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前脑啡肽在子宫内膜间质细胞蜕膜化中的作用*
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摘要： 目的　探讨前脑啡肽（PENK）在人子宫内膜间质细胞（HESCs）蜕膜化前后的表达情况，以及分析

PENK对蜕膜化发生的影响。方法　①采用8-溴腺苷-3'，5'-环单磷酸和醋酸甲羟孕酮进行体外蜕膜化诱导，

并通过 F-actin 染色、实时荧光聚合酶链反应（qRT-PCR）和 Western blotting 验证蜕膜化诱导的情况。②使用

GEO 数据库、qRT-PCR 和 Western blotting 验证 PENK 在 HESCs 蜕膜化诱导前后的表达水平。③使用不同

siRNA敲减HESCs中的PENK，并通过qRT-PCR和Western blotting 检测敲减前后蜕膜标志物的表达，以此来

研究 PENK 对蜕膜化的影响。④使用 GEO 数据库分析 PENK 在反复种植失败患者子宫内膜中的表达情况。

结果　从形态学、转录水平和蛋白水平上证明了 HESCs 体外蜕膜化的成功诱导。蜕膜化诱导组 PRL、IGFBP1 

mRNA 和IGFBP1蛋白相对表达量较对照组1高（P <0.05）。PENK 在HESCs 体外蜕膜化诱导过程中表达增加

（P <0.05）。相比HESCs，PENK敲减的HESCs蜕膜化受到抑制，表现为蜕膜标志物PRL、IGFBP1和FOXO1表

达减少（P <0.05）。GEO数据库提示与对照组子宫内膜相比，PENK在反复种植失败患者子宫内膜中表达可能

下调（P <0.05）。结论　PENK 是子宫内膜蜕膜化发生的关键基因。蜕膜化期间 PENK 表达增加，促使子宫内

膜容受性建立。PENK表达减少可能与蜕膜化的异常，以及胚胎反复种植失败有关。
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Abstract:  Objective To explore the expression of proenkephalin (PENK) in human endometrial stromal 

cells (HESCs) before and after decidualization and to analyze the effect of PENK on decidualization.  Methods 

HESCs were subjected to in vitro decidualization using 8-bromoadenosine 3′ , 5′-cyclic monophosphate and 

medroxyprogesterone acetate. F-actin staining, qRT-PCR and Western blotting were used to verify the efficiency of 

decidualization induction. GEO database analysis, qRT-PCR and Western blotting were performed to validate the 

expression level of PENK in HESCs with or without decidualization stimulation. Different siRNAs were used to 

knock down PENK expression in HESCs, and the expression levels of decidualization markers before and after 

knockdown were measured by qRT-PCR and Western blotting to investigate the effect of PENK on decidualization. 
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GEO database analysis was conducted to evaluate the PENK expression in the endometrium of patients with 

recurrent implantation failure.  Results Successful induction of in vitro decidualization in HESCs was demonstrated 

at the morphological, transcriptional and protein levels. The mRNA levels of PRL and IGFBP1 as well as the protein 

level of IGFBP1 were higher in the decidualization-induced group than those in the control group 1 (P < 0.05). The 

expression level of PENK increased with the stimulation of decidualization in HESCs (P < 0.05). Compared to 

HESCs, HESCs with PENK knockdown resulted in significant inhibition of decidualization, as evidenced by 

decreased expression of decidualization markers PRL, IGFBP1 and FOXO1 (P < 0.05). The analysis of data from 

GEO databases suggested that PENK expression may be downregulated in the endometrium of patients with 

recurrent implantation failure compared to the control group (P < 0.05).  Conclusions This study demonstrated that 

PENK is a key gene in endometrial decidualization. Increased PENK levels during decidualization contributes to the 

establishment of endometrial receptivity. Decreased expression of PENK may be associated with abnormal 

decidualization and the occurrence of recurrent implantation failure.

Keywords:  endometrial stromal cell; proenkephalin; decidualization; endometrial receptivity; recurrent 

implantation failure

胚胎的成功植入是妊娠得以维持的重要前提，

其取决于胚胎与子宫内膜之间的相互协调，以及子

宫内膜对胚胎的接受能力，即子宫内膜容受性[1-3]。

子宫内膜是胚胎着床的土壤，在不同阶段呈现出动

态性的规律变化。人类子宫内膜周期主要分为 2 个阶

段：增殖期和分泌期。增殖期在雌激素的作用下基

质细胞、上皮细胞和血管细胞活跃生长，分泌期子

宫内膜在孕激素的驱动下发生蜕膜化，进而为植入

做好准备[4]。蜕膜化是子宫内膜容受性建立的关键

步骤。人类蜕膜化的发生不需要胚胎植入信号，主

要 表 现 为 人 子 宫 内 膜 间 质 细 胞（human endometrial 

stromal cells, HESCs）向分泌性蜕膜细胞的转变，并

表达催乳素（Prolactin, PRL）和胰岛素样生长因子结

合 蛋 白 1（insulin-like growth factor-binding protein l, 

IGFBP1）等经典蜕膜化标志物[5-6]。然而，子宫内膜

蜕膜化的具体调控机制仍不清楚，其中所涉及的关

键基因有待明确。

前脑啡肽（Proenkephalin, PENK）基因位于人染

色体 8q12.1，其编码的 PENK 蛋白作为神经递质主要

位于细胞基质中，大多分布于神经轴突及末梢处[7]。

目前 PENK 的研究大多聚焦于脑科学[8-10]，其作为一

种抑癌基因对肿瘤生长起到抑制作用[11-12]。此外，

有研究表明 PENK 在人类女性生殖系统的调节中可

能发挥一定的生理效应[13]。在胚胎植入后的小鼠子

宫也可检测到 PENK，且在植入后的较长一段时间

内持续高表达[14]。然而 PENK 在 HESCs 蜕膜化中的

作用尚不明确。本研究旨在探索 PENK 在 HESCs 蜕

膜化前后的表达，以及对蜕膜化发生的影响，为子

宫内膜蜕膜化和容受性的调控提供新的分子靶点。

1 材料与方法

1.1　实验分组

实验首先分为对照组 1（诱导 0 h）和蜕膜化诱

导组（诱导 24、48 和 72 h），以验证 HESCs 蜕膜化诱

导前后 PRL、IGFBP1 和 PENK 表达水平及形态改变。

随 后 将 HESCs 分 为 对 照 组 2 和 敲 减 PENK 组（si 

PENK-1 组和 si PENK-2 组），对照组转染阴性对照

（negative control, NC）序列，敲减 PENK 组分别转染 si 

PENK-1 序列和 si PENK-2 序列，以比较 2 种 PENK 的

siRNA 在 HESCs 中的敲减效率。后将 HESCs 分为对

照组 3（仅转染 NC 序列）、蜕膜化诱导+ NC 组（转染

NC 序列 24 h 后进行蜕膜化诱导 72 h）、蜕膜化诱导+ 

si PENK-1 组（转染 si PENK-1 序列 24 h 后进行蜕膜

化诱导 72 h）和蜕膜化诱导+ si PENK-2 组（转染 si 

PENK-2 序列 24 h 后进行蜕膜化诱导 72 h），以比较

敲减 PENK 后蜕膜 HESCs 中 PRL、IGFBP1、FOXO1 和

PENK 表达的改变。

1.2　材料与试剂

HESCs 细胞由上海市第一人民医院提供保存，

胎牛血清、DMEM/F12 培养基、0.25% 胰酶、磷酸盐缓

冲溶液（phosphate-buffered saline, PBS）、1% 青霉素/

链霉素双抗（penicillin-streptomycin, PS）均购自上海

欲立生物科技有限公司，二甲基亚砜、8-溴腺苷-3'，

5'- 环 单 磷 酸 （8-Bromoadenosine 3', 5'-cyclic 

monophosphate, 8-bromo-cAMP）和 醋 酸 甲 羟 孕 酮

（medroxyprogesterone 17-acetate, MPA）均 购 自 美 国

Sigma 公司，RNA 提取试剂盒购自美国 EZBioscience

公 司 ，逆 转 录 和 实 时 荧 光 定 量 聚 合 酶 链 反 应

·· 25



中国现代医学杂志 第 35 卷 

（quantitative real-time polymerase chain reaction, qRT-

PCR）试剂盒购自南京诺唯赞生物科技股份有限公

司，引物由上海生工生物工程股份有限公司合成，

PENK 的 小 干 扰 RNA（small interfering RNA, siRNA）

序 列 由 上 海 壹 学 盛 生 物 科 技 有 限 公 司 设 计 合 成 ，

siRNA 转染试剂购自苏州基安生物技术有限公司，

PENK 抗体购自美国赛默飞世尔科技公司，IGFBP1、

叉头框蛋白 O1（forkhead box protein O1, FOXO1）抗体

均购自美国 CST 公司，波形蛋白（Vimentin）抗体和兔

二抗购自武汉爱博泰克生物科技有限公司，甘油醛

-3- 磷 酸 脱 氢 酶 （Glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase, GAPDH）抗体购自美国 Affinity 公司，

兔 488 荧光二抗购自上海翌圣生物科技股份有限公

司 ，4'，6- 二 脒 基 -2- 苯 基 吲 哚（4', 6-diamidino-2-

phenylindole, DAPI）和 微 丝 绿 色 荧 光 探 针（Actin-

Tracker Green-488）均购自上海碧云天生物技术股份

有限公司，4% 多聚甲醛购自武汉赛维尔生物科技有

限 公 司 ， 强 放 射 免 疫 沉 淀 法 （radio 

immunoprecipitation assay, RIPA）裂 解 液 、100× 蛋 白

酶抑制剂、5×蛋白上样缓冲液和化学发光成像显

影液均购自上海雅酶生物医药科技有限公司。

1.3　方法

1.3.1 　 细胞培养 　从液氮罐中取出 HESCs 冻存管

于 37 ℃水浴锅中复苏解冻，在超净台中吸出液体至

离心管中，并加入 5 mL 完全培养基，1 000 r/min 离心

5 min，弃上清液。使用含 5% 胎牛血清和 1% PS 的

DMEM/F12 培 养 基 重 悬 细 胞 ，移 入 培 养 皿 中 ，于

37 ℃、5 %二氧化碳培养箱中培养 HESCs。

1.3.2 　 HESCs 体 外 蜕 膜 化 诱 导 　 将 含 1 μmol/L 

MPA 和 0.5 mmol/L 8-bromo-cAMP 的 DMEM/F12 完全

培 养 基 用 于 HESCs 的 培 养 ，以 诱 导 其 体 外 蜕 膜

化[15-16]，体外诱导时间为 72 h。

1.3.3 　 siRNA 转染 　根据 siRNA 转染试剂的说明

书进行转染体系的配置及转染操作。转染体系为

46 μL GA-RNA Buffer、4 μL 20 μmol/L siRNA 和

7.5 μL GA-RNA Reagent。 将 配 置 好 的 转 染 体 系 室

温 放 置 20 min，随 后 加 入 培 养 液 中 ，24 h 后 换 液 。

siRNA 序列见表 1。

1.3.4 　 qRT-PCR 检 测 PENK、PRL、IGFBP1、

FOXO1 mRNA 的相对表达量 　使用 RNA 提取试剂

盒提取细胞总 RNA。根据说明书的步骤使用逆转

录试剂盒（HiScript Ⅲ RT Super Mix for qPCR + gDNA 

wiper）对 RNA 进行逆转录。逆转录体系为 20 μL，将

配置好的逆转录体系按照试剂盒说明书所述直接

进行反应，反应条件：37 ℃预变性 15 min，85 ℃变性

5 s。反应后的产物立即用于 qRT-PCR 反应，或置于

-80 ℃冰箱冷冻保存。将逆转录得到的 cDNA 样品

按照 qRT-PCR 试剂盒（ChamQ Universal SYBR qPCR 

Master Mix）说 明 书 的 方 法 进 行 体 系 配 置 并 点 样 。

qRT-PCR 体 系 为 10 μL。 点 样 完 成 后 置 入 ABI 

Quant Studio6 仪 中 上 机 ，反 应 条 件 见 表 2。 以 18S 

RNA 作 为 内 参 ，使 用 2-ΔΔCt 法 计 算 PENK、PRL、

IGFBP1、FOXO1 mRNA 相对表达量。本研究中所使

用的引物序列见表 3。

1.3.5 　 Western blotting 检测 PENK、IGFBP1、FOXO1

蛋白相对表达量 　弃去细胞培养液后用 PBS 洗涤细

胞 3 遍，随后用包含 1×蛋白酶抑制剂的强 RIPA 裂

解液于冰上充分裂解细胞 30 min 并超声处理。用双

缩脲法进行蛋白定量，随后加入蛋白上样缓冲液

于 98 ℃煮蛋白 10 min。取 20 μg 蛋白样品进行 10% 

十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳，随后将蛋

白转至聚偏二氟乙烯膜上，转膜条件为 300 mA 恒

流 90 min。转膜结束后，将膜在 5% 脱脂牛奶中封

闭 1 h，随后将条带置入配置好的一抗液体中 4 ℃摇

表 1　用于转染的PENK siRNA序列 

基因

NC

si PENK-

1

si PENK-

2

引物序列

正向： 5'-UUCUCCGAACGAGUCACGUTT-3'

反向： 5'-ACGUGACUCGUUCGGAGAATT-3'

正向： 5'-GCUUGCGUAAUGGAAUGUGAATT-3'

反向： 5'-UUCACAUUCCAUUACGCAAGCTT-3'

正向： 5'-GCCUUGUAUAGUUGACUUCAUTT-3'

反向： 5'-AUGAAGUCAACUAUACAAGGCTT-3'

长度/bp

21

21

23

23

23

23

表 2　qRT-PCR反应条件 

步骤

预变性

循环反应

熔解曲线

循环数/次

1

40

1

温度/℃

95

95

60

95

60

95

时间/s

30

10

30

15

60

15
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床孵育过夜。第 2 天取出条带，用吐温 20 缓冲盐溶

液洗涤 3 次，10 min/次，随后将条带置入配置好的二

抗液体中常温摇床孵育 1 h。二抗孵育结束后，用吐

温 20 缓冲盐溶液洗涤 3 次，10 min/次。最后对条带

进行化学发光成像显影。使用 Image J 软件对显影

结果进行灰度分析，使用目的蛋白灰度值与内参蛋

白 GAPDH 灰 度 值 的 比 值 计 算 PENK、IGFBP1、

FOXO1 蛋白相对表达量。

1.3.6 　 免疫荧光染色 　使用 PBS 洗涤共聚焦皿中

的细胞 3 遍，随后用 4% 多聚甲醛固定细胞 15 min，

用 0.5% Triton X-100 通透 20 min。在室温下用正常

山羊血清封闭 1 h 后，将细胞与 Vimentin 抗体 4 ℃孵

育过夜。第 2 天用 PBST 溶液洗涤 3 次，5 min/次，随

后滴加配置好的兔 488 荧光二抗进行避光室温孵育

1 h，然 后 用 DAPI 染 核 5 min。 Actin-Tracker Green-

488 固定、通透及封闭结束后 ，直接室温避光孵育

1 h 进行染色。最后使用倒置荧光显微镜拍照。

1.3.7 　 在线数据库分析 　从基因表达综合数据库

（gene expression omnibus database, GEO）（https://www.

ncbi.nlm.nih.gov/geo/）中 检 索 GSE200200、GSE58144、

GSE111974 3 个转录组测序数据，将数据库中蜕膜化

诱导不同时间点，以及正常内膜与反复种植失败内

膜 PENK mRNA 相对表达量进行统计分析。

1.4　统计学方法

数据分析采用 GraphPad Prism 9.0 统计软件。计

量资料以均数±标准差（x±s）表示，比较用 t 检验、

单因素方差分析或随机区组设计的方差分析，有统

计学意义后再用 Dunnett 或 Bonferroni 检验进行进一

步的两两比较。P <0.05 为差异有统计学意义。

2 结果

2.1　子宫内膜间质细胞体外蜕膜化的成功诱导

为验证 HESCs 的纯度，本研究首先用细胞免疫

荧光实验验证 Vimentin 在 HESCs 中的表达，结果显

示 Vimentin 在 HESCs 中广泛强表达，证明该细胞确

实为间质细胞，且纯度高（见图 1）。随后，本研究采

用 1 μmol/L MPA 和 0.5 mmol/L 8-bromo-cAMP 对

HESCs 进行体外蜕膜化诱导 72 h，通过荧光细胞骨

架 F-肌动蛋白（Filamentous actin, F-actin）染色，可以

看出蜕膜化诱导前后的细胞形态变化[15]。在诱导

前，HESCs 呈现梭形成纤维样形态；蜕膜化诱导后，

HESCs 转变为上皮样蜕膜细胞（见图 2）。

为进一步验证 HESCs 体外蜕膜化的诱导成功，

本研究分析了诱导不同时间点蜕膜标志物 PRL 和

IGFBP1 的 表 达 。 不 同 时 间 蜕 膜 化 诱 导 组 PRL、

IGFBP1 mRNA 和 IGFBP1 蛋白相对表达量比较，经单

因 素 方 差 分 析 ，差 异 均 有 统 计 学 意 义（P <0.05），

PRL、IGFBP1 mRNA 和 IGFBP1 蛋白相对表达量随着

蜕膜化诱导时间的延长逐渐升高（P <0.05）。上述

结 果 表 明 HESCs 体 外 蜕 膜 化 的 成 功 诱 导 。 见 表 4

和图 3。

2.2　PENK 在子宫内膜间质细胞蜕膜化过程中表

达增加

为验证 PENK 在 HESCs 蜕膜化诱导后的表达情

况，本研究首先分析 GSE200200 数据库，该数据库通

过 mRNA 测序分析了永生化人子宫内膜基质细胞系

体外蜕膜化诱导不同时间点各个基因的转录水平。

蜕膜化诱导 0、6、18、24、36、48、72 和 144 h 的 PENK 

mRNA 相 对 表 达 量 分 别 为（7.03±0.08）、（13.80±

3.11）、（19.87±2.45）、（22.82±1.38）、（32.16±4.37）、

（30.28±1.46）、（51.69±1.53）、（83.43±5.06），经单因

H
E

SC

DAPI / Vimcntin

图1　免疫荧光染色图

表 3　引物序列 

基因

18S RNA

PRL

IGFBP1

FOXO1

PENK

引物序列

正向： 5'-CGGCTACCACATCCAAGGAA-3'

反向： 5'-CTGGAATTACCGCGGCT-3'

正向： 5'-GGAGCAAGCCCAACAGATGAA-3'

反向： 5'-GGCTCATTCCAGGATCGCAAT-3'

正向： 5'-TTGGGACGCCATCAGTACCTA-3'

反向： 5'-TTGGCTAAACTCTCTACGACTCT-3'

正向： 5'-TCGTCATAATCTGTCCCTACACA-3'

反向： 5'-CGGCTTCGGCTCTTAGCAAA-3'

正向： 5'-ATCCTCGCCAAGCGGTATG-3'

反向： 5'-GGTTGTCCCCTGTTTCCAGA-3' 

长度/bp

20

17

21

21

21

23

23

20

19

20

·· 27
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素 方 差 分 析 ，差 异 有 统 计 学 意 义（F =144.500，P =

0.000），随着诱导时间的延长，PENK 的转录水平随

之 升 高（P <0.05）。 不 同 时 间 蜕 膜 化 诱 导 组 PENK 

mRNA 和蛋白相对表达量比较，经单因素方差分析，

差异均有统计学意义（P <0.05），PENK mRNA 和蛋

白相对表达量随着蜕膜化诱导时间的延长逐渐升

高（P <0.05）。上述结果均表明 PENK 在 HESCs 蜕膜

化过程中表达增加。见表 5 和图 4。

2.3　敲减PENK抑制子宫内膜间质细胞蜕膜化

由于 PENK 在 HESCs 蜕膜化过程中表达增加，

本研究进一步采用不同的 siRNA 敲减蜕膜化期间

HESCs 中 PENK 的表达以研究 PENK 对 HESCs 蜕膜

化的影响。各组 PENK mRNA 和蛋白相对表达量比

较，经单因素方差分析，差异均有统计学意义（P <

0.05），si PENK-1 组和 si PENK-2 组 PENK mRNA 和

蛋白相对表达量较对照组 2 降低（P <0.05），mRNA

敲减率均达到 90% 以上。见表 6 和图 5。

DAPI                                               F-actin                                          Merge

对照组 1

蜕膜化诱导组

图2　F-actin荧光染色图

30 kD

36 kD

IGFBP1

GAPDH

1                2                    3               4

1：蜕膜化诱导 0 h 组； 2：蜕膜化诱导 24 h 组； 3：蜕膜化诱导

48 h 组； 4：蜕膜化诱导 72 h 组。

图3　不同时间蜕膜化诱导的IGFBP1蛋白条带图

1               2               3               4

36 kD

36 kD

PENK

GAPDH

1：蜕膜化诱导 0 h 组； 2：蜕膜化诱导 24 h 组； 3：蜕膜化诱导

48 h 组； 4：蜕膜化诱导 72 h 组。

图4　不同时间蜕膜化诱导的PENK蛋白条带图

表 4　各组PRL、IGFBP1 mRNA和IGFBP1蛋白

相对表达量比较 （x±s）

组别

蜕膜化诱导 0 h 组

蜕膜化诱导24 h组

蜕膜化诱导48 h组

蜕膜化诱导72 h组

F 值

P 值

PRL mRNA

1.08±0.49

85.37±15.59

286.90±26.62

674.30±49.80

350.900

0.000

IGFBP1 mRNA

1.03±0.27

29.58±3.54

579.50±23.64

1 451.00±27.90

5638.000

0.000

IGFBP1蛋白

0.01±0.01

0.04±0.01

1.02±0.05

1.57±0.11

328.600

0.000

表 5　各组PENK mRNA和蛋白相对表达量比较 （x±s）

组别

蜕膜化诱导 0 h 组

蜕膜化诱导 24 h 组

蜕膜化诱导 48 h 组

蜕膜化诱导 72 h 组

F 值

P 值

PENK mRNA

1.00±0.00

10.92±1.82

12.58±3.87

13.59±3.43

18.210

0.000

PENK 蛋白

0.65±0.09

0.86±0.09

0.92±0.09

0.97±0.04

7.021

0.016

表 6　各组PENK mRNA和蛋白相对表达量比较 （x±s）

组别

对照组 2

si PENK-1 组

si PENK-2 组

F 值

P 值

PENK mRNA

1.02±0.21

0.01±0.00

0.01±0.00

66.380

0.000

PENK 蛋白

0.30±0.02

0.18±0.01

0.13±0.01

65.950

0.003

·· 28
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PRL、IGFBP1 和 FOXO1 均 为 HESCs 蜕 膜 化 期

间的经典上调标志物。在分别转染 NC、si PENK-1

和 si PENK-2 后，进行蜕膜化诱导，并观察 3 种蜕膜

标志物的表达情况，以说明 PENK 的有无对蜕膜反

应的影响。各组 PRL、IGFBP1、FOXO1、PENK mRNA

相对表达量比较，经单因素方差分析，差异均有统

计 学 意 义（P <0.05）；蜕 膜 化 诱 导 + NC 组 PRL、

IGFBP1、FOXO1 mRNA 相对表达量较对照组 3 升高

（P <0.05），说明 HESCs 蜕膜化的诱导成功，这与 2.1

的研究结果一致。此外，蜕膜化诱导+ si PENK-1 组

和 蜕 膜 化 诱 导 + si PENK-2 组 PRL、IGFBP1 和

FOXO1 mRNA 相对表达量较蜕膜化诱导+ NC 组降

低（P <0.05）。尽管蜕膜化诱导会上调 PENK mRNA

相对表达量，但是蜕膜化诱导+ si PENK-1 组和蜕膜

化诱导+ si PENK-2 组 PENK mRNA 相对表达量较蜕

膜化诱导+ NC 组仍处于较低水平（P <0.05），这进一

步 说 明 两 种 siRNAs 对 PENK 的 敲 除 效 率 良 好 。

见表 7。

各组 IGFBP1、FOXO1、PENK 蛋白相对表达量比

较，经单因素方差分析，差异均有统计学意义（P <

0.05），验证蜕膜化诱导+ si PENK-1 组和蜕膜化诱

导 + si PENK-2 组 IGFBP1、FOXO1、PENK 蛋 白 相 对

表达量较蜕膜化诱导+ NC 组受到抑制（P <0.05）。

上述结果均表明，敲减 PENK 抑制 HESCs 的蜕膜化，

提示 PENK 对 HESCs 蜕膜化的进程至关重要。见表

8 和图 6。

2.4　PENK 在反复种植失败患者子宫内膜中表达

可能减少

HESCs 蜕膜化的异常是胚胎反复种植失败发生

的重要原因。上述结果表明，PENK 在 HESCs 蜕膜化

过程中表达增加，且敲减 PENK 抑制 HESCs 的蜕膜

化，可见 PENK 在 HESCs 蜕膜化发生中的重要作用。

那么在反复种植失败患者中，是否可能存在 PENK

的异常表达从而导致蜕膜化的缺陷？于是本研究

分析了 GSE58144、GSE111974 数据库中反复种植失

1                        2                      3

PENK

GAPDH

36 kD

36 kD

1：对照组 2； 2：si PENK-1 组； 3：si PENK-1 组。

图5　各组PENK蛋白蛋白条带图

表 7　各组PRL、IGFBP1、FOXO1、PENK mRNA相对表达量比较 （x±s）

组别

对照组 3

蜕膜化诱导+ NC 组

蜕膜化诱导+ si PENK-1 组

蜕膜化诱导+ si PENK-2 组

F 值

P 值

PRL mRNA

0.84±0.47

705.30±42.24

558.00±32.88

44.55±5.77

528.100

0.000

IGFBP1 mRNA

1.01±0.21

1 229.00±37.01

48.01±2.90

4.83±0.94

3 196.000

0.000

FOXO1 mRNA

1.00±0.05

26.57±1.61

14.29±0.36

6.52±0.19

533.500

0.000

PENK mRNA

1.01±0.18

12.64±0.82

0.54±0.04

0.05±0.00

630.400

0.000

1                2                  3               4

36 kD

30 kD

78 kD

36 kD

PENK

IGFBP1

FOXO1

GAPDH

1：对照组 3； 2：蜕膜化诱导 + NC 组； 3：蜕膜化诱导 + si PENK-

1 组； 4：蜕膜化诱导 + si PENK-2 组。

图6　各组IGFBP1、FOXO1、PENK蛋白蛋白条带图
表 8　各组IGFBP1、FOXO1、PENK蛋白相对表达量比较 

（x±s）

组别

对照组 3

蜕膜化诱导+ NC 组

蜕膜化诱导+ si 

PENK-1 组

蜕膜化诱导+ si 

PENK-2 组

F 值

P 值

IGFBP1 蛋白

0.03±0.01

1.75±0.14

0.60±0.04

0.05±0.02

240.400

0.000

FOXO1 蛋白

0.18±0.05

1.61±0.32

0.77±0.18

0.66±0.26

13.530

0.015

PENK 蛋白

0.91±0.10

1.07±0.04

0.39±0.04

0.09±0.02

114.000

0.000

·· 29
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败组和对照组子宫内膜 PENK mRNA 相对表达量情

况 。 反 复 种 植 失 败 组 与 对 照 组 在 GSE58144、

GSE111974 数据库中子宫内膜 PENK mRNA 相对表

达 量 比 较 ，经 t 检 验 ，差 异 均 有 统 计 学 意 义（P <

0.05），反复种植失败组均较对照组降低（P <0.05）。

进一步表明 PENK 在子宫内膜容受性建立中的可能

作用。见表 9。

3 讨论

内源性阿片肽是一组作用于阿片受体的肽，主

要来源于 3 种前体蛋白：PENK、前强啡肽和前体阿

黑皮素[8，17]。其中 PENK 蛋白裂解后可产生脑啡肽，

主要包括甲硫氨酸脑啡肽和亮氨酸脑啡肽。这些

脑啡肽可以激活 μ和 δ阿片受体，从而影响疼痛感

知和压力反应等生理功能[18-19]。目前由于 PENK 作

为一种神经调质，与其相关的研究主要聚焦于中枢

神经系统特别是大脑认知以及镇痛治疗领域。近

年来也有文献报道了 PENK 在恶性肿瘤中的作用。

如 PENK 可通过激活 PI3K/Akt 信号通路来抑制骨肉

瘤细胞的迁移[11]，PENK 作为肿瘤抑制因子可预测术

后 胃 肠 道 间 质 瘤 患 者 的 预 后[20]。 有 研 究 还 表 明

PENK 的 甲 基 化 检 测 可 预 测 膀 胱 癌[21-22]。 然 而 ，

PENK 在女性生殖系统中的作用研究较少。怀孕期

间激素分泌、疼痛感知和子宫收缩力的调节均与内

源性阿片系统有关。有小鼠研究显示，在胚胎植入

后不久，子宫中可以检测到前体阿黑皮素、PENK 的

表达，且在胚胎植入第 18 天之前，子宫中可持续检

测到高水平的 PENK[14]。人子宫内膜细胞也表达包

括 PENK 在内的阿片肽前体基因，其可能参与肌层

收缩力的控制[23]。然而 PENK 在人子宫内膜蜕膜化

期间的表达及相应作用尚未见报道。

本研究对 HESCs 进行体外蜕膜化的诱导，以分

析 PENK 在蜕膜化期间的表达情况及对蜕膜化的影

响 。 通 过 GEO 数 据 库 分 析 ，以 及 qRT-PCR 和

Western blotting 检测发现，PENK 的表达水平在蜕膜

化诱导期间升高。这与先前 ROSEN 等[13] 在小鼠中

的发现一致，其发现在蜕膜转化时，小鼠子宫细胞

中的 PENK 表达急剧升高，且主要在植入部位附近。

在蜕膜化期间，HESCs 的增殖速度会减慢，表现为增

殖细胞核抗原等增殖标志物的下调[19,24]。此时，细

胞增殖和分化处于一种相互协调的状态，这对子宫

内 膜 容 受 性 的 获 得 是 必 不 可 少 的[25]。 如 前 所 述 ，

PENK 作为一种抑癌基因可能会抑制肿瘤细胞的增

殖。此外，胎盘间充质干细胞分泌的 PENK 可通过

抑制 p38 MAPK 信号传导以阻断瘢痕疙瘩成纤维细

胞 的 过 度 增 殖[26]。 因 此 ，本 研 究 推 测 蜕 膜 化 期 间

PENK 的上调可能与蜕膜细胞增殖和分化相互协调

的维持有关。随后，本研究在蜕膜化刺激前采用不

同的 siRNA 敲减了 HESCs 中 PENK 的表达，以抑制蜕

膜化期间 PENK 的上调，结果发现，PENK 的抑制明

显阻碍了经典蜕膜标志物 PRL、IGFBP1 和 FOXO1 的

表达。FOXO1 是蜕膜化过程中的核心转录因子，负

责 接 收 cAMP 和 MPA 的 信 号 ，从 而 导 致 PRL 和

IGFBP1 的上调[27]。由此可见，PENK 对蜕膜反应信

号的激活至关重要。蜕膜化异常引起的子宫内膜

容受性缺陷是反复种植失败的重要原因。先前研

究通过对反复种植失败组和对照组内膜进行蛋白

互作网络分析，证明 PENK 是网络中排名前 10 位的

核心基因[28]。为进一步探索 PENK 在反复种植失败

组的子宫内膜中的表达水平，本研究从 GEO 数据库

分析了 2 个反复种植失败组和对照组子宫内膜基因

表达谱的数据，结果均提示在反复种植失败组子宫

内膜中 PENK 表达下调。

综上所述，本研究首次证明 PENK 在 HESCs 蜕

膜化中的重要作用。在 HESCs 蜕膜化过程中 PENK

表达增加，敲减 PENK 抑制 HESCs 蜕膜化。本研究

还发现在反复种植失败患者子宫内膜中 PENK 表达

可能减少。PENK 有望成为子宫内膜蜕膜化和容受

性调控的新型诊断与治疗靶点，更全面深入的作用

机制及调控路径还需要在未来研究中进一步发现。
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