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1. Введение 
 

1.1 Общие положения и область применения 

 
Остеоартроз (ОА) является наиболее распространенным и социально 

значимым полиэтиологическим заболеванием крупных суставов. В настоящее 

время в мире насчитывается не менее 500 миллионов человек с подтвержденным 

диагнозом ОА [1]. Столь неблагоприятная ситуация прогрессивно усугубляется 

вследствие увеличения в популяции доли пожилого населения и смещением 

сроков манифестации заболевания на все более молодой возраст. Несмотря на 

полиэтиологический характер ОА и существование различных его молекулярных 

эндотипов, данный вид суставной патологии характеризуются общими 

биологическими и биомеханическими исходами. В частности, для поздних стадий 

заболевания характерно поражение всех суставных компонентов: суставного 

хряща, субхондральной кости, синовиальной оболочки, компонентов капсульно-

связочного аппарата и окружающих мышечных тканей, что приводит к стойкому 

болевому синдрому, развитию необратимых структурных изменений в суставных 

тканях со снижением функциональных возможностей сустава вплоть до утраты 

конечностью опороспособности [2].  

 Относительно быстрое развитие необратимых изменений в суставе 

обусловлено, как правило, скудной симптоматикой, сопровождающей ранние 

стадии заболевания и несовершенством диагностических и терапевтических 

подходов в дебюте заболевания [3]. Существующие на сегодняшний день 

критерии классификации и клинические рекомендации по медикаментозной 

коррекции ОА предназначены преимущественно для пациентов с уже 

установленным рентгенологически диагнозом и неуклонно прогрессирующим 

повреждением суставов, что существенно снижает эффективность существующих 

стратегий консервативного лечения [4].  

 Действие неблагоприятных биомеханических, биохимических и 

генетических факторов вызывает на раннем этапе заболевания патологические 

изменения в двух механически и биологически взаимосвязанных компонентах 

суставов – суставном хряще и субхондральной кости, формируя ключевой 

паттерн прогрессирования ОА [5]. На данном этапе высокоинформативным 

инструментом объективизации процессов ремоделирования костной ткани и 

воспалительно-дегенеративной модификации суставного хряща могут стать 

биохимические маркеры, не только обладающие диагностической 

чувствительностью и специфичностью, но и являющиеся предикторами 

прогрессирования заболевания [6]. Именно глубокие исследования 

биохимических маркеров позволят углубить и расширить представления о 

патогенезе ранних стадий ОА.  

Вместе с тем, следует отметить, что для большинства исследований, 

посвященных изучению биомаркеров при ОА характерно изолированное 

исследование их уровней, что не позволяет в полной мере осуществить 

системный аналитический подход к оценке информативности полученных 

результатов [7]. Не все исследования проведены с учетом возможного системного 

влияния медикаментозной терапии, гендерной и возрастной принадлежности 
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испытуемых на динамику изменений биохимических маркеров. Не вызывает 

сомнений необходимость изучения отдельных маркеров суставного хряща и 

субхондральной кости, отражающих текущий метаболический статус 

соединительнотканных компонентов суставов в комплексе с оценкой 

структурных особенностей тканей при помощи методов лучевой визуализации и 

определение возможных корреляций между ними. 

Таким образом, одним из приоритетных направлений исследований 

является разработка патогенетически обоснованных комплексных 

диагностических и терапевтических стратегий, предназначенных для пациентов с 

начальными стадиями ОА, что позволит существенно отсрочить хирургическое 

вмешательство по поводу эндопротезирования пораженного сустава. 
  

1.2 Методы лучевой объективизации состояния структурных 

особенностей костной ткани (стандартная рентгенография  

и двухэнерегетическая рентгеновская абсорбциометрия) 

 
Одним из ведущих методов визуализации структурных особенностей 

субхондральной кости как первичного патогенетически значимого звена 

возникновения и прогрессирования ОА крупных суставов является 

рентгенография. Данный метод в настоящее время рассматривается в качестве 

«золотого стандарта» диагностики и контроля лечения ОА крупных суставов. В 

качестве оценочной шкалы используется классификация, разработанная J.H. 

Kellgren и J.S. Lawrence в 1957 году [8], и утвержденная ВОЗ в 1961 г. В 

дальнейшем классификация была пересмотрена и дополнена M. Leuquesne в 1982 

г. [9]. Данная система основана на рентгенологических признаках оценки, и 

включает в себя 5 степеней: 

0 стадия – изменений нет; 

1 стадия – сомнительные рентгенологические признаки; 

2 стадия – единичные остеофиты и небольшое сужение суставной щели; 

3 стадия – выраженные остеофиты; умеренное сужение суставной щели; 

субхондральный склероз; деформация поверхностей; 

4 стадия – грубые остеофиты; субхондральный склероз; выраженное 

сужение суставной щели; выраженная деформация поверхностей. 

Для определения стадий гонартроза (ГА) в клинической практике 

используется также классификация, модифицированная Н.С. Косинской (1961) 

[10], которая включает в себя рентгенологические признаки в сочетании с 

оценкой функциональной недостаточности сустава. Данная система 

подразумевает следующие стадии ОА: 

I стадия – незначительное ограничение движений, небольшое, 

неотчетливое, неравномерное сужение суставной щели, легкое заострение краев 

суставных поверхностей (начальные остеофиты); 

II стадия – ограничение подвижности в суставе, грубый хруст при 

движениях, умеренная амиотрофия, выраженное сужение суставной щели в 2-3 

раза по сравнению с нормой, значительные остеофиты, субхондральный 

остеосклероз и кистовидные просветления в эпифизах; 
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III стадия – деформация сустава, ограничение подвижности, полное 

отсутствие суставной щели, деформация и уплотнение суставных поверхностей 

эпифизов, обширные остеофиты, суставные «мыши», субхондральные кисты; 

 

Диагностика ГА осуществляется с учетом рентгенограмм, выполненных в 

двух стандартных проекциях: прямой (передне-задней) (рис. 1 А) и боковой (рис. 

1 Б). 

 

  

А Б 

Рисунок 1 – рентгенограмма коленного сустава с ранними проявлениями 

первичного ГА: А – прямая проекция, Б – боковая проекция 

 

Для ранних стадий ОА, как правило, характерно отсутствие 

рентгенологических признаков или они являются сомнительными, что является 

существенным ограничением для использования метода в диагностике ранних 

проявлений суставной патологии.  

Существенным недостатком использования стандартной рентгенографии 

на ранних стадиях заболевания является низкая чувствительность метода и 

зависимость точности рентгенологического заключения от опыта и особенностей 

субъективного восприятия врачом-рентгенологом [11], что может приводить к 

снижению результативности диагностической работы. Ручная экспертная оценка 

изображений требует выполнения цифровой рентгенографии высокого 

разрешения с возможностью сегментации отдельных областей, что представляет 

собой трудоемкую и технически сложную задачу. Основываясь на данной 

аргументации, в настоящее время особое внимание исследователей направлено на 

создание систем автоматического извлечения и анализа изображений [12]. 

Однако, для решения задач подобного уровня сложности необходимо создание 

международной системы преобразования исходных изображений в единые 

форматы, доступные для анализа системой сверхточных нейронных сетей, и 
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принятие единых юридических стандартов в области применения продуктов 

искусственного интеллекта [13].  

Одним из методов определения «качества костной ткани» является 

двухэнергетическая рентгеновская абсорбциометрия (dual energy X-ray 

absorptiometry / DXA), позволяющая оценить минеральную плотность костной 

ткани (МПКТ). Измерения МПКТ осуществляют в стандартных зонах – на уровне 

L1-L4 в переднезадней проекции и проксимальные отделы обоих бедер – шейка, 

большой вертел и бедро в целом с помощью рентгеновского костного 

денситометра GE LUNAR PRODIDGY (General Electric, США) (рис. 2). 

Полученные индивидуальные результаты представляют в виде стандартного 

отклонения (SD) от нормальных значений. Как правило, при ранних стадиях ОА, 

не ассоциированных с отеопенией или остеопорозом изменения, МПКТ не 

превышают ±1 СD, что также не позволяет с достаточной степенью валидности 

охарактеризовать особенности процессов субхондрального ремоделирования. 

 

  

Рисунок 2 – результаты стандартной двухэнергетической абсорбциометрии  

при ранних проявлениях первичного ГА  

 

2. Изучение маркеров субхондрального ремоделирования  

в сыворотке крови пациентов с остеоартрозом 

 
Известно, что костная ткань является полноценным участником процессов 

формирования патологических механизмов прогрессирования воспалительно-

дегенеративных изменений суставных компонентов при ОА. Оценить степень 

вовлеченности субхондральной кости в патогенез заболевания возможно на 

основании выявления особенностей метаболического статуса костной ткани. На 

сегодняшний день в мировой практике достаточно широко используется система 

маркеров ОА, включающая в себя чувствительные и специфичные тесты оценки 

костного метаболизма, которые, согласно мнению ряда авторов, являются более 

ранними предикторами прогрессирования заболевания, чем продукты деградации 

экстрацеллюлярного матрикса суставного хряща [14]. 
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Данные литературы, а также результаты собственных исследований 

позволяют сделать вывод о том, что для косвенной оценки особенностей 

субхондрального ремоделирования при начальных проявлениях ОА могут быть 

использованы следующие маркеры: 

 

1. Остеокальцин (N-Mid Osteocalcin) – фрагмент К-зависимого 

неколлагенового протеина костной ткани, участвующего в связывании кальция и 

гидроксиапатита. Данный маркер является интегральным показателем 

функциональной активности остеобластов, и отражает скорость образования 

костной ткани. Известно, что данный фрагмент молекулы остеокальцина 

составляет около трети всего иммунореактивного остеокальцина, содержащегося 

в сыворотке крови, и являющегося маркером поздней фазы дифференцировки 

клеточных циклов остеобластов и остеобластоподобных клеток, которые 

участвуют в патогенезе ОА. Формирование пула аномальных остеобластов 

является одной из причин изменений в ремоделировании кости, способствует 

деградации суставного хряща и возникновению субхондрального склероза при 

ОА [15]. Остеобласты имеют более высокие уровни экспрессии щелочной 

фосфатазы (alkaline phosphatase / ALP) и остеокальцина (osteocalcin / OCN) во 

время прогрессирования ОА по сравнению с нормальными остеобластами. При 

оценке полученных результатов следует учитывать тот факт, что большая часть 

синтезированного клетками костной ткани остеокальцина входит в состав 

матрикса костной ткани, который затем минерализуется с образованием новой 

кости, а оставшаяся часть попадает в кровоток. При резорбции костной ткани под 

воздействием остеокластов остеокальцин высвобождается из костного матрикса и 

попадает в кровь, где циркулирует в виде неиммунных фрагментов [16, 17]. 

2. Костный изофермент щелочной фосфатазы (bone alkaline phosphatase / 

ВАР), участвующий в транспортировке фосфора в каталитической реакции 

отщепления фосфорной кислоты от ее органических соединений. BAP является 

маркером активности костеобразования, показателем метаболического статуса и 

активности остеобластов. Кроме того, активность данного фермента в сыворотке 

крови коррелирует с выраженностью хронического воспаления, 

поддерживающего определенный уровень воспалительной модификации 

хондроцитов [18]. Существует мнение, что активность ВАР находится в 

положительной взаимосвязи с системными маркерами воспаления – уровнем С-

реактивного белка и количеством лейкоцитов [19]. 

3. С-концевые телопептиды, образующиеся при деградации коллагена I типа 

Serum CrossLaps – маркер костной резорбции. Данный метод специфичен для 

циркулирующего в сыворотке крови С-телопептида цепи В1 коллагена I типа. 

Повышение концентрации данного маркера в сыворотке крови ассоциировано с 

интенсификацией деструкции костной ткани с дезорганизацией коллагена I типа. 

  

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/alkaline-phosphatase
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/alkaline-phosphatase
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/osteocalcin
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3. Подготовка пациента к проведению исследования  
 

3.1 Порядок осуществления пробоподготовки 
 

Для проведения исследования используют образцы сыворотки крови. 

Взятие образцов венозной крови осуществляют у всех участников обследования в 

утреннее время после 8 часов голодания и ночного сна продолжительностью не 

менее 6-8 часов. За 24 часа до процедуры взятия крови запрещают интенсивную 

физическую активность, а за 2 часа – курение, что может повлиять на уровни 

исследуемых биомаркеров. Кровь получают в вакуумные пробирки активатором 

образования сгустка с SiO2 (диоксид кремния) и разделительным гелем (цитрат 

фосфат декстроза аденин), избегая гемолиза. Пробирки центрифугируют в 

течение 15 минут при скорости вращения 1,5 тысяч оборотов в минуту. Отделить 

сыворотку от клеточных элементов необходимо в течение 3 часов. Полученные 

образцы аликвоты переносят в индивидуальные пробирки типа Эппендорф и 

хранят при температуре -80 ºС в течение не более 6 месяцев, либо при 

температуре 4-6 ºС не более 3 дней. Повторные циклы замораживания-

размораживания не допускаются. Все образцы тестируются одновременно. 

Непосредственно перед проведением исследования образцы размораживают при 

комнатной температуре (18-24 ºС на воздухе); а наборы реактивов используют 

после того, как их температура достигнет комнатной. 

Биомаркеры костного метаболизма оценивают с помощью 

иммуноферментного анализа (ИФА) в соответствии с инструкциями 

производителя. 

 

3.2 Порядок исследования образцов сыворотки крови 
 

Для проведения исследования используют оборудование и расходные 

материалы, указанные в Приложении 1, или их аналоги. 

Основные задачи биохимического мониторинга маркеров костного 

метаболизма:  

1. определение уровней маркеров костеобразования и костной резорбции в 

сыворотке крови у пациентов с ранними проявлениями ОА.  

2. определение уровней маркеров в сыворотке крови у здоровых лиц того же 

возраста и пола и проживающих в той же местности, что и пациенты с ОА. 

3. выявление статистически значимых отклонений исследуемых показателей 

от референсных значений, свидетельствующих о нарушении 

субхондрального ремоделирования. 
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3.2.1 Определение концентрации в сыворотке крови остеокальцина 
 

Принцип метода: тест-система основана на использовании двух 

высокоспецифических моноклональных антител к человеческому остеокальцину. 

Часть антител распознают и связывают средний аминокислотный фрагмент 

полипептида, а другие, коньюгированные с пероксидазой антитела, распознают 

его N-терминальную область. При помощи данного метода осуществляется 

детекция как интактного остеокальцина, так и N-концевого фрагмента 

полипептида. 

 

Протокол проведения исследования: 

 

1. В ячейки планшета помещают по 20 мкл стандартов, контролей и 

исследуемых образцов в дублях, а затем в каждую из них добавляют по 150 мкл 

предварительно приготовленного раствора антител, после чего осуществляют 

инкубацию в течение 1205 мин при комнатной температуре (18-22 ºС) без 

шейкирования. 

2. По окончании инкубации осуществляют 5 циклов промывки лунок 

микропланшета 300 мкл отмывающего буфера, разбавленного предварительно 

дистиллированной водой в соотношении 1:50, полностью осушая лунки после 

окончания промывки. 

3. Инкубация с хромогенным субстратом: вносят по 100 мкл раствора 

субстрата (SUB TMB) в каждую ячейку и инкубируют 152 мин в темноте при 

комнатной температуре (18-22 ºС) без встряхивания, заклеив стрипы пленкой.  

4. Цветную реакцию останавливают добавлением в каждую из ячеек по 100 

мкл стоп-раствора (H2SO4). 

5. Измерение оптической плотности полученного раствора осуществляют 

не позднее чем через 2 часа после остановки реакции на микропланшетном 

фотометре при длине волны 450 нм с референс-длиной волны 650 нм. 

6. Расчёт итоговой концентрации остеокальцина, нг/мл в образцах 

проводится методом четырехпараметрической регрессии. 

 

3.2.2 Определение активности костного изофермента  

щелочной фосфатазы 

 

Принцип метода: исследование Metra BAP основан на «сэндвич» 

иммуноферментном анализе в микропланшетном формате, с использованием 

моноклональных анти-BAP антител, иммобилизованных в лунках 

микропланшета, для захвата BAP образцов. Субстрат pNPP используется для 

количественной оценки активности связанного фермента BAP. 
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Протокол проведения исследования: 

 

1. Во все лунки вносят по 125 мкл рабочего буфера. 

2. В соответствующие лунки вносят по 20 мкл стандартов, контролей и 

образцов, осуществляя качательные движения для полного перемешивания 

образцов и буфера. 

3. Инкубируют в течение 3 часов±10 минут при 12-28 °C. 

4. Промывают 4 раза стандартным промывочным буфером. 

5. Вносят в каждую из лунок по 150 мкл раствора субстрата, 

приготовленного непосредственно перед применением. 

6. Инкубируют в течение 30±5 минут при 10-28 °C в темноте, закрыв 

планшет пленкой. 

7. Реакцию останавливают внесением 100 мкл стоп-раствора во все лунки. 

8. Считывают оптическую плотность итогового раствора на 

микропланшетном фотометре при длине волны 405 нм. 

9. Рассчитывают результаты с помощью квадратичной аппроксимации. 

 

3.2.3. Определение концентрации в сыворотке крови  

фрагментов коллагена I типа 

 

Принцип метода: тест-система Serum CrossLapsTM ELISA основана на 

использовании двух высоко специфических моноклональных антител, где остаток 

аспарагиновой кислоты -изомеризован. Чтобы получить специфический сигнал 

в системе SerumCrossLaps TM ELISA, две цепи EKAHD--GGR должны быть 

перекрестно связаны. Стандарты, контроли и образцы вносятся в 

соответствующие ячейки, покрытые стрептавидином, после чего используется 

смесь биотинилированных антител и антител, коньюгированных с пероксидазой. 

Затем образовавшийся комплекс между антигеном (CrossLaps TM) и антителами 

сорбируется на поверхности, покрытой стрептавидином, через 

биотинилированные антитела. Последующая инкубация проводится при 

комнатной температуре, затем ячейки промываются. На следующем этапе после 

добавления субстрата и остановки реакции серной кислотой измеряются 

оптические плотности в ячейках. 

 

Протокол проведения исследования: 

 

1. Инкубация. В соответствующие ячейки вносят по 50 мкл стандартных 

растворов, контролей и исследуемых образцов, а затем добавляют по 150 мкл 

раствора антител. 

2. Ячейки заклеивают пленкой и инкубирют в течение 1205 мин при 

комнатной температуре (18-22 ºС) на термостатируемом орбитальном шейкере 

при 300 об/мин.  

3. Лунки планшета промывают 5 раз с помощью многоканального дозатора 

предварительно разведенным с дистиллированной водой буфером для промывок. 
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4. Во все лунки вносят по 100 мкл раствора субстрата и инкубируют 152 

мин в темноте при комнатной температуре (18-22 ºС) и встряхивании (300 

об/мин), заклеив стрипы пленкой. 

5. Цветную реакцию останавливают добавлением во все ячейки по 100 мкл 

стоп-раствора (H2SO4). 

6. Измеряют оптическую плотность конечного раствора во всех ячейках не 

позднее, чем через два часа на фотометре микропланшетного формата при длине 

волны 450 нм и длине волны сравнения 650 нм. 

 

Для расчета результатов используют квадратичную аппроксимацию. В 

качестве альтернативного метода рассчитывают средние значения для дублей 

оптических плотностей, на основании чего строится стандартная кривая. 

Интерполяцией определяют концентрации контролей и образцов пациентов. 

 

4. Учет и интерпретация полученных результатов 
 

Индивидуальные данные, полученные по каждому из маркеров у 

обследуемых пациентов, сравнивают с референсными значениями, 

содержащимися в базе данных лаборатории и с данными литературных 

источников. 

Выявляют статистически значимые отклонения изученных маркеров от 

нормальных величин, принимая за критический уровень значимости р<0,05. 

При обнаружении отклонений исследуемых маркеров от 

среднестатистической нормы констатируют нарушения субхондрального 

ремоделирования, являющегося одним из ранних признаков ОА крупных 

суставов [20-21]. 
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Приложение 
 

Оборудование, расходные материалы, питательные среды, реагенты и реактивы: 

1. цифровой аппарат рентгеновский; 

2. рентгеновский костный денситометр двухэнергетический; 

3. фотометр микропланшетного формата с длинами волн 450 и 650 нм; 

4. шейкер-термостат программируемый для микропланшетов; 

5. микропланшетный вошер; 

6. дозаторы одноканальные переменного объема; 

7. дозатор 8-канальный переменного объема; 

8. тест-система для определения остеокальцина человека методом 

твердофазного иммуноферментного анализа; 

9. тест-система для определения активности костного изофермента 

щелочной фосфатазы человека методом твердофазного иммуноферментного 

анализа; 

10. тест-система для определения С-концевых телопетидов коллагена I типа 

человека методом твердофазного иммуноферментного анализа; 

11. холодильник фармацевтический. 

12. морозильная камера -80 ºС; 

13. компьютер, принтер; 

14. антисептическое мыло и кожный антисептик; 

15. одноразовые перчатки; 

16. КБСУ для медицинских отходов класса Б; 

17. вода дистиллированная; 

18. дезинфицирующее средство «Амиго». 
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Вопросы для самоконтроля 
 

1. Перечислите и охарактеризуйте основные особенности ремоделирования 

скелетных соединительных тканей при остеоартрозе крупных суставов. 

2. Какие инструментально-лабораторные методы оценки состояния 

костной ткани вам известны? 

3. Назовите основные принципы оценки минеральной плотности костной 

ткани с применением метода двухэнерегетической абсорбциометрии (DXA). 

4. Перечислите признаки рентгенологических стадий остеоартроза 

коленных суставов, исходя из классификации Kellgren Lawrence Оsteoarthritis 

Classification Criteria. 

5. Назовите основные рентгенологические критерии гонартроза по 

классификации, модифицированной Н.С. Косинской (1961). 

6. Какие биохимические маркеры метаболизма костной ткани вам 

известны? 

7. Какова диагностическая значимость изменений концентрации в 

сыворотке крови остеокальцина и активности костного изофермента щелочной 

фосфатазы? 

8. Какие метаболические процессы в костной ткани характеризует 

увеличение содержания в сыворотке крови пациентов телопетидов коллагена I 

типа? 

9. В чем заключается принцип твердофазного иммуноферментного 

анализа? 

10. Перечислите основные этапы выполнения твердофазного 

иммуноферментного анализа. 
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3. Кишкун А.А. Биохимические исследования в клинической практике 

Москва: ГЭОТАР-Медиа, 2022. – 512 с. – ISBN978-5-9704-6371-0 Текст: 
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