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Аннотация. Цель исследования: разработка ранней диагностики патологии сосудов хориона плода 

на основе цитометрии десквамированных эндотелиоцитов периферической крови матери в первом три-
местре беременности 

Материалы и методы исследования. В исследование было включено 180 беременных в первом 
триместре. Основную группу составили 90 женщин, у которых была диагностирована неразвивающаяся 
беременность при сроке 7-10 недель, и было произведено инструментальное удаление плодного яйца. 
Контрольную группу составили 90 соматически здоровых беременных, у которых был произведен инст-
рументальный аборт по желанию. С целью оценки состояния эндотелия у беременных проводилось оп-
ределение  концентрации десквамированных эндотелиальных клеток в периферической крови, а также 
проводилась их цитометрия: определялись средний диаметр клетки, средний периметр клетки, средняя 
площадь клетки, фактор формы, поляризация клетки. После произведенного инструментального удале-
ния плодного яйца  у всех исследуемых беременных выполнено морфологическое исследование хориона 
плода. Путем светового микрокопирования проводилась верификация сосудов с их дифференцировкой. 
С помощью компьютерной цитоморфометрии определялись: средняя толщина стенки первичного сосуда, 
средний диаметр просвета сосуда, средняя площадь просвета  сосуда, индекс Керногана, индекс апоптоза 
эндотелиоцитов. Полученные результаты подвергались статистическому анализу. 

Результаты и их обсуждение. Сравнительный анализ цитометрических параметров эндотелиоци-
тов у беременной и в хорионе плода показал схожие изменения эндотелиальных клеток при неразви-
вающейся беременности. Развитие эндотелиальной дисфункции у беременной сопровождается измене-
ниями эндотелия сосудов плода, что может лежать в основе нарушений развития беременности и её пре-
рывания.  

Заключение. Цитометрическое исследование десквамированных эндотелиоцитов периферической 
крови у беременной может являться диагностическим маркером ранних сосудистых нарушений у плода 
и представляет перспективное направление профилактики перинатальной патологии.  

Ключевые слова: неразвивающаяся беременность, цитометрия эндотелиоцитов, эндотелиальная 
дисфункция. 
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Abstract. The research purpose is to study a status of endothelial system of the pregnant woman and a fe-

tus of miscariages. 
Materials and methods. The research included 180 pregnant women during the first trimester. The basic 

group was made by 90 women with miscarriage at 7-10 weeks was diagnosed, and instrumental abortion. Con-
trol group made 90 somatic healthy pregnant women at whom instrumental abortion at will was made. For the 
purpose of assessment of a condition of an endothelium concentration definition the endothelial cells descva-
mated was carried out and also cytometry was carried out them: diameter of a cells, perimeter of a cells, area of a 
cells, a form factor, polarization of a cells were defined. After the made instrumental abortion at all studied preg-
nant women the morphological research of a chorion of a fetus is executed. By a light microcopying a verifica-
tion of vessels with their differentiation was carried out. By means of a computer cytomorphometry were de-
fined: average wall thickness of primary vessel, effective diameter of a gleam of a vessel, average area of a 
gleam of a vessel, Kernogan index, index of endothelial apoptosis. The received results were exposed to a statis-
tical analysis. 

Results. The comparative analysis of cytometric parameters of endotheliocytes of the pregnant and in a 
chorion of a fetus showed similar changes of endothelial cells. Endothelial dysfunction of the pregnant is fol-
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lowed by changes of an endothelium of vessels of a fetus that can be the cause of pregnancy pathology and mis-
cariages. 

Conclusion. Endothelial dysfunction is followed by changes of an endothelium of a chorion of a fetus. 
The violation of the mother`s endothelium during the first trimester is followed by changing of chorions and 
miscarriages. 

Conclusion. The cytometry of descvamated endotheliocytes of peripheral blood of the pregnant can be a 
diagnostic marker of early vascular disorders of a fetus and represents the perspective direction of prophylaxis of 
perinatal pathology. 

Key words: cytometry of endotheliocytes, endothelial dysfunction, miscariages. 
 
Введение. Тонкие механизмы ангиогенеза в первые недели гестации имеют ключевую роль в про-

граммировании течения беременности и перинатального исхода, определяют частоту гестационных ос-
ложнений, а также неонатальной и детской заболеваемости [9, 20]. С 18-20-го дня развития беременности 
начинается плацентация, которая сопровождается развитием сосудистой сети ворсин с превращением 
вторичных ворсин в третичные, содержащие в мезенхимальной зачатки кровяных островков и первых 
фетальных капилляров. Ангиобласты, расположенные в ворсинах, формируют группы, окруженные не-
зрелыми эндотелиальными клетками. К концу первого месяца  в просвете первичных капилляров появ-
ляются эритроциты, что означает начало кровообращения в фетоплацентарном комплексе. В 10 недель 
стенка капилляра утолщается, появляются клетки перицитов. В дальнейшем, на протяжении 30-и недель 
именно третичные ворсины осуществляют фетоплацентарные взаимоотношения. Этап превращения вто-
ричных ворсин в третичные  является критическим, так как определяет успешность полезного результата 
функционирования ситемы «мать-плод» на протяжении всего предстоящего периода гестации [3, 5, 8, 
17]. Таким образом, уже через две недели от начала имплантации в ворсинах хориона возникает система 
примитивных сосудов, которая в дальнейшем будет осуществлять плацентарное кровообращение. Гемо-
динамическая система, включающая материнский кровоток и кровоток фетоплацентарного комплекса, 
обеспечивает достаточность гемодинамического дерева [5, 7, 14, 16]. Объективная оценка морфометри-
ческих параметров элементов фетоплацентарной системы на клеточном уровне может являться инфор-
мативным критерием ранних отклонений в формировании маточно-плацентарных отношений. Поиск 
маркеров доклинической стадии ранних репродуктивных потерь является важнейшим направлением со-
временного акушерства [6]. Пренатальная диагностика в первом триместре беременности является важ-
ным элементом профилактики различной патологии плода на стадии его внутриутробного развития [1, 11-13] .  

Эндотелиальная дисфункция является одним из универсальных механизмов патогенеза многих за-
болеваний, в том числе таких распространенных, как атеросклероз, гипертоническая болезнь, сахарный 
диабет. Экстрагенитальные заболевания в большинстве случаев сами утяжеляются в течение беременно-
сти, что вызывает дополнительное ухудшение условий для гестационного процесса и перинатального 
исхода [2]. Изучение роли эндотелиальной дисфункции в развитии патологии беременности, её влияния 
на  процессы ангиогенеза в хорионе и плаценте, позволяет уточнить механизмы формирования сосуди-
стых нарушений,  разработать новые эффективные методы ранней диагностики гравидарной  патологии, 
а также определить  пути её коррекции. 

К клеточным маркерам эндотелиальной дисфункции относят количество циркулирующих десква-
мированных эндотелиоцитов [19]. Эндотелий служит одновременно мишенью и медиатором сосудистой 
патологии, изменения его функции наблюдаются уже на ранних стадиях заболевания. Циркулирующие 
десквамированные эндотелиоциты – это клетки, которые отделяются от стенки эндотелия в процессе его 
повреждения [22] и потому могут выступать прямым клеточным маркером дисфункции эндотелия [10]. 
Количество циркулирующих десквамированных эндотелиоцитов в периферической крови у здоровых 
людей очень мало, так как при отсутствии патологических состояний процесс обновления эндотелия 
медленный, и нежизнеспособные эндотелиальные клетки быстро удаляются из кровотока ретикулоэндо-
телиальной системой [16]. Результаты большого количества исследований показали, что уровень цирку-
лирующих десквамированных эндотелиоцитов в периферической крови повышается при заболеваниях, 
связанных с поражением сосудов (инфекционные заболевания, иммунноопосредованные васкулиты, зло-
качественные новообразования, широкий спектр сердечно-сосудистых заболеваний) [21, 22]. Основыва-
ясь на этом факте, можно утверждать, что состояние десквамированных эндотелиоцитов в перифериче-
ской крови является отражением системного поражения эндотелиальной системы [21].  

Цель исследования – разработка ранней диагностики патологии сосудов хориона плода на основе 
цитометрии десквамированных эндотелиоцитов периферической крови матери в первом триместре бере-
менности.  

Материалы и методы исследования. Проспективное исследование проведено когортным мето-
дом в условиях гинекологических отделений ГБУЗ ГКБ №13 (г. Москва). В исследование включено 
180 женщин, у которых беременность была прервана в первом триместре.  Исследуемый контигент был 
разделен на две группы. Контрольную группу составили 90 здоровых женщин с нормально протекающей 
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беременностью, у которых был произведен инструментальный аборт по желанию на сроке 7-10 недель. В 
основную группу вошли 90 беременных, у которых была диагностирована неразвивающаяся беремен-
ность на сроке 7-10 недель, и было произведено инструментальное удаление плодного яйца. Критерий 
отбора беременных в основную группу: 

1. Неразвивающаяся беременность. 
2. Срок прерывания беременности 7-10 недель 
3. Отсутствие гипертонической болезни, сахарного диабета, а также декомпенсированного тече-

ния других соматических заболеваний 
Критерий отбора в контрольную группу: 
1. Прогрессирующая беременность   
2. Срок прерывания беременности 7-10 недель 
3. Отсутствие данных о наличии патологии беременности на момент исследования 
4. Отсутствие гипертонической болезни, сахарного диабета, других заболеваний в стадии деком-

пенсации. 
Критерий выбора срока беременности определялся состоянием эндотелия капилляров третичных 

ворсин, которые формируются к седьмой неделе беременности и до 10 недель не содержат в составе  
своей стенки перицитов, что определяет унификацию исследования сосудов хориона. Гипертоническая 
болезнь и сахарный диабет являются самостоятельными предикторами развития эндотелиальной дис-
функции, поэтому были критериями исключения в дизайне исследования. Всем больным проводилось 
общеклиническое обследование. С целью оценки состояния эндотелия определялась  концентрация деск-
вамированных эндотелиальных клеток в периферической крови по методике, предложенной в 1978 г. 
J. Hladovec [15]. Подсчет количества циркулирующих десквамированных эндотелиоцитов основан на 
визуальной оценке морфологии клеток путем фазово-контрастной микросокпии. Принцип метода бази-
руется на выделении эндотелиоцитов вместе с тромбоцитами с последующим осаждением тромбоцитов 
при помощи АДФ. Венозная кровь в объеме 4-5 мл отбирается в пробирки, в качестве стабилизатора ис-
пользуется 3,8% раствор цитрата натрия из расчета 1:9. Тромбоцитарная масса отделяется центрифуги-
рованием (1000 оборотов, 10 мин). Тромбоциты отделяются путем добавления раствора АДФ (из расчета 
0,4 мл раствора АДФ на 1 мл супернатата), перемешивания смеси в течение 10 мин и центрифугирования 
(1000 оборотов, 10-15 мин). Бестромбоцитарная плазма осторожно отделяется от осажденных тромбоци-
тов и повторно центрифугируется (1000 оборотов, 20 мин). Полученная надосадочная жидкость сливает-
ся, и к осадку добавляется 0,1 мл 0,9% раствора натрия хлорида, осадок осторожно отделяется стеклян-
ной палочкой от стенок и дна пробирки. Подсчет количества клеток эндотелия осуществляется в двух 
сетках камеры Горяева с последующим пересчетом на 100 мл плазмы с учетом объема камеры Горяева и 
изменения концентрации плазмы в процессе проведения вышеописанной методики (рис. 1, 2).  
 

    
 

Рис. 1, 2. Десквамированные эндотелиоциты в камере Горяева. Окраска метиленовый синий.  
Увеличение СМ ×600 

 
У всех беременных произведена компьютерная цитометрия десквамированных эндотелиоцитов 

периферической крови. Цитологические  препараты исследовали под микросокпом Leika DM 1000 с ком-
пьютерной видеоприставкой для  обработки и анализа изображений Leika  Application Suite LAZ EZ 
Version 2.1.0. (2012). Исследовались следующие цитометрические параметры десквамированных эндоте-
лиоцитов:  

 средний диаметр клетки – расстояние между максимально удаленными точками (пикселами) 
изображения на плоскости; 

 средний периметр клетки – сумма пикселов, выполняющих линию границы клетки; 
 площадь клетки – количество пикселов изображения, которое принимается за клетку, учитыва-

ется количество пикселов, не выходящих за  границу объекта; 
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 фактор формы – характеристика изрезанности периметра оптического объекта, безразмерная ве-
личина, представляющая комбинацию характеристик размеров и формы частицы или структурной со-
ставляющей, представляющей отношение длины к ширине или квадрата периметра к плоскости; 

 поляризация – степень эллиптичности объекта. 
Производился подсчет 100 цитообъектов у каждого пациента, и в автоматическом режиме опреде-

лялись средние значения выбранных цитометрических параметров десквамированных эндотелиоцитов 
периферической крови. 

Для оценки состояния эндотелия у плода  проводилась морфометрия сосудов хориона. У всех ис-
следуемых беременных после произведенного инструментального удаления плодного яйца выполнено 
морфологическое исследование хориона. С целью комплексного изучения структурной организации 
морфологический материал фиксировали в 10% нейтральном формалине, фиксаторе Караганова, забуфе-
ренном 10% нейтральном формалине. После описания гистологических препаратов отбирали блоки с 
ворсинчатым хорионом для проведения морфометрического исследования. Из парафиновых блоков на 
ротационном микротоме готовили срезы толщиной 4-5 мкм, которые наклеивали на химически чистые 
предметные стекла без применения для фиксации сывороточного белка. После депарафинирования кси-
лолом и доведения до воды в батарее спиртов нисходящей концентрации, препараты окрашивали гема-
токсилином и эозином, обезвоживали, просветляли в карбол-ксилоле и заключали в канадский бальзам. 
Гистологические препараты исследовали под микросокпом Leika DM 1000 с компьютерной видеопри-
ставкой с помощью вычислительной системы обработки и анализа изображений Leika  Application Suite 
LAZ EZ Version 2.1.0. (2012).  Путем светового микроскопирования проводилась верификация сосудов с 
их дифференцировкой. Для измерения использовали только сосуды с четким поперечным срезом. Иссле-
довались сосуды, содержащие на срезе 3-5  эндотелиоцитов. Сосуды, содержащие перициты в своем со-
ставе, из исследования исключались. В ходе работы определялись следующие морфометрические пара-
метры:  

 средняя толщина стенки сосуда; 
 средний диаметр просвета сосуда;  
 средняя площадь просвета  сосуда;  
 индекс Керногана – отношение толщины стенки сосуда к диаметру просвета сосуда;  
 индекс апоптоза эндотелиоцитов – соотношение клеток, находящихся в той или иной стадии 

апоптоза, к общему количеству исследуемых клеток (рис. 3, 4).  
У каждой пациентки исследовалось 10 оптических объектов среза фетального капилляра с целью 

получения среднего значения выбранных морфометрических параметров. 
 

   
 

Рис 3, 4. Сосуды ворсинчатого хориона на сроке 8 недель. Окраска гематоксилин-эозин.  
Увеличение СМ ×600 

 
Все исследования проводились после подписания пациентками добровольного информированного 

согласия.  
Результаты исследования подвергались статистическому  анализу. Статистическая обработка ма-

териала осуществлялась с помощью программ Excel (Microsoft Office Excel 2003) и Statistica (for Windows 
release 6.0 компании StatSoft.Inc., 2002).  Определялись средняя арифметическая величина (М), ошибка 
средней арифметической (м), отклонение варианты (v). Вычислялся критерий Стьюдента (t), и определя-
лась достоверность различий двух средних величин  (р). В исследовании учитывались только достовер-
ные корреляционные связи (р<0,05). Вероятностные связи между полученными параметрами эндотелио-
цитов у матери и плода определялись построением двумерной нормально распределенной генеральной 
совокупности. Корреляция оценивалась с помощью индекса Пирсона (R). 

Результаты и их обсуждение. В ходе проведенного исследования получены достоверные отличия  
цитоморфометрических показателей эндотелиальной системы беременной женщины и хориона плода в 
исследуемых группах. При сравнении показателей среднего количества десквамированных эндотелиоци-
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тов в исследуемых группах получено статистически достоверное повышение почти в два раза в группе 
беременных с неразвивающейся беременностью: 11,8+6,19 ×104 клеток/100мл в основной группе и  
6,06+3,41 ×104 клеток/100мл – в контрольной группе (p≤0,001; t=4,29). Количество десквамированных 
эндотелиоцитов в периферической крови является традиционным методом оценки развития эндотели-
альной дисфункции, и выявление увеличения этого показателя в основной группе согласуется с данными 
литературы о патологии эндотелиальной системы у беременных [3, 7].  

Помимо общепринятой методики подсчета десквамированных эндотелиоцитов периферической 
крови, разработанной J.Hladovec (1978), нами использован метод качественной оценки десквамирован-
ных эндотелиоцитов, позволяющий получить больший объем информации о состоянии эндотелиальной 
системы человека. При цитометрическом исследовании получены достоверные отличия в исследуемых 
группах. Средний диаметр десквамированных эндотелиоцитов в контрольной группе составил 
43,9+4,07 мкм, что в 1,5 раза выше данного показателя группы с неразвивающейся беременностью 
29,4+9,46 мкм (p≤0,001, t=6,44).  

Средний периметр десквамированных эндотелиоцитов в контрольной группе составил 
139,6+14,26 мкм, в основной группе – 93,8+29,9 мкм (p≤0,05, t=3,03). В процессе апоптоза форма клетки 
изменяется, проходя стадии сжатия, дробления и формирования апоптозных телец.   Характеристика из-
менения периметра клетки может являться дополнительным цитометрическим показателем активности 
апоптоза эндотелиоцита. 

Средняя площадь десквамированного эндотелиоцита составила в контрольной группе 
1546,7+297,47 мкм² и 842+484,44 мкм² – в основной группе (p≤0,001, t=4,64).  

Фактор формы десквамированных эндотелиоцитов периферической крови составил 12,7+0,12 Ед в 
контрольной группе, 11,3+0,77 Ед – в основной (p>0,05, t=0,29) . Данный показатель цитометрического 
исследования показывает приближение формы объекта к форме круга. Фактор формы круга составляет 
12,56 Ед. 

Поляризация десквамированных эндотелиоцитов: 0,08+0,024 Ед в контрольной группе, 
0,14+0,053 Ед в основной группе (p≤0,001, t=7,04).  Этот параметр изменяется от 0 до 2 Ед. Изменение 
формы десквамированного эндотелиоцитва сопряжено с потерей округлой формы клетки.  

Таким образом, сравнительная характеристика показала достоверные отличия большинства цито-
метрических покзателей десквамированных эндотелиоцитов в основной и контрольной группах. Морфо-
логическая картина апоптоза, являющегося основным механизмом повреждения эндотелиоцитов при 
дисфункции эндотелия [10, 15], представляется как уменьшение объема клетки, сморщивание цитоплаз-
матической мембраны, конденсация и последующий распад ядра на части, фрагментация клетки на мем-
бранные везикулы с внутриклеточным содержимым (апоптозные тельца) [4]. Следовательно, геометрия 
десквамированных эндотелиоцитов является прямым критерием оценки деструктивных изменений в эн-
дотелии, опосредованных апоптозом, и выявленные отличия этих параметров в исследуемых группах 
говорят об информативности измерения цитометрических параметров эндотелиальных клеток перифери-
ческой крови. 

С целью оценки состояния эндотелия хориона плода  была проведена морфометрия сосудов тре-
тичных ворсин на сроке 7-10 недель беременности. При сравнении морфометрических параметров сосу-
дов ворсинчатого хориона получены следующие данные. Средний диаметр первичных сосудов составил 
40,4+2,44 мкм в основной группе и 41,9+6,31 мкм – в контрольной группе (p>0,05, t=0,69), средний пе-
риметр капилляров составил 1262,7+175,41 мкм2 в основной группе и 1393,5+423,2  мкм2  в контрольной 
группе (p>0,05, t=0,82). Эти показатели оказались схожими в исследуемых группах, что свидететельст-
вует об унификации метода подбора сосудов ворсинчатого хориона в нашем исследовании. Толщина 
стенки первичного капилляра, представленной только клетками эндотелия была больше в группе бере-
менных с прогрессирующей беременностью: 2,5+0,44 мкм и 2,1+0,38 мкм в группе с неразвивающейся 
беременностью, однако этот показатель не имел достоверного отличия в исследуемых группах (p>0,05, 
t=0,56). Индекс Керногана (отношение толщины стенки сосуда к диаметру просвета сосуда) также был 
больше в контрольной группе: в группе с неразвитвающейся беременностью этот показатель составил 
0,05+0,008 и 0,062+0,024 в группе с прогрессирующей беременностью (p>0,05, t=0,11). Индекс апоптоза 
эндотелиоцитов в группе с неразвивающейся беременностью превысил показатель контрольной группы в 
2 раза: 7,4+2,11 и 3,5+1,3 – соответственно (p≤0,001, t=3,66) . Результаты морфометрического исследова-
ния хориальных капилляров согласуются с литературными данным о становлении фетоплацентарного 
комплекса [6-8]. Толщина стенки капилляра и индекс Керногана являются прямыми маркерами сосуди-
стых нарушений в системе мать-плацента-плод. Показатель индекса апоптоза раскрывает патогенез дест-
руктивных изменений эндотелиальных клеток при патологии беременности. 

Были изучены вероятностные связи между цитоморфометрическими параметрами эндотелиоцитов 
у матери и в хорионе плода. Построена модель  двумерной нормально распределенной генеральной со-
вокупности. Диаграмма рассеивания параметров среднего диаметра десквамированных эндотелиоцитов 
периферической крови у матери и средней толщины стенки первичного капилляра хориона плода пред-
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ставлена на рис. 5. Корреляционный анализ показал прямую зависимость изменений в эндотелиальной 
системе матери и хориона плода в нашем исследовании (R2=0,83). 
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Рис. 5. Диаграмма линейной корреляции среднего диаметра десквамированных эндотелиоцитов (СДДЭ) 
и средней толщины стенки сосуда хориона плода (СТс) 

 
Заключение. Сравнительный анализ цитоморфометрических параметров эндотелиоцитов у бере-

менной и в ворсинах хориона плода показал схожие изменения эндотелиальных клеток при гравидарной 
патологии. Эндотелиальная дисфункция у матери в первом триместре сопровождается изменениями в 
эндотелии первичных сосудов плодного яйца, что, возможно, лежит в основе нарушений развития бере-
менности и её прерывания. Цитометрическое исследование десквамированных эндотелиоцитов перифе-
рической крови у беременной в первом триместре может являться дополнительным диагностическим 
маркером ранних сосудистых нарушений у плода и представляет перспективное направление профилак-
тики перинатальной патологии.  
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