,2 0,6

2 3,5 4,0 3,8 3,5 3,5 3,7 0,22

3 3,4 3,6 3,5 3,4 3,3 3,4 0,06

4 3,0 3,8 3,6 3,3 3,5 3,4 0,38

5 2,8 3,3 3,0 3,0 2,9 3,0 0,14

Среднее по временным 
точкам, x j•  3,3 3,9 3,7 3,5 3,4 – –
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гулируемый фактор оказывает значимое воздействие 
на изучаемый признак, исследователь анализиру-
ет статистическую значимость воздействия каждой 
градации фактора по сравнению с другими. Такой 
анализ позволяют провести методы множественных 
сравнений: критерий Стьюдента с поправкой Бонфер-
рони, критерий Ньюмена–Кейлса, критерий Даннета, 
критерий Шеффе, критерий Дункана и др. Многие из 
них основаны на критерии Стьюдента, но учитывают, 
что сравнивается более одной пары выборок.

Критерий Стьюдента с поправкой Бонферрони. 
Данный метод основан на применении неравенства 
Бонферрони, согласно которому если k раз применить 
критерий с уровнем значимости α, то вероятность хотя 
бы в одном случае найти различие там, где его нет 
(ошибка I рода) не превышает произведения k на α: 
α α' ≤ k  (где α′ вероятность ошибки I рода хотя бы в 
одном сравнении). Следовательно, α′ и является ис-
тинным уровнем значимости в случае, если количество 
сравнений больше 1. Из неравенства Бонферрони 
можно сделать вывод о том, что, если мы хотим обе-
спечить вероятность ошибки I рода α, то в каждом 
сравнении необходимо принять уровень значимости 
α/k. Например, при трёхкратном сравнении, для того 
чтобы вероятность ошибки I рода была не более 0,05, 
надо использовать уровень значимости 0,05/3 = 0,017. 
Следует отметить, что число сравнений k зависит 
от поставленной задачи: если необходимо сравнить 
каждую выборку со всеми остальными, то

 k = m(m − 1)/2;                           (84) 

если надо сравнить опытные выборки с контрольной 
группой, то

 k = m − 1,                                  (85) 

где m — количество изучаемых выборок [1, 4, 7].
Поправка Бонферрони хорошо работает, если чис-

ло сравнений относительно невелико. Если оно пре-
вышает 6, метод становится маломощным (слишком 
«строгим») и даже весьма большие различия становят-
ся незначимыми. Строгость поправки Бонферрони 
можно смягчить, увеличив число степеней свободы, 
используя оценку остаточной дисперсии, полученную 
при проведении дисперсионного анализа. В случае 
однофакторного дисперсионного анализа, если ко-
личество групп больше 2, число степеней свободы  
ve = N − m, (12). Тогда 

t
x x

s

n

s

n

i j

e e

=
−

+

• •

2

1

2

2

,                              (86) 

где i, j — номера выборок, i ≠ j, если полученное 
t t k ve

≥ α/ , , то нулевую гипотезу о равенстве средних 
следует отвергнуть. (В настоящее время все расчё-
ты проводятся с помощью статистических пакетов 
программ. Однако, если приходится пользоваться 

таблицами, то tкр. для отсутствующего в таблицах α 
можно рассчитать по следующей формуле:

 t t t tкр.
кр.≈ + −

−
−1 2 1

1

2 1

( ) ,
α α
α α

                    (87) 

где α1 и α2 — табличные значения вероятностей, между 
которыми находится αкр. [5]. 

Если имеется возможность рассчитать точное 
значение вероятности ошибки I рода при сравнении 
пар выборок, то можно несколько изменить поправку 
Бонферрони, умножая полученные значения p на k 
и сравнивая полученное значение p′ с критическим 
уровнем значимости αкр. [1, 4–7]. Приведём пример 
использования критерия Стьюдента с поправкой Бон-
феррони для данных, предварительно обработанных с 
помощью однофакторного дисперсионного анализа.

Пример 5. Используем данные примера 1. Про-
ведённый ранее дисперсионный анализ показал, что 
действие изучаемого фактора статистически значи-
мо. Так как мы изучаем влияние препаратов на АД, 
мы будем проводить сравнение 2 опытных групп с 
контрольной выборкой. Согласно нулевой гипотезе 
в каждом сравнении опытная группа не отличается 
от контрольной. Критический уровень значимости  
αкр. = 0,05. Так как мы проводим 2 сравнения, то следу-
ет использовать поправку Бонферрони, соответствен-
но, α′ = αкр./2 = 0,025. Сравним контрольную группу 
с животными, получавшими препарат А: 
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Таким образом, нулевая гипотеза для препарата А 
может быть отвергнута и сделан вывод о том, что АД 
у животных, получавших препарат А, статистически 
значимо (p < 0,05) меньше, чем у крыс контрольной 
группы. Проведём такие же расчёты для сравнения 
контроля с животными, получавшими препарат B: 
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Таким образом, для препарата B принимает-
ся нулевая гипотеза. Если рассчитать точные p, то 
для препарата А – p = 0,000001, а для препарата В –  
p = 0,025242. Тогда ′ =pА 0 000002, ,  ′ =pB 0 050484, .  Та-
ким образом, заключение при обоих методах расчёта 
будет одинаковым.

Обработка результатов множественных сравнений 
с помощью критерия Стьюдента с поправкой Бон-
феррони, проводимая после дисперсионного анализа 
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повторных измерений, принципиально не отличается 
от описанной выше:

 t
x x

s

n

i j

e

=
−• •

2 2
,                                 (88) 

где i, j — точки повторных измерений. Полученное 
значение следует сравнивать с критическим значени-
ем для распределения Стьюдента с числом степеней 
свободы [1, 6, 7]:

ve = (n − 1)(m − 1).                            (89)

Пример 6. Используем данные примера 4. Дис-
персионный анализ повторных измерений показал, 
что изучаемый препарат статистически значимо уве-
личивает объёмную скорость коронарного кровотока. 
Необходимо выяснить в каких временных точках (5, 10, 
20, 30 минут) наблюдается значимое увеличение. Так 
как мы будем проводить сравнение только с контро-
лем, и число степеней свободы остаточной дисперсии 
v

e
 = (n − 1)(m − 1) = 16, то при критическом уровне 

значимости α = 0,05 tкр.16;0,05/4 = 2,813. Тогда

t
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t2 = 0,4/0,0775 = 5,161 > 2,813;

t3 = 0,2/0,0775 = 2,581 < 2,813;

t4 = 0,1/0,0775 = 1,290 < 2,813.

На основании проведённого анализа можно сде-
лать заключение о том, что изучаемый препарат в те-
чение первых 10 минут после введения статистически 
значимо увеличивает объёмную скорость коронарного 
кровотока.

Benjamini Y and Hochberg Y предложили модифика-
цию поправки для множественных сравнений [8, 9]. 
Согласно этому методу, полученные в результате 
сравнения 2 выборок ошибки первого рода pj

 (j = 1,  
2, ..., k, где k — количество сравнений) упорядочи-
ваются по нарастанию. Для каждого сравнения рас-
считывается величина: 

α α
'

*= j

k
,                               (90) 

где α — принятый критический уровень значимости. 
Если 

pj ≤ α α
'

*= j

k
,                                (91) 

различия считаются значимыми при критическом 
уровне α. Этот критерий обладает несколько большей 
мощностью, чем критерий с поправкой Бонферрони.

Пример 7. Используем данные примеров 4 и 6.  
С помощью программы «Biostat» рассчитаем точные 
значения вероятности ошибки первого рода и упо-
рядочим их по нарастанию (табл. 7). Критический 
уровень значимости α = 0,05.

Таким образом, при применении поправки по 
Benjamini Y and Hochberg Y изменения, вызываемые 
препаратом, значимы в течение 20 минут. 

Одним из наиболее распространённых критериев 
множественных сравнений является критерий Ньюме-
на–Кейлса [1, 7, 10], который обладает значительной 
большей мощностью, чем критерий Стьюдента с по-
правкой Бонферрони. Однако этот метод применя-
ется только для попарного сравнения всех изучаемых 
выборок.

Алгоритм расчёта этого критерия следующий: 
после проведения дисперсионного анализа, если ну-
левая гипотеза о равенстве всех средних отвергается, 
полученные средние упорядочивают по нарастанию 
и вычисляют значения критерия Ньюмена–Кейлса 
для всех пар средних:

q
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s n n

n n

j i

e i j
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где i, j — номера выборок, расположенных по нарас-
танию средних, i < j.

Вычисленное значение q сравнивают с соответ-
ствующим критическим значением, которое зависит 
от истинного уровня значимости α′ (вероятности 
ошибочно обнаружить различия хотя бы в одной из 
сравниваемых пар), числа степеней свободы оста-
точной вариации и величины l, которая называется 
интервалом сравнения. Интервал сравнения опреде-
ляют следующим образом: при сравнении средних, 
стоящих на i-м и j-м месте в упорядоченном ряду,  
l = j − i + 1. Например, при сравнении 7-го и 2-го 
членов этого ряда l = 7 − 2 + 1 = 6.

Таблица 7

Пример множественных сравнений по Benjamini Y and 
Hochberg Y [8, 9]

Table 7

Example of multiple comparisons by Benjamini Y and Hochberg Y 
[8, 9]

Время после
введения в-ва, мин

p j ′ =α
αj
k

5 0,000001 1 0,0125

10 0,000095 2 0,0250

20 0,020101 3 0,0375

30 0,215 4 0,05
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Сравнение средних проводят в определённом по-
рядке: сначала сравнивают наибольшее (m-е) среднее 
с наименьшим (1-м), затем m-е со 2-м и т. д. до m-1-го. 
Затем предпоследнее значение с 1-м, 2-м и т. д. Если 
какие-то средние статистически значимо не разли-
чаются, то все средние, лежащие между ними также 
не различаются.

Пример 8. Используем данные примеров 1, но в 
отличие от примера 5 проведём попарное сравнение 
всех выборок. Так как однофакторный дисперсион-
ный анализ показал статистически значимое влияние 
фактора «препарат», с помощью критерия Ньюме-
на–Кейлса проведём попарное сравнение выборок.  
В каждом сравнении: нулевая гипотеза — 2 выборки 
не различаются; альтернативная гипотеза — выбор-
ки различны. Упорядочим средние арифметические 
выборок по нарастанию: АДА = 172 мм рт.ст.; АДВ =  
184 мм рт.ст.; АДК = 190 мм рт.ст. (нижние индексы 
коды препаратов, К — контроль); se

2 15 9= , . Рассчи-
таем показатели q:

q

q

AK

AB

= −
+
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Сравним полученные в результате расчётов дан-
ные с показателями таблицы [1, 7] (в данной работе 
не приводится) при числе степеней свободы ve = 15 и  
lAK = 3, lAB = 2, lBK = 2: qAK = 10,903 > q15;3;0,01 = 4,836;  
qAB = 7,650 > q15;2;0,01 = 4,168; qBK = 3,514 > q15;2;0,05 =  
= 3,014. Таким образом, во всех трёх случаях мы отвер-
гаем нулевую гипотезу и принимаем альтернативную 
(при сравнении выборок АК и АВ р < 0,01; выборок 
ВК — р < 0,05). 

Для сравнения нескольких опытных выборок с 
контрольной группой может быть применен критерий 
Даннета [1, 7, 10], который является вариантом кри-
терия Ньюмена-Кейлса. Рассчитывается показатель 
Даннета следующим образом:
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где i – номер выборки, которые упорядочивают по 
абсолютной величине их отличия от контрольной 
группы. Сравнение контрольной выборки с осталь-
ными начинают с группы, наиболее отличной от 
контроля. Рассчитанный показатель q′ сравнивают с 
соответствующим критическим значением [1, 7, 11] 

(таблица в данной статье не приводится), которое за-
висит от истинного уровня значимости α′ (вероятности 
ошибочно обнаружить различия хотя бы в одной из 
сравниваемых пар), числа степеней свободы остаточ-
ной вариации и величины l, которая в данном случае 
равна числу групп, включая контрольную (В случае 
применения одностороннего критерия используют 
критическое значение для уровня 2α′). Если различия 
с очередной группой статистически незначимы, вы-
числения можно прекратить.

Пример 9. Применим критерий Даннета к данным, 
приведённым в примере 4. Средние величины коро-
нарного кровотока, начиная с контрольной, равны: 
3,3; 3,9; 3,7; 3,5; 3,4 мл/мин. Остаточная дисперсия — 
0,015, число степеней свободы — 16, l = 5; q′

кр.,16,5,0,05 
=  

= 2,71. Рассчитаем показатели критерия Даннета:

′ = −
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= >q1
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Таким образом, препарат статистически значимо 
(p < 0,05) увеличивает коронарный кровоток в течение 
10 минут после введения.

Критерий Шеффе является достаточно простым 
[3, 4, 7]. Критерий статистической значимости между 
средними выборок рассчитывают по следующей фор-
муле:

F
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,                     (94) 

где i, j — номера выборок, i ≠ j, x  — средняя ариф-
метическая выборки.

Нулевую гипотезу отвергают, если 

F m F m N m≥ − − −( ) ( ),( ),1 1 α ,                   (95) 

где m — число градаций фактора; N — объём диспер-
сионного комплекса; α — уровень значимости.

Пример 10. Применим критерий Шеффе к данным 
примера 2 (см. табл. 3):
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Таким образом, в условиях инфаркта миокарда 
фракция выброса статистически значимо понижается. 
Изучаемый препарат увеличивает фракцию выброса, 
но только в условиях инфаркта миокарда.

Представление результатов, полученных с помо-
щью классического дисперсионного анализа и методов 
множественных сравнений. Полученные результаты 
можно описать двумя разными способами: 

1. Средние арифметические по выборкам и их 
стандартные ошибки, рассчитанные с использованием 
остаточной дисперсии, полученной в результате дис-
персионного анализа  

s
s

n
x

e

i
i• =

2

,                               (96) 

где i — номер выборки. 
2. Доверительные интервалы разностей средних, 

которые рассчитываются следующим образом. Сначала 
рассчитывают среднюю ошибку разности средних

 s
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nij

e
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e

j
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,                              (97) 

где i, j — номера выборок. 
Затем вычисляют границы доверительного ин-

тервала для разности средних значений в двух груп-
пах ( ) :∆ij i jx x= −• •  ( ); ( ),∆ ∆∆ ∆ij ijt s t s

ij ij
− ⋅ + ⋅   где t — 

значение t-критерия для числа степеней свободы 
( )n ni j+ − 2  и выбранного уровня значимости. При 
этом обязательно указываются результаты дисперсион-
ного анализа: факториальные и остаточная дисперсии, 
число степеней свободы, показатели силы влияния 
факторов, величины F и p [12].

Если допущения, необходимые для проведения 
классического дисперсионного анализа, не выполня-
ются, могут быть использованы его непараметрические 
аналоги, разобранные в статье [13].

Дисперсионный анализ был модифицирован для 
обработки данных измеренных в категориальных (но-
минальных) шкалах. К сожалению, эта модификация 
не разработана в программных статистических пакетах.

Дисперсионный анализ качественных признаков. 
Признаки, которые измеряют с помощью катего-
риальных (дихотомических) шкал достаточно часто 
встречаются при проведении фармакологических 
исследований. Иногда очень полезным оказывается 
переход от количественной шкалы к качественной. 
Результаты такого рода экспериментов описывают с 
помощью выборочной абсолютной (m из n) или от-
носительной частоты события ( ):p  

,
m

p
n

=                                      (98) 

где m — число появлений интересующего нас события 
в n независимых испытаниях. 

Относительная частота и теоретическая вероят-
ность появления изучаемого события не обязательно 
будут полностью совпадать, однако с увеличением 
числа экспериментов до бесконечности отклонение 
относительной частоты от теоретической вероятности 
будет стремиться к нулю. 

При двух альтернативах такие явления часто со-
ответствуют биномиальному распределению. Как и 
любое распределение, оно характеризуются специфи-
ческими параметрами. Первый из них (µ) определяет 
наиболее вероятное число появлений ожидаемого 
результата в n независимых событиях:

µ = np.                                       (99)

Другим параметром этих распределений является 
вариация, которая характеризует меру неопределён-
ности. В случае биномиального распределения оце-
нивается по формуле:

S np p= −( ).1                              (100)

При достаточно больших объёмах выборок  
(np(1 − p) > 9) и 0,3 ≤ p ≤ 0,7 такого рода данные хорошо 
аппроксимируются нормальным распределением, что 
даёт возможность применять для обработки критерии, 
основанные на этом распределении [4, 5, 7, 14].

При обработке нескольких подобных выборок 
(что обычно и случается при изучении новых ве-
ществ) исследователи проводят попарное сравнение 
выборок без учёта множественности сравнений, т. е. 
допускают грубейшую ошибку. Далее мы рассмотрим 
применение дисперсионного анализа для обработки 
подобных данных.

Однофакторный дисперсионный анализ качествен-
ных признаков. В своей «классической» форме дис-
персионный анализ был разработан Р.Фишером для 
анализа количественных признаков, подчиняющихся 
нормальному закону распределения. Вторым условием 
применения этого метода является сходный уровень 
вариабельности зависимой переменной в пределах 
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каждой градации. Для качественных признаков дис-
персионный анализ используется мало. Вместо него 
при сравнении нескольких выборок используют кри-
терий хи-квадрат. Однако в отличие от хи-квадрата 
дисперсионный анализ даёт возможность определить 
не только статистическую значимость проверяемой 
гипотезы, но и позволяет оценить силу влияния из-
учаемых факторов и их взаимодействие.

Также как и в «классическом» случае, дисперси-
онный анализ качественных признаков основан на 
разложении суммарной вариации (Sg) на составляющие 
компоненты – факториальную (Sf) и остаточную (Sд) 
и определения значимости различий между этими 
компонентами.

Наиболее важными условиями применимости 
дисперсионного анализа качественных признаков 
являются достаточно большие объёмы выборок и 
равенство их объёмов или, по крайней мере, близость 
(один порядок).

В основе однофакторного дисперсионного анализа 
категориальных признаков лежит ранее указанное 
правило разложения вариации:

S S Sg f e= + ,                            (101)

Предположим, у нас есть k выборок, объём каждой 
из которых составляет ni (где 1 ≤ i ≤ k), число орга-
низмов с интересующей нас реакцией (признаком) в 
каждой группе равно mi. Тогда общая вариация дис-
персионного комплекса будет равна:

S N p pg = ⋅ −ˆ ( ˆ),1                        (102)

где 

N ni
i

k

=
=
∑

1

                              (103) 

суммарный объём дисперсионного комплекса; p̂  — 
средняя взвешенная частота реакции (признака) для 
всего комплекса:
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Формулу общей вариации можно преобразовать 
и получить следующее выражение:
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Факториальная вариация, отражающая измен-
чивость между выборками, может быть рассчитана 
по формуле:
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Остаточную вариацию, отражающую внутривы-
борочную вариабельность, рассчитывают следующим 
образом:

S S S m
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где p  — относительная частота признака (реакции) 
в i-ой выборке.

Разделив полученные вариации на соответству-
ющее число степеней свободы (νg

 = N − 1; νf = k − 1;  
νe = N − k), мы получим дисперсии:

s
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Статистическую значимость влияния изучаемого 
фактора можно оценить с помощью дисперсионного 
отношения:

F
s

s
f

e

=
2

2
,                               (111)

которое имеет F-распределение Фишера – Снедекора. 
Если рассчитанный показатель

 F F
f e

≥ ν ν α, , ,                           (112) 

где α-критический уровень значимости, то нулевая 
гипотеза об отсутствии влияния фактора отвергается 
в пользу альтернативной [5, 14].

Используя полученные данные, можно рассчитать 

показатель силы влияния фактора hf
2( )  и его ошибку 

shf
2( ) :

h
S

Sf
f

g

2 = ;                                    (113)

2
2(1 ) ,

f

f
fh

e

s h
ν

= −
ν

                            (114)

где ν νf ek N k= − = −1; .   

Статистическую значимость показателя силы влия-
ния фактора рассчитывают с помощью распределения 
Фишера – Снедекора:

F
h

s
f

hf

=
2

2

,                                   (115)

если рассчитанное F F
f e

≥ ν ν α, , , то на уровне р ≤ α 
нулевую гипотезу hf

2 0=  отвергают в пользу альтерна-
тивной. Доверительный интервал Р(1 − α) показателя 
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силы влияния фактора можно рассчитать следующим 
образом [5]:

 h s F h s Ff h f hf f e f f e
2 2

2 2− ÷ +ν ν α ν ν α, , , , .          (116)

После проведения дисперсионного анализа часто 
возникает необходимость выяснить статистическую 
значимость различий между частотами проявления 
признака (реакции) при различных градациях из-
учаемого фактора. С этой целью можно использо-
вать следующий метод. Так как хорошо известно, что 
квадрат квантиля распределения Стьюдента с числом 
степеней свободы ν равен квантилю распределения 
Фишера – Снедекора с числом степенней свободы 1 

и ν F t1
2

, , , ,ν α ν α=( )  то для расчёта статистической зна-
чимости различий между двумя долями в условиях 
множественности сравнений можно использовать 
соотношение:

F
p p
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n n

n n

i j

e

i j

i j

=
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2

2
,                     (117) 

где i, j – номера выборок, i ≠ j.
Если F F

e
≥ 1, ,ν α , (где νе = N − k, α определяют с 

учётом поправки Бонферрони), то нулевую гипотезу 
о равенстве долей следует отвергнуть в пользу аль-
тернативной [5].

Пример 11. На свиноводческом комплексе прово-
дили испытания нового антигельминтозного средства 
в сравнении препаратом Вермокс. Было сформиро-
вано три группы животных по 60 голов в каждой: 1 — 
контроль (плацебо); 2 — Вермокс; 3 — препарат Х. 
Заражённость аскаридами составляла 75 % (по 45 
голов в каждой группе). После курса лечения вновь 
проверили заражённость аскаридами (табл. 8). По 
полученным результатам необходимо было опреде-
лить эффективность изучаемых препаратов. Нулевая 
гипотеза — зараженность аскаридами в выборках не 
различается. Альтернативная гипотеза — заражен-
ность аскаридами в выборках различна. Критический 
уровень значимости α = 0,05:

F
s

s
Ff

e

= = = =
2

2 2 177 0 000001
3 15

0 216
14 583

,
,

, ; ; , . 

Таким образом, нулевую гипотезу об отсутствии 
эффекта изучаемых препаратов следует отвергнуть на 
уровне р = 0,000001.

Рассчитаем показатель силы влияния фактора и 
его ошибку:
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Определим статистическую значимость показателя 
силы влияния фактора:

F
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Следовательно, влияние изучаемого фактора (анти-
гельминтозных средств) определяет 14,1 % общей 
вариации комплекса и является статистически зна-
чимым при р = 0,000002

Теперь необходимо выявить разницу между от-
дельными градациями фактора.
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Таблица 8

Пример однофакторного дисперсионного анализа 
категориальных данных

Table 8

Example of one-factor analysis of variance of categorical data

Показатель Контроль Вермокс Препарат Х

n 60 60 60

m 45 36 18

m2/n 33,75 21,60 5,40

p  = m/n 0,75 0,60 0,30
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Таким образом, при сравнении Вермокса с кон-
тролем следует принять нулевую гипотезу о неэффек-
тивности препарата при р = 0,236 (с учётом поправки 
Бонферрони). Сравнивая препарат Х с контролем 
следует отвергнуть нулевую гипотезу и принять аль-
тернативную о высокой эффективности лекарствен-
ного средства (р < 0,00001). Препарат значительно 
более эффективен, чем Вермокс (с учётом поправки 
Бонферрони р = 0,00156).

Двухфакторный дисперсионный анализ качественных 
признаков. В основе двухфакторного дисперсионного 
анализа категориальных признаков лежит всё тот же 
закон разложения суммарной вариации. Однако он 
несколько усложняется. Также как в случае количе-
ственных переменных факториальная вариация сама 
уже разлагается на 3 компонента: Sf = SA + SB + SA ⋅ SB. 
Так же как в случае однофакторного анализа для про-
ведения двухфакторного дисперсионного анализа 
категориальных признаков требуются достаточно 
большие равновеликие или пропорциональные вы-
борки. Алгоритм двухфакторного дисперсионного 
анализа качественных признаков можно описать 
следующим образом.

Допустим мы имеем большую группу N животных 
(независимых испытаний), на которых воздействуют 
два независимых фактора А и В при количестве гра-
даций a и b, соответственно. Тогда количество изуча-
емых выборок будет равно a ⋅ b, в каждой выборке nij 

животных и mij реакций на воздействие, где i = 1, …, a, 
j = 1, …, b. Рассчитаем вариации.

Суммарная (общая) вариация равна:
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Остаточная (случайная) вариация:

S m
m

n
e ij

j

b

i

a
ij

ijj

b

i

a

= −
== ==

∑∑ ∑∑
11

2

11

.                   (119)

Общая факториальная вариация будет равна:
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Вариация, обусловленная фактором A:

S

m

n

m

N
fA

ij
j

b

ij
j

b
i

a ij
j

b

i

a

=







−






=

=

=

==
∑

∑
∑

∑∑
1

2

1

1

11

2

.               (121)

Вариация, обусловленная фактором B:
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Вариация, обусловленная взаимодействием фак-
торов:

S S S SfAB f fA fB= − − .                         (123)

Определим число степеней свободы для всех рас-
смотренных вариаций:
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Теперь, зная вариации и число степеней свободы, 
следует рассчитать дисперсии, разделив общую и 
частные вариации на число степеней свободы:
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Используя рассчитанные дисперсии, определя-
ют статистическую значимость влияния факторов.  
С этой целью делят общую и частные факториальные 
дисперсии на остаточную дисперсию. Полученные 
таким образом показатели F, имеют распределение 
Фишера-Снедекора. Если рассчитанный показатель 
F F

f e
≥ ν ν α..., , ,  нулевую гипотезу об отсутствии влияния 

данного фактора отвергают и на критическом уровне 
значимости α принимают альтернативную гипотезу о 
том, что фактор изменяет частоту результирующего 
признака.

Показатели силы влияния факторов, их ошибку 
и статистическую значимость определяют также как 
в случае двухфакторного дисперсионного анализа 
количественных признаков [5, 14].

Пример 12. На 240 мышах изучали совместное 
радиопротекторное действие препаратов А и В. По-
казателем эффекта служила выживаемость в течение  
1 недели после γ-облучения в течение 2 часов. Живот-
ные были разделены на 4 группы по 60 животных в 
каждой: 1) А1В1 — не получала препаратов; 2) А2В1 — 
мышам вводили только препарат А; 3) А1В2 — жи-
вотным вводили только препарат В; 4) А2В2 — мыши 
получали оба препарата. Данные и алгоритм обработки 
представлены в табл. 9. 

Нулевая гипотеза: препараты не влияют на вы-
живаемость в условиях облучения; альтернативная 
гипотеза: выживаемость под влиянием хотя бы одного 
препарата увеличивается. Критический уровень зна-
чимости α = 0,05.
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На основании данных табл. 9 рассчитаем 
Ff  = 2,3/0,222 = 10,360 = F3;236;0,000002; 
FfA = 5,4/0,222 = 24,324 = F1;236;0,000002; 
FfB = 1,35/0,222 = 6,081 = F ′1;236;0,0144;
FfAB = 0,15/0,222 = 0,676 = F ′1;236;0,59.
Таким образом нулевая гипотеза в отношении 

препаратов А и В отвергается в пользу альтернатив-
ной, которая утверждает, что вещества статистически 
значимо увеличивают выживаемость в условиях об-
лучения. Однако взаимодействие между этими веще-
ствами отсутствует, т. е. эффект одного препарата не 
зависит от другого.

Теперь рассчитаем показатели силы влияния фак-
торов и их ошибки:
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Таким образом, контролируемые факторы опре-
деляют 11,6 % вариации, из них фактор А — 9,1 %, а 
фактор В — 2,3 %.

Определим статистическую значимость показа-
телей силы влияния факторов:
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Таблица 9

Пример обработки категориальных данных с помощью двухфакторного дисперсионного анализа

Table 9

Example of categorical data processing using two-factor analysis of variance

А1 А2

В1 В2 В1 В2

n 60 60 60 60

m 15 21 30 42

m2 225 441 900 1764

p  = m/n 0,25 0,35 0,50 0,70
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Таким образом, показатели силы влияния факторов 
А и В являются статистически значимыми. Однако их 
взаимодействие отсутствует.

Итак, мы разобрали дисперсионный анализ дан-
ных, измеренных в количественных и категориальных 
шкалах. Данный метод является мощным средством 
анализа и даёт возможность выявить не только раз-
личия между выборками, но определить мощность 
действия 2 и более факторов и их взаимодействие.
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Изучение возможности коррекции поведенческих  
нарушений у крыс со стереотаксической моделью  

болезни Альцгеймера
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Аннотация. Актуальность. Болезнь Альцгеймера (БА) — нейродегенеративное заболевание, лекарственная терапия которого способна лишь 
замедлить прогрессирование болезни, что обусловлено многообразием имеющихся патогенетических процессов. Возможным эффективным под-
ходом к коррекции симптомов может стать применение соединений с комплексным механизмом действия — фосфорилацетогидразидов, способных 
одновременно воздействовать на разные звенья патологического процесса, наиболее эффективным представителем которых является соединение 
2-хлорэтокси-пара-N-диметиламинофенил фосфорилацетогидразид (КАПАХ). Цель. Изучить возможность коррекции когнитивных и поведенческих 
нарушений у крыс со стереотаксической моделью БА с использованием соединения КАПАХ, воздействующего на разные звенья патологического 
процесса. Методы. В работе были использованы 24 самки крыс линии Wistar. БА моделировали у крыс путём стереотаксического билатерального 
введения в область гиппокампа β-амилоида в растворе фосфатного буфера, затем на 11-й день внутрибрюшинно вводили КАПАХ (10 мг/кг) в тече-
ние 10 дней, после чего проводили тестирование на установках «Приподнятый крестообразный лабиринт», «Открытое поле» и «Водный лабиринт 
Морриса». Статистическую обработку осуществляли в программе GraphPad Prism 8.0.1 с применением однофакторного анализа ANOVA. Результаты. 
Многократное введение КАПАХ способствовало снижению уровня тревожности в методе «Приподнятый крестообразный лабиринт», увеличивая 
время пребывания в открытых «рукавах» в 4,6 раза (р < 0,05) по сравнению с крысами без лечения. В тестах «Водный лабиринт Морриса» и «От-
крытое поле» наблюдалась нормализация процессов памяти и двигательной активности, соответственно, время поиска платформы и количество 
пересечённых линий не отличались от показателей контрольных животных. Вывод. КАПАХ уменьшает состояние тревожности и процессы памяти 
у крыс со стереотаксической моделью болезни Альцгеймера, вызванной введением β-амилоида в область гиппокампа. 

Ключевые слова: болезнь Альцгеймера; бета-амилоид; Открытое поле; Приподнятый крестообразный лабиринт; Водный лабиринт Морриса 
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Study of the possibility of correcting behavioral disorders in rats with a stereotaxic model of Alzheimer's disease
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Abstract.  Relevance. Alzheimer's disease (AD) is a neurodegenerative disease, the drug therapy of which can only slow the progression of the disease, 
due to the variety of existing pathogenetic processes. A possible effective approach to the correction of symptoms can be the use of compounds with a 
complex mechanism of action — phosphorylacetohydrazides, capable of simultaneously acting on different parts of the pathological process, the most 
effective representative of which is the compound 2-chloroethoxy-para-N-dimethylaminophenyl phosphorylacetohydrazide (CAPAH). Target. To study the 
possibility of correcting cognitive and behavioral disorders in rats with a stereotaxic model of AD using the CAPAH compound, which affects different parts 
of the pathological process. Methods. 24 female Wistar rats were used in the work. AD was modeled in rats by stereotaxic bilateral injection of β-amyloid 
into the hippocampal region in a phosphate buffer solution, then on day 11, CAPACH (10 mg/kg) was administered intraperitoneally for 10 days, after which 
tests were performed using the «Elevated Plus Maze», «Open Field» and «Morris Water Maze». Statistical processing was carried out in the GraphPad Prism 
8.0.1 program using one-way ANOVA analysis. Results. Multiple administration of CAPAH contributed to a decrease in the level of anxiety in the «Elevated 
Plus Maze» method, increasing the time spent in open arms by 4.6 times (p < 0.05) compared to rats without treatment. In the «Morris Water Maze» and 
«Open Field» tests, normalization of memory and motor activity processes was observed, respectively, the platform search time and the number of crossed 
lines did not differ from those of control animals. Conclusion. CAPAH reduces anxiety and memory processes in rats with a stereotaxic model of Alzheimer's 
disease caused by the introduction of β-amyloid into the hippocampus.
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Введение / Introduction

Как известно, болезнь Альцгеймера (БА) — хрони-
ческое нейродегенеративное заболевание, характеризу-
ющееся нарушениями процессов памяти и когнитивных 
функций с последующим развитием деменции, увели-
чением общего уровня тревожности и неадекватным 
социальным поведением [1–3]. В настоящее время, 
наряду с онкологическими и сердечно-сосудистыми 
заболеваниями, БА является одной из самых распро-
странённых патологий в мире [3, 4]. Из-за увеличения 
доли пожилого населения растёт не только число за-
болевших, но и скорость распространения: на сегод-
няшний день среди 50 миллионов случаев деменции 
во всём мире, БА занимает более 60 %. Согласно про-
гнозам, к 2050 году количество заболевших увеличится 
в 2–3 раза [4–7].

К сожалению, в патогенезе БА нет единой согла-
сованной теории. Так, ряд исследователей выделяют 
важную роль тау-протеина, в норме выполняющего в 
клетке транспортные функции, а в случае БА образую-
щего внутриклеточные нейрофибриллярные клубочки, 
приводящие к нарушению вышеуказанной функции 
и гибели клетки [7, 8]. Однако одной из самых обще-
признанных и распространённых версий считается 
«амилоидная гипотеза», основанная на нарушении ме-
таболизма белка-предшественника β-амилоида — APP 
(Amyloid precursor protein), что приводит к появлению 
сенильных бляшек в тканях мозга, основным элементом 
которых и является нейротоксический белок β-амилоид 
[7, 9, 10]. В пользу данного варианта свидетельствует 
тот факт, что по мере прогрессирования БА количество 
бляшек неуклонно увеличивается. Кроме того, счита-
ется, что именно образование амилоидных структур в 
межклеточном пространстве нервной ткани способно 
запустить гиперфосфорилирование тау-протеина, что в 
свою очередь приводит к цепи событий, вызывающих 
гибель большого количества нейронов [8, 10]. По мере 
развития заболевания наблюдаются каскадные измене-
ния целого ряда структур: одновременное ухудшение 
функций практически всех нейротрансмиттерных 
систем, нарушение связи с вторичными посредниками, 
появление хронической нейровоспалительной реакции 
и запуск процессов апоптоза, изменение экспрессии 
ряда генов, а также нарушение синаптической пластич-
ности [6, 8, 11, 12].

Существующие на данный момент лекарственные 
средства, применяемые в терапии БА, направлены в 
основном на коррекцию симптомов, часто сопряжены 
с широким спектром нежелательных лекарственных 
реакций и предполагают длительный, пожизненный 
приём [5, 6, 13]. Причиной подобной ситуации является 
как недостаточная изученность этиопатогенетических 
звеньев БА, так и широкое многообразие факторов, 
способствующих её развитию.

Подобная гетерогенность БА предполагает создание 
аналогичного, комплексного подхода к коррекции, и 

возможным вариантом решения этого вопроса может 
стать применение соединений фосфорилацетогидра-
зидов (ФАГ). Фосфорилацетогидразиды относятся к 
классу фосфорилированных карбоновых кислот — со-
единений на основе четырёхкоординированного атома 
фосфора, который способен содержать несколько 
функционально активных групп, каждая может иметь 
свою мишень в патологическом процессе [14, 15]. Ра-
нее было показано, что, благодаря такой химической 
структуре, ФАГ имеют мультитаргетный механизм 
действия и способность корригировать функции важ-
нейших для развития деменций нейротрансмиттерных 
систем [14, 16, 17]. Это позволило позиционировать 
наиболее перспективное производное ФАГ — соеди-
нение 2-хлорэтокси-пара-N-диметиламинофенил 
фосфорилацетогидразид (КАПАХ), как потенциальное 
лекарственное средство с комплексным механизмом 
действия, способное улучшать функции мозга при де-
менциях и различных нарушениях памяти [15, 17, 18]. 

С целью адекватности прогноза трансляционных 
исследований по эффективности лекарственных средств 
в клинике необходим выбор оптимальных моделей БА 
на экспериментальных животных. Моделирование БА 
на животных позволяет получить как новые сведения 
о патогенезе, так и определить новые направления к 
коррекции.

Современная наука отдаёт предпочтение двум под-
ходам к формированию БА на животных: стереотак-
сический и генно-модифицированный [10, 18, 19].

Метод стереотаксического формирования БА 
является более простым и менее дорогостоящим по 
сравнению с генно-модифицированным подходом и 
на первом этапе изучения может служить адекватной 
моделью для выявления эффективности потенциаль-
ных лекарственных средств. Стереотаксический метод 
основан на введении нейротоксических агентов в раз-
личные зоны головного мозга животных [10, 19, 20]. 
Наиболее распространённой считается модель, осно-
ванная на введении амилоидных фрагментов в мозг 
животных. При этом предпочтение отдаётся более длин-
ноцепочечным формам (Аβ 1-42), поскольку именно 
они обладают большей способностью к агрегации и 
нейротоксичностью [10, 18]. В этом случае β-амилоид 
вводят в область гиппокампа, являющегося цен-
тром консолидации памяти, уменьшение размеров 
которого служит одним из ранних диагностических 
признаков деменции. У животных наблюдаются про-
грессирующая нейродегенерация с поведенческими 
расстройствами, нарушением процессов памяти и 
обучаемости [10, 18, 20].

Таким образом, учитывая изученную ранее способ-
ность КАПАХ оказывать влияние на функции ней-
ромедиаторных систем, играющих ключевую роль 
в развитии деменций при БА, целью работы стало 
изучить его способность корригировать поведение 
крыс со стереотаксической моделью БА, вызванной 
введением β-амилоида. 
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Материалы и методы исследования / Materials and 
methods of research

В качестве объекта исследования использовалось 
перспективное соединение ряда ФАГ — КАПАХ: 
2-хлорэтокси-пара-N-диметиламинофенил фосфо-
рилацетогидразид (рис. 1). ФАГ представляют ряд 
соединений, содержащих четырёхкоординирован-
ный атом фосфора, который способен удерживать 
несколько функционально активных групп, способных 
воздействовать на различные звенья патологического 
процесса [14, 15, 17].

КАПАХ был синтезирован на кафедре органиче-
ской химии ФГБОУ ВО «Казанский национальный 
исследовательский технологический университет» под 
руководством ведущего научного сотрудника, кандидата 
химических наук Р.И. Тарасовой и в настоящее время 
находится на завершающей стадии доклинических 
исследований.

Формирование стереотаксической модели БА / 
Formation of a stereotaxic model of AD

Исследования были проведены в НИИ молекуляр-
ной медицины и патобиохимии ФГБОУ ВО «Краснояр-
ского государственного медицинского университета им. 
проф. В.Ф. Войно-Ясенецкого» Министерства здраво-
охранения РФ на оборудовании ЦКП «Молекулярные 
и клеточные технологии». В экспериментах были ис-
пользованы 24 самки белых крыс линии Wistar массой 
200–250 г. возрастом 4 месяца. Крысы содержались в 
хорошо вентилируемом, освещённом, отапливаемом 
помещении при 12-часовом световом цикле, не более 
пяти в одной клетке и имели свободный доступ к еде 
и воде при необходимости.

До начала проведения экспериментов все испытуе-
мые животные содержались в стандартных условиях, при 
естественном световом режиме на полнорациональной 
сбалансированной диете (согласно ГОСТ Р 50258-92) 
с соблюдением международных требований Европей-
ской конвенции по защите позвоночных животных, 
используемых при экспериментальных исследованиях, 
а также согласно «Правила надлежащей лабораторной 
практики», утверждённым приказом Министерства 
здравоохранения РФ № 199н от 01.04.2016.

При выборе и проведении поведенческих иссле-
дований были использованы методы, описанные в 
«Руководство по проведению доклинических иссле-
дований лекарственных средств» [21].

Для формирования БА была использована стере-
отаксическая модель с введением нейротоксического 
белка β-амилоида в область гиппокампа животных. 
Известно, что именно агрегация β-амилоида счита-
ется одним из главенствующих аспектов патогенеза 
БА, а симптоматика, наблюдаемая у животных после 
его введения, сходна с нарушениями, проявляемыми 
у человека [10, 18, 19].

Животные были разделены на три группы (по  
8 животных в каждой). Крысам первых двух групп с 
использованием стереотаксиса (BIOCAD, Россия) 
билатерально в область гиппокампа СА1 вводили по  
5 мкл заранее проинкубированного при 37 °С 
β-амилоида 1–42 (Sigma-Aldrich, USA) с использова-
нием стереотаксического атласа по координатам: ML — 
2,0 мм, в AP — 3,6 мм, DV — 1,8 мм [22]. Крысам третьей 
(контрольной группы) стереотаксически по этим же 
координатам вводили в том же объёме фосфатно-со-
левой буфер (PBS, Sigma-Aldrich, USA), являющийся 
растворителем для β-амилоида. Раствор для введения 
готовили следующим образом: β-амилоид 1–42 (Sigma-
Aldrich, USA) растворяли в PBS до концентрации  
2 мкг/мкл с последующей агрегацией в термостате при 
37 °С в течение 7 дней.

Начиная с 11-го дня после операции, крысы первой 
опытной группы (со стереотаксическим введением 
β-амилоида) получали ежедневные внутрибрюшинные 
инъекции КАПАХ в дозе 10 мг/кг в течение 10 дней. 
Животные второй опытной группы (со стереотакси-
ческим введением β-амилоида) и крысы контрольной 
группы (со стереотаксическим введением фосфатного 
буфера) получали ежедневные внутрибрюшинные 
инъекции физиологического раствора в том же объёме. 
После 10 дней введение КАПАХ и физиологического 
раствора проводили поведенческие тесты «Открытое 
поле», «Приподнятый крестообразный лабиринт» и «Во-
дный лабиринт Морриса». Введение КАПАХ и физио-
логического раствора продолжали и в дни тестов (рис. 2).

Методы поведенческого тестирования / Behavioral 
testing methods

А) Тест «Приподнятый крестообразный лабиринт» 
(ПКЛ) применяли для оценки состояния тревожности 
[23]. Этот тест позиционируется как один из наиболее 
чувствительных для исследования тревожности живот-
ного [21]. Установка (НПО «Открытая наука», Россия) 
представляет собой объединение четырёх пластиковых 
отсеков, два из которых окружены с 3 сторон непро-
зрачными стенками — «закрытые рукава» (ЗР) (длина 
рукавов 50 см, высота стенок 30 см, ширина рукавов 
14 см). Два оставшихся не имеют стен и являются «от-
крытыми рукавами» (ОР). Закрытые рукава являются 
аналогом норы, а открытые — потенциально опасной 

Рис. 1. Структурная формула КАПАХ (2-хлорэтокси-
пара-N-диметиламинофенил фосфорилацетогидразид)
Fig. 1. Structural formula of CAPAH (2-chloroethoxy-para-
N-dimethylaminophenyl phosphorylacetohydrazide)
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областью. Продолжительность тестирования для каж-
дого животного составляла 5 минут. Крысу помещали 
в центр лабиринта, носом к открытому рукаву. Кри-
терием, по которому регистрировалось захождение 
в определённый отсек, считалось наличие всех 4 лап 
животного внутри помещения [20]. После тестирова-
ния каждого животного осуществляли дезодорацию 
поверхности установки с использованием 3 % пере-
киси водорода. После каждой группы крыс установку 
обрабатывали 70 % раствором этанола.

За 5 минут тестирования регистрировали время 
нахождения в открытых рукавах (ОР) установки как 
показатель уровня тревожности [23].

Б) Тест «Открытое поле» (НПО «Открытая наука», 
Россия) предназначен для изучения двигательно-иссле-
довательской активности животных [21, 24]. Установка 
представляет собой камеру круглой формы с непро-
зрачными стенами (диаметром 97 см, высота стенок  
42 см). Пол установки расчерчен на сектора для удобства 
визуальной регистрации. Кроме того, в полу имеются 
отверстия, имитирующие норки (диаметром 2 см). 
Критерием перехода из одного сектора в другой явля-
лось нахождение задних лап в новом секторе. После 
тестирования каждого животного осуществляли де-
зодорацию поверхности установки с использованием 
3 % перекиси водорода. После каждой группы крыс 
установку обрабатывали 70 % раствором этанола.

Испытуемое животное помещали в центр установки 
и за 3 минуты тестирования регистрировали:

1. Число пересечённых линий, что отражает не-
специфический уровень возбуждения (двигательная 
активность);

2. Количество обследованных отверстий, что явля-
ется показателем исследовательской активности [24, 25].

В) Тест «Водный лабиринт Морриса» использовали 
для исследования процессов памяти и обучения. Метод 
основан на том, что животное ищет кратчайший путь 
в бассейне с водой до спрятанной там «спасительной» 
платформы на основании предыдущих знаний в про-
цессе обучения о её местонахождении [21, 26].

Лабиринт Морриса представляет собой круглый 
бассейн (диаметр 1,5 м, глубина — 0,6 м), заполненный 
водой. В центре одного из секторов бассейна на глубине 
1,5–2 см под водой располагается скрытая платформа 
размером 10 × 10 см, которая в процессе обучения жи-
вотных должна находиться на одном и том же месте. 
Воду перед началом эксперимента подкрашивали обез-
жиренным молочным порошком, чтобы животное не 
видело сквозь воду установленную платформу. Во время 
эксперимента поддерживали постоянную температуру 
воды (+25 °С), так как температурные перепады могут 
искажать достоверность полученных результатов. Для 
ориентации животных в бассейне использовали набор 
так называемых зрительных ориентиров, устанавливае-

Рис. 2. Дизайн эксперимента
Fig. 2. Experiment Design
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мых вокруг бассейна, расположенных по сторонам света 
— север, юг, запад, восток. На первом этапе животное 
обучали в течение 3 последовательных дней, по 3 сессии 
в день. Крыс осторожно опускали в воду мордой к бор-
тику в одной из четырёх стартовых точек на периметре 
бассейна, выбранных таким образом, чтобы расстояние 
от них до платформы было приблизительно равным. 
Животному давали минуту на самостоятельный поиск 
платформы. Если в течение этого времени крыса не на-
ходила платформу, её аккуратно туда направляли. Крысе 
давали посидеть на платформе в течение 15 с, после 
чего её перемещали в клетку для просушки. На 4-й день 
после окончания этапа обучения проверяли показатели 
памяти. Для того «спасительную» платформу убирали из 
установки и в течение 1 минуты регистрировали время 
нахождения животного в зоне, где ранее располагалась 
платформа. При нормальном состоянии процессов па-
мяти и обучения животное больше времени пребывало 
в зоне прежнего расположения платформы [26–28].

Регистрация поведенческих изменений животных 
проводилась с помощью программы для видеотрекинга 
ANY-maze (Stoelting Co., США). Исследовательская 
активность животных (количество обследованных от-
верстий) в тесте «Открытое поле» оценивалась при ви-
зуальном анализе видеофайлов с помощью программы 
RealTimer версии 1.15 (НПО «Открытая наука», Россия).

Полученные результаты обрабатывали статисти-
чески при помощи однофакторного дисперсионного 
анализа ANOVA, где фактором служила принадлежность 
к экспериментальной группе (контроль, модель без 
«лечения», модель после «лечения») в программе Graph 
Pad Prism 8.0.1. Критический уровень значимости при 
проверке статистических гипотез — р < 0,05. Результаты 
поведенческих тестов представлены в виде M±SEM, 
где М — среднее значение, SEM — стандартная ошибка 
среднего, p — уровень значимости.

Результаты / Results

Результаты изучения поведения животных в тесте 
«Приподнятый крестообразный лабиринт» представлены 
на рис. 3.

Как видно из рис. 3, крысы со стереотаксической 
моделью БА существенно меньше времени пребыва-
ли в «открытых рукавах» (ОР) лабиринта — в 3,2 раза  
(р < 0,05) по сравнению с контрольными животными, 
что может свидетельствовать о повышенном уровне 
их тревожности. Многократное введение (11 дней) 
КАПАХ в режиме «лечения» способствовало развитию 
анксиолитического эффекта: животные этой группы 
проводили в 4,6 раза (р < 0,05) больше времени в «ОР» 
по сравнению с «нелечеными» крысами (рис. 3).

Результаты изучения поведения животных в тесте 
«Открытое поле» представлены на рис. 4 (А, Б).

При проведении тестирования установлено, что 
для животных с моделью БА было характерно сни-
жение двигательной активности, что выражалось в 

уменьшении количества пересечённых линий в 1,9 раза  
(р < 0,05) в сравнении с контрольными животными. При 
этом многократное введение КАПАХ способствовало 
нормализации данного показателя до уровня здоровых 
(контрольных) животных (рис. 4А).

При изучении исследовательской активности стати-
стически значимых отличий между группами выявлено 
не было (рис. 4Б).

Результаты изучения поведения животных в тесте 
«Водный лабиринт Морриса» представлены на рис. 5.

Как видно из рисунка, крысы со стереотаксиче-
ской моделью БА без введения КАПАХ тратили в 1,5  
(р < 0,05) раза больше времени на поиск платформы по 
сравнению с контрольными животными, что может сви-
детельствовать о возможных нарушениях когнитивных 
функций и процессов памяти. При этом время поиска 
платформы у группы крыс с моделью БА, получавшей 
КАПАХ, не отличалось от показателей контрольных 
животных, что может указывать на корригирующее 
влияние КАПАХ на процессы памяти и обучения.

Обсуждение / Discussion

Согласно имеющимся данным литературы, в кон-
цепции терапии БА необходим комплексный подход 
[4, 6, 9]. Ранее было показано, что КАПАХ и другие 
соединения ряда фосфорилацетогидразидов обладают 
мультитаргетным механизмом действия, играющим 
важную роль в процессах памяти и обучения [14].

Рис. 3. Влияние КАПАХ на время нахождения в откры-
тых рукавах у крыс со стереотаксической моделью болез-
ни БА в тесте «Приподнятый крестообразный лабиринт» 
Fig. 3. Influence of CAPAH on the time spent in the open 
arms in rats with a stereotaxic model of AD disease in the 
«Elevated Plus Maze» test
Примечания: по оси абсцисс — время нахождения в «открытых рука-
вах», с; по оси ординат — группы животных; * (р < 0,05) — статисти-
чески значимые различия по отношению к показателю контрольной 
группы; ** (p < 0,05) — статистически значимые различия по отноше-
нию к показателю группы «без лечения» (БА).
Notes: along the abscissa axis — the time spent in the "open arms", s; along 
the y-axis — groups of animals; * (p < 0.05) — statistically significant 
differences in relation to the indicator of the control group; ** (p < 0.05) — 
statistically significant differences in relation to the indicator of the "no 
treatment" group (BA).
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Так, КАПАХ проявляет свойства частичного агони-
ста глициновых стрихнин-нечувствительных рецепто-
ров NMDA-рецепторного комплекса, взаимодействует 
с нейрокининовыми NK1-рецепторами подобно ней-

ропептиду субстанции Р, проявляет антиоксидантные и 
мембраностабилизирующие свойства. Благодаря этому 
механизму КАПАХ обладает мнемотропным, антиам-
нестическим, нейропротекторным, антидепрессивным 
действием в эксперименте [14, 15, 17].

В данной работе представлены результаты влия-
ния препарата КАПАХ на поведение и когнитивные 
способности крыс с моделью БА, вызванной путём 
стереотаксического введения β-амилоида в область 
гиппокампа. Эта модель получила широкое распро-
странение и считается одним из оптимальных под-
ходов к формированию БА, поскольку она является 
доступным и достоверным методом воспроизведения 
in vivo амилоидоза и последующих процессов гибели 
нейронов [20]. Известно, что одним из важнейших 
признаков БА считается появление амилоидных агре-
гатов, локализованных в основном во внеклеточном 
пространстве гиппокампа и коры [10, 18, 20]. Поэтому 
введение патогенного агента проводится именно в гип-
покамп — центр консолидации памяти, а именно, зону 
СА1 — область, наиболее подверженную нейродегене-
ративными изменениям, и реже в область неокортекса 
[10, 20]. Следует отметить, что предпочтение отдаётся 
длинноцепочечным формам β-амилоида из-за их по-
вышенной нейротоксичности и большей способности 
к агрегации [10, 13]. При подобных манипуляциях у 
животных наблюдаются симптомы, схожие с БА у лю-
дей: повышенная тревожность, нарушения процессов 
памяти и обучаемости [10, 18, 20].

Рис. 4. Влияние КАПАХ на двигательную (А) и исследовательскую (Б) актив-
ность крыс с моделью БА в тесте «Открытое поле» 
Fig. 4. Effect of CAPAH on motor (A) and exploratory (Б) activity of rats with AD 
model in the «Open field» test
Примечания: по оси абсцисс — показатели активности; по оси ординат — группы животных);  
* (р <  0,05) —  статистически значимые различия по отношению к показателю контрольной груп-
пы; ** (p < 0,05) — статистически значимые различия по отношению к показателю группы «без 
лечения» (БА).
Notes: on the abscissa axis — activity indicators; on the ordinate axis — groups of animals); * (p < 0.05) — 
statistically significant differences in relation to the indicator of the control group; ** (p < 0.05) — 
statistically significant differences in relation to the indicator of the group "without treatment" (BA).

Рис. 5. Влияние КАПАХ на время нахождения в зоне 
платформы крыс с моделью БА в тесте «Водный лаби-
ринт Морриса» 
Fig. 5. Influence of CAPAH on the time spent in the area 
of the platform in rats with AD model in the «Morris Water 
Maze» test
Примечания: по оси абсцисс — время поиска платформы, с; по оси 
ординат — группы животных; * (р < 0,05) — статистически значимые 
различия по отношению к показателю контрольной группы.
Notes: along the abscissa axis — platform search time, s; along the y-axis — 
groups of animals; * (p < 0.05) — statistically significant differences  
in relation to the control group.
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Установлено, что препараты, используемые в кли-
нической практике при БА, способны проявлять по-
ложительный эффект в данной модели. Так, в ряде 
исследований было показано, что введение мемантина 
и антихолинэстеразных средств животным со стере-
отаксической моделью БА, вызванной путём введе-
ния β-амилоида в область гиппокампа, способствует 
снижению выраженности когнитивных нарушений, 
симптомов нейродегенерации, а также нормализации 
поведения [19, 29].

Однако нужно понимать, что при помощи сте-
реотаксического подхода невозможно исследовать 
этиологию и механизм развития БА, поскольку данная 
методика направлена на изучение конкретного звена 
патогенеза — β-амилоидных структур, а также может 
сопровождаться дополнительными травмами мозга [20].

Основным симптомом БА является нарушение 
памяти и когнитивных функций. Тест «Водный лаби-
ринт Морриса» позволяет более широко оценивать 
когнитивные функции в комплексе с пространствен-
ной памятью. Эффективность методики подтверждена 
многочисленными исследованиями в области изучения 
гиппокамп-зависимой пространственной навигации и 
«референс-памяти» [27]. Нарушение процессов памяти 
и когнитивных функций крыс со стереотаксической 
моделью БА выражалось в увеличении продолжитель-
ности поиска спасательной платформы по сравнению 
с контрольными животными. Многократное введение 
КАПАХ корригировало эти нарушения — показатели 
«леченых» крыс не отличались от контрольных зна-
чений. 

Состояние повышенной тревожности крыс со сте-
реотаксической моделью БА было показано в тесте 
«Приподнятый крестообразный лабиринт»: крысы без 
«лечения» значительно больше времени проводили в ОР 
рукавах лабиринта, которые считаются потенциально 
опасной областью. Применение КАПАХ оказывало 
анксиолитическое действие, которое выражалось в уве-
личении длительности пребывания в ОР по сравнению 
с животными без «лечения». Данные, полученные в 
тесте «Открытое поле», продемонстрировали снижение 
двигательной активности у «нелеченых» крыс с БА, 
которые устранялось при введении КАПАХ. 

Анализируя результаты коррекции соединением 
КАПАХ поведенческих нарушений у крыс с моделью 
БА, можно сделать вывод, что его эффективность может 
быть обусловлена способностью одновременно оказы-
вать влияние на патогенетические звенья патологиче-
ского процесса на данной модели: взаимодействовать 
с NMDA-рецепторным комплексом через глициновые 

стрихнин-нечувствительные участки, оказывать влия-
ние на холинергические структуры через нейрокини-
новые NK-1 рецепторы, проявлять антиоксидантные 
и мембраностабилизирующие свойства [14, 15, 17]. 

Полученные результаты являются основанием для 
исследования этого соединения на генно-модифи-
цированных моделях БА, созданных путём внесения 
изменений в экспрессию генов, отвечающих за метабо-
лизм β-амилоида: белка-предшественника β-амилоида 
APP, и семейства пресенилинов (PSEN). Подобные 
вмешательства влекут за собой увеличение агрегации 
β-амилоида и образование сенильных бляшек, а у жи-
вотных проявляются симптомы, сходные с таковыми 
у пациентов, имеющих БА — снижение когнитивных 
функций, которые предшествуют образованию бляшек 
[10, 18, 19].

Выводы / Conclusions
Многократное введение КАПАХ оказывает по-

ложительное влияние на процессы обучения и па-
мяти у крыс со стереотаксической моделью болезни 
Альцгеймера, вызванной путём введения β-амилоида 
в область гиппокампа, а также уменьшает состояние 
тревожности, что было продемонстрировано на по-
веденческих установках «Водный лабиринт Морриса» 
и «Приподнятый крестообразный лабиринт». 
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Влияние ингибиторов циклооксигеназы и их комбинаций 
с мексидолом при курсовом применении на поведение 

половозрелых крыс

Иванова Е. А., Васильчук А. Г., Матюшкин А. И., Воронина Т. А.
ФГБНУ «НИИ фармакологии имени В.В. Закусова», Москва, Российская Федерация 

Аннотация. Изучено влияние ингибиторов циклооксигеназы (ЦОГ) эторикоксиба (1 и 10 мг/кг) и диклофенака натрия (1 и 5 мг/кг) и их комбина-
ции с 2-этил-6-метил-3-оксипиридина сукцинатом (мексидолом, 25 мг/кг) при курсовом введении (перорально, ежедневно, 1 раз в день, 15 дней) 
на поведение крыс в тестах «Открытое поле», «Вращающийся стержень» и «Приподнятый крестообразный лабиринт». Установлено, что только 
неселективный ингибитор ЦОГ диклофенак натрия в дозе 5 мг/кг значимо снижает ориентировочно-исследовательскую (тест «Открытое поле») и 
локомоторную (тест «Вращающийся стержень») активность крыс, что обусловлено периферическим побочным действием препарата. Селективный 
ингибитор ЦОГ-2 эторикоксиб в дозах 1 и 10 мг/кг увеличивает время нахождения животных на центральной площадке в тесте «Приподнятый кре-
стообразный лабиринт» и в дозе 10 мг/кг снижает латентный период начала движения в тесте «Открытое поле». Комбинация мексидола с диклофе-
наком натрия (1 мг/кг) не вызывает снижения ориентировочно-исследовательской активности и моторный дефицит у крыс, что наблюдается при 
введении диклофенака натрия в дозе 5 мг/кг. Однако при использовании комбинации мексидола с эторикоксибом (1 мг/кг) наблюдается снижение 
локомоторной активности крыс в тесте «Вращающийся стержень» при отсутствии значимых отклонений ориентировочно-исследовательского по-
ведения и тревожности животных в тестах «Открытое поле» и «Приподнятый крестообразный лабиринт».

Ключевые слова:  ингибиторы циклооксигеназы; диклофенак натрия; эторикоксиб; мексидол; тест «Открытое поле»; тест «Вращающийся стер-
жень»; тест «Приподнятый крестообразный лабиринт»; крысы 
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Effect of multiple-dose regimens of cyclooxygenase inhibitors and their combinations with mexidol on behavior in mature rats
Ivanova EA, Vasilchuk AG, Matyushkin AI, Voronina TA

 FSBI “Zakusov Institute of Pharmacology”, Moscow, Russian Federation

Abstract. Effects of multiple-dose regimens (oral, daily, once a day for 15 days) of cyclooxygenase (COX) inhibitors etoricoxib (1 and 10 mg/kg), diclofenac 
sodium (1 and 5 mg/kg) and their combinations with 2-ethyl-6-methyl-3-hydroxypyridine succinate (mexidol 25 mg/kg) on rat behavior were studied in the 
open field test, rotarod test and elevated plus maze test. Exploratory (in open field test) and locomotor (in rotarod test) behavior of rats was significantly 
weakened only by the non-selective COX inhibitor diclofenac sodium at 5 mg/kg, which is due to the peripheral side effect of the drug. The selective COX-2 
inhibitor etoricoxib increased the time in the central area of the elevated plus maze at 1 and 10 mg/kg and reduced the latent period of locomotion in the 
open field test at 10 mg/kg. A combination of diclofenac sodium (1 mg/kg) with mexidol neither reduced exploratory behavior nor caused motor deficit 
in contrast to diclofenac sodium at 5 mg/kg. However, a combination of etoricoxib (1 mg/kg) with mexidol inhibited locomotor activity in the rotarod test. 
Nevertheless, it produced no significant effects on the exploratory behavior or anxiety of animals in the open field test and elevated plus maze test.
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Введение / Introduction

Нестероидные противовоспалительные препараты 
(НПВП) являются одной из наиболее востребованных 
групп лекарственных средств, эффективность при боли 
и воспалении и безопасность применения которых 
определяется их механизмом действия — ингибиро-
ванием циклооксигеназы (ЦОГ) 1 и 2 типа [1]. Данные 
большого количества метаанализов клинических и 
эпидемиологических исследований использования 
НПВП в клинической практике явились основанием 
для разработки клинических рекомендаций их назна-
чения с учётом риска нежелательных явлений (НЯ) 
со стороны желудочно-кишечного тракта (ЖКТ), 

сердечно-сосудистой системы, НПВП-нефропатии 
и их профилактики [2]. Эти, наблюдаемые прежде 
всего при длительном применении, НЯ обусловлены 
периферическим действием НПВП и развиваются 
вследствие угнетения образования простагланди-
нов при ингибировании ЦОГ. Вместе с тем, ЦОГ-1 
и ЦОГ-2 экспрессируются в головном мозге [3, 4], 
и в клинических исследованиях выявлена способ-
ность селективного ингибитора ЦОГ-2 целекоксиба 
повышать эффективность ингибиторов обратного 
захвата серотонина: флуоксетина [5], сертралина [6], 
флувоксамина [7]. Однако результаты других клини-
ческих исследований свидетельствуют о повышении 
риска возникновения депрессий при применении 
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пациентами ингибиторов ЦОГ, за исключением 
ацетилсалициловой кислоты [8, 9]. Ввиду того, что 
периферические НЯ при длительном применении 
НПВП могут представлять угрозу здоровью и жизни 
пациентов, пристальное внимание уделяется оценке 
рисков возникновения и профилактике этих НЯ [10], 
и небольшое число публикаций освещает побочное 
действие НПВП, реализующееся за счёт влияния пре-
паратов на ЦНС [11]. В рамках исследования действия 
НПВП на ЦНС ранее нами было изучено влияние 
селективного ингибитора ЦОГ-2 эторикоксиба и не-
селективного ингибитора ЦОГ диклофенака натрия 
при однократном пероральном введении на пове-
дение крыс. Установлено, что оба ингибитора ЦОГ 
в дозе 10 мг/кг снижают двигательную активность 
крыс, а селективный ингибитор ЦОГ-2, кроме того, 
вызывает у животных депрессивноподобное поведе-
ние [12]. Наряду с этим, показано, что применение 
диклофенака натрия и эторикоксиба с мексидолом 
усиливает выраженность противовоспалительного 
действия этих НПВП [13, 14]. Мексидол обладает 
нейропротекторным действием, реализующимся 
за счёт политаргетного механизма, включающего 
способность препарата улучшать энергетический 
статус клетки и влиять на процессы в цикле Кребса 
[15, 16], подавлять перекисное окисление липидов и 
модифицировать фосфолипидный состав мембран 
[17–19], повышать активность Se-зависимой глута-
тионпероксидазы, снижать активность индуцибель-
ной NO-синтазы, связывать супероксидный анион- 
радикал, уменьшать глутаматную эксайтотоксичность 
[20]. Кроме того, мексидол увеличивает содержание 
фосфатидилсерина, фосфатидилинозита и сфинго-
миелина в синаптосомальных мембранах головного 
мозга [18, 21], способен индуцировать церебральный 
митохондриогенез и устранять митохондриальную дис-
функцию как у молодых, так и у старых крыс. После 
курсового введения мексидола в коре головного мозга 
крыс наблюдается дозозависимая индукция сукцинат-
ного рецептора SUCNR1 и белков-маркеров биогенеза 
митохондрий: транскрипционного ко-активатора 
PGC-1α, транскрипционных факторов (NRF1, TFAM), 
каталитических субъединиц дыхательных фермен-
тов (NDUFV2, SDHA, cyt b, COX2) и АТФ-синтазы 
(ATP5A) [22]. Митохондриальный биогенез и сукци-
натный рецептор рассматриваются в настоящее время 
как важные патогенетически обоснованные мишени 
для поиска средств, обладающих нейропротекторным 
действием [23, 24].

Целью настоящего исследования было изуче-
ние влияния диклофенака натрия и эторикоксиба 
при курсовом ежедневном пероральном введении 
на ориентировочно-исследовательское поведение, 
тревожность и локомоторную активность крыс, а 
также оценка поведения животных при использова-
нии комбинации этих НПВП с сукцинатом 2-этил-
6-метил-3-оксипиридина (мексидолом).

Материалы и методы / Materials and methods

Животные. Использовали половозрелых аутбред-
ных белых крыс-самцов массой 240–280 г из питом-
ника лабораторных животных филиала «Столбовая» 
ФГБУН «Научный центр биомедицинских технологий 
ФМБА». Организацию и проведение работ осущест-
вляли в соответствии с ГОСТ 33216-2014 «Руководство 
по содержанию и уходу за лабораторными животными. 
Правила содержания и ухода за лабораторными гры-
зунами и кроликами», ГОСТ 33215-2014 «Руководство 
по содержанию и уходу за лабораторными животными. 
Правила оборудования помещений и организации про-
цедур», Директивой 2010/63/EU Европейского Парла-
мента и Совета Европейского Союза от 22.09.2010 по 
охране животных, используемых в научных целях, и 
правилами, утверждёнными этической Комиссией по 
биомедицинской этике ФГБНУ «НИИ фармакологии 
имени В.В. Закусова». Каждая группа крыс на начало 
опыта включала 10–11 особей.

Объекты исследования. Диклофенак натрия 
(Novartis Pharma Stein AG, Швейцария) применяли 
в дозах 1 мг/кг и 5 мг/кг; эторикоксиб (Merck sharp & 
Dohme B.V., Нидерланды) — в дозах 1 мг/кг и 10 мг/кг; 
мексидол (ООО «НПК «ФАРМАСОФТ», Россия) —  
в дозе 25 мг/кг; использовали комбинации диклофе-
нака натрия в дозе 1 мг/кг и мексидола в дозе 25 мг/кг, 
эторикоксиба в дозе 1 мг/кг и мексидола в дозе 25 мг/кг; 
растворителем служил физиологический раствор 
(ОАО НПК «ЭСКОМ», Россия). Основанием для 
выбора доз НПВП и мексидола при применении в 
комбинации явились результаты проведённых экс-
периментов, свидетельствующие о том, что мексидол 
в дозе 25 мг/кг усиливает противовоспалительный 
эффект диклофенака натрия и эторикоксиба в дозе 
1 мг/кг до уровня, регистрируемого при их введении 
в дозе 10 мг/кг [14]. Изучаемые НПВП, мексидол, 
комбинации НПВП с мексидолом и физиологический 
раствор (контрольной группе) вводили перорально 
(ежедневно) на протяжении 15 дней. Последнее вве-
дение осуществляли за 1 час до последовательной 
регистрации поведения животных в тестах «Открытое 
поле», «Приподнятый крестообразный лабиринт» и 
«Вращающийся стержень».

Тест «Открытое поле». Поведение крыс реги-
стрировали в течение 3 минут в установке «Открытое 
поле», круглое (НПК «Открытая Наука», Россия), 
представляющей собой камеру диаметром 90 см с 
бортиком высотой 38 см. Пол арены расчерчен на 19 
секторов, расположенных в 3 ряда (ряд секторов на пе-
риферии, сектора средней части арены и центральный 
сектор), и имеет 13 отверстий по 4 см. Регистрировали 
латентный период (ЛП) начала движения в секундах, 
горизонтальную двигательную активность крыс на 
периферии и в центральной зоне поля (за централь-
ную зону принимали сектора в средней части поля и 
центральный сектор), вертикальную двигательную 
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активность (стойки), число обследованных отверстий. 
Рассчитывали коэффициент ориентировочно-иссле-
довательской реакции (КОИР) — сумму показателей 
горизонтальной и вертикальной двигательной актив-
ности и числа обследованных отверстий [25]. 

Тест «Приподнятый крестообразный лабиринт».  
В течение 5 мин наблюдения в установке «Припод-
нятый крестообразный лабиринт» для крыс (НПК 
«Открытая Наука», Россия) регистрировали время, 
проведённое животными на центральной площадке, 
в открытых и закрытых рукавах, и число заходов в 
открытые и закрытые рукава установки [26].

Тест «Вращающийся стержень». Перед тестиро-
ванием крыс адаптировали к условиям установки 
«Вращающийся стержень» для крыс (Rota Rod, Ugo 
Basile, Италия), осуществляя по 3 посадки на бара-
бан установки со скоростью 5 оборотов в минуту. 
Тестирование моторного навыка осуществляли при 
режиме вращения барабана со скоростью от 10 до 
30 оборотов в минуту (при ускорении 1 оборот за  
10 секунд), регистрируя ЛП крыс в секундах.

Статистическую обработку результатов осущест-
вляли с помощью программы Statistica 10.0. Нормаль-
ность распределения данных проверяли критерием 
Шапиро–Уилка с последующей оценкой межгруп-
пового равенства дисперсий критерием Левена. При 
нормальном распределении в группах и соблюдении 
межгруппового равенства дисперсий дальнейшую 
статистическую обработку проводили путём одно-
факторного дисперсионного анализа с последующим 
сравнением групп с помощью критерия Ньюмана–
Кейлса и t-критерия Стьюдента. При отсутствии 
нормального распределения использовали критерий 
Краскела–Уоллиса. При обнаружении статистически 
значимых различий между группами с помощью крите-
рия Краскела–Уоллиса далее проводили парное срав-
нение выборок критерием Манна–Уитни. Результаты 
представляли при применении непараметрической 
статистики как медиана (1; 3 квартиль), параметриче-
ской статистики — как среднее значение ± стандартная 
ошибка среднего (стандартное отклонение). Различия 
между группами считали статистически значимыми 
при p < 0,05.

Результаты / Results

В тесте «Открытое поле» диклофенак натрия 
при пероральном введении в дозе 5 мг/кг в течение  
15 дней ослаблял ориентировочно-исследователь-
скую реакцию (ОИР) крыс. КОИР в группе животных, 
которым его вводили в дозе 5 мг/кг, был значимо в  
2,0 раза ниже, чем в контрольной группе. Снижение 
ОИР крыс, которым вводили диклофенак натрия в дозе  
5 мг/кг, происходило за счёт уменьшения двигательной 
и исследовательской активности. Так, по сравнению с 
контрольной группой животных диклофенак натрия в 
дозе 5 мг/кг значимо снижал горизонтальную двига-

тельную активность крыс на периферии установки «От-
крытое поле» в 2,8 раза, вертикальную активность — 
в 4,0 раза, число обследованных отверстий — в 12,0 раз. 
ЛП начала движения животных, которым вводили 
диклофенак натрия в дозе 5 мг/кг, соответствовал  
7,5 секундам, что значимо не отличалось от показателя 
контрольной группы, равного 4,0 секундам. Диклофе-
нак натрия при пероральном введении в дозе 1 мг/кг 
в течение 15 суток не оказывал значимого влияния 
на ОИР крыс. При этом показатели горизонтальной 
двигательной активности крыс, которым препарат вво-
дили в дозе 1 мг/кг, на периферии установки и верти-
кальной двигательной активности были значимо выше, 
чем при его введении в дозе 5 мг/кг, соответственно, 
в 3,1 и 3,4 раза. Комбинация диклофенака натрия в 
дозе 1 мг/кг и мексидола дозе 25 мг/кг значимо не 
влияла на КОИР. Вместе с тем отмечена тенденция к 
повышению двигательной активности крыс, которым 
вводили эту комбинацию препаратов, в центральной 
части установки «Открытое поле»: число пересечений 
границ секторов в этой зоне крысами было в 8 раз 
выше (p = 0,09, критерий Манна–Уитни) по сравне-
нию с контрольной группой (табл. 1).

Мексидол в дозе 25 мг/кг, эторикоксиб в дозах 1 и 
10 мг/кг, комбинация эторикоксиба в дозе 1 мг/кг и 
мексидола в дозе 25 мг/кг при ежедневном перораль-
ном введении в течение 15 суток значимого влияния 
на КОИР не оказывала (табл. 1). Однако эторикоксиб 
в дозе 10 мг/кг в 4 раза сокращал ЛП начала движения 
при помещении крыс в установку, который рассма-
тривают в качестве показателя стрессового поведения 
животных, по сравнению с контрольной группой  
(p < 0,05, табл. 1).

В тесте «Вращающийся стержень» установлено, 
что диклофенак натрия в дозе 5 мг/кг при введении в 
течение 15 дней вызывал моторный дефицит у крыс: 
ЛП падения крыс, которым вводили этот НПВП, с 
барабана установки «Вращающийся стержень» был 
в 1,9 раза ниже, чем в контрольной группе (p < 0,05). 
Диклофенак натрия в меньшей дозе 1 мг/кг, мексидол в 
дозе 25 мг/кг, их комбинация в этих дозах, эторикоксиб 
в дозах 1 и 10 мг/кг значимого влияния на локомотор-
ную активность в тесте «Вращающийся стержень» не 
оказывали. Однако зарегистрирована тенденция к сни-
жению ЛП падения крыс, которым вводили эторикоксиб 
в дозе 10 мг/кг, с барабана установки по сравнению с 
контрольной группой (в 1,5 раза, p = 0,067, критерий 
Манна–Уитни). Комбинация эторикоксиба в дозе  
1 мг/кг и мексидола в дозе 25 мг/кг вызывала у крыс 
моторный дефицит, о чем свидетельствовало значи-
мое снижение ЛП падения с установки животных в  
1,7 раза по сравнению с контрольной группой (табл. 1).

В тесте «Приподнятый крестообразный лабиринт» 
крысы контрольной группы продемонстрировали 
предпочтение затемнённых стенками закрытых ру-
кавов установки, в которых они провели 279,5 из  
300 секунд наблюдения. Мексидол в дозе 25 мг/кг, 
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диклофенак натрия и эторикоксиб во всех изучаемых 
дозах, их комбинации с мексидолом не оказывали 
значимого влияния на время нахождения животных 
в открытых и закрытых рукавах установки и на ко-
личество заходов в них по сравнению с контрольной 
группой. Вместе с тем в группе крыс, которым вводили 
эторикоксиб в дозе 1 мг/кг, зарегистрирована тенден-
ция к увеличению числа заходов в закрытые рукава 
установки по сравнению с контрольной группой (p = 
0,09, критерий Манна–Уитни). Их число было зна-
чимо в 2 раза выше, чем при введении селективного 
ингибитора ЦОГ-2 в дозе 10 мг/кг. Хотя изучаемые 
препараты не оказывали значимого влияния на время 
нахождения крыс в открытых и закрытых рукавах уста-
новки, время нахождения животных на центральной 
площадке значимо увеличивали эторикоксиб в дозах  
1 и 10 мг/кг, мексидол и его комбинация с диклофе-
наком натрия, соответственно, в 9; 8,1; 5,7 и 2,2 раза. 
Кроме того, в группе крыс, которым вводили диклофе-
нак натрия в дозе 1 мг/кг, отмечена тенденция к его по-
вышению относительно показателя контрольной группы  
(в 3,9 раза, p = 0,057, критерий Манна–Уитни) (табл. 2). 

Обсуждение результатов / Discussion of the results

В головном мозге простагландин Е2 при связы-
вании с рецепторами простагландинов EP2 и EP4 
активирует протеинкиназу А (PKA) [27], которая фос-
форилирует GluR1 субъединицу AMPA рецепторов, 
что приводит к усилению их транспорта на мембра-
ны нейронов и глии [28]. В свою очередь, введение 
AMPA в вентральную область покрышки вызывает 
увеличение уровня дофамина и глутамата, сопрово-
ждающееся повышением двигательной активности 
крыс [29]. Поэтому мы предполагали, что снижение 
двигательной активности крыс при однократном 
введении ингибиторов ЦОГ диклофенака натрия и 
эторикоксиба в дозе 10 мг/кг в тесте «Открытое поле» 
[12] обусловлено уменьшением уровня простагландина 
E2, и при курсовом введении этот эффект усилится, 
но этого не произошло. 

В проведённом нами исследовании только ди-
клофенак натрия в дозе 5 мг/кг при введении в те-
чение 15 дней в этом тесте снижал ОИР животных и 
значимо уменьшал локомоторную активность крыс 
в тесте «Вращающийся стержень», что мы связы-
ваем с его периферическим побочным действием, 
прежде всего, со стороны ЖКТ. Ранее при двухне-
дельном пероральном введении диклофенака на-
трия в дозе 5 мг/кг нами были зарегистрированы 
железодефицитная анемия, симптомы повреждения 
ЖКТ, снижение массы тела и при дальнейшем вве-
дении препарата в течение недели гибель 40 % крыс 
[30]. В настоящем исследовании наблюдали гибель  
2 из 10 животных, которым перорально вводили ди-
клофенак натрия в дозе 5 мг/кг, что подтверждает 
наше заключение. 

В работе Napora P и соавторов [11] описан раз-
нонаправленный эффект селективных ингибиторов 
ЦОГ-1 и ЦОГ-2 при подкожном введении в течение 
10 дней на двигательную активность крыс Wistar в 
тесте «Приподнятый крестообразный лабиринт». 
Селективный ингибитор ЦОГ-2 целекоксиб в дозе  
10 мг/кг её повышал, а селективный ингибитор ЦОГ-1 
SC560 в дозе 3 мг/кг — снижал. В проведённом нами 
исследовании эторикоксиб при введении в течение 
15 дней в дозах 1 и 10 мг/кг и диклофенак натрия 
в дозе 1 мг/кг не оказывали значимого влияния на 
двигательную активность крыс, хотя эторикоксиб в 
дозе 10 мг/кг снижал ЛП начала движения животных 
в тесте «Открытое поле». Однако в тесте «Вращаю-
щийся стержень» при его введении в дозе 10 мг/кг 
зарегистрирована тенденция к снижению ЛП падения 
с установки. Это согласуется с полученными данными 
в тесте «Приподнятый крестообразный лабиринт»: 
число заходов в закрытые рукава установки при вве-
дении эторикоксиба в дозе 10 мг/кг было в два раза 
ниже, чем при его введении в дозе 1 мг/кг. 

Мексидол при курсовом пероральном введении 
в дозе 25 мг/кг (в экспериментах на грызунах при 
оценке фармакологических эффектов препарата его 
чаще всего вводят в дозе 100 мг/кг и более) значимо 
не влиял на поведение крыс в тестах «Открытое поле», 
«Вращающийся стержень» и «Приподнятый крестоо-
бразный лабиринт». Ранее не было выявлено влияния 
мексидола при однократном пероральном введении 
в этой дозе на поведение крыс [12] и отёк лап крыс и 
мышей, однако препарат в этой дозе усиливал анти-
экссудативный эффект диклофенака натрия и этори-
коксиба [14]. Вместе с тем, комбинации диклофенака 
натрия или эторикоксиба в дозе 1 мг/кг с мексидолом 
в дозе 25 мг/кг не вызывали отклонений поведения 
крыс, наблюдаемых при введении этих НПВП в дозе 
10 мг/кг — снижения двигательной активности и при 
введении эторикоксиба ещё и депрессивноподобного 
поведения [14]. 

В настоящем исследовании комбинация мек-
сидола (25 мг/кг) и диклофенака натрия (1 мг/кг) 
при курсовом введении только на уровне тенденции 
увеличивала время нахождения крыс в центральной 
части установки «Открытое поле», чего не наблюдалось 
в других группах животных. В тесте «Приподнятый 
крестообразный лабиринт» значимого увеличения 
времени нахождения в открытых рукавах установки 
крыс, которым вводили эту комбинацию препаратов, 
также не зарегистрировано. Однако выявлено значи-
мое увеличение времени нахождения животных на 
центральной площадке, которое рассматривают как 
показатель принятия решения, при введении комби-
нации диклофенака натрия и мексидола, мексидола 
или эторикоксиба в дозах 1 и 10 мг/кг. В тесте «Вра-
щающийся стержень» комбинация мексидола (25 мг/кг) 
с эторикоксибом (1 мг/кг), но не с диклофенаком 
натрия (1мг/кг) значимо снижала ЛП падения крыс  
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с установки, хотя препараты в этих дозах per se значимо 
не влияли на этот показатель. При изучении влияния 
эторикоксиба, диклофенака натрия и их комбинаций 
с мексидолом при введении препаратов в течение трёх 
недель на артериальное давление, гематологические 
показатели и массу крыс мексидол не усугублял не-
гативное влияние НПВП на исследуемые параметры 
[30]. В настоящем исследовании в тестах «Открытое 
поле» и «Приподнятый крестообразный лабиринт» 
не выявлено значимого влияния комбинации селек-
тивного ингибитора ЦОГ-2 эторикоксиба (1 мг/кг) 
с мексидолом (25 мг/кг) на тревожность, двигательную 
и исследовательскую активность крыс. Значение ЛП 
падения крыс, которым вводили диклофенак натрия 
в дозе 1 мг/кг, с установки «Вращающийся стержень» 
не отличалось от значений контрольной группы жи-
вотных и группы животных, которым вводили комби-
нацию неселективного ингибитора ЦОГ диклофенака 
натрия (1 мг/кг) и мексидола (25 мг/кг). Известно, что 
селективное ингибирование ЦОГ-1 снижает длитель-
ность вызванной диазепамом потери установочного 
рефлекса у мышей [31].

Выводы / Conclusions

1. Диклофенак натрия при ежедневном перораль-
ном введении (15 дней) в дозе 5 мг/кг, но не в дозе  
1 мг/кг вызывает у крыс снижение ориентировочно-
исследовательской активности в тесте «Открытое 
поле» и моторный дефицит в тесте «Вращающийся 
стержень». 

2. Эторикоксиб при ежедневном пероральном 
введении (15 дней) в дозах 1 и 10 мг/кг не влияет на 
ориентировочно-исследовательскую и локомоторную 
активность крыс. При этом эторикоксиб в дозе 10 мг/кг 
значимо снижает латентный период начала движе-
ния в тесте «Открытое поле» и в дозах 1 и 10 мг/кг 
увеличивает время нахождения животных на централь-
ной площадке в тесте «Приподнятый крестообразный 
лабиринт». 

3. Мексидол при ежедневном пероральном вве-
дении (15 дней) в дозе 25 мг/кг не влияет на ори-
ентировочно-исследовательскую и локомоторную 
активность крыс, но увеличивает время их нахождения 
на центральной площадке в тесте «Приподнятый 
крестообразный лабиринт». 

4. Комбинация мексидола (25 мг/кг) с дикло-
фенаком натрия (1 мг/кг) при ежедневном перо-
ральном введении (15 дней) не вызывает снижения 
ориентировочно-исследовательской активности в 
тесте «Открытое поле» и моторный дефицит в тесте 
«Вращающийся стержень» у крыс.

5. Комбинация мексидола (25 мг/кг) с эторикокси-
бом (1 мг/кг) при ежедневном пероральном введении 
(15 дней) значимо снижает локомоторную активность 
крыс в тесте «Вращающийся стержень» в отсутствие 
значимых отклонений ориентировочно-исследова-
тельского поведения и тревожности животных в тестах 
«Открытое поле» и «Приподнятый крестообразный 
лабиринт».
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Сравнительная оценка эхокардиографических  
и морфометрических характеристик левого желудочка 

сердца крыс
Ионова Е. О., Мирошкина И. А., Сорокина А. В., Крыжановский С. А. 

ФГБНУ «НИИ фармакологии имени В.В. Закусова», Москва, Российская Федерация 
Аннотация. Цель исследования. Сравнительная оценка эхокардиографических и морфометрических размеров левого желудочка сердца крыс. 

Материалы и методы. В исследование было включено 10 беспородных крыс-самцов массой 160–180 г. Размеры левого желудочка сердца оценивали 
при помощи эхокардиографии и морфометрии. Измерения проводили согласно стандартным протоколам. Для проведения морфометрических 
измерений сердца останавливали в систолу летальной дозой (1,0 мг/кг) 0,025 % раствора строфантина К, а в диастолу — погружением сердец в 
охлаждённый физиологический раствор (бескальциевая среда). Результаты. Показано, что систолический размер левого желудочка сердца, со-
гласно данным эхокардиографии, равняется 1,79±0,10 мм, а морфометрии — 1,64±0,09 мм (p = 0,302); диастолический размер левого желудочка, 
соответственно, 3,42±0,16 мм и 3,66±0,17 мм (р = 0,318). Выявленные расхождения не превышают 10 % и, по всей видимости, связаны с тем, что 
неинвазивным эхокардиографическим методом измеряются физиологические размеры левого желудочка сердца, а для морфометрических изме-
рений размеров в систолу сердца останавливали инъекцией строфантина К, что влечёт за собой перегрузку клеток сердца ионами Са2+ и вследствие 
этого контрактуру кардиомиоцитов; посмертная остановка сердца в диастолу, в бескальциевой среде, сопровождается потерей тонуса сердечной 
мышцы и, следовательно, дилатация левого желудочка будет, естественно, больше, чем физиологическая. Заключение. Неинвазивное эхокардио-
графическое измерение размеров левого желудочка сердца достаточно в полной мере отражает фактические размеры левого желудочка сердца 
крысы (расхождение не превышает 10 %), т. е. эхокардиографические измерения валидны. 

Ключевые слова: эхокардиография; морфометрия; систолический размер левого желудочка сердца; диастолический размер левого желудочка 
сердца; валидность
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Comparative evaluation of echocardiographic and morphometric characteristics of the rat heart left ventricle
Ionova EO, Miroshkina IA, Sorokina AV, Kryzhanovskii SA

FSBI “Zakusov Institute of Pharmacology”, Moscow, Russian Federation

Abstract. Purpose of the study. Comparative evaluation of echocardiographic and morphometric dimensions of the rat heart left ventricle. Materials 
and methods. The study included 10 outbred male rats weighing 160–180 g. The size of the heart left ventricle was assessed using echocardiography and 
morphometry. The measurements were carried out according to standard protocols. To perform morphometric measurements, hearts were stopped in systole 
with a lethal dose (1.0 mg/kg) of 0.025 % strophanthin K solution, and in diastole, by immersing the hearts in a chilled physiological solution (calcium-free 
medium). Results. It was shown that the systolic size of the left ventricle of the heart according to echocardiography is 1.79±0.10 mm, and morphometry 
1.64±0.09 mm (p = 0,302); diastolic size of the left ventricle, respectively, 3.42±0.16 mm and 3.66±0.17 mm (р = 0,318). The detected discrepancies do not 
exceed 10 % and, apparently, are due to the fact that the physiological dimensions of the heart left ventricle are measured by a non-invasive echocardiographic 
method, and for morphometric measurements of the dimensions in the systole, the heart was stopped by injection of strophanthin K, which entails an 
overload of heart cells with Ca2+ ions and as a result, contracture of cardiomyocytes; post-mortem cardiac arrest in diastole, in a calcium-free environment, 
is accompanied by a loss of cardiac muscle tone and, therefore, dilatation of the left ventricle will naturally be greater than physiological. Conclusion. Non-
invasive echocardiographic measurement of the size of the heart left ventricle fully reflects the actual size of the left ventricle of the rat heart (the difference 
does not exceed 10 %), i. e. echocardiographic measurements are valid.
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Введение / Introduction

В настоящее время эхокардиография на мелких 
животных достаточно широко используется для из-
учения особенностей ремоделирования сердца при 
различных патологических процессах [1–3] и/или 
возможности коррекции выявленных нарушений при 
помощи фармакологических агентов [4–6]. Анализ 
литературы свидетельствует о том, что в большинстве 
публикаций фракция выброса (ФВ), характеризую-
щая инотропную функцию левого желудочка сердца, 

колеблется в среднем в пределах 75–80–90 % [7–9]. 
Согласно результатам собственных экспериментов, у 
беспородных крыс ФВ варьирует в этих же пределах 
[10, 11]. Иная картина наблюдается в отношении 
эхокардиографических показателей, отражающих 
размеры левого желудочка сердца — конечно-систо-
лического (КСР) и конечно-диастолического (КДР) 
размеров. Так, например, КДР колеблется в среднем 
в пределах от 2,5 мм до 7,0 мм [9, 12]. Не исключено, 
что эти различия связаны или с возрастом животных 
[12], и/или наркозом, под которым производится 
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эхокардиографическое исследование [13]. В наших 
исследованиях среднее значение КДР составляет 
≈3,5 мм [10, 11]. Вместе с тем, поскольку эхокардио-
графические исследования используются для оценки 
степени ремоделирования левого желудочка сердца, 
представляется несомненно важным понимать, на-
сколько неинвазивный метод измерения позволяет 
получить объективную информацию о фактических 
размерах левого желудочка.

Цель настоящего исследования — сравнительная 
оценка эхокардиографических и морфометрических 
размеров левого желудочка сердца крыс.

Материалы и методы / Materials and methods

Животные. Опыты проводили на белых беспород-
ных крысах-самцах массой 160–180 г, полученных из 
ФГБУН «Научный центр биомедицинских технологий 
Федерального медико-биологического агентства», 
филиал «Столбовая». Животные имели ветеринарный 
сертификат и прошли карантин в виварии ФГБНУ 
«НИИ фармакологии имени В.В. Закусова». Усло-
вия содержания животных соответствовали ГОСТ 
33215-2014 «Руководство по содержанию и уходу за 
лабораторными животными. Правила оборудования 
помещений и организации процедур» (Переиздание) и 
ГОСТ 33216-2014 «Руководство по содержанию и уходу 
за лабораторными животными. Правила содержания 
и ухода за лабораторными грызунами и кроликами» 
(Переиздание). Все работы с лабораторными животны-
ми были выполнены в соответствии с общепринятыми 
нормами обращения с животными, установленными 
международными правилами (European Communities 
Council Directive of November 24, 1986 (86/609/EEC), 
на основе стандартных операционных процедур, при-
нятых в НИИ фармакологии имени В.В. Закусова, а 
также в соответствии с «Правилами работы с живот-
ными», утверждёнными биоэтической комиссией 
ФГБНУ «НИИ фармакологии имени В.В. Закусова».

Экспериментальный протокол. В исследование 
было включено 10 животных. На первом этапе всем 
животным, находящимся под «рауш»-наркозом (ке-
тамин 100 мг/кг, в/б) проводили стандартное эхокар-
диографическое исследование. На следующий день 
крыс рандомизировали на две группы по 5 особей в 
каждой. Животным 1-й группы, для остановки сердца 
в систолу, в/в вводили летальную дозу строфантина К 
(1,0 мг/кг), а животных 2-й группы декапитировали, 
сердца извлекали и для их остановки в диастолу по-
мещали в охлажденный физиологический раствор 
(бескальциевая среда).

Эхокардиографическое исследование. Крыс ане-
стезировали и фиксировали на операционном по-
догреваемом столике Surgi Suite (Kent Scientific 
Corporation, США) в положении на спине. Изме-
рения производили в условиях закрытой грудной 
клетки и спонтанного дыхания в одномерном М- и 

двухмерном В-модальных режимах при положении 
датчика эхокардиографа в парастернальной пози-
ции по длинной оси сердца. В М-модальном режиме 
оценивали КСР и КДР размеры левого желудочка 
сердца. Затем по методу Teichholz рассчитывали по-
казатель сократительной функции сердца — ФВ. Оцен-
ку эхокардиографических показателей проводили, 
как минимум, по пяти последовательным сердеч-
ным циклам. Все измерения выполняли в соответ-
ствии с Рекомендациями Американского общества и  
Европейской ассоциации по эхокардиографии [14].  
В работе использовали цифровой ультразвуковой 
эхокардиограф Mindray DC-60 (Китай) с электрон-
ным фазированным датчиком Р10-4Е (5,0/11,0 МГц).

Морфометрическое исследование. Извлечённые из 
грудной клетки сердца фиксировали в 10 % забуфе-
ренном растворе формалина (готовый раствор произ-
водства ООО «Биовитрум»). Сердца после окончания 
фиксации и стандартной проводки (автоматизирован-
ный тканевой процессор Leica TP1020, Германия) за-
ливали в парафиновые блоки (система заливки тканей 
с графическим дисплеем Tissue-Tek®TEK™, США). 
Готовили гистологические срезы сердец (толщиной 
5 мкм) с помощью микротома ротационного Accu-
Cut®SPM™, США. Морфометрические измерения 
производили на поперечном срединном срезе сердца. 
Препараты фотографировали цифровой зеркальной 
камерой Canon EOD 1000 с использованием макро-
объектива. Фотографии сердец сохраняли в формате 
jpeg и анализировали с помощью программы Adobe 
Photoshop CS5.

Статистика. Нормальность распределения про-
веряли с помощью критерия Шапиро–Уилка. Так как 
выборки имели распределение близкое к нормальному, 
то статистическую значимость различий проверяли с 
помощью t-критерия Стьюдента для зависимых вы-
борок. Полученные результаты представляли в виде 
средних арифметических и их стандартных ошибок. 
Различия считали значимыми при р ≤ 0,05.

Препараты. Кетамин (субстанция), ЗАО «Акри-
хин», Россия; Строфантин К (0,025 % раствор), ООО 
«ОЗ ГНЦЛС», Украина; физиологический раствор, 
ООО «Мосфарм» Россия.

Результаты и их обсуждение / Results and 
discussion

Как следует из полученных данных, у всех живот-
ных, включённых в эксперимент, ФВ колеблется в 
пределах 82,3–87,0 %, т. е. соответствует референтным 
значениям.

У животных 1-й группы, согласно данным эхо-
кардиографии, средняя величина КСР составляет 
1,79±0,10 мм, а по данным морфометрии максималь-
ный диаметр полости левого желудочка у крыс, у кото-
рых сердце было остановлено инъекций строфантина 
К в систолу, равняется 1,64±0,09 мм. Различия между 
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показателями, характеризующими размер ЛЖ, при 
оценке с помощью эхокардиографии и морфоме-
трии, незначительны и статистически не значимы  
(p = 0,302). Максимальные различия зафиксированы у 
крысы № 3: КСР — 2,00 мм, морфометрия — 1,83 мм; 
минимальные у крысы № 1: КСР — 1,62 мм, морфо-
метрия — 1,49 мм. Можно полагать, что выявленные 
различия обусловлены тем, что при эхокардиографи-
ческом исследовании оценивается КСР при физио-
логическом сокращении сердца, тогда как при оста-
новке сердца в систолу, вызванной летальной дозой 
строфантина К, сокращение миокарда обусловлено 
перегрузкой клеток сердца ионами Са2+ с последующей 
контрактурой кардиомиоцитов.

У животных 2-й группы, согласно данным эхокар-
диографии, средняя величина КДР равна 3,42±0,16 мм, 
а по данным морфометрии максимальный диаметр 
полости левого желудочка у крыс, у которых серд-
це было остановлено в диастолу в охлажденном 
физиологическом растворе (бескальцевая среда), — 
3,66±0,17 мм. Максимальные различия зафиксированы 

у крысы № 10: КДР — 3,62 мм, а морфометрия — 
4,02 мм; минимальные у крысы № 6: КДР — 3,23 мм, 
а морфометрия — 3,39 мм. Так же как и в случае оцен-
ки систолического размера сердца, различия между 
эхокардиографическим и морфометрическим изме-
рениями диастолического размера статистически не 
значимы (р = 0,318). По всей видимости, зафиксиро-
ванные различия не связаны с ошибкой измерения, а 
обусловлены тем, что посмертная дилатация миокарда 
вследствие потери тонуса сердечной мышцы, есте-
ственно, больше, чем физиологическая.

Заключение / Conclusions

Таким образом, можно говорить о том, что про-
водимое нами неинвазивное эхокардиографическое 
измерение размеров левого желудочка сердца в до-
статочно полной мере отражает фактические раз-
меры левого желудочка сердца крысы (расхождение 
не превышает 10 %), т. е. наши измерения валидны.
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Влияние дипептидного миметика 4-й петли NGF ГК-1  
на рост опухоли и метастазирование эпидермоидной  

карциномы лёгкого Lewis у самцов мышей линии C57BL/6
Коваленко Л. П., Журиков Р. В., Поварнина П. Ю., Тарасюк А. В.

ФГБНУ «НИИ фармакологии имени В.В. Закусова», Москва, Российская Федерация 
Аннотация. В статье представлены результаты изучения противоопухолевого и антиметастатического действия дипептидного миметика фактора 

роста нервов амида N-моносукцинил-L-глутамил-L-лизина ГК-1 в сравнении с гемцитабином. Двукратное введение противоопухолевого препарата 
гемцитабина в суммарной дозе 100 мг/кг привело к значимому торможению роста опухоли (ТРО) на 7-, 9-, 15- и 21-е сутки развития опухоли, ТРО со-
ставило 60–61 %. Курсовое введение ГК-1 в дозе 10 мг/кг со 2-го по 15-й дни развития опухоли на 15-е сутки вызвало достоверное торможение роста 
опухоли, ТРО — 57,8 %. У гемтацибина индекс ингибирования метастазирования (ИИМ) был равен 75,8 %. У животных-опухоленосителей, которым 
вводили ГК-1 в дозе 10 мг/кг или 30 мг/кг ИИМ составил, соответственно, 44,9 и 47,7 %. Таким образом, ГК-1 в использованном диапазоне доз проявил 
антиметастатическую активность.

Ключевые слова: индекс ингибирования метастазирования; торможение роста опухоли; дипептидный миметик; ГК-1; NGF; гемцитабин

Для цитирования:
Коваленко Л. П., Журиков Р. В., Поварнина П. Ю., Тарасюк А. В. Влияние дипептидного миметика 4-й петли NGF ГК-1 на рост опухоли и метастазирование эпи-
дермоидной карциномы лёгкого Lewis у самцов мышей линии C57BL/6. Фармакокинетика и фармакодинамика. 2023;(1):45–50. https://doi.org/10.37489/2587-
7836-2023-1-45-50   
Поступила: 21 февраля 2023 г.  Принята: 25 февраля 2023 г. Опубликована: 24 марта 2023 г.

Effect of GK-1 NGF Loop 4 Dipeptide Mimetic on tumor growth and metastasis of Lewis lung carcinoma  
in experiment on male C57BL/6 mice

Kovalenko LP, Zhurikov RV, Povarnina PYu, Tarasiuk AV
FSBI “Zakusov Institute of Pharmacology”, Moscow, Russian Federation

Abstract. Article describes results of study of antitumor and antimetastatic action of dipeptide mimetic of the nerve growth factor amide N-monosuccinyl-
L-glutamyl-L-lysine (compound GK-1) in comparison with gemcitabine. Two injections of gemcitabine in total dose of 100 mg/kg resulted in significant 
tumor growth inhibition by 60–61% on 7th, 9th and 15th days of tumor development. Course administration of GK-1 in doses of 10 mk/kg from 2nd to 15th 
day of tumor development resulted in significant tumor growth inhibition by 57,8 %. Metastasis inhibition index (MII) of gemcitabine was 75,8 %. MII of 
GK-1 in doses of 10 mg/kg or 30 mg/kg was 44,9 % and 47,7 % accordingly. It was shown that GK-1 in studied range of doses exerts antimetastatic activity. 
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Введение / Introduction

Показана негативная роль NGF в патогенезе он-
кологических заболеваний, таких как рак лёгкого, 
поджелудочной железы, рак груди, толстого и тонкого 
кишечника, предстательной железы [1–3]. Два типа 
рецепторов нейротрофинов, p75NTR и Trks (TrkA, 
TrkB, TrkC), были обнаружены не только в нейро-
нах, но и в клетках опухолей, включая глиобластому, 
нейробластому, миелому, опухоли молочной железы, 
лёгких, опухоли желудочно-кишечного тракта [1, 3, 4]. 
При заболеваниях раком активация Trks нейротро-
финами стимулирует клеточную пролиферацию и 
метастазирование [3], а также разрастание нервов в 
микроокружении опухоли, которые, в свою очередь, 
экспрессируют нейротрансмиттеры, способствующие 
ангиогенезу, инвазии и метастазированию клеток 
опухолей [4].

Предполагается, что для лечения онкологических 
заболеваний перспективна разработка антагонистов 
нейротрофиновых тирозинкиназных Trk рецепторов 
в качестве потенциальных лекарственных средств [4]. 
Идёт поиск наиболее активных антагонистов Trks, 
проведены исследования как in vitro, так и in vivo на 
мышах на предмет их воздействия на раковые клетки. 
Было показано, что ряд соединений защищают жи-
вотных от опухолеобразования, предотвращая проли-
ферацию клеток и индуцируя апоптоз. В дальнейшем 
рассматривается применение анти-Trk препаратов 
в сочетании с классическими противоопухолевыми 
средствами, для усиления их эффективности и по-
давления резистентности [3].

В ФГБНУ «НИИ фармакологии имени В.В. За-
кусова» в отделе химии был создан мономерный ди-
пептидный миметик 4-й петли фактора роста нервов 
(nerve growth factor, NGF) амид N-моносукцинил-L-

УДК 615.277.3:599.323
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глутамил-L-лизина (ГК-1) (Середенин С. Б., Гудашева 
Т. А. Патент RU 2410392 C2), который обладает свой-
ствами антагониста TrkA рецепторов. В экспериментах 
in vitro ГК-1 угнетал фосфорилирование TrkA, снижал 
жизнеспособность нейронов, подвергнутых окисли-
тельному стрессу, и препятствовал нейропротекторным 
эффектам NGF [5, 6].

Целью настоящей работы было изучение противо-
опухолевой и антиметастатической активности со-
единения ГК-1 в сравнении с противоопухолевым 
препаратом гемцитабином.

Материалы и методы / Materials and methods

Дипептид ГК-1 был синтезирован в отделе химии 
лекарственных средств НИИ фармакологии имени 
В.В. Закусова как описано [4]; т.пл. 216 °С (с разло-
жением), [α]25D -37,0° (с 0.1; вода). C15H26N4O7.

Спектр 1Н-ЯМР (ДМСО-d6 – CF3COOD): 1.33  
(2 Н, м, СγН2 Lys), 1.54 (2 Н, м, СδН2 Lys), 1.50 и 1.72  
(2 Н, два м, СβН2 Lys), 1.74 и 1.92 (2 Н, два м, СβН2 Glu), 
2.29 (2 Н, т, СγН2 Glu), 2.44 (4 Н, м, НООССН2СН2СО-), 
2.78 (2 Н, м, СεН2 Lys), 4.18 (1 Н, м, СαН Lys), 4.23  
(1 Н, м, СαН Glu), 7.08 и 7.30 (2 Н, 2 с, NH2 амид), 
7.72 (3 Н, м, NH3+ Lys), 7.88 (1 Н, д, NH Lys), 8.17  
(1 Н, д, NH Glu). НООС(СН2)2СО- и -СООН Glu 
обмениваются с HDO.

Исследование противоопухолевой и антиметаста-
тической активности ГК-1 было проведено на экс-
периментальной модели эпидермоидной карциномы 
лёгкого Lewis (LLC), полученной из банка клеточных 
культур НИИ Экспериментальной диагностики и 
терапии опухолей Научного медицинского исследо-
вательского центра онкологии имени Н.Н. Блохина. 
Взвесь опухолевых клеток LLC (50 мг в 0,5 мл раствора 
Хэнкса на мышь) перевивали 40 самцам мышей линии 
С57Bl/6 подкожно в область подмышечной впадины. 
Максимальная прививочная доза составляла не менее 
5×106 клеток/мышь. День подкожной прививки клеток 
опухолевого штамма считался нулевым днём развития 
опухоли. В настоящей работе в качестве позитивного 
контроля был выбран гемцитабин (2'-дезокси-2',2'-
дифторцитидин монохлорид), который вошёл в пер-
вую линию противоопухолевой терапии и успешно 
применяется в клинической практике при лечении 
многих видов злокачественных новообразований, в 
частности немелкоклеточного рака лёгких [7]. Лио-
филизат гемцитабина растворяли в изотоническом 
растворе натрия хлорида и вводили внутрибрюшинно 
(в/б) в дозе 50 мг/кг на 2-й день и 9-й день развития 
опухоли. Суммарная доза в 100 мг/кг гемцитабина 
является субтерапевтической, её выбрали с целью 
лимитирования токсического действия. Животным 
опытных 3-й и 4-й групп вводили ГК-1 со 2-го по 
15-й день развития опухоли в дозах 10 мг/кг и 30 мг/кг. 

В экспериментальных группах было по 10 жи-
вотных:

1) группа активного контроля с LLC: животные, не 
получавшие лекарственную терапию; 10 животным с 
LLC 14 дней в/б вводили 0,2 мл дистиллированной воды; 

2) группа животных, которым вводили в/б гемци-
табин двукратно на 2-й и 9-й дни развития опухоли 
(суммарная доза 100 мг/кг); 

3) группа животных с LLC, которым вводили в/б 
в течение 14 дней ГК-1 в дозе 10 мг/кг; 

4) группа животных с LLC, которым вводили в/б 
в течение 14 дней ГК-1 в дозе 30 мг/кг.

Были изучены следующие параметры: ингиби-
рование роста опухоли по объёму, средняя продол-
жительность жизни (СПЖ), индекс ингибирования 
метастазирования (ИИМ) по сравнению с активным 
контролем. Противоопухолевый эффект регистри-
ровали на 7-, 9-, 16-е, а также на 21-е сутки развития 
опухоли (7-е сутки после окончания 2-недельного вве-
дения ГК-1). Расчёт объёма опухоли проводили после 
измерения трех её размеров по формуле: V = А × В × С 
на 7-, 9-, 16-е, а также на 21-е сутки развития LLC. 
Измерение объёма опухоли проводили инженерным 
микрометром. Торможение роста опухоли (ТРО, %) 
вычисляли по формуле:

ТРО % = [(Vконтроля – Vопыта)/Vконтроля) × 100 %,

где Vконтроля — средний объём опухолей в группе ак-
тивного контроля, (мм3);

 Vопыта — средний объём опухолей в опытной груп-
пе, (мм3). 

Согласно методическим рекомендациям, критерии 
противоопухолевой активности препарата должны 
учитываться через 7 дней после окончания его вве-
дения и ТРО должно быть не менее 70 % [8].

Метастазы в 4 лопастях правого и одной доли ле-
вого лёгкого мышей выявляли под лупой с 8-кратным 
увеличением (Magnifer Lamp 8608 E-D XB c кольцевой 
люминесцентной подсветкой). При оценке интенсив-
ности метастазирования использовали следующие 
показатели: частоту метастазирования LLC вычис-
ляли в процентах (по отношению числа животных 
с метастазами к общему числу животных в группе); 
подсчитывали среднее количество метастазов у од-
ного животного в группе; величину различия мета-
стазирования опухоли между активным контролем и 
опытными группами оценивали по индексу ингиби-
рования метастазирования. Индекс ингибирования 
метастазирования (ИИМ) определялся по формуле:

ИИМ = (Аk × Вk) − (A × B) / Ak × Bk × 100 %,

где Ak, А — частота метастазирования в лёгких у мы-
шей контрольной группы и опытной;

 Bk, В — среднее число метастазов в лёгких в кон-
трольной и опытной группах.

Степень метастатического поражения лёгких в 
зависимости от количества и размера метастазов, со-
гласно методическим рекомендациям [9], оценивали 
по следующим критериям: к лёгкой степени метаста-
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тичесного поражения относится (ЛСП): 0) отсутствие у 
ряда животных-опухоленосителей метастазов в лёгких;  
1) количество метастазов меньше 10 с диаметров не больше  
1 мм; 2) количество метастазов от 10 до 30 с диаметром 1 мм.

К высокой степени метастатического поражения 
относится (ВСП): 3) количество больше 30 метастазов 
различных размеров, однако отсутствуют сливные;  
4) тяжёлое поражение лёгочной ткани, менее 100 штук, 
однако отсутствуют сливные метастазы; 5) массивное 
поражение лёгких, более 100 метастазов, наличие 
сплошных опухолевых узлов.

Статистическая обработка данных проводи-
лась c использованием программного обеспечения 
STATISTICA 12. Проверка на нормальность распре-
деления была определена с применением критерия 
Шапиро–Уилка. Все регистрируемые характеристики 
животных представлены в таблицах в виде среднего и 
стандартной ошибки среднего (M±m) либо медианы 
и квартилей Me (Q1 ÷ Q3). Для проверки гипотезы 
об однородности групп исследования с нормальным 
распределением в исследуемой популяции прово-
дили тестирование отсутствия различий между груп-
пами при помощи t-критерия Стьюдента. В случае 
распределения, отличающегося от нормального, для 
сравнения показателей использовались непараметри-
ческий критерий Манна–Уитни. Оценку гомогенности 
дисперсий проводили по тесту Левена. Значимость 
влияния факторов при гомогенной дисперсии опре-
делялась с помощью дисперсионного анализа ANOVA, 
с последующей обработкой методом множественных 
сравнений по Тьюки. Анализ выживаемости прово-
дился с использованием метода Каплана–Майера, 
для оценки достоверности различий между кривыми 
выживаемости использовался F-критерий Кокса. Ре-
зультаты считались статистически достоверными при 
уровне значимости р ≤ 0,05.

Результаты и обсуждение / Results and discussion

Результаты представлены в табл. 1–4 и рисунке.
Согласно данным, представленным в табл. 1, введе-

ние противоопухолевого препарата гемцитабина при-
вело к значимому торможению роста опухоли на всех 
сроках регистрации. Например, на 21-е сутки после 
окончания введения препарата ТРО составило 60 %. 
Курсовое введение ГК-1 не приводило к значимому 
торможению роста опухоли (ТРО) ни на одном сроке 
наблюдения, кроме 15 суток после введения ГК-1 в 
дозе 10 мг/кг, ТРО составило 57,8 %.

В табл. 2 представлены данные оценки антимета-
статической активности ГК-1.

У гемтацибина, используемого как препарат срав-
нения, ИИМ составил 75,8 %. У животных-опухолено-
сителей, которым вводили ГК-1 в дозе 10 мг/кг, ИИМ 
составил 44,9 %, а в дозе 30 мг/кг ИИМ составил 47,7 %. 
Таким образом, ГК-1 в использованном диапазоне доз 
проявил антиметастатическую активность. 

В табл. 3 представлены данные, характеризующие 
степень поражения лёгких в зависимости от количества 
и размера метастазов. В активном контроле животных 
с LLC наблюдали по 50 % животных с лёгкой и тяжё-
лой степенью метастазирования в лёгких. На фоне 
использования гемцитабина или ГК-1 в дозах 10 мг/кг 
и 30 мг/кг не менее 90 % животных характеризовались 
лёгкой степенью поражения лёгких. Таким образом, 
ГК-1 продемонстрировал сходный с гемцитабином 
антиметастатический эффект.

Согласно данным, представленным в табл. 4 и 
на рисунке, курсовое введение ГК-1 в дозах 10 мг/кг 
и 30 мг/кг и гемцитабина в суммарной дозе 100 мг/кг 
не вызывает значимого увеличения средней продол-
жительности жизни и медианы выживаемости живот-
ных-опухоленосителей опытных групп по сравнению 
с активным контролем.

Заключение / Conclusion

Увеличение экспрессии, активация мутаций и 
перегруппировка слияний рецепторных тирозинкиназ 
(RTK) может привести к опухолеобразованию, раз-
личным формам воспаления и нейродегенеративным 
заболеваниям [10]. 

В данной работе было начато изучение противо-
опухолевого и антиметастатического действия ди-
пептидного миметика фактора роста нервов амида 
N-моносукцинил-L-глутамил-L-лизина (соединения 
ГК-1), который обладает свойствами антагониста 
TrkA рецепторов. При подкожной прививке мышам 
максимального количества (5 млн) опухолевых клеток 
LLC, на 7-е сутки после окончания введения ГК-1 в 
дозах 10 мг/кг и 30 мг/кг и гемцитабина в суммарной 
дозе 100 мг/кг не достигнуто эффективного торможе-
ния роста опухоли, которое, согласно методическим 
рекомендациям [8], должно быть не менее 70 %. 

Согласно методическим указаниям [9], при из-
учении антиметастатических свойств соединения, 
обладающие антиметастатической активностью, долж-
ны эффективно ингибировать процесс спонтанного 
метастазирования перевиваемых опухолей при под-
кожной или внутримышечной их перевивке в присут-
ствии первичного опухолевого узла на 35–75 %. Этому 
условию удовлетворяют данные, демонстрирующие, 
что ИИМ ГК-1 находится на уровне 45–48 %, кото-
рые были получены при использовании практически 
максимальной дозы опухолевых клеток, равной 5 × 106 

клеток/мышь, что позволяет надеяться на приращение 
эффекта ГК-1 при уменьшении прививочной дозы.

Таким образом, полученные данные подтверждают 
предположение о перспективах поиска соединений 
для терапии опухолей среди антагонистов TrkA и 
указывают на целесообразность дальнейшего изуче-
ния противоопухолевых и антиметастатических свойств 
дипептидного миметика фактора роста нервов амида 
N-моносукцинил-L-глутамил-L-лизина соединения ГК-1.
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Таблица 1 

Влияние ГК-1 при14-дневном внутрибрюшинном введении на рост LLC у мышей C57BL/6

Table 1

Effects of 14-day intraperitoneal administration o GK-1on tumor growth in C57BL/6 mice with LLC

Группы
n = 10

Изменение объёма опухоли LLC

7-е сутки развития 9-е сутки развития 15-е сутки развития 21-е сутки развития

VLLC мм3 ТРО % VLLC мм3 ТРО % VLLC мм3 ТРО % VLLC мм3 ТРО %

Активный контроль, LLC 288,6±43,3 – 565,6±37,8 – 2208,7±478,9 – 3649,5±588,4 –

ГК-1, 10 мг/кг, в/б 189,6 ±34,3 34,4 428,3±65,4 24,4 931,9 ±205,0* 557,8 2535,3±433,1 30,5

ГК-1, 30 мг/кг, в/б 239,7±45,2 17,0 352,8±58,3 37,7 1629,6±296,5 226,2 3423,1±547,5 6,2

Гемцитабин, 50 мг/кг, в/б, 
двукратно 110,6±14,6* 60,5 268,9±32,2* 52,5 867,3±212,7* 660,8 1457,6±240* 60,0

Примечания: n — число животных в группе; * — p < 0,05 по критерию Тьюки.
Notes: n — number of animals in groups; * — p < 0,05 statistically significant difference in comparison to control group, Tukey`s test.

Таблица 2

Влияние ГК-1 при14-дневном внутрибрюшинном введении на развитие процессов метастазирования у мышей C57BL/6 с LLC

Table 2

Effect of 14-day intraperitoneal administration of GK-1 on metastasis in experiment on C56BL/6 mice with LLC

Группы  
n = 10

Параметры метастазирования на 21 сутки развития LLC

Число животных  
с метастазами

Количество метастазов  
на 1 мышь (М±m)

ИИМ, %

Активный контроль, LLC 100 32,5±2,9 –

ГК-1, 10 мг/кг, в/б 100 19,6±2,6* 44,9

ГК-1, 30 мг/кг, в/б 100 17,0±1,2* 47,7

Гемцитабин, 50 мг/кг, в/б, 
двукратно 90 9,0±1,5* 75,8

Примечания: n — число животных в группе; * — p < 0,05 по критерию Тьюки.
Notes: n — number of animals in groups; * — p < 0,05 statistically significant difference in comparison to control group, Tukey`s test.

Таблица 3

Влияние ГК-1 при14-дневном внутрибрюшинном введении на тяжесть метастатического поражения мышей C57BL/6 с LLC

Table 3

Effect of 14-day intraperitoneal administration of GK-1 on severity of metastatic disease in experiment on C56BL/6 mice

Группа  
n = 10

Степень поражения лёгких метастазами (%)

Число животных  
с метастазами (в %)

ЛСП ВСП

0 1 2 3 4 5

Контроль, LLC 100 – - 50 40 10 –

ГК-1, 10 мг/кг*
100 – 20 70 10 – –

– – p < 0,05 p < 0,05

ГК-1, 30 мг/кг*
100 – – 100 – – –

– – p < 0,05 p < 0,05

Гемцитабин, 50 мг/кг, в/б, 
двукратно

90 10 40 50 – – –

p < 0,01 – p < 0,01 p < 0,01
Примечания: n — число животных в группе; р < 0,01 по сравнению с контрольной группой по тесту Манна–Уитни; ЛСП — лёгкая степень 
метастатического поражения; ВСП — высокая степень метастатического поражения.
Notes: n — number of animals in groups; * — p < 0.05 statistically significant difference in comparison to control group, Mann–Whitney test;  
ЛСП — LCP — low colonization potential; ВСП — HCP — high colonization potential.
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Рис. Влияние ГК-1 при 14-дневном внутрибрюшин-
ном введении на продолжительность жизни мышей 
C57BL/6 с LLC
Fig. Effect of 14-day intraperitoneal administration of GK-1 
on survival rate of C57BL/6 mice with LLC

Таблица 4

Оценка средней продолжительности жизни после курсового 
введения ГК-1 и гемцитабина мышам C57BL/6 с LLC

Table 4

Median lifespan of C57BL/6 mice with LLC after 14-day 
intraperitoneal administration of GK-1 and gemcitabine

Группы 
 n = 10

СПЖ, 
дни

Медиана 
выживаемости

Контроль LLC 11,7±3,7 14

LLC + ГК-1 10 мг/кг 15,0±4,8 14

LLC + ГК-1 30 мг/кг 13,0±7,4 14

LLC + гемцитабин 50 мг/кг, 
дважды 17,2±9,2 14

Примечание: n — число животных в группе 
Notes: n — number of animals in groups
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Изучение острой токсичности ГИЖ-298 на беспородных 
белых мышах при пероральном введении

Сорокина А. В., Алексеева С. В., Мирошкина И. А., Волкова А. В., Качалов К. С., Захаров А. Д., 
Алексеев И. В., Дурнев А. Д.

ФГБНУ «НИИ фармакологии имени В.В. Закусова», Москва, Российская Федерация

Аннотация.  Актуальность. Оценка острой токсичности — обязательный этап доклинического исследования безопасности лекарственных средств 
и фармацевтических субстанций. Целью настоящего исследования было определение параметров острой токсичности субстанции ГИЖ-298. Методы. 
ГИЖ-298 вводили однократно перорально аутбредным мышам обоего пола в дозах 350–550 мг/кг. Контрольные мыши получали в тех же условиях 0,5 мл 
1 % раствора крахмала. В ходе эксперимента наблюдали за гибелью животных, признаками интоксикации, регистрировали клиническую картину. 
Патологоанатомическое вскрытие павших мышей проводили по мере их гибели. Выживших мышей вскрывали спустя 14 суток от начала эксперимента, 
сразу после их эвтаназии. Результаты. Определены среднесмертельные дозы субстанции ГИЖ-298 при пероральном введении мышам: LD50 у самок 
составила 356 мг/кг, LD50 у самцов — 438 мг/кг. Заключение. Соединение ГИЖ-298 при пероральном введении по классификации Сидорова К.К. (1973 г.) 
является умеренно токсичным веществом и может быть отнесено к 3 классу токсичности, а в соответствии с ГОСТом 12.1.007-76 — к 3 классу опасности.
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Abstract. Relevance. Assay of acute toxicity is a mandatory step in a preclinical safety study of medicines and pharmaceutical substances. The purpose of 

this study was to determine the parameters of acute toxicity of the substance GIZH-298. Methods. GIZH-298 was administered once orally to outbred mice 
of both sexes at doses of 350–550 mg/kg. Control mice received 0.5 ml of 1 % starch solution under the same conditions. During the experiment, the death 
of animals, signs of intoxication were observed, and the clinical picture was recorded. Pathological anatomical autopsy of the dead mice was performed 
as they died. Surviving mice were autopsied 14 days after the start of the experiment, immediately after their euthanasia. Results. The average lethal doses 
of the GIZh-298 substance when administered orally to mice were determined: LD50 in females was 356 mg/kg, LD50 in males was 438 mg/kg. Conclusion. 
Compound GIZH-298 for oral administration according to the classification of Sidorov K.K. (1973) is a moderately toxic substance and can be assigned to the 
3rd class of toxicity, and in accordance with GOST 12.1.007-76 — to the 3rd hazard class. 
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Введение / Introduction

Необходимым этапом доклинического исследо-
вания безопасности новых лекарственных средств 
является определение параметров токсичности.

В ФГБНУ «НИИ Фармакологии имени В.В. За-
кусова» разработан ряд соединений с противоэпилеп-
тическими свойствами. В частности, соединение под 
шифром ГИЖ-298 продемонстрировало психотропную 
и противосудорожную активность в ряде эксперимен-
тальных тестов, в том числе и в тесте максимального 
электрошока, а также высокий терапевтический ин-
декс. Показано, что ГИЖ-298 по противосудорожной 
активности значительно превосходит вальпроевую 
кислоту и топиромат [1].

В основе механизма действия соединения ГИЖ-298 
лежит его способность увеличивать уровень норадре-

налина в стриатуме мозга крыс, сниженный макси-
мальным электрошоком. С другой стороны, ГИЖ-298 
способствует ослаблению функциональной актив-
ности дофаминергической системы, увеличенной 
максимальным электрошоком в данной структуре [2].

В задачу настоящего исследования входило опре-
деление среднесмертельной дозы ГИЖ-298 при его 
пероральном введении мышам, выявление диапазона 
переносимых и токсических доз, а также оценка сроков 
и скорости развития интоксикации и гибели мышей 
с подробным описанием наблюдаемой клинической 
картины.

Материалы и методы/Materials and Methods

В остром эксперименте была использована суб-
станция ГИЖ-298 (О-2-морфолиноэтил, оксим 4-бен-

УДК 615.214.2
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зоилпиридина оксалат), серия 150319. Суспензию 
готовили ex tempore дисперсионным методом на 1 % 
растворе крахмала.

Исследование было проведено на 48 аутбредных 
мышах обоего пола (в соотношении 1:1) массой 18–20 г.

Мыши были получены из сертифицированного 
питомника (филиал «Андреевка» ФГБУН «НЦБМТ» 
ФМБА России) и содержались в виварии в соответ-
ствии с ГОСТ 33044-2014 «Принципы надлежащей 
лабораторной практики».

Работы с мышами выполняли в соответствии с 
общепринятыми нормами обращения с животными 
[3] на основе стандартных операционных процедур, 
принятых в ФГБНУ «НИИ фармакологии имени  
В.В. Закусова», соответствующих правилам Европей-
ской Конвенции ETS 123.

Животные были рандомизированы в опытные и 
контрольные группы после предварительного 5-днев-
ного карантина и осмотра, исключающего попадание 
в эксперимент больных и травмированных животных. 
Группы были сформированы методом случайного от-
бора с использованием массы тела в качестве ведущего 
признака (разброс по исходной массе между и внутри 
групп, в пределах одного пола не превышал ±10 %).

Объект исследования — суспензию субстанции 
ГИЖ-298 вводили однократно перорально в дозах 
350, 400, 450, 500 и 550 мг/кг. В качестве контрольного 
объекта использовали 1 % раствор крахмала, который 
вводили мышам перорально в объёме 0,5 мл [4–6].

За животными опытных и контрольных групп 
наблюдали в течение 14 суток. Первые 8 часов после 
введения препарата каждая мышь находилась в ин-
дивидуальной пластиковой камере под непрерывным 
наблюдением. Затем животных помещали в клетки 
группового содержания. Экспериментальных мышей 
осматривали ежедневно утром и вечером с целью вы-
явления возможной гибели, а также описания общего 
состояния и особенностей поведения. Фиксировали: 
угнетение или активизацию исследовательского по-
ведения, интенсивность и характер двигательной 
активности, наличие неврологического дефицита 
(нарушение координации движений, тремор и судо-
роги), реакцию на тактильные, болевые, звуковые и 
световые раздражители, эмоциональную напряжён-
ность и груминг, наличие рефлексов (корнеального, 
ушного и Штрауба), частоту и глубину дыхания, ритм 
сердечных сокращений, состояние шерстного и кож-
ных покровов, видимых слизистых оболочек [4].

Как рекомендовано в отечественных регулирую-
щих документах [5, 6], в первую неделю наблюдения 
мышей взвешивали ежедневно, со второй недели и до 
окончания эксперимента — еженедельно. Массу тела 
животных определяли с помощью электронных весов 
SPU 601 (OHAUS Corp., США). Суточное потребление 
корма и воды фиксировали до введения суспензии 
ГИЖ-298 или 1 % раствора крахмала, а также в пер-
вые, седьмые и четырнадцатые сутки эксперимента. 

Животных, павших в ходе исследования, вскрывали. 
Эвтаназию и патологоанатомическое вскрытие всех 
выживших к окончанию эксперимента животных 
проводили на 15-е сутки после введения суспензии 
ГИЖ-298 или 1 % раствора крахмала.

Статистическая обработка результатов исследо-
вания острой токсичности осуществлялась согласно 
Руководству по проведению доклинических исследо-
ваний лекарственных средств [7].

В условиях значительного отклонения выборок от 
нормального распределения и негомогенности дис-
персий были использованы непараметрические методы 
статистики. Для сравнения зависимых выборок — 
непараметрический аналог дисперсионного анализа 
повторных сравнений по Фридману с последующей 
обработкой методом множественных сравнений по 
Ньюмену–Кейлсу; для сравнения независимых вы-
борок — непараметрический аналог однофакторного 
дисперсионного анализа по Краскелу–Уоллису с 
дальнейшей обработкой методом множественных 
сравнений по Данну.

В случае использования непараметрических кри-
териев результаты были представлены в виде медиан 
и нижнего и верхнего квартилей, в противном случае 
в виде средних арифметических и их стандартных 
ошибок. Различия считались статистически значи-
мыми при р ≤ 0,05.

На основании результатов, полученных при реги-
страции смертности в течение эксперимента, вычис-
ляли LD50, LD16, LD84 ± стандартная ошибка по методу 
Литчфилда и Уилкоксона в среде соответствующего 
программного обеспечения.

Результаты и их обсуждение/Results and discussion

В ходе эксперимента регистрировали гибель всех 
мышей после перорального введения ГИЖ-298 в дозе 
550 мг/кг и части животных после введения соедине-
ния в дозах 350, 400, 450 и 500 м г/кг (табл. 1).

Клиническая картина интоксикации при пе-
роральном введении ГИЖ-298 мало отличалась от 
таковой, наблюдаемой при его внутрибрюшинном 

Таблица 1 

Показатели смертности беспородных белых мышей после 
перорального введения соединения ГИЖ-298 

Table 1

Mortality rates of mongrel white mice with oral administration of 
the compound GIZH-298

№

Самки

№

Самцы

доза, 
мг/кг

гибель в группе
доза, 
мг/кг

гибель в группе

1 350 3 6 1 400 2 6

2 450 5 6 2 500 4 6

3 550 6 6 3 550 6 6
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введении [8]. Первые минуты после введения соеди-
нения мыши были активны, затем через 2–7 мин у 
животных отмечалось ухудшение состояния, с появ-
лением тонико-клонических судорог, с периодической 
регистрацией рефлекса Штрауба (рис. 1). В этот же 
период наблюдения у большинства мышей фиксиро-
вали вынужденное положение тела в пространстве с 
запрокидыванием головы, у некоторых особей была 
отмечена стереотипия в виде «плавательных» движе-
ний. Через 20–30 мин с момента введения ГИЖ-298 
у большинства животных наблюдалось снижение 
двигательной активности, мыши сидели или лежали 
в боковом положении. Видимые слизистые и кожа 
были бледными, дыхание — редким и судорожным.

Когда через 8 ч выживших животных перемещали 
в клетки группового содержания, диапазон двига-
тельной активности варьировал от гиперактивности 
до полного её отсутствия, независимо от дозы вводи-
мого соединения. У большинства выживших мышей, 
которые могли двигаться, фиксировали нарушение 
координации движений и рефлекс Штрауба. Мыши 
горбились, шерсть была взъерошена, дыхание было 
редким и глубоким.

Гибель животных наблюдалась в течение первых 
трёх суток. Первые двое суток у животных отмечалось 
снижение двигательной активности, у части мышей был 
выражен тремор и нарушение координации движений. 
Животные горбились, их шерсть была взъерошена, дыха-
ние было редким и поверхностным. На третьи сутки со-
стояние мышей постепенно улучшалось, а двигательная 
активность становилась видотипичной. К окончанию 
эксперимента такие показатели, как дыхание, сердечно-
сосудистая деятельность, а также внешний вид шерст-
ного покрова, кожи и видимых слизистых оболочек не 
отличались от таковых у контрольных мышей.

У контрольных мышей сразу после перорального 
введения 1 % раствора крахмала в объёме, соответ-
ствующем максимально допустимому, не наблюдалось 
снижения двигательной активности. Через 2–3 мин  
у большинства мышей наблюдали активный груминг. 
Состояние шерсти, кожи и видимых слизистых обо-
лочек, а также реакция на внешние раздражители 
соответствовали норме. Не отмечено нарушений уш-
ного и корнеального рефлексов и рефлекса Штрауба.  
В течение первых суток наблюдения состояние мышей 
не изменялось — животные оставались активными, 
охотно потребляли корм, пили воду. В дальнейшем 
в течение 14-дневного наблюдения за мышами кон-
трольной группы нарушений рефлексов и других 
отклонений в состоянии не установлено.

На основании полученных результатов были опре-
делены среднесмертельные дозы изученного соеди-
нения при его пероральном введении.

У самок аутбредных мышей среднесмертельные 
дозы соединения ГИЖ-298 при пероральном введе-
нии составили: 

LD16— 290 (274 – 307) мг/кг;

LD50 — 356 (283 – 448) мг/кг;

LD84 — 436 (412 – 461) мг/кг.

У самцов аутбредных мышей среднесмертельные 
дозы соединения ГИЖ-298 при пероральном введе-
нии составили: 

LD16 — 369 (360 – 378) мг/кг;

LD50 — 438 (382 – 503) мг/кг;

LD84 — 521 (508 – 534) мг/кг.

Установлено, что у аутбредных мышей нет выра-
женных половых различий в реакциях на пероральное 
введение ГИЖ-298.

Рис. 1. Самки № 1 и 2 через 5 мин после перорального введения ГИЖ-298 в дозе 450 мг/кг
Fig. 1. Females No. 1 and 2 5 min after oral administration of GIZH-298 at dose of 450 mg/kg 
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Динамика массы. Установлены значимые различия 
между показателями динамики массы тела мышей 
после перорального введения соединения ГИЖ-298 
в дозах 350, 400, 450 и 500 мг/кг и контрольными мы-
шами (рис. 2 и 3, табл. 2). Наблюдения за динамикой 
массы мышей, которым вводили соединение в дозе 
550 мг/кг, не осуществляли из-за гибели животных в 
первые сутки эксперимента.

В результате в течение всего двухнедельного пери-
ода не было установлено дозозависимой реакции на 
динамику массы мышей экспериментальных групп. 
Следует отметить, что отрицательная динамика 
прироста массы отмечалась только в первые сутки.  
К окончанию первой недели наблюдения значимые 
различия с контролем имели место у самок во всех экс-

Рис. 2. Динамика прироста массы тела (%) у самок мы-
шей после перорального введения ГИЖ-298 в дозах 350 
и 450 мг /кг
Fig. 2. Dynamics of body weight gain (%) in female mice 
after oral administration of GIZH-298 at doses of 350 and 
450 mg/kg

Рис. 3. Динамика прироста массы тела (%) у самцов мы-
шей при пероральном введении соединения ГИЖ-298 
в дозах 400 и 500 мг /кг
Fig. 3. Dynamics of body weight gain (%) in male mice after 
oral administration of the compound GIZH-298 at doses of 
400 and 500 mg/kg

Таблица 2

Динамика массы и её прироста у самцов и самок мышей в течение двух недель после перорального введения соединения ГИЖ-298 

 Table 2

Dynamics of weight and its gain in male and female mice within two weeks after oral administration of the compound GIZH-298 

Группа, пол 
животных

До
введения 

соединения

1-е сутки 
масса

(г)

Прирост 
массы

(%)

7-е сутки 
масса

(г)

Прирост 
массы

(%)

14-е сутки 
масса

(г)

Прирост 
массы

(%)

Контрольная,
 0 мг/кг ♀

20,2
19,0÷20,6

22,3▪
21,8÷22,7

8,8
7,4÷15,8

25,0▪
24,7÷25,3

24,1
18,8÷31,6

25,6▪
25,3÷26,8

28,9
25,7÷33,2

ГИЖ-298 
350 мг/кг ♀

20,8
20,4÷21,5

19,3
16,7÷22,5

−6,4
−16,7÷2,0

23,5
20,2÷26,3

9,3
3,1÷16,9

26,1
21,6÷27,6

21,4*
10,2÷22,7

ГИЖ-298 
450 мг/кг ♀

21,1
20,3÷21,2

21,5
21,5÷21,5

1,4
1,4÷1,4

23,3
23,3÷23,3

9,9
9,9÷9,9

25,0
25,0÷25,0

17,9
17,9÷17,9

Контрольная, 
0 мг/кг ♂

22,1
21,1÷22,5

22,6▪
22,2÷23,3

3,2
2,2÷4,0

26,8▪
26,1÷27,9

22,4
18,2÷24,1

30,0▪
29,7÷30,8

35,5
33,3÷40,8

ГИЖ-298 
400 мг/кг ♂

23,2
21,8÷23,8

22,1
20,7÷24,3

−2,1
−10,9÷2,1

27,0
25,8÷29,8

14,6
10,3÷25,5

30,9
28,6÷33,5

30,4
23,0÷40,2

ГИЖ-298 
500 мг/кг ♂

22,5
21,8÷24,2

22,78
21,1÷24,4

−4,7
−9,1÷−0,4

28,0
27,1÷28,9

17,4
16,8÷18,0

32,0
31,1÷32,9

34,2
34,1÷34,3

Примечания: * — статистически значимые различия (р < 0,05) по сравнению с контрольной группой животных; ▪ — статистически значи-
мые различия (р < 0,05) по сравнению с исходными данными.
Notes: * — statistically significant differences (p < 0.05) compared to the control group of animals; ▪ — statistically significant differences (p < 0.05) 
compared to the initial data.
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периментальных группах и у самцов, которым ввели 
ГИЖ-298 в дозе 400 мг /кг. К окончанию эксперимента 
значимые различия с контролем сохранялись только 
у самок экспериментальных групп. 

Потребление корма и воды. Наблюдение за потре-
блением корма и воды позволило установить значи-
мые различия между экспериментальными группами 
животных после перорального введения соединения 
ГИЖ-298 в дозах 350, 400, 450, 500 и 550 мг /кг и 
животными контрольных групп (табл. 3). Следует от-
метить, что хотя колебания показателей потребления 
и были статистически значимыми, но они не имели 
закономерного характера. Показатели потребления 
корма и воды мышами после введения соединения в 
дозе 550 мг/кг не представлены в таблице из-за гибели 
животных в первые двое суток.

Результаты патологоанатомического вскрытия мы-
шей, павших в ходе эксперимента. В ходе изучения 
острой токсичности ГИЖ-298 при его пероральном 
введении пали 14 самок, получавших соединение 
в дозах 350 (3 самки), 450 (5 самок) и 550 (6 самок) 
мг/кг, и 12 самцов, получавших ГИЖ-298 в дозах 
400 (2 самца), 500 (4 самца) и 550 (6 самцов) мг/кг. 
Гибель части экспериментальных мышей наступала 
в течение нескольких минут (от 5 до 30 минут) после 
перорального введения. Часть экспериментальных 
мышей пало в более поздние сроки после введения 
ГИЖ-298 (к концу первых, вторых и даже третьих 
суток). Картина, обнаруженная при проведении пато-
логоанатомического вскрытия всех павших животных, 
была во многом схожей.

Наружный осмотр трупов павших мышей позволил 
установить удовлетворительную упитанность и пра-
вильное телосложение животных, павших в ранние 
сроки эксперимента. С увеличением срока гибели 
экспериментальных мышей менялась и упитанность 
животных в сторону понижения. А также менялось со-
стояние шерстного покрова — шерсть павших в более 
поздние сроки мышей была сильно взъерошенной. 
Кожа была синюшной, повреждений не имела. Види-
мые слизистые оболочки ротовой и носовой полости, 
а также конъюнктива были синюшными. Инъекция 
видимых сосудов была выраженной.

В ходе патологоанатомического исследовании пав-
ших мышей было выявлено выраженное расстройство 
кровообращения. При разрезе кожи трупов павших 
мышей была обнаружена инъекция сосудов кожи и 
подкожной клетчатки.

При дальнейшем исследовании была обнаружена 
выраженная инъекция органов брюшной и тазовой 
полостей, сосудов брыжейки, тела и рогов матки, 
лёгочных вен, а также сосудов полушарий головного 
мозга. Полости желудочков сердца и в большей сте-
пени предсердий были переполнены тёмной густой 
кровью. Почки были бледными. При разрезе по-
чек скальпелем было видно, что мозговое вещество 
окрашено в тёмно-бордовый цвет. На поверхности 
яичников самок, надпочечников и тимуса мышей 
обоих полов были выявлены точечные кровоизлияния.

Результаты патологоанатомического вскрытия мы-
шей, выживших в ходе эксперимента. В ходе экспери-
мента выжили 21 самка и 21 самец из эксперименталь-

Таблица 3

Оценка суточного потребления воды и корма мышей в течение двух недель после перорального введения соединения ГИЖ-298 

Table 3

Estimation of daily water and food intake in mice for two weeks after oral administration of GIZH-298

Группа, 
пол животных

Корм, г Вода, мл

до 
введения

1-й день 7-й день 14-й день
до 

введения
1-й день 7-й день 14-й день

Контрольная, 0 мг/кг ♀ 5,5 
5,2÷5,7

4,4▪
4,3÷4,4

3,7▪
3,6÷3,7

4,0▪
3,9÷4,1

5,0 
4,7÷5,1

3,3▪ 
3,3÷3,4

4,2▪ 
4,1÷4,2

3,3▪ 
3,3÷3,4

ГИЖ-298 350 мг/кг ♀ 5,5
5,4÷5,6

3,5*
3,0÷4,0

6,0*
5,2÷6,8

5,2*
4,3÷5,5

6,6 *
6,5÷6,8

1,2*
1,1÷1,4

3,4*
2,9÷3,8

6,9*
5,7÷7,3

ГИЖ-298 450 мг/кг ♀ 5,7 
5,5÷5,7

5,0 
5,0÷5,0

8,0 
8,0÷8,0

6,0 
6,0÷6,0

6,7*
6,4÷6,7

2,0 
2,0÷2,0

5,0 
5,0÷5,0

5,0 
5,0÷5,0

Контрольная, 0 мг/кг ♂ 5,9 
5,6÷6,0

6,0▪
5,9÷6,2

6,6▪
6,5÷6,9

7,2▪ 
7,1÷7,4

6,7▪
6,4÷6,8

5,0▪
4,9÷5,1

8,3▪
8,1÷8,6

8,4▪
8,3÷8,6

ГИЖ-298, 400 мг/кг ♂ 7,4*
7,0÷7,6

3,5*▪
3,3÷3,9

8,5*
8,1÷9,4

11,2*
10,4÷12,1

3,4* 
3,2÷3,5

2,5*▪ 
2,3÷2,8

8,5
8,1÷9,4

7,5
6,9÷8,1

ГИЖ-298, 500 мг/кг ♂ 7,9*
7,7÷8,5

5,5
5,1÷5,9

11,0
10,6÷11,4

9,0
8,7÷9,3

6,6
6,4÷7,1

1,5
1,4÷1,6

5,0
4,8÷5,2

10,0
9,7÷10,3

Примечания: * — статистически значимые различия (р < 0,05) по сравнению с контрольной группой животных; ▪ — статистически значи-
мые различия (р < 0,05) по сравнению с исходными данными.
Notes: * — statistically significant differences (p < 0.05) compared to the control group of animals; ▪ — statistically significant differences (p < 0.05) 
compared to the initial data.



¹ 1. 2023 56 ФАРМАКОКИНЕТИКА и фармАкодинамика

Сорокина Александра Валериановна
Автор, ответственный за переписку
e-mail: alex54.sorokina@icloud.com
ORCID ID: https://orcid.org/0000-0002-9600-7244
к. б. н., в. н. с. лаборатории лекарственной
токсикологии ФГБНУ «НИИ фармакологии
имени В.В. Закусова», Москва, Российская
Федерация 

Sorokina Alexandra V.
Corresponding author
e-mail: alex54.sorokina@icloud.com
ORCID ID: https://orcid.org/0000-0002-9600-7244
PhD, Cand. Sci. Biology, Leading researcher of
the laboratory of drug toxicology FSBI “Zakusov 
Institute of Pharmacology”, Moscow, Russian 
Federation 

Волкова Анна Валерьевна
с. н. с. лаборатории психофармакологии 
ФГБНУ «НИИ фармакологии имени  
В.В. Закусова», Москва, Российская Федерация 

Volkova Anna V.
Senior researcher of the laboratory of psychophar-
macology FSBI “Zakusov Institute of Pharmacol-
ogy”, Moscow, Russian Federation 

ных групп. Морфологическая картина, обнаруженная 
после эвтаназии и патологоанатомического вскрытия 
всех выживших к 14-м суткам экспериментальных 
мышей, а также контрольных мышей (6 самок и  
6 самцов), была однотипной.

При наружном осмотре тушек мышей было уста-
новлено, что все животные были пропорционального 
телосложения, удовлетворительной упитанности. 
Шерсть экспериментальных мышей была гладкой, 
блестящей. Видимые слизистые оболочки ротовой и 
носовой полости, а также конъюнктива были бело-
вато-розовыми. Инъекция сосудов была умеренной.

Морфологическая картина грудной и брюшной по-
лостей, полости черепа, органов кровообращения, ды-
хания, пищеварения, кроветворения, мочевыводящей, 
половой и эндокринной систем, опорно-двигательного 
аппарата, обнаруженная после эвтаназии и патолого-
анатомического вскрытия всех экспериментальных 
мышей, не отличалась от таковой, наблюдаемой у 
контрольных животных.

Заключение/Conclusion

В результате изучения острой токсичности соеди-
нения ГИЖ-298 на аутбредных мышах обоего пола 
при пероральном введении в дозах 350, 400, 450, 500 
и 550 мг/кг определены среднесмертельные дозы.  
В опытах на мышах у самок LD50 составила 356 (283 – 
448) мг/кг, LD16 — 290 (274 – 307) мг/кг, LD84 — 436 
(412 – 461) мг/кг. У самцов LD50 составила 438 (382 – 
503) мг/кг, LD16 — 369 (360 – 378) мг/кг, LD84 — 521 
(508 – 534) мг/кг. 

Исходя из полученных данных, соединение ГИЖ-
298 при пероральном введении по классификации 
Сидорова К.К. (1973 г.) является умеренно токсичным 
веществом и может быть отнесено к 3 классу ток-
сичности, а в соответствии с ГОСТом 12.1.007-76 —  
к 3 классу опасности.

Исследование выполнено в рамках темы 
122020100334-2 ФГБНУ «НИИ фармакологии  
имени В.В. Закусова». 
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Валидация тест-системы для количественного определения 
концентрации трастузумаба (Герцептин, Гертикад)  

в биологических жидкостях методом твердофазного  
иммуноферментного анализа

Писарев В. В., Иванов А. В.
 Общество с ограниченной ответственностью «Научно-производственный центр Пробиотек»,  

Москва, Российская Федерация 

Аннотация. Актуальность. Трастузумаб является препаратом выбора для терапии HER2+ рака молочных желез. Для определения фармако-
динамики препарата при персонализированной терапии необходима валидированная биоаналитическая методика определения концентрации 
препарата в биологических жидкостях. Цель работы: создание и оценка пригодности (валидация) тест-системы на основе твердофазного имму-
ноферментного анализа (ИФА) для количественного определения концентрации трастузумаба в сыворотке/плазме крови человека. Материалы 
и методы. Представленная тест-система является классическим ИФА набором с 96-луночным полистероловым планшетом, лунки которого по-
крыты специфическими к трастузумабу моноклональными антителами, вторичными козьими антителами к Fc фрагменту, конъюгированными с 
пероксидазой хрена, субстратного раствора — (3,5,3',5')-тетраметилбензидина (ТМБ) и стоп-раствора. Растворы для контроля качества готовились 
путём разведения известных концентраций трастузумаба в бланковой сыворотке. Результаты. В ходе работы установлены предел обнаружения  
(0,84 нг/мл) и нижний предел количественного определения (1,41 нг/мл) трастузумаба в сыворотке/плазме крови, доказана высокая селективность 
определения аналита в многокомпонентной матрице. Найденные средние значения концентраций трастузумаба не отклонялись от номинальных 
значений на более чем 11,42 % во всём диапазоне определяемых концентраций, внутри- и межсерийная прецизионность тест-системы не превы-
шала 11,31 %, общая ошибка метода — 20,0 %. Продемонстрированные характеристики позволяют применять данную тест-систему для анализа 
широкого диапазона концентраций трастузумаба в биологических образцах. Стабильность компонентов тест-системы определена как не меньше 
1 года при соблюдении условий хранении. Заключение. Представленная тест-система соответствует международным валидационным требованиям 
и пригодна для практического применения.
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Validation of ELISA Test-system for Trastuzumab (Herceptin, Hertikad) quantitative determination in biological fluids
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Abstract. Relevance. Trastuzumab is the drug of choice for the HER2+ breast cancer treatment. To determine the trastuzumab pharmacodynamics in 
personalized therapy a validated bioanalytical method for measuring the concentration of the drug in biological fluids is required. The aim: creation and 
assessment of the suitability (validation) of a test system based on enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) for the quantitative determination of trastuzumab 
concentration in human serum/plasma. Materials and methods. The presented test system is a classic ELISA kit with a 96-well polystyrene plate, the wells of which 
are coated with monoclonal antibodies specific to trastuzumab, secondary goat antibodies to the Fc fragment conjugated with horseradish peroxidase (HRP), 
substrate solution — (3,5,3',5')-tetramethylbenzidine (TMB) and stop solution. Quality control solutions were prepared by diluting known concentrations of 
trastuzumab in blank serum. Results. In the course of the work the limit of detection (0.84 ng/ml) and the lower limit of quantitative determination (1.41 ng/ml) 
of trastuzumab in serum/plasma were established and the high selectivity of analyte determination in a multicomponent matrix was proved. The found average 
values of trastuzumab concentrations did not deviate from the nominal values by more than 14 % in the entire range of determined concentrations, the intra- 
and interseries precision of the test system did not exceed 8%, and the total method error was 20.1 %. The demonstrated dilution linearity allows the assay to be 
used to analyze a wide range of trastuzumab concentrations in biological samples. The stability of the components of the test system is defined as at least 1 year 
under storage conditions. Conclusion. The presented ELISA test system complies with international validation requirements and it is suitable for practical use.
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Введение / Introduction

Препараты, нацеленные на рецептор 2 типа эпи-
дермального фактора роста человека (HER2), про-
извели революцию в лечении пациентов с HER2-
положительными злокачественными опухолями мо-
лочной железы. Применение таргетных препаратов 
подобного типа поставило антираковую терапию 
на новый стандарт превосходных результатов вы-
живаемости для данного агрессивного подтипа рака 
молочных желез (РМЖ), характеризующегося крайне 
негативным прогнозом [1–4]. В основе таких препара-
тов лежит трастузумаб, представляющий собой реком-
бинантное моноклональное антитело из человеческих 
консервативных доменов и мышиных вариабельных 
последовательностей, связывающее внеклеточный 
домен белка HER2. Механизм действия трастузумаба 
заключается в значительном подавлении экспрессии 
HER2. Также он ускоряет эндоцитоз и деградацию 
рецептора и ингибирует прохождение клеточного 
цикла через образование комплексов p27Kip1/Cdk2 
[5]. Трастузумаб, разработанный Genetic Engineering 
Technology, Inc. (США), в настоящее время выпуска-
ется под торговыми марками Герцептин® компани-
ей F. Hoffmann-La Roche (Швейцария), Тразимера® 
компанией PFIZER (США) и Гертикад® компанией 
БИОКАД (Россия).

Для успешного клинического применения тра-
стузумаба необходимо чётко представлять фарма-
когенетику препарата, особенно учитывая тот факт, 
что для каждого случая HER2-положительного РМЖ 
характерен индивидуальный уровень экспрессии гена 
ERBB2, кодирующего белок HER2. Одним из наи-
более практичных способов количественной оцен-
ки уровня трастузумаба в крови пациента является 
применение метода иммуноферментного анализа 
(ИФА, enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA). 
Несмотря на наличие на рынке нескольких вариантов 
тест-наборов ИФА [6] для определения трастузумаба 
в биологических жидкостях, разработка отечествен-
ного продукта с аналогичными или превосходящими 
характеристиками является актуальной задачей. Для 
решения данной задачи в ООО «Научно-производ-
ственный центр Пробиотек» разработана и подго-
товлена к практическому применению тест-система 
на основе «сэндвич»-варианта твердофазного ИФА 
для количественного определения трастузумаба в 
биологических жидкостях. Ранее подобный подход 
был успешно применён для создания аналогичной 
тест-системы для определения ритуксимаба [7]. Вы-
бор метода ИФА обусловлен явными преимуществами 
подобного подхода по сравнению с другими анали-
тическими методиками: возможностью количествен-
ного определения концентрации исследуемого веще-
ства на основе калибровочной кривой, построенной 
для каждой постановки наряду с доступностью для 
использования в рутинной практике клинической 

лаборатории, особенно по сравнению с методами 
иммунохемилюминисценции и масс-спектрометрии.  
К явным преимуществам представленной тест-системы 
можно отнести невысокую стоимость относительно 
зарубежных аналогов, возможность быстро наладить 
массовое производство, технические характеристики, 
оптимизированные для точного определения концен-
трации трастузумаба в терапевтических интервалах 
именно в крови человека.

Целью настоящего исследования является оценка 
характеристик и пригодности (валидация) данной тест-
системы количественного определения трастузумаба 
в биологических жидкостях человека для последую-
щего применения в области персонализированной 
фармакокинетики.

Материалы и методы / Materials and methods

Приготовление растворов. Для оценки концентрации 
трастузумаба в биологических жидкостях было приго-
товлено несколько вариантов растворов. Для построения 
калибровочной кривой были приготовлены растворы 
трастузумаба с концентрацией 3, 6, 30, 90, 160, 250,  
300 нг/мл, полученные путём разбавления препарата Гер-
цептин (Хоффман-Ля Рош, Швейцария) концентрацией 
120 мг/мл в фосфатно-солевом буфере с добавлением 
бычьего сывороточного альбумина (БСА) и Твин 20. 

Для проведения экспериментов по валидации 
метода было приготовлено 5 базовых образцов для 
контроля качества. Образцы для контроля качества с 
концентрацией трастузумаба 3, 8,5, 150, 225 и 300 нг/мл 
готовились аналогично калибровочным стандартам с 
применением в качестве разбавителя бланковой че-
ловеческой сыворотки. 10 образцов сыворотки были 
получены от Первого Московского государственного 
медицинского университета им. И.М. Сеченова» Ми-
нистерства здравоохранения Российской Федерации. 
Все измерения с применением биоматериалов человека 
проводились в соответствии с этическими принципа-
ми Хельсинкской декларации 1975 года. Все доноры 
заполнили и подписали информированное согласие 
на участие в этом исследовательском проекте и на 
публикацию результатов. 

Для эксперимента с определением предела чув-
ствительности перед непосредственными измерени-
ями образцы калибровочных растворов и бланковой 
сыворотки разбавлялись в 5000 раз в два этапа. Не-
посредственно перед анализом к 940 мкл сыворотки, 
разбавленной в 5000 раз, добавлялось 60 мкл раствора 
трастузумаба с концентрацией 10 нг/мл, далее смесь 
перемешивалась на вортексе.

Сыворотка с высоким содержанием липидов го-
товилась по следующей схеме: к 750 мкл бланковой 
сыворотки приливалось 250 мкл Интралипида 20 % 
(содержание фосфолипидов яичного желтка 12 г/л).

Выполнение процедуры ИФА проводилось по доста-
точно стандартной методике. Перед началом анализа 
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планшет, реакционные компоненты и исследуемые 
образцы выдерживались при комнатной температуре в 
течение 30 минут. В соответствующие лунки планшета 
добавлялось по 100 мкл калибровочных растворов, 
чистой бланковой сыворотки в качестве отрицатель-
ного контроля, бланковой сыворотки с добавлением 
трастузумаба до определённой концентрации в каче-
стве положительного контроля, экспериментальных 
образцов сыворотки. Планшет заклеивали плёнкой, 
встряхивали в течение 2 минут на автоматическом 
шейкере при 500 об/мин и инкубировали при ком-
натной температуре в течение 1 часа. Далее растворы 
удаляли и производилась промывка на автоматиче-
ском вошере HydroFlex (Tecan, Швейцария) 3 раза 
по 300 мкл с использованием промывочного буфера, 
содержащего 0,01 М фосфатно-солевой буфер (ФСБ) 
с добавлением 0,05 % Твин-20. На втором этапе в 
каждую лунку вносили по 100 мкл рабочего раствора 
конъюгата, содержащего козьи поликлональные анти-
тела против Fc фрагмента IgG человека с пероксидазой 
хрена (А0170, Sigma-Aldrich, США) в реакционном 
буфере 0,01М ФСБ и 1 % бычьего сывороточного 
альбумина. Далее следовала вторая отмывка 3 раза 
по 300 мкл промывочного буфера на автоматическом 
вошере. Следующим этапом следовало добавление 100 
мкл раствора 3,3’; 5,5’-тетраметилбензидина (ТМБ) 
и инкубация 15 минут в темноте при комнатной тем-
пературе. Реакция останавливалась добавлением 100 
мкл стоп-раствора, содержащего 1 М серную кислоту. 
В течение 5 минут после остановки реакции произ-
водилась регистрация результатов ИФА с использо-
ванием микропланшетного фотометра MRX (Dynex 
Technologies Inc., США) при длине волны 450 нм. 

Статистический анализ. Математическая обра-
ботка результатов измерений для валидации метода 
проводилась в соответствии с рекомендациями [8]. 
Для оценки таких параметров валидации, как среднее 
значение, стандартное отклонение, коэффициент 
вариации, правильность (относительная величина 
систематической погрешности), общая ошибка, а 
также для регрессионного анализа калибровочной 
зависимости и расчёта коэффициентов детерминации 
R2 применялся пакет анализа стандартных стати-
стических функций электронных таблиц Microsoft 
Excel 2007 (Статистический пакет Microsoft Office 97 
для Windows, Редмонд, США) и онлайн-калькулятор 
для расчёта статистических критериев «Медицинская 
статистика» (https://medstatistic.ru/calculators.html). 
Детально процедура математической обработки с 
формулами описана в [7].

Результаты и обсуждение / Results and discussion

Валидация теста определения трастузумаба про-
изводилась согласно рекомендациям Международной 
конференции по гармонизации технических тре-
бований к регистрации ЛС для человека (ICH) [9], 

подтверждённым для применения в РФ [10]. Данная 
процедура включает 9 этапов [11]: селективность, 
точность, воспроизводимость, тест влияния матрицы, 
тест разбавления матрицы, тест разбавления образца, 
стабильность при трёх циклах замораживания–отта-
ивания (не менее −20 °С), стабильность при стоянии 
образца при комнатной температуре в течение 6 часов, 
стабильность при долгосрочном хранении (не менее 
−20 °С).

Первоначальным необходимым условием было по-
строение и определение воспроизводимости калибро-
вочной кривой. Результаты измерений представлены 
на рис. 1. При этом измерение концентраций трасту-
зумаба выше 200 нг/мл методом твёрдофазного ИФА 
признано нецелесообразным ввиду выхода показателя 
оптической плотности на плато (рис. 1а). При этом с 
возрастанием концентрации оптическая плотность из-

Рис. 1б. Регрессионная кривая при расчёте концентра-
ции трастузумаба по использованным в создании тест-
системы калибраторам в зависимости от полученных 
показателей оптической плотности
Fig. 1b. Regression curve when calculating the concentration 
of trastuzumab according to the calibrators used in the test 
system engineering depending on the optical density values 
obtained

Рис. 1а. Зависимость оптической плотности от концен-
трации трастузумаба (калибровочная кривая)
Fig. 1a. Plot of optical density dependence on trastuzumab 
concentration (calibration curve)
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меняется крайне незначительно, при этом её показате-
ли не превышают значения 2,5, рекомендованного для 
точного определения измеряемого компонента [12, 13]. 
Особенностями фармакокинетики трастузумаба явля-
ется ярко выраженный дозозависимый характер. При 
этом равновесная концентрация в крови пациента со-
ставляет 79–123 мгк/мл. Именно под такие значения 
подбирались оптимальные параметры разработанной 
тест-системы ИФА. Для построения калибровочной 
кривой в дизайне тест-системы было использовано  
8 калибраторов с заданными значениями концентра-
ции трастузумаба: 0 (бланковый образец), 3, 6, 30, 90, 
160, 250, 300 нг/мл. При определении регрессионной 
модели наилучшие результаты показала квадратичная 
зависимость (рис. 1б). Формулой пересчёта оптической 
плотности в концентрацию трастузумаба является: 

y = 0,0768х0,6156.                          (1)

Величина достоверной аппроксимации R2 со-
ставила 0,9843. При обратном расчёте концентраций 
калибровочных стандартов отклонения от теоретиче-
ских значений попали в диапазон от −14,8 до 16,5 %, 
что не превосходит допустимые 20 % [13]. 

Для определения предела определения (ПО) и ниж-
него предела количественного определения (НПКО) 
были проанализированы 10 образцов бланковой сыво-
ротки доноров. Полученное значение качественного 
ПО, вычисленное как полученное значение концен-
трации трастузумаба 0,09 нг/мл плюс три стандарт-
ных отклонения, составило 0,84 нг/мл. НПКО было 

определено как 0,09 нг/мл плюс десять стандартных 
отклонений, что составило 1,41 нг/мл.

При измерениях тест-системы на точность и вос-
производимость были применены образцы сыворотки 
крови реальных доноров, в которые были добавлены 
известные концентрации трастузумаба. Всего подоб-
ным образом было изготовлено 5 базовых образцов 
контроля качества на сыворотках доноров с концен-
трациями трастузумаба 3, 8,5, 150, 225 и 300 нг/мл. 
При оценке вариаций внутри аналитической серии 
было проанализировано по 3 повтора для 3 комплектов 
образцов для контроля качества в сыворотке. Опре-
делённые в результате измерений средние значения 
концентраций трастузумаба не отклонялись от но-
минальных значений на более чем 11,42 % во всём 
диапазоне определяемых концентраций, при этом 
выявленная внутри- и межсерийная прецизионность 
тест-системы не превышала 11,31 %, общая ошибка 
метода — 20,0 % (табл. 1). Полученные значения с за-
пасом укладываются в регламентные валидационные 
требования правильности в ±20 % от номинального 
значения, прецизионности в 20 % и общей ошибки 
метода в 30 % [14]. Согласно полученным данным, 
можно сделать вывод, что прецизионность и точность 
результатов внутри аналитических серий и между 
сериями при выполнении тестов в одних и тех же 
стандартных условиях соответствует значениям в 
установленных пределах, что позволяет использовать 
данную методику для определения трастузумаба в 
сыворотке крови. 

Таблица 1

Внутри- и межсерийная прецизионность, правильность и общая ошибка методики определения трастузумаба в сыворотке крови 
доноров

Table 1

Within-run and between-run precision, accuracy and total error of the method of trastuzumab determination in the donor’s blood serum

Аналитические характеристики / Analytical 
characteristics

Образцы для контроля качества / Quality control samples

3 нг/мл
ng/ml

8,5 нг/мл
ng/ml

150 нг/мл
ng/ml

225 нг/мл
ng/ml

300 нг/мл
ng/ml

Стандартные измерения внутри аналитической серии (3 образца сыворотки доноров, 3 повтора для каждого образца) /  
Standard tests within analytical run (3 run, each sample in 3 replicates)

Среднее значение, мкг/мл / Mean, g/mL 2,91 8,26 143,3 199,3 273,6

Стандартное отклонение, мкг/мл / 
Standard deviation, g/mL 0,14 0,03 8,1 17,1 24

Прецизионность, % / Precision, % 4,81 0,36 5,65 8,58 8,77

Правильность, % / Accuracy, % −3,00 −2,82 −4,47 −11,42 −8,80

Общая ошибка, % / Total error, % 7,81 3,19 10,12 20,00 17,57

Стандартные измерения между аналитическими сериями (4 серии, 3 повтора для каждого образца) /
Standard tests between analytical runs (4 runs, each sample in 3 replicates)

Среднее значение, мкг/мл / Mean, g/mL 3,1 7,9 162,8 211,8 283

Стандартное отклонение, мкг/мл / 
Standard deviation, g/mL 0,2 0,6 8,2 16,4 32

Прецизионность, % / Precision, % 6,45 7,59 5,04 7,74 11,31

Правильность, % / Accuracy, % 3,33 −7,06 8,53 −5,87 −5,67

Общая ошибка, % / Total error, % 9,78 14,65 13,57 13,61 16,97
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При определении селективности была проанали-
зирована способность аналитической методики давать 
правильный результат определения вещества в при-
сутствии сопутствующих компонентов. В данном раз-
деле изучения влияния матрицы и теста разбавления 
матрицы было использовано 10 различных источников 
бланковой сыворотки, в том числе гемолизной. Также 
было проведено измерение сыворотки с высоким со-
держанием липидов, полученной путём добавления в 
бланковую сыворотку 20 % интралипида, содержащего 
12 г/л фосфолипидов яичного желтка. Всего было 
проведено 6 идентичных исследований. Результаты 
представлены на рис. 2. При сравнении полученных 
стандартных отклонений и прецизионности значений 
полученной оптической плотности, не превышающей 
13,8 % становится ясно, что тест-система отвечает 
валидационным требованиям по селективности, для 
которой прецизионность не должна превышать 30 %.

Для осуществления тестов на стабильность было 
проведено три серии экспериментов. Во всех было 
использовано по 3 образца сыворотки со всеми  
5 концентрациями трастузумаба в качестве образцов 
контроля качества. Для тестов на краткосрочную 
стабильность образцы сыворотки с трастузумабом 
экспонировались при 25 °С в течение 6 часов. При 
проведении теста на длительное хранение образцы 
были заморожены при −35 °С в течение 50 дней, после 
чего разморожены и измерены. Влияние заморажи-
вания–оттаивания было оценено после трёх циклов 
заморозки при −35 °С на 12 часов и оттаивания при 
25 °С. Результаты представлены в табл. 2. 

При осуществлении теста на линейное разбавле-
ние было проанализировано разбавление образца для 

контроля качества концентрацией 600 мкг/мл реакци-
онным буфером в 2, 4 и 8 раз. Затем все полученные 
растворы были разбавлены бланковой сывороткой в 
5000 раз до концентраций 120, 60, 30 и 15 нг/мл и про-
анализированы в трёх постановках. Результаты пред-
ставлены на рис. 3. Выявленная линейная регрессия 
представляет функцию: 

y = 0,0099x + 0,308.                              (2)

Величина достоверной аппроксимации R2 соста-
вила 0,9843. При обратном расчёте концентраций ка-
либровочных стандартов отклонения от теоретических 
значений попали в диапазон от −11,7 до 13,6 %, что не 
превосходит допустимые 20 % [13]. Обратно рассчи-
танные по формуле (1) концентрации трастузумаба не 
отклонялись от номинальных на более чем 13 % после 
пересчёта на разведение, а прецизионность конечных 
концентраций по всем разведениям не превышала 6 %.

Выводы / Conclusions

Проведённые валидационные процедуры под-
тверждают, что представленная методика количе-
ственного определения содержания трастузумаба в 
биологических жидкостях на основе твердофазного 
иммуноферментного анализа обладает высокой чув-
ствительностью, специфичностью, воспроизводи-
мостью и стабильностью. По всем международным 
требованиям [14, 15] методика, разработанная ООО 
«Научно-производственный центр Пробиотек», соот-
ветствует валидационным параметрам, предъявляемым 
для биоаналитических методов. Подтверждённые ха-
рактеристики тест-системы позволяют использовать 

Рис. 2. Селективность тест-системы для 10 различных сывороток
Примечание: SD — стандартное отклонение для каждой сыворотки.

Fig. 2. Selectivity of the test system for 10 different sera. 
Note: SD is the standard deviation for each serum.
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Таблица 2

Влияние краткосрочного хранения, долгосрочного хранения при заморозке и трёх циклов замораживания–оттаивания  
на стабильность результатов измерения трастузумаба

Table 2

Effect of short-term storage, long-term freeze storage and three freeze-thaw cycles on the stability of trastuzumab measurements

Аналитические характеристики / Analytical characteristics

Образцы для контроля качества / Quality control samples

3 нг/мл
ng/ml

8,5 нг/мл
ng/ml

150 нг/мл
ng/ml

225 нг/мл
ng/ml

300 нг/мл
ng/ml

Исходное состояние (3 образца) / Initial state (3 samples)

Среднее значение, мкг/мл / Mean, µg/mL 2,87 7,67 149,93 194,63 293,45

Стандартное отклонение, мкг/мл / Standard 
deviation, µg/mL 0,3 0,05 2,34 2,32 6,58

Прецизионность, % / Precision, % 10,45 0,65 1,56 1,19 2,24

Правильность, % / Accuracy, % −4,33 −9,76 −0,05 −13,50 −2,18

Краткосрочное хранение 6 часов при 25 °С / Short term storage 6 hours at 25 °C
Среднее значение, мкг/мл / Mean, µg/mL 3,54 8,11 163 207 280

Стандартное отклонение, мкг/мл / Standard 
deviation, µg/mL 0,17 0,56 8 16 25

Прецизионность, % / Precision, % 4,80 6,91 4,91 7,73 8,93

Правильность, % / Accuracy, % 18,00 −4,59 8,67 −8,00 −6,67

Длительное хранение при −35 °С в течение 50 дней / Long-term storage at −35 °C for 50 days

Среднее значение, мкг/мл / Mean, µg/mL 3,075 7,85 159,6 221,3 269,5

Стандартное отклонение, мкг/мл / Standard 
deviation, µg/mL 0,27 0,53 9,9 28,9 17,2

Прецизионность, % / Precision, % 8,78 6,75 6,20 13,06 6,38

Правильность, % / Accuracy, % 2,50 −7,65 6,40 −1,64 −10,17

Три цикла замораживания/оттаивания при −35 °С на 12 часов / Three freeze/thaw cycles at −35 °C for 12 hours

Среднее значение, мкг/мл / Mean, µg/mL 3,46 8,21 157 205 272

Стандартное отклонение, мкг/мл / Standard 
deviation, µg/mL 0,19 0,6 7 18 26

Прецизионность, % / Precision, % 5,49 7,31 4,46 8,78 9,56

Правильность, % / Accuracy, % 15,33 −3,41 4,67 −8,89 −9,33

её для оценки фармакокинетики трастузумаба, в том 
числе при проведении персонализированной анти-
раковой терапии пациентов. 
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Рис. 3. Линейность разведения контрольного образца 
трастузумаба
Fig. 3. Linearity of trastuzumab control sample dilution
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