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Резюме. Цель исследований – определение интенсивности иммунолокализации промежуточных филаментов 
эпителиального и мезенхимального типов в последе коров при задержании плаценты. В качестве материала ис-
следования использовались плаценты коров голштинской породы, для этого сформировали две группы: кон-
трольную (n=10) – животные с нормальным отелом и опытную (n=10) – животные с задержанием последа. Фраг-
менты последов толщиной 5 мм фиксировали в 10 % нейтральном забуференном формалине и заключали в па-
рафиновую среду Histomix («Биовитрум»). Для измерения диаметра ворсин аллантохориона использовали мик-
роскопию при увеличении 2500× (25×100). Срезы получали на ультратоме LKB-III, контрастировали растворами 
уранилацетата и цитрата свинца и напыляли тонким слоем углерода, изучали с помощью электронного микро-
скопа JEM-100S в сканирующем режиме. Визуализировали фибробласты при увеличении 14000× (140×100) с ша-
гом 2,14 мкм и при увеличении 30800× (308×100) с шагом 0,65 мкм. Для гистологической оценки тканей последа, 
полученных от коров обеих групп, применяли стандартные методы. При задержании последа было выявлено 
увеличение количества фибробластов на 18 % и макрофагов более 30 % по сравнению с контролем. Отмечалась 
повышенная плотность митохондрий – на 52 % на поверхности и 43 % в объеме цитоплазмы. Индекс ЦК-4 соста-
вил 76,0 %. Количество клеток цитотрофобласта значительно возрастало при задержке последа (21112±414 про-
тив 6944±312 в норме). Доля клеток с мечеными ядрами, определяемая индексом ЦК-18, составила 75,8 %, а 
митотическая активность в ворсинах аллантохориона составляла менее 20 %. Общее количество ядер клеток ци-
тотрофобластов в контрольной группе составило 6485±453, а при патологии было увеличено число клеток цито-
трофобласта (21704±1247). Количество Ki-67-положительных клеток составило 24176±322, а их уровень – 
6982±352. У коров с задержанием последа этот уровень был в среднем на 65,8 % ниже. ЦК-4, ЦК-18 и Ki-67 обла-
дают прогностической ценностью в отношении риска развития патологического течения родов. 
Ключевые слова: цитокератины, плацентарные ткани, крупный рогатый скот, гистологические препараты, имму-
ногистохимия. 
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Abstract. The aim of this study was to determine the intensity of immunolocalization of epithelial and mesenchymal 
intermediate filaments in the placenta of cows with retained placenta. Placentas from Holstein cows were used as the 
study material. Two groups were formed: a control group (n=10) of animals with normal calving, and an experimental 
group (n=10) of animals with retained placentas. Placental fragments (5 mm thick) were fixed in 10% neutral buffered 
formalin and embedded in Histomix paraffin medium (Biovitrum). Allantochorion villus diameter was measured using 
microscopy at 2500× magnification (25×100). Sections were obtained on an LKB-III ultratome, contrasted with uranyl 
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acetate and lead citrate solutions, sputtered with a thin layer of carbon, and examined using a JEM-100S electron micro-
scope in scanning mode. Fibroblasts were visualized at a magnification of 14,000× (140×100) with a step of 2.14 μm and 
at a magnification of 30,800× (308×100) with a step of 0.65 μm. Standard methods were used for histological evaluation 
of placental tissues obtained from cows of both groups. Upon retention of the placenta, an increase in the number of 
fibroblasts (by 18%) and macrophages (more than 30%) was detected compared to the control. An increased mitochon-
drial density was noted (by 52% on the surface and 43% in the cytoplasmic volume). The CK-4 index was 76.0%. The 
cytotrophoblast cell count increased significantly with retained placenta (21,112±414 versus 6,944±312 in the normal 
group). The proportion of cells with labeled nuclei, determined by the CK-18 index, was 75.8%, and mitotic activity in 
the allantochorion villi was less than 20%. The total number of cytotrophoblast cell nuclei in the control group was 
6,485±453, while in pathology, the number of cytotrophoblast cells was increased (21,704±1247). The number of Ki-67-
positive cells was 24,176±322, and their level was 6,982±352. This level was, on average, 65.8% lower among cows with 
retained placenta. CK-4, CK-18, and Ki-67 have prognostic value regarding the risk of developing pathological parturition.  
Keywords: cytokeratins, placental tissue, cattle, histological preparations, immunohistochemistry. 
For citation: Avdeenko V. S., Moroz A. I., Batrakov A. Ya. Assessment of cytokeratin expression in the placenta of cows in 
the event of complicated labor // Vestnik of Ulyanovsk state agricultural academy. 2025.3 (71): 93-99 
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Введение 
В современных высокотехнологичных живот-

новодческих комплексах особенно напряженной яв-
ляется проблема, связанная с перинатальными за-
болеваниями, которые до сих пор находятся на ста-
дии изучения [1]. И хотя в научной литературе име-
ются публикации, посвященные данной теме [2], и 
даже существуют первые научные гипотезы [3], тем 
не менее программы разведения молочного ското-
водства до сих пор не включают в себя стандартизи-
рованных методов экспресс-диагностики репродук-
тивных и неонатальных патологий животных. На се-
годняшний день нет общепринятой концепции по 
поводу оптимального прогнозирования данных за-
болеваний в будущем.  

У высокопродуктивного дойного стада метабо-
лические процессы имеют особые физиологические 
свойства, оказывающие влияние на формирование 
и видоизменение плаценты, а также на эпители-
ально-мезенхимальный переход, что может спрово-
цировать осложнения во время родов, особенно в 
последнюю их стадию, и развитие репродуктивных 
патологий в послеродовой период [4, 5]. 

Согласно исследованиям Li H. и соавторов для 
оценки состояния плаценты учитываются такие мор-
фологические характеристики, как «…иммуномоду-
лирующие свойства мезенхимальных стволовых 
клеток, связь с метаболизмом, митотический индекс 
и наличие выраженности фокусов апаптоза эпители-
ально-мезенхимных клеток синцитиотрофобла-
стов» [6].  

Ряд исследователей [7, 8, 9] предлагают ис-
пользовать условные значения индексов цитокера-
тинов (ЦК) ЦК-4, ЦК-18 и Ki-67 в качестве дополни-
тельных диагностических индикаторов. Цитокерати-
нами принято называть трансмембранные белки, 
которые участвуют в межклеточной адгезии, морфо-
генезе и гистогенезе тканей. 

Систематические исследования сигнальной ак-
тивности цитокинов на тканевом и одноклеточном 
уровнях, проведенные [10, 11, 12], показали подав-
ление активности каспазы в активированных PBMC, 
а также мониторинг PS+ живых CD3+ или живых 

CD4+/CD3+ митоген-активированных PBMC был до-
зозависимым, воспроизводимым, надежным и оче-
видным в самый ранний момент времени 2 h, хотя 
со временем не наблюдалось увеличения процент-
ного содержания клеток PS+ [13, 14, 15].  

Цель исследований – установить интенсив-
ность иммунолокализации промежуточных фила-
ментов, характеризующих эпителиальный и мезен-
химальный типы клеток, в последе коров при ослож-
ненных случаях гестации и родовой деятельности. 

Материалы и методы 
Исследования были выполнены при участии 

специалистов кафедр «Генетических и репродуктив-
ных биотехнологий» и «Биологии, экологии и гисто-
логии» Санкт-Петербургского государственного уни-
верситета ветеринарной медицины. В качестве объ-
екта исследования выступали последы молочного 
скота при физиологически протекающих беремен-
ности и родах (n=10, контрольная группа) и при бе-
ременности и родовой деятельности с осложнени-
ями (n=10, опытная группа). 

В ходе исследования заготавливали фрагменты 
последов толщиной 5 мм с последующей фиксацией 
в нейтральном 10 % забуференном формалине, да-
лее их заключали в парафиновую среду Histomix 
«Биовитрум». Перед электронной микроскопией па-
рафиновые блоки подвергали вторичной фиксации 
в 1 %-ном растворе OsO4 (тетроксид осмия) на фос-
фатном буфере (рН 7,4). После фиксации материал 
дегидратировали в спиртах восходящей концентра-
ции и заливали в эпоксидную смолу, в последую-
щем на микротоме получали срезы толщиной 
1 мкм. Для визуализации структур клеток использо-
вали окрашивание C15H16ClN3S (толуидиновый си-
ний). Окрашенные срезы исследовали с помощью 
светового микроскопа Микмед-5 ЛОМО. 

Измерение диаметра ворсин аллантохориона 
проводили при увеличении в 25×100 раз. Ультратон-
кие срезы получали на ультратоме LKB-III, обрабаты-
вали их UO2(CH3COO)2∙2H2O (уксуснокислый уранил 
кристаллогидрат) и Pb3(C6H5O7)2 (цитрат свинца) с 
последующим покрытием их тонким слоем С (угле-
род). Срезы изучали с использованием электронного 
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микроскопа JEM-100S в сканирующем режиме. Фиб-
робласты визуализировали под микроскопом при уве-
личении в 140×100 раз с шагом 2,14 мкм и при увеличе-
нии 308×100 раз с шагом 0,65 мкм.  

Обработанные поли-L-лизином (C6H12N2O)n срезы 
последов толщиной 5 мкм монтировали на стекла. Де-
парафинизацию осуществляли с применением перок-
сидаза-полимерной системы, строго следуя инструкции 
производителя (Lab Vision, Thermo, США). Для выявле-
ния антител использовали 10-минутное кипячение сре-
зов в цитратном буфере (рН=6,0) при 100ºС. Перокси-
дазу проявляли с помощью 3-3-диаминобензидина, 
для финального окрашивания срезов применяли ге-
матоксилин Майера.  

На завершающем этапе исследования полученные 
результаты были подвергнуты статобиометрической об-
работке для определения критерия достоверности. Для 
анализа данных использовали программный комплекс 
STATISTICA версии 7.0 (разработка StatSoft Inc., США), оп-
тимизированный для работы с табличным редактором 

Microsoft Excel 2000 и статистическим пакетом SPSS 
10.0.5 для Windows. 

Результаты  
Плотность клеточных структур в толщине среза 

[(мкм3/мкл2)10-4] плаценты у коров представлена в таб-
лице 1. 

При осложнении родовой деятельности у коров в 
материнской части плаценты макрофагов оказалось в 
7,9 раза меньше, чем в плодной части. Численная плот-
ность фибробластов была на 18 % больше, а макро-
фагов – на 30 %, в сравнении с физиологически протека-
ющим отелом. Количество митохондрий, приходящихся 
на единицу площади цитоплазмы, увеличилось на 52 %, 
а доля объема, занимаемая ими, стала больше на 43 %. 
Было зафиксировано повышение плотностей грануляр-
ного эндоплазматического ретикулума (объемной – на 
34 %, поверхностной – на 25 %). Также отмечали увели-
чение численности свободных рибосом на 25 % и скоп-
ление коллагеновых волокон в межворсинчатом про-
странстве котиледона.  

 
Таблица 1. Плотность эпителиальных и мезенхимальных клеток в срезе плаценты коров при физиологи-

чески протекающей гестации и родах, а также при осложненной гестации и патологических родах 

Морфометрический параметр 
Котиледоны Карункулы 

норма  патология норма патология 
Фибробласты, [(мкм3/мкл2)10-4] 6,64±0,34 7,23±0,26* 15,12±2,17 12,87±1,23* 

Макрофаги, [(мкм3/мкл2)10-4] 0,32±0,06 0,97±0,02** 0,15±0,001 5,71±0,32** 
Гранулоцитарные, моноцитар-

ные лимфоциты, 
[(мкм3/мкл2)10-4] 

9,54±0,62 7,26±0,62* 1,46±0,33 0,95±0,15** 

Примечание: *р≤0,05; **р≤0,01; *** р≤0,001 

 

Стереометрические характеристики фибробла-
стов карункулярной ткани, включающие в себя пло-
щадь ядра, объемную и поверхностную плотность 
митохондрий и гранулярного эндоплазматического 
ретикулума, число свободных рибосом и полисом, 
существенно превышали показатели хориальных 
клеток фибробластического ряда. 

Локализация эпителиальных и мезенхималь-
ных элементов и их соотношение во внеклеточном 
пространстве на единицу площади котиледона со-
держит много фибрилярных коллагеновых волокон 
(рис. 1). 

При физиологическом течении родовой дея-
тельности в структурах аллантохориона у коров от-
мечали участки без коллагеновых волокон. Локусы 
гомогенизированного коллагена и гетерогенные 
уровни фуксинофилии пучков коллагеновых воло-
кон наблюдаются именно при патологии в материн-
ской части плаценты. Содержание промежуточных 
филаментов в плаценте коровы в норме ЦК-4 поло-
жительных клеток преимущественно фибропласти-
ческого ряда составляли соединительно-тканный 
матрикс маточных крипт карункулов, а также вхо-
дили в состав стромы ворсин аллантохориона. В об-
ласти ворсин наблюдалось скопление иммунореак-
тивных к ЦК-4 клеток, составляющих структуру сте-
нок сосудов – эндотелиоцитов (рис. 2а). Ворсины ал-
лантохориона демонстрировали повышенную 

концентрацию клеток, реагирующих с антителами к 
ЦК-4. Эти клетки, идентифицированные как эндоте-
лиоциты, формировали стенки сосудов (см. рис. 2а). 
На рисунке 2б показаны сокращения ворсин (отме-
чены крестиками) и снижение кровотока в остав-
шихся ворсинах (указано стрелками). Индекс ЦК-4 
составил 76,0 % доли меченных ядер клеток. Сум-
марное количество ядер клеток цитотрофобластов 
составляло 6944±312, в то же время этот показатель 
при задержании последа равнялся 21112±414, что 
значительно превышало число клеток цитотро-
фобласта (табл. 2). Полученные данные указывают 
на возможную роль ЦК-4-позитивных эндотелиоци-
тов в патогенезе задержки последа. Высокий индекс 
ЦК-4 может отражать активацию эндотелиальных 
клеток в ответ на повреждение или воспаление. Со-
кращение ворсин и снижение кровоснабжения, ве-
роятно, усугубляют ситуацию, приводя к нарушению 
нормальной функции плаценты. Значительное уве-
личение количества клеток цитотрофобласта при за-
держке последа может быть компенсаторной реак-
цией, направленной на поддержание плацентарной 
функции, либо свидетельствовать о пролиферации 
этих клеток в условиях патологического процесса. 
Позитивные клетки ЦК-4 в среднем встречались на 
45,9 % чаще, чем у коров с задержанием последа 
(рис. 1, 2). 
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Рис. 1. Иммунолокализация цитокератинов в коровьем последе при физиологическом и патологическом 
течении родов  

 
Таблица 2. Пролиферация ЦК-4, ЦК-18 и Ki-67 в последах коров в норме и при патологии 

Группа животных Цито-кера-
тины 

Суммарное число 
ядер клеток,  

(М±m) 

Суммарное число 
позитивных кле-

ток 

Пролиферативный ин-
декс, % 

Физиологические роды 
(n=10) 

ЦК-4 6944±312 9448±245 76,0 
ЦК-18 6485±453 2968±245 75,8 
Ki-67 8945±345 6982±352 78,1 

роды с осложнениями 
(n=10) 

ЦК-4 21112±414, р≤0,01 24122±348, 
р≤0,001 45,9 

ЦК-18 21705±1246, 
р≤0,001 

22089±1204, 
р≤0,001 46,5 

Ki-67 40072±304, р≤0,001 24176±322, 
р≤0,001 65,8 

 

В просвете крипт карункулов регистрировали 
небольшое количество макрофагоподобных клеток, 
снижение фибробластов и миелоидных супрессор-
ных клеток (рис. 2а). В эпителиоцитах маточных 
крипт наблюдали снижение экспрессии цитокера-
тина-18 (рис. 2б). Анализ показал, что большая часть 
клеток (75,8 %) содержала меченые ядра. В 

ворсинах аллантохориона деление клеток происхо-
дило редко (менее 20 %). В плаценте было обнару-
жено около 6485 клеток цитотрофобластов. При за-
держании последа количество этих клеток значи-
тельно увеличивалось, примерно до 21704 (табл. 2). 
В дополнение отмечали ослабление экспрессии эпи-
телиального промежуточного филамента в 
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мембране цитотрофобластов. По полученным нами 
ранее данным [5] индекс Ki-67 составил 78,1 % ме-
ченных ядер клеток. В ворсинах хориона слабая ми-
тотическая активность обнаруживалась только в ци-
тотрофобластах, менее 20 %. Общее количество 
ядер клеток цитотрофобластов составило 8945±345, 
а при задержании последа 40072±304, что досто-
верно превосходило число клеток цитотрофобласта. 
Анализ показал, что количество клеток, положитель-
ных по маркеру Ki-67, составило 24176±322, а их уро-
вень экспрессии – 6982±352. У коров с проблемой 
задержания последа уровень Ki-67 был существенно 
снижен в среднем на 65,8 %. При этом у коров с фи-
зиологическим течением родов активную экспрес-
сию Ki-67 наблюдали в эпителиоцитах, формирую-
щих маточные крипты в карункулах, (рис. 3в) и (табл. 
2). Способность клеток материнской части плаценты 
к митозу на фоне тотального снижения пролифера-
ции клеток трофобласта провоцирует гиперплазию 
маточных крипт, полностью заполняющих свобод-
ное карункулярное пространство. Необходимо от-
метить, что гиперплазированные клетки выстилки 
маточных крипт при развитии патологических родов 
теряют эпителиальный фенотип, на что указывает 
сниженная экспрессия цитокеатина-18, отмеченная 
нами. 

Обсуждение  
Полученные сведения являются важным до-

полнением в изучении темы, поскольку плацента 
крупного рогатого скота относится к синэпителиохо-
риальному типу. В исследовании Авдеенко В.С. и др. 
отмечается: «…чем прочнее контакт между плодной 
и материнской частями плаценты, тем более полно 
организм матери удовлетворяет потребности плода 
в процессе внутриутробного развития» [5]. Li H. и со-
авторы в своей работе доказали «…прогностическую 
ценность иммунолокализации маркеров содержа-
ния промежуточных филаментов эпителиального и 
мезенхимального фенотипа в плаценте при плацен-
тарной недостаточности и задержании последа» [6]. 
Полученные нами результаты иммуногистохимиче-
ского исследования плацентарного материала ко-
ров с осложненными родами согласуются с дан-
ными, полученными у женщин с такими же патоло-
гиями [16]. Поэтому полученные нами данные [5, 

19] по экспрессии цитокератинов как маркеров ре-
продуктивных патологий следует учитывать в про-
цессе диагностики для постановки и более точной 
оценки диагноза, а также для того, чтобы предотвра-
тить ошибки, связанные с неправильной трактовкой 
генеза плацентарной недостаточности [17]. Даль-
нейшие исследования необходимы для выяснения 
точной роли цитокератинов в развитии задержки 
последа и разработки эффективных методов лече-
ния. Исходя из этого, мы предлагаем использовать 
ЦК-4, ЦК-18 и Ki-67 в качестве маркеров потенциаль-
ного риска развития патологического течения родо-
вой деятельности у коров. 

Заключение 
1. При осложненных родах у коров наблюда-

ются значительные изменения в плацентарных тка-
нях в подготовительную и стадию выведения плода: 

- увеличение количества фибробластов (на 
18 %) и макрофагов (более чем на 30 %) по сравне-
нию с нормальными родами. Это свидетельствует 
об усилении процессов регенерации и воспаления; 

- митохондрии в клетках становятся более мно-
гочисленными и занимают больший объем (поверх-
ностная плотность митохондрий возрастает на 52 %, 
а объемная – на 43 %). Это указывает на повышен-
ную потребность клеток в энергии; 

- активность синтеза белков в фибробластах 
усиливается: объем гранулярного эндоплазматиче-
ского ретикулума увеличивается на 34 %, его поверх-
ностная плотность – на 25 %, и количество свобод-
ных рибосом – на 25 %. 

2. У коров с задержанием последа в аллантохо-
рионе происходит избыточное образование колла-
гена в пространстве между ворсинами котиледона. 
Это приводит к уплотнению ткани и нарушению ее 
нормальной структуры. 

3. Задержание последа у коров связано с двумя 
ключевыми факторами в фетальной части плаценты: 

- снижение уровня цитокератинов в мезенхи-
мальных волокнах карункулов; 

- цитокератины (ЦК-4, ЦК-18 и Ki-67) важны для 
поддержания структуры и функции этих клеток; 

Это приводит к недостаточному поступлению 
кислорода и питательных веществ к плоду и может 
способствовать задержанию последа. 
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