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Аннотация
Цель: определение уровня экспрессии сосудистого эндотелиального фактора роста 
типа A в оценке функционального состояния эндометрия при хроническом эндометри-
те у пациенток, страдающих бесплодием.

Материалы и методы. Исследованы биопсии эндометрия, полученные от 41 пациентки 
с хроническим эндометритом, который был диагностирован в качестве маточного фактора 
развития бесплодия. Группой сравнения стали 39 женщин с мужским фактором в развитии 
бесплодия и отсутствием воспалительных процессов в органах репродуктивной системы. 
Биопсию эндометрия брали в обе фазы менструального цикла: на 8–10-й день фолли-
кулярной фазы и на 21–24-й день лютеиновой фазы. Иммуногистохимическое исследо-
вание эндометрия проводили с применением моноклональных антител к рецепторам со-
судистого эндотелиального фактора роста VEGF-A. Количественную оценку результатов 
иммуногистохимической реакции осуществляли с помощью программного обеспечения 
с открытым кодом Image J. Критерием интенсивности экспрессии VEGF-A в тканях служил 
предложенный нами коэффициент площади окрашивания (КПО) — отношение суммарной 
площади продукта иммуногистохимической реакции к площади биоптата.

Результаты. У женщин с хроническим эндометритом интенсивность экспрессии 
VEGF-A в фазу пролиферации в 1,4 раза выше, чем в группе сравнения (р < 0,001). Фаза 
секреции характеризуется превышением значений показателя в 1,9 раза по сравнению 
с женщинами без хронического эндометрита (р < 0,001).

Заключение. При хроническом эндометрите наблюдается гиперэкспрессия VEGF-A 
различными клеточными компонентами эндометрия. Оценка результатов иммуноги-
стохимического исследования, проведенная с помощью компьютерной морфометрии, 
позволила получить количественные показатели, характеризующие интенсивность 
экспрессии маркеров ангиогенеза в эндометрии на протяжении менструального цикла. 
Определение уровня экспрессии VEGF-A может быть использовано как дополнитель-
ный метод, повышающий качество биопсийной диагностики у пациенток с бесплодием.
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фактор роста А, иммуногистохимия, компьютерная морфометрия
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Abstract
Aim. To assess the expression of vascular endothelial growth factor A for evaluating the func-
tional state of the endometrium in women suffering from infertility and chronic endometritis.

Materials and methods. Endometrium biopsy specimens obtained from 41 patients with uter-
ine factor infertility (experimental group) were examined. A comparison group was composed 
of 39 women diagnosed with the “male factor” infertility exhibiting no infl ammatory processes 
of the reproductive organs. An endometrial biopsy was performed in both phases of the men-
strual cycle: on days 8–10 of the follicular phase and on days 21–24 of the luteal phase. The 
expression of vascular endothelial growth factor receptors was evaluated on the basis of immu-
nohistochemical staining of the biopsy specimens using monoclonal antibodies. The results of 
the immunohistochemical reaction were quantifi ed using the ImageJ software. A quantitative 
criterion — a stained area coeffi cient (per cent) representing the ratio of the immunohisto-
chemical staining area to that of a biopsy specimen — was proposed for assessing the level of 
VEGF-A expression. 

Results. In the chronic endometritis group, the intensity of VEGF-A expression was found to be 
1.4 times higher than that in the comparison group during the proliferation phase (p < 0.001). 
Expression values of the secretion phase were 1.9 times higher than those in the comparison 
group (p < 0.01). 

Conclusion. Chronic endometritis is characterized by an overexpression of VEGF-A by vari-
ous endometrium cellular components. Interpretation of immunohistochemical stains using the 
method of computer morphometry allows quantitative indicators characterizing the intensity of 
angiogenesis marker expression in the endometrium during the menstrual cycle to be obtained. 
The level of VEGF-A expression can be used as an additional marker improving the quality of 
biopsy diagnostics in patients with infertility. 

Keywords: chronic endometritis; infertility; vascular endothelial growth factor A; immunohisto-
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Введение
Семейство сосудистых эндотелиальных фак-

торов роста (VEGF) принято считать основным 
среди всех медиаторов ангиогенеза. Это гли-
копротеины, стимулирующие формирование 
новых кровеносных и лимфатических сосудов. 
В ряде клинических исследований показана 
эффективность использования факторов роста 
в качестве индукторов неоангиогенеза у паци-
ентов с хронической ишемией нижних конечно-
стей или облитерирующими поражениями коро-
нарных артерий [1]. Семейство включает в себя 
6 факторов: VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, 
VEGF-E и плацентарный фактор роста (PLGF). 
Рецепторы VEGF экспрессируются гемопоэтиче-
скими стволовыми клетками, моноцитами, макро-
фагами, эндотелиальными клетками кровеносных 
и лимфатических сосудов [2].

Ведущую роль в ангиогенезе играет сосудистый 
эндотелиальный фактор роста типа A (VEGF-A). 
VEGF-A экспрессируется гладкомышечными 
клетками сосудов, макрофагами, участвует в ме-
ханизмах опухолевого роста и физиологического 
обновления ткани [3]. Циклическое обновление 
эндометрия в физиологических условиях невоз-
можно без активного участия эндотелиальных 
факторов роста. Являясь мощным модулятором 
роста и трансформации кровеносных сосудов, 
VEGF принимает участие в обеспечении адек-
ватной васкуляризации эндометрия в период им-
плантации и полноценной плацентации хориона 
в конце первого триместра беременности [4].

Наличие хронического воспалительного про-
цесса в эндометрии влечет за собой разрушение 
экстрацеллюллярного матрикса, изменение ги-
стоархитектоники и последующую ишемию тка-
ни, обусловленную склерозом стенок сосудов, 
что создает предпосылки к нарушению меха-
низмов имплантации плодного яйца и развитию 
бесплодия [5–7]. Установлено, что полимор-
физм рецепторных генов VEGF-A наиболее ча-
сто встречается у пациенток с идиопатическими 
формами привычного невынашивания беремен-
ности на ранних сроках [8].

Патоморфологическая оценка функционально-
го состояния эндометрия представляется акту-
альной в связи с высокой распространенностью 
бесплодных браков и использования процедуры 
ЭКО. В литературе имеются единичные оценоч-
ные морфологические данные и отсутствуют ко-
личественные критерии, характеризующие экс-
прессию сосудистых эндотелиальных факторов 
роста в эндометрии [10].

Цель исследования — определение уровня 
экспрессии сосудистого эндотелиального фак-

тора роста типа A в оценке функционального 
состояния эндометрия при хроническом эндоме-
трите у пациенток, страдающих бесплодием.

Материалы и методы исследования
Исследованы биопсии эндометрия, получен-

ные от 41 пациентки с хроническим эндометри-
том, который был диагностирован в качестве 
маточного фактора развития бесплодия. Все 
женщины проходили обследование перед про-
ведением процедуры ЭКО в Клинике ФГБОУ ВО 
«Кубанский государственный медицинский уни-
верситет» Минздрава России в 2018 году.

Критерии участия в исследовании: овулятор-
ный менструальный цикл, диагноз хронического 
эндометрита, подтвержденный гистологическим 
исследованием, в качестве маточного фактора 
в развитии бесплодия. Пациенток исключали 
из исследования при наличии эндометриоза, ау-
тоиммунных и эндокринных заболеваний. Всем 
женщинам проведено комплексное обследова-
ние, включающее анамнестические данные, кли-
нико-лабораторные исследования, УЗИ органов 
малого таза. Средний возраст обследуемых со-
ставил 32,3 ± 2,6 года. У 30 женщин бесплодие 
было вторичным (73,2 %), а у 11 женщин имело 
первичный характер. Длительность периода бес-
плодия составляла от 1,5 до 6 лет.

Биопсию эндометрия проводили в обе фазы 
менструального цикла: на 8–10-й день фолли-
кулярной фазы и на 21–24-й день лютеиновой 
фазы. Фиксацию и проводку биопсийных образ-
цов осуществляли общепринятыми методами. 
Из парафиновых блоков изготавливали срезы тка-
ни толщиной 5 мкм, окрашивали гематоксилином 
Майера и 1 %-ным водно-спиртовым раствором 
эозина. Диагноз хронического эндометрита стави-
ли при обнаружении в эндометрии лимфо-макро-
фагальной инфильтрации стромы с периваску-
лярным и/или перигландулярным расположением 
клеточного инфильтрата, с наличием плазматиче-
ских клеток и нейтрофильных лейкоцитов в соче-
тании со склерозом стенок спиральных артерий 
и фиброзом стромы. Группу сравнения состави-
ли 39 женщин (средний возраст 30,7 ± 4,4 года) 
с мужским фактором развития бесплодия и мор-
фологически верифицированным отсутствием 
воспалительного процесса в эндометрии.

Иммуногистохимическое исследование прово-
дили с помощью двойных антител с предвари-
тельной депарафинизацией и демаскировкой 
антигенов. Использовали разведенные гото-
вые к применению моноклональные антитела 
к рецепторам сосудистого эндотелиального 
фактора роста VEGF-A (Diagnostic Bio Sestems, 
USA). Для визуализации антигена использовали 
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мультимерную безбиотиновую систему детекции 
REVEAL с 3,3-диаминобензидином в качестве 
хромогена (Spring Bio Science, USA). Ядра клеток 
докрашивали гематоксилином Гарриса. Количе-
ственную оценку результатов иммуногистохими-
ческого исследования осуществляли с помощью 
программного обеспечения с открытым кодом 
ImageJ [9]. Критерием интенсивности экспрессии 
фактора роста VEGF-A в тканях служил предло-
женный нами коэффициент площади окраши-
вания (КПО) — отношение суммарной площади 
продукта иммуногистохимической реакции к пло-
щади биоптата, выраженный в процентах.

При статистической обработке результатов ис-
следования использовали программу MedCalc 
Statistical Software version 19.1.3 (MedCalc 
Software bv, Ostend, Belgium; https://www.medcalc.
org; 2019). Проверку характера распределения 
вариационных рядов производили с помощью 
критериев Колмогорова — Смирнова и Шапи-
ро — Уилка. Для определения достоверности 
различий между средними значениями групп 
применяли критерий Крамера — Уэлча. Нулевую 
гипотезу отвергали при уровне статистической 
значимости p < 0,05.

Результаты и обсуждение
У пациенток с хроническим эндометритом фаза 

пролиферации характеризовалась интенсивной 
иммуногистохимической реакцией с антителами 
к VEGF-A в эпителиальном и стромальном ком-
понентах эндометрия. Эпителий желез и люми-
нального слоя имел диффузную мембранную 
и цитоплазматическую реакцию. Также диффуз-
ную экспрессию рецепторов к VEGF-A наблюда-
ли во всех клетках стромы эндометрия и в эндо-
телиальной выстилке сосудов (рис. 1 А).

В фазу секреции при хроническом эндометри-
те отмечено выраженное иммуногистохимиче-
ское окрашивание эпителиального компонента 
с тенденцией к формированию гранулярности 
продукта реакции в цитоплазме эпителия желез 
(рис. 1 Б). Экспрессия фактора роста эндотели-
ем артериальных и венозных сосудов стромы 
носила умеренный характер. В 38 % случаев от-
мечена гиперэкспрессия фактора роста в эпите-
лии отдельных желез.

У пациенток группы сравнения без хронического 
эндометрита фаза пролиферации характеризова-
лась диффузной мембранной и цитоплазматиче-
ской экспрессией сосудистого эндотелиального 
фактора роста VEGF-A эпителием желез и люми-
нального слоя, а также клетками стромы эндоме-
трия. В функциональном слое эндометрия продукт 
реакции распределялся равномерно в эпители-
альном и стромальном компонентах (рис. 2 А). 

Базальный слой характеризовался меньшим 
уровнем экспрессии фактора роста по сравнению 
с функциональной зоной эндометрия.

В секреторную фазу менструального цикла ин-
тенсивность иммуногистохимической реакции 
была несколько ниже как в эпителии желез, так 
и в клетках стромы эндометрия по сравнению 
с фазой пролиферации (рис. 2 Б). Продукт реак-
ции хорошо выявлялся в эндотелии формирую-
щихся «клубков» спиральных сосудов функцио-
нального слоя слизистой оболочки.

Таким образом, в эндометрии пациенток 
без воспалительного процесса рецепторы 
к VEGF-A экспрессируют не только эндотелиоци-
ты сосудов, но и фибробластоподобные клетки 
стромы, эпителий желез и люминального слоя 
эндометрия. При хроническом эндометрите 
экспрессия рецепторов к VEGF-A наблюдается 
в тех же структурных компонентах слизистой 
оболочки, однако распределение продукта им-
муногистохимической реакции изменяется.

Для количественной оценки результатов им-
муногистохимических реакций проведена ком-
пьютерная морфометрия изображений с опреде-
лением суммарной площади продукта реакции 
и площади биоптата. Статистический анализ по-
казал, что все вариационные ряды результатов 
исследования в сравниваемых группах имеют 
нормальное распределение. Поэтому количест-
венные признаки представлены величиной сред-
него арифметического значения и стандартной 
ошибки среднего (M ± m). При статистической 
проверке однородности групп по возрастному 
показателю подтверждена нулевая гипотеза.

Компьютерная морфометрия показала, 
что у женщин без хронического эндометрита 
интенсивность экспрессии VEGF-A, опреде-
ленная по коэффициенту площади окрашива-
ния, в фазу пролиферации составила в сред-
нем 23,39 ± 0,28 % (рис. 3). В секреторном 
эндометрии установлено снижение показателя 
в 1,8 раза (p < 0,001). При хроническим эндо-
метрите в фазе пролиферации интенсивность 
экспрессии VEGF- A в 1,4 раза выше, чем в груп-
пе сравнения (р < 0,001) и составляет 31,18 ± 
0,68 %. В фазе секреции коэффициент площади 
окрашивания в 1,9 раза превышает аналогичный 
показатель группы сравнения (р < 0,001).

Значения коэффициента площади окрашивания 
у пациенток с хроническим эндометритом и у жен-
щин без воспалительного процесса в эндометрии 
в фазу пролиферации выше, чем в фазу секреции. 
Это указывает на более интенсивную экспрессию 
рецепторов фактора роста сосудов структурными 
компонентами пролиферативного эндометрия, 
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что определяет повышение скорости ангиогенеза, 
необходимого для адекватного кровоснабжения 
ткани. Последующее ремоделирование слизистой 
оболочки в фазу секреции и децидуаподобные 
изменения стромального компонента напрямую 
зависят от полноценного завершения пролифера-
тивной трансформации и определяют «восприим-
чивость» слизистой оболочки к предстоящей им-
плантации бластоцисты [10, 11].

Компьютерный анализ показал, что экспрессия 
VEGF-A при хроническом воспалении в эндо-
метрии на протяжении фаз менструального ци-
кла снижается в меньшей степени, чем в группе 

сравнения. Предложен расчетный критерий — 
коэффициент ангиогенеза (КА), который пред-
ставляет собой частное от деления коэффици-
ента площади окрашивания в пролиферативном 
эндометрии (Sп) на аналогичный показатель 
в секреторном эндометрии (Sc): КА = Sп (%) / 
Sc (%). Коэффициент ангиогенеза при хрониче-
ском эндометрите составил 1,39, в группе срав-
нения 1,89.

Установлено, что уровень экспрессии VEGF-A 
при хроническом эндометрите превышает зна-
чения группы сравнения как в фазу пролифе-
рации, так и в фазу секреции. При длительно 

Рис. 1. Экспрессия сосудистого эндотелиального фактора роста клетками пролиферативного (А) 
и секреторного (Б) эндометрия при хроническом эндометрите. Иммуногистохимическая реакция с ан-
тителами к VEGF-A Безбиотиновый метод детекции, ув. об. ×20, докраска ядер гематоксилином.
Fig. 1. Expression of vascular endothelial growth factor in the proliferative (A) and secretory (Б) endometrium in 
patients with chronic endometritis. Immunohistochemistry with VEGF-A antibodies. Non-biotin detection. Magn, 
×20. Additional hematoxylin staining.

Рис. 2. Экспрессия сосудистого эндотелиального фактора роста клетками пролиферативного (А) 
и секреторного (Б) эндометрия у пациенток группы сравнения. Иммуногистохимическая реакция с ан-
тителами к VEGF-A Безбиотиновый метод детекции, ув. об. ×20, докраска ядер гематоксилином.
Fig. 2. Expression of vascular endothelial growth factor in the proliferative (A) and secretory (Б) endometrium in the 
control group. Immunohistochemistry with VEGF-A antibodies. Non-biotin detection. Magn.×20. Additional hema-
toxylin staining.



Кубанский научный медицинский вестник / Kuban Scientifi c Medical Bulletin
2020 | Toм 27 | № 1 | 85–95

ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ / ORIGINAL ARTICLES

90

протекающей воспалительной реакции неизбеж-
но нарушаются процессы циклической трансфор-
мации и ремоделирования эндометрия, что не-
избежно приводит к нарушению фертильности 
и увеличению числа репродуктивных потерь 
[12, 13]. Важным регулятором экспрессии VEGF-A 
является содержание кислорода в ткани. Перси-
стирующее течение воспалительной реакции со-
пряжено с усилением процесса коллагеногенеза 
в тканях. Периваскулярное накопление фибрилл 
коллагена приводит к утолщению стенок сосудов, 
ухудшению обменно-метаболических процессов 
и усиливает гипоксические изменения в тканях. 
Фиброз стромы, сопровождающийся структурной 
перестройкой сосудистого русла, часто наблюда-
ется у пациенток с хроническим эндометритом 
[14]. Можно предположить, что изменение харак-
тера экспрессии ключевого фактора ангиогенеза 
клетками стромы и эпителием желез при эндоме-
трите является механизмом компенсации, кото-
рый направлен на стимуляцию регенеративных 
процессов при хроническом воспалительном про-
цессе и прогрессирующем повреждении ткани.

Заключение
Таким образом, при хроническом эндометрите 

наблюдается гиперэкспрессия VEGF-A различ-
ными клеточными компонентами эндометрия. 
Высокий уровень экспрессии VEGF-A сохраня-
ется на протяжении фолликулярной и лютеино-
вой фаз менструального цикла, что указывает 
на высокую интенсивность процессов ангиоге-
неза при хроническом воспалении в эндометрии.

Оценка результатов иммуногистохимическо-
го исследования, проведенная с помощью ком-
пьютерной морфометрии, позволяет получать 
количественные показатели, характеризующие 
интенсивность экспрессии маркеров ангиогене-
за в эндометрии на протяжении менструального 
цикла. Определение уровня экспрессии VEGF-A 
может быть использовано как дополнительный 
метод, повышающий качество биопсийной диаг-
ностики у пациенток с маточным фактором в раз-
витии бесплодия.
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Рис. 3. Экспрессия VEGF-А в эндометрии. Компьютерная морфометрия, среднее значение коэффици-
ента площади окрашивания (КПО, %).
Fig. 3. Endometrial VEGF-A expression. Computer morphometry, average stained area coeffi cient (SAС, %). 
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