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可诱导型PLK1 shRNA的乳腺癌 MDA-MB-231细胞系的 

建立及PLK1敲低对细胞增殖的影响 

薛 慧，郭 欣，李 娜，李志红，彭 帆，肖方祥，袁成福 

． (三峡大学医学院，宜昌 443002) 

【摘 要】目的：建立稳定表达可诱导型polo样激酶1(polo—like kinase 1，PLK1)小发夹RNA(small hairpin RNA，shRNA)的乳腺 

癌MDA—MB一231细胞系并研究PLK1敲低对MDA—MB一231细胞增殖、细胞周期的影响并探讨其可能的机制。方法：根据siRNA 

的原理设计2对靶向PLK1的shRNA序列，构建慢病毒表达质粒(PLK1 shRNA重组质粒)；先用pLV—tTR／KRAB—Red空载体 

制备慢病毒并感染MDA—MB一23 1细胞：在此基础上再用PLK1 shRNA重组质粒制备慢病毒并感染上述MDA—MB一23 1细胞；对 

上述2次慢病毒感染的MDA—MB一231细胞用强力霉素(doxycycline，DOX)处理96 h后，用qRT—PCR及Western blot检测PLK1 

mRNA及蛋白的表达；用MTr法检测细胞增殖；用流式细胞术及碘化吡啶(PI)染色检测细胞周期。结果：成功构建靶向PLK1的 

shRNA慢病毒表达质粒，包装出慢病毒并感染MDA—MB一231细胞；成功建立稳定表达可诱导型PLK1 shRNA的MDA—MB一231 

细胞系，通过 DOX诱导，可明显抑制该细胞系中PLK1在mRNA及蛋白水平的表达(P<0．O1)；PLK1敲低可明显抑制MDA—MB一 

231细胞的增殖(尸<O．05)；流式细胞术检测发现PLK1敲低可阻滞MDA—MB一231细胞于G2／M期(P<0．05)。结论：DOX诱导的 

PLK1敲低可明显抑制MDA—MB一231细胞增殖并阻滞细胞于G2／M期；经 PLK1介导的肿瘤生物学行为变化，其机制可能涉及 

ERK1／2／Fral／ZEB 1信号通路。 
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Establishment of MDA—MB一231 eellline stably expressing inducible ShRNA 

targeting PLK1 and effects of PLK1 knockdown on cell proliferation of 

M DA—M B-231 cells 

Xue Hui，Guo Xin，Li Na，Li Zhihong，Pe Fan，Xiao Fangxiang，Yuan Chen~-fz 

(College ofMedical Science，China Three Gorges University) 

【Abstract]Objective：To establish MDA—MB一231 cell line stably expressing inducible small hairpin RNA(shRNA)targeting polo-like 

kinase 1(PLK1)，to explore the effects of PLK1 knockdown on cell proliferation and cell cycle in MDA—MB一231 cells as well as to 

explore its possible mechanism．Methods：Two oligonucleotides targeting PLK1 were synthesized and cloned into lentivirus expression 

plasmid pLVTHM according to siRNA principle(named PLK1 shRNA)．MDA-MB-231 cells were infected at first with lentivirus pre— 

pared by pLV-tTR／KRAB-Red empty vector，and then infected with another lentivirus prepared by PLK1 shRNA recombinant plasmid． 

MDA—MB一231 cells infected with aforementioned lentivirus were treated with doxycycline(DOX)for 96 hours。the expression of PLK1 
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mRNA and protein was determined by real time PCR(qRT-PCR) 

and Western blot respectively．MTr method was used to deter— 

mine cell proliferation and flow eytometry and PI staining were 

used to detect cell cycle．Results：The lentivirus expression 

plasmids containing PLK1 shRNA were constructed successfully， 

and MDA-MB——23 1 cells were infected with the lentivirns pre—— 

pared by the aforementioned plasmids．MDA-MB一23 1 cell line 

expressing stably inducible shRNA targeting PLK1 was estab— 

lished successfully and PLK1 expression levels were decreased 

obviously at mRNA and protein levels after induction bv DOX 

(P<0．01)．PLK1 knockdown could obviously inhibit the prolif- 
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eration of MDA— MB一231 cells and arrest the cell cycle in G2／M phase(P<0．05)．Conclusions：PLK1 knockdown induced by DOX 

could inhibit MDA—MB-231 cell proliferation and arrest cell cycle in G2／M phase，its possible mechanism may involve in ERKI／2／ 

Fral／ZEB1 signal pathway． 

【Key words]polo—like kinase 1；inducible shRNA；breast cancer 

乳腺癌(breast cancer)是女性中最常见的恶性 

肿瘤，是威胁广大女性健康最为严重的疾病之一， 

已成为女性健康的头号杀手。全世界每年约有 50 

万女性死于乳腺癌：我国每年因乳腺癌死亡的病例 

占全世界的9．6％t”。因此，深入研究乳腺癌发生发展 

的分子机制具有重要的理论和现实意义闭。 

polo样激酶 1(polo—like kinase 1，PLK1)是一种 

高度保守的丝氨酸／苏氨酸蛋白激酶翻。人类PLK1是 

哺乳动物 PLK家族 4个成员(PLK1、PLK2、PLK3、 

PLK4)之一：该基因定位于染色体 16p12．2，包含 10 

个外显子，编码 603个氨基酸。PLK1分子包含位于 

其 N末端保守的激酶催化结构域及位于 C末端特 

征性polo盒结构域(polo—box domain，PBD) 。 

较多研究已表明PLK1在人类多种类型肿瘤组 

织中高表达，如乳腺癌、前列腺癌、非小细胞肺癌、 

食管癌、卵巢癌等【7_8l，提示PLK1可能与癌症的发 

生、发展等过程密切相关。为研究PLK1在乳腺癌中 

的确切作用及分子机制，本研究建立可诱导型PLK1 

小发夹 RNA(small hairpin RNA，shRNA)的MDA- 

MB一231细胞系并观察 PLK1敲低对细胞增殖、细 

胞周期的影响。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

人乳腺癌 MDA—MB一23 1细胞及293T细胞(中国典型培 

养物保藏中心)；DMEM培养基及胎牛血清(Gibco公司)； 

PLK1及 13-actin抗体(Abcam公司)；TRIzol试剂(Invitrogen 

公司)；MMLV逆转录试剂盒(Promega公司)；实时定量 PCR 

试剂盒(Applied Biosystems公司)；MTr试剂(Amresco公司)； 

Mlu I、Cla I及Xba I等限制性内切酶(New England Biolabs 

公 司 )；pLV—tTR／KRAB—Red、pLVTHM、psPAX2、pMD2．G等 

质粒为瑞士日内瓦大学Didier Trono教授惠赠，其中pLV-tTR／ 

KRAB—Red、pLVTHM为慢病毒表达质粒，空载体大小分别为 

11 085 bp及 11 985 bp：pLV—tTR／KRAB—Red质粒上带有融 

合蛋白tTR／KRAB—Red，从而表达红色荧光；pLVTHM质粒 

带有诱导型表达系统(TetO系统)及绿色荧光蛋白GFP，该载 

体的H1启动子可驱动靶基因shRNA的表达，因此，该载体 

可用于构建针对靶基因shRNA的慢病毒表达质粒，其两端的 

酶切位点分别为 C／a I及M／u I；psPAX2为慢病毒制备中的 

包装质粒，大小为10 703 bp：pMD2．G为慢病毒包装过程中外 

壳质粒，大小为5 824 bp。 

1．2 方法 

1．2．1 细胞培养 将 MDA—MB一231细胞、293T细胞置于 

DMEM培养基(含 10％牛血清)中，于37℃、5％CO2培养箱中 

培养。 

1．2．2 PLK1 shRNA的设计 根据 shRNA的设计原则．在 

PLK1 cDNA上选择2个目标序列(表 1)，在其两端分别加入 

M／u I及C／a I酶切位点。 

1．2．3 PLK1 shRNA慢病毒表达载体构建 pLVTHM载体用 

Mlu I及 Cla I双酶切并胶回收；将公司合成并退火的上述 

shRNA片段用 T4 DNA连接酶连接到酶切后的 pLVTHM载 

体，22℃连接过夜后转化到DH5a感受态细胞，扩增培养并 

用碱裂解法提取质粒后经酶切及测序鉴定．从而构建 PLK1 

shRNA1、PLK1 shRNA2质粒。由于阴性对照NC shRNA质粒 

前期已成功构建并保存于本实验室，在此不重复构建。 

1．2．4 慢病毒制备 将质粒pLv_ITR RAB—Red与psPAX2、 

pMD2．G共转染293T细胞，8 h后更换新鲜培养基，24 h后 

用 0．45 m滤器过滤细胞培养液 ，滤液感染 MDA—MB一23 1 

细胞。如上所述，将测序正确的PLK1 shRNA1、PLK1 shRNA2 

及NC shRNA质粒分别与psPAX2、pMDZG质粒共转染293T细 

表 1 PLK1 shRNA序列 

Tab．1 The sequence of PLK1 shRNA 

PLK1 shRNA序列 

PLK1 shRNA1 5’一CGCGCCGGAGATrGTGCCTAAGTCTCTCTCGAGAGAGAC ITAGGCACAATCTrITrrG一3’ 

3’一GGCCTlCTAACACGGATrCAGAGAGAGC r℃TCTC rGAA．I、CCG1 TrAGAAAAAACGC一5’ 

PLK1 shRNA2 5’一CGCGCCGGCAACCAAAGTCGAATATGACTCGAGTCATA ITCGACrIrITGG rrGrrI’rrG一3 

3’一GGCCGTTGGTITCAGC 兀’AIIACTGAGCTCAGTATAAGCTGAAACCAACAAAAACGC一5 



一 1 402 一  重庆医科大学学报 2017年第 42卷第 11期 (Journal of Chongqing Medical University 2017．Vo1．42 No．1 1】 

胞，如上收集病毒滤液并再次感染 MDA-MB-23 1细胞。 

1．2．5 PLK1 mRNA表达的检测 用2 mg／L的强力霉素(do— 

xycycline，DOX)诱导上述病毒感染的 MDA—MB一231细胞， 

96 h后提取总 RNA并逆转录为cDNA：用实时荧光定量PCR 

检测 PLK1 mRNA的表达 ，上述实验重复 3次，用 2-A~a方法 

计算PLK1 mRNA的相对表达水平。所用PLK1上游引物：5’一 

TGATGGCAGCCGTGACCTA~3’．下游引物：5’一GGCGGTAT- 

GTGCGGAAGT一3’：GAPDH上游弓f物：5’一GAGTCAACGGA— 

TI~GGTCGT一3’。下游弓I物 ：5’一TTGATI’ITGGAGGGATCT— 

CG一3’。 

1．2．6 PLK1等蛋白表达的检测 用 DOX诱导上述2次病 

毒感染的MDA—MB一231细胞 96 h．提取总蛋白，用 Western 

blot检测 PLK1等蛋白的表达，实验重复3次。 

1．2．7 细胞增殖的检测 将 2次慢病毒感染的MDA—MB一 

231细胞接种到 96孔板(5x10 个／孑L)中：设立 NC shRNA组、 

PLK1 shRNA1组、PLK1 shRNA2组，每组重复5孔；经DOX诱导 

1、2、3、4和5 d后分别用M1Tr法(5 g／L MTF)，检测其570 am 

吸光度(absorbance，A)值，实验重复3次。 

1．2．8 细胞周期分析 用 DOX诱导上述 2次病毒感染的 

MDA—MB一23 1细胞 4 d后 ．收集细胞经冰冷的 70％乙醇固定 

过夜后，用 5 咖 L RNase A及 50 Ixg／mL碘化吡啶(PI)37 oC 

孵育30 min后。用FACScan流式细胞仪检测及ModFit LT软 

件分析，实验重复3次。 

1_3 统计学分析 

采用 SPSS 11．5统计软件，所有数据以均数 ±标准差 

(x±s)表示。增殖实验数据采用重复测量方差分析；其余不 

同组别间数据采用单因素方差分析．两两比较采用LSD—t法； 

同一组别诱导组与未诱导组之间的比较采用配对样本 t检 

验。检验水准为a=0．05。 

2 结 果 

2．1 靶向PLK1的shRNA慢病毒表达载体的鉴定 

根据文献[4】描述，连接后的重组质粒用 Xba I及 EcoR I 

双酶切鉴定 ，切下的片段实际大小约为 528 bp；连接后的重 

组质粒比未连接的空载体大约 35 bp。所得酶切产物经 1．5％ 

琼脂糖凝胶电泳显示重组质粒双酶切鉴定正确(图 1)；重组 

质粒进一步经测序鉴定正确，插入序列无碱基突变。鉴定正 

确的重组质粒分别命名为PLK1 shRNA1、PLK1 shRNA2。 

2．2 DOX诱导后 PLK1 mRNA及蛋白的表达 

各组中 DOX诱导和未诱导后经 qRT—PCR检测所得 

PLK1 mRNA的 值见表2。可见在PLK1 shRNA1及PLK1 

shRNA2组中，经DOX诱导后，PLK1mRNA的表达均得到明显 

抑制(P<0．05，表 2)；而在NC shRNA组中，经 DOX诱导后， 

PLK1 mRNA表达变化无统计学意义(￡=0．658，P=0．578，表2)。 

各组中DOX诱导和未诱导后 PLK1蛋白表达的Western 

blot代表性结果如图2所示，其PLK1／13一actin值的比较见表 

3。可见在 PLK1 shRNA1及 PLK1 shRNA2组中，经 DOX诱 

导后，PLK1蛋白的表达均得到明显抑制(P<0．05，表3及图 

2)；而在 NC shRNA组中，经DOX诱导后，PLK1蛋白的表达 

变化无统计学意义( =O．214，P=-0．851，表 3及图 2)。 

图 1 PLK1 shRNA重组质粒的Xba l及 EcoR l双酶切鉴定 

Fig．1 Double-restriction endonuclease digestion analysis of 

PLK1 shRNA by Xba l and EcoR I 

PLKl 

! 垦 垒 
D0X + 一 

IB：anti—PLK1 

IB：and一8-actin 

图2 DOX诱导慢病毒感染的 MDA—MB一231细胞后 

PLK1蛋白的表达 

Fig．2 PLK1 protein expression was determined by western blot 

in MDA—MB-231 cells infected with lentivirus 

and induced with DOX 

表 2 各组中 PLKI mRNA的2 值比较 (i±S，n=3) 

Tab．2 Mean PLK1 mRNA2 value in each group(i± 。n=3) 

注：a，与 NC shRNA组比较，P>0．05；b，与 NC shRNA组比较 ，P<0．05 

表 3 各组中 PLKl／~-actin值的比较 (x±S，n=3) 

Tab．3 Mean ratio of PLK1／13一actin in each group(x±S。n=3) 

注：a，与 NC shRNA组比较，P>0．05；b：与 NC shRNA组比较，P<O．05 
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2．3 1)lJK1敲低对 M1)A—MB一231细胞增 殖的影响 

『皋】3所永． NC s11RNA组Jf}{比． T I KI shRNA1及 

PI Kl sl1RNA2组Il1'经 I)OX诱导4(J．PI Kl敲低后的细胞增 

吼均仃 M桴 度的降低 、重复测垃 力‘蔗分析 显爪 ：PLKl 

shRNA1、l I K1 shRNA2及 NC shRNA组I lE较．差异有统汁 

学意义(F=3l6．930．P=O．000)；3组『f】DOX处理及未处理各 

HeI'~IJ tI,̈E较 ，差异彳丁统汁学意义(F=279．4Il，P=0．000)；分组 

j时 的交 ffJ4：It川：较 ，差异也有统汁学意 义(／"--67．232， 

，】=0．000)、 PI Kl shRNAI组巾．绎 J)OX诱导第 5天，处理 

干̈术处 组的A fff分刖为(0．848±0．1l7)、(1．53l±0．123)； 

绛 I,SI)一，愉验得知．、_l{川 DOX诱导 PI K1表达降低后．MDA— 

MB一23I细胞增j==I．f得划『l』j 抑制(t=48．061，P=O．000，『皋I 3) 、 

PI K1 shRNA2 『}1．绛 DOX诱导第 5天 ．处理和术处理 

纰的 A 值分圳为(1．153±0．1 33)、(1．8l2±0．155)；经 

1 SI)一，愉验得 ． L，川 I)()x诱导 PI．K1表达降低后．MDA一 

2 0 

言 暑 

导 

(1 S 

()．(1 

MB-231细胞增殖也得剑明 抑制(t=31．602．， ()．()(砌，f冬1 3)： 

阴性对照组 『1I，处理和未处 的 A 值 分)jIJ为 

(】．569±0．101)、(1．622±0．132)；经 I )一t检验僻 ， ，1)OX 

诱导 5天，MDA—MB一23l细胞增殖没仃『I』】 变化(仁()．372， 

，J_0．58l， 3) 

2．4 P1．K1敲低对 MDA—MB一23l细胞 周期的影响 

各组中 DOX诱导 PI K1表达降低埘细胞川期影响的代 

表忡结果如 4所示：其 G2／M期细胞 的比较 4、【1J 

PI KI shRNA1组ftI．经 DOX诱导 4 ẗ ．MI)A—MB一231 

的 G2／M期细胞含量明显增多( 7．019，P=0．020， 4及 

4)：同样，在 PLK1 shRNA2组中．经 DOX诱廿4 c̈厅，MDA— 

MB一231的G2／M期细胞 最亦明 增多(t=4．975，P=0．038， 

4及表 4)：『n 仵 NC shRNA组中， )x诱 4 d和术诱 

导的 G2／M期细胞含量九明显变化(t=0 034，P=O．976， 4及 

表 4) 

2 

0 

0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5 0 l 2 3 4 5 

tl,~l'lⅡ(d) 时间(d) 时问【d) 

。j无DOX组比较，a：， <0．0 J，h：P<0．05 

图 3 MTT法检测 PLK1敲低对 MDA—MB一231细胞增殖的影响 

Fig．3 Effects of PLK1 knockdown on MDA-MB-231 cell proliferation were determined by MTT 

尢 I)OX 《；0／( l：54 41％ 

《；2／M：1 2 88％ 

S：32 7(1％ 

一 ．  久 

喜 

8 

薰善 
。  

呈 

。  

黑 言 g 

0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 lO0 0 20 40 60 8【】 Ifwl 

NI：shRNA PI K1 shRNA I PI KI I1 J{NA2 

图4 流式细胞术检测 PLK1敲低对 MDA—MB一231细胞周期的影响 

Fig．4 Effects of PLK1 knockdown on MDA—MB一231 cell cycle were determined by flow cytometry 

c【】寸 ()(一{= 00 00一 

赫鐾导 
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分组 PLKI／~一actin p-ERK1／2／13一actin ERKI／2／13一．dI、lin Fral／~一artin ZEBI／[5一at、lin 

注：a，’j NC shRNA组比较．P<O．05；b： NC shRNA绀比较， 0．05 

2．5 PI K1敲低对其他部分相关蛋白表达的影响 

建屯 的稳定细胞系中 ，经 DOX诱导 4 d后 ， NC 

shRNA、PI K1 shRNA1及 PI K1 shRNA2各组中。部分相关蛋白 

的表达如图 5所示；蛋白 PI K1／13一actin、p-ERKI／2／~一actin、 

ERKI／2／~一actin、Fra1／13一actin、ZEB1／~一actin的比值 表 5。 

m『皋1 5及表 5可见 ：经 DOX诱导 PLKI表达抑制后 ． NC 

shRNA组比较 ，磷酸化的 ERKl／2(p—ERK1／2)表达明 下_．调 

(F=70．452，P=0．003)；Fra1的表达 ( 108．443，P=O．O01)及 

ZEBI的表达( 113．035，P--0．001)均明 下调，表明经 PI K1介 

导的肿瘤 物学变化可能涉及 ERKI／2／Fral~EBI信号通路。 

IIj：anti— 

l1{·anti— 

lI{：anti— 

Il{：ant 

图5 Western blot检测 PLK1敲低对其他部分 

相关蛋白表达的影响 

Fig．5 Effects of PLK1 knockdown on the expression of 

other associated proteins 

3 讨 论 

PI K1是细胞分裂的主要渊节者，它渊控细胞 

分裂巾的多个重要事件 ，如有丝分裂的进入 、巾心 

体的成熟等过程I I。PLK1通过渊控有丝分裂叶】多个 

转录因子活性，从而调控一系列有丝分裂靶毖【1人1表 

达，进而使有丝分裂顺利进行 鉴于 PLK1 细胞分 

裂调控中的重要作用，研究者们对其在肿瘤 f1的作 

用表现}}I浓厚兴趣。目前，PLKl在乳腺癌中的研究 

主要归纳如下Uo-uI：①PLKl与乳腺癌的发牛发展、 

浸润转移密切相关，但其作川机制仍不清楚：② 

PLKl抑制剂的研究：PLK1抑制剂可提高乳腺癌药 

物治疗的敏感性；@PLK1与乳腺癌预后：鉴于1)IJKl 

在乳腺癌中呈现高表达，具有潜在预后价值 、 

为研究 PLK1在乳腺癌中的确切作用及分子机 

制 ，本研究建立 可诱导型 I)IJK1 shRNA的乳腺癌 

MDA—MB一231细胞系并观察 I I K1敲低对细胞增 

殖及细胞周期的影响。由于慢病毒(1entivirus，LV) 

宿主范同广，可感染分裂期及非分裂期细胞 ： nJ‘ 

整合到宿主细胞基冈组而使其携带的基 长期稳 

定表达。因此，慢病毒成为目前基因功能研究较理 

想的载体T具。pLV—tTR／KRAB—Red是一种慢病毒 
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表达载体(空载体)，其上带有融合蛋白tTR—KRAB； 

pLVTHM是另一个表达 目的基因 shRNA的慢病毒 

表达载体(驱动shRNA的启动子为H1启动子)，该 

载体带有TetO系统。当细胞首先被pLV—tTR／KRAB— 

Red慢病毒感染后，再被pLVTHM慢病毒感染，此 

时pLVTHM上的TetO与pLV—tTR／KRAB—Red上的 

tTR—KRAB结合，使TetO位点上下游3 kb范围的表 

达得以封闭，因此Hl启动子驱动的目的基因shRNA 

不能表达；当细胞中加入 DOX后，TetO将与DOX结 

合，使 TetO与 tTR—KRAB的结合得以解离，从而使 

TetO位点上下游 3 kb范围的封闭得以解除，使 H1 

启动子驱动的目的基因shRNA得以表达。因此，该 

系统为DOX诱导的目的基因shRNA诱导型表达系 

统[12-14】。 

本研究中，MDA—MB一23 1细胞在感染 pLV-tTR／ 

KRAB—Red慢病毒的基础上。再感染携带有 PLK1 

shRNA的pLVTHM慢病毒；上述MDA—MB-23 1细胞 

系在加入DOX诱导后，能使PLK1在 mRNA及蛋白 

水平的表达得到明显抑制，而NC shRNA组PLK1的 

表达没有明显变化。表明稳定表达可诱导型PLK1 

shRNA的MDA—MB一231细胞系成功构建，为进一 

步研究PLK1在乳腺癌中的作用及深入研究其分子 

机制奠定良好基础。 
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