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Abstract :Objective　To investigate the expression of Skp2 and p27 and their association with clinical ,

histologic characteristics in osteosarcoma , the correlation between expression of Skp2 and p27 in osteo2
sarcoma. Methods　Skp2 protein and p27 protein were examined by using immunohistochemical SP stai2
ning method in 48 cases of osteosarcoma and 16 cases of osteochondroma. Results　Negative expression

of Skp2 was detected in all osteochondroma. In contrast , it was detected in 43 . 75 %(21/ 48) of osteosar2
coma. Positive expression of Skp2 was detected significantly more f requently in osteosarcoma than that of

osteochondroma. Skp2 protein expression in osteosarcoma was positively associated with the clinical stage

and differentiation. The positive rate of p27 protein in osteochondroma and osteosarcoma were 75 %(12/

16) 、47 . 92 % (23/ 48) , significant difference was found between these two groups. p27 protein expres2
sion in osteosarcoma was negatively associated with the clinical stage and differentiation. Skp2 was in2
versely associated with expression of p27 in osteosarcoma. Conclusion 　Skp2 expression might play an

important role in the development and progression of osteosarcoma via cyclin2depended kinase inhibitor

p27 proteolysis , and the combined examination of Skp2 and p27 expression might be a guide for early di2
agnosis and a determinant of malignancy and prognosis of osteosarcoma.
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摘　要 :目的　探讨骨肉瘤中 Skp2和 p27蛋白的表达与患者临床病理和预后的关系以及两种蛋白之间

的相关性。方法　用免疫组织化学 SP法检测 16例骨软骨瘤和 48例骨肉瘤组织中 Skp2和 p27蛋白的

表达情况。结果　Skp2 蛋白在骨软骨瘤中的表达均为阴性 ,而在骨肉瘤中的表达阳性率为43 . 75 %

(21/ 48) ,后者的阳性率显著高于前者 ( P < 0 . 01) 。Skp2 蛋白表达与临床分期、肺转移及分化程度显著

正相关 ( P < 0 . 05)。p27蛋白在骨软骨瘤、骨肉瘤中阳性率分别为81 . 25 %(13/ 16) 、47 . 92 %(23/ 48) ,两

者比较 ,差异有统计学意义 ( P < 0 . 05)。p27 蛋白表达与临床分期、肺转移及分化程度呈负相关 ( P <

0 . 05) 。Skp2蛋白在骨肉瘤中表达与 p27蛋白呈负相关 ( P < 0 . 05)。结论　Skp2 可能通过对细胞周期

抑制因子 p27蛋白的降解而参与骨肉瘤的发生、发展 ,联合检测 Skp2 及 p27 蛋白的表达对骨肉瘤患者

的早期诊断 ,判定恶性程度及预后具有指导意义。
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0　引言

Skp2是新近发现的一种癌基因 ,能对多种靶蛋

白进行降解而与细胞周期调控密切相关。p27 是公

认的抑癌基因 ,控制细胞周期 G1 / S的转换。近年

来研究表明 ,肿瘤中 Skp2 表达增高常伴随 p27 表

达降低。而且在 Skp2 和 p27 同时异常表达时 ,患

者预后更差。许多研究结果表明 ,Skp2 基因在很多

恶性肿瘤中都有过表达 , 而 Skp2 在骨肉瘤中的表

达情况国内外尚未见报道。本研究通过免疫组织化

学 SP法检测骨肉瘤中 Skp2 和 p27 蛋白的表达水

平 ,以探讨它们在肿瘤中的表达特点以及两种蛋白

异常表达与临床病理及患者预后的关系。

1　材料和方法

1 . 1　资料 　取自 2000 年 1 月～2005 年 6 月华中

科技大学同济医学院附属协和医院手术切除并经病

理确诊为骨肉瘤的石蜡包埋标本 48 例。其中男 27

例 ,女 21 例 ,年龄 7～30 岁 ,平均 14 岁。其中有肺

转移者 16例 ,无肺转移者 32例。根据临床资料 ,按
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Enneking外科分期分为 : Ⅰ期 8例 ;Ⅱa期 12例 ;Ⅱ

b期 22 例 ; Ⅲ期 6 例。采用 16 例骨软骨瘤石蜡包

埋组织作为对照组 ,来源同前。其中男 14 例 ,女 6

例 ,年龄 10～35岁 ,平均 19岁。两组病例术前均未

接受放疗、化疗及非甾体类抗炎药。所取标本的病

例经临床、X片、病理确诊。

1 . 2　主要试剂　鼠抗人 Skp2 单克隆抗体 ,鼠抗人

p27单克隆抗体 ,均为美国 Zymed 公司产品 ,工作

浓度为 1∶50。免疫组织化学染色试剂盒 ( SP盒)购

自北京中山生物技术有限公司。

1 . 3　实验方法　采用免疫组化 SP法 ,具体操作按

说明书进行。每例石蜡标本 4μm厚连续切片 ,脱蜡

至水 ,微波修复抗原 ,3 %过氧化氢处理 10min 以抑

制内源性过氧化物酶活性 ,正常羊血清处理 15min

以减少非特异性背景 ,一抗 4 ℃孵育过夜 ,生物素标

记的二抗处理 15min ,链霉菌抗生物素蛋白 - 过氧

化物酶复合物处理 15min ,DAB 显色 , 自来水冲洗

终止反应 ,苏木精复染 ,脱水 ,透明 ,封片。用 PBS

代替一抗做阴性对照 ,用乳腺癌做阳性对照。

1 . 4　结果判断 　Skp2 阳性染色呈棕黄色 ,主要定

位于细胞核 ,偶可见细胞浆着色。p27 蛋白阳性染

色呈棕黄色 ,定位于细胞核。随机选择 10个高倍视

野 ,每个视野至少计数 100个肿瘤细胞 ,计算阳性细

胞百分率。Skp2阳性细胞数 < 5 %为阴性 ( - ) ,5 %

～25 %为阳性 ( + ) , ≥25 %为强阳性 ( + + ) 。p27

阳性细胞数 < 10 %为阴性 ( - ) ,10 %～50 %为阳性

( + ) , ≥50 %为强阳性 ( + + ) 。

1 . 5　统计学处理　采用 chi2square方法进行χ2 检

验 ,相关性采用 Spearman等级相关分析 ,所有数据

均利用 SPSS 11 . 0统计学软件处理。

2　结果

2 . 1　Skp2在骨软骨瘤、骨肉瘤中的表达

Skp2蛋白在 16 例骨软骨瘤中表达阴性 (见图

1) 。在 48例骨肉瘤中 ,21 例 Skp2 表达阳性 ,Skp2

的表达阳性率为43 . 75 %(见图 2) ,表达明显高于骨

软骨瘤 ( P < 0 . 01) 。在骨肉瘤中 ,Skp2 蛋白在不同

年龄、性别及组织类型组中表达无显著性差异 ( P >

0 . 05) ,在不同病理分级、临床分期及远处转移组中 ,

中低度分化组、Ⅱb～ Ⅲ期组及有肺转移组分别明

显高于高分化组 ( P < 0 . 05 ) 、Ⅰ～ Ⅱa 期组 ( P <

0 . 05)及无肺转移组 ( P < 0 . 05) ,见表 1。

2 . 2　p27在骨软骨瘤、骨肉瘤中的表达

p27蛋白在骨软骨瘤 (见图 3) 、骨肉瘤 (见图 4)

中的阳性表达率分别为81 . 25 %、47 . 92 % ,骨肉瘤中

p27蛋白的表达水平明显低于骨软骨瘤 ( P < 0 . 05) 。

在骨肉瘤中 ,p27蛋白在不同年龄、性别及组织类型

中的表达无显著性差异 ( P > 0 . 05) ,而在不同病理

分级、临床分期及远处转移组中 ,低分化组、Ⅱb～

Ⅲ期组及有肺转移组分别明显低于高分化组 ( P <

0 . 05) 、I～ Ⅱa 期组 ( P < 0 . 05)及无肺转移组 ( P <

0 . 05) ,见表 1。

表 1　Skp2和 p27在骨肉瘤中的表达

及其与临床指标的关系

Characteristic n
Skp2 p27

Positive % P value Positive % P value

Sex

Male 27 12 44 . 44 0 . 912 13 48 . 15 0 . 971

Female 21 9 42 . 86 10 47 . 62

Age

≤18 29 13 44 . 83 0 . 853 14 48 . 28 0 . 951

> 18 19 8 42 . 11 9 47 . 37

Histology type

Osteoblast 17 7 41 . 18 0 . 967 8 47 . 06 0 . 997

Chondro2
blast

13 6 46 . 15 6 46 . 15

Fibroblast 10 4 40 . 00 5 50 . 00

Ot hers 8 4 50 . 00 4 50 . 00

Differentiation

Well differ2
entiation

18 4 22 . 22 0 . 020 12 66 . 67 0 . 044

Poor differ2
entiation

30 17 56 . 67 11 36 . 67

Pulmonary metastasis

Yes 16 10 62 . 50 0 . 030 4 25 . 00 0 . 025

No 32 11 34 . 38 19 59 . 38

Clinical stage

Ⅰ～Ⅱa 20 5 25 . 00 0 . 027 13 65 . 00 0 . 045

Ⅱb～Ⅲ 28 16 57 . 14 10 35 . 71

2 . 3　Skp2和 p27在骨肉瘤中表达的相互关系

在骨肉瘤中 Skp2阴性 ( - )组中 ,p27 表达阳性

率为66 . 67 %(18/ 27) ; Skp2 阳性组 ( +～ + + )中 ,

p27表达阳性率为23 . 81 % (5/ 21) ;对 Skp2 和 p27

的相关性分析发现 ,两者在骨肉瘤中表达呈明显负

相关 (χ2 = 8 . 694 , r = - 0 . 426) , ( P < 0 . 01) 。

3　讨论

Skp2作为一种 F2box 蛋白在细胞周期的调控

中发挥重要作用 ,在真核细胞中 ,通过泛素蛋白酶降

解途径降解泛素化的蛋白质来严格调控细胞周期有

序进行。其中 SCF (Skp12cullin2F2box蛋白)复合体

起到了完成泛素化降解过程必须参与的泛素连接酶

E3的作用。作为 F2box 蛋白成员之一的 Skp2 ,在

SCF复合体中对蛋白底物起着特异识别作用。

Skp2的主要功能是作为 SCF复合体的底物识别亚
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基 ,特异性识别磷酸化的底物并介导其泛素化降解。

研究[ 1 ]发现 Skp2是一种癌基因 ,与肿瘤的增殖、分

化有关 ,在结、直肠癌 ,肺癌 ,前列腺癌 ,胃癌 ,乳腺癌

等多种恶性肿瘤中高表达。Signoret ti 等[ 2 ]研究发

现 ,在人乳腺癌中 , Skp2 的表达水平与肿瘤的恶性

程度显著相关 , 分化程度好的肿瘤 Skp2 低表达 ,

而恶性程度高的肿瘤 Skp2 高表达 ,且发现 Skp2 高

表达的水平与肿瘤高分期、病理分型有关 ,恶性程度

越高 , 侵袭性越强 , Skp2 表达水平越高。Shige2
masa等[ 3 ]发现 Skp2在卵巢腺瘤和潜在恶性病变中

几乎缺如 ,而在47 . 3 %的卵巢腺癌中有表达。半定

量 PCR发现 Skp2 mRNA 在所有卵巢腺癌中大幅

度增高。Log 2 rank 检验显示 Skp2 过度表达与患

者预后不良有关。目前 ,尚未见 Skp2 在骨肉瘤组

织中表达水平的报道。本研究结果显示 ,Skp2 在骨

肉瘤中的表达明显高于骨软骨瘤 ,提示 Skp2 参与

骨组织的恶性转化过程。Skp2表达与临床分期、肿

瘤分化程度及肺转移正相关 ,提示该基因表达上调

可能与骨肉瘤的恶性程度、侵袭转移能力密切相关。

目前已发现许多细胞周期调控因子 ,如 E2 F、

cyclinD1、cyclinE、cyclinA、cyclinB、CDC25B、p21w、

p27wkip1、p53都是通过 Skp2泛素蛋白酶体途径的底

物[ 4 ]。其中最受人们关注的 p27是近年来新发现的

G1 期检查点相关基因 ,负性调节细胞增殖 ,被认为

是一种候选的抑癌基因 ,p27 异常表达与许多恶性

肿瘤的预后密切相关。在有丝分裂因子的刺激下 ,

p27羧基端的 Thr2187 先被 CD K2 磷酸化 ,该羧基

端再与 Skp2 的 L RR 结构域结合而进入泛素化降

解。在纤维母细胞中过量表达 Skp2 使细胞从 G1

期进入 S期 ,在这些细胞中 p27 蛋白水平下降[ 5 ]。

p27 ( T187A)突变的静止细胞中 ,p27 不能被磷酸化

和降解 ,因而抑制细胞进入 S期[ 6 ] ,表明 Skp2 通过

调节 p27的降解在 G1～S期转变中发挥关键作用。

Masuda等[ 7 ]在人胃癌中研究 Skp2 的临床和生物

学意义表明 Skp2 的 mRNA 表达与 p27 蛋白呈负

相关。Mantel2 Cox法显示 , Skp2 mRNA 表达、淋

巴结转移、淋巴浸润和组织浸润深度都是胃癌的预

后因子 , 表明 Skp2 mRNA高表达虽与胃癌预后有

关 , 但可能不是其独立预后因子 ;稳定转染 Skp2 的

胃癌细胞 p27蛋白呈低表达 , 癌细胞生长速率显著

增高 ,抵抗放线菌素 D 的凋亡诱导 , 侵袭力明显增

高。本研究发现 ,在骨肉瘤中 Skp2蛋白表达与 p27

蛋白表达呈明显负相关 ( r = - 0 . 426 , P < 0 . 01 ) 。

提示 Skp2 蛋白在骨肉瘤中过表达促进了 p27 蛋白

的降解 ,使 p27 水平降低 ,促进细胞由 G1 期进展至

S期 ,从而促进骨肉瘤细胞的恶性进展和增殖。

Skp2在恶性肿瘤中的表达及相关性 ,使之有可

能成为肿瘤治疗的靶分子。Stewart 等[ 8 ]认为西卡

前列腺素能够阻断 Skp2 mRNA 传递信号 ,从而降

低 Skp2的表达 ,最终阻止 p27 在 G1 后期的降解 ,

故抑制 F2box蛋白基因的表达 ,可有效抑制细胞分

裂。通过转染的反义寡核苷酸减少 Skp2 的表达 ,

可抑制培养基上非小细胞肺癌癌细胞的侵袭与转

移 ,说明 Skp2 有可能成为肺癌潜在的特异性治疗

靶点[ 9 ]。本研究发现 Skp2 在骨肉瘤中表达增高 ,

并与肿瘤的增殖、预后关系密切 ,在肿瘤的发生、发

展中有重要作用 ,其能否作为骨肉瘤治疗的新靶点

和愈后指标可进行更深入的研究。随着 Skp2 和其

他细胞周期调控蛋白、癌基因、抑癌基因关系的深入

研究及其调控机制的进一步阐明 ,将为骨肉瘤的诊

治提供更充分的理论依据。以 Skp2 为靶点的抗癌

治疗有望成为骨肉瘤治疗的一个新的突破口。

(本文图见 232页)
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