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Abstract
AIM: To investigate the mutations of DNA 
polymerase β (polβ) gene promoter in esophageal 
cancer tissue, the corresponding cancer-adjacent 
tissue and distal normal mucosal tissue.

METHODS: We examined the promoter se-
quence of polβ gene in tumor tissues, the cor-
responding cancer-adjacent tissues and normal 
mucosal tissues from 25 patients with esopha-
geal cancer using polymerase chain reaction 
(PCR) and DNA sequence analysis. DNASIS 
and OMIGA softwares were used to analyze the 

DNA sequencing results.

RESULTS: The mutation of polβ gene promoter 
was found in 8 esophageal cancer tissues, 6 cor-
responding cancer-adjacent tissues and 5 normal 
mucosa tissues, respectively. No significant 
change was found among three groups. There 
were 18, 9 and 8 mutation points in three groups 
(35 mutation points in total), respectively. Of the 
35 mutation points, 25 located the core region 
of polβ gene promoter. In all the specimens, 
mutation forms of C→A at -37 nt, G→T at-65 nt, 
and T→C at 29 nt were found 8, 7 and 2 times, 
respectively. Also, the mutation form of C dele-
tion and insertion at -19 nt was found one time, 
respectively.

CONCLUSION: The mutation of DNA polβ gene 
promoter may be related to the carcinogenesis 
and development of esophageal cancer. 

Key Words: DNA polymerase βgene; Promoter; Es-
ophageal cancer; Gene mutation; Sequence analysis
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摘要
目的:  研究人食管癌组织、癌旁组织及其
远端正常黏膜组织中D N A聚合酶β (D N A 
polymerase beta, polβ)基因启动子的突变情况. 

方法: 采用聚合酶链反应(PCR)、DNA序列分
析技术对25例食管癌患者手术切除的病变标
本进行DNA polβ基因启动子序列检测, 并利
用DNASIS、OMIGA等软件分析测序数据.  

结果: 25例中, 食管癌组织、癌旁组织和正常
黏膜组织中DNA polβ基因启动子发生突变
者分别为8、6、5例, 三组间突变率差异无统
计学意义. 在三组标本中共有35个突变点(癌
组织包括18个突变点, 癌旁组织包括9个突变
点, 正常黏膜组织8个突变点), 25个点在polβ
核心启动子区域, 其中, -37位C→A突变出现8
次;-65位G→T突变出现7次; 29位T→C突变出
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■背景资料
食管癌为是我国
常见高发的恶性
肿瘤. 有研究显示, 
在食管癌组织中
存在着polβ基因
mRNA的高表达
和明显的polβ基
因突变, 提示polβ
基因的高表达和
突变可能与食管
癌的发生发展有
关. 为探讨polβ启
动子是否也有突
变的发生, 本实验
将突变的筛查扩
展到基因 5 ' 端的
启动子区, 对食管
癌患者癌组织中
polβ基因启动子
的突变情况进行
了初步的检测和
分析. 

■同行评议者
崔立红 ,  副教授 , 
中国人民解放军
海军总医院消化
内科



现2次; -19位出现C的缺失和插入C突变各1次. 

结论: DNA polβ基因启动子突变可能与食管
癌的发生和发展有关. 

关键词: DNA聚合酶β; 启动子; 食管癌; 基因突变; 

序列分析
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0  引言

DNA po1β在脊椎动物的细胞内是一个基本表达

的碱基切除修复中的关键酶, 许多研究证明他

参与了肿瘤的发生和发展[1]. 文献提示[2-3], polβ
在细胞中的过量表达会影响染色体的稳定性,
诱导低水平的微卫星不稳定现象, 从而参与肿

瘤的发生发展. 有研究显示[4-7], 在食管癌组织中

存在着polβ基因mRNA的高表达, 且存在明显的

polβ基因突变, 提示polβ基因的高表达和突变可

能与食管癌的发生发展有关. polβ启动子序列与

其基因转录后调控及其表达有密切关系, 当polβ
启动子出现碱基序列的改变将通过调节影响到

基因表达产物的活性和含量[8]. 为探讨polβ启动

子是否也有突变的发生, 本实验将突变的筛查

扩展到基因5'端的启动子区, 对食管癌患者癌组

织中polβ基因启动子的突变情况进行了初步的

检测和分析. 以了解食管癌、癌旁及其正常组

织中polβ基因启动子有无突变及三者的关系, 为
进一步研究polβ启动子序列对polβ表达的调节

作用及是否该基因的过量表达与启动子突变有

关提供实验基础, 也为阐明食管癌新的发生机

制及基因靶向治疗奠定基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集河南省林州市肿瘤医院和林州市

人民医院手术切除的食管癌标本25例(编号为

N1-N25), 均经病理检查证实为鳞状上皮细胞浸

润癌, 术前患者未接受任何化疗或放疗. 每份标

本取癌组织, 癌旁组织及正常黏膜组织各一块

(0.5 cm×0.5 cm), 标本离体后迅速置于-196℃液

氮保存待用. 质粒pGEM-T、IPTG、X-gal、Taq
酶、T4DNA连接酶均购自Promega公司, 胶回收

试剂盒购自AXYGEN; PCR仪为德国Biometra公
司产品, 紫外凝胶成像仪为美国Pharmacia公司

产品. 
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1.2 方法 
1.2.1 DNA 提取及polβ启动子DNA序列的PCR
扩增: 从液氮中取出食管癌、癌旁及正常组织, 
加液氮在研钵中研碎, 用BIOSCIENCES公司

AxyPrep基因组DNA小量提取试剂盒提取标本

组织的总DNA. 参照polβ基因启动子序列[9], 设
计扩增polβ启动子引物, Pl: 5'-AAAGGATTCC
AGATAAACAC-3', P2: 5'-GCTGGAAGGAAAG
AAGAAAG-3', 产物大小499 bp, 由上海生工公

司合成. PCR 反应体积30 μL: 10×缓冲液3 μL, 
5 mmol/L 4×dNTP 2 μL, 引物P1、P2各0.5 μL, 
Promega公司高保真Taq酶2 U, 组织标本DNA模

板5 μL, 去离子水补足30 μL. 反应条件: 94℃预

变性180 s, 94℃变性45 s, 55℃复性45 s, 72℃延

伸60 s, 扩增25个循环. 取扩增产物5 μL, 用琼脂

糖凝胶电泳, EB染色, 256 nm紫外灯下观察结果.  
1.2.2 转化克隆及测序: 用DNA胶回收试剂盒对

PCR产物进行纯化, 纯化后再次用琼脂糖凝胶

电泳进行鉴定. 鉴定正确, 将纯化所得目的片

段与pGEM-T 4℃连接过夜后, 转化感受态细菌

DH5α, 接种含IPTG和X-gal的Amp+LB平板培

养. 取半个白色菌落留种, 余半个溶到20 μL水
中, 100℃水浴裂解细菌后, 用通用引物T7/SP6
行PCR, 以鉴定目的片段是否转入. 鉴定正确后

用接种环取留种的阳性克隆细菌接种到LB液体

培养基中, 37℃摇床培养过夜, 次日将菌液装入

EP管中封好待测.  
1.2.3 序列比较分析: 测得序列利用DNASIS、
OMIGA软件与GenBank中查到DNA polβ启动子

序列进行同源性比较和分析. 

2  结果

2.1 组织标本polβ启动子DNA序列扩增及阳性

克隆鉴定结果 用引物P1/P2 PCR扩增polβ启动

子DNA序列, 扩增出499 bp目的片段, 结果与预

期一致. 用通用引物T7/SP6鉴定阳性克隆菌落

后电泳, 目的片段675 bp, 比499 bp多176 bp, 结
果正确(图1).
2.2 人食管癌组织、癌旁及其正常黏膜组织中黏膜组织中膜组织中

polβ基因启动子的突变情况 测序结果显示, 25
例人食管癌组织中polβ基因启动子, 共有8例存

在18个位点, 总突变率为32%(8/25); 而25例癌旁

组织中polβ基因启动子有6例存在9个突变位点,
突变率为24%(6/25); 正常黏膜组织有5例突变存黏膜组织有5例突变存膜组织有5例突变存

在8个突变点, 突变率为20%(5/25). 三组比较差

异无统计学意义(P  = 0.611) . 其中, -37位C→A
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■研发前沿
DNA po1β在脊椎
动物的细胞内是
一个基本表达的
碱基切除修复中
的 关 键 酶 ,  许 多
研究证明他参与
了肿瘤的发生和
发 展 .  哺 乳 动 物
DNA修复酶DNA 
polβ的基因在大
多数细胞中都是
基本表达, 但他以
一种组织特异性
的方式调节. polβ
在细胞内的表达
水平必须受到严
格的调控 ,  p o lβ
表达过低、突变
或 缺 失 ,  均 可 造
成DNA修复功能
的 缺 陷 ,  细 胞 中
DNA的损伤不能
被及时修复则导
致突变或细胞毒
性. 启动子区是调
控polβ基因表达
的主要调控区域, 
当polβ启动子出
现碱基序列的改
变可能影响基因
的表达及转录的
稳定性, 从而影响
染色体的稳定性. 
因此, 研究polβ基
因启动子与食管
癌发生发展的关
系, 可能成为进一
步食管癌研究的
热点. 
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突变出现8次;-65 位G→T突变出现7次; 29位T→
C突变出现2次; -19位出现C的缺失和插入突变

各出现1次(表1). 

3  讨论

食管癌为是我国常见高发的恶性肿瘤,在我国居

恶性肿瘤的第四位[10]. 文献显示[11-12], 在食管癌

发生发展中有癌基因和抗癌基因等多种基因发

生突变或缺失和抑癌基因甲基化的现象. polβ是
人体修复酶之一, 主要参与碱基切除修复 (base 
excision repair, BER)以及跨损伤修复, 对受损或

突变基因起修复作用[13-16]. 哺乳动物DNA修复酶

DNA polβ的基因在大多数细胞中都是基本表达, 
但他以一种组织特异性的方式调节. polβ在细胞

内的表达水平必须受到严格的调控, polβ表达过

低、突变或缺失, 均可造成DNA修复功能的缺

陷, 细胞中DNA的损伤不能被及时修复则导致

突变或细胞毒性[17]. 启动子区是调控polβ基因表

达的主要调控区域, polβ启动子出现碱基序列的

改变可能影响基因的表达及转录的稳定性, 从
而影响染色体的稳定性. 

根据DNA polβ基因序列分析文献报道[9], 
polβ基因5'区约-100 bp左右(-113~+62)核心启

动子序列是调节基因表达的重要序列, 该区域

可维持启动子的绝大部份活性. 因此, 本研究将

polβ基因启动子测序范围界定在-261~+238(499 

表  1  25例人食管癌组织、癌旁组织及正常黏膜组织中 polβ基因启动子的突变情况

     
标本 

                                     			       	    变异位点

                            癌组织  				       癌旁组织		     正常黏膜组织

1	-6 5位G→T; 88位T→C    	          -177位T→C; -65位G→T; 126位A→G     		  －

2		  －                        		     	 －               			   －

3		  －                       		      	 －		    		  －

4	- 131位G→A; -65位G→T; 29位T→C 		  －         		         -37位C→A; -19位插入C突变

5		  －                        			   －                 			   －

6	- 124位C→T;-100位C→A;          		  －       		        -37位C→A; 29位T→C

	- 37位C→A;20位G→A	

7		  －				    －				    －

8	- 37位C→A			-   144位T→C; 17位G→A			   －

9		  －				    －				    －

10		  －				    －				    －

11	-6 5位G→T 				    －       		           -109位T→C; -65位G→T

12		  －				    －				    －

13		  －				    －				    －

14	- 114位G→A; -37位C→A 		           -37位C→A			   －19位缺失C突变

15		  －				    －				    －

16		  －				    －				    －

17		  －			           -194位T→C				    －

18		  －				    －				    －

19		  －				    －				    －

20		  －			            115位T→C				    －

21		  －				    －				    －

22		  －				    －				    －

23	- 37位C→A; 12位G→A			   －		    	      -37位C→A

24	- 167位A→G; -111位T→C;    			  －       			        -65位G→T  

	-6 5位G→T				    －				    －

25		  －                          			   －              			   －

图  1  组织标本polβ启动子DNA序列扩增及阳性克隆鉴定
结果. M: DNA marker; 1-2: PCR产物; 3-4: 胶回收产物; 

5-6: 通用引物T7/SP6 PCR扩增鉴定的阳性克隆.

M       1       2       3        4       5       6

2000 bp
1000 bp
750 bp
500 bp

250 bp

100 bp

■应用要点
本实验将人食管
癌组织、癌旁组
织及其远端正常
黏膜组织中DNA
聚合酶β基因5'端
的启动子区的突
变情况进行了初
步的检测和比对
分析. 为进一步研
究polβ启动子调
控作用及该基因
的过量表达与启
动子突变相关性
提供实验基础, 也
为阐明食管癌新
的发生机制及基
因靶向治疗奠定
基础. 



www.wjgnet.com

bp)序列之间, 此序列不仅包含了polβ基因启动

子核心区域, 而且延伸跨过第一个外显子. 实验

结果显示, 三组标本总突变位点达35个, 其中25
个位于该基因的核心启动子区域, 表明该启动

子核心区域是一个高度突变性或多态性的区域, 
在食管癌中突变率较高. 从polβ基因启动子变异

位点分析, 在所有发生突变的标本中, 变异并非

独立的突变位点, 常是多位点变异的组合, 并且

有一些变异热点, 如, -37位C→A突变出现8次, 
其出现频率达22.9%(8/35); -65位G→T突变出现

7次, 其出现频率达20%(7/35), 因此, 这一突变形

式有可能是polβ基因启动子在食管癌中的热点

突变形式. 这2个改变不仅在食管癌组织, 而且

在癌旁及正常黏膜组织中均有, 因此推测他也

可能应属于SNP(单核苷酸多态性). 这些变异位

点的存在有何意义, 是否可导致polβ基因表达的

上调或下调及是否与polβ的活性改变即与发病

有关, 值得进一步的深入研究.
本研究结果显示polβ在食管癌癌组织,癌旁

及正常黏膜组织中的突变率差异无统计学意义. 
其原因可能是, 虽然旁癌组织及正常黏膜组织

中表观病理正常, 而polβ基因变异已存在. 光镜

下病理学改变很可能正常的移行黏膜已存在着

组织化学、细胞增殖动力学及分子基因水平的

异常改变, 他们早于临床病理学异常之前出现, 
因此也不能视为正常组织. 提示polβ基因启动子

变异不仅发生在癌变之后, 而且极有可能发生

在食管癌癌变之前. 说明这些细胞已经发生了

polβ调控或蛋白结构的异常, 其分子水平的变

化先于形态学的改变, 这一区域是临床关注的

焦点,可能为潜在癌变区. 提示在肿瘤切除边缘

的周围存在一定区域, 虽然无光镜下可辨认的

癌细胞, 组织学形态和结构仍表现正常, 但存在

基因学已发生“癌变”的食管黏膜组织, 这些

组织可能是造成癌症局部复发的重要原因之一. 
总之, 本研究结果证实在食管癌中也存在polβ基
因启动子突变现象, 他可能与食管癌的发生、

发展存在一定的内在关系. 
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■同行评价
本文在众多食管
癌基础研究方面
有一定新意, 但这
些表达说服力有
限, 研究应继续深
入.


