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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, DNA
聚合酶δ是真核生
物DNA复制的最
主要复制酶, DNA
聚合酶δ催化亚基
基因1(POLD1)基
因编码DNA聚合
酶δ催化P125. 本
文选择对POLD1
有调节作用之一
的抑癌基因p53, 
探讨两者在癌的
恶性增殖与DNA
的复制之间的相
互关系.
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Abstract  
AIM: To investigate the impact of overexpres-
sion of wild-type p53 on cell proliferation and 
malignant phenotype in human hepatocellular 
carcinoma cell line SMMC-7721 and to explore 
possible mechanism involved.

METHODS: Enhanced green fluorescence pro-
tein gene-containing eukaryotic expression 

plasmids expressing p53-specific small interfer-
ing RNA (shRNA) (p53-siRNA) or wild-type 
p53 (pEGFP-p53) were constructed and intro-
duced into SMMC-7721 cells by Lipofection-
2000-mediated transfection. Meanwhile, the 
pEGFP-C1 empty vector was also transfected 
into SMMC-7721 cells. Cell lines stably express-
ing p53-siRNA, pEGFP-p53 or pEGFP-C1 were 
screened in medium containing G418. After 
transfection, the expression of p53 and POLD1 
mRNAs was detected by RT-PCR. The changes 
in malignant cell behavior were determined by 
cell growth curve determination and colony for-
mation assay.

RESULTS: Compared to control SMMC-7721 
cells, p53 mRNA expression was increased 
and POLD1 gene expression was decreased in 
SMMC-7721 cells transfected with the plasmid 
carrying wild-type p53 gene, while p53 mRNA 
expression was reduced and POLD1 mRNA 
expression was increased in SMMC-7721 cells 
transfected with the plasmid carrying p53-
siRNA. MTT results showed that cell growth 
rate was faster in SMMC-7721 cells transfected 
with the plasmid carrying p53-siRNA than in 
control SMMC-7721 cells, but was slower in 
SMMC-7721 cells transfected with the plasmid 
carrying wild-type p53 gene than in control cells. 
Colony formation assay showed that colony 
formation rate was lower in SMMC-7721 cells 
transfected with the plasmid carrying wild-type 
p53 gene than in control cells (38.1% vs 52.6%, 
P < 0.05), but was higher in cells tranfected with 
the plasmid carrying p53-siRNA than in control 
cells (72.6% vs 52.6%, P < 0.05). High expression 
of wild-type p53 inhibited POLD1 transcription 
and cell proliferation, while low expression of 
wild-type p53 promoted POLD1 transcription 
and cell proliferation.

CONCLUSION: Wild-type p53 controls liver 
cancer cell proliferation and malignant pheno-
type possibly by regulating POLD1 expression.
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摘要  
目的: 探讨野生型p53对人肝癌细胞SMMC- 
7721细胞增殖和细胞恶性表型影响的一种可
能机制.

方法: 设计并构建p53特异性小干扰shRNA
绿 色 荧 光 真 核 表 达 质 粒 ( p 5 3 - s i R N A ) 和
表达E G F P-p53融合蛋白的p53绿色荧光
真核增强表达质粒(p E G F P-p53),  通过脂
质体L i p o f e c t i o n-2000介导转染 ,  将表达
pEGFP-p53重组质粒、p53-siRNA及空载体
pEGFP-C1转染入SMMC-7721细胞; 经G418
筛选, 获得稳定细胞系7721-p53、7721-C1; 
7721-p53RNAi、7721-NC. 通过RT-PCR检测
转染后p53、POLD1 mRNA表达水平. 通过生
长曲线测定, 克隆形成实验, 了解SMMC-7721
细胞在p53表达水平改变后细胞癌性的变化. 

结果: 与人肝癌细胞SMMC-7721比较, 转染
质粒pEGFP-p53的野生型p53高表达组, p53 
mRNA表达量增高, POLD1基因的表达量降
低; 而转染pGPU6/GFP/neo-p53i-769的p53
低表达组,  p53 mRNA表达量降低, POLD1 
m R N A表达量增高 ,  其他组较空白对照无
明显变化. 对高表达野生型p53的人肝癌细
胞系SMMC-7721-pEGFP-C1-p53, 低表达
野生型p53的人肝癌细胞系S M M C-7721-
pGPU6/GFP/neo-p53i-769, 和普通人肝癌细胞
SMMC-7721分别进行MTT和平板克隆形成实
验. MTT结果发现: SMMC-7721-pGPU6/GFP/
neo-p53i-769的细胞其生长速度比普通肝癌细
胞的要快, 而SMMC-7721-pEGFP-p53的细胞
较普通肝癌细胞生长速度较慢.克隆形成实验
结果显示: pEGFP-C1-p53、pGPU6/GFP/neo-
p53i-769组克隆形成率分别为38.1%和72.6%, 
与普通肝癌细胞SMMC-7721的克隆形成率
52.6%相比, 均有统计学差异(P <0.05).结果
显示: 在人肝癌细胞SMMC-7721中, 野生型
p53高表达组能够抑制P O L D1的基因转录, 
并抑制细胞增殖活性; 而低表达组能够促进
POLD1的基因转录, 促进细胞增殖.
 
结论: p53对POLD1的调控作用可能是p53对
肝癌细胞增殖和细胞恶性表型影响的一种新

的机制.
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0  引言

DNA聚合酶δ(DNA polymerase δ, polδ)是真核

生物DNA复制的最主要复制酶, 参与到DNA复

制、修复、细胞周期调控等过程, 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[1,2]. polδ由四个亚基组成, 其催化亚基

P125由POLD1基因编码[3]. POLD1基因定位于

染色体19q13.3-q13.4, 含有27个外显子和26个内

含子[4,5]. 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[6-8]. 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 2个PCNA
相互作用位点, P125与PCNA相互作用才能发

挥其功能活性[9,10]. 有研究表明, POLD1基因的

表达受到细胞周期的调控, 在POLD1基因启动

子中首次鉴定CDE/CHR元件, 并证明此元件与

POLD1基因细胞周期调控密切相关[11,12]. 
野生型p53作为人体内重要的抑癌基因, 存

在于几乎所有肿瘤细胞中, p53在DNA复制、修

复、重组及细胞周期调控中都起到重要作用. 其
对正常细胞生长的维持及肿瘤细胞的抑制作用

一直是医学界重要的研究方向[13]. 以往研究[14]

发现: 转录因子p53能够与受其调控的基因的启

动子或内含子中的保守序列结合, 从而调控受

控基因的表达. 另外, POLD1基因的启动子区上

可能存在p53及转录因子Sp1的结合位点, p53可
能通过与Sp1竞争结合位点从而抑制POLD1启
动子活性[15]. 在受p53调控的基因中, 有些基因

可能与细胞中POLD1基因的表达调控有关. 如
细胞周期抑制因子p21的表达就受p53的正向调

控[16,17], 细胞周期抑制因子p21基因启动子区域

具有p53结合位点, 野生型p53能与p21结合激活

p21基因转录, 而p21又可以通过自身或PCNA、

Gadd45、E2F、Myc、Rb等细胞因子的相互作

用抑制POLD1启动子的活性, 所以野生型p53
通过p21间接抑制了POLD1的活性. 但是, 目前

仍不清楚在肝癌细胞中p53对POLD1的调控作

■相关报道
研 究 表 明 ,  在
MCF-7细胞中高
表 达 的 p 5 3 可 以
抑 制 P O L D 1 启
动 子 的 活 性 ,  并
且这种抑制作用
具有剂量依赖效
应 ,  但 目 前 仍 不
清 楚 ,  在 肝 癌 细
胞 中 高 表 达 p 5 3
对 P O L D 1 的 调
控 作 用 及 改 变
p53表达水平后 , 
P O L D 1 的 相 应
变化和细胞功能
变化. 
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用. 本研究通过构建p53的绿色荧光真核增强表

达质粒, 以及p53低表达的RNA干扰表达质粒,  
并分别导入人肝癌细胞SMMC-7721中, 从正反

两方面验证在人肝癌细胞SMMC-7721中p53对
POLD1基因表达产生的调控作用. 同时对筛选

出来的稳定细胞系进行生长速率检测、平板集

落形成率等实验, 检测p53对POLD1基因表达产

生调控之后, 对肝癌细胞增殖及细胞恶性表型

的影响.

1  材料和方法

1.1 材料  人肝癌细胞S M M C-7721购于中科

院上海细胞库; 脂质体Lipofectamine2000和
TRIzol试剂购于美国Invitrogen公司; pEGFP-C1
空载体由北京师范大学柳惠图教授惠赠; 表达

EGFP-p53融合蛋白的pEGFP-p53重组质粒由中

国科学院上海生命科学学院吴家睿研究员惠赠; 
RNA干扰所用的siRNA序列, 及pGPU6/GFP/neo
重组真核表达质粒(含有增强型绿色荧光蛋白阅

读框, 正确插入目的基因cDNA后, 能够将目的

蛋白融合在EGFP的C端)由吉玛公司构建. 
1.2 方法

1.2.1 s iRNA的筛选及p53-s iRNA绿色荧光真

核表达质粒的构建: 具有互补序列、能够编码

短发卡结构RNA(shRNA)的双链寡核苷酸模

板DNA转录产物所形成的s iRNA的作用靶点

为人p53mRNA(GeneBank No, NM_00546.4)
第198-1379 bp位核苷酸. 为防止siRNA的off-
target, 本研究设计了3对siRNA Oligo, 以下3对
s iRNA与p53序列无同源性, 亦不与任何人类

基因序列同源. 同时以双链寡核苷酸转录产物

所形成的s iRNA作为阴性对照. 将人肝癌细胞

SMMC-7721培养于含有100 mL/L胎牛血清的

RPMI1640(Hyclone)培养基中, 并置于37 ℃含50 
mL/L CO2的温箱培养. 实验分6组: A: p53i-769
组, 转染试剂中加入p53i-769 siRNA Oligo; B: 
p53i-574组, 转染试剂中加入p53i-574 siRNA Oli-
go; C: p53i-73组, 转染试剂中加入p53i-73 siRNA 
Oligo; D: 空白对照组, 即未转染组; E: 脂质体组, 
即转染中仅含脂质体, 无siRNA; F: 阴性对照组, 
即转染试剂中加入阴性对照siRNA; 以上实验组

分别用脂质体Lipofectamine2000介导转染人肝

癌细胞SMMC-7721. 分别收集24 h, 48 h, 72 h的
未干扰和siRNA干扰的细胞, 用TRIzol法提取细

胞总RNA. 用RT-PCR方法检测SMMC-7721细胞

中p53 mRNA的表达. PCR反应条件为: 94 ℃预

变性4 min, 然后扩增30个循环, 每个循环94 ℃
变性45 s、55 ℃退火45 s、72 ℃延伸1 min, 最后

72 ℃延伸10 min. p53基因扩增产物为186 bp, 上
游引物为5'-GGCCCACTTCACCGTACTAA-3', 
下游引物为5'-GTGGTTTCAAGGCCAGAT-
GT-3'. β-actin的扩增产物为661 bp, 上游引物为

5'-TGACGGGGTCACCCACACTGTGCCCATC-
TA-3'; 下游引物为5'-CTAGAAGCATTTGCG-
GTGGACGATGGAGGG-3'. 以p53与β-actin的条

带的灰度比值表示p53 mRNA的相对含量. 经半

定量RT-PCR鉴定得到的对p53表达有明显干扰

作用的siRNA Oligo送上海吉玛公司构建真核表

达载体pGPU6/GFP/neo-p53i-769. 同时由公司用

阴性对照siRNA构建阴性对照真核表达pGPU6/
GFP/neo-shNC(表1). 
1 . 2 . 2  细 胞 的 培 养、转 染 及 稳 定 细 胞 株 的

筛选 :  将人肝癌细胞S M M C-7721培养于含

有100 m L/L胎牛血清的R P M I 1640培养基

中 ,  并置于37  ℃含50  m L/L C O 2的温箱培

养. 用脂质体L i p o f e c t a m i n e2000分别介导

质粒pEGFP-p53、pEGFP-C1、pGPU6/GFP/
neo-p53i-769、pGPU6/GFP/neo-shNC转染

SMMC-7721细胞, 48 h后, 用荧光显微镜观察

绿色荧光蛋白的表达情况. 再用G418(600 mg/L)
筛选细胞, 挑取克隆, 16 d后, 各组陆续出现较

大的细胞群落, 挑出单克隆扩大培养, 扩大培养

后分别得到pEGFP-p53、pEGFP-C1、pGPU6/
GFP/neo-p53i-769、pGPU6/GFP/neo-shNC的稳

定细胞系. 同时培养SMMC-7721细胞作空白对

照组. 转染步骤参照转染剂的操作说明书进行, 
筛选方法见参考文献[18]. 
1.2.3 稳定细胞系的鉴定(RT-PCR方法检测p53 mRNA
表达): 收集各组稳定细胞系的细胞, 用TRIzol法提取

细胞总RNA, 反转录成cDNA, 以基因特异性引物进

行PCR扩增. p53的扩增条件同前; 以GAPDH为内

表  1   siRNA筛选所用序列

     siRNA Oligo 序列

p53i-769 5'-GGAAGACUCCAGUGGUAAUTT-3'

5'-AUUACCACUGGAGUCUUCCAG-3'

p53i-574 5'-GCAUCUUAUCCGAGUGGAATT-3'

5'-UUCCACUCGGAUAAGAUGCTG-3'

P53i-73 5'-CUACUUCCUGAAAACAACGTT-3'

5'-CGUUGUUUUCAGGAAGUAGTT-3'

阴性对照 5'-UUCUCCGAACGUGUCACGUTT-3'

5'-ACGUGACACGUUCGGAGAATT-3'

■创新盘点
本文探讨在肝癌
细胞SMMC-7721
中 ,  不 同 p 5 3 基
因 表 达 水 平 下 , 
POLD1基因的相
应变化, 及由此而
引起的细胞功能
变化.
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细胞后对p53 mRNA的表达影响 转染p53i-769、
p53i-574、p53i-73组的SMMC-7721细胞p53 
mRNA表达水平都有所下降(图1). 根据各实验

组跑胶结果中p53电泳条带灰度比值比较, 发现

相对于空白对照组, p53i-769组的24 h、48 h、
72 h的p53表达量分别下调45.64%、60.81%、

72.67%; p53i-574组分别下调38.24%、57.34%、

64.93%; p53i-73组分别下调32.11%、46.59%、

49.31%. 上述实验组抑制作用随处理时间的延

长而呈增长趋势, 其余各对照组p53 mRNA表达

差异无明显变化. 
根据上述结果, 筛选出干扰效果最明显的

A组: p53i-769后送上海吉玛生物工程公司分

别将p53i-769和阴性对照shNC重组于pGPU6/
GFP/neo上, 构建得到绿色荧光真核表达载体: 
pGPU6/GFP/neo-p53i-769、pGPU6/GFP/neo-
shNC.
2.2 质粒转染SMMC-7721后绿色荧光蛋白的

表达 分别将pEGFP-p53, pEGFP-C1, pGPU6/
GFP/neo-p53i-769, pGPU6/GFP/neo-shNC转染

SMMC-7721细胞. 48 h后, 将培养的细胞置于荧

光显微镜下观察, 镜检发现各组均有一定量的

绿色荧光产生, 表明质粒已经成功转染细胞, 并
能在细胞内表达. 
2.3 稳定细胞系的鉴定 各组细胞经G418筛选后, 
得到稳定的细胞系, 用半定量RT-PCR的方法检

测p53 mRNA在不同细胞系中的表达. 结果发

现, 与阴性对照组相比, 转染pEGFP-p53的p53高
表达组, p53 mRNA表达量增高; 而转染pGPU6/
GFP/neo-p53i-769的p53低表达组, p53 mRNA
表达量降低(图2). 表明稳定转染的质粒对p53 
mRNA表达水平起到了相应的调节作用. 
2.4 RT-PCR分析p53表达变化对POLD1 mRNA表

达水平的影响 与空白组相比, 转染pEGFP-p53

参对照. GAPDH基因扩增产物为210 bp, 上游引

物为5'-AACGGATTTGGTCGTATTG-3', 下游引

物为5'-CTGGAAGATGGTGATGGG-3'. 所有扩

增产物经1.5%的琼脂糖凝胶电泳分离后用溴化

乙锭染色观察. 
1.2.4 RT-PCR分析p53表达变化对POLD1 mRNA
表达水平的影响: p53和G A P D H的扩增条件

同前; POLD1上游引物为5'-ACCTACTGAG-
CAACCGCATCG-3', 下游引物为5'-CGGTACT-
GGCAGAACTCACAC-3'. 扩增条件为: 94 ℃预

变性4 min, 然后扩增30个循环; 每个循环94 ℃
变性45 s、62 ℃退火45 s、72 ℃延伸1 min, 最
后再72 ℃延伸10 min. POLD1基因扩增产物为

487 bp, GAPDH作为内参对照, 序列同前. 所有

扩增产物经1.5%的琼脂糖凝胶电泳分离后用溴

化乙锭染色观察. 
1.2.5 不同细胞系生长速率的比较: 分别取77 
21、7721-p53、7721- p53i、7721-C1、7721- 
NC等细胞系处于对数生长期的细胞, 按1×104

个细胞/m L的量接种于含100 m L/L胎牛血清

及抗生素(青霉素100 kU/L,链霉素100 mg/L)的
RPMI1640培养基中, 置于37 ℃、50 mL/L CO2

的细胞培养箱培养. 24 h后, 将检测孔的培养基

吸尽, 加入100 μL的新培养基和10 μL MTT(5 
g/L溶于PBS), 于37 ℃孵育4 h; 再加入150 μL的
裂解液DMSO, 震荡10 min后测A 490. 以后每个细

胞系每隔24 h从孔板中吸取3个孔进行检测, 持
续七天. 并绘制曲线图. 
1.2.6 不同细胞系平板集落形成率的比较: 用细

胞计数板在显微镜下计数, 以1 000个细胞/孔
的量分别吸取SMMC-7721, pGPU6/GFP/neo-
shNC、pEGFP-C1-p53、pGPU6/GFP/neo-
p 5 3 i - 7 6 9  4组细胞系的细胞 ,  接种于含有

RPMI1640培养基(含100 mL/L胎牛血清、100 
kU/L青霉素、100 mg/L链霉素)的6孔板中, 每
组细胞系做3个平行孔, 置于37 ℃, 50 mL/L CO2

的细胞培养箱中培养. 静置培养10 d后, 观察集

落的形态, 并用Giemsa染色法在显微镜下统计

50个细胞以上的集落. 计算不同细胞集落形成

率. 用SPOT II采集图像. 
统计学处理 以上实验数据经SPSS17.0统计

处理后, 数据以mean±SD表示. 数据比较采用方

差分析, 当P <0.05时则认为差异有显著. 

2  结果

2.1 p53i-769, p53i-574, p53i-73转染SMMC-7721

p53

β-actin

   1         2         3         4         5         6

图  1  半定量分析不同siRNA质粒转染细胞后对p53 mRNA
的表达影响(48 h). 1: p53i-769组, 转染试剂中加入p53i-769 

siRNA; 2: p53i-574组, 转染试剂中加入p53i-574 siRNA; 3: 

p53i-73组, 转染试剂中加入p53i-73 siRNA; 4: 空白对照组, 

未转染组; 5: 脂质体组, 转染中仅含有脂质体, 无siRNA; 6: 

阴性对照组, 转染试剂中加入阴性对照片段shNC siRNA.

■应用要点
对 p 5 3 和 其 他 已
知或未知的细胞
周 期 ( 增 殖 ) 调 控
因 子 协 同 调 控
POLD1基因表达
的机制进行深入
的 研 究 ,  以 确 定
POLD1基因表达
在癌细胞中的异
常调控模式. 通过
研究癌细胞中对
POLD1基因癌性
表达, 寻找癌细胞
增殖阻断的靶点, 
为发展有效的新
的抗癌或抗细胞
增殖性疾病药物
提供基础.
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成率52.6%和49.3%相比, 有统计学差异(P <0.05). 
而两个对照组SMMC-7721和pGPU6/GFP/neo-
shNC之间的克隆形成率无统计学差异(图5).  

3  讨论

肝癌是我国常见的恶性肿瘤之一, 其发病率在

我国仍逐年上升. 在我国位列居民癌症死因的

第2位[19], 手术切除和肝移植虽已被认为是根治

肝癌的最好手段[20], 但转移和复发是影响肝癌术

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[21].
癌细胞的恶性增殖与DNA的复制是密不可

分的. 因此, 认识DNA复制调控的机理对了解肝

癌细胞恶性增殖至关重要. 癌细胞在大量增殖

的过程中需要大量的DNA合成, 作为DNA复制

中关键的基因, POLD1基因表达异常调控可能

与癌细胞的恶性增殖有关. 已有报道, 在肝癌组

织中, POLD1基因和其编码蛋白p125的表达水

平均显著高于癌旁组织, 证实了癌的恶性增殖

的p53高表达组, 随着p53 mRNA表达量增高, 
POLD1基因的表达量降低; 而转染pGPU6/GFP/
neo-p53i-769的p53低表达组, 随着p53 mRNA表

达量降低, POLD1 mRNA表达量增高; 其他组较

空白对照无明显变化(图3). 表明p53对POLD1起
着负性调节的作用. 

3种细胞系的活细胞数目(起始)均随时间

的延长而不断增加, 但从第6天转染pEGFP-p53
和转染pGPU6/GFP/neo-p53i-769的细胞系其

活细胞数处于高峰, 第7天两者的活细胞数都

开始下降. 转染pGPU6/GFP/neo-p53i-769的细

胞其生长速度比空白对照组的要快 ,  而转染

pEGFP-p53的细胞较之于空白对照组细胞其生

长速度较慢(图4). 
2.6 p53对SMMC-7721细胞的单细胞锚定依赖性

成克隆能力的影响 以SMMC-7721, pGPU6/GFP/
neo-shNC细胞为对照, 接种pEGFP-C1-p53、
pGPU6/GFP/neo-p53i-769于6孔板中, 每个细

胞系做3个平行孔 .  经培养后 ,  发现各个细胞

系的克隆集落形成数由少到多排列顺序为 : 
pEGFP-C1-p53<SMMC-7721<pGPU6/GFP/neo-
shNC<pGPU6/GFP/neo-p53i-769. 统计分析发

现, pEGFP-C1-p53、pGPU6/GFP/neo-p53i-769
组克隆形成率分别为38.1%和72.6%, 与对照组

SMMC-7721和pGPU6/GFP/neo-shNC的克隆形
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图  5  各组平板克隆集落形成率比较分析. 1: SMMC-

7721-pEGFP-C1-p53组; 2: SMMC-7721-GFP/neo-

p53i-769组; 3: SMMC-7721-pEGFP-C1-p53组; 4: 

SMMC-7721-pGPU6/GFP/neo-shNC组.
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图  4  p53对细胞生长速率的影响.
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空白对照
pEGFP-p53
pGPU6/GFP/
neo-p53i-769

t /d

p53

GAPDH

       1            2             3            4

图  2  半定量PCR检测各组细胞转染后p53表达变化. 1: 

pEGFP-C1; 2: pEGFP-C1-p53; 3: pGPU6/GFP/neo-shNC; 

4: pGPU6/GFP/neo-p53i-769.

GAPDH

p53

POLD1

       1         2          3            4          5

图  3  半定量分析p53对POLD1基因表达量的影响. 1: pEG-

FP-C1-p53; 2: 空白对照; 3: pGPU6/GFP/neo-p53i-769; 4: 

脂质体组; 5: 阴性对照组.

■名词解释
POLD1: 即DNA
聚合酶δ催化亚基
基因1, DNA聚合
酶 δ 是 真 核 生 物
DNA复制的最主
要复制酶 ,  DNA
聚 合 酶 δ 催 化 亚
基基因1(POLD1)
基因编码DNA聚
合 酶 δ 催 化 亚 基
P125.
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可能与POLD1的表达有关[22]. 而POLD1启动子

的结合蛋白又是调控其表达的制约因素. 比如

细胞周期素依赖性蛋白激酶(cyclin dependentki-
nases, 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 inhibitor, 
CDKI)如p53、p21、增殖细胞核抗原(proliferat-
ing cell nuclear antigen, PCNA)及E2F、Myc、
Rb等多种细胞周期调控因子和促进细胞增殖的

生长因子参与了此进程的调控[14,23]. 这些调控蛋

白和某些未知的上游调控蛋白相互作用形成一

个特异的DNA复制调控系统[24-27]. 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[28,29]. 所以, 认识已知或未知的调控因

子, 对POLD1基因异常表达的调控机理, 和细胞

恶性增殖的相关性有着至关重要的作用. 
Li等[15]研究发现, p53可能通过与转录因子

Sp1竞争POLD1基因的启动子区上的结合位点, 
从而抑制POLD1启动子活性. 国内专家通过利

用染色体免疫共沉淀(ChIP, Chromatin Immuno-
precipitation)和荧光素酶报告基因实验证实高

表达条件下p53在细胞内(in vivo )能与POLD1
启动子直接结合并抑制POLD1启动子活性, 并
且这种抑制作用是不依赖于细胞周期的[30]. 除
影响p21表达外, 研究还发现, p53可以对Gadd4
基因表达进行调控, 而Gadd4表达出的蛋白能

够与PCNA, p21及一些细胞周期因子结合而影

响DNA复制及细胞周期调控[31,32]. 由此, 我们认

为, p53可能通过多条途径直接或间接的影响着

POLD1基因的表达, 进而影响DNA的复制, 最终

起到抑制肿瘤细胞恶性增殖的作用. 
本研究通过构建真核表达载体, 经导入肝癌

细胞SMMC-7721后得到可在体内高表达野生型

p53的稳定细胞系SMMC-7721-pEGFP-C1-p53. 
半定量RT-PCR检测结果发现: 肝癌细胞中p53
高表达, 可对POLD1的mRNA表达水平产生明

显的抑制作用. 与此同时, 我们还通过RNA干扰

技术沉默SMMC-7721肝癌细胞中p53的表达, 结
果发现肝癌细胞中p53的低表达后, POLD1基因

的mRNA的表达量明显增高. 通过以上正反两

方面的对比, 我们认为p53确实具有对POLD1表
达的调控作用. 我们通过生长速率检测、平板

集落形成率等实验, 发现肝癌细胞中p53表达上

调确实能够抑制SMMC-7721细胞的增殖能力和

锚定依赖性. 而p53低表达后SMMC-7721细胞的

生长速率有所增加, 单细胞锚定依赖性成克隆

能力增强. 这意味着p53对POLD1的调控作用可

能是p53对细胞增殖和细胞恶性表型影响的一

种新的分子通路. 通过从细胞水平和分子水平

两个层面, 我们进一步验证了p53对POLD1的抑

制作用, 同时也证明了用RNA干扰方法沉默p53
可促进POLD1基因的表达. POLD1基因的表达

水平与p53呈负相关, 这意味着p53可能参与了

POLD1基因的调控, 并且这种作用有可能是p53
对细胞增殖抑制及细胞恶性表型变化的调控途

径之一. 这也意味着POLD1基因的异常调控和

p125功能活性癌性表现与肝癌的发生和发展有

着密切的联系. 
总之, 野生型p53高表达能够抑制POLD1

的基因转录细胞增殖活性, 而低表达能够促进

POLD1的基因转录细胞增殖活性. 这对在肝癌

细胞中p53影响POLD1基因表达的研究提供了

实验依据. 我们将在现有的实验研究基础上, 对 
p53和其他已知或未知的细胞周期(增殖)调控因

子协同调控POLD1基因表达的机理进行深入的

研究, 以确定POLD1基因表达在肝癌细胞中的

异常调控模式. 通过研究肝癌细胞中对POLD1
基因癌性表达和p125功能活性癌性表现的抑制, 
寻找肝癌细胞增殖阻断的靶点, 为发展有效的

新的抗肝癌或抗肝癌细胞增殖性疾病药物提供

基础.
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