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 PROK 1及其受体PROKR 1在子宫内膜异位症中的表达和临床意义 

 吴亚红，吴献青 

( 中南大学湘雅二医院妇产科，长沙 410011 )

[摘要]  目的：探讨前动力蛋白-1(prokineticin 1，PROK 1)及其受体(prokineticin-receptor 1，PROKR 1)在子宫内膜异

位症中的表达水平及意义。方法：采用定量PCR(quantitative PCR，qPCR)和蛋白质印迹法检测PROK 1和PROKR 1在18

例正常对照组和22例子宫内膜异位症患者在位内膜及异位内膜中的表达水平；将6例正常对照组子宫内膜间质细胞分

离、培养，给予雌二醇(estradiol，E2)及肿瘤坏死因子-α(tumor necrosis factor-α，TNF-α)干预后，采用qPCR检测PROK 1 

mRNA的表达水平。结果：PROK 1 和PROKR 1 mRNA在子宫内膜异位症患者的异位内膜和在位内膜以及正常对照组

子宫内膜中均有表达，表达最高的为异位内膜组，表达最低的为正常内膜组(P<0.05)；PROK 1 和PROKR 1 蛋白在子

宫内膜异位症患者的异位内膜和在位内膜以及正常对照组的子宫内膜中均有表达，在异位内膜中表达最高，在正常

内膜中表达最低(均P<0.05)；在正常子宫内膜组及子宫内膜异位症组中PROK 1的蛋白表达水平均为分泌期高于增生期

(均P<0.05)；E2对子宫内膜间质细胞PROK 1 mRNA的表达无明显影响，TNF-α能上调子宫内膜间质细胞PROK 1 mRNA

的表达。结论：PROK 1及其受体参与了子宫内膜异位症的发生并对其发展有促进作用，TNF-α可能上调PROK 1的表

达从而促进血管生成。 

[关键词]   子宫内膜异位症；PROK 1；PROKR 1；雌二醇；肿瘤坏死因子-α 
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ABSTRACT  Objective: To investigate the role of prokineticin (PROK) 1 and prokineticin-receptor (PROKR) 1 
in the pathogenesis of endometriosis and its clinical signifaicance.

 Methods: Quantitative real-time PCR (qPCR) and Western bloting were used to detect the 
expression of PROK 1 and PROKR 1 in eutopic and ectopic endometrium of endometriosis (n=22) 
and normal control endometrium (n=18). Endometrial stromal cells were isolated and cultured 
in 6 normal controls. Th e expression of PROK 1 mRNA was detected by qPCR aft er treated with 
estradiol (E2) or TNF-α.
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 Results: PROK 1 and PROKR 1 mRNA were expressed in eutopic and ectopic endometrium 
of endometriosis and normal control endometrium, and the expression level gradually declined 
(P<0.05). The expression of PROKR-1 protein in eutopic and ectopic endometrium of 
endometriosis and normal control endometrium gradually declined (P<0.05). The expression of 
PROK-1 protein in normal control endometrial cells and eutopic endometrium cell was higher in 
secretory phase than in proliferative phase (P<0. 05). E2 did not change the expression of PROK 1, 
whereas TNF-α up-regulated the expression of PROK 1.

 Conclusion: PROK-1 and its receptors are involved in the pathogenesis and development of 
endometriosis. TNF-α can promote angiogenesis via up-regulating the expression of PROK 1.

KEY WORDS endometriosis; prokineticin 1; prokineticin-receptor 1; estradiol; tumor necrosis factor-α

子宫内膜异位症简称内异症，是指具有生长功

能的子宫内膜组织(即腺体和间质)出现在子宫体以外

的其他部位。绝大多数的内异症发生于盆腔脏器和

壁腹膜，以卵巢以及宫骶韧带最常见，典型症状为

疼痛、不孕、月经异常、盆腔包块等，其发病率有

明显上升趋势[1-2]。目前，内异症的发病机制尚不明

确。内异症是一种良性病变，但却有与恶性肿瘤相

似的生物学行为，异位内膜的形成需通过黏附-侵袭-
血管形成这三部曲，异位病灶的种植和生长必须要

有充足的血液为其供应营养，因此新生血管的形成

被认为是内异症形成的一个重要环节。

前动力蛋白1(prokineticin 1，PROK 1)被称为

内分泌腺来源的血管内皮生长因子，是组织特异性

的血管生成因子，在生理状态下它主要在卵巢、睾

丸、肾上腺、胎盘以及子宫等分泌类固醇类激素的

器官中表达，在其他器官中则少有表达[3]。它主要

作用是促进组织的毛细血管内皮细胞增生，促进新

生血管形成以及提高血管的通透性以满足组织、腺

体的丰富营养供应。PROK 1能够诱导肿瘤的血管生

成，从而在肿瘤的侵袭、转移等生物学行为中发挥

促进作用[4-6]。PROK 1有PROKR(prokineticin-receptor)1
和2两种受体，均为G蛋白偶联受体，具有高度的

同源性。神经母细胞瘤的浸润、转移与PROK 1和

PROKR 1相关，与PROKR 2无关[7]。但是关于PROK 1
在内异症发病机制中作用的研究鲜见报道。内异症

的发生是多种因素综合的结果，但血管生成是其发

生、发展过程中的重要条件。研究内异症的发生、

发展与血管生成的关系有助于为临床治疗提供理论

依据，抗血管生成或许可以成为治疗内异症的新途

径。因此，本实验通过检测PROK 1及PROKR 1在内

异症中的表达水平，探讨PROK 1在内异症发生、发

展中的作用，为内异症的治疗提供理论依据。

1  材料与方法

1.1  材料及仪器

反转录试剂盒购自北京康为世纪有限责任公

司；TRIzol购自美国Invitrogen公司；Taq酶购自美国

Genstar公司；焦碳酸二乙酯(diethy pyrocarbonate，

DEPC)、乙二胺四乙酸(ethylene diamine tetraacetic 
acid，EDTA)、Tris、四甲基乙二胺(N，N，N '，
N'-Tetramethylethylenediamine，TEMED)、雌二醇

(estradiol，E2)、TNF-α均购自美国Sigma公司；RIPA
裂解液购自北京普利莱基因技术有限公司；蛋白酶

抑制剂、胶原酶I、胰酶购自美国Merck公司；蛋白磷

酸酶抑制剂购自瑞士Roche公司；BCA蛋白定量试剂

盒购自广州Wellbio公司；辣根过氧化物酶(horseradish 
peroxidase，HRP)羊抗鼠IgG，HRP羊抗兔IgG均购自

美国Proteintech公司；电泳仪购自美国Bio-rad公司；

电泳槽、转膜仪购自北京六一生物科技有限公司；

荧光定量PCR仪购自美国Thermo公司。

1.2  标本的收集和处理

1.2.1  标本收集

本实验经中南大学湘雅二医院医学伦理委员会

批准，收集2017年1月至12月到湘雅二医院妇科住院

行腹腔镜手术的40例患者的子宫内膜，经手术及病

理检查证实为卵巢型内异症患者22例，取卵巢型内

异症患者的异位内膜为异位组，取其在位内膜为在

位内膜组，根据修正的美国生育协会(revised American 
Fertility Society，r-AFS)分期，其中I~II期6例，III~IV
期16例，增生期12例，分泌期10例。取其余18例子

宫内膜组织为正常内膜组，增生期10例，分泌期8例

(临床及病理诊断为卵巢良性畸胎瘤以及不孕症)。在

无菌条件下取部分内膜组织放置于–80 ℃的冰箱中保
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存。以上所选患者均满足以下条件：在此次手术的

前3个月内均未使用任何激素及激素类似药物；年龄

20~45岁，两组人群在年龄因素上差异无统计学意义

(P>0.05)，月经周期基本正常；无其他系统疾病，尤

其排除恶性肿瘤；所有患者对于内膜的收集均知情

并同意参与本次实验。

1.2.2  子宫内膜间质细胞的分离、培养及干预

取 6 例正常对照组患者的新鲜子宫内膜组织

用PBS清洗3次，以尽可能去除血凝块，将内膜组

织切成约1 mm×1 mm×1 mm大小，再加入PBS，以

1 200 r/min离心10 min，将上清液去掉，用PBS重复

冲洗3次。将组织加入含有0 . 1 %胶原酶 I的改良杜

氏伊格尔培养基(Dulbecco’s modified eagle medium，

DMEM)中，于37 ℃消化20~30 min，将细胞混悬液以 
1 000 r/min离心5 min，弃除上清液，在细胞中加入含

10%血清的DMEM中悬浮，在含有5% CO2，37 ℃的

培养箱中培养。分离的子宫内膜间质细胞长满后，

弃去上清液，用PBS洗1次，以0.25%的胰酶于37 ℃消

化5 min，按照2×105 个/mL的密度种在10 cm的培养皿

中，加入终浓度为10–8 mol/L E2或1 mg/L TNF-α的含

10%血清DMEM培养液中干预24 h后收集细胞待测。

1.3  定量PCR检测PROK 1 mRNA和PROKR 1 mRNA的

表达

取 之 前 保 存 于 T R I z o l 抽 提 试 剂 中 的 组 织 约 
0.02 g，在低温离心后采用TRIzol法提取细胞总RNA。

以1 µg的RNA为模板，反转录为cDNA。采用SYBR 
Green I染料法进行本试验引物的制备。在美国国立

生物技术信息中心(National Center for Biotechnology 
In f o r mat i o n，N CB I)上搜索目的基因序列，运用

primer5软件设计，交由上海生工生物有限公司合成

引物，定量PCR(quantitative PCR，qPCR)所用引物

见表1。采用qPCR仪检测PROK 1 mRNA和PROKR 1 
mRNA表达水平。以Template基因表达量作为qPCR内

参。最终数据以2–ΔΔCt进行分析。

表1   引物序列

Table 1   Primer sequences

   基因 正向引物(5'-3') 反向引物(5'-3')

Template ACATCCGTAAAGACCTCTATGCC TACTCCTGCTTGCTGATCCAC

PROK 1 GCTGTGCAAGTCTTCATCATGCT CCCCACACTGGACATCTCG

PROKR 1 ACCCTGGGCGAGAATACCAC AGGGCATGTCATAGTCACCA

1.4  蛋白质印迹法检测PROK 1和PROKR 1的表达

剪取0.25 g子宫内膜组织，加入300 µL RIPA裂解

液于匀浆器中反复研磨组织，蛋白裂解30 min后于 
4 ℃，以12 000 r/min离心  15 min，取离心后的上

清液按照B C A蛋白定量试剂盒使用说明测定蛋白

浓度。将蛋白变性并取50 µg总蛋白行SDS-PAGE跑

胶；此后用硝酸纤维素膜转膜，5%脱脂奶粉封闭

非特异性的抗原，洗膜，与一抗PROK1(1 mg/L)，

PROKR1(1:500)，β-actin(1:5 000)孵育，于4 ℃过夜，

洗膜后加入HRP二抗，孵育45~60 min。洗膜后加入

ECL化学发光液(Thermo)与膜孵育3 min，将曝光后的

底片扫描，并用Quantity one专业灰度分析软件进行

分析。

1.5  统计学处理

运用SPSS 18.0统计学软件进行数据处理和分

析，所有计量资料采用均数±标准差(x±s)表示，采

用单因素方差分析(one-way ANOVA)比较多组样本间

的差异。多个样本之间的两两比较采用t检验，双侧

α=0.05作为检验水准，P<0.05为差异有统计学意义。

2  结   果

2.1  PROK 1 mRNA和PROKR 1 mRNA在各组中的表达

PROK 1和 PROKR 1 mRNA在异位内膜组、在位

内膜组和正常内膜组均有表达，两两之间比较差异

有统计学意义(均P<0.05，图1)。

2.2  PROK 1 和PROKR 1蛋白在各组中的表达

PROK 1和PROKR 1 蛋白在异位内膜组、在位内

膜组、正常内膜组中的表达两两比较差异有统计学

意义(均P<0.05，图2)。

2.3  在位内膜组及正常内膜组增生期与分泌期PROK 1 
蛋白表达水平的比较

在位内膜组PROK 1 蛋白在增生期与分泌期中的

表达比较差异有统计学意义(P<0.05，图3A)。正常内

膜组PROK 1 蛋白在增生期与分泌期中的表达比较差

异亦有统计学意义(P<0.05，图3B)。
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图3   在位子宫内膜组、正常内膜组中增生期与分泌期PROK 1蛋白的表达水平比较

Figure 3   PROK 1 protein expression between proliferative phase and secretory phase in eutopic and normal endometrium
A: PROK 1 protein expression in eutopic endometrium; B: PROK 1 protein expression in normal endometrium; C: Western blotting result. 

*P<0.05 vs the proliferative phase

图1   3组内膜中PROK 1 mRNA(A)和PROKR 1 mRNA(B)的表达

Figure 1   Expression of PROK 1 mRNA (A) and PROKR 1 mRNA (B) in the 3 groups
*P<0.05 vs eutopic endometrium; †P<0.05 vs normal endometrium

图2   3组内膜中PROK 1和PROKR 1蛋白的表达

Figure 2   Expression of PROK 1 and PROKR 1 protein in the 3 groups
A: Relative expression of PROK 1 protein; B: Relative expression of PROKR 1 protein; C: Western blotting result. *P<0.05 vs eutopic 

endometrium; †P<0.05 vs normal endometrium
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2.4  E2和TNF-α对子宫内膜间质细胞PROK 1 mRNA 
表达的影响

在 E 2 处 理 组 中 子 宫 内 膜 间 质 细 胞 P R O K  1 
m R N A的表达水平与对照组比较差异无统计学意

义(P>0.05)；在TNF-α处理组中子宫内膜间质细胞 
PROK 1 mRNA的表达高于对照组，两组之间比较差

异有统计学意义(P<0.05，图4)。
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3  讨   论

内异症的发病机制尚不明确，目前普遍被学者

接受的观点为“经血逆流”学说，即在位内膜逆流

至腹腔后通过黏附-侵袭-血管形成在腹腔内形成异

位病灶。异位病灶的存活及生长均需要足够的血流

为其提供营养。在腹腔镜下可见病灶周围存在大量

的腹膜血管，内异症典型的病理特征为密集的血管

化，异位病灶周围的血管化程度是影响异位病灶生

长力和侵袭力的重要因素之一[8]。抗血管生成可能成

为治疗内异症的一个新靶点。

PROK 1仅在某些内分泌器官中特异性表达，通

过抑制PROK 1的表达可以在一定程度上减少抗血管

生成过程中的不良反应。PROK 1是2001年首次被报

道的一种血管生长因子[3]，在生理情况下其主要在卵

巢、子宫、胎盘、睾丸、肾上腺等内分泌器官中特

异性表达并发挥作用，在其他组织中很少表达。由

于其生物活性与血管内皮生长因子(vascular endothelial 
growth factor，VEGF)的生物学活性相似，因此该蛋白

又被称为内分泌腺衍生血管内皮生长因子(endocrine 
gland-devived vascular endothelial growth factor，EG-
VEGF) [9]。PROK 1具有多种生物学行为：血管生 
成[10-11]、神经元存活[12]、昼夜节律[13-14]、造血[15]、免

疫反应[16]及精子发生[9]。新生血管的形成需要经过3
个过程：新生血管萌芽、血管内皮细胞的增殖和迁

移、血管管状结构的成熟。PROK 1及其受体主要是

通过促进血管内皮细胞的增殖和迁移而促进新生血

管的形成。PROK 1是一种新的内皮细胞促有丝分裂

素，在内分泌腺血管上皮中起重要的促血管生成的

有丝分裂原作用[17]，它不仅通过激活内皮细胞上的

受体直接影响血管生成，而且通过发挥促炎症细胞

因子的作用参与新生血管，特别是肿瘤新生血管生

成的过程，介导肿瘤的侵袭转移。

PROK 1不仅与前列腺癌、神经母细胞瘤、胰管

癌、甲状腺癌、结肠癌等恶性肿瘤的血管生成、浸

润能力和血行转移有关[18-19]，还在控制人的中枢和

外周生殖过程中起关键作用，PROK 1是一种促血管

生成的胎盘因子，能促进胎盘微血管内皮细胞的增

殖、迁移及侵袭，并增加其通透性[20]，在早孕期，

PROK 1控制绒毛外滋养层细胞的迁移、侵袭和伪血

管网络的形成 [21]。PROK 1在卵巢组织中主要受性

激素调控，在大鼠卵巢内注射PROK 1可诱导强烈的

血管生成效应[3]。内异症有种植、浸润、转移等类

似恶性肿瘤的生物学行为，并且其发生、发展与血

管生成的相关性已获得公认，故PROK 1及其受体可

能与内异症的发生相关。笔者选择了22例内异症患

者和18例正常子宫内膜患者进行研究，发现内异症

患者的PROK 1和PROKR 1水平较正常对照组中明显

增高，并且在异位内膜组中PROK 1和PROKR 1水平

高于在位内膜组，提示PROK 1及其受体参与了内异

症的发生和发展。在位子宫内膜逆流入腹腔后，高

表达PROK 1的内膜可以促进新生血管的形成，从而

促进子宫内膜的种植和侵袭；而在腹腔炎性环境的

刺激下，异位内膜PROK 1表达增加，进一步促进异

位内膜的不断生长，使病灶不断扩大，这也在一定

程度上解释了尽管“经血逆流”的现象普遍存在，

而内异症只发生在少部分人群中。本研究还比较了

增生期和分泌期PROK 1的表达水平，发现分泌期中 
PROK 1的表达水平明显高于增生期，推测孕激素能

够促进子宫内膜PROK 1的表达，由于PROK1是一种

新型的子宫内膜容受性标志物，参与胚胎着床时的

“母-胎对话”[22]，因此分泌期子宫内膜中PROK1 表
达的增加可能为胚胎着床提供有利环境。

内异症主要是雌激素依赖性疾病，且异位内

膜中雌激素的表达增高[23]，腹腔液中TNF-α表达增 
高[24-25]。因此本研究应用E2干预子宫内膜间质细胞，

发现对照组与E2干预组中PROK 1的表达差异无明显

统计学意义；而TNF-α干预后的子宫内膜间质细胞

PROK 1表达水平明显增加。TNF-α对新生血管的生

成有潜在的诱导作用，它可以刺激异位内膜细胞分

泌IL-6，IL-8，VEGF等因子，促进子宫内膜细胞的生

长、黏附，促进血管形成。本研究发现TNF-α促进子

宫内膜细胞PROK 1的表达，推测TNF-α还可以通过上

调PROK 1的表达进而促进血管生成。

血管生成是内异症发生的重要条件之一，多

种抗血管生成的药物被证实能够控制病灶的血液供

应，从而抑制异位病灶的发展。考虑到生理性的血

管生成是正常生育所需要的，抗血管生成药物应该

图4   E2和TNF-α对子宫内膜间质细胞PROK-1 mRNA表达 

水平的影响

Figure 4   Expression of PROK-1 mRNA in endometrial stromal 

cells treated by E2 or TNF-α
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特别针对异位病灶的血管生成。PROK 1是一种新的

血管生成因子，主要在内分泌细胞中表达，与VEGF
的同源性较低，二者在某些方面，特别是在表达区

域的选择性方面存在差异，PROK 1可选择性地作用

于内分泌腺细胞的内皮细胞，这种选择性识别的血

管生成因子可能有利于组织特异性血管的治疗。因

此对PROK 1及其受体的进一步研究将更深入地揭示

内异症的发病机制，为其治疗提供新的方向。
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FDA 美国食品药品管理局 NF-κB 核因子 -κB WBC 白细胞
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