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Интерлейкин-1β (ИЛ-1β) является цитокином, который синтези-
руется активированными синовиоцитами, мононуклеарными клетками и 
хондроцитами [16, 22, 25]. Уровень ИЛ-1β повышен у пациентов, стра-
дающих остеоартритом (ОА) и ревматоидным артритом (РА) [5, 26]. 
Имеется ряд исследований, в которых внутрисуставное введение ИЛ-1β 
приводит к опуханию суставов, деградации коллагена и протеогликанов 
[1, 5, 18, 20]. Согласно имеющимся в литературе данным, краткосрочные 
(24 ч.) экспозиции бычьего суставного хряща ИЛ-1β не влияют на жиз-
неспособность хондроцитов, хотя и вызывают снижение содержания про-
теогликанов на 10%, однако данное изменение оказывает незначительное 
влияние на общую ультраструктуру ткани [23]. С точки зрения интеграции 
хрящевой ткани представляется важным отметить, что краткосрочное 
воздействие ИЛ-1β вначале подавляет синтез протеогликанов в суставном 
хряще и лишь затем значительно увеличивает нормальный уровень в те-
чение 28 дней [17]. Данный факт был подтвержден исследованиями воз-
действия других провоспалительных медиаторов, в частности каррагенина 
[8]. Исследование Khan et al. позволило выявить, что кратковременное 
воздействие ИЛ-1β на бычий хрящ, с последующим 2-недельным культи-
вированием, значительно улучшило хрящ-в-хрящ интеграцию, а проведен-
ный ими анализ генов полимеразной цепной реакцией (ПЦР), обусловли-
вающих катаболизм (ADAMTS4 и MMP13), выявил значительное повы-
шение их активности, что позволяет сделать заключение о повышении 
активности процессов перестройки хрящевого матрикса [12].  

Как правило, в литературных источниках ИЛ-1β рассматривался как 
катаболический медиатор в хрящевой ткани, активирующий ферменты, 
разрушающие внеклеточный матрикс [19, 21], и в то же время как фактор, 
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подавляющий синтез наиболее важных компонентов хряща – коллагена II 
типа (COL2A1) и аггрекана. С другой стороны, совершенно недавно было 
показано, что ИЛ-1β повышает уровень морфогенетического фактора 
BMP-2 [6], потенциально пытаясь сбалансировать свой катаболический 
эффект. При заболеваниях суставов ИЛ-1β, синтезированный синовиаль-
ными клетками [14] и хрящевыми хондроцитами [24], может способст-
вовать как разрушению, так и восстановлению пораженного хряща, в зави-
симости от преобладания одного из его эффектов. 

Таким образом, ИЛ-1β предположительно выполняет роль того фак-
тора, который индуцирует преходящие, обратимые нарушения метаболиз-
ма в хрящевом матриксе, в результате которого происходит ремоделиро-
вание межклеточного вещества. 

Нас интересовало воздействие ИЛ-1β на хондроциты, выделенные 
из суставного хряща мышей, которые обладали выраженной способностью 
к регенерации хряща или же были подвержены развитию ОА. Мы проа-
нализировали изменения в экспрессии генов, ответственных за синтез 
хемокинов, индуцированные ИЛ-1β.  

Как известно, хемокины являются мощными медиаторами воспа-
ления и играют важную роль в патогенезе воспалительных заболеваний, 
таких как ревматоидный артрит, ОА, рассеянный склероз и т.д [7]. Опре-
деленные хемокины обусловливают инфильтрацию лейкоцитами в сино-
виальной ткани и жидкости [15]. Они, как известно, участвуют в хемотак-
сисе, клеточной адгезии и миграции. Внеклеточный градиент хемокинов 
устанавливается посредством их связывания во внеклеточном матриксе с 
цепочками гликозаминогликанов [3], связываясь же с клеточной поверх-
ностью, хемокины способны модулировать целостность интегринов [4]. 
Так, например, хемокин CXCL12 увеличивает активность металлопротеи-
наз (MMP-3) [10]. Описано более 50 хемокиновых лигандов и 18 хемоки-
новых рецепторов [13]. Большинство из них имеют белковую структуру с 
молекулярной массой около 8-10 кДа со свободными концами, состоя-
щими из 2 молекул цистеина (CC) или разделенные одной аминокислотой 
(CXC) [10]. Механизмы их воздействия на процессы транскрипции генов 
пока остаются недостаточно изученными. 

В данном исследовании был использован катаболический цитокин – 
ИЛ-1β. Было изучено воздействие различных концентраций с целью вре-
менного изменения метаболического состояния прехондробластов в моно-
слойной культуре, предварительно выделенных из суставных поверх-
ностей плечевой и бедренной костей генетически рекомбинантных мышей 
штаммов 6 и 33. 

Посредством ПЦР была исследована активность ряда генов, являю-
щихся маркерами хондрогенеза, провоспалительными цитокинами, хемо-
кинами, металлопротеиназами и т.д., у потомства рекомбинантных чисто-
кровных линий мышей (LG и SM), в частности у штаммов 6 и 33. Актив-
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ность генов была изучена в монослойных культурах прехондробластов и 
хондроцитов, выделенных из суставного хряща оперированных и не опе-
рированных (контроль) коленных суставов, а также в монослойных куль-
турах прехондробластов, выделенных с суставной поверхности головки 
бедренной и плечевой кости при воздействии различных концентраций 
ИЛ-1β. Результаты, полученные посредством количественной ПЦР, были 
подтверждены электрофоретической детекцией продуктов амплификации. 

 
Материал и методы 
 
Хирургическая индукция ОА  
Мыши (самцы) были анестезированы внутрибрюшинной инъекцией 

кетамина (100 мг/кг), ксилазина (20 мг/кг) и ацепромазина (10 мг/кг) в 
возрасте 10 недель. Дестабилизация медиального мениска была произве-
дена в правом коленном суставе посредством перерезки медиальной ме-
ниско-тибиальной связки [9]. Суставная капсула была вскрыта неболь-
шим разрезом медиальнее связки надколенника, и связка перерезана 
микрохирургическими ножницами. Контролем являлся левый коленный 
сустав.  

Выделение прехондробластов и хондроцитов из гиалинового хряща  
Мыши были забиты на 8-й неделе после хирургического вмешатель-

ства. Гиалиновый хрящ с поверхности головки бедренной и плечевой кос-
ти был подвергнут последовательному воздействию проназы (70 Ед/ мл-1, 
1 час при 370C) и коллагеназы (300 Ед/ мл -1, 3 часа при 370C). Выделенные 
клетки были культивированы в чашках, предварительно покрытых фибро-
нектином, с целью отделения прехондробластов. Через 20 мин при 370C 
среда с неадгезированными клетками была удалена и замещена новой пи-
тательной средой, содержащей DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's me-
dium), пенициллин 10 000 мг/мл-1, стрептомицин 10 000 мг/мл -1, 0.1 мМ 
аскорбиновой кислоты, 0.5 мг/мл -1 L-глюкозы, 100 мМ HEPES (N-2-
hydroxyethylpiperazine-N'-2-ethanesulfonic acid ), 1 мМ пирувата натрия, 2 
мМ L-глютамина и 10% FBS (fetal bovine serum). Суспензия с хондро-
цитами также помещалась в чашки с указанной питательной средой. Адге-
зированные прехондробласты и хондроциты содержались до достижения 
состояния конфлюентности. Питательная среда, стимулирующая хондро-
генез, заменялась каждый второй день. Неокрашенные монослойные куль-
туры прехондробластов и хондроцитов были изучены фазово-контрастным 
микроскопом на 10-й и 20-й дни после посева. С целью исследования воз-
действия различных концентраций ИЛ-1β данный цитокин добавлялся в 
питательную среду в концентрации 0.01ng, 0.1ng и 1 ng на 1 мл среды 
соответственно. Контролем являлись клетки, которые содержались в хонд-
рогенной среде без ИЛ-1β. 
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ПЦР (PCR) анализ 
Монослойные культуры хондроцитов и прехондробластов были 

подвергнуты qPCR исследованию согласно протоколу, описанному Brophy 
et al. [2]. Экстракция РНК была осуществлена с использованием тризола. 
Затем была произведена ПЦР с обратной транскрипцией и последующая 
количественная ПЦР (qPCR) с целью определения активности целевых 
генов: col 2a1, Sox 9 , Il 1a, Il 1b, CCL 2, CCL 3, CCL 4, CCL 5, CCL 20, 
CХCL 1, MMP 3, MMP 13 и аггреканa (Aggr). С целью подтверждения 
результатов была проведена электрофоретическая детекция продуктов 
амплификации на наличие фрагментов РНК. 

 
Результаты и обсуждение 
 
На снимках, полученных фазово-контрастным микроскопом, видны 

прехондробласты и хондроциты, выделенные из суставного хрящa мышей 
штаммов 6 и 33, содержащиеся в хондрогенной среде. 

 

     
Рис.1а. Хондроциты, штамм 6 (10 дней)   Рис.2а. Хондроциты, штамм 33 (10 дней)  

 

    
Рис.1б. Хондроциты, штамм 6 (20 дней)  Рис.2б. Хондроциты, штамм 33 (20 дней) 

 
 



 70 Медицинская наука  Армении  НАН  РА    т. LV   № 1   2015 

     
Рис.1в. Прехондробласты, штамм 6 (20 дней)  Рис.2в. Прехондробласты, штамм 33 (20 дней) 

 
Так, на 10-й день исследования хондроциты еще не достигли конф-

люэнтности, однако уже можно отметить отличия в клеточной структуре, 
хондроциты штамма 6 обладают более светлыми ядрами и фибробласто-
подобной морфологией, характерной для хондроцитов, содержащихся в 
монослойной культуре (рис. 1а). У хондроцитов штамма 33 наблюдается 
большее количество отростков (2а). Данные отличия сохраняются и на  
20-й день по достижению клетками конфлюэнтности (1б, 2б). В монослой-
ных культурах прехондробластов как штамма 6, так и штамма  33 наличие 
крупных, светлых ядер с выраженными ядрышками позволяет предполо-
жить, что данные клетки являются метаболически более активными, чем 
хондроциты (рис. 1в, 2в). 

 

 
 

Рис. 3. Активность различных генов в монослойных культурах прехондробластов 
(MCPC) и хондроцитов (MCh), выделенных из суставного хряща мышей штаммов 

6 и 33 (St 6, 33)  
 
В результате проведенного ПЦР анализа активности целевых генов 

(col 2a1, Sox 9 , Il 1a, Il 1b, CCL 2, CCL 3, CCL 4, CCL 5, CCL 20, CХCL 1, 
MMP 3, MMP 13 и аггреканa – Aggr), согласно данным, приведенным в 
соответствующем графике (рис. 3), очевидно, что у мышей штамма 6 
отмечается повышенный уровень активности генов, ответственных за 
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хондрогенез (col 2a1, Aggr), в прехондробластах в сравнении с хондро-
цитами, выделенными из того же суставного хряща, в то же время наблю-
дается пониженный уровень провоспалительных цитокинов, хемокинов и 
металлопротеиназ. С другой стороны, в прехондробластах, выделенных из 
суставного хряща мышей штамма 33, наблюдается повышенная актив-
ность как провоспалительных цитокинов, хемокинов, так и металлопро-
теиназ, в сравнении с хондроцитами. Прехондробласты обоих штаммов 
обладают активностью Jagged, который является специфическим марке-
ром стволовых клеток.  

Была также изучена активность тех же генов в монослойных куль-
турах хондроцитов, выделенных из коленных суставов мышей штаммов 6 
и 33, оперированных с целью индукции посттравматического ОА. Кон-
тролем служили хондроциты из неоперированного сустава того же жи-
вотного.  

 
 
 

 
 
 
 
 
 
Рис. 4. Активность целевых генов в хондроцитах (MCh), выделенных из 

оперированных коленных суставов в сравнении с неоперированными, у мышей 
штаммов 6  

(St 6) и 33 (St 33) 
 
В результате проведенной количественной ПЦР было выявлено, что 

клетки в прооперированных суставах мышей штамма 6 обладали более 
высокой активностью генов, способствующих репарации хрящевой ткани 
и стимулирующих синтез коллагена II типа и аггрекана (col 2a1, Aggr). В 
то время как хондроциты суставного хряща мышей штамма 33 хотя и 
являются метаболически более активными клетками, однако вырабаты-
вают преимущественно провоспалительные цитокины, хемокины и метал-
лопротеиназы (рис. 4), что в итоге приводит к преобладанию процессов 
деградации хрящевой ткани и, соответственно, развитию посттравма-
тического ОА.  
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Рис. 5. Воздействие различных доз интерлейкина-1β (Il 1b ) на хондроциты 
штамма 6 (St 6) 

 

 
 

Рис. 6. Воздействие различных доз интерлейкина-1β (Il 1b ) на хондроциты  
штамма 33 (St 33) 

 
При исследовании воздействия различных доз ИЛ-1β (Il 1b ) на 

хондроциты штаммов 6 (St 6) и 33 (St 33), было выявлено, что на повы-
шение количества ИЛ-1β клетки реагируют активацией синтеза хемокинов 
CCL 2, CCL 5, CCL 20, CXCL 1 и металлопротеиназы MMP 3 как у мышей 
штамма 6, так и у штамма 33, в то же время отмечается подавление син-
теза коллагена I и II типа и аггрекана. 

Однако при этом необходимо отметить более сильную реакцию 
хондроцитов, выделенных из суставного хряща мышей штамма 6, чем 
штамма 33 (рис. 5, 6).  

Кроме того, с целью подтверждения результатов количественной 
ПЦР была осуществлена электрофоретическая детекция продуктов ампли-
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фикации на наличие фрагментов РНК, которая позволила выявить наличие 
всех целевых генов в прехондробластах и хондроцитах, выделенных из 
суставного хряща мышей штаммов 6 и 33. 

Таким образом, проведенное исследование активности целевых ге-
нов в штаммах 6 и 33 подтверждает предыдущие исследования по зажив-
лению раны ушной раковины, дефекта суставного хряща и развитию 
посттравматического ОА. Так, мыши штамма 6, обладающие выраженной 
способностью к регенерации как ушного дефекта, так и поврежденного 
суставного хряща, в то же время не подвержены развитию посттравма-
тического ОА. С другой стороны, мыши штамма 33, будучи потомками 
тех же генетически модифицированных, чистокровных линий мышей LG 
и SM, не обладают способностью восстанавливать поврежденные хряще-
вые ткани и в ответ на дестабилизацию медиального мениска у них разви-
вается ОА. Исследования активности генов позволили выявить генети-
ческий субстрат, ответственный за данные различия. Так, у мышей штам-
ма 6 хондроциты и их предшественники обладают повышенной актив-
ностью синтеза коллагена II типа и аггрекана, являющихся основными 
структурными элементами здорового гиалинового хрящя. В то же время, 
основной реакцией хрящевых клеток штамма 33 является усиление 
синтеза провоспалительных цитокинов, хемокинов и металлопротеиназ, 
что в итоге, приводит к развитию воспалительной реакции и преобла-
данию процесса деградации хрящевого матрикса. Введение же ИЛ-1β при-
водит к активации синтеза хемокинов, что позволяет рассматривать его 
как катаболический медиатор в хрящевой ткани, активирующий фермен-
ты, разрушающие внеклеточный матрикс [19, 21] и подавляющий синтез 
наиболее важных компонентов хряща – коллагена II типа (COL2A1) и 
аггрекана. Повышенная активность прехондробластов в сравнении с хонд-
роцитами позволяет рассматривать их, как идеальный субстрат, который 
может быть использован в будущем с целью восстановления дефектов 
хрящевой ткани, пораженной ОА.  

Данное исследование было финансировано программой Фулбрайта 
при поддержке Бюро по Вопросам Образования и Культуры Госдепар-
тамента США и осуществлено в Университете им. Вашингтона, США, а 
также в университете Суонси, Великобритания, при поддержке Государст-
венного комитета по науке Министерства образования и науки РА 
(тематическое финансирование 13-3A042).  

 
Поступила 29.08.14 
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ՊՇՌ եղանակով ցիտոկինային ակտիվության բացահայտում  
հետտրավմատիկ օստեոարթրիտի ժամանակ, ինչպես նաև 

 IL-1β-ի ազդեցությունը գենետիկորեն  
մոդիֆիկացված մկների մոտ 

 
Ա.Լ. Թորգոմյան  

 
Քանակական ՊՇՌ-ի միջոցով պարզվել է, որ շտամ 6 մկների 

խոնդրոցիտները և իրենց նախորդները օշժտված են կոլագեն 2 տիպի 
և ագրեկանի բարձր ակտիվությամբ: Սրանք առողջ հիալինային աճա-
ռի հիմնական կառուցվածքային տարրերն են: Միևնույն ժամանակ, 
շտամ 33 մկների աճառային բջիջների մոտ ակտիվանում է բորբոքային 
ցիտոկինների, քեմոկինների և մետաղապրոտեինազների սինթեզը, 
որն ի վերջո հանգեցնում է բորբոքային պատասխանի զարգացմանը և 
աճառային մատրիքսի դեգրադացիայի գերակշռությանը: IL-1β-ի նե-
րարկումը ակտիվացնում է քեմոկինների սինթեզը, ինչը թույլ է տալիս 
այն դիտելու որպես աճառային հյուսվածքի կատաբոլիկ մեդիատոր:  
IL-1β նպաստում է միջբջջային նյութը քայքայող ֆերմենտների 
ակտիվացմանը և ճնշում է 2 տիպի կոլագենի և ագրեկանի սինթեզը, 
որոնք աճառային մատրիքսի կարևորագույն բաղադրիչներն են: Պրե-
խոնդրոբլաստների ավելի բարձր ակտիվությունը ի համեմատ խոնդ-
րոցիտների, թույլ է տալիս դրանք համարել կատարյալ նյութ, որը հե-
տագայում կարող է օգտագործվել օստեոարթրիտով վնասված աճառը 
վերականգնելու նպատակով: 

 
 

PCR study of cytokine activity during post-traumatic osteoarthritis, 
as well as interleukin-1β effects in genetically  

modified mice 
 

A.L. Torgomyan 
 
By quantitative PCR we revealed that the mice strain 6 chondrocytes and 

their stem cells have higher collagen type II and aggrecan activity, which are the 
main structural components of healthy hyaline cartilage. At the same time, in 
strain 33 the main reaction of cartilage cells is increased synthesis of pro-
inflammatory cytokines, chemokines and metalloproteinases, which ultimately 
leads to the development of the inflammatory response and cartilage matrix 
degradation predominance. Injection of IL-1β activates the synthesis of 
chemokines, which allows to consider it as a catabolic mediator of cartilage 
tissue activating enzymes degrading extracellular matrix and suppressing the 
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synthesis of most important cartilage components – type II collagen (COL2A1) 
and aggrecan. Chondroprogenitor cells’ increased activity compared to 
chondrocytes allows them to be considered as an ideal substrate, which can be 
used in future for osteoarthritic cartilage defects restoration. 
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