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Исследовано процентное содержание некоторых элементов в  биопробах плаценты 
родильниц при нормальном сроке гестации 39–40 недель. Определяли содержание 
C, N, O, Ca, Cl, K, Na ,P, S, Al, Fe, Mg, Si в 70 биоптатах с забором ткани в пяти точках пла-
центы. Проведена статистическая обработка результатов для двух групп элементов. 
Выявлены достоверно значимое различие массовых долей некоторых химических 
элементов (p<0,05) в  биоптате независимо от  точки забора, а  также последователь-
ность представления элементов от бόльшего содержания к меньшему: углерод (С) > 
кислород (О) > азот (N). Соотношение некоторых химических веществ – общий кисло-
род-углерод, хлор-калий, калий-натрий и хлор-натрий – было стабильным и не зави-
село от места забора материала.

Введение
На основании приказа Минздравсоцразвития РФ 
от  27.12.2011  года № 1687м установлены новые критерии 
живорождения в  полном соответствии с рекомендаци-
ями ВОЗ. С 1 января 2012  года все родившиеся с  массой 
500 г и  более при сроке гестации 22 недели подлежат 
регистрации в  органах ЗАГС [1]. Изменилась структура 
младенческой смертности и  заболеваемости [2, 3]. С 
2012  года в  официальной статистике учитываются дети 
с  ретинопатией недоношенных (РН), которая составляет 
21,6 на 100 тысяч детского населения в возрасте от рожде-
ния до  14  лет [4]. Поэтому необходим комплексный под-
ход к изучению проблемы РН для выявления причин воз-
никновения осложнений у детей.

Воздействие различных неблагоприятных факторов 
на мать и развивающийся плод нарушает процесс нако-
пления в  достаточных количествах всех необходимых 
питательных веществ, что выражается в  перераспреде-
лении химических элементов [5, 6]. Плацента является 
полноценным компонентом системы мать  – плацента  – 
плод с  многочисленными функциями, нарушение кото-
рых приводит к  разнообразным осложнениям бере-
менности [7]. На настоящий момент детально изучены 

отдельные биохимические аспекты в  патогенезе РН, 
которые не представляется возможным корректно обоб-
щить без оценки физико-химического статуса плаценты 
на уровне органа.

Изучение транспорта химических элементов через 
плаценту матери к  плоду может играть значительную 
роль в оценке среды обитания, оказывающей значитель-
ное влияние на  состояние здоровья и  адаптацию ново-
рожденного в  постнатальной жизни. Наше внимание 
к изучению уровней содержания некоторых химических 
веществ в  плаценте матерей, родивших как в  нормаль-
ные (39–40 недель), так и  в преждевременные сроки 
гестации, связано с участием плаценты в жизнедеятель-
ности плода. При этом проводимые исследования неин-
вазивны и высокоинформативны. Данное исследование 
посвящено изучению содержания некоторых химиче-
ских элементов в  биопробах плацент родильниц при 
сроке гестации 39–40 недель. Отметим, что попытки 
описания элементной химии плаценты были предпри-
няты в  середине 20 столетия с  применением плазмен-
ной спектроскопии и  рентгено-флуоресцентного ана-
лиза. При относительно высокой чувствительности этих 
методов они не позволяют контролировать структуру 
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образца при получении данных о его химическом составе. 
Это затрудняет анализ сложных неоднородных биологи-
ческих объектов, приводит к  возникновению существен-
ной погрешности, а также исключает корректную оценку 
содержания главных компонентов электролитов в  тка-
нях. Приведем пример химического микрокартирования 
поверхности биоптатов плаценты (рис.1), выполненного 
на  подготовительном этапе исследования. Очевидна 
необходимость визуального контроля поверхности 
образца для исключения влияния следующих факторов:
•	 паразитных накоплений солевых компонентов элек-

тролита в  биоптате, возникающих при нарушении 
условий лиофилизации;

•	 крупных сосудов, химические компоненты которых не 
относятся к накоплению элементов в тканях плаценты;

•	 соединительно-тканных образований, имеющих само-
стоятельную элементную химию;

•	 крупных обособленных петрификатов, формально 
характеризующих патологический процесс, но приво-
дящих к избыточным статистическим выбросам;

•	 механического загрязнения поверхности биопробы. 
Необходимость визуального контроля распределения 

химических элементов в  биопробах плаценты во время 
проведения элементного анализа сделала рациональ-
ным применение энергодисперсионной спектроскопии 
(ЭДС) на  базе сканирующего электронного микроскопа 
(СЭМ). Этот метод допускает качественное и  полуколи-
чественное изучение химического состава поверхности 
биологического образца в  режиме низкого вакуума без 
дополнительной химической обработки, глубокого обе-
звоживания и  напыления токопроводящими материа-
лами.

Цель исследования состояла в  изучении содержания 
химических элементов в  биопробах плацент родильниц 
при сроке гестации 39–40 недель с  применением ЭДС 
на базе СЭМ.

Материалы и методы
Исследование включало три основных этапа: забор мате-
риала плацент, определение содержания некоторых 
химических элементов в  пяти локализациях в  плаценте, 
статистический анализ полученных данных.

Последы для исследования забирали непосред-
ственно после родов, работа проводилась на  базе 
ОГБУЗ  "Перинатальный центр" Смоленска. Вырезка 
плаценты осуществлялась на  базе ОГБУЗ "Смоленский 
областной институт патологии". Изучение особенно-
стей накопления содержания некоторых химических 
элементов в биоптатах плаценты проводили с помощью 
сканирующего электронного микроскопа СЭМ EVOLS10 
(Zeiss, Германия) с  ЭДС Oxford-X-MAX-50 (Oxford, Велико-
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Рис.1. Примеры биопроб, исключенных из  статистической 
выборки по  результатам предварительного качественного 
химического микрокартирования поверхности. 
A  и  А'  – изображение в  обратно-рассеянных электронах 
участка биоптата плаценты (А) и  данные о  распределении 
Fe на том же участке (А'), которые позволили обнаружить не 
проявленный в микротопографии сосуд в подповерхностном 
слое (отмечен стрелками на  А'); Б и  Б' – пространственное 
совпадение зон с высоким содержанием фосфора (Б) и кальция 
(Б'), связанное с  наличием обособленного петрификата 
(отмечен стрелками); В  и В' – высокая пространственная 
корреляция содержания серы (В) и  азота (В') в  пределах 
соединительно-тканных образований (отмечено 
звездочками); Г и  Г' – пространственное совпадение зон 
с высоким содержанием кремния (Г) и алюминия (Г'), связанное 
с механическим загрязнением частицами силикатного стекла
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британия) в  режиме низкого вакуума (70 Па) при ускоря-
ющем напряжении 20 кВ и токе на образце 470 пА. С этой 
целью брали биоптаты, предварительно замороженные 
при температуре –70 °С. Избегая полного разморажива-
ния, на  охлажденной поверхности термоконденсатора 
из ткани выкраивались уплощенные квадратные блоки со 
стороной 3 мм и толщиной 0,7 мм.

Для снижения влияния неоднородности структуры 
и  усреднения данных о  химическом составе пробы нако-
пление рентгеновского спектра производилось в режиме 
сканирования прямоугольной области поверхности 2  мм 
на  2,5  мм с  экспозицией 15  мин (включая мертвое время 
детектора 25–27%) с  одновременной визуализацией рас-
пределения химических элементов в  пределах сканируе-
мого участка. По результатам качественного химического 
микрокартирования, при выявлении значительных неод-
нородностей в  структуре распределения одного из  хими-
ческих элементов в пределах оцениваемого участка проба 
исключалась из  дальнейшей обработки. Данные о  содер-
жании химических элементов условно нормировались 
и были приведены к 100%-ному весу по каждому образцу, 
что позволило сравнивать данные на качественном уровне.

В  исследовании приняли участие 14 женщин, родив-
ших доношенных детей со сроком гестации в 39–40 недель. 
Возраст родильниц составлял от  21  года до  33  лет (в сред-
нем 27,35 года).

На качественном уровне (по метрологической клас-
сификации) было определено весовое содержание C, N, 
O, Ca, Cl, K, Na, P, S, Al, Fe, Mg, Si в 70 биоптатах с забором 
ткани в  пяти точках плаценты у  каждой испытуемой: 
в хориальной пластинке, в базальной пластинке, в вор-
синчатом хорионе, в пуповине, в оболочках.

После первичной обработки материала химические 
элементы распределили по трем группам в  зависимо-
сти от  их концентрации в  биоптатах. В  первую группу 
вошли вещества, на  долю которых приходилось 95,7% 
веса пробы: углерод, азот и  общий кислород. Вторую 
группу составили химические элементы, общее про-
центное содержание которых – 4,1%: кальций, хлор, 
калий, натрий, фосфор, сера. В  третью группу попали 
элементы, удельный вес которых не превышал 1%: 
алюминий, железо, магний, кремний. Поскольку про-
центное содержание химических элементов третьей 
группы в  пробах мало, а  ошибки округления приво-

Таблица 1. Значения описательных статистик химических элементов первой группы

Элемент Мв, % Ме, % Xmin, % Xmax, % Dв σв, % ±Δ, % γ

C 59,86 60,36 53,65 64,73 7,39 2,72 0,65

0,95N 12,57 12,66 9,85 14,83 0,9 0,95 0,23

O 23,27 22,54 18,4 31,27 8,36 2,89 0,69

Рис.2. Диаграмма размаха процентных долей химических элементов первой (а) и второй (б) групп
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дили к  большим искажениям экспериментальных дан-
ных, элементы этой группы из анализа исключили.

Проверку гипотезы о  нормальном законе рас-
пределения осуществляли графическим критерием 
("метод огибающих" – бутстреппинг) и  формальным 
критерием Пирсона (критерий "хи-квадрат"). Оценку 
достоверности различий между химическими эле-
ментами в  первой и  второй группе производили 
непараметрическим критерием Крускала – Уоллиса 
[8]. При проведении корреляционного анализа рас-
считывали коэффициент корреляции Пирсона, если 
данные подчинялись нормальному закону распре-
деления, в  противном случае использовали ранго-
вый коэффициент корреляции Спирмена. Статисти-
ческую обработку результатов проводили с помощью 
пакета статистического анализа и  визуализации дан-
ных R версии 3.2.2.

Результаты исследования
Экспериментальные результаты оценки процентной доли 
химических элементов в  пробе для элементов первой 
группы представлены на рис.2а.

Описательные статистики химических элементов 
первой группы представлены в  табл.1: Мв – выборочное 
среднее; Ме – медиана; Xmin – минимальное значение; 
Xmax – максимальное значение; Dв – дисперсия; σв – сред-
нее квадратичное отклонение; ±Δ – предельная ошибка 
среднего; γ – доверительная вероятность.

Экспериментальные результаты оценки доли химиче-
ских элементов в пробе для второй группы представлены 
на рис.2б, а описательные статистики – в табл.2.

Для проверки гипотезы о  нормальном законе распре-
деления процентной доли химических элементов первой 
группы использовали графический критерий ("метод оги-
бающих" – бутстреппинг), который заключался в  извле-
чении из  нормального закона с  заданными параметрами 
1 000 случайных выборок, по  70 наблюдений каждая, их 
совокупный статистический разброс позволяет дать 
оценку гипотезы о нормальном распределении вероятно-
сти с заданным уровнем значимости (рис.3).

Результаты, полученные по  критерию Пирсона для 
химических элементов первой и  второй группы, приве-
дены в табл.3: χ2

набл – наблюдаемая величина, χ2
крит – кри-

тическое значение χ2.

Таблица 2. Значения описательных статистик химических элементов второй группы

Элемент Мв, % Ме, % Xmin, % Xmax, % Dв σв, % ±Δ, % γ

Ca 0,21 0,16 0,06 0,74 0,02 0,14 0,03

0,95

Cl 0,98 0,98 0,14 2,81 0,4 0,63 0,15

K 0,63 0,64 0,17 1,25 0,07 0,27 0,07

Na 0,86 0,79 0,25 2,31 0,22 0,47 0,11

P 0,67 0,64 0,24 1,44 0,06 0,24 0,06

S 0,75 0,72 0,41 1,20 0,03 0,19 0,04

Рис.3. Графики эмпирических квантилей распределения (точки) и границы доверительного интервала (пунктирные линии), 
полученные в процессе бутстреппинга с уровнем значимости p < 0,05
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Анализ матриц диаграмм рассеяния позволил выя-
вить наличие корреляционных связей в  пробах между 
процентным содержанием углерода-кислорода, хлора-
натрия, хлора-калия (рис.4). Процентное содержание C, 
N, O в биоптате в зависимости от точки забора показано 
на рис.5.

Обсуждение
Применение для элементного анализа энергодисперсион-
ного спектрометра на  базе сканирующего электронного 
микроскопа позволяет проводить качественный и  полу-
количественный химический анализ неоднородных био-
логических объектов. Предварительная визуализация 
распределения химических элементов в  пределах анали-
зируемого участка биопробы необходима для исключе-

ния из  статистической выборки проб со значительными 
выбросами содержаний химических элементов.

На основании результатов, представленных на  рис.3, 
можно сделать вывод о  том, что процентное содержание 
углерода и  азота в  пробах распределено по  нормальному 
закону, а  нулевая гипотеза о  нормальном распределении 
кислорода подтверждения не получила, так как квантили 
эмпирического распределения выходят за границы довери-
тельного интервала.

Так как гипотеза нормальности закона распределения 
для каждого из  элементов первой группы подтверждения 
не получила, а  элементы второй группы дисперсии имеют 
большой разброс (0,02–0,22), то для проверки статистиче-
ски значимых отличий между химическими элементами, 
как в  первой, так и  во второй группах, применялся непа-

Таблица 3. Проверка гипотезы на нормальность закона распределения химических элементов первой и второй группы

Элемент χ2
набл χ2

крит γ Но*

O 17,36 11,07

0,95

Нет

C 8,72 12,59

 Да

N 0,76 9,49

Ca 2,46 7,81

Cl 2,79 11,07

K 2,42 12,59

Na 4,9 9,46

P 3,15 11,07

S 4,19 12,59

* Нулевая гипотеза Но – выборка распределена по нормальному закону.

Рис.4. Диаграммы рассеяния химических элементов 
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раметрический критерий Крускала  – Уоллиса. Расчеты 
показали, что вероятность ошибки первого рода не будет 
превышать p < 0,001. Следовательно, различия в процент-
ных долях химических элементов первой группы (C, N, O) 
и второй группы (Ca, Cl, K, Na, P, S, Al, Fe, Mg, Si) в пробах 
статистически значимо. По данным литературы уровень 
концентрации таких макро- и микроэлементов, как O, Na, 
S, Cl, C, K, Fe, наиболее чувствителен к  патологическим 
изменениям в плаценте [9].

При анализе матричной диаграммы рассеяния хими-
ческих элементов первой и  второй группы выявлены 
обратно пропорциональная зависимость между измене-
ниями содержания углерода и  общего кислорода (рис.4а) 
и  прямо пропорциональная зависимость между процент-
ным содержанием хлор-калий, калий-натрий и  хлор-
натрий (рис.4б, в). Такое синхронное поведение описано 
в  литературе в  отношении содержания таких элементов, 
как натрий и  калий, которое не зависит от  точки забора 
материала [10].

В  первой группе, содержащей углерод, азот 
и  общий кислород, проведен корреляционный ана-
лиз между процентным содержанием доли хими-
ческих элементов в  пробе в  зависимости от  точки 
забора биоптата. Процентная доля углерода и кисло-
рода имеют большой разброс данных (59,77%; 59,57%; 
60,51%; 58,21%; 61,25% и  23,27%; 23,63%; 23,28%; 24,27%; 
21,91% соответственно), что подтверждается и рассчи-
танным коэффициентом линейной корреляции Пир-
сона 0,08 и  ранговым коэффициентом корреляции 
Спирмена для кислорода 0,07. В  то же время, содер-
жание азота (13,09%; 12,85%; 12,64%; 12,34%; 11,94%) 
в  пробах свидетельствует о  наличии корреляцион-

ной связи, причем его процентное содержание в про-
бах обратно пропорционально зависит от  номера 
точки (локализации) забора биоптата с  коэффициен-
том корреляции 0,42. 

Таким образом, выявленные закономерности в уров-
нях содержания исследованных элементов в  биопта-
тах плаценты при доношенной беременности могут 
служить ориентиром для сравнения с  плацентой при 
недоношенной беременности. На последующих этапах 
нашего исследования планируется выявить изменения 
в  уровнях содержания химических элементов в  пла-
центе при недоношенной беременности и прогностиче-
ски оценить их влияние на развитие ретинопатии недо-
ношенных.

Выводы
Использование ЭДС на  базе СЭМ позволяет проводить 
качественную оценку пространственного распределе-
ния и  содержаний химических элементов в  биологиче-
ских образцах с  порогом обнаружения от  0,0n процент-
ной доли по весу.

Установлены достоверно значимое различие (p<0,05) 
массовых долей некоторых химических элементов 
в  биоптате независимо от  точки забора материала, 
а  также последовательность представления элементов 
от  большего содержания к  меньшему у  элементов пер-
вой группы: С > О >N. 

При увеличении содержания в  пробе общего кисло-
рода  наблюдается одновременное снижение в ней угле-
рода во всех точках забора биоптата. 

При анализе матричной диаграммы рассеяния неко-
торых химических элементов второй группы выявлена 

Рис.5. Процентные содержания доли химических элементов (C, N, O) в пробе в зависимости от точки забора биоптата 
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прямо пропорциональная зависимость между процент-
ным содержанием хлор-калий, калий-натрий и  хлор-
натрий.

Соотношение содержания некоторых химических 
веществ – общий кислород-углерод, хлор-калий, калий-
натрий и  хлор-натрий  – остается стабильным незави-
симо от места забора биоптата.

Содержание азота в  веществе плаценты обратно 
пропорционально зависит от  точки забора биоптата 
и  снижается от  хориальной пластинки до  оболочек 
плаценты.
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