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Потенциальные прогностические маркеры аденокарцином 
и аденоплоскоклеточного рака шейки матки 
А.Д. Колина1,2, Н.В. Данилова1,2,3, Ю.Ю. Андреева4

1 	Факультет фундаментальной медицины Медицинского научно-образовательного института ФГБОУ ВО Московский 
государственный университет имени М.В. Ломоносова, Москва, Россия
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университет имени М.В. Ломоносова, Москва, Россия 

3 	Научно-исследовательский институт морфологии человека имени академика А.П. Авцына ФГБНУ «Российский научный 
центр хирургии имени академика Б.В. Петровского», Москва, Россия

4 	ФГБОУ ДПО Российская медицинская академия непрерывного профессионального образования Минздрава России,  
Москва, Россия

Резюме. Аденокарцинома и аденоплоскоклеточный рак шейки матки в совокупности составляют 
до 20% всех случаев рака указанной локализации. Они представляют собой гетерогенную группу 
опухолей, отличающихся по клиническому течению, факторам риска, морфологическим особен-
ностям, ответу на лечение и прогнозу. Целью исследования был систематический анализ данных 
литературы о потенциальных предикторах этих гистологических подтипов рака шейки матки, 
включая маркеры раковых стволовых клеток CD44 и CD10, а также маркер желудочной/кишечной 
дифференцировки MUC5AC, которые могут помочь в стратификации риска у пациенток с указан-
ными опухолями. Проведен поиск литературы на английском языке с использованием электронных 
баз данных PubMed и Web of Science. Также были проанализированы ссылки из найденных иссле-
дований. Отбирались статьи, опубликованные с января 1995 года по декабрь 2024 года. В соответ-
ствии с критериями включения и исключения из 284 публикаций были отобраны 29 исследований 
(24 исследования типа случай–контроль и пять когортных). В результате анализа источников сделан 
вывод, что маркеры CD44 и CD10 являются предикторами негативного прогноза при плоскоклеточ-
ном раке шейки матки, при этом информация о прогностической значимости данных белков при 
неплоскоклеточных карциномах шейки матки крайне ограничена и требует дальнейшего изучения. 
Что касается маркера MUC5AC, показана его связь со степенью дифференцировки аденокарцином 
шейки матки, что позволяет рассматривать его в качестве потенциального косвенного предиктора 
при данных опухолях.
Ключевые слова: рак шейки матки, прогноз, CD44, CD10, MUC5AC, иммуногистохимия
Для корреспонденции: Арина Дмитриевна Колина. E-mail: arina.zaharkina@mail.ru 
Для цитирования: Колина А.Д., Данилова Н.В., Андреева Ю.Ю. Потенциальные прогностиче-
ские маркеры аденокарцином и аденоплоскоклеточного рака шейки матки. Клин. эксп. морфология. 
2025;14(5):5–13. DOI: 10.31088/CEM2025.14.5.5-13.
Финансирование. Исследование выполнено в рамках государственного бюджетного финансирования.
Статья поступила 29.05.2025. Получена после рецензирования 18.06.2025. Принята в печать 27.06.2025.

Potential prognostic markers of adenocarcinomas and adenosquamous 
carcinoma of the cervix
A.D. Kolina1,2, N.V. Danilova1,2,3, Yu.Yu. Andreeva4

1 	Faculty of Fundamental Medicine of Medical Research and Educational Institute of Lomonosov Moscow State University, Moscow, 
Russia

2 	University Clinic of Medical Research and Educational Institute of Lomonosov Moscow State University, Moscow, Russia
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Abstract. Adenocarcinoma and adenosquamous carcinoma of the cervix account for up to 20% of all cervical 
cancers. These subtypes represent a heterogeneous group of tumors that differ in clinical course, risk factors, 
morphology, treatment response, and prognosis. This study aimed to systematically review the literature on 
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Введение
За последние 40 лет заболеваемость раком шейки 

матки (РШМ) снизилась более чем на 40% благодаря 
широкому внедрению цитологического скрининга [1]. 
Тем не менее абсолютная частота аденокарциномы 
и аденоплоскоклеточного РШМ и их относительная 
частота по сравнению с плоскоклеточным раком (ПКР) 
РШМ возросли: в настоящее время на долю аденокар-
циномы и аденоплоскоклеточного РШМ в совокупнос
ти приходится около 20% всех диагнозов «рак шейки 
матки», что значительно выше, чем 5–10%, наблюдав-
шихся в 1970-х годах [1, 2]. В ряде исследований по-
казано, что аденокарцинома и аденоплоскоклеточный 
РШМ имеют худший прогноз в сравнении с ПКР шейки 
матки [3–5]. Значительное число случаев аденокарци-
номы и аденоплоскоклеточного РШМ регистрируется 
на поздних стадиях, когда 5-летняя выживаемость со-
ставляет менее 20% [6]. Кроме того, аденокарцинома 
и аденоплоскоклеточный РШМ представляют собой 
гетерогенную группу опухолей, различающихся по 
эпидемиологическим, морфологическим и прогно-
стическим характеристикам, чем обусловлена необ-
ходимость поиска новых перспективных предикторов 
для своевременной стратификации риска у пациенток 
с этими опухолями. Целью настоящего исследования 
был систематический обзор данных литературы, каса-
ющихся потенциальных прогностических параметров 
РШМ: маркеров раковых стволовых клеток, включая 
CD44 и CD10, а также маркера желудочной/кишечной 
дифференцировки MUC5AС. 

Отбор исследований
Проведен поиск литературы на английском языке 

с использованием электронных баз данных PubMed 
и Web of Science. Наряду с этим были проанализиро-
ваны ссылки из найденных исследований. Отбирались 
статьи, опубликованные с января 1995 года по декабрь 

2024 года, в соответствии со следующими критериями 
включения.

	y Исследование должно относиться к типам обзор, 
случай–контроль или когортное.

	y Исследование должно содержать данные о мар-
керах раковых стволовых клеток CD44 и CD10, 
а также маркере желудочной/кишечной диффе-
ренцировки MUC5AC.

	y Исследование должно включать пациенток с 
подтвержденным диагнозом «рак шейки матки» 
любой стадии с гистологическим типом «плоско-
клеточный рак», «аденокарцинома» или «адено-
плоскоклеточный рак». 

	y Исследование должно включать анализ связи мар-
керов CD44, CD10 и MUC5AC с клинико-морфо-
логическими параметрами опухоли и прогнозом 
у пациенток с РШМ.

	y Исследование должно содержать результаты им-
муногистохимического анализа маркеров CD44, 
CD10 и MUC5AC, выполненного на образцах па-
рафиновых блоков РШМ.

Критерии исключения: анализ цитологических об-
разцов РШМ, описания клинических случаев, рефера-
ты, материалы конференций и докладов. 

В соответствии с критериями включения и исклю-
чения из 284 публикаций были отобраны 29 исследо-
ваний (24 исследования типа случай–контроль и пять 
когортных).

Прогностическая значимость маркера 
опухолевых стволовых клеток CD44  
при раке шейки матки

CD44 является трансмембранным гликопротеином 
клеточной поверхности и участвует в клеточной ад-
гезии, выступая в качестве рецептора для компонен-
тов внеклеточного матрикса, таких как гиалуроновая 
кислота, фибронектин, коллаген и остеопонтин [7]. 

potential prognostic predictors of these histological subtypes of cervical cancer, including cancer stem cell 
markers CD44 and CD10 and gastric/intestinal differentiation marker MUC5AC, which may help in risk 
stratification in affected patients. We searched PubMed and Web of Science databases for English-language 
publications from January 1995 to December 2024 and screened references from relevant studies. Out of 
284 papers, we selected 29 studies (24 case-control studies and 5 cohort studies) according to inclusion and 
exclusion criteria. The analysis showed that CD44 and CD10 markers are negative prognostic predictors of 
squamous cell carcinoma of the cervix; however, evidence on their prognostic value in non-squamous car-
cinomas of the cervix is scarce and requires further study. MUC5AC expression correlated with the degree 
of differentiation in cervical adenocarcinomas, which suggests its potential role as an indirect prognostic 
predictor in these tumors.
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Сигнальные пути, активируемые CD44, представлены 
на рисунке 1 [8]. Посредством влияния на ключевые 
нижележащие сигнальные каскады, включая PI3K/AKT 
и MAPK/ERK, CD44 регулирует процессы пролифера-
ции и инвазии опухолевых клеток [8].

Кроме того, белок CD44 является маркером рако-
вых стволовых клеток (РСК) – небольшой субпопуля-
ции опухолевых клеток, обладающих способностью 
к плюрипотентности, дифференцировке в различные 
типы клеток и самообновлению. Роль РСК в канцеро-
генезе РШМ продолжает изучаться, и на сегодняшний 
день CD44 выступает одним из ключевых маркеров 
РСК при данной онкопатологии [9, 10]. В многочис-
ленных исследованиях рассматривалась экспрессия 
разных изоформ белка CD44 при ряде онкологических 
заболеваний: показано, что CD44 влияет на способ-
ность опухоли к инвазии, прогрессии и метастазиро-
ванию [11, 12]. 

Что касается РШМ, в упомянутом выше исследова-
нии S. Suwiwat et al. [11] положительное иммуногисто-
химическое (ИГХ) окрашивание с антителом к белку 
CD44v6 встречалось в 57,7% случаев (30/52) во всей 
когорте пациенток с РШМ. При этом положительное 
окрашивание с антителом к CD44v6 отмечено в 85,7% 
случаев (24/28) при ПКР и в 25% случаев (6/24) при 
аденокарциноме шейки матки. Таким образом, частота 
положительного ИГХ окрашивания с антителом к бел-
ку CD44v6 была выше среди ПКР в сравнении с аде-

нокарциномой шейки матки (р<0,001), что согласуется 
с данными более ранних работ [13, 14]. Кроме того, 
наблюдалась значимая связь между CD44-статусом 
и наибольшим размером опухоли (р=0,03), однако 
взаимосвязи с такими параметрами как возраст, ста-
дия по классификации FIGO (International Federation of 
Gynecology and Obstetrics, Международная федерация 
гинекологии и акушерства), наличие опухолевых эм-
болов в лимфатических сосудах, наличие метастазов 
в тазовых лимфатических узлах не выявлено. Анализ 
общей выживаемости пациенток также не выявил зна-
чимых отличий в зависимости от CD44-статуса опу-
холи. Напротив, в недавнем систематическом обзоре 
с метаанализом M.N. Fahmi et al. показано, что высо-
кая интенсивность ИГХ окрашивания с антителом к 
белку CD44 ассоциировалась с более низкой общей 
выживаемостью пациенток при РШМ [15]. В другом 
исследовании, включавшем 40 образцов, полученных 
от пациенток с РШМ, была установлена связь поло-
жительного ИГХ окрашивания с антителом к белку 
CD44v6 с плохим прогнозом у пациенток с РШМ на 
III стадии по FIGO [16]. Более того, рядом авторов по-
ложительный CD44-статус охарактеризован как незави-
симый прогностический параметр при РШМ на ранних 
стадиях [17]. Согласно данным, полученным M.Y. Weng 
et al. при исследовании 30 образцов от пациенток с 
РШМ, наличие положительного ИГХ окрашивания 
с антителом к белку CD44v6 было ассоциировано с 
присутствием региональных и отдаленных метастазов 
и с поздними стадиями РШМ (р<0,05), при этом корре-
ляция с возрастом пациенток, наибольшим размером 
опухоли, степенью дифференцировки и гистологиче-
ским типом РШМ не выявлена [18]. Таким образом, 
результаты, полученные при изучении прогностиче-
ской роли белка CD44 при РШМ, противоречивы, что 
может быть обусловлено отличиями в размере выборок. 
Однако, согласно данным большинства исследовате-
лей, белок CD44 может рассматриваться в качестве кос-
венного маркера неблагоприятного прогноза при РШМ. 
Необходимо отметить, что подавляющее число работ 
посвящено изучению роли РСК при ПКР шейки матки, 
при этом в научной литературе имеются единичные ра-
боты, исследующие роль РСК при неплоскоклеточных 
карциномах шейки матки. 

Еще одной крайне актуальной проблемой является 
резистентность пациенток с аденокарциномой и аде-
ноплоскоклеточным РШМ к стандартной химиотера-
пии. Устойчивость к используемым в настоящее время 
стратегиям лечения связывают с РСК, которые счи-
таются одной из возможных причин неудовлетвори-
тельных результатов лечения РШМ и других злокаче-
ственных опухолей [19–21]. Установлено, что РСК не 
только обладают потенциалом к опухолеобразованию, 
но также проявляют устойчивость к цитотоксическим 
препаратам и ионизирующему излучению, в том числе 
при опухолях женской половой системы [22]. В работе 
H. Lui et al. CD44+/CD24+-экспрессирующие клетки 

Рис. 1. 	Сигнальные пути, опосредованные CD44. 
Адаптировано из: Chen C, Zhao S, Karnad A, 
Freeman JW. The biology and role of CD44 in cancer 
progression: therapeutic implications. J Hematol Oncol [8]

Fig. 1. 	CD44-mediated downstream signaling pathways. 
Adapted from: Chen C, Zhao S, Karnad A, Freeman JW. 
The biology and role of CD44 in cancer progression: 
therapeutic implications. J Hematol Oncol [8]



КЛИНИЧЕСКАЯ И ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ МОРФОЛОГИЯ / CLINICAL AND EXPERIMENTAL MORPHOLOGY       Том 14  № 5  20258

ОБЗОРЫ ЛИТЕРАТУРЫ

РШМ проявляли устойчивость к облучению и демон-
стрировали свойства РСК [10]. Таким образом, CD44-
статус может быть ценным прогностическим марке-
ром резистентности к лучевой терапии при РШМ. 
Понимание основных механизмов, благодаря которым 
РСК способствуют устойчивости к химио- и лучевой 
терапии, позволит разработать более эффективные ме-
тоды лечения для улучшения клинических исходов у 
пациенток с РШМ. Так, известно, что к механизмам 
резистентности, обусловленным РСК шейки матки, 
относятся способность к неограниченному делению, 
перепрограммирование клеток опухолевого микро
окружения (включая опухоль-ассоциированные фи-
бробласты и опухоль-ассоциированные макрофаги), 
влияние на сигнальные пути, опосредованные белками 
Wnt и Notch, эпигенетические механизмы (метили-
рование ДНК и др.), индукция эпителиально-мезен-
химального перехода, активация неоангиогенеза [23]. 
Механизмы стволовых клеток РШМ, способствующие 
терапевтической устойчивости, схематически пред-
ставлены на рисунке 2 [23]. В данном контексте осо-
бенно актуальными являются работы, посвященные 
поиску потенциальных таргетных препаратов, направ-
ленных на элиминацию РСК при опухолях женской 
половой системы [24, 25].

Малоизученным остается вопрос взаимосвязи 
РСК с иммунотерапевтическими маркерами, такими 
как микросателлитная нестабильность (microsatellite 
instability, MSI) и положительное ИГХ окрашивание 

с антителом к лиганду рецептора программируемой 
клеточной гибели 1 (programmed death ligand 1, PD-L1). 
Результаты многочисленных исследований показыва-
ют, что сложные механизмы взаимодействия между 
РСК и иммунным микроокружением играют значимую 
роль в возникновении, росте и метастазировании опу-
холи [26]. РСК способствуют перепрограммированию 
иммунных клеток в сторону проопухолевых феноти-
пов, в свою очередь, перепрограммированные иммун-
ные клетки способствуют увеличению субпопуляции 
РСК и их стволовых способностей, таких как миграция 
клеток, клоногенность, устойчивость к лечению [27]. 
В недавнем исследовании 2023 года CD44+ статус 
был ассоциирован с мутационной нагрузкой опухоли 
и MSI-статусом в 10 и шести типах злокачественных 
новообразований, соответственно, что указывает на 
возможность использования данного маркера в качест
ве потенциального предиктора ответа на иммунотера-
пию [28]. 

Таким образом, исследование РСК может стать 
важным направлением в разработке терапевтических 
подходов при многих онкологических заболеваниях, 
включая РШМ, ввиду их значимой роли в канцероге-
незе. Дальнейшее изучение РСК может открыть но-
вые возможности для преодоления терапевтической 
резистентности при РШМ, что особенно важно для 
прогностически неблагоприятных гистологических 
подтипов РШМ, таких как аденокарцинома и аденопло-
скоклеточный рак. Белок CD44 является предиктором 

Рис. 2. 	Механизмы стволовых клеток рака шейки матки, способствующие химиорезистентности.
	 СКРШМ – стволовые клетки рака шейки матки; ОAM – опухоль-ассоциированные макрофаги;  

ОAФ – опухоль-ассоциированные фибробласты; ЭМП – эпителиально-мезенхимальный переход; МЛУ – множественная 
лекарственная устойчивость. Адаптировано из: Di Fiore R, Suleiman S, Drago-Ferrante R, Subbannayya Y, Pentimalli F, 
Giordano A et al. Cancer stem cells and their possible implications in cervical cancer: a short review. Int J Mol Sci [23]

Fig. 2. 	Mechanisms of cervical cancer stem cells contributing to chemoresistance.
	 CCSC – cervical cancer stem cells; TAM – tumor-associated macrophages; CAF – cancer-associated fibroblasts;  

EMT – epithelial-mesenchymal transition; MDR – multidrug resistance. Adapted from: Di Fiore R, Suleiman S,  
Drago-Ferrante R, Subbannayya Y, Pentimalli F, Giordano A et al. Cancer stem cells and their possible implications in cervical 
cancer: a short review. Int J Mol Sci [23]
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неблагоприятного прогноза при стратификации риска у 
пациенток с ПКР шейки матки, однако его прогности-
ческая значимость при неплоскоклеточных карциномах 
шейки матки требует дальнейшего изучения. 

Биологическая роль маркера CD10  
при раке шейки матки 

Белок CD10, также известный как нейтральная эн-
допептидаза или неприлизин (neprilysin, NEP), – это 
цинк-зависимая мембраносвязанная эндопептидаза, 
представленная в организме в трансмембранной и раст
воримой формах. Являясь эктоферментом, CD10 спо-
собствует протеолитическому расщеплению различных 
субстратов и тем самым модулирует биологическую 
активность и доступность ряда пептидов, включая бом-
безин, брадикинин и другие [29]. В некоторых работах 
была продемонстрирована связь между CD10+ окраши-
ванием и прогрессированием солидных опухолей [30, 
31]. При этом точные механизмы влияния белка CD10 
на прогрессию опухоли неясны. Некоторые авторы 
предполагают, что действие белка CD10 опосредова-
но деградацией внеклеточного матрикса и модуляцией 
внутриклеточных сигнальных путей [32], в то время 
как другие утверждают, что высокая интенсивность 
ИГХ окрашивания с антителом к белку CD10 является 
независимым фактором негативного прогноза при ряде 
онкологических заболеваний [33, 34]. Напротив, ряд 
исследований свидетельствует о снижении функцио-
нальной активности белка CD10, например при раке 
легкого и раке простаты [35]. Таким образом, данные 
о биологической роли белка CD10 в канцерогенезе 
противоречивы. 

Необходимо подчеркнуть, что наличие CD10+ ре-
акции, выявляемое в паренхиме и в строме опухоли, 
имеет разное клиническое значение. Так, наличие 
мембранно-цитоплазматического ИГХ окрашивания 
в клетках РШМ является ключевым прогностическим 
показателем [36]. При этом для рака молочной железы 
и ряда других онкологических заболеваний именно по-
ложительное окрашивание в клетках стромы опухоли 
является фактором негативного прогноза [37, 38]. 

Согласно немногочисленным исследованиям, CD10-
реакция в клетках РШМ связана с повышенным риском 
опухолевой прогрессии [37]. Напротив, при раке мо-
лочной железы, раке желудка и колоректальном раке 
наблюдается обратная зависимость: высокая интенсив-
ность ИГХ окрашивания с антителом к белку CD10 
ассоциирована с плохим прогнозом [36, 39]. Таким об-
разом, тканеспецифичная прогностическая двойствен-
ность подчеркивает необходимость изучения биологи-
ческой роли CD10 в контексте конкретной патологии.

Важно отметить, что в норме плоский и железис
тый эпителий шейки матки характеризуются CD10-
реакцией, что делает его обнаружение в образцах опу-
холи особенно важным [40].

Отдельно необходимо выделить роль белка CD10 
в возникновении терапевтической устойчивости опу-

холей. Так, в ряде исследований выявлена связь между 
CD10+ статусом и химиорезистентностью при мела-
номе [41], ПКР головы и шеи [42], колоректальном 
раке [43]. При этом на сегодняшний день в научной 
литературе отсутствуют исследования, посвященные 
изучению биологической роли белка CD10 в химио-
резистентности РШМ. Рядом авторов обнаружено, что 
повышенная функциональная активность белка CD10 
влияет на регуляцию экспрессии генов, включая CD44, 
ALDH1, BMI1, NANOG, OCT4 и SOX2, которые моду-
лируют биологическую активность РСК [44]. Так, при 
ПКР полости рта положительный CD10-статус опухо-
ли связан с возникновением РСК-подобных признаков 
опухолевых клеток и усилением таких важнейших для 
прогрессии опухоли способностей, как миграция кле-
ток, инвазия, сфероидогенез и устойчивость к химиоте-
рапии. В работе Y. Wang et al. замечено, что клетки ПКР 
полости рта, характеризующиеся высокой интенсивно-
стью ИГХ окрашивания с антителом к белку CD10, так-
же демонстрируют положительную экспрессию марке-
ров эпителиально-мезенхимального перехода, включая 
N-кадгерин и виментин, при этом в опухолевых клетках 
наблюдался низкий уровень ИГХ окрашивания с анти-
телом к E-кадгерину, который участвует в образовании 
плотных контактов между эпителиоцитами [44]. Кроме 
того, авторами работы замечено, что исследуемые опу-
холевые клетки проявляли устойчивость к цисплатину. 

Как было упомянуто ранее, исследования, посвя-
щенные изучению связи белка CD10 с терапевтической 
устойчивостью РШМ, отсутствуют. Тем не менее дан-
ные относительно других злокачественных опухолей 
могут позволить выявить механизмы, участвующие 
в резистентности РШМ к существующим методам ле-
чения. На сегодняшний день описаны следующие меха-
низмы: модуляция экспрессии антиапоптотических ге-
нов (наблюдается при меланоме) [41]; ферментативная 
деградация химиотерапевтических агентов и индукция 
экспрессии генов, ответственных за возникновение 
фенотипа РСК, включая OCT3/4 и т.д. (наблюдается 
при ПКР головы и шеи) [45]. Принимая во внимание 
тканеспецифичную биологию и функции белка CD10, 
его прогностическая значимость при аденокарциноме 
и аденоплоскоклеточном раке шейки матки, а также 
роль в возникновении терапевтической устойчивости 
РШМ требуют уточнения при исследовании на репре-
зентативной выборке пациенток. 

Маркер желудочной/кишечной 
дифференцировки MUC5AC:  
прогностический потенциал при раке  
шейки матки 

Муцины – это семейство гликопротеинов, экспрес-
сирующихся на поверхности эпителиальных клеток, 
включая протоки слезных и слюнных желез, выстил-
ку респираторного, желудочно-кишечного, уротели-
ального и  репродуктивного тракта  [46]. MUC5AC 
относится к гелеобразующим муцинам и экспресси-
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руется в конъюнктиве, среднем ухе, носоглотке, лег-
ких, желчном пузыре и желудке, где он обеспечивает 
защиту эпителия от повреждающих факторов  [47]. 
MUC5AC+ окрашивание было выявлено в нормальном 
эндоцервикальном эпителии, а также при дольковой 
эндоцервикальной гландулярной гиперплазии (Lobular 
endocervical glandular hyperplasia, LEGH), LEGH с ати-
пией и ВПЧ-неассоциированной эндоцервикальной 
аденокарциноме желудочного типа (GAC) [48]. GAC 
включает аденокарциному с минимальными измене-
ниями (Minimal deviation adenocarcinoma, MDA), вы-
сокодифференцированную GAC (GAC-MDA, ранее 
известную как злокачественная аденома), а также уме-
ренно и низкодифференцированные варианты ВПЧ-
неассоциированной эндоцервикальной аденокарцино-
мы желудочного типа (GAC-nonMDA). Полученные 
результаты позволили предполагать, что MUC5AC+ 
окрашивание может наблюдаться и в иных гистоло-
гических подтипах аденокарцином шейки матки, что 
позднее было обнаружено в другой работе [49]. Авторы 
исследовали 101 образец ПКР шейки матки и 108 об-
разцов аденокарцином шейки матки и установили, что 
частота MUC5AC+ окрашивания составила 81,48% 
среди аденокарцином шейки матки и 9,9% среди ПКР 
шейки матки [49]. Кроме того, в том же исследовании 
была проанализирована связь между MUC5AC+ реак-
цией и клинико-морфологическими характеристиками 
аденокарцином шейки матки, а также статусом общей 
выживаемости пациенток. Согласно полученным ре-
зультатам, отрицательная ИГХ реакция с антителом к 
белку MUC5AC ассоциировалась с низкой степенью 
дифференцировки опухоли (p=0,036), при этом связи 
с такими параметрами как возраст, наибольший размер 
опухоли, глубина инвазии и наличие метастазов в лим-
фатических узлах выявлено не было (р>0,05). Анализ 
общей выживаемости пациенток также не выявил за-
висимости между MUC5AC-статусом и прогнозом при 
аденокарциноме шейки матки (р>0,05). Что касается 
связи с гистологическим подтипом аденокарцином, 
MUC5AC+ окрашивание наблюдалось в 100% случа-
ев при муцинозной аденокарциноме кишечного типа, 
66,67% случаев при виллогландулярной аденокарци-
номе, 75% случаев при эндометриоидной аденокар-
циноме, 100% случаев при светлоклеточной аденокар-
циноме, 100% случаев при серозной аденокарциноме, 
50% случаев при аденоплоскоклеточном раке и 100% 
случаев при инвазивной многослойной муцинпродуци-
рующей карциноме. Таким образом, частота MUC5AC+ 
окрашивания не имела статистических различий между 
гистологическими подтипами аденокарцином шейки 
матки (р>0,05) [49]. 

Интересные данные получены в немногочисленных 
исследованиях, касающихся общности молекулярных 
механизмов возникновения GAC и аденокарцином пан-
креатобилиарного типа. В ряде работ продемонстри-
ровано, что эти опухоли проявляют морфологическое 
и иммунофенотипическое сходство [50]. Принимая во 

внимание имеющиеся данные о том, что MUC5AC яв-
ляется перспективным прогностическим маркером при 
раке поджелудочной железы [51], представляет интерес 
изучение биологической роли белка MUC5AC при аде-
нокарциномах шейки матки. 

Таким образом, прогностическая значимость белка 
MUC5AC продемонстрирована для некоторых онко-
логических заболеваний, например для рака подже-
лудочной железы. При этом в литературе имеются 
немногочисленные работы, демонстрирующие связь 
белка MUC5AC со степенью дифференцировки адено-
карцином шейки матки, однако отсутствие взаимосвязи 
с другими клинико-морфологическими параметрами 
опухоли может быть обусловлено недостаточным раз-
мером выборок. 

Заключение
Важной задачей современной медицины является 

поиск предикторов для своевременной стратификации 
риска у пациенток с аденокарциномой и аденоплоско-
клеточным раком шейки матки, представляющими со-
бой гетерогенную группу опухолей, отличающихся по 
прогностическим особенностям. В настоящее время 
большинство исследований, посвященных прогности-
ческой роли маркеров раковых стволовых клеток CD44 
и CD10, проводится при плоскоклеточном раке шейки 
матки: показана их связь с неблагоприятным прогнозом 
при данном гистологическом подтипе. При этом для не-
плоскоклеточных карцином шейки матки данные край-
не ограничены, что затрудняет их клиническое при-
менение и обусловливает необходимость дальнейшего 
изучения прогностического потенциала белков CD44 
и CD10 среди пациенток с этими опухолями. Имеются 
немногочисленные работы, демонстрирующие связь 
белка MUC5AC со степенью дифференцировки адено-
карцином шейки матки, что позволяет рассматривать 
этот маркер в качестве потенциального косвенного пре-
диктора при обозначенных новообразованиях.

Ограничения исследования
К ограничениям исследования относится недостаточный 
объем информации по прогностической значимости маркеров 
CD44, CD10 и MUC5AC при аденоплоскоклеточном раке 
шейки матки в связи с низкой частотой встречаемости данного 
гистологического подтипа. 
Study limitations
The main limitation of this study is insufficient amount of data on the 
prognostic significance of the CD44, CD10, and MUC5AC markers 
in adenosquamous carcinoma of the cervix, due to the low incidence 
of this histological subtype.
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Миграция нейтрофилов при воспалении и инфекции: 
современные данные и роль в формировании нейтрофильных 
фенотипов
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Резюме. Миграция нейтрофилов и ее роль в формировании их фенотипов во время воспаления ока-
зались в центре повышенного интереса в последнее десятилетие. Использование новых модельных 
систем помогло раскрыть поведение нейтрофилов в поврежденных и инфицированных тканях. Давно 
известно, что в ответ на инфекцию или травму нейтрофилы быстро рекрутируются из кровяного русла 
в сайты воспаления, однако лишь в 2006 году установлено, что нейтрофилы из воспаленных тканей 
могут мигрировать через эндотелиальные клетки обратно в кровоток. Вопросы обратной миграции 
нейтрофилов и ее механизмы до настоящего времени представлены почти исключительно в работах 
иностранных авторов и требуют дальнейшего изучения. Данный обзор ориентирован на освещение 
этого феномена, чтобы привлечь внимание отечественных ученых к проблеме миграции нейтрофилов 
при инфекционно-воспалительных заболеваниях.
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Neutrophil migration in inflammation and infection:  
role in the formation of neutrophilic phenotypes
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Abstract. Neutrophil migration and its role in shaping neutrophil phenotypes during inflammation have been 
the focus of increased interest in the past decade. New model systems have facilitated the study of neutrophil 
behavior in damaged and infected tissues. Neutrophils have long been known to be rapidly recruited from 
the bloodstream to inflammation sites in response to infection or injury. However, reverse transendothelial 
migration was first demonstrated only in 2006. To date, research on reverse transendothelial migration and 
its mechanisms has been dominated by international studies, leaving gaps in understanding. This review 
synthesizes global findings on reverse transendothelial migration in order to attract the attention of Russia’s 
scientists to this phenomenon in infectious and inflammatory diseases.
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Введение
Нейтрофилы (нейтрофильные гранулоциты) – са-

мые распространенные лейкоциты в крови, которые 
являются первой линией антиинфекционной защиты 
организма и повреждения тканей. Миграция нейтрофи-
лов и ее роль во время воспаления оказались в центре 
повышенного интереса в последнее десятилетие [1]. 
Достижения в области визуализации в реальном вре-
мени и использование новых модельных систем по-
могли раскрыть поведение нейтрофилов в повреж-
денных и инфицированных тканях. Во время реакции 
на инфекцию или травму они быстро рекрутируются 
из кровотока, образуя очаги воспаления. Однако ней-
трофилы из воспаленных тканей могут мигрировать 
также в ретроградном направлении через эндотели-
альные клетки [2]. Эти клетки составляют популяцию 
тканевых нейтрофилов с отчетливым поверхностным 
фенотипом (ICAM-1highCXCR1low) и называются обрат-
но-мигрировавшими нейтрофилами.

Нейтрофилы являются важным элементом врожден-
ной иммунной системы, хотя в последнее время также 
признается их роль в качестве регуляторных и эффек-
торных клеток [3]. Установлено, что при определенных 
условиях они могут приобретать черты антигенпрезен-
тирующих клеток, которые поглощают и представляют 
экзогенные антигены, стимулируя дифференцировку 
цитотоксических лимфоцитов посредством прямого 
взаимодействия между нейтрофилами и наивными 
CD8+ Т-клетками [4]. Будучи мощными эффекторны-
ми клетками, нейтрофилы уничтожают инфекционные 
патогены посредством фагоцитоза, дегрануляции, ак-
тивных форм кислорода (АФК) и нейтрофильных вне-
клеточных ловушек [5–7]. 

Роль нейтрофилов как клеток врожденного иммуни-
тета при тканевых повреждениях исследована давно, 
поэтому большое значение представляет понимание 
нейтрофильной миграции в контексте как острого, так 
и хронического воспаления при инфекционных забо-
леваниях [8]. По данным S. de Oliveira et al. [1], в про-
цессе миграции нейтрофилов при остром поврежде-
нии тканей различают три основные фазы: ранняя фаза 
рекрутирования, индуцированная кратковременными 
сигналами, фаза амплификации инфильтрации в ответ 
на стойкие вредные сигналы и фаза разрешения вос-
паления, которая может включать обратную миграцию 
нейтрофилов. 

Прямая миграция нейтрофилов
Нейтрофилы образуются в костном мозге из ство-

ловых клеток, которые делятся и дифференцируются 
в зрелые нейтрофилы, полностью оснащенные гра-
нулярным арсеналом [7]. В системном кровотоке они 
циркулируют как спящие клетки. Прямая миграция 
представляет собой процесс поступательного проник-
новения нейтрофилов к месту повреждения и/или ин-
фекции в процессе их экстравазации из сосудистой сети 
в ткани [9, 10]. Попав в очаги инфекции, нейтрофилы 

убивают микроорганизмы микробицидными агентами, 
высвобождаемыми из гранул. В этой фазе задействова-
ны некоторые сигналы, включая молекулярные струк-
туры, связанные с повреждением, пероксид водорода, 
липидные медиаторы и хемокины. В результате прямой 
миграции лейкоцитов формируются воспалительные 
очаги в органах и тканях.

На современном этапе развития клеточной био-
логии раскрыта сложность защитной системы хозя-
ина, в частности клеток врожденного иммунитета. 
Например, моноциты (или мононуклеарные фагоци-
ты), играющие важную роль в защите от патогенов 
и заживлении ран, общепризнанно являются морфо-
логически, фенотипически и функционально гете-
рогенными [11]. Однако нейтрофилы долгое время 
считались относительно однородной популяцией кле-
ток, поскольку традиционно их представляли корот-
коживущими клетками-«камикадзе», которые быстро 
прибывают в места инфекции и травмы, проявляют 
чрезмерную активность и погибают в инфильтриро-
ванной ткани. 

Нейтрофилы экспрессируют более 30 разных рецеп-
торов клеточной поверхности для распознавания инва-
зии патогенов и воспалительного окружения, включая 
рецепторы, связанные с G-белком, Fc-рецепторы, ре-
цепторы адгезии, цитокиновые рецепторы и рецепторы 
распознавания образов, которые могут модулировать 
миграцию, функцию и поведение нейтрофилов [12]. 
Сигнальные пути этих рецепторов могут также влиять 
на транскрипционную активность нейтрофилов, фаго-
цитоз, апоптоз, дегрануляцию и продукцию АФК [13]. 
Как только нейтрофилы преодолевают многочисленные 
слои сосудистой стенки и попадают во внесосудистое 
пространство, они приобретают оптимизированный 
фенотип, имеющий способность к обнаружению по-
врежденных тканей и микробной очистке [14, 15]. 

Обратная миграция нейтрофилов 
Считается, что для успешного разрешения вос-

паления необходимо удаление нейтрофилов из места 
повреждения, и  этот клиренс нейтрофилов может 
происходить посредством их апоптоза или некро-
за и последующего фагоцитоза макрофагами [1, 16]. 
Исследования нейтрофилов мышей [17] и человека [18, 
19] показали, что нейтрофилы могут покидать участки 
повреждения тканей в ходе процесса, называемого об-
ратной миграцией (ОМ). С развитием методов визуа-
лизации в 2006 году впервые появилось сообщение о 
миграции нейтрофилов из очага воспаления обратно 
в сосудистую систему. На основании полученных дан-
ных сформулирована концепция обратной миграции, 
предполагающая, что этот феномен также является 
важным путем очистки тканей от активированных 
нейтрофилов [20]. Пути миграции при воспалении 
показаны на рисунке.

В 2017 году J. Wang et al. [21] изучили поведение ней-
трофилов при стерильном повреждении и репарации, 
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подтвердив, что процесс ОМ происходит в две фазы: 
первая фаза – возвращение нейтрофилов из очага вос-
паления в кровеносное русло, вторая фаза – ОМ ней-
трофилов из кровеносных сосудов снова в костный мозг 
для стимулирования апоптоза [2, 21]. При этом феномен 
возвращения нейтрофилов из очага воспаления в про-
свет сосудов также стал известен как обратная транс-
эндотелиальная миграция (ОТМ или rTEM).

Установлено, что после рекрутирования большин-
ство нейтрофилов из сайтов повреждения возвраща-
ется в сосудистую систему. Количество нейтрофи-
лов в месте повреждения достигает максимума через 
12 часов после воздействия повреждающего факто-
ра, через 24 часа их число уменьшается более чем на 
90%, а через 48 часов они почти полностью исчезают, 
и только около 10% нейтрофилов подвергается апоп-
тозу [21]. Усиление синтеза CXCR4 в нейтрофилах 
позволяет им возвращаться в костный мозг через 
CXCL12, и этот феномен предполагает, что нейтро-
филы сначала перемещаются в легкие, а затем из-
бирательно мигрируют в костный мозг посредством 
CXCR4 [21, 22]. 

Представляет интерес, каковы фенотип и судьба 
обратно-мигрировавших нейтрофилов. Установлено, 
что по сравнению с клетками в тканях и кровотоке 
нейтрофилы, подвергающиеся ОМ, приобретают уни-
кальные фенотипы на основе определенных молеку-
лярных маркеров [23], которые характеризуются вы-

соким уровнем молекул клеточной адгезии-1 (ICAM-1 
или CD54), низким уровнем CXCR1, в то время как 
у нейтрофилов в резидентной ткани отмечен низкий 
уровень ICAM-1 и CXCR1, а для циркулирующих 
нейтрофилов характерен низкий уровень ICAM-1, но 
высокий уровень CXCR1 [23]. Это свидетельствует 
о том, что нейтрофилы в организме имеют несколько 
фенотипов, что отражает разные функции данного 
типа лейкоцитов. 

Влияние обратной миграции нейтрофилов 
на макроорганизм

Полагают, что ОМ регулирует стадию воспаления, 
уменьшает задержку нейтрофилов в очаге воспаления 
и ускоряет разрешение локального воспаления [20], 
однако некоторые исследователи обнаружили, что ОМ 
способна приводить к перераспределению активиро-
ванных нейтрофилов в другие органы и вызывать ге-
нерализацию системного воспаления [24, 25]. Феномен 
ОМ указывает на то, что нейтрофилы обладают множе-
ственными функциями, а точный контроль этого про-
цесса может быть важной терапевтической стратегией, 
способствующей разрешению воспаления.

C.D. Buckley et al. [23] установили, что обратная 
трансмиграция нейтрофилов человека происходит 
через монослой эндотелия in vitro, идентифицировав 
маркеры, характерные для обратно-мигрировавших 
нейтрофилов (ICAM-1highCXCR1low), и выявили этот 
фенотип клеток в периферической крови пациентов 
с системным воспалением. В совокупности исследо-
вания этих авторов показали, что ОМ является потен-
циальной новой мишенью для лекарственной терапии 
заболеваний, характеризующихся чрезмерной нейтро-
фильной инфильтрацией.

Потенциальные механизмы обратной миграции 
нейтрофилов 

Сигналы, которые опосредуют ОМ нейтрофилов 
из мест повреждения тканей, остаются в значитель-
ной степени неизвестными. Было предложено несколь-
ко механизмов для объяснения ОМ из воспаленных 
тканей, включая конкуренцию между источниками 
хемоаттрактантов в ране и сосудистой сети, а также 
снижение уровня раневых хемоаттрактантов и/или 
внутренние транскрипционные изменения нейтрофи-
лов [26]. Вполне вероятно, что такой сложный процесс 
как ОМ нейтрофилов происходит за счет комбинации 
этих механизмов. 

При поиске ответа на вопрос, от чего зависит, ми-
грируют ли нейтрофилы обратно в кровоток или по-
гибают в месте повреждения, установлено, что их 
разные субпопуляции могут быть предрасположены 
к ОМ с момента выхода из кровообращения или из-за 
транскрипционных изменений, индуцированных в мес
те повреждения [27, 28]. На основании опытов in vitro 
высказано предположение [18, 19], что нейтрофилы 
с меньшей вероятностью будут обратно мигрировать из 

Рис.	 Миграция нейтрофилов при воспалении:  
1) прямая миграция нейтрофилов из кровотока в очаг 
инфекции, 2) образование нейтрофильных (Нф)  
инфильтратов в инфицированной ткани, 3) обратная 
миграция нейтрофилов из ткани в кровоток 
и разрешение воспаления. Обратно-мигрировавшие 
нейтрофилы демонстрируют отчетливый фенотип, 
характеризующийся ICAM-1highCXCR1low

Fig. 	 Neutrophil migration during inflammation:  
1) direct neutrophil migration from the bloodstream  
to the infection site, 2) neutrophil formation (Nf) infiltrates 
in infected tissue, 3) reverse transendothelial migration 
and resolution of inflammation. The neutrophils exhibit 
a distinct phenotype characterized by ICAM-1highCXCR1low
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мест инфекции, чтобы предотвратить распространение 
внутриклеточных патогенов.

Установлено, что нейтрофилы, подвергшиеся ОТМ 
in  vitro, экспрессируют специфические маркеры: 
ICAM-1high и CXCR1low. Эти маркеры использовались 
для идентификации нейтрофилов, предположитель-
но подвергшихся ОТМ, в периферической крови че-
ловека [23] и во вторичных очагах воспаления у мы-
шей [29]. Важно отметить, что нейтрофилы человека 
и мыши, подвергшиеся ОТМ in vitro и in vivo, проду-
цируют более высокие уровни АФК [23, 29]. Хорошо 
известно, что активированные нейтрофилы склонны 
продуцировать АФК, избыток которых может привести 
к повреждению тканей или органов. После ОМ со сдви-
гом фенотипа в сторону провоспалительного состо-
яния нейтрофилы продуцируют большое количество 
АФК [23, 29]. Эти клетки накапливаются в легких или 
других органах, что может легко вызвать повреждение 
тканей и быть одной из причин распространения сис
темного воспаления из-за ОМ. 

Пытаясь выяснить, является ОМ хорошим или 
плохим исходом воспаления, S. de Oliveira et al. по-
казали [1], что хотя чрезмерная и длительная нейтро-
фильная инфильтрация может привести к развитию 
хронического воспаления тканей, миграция нейтро-
филов обратно в кровоток способна вызвать системное 
воспаление и повреждение тканей дистальных орга-
нов. В случае повреждения тканей обратная миграция 
имеет положительные эффекты в локальном очаге 
воспаления, поскольку истощение нейтрофилов улуч-
шает заживление ран, но может вызывать системные 
негативные последствия, такие как полиорганная не-
достаточность [30]. Следовательно, необходимы чет-
кие доказательства того, что обратно-мигрировавшие 
нейтрофилы обладают про- или противовоспалитель-
ным фенотипом. Диссеминированные нейтрофилы, 
демонстрирующие сильный провоспалительный или 
противовоспалительный фенотип, могут иметь вред-
ные эффекты, такие как содействие повреждению 
органных тканей или системной иммуносупрессии, 
соответственно. 

Гетерогенность нейтрофилов у здоровых 
и болеющих людей

Нейтрофилы традиционно считаются короткоживу-
щими терминально дифференцированными клетками 
врожденного иммунитета, фундаментальная роль кото-
рых заключается в антимикробной защите с широким 
спектром функций [31]. Потенциальное существование 
отдельных подмножеств (субпопуляций) нейтрофилов 
с функциональной и фенотипической гетерогенностью 
долгое время широко не исследовалось. В последнее 
десятилетие на разных моделях получены доказатель-
ства существования различных субпопуляций нейтро-
филов как в физиологических, так и в патологических 
условиях [28, 32–35]. Исследования нейтрофильной 
гетерогенности начались еще в 1970–1980-х годах, 

но проблема до сих пор остается актуальной. В связи 
с этим в настоящее время важным становится изучение 
разнообразия нейтрофильных фенотипов и их харак-
теристик [36, 37]. 

Около 50–70% всех лейкоцитов периферической 
крови составляют циркулирующий гранулоцитарный 
пул [38]. Апоптоз лейкоцитов является основной фор-
мой естественной гибели нейтрофилов, которая, как 
известно [39, 40], протекает без воспаления.

По классификации М.П. Потапнева и соавторов 
(2019), с учетом этапов созревания в костном моз-
ге, распределения в периферической крови, органах 
и тканях макроорганизма, выделяются различные 
фенотипические субпопуляции нейтрофилов [37]: 
незрелые (в костном мозге в норме, в перифериче-
ской крови при патологических состояниях), зрелые 
(в периферической крови в норме и при патологиче-
ских состояниях), зрелые активированные (в пери-
ферической крови при воспалительных процессах), 
стареющие (обычно в тканях, где нейтрофилы под-
вергаются удалению тканевыми макрофагами путем 
эффероцитоза). 

В последние 20 лет установлена длительная про-
должительность жизни нейтрофилов в периферической 
крови (вплоть до 90 часов и более), что может заложить 
основу для фенотипических и функциональных изме-
нений этих клеток и объяснить гетерогенность ней-
трофилов [22, 41]. При этом уже высказывалось пред-
положение, что нейтрофилы способны переключаться 
с классического фенотипа на долгоживущий в зависи-
мости от условий внутренней среды организма [42]. 
Выявлено, что нейтрофилы старых мышей («старею-
щая» подгруппа) имеют гиперсегментированное ядро 
и уменьшенный размер [43, 44]. Показано [43–46], что 
субпопуляция стареющих нейтрофилов имеет фено-
тип CD62LlowCXCR4highCD11BhighCD49high, а подтип N1 
нейтрофилов c антинеопластической активностью – 
CD11b+/Ly6G+ (в отличие от иммуносупрессорных 
нейтрофилов) [47, 48]. Маркерами иммунофенотипа 
зрелых активированных при воспалении нейтрофилов 
являются CD15+CD11bhigh CD16high CD62Llow CD11c+ 
СD10+CD66bhigh CXCR2low CXCR4high [41]. Как отметили 
М.П. Потапнев и соавт. [37], фенотипические харак-
теристики субпопуляций нейтрофилов не отражают 
напрямую их функцию. Установлено, что субпопуля-
ционный состав нейтрофилов зависит от стадии и ак-
тивности воспаления, имеет прогностическое значение 
и может учитываться при терапевтическом воздействии 
у пациентов [45]. 

В периферической крови циркулируют нейтрофилы 
с тремя или четырьмя сегментами ядра. Для нейтро-
филов, покидающих кровеносное русло, характерно 
большее (четыре–пять) количество сегментов ядра, ас-
социированное с высокой экспрессией молекул адгезии 
LFA-1, LFA-3, PECAM-1 [49].

Большинство нейтрофилов периферической крови 
в норме относится к популяции высокой плотности, 
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тогда как при патологических состояниях (в том числе 
при воспалении) часть лейкоцитов периферической 
крови выделяется как нейтрофилы низкой плотности, 
имеющие преимущественно незрелый тип морфологии 
(палочкоядерные клетки или миелоциты) [50, 51]. Это 
характерная субпопуляция провоспалительных ней-
трофилов, идентифицированная как клетки фенотипа 
CD15+/CD14low, CD10+/CD14low, CD16high/CD86. Такие 
нейтрофилы высвобождают повышенное количество 
интерферонов типа I и IFN-γ, а также TNF-α, однако 
они демонстрируют снижение фагоцитарной актив-
ности, для выяснения причины которого необходимы 
дальнейшие исследования. При септических состоя-
ниях в крови увеличивается содержание нейтрофилов 
низкой плотности с иммуносупрессорными характе-
ристиками (G-MDSCs), что свидетельствует о тяжести 
заболевания [52, 53]. Популяция нейтрофилов низкой 
плотности в основном связана с аутоиммунными па-
тологиями [53–55], сепсисом и синдромом системного 
воспалительного ответа [56]. Существуют также незре-
лые нейтрофилы костного мозга, характеризующиеся 
как клетки CD10low/CD16low и выявляемые при тяже-
лых системных инфекциях [57]. У пациентов с воспа-
лением обнаружены зрелые нейтрофилы с оболочкой 
из антител CD11cbright/CD62Ldim/CD11bbright/CD16bright, 
уникальная циркулирующая популяция миелоидных 
клеток, способная подавлять пролиферацию Т-клеток 
человека [58]. 

Таким образом, нейтрофилы долго рассматривались 
только как гомогенная популяция клеток, фагоцитиру-
ющих микроорганизмы и обеспечивающих врожден-
ный противоинфекционный иммунитет. В настоящее 
время функции и субпопуляционный состав нейтро-
филов характеризуются большим разнообразием, то 
есть гетерогенностью. При патологических состояниях 
нейтрофилы не только мигрируют в очаг поражения/
воспаления и погибают там, но частично подвергаются 
ОМ в кровоток либо распространяются в другие орга-
ны и ткани, включая костный мозг. 

Хотя до сих пор многие вопросы остаются без отве-
та, однозначно определено, что миграция нейтрофилов 
играет решающую роль в воспалительной патологии. 
В последнее время были разработаны модели и тех-
нологии, которые позволяют дополнительно выяснить 
сигналы прямой миграции и значение ОМ в патогенезе 
инфекционных заболеваний. Установлено, что молеку-
ла соединительной адгезии-С (JAM-C) имеет ключевое 
значение в стимулировании ОТМ нейтрофилов, которая 
способствует распространению системного воспаления 
и вторичному повреждению органов [24, 25]. Из очага 
воспаления нейтрофилы могут успешно прорываться 
через эндотелиальные клетки и возвращаться в кро-
воток вследствие наличия в сосудистой стенке специ-
ального канала, «переключателем» которого является 
JAM-C, регулирующая ОМ [29]. Разрушение JAM-C 
на эндотелиальных клетках или нокдаун гена JAM-C 
значительно увеличивают вероятность ОМ нейтрофи-

лов, которая в основном достигается парацеллюлярным 
путем [29]. Установлено, что нейтрофилам, которые 
мигрируют обратно в кровоток, трудно снова рекру-
тироваться в очаг воспаления [23], это указывает на 
то, что канал обратной миграции, связанный с JAM-C, 
является однонаправленным. 

Основной интегрин b2 опосредует перемещение 
нейтрофилов вдоль эндотелиальных клеток к точкам 
парацеллюлярной (между эндотелиоцитами) и транс-
целлюлярной (через эндотелиоциты) миграции [59]. 
ICAM-2, сконцентрированный в  эндотелиальных 
клеточных соединениях, далее направляет нейтрофи-
лы к проникновению в эндотелиальные клетки [60]. 
Считается, что трансцеллюлярный путь использует 
около 20% нейтрофилов, но он может сильно разли-
чаться в разных тканях и зависеть от стимуляции эн-
дотелиальных клеток в условиях in vitro [59].

Заключение 
В течение последнего десятилетия получены до-

казательства формирования различных фенотипов 
нейтрофилов как в физиологических, так и в пато-
логических условиях, что имеет тесную связь с их 
миграционной способностью. Однако, несмотря на 
многолетние исследования, проблема нейтрофильной 
гетерогенности до сих пор остается актуальной, по-
этому требуется дальнейшее углубленное изучение 
разнообразия нейтрофильных фенотипов и их функци-
ональных характеристик. Точный контроль обратной 
миграции нейтрофилов может быть важной терапев-
тической стратегией, способствующей разрешению 
воспаления. 
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Центролобулярные некрозы печени при сепсисе
В.С. Чирский, Е.А. Андреева, Н.А. Наливкина, В.С. Сидорин
ФГБВОУ ВО Военно-медицинская академия имени С.М. Кирова МО РФ, Санкт-Петербург, Россия

Резюме. Введение. В настоящее время отсутствуют убедительная информация о времени и механизмах 
формирования центролобулярных некрозов печени при сепсисе, а также приемлемые для клиническо-
го использования лабораторные показатели, характеризующие этот феномен. Исследование данных 
вопросов и стало целью настоящего исследования.
Материалы и методы. Проведен клинико-морфологический анализ 42 случаев летальных исходов у 
пациентов с сепсисом. При микроскопическом исследовании количественно определялись диаметр 
артериол и портальных трактов, индекс Керногана артериол, полнокровие, наличие тромбов, лейко-
цитарного стаза, удельный объем нейтрофильных лейкоцитов, апоптотических телец, выраженность 
холестаза.
Результаты. При сепсисе в печени в 3-й зоне ацинусов обнаружены массивные центролобулярные 
некрозы гепатоцитов (43% умерших), центролобулярная дискомплексация гепатоцитов (24% умер-
ших), очаговые некрозы гепатоцитов (33% умерших). Умершие в первые сутки после развития сеп-
тического шока по характеру изменений гепатоцитов 3-й зоны ацинусов в основном распределялись 
на группы с очаговыми некрозами и центролобулярной дискомплексацией гепатоцитов. Начиная со 
вторых суток изменения печени в большей степени представлены массивными центролобулярными 
некрозами гепатоцитов. Примерно одинаковое среднее артериальное давление при центролобулярной 
дискомплексации гепатоцитов и массивных центролобулярных некрозах, а также более раннее раз-
витие дискомплексации свидетельствуют о стадийности процесса ишемической гибели гепатоцитов.
Заключение. В центролобулярных отделах долек печени при сепсисе в зависимости от степени сни-
жения артериального давления и времени, прошедшего после его развития, возникают массивные 
центролобулярные некрозы, центролобулярная дискомплексация и очаговые некрозы гепатоцитов, 
наличие которых в части случаев можно расценивать не только как форму, но и как стадию поражения 
печени при сепсисе. Основным механизмом формирования некроза гепатоцитов служит нарушение 
центральной гемодинамики вследствие септического шока.
Ключевые слова: сепсис, гипоксический гепатит, центролобулярный некроз, септический шок, 
билирубин 
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Centrilobular liver necrosis in sepsis
V.S. Chirsky, E.A. Andreeva, N.A. Nalivkina, V.S. Sidorin
S.M. Kirov Military Medical Academy, Saint Petersburg, Russia

Abstract. Introduction. The timing and mechanisms underlying centrilobular liver necrosis in sepsis remain 
poorly understood, and laboratory parameters suitable for clinical use have not yet been established. This 
study aimed to investigate these aspects.
Materials and methods. A clinical and morphological analysis was performed on 42 fatal cases of sepsis. 
Microscopic examination included quantitative assessment of the arteriole and portal tract diameters, the 
Kernohan index of arterioles, vascular plethora, the presence of clots, leukocyte stasis, the specific volume 
of neutrophilic leukocytes, apoptotic bodies, and the severity of cholestasis.
Results. In the centrilobular (zone 3) of the acini, we identified massive centrilobular hepatocyte necrosis 
(43% of cases), centrilobular hepatocyte dissociation (24%), and focal hepatocyte necrosis (33%). The 
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Введение
Сепсис продолжает оставаться одной из ведущих 

причин смерти пациентов как хирургических, так 
и терапевтических стационаров [1–4]. Его важнейшим 
и неотъемлемым патогенетическим звеном является 
синдром полиорганной недостаточности (СПОН) [5–7].

Поражение печени при СПОН характеризуется не-
крозом гепатоцитов преимущественно 3-й зоны аци-
нусов (центролобулярными некрозами) [8, 9]. Гибель 
гепатоцитов сопровождается гиперферментемией, 
а также вследствие нарушения внутрипеченочного 
транспорта билирубина паренхиматозной желтухой, 
в данном случае обозначаемой как сепсис-индуциро-
ванная [10–12]. Уровень общего билирубина при этом 
может составлять от 85 до 170 ммоль/л. 

Анализ уровня общего билирубина в сыворотке 
крови используется для оценки функции печени при 
СПОН, в частности по шкале SOFA (Sequential Organ 
Failure Assessment, последовательная оценка органной 
недостаточности). При этом необходимо отметить, что 
его повышение характерно для поздних сроков септи-
ческого процесса, когда морфологические изменения 
уже значительны [13, 14].

Несмотря на то, что некрозы гепатоцитов 3-й зоны 
ацинусов при сепсисе встречаются достаточно часто, 
до сих пор нет убедительных данных о времени их фор-
мирования и механизмах ишемического поражения ор-
гана (дилатация сосудов при шоке и/или обтурация их 
при тромбоваскулите и синдроме диссеминированного 
внутрисосудистого свертывания), а также приемлемых 
для клинического использования лабораторных показа-
телях, характеризующих этот феномен. Изучение дан-
ных вопросов и стало целью настоящего исследования.

Материалы и методы 
Изучены 42 случая летальных исходов у пациентов 

за период с 2010 по 2022 год с диагнозом «сепсис» 
(22 мужчины и 20 женщин) из архива кафедры пато-
логической анатомии Военно-медицинской академии 

имени С.М. Кирова. Исследование одобрено этическим 
комитетом академии (протокол № 290 от 23.03.2024). 
Во всех случаях при морфологическом исследовании 
были обнаружены некротические изменения гепатоци-
тов 3-й зоны ацинусов.

Средний возраст умерших составил 50,1±3,6 года. 
Средняя длительность госпитализации – 14,4±2,6 кой
ко-дня.

Во всех наблюдениях сепсис имел бактериальную 
этиологию, при этом в подавляющем числе грамотри-
цательными микроорганизмами (88%). У 20 умерших 
бактериальный сепсис осложнил течение COVID-19, 
в 15 случаях была диагностирована менингококцемия. 

Согласно критериям «Сепсис-3», в исследования 
включались случаи, в которых выполнялись следую-
щие условия:

	y наличие источника инфекции (в том числе менин-
гококцемия),

	y синдром полиорганной недостаточности.
Критериями исключения из исследования служили 

наличие у умерших первичного поражения печени: ви-
русный гепатит, цирроз, первичные злокачественные 
новообразования печени и метастатическое поражение.

Среди клинических показателей проанализирова-
ны уровень общего и прямого билирубина, активность 
аминотрансфераз, содержание лейкоцитов, тромбоци-
тов, эритроцитов, гемоглобина в крови, концентрации 
общего белка и альбумина, лактата, факторов свертыва-
емости крови. Учитывалось максимальное отклонение 
показателей от референтных значений, а также перед 
летальным исходом.

Гистологические препараты окрашивали гемато
ксилином и эозином. Кроме того, проводилось имму-
ногистохимическое исследование с использованием 
антител к CD15 (система визуализации MP-001 Mouse/
rabbit Multiplex detection system, Diagnostic Biosystems, 
США) для выявления нейтрофильных лейкоцитов 
и макрофагов в ткани печени. При микроскопическом 
исследовании количественно определялись диаметр 

patients who died within 24 hours of developing septic shock most often presented with focal necrosis 
and centrilobular hepatocyte dissociation, whereas from day 2 onward, massive centrilobular hepatocyte 
necrosis predominated. Comparable mean arterial pressure values in patients with centrilobular hepatocyte 
dissociation and massive centrilobular necrosis, together with the earlier onset of dissociation, indicates a 
staged process of ischemic hepatocyte death.
Conclusion. In sepsis, the centrilobular zones of the liver are affected by massive centrilobular necrosis, centri-
lobular dissociation, and focal necrosis of hepatocytes, depending on the degree and duration of blood pressure 
decrease. In some cases, these processes may represent not only forms but also stages of liver damage. The 
primary mechanism of hepatocyte necrosis is central hemodynamic impairment resulting from septic shock.

Keywords: sepsis, hypoxic hepatitis, centrilobular necrosis, septic shock, bilirubin
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артериол и портальных трактов, индекс Керногана ар-
териол (рассчитывался как отношение толщины стен-
ки сосуда к диаметру просвета, умноженное на 100), 
полнокровие, наличие тромбов, лейкоцитарного стаза, 
бактерий в просвете сосудов, удельный объем нейтро-
фильных лейкоцитов, апоптотических телец (тельца 
Каунсильмена) (подсчет среднего числа в поле зре-
ния при ×400). Выраженность холестаза оценивалась 
посредством подсчета числа полей зрения при ×200, 
в которых имелись скопления желчи в протоках и цито-
плазме гепатоцитов (всего оценивали 15 полей зрения).

Статистическая обработка результатов выполнена 
при помощи табличного редактора Excel (Microsoft, 
США), в частности его модулей «Анализ данных» 
и «Мастер диаграмм», а также пакета Statistica 10 for 
Windows (StatSoft, США). Описательная статистика 
числовых данных в группах наблюдения проводилась 
путем вычисления средних значений исследуемых 
величин и стандартных ошибок среднеквадратичного 
отклонения (m), а также медианы с определением 1-го 
и 3-го квартилей. Оценку статистической значимости 
показателей и различий оцениваемых выборок прово-
дили по критерию Манна–Уитни для малых выборок 
при уровне р<0,05.

Результаты 
У пациентов, умерших от сепсиса, в  печени в 

3-й зоне ацинусов обнаруживались три группы некро-
тических изменений гепатоцитов:

1.	массивные центролобулярные некрозы;
2.	центролобулярная дискомплексация;
3.	очаговые некрозы.
Массивные центролобулярные некрозы гепато-

цитов (МЦНГ) выявлены у 18 из 42 умерших (43%) 
(рис. 1). Возраст умерших данной группы составил 
56,5±3,5 года, продолжительность госпитализации – 
77,0±13,0 суток.

Клинически у пациентов данной группы септиче-
ский шок был диагностирован только в трети случаев 
(шесть из 18). Минимальный уровень среднего артери-
ального давления у 75% умерших с МЦНГ был ниже 
65 мм рт. ст. (медиана 52,0 [41,8; 65,0]) (табл.). Индекс 
Керногана артерий портальных трактов составлял 
48,9±3,5 единицы.

МЦНГ формировались у пациентов, как правило, 
не ранее чем через сутки, чаще – через двое суток (ме-
диана 2,0 [1,0; 6,0]) после развития септического шока.

Уровень активности аланинаминотрансферазы 
(АЛТ) и аспартатаминотрансферазы (АСТ) у пациентов 
с МЦНГ был повышен, медиана составляла 114,0 ед/л 
(91,3; 296,2) и 167,3 ед/л (92,6; 364,5), соответственно. 
Во всех наблюдениях отмечались высокие уровни про-
кальцитонина (до 100,0 нг/мл). Уровень лактата дости-
гал 24 ммоль/л (медиана 4,9 [3,6;10,3]).

Гипербилирубинемия (медиана уровня обще-
го билирубина 48,7 мкмоль/л [27,9; 99,1], прямого – 
20,9 ммоль/л [6,5; 45,6]) отмечалась только у половины 

умерших с МЦНГ. Уровень общего билирубина чаще 
соответствовал 1 баллу по шкале SOFA. При этом 
морфологические признаки холестаза выявлены у 
83% умерших с МЦНГ. При наличии признаков холе-
стаза медиана уровня общего билирубина составляла 
24,3 мкмоль/л (13,0; 63,6), прямого – 20,9 мкмоль/л 
(6,5; 45,6). Уровень общего билирубина коррелировал с 
выраженностью морфологических признаков холестаза 
(ρ=0,59, p<0,05).

Лейкоцитарные стазы встречались у шести из 
18 умерших данной группы (33%) (три в центральных 
венах, четыре в венах и два в артериях портальных 
трактов). Медиана удельного объема нейтрофильных 
лейкоцитов составляла 1,5 ед. (0,5; 3,6) (рис. 2).

Формирование фибриновых тромбов выявлено в че-
тырех случаях из 18 (22%) (одно в центральных венах, 
два в венах и одно в артериях портальных трактов).

Сладж-феномен обнаружен в восьми случаях из 18 
(44%) (два в центральных венах, пять в венах и шесть 
в артериях портальных трактов). В трех наблюдениях 
(17%) имели место диапедезные кровоизлияния в об-
ласти портальных трактов, при этом тромбы в просвете 
микрососудов отсутствовали.

Удельный объем телец Каунсильмена в 1-й и 2-й зо-
нах ацинусов составлял 0,9 ед. (0,3; 2,4) (табл.).

У 10 из 42 умерших (24%) изменения паренхимы 
печени в 3-й зоне ацинусов характеризовались цент
ролобулярной дискомплексацией гепатоцитов (ЦДГ). 
Средний возраст умерших данной группы был мень-
ше, чем в случаях с массивными центролобулярными 
некрозами, и составил 31,2±6,0 года, длительность 
госпитализации  – 8,5±3,0  суток. В  данной группе 
септический шок диагностировался в 70% случаев. 
У всех пациентов с ЦДГ длительность послешоко-
вого периода составляла около одних суток (медиана 

Рис. 1. 	Массивные некрозы гепатоцитов 3-й зоны ацинуса 
(стрелка). Окраска гематоксилином и эозином, ×100

Fig 1. 	 Massive necrosis of hepatocytes in zone 3 of the acinus 
(arrow). H&E stain, ×100
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Таблица | Table 
Клиническая характеристика форм некроза гепатоцитов | Clinical characteristics of different forms of hepatocyte necrosis

Показатель | Indicator Массивные 
центролобулярные некрозы 

гепатоцитов (n=18) |  
Massive centrilobular 

necrosis (n=18)

Центролобулярная 
дискомплексация 

гепатоцитов (n=10) | 
Centrilobular hepatocyte 

dissociation (n=10)

Очаговые 
центролобулярные некрозы 

гепатоцитов (n=14) |  
Focal centrilobular necrosis 

(n=14)

Частота развития, % | Frequency  
of development, % 

37,5 20,8 31,8

Длительность послешокового 
периода, суток | Time since shock 
onset, days, Mе (Q1; Q3) 

2,0 (1,0; 6,0) 1,0 (0,5; 1,5) 0,5 (0,5; 0,5)

Минимальное систолическое 
артериальное давление, мм рт. ст. | 
Minimum arterial pressure, mmHg,  
Mе (Q1; Q3)

52,5 (46,8; 65,0) 50,0 (47,0; 67,0) 58,5 (53,5; 64,0)

Лейкоциты, ×109/л | Leukocytes, 
×109/L, Mе (Q1; Q3)

18,5 (9,9; 22,4) 22,8 (15,5; 31,4) 13,0 (10,0; 23,7)

Билирубин общий, мкмоль/л | Total 
bilirubin, µmol/L, Mе (Q1; Q3)

23,6 (12,8; 63,6) 16,6 (12,8; 24,2) 28,6 (12,8; 34,6)

Билирубин прямой, мкмоль/л | Direct 
bilirubin, µmol/L, Mе (Q1; Q3)

20,9 (6,5; 45,6) 13,8 (5,5;70,9) 10,8 (6,5; 21,9)

АЛТ, ед/л | ALT, units/L, Mе (Q1; Q3) 114,0 (91,3; 296,2) 79,1 (10,7; 188,3) 67,0 (0,5; 114,0)

АСТ, ед/л | AST, units/L, Mе (Q1; Q3) 167,3 (92,6; 364,5) 106,8 (69,1; 590,5) 83,9 (31,7; 179,0)

Прокальцитонин, нг/мл | Procalcitonin, 
ng/mL, Mе (Q1; Q3)

21,2 (1,2; 80,0) 9,8 (3,3; 31,9) 8,3 (6,0; 10,0)

Частота холестаза, % | Frequency 
of cholestasis, %

83,0 37,5 33,0

Апоптоз, абсолютное количество 
в поле зрения, ×400 | Apoptosis, 
absolute quantity in the field of view, 
×400, Mе (Q1; Q3)

0,9 (0,3; 2,4) 1,6 (0,6; 1,9) 1,9 (0,6; 4,0)

Количество нейтрофильных 
лейкоцитов в поле зрения, ×400 | 
Number of neutrophilic leukocytes the 
in field of view, ×400, Mе (Q1; Q3)

1,5 (0,5; 3,6) 7,8 (1,7; 9,2) 4,7 (1,0; 9,0)

Индекс Керногана | Kernohan index 48,9±3,5 45,5±6,3 44,1±3,0

Лейкоцитарные стазы, % случаев | 
Leukocyte stasis, % of cases

33,0 20,0 14,0

Сладж-феномен, % |  
Blood sludge, %

44,0 40,0 36,0

Диапедезные кровоизлияния, % | 
Diapedetic hemorrhages, %

17,0 10,0 0,0
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1,0 суток [0,5; 1,5]). Среднее артериальное давление 
максимально снижалось до 31,0 мм рт. ст. (медиана 
50,0 мм рт. ст. [47,0; 67,0]). Индекс Керногана артерий 
портальных трактов составлял 45,5±6,3 единицы.

Во всех наблюдениях отмечалось повышение уровня 
трансаминаз, в среднем активность АЛТ и АСТ находи-
лась на уровне 152,1±85,4 ед/л и 257,8±119,6 ед/л (меди-
ана АЛТ 79,1 ед/л [10,7; 188,3], АСТ – 106,8 ед/л [69,1; 
590,5]). Прокальцитонин также был повышен (медиана 
9,8 нг/мл [3,3; 31,9]).

Гипербилирубинемия выявлена у двух умерших 
(48,8 и 161,0 мкмоль/л) и соответствовала 2–3 баллам 
по шкале полиорганной недостаточности, морфологи-
ческие признаки холестаза встречались чаще (в 38% 
наблюдений), медиана уровня общего билирубина при 
этом составляла 14,1 мкмоль/л (6,7; 161,0), прямого 
билирубина – 62,6 мкмоль/л (4,6; 120,6).

Лейкоцитарные стазы встречались в двух из 10 слу-
чаев (20%) (один в венах и один в артериях портальных 
трактов). Удельный объем нейтрофильных лейкоцитов 
составлял 7,8 единицы (1,7; 9,2), в сравнении с группой 
с МЦНГ он был достоверно выше (p=0,039).

Формирование фибриновых тромбов выявлено 
в половине случаев (четыре в венах и одно в артериях 
портальных трактов). 

Сладж-феномен обнаружен в четырех случаях из 
10 (40%) (четыре в венах и три в артериях портальных 
трактов). В одном случае (10%) имели место диапе-
дезные кровоизлияния в области портальных трактов.

Удельный объем телец Каунсильмена в 1-й и 2-й зо-
нах ацинусов составлял 1,6 ед. (0,6; 1,9) (табл.).

Очаговые центролобулярные некрозы гепатоцитов 
(ОЦНГ) встречались у 14 умерших (33%). Они пред-
ставляли собой некроз групп гепатоцитов с очаговым 
скоплением полиморфноядерных лейкоцитов (рис. 3).

Средний возраст умерших составил 41,0±7,9 года, 
длительность госпитализации – 6,3±1,9 суток.

В данной группе септический шок диагностиро-
вали в 50% случаев. Длительность послешокового 
периода в 12 наблюдениях (86%) составила менее 
суток, в двух – больше недели (восемь и 19 суток). 
Минимальный уровень среднего артериального давле-
ния был 64,3±4,3 мм рт. ст. (медиана 58,5 мм рт. ст. [53,5; 
64,0]). Индекс Керногана артерий портальных трактов 
составлял 44,1±3,0 единицы.

Уровень трансаминаз был несколько повышен (ме-
диана АЛТ 67,0 ед/л [0,5; 114,0], АСТ – 83,9 ед/л [31,7; 
179,0]). Медиана уровня прокальцитонина составляла 
8,3 нг/мл (6,0; 10,0), он оказался самым низким среди 
групп. 

Гипербилирубинемия выявлялась в 56% случаев 
(32,7 мкмоль/л [28,6; 38,9]), в большинстве наблю-
дений соответствовала 2 баллам по шкале SOFA. 
При микроскопическом исследовании признаки хо-

Рис. 2. 	A – нейтрофильные лейкоциты в просвете синусоидов (стрелка). Окраска гематоксилином и эозином, ×200. B – СD15+ 
лейкоциты в просвете синусоидов (стрелка). Иммуногистохимическая реакция с CD15, ×100

Fig. 2. 	A – neutrophilic leukocytes in the lumen of sinusoids (arrow). H&E stain, ×200. B – CD15+ leukocytes in the lumen of sinusoids 
(arrow). Immunohistochemical reaction with CD15, ×100

Рис. 3. 	Очаговые некрозы гепатоцитов 3-й зоны ацинуса 
(стрелка). Окраска гематоксилином и эозином, ×200

Fig. 3. 	Focal necrosis of hepatocytes in zone 3 of the acinus 
(arrow). H&E stain, ×200

А B
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лестаза выявлялись в 27% случаев, медиана общего 
билирубина в этих случаях составила 36,8 мкмоль/л 
(34,6; 38,9), прямого билирубина  – 18,1 мкмоль/л  
(13,5; 22,6).

Лейкоцитарные стазы встречались в двух случаях  
из 14 (14%) (в одном случае в центральных венах, 
в другом и в венах, и в артериях портальных трактов). 
Медиана количества нейтрофильных лейкоцитов в поле 
зрения при ×400 составила 4,7 единицы (1,0; 9,0).

Формирование фибриновых тромбов выявлено 
в трех случаях (21%) (два в центральных венах, одно 
в венах портальных трактов). 

Сладж-феномен обнаруживался в  пяти случаях 
из 14 (36%) (один в центральных венах, четыре в венах 
и три в артериях портальных трактов). Диапедезные 
кровоизлияния отсутствовали во всех случаях.

Удельный объем телец Каунсильмена составил 
1,9 единицы (0,6; 4,0) (табл.).

Обсуждение
Результаты исследования показали, что характер 

и выраженность некротических изменений гепатоци-
тов в 3-й зоне ацинусов в первую очередь связаны со 
степенью снижения артериального давления и време-
нем, прошедшим после развития септического шока.

Так, умершие в первые сутки после развития шока 
по характеру изменений гепатоцитов 3-й зоны ацинусов 
в основном распределяются на группы с ОЦНГ (ме-
диана систолического артериального давления (САД) 
58,5 мм рт. ст.) и с ЦДГ, где снижение артериального 
давления более выраженное (САД 50,0 мм рт. ст. [47,0; 
67,0]). Начиная со вторых суток изменения в печени 
у умерших в большей степени представлены МЦНГ 
(САД 52,5 мм рт. ст. [46,8; 65,0]). Примерно одинаковое 
САД при ЦДГ и МЦНГ, а также более раннее развитие 
ЦДГ свидетельствуют о стадийности процесса ише
мической гибели гепатоцитов.

Кроме уровня САД подтверждением роли наруше-
ния центральной гемодинамики в формировании не-
кротических изменений гепатоцитов служит уровень 
индекса Керногана артериол портальных трактов – бо-
лее низкий (большая дилатация сосудов сразу после 
развития шока) в группах с ЦДГ и ОЦНГ в сравнении 
с умершими с МЦНГ.

Наличие и соответствие признаков активации свер-
тывающей системы крови (выявление в паренхиме 
печени сладж-феномена, фибриновых тромбов, диа-
педезных кровоизлияний) некротическим изменениям 
гепатоцитов свидетельствуют о ее роли в формирова-
нии некроза клеток печени при сепсисе, при этом сте-
пень активации свертывающей системы не позволяет 
рассматривать данный механизм как ведущий при сеп-
тическом поражении печени.

Морфологическая степень повреждения гепатоци-
тов (очаговые некрозы, дискомплексация гепатоцитов, 
массивные центролобулярные некрозы) подтверждает-
ся клинико-лабораторными проявлениями синдрома 

цитолиза – уровнями активности АЛТ, АСТ, гиперби-
лирубинемии [12], имеющими при этом некоторые осо-
бенности. Так, амплитуда активности АСТ выше, чем 
АЛТ, что, возможно, связано с общими ишемическими 
повреждениями в организме при сепсисе, степени по-
вреждения гепатоцитов соответствовал только уровень 
прямого билирубина. 

Описываемый в литературе при сепсисе гипокси-
ческий гепатит, клинически характеризуемый дли-
тельным или транзиторным повышением активности 
трансаминаз в сыворотке крови (в 20 раз по сравнению 
с верхней границей нормы) в условиях сосудистой, сер-
дечной или дыхательной недостаточности при исклю-
чении иных причин повреждения печени, встречается 
достаточно редко. В нашем исследовании, несмотря 
на выраженные некротические изменения в гепато-
цитах в изучаемых группах, только три наблюдения, 
соответствовали критериям гипоксического гепатита. 
При этом изменения 3-й зоны ацинусов в двух из них 
были представлены массивными центролобулярными 
некрозами, а в одном имели место очаговые некрозы 
гепатоцитов. 

Схожая картина наблюдалась и при оценке уровня 
гипербилирубинемии у умерших с некротическими из-
менениями 3-й зоны ацинусов. Согласно данным лите-
ратуры [14], значимое повышение уровня билирубина 
отмечается примерно в 15% случаев гипоксического 
гепатита. Чувствительность этого метода оценки по-
вреждения печени у пациентов в ранние сроки септиче-
ского процесса также явно недостаточна, обосновывая 
необходимость поиска новых подходов.

Данный феномен ставит вопрос о критериях диаг
ноза «гипоксический гепатит» и возможности исполь-
зования его при оценке ишемических поражений пе-
чени при шоке.

Заключение
В центролобулярных отделах печени при сепсисе 

в зависимости от степени снижения артериального 
давления и времени, прошедшего после его развития, 
возникают массивные центролобулярные некрозы, 
центролобулярная дискомплексация и очаговые не-
крозы гепатоцитов, наличие которых в части случаев 
можно расценивать не только как форму, но и как ста-
дию поражения (центролобулярная дискомплексация 
гепатоцитов и массивные центролобулярные некрозы 
гепатоцитов) печени при сепсисе.

Основным механизмом формирования некроза гепа-
тоцитов служит нарушение центральной гемодинамики 
вследствие септического шока. Ишемическое повреж-
дение печени из-за тромбоваскулита существенного 
значения в генезе формирования печеночной недоста-
точности не имеет.

Клинико-лабораторным показателем, в большей 
степени характеризующим повреждение печени при 
сепсисе, является уровень прямого билирубина в сы-
воротке крови.
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Иммуногистохимические предикторы аденокарциномы 
и плоскоклеточного рака пищевода
К.С. Масленкина1, Л.М. Михалева1, М.С. Науменко1, М.Ю. Гущин1,  
В.В. Печникова1, А.С. Конторщиков1, К.Ю. Мидибер1,2, А.Е. Бирюков1

1 	Научно-исследовательский институт морфологии человека имени академика А.П. Авцына ФГБНУ «Российский научный 
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Резюме. Введение. Во всем мире растет показатель заболеваемости раком пищевода, при этом дан-
ную патологию чаще всего выявляют на поздних стадиях, что определяет плохой прогноз и низкую 
5-летнюю выживаемость. Это ведет к необходимости поиска предикторов аденокарциномы и плоско-
клеточного рака пищевода. Целью нашего исследования было оценить иммуногистохимический про-
филь маркеров, определяющих дифференцировку и биологическое поведение этих новообразований. 
Материалы и методы. В исследование вошли 100 пациентов с морфологически подтвержденным 
раком пищевода. Биопсированные фрагменты слизистой оболочки пищевода, полученные при эзо-
фагогастродуоденоскопии, фиксировали в 10% забуференном формалине. Проводилось окрашива-
ние гистологических срезов гематоксилином и эозином, а также реактивом Шиффа в сочетании с 
альциановым синим по стандартной методике. Выполнялось иммуногистохимическое окрашивание 
с маркерами p53, p16, Ki67, CK5/6, p63, MUC5AC, MUC6, MUC2. 
Результаты. Из 100 пациентов у 40 диагностирован плоскоклеточный рак, у 53 аденокарцинома пи-
щевода, у семи анапластический рак. Высокий уровень реакции на p53 выявлен у 45,83% пациентов 
с плоскоклеточным раком и у 50% пациентов с аденокарциномой пищевода (различия статистически 
незначимые). В обоих типах рака пищевода гиперреакция на p16 несколько чаще встречалась у па-
циентов с низким уровнем реакции на p53 и преобладала у пациентов с аденокарциномой. Высокий 
уровень выраженности реакции на Ki67 чаще наблюдался при p53+ в обоих гистологических типах 
рака пищевода.
Заключение. Определение уровня реакции на иммуногистохимические маркеры p53, p16 и Ki67 
в аденокарциноме и плоскоклеточном раке пищевода представляет ценность для установления прог
ноза заболевания.
Ключевые слова: рак пищевода, аденокарцинома пищевода, плоскоклеточный рак пищевода, прог
ноз, иммуногистохимические маркеры, p53
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Immunohistochemical predictors of adenocarcinoma and squamous cell 
carcinoma of the esophagus
K.S. Maslenkina1, L.M. Mikhaleva1, M.S. Naumenko1, M.Yu. Gushchin1,  
V.V. Pechnikova1, A.S. Kontorshchikov1, K.Yu. Midiber1,2, A.E. Birukov1 
1 Avtsyn Research Institute of Human Morphology of FSBSI “Petrovsky National Research Centre of Surgery”, Moscow, Russia
2 Patrice Lumumba Peoples’ Friendship University of Russia, Moscow, Russia

Abstract. Introduction. The incidence of esophageal cancer is rising worldwide; however, this disease is often 
diagnosed at advanced stages, which leads to poor prognosis and low 5-year survival. Thus, the search for 
prognostic predictors for both adenocarcinoma and squamous cell carcinoma of the esophagus is necessary. 
The aim of our study was to evaluate the immunohistochemical profile of markers that define differentiation 
and biological behavior of squamous cell carcinoma and adenocarcinoma of the esophagus. 
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Введение
В настоящее время рак пищевода находится на 

восьмом месте по частоте заболеваемости и на шес
том месте среди причин смерти от онкологических 
заболеваний [1]. По данным проекта «Глобальная забо-
леваемость раком, смертность и распространенность», 
в 2020 году стандартизованная по возрасту заболева-
емость раком пищевода составила 6,3 на 100 000 че-
ловек, а смертность от рака пищевода – 5,6 на 100 000 
человек [2]. Плоскоклеточный рак пищевода состав-
ляет около 85% всех диагностированных случаев, вто-
рым гистологическим типом по встречаемости (14%) 
является аденокарцинома пищевода, в ряде европей-
ских стран выходящая на первое место по частоте за-
болеваемости. Рак пищевода часто диагностируют на 
поздних стадиях заболевания (по данным Surveillance, 
Epidemiology, and End Results, SEER), в 32% вновь диа-
гностированных случаев рака пищевода определяются 
метастазы в регионарных лимфатических узлах и в 38% 
отдаленные метастазы [3]), что определяет плохой 
прогноз онкологического заболевания. 5-летняя вы-
живаемость у пациентов с раком пищевода составляет  
лишь 21,6%.

Плоскоклеточный рак и аденокарцинома пищевода 
отличаются по молекулярно-биологическим и генети-
ческим параметрам. К общим факторам риска возник-
новения относятся мужской пол, курение, ахалазия, 
низкий уровень употребления овощей и фруктов, из-
быточное поступление с пищей нитрозаминосоеди-
нений [4–6]. К факторам риска развития плоскокле-
точного рака пищевода также относят употребление 
алкоголя и низкий социально-экономический статус. 
В свою очередь, аденокарцинома развивается у паци-
ентов с пищеводом Барретта на фоне длительно суще-

ствующей гастроэзофагеальной рефлюксной болезни 
и часто связана с ожирением [7–10].

Несмотря на разные клеточные источники развития 
плоскоклеточного рака и аденокарциномы пищевода 
(дисплазия многослойного плоского эпителия и дис-
плазия при пищеводе Барретта), общность в их кан-
церогенезе представляют нарушения гена TP53 [11]. 
Так, мутации TP53 обнаружены в 91% случаев плоско
клеточного рака и 69–72% случаев аденокарциномы 
пищевода [12–14]. Мутации гена TP53, по-видимому, 
являются инициирующими событиями канцерогенеза, 
так как они широко представлены как при пренеопла-
стических изменениях многослойного плоского эпи-
телия, так и при пищеводе Барретта (даже без диспла-
зии) у пациентов, у которых в дальнейшем развилась 
тяжелая дисплазия и аденокарцинома пищевода [11, 
13, 15]. Во многих исследованиях убедительно показа-
на связь нарушенной экспрессии p53 с наличием дис-
плазии и ее прогрессированием до аденокарциномы 
при пищеводе Барретта [16, 17]. Повышенный уровень 
иммуногистохимической реакции на p53 ассоциирован 
с более плохим прогнозом и низкой выживаемостью у 
пациентов с плоскоклеточным раком пищевода [18–
20]. В свою очередь, при аденокарциноме пищевода 
аберрантная иммуногистохимическая реакция на p53 
ассоциирована с более низкой общей и безрецидивной 
выживаемостью [21], но также и с хорошим ответом 
на неоадъювантную химиотерапию [22]. 

Инактивация гена-регулятора клеточного цикла 
CDKN2A путем мутации, делеции или эпигенетическо-
го сайленсинга выявлена в 76% случаев рака пищевода 
(включая и плоскоклеточные карциномы, и аденокар-
циномы пищевода) [12]. Отмечено усиление реакции 
на p16/Rb в ряду неизмененный многослойный плоский 

Materials and methods. The research included 100 patients with morphologically proven esophageal cancer. 
Biopsy specimens of esophageal mucosa obtained during EGDS were fixed in 10% buffered formalin and 
stained with hematoxylin and eosin and combined PAS/Alcian blue. We performed immunohistochemical 
evaluation with the following markers: p53, p16, Ki-67, CK5/6, p63, MUC5AC, MUC6, and MUC2. 
Results. Forty patients had squamous cell carcinoma, 53 adenocarcinoma, and 7 anaplastic cancer. High 
p53 expression was shown in 45.83% of patients with squamous cell cancer and in 50% of patients with 
adenocarcinoma (no statistical difference: p>0.05, Fisher’s test). High p16 IHC level prevailed in adenocar-
cinoma (54% vs. 8.33%, p<0.05, Fisher’s test). In both cancer types, high p16 IHC level was more common 
in patients with low p53 IHC level. High Ki-67 more often coincided with high p53 IHC levels in both 
histological types of esophageal cancer (p<0.01, Fisher’s test).
Conclusion. Immunohistochemical evaluation with p53, p16, and Ki-67 in adenocarcinoma and squamous 
cell carcinoma provides valuable information for disease prognosis.
Keywords: esophageal cancer, esophageal adenocarcinoma, esophageal squamous cell carcinoma, prognosis, 
immunohistochemical markers, p53
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эпителий–эзофагит–дисплазия/карцинома in situ мно-
гослойного плоского эпителия–плоскоклеточный рак 
пищевода [23]. Также выявлена аберрантная реакция на 
p16 при пищеводе Барретта [24]. Показано, что повы-
шенная реакция на p16 в плоскоклеточном раке пище-
вода связана с более высокой общей и безрецидивной 
выживаемостью, чаще наблюдается на I–II стадиях 
заболевания и более характерна для высоко- и уме-
реннодифференцированных опухолей [25]. Высокий 
индекс Ki67 и отсутствие экспрессии p16 определя-
ются у пациентов с более низкой выживаемостью [26]. 
Таким образом, иммуногистохимическое исследование 
с маркерами p53, p16 и Ki67 дает важную информацию 
о степени агрессивности поведения обоих наиболее 
частых гистологических типов рака пищевода. 

Целью нашего исследования было оценить имму-
ногистохимический профиль маркеров, определяющих 
дифференцировку и биологическое поведение плоско-
клеточного рака и аденокарциномы пищевода. 

Материалы и методы
Исследование одобрено локальным этическим коми-

тетом РНЦХ им. акад. Б.В. Петровского (протокол № 8 
от 20.10.2022). В исследование вошли 100 пациентов 
с морфологически подтвержденным раком пищевода. 
Для верификации диагноза пациентам выполнялась эзо-
фагогастродуоденоскопия с биопсией. Биопсированные 
фрагменты фиксировали в 10% забуференном форма-
лине. Материал проходил рутинную проводку, заливку 
в парафиновые блоки, микротомию с толщиной срезов 
3 мкм. Проводилось окрашивание гистологических 
срезов гематоксилином и эозином, а также реактивом 
Шиффа в сочетании с альциановым синим по стан-
дартной методике. Выполнялась иммуногистохимиче-
ская реакция с маркерами p53 (D0-7, Leica Biosystems 
Newcastle, Великобритания), p16 (E6H4, Roche/Ventana, 
США), Ki67 (MМ-1, Leica Biosystems Newcastle, 
Великобритания), CK5/6 (XM26, Leica Biosystems 
Newcastle, Великобритания), p63 (4А4, Roche/Ventana, 
США), MUC5AC (MRQ-19, Cell Marque, США), MUC6 
(MRQ-20, Cell Marque, США), MUC2 (MRQ-
18, Cell Marque, США). Уровень выражен-
ности реакции на p53 оценивался по шкале 
IRS (immunoreactivity scale, иммунореак-
тивная шкала), где IRS = A × B, что вклю-
чает анализ количества иммунопозитивных 
клеток (A, ≤10% – 1 балл, 11–49% – 2 балла, 
50–79% – 3 балла, ≥80% – 4 балла) и сте-
пень интенсивности ядерного окрашивания 
(B,  негативное окрашивание  – 0, слабое 
окрашивание – 1, окрашивание умеренной 
интенсивности – 2, интенсивное окрашива-
ние – 3) [18]. Низкий уровень выраженности 
реакции на p53 определялся при IRS≤6, а вы-
сокий – при IRS>6. Уровень выраженности 
реакции на Ki67 (индекс пролиферации) 
оценивался как низкий при положительной 

реакции в <30% опухолевых клеток и как высокий при 
уровне положительной реакции в ≥30% опухолевых 
клеток. Уровень выраженности реакции на p16 оце-
нивался и в ядре, и в цитоплазме опухолевой клетки. 
Повышенный уровень p16 отмечался при положитель-
ной реакции в ≥70% опухолевых клеток, очаговая реак-
ция – при положительном окрашивании <70% опухоле-
вых клеток, негативным считалось полное отсутствие 
реакции на p16 в опухолевых клетках. Положительной 
реакция на CK5/6, p63, MUC5AC, MUC6 и MUC2 счи-
талась при относительном числе окрашенных клеток 
>1%. Статистическая обработка проводилась с исполь-
зованием критерия Фишера. Различия считались стати-
стически значимыми при уровне p<0,05. 

Результаты 
В исследование вошли 100 пациентов с раком пи-

щевода в возрасте от 40 до 93 лет. Медиана возраста 
соответствовала 71,5 года [64,75–79 лет]. Соотношение 
мужчин и женщин составило 67 к 33 (2:1). У 40 паци-
ентов диагностирован плоскоклеточный рак, у 53 – аде-
нокарцинома пищевода, у семи – анапластический рак. 
В группе с плоскоклеточным раком и аденокарциномой 
пищевода относительное число пациентов с различной 
степенью дифференцировки опухоли значимо не от-
личалось (p>0,05, табл. 1). 

Иммуногистохимическое исследование выполнено 
для 74 пациентов: 50 с аденокарциномой пищевода и 24 
с плоскоклеточным раком пищевода (рис. 1). У всех па-
циентов с плоскоклеточным раком выявлена позитив-
ная реакция к маркерам плоскоклеточной дифферен-
цировки (CK5/6 и p63), реакция на муцины (MUC5AC, 
MUC6 и MUC2) была негативной. У пациентов с адено-
карциномой пищевода отмечалась негативная реакция 
на CK5/6 и p63, а реакция на муцины распределялась 
следующим образом: на MUC5AC выявлена у 78% па-
циентов, на MUC6 у 52% пациентов и на MUC2 у 38% 
пациентов, негативная реакция на муцины отмечена 
у 10% пациентов. Высокий уровень реакции на p53 
(рис. 2) выявлен у 11 пациентов с плоскоклеточным 

Таблица 1 | Table 1
Распределение опухолей по степени дифференцировки | Distribution of 

tumors based on their grade

Плоскоклеточная 
карцинома | 

Squamous cell 
carcinoma 

Аденокарцинома | 
Adenocarcinoma

Высокодифференцированная | 
Well differentiated

8 (20%) 9 (16,98%)

Умереннодифференцированная |  
Moderately differentiated

23 (57,5%) 24 (45,28%)

Низкодифференцированная | 
Poorly differentiated

9 (22,5%) 20 (37,74%)

Всего | Total 40 53
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А B

Рис. 1. 	А – плоскоклеточный рак пищевода, B – аденокарцинома пищевода. Окраска гематоксилином и эозином, ×200
Fig. 1. 	A – squamous cell carcinoma of the esophagus, B – adenocarcinoma of the esophagus. H&E stain, ×200

Рис. 2. 	А – высокий уровень выраженности реакции на p53 в аденокарциноме пищевода, B – низкий уровень выраженности 
реакции на p53 в аденокарциноме пищевода, С – высокий уровень выраженности реакции на p53 в плоскоклеточном 
раке пищевода, D – низкий уровень выраженности реакции на p53 в плоскоклеточном раке пищевода. 
Иммуногистохимическое окрашивание, ×400

Fig. 2.	 A – high p53 IHC expression in esophageal adenocarcinoma, B – low p53 IHC expression in esophageal adenocarcinoma,  
C – high p53 IHC expression in esophageal squamous cell carcinoma, D – low p53 IHC expression in esophageal squamous cell 
carcinoma. IHC, ×400
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раком пищевода (45,83%) и у 25 пациентов с адено-
карциномой пищевода (50%) (различия статистически 
незначимые, p>0,05). Повышенный уровень реакции 
на p16 (рис. 3) отмечен у 27 пациентов с аденокар-
циномой пищевода (54%) и лишь у двух пациентов с 
плоскоклеточным раком пищевода (8,33%), полное от-

сутствие реакции на p16 не выявлено ни у одного из 
пациентов. В обоих типах рака пищевода повышенный 
уровень реакции на p16 несколько чаще встречался у 
пациентов с низким уровнем реакции на p53 (табл. 2), 
однако различия статистически незначимы. Уровень 
выраженности реакции на Ki67 в опухолях варьировал 

Рис. 3.	А – выраженная реакция на p16 в аденокарциноме пищевода, В – очаговая реакция на p16 в аденокарциноме пищевода, 
С – выраженная реакция на p16 в плоскоклеточном раке пищевода, D – очаговая реакция на p16 в плоскоклеточном раке 
пищевода. Иммуногистохимическое окрашивание, ×400

Fig. 3. 	A – high p16 IHC expression in esophageal adenocarcinoma, B – focal reaction to p16 in esophageal adenocarcinoma, C – high 
p16 IHC expression in esophageal squamous cell carcinoma, D – focal reaction to p16 in esophageal squamous cell carcinoma. 
IHC, ×400
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Таблица 2 | Table 2
Соотношение уровня выраженности реакции на p16 и p53 в обоих гистологических типах карциномы пищевода | 

Correlation between p16 and p53 expression levels in both histological types of esophageal cancer

Повышенная реакция на p16 |  
High p16 IHC expression

Очаговая реакция на p16 |  
Focal reaction to p16

Низкий уровень выраженности реакции на p53 | 
Low p53 IHC expression

17 21

Высокий уровень выраженности реакции на p53 | 
High p53 IHC expression

12 24
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от 18 до 95%. Выраженная реакция на Ki67 (рис. 4) 
чаще наблюдалась при высоком уровне реакции на p53 
в обоих гистологических типах рака пищевода (p<0,01, 
табл. 3). 

Обсуждение 
Высокий уровень выраженности реакции на p53 

выявлен нами в 45,83% случаев плоскоклеточного 
рака пищевода и 50% наблюдений аденокарциномы, 
что подтверждает важную роль белка p53 и гена TP53 
в канцерогенезе разных гистологических типов рака 
пищевода. Так, известно, что мутации гена TP53 явля-
ются инициирующим событием пренеопластической 
трансформации при пищеводе Барретта и могут вы-
являться у прогрессоров раньше, чем морфологиче-
ская картина дисплазии низкой степени в метаплази-
рованном сегменте [13, 15]. Мутации гена TP53 также 
представляют собой наиболее частое генетическое 
событие при дисплазии многослойного плоского эпи-
телия и плоскоклеточном раке пищевода [11]. Потеря 
контроля над репарацией ДНК и апоптозом в результа-
те нарушения функции и проявление различных про-
онкогенных эффектов мутантного белка p53 [27] зна-

чительно ускоряют злокачественную трансформацию 
и онкогенез в пищеводе. Вместе с тем высокий уровень 
реакции на p53 связан с более низкой выживаемостью 
при плоскоклеточном раке и аденокарциноме пищево-
да [18, 19, 21]. 

Мутации гена CDKNA также довольно распростра-
нены как при плоскоклеточном раке, так и при аде-
нокарциноме пищевода [12]. Повышенная реакция на 
продукт этого гена p16 связана с более низкой стадией 
плоскоклеточной карциномы и более высокой выжива-
емостью [25]. При этом в отличие от плоскоклеточного 
рака шейки матки, а также головы и шеи связь между 
экспрессией p16 и выявлением вируса папилломы че-
ловека в плоскоклеточной карциноме пищевода убеди-
тельно не показана [28]. Согласно другим работам, ви-
рус папилломы человека может играть роль в развитии 
плоскоклеточной карциномы пищевода [29]. В то же 
время есть данные, которые отрицают связь выявления 
данной инфекции и повышенной реакции на p53 и p16 
с прогнозом плоскоклеточного рака пищевода [28, 30]. 

В нашем исследовании повышенная реакция на p16 
преобладала при аденокарциноме пищевода и тенден-
циозно выявлялась чаще при низком уровне выражен-

Рис. 4. 	А – высокий уровень реакции на Ki67 в аденокарциноме пищевода, В – высокий уровень реакции на Ki67 
в плоскоклеточном раке пищевода. Иммуногистохимическое окрашивание, ×400

Fig. 4. 	A – high Ki-67 IHC expression in esophageal adenocarcinoma, B – high Ki-67 IHC expression in esophageal squamous cell 
carcinoma. IHC, ×400

Таблица 3 | Table 3
Соотношение уровня выраженности реакции на Ki67 и p53 в обоих гистологических типах карциномы пищевода | 

Correlation between Ki-67 and p53 reaction levels in both histological types of esophageal carcinoma

Уровень реакции на Ki67 <30% |  
Reaction to Ki-67 <30%

Уровень реакции на Ki67 ≥30% |  
Reaction to Ki-67 ≥30%

Низкий уровень реакции на p53 |  
Low p53 IHC expression

12 26

Высокий уровень реакции на p53 |  
High p53 IHC expression

2 34

А B
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ности реакции на p53 в обоих гистологических типах 
рака пищевода. Полная потеря реакции на p16 нами 
не обнаружена. По данным литературы, потеря реак-
ции на p16 и высокий индекс пролиферации связаны 
с плохим прогнозом обоих гистологических типов 
рака пищевода [26]. Высокий индекс пролиферации 
в нашем исследовании был связан с высоким уровнем 
выраженности на p53. Таким образом, иммуногисто-
химическое исследование с маркерами p53, p16 и Ki67 
имеет прогностическую ценность при обоих наиболее 
частых гистологических типах рака пищевода. При 
этом требуется проведение дальнейших, в том числе 
проспективных, исследований для более глубокого из-
учения прогностических факторов при раке пищевода. 

Заключение
Определение экспрессии иммуногистохимических 

маркеров p53, p16 и Ki67 в аденокарциноме и плоско-
клеточном раке пищевода представляет ценность для 
установления прогноза заболевания.
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Морфофункциональные особенности плаценты 
пациенток с гестационным сахарным диабетом 
после экстракорпорального оплодотворения
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Резюме. Введение. С увеличением числа программ экстракорпорального оплодотворения актуальным 
стал вопрос о его влиянии и влиянии гестационного сахарного диабета на морфофункциональные 
особенности плацент. Целью исследования является выявление морфологических особенностей пла-
цент при гестационном сахарном диабете после экстракорпорального оплодотворения в зависимости 
от способа компенсации данного состояния.
Материалы и методы. Проведено морфологическое исследование 63 плацент (41 плацента пациенток 
с гестационным сахарным диабетом, у 29 из них методом компенсации была диетотерапия, у 12 – ин
сулинотерапия; 22 плаценты пациенток без него) от одноплодной доношенной беременности после 
экстракорпорального оплодотворения, включающее в себя макроскопическое и микроскопическое 
описание согласно современной международной морфологической классификации повреждений 
плаценты. Статистический анализ проводился на языке R version 4.4.2 с использованием пакетов 
прикладных программ. 
Результаты. Масса плаценты в группе с гестационным сахарным диабетом оказалась достоверно 
меньше, чем в группе сравнения (p=0,031). При изучении морфологических особенностей плаценты 
у пациенток после экстракорпорального оплодотворения с гестационным сахарным диабетом и без 
него не получено статистически значимых различий. При оценке массы плаценты по перцентильной 
шкале МОНИИАГ выявлено, что гестационный сахарный диабет на инсулинотерапии ассоциирован 
с риском развития высокой массы плаценты.
Заключение. С учетом увеличения числа беременностей после экстракорпорального оплодотворения, 
осложненных гестационным сахарным диабетом, исследование морфофункциональных особеннос
тей плацент у данной группы пациенток крайне необходимо. Нами выявлено отсутствие значимых 
различий в строении плацент при разных способах компенсации гестационного сахарного диабета: 
своевременное выявление, лечение и коррекция терапии, междисциплинарное наблюдение врачей 
за данной группой пациенток обеспечило нормальное функционирование плаценты и, как результат, 
отсутствие перинатальных осложнений у изучаемых групп. 
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Введение
По данным Всемирной организации здравоохра-

нения, бесплодием страдает около 17,5% взрослого 
населения [1]. С каждым годом увеличивается число 
бесплодных пар, достигающих беременности при по-
мощи вспомогательных репродуктивных технологий 
(ВРТ). Имплантация и развитие эмбриона, которые 
в основном зависят от формирования и функции пла-
центы, имеют решающее значение для успешного за-
вершения беременности [2]. Плацента – это временный 
многофункциональный орган, обеспечивающий рост 
и развитие плода, со своей уникальной структурной 
особенностью, важнейшими частями которой высту-
пают ворсинчатый хорион, базальная и хориальная 
пластины. Терминальные ворсины хориона представ-
ляют собой альвеолоподобные выросты зрелых про-
межуточных ворсин и являются результатом конечного 
ветвления виллезного дерева. Плацента – уникальный 
индикатор любого нарушения метаболизма в организ-

ме [3]. По данным разных авторов, фактор бесплодия, 
старший репродуктивный возраст пациенток, длитель-
ность течения бесплодия, предшествующие неудачные 
попытки экстракорпорального оплодотворения (ЭКО), 
разные генитальные и экстрагенитальные патологии 
служат причиной системных нарушений, приводящих к 
ухудшению тканевого метаболизма и кровообращения 
в интервиллезном пространстве [4].

Многочисленные исследования доказывают, что бе-
ременность, наступившая после ЭКО, ассоциирована 
с более высоким риском развития как акушерских, так 
и перинатальных осложнений, чем при спонтанной бе-
ременности. При использовании методов ВРТ в связи 
с применением большого количества гормональных 
препаратов (агонисты, антагонисты гонадотропин-
рилизин-гормон, фолликулостимуляторы, препараты 
прогестерона) возникают патологические изменения 
в инвазии трофобласта и гравидарной перестройке 
материнских спиральных артерий миометрия, что 

Structural and functional features of placentas in patients with gestational 
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Abstract. Introduction. With in vitro fertilization becoming more common, studying its effect and the 
influence of gestational diabetes mellitus on the structural and functional features of placentas has become 
relevant. The research investigated morphological features of placentas in gestational diabetes mellitus after 
in vitro fertilization, depending on treatment modalities for diabetes mellitus.
Materials and methods. The morphological study included 63 placentas: 41 placentas from patients with 
gestational diabetes mellitus (29 of them were treated with diet therapy and 12 underwent insulin therapy) 
and 22 placentas from patients without gestational diabetes mellitus. All pregnancies were full-term singleton 
conceived through in vitro fertilization. The research included macroscopic and microscopic examination 
of placentas according to the 2014 international classification of placental lesions. Statistical analysis was 
performed in R version 4.4.2 using standard software packages.
Results. Placental mass in the gestational diabetes mellitus group was significantly lower than that in the 
comparison group (p=0.031). When studying the morphological features of the placenta in patients from both 
groups, we found no statistically significant differences. Assessment of placental mass on the percentile scale 
of Moscow Regional Research Institute of Obstetrics and Gynecology indicated that gestational diabetes 
mellitus treated with insulin was associated with an increased risk of high placental mass.
Conclusion. No significant differences in placental structures were observed in gestational diabetes mel-
litus according to treatment modality. Normal placental functioning was ensured through timely detection, 
appropriate treatment adjustments, and interdisciplinary medical supervision. Thus, the patients developed 
no perinatal complications.
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может привести к формированию плацентарной недо-
статочности или ранним потерям беременности [5, 6]. 
В работе ряда специалистов содержатся сведения об 
увеличении вероятности выявления воспалительных 
признаков и патологии пуповины у беременных после 
ЭКО [7].

Одно из грозных и часто встречающихся осложне-
ний беременности – гестационный сахарный диабет 
(ГСД). Функционирование плаценты играет особую 
роль в развитии ГСД. Известно, что плацентарные 
гормоны – плацентарный лактоген и плацентарный 
гормон роста, хорионический гонадотропин челове-
ка, прогестерон, кортизол, соматотропный гормон, 
глюкагон – важные этиопатогенетические элементы 
с диабетогенным потенциалом. Плацентарный гор-
мон роста – полипептидный гормон, синтезируемый 
в синцитиотрофобласте плаценты с 13-й по 20-ю не-
делю гестации. Его прямое и опосредованное действие 
как основного регулятора инсулиноподобного факто-
ра роста-1 (ИФР-1) ограничено тканями материнской 
и плодовой части плаценты. ИФР-1 контролирует рост 
и адекватное кровоснабжение плаценты для создания 
состояния физиологической инсулинорезистентности, 
снижения потребления глюкозы матерью и передачи ее 
плоду с целью обеспечения его роста и развития [8]. 
Плацентарные гормоны наряду с увеличением выра-
ботки противовоспалительных цитокинов поддержи-
вают характерное для ГСД низкодифференцированное 
воспалительное состояние, которое является причи-
ной морфологических и функциональных изменений 
в плаценте. Размер плаценты, сосудистые поражения, 
микроскопический некроз могут приводить к наруше-
нию регуляции кровообращения в системе мать–пла-
цента–плод и ряду перинатальных осложнений, таких 
как макросомия, малый для гестационного возраста вес 
плода. Согласно А.Л. Шкляру и соавт. [9], малый для 
гестационного возраста плод – плод с предполагаемой 
массой <10 перцентиля.

В литературе данные о патоморфологических осо-
бенностях плацент у пациенток после ЭКО с наличи-
ем ГСД при разных способах его компенсации край-
не ограничены. Знание этих особенностей позволит 
обеспечить в дальнейшем значительное улучшение 
диагностики, профилактики, терапии и, как следствие, 
акушерских и перинатальных исходов у данной кате-
гории пациенток. 

Цель исследования – выявить морфологические 
особенности плаценты при ГСД после ЭКО в зависи-
мости от способа компенсации сахарного диабета.

Материалы и методы
Исследование проведено после утверждения на за-

седании независимого локального этического комитета 
при Московском областном научно-исследовательском 
институте акушерства и гинекологии им. академика 
В.И. Краснопольского (МОНИИАГ) (протокол № 9 
от 17.12.2021). Всеми участницами было подписано 

добровольное информированное согласие. Проведено 
морфологическое исследование 63 плацент от одно-
плодной доношенной беременности после ЭКО. 
Морфологическое исследование плацент проводилось 
по стандартной методике, включало макроскопическое 
и микроскопическое описание согласно современной 
международной морфологической классификации по-
вреждений плаценты (2014) [10]. В работе использо-
вался микроскоп Nikon 4N75 (Nikon Imaging Company, 
Япония) c 5-мегапиксельной фотокамерой, оснащен-
ный базовой программой обеспечения NIS-Elements 
D 5.20.00. 

Исследуемые плаценты были поделены на две груп-
пы: в 1-ю вошла 41 плацента пациенток после ЭКО с 
ГСД, 29 из которых были на диетотерапии и 12 на ин-
сулинотерапии, во 2-ю – 22 плаценты пациенток после 
ЭКО без ГСД (группа сравнения). Диагноз «гестаци-
онный сахарный диабет» устанавливался по критери-
ям исследования НАРО (Hyperglycemia and Adverse 
Pregnancy Outcomes, гипергликемия и неблагоприят-
ные исходы беременности) согласно действующим кли-
ническим рекомендациям «Гестационный сахарный 
диабет» 2024 года [11].

Статистический анализ проводили на языке R ver
sion 4.4.2 с использованием интерпретатора RStudio 
2024.12.0.467 (Posit PBC, США) и пакетов readxl, dplyr, 
tidyr, tibble, stats, knitr, kableExtra, ggplot2, gtsummary, 
forestmodel, survminer, survival, tidyverse. Проверка 
на нормальность распределения выполнялась с помо-
щью теста Шапиро–Уилка, нормально распределенные 
данные представлены в формате mean±sd, данные, не 
удовлетворяющие условиям нормального распреде-
ления, – в формате median (Q1; Q3). Сравнение двух 
групп по количественным признакам при нормальном 
распределении осуществлялось с помощью T-критерия 
Стьюдента, в ином случае – с помощью критерия 
Манна–Уитни.  Отличия исследуемых параметров 
определяли с помощью критерия Вилкоксона (ста-
тистически значимом при p<0,05). Для исследования 
различий в плацентах по перцентильным шкалам про-
веден пост хок анализ методом Фишера с поправкой 
Бонферрони. 

Результаты
Для исследуемых групп проведена оценка массы 

плацент, рассчитан плацентарно-плодовый коэффи-
циент (ППК) и изучено ворсинчатое дерево (табл. 1). 
Различали зрелое ворсинчатое дерево и нарушения 
развития ворсин – патологически незрелое ворсинча-
тое дерево и незрелое с диссоциированным созрева-
нием ворсин хориона (рис. 1 А, В). При исследовании 
плацент устанавливали наличие признаков острого 
восходящего и хронического гематогенного инфекци-
онно-воспалительного поражения, виллита неясной 
этиологии как проявления иммунного (идиопатическо-
го) воспаления. Выявляли плодные обструктивные со-
судистые поражения с нарушением перфузии: облите-
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Рис. 1. 	Нарушение созревания ворсин в плацентах при доношенной беременности (38 и 39 недель).
	 А – патологическая незрелость ворсинчатого дерева, вариант недифференцированных промежуточных ворсин 

с ретикулярной стромой и многочисленными клетками Кащенко–Гофбауэра, ×100, B – диссоциированное созревание 
ворсин с чередованием терминальных, дифференцированных и недифференцированных промежуточных ворсин, ×40. 
Окраска гематоксилином и эозином

Fig. 1. 	Impaired maturation of villi in placentas of full-term pregnancy (38 and 39 weeks of gestation). 
	 A – pathological immaturity of the villous tree, characterized by undifferentiated intermediate villi with reticular stroma  

and numerous Kashchenko-Hofbauer cells, ×100, B – dissociated villous maturation showing alternating terminal, differentiated, 
and undifferentiated intermediate villi, ×40. H&E stain

А B

Таблица 1 | Table 1
Масса, ППК и морфологические особенности плацент, n (%) | Mass, fetal/placental weight ratio (F:P),  

and morphological features of placentas, n (%)

Признак | Feature Группа | Group

ЭКО с ГСД (n=41) | In vitro 
fertilization with gestational 

diabetes mellitus (n=41)

ЭКО без ГСД (n=22) | In vitro 
fertilization without gestational 

diabetes mellitus (n=22)

p-value

Средняя масса плаценты, г | Mean placental 
weight, g

517,05 (±117,07) 582,14 (±108,51) 0,031

Зрелые ворсины | Mature villi 41 (95,3) 19 (86,36) 1

ППК | F/P ratio 0,16 (±0,03) 0,17 (±0.03) 0,155

Инфекция | Infection 10 (23,26) 8 (36,36) 0,41

Виллит | Villitis 4 (9,3) 3 (13,64) 0,681

Тромбоз сосудов ворсин | Vascular 
thrombosis of the villi

11 (25,58) 8 (36,36) 0,538

 Отек стромы ворсин | Swelling  
of the stroma of the villi

19 (41,19) 8 (36,36) 0,734

Сужение межворсинчатого пространства | 
Narrowing of the interstitial space

11 (25,58) 6 (27,27) 1

Облитерационная ангиопатия | Obliterative 
angiopathy

23 (53,49) 11 (50) 0,997

Инфаркт | Infarction 2 (4,65) 1 (4,55) 1

Ободок | Ring 2 (4,65) 0 0,545

Различия статистически значимы (p≤0,05) при множественных сравнениях p с помощью Т-критерия Стьюдента и Манна–Уитни | 
The differences are statistically significant (p≤0.05) in the Multiple Comparisons p-values using the Student T-test and Mann–Whitney test 
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рационную ангиопатию, тромбоз, отек стромы, а также 
материнские сосудистые поражения – нарушения пер-
фузии в виде сужения межворсинчатого пространства 
(МВП) и инфаркты ворсин. Кроме того, определяли 
аномалии формы плаценты и прикрепления пуповины, 
экстрахориальные плаценты.

Масса плаценты в группе с ГСД оказалась достовер-
но меньше, чем в группе сравнения (p=0,031), что яв-
ляется показателем своевременного выявления и ком-
пенсации ГСД, так как увеличение массы плаценты 
может свидетельствовать о дисфункции этого прови-
зорного органа. Однако в исследовании А.В. Мурзина 
и соавт. [12] в 2024 году при анализе массы плацент 
выявлено, что при беременности после ВРТ, осложнив-
шейся ГСД, масса плаценты больше, чем при беремен-
ности после ВРТ без ГСД. 

При оценке массы плацент была использована пер-
центильная шкала МОНИИАГ (2010) [13]. Результаты 
представлены в таблице 2. Низкая масса плаценты 
(11–24П, где П обозначает перцентильный уровень) 
встречалась у девяти пациенток (у восьми на диетоте-
рапии и у одной без ГСД), плацента нормальной массы 
(25–75П) – у 24 (четыре находились на инсулинотера-
пии, 14 на диетотерапии, шесть – без ГСД), плацента 
высокой массы (76–89П) – у 13 (три от пациенток на 
инсулинотерапии, две – от пациенток на диетотерапии, 
восемь – без ГСД), плацентомегалия (≥90П) наблюда-
лась у 17 пациенток (на диетотерапии находились пять, 
на инсулинотерапии пять, без ГСД семь). Гипоплазия 
плаценты (≤10П) не выявлена. 

При анализе абсолютных показателей массы ис-
следуемых плацент не получено статистически значи-
мых различий по способу терапии (p>0,05). Средняя 
масса плаценты у пациенток на диетотерапии со-
ставила 531,75  г. (±122,86), на инсулинотерапии  –  
571,42 г. (±87,50). ППК в группе ЭКО с ГСД на ди-
етотерапии – 0,16 [0,14; 0,18], на инсулинотерапии – 
0,16 [0,16; 0,19]. Однако при оценке влияния метода те-
рапии ГСД на массу плаценты по перцентильной шкале 
получены значимые различия, р=0,014. Выявлено, что 
ГСД на инсулинотерапии ассоциирован с риском раз-
вития высокой массы плаценты 76–89П (отношение 
шансов (ОШ) 0,15, 95% доверительный интервал (ДИ) 
0,04–0,49, р=0,002). 

В нашем исследовании фиброзные изменения 
стромы ворсин при ГСД на диетотерапии наблюда-
лись в 75,5% случаев, при инсулинотерапии – в 100%. 
Облитерация стволовых артерий при диетотерапии 
отмечалась в 47,17% случаев, при инсулинотерапии – 
в 75%. Сужение МВП при ГСД на диетотерапии отме-
чено в 24,53% случаев, на инсулинотерапии – в 33,33%. 
Патология плаценты, характеризующаяся обилием ка-
пилляров в строме ворсин хориона (хорангиоз), обна-
ружена в плацентах двух пациенток с ГСД на диетоте-
рапии. Значимых изменений в плаценте в зависимости 
от способа терапии ГСД не получено, все дети роди-
лись в удовлетворительном состоянии, нежелательные 
явления не отмечены. По данным Э.К. Айламазяна 
и соавт. [10], при ГСД на инсулинотерапии замечено 
несоответствие строения плацент с преобладанием 

Таблица 2 | Table 2
Масса плацент по перцентильной шкале МОНИИАГ (2010), n, % | Placental mass on a percentile scale of Moscow Regional 

Research Institute of Obstetrics and Gynecology (2010), n, %

Группа | Group Масса | Weight

нормальная (25–75П) | 
normal (P25–75)

низкая (11–24П) |
low (P11–24)

высокая (76–89П) | 
high (P76–89)

плацентомегалия (≥90П) | 
placentomegaly (≥P90)

n % n % n % n %

ГСД, диета, n=29 | GDM, 
diet therapy, n=29

14 48,3 8 27,6 2 6,9 5 17,2

ГСД, инсулин, n=12 | GDM, 
insulin therapy, n=12

4 33,3 0 0 3 25 5 41,7

ЭКО без ГСД, n=22 | IVF 
without GDM, n=22

6 27,3 1 4,5 8 36,4 7 31,8

р-value 0,014

Различия статистически значимы (p≤0,05) при множественных сравнениях p с помощью пост хок анализа методом Фишера 
с поправкой Бонферрони | The differences are statistically significant (p≤0.05) in the Multiple Comparisons p values using post hoc 
Fischer analysis with Bonferroni correction
GDM – gestational diabetes mellitus, IVF – in vitro fertilization
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промежуточного типа ворсин, склероз и фиброз стро-
мы стволовых ворсин, спазм и облитерация стволовых 
артерий, сужение и массивное отложение фибриноида 
в МВП и более частые признаки субкомпенсированной 
плацентарной недостаточности. 

Двудолевая плацента была выявлена у двух паци-
енток в группе ЭКО без ГСД и у одной пациентки с 
ГСД на диетотерапии. То же касалось добавочной доли 
плаценты. Абсолютная короткость пуповины наблюда-
лась у двух пациенток в группе ЭКО без ГСД. Длинная 
пуповина встречалась в одном случае в группе ЭКО 
без ГСД и в одном при ГСД на диетотерапии; тощая 
пуповина – у одной пациентки при ГСД на диетоте-
рапии. Краевое прикрепление пуповины отмечалось 
в четырех случаях без ГСД и в восьми при ГСД на 
диетотерапии. Единственная артерия пуповины была 
обнаружена в одном случае в группе ЭКО без ГСД. 
Гиперизвитая пуповина (индекс извитости ≥0,5) наблю-
далась у трех пациенток: одна в группе ГСД на инсули-
нотерапии и две в группе ГСД на диете. Гипоизвитая 
пуповина (индекс извитости ≤0,3) обнаружена в одном 
случае в группе ГСД на диетотерапии. Статистически 
значимая разница в особенностях оболочек и пуповины 
в исследуемых группах не выявлена. Данные представ-
лены в таблице 3. 

Экстрахориальный тип плацентации – редкая ано-
малия, по информации исследования 2020 года, со-
ставляет 3,14% от всех родов, ассоциирована с преж
девременными родами, маловесным к сроку гестации 
плодом, врастанием плаценты, частичной отслойкой 
нормально расположенной плаценты, дородовым из-
литием околоплодных вод, увеличением кровопотери 
в родах, отклонениями развития плода и пуповины, 
малым весом новорожденного и более высоким уров-

нем перинатальных потерь [14]. В нашем исследова-
нии экстрахориальный тип плацентации имел место 
у двух пациенток (4,65%) в группе ЭКО с ГСД, методом 
компенсации ГСД была диетотерапия. При этом масса 
плодов была 3860 и 3300 г, оценка состояния по шкале 
Апгар 8–9 баллов в обоих случаях. 

Пациентки исследуемых групп были сопоставимы 
по возрасту. У пациенток в группе ЭКО с ГСД прегеста-
ционный индекс массы тела (25,66 кг/м2 [21,60; 28,00])  
был значимо выше, чем в группе сравнения (27,62 кг/м2  
[23,21; 31,06]), при р=0,025. Несмотря на многочис-
ленные данные литературы о совместном негативном 
влиянии ЭКО и ГСД на развитие осложнений как у 
матери, так и у плода, при проведении многофактор-
ного анализа по оценке акушерских и перинатальных 
патологий статистически значимые различия в группах 
исследуемых пациенток не выявлены (p=0,331).

По фактору бесплодия пациентки были разделены 
в соответствии с действующими клиническими реко-
мендациями «Женское бесплодие» (2024). Группы на-
блюдения были сопоставимы по причине бесплодия. 
В группе ЭКО без ГСД факторы бесплодия раздели-
лись следующим образом: женское бесплодие, свя-
занное с трубным фактором (36,36%), другие формы 
(36,36%), женское бесплодие, связанное с мужским 
фактором (22,73%), женское бесплодие маточного 
происхождения (4,55%); в группе ЭКО с ГСД: дру-
гие формы (37,22%), женское бесплодие, связанное с 
маточным фактором (2,33%), женское бесплодие, свя-
занное с мужским фактором (16,28%), женское беспло-
дие трубного происхождения (44,19%). Статистически 
значимые различия групп исследования по факторам 
бесплодия не получены (p=0,888). Данные представ-
лены в таблице 4.

Таблица 3 | Table 3
Аномалии пуповины, n, % | Umbilical cord anomalies, n, %

Группа | Group  Аномалия | Anomaly

абсолютно 
короткая |  short

длинная | 
long

тощая | 
thin

краевая | 
marginal

гиперизвитая | 
hypercoiled

гипоизвитая | 
hypоcoiled

n % n % n % n % n % n %

ГСД, диета, n=29 | GDM, diet therapy,  
n=29

0 0 1 3,4 1 3,4 8 27,6 2 6,9 1 3,4

ГСД, инсулин, n=12 | GDM, insulin 
therapy, n=12

0 0 0 0 0 0 0 0 1 8,3 0 0

ЭКО без ГСД, n=22 | IVF without GDM, 
n=22

2 9 1 4,5 0 0 4 18,2 0 0 0 0

p-value 0,331

Различия статистически значимы (p≤0,05) при множественных сравнениях p с помощью Т-критерия Стьюдента и Манна–Уитни | 
The differences are statistically significant (p≤0.05) in the Multiple Comparisons p-values using the Student T-test and Mann–Whitney test
GDM – gestational diabetes mellitus, IVF – in vitro fertilization
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Обсуждение
Исследования плацент у пациенток с ГСД после 

ЭКО при различных способах терапии ГСД немного-
численны. A.O. Сelik et al. [15] в исследовании слу-
чай–контроль у 40 женщин со спонтанно наступившей 
беременностью выявили критически значимые функ-
циональные и морфологические изменения в плацен-
тах у пациенток с ГСД по сравнению с беременными 
без ГСД. Y.X. Li et al. [16] установили, что ГСД повы-
шает риск неонатальной инфекции из-за воспаления 
и аутофагии в плаценте. Одним из самых распростра-
ненных ультразвуковых и морфологических признаков 
при структурном изменении плаценты является суже-
ние МВП, которое может быть причиной плацентарной 
недостаточности [17]. 

В исследовании О.В. Косяковой и соавт. [18] при 
изучении морфологического строения последов у ро-
дильниц с ГСД при спонтанной беременности были 
выявлены различные нарушения плацентарного комп
лекса: при ГСД на диете имели место отклонения со-
зревания виллезного дерева с преобладанием диссо-
циированных ворсин, гиперплазия промежуточных 
зрелых ворсин с увеличением синцитиальных узлов, 
пролиферация синцитиотрофобласта, полнокровие со-
судов и капилляров терминальных ворсин; для ГСД 
на инсулинотерапии были характерны несоответствие 
строения плацент с преобладанием промежуточного 
типа ворсин, склероз и фиброз стромы стволовых вор-
син, спазм и облитерация стволовых артерий, сужение 
и массивное отложение фибриноида в межворсинчатом 
пространстве и более частые признаки субкомпенси-
рованной плацентарной недостаточности. 

По данным метаанализа, проведенного S. Maroufiza
deh et al., после применения программ ВРТ пациентки 
имели повышенный риск развития преэклампсии (ОШ 
3,65, 95% ДИ 2,02–6,59), гестационной артериальной 

гипертензии (ОШ 1,60, 95% ДИ 0,69–3,69), низкой 
для гестационного срока массы тела новорожденного 
(ОШ 1,36, 95% ДИ 1,19–1,55), преждевременных родов 
(ОШ 2,80, 95% ДИ 1,63–4,81), врожденных пороков 
развития (ОШ 1,3, 95% ДИ 1,1–1,5), предлежания пла-
центы (ОШ 1,15, 95% ДИ 0,93–1,43) и гестационного 
сахарного диабета (ОШ 1,53, 95% ДИ 1,39–1,69), что 
также отражалось на функциональных особеннос
тях плаценты [19]. Сочетание ГСД и преэклампсии 
способно усугубить плацентарную недостаточность. 
Полученные нами результаты показывают, что, не-
смотря на компенсацию ГСД инсулинотерапией, масса 
плаценты имеет тенденцию не только к повышению 
≥75П, но и к плацентомегалии ≥90П (р=0,002). Это 
противоречит устоявшемуся представлению, что при 
компенсированном диабете масса плаценты обычно 
не увеличена [20]. Однако структурные особенности 
ворсин при ГСД соответствуют таковым в плацентах 
при доношенных сроках беременности со зрелым вор-
синчатым деревом. Избыточная масса плаценты может 
быть обусловлена гиперваскуляризацией, хорангиозом 
ворсин, но таковая не выявлена при ГСД на инсулино-
терапии. Хорангиоз наблюдался лишь в двух плацен-
тах пациенток с ГСД на диетотерапии. Нормальные 
значения ППК при ГСД (0,16±0,03) свидетельствуют 
о соответствии массы плаценты массе новорожденно-
го. Отек стромы ворсин констатирован практически 
с одинаковой частотой в плацентах пациенток с ГСД 
(41%) и без ГСД (36%) и не объясняет повышенную 
массу плаценты после ЭКО без ГСД. Таким образом, 
морфологические изменения ворсинчатого хориона, 
объясняющие плацентомегалию при компенсации ГСД 
инсулинотерапией, не обнаружены. Значимых патоло-
гических изменений в плаценте в зависимости от спо-
соба терапии ГСД не выявлено (p>0,05). Мы полагаем, 
что дальнейший поиск причин плацентомегалии при 

Таблица 4 | Table 4
Сравнительная характеристика исследуемых групп по фактору бесплодия, % | Comparative characteristics  

of the groups by infertility factor, %

Группа | Group Фактор бесплодия | Infertility factor

женское бесплодие, 
связанное с трубным 

фактором | tubal 
factor infertility

женское бесплодие, 
связанное с мужским 

фактором | female infertility 
related to the male factor

женское бесплодие, 
связанное с маточным 

фактором | uterine 
factor infertility 

другие формы 
женского бесплодия | 
other forms of female 

infertility

ЭКО с ГСД, n=41 | IVF 
with GDM, n=41

44,19 16,28 2,33 37,22

ЭКО без ГСД, n=22 | 
IVF without GDM, n=22

36,36 22,73 4,55 36,36

p-value 0,888

Различия статистически значимы (p≤0,05) при множественных сравнениях p с помощью Т-критерия Стьюдента и Манна–Уитни | 
The differences are statistically significant (p≤0.05) in the Multiple Comparisons p-values using the Student T-test and Mann-Whitney test
GDM – gestational diabetes mellitus, IVF – in vitro fertilization
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компенсированном инсулинотерапией ГСД может быть 
направлен на исследование уровня факторов роста, 
синтезируемых плацентой, в частности сосудистого 
эндотелиального фактора роста и плацентарного лак-
тогена, действующего как гормон роста и приводяще-
го к гипергликемии беременной с увеличением массы 
и роста плода. Кроме того, нуждаются в объяснении 
повышенная масса плаценты и незрелость ворсин при 
ЭКО у пациенток без ГСД в сравнении с пациентками 
с ЭКО и ГСД. При проделанной нами работе получены 
результаты, отличающиеся от данных литературы, что 
указывает на необходимость проведения крупных ис-
следований в этой области. 

Заключение
С учетом значительного увеличения числа беремен-

ностей после экстракорпорального оплодотворения, ос-
ложненных гестационным сахарным диабетом, иссле-
дование морфофункциональных особенностей плацент 
у данной группы пациенток крайне важно. Изучение 
влияния способа терапии гестационного сахарного 
диабета после экстракорпорального оплодотворения 
на строение и функционирование плаценты может 
стать значимым этапом в профилактике, своевремен-
ной диагностике и терапии с целью предупреждения 
развития акушерских и перинатальных осложнений. 
Важным наблюдением является отсутствие значимых 
различий в строении плацент при разных способах 
компенсации гестационного сахарного диабета: сво-
евременное выявление, коррекция терапии, междисци-
плинарное наблюдение врачей обеспечили нормальное 
функционирование плаценты и, как результат, отсут-
ствие перинатальных осложнений у изучаемых групп.
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Плацентарные повреждения при доношенной беременности 
у реконвалесцентов, перенесших COVID-19  
в разные триместры гестации
Е.Е. Воропаева, Э.А. Казачкова, Л.С. Ищенко, Е.Л. Казачков, А.Ю. Холопова, Т.Н. Шамаева
ФГБОУ ВО Южно-Уральский государственный медицинский университет Минздрава России, Челябинск, Россия

Резюме. Введение. Новая коронавирусная инфекция (COVID-19) во время беременности приводит 
к развитию плацентарной недостаточности. Сведения о выраженности плацентарных нарушений у 
реконвалесцентов после COVID-19, манифестировавшей на разных сроках гестации, разноречивы. 
Цель исследования – оценить морфологические особенности плацент при доношенной беременности 
у реконвалесцентов, перенесших COVID-19 в разные триместры гестации.
Материалы и методы. Проведено ретроспективное когортное исследование. 80 женщин, родивших 
на сроке беременности 37/0–41/6 недель в период реконвалесценции после COVID-19, перенесенной 
в разных триместрах беременности, составили группу I. В группу сравнения вошли 30 женщин без 
COVID-19 в период текущей беременности, родивших в срок 37/0–41/6 недель гестации, – группа II. 
Изучены характер гистологических изменений и экспрессии иммуногистохимических маркеров ги-
поксии (индуцированный гипоксией фактор 1α, эритропоэтин) и апоптоза (Caspase-3) в плацентах.
Результаты. Плацентарные повреждения в виде материнской и фетальной мальперфузии, хрониче-
ского воспаления наиболее характерны для реконвалесцентов при доношенном сроке беременности 
после перенесенной COVID-19 во II и III триместрах. При этом отмечается значительная выражен-
ность и гипоксического повреждения, и активности апоптоза вне зависимости от триместра мани-
фестации COVID-19.
Заключение. Выявленный характер плацентарных повреждений при доношенном сроке беременнос
ти демонстрирует формирование хронической плацентарной недостаточности смешанного генеза у 
реконвалесцентов независимо от триместра манифестации COVID-19.
Ключевые слова: беременность, новая коронавирусная инфекция, COVID-19, реконвалесценты, 
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Placental damage in preterm pregnancy in COVID-19 survivors 
in different trimesters of gestation
E.E. Voropaeva, E.A. Kazachkova, L.S. Ishchenko, E.L. Kazachkov, A.Yu. Kholopova, T.N. Shamaeva
South Ural State Medical University, Chelyabinsk, Russia

Abstract. Introduction. Coronavirus disease (COVID-19) infection during pregnancy can lead to placental 
insufficiency. Data on the severity of placental abnormalities in COVID-19 survivors at different gestational 
ages remain controversial. The study aimed to evaluate the morphologic features of placentas in preterm 
pregnancies in COVID-19 survivors at different trimesters of gestation.
Materials and methods. A retrospective cohort study was conducted. Group I included 80 women who 
delivered at 37/0–41/6 weeks of gestation after recovering from COVID-19 contracted in different tri-
mesters. Group II (control) comprised 30 women without COVID-19 during the current pregnancy who 
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Введение
Плацента – важный орган, обеспечивающий взаи-

мосвязь между организмом матери и плода, а также за-
щиту плода от влияния вредных факторов, в том числе 
инфекций [1]. Плацентарная недостаточность влияет 
не только на перинатальные исходы, но и на форми-
рование хронической патологии различных органов 
и систем [2].

Сегодня хорошо изучены морфологические измене-
ния в плацентах женщин в период острой COVID-19. 
Описано формирование материнской и  фетальной 
мальперфузии, тромбогеморрагических и воспалитель-
ных изменений в плаценте на фоне активной инфек-
ции [3–5]. Сообщается о развитии плацентита SARS-
CoV-2, ассоциированного с перинатальными потерями 
на фоне острой COVID-19 [6, 7]. 

Вместе с тем данные о структурных особеннос
тях плацент пациенток в период реконвалесценции 
противоречивы. Некоторые авторы сообщают, что у 
реконвалесцентов (РК) после COVID-19, перенесенной 
в разные сроки гестации, наблюдаются значительные 
плацентарные повреждения, проявляющиеся выражен-
ными признаками материнской и фетальной мальпер-
фузии [8, 9]. Y.P. Wong et al. [10] в результате анализа 
гистологических особенностей плацент у женщин с 
острой COVID-19, манифестировавшей во II/III три-
местре (n=33), и РК (n=14, интервал от манифеста-
ции COVID-19 до родов 106,43±53,18 дня), выявили, 
что инфаркты ворсин наблюдаются в 2,4 раза чаще 
в плацентах РК без статистически значимой разницы. 
Фетальная мальперфузия в виде аваскулярных ворсин, 
тромбоза сосудов плода обнаруживается в единичных 
случаях в обеих группах, а хорангиоз – в 1,8 раза чаще 
в плацентах РК без статистически значимого преобла-
дания. Сообщается о высокой частоте гистиоцитарного 
интервиллузита, децидуита и виллузита в плацентах 
пациенток после COVID-19 [8–10].

B. Bayraz et al. [11] исследовали 67 плацент пос
ле преждевременных и своевременных родов (34,0–

41,5 недели; 39,0±1,1 недели) у РК после COVID-19 
(более 14 дней после положительного теста на 
SARS-CoV-2) в сравнении с плацентами женщин без 
COVID-19 (n=126). Представлены данные о статисти-
чески значимом преобладании материнской (р<0,001) 
и тенденции к преобладанию фетальной (р=0,051) 
мальперфузии. Статистических различий по воспали-
тельным (р=0,849) и тромботическим (р=0,248) плацен-
тарным повреждениям между группами не выявлено. 

A. Dagelic et al. [12] изучали плацентарные повреж-
дения у РК, получавших и не получавших низкомоле-
кулярные гепарины (НМГ) в период острой COVID-19. 
У получавших НМГ не было выявлено статистически 
значимых отличий по частоте регистрации признаков 
материнской мальперфузии, характеру воспалительных 
изменений в сравнении с неполучавшими НМГ неза-
висимо от триместра манифестации инфекции. В то 
же время фетальная мальперфузия регистрировалась 
статистически значимо чаще у РК после COVID-19, 
перенесенной во II триместре (р=0,020), и у женщин, 
не получавших НМГ (р=0,017).

Таким образом, полагаем, что в связи с неодно-
родностью имеющихся на сегодняшний день данных 
целесообразно дальнейшее изучение характера плацен-
тарных повреждений у РК после COVID-19.

Цель исследования – оценить морфологические 
особенности плацент при доношенной беременности 
у реконвалесцентов, перенесших COVID-19 в разные 
триместры гестации.

Материалы и методы
Выполнено ретроспективное когортное исследова-

ние. Проанализированы особенности акушерско-гине-
кологического анамнеза, соматической патологии, те-
чения беременности и родов, перинатальных исходов, 
гистологические изменения в плацентах 110 пациенток, 
родивших на доношенном сроке гестации. 

Группу I составили 80 РК после COVID-19, пере-
несенной в разных триместрах беременности: 1-я под-

delivered at the same gestational age. Histological changes and the expression of immunohistochemical 
markers of hypoxia (hypoxia-induced factor 1α, erythropoietin) and apoptosis (Caspase-3) were studied 
in placental tissue.
Results. Placental damage, including maternal and fetal malperfusion and chronic inflammation, were most 
frequent in women who contracted COVID-19 in the second and third trimesters. Significant hypoxic dam-
age and apoptosis activity were observed irrespective of the trimester of infection.
Conclusion. Term placentas from women who recovered from COVID-19 show features of chronic placental 
insufficiency of mixed origin, regardless of the gestational stage at infection.
Keywords: pregnancy, novel coronavirus infection, COVID-19, reconvalescents, timely delivery, placental 
damage, hypoxia, apoptosis
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группа – 20 женщин, перенесших COVID-19 в I три-
местре, 2-я подгруппа – 30 пациенток, перенесших 
COVID-19 во II триместре, 3-я подгруппа – 30 РК, пере-
несших COVID-19 в III триместре гестации. Пациентки 
группы I с апреля 2020 по декабрь 2021 года поступа-
ли на лечение с острой COVID-19 в COVID-госпиталь 
Челябинска. 

Группа II – 30 женщин, не болевших COVID-19 во 
время текущей беременности, родивших на доношен-
ном сроке гестации в родильном доме областной кли-
нической больницы № 3 Челябинска с июля 2020 по 
февраль 2021 года. 

Далее проводили углубленное морфологическое 
исследование плацент с оценкой уровня экспрессии 
иммуногистохимических (ИГХ) маркеров гипоксии 
(индуцированный гипоксией фактор 1α – Hif-1α, эри-
тропоэтин – EPO и апоптоза – Caspase-3). С этой целью 
случайным способом было отобрано 60 плацент: по 
15 из 1-й, 2-й, 3-й подгрупп и группы II.

Критерии включения: родоразрешение на сроке 
37/0–41/6 неделя гестации, репродуктивный возраст 
женщины, наличие и доступность медицинской доку-
ментации; дополнительно для группы I – период рекон-
валесценции (более 30 дней) после подтвержденной 
COVID-19 (U07.1) в течение текущей беременности, 
комплексное лечение COVID-19 в период госпитали-
зации в зависимости от степени тяжести инфекции 
в соответствии с действующими методическими ре-
комендациями с последующим продолжением после 
выписки из госпиталя курса НМГ в профилактических 
дозах до 6 недель, приема витаминно-минеральных 
комплексов для беременных, содержащих витамины 
С, Е, D, в течение всей последующей гестации; до-
полнительно для группы II – отсутствие COVID-19/
респираторных вирусных инфекций в течение текущей 
беременности, отрицательный результат обследова-
ния на SARS-CoV-2 из носоглотки на момент родов. 
Критерии невключения: со стороны женщины – мно-
гоплодная беременность, соматические заболевания 
в стадии декомпенсации, вирус иммунодефицита чело-
века, злокачественные новообразования и психические 
заболевания; со стороны плода – перинатальная смерть 
плода/новорожденного, врожденные пороки развития.

Исследование одобрено локальным этическим ко-
митетом Южно-Уральского государственного медицин-
ского университета (протокол № 8 от 20.09.2021). Все 
пациентки подписали добровольное информированное 
согласие на участие в исследовании и публикацию его 
результатов в открытой печати.

Морфологическое исследование плацент осуществ
ляли в Челябинском областном патологоанатомическом 
бюро, являющемся базой кафедры патологической 
анатомии и судебной медицины имени профессора 
В.Л. Коваленко Южно-Уральского государственного 
медицинского университета. Гистологическое иссле-
дование плацент проводили на основе общепринятых 
методик [13, 14]. Повреждения анализировали с уче-

том классификации Amsterdam Placenta Workshop 
Group [14, 15]. ИГХ анализ проводили с применением 
системы визуализации N-Histofine Simple Stain MAX 
PO (MULTI, Япония), хромогена DAB и готовых к при-
менению кроличьих моноклональных антител (МАТ) 
(predilute, ready-to-use). Для исследования процессов 
гипоксии в плацентарной ткани применяли МАТ к 
Hif-1α (клон EP118, Epitomics, США) и к эритропоэ-
тину (EPO, Cat. № GTX112834, GeneTex Inc., США). 
Процессы апоптоза оценивали с использованием 
МАТ к Caspase-3 (клон ET 1602-39, Hangzhou Human 
Biotechnology Co., Ltd, Китай). Уровень выраженности 
реакции на ИГХ маркеры определяли путем измерения 
площади положительного окрашивания в цитоплазме 
клеток синцитиотрофобласта. Проводили сканирова-
ние каждого микропрепарата с помощью цифрового 
сканирующего микроскопа Hamamatsu (NanoZoomer 
S210, Япония). Полученные гистосканы архивирова-
ли на цифровом носителе для проведения в дальней-
шем автоматизированного подсчета ИГХ-позитивных 
структур с применением программного обеспечения 
для цифрового анализа биоизображений QuPath (https://
qupath.github.io) [16].

Статистическую обработку данных проводили с по-
мощью статистического пакета SPSS Statistics 19 (IBM, 
США). Расчет количественных показателей представ-
лен в формате Ме (Q1; Q3), где Ме – медиана, Q1; Q3 –  
первый и третий квартили, в связи с отличием их рас-
пределения от нормального при анализе с применени-
ем критерия Шапиро–Уилка. Статистическую значи-
мость различий оценивали с применением критериев 
Краскела–Уоллиса, Манна–Уитни. Качественные пара-
метры представляли в виде абсолютных (n) и относи-
тельных (%) частот. При анализе таблиц сопряженности 
использовали критерий х2 Пирсона или точный крите-
рий Фишера (если нарушалось условие применения х2 
Пирсона). Проверку статистических гипотез проводили 
при уровне значимости р≤0,05. При множественных 
парных сравнениях применяли поправку Бонферрони 
(заданный критический уровень значимости делили на 
количество пар сравнений).

Результаты
В группах исследования имели место благопри-

ятные перинатальные исходы. Не отмечено стати-
стически значимых различий по частоте развития 
плацентарной недостаточности (нарушение маточно-
плацентарного кровотока 1–2-й степени и/или задержка 
роста плода) во время беременности – 4/20 (20,0%), 
1/30 (3,3%), 4/30 (13,3%), 3/30 (10,0%) случая (р=0,296), 
дистрессу плода в родах – 1/20 (5,0%), 1/30 (3,3%), 2/30 
(6,7%), 0/30 (0,0%) случаев (р=0,703), антропометриче-
ским показателям (вес новорожденного – 3455 (3085; 
3750), 3525 (3232; 3812), 3485 (3205; 3907), 3670 (3330; 
3825) г (р=0,525); длина новорожденного – 51,5 (51; 53),  
52 (50; 53), 53 (50,8; 54), 52 (50,8; 53,3) (р=0,455) см 
и оценке по шкале Апгар (на первой минуте – 8 (7; 8),  
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8 (8; 8), 8 (7; 8), 8 (7; 8) (р=0,923); на пятой минуте –  
8 (8; 9), 9 (8; 9), 8 (8; 9), 8 (8; 9) баллов (р=0,786), ас-
фиксии новорожденного – 1/20 (5,0%), 0/30 (0,0%), 
1/30 (3,3%), 1/30 (3,3%) случай (р=0,875) в 1–3-й под-
группах группы I и группе II, соответственно. При этом 
анализ результатов гистологического исследования 
плацент показал статистически значимое преоблада-
ние в 1–3-й подгруппах ряда признаков материнской 
и фетальной мальперфузии и хронического воспаления 
в сравнении с группой II.

Децидуальная артериопатия (р=0,011; p1,2=0,556; 
p1,3=0,904; p1,II=0,021; p2,3=0,598; p2,II=0,001; p3,II=0,005, 
нижние индексы отражают номера сравниваемых 
подгрупп/групп) и тромбоз сосудов ворсин (р=0,003; 
p1,2=0,064; p1,3=0,239; p1,II=0,171; p2,3=0,438; p2,II<0,001; 
p3,II=0,005) регистрировались статистически значимо 
чаще в плацентах пациенток 2-й и 3-й подгрупп относи-
тельно группы II, между подгруппами группы I стати-
стически значимых различий по частоте децидуальной 
артериопатии не получено, однако отмечалась тенден-
ция к тромбозу сосудов ворсин во 2-й подгруппе отно-
сительно 3-й подгруппы (рис. 1). Агглютинация ворсин 
(р=0,001; p1,2=0,529; p1,3=0,904; p1,II=0,007; p2,3=0,405; 
p2,II<0,001; p3,II=0,004) и лимфоплазмоцитарный дециду-
ит (р=0,001; p1,2=0,413; p1,3=0,903; p1,II=0,001; p2,3=0,292; 
p2,II=0,007; p3,II<0,001) статистически значимо преоб-
ладали во всех подгруппах группы I относительно 
группы II, между 1–3-й подгруппами статистически 
значимых различий не выявлено (рис. 1). Скопления 
аваскулярных ворсин наблюдали во 2-й подгруппе 
статистически значимо чаще относительно группы II 

(р=0,011; p1,2=0,386; p1,3=0,240; p1,II=0,100; p2,3=0,015; 
p2,II =0,005; p3,II=0,999), между подгруппами группы I 
статистически значимых различий не отмечено, но на-
блюдалась тенденция к увеличению частоты признака 
во 2-й подгруппе относительно 3-й подгруппы (рис. 1). 
Массивное отложение перивиллезного фибриноида во 
2-й подгруппе отмечали статистически значимо чаще 
относительно группы II (р=0,021; p1,2=0,105; p1,3=0,248; 
p1,II=0,322; p2,3=0,598; р2,II=0,004; р3,II=0,018), между под-
группами группы I статистически значимые различия 
не зарегистрированы (рис. 1).

Нами не выявлено статистически значимых разли-
чий в группах исследования относительно синцитиаль-
ных узлов (р=0,560), полнокровия межворсинчатого 
пространства (р=0,139), тромбоза межворсинчатого 
пространства (р=0,577), гистиоцитарного интервил-
лузита (р=0,625), некроза трофобласта (р=0,948), на-
рушения созревания ворсин (р=0,941), отека ворсин 
(р=0,277), хорангиоза (р=0,374), многоочагового хо-
рангиоматоза (р=0,187), гнойного децидуита (р=0,282), 
хориоамнионита (р=0,161), некротизирующего хорио-
амнионита (р=0,249), хориального васкулита (р=0,550), 
продуктивного виллузита (р=0,020; p1,2=0,908; 
p1,3=0,059; p1,II=0,029; p2,3=0,028; р2,II=0,012; p3,II=0,739). 
Инфаркты ворсин не регистрировались. 

Проведено углубленное морфологическое исследо-
вание плацент для оценки выраженности гипоксиче-
ского повреждения и активности процессов апоптоза 
(рис. 2–4). Анализ полученных данных показал на-
личие статистически значимых различий в группах 
(табл.).

Таблица | Table 
Уровень выраженности реакции на Hif-1α, EPO и Caspase-3 в плацентах пациенток групп исследования, Me (Q1; Q3), % 

| Expression levels of Hif-1α, EPO, and Caspase-3 in placentas of patients, Me (Q1; Q3), %

ИГХ маркер | 
IHC marker

Группа I | Group I Группа II | 
Group II, n=15

р

1-я подгруппа | 
subgroup 1, n=15

2-я подгруппа | 
subgroup 2, n=15

3-я подгруппа | 
subgroup 3, n=15

Hif-1α 78,7
(73,1; 82,7)

69,5
(49,7; 78,4)

77,2
(66,2; 81,2)

38,1
(27,9; 54,2)

р<0,001; ; р1,2=0,221; 
p1,3=0,663; p1,II<0,001; 
p2,3=0,206; p2,II=0,001; 

p3,II<0,001

EPO 9,4
(4,2; 18,5)

20,9
(14,3; 36,4)

32,6
(12,9; 49,9)

3,1
(2,8; 5,6)

р<0,001; p1,2=0,015; 
p1,3=0,004; p1,II=0,005; 
p2,3=0,310; p2,II<0,001; 

p3,II<0,001

Caspase-3 84,3
(63,9; 87,8)

78,5
(65,9; 81,9)

73,8
(59,2; 80,1)

47,3
(28,4; 65,3)

р=0,001; р1,2=0,430; 
p1,3=0,206; p1,II=0,001; 
p2,3=0,310; p2,II=0,001; 

p3,II=0,011

р – уровень значимости по критерию Краскела–Уоллиса; р1,2 – уровень значимости по критерию Манна–Уитни | p – significance 
level according to the Kruskal–Wallis criterion; р1,2 – significance level according to the Mann–Whitney criterion
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Рис. 1. 	Гистологические нарушения в плацентах пациенток групп исследования: децидуальная артериопатия (A), тромбоз 
сосудов ворсин (B), агглютинация ворсин (C), группы аваскулярных ворсин (D), лимфоплазмоцитарный децидуит (E). 
Окраска гематоксилином и эозином, ×200

Fig. 1. 	Histological abnormalities in placentas of patients: decidual arteriopathy (A), thrombosis of villous vessels (B), villous 
agglutination (C), avascular villous groups (D), lymphoplasmacytic deciduitis (E). H&E staining, ×200
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Рис. 2. 	Реакция на Hif-1α в плацентах пациенток 1-й подгруппы (A), 2-й подгруппы (B), 3-й подгруппы (C), группы II (D). 
Иммуногистохимическое окрашивание, ×200

Fig. 2. 	Hif-1α expression in placentas of patients from subgroup 1 (A), subgroup 2 (B), subgroup 3 (C), and group II (D). IHC, ×200

Рис. 3. 	Реакция на EPO в плацентах пациенток 1-й подгруппы (A), 2-й подгруппы (B), 3-й подгруппы (C), группы II (D). 
Иммуногистохимическое окрашивание, ×200

Fig. 3. 	EPO expression in placentas of patients from subgroup 1 (A), subgroup 2 (B), subgroup 3 (C), and group II (D). IHC, ×200
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Рис. 4. 	Реакция на Caspase-3 в плацентах пациенток 1-й подгруппы (A), 2-й подгруппы (B), 3-й подгруппы (C), группы II (D). 
Иммуногистохимическое окрашивание, ×200

Fig. 4. 	Caspase-3 expression in placentas of patients from subgroup 1 (A), subgroup 2 (B), subgroup 3 (C), and group II (D). IHC, ×200

Регистрировали статистически значимо более вы-
сокий уровень реакции на Hif-1α, EPO в плацентах РК 
после COVID-19 независимо от триместра манифеста-
ции инфекции относительно плацент беременных без 
COVID-19. Уровень реакции на Caspase-3 статистиче-
ски значимо преобладал в плацентах РК 1-й и 2-й под-
групп относительно группы II. 

Обсуждение
Анализ полученных результатов гистологического 

исследования плацент демонстрирует наличие при-
знаков хронической компенсированной плацентарной 
недостаточности гипоксического, тромботического 
и воспалительного генеза у РК, причем независимо от 
триместра манифестации COVID-19. 

Наблюдается статистически значимое преобладание 
в группе РК ряда признаков материнской и фетальной 
мальперфузии, что частично согласуется с данными 
других исследований [8–11]. Децидуальная артериопа-
тия и тромбоз сосудов ворсин статистически значимо 
преобладали в плацентах РК после COVID-19, пере-
несенной во II и III триместрах, относительно плацент 
женщин без COVID-19. Агглютинацию ворсин реги-
стрировали статистически значимо чаще в плацен-
тах РК вне зависимости от триместра манифестации 
COVID-19. В плацентах РК после COVID-19, перене-
сенной во II триместре, статистически значимо чаще 

наблюдали скопления аваскулярных ворсин. В плацен-
тах РК чаще регистрировали массивное отложение пе-
ривиллезного фибриноида, что согласуется с данными 
других исследований [8, 9]. Статистически значимые 
различия по этому признаку получены только между 
плацентами РК II триместра манифестации COVID-19 
и плацентами пациенток без COVID-19 в анамнезе, а 
в плацентах РК III триместра манифестации COVID-19 
наблюдали тенденцию к статистической значимости 
отличий.

Воспалительные изменения плаценты имели мес
то у всех РК независимо от триметра манифестации 
COVID-19. Лимфоплазмоцитарный децидуит реги-
стрировали статистически значимо чаще в сравнении 
с плацентами пациенток без COVID-19 в анамнезе. 
Продуктивный виллузит выявляли без статистиче-
ски значимых различий по группам исследования, 
но в  плацентах РК с манифестацией COVID-19  
в I и II триместре с тенденцией к статистически значи-
мому преобладанию в сравнении с плацентами паци-
енток без COVID-19 в анамнезе. Полученные резуль-
таты согласуются с данными других авторов [8–10].

Рядом исследований установлено, что SARS-CoV-2 
способствует нарушению работы антиоксидантных 
систем, повышению уровня активных форм кисло-
рода на фоне митохондриальной дисфункции и сти-
мулирует окислительный стресс в тканях пациентов. 
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Последний усиливает продукцию провоспалитель-
ных цитокинов, провоцирует цитокиновый шторм, 
что сопровождается высокой экспрессией Hif-1α, 
ответственного за адаптацию к тканевой гипоксии 
и окислительному стрессу [17, 18].

A. Rolfo et al.  [19] наблюдали в плацентах па-
циенток с положительным тестом на SARS-CoV-2 
в III триместре в сравнении с плацентами женщин 
без COVID-19 ультраструктурные изменения в мито-
хондриях. Отмечено статистически значимое повы-
шение экспрессии маркеров окислительного стрес-
са (тиобарбитуровых кислотно-реактивных веществ 
и Hif-1α), а также активности антиоксидантных фер-
ментов (каталазы, супероксиддисмутазы) при бла-
гоприятных акушерских и неонатальных исходах. 
По данным Е.Е. Воропаевой и соавт. [20], установ-
лен статистически значимо более высокий уровень 
экспрессии Hif-1α (р<0,001) в плацентах РК после 
COVID-19 в сравнении с плацентами пациенток с 
острой COVID-19 и критическим поражением лег-
ких при преждевременных родах. 

Проведенное нами исследование выявило стати-
стически значимо более высокий уровень выражен-
ности реакции на маркеры гипоксии Hif-1α (р1,II<0,001, 
р2,II=0,001, р3,II<0,001) и ЕРО (р1,II=0,005, р2,II<0,001, 
р3,II<0,001) в клетках трофобласта у РК вне зависимости 
от триместра манифестации COVID-19 в сравнении с 
плацентами неболевших женщин. Это свидетельствует 
о сохранении гипоксических повреждений в течение 
длительного периода после перенесенной инфекции, 
нарушении плацентарного кровообращения вне зависи-
мости от срока гестации в период острой инфекции, что 
и подтверждается развитием материнской и фетальной 
мальперфузии. Также отмечается увеличение уровня 
выраженности реакции на ЕРО в плацентах пациенток, 
перенесших COVID-19 во II (р1,2=0,015) и III (р1,3=0,004) 
триместрах, в 2,2 и 3,5 раза, соответственно, относи-
тельно плацент пациенток, перенесших COVID-19 
в I триместре. Гипоксию любого генеза относят к фак-
торам, стимулирующим продукцию ЕРО [21, 22]. ЕРО 
обладает ангиогенным, антиапоптотическим и проли-
феративным действием [23, 24]. EPO и его рецепторы 
выявлены в клетках цито- и синцитиотрофобласта, 
эндотелиальных клетках фетоплацентарных сосудов, 
что предположительно свидетельствует о влиянии EPO 
на процессы пролиферации и дифференцировки клеток 
трофобласта плаценты [23]. EPO защищает ткани от 
метаболического стресса [25]. Статистически значи-
мое преобладание уровня выраженности реакции на 
ЕРО в плацентах РК после манифестации COVID-19 
в любом триместре демонстрирует активность анти-
гипоксических и антиапоптотических процессов вне 
зависимости от срока гестации на момент острой ин-
фекции.

Нами не найдено в доступной литературе сведений 
об исследовании процессов апоптоза на доношенном 
сроке в плацентах РК после COVID-19 в сравнении 

с плацентами женщин без COVID-19 в течение текущей 
беременности. M.P. Wardhana et al. [26] установили вы-
сокую активность апоптоза в трофобласте плацент па-
циенток, родоразрешенных на фоне острой COVID-19 
в III триместре, в сравнении с плацентами беременных 
без COVID-19. Не было выявлено корреляции между 
выраженностью апоптоза и степенью тяжести инфек-
ции. Результаты согласуются с данными других авто-
ров, выявивших статистически значимо более высокий 
уровень апоптоза (р<0,001) в плацентах пациенток с 
острой COVID-19 в сравнении с плацентами РК после 
COVID-19, однако это касается только преждевремен-
ных родов [20]. 

Известно, что гипоксия и окислительный стресс 
являются индуктором активации апоптоза в тканях, 
в частности в ворсинах плаценты [27]. Воспалительные 
изменения также инициируют проапоптотический 
эффект [28]. В нашем исследовании об этом свиде-
тельствует более высокий уровень выраженности 
реакции на Caspase-3 в плацентах РК при манифе-
стации COVID-19 в любом триместре. Статистически 
значимо более высокие уровни реакции на Caspase-3 
регистрируются в плацентах РК при манифестации 
COVID-19 в I/II триместре (p1,II=0,001/p2,II=0,001), с 
тенденцией к статистически значимому увеличению 
уровня экспрессии Caspase-3 у РК III триместра мани-
фестации инфекции (р3,II=0,011) в сравнении с плацен-
тами пациенток без COVID-19. Высокая активность 
апоптоза в клетках трофобласта может способствовать 
нарушению процессов ангиогенеза в плаценте, что 
ведет к неадекватному газообмену и обмену веществ 
между матерью и плодом, развитию плацентарной 
недостаточности. Высокий уровень выраженности 
реакции на Caspase-3 в сочетании с высоким уров-
нем экспрессии ЕРО в трофобласте плацент РК может 
указывать на дисбаланс между про- и антиапоптоти-
ческими механизмами.

Несмотря на выраженные морфологические изме-
нения в плацентах РК, перинатальные исходы у этих 
пациенток благоприятны. Можно предположить, что 
это связано с компенсирующим влиянием лечебных 
и профилактических мероприятий [12, 18]. Последние 
включают продленное применение НМГ в профилак-
тических дозах, витаминов C, Е, D. 

Заключение 
Острая COVID-19 во II и III триместрах гестации 

приводит к выраженным плацентарным повреждени-
ям в форме материнской и фетальной мальперфузии, 
хронических воспалительных изменений, которые 
регистрируются у реконвалесцентов на доношенном 
сроке беременности. При манифестации COVID-19 
в I триместре эти изменения незначительны. В то же 
время гипоксическое повреждение, активность апоп-
тоза в плацентах выражены независимо от триместра 
манифестации COVID-19. Высокий уровень выражен-
ности реакции одновременно и на маркеры гипоксии 
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(Hif-1α, ЕРО), и на маркер апоптоза (Caspase-3) свиде-
тельствует о дисбалансе между проапоптотическими 
и антиапоптотическими механизмами на фоне хрони-
ческой плацентарной недостаточности смешанного 
генеза. 
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Морфофункциональные особенности миокарда 
глубоконедоношенных новорожденных,  
перенесших хроническую внутриутробную гипоксию
М.В. Малышева, Л.В. Кулида, Е.В. Проценко
ФГБУ Ивановский научно-исследовательский институт материнства и детства имени В.Н. Городкова Минздрава России, 
Иваново, Россия

Резюме. Введение. Ведущее место в структуре причин перинатальной заболеваемости и смертности 
у глубоконедоношенных новорожденных занимают гипоксические поражения сердечно-сосудистой 
системы. При гипоксии снижается сократительная функция миокарда, от степени выраженности 
которой зависит исход развития данной патологии. В связи с этим особо актуальными становятся 
определение маркеров и углубленное изучение морфологических и функциональных особенностей 
миокарда глубоконедоношенных детей, перенесших внутриутробную гипоксию, поэтому целью 
настоящего исследования было выявление морфофункциональных особенностей миокарда ново-
рожденных с экстремально низкой и очень низкой массой тела. 
Материалы и методы. Проведено комплексное морфологическое исследование, включающее транс-
миссионную электронную микроскопию и иммуногистохимию образцов миокарда новорожденных 
с экстремально низкой массой тела и очень низкой массой тела, перенесших хроническую внутри-
утробную гипоксию. 
Результаты. У новорожденных на 22–27-й неделе гестации, перенесших хроническую внутриутроб-
ную гипоксию, выявлены признаки гестационной незрелости миокарда, деструктивные изменения уль-
траструктур саркоплазмы кардиомиоцитов правого желудочка, индекс выраженности реакции на cTnТ 
составил 1,43 условной единицы (у.е.) (1,28; 1,62), миоглобина – 0,5 у.е. (0,4; 0,55), TGF βı – 0,35 у.е. 
(0,18; 0,54). У новорожденных на 28–32-й неделе гестации гипоксическое повреждение кардиомио-
цитов сопровождается компенсаторной гипертрофией правого желудочка сердца, деструктивными 
изменениями ядер и субтотальной вакуолизацией ультраструктур саркоплазмы, уменьшением (p=0,001) 
значений индексов выраженности реакции на cTnТ до 0,9 у.е. (0,79; 1,05) и миоглобин до 0,42 у.е. (0,38; 
0,45), а также увеличением (p=0,001) индекса выраженности реакции на TGF βı до 0,55 у.е. (0,4; 0,7). 
Заключение. Основными морфофункциональными особенностями миокарда новорожденных на 22–
27‑й неделе гестации, перенесших хроническую внутриутробную гипоксию, являются незрелость 
и явные деструктивные изменения ультраструктур кардиомиоцитов в сочетании с низкой выражен-
ностью реакции на cTnТ и миоглобин. У новорожденных на 28–32-й неделе гестации гипоксическое 
повреждение миокарда отличается гипертрофией правого желудочка сердца, деструктивными изме-
нениями ядер кардиомиоцитов и субтотальной вакуолизацией ультраструктур саркоплазмы. 
Ключевые слова: внутриутробная гипоксия, глубоконедоношенные дети, кардиомиоциты, сердечный 
тропонин Т, миоглобин, трансформирующий фактор роста β1
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Morphological and functional features of the myocardium of extremely 
premature newborns with chronic intrauterine hypoxia
M.V. Malysheva, L.V. Kulida, E.V. Procenko
V.N. Gorodkov Ivanovo Research Institute of Maternity and Childhood, Ivanovo, Russia

Abstract. Introduction. Hypoxic injury to the cardiovascular system is a leading cause of perinatal morbidity 
and mortality in extremely premature infants. Myocardial hypoxia leads to impaired contractile function, 
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Введение
Гипоксические повреждения миокарда являются 

одной из первостепенных причин перинатальной за-
болеваемости и встречаются у 40–70% глубоконедо-
ношенных новорожденных [1]. У детей, родивших-
ся с экстремально низкой массой тела (ЭНМТ), эти 
повреждения фиксируются чаще (58%), чем у детей 
с очень низкой массой тела (ОНМТ) при рождении 
(46,1%) [2]. Исследования показывают, что гипоксия 
вызывает целый ряд метаболических и микроцирку-
ляторных изменений миокарда, что в свою очередь 
приводит к сбоям в сердечном ритме и снижению со-
кратительной функции [3–5]. Основными звеньями 
морфогенеза хронической гипоксии плода выступают 
прогрессирующая хроническая плацентарная недоста-
точность и нарушения кровотока в системе мать–пла-
цента–плод [6–8]. Патоморфологические изменения 
в миокарде, как правило, представлены нарушением 
ориентации миофибрилл и исчезновением поперечной 
исчерченности на фоне венозного застоя и мелкоочаго-
вых периваскулярных кровоизлияний [9].

Сегодня в кардиологии детского возраста широко 
используются диагностические возможности био-
химических маркеров гипоксических повреждений 
миокарда. Повышение в крови концентрации кардио-
специфических ферментов (аланинаминотрансферазы, 
аспартатаминотрансферазы, лактатдегидрогеназы-1, 

креатинфосфокиназы, креатинкиназы-МВ, тропони-
нов I), кардиотропонина Т (cTnT) и миоглобина свиде-
тельствует о деструкции плазмолеммы кардиомиоци-
тов, что сопровождается высвобождением элементов 
саркоплазмы, образованием зональных микронекрозов, 
снижением сократительной функции миокарда [10, 11]. 
Классическим индикатором необратимых повреждений 
кардиомиоцитов считается сочетанное снижение тро-
понинов с миоглобином, способствующее уменьшению 
энергетического потенциала сократительной способ
ности сердца [12, 13]. Перечисленные выше тропони-
ны, будучи структурными элементами сократительного 
аппарата гладкомышечных клеток, высвобождаются 
в кровь вследствие ферментативного разрушения кар-
диомиоцитов [14–16].

В современных исследованиях показана значитель-
ная роль трансформирующего фактора роста (TGF β1) 
в развитии патологии сердечно-сосудистой системы на 
разных этапах онтогенеза человека. Изоформа TGF β1, 
наиболее важная для этой системы, обнаруживается 
в эндотелиальных и гладкомышечных клетках сосудов, 
миофибробластах и макрофагах. При гипоксических 
повреждениях миокарда TGF β1 стимулирует синтез 
коллагена и участвует в формировании фиброзных из-
менений сердца [19, 20].

В настоящее время как в отечественных, так и в за-
рубежных исследованиях особенности гестационного 

the severity of which largely determines disease progression and outcome. Therefore, identifying markers 
and conducting an in-depth analysis of the morphological and functional features of the myocardium in 
extremely premature infants with intrauterine hypoxia are of particular relevance. The present study aimed 
to identify the morphological and functional features of the myocardium in newborns with extremely low 
and very low birth weight.
Materials and methods. A comprehensive morphological study was performed using transmission electron 
microscopy and immunohistochemistry on myocardial samples from newborns with extremely low (n=25) 
and very low birth weight (n=15) with chronic intrauterine hypoxia.
Results. In newborns aged 22–27 weeks with chronic intrauterine hypoxia, we observed signs of myocardial 
immaturity and destructive changes in the ultrastructure of right ventricular cardiomyocyte sarcoplasm. The 
expression indices were the following: cTnT––1.43 (1.28; 1.62) c.u., myoglobin––0.5 (0.4; 0.55) c.u., and 
TGF βı––0.35 (0.18; 0.54) c.u. In newborns aged 28–32 weeks, hypoxic damage to cardiomyocytes was 
accompanied by compensatory right ventricular hypertrophy, nuclear damage, and subtotal vacuolization of 
sarcoplasmic ultrastructure. These changes were associated with a decrease in cTnT to 0.9 (0.79; 1.05) c.u. 
(p=0.001) and myoglobin to 0.42 (0.38; 0.45) c.u. (p=0.001), as well as an increase in TGF βı expression 
to 0.55 (0.4; 0.7) c.u. (p=0.001).
Conclusion. In extremely premature infants (22–27 weeks), chronic intrauterine hypoxia is distinguished by 
myocardial immaturity and pronounced ultrastructural damage accompanied by low expression of cTnT and 
myoglobin. In newborns aged 28–32 weeks, hypoxic myocardial injury is characterized by right ventricular 
hypertrophy, destructive nuclear changes, and subtotal vacuolization of the ultrastructure of the sarcoplasm.
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globin, transforming growth factor β1
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ремоделирования миокарда и влияние таковых на фор-
мирование патологии сердечно-сосудистой системы у 
глубоконедоношенных детей освещены недостаточно.

Цель данного исследования – выявить морфофунк-
циональные особенности миокарда новорожденных 
с ЭНМТ и ОНМТ, перенесших хроническую внутри
утробную гипоксию.

Материалы и методы
Исследование, проведенное на базе лаборато-

рии патоморфологии и  электронной микроскопии 
Ивановского научно-исследовательского института 
материнства и детства имени В.Н. Городкова, одобре-
но локальным этическим комитетом (протокол № 4 от 
19.10.2015). 

Изучали миокард умерших глубоконедоношенных 
живорожденных детей, перенесших хроническую 
внутриутробную гипоксию: 25 образцов от новорож-
денных с ЭНМТ гестационного возраста 22–27 недель 
6 дней (1-я группа) и 15 образцов от детей с ОНМТ, 
родившихся в сроки гестации 28–32 недели 6 дней 
(2-я группа). Причины смерти детей обеих групп были 
схожими: нетравматические внутрижелудочковые 
кровоизлияния III степени (1-я группа – 48,0%, n=12; 
2 я группа – 53,3%, n=8), тяжелая врожденная пнев-
мония (1‑я группа – 32,0%, n=8; 2‑я группа – 26,7%, 
n=3), неонатальный сепсис (1‑я группа – 8,0%, n=2; 2‑я 
группа – 20,0%, n=4). У новорожденных 1‑й группы 
в 12,0% случаев (n=3) смерть наступила в результате 
респираторного дистресс-синдрома.

Для исследования материала применяли морфоло-
гические методы, включающие макровизуализацию 
объекта, органометрию с использованием морфо-
метрических параметров, предложенных Т.Г. Траль 
и В.Б. Мацкевичем (2010) в качестве эталонных для 
сердца разных сроков гестации [21], раздельное взве-
шивание сердца по методу В.Б. Мацкевича (2005) [22], 
обзорное гистологическое исследование, гистометрию 
паренхиматозных и интерстициальных элементов мио-
карда, цитокариометрию, трансмиссионную электрон-
ную микроскопию с помощью электронного микро-
скопа ЭВМ-100 АК (г. Сумы). 

Изготовление парафиновых срезов с окрашиванием 
гематоксилином и эозином проводилось по стандартной 
методике. Для гисто-, цитокариометрии и определения 
плотности расположения ядер кардиомиоцитов при-
менялась программа для персонального компьютера 
«ВидеоТест-Морфология» 4,0 («ВидеоТесТ», Россия). 
Иммуногистохимические реакции с кроличьими по-
ликлональными антителами к TGFβ1 и cTnT (Biorbyt, 
Великобритания) ставили при разведении 1:800. С ан-
тителами к миоглобину (Biorbyt, Великобритания) 
использовали разведение 1:50. В качестве системы 
детекции использовали UltraVision Quanto Detection 
System HRP (ThermoFisher Scientific, США). Результат 
оценивали в 100 клетках десяти разных полей зре-
ния микроскопа при ×400 по системе гистологиче-

ского счета H-score путем вычисления индекса вы-
раженности реакции (ИВР) биомаркера по формуле:  
ИВР = ΣР(i) × i/100, где i – интенсивность окрашива-
ния в баллах от 0 до 3 (отрицательная, минимальная, 
умеренная и максимальная), Р(i) – процент клеток, 
окрашенных с разной интенсивностью.

Цифровой материал обрабатывали статистически-
ми методами при помощи стандартного пакета про-
граммного обеспечения Excel 2010 (Microsoft, США) 
и STATISTICA 6 (StatSoft, США). Предварительно 
определяли тип распределения вариационного ряда 
и вычисляли медиану с указанием 25-го и 75-го пер-
центилей (Ме [Q25; Q75]). Для попарного сравнения 
различий между вариационными рядами исследуе-
мых групп применяли непараметрический критерий 
Манна–Уитни. р<0,05 расценивался как статистически 
значимый.

Результаты
В работе задействовались образцы миокарда глубо-

конедоношенных новорожденных, перенесших хрони-
ческую внутриутробную гипоксию, ассоциированную 
с материнской патологией и дисфункцией плаценты.

Как правило, матери новорожденных исследуемых 
групп имели акушерско-гинекологический анамнез, 
отягощенный медицинским абортом (82,5%), при-
вычным невынашиванием беременности (42,5%), 
эндометриозом (17,5%), истмико-цервикальной не-
достаточностью (15%) и соматическими заболевани-
ями – артериальной гипертензией (22,5%), ожирени-
ем (12,5%), аутоиммунным тиреоидитом (7,5%), без 
достоверных межгрупповых различий по частоте 
встречаемости таковых. Тем не менее инфекционно-
воспалительные заболевания, такие как хронический 
эндометрит, пиелонефрит, тонзиллит, наиболее часто 
(р=0,02) диагностировались у матерей 2-й группы – 
73,3% (n=11) по сравнению с 1-й – 40% (n=6).

У женщин обеих групп выявлены такие осложне-
ния беременности как хроническая плацентарная не-
достаточность (92,5%), гестационный сахарный диабет 
(30%), преэклампсия (45%), преждевременный разрыв 
плодных оболочек (47,5%), задержка внутриутробного 
развития плода (32,5%).

Хроническая плацентарная недостаточность в 
1-й группе была обусловлена базальным и париеталь-
ным децидуитом в сочетании с хроническим виллузи-
том и нарушениями дифференцировки сосудисто-стро-
мального компонента ворсин (60%, n=15). В плацентах 
2-й группы чаще встречались хронические нарушения 
маточно-плацентарного кровообращения в сочетании 
с поствоспалительной облитерационной ангиопатией 
и фиброзом стромы ворсин (53,3%, n=8). 

Новорожденные 1-й группы чаще имели гестаци-
онный возраст 22–24 недели – 80% (n=20), 2-й груп-
пы – 28–30 недель – 40% (n=6). Дети с ЭНМТ чаще, 
чем новорожденные с ОНМТ (р=0,0152), рождались 
в тяжелой асфиксии с оценкой по шкале Апгар на пер-
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вой минуте от 1 до 3 баллов, сохраняющейся на пятой 
минуте (52%, n=13). Во 2-й группе в состоянии тяжелой 
асфиксии родились пять детей (33,3%), а сохранение 
таковой на пятой минуте жизни констатировано у двух 
новорожденных (13,3%). 

У новорожденных 1-й группы в 33,7% случаев (n=8) 
выявлена задержка внутриутробного развития. Во 2-й 
группе, соответственно, она наблюдалась в 41,6% слу-
чаев (n=6).

По результатам органометрии масса сердца у но-
ворожденных с ОНМТ – 8,7 г (8,0; 9,3) – превышает 
(p=0,006) аналогичный показатель детей с ЭНМТ – 

6,0 г (4,0; 12,0). Прибавка в весе обусловлена не только 
гестационными изменениями (+33,3%), но еще и гипер-
трофией правого желудочка (+11,7%), что установлено 
при раздельном взвешивании сердца (табл. 1).

Гисто- и цитокариометрия образцов миокарда дан-
ной локализации у глубоконедоношенных новорож-
денных гестационного возраста 28–32 недели 6 дней 
позволила выявить увеличение площади ядер кардио-
миоцитов, удельной площади мышечного компонента 
и снижение площади интерстициальной ткани по срав-
нению с аналогичными параметрами детей гестацион-
ного возраста 22–27 недель 6 дней (табл. 2).

Таблица 1 | Table 1 
Параметры раздельного взвешивания сердца новорожденных на 22–27-й и 28–32-й неделях гестации, Ме (Q25; Q75) | 

Parameters of separate cardiac chamber weights in newborns at 22–27 and 28–32 weeks of gestation, Me (Q25; Q75)

Параметры, мг |  
Parameters, mg

22–27 недель | 22–27 weeks 
n=25

28–32 недели | 28–32 weeks
n=15

Достоверность различий, р | 
Statistical significance, p

Левое предсердие | Left atrium 298,0 (232,75; 385,75) 531,0 (417,0; 555,5) 0,0284

Левый желудочек | Left ventricle 1042 (958,0; 1413,75) 1873,0 (1620,5; 1915,5) 0,0497

Правое предсердие | Right atrium 310,0 (222,0; 450,25) 594,0 (584,0; 607,5) 0,0001

Правый желудочек | Right 
ventricle

1309 (1028,25; 1514,5) 2060,0 (1995,0; 2736,5) 0,0254

Межпредсердная перегородка |
Interatrial septum

160 (125; 237,5) 280,0 (255,0; 401,0) 0,0001

Межжелудочковая перегородка |
Interventricular septum

1032,5 (954,5; 1380) 1660,0 (1520,0; 1937,0) 0,0058

Статистически значимая достоверность результатов при р<0,05 (U-критерий Манна–Уитни) | Statically significant results at p<0.05 
(Mann–Whitney U test)

Таблица 2 | Table 2
Морфометрические параметры правого желудочка сердца новорожденных с ЭНМТ и ОНМТ,  

Ме (Q25; Q75) | Morphometric parameters of the right ventricle in newborns with extremely low birth weight  
and very low birth weight, Me (Q25; Q75)

Морфометрические параметры | 
Morphometric parameters

22–27 недель | 22–27 weeks
n=25

28–32 недели | 28–32 weeks
n=15

Достоверность различий, р | 
Statistical significance, p

Площадь ядер кардиомиоцитов, мкм² | 
Area of ​​cardiomyocyte nuclei, µm²

20,72 (19,4; 22,57) 26,84 (22,08; 24,51) 0,001

Плотность расположения ядер 
кардиомиоцитов, ед/мм2 | Density  
of cardiomyocyte nuclei, units/mm2

591 (552; 602) 510 (497; 521) 0,04

Удельная площадь мышечного 
компонента миокарда, % | Specific 
area of the muscular component 
of the myocardium, %

78,83 (76,78; 79,24) 85,24 (83,42; 86,92) 0,004

Удельная площадь интерстициального 
компонента миокарда, % | Specific area 
of the interstitial component  
of the myocardium, %

21,17 (20,06; 22,23) 14,76 (13,08; 16,58) 0,001

Статистически значимая достоверность результатов при р<0,05 (U-критерий Манна–Уитни) | Statically significant results at p<0.05 
(Mann–Whitney U test)
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Микроскопически у всех глубоконедоношенных 
новорожденных выявлены изменения, обусловленные 
хронической внутриутробной гипоксией: волнообраз-
ное деформирование миофибрилл с фокальным некро-
зом кардиомиоцитов и гемодинамические нарушения 
на уровне микроциркуляции в виде полнокровия венул, 
сладжирования эритроцитов в просвете капилляров, 
мелкоочаговых паравазатов, интерстициального отека 
(рис. 1, 2). Отек и некроз преимущественно наблюда-

лись в правом желудочке, в частности в папиллярных 
мышцах и субэндокардиальном слое. У новорожден-
ных с ЭНМТ микроциркуляторные изменения были 
более распространенными и сопровождались очаго-
выми нарушениями упорядоченного расположения 
кардиомиоцитов и эозинофилией.

Для оценки сократительной функции кардиомио-
цитов глубоконедоношенных новорожденных было 
проведено иммуногистохимическое исследование с 
антителами к сТnТ и миоглобину.

У детей гестационного возраста 22–27 недель 6 дней 
наблюдалась слабовыраженная реакция на сТnТ в пра-
вом желудочке, а в зонах некроза и деструкции мышеч-
ных волокон таковая не определялась. ИВР маркера 
составил 0,9 условной единицы (у.е.) (0,79; 1,05), что 
ниже (р=0,004) аналогичного параметра детей гестаци-
онного возраста 28–32 недели 6 дней – 1,43 у.е. (1,28; 
1,62) (рис. 3). 

Иммуногистохимическая реакция на миоглобин 
определялась в виде гранулярных включений в сар-
коплазме кардиомиоцитов темно-коричневого цве-
та. У новорожденных с ЭНМТ ИВР был невысоким 
и составил всего 0,51 у.е. (0,41; 0,56) (рис. 4), тогда 
как у новорожденных с ОНМТ он оказался еще ниже 
(p=0,001) – 0,42 у.е. (0,38; 0,45).

Для оценки соединительнотканного компонента же-
лудочков сердца проводилось иммуногистохимическое 
исследование с антителами к TGF β1. Слабовыраженная 
иммуногистохимическая реакция визуализирована 
в интерстициальном компоненте миокарда правого же-
лудочка, фибробластах и эндотелии сосудов микроцир-
куляторного русла у новорожденных с ЭНМТ. При этом 
ИВР маркера составил 0,34 у.е. (0,18; 0,54). У детей, 

Рис. 1. 	Волнообразное деформирование миофибрилл 
(стрелка) и полнокровие венул (стрелка) у 
новорожденного на 24-й неделе гестации, перенесшего 
хроническую внутриутробную гипоксию. Окраска 
гематоксилином и эозином, ×400

Fig. 1. 	Wave-like deformation of myofibrils (arrow) and venule 
congestion (arrow) in a 24-week-old newborn with 
chronic intrauterine hypoxia. H&E stain, ×400

Рис. 2. 	Зона интерстициального отека и некроза (стрелка), 
периваскулярное кровоизлияние (стрелка) 
у новорожденного на 28-й неделе гестации, 
перенесшего хроническую внутриутробную гипоксию. 
Окраска гематоксилином и эозином, ×400

Fig. 2.	 Area of interstitial edema and necrosis (arrow), perivascular 
hemorrhage (arrow) in a 28-week-old newborn with chronic 
intrauterine hypoxia. H&E stain, ×400

Рис. 3. 	Слабая реакция на cTnТ в миокарде правого 
желудочка у новорожденного на 25-й неделе гестации 
при хронической внутриутробной гипоксии. 
Иммуногистохимическая реакция, ×400

Fig. 3. 	Weak cTnT expression in the myocardium of the right 
ventricle in a 25-week-old newborn with chronic 
intrauterine hypoxia. Immunohistochemical reaction, ×400



КЛИНИЧЕСКАЯ И ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ МОРФОЛОГИЯ / CLINICAL AND EXPERIMENTAL MORPHOLOGY       Том 14  № 5  2025 65

ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

родившихся с ОНМТ, констатировано незначительное 
увеличение реакции на TGF β1 (p=0,001): ИВР соста-
вил 0,55 у.е. (0,4; 0,7).

При трансмиссионной электронной микроскопии 
(ТЭМ) образцов сердца глубоконедоношенных детей, 

как правило, определялись следующие особенности: 
субмембранная локализация ядерного гетерохроматина 
с его фрагментарными скоплениями в центральных от-
делах ядра и инвагинаты нуклеолеммы в саркоплазму. 
В перинуклеарной зоне саркоплазмы кардиомиоцитов у 
детей с ЭНМТ визуализировались плотно контактиру-
ющие между собой поврежденные ультраструктуры – 
истонченные миофибриллы на фоне отека саркоплазмы 
и вакуолизированные митохондрии с полуразрушен-
ными кристами (рис. 5), свидетельствующие о дефи-
ците энергетического потенциала. У новорожденных 
с ОНМТ наблюдались такие изменения как сочетание 
клазматоза ядра кардиомиоцитов с набуханием и фраг-
ментацией миофибрилл, отсутствие плотных контак-
тов последних с митохондриями, нечеткие контуры 
Z-дисков (рис. 6), свидетельствующие о нарушении 
сократительной способности миокарда.

Обсуждение 
Изучение миокарда глубоконедоношенных детей 

с применением комплексного морфологического ис-
следования позволило выявить ряд структурных меж-
групповых различий. 

По результатам органометрии масса сердца у детей 
2-й группы оказалась почти в 1,5 раза больше аналога 
1-й группы, что не только объясняется гестационным 
увеличением массы органа, но также может быть связа-
но с гипертрофией правого желудочка, обусловленной 
нарушением соотношения между интерстициальным 

Рис. 6. 	Кардиомиоцит правого желудочка новорожденного 
на 30-й неделе гестации при хронической 
внутриутробной гипоксии: клазматоз ядра (стрелка), 
центральное расположение гетерохроматина 
(стрелка), разбухание миофибрилл (стрелка). ТЭМ

Fig. 6.	 Cardiomyocyte of the right ventricle in a 30-week-old 
newborn with chronic intrauterine hypoxia: nuclear 
clasmatosis (arrow), central location of heterochromatin 
(arrow), swelling of myofibrils (arrow). TEM

Рис. 4.	  Слабая реакция на миоглобин в миокарде правого 
желудочка у новорожденного на 29-й неделе гестации 
при хронической внутриутробной гипоксии. 
Иммуногистохимическая реакция, ×400

Fig. 4. 	Weak myoglobin expression in the myocardium of the 
right ventricle in a 29-week-old newborn with chronic 
intrauterine hypoxia. Immunohistochemical reaction, ×400

Рис. 5. 	Кардиомиоцит правого желудочка новорожденного 
на 27-й неделе гестации при хронической 
внутриутробной гипоксии: маргинация ядерного 
хроматина (стрелка) и деструкция крист митохондрий, 
контактирующих с миофибриллами (стрелка). ТЭМ

Fig. 5. 	Cardiomyocyte of the right ventricle in a 27-week-old 
newborn with chronic intrauterine hypoxia: margination 
of nuclear chromatin (arrow) and destruction of 
mitochondrial cristae in contact with myofibrils (arrow). 
TEM
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и мышечным компонентами миокарда в пользу послед-
него и компенсаторной гипертрофией ядер кардиомио
цитов [18].

Морфологическая картина гипоксического пора-
жения миокарда глубоконедоношенных детей в наи-
большей степени была выражена в правом желудочке. 
Кроме однотипных изменений (нарушение микро-
гемоциркуляции, локальные некрозы), обнаружены 
гестационные различия в виде очаговых нарушений 
архитектоники миокарда у новорожденных с ЭНМТ 
и отсутствие таковых у детей с ОНМТ. Подобное струк-
турное различие, вероятно, определяется длительнос
тью и степенью тяжести внутриутробной гипоксии, а 
также реактивностью миокарда [19] на фоне незавер-
шенной гестационной дифференцировки кардиомиоци-
тов, подтвержденной результатами трансмиссионной 
электронной микроскопии.

Иммуногистохимическая оценка сократительной 
способности кардиомиоцитов позволила констатиро-
вать слабовыраженную реакцию на сТnТ и миоглобин 
у новорожденных обеих групп, что связано с гестаци-
онной незрелостью миокарда на фоне гипоксического 
повреждения. Реакция на TGF β1 в миокарде глубоко-
недоношенных детей, перенесших внутриутробную 
гипоксию (невысокая, несмотря на положительную 
гестационную динамику), обеспечила низкую сократи-
тельную способность сердца и возможность развития 
фиброза миокарда на последующих этапах онтогене-
за [20]. 

Заключение 
Основными морфофункциональными особенностя-

ми миокарда новорожденных с экстремально низкой 
массой тела, перенесших хроническую внутриутроб-
ную гипоксию, являются гестационная незрелость 
и выраженные деструктивные изменения ультраструк-
тур кардиомиоцитов в сочетании со слабой выражен-
ностью реакции на cTnТ, миоглобин и TGF β1. 

У новорожденных с очень низкой массой тела 
длительное гипоксическое повреждение миокарда 
сопровождается гипертрофией правого желудочка, 
деструктивными изменениями ядер кардиомиоцитов 
и субтотальной вакуолизацией ультраструктур сарко-
плазмы, связанными с пролонгированными гемоцир-
куляторными нарушениями и уменьшением уровня 
реакции на маркеры сократительной способности 
миокарда. 
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periods
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Abstract. Introduction. The formation and maturation of the cortical plate in the sulci and gyri of the human 
brain are incompletely understood. To evaluate the maturation pattern of the gyrified cortex, the distribution 
of immunohistochemical markers for synaptic activity and mature neurons in the human visual cortex was 
investigated during the late fetal and postnatal periods.
Materials and methods. We analyzed 14 human post-mortem brain samples. The distribution of GAD65/67, 
GAT-1, and NeuN in sulcal and gyral regions and sulcal banks was examined using immunohistochemistry.
Results. Сortical maturation proceeds in clusters, representing second-order functional neural assemblies. The 
cortical regions of sulcal banks and gyri mature earlier followed by maturation of the cortex within the sulci.
Conclusion. The gyrified cortex exhibits asynchronous maturation with the regions at the boundaries of 
sulci and gyri reaching maturity earlier than sulcal regions. There is a complex interplay between gyrifica-
tion and cortical maturation, indicating a strong link between the structural organization of the cortex and 
its functional development.
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Сравнительный анализ созревания борозд и извилин  
зрительной коры в поздний пренатальный и постнатальный период 
развития человека
О.С. Годовалова, А.Е. Прощина, А.С. Харламова, Ю.С. Кривова, С.В. Савельев
Научно-исследовательский институт морфологии человека имени академика А.П. Авцына ФГБНУ «Российский научный центр 
хирургии имени академика Б.В. Петровского», Москва, Россия

Резюме. Введение. Процессы формирования и созревания корковой пластинки внутри борозд и из-
вилин головного мозга человека остаются не до конца изученной областью нейронауки. Для оценки 
характера созревания гирифицированной коры проведено иммуногистохимическое исследование 
распределения маркеров синаптической активности и маркера зрелых нейронов в зрительной коре 
головного мозга в позднефетальном и постнатальном периоде.
Материалы и методы. Проанализировали 14 аутопсийных образцов головного мозга человека. Про-
ведено иммуногистохимическое окрашивание с антителами GAD65/67, GAT-1, NeuN с последующим 
сравнением распределения перечисленных маркеров в области борозд, губ борозд и извилин заты-
лочной доли головного мозга. 
Результаты. Установлено, что созревание коры протекает кластерами – функциональными нейрон-
ными объединениями второго порядка. Было показано более ранее созревание коры в области губ 
борозд и извилин и более позднее внутри борозд. 
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Introduction
Studies on the maturation of the human neocortex 

represent an important area of neurobiological research. 
The gray matter is crucial for integrating sensory informa-
tion, memory formation, and higher-order thinking skills. 
Understanding the mechanisms of cerebral cortex matu-
ration may help identify the causes of neurological and 
psychiatric disorders such as autism spectrum disorder and 
schizophrenia. Investigations into age-related and individ-
ual differences in cortical maturation could contribute to 
developing effective diagnostic and intervention strategies 
for cognitive and emotional development.

A key characteristic of human neocortex development 
is its pronounced gyrification. Broader cortical maturation 
and the processes underlying sulcus and gyrus formation 
remain poorly understood in neuroscience.

Our previous findings indicate that cortical plate for-
mation progresses more slowly within sulci than within 
gyri of the same cytoarchitectonic field during early and 
middle fetal periods [1]. The study focused on the visual 
cortex, particularly the calcarine sulcus (primary visual 
field 17) and parieto-occipital sulcus (secondary visual 
field 18). This region was selected due to its accelerated 
synaptogenesis observed within the visual cortex [2, 3] and 
stable association between these sulci and their respective 
cytoarchitectonic fields [4].

Neuronal maturity markers include synaptic activity 
markers, NeuN, GAD65/67, and GAT-1.

Glutamate decarboxylase (GAD), an enzyme respon-
sible for synthesizing γ-aminobutyric acid (GABA), is the 
most prevalent inhibitory neurotransmitter in the central 
nervous system (CNS) of higher vertebrates [5]. GAD 
exists in two isoforms—GAD65 and GAD67, named for 
their molecular weights, which function synchronously 
to produce and regulate physiological GABA levels [5].

The GABA transporter 1 (GAT-1) is the primary GABA 
transporter in the brain that plays a crucial role in modulat-
ing GABAergic transmission. It is predominantly found in 
axon terminals forming symmetrical synapses and astro-
cytic processes [6].

NeuN is a marker for most postmitotic neuroblasts and 
mature neurons in vertebrate animals [7].

To assess cortical maturity in the sulcus, gyrus, and 
sulcal banks of the visual cortex, we analyzed the distribu-
tion of GAD65/67, NeuN, and GAT-1 using immunohis-
tochemistry.

Materials and methods 
This study used autopsy specimens from the archival col-

lection of the Laboratory of Nervous System Development 
of Avtsyn Research Institute of Human Morphology of 
FSBSI “Petrovsky National Research Center of Surgery.” 
The study was approved by the local Ethics Committee 
(No. 33(9), February 7, 2022). Fourteen post-mortem hu-
man brain samples were analyzed: (1) six late-fetal period 
specimens (29–40 gestational weeks); (2) six pediatric 
samples (1 day–4 years); and (3) two adult samples (48 
and 70 years). Gestational age was calculated from the last 
menstrual period, verified by ultrasound examination, and 
supplemented with anthropometric parameters (weight/
height and crown-rump length) [8]. Our analysis included 
samples without clinical records indicating chromosomal 
anomalies or CNS pathology. Samples for immunohisto-
chemical analysis were selected after histological assess-
ment of material preservation. We excluded samples with 
hemorrhages, necrosis, or signs of post-mortem autolysis, 
as well as samples with prolonged storage in formalin due 
to the potential impact on immunoreactivity distribution. 
The data on human occipital lobe formation at earlier 
developmental stages are available on the Human Brain 
Development Atlas project website at https://brainmorphol-
ogy.science [9, 10].

Histological preparation 
and immunohistochemistry

All brain samples underwent histological processing. 
Depending on the fetal age, we examined either the whole 
brain or a region of the medial wall of the hemisphere 
encompassing the calcarine sulcus (sulcus calcarinus, 
Cas) and parieto-occipital sulcus (sulcus parietooccipi­

Заключение. Продемонстрировано асинхронное созревание гирифицированной коры, при этом об-
ласти на границах борозд и извилин созревали раньше, чем области борозд. Подчеркнуто сложное 
взаимодействие между гирификацией и созреванием коры, указывающее на прочную связь между 
структурной организацией коры и ее функциональным развитием.
Ключевые слова: зрительное поле, созревание головного мозга, гирификация, борозды, извилины, 
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talis, Pos). Samples were immersion-fixed in either 10% 
neutral buffered formalin (pH 7.0–7.4) or Bouin’s so-
lution, followed by dehydration in graded ethanol solu-
tions and dioxane. Tissues were then paraffin-embedded 
and sectioned at 10-μm thickness. Sections were stained 
with classic histological cresyl violet (Nissl stain) for 
cytoarchitectural analysis and mounted on Superfrost 
Plus slides (Thermo Fisher Scientific, USA) and stored 
at 4°C. Immunohistochemical analysis was performed us-
ing primary antibodies targeting nervous system antigens: 
NeuN (Millipore, RRID: AB_2298772, Germany) at a 
dilution of 1:100, GAT-1 (Millipore, RRID: AB_90791, 
Germany) at a dilution of 1:100, and GAD65/67 (Thermo 
Fisher Scientific, RRID: AB_930942, USA) at a dilution 
of 1:50. For immunohistochemical labeling, sections were 
deparaffinized, rehydrated, boiled in citrate buffer (pH 
6.0; DiaGene, Russia) for 10 min, and incubated with 
primary antibodies diluted in 0.01 M phosphate-buffered 
saline (PBS, pH 7.3–7.5; Biolot, Saint Petersburg, Russia) 
for 1 h at room temperature for NeuN and GAT-1 and 
for 18–20 h at 8°C for GAD65/67. Visualization was 
achieved with The Ultra Vision LP Detection System 
(Thermo Fisher Scientific, USA). Negative control sec-
tions were obtained by replacing the primary antibodies 
with PBS (0.01 M). Non-specific staining was absent in 
all control sections.

Statistical analysis
We analyzed all specimens under a light microscope 

(DM 2500; Leica Microsystems, Germany) connected to 
a digital camera (Lomo, Russia). Images were acquired 
and processed using McrA-View 7.1.1.2 software (Lomo, 
Russia). Measurements were performed on photomicro-
graphs of the specimens. We scanned some specimens us-
ing a modified MEKOS-C2 complex (MEKOS, Russia) 
based on a Zeiss Axio Imager 1 microscope (Carl Zeiss, 
Germany) with a 20x objective. We analyzed 10 non-over-
lapping observation fields from 3–5 sections per region. 
The immunoreactivity coefficient was calculated using 
ImageJ software ver. 1.43 as the ratio of the sum of im-
munopositive (colored) pixels to the total number of pixels 
in the selected area.

For statistical analysis, we divided cases into three 
groups: late fetal (29–40 weeks), postnatal, and adult 
periods. The immunoreactivity coefficient values were 
compared in the cortical sulci, sulcal banks, and gyri. 
Statistical analysis was performed using Statistica 10 
software (StatSoft, USA) employing the non-parametric 
Kruskal–Wallis ANOVA with post-hoc multiple compari-
sons of mean ranks.

Results
Distribution of NeuN immunoreactivity

In the late fetal period, NeuN-positive cells were in all 
layers of the cortical plate on the brain surface, both in gyri 
and sulcal banks (Fig. 1 A). The NeuN immunoreactivity 
coefficient was significantly higher in sulcal banks than 

in the sulci [p=0.000000] (Fig. 1 B). Within the sulci, the 
frequency of NeuN-positive cells gradually decreased from 
layer II to layer VI. Notably, NeuN-positive cells were 
predominantly localized in layer VI of the calcarine sulcus. 
The cortex within the parieto-occipital sulcus showed no 
specific layer in NeuN immunoreactivity.

In the postnatal period, the above-described trends in 
marker distribution were detected, which persisted from 
birth until 4 years postnatally. More intense staining was 
observed in the gyri cortex, where labeled neurons were 
found in all cortical layers. In the depth of the sulci, NeuN 
immunoreactivity was low in both areas 17 and 18.

A distinct pattern of NeuN-immunopositive cell distri-
bution was observed at 10 months postnatally (Fig. 1 C, D). 
Within the sulcus, NeuN-immunopositive cells formed 
morphological and functional neural assemblies, predom-
inantly in layer II with partial extension to layer III of 
the neocortex, and additional clusters in layers V and VI. 
These assemblies measured 250 μm in width in layer II 
and 210 μm in layer VI.

In adults, NeuN-positive neurons were found through-
out the primary and secondary visual fields, with no dif-
ference in distribution in the gyri, sulcal banks, and sulcal 
depths.

Thus, we detected asynchronous maturation of NeuN 
immunoreactivity in the sulci and gyri, persisting until 
4 years postnatally (Fig. 1 B, E, F).

Distribution of GAD65/67-immunoreactivity
In the late fetal period, a small number of GAD65/67-

immunoreactive cells were observed in the cortex. 
Approaching birth, GAD65/67-immunoreactivity inten-
sified, with a significantly higher coefficient being in the 
sulcal bank cortex compared to that in the gyri cortex and 
the cortex within the sulci within the same cytoarchitec-
tonic fields (Fig. 2 A, B, C). In area 17, immunoreactivity 
was mainly localized in layers IVC and V–VI. Layers IVB 
and IVA had dense groups of neurons and revealed the 
structure of functional neuronal assemblies. Areas 18 and 
19 showed strong immunoreactivity in layers II and upper 
layer III (Fig. 2 A, B, C), with occasional morphological 
and functional assemblies found in the lower layer III and 
layer IV. The width of the assemblies at layer IV averaged 
190 μm.

Postnatally, the GAD65/67-immunoreactivity coef-
ficient increased, particularly in gyri and sulcal banks 
(Fig. 2 D, E), with its statistically significant differences 
observed in the cortex of sulcal banks, gyri, and sulci 
(Fig. 2 F).

These findings demonstrate that GAD65/67 success-
fully captured transient cortical assemblies in newborns 
and revealed heterogeneity of cortical maturation in sulci, 
gyri, and sulcal banks.

Distribution of GAT-1 immunoreactivity
In the late fetal period, GAT-1-immunopositive fibers 

were distributed across the entire hemisphere wall, mainly 
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Fig.1. 	 A – the distribution of NeuN-immunoreactive cells in the occipital cortical plate, 10-month-old infant. B – boxplots and multiple 
comparisons for the NeuN-immunoreactivity coefficient in the cortical plate of the occipital lobe at three locations: sulcus, sulcal 
bank, and gyrus, areas 17 (calcarine sulcus) and 18 (parieto-occipital sulcus). Comparable periods: late fetal period (LF), postnatal 
period (PN), adults (A). Significant differences between locations are marked by brackets. C – NeuN-immunohistochemical staining, 
a region of the cortical plate at the sulcal bank of the calcarine sulcus, area 17, 10-month-old infant. D – NeuN-immunohistochemical 
staining, a region of the cortical plate within the calcarine sulcus, area 17, 10-month-old infant. E – mean NeuN-immunoreactivity 
coefficient in the cortical plate of the sulcus, sulcal bank, and gyrus as a function of age, area 17. F – mean NeuN-immunoreactivity 
coefficient in the cortical plate of the sulcus, sulcal bank, and gyrus as a function of age, area 18. Scale bar: 100 µm

Рис. 1. 	A – схема распределения NeuN-иммунореактивных клеток в коре затылочной доли у 10-месячного ребенка. B – диаграммы 
размаха и множественное сравнение коэффициента NeuN-иммунореактивности в кортикальной пластинке затылочной 
доли в трех областях: борозда, губа борозды и извилина, поля 17 (шпорная борозда) и 18 (теменно-затылочная борозда). 
Сравниваемые периоды: поздний фетальный период (LF), постнатальный период (PN), взрослые (A). Значимые различия 
между областями отмечены квадратными скобками. C – NeuN-иммуногистохимическое окрашивание, область кортикальной 
пластинки в губе шпорной борозды, поле 17, 10-месячный ребенок. D – NeuN-иммуногистохимическое окрашивание, 
область кортикальной пластинки внутри шпорной борозды, поле 17, 10-месячный ребенок. E – график средних значений 
коэффициента NeuN-иммунореактивности в кортикальной пластинке борозды, губы борозды и извилины в зависимости 
от возраста, поле 17. F – график средних значений коэффициента NeuN-иммунореактивности в кортикальной пластинке 
борозды, губы борозды и извилины в зависимости от возраста, поле 18. Масштабная линейка: 100 мкм

А B

C D

E F
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C

Fig. 2. 	GAD65/67 immunohistochemical staining of a coronal section of the human occipital lobe neocortex, 40 gestational weeks.
	 A – a region of the cortical plate within the parieto-occipital sulcus, area 18. B – a region of the cortical plate at the bank  

of the parieto-occipital sulcus, area 18. C – a region of the cortical plate in the lingual gyrus, area 18. D – mean GAD65/67-
immunoreactivity coefficient in the cortical plate of the sulcus, sulcal bank, and gyrus as a function of age, area 17. E – graph 
of mean GAD65/67-immunoreactivity coefficient in the cortical plate of the sulcus, sulcal bank, and gyrus as a function of age, 
area 18. F – boxplots and multiple comparisons for the GAD65/67-immunoreactivity coefficient in the cortical plate of the 
occipital lobe at three locations: sulcus, sulcal bank, and gyrus, areas 17 (calcarine sulcus) and 18 (parieto-occipital sulcus). 
Comparable periods: late fetal period (LF), postnatal period (PN), adults (A). Significant differences between locations are 
marked by brackets. Scale bar: 100 µm

Рис. 2. 	GAD65/67-иммуногистохимическое окрашивание коронарного среза неокортекса затылочной доли плода человека 
на 40-й неделе гестации (gw).

	  A – область кортикальной пластинки внутри теменно-затылочной борозды, поле 18. B – область кортикальной 
пластинки в губе теменно-затылочной борозды, поле 18. C – область кортикальной пластинки в язычной извилине, 
поле 18. D – график средних значений коэффициента GAD65/67-иммунореактивности в кортикальной пластинке 
борозды, губы борозды и извилины в зависимости от возраста, поле 17. E – график средних значений коэффициента 
GAD65/67‑иммунореактивности в кортикальной пластинке борозды, губы борозды и извилины в зависимости 
от возраста, поле 18. F – диаграммы размаха и множественное сравнение коэффициента GAD65/67-иммунореактивности 
в кортикальной пластинке затылочной доли в трех областях: борозда, губа борозды и извилина, поля 17  
(шпорная борозда) и 18 (теменно-затылочная борозда). Сравниваемые периоды: поздний фетальный период (LF), 
постнатальный период (PN), взрослые (A). Значимые различия между областями отмечены квадратными скобками. 
Масштабная линейка: 100 мкм
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localizing in the marginal zone. A cytoarchitectonically 
specific pattern of immunopositive fiber arrangement in the 
marginal zone was noticeable. GAT-1 immunoreactivity of 
the cortex was the highest in the sulcal banks and gyri, with 
GAT-1 immunoreactivity decreasing when moving deeper 
into the sulci (Fig. 3 A, D). In area 17, the lower cortical 
layers and marginal zone showed prolonged immunohisto-
chemical labeling, whereas in areas 18–19, the upper layers 
and marginal zone maintained stronger immunoreactivity 
over time. Postnatally, GAT-1 immunoreactivity in the sul-
cal bank cortex and the gyri cortex was comparable (Fig. 
3 B, E). GAT-1 immunoreactivity in the sulcal cortex was 
significantly lower until 4 years postnatally (Fig. 4 A, B, C).

In adults, GAT-1-immunopositive fibers were primar-
ily found in the cortex, with predominant labeling being 
in layer I. In adults, we observed no reduction in labeling 
within the sulci (Fig. 3 C, F).

GAT-1 immunoreactivity demonstrates that the gyri 
cortex and the sulcal bank cortex mature earlier than the 
cortex within the sulci. The delayed maturation of the sulci 
cortex persists until at least 4 years of age.

Discussion
Distribution of GAT-1, GAD65/67, and NeuN markers

Several studies have identified age-related changes in 
the levels of the synaptic activity markers GAT-1 [11] and 
GAD [12–14].

Our findings demonstrate predominant localization of 
the GAT-1 transporter to the marginal zone, consistent with 
earlier studies of the human neocortex [11]. However, due 
to the limited sample size, age-related changes could not 
be confirmed.

Literature reports significant changes in the GAD65 
isoform expression but not in the GAD67 one [12]. Our 
study demonstrates the predominance of neuron body 
labeling, i.e., the GAD67 isoform labeling, in the late 
fetal period and newborns. According to the literature, 
this isoform appears earlier than others during human and 
animal ontogenesis [13, 14]. In the adult human cortex, 
immunolabeling revealed a predominance of fine, small 
fibers, i.e., GAD65 isoform, which is consistent with 
published data [13]. The quantity of the GAD67 isoform 
is likely to depend on the functional load of certain neu-

Fig. 3. 	GAT-1 immunohistochemical staining of a coronal section of the human occipital lobe.
	 A – a region of the marginal zone, cortical plate at the bank of parieto-occipital sulcus, area 18, 40 gestational weeks (gw).  

B – a region of the marginal zone, cortical plate at the bank of parieto-occipital sulcus, area 18, 10-month-old (m) infant.  
C – a region of the marginal zone, cortical plate at the bank of parieto-occipital sulcus, area 18, adult (A). D – a region of the 
marginal zone, cortical plate within the parieto-occipital sulcus, area 18, 40 gw. E – a region of the marginal zone, cortical plate 
within the parieto-occipital sulcus, area 18, 10-month-old infant. F – a region of the marginal zone, cortical plate within the 
parieto-occipital sulcus, area 18, adult. Scale bar: 100 µm

Рис. 3.	  GAT-1-иммуногистохимическое окрашивание коронарного среза затылочной доли человека.
	 A – область маргинальной зоны, кортикальная пластинка в губе теменно-затылочной борозды, поле 18, 40 недель 

гестации. B – область маргинальной зоны, кортикальная пластинка в губе теменно-затылочной борозды, поле 18, 
10-месячный (м) ребенок. C – область маргинальной зоны, кортикальная пластинка в губе теменно-затылочной борозды, 
поле 18, взрослый (ВЗ). D – область маргинальной зоны, кортикальная пластинка внутри теменно-затылочной борозды, 
поле 18, 40 недель гестации. E – область маргинальной зоны, кортикальная пластинка внутри теменно-затылочной 
борозды, поле 18, 10-месячный ребенок. F – область маргинальной зоны, кортикальная пластинка внутри теменно-
затылочной борозды, поле 18, взрослый. Масштабная линейка: 100 мкм
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rons. A similar dependence was confirmed for the GAD65  
isoform [15].

This paper reveals differing immunoreactivity to GAT-
1, GAD65/67, and NeuN in sulci, sulcal banks, and gyri. 
We showed higher immunoreactivity coefficient values in 
sulcal banks and gyri in the late fetal period, which con-
tinued in the postnatal period until 4 years postnatally. In 
the adult samples, we observed no heterogeneity in the 
distribution of the markers in the cortex of sulci and gyri.

Neocortical neurons from vertical columnar assemblies 
span all cortical layers. Neurons within a column process 
signals of a single modality [16], a functional architecture 
established in early cortical development. Each column 
contains cells derived from multiple clones of a common 
origin [17]. In the adult brain, these columns group into 
larger second-order assemblies—macrocolumns—which 
typically consist of 3–12 columns [18].

Previous studies visualized macrocolumns with GAD67 
immunohistochemistry in both the developing and mature 

rat brain [19]. In cats, transient visualization of second-or-
der morphological and functional structures was observed 
with the labeling of excitatory receptors NMDAR1 during 
normal brain development [20].

Our findings reveal second-order morphological and 
functional assemblies in the human neonatal cortex using 
GAD labeling. In newborns, GAD-immunopositive neuron 
bodies were found in area 17.

Additionally, NeuN labeling has temporarily revealed 
morphological and functional assemblies in a 10-month-old 
infant, localized within the sulci of the neocortex. In vivo 
imaging in mice demonstrated that prospective interneu-
rons form patches of correlated activity that merge during 
postnatal development. This functional organization chang-
es rapidly in two steps: by the end of the postnatal week, 
GABA assemblies form; two days later, these assemblies 
merge into a fully connected functional network [21]. As 
a result, the clustered functional organization of the cortex 
is a transient developmental stage in mice. The persistence 

Fig. 4. 	A – mean GAT-1-immunoreactivity coefficient in the cortical plate of the sulcus, sulcal bank, and gyrus as a function of age, area 
17. B – mean GAT-1-immunoreactivity coefficient in the cortical plate of the sulcus, sulcal bank, and gyrus as a function of age, 
area 18. C – boxplots and multiple comparison for the GAT-1-immunoreactivity coefficient in the cortical plate of the occipital 
lobe at three locations: sulcus, sulcal bank, and gyrus, areas 17 (calcarine sulcus) and 18 (parieto-occipital sulcus). Comparable 
periods: late fetal period (LF), postnatal period (PN), adults (A). Significant differences between locations are marked by brackets

Рис. 4. 	A – график средних значений GAT-1-иммунореактивности в кортикальной пластинке борозды, губы борозды и извилины 
в зависимости от возраста, поле 17. B – график средних значений GAT-1-иммунореактивности в кортикальной пластинке 
борозды, губы борозды и извилины в зависимости от возраста, поле 18. C – диаграммы размаха и множественное 
сравнение коэффициента GAT-1-иммунореактивности в кортикальной пластинке затылочной доли в трех областях: 
борозда, губа борозды и извилина, поля 17 (шпорная борозда) и 18 (теменно-затылочная борозда). Сравниваемые 
периоды: поздний фетальный период (LF), постнатальный период (PN), взрослые (A). Значимые различия между 
областями отмечены квадратными скобками
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of morphological features of the clustered organization 
within the sulci in the human neocortex at 10 months may 
indirectly indicate a slower maturation rate in these regions.

Thus, immunohistochemical labeling of GAD65/67 and 
NeuN shows that cortical maturation progresses in clusters, 
representing second-order functional neural assemblies. 
Comparative analysis using GAT-1, GAD65/67, and NeuN 
markers indicates a more accelerated cortical maturation in 
the sulcal banks and gyri than in the cortex within the sulci.

Conclusion
This research studied the complex maturation of the hu-

man cerebral cortex within sulci and gyri during late fetal 
and postnatal development, thus addressing a significant 
gap in our understanding of neocortical formation. Cortical 
maturation progresses heterogeneously and is characterized 
by the formation of second-order functional neural assem-
blies, as visualized using GAD65/67 and NeuN markers. 
Specifically, cortical regions of sulcal banks and gyri ma-
ture earlier than the sulci, as confirmed by the distribu-
tion patterns of GAT-1, GAD65/67, and NeuN. These data 
indicate a differentiated maturation pattern in the gyrified 
cortex, where regions at the boundaries of sulci and gyri 
were shown to mature earlier than sulcal regions.

The paper highlights the complex interplay between 
gyrification and cortical maturation, suggesting a strong 
link between the cortical structural organization and its 
functional development. Future research should eluci-
date the mechanisms underlying heterogeneity in cortical 
maturation and investigate their functional consequences. 
These studies could provide a more comprehensive under-
standing of normal brain development and help uncover 
diagnostic and therapeutic targets for neurodevelopmental 
disorders.
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Применение программы ImageJ для картирования 
химических элементов методом рентгеновского микроанализа 
на сканирующем электронном микроскопе
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Россия
Резюме. Введение. Картирование химических элементов методом рентгеновского микроанализа на 
сканирующем электронном микроскопе дает возможность получить информацию о химическом со-
ставе в каждой точке изображения, однако программное обеспечение электронных микроскопов не 
позволяет детально анализировать карты распределения химических элементов.
Целью исследования являлась разработка алгоритмов применения программы ImageJ для анализа 
карт распределения химических элементов шлифов бедренной кости крысы, полученных с помощью 
энергодисперсионного микроанализа на сканирующем электронном микроскопе.
Материалы и методы. Работа выполнена на бедренных костях крыс Вистар, фиксированных в 10% 
формалине и обезвоженных в спиртах возрастающей концентрации. Эпидиафизарные области монти-
ровали на углеродной ленте и заливали цианометакрилатным клеем, после чего шлифовали анализи-
руемую поверхность. Для построения калибровочной кривой внешние стандарты не использовались. 
Программное обеспечение микроскопа JCM-7000 позволяет определять процентное содержание 
элемента по прямоугольной площади изображения на карте распределения (среднее). Это же изо-
бражение использовалось в ImageJ для определения его средней яркости (уровня серого). Таким об-
разом, набрав определенное количество изображений с разными концентрациями кальция и фосфора, 
строили калибровочную кривую, где определенной концентрации элемента соответствовала яркость. 
В этом случае концентрация элементов может варьироваться от 0 до 100 процентов, а яркость от 0 
до 255 градаций (в случае 8-битного изображения).
Результаты. Показано, что, используя калибровочную кривую, можно преобразовать карту распре-
деления элементов из интенсивности яркости в концентрацию и, применяя пакет анализа изображе-
ний ImageJ, автоматизировать измерения, а также получить данные по колокализации нескольких 
химических элементов и их корреляции.
Заключение. Реализация алгоритмов, описанных в данной статье с применением программы ImageJ 
при картировании химических элементов методом рентгеновского микроанализа на шлифах костной 
ткани, значительно расширяет возможности программного обеспечения сканирующего электронного 
микроскопа и позволяет получить дополнительную информацию.
Ключевые слова: программное обеспечение ImageJ, рентгеновский микроанализ, картирование 
химических элементов, сканирующая электронная микроскопия, бедренные кости крыс
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ImageJ software for elemental mapping using X-ray microanalysis 
on a scanning electron microscope
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Abstract. Introduction. Elemental mapping with X-ray microanalysis on a scanning electron microscope 
gives the information about the chemical composition at each point in the image, but the software of electron 
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Введение
Рентгеновский микроанализ – это метод аналитиче-

ской электронной микроскопии, который осуществля-
ется с помощью электронного микроскопа. Он основан 
на генерации характеристических рентгеновских лучей 
в атомах образца при взаимодействии с падающими 
электронами пучка. В результате такого взаимодей-
ствия генерируются рентгеновские лучи, являющиеся 
характеристическими, то есть содержащими инфор-
мацию о том, какие элементы присутствуют в данном 
образце. Существует множество электронных оболо-
чек и подоболочек, каждая из которых обладает своей 
определенной энергией, поэтому имеется множество 
потенциально возможных переходов электронов. Если 
электрон срывается с K-оболочки, результирующий 
рентгеновский пик называется К-линией в спектре; 
если с L-оболочки, то L-линией, и так далее. Кроме 
того, падающие электроны генерируют фоновые или 
сплошные рентгеновские лучи. Эти рентгеновские 
лучи являются тормозными, возникающими из-за вза-
имодействия падающих первичных электронов с ядром 
атома.

Как и у любого другого метода, у рентгеновского 
микроанализа существует минимальный детектиру-
емый порог, определяемый интенсивностью пада-
ющих электронов и чувствительностью детектора. 
Самая низкая концентрация элемента, которую можно 

обнаружить, составляет порядка нескольких милли-
молей на килограмм или несколько сотен частей на 
миллион, а наименьшее количество элемента – 10–18 г. 
Пространственное разрешение анализа зависит от 
толщины образца. Наилучший результат достигается 
в тонких срезах, где, как правило, диаметр анализи-
руемого объема равен примерно половине толщины 
среза. При анализе объемных образцов в сканирую-
щем электронном микроскопе пространственное раз-
решение и минимальная детектируемая концентрация 
химического элемента зависят от ускоряющего напря-
жения и состава образца. Типичное значение для ана-
лиза лиофилизированного биологического материала 
при ускоряющем напряжении 20 кВ – приблизительно 
10 мкм [1]. 

Скорость и точность анализа с использованием 
энергодисперсионной спектроскопии в сканирующем 
электронном микроскопе значительно повысились за 
последние 10 лет благодаря увеличению отношения 
сигнал/шум за счет улучшения сбора и обработки сиг-
налов.

Энергодисперсионная спектроскопия может прово-
диться в трех режимах: анализ химических элементов 
в точке, распределение элементов по линии и, наконец, 
анализ распределения по площади, или картирование. 
Последний режим наиболее интересен, поскольку 
в каждой точке имеется полный спектр, то есть все 

microscopes does not provide detailed analysis of the elemental maps. The study aimed to develop algorithms 
applying the ImageJ freeware program to analyze X-ray maps of rat femur sections obtained using energy-
dispersive microanalysis on a JCM-7000 scanning electron microscope (Japan).
Materials and methods. The research was performed on femurs of Wistar rats, fixed in 10% formalin and 
dehydrated in a graded series of alcohols. The epidiaphyseal bone regions were mounted on carbon tape and 
embedded in cyanomethacrylate glue; having been polymerized, the samples were polished and analyzed. 
No external standards were used for calibration curve construction. The microscope software enabled de-
termination of the average elemental percentage within a rectangular area of the image on the distribution 
map. The same image was processed in ImageJ to determine average brightness (gray level). Thus, having 
collected a certain number of images with different calcium and phosphorus concentrations, I constructed 
a calibration curve, where a certain elemental concentration corresponded to a specific brightness value. 
Elemental concentrations ranged from 0 to 100%, while brightness values ranged from 0 to 255 grayscale 
units (in 8-bit images).
Results. Application of the calibration curve allows to convert the element distribution map from brightness 
intensities to concentrations levels. Using the ImageJ software package, this approach allows automation of 
measurements and provides data on the colocalization and correlation of several chemical elements.
Conclusion. The algorithms described here can be effectively applied in ImageJ for elemental mapping in 
bone tissue sections using X-ray microanalysis. This approach significantly expands the functionality of 
scanning electron microscope software and provides additional essential information.
Keywords: ImageJ software, X-ray elemental mapping, electron probe microanalysis, scanning electron 
microscopy, rat femur
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присутствующие элементы. Тем не менее программное 
обеспечение электронных микроскопов не позволяет 
детально анализировать карты распределения хими-
ческих элементов.

В настоящее время при анализе различных изобра-
жений применяются многочисленные пакеты, в том 
числе свободно распространяемые. К последним от-
носится и широко используемая научными сотрудни-
ками программа для анализа изображений ImageJ (NIH, 
США), написанная на языке Java, благодаря чему она 
является кроссплатформенной, то есть может быть 
задействована в среде разных операционных систем. 
Благодаря свободному распространению программы 
многие пользователи написали к ней различные мак
росы и плагины, значительно расширяющие ее воз-
можности. Изначально программа была разработана 
W. Rasband в 1987 году для пользователей Macintosh 
и называлась NIH Image [2], в 1997 году она была пере-
делана под Java и названа ImageJ [3].

В связи с этим целью исследования являлась раз-
работка алгоритмов применения программы ImageJ 
для анализа карт распределения химических элемен-
тов в шлифах бедренной кости крысы, полученных с 
помощью энергодисперсионного микроанализа на ска-
нирующем электронном микроскопе JCM-7000 (JEOL, 
Япония).

Материалы и методы
Исследования выполнены на крысах-самцах линии 

Вистар массой 200–250 г. При проведении исследова-
ний автор руководствовался положениями Европейской 
конвенции по защите позвоночных животных, исполь-
зуемых для экспериментов или в иных научных целях, 
а также правилами проведения работ с использованием 
экспериментальных животных. Исследование одобрено 
комиссией по биомедицинской этике Института меди-
ко-биологических проблем РАН (протокол № 515 от 
10.06.2019).

Животных под изофлурановым наркозом декапи-
тировали, извлекали бедренную кость и фиксировали 
в 10% формалине. После обезвоживания в спиртах 
восходящей концентрации ее высушивали на воздухе 
при комнатной температуре. Эпифизарно-диафизарную 
часть кости монтировали на углеродную ленту с по-
мощью цианометакрилатного клея, после чего шли-
фовали серией абразивной наждачной бумаги (марки 
3М до P2500 с размером зерна 3–5 мкм) в продольном 
направлении до срединной части, используя микро-
пылесос для удаления мелких остатков. Как показало 
проведение предварительного микроанализа, циано-
метакрилатный клей не вносит дополнительных хими-
ческих элементов, кроме углерода и азота. Для снятия 
электростатического заряда использовали незначитель-
ное напыление золотом, которое не детектировалось 
при анализе.

Подготовленные таким образом образцы (рис. 1 А) 
анализировали в настольном сканирующем электрон-

ном микроскопе JCM-7000, оснащенном энергодиспер-
сионным спектрометром, при ускоряющем напряжении 
15 кВ. Карты распределения химических элементов 
(углерод, кальций, фосфор, сера) регистрировали при 
накоплении 20 кадров и разрешении 512 × 384 точек 
(8 или 16 бит на точку). Количественный анализ про-
водили без применения стандартов с использованием 
ZAF-коррекции, встроенной в программное обеспече-
ние микроскопа.

Для построения калибровочной кривой внешние 
стандарты не использовались. Программное обеспе-
чение микроскопа позволяет определять процентное 
содержание элемента по прямоугольной площади изо-
бражения на карте распределения (среднее). Это же 
изображение использовалось в ImageJ для определе-
ния его яркости. Таким образом можно было набрать 
определенное количество изображений с разными 
концентрациями кальция и фосфора и построить ка-
либровочную кривую, где определенной концентра-
ции элемента будет соответствовать яркость. В этом 
случае концентрация элементов может варьировать от 
0 до 100%, а яркость – от 0 до 255 градаций (в случае 
8-битного изображения).

Статистический анализ и анализ колокализации 
кальция и фосфора проводили встроенными в програм-
му ImageJ средствами. Для вычисления коэффициен-
тов линейной регрессии использовали Excel (Microsoft, 
США).

Результаты
Сбор и обработка результатов картирования хими-

ческих элементов на сканирующем электронном мик
роскопе JCM-7000 осуществляются с использованием 
программы SMILE VIEW™ Lab (JEOL, Япония), одна-
ко ее возможности в анализе карт сильно ограничены. 
Представление результатов концентрации элементов 
производится с 8-битной (256 градаций) или 16-битной 
(65 536 градаций) шкалой яркости. 

В настоящее время программа ImageJ и ее клон FIJI 
являются самой распространенной свободной програм-
мой для анализа изображений, имеющей более 31 ты-
сячи публикаций в PubMed.

В данной работе использовались 8-битные карты 
распределения кальция и фосфора, полученные на 
шлифах эпифизарно-диафизарных частей бедренных 
костей крыс. На рисунке 1 B показано, что концентра-
ция кальция значительно различается в разных участ-
ках кости, и это отражается по разной интенсивности 
яркости на изображении. С помощью макросов можно 
сегментировать определенные зоны для получения ко-
личественных данных по содержанию кальция в этих 
областях (рис. 1 С). Эти макросы включают в себя 
сегментирование по уровню яркости, подсчет частиц 
с ограничением по площади и расчет концентрации 
в соответствии с полученной калибровкой. Необходимо 
отметить, что калибровочные кривые должны соответ-
ствовать битности изображений: 8-битные калибровки 
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должны использоваться для 8-битных изображений, а 
16-битные – для 16-битных изображений. Для сегмен-
тирования кальциевых карт распределения использова-
на следующая последовательность операций: 

File→Open→Image→Adjust→Color 
Threshould→Brightness→Analyze→
Analyze→Particles→(size pixel, show (overlay 
masks)→Results→Edit→Apply Macro (ConcCa.txt)

Результаты, полученные в единицах яркости, в кон-
це преобразовывались коротким макросом в концен-
трацию:

ConcCa.txt
Conc=0.38*Mean(row*0.1);
StdDevConc=0.38*StdDev(row*0.1);
MinConc=0.38*Min;
MaxConc=0.38*Max;

После сегментирования изображения и выполнения 
макроса при заданных параметрах выделяются семь 
областей (рис. 1 С). Интересующую зону можно вы-
делять и вручную, как это представлено на рисунке 1 D, 
однако сделать это труднее, особенно если она имеет 
сложную конфигурацию. 

На рисунке 2 A представлена калибровочная кривая 
для 8-битного варианта, где показана зависимость зна-
чения яркости от процентной концентрации кальция. 
Можно видеть линейную зависимость (r=0,996) вида  
y = 0,3778 × x, где y – концентрация кальция в про-
центах, а x – уровень яркости, соответствующий этой 
концентрации. Таким образом, простым перерасче-
том можно переходить от яркости на концентрацию 
(рис. 2 В). Сравнивая результаты ручного и автоматиче-
ского выделения, можно видеть, что показатели очень 
близки (рис. 2 C). 

Использование плагина колокализации (Colocali
zation Finder) дает возможность получить данные о 

Рис. 1. 	Картирование кальция в шлифах бедренной кости крыс.
	 A – общий вид смонтированной кости на предметном столике в микроскопе, B – количественное распределение кальция 

в процентах, выводимое на микроскопе, C – сегментирование распределения кальция в программе ImageJ для выделения 
и расчета концентраций кальция в определенных областях кости, D – ручное выделение необходимой области.  
Длина маркерной линии – 5 мм (А) и 1 мм (B)

Fig. 1. 	Calcium mapping in rat femur polished surface.
	 A – general view of the mounted bone on the microscope stage, B – quantitative calcium distribution (in percents) displayed 

on the microscope, C – segmentation of calcium distribution map in the ImageJ program to define and calculate calcium 
concentrations in certain bone areas, D – manual selection of the required area. Scale line – 5 mm (A) and 1 mm (B)

А B

C D
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взаимной локализации двух химических элементов. 
Так, например, на рисунках 3 A и B представлены 
карты распределения фосфора и кальция в шлифе 
бедренной кости крыс. Композитное изображение 
распределения фосфора и  кальция свидетельству-
ет о высокой степени наложения обоих химических 
элементов (рис. 3 С), что наглядно видно на графи-
ке рассеяния (рис. 3 D). Можно отметить, что точки 
группируются вдоль оси под углом 45°, и это свиде-
тельствует о высокой степени наложения обоих хими-
ческих элементов. Количественные данные (рис. 3 Е) 
также указывают на прямую связь между распреде-
лением фосфора и кальция (коэффициент Пирсона  
равен 0,929). 

Все карты в рентгеновской энергетической спект
роскопии регистрируются одновременно точка за 
точкой, поэтому они являются инцидентными и пред-
ставлены двумерной матрицей концентрации. Это 
дает возможность проводить корреляционные ис-
следования распределения различных химических 
элементов. Одна из ранних работ по обработке изо-
бражений в рентгеновском микроанализе появилась 
в 1989 году [4]. Первые коммерческие анализаторы 
изображений (IBAS, Kontron, ФРГ) позволили рас-
ширить аналитические возможности рентгеновского 
микроанализа в электронной микроскопии, однако 
элементные карты регистрировались на фотопленке, 
что требовало совмещения их при вводе в компьютер 

через телекамеру. Кроме того, они представляли собой 
только качественные бинарные изображения, где плот-
ность расположения точек соответствовала большей 
или меньшей концентрации. 

В настоящем исследовании были использова-
ны количественные карты распределения химиче-
ских элементов, полученные на микроскопе JEOL, 
JCM‑700, оснащенном рентгеновским спектрометром. 
Программное обеспечение ImageJ позволило реали-
зовать алгоритмы сегментирования изображений для 
выделения и измерения интересующих областей, а 
также провести оценку колокализации и корреляции 
двух карт распределения между собой. Кроме того, ис-
пользование сторонних программ для обработки карт 
дает возможность разнести сбор данных и их обра-
ботку. Такой же подход был реализован A. LeFurgey 
et al. [5] в 1991 году. Это дает возможность исследо-
вать микрохимический состав клеток в сфере клеточ-
ной физиологии с прицелом на ионную (элементную) 
компартментализацию, то есть морфофункциональную 
корреляцию структуры и функции на клеточном и суб-
клеточном уровне. 

Схожий с нашим подход был применен K.V. Dahl 
et al. [6] в 2007 году для построения количественных 
профилей химических элементов. Авторы использо-
вали данные, полученные из калибровочной кривой 
для преобразования яркости на элементных картах 
в концентрацию.

А B

C

Рис. 2. 	Преобразование уровней яркости в концентрации кальция с использованием программы ImageJ.
	 A – калибровочная кривая, построенная на областях с известными концентрациями кальция, B – результаты преобразования 

уровней яркости в концентрации в областях, выделенных с помощью программы ImageJ на рис. 1 C, C – результаты ручного 
выделения области 7

Fig. 2. 	Transformation of gray levels into calcium concentrations using the ImageJ software.
	 A – calibration curve constructed on the areas with known calcium concentrations, B – results of transforming brightness levels 

into concentrations in the areas selected using the Image J software in Fig. 1C, C – results of manual selection of area 7
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Рис. 3. 	Колокализация распределения фосфора и кальция в шлифах бедренной кости крыс.
	 A – карта распределения фосфора, B – карта распределения кальция, C – совместные места распределения фосфора 

и кальция на карте (совместные места присутствия фосфора и кальция представлены желтым цветом), D – диаграмма 
рассеяния колокализации фосфора и кальция, E – количественные данные критерия Пирсона для колокализации 
фосфора и кальция. Длина маркерной линии – 2 мм

Fig. 3. 	Colocalization of phosphorus and calcium distribution in rat femur sections.
	 A – phosphorus distribution map, B – calcium distribution map, C – joint locations of phosphorus and calcium distribution on 

the map (joint locations of phosphorus and calcium presence are shown in yellow), D – scatter plot of phosphorus and calcium 
colocalization, E – quantitative data of Pearson’s test for phosphorus and calcium colocalization. Scale line – 2 mm

Заключение
Реализация алгоритмов, описанных в статье, при кар-

тировании химических элементов методом рентгеновско-
го микроанализа на шлифах костной ткани значительно 
расширяет возможности программного обеспечения ска-
нирующего электронного микроскопа. Сегментирование 
рентгеновских изображений элементных карт при этом 
может быть проведено как в ручном, так и в автоматиче-
ском режиме, что делает измерение концентрации в из-
учаемых областях более точным и быстрым. Больше воз-
можностей при использовании свободного программного 
обеспечения ImageJ открывается и при корреляционном 

анализе распределения двух и более химических элемен-
тов, а также при анализе их колокализации.

Предлагаемые алгоритмы могут быть использова-
ны для картирования химических элементов не только 
на шлифах костной ткани, но и на гистологических 
срезах, подготовленных криогенными методами для 
сохранения нативного содержания и распределения 
химических элементов и ионов.
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