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Резюме
Цель исследования. Определить прогностическую значимость цитоморфологических характеристик гранулез-
ных клеток (ГК) фолликулярной жидкости (ФЖ) для оценки наступления имплантации эмбриона (ИЭ) при экстра-
корпоральном оплодотворении (ЭКО).
Материалы и методы. Исследованы образцы ФЖ, полученной при аспирации ооцит-кумулюсных комплексов 
для проведения ЭКО в связи с бесплодием. Исследуемые группы (ИГ): ИГ1 — ИЭ не наступила (n = 61), ИГ2 — 
успешная ИЭ (n = 54). Произведены подсчет количества ГК в препаратах и измерение среднего диаметра ядер. 
Выполнена оценка экспрессии белков FSHR, ERβ и PR в ГК иммуноцитохимическим (ИЦХ) методом. 
Результаты. Установлены статистически значимые различия между ИГ1 и ИГ2 по интенсивности экспрессии 
белков FSHR (р = 0,001), ERβ (р = 0,031), PR (р = 0,024), количеству ГК в препаратах (р = 0,005) и средним 
размерам ядер ГК ФЖ (p = 0,0001). При ROC-анализе установлено, что при успешной имплантации средний 
размер ядер ГК, интенсивность экспрессии FSHR и ERβ характеризуются лучшими диагностическими чувстви-
тельностью (86,4, 78,6 и 77,19 % соответственно), специфичностью (77,4, 80,95 и 83,33 % соответственно) и 
эффективностью (81,9, 79,78 и 80,26 % соответственно). Построена прогностическая модель методом бинар-
ной логистической регрессии. С учетом выбора оптимального порогового значения результативной переменной 
Y (0,610) достигнуты значения диагностической чувствительности (94,4 %), диагностической специфичности  
(93,4 %), прогностической значимости (93,9 %).
Заключение. Потенциальные предикторы успешной ИЭ при ЭКО выявлены при изучении морфологических 
характеристик и гормонорецепторного статуса ГК ФЖ. Разработанная прогностическая модель может быть ис-
пользована для оценки вероятности наступления ИЭ.
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Abstract
Objective. To determine the prognostic value of cytomorphological characteristics of granulosa cells (GCs) in follicular 
fluid (FF) for assessing embryo implantation (EI) in in vitro fertilization (IVF).
Materials and methods. FF samples obtained during aspiration of oocyte-cumulus complexes for IVF due to infertility 
were studied. Studied groups (SG): SG1 – EI did not occur (n=61), SG2 – successful EI (n=54). The number of GCs in 
the preparations was counted, and the average nuclear diameter was measured. The expression of FSHR, ERβ, and 
PR proteins in GCs was assessed by immunocytochemical (ICC) method.
Results. Statistically significant differences were found between SG1 and SG2 in the expression intensity of FSHR 
(p=0,001), ERβ (p=0,031), and PR (p=0,024) proteins, the number of GCs in the preparations (p=0,005), and the 
average nuclear size of FF GCs (p=0,0001). ROC analysis showed that successful implantation was associated with 
the average nuclear size of GCs and the expression intensity of FSHR and ERβ, which had the best diagnostic sensi-
tivity (86,4%, 78,6%, and 77,19%, respectively), specificity (77,4%, 80,95%, and 83,33%, respectively), and efficiency 
(81,9%, 79,78%, and 80,26%, respectively). A prognostic model was constructed using binary logistic regression. Con-
sidering the selection of the optimal threshold value of the resultant variable Y (0,610), diagnostic sensitivity (94,4%), 
diagnostic specificity (93,4%), and predictive value (93,9%) were achieved.
Conclusion. Potential predictors of successful EI in IVF were identified by studying the morphological characteristics 
and hormone receptor status of FF GCs. The developed prognostic model can be used to assess the probability of EI.
Keywords: granulosa cells, immunocytochemistry, hormone receptors, prediction
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Введение
Экстракорпоральное оплодотворение приме-

няется на протяжении нескольких десятилетий, 
но только 30–40 % случаев использования вспо-
могательных репродуктивных технологий (ВРТ) 
привели к беременности и 25–30 % закончились 
рождением детей, что определяет актуальность 
разработки методов прогнозирования успешной 
ИЭ [1, 2]. ФЖ и ГК создают сигнальное и мета-
болическое окружение ооцита [3]. Состояние ре-
цепторов ГК обеспечивает ответ на овариальную 
стимуляцию и ассоциировано с успешной ИЭ 
при ЭКО [4]. Предполагается, что характеристи-
ки морфологии и гормонорецепторного статуса 
ГК могут использоваться в качестве предикторов 
ИЭ, однако опыт изучения ГК человека недоста-
точно представлен в доступной литературе.

Поскольку прогнозируемая ИЭ может иметь 
только два состояния (наступление или отсут-
ствие), необходима диагностическая модель 
на основе бинарного классификатора, опти-
мальным способом оценки которого является  
ROC-анализ [5, 6]. Диагностические и прогности-
ческие модели, основанные на оценке экспрес-
сии белков, используются в онкологии [7–11]. 
Описан опыт применения ROC-анализа для про-
гнозирования исходов ЭКО с учетом качествен-
ных и количественных характеристик биологиче-
ских маркеров [12, 13].

Цель исследования 
Определить прогностическую значимость 

цитоморфологических характеристик ГК ФЖ для 
оценки наступления ИЭ при ЭКО.
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Материалы и методы
Образцы ФЖ получены при аспирации оо-

цит-кумулюсных комплексов для проведения 
ЭКО в связи с бесплодием на базе отделения 
вспомогательных репродуктивных технологий  
ГУ «Республиканский научно-практический центр 
“Мать и дитя”» после информированного согла-
сия, обследования пациентов в общепринятом 
объеме и контролируемой овариальной стиму-
ляции в соответствии с клиническими протоко-
лами, утвержденными Министерством здравоох-
ранения Республики Беларусь. Сформированы 
ИГ: ИГ1 — ИЭ не наступила вследствие ЭКО  
(n = 61); ИГ2 — успешная ИЭ вследствие ЭКО (n 
= 54). ГК визуализированы с помощью методов 
жидкостной цитологии и клеточных блоков (КБ). 
Выполнено ИЦХ-исследование с первичными 
антителами анти-PR и анти-FSHR (FineTest, Ки-
тай), анти-ERβ (ScyTek Laboratories, США) в со-
ответствии с рекомендациями производителя. 
Световая микроскопия препаратов проведена с 
помощью микроскопа Leica DM2500, сканирова-
ние препаратов — с использованием цифрово-
го слайд-сканера Motic EasyScan. Произведены 
подсчет количества ГК и измерение среднего ди-
аметра ядер ГК. Количественная оценка экспрес-
сии белков рецепторов с ядерной локализацией 
(ERβ, PR) проведена путем подсчета количества 
окрашенных и неокрашенных ядер на 100 ГК в 
репрезентативном поле зрения. Экспрессия бел-
ков оценивалась как интенсивная, умеренная, 
слабая и отрицательная. Рассчитан коэффици-
ент ядерной экспрессии (КЯЭ) по формуле:

КЯЭ = С×1 + У×2 + И×3, 

где С — доля ядер со слабым окрашиванием;
У — доля ядер с умеренным окрашиванием; 
И — доля ядер с интенсивным окрашиванием. 

Качественная оценка результатов ИЦХ-реак-
ции проведена в среде компьютерной программы 
Aperio ImageScope, v. 12.4.3.5008, где произве-
ден подсчет позитивных пикселей по алгоритму 
«PositivePixelCount, v. 9». Интенсивность экс-
прессии оценена по шкале от 0 до 255. Рассчита-
на средняя интенсивность пикселей (lavg).

Обработка данных проведена методами 
статистического анализа с использованием 
статистических пакетов Excel (Microsoft inc., 
США), Statistica, 13.0 (StatSoft inc., США), SPSS 
Statistics 26. Для математической оценки прогно-
стической значимости применен ROC-анализ. 
Прогностическая модель построена методом 
бинарной логистической регрессии, поскольку в 
качестве группирующей переменной принят по-
казатель (наступление ИЭ), принимающий два 
возможных значения («да» или «нет»). Различия 
считались статистически значимыми при p < 0,05.

Результаты и их обсуждение
Доля ИГ1 составила 53,04 %, а ИГ2 — 46,96 %.  

ИГ не отличаются по возрасту (U = 1608,0;  
p = 0,826), длительности бесплодия (U = 1484,5; 
p = 0,360), индексу массы тела (U = 1540,5;  
p = 0,551), объему образцов ФЖ (U = 1640,0;  
p = 0,968) и количеству пунктированных фолли-
кулов (U = 1640,0; p = 0,057), значимые различия 
выявлены по количеству полученных ооцитов 
(U = 1348,5; р = 0,043). В ИГ2 получено больше 
ооцитов, что с учетом одинакового количества 
пунктированных фолликулов может указывать на 
наличие атретичных фолликулов в ИГ1.

Статистически значимые различия между 
ИГ1 и ИГ2 установлены по количеству ГК в 
препаратах (U = 1141,0; р = 0,005) и средним 
размерам ядер ГК ФЖ (U = 87,5; p = 0,0001) 
(таблица 1). Большее количество ГК в ИГ2 обу-
словлено состоятельным ответом на действие 
ФСГ [14]. Известно, что рост фолликула сопрово-
ждается увеличением количества ГК и их слоев, 
достигающего максимума в антральную стадию 
[15–17]. Установлено, что ИЭ при ЭКО ассоцииро-
вана с количеством и клеточностью фолликулов 
[18]. Больший размер ядер в ИГ2 отражает функ-
циональную активность ГК [19–21]. Размер ядра 
определяется организацией хроматина, на кото-
рую влияют как ядерные (мембрана, нуклеоплаз-
матическая жидкость), так и цитоплазматические 
(главным образом цитоскелет) факторы [22–24].

Таблица 1. Средний размер ядра и количество гранулезных клеток в препаратах
Table 1. Average nuclear size and number of granulosa cells in histological sections

Параметр Группа Медиана [Q1; Q3] Min–max p

Количество гранулезных клеток в 
препарате, шт.

ИГ1 (n = 61) 518 [351; 671] 138–1220
0,005

ИГ2 (n = 54) 657 [498; 845] 271–1326

Средний размер ядра, мкм
ИГ1 (n = 61) 8,12 [7,84; 8,25] 6,84–8,59

0,0001
ИГ2 (n = 54) 8,60 [8,50; 8,77] 8,14–9,77
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Результат визуализации белков рецепторов в ГК при ИЦХ-реакции представлен на рисунке 1.

А                                                                 Б                                                                     В
Рисунок 1. Экспрессия белков рецепторов при иммуноцитохимическом исследовании: А — FSHR; Б — ERβ; В — PR  

(хромоген — диаминобензидин, контрокрашивание гематоксилином Майера, х200)
Figure 1. Receptor protein expression in immunocytochemical analysis: A — FSHR; B — ERβ; C — PR  

(chromogen – diaminobenzidine, counterstain – Mayer’s hematoxylin, x200)

При количественной оценке экспрессии бел-
ков ядерных рецепторов не выявлены значимые 
различия между исследуемыми группами по 
позитивности ERβ (U = 1319,5; р = 0,064), КЯЭ 
ERβ (U = 1449,5; р = 0,268), позитивности PR  
(U = 1636,0; р = 0,950), КЯЭ PR (U = 1443,5; р 
= 0,254). В свою очередь качественная оцен-
ка экспрессии при морфометрическом анализе 
позволила установить статистически значимые 
различия между ИГ1 и ИГ2 по интенсивности экс-
прессии белков FSHR (U = 1065,5; р = 0,001), ERβ 

(U = 1263,0; р = 0,031) и PR (U = 1273,5; р = 0,024), 
что представлено в таблице 2. В ИГ2 интенсивнее 
экспрессия белков FSHR, ERβ и PR при ИЦХ-ре-
акции, что отражает большее количество рецеп-
торов в ГК и согласуется с данными литературы. 
Известно, что по мере роста фолликула в ГК на-
растает количество FSHR [25, 26]. Доказана роль 
ERβ в развитии фолликула, созревании ооцитов 
и ответе на овариальную стимуляцию препарата-
ми ФСГ [27, 28]. PR обеспечивают фертильность 
и нормальную функцию яичников [29].

Таблица 2. Средняя интенсивность экспрессии белков FSHR, ERβ и PR в гранулезных клетках
Table 2. Average expression intensity of FSHR, ERβ, and PR proteins in granulosa cells

Белок Группа Среднее значение интенсивности (lavg) Стандартное отклонение p

FSHR
ИГ1 (n = 61) 156,25 15,28

0,001
ИГ2 (n = 54) 145,96 16,73

ERβ
ИГ1 (n = 61) 151,24 28,57

0,031
ИГ2 (n = 54) 140,21 27,40

PR
ИГ1 (n = 61) 153,88 24,35

0,024
ИГ2 (n = 54) 145,22 24,55

Для исключения из дальнейшего рассмотре-
ния признаков, которые имеют высокий коэффи-
циент парной корреляции, первым этапом прове-
ден корреляционный анализ данных, результаты 
которого показали, что выбранные предикторы 
умеренно коррелируют между собой и могут 
быть использованы в дальнейшем.

Обозначенные показатели анализировали 
методом бинарной регрессии, предварительно 
построив и проанализировав ROC-кривые. На 
рисунке 2 и в таблице 3 представлены резуль-
таты ROC-анализа для оценки прогностической 
значимости количества ГК в препаратах, средне-
го размера ядер ГК и показателей интенсивности 
экспрессии белков рецепторов.
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А                                                                 Б                                                                     В

Г                                                                   Д
Рисунок 2. ROC-кривые для характеристик гранулезных клеток при оценке вероятности наступления имплантации 

эмбриона: А — интенсивность экспрессии (lavg) FSHR; Б — интенсивность экспрессии (lavg) ERβ; В — интенсивность 
экспрессии (lavg) PR; Г — количество гранулезных клеток в препаратах; Д — средний размер ядер гранулезных клеток

Figure 2. ROC curves for granulosa cell characteristics in terms of assessing the probability of embryo implantation: A — FSHR 
expression intensity (lavg); B — expression intensity (lavg); C — PR expression intensity (lavg); D — number of granulosa cells  

in preparations; E — average size of granulosa cell nuclei

Таблица 3. Диагностическая значимость характеристик гранулезных клеток при оценке  
вероятности наступления имплантации эмбриона
Table 3. Diagnostic significance of granulosa cell characteristics in assessing the probability of embryo 
implantation

Показатель ПЗ ДЧ, % ДС, % ДЭ, % AUC p (против 
AUC = 0,5)

Индекс 
Юдена

FSHR lavg < 152,37 78,6 80,95 79,78 0,827  
(от 0,727 до 0,903) 0,001 0,678

ЕR-β lavg < 118,33 77,19 83,33 80,26 0,801 
(от 0,717 до 0,896) 0,001 0,641

PR lavg < 124,11 52,38 75,89 64,14 0,689 
(от 0,583 до 0,770) 0,001 0,345

Количество гранулезных 
клеток в препарате, шт. > 637 55,6 73,8 64,4 0,654 

(от 0,559 до 0,740) 0,001 0,2933

Средний размер ядра, 
мкм > 8,37 86,4 77,4 81,9 0,812 

(от 0,715 до 0,895) 0,001 0,5288

Примечание. ПЗ — пороговое значение; ДЧ — диагностическая чувствительность; ДС — диагностическая специфич-
ность; ДЭ — диагностическая эффективность; AUC — площадь под ROC-кривой; p (против AUC = 0,5) — уровень значи-
мости, при котором оцениваемая AUC статистически значимо отличается от неинформативного значения 0,5.

Note: ПЗ — cut-off value; ДЧ — diagnostic sensitivity; ДС — diagnostic specificity; ДЭ — diagnostic accuracy/effectiveness; AUC — 
area under the ROC-curve; p (vs AUC=0.5) — significance level at which the estimated AUC is statistically significantly different from 
the non-informative value of 0.5.
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Нами установлено, что при успешной ИЭ 
средний размер ядер ГК, интенсивность экспрес-
сии FSHR и ERβ по результатам ROC-анализа 
характеризуется лучшими ДЧ, ДС и ДЭ, что со-
гласуется с данными о влиянии состоятельности 
FSHR на результаты стимуляции яичников в про-
граммах ВРТ [30]. 

Пошаговое включение предикторов в стати-
стическую модель привело к составлению урав-
нения: 

Y =
exp(–139,227–0,052X1–0,002X2+17,602X3) ,

1+exp (–139,227–0,052X1–0,002X2+17,602X3)
где Y — регрессионная функция, отра-

жающая вероятность ИЭ; ехр — основание 
натурального логарифма (≈2,718); X1, X2,  
X3 — предикторы: X1 — FSHR lavg; X2 —  
ERβ lavg; X3 — средний размер ядра.

Параметры уравнения логистической ре-
грессии представлены в таблице 4.

Таблица 4. Параметры уравнения логистической регрессии
Table4. Logistic regression equation parameters

Факторный признак Коэффициент регрессии Среднеквадратичная ошибка р

Х1 -0,052 0,029 0,038

Х2 -0,002 0,018 0,002

Х3 17,602 4,151 0,001

Начальное значение отрицательного удвоен-
ного логарифма функции правдоподобия (–2log 
Likelihood, –2LL) в регрессионной модели соста-
вило 158,998. При включении в уравнение пре-
дикторных переменных (средний размер ядра, 
FSHR lavg, ERβ lavg) –2LL достигло значения 
42,129, что демонстрирует снижение («качество 
приближения») на 116,869; р < 0,0001. Коэффи-
циент детерминации (R2), отражающий насколько 
изменение результативной переменной Y объяс-
няется изменением совокупности независимых 
переменных уравнения, рассчитан методами 
Кокса и Снелла (R2 — 0,638) и Найджелкерка  
(R2 — 0,852). В таблице 5 представлены результа-
ты проверки согласованности модели с исходными 
данными (критерий согласия Хосмера – Лемешо-
ва). Для сконструированной модели уровень зна-
чимости для этого критерия составил p > 0,05, т. е. 
принимается нулевая гипотеза о согласии модели 
и реальных данных, что указывает на хорошее со-
ответствие модели логистической регрессии.

Таблица 5. Оценка модели Y по критерию  
Хосмера – Лемешова
Table 5. Assessment of model Y by the  
Hosmer-Lemeshow test

Классификация Тест на соответствие

Хи-квадрат 5,545

Число степеней свободы 8

p 0,698

В соответствии с таблицей классификации, 
которая предварительно позволяет спрогнози-
ровать исход в соответствии с уравнением и 
выбранными показателями, были получены: чув-
ствительность модели — 92,6 %, специфичность 
модели — 81,9 %, общая эффективность —  
87,2 % (таблица 6).

Таблица 6. Предварительная оценка модели
Table 6. Preliminary model evaluation

Наблюдаемые
Предсказанные Процент 

правильных1 2

1 50 11 81,9

2 4 50 92,6

Общая процентная доля 87,2

Примечание. 1 — отсутствие имплантации эмбриона; 2 — на-
ступление имплантации эмбриона, значение отсечения 0,500.

Note: 1 – no embryo implantation; 2 – embryo implantation oc-
curred, cutoff value 0.500.

Эффективность созданной модели про-
гнозирования наступления ИЭ оценена с помо-
щью ROC-анализа (таблица 7). Площадь под 
ROC-кривой для модели Y составила 0,879, что 
указывает на «очень хорошее» качество создан-
ной модели согласно экспертной шкале.   

Таблица 7. Характеристики ROC-кривой для 
логистической регрессионной модели Y
Table 7. Characteristics of the ROC curve for the 
logistic regression model Y

Характеристика Значение

Площадь под ROC-кривой 0,879

Стандартная ошибка 0,0245

95 % доверительный интервал 0,813–0,953

p (vs AUC = 0,5) < 0,001

Примечание. p (vs AUC = 0,5) — уровень значимости, при ко-
тором оцениваемая площадь под ROC-кривой статистиче-
ски значимо отличается от неинформативного значения 0,5.
Note: p (vs AUC=0.5) is the significance level at which the 
estimated area under the ROC curve is statistically significantly 
different from the non-informative value of 0.5.
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В таблице 8 представлена классификация 
с учетом оптимального порогового значения 
(0,610) вероятности для чувствительности и 
специфичности данной модели. Это значит, что 
если Y > 0,610, то существует высокая вероят-
ность наступления ИЭ, а если Y ≤ 0,610, то име-
ется высокая вероятность отсутствия ИЭ. Кор-
ректировка и проверка порога классификации 
функции исходя из результатов ROC-анализа 
позволила увеличить чувствительность с 92,6 до 
94,4 %. При этом общая прогностическая значи-
мость уравнения увеличилась с 87,2 до 93,9 %.

Таблица 8. Оценка модели с учетом корректировки 
порогового значения
Table 8. Model evaluation with threshold adjustment

Наблюдаемые
Предсказанные Процент 

правильных1 2

1 57 4 93,4

2 3 51 94,4

Общая процентная доля 93,9

Примечание. 1 — отсутствие имплантации эмбриона; 2 — 
наступление имплантации эмбриона, значение отсечения 
0,610.
Note: 1 — no embryo implantation; 2 — embryo implantation oc-
curred, cutoff value 0.610.

Заключение
Оценка морфологических характеристик 

и гормонорецепторного статуса ГК ФЖ позво-
лила выявить ряд потенциальных предикторов 
успешной ИЭ при ЭКО. На основании результа-
тов ROC-анализа обосновано использование в 
прогнозировании следующих показателей: FSHR 
lavg, ERβ lavg, средний размер ядра ГК. Постро-
ена прогностическая модель методом бинарной 
логистической регрессии с составлением урав-
нения, в котором в качестве переменных исполь-
зованы три обозначенных предиктора. С уче-
том выбора оптимального порогового значения 
результативной переменной Y (0,610) удалось 
достичь значений диагностической чувствитель-
ности, диагностической специфичности и прогно-
стической значимости 94,4, 93,4 и 93,9 % соот-
ветственно.
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