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Abstract 
Objective: Analysis of the mechanism of miR-3686 regulates PLK1. Methods: Bioinformatic analy-
sis predicted the target of miR-3686. The wild-type and mutant 3’UTR segments of PLK1 were 
constructed into pmirGLO, then cotransfected into HEK293T cell along with miR-3686 mimics or 
scramble. Luciferase reporter assays determined whether PLK1 is regulated by miR-3686. 
pcDNA3.1-PLK1 was constructed and cotransfected into PANC1 cell with miR-3686 mimics or 
scramble. Western blot was used to determine the PLK1 protein expression level. Restore trans-
well assay was used to determine the invasion of every group, to analyze the interaction mechan-
ism between miR-3686 and PLK1. Results: The results of bioinformatic analysis and luciferase re-
porter assays indicated PLK1 is regulated by miR-3686. The restore experiments showed that 
PLK1 without 3’UTR of wasn’t regulated by miR-3686, and its function can offset the roles of 
miR-3686 on the biological behavior of the pancreas carcinoma cell line PANC1. Conclusion: 
miR-3686 had an inverse correlation with PLK1. In pancreas carcinoma cell line PANC1, upregula-
tion of miR-3686 inversely regulated PLK1 expression by binding to PLK1 mRNA 3’UTR, which can 
suppress cell proliferation, migration and promote cell cycle block, cell apoptosis. 
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摘  要 

目的：探讨miR-3686调控PLK1表达相关机制。方法：生物信息学软件分析预测miR-3686作用的靶基

因。构建PLK1 3’UTR区的野生型和突变型载体，分别将其与miR-3686 mimics或者miR-3686 scramble
共转染入HEK293T细胞中，运用双荧光素酶报告实验验证miR-3686的作用靶基因。构建无3’UTR区

PLK1的表达载体，单独转入或与miR-3686 mimics共转染入PANC1细胞中，Western blot实验检测各

组细胞PLK1蛋白的表达水平；restore transwell实验检测转染后各组细胞的侵袭能力，分析miR-3686
靶向调控PLK1表达的作用机制。结果：无3’UTR区的PLK1的表达可以不受miR-3686的调控而发挥增强

PANC1细胞侵袭能力的作用。结论：PLK1是miR-3686的靶基因。miR-3686通过作用于靶基因PLK1基
因的3’UTR区来发挥其生物学效应。 
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1. 引言 

胰腺癌是恶性程度极高的一种消化道肿瘤，其极易转移且转移速度极快，一旦发病，预后极差。流

行病学调查显示，胰腺癌的死亡率位居美国恶性肿瘤死亡病因的第四位。根据中国肿瘤 2011 年登记年报

的数据，位于我国恶性肿瘤发病率排名的第七名。胰腺癌早期不易诊断出来，因为其症状出现的极晚，

所以胰腺癌的总体死亡率很高。有资料显示[1] [2] [3] [4]，胰腺癌的 5 年生存率仅为 5%~10%。胰腺癌的

发生是一个多因素，多步骤的过程，但是具体机制尚不明确。本研究以 miR-3686 为基础，探讨 miR-3686
调控 PLK1 表达相关机制，为探索参与胰腺癌发生发展过程的 miRNAs 的调控机制提供实验基础。 

2. 实验材料 

2.1. 细胞株 

实验用胰腺癌细胞株 PANC1 和人胚肾细胞 HEK293T 均购自上海中科院细胞库。细胞在 37℃，5% 
CO2 培养箱中培养，确保各实验细胞在实验中均处于指数增长期。 

2.2. 细菌 

TOP10 和 DH5α大肠杆菌购自于 Invitrogen 公司。 

2.3. 质粒 

pmirGLO-Enhancer 载体和 pEGM-T 载体均购于美国 Promega 公司，pcDNA3.1(+)载体购于 Invitrogen
公司。 

3. 实验方法 

运用 TargetScan 和 miRanda 软件分析预测 miR-3686 的靶基因。通过对二者结果的交集进行分析，
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预测 PLK1 是 miR-3686 的靶基因。然后进行双荧光素酶报告实验、Restore 实验。 

统计学分析 

用 SPSS 21.0 统计软件对实验数据进行统计学分析，计量资料采用 x s± 计数，设定 α = 0.01 为检验

水准。 

4. 实验结果 

4.1. miR-3686 的靶基因生物信息学预测 

通过 TargetScan 和 miRanda 软件是分析和预测，结果见图 1。PLK1 的 3’UTR 区包含 miR-3686 的互

补区域。提示 PLK1 可能是 miR-3686 的靶基因。 

4.2. 双荧光素酶报告实验验证 miR-3686 的靶基因 

4.2.1. 重组报告基因载体的构建 
1) 目的片段扩增结果：取 5 µL PCR 扩增出的 PLK1 野生型 3’UTR 片段全长(325 bp)，突变型上片段

(255 bp)和下片段(103 bp)及采用 overlap PCR 扩增出的 PLK1 突变型 3’UTR 片段全长(325 bp)，进行琼脂

糖凝胶电泳，结果见图 2。片段大小均与预期长度一致。 
2) 重组报告基因载体鉴定： 
酶切鉴定结果：提取 PmirGLO-PLK1 质粒，用 Sac I 和 Xho I 进行双酶切鉴定，结果见图 3。 

 

 
Figure 1. The predict target gene of miR-3686 
图 1. miR-3686 靶基因预测 

 

 
1：PLK1 野生型全长，2：PLK1 突变型下片段， 

3：PLK1 突变型上片段，4：PLK1 突变型全长，M：Marker 

Figure 2. PCR amplification products of wild and mutant type PLK1 
图 2. PLK1 野生型和突变型全长的 PCR 扩增产物 
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1：PLK1 野生型全长，2：PLK1 突变型全长，M：Marker 

Figure 3. Products of recombinant vector 
图 3. 重组载体双酶切后鉴定产物 

4.2.2. 双荧光素酶报告检测结果 
采用双荧光素酶报告系统检测荧光素酶活性变化，结果见表 1。共转染 miR-3686 mimics 和含有 PLK1

野生型 3’UTR 区组的细胞的荧光素酶活性相较于其他三组细胞呈明显下调状态(P < 0.01)。共转染

miR-3686 mimics 和含有 PLK1 突变型 3’UTR 区的重组载体组，以及共转染有 miR-3686 scramble 和两种

载体组的萤光素酶活性之间没有出现明显的差异(P > 0.01)。提示 miR-3685 与 PLK1 3’UTR 区相互作用，

使得 miR-3686 可负向调控 PLK1 的表达。 

4.3. Restore 实验 

无 3’UTR 区 pcDNA3.1-PLK1 表达载体构建 
PCR 扩增无 3’UTR 区的 PLK1，扩增产物凝胶电泳，结果见图 4。用 BamHI 和 EcoRI 双酶切鉴定

pcDNA3.1双粘载体与无 3’UTR区 PLK1 片段重组的表达载体，电泳结果见图 5。鉴定结果均与预期一致，

提示无 3’UTR 区 pcDNA3.1-PLK1 重组表达载体构建成功。 

5. 讨论 

5.1. PLK 家族成员的特点 

PLK 家族成员的特点在于它们具有经典的丝氨酸苏氨酸结合域，这一区域半数位于该分子的 N 末端

和 PBD 的 C 末端，是 PLK 家族特异的属性。PLK1-3 的 PBDs 都由 PB1 和 PB2 组成，具有相同的结构。

人类 PLK1 的 PBD 调节 PLK1 的催化活性、定位和底物结合能力。这一区域组成一个结合袋以适应其他

蛋白质丝氨酸或者苏氨酸残基磷酸化[1] [5] [6]。PLK 家族成员的 PBDs 磷酸化结合的最佳时机由定向肽

筛查决定[2] [6]。 

5.2. PLK1 发挥作用的机制 

PLK1 通过 PBD 的定向活动进行空间调节。现有的比较有说服力的模型是 PBD 与一种磷酸化肽类物

质结合模型，这种肽类物质由 CDK1 或者其他具有亲和力的蛋白激酶催化产生。此外，PLK1 通过产生

自身的 PBD 连接位点自我推进自身的定位[2] [3] [6]。 
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M：Marker，1：PLK1 

Figure 4. PCR amplification products of PLK1 without 3’UTR region 
图 4. 无 3’UTR 区 PLK1 的 PCR 产物 

 

 
M：Marker，1：PLK1 

Figure 5. Double enzyme products of pcDNA3.1-PLK1 
图 5. pcDNA3.1-PLK1 重组载体双酶切鉴定产物 

 
Table 1. Results of dual luciferase report 
表 1. 各组细胞的荧光素酶活性 

组别 n 荧光素酶活性相对值 

miR-3686和PLK1-WT共转染组 3 0.6188 ± 0.0552* 

scramble和PLK1-WT共转染组 3 1.0014 ± 0.4357 

miR-3686和PLK1-MUT共转染组 3 1.2630 ± 0.4119 

scramble和PLK1-MUT共转染组 3 1.1913 ± 0.3852 

 
PBD与激酶结合域的结合抑制了 PLK1 的酶活性同时减弱了 PBD和磷酸化肽类物质的联系[7] [8] [9]。 
生物信息学软件分析预测了 PLK1 的的 3’UTR 区包含 miR-3686 的结合位点，提示 PLK1 可能是

miR-3686 的作用靶基因。PLK1 能够在肿瘤治疗中代表一种优秀的预示性标志物多是由于它参与整个细

胞周期的多个步骤以及其对肿瘤细胞的特异性；PLK1的多种功能被引入生物学、医学、药学的研究中[10]。 
为了进一步验证软件分析预测结果，本研究进行了双荧光素酶报告实验和 qRT-PCR。qRT-PCR 结果

显示 PLK1 在胰腺癌组织中的表达水平明显高于其对应的癌旁组织，并且 PLK1 的表达水平与胰腺癌患
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者的分化程度、TNM 分期以及淋巴结的转移情况有密切关系。PANC1 细胞的双荧光素酶报告实验的结

果显示共转染 miR-3686 mimics 和野生型 PLK1 的 3’UTR 区重组载体时，其萤光素酶活性显著降低。而

共转染 miR-3686 mimics 和突变型 PLK1 的 3’UTR 区的重组载体的细胞，以及转染 miR-3686 scramble 和

重组报告载体的细胞的萤光素酶活性之间没有出现明显的差异。以上结果表明：miR-3686 可以通过作用

于 PLK1 的 3’UTR 区，从而负向调控其表达水平。 
为了进一步研究 miR-3686 对 PLK1 的调控作用的机制，本研究进行了 restore 实验。在本实验中，我

们构建了无 3’UTR 区的 pcDNA3.1-PLK1 表达载体。PLK1 蛋白的 Western blot 实验结果显示表明，相对

于 Mock 组，miR-3686 组 PLK1 蛋白的表达水平显著降低，pcDNA3.1-PLK1 组 PLK1 蛋白的表达水平显

著升高。miR-3686 mimics 和 pcDNA3.1-PLK1 共转染组 PLK1 蛋白的表达水平与 pcDNA3.1-PLK1 组 PLK1
蛋白的表达水平没有明显变化。细胞侵袭实验结果表明：相对于 Mock 组，miR-3686 mimics 和

pcDNA3.1-PLK1 共转染组和 pcDNA3.1-PLK1 组细胞迁移通过基质胶的 PANC1 细胞数均显著升高。 
综上结果表明，miR-3686 通过作用于 PLK1 的 3’UTR 区负向调控 PLK1 的表达，从而抑制胰腺癌细

胞的侵袭和转移能力。 
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