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子宫内膜癌灶及癌旁组织中 LYVE-1、Prox-1表达的临床意义

刘彩艳 #，张雯雯 #，吴海霞，申彦，曲芃芃

【摘 要】 目的：探讨淋巴管内皮透明质酸受体 1（lymphatic vessel endothelial hyaluronan receptor 1，LYVE-1）、同
源异型盒基因转录因子 1（prospero-related homeobox 1，Prox-1）的表达与子宫内膜癌临床病理特征的关系。方法：选取

子宫内膜癌石蜡切片标本 57 例，留取新鲜子宫内膜癌组织及癌旁组织标本共 38 例。采用免疫组织化学、蛋白质印迹

（Western blotting）、实时荧光定量逆转录聚合酶链反应（Realtime RT-PCR）检测 LYVE-1、Prox-1 在癌组织及癌旁组织

中的表达，分析这 2 种蛋白在癌组织与癌旁组织中的表达差异与临床病理特征的关系。结果：①免疫组化显示，组织学

分级Ⅰ级患者癌灶内的 Prox-1 阳性表达率高于Ⅱ级、Ⅲ级患者，差异有统计学意义（P＜0.05）；淋巴脉管间隙浸润

（lymph vascular space invasion，LVSI）阳性患者癌旁组织的 LYVE-1 阳性表达率高于 LVSI 阴性者，差异有统计学意义

（P＜0.05）；LVSI 阳性、晚期患者子宫内膜癌旁组织 Prox-1 表达的阳性率升高，与 LVSI 阴性及早期患者比较差异有统

计学意义（P＜0.05）。②Realtime RT-PCR 及 Western blotting 检测显示，相对于无淋巴结转移组的癌旁组织，淋巴结转移

组癌旁 Prox-1 蛋白表达量为 1.250 0±0.008 2（P＜0.05），LYVE-1 蛋白表达量为 1.860 0±0.012 4（P＜0.05）；相对于癌旁

组织，淋巴结转移组癌组织中 Prox-1 mRNA 表达量为 0.693±0.083（P＜0.05），LYVE-1 mRNA 表达量为 0.42±0.16（P＜
0.05）。结论：LYVE-1、Prox-1 可能是子宫内膜癌淋巴转移的潜在标志物，子宫内膜癌癌旁组织中淋巴管生成可能与淋

巴转移有关。
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合酶链反应
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【Abstract】 Objective：To analyze the relationship between clinicopathological features and the expression levels of
lymphatic vessel endothelial hyaluronan receptor 1 (LYVE-l) and prospero -related homeobox 1 (Prox -1) in endometrial
carcinoma. Methods: Selected 57 cases of paraffin section specimens and 38 cases fresh tumor tissues and paracancer tissues of
endometrial carcinoma. Immunohistochemistry, Western blotting, and Realtime RT-PCR were used to detect the expression of
LYVE-1 and Prox-1 in tumor tissues and paracancer tissues. Analysis of the relationship between the expression of these two
proteins and the clinicopathological features in tumor tissues and paracancer tissues. Results: ①Immunohistochemical display:
The positive expression rate in tumor tissues of Prox-1 in the histologic grade I patients was statistically higher than that of grade
Ⅱ and grade Ⅲ patients, the difference was statistically significant （P＜0.05）. The positive expression rate of LYVE-1 in the
paracancer tissues of LVSI patients was statistically higher than that of those without LVSI （P＜0.05）. The positive expression
rate of Prox-1 of LVSI and advanced patients increased in the paracancer tissues, compared with those without LVSI and the
early patients, the difference was statistically significant （P＜0.05）. ②Realtime RT-PCR and Western blotting detection:
compared with the paracancer tissues without lymph node metastasis, the expression of Prox -1 protein in the lymph node
metastasis group was 1.250 0±0.008 2 （P＜0.05） and the expression of LYVE-1 protein was 1.860 0±0.012 4 （P＜0.05）.
Compared with that in the paracancer tissues, the expression level of Prox-1 mRNA in the tumor tissues in the lymph node
metastasis group was 0.693 +0.083 （P＜0.05） and the expression level of LYVE -1 mRNA was 0.42 ±0.16 （P＜0.05）.
Conclusions: LYVE-1 and Prox-1 may be potential markers for lymph node metastasis in endometrial carcinoma. The results

基金项目：南开大学药物化学国家重点实验室开发课题（2017015）
作者单位：300100 天津市中心妇产科医院妇瘤科（刘彩艳，曲芃芃），妇产科研究所（张雯雯），病理科（吴海霞，申彦）

通信作者：曲芃芃，E-mail: qu.pengpeng@hotmail.com
# 共同第一作者

·论 著·

331



国际妇产科学杂志 2018 年 6 月第 45 卷第 3 期 J Int Obstet Gynecol，June 2018，Vol. 45，No. 3· ·

also suggest that the generation of lymphatic vessels in paracancer tissue is related to lymph node metastasis.
【Keywords】 LYVE-1; Prox-1; Endometrial carcinoma; Clinicopathology; Blotting, portein; Polymerase chain reaction

（J Int Obstet Gynecol， 2018, 45：331-336）

表 1 第 1组患者基本资料
患者基本信息 n 构成比（%）

年龄 ＜60 岁 43 75.4

≥60 岁 14 24.6

病理类型 Ⅰ型 36 63.2

G1 9 15.8

G2 12 21.1

G3 15 26.3

Ⅱ型 21 36.8

手术病理分期 Ⅰ 27 47.4

Ⅰa 21 36.8

Ⅰb 6 10.6

Ⅲ 29 50.8

Ⅲa 3 5.3

Ⅲb 1 1.8

Ⅲc1 24 42.1

Ⅲc2 1 1.7

Ⅳ 1 1.8

肌层浸润 ＜1/2 28 49.1

≥1/2 29 50.9

LVSI 阳性 25 56.1

阴性 32 43.9

淋巴转移 无 31 54.4

有 26 45.6

注：LVSI 淋巴脉管间隙浸润。

子宫内膜癌是原发于子宫内膜的一组上皮性恶

性肿瘤，是女性生殖系统常见的三大恶性肿瘤之一[1]。

数据显示，2015 年美国有 54 870 例新发病例，

10 170 例患者死亡[2]。淋巴转移是子宫内膜癌最主要

的转移途径，也是影响预后的主要因素[1，3]。传统观点

认为，发生淋巴转移的实体肿瘤内有增生的淋巴管[4]，

但是也有研究认为虽然肿瘤内有新生的淋巴管，却

没有正常淋巴管的功能，而肿瘤周围的癌旁组织内淋

巴管通常处于扩张状态，具有功能性，淋巴管内布满

肿瘤细胞群，即使肿瘤内的新生淋巴管受到抑制，肿

瘤仍会发生淋巴转移[5]。目前，淋巴管内皮标志物及

其因子的发现，更有助于进一步判断肿瘤新生淋巴

管与淋巴转移、预后情况之间的关系。淋巴管内皮透

明质酸受体 1（lymphatic vessel endothelial hyaluronan
receptor 1，LYVE-1）和同源异型盒基因转录因子 1
（prospero-related homeobox 1，Prox-1）属于淋巴管内

皮标志物[6]。LYVE-1 是 20 世纪 90 年代发现的一种

透明质烷表面具有内吞作用的新的透明质酸受体[7]，

主要表达于淋巴管内皮细胞（lymphatic endothelial
cell，LEC），同时也在肿瘤组织内的淋巴管内皮特异

性表达[8]。Prox-1 是黑腹果蝇 prospero 基因的同源基

因，是内皮细胞亚群的标记物，其蛋白表达与肿瘤的

发生、发展紧密相关。近年来，有研究发现 LYVE-1
和 Prox-1 在胃癌[9]、乳腺癌[10]、胆管癌[11]中与淋巴转

移有关。目前，有关 LYVE-1 与子宫内膜癌淋巴转移

关系的研究较少且存在争议，尚无 Prox-1 与子宫内

膜癌淋巴转移研究的相关文献报道。本研究通过免

疫组织化学、蛋白质印迹（Western blotting）、实时荧

光定量逆转录聚合酶链反应（Realtime RT-PCR）方
法检测子宫内膜癌灶内及癌旁组织中 LYVE-1、
Prox-1 的蛋白和 mRNA 的表达水平，分析癌灶及癌

旁组织中淋巴管的形成与子宫内膜癌淋巴转移的相

关性。

1 对象与方法
1.1 研究对象 选取 2012 年 1 月—2014 年 9 月收治的子

宫内膜癌患者 57 例作为第 1 组，对其石蜡包埋组织标本进

行免疫组织化学染色，检测 LVYE-1 和 Prox-1 的表达与子宫

内膜癌临床病理特征的关系。另选取 2016 年 8 月—2017 年

2 月收治的子宫内膜癌患者 38 例作为第 2 组，留取新鲜子宫

内膜癌组织及癌旁组织标本，通过 Western blotting、Realtime
RT-PCR 检测 LYVE-1、Prox-1 在癌组织及癌旁组织中的表

达。所有患者均于术前病理确诊为子宫内膜癌，且未接受过

盆腔内照射和（或）盆腔外照射、化疗以及孕激素治疗，手术

方式为开腹或腹腔镜下筋膜外全子宫或次广泛全子宫切除+
双附件切除+盆腔和/或腹主动脉旁淋巴结切除。本研究已经

天津市中心妇产科医院伦理委员会批准，且患者均签署了知

情同意书。2 组患者的基本资料见表 1 和表 2。

1.2 研究方法 留取第 1 组病例患者子宫内膜癌灶及癌旁

组织，福尔马林固定，再经取材、脱水、透明、浸蜡、包埋等步

骤制成石蜡块，用于免疫组织化学实验；取第 2 组病例患者

适宜大小的子宫内膜癌灶部位及癌旁部位组织用于蛋白及

总 RNA 的提取。

石蜡组织块连续切片，厚度 0.4μm，
烤片 60 ℃过夜，抗体按照 LVYE-1（1 ∶200）、Prox-1（1 ∶250）
稀释比例，应用 Envision 二步法染色检测 2 种蛋白的表达，

在双盲条件下，随机选取 5 个高倍视野，每个视野计数细胞

200 个，采用半定量记分方法对结果进行判定[12]。
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表 2 第 2组患者基本资料

患者基本信息 n 构成比（%）

年龄 ＜60 岁 24 63.2

≥60 岁 14 36.8

病理类型 Ⅰ型 29 76.3

Ⅱ型 9 23.7

手术病理分期 Ⅰ 23 60.6

Ⅰa 18 47.4

Ⅰb 5 13.2

Ⅱ 3 7.9

Ⅲ 11 28.9

Ⅲa 5 13.2

Ⅲb 1 2.6

Ⅲc1 4 10.5

Ⅲc2 1 2.6

Ⅳ 1 2.6

Ⅳa 1 2.6

Ⅳb 0 0

淋巴转移 无 32 84.2

有 6 15.8

表 3 目的基因及内参基因的引物序列

基因 引物序列

LYVE-1 上游：5’-AAGAATGAAGCTGCTGGGTTT-3’

下游：5’-GACATAGCAAAATCCAAGACCA-3’

Prox-1 上游：5’-AAAGGAAAGCTCATGTTTTTTTATA-3’

下游：5’-GTAAAACTCACGCAAATTGGTAAA-3’

β-Actin 上游：5’-GACTTAGTTGCGTTACACCCTTTC-3’

下游：5’-TGCTGTCACCTTCACCGTTC-3’

提取组织总蛋白后，BCA 法测定蛋

白浓度，按 40 μg 蛋白质量 20 μL 上样体积进行蛋白质凝胶

电泳，转膜后 5%脱脂牛奶室温封闭 1 h，LYVE-1（1∶1 000）、
Prox-1（1∶2 000）、β-actin（1∶10 000）4 ℃孵育过夜，孵育对应

二抗后显影曝光，以 β-actin 为内参，结果用凝胶图像分析系

统进行扫描，以无淋巴转移的癌旁组织面积灰度值为 1，比较

2 种蛋白在癌灶组织与癌旁组织的表达。

引物由苏州金唯志生物公司合

成，序列见表 3。提取组织总 RNA 后根据逆转录试剂盒制备

cDNA 后进行 Realtime PCR，检测癌旁组织与癌灶组织中

LYVE-1 和 Prox-1 mRNA 的表达。

1.3 实验试剂 Rabbit anti-LYVE-1、Rabbit anti-Prox-1 多

克隆抗体均购自美国 abcam 公司，Mouse anti-β-Actin 多克隆

抗体购自美国 Proteintech 公司。RNA 提取试剂 Trizol 购自全

式金生物技术有限公司，RNA 反转录试剂盒购自美国Thermo
公司，Western blotting 所用硝酸纤维素（NC 膜）购自美国

Millipore 公司。

1.4 统计学方法 采用 SPSS 23.0 统计软件进行数据分析，

定量资料采用均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，组间比较采用两独立

样本均数的 t 检验；定性资料采用例数（百分比）表示，组间比

较采用卡方检验。P＜0.05 表示差异有统计学意义。

2 结果
2.1 免疫组织化学方法检测 LYVE-1、Prox-1在子
宫内膜癌组织及癌旁组织中的表达

在子宫内膜癌组织中，不同的年龄、病理

类型、组织学分级、手术病理分期、肌层浸润情况、淋

巴是否转移、LVSI 情况者的 LYVE-1 阳性表达率差

异无统计学意义（P＞0.05）。在癌旁组织中，LVSI 阳
性患者的 LYVE-1 阳性表达率高于 LVSI 阴性患者，

差异有统计学意义（P＜0.05）；而不同年龄、病理类

型、组织学分级、手术病理分期、肌层浸润情况、淋巴

是否转移者的 LYVE-1 阳性率差异无统计学意义

（P＞0.05）。见表 4。

在子宫内膜癌组织中，组织学分级Ⅰ级患

者的 Prox-1 阳性表达率高于Ⅱ、Ⅲ级患者，差异有

统计学意义（P＜0.05）；而不同的年龄、病理类型、手

术病理分期、肌层浸润情况、淋巴是否转移、LVSI 情
况者的 Prox-1 阳性表达率差异无统计学意义（P＞
0.05）。在癌旁组织中，LVSI 阳性患者的 Prox-1 阳性

表达率高于 LVSI 阴性者，手术病理分期Ⅲ/Ⅳ期的

患者高于Ⅰ期患者，差异均有统计学意义 （P＜
0.05）；而不同年龄、病理类型、组织学分级、肌层浸

润情况、淋巴是否转移者的 Prox-1 阳性表达率差异

无统计学意义（P＞0.05）。见表 5。
2.2 Realtime RT-PCR、Western blotting 方法检
测 LYVE-1、Prox-1 mRNA 及蛋白在子宫内膜癌
组织和癌旁组织中的表达 取第 2 组患者的癌灶及

癌旁组织，通过 Realtime PCR 方法对子宫内膜癌组

织中 LYVE-1、Prox-1 mRNA 的表达进行相对定量

检测，结果发现，淋巴结转移组癌组织相对于癌旁组

织中 Prox -1 mRNA 表达量为 0.693 ±0.083 （P＜
0.05），LYVE -1 mRNA 表达量为 0.42 ±0.16 （P＜
0.05）；Western blotting 检测结果表明，相对于无淋巴

结转移组的癌旁组织，淋巴结转移组癌旁 Prox-1 蛋

白表达量为 1.2500±0.0082（P＜0.05），LYVE-1 蛋白

表达量为 1.8600±0.0124（P＜0.05）。见图 1。

3 讨论
LYVE-1 是一种跨膜糖蛋白，主要分布在 LEC

的管腔面和基底面。在小鼠肿瘤模型中，LYVE-1 仅
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表 4 第 1组 LYVE-1 阳性表达与子宫内膜癌临床病理特征的关系

特征 分类 n
癌旁组织 癌组织

阳性数 阳性率（%） χ2 P 阳性数 阳性率（%） χ2 P

年龄（岁） ＜60 43 27 62.8 0.142 0.706 3 7.0 0.705 0.401

≥60 14 8 57.1 2 14.3

病理类型 Ⅰ型 36 22 61.1 0.004 0.953 3 8.3 0.023 0.878

Ⅱ型 21 13 61.9 2 9.5

Ⅰ型内膜癌组织学分级 Ⅰ级 9 4 44.4 2.034 0.362 1 11.1 2.545 0.280

Ⅱ级 12 7 58.3 2 16.7

Ⅲ级 15 11 73.3 0 0

手术病理分期 Ⅰ期 27 14 51.9 1.975 0.160 3 11.1 0.351 0.554

Ⅲ/Ⅳ期 30 21 70.0 2 6.7

肌层浸润 ＜1/2 28 14 50.0 3.020 0.082 3 10.7 0.259 0.610

≥1/2 29 21 72.4 2 6.9

淋巴转移 有 26 19 73.1 2.749 0.097 2 7.7 0.070 0.792

无 31 16 51.6 3 9.7

LVSI 阳性 25 20 80.0 6.498 0.011 2 8.0 0.033 0.856

阴性 32 15 46.9 3 9.4

表 5 第 1组 Prox-1阳性表达与子宫内膜癌临床病理特征的关系

特征 分类 n
癌旁组织 癌组织

阳性数 阳性率（%） χ2 P 阳性数 阳性率（%） χ2 P

年龄（岁） ＜60 43 28 65.1 0.885 0.347 3 7.0 0.000 0.983

≥60 14 11 78.6 1 7.1

病理类型 Ⅰ型 36 24 66.7 0.139 0.709 2 5.6 0.320 0.572

Ⅱ型 21 15 71.5 2 9.5

Ⅰ型内膜癌组织学分级 Ⅰ级 9 4 44.4 3.500 0.174 2 22.2 6.353 0.042

Ⅱ级 12 10 83.3 0 0

Ⅲ级 15 10 66.7 0 0

手术病理分期 Ⅰ期 27 15 55.6 3.930 0.047 2 7.4 0.012 0.913

Ⅲ/Ⅳ期 30 24 80.0 2 6.7

肌层浸润 ＜1/2 28 18 64.3 0.436 0.509 3 10.7 1.153 0.283

≥1/2 29 21 72.4 1 3.4

淋巴转移 有 26 21 80.8 3.374 0.066 2 7.7 0.033 0.855

无 31 18 58.1 2 6.5

LVSI 阳性 25 22 88.0 7.901 0.005 1 4.0 0.621 0.431

阴性 32 17 53.1 3 9.4

限于表达在 LEC，并且其过表达与淋巴管生成有关；

但是在人类肿瘤中，除了表达于 LEC 外，LYVE-1 在

巨噬细胞、肝血管窦的内皮细胞及胎盘合体滋养细

胞中也有表达[8]。病理状态下，血管内皮生长因子 A
（vascular endothelial growth factor A，VEGF-A）是血

管生成和淋巴管生成的一个重要因素，在 LECs 中蛋

白水解裂解 LYVE-1 外功能区，诱导产生 VEGF-A，
促进异常淋巴管的新生[13]。目前有研究表明 LYVE-1
在乳腺癌中的表达与淋巴侵犯有关[10]。关于子宫内

膜癌临床病理特征与淋巴管生成之间关系的研究

少见，一项研究显示，子宫内膜癌肿瘤内 LYVE-1
无表达，一部分肿瘤前方淋巴管表达阳性，而另一部

分免疫组织化学染色 LYVE-1 阳性淋巴管被发现在

距离肿瘤边缘约 200 倍视野的肌层内表达[14]。有关

LYVE-1 标记的淋巴管密度（lymphatic vessel density，
LVD）与子宫内膜癌病理特征及预后的相关性研究

显示，肿瘤周围 LVD（peri-tumoral CVD，P-LVD）是

子宫内膜癌无进展生存期和总生存期的独立预后因
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注：NLNM 为无淋巴结转移，LNM 为淋巴结转移，Paracancer（P）
为癌旁组织，Tumor（T）为癌组织。*P＜0.05。
图 1 Western blotting结果显示第 2组 Prox-1、LYVE-1蛋白表达

水平与淋巴结转移的关系

素，癌周淋巴管的生成在淋巴转移中可能起重要作

用[15]，肿瘤内部 LVD（intratumoral LVD，I-LVD）与所

有病理参数均无关[16]。Prox-1 作为早期淋巴系统发

育的主要调控因子，参与胚胎淋巴管的发芽和延伸，

诱导淋巴管祖细胞发育，调节淋巴内皮细胞的分化，

介导 LEC 的发育和成熟，使淋巴管重建[17]。对成年

Fisher 大鼠脊髓进行 Prox-1 和 LYVE-1 双染发现，

Prox-1 基因定位于细胞核，能够明显与表达于细胞

质的 LYVE-1区分开来，是具有高敏感度的标记物[18]。

Prox-1 在梭形瘤细胞的表达支持了口腔卡波济氏肉

瘤淋巴分化的观点[19]。在高级别宫颈上皮内瘤变和

微小浸润癌中，Prox-1 的阳性表达与早期宫颈癌进

展过程中淋巴管形成有关[20]。在乳腺癌的研究中也

发现有淋巴转移组和无淋巴转移组的 Prox-1 表达

差异有统计学意义[10]。Prox-1 表达还与直肠神经内

分泌肿瘤[21]、胃癌[9]等肿瘤的预后相关。目前国内外

并无有关其与子宫内膜癌淋巴转移相关性研究的文

献报道。

本研究免疫组织化学结果提示 LYVE-1、Prox-1
阳性染色的淋巴管主要位于癌周组织，淋巴管大、管

腔扩张，而癌组织内淋巴管染色弱，管腔因挤压而变

窄，形态不规则，无厚壁结构。在子宫内膜癌灶内

LYVE-1 表达的阳性率与所有临床病理特征均无相

关性，此结果与国内外研究结论一致；晚期患者

Prox-1 在子宫内膜癌旁组织中表达的阳性率显著高

于Ⅰ期患者，提示癌旁组织淋巴管的形成与肿瘤进

展有关。本研究免疫组织化学结果提示，虽然在癌旁

组织中 LVSI 阳性患者 LYVE-1、Prox-1 表达的阳性

率高于 LVSI 阴性患者，但 LYVE-1 的阳性表达与有

无淋巴转移不相关。通过留取新鲜组织标本进行

Western blotting 和 Realtime RT-PCR 检测，对比癌旁

及癌灶内 LYVE-1 特异性条带，发现癌旁组织

LYVE-1 mRNA 表达比癌灶内明显上调，淋巴转移

患者癌灶内和癌旁 LYVE-1 mRNA 水平均高于无淋

巴转移者；淋巴转移者癌旁 Prox-1 mRNA 水平高于

无淋巴转移者，提示癌灶内虽有新生的淋巴管生成，

但淋巴管稀疏，肿瘤内组织间隙压力升高导致淋巴

管塌陷、闭合，没有淋巴管网络形成，同时癌细胞侵

袭性生长也会对新生的淋巴管造成破坏，而肿瘤浸

润区域周围的淋巴管生成显著高于肿瘤内部，同时

癌旁组织淋巴管管腔扩张，癌细胞更容易扩散至周

边原有淋巴管系统，以此方式进入淋巴液，经淋巴循

环进而形成淋巴结的转移。但由于淋巴转移例数少，

仍需大样本实验研究。

肿瘤经脉管系统侵袭从而发生的远处转移是影

响子宫内膜恶性肿瘤预后的关键因素之一。由于肿

瘤细胞基因的不稳定性，肿瘤淋巴管生成过程复杂，

多种淋巴管生长因子、转录调控因子和信号通路在

肿瘤的发生过程中发挥作用，其中 VEGFC/D-VEGF
受体 3（vascular endothelial growth factor receptor 3，
VEGFR3）/NRP2 轴通路与肿瘤淋巴转移密切相关，

LYVE-1、Prox-1 是该通路中具有代表性的相关分

子，Prox-1 可以上调 LYVE-1 和 VEGFR3 的表达，

在 VEGFC 的作用下，整合素 α9 信号通路被激活，诱

导 LEC 分化及成熟，使肿瘤细胞的迁移能力增强[22]。

目前在子宫内膜癌中，有关 LYVE-1 与淋巴转移的

相关研究较少，尚无 Prox-1 与子宫内膜癌淋巴转移

的相关性研究，本研究虽表明癌旁组织中新生淋巴

管的生成是肿瘤发生淋巴转移的主要原因，但由于

淋巴转移患者例数较少，作为特异性 LEC 标志物，

子宫内膜癌癌旁组织新生的毛细淋巴管以及淋巴管

扩张是否能增加癌细胞淋巴转移的可能，及其与

LYVE-1、Prox-1 的关系，以及两者是否可以成为子

宫内膜癌淋巴转移的有效预测因子，是否可以用作

子宫内膜癌治疗的基因靶位点尚需进一步研究。
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