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В эксперименте с использованием 38 белых крыс изучено ремоделирование суставного хряща в нор-
ме и при хронической эндогенной интоксикации длительностью 30, 60 и 90 суток. Оценивали морфологию 
хряща с использованием шкалы H. Mankin в модификации V.B. Kraus, подсчитывали численную плот-
ность хондроцитов, объемные доли хряща, подлежащей костной пластинки и губчатой кости, а также их 
поверхностные плотности. Определяли проценты клеток, иммунопозитивных к PCNA, TRAIL и каспазе-3. 
В результате показано, что хроническая эндогенная интоксикация приводит к нарушениям естественной ре-
генерации и ремоделирования хряща. Это проявляется в одновременном ускорении пролиферации и TRAIL-
зависимого апоптоза клеток хондрального ряда, а также снижении содержания протеогликанов в хрящевом 
матриксе, в результате чего в течение 90 суток в эксперименте в коленных суставах крыс формируется уме-
ренно выраженный остеоартроз.
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The aim of study is to establish the details of cartilage remodeling due to chronic endogenous intoxication. 
Thirty two rats received bacterial lipopolysaccharide with tetrachlormethane or gentamycin by author’s technique 
due to 30, 60 or 90 days. Six rats composed the control group. The spectrum of morphological methods included 
the estimation of cartilage morphology using Mankin – Kraus scale, the calculation of chondrocyte volume density, 
cartilage volume, bone plate volume, cancellous bone volume, and their surface densities, the indices of proliferation 
and apoptosis. The increase of endogenous toxic substances in bloodstream, monitored on olygopeptide and lipid 
peroxidation product dynamics, let to disorders in regeneration and remodeling of articular cartilage. The parallel 
arising of proliferation, TNF-dependent apoptosis, and the decrease of proteoglycan content in cartilage matrix 
resulted in moderate osteoarthritis formation in rat knee till 90th day of experiment.
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Уникальной особенностью суставного 
хряща, как всех опорных тканей, является 
то, что его основные функциональные свой-
ства во многом определяются наличием вы-
сокоспецифичного внеклеточного матрик-
са. Постоянное ремоделирование матрикса 
происходит за счет деятельности хондро-
цитов и хондробластов, регуляция функ-
ций которых непосредственно осуществля-
ется сложным комплексом эндокринных 
и медиа торных механизмов, поскольку су-
ставной хрящ не содержит сосудов и нерв-
ных окончаний [3, 10]. 

Множество процессов в организме со-
провождаются образованием и накоплени-
ем эндогенных токсических соединений, 
негативные последствия избытка которых 
описываются как эндогенная интоксикация, 
а при наличии морфологических проявле-
ний со стороны органов-мишеней (печени, 
легких, почек) – как эндотоксикоз [2, 5], 
хотя подтверждается и необходимость 
участия ряда подобных веществ в физио-

логических процессах [7, 8]. В развитии 
хронической эндогенной интоксикации 
(ХЭИ), помимо прямого действия токси-
нов, гораздо большее участие принимают 
компоненты вегетативной, эндокринной 
дизрегуляции и цитокины системного вос-
палительного ответа [3, 7, 14].

В связи с этим, естественно предполо-
жить, что длительно существующая ХЭИ 
способна напрямую или через описанные 
системные механизмы влиять на ремоде-
лирование хрящевой ткани, покрываю-
щей суставные поверхности. Практически 
с аналогичными процессами связывают 
возникновение и прогрессирование хрони-
ческой дегенеративной патологии хряща, 
традиционно описываемой в отечествен-
ной литературе как дисметаболическое 
заболевание – «остеоартроз», а за рубе-
жом – как воспалительное, osteoarthritis 
[3, 9, 12]. Детальная проверка этой гипо-
тезы на настоящем этапе знаний возможна 
только в эксперименте.
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Цель работы – установить закономер-
ности физиологической регенерации и ре-
моделирования суставного хряща в услови-
ях хронической эндогенной интоксикации, 
как одного из возможных факторов в разви-
тии его дегенеративной патологии. 

Материал и методы исследования
Работа была выполнена с использованием 38 бе-

лых крыс-самцов массой от 180 до 240 г., полученных 
из нелинейных стоков Волгоградского научно-иссле-
довательского противочумного института. Протокол 
экспериментов соответствовал этическим нормам, 
изложенным в «Международном кодексе медицин-
ской этики» (1994), Правилах лабораторной практики 
(GLP), Хельсинской декларации (2000) и Директивах 
Европейского сообщества 86/609EEC. Закономерно-
сти ремоделирования хрящевой ткани были изучены 
у 16 крыс в условиях ХЭИ, а также у 8 животных, 
содержавшихся в обычных условиях вивария (кон-
трольная группа). Моделирование ХЭИ проводили по 
оригинальной методике [5], основанной на раздель-
ном введении малых доз тетрахлорметана и бактери-
ального липополисахарида. В качестве интегральных 
показателей развития ЭТ использовали определение 
в сыворотке крови концентрации олигопептидов (ОП, 
г/л) и продуктов свободно-радикального (перекисно-
го) окисления липидов по реакции с тиобарбитуровой 
кислотой (ППОЛ, мкмоль/л). Животных выводили из 
опыта по 5–6 особей через 30, 60 и 90 суток от начала 
ХЭИ передозировкой нембутала (100 мг/кг массы). 

Перед изготовлением микропрепаратов прово-
дили фиксирование костно-хрящевых фрагментов 
в течение 48 ч в 10 %-м растворе нейтрального фор-
малина. Затем проводили декальцинацию блоков 
в 4 %-м растворе ЭДТА (трилона Б) в течение 10 су-
ток и дофиксировали вновь в 10 %-м растворе ней-
трального формалина. После фиксации материал про-
водили по общепринятой гистологической методике 
через батарею спиртов возрастающей концентрации, 
хлороформ и заливали в парафин. С парафиновых 
блоков готовили срезы толщиной 5–7 мкм, которые 
монтировали на предметные стекла с адгезивным 
покрытием. Окрашивали препараты гематоксилином 
и эозином по общепринятой методике, для выявления 
матрикса хрящевой ткани использовали окраску то-
луидиновым синим [1, 13]. 

Иммуногистохимическое исследование вклю-
чало в себя определение тканевой экспрессии трех 
маркеров. Для выявления пролиферативной активно-
сти использовали поликлональные антитела к ядер-
ному антигену пролиферирующих клеток (PCNA, 
DakoCytomation, Дания). Процент иммунопозитив-
ных клеток обозначали как пролиферативный индекс. 
Для выявления маркеров апоптоза использовали мо-
ноклональные антитела к TRAIL (апоптоз-индуциру-
ющий лиганд фактора некроза опухоли) и к каспазе-3 
(ключевой фермент необратимого каскада апоптоза) 
производства Novocastra, Великобритания. Результат 
обозначали, соответственно, как проапоптотический 
и апоптотический индексы. Все этапы исследования 
проводили в соответствии с протоколами произво-
дителей, используя вариант температурной дема-
скировки антигенов, использовали позитивные и не-
гативные контроли антигенов, а также негативные 
контроли антител.

Морфометрическое исследование было проведе-
но в соответствии с принципами системного количе-
ственного анализа, для этого использовали аппарат-
но-компьютерный комплекс «Видеотест-Морфо» 3.0 
(Россия). Использовали шкалу полуколичественной 
оценки H. Mankin в модификации V.B. Kraus et al. 
[11], учитывающей структуру поверхности хряща 
(0–8 баллов), содержание протеогликанов в окраске 
толуилдиновым синим (0–6), плотность расположе-
ния хондроцитов и кластеризацию (0–3), целостность 
остеохондральной линии (0–1) и наличие остеофи-
тов (0–9 баллов). Оценки по критериям выставляли 
два исследователя по четыре микропрепарата одно-
го и того же случая каждый. Подсчитывали числен-
ную плотность хондроцитов в глубоких зонах хряща
(1/мм3), объемные доли хряща, подлежащей костной 
пластинки и губчатой кости на стандартном сечении 
глубиной в 10 мм (ОД, мм3/мм3), а также их поверх-
ностные плотности (1/мм) [13]. 

Обработку количественных данных проводили 
непосредственно из общей матрицы данных Excel 7.0 
(Microsoft, USA) с привлечением возможностей про-
грамм Statistica 6.0 (StatSoft Inc., USA) с учетом об-
щепринятых требований для медико-биологических 
исследований. Для анализа различий между выборка-
ми использовали критерий Манна-Уитни. Проводили 
анализ корреляционной зависимости между отдель-
ными морфометрическими и иммуногистохимиче-
скими показателями [4]. 

Результаты исследования
и их обсуждение

На всех сроках опыта в сыворот-
ке крови животных с ХЭИ определя-
лись высокие концентрации ОП. Они со-
ставляли 260,3 ± 31,5 мг/л на 30-е сутки, 
289,4 ± 33,5 мг/л – на 60-е сутки 
и 310,5 ± 37,4 мг/л – на 90-е сутки, в срав-
нении со 115,5 ± 16,8 мг/л у животных 
контрольной группы (все P < 0,01). Парал-
лельно увеличивалось содержание ППОЛ 
в сыворотке крови: до 9,33 ± 0,70 ммоль/л 
на 30-е сутки, до 10,12 ± 0,93 ммоль/л – 
на 60-е сутки, до 12,07 ± 1,03 ммоль/л – на 
90-е сутки, в сравнении с 5,33 ± 0,43 ммоль/л 
у животных контрольной группы (все 
P < 0,01). Содержание маркеров ХЭИ было 
повышено, таким образом, в 1,7–2,7 раза 
(рис. 1).

Данные количественного гистоморфо-
логического анализа приведены в табл. 1, 
количественные данные о выявлении мар-
керов пролиферации и апоптоза – в табл. 2. 

Развитие ХЭИ сопровождалось, начи-
ная с 30-х суток эксперимента, появлением 
небольших неровностей поверхности хря-
ща, к 90-м суткам – явлениями поверхност-
ного растрескивания и разволокнения.

В глубоких зонах хряща выявлялась 
гиперцеллюлярность, но без явной класте-
ризации хондроцитов, изменения остео-
хондральной линии были минимальными, 
единичные остеофиты выявлялись только 
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к 90-м суткам опыта. В окраске толуиди-
новым синим показано снижение содержа-
ния протеогликанов матрикса до половины 
поверхностной зоны хряща к 30-м суткам 
ХЭИ, до половины всей толщины хряща – 
к 90-м суткам. Все это позволяло отнести 
обнаруженные изменения к умеренным 

проявлениям остеоартроза, что подтверж-
далось результатами оценки по полуколи-
чественной шкале. В контрольной группе 
в единичных случаях могла быть выстав-
лена оценка в 1–2 балла, но на 30-е сут-
ки оценка возрастала почти до 5 баллов, а 
к 90-м суткам – свыше 10.

Рис. 1. Относительное увеличение содержания интегральных маркеров ХЭИ в сыворотке крови 
крыс опытной группы (100 % – показатели животных контрольной группы)

Таблица 1
Основные морфометрические показатели суставного хряща в норме и при хронической 

эндогенной интоксикации (M ± m)

Группа Сроки эксперимента
Контроль 30 суток 60 суток 90 суток

Оценка по шкале V.B. Kraus, баллов 0,2 ± 0,1 4,8 ± 0,6* 7,9 ± 0,8* 10,7 ± 0,9
Численная плотность хондроцитов в глубо-
ких зонах хряща, 1/мм3 54,3 ± 3,6 68,3 ± 4,2* 75,2 ± 4,0* 61,9 ± 3,7*

Объемная доля хрящевой ткани, мм3/мм3 0,31 ± 0,02 0,34 ± 0,03 0,29 ± 0,03 0,22 ± 0,02*
Объемная доля подлежащей костной пла-
стинки, мм3/мм3 0,18 ± 0,01 0,19 ± 0,02 0,17 ± 0,03 0,27 ± 0,03*

Объемная доля губчатой кости, мм3/мм3 0,45 ± 0,03 0,47 ± 0,05 0,54 ± 0,07 0,51 ± 0,05
Поверхностная плотность хряща, 1/мм 1,15 ± 0,08 1,22 ± 0,10 1,47 ± 0,12* 1,53 ± 0,14*
Поверхностная плотность костной пластин-
ки, 1/мм 1,73 ± 0,13 1,80 ± 0,14 2,64 ± 0,21* 2,93 ± 0,23*

Поверхностная плотность губчатой кости, 1/мм 3,12 ± 0,26 3,15 ± 0,30 7,09 ± 0,54* 7,44 ± 0,59*

Таблица 2
Экспрессия маркеров клеточной пролиферации и апоптоза клеток суставного хряща 

в норме и при хронической эндогенной интоксикации (M ± m)

Группа Сроки эксперимента
Контроль 30 суток 60 суток 90 суток

Пролиферативный индекс (по PCNA) 2,24 ± 0,18 4,33 ± 0,34 * 6,45 ± 0,45 * 5,71 ± 0,36 *
Проапоптотический индекс (по TRAIL) 1,55 ± 0,11 6,60 ± 0,54 * 7,05 ± 0,51 * 5,92 ± 0,42 *
Апоптотический индекс (по каспазе-3) 0,21 ± 0,03 2,51 ± 0,19 * 2,48 ± 0,22 * 3,69 ± 0,32 *

Численная плотность хондробластов 
и хондроцитов в глубоких слоях хряща воз-
растала к 30-м суткам в 1,25 раза (P < 0,05), 
к 60-м суткам – в 1,38 раза (P < 0,05), 
в дальнейшем несколько уменьшаясь. ОД 
хряща уменьшалась за время эксперимента 
в 1,41 раза (P < 0,05) при параллельном уве-

личении ОД костной пластинки в 1,50 раза 
(P < 0,01), так что ОД губчатой кости суще-
ственно не изменялась. За счет явлений раз-
волокнения, а также ремоделирования глу-
боких слоев хряща и субхондральной кости 
поверхностные плотности всех изучаемых 
границ достоверно возрастали: в 1,33 раза 
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для хряща, в 1,69 раза – для подлежащей 
кости, в 2,38 раза – для губчатой кости.

При определении пролиферативной 
активности PCNA-позитивные хондро-
бласты у крыс контрольной группы со-
ставляли в суставном хряще чуть более 
2 % от всех клеток. При ХЭИ их количе-
ство возрастало к 30-м суткам в 1,9 раза, 
к 60-м суткам – в 2,9 раза и оставалось 
почти на этом уровне к 90-м суткам экспе-
римента. TRAIL-позитивных клеток в су-
ставном хряще крыс контрольной группы 

было около 1,5 %, при ХЭИ величина этого 
показателя возрастала более чем в 4 раза 
с максимумом на 60-е сутки (более 7 %). 
Клеток, позитивных к каспазе-3, было 
при ХЭИ меньше (порядка 2,5–3,7 %), но 
эти значения более чем в 10 раз превыша-
ли аналогичные в суставном хряще крыс 
контрольной группы. Соотношение апоп-
тоза и пролиферации в суставном хряще 
при ХЭИ, таким образом, явно смещалось 
в сторону запрограммированной гибели 
хондроцитов (рис. 2).

Рис. 2. Отношения апоптотического и пролиферативного процессов 
в суставном хряще крыс опытной группы

Выявленные изменения свидетельству-
ют о том, что при ХЭИ суставной хрящ, 
как и многие уже изученные высокоспеци-
ализированные тканевые системы, стано-
вится мишенью эндогенных токсических 
соединений и вызываемых ими медиатор-
ных, нейро-эндокринных и метаболиче-
ских сдвигов в организме. Происходящие 
изменения можно описать с позиций деге-
неративной патологии хряща, то есть как 
проявления остеоартроза. Ускорение про-
лиферации и обновления матрикса при 
этом явно не восполняет прогрессирующую 
убыль клеточных элементов и протеоглика-
нов в суставном хряще. Большое количество 
TRAIL-позитивых хондроцитов на поздних 
сроках опыта свидетельствует о возраста-
нии потенциальной их уязвимости к любым 
иным воздействиям, сопровождающимся 
активацией провоспалительного цитокино-
вого каскада, и является залогом прогресси-
рования патологического процесса. 

Заключение
При хронической эндогенной интокси-

кации ткань суставного хряща становится 
мишенью эндогенных токсических соеди-
нений и опосредованных ими системных 
воздействий (прежде всего – медиаторов 
цитокинового каскада), что приводит к на-

рушениям естественной регенерации и ре-
моделирования ткани. Это проявляется 
в одновременном ускорении пролиферации 
и TRAIL-зависимого апоптоза клеток хря-
ща, а также снижении содержания протео-
гликанов в хрящевом матриксе, в результа-
те чего в течение 90 суток в эксперименте 
в коленных суставах крыс формируется уме-
ренно выраженный остеоартроз. 
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