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Резюме. Необходимость оценки риска репродуктивной и онтогенетической токсичности лекарствен-
ного средства зависит от  ряда факторов  — свойств препарата, показаний к  применению и  целевой 
популяции пациентов. Следует отметить, что данный вид исследования является распространенным. 
Для повышения надежности интерпретации данных исследования оценка результатов должна вклю-
чать не только сравнение с контрольными значениями, но и с референтными, полученными в том же 
испытательном центре. Целью исследования являлось создание референтных интервалов основных 
показателей, оцениваемых в  исследованиях репродуктивной токсичности и  онтогенетического раз-
вития для  крыс Вистар. Для  расчета референтных интервалов использовались данные, полученные 
в ходе исследований в АО «НПО «ДОМ ФАРМАЦИИ» в период с 2015 по 2021 г., для этого были созданы 
контрольные группы животных. Все манипуляции и эксперименты одобрены биоэтической комиссией. 
Оценку пренатального развития проводили по следующим показателям: количество живых и мертвых 
плодов, желтых тел, мест имплантации, а также определяли процент пред- и постимплантационной ги-
бели. В постнатальный период у крысят еженедельно измеряли массу тела, оценивали ряд физиологи-
ческих показателей и скорость созревания сенсорно-двигательных рефлексов. Для данных был при-
менен непараметрический метод определения референтных интервалов. Наиболее вариабельными 
показателями являются количество мест имплантации, процент пред- и постимплантационной гибели 
и время опускания семенников, что необходимо учитывать при анализе полученных данных. Показано, 
что расчетные значения референтных интервалов в целом сопоставимы с данными литературы.
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Abstract. The  need to  risk assessment of  reproductive and  ontogenetic toxicity of  a  medicine depends 
on a number of factors such as the properties of the drug, indications for use and the target patient population. 
It should be noted that this type of research is widespread. To increase the reliability of the of research data 
interpretation, the evaluation of the results should include not only comparison with control values, but also 
with reference values obtained in the same test center. The purpose of the study was the creation of reference 
intervals for the main indicators evaluated in studies of developmental and reproductive toxicity for Wistar rats. 
To calculate the reference intervals, the data obtained in the course of research at RMC “HOME OF PHARMACY” 
in the period from 2015 to 2021. Animals of the control groups were used to calculate the reference intervals. 
All manipulations and experiments are approved by the bioethical commission. Prenatal development was as-
sessed by indicators: the number of live and dead fetuses, corpus luteum, implantation sites, pre- and post-im-
plantation death was calculated. In  the  postnatal period, body weight was measured weekly in  rat pups, 
a number of physiological parameters and the rate of maturation of sensory-motor reflexes were evaluated. 
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Введение
Под репродуктивной токсичностью следует по-
нимать возможное токсическое воздействие 
вещества на  половую функцию, способность 
к размножению, а также патологическое влияние 
на потомство. Доклинические исследования ре-
продуктивной токсичности основываются на об-
наружении любого воздействия одного или не-
скольких действующих веществ на репродукцию 
животных1.

Крысы являются одним из наиболее исполь-
зуемых видов тест-систем в  исследованиях, 
в частности в изучении репродуктивной токсич-
ности2. У данного вида животных хорошо изуче-
ны репродуктивные процессы, они обладают 
схожими с человеком анатомическим строени-
ем репродуктивных органов, плаценты, а также 
процессами гормональной регуляции функции 
воспроизводства потомства. Данные, получен-
ные в  ходе экспериментов на  крысах, можно 
экстраполировать на системы человека для по-
следующих исследований и работ.

Для оценки влияния препарата на животных, 
в том числе на репродуктивную функцию, в экс-
периментах чаще всего проводят сравнение 
с контрольной группой и последующую стати-
стическую обработку данных для определения 
значимости полученных отличий. Иногда ис-
следователи не могут четко определить, явля-
ется ли изменение какого-либо параметра воз-
действием препарата или выявленное отличие 
все же вариант нормы. Кроме того, не во всех 
исследовательских центрах ведут базу внутри-
лабораторных норм. В  данном случае можно 
ссылаться на дополнительные источники, ко-
торыми могут служить референтные интерва-
лы (РИ).

РИ — статистический показатель, отображаю-
щий 95% центральный диапазон референтных 
значений, ограниченный верхним и  нижним 
референтными пределами. Этот показатель от-
ражает межиндивидуальную биологическую ва-
риацию [1]. Актуальность расчета РИ в репродук-

тивной токсичности обусловлена недостаточным 
количеством открытых баз и норм в источниках 
литературы.

Цель работы  — создание референтных ин-
тервалов основных показателей, оцениваемых 
в исследованиях репродуктивной токсичности 
и онтогенетического развития крыс Вистар.

Материал и методы
Для расчета РИ использовали данные, установ-
ленные в ходе исследований в АО «НПО «ДОМ 
ФАРМАЦИИ». Изучали результаты, полученные 
от  животных, находившихся в  контрольных 
экспериментальных группах в  период с  2015 
до 2021 г. (все проведенные исследования бы-
ли одобрены биоэтической комиссией). В сфор-
мированном массиве представлены данные 
от 312 самок крыс линии Вистар (на 165 иссле-
довали эмбриотоксичность, на 147 — постнаталь-
ное развитие потомства) и 1800 детенышей.

Животных содержали в  одинаковых стан-
дартных условиях вивария: температура возду-
ха 18–26 °С, относительная влажность 46–65%, 
12-часовой световой день. Крысы находились 
в  стандартных пластиковых клетках, самки 
в  период беременности содержались группа-
ми не  более 5  животных в  каждой, в  период 
вскармливания  — индивидуально с  пометом. 
Площадь пола на одно животное соответствова-
ла регламентирующим стандартам3. В качестве 
корма использовали «Корм для содержания ла-
бораторных животных» ПК-120-1, приготовлен-
ный по ГОСТу Р50258–92 (Россия). Воду в стан-
дартных поилках со стальными крышками-но-
сиками давали ad libitum.

На 20-й день беременности у половины са-
мок из группы изучали пренатальное развитие 
потомства (оценка эмбриотоксичности). Основ-
ными показателями при данной оценке являют-
ся количество живых плодов, желтых тел, мест 
имплантации, процент пред- и постимплантаци-
онной гибели (ИПредГ и ИПостГ соответствен-
но). Данные показатели оценивали визуально, 

For the data, a nonparametric method for determining reference intervals was applied. The most variable indi-
cators are the number of implantation sites, the percentage of pre- and post-implantation death and the time 
of testicular descent, which must be taken into account when analyzing the data obtained. It  is shown that 
the values of reference intervals obtained by us are generally comparable with the literature data.
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расчетные параметры вычисляли согласно фор-
мулам:

ИПредГ=[(КЖТ–КМИ)/КЖТ]×100%, (1)

ИПостГ=[(КМИ–КЖП)/КМИ]×100%, (2)

где КЖТ — количество желтых тел, КМИ — коли-
чество мест имплантации, КЖП  — количество 
живых плодов.

Вторую половину беременных самок остав-
ляли для  оценки развития плодов в  постна-
тальном периоде. У  крысят после рождения 
измеряли массу тела на 1, 4, 7 и 14-й дни после 
рождения [для данных манипуляций использо-
вали электронные весы «Adventurer» модель 
RV214  (OHAUS, Китай), максимальный предел 
взвешивания  — 210  г, минимальный предел 
взвешивания — 0,01 г, цена поверочного деле-
ния — 0,001 г, класс точности — 1], оценивали ряд 
физиологических показателей и скорость созре-
вания сенсорно-двигательных рефлексов.

Оценку физического состояния потомства на-
чинали в пределах 24 ч после рождения. Визу-
ально определяли и отмечали день проявления 
следующих признаков: отлипание ушной ракови-
ны (рис. 1), появление первичного волосяного по-
крова (см. рис. 1), прорезывание резцов (рис. 2), от-
крытие глаз (рис. 3), опускание семенников у сам-
цов или открытие влагалища у самок (рис. 4 и 5).

Со 2-го дня после рождения оценивали ско-
рость созревания сенсорно-двигательных реф-
лексов у потомства в период грудного вскармли-
вания. Скорость созревания рефлексов регистри-
ровали у части помета, для чего случайным обра-
зом отбирали 20 детенышей из каждой группы, 
примерно равное число самцов и самок (пол опре-
деляли по аногенитальному расстоянию), и про-
водили опыты согласно следующим методикам4.

а б

Рис. 1.  Иллюстративный пример отлипания ушной раковины и появления 
первичного волосяного покрова: а — 2 сутки после рождения, уши 
закрыты и прижаты к черепу, детеныш абсолютно голый;  
б — 5 сутки после рождения, уши открыты, 
детеныш покрыт шерстью

а б

Рис. 3.  Иллюстративный пример открытия глаз: а — 14 сутки после 
рождения, глаза закрыты, детеныш слепой; б — 15 сутки 
после рождения, детеныш с открытыми глазами

Рис. 2.  Иллюстративный пример прорезывания 
резцов на 8‑е сутки после рождения

б

Рис. 4.  Иллюстративный пример опускания семенников: а — 21 сутки 
после рождения, семенники не опущены; б — 24 сутки 
после рождения, детеныш с опущенными семенниками

а

б

Рис. 5.  Иллюстративный пример открытия влагалища: а — 34 сутки 
после рождения, влагалищное отверстие закрыто; б — 37 сутки 
после рождения, детеныш с открытым влагалищем

а

4 Директива 2010/63/EU Европейского парламента 
и  Совета Европейского союза по  охране животных, 
используемых в научных целях / пер. с англ. Под ред. 
М.С.  Красильщиковой, И.В.  Белозерцевой. Санкт-
Петербург, 2012. 48 с. [Direktiva 2010/63/EU Evropeisko-
go Parlamen ta i Soveta Evropeiskogo Soyuza po okhrane 
zhivotnykh, ispol’zuemykh v  nauchnykh tselyakh  / per. 
s angl. Pod red. M.S. Krasil’shchikovoi, I.V. Belozertsevoi. 
Sankt-Peterburg, 2012. 48 p. (In Russ.)].
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«Переворачивание на  плоскости». Детены-
ша клали на  спину на  стол, быстро отпускали 
и фиксировали число детенышей, вернувшихся 
в  нормальное положение на  все 4  лапы. Про-
должительность опыта составляла не более 30 с 
на каждое отдельное животное. Опыт проводили 
со 2-го дня после рождения.

«Отрицательный геотаксис». Детеныша по-
мещали на плоскость, угол наклона которой со-
ставлял 25° относительно горизонта, головой 
вниз. Фиксировали число детенышей, которые 
в течение 60 с разворачивались на 180° относи-
тельно начального положения. Опыт проводили 
с 5-го дня после рождения.

«Избегание обрыва». Детеныша клали передни-
ми лапами к краю стола. Фиксировали число де-
тенышей, отползших от края не более чем за 10 с. 
Опыт проводили с 6-го дня после рождения.

«Маятниковый рефлекс». Крысят клали на стол, 
фиксировали задние конечности (при проведении 
опыта они должны быть поджаты и неподвижны), 
фиксировали число детенышей, поворачивающих 
голову и туловище в горизонтальной плоскости 
приблизительно на  90° за  счет перемещения 
передних лап. Опыт проводили в  течение 60  с 
на каждое отдельное животное на 6–8-й день по-
сле рождения.

«Ползание». Детеныша помещали на стол, фик-
сировали число детенышей, которые поднима-
лись на 4 лапы и перемещались по поверхности 
стола. Опыт проводили с 9-го дня после рождения.

«Опора на задние конечности». Крысят клали 
на стол, визуально регистрировали количество 
животных, которые осуществляли подъем всего 
тела на задние лапы. Опыт проводили с 13-го дня 
после рождения.

«Избегание обрыва, вызванное визуальным 
стимулом». Детеныша помещали передними ла-
пами к краю стола. Избегание падения принима-
ли за положительное решение. Опыт проводили 
после открытия глаз (примерно с 14–15-го дня 
после рождения).

«Мышечная сила». Детеныша помещали 
на густую москитную сетку, жестко натянутую 
на металлическую решетку. Сетку медленно по-
ворачивали на 180° и регистрировали число де-
тенышей, которые удерживались под сеткой в те-
чение 15 с и более. Опыт проводили с 15-го дня.

«Переворачивание в свободном падении». Дете-
ныша брали и отпускали спиной вниз над мягкой 
поверхностью (поролоновая подушка) с высоты 
около 60 см. Визуально регистрировали перево-
рот животного в воздухе и падение его на все 4 ла-
пы. Опыт проводили с 17-го дня после рождения.

Все вышеуказанные опыты проводили до фор-
мирования рефлекса у 20 детенышей в группе.

Для установления РИ использовали непара-
метрический метод расчета: он менее строгий 
относительно нормальности распределения дан-
ных, его можно использовать при выборке менее 
200  расчетных значений. Для  расчета экстре-
мальных выбросов использовался метод Тьюки. 
Статистическую обработку результатов (расчет 

среднего значения — M и стандартной ошибки 
среднего  — SEM) осуществляли в  программе 
Statistica 10 (StatSoft, США).

Результаты и обсуждение
Согласно рекомендациям Института клиниче-
ских и лабораторных стандартов (CLSI), для рас-
чета  РИ из  массива данных были исключены 
статистические выбросы, которые определяли 
отдельно по  каждому показателю. Исключали 
данные, лежащие за  пределами полуторного 
межквартильного интервала (в границах квар-
тилей Q1 и Q3) [2] (табл. 1).

Таблица 1. 
Доля статистических выбросов при расчете показателей 
репродуктивной токсичности

Параметр Общее количество выбросов, %

Эмбриотоксичность, n=165

Количество желтых тел 2,4

Количество мест имплантации 10,3

Количество живых плодов 0

Количество мертвых плодов 3,0

Предымплантационная гибель,% 8,5

Постимплантационная гибель,% 11,5

Масса потомства, г

1-й день, n=1800 2,7

4-й день, n=1784 1,7

7-й день, n=1754 1,7

14-й день, n=1724 2,5

Физическое развитие

Отлипание ушной раковины, n=1800 0

Первичный покров, n=1784 0,2

Прорезывание резцов, n=1754 0

Открытие глаз, n=1724 1,1

Опускание семенников, n=881 6,0

Открытие влагалища, n=843 3,1

Скорость созревания сенсорно‑двигательных рефлексов, n=440

Переворачивание на плоскости 0

Отрицательный геотаксис 0

Избегание обрыва 0

Маятниковый рефлекс 0

Избегание обрыва,  
вызванное визуальным стимулом 0

Поднимание головы 0

Ползание 0,5

Опора на задние конечности 0,5

Мышечная сила 1,2
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Таблица 2. 
Референтные интервалы эмбриотоксичности

Параметр Расчетный РИ M±SEM РИ (данные литературы)*

Количество желтых тел 6–21 (n=161) 14±0,3 (n=161) 9–19

Количество мест имплантации 5–18 (n=148) 11±0,3 (n=148) 8–17

Количество живых плодов 1–19 (n=165) 10±0,3 (n=165) 9–16 

Количество мертвых плодов 0–3 (n=160) 0,5 ±0,08 (n=160) 0–1

Предымплантационная гибель, % 0–67 (n=151) 25±1,7 (n=151) 1–30

Постимплантационная гибель, % 0–17 (n=146) 5,8±1,1 (n=146) 0–14,3

Примечание. Здесь и в табл. 3–5: * — без учета количества животных.

Таблица 3. 
Референтные интервалы масс потомства, г

День исследования Расчетный РИ M±SEM РИ (данные литературы) *

1-й 4,4–9,4 (n=1752) 6,9±0,02 (n=1752) 5,1–7,6

4-й 5,5–14,9 (n=1754) 10,1±0,05 (n=1754) 6,3–12,8

7-й 7,1–21,1 (n=1724) 14,2±0,07 (n=1724) 8,0–16,8

14-й 14,1–33,4 (n=1680) 23,7±0,10 (n=1680) 14,3–36,8

Таблица 4. 
Референтные интервалы физического развития потомства

Параметр
Физическое развитие, день

Расчетный РИ M±SEM РИ (данные литературы) *

Отлипание ушной раковины 2–4-й (n=1800) 2,6±0,02 (n=1800) 2–4-й

Первичный покров 4–6-й (n=1780) 4,4±0,02 (n=1780) 4–9-й

Прорезывание резцов 7–12-й (n=1754) 9,7±0,03 (n=1754) 5–12-й

Открытие глаз 13–17-й (n=1705) 15,5±0,02 (n=1705) 13–16-й

Опускание семенников 20–28-й (n=828) 24,0±0,05 (n=828) 21–26-й

Открытие влагалища 32–45-й (n=817) 38,9±0,09 (n=817) 31–47-й

Таблица 5. 
Референтные интервалы скорости созревания сенсорно-двигательных рефлексов

Параметр
Скорость созревания рефлекса, день

Расчетный РИ M±SEM РИ (данные литературы)*

Переворачивание на плоскости 1–4-й (n=440) 2,3±0,02 (n=440) 3–5-й

Отрицательный геотаксис 3–8-й (n=440) 5,8±0,04 (n=440) 6–11-й

Избегание обрыва 4–9-й (n=440) 6,6±0,04 (n=440) 6–8-й

Маятниковый рефлекс 4–9-й (n=440) 6,7±0,04 (n=440) —

Избегание обрыва,  
вызванное визуальным стимулом 12–20-й (n=440) 15,9±0,06 (n=440) 14–17-й

Поднимание головы 5–13-й (n=440) 9,2±0,05 (n=440) 8–12-й

Ползание 7–12-й (n=436) 9,6±0,04 (n=436) 10–13-й

Опора на задние конечности 11–19-й (n=436) 15,2±0,07 (n=436) 13–14-й

Мышечная сила 13–18-й (n=434) 15,8±0,05 (n=434) 16–18-й

Примечание: «—» — данные в источниках литературы не представлены.
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Наиболее вариабельными показателями яв-
ляются количество мест имплантации, процент 
пред- и постимплантационной гибели и время 
опускания семенников (у данных параметров 
наибольший процент выбросов), что  необ-
ходимо учитывать при  анализе полученных  
данных.

После устранения статистических выбросов 
из выборки были рассчитаны РИ, полученные 
данные представлены в табл. 2–5. Результаты 
находились в промежутке 2,5–97,5‰. Число n 
в таблицах представлено с учетом выбросов. 
Все показатели сопоставлены с  указанными 
в источниках литературы [3–39].

Заключение
При  интерпретации результатов доклиниче-
ских исследований важно учитывать данные 
контрольной группы, которые, как  правило, 
имеют большую значимость, дополнительно 
целесообразно сопоставлять их с референтны-
ми интервалами, установленными в конкрет-
ном испытательном центре.

В ходе исследования для крыс Вистар опре-
делены референтные интервалы основных 
показателей, оцениваемых в  исследованиях 
репродуктивной токсичности и  онтогенети-
ческого развития. Показано, что полученные 
результаты в  целом сопоставимы с  данными 
в источниках литературы.
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