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Суставной хрящ мыщелков бедра – одна из 

наиболее часто страдающих зон [7, 9], при рас-

познавании причин патологических изменений 

которого (хондропатий) могут возникать боль-

шие трудности, непреодолимые методами 

обычного исследования. В таких случаях, если 

условия позволяют, патолог исследует био-

псийный материал. Внедрение в клиническую 

практику биопсии диктует необходимость раз-

работки диагностических гистологических кри-

териев поражения суставного хряща.  

Учитывая, что качественная оценка высоко-

субъективна, возникает необходимость примене-

ния количественных методов исследования, кото-

рые позволяют сравнивать результаты разных 

исследователей и повышают информативность 

морфологического анализа [1, 2, 8]. Одним из наи-

более часто применяемых методов является сте-

реологический анализ, который позволяет опреде-

лять количественно объемные и поверхностные 

параметры тканевых и клеточных структур по их 

проекциям на плоскость срезов [1, 2, 8].  

Первые морфометрические исследования сус-

тавного хряща, выполненные на светооптиче-

ском уровне, были связаны с двумерным анали-

зом тканевых структур [17, 18, 19]. D. Hamerman 

и M. Schubert (1962) использовали престереоло-

гические методы, рассчитывая объемную плот-

ность хондроцитов как отношение массы клеток 

к общей массе хряща [17]. Проведенный анализ 

отечественной литературы по данным методам 

исследования [4, 5, 11] показал использование 

авторами как парафиновых срезов суставного 

хряща, так и эпоксидных полутонких срезов. 

Для того чтобы проводить морфометрию без 

поправок на эффект Холмса [8, 10], необходимо 

применять тонкие парафиновые срезы (1-2 мкм) 

недекальцинированного суставного хряща, ка-

чественное изготовление которых проблематич-

но, требуется более плотная заливочная среда, а 

использование эпоксидных полутонких срезов 

для количественного анализа ограничивает их 

малая площадь.  

В связи с этим, целью работы явилась разра-

ботка и апробация к нашему объекту техноло-

гии компьютерной морфо- и стереометрии циф-

ровых изображений макро-, микропрепаратов, 

направленной на решение задач - использование 

препаратов (срезов) нужной толщины и получе-

ние репрезентативных изображений, в которые 

включено максимально возможное количество 

анализируемых структур, за счет соответст-

вующей ориентации анизоморфных объектов 

относительно плоскости среза.  

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА ИССЛЕДОВАНИЯ 

Объект  суставной хрящ коленного сустава 

собак, которым осуществляли дозированное 

удлинение голени с темпом 1 мм за 60 приемов 

(автодистракция). Этапы эксперимента  28 су-

ток дистракции, 30 суток фиксации и 30 суток 

после снятия аппарата.
1
  

При количественном анализе суставного 

хряща наружного мыщелка бедра исследовали 

максимально по 3–4 животных на срок. Анализи-

ровали центральный отдел мыщелка, так как по 

данным специальной литературы [7, 9] отмечено 

                                                 
1 Руководитель работы – д.м.н. М.М. Щудло. 

преобладание изменений именно в этом отделе. 

С помощью скальпеля и лезвия суставной хрящ 

по специальной схеме разрезали на кусочки раз-

мерами 2-3 3-5 мм. С каждого мыщелка готови-

ли по 8-12 блоков, из которых для морфометри-

ческого исследования случайным образом отби-

рали 3 блока от каждого животного.  

Выбор адекватной толщины среза связан с 

несколькими условиями – еще при планирова-

нии нужно учитывать размер структур, подле-

жащих стереологическому анализу, и возмож-

ности стандартных патогистологических мето-

дик, предопределяющих, в частности, соотно-
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шение толщины и площади среза при использо-

вании различных заливочных сред. Работа с 

целлоидиновыми срезами не дает возможности 

четко дифференцировать зоны хряща, изоген-

ные группы клеток, проводить морфометрию 

без поправок на эффект Холмса [10]. Изгото-

вить качественные, толщиной 1-2 мкм парафи-

новые срезы недекальцинированного суставного 

хряща проблематично. Универсальными, для 

определения абсолютных и относительных па-

раметров структур суставного хряща, являются 

полутонкие эпоксидные срезы. Учитывая, что 

толщина таких срезов (0,5–1 мкм) примерно 

равна 1/20 среднего диаметра изучаемых струк-

тур (диаметр хондроцитов 10–20 мкм), эффект 

Холмса сводится к минимуму. Однако возмож-

ности использования полутонких эпоксидных 

срезов ограничивает их малая стандартная пло-

щадь – до 1 мм
2
, затрудняющая получение ре-

презентативных выборок изображений для сте-

реологических исследований. Чтобы преодолеть 

указанное противоречие, мы разработали и ап-

робировали в повседневной практике ряд тех-

нических приемов [14], позволяющих увеличить 

площадь таких срезов до 4–8 мм
2
:  

 применение специального режима провод-

ки материала (увеличение сроков экспозиции и 

дополнительная пропитка в смоле с катализато-

ром при комнатной температуре);  

 площадь основания пирамидки при ее вы-

соте до 1,0 мм должна быть как минимум в 4 раза 

больше площади среза, что позволяет избежать 

вибрации блока и образования механических 

дефектов на срезах при ультратомировании;  

 тщательный контроль качества и отбор 

стеклянных ножей, либо использование алмаз-

ного ножа с достаточной длиной режущей 

кромки;  

 применение специальных приемов фикса-

ции срезов к предметному стеклу [16] для пре-

дотвращения появления при окраске неровно-

стей и складок из-за различных биомеханиче-

ских свойств тканевых составляющих иссле-

дуемых объектов. 

Использование полученных по описанной 

технологии полутонких срезов большой площа-

ди позволило оцифровывать достаточно высо-

кокачественных изображений для формирова-

ния репрезентативной выборки и получения 

достоверных количественных характеристик 

объекта [6, 12, 15].  

При морфометрии учитывали гистологиче-

ское деление суставного хряща на зоны: по-

верхностную, промежуточную и базальную, что 

позволяло количественно охарактеризовать 

морфофункциональное состояние каждой зоны. 

Стереологический анализ проводили по се-

риям полутонких срезов, которые готовили на 

ультратоме «Nova» фирмы LKB (Швеция), ис-

следовали каждый 10-й срез. Систематический 

ввод полей зрения рядами, ориентированными 

строго по длиннику среза, обеспечивал получе-

ние наиболее репрезентативной выборки. При 

оцифровке важно надежно исключить взаимо-

перекрытие тестовых полей. Выборку формиро-

вали тотально, при этом количество анализи-

руемых структур, целиком попавших в поле 

зрения, оказывалось максимальным.  

Изображения хряща при увеличении 80х 

оцифровывали на АПК «ДиаМорф» (Россия) в 

программе «Color». В программе «Medias» по спе-

циально разработанному макросу на оцифрован-

ных изображениях определяли толщину (h) хря-

ща. На оцифрованных изображениях при увели-

чениях 500 , 1250  с помощью этой же програм-

мы по специально разработанному макросу под-

считывали число следов хондроцитов, площади их 

и межклеточного вещества в поле зрения.  

Для оценки объемных отношений структур в 

анизоморфных объектах учитывали зональное 

строение суставного хряща, кусочки ориентиро-

вали так, чтобы плоскость срезов была перпен-

дикулярна суставной поверхности, что, как счи-

тают В.П. Модяев и В. Н. Павлова с соавт. [7, 9], 

позволяет применять принцип А. Delesse [8]. 

Рассчитывали объемную (VVхц) и численную 

(NAхц) плотности всех хондроцитов, численную 

плотность клеток в составе изогенных групп – 

пролиферировавших хондроцитов (NAпхц). Ве-

личину пула пролиферировавших хондроцитов 

(ВППХц) определяли как выраженное в про-

центах отношение NAпхц/NAхц [рац. предл. № 

49/1996г.
*
]. Производили цито-, кариометрию, 

на основании чего определяли расчетные вели-

чины: относительный объем цитоплазмы 

(VVцит), относительный объем ядра (VVя), ядер-

но-цитоплазматический индекс (ЯЦИ) 

(VVя/VVцит), определяли максимальный (dmax) и 

минимальный (dmin) диаметры, фактор формы 

(Ff) клеток и их ядер. Измерения проводили в 

микрометрах после предварительной геометри-

ческой калибровки по оцифрованной с тем же 

увеличением шкале объект-микрометра. 

Оцифрованные изображения суставного 

хряща транспортировали по телекоммуникаци-

онным каналам – локальной сети, для архивиро-

вания в стратегической базе данных (СD-R), что 

позволило скопировать эти графические файлы 

в тактический архив для ретроспективного ана-

лиза (СD-RW), из которого они копировались в 

соответствующую директорию компьютера на 

жесткий диск (оперативная база данных) и ана-

лизировались. Такая трехуровневая система 

хранения информации, по нашему опыту, необ-

ходима и достаточна для ее сохранности, позво-

ляет осуществлять выборочный контроль каче-

ства и, при необходимости, вносить соответст-

вующие коррективы [13]. 

Анализ цифрового материала был проведен 

методами вариационной и непараметрической 

статистики. Индивидуальные выборки были 

объединены в одну общую (генеральную сово-
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купность), после статистической проверки ну-

левой гипотезы. Все результаты получены при 

анализе генеральной совокупности. Достовер-

ность различий оценивали в программе 

Microsoft Excel 97 (программное обеспечение 

AtteStat, версия 1.0, И.П. Гайдышев, 2001), в 

зависимости от характера распределения выбо-

рок использовали критерий Вилкоксона или 

критерий Стьюдента [1, 3]. 

РЕЗУЛЬТАТЫ 

1. Количественное исследование на ткане-

вом уровне. К концу дистракции отмечено досто-

верное (р<0,001) уменьшение толщины суставного 

хряща. Через 30 дней фиксации наблюдалась тен-

денция к увеличению анализируемого параметра 

относительно предыдущего срока. Через 30 дней 

после снятия аппарата толщина хряща приближа-

лась к контрольным значениям (рис. 1).  

 

Рис. 1. Динамика толщины суставного хряща на 

этапах удлинения голени 

ВППХц на всех этапах эксперимента была 

достоверно выше нормы. К концу эксперимента 

выявлена тенденция к увеличению анализируе-

мого параметра (рис. 2). Это являлось отраже-

нием компенсаторной реакции, направленной на 

пластическое обеспечение репарации поверхно-

стной зоны.  

 

Рис. 2. Динамика величины пула пролиферировав-
ших хондроцитов суставного хряща на этапах удли-

нения голени 

Численная плотность клеток в поверхностной 

зоне к концу дистракции была сопоставима с нор-

мой, на последующих этапах эксперимента досто-

верно (р<0,05) снижалась, что обусловлено в пери-

од фиксации гибелью и деструкцией клеток в оча-

гах разволокнения, после снятия аппарата – увели-

чением бесклеточных полей. В промежуточной 

зоне NAхц на протяжении аппаратного этапа экспе-

римента значимо (р<0,05) превышала контрольные 

значения. В базальной зоне к концу дистракции 

NAхц достоверно (р<0,05) превышала контроль, к 

концу опыта наблюдалась тенденция к снижению 

анализируемого параметра (рис. 3, а). 

Объемная плотность хондроцитов в период 

дистракции в поверхностной и базальной зонах 

достоверно (р<0,05) снижена, что связано с де-

струкцией и гибелью части клеток, в промежу-

точной зоне достоверно (р<0,05) превышала 

норму. На этапе фиксации во всех зонах наблю-

далось снижение анализируемого параметра по 

сравнению с предыдущим сроком эксперимента. 

Через месяц после снятия аппарата объемная 

плотность клеток в поверхностной была сопос-

тавима с нормой, в промежуточной зоне пре-

вышала контрольные значения, в базальной зоне 

достоверно (р<0,05) снижена (рис. 3, б).  

 

а 

 

б 

Рис. 3. а – Динамика численной плотности хондроци-

тов (мкм-2); б – динамика объемной плотности хондро-
цитов суставного хряща на этапах удлинения голени 

2. Количественное исследование на кле-

точном уровне. В поверхностной зоне на про-

тяжении всего эксперимента параметры, харак-

теризующие размер и форму клеток, превышали 

контроль (рис. 4, А, Б). За счет повышения зна-

чений dmin (р<0,001) и снижения dmax (р<0,001), 

Ff ядер достоверно (р<0,001) превышал норму. 

Наблюдалось увеличение (р<0,001) объемной 

плотности цитоплазмы, в результате ЯЦИ дос-

товерно (р<0,001) снижался до 0,37±0,02. Через 

30 дней фиксации выявлены максимальные зна-

чения анализируемых параметров, за исключе-

нием dmax ядер (табл. 1). В результате увеличе-

ния в равной степени объемных плотностей 

ядер и цитоплазмы ЯЦИ, как и на предыдущем 

этапе, составил 0,37±0,02.  
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Рис. 4. Полутонкий срез суставного хряща, окраска мети-

леновым синим-основным фуксином. Об. – 100МИ; ок. – 

12,5 : А – хондроцит поверхностной зоны, контроль; Б - 

хондроцит поверхностной зоны, 28 суток дистракции; В – 

молодая изогенная группа, 30 суток фиксации; Г – функ-
ционально активные хондроциты, 30 суток фиксации 

Через месяц после снятия аппарата наблюда-

лась тенденция к снижению анализируемых пара-

метров относительно предыдущих сроков, но по 

сравнению с контролем сохранялись повышенные 

значения; исключение – dmax ядер достоверно 

(р<0,001) снижен. Ядерно-цитоплазматический 

индекс относительно предыдущих этапов экспе-

римента увеличивался до 0,44±0,02. 

В промежуточной зоне через 28 дней дист-

ракции морфометрируемые параметры, харак-

теризующие размер и форму клеток и их ядер не 

имели достоверных различий с контролем, за 

исключением dmin ядер (табл. 2).  

За счет увеличения (р<0,001) VVя, ЯЦИ уве-

личивался (р<0,001) до 0,32±0,03. Вероятно, уве-

личение VVя хондроцитов является отражением 

дедифференцировки клеток, восстановления их 

пролиферативных потенций. Через 30 дней фик-

сации наблюдалась тенденция к увеличению dmin, 

dmax и Ff клеток и их ядер (исключение  dmax 

ядер). Значения минимального и максимального 

диаметров клеток были максимальными. Выяв-

лено достоверное (р<0,01) увеличение VVцит, в 

результате чего ЯЦИ снижался до 0,24±0,01. Че-

рез месяц после снятия аппарата морфометри-

руемые параметры, характеризующие размер и 

форму клеток и их ядер, были снижены относи-

тельно предыдущих этапов эксперимента. По 

сравнению с контролем dmin и Ff клеток были 

увеличены (р<0,01), снижались значения dmax  

(р<0,001) и Ff (р<0,05) ядер. За счет увеличения 

(р<0,05) VVцит, ЯЦИ снижался до 0,25±0,02. 

Таблица 1 
Количественные характеристики хондроцитов поверхностной зоны суставного хряща на этапах удлинения  

голени собак (M m) 

Срок эксперимента Контроль Дистракция Фиксация Без аппарата 

Vv ядра 0,42±0,01 0,256±0,01*** 0,26±0,01*** 0,29±0,01*** 

Vv цитоплазмы 0,58±0,01 0,74±0,01*** 0,74±0,01*** 0,71±0,01*** 

ЯЦИ 0,75±0,03 0,37±0,02*** 0,37±0,02*** 0,44±0,02*** 

Клетка 

d min 1,28±0,25 3,38±0,49*** 5,69±0,35*** 2,71±0,41*** 

d max 10,75±0,35 12,77±0,5** 15,07±0,5*** 11,03±0,58*** 

Ff 0,47±0,015 0,59±0,026*** 0,63±0,02** 0,57±0,03*** 

Ядро 

d min 1,08±0,16 2,2±0,25*** 2,96±0,35*** 1,92±0,24*** 

d max 6,71±0,25 5,69±0,27*** 6,07±0,3 5,76±0,34*** 

Ff 0,5±0,025 0,67±0,02*** 0,74±0,03*** 0,63±0,026*** 

Примечание: проверка различий проведена с помощью критерия Вилкоксона: *  p<0,01; **  p<0,05; ***  p<0,001. Жирным 

шрифтом – различия не достоверны. 

Таблица 2 
Количественные характеристики хондроцитов промежуточной зоны суставного хряща на этапах удлинения голени 

собак (M m) 

Срок эксперимента Контроль Дистракция Фиксация Без аппарата 

Vv ядра 0,21±0,01 0,23±0,01*** 0,18±0,01* 0,19±0,01 

Vv цитоплазмы 0,79±0,01 0,77±0,01*** 0,81±0,01* 0,81±0,01** 

ЯЦИ 0,27±0,01 0,32±0,02*** 0,24±0,01* 0,25±0,02** 

Клетка 

d min 5,8±0,83 6,39±0,5 7,43±0,65** 6,31±0,56*** 

d max 13,1±0,43 13,17±0,43 14,3±0,52* 12,54±0,44*** 

Ff 0,7±0,015 0,76±0,01* 0,76±0,02** 0,72±0,02*** 

Ядро 

d min 2,1±0,34 3,37±0,31** 3,47±0,26*** 2,42±0,39*** 

d max 6±0,25 5,93±0,19 5,96±0,2 5,66±0,28*** 

Ff 0,7±0,02 0,77±0,02** 0,78±0,02*** 0,67±0,03** 

Примечание: проверка различий проведена с помощью критерия Вилкоксона: *  p<0,01; **  p<0,05; ***  p<0,001. Жирным 
шрифтом – различия не достоверны. 
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В базальной зоне через 28 дней дистракции 

наблюдалось тенденция к увеличению (р<0,001) 

dmin и Ff клеток и их ядер (табл. 3).  

Минимальные диаметры клеток и ядер увели-

чивались в 1,7 и 2 раза соответственно, Ff превы-

шал контроль. Максимальные диаметры клеток и 

ядер не имели достоверных различий с контролем. 

За счет увеличения (р<0,001) объемной плотности 

ядер, ЯЦИ превышал норму. Через 30 дней фик-

сации параметры, характеризующие размер и 

форму клеток, превышали (р<0,01) контроль. Па-

раметры, характеризующие размер и форму ядер, 

изменялись следующим образом: dmin и Ff досто-

верно (р<0,05) превышали контроль, но в меньшей 

степени, чем на предыдущем этапе. За счет увели-

чения в большей степени VVцит ЯЦИ снижался 

(р<0,01) до 0,23±0,02. Через месяц после снятия 

аппарата сохранялись повышенные значения dmin, 

dmax и Ff клеток и их ядер (исключение  dmax 

ядер). В результате увеличения VVцит ядерно-

цитоплазматический индекс снижался до 

0,19±0,01. Выявленная динамика ЯЦИ хондроци-

тов промежуточной и базальной зон указывала на 

присутствие как высоко дифференцированных, 

так и дедифференцированных (способных проли-

ферировать) клеток (рис. 3, В, Г). 

Таким образом, проведенное количественное 

исследование по разработанной нами технологии 

позволило получить объективные данные о харак-

тере изменений структуры суставного хряща в 

условиях удлинения смежного сегмента конечно-

сти. Так, при дистракции выявлены деструктив-

ные изменения, наиболее выраженные в поверх-

ностной и базальной зонах. Наблюдалось сниже-

ние параметров – толщины хряща, объемной и 

численной плотностей хондроцитов поверхност-

ной и базальной зон. На последующих этапах вы-

явлена тенденция к увеличению исследуемых па-

раметров. Величина пула пролиферировавших 

хондроцитов на всех этапах эксперимента превы-

шала контроль. Основная зона восполнения кле-

точной популяции (репаративная регенерация) – 

это промежуточная зона, в которой отмечено наи-

большее количество изогенных групп клеток. 
Компенсаторные процессы выражались и повы-

шением биосинтетического потенциала клеточной 

популяции суставного хряща. Наиболее ярко были 

выражены изменения хондроцитов неповрежден-

ных участков поверхностной зоны, у которых вы-

явлено снижение ядерно-цитоплазматического 

индекса в связи с ростом объемной доли цито-

плазмы. Максимальные количественные характе-

ристики хондроцитов промежуточной и базальной 

зон выявлены в срок 30 суток фиксации. Увеличе-

ние исследуемых параметров свидетельствовало 

об усложнении структуры клеток, усилении их 

биосинтетической и пролиферативной активности. 

Полученные данные свидетельствовали о доста-

точно высокой степени выраженности компенса-

торных реакций хрящевой ткани наружного мы-

щелка бедра в данных условиях удлинения голе-

ни, в результате чего к концу эксперимента на-

блюдалось восстановление толщины хряща. При-

мененная технология компьютерной морфо- и 

стереометрии позволила получить новую инфор-

мацию о потенциальных возможностях хрящевых 

клеток в условиях удлинения голени и может быть 

использована при изучении патологических изме-

нений, эффектов роста, старения, физических уп-

ражнений, иммобилизации, лекарственных препа-

ратов на структуру хряща. 

Таблица 3 
Количественные характеристики хондроцитов базальной зоны суставного хряща на этапах удлинения голени собак 

(M m) 

Срок эксперимента Контроль Дистракция Фиксация Без аппарата 

Vv ядра 0,19±0,01 0,20±0,01*** 0,18±0,01* 0,16±0,01* 

Vv цитоплазмы 0,81±0,01 0,79±0,01*** 0,815±0,01* 0,84±0,01* 

ЯЦИ 0,25±0,01 0,26±0,01*** 0,23±0,02* 0,19±0,01* 

Клетка 

d min 4,8±1,02 8,25±0,4*** 6,99±0,79* 7,3±0,7*** 

d max 12,4±0,4 12,64±0,5 14,61±0,64* 12,73±0,66* 

Ff 0,69±0,02 0,79±0,02*** 0,74±0,01* 0,75±0,02*** 

Ядро 

d min 1,29±0,3 2,62±0,41*** 2,26±0,38** 1,38±0,37*** 

d max 5,9±0,35 5,54±0,32 5,74±0,41 4,87±0,33** 

Ff 0,6±0,035 0,72±0,02*** 0,71±0,03** 0,61±0,04*** 

Примечание: проверка различий проведена с помощью критерия Вилкоксона: *  p<0,01; **  p<0,05; ***  p<0,001. Жирным 

шрифтом – различия не достоверны. 
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