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TO QUESTION OF QUANTITATIVE EVALUATION  
OF α-SMA EXPRESSION IN ADENOMYOSIS
Mogilnaja G. M., Simovonik A. N., Gumenjuk I. S., Sotnichenko A. S.,  
Kuevda E. V., Gubareva E. A.

Kuban State Medical University, Krasnodar, Russia

Работа посвящена сравнительной оценке содержания гладкомышечного актина (α-SMA) в «переходной 
зоне» матки и в наружном миометрии у пациенток с аденомиозом. Материалом для исследования послужили 
образцы маток, удаленных у больных с аденомиозом (47 женщин), в качестве контроля использовался ма-
териал после гистерэктомии по поводу миомы матки. Обзорные срезы окрашивали по Маллори, иммуноги-
стохимическое выявление α-SMA проводили по стандартному протоколу с использованием моноклональных 
антител anti-Actin antibody (Abcan, Англия). Количественная оценка экспрессии α-SMA проведена по разра-
ботанной методике с оценкой площади позитивных участков в узкой спектральной зоне с оптической плот-
ностью выше пороговой. Сравнительный анализ выполнен с помощью программы «DAP analyzer», в основе 
которой лежит алгоритм цветовой деконволюции. Изучение содержания α-SMA показало, что в гладкомышеч-
ных клетках наружного миометрия экспрессия его выше, чем в одноименных клетках внутреннего миометрия. 
При оценке уровня коллагена в полихромных микропрепаратах, окрашенных по Маллори, оказалось, что при 
аденомиозе имеют место изменения объема экстрацеллюлярного фибриллярного компонента в «переходной 
зоне», тогда как в зоне наружного миометрия он практически не меняется.

Ключевые слова: переходная зона, аденомиоз, матка, иммуногистохимия, морфометрия

The study was devoted to a comparative assessment of the level of smooth muscle actin (α-SMA) in the «junctional 
zone» and in the outer myometrium of patients with adenomyosis. Material for the study – uterine samples removed 
from patients with adenomyosis (47 women). Control material – uterine samples removed from patients with leiomy-
oma. In the main group, the expression of α-SMA was higher in smooth muscle cells of the outer myometrium than 
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Изучение стенки матки при аденомиозе с по-
мощью магнитно-резонансной томографии 
(МРТ), а затем и методом ультразвуковой диа-

гностики привело к обнаружению в ней особой то-
пографической зоны, обозначаемой как Junctional 
Zone (переходная зона). Интерес к этой зоне связан 
с тем, что она играет важную роль в развитии адено-
миоза, в процессах репродукции и акушерских ис-
ходах [5, 10], при этом толщина «переходной зоны» 
связана с эффектом гиперплазии и гипертрофии 
гладкомышечных клеток (ГМК) внутреннего мио-
метрия [8]. Предполагается, что гиперплазия этой 
зоны служит ранним предиктором аденомиоза [2].

Целью настоящего исследования является срав-
нительная количественная оценка уровня содержа-
ния гладкомышечного актина (α-SMA) в «переходной 
зоне» (зона внутреннего миометрия) и в наружном 
миометрии у пациентов с аденомиозом.

Материал и методы. Исследованы образцы ма-
ток, удаленных во время операции по поводу адено-
миоза (47 женщин, средний возраст 52,03±0,51 года). 
Включение пациенток в клиническое исследование 
проводилось после получения информированного 
согласия и протоколировалось по стандартам этиче-
ского комитета Российской Федерации. 

Все пациентки были разделены на 2 клинические 
группы. В первую группу вошли больные с гистологи-
чески подтверждённым диагнозом аденомиоза I ста-
дии, а во вторую – с наличием аденомиоза II стадии. 
В качестве контроля был использован аутопсийный 
материал, полученный от женщин, у которых гисте-
рэктомия проводилась 
по поводу миомы мат-
ки. Полученные образцы 
фиксировали в 10  % за-
буференном формалине, 
дегидратировали и заклю-
чали в парафин по стан-
дартной методике. Срезы 
окрашивали гематокси-
лином и эозином, пикро-
фуксином по Ван-Гизону, 
анилиновым синим по 
Маллори, трихромом по 
Массону. Иммуногисто-
химическое исследо-
вание осуществляли по 
стандартному протоколу 
с использованием моно-
клональных антител. Об-
наружение α-SMA прове-
дено с помощью антител 
anti-Actin antibody (1:200, 
ab3280, Abcam, Англия).

Был проведен количественный морфометрический 
анализ результатов иммуногистохимического выявле-
ния гладкомышечного актина с использованием метода 
оценки площади позитивных участков в узкой спектраль-
ной области с оптической плотностью выше пороговой. 
Срезы фотографировали с помощью микроскопа Olym-
pus IX 51 камерой Olympus XC30 (охлаждение элемен-
том Пелетье, CCD матрица с разрешением 2080x1544, 
12  бит на канал). Все изображения имели одинаковое 

разрешение и степень увеличения (х200). Результат со-
храняли в виде отдельных файлов изображений в 16-бит-
ном tiff-формате. С помощью свободного программного 
обеспечения (Rawtherapee) проводили нормализацию 
изображений по экспозиции и балансу белого. Нор-
мализованные изображения сохраняли в 8-битном tiff-
формате. Количественный морфометрический анализ 
образцов выполняли с помощью специально разрабо-
танной программы для ЭВМ «DAB analyzer» (свидетель-
ство о государственной регистрации программы для 
ЭВМ №  2016660185 от 08.09.2016). В ее основе лежит 
разработанный A. C. Ruifrok и D. A. Johnston [11] алго-
ритм цветовой деконволюции, которая позволяет сег- 
ментировать из исходного изображения каналы отдель-
ных цветовых меток и строить карту распределения их 
оптической плотности на микрофотографии. Данный ме-
тод применим при выделении как двух красителей – пары 
гематоксилин-эозин, гематоксилин-DAB хромоген, так и 
трех – окраска трихром по Массону, окраска по Маллори. 
Алгоритм был в дальнейшем портирован на язык Java и 
доработан G. Landini [3, 6, 7]. Программа для автомати-
зированного морфометрического анализа была написа-
на на языке Python. Исходный код программы опублико-
ван на Github под открытой лицензией GPL 3.0 [4]. 

Сущность разработанного алгоритма состоит в 
следующем: 

1. При запуске программа получает необходимые 
параметры – пороговые значения сегментации, путь к 
каталогу с изображениями и другие. После чего фай-
лы в целевом каталоге подвергаются многопоточной 
параллельной обработке (рис. 1).

2. Каждый файл подвергается обработке с помо-
щью алгоритма цветовой деконволюции, позволяю-
щей получить карту распределения оптической плот-
ности каждого красителя в исходном изображении. 

3. Карты распределения пигмента бинаризиру-
ются путем попиксельного сравнения каждой точки 
изображения с заданным исследователем порогом. 
Таким образом, только области с оптической плотно-
стью выше заданной считаются положительно окра-
шенными. 

in the same cells of the inner myometrium. When assessing the level of collagen in polychromic micropreparations, 
stained by Mallory, it turned out that with adenomyosis there is a change in the volume of the extracellular fibrillar 
component in the «junctional zone», while in the zone of the outer myometrium it does not actually change.

Keywords: junctional zone, adenomyosis, uterus, immunohistochemistry, morphometry

Рис. 1. Композитное изображение для контроля корректности пороговых коэффициентов,  
формируемое программой
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4. Для каждого изображения производится под-
счет относительной площади положительного окра-
шивания.

5. После обработки изображений из заданной се-
рии результаты морфометрического анализа сохра-
няются в отдельном файле.

Данный алгоритм применяли для всей серии 
изображений, результаты измерений в виде csv-
файла сохранили для последующего анализа и ин-
терпретации. Коэффициент пропорциональности 
мкм2/пиксель составил 0,03. Это позволило вычис-
лить площади структур с привязкой к абсолютным 
значениям. 

Результаты. Изучение уровня экспрессии α-SMA 
у пациентов с аденомиозом в условиях стандартного 
микроскопирования по-
казало, что положитель-
ную реакцию различной 
степени интенсивно-
сти обнаруживают ГМК 
стенки матки. При этом 
ориентированные цирку-
лярно ГМК дают реакцию 
от слабой до умеренной 
интенсивности, а ГМК, 
выявляемые в попереч-
ном сечении, обычно ин-
тенсивную. Однако среди 
ГМК последней группы 
удается типировать клет-
ки с различной степенью 
интенсивности: одни 
окрашены интенсивно, 
другие умеренно, третьи слабо. Этот факт может слу-
жить показателем различной экспрессии α-SMA, но, 
с другой стороны, этот эффект может быть связан с 
уровнем среза ГМК в центре или на периферии, то 
есть на участках с различным уровнем содержания 
актина. Сравнение характера экспрессии α-SMA в 
топографических зонах матки показало, что в «пере-
ходной зоне» уровень его чаще умеренный, а в зоне 
наружного миометрия выявляются отдельные ГМК, 
окрашивающиеся интенсивно. Эти данные совпада-
ют с результатами, полученными M. K. Mehasseb и 
соавт. [9], согласно которым различия в степени экс-
прессии α-SMA в клетках внутреннего и наружного 
миометрия отсутствуют или слабо выражены.

При изучении экспрессии α-SMA с помощью раз-
работанной компьютерной программы оказалось, 
что в зоне внутреннего миометрия, соответствую-
щего «переходной зоне», уровень экспрессии этого 
маркера в среднем составил 35,01±6,03. В зоне на-
ружного миометрия показатель оказался равным 
44±3,54, но статистиче-
ски эти различия были 
недостоверны.

У лиц первой груп-
пы (аденомиоз I стадии) 
характер экспрессии 
α-SMA в зоне внутренне-
го и наружного миоме-
трия совпадал и соста-
вил 44±0,1 и 40,75±4,25 
соответственно. У па-
циентов второй группы 
(аденомиоз II стадии) 
выявлены различия в ха-
рактере экспрессии для 
«переходной зоны» и на-
ружного миометрия. Так, 

во внутреннем миометрии экспрессия α-SMA в сред-
нем оказалась равной 28,52±6,35, а во второй группе 
показатель был в 1,5 раза больше и составил в сред-
нем 47,75±5,73 (рис. 2). Не исключено, что выявлен-
ные различия уровня содержания α-SMA отражают 
особенности характера дифференцировки ГМК, ибо 
при аденомиозе имеет место эффект трансформа-
ции эндометриальных стромальных клеток в клетки 
миофибробласты, а затем в ГМК с накоплением в них 
контрактильных миофиламент, обеспечивающих экс-
прессию гладкомышечного актина. Полученные дан-
ные позволяют считать, что образующиеся ГМК отли-
чаются более низкой экспрессией гладкомышечного 
актина в клетках внутреннего миометрия, но эти из-
менения регистрируются при аденомиозе II стадии. 

В аспекте изучения патогенеза аденомиоза осо-
бый интерес представляют данные о содержании 
в миометрии соединительной ткани, окружающей 
мышечные группы как в зоне внутреннего, так и на-
ружного миометрия. Разработанную программу мор-
фометрического анализа мы применили для оценки 
фибриллярного компонента в полихромных микро-
препаратах, полученных в условиях окраски по Мал-
лори [1]. 

У пациентов с аденомиозом в «переходной зоне» 
уровень соединительнотканного компонента был до-
статочно высокий и составил в среднем 2,52±1,31, 
а в зоне наружного миометрия – 1,53±0,49. При из-
мерении объема коллагена оказалось, что в первой 
группе различия для зоны внутреннего и наружного 
миометрия нивелируются и составляют 1,64±0,94 и 
1,36±0,74 соответственно. У второй группы пациен-
тов выявляется более высокий уровень фибрилляр-
ного компонента стромы в «переходной зоне», в коли-
чественном отношении он составил 3,1±2,24 (рис. 3). 

А Б

Рис. 2. Выявление актина в гладких миоцитах (SMA):  
А – переходная зона (внутренний миометрий). Об. х10; Ок. х20;  

Б – наружный миометрий. Об. х10; Ок. х20

А Б

Рис. 3. Выявление фибриллярного компонента:  
А – переходная зона (внутренний миометрий). Об. х10; Ок. х20;  

Б – Наружный миометрий. Об. х10; Ок. х20
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Заключение. Таким образом, полученные с по-
мощью использованного метода данные показали, 
что характерным для «переходной зоны» матки яв-
ляется факт снижения уровня экспрессии гладкомы-
шечного актина миоцитами внутреннего миометрия, 
но этот эффект реализуется в случае аденомиоза 
II  стадии. Не исключено, что эти изменения могут 
приводить к нарушению двигательной активности 

внутреннего миометрия с нарушением транспорта 
спермы и имплантации. Использованный метод по-
зволил впервые провести оценку монохромного ин-
декса в микропрепарате с многоцветной окраской 
(реакция Маллори), что позволило выявить тенден-
цию к изменению объема фибриллярного компонен-
та экстрацеллюлярного матрикса матки при адено-
миозе II стадии.
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