
87

История изучения микрокристалличе-

ских артропатий (МА) берет свое начало

в 80-х годах XIX в., когда развернулась дис-

куссия о целесообразности использования

термина «uric acid diathesis» (мочекислый

диатез). Во время дискуссии был выдвинут

основополагающий тезис о том, что кри-

сталлы мочевой кислоты являются уникаль-

ной причиной развития подагры. Особый

интерес медицинской общественности вы-

звала статья I.B. Yeo, опубликованная

в 1888 г., в которой автор впервые система-

тически излагает накопленные факты мета-

болизма и патологической роли мочевой ки-

слоты [1]. В 1903 г. E.H. Bennet делится ре-

зультатами аутопсии пожилого мужчины,

в суставном хряще которого были обнаруже-

ны ромбовидные кристаллы немочекислой

природы [2]. Это было первое описание пи-

рофосфатной артропатии. 

В настоящее время группа МА включа-

ет в себя артриты, ассоциированные не

только с мочекислым натрием, пирофосфа-

том кальция, но и с гидроксиапатитом алю-

миния, кристаллами основного фосфата

кальция. Очевидно, что эта категория пато-

логии суставов будет постоянно расширять-

ся за счет идентификации новых кристал-

лов-участников, и связано это, прежде все-

го, с научно-техническим прогрессом в об-

ласти технологий анализа кристаллических

структур. В условиях особой актуальности

инновационных подходов к ранней (воз-

можно, доклинической) диагностике осо-

бенно важно иметь отчетливое представле-

ние о существующих методах и возможно-

сти их использования в клинической прак-

тике. Последние рекомендации Европей-

ской антиревматической лиги (EULAR) по

терминологии и ведению больных с пиро-

фосфатной артропатией [3, 4] предполагают

использование в качестве основного диаг-

ностического стандарта поляризационной

микроскопии синовиальной жидкости.

Вместе с тем появился целый ряд точных

и информативных методов обнаружения

кристаллов в синовиальной жидкости и тка-

нях сустава, превосходящих по своим воз-

можностям поляризационную микроско-

пию, ультразвуковое исследование и стан-

дартную рентгенографию.

В данной статье сделана попытка крити-

ческого анализа современных методов иден-

тификации кристаллов в хряще, синовиаль-

ной жидкости и периартикулярных тканях.

Методы визуализации .  
Световая микроскопия
Поляризационная микроскопия с ис-

пользованием компенсатора (ПМК), вари-

ант простой световой микроскопии, впервые

была применена для обнаружения в синови-

альной жидкости кристаллов мочевой кисло-

ты (моноурата натрия – МУН) и дигидрата

пирофосфата кальция (ДПФК) в начале 60-х

годов прошлого века [4–7]. Она быстро стала

«золотым стандартом», рекомендуемым ав-

торами учебников для рутинной диагности-

ки МА [2, 3, 6, 8–10]. Суть метода состоит

в обнаружении веществ, обладающих свой-

ством оптической анизотропии (от греч.

anisos – неравный и tropos – направление).

Пучок света, проходя через кристалл, разде-

ляется на два пучка с взаимно перпендику-

лярными плоскостями поляризации, свет

вдоль которых распространяется в различ-

ных направлениях и с разными скоростями.

Оптически изотропный объект не виден

в поляризационном микроскопе. Видимой

будет только структура, которая обладает

способностью изменять направление поля-

ризации проходящего через нее света. Такой

способностью обладают двулучепреломляю-

щие кристаллы, например ДПФК. 

До сегодняшнего дня этот метод являет-

ся самым популярным в ревматологической

практике для анализа синовиальной жидко-

сти на предмет наличия в ней кристаллов. По-

ляризационная микроскопия с разрешением

1 мкм способна идентифицировать кристал-

лы МУН, ДПФК и оксалата кальция (ОК),

но не основного фосфата кальция (ОФК) вви-

ду мелких размеров этих частиц, за исключе-

нием тех случаев, когда они образуют конгло-

мераты.

Преимущества ПМК заключаются в до-

ступности, относительной простоте выполне-

ния анализа, быстроте получения результата,

дешевизне метода. Однако многие авторы

считают этот метод недостаточно чувстви-

тельным и конкретным, чтобы квалифициро-

вать его как стандарт для постановки диагно-

за [11–15]. Это связано, во-первых, с тем, что

разные кристаллы обладают различной степе-

нью оптической анизотропии. Например,

кристаллы МУН имеют сильное лучепрелом-

ление и легко идентифицируются, в то время

как ДПФК обладают слабым лучепреломляю-

щим эффектом, что затрудняет их определе-

ние [16]. Так, J. Ivorra и соавт. показали в сво-

ем исследовании, что только пятая часть кри-
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сталлов ДПФК проявляет феномен оптической анизотро-

пии и может быть обнаружена методом ПМК [17]. Во-вто-

рых, доступное разрешение микроскопии 1 мкм не позво-

ляет визуализировать мелкие кристаллы МУН и ДПФК,

тем более мелкие кристаллы гидроксиапатита, которые ча-

сто воспринимаются как детрит, что снижает чувствитель-

ность метода [18, 19]. В-третьих, как было показано в сле-

пых исследованиях, даже при остром артрите кристаллы

МУН и ДПФК не были замечены опытными исследовате-

лями, что иллюстрирует существенную субъективную ком-

поненту ПМК [16, 19].

Большой опыт применения ПМК показывает вы-

сокую ценность этого метода с точки зрения экспресс-

диагностики МА. Однако оптические свойства кристал-

лов, низкая разрешающая способность поляризацион-

ного микроскопа и недостаточная воспроизводимость

заставляют исследователей искать новые, более эффек-

тивные методы обнаружения кристаллов в синовиаль-

ной жидкости.

Методы окрашивания
Окрашивание образцов синовиальной жидкости

различными красителями применяется для более эффек-

тивного обнаружения кристаллов и их агрегатов, в том

числе тех, которые не видны при поляризационной мик-

роскопии [16]. Одним из таких методов является окраши-

вание образцов синовиальной жидкости ализариновым

красным, который рекомендуется в качестве ценного до-

полнительного способа идентификации микрокристал-

лов ДПФК и ОФК с помощью ПМК [20–22]. Ализарин

является классическим протравным красителем. Он со-

держится в виде генциобиозида руберитриновой кислоты

в корнях краппа (Rubia tinctorum). Суть окрашивания со-

стоит в том, что ализарин вступает в реакцию с некоторы-

ми ионами, в частности Al+3, которые являются постоян-

ными составляющими различных соединений кальция.

Это, в сущности, качественная реакция на катионы. Так

F. Eggelmeijer и соавт., используя ализариновый красный,

обнаружили кальцийсодержащие кристаллы в 65% образ-

цов синовиальной жидкости, полученных от пациентов

с синовитом [21, 23]. В дальнейшем электронная микро-

скопия подтвердила наличие кристаллов гидроксиапати-

та и ДПФК в 92% образцов c положительной окраской

ализариновым красным. 

Ценность окрашивания ализариновым красным свя-

зана в первую очередь с тем, что на результат не влияют оп-

тические свойства кристаллов [23]. Многочисленные ис-

следования эффективности и воспроизводимости этого

метода позволили определить его пороговую чувствитель-

ность для кристаллов ДПФК и ОФК: 0,5 и 0,1 мкм/мл-1 со-

ответственно. При этом частота обнаружения кристаллов

составила 100% при пирофосфатной артропатии, 54% при

остеоартрозе и 39% у пациентов с ревматоидным артритом

[20, 24]. K. Shoji утверждает, что окрашивание синовиаль-

ной жидкости ализариновым красным превосходит по ди-

агностической ценности рентгеновскую дифракцию,

при которой пороговая чувствительность обнаружения

кристаллов ДПФК составляет 0,9–1,0 мкм/мл-1 [24]. Им

также показана эффективность предварительного центри-

фугирования суставной жидкости для повышения чувстви-

тельности исследования. Вместе с тем существует ряд фак-

торов, которые напрямую или косвенно влияют на качест-

во результата анализа. Во-первых, метод требует сохране-

ния оптимальной рН синовиальной жидкости, в пределах

4,0–6,0 для гидроксиапатита и 4,0–5,5 для ДПФК, что не

всегда возможно. Во-вторых, необходимо строгое соблю-

дение 2% концентрации раствора ализаринового красного,

используемого для окрашивания образца [24]. В-третьих,

окрашивание ализариновым красным неспецифично для

различных соединений кальция, что делает его непригод-

ным для идентификации нескольких разновидностей кри-

сталлов в одном образце [25]. В-четвертых, фагоцитиро-

ванные кристаллы вызывают ряд трудностей в их иденти-

фикации. 

Таким образом, проблема стандартизации и унифи-

кации метода еще не решена, что не позволяет рекомендо-

вать его использование в рутинной практике обнаружения

кристаллов в жидких и твердых средах суставов.

Продемонстрирована эффективность окраски об-

разцов синовиальной жидкости по Граму [26]. Этот метод

давно зарекомендовал себя в микробиологии и оказался

ценным для обнаружения кристаллов МУН и ДПФК.

При этом используются два анилиновых красителя, ген-

циановый или метиловый фиолетовый – с последующей

фиксацией раствором йода. До сих пор не расшифрована

природа фиксации красителя кристаллами. Судя по все-

му, это происходит благодаря тем же механизмам, с помо-

щью которых стенки бактерий поглощают краситель. Од-

ними из первых ромбовидные грамположительные кри-

сталлы в синовиальной жидкости описали A.P. Wheeler

и B.S. Graham [26]. Исследуя синовиальную жидкость па-

циента с острым септическим артритом голеностопного

сустава, кроме повышенного содержания глюкозы и лей-

коцитов, авторы при окрашивании по методу Грама обна-

ружили ромбовидные кристаллы, которые при ПМК бы-

ли идентифицированы как ДПФК. Интересно, что кри-

сталлы обнаруживались даже после 2 лет хранения образ-

ца [27]. 

К сожалению, метод окрашивания образцов синови-

альной жидкости по Граму крайне плохо изучен с точки

зрения воспроизводимости и специфичности, что не поз-

воляет рекомендовать его как рутинный для идентифика-

ции кристаллов [27]. Вероятно, дальнейшие исследования

в этой области позволят расширить возможности примене-

ния окраски по Граму.

В целях обнаружения кристаллов при ДПФК у гисто-

логов были заимствованы окраска Diff-Quik и более специ-

фический метод окрашивания по von Kossa. Последний

был впервые описан в 1901 г. von Kossa, впоследствии мо-

дифицирован G. Clark и другими авторами [28]. В основе

метода лежит реакция преципитации ионов серебра с фос-

фатом в кислой среде с последующим фотохимическим

распадом. Реакция используется для обнаружения отложе-

ний фосфатов кальция в тканях [29, 30] и характеризует

минерализацию костной ткани [31], а также применяется

для изучения минералообразования в паренхиме почек

[32]. Важное преимущество окрашивания по von Kossa –

возможность количественной оценки. Недостатком же ме-

тода считается отсутствие возможности качественной

оценки микрокристаллических структур, в том числе фос-

фатов кальция. Дело в том, что наличие смеси двух солей

не дает возможности дифференцировать их методом von

Kossa. В связи с этим F. Bonewald и соавт. рекомендовали

использовать рентгеновскую дифракцию и инфракрасную

микроскопию Фурье для определения качественного со-

става солей фосфата кальция [33].
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Окрашивание по Diff-Quik является разновидностью

метода Романовского, в основе которого лежит примене-

ние смеси красителей (азура, эозина и метиленового сине-

го) [34]. Отличия от окраски по Романовскому сводятся

к разной степени интенсивности окислительных реакций.

Изначально метод разрабатывался для окрашивания тон-

ких срезов тканей и мазков жидкостей, например крови

или вагинального секрета, с целью идентификации бакте-

рий, клеточных элементов и тканей различных видов. Воз-

никла идея использования этого метода для идентифика-

ции кристаллов в синовиальной жидкости. Так, показана

высокая специфичность окраски Diff-Quik для кристаллов

МУН, вместе с тем ДПФК в ряде экспериментов либо не

обнаруживался, либо исследователи получали ложнополо-

жительные результаты [35]. При этом кристаллы определя-

лись при хранении синовиальной жидкости до 12 мес, что

является существенным преимуществом этого метода.

В целом, микроскопия синовиальной жидкости

с применением окрашивания является ценным диагности-

ческим методом. Это, в первую очередь, обусловлено отно-

сительно низкой стоимостью оборудования и реактивов.

Во-вторых, окрашивание дает возможность идентифици-

ровать кристаллы и агрегаты, которые часто не видны при

ПМК. В-третьих, есть возможность избежать влияния оп-

тических свойств кристаллов на результат исследования.

Вместе с тем нет единого универсального способа окраски,

позволяющего обнаружить все возможные типы кристал-

лов. Тот или иной метод является наиболее специфичным

для определенного типа микрокристаллических структур,

обнаруживаемых в средах сустава. Другим недостатком яв-

ляется необходимость специальной подготовки лаборан-

тов для работы с синовиальной жидкостью, при этом на

качество исследования и результаты напрямую влияет

опыт и квалификация специалиста. До настоящего време-

ни не предложен метод окраски, позволяющий с высокой

точностью идентифицировать внутриклеточные кристал-

лы. Ряд методов требуют дополнительных уточняющих ис-

следований, что усложняет процесс диагностики МА. 

Микроскопия Raman
Индийский физик Венката Раман в 1930 г. был удо-

стоен Нобелевской премии за работы по рассеянию света

и за открытие эффекта, названного в его честь. Методика,

получившая название микроскопии вынужденного рама-

новского рассеяния (ВРР), позволяет проводить количест-

венную оценку частиц, присутствующих в изучаемых об-

разцах ткани. Этот вид многомерной микроскопии позво-

ляет идентифицировать в режиме реального времени одно-

временно видимую и невидимую составные части изучае-

мого материала от нескольких нанометров до миллиметров

и опробован впервые на наноматериалах [36]. ВРР-микро-

скопия использует два лазерных луча высокой интенсив-

ности, сканирующих образец. Такой подход позволяет по-

лучать 3D-изображение объектов очень быстро, при этом

нет необходимости введения дополнительных меток. Оба

лазерных луча сходятся на анализируемом образце и могут

быть легко подстроены по частоте. 

В медицинской исследовательской практике этот ме-

тод стал использоваться относительно недавно. Так,

C.W. Freudiger и соавт. [55] продемонстрировали пользу

метода в изучении распределения омега-полиненасыщен-

ных жирных кислот и насыщенных жиров в живых клет-

ках, при исследовании тканей головного мозга, а также

в мониторинге доставки лекарственных веществ через эпи-

дермис. Изучение синовиальной жидкости больных остео-

артрозом и посттравматическим синовитом с оценкой

плотности, интегрального распределения, формы и разме-

ров частиц методом ВРР-микроскопии не показало суще-

ственных различий при этих состояниях [38]. Тем не менее

достоверные различия были получены при сравнении

с контрольной группой, что авторы связали с наличием

и степенью выраженности дегенеративных изменений

в суставах.

ВРР-микроскопия – уникальный по своим качест-

вам и возможностям метод визуализации, обладающий та-

кими преимуществами, как высокая разрешающая способ-

ность, возможность получения объемного изображения,

изучения молекулярной структуры веществ и количествен-

ной оценки образцов тканей. Вместе с тем отсутствие дос-

таточного опыта в применении этого метода для анализа

биологических сред и тканей, в том числе синовиальной

жидкости, не позволяет судить о специфичности метода

в диагностике МА. Необходимо дальнейшее интенсивное

изучение возможностей микроскопии Raman в этой обла-

сти, что позволит расширить знания и опыт применения

этого метода в ревматологической практике.

Электронная микроскопия
Много работ посвящено морфологической оценке

биоптатов хряща с помощью сканирующей электронной

микроскопии (СЭМ) [39, 40]. Суть этого вида микроанали-

за заключается в фокусировании пучка электронов на по-

верхности образца, что приводит к вторичной эмиссии

электронов с поверхности изучаемого объекта. Достоинст-

вами метода являются относительная простота подготовки

образцов, высокая резкость изображения и большое увели-

чение. Это делает СЭМ одним из простых и эффективных

способов визуализации [19]. СЭМ в сочетании с другими

методами часто используется исследователями для обнару-

жения и описания депозитов кристаллов в хряще и сино-

виальной жидкости [41–43]. В 1983 г. T. Cunningham и со-

авт. [44] разработали ряд методов подготовки образцов си-

новиальной жидкости и хряща для СЭМ, что еще более 

упростило и ускорило исследование, на которое ранее ухо-

дило до 48 ч. В частности, было предложено использование

100% гидразина для идентификации кристаллов гидрокси-

апатита в синовиальной жидкости. При этом порог чувст-

вительности метода составляет 5 мкг/см-1. 

К преимуществам СЭМ можно отнести: высокие раз-

решающую способность и порог чувствительности, воз-

можность обнаружения мелких кристаллов и их агрегатов,

которые не видны при ПМК, быстроту и относительную

простоту подготовки образцов для исследования. Вместе

с тем методу присущи существенные недостатки: необхо-

димость специального обучения сотрудников лаборатории

и высокая стоимость оборудования.

Использование электронной микроскопии совмест-

но с электронно-зондовым исследованием позволило об-

наружить различные кристаллы фосфата кальция, которые

из-за чрезвычайно малых размеров не были видны при све-

товой микроскопии [45]. В основе этого метода исследова-

ния лежит анализ твердых образцов с помощью пучка

электронов (зонда), источником которых является элек-

тронная пушка с термоэлектронной эмиссией и ускорени-

ем в электрическом поле. Используя этот метод, S.Y. Ali

классифицировал три типа кристаллов апатита: 1-й тип –

О б з о р ы

Науч-практич ревматол 2012; 52(3): 87—91



90

округлые формы, 2-й тип – кубовидные, 3-й тип – иголь-

чатые [46]. Эти результаты позволили автору предполо-

жить, что различная морфология кристаллов ассоциирует-

ся с различными клиническими паттернами. Вместе с тем

при кристаллографическом анализе с использованием

электронного зонда не удалось выявить существенных раз-

личий молярных соотношений Са:Р в кристаллах фосфата

кальция разных морфологических типов [47, 48]. Возмож-

ность определить соотношение Ca:P имеет важное значе-

ние в определении химической природы кристаллов [49].

Так, было показано, что соотношение Ca:P, равное 1:1, со-

ответствует кристаллам ДПФК, а 1,4:1 – характерно для

гидроксиапатита [45, 48]. 

Таким образом, метод может быть использован для

изучения топографии кристаллической структуры твер-

дых тел, локального анализа, уточнения физико-химиче-

ской характеристики и кристаллографической оценки

гидроксиапатит-коллагеновых ассоциаций, а также выяв-

ления микрокристаллов, не определяемых методом стан-

дартной электронной микроскопии [50]. К недостаткам

электронно-зондового исследования можно отнести

чрезвычайно высокую стоимость оборудования, возмож-

ность анализа только твердых образцов. Немаловажны

высокие требования к обеспечению безопасности окру-

жающей среды и санитарно-эпидемиологического благо-

получия персонала.

Другой вид микроскопии – трансмиссионная мик-

роскопия, которая реализуется с помощью трансмиссион-

ных (просвечивающих) электронных микроскопов, в ко-

торых тонкопленочный объект просвечивается пучком ус-

коренных электронов с энергией 50–200 кэВ. Электроны,

отклоненные атомами объекта на малые углы и прошед-

шие сквозь него с небольшими энергетическими потеря-

ми, попадают в систему магнитных линз, которые форми-

руют на люминесцентном экране (и на фотопленке) свет-

лопольное изображение внутренней структуры. Транс-

миссионная электронная микроскопия также может быть

полезна в диагностике МА. С ее помощью становится до-

ступным изучение соотношения кристалл–клетка и более

мелких форм кристаллов, чего не позволяет световая мик-

роскопия. Метод дает возможность визуализировать раз-

личные артефакты, например кремнийсодержащие части-

цы из стекла [51], которые могут вводить в заблуждение

исследователя при ПМК. Гидроксиапатит алюминия мо-

жет быть обнаружен на основании выявления кристаллов

размером 75–250 А в диаметре и подтвержден электронно-

зондовым анализом, при этом коэффициент Ca:P должен

быть равен 1,6:1 [52]. Электронная микроскопия высокого

разрешения была использована для описания морфологии

отдельных мелких кристаллов [53]. При этом исследовате-

ли подчеркивают преимущества метода перед СЭМ

и рентгеновской дифракцией при исследовании мелких

частиц и смеси различных кристаллов фосфатов кальция.

Кроме того, этим методом было выявлено присутствие

кристаллов основного фосфата кальция, ранее не обнару-

живаемых при световой микроскопии. Так, P. Nero и со-

авт. [54] при анализе 23 образцов синовиальной жидкости

с помощью ПМК обнаружили различные виды кристал-

лов только в 11 образцах, вместе с тем трансмиссионная

электронная микроскопия позволила идентифицировать

микрокристаллы в оставшихся 12 образцах, что, несом-

ненно, демонстрирует ее преимущества. Другим значи-

тельным преимуществом является возможность получе-

ния дифракционных картин (электронограмм), позволя-

ющих судить о кристаллической структуре объектов и точ-

но измерять параметры кристаллических решеток. Суще-

ственным недостатком метода является необходимость

изготовления ультратонких срезов образцов тканей, что

повышает и без того высокие стоимость метода и трудоза-

траты.

Таким образом, электронная микроскопия заняла

существенные позиции в исследовательской практике

многих областей знаний. Все больший интерес исследо-

вателей привлекает этот метод с точки зрения диагности-

ки МА. Это обусловлено, во-первых, высокой точностью

по сравнению со световой микроскопией. Во-вторых, ме-

тоды электронной микроскопии дают возможность не

только количественного, но и качественного анализа об-

разцов тканей и синовиальной жидкости. Кроме того,

обеспечиваются высокая скорость получения результа-

тов, разрешающая способность в отношении мелких

и сверхмелких форм кристаллов, которые невозможно

идентифицировать при ПМК. Не менее важной является

объективность в идентификации кристаллов за счет мате-

матического моделирования и отсутствия влияния мне-

ния эксперта, что является главным недостатком свето-

вых методов микроскопии. Электронная микроскопия

позволяет анализировать кристаллическую решетку ве-

щества, что является основным способом идентифика-

ции его структуры. Несмотря на это высокая стоимость

оборудования, расходных материалов и обучения специа-

листов, строгое и точное соблюдение условий экспери-

мента, высокие требования к безопасности затрудняют

применение этого метода в широкой клинической прак-

тике. Вместе с тем электронная микроскопия имеет пер-

спективные направления, которые также могут быть по-

лезны в диагностике МА: сканирующая зондовая микро-

скопия, атомно-силовая микроскопия, химическая сило-

вая микроскопия [55]. Сегодня нет достаточного количе-

ства данных, позволяющих судить о недостатках и досто-

инствах этих новых и, возможно, чрезвычайно перспек-

тивных методов исследования.
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