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大肠癌 ｐ２７ｋｉｐ１，Ｓｋｐ２蛋白表达及临床意义
钱立元，马丰年，张翼，吴君辉，李小荣，陈道瑾

（中南大学湘雅三医院 普通外科，湖南 长沙 ４１００１３）

　　摘要：为探讨 ｐ２７ｋｉｐ１和 Ｓｋｐ２在正常大肠黏膜、大肠腺瘤、大肠癌之间的表达差异及其表达与大肠
癌临床病理特征的关系，笔者采用免疫组化 ＳＰ法检测 １５例正常大肠黏膜、１５例大肠腺瘤、５０例结

直肠癌组织中 ｐ２７ｋｉｐ１和 Ｓｋｐ２的表达情况。结果示，（１）ｐ２７ｋｉｐ１在大肠癌组织中的表达明显低于大肠黏

膜、大肠腺瘤组（Ｐ＜０．０５），在各病理分化程度的大肠癌组织中表达无明显差异（Ｐ＞０．０５），在有淋

巴结转移的大肠癌组织中 ｐ２７ｋｉｐ１表达明显低于无淋巴结转移组（Ｐ＜０．０５），ＤｕｋｅｓＣ，Ｄ期大肠癌组织

中 ｐ２７ｋｉｐ１表达明显低于 ＤｕｋｅｓＡ，Ｂ期大肠癌组织（Ｐ＜０．０５）；（２）Ｓｋｐ２在大肠癌组织中的表达明显高

于正常大肠黏膜、大肠腺瘤组（Ｐ＜０．０５），在低分化大肠癌组织中的表达明显高于高分化大肠癌组织

（Ｐ＜０．０５），在有无淋巴结转移大肠癌组织中，在 ＤｕｋｅｓＡ，Ｂ期及 Ｃ，Ｄ期大肠癌组织表达均无明显差

异（Ｐ＞０．０５）；（３）在大肠癌中 ｐ２７ｋｉｐ１与 Ｓｋｐ２表达呈显著负相关（ｒ＝－０．４７０，Ｐ＜０．０１）。提示 （１）

ｐ２７ｋｉｐ１的低表达与大肠癌淋巴结转移、Ｄｕｋｅｓ分期有关，ｐ２７ｋｉｐ１低表达可能合并淋巴结转移或高 Ｄｕｋｅｓ分

期。（２）在大肠癌组织中 Ｓｋｐ２与 ｐ２７ｋｉｐ１的表达呈负相关。
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　　在消化道恶性肿瘤中，大肠癌的发病率仅次
于胃癌而位居第 ２位。在我国近 ２０年来尤其在
大城市发病率明显上升。目前大肠癌的分期主要

是依据 ＴＮＭ分期和 Ｄｕｋｅｓ分期，然而，即使处于
同一分期的病人，预后往往存在很大差异，可能

是一些分子机制造成了这种差异。研究大肠癌发

生、发展过程中的分子机制及其与临床病理的联

系可能为大肠癌预后预测和采取有效的治疗方法

提供新的思路。本课题主要研究 ｐ２７ｋｉｐ１及 Ｓｋｐ２
在正常大肠黏膜、大肠腺瘤、大肠癌组织中的表

达水平，比较不同组织中 ｐ２７ｋｉｐ１及 Ｓｋｐ２表达水平
差异，探讨 ｐ２７ｋｉｐ１，Ｓｋｐ２蛋白表达与大肠癌临床
病理特征之间的关系。

１　资料与方法

１．１　病例分组及一般资料
１．１．１　大肠癌组　５０例。取自中南大学湘雅三
医院普外科２００４年１月—２００４年１０月手术切除，

　　收稿日期：２００７－０２－１２；　修订日期：２００７－０４－２９。

　　作者简介：钱立元，男，湖南隆回人，中南大学湘雅三医院副主

任医师，主要从事胃肠道肿瘤方面的研究。

　　通讯作者：钱立元　Ｅｍａｉｌ：ｑｉａｎｌｉｙｕａｎ＠ｍｅｄｍａｉｌ．ｃｏｍ．ｃｎ

病理诊断明确的石蜡标本。所有病例术前均未

行放疗及化疗。男 ３０例，女 ２０例；年龄 ２４～８０

（平均 ５１）岁；高分化 １５例，中分化 ２１例，低分

化 １４例；无淋巴结转移 ２３例，有淋巴结转移

２７例；临床分期：改良式 ＤｕｋｅｓＡ期 ７例，Ｂ期

１５例，Ｃ期 ２３例，Ｄ期 ５例。

１．１．２　癌旁结直肠粘膜组织　１５例。取自上述

大肠癌标本的近端肠管组织，距癌组织 ５
$

以

上，均经石蜡切片证实且无癌浸润。

１．１．３　大肠腺瘤组织　１５例。取自中南大学缃

雅三医院普外科 ２００４年 １月—２００４年 １０月手

术切除、肠镜下活检或电切标本，均经病理证实。

其中管状腺瘤８例，绒毛状腺瘤３例，管状绒毛状

腺瘤 ４例。男 ９例，女 ６例；年龄 ２９～６８（平均

４２）岁。

１．２　实验试剂和药物

抗 ｐ２７ｋｉｐ１抗体（一抗）购自北京中杉金桥生物

技术有限公司，为即用型鼠抗人单克隆抗体，

６．０ｍＬ，产品编号 ＺＭ－０３４０；抗 Ｓｋｐ２抗体（一抗）

购自北京中杉金桥生物技术有限公司，为浓缩型

鼠抗人单克隆抗体，０．１ｍＬ，产品编号ＺＭ－０４５４。
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ＳＰ试剂盒：内有封闭用正常山羊血清、生物素标
记二抗、辣根酶标记链酶卵白素工作液，购自北

京中杉金桥生物技术有限公司。ＤＡＢ显色剂，无
水乙醇，３％双氧水，１ｍＭ ＥＤＴＡ（ｐＨ８．０），柠檬
酸盐缓冲液，磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ），苏木素，中性
树胶，二甲苯，中南大学湘雅三医院中心实验室

提供。

１．３　实验步骤
石蜡包埋的标本行 ４μｍ厚切片，每例连续做

３张切片，一张行 ＨＥ染色以观察细胞分化程度等
病理特征，另２张分别行 ｐ２７ｋｉｐ１，Ｓｋｐ２蛋白免疫组
织化学染色。

免疫组化采用链霉素抗生物素 －过氧化物酶
法（ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＳＰ）法［１］。

阳性对照片为人扁桃体组织 ｐ２７ｋｉｐ１阳性样片
及人乳腺癌组织 Ｓｋｐ２阳性样片。阴性对照采用
替代实验，即用 ＰＢＳ液替代一抗为阴性对照。
１．４　结果判断

病理特征和免疫组化结果由 ２位经验丰富的
病理科医生独立单盲阅片。

ｐ２７ｋｉｐ１及 Ｓｋｐ２蛋白主要在细胞核中表达，在
细胞质中有部分表达，阳性染色呈棕黄色，随机

选择 ５个高倍镜视野，每个高倍镜视野计数 １００
个细胞，计算阳性细胞百分率。结合 Ｈｅｒｓｈｋｏ［２］及
吕会增等［３］的判断标准，在胞核或胞核胞浆中均

表达为阳性，仅在胞浆中表达为阴性。ｐ２７ｋｉｐ１阳
性细胞数 ＜２０％为（－）表达，２０％ ～５０％为阳
性（＋）表达，＞５０％为强阳性（＋＋）表达；Ｓｋｐ２
阳性细胞数 ＜２０％为（－）表达，２０％ ～５０％为
阳性（＋）表达，＞５０％为强阳性（＋＋）表达。
１．５　统计学分析

对 ｐ２７ｋｉｐ１及 Ｓｋｐ２与大肠癌临床病理参数的
关系进行统计分析时，采用 ＳＰＳＳ１１．０统计软件
进行 χ２检验或 Ｆｉｓｈｅｒ确切概率法检验：对 Ｓｋｐ２与
ｐ２７ｋｉｐ１表达的相关性分析采用 ＳＰＳＳ１１．０统计软

件进行 Ｓｐｅａｒｍａｎ等级相关分析。α＝０．０５表示有
显著性检验水准。

２　结　果

２．１　ｐ２７ｋｉｐ１蛋白在癌旁正常黏膜、大肠腺瘤、大

肠癌组织中的表达

ｐ２７ｋｉｐ１蛋白阳性表达主要位于细胞核，呈棕黄

色，胞浆表达较少。结果显示：（１）ｐ２７ｋｉｐ１蛋白在

癌旁正常黏膜组表达率较大肠腺瘤组稍高，但两

者间无统计学差异（Ｐ＞０．０５）；（２）ｐ２７ｋｉｐ１蛋白

在大肠癌组表达率明显低于癌旁正常黏膜组及大

肠腺瘤组（Ｐ＜０．００１）（表 １）（图 １－２）。

表１　ｐ２７ｋｉｐ１蛋白在癌旁正常黏膜、大肠腺瘤、大肠癌组织中
的表达

　分组 例数 阳性例数 阴性例数 阳性率（％）

正常黏膜 １５ １４ １ ９３．３

大肠腺瘤 １５ １２ ３ ８０．０

大肠癌 ５０ ２１ ２９ ４２．０

　　　注：与大肠癌组比较，Ｐ＜０．００１

２．２　Ｓｋｐ２蛋白在癌旁正常黏膜、大肠腺瘤、大
肠癌组织中的表达

Ｓｋｐ２蛋白阳性表达主要位于细胞核，可见胞
核及胞浆同时表达。结果显示（１）Ｓｋｐ２蛋白在癌
旁正常黏膜组表达率较大肠腺瘤组低，但两者间无

统计学差异（Ｐ＞０．０５）；（２）Ｓｋｐ２蛋白在大肠癌
组表达率明显高于癌旁正常黏膜组及大肠腺瘤组，

差异有显著性差异（Ｐ＜０．０１）（表２）（图３－４）。

表２　Ｓｋｐ２蛋白在癌旁正常黏膜、大肠腺瘤、大肠癌组织中
的表达

　分组 例数 阳性例数 阴性例数 阳性率（％）

正常黏膜 １５ １ １４ ６．７

大肠腺瘤 １５ ２ １３ １３．３

大肠癌 ５０ ２３ ２７ ４６．０

　　　注：与比较大肠癌组，Ｐ＜０．００１

图１　ｐ２７ｋｉｐ１在高分化大肠癌
中的阳性表达（１０×４０）

图２　ｐ２７ｋｉｐ１在中分化大肠癌
中的阳性表达（１０×４０）

图３　Ｓｋｐ２在中分化大肠癌
中的阳性表达（１０×４０）

图４　Ｓｋｐ２在低分化大肠癌
中的阳性表达（１０×４０）

１０７
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２．３　ｐ２７ｋｉｐ１蛋白在不同临床病理特征大肠癌组
织中的表达

按年龄分为 ２组，一组为≤４０岁，另一组为
＞４０岁。肿块大小以３ｃｍ为界，分为≤３ｃｍ及 ＞
３ｃｍ２组。因 ＤｕｋｅｓＡ，Ｄ期大肠癌标本量太少，将
ＤｕｋｅｓＡ，Ｂ期大肠癌标本合并为一组，ＤｕｋｅｓＣ，
Ｄ期标本合并为一组。结果显示，ｐ２７ｋｉｐ１蛋白在大
肠癌的表达与患者性别、年龄、肿瘤大小及癌细

胞分化程度无关；无淋巴结转移组 ｐ２７ｋｉｐ１蛋白阳
性表达率为 ６０．９％，有淋巴结转移组 ｐ２７ｋｉｐ１蛋白
阳性 表 达 率 为 ２５．９％，两 者 差 异 有 显 著 性
（Ｐ＜０．０５）；ＤｕｋｅｓＡ，Ｂ期及 ＤｕｋｅｓＣ，Ｄ期大肠癌中
ｐ２７ｋｉｐ１蛋白阳性表达率分别为 ５９．１％，２８．６％，
两者差异有显著性（Ｐ＜０．０５）（表 ３）。

表３　ｐ２７ｋｉｐ１蛋白在不同临床病理特征大肠癌中的表达

病理特征 标本例数 阳性例数 阴性例数 阳性率（％） χ２ Ｐ值

性别　　　　　

男　　　　

女　　　　

３０

２０

１３

８

１７

１２

４３．３

４０．０
０．０５５ ０．８１５

年龄（岁）　　　

≤４０　　　　

＞４０　　　　

１４

３６

５

１６

９

２０

３５．７

４４．４
０．３１５ ０．５７４

肿瘤大小　　　

≤３ｃｍ　　　

＞３ｃｍ　　　

２１

２９

８

１３

１３

１６

３８．１

４４．８
０．２２７ ０．６３４

分化程度　　　

高分化　　　 １５ ８ ７ ５３．３ Ｆｉｓｈｅｒ ０．７３６

中分化　　　 ２１ ９ １２ ４２．９ Ｆｉｓｈｅｒ ０．４８８

低分化　　　 １４ ４ １０ ２８．５ Ｆｉｓｈｅｒ ０．２６４

Ｄｕｋｅｓ分期　　

Ａ期
%

Ｂ期　

Ｃ期
%

Ｄ期　

２２

２８

１３

８

９

２０

５９．１

２８．５
４．７１１ ０．０３０

淋巴转移　　　

无淋巴结转移

有淋巴结转移

２３

２７

１４

７

９

２０

６０．９

２５．９
６．２２６ ０．０１３

２．４　Ｓｋｐ２蛋白在不同临床病理特征大肠癌组
织中的表达

５０例 大 肠 癌 标 本 中，Ｓｋｐ２阳 性 表 达 率 为
４６．０％。其中在高、中、低分化大肠癌中阳性表达
率分别为 ２６．７％，４２．９％，７１．４％，经检验其在
高、低分化大肠癌中的表达存在显著性差异，在

中、低 分 化 大 肠 癌 中 的 表 达 差 异 无 显 著 性。

Ｓｋｐ２蛋白在大肠癌中的表达与患者性别、年龄、
肿瘤大小、Ｄｕｋｅｓ分期及有无淋巴结转移无相关
性（表 ４）。

表４　Ｓｋｐ２蛋白在不同临床病理特征大肠癌中的表达

病理特征 标本例数 阳性例数 阴性例数 阳性率（％） χ２ Ｐ值

性别　　　　　

男　　　　

女　　　　

３０

２０

１４

９

１６

１１

４６．７

４５．０
０．０１３ ０．９０８

年龄（岁）　　　

≤４０　　　

＞４０　　　

１４

３６

５

１８

９

１８

３５．７

５０．０
０．８２８ ０．３６３

肿瘤大小　　　

≤３ｃｍ　　　

＞３ｃｍ　　　

２１

２９

９

１４

１２

１５

４２．９

４８．３
０．１４４ ０．７０４

分化程度　　　

高分化　　

中分化　　

低分化　　

１５

２１

１４

４

９

１０

１１

１２

４

２６．７

４２．９

７１．４

Ｄｕｋｅｓ分期　　

Ａ期
%

Ｂ期　

Ｃ期
%

Ｄ期　

２２

２８

８

１５

１４

１３

３６．４

５３．６
１．４６９ ０．２２６

淋巴转移　　　

无淋巴结转移

有淋巴结转移

２３

２７

９

１４

１４

１３

３９．１

５１．９
０．８０９ ０．３６８

　　　注：与低分化组比较，Ｐ＜０．０５

２．５　大肠癌中 ｐ２７ｋｉｐ１与 Ｓｋｐ２蛋白表达的关系
经 Ｓｐｅａｒｍａｎ等级相关分析发现 Ｓｋｐ２与 ｐ２７ｋｉｐ１

之间存在明显负相关（ｒ＝－０．４７０，Ｐ＝０．００１）
（表 ５）。

表５大肠癌中ｐ２７ｋｉｐ１与 Ｓｋｐ２蛋白表达的关系

Ｓｋｐ２
ｐ２７ｋｉｐ１

（－） （＋） （＋＋）
（－） １０ ８ ９

（＋） １２ ２ １

（＋＋） ７ １ ０

３　讨　论

ｐ２７ｋｉｐ１蛋白是由 Ｐｏｌｙａｋ等［４］研究细胞间接触

抑制和转化生长因子 β（ＴＧＦβ）诱导细胞生长停
滞于 Ｇ１期的机制时，从静息的细胞抽提物中发
现的一个分子量为 ２７ｋＤ的热稳定蛋白。ｐ２７基
因定位于人染色体 １２ｐ１２．０～１２ｐ１３．１，包含
２个有编码功能的外显子和 １个无功能的外显子
及 １个内含子，它的基因表达产物 ｐ２７ｋｉｐ１蛋白是
细胞周期负性调控因子。在细胞周期进程中，

ｐ２７ｋｉｐ１主要与 ｃｙｃｌｉｎＡ ＣＤＫ２和 ｃｙｃｌｉｎＥＣＤＫ２等
Ｇ１期激酶复合物结合抑制 ＣＤＫ活性，使细胞停
滞于 Ｇ１期，而发挥 ｐ２７ｋｉｐ１的细胞周期负性调控作
用。ｐ２７ｋｉｐ１作为一种抑癌基因，极少发生纯合子
缺失或突变 ［５］。

２０７
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本研究结果显示 ｐ２７ｋｉｐ１在大肠癌组织中的表
达率明显低于癌旁正常黏膜及大肠腺瘤组织，提

示在大肠癌的发生过程中有 ｐ２７ｋｉｐ１蛋白表达的缺
失。ｐ２７ｋｉｐ１蛋白表达的缺失使原本处于静止状态
或死亡状态的细胞生长失去控制，由 Ｇ１期进入
Ｓ期而异常增生，诱导细胞向恶性转化，使肿瘤易
于生长和发展。王一等［６］发现 ｐ２７ｋｉｐ１蛋白表达与
原发性肝癌淋巴结转移、ＴＮＭ分期有关。本实验
发现，ｐ２７ｋｉｐ１蛋白表达与患者年龄、肿瘤大小、肿
瘤分化程度无关，与有无淋巴结转移、Ｄｕｋｅｓ分期
呈负相关，提示 ｐ２７ｋｉｐ１蛋白表达的缺失在大肠癌
侵袭过程中发挥一定的作用。可能与 ｐ２７ｋｉｐ１表达
缺失导致细胞间黏附力下降有一定关系。

Ｓｋｐ２是 Ｚｈａｎｇ等［７］发现的一种能与 Ｓ期激酶
ｃｙｃｌｉｎＣＤＫ２相互作用的蛋白，人类 Ｓｋｐ２基因定
位于 ５Ｐ１３，分子量约 ４５ｋＤ，是人类 ＳＣＦ复合物中
ＤＮＡ复制所必需的 Ｆｂｏｘ蛋白中的一员。Ｓｋｐ２
作为一种 Ｆｂｏｘ蛋白在细胞周期的调控中发挥重
要作用。在真核生物中，通过泛素蛋白酶降解途

径（ｕｂｉｑｕｉｔｉｎｐｒｏｔｅａｓｏｍｅｐａｔｈｗａｙ）降解泛素化的蛋
白质而严格调控细胞周期的有序进行。泛素经

过泛素活化酶 Ｅ１、泛素结合酶 Ｅ２、泛素连接酶
Ｅ３等一系列催化步骤结合底物蛋白，形成泛素
底物蛋白复合体，实现底物的泛素化降解。Ｓｋｐ２
为 Ｅ３复合物中的一种 Ｆｂｏｘ蛋白，对蛋白底物起
特异性识别作用。Ｓｋｐ２能够特异性识别磷酸化
的 ｐ２７ｋｉｐ１，使其通过泛素蛋白酶体途径降解而与
肿瘤关系密切。

本实验显示 Ｓｋｐ２在大肠癌组的表达率明显
高于癌旁黏膜和大肠腺瘤组，据此认为 Ｓｋｐ２的高
表达可能促进了 ｐ２７ｋｉｐ１等细胞周期负性调控因子
的降解，失去其细胞周期抑制作用导致癌的发

生。特别是本实验发现在一例腺瘤伴不典型增

生组织标本中可见 Ｓｋｐ２的高表达，可能与部分腺
瘤细胞增殖活性升高有关，这有利于不典型增生

组织进一步向恶性转化。本实验还显示 Ｓｋｐ２的
表达水平与大肠癌患者的年龄、性别、肿块大小

无关，而与组织分化程度有关，在低分化大肠癌

中有较高表达，且在高、低分化癌组织之间存在

显著性差异。表明 Ｓｋｐ２在细胞分化过程中发挥
重要作用，Ｓｋｐ２可以作为判断大肠癌恶性程度的
辅助指标。

本实验中 Ｓｋｐ２的表达与有无淋巴结转移及
Ｄｕｋｅｓ分期无关，表明 Ｓｋｐ２在大肠癌淋巴结转移
过程中可能只是起协同作用，Ｓｋｐ２对蛋白底物的
降解本身需要多种因子的相互作用。

Ｓｋｐ２是正常或异常细胞进入 Ｓ期所必须的。
Ｓｋｐ２首先在 Ｇ１～Ｓ期出现，在 Ｓ～Ｇ２期升高，在
Ｍ期则快速下降。Ｓｋｐ２主要通过影响细胞的
Ｇ１／Ｓ期调节细胞周期，与 ｐ２７ｋｉｐ１关系密切。敲除
基因 Ｓｋｐ２的小鼠行部分肝切除后，ｐ２７ｋｉｐ１表达增
加，肝细胞数量并不增多，而是以细胞体积增大，

多倍体细胞数量增多为主［８］。在衰老的纤维母细

胞中研究发现，Ｓｋｐ２减少，ｐ２７ｋｉｐ１相对增多，则细
胞被阻止在 Ｇ１期，不能进入 Ｓ合成期。关于肿
瘤中 Ｓｋｐ２和 ｐ２７ｋｉｐ１的表达情况及两者的相关性，
己经有大量文献报道。Ｗａｇｎｅｒ等［９］发现在前列腺

癌中，正常的管腔上皮和基底细胞表达少量的

Ｓｋｐ２，在不典型增生和前列腺癌中，Ｓｋｐ２的水平
明显增高，与 ｐ２７ｋｉｐ１的表达呈负相关。本研究发
现 ｐ２７ｋｉｐ１与 Ｓｋｐ２表达强度呈负相关（ｒ＝－０．４７０，
Ｐ＝０．００１）。提示在大肠癌进展过程中，Ｓｋｐ２蛋
白表达的上调通过泛素蛋白酶体途径导致 ｐ２７ｋｉｐ１

蛋白表达降低，使其不能有效发挥 ＣＤＫＩ的作用，
使癌细胞具有更高的侵袭能力。这与大多数学

者在其它肿瘤中的研究相符。
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