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Abstract
AIM: To investigate the inhibitory effect of len-
tiviral-mediated RNA interference targeting the 
PLK1 gene on invasion and metastasis of esoph-

ageal squamous cell carcinoma (ESCC) cells. 

METHODS: RT-PCR and Western blot were 
used to detect the expression of PLK1 mRNA 
and protein in different ESCC cells. Based on the 
mRNA sequence of human PLK1 gene, interfer-
ence fragments were designed, and interference 
efficiency was detected by Western blot. The 
in vitro effect of PLK1 siRNA on migration and 
invasion of ESCC cells was assessed by wound-
healing assay and Matrigel chemoinvasion as-
say. The most efficient interference fragment 
was cloned into the lentiviral vector pGLV/H1/
GFP+Puro and sequenced. The resulting recom-
binant lentiviral vector and packaging plasmids 
were transfected into 293T cells, and packaged 
virus particles were used to infect ESCC cells. 
Interference efficiency was assessed using fluo-
rescence quantitative PCR and Western blot. The 
in vivo effect of recombinant lentiviral vector on 
invasion and metastasis of ESCC cells was stud-
ied using a nude mouse model of pulmonary 
metastasis. 

RESULTS: The ESCC cell line TE-8 overex-
pressed PLK1, and the most efficient PLK1 
siRNA could obviously inhibit migration and in-
vasion of TE-8 cells in vitro. The lentiviral vector 
for RNA interference targeting the PLK1 gene 
was successfully constructed. The prepared re-
combinant virus particles could infect TE-8 cells 
and significantly inhibit the metastasis of ESCC 
cells in vivo.

CONCLUSION: Lentiviral-mediated RNA inter-
ference targeting PLK1 could obviously inhibit 
invasion and metastasis of ESCC cells. PLK1 
may promote the malignant development of 
ESCC.

© 2013 Baishideng. All rights reserved.
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■背景资料
PLK1(Polo-l ike 
kinase 1)是哺乳
动物细胞内一种
高度保守的丝氨
酸 / 苏 氨 酸 激 酶 , 
在细胞有丝分裂
的不同时期均起
到十分重要的作
用 ,  对 中 心 体 成
熟、胞质分裂等
均 有 重 要 影 响 . 
但目前关于PLK1
影响肿瘤的发生
发 展 ,  尤 其 迁 移
和侵袭的研究报
道较少.

■同行评议者
肖恩华, 教授, 中
南大学湘雅二医
院放射教研室
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摘要
目的:  研究慢病毒介导的P L K1 (P o l o-l i k e 
kinase 1)基因RNAi对食管鳞癌细胞侵袭转移
的影响.   

方法: 利用RT-PCR和Western blot检测不同
食管鳞癌细胞中PLK1的表达. 根据人PLK1 
mRNA序列设计干扰片段, Western blot检测干
扰效率; 利用划痕愈合实验及Transwell实验研
究靶向PLK1的RNAi对食管鳞癌细胞体外侵
袭转移能力的影响. 将有效干扰序列构建至慢
病毒干扰载体pGLV/H1/GFP+Puro中, 测序鉴
定. 重组慢病毒载体与包装质粒共转染293T
细胞包装病毒, 制备的重组病毒感染食管鳞癌
细胞, 利用荧光定量PCR和Western blot检测干
扰效率; 利用裸鼠肺转移模型实验研究慢病
毒介导的PLK1 基因RNAi对食管鳞癌细胞在
体内侵袭转移能力的影响.  

结果: 筛选出一种高表达PLK1的食管鳞癌细
胞株TE-8用于实验研究; 筛选出有效的干扰
片段, 并成功构建靶向干扰PLK1 基因的慢病
毒载体, 制备重组病毒颗粒用于感染食管鳞癌
细胞; 靶向PLK1的RNAi在体内外均能明显抑
制食管鳞癌细胞的侵袭与转移.  

结论: 靶向干扰PLK1 基因的重组慢病毒能够
抑制食管鳞癌细胞的侵袭与转移, PLK1 基因
影响着食管鳞癌的恶性进展.  

© 2013年版权归Baishideng所有.
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核心提示: PLK1(Polo-like kinase 1)在鳞状食管癌

组织中呈高表达, 且表达程度与食管鳞癌的分化

程度及淋巴结转移密切相关, 筛选有效的干扰片

段, 成功构建靶向干扰PLK1 基因的慢病毒载体, 
靶向PLK1的RNAi在体内外均能明显抑制食管鳞

癌细胞的侵袭与转移, PLK1基因影响着食管鳞癌

的恶性进展.
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0  引言

PLK1(Polo-like kinase 1)是哺乳动物细胞内一种

高度保守的丝氨酸/苏氨酸激酶, 在细胞有丝分

裂的不同时期均起到十分重要的作用, 对中心

体成熟、细胞周期的正常进行、胞质分裂等均

有重要影响[1-4]. 研究发现, 在大多数人类肿瘤中

PLK1均表现为高表达, 且PLK1的过高表达在

非小细胞性肺癌、黑色素瘤患者均提示预后不

良[5-8]. 但目前关于PLK1如何影响肿瘤的发生发

展的研究报道较少, PLK1能否成为肿瘤治疗的

靶点也成为新的研究热点.             
目前对于PLK1与食管癌关系的研究正处于

起步阶段, 我们的前期工作表明PLK1在鳞状食

管癌组织中呈高表达, 且PLK1的表达程度与食

管鳞癌的分化程度及淋巴结转移密切相关[9]. 但
PLK1是否在食管鳞癌的侵袭转移中发挥作用

及其作用机制尚未见相关报道. 本研究通过构

建针对人PLK1基因RNAi的重组慢病毒载体LV-
PLK1, 制备靶向PLK1基因的RNAi慢病毒, 用慢

病毒感染食管鳞癌细胞, 研究靶向PLK1基因的

RNAi慢病毒对食管鳞癌细胞侵袭转移能力的影

响, 为靶向PLK1基因抗食管鳞癌转移的基因治

疗提供实验依据.  

1  材料和方法

1.1 材料 食管鳞癌细胞株TE-8、TE-10、TE-15
和Eca-109购自中国科学院上海细胞库; 293T
细胞本实验室保存; 两个PLK1 siRNA的寡核苷

酸序列siRNA-PLK1-1和siRNA-PLK1-2、非特

异性siRNA(siRNA-NC)、DNA-shRNA-PLK1
和DNA-shRNA-NC由Takara公司合成(表1); 
pGLV/H1/GFP+Puro载体和包装质粒Helper Vec-
tor均购自上海吉玛制药技术有限公司; RPMI 
1640培养基和DMEM培养液购自Gibco公司; 
RNAiso Plus、PrimeScript® RT reagent Kit、
SYBR® PrimeScript® RT-PCR Kit、BamHⅠ和

EcoRⅠ限制性内切酶及T4 DNA连接酶均购自

Takara公司; RIPA细胞裂解液、BCA蛋白浓度

测定试剂盒均购自Beyotime公司; 兔抗人PLK1
单抗、兔抗人actin单抗和HRP标记的羊抗兔二

抗购自Santa Cruz公司; Matrigel购自Sigma公
司; LipofectamineTM 2000 Transfection Reagent和

■研发前沿
以 慢 病 毒 为 载
体 的P L K 1 基 因
RNAi, 为开发抗
食管鳞癌转移的
新型生物基因药
物 提 供 新 思 路 , 
具有重要的临床
意义. 
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Lipofectamine RNAiMax Transfection Reagent购
自Invitrogen公司; Transwell小室(24孔, 0.8 μm)
购自Corning公司; 本研究所用引物由赛百胜公

司合成. PLK1上游引物: 5'-TGACGAGTTCTT-
TACTTCTGGC-3', 下游引物: 5'-CAGGCTGT-
CACCATCATTGTAG-3', 退火温度是60 ℃, 扩
增片断长度是451 bp; actin上游引物: 5'-TGAC-
GTGGACATCCGCAAAG-3', 下游引物: 5'-CT-
GGAAGGTGGACAGCGAGG-3', 退火温度是

55 ℃, 扩增片断长度是206 bp.  
1.2 方法 
1.2.1 RT-PCR检测食管鳞癌细胞株中PLK mRNA
水平的表达: 利用RNAiso Plus和PrimeScript® RT 
reagent Kit从体外培养的食管鳞癌细胞株中提

取总RNA并反转录为cDNA. 利用TaqTM进行PCR
扩增, 具体步骤参考试剂盒说明书. 反应条件为: 
94 ℃ 2 min; 94 ℃ 30 s, 60 ℃ 15 s, 72 ℃ 15 s, 30
个循环; 72 ℃ 10 min.  
1.2.2 Western blot检测食管鳞癌细胞株中PLK1
基因在蛋白质水平的表达: 取对数生长期的食

管鳞癌细胞株, 利用RIPA细胞裂解液试剂盒进

行蛋白质样品制备, 并参照BCA蛋白浓度测定试

剂盒说明书对蛋白质进行定量, 每孔上样30 μg
蛋白样品进行SDS-PAGE电泳, 电泳后利用半干

法转膜将凝胶中的蛋白质转移到PVDF膜上, 封
闭后分别加入一抗(兔抗人PLK1单抗1∶1000稀
释; 兔抗人actin单抗1∶2000稀释)和HRP标记的

羊抗兔二抗(1∶2000稀释), 洗涤后, 与ECL试剂

反应处理曝光, 对蛋白质条带进行分析.  
1.2.3 人P LK1 基因s iRN A靶序列的设计及重

组慢病毒载体的构建: 基于人PLK1 mRNA序

列(NM-005030.0), 利用在线设计软件h t tp://
www.ambion.com/techlib/misc/siRNA_ finder.
h t m l设计两段用于干扰人P L K1的干扰序列

siRNA-PLK1-1和siRNA-PLK1-2及对照序列

siRNA-NC, 委托Takara公司合成. 根据Lipo-
fectamine RNAiMax Transfection Reagent说明书

转染合成的siRNA至食管鳞癌细胞, Western blot
检测干扰效率. 根据慢病毒载体特点设计有效

干扰片段的DNA片段DNA-shRNA-PLK1及对

照序列DNA-shRNA-NC, 并根据载体特点上下

游分别引入BamHⅠ和EcoRⅠ酶切位点, 序列见

表1, 委托Takara公司合成正反链并退火形成双

链. 用BamHⅠ和EcoRⅠ双酶切慢病毒干扰载体

pGLV/H1/GFP+Puro, 使其线性化, 割胶纯化回

收, 用T4 DNA连接酶将上述合成的片段与线性

化的载体于16 ℃连接过夜. 经转化获得单克隆, 
送Takara公司测序分析, 测序正确的重组载体命

名为LV-PLK1.  
1.2.4 重组慢病毒颗粒的包装、滴度检测及感染

食管鳞癌细胞: (1)病毒的包装: 上述重组慢病毒

质粒LV-PLK1(LV-NC为对照)与包装质粒 Helper 
Vector, 按照Invitrogen LipofectamineTM 2000 
Transfection Reagent使用说明书共转染293T细
胞, 转染8 h后换为完全培养基; (2)病毒的收集

与浓缩: 转染后48 h收集293T细胞上清液. 4 ℃, 
4000 g离心10 min, 收集上清, 用0.45 μm滤器过

滤后分装于小管中, -80 ℃长期保存; (3)慢病毒

滴度检测: 准备5个无菌Ep管, 每管中加入90 μL
的无血清培养基; 取待测定的病毒原液10 μL加

■相关报道
PLK1在多数人类
肿瘤中均表现为
高表达, 且PLK1
的过高表达在非
小细胞性肺癌、
黑色素瘤患者中
均提示预后不良; 
siRNA干扰PLK1的
表达可对肿瘤细
胞凋亡产生影响.

表  1  本研究中的siRNA及DNA-shRNA序列

     名称                             序列(5'-3')

siRNA-PLK1-1 正义链:  GCGUGACGGCACUGAGUCCUATT

反义链:  UAGGACUCAGUGCCGUCACGCTT

siRNA-PLK1-2 正义链:  GGGCGGCUUUGCCAAGUGCUTT

反义链:  AGCACUUGGCAAAGCCGCCCTT 

siRNA-NC 正义链:  UUCUCCGAACGUGUCACGU

反义链:  ACGUGACACGUUCGGAGAA

DNA-shRNA-PLK1 正义链:  GATCCGGGCGGCTTTGCCAAGTGCTTTCAAGAGAAGCACTTGGCAAAGCC

GCCCTTTTTT
反义链:  AATTCAAAAAAGGGCGGCTTTGCCAAGTGCTTCTCTTGAAAGCACTTGGC

AAAGCCGCCC
DNA-shRNA-NC 正义链:  GATCCTTCTCCGAACGTGTCACGTTTCAAGAGAACGTGACACGTTCGGAG

AA TTTTTT
反义链:  AATTCAAAAAATTCTCCGAACGTGTCACGTTCTCTTGAAACGTGACACGTT

CGGAGAA
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■创新盘点
本研究通过构建
针对人PLK1 基因
RNAi的重组慢病
毒载体LV-PLK1, 
制备靶向PLK1 基
因的RNAi慢病毒, 
用慢病毒感染食
管鳞癌细胞, 体内
外实验结合研究
靶向PLK1 基因的
RNAi慢病毒对食
管鳞癌细胞侵袭
转移能力的影响.

入到第一个管中, 混匀后, 从第1管取10 μL加
入第2管中, 继续相同的操作直到第5管; 除去

培养的293T细胞的DMEM培养液, 加入稀释好

的90 μL病毒溶液, 继续培养24 h后换成100 μL
的完全培养基, 48 h后观察荧光表达情况; (4)感
染食管鳞癌细胞: 在细胞培养瓶(75 cm2)中, 接
种1×106个食管鳞癌细胞, 加入病毒上清稀释

液(10 MOI)混合均匀后放入CO2培养箱(37 ℃, 
50 mL/L CO2)24 h后移去病毒上清稀释液, 加入

RPMI 1640培养基(10%FBS), 继续培养24 h后用

于下游实验.  
1.2.5 划痕愈合实验检测食管鳞癌细胞体外迁

移能力: 将食管鳞癌细胞接种于6孔板, 当细胞

密度达到90%时, 瞬时转染化学合成的siRNA-
PLK1和对照siRNA-NC 48 h, 用200 μL的枪头尖

以均匀的力度在六孔板上划线. 用无抗生素、

无胎牛血清的培养基洗细胞3次, 换用含2%FBS
的培养基培养24 h, 拍照.  
1.2.6 Tr a n s w e l l实验检测食管鳞癌细胞体外

侵袭能力: 瞬时转染化学合成的s iRNA-PLK1
和对照s iRNA-NC至食管鳞癌细胞48 h, 胰酶

消化细胞 ,  以5×104个细胞/孔的密度接种于

Transwell(Matrigel包被)中, 静置1 h; 在下层中加

入无抗生素、无胎牛血清的培养基; 培养16 h后
取出WELL, 4%多聚甲醛固定10 min, PBS洗两

次, 结晶紫染色30 min; 用棉签小心擦拭WELL
内部, 擦掉内表面的细胞, PBS洗3次, 显微镜下

观察照相; 随机取10个视野计数, 统计数值, 绘
制柱形图.  
1.2.7 裸鼠肺转移模型实验检测食管鳞癌细胞的

肺转移能力: 选取5-8 wk的裸鼠分成4组. 消化对

数生长期的食管鳞癌细胞, 用无血清无抗生素培

养基洗细胞2次, 将细胞配成4×105个/100 μL的
浓度. 通过尾静脉注射的方式接种于裸鼠, 接种

量约为4×105个细胞/只. 在接种后2 h, 开始通过

尾静脉注射慢病毒的方式治疗. 每次每只裸鼠

注射2×106 TU的慢病毒, 每3 d治疗1次, 共计治

疗6次. 待空白组裸鼠出现明显呼吸急促, 行动

迟缓的现象后, 统一处死裸鼠取肺脏, 计数肺部

肿瘤转移结节的数目并拍照.  
统计学处理 实验数据以mean±SD表示, 采

用SPSS16.0软件进行统计学处理, 两组间均数比

较用t检验, 以P <0.05为差异有统计学意义.  

2  结果

2.1 不同食管鳞癌细胞株中PLK1的表达量的检

测 通过RT-PCR(图1A)和Western blot(图1B)的方

法分别检测在mRNA和蛋白质水平PLK1在不同

的食管鳞癌细胞株中的表达量. 在mRNA和蛋白

质水平的检测结果一致, 以actin为内参, 结果均

显示TE-8为高表达PLK1的细胞株. 故选用TE-8
为后续研究的实验细胞.  
2.2 筛选有效的PLK1基因siRNA片段 将合成的

siRNA正反链退火形成双链后, 转染TE-8(图2A)
和Eca-109(图2B). 以Western blot方法检测干扰

效果, 发现在两种细胞株中的干扰效果一致, 与
对照组(未转染的空白细胞和siRNA-NC组)相比, 
siRNA-PLK1-2转染的两株细胞中PLK1的蛋白

表达水平均明显降低, 故选择该序列设计并构

PLK1

actin

TE-8 TE-10
TE-15

Eca-
109A

B

PLK1

actin

TE-8 TE-10
TE-15

Eca-
109

图  1  筛选高表达PLK1的食管鳞癌细胞. A: RT-PCR检测; 

B: Western blot检测.
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图  2  靶向PLK1的siRNA序列的干扰效率比较. A: TE-8细胞

株; B: Eca-109细胞株.
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建至慢病毒载体中的DNA-shRNA-PLK1, 并进

行体外的细胞生物学实验.  
2.3 靶向人PLK1的RNAi对食管鳞癌细胞体外

迁移能力有明显抑制作用 划痕愈合实验结果显

示, 实验组(转染siRNA-PLK1)与对照组(siRNA-
NC)相比, 划痕处细胞迁移的数目明显减少(图
3), 表明靶向PLK1的RNAi对食管鳞癌细胞的迁

移能力有明显抑制作用. 
2.4 靶向人PLK1的RNAi对食管鳞癌细胞体外侵

袭能力有明显抑制作用 Transwell实验结果显示, 
实验组(siRNA-PLK1)穿膜细胞数明显比siRNA-
NC组少(图4A), 差异明显(P <0.001)(图4B), 表明

PLK1基因表达沉默能明显抑制食管鳞癌细胞在

体外的侵袭能力.  
2.5 重组慢病毒载体的测序鉴定 对插入慢病

毒载体中的序列进行测序, 测序结果与理论预

测序列完全一致(图5), 该序列能够转录靶向人

PLK1基因的shRNA. 构建成功的慢病毒载体命

名为LV-PLK1.  
2.6 PLK1 基因干扰效率的检测 TE-8分别被LV-
NC和LV-PLK1重组病毒感染, 72 h后利用荧光

定量PCR检测PLK1在转录水平上的表达. 结果

显示, 与阴性对照相比, LV-PLK1在转录水平上

产生明显的干扰效应; 与LV-NC相比, 其干扰效

率约为73%(图6A). Western blot检测结果显示在

蛋白质水平上PLK1的表达同样低于阴性对照组

(图6B).  
2.7 慢病毒介导的PLK1基因RNAi能明显抑制食

管鳞癌细胞体内肺转移能力 裸鼠肺转移实验发

现, LV-PLK1治疗组肺部肿瘤结节数明显少于

LV-NC组(图7A), 差异有统计学意义(P <0.01)(图
7B). 表明靶向PLK1的RNAi能明显抑制食管鳞

癌细胞的肺转移.  

3  讨论

侵袭与转移是恶性肿瘤的重要特征, 也是肿瘤

患者死亡的主要原因. 研究表明[10-13]肿瘤细胞的

■应用要点
为靶向PLK1 基因
抗食管鳞癌转移
的基因治疗提供
实验依据.

A B

图  3  划痕愈合实验结果. A: siRNA-NC; B: siRNA-PLK1.

A BsiRNA-PLK1siRNA-NC

图  4  Transwell实验结果. A: siRNA-PLK1组和siRNA-NC组; B: 穿膜细胞率对比. P<0.001. 
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图  5  重组慢病毒载体LV-PLK1插入片段测序结果.
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迁移和侵袭能力是肿瘤转移的限速环节, 而肿

瘤的迁移和侵袭过程是一个多步骤、多阶段、

多因素的复杂过程.  
作为调控细胞周期的重要的丝氨酸/苏氨酸

激酶, PLK1在许多肿瘤中表现为高表达[14-17]; 少
量的研究表明PLK1的高表达参与了肿瘤的侵袭

转移[18-20]或凋亡[21]. Wang等[22]研究表明在转移的

肝细胞癌中异常的Plkl-Cdc25A信号通路起了重

要作用. Lu等[23]研究发现PLK1表达在早期胚胎

发育和抑制肿瘤生长方面均有作用. 在对侵袭

性乳腺癌的研究中发现[24], PLK1通过磷酸化波

形蛋白82位的丝氨酸, 进而调节细胞表面的β1
整合素的蛋白水平, 从而诱导了乳腺癌细胞侵

袭穿过富含粘连蛋白的细胞外基质, 但PLK1是
否在食管鳞癌侵袭转移中发挥作用尚未见研究

报道.  
RNA干扰技术[25-29]的出现为我们提供了新

的基因功能研究与基因治疗手段. 本研究首先

筛选出高表达PLK1的食管鳞癌细胞TE-8及能

明显降低食管鳞癌细胞中PLK1表达的siRNA干

扰片段, 细胞划痕及Transwell实验证实该靶向

PLK1的siRNA能明显抑制食管鳞癌细胞TE-8的
迁移与侵袭能力. 为进一步在动物整体水平观

察靶向PLK1的RNA干扰效果, 我们构建了能够

干扰人PLK1基因表达的慢病毒载体. 慢病毒是

一种逆转录病毒载体, 可以感染体内体外分裂

细胞与非分裂细胞, 并整合到其基因组中长时

间表达外源基因. 目前慢病毒作为siRNA载体使

RNA干扰技术已广泛的应用于基因治疗领域[30]. 
根据慢病毒质粒pGLV/H1/GFP+Puro的特点, 将
设计合成的DNA-shRNA-PLK1插入到载体的

BamHⅠ和EcoRⅠ之间, 测序正确. 成功构建的

慢病毒载体能明显干扰食管鳞癌细胞中PLK1基
因表达, 导致PLK1在转录和蛋白表达水平均下

调. 体内实验裸鼠肺转移模型实验证明慢病毒介

导的PLK1基因RNAi能明显抑制食管鳞癌细胞

在体内的转移与生长, 这同时也表明PLK1在食

管鳞癌的侵袭转移中发挥重要作用, 其机制还有

待深入研究, 这将是我们下一步的研究重点.  
总之, PLK1基因能促进食管鳞癌细胞的侵

袭与转移, 在食管鳞癌的恶性进展中发挥重要

作用, 以慢病毒为载体的PLK1基因RNAi能明

显抑制其功能. 这为开发抗食管鳞癌转移的新

型生物基因药物提供新思路, 具有重要的临床

意义.  
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