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Резюме. Вычисление средней смертельной (ЛД
50

) и минимальной смертельной (ЛД
10

) дозы является необходимым при 
исследовании острой токсичности лекарственных средств, а также при определении специфической активности не-
которых из них. Цель работы — разработка способа применения программы CombiStats для вычисления ЛД

50
 и ЛД

10
 

лекарственных средств. Предложен пошаговый алгоритм обработки результатов биологического испытания с исполь-
зованием биометрического программного обеспечения CombiStats (модель «Определение средней эффективной дозы», 
пробит-анализ) с преобразованием доз в простые дроби (доли от максимальной дозы) для вычисления ЛД

50
 и ЛД

10
. 

Проведено сравнение результатов вычисления ЛД
50

 и ЛД
10

, полученных при помощи программы CombiStats и с исполь-
зованием электронных таблиц по методу Блисса–Миллера–Тейнтера–Прозоровского, описанному в Государственной 
фармакопее Российской Федерации (ОФС.1.1.0014.15). Показано, что использование CombiStats имеет в некоторых 
случаях преимущество перед использованием фармакопейного метода.
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Abstract. The median lethal dose (LD
50

) and low lethal dose (LD
10

) are calculated in acute toxicity studies, as well as during spe-
cific activity assessment of some medicines. The aim of the study was to develop a procedure for using CombiStats to calculate 
LD

50
 and LD

10
. The authors proposed a step-by-step algorithm for processing bioassay results using the CombiStats biometric 

software (median effective dose determination model, probit analysis) with conversion of doses to simple fractions (fractions of 
the maximum dose) to calculate LD

50
 and LD

10
. They compared LD

50
 and LD

10 
calculation results obtained using CombiStats with 

those obtained using electronic spreadsheets according to the Bliss–Miller–Tainter–Prozorovsky method described in the State 
Pharmacopoeia of the Russian Federation (General Monograph 1.1.0014.15). It has been demonstrated that the use of Combi
Stats sometimes has advantages over the use of the pharmacoepoeial method.
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Средняя смертельная доза (ЛД
50

) и минимальная 
смертельная доза (ЛД

10
) являются важными биоло-

гическими показателями качества лекарственных 
средств (ЛС), обязательными при исследовании 
острой токсичности ЛС на стадии доклинического 
изучения, а также при определении активности не-
которых из них (например, змеиного и пчелиного 
яда). Для этого нескольким группам животных вво-
дят разные дозы препарата, начиная с минимальной, 
не вызывающей гибель, и заканчивая дозой, от кото-
рой наблюдается полная гибель животных в данной 
группе. Результаты испытания, представляющие со-
бой дихотомические (альтернативные) данные, обра-
батывают с помощью пробит-анализа1 [1–6].

Согласно Государственной фармакопее 
Российской Федерации, для расчетов можно ис-
пользовать электронные таблицы, что реализовано 
нами при использовании метода Блисса–Миллера–
Тейнтера–Прозоровского для вычисления ЛД

50
 

и ЛД
10

. Возможно также применение специально-
го валидированного статистического программ-
ного обеспечения2. Так, на основе биометриче-
ских методов, используемых для оценки качества 
лекарственных средств3, построены программы 
PLA и CombiStats. Последняя рекомендована 
для применения Европейским директоратом по ка-
честву лекарственных средств и здравоохранения 
(European Directorate for the Quality of Medicines & 
HealthCare, EDQM)4.

Однако в программе CombiStats не предусмо-
трена возможность ввода доз с единицами измере-
ния в миллиграммах на килограмм массы тела жи-
вотного. Для вычисления ЛД

50
 и ЛД

10
 необходимо 

проводить преобразование доз, использованных 
в испытании.

Согласно руководству пользователя, в CombiStats 
имеются две модели обработки альтернативных 
данных.

1.  С помощью модели «Determination ED50  — 
Определение средней эффективной дозы» проводят 
анализ S-образной кривой дозозависимости без ис-
пользования стандартного образца.

Для этой модели приведены примеры определе-
ния эффективных доз вакцин, исходя из их актив-
ности (МЕ). При этом дозы приводят в логарифми-
ческом виде и обозначают, например, «–1,6 log10», 
«–2,2 log10» и т.д. 

2.  Модель «Quantal responses — Все или ничего» 
наряду с определением эффективных доз позволяет 
оценить расстояние между двумя S-образными кри-
выми дозозависимости для определения активности 

испытуемого образца вакцины или иммуноглобули-
на относительно стандартного образца. В этих слу-
чаях дозы указывают в виде дробей, где за единицу 
принимают максимальную дозу, например 1/1, 1/2, 
1/4, 1/8.

На основании анализа данной информации 
мы предположили, что при вычислении ЛД

50
 и ЛД

10
 

дозы, получаемые тест-объектами, целесообраз-
но выражать в виде долей максимальной дозы, 
которую принимают за единицу и обозначают 
как 1/1, а расчеты проводить с применением модели 
«Determination ED50  — Определение средней эф-
фективной дозы».

Таким образом, при использовании модели 
«Determination ED50  — Определение средней эф-
фективной дозы» и представлении доз в виде про-
стых дробей можно получить промежуточные ре-
зультаты испытания, которые после дальнейшей 
обработки практически совпадают с результата-
ми, полученными с помощью метода Блисса–
Миллера–Тейнтера–Прозоровского, описанного 
в ОФС.1.1.0014.155.

Цель работы — разработка способа применения 
программы CombiStats для вычисления ЛД

50
 и ЛД

10
 

лекарственных средств.
Для выполнения однотипных расчетов 

в CombiStats создают шаблоны — специальные фай-
лы, содержащие заранее установленные условия 
обработки экспериментальных данных. Поэтому 
для вычисления средней смертельной дозы прежде 
всего необходимо создать шаблон.

Для этого проводят ряд последовательных 
действий: нажимают кнопку Create New tem-
plate (Создать новый шаблон) в левом верхнем 
углу экрана или выбирают пункт меню File→New 
(Файл→Создать). Появляется диалоговое окно 
Options wizard (Мастер настроек) (рис. 1).

На вкладке Size (Параметры таблиц) вводят сле-
дующие значения полей:

Number of tables: 1 (число препаратов),
Number of information lines: 0 (число строк заго-

ловка),
Number of pre-dilutions: 0 (число разведений),
Number of doses: 5 (число доз),
Number of replicates: 1 (число повторностей).
Для последовательного открытия следующих 

вкладок «Мастера настроек» используют кнопку 
Next в нижней части диалогового окна.

На вкладке Orientation (Ориентация) ставят фла-
жок напротив пункта Doses vertical для вертикально-
го расположения доз в таблице (рис. 2).

1	 Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. I. М.; 2018. 
2	 Там же.  
3	 Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. I. М.; 2018.
	 European Pharmacopoeia. Suppl. 10.1. Strasbourg: EDQM; 2020.
	 Проект фармакопеи Евразийского экономического союза.
4	 https://www.edqm.eu/en/combistats
5	 Общая фармакопейная статья ОФС.1.1.0014.15. Статистическая обработка результатов определения специфической фармакологической 
активности лекарственных средств биологическими методами. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. I. М.; 2018. 
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Вкладка Model (Модель). Поскольку вычисление 
смертельной дозы можно рассматривать как част-
ный случай вычисления эффективной дозы, ставят 
флажок напротив пункта ED … determination (ln dose) 
и в свободное поле вместо многоточия вводят иско-
мый процент эффекта (в данном случае — 50) (рис. 3).

На вкладке Design (План) ставят флажок напро-
тив пункта Completely randomized (полностью рандо-
мизированный план) (рис. 4).

На вкладке Doses (Дозы) ставят флажок на-
против пункта Explicit notation (конкретные дозы) 
(рис. 5).

Рис.  1. Вид диалогового окна «Мастер настроек», вкладка 
«Параметры таблиц»

Fig. 1. Options wizard dialog box, Size of tables tab

Рис.  2. Вид диалогового окна «Мастер настроек», вкладка 
«Ориентация»

Fig. 2. Options wizard dialog box, Orientation of tables tab

Рис.  3. Вид диалогового окна «Мастер настроек», вкладка 
«Модель»

Fig. 3. Options wizard dialog box, Model tab

Рис.  4. Вид диалогового окна «Мастер настроек», вкладка 
«План»

Fig. 4. Options wizard dialog box, Design tab
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На вкладке Transformation (Преобразование) ста-
вят флажок напротив пункта Probit (рис. 6).

На вкладке Variance (Дисперсия) ставят флажок на-
против пункта Theoretical variance. В поле s^2 = вводят 
значение 1 (теоретическая дисперсия равна 1) (рис. 7).

На вкладке ANOVA (Дисперсионный анализ) ста-
вят флажок напротив пункта Normal (обычный дис-
персионный анализ) (рис. 8).

После заполнения всех вкладок нажимают 
кнопку OK внизу диалогового окна Options wizard 
и сохраняют созданный шаблон под нужным назва-
нием, например ЛД50.

Полученный шаблон имеет следующий вид 
(рис.  9), строки Model, Design, Transformation 
и Theoretical variance отражают выбранные на-
стройки. В левом верхнем углу шаблона находится 

Рис.  5. Вид диалогового окна «Мастер настроек», вкладка 
«Дозы»

Fig. 5. Options wizard dialog box, Doses tab

Рис.  6. Вид диалогового окна «Мастер настроек», вкладка 
«Преобразование»

Fig. 6. Options wizard dialog box, Transformation tab

Рис.  7. Вид диалогового окна «Мастер настроек», вкладка 
«Дисперсия»

Fig. 7. Options wizard dialog box, Variance tab

Рис.  8. Вид диалогового окна «Мастер настроек», вкладка 
«Дисперсионный анализ»

Fig. 8. Options wizard dialog box, ANOVA tab
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таблица, в которую вводят название испытуемого 
соединения (лекарственного средства) и дату испы-
тания.

Таблица Remarks предназначена для дополни-
тельной информации. Данную таблицу можно не за-
полнять. Таблицу Sample 1 заполняют полученными 
результатами биологического испытания. В графу 
Doses вводят дозы, использованные в испытании, 
а в графу (1) — полученные результаты в виде дроби, 
левая часть которой означает число погибших жи-
вотных, а правая — общее число животных в данной 
группе.

ПРЕОБРАЗОВАНИЕ ДОЗ И ВЫПОЛНЕНИЕ РАСЧЕТОВ
Выполнение расчетов проведено на примере 

определения ЛД
50

 змеиного яда на белых мышах; 
дозы выражены в виде простых дробей (в долях 
от максимальной дозы), согласно модели «Quantal 
responses — Все или ничего».

Для открытия заранее созданного шаблона на-
жимают кнопку Library of templates (Библиотека ша-
блонов). В открывшемся одноименном окне выби-
рают и открывают шаблон ЛД50 (рис. 9).

В строку Substance вводят наименование испы-
туемого препарата, а в строку Date of assay  — дату 
испытания. В таблицу Sample 1 вводят исходные 
данные.

Число строк в таблице Sample  1 соответствует 
числу доз, используемых в каждом конкретном слу-
чае для вычисления искомой величины. При необ-
ходимости их можно изменять следующим образом: 
нажать кнопку Wizard и в открывшемся окне Options 
wizard (рис. 1) на вкладке Size в поле Number of doses 
ввести необходимое число доз, нажать кнопку ОК. 
Предварительно следует убедиться, что все на-
стройки введены правильно (строки под таблицей 
Sample 1 на рисунке 9).

Результаты биологического испытания, 
проведенного в лаборатории фармакологии 
Испытательного центра экспертизы качества лекар-
ственных средств ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава 
России, представлены в таблице 1.

Расчет доз в долях от максимальной дозы, при-
нятой за единицу и обозначаемой как 1/1, проводят 
путем составления пропорции:

если 4 мг/кг = 1,
1 мг/кг = х,
то х = (1×1)/4 = 1/4.
В столбец Doses вводят рассчитанные дозы в до-

лях от единицы, а в столбец (1) — число погибших 
животных в виде 0/6, 1/6 и т.д. (рис. 10), нажимают 
кнопку Calculate.

Результаты расчетов выводятся на экран в пред-
ставленном на рисунке 11 виде.

Результаты дисперсионного анализа демонстри-
руют высокую статистическую значимость дозоза-
висимости с доверительной вероятностью P = 0,99 
(строка Regression на рисунке 11). Значение P обозна-
чается в программе «звездочками»: (*) — 0,95; (**) — 
0,99; (***)  — 0,999. Величина в строке Non-linearity 
подтверждает отсутствие значимой нелинейности 

Рис. 9. Шаблон «ЛД50»

Fig. 9. LD50 template

Таблица 1. Результаты биологического испытания

Table 1. Bioassay results

Доза зме-
иного яда, 

мг/кг
Snake 

venom dose, 
mg/kg

Число 
погибших 
животных
Number of 

animals found 
dead

Число 
животных 
в группе

Number of 
animals in the 

group

Количество
погибших

животных, %
Number of 

animals found 
dead, %

1,0 0 6 0

2,0 1 6 16,7

2,5 4 6 66,7

3,0 5 6 83,3

4,0 6 6 100
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(«звездочки» отсутствуют). Следовательно, резуль-
таты в нижней таблице (рис. 11) следует признать 
достоверными.

В строке ED50/kg (рис. 11) отображены вели-
чины, показывающие, во сколько раз значение 
средней эффективной дозы или ее доверительные 
границы меньше максимальной дозы. Поэтому 

для вычисления ЛД
50

 необходимо значение макси-
мальной дозы 4,0 мкг/кг разделить на число в соот-
ветствующей ячейке данной таблицы:

-  значение ЛД
50

 составляет 4,0 мг/кг  :  1,68 = 
2,38 мг/кг,

-  нижняя доверительная граница  — 4,0  мг/кг  : 
2,16 = 1,85 мг/кг (P = 0,95),

Рис. 10. Шаблон «ЛД50» с введенными результатами биологического испытания

Fig. 10. Completed LD50 template

Рис. 11. Результаты расчетов, используемые для дальнейшего вычисления ЛД
50

Fig. 11. Calculation results used for LD
50 

calculation
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Вычисление средней смертельной и минимальной смертельной дозы лекарственных средств с помощью биометрического...
Calculation of the Median Lethal Dose and Low Lethal Dose Using the CombiStats Biometric Software

-  верхняя доверительная граница — 4,0 мг/кг  : 
1,44 = 2,80 мг/кг (P = 0,95).

Для того чтобы вычислить ЛД
10

 (минимальную 
смертельную дозу), необходимо в соответствующее 
поле на вкладке Model диалогового окна Options 
wizard (рис. 3) ввести значение «10», пересчитать 
результаты, нажав кнопку Calculate, и провести 
преобразование результатов расчетов из относи-
тельных единиц в единицы массы (мг/кг), как ука-
зано выше.

Сравнение результатов, полученных в рутин-
ных случаях при вычислении ЛД

50
 и ЛД

10
 с помо-

щью CombiStats, со значением ЛД
50

, рассчитанным 
с помощью метода, описанного в ОФС.1.1.0014.15 
и реализованного с помощью электронных таблиц 
без преобразования доз, подтверждает правомер-
ность предлагаемого способа выражения доз и ука-
зывает на отсутствие статистически значимых раз-
личий. В таблице 2 представлены итоги вычислений 
ЛД

50
 и ЛД

10
 на основании результатов биологическо-

го испытания, изложенных в таблице 1.
На практике иногда встречаются случаи, когда 

предпочтительнее использование CombiStats. В та-
блицах 3 и 4 продемонстрирован один из них, когда 
использование фармакопейного метода не позволя-
ет правильно вычислить значение ЛД

10
.

Показано, что в данном случае значения ЛД
50

, 
вычисленные как фармакопейным методом, так 
и при помощи CombiStats, практически одинаковы. 
При этом значение ЛД

10
, вычисленное с помощью 

электронных таблиц, оказалось ниже минимальной 
дозы, использованной в испытании, и, следователь-
но, неверно. В то же время с помощью CombiStats 
было получено правильное значение ЛД

10
 (с дове-

рительными границами), находящееся в интервале, 
в котором смертность животных составляет 0–40%.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Предложен алгоритм использования програм-

мы CombiStats для вычисления ЛД
50

 и ЛД
10

 лекар-
ственных средств (модель «Определение средней 
эффективной дозы», пробит-анализ). Для этого не-
обходимо провести преобразование доз, введенных 
тест-объектам, в простые дроби (в долях от макси-
мальной дозы, принятой за единицу).

Следует отметить, что CombiStats всегда вычис-
ляет доверительные границы, что позволяет, при не-
обходимости, сравнивать значения не только ЛД

50
, 

но и ЛД
10

. В отдельных сложных случаях использо-
вание CombiStats позволяет правильно вычислить 
значения ЛД

10
, когда это невозможно с помощью 

способа, изложенного в фармакопее.

Таблица 2. Значения ЛД
50

 и ЛД
10

 змеиного яда, рассчитанные двумя способами

Table 2. Snake venom LD
50

 and LD
10

 calculated in two ways

Наименование показателя
Parameter

Результаты вычислений согласно ОФС.1.1.0014.15 
(электронные таблицы)

Calculation results obtained according to general 
monograph OFS.1.1.0014.15 (electronic spreadsheets)

Результаты вычислений 
с помощью CombiStats
Calculation results ob-

tained using CombiStats

ЛД
50

, мг/кг
LD

50
, mg/kg 2,40 2,38

Нижняя доверительная граница (P = 0,95), мг/кг
Lower confidence limit (P = 0.95), mg/kg 1,86 1,85 

Верхняя доверительная граница (P = 0,95), мг/кг
Upper confidence limit (P = 0.95), mg/kg 2,94 2,80

ЛД
10

, мг/кг
LD

10
, mg/kg 1,41 1,85

Нижняя доверительная граница (P = 0,95), мг/кг
Lower confidence limit (P = 0.95), mg/kg – 0,75

Верхняя доверительная граница (P = 0,95), мг/кг
Upper confidence limit (P = 0.95), mg/kg – 2,17

Примечание. P — доверительная вероятность; «–» — данные отсутствуют.
Note. P—confidence probability; — no data available.

Таблица 3. Результаты испытания лекарственного препарата

Table 3. Bioassay results for the medicinal product

Доза препарата, мкг/кг
Medicinal product dose, μg/kg

Число погибших животных
Number of animals found dead

Число животных в группе
Number of animals in the group

Количество погибших животных, %
Number of animals found dead, %

5000 0 10 0

10 000 4 10 40

15 000 4 10 40

20 000 6 10 60

25 000 10 10 100
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Таблица 4. Значения ЛД
50

 и ЛД
10

 лекарственного препарата, рассчитанные двумя способами

Table 4. Medicinal product LD
50

 and LD
10

 calculated in two ways

Наименование показателя
Parameter

Результаты вычислений согласно ОФС.1.1.0014.15 
(электронные таблицы)

Calculation results obtained according to general 
monograph OFS.1.1.0014.15 (electronic spreadsheets)

Результаты вычислений 
с помощью CombiStats
Calculation results ob-

tained using CombiStats

ЛД
50

, мкг/кг
LD

50
, μg/kg 15 606,70 14 268,10

Нижняя доверительная граница (P = 0,95), мкг/кг
Lower confidence limit (P = 0.95), μg/kg 11 181,97 10 902,80

Верхняя доверительная граница (P = 0,95), мкг/кг
Upper confidence limit (P = 0.95), μg/kg 20 031,36 17 923,10

ЛД
10

, мкг/кг
LD

10
, μg/kg 4899,19 7445,33

Нижняя доверительная граница (P = 0,95), мкг/кг
Lower confidence limit (P = 0.95), μg/kg – 3348,73

Верхняя доверительная граница (P = 0,95), мкг/кг
Upper confidence limit (P = 0.95), μg/kg – 10 025,60

Примечание. P — доверительная вероятность; «–» — данные отсутствуют.
Note. P—confidence probability; — no data available.
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