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Skp2蛋白在非小细胞肺癌中的表达及其
与c�myc蛋白表达的关系

高海燕 � 钟立厚 � 胡克

 摘要! � 目的 � 研究 Skp2、c�myc蛋白在非小细胞肺癌组织中的表达, 探讨它们之间的关系及其临床意

义。方法 � 采用免疫组化技术检测 Skp2、c�myc蛋白在 42 例非小细胞肺癌、10 例肺良性疾病和 8 例癌旁不典

型增生组织中的表达。结果 � 肺癌组织中 Skp2蛋白阳性率为 24. 83% ∀ 13. 64% ,显著高于肺良性疾病组织

( 3. 07% ∀ 1. 32% ) ( P< 0. 001) , 也显著高于癌旁不典型增生组织( 13. 89% ∀ 3. 95% ) ( P < 0. 05)。Skp2 蛋白

阳性率与细胞分化程度、TNM 分期及淋巴结转移有密切关系, 但与肿瘤组织学类型无明显关系。肺癌组织

中 Skp2 与 c�myc表达呈显著正相关( r = 0. 448, P = 0. 003) , 二者同时高表达率为 38. 1% ( 16/ 42) , 同时高表

达率与肺癌组织学类型、细胞分化程度以及淋巴结转移无明显关系, 但与临床分期有密切关系( P < 0. 05)。

结论 � Skp2 蛋白的过度表达可能在非小细胞肺癌的发生发展中起重要作用,并可能与 c�myc蛋白协同作用。
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 Abstract! � Objective � To study the expression of Skp2 and c�myc in non�small cell lung cancer ( NSCLC)

and to investigate their relationship and clinical significance. Methods� The expression o f Skp2 and c�myc w as de�

tected in 42 NSCLC, 10 pulmonar y benign disease and 8 epithelial dysplasia t issues by immuno�histochemistry. Re�

sults� The positive rate of Skp2 stain was 24. 83% ∀ 13. 64% in NSCLC tissues, which was significantly higher

t han that in pulmonar y benign disease tissues ( 3. 07% ∀ 1. 32% ) ( P < 0. 001) and that in dysplasia tissues ( 13.

89% ∀ 3. 95% ) ( P< 0. 05) . The expression level of Skp2 w as closely related to cell differentiation ( P < 0. 001) ,

T NM stages ( P < 0. 01) and lymph node metastasis ( P< 0. 05) , but not to pathological type of NSCLC. There

w as a positiv e correlation between Skp2 and c�myc expression ( r = 0. 448, P = 0. 003) . The concur rent high ex�

pression r ate of Skp2 and c�myc w as 38. 1% ( 16/ 42) , w hich was closely r ela�ted to TNM stage ( P< 0. 05) , but

not to cell differentiation, pathological t ype or lymph node metastasis. Conclusion � Overexpr ession of Skp2 may

play impo rtant roles in carcinogenesis and development of NSCLC, and it may cooperate with c�myc protein.
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� � S 期激酶相关蛋白 2 ( S�phase kinase associated

protein 2, Skp2)是在细胞周期研究中发现的一种 F�
box蛋白, 通过作用靶蛋白如 cyclins、CDKIs、I�B�和

beta�catenin泛素化来调节细胞周期、免疫反应、信号

传导及进化进程[ 1]。Skp2 可与 Cul�1、Rbx1、Skp1组

成泛素 # 蛋白酶体连接酶 SCF 复合体
[ 2]

, SCF
Skp2
复合

物是泛素与蛋白底物结合所需的第三个酶, 为泛素 #
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蛋白酶体途径的限速酶, 能利用其底物特异性接头 F�
box蛋白特异识别细胞周期中某些蛋白如 p27kip1、

P130、P21等[ 3] , 使它们发生泛素化, 促进它们降解,从

而解除它们对 cyclin�CDK 的抑制作用,使细胞顺利通

过细胞周期调节的∃关键点( checkpoint) %,细胞周期得

以进行。新近的体外研究表明 Skp2与 c�m yc相互作

用, Skp2 可提高 c�myc 引起的 S 期转换, 活化 c�myc

靶基因, 并且 myc 导致的转录也显示出 Skp2 依赖

性
[ 1, 2]
。本研究利用免疫组化的方法研究人非小细胞

肺癌( non�sm all cell lung cancer, NSCLC)连续石蜡切

片组织中 Skp2、c�myc蛋白的表达 从蛋白水平来研究
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它们的共同表达以及与 NSCLC的关系。

1 � 资料和方法

1. 1 � 材料来源 � 42例 NSCLC、10例肺良性疾病及 8

例癌旁不典型增生石蜡组织切片均取自武汉大学人民

医院 1995~ 2001 年接受手术治疗的患者。肺癌患者

术前均未行放、化疗,术后均有明确的病理学诊断, 免

疫组化实验之前请资深病理教授再次诊断为 NSCLC。

肺癌患者中男 36 例, 女 6 例; 年龄 31 ~ 70 岁, 平均

53. 9岁; 根据 1999年WHO肺癌国际组织分类标准:

鳞癌 20例,腺癌 22例; 低、未分化癌 14 例,中分化癌

15例,高分化癌 13例;根据 U ICC 1997年修订的肺癌

临床分期标准: &期 12 例, ∋期 11 例, (+ )期 19

例; N0 18例, N1~ 3 24例。肺良性疾病组包括肺大泡 3

例,炎性假瘤 2例,支气管扩张 5例。

1. 2 � 试剂 � 一抗兔抗人 Skp2多克隆抗体、鼠抗人 c�
myc单克隆抗体均购于美国 Santa Cruz 公司。S�P 免
疫组化试剂盒购于福州迈新生物技术公司。

1. 3 � 方法 � 4  m 连续石蜡切片采用高压修复抗原;

Skp2抗体( 1∗50) , 37 + 孵育 1 h; c�myc 单抗( 1∗50) ,

4 + 孵育过夜,其余均参照说明书进行。以上所有样本

均设有空白对照。

1. 4 � 结果判定 � Skp2、c�myc 蛋白经免疫组化 S�P 法
染色为棕黄色颗粒, 主要位于细胞核中,浆内也有少量

表达。参照 Gstaig er 等
[ 4]
的方法, 每张玻片 10 , 40倍

镜下,随机选取 5个视野摄像,请一位有经验的病理医

师每例找出一个核染色为棕黄色的肿瘤细胞,然后以

此为标准调整灰度, 染色与标准相当或更深的细胞被

系统自动记为阳性细胞, 计数至少 500个细胞, 利用

HPIAS�1000图像分析系统进行分析, 计算出平均阳

性率 (阳性细胞/总细胞数 , 100% )。同时参照

Gstaiger 等[ 4]的方法, 将平均阳性率大于 20%的归为

高表达, − 20%的归为低表达。

1. 5 � 统计分析 � 方差分析、t 检验、!2
检验、Fisher 精

确检验及 Pearson 相关分析均借助 SPSS11. 5软件完

成。

2 � 结果

2. 1 � 肺癌中 Skp2、c�myc 的表达 � 肺癌中 Skp2染色

为棕黄色颗粒, 主要位于细胞核中,浆内也有少量表达

(图 1 )。肺癌中 Skp2 阳性表达率为 24. 83% ∀
13. 64%, 显著高于良性病变组( 3. 07% ∀ 1. 32%) ( P

< 0. 001) , 亦显著高于不典型增生组 ( 13. 89% ∀

3. 95%, P< 0. 05)。Skp2 阳性表达率与肺癌细胞分

化程度、临床分期及淋巴结转移有密切关系, 与组织学

类型无明显关系 (表 1)。

肺癌中 c�myc染色为棕黄色颗粒, 主要位于细胞

核中,浆内也有少量表达 (图 2)。肺癌组中 c�m yc阳

性表达率为 28. 93% ∀ 17. 71%, 显著高于肺良性病变

组( 5. 06% ∀ 2. 07%) ( P < 0. 01) , 与不典型增生组

( 12. 73% ∀ 7. 15% )比较无显著差异 ( P> 0. 05)。c�
myc表达与肺癌临床分期及淋巴结转移有密切关系,

与细胞分化程度及组织学类型无明显关系(表 1)。

图 1 � Skp2蛋白在 NSCLC中的表达 � , 400

Fig 1 � Expression of Skp2 protein in NSCLC � , 400

图 2 � c�myc蛋白在 NSCLC中的表达 � , 400

Fig 2 � Expression of c�myc protein in NSCLC � , 400
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表 1 � Skp2 和 c�myc蛋白表达与 NSCLC 患者临床病理特征的关系( �x ∀ s )

Tab 1� Relationship betw een expression of Skp2 and c�myc proteins and

clinical pathological characteristics of NSCLC patients ( �x ∀ s)

� Characteristic n Skp2 ( % ) F / t value P value c�myc ( % ) F / t value P value

Cell dif ferentiat ion

� W ell 13 15. 20 ∀ 5. 86 . 23. 89 ∀ 12. 80

� Moderate 15 20. 92 ∀ 7. 75 . 19. 872 < 0. 001 27. 13 ∀ 18. 98 1. 628 > 0. 05

� Poor 14 37. 96 ∀ 13. 94 / 35. 54 ∀ 19. 33

T NM stage

� & 12 14. 72 ∀ 9. 33 / 15. 98 ∀ 7. 13 /

� ∋ 11 25. 87 ∀ 12. 10 . 6. 359 < 0. 01 24. 77 ∀ 15. 71 . 9. 910 < 0. 001

� (+ ) 19 30. 61 ∀ 13. 61 . 39. 52 ∀ 17. 71 .

Lymph node metastasis

� N0

� N1��3

18

24

18. 05 ∀ 10. 92

29. 92 ∀ 13. 44
3. 062 < 0. 05

17. 22 ∀ 9. 13

37. 72 ∀ 17. 59
4. 501 < 0. 001

Histology

� S quamous cell carcinoma

� Adenocarcinoma

20

22

22. 10 ∀ 11. 16

27. 31 ∀ 15. 08
1. 246 > 0. 05

25. 96 ∀ 13. 42

31. 63 ∀ 20. 81
1. 039 > 0. 05

Group . v s group / , P> 0. 05; Group . v s group ., P < 0. 05

2. 2 � 肺癌组织中 Skp2 与 c�myc共同表达 � 42例连

续切片的 NSCLC 组织中Skp2与 c�myc蛋白阳性率的

Pearson相关系数为 0. 448( P = 0. 003) (图 3)。Skp2

与 c�m yc蛋白同时高表达率为 38. 1% ( 16/ 42) , 同时

高表达率与组织学类型、肿瘤细胞分化程度、淋巴结转

移无明显关系, 但与临床分期有密切关系( P< 0. 05)

(表 2)。

表 2 � NSCLC 组织中 Skp2 和 c�myc同时高表达

与临床病理特征的关系

Tab 2� Relationship between concurrent high expression of

Skp2 and c�myc proteins and clinical pathological

char acteristics of NSCLC patients

� Characterist ic n1 n2 ! 2 value P value

Cell dif ferent iation

� Well 13 3

� Moderate 15 5 3. 541 > 0. 05

� Poor 14 8

TNM stage

� & 12 2

� ∋ 11 3 5. 768 < 0. 05

� (+ ) 19 11

Lymph node m etastasis

� N0

� N1��3

18

24

4

12
3. 365 > 0. 05

H istology

� Squamous cell carcinoma

� Adenocarcinoma

20

22

6

10
1. 061 > 0. 05

n1: Total number; n2: Number of concurrent high expression

of Skp2 and c�myc

图 3 � 连续切片的 42例 NSCLC组织中 Skp2、c�myc阳性表达率散点图

( r = 0. 448, P= 0. 003)

Fig 3 � S cat ter of Skp2 and c�myc expression in 42 pat ients w ith NS CLC

( r = 0. 448, P = 0. 003)

3 � 讨论

人们首先在转化细胞中观察到 Skp2 蛋白的表

达,接着 Latres等[ 5]将 Skp2、活化的 N�Ras转导给小

鼠,可以使小鼠患T 细胞淋巴瘤,并且发现 Skp2与 N�
Ras可产生强烈的协同作用, 其所诱导产生的 T 细胞

淋巴瘤与单一 Skp2、N�Ras转导组相比有较高的浸润

性和较短的潜伏期。在人类肿瘤的研究中发现 Skp2

在多种肿瘤中呈高表达, 如结肠直肠癌、宫颈癌、口腔

鳞状细胞癌、胃癌、肺癌、前列腺癌、神经胶质细胞瘤

等[ 4] ,并发现 Skp2 表达水平高低与肿瘤的恶性程度

及预后相关。

SCFSkp2通过作用靶蛋白 cyclin、CDKs等泛素化来

调节细胞周期 目前较公认的靶物质是 p27kip1蛋白。
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p27kip1是细胞周期负性调节因子, 细胞由静止状态进

入增殖状态需 p27kip1的降解。在人类肿瘤的研究过程

中,人们发现在多种肿瘤中有 p27kip1低表达,但 p27kip1

基因几乎没有突变或缺失, 即便是 p27
kip1
表达极低的

情况下其 mRNA水平仍然是恒定的,其表达是通过转

录后调节的。Skp2 在 p27kip1降解过程中发挥了重要

作用。Carrano等
[ 3]
认为 Skp2是泛素介导 p27

kip1
降解

所必需的, SCF 复合体通过 Skp2 的F�box 特异识别结

合 cyclin�CDK2 复合体, 后者使 p27kip1的 187 位苏氨

酸磷酸化, Skp2 特异识别磷酸化的 p27kip1, 使其通过

泛素蛋白酶体途径降解。

c�myc蛋白为癌基因 myc蛋白家族表达产物, 属

于细胞核内 DNA结合蛋白, 具有转录因子活性,可使

细胞无限增殖、永生化。研究发现, 原癌基因 c�myc激

活可下调 p27kip1蛋白水平, 并可上调 CDK2的表达,抑

制 p27kip1与新形成的 cyclinE�CDK2复合物结合,新形

成的 cyclinE�CDK2复合物又可通过正反馈使 p27kip1

蛋白磷酸化而从原有的 cyclinE�CDK2�p27
kip1
复合物

中解离出来[ 6]。Skp2 通过泛素化蛋白酶体途径降低

p27kip1的蛋白表达,在肿瘤的发生中扮演着重要角色,

与多种肿瘤的临床表型有关, 而且原癌基因 c�m yc可

以直接激活泛素连接酶 SCF
Skp2
中 Cullin基因的表达,

促进 SCF Skp2对 p27kip1的泛素化降解。新近的研究表

明 Skp2 与 c�myc 相互作用, Skp2可提高 c�myc 引起

的S 期转换,活化 c�myc靶基因,并且 myc导致的转录

也显示出 Skp2 依赖性[ 7]。Kim 等[ 8]也提出 Skp2 是

一种转录协同因子, 但具体机制还不清楚; 另外 myc

对 Skp2 在 S 期进入的触发作用是必须的, 仅通过

Skp2下调 p27
kip
水平是不足以触发 S期开始的。在多

种肿瘤中 c�myc呈高表达, Skp2可能与 c�myc协同作

用从而参与肿瘤的发生发展, 但还未见相关报导。

本次实验的主要目的是研究 NSCLC 中 Skp2表

达与 c�myc是否有相关性,是否存在共同表达, 共同表

达是否有临床意义。本实验结果显示肿瘤中 Skp2与

c�m yc蛋白表达均高于良性病变组织, 可见它们参与

了肿瘤的发生; Pearson相关分析表明它们的表达有相

关性( r = 0. 448, P= 0. 003) , 并且它们共同高表达率

在不同 TNM 分期中有显著性差异,提示它们可能参

与了肿瘤发展。Yokoi等[ 9]发现用反义寡核苷酸可以

下调培养液中肺癌细胞 Skp2 的表达, 同时可以阻止

肺癌细胞的生长。细胞经反义寡核苷酸处理后,不仅

DNA的合成受到抑制, 还可以引起自发性凋亡, 可观

察到核碎裂、G1 期细胞数增多、Caspase�3 活化等现
象; 用反义寡核苷酸阻止 c�myc 表达也可以抑制

NSCLC细胞的增殖[ 10]。因此联合利用 Skp2/ c�myc

反义寡核苷酸治疗 NSCLC, 将可能是一种有效治疗肿

瘤的方案,但这种方案是否具有可行性,是否比现有的

治疗方法更有效,还需进一步研究。
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(本文编辑 � 李蓓兰)

�启事�
更 � � 正

我刊在 2004 年 10月第 7卷第 5期第 392页刊出的1高表达 p73 基因抑制肺腺癌细胞 VEGF、bFGF mRNA 表达2一文中,不慎

将图 3 中的 bFGF标注成了 VEGF, 特此说明,同时向稿件的作者元东等道歉。
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