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摘 要:目的 探讨DNA聚合酶δ3(eukaryoteDNApolymeraseδ3,POLD3)、p53在肝细胞癌(以下简称“肝癌”,Hepa-
tocellularcarcinoma,HCC)中的表达及临床意义。方法 收集进行了根治性切除的 HCC患者108例,并收集相应的手

术切除标本。采用免疫组化EnVision法分别检测肝癌组织及癌旁组织中POLD3、p53蛋白的表达;分析POLD3、p53在

肝癌组织中的表达与临床病理参数之间的关系。结果 ①POLD3、p53在肝癌组织中的表达率均高于癌旁组织,差异均

有统计学意义(P<0.001)。②p53在肝癌中的表达与组织学分化有关(P<0.001),与其他指标无关(P>0.05)。③
POLD3在肝癌中的表达与组织学分化有关(P<0.05),与其他指标无关(P>0.05)。④POLD3和p53在肝癌组织中

的表达呈正相关性(r=0.276,P=0.004)。结论 ①POLD3异常表达促进肝细胞癌的增殖、分化。②p53基因突变在

某种程度上是导致POLD3在肝癌组织中高表达的原因之一。
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  Abstract: Objective ToexploretheexpressionlevelsofeukaryoteDNApolymeriseδ3(POLD3)andp53
inthehepatocellularcarcinoma(hereinafterreferredtolivercancer,HCC)anditsclinicalsignificance. Meth-
ods Atotalof108patientswithHCCundergoneradicalresectionwereselectedandthecorrespondingsurgical
resectionsampleswerecollected.TheexpressionsofPOLD3andp53proteininhepatocellularcarcinomatis-
suesandadjacenttissuesweredetectedbyEnVisionmethod.Therelationshipbetweentheexpressionsof
POLD3andp53andtheclinicopathologicalparameterswereanalyzed. Results ①Theexpressionratesof
POLD3andp53inhepatocellularcarcinomatissuesweresignificantlyhigherthanthoseinadjacenttissues,
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therewereallstatisticallysignificantdifferences(P<0.001).②Theexpressionofp53inhepatocellularcarci-
nomawasassociatedwithhistologicaldifferentiation(P<0.001),butnotwithotherindexes(P>0.05).③
Theexpression ofPOLD3in hepatocellularcarcinoma wasassociated with histologicaldifferentiation
(P<0.05),butnotwithotherindexes(P>0.05).④POLD3expressionhadapositivecorrelationwithp53
expressioninHCC(r=0.276,P =0.004). Conclusion ①AbnormalexpressionofPOLD3promotesthe
proliferationanddifferentiationofhepatocellularcarcinoma.②Tosomeextent,p53genemutationisoneofthe
causesofhighPOLD3expressionincanceroustissuesofhepatocellularcarcinomapatients.
  Keywords: POLD3;p53;liverneoplasms

  肝癌是全世界最常见、恶性度最高的恶性肿瘤之

一,有“癌中之王”之称,该肿瘤的发病机制仍是该研究

领域的重要热点问题。肝癌的发病率、死亡率在全世

界范围有明显的地域差别,如:在美国,肝癌的发病率

和死亡率呈上升趋势,而在日本却逐渐下降[1-2];在我

国,60岁以下的男性人群中其发病率和死亡率均位居

第一位[3-6]。由于肝癌早期症状隐匿、进展迅速,很多

患者临床确诊时已为晚期,因而需从新的角度去进一

步探讨肝癌发生发展的精确机制,寻求新的治疗靶点。

p53基因在大部分肝癌中存在突变已成为共识,突变

型p53基因失去了对细胞生长的抑制作用,导致肿瘤

发生。DNA聚合酶δ3(DNApolymeraseδ3,POLD3)
是一种重要的DNA修复功能基因,其表达紊乱影响

基因组的结构稳定性,并参与胃腺癌、结直肠癌、卵巢

癌等肿瘤发生发展过程[7-9]。但POLD3在肝癌中的

表达及临床意义如何,至今为止国内外很少报道。本

文应用免疫组化方法检测核蛋白基因POLD3和p53
在肝癌中的表达情况,分析它们表达的相关性,探讨其

临床意义。

1 资料与方法

1.1 一般资料 收集2013年1月—2017年5月在

右江民族医学院附属医院住院行手术治疗的肝癌患者

108例作为研究对象,其中男性95例,女性13例,年
龄22~74岁。患者术前均未进行任何抗癌治疗,且所

有病例均无明确肝外转移,按Edmondson分级法进行

分级:Ⅰ~Ⅱ级为高分化75例,Ⅲ~Ⅳ级为低分化33
例。病理资料包括肿瘤直径、肿瘤个数、肝硬化、门脉

癌栓等。

1.2 检测方法 每例均手术切取肝癌组织及对应癌

旁肝组织(距肿瘤边缘2cm)各一份,所有标本经10%
的福尔马林固定24h,常规石蜡包埋切片。HE染色:
切片经过烘烤、脱蜡后在苏木精染液中进行HE染色,
然后分解、返蓝、脱水,最后经二甲苯透明后封片。免

疫组化染色采用EnVision两步法,DAB显色。使用

PBS缓冲液替代一抗为阴性对照。p53抗体和试剂盒

均购自福州迈新,POLD3抗体和试剂盒购自上海自艾

博抗,所有操作步骤均按照说明书描述进行。

1.3 结果判断 POLD3蛋白的阳性定位于细胞核,
以核内有明显的棕色颗粒作为核阳性的判定标准[10];

p53阳性定位于细胞核,以核内有明显的棕色颗粒作

为核阳性的判定标准。肿瘤细胞有黄色颗粒分布并明

显高于背景着色为阳性表达;阳性细胞数<10%为阴

性(-),11%~25%为弱阳性(+),26%~50%为中等

阳性(++),>50%为强阳性(+++)。

1.4 统计学方法 应用SPSS23.0软件对数据进行

分析,计数资料采用χ2 检验,相关性行Spearman检

验分析,以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 染色结果 正常的肝组织形态改变,癌组织排列

成小梁状、实性巢状、假腺样结构;癌细胞大小不一,形
态怪异(见图1);POLD3蛋白的阳性定位于细胞核,
核内有明显的棕色颗粒(见图2);p53阳性定位于细胞

核,核内有明显的棕色颗粒(见图3)。

图1 肝癌组织常规 HE染色组织形态学改变    图2 POLD3细胞核阳性表达      图3 p53细胞核阳性表达
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2.2 肝癌组织和癌旁组织中POLD3和p53蛋白的

表达 POLD3在肝癌组织、癌旁组织中阳性率分别为

76.85%(83/108)和0.93%(1/108);p53在肝癌组织、
癌旁组织中阳性率分别为40.74%(44/108)和2.78%
(3/108),二者在癌组织中的表达均高于癌旁组织,差
异均有统计学意义(P<0.001),见表1。

表1 肝癌组织及癌旁组织中POLD3和p53蛋白的表达

组别 n
POLD3

+ - 占比(%)

p53

+ - 占比(%)

肝癌组织 108 83 25 76.85 44 64 40.74
癌旁组织 108 1 107 0.93 3 105 2.78

χ2 130.987 45.713
P <0.001 <0.001

2.3 肝癌组织中POLD3、p53两种蛋白的表达与临

床病理指标的关系 POLD3与组织学分化有关(P
<0.05),与患者性别、年龄、门脉癌栓、肿瘤个数及肝

硬化均无关(P>0.05);p53与肿瘤组织学分化程度

有关(P<0.001),与患者性别、年龄、门脉癌栓、肿瘤

个数、肿瘤直径及肝硬化均无关(P>0.05),见表2。

表2 肝癌组织中POLD3和p53表达与临床病理指标的关系

临床参数 n
POLD3

+ - χ2 P

p53

+ - χ2 P
分化程度

 Ⅰ~Ⅱ级 75 53 22 5.278 0.022 20 55 20.138 <0.001
 Ⅲ~Ⅳ级 33 30 3 24 9
门脉癌栓

 有 23 17 6 0.142 0.706 13 10 3.015 0.083
 无 85 66 19 31 54
肿瘤直径(cm)

 ≥3 87 69 18 0.893 0.345 34 53 0.511 0.475
 <3 21 14 7 10 11
肿瘤个数

 1 101 77 24 0.012 0.911 39 62 1.719 0.190
 ≥2 7 6 1 5 2
性别

 男 95 73 22 0.118 0.731 38 57 0.179 0.672
 女 13 10 3 6 7
年龄(岁)

 ≥50 54 44 10 1.301 0.254 21 33 0.153 0.695
 <50 54 39 15 23 31
肝硬化

 无 15 11 4 - 0.746 5 10 0.396 0.529
 有 93 72 21 39 54

 注:“-”表示采用确切概率法

2.4 POLD3、p53在肝癌中表达的相关性 在108例

肝癌组织中POLD3蛋白与p53蛋白共同阳性表达40
例,根据相关性分析结果表明具有显著的相关性(r=
0.276,P=0.004),见表3。

表3 肝癌组织中POLD3与p53蛋白表达的关系

POLD3
p53

阳性 阴性
合计

阳性 40 43 83
阴性 4 21 25
合计 44 64 108

3 讨论

p53基因是迄今为止发现与人类多种肿瘤相关性

最高的基因,为重要的肿瘤抑制基因,同时又是促凋亡

基因。正常的p53基因具有抑制肿瘤生长的功能,若

p53基因功能丧失,可导致肿瘤形成。McClendonAK
等[11]发现p53与肝癌的发生、发展有着密切的关系,
且对化疗的敏感性有一定的影响。孙克让等[12]发现

p53在高分化程度肿瘤中高表达,分化程度越差,其恶

性程度越高,预后不良的发生率也越高。StroescuC
等[13]发现 HCC患者Edmonson-Steiner分级为Ⅲ~
Ⅳ级的肿瘤组织中,p53蛋白的表达较Ⅰ~Ⅱ级高,且
预后差。杨丽等[14]检测102例肝癌样本发现p53异

常表达促进肿瘤的分化、侵袭和转移,对肝癌的预后有

着影响。本实验研究结果显示,HCC组织中p53蛋白

的阳性表达率为40.74%(44/108),且与 HCC分化程

度有关(P<0.001),与其他指标有关(P >0.001),
与某些文献报道相一致,表明p53不仅参与肝癌的形

成,而且可能与肝癌的分化有关。
细胞增殖涉及到细胞生命活动中最重要、最基本

的问题,与癌和细胞增殖性疾病有着直接关系。学者

提出,癌的恶性增殖与DNA的大量复制有着密切的

关系。因此,探讨DNA复制控制的机制对了解肝癌

细胞分化、恶性增殖至关重要。作为DNA复制中关

键的基因之一,POLD3表达异常可能与癌细胞的恶性

增殖有关。近些年来,国内外学者发现POLD3与多

种肿瘤的发病机制有着密切联系。陆茵茵等[7]检测

82例符合要求的胃腺癌样本发现POLD3异常表达能

够促进肿瘤的分化、增殖。Dunlop等[8]通过大样本病

例对照研究发现POLD3的基因其中一个位点的突变

体与大肠癌的关系,且POLD3在该位点突变后形成

的突变体能够增加结直肠癌的发病风险,但是他们并

没有分析POLD3在肿瘤组织中的表达及临床意义。

Willis等[9]采用 Meta分析众多卵巢癌中POLD3的表

达情况,结果发现在预后不良的卵巢癌患者中POLD3
低表达。最新的研究表明,POLD1和POLD3基因系

突变增加结直肠癌和其他恶性肿瘤的风险[15-17]。因为

肿瘤细胞的快速增殖需要DNA聚合酶δ指导下的大

量DNA合成,所以负责编码DNA聚合酶δ催化亚基

P66的POLD3也许与肝癌的恶性增殖、分化相关? 为
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此,我们从蛋白质表达水平来探讨POLD3的异常表

达与肝癌细胞的分化、增殖之间的关系。本实验研究

结果表明:POLD3在肝癌组织中的表达率为76.85%
(83/108),且与组织学分化有关(P <0.05),与其他

指标无关(P >0.05),表明POLD3可能不仅参与肝

癌的形成,而且其异常表达可能与肝癌的恶性增殖和

促进肿瘤的分化之间有着密切关系。因此,无论是正

常的生命活动还是肿瘤发生发展的过程中,POLD3将

是一个有待深入研究的、具有重要价值的肿瘤标志物。
此外本研究对POLD3、p53进行相关性分析结果

(r=0.276,P<0.05)提示,二者表达具有一致性,某
种程度上可以表明p53基因突变是导致POLD3在肝

癌患者癌组织中高表达的原因之一。但本课题目前仅

研究二者在蛋白水平方面的表达,他们在基因水平方

面的表达与蛋白水平的表达是否具有一致性尚不明

确,因此需进一步检测POLD3和p53在基因水平中

的表达,明确其与肿瘤分化、增殖之间的关系。
综上所述,我们猜测突变型p53高表达能够抑制

POLD3基因转录,二者在肝癌的增殖可能发挥着协同

作用,但具体的调控机制有待进一步研究,这将会为提

高肝细胞癌的诊断率、判断肝癌的恶性程度,以及为发

展有效的新的抗细胞增殖性疾病药物提供理论基础。
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