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ИММУНОГИСТОХИМИЧЕСКИЕ МАРКЁРЫ И ГИСТОЛОГИЧЕСКИЕ И 
МОРФОЛОГИЧЕСКИЕ ИЗМЕНЕНИЯ В ПЛАЦЕНТЕ ЖЕНЩИН, 

РОДИВШИХ ДЕТЕЙ С АНЭНЦЕФАЛИЕЙ  
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Цель: изучить иммуногистохимические маркёры и особенности гистологических и морфологических изменений плацент женщин, родивших 
детей с анэнцефалией. 
Материал и методы: обследованы 15 женщин с анэнцефалией у плода (основная группа) и 20 женщин, родивших практически здоровых 
детей (контрольная группа). Всем женщинам проведены исследования онкомаркёров – альфа-фетопротеина (АФП) и хорионического го-
надотропина человека (ХГЧ), морфологическое исследование плацент и степени апоптоза, определение экспрессии Nkx-2.2 в ворсинчатом 
хорионе плаценты человека в норме и при врождённом пороке развития (ВПР) ЦНС, в частности – анэнцефалии у плода.
Результаты: особенностью гистохимической характеристики плацент женщин, родивших детей с анэнцефалией, является преобладание хро-
нической компенсированной недостаточности с проявлениями дисциркуляторных расстройств. Статистически значимое снижение экспрес-
сии Nkx-2.2 в эндотелиоцитах сосудов ворсинчатого хориона плацент женщин, родивших детей с анэнцефалией, подтверждает роль данного 
фактора в дифференцировке нервных структур. Обратная корреляционная связь между уровнем экспрессии Nkx-2.2 в плаценте и уровнем 
АФП в сыворотке крови беременных в начале II триместра беременности определяет уровень АФП наиболее значимым маркёром развития 
анэнцефалии у плода.
Заключение: на основании проведённых исследований можно предположить об участии плаценты в формировании аномалий ЦНС плодов и 
новорождённых. Следовательно, правильно организованное антенатальное наблюдение с обязательным определением уровня АФП в сроке 
14 недель беременности улучшит качество помощи женщинам, имеющим риск развития ВПР ЦНС плода, в частности – анэнцефалии. 
Ключевые слова: иммуногистохимические маркёры, диагностика анэнцефалии, экспрессия Nkx-2.2 в плаценте, степень апоптоза в пла-
центе.
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Objective: To study immunohystochemical markers and features of histological and morphological changes in the placenta of women who have given 
birth to children with anencephaly.
Methods: 15 women with anencephaly in the fetus (the main group) and 20 women, who gave birth to practically healthy children (control group), were 
examined. All women were tested for tumor marker alpha-fetoprotein (AFP) and human chorionic gonadotropin (HCG), morphological examination of 
placenta and levels of apoptosis, definition expression Nkx-2.2 in vascular endothelial cells of the villous chorion of the placenta of women in norm, 
and with congenital malformation (CM) of the central nervous system (CNS), in particular – anencephaly in the fetus.
Results: A feature of the histochemical characteristics of placenta in women who have given birth to children with anencephaly is the predominance 
of chronic compensated deficiency with manifestations of dyscirculatory disorders. Statistically significant reduction of Nkx-2.2 expression levels in 
the vascular endothelial cells of the villous chorion placenta of women who gave birth to children with anencephaly, confirms the role of this factor 
in the differentiation of nervous structures. An inverse correlation between the level of Nkx-2.2 expression in the placenta and the level of AFP in the 
blood serum of pregnant women at the beginning of the second trimester of pregnancy determines the level of AFP as the most significant marker of 
the development of anencephaly in the fetus.  
Conclusions: Based on the conducted studies it is possible to assume the participation of the placenta in the formation of abnormalities of the CNS of 
fetuses and newborns. Consequently, properly organized antenatal surveillance with mandatory definition of AFP level at 14 weeks of pregnancy will 
improve the quality of care for women at risk development of CM of the CNS of the fetus, in particular – anencephaly. 
Keywords: Immunohistochemical markers, diagnostics of anencephaly, expression of Nkx-2.2 in the placenta, degree of apoptosis in the placenta.
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А к у ш е р с т в о  и  г и н е к о л о г и я

Введение
В настоящее время значительное количество исследований 

направлено на изучение проблем развития врождённых поро-
ков развития (ВПР) центральной нервной системы (ЦНС) у плода. 

Невзирая на это, проблема развития ВПР ЦНС не перестаёт быть 
актуальной и на сегодняшний день [1]. Неблагоприятной тенден-
цией, подчёркивающей актуальность обсуждаемой проблемы, 
является рост числа ВПР, что подтверждается рядом отечествен-
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ных и зарубежных исследований [2-5]. По данным Всемирной 
организации здравоохранения (2016), среди всех новорождён-
ных приблизительно в 3% случаев встречаются ВПР, в целом каж-
дый год затрагивая около 3,2 миллиона детей.1

Исследование Гавриловой ТВ (2013), включающее деталь-
ный анализ причин рождения детей с аномалиями развития, по-
казало недостаточную эффективность проведения ультразвуково-
го скрининга в критические сроки в 75% наблюдений, а иногда и 
полное его отсутствие при беременности [6]. Как отмечает в своём 
исследовании Умарбаева ДА (2014), в Кыргызской Республике ди-
агностируется только 22,1% всех пороков развития до 22 недель 
беременности, в 26-30 недель – 16,8%, все оставшиеся врождён-
ные пороки развития определяются у новорождённого [7]. Труб-
никова ЛИ с соавт (2012) отмечают, что на ранних сроках беремен-
ности имеются индивидуальные широкие колебания содержания 
альфа-фетопротеина (АФП) и хорионического гонадотропина (ХГЧ) 
в крови матери. У беременных женщин группы сравнения содер-
жание АФП и ХГЧ оказалось в пределах нормы. А при пороках 
развития ЦНС наблюдались разнонаправленные колебания в кон-
центрации сывороточных маркёров. Достоверными оказались из-
менения в содержании АФП, которые выявлены у 78,8% женщин 
с ВПР ЦНС у плода. В 9,1% случаев изменений АФП и ХГЧ не было 
выявлено [8]. Шабалдин АВ с соавт (2007) отмечают тот факт, что 
разовое несущественное повышение или понижение АФП может 
отражать специфические особенности гемопоэза в начале онтоге-
неза. Например, сочетание синдрома Дауна и тяжёлой патологии 
беременности может выдавать нормальный уровень содержания 
АФП, но всё же увеличение концентрации АФП в 2-3 раза говорит 
о наличии эмбриофетопатии [9].

Современные молекулярно-биологические исследования 
позволили значительно расширить представления о структур-
но-функциональной организации плаценты человека и предста-
вить её как чрезвычайно своеобразный орган, важнейшей функ-
цией которого является синтез и секреция широкого спектра 
биологически активных сигнальных молекул, посредством кото-
рых осуществляется регуляция процессов, обеспечивающих нор-
мальное развитие плода [10-14]. При сравнении плацент плодов 
с ВПР ЦНС и плодов, не имеющих такой патологии, Шевченко АА 
(2014) выявил целый ряд особенностей. При наличии ВПР чаще 
отмечалось краевое и оболочечное прикрепление пуповины, 
что относится к порокам развития последа, неполная гестацион-
ная перестройка спиральных артерий эндометрия, являющаяся 
признаком нарушения развития плаценты на самых ранних эта-
пах её развития [15]. 

Проведённый анализ данных научной литературы свиде-
тельствует о том, что представленные результаты клинических 
наблюдений и экспериментальных исследований в области эти-
опатогенеза, диагностики и структуры факторов риска ВПР ЦНС 
показали очевидный прогресс, но такие аспекты данной пробле-
мы, как роль плаценты в формировании ВПР ЦНС плода в изу-
чаемой популяции, генетические механизмы их возникновения, 
изучение экспрессии Nkx-2.2 в плаценте остаются недостаточно 
изученными и актуальными [16-19].

Цель исследования
Изучить иммуногистохимические маркеры и особенности 

гистологических и морфологических изменений плацент жен-
щин, родивших детей с анэнцефалией. 

1 World Health Organization. Congenital malformations. Newsletter №370 
Geneva, World Health Organization, 2016.

Материал и методы 
Нами обследованы 15 женщин с анэнцефалией у плода 

(основная группа) и 20 женщин, родивших практически здоро-
вых детей (контрольная группа). Исследование АФП и ХГЧ было 
проведено в обеих группах иммуноферментным методом в ла-
боратории кафедры акушерства и гинекологии № 1 Таджикского 
государственного медицинского университета им. Абуали ибни 
Сино, оснащённой по проекту IAEA (МАГАТЭ).

Патоморфологическое исследование плацент проводи-
ли на базе ЦНИЛ Таджикского государственного медицинско-
го университета им. Абуали ибни Сино. Для гистологического 
исследования вырезали 8 кусочков из краевых и центральных 
отделов плаценты, пуповины и плодных оболочек по обще-
принятой методике (Милованов АП с соавт, 1999). Фиксация 
данных кусочков проводилась в 10% растворе формалина, по-
том их подвергали спирто-парафиновой проводке, затем они 
окрашивались гематоксилином-эозином. Гистологическое ис-
следование проводилось на микроскопе Olympus CX-21 с опти-
ческой системой UIS2 (Universal Infinity System) со встроенной 
галогеновой лампой 6В/20В и увеличительными линзами объ-
ектива 10× и 40×. При гистологическом исследовании последа 
учитывались степень зрелости плаценты и её соответствие сро-
ку беременности, формы нарушения созревания ворсин, инво-
лютивно-дистрофические процессы, воспалительные процессы 
в ворсинчатом хорионе и плодных оболочках и компенсатор-
но-приспособительные реакции. Изучение гистоструктуры пла-
центы проводилось стандартизированным методом согласно 
«Методическим рекомендациям по проведению массовых 
морфологических исследований последов» (Цинзерлинг ВА с 
соавт, 1998).

Иммуногистохимические исследования на экспрессию 
апоптозного маркёра Fasl и фактора Nkx-2.2 выполнены в ла-
боратории патоморфологии ФГБУ «Научно-исследовательский 
институт детских инфекций Федерального медико-биологиче-
ского агентства» г. Санкт-Петербурга с использованием набора 
Mouse Fas Ligand ELISA Kit и набора Rabbit Anti-Nkx2.2 antibody 
(Abcam PLC, UK) и аппарата для автоматического иммуноцитохи-
мического и иммуногостохимического окрашивания (Autostainer 
A360, Thermo, USA). Во всех случаях проводилась оценка каче-
ства антител и иммуногистохимической системы путём поста-
новки контрольных реакций. Постановка положительного и 
отрицательного контроля осуществлялась одновременно с ис-
следуемым образцом в соответствии с рекомендациями про-
изводителя антител – компании Abcam PLC. Рекомендованный 
отрицательный контроль – моноклональный мышиный IgG в той 
же концентрации, что и первичные антитела.

Статистический анализ проведён с использованием при-
кладного пакета «Statistica 10.0» (StatSoft Inc., USA) и SPSS 
Statistics 23 (IBM, USA) Вычислялись средние величины и их 
ошибка для абсолютных величин (M±m) и доли для относитель-
ных величин. Дисперсионный анализ включал в себя для пар-
ного сравнения U-критерий Манна-Уитни. Сравнения независи-
мых относительных величин проводили по критерию χ2 Пирсона 
(если в сравниваемых группах n1 и n2 более 10, если из n1 или n2 
один  показатель от 6-10 – использовали поправку Йетса, если n1 
и/или n2 от 0-5 – применяли φ критерий Фишера). Взаимосвязь 
признаков определяли с помощью подсчёта коэффициента ли-
нейной корреляции Пирсона (r). Нулевая гипотеза всех методов 
дисперсионного анализа отвергалась при p<0,05.
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Результаты и их обсуждение
Возраст обследованных женщин основной группы варьи-

ровал от 18 до 35 лет. Преобладающее большинство женщин 
оказалось в возрасте до 25 лет (53,3%). Наши данные согласуют-
ся с данными Сопруновой ИВ, Белопасова ВВ (2011), Смирновой 
АЮ с соавт (2009), у которых около половины женщин с ВПР ЦНС 
также оказались моложе 25 лет [2,4].

При изучении паритета родов первородящих женщин в ос-
новной группе оказалось подавляющее большинство – 8 (53,3%) 
(p<0,01), а в контрольной группе повторнородящих – 18 (90,0%) 
женщин (p<0,001) (табл. 1).

В исследованиях Демиковой НС с соавт (2009), Смирновой 
АЮ  с соавт (2009) говорится о том, что, несмотря на то, что с 
возрастанием порядкового номера родов увеличивается и риск 
возникновения ВПР, наибольший удельный вес среди женщин, 
родивших детей с ВПР, занимают первобеременные и перворо-
дящие [4, 12].

Исследование сывороточных маркёров проводилось на 
сроках 14-20 недель беременности. Результаты исследования 
показали, что в контрольной группе женщин, у которых при УЗИ 
не было выявлено анэнцефалии, среднее содержание АФП со-
ставило – 35,8±1,15 МЕ/мл (1,2 Мом). Среднее значение уровня 
ХГЧ было в пределах нормы и составило 28461±860,9 МЕ/мл (1,1 
Мом). 

У 15 (100%) женщин основной группы установлены изме-
нения в содержании АФП. Последний при этом был в 1,5-2 раза 
выше верхней границы нормы в 14 недель беременности и со-
ставил в среднем 167,3±0,4 МЕ/мл (4,8 Мом). Следует отметить, 
что при анэнцефалии плодов в этой же группе установлено не-
значительное снижение уровня ХГЧ у 6 женщин – (40%), в осталь-
ных случаях уровень ХГЧ не отличался от нормальных показа-
телей. Среднее значение величины ХГЧ в основной группе при 
этом составило 27739±1878,0 МЕ/мл (1,8 Мом) (табл. 2). 

Следовательно, повышение содержания в крови сыворо-
точного маркёра АФП в начале II триместра беременности яв-
ляется достоверным подтверждением анэнцефалии плода, что 
также подтверждается литературными данными [8, 9]. 

Следующим этапом исследований было патоморфологиче-
ское исследование плацент 15 женщин, родивших детей с анэн-
цефалией (основная группа) и 20 плацент женщин, родивших 

практически здоровых детей (контрольная группа). При макро-
скопическом исследовании плаценты основной группы были не-
правильной формы с неровными краями – 83,2%, в контрольной 
же группе изменения формы плаценты были незначительные, и 
плаценты с неровными краями встречались в 5 случаях (16,6%).

Неправильное (аномальное) прикрепление пуповины в 
большинстве случаев было в основной группе (краевое – 9 слу-
чаев, 60,0%), а в группе сравнения – 1 (3,3%) (p<0,001). Нормаль-
ное центральное прикрепление пуповины было в 20% в основ-
ной группе, а в контрольной группе – в 86,6% случаев (p<0,001), 
что согласуется с данными Шевченко АА [16].

В результате морфологического исследования плацент ос-
новной группы установлено несоответствие степени зрелости 
ворсинок хориона и сроков беременности (от 19 до 35 недель) 
– 15 (100%) случаев. Наличие в основной группе терминальных 
ворсин, не соответствующих сроку гестации, отсутствие до-
статочно развитых синцитиальных узлов, по нашему мнению, 
свидетельствовало об исчерпывании всех компенсаторных воз-
можностей системы мать-плацента-плод. Следует отметить, что 
в этой группе в плацентах были отмечены резко выраженные 
инволютивно-дистрофические изменения, которые чаще отме-
чались на сроках 19-24 недели – 45% (рис. 1). 

Кроме того, в этой группе отмечались умеренные отложе-
ния фибрина и кальция особенно в центральных и перифери-
ческих отделах плаценты. При оценке морфофункционального 

Таблица 1 Распределение родильниц по паритету 

Паритет

Основная группа 
 n=15

Контрольная группа 
n=20 р

число % число %
Первородящие 
Повторнородящие (2-3 родов)
Многорожавшие (4 и более родов)

8
4
3

53,3
26,7
20,0

1
18
1
-

5,0
90,0
5,0

-

<0,01 (0,0019)
<0,001 (0,0002)

>0,05

Примечание: p – статистическая значимость различий показателей между основной и контрольной группами (по φ критерию Фишера)

Таблица 2  Показатели сывороточных маркёров крови (МЕ/мл)

Наименование 
онкомаркёров

Основная группа 
 n=15

Контрольная группа 
n=20 р

Критические 
значения 

U-критерияM±m M±m
АФП 167,3±0,4 35,8±1,15 <0,001 0,01
ХГЧ 27739±1878,0 28461±860,9 <0,05 0,05

Примечание: p – статистическая значимость различий показателей между группами (по U-критерию Манна-Уитни)

Рис. 1  Инволютивно-дистрофические изменения в плацентах 
основной группы в зависимости от срока гестации (ИДИ – ин-
волютивно-дистрофические изменения)
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состояния плацент в этой же группе отмечен высокий процент 
хронической компенсированной недостаточности, который со-
ставил 96% всех случаев. Хроническая компенсаторная недо-
статочность проявлялась признаками дисциркуляторных рас-
стройств (53% случаев), при этом компенсированным состояние 
плаценты расценивалось в 3% наблюдений. Очень важным мо-
ментом оказалось инфицирование последа в основной группе, 
которое имело место в 10 случаях (66,6%). 

Морфологические проявления апоптоза наблюдались во 
всех клеточных популяциях ворсинчатого хориона обеих групп. 
В клетках терминальной ворсинки основной группы апоптоз-
ный маркёр был достоверно выше (p<0,001). Средние величины 
апоптозного маркёра FasL обеих групп представлены в табл. 3.

Таким образом, статистически значимое увеличение апоп-
тозного маркёра в клетках ворсин хориона основной группы по 
сравнению с соответствующим показателем в других клеточных 
популяциях свидетельствует о наиболее выраженном апоптозе в 
данной структуре плаценты.

В результате морфологического исследования плацент 
контрольной группы отмечались следующие признаки: степень 
зрелости ворсинок хориона соответствовала срокам беременно-
сти (от 16 до 39 недель). В данной группе не наблюдалось при-
знаков инфицирования последа. Инволютивно-дистрофические 
изменения в этой группе были выражены слабо. Особенностями 
наблюдений в плацентах контрольной группы явилось незначи-
тельное нарушение ветвления ворсинок хориона с преоблада-
нием стволовых и промежуточных ворсинок.

Результат исследования экспрессии Nkx-2.2 при иммуноги-
стохимическом исследовании плацент показал, что экспрессия 
Nkx-2.2 отмечалась только в эндотелиоцитах сосудов ворсинча-
того хориона плацент контрольной группы (рис. 2).

Анализ параллелей изменения уровней эмбриональных, 
плацентарных белков и уровня экспрессии гомеотического гена 
выявил положительную корреляционную связь между уровня-
ми АФП и ХГЧ (г=0,67; n=35), обратную связь между уровнями 
плодового белка АФП и экспрессией Nkx-2.2 (г=-0,97; n=35) и 
уровнем ХГЧ и экспрессией Nkx-2.2 (г=-0,66; n=35). Полученные 
результаты позволяют считать АФП более значимым маркёром 
ВПР ЦНС, и при значительном увеличении его уровня в сыворот-
ке крови беременных женщин возможно предполагать наличие 
анэнцефалии (рис. 3).

Заключение
Таким образом, особенностями гистохимических харак-

теристик плацент женщин, родивших детей с анэнцефалией, 
являются преобладание хронической компенсированной недо-
статочности с признаками дисциркуляторных расстройств. Мор-
фологически апоптоз проявлялся во всех клеточных популяциях 

ворсинчатого хориона – синцитии, цитотрофобласте, клетках 
стромы, эндотелиоцитах и клетках терминальных ворсин обеих 
групп. Статистически значимое увеличение апоптозного маркёра 
в клетках ворсин хориона основной группы по сравнению с соот-
ветствующим показателем контрольной группы свидетельствует 
о наиболее выраженном апоптозе в данной структуре плацен-
ты. Статистически значимое снижение экспрессии Nkx-2.2 в эн-
дотелиоцитах сосудов ворсинчатого хориона плацент женщин, 
родивших детей с анэнцефалией, подтверждает роль данного 
фактора в дифференцировке нервных структур. Обратная корре-
ляционная связь между уровнем экспрессии Nkx-2.2 в плаценте 
и уровнем АФП в сыворотке крови беременных во II триместре 
беременности определяет АФП, как наиболее значимый маркёр 
развития анэнцефалии у плода. 

Учитывая то, что в Таджикистане на сегодняшний день нет 
возможности проводить биопсию хориона, мы предлагаем до-
ступный метод обследования женщин с факторами риска раз-

Таблица 3   Средние величины экспрессии апоптозного маркёра FasL, нг/мл 

Структура плаценты
Основная группа 

 n=15
Контрольная группа 

n=20 р
M±m M±m

Синцитий 0,23±0,004 0,19±0,004 <0,05
Цитотрофобласт 0,24±0,004 0,20±0,002 <0,05
Клетки стромы 0,24±0,005 0,18±0,002 <0,01
Эндотелиоциты 0,27±0,009 0,20±0,003 <0,01
Терминальная ворсина 0,62±0,020 0,19±0,002 <0,001

Примечание: p – статистическая значимость различий показателей между основной и контрольной группами (по U-критерию Манна-Уитни)

Рис. 2 Относительная площадь экспрессии Nkx-2.2 в основной и 
контрольной группах

Рис. 3 Анализ параллелей между уровнями плодового белка АФП 
и экспрессией Nkx-2.2



26

вития ВПР ЦНС – общепринятое определение уровня АФП, но в 
более ранние сроки (14 недель), т.к. при повышении этого пло-
дового белка можно предполагать наличие анэнцефалии. Сле-

довательно, обязательное определение уровня АФП в сроке 14 
недель улучшит качество помощи женщинам из групп риска по 
развитию ВПР ЦНС.
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