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乳腺癌中丝 / 苏氨酸蛋白激酶 Plk1 mRNA 的表达及其预后价值
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摘要 目的：检测乳腺癌细胞和组织中丝 / 苏氨酸蛋白激酶 Plk1 基因 mRNA 的表达情况并分析其预后价值。方法：应用半定量

RT-PCR 方法分析 3 株人乳腺癌细胞和 1 株正常乳腺上皮细胞中 Plk1 基因 mRNA 的表达水平。同时分析 84 例乳腺癌及对应的

癌旁正常乳腺上皮组织中 Plk1 mRNA 的表达水平。统计学分析 Plk1 mRNA 表达水平与乳腺癌患者年龄、肿瘤大小、组织分化程

度、淋巴结转移状况、TNM 分期和雌激素受体(ER)等临床病理参数之间的关系，以及与预后之间的关系。结果：Plk1 基因 mRNA

在乳腺癌细胞中的相对表达水平显著高于其在正常乳腺上皮细胞中的相对表达水平(P 值均小于 <0.05)。另外，Plk1 mRNA 在乳

腺癌组织中平均表达水平(0.88±0.18)显著高于其在癌旁正常乳腺上皮组织中平均表达水平(0.22±0.10；P<0.01)。统计学分析结

果表明：Plk1 mRNA 表达水平和乳腺癌患者的淋巴结转移状况及 TNM 分期密切相关(P=0.009 或 0.007)。Kaplan-Meier 生存曲线

分析结果表明：高 Plk1 mRNA 表达水平的乳腺癌患者的 5 年无疾病进展率及总体生存率均显著低于低 Plk1 mRNA 表达水平的

乳腺癌患者(P=0.0026 及 0.0136)。COX 模型的多因素预后分析结果表明：Plk1 基因 mRNA 表达水平是乳腺癌患者的一个独立的

预后因素(HR=4.764, 95%CI: 1.341~6.123, P=0.0025)。结论：Plk1 在乳腺癌组织呈现高表达水平，其 mRNA 表达水平有望成为临

床乳腺癌患者一个重要的预后判断分子指标。
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ABSTRACT Objective: To determine the expression of Plk1 mRNA and evaluate its prognostic value in breast cancer. Methods: Se-

mi-quantitative RT-PCR assay was performed to detect the expression of Plk1 mRNA in three human breast cancer cell lines and one

normal breast mammary epithelial cell line. Additionally, the expression of Plk1 mRNA in 84 breast cancer and corresponding normal

breast epithelial tissues was also detected. Statistical analysis was performed to analyze the associations of Plk1 mRNA expression with

clinicopathological factors of breast cancer patients including year, tumor size, tissue differentiation, lymph node metastasis, TNM stage

and ER status. Finally, the association of Plk1 mRNA expression with prognosis of breast cancer patients was also analyzed. Results: The

relative expression level of Plk1 mRNA in human breast cancer cells was significantly higher than that in normal mammary epithelial cell

line (P<0.05). Additionally, the relative level of Plk1 mRNA expression in breast cancer tissues (0.88±0.18) was significantly higher

than that in corresponding normal breast epithelial tissues (0.22±0.10；P<0.01). Statistical analysis showed that the level of Plk1 mRNA

expression was significantly correlated with lymph node metastasis and TNM stage of breast cancer patients (P=0.009 and 0.007, respec-

tively). Kaplan-Meier curves showed that the 5-year progression-free or overall survival rate of breast cancer patients with high Plk1 mRNA

expression was significantly lower than that of breast cancer patients with low Plk1 mRNA expression (P=0.0026 or 0.0136). Further-

more, Multivariate survival analysis using Cox's regression model showed that the status of Plk1 mRNA expression was an independent

prognostic factor for breast cancer patients (HR=4.764, 95% CI: 1.341~6.123, P=0.0025). Conclusion: Plk1 mRNA is highly expressed in

human breast cancer tissues, and might be an important prognostic factor for breast cancer patients.
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前言

乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤，全世界每年约有 120 万

妇女患乳腺癌，50 万人死于乳腺癌[1]。近年来，我国的乳腺癌发

病率呈上升趋势，已成为妇女健康的巨大威胁。尽管过去几十

年中在乳腺癌的早期诊断，外科切除和内分泌治疗等系统治疗

策略中取得了很大进展，但是乳腺癌患者的预后，尤其是进展

或转移性乳腺癌患者，仍不甚理想[2]。例如，在手术切除后的五

年时间里，仍有 1/3 患者出现局部复发或远处转移。因此，探索

乳腺癌发生分子机制将有助于为乳腺癌患者的早期诊断探索

新的分子标志物，同时为临床治疗寻求新的分子靶点。
丝 / 苏氨酸蛋白激酶 Plk1(polo like kinase)是一类广泛存

在于真核细胞中的丝 / 苏氨酸激酶,其结构及功能均十分保守[3]。
研究表明：Plk1 在细胞有丝分裂过程中参与纺锤体的形成和染

色质的分裂[4]。Plk1 是细胞周期进展和细胞分裂的一个重要调

控子，通过磷酸化多种下游底物而实现其功能。国内外大量文

献显示：Plk1 与细胞的恶性转化密切相关，在多种恶性肿瘤中

呈现过表达并与多种肿瘤生物学行为相关[5,6]。但是 Plk1 基因

在乳腺癌中的表达情况及其临床预后意义目前国内并未见系

统报道。本课题拟采用半定量 RT-PCR 的方法对 84 例乳腺癌

及癌旁组织中 Plk1 基因 mRNA 的表达情况进行检测，并分析

该基因 mRNA 表达水平与乳腺癌患者临床病理特征及其预后

的关系。用 RNA 干涉的方法下调乳腺癌细胞中 Plk1 基因的表

达，分析该基因的表达下调对细胞增殖、细胞周期及凋亡率的

变化，从而判断 Plk1 表达的临床意义。

1 材料与方法

1.1 组织标本

收集 2004 年 1 月 ~2007 年 5 月间安徽省人民医院普通外

科手术切除的原发性乳腺癌组织标本 74 例。同时术中切取距

癌组织边缘 2.0cm 以上的癌旁组织作为对照，用生理盐水清洗

干净血迹，离体半小时内放入 -80℃冰箱保存。均是取自首次住

院病人，且术前未有放、化疗治疗，患者平均年龄 48.7（35~68）
岁。病理学检查示高分化 32 例，中、低分化 52 例。淋巴转移阳

性 46 例，阴性 48 例。术后组织标本均经过病理学验证。术前均

取得患者或者患者家属知情同意。
1.2 主要试剂及设备

乳腺癌细胞株(MCF-7, T47D 和 MDA-MB-231)及正常乳

腺上皮细胞株(MCF-10A)均购于中国科学院上海细胞研究所。
用含 10%胎牛血清的 1640 培养基，置 37℃、5% CO2 孵箱中培

养。TRIzol 试剂购自美国 Invitrogen 公司。TaqDNA 聚合酶及逆

转录试剂盒为大连 TaKaRa 生物公司产品。小牛血清、DMEM
培养基购于 Gibco 公司。PCR 引物由上海生工生物技术有限公

司合成。紫外分光光度计购自上海精密仪器仪表有限公司。
Eppendorf PCR 仪购自艾本德中国有限公司。
1.3 RNA 提取

参照试剂说明书，使用 TRIzol 试剂对细胞或者组织进行

提取 RNA，并进行纯度和完整性测定及分光光度法进行定量，

提取好的 RNA 保存于 -80℃冰箱。
1.4 半定量 RT-PCR 检测细胞和组织中 Plk1 基因 mRNA 的表

达

使用反转录试剂盒分别将上述提取的总 RNA 逆转录成

cDNA。 PCR 引 物 序 列 为 Plk1： 上 游 引 物 5'-TTCGT-
GTTCGTGGTGTTGGA-3'， 下 游 引 物 5'-CTCGTCAT-
TAAGCAGCTCGT-3'，扩增产物为 563 bp；内参 GAPDH：上游

引物 5'-GAAGGTGAAGGTCGGAGTC-3'；下游引物 5'-G-
AAGATGGTGATGGGATTT-3'，扩增产物 226 bp。PCR 反应体

系为：94℃ 5 min；94℃ 30s；60℃(Plk1) 或 56℃(GAPDH) 30s;
72℃ 1min (循环 30 次)；72℃ 10min，最后保存于 4℃。PCR 产

物经 1.5%琼脂糖凝胶电泳检测，分别进行灰度值测定并计算

Plk1 mRNA/GAPDH mRNA 之间的比值。
1.5 统计学方法

计量资料采用 t 检验，计数资料采用 R×C 列联表的 Fish-
er's 精确概率法检验，采用 SPSS13.0 统计软件进行统计分析。
根 据 寿 命 表 各 随 访 年 份 生 存 率 绘 制 生 存 曲 线 ， 应 用 Ka-
plan-Meier 法进行单因素生存分析，时序检验 (1ong-rank test)；
应用 Cox 比例风险模型进行生存的多因素分析。P<0.05 为有

统计学意义。

2 结果

2.1 Plk1 基因 mRNA 在乳腺癌细胞和正常乳腺上皮细胞中的

表达

首 先 ， 半 定 量 RT-PCR 试 验 分 析 了 三 株 乳 腺 癌 细 胞

(MCF-7, T47D 和 MDA-MB-231) 和 正 常 乳 腺 上 皮 细 胞

(MCF-10A)中 Plk1 基因 mRNA 的表达水平，电泳结果如图 1
所 示。以 GAPDH 作 为 内 参 照 ， 分 别 计 算 Plk1 mRNA 与

GAPDH mRNA 的比值。三株乳腺癌细胞中 Plk1 基因 mRNA
的表达水平显著高于正常乳腺上皮细胞，具有显著的统计学差

异(P<0.05)。

2.2 Plk1 基因 mRNA 在乳腺癌组织和对应癌旁组织中的表达

运用半定量 RT-PCR 试验分析了 84 例乳腺癌组织及相对

应的癌旁乳腺组织中 Plk1 基因的 mRNA 表达水平，电泳结果

如图 2 所示。以 GAPDH 作为内参照，分别计算 Plk1 mRNA 与

GAPDH mRNA 的比值。乳腺癌组织中 Plk1 基因 mRNA 的平

图 1 半定量 RT-PCR 检测细胞中 Plk1 mRNA 的表达情况，内参为

GAPDH

Fig. 1 Semi-quantitative RT-PCR analysis of Plk1 mRNA expression in

cells and GAPDH was used as an internal control. 1. MCF-7; 2. T47D; 3.

MDA-MB-231; 4: MCF-10A
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图 3 乳腺癌患者的 Kaplan-Meier 无疾病进展和总体生存分析

Fig.3 Kaplan-Meier disease-free (A) and overall (B) survival curves of

breast cancer patients according to Plk1 mRNA expression

均表达水平 (0.88±0.18) 显著高于癌旁乳腺组织中 Plk1 基因

mRNA 表达水平(0.22±0.10) (P<0.01)。因此推断：Plk1 基因表

达水平的升高可能在乳腺癌的发生发展过程中发挥着重要的

作用。

2.3 乳腺癌组织中 Plk1 基因 mRNA 表达的临床病理意义

分别计算 84 份乳腺癌组织中 Plk1 基因 mRNA 的相对表

达水平(Plk1 mRNA/GAPDH mRNA)，以平均值(0.88±0.22)作
为分界点将乳腺癌患者分为 Plk1 高表达组 49 名 (大于或等于

0.88)和 Plk1 低表达组 35 名(小于 0.88)。经过统计学分析 (表
1)，我们发现：Plk1 基因 mRNA 高表达水平与乳腺癌患者淋巴

结转移状况、TNM 分期密切相关（P 值分别是 0.009 和 0.007），

Plk1 基因 mRNA 表达水平越高的患者其组织分化级别越低，

临床分期越高，同时出现淋巴结转移的几率越高。但是，Plk1 基

因 mRNA 的表达水平与乳腺癌患者的年龄、肿瘤大小、及雌激

素 受 体 的 表 达 状 况 则 无 显 著 相 关 性 (P 值 分 别 是

0.852，0.722，0.288 和 0.739)。
2.4 乳腺癌组织中 Plk1 基因 mRNA 表达与患者预后之间关系

的分析

Kaplan-Meier 生存分析结果表明：Plk1 基因 mRNA 高表

达患者的 5 年平均无疾病进展生存率 (Progression-Free Sur-
vival, PFS) (43.7%) 显著低于 Plk1 基因 mRNA 低表达患者的 5
年平均无疾病进展生存率(62.8%) (P=0.0026；图 3A)。同时，

Plk1 基因 mRNA 高表达患者的 5 年平均总生存率(Overall Sur-
vivinal, OS) (58.5%) 显著低于 Plk1 基因 mRNA 低表达患者的

5 年平均总生存率 (31.7%) (P=0.0136；图 3B)。
2.5 COX 回归模型分析预后因素

本组病例术后影响预后的因素经 Cox 比例风险模型分析

结果提示(表 2)：除了淋巴结转移之外，Plk1 基因 mRNA 表达

水平也是乳腺癌患者的一个独立预后分子指标 (HR=4.764,
95%CI: 1.341~6.123, P=0.0025)。

3 讨论

近年来，乳腺癌的发病率呈明显上升趋势，严重影响着女

性的生活质量及威胁其生命，探讨乳腺癌的发生、发展的分子

调控机制成为该领域研究的热点[7]。乳腺癌的发生发展与多种

基因和分子水平的变化密切相关，随着免疫学和分子生物学的

不断发展，对乳腺癌组织细胞形态学、免疫表型、基因特征的了

解也逐渐深入，研究其在乳腺癌发生发展中的作用、与乳腺癌

生物学特性的关系及其相关性，有利于探讨乳腺癌的发生发展

的分子机制，为乳腺癌早期诊断、预后判断及分子靶向治疗提

供依据理论依据。

图 2 半定量 RT-PCR 检测 84 例乳腺癌和对应癌旁正常乳腺上皮组织

中Plk1 mRNA 的表达情况，内参为 GAPDH

Fig.2 Semi-quantitative RT-PCR detection of Plk1 mRNA expression in

84 breast cancer and corresponding normal breast epithelial tissues, and

GAPDH was used as an internal control

N: normal breast epithelial tissues; T: breast cancer tissues

表 1 Plk1基因mRNA表达水平与乳腺癌患者临床病理参数之间的关系

Table 1 Correlation of Plk1 mRNA expression with clinicopathological

factors of breast cancer patients

Clinicopatho-

logical

factors

Plk1 mRNA expression

High

(n=49)

Low

(n=35)
P-value

Age (year) 0.852

≤50 20 15

>50 29 20

Tumor

diameter (cm)
0.722

≤2.0 15 12

>2.0 34 23

Tumor

differentiation
0.288

Well/Moderate 21 11

Poor 28 24

Lymph node

metastasis
0.009

No 21 25

Yes 28 10

TNM stage 0.007

0/I 19 24

II/III 30 11

ER 0.739

Negative 22 17

Positive 27 18
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Polo Like 激酶 1 是一种高度保守的一类丝 / 苏氨酸蛋白

激酶。大量的研究已经表明：Plk1 在细胞的有丝分裂中起广泛

调节作用，在细胞增殖中也起着关键作用，Plk1 能促进肿瘤的

转化在肿瘤发生发展中发挥着重要作用，同时 Plk1 能与许多

抑制蛋白相互作用也能与抑癌基因相互作用，这些增殖信号的

失衡与紊乱可促进肿瘤的发生与发展[8]。另外，Plk1 还是一种重

要的周期调控基因，在细胞有丝分裂的不同时期其表达水平不

同，在 G0/G1 期几乎不表达，从 S 期开始出现表达，到 M 期达

到高峰。当 DNA 受损时可引起 PLK1 苏氨酸残基磷酸化而使

其活性受抑, 从而使细胞阻滞于 G2 /M 期[9]。国内外文献报道：

Plk1 基因在多种肿瘤细胞和组织中呈现高表达水平，比如胃

癌、食道癌、肝癌、宫颈癌、膀胱癌等，因此 Plk1 在肿瘤的发生

发展过程中发挥着重要的作用[10-13]。另外，Plk1 基因表达水平的

高低和肿瘤患者的预后密切相关。Weichert 等研究表明：Plk1
基因在胃癌或结肠癌组织中的高表达水平不仅与胃癌的恶性

表型有关，同时还显著影响肿瘤病人的预后[10]。同时国内学者

He 等报道：肝癌患者的 1、3 和 5 年总体生存率与 Plk1 表达水

平显著相关，多因素回归分析结果也表明 Plk1 的阳性表达是

肝癌患者的一个独立的危险和预后因子[14]。肺癌和黑色素瘤中

等其他实体肿瘤中的研究也认为 Plk1 基因的高表达提示患者

预后不良。
同时，有关 Plk1 与乳腺癌生物学表型形成之间关系的研

究目前国内外也已有多篇文献报道。Sp覿nkuch 等学者报道，

Plk1 的反义寡核苷酸能够协同增强化疗药紫杉醇对乳腺癌细

胞的毒性作用[15]。Weichert 等学者分析了 Polo-like 激酶家族分

子(Plk1 和 Plk3)在乳腺癌进展过程中的重要作用，同时还发现

Plk3 还是乳腺癌患者的一个独立的预后因素[16]。国内韩淑萍等

学者采用免疫组织化学 S-P 法分析了 Plk1 在中国乳腺癌患者

肿瘤组织中特异性高表达状态，且与与肿瘤分化程度、雌激素

受体、孕激素受体表达有关[17]。但是病例数只有 32 例，样本量

偏小，同时 Plk1 基因与乳腺癌患者预后之间的关系并没有进

行报道。因此，本课题拟从细胞水平和大样本组织标本水平分

析 Plk1 基因 mRNA 的表达状况，分析 Plk1 基因 mRNA 的表

达水平能否成为中国乳腺癌患者预后判断的一个分子标记。首

先，我们采用 RT-PCR 方法检测了三株乳腺癌细胞(MCF-7,
T47D 和 MDA-MB-231) 和正常乳腺上皮细胞 (MCF-10A)中
Plk1 mRNA 的表达情况，结果表明：Plk1 基因 mRNA 在乳腺癌

水平中显著高于其在正常乳腺上皮细胞中的表达水平，尽管该

分子在不同乳腺癌细胞中呈现不一致的表达水平。同时我们还

分析了 84 例乳腺癌组织及癌旁组织中 Plk1 基因 mRNA 的表

达状况，结果表明：乳腺癌组织中 Plk1 基因 mRNA 的表达水平

显著高于癌旁正常乳腺组织，说明在乳腺癌发生过程中 Plk1
基因发挥着重要的作用。根据每例乳腺癌组织中 Plk1 基因

mRNA 的相对表达水平，把患者分为高表达组和低表达组，统

计学分析其表达与乳腺癌患者的临床病理参数之间的关系，结

果表明：Plk1 的表达水平与乳腺癌患者的淋巴结转移状况及

TNM 分期密切相关。高表达 Plk1 的乳腺癌患者组的无疾病进

展率(PFS)及总体生存率(OS)均低于低表达 Plk1 的乳腺癌患者

组，且多因素 COX 模型分析结果表明：高 Plk1 基因 mRNA 表

达水平是乳腺癌患者的一个独立预后因子。
综上所述，我们的研究表明：Plk1 基因 mRNA 的表达水平

和乳腺癌患者的预后密切相关，有望成为临床乳腺癌患者一个

重要的预后判断指标。当然，还需要在未来的研究过程中通过

更大规模的临床组织样本进行验证和深入分析 Plk1 分子的临

床应用价值。
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