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Abstract
AIM: To investigate the role of polo-like kinase-1 
(PLK1) in human pancreatic cancer cells.

METHODS: After MiaPaCa-2 pancreatic cancer 
cells were transfected with small interfering 
RNA (siRNA) against PLK1, real-time RT-PCR 
and Western blotting were used to examine 
PLK1 gene expression in all cancer cells. The 
proliferation and growth of cancer cells in vivo 
and in vitro were studied. Apoptosis of cancer 
cells was evaluated by terminal uridine deoxy-
nucleotidyl nick end labeling (TUNEL) and aga-
rose gel electrophoresis, respectively.

RESULTS: Expression of PLK1 in MiaPaCa-2 
cancer cells transfected with siRNA was down-
regulated significantly. Transfection of PLK1 
siRNA resulted in significant inhibition of 
pancreatic cancer cells in vivo and in vitro. The 
results from TUNEL and DNA ladder analysis 
showed cancer cells exhibited marked apoptosis, 

in a time- and dose-dependent manner (r = 0.875, 
P < 0.05). 

CONCLUSION: RNA interference PLK1 can in-
hibit proliferation through inducing apoptosis of 
human pancreatic cancer cells.

Key Words: Pancreatic carcinoma; Polo-like kinase 1; 
RNA interference; Small interfering RNA; Cell prolif-
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摘要
目的: 探讨polo-like kinase-1(PLK1)基因在胰
腺癌细胞中的作用. 

方法: 采用PLK1小干扰核糖核酸分子(small 
interfering RNA, siRNA)转染人胰腺癌Mi-
aPaCa-2细胞后, 分别采用实时定量PCR和
Western blot检测PLK1基因mRNA和蛋白表达
水平, 观察PLK1 siRNA转染对胰腺癌细胞体
内外增殖的影响. 于转染不同时间后收集细
胞, 分别采用琼脂糖凝胶电泳和TUNEL方法
检测胰腺癌细胞凋亡情况. 

结果: 胰腺癌MiaPaCa-2细胞经siRNA转染
处理后, PLK1 mRNA和蛋白表达水平明显
下降(P <0.05). PLK1基因siRNA可明显抑制
癌细胞体外生长(P <0.05)和体内裸鼠模型增
殖(P <0.05). 细胞凋亡检测发现, DNA电泳出
现明显的梯度图谱, 且与浓度相关(r  = 0.836, 
P <0.05). TUNEL结果显示, 转染组癌细胞凋
亡指数明显增加, 且呈时间和浓度依赖性(r  = 
0.875, P <0.05).

结论: PLK1 siRNA转染可明显抑制胰腺癌细
胞增殖, 其机制可能与诱导细胞凋亡有关.
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■背景资料
研究发现, PLK1
基因高表达在许
多恶性肿瘤发生
发展中具有重要
的作用, 但该基因
在胰腺癌中研究
报道较少. 
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0  引言

Polo激酶家族包括人polo-like kinase(PLK)1, 
Snk, Fnk, Xenopus laevis Plx1, 果蝇Drosophila 
polo,  酵母PLO1和出芽酵母Cdc5[1-4]. 在低级动

物中, 该家族成员能控制中心小体功能, 染色体

分离和胞质移动[5-8]. PLK1是哺乳类该基因家族

的重要成员之一. 研究发现, PLK1在有丝分裂

指数增高的细胞和组织中如恶性肿瘤中表达增

高[9-13]. 已经发现, 非小细胞肺癌, 鳞状上皮细胞

癌, 食管癌, 黑素瘤, 口咽癌, 乳腺癌, 结直肠癌, 
子宫内膜癌[14-21]等实体瘤中PLK1呈高表达. 前
期研究发现, 采用针对PLK1基因的反义寡核苷

酸可明显抑制大肠癌细胞增殖[22], 提示PLK1在
许多实体瘤的发生发展中具有重要的作用. 但
PLK1在胰腺癌中研究得较少. 我们借助于RNA
干扰(RNA interference, RNAi)技术, 采用针对

PLK1设计合成的小干扰核糖核酸分子(smal l 
interfering RNA, siRNA)转染处理胰腺癌细胞, 
观察了其对细胞增殖和凋亡的影响, 借此了解

PLK1在胰腺癌形成中的可能作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 人胰腺癌细胞系MiaPaCa-2购自中

国科学院上海生物化学和细胞生物学研究

所. PLK1 s iRNA反义链序列: CAGGAUCC 
UCAGCCUCCUCTT, 目标位点1253-1273, 与
已知人类基因组序列无重复. 无关s iRNA(scr 
siRNA)序列: 5'-UUCUCCGAACGUGUCACGU
TT-3'. PLK1抗体, 购自Santa Cruz公司. TRIzol, 
RNase inhibitor, 逆转录酶SSRTⅡ, Taq酶和转染

试剂Oligofectamine购自Invitrogen公司. DNA抽

提试剂盒, 购自上海申能博彩公司. Balb/c裸鼠, 
♀15只, 4 wk, 质量14-18 g, 购自中国科学院上海

生物化学研究所, 于无特殊病原体条件(SPF)下
饲养. 
1.2 方法 胰腺癌细胞系在含100 mL/L胎牛血清

的RBMI 1640培养液, 37℃ 50 mL/L CO2, 饱和

湿度环境的条件下连续培养. 转染前1 d, 将1.0
×108/L对数期生长的细胞接种于24孔培养板, 1 
mL/well, 培养过夜, 次日进行转染. 基本操作按

照说明书进行. 细胞分为空白对照组(Con-A): 未
经任何处理的癌细胞; 空载对照组(Con-B): 即脂

质体对照组; scr siRNA组: 培养液中含50 nmol/L
的已用脂质体包埋的scr siRNA; siRNA组: 培
养液中含不同浓度的已用脂质体包埋的PLK1 
siRNA. 转染后于不同时间采用胰酶消化收取细

胞, 进行以下试验. 
1 . 2 . 1  P L K 1基因检测 :  采用荧光实时定量

P C R检测. 应用T R I z o l抽提细胞总R N A, 取
总RNA 1 μg, 以Oligo dT为引物逆转录合成

c D N A第一链 .  以此c D N A链2 μ L为模板进

行P C R扩增 ,  荧光实时定量P C R检测步骤

文献进行[23].  P L K1引物序列为 :  上游 :  5 '- 
CAAGCTCATCTTGTGCCCACT-3'; 下游: 
5'-GAGAAAGGGCTGCCAGGC-3'. FAM探针: 
5'-CCGCTTCTCGTCGATGTAGGTCACG-3'-
TAMRA. 以GAPDH为内参. PCR反应条件为: 
95℃, 预变性3 min, 95℃, 30 s; 52℃, 45 s; 72℃, 
45 s; 35个循环后72℃再延伸7 min. 另外, 提取各

实验组细胞总蛋白, 蛋白定量后, 以β-actin为内

参照, 进行常规Western blot检测.
1.2.2 细胞增殖检测: 转染48 h后, 收集经转染的

癌细胞, 常规进行MTT试验, 观测PLK1 siRNA
对胰腺癌细胞增殖的影响. 另外, 转染48 h后, 收
集转染的癌细胞, 以1×PBS洗涤, 重悬. 将4-6周
龄的裸鼠动物随机分为2组, 每组5只. 在裸鼠背

部皮下注射细胞, 106/只. 将裸鼠置于SPF级培养

环境下饲养, 每天检查1次. 观察动物情况, 注意

可触及到的肿瘤, 计数肿瘤质量. 
1.2.3 细胞凋亡检测: 转染48 h后, 收集细胞, 采
用DNA抽提试剂盒抽提DNA, 无水乙醇沉淀. 行
25℃琼脂糖凝胶电泳, 电压60 V, 2 h. 另外, 根
据文献[22]方法, 进行TUNEL检测. 凋亡指数

(apoptosis index, AI)计算按以下公式进行: 凋亡

细胞/细胞总数×100%.
统计学处理  采用S P S S 1 0 . 0软件分析 . 

P <0.05为有统计学意义, P <0.01为差异显著.

2  结果

2.1 s iRNA对胰腺癌细胞PLK1的抑制 PLK1 
siRNA转染胰腺癌MiaPaCa-2细胞后, PLK1基因

mRNA和蛋白水平明显下调(P <0.05, 图1A-B).
2.2 s iRNA转染对胰腺癌细胞体外增殖的影响 
MTT结果显示, siRNA转染组癌细胞生长明显受

到抑制, 且呈浓度依赖性(P <0.05, 图2).
2.3 RNAi沉默PLK1基因表达抑制了裸鼠肿瘤
增殖 大肠癌裸鼠模型对照组在12 d后, 5只均出

■研发前沿
RNAi技术已广泛
用于基因治疗的
研究, 具有广阔的
应用前景 .  但以
PLK1基因为靶点, 
采用s iRNA治疗
胰腺癌的报道较
少.
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现可见的肿瘤. 于5 wk后处死裸鼠, 分离裸鼠肿

瘤组织, 计算肿瘤质量, 发现对照组肿瘤质量在

45-210 mg, 而转染组在5 wk时无肿瘤出现, 说明

PLK1 siRNA转染明显抑制了裸鼠肿瘤生长, 提
示PLK1 siRNA对癌细胞发挥了强烈的体内抑瘤

效应.
2.4 siRNA对胰腺癌细胞凋亡的影响 琼脂糖凝胶

电泳结果发现, 转染组出现明显的DNA梯状图

谱, 且与浓度相关(图3A). TUNEL结果显示, 转
染组AI增加, 且呈浓度依赖性(P <0.05, 图3B), 提
示PLK1 siRNA转染可诱导胰腺癌MiaPaCa-2细
胞凋亡.

3  讨论

越来越多的证据表明, PLK1基因高表达在许多

实体瘤发生发展中具有重要的作用[14-21,24-28]. 目
前, 已经有许多学者[23,29-31]针对PLK1基因采用

反义寡核苷酸或者RNAi技术对恶性肿瘤进行

研究, 并已取得了很多重要的成果. 但目前在胰

腺癌中PLK1基因研究较少, 尚不清楚该基因在

胰腺癌细胞中的可能作用和机制. 在基因治疗

领域中, RNAi相关技术早已引起了广泛的注意. 
RNAi是近年来发现的一种调节mRNA的生物

学现象, 能够使基因表达的mRNA被相应的双

链RNA分子敲除, 其效果要远强于正义和反义

RNA[32]. 人工化学合成的siRNA也可以在哺乳动

物细胞中直接触发RNAi而抑制特定基因的表

达[33]. 作为一种简单、有效的代替基因敲除的

工具, RNAi和siRNA相关技术的应用不但加快

了功能基因组学领域的研究步伐, 也推动了疾

病基因治疗的研究, 在抵御病毒感染、抑制突

变基因表达以及筛选药物作用靶点等方面有广

阔的应用前景. 我们针对PLK1 mRNA特点, 设
计并采用化学方法合成PLK1 siRNA, 以其转染

胰腺癌MiaPaCa-2细胞后, 分别采用定量PCR和 
Western blot检测PLK1 mRNA和蛋白水平. 结果

发现浓度为3.125 nmol/L的PLK1 siRNA转染即

可明显下调胰腺癌MiaPaCa-2细胞PLK1基因表

达水平, 提示了siRNA的高效性, 也说明我们所

设计的siRNA可作为研究PLK1基因功能的有力

工具. 
下调PLK1基因表达后, 我们分别在体内外

图  1  A: siRNA对胰
腺癌MiaPaCa-2细胞

PLK1 mRNA的抑制

(％); B: siRNA对胰

腺癌MiaPaCa-2细胞

PLK1蛋白的抑制(48 
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图  2  PLK1 siRNA转染对胰腺癌MiaPaCa-2细胞增殖的影响.

图  3  siRNA对胰腺癌细胞凋亡的影响. A: 琼脂糖凝胶电
泳检测结果(48 h), 1: Con-B; 2-4: siRNA(3.125, 6.25, 12.5 

nmol/L); B: TUNEI结果.
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■创新盘点
本文针对PLK1 基
因特点 ,  设计并
用化学方法合成
siRNA, 转染胰腺
癌细胞株, 观察其
对癌细胞增殖和
凋亡的影响. 
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检测了PLK1 siRNA的抑制胰腺癌细胞增殖的效

应. 结果发现, PLK1 siRNA可明显抑制胰腺癌细

胞在体外增殖和裸鼠肿瘤生长. 说明该siRNA发

挥了有效地体内外抑瘤效应. 我们尝试从细胞

凋亡角度探讨了PLK1 siRNA发挥抑瘤效应的可

能机制. 细胞转染不同时间后, 收集细胞, 分别

采用琼脂糖凝胶电泳和TUNEL方法检测各组细

胞凋亡情况. 结果发现, 转染组DNA电泳出现明

显的梯度图谱. TUNEL检测发现, 转染组凋亡指

数明显高于对照组. 以上结果提示, 采用siRNA
下调胰腺癌细胞PLK1表达后, 可诱导细胞凋亡. 

总之, 本研究提示, PLK1基因异常表达可能

在胰腺癌细胞增殖中起重要的作用, 而以RNAi
技术下调PLK1表达, 可有效地抑制胰腺癌细胞

恶性增殖, 其机制与诱导凋亡有关.
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■同行评价
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世界华人消化杂志个性化服务订购活动

本刊讯 为了满足读者的多样化需求, 解决一些作者因为资金不足而导致订阅印刷版的困难, 自2007年开始, 
世界华人消化杂志(WCJD ), 推出以下个性化服务策略来为广大读者服务.

1      精彩专家述评专辑印刷版杂志

WCJD旬刊的服务方式: (1)每月8,  18,  28日通过E-mail发送精彩专家述评PDF; (2)2007年底将精彩专家述评专

辑一本挂号邮寄用户收. 定价: 50元/年.

2      WCJD电子杂志

WCJD旬刊的服务方式: (1)每月8,  18,  28日通过E-mail提醒PDF电子杂志(1-36期). 定价: 180元/年.

 
3      WCJD网络版杂志

WCJD旬刊的服务方式: (1)每月8,  18,  28日通过E-mail提醒网络版杂志(1-36期). 定价: 160元/年.

4      WCJD印刷版杂志

WCJD印刷版1-36期. 定价: 864元/年. 

5      订购信息

邮政编码, 姓名, 地址, 部门, 机构名称, E-mail, 手机号.

6      汇款的方式

邮局汇款: 世界胃肠病学杂志社收, 100023, 北京市2345信箱. 附言注明订购的内容.

银行汇款: 户名: 北京百世登生物医学科技有限公司; 开户银行: 中国工商银行北京商务中心区支行国贸大厦

分理处; 账号: 0200041609020180741.  附言注明: 订购的内容和发票的抬头.

总之, WCJD将尽自己的最大努力, 满足广大读者的需求, 同时欢迎更多个性化服务的意见和建议E-mail

发至: h.n.zhang@wjgnet.com. 谢谢! (世界胃肠病学杂志社 2007-09-30).


