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Обследовано 94 пациента (87 женщин и 7 мужчин) с досто‑
верным ревматоидным артритом в возрасте от 20 до 60 лет. 
Больные получали метотрексат в дозе 20 мг 1 раз в неделю 
внутримышечно. Проводили количественное определение 
интерлейкинов 1β, 6, 10 и фактора некроза опухоли‑альфа в 
сыворотке крови и синовиальной жидкости, а также спект‑
рофотометрическое исследование метаболитов оксида азота 
в тех же средах и моче. Повышенное содержание цитокинов 
и метаболитов оксида азота обнаружено только в синовиаль‑
ной жидкости и моче больных (за исключением интерлейки‑
на‑6). Лечение метотрексатом сопровождалось увеличением 
уровней интерлейкина‑1, фактора некроза опухоли‑альфа 
и метаболитов оксида азота в периферическом кровотоке. 
В синовиальной жидкости произошло многократное сниже‑
ние концентрации этих показателей. Можно предполагать, 
что увеличение продукции метаболитов оксида азота клет‑
ками синовиальной среды сустава носит провоспалитель‑
ный характер и имеет тесную взаимосвязь с цитокиновой 
дисрегуляцией, опосредуя аутоиммунное воспаление.

Введение. Патогенетическая терапия ревматоид‑
ного артрита (РА) представляет собой сложную задачу. 
Существующие представления о развитии аутоиммун‑
ного воспаления при РА отводят большую роль ци‑
токиновому дисбалансу в патогенезе заболевания [1, 
4, 5]. Активно изучается роль оксида азота в реализа‑
ции воспаления при РА, но полученные данные носят 
крайне противоречивый характер и не позволяют кон‑
кретизировать патогенетическую роль этого соедине‑
ния [6, 10]. Отсутствие целостной концепции патоге‑
неза не позволяет решить вопрос о полном контроле 
над процессами деструкции костной ткани при РА. 
Кроме того, не до конца ясны механизмы реализации 
фармакодинамических эффектов базисных препара‑
тов. К проблемам, связанным с фармакотерапией РА, 
относятся первичная резистентность, неудовлетвори‑
тельные результаты применения ранее эффективных 
лекарственных средств, развитие побочных реакций 
[4]. В большинстве случаев не более одной трети боль‑
ных могут продолжать лечение одним и тем же базис‑
ным препаратом более четырех лет [2], что диктует не‑
обходимость разработки новых методов фармакотера‑
пии, дальнейшего исследования механизмов действия 
уже известных препаратов, определения маркеров для 
оценки эффективности лечения. Цель настоящей ра‑
боты – оценить цитокиновый профиль и характер 
метаболизма оксида азота у больных РА и установить 
значение этих соединений в реализации фармакоди‑
намических эффектов метотрексата.

Материал и методы. Обследовано 94 больных (87 
женщин и 7 мужчин) в возрасте от 20 до 60 лет, диагноз 

РА у которых соответствовал критериям Американс‑
кой ревматологической ассоциации (1987). Во всех 
случаях зарегистрирован «классический» РА, актив‑
ность которого сохранялась, несмотря на примене‑
ние нестероидных противовоспалительных препара‑
тов. Критерии включения пациентов в исследование: 
1) признаки активной фазы заболевания; 2) наличие 
показаний для базисной терапии; 3) отсутствие про‑
тивопоказаний для применения базисных средств; 
4) отсутствие базисной терапии в течение двух пред‑
шествующих месяцев; 5) подобранная противовос‑
палительная терапия – прием внутрь нестероидных 
противовоспалительных средств в стабильной дозе в 
течение не менее чем 2 недель; 6) отсутствие наруше‑
ний когнитивных функций.

Больных условно разделили на 2 группы: с «ран‑
ним» РА (средняя длительность заболевания 18 мес.) и 
«поздним» РА (длительность заболевания более 3 лет) 
[11]. Наличие эрозий в костных структурах, образо‑
вавшихся по истечении 24 мес. от начала заболевания, 
определяло эрозивный вариант течения болезни [15]. 
Артрит был серопозитивен по ревматоидному фак‑
тору в 100% случаев. Для характеристики активности 
воспаления использовался комбинированный индекс 
активности болезни DAS 28 [14]: активность в 46,7% 
случаев оказалась средней, в 53,3% случаев – высокой. 
Длительность заболевания варьировала от 6 месяцев 
до 10 лет и более. Рентгенологическая стадия РА опре‑
делялись по классификации Steinbroker [3]. Распреде‑
ление больных здесь выглядело следующим образом: 
1‑я стадия – 2,30%, 2‑я стадия – 27,35%, 3‑я стадия – 
46,25%, 4‑я стадия – 24,10%. Недостаточность суста‑
вов оценивали по классификации Американской кол‑
легии ревматологов (пересмотр 1992 г.): преобладали 
2‑й и 3‑й функциональный классы недостаточности. 
В исследуемых группах исходно не было статистичес‑
ки значимых различий в клинических и демографи‑
ческих показателях. Контролем послужили результа‑
ты обследования 20 здоровых доноров.

В связи с наличием клинико‑лабораторной ак‑
тивности заболевания 63 больным была назначена 
базисная терапия метотрексатом в дозе 20 мг 1 раз 
в неделю внутримышечно. Оценка эффективности 
препарата проводилась через 6 месяцев после начала 
лечения с использованием индекса DAS 28. До лече‑
ния определяли содержание цитокинов в образцах 
сыворотки крови и пробах синовиальной жидкости 
методом твердофазного иммуноферментного анали‑
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за с использованием наборов BioSource International 
для интерлейкинов (IL) 1β, 6, 10 и фактора некроза 
опухоли‑альфа (TNFα). В тех же биологических жид‑
костях и моче спектрофотометрически определяли 
нитрат‑ и нитрит‑ионы.

Информационное согласие было получено от 
всех пациентов. Работа утверждена независимым 
междисциплинарным этическим комитетом ВГМУ. 
Статистическая обработка полученных цифровых 
данных проводилась с использованием программы 
«Статистика 2».

Результаты исследования. При иммунофермен‑
тном анализе в синовиальной жидкости у больных 
РА было обнаружено существенное увеличение кон‑
центрации цитокинов (табл. 1). В то же время их уро‑
вень в сыворотке крови не превышал показателей 
здоровых доноров, за исключением IL‑6. Обращало 
на себя внимание то, что значительно повышенная 
концентрация последнего в системном кровотоке и в 
синовиальной жидкости обеспечивалась в основном 
за счет группы «позднего» артрита. Это подтвержда‑
ет тезис о роли IL‑6 как мессенджера в хронизации 
воспалительного процесса при РА [12]. Повышение 
концентрации IL‑1 в синовиальной жидкости обна‑
ружено только на ранних стадиях заболевания. Уро‑
вень TNFа характеризовался высокими показателя‑
ми, особенно в динамике у пациентов с «поздним» 
РА, имевшим длительный анамнез. В синовиальной 
жидкости обследованных обнаружено увеличение 
концентрации IL‑10, которая еще больше повыша‑
лась на фоне успешной терапии (табл. 1, 2).

Обнаружена статистически значимая обратная 
корреляционная связь (r = –0,67) уровня IL‑10 и коли‑
чественного показателя ревматоидного фактора. Этот 
факт позволяет объяснить более агрессивное течение 
серопозитивного варианта РА. Эрозивный артрит ха‑
рактеризовался более высокой концентрацией IL‑10 в 
синовиальной жидкости. Кроме того, прослеживалась 
прямая корреляционная связь концентрации IL‑10 с 
рентгенологической стадией артрита (r=0,58, p<0,05).

В сыворотке крови больных РА не выявлено по‑
вышения уровня метаболитов оксида азота (табл. 3). 
Другой паттерн экспрессии метаболитов этого со‑
единения был обнаружен в синовиальной жидкос‑
ти – их концентрация значительно превосходила 
контрольные показатели. Экскреция исследуемых 
метаболитов с мочой также была выше у больных РА. 
Эрозивный вариант артрита отличался более высо‑
ким содержанием нитритов на локальном уровне, что 
предполагает активное участие оксида азота в потен‑
цировании деструктивных процессов при РА.

Метотрексат продемонстрировал большую эф‑
фективность при лечении «раннего» артрита. Влия‑
ние его на цитокиновый профиль носило разнона‑
правленный характер. Концентрация IL‑1 и TNFα 
в сыворотке крови увеличилась, в то время как в си‑
новиальной жидкости происходило ее значительное 
уменьшение. Интересно, что уровень TNFα возрастал 

Таблица 1
Цитокиновый профиль у больных РА, М±m

Цитокин
Содержание, пг/мл

контроль РА

С
ы

во
ро

тк
а 

кр
ов

и

IL‑1 1,65±0,03 0,86±0,17

IL‑6 2,47±0,03 60,22±3,401

IL‑10 0,21±0,02 0,50±0,23

TNFα 2,17±0,07 3,69±1,18

С
и

н
ов

и
‑

ал
ьн

ая
 

ж
и

дк
ос

ть

IL‑1 1,95±0,91 10,06±2,281

IL‑6 3,48±1,12 1431,77±110,961

IL‑10 1,11±1,02 7,26±1,181

TNFα 4,12±2,03 150,59±15,611

1 Различие с контролем статистически значимо (р<0,05).

Таблица 2
Цитокиновый профиль у больных РА на фоне лечения 

метотрексатом, M±m

Цитокин
Содержание при РА, пг/мл

до лечения после лечения
С

ы
во

ро
тк

а 
кр

ов
и

IL‑1 0,69±0,161 1,77±0,73

IL‑6 80,59±35,17 53,96±27,17

IL‑10 0,25±0,17 0,31±0,24

TNFα 3,40±1,47 31,94±8,371, 2

С
и

н
ов

и
‑

ал
ьн

ая
 

ж
и

дк
ос

ть

IL‑1 11,12±3,36 0,65±0,122

IL‑6 1446,76±124,841 1820,34±23,651

IL‑10 7,68±1,43 43,80±2,621, 2

TNFα 164,51±18,451 25,50±3,761, 2

1 Разница статистически значима (р<0,05) по сравнению с 
контролем (см. табл. 1).

2 Разница с показателями до лечения статистически значима.

только за счет «эрозивного» РА. Лечение метотрекса‑
том сопровождалось повышением уровня метаболи‑
тов оксида азота в периферическом кровотоке, в то 
время как в синовиальной жидкости произошло зна‑
чительное снижение этих показателей (табл. 4). Ран‑
ний артрит характеризовался более выраженной ре‑
грессией количества нитратов на локальном уровне.

Обсуждение полученных данных. Наше исследова‑
ние показало, что у больных ревматоидным артритом 
существенное различие в уровне цитокинов и мета‑
болитов оксида азота в сравнении со здоровыми до‑
норами имеет место лишь в синовиальной жидкости 
(за исключением IL‑6). Хотя повышение концентра‑
ции TNFα в системном кровотоке не отразилось на 
противовоспалительной эффективности метотрекса‑
та, оно наряду с увеличением уровня IL‑1 может быть 
связано с развитием вторичной резистентности к ме‑
тотрексату. Повышение концентрации IL‑10 в полос‑
ти сустава на фоне лечения, по‑видимому, направле‑
но на урегулирование дисбаланса между T‑хелперами 
1‑го и 2‑го типов и цитокинами [9].

Особый интерес представляет динамика уровня 
метаболитов оксида в сыворотке крови под влиянием 
метотрексата. Известно, что этот препарат реализует 
свой противовоспалительный эффект посредством 

Оригинальные исследования
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аденозина, который при взаимодействии со своими 
рецепторами становится мощным эндогенным анти‑
воспалительным медиатором [8]. В ходе последних 
клинических исследований обнаружено, что адено‑
зин индуцирует выработку оксида азота эндотелиаль‑
ными клетками [13]. Другие авторы также доказали, 
что аденозининдуцированная вазодилатация вызы‑
вается повышением нитроксидпродукции эндоте‑
лием [7]. В своих выводах авторы упомянутых работ 
указывают, что эндотелиальная пуринергическая ре‑
цепторная стимуляция может прямо индуцировать 
продукцию оксида азота в артериях, что оказывает 
кардиопротективный эффект.

Заключение

Дисбаланс цитокинов при РА проявляется только на 
локальном уровне. Влияние метотрексата на цитоки‑
новый профиль и уровень метаболитов оксида азота 
различается и на локальном, и на системном уровнях. 
Эволюция ревматоидного артрита характеризуется 
различной картиной цитокинового профиля синови‑
альной жидкости. Можно предполагать, что увеличе‑
ние продукции метаболитов оксида азота клетками 
синовиальной среды сустава носит провоспалитель‑
ный характер и имеет тесную взаимосвязь с цитоки‑

новой дисрегуляцией, опосредуя аутоиммунное вос‑
паление.
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INFLUENCE OF METOTREXATE ON CYTOKINE 
STRUCTURE AND METABOLISM OF THE NITROGEN 
OXIDE AT PATIENTS WITH THE RHEUMATOID 
ARTHRITIS
A.I. Dubikov1, E.E. Medved’1, L.A. Belogolovyh1, I.E. Grishina1, 
O.A. Lyubarskaya1, E.A. Borisenko2

1 City Hospital No. 2 (Vladivostok), 2 Vladivostok State Medical 
University
Summary – 94 patients (87 women and 7 men) with authentic 
rheumatoid arthritis in the age from 20 till 60 years are surveyed. 
Patients received metotrxate in a doze of 20 mg once a week in‑
tramuscularly. The quantitative definition of IL 1β, 6, 10 and the 
tumor necrosis alpha‑ factor in blood and synovial liquid and also 
spectrophotometric research of the nitrogen oxide metabolites in 
the same environments and urine. The increased content of the cy‑
tokines and nitrogen oxide metabolites is revealed only in synovial 
liquid and urine of patients (except IL6). Treatment by metotrx‑
ate was accompanied by increase in IL1 level, the tumor necrosis 
alpha‑factor and nitrogen oxide metabolites in a peripheral blood. 
In synovial liquid there was a repeated decrease in concentration 
of these parameters. It is possible to assume, that the increase in 
production of the nitrogen oxide metabolites by synovial cells of a 
joint has some proinflammatory character and has close interrela‑
tion with cytokine dysregulation and auto immune inflammation.
Key words: rheumatoid arthritis, nitrogen oxide, cytokine, 
metotrexate.
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Таблица 3
Метаболиты оксида азота у больных РА, M±m

Метаболит
Содержание, мкМ/мл

контроль РА

Сыворотка 
крови

NO2– 1,30±0,11  2,46±0,33

NO3– 1,17±0,08  1,13±0,24

NOx 2,47±0,10  3,54±0,481

Моча

NO2– 1,12±0,31  9,19±1,25

NO3– 0,58±0,09 15,06±3,01

NOx 1,71±0,12 24,25±3,071

Синовиаль‑
ная жидкость

NO2– 1,08±0,07  9,35±1,341

NO3– 0,58±0,04  8,64±3,56

NOx 1,66±0,11 17,99±3,411

1 Различие с контролем статистически значимо (р<0,05).

Таблица 4
Метаболиты оксида азота при лечении метотрексатом, М±m

Метаболит
Содержание, мкМ/мл

до лечения после лечения

Сыворотка 
крови

NO2–  2,44±0,68  3,33±0,59

NO3–  1,13±0,28  2,01±0,58

NOx  3,49±0,54  5,35±0,95

Моча

NO2–  9,31±1,661 14,21±1,071

NO3– 15,55±3,751 20,34±2,231

NOx 24,86±4,011 34,45±1,751

Синовиаль‑
ная жидкость

NO2–  7,94±1,461  2,56±0,542

NO3– 12,22±6,211  0,23±0,02

NOx 20,16±4,471  2,79±1,232

1 Разница статистически значима (р<0,05) по сравнению с 
контролем (см. табл. 3).

2 Разница с показателями до лечения статистически значима.


