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Аннотация

Значительную долю в  причинах женского бесплодия 
занимает маточный фактор. Для  преодоления много-
численных причин женского бесплодия разработан 
комплекс лечебно-диагностических мероприятий, по-
зволяющий восстановить репродуктивную функцию 
женщин. На  роль факторов успешной имплантации 
плодного яйца претендуют более 100  биологически 
активных субстанций, и ключевым моментом, опреде-
ляющим наступление и нормальное течение беремен-
ности, становятся маточно-плацентарные взаимоотно-
шения. Цель работы  — определить прогностическую 
ценность характера экспрессии рецепторов стероид-
ных гормонов и белка пролиферации Ki-67 преграви-
дарным эндометрием у  пациенток с  положительным 
исходом  ЭКО. В  исследование вошли 167  пациенток, 
получавших лечение по программе ЭКО и ПЭ в Базо-
вой акушерско-гинекологической клинике г.  Крас-
нодара за  период с  2016  по  2017  год. Было сформи-
ровано 2  группы: 1-ю  группу составили 72 пациентки, 
у которых после проведенной программы ВРТ наступи-
ла и прогрессировала беременность, в последующем 
завершилась срочными родами. Во 2-ю группу вошли 
95  пациенток с  отрицательным результатом програм-
мы ЭКО. Все пациентки были обследованы в соответ-
ствии с  приказом Министерства здравоохранения  РФ 
от 30 августа 2012 г. № 107н «О порядке использова-
ния вспомогательных репродуктивных технологий, 
противопоказаниях и ограничениях к их применению» 
и  проходили цикл  ЭКО впервые. На  8–11-й  день мен-
струального цикла проводилась биопсия эндометрия 
с  последующим гистологическим и  иммуногистохи-
мическим исследованием. Установлен дисбаланс 
экспрессии рецепторов половых гормонов клетками 
желез и стромы эндометрия, а  также изменение про-
лиферативной активности этих структур у  пациенток 
с  неуспешным исходом  ЭКО. Определение характера 
экспрессии рецепторов прогестерона и белка Ki-67 эн-
дометрием в фолликулярную фазу цикла может быть 
дополнительным прогностическим критерием исхо-
да ЭКО. Проведение иммуногистохимического метода 
исследования прегравидарного эндометрия способ-
но повысить качество диагностики причин маточного 
фактора бесплодия.

Ключевые слова: бесплодие, экстракорпоральное 
оплодотворение (ЭКО), иммуногистохимическое 
исследование.

Abstract

Uterine disorders can considerably contribute to infertility. 
In order to overcome many diff erent causes of female infer-
tility a complex of diagnostic and therapeutic procedures 
was established. More than 100 bioactive substances in-
fl uence the  process of  nidation. Uteroplacental relations 
are  key  factor of  onset and  normal course of  pregnan-
cy. The aim of current research is  to evaluate prognostic 
value of  expression of  steroid hormone receptors and 
Ki-67  protein in  pregravid endometrium of  patients with 
positive results of  in-vitro fertilization program. Research 
included 167  patients who  underwent IVF and  embryo 
transfer program in  Base Clinic of  Obstetrics and  Gyne-
cology, Krasnodar, in 2016–2017 years. Two groups were 
formed as follows: the 1st group was made of 72 patients 
who  had  pregnancy after IVF program and  had  full term 
delivery; the 2nd group was composed of 95 women with 
the negative result after IVF program. All patients had been 
examined according to  the  Ministry of  Healthcare  Order 
№ 107n “On applying assisted reproductive technologies, 
contraindications and limitations of their use” and had their 
fi rst IVF program. The endometrial biopsy was performed 
on day 8–11 of menstrual period in order to conduct his-
tological and immunohistochimical analyses. IHC showed 
irregular expression of  steroid hormone receptors in  en-
dometrial glands and stroma and altered proliferative ac-
tivity of those structures in women with unsuccessful IVF. 
Assessment of  steroid hormone receptors expression 
and protein Ki-67 expression may be considered as addi-
tional prognostic criteria of  success in  IVF. Immunohisto-
chemical analysis of pregravid endometrium can improve 
diagnosis of uterine causes of infertility.

Keywords: infertility, in-vitro fertilization (IVF), 
immunohistochemical analysis.
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ВВЕДЕНИЕ

Значительную долю в причинах женского бес-

плодия занимает маточный фактор. Комплекс пато-

логических процессов, способных повлиять на на-

ступление и вынашивание беременности, весьма 

широк. В 34–82 % случаев у пациенток диагностиру-

ется хронический эндометрит, связанный с инфек-

циями, передающимися половым путем, в том числе 

его вирус-ассоциированные и аутоиммунные вари-

анты. Гиперпластические процессы эндометрия, 

отражающие нарушения гормональной регуляции 

и регенерации слизистой оболочки полости матки, 

занимают, по данным разных авторов, от 5,0 до 10 %. 

Доброкачественные мезенхимальные опухоли матки 

как одна из причин бесплодия встречаются в 3–16 % 

наблюдений [1, 2].

АКТУАЛЬНОСТЬ

Для преодоления многочисленных причин жен-

ского бесплодия разработан комплекс лечебно-ди-

агностических мероприятий, позволяющий восста-

новить репродуктивную функцию женщин. Однако 

далеко не все пациентки после органосохраняющих 

вмешательств при новообразованиях половых орга-

нов, комплексной физио- или антибиотикотерапии 

способны к спонтанному наступлению беременно-

сти. Появление вспомогательных репродуктивных 

технологий (ВРТ) дало возможность нескольким 

миллионам супружеских пар иметь детей [3, 4]. 

За десятилетия динамичного развития ВРТ достиг-

нут существенный прогресс в репродуктологии. Од-

нако, несмотря на все имеющиеся успехи, эффек-

тивность одного протокола экстракорпорального 

оплодотворения (ЭКО) остается на уровне 20–35 % 

в зависимости от возраста пациентки, количества 

и качества переносимых эмбрионов и, по всей види-

мости, структурно-функционального состояния эн-

дометрия к моменту переноса [5]. Не представляет 

сомнений, что именно маточно-плацентарные вза-

имоотношения, начиная от момента имплантации 

плодного яйца и завершая срочными родами, явля-

ются ключевым моментом, определяющим течение 

беременности.

На роль факторов успешной имплантации плод-

ного яйца, так называемых «маркеров» репродукции 

и «рецептивности» эндометрия, претендуют более 

100 биологически активных субстанций. Не менее 

обсуждаемыми являются и факторы, способные бло-

кировать имплантацию за счет иммунного механиз-

ма (антифосфолипидные, антиспермальные, анти-

нуклеарные антитела, периферические натуральные 

Т-лимфоциты киллеры (NK-клетки CD56+), со-

впадение супругов по HLA-антигенам, возрастание 

активности В-лимфоцитов и многие другие) [6–9]. 

Однако особенности экспрессии стероидных гормо-

нов прегравидарным эндометрием до наступления 

«окна имплантации» при невынашивании беремен-

ности в литературе освещены недостаточно или но-

сят противоречивый характер. Так же недостаточно 

изучена возможность использовать морфологиче-

ские критерии состояния эндометрия у пациенток 

в программе ЭКО.

Цель работы — определить прогностическую цен-

ность характера экспрессии рецепторов стероидных 

гормонов и белка пролиферации Ki-67 прегравидар-

ным эндометрием у пациенток с положительным ис-

ходом ЭКО.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
ИССЛЕДОВАНИЯ

В исследование вошли 167 пациенток, получав-

ших лечение по программе ЭКО и ПЭ в Базовой 

акушерско-гинекологической клинике г. Красно-

дара за период с 2016 по 2017 год. Все пациентки 

были обследованы в соответствии с приказом Ми-

нистерства здравоохранения РФ от 30 августа 2012 г. 

№ 107н «О порядке использования вспомогательных 

репродуктивных технологий, противопоказани-

ях и ограничениях к их применению» и проходили 

цикл ЭКО впервые.

Критериями участия пациенток в исследовании 

стали: наличие маточного фактора бесплодия, регу-

лярная половая жизнь без применения контрацеп-

ции в течение одного года и более. В исследование 

не были включены пациентки с другими видами 

бесплодия, в том числе с сочетанными формами, ди-

агностированным распространенным эндометри-

озом, имеющие обострение хронической экстраге-

нитальной и/или соматической патологии в стадии 

субкомпенсации и декомпенсации.

Всем пациенткам проведено комплексное об-

следование, включающее анамнестические данные, 

клинико-лабораторные исследования, гормональ-

ный мониторинг на 2–3-й день менструального 

цикла, УЗИ органов малого таза. Состояние микро-

биоценоза урогенитального тракта оценивалось 

методом ПЦР в режиме реального времени набо-

ром для исследования «Фемофлор-16», ООО «НПО 

ДНК-Технология». На 8–11-й день менструального 

цикла проводилась ЦУГ- или пайпель-биопсия эн-

дометрия с последующим гистологическим и имму-

ногистохимическим исследованием.

По результатам проведенного цикла ЭКО было 

сформировано 2 группы: 1-ю группу составили 

72 пациентки, у которых после проведенной про-

граммы ВРТ наступила и прогрессировала бере-

менность, в последующем завершилась срочными 

родами. Во 2-ю группу вошли 95 пациенток с отри-

цательным результатом программы ЭКО.
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Гистологическое исследование эндометрия вы-

полняли по общепринятой методике: фиксация 

ткани 10 % раствором нейтрального забуференного 

формалина в течение 24 ч, проводка материала в ги-

стопроцессоре карусельного типа с использованием 

изопропилового спирта в течение 8 ч. Из парафино-

вых блоков изготавливали срезы толщиной 5 мкм, 

окрашивали гематоксилином Маейра и 1 % раство-

ром эозина.

Иммуногистохимическое исследование прово-

дили с помощью двойных антител с предваритель-

ной депарафинизацией и демаскировкой антигенов 

в РТ-модуле (Thermo Scientifi c, UK) с универсаль-

ным продуктом Declere (Cell Marque) в течение 

15 мин при 97°С. Использовали разведенные, гото-

вые к применению моноклональные антитела к ре-

цепторам эстрогена-α, клон SP-1, прогестерона, 

клон SP-2, ядерному антигену пролиферирующих 

клеток Ki-67, клон SP-6 (Spring BioScience, USA). 

Для визуализации антигена использовали мульти-

мерную безбиотиновую систему детекции REVEAL 

с 3,3´-диаминобензидином в качестве хромогена 

(Spring BioScience, USA). Ядра клеток докрашива-

ли гематоксилином Майера в течение 1 мин. По-

зитивный контроль проводили с помощью гисто-

логических препаратов с известной положительной 

реакцией указанных антител, негативный кон-

троль — путем исключения первичных антител.

Оценку результатов ИГХ-реакции выпол-

няли полуколичественным методом по системе 

Histochemical Score: Н-Score = 1a + 2b + 3c, где 

а —% слабо окрашенных ядер клеток, b — % умерен-

но окрашенных ядер клеток, с — % сильно окрашен-

ных ядер клеток (McClelland R.A. et al., 1991). Степень 

выраженности экспрессии рецепторов гормонов 

расценивали: 0–10 баллов — отсутствие экспрессии, 

11–100 — слабая экспрессия, 101–200 — умеренная 

экспрессия, 201–300 — выраженная экспрессия. 

Для оценки индекса Ki-67 определяли долю окрашен-

ных ядер в 10 полях зрения при увеличении  400.

При статистической обработке данных для оцен-

ки достоверности различий между группами исполь-

зовали пакет прикладных программ Statistica 6.0. 

Результаты измерений представлены в виде M ± m, 

где M — среднее значение, m — ошибка среднего 

значения. Статистически значимыми считали раз-

личия при p < 0,01, для оценки информативности 

применяли непараметрический метод с помощью 

критерия U Манна—Уитни для малых выборок.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В обеих группах наблюдения пациентки были 

сопоставимы по возрасту. Средний возраст паци-

енток 1-й группы составил 34,52 ± 2,81 года, второй 

группы — 33,04 ± 1,97 года. Длительность периода 

бесплодия составила 4,02 ± 1,81 года в 1-й группе 

и 4,72 ± 2,22 года во 2-й группе. Бесплодие вторич-

ное наблюдалось несколько чаще: 43 случая (59,7 %) 

в 1-й группе и 53 наблюдения (55,8 %) во 2-й группе.

Наиболее частой причиной бесплодия в группах 

обследованных пациенток с маточным фактором 

стало сочетанное течение хронического эндометри-

та с лейомиоматозной пролиферацией, хроническо-

го эндометрита с полипами эндометрия (табл. 1).

Терапию пациенток с установленным маточным 

фактором бесплодия осуществляли проведением 

показанного объема малоинвазивного хирургиче-

ского вмешательства при наличии синехий, миом, 

полипов, а также комбинацией антибактериальных 

препаратов, иммуномодуляторов в сочетании с фи-

зиотерапевтическими процедурами при обострении 

хронического эндометрита [10].

При гистологическом исследовании биопсии 

слизистой оболочки матки в 1-й группе обследо-

ванных с положительным исходом ЭКО установ-

лено, что в 63,9 % случаев имелась слабая очаговая 

или диффузная инфильтрация стромы эндометрия 

лимфоцитами и макрофагами, со слабыми явлени-

ями эмпериополеза и интраэпителиальной инфиль-

трации. У сопоставимого количества пациенток 

(57,9 %) во 2-й группе также отмечена лимфо-ма-

крофагальная инфильтрация стромы эндометрия. 

Однако у этих пациенток наблюдалась более выра-

женная интраэпителиальная инфильтрация желез 

эндометрия лимфоцитами и полиморфно-ядерны-

ми лейкоцитами, фиброз стромы и склероз стенок 

сосудов встречался в 2,7 раза чаще, чем в 1-й груп-

пе (p < 0,01). Таким образом, наличие морфологи-

ческих признаков хронического эндометрита еще 

раз указывает на его немаловажную роль в патоге-

незе маточного фактора бесплодия, что согласует-

ся с мнением значительного количества исследова-

телей [11, 12]. Следует отметить, что обнаруженное 

нами преобладание фиброзных изменений в строме 

прегравидарного эндометрия у пациенток с неудав-

шейся попыткой ЭКО может служить неблагопри-

Таблица 1

Структура маточного фактора бесплодия у пациенток 

в программе ЭКО

Заболевание

1-я группа 

(n = 72)

2-я группа 

(n = 95)

абс. % абс. %

Хронический эндометрит 1 1,4 % 4 4,2 %

Синехии полости матки 1 1,4 % 1 1,05 %

Эндометриальные полипы 9 12,5 % 19 20,0 %

Миомы матки 7 9,7 % 5 6,9 %

Сочетанное течение заболеваний 54 75,0 % 66 69,5 %
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ятным прогностическим фактором в предстоящем 

цикле ЭКО и требует расширения объема физиоте-

рапевтического лечения на этапе подготовки к ПЭ.

Иммуногистохимическое исследование эндоме-

трия выявило неравномерную экспрессию рецепто-

ров половых гормонов и маркера пролиферации — 

белка Ki-67 эпителием эндометриальных желез 

и клетками стромы (табл. 2).

В 1-й группе пациенток наблюдался сопоста-

вимый высокий уровень экспрессии рецепторов 

эстрогена эпителием желез и клетками стромы 

в фолликулярную фазу цикла. Уровень экспрессии 

рецепторов прогестерона клетками стромы был 

при этом в 1,7 раза ниже, чем в эпителии эндометри-

альных желез, что указывает на сохранение балан-

са в характере экспрессии рецепторов различными 

структурами эндометрия и, по-видимому, обуслов-

ливает механизм адекватного ответа на последую-

щую прогестероновую поддержку у пациенток в ци-

кле ЭКО.

Во 2-й группе женщин, у которых не наблюда-

лось наступления беременности после ПЭ, харак-

тер экспрессии рецепторов половых гормонов был 

существенно нарушен. В данной группе на фоне 

сопоставимой с 1-й группой экспрессии рецепторов 

эстрогена эпителием желез установлено снижение 

содержания рецепторов данного гормона в 1,6 раза 

в клетках стромы (р < 0,01).

При неблагоприятном исходе ЭКО экспрессия 

рецепторов прогестерона в эпителии эндометриаль-

ных желез незначительно снижена, однако в ядрах 

клеток стромы отмечалось увеличение их экспрес-

сии в 1,3 раза по сравнению с 1-й группой, что ука-

зывает на нарушение механизмов коэкспрессии 

рецепторов половых гормонов перед предстоящим 

окном имплантации в секреторную фазу цикла.

По-видимому, нарушение экспрессии половых 

гормонов, установленное нами в пролиферативном 

эндометрии, может сохраняться и в секреторную 

фазу цикла, определяя неуспешный исход програм-

мы ЭКО. Ряд других исследований, посвященных 

изучению состояния рецепторного статуса эндо-

метрия в окно имплантации, убедительно доказал 

изменение характера экспрессии рецепторов эстро-

гена и прогестерона при хроническом эндометри-

те [13, 14].

При изучении фактора пролиферации белка Ki-

67 у пациенток 1-й группы отмечено незначительное 

преобладание уровня его экспрессии в клетках стро-

мы эндометрия по сравнению с эпителием желез. 

При неуспешном исходе ЭКО установлено возраста-

ние экспрессии белка Ki-67 в эпителии эндометри-

альных желез в 2,5 раза по сравнению с 1-й группой 

(р < 0,01). Экспрессия данного маркера клетками 

стромы была существенно ниже (в 2,8 раза), чем 

в группе с положительным результатом ЭКО. По-

лученные данные указывают на нарушение меха-

низмов регенерации и пролиферации стромального 

компонента эндометрия (рис 1 а, б).

Известно, что ген Ki-67, кодирующий ядерный 

белок, участвует в митотическом делении клеток 

и активизирует их пролиферативную активность. 

Содержание белка Ki-67 в неизмененном эндоме-

трии коррелирует с фазами менструального цикла. 

Оно увеличивается в стадию пролиферации, дости-

гает максимума в конце фолликулярной фазы и сни-

жается в стадию секреции. Взаимосвязь экспрессии 

маркера с рецепторами эстрогена и прогестерона 

в эндометрии отмечена рядом авторов. Нарушение 
механизмов пролиферации эндометрия может ста-
новиться основой проблемы так называемого «тон-
кого» эндометрия и повторных неудач при проведе-
нии ВРТ [13, 14].

Таким образом, при проведении иммуногисто-

химического исследования был выявлен дисба-

ланс экспрессии половых гормонов клетками желез 

и стромы эндометрия, а также изменение пролифе-

ративной активности этих структур.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Наступление беременности и рождение здо-

рового ребенка после проведения ВРТ является 

Таблица 2

Иммуногистохимический профиль прегравидарного эндометрия у пациенток в программе ЭКО (M ± m)

Показатель Локализация экспрессии в эндометрии 1-я группа (n = 72) 2-я группа (n = 95) Степень различия, р

Экспрессия рецепторов 
эстрогена, баллы

эпителий желез 228,9 ± 11,9 197,4 ± 21,7 0,04

строма 264,5 ± 18,2 167,2 ± 17,1 0,0009*

Экспрессия рецепторов 
прогестерона, баллы

эпителий желез 226,4 ± 22,5 168,7 ± 15,8 0,0012

строма 121,4 ± 20,1 162,3 ± 19,6 0,0008*

Экспрессия Ki-67, % эпителий желез 36,3 ± 7,2 91,2 ± 10,8 0,0003*

строма 65,1 ± 8,1 22,9 ± 6,3 0,0007*

* — степень различия p < 0,01.
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основной задачей программы ЭКО. Однако на се-

годняшний день продолжает сохраняться высокий 

процент неудач ЭКО, что определяет существенные 

экономические затраты проводимых зачастую мно-

гократно процедур. Следует отметить, что с каждой 

последующей процедурой ЭКО процент наступле-

ния беременности в цикле не увеличивается, а, как 

правило, уменьшается [1].

Повышению эффективности процедур ЭКО 

и ПЭ может способствовать персонализирован-

ный подход к каждой пациентке с расширением 

диагностических возможностей патоморфологии 

и углубленного изучения маркеров имплантации 

в прегравидарном эндометрии. При невозможности 

коррекции причин маточного фактора бесплодия, 

ассоциированного с непреодолимыми механизмами 

нарушения рецепторного статуса эндометрия, сле-

дует направлять врача на поиск других методов ВРТ, 

способных преодолеть нарушения репродуктивной 

функции женщины.

Финансирование. Работа не имеет финансовой под-
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