
«Стандартные образцы» № 3, 20164

СОВРЕМЕННЫЕ МЕТОДЫ АНАЛИЗА 
ВЕЩЕСТВ И МАТЕРИАЛОВ

MODERN METHODS OF ANALYSIS OF SUBSTANCES AND MATERIAL

Статья поступила в редакцию 14.07.2016

УДК 54.06 
DOI 10.20915/2077-1177-2016-0-3-4-11

ИЗУЧЕНИЕ ВОЗМОЖНОСТИ ГАРМОНИЗАЦИИ  
МЕТОДА ОПРЕДЕЛЕНИЯ СПЕЦИФИЧЕСКОЙ АКТИВНОСТИ  

РЕКОМБИНАНТНЫХ ЭРИТРОПОЭТИНОВ 
С ТРЕБОВАНИЯМИ ЕВРОПЕЙСКОЙ ФАРМАКОПЕИ

Яковлев А.К., Гайдерова Л.А., Подкуйко В.Н., Волкова Р.А., Алпатова Н.А., Олефир Ю.В.

 !"#$%&'()"&* +))%,-(.$'+/0 !"#"$" %&'()*(+"&,-,.%/ 0 +#)"0((1)".,.%%2 )"+)"3(*4" .()&"*%0.(5

')"0(061 "4*(0 0 )"&4"1 789:!;< =*"0%* 0(')(=6 >")&(.%+"?%% (*,$,=*0,..61 *),3(0".%@ = &,A#B5

.")(#.6&%2 0 *(& $%=C, ')% =*".#")*%+"?%% C,4")=*0,..61 =),#=*0D 8 =0/+% = E*%& "4*B"CF." (?,.4" 

4"$,=*0" (*,$,=*0,..61 ),4(&3%.".*.61 $,C(0,$,=4%1 E)%*)('(E*%.(0 G)$;HIJ 0 =((*0,*=*0%% = *),5

3(0".%/&% 70)(',@=4(@ K")&"4(',%D I=.(0.(@ '(4"+"*,CF 4"$,=*0" '),'")"*(0 )$;HI L =',?%K%$,=4BM 

"4*%0.(=*F L 0 9N ('),#,C/M* '( 0C%/.%M '),'")"*" ." =*%&BC/?%M E)%*)('(E+"2 '(#=$%*60"/ 4(C%5

$,=*0( ),*%4BC(?%*(0 = '(&(-FM ')(*($.(@ ?%*(&,*)%% %C% =0,*(0(@ &%4)(=4('%%2 '(=C,#.%@ ='(=(3 

'(#=$,*" ., 04CM$,. 0 70)(',@=4BM K")&"4(',MD :#,40"*."/ (?,.4" B4"+"..(>( '(4"+"*,C/ .,(31(#%&" 

')% )"+)"3(*4, ."?%(."CF.61 *),3(0".%@ 4 4(.*)(CM 4"$,=*0" '),'")"*(0 )$;HI2 >")&(.%+%)(0"..61 

= 70)(',@=4(@ K")&"4(',,@D

1,%&*2$3("45 =)"0.%*,CF."/ (?,.4" *($.(=*% &,*(#" ('),#,C,.%/ =',?%K%$,=4(@ "4*%0.(=*% E)%*)('(E5

*%." ')% B$,*, ),+BCF*"*(0 = '(&(-FM ')(*($.(@ ?%*(&,*)%% % =0,*(0(@ &%4)(=4('%% #C/ >")&(.%+"?%% 

')(,4*" (3-,@ K")&"4(',@.(@ =*"*F% = 70)(',@=4(@ K")&"4(',,@D

6,"(-4*+))%,-(.$'+/0 <',?%K%$,=4BM "4*%0.(=*F E)%*)('(E*%." ('),#,C/C% OP QOQR ." .()&(?%*,&%5

$,=4%1 &6S"1 ')% B$,*, ),+BCF*"*(0 = '(&(-FM ')(*($.(@ ?%*(&,*)%% 0 =((*0,*=*0%% = 70)(',@=4(@ 

K")&"4(',,@ % =0,*(0(@ &%4)(=4('%%D <)"0.%0"C% #0" .,+"0%=%&61 )/#" )"+0,#,.%@ =*".#")*.(>( (3)"+?" 

E)%*)('(E*%." 70)(',@=4(@ K")&"4(',%D

7,8#%&"$"40 9,+BCF*"*6 ('),#,C,.%/ =',?%K%$,=4(@ "4*%0.(=*% E)%*)('(E*%.(0 = %='(CF+(0".%,& #0B1 

='(=(3(0 '(#=$,*" )"+C%$"M*=/ '( =&,-,.%M (*.(=%*,CF.( ('().(>( +."$,.%/ G"**,=*(0"..(>( +."$,.%/JT 

')% ')(*($.(@ ?%*(&,*)%% ."3CM#",*=/ =&,-,.%, 0 '),#,C"1 ULV W2 ')% =0,*(0(@ &%4)(=4('%% L XLYU WD 

H)% (?,.4, ')(&,AB*($.(@ '),?%+%(..(=*% B=*".(0C,.(2 $*( #%=',)=%/ ),+BCF*"*(0 ('),#,C,.%/ =',?%5

K%$,=4(@ "4*%0.(=*% E)%*)('(E*%.(02 '(CB$,..61 ')% B$,*, ')(*($.(@ ?%*(&,*)%,@2 0 Z )"+" &,.FS,2 

$,& ')% %='(CF+(0".%% =0,*(0(@ %&&,)=%(..(@ &%4)(=4('%%D 

94.(-0 I'),#,C,.%, =',?%K%$,=4(@ "4*%0.(=*% '),'")"*(0 E)%*)('(E*%.(0 = %='(CF+(0".%,& ')(*($.(@ 

?%*(&,*)%% 1")"4*,)%+B,*=/ 06=(4(@ *($.(=*FM % =((*0,*=*0B,* *),3(0".%/& 70)(',@=4(@ K")&"4(',%D 

9"==&(*),." 0(+&(A.(=*F %='(CF+(0".%/ =0,*(0(@ &%4)(=4('%% #C/ B$,*" ),+BCF*"*(0 ')% (*=B*=*0%% 

')(*($.(>( ?%*(&,*)"2 %='(CF+(0".%, =0,*(0(@ &%4)(=4('%% *),3B,* '(06S,.%/ *($.(=*% 0 ?,C/1 >")5

&(.%+"?%% &,*(#%4% = *),3(0".%/&% 70)(',@=4(@ K")&"4(',%D



Reference Materials № 3, 2016 5

Современные методы анализа веществ и материалов

Введение

Эритропоэтин – это цитокин, который регулирует 

эритропоэз, стимулируя созревание эритроцитов. Лекар-

ственные препараты на основе рчЭПО применяют для 

профилактики и лечения анемий различного генеза, 

в том числе при хронической почечной недостаточности, 

при онкологических заболеваниях после химиотерапии 

препаратами, угнетающими эритропоэз, а также для 

увеличения объема донорской крови для последующей 

аутотрансфузии [1–3].

Ключевые слова: эритропоэтин рекомбинантный человеческий, метод определения специфической активности, 

сравнительный анализ, валидация, точность, правильность, прецизионность.
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Используемые сокращения
рчЭПО – Рекомбинантный человеческий эритропоэтин 

ЕФ – Европейская фармакопея 

ОФС – Общая фармакопейная статья

Одним из основных показателей качества препаратов 

рчЭПО является специфическая активность [4]. Адекват-

ная оценка этого показателя необходима для обеспечения 

практического здравоохранения стандартными лекарст-

венными средствами на основе рчЭПО. В соответствии 

с требованиями Европейской фармакопеи (ЕФ) специфи-

ческую активность определяют биологическим методом 

по уровню стимуляции эритропоэза у полицитемических 

и нормоцитемических мышей, при этом оценивают не 

только значение активности, но и доверительный интер-

вал результатов определения (табл. 1). При проведении 

Та б л и ц а  1

Требования Европейской фармакопеи к показателю «Специфическая активность» для эритропоэтинов

Метод Способ учета
Диапазон рассчитанной 

активности, %
Доверительный интервал рассчи-
танной активности, (Р = 0,95), %

На полицитемических мышах Гамма-счетчик
80–125 64–156

На нормоцитемических мышах Проточная цитометрия
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испытания на полицитемических мышах активность пре-

парата оценивают по степени включения изотопа железа 

в циркулирующие эритроциты. Однако выполнение этого 

метода связано с использованием радиоактивной метки, 

что ограничивает его применение. При использовании 

в испытании нормоцитемических мышей стимуляцию 

эритропоэза учитывают, определяя в крови животных 

количество ретикулоцитов, окрашенных флуоресцентным 

красителем, с помощью проточного цитометра.

Анализ требований нормативной документации на 

препараты рчЭПО, зарегистрированные в РФ, показал, 

что большинство производителей специфическую актив-

ность определяют с использованием нормоцитемических 

мышей, при этом почти в половине случаев подсчет 

ретикулоцитов проводится световой иммерсионной 

микроскопией, а другая половина – проточной цитоме-

трией. Световая иммерсионная микроскопия – это субъ-

ективный метод, точность результатов которого зависит 

от человеческого фактора и количества анализируемых 

клеток. Проточная цитометрия – это инструментальный 

метод, позволяющий получать достаточно объективные 

и точные результаты. Отсутствие в настоящее время в РФ 

общей фармакопейной статьи (ОФС) на эритропоэтин 

и недостаточное оснащение лабораторий проточными 

цитофлуориметрами обусловили использование двух 

способов подсчета ретикулоцитов – с помощью световой 

микроскопии и проточной цитометрии. Для гармонизации 

проекта ОФС с ЕФ необходимо определить точность 

метода определения специфической активности при 

использовании различных способов учета результатов. 

В связи с этим целью исследования является сравни-

тельная оценка точности метода определения специфи-

ческой активности эритропоэтина при учете результатов 

с помощью указанных выше способов подсчета.

В соответствии с ГОСТ Р ИСО 5725–1–2002 для 

оценки точности результатов измерений используют 

две характеристики: правильность и прецизионность.

Правильность – степень близости среднего значения, 

полученного на основании серии измерений, к приня-

тому опорному.

Прецизионность характеризует степень близости друг 

к другу независимых результатов измерений, полученных 

в конкретных установленных условиях. Этот показатель 

характеризует влияние случайных факторов [5].

Для выполнения поставленной цели необходимо 

было решить следующие задачи:

1) оценить правильность метода определения специ-

фической активности препаратов рчЭПО при подсчете 

ретикулоцитов проточной цитометрией и световой 

микроскопией;

2) исследовать промежуточную прецизионность 

определения специфической активности препаратов 

рчЭПО при подсчете ретикулоцитов проточной цито-

метрией и микроскопией;

3) оценить соответствие точности определения спе-

цифической активности препаратов рчЭПО требованиям 

Европейской фармакопеи.

Материалы и методы исследования

Оценку точности результатов метода определения 

специфической активности рчЭПО проводили in vivo 

на нормоцитемических мышах (мыши линии В6D2F1 

в возрасте 8 недель). Испытания выполнены в соот-

ветствии с ЕФ. Для оценки точности результатов 

испытания сравнивали два независимых разведения 

стандартного образца эриропоэтина Европейской фар-

макопеи – European Pharmacopoeia Reference Standard 

Erythropoietin BRP batch 3. Каждое независимое разве-

дение разводили до концентрации 80, 40 и 20 МЕ/мл  

0,1 % альбуминовым фосфатно-буферным раство-

ром рН 7,2. Один ряд разведений использовали для 

построения калибровочного графика, другой ряд – как 

исследуемый образец.

Мышей предварительно взвешивали; если разница 

в весе была ±1 г, животных случайным образом распре-

деляли в 6 клеток, по 8 особей в каждую. Если разница 

в весе была более чем ±1 г, но не более чем ±3 г, то 

животных вначале распределяли на весовые группы, 

контролируя колебания массы тела в пределах ±0,5 г, 

помещая каждую группу в отдельную клетку соответст-

венно их весовой категории, затем из каждой весовой 

группы по одному животному равномерно помещали 

в одну из 6 клеток (по количеству растворов), пока 

в клетке не будет 8 особей. Каждой группе мышей 

наносили определенную метку. Растворы рчЭПО вводили 

мышам подкожно по 0,5 мл и помещали их в новые 

клетки таким образом, чтобы в каждой клетке оказались 

мыши, получившие один из шести растворов, в конеч-

ном счете получилось 8 клеток по 6 особей в каждой.

Через 4 дня у животных отбирали образцы крови. 

С целью сравнительной оценки результатов испытания 

количество ретикулоцитов в каждом образце крови 

определяли двумя способами: проточной цитометрией 

с использованием проточного цитофлуориметра (Navios, 

Beckman Coulter) и световой микроскопией с помощью 

микроскопа (Axio Scope A1, Car Zeiss).

Для проточной цитометрии использовали флуорес-

центный краситель акридиновый оранжевый (Sigma-

Aldrich), а для световой иммерсионной микроскопии 

образцы крови окрашивали набором реагентов «Раствор 
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бриллиантового крезилового синего для окраски рети-

кулоцитов в крови» (ЗАО «Эколаб»).

Полученные первичные данные статистически 

обработали с помощью метода параллельных линий 

[6], затем провели оценку правильности и прецизи-

онности [7].

Результаты и их обсуждение

Исследование точности метода определения спе-

цифической активности рчЭПО при использовании 

световой микроскопии и проточной цитометрии провели 

в 6 испытаниях. Функция красителя в обоих способах 

подсчета – идентификация ретикулоцитов среди эри-

троцитов (рис. 1 и 2).

По результатам проведенных исследований полу-

чены средние геометрические значения (n = 48) рас-

считанной активности и их доверительные интервалы 

(табл. 2 и 3).

Как видно из табл. 2, при учете с помощью световой 

иммерсионной микроскопии активность эритропоэтина 

на 3–26 % ниже по сравнению с учетом проточной 

цитометрией, при этом в одном из 6 испытаний основ-

ной показатель качества препарата не соответствует 

требованиям ЕФ.

Доверительный интервал (Р = 0,95) рассчитанной 

активности при учете результатов определения специ-

фической активности с помощью световой микроскопии 

имел более широкие границы в сравнении с результатами, 

Рис. 1. Типичная гистограмма определения количества 

ретикулоцитов в образце крови мыши при учете проточным 

цитофлуориметром (маленький пик, выделенный сверху 

планкой – ретикулоциты, окрашенные флуоресцентным 

красителем, большой пик – эритроциты). Всего проанали-

зировано 50 120 клеток, из них 4231 клетка – ретикуло-

циты, что составляет 8,44 %

Рис. 2. Одно из полей зрения микроскопа, увеличение ×1000 

(клетки, окрашенные фиолетовым цветом, – ретикулоциты, 

серым – эритроциты). В данном поле зрения 200 клеток, 

15 из них ретикулоциты, что составляет 7,5 % от общего 

количества клеток. Подсчитывают столько «полей зрения» под 

микроскопом, чтобы общая сумма клеток была равна 1000

Та б л и ц а  2

Рассчитанные значения показателя «Специфическая активность» при использовании двух способов учета 

результатов (Р = 0,95)

Номер испытания
Специфическая активность, %

Проточная цитометрия Световая микроскопия Требования ЕФ

1 94,3 85,5

80–125

2 98,8 94,4

3 91,8 84,7

4 95,3 69,1

5 106,5 103,5

6 104,7 87,3
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полученными с помощью проточной цитометрии, и ни 

в одном из испытаний не соответствовал требованиям 

ЕФ (табл. 3). Доверительный интервал рассчитывали 

с помощью формулы:

 I95 = А (x / )  AntiLn [6],

где I95 – доверительный интервал,

А – активность,

AntiLn – граница доверительного интервала.

Оценку правильности и прецизионности результатов, 

полученных с использованием проточной цитофлу-

ориметрии и световой иммерсионной микроскопии, 

при определении специфической активности рчЭПО 

проводили в соответствии с ГОСТ Р ИСО 5725–2002 

и ХI Государственной фармакопеей СССР.

Показателем правильности результатов измерений 

является смещение. Расчеты показали, что результаты, 

полученные с помощью двух способов учета, имеют 

некоторое смещение относительно опорного значения – 

аттестованного значения специфической активности 

BRP. Величина смещения при использовании проточной 

цитометрии составляет 1–8 % и световой микроскопии – 

4–31 % (табл. 4).

Таким образом, представленные данные свиде-

тельствуют о наличии смещения при обоих способах 

учета, которое при использовании микроскопии выше 

в среднем в 3,3 раза. 

Для сравнения прецизионности двух способов учета 

результатов вычисляли критерий Фишера F:

 F = S2
1 / S

2
2, при условии, что S2

1 > S2
2, [7]

где S2
1 и S2

2 – оценки дисперсии результатов двух 

способов учета.

Оценки дисперсий представлены в табл. 5.

Вычисленное значение F сравнивали с табличным 

значением при Р = 99 %. Поскольку Fэксп. > Fтабл.(P, f1, f2),  

различия дисперсий признавали статистически значи-

мыми с вероятностью 99 %, что позволило сделать 

заключение о лучшей воспроизводимости метода про-

точной цитометрии, поскольку последний характеризо-

вался меньшей (не менее чем в два раза) дисперсией.

Более высокое значение дисперсии результатов при 

использовании световой иммерсионной микроскопии 

связано, возможно, с недостаточным количеством кле-

ток, подлежащих подсчету из-за трудоемкости метода. 

Данное предположение было сделано по результатам 

исследования зависимости стандартного отклонения от 

количества подсчитанных клеток при использовании 

проточного цитометра в нашем исследовании. Для 

этого рассчитали величину дисперсии при различном 

количестве подсчитанных клеток (рис. 3).

Наличие обратной зависимости величины диспер-

сии от количества подсчитанных клеток на проточном 

цитометре (коэффициент корреляции 0,89) свидетель-

ствует о возможности повышения прецизионности учета 

результатов световой иммерсионной микроскопией при 

определении специфической активности эритропоэтинов 

путем увеличения числа считаемых эритроцитов.

В результате проведенных исследований оценены 

характеристики точности метода определения специ-

Та б л и ц а  3

Доверительный интервал рассчитанной активности (Р = 0,95)

Номер
испытания

Проточная цитометрия Световая иммерсионная микроскопия
Требования ЕФ, %

% :AntiLn % :AntiLn

1 70–126 1,34 31–235 2,75

64–156

2 81–121 1,22 58–153 1,62

3 67–127 1,38 49–146 1,72

4 75–120 1,26 32–148 2,15

5 80–142 1,33 63–170 1,64

6 74–148 1,41 51–149 1,70

Та б л и ц а  4

Величина смещения относительно значения 

принятого в качестве опорного

Номер
испытания

Проточная  
цитометрия, %

Световая иммерсионная 
микроскопия, %

1 6 15

2 1 6

3 8 15

4 5 31

5 7 4

6 5 13
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Та б л и ц а  5

Оценка прецизионности результатов при определении специфической активности эритропоэтинов 

с использованием двух способов учета результатов

Номер
испытания

Дисперсия, процент
Fэксп.

Fтабл.(P = 99 %,
f1 = 47, f2 = 47)Проточная цитометрия Световая иммерсионная микроскопия

1 71 375 5,25

2,01

2 35 150 4,29

3 60 122 2,03

4 28 150 5,44

5 47 238 5,08

6 43 222 5,14

Рис. 3. Влияние количества подсчитанных клеток на величину дисперсии при использовании проточного цитометра.  

Зеленым треугольником отмечена средняя величина дисперсии при использовании световой микроскопии

фической активности эритропоэтинов биологическим 

методом по их влиянию на стимуляцию эритропоэза 

у нормоцитемических мышей. Стимуляцию регистриро-

вали путем подсчета количества ретикулоцитов двумя 

способами: с помощью проточного цитометра и с 

использованием светового микроскопа. Установлено, 

что результаты обоих способов учета имеют смещение 

относительно опорного значения. Результаты, полу-

ченные проточной цитометрией, обладают большей 

точностью по сравнению с результатами, полученными 

световой иммерсионной микроскопией. Метод опре-

деления специфической активности препаратов эри-

тропоэтинов с использованием проточной цитометрии 

соответствует требованиям Европейской фармакопеи по 

характеристикам точности. Результаты световой иммер-

сионной микроскопии обладают меньшей точностью, 

не соответствуя требованиям Европейской фармакопеи 

по доверительному интервалу для результатов. При 

отсутствии проточного цитометра использование менее 

точной световой микроскопии требует отработки опти-

мальных условий (количество подсчитываемых клеток), 

что позволит соответствовать требованиям ЕФ как по 

величине рассчитанной активности, так и по довери-

тельному интервалу полученных результатов.

1
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Выводы

1. Оценка точности метода определения специ-

фической активности препаратов эритропоэтинов 

с использованием двух способов учета результатов пока- 

зала:

– смещение относительно опорного значения при 

использовании проточной цитометрии не превышает 

8 %, при использовании световой микроскопии оно 

больше и может достигать 31 %;

– дисперсия при оценке промежуточной прецизион-

ности результатов, полученных с помощью проточной 

цитометрии, статистически значимо меньше (не менее 

чем в 2 раза) с вероятностью Р = 0,99 в сравнении 

с аналогичным показателем для световой микроскопии.

2. Метод определения специфической активности 

препаратов эритропоэтинов с использованием проточной 

цитометрии характеризуется большей точностью по 

сравнению со световой микроскопией и соответствует 

требованиям Европейской фармакопеи.

3. При отсутствии проточного цитометра исполь-

зование менее точной световой микроскопии может 

потребовать отработки оптимальных условий испытаний, 

например увеличения количества подсчитываемых клеток, 

что позволит получать результаты, соответствующие тре-

бованиям ЕФ не только по величине показателя специфи-

ческой активности, но и по допустимому доверительному 

интервалу для значения этого показателя, являющемуся 

критерием приемлемости результатов испытаний при 

определении специфической активности препарата.

4. Оценку доверительного интервала в качестве кри-

терия приемлемости полученных результатов испытаний 

при определении специфической активности препарата 

необходимо включить в методику определения специ-

фической активности отечественных эритропоэтинов.
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