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Исследовали образцы крови, синовиальной оболочки и 
синовиальной жидкости у 78 больных ревматоидным арт‑
ритом. Интенсивность апоптоза изучали методом TUNEL 
(terminal deoxynucleotidil transferase-mediated dUTP nick 
end-labeling), основанном на выявлении фрагментирован‑
ных цепочек ДНК. Интенсивность программированной 
клеточной смерти клеток синовиальной оболочки зависела 
от баланса анти- и проапоптотических молекул на морфо‑
логическом (Bcl-2 и р53) и гуморальном (sFas) уровнях. По‑
лученные результаты указывают на низкую интенсивность 
апоптоза на ранней стадии и значительную его активиза‑
цию на поздних стадиях ревматоидного артрита. По мере 
прогрессирования заболевания морфологический профиль 
апоптотических структур смещался в сторону фиброблас‑
тов стромального слоя гипертрофированной синовиальной 
оболочки.

Введение. За последние 50 лет концепция патоге‑
неза ревматоидного артрита претерпела значитель‑
ную эволюцию. Это связано с накоплением знаний 
о так называемых «малых молекулах», участвующих 
в передаче внутриклеточных сигналов и регуляции 
различных феноменов, в том числе апоптоза – про‑
граммированной клеточной смерти. Ранние стадии 
ревматоидного артрита (РА) характеризуются такими 
морфологическими изменениями, как гиперплазия 
синовиальной оболочки, неоангиогенез и инфиль‑
трация ее клетками мононуклеарного ряда [2]. Су‑
щественный вклад в эти процессы вносят макрофа‑
го-подобные и фибробласто-подобные синовиоциты. 
Последние характеризуются наличием пренеопласти‑
ческих свойств, высоким инвазивным потенциалом 
и экспрессией протоонкогенов [7]. Морфогенез поз‑
дней стадии РА отличается снижением интенсивнос‑
ти пролиферативных процессов и частым развитием 
склероза [2]. Одним из объяснений пролиферации 
ревматоидной синовии является нарушение баланса 
между интенсивностью клеточной пролиферации и 
апоптозом. В связи с этим исследование механиз‑
мов активации и подавления апоптоза кажется пер‑
спективным для разработки нового терапевтического 
подхода [6].

Целью настоящего исследования явилось опреде‑
ление активности про- и антиапоптотических моле‑
кул на ранней и поздней стадиях РА.

Материал и методы. В исследование были вклю‑
чены 78 больных РА (70 женщин и 8 мужчин), сред‑
ний возраст – 42,34±1,49 года. Диагноз РА во всех 
случаях соответствовал критериям Американской 
ревматологической ассоциации [3]. У всех больных 
был «классический» серопозитивный РА, течение 
которого отличалось стойкой активностью, несмот‑

ря на применение нестероидных противовоспали‑
тельных препаратов, и отсутствием спонтанных и 
лекарственно индуцированных ремиссий. Пациенты 
отбирались по мере поступления в стационар после 
клинического, лабораторного и инструментального 
обследования. В этот период проводилась симпто‑
матическая терапия только нестероидными проти‑
вовоспалительными препаратами. Больных условно 
разделили на две группы: с ранним (длительность от 
2 месяцев до 3 лет) и поздним (длительность более 3 
лет) РА, 35 и 43 человека соответственно. С помощью 
гистохимического, иммуноцитохимического и об‑
щеморфологического методов исследовали образцы 
синовиальной оболочки и синовиальной жидкости, 
а также сыворотки крови. Материал из суставов за‑
бирали во время артроскопии и синовкапсулэктомии, 
проведенных согласно показаниям (непрерывно ре‑
цидивирующий синовит коленного сустава в течение 
не менее 2 месяцев). Информационное согласие бы‑
ло получено от всех пациентов. В качестве контроля 
использовались образцы синовиальной оболочки и 
хряща 7 здоровых мужчин в возрасте от 21 до 50 лет, 
погибших от комбинированной травмы (забор мате‑
риала производился в течение не более 2 часов после 
смерти). Синовиальная жидкость для контроля взята 
у 10 пациентов (4 мужчины и 6 женщин в возрасте от 
25 до 55 лет) во время эксплоративной артротомии 
коленного сустава по поводу предполагавшегося 
повреждения менисков. Образцы сыворотки крови 
и синовиальной жидкости немедленно после забора 
замораживались при температуре –70°C. Изучение 
апоптоза проводилось иммуноцитохимическим ме‑
тодом TUNEL (terminal deoxynucleotidil transferase-
mediated dUTP nick end-labeling), основанного на вы‑
явлении фрагментированных цепочек ДНК. Для вы‑
явления TUNEL-окрашенных структур использовали 
набор реактивов ApopTag Fluoresсein In Situ Apoptosis 
Detection Kit (Chemicon). Количественную оцен‑
ку TUNEL-позитивных ядер проводили с помощью 
окуляр-морфометрической сетки на участках ткани 
хряща и синовии размерами 100×100 мкм. Апопто‑
тический индекс (АИ) определяли как отношение 
общего числа TUNEL-позитивных ядер (N

TUNEL
) к 

количеству клеток, окрашенных толуидиновым си‑
ним и имеющих видимое непикнотизированное ядро 
(N

T
) по формуле: АИ=(N

TUNEL
×100)/N

T
. На образцах 

синовиальной оболочки коленного сустава человека 
изучали локализацию генов Bcl-2 и p‑53. Срезы тол‑
щиной 20 мкм помещали в фосфатный буфер. Им‑
муноцитохимическое окрашивание срезов включало 
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несколько последовательных этапов: преинкубация, 
обработка в растворе первичных антител, обработка 
вторичными антителами и постановка иммунопе‑
роксидазной реакции с использованием реагентов 
ImmunoCruz Staining System (Santa Crus). Количес‑
твенное определение растворимого Fas-рецептора в 
исследуемых сыворотках крови и пробах синовиаль‑
ной жидкости проводилось методом твердофазного 
иммуноферментного анализа с использованием на‑
бора Bender MedSystems. Статистическая обработка 
полученных данных выполнялась с помощью пакета 
программ «Статистика 6» для Windows с использова‑
нием приложения Biostat.

Результаты исследования. Интенсивная флюо‑
ресценция ядер апоптотических клеток, окрашенных 
с помощью метода TUNEL, обнаруживалась как на 
ранних, так и на поздних стадиях РА. Отличие заклю‑
чается в количестве маркированных клеток. В конт‑
рольной группе у практически здоровых людей реак‑
ция клеток с TUNEL отсутствовала.

Ядра синовиоцитов, окрашенные с помощью ре‑
агентов TUNEL, выглядели как флюоресцирующие 
точки (апоптотические тельца), которые, сливаясь, 
образовывали кольца, полукольца, а также сплош‑
ные однородные конгломераты. Они локализова‑
лись на месте презумтивного ядра, были 
равномерно распределены по цитоплазме, 
смещались к цитоплазматической мемб‑
ране либо группировались у одного из по‑
люсов клеточной сомы. На ранней стадии 
воспаления TUNEL-позитивные клетки 
концентрировались главным образом в 
периваскулярных пространствах, где их 
локализация совпадала с расположени‑
ем воспалительных инфильтратов. Среди 
них на срезах, окрашенных толуидино‑

вым синим, идентифицировались лимфоциты. При 
этом стенки микрососудов с TUNEL не реагировали. 
В покровном слое синовиальной оболочки отмеча‑
лась флюоресценция фрагментированных ядер еди‑
ничных синовиоцитов, которые иногда формирова‑
ли скопления, или кластеры.

Полученные результаты указывают на низкую ин‑
тенсивность апоптоза на ранних стадиях РА (табл. 1). 
Распространенность апоптоза коррелировала с дли‑
тельностью и выраженностью воспалительной ин‑
фильтрации синовиальной оболочки. На поздней 
стадии РА выявлена значительная активизация апоп‑
тоза. Морфологический профиль апоптотических 
структур здесь смещался в сторону фибробластов 
стромального слоя гипертрофированной синови‑
альной оболочки. В периваскулярных инфильтратах 
также отмечалась повышенная плотность TUNEL-
позитивных клеток, однако локализовались они ча‑
ще в субпокровном слое синовии.

Обращал на себя внимание высокий АИ хонд‑
робластов. Они локализовались преимущественно в 
поверхностной зоне хряща, объединялись в изоген‑
ные группы, каждая из которых содержала от 1 до 3 
клеток. В глубине хряща, где активность пролифера‑
тивных процессов существенно ниже, TUNEL мар‑
кировал единичные ядра хондроцитов.

По нашим наблюдениям, локализация молекул р53 
и Вcl-2 в синовиальной оболочке человека не совпа‑
дала и зависела от стадии патологического процесса.

При раннем РА р53 выявлялся в единичных скоп‑
лениях синовиоцитов покровного слоя. Они имели 
округлую или овальную форму и, по всей видимос‑
ти, принадлежали к популяции пришлых клеток или 
синовиоцитов типа А. Однако в позднем периоде РА 
р53-иммунореактивные клетки становились много‑
численнее, большая их часть выявлялась в стромаль‑
ном слое синовии (табл. 2).

Картина распределения Bcl-2-иммунореактив‑
ных синовиоцитов имела противоположную тен‑
денцию. Их абсолютное большинство выявлялось на 
ранней стадии РА, где они обнаруживаются практи‑
чески повсеместно. Однако по мере хронизации вос‑
паления количество маркируемых клеток снижалось 
(табл. 3).

Местом преимущественной локализации молеку‑
лы Bcl-2, по нашим данным, являлись лимфоцитар‑
ные инфильтраты, поверхностный слой синовиальной 

Таблица 1
АИ клеток хряща и синовиальной оболочки коленного сустава 

человека при РА (x±s
x
)

Клетки Контроль Ранний РА Поздний РА

Хондробласты – 0,07±0,05 0,40±0,091

Хондроциты – – 0,01±0,03

Синовиальные 
лимфоциты

– – 0,03±0,01

Синовиоциты – 2,10±0,50 5,80±0,201

1 Разница с ранним РА статистически значима.

Таблица 2
Относительное содержание и распределение 

p53‑иммунореактивных клеток в синовиальной оболочке на 
разных стадиях РА, %

Клетки Контроль Ранний РА Поздний РА

Лимфоциты – 2,7±0,5   5,1±0,31

Синовиоциты – 4,8±1,5 12,3±0,51

1 Статистическая достоверность различий с ранним РА.

Таблица 3
Экспрессия Bcl-2 и s-Fas в структурах синовиальной оболочки, жидкости 

и сыворотке крови человека при РА, %

Элементы Контроль Ранний РА Поздний РА

Лимфоциты –   7,6±1,1 0,8±0,12

Синовиоциты 1,2±0,1 10,4±0,51 1,1±0,22

s-Fas-sin 210,42±55,90 2665,21±262,271 1381,00±16,521, 2

1 Разница статистически значима по сравнению с контролем.
2 Разница между группами статистически значима.

Оригинальные исследования



Тихоокеанский медицинский журнал, 2008, № 422

оболочки, гладкомышечные клетки синовиальных 
сосудов. На поздней стадии характер локализации не 
изменялся, однако интенсивность значительно сни‑
жалась.

Было проведено сопоставление экспрессии моле‑
кулярных посредников апоптоза на морфологичес‑
ком и гуморальном уровнях. Исследование концен‑
трации sFas-рецептора, препятствующего активиза‑
ции Fas-зависимого пути апоптоза через связывание 
лиганда Fas в системном кровотоке и синовиальной 
жидкости, позволило установить следующую дина‑
мику: в группе «позднего» РА концентрация в сино‑
виальной жидкости была достоверно ниже (s-Fas-sin) 
в сравнении с группой «раннего» РА (табл. 3). Со‑
держание sFas в синовиальной жидкости неуклонно 
снижалось от «раннего» РА к «позднему».

Обсуждение полученных данных. Нарушения меха‑
низмов индукции апоптоза, ведущие к его угнетению 
или, наоборот, к излишней активации, могут быть 
важным звеном в патогенезе РА. Согласно получен‑
ным результатам можно говорить о различной интен‑
сивности апоптоза клеточных структур синовиальной 
оболочки у больных РА на ранней и поздней стадиях: 
низкая апоптотическая активность синовиальной 
оболочки у больных с «ранним» и высокая у больных с 
«поздним» РА. Есть все основания полагать, что про‑
цессы регуляции апоптоза лежат в основе прогрессии 
ревматоидного синовита и на клиническом уровне 
это означает различную терапевтическую стратегию 
в зависимости от стадии течения патологического 
процесса [15].

Патологическая реорганизация синовии челове‑
ка при РА протекает одновременно с уменьшением 
плотности хондробластов, которые подвергаются 
апоптозу в условиях длительного ревматоидного вос‑
паления. Не исключено, что эти эффекты, иниции‑
рованные предшествующим синовитом, способны 
ограничивать рост и регенерацию хряща, оставляя 
свой деструктивный след в виде вторичного остеоар‑
троза.

Морфотипическая гетерогенность TUNEL-реак‑
тивных клеток детерминирована различным меха‑
низмом их программированной гибели. В этой связи 
предполагается наличие альтернативных путей, за‑
пускающих апоптоз [8]. Один из них, митохондри‑
альный, индуцируется выработкой транскриптор‑
ного фактора р53, дефект которого ведет к опухоле‑
подобной пролиферации синовиоцитов [9]. Другой 
механизм апоптоза развивается в лимфоцитах и бло‑
кируется фактором Bcl-2 [15].

Обнаружен закономерный стереотип экспрес‑
сии Bcl-2 в синовиальной ткани в зависимости от 
стадии РА: от гиперэкспрессии на ранней стадии до 
гипоэкспрессии на поздней. Можно полагать, что 
экспрессия Bcl-2 на ранней стадии болезни лими‑
тирует количество апоптотических клеток, создает 
благоприятный фон для пролиферации, выживания 
и активного функционирования соответствующих 

воспалительных элементов. Приведем наблюдения, 
подтверждающие наши результаты: высокий уровень 
экспрессии Bcl-2 в гладкомышечных клетках сосудов 
синовиальной оболочки, полученной от больных РА 
[13], более высокая концентрация иРНК Bcl-2 в си‑
новиальной ткани больных РА в сравнении с боль‑
ными остеоартрозом [10].

Поскольку основной мишенью Bcl-2 семейства 
является митохондрия, то можно предполагать за‑
интересованность преимущественно митохондри‑
ального пути апоптоза при РА. В митохондриальном 
апоптозе молекула р53 играет важную роль в измене‑
нии стабильности мембраны данной ультраструкту‑
ры и непосредственно в запуске программированной 
клеточной смерти [14]. В мембране митохондрий был 
обнаружен белок (p53AIP1), опосредующий р53-за‑
висимый путь апоптоза [11].

При анализе взаимоотношения р53 и Bcl-2 вы‑
явлена определенная закономерность. Согласно 
собственным данным, при интенсивной экспрессии 
Bcl‑2 на ранней стадии РА и в острой фазе адъювант‑
ного артрита отмечается низкая экспрессия проапоп‑
тотической молекулы р53 и, соответственно, низкий 
апоптотический индекс [1]. Напротив, на поздней 
стадии РА и в хронической фазе адъювантного арт‑
рита резко возрастала экспрессия р53 и критически 
снижалась экспрессия Bcl-2, что сопровождалось ин‑
тенсивным апоптозом клеточных элементов сустав‑
ной среды.

Некоторые авторы ранее высказывались в поль‑
зу способности р53 репрессировать ген-промоутер 
Bcl-2 [12] и способности Bcl-2 в свою очередь су
прессировать проапоптотическую функцию р53 [15]. 
Следовательно, в процессе эволюции РА «работает» 
молекулярный реостат Bcl-2/р53, который может в 
значительной мере определять апоптотическую ак‑
тивность клеток синовиальной среды сустава.

Экспрессия молекулы Bcl-2 исследовалась при 
многих заболеваниях, но практически ничего не из‑
вестно о ее клиническом значении при РА. Высокий 
уровень экспрессии Bcl-2 ассоциирован с плохим 
прогнозом при карциноме мочевого пузыря, болез‑
ни Ходжкина, раке предстательной железы [4]. Кро‑
ме того, коэффициент Bcl-2/Bax показал хорошие 
прогностические характеристики при химиотерапии 
острого миелолейкоза и рака желудка [5]. Согласно 
собственным данным, повышенная экспрессия Bcl-2 
молекулы коррелировала с числом воспаленных сус‑
тавов (r=0,67, p<0,05) и функциональным классом 
больных РА (r=0,71, p<0,05). Это позволяет говорить 
о прогностической ценности антиапоптотического 
маркера и одновременно о новой мишени терапевти‑
ческих воздействий.

Стереотип изменения концентрации s-Fas, анти
апоптотического фактора, соответствовал направлен‑
ности изменений экспрессии молекул р53 и Bcl-2 и 
интенсивности апоптоза. С увеличением АИ на позд‑
ней стадии РА снижался уровень s-Fas в синовиальной 
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жидкости. При отмеченных связях s-Fas со степе‑
нью активности (r=0,62, p<0.05) и функциональ‑
ным классом больных РА (r=0,83, p<0,05), а также 
АИ (r= –0,74, p<0,05) s-Fas может быть использован 
как интегративный показатель напряженности и ха‑
рактера происходящих в синовиальной оболочке 
процессов программированной клеточной смерти.
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APOPTOSIS OF THE SYNOVIAL CELLS AT PATIENTS 
WITH THE RHEUMATIODARTHRITIS

A.I. Dubikov
City Hospital No. 2 (Vladivostok)
Summary – The samples of blood, synovia and synovial liquid 
at 78 patients with rheumatoid arthritis were investigated. In‑
tensity of the apoptosis studied by TUNEL method (terminal 
deoxynucleotidil transferasemediated dUTP nick endlabeling), 
based on revealing of the fragmentized DNA chains. Intensity 
of programmed cellular death of synovial cells depend on bal‑
ance of anti- and pro-apoptotic molecules on morphological 
(Bcl2 and p53) and humoral (sFas) levels. The received results 
specify low apoptosis intensity at early stage and its significant 
activization at late stages rheumatoid arthritis. In process of 
disease progressing the morphological structure of the apop‑
totic structures was changed to fibroblasts of stromal layer of 
the hypertrophied synovia.

Key words: rheumatoid arthritis, sinoviacytes, apoptosis.
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ОПЫТ ИСПОЛЬЗОВАНИЯ ИНТРАМЕДУЛЛЯРНОГО ОСТЕОСИНТЕЗА В ЛЕЧЕНИИ ПЕРЕЛОМОВ 
ПРОКСИМАЛЬНОГО ОТДЕЛА БЕДРЕННОЙ КОСТИ

Ключевые слова: переломы бедра вертельной локализации, остеопороз, проксимальный бедренный стержень.

Проанализированы результаты хирургического лечения 29 
больных с переломами бедренной кости вертельной лока‑
лизации с использованием интрамедуллярного прокси‑
мального бедренного стержня «Остеомед» за 2006–2008 гг. 
Среди пациентов преобладали лица пожилого и старческо‑
го возраста (75,9%), у которых переломы развились на фоне 
остеопороза. Оперативное вмешательство в 86,2% случаев 
проводилось малоинвазивным способом. Клиническое об‑
следование и рентгенография выполнены через 1, 3, 6, 12 
месяцев после операции. Отслежены отдаленные результа‑
ты у 19 человек: во всех случаях отмечено сращение перело‑
мов и восстановление двигательной активности в срок до 3 
месяцев после операции.

Введение. Актуальность проблемы хирургического 
лечения переломов проксимальной части бедра обус‑
ловлена увеличением их частоты из-за роста в попу‑

ляции численности лиц пожилого и старческого воз‑
раста, неудовлетворительными результатами лечения 
и материальными затратами. О медицинской и соци‑
альной значимости этой проблемы свидетельствует 
тот факт, что в США ежегодно в травматологические 
центры поступают до 250 000 пациентов с переломами 
вертельной локализации; прогнозируется, что к 2050 г. 
эта цифра вырастет как минимум в 2 раза [6, 9]. В сред‑
ней полосе Российской Федерации частота данных 
переломов на фоне остеопороза составляет среди муж‑
чин 67,9 и среди женщин 104,5 на 10 000 населения [3].

Современные взгляды на проблему лечения пере‑
ломов проксимального отдела бедра предусматрива‑
ют преимущественно оперативную фиксацию, поз‑
воляющую раньше активизировать пациента. Чаще 
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