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РЕФЕРАТ 
В современных высокотехнологичных молоч-
ных предприятиях остро стоит проблема пери-
натальных заболеваний высокопродуктивного 
молочного скота. В текущем исследовании 
представлено распределение внеклеточного 
матрикса у коров при физиологической бере-

менности, завершающейся спонтанными родами (ФБ/СР), и осложненной беременно-
стью с симптомами преэклампсия/эклампсия, завершающейся патологическими родами 
(ОБ/ПР) с помощью гистологических, гистохимических (ГХ) и иммуногистохимических 
(ИГХ) методов исследования. Биопсиойный материал плацент был получен от 10 коров 
в родах: от 5 коров при ФБ/СР и от 5 коров при ОБ/ПР. Образцы плацент коров при ФБ/
СР и ОБ/ПР подвергали стандартным гистологическим процедурам. Парафиновые срезы 
плаценты толщиной 5 мкм, монтировали на стекла, обработанные поли-L-лизином 
(«Menzel»). С помощью ИГХ исследования изучали иммунолокализацию биомаркера Ki
-67. Гистохимическим изучением в плацентах коров при ФБ/СР выявили присутствие 
большого количества мелких капилляров как в ворсинах котиледонов, так и в карунку-
лярных криптах, а также равновесное соотношение мезенхимальных и эпителиальных 
структур. Проведенная реакция на виментин показала деградацию фибробластов. В про-
свете крипт регистрировали только бесструктурные массы и небольшое количество мак-
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рофагподобных клеток. Кроме того, в центральной части неизмененых ворсин установи-
ли резкое снижение количества мелких капилляров, а также редукцию терминальных 
ворсин хориона и снижение васкуляризации оставшихся ворсин. Иммунолокализация 
содержания промежуточных биомаркера показала содержание большого количества Ki-
67 в клетках выстилки крипт. При беременности ОБ/ПР продемонстрировано снижение 
васкуляризации ворсин хориона в котиледонах и деградацию цитокератиновых фила-
ментов, участвующих в формировании клеточных контактов между цитотрофобластами 
ворсин хориона котиледонов фетальной части плаценты и эпителиоцитами крипт карун-
кулов материнской части плаценты, что позволит в будущем разработать имунофер-
ментный анализ (ИФА) как экспресс – тест диагностики репродуктивных патологий у 
молочного скота. Выраженная экспрессия белка Ki-67 была обнаружена в клетках, вы-
стилающих крипты карункулов, а также в цитоплазматической мембране цитотрофобла-
стов ворсин. В плаценте коров, беременность и роды которых осложнялись патологией, 
пролиферативная активность клеток выстилки маточных крипт сохранялась на физиоло-
гическом уровне, в то время как отдельные ворсины хориона были полностью редуциро-
ваны, а в сохранившихся индекс экспрессии Ki-67 составил 36,94%. 

ВВЕДЕНИЕ / INTRODUCTION 
В современных высокотехнологич-

ных молочных предприятиях остро стоит 
проблема перинатальных заболеваний, 
которые остаются малоизученными, а 
существующие подходы к профилактике 
и лечению этих заболеваний остаются 
симптоматическими [1, 2]. Несмотря на 
многочисленные публикации [3], в про-
граммы разведения молочных коров не-
которых молочных предприятий и пле-
менных организаций экспресс-тестов ре-
продуктивных патологий и заболеваний 
новорожденных телят в неонатальный 
период, не существует четкого соглаше-
ния о том, как оптимально данные заболе-
вания прогнозировать в будущем. Как 
полагают [1, 3, 4] ни один из методов 
прогнозирования репродуктивных пато-
логий в подобных предприятиях не нашел 
широкого практического применения. 
Физиологические особенности обмена 
веществ у высокопродуктивного дойного 
стада, регулирующее формирование и 
реорганизацию плаценты, эпителиально-
мезенхимальную трансформацию, кото-
рые могут вызывать ПЭ/Э, задержание 
последа и репродуктивные патологии 
(воспаление матки, заболевания и функ-
циональные расстройства яичников), что 
в свою очередь может повлечь осложне-
ния инфекционной природы [2,3]. По дан-
ным [4,5] плацента формируется из тро-
фобластов, образующихся на ранних сро-
ках беременности посредством пролифе-

рации и дифференцировки стволовых 
клеток трофобласта (TSC). На стадии бла-
стоцисты TSCs дифференцируются в мо-
нонуклеарные цитотрофобласты (CTB), 
поддерживая быстрый рост и адгезию, 
связанные с классическими маркерами, 
включая Ki67, CD31 и SPP1. Часть CTB 
по материалам исследований [6] проника-
ет в эпителий просвета матки (LE) с обра-
зованием вневорсинчатого трофобласта 
(EVT), а EVT прикрепляет плаценту к 
стенке матки и реконструирует материн-
ские спиральные артериолы, чтобы гаран-
тировать адекватное кровоснабжение раз-
вивающегося плода. Остальные CTB сто-
ящие за EVT по данным [6,7] слиты в 
синцитиотрофобласт (STB), одновремен-
но клетки-предшественники мезо-
дермального происхождения дифферен-
цируются в эндотелиальные клетки сосу-
дов, образуя начальные капилляры, кото-
рые следуют направлению инвазии 
CTB. Кроме того, [8] считают, что они 
объединяются с CTB и STB, образуя вор-
синчатые трофобласты (VTS). Одним из 
маркеров для определения так называе-
мой «фракции роста клеточной популя-
ции» является белок Кi 67, по экспрессии 
которого можно исследовать пролифера-
тивную активность, функции белка опи-
саны [9] на молекулярном уровне, что 
дает возможность использования данного 
белка в качестве достоверного маркера 
для выявления всего пула пролиферирую-
щих клеток. Цитокератин-18 по данным 
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[10] специфически экспрессируется эпи-
телиальными клетками, такими как пла-
центарные трофобласты и является био-
маркером апоптоза клеток. Цитокератин-
18 (ЦК-18) по данным относится к семей-
ству цитокератинов I типа. Он также яв-
ляется белком промежуточных филамен-
тов, но только эпителиальных клеток, его 
основная роль заключается в защите эпи-
телиальных клеток от механических и 
немеханических повреждений, а также 
формирования контактов между клетка-
ми.  Полученные результаты M.G. Men-
dez, S. Kojima, R.D. Goldman, 2010 убеди-
тельно показали, что «…виментин кон-
трастирует с кератинами, которые явля-
ются промежуточными филаментами эпи-
телиальных клеток, кроме того он широко 
используется в качестве маркера эпители-
ально-мезенхимального перехода клеток.  
Кроме того, ряд исследователей [11, 12, 
13] особо выделяют иммунный дефицит, 
повышение агрегации эритроцитов и 
тромбоцитов, изменение коагуляционных 
свойств крови, нарушение микроциркуля-
ции с повреждением эндотелия капилля-
ров, особенно в тканях формирующейся 
плаценты; и эндокринной патологии - 
недостаточности, приводящей к наруше-
нию маточно-плацентарного кровообра-
щения и диффузно-перфузионной недо-
статочности плаценты. Таким образом, 
ранняя беременность является наиболее 
критическим периодом для роста и разви-
тия трофобласта, которые определяют 
успех плацентации. Необходимы допол-
нительные исследования плаценты для 
того, чтобы улучшить диагностические 
подходы и наше понимание данной имму-
нолокализации виментина, ЦК-18 и  
Ki-67 [11].  

Цель – установить морфологические 
изменения в плаценте у коров при ФБ/СР 
и ОБ/ПР и изучить с помощью иммуноги-
стохимических (ИГХ) методов исследова-
ния иммунолокализацию Ki-67. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ / 
MATERIALS AND METHODS 

Лабораторные исследования проведе-
ны в условиях кафедр генетических и 
репродуктивных биотехнологий, биоло-

гии, экологии и гистологии и микробио-
логии, вирусологии и иммунологии 
ФГБОУ ВО «Санкт-Петербургский госу-
дарственный университет ветеринарной 
медицины». Микроструктурному иссле-
дованию подвергались плацента: карун-
кулы, котиледоны как отдельно, так и 
всего плацентома, по 15 образцов от каж-
дой плаценты. Исследуемый материал 
получен в высокотехнологичных молоч-
ных предприятиях Ленинградской обла-
сти от животных в родах (n=5 при физио-
логически протекающей беременности 
завершившихся нормальными – спонтан-
ными родами и n=5 при осложнённой 
беременности преэклампсией/эклампсией 
завершившихся задержанием последа) 
крупного рогатого скота голштинской 
породы, возраста от 3 до 5 лет, массой от 
650 до 700 кг, с удоем от 11000 до 15000 
литров за лактацию. Возраст и масса но-
ворожденных соответствовали сроку ге-
стации. Визуально отделившиеся после-
ды соответствовали сроку созревания 
плаценты и продолжительности гестации. 
Изготовление гистологических препара-
тов выполнялось по общепринятой мето-
дике с использованием световой микро-
скопии. Фиксацию изучаемого материла 
проводили в 10% нейтральном забуфе-
ренном формалине HistoSafe (ООО 
«ЭргоПродакшн», Россия) в течение 24 
часов. После нее осуществляли промывку 
органов в водопроводной воде, обезвожи-
вание в дегидратирующем растворе Изо-
преп (ООО «ЭргоПродакшн», Россия) по 
возрастающей концентрации в несколь-
ких сериях по 30 минут в каждом. Уплот-
нение материала проводили в двух сериях 
парафиновых сред Гистомикс (ООО 
«ЭргоПродакшн», Россия) по 50 минут. 
Гистологические срезы получали на рота-
ционном микротоме «Ротмик-2» (ЗАО 
«Орион Медик», Россия) толщиной 5 
мкм, которые впоследствии монтировали 
на предметные стекла и окрашивали стан-
дартными методами для обзорного иссле-
дования (гематоксилином и эозином 
(ООО «ЭргоПродакшн», Россия) и специ-
альными методами (альциановый синий 
для выявления кислых гликозаминоглика-
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нов, ШИК-реакция для выявления 
нейтральных гликозамингликанов, (ООО 
«ЭргоПродакшн», Россия)) по общепри-
нятым методикам. Изучение и фотогра-
фирование гистологических препаратов 
проводили с использованием светоопти-
ческого микроскопа Микмед-5 ЛОМО 
(АО «Ломо», Россия) при разных увели-
чениях. Образцы плаценты для иммуно-
гистохимического исследования рассекли 
на фрагменты толщиной не менее 5 мм с 
общей площадью до 3 см2 и фиксировали 
в нейтральном 10% забуферном форма-
лине. Далее образцы карункулов и коти-
ледонов подвергали стандартным гисто-
логическим процедурам, до заключения 
их в парафиновую среду Histomix 
(Биовитрум»). Гистологические срезы 
получали на ротационном микротоме 
«Ротмик-2» (ЗАО «Орион Медик», Рос-
сия) толщиной 5 мкм, которые впослед-
ствии монтировали на предметные стек-
ла, обработанные поли-L-лизином 
(«Menzel»). Для блокирования эндоген-
ной пероксидазы срезы после депарафи-
низации инкубировали 20 минут в 3% 
перекиси водорода. Демаскировку анти-
гена осуществляли путем кипячения сре-
зов при 100ºС в цитратном буфере с 
рН=6,0 в течение 10 минут.  

Постановку иммуногистохимических 
реакций проводили с помощью 
пероксидаза-полимерной системы 
визуализации согласно инструкции 
производителя (Lab Vision, Thermo). Для 
блокирования эндогенной пероксидазы 
срезы после депарафинизации 
инкубировали 20 минут в 3% перекиси 
водорода. Демаскировку антигена 
осуществляли путем кипячения срезов 
при 100ºС в цитратном буфере с рН=6,0 в 
течение 10 минут. Затем реакцию 
визуализировали с помощью хромогена, 
такого как 3-3- диаминобензидином из 
набора протокола. На заключительном 
этапе реакции срезы докрашивали 
гематоксилином Майера. При анализе 
цифровых количественных показателей 
использовали тест Манна-Уитни, а также 
ранговый однофакторный индекс 
Крускела-Уоллиса. При статистической 

обработке цифровых данных применяли 
пакет программ STATISTICA (StatSoft 
Inc., США, версия 7.0), которая 
адаптированна к ПK Microsoft Excel 2000 
SPSS 10.0.5 for Windows. 

Индексы пролиферации определяли 
по среднему проценту меченных ядер 
клеток на 100 просмотренных клеток при 
пересчёте на 1000 клеток и оценивались: 
отсутствие реакции, слабая реакция 
(менее 20% клеток), умеренная реакция 
(20-50% клеток) и выраженная реакция – 
более 50% клеток. Характер иммуноги-
стохимической реакции оценивали визу-
ально и определяли удельное количество 
позитивно окрашенных клеток стандарти-
зированными методами морфометрии в 
иммуногистохимии. Оценку пролифера-
тивной активности производили путем 
подсчета удельного количества Ki-67-
позитивных клеток к общему количеству 
клеток. 

РЕЗУЛЬТАТЫ / RESULTS 
При обзорных методах исследования 

хорион имел типичную ворсинчатую, 
сильно разветвленную структуру. Основу 
ворсин составляла рыхлая волокнистая 
соединительная ткань с фокусами миксо-
идного строения и обильной васкуляриза-
цией. Клетки цитотрофобласта имели вид 
кубических, округло-овальных, уплощен-
ных и полигональных клеток. В плодной 
части плаценты отмечалась умеренная и 
выраженная внутриклеточная вакуолиза-
ция клеток, вследствие чего они приобре-
тали перстневидную и просветленную 
морфологию. Ядра среднего и крупного 
размера, округло-овальной формы, нор-
мохромные с одним-двумя средними и 
мелкими нуклеолами. Иногда выявлялись 
двух- и трехъядерные клетки. При нор-
мально протекающей беременности 
наблюдалось положительное диффузное 
окрашивание в области базальной мем-
браны клеток трофобласта, умеренное 
число клеток с равномерным цитоплазма-
тическим окрашиванием, располагаю-
щихся преимущественно у основания 
ворсин хориона (рис. 1А). В отдельных 
случаях отмечалось нарушение клеточ-
ных групп с подлежащей соединительной 
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тканью (слущивание). Субэпителиально 
располагалась широкая, разветвленная 
капиллярная сеть с хорошо выраженным 
полнокровием (рис. 1Б). 

В строме ворсин котеледонов реги-
стрировались тонкие коллагеновые нити, 
а ШИК-позитивные компоненты состав-
ляли межклеточное вещество маточных 
септ карункулов (рис.2А). 

При патологической беременности 
отмечали диффузное неравномерное 
окрашивание по периферии округло-
овальных, вероятно, децидуальных кле-

ток в составе карункула. Также регистри-
ровали окрашивание волокнистого мат-
рикса соединительной ткани. Пучки кол-
лагеновых волокон маточных септ набу-
хали, отмечалась локальная отслойка эпи-
телиальной выстилки, некротические 
массы вместо ворсин хориона. Фрагмент 
карункула имел хорошо выраженную 
соединительнотканную основу, характе-
ризующуюся диффузным фиброзом с 
умеренной нейтрофильной инфильтраци-
ей. Поверхность имела многочисленные 
ворсинчатые выпячивания, субтотально 

Рисунок 1А – Архитектоника плаценты коровы при физиологической беременности. 
Окраска гематоксилином и эозином. Общее увеличение 200. 

Рисунок 1Б – Архитектоника плаценты коровы при осложненной беременности. 
Окраска гематоксилином и эозином. Общее увеличение 200. 

1А 1Б 

2Б 2А 

Рисунок 2А – Структурная организация плаценты коровы при физиологической 
беременности. ШИК-реакция. Общее увеличение 200. 

Рисунок 2Б – Структурная организация плаценты коровы при осложненной  
беременности. ШИК-реакция. Общее увеличение 200. 
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замещалась поверхностными эпителизи-
рованными дефектами (вероятно, эрозия-
ми), выявлялись отдельные низкопризма-
тические группы клеток с признаками 
дистрофии в виде просветленной цито-
плазмы и с образованием в субэпители-
альной области очагов грануляционной 
ткани (рис.2Б).  

При иммуногистохимическом иссле-
довании плаценты, полученной в родах от 
клинически здоровых коров, установлена 
активная экспрессия Ki-67, которая 
наблюдалась в эпителиоцитах, выстилаю-
щих лакуны маточных крипт. Индекс 
пролиферации Ki-67 составил 36,94% 
меченных ядер клеток. В ворсинах хорио-
на митотическая активность обнаружива-
лась только в цитотрофобластах, от 20 до 
50%. При гистологическом анализе зоны 
плацентом на срезах общее количество 
ядер клеток цитотрофобластов составило 
8945±345,5. На срезах плацентом полу-

ченных от коров с осложненной беремен-
ностью, завершившейся патологическими 
родами данный показатель был равен 
27818±304,7 при статистически достовер-
ной разнице, что превосходило число кле-
ток цитотрофобласта в 3,1 раза (Таблица 
1).   

На срезах плацентом определялась Ki
-67-позитивная ядерная экспрессия анти-
гена преимущественно в зоне контакта 
ворсин хориона с криптами карункулов. 
На микропрепаратах плаценты Ki-67-
позитивные клетки определялись в коли-
честве 10276±322,8, а на срезах плацен-
том с физиологически протекающей бере-
менностью их уровень составил 
6982±45,2, что статистически достоверно 
и в среднем на 1,47 раза превышало зна-
чение данных в гистопрепаратах получен-
ных плацентом от коров с осложненной 
беременностью (рис.3А, рис.3Б). 

Таблица 1 – Морфометрические показатели пролиферативной активности клеток 
в зоне плацентом, иммуногистохимическим методом с антителами к белку Ki-67  

Группы животных 
Общее кол-во ядер 

клеток (М±m) 
Общее кол-во Ki-67 
позитивных клеток 

Индекс  
пролиферации, % 

Физиологическая 
беременность (n=5) 

8945±345,5 6982±45,2 78,05 

Осложнение  
беременности (n=5) 

27818±304,7* 10276±322,8* 36,94 

* данные достоверны относительно контроля, р ≤ 0,05. 

В плаценте коров, у которых ослож-
ненная беременность завершалась пато-
логическими родами, пролиферативная 
активность клеток эпителиоцитов вы-
стилки маточных крипт сохранялась на 
физиологическом уровне, в то время как 
отдельные ворсины хориона были полно-
стью редуцированы, а в сохранившихся 
индекс экспрессии Ki-67 составил 
36,94%. Необходимо отметить, что ре-
зультаты иммуногистохимического ис-
следования показали, что плацента коро-
вы с ФБ, где активная экспрессия Ki-67 
наблюдалась в эпителиоцитах, выстилаю-
щих лакуны маточных крипт, а в плацен-

те коров, беременность которых осложня-
лась ОБ/ПР, пролиферативная активность 
клеток выстилки маточных крипт сохра-
нялась на физиологическом уровне, в то 
время как отдельные ворсины хориона 
были полностью редуцированы, а в со-
хранившихся индекс экспрессии Ki-67 
составил от 20 до 50%. Актуальная методи-
ка использования маркера пролиферации Ki-67 
применялась и Г.Л. Снигур и А.С. Кучерявен-
ко при гистологическом и иммуногистохими-
ческом (с использованием маркера пролифера-
ции К-67) методах изучения пролиферативной 
активности клеток зоны размножения семен-
ников крыс [10].  
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Рисунок 3А – Иммунолокализация антител Ki-67 в плаценте коров при  
физиологической беременности, пероксидазно-антипероксидазный метод.  

До окраска гематоксилином Майера. Общее увеличение 200. 
Рисунок 3Б – Иммунолокализация антител Ki-67 в плаценте коров при  

осложнении, пероксидазно-антипероксидазный метод. До окраска гематоксилином 
Майера. Общее увеличение 200. 

3А 3Б 

ВЫВОДЫ / CONCLUSION 
В результате проведенного гистологи-

ческого и иммуногистохимического ис-
следования содержания промежуточных 
филаментов эпителиального и мезенхи-
мального фенотипа в плаценте коровы 
при ФБ/СР выявили присутствие большо-
го количества мелких капилляров как в 
ворсинах котиледонов, так и в карунку-
лярных криптах, равновесное соотноше-
ние мезенхимальных и эпителиальных 
структур в плаценте. Содержание боль-
шого количества промежуточного фила-
мента цитокератина-18 в клетках выстил-
ки крипт. С другой стороны, анализ эпи-
телиальных и мезенхимальных филамен-
тов в плаценте коровы при беременности, 
осложненной ОБ/ПР продемонстрировал 
снижение васкуляризации ворсин хорио-
на в котиледонах. Деградация цитокера-
тиновых филаментов, участвующих в 
формировании клеточных контактов меж-
ду цитотрофобластами ворсинчатого де-
рева плода и эпителиоцитами материн-
ской части плаценты. В плаценте коров, у 
которых осложненная беременность и 
патологические роды (ОБ/ПР), пролифе-
ративная активность клеток выстилки 
маточных крипт сохранялась на физиоло-
гическом уровне, в то время как отдель-

ные ворсины хориона были полностью 
редуцированы, а в сохранившихся экс-
прессия Ki-67 не определялась. Таким 
образом, сохранение митотического по-
тенциала в клетках материнской части 
плаценты на фоне тотального снижения 
пролиферации клеток трофобласта приво-
дит к гиперплазии маточных крипт, пол-
ностью занимая свободное пространство 
карункулов.  
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ABSTRACT 

In modern high-tech dairy enterprises, 
the problem of perinatal diseases in highly 
productive dairy cattle is acute. The current 
study presents the distribution of extracellu-
lar matrix in cows during physiological preg-
nancy ending in spontaneous labor (FB/SR) 
and complicated pregnancy with symptoms 
of preeclampsia/eclampsia ending in patho-
logical labor (OB/PR) using histological, 
histochemical (HC) and immunohistochemi-
cal (IHC) research methods. Biopsy material 
of placentas was obtained from 10 cows dur-
ing labor: from 5 cows with FB/SR and from 
5 cows with OB/PR. Samples of placentas 
from cows with FB/SR and OB/PR were 
subjected to standard histological proce-
dures. Paraffin sections of the placenta, 5 µm 
thick, were mounted on glasses treated with 
poly-L-lysine (Menzel). Using IHC studies, 
the immunolocalization of the Ki-67 bi-
omarker was studied. A histochemical study 
in the placentas of cows with FB/SR re-
vealed the presence of a large number of 
small capillaries both in the villi of the coty-
ledons and in the caruncular crypts, as well 
as an equilibrium ratio of mesenchymal and 
epithelial structures. The reaction to vi-
mentin showed degradation of fibroblasts. In 
the lumen of the crypts, only structureless 
masses and a small number of macrophage-
like cells were recorded. In addition, in the 
central part of the unchanged villi, a sharp 
decrease in the number of small capillaries 
was established, as well as a reduction in the 
terminal chorionic villi and a decrease in the 
vascularization of the remaining villi. Immu-
nolocalization of the content of intermediate 
biomarkers showed the content of a large 
amount of Ki-67 in the cells of the crypt 
lining. During pregnancy OB/PR, a decrease 
in the vascularization of chorionic villi in the 
cotyledons and degradation of cytokeratin 

filaments involved in the formation of cellu-
lar contacts between the cytotrophoblasts of 
the chorionic villi of the cotyledons of the 
fetal part of the placenta and the epithelial 
cells of the crypts of the caruncles of the 
maternal part of the placenta have been 
demonstrated, which will make it possible in 
the future to develop an enzyme-linked im-
munosorbent assay (ELISA) as a rapid – test 
for diagnosing reproductive pathologies in 
dairy cattle. Pronounced expression of the Ki
-67 protein was found in the cells lining the 
crypts of the caruncles, as well as in the cy-
toplasmic membrane of the villous cyto-
trophoblasts. In the placenta of cows whose 
pregnancy and childbirth were complicated 
by pathology, the proliferative activity of the 
cells lining the uterine crypts remained at a 
physiological level, while individual chori-
onic villi were completely reduced, and in 
those that remained, the Ki-67 expression 
index was 36.94%. 
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