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Резюме. В настоящее время в иммунопатогенезе различных заболеваний суставов большая роль 
отводится  хемокинам.  При  обследовании  больных  с  патологией  суставов  (ревматоидный  артрит, 
остеоартроз, псориатический артрит и др.), помимо периферической крови, основным биоматериа-
лом является синовиальная жидкость. В то же время не меньший интерес представляет исследование 
синовиальной оболочки (СО), в которой развиваются основные патологические процессы, и, соот-
ветственно, анализ хемокинов и их рецепторов в СО может предоставить более полную информацию 
об иммунопатогенезе заболеваний суставов различной этиологии. В данной работе была проведена 
оптимизация  методики  количественного  определения  экспрессии  мРНК  ангиогенных  и  ангиоста-
тических хемокинов и их рецепторов в СО с помощью ПЦР в реальном времени с обратной транс-
крипцией. Подробно описаны все этапы проведения исследования, начиная от взятия биоматериала, 
заканчивая анализом результатов ПЦР. Приведены границы нормальных значений изучаемых пока-
зателей по результатам обследования лиц с травмой суставов в анамнезе и с отсутствием на момент 
обследования каких-либо признаков внутри- и внесуставного воспаления. Показано, что данный ме-
тод может быть информативен для сравнения внутрисуставной экспрессии хемокинов и рецепторов 
между группами и может использоваться для изучения роли хемокинов в развитии соответствующих 
иммунопатологических процессов.
Ключевые слова: хемокины, ПЦР в реальном времени, флуоресцентные зонды, экспрессия, синовиальная оболочка
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Abstract. Chemokines are generally believed to play an important role in immunopathogenesis of different 
joint diseases. Synovial fluid is the primary bio-material, along with peripheral blood, for evaluation of patients 
with joint pathology (rheumatoid arthritis, osteoarthritis, psoriatic arthritis, etc). However, analysis of synovial 
membranes is also of importance, since the main pathologic processes evolve at this site. Analysis of chemokines 
and their receptors in synovium may provide more complete information about immunopathogenesis of articular 
disease of different etiologies. We carried out optimization procedures for real-time reverse-transcription PCR 
analysis, in order to quantify specific mRNA expression of angiogenic and angiostatic chemokines and their 
receptors  in synovium. All  the stages,  from sampling the biological material and until analysis of results are 
described in details. Normal ranges for mRNA expression rates are provided, as based on examination of subjects 
with previous traumatic joint injury, without any clinical signs of current systemic or local inflammation. We 
demonstrate that this method can be informative for comparing intra-articular expression of chemokines and 
their receptors between different clinical groups. It can also be used to investigate the role of chemokines in 
appropriate immunopathological events. (Med. Immunol., 2013, vol. 15, N 6, pp 525-534)
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Введение
Воспалительный процесс является неотъемле-

мой  частью  развития  множества  заболеваний  – 
инфекционных,  онкологических,  аллергических 
и аутоиммунных. В его формировании принима-
ет участие огромное количество медиаторов, сре-
ди  которых  особое  место  занимают  хемокины, 
или  хемотаксические  цитокины.  Они  представ-
ляют собой подсемейство небольших белков, на-
званных так за их главную функцию – хемотакси-
ческую  миграцию  лейкоцитов,  эндотелиоцитов, 
клеток  эпителия.  Хемокины  играют  ключевую 
роль  как  в  нормальных,  так  и  в  патологических 
процессах  в  организме:  иммунных  и  воспали-
тельных реакциях и вирусных инфекциях, ангио-
генезе, клеточной дифференцировке, продукции 
коллагена,  пролиферации  гематопоэтических 
предшественников,  опухолевом  росте  и  мета-
стазировании,  онтогенезе  центральной  нервной 
системы [6, 25]. В зависимости от расположения 
консервативных цистеинов в белковой молекуле 
хемокины подразделяются на 4 класса: CXC, CC, 
CX3C и С. Рецепторы для хемокинов представля-
ют собой белки с 7 трансмембранными доменами, 
сопряженные  с  G  белком  [16,  30].  Среди  хемо-
кинов  выделяют  провоспалительные,  например 
CXCL8/IL-8,  CCL11/эотаксин,  CCL2/MCP-1, 
CXCL10/IP-10,  CCL4/MIP-1b,  CCL5/RANTES, 
и  гомеостатические,  такие  как  CCL19/MIP-3β, 
CCL21/SLC,  CXCL13/BCA-1,  CXCL12/SDF-1, 
XCL1/лимфотактин-α,  XCL2/лимфотактин-β. 
По участию хемокинов в ангиогенезе существует 
деление  хемокинов  на  ангиогенные  и  ангиоста-
тические.  Ангиогенными  свойствами  обладают 
ELR-положительные  CXC-хемокины,  содержа-
щие  аминокислотную  последовательность  Глу-
Лей-Арг  CXCL8/IL-8,  CXCL1/Gro-α,  CXCL2/
Gro-β,  CXCL3/Gro-γ,  CXCL5/ENA78,  CXCL7/
NAP-2,  CXCL6/GCP- 2,  а  также  некоторые  хе-
мокины  из  других  подклассов  –  CCL2/MCP-1, 
CX3CL1/фракталкин,  CXCL12/SDF-1  и  пр.  [23, 
24].  К  ангиостатическим  относятся  все  ELR-
отрицательные  CXC-хемокины:  CXCL4/PF4, 
CXCL10/IP-10,  CXCL9/MIG,  CXCL13/BCA-1, 
CXCL11/I-TAC, а также CCL21/SLC [3, 15, 28]. 

В  настоящее  время  в  иммунопатогенезе  раз-
личных заболеваний суставов (ревматоидный ар-
трит, остеоартроз, псориатический артрит и др.) 
большая роль отводится хемокинам [1, 5, 8, 12, 13, 
14].  Несмотря  на  большое  количество  публика-
ций по данной теме, подавляющее большинство 
работ проводится либо на культурах клеток, либо 
на экспериментальных моделях индуцированно-
го артрита [2, 19]. В клинико-иммунологических 
исследованиях  основным  биоматериалом  явля-
ются  периферическая  кровь  или  синовиальная 
жидкость [11], что, несомненно, объясняется от-

носительной  доступностью  этого  биоматериала 
для  анализа.  При  воспалительных  заболеваниях 
суставов важнейшим патологическим процессом 
является  гипертрофия  синовиальной  оболочки 
(CO)  и  ее  инфильтрация  клетками  воспаления 
[7] и сопровождающие их процессы ангиогенеза, 
в связи с чем наибольший интерес представляет 
изучение  роли  хемокинов,  регулирующих  анги-
огенез  в  СО.  Исследования  с  использованием 
СО немногочисленны и в основном представле-
ны работами зарубежных авторов [21, 26, 29]. 

Для анализа хемокинов и их рецепторов в тка-
нях, жидкостях и клеточных культурах применя-
ются разнообразные методы. Одним из способов 
измерения экспрессии целевых молекул является 
определение уровня их мРНК методом ПЦР в ре-
альном  времени.  Преимуществом  этого  метода 
является количественная оценка образующегося 
ПЦР-продукта, детекция ПЦР-продукта в режи-
ме  реального  времени  во  время  амплификации, 
высокая  воспроизводимость  и  чувствительность 
[9].  Эти  особенности  говорят  в  пользу  данного 
метода для оценки продукции хемокинов, т.к. ча-
сто в ткани они экспрессируются в очень малых 
количествах, или исследователь ограничен в объ-
еме  биоматериала,  при  этом  требуется  оценка 
большого спектра молекул. Также снижается вре-
мя и трудоемкость анализа [18].

Еще одной проблемой при исследовании об-
разцов  СО  является  определение  нормального, 
или  контрольного,  уровня  мРНК  хемокинов. 
Поскольку по этическим соображениям не пред-
ставляется возможным получить образцы СО от 
практически  здоровых  лиц,  для  определения 
нормальных  значений,  возможно  исследовать 
образцы,  полученные  при  артроскопии  и  пла-
новых  оперативных  вмешательствах  на  суставах 
от  пациентов  с  травмами  в  анамнезе.  В  случае 
отсутствия признаков системного или внутрису-
ставного  воспалительного  процесса,  гипертро-
фии синовиума, полученная СО может считаться 
условно «нормальной». 

Таким образом, целью данной работы явилась 
оптимизация методики количественного опреде-
ления  экспрессии  мРНК  ангиогенных  и  ангио-
статических  хемокинов  и  их  рецепторов  в  СО 
с помощью ПЦР в реальном времени с обратной 
транскрипцией  и  определение  границ  нормаль-
ных значений изучаемых показателей.

Материалы и методы
Группы обследованных и взятие биоматериала
В работе был использован материал, получен-

ный от 21 пациента с травмами суставов в анам-
незе.  Биоптаты  СО  отбирались  при  плановом 
оперативном  вмешательстве  (ревизионная  ар-
троскопия,  диагностическая  артроскопия,  эн-
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допротезирование).  На  проведение  данного  ис-
следования  было  получено  согласие  Этического 
комитета  ФБУН  «Санкт-Петербургский  НИИ 
эпидемиологии  и  микробиологии  имени  Па-
стера».  При  отсутствии  признаков  воспаления 
на  момент  взятия  биоматериала  по  лаборатор-
ным  показателям  (нормальные  значения  СОЭ, 
ЦРБ,  количества  лейкоцитов  в  анализе  крови), 
а также при отсутствии синовита артроскопиче-
ски,  пациенты  определялись  в  основную  груп-
пу  исследования  (без  воспаления,  или  «норма»; 
n  =  15).  При  наличии  признаков  воспаления 
(повышенное  значение  как  минимум  одного 
из  вышеуказанных  лабораторных  показателей) 
и/или наличии признаков синовита СО опреде-
лялись во вторую группу (с признаками воспале-
ния;  n  =  6).  Общая  характеристика  обследован-
ных  групп  представлена  в  таблице  1.  В  течение 
нескольких минут после взятия материала образ-
цы СО замораживались в жидком азоте для пре-
дотвращения деградации РНК и хранились в нем 
до этапа выделения РНК.

Выделение РНК и оценка качества ее выделения
Для  выделения  РНК  образцы  СО  обрабаты-

вали  на  автоматическом  гомогенизаторе  Tissue 
Lyser  ST  (Qiagen,  Германия)  в  растворе  охлаж-
денного тризола в течение 3-4 минут на скорости 
50 Гц. Далее выделение РНК из СО проводилось 
методом  гуанидин-тиоцианат-хлороформной 
экстракции  с  использованием  тризола  (TRIzol® 
Reagent, Invitrogen) согласно инструкции произ-
водителя. 

После  выделения  РНК  проводили  ее  каче-
ственную  и  количественную  оценку.  На  первом 
этапе качество выделенной РНК проверяли мето-
дом оптической денситометрии на спектрофото-
метре Nanodrop ND-100 (NanoDrop Technologies, 
Inc.,  США).  При  соотношениях  оптических 
плотностей  (ОП)  A260/280  в  пределах  1,8-2,0, 
а  ОП  A260/230  ≥  1,8  определяли,  что  раствор 
РНК не содержит примесей белков, тризола, со-
лей и пр. 

Далее  контроль  качества  выделенной  РНК 
осуществлялся на биоанализаторе Agilent (Agilent 
Technologies,  Inc.,  США)  с  использованием  чи-
пов  RNA  Nano  Chips  (Agilent  Technologies,  Inc., 
США) [4]. Образцы РНК вносили в лунки чипа, 

содержащего  сеть  микроканалов,  заполненных 
полимерным  гелем,  содержащим  флуоресцент-
ный краситель. Чип загружался в биоанализатор, 
где  выполнялось  электрофоретическое  разделе-
ние  молекул  РНК  в  зависимости  от  их  размера. 
После завершения анализа получали следующие 
характеристики выделенной РНК:

1. Концентрацию.
2. Соотношение 28S/18S рибосомальных РНК.  

Недеградированная  тотальная  РНК  должна 
иметь данное соотношение близкое к 2:1.

3. Так  называемый  индекс  целостности  РНК 
(RNA  Integrity  Number,  RIN).  Это  значение  яв-
ляется  надежным  и  общепринятым  в  мире  кри-
терием для сравнения образцов РНК. RIN лежит 
в пределах от 10 (неповрежденная РНК) до 1 (аб-
солютно деградированная РНК). РНК, имеющая 
RIN  ≥  6,  соответствует  РНК  высокого  качества 
и пригодна для дальнейшей работы [22].

Обработка ДНКазой и обратная транскрипция
Для  того  чтобы  избежать  амплификации  ге-

номной  ДНК,  при  подборе  праймеров  предпо-
чтительнее  выбирать  участки  на  стыке  экзон-
интрон  или,  если  это  возможно,  располагать 
прямой  и  обратный  праймеры  в  разных  экзо-
нах.  При  работе  с  хемокинами  это  оказывается 
не  всегда  выполнимым  из-за  короткой  длины 
мРНК и небольшого количества экзонов. В этом 
случае  следует  делать  очистку  выделенной  РНК 
от  примесей  геномной  ДНК,  для  чего  выделен-
ную  РНК  обрабатывали  ДНКазой  (Fermentas) 
согласно  рекомендациям  производителя.  Далее 
проводили  реакцию  обратной  транскрипции 
с  использованием  набора  Revertaid  (Fermentas) 
для  синтеза  первой  цепи  кДНК  согласно  ин-
струкции  производителя.  Для  реакции  брали 
1 мкг РНК. В реакции использовали рандомные 
гексамерные праймеры. При проведении каждо-
го цикла реакции обратной транскрипции в обя-
зательном порядке используется положительный 
контроль – мРНК гена GAPDH. Для того чтобы 
избежать  деградации  кДНК  при  последующих 
циклах  замораживания-оттаивания,  ее  разводи-
ли в три раза деионизованной водой, свободной 
от РНКаз, разделяли на несколько аликвот и хра-
нили при -20 °С.

Таблица 1. Общая харакТерисТика групп ОбследОванных

Характеристика группы
Группы обследованных:

без воспаления («норма») с признаками воспаления
Количество пациентов 15 6

Соотношение мужчин и женщин 
М/Ж (%%) 10/5 (66,7% / 33,3%) 3/3 (50% / 50%)

Средний возраст, лет (M±SD) 46,4±22,2 55,0±19,0
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Проведение анализа
Для  детекции  ПЦР-продукта  используются 

флуоресцентные  красители.  Механизмы  генера-
ции  репортерной  флуоресценции  различаются 
в зависимости от типа ПЦР в реальном времени. 
В  данной  работе  мы  использовали  специфиче-
ские  флуоресцентные  зонды  TaqMan  (Синтол). 
Такой олигонуклеотидный зонд несет на 5’-кон-
це  флуоресцентную  метку,  а  на  3’-конце  –  га-
ситель  флуоресценции.  Зонд  комплементарен 
участку  амплифицируемой  области.  При  отжи-
ге  праймеров  зонд  количественно  связывается 
с  комплементарным  участком  ДНК.  Во  время 
стадии  элонгации  полимераза  синтезирует,  дой-
дя  до  участка,  гибридизованного  с  зондом,  на-
чинает расщеплять его за счет 5’-экзонуклеазной 

активности.  В  результате  флуоресцентная  метка 
отделяется от гасителя, и ее свечение может быть 
детектировано прибором. 

При дизайне праймеров и зондов необходимо 
соблюдать  общие  правила  относительно  темпе-
ратуры  отжига  (Tm),  длины  олигонуклеотидов, 
% GC оснований. Размер PCR-продукта должен 
превышать  150-170  нп.  [17].  Специфические 
праймеры  и  флуоресцентные  зонды  подбира-
лись с помощью программ NCBI/Primer-BLAST 
и Primer Express 3.0 (Applied Biosystems,CA, USA). 
Их  последовательности  приведены  в  таблице  2. 
Tm  праймеров,  использовавшихся  в  работе,  со-
ставляла 57-60 °С, Tm зондов – 68-72 °С.

Количественную  ПЦР  в  реальном  време-
ни  проводили  на  приборе  ABI7500  (Applied 

Таблица 2. пОследОваТельнОсТи праймерОв и зОндОв для Определения экспрессии мрнк 
ангиОгенных и ангиОсТаТических хемОкинОв и их рецепТОрОв меТОдОм пцр в реальнОм времени 
с ОбраТнОй Транскрипцией

GAPDH
прямой праймер ttcgacagtcagccgcatctt

обратный праймер tacgaccaaatccgttgactcc
зонд ttgcgtcgccagccgagccac 

HPRT
прямой праймер tgacactggcaaaacaatgca

обратный праймер agtctggcttatatccaacacttcg
зонд tcgcaagcttgctggtgaaaaggac

CCL2/MCP-1
прямой праймер attctcaaactgaagctcgcact

обратный праймер cattgattgcatctggctgag
зонд cccttggggaatgaaggtggctgc

CCL5/RANTES
прямой праймер catcctcattgctactgccctc

обратный праймер gccactggtgtagaaatactcct
зонд tcctcggacaccacaccctgctgc 

CCL11/eotaxin
прямой праймер agataccccttcagcgactag

обратный праймер ggtcttgaagatcacagctttc
зонд tgccactggtgattctcctgtagctc

CCL24/eotaxin-2
прямой праймер gcaggagtgatcttcaccac

обратный праймер catgtacctctggacccact
зонд agggccagcagttctgtggcgac

CCL26/eotaxin-3
прямой праймер catatccaagacctgctgcttc 

обратный праймер tggtagtgaatatcacagcccg 
зонд acagccacaagccccttccctgg

CCL21/SLC
прямой праймер cctcaagtacagccaaaggaagat

обратный праймер cggggcaagaacaggatagct
зонд ccgccaaggttgtccgcagctaccg 

CXCL1/Gro-α
прямой праймер cgaagtcatagccacactcaag

обратный праймер ccttctggtcagttggatttg
зонд ttgcctcaatcctgcatcccccat 

CXCL2/Gro-β
прямой праймер cgaagtcatagccacactcaag

обратный праймер ccttctggtcagttggatttg
зонд tctcaaccccgcatcgcccatg 
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CXCL3/Gro-γ
прямой праймер atactgaacaaggggagcaccaac

обратный праймер ctagaaagctgctgttctctttttca
зонд cagggtggtccctgcccttaccaga 

CXCL5/ENA78
прямой праймер atctgcaagtgttcgccatag

обратный праймер acaaatttccttcccgttcttc
зонд tgctccaaggtggaagtggtagcctc

CXCL6/GCP-2
прямой праймер gattggtaaactgcaggtgttcc

обратный праймер cgttcttcagggaggctacca
зонд caggcccgcagtgctccaaggtgg

CXCL7/NAP-2
прямой праймер ctgaactccgctgcatgtgtat

обратный праймер agtgtggctatcacttcgacttg
зонд ttgcaatgggttcctttcccgatca

CXCL8/IL-8
прямой праймер cggaaggaaccatctcactgtgt

обратный праймер caaaactgcaccttcacacagagct 
зонд caagctggccgtggctctcttggc 

CXCL9/MIG
прямой праймер gagtgcaaggaaccccagtagt

обратный праймер ttgtaggtggatagtcccttggtt
зонд aagggtcgctgttcctgcatcagc

CXCL10/IP-10
прямой праймер acatattctgagcctacagcaga

обратный праймер agagagaggtactccttgaatgc
зонд ctgccattctgatttgctgccttatc

CXCL11/I-TAC
прямой праймер tacagttgttcaaggcttcccca

обратный праймер ctcaatatctgccactttcactgc
зонд cagggcctatgcaaagacagcgtcct 

CXCL12/SDF-1
прямой праймер gagctacagatgcccatgcc

обратный праймер agccgggctacaatctgaag
зонд tcgaaagccatgttgccagagcca 

CXCL13/BCA-1
прямой праймер gacagaatgaagttcatctcgaca

обратный праймер gacctccagaacaccttggact
зонд ctgcttctcatgctgctggtcagca

CX3CL1/fractalkine
прямой праймер atgtcgtggctgctccgcttg

обратный праймер ccgcatgatgcctggttctgtt 
зонд ccgtggtgctgtccagccagcagga 

CCR1
прямой праймер tcctgctgacgattgacaggta 

обратный праймер gtgcccgcaaggcaaac
зонд tggccatcgtccacgccg

CCR2
прямой праймер ccacaagctgaacagagaaagtg

обратный праймер gagaacgagatgtggacagca
зонд ttgaacaaggacgcatttccccagt

CCR3
прямой праймер agaagtgaaatgacaacctcacta

обратный праймер agaagtgaaatgacaacctcacta
зонд actgatggcccagtttgtgcccccgct

CCR4
прямой праймер agaaaagcaagctgcttctggtt

обратный праймер tgtctgctatatccgtggggtt
зонд aggctcctcaaggcaggtctgggc

CCR5
прямой праймер atctggccagaagagctgaga

обратный праймер cacttgataatccatcttgttcca
зонд cgttcccctacaagaaactctccccg 

Таблица 2 (продолжение)
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CXCR1
прямой праймер tctctgactgcagctcctactgtt

обратный праймер cttcagtttcagcaatggtttga
зонд cacacctggccggtgcttcagttag

CXCR2
прямой праймер aataacagcaggtcacagctgc

обратный праймер cttcaaagctgtcactctccatg
зонд cctacaggtgaaaagcccagcgacc

CXCR3
прямой праймер gtccttgaggtgagtgaccacc

обратный праймер ggtacagcacgagtcactctcg
зонд cgccgaggttgccgccctcct

CXCR4
прямой праймер cagcaggtagcaaagtgacgc

обратный праймер catttcctcggtgtagttatctgaa
зонд cctgagtgctccagtagccaccgca

CXCR5
прямой праймер gcggggagcctctcaacataa 

обратный праймер gttcccagaacaggtcctcca
зонд cggcacagccatgaactacccgct

CX3CR1
прямой праймер gatgactggcagatccagaggtt

обратный праймер cgcgtagaatatggacaggaacac
зонд cagtccacgccaggccttcacc 

Biosystems,  Сингапур)  с  использованием  набо-
ров компании Синтол (Москва) при следующих 
условиях: 50  °С – 5 минут; 95  °С – 10 минут; 40 
циклов  амплификации  (96  °С  –  15  секунд;  58-
60 °С – 60 секунд). Реакционная смесь содержала 
2,5 мкл 10х ПЦР-буфера, 1,5 мкл каждого прай-
мера (10 пмоль/мкл), 2 мкл зонда (5 пкмоль/ мкл), 
5  мкл  MgCl2  (25  мМ),  2,5  мкл  dNTP  (10  мМ), 
0,3 мкл Taq-полимеразы, 5,7 мкл деионизирован-
ной воды и 4 мкл разведенной кДНК.

Для  каждого  образца  реакцию  проводили 
на  двух  технических  репликатах,  далее  усредняя 
значение Сt для них. Анализ результатов прово-
дился по методу относительного подсчета (метод 
дельта Ct) с нормализацией по эндогенным рефе-
ренс-генам [20]. В соответствии с современными 
рекомендациями  по  проведению  количествен-
ной  ПЦР  в  реальном  времени  использовались 
одновременно 2 эндогенных контроля – GAPDH 
(глицеральдегид-3-фосфат-дегидрогеназа) 
и  HPRT  (гипоксантин-гуанин  фосфорибозил-
трансфераза)  [27].  Под  относительной  экспрес-
сией понималось отношение E (Ct референс-ген) / E (Ct ген 

интереса), где E = эффективности реакции, Ct – по-
роговый цикл. Для оценки эффективности реак-
ции  для  каждого  гена  делали  серию  разведений 
кДНК (в 5 или 10 раз). Эффективность автомати-
чески рассчитывалась прибором. При постанов-
ке реакции ПЦР был использован подход макси-
мизации образцов на одном планшете [10]. 

Статистическая обработка
Анализ  результатов  и  статистическую  обра-

ботку проводили в программе GRAPH Pad Prism 
6.02  и  MS  Excel.  Использовали  в  основном  не-

параметрические  тесты  (тест  Манна–Уитни). 
На графиках, показывающих уровень экспрессии 
мРНК,  значение  экспрессии  в  группе  «норма» 
считается равным 1. Границы нормальных значе-
ний представлены в виде медианы (Ме), нижний 
квартиль, верхний квартиль.

Результаты и обсуждение
Результаты анализа качества выделенной РНК 

представлены  на  рисунках  1  и  2.  На  рисунке  1 
(см.  3-ю  обложку)  приведен  график,  получен-
ный при проведении оптической денситометрии 
на  11  пробах  РНК.  Видно,  что  пик  поглоще-
ния  всех  образцов  приходится  на  длину  волны 
260  нм.  Для  всех  проанализированных  образцов 
РНК соотношение A260/280 находилось в преде-
лах  1,8-2,0,  а  соотношение  A260/230  составляло 
не менее 1,8 (так, на рисунке 1 для образца № 1 
A260/280 = 1,98; A260/230 = 2,05). Следователь-
но, выделенная РНК не содержит существенных 
примесей.

Результаты  анализа  РНК  на  биоанализаторе 
Agilent  представлены  на  рисунке  2  (см.  3-ю  об-
ложку).  Во  всех  образцах  (sample  1-11,  или  до-
рожки  2-12)  видны  две  четкие  полосы,  соответ-
ствующие  28S  и  18S  рибосомальным  РНК,  что 
уже  визуально  подтверждает  сохранность  РНК. 
Средний RIN данных образцов РНК составил 6,7 
(от 5,80 до 7,20), что говорит о хорошем качестве 
выделенной РНК и о пригодности ее использова-
ния в дальнейшей работе. Таким образом, все об-
разцы РНК, выделенной из СО, были хорошего 
качества и пригодные для дальнейшего анализа.

Таблица 2 (окончание)
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В таблице 3 приведены границы нормальных 
значений  экспрессии  мРНК  генов  хемокинов 
и их рецепторов относительно эндогенных рефе-
ренс-генов. 

Изменение  экспрессии  мРНК  хемокинов 
в  СО  от  пациентов  с  признаками  воспаления 
по  сравнению с  пациентами без  признаков  вос-
паления (норма) представлено на рисунке 3, а из-
менение экспрессии хемокиновых рецепторов – 
на рисунке 4.

Выявлено  достоверное  увеличение  экспрес-
сии  трех  из  шести  проанализированных  CC-
хемокинов:  CCL5/RANTES,  CCL11/эотакси-
на-1 и CCL24/эотаксина-2. Для CXC-хемокинов 
не  было  обнаружено  значимого  изменения  экс-
прессии,  хотя  наблюдалась  тенденция  к  повы-
шению  экспрессии  для  CXCL7/NAP-2,  CXCL8/
IL-8, CXCL9/MIG. Также повышенная экспрес-
сия  по  сравнению  с  «нормой»  была  обнаружена 

для  рецепторов  CCR2  и  CCR5,  что  достаточно 
закономерно, учитывая, что первый является од-
ним  из  основных  рецепторов  для  CCL11/эотак-
сина-1, а второй – для CCL5/RANTES. Несмотря 
на  отсутствие  значимых  различий  в  экспрессии 
изученных  CXC  хемокинов,  экспрессия  мРНК 
CXCR1 и CXCR2 была выше в группе с призна-
ками воспаления. 

Таким  образом,  даже  при  небольшом  числе 
наблюдений,  данный  метод  оказался  информа-
тивным  при  сравнении  экспрессии  хемокинов 
и их рецепторов в СО между двумя изученными 
группами.  При  соблюдении  описанной  техни-
ки  взятия  материала,  пробоподготовки,  оцен-
ки  РНК,  проведении  ПЦР  в  реальном  времени 
и  корректной  обработке  результатов,  данный 
подход можно использовать для оценки внутри-
суставной экспрессии мРНК хемокинов и хемо-

Таблица 3. ОТнОсиТельная экспрессия мрнк ангиОгенных и ангиОсТаТических хемОкинОв и их 
рецепТОрОв в синОвиальнОй ОбОлОчке ОбследОванных группы «нОрма»

Хемокин, 
хемокиновый рецептор

Величина экспрессии мРНК хемокинов и хемокиновых рецепторов 
относительно мРНК референс-генов

Медиана (Ме) нижний квартиль – верхний квартиль
CCL2/MCP-1 0,9793 0,6707 – 3,1334
CCL5/RANTES 0,0097 0,0064 – 0,0343
CCL11/eotaxin-1 0,0001 0,00002 – 0,00015
CCL24/eotaxin-2 0,0002 0,0001 – 0,0004
CCL26/eotaxin-3 0,0006 0,6707 – 3,1334
CCL21/SLC 0,3258 0,1654 – 0,6505
CXCL1/Gro-α 0,0897 0,0160 – 0,4250
CXCL2/Gro-β 0,1054 0,0242 – 0,2312
CXCL3/Gro-γ 0,0545 0,0092 – 0,1505
CXCL5/ENA78 0,0145 0,0032 – 0,0585
CXCL6/GCP-2 0,1396 0,0324 – 1,0557
CXCL7/NAP-2 0,0437 0,0179 – 0,1228
CXCL8/IL-8 0,0349 0,0213 – 0,1126
CXCL9/MIG 0,0118 0,0042 – 0,0293
CXCL10/IP-10 0,0755 0,0235 – 0,1713
CXCL11/I-TAC 0,0008 0,0004 – 0,0049
CXCL12/SDF-1 5,2697 1,6401 – 7,7616
CXCL13/BCA-1 0,0057 0,0011 – 0,0189
CX3CL1/fractalkine 0,0703 0,0252 – 0,1221
CCR1 1,5010 0,9837 – 4,7886
CCR2 0,0417 0,0239 – 0,1023
CCR3 0,0086 0,0019 – 0,0123
CCR4 0,0320 0,0177 – 0,0952
CCR5 0,0173 0,0065 – 0,0356
CXCR1 0,0077 0,0062 – 0,0159
CXCR2 0,0179 0,0134 – 0,0308
CXCR3 0,0356 0,0260 – 0,1260
CXCR4 0,3935 0,1451 – 0,5316
CXCR5 0,00004 0,00004 – 0,00009
CX3CR1 0,0686 0,0275 – 0,3464
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рисунок 3. изменение экспрессии мрнк хемокинов в сО 
от пациентов с признаками воспаления по сравнению 
с пациентами без признаков воспаления
примечание. Значение экспрессии в группе без признаков 
воспаления считается равным 1. Показаны значения медианы. * – 
p < 0,05 (использован тест Манна–Уитни).

рисунок 4. изменение экспрессии мрнк рецепторов 
хемокинов в сО от пациентов с признаками воспаления 
по сравнению с пациентами без признаков воспаления
примечание. Значение экспрессии в группе без признаков 
воспаления считается равным 1. Показаны значения медианы. * – 
p < 0,05, ** – p < 0,01 (использован тест Манна–Уитни).

киновых рецепторов при изучении воспалитель-
ных заболеваний суставов различной этиологии.
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ИЛЛЮСТРАЦИИ К СТАТЬЕ «ОПРЕДЕЛЕНИЕ мРНК АНГИОГЕННЫХ И АНГИОСТАТИЧЕСКИХ ХЕМОКИНОВ И ИХ 
РЕЦЕПТОРОВ В СИНОВИАЛЬНОЙ ОБОЛОЧКЕ МЕТОДОМ КОЛИЧЕСТВЕННОЙ ПЦР В РЕАЛЬНОМ ВРЕМЕНИ» (АВТОРЫ: 
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Рисунок 1. Оптическая денситометрия 11 образцов РНК

Рисунок 2. Электрофореграмма 11 образцов РНК, полученная на биоанализаторе Agilent
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