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Abstract
AIM: To investigate expression of polo-like 
kinase1 (Plk1) in hepatocellular carcinoma (HCC) 
tissue and to explore relationship between Plk1 
expression and prognosis of HCC.

METHODS: Protein expressions of Plk1 were 
detected using semi-quantitative RT-PCR and 
Western blot in 213 HCC cases at our hospital 
from Jan 2003 to May 2008. And clinicopatho-
logic factors and prognosis were analyzed 
by the application of Kaplan-Meier method 
and multivariate Cox proportional hazards 
model.

RESULTS: The positive expression rate of Plk1 
in HCC was 83.6%. 1, 3, 5-year survival rates 
were significantly lower in positive expression 

group than in negative group (P = 0.004). The 
prognosis of HCC was correlated with the posi-
tive expression of Plk1, Edmondson grade, mac-
roscopic venous invasion, microscopic venous 
invasion and tumor number in HCC, but not 
with HbsAg, cirrhosis, AFP, tumor encapsula-
tion or tumor size. In multivariate Cox regres-
sion analysis, Edmondson grade, the expression 
of Plk1, macroscopic venous invasion and tumor 
number were four important prognostic factors 
for HCC. The risk ratio of Edmondson grade, 
positive expression of Plk1, macroscopic tumor 
thrombosis and tumor number were 1.717, 1.938, 
1.537, 2.355, respectively.

CONCLUSION: The expression of Plk1 would 
be helpful in selecting the high risk cases and 
providing reliable evidence for Plk1 gene tar-
geted therapy.
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摘要
目的: 分析Plk1基因在肝细胞癌(hepatocellular 
carcinoma, HCC)中的表达, 及其与预后的关系. 

方法: 用半定量RT-PCR及Western blot方法检
测我院2003-01/2008-05原发性肝癌患者213例
的Plk1基因蛋白表达, 同时应用Kaplan-Meier
法及多变量Cox比例险模型, 分析Plk1基因的
表达及临床病理因素与预后的关系. 

结果: Plk1基因在肝癌组织中阳性表达率为
83.6%. Plk1阳性组的1、3、5年的生存率明
显低于阴性组(P  = 0.004). 原发性肝癌的预后
与Plk1阳性表达, Edmondson分级, 肉眼癌栓, 
显微癌栓及肿瘤数目相关; 与HBsAg、肝硬
化、AFP、假包膜、肿瘤大小无关; 多因素
Cox回归分析显示Edmondson分级、Plk1基因
蛋白表达、肉眼癌栓及肿瘤数目4项指标反映

®

■背景资料
Plk1基因是有丝
分裂的一种重要
激 酶 ,  对 中 心 体
的成熟、纺锤体
的形成、胞质的
分离等细胞增殖
方面起着重要的
作用. Plk1在增殖
活跃的细胞中呈
高水平表达,如胎
盘、卵巢、睾丸
组 织 ,  而 在 多 数
成体组织(如肝、

肾、心脏等)不表
达或表达水平很
低.

■同行评议者
钱林学, 教授, 首
都医科大学附属
北京友谊医院内
科
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肝癌预后情况, 危险度分别为1.717、1.938、
1.537及2.355.

结论: Plk1基因的检测有助于有高危肝癌患者
的选择,为Plk1基因靶向治疗肝癌提供了有力
依据.

关键词: 肝癌; Plk1; 半定量逆转录聚合酶链式反应
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0  引言

Plk1基因是有丝分裂的一种重要激酶, 对中心体

的成熟[1]、纺锤体的形成[2]、胞质的分离[3]等细

胞增殖方面起着重要的作用. Plk1在增殖活跃的

细胞中呈高水平表达, 如胎盘、卵巢、睾丸组

织, 而在多数成体组织(如肝、肾、心脏等)不表

达或表达水平很低[4]. 近年来, Plk1与肿瘤的关系

也受到人们的关注, 在结肠癌[5]、卵巢癌[6]、乳

腺癌[7]、黑色素瘤[8]等呈过表达状态. 与Plk1的
高度表达和肿瘤患者的低存活率之间具有显著

的统计相关性, 提示Plk1在某些肿瘤类型中可以

作为负性预后指标[9]. 但Plk1基因在肝癌中的研

究甚少, 我们自2003-01-01起, 监测肝癌手术患

者213例的Plk1的表达及预后, 现报道如下.

1  材料和方法

1.1 材料 原发性肝癌患者213例的标本为中南

大学湘雅二医院2003-01/2008-05手术切除获

取. 其中男141例, 女72例, 年龄在19-67(中位

年龄43)岁. 所有标本在离体30 m in内新鲜取

材, 液氮固定, -70℃冰箱保存待用. 手术后均进

行了随访, 随访率100%. 随访起始时间为手术

治疗开始日起, 观察终止时间为2008-07-31. 引
物(Sangon公司)RT-PCR试剂盒(Promega公司), 
兔抗人Plk1 mAb(Biolegend公司), ECL试剂盒

(GE公司)、蛋白提取试剂盒(Millipore公司)、
TRIzol(Invitrogen公司)、Super Script试剂盒

(Invitrogen公司).
1.2 方法 引物设计, 根据Plkl, β-actin的mRNA序

列(GenBank NM-005030, NM-001101), 应用在

线引物设计软件Primer3设计相关引物(表1). 按
厂家说明书, 取肝癌组织50-100 mg用匀浆器彻

底匀浆后, 在冰上加入l mL TRIzol, 离心后加入

0.2 mL氯仿. 用Super Script试剂盒提取RNA. 将

逆转录产物cDNA于95℃变性5 min后, 行PCR扩
增. 扩增产物行琼脂凝胶电泳, EB染色用凝胶图

像分析仪分析结果. 
在213例肝癌组织行RT-P C R检测P l k1的

m R N A癌组织中的表达 ,  并随机抽取20例行

Western blot检测Plk1蛋白的表达.
统计学处理 用SPSS13.0 for Windows统计

软件包进行统计分析, 用Perason Chi-square检
验各病理因素与Plk1的关系, 用Kaplan-Meier法
描述生存曲线, 用Log-rank法进行统计学意义检

验, 用Cox比例危险度模型作多因素预后分析. 
P <0.05认为有显著性差异.

2  结果

2.1 P lk1 mRNA及蛋白表达 P lk1 mRNA癌

组织中表达为0 .582±0 .144 ,  明显高于癌旁

组织0.301±0.057(P <0.01). P lk1的阳性率为

88.26%(188/213)(图1). Plk1蛋白癌组织中表达

值为0.615±0.164, 明显高于癌旁组织0.158±
0.048(P <0.01, 图2). 说明肝癌患者Plk1的RT-
PCR检测和Western blot检测结果一致.
2.2 患者总生存率 本组213例原发性肝癌患者

的1、3、5年总的生存率为73.1%、33.1%及

17.6%. Plk1基因蛋白阳性的1、3、5年生存率

为90.9%、64.1%及29.3%, Plk1基因蛋白阴性的

1、3、5年生存率为70.9%、29.4%及16.4%. 有
明显的差异性(P  = 0.004, 图3).

■研发前沿
近年来, Plk1与肿
瘤的关系也受到
人 们 的 关 注 ,  其
在结肠癌、卵巢
癌、乳腺癌、黑
色素瘤等呈过表
达状态.

表  1  Plkl, β-actin的mRNA序列

     目的       片段	                      
引物序列

基因    长度(bp)

Plkl        296       上游: 5'-GATTCCACGGCTTTTTCGAG-3'

	          下游: 5'-CCCACACAGGGTCTTCTTCC-3'

β-actin  550      上游: 5'-CGCGAGAAGATGACCCAGAT-3'

	          下游: 5'-GCACTGTGTTGGCGTACAGG-3'

M    1     2    3     4
1031

bp

900
800
700
600
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400
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100

Plk1

b-actin

图  1  RT-PCR检
测Plk1基因表达. 
M: Marker; 1-2: 

肝癌组织组; 3-4: 

癌旁组织组.
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2.3 Plk1基因蛋白表达与各临床病理指标的关系 
通过Perason Chi-square检验Plk1基因蛋白表达

与肿瘤数目、肉眼癌栓、显微癌栓相关, 而与

Edmondson分期、HBsAg、肝硬化、AFP、假

包膜、肿瘤大小等临床病理因素无相关性(表2).
2.4 Plk1基因蛋白表达与各临床病理指标与肝癌

预后的关系 Kaplan-Meier法分析原发性肝癌的

预后的单因素相关因子显示与Plk1阳性表达、

Edmondson分级、肉眼癌栓、显微癌栓及肿瘤

数目相关; 与HBsAg、肝硬化、AFP、假包膜、

肿瘤大小无关(表3); 多因素Cox回归分析显示

Edmondson分级、Plk1基因蛋白表达、肉眼癌

栓及肿瘤数目4项指标反映肝癌预后情况, 危险

度分别为1.717、1.938、1.537及2.355(表4).

3  讨论

原发性肝癌是我国常见恶性肿瘤之一, 每年我

国死于肝癌的患者约有11万, 居恶性肿瘤病死率

的第2位[10]. 其起病隐匿, 侵袭性生长快速, 预后

差, 近些年来其发病率和死亡率有逐年升高的

趋势. 近几年来随着对肝癌基础研究不断深入, 
生物治疗在肝癌的综合治疗中取得了较大进展, 
成了继手术、放疗、化疗后肿瘤治疗的第四大

疗法, 但其临床疗效仍不十分满意, 其相关的关

键理论和实验技术仍需进一步研究和发展. 
2003-01/2008-05我们检测原发性肝癌213例

的Plk1 mRNA的表达及预后的关系. 结果显示在

肝癌组织中, Plk1的mRNA表达阳性率均高于癌

旁组织, 有明显统计学差异. 同时随机抽样20例

■应用要点
本文研究肝癌组
织中Plk1基因的
表达与预后的相
关性分析, 其创新
在于第一次提出
了Plk1基因与肝
癌预后的关系, 对
肝癌的基因治疗
提供了重要的理
论指导.

表  2  Plk1基因蛋白表达与各临床病理指标的关系

     
		     

n
	     Plk1 RNA	   

P
			     +	  -

HBsAg 				                  0.386

    + 		  152	 136	 16

    - 		    61	   52	   9

AFP(μg/L)				                 0.186

    ≤400 		    93	   79	 14

    >400 		  120	 109	 11

肉眼癌栓				                  0.020

    + 		    69	   66	   3

    - 		  144	 122	 22

显微癌栓				                  0.061

    + 		    88	   82	   6

    - 		  125	 106	 19

Edmondson分级			                 0.064

    Ⅰ-Ⅱ     	 165	 142	 23

    Ⅲ-Ⅳ   	   48	   46	   2

肿瘤大小(cm)			                 0.120

    ≤5.0   		 141	 121	 20

    >5.0    		   72	   67	   5

肿瘤假包膜			                 0.113

    +  		    53	   50	   3

    -  		  160	 138	 22

肝硬化				                  0.408

    +  		  167	 149	 18

    -  		    46	   39	   7

肿瘤数目				                  0.032

    单个肿瘤	 138	 116	 22

    多发肿瘤 	   75	   72	   3

表  3  Kaplan-Meier分析原发性肝癌预后及各因子间的关系

     
		                阳性定义		  P 值

Plk1 mRNA阳性表达        0.582±0.144	               0.004

Edmondson分级	               Ⅲ-Ⅳ	               0.034

肉眼癌栓		                可发现	               0.007

显微癌栓		                可发现	               0.047

肿瘤数目(个)	               ≥2 	               0.000

HBsAg		                阳性	               0.483

肝硬化		                存在	               0.887

AFP(μg/L)		               >400 	               0.422

假包膜		                存在	               0.428

肿瘤大小(cm)	               >5.0	               0.687

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

生
存

率

0.00          20.00          40.00         60.00
生存时间(mo)

Plk1 mRNA阳性
Plk1 mRNA阴性
Plk1 mRNA阳性
Plk1 mRNA阴性

图  3  213例原发性肝癌Plk1基因表达.

图  2  Western blot检测Plk1蛋白表达. 1-2: 癌旁组织组; 

3-4: 肝癌组织组.

1              2              3             4

Plk1

b-actin
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行Western blot检测也是表明Plk1的蛋白达阳性

率亦高于癌旁组织. Plk1的基础研究表明DNA受

损可以导致Plk1下调, 而当Plk1的苏氨酸基团突

变为天冬氨酸基团后, 细胞周期不因DNA损伤

而停滞[11]. 这就是说, 当Plk1变异时, Plk1的自我

保护机制被破坏, 受损的DNA就能被复制并分

配到子代细胞, 大大增加了癌变的频率. 这可能

是Plk1致癌的机制. 我们推断Plk1在肝癌的高表

达可能与Plk1基因的变异有关, Plk1可能肝癌细

胞的增殖调控过程中起了重要作用. 
Perason Chi-square检验各病理因素与Plk1

的关系表明Plk1基因的高表达与肿瘤数目、肉

眼癌栓、显微癌栓相关. 众多文献表明: 肿瘤数

目、血管的侵犯是肝癌肝内转移和复发的常用

观测指标, Plk1的高表达与这些指标相关, 说明

Plk1可能在肝癌细胞的肝内转移和复发中起着

重要作用. 这些在基础研究中也得到证实. Izawa 
et al [12]认为Plk1磷酸化IF(intermediate filaments)
可能与肿瘤的发展、侵袭与转移相关. C h e n  
et al [13]认为Plk1的高表达与肝癌的复发相关; Ito 
et al [14]认为Plk1的高表达与甲状腺髓样癌的高侵

袭性相关. 由此, 我们认为Plk1可能参与了肝癌

细胞的转移和复发. 
最后, 我们比较Plk1 mRNA阳性和阴性的

1、3、5年的生存率. Plk1 mRNA阳性组明显低

于Plk1 mRNA阴性组, 有显著性性差异. 单因素

分析还显示Edmondson分级、肿瘤数目、肉眼

癌栓、显微癌栓、等临床病理因素均和肝癌

的预后相关. 多因素分析示: Edmondson分级、

Plk1基因蛋白表达、肉眼癌栓及肿瘤数目4项
指标反映肝癌预后情况,危险度分别为1.717、
1.938、1.537及2.355. Plk1是肝癌预后的独立风

险因素. 
目前关于P l k1的研究已经广泛深入各临

床和基础的方面, Plk1的小分子抑制剂、Plk1
的s iRNA抑制作为肿瘤靶点的试验取得不断进 

步[15-17], 在美国Plk1的抑制剂BI 2536已经进入Ⅰ

期临床试验阶段[18]. 这为Plk1基因作为肿瘤的抗

癌靶点提供了丰富的理论依据. 通过我们的试

验, 我们认为Plk1基因在肝癌的增殖、转移、复

发和预后起着重要作用, Plk1的基因靶点干预有

望为肝癌治疗提供一个崭新平台.
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世界华人消化杂志标点符号用法

本刊讯 遵照国家标准GB/T 15834-1995标点符号用法的要求, 本刊论文中的句号都采用黑圆点; 数字间的起止

号采用“-”字线, 并列的汉语词间用顿号分开, 而并列的外文词、阿拉伯数字、外文缩略词及汉语拼音字母

拼写词间改用逗号分开, 参考文献中作者间一律用逗号分开; 表示终了的标点符号, 如句号、逗号、顿号、分

号、括号及书名号的后一半, 通常不用于一行之首; 而表示开头的标点符号, 如括号及书名号的前一半, 不宜用

于一行之末. 标点符号通常占一格, 如顿号、逗号、分号、句号等; 破折号应占两格; 英文连字符只占一个英文

字符的宽度, 不宜过长, 如5-FU. 外文字符下划一横线表示用斜体, 两横线表示用小写, 三横线表示用大写, 波

纹线表示用黑体. (常务副总编辑: 张海宁 2009-01-18)


