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Спектроскопические методы
В основе спектроскопии лежит опреде-

ление размеров и форм атомов и молекул от-

дельных веществ на основе их физических

и оптических свойств. В ходе спектроскопии

исследователь получает некоторый спектр,

частота которого соответствует частоте коле-

баний и вращения молекул конкретного ве-

щества. Широкое применение получила инф-

ракрасная (ИК) спектроскопия или модифи-

цированная Фурье ИК-спектроскопия, в ос-

нове которой лежит более сложный молеку-

лярный анализ. Его сложность состоит в том,

что спектр включает в себя колебательные

и вращательные движения ядер, электронные

переходы. Первые два лежат в ИК-области

и представляют особый интерес в данной ме-

тодике. Следует отметить, что технически

ИК-спектроскопия – это достаточно простая,

не требующая реагентов, автоматизированная

методика, позволяющая быстро подвергать

анализу различные биологические жидкости

[1]. Кроме того, это относительно недорогой

и экологически безопасный метод. G. Hosafci

и соавт. в 2007 г. предложили использовать

ИК-спектроскопию как универсальный кли-

нический анализатор для различных видов

лабораторных исследований, усовершенство-

ванный использованием более чем 400 калиб-

ровочных образцов, не требующий реактивов,

абсолютно точный и воспроизводимый [2].

Представляет интерес исследование, в ходе

которого у пациентов с ревматоидным артри-

том, спондилоартритами и остеоартрозом

изучали с помощью ИК-спектроскопии сы-

воротку крови и синовиальную жидкость. Ре-

зультаты позволили дифференцировать эти

заболевания с точностью 96,5% вследствие

различий состава биологических жидкостей,

что характеризует высокую специфичность

метода [3]. Большое количество работ опуб-

ликовано R.A. Shaw и соавт. [4–6], которые

изучали сухие мазки синовиальной жидкости

с целью диагностики различных видов артри-

тов. Авторы разработали универсальную авто-

матизированную систему диагностики ревма-

тоидного артрита, остеоартроза и спондило-

артритов, используя калибровочные синови-

альные жидкости, полученные от пациентов

с достоверными диагнозами. Метод показал

совпадение результатов анализа с клиниче-

ским диагнозом в 105 случаях из 109 [5]. Исс-

ледование ИК-спектра кристаллических об-

разцов BCP позволило выявить основные

фрагменты минералов: (ОН-), (CO-) и (PO-)

группы [7]. Можно предположить, что ИК-

анализ образцов синовиальной жидкости

весьма полезен для дифференциальной диаг-

ностики различных видов артритов. Однако

следует отметить, что такой подход требует

тщательной статистической проверки в связи

с различными вариантами норм в популяции,

а также наличием смешанных заболеваний,

специфическую картину спектров которых

позволят установить дальнейшие исследова-

ния в этой области [8]. 

В последние десятилетие особый инте-

рес вызывает микроспектроскопия Raman –

чрезвычайно мощный инструмент исследова-

ния молекулярного состава различных ве-

ществ [9]. Метод использует конфокальные

микроспектрометры. При этом в эксперимен-

тах используется высокое пространственное

разрешение – до 0,5–1 мкм. Линии спектров,

получаемых при этом, настолько тонкие, что

даже малые сдвиги частоты четко фиксируют-

ся в спектре. Это позволяет идентифициро-

вать разнообразные химические соединения.

Стоит отметить, что это также не требующий

реагентов, неинвазивный, компактный спо-

соб анализа, имеющий ряд преимуществ пе-

ред ИК-спектроскопией [10]. Во-первых,

не требуется предварительного высушивания

образцов, поскольку жидкости не вызывают

помех. Это дает возможность одновременного

анализа жидкостной и твердой фаз. Во-вто-

рых, не разрушаются образцы тканей. В-треть-

их, метод имеет высокое разрешение – вплоть

до нескольких микрометров [11, 12]. Убеди-

тельно показано, что каждая морфологиче-

ская структура тканей обладает уникальным

микроспектром [11]. Основываясь на этом,

G. Penel и соавт. [12] провели оригинальный

эксперимент, в ходе которого в костную ткань

австралийских кроликов имплантировали

портативные микроспектроскопические дат-

чики. Записывая спектры в течение 8 мес на-

блюдения, они впервые проследили процессы

роста и регенерации in vivo. K.A. Esmonde-

White и соавт. [13] предложили микроспектро-

скопию Raman как метод оценки поврежде-

ния суставов при остеоартрозе, при этом авто-

ры отмечают возможность оценки не только

кристаллических структур, но и изменения

в структурах белков синовиальной жидкости.

Одним из недостатков комбинационной мик-
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роспектроскопии является возникновение фоновой флюо-

ресценции, которая в ряде случаев не позволяет считывать

спектры. Вместе с тем метод дает возможность дифферен-

цировать кристаллы дигидрата пирофосфата кальция

(ДПФК), моноурата натрия (МУН), основного фосфата

кальция (ОФК). 

Спектроскопические методы исследования предста-

вляют особый интерес для многих областей знаний. Акту-

альность спектроскопии для изучения микрокристалличе-

ских артритов (МА) обусловлена рядом преимуществ,

главные из которых – многофункциональность, простота

в эксплуатации, высокая точность, экологическая безопас-

ность, скорость получения результатов, относительно низ-

кая стоимость оборудования, при этом не требуется специ-

ального наукоемкого процесса подготовки образца для ис-

следования. Недостатками спектроскопических методов

являются недостаточная изученность спектров синовиаль-

ной жидкости для разных возрастных, расовых и этниче-

ских групп в норме и при патологии, необходимость спе-

циального обучения специалистов, возникновение помех

и сложности в получении результатов в загрязненных об-

разцах. Очевидно, что дальнейшее совершенствование

и развитие спектроскопической техники позволит преодо-

леть ряд проблем других методов и станет новым надеж-

ным инструментом диагностики МА [13]. 

Рентгеноструктурный анализ
Рентгеноструктурный анализ представляет собой ме-

тод изучения атомно-молекулярного строения веществ,

главным образом кристаллов, в основе которого лежит фе-

номен дифракции, возникающий при взаимодействии

рентгеновского излучения с исследуемым образцом. Ре-

зультат – уникальная для конкретного кристаллического

материала картина. Рентгеноструктурный анализ является

не разрушающим исследуемый субстрат методом и широко

используется для определения состава природных минера-

лов в геологии [14]. Исследование 12 образцов синовиаль-

ной жидкости с помощью электронной микроскопии

и рентгенофазного анализа позволило выявить кристаллы

ДПФК и ОФК в 11 случаях. Полученные результаты были

подтверждены дисперсионным рентгенологическим ана-

лизом, при этом в оставшемся образце были обнаружены

кристаллы ОФК [15]. К преимуществам метода можно от-

нести возможность анализа моно- и поликристаллических

образцов, отсутствие необходимости в реактивах и допол-

нительном оборудовании. Опираясь на эти преимущества,

Y.Z. Liu и соавт., исследовавшие роль кристаллов ДПФК

и ОФК при остеоартрозе в суставном хряще с помощью

рентгеновской дифракции, обнаружили две дополнитель-

ные формы ДПФК микрокристаллов: моно- и триклини-

ческую [16]. Рентгенологический анализ не позволяет ис-

следовать жидкие и гидратированные образцы, требует со-

блюдения строгих норм безопасности для окружающей

среды и обслуживающего персонала. Недостатком метода,

помимо этого, является отсутствие возможности анализа

структурных фаз белков, однако эта задача решается сов-

местным использованием рентгеноструктурных и биохи-

мических исследований. Возможно, решить эту проблему

поможет капиллярный электрофорез. Это относительно

новый метод аналитической химии, являющийся по своим

характеристикам автоматизированным, высокоскорост-

ным, высокоэффективным и способным заменить или со-

провождать ряд трудоемких аналитических процедур, та-

ких, например, как анализ в геле [14]. Капиллярный элек-

трофорез был использован для анализа структуры глико-

протеинов и гликозаминогликанов в синовиальной жид-

кости [17]. С помощью этого метода изучены характерные

изменения синовиальной жидкости при остеоартрозе

и ревматоидном артрите [18]. Однако метод нуждается

в дальнейшем изучении его пользы для анализа синовиаль-

ной жидкости в различных клинических ситуациях. Даль-

нейшие исследования позволят расширить возможности

и понять специфичность и воспроизводимость результа-

тов, полученных методом капиллярного электрофореза,

по сравнению с другими аналитическими методами.

Люминесценция
Впервые люминесценция была описана в XVIII в.,

она представляет собой нетепловое свечение вещества, воз-

никающее после поглощения им энергии возбуждения. Не-

которые вещества становятся самосветящимися, пока под-

вергаются освещению посторонним источником света. Это

свойство получило название флюоресценции. Флюоресци-

ровать способны как сами молекулы, входящие в состав ве-

щества, так и специально введенные флюорохромы – кра-

сители с выраженным феноменом флюоресценции, кото-

рые, накапливаясь в конгруэнтных тканях, вызывают спе-

цифическое свечение. В последние годы методом стали ак-

тивно пользоваться в аналитических целях [19]. Тем не ме-

нее собственная флюоресценция биомолекул вызывает

сложности, которые заключаются в формировании фоно-

вого свечения при использовании видимой части светового

спектра (350–700 нм), что затрудняет анализ. В попытках

усовершенствовать этот метод была предложена ближняя

ИК-флюоресценция, с помощью которой удалось избежать

возникновения фонового свечения за счет использования

длины волны 700–900 нм и достичь высокой чувствитель-

ности и разрешающей способности метода.

Бисфосфонаты, являясь аналогами эндогенных фос-

фатов, имеют высокое сродство к костной ткани за счет их

связывания с гидроксиапатитом [20]. Это свойство легло

в основу предложений некоторых авторов использовать

бисфосфонаты для изучения процессов биоминерализа-

ции. A. Zaheer и соавт. [19] считают, что люминесцентный

памидронат (памидронат-IRDye78, или Pam78), который

быстро и высокоспецифично связывается с гидроксиапа-

титом в условиях in vivo и in vitro с пиком поглощения

771 нм и максимумом энергии возбуждения 806 нм, пред-

ставляется оптимальным для использования в этих целях.

По мнению авторов, методика может быть полезна

для изучения развития скелета, деятельности остеобла-

стов, формирования метастазов и атеросклероза коронар-

ных артерий [19]. В литературе мы не нашли сообщений об

использовании этой методики для обнаружения кристал-

лов в синовиальной жидкости и тканях сустава. Вместе

с тем, учитывая успех ее применения в исследовании про-

цессов биоминерализации в других тканях, можно предпо-

ложить высокую ценность ближней ИК-флюоресценции

в диагностике МА.

Заключение
Завершая обзор, надо отметить, что, безусловно, наи-

более изученными и распространенными в диагностике

МА являются методы визуализации. Так, поляризацион-

ная микроскопия с использованием компенсатора предла-

гается в качестве стандарта исследования синовиальной
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жидкости на предмет содержания кристаллов. Вместе

с тем, по изложенным выше причинам, метод не вполне

отвечает современным требованиям к качеству и воспро-

изводимости, предъявляемым к диагностическим мето-

дам, несмотря на дешевизну и простоту. Достаточно де-

тально изучены методы окраски гистологических образцов

и синовиальной жидкости для идентификации кристалли-

ческих структур. Однако малый опыт применения и высо-

кие требования к соблюдению условий анализа не позво-

ляют считать это метод рутинным в диагностике МА. 

Высокотехнологичные методы микроскопии, такие

как микроскопия Raman, сканирующая электронная мик-

роскопия, трансмиссионная микроскопия, представляют

огромный потенциал для решения диагностических задач

в данной области. Несмотря на высокую стоимость обору-

дования, электронная микроскопия обеспечивает точ-

ность, скорость получения результатов в сочетании с боль-

шой разрешающей способностью.

Особый интерес представляют методы рентгеностру-

ктурного анализа, которые достаточно изучены, широко

применяются в геологии для изучения природных кристал-

лов и пород. Учитывая большой опыт применения, высо-

кую разрешающую способность и относительно простую

технику выполнения анализа, можно отнести данный ме-

тод к перспективным. Однако требуются разработка мето-

дик оценки гистологических образцов, унификация и стан-

дартизация технологии как диагностического метода.

На наш взгляд, весьма перспективными являются

спектроскопические методы. Особенно подкупают отно-

сительно низкая стоимость, универсальность, возмож-

ность применения в разных видах лабораторной диагно-

стики, высокое качество и безопасность. Это определяет

высокую конкурентоспособность спектроскопических ме-

тодов и инновационность с точки зрения диагностической

и экономической составляющих технологии.

Авторы не возражают против применения поляриза-

ционной микроскопии в качестве стандартного рутинного

метода диагностики МА, поскольку хорошо понимают, что

и эта простая методика доступна далеко не всем специали-

зированным центрам по разным причинам. Вместе с тем

без анализа настоящего нет движения к будущему, и напра-

вления должны быть определены уже сегодня.
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