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PLK1在不同TP53基因型宫颈癌细胞中的作用

孟繁杰，周丽，邢思宁，于卉影
（中国人民解放军北部战区总医院基础医学实验室，沈阳  110003） 

摘要  目的 探讨Polo样激酶1 （PLK1） 在不同TP53基因型宫颈癌细胞中的作用。方法 用0 （对照组）、2.5 （低浓度组）、5 nmol/L

（高浓度组） PLK1抑制剂GSK461364分别处理TP53突变型宫颈癌C33a细胞和TP53野生型宫颈癌SiHa细胞24 h，检测细胞增

殖、细胞周期、细胞干性和细胞周期相关蛋白表达变化。结合GEPIA和TCGA数据库，分析PLK1表达水平及其临床意义。结

果 GSK461364处理后，C33a细胞增殖被抑制，C33a细胞和SiHa细胞均发生G2期细胞周期阻滞，细胞成球能力均下降。C33a细

胞中，低浓度组、高浓度组细胞周期相关蛋白P-cdc25c、cdc25c、E2F-1表达显著下调 （P < 0.05），高浓度组转录因子FoxO1表达水

平显著降低 （P < 0.05）。SiHa细胞中，高浓度组细胞周期相关蛋白P-cdc25c、E2F-1表达显著下调 （P < 0.05），转录因子FoxO1

表达水平显著降低 （P < 0.05）。PLK1在宫颈癌患者中呈高表达；PLK1低表达的宫颈癌患者与PLK1高表达的宫颈癌患者相比，

FoxO1低表达的宫颈癌患者与FoxO1高表达的宫颈癌患者相比，无进展生存期均显著延长 （P < 0.05）。结论 PLK1 抑制剂影响

宫颈癌细胞增殖、细胞周期、细胞成球能力，且在不同TP53基因型的宫颈癌细胞中作用不同。
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Effect of PLK1 on cervical cancer cells with different TP53 genotypes

MENG Fanjie，ZHOU Li，XING Sining，YU Huiying
（Laboratory of Basic Medicine，General Hospital of Northern Theater Command，Shenyang 110003，China） 

Abstract  Objective To investigate the role of Polo-like kinase 1 （PLK1） in cervical cancer cells with different TP53 genotypes. 

Methods C33a cells （TP53 mutant type） and SiHa cells （TP53 wild type） were treated with the PLK1 inhibitor GSK461364 at 0 nmol/L 

（control group），2.5 nmol/L （low-concentration group），or 5 nmol/L （high-concentration group） for 24 h. Cell proliferation，cell cycle distri-
bution，stemness，and the expression of cell cycle-related proteins were assessed. GEPIA and TCGA databases were used to analyze PLK1 

expression and its clinical significance. Results GSK461364 inhibited C33a cell proliferation，induced G2-phase arrest in both cell lines，

and attenuated spheroid formation capacity. In C33a cells，both the low- and high-concentration groups showed significantly decreased 

expression of P-cdc25c，cdc25c，and E2F-1 （P < 0.05），whereas FoxO1 expression was significantly decreased only in the high-concen-
tration group （P < 0.05）. In SiHa cells，the high-concentration group showed significantly downregulated expression of P-cdc25c，E2F-1，

and FoxO1 （P < 0.05）. PLK1 was highly expressed in cervical cancer. Patients with low PLK1 or FoxO1 expression exhibited significantly 

longer progression-free survival than those with high expression （P < 0.05）. Conclusion PLK1 inhibition suppressed cell proliferation，

induced cell cycle arrest，and impaired spheroid formation in cervical cancer cells，with differential effects according to TP53 genotype.
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宫颈癌是女性常见的恶性肿瘤之一，严重威胁

女性的健康和生命［1-2］。目前，宫颈癌的筛查和治疗

取得了一些进展，但晚期和复发性宫颈癌患者的治

疗效果并不理想［3-5］，亟需找到新的治疗靶点和策

略。TP53基因作为细胞内重要的抑癌基因，在调控

细胞周期、诱导细胞凋亡和维持基因组稳定等方面

发挥重要作用［6］。然而，在多种肿瘤中TP53基因多

发生突变或失活，导致其功能丧失，促使肿瘤细胞

无限增殖、逃避凋亡以及侵袭和转移能力增强［7］。

近年来，Polo样激酶1 （Polo-like kinase 1，PLK1） 

成为肿瘤领域的研究热点。研究［8］表明，PLK1在多

种肿瘤组织中呈高表达状态，并且与肿瘤的恶性程

度、侵袭和转移能力以及患者预后不良密切相关。

本研究探讨了PLK1在不同TP53基因型宫颈癌细胞

中的作用，旨在深入探究PLK1抑制剂对宫颈癌细
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胞增殖、细胞周期和细胞成球能力的影响，及其在

不同TP53基因型下的差异性作用。通过对宫颈癌

细胞进行体外实验，并结合基因表达谱交互式分析 

（Gene Expression Profiling Interactive Analysis，GEPIA） 

和癌症基因组图谱 （The Cancer Genome Atlas，TCGA） 

对临床患者的数据进行分析，为宫颈癌的分子机制

研究提供新的见解。

1 材料与方法

1.1 主要试剂

DMEM/F12培养基，购自上海源培生物科技股

份有限公司；胎牛血清，购自天津康源生物技术有

限公司；PLK1抑制剂 （GSK461364），购自美国Selleck

公司；二甲基亚砜，购自北京索莱宝科技有限公司；

胰蛋白酶和碘化丙啶，购自美国Sigma-Aldrich公司。

1.2 细胞和分组

TP53突变型 （TP53-mut） 宫颈癌C33a细胞和TP53

野生型 （TP53-wt） 宫颈癌SiHa细胞，均购自中国科学

院典型培养物保藏委员会细胞库。C33a和SiHa细胞

均用含10%胎牛血清的DMEM/F12培养液，于37 ℃、

饱和湿度的培养箱中培养，细胞处于80%融合时进

行传代，取对数生长期细胞用于实验。

将C33a细胞 （2×104/cm2） 和SiHa细胞 （2×104/cm2） 

分别接种于培养瓶或培养板中，培养 24 h，细胞贴

壁。用二甲基亚砜 （对照组）、 2.5 nmol/L GSK461364 

（低浓度组） 和5 nmol/L GSK461364 （高浓度组） 处理

细胞 24 h，弃去含药物培养基，进行后续实验。

1.3 CCK-8法

将C33a细胞和SiHa细胞分别接种于96孔板中，

每组3个复孔。分别在24、48、72 h时每孔加入10 μL 

CCK-8溶液避光孵育４h，使用多功能酶标仪 （美国

ThermoFisher Scientific公司） 检测波长450nm处的吸

光度。

1.4 流式细胞术

收集对照组、低浓度组和高浓度组细胞，每组

5×105个细胞，在80%冰甲醇中，于-20 ℃固定24 h，

每管加入550 μL碘化丙啶染液，室温避光染色30 

min，采用流式细胞术分析细胞周期。

1.5 细胞成球实验

将处于对数生长期的细胞接种至超低吸附96

孔板中，培养48 h，半量换液，继续培养72 h。在光学

显微镜下观察和拍照。

1.6 Western blotting

使用超声波破碎仪裂解各组细胞，离心后提取

细胞蛋白，应用BCA法测定各组蛋白的浓度，SDS-

PAGE后转印至PVDF膜，使用脱脂奶粉室温封闭2 

h，一抗4 ℃摇床过夜，二抗室温孵育2 h，ECL试剂发

光显影。 

1.7 生物信息学分析

利用GEPIA数据库 （http：//gepia.cancer-pku.cn）

分析PLK1在宫颈癌组织和正常宫颈组织中的表达；

利用TCGA数据库 （https：//www.cancer.gov/ccg/resear-

ch/genome-sequencing/tcga）分析PLK1、FoxO1表达水

平与宫颈癌患者无进展生存期的关联。

1.8 统计学分析

应用SPSS 22.0软件处理数据。符合正态分布的

计量资料用x-±s表示，2组间比较采用独立样本t检

验，多组间比较采用单因素方差分析，进一步两两

比较采用LSD-t检验。P < 0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 PLK1抑制剂对不同TP53基因型宫颈癌细胞增

殖的影响

CCK-8法结果显示，C33a细胞在培养72 h时，与

对照组相比，低浓度组和高浓度组细胞增殖受到抑

制 （P < 0.05）；SiHa细胞在培养72 h时，与对照组相

比，低浓度组和高浓度组细胞增殖受到抑制，但差

异无统计学意义 （P > 0.05）。表明GSK461364显著抑

制C33a细胞增殖，GSK461364对SiHa细胞增殖无显著

影响。见表1。

2.2 PLK1抑制剂对不同TP53基因型宫颈癌细胞周

期的影响

流式细胞术结果显示，在C33a细胞中，低浓度

组、高浓度组G2期细胞亚群比例高于对照组 （P < 

0.05）；在SiHa细胞中，高浓度组G2期细胞亚群比例

高于对照组 （P < 0.05）。见图1、表2。

2.3 PLK1抑制剂对不同TP53基因型宫颈癌细胞成

球的影响

CCK-8法结果显示，在C33a和SiHa细胞中，与对

照组相比，低浓度组和高浓度组细胞成球均受到抑

制，见图2。表明GSK461364抑制C33a细胞和SiHa细

胞的干性。
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图1  PLK1抑制剂对C33a和SiHa细胞周期的影响

Fig.1  Effect of PLK1 inhibitor on cell cycle changes in C33a and SiHa cells

表2  C33a和SiHa细胞中G1、S和G2期细胞比例的比较 （%） 

Tab.2  Comparison of the proportions of G1，S，and G2 phase cells in C33a and SiHa cells （%） 

Group G1 phase S phase G2 phase

C33a cells

 Control group 54.93±1.16 21.01±1.59 24.07±0.84

 Low-concentration group 49.44±1.051） 22.78±0.88 27.78±1.641） 

 High-concentration group 44.20±2.211），2） 22.79±2.321） 33.01±1.111），2） 

SiHa cells

 Control group 64.27±0.49 21.09±1.62 14.65±1.39

 Low-concentration group 62.66±2.04 20.19±1.97 17.15±2.16

 High-concentration group 62.00±0.97 18.82±1.61 19.18±0.671） 

1） P < 0.05 vs. control group at the same time point；2） P < 0.05 vs. low-concentration group at the same time point.

表1  PLK1抑制剂对C33a和SiHa细胞增殖率的影响 （%） 

Tab.1  Effects of PLK1 inhibitor on the proliferation rate of C33a and SiHa cells （%） 

Group 24 h 48 h 72 h

C33a cells

 Control group 0.35±0.08 0.66±0.15 1.36±0.10

 Low-concentration group 0.35±0.08 0.63±0.17 1.04±0.041） 

 High-concentration group 0.36±0.08 0.61±0.17 1.03±0.101） 

SiHa cells

 Control group 0.41±0.08 0.69±0.09 1.44±0.26

 Low-concentration group 0.42±0.06 0.67±0.08 1.27±0.11

 High-concentration group 0.40±0.07 0.62±0.09 1.21±0.13

1） P < 0.05 vs. control group at the same time point.
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2.4 PLK1抑制剂对不同TP53基因型宫颈癌细胞中

P-cdc25c、cdc25c、E2F-1、FoxO1蛋白表达的影响

Western blotting结果显示，在C33a细胞中，与对

照组相比，低浓度组和高浓度组细胞周期相关蛋白

P-cdc25c、cdc25c、E2F-1表达显著下调 （P < 0.05），高

浓度组转录因子FoxO1表达水平显著降低 （P < 0.05）；

在SiHa细胞中，与对照组相比，高浓度组细胞周期相

关蛋白P-cdc25c、E2F-1表达显著下调 （P < 0.05），转

录因子FoxO1表达水平显著降低 （P < 0.05）。见图3、

表3。

图2  PLK1抑制剂对宫颈癌C33a和SiHa细胞成球的影响  ×200

Fig.2  Effects of PLK1 inhibitor on spheroid formation in C33a and SiHa cells  ×200

2.5 生物信息学分析结果

GEPIA网 站 结 果 显 示，与 正 常 宫 颈 组 织 （n = 

13） 相比，PLK1在宫颈癌组织 （n = 306） 中高表达。

TCGA数据库结果显示，PLK1低表达的宫颈癌患者

与PLK1高表达的宫颈癌患者相比，FoxO1低表达的

宫颈癌患者与FoxO1高表达的宫颈癌患者相比，无

进展生存期均显著延长 （P < 0.05）。见图4。

3 讨论

PLK1是一种丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶，PLK1高

表达与宫颈癌的临床进展密切相关，其致癌作用可

能与DNA复制、细胞周期调控、错配修复和同源重

组等途径密切相关［9］。本课题组前期研究［10-11］发现，

宫颈癌细胞在放射处理后发生多倍体化，生成宫颈

癌多倍体肿瘤细胞，与此同时，PLK1的表达水平显

著升高。这一发现提示，PLK1高表达可能与宫颈癌

细胞的多倍体细胞形成和放射抵抗性有关，PLK1在

宫颈癌发生和发展过程中发挥关键作用。本研究进

一步探讨了PLK1在不同TP53基因型宫颈癌细胞中

的作用及其潜在机制。

细胞增殖实验中，PLK1抑制剂GSK461364显著

抑制TP53突变型C33a细胞的增殖，而对TP53野生型

SiHa细胞的影响较小。这一现象表明，PLK1在不同

TP53基因背景下对宫颈癌细胞增殖的作用存在差

异。研究［12］发现，抑制PLK1在TP53突变的肾上腺皮

质癌中更有效。这与本研究中GSK461364对TP53突

变型宫颈癌C33a细胞的敏感性更高结果一致，提示

PLK1在TP53基因型不同的宫颈癌细胞中的作用并

不相同。

C33a cells

Control Low-concentration High-concentration

SiHa cells

1，control group；2，low-concentration group；3，high-concentration group.

图3  C33a和SiHa细胞中P-cdc25c、cdc25c、E2F-1、FoxO1蛋

白的表达

Fig.3  Expressions of P-cdc25c，cdc25c，E2F-1，and FoxO1 

proteins in C33a and SiHa cells

C33a cells SiHa cells

1  2  3 1  2  3
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表3  C33a和SiHa细胞中P-cdc25c、cdc25c、E2F-1、FoxO1蛋白表达水平的比较

Tab.3  Comparisons of the expression levels of P-cdc25c，cdc25c，E2F-1，and FoxO1 proteins in C33a and SiHa cells 

Group P-cdc25c cdc25c E2F-1 FoxO1

C33a cells

 Control group 0.78±0.12 0.87±0.11 0.91±0.16 0.91±0.16

 Low-concentration group 0.52±0.081） 0.55±0.041） 0.61±0.021） 0.67±0.12

 High-concentration group 0.46±0.061） 0.48±0.041） 0.46±0.191） 0.44±0.171） 

SiHa cells

 Control group 1.70±0.30 1.78±0.32 1.49±0.11 1.52±0.07

 Low-concentration group 1.21±0.20 1.46±0.27 1.06±0.48 1.25±0.29

 High-concentration group 0.89±0.291） 1.10±0.35 0.81±0.141） 0.65±0.161） 

1） P < 0.05 vs. control group at the same time point.

A，expression of PLK1 in cervical cancer tissue；B，relationship between PLK1 expression and prognosis；C，relationship between FoxO1 expression and 

prognosis. * P < 0.05 vs. normal tissues.

图4  PLK1和FoxO1的生物信息学分析结果

Fig.4  Bioinformatics analysis results of PLK1 and FoxO1

细胞周期检测结果提示，经GSK461364处理后，

C33a细胞和SiHa细胞均发生了G2期细胞周期阻滞。

C33a细胞在较低浓度 （2.5 nmol/L） 的GSK461364处

理后发生显著的细胞周期阻滞，而SiHa细胞在较高

浓度 （5 nmol/L） 的GSK461364处理后发生显著的细

胞周期阻滞。Western blotting结果也提示，在C33a

细胞中，低浓度组和高浓度组细胞周期相关蛋白

P-cdc25c、cdc25c、E2F-1表达显著下调；在SiHa细胞

中，高浓度组细胞周期相关蛋白P-cdc25c、E2F-1表

达显著下调。这一现象不仅进一步证实了PLK1抑制

剂对宫颈癌细胞周期的调控作用，还揭示了其在不

同TP53基因型细胞中诱导G2期阻滞的差异。PLK1

作为一种丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶，在细胞有丝分裂

过程中发挥重要的作用［5］。当PLK1受到抑制时，细

胞可能无法完成有丝分裂而被阻滞在G2期，表明其

能够通过干扰细胞周期进程，有效抑制肿瘤细胞的

增殖。

本研究结果还提示，TP53突变型细胞对PLK1

抑制剂的敏感性更高，这可能与突变型TP53失去正

常调控细胞周期和诱导细胞凋亡的功能有关［13］。相

比之下，TP53野生型细胞可能通过正常的细胞周期

调控机制部分抵消了PLK1抑制剂的作用，从而表现

出较低的敏感性。这一发现对于指导未来PLK1抑制

剂在宫颈癌治疗中的临床应用具有重要意义，提示

应根据患者的TP53基因型制定个性化治疗方案，以

提高治疗效果并减少不良反应。

细胞成球实验表明，GSK461364处理后，C33a和

SiHa细胞的成球能力均下降。细胞成球能力与细胞

的干性密切相关，而肿瘤的干性在肿瘤的发生、发

展、转移和复发中起关键作用。PLK1抑制剂对细胞

成球能力的影响提示其对宫颈癌细胞的干性产生

影响，从而抑制肿瘤的自我更新和复发能力。同时，
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C33a和SiHa细胞中高浓度组转录因子FoxO1表达水

平也显著降低。转录因子Fox在各种器官分化和发

育中发挥关键作用，且在多能祖细胞中高表达，表

明它赋予许多癌细胞干细胞样特性［14］。提示抑制

PLK1通过下调FoxO1蛋白的表达，抑制宫颈癌细胞

的肿瘤干细胞特性。TCGA数据库分析结果显示，

PLK1低表达的宫颈癌患者无进展生存期显著高于

PLK1高表达患者，FoxO1低表达的宫颈癌患者无进

展生存期显著高于FoxO1高表达患者。进一步提示

PLK1在宫颈癌的发生和发展中发挥重要作用，其高

表达可能与肿瘤的恶性程度和不良预后密切相关。

这表明PLK1不仅是宫颈癌发生和发展中的重要分

子，还可能作为潜在的治疗靶点和预后标志物。   

综上所述，本研究通过体外实验和临床数据分

析，揭示了PLK1在不同TP53基因型宫颈癌细胞中

的作用及其潜在机制。PLK1抑制剂通过抑制细胞

增殖、诱导细胞周期阻滞和削弱细胞干性，有望成

为宫颈癌治疗的新策略，尤其是在TP53突变型患者

中。已有研究［15］表明，PLK1抑制剂在多种肿瘤模型

中表现出良好的抗肿瘤效果。PLK1抑制剂在宫颈

癌中的作用以及在放射抵抗和多倍体肿瘤细胞形

成中的具体作用机制，仍需进一步研究。
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