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Привычное невынашивание беременности является одной из наиболее актуальных проблем в акушерстве и гинеколо-
гии. Проведено исследование антиоксидантной активности плазмы крови методом кинетической хемилюминесцен-
ции, определение триптофановой флуоресценции использовали для оценки окислительной модификации альбумина.  
В исследовании приняли участие 28 беременных женщин с угрозой прерывания беременности (УПБ), у 19 из которых 
был установлен диагноз привычного невынашивания, и у 9 женщин — неразвивающейся беременности (НБ). В группу 
контроля 1 (К1) включили 61 женщину с нормальным течением беременности, в группу контроля 2 (К2) — 22 небере-
менные женщины, в группу контроля 3 (К3) — 5 женщин после самопроизвольного выкидыша (до 22 нед).
Результаты показали, что после самопроизвольного аборта происходит снижение антиоксидантной ёмкости плаз-
мы, что свидетельствует о развитии окислительного стресса; напротив, у женщин с неразвивающейся беременно-
стью антиоксидантная ёмкость была выше. При определении доли окисленного альбумина у всех пациенток, кроме 
небеременных женщин, отмечались отрицательные значения, указывающие на наличие специфических антител или, 
возможно, цитокинов, обладающих триптофановой флуоресценцией.
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The habitual miscarriage of the pregnancy is one of the most urgent problems in obstetrics and gynecology. There was performed 
a study of the antioxidant activity of blood plasma by kinetic chemiluminescence, the determination of tryptophan fluorescence 
was used to evaluate the oxidative modification of albumin. The study included 28 pregnant women with the threat of abortion 
(TA), 19 of them had a diagnosis of habitual miscarriage, and 9 women — an undeveloped pregnancy. The control group 
1 included 61 women with normal pregnancy, the control group 2 — 22 nonpregnant women, control group 3 — 5 women 
after spontaneous miscarriage (up to 22 weeks).The results showed spontaneous abortion to be followed by the decline in the 
antioxidant capacity of the plasma, which indicates to the development of oxidative stress; on the contrary, in women with 
an undeveloped pregnancy, the antioxidant capacity was higher. In the determination of the proportion of oxidized albumin 
in all patients, but nonpregnant women, there were noted negative values indicating to the presence of specific antibodies or, 
possibly, cytokines possessing tryptophan fluorescence.
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Введение
Невынашивание беременности — одна из основных 

проблем современного акушерства и гинекологии. Не-
смотря на успехи в диагностике и лечении, частота дан-

ной патологии неуклонно растёт и не имеет тенденции 
к снижению. Особого внимания заслуживает привыч-
ное невынашивание беременности (ПНБ) ввиду своего 
влияния на уровень рождаемости, репродуктивное и 
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психологическое здоровье женщин. Частота невына-
шивания беременности составляет 15—27% от обще-
го числа всех выявленных беременностей, при этом 
на долю ПНБ приходится около 5—20%. К наиболее 
частым причинам ПНБ относят эндокринные, генети-
ческие, иммунологические, гемостазиологические на-
рушения репродуктивной системы, бактериальные и ви-
русные инфекции [1, 2]. Однако имеется группа пациен-
ток, генез ПНБ у которых не ясен — это идиопатические 
причины, и это свидетельствует о других возможных 
патофизиологических механизмах, запускающих цепоч-
ку реакций, приводящих к выкидышу. Эмпирический 
подход к выбору терапии у таких пациенток не позво-
ляет спрогнозировать и снизить частоту ПНБ [3, 4].

В последние годы сфера научных интересов иссле-
дователей сместилась к роли иммунологических на-
рушений между организмом матери и развивающим-
ся плодом [5]. Иммунные механизмы, опосредующие 
выкидыши и преждевременные роды, в том числе при 
инфекционной патологии, остаются малоизученными. 
Большой интерес представляет изучение при беремен-
ности особой популяции лимфоидных клеток — на-
туральных киллеров (NK-клеток) [6, 7]. Именно они, 
осуществляя контроль над клеточным ростом и унич-
тожая поражённые вирусами клетки, могут быть од-
ним из основных звеньев, регулирующих отторжение 
плода. В момент имплантации оплодотворённой яйце-
клетки происходит усиленное накопление NK-клеток, 
Т-лимфоцитов, а также макрофагов. Активация NK-
клеток, фагоцитов в крови и повышение радикал-про-
дуцирующей способности клеток приводит к выбросу 
провоспалительных цитокинов, лизосомных фермен-
тов, приводящему к деструктивным процессам в клет-
ках и сосудистом эндотелии.

В последнее время появляется всё больше публи-
каций, посвящённых участию свободнорадикальных 
процессов в механизме развития невынашивании бере-
менности.

Изменения в тканях плаценты под действием про-
цессов свободнорадикального окисления (СРО), вы-
зывающих повреждения структуры и нарушение про-
ницаемости клеточных мембран, играют немаловаж-
ную роль в патогенезе невынашивания беременности 
[8—10]. Данные деструктивные процессы возникают 
вследствие проявляющегося дисбаланса между интен-
сивностью СРО и эффективностью системы антиради-
кальной защиты. Однако вопросы, связанные с изуче-
нием механизмов генерации активных форм кислорода 
(АФК) и активностью антиоксидантной защиты, у жен-
щин с ПНБ остаются практически не изученными.

Материал и методы
В проспективное исследование включили 28 бере-

менных женщин с угрозой прерывания беременности 
(УПБ), у 19 из которых был установлен диагноз при-
вычного невынашивания, и 9 женщин с неразвиваю-
щейся беременностью (НБ). В группу контроля 1 (К1) 

включили 61 женщину с нормальным течением бере-
менности, в группу контроля 2 (К2) — 24 небеременные 
женщины, в группу контроля 3 (К3) — 5 женщин после 
самопроизвольного выкидыша (до 22 нед). Все пациент-
ки наблюдались в гинекологическом и акушерском от-
делениях ГБУЗ МО «Дмитровская городская больница». 
Средний возраст пациенток составил 29,7 ± 5,7 года.

Критерии исключения: экстрагенитальные и инфек-
ционные заболевания, генетические аномалии, маточ-
ная патология (пороки развития матки, миома матки и 
т. д.). Все пациентки подписали информированное со-
гласие на добровольное участие в исследовании, пред-
варительно ознакомившись с его условиями и целями.

Обследование больных проводилось по стандартам 
для беременных женщин и включало в себя изучение 
анамнеза, физическое обследование, лабораторные и 
инструментальные методы. Кровь для исследования 
брали из кубитальной вены в вакутейнеры с гепарином 
(конечная концентрация гепарина 5 ЕД/мл); хранение 
крови осуществляли при температуре 4°С.

Общая характеристика больных
В группе из 28 беременных женщин с УПБ (из них 

19 пациенток с ПНБ) средний срок беременности со-
ставил 19,3 ± 7,6 нед. Угроза прерывания проявлялась 
тянущими болями внизу живота, скудными кровяни-
стыми выделения из половых путей. У двух женщин 
произошла гибель эмбриона. У остальных пациенток 
беременность завершилась самопроизвольным выки-
дышем или преждевременными родами.

В группе пациенток с неразвивающейся беремен-
ностью (n = 9) диагноз устанавливался на основании 
ультразвукового исследования. Средний срок беремен-
ности составил 6,1 ± 1,5 нед. В группе К1, включавшей 
61 пациентку, беременность у которых закончилась 
срочными родами, средний срок беременности соста-
вил 15,6 ± 8,3 нед.

В группе небеременных здоровых женщин (К2) 
средний возраст составил 29,6 года. Группа женщин 
после самопроизвольного выкидыша включала 5 паци-
енток с давностью выкидыша от 4,5 до 48 ч.

Методики исследования
Определение антиоксидантной активности плаз-

мы крови методом кинетической хемилюминесценции
Оценку антиоксидантной активности (АОА) плазмы 

крови проводили с помощью методики, основанной на 
подавлении хемилюминесценции (ХЛ). Источником 
свободных радикалов в системе являлось диазосоеди-
нение — 2’-азо-бис(2-амидинопропан) дигидрохлорид 
(АБАП, «Fluka»). В качестве хемилюминесцентного зон-
да использовали люминол (5-амино-1,2,3,4-тетрагидро-
1,4-фталазиндион, гидразид 3-аминофталевой кисло-
ты, «Sigma-Aldrich»). Хемилюминесцентный анализ 
плазмы проводили на однокюветном хемилюминоме-
тре SmartLum 100 («ДИСофт», Россия) [11].

В микропробирку объемом 1,5 мл помещали 50 мкл 
50 мМ раствора АБАП и 20,0 мкл 0,1 мМ люминола. 
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Смесь перемешивали в течение двух минут на встря-
хивателе «Vortex yellow line tts2» при частоте 1400 об/
мин и инкубировали 20 мин в темноте при комнатной 
температуре. Образование свободных радикалов в си-
стеме инициировали добавлением в кювету 930 мкл на-
гретого (37°C) фосфатного буферного раствора (100 мМ 
KH2PO4, pH 7,4; «Sigma», США) к 70,0 мкл смеси АБАП 
и люминола. Помещали пробирку в кюветное отделе-
ние хемилюминометра. Регистрировали свечение до 
достижения стационарного уровня (I0) при 37°C, затем 
добавляли 10 мкл плазмы крови, предварительно раз-
бавленной в 10 раз фосфатным буферным раствором. 
После добавления плазмы крови свечение прекраща-
лось благодаря нейтрализации радикалов антиоксидан-
тами плазмы крови, прежде всего мочевой кислотой. 
После расходования антиоксидантов происходило на-
растание свечения и достижение нового стационарного 
уровня I (рис. 1). Общий объём пробы в кювете состав-
лял 1,000 мл.

В качестве аналитического сигнала использовали S 
(АОА) — площадь над кривой, «вырезаемую» антиок-
сидантами.

Триптофановая флуоресценция как метод оценки 
окислительной модификации альбумина

Спектры флуоресценции регистрировали на спек-
трофлуориметре RF-5301PC («Shimadzu», Япония) в 
кварцевых кюветах с длиной оптического пути 1,00 см.

Предварительно из плазмы крови отделяли гло-
булины — к 100 мкл плазмы добавляли равное ко-
личество насыщенного раствора сульфата аммония 
((NH4)2SO4, «Sigma-Aldrich», США), при этом глобули-
ны осаждались, а альбумин оставался в растворе. Об-
разовавшийся осадок отделяли центрифугированием в 
течение 10 мин при 450 g (микроцентрифуга MiniSpin, 
«Eppendorf», Нидерланды). Использование сульфата 
аммония в качестве высаливателя не оказывало меша-
ющего влияния на проведение спектрофлуориметриче-
ских исследований.

Полученную безглобулиновую плазму предвари-
тельно разбавляли в 500 раз в 100 мМ фосфатном бу-
ферном растворе (pH 7,4) и одновременно регистриро-
вали спектр флуоресценции и спектр поглощения. Для 
расчёта доли окисленного альбумина (ДОА) использо-
вали формулу:

(I0 – I)
                              ДОА =             ,

I0

где I — флуоресценция альбумина в исследуемой плаз-
ме (λex = 260 нм, λmax = 335 нм), I0 — флуоресценция 
чистого альбумина в концентрации, равной концен-
трации альбумина в плазме, определённой биохимиче-
ским методом.

Осаждение циркулирующих иммунных комплексов с 
помощью полиэтиленгликоля

Для осаждения возможных циркулирующих им-
мунных комплексов (ЦИК) использовали методику от-

деления ЦИК, согласно которой 80 мкл 24% раствора 
полиэтиленгликоля — ПЭГ-6000 («Panreac», Испания) 
добавляют к 420 мкл плазмы крови и инкубируют в те-
чение 15 мин. При наличии осадка его следует отделять 
центрифугированием в течение 10 мин при 450 g.

Для статистического анализа использовали пакет 
GraphPad Prism 6 (США). Результаты представлены в 
виде медианы и межквартильного размаха. Нормаль-
ность распределения данных оценивали с использо-
ванием критерия Шапиро—Уилка (p > 0,05). Досто-
верность различия между группами определяли с по-
мощью непараметрического критерия Манна—Уитни. 
Различия признавали статистически достоверными 
при уровне значимости p < 0,05.

Результаты
Пациентки из группы УПБ получали терапию: гор-

мональную (дюфастон, утрожестан) в терапевтических 
дозировках, гемостатическую, спазмолитическую, а 
также по показаниям антибактериальную.

Проверку данных на нормальность распределения 
групп проводили по критерию Шапиро—Уилка. Рас-
пределение в группах для параметра S (АОА) не было 
нормальным, и последующий анализ проводили, ис-
пользуя непараметрический критерий Манна—Уитни.

У пациенток после самопроизвольного аборта от-
мечалось достоверное снижение АОА по сравнению с 
показателями групп К2 (p = 0,004) и УПБ (p = 0,04). 
Это может свидетельствовать об истощении антиок-
сидантной ёмкости плазмы крови перед выкидышем 
либо вследствие него (рис. 2). Напротив, более высо-
кий уровень АОА отмечался у группы пациенток с не-
развивающейся беременностью, а также у 2 пациенток 
из группы УПБ с последующим замиранием развития 
плода.

В обследованной группе здоровых женщин — К2 
(n = 22) определены границы референсного интервала, 
куда попали 95% показателей (границы нормы, которые 
составили 195—405 усл. ед, медиана 320). Из сопостав-
ления данных следует, что в группе здоровых беремен-
ных есть случаи, выходящие за пределы нормальных 
значений как в меньшую, так и в большую сторону.

Рис. 1. Типичная кривая развития хемилюминесценции при 
исследовании антиоксидантных свойств плазмы крови  
(Iхл — интенсивность хемилюминесценции).
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Описательная статистика АОА для исследованных 
групп представлена в таблице.

При сравнительной характеристике ДОА в группе 
женщин после самопроизвольного выкидыша оказа-
лась достоверно ниже по отношению к показателям 
группы К2 (p = 0,02) и группы К1 (p = 0,06) (рис. 3).

В некоторых случаях показатель ДОА принимал от-
рицательные значения, что свидетельствовало о нали-
чии белковых компонентов, вносящих вклад в трипто-
фановую флуоресценцию. Сделано предположение, что 
такими мешающими компонентами могут оказаться 
ЦИК, цитокины или специфические антитела. При по-
пытке осаждения ЦИК с помощью полиэтиленгликоля 
из безглобулиновой плазмы ни в одном случае не было 
обнаружено ЦИК. Таким образом, гипотеза о наличии 
цитокинов или специфических анитител нуждается в 
дальнейшей проверке.

При сравнении показателей групп К1 и К2 не было 
выявлено статистически значимых различий, однако 
в группе К2 отмечался больший разброс в значениях 
ДОА: размах варьирования для К1: –24…88, медиана 31, 
для К2: 12—43, медиана 37. У трёх пациенток были от-
рицательные значения ДОА, а в пяти случаях значения 
оказались выше нормы (больше 60 мкг/мл).

Обсуждение
В настоящее время проблеме иммунологических 

взаимоотношений в системе мать—плод уделяется 
особое внимание. Известно, что выживаемость семи-
аллогенного плода напрямую связана с угнетением 
иммунного ответа и перераспределением субпопуля-
ции лимфоцитов в организме матери [1]. При физио-
логическом течении беременности отмечено домини-
рование Th2-типа иммунного ответа, отвечающего за 
преимущественно гуморальные реакции, гемопоэз, 

ангиогенез. Сдвиг ответа в сторону Th1 приводит к 
активации антигенспецифических цитотоксических 
Т-лимфоцитов, активизации макрофагов, натураль-
ных киллеров и провоспалительных цитокинов (ин-
терферон, ИЛ-1, ИЛ-2, TNFα) [6, 12]. Источником ци-
токинов в организме беременной женщины являются 
активизированные NK-клетки, присутствующие в 80% 
в децидуальной оболочке матки, а также клетки фето-
плацентарного комплекса [13]. В литературе описано 
протективное влияние прогестерона на развитие бере-
менности как мощного иммуносупрессора, действую-
щего путём опосредованного влияния через систему 
цитокинов [12]. В момент взаимодействия прогестеро-
на с рецепторами T-клетки СД8+ продуцируют проге-
стерон-индуцированный блокирующий фактор (PIBF), 
который, воздействуя на иммунокомпетентные клетки, 
направляет иммунный ответ матери в сторону менее 
активных NK-клеток, несущих маркеры CD56+, CD16-. 
При наличии этих клеток иммунный ответ матери бу-
дет через Th2-типа. При низком содержании прогесте-
рона или поражении рецепторного аппарата иммунный 
ответ матери на трофобласт сдвигается в сторону лим-
фокинактивных киллеров (LAK) с продукцией провос-
палительных цитокинов. Провоспалительные цитоки-
ны ограничивают инвазию трофобласта, нарушая его 
нормальное формирование, вызывают активацию про-
тромбиназы, что обусловливает тромбозы, инфаркты и 
его отслойку, что в конечном счёте приводит к выки-
дышу [7].

В настоящее время уделяется большое внимание 
различным субпопуляциям натуральных киллеров, 
различающихся по плотности экспрессии CD56 и CD16 
[14]. Существуют два подмножества CD56 NK-клеток: 
высокоцитотоксичные клетки CD56dim, которые состав-
ляют более 90% NK-клеток в периферической крови, 
и менее цитотоксичные, но эффективно продуцирую-
щие цитокины CD56bright. Было проведено исследование 
восприимчивости данных групп клеток к воздействию 
активных форм кислорода в присутствии окислителей. 
Установлено, что подмножество CD56bright клеток NK, в 
отличие от клеток CD56dim, остаётся жизнеспособным 
и функционально не повреждённым после воздействия 
радикалов. Клетки CD56bright отличались высокой спо-
собностью к нейтрализации окислителей и повышен-

Рис. 2. Диаграмма сравнительной характеристики параме-
тра S (АОА) по группам.
Значения представлены в виде: медиана ± межквартильный раз-
мах; здесь и на рис. 3: НБ — группа пациенток с неразвивающей-
ся беременностью; К3 — группа женщин после самопроизволь-
ного выкидыша; К2 — группа небеременных женщин; К1 — жен-
щины с нормально протекающей беременностью; УПБ — группа 
пациенток с угрозой выкидыша.
* — различия достоверны относительно показателей группы 
К3 (критерий Манна—Уитни; p < 0,04).

Антиоксидантная активность плазмы крови у па-
ци енток исследованных групп: медиана и размах 
варьирования 

Группа
АОА, усл. ед.

медиана размах варьирования

Беременные женщины 285 110—890
Беременные с угрозой 
прерывания

325 140—850

Пациентки после  
выкидыша

205 135—300

Пациентки с неразвиваю-
щейся беременностью

380 190—890
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ной экспрессией антиокислительных тиолов на поверх-
ности клеток. Это указывает на то, что клетки CD56bright 
NK снабжены эффективной антиоксидантной защит-
ной системой.

На основании анализа ХЛ-кривых можно предпо-
ложить, что во время самопроизвольного аборта про-
исходит снижение антиоксидантной ёмкости плазмы. 
Эти данные косвенно свидетельствуют о развитии 
окислительного стресса в момент выкидыша в тканях 
фетоплацентарной системы и резком снижении уровня 
прогестерона.

Повышение АОА плазмы крови у пациенток в груп-
пе с неразвивающейся беременностью, возможно, свя-
зано с накоплением различных токсических веществ с 
антиоксидантными свойствами, являющихся продук-
том лизиса погибшего эмбриона, а также с гормональ-
ной поддерживающей терапией препаратами прогесте-
рона, обладающими иммуносупрессивными эффекта-
ми. У двух пациенток из группы УПБ с последующим 
замиранием развития плода отмечался более высокий 
уровень АОА, что может являться прогностическим 
фактором. Эти данные указывают на необходимость 
определения эндогенного уровня прогестерона и инди-
видуального подхода к подбору дозировки и длитель-
ности терапии.

Из сопоставления данных следует, что в группе здо-
ровых беременных есть случаи, когда показатели вы-
ходят за пределы нормальных значений как в меньшую, 
так и в большую сторону. Возможно, для женщин со 
сниженной АОА требуется терапия антиоксидантами. 
Повышенные значения могут свидетельствовать или 
о компенсации оксидативного стресса, или быть след-
ствием несбалансированной гормональной терапии.

При определении доли окисленного альбумина ме-
тодом флуоресценции отмечались отрицательные по-
казатели во всех группах, кроме небеременных жен-
щин (К2). Эти данные указывают на наличие у бере-
менных женщин специфических белковых молекул, 
обладающих триптофановой флуоресценцией. Такими 

молекулами могут выступать ЦИК, цитокины или ан-
титела. Экспериментально было проведено определе-
ние ЦИК, однако ни в одном случае ЦИК не осажда-
лись. Наибольшие отрицательные значения ДОА были 
зарегистрированы в группе пациенток после самопро-
извольного выкидыша, что подтверждает роль провос-
палительных цитокинов в инициации родовой деятель-
ности.

Известен TRALI-синдром, при котором развивается 
острый респираторный дистресс-синдром в первые 4 ч 
после переливания донорской крови и её компонентов 
от рожавших женщин [15]. Патогенез этого синдрома 
до конца не изучен. Установлено, что в крови донора 
присутствуют специфические антилейкоцитарные 
антитела классов I, II системы HLA (human leucocytes 
antigen) с последующим их взаимодействием с соот-
ветствующими антигенами лейкоцитов реципиента. 
Основными клетками, вовлекаемыми в патологиче-
ский процесс, являются нейтрофилы. Взаимодействие 
между антителами и родственными антигенами вы-
зывает активацию нейтрофилов, их секвестрацию и 
повреждение эндотелиального барьера лёгочных ка-
пилляров. Это повреждение служит основой для раз-
вития TRALI-синдрома, при котором выделяемые ней-
трофилами цитокины (IL-1, IL-6, IL-8, фактор некроза 
опухолей TNFα), протеолитический фермент эластаза 
и активные радикалы кислорода инициируют каскад 
иммунологических реакций с дальнейшим поврежде-
нием сосудистого и альвеолярного эндотелия и про-
потеванием плазмы в альвеолярное пространство. Эти 
данные указывают на возможное наличие аутоантител 
у беременных женщин с отрицательными показателя-
ми ДОА, что требует дальнейших исследований в этой 
области.

Заключение
Для оценки оксидативного статуса плазмы крови 

использованы две люминесцентные методики, по-
зволяющие определить антиоксидантную активность 
плазмы и долю окисленного альбумина как параметр, 
характеризующий глубину системного оксидативного 
стресса, а также транспортные свойства альбумина. 
Эти методики являются простыми, экспрессными и не-
дорогими и могут быть использованы в рутинной кли-
нической практике.

При сопоставлении АОА плазмы у здоровых не-
беременных женщин, здоровых беременных женщин, 
беременных с угрозой прерывания, пациенток после 
выкидыша и беременных с неразвивающейся беремен-
ностью достоверные различия были получены только 
для группы после выкидыша — АОА оказалась значи-
мо ниже, что свидетельствует о расходовании антиок-
сидантов крови из-за развивающегося оксидативного 
стресса в момент прерывания беременности.

Параметр, характеризующий долю окисленного 
альбумина (ДОА), также значимо отличался для груп-
пы пациенток с выкидышем. Однако значения этого па-

Рис. 3. Сравнительная характеристика параметра ДОА по 
группам пациенток.
Значения представлены в виде: медиана ± межквартильный раз-
мах.
* — различия достоверны относительно показателей группы 
К3 (критерий Манна—Уитни, p < 0,01).
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раметра были не повышены, а снижены, и в некоторых 
случаях даже становились отрицательными, что свиде-
тельствует о наличии в крови антител либо цитокинов, 
которые могут обусловливать триптофановую флуо-
ресценцию. Показано, что эти вещества не являются 
ЦИК, и для выяснения их природы требуются дальней-
шие исследования.

Для группы здоровых небеременных женщин ДОА 
не превышала 50 мкг/мл, что является нормой и сви-
детельствует о сохранной транспортной функции аль-
бумина. В группе здоровых беременных отмечались 
повышенные значения ДОА (до 90 мкг/мл), что сви-
детельствует о выраженном системном оксидативном 
стрессе и нарушении транспортной функции альбуми-
на. С клинической точки зрения, можно думать о воз-
можных отклонениях течения беременности, таких как 
гестозы, фетоплацентарная недостаточность и др. Эти 
исследования должны быть продолжены с включением 
большей когорты пациенток.
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