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Введение
Состояние белков сыворотки крови и синовиальной

жидкости является важной характеристикой при заболе-
ваниях суставов. Нарушение структуры и функций бел-
ков при артритах, несомненно, должно отразиться на
флуоресцентных свойствах данных биологических мате-
риалов, а также на их ферментативной и ингибиторной
активности.

Было установлено, что определение спектрально-флу-
оресцентных характеристик синовиальной жидкости ин-
формативно при изучении различных заболеваний сус-
тавов и может быть использовано как дополнительный
метод исследования, позволяющий с высокой точностью
диагностировать синовиты различного генеза, деформи-
рующий остеоартроз и ревматоидный артрит [9, 18, 19].
При заболеваниях суставов срабатывают такие патоге-
нетические механизмы развития синдрома эндогенной
интоксикации, как биохимический и иммунологический
– неконтролируемая активация протеолиза с угнетени-
ем его естественных ингибиторов, нарушение общего
ферментативного гомеостаза организма и иммунологи-
ческие нарушения с накоплением продуктов расщепле-
ния пластического материала [11]. Поэтому исследова-
ние протеазно-ингибиторной системы имеет большое
значение при заболеваниях суставов [16, 17, 25].

Сведения о протеолитической и ингибиторной актив-
ности в сыворотке крови и синовиальной жидкости но-
сят разноречивый характер. Одними из основных инги-
биторов протеиназ, расщепляющих элементы хрящевой
ткани являются, -2-макроглобулин (-2-МГ) и -1-анти-
протеиназный ингибитор (АПИ). Согласно одним лите-
ратурным источникам, при ревматических заболевани-
ях наблюдалось статистически достоверное повышение
уровня сывороточного АПИ в среднем на 40-60% от нор-
мального [15]. В некоторых исследованиях содержание
АПИ даже ставилось на первое место среди острофаз-
ных показателей воспаления [24]. Было также обнаруже-
но повышение содержания в сыворотке крови и -2-мак-
роглобулина [13].

Однако другими авторами [20] не было выявлено до-
стоверных различий в содержании АПИ и -2-МГ в сы-
воротке крови при реактивном (РеА) и ревматоидном
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артритах (РА) и связи уровня -2-МГ с воспалительной
активностью. Не было обнаружено существенных изме-
нений в концентрации -2-МГ и в работах [7, 8] при ис-
следовании групп больных РеА, РА и системной крас-
ной волчанкой, так же, как и в работе [10] при исследова-
нии групп больных РА, остеоартрозом и доноров.

При артритах наблюдалось увеличение концентрации
протеолитических ферментов и их ингибиторов также и
в синовиальной жидкости: при ревматоидном артрите –
в 1,5 раза по сравнению с невоспалительным выпотом
[15, 27, 28, 30].

В связи с этим задачей данного исследования было
выявление возможных изменений параметров собствен-
ной флуоресценции и протеолитической активности сы-
воротки крови и синовиальной жидкости при ревмато-
идном (РА), реактивном (РеА) и псориатическом (ПА)
артритах.

Материалы и методы
Исследование собственной флуоресценции и проте-

олитической активности сыворотки крови было прове-
дено у 50 больных: 22 – РА, 13 – ПА, 15 – РеА. Исследова-
ние синовиальной жидкости проводили у 29 человек: 11
– больных РА, 10 – РеА и 8 – ПА. Контрольную группу
(КГ) для исследования сыворотки крови составили 46
практически здоровых доноров в возрасте 30-50 лет.

Для проведения флуориметрического исследования
сыворотку крови разводили в 20 раз 0,89 % раствором
NaCl. Спектры флуоресценции регистрировали на спек-
трофлуориметре СМ-2203 (SOLAR, Беларусь) при длине
волны возбуждения 286 нм в диапазоне 300–500 нм с ис-
пользованием кварцевой кюветы размером 1,2 х 1,2 см.

Синовиальную жидкость разводили в 10 раз 0,89%-м
раствором NaCl и центрифугировали в течение 15 минут
при 1500 об/мин. Надосадочную жидкость отбирали и
обозначали как бесклеточный экстракт синовиальной
жидкости. Регистрацию спектров флуоресценции полу-
ченных образцов проводили при длине волны возбужде-
ния 350 нм в диапазоне 400-600 нм и при длине волны 286
нм в диапазоне 300-500 нм.

Определение протеолитической активности в сыво-
ротке крови и синовиальной жидкости проводили с ис-
пользованием в качестве субстратов высокостабильного
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в растворе низкомолекулярного хромогенного соедине-
ния – N--бензоил-D,L-аргинин паранитроанилид (БАП-
НА) и белкового субстрата – сывороточного альбумина
человека (САЧ). При использовании БАПНА для опреде-
ления протеолитической активности за основу брали
метод Erlander B. F. et al. [26]. Основой для определения
активности ингибиторов служил метод, предложенный
Т.А. Хватовым и В.Б. Беловой [21]. Определение протео-
литической активности в сыворотке крови (СК) и сино-
виальной жидкости (СЖ) с использованием в качестве
субстрата САЧ проводилось по схеме, приведенной в таб-
лице 1.

Для определения протеолитической активности ре-
акцию останавливали путем добавления трихлоруксус-
ной кислоты (ТХУ) в конечной концентрации 2,78%. Про-
теолитическую активность в надосадочной жидкости
определяли после охлаждения проб и их центрифугиро-
вания (1500 об/мин в течение 10 мин при 5oС) по величи-
не светопоглощения при 280 нм [4] и выражали в услов-
ных единицах (A280). Интенсивность флуоресценции (I)
выражали в относительных единицах (отн. ед.) [12].

Статистическую обработку результатов эксперимен-
тов проводили с помощью пакета прикладных программ
«Statistica 6.0» с использованием критериев Колмогоро-
ва-Смирнова, Лиллиефорса и Шапиро-Уилка, непарамет-
рических методов Краскела-Уоллиса и Манна-Уитни для
несвязанных выборок и ранговой корреляции Спирме-
на. Критическое значение уровня значимости принима-
лось с учетом поправки Бонферони [1, 6, 14].

Результаты и обсуждение
Исследование собственной флуоресценции сыворот-

ки крови больных артритами показало, что все спектры
имели одинаковую форму с максимумом эмиссии при
длине волны 333 нм, что соответствует неполярному гид-
рофобному микроокружению аминокислотных остатков
белков внутри белковой глобулы [5] и в основном опре-
деляются триптофаном и тирозином (рис. 1).

Рисунок 1 – Спектры флуоресценции сыворотки крови
некоторых больных артритами: 1 – РА, 2 – РеА,

3 – ПА и 4 – КГ, возбуждение при 286 нм

В группе больных РА показатель I333 был достоверно
выше, чем в контрольной группе и группе больных ПА –
на 18% (р=0,017) и на 31% (р=0,005), соответственно (табл.
2). В группе больных РеА интенсивность флуоресцен-
ции в максимуме эмиссии также была достоверно выше,
чем в КГ и группе больных ПА – на 36% (р=0,01) и на 51%
(р=0,003), соответственно. Увеличение интенсивности
флуоресценции сыворотки крови может быть вызвано
усилением процесса распада белков и накоплением низ-
ко- и среднемолекулярных органических веществ, посту-
пающих в кровь при данных заболеваниях. В группе боль-
ных ПА показатель был самым низким и не имел досто-
верных различий с КГ.

Спектры флуоресценции продуктов ферментативной
реакции взаимодействия САЧ и сыворотки крови боль-
ных РА и КГ имели максимум эмиссии при длине волны
334-340 нм (Iпр., 334-340), что характерно для аминокислот-
ных остатков (в основном триптофановых), находящихся
в поверхностной складке белковой глобулы в слое струк-
турированной воды [5, 22] (рис. 2).

Рисунок 2 – Спектры флуоресценции продуктов
ферментативной реакции взаимодействия САЧ и

сыворотки крови больных артритами и контрольной
группы: 1 – РА, 2 – РеА, 3 – ПА, 4 – КГ,

возбуждение при 286 нм

Исследование интенсивности флуоресценции про-
дуктов ферментативной реакции Iпр., 334-340 (табл. 2) выя-
вило достоверное повышение данного показателя в груп-
пе больных ПА по сравнению с КГ на 38% (р=0,017) и с
группами больных РА и РеА: на 47% – по сравнению с
РА (р=0,011) и на 57% – по сравнению с РеА (р=0,017).
Содержание ТХУ-растворимых продуктов (A280) при
этом достоверно понижалось только в группе больных
РеА: по сравнению с КГ – на 24% (р=0,017) и по сравне-
нию с группой больных РА – на 28% (р=0,001).

Анализ протеолитической и ингибиторной активнос-
ти сыворотки крови при исследуемых заболеваниях выя-
вил достоверное увеличение общей протеолитической
активности (ОПА) при данных заболеваниях (табл. 3). В

Таблица 1 – Схема проведения эксперимента 

Фермент 
Субстрат, конеч-

ная концентрация, 
г/л 

Дополнительные 
ингредиенты 

СК или  
бесклеточный  
экстракт СЖ 

САЧ, 5 г/л (0,5%) 
0,89% раствор NaCl, 

0,2 М Трис-HCl буфер (pH 8,0) 

0,5 мл (СЖ или СК) + 0,5 мл (САЧ) + 0,5 мл (0,2 М Трис-HCl) + 1,6 мл (0,89% р-р NaCl) 
перемешать, инкубировать 90 минут при t=37°С, измерить интенсивность 
флуоресценции продуктов ферментативной реакции (Iпр.) при длине волны 

возбуждения 286 нм в диапазоне 300-500 нм 
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Таблица 2 – Интенсивность флуоресценции сыворотки крови (I333) 
и продуктов ферментативной реакции (Iпр., 334-340) у больных артри-
тами 
 

Диагноз 
Номер 
группы 

I333  
(отн. ед.) 

Iпр., 334-340  
(отн. ед.),  
в=286 нм 

A280, 
усл. ед. 

РА 1 3,51±0,234,3 0,30±0,02 1,16±0,05 
РеА 2 4,04±0,454,3 0,28±0,04 0,83±0,051,4 
ПА 3 2,68±0,33 0,44±0,041, 2, 4 1,12±0,14 
КГ 4 2,97±0,10 0,32±0,01 1,09±0,08 

 

Примечание. Достоверность различий по сравнению: 1 –  с 1 группой, 2 –  со 2 группой;  

3 – с 3 группой; 4 – с 4 группой (р<0,01). 
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группе больных РА повышение данного показателя было
самым значительным и составило 212% (в 3,12 раза;
р=10–5), в группе больных РеА – 147% (в 2,47 раза; р=10–5)
и в группе больных ПА – 117% (в 2,17 раза; р=0,017) от
КГ. Кроме того, в группе больных РА общая протеоли-
тическая активность была на 44% выше, чем в группе
ПА (р=0,017).

В отличие от ОПА, содержание реактанта острой фазы
– АПИ при данных заболеваниях достоверно понижалось
по сравнению с КГ: на 39% – в группе больных РА
(р=10–6), на 57% – в группе больных РеА (р=10–6) и на 63%
– в группе больных ПА (р=3,2·10–5). Достоверные разли-
чия по данному показателю наблюдались также в группе
больных РеА и ПА по сравнению с группой больных РА:
понижение на 30% (р=0,003) и на 40% (р=0,012), соответ-
ственно. Поскольку АПИ обеспечивает 90% антитрипти-
ческой активности плазмы крови, то недостаточность
этого ингибитора при многих заболеваниях, согласно
литературным данным [29, 31], приводит к активации
протеолиза и согласуется с полученными в данном ис-
следовании результатами для больных артритами.

Содержание основного рестриктора протеолитичес-
ких ферментов – -2-МГ, так же, как и АПИ, достоверно
уменьшалось в исследуемых группах по сравнению с КГ:
на 65% – в группе больных РА (р=1,8·10–7), на 43% – в
группе больных РеА (р=3,4·10–5) и на 54% – в группе ПА
(р=0,004). Кроме того, достоверно больше (на 62%) дан-
ный показатель был в группе больных РеА по сравне-
нию с группой больных РА (р=0,013). Кроме того, в на-
шем исследовании содержание -2-МГ имело отрица-
тельную связь с ОПА – наблюдалась умеренная, обрат-
ная и значимая корреляция между данными показателя-
ми (r=-0,6; p=5,5·10–5).

Сопоставляя данные флуоресцентного анализа и по-
казателей протеолитической и ингибиторной активнос-
ти, можно заметить, что увеличение ОПА при артритах
сопровождалось увеличением белковой флуоресценции
сыворотки крови (I333) и может рассматриваться как от-
ветная реакция организма на патологический процесс.
Одновременное уменьшение ингибиторного потенциа-
ла сыворотки крови при артритах отражает наличие вы-
раженного дисбаланса системы «протеиназы-ингибито-
ры», что характерно для многих патологических состоя-
ний [2, 3], в том числе и для артрита.

Флуориметрическое исследование синовиальной
жидкости при артритах выявило следующие закономер-
ности. Поскольку регистрация спектров проводилась при
двух различных волнах возбуждения, то положение мак-
симума спектра флуоресценции зависело от длины вол-
ны возбуждающего света. При возбуждении светом в
ультрафиолетовой области с длиной волны 286 нм (в.=286
нм) максимум находился при 335 нм и был обусловлен в
основном белками. При возбуждении светом в видимой
области (в.=350 нм), спектр имел максимум при 438-445
нм, что, согласно литературным данным [18, 23], может

быть приписано восстановленной форме пиридиннук-
леотидов – НАД(Ф)·Н и (или) лактону пиридоксиловой
кислоты (рис. 3 (А, Б)).

Результаты исследования интенсивности флуоресцен-
ции образцов синовиальных жидкостей в максимуме
эмиссии при возбуждении в ультрафиолетовой области
(I335) представлены в таблице 4.

Достоверные различия по данному параметру меж-
ду собой имели только группы больных РА и ПА – интен-
сивность флуоресценции в максимуме спектра у боль-
ных РА была самой высокой – достоверно выше на 101
%, чем в группе больных ПА (р=0,015). При возбужде-
нии в видимой области спектра интенсивность флуорес-
ценции синовиальной жидкости (I438-445) у больных РА и
РеА была достоверно ниже, чем в группе ПА – на 32%
(р=0,015) и на 25% (р=0,018), соответственно. Корреляци-
онный анализ выявил наличие обратной, сильной и зна-
чимой корреляции между показателями I335 и I438-445 при
данных заболеваниях (r=-0,8; p=10–5).

Согласно литературным данным [18], наибольшие
различия в спектрах флуоресценции синовиальной жид-

Таблица 3 – Изменение показателей протеолитической и ингиби-
торной активности  в сыворотке крови больных артритами 
 

Показатели протеолитической активности 
Диагноз Номер 

группы ОПА,  
ммоль/(л·с) 

АПИ,  
г/л 

МГ,  
г/л 

РА 1 33,95±3,114, 3 1,48±0,114 1,06±0,134 
РеА 2 26,94±2,734 1,04±0,151,4 1,72±0,161,4 
ПА 3 23,58±4,074 0,89±0,161,4 1,40±0,404 
КГ 4 10,89±0,72 2,43±0,07 3,02±0,10 

 

Примечание. Достоверность различий по сравнению: 1 – с 1 группой; 3 – с 3 группой;  

4 – с 4 группой (р<0,01). 

Рисунок 3 (А, Б) – Спектры флуоресценции синовиальной
жидкости больных артритами: А – при возбуждении
светом с длиной волны 286 нм, 1 – РА, 2 – РеА, 3 – ПА;
Б – при возбуждении светом 350 нм, 1 – РА, 2 – РеА,

3 – ПА

Таблица 4 – Интенсивность флуоресценции синовиальной жидко-
сти (при двух длинах волн возбуждения) и продуктов фермента-
тивной реакции (Iпр., 336) больных артритами 
 

 
Диагноз 

Номер 
группы 

I335,  
отн. ед. 

в=286 нм, 

I438-445,  
отн. ед. 

в=350 нм, 

Iпр., 336 
в=286 нм 

A280, 
усл. ед. 

РА 1 2,00±0,243 0,40±0,033 2,57±0,103 0,25±0,02 
РеА 2 1,55±0,17 0,44±0,033 2,32±0,16 0,30±0,05 
ПА 3 0,96±0,19 0,59±0,06 2,12±0,15 0,26±0,01 

 

Примечание: 3 – достоверность различий по сравнению с 3 группой (р<0,02). 
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кости при заболеваниях суставов определялись, когда
флуоресценция возбуждалась светом с длиной волны 340-
370 нм. В нашем случае информативность аналогичного
показателя I438-445 (в=350 нм) также была выше, чем в
области белковой флуоресценции у показателя I335
(в=286 нм) и позволила определить достоверные отли-
чия в группах больных РА и РеА по сравнению с группой
ПА.

Флуоресценция продуктов реакции ферментативно-
го взаимодействия синовиальной жидкости и САЧ (Iпр., 336)
при артритах достоверно отличалась только между груп-
пами больных РА и ПА (рис. 4, табл. 4). Она была досто-
верно выше на 21% в группе больных РА по сравнению с
группой больных ПА (р=0,021). Изменения интенсивно-
сти флуоресценции продуктов реакции ферментативно-
го взаимодействия Iпр., 336 были аналогичны изменениям
показателя I335: наблюдалась прямая, умеренная, значи-
мая корреляция между показателями Iпр., 336 и I335 (r=0,6;
p=9·10–4) и обратная, умеренная, значимая корреляция
между Iпр., 336 и I438-445 (r=-0,5; p=0,02). Изменений в содер-
жании ТХУ-растворимых продуктов (A280) данной фер-
ментативной реакции между исследуемыми группами
не наблюдалось.

Рисунок 4 – Спектры флуоресценции продуктов реакции
ферментативного взаимодействия синовиальной

жидкости и САЧ (Iпр., 336) для больных артритами при
возбуждении светом с длиной волны 286 нм:

1 – РА, 2 – РеА, 3 – ПА

Результаты исследования протеолитической и инги-
биторной активности образцов синовиальной жидкости
представлены в таблице 5.

По уровню ОПА достоверных различий между груп-
пами не обнаружено. Однако самый высокий уровень
ОПА наблюдался в группе больных РА. Содержание АПИ
в группе больных РА было самым низким среди иссле-
дуемых групп: на 59% меньше, чем в группе больных
РеА (р=0,01) и на 70% меньше, чем в группе больных
ПА. Содержание -2-МГ в синовиальной жидкости не
изменялось при данных заболеваниях.

Анализ связей между изменениями интенсивности
флуоресценции и протеолитической и ингибиторной
активности синовиальной жидкости при артритах выя-
вил следующие корреляционные зависимости. Наблю-
далась прямая, умеренная и значимая корреляция меж-
ду показателями ОПА и I335, r=0,6 (p=0,05). Изменения в
показателе I335 были противоположны изменениям в со-
держании АПИ при данных заболеваниях r=-0,4 (p=0,04),
а характер изменений показателя I438-445 был противопо-
ложен изменениям ОПА r=-0,7 (p=0,009).

Выводы
Интенсивность флуоресценции сыворотки крови в

ультрафиолетовой области достоверно увеличивалась в
группах больных РА и РеА по сравнению с КГ, а в группе
больных ПА не отличалась от показателей контрольной
группы. Интенсивность флуоресценции продуктов фер-
ментативной реакции взаимодействия сыворотки крови
и САЧ (Iпр., 334-340) была достоверно выше в группе боль-
ных ПА по сравнению с КГ и с группами больных РА и
РеА. Общая протеолитическая активность сыворотки
крови достоверно увеличивалась во всех исследуемых
группах больных артритами по сравнению с КГ. Содер-
жание основных ингибиторов протеолитических фермен-
тов – АПИ и -2-МГ в сыворотке крови при данных забо-
леваниях достоверно понижалось по сравнению с КГ.

Интенсивность флуоресценции синовиальной жид-
кости в ультрафиолетовой области была достоверно выше
в группах больных РеА и РА по сравнению группой боль-
ных ПА и имела обратную сильную и значимую корре-
ляцию с аналогичным показателем в видимой области
при данных заболеваниях. Флуоресценция продуктов
реакции ферментативного взаимодействия синовиаль-
ной жидкости и САЧ (Iпр., 336) была достоверно выше в груп-
пе больных РА по сравнению с группой больных ПА.
Для синовиальной жидкости в группе больных РА наблю-
дался наиболее выраженный дисбаланс системы «про-
теиназы-ингибиторы»: самый высокий уровень общей
протеолитической активности и самое низкое содержа-
ние АПИ среди групп сравнения. Содержание основно-
го рестриктора протеолитических ферментов – 2-МГ
не изменялось при данных заболеваниях. Следовательно,
параметры флуоресценции сыворотки крови и синови-
альной жидкости так же, как и показатели протеолити-
ческой активности данных биологических материалов, до-
статочно информативны при ревматоидном, реактивном
и псориатическом артритах, что может быть использова-
но для диагностики этих заболеваний.
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Таблица 5 – Показатели протеолитической и ингибиторной актив-
ности синовиальной жидкости  больных артритами 
 

Показатели протеолитической активности  
Диагноз 

Номер 
группы ОПА,  

ммоль/(л·с) 
АПИ,  

г/л 
МГ,  
г/л 

РА 1 5,77±2,55 0,28±0,062 0,53±0,05 
РеА 2 5,60±1,12 0,68±0,12 0,54±0,04 
ПА 3 1,42±0,85 0,93±0,50 0,52±0,18 

 

Примечание: 2 – достоверность различий по сравнению со 2 группой, (р<0,025).  
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