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Abstract
AIM: To study the expression of S-phase kinase-
asociated protein 2 (Skp2) in large intestine 
adenoma tissue.

METHODS: Expression of Skp2 was detected in 
20 cases of tubular adenoma, 15 cases of villous 
adenoma, 18 cases of mixed type adenoma and 
20 cases of normal tissue using RT-PCR and im-
munohistochemical technique.

RESULTS: The expression level of Skp2 mRNA 
was significantly higher in villous adenoma 
and mixed type adenoma than in normal tissue 
(0.71 ± 0.34, 0.63 ± 0.20 vs 0.34 ± 0.20, P < 0.01). 
However, there was no difference in the relative 
amount of Skp2 mRNA between tubular ad-
enoma and normal tissue. However, there was a 

significant difference in villous adenoma, mixed 
type adenoma and tubular adenoma (0.71 ± 0.34, 
0.63 ± 0.20 vs 0.43 ± 0.22, P < 0.05). There was no 
difference in villous adenoma and mixed type 
adenoma. The positive rate for the expression 
of Skp2 in tubular adenoma, villous adenoma, 
mixed type adenoma and normal tissue was 
15% (3/20), 46.7% (7/15), 27.8% (5/18) and 5.0% 
(1/20), respectively(P < 0.05).

CONCLUSION: Positive expression of Skp2 in 
large intestine adenoma is related with its histol-
ogy type and may promote the development of 
large intestine adenoma.
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摘要
目的: 研究细胞S期激酶相关蛋白2(S-phase 
kinase-asociated protein 2, Skp2)在大肠腺瘤组
织中的表达. 

方法: 应用逆转录聚合酶链反应(RT-PCR)和
免疫组化方法检测20例管状腺瘤、15例绒毛
状腺瘤、18例混合性腺瘤和20例正常黏膜组
织中Skp2的表达情况. 

结果: 绒毛状腺瘤和混合性腺瘤Skp2 mRNA
的表达水平显著高于正常对照组(0.71±0.34, 
0.63±0.20 vs  0.34±0.20, P <0.01), 而管状腺瘤
Skp2 mRNA的相对含量与正常对照组无显著
差异, 绒毛状腺瘤和混合性腺瘤Skp2 mRNA
的相对含量与管状腺瘤组亦有显著差异(0.71
±0.34, 0.63±0.20 vs  0.43±0.22, P <0.05); 但
是绒毛状腺瘤和混合性腺瘤间无显著差异. 大
肠管状腺瘤、绒毛状腺瘤、混合性腺瘤及正
常组Skp2蛋白表达阳性率分别为15%(3/20)、
46.7%(7/15)、27.8%(5/18)和5.0%(1/20), 各组
间有显著差异(P <0.05).
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■背景资料
Skp2是细胞周期
中重要的调节因
子, 在肿瘤发生中
备受关注. 目前研
究发现许多恶性
肿瘤组织中Skp2
的表达呈不同程
度增高, 与细胞周
期调控及肿瘤的
发生、发展和预
后密切相关, 有原
癌基因的潜能. 

■同行评议者
李华山, 副主任医
师, 中国医科大学
广安门医院肛肠
科



结论: 从基因及蛋白水平证明, Skp2的阳性表
达与大肠腺瘤的组织学类型有关, 可能对大肠
腺瘤的发生发展起促进作用.

关键词: 大肠腺瘤; 激酶相关蛋白2; 逆转录聚合酶

链式反应; 免疫组化技术
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0  引言

大肠腺瘤虽然是一组良性肿瘤性病变, 但多项

研究显示80%的结直肠癌是由腺瘤演变而来[1]. 
在大肠腺瘤发生发展过程中, 有多种因子参与, 
并分别在不同阶段起着不同的作用, 对腺瘤生

长的促进或抑制等产生影响. 细胞S期激酶相关

蛋白2(S-phase kinase-asociated protein 2, Skp2)
是细胞周期中重要的调节因子, 在肿瘤发生中

备受关注. 我们应用RT-PCR及免疫组织化学技

术检测Skp2在大肠腺瘤中的表达.

1  材料和方法

1.1 材料 收集2004-2005年哈尔滨医科大学附属

二院腔镜中心大肠黏膜活检诊断病例: 管状腺瘤

20例(男13例, 女7例, 平均年龄55.7岁)、绒毛状

腺瘤15例(男9例, 女6例, 平均年龄58岁)、混合

性腺瘤18例(男12例, 女6例, 平均年龄57.2岁)、
正常黏膜20例(平均年龄35岁)患者的病变组织, 
一部分40 g/L甲醛固定, 用于病理学及免疫组织

化学检测; 另一部分液氮速冻后置于-80℃冰箱

保存, 备于提取RNA. TRIzol®Reagent购于Gibco 
BRL公司, M-MLV Reverse Transcriptase, Tag 
DNA聚合酶为Pramega产品, 引物由上海生工合

成. Skp2鼠抗人mAb(克隆系: 1G12E9), PV-9000
二步法免疫组化检测试剂盒均购于北京中山生

物技术有限公司. 冰冻高速离心机, PTC-100热循

环仪, GE-100凝胶电泳仪, 全自动数码凝胶图像

系统, 紫外分光光度计和Olmpus CX40显微镜等. 
1.2 方法 
1.2.1 组织总RNA提取和cDNA合成: 按试剂

盒说明书进行操作. PCR扩增, 引物设计为: F: 
5'-AGTCTCTATGGCAGACCTTAGACC-3', R: 
5'-TTTCTGGAGATTCTTTCTGTAGCC-3', 扩
增片段长度500 bp, 设置β-actin为阳性参照, 同
时设H2O为阴性对照. 反应体系: 10×Buffer 2.5 
μL, dNTP(2.5 mmol/L)2 μL, MgCl2(25 mmol/L)2 
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μL, 上、下游引物(10 pmol/L)各1 μL, Tag DNA
聚合酶 0.5 μL, cDNA 2 μL, 水补足体系至25 μL; 
反应条件: 95℃预变性5 min, 94℃ 1 min, 55℃ 1 
min, 72℃ 2 min, 35个循环, 72℃ 10 min. 产物20 
mg/L琼脂糖凝胶电泳, 溴化乙锭染色(10 mg/L)
后, 通过凝胶成像系统对目的电泳条带进行光

密度扫描, 与自身β-actin形成条带比较的相对值

表示Skp2 mRNA的表达水平(图1). 
1.2.2 免疫组化方法: 4 μ连续切片, 常规脱蜡和

水化. 30 mg/L H2O2室温处理10 min, 以阻断内原

性过氧化物酶. 加EDTA缓冲液用高压锅抗原热

修复2 min. 滴加Skp2鼠抗人mAb 50 μL, 4℃孵育

过夜. 按照PV-9000二步法免疫组化检测试剂说

明, 加入试剂1, 室温静止20 min; 再滴加试剂2, 
室温孵育20 min. DAB显色, 苏木精复染. 以PBS
代替一抗作为阴性对照. 阳性结果判定: Skp2阳
性细胞为细胞核呈棕黄色(图2). 每张病理切片

随机选取10个视野, 每个视野计数100个细胞, 
共1000个细胞, 计算着色细胞所占比例, <10%者

为阴性, ≥10%者为阳性. 
统计学处理 所有数据采用SPSS10.0软件

处理, 采用χ2检验及q检验, P <0.05为有统计学 
意义.

2  结果

2.1 S k p2 m R N A的表达 大肠管状腺瘤S k p2 
mRNA的相对含量与正常对照组无显著差异(q  
= 1.52、P >0.05); 绒毛状腺瘤和混合性腺瘤Skp2 
mRNA的表达水平显著高于正常对照组(q 绒-正 = 
5.69, P <0.01; q混-正 = 4.73, P <0.01); 绒毛状腺瘤

和混合性腺瘤Skp2 mRNA的相对含量与管状腺

瘤组亦有显著差异(q 绒-管 = 4.28, P <0.01; q 混-管 = 
3.26, P <0.05); 但是绒毛状腺瘤和混合性腺瘤间

无显著差异(q  = 1.15, P >0.05)(表1).
2.2 Skp2蛋白的表达 细胞核着色呈棕黄色为

Skp2蛋白表达阳性. 大肠管状腺瘤、绒毛状腺

瘤、混合性腺瘤及正常组Skp2蛋白表达阳性率

分别为15%(3/20)、46.7%(7/15)、27.8%(5/18)
和5.0%(1/20), 各组间有显著差异(χ2 = 11.6, 
P <0.05)(表1).

3  讨论

自1974年Morson[2]提出“腺瘤-癌”顺序的大肠

癌发生的理论, 越来越多的流行病学、病理学

以及临床研究方面的证据表明大肠腺瘤是大肠

癌的癌前病变. 研究显示, 肠镜下摘除腺瘤可降

www.wjgnet.com

■研发前沿
大肠腺瘤是大肠
癌的癌前病变, 从
腺瘤到癌是一个
复杂的积累过程, 
可能伴随着细胞
周期调控机制的
紊乱, 这是研究的
热点. 
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低76%-90%的大肠癌发病率[3]. 因此, 积极诊治

大肠腺瘤成为控制和减少大肠癌发病的重要

途径. 
有研究认为腺瘤的生长过程受到不同的因

子影响, 有决定形态的因子, 有促进或抑制生长

的因子. 因此, 只有在特定人群, 一定大小的腺

瘤, 在某个阶段受到促发因素作用, 使其自身的

自限性发生了变异才导致癌变. 这是一个复杂

的积累过程, 可能伴随着细胞周期调控机制的

紊乱. 目前, 研究发现与正常黏膜比较, 小于5 
mm的大肠腺瘤处在细胞周期的S期和G2期细胞

明显增加. 
Skp2是细胞从G1期进入S期的必需因子, 是

DNA复制所必需的人类F-box蛋白家族成员[4-5], 
通过泛素蛋白酶体途径(ubiquitin proteasome 
pathway)参与细胞周期的调控. 泛素蛋白酶体

途径是真核细胞中一种蛋白降解方式, 主要降

解胞内泛素化的蛋白质, 在细胞周期发展、基

因转录及信号转导过程中发挥重要作用. Skp2
作为泛素连接酶复合物SCF(Skpl-Cullin-F-Box)
的底物识别亚基, 特异性识别磷酸化的底物并

介导其泛素化降解. 目前研究发现许多恶性肿

瘤组织中Skp2的表达呈不同程度增高, 通过对

多种靶蛋白的泛素化降解如E2F、cyc l inD1、

cyclinE、cyclinA、cyclinB、CDC25B、p27kipl、

p21w a f l及p53, 而与细胞周期调控及肿瘤的发

生、发展和预后密切相关[6-11], 有原癌基因的潜

能. 国内外大量研究显示, Skp2与肿瘤组织的

许多生物学性状相关[12-13]. Ishii et al [14]在肺腺癌

细胞珠A549中发现, Skp2过表达不但能够降低

细胞周期蛋白p27kipl, cyclinE蛋白表达, 还能增

加S期细胞数, 抵抗腺病毒感染引起的细胞凋

亡. Hershko et al [15]通过免疫印迹分析和免疫组

化的方法检测的20例人结肠直肠癌标本中, p27
和Skp2的表达水平呈负相关, 且Skp2在分化良

好的结肠直肠癌标本中几乎缺如, 其表达随分

化程度的降低而逐渐增高. Shim et al [16]建立了

前列腺特异性表达Skp2的转基因鼠模型, 结果

这种鼠中Skp表达足以导致前列腺体积增大, 促
进不典型增生及低度前列腺癌的发生, Skp2过
量表达可下调p27kipl, 但仅局限于不典型增生区

域. 我们的实验发现, Skp2 mRNA在大肠腺瘤

组织中有不同程度的增高, 并且在3个组织类型

中的表达水平不同. 绒毛状腺瘤和混合性腺瘤

Skp2 mRNA的表达水平显著高于正常对照组

(P <0.01); 而管状腺瘤Skp2 mRNA的相对含量与

正常对照组无显著差异(P >0.05); 绒毛状腺瘤和

混合性腺瘤Skp2 mRNA的相对含量与管状腺瘤

组亦有显著差异(P <0.05); 但是绒毛状腺瘤和混

合性腺瘤间无显著差异. 免疫组化结果显示, 15
绒毛状腺瘤患者中有7例阳性表达Skp2, 阳性率

46.7%; 混合性腺瘤的检出率是27.8%, 管状腺瘤

的阳性率为15%, 正常组1例阳性, 统计学分析, 
各组间有显著差异(P <0.05). 研究表明, Skp2的
表达与大肠腺瘤的组织学类型有关, Skp2在绒

毛状腺瘤和混合性腺瘤中呈高表达, 可能对大

肠腺瘤的发生发展起促进作用.
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■同行评价
本文研究目的明
确, 条理清楚, 具
有一定的临床意
义.

■应用要点
对Skp2的监测及
干预有可能成为
控制和减少大肠
癌发病的重要途
径. 
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世界华人消化杂志在线办公系统

本刊讯 自2005-12-15起, 世界华人消化杂志正式开通了在线办公系统(http://www.wjgnet.com/wcjd/ch/index.

aspx), 所有办公流程一律可以在线进行, 包括投稿、审稿、编辑、审读，以及作者、读者、编者之间的信息

反馈交流. 凡在在线办公系统注册的用户, 将可获得世界华人消化杂志最新出版消息. 


