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Невынашивание беременности – актуальная проблема 

современной медицины, имеющая большое социально-

экономическое значение в сформировавшихся демографи-

ческих условиях. По эпидемиологическим данным до 15–

20% беременностей прерываются преждевременно [1]. 

К этиологическим факторам потери беременности относят 

генетические дефекты, инфекционные, эндокринные, им-

мунологические, экстрагенитальные заболевания, коагуло-

патии, анатомические аномалии, социальные причины, 

мужской фактор, однако до 66% акушерских потерь оста-

ются неясными [1]. 

Анализ механизмов невынашивания беременности, по 

многочисленным литературным данным, позволяет опреде-

лить в качестве ведущего патогенетического звена окисли-

тельный стресс. Дисбаланс свободнорадикальных продуктов 

приводит к повреждению клеточных структур, функцио-

нально важных макромолекул, включая нуклеиновые кис-

лоты [2].

При нормально протекающей беременности окислитель-

ный стресс имеет физиологическое значение в процессах, 

контролирующих ее развитие. Однако при патологическом 

течении беременности продукция свободнорадикальных 

интермедиатов выходит за рамки физиологической нормы, 

что приводит к нарушениям в клетке, генетическим по-

вреждениям [2]. Поскольку последние являются одной из 

главных причин невынашивания беременности, их своевре-

менная диагностика может оказаться полезной для лечебно-

профилактических мероприятий и медико-генетической 

консультации. Решение проблемы ограничивается недоста-

точной чувствительностью цитогенетических методов иссле-

дования. Вместе с тем для регистрации ранних повреждений 

генетического аппарата, включая предмутационные, в по-

следние годы предложены новые подходы, такие как метод 

ДНК-комет, определение 8-гидрокси-2-деоксигуанозина 

(8-oxodG) [3], уровня внеклеточной ДНК (ДНК
вн

) и свя-

занных с генетическими повреждениями показателей белка 

Р53, цитохрома С (Cyt C) [4, 5]. 

Нами проанализированы показатели генотоксичности 

на ранних сроках гестации у пациенток с диагнозами: «на-

чавшийся выкидыш; ретрохориальная гематома» и «неразви-

вающаяся беременность» по сравнению с показателями при 

физиологически протекающей беременности, а также у небе-

ременных женщин. 

В клиническое исследование были включены 94 жен-

щины, из них 69 беременных, объединенных в 3 группы: 

1-я – с диагнозом: «начавшийся выкидыш; ретрохориаль-

ная гематома» (НчВ; n=20), 2-я – с неразвивающейся бе-

ременностью (НрБ; n=25) и 3-я – с физиологически про-

текающей беременностью (ФпБ; n=24). Кроме того, были 

обследованы 25 здоровых небеременных женщин (НБ; 4-я 

группа).

Критериями включения в группы беременных были: со-

гласие на участие в клиническом исследовании, срок бере-

менности 8–16 нед, отсутствие грубой экстрагенитальной и 

генитальной патологии. Из клинического исследования ис-

ключали пациенток, применявших вспомогательные репро-

дуктивные технологии, а из контрольных групп (3-я и 4-я) – 

пациенток с репродуктивными потерями в анамнезе. 

Всем женщинам проведено стандартное клинико-

лабораторное обследование по протоколу отделения гине-

кологического профиля, включавшее активное выявление 

жалоб, сбор анамнестических данных, объективный осмотр, 

гинекологический осмотр, стандартное лабораторное обсле-

дование, УЗИ органов малого таза. По клиническим харак-

теристикам включенные в исследование группы были одно-

родными. 

Показатели генотоксичности и уровень маркеров апоп-

тоза определяли в образцах венозной крови, полученной в 

сроки 10–11, 12–13 и 14–15 нед гестации у пациенток 1-й 

и 3-й групп, при сроке гестации 10–11 нед – у пациенток 

2-й группы, а также у небеременных женщин. 

Уровень ДНК-повреждений в лейкоцитах крови оце-

нивали методом ДНК-комет в щелочной версии [3]. Метод 

основан на регистрации различной подвижности в посто-

янном электрическом поле ДНК и фрагментов ДНК лизи-

рованных клеток, заключенных в агарозный гель. При этом 

ДНК мигрирует к аноду, формируя электрофоретический 

след, напоминающий «хвост кометы», параметры которо-

го зависят от степени поврежденности ДНК. Полученные с 

микропрепаратов изображения ДНК-комет анализировали 

с использованием программного обеспечения CASP 1.2.2. 

В качестве показателя поврежденности ДНК использовали 

процентное содержание ДНК (%ДНК) в хвосте от общего 

количества ДНК в комете.

Оценку 8-oxodG в ДНК лейкоцитов крови проводили 

модифицированным методом ДНК-комет с использовани-

ем набора Human 8-oxoGuanineDNAGlycosylase (OGG1), 

FLAREAssay (R&D Systems Inc., США), FLARE (Fragment 

Length Analysis using Repair Enzymes). Метод основан на 

регистрации уровней 1- и 2-нитевых разрывов ДНК инди-

видуальных клеток после обработки hOGG1 – ферментом 

эксцизионной репарации 8-oxodG в ДНК клеток [3]. Содер-

жание 8-oxodG выражали в %ДНК в хвосте, определяемом 

как разница показателей %ДНК в хвосте в лизированных 
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клетках, обработанных hOGG1, и аналогичного показателя 

для лизированных клеток, обработанных только фермент-

ным буфером.

Уровень 8-oxodG в сыворотке крови оценивали иммуно-

ферментным методом с использованием набора 8-hydroxy-2-

deoxy Guanosine EIAKit (Cayman Chemical, США) в соответ-

ствии с инструкцией производителя. Концентрацию 8-oxodG 

выражали в нг/мл сыворотки.

Концентрацию (усл. ед. из 1 мл сыворотки – усл/мл) бел-

ка Р53 в сыворотке крови определяли иммуноферментным 

методом с использованием набора Human p53 Platinum ELISA 

(eBioscience, США) в соответствии с инструкцией произво-

дителя.

Концентрацию белка Сyt С в сыворотке крови (нг/мл 

сыворотки) оценивали иммуноферментным методом с ис-

пользованием набора Human Cytochromec Platinum ELISA 

(eBioscience, США) в соответствии с инструкцией произво-

дителя.

Концентрацию внеклеточной ДНК в плазме крови (нг/мл 

плазмы) определяли флюоресцентным методом с использова-

нием набора Qubit® dsDNA HS Assay Kit (Invitrogen, США) на 

флюориметре Qubit® 1.0 в соответствии с инструкцией произ-

водителя.

Для оценки индуцируемых повреждений ex vivo лейко-

циты крови подвергали воздействию перекиси водорода в 

конечной концентрации 100 мкм в течение 5 мин при тем-

пературе 5°С. По окончании инкубации клетки переносили 

в агарозный гель и проводили процедуры по методу ДНК-

комет, как описано выше. Чувствительность к действию 

перекиси водорода, индуцирующей ДНК-повреждения по 

свободнорадикальному механизму, позволяет косвенно 

оценить степень антиоксидантной защиты на уровне от-

дельных клеток. Индуцируемые ДНК-повреждения оце-

нивали в ∆%ДНК в хвосте как разницу показателей %ДНК 

в хвосте в клетках, обработанных H
2
O

2
, и для необработан-

ных клеток.

Статистическую обработку данных проводили с помо-

щью пакета программ Statistica 10 (StatSoft Inc.). Для оценки 

свойств распределения показателей использовали критерии 

Колмогорова–Смирнова, Шапиро–Уилка. Количественные 

показатели анализировали по методу Краскела–Уоллиса, Фрид-

мена, по методу апостериорных множественных сравнений при 

сравнении 3 и 4 независимых групп, применяли U-критерий 

Манна–Уитни и Т-критерий Уилкоксона для попарных срав-

нений. Корреляционные связи оценивали по методу Спирме-

на. При нормальном распределении параметров использовали 

t-критерий Стьюдента. Для анализа качественных показателей 

использовали метод χ2 и точного критерия Фишера. Результаты 

считали статистически достоверными при р<0,05. 

Сравнительный анализ показателей генотоксичности и 

апоптоза у пациенток с патологией беременности, физиоло-

гически протекающей беременностью и у небеременных жен-

щин позволил установить следующее.

Уровень 8-oxodG оказался сходным в группах с патоло-

гически протекавшей и с физиологической беременностью. 

Разнонаправленные отличия в лейкоцитах и в сыворотке кро-

ви обнаружены у небеременных по сравнению с показателями 

при физиологической беременности (табл. 1).

Из табл. 1 видно, что повреждения ДНК, регистрируемые 

методом ДНК-комет, а также уровень ДНК
вн

 в плазме крови 

более выражены в группах с патологией беременности (НчВ и 

НрБ), чем в контрольных группах (ФпБ и НБ).

Наиболее высокое содержание показателя апоптоза – 

белка Р53 обнаружено при неразвивающейся беременности, 

повышенный его уровень по сравнению с таковым при фи-

зиологически протекавшей беременности выявлен в группе 

НчВ; показатели в группах с патологией беременности досто-

верно различались (табл. 2). 

Содержание в сыворотке крови Сyt C в группах не разли-

чалось, за исключением достоверного увеличения показателя 

в сроки 14–15 нед гестации у пациенток с начавшимся выки-

дышем (см. табл. 2).

Таблица 1 
Сравнительный анализ повреждений ДНК в образцах крови пациенток 1–4-й групп

Показатель 

10–11 нед 12–13 нед 14–15 нед

Группа

1-я (НчВ) 2-я (НрБ) 3-я (ФпБ) 4-я (НБ) 1-я (НчВ) 3-я (ФпБ) 4-я (НБ) 1-я (НчВ) 3-я (ФнБ) 4-я (НБ)

8-oxodG 
в ДНК 
лейкоцитов

3,9±3,1 
(1,1–13,4)

5,7±4,4 
(2,0–17,4)

3,2±3,0 
(1,1–13,9)

3,2±0,4 
(2,5–3,9)

4,9±3,5 
(1,6–12,7)

5,2±3,2 
(0,3–7,6)

3,2±0,4 
(2,5-3,9)

4,6±4,6 
(0,6–21,1)

3,7±3,3 
(0,5–15,0)

3,2±0,4 
(2,5–3,9)

р1–2=0,387489
р1–3=0,31509

р2–3=0,083701 р3–4=0,939695 р3–4=0,939695 р1–3=0,50156 р1–3=0,50156
р3–4=0,045799

р3–4=0,045799 р1–3=0,436354 р1–3=0,436354
р3–4=0,649886

р3–4=0,649886

8-oxodG в 
сыворотке 
крови

2,5±0,6 
(1,6–3,6)

2,7±1,6 
(1,0–9,6)

3,1±1,9 
(1,8–11,5)

2,7±0,5 
(2,1–4,1)

2,6±0,7 
(1,3–3,8)

2,3±0,9 
(1,5–5,5)

2,7±0,5 
(2,1–4,1)

2,4±0,7 
(0,9–3,9)

2,0±1,1 
(0,8–5,1)

2,7±0,5 
(2,1–4,1)

р1–2=0,464393
р1–3=0,156671

р2–3=0,633853 р3–4=0,748969 р3–4=0,748969 р1–3=0,429077 р1–3=0,429077
р3–4=0,023512

р3–4=0,023512 р1–3=0,219451 р1–3=0,219451
р3–4=0,000900

р3–4=0,000900

%ДНК 
в хвосте

3,8±1,8 
(0,7–6,9)

2,7±3,5 
(0,6–16,2)

1,5±1,1 
(0,3–4,1)

2,6±1,3 
(0,3–4,2)

4,2±2,9 
(0,9–11,0)

1,6±1,8 
(0,3–7,6)

2,6±1,3 
(0,3–4,2)

3,3±4,7 
(1,2–15,6)

1,3±1,1 
(0,5–5,4)

2,6±1,3 
(0,3–4,2)

р1–2=0,263140
р1–3=0,000549

р2–3=0,013557 р3–4=0,340473 р3–4=0,340473 р1–3=0,000266 р1–3=0,000266
р3–4=0,203737

р3–4=0,203737 Р1–3=0,000021 Р1–3=0,000021
р3–4=0,198406

р3–4=0,198406

ДНКвн, 
нг/мл

0,8±0,2 
(0,4–1,4)

0,9±0,2 
(0,5–1,3)

0,6±0,2 
(0,4–1,1)

0,9±0,2 
(0,5–1,2)

0,7±0,2 
(0,4–1,2)

0,6±0,2 
(0,3–1,0)

0,9±0,2 
(0,5–1,2)

0,8±0,2 
(0,4–1,0)

0,5±0,2 
(0,3–0,9)

0,9±0,2 
(0,5–1,2)

р1–2=0,406006
р1–3=0,006245

р2–3=0,00230 р3–4=0,000089 р3–4=0,000089 р1–3=0,065974 р1–3=0,065974
р3–4=0,000400

р3–4=0,000400 р1–3=0,000530 р1–3=0,000530
р3–4=0,000041

р3–4=0,000041

Примечание. В скобках – пределы колебаний; р – достоверность различий между соответствующими группами (от 1-й до 4-й) – здесь и в табл. 2, 3.
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Исследования ex vivo по определению чувствительно-

сти лейкоцитов крови пациенток исследованных групп к 

действию прооксиданта – перекиси водорода (Н
2
О) про-

демонстрировали наиболее высокую чувствительность при 

оценке по индукции ДНК-комет клеток крови пациенток 

с неразвивающейся беременностью, затем – с диагнозом 

НчВ, наименее чувствительными оказались клетки при 

ФпБ (табл. 3).

Отметим, что нами выявлены достоверные различия в 

содержании белка Р53 и ДНК
вн

 у женщин с физиологически 

протекающей беременностью и у небеременных, причем в 

группе ФпБ они оказались меньше (см. табл. 1, 2). 

В литературе мы не нашли подобных комплексных ис-

следований, однако в ряде работ авторами решались похожие 

задачи.

Так, T. Stein и соавт. [4] в качестве маркера окислительно-

го стресса изучался 8-oxodG: его повышение на ранних сроках 

беременности ассоциировалось с низкой массой тела плода 

при рождении и укорочением длительности гестации, а сни-

жение – с возникновением дефектов развития плода. Однако 

в другом исследовании [5], наоборот, было зарегистрировано 

повышение уровня маркера к концу срока при нормально 

протекающей беременности.

Полученные нами результаты показали повышение 

уровня 8-oxodG как при патологически протекающей, так и 

при физиологической беременности. Возможно, в изучен-

ные сроки гестации данный показатель отображает как про-

цессы повреждения ДНК, так и ее репарацию. В пользу этой 

точки зрения свидетельствуют данные о повышении уровня 

8-oxodG в клетках крови женщин с нормально протекающей 

беременностью в сроки гестации 12–13 нед по сравнению с 

таковыми у небеременных женщин (см. табл. 1). Получен-

ные результаты не позволяют говорить о возможности диф-

ференциации нормально протекающей и патологической 

беременности на ранних сроках гестации по уровню 8-oxodG 

в лейкоцитах. 

Повреждения ДНК, зарегистрированные методом ДНК-

комет, оказались выше в группах с патологически протекав-

шей беременностью, в то время как группы ФпБ и НБ не раз-

личались. В литературе нам не удалось обнаружить анализа 

ДНК-комет при патологии беременности, однако хорошо 

известны работы, выполненные традиционными методами 

регистрации ДНК-повреждений, установившие связь воз-

действия неблагоприятных факторов с низкой массой тела 

плода и гормональными нарушениями [6]. Не исключено, 

что установленные нами ассоциации, касающиеся измене-

ний уровня ДНК-комет, с патологией беременности могут 

быть использованы для разработки новых методов диагно-

стики. 

Определение свободной ДНК в плазме крови полностью 

подтвердило предыдущие результаты. Концентрация ДНК
вн

 

в группах с патологически протекающей беременностью 

была выше, чем при физиологической. Полученные резуль-

таты соответствуют ранее опубликованным. Так, выявлено 

[7] повышение общей и фетальной свободной ДНК при са-

мопроизвольном выкидыше. Другие авторы [8] наблюдали 

прогрессирующее увеличение концентрации фетальной и 

общей ДНК с 6-й по 12-ю неделю физиологической бере-

менности, а при самопроизвольном выкидыше данный по-

казатель увеличивался в несколько раз. C. Clark-Ganheart и 

соавт. [19] обнаружен повышенный уровень свободной ДНК 

после 8-й недели гестации в связи с неразвивающейся бере-

менностью. 

Как известно, повреждения ДНК сопровождаются увели-

чением экспрессии белка Р53, опосредующего процессы ре-

парации и механизмы апоптоза, поэтому определение его со-

Таблица 2 
Сравнение показателей апоптоза (уровень белка Р53 м Сyt С) в образцах крови пациенток 1–4-й групп

Показатель 

10–11 нед 12–13 нед 14–15 нед

Группа

1-я (НчВ) 2-я (НрБ) 3-я (ФпБ) 4-я (НБ) 1-я (НчВ) 3-я (ФпБ) 4-я (НБ) 1-я (НчВ) 3-я (ФпБ) 4-я (НБ)

Белок P53, 
у.е./мл

0,4±0,2 
(0,1–1,1)

0,7±0,5 
(0,2–1,8)

0,3±0,3 
(0,1–1,5)

0,6±0,2 
(0,3–1,1)

0,5±0,4 
(0,1–1,4)

0,2±0,4 
(0,1–1,6)

0,6±0,2 
(0,3–1,1)

0,7±0,3 
(0,2–1,3)

0,4±0,3 
(0,1–1,6)

0,6±0,2 
(0,3–1,1)

р1–2=0,012283
р1–3=0,153623

р2–3=0,000803 р3–4=0,000177 р3–4=0,000177 р1–3=0,198640 р1–3=0,198640
р3–4=0,000061

р3–4=0,000061 р1–3=0,016694 р1–3=0,016694
р3–4=0,000216

р3–4=0,000216

Cyt C, 
нг/мл

0,6±0,7 
(0,1–3,2)

0,6±0,3 
(0,2–1,8)

0,6±0,6 
(0,0–2,6)

0,4±1,9 
(0,2–10,0)

0,6±0,6 
(0,1–3,0)

0,5±0,6 
(0,0–2,6)

0,4±1,9 
(0,2–10,0)

0,8±0,6 
(0,2–2,8)

0,4±0,6 
(0,0–2,2)

0,4±1,9 
(0,2–10,0)

р1–2=0,681856
р1–3=0,545968

р2–3=0,717552 р3–4=0,833668 р3–4=0,833668 р1–3=0,205509 р1–3=0,205509
р3–4=0,968093

р3–4=0,968093 р1–3=0,018462 р1–3=0,018462
р3–4=0,26700

р3–4=0,26700

Таблица 3
Индукция перекисью водорода ДНК-повреждений в лейкоцитах ex vivo образцов крови пациенток 1–4-й групп

Показатель 

10–11 нед 12–13 нед 14–15 нед

Группа

1-я (НчВ) 2-я (НрБ) 3-я (ФпБ) 4-я (НБ) 1-я (НчВ) 3-я (ФпБ) 4-я (НБ) 1-я (НчВ) 3-я (ФпБ) 4-я (НБ)

∆%ДНК 
в хвосте

23,1±7,9 
(12,0–36,6)

31,1±10,4 
(14,1–49,3)

17,1±6,6 
(10,2–31,7)

17,1±4,0 
(10,3–26,7)

28,6±10,7 
(11,5–48,3

23,0±6,9 
(13,1–36,4)

17,1±4,0 
(10,3–26,7)

30,5±8,6 
(9,4–39,0)

20,4±8,9 
(13,6–51,7)

17,1±4,0 
(10,3–26,7)

р1–2=0,025221
р1–3=0,073190

р2–3=0,000147 Р3–4=0,705232 Р3–4=0,705232 р1–3=0,077028 р1–3=0,077028
р3–4=0,001736

р3–4=0,001736 р1–3=0,041432 р1–3=0,041432
р3–4=0,056591

р3–4=0,056591
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новое в медицине

держания в биологически доступных субстратах может иметь 

диагностическое значение. Данный показатель был выше в 

группах НрБ и НчВ, чем при физиологически протекающей 

беременности. Характерно, что при неразвивающейся бере-

менности, которая рассматривается как более тяжелая пато-

логия, уровень Р53 был выше, чем при начавшемся выкиды-

ше, а при нормально протекающей беременности – ниже, чем 

у небеременных женщин, что, вероятно, отражает включение 

адаптационных механизмов при беременности. Другие авто-

ры отметили связь увеличения уровня Р53 с идиопатическим 

прерыванием беременности [4]. Таким образом, полученные 

нами при определения белка Р53 результаты соответствуют 

приводимым в литературе.

Достоверное повышение содержания Cyt C установлено 

нами в группе НчВ при сроке гестации 14–15 нед. По дан-

ному маркеру можно было бы судить об активации мито-

хондриального пути апоптоза. Лишь в немногих исследова-

ниях обнаружены такие сдвиги при беременности – напри-

мер, в гомогенате плаценты при вызывающих гипоксию гер-

песвирусных инфекциях [11]. В другой работе уровень Cyt C 

исследован при преждевременных родах, но ассоциаций не 

выявлено [12]. Таким образом, на основании собственных 

и литературных данных можно заключить, что определение 

Cyt C в плазме крови в изученные сроки гестации не позво-

ляет дифференцировать состояние невынашивания бере-

менности. 

Исходя из установленных фактов увеличения ДНК-

повреждений и сопряженного повышения маркера апоптоза 

белка Р53, представлялось целесообразным охарактеризо-

вать «антиоксидантную емкость» клеток крови пациенток из 

групп с патологией беременности и при физиологическом ее 

течении. Для этого был использован прием с добавлением ex 

vivo к лейкоцитам крови прооксиданта – перекиси водорода с 

оценкой уровня индукции ДНК-комет. Наименьшее повреж-

дающее воздействие прооксиданта установлено для клеток 

крови пациенток с физиологически протекающей беремен-

ностью, значительно более выраженный деструктивный эф-

фект обнаружен у пациенток 1-й группы (НчВ), еще выше он 

был во 2-й группе (НрБ). Эти результаты полностью соответ-

ствуют данным, полученным при изучении в исследованных 

группах ДНК-комет, ДНК
вн

 и белка Р53, что подтверждает 

связь показателей генотоксичности с окислительным стрес-

сом. Аналогичных клинических исследований в литературе не 

обнаружено. 

Таким образом, проведенное исследование позволяет за-

ключить, что выявлен кластер взаимосвязанных параметров, 

демонстрирующих генотоксические проявления при невына-

шивании беременности. Механизм патогенетических измене-

ний представляется следующим. Различные этиологические 

факторы обусловливают снижение антиоксидантной защи-

ты, что в проведенном исследовании ex vivo демонстрируется 

зависимым от тяжести патологии увеличением чувствитель-

ности клеток крови пациенток к действию прооксиданта. 

Усиление свободнорадикальной атаки ведет к увеличению 

ДНК-повреждений, установленному нами при анализе ДНК-

комет и ДНК
вн

, а также повышению концентрации белка Р53 

в крови, что может свидетельствовать о репаративных процес-

сах либо о включении механизмов апоптоза. В любом случае 

выявленный кластер параметров, включающих чувствитель-

ность к прооксиданту, ДНК-кометы, ДНК
вн

, белок Р53, по-

зволяет дифференцировать такие состояния патологической 

беременности, как НчВ и НрБ, а также физиологически про-

текающую беременность. Поэтому масштабирование иссле-

дования для определения границ физиологической нормы 

параметров кластера может способствовать разработке и вне-

дрению новых методов диагностики ранних нарушений на-

следственных структур, ведущих к репродуктивным потерям. 
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