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Abstract
AIM: To investigate the significance of expres-
sion of DNA polymerase delta catalytic subunit 
gene (POLD1) and its protein product p125 in 
hepatocellular carcinoma (HCC).

METHODS: The expression of POLD1 mRNA 
and protein in 20 surgically resected HCC tissue 
samples was detected by reverse transcription-
polymerase chain reaction (RT-PCR) and West-
ern blot, respectively.

RESULTS: The expression level of POLD1 
mRNA was significantly higher in HCC than in 

matched tumor-adjacent noncancerous tissue 
(0.70 ± 0.34 vs 0.37 ± 0.23, P < 0.05). The expres-
sion level of p125 in HCC was also significantly 
higher than that in tumor-adjacent tissue (0.63 ± 
0.19 vs 0.39 ± 0.21, P < 0.05). p125 expression was 
correlated with tumor size and clinical stage, but 
not with HBV infection, age and sex in HCC.

CONCLUSION: POLD1 mRNA and protein 
expression is significantly correlated with patho-
logical stage of HCC. POLD1 may be used as 
a diagnostic maker and a potential therapeutic 
target for HCC.
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摘要
目的: 探讨DNA聚合酶δ催化亚基基因(DNA 
polymerase delta catalytic subunit gene 1, 
POLD1)及其编码蛋白p125在原发性肝癌中的
表达及意义.

方法: 选用原发性肝癌患者手术切除标本20
例, 分别采用逆转录聚合酶链反应(RT-PCR)
法和Western blot法检测POLD1基因表达, 同
时分析POLD1基因产物p125蛋白与临床特征
的相关性.

结果: 与癌旁组织相比, 肝癌组织中POLD1
基因表达明显升高(0.70±0.34 vs  0.37±0.23, 
P <0.05); 其编码蛋白p125表达与POLD1基因
表达一致, 在肝癌组织中的表达显著高于癌旁
组织(0.63±0.19 vs  0.39±0.21, P <0.05). p125
蛋白的阳性表达率与肿瘤大小和临床分期有
关(P <0.05), 而与HBV是否感染、性别及年龄
无明显关系(P >0.05).

结论: 原发性肝癌与P O L D1基因表达有关, 
检测其蛋白产物p125有利于判断肝癌的恶性
程度.
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■背景资料
DNA复制是细胞
正常分裂、增殖
的关键一步. 有学
者提出“癌的恶
性增殖与DNA的
大量复制相关”. 
D N A 聚合酶 δ 是
真核生物DNA复
制的最主要复制
酶, POLD1基因编
码 D N A 聚合酶 δ
的催化亚基p125, 
但POLD1及其编
码的蛋白p125与
肝癌的关系尚未
明确.

■同行评议者
高润平, 教授, 吉
林大学第一医院
肝病科
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0  引言

肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)是世

界上最常见的恶性肿瘤之一, 在东亚HCC发病

率特别高[1]. 在我国南方地区, HCC属于死亡率

最高的恶性肿瘤[2]. 由于诊断患HCC时一般已到

癌症晚期, 因此HCC的治疗不理想. 随着人们对

HCC发病机制认识地不断提高, 使HCC的治疗

取得了很大进展[3]. HCC发病的分子机制是多方

面的. 目前, 普遍认可的观点是: (1)肝炎病毒感

染、毒物(如乙醇)或代谢等因素诱发肝组织损

伤, 从而引发肝硬化, 影响肝再生功能; (2)抑癌

基因的突变[4]. 这两种机制均与细胞信号通路有

关, 包括: RAF/MEK/ERK通路, 磷脂酰肌醇3-激
酶(phosphatidylinositol-3 kinase, PI3K)/AKT/哺
乳类动物的雷帕霉素靶蛋白(mammalian tar-
get of rapamycin, mTOR)通路, WNT/β-连环素

(β-catenin)通路, 胰岛素样生长因子(insulin-like 
growth factor, IGF)通路, 肝细胞生长因子(hepa-
tocyte growth factor)/c-MET通路和生长因子-血
管生成信号通路等. 要想解决HCC进展快、预

后差等问题, 使HCC患者获得较好的治疗, 肝癌

发病机制的研究是首要解决的问题之一. 
DNA复制是生命现象最本质的内容, 是细胞

正常分裂、增殖的关键一步. 因此有学者提出, 癌
的恶性增殖与DNA的大量复制相关[5]. DNA聚合

酶δ是真核生物DNA复制的最主要复制酶[6], DNA
聚合酶δ催化亚基基因1(polymerase delta catalytic 
subunit gene 1, POLD1)基因编码DNA聚合酶δ催

化亚基p125[7-9]. 但POLD1及其编码蛋白p125与
肝癌的关系尚未明确. 本文旨在探讨HCC组织中

POLD1基因表达水平及其表达蛋白p125与HCC发
生、发展的关系.

1  材料和方法

1.1 材料 广西医科大学第一附属医院2008-01/ 
2009-11手术切除的原发性肝癌标本20例, 取与

癌相距≥2 cm的癌周肝组织为癌旁组织标本. 男
12例, 女8例, 年龄41-66(平均48.2±12.5)岁. 癌
灶直径为1.1-12.0(中位数4.5) cm. 肿瘤临床分

期Ⅲ期6例, Ⅱ期14例. 标本均经病理学检查证
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实为HCC. 标本于-70 ℃冰箱中保存备用. 引物

由上海生工生物工程技术服务有限公司合成, 
TRIzol(Invitrogen公司), 逆转录试剂盒(Promega
公司), 蛋白提取试剂(碧云天生物技术研究所), 
羊抗-p125多克隆抗体(Santa Cruz), HRP标记鼠

抗-GAPDH单克隆抗体(上海康成), HRP标记抗

山羊IgG(北京中杉金桥).
1.2 方法 
1.2.1 引物设计: 参照GenBank基因序列设计, 设
计好后Blast, 比对结果与目的基因相符(表1).
1.2.2 RT-PCR检测mRNA表达[10,11]: 分别取肝

癌组织及对应癌旁组织100 mg, 按TRIzol试剂

说明书采用一步法提取总R N A. 紫外分光光

度计(A 260/A 280)检测RNA纯度. 逆转录反应: 总
RNA 1 μg, Oligo(dT)18 1 μL, 再加去离子水至

12 μL, 混匀, 瞬间离心, 70 ℃ 5 min, 迅速置于

冰中冷却.依次加入5×Buffer 4 μL, 10 mmol/L 
dNTP mix 2 μL, RNA酶抑制剂(20 U/μL) 1 μL, 
Revert AidTM M-MuLV逆转录酶1 μL, 混匀, 瞬间

离心. 42 ℃ 60 min, 70 ℃ 10 min. 逆转录合成的

cDNA在-20 ℃保存用于PCR. PCR扩增体系25 
μL, 加入10×Buffer 2.5 μL、25 mmol/L MgCl2 
1.5 μL、10 mmol/L dNTP 0.5 μL、102.5 μmol/L
上下游引物各1 μL、cDNA模板2 μL、Taq酶1 
U(TaKaRa公司)0.2 μL. 扩增条件为94 ℃ 4 min, 
1个循环; 94 ℃ 45 s, 62 ℃ 45 s, 72 ℃ 1 min, 30
个循环; 接72 ℃后延伸10 min. PCR产物用3%琼

脂糖凝胶电泳分离, 并采用自动电泳凝胶成像分

析仪(Bio-Rad, USA)及Quantity One分析软件(Bio-
Rad, USA)进行图像分析. POLD1积分灰度值

/β-actin积分灰度值为POLD1 mRNA相对表达值.
1.2.3 Western blot检测蛋白表达[12]: 提取细胞总

蛋白, 定量, 与上样缓冲液按比例混匀, 100 ℃煮

5 min, 10% SDS-PAGE电泳后电转移至PVDF膜
上, 5%脱脂牛奶室温封闭1 h, 加入羊抗-p125多
克隆抗体, 4 ℃孵育过夜, TBST洗涤6次, 每5 min
换液1次. 加入HRP标记抗山羊IgG, 室温孵育1 h, 
TBST洗涤3次, 每5 min换液1次, 在暗室中压片, 
然后显影、定影. 图像分析同1.2.2.

统计学处理 SPSS10.0处理, 数据均以mean
±SD表示, 采用独立样本t检验作显著性分析. 
用χ2检验各病理因素与p125的关系. P <0.05表示

有显著性意义.

2  结果

2.1 POLD1 mRNA表达情况 经紫外分光光度计

www.wjgnet.com

■研发前沿
手术切除和肝移
植虽已被认为是
根治肝癌的最好
手段, 但转移和复
发仍是影响肝癌
术后生存的最大
障 碍 .  探 讨 肝 癌
发生发展和转移
复发的分子机制, 
寻找早期诊断肝
癌、预测转移的
生物标志和干预
治疗的靶点, 已成
为当今肝癌研究
的热点.
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(A 260/A 280)检测, RNA纯度较高. 半定量RT-PCR
结果显示, 20例肝癌组织中POLD1 mRNA表达

与癌旁组织相比明显升高(图1). Quantity One
软件分析计算POLD1 mRNA相对表达值, 数
据经统计处理, 肝癌组织中POLD1 mRNA的

表达为0.70±0.34, 明显高于癌旁组织0.37±
0.23(P <0.05, 表2).
2.2 p125蛋白表达情况 Western blot检测20对肝

癌及癌旁组织中p125蛋白表达情况, 结果显示

肝癌组织中p125蛋白表达明显低于癌旁组织. 
Quantity One软件分析计算p125相对表达值, 数
据经统计处理, 肝癌组织中p125蛋白表达为0.63
±0.19, 明显高于癌旁组织0.39±0.21(P <0.05, 表
2, 图2). p125蛋白表达结果与POLD1 mRNA表

达一致.
2.3 p125蛋白表达与临床病理因素关系 经统计

分析p125蛋白表达与肿瘤大小、HBV感染、临

床分期、性别及年龄关系, 结果如表3所示, p125
蛋白的阳性表达率与肿瘤大小和临床分期有关

(P <0.05), 而与HBV感染、性别及年龄无明显关

系(P>0.05).

3  讨论

原发性肝癌(绝大部分是HCC)在全球癌症死亡率

中居第3位, 在我国为第2位的癌症死因[13]. 由于

肝癌起病隐匿, 绝大部分患者就诊时已至中、

晚期, 预后差. 早期发现是提高外科干预和远期

疗效的前提. 手术切除和肝移植虽已被认为是

根治肝癌的最好手段[14], 但转移和复发仍是影响

肝癌术后生存的最大障碍. 探讨肝癌发生发展

和转移复发的分子机制, 寻找早期诊断肝癌、

预测转移的生物标志和干预治疗的靶点, 已成

为当今肝癌研究的热点[15]. 
细胞增殖涉及到细胞生命活动的最基本的

表  1  POLD1和β-actin的mRNA序列

     
目的 基因片段长度(bp)                                    引物序列

POLD1           487 上游: 5'-ACCTACTGAGCAACCGCATCG-3'

下游: 5'-CGGTACTGGCAGAACTCACAC-3'

β-actin           247 上游: 5'-AACTCCATCATGAAGTGTGA-3'

下游: 5'-ACTCCTGCTTGCTGATCCAC -3'

1      2      3      4      5      6

POLD1

b-actin

600
400

200

100

bp

图  1  RT-PCR示肝癌和癌旁组织中POLD1 mRNA的表达. 1, 

3, 5: 肝癌组织; 2, 4, 6: 癌旁组织.

图  2  Western blot示肝癌和癌旁组织中p125蛋白的表达. 1, 

3: 肝癌组织; 2, 4: 癌旁组织.

1            2            3             4

p125

GAPDH

表  2  POLD1 mRNA及p125表达水平 (mean±SD, n  = 20)

     
分组  POLD1 mRNA       p125

肝癌组织   0.70±0.34   0.63±0.19

癌旁组织   0.37±0.23   0.39±0.21

t值   3.515   3.636

P值 <0.05 <0.05

表  3  p125蛋白表达与临床病理因素关系 (n )

     
临床病理因素   n

        p125
χ2值 P 值

阳性 阴性

肿瘤直径(cm)

    <5   9   3   6 7.213 <0.05

    ≥5 11 10   1

HBsAg

    + 18 12   6 2.2 >0.05

    -   2   1   1

临床分期

    Ⅲ期   6   6   0 4.615 <0.05

    Ⅱ期 14   7   7

性别

    男 12   8   4 0.03 >0.05

    女   8   5   3

年龄(岁)

    ≥60 11   6   5 1.174 >0.05

    <60   9   7   2

■应用要点
本研究发现, 肝癌
组织中POLD1基
因蛋白表达水平
显著高于癌旁组
织 ,  表 明 癌 的 恶
性增殖与POLD1
的 表 达 相 关 ,  且
POLD1编码蛋白
p125的阳性表达
率与肿瘤大小和
临床分期有关, 但
与HBV感染、性
别及年龄无明显
关系.
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问题, 与癌和细胞增殖性疾病的发生与发展有

着直接的关系[16]. 作为生命现象最本质的内容, 
DNA复制是细胞正常分裂、增殖的关键一步. 
在正常情况下, 细胞周期调控系统通过G1/S期转

换调节和控制DNA复制过程的起始和进程. 执
行DNA复制这个关键生命功能的多蛋白组成的

DNA复制体, 是细胞周期调控因子的综合作用

点和效应点[17-19]. 正常DNA复制的完成依赖众多

调控因子相互作用对DNA复制体的调控. 比如, 
细胞周期素依赖性蛋白激酶(cyclin-dependent 
kinases, CDKs)、细胞分裂周期蛋白(cell division 
cycle proteins, CDCs)和细胞周期素(Cyclins)、
细胞周期抑制因子(cyclin dependent kinas inhibi-
tor, CDKI)如P21、增殖细胞核抗原(proliferating 
cell nuclear antigen, PCNA)及E2F、p53、Myc、
Rb等多种细胞周期调控因子和不同促进细胞增

殖的生长因子参与了此进程的调控[20,21]. 这些调

控蛋白和某些已知或未知的上游调控蛋白相互

作用形成一个特异的细胞周期依赖的DNA复制

调控系统[18,19,22,23]. 一旦某个调控环节失常, 会造

成DNA复制异常而导致细胞癌变或病变[24,25]. 所
以, 认识DNA复制调控的机制对了解癌症的发

生和发展至关重要.
DNA聚合酶δ是真核生物DNA复制的最主

要复制酶, 在DNA复制功能蛋白PCNA的辅助下

定位于复制叉, 负责以前导链和后续链为模板两

种不同形式的DNA复制[6]. 同时他还具有3'-5'核
酸外切酶活性[16], 参与复制错误的修正和DNA
损伤的修复[26,27], 对保持真核生物基因组的结构

完整性和遗传稳定性具有重要作用[28-31]. DNA聚

合酶δ的聚合酶和外切酶二者活性位于其催化亚

基p125. 只有通过p125上的PIP-box和KA-box两
个PCNA相互作用位点, p125与PCNA相互作用

才能发挥其功能活性[7,8]. POLD1基因编码p125
亚基[9], 该基因定位于染色体19q13.3-13.4[9], 其
5'上游区1.8 kb启动子区域已被分离, 该区富含

G/C, 不含有TATA box[9]. 相对正常细胞, 肿瘤细

胞中POLD1启动子的-110至-324区域含有(特异)
上调表达因子的结合序列; -325至-635区域含有

(特异)下调表达因子的结合序列[32]. 研究表明在

快速生长的人急性淋巴白血病Molt4细胞中p125 
mRNA和蛋白质水平在G1/S期间达到高峰, 而且

其编码基因POLD1的启动子活性此时也增加了

4倍[33]. 敲除POLD1基因能抑制前列腺癌细胞株

PC-3细胞生长, 使细胞周期停滞于S期. 证实了在

前列腺癌细胞中, POLD1基因是一种重要的调控

因子, 会影响癌细胞的生长. 但目前尚未有学者

对POLD1与人类癌组织细胞的恶性增殖间的关

系进行研究.
本研究采用RT-PCR和Western blot法分别检

测20例原发性肝癌患者手术切除的肝癌组织及

癌旁组织标本的POLD1基因及蛋白表达, 并分

析POLD1蛋白表达与临床特征相关性. 结果发

现, 肝癌组织中POLD1基因表达水平显著高于

癌旁组织, POLD1基因编码蛋白的表达与基因

表达一致. 证实了癌的恶性增殖可能与POLD1
的表达相关这一观点. 结合临床资料分析, 肝癌

组织中的p125蛋白阳性表达率与肿瘤大小和临

床分期有关, 而与HBV感染、性别及年龄无明

显关系. 表明癌细胞的恶性增殖与POLD1基因

蛋白的表达上调有关, 可作为研究肝癌恶性增

殖机制的调控点. 
但是, 上述结果仍有待于进一步扩大样本

加以证实, 使结果更趋精确. 为了更好地研究

肝癌发病机制, 我们接下来的研究重点可放在 
“以POLD1为中心的调控网络与癌细胞恶性增

殖的关系”上, 明确POLD1调控网络是如何调

控DNA异常复制, 从而使细胞恶性增殖的.
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汤姆森 - 路透公布 2009 年WJG 影响因子 2.092

本刊讯 根据2010-06-18汤姆森-路透发布的2009年度期刊引证报告, World Journal of Gastroenterology (WJG )(中

文刊名《世界胃肠病学杂志》)影响因子为2.092，论文总被引次数12 740次, 特征因子0.05832, 分别位于65种

国际胃肠肝病学期刊的第33位, 8位和5位.

与2008年的影响因子(2.081), 总被引次数(10 822次), 特征因子(0.05006)相比, WJG在2009年国际胃肠肝病

学期刊中的排名分别增加了7个百分点，4个百分点和3个百分点. (WJG编辑部主任: 程剑侠 2010-06-20)


