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ГИСТОХИМИЧЕСКАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА АКТИВНОСТИ НАДФН-ДИАФОРАЗЫ
(МАРКЕРА NO-СИНТАЗЫ), АДЕНИЛАТ- И ГУАНИЛАТЦИКЛАЗ В ПЛАЦЕНТЕ
ПРИ БЕРЕМЕННОСТИ, ОСЛОЖНЕННОЙ ГЕРПЕТИЧЕСКОЙ ИНФЕКЦИЕЙ
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РЕЗЮМЕ

С помощью гистохимических методов опре-
деления ведущих клеточных регуляторов: гуа-
нилатциклазы, аденилатциклазы, NO-синтазы
были исследованы 66 плацент от практически
здоровых женщин и беременных с герпетиче-
ской инфекцией. В плацентах от матерей, пе-
ренесших герпес отмечалось повышение ак-
тивности NO-синтазы, являющееся важной ча-
стью компенсаторно-приспособительных и за-
щитных реакций плаценты в ответ на вирусное
заболевание. В то же время переизбыток сво-
боднорадикальных продуктов NO оказывает
разрушающее действие на плацентарный барь-
ер. Выявлено повышение активности гуани-
латциклаза и уменьшение интенсивности ра-
боты аденилатциклазы.

SUMMARY

I.V.Dovdgikova

HISTOCHEMIC CHARACTERISTICS OF NADPH
DIAPHORASE (NO-SYNTASE MARKER),

ADENILATE- AND GUANILATECYCLASE IN
PLACENTA OF PATIENTS DURING PREG-

NANCY COMPLICATED WITH HERPETIC IN-
FECTION

Histochemic methods for determining main
cellular regulators guanilatecyclase, adenilatecy-
clase, NO-syntase were used to study 66 placentas
of healthy patients and patients with herpetic in-
fection. Placentas of mothers with herpetic infec-
tion showed increase in activity of NO-syntase
which is responsible for compensatory and pro-
tective reactions to virus disease in placenta. But
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excess of free-radical products has a damaging ef-
fect on placenta barrier. There was an increase in
guanilatecyclase activity and a decrease in ade-
nylatecyclase activity.

В результате исследований последних лет доказа-
на необходимость углубленного изучения вирусных
инфекций, возбудители которых активно размножа-
ются в плаценте, повреждая ее, проникают через
плацентарный барьер и вызывают внутриутробное
поражение плода [16, 20-22, 39, 40]. Герпетическая
инфекция – наиболее частое вирусное заболевание
при беременности. При воздействии вируса герпеса
могут возникнуть плацентарная недостаточность,
воспалительные изменения в органах и тканях плода,
задержка его роста и дифференцировки [2, 8, 11].

Известно, что основным барьером на пути внут-
риутробного инфицирования плода является плацен-
та. Несмотря на многочисленные исследования [1, 4,
5, 12], в литературе до сих пор отсутствуют четкие
представления о влиянии герпетической инфекции на
гистофизиологические и патофизиологические про-
цессы фетоплацентарного комплекса. Нет данных о
ведущих клеточных регуляторах, таких как гуани-
латциклаза, аденилатциклаза, немногочисленны ра-
боты о NO-синтазе. Поэтому, основной целью рабо-
ты являлось изучение морфофункционального со-
стояния плаценты беременных с герпетической ин-
фекцией с помощью гистохимических методов.

Материалы и методы

Объектом для исследования послужили 66 пла-
цент, взятых при родах и при проведении абортов от
беременных, перенесших герпес (53 случая) и не
имевших такового во время беременности (13 случа-
ев – контрольная группа).

Для оценки морфофункционального состояния
органа были применены следующие методы:

 выявление НАДФН-диафоразы (маркера NO-
синтазы) по G.Nacos и R.Gossrau (1994);

 выявление аденилатциклазы по J.Reik et al.
(1970) в модификации Б.Я.Рыжавского (1979) и ла-
боратории «Нейроэндокринной регуляции дыхатель-
ной системы» ГУ ДНЦ ФПД СО РАМН;

 выявление гуанилатциклазы проводилось ме-
тодом, разработанным в лаборатории «Механизмы
этиопатогенеза и восстановительных процессов ды-
хательной системы при НЗЛ» ГУ ДНЦ ФПД СО
РАМН (руководитель – академик РАМН, д.м.н., про-
фессор М.Т.Луценко).

Результаты и их обсуждение

Роль оксида азота многообразна: большинство ис-
следователей относят его ко вторичным мессендже-
рам. NO выполняет одну из ключевых функций, свя-
занных с регуляцией кальций-мобилизующей систе-
мы, в которой он играет роль эффектора отрицатель-
ной обратной связи и при участии циклического
3´,5´-гуанозинмонофосфата (цГМФ) регулирует
внутриклеточную концентрацию ионов кальция.
Кроме того, некоторые исследователи считают, что
NO участвует как нейромедиатор в межклеточной

сигнализации, функционально соединяя нейроны [23,
25, 27]. Оксид азота участвует в расслаблении глад-
ких мышц сосудов [6, 7, 17, 24, 32]. Более того, мно-
гие физиологические вазодилятаторы оказывают свое
сосудорасширяющее действие через активацию его
синтеза. Оказалось, что активация макрофагов и ней-
трофилов сопровождается усиленным синтезом NO
[30, 34]. В этих иммунокомпетентных клетках NO
участвует в регуляции НАДФН-оксидазной системы
и в модуляции иммунного ответа. NO участвует так-
же и в процессах деления клеток [13, 14].

В 1988 году R.M.J.Palmer и соавт. эксперимен-
тально установили, что NO синтезируется специфи-
ческим ферментом NO-синтазой из L-аргинина [37].
NO-синтаза постоянно присутствует в клетке и спо-
собствует выделению небольшого количества NO на
короткий период в ответ на рецепторную и физиче-
скую стимуляцию.

В 1991 году иммуноцитохимически с помощью
моноклональных антител и параллельно проведенной
гистохимической реакции на НАДФН-диафоразу
была идентифицирована в различных органах NO-
синтаза [38]. То, что NO-синтаза обладает диафораз-
ной активностью, было показано и более ранними
исследователями. Поэтому реакция на НАДФН-
диафоразу дает возможность судить об активности
NO-синтазы в организме.

Были обследованы плаценты, взятые на различ-
ных сроках гестации от практически здоровых жен-
щин и беременных, перенесших герпес. Активность
НАДФН-диафоразы отмечалась в ворсинках различ-
ного диаметра с начала второго месяца беременно-
сти. Наибольшей активностью обладал эпителиаль-
ный покров ворсинок, особенно синцитиальный
трофобласт. В результате гистохимической реакции в
срезах обнаруживалась митохондриальная локализа-
ция НАДФН-диафоразы в первые 6 недель зароды-
шевого развития и смешанная (митохондриальная и
диффузная цитоплазматическая) в 12 недель. Данный
факт можно объяснить, прежде всего, тем, что в бо-
лее поздние сроки эмбриогенеза усиливается синтез
внемитохондриального фермента, являющегося мар-
кером NO-синтазы. Таким образом, косвенные дан-
ные позволяют прийти к выводу о том, что уже в I
триместре беременности в синцитиотрофобласте хо-
риальных ворсин формируется система, осуществ-
ляющая синтез оксида азота.

В плацентах от женщин, перенесших герпес во
время беременности, можно было отметить тенден-
цию к усилению активности НАДФН-диафоразы в
эпителиальном покрове ворсин (рис. 1).Увеличение
синтеза оксида азота является важной составной ча-
стью компенсаторно-приспособительных реакций
плаценты в ответ на перенесенные матерью вирусные
заболевания.

Известно, что, кроме того, продуцируемый в ре-
зультате активации NO-синтазы оксид азота предна-
значен, прежде всего, для защиты организма. Он спо-
собствует снижению активности клеток, принимаю-
щих участие в воспалительном процессе, гибели
микроорганизмов, тормозит агрегацию тромбоцитов
[18] и улучшает местное кровообращение [29, 33, 36].
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Оксид азота, как оказалось, обладает противовирус-
ным свойством. G.Karupiah и соавт. получили доказа-
тельство подавления вирусной репликации под дейст-
вием NO-синтазы, индуцированной γ-интерфероном
[30]. Позднее было показано, что NO способна подав-
лять размножение вируса герпеса типа I.

В то же время, переизбыток свободнорадикаль-
ных продуктов – NO оказывает вред, так как они об-
ладают способностью повреждать белки и ненасы-
щенные жирные кислоты, уменьшать активность
большинства ферментных систем (исключение со-
ставляют растворимая гемсодержащая гуанилатцик-
лаза и АДФ-рибозилтрансфераза), нарушать клеточ-
ных и субклеточных структур, разобщать окисли-
тельное фосфорилирование, ингибировать транспорт
электронов по дыхательной цепи митохондрий, сни-
жать уровень АТФ в крови и клетках тканей, окис-
лять гемоглобин [13-15, 18] и усугублять воспаление
через подавление продукции Т-хелперами-1 – γ-
интерферона и увеличение количества Т-хелперов-2
и цитокинов.

Действует оксид азота в большей степени через
гуанилатциклазу внешней мембраны. Нами была
предпринята попытка провести определение гуани-
латциклазы в плаценте. Локализация фермента мар-
кировалась черным осадком сульфида свинца. По
нашим предварительным данным энзим выявлялся
большей частью в наружной и меньшей степени – во
внутренней мембранах хориального эпителия ворси-

нок. Активность фермента в плаценте женщин кон-
трольной группы обнаруживалась не во всех ворси-
нах одновременно. И даже в эпителии одной ворсины
локализация фермента определялась неравномерно.
Имелись места с более сильной концентрацией чер-
ного осадка сульфида свинца и места, где активность
энзима отсутствовала вовсе. Чаще всего гуанилат-
циклаза наблюдалась в мембранах эпителия терми-
нальных ворсин. В эпителии кровеносных сосудов и
соединительнотканных клетках следов присутствия
фермента пока не обнаружено. В плацентах женщин
с герпес-вирусной инфекцией наблюдалась тенден-
ция к увеличению содержания гуанилатциклазы в
мембранах (рис. 2).

Гуанилатциклаза повышает уровень цГМФ, кото-
рый, действуя по механизму отрицательной обратной
связи, ограничивает поступление ионов кальция в
клетку, усиливает откачку этих ионов из клетки во
внеклеточную среду. В эндоплазматический ретику-
лум, в митохондрии и осуществляет регуляцию ак-
тивности фосфоинозитидного цикла. Активация га-
нилатциклазы сопровождается стимуляцией обмена
фосфолипидов [17, 18]. Известно, что, во втором по-
ложении фосфотидилинозита, как правило, локали-
зована арахидоновая кислота. Сама арахидоновая
кислота и продукты ее превращения – простагланди-
ны, лейкотриены и их перекиси обладают способно-
стью активировать мембраносвязанную гуанилат-
циклазу. Образующийся в процессе активации гуа-

А Б

Рис 1. Активность НАДФН-диафоразы в плаценте III триместра беременности при герпесе (А) и в контроле
(Б). Увеличение 40 × 15.

А Б

Рис. 2. Гуанилатциклаза в плаценте беременной при герпесе (А) и в контроле (Б). Увеличение 40 × 15.
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нилатциклазы цГМФ блокирует синтез гидролиз
фосфоинозитидов. На основании этих данных было
высказано предположение о физиологической роли
гуанилатциклазы, которая может заключаться в том,
что цГМФ и соответствующие протеинкиназы осу-
ществляют регуляцию фосфоинозитидного цикла [10,
31, 35]. В этой системе цГМФ через активированную
им протеинкиназу выступает в качестве эффектора
отрицательной обратной связи. В настоящее время
известно, что цГМФ обладает способностью тормо-
зить освобождение арахидоновой кислоты, тормозит
образование 1,2-диацилглицерола, а следовательно,
тормозит ответ клетки, который зависит от актива-
ции системы фосфоинозитидного цикла.

Многими исследователями считается, что и гуа-
нилатциклаза и цГМФ и оксид азота составляют эле-
менты отрицательной обратной связи в системе кле-
точной передачи сигнала, осуществляющейся от
кальция через вторичный мессенджер – NO, актива-
цию гуанилатциклазы, синтез цГМФ и активацию G-
киназ, которые будут выражаться в том или ином
клеточном ответе [17, 18, 26].

Попытки дать ответ на вопрос о роли гуанилат-
циклазы делались неоднократно. Известно также, что
изменение содержания цГМФ в тканях или отноше-
ния цАМФ/цГМФ может приводить к целому ряду
клеточных ответов. По мнению Н.Гольберга, цАМФ
и цГМФ можно рассматривать как два противопо-
ложно направленных регулирующих фактора (свое-
образные «плюс» и «минус»), которые подчиняются
принципу биологического дуализма [28]. Данные
других исследователей в большей степени позволяют
говорить не столько о реципрокных отношениях,
сколько о динамическом и функциональном соотно-
шении системы цАМФ-цГМФ [3, 9, 19].

Была проведена реакция, оценивающая актив-
ность аденилатциклазы. Под воздействием этого
фермента запускается сложный энергетический про-
цесс – Mg-зависимое расщепление АТФ до 3’,5’-
циклического аденозинмонофосфата, который явля-
ется универсальным регулятором метаболических
процессов в клетке.

Циклический АМФ, как уже говорилось, ведущий
клеточный регулятор, выступающий в качестве ос-
новного проводника взаимодействия структурно-

функциональной системы живых клеток с внешней
средой. Катехоламины, продукты их метаболизма,
становятся внешними факторами, воздействующими
на рецепторы клеточных мембран, приводя в актив-
ное состояние расположенный, как правило, на внут-
ренней их поверхности фермент – аденилатциклазу.

Исследуя плаценту, мы обнаружили, что в кон-
трольной группе (при беременности, протекающей
без осложнений) фермент нуклеотидного обмена –
аденилатциклаза, имеет выраженную активность на
внутренней поверхности симпластического плаща
ворсинок. Отчетливо выступающие гранулы гисто-
химической реакции показывают, что в случаях без
осложнений беременности, то есть в контрольной
группе, аденилатциклаза равномерно распределялась
на всей поверхности эпителия ворсин (рис. 3).

На фоне герпетической инфекции в симпласте
ворсинок характер выявления аденилатциклазной
активности резко менялся. На внутренней поверхно-
сти эпителия при герпесе не обнаруживалось четкого
равномерного распределения гранул гистохимиче-
ской реакции. Осадок сульфида свинца располагался
диффузно, скорее отдельными участками, оставляя
между собой значительные промежутки, лишенные
ферментативной активности. Очень часто симпласт
становился диффузно окрашенным продуктом гисто-
химической реакции на аденилатциклазу. Можно
было отметить, что присутствие вирусной инфекции
снижало интенсивность гистохимического выявления
аденилатциклазы в симпласте ворсин. Это станови-
лось причиной снижения содержания в цитоплазме
симпласта цАМФ, что отражалось на целом ряде
ферментативных и метаболических реакций плацен-
тарного барьера.

Таким образом, полученные данные позволяют
прийти к заключению, что герпесная инфекция вы-
зывает нарушения в метаболических процессах фе-
топлацентарной системы, путем изменения интен-
сивности работы важнейших клеточных регуляторов.
При герпесе происходило повышение активности
NO-синтазы, продукт работы которой – оксид азота
участвует в регуляции основных функций органа. В
то же время, накопление NO-продуктов, которые об-
ладают весьма высокой токсичностью, разрушающе
действует на плацентарный барьер при высокой сте-

А Б

Рис. 3. Аденилатциклаза в плаценте при беременности, осложненной герпесом (А) и в контроле (Б). Увели-
чение 20 × 15.
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пени интоксикации беременных и в сложившейся
ситуации следует ожидать грубые патологические
изменения в тканевых структурах ворсин. Связыва-
ние оксида азота с гемовой группой гуанилатциклазы
– активирует фермент с последующим накоплением
цГМФ, который, в свою очередь, стимулирует слож-
ную цепь биохимических процессов. Что касается
фермента аденилатциклазы, то при герпесе происхо-
дило снижение интенсивности ее работы. Итак, оце-
нивая функцию плаценты, особенно в ситуации, ко-
гда в крови беременной длительное время присутст-
вовало большое количество антигенов вируса герпе-
са, необходимо уделять внимание активности цикли-
ческих нуклеотидов, которые во многом, если не в
основном, определяют патологические расстройства
ферментативных систем клетки.
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ГИСТОХИМИЧЕСКОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ ФОСФОЛИПИДОВ
В ПЛАЦЕНТЕ БЕРЕМЕННЫХ ПРИ ГЕРПЕСЕ

ГУ Дальневосточный научный центр физиологии и патологии дыхания СО РАМН

РЕЗЮМЕ

Было проведено гистохимическое изучение 12
плацент, взятых при родах в срок от матерей с обо-
стрением герпетической инфекции во время бере-
менности и не имевших признаков клинического
проявления герпеса с помощью специально разра-
ботанных методов. Дегидрогеназы фосфатидилсе-
рина и фосфатидилхолина выявлялись в основном
в эпителии ворсин. Было обнаружено, что в плацен-
те на фоне герпеса наблюдались тенденции к сни-
жению фосфатидилхолина и фосфатидилсерина,
которые вероятнее всего расходуются на синтез дру-
гих фосфолипидов.

SUMMARY

I.V.Dovdgikova

HISTOCHEMICAL STUDY OF PHOSPHOLIPIDS
IN PLACENTA OF PREGNANT PATIENTS WITH

HERPES INFECTION

We carried out histochemical study 12

placentas obtained at term delivery from mothers
with herpes infection. Dehidrogenase
phosphatidilserine and phsophatidilcholine were
revealed only in cilia epithelium. We found that
herpes causes phosphatidil choline and
phosphatidilserine to decrease mainly because
they contribute to the synthesis of other
phospholipids.

Нормальную жизнедеятельность плаценты обес-
печивает контроль со стороны ферментов, гормонов,
которые активируют различные этапы метаболизма.
Характер течения этого процесса тесно связан с со-
стоянием плазматической мембраны. Это касается
как степени экспонированности рецепторов и анти-
генов поверхности, так и способности мембраны пе-
редать внешний сигнал на переключение метаболиз-
ма. В связи с этим можно сказать, что характеристика
плазматической мембраны может служить тестом для
определения состояния функционального аппарата
клетки. Как известно, одними из составных частей
мембраны являются фосфолипиды, среди которых
большого внимания заслуживают фосфатидилхолин
и фосфатидилсерин. Исследование фосфолипидного




