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Ｓｋｐ２反义寡核苷酸对大肠癌细胞ＳＷ４８０生长和增殖的影响
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　　摘　要：目的　研究Ｓ期激酶相关蛋白２反义寡核苷酸（Ｓｋｐ２ａｎｔｉｓｅｎｓｅｏｌｉｇｏｄｅｏｘｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ，Ｓｋｐ２ＡＳＯＤＮ）对大肠癌细胞生

长和增殖的影响及可能机制。方法　采用脂质体介导不同浓度的Ｓｋｐ２ＡＳＯＤＮ转染ＳＷ４８０细胞，终浓度分别设置０．０５０、

０．１２５、０．２５０、０．５００、１．０００、２．０００、４．０００μｍｏｌ／Ｌ，以Ｓｋｐ２无义寡核苷酸（ＮＳＯＤＮ）及空白组作对照。采用倒置显微镜观察、噻唑

蓝比色法（ＭＴＴ）和流式细胞术（ＦＣＭ），观察不同浓度的Ｓｋｐ２ＡＳＯＤＮ对ＳＷ４８０细胞生长、增殖和细胞周期的影响。运用ＲＴ

ＰＣＲ和免疫细胞化学检测ＳＷ４８０细胞中Ｓｋｐ２、Ｐ２７
ｋｉｐ１ｍＲＮＡ和蛋白表达情况。结果　倒置显微镜下观察见ＳＷ４８０细胞形态未

见改变，生长速度减慢。Ｓｋｐ２ＡＳＯＤＮ浓度达到０．１２５μｍｏｌ／Ｌ时，抑制率为１４．４８％（犘＜０．０５）。随着Ｓｋｐ２ＡＳＯＤＮ浓度增加，

其对ＳＷ４８０细胞的生长和增殖的抑制作用增强（犘＜０．０１），并存在浓度依赖效应。ＳＷ４８０细胞Ｇ０／Ｇ１ 期增多（犘＜０．０１），Ｓ期减

少（犘＜０．０５），细胞周期进程受到阻滞。ＲＴＰＣＲ及免疫细胞化学显示：Ｓｋｐ２ｍＲＮＡ及Ｓｋｐ２蛋白表达降低（犘＜０．０５），Ｐ２７
ｋｉｐ１

ｍＲＮＡ未见改变（犘＞０．０５），但其蛋白表达明显升高（犘＜０．０１）。结论　Ｓｋｐ２ＡＳＯＤＮ对ＳＷ４８０细胞的生长和增殖具有抑制作

用。其可能的机制为通过Ｓｋｐ２ＡＳＯＤＮ的基因封闭作用，降低了Ｓｋｐ２对Ｐ２７
ｋｉｐ１泛素化降解作用，从而阻滞细胞周期进行。
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ｖａｔｉｏｎａｎｄｍｅｔｈｙｌｔｈｉａｚｏｌｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ（ＭＴＴ），ｔｈｅｃｅｌｌｃｙｃｌｅｗａｓｓｕｒｖｅｙｅｄｂｙｔｈｅｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ（ＦＣＭ）．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍＲＮＡ

ａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｏｆＳｋｐ２ａｎｄＰ２７
ｋｉｐ１ｗｅｒｅｉｎｓｐｅｃｔｅｄｂｙｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ（ＲＴＰＣＲ）ａｎｄｉｍｍｕｎｏｃｙｔｏｃｈｅｍ
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ｃｅｌｌｃｙｃｌｅｗａｓｂｌｏｃｋｅｄ．ＲＴＰＣＲａｎｄｔｈｅｉｍｍｕｎｏｃｙｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｂｏｔｈＳｋｐ２ｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｗｅｒｅｄｏｗｎｒｅｇｕｌａ

ｔｅｄ（犘＜０．０５）．ＡｌｔｈｏｕｇｈｔｈｅＰ２７
ｋｉｐ１ ｍＲＮＡｌｅｖｅｌｈａｄｎｏｃｈａｎｇｅ（犘＞０．０５），ｂｕｔｉｔｓｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓｅｌｅｖａｔｅｓｏｂｖｉｏｕｓｌｙ（犘＜
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ａｒｒｅｓｔｅｄ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ；ａｎｔｉｓｅｎｓｅｏｌｉｇｏｄｅｏｘｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ；Ｓｋｐ２；Ｐ２７
ｋｉｐ１

　　泛素蛋白酶体途径是真核细胞内蛋白质选择性降解的重

要方式。Ｓ期激酶相关蛋白２（Ｓｐｈａｓｅｋｉｎａｓｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏ

ｔｅｉｎ２，Ｓｋｐ２）作为一个非常重要的Ｆｂｏｘ蛋白，参与泛素蛋白

酶体中作为泛素连接酶复合物ＳＣＦ的组成，同时也是参与降

解细胞周期抑制因子Ｐ２７ｋｉｐ１重要蛋白
［１］。根据既往的研究结

果显示，Ｓｋｐ２和Ｐ２７
ｋｉｐ１分别扮演了原癌基因和抑癌基因的角

色，并且在大肠癌组织中的表达呈显著负相关［２］。那么这种关

系发生的相关机制是什么？以及它们之间是怎样进行调控？

作者针对Ｓｋｐ２在大肠癌中过表达的特点，设计合成了以Ｓｋｐ２

为靶点的高度特异性的反义寡核苷酸序列（ａｎｔｉｓｅｎｓｅｏｌｉｇｏｄｅ

ｏｘｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅＡＳＯＤＮ），通过对Ｓｋｐ２表达的反义抑制作用，从

分子生物学角度探讨Ｓｋｐ２与Ｐ２７
ｋｉｐ１蛋白表达呈负相关的可能
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机制，同时也为大肠癌的基因治疗提供实验依据。

１　材料与方法

１．１　试剂　大肠癌细胞株ＳＷ４８０，购于第四军医大学实验动

物中心；Ｓｋｐ２ＡＳＯＤＮ、无义寡核苷酸（Ｎｏｎｓｅｎｓｅｏｌｉｇｏｄｅｏｘｙｎｕ

ｃｌｅｏｔｉｄｅ，ＮＳＯＤＮ）和内标 ＧＡＰＤＨ 引物均由上海生物工程公

司合成；脂质体ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００购于美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公

司；Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒购于北京鼎国生物技术有限责任公司；ＲＴ

ＰＣＲ试剂盒购于Ｔａｋａｒａ宝生物工程（大连）有限公司。

１．２　方法

１．２．１　Ｓｋｐ２ＡＳＯＤＮ的设计与合成　参阅相关文献，并根据

Ｓｋｐ２ｍＲＮＡ（ＧｅｎＢａｎｋ：ＮＭ００５９８３）起始密码子后１８０～１９６

ｂｐ碱基序列，设计与其互补的 １７ 个碱基寡聚物。Ｓｋｐ２

ＡＳＯＤＮ序列为５′ＣＣＴＧＧＧＧＧＡＴＧＴＴＣＴＣＡ３′；Ｓｋｐ２

ＮＳＯＤＮ序列为５′ＧＧＣＴＴＣＣＧＧＧＣＡＴＴＴ ＡＧ３′，Ｓｋｐ２

ＮＳＯＤＮ序列的碱基数目及比例与Ｓｋｐ２ＡＳＯＤＮ相同，但序列

随机排列，经ＧｅｎＢａｎｋ检索不与基因组序列配对。

１．２．２　引物设计与合成　内标 ＧＡＰＤＨ 引物参照文献。

Ｓｋｐ２、Ｐ２７
ｋｉｐ１引物以ＮｅｗＳｔａｒ软件自行设计。ＧＡＰＤＨ上游引

物：５′ＣＣＡＴＧＧＡＧＡＡＧＧＣＴＧＧＧＧ３′，下游引物：５′ＣＡＡ

ＡＧＴＴＧＴ ＣＡＴ ＧＧＡ ＴＧＡ ＣＣ３′，扩 增 产 物 为 １９５ｂｐ。

Ｐ２７ｋｉｐ１上游引物：５′ＣＧＴ ＧＧＣＴＣＧ ＴＣＧ ＧＧＧ ＴＣＴ ＧＴＧ

ＴＣＴ３′，下游引物：５′ＧＧＧＧＣＣＧＣＧＧＧＧＧＴＣＴＧＴＡＧＴ

ＡＧ３′，扩增产物４３１ｂｐ。Ｓｋｐ２上游引物：５′ＡＡＧＡＧＧＡＧＣ

ＣＣＧＡＣＡＧＴＧＡＧＡＡＣＡ３′，下游引物：５′ＧＡＣＡＧＴＡＴＧ

ＣＣＧＴＧＧＡＧＧＧＴＧＧＡＣ３′，扩增产物４８１ｂｐ。

１．２．３　噻唑蓝（ＭＴＴ）检测Ｓｋｐ２ＡＳＯＤＮ对ＳＷ４８０细胞的增

殖抑制影响　将ＳＷ４８０细胞以细胞密度为２×１０
５／ｍＬ，接种

于９６孔培养板。分别加入Ｓｋｐ２ＡＳＯＤＮ和Ｓｋｐ２ＮＳＯＤＮ，终

浓度分别为０．０５０、０．１２５、０．２５０、０．５００、１．０００、２．０００、４．０００

μｍｏｌ／Ｌ，每组接种５孔，每孔总体系保持２００μＬ。空白对照组

加入等量无血清、无抗生素的ＲＰＭＩ１６４０液。孵育１２ｈ后，

弃去转染液，添加含血清ＲＰＭＩ１６４０培养液２００μＬ，继续培养

７２ｈ。每孔加入 ＭＴＴ（浓度５ｍｇ／ｍＬ）２０μＬ，继续孵育４ｈ，终

止培养。小心吸弃孔内培养上清液，每组取３孔加入１５０μＬ

二甲基亚砜，振荡１０ｍｉｎ，并在酶联免疫检测仪上测定各孔

４９０ｎｍ波长吸光度值（Ａ值）。细胞增殖抑制率（％）＝［１－

（实验组Ａ值／对照组 Ａ值）］×１００％。每组另外２孔在倒置

显微镜下观察其生长情况。

１．２．４　流式细胞仪检测Ｓｋｐ２ＡＳＯＤＮ对ＳＷ４８０细胞周期影

响　取对数生长期ＳＷ４８０细胞，经稀释成终浓度为３．５×

１０５／５０ｍＬ细 胞 悬 液 后 继 续 培 养 ２４ｈ，分 别 加 入 Ｓｋｐ２

ＡＳＯＤＮ、Ｓｋｐ２ＮＳＯＤＮ至终浓度１．０μｍｏｌ／Ｌ，加入无血清的

培养液使总的体系为２００μＬ，转染１２ｈ。吸去转染液后，添加

含有血清的培养液，置于３７℃、５％ＣＯ２ 孵箱培养７２ｈ。收集

细胞，调整细胞终浓度为１×１０６／ｍＬ，经磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）

洗涤，－４℃预冷的７０％乙醇固定１ｈ，加 ＲＮＡ酶（１００μｇ／

ｍＬ，罗氏公司）５００μＬ，３０ｍｉｎ，加５０μｇ／ｍＬ碘化丙啶（ＰＩ）５００

μＬ，３０ｍｉｎ，混合液用３００目尼龙网除去杂质。用流式细胞仪

进行细胞周期分析。

１．２．５　ＲＴＰＣＲ检测Ｓｋｐ２ｍＲＮＡ和Ｐ２７
ｋｉｐ１ ｍＲＮＡ　实验分

为ＡＳＯＤＮ、ＮＳＯＤＮ和对照组。细胞接种和转染方法同上。

ＰＢＳ洗涤各组细胞，用Ｔｒｉｚｏｌ核酸提取试剂盒，按照说明分别

提取各组细胞中的总ＲＮＡ，按照ＲＴＰＣＲ试剂盒说明操作，反

应体系为２０μＬ，反应条件为３７℃恒温类３０ｍｉｎ，９５℃５ｍｉｎ

中止反应，随后进行 ＰＣＲ反应。取逆转录的ｃＤＮＡ 产物２

μＬ，分别加入１０×ＲＴ缓冲液４．５μＬ，Ｔａｑ酶１μＬ，ＤＥＰＣ

ｄｄＨ２Ｏ４２．５μＬ，上、下游引物各５０ｐｍｏＬ，反应体系为５０μＬ

进行ＲＴＰＣＲ反应。Ｓｋｐ２扩增条件为９４℃２ｍｉｎ；９４℃４５

ｓ，５５℃４５ｓ，７２℃４５ｓ，３０个循环；７２℃ 延伸５ｍｉｎ。Ｐ２７ｋｉｐ１

扩增条件为９６℃１ｍｉｎ，６２℃１ｍｉｎ，７２℃２ｍｉｎ，３５个循环；

７２℃ 延伸１０ｍｉｎ。ＧＡＰＤＨ扩增条件为９５℃１ｍｉｎ，６２℃１

ｍｉｎ，７２℃１ｍｉｎ，３０个循环；７２℃ 延伸８ｍｉｎ。取ＰＣＲ产物，

经２．５％琼脂糖凝胶电泳，凝胶系统成像（美国ＢｉｏＲａｄ公司），

观察结果并照相。

１．２．６　细胞免疫化学染色测定Ｓｋｐ２和Ｐ２７
ｋｉｐ１蛋白表达　取

对数生长期ＳＷ４８０细胞，用０．２５％胰蛋白酶消化成单细胞悬

液后，以１×１０５／孔接种于１２孔培养板中，置于３７℃、５％饱和

湿度条件下培养２４ｈ，待细胞贴壁后，分别加入１μｍｏｌ／Ｌ

Ｓｋｐ２ＡＳＯＤＮ和 ＮＳＯＤＮ，同时设立空白对照组。孵育１２ｈ

后，弃去转染液，添加含血清ＲＰＭＩ１６４０培养液２００μＬ，继续

培养７２ｈ。经ＰＢＳ清洗，经９５％乙醇固定后，对细胞进行免疫

化学染色。根据前期实验可知，Ｓｋｐ２和Ｐ２７
ｋｉｐ１表达均位于细

胞核，染色呈棕黄色或黄褐色。

１．３　统计学处理　全部数据用ＳＰＳＳ１３．０统计软件分析。计

量资料以狓±狊表示，两组间差异采用狋检验，以犘＜０．０５为

差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　Ｓｋｐ２ＡＳＯＤＮ对ＳＷ４８０细胞生长的影响　倒置显微镜

下观察发现，经过Ｓｋｐ２ＡＳＯＤＮ处理７２ｈ后，ＳＷ４８０细胞形

态未见改变，但其生长速度明显减慢。见图１。

　　Ａ：对照组细胞培养７２ｈ；Ｂ：Ｓｋｐ２ＡＳＯＮＤ处理后培养７２ｈ。

图１　　Ｓｋｐ２ＡＳＯＤＮ对ＳＷ４８０细胞生长的影响

２．２　ＭＴＴ检测Ｓｋｐ２ＡＳＯＤＮ对ＳＷ４８０细胞增殖的抑制作

用　当Ｓｋｐ２ＡＳＯＤＮ浓度达到０．１２５μｍｏｌ／Ｌ时，其Ａ值与对

照组比较，差异有统计学意义（犘＜０．０５），随着Ｓｋｐ２ＡＳＯＤＮ

浓度的增加，各浓度 Ａ值与对照组比较，差异有统计学意义

（犘＜０．０１）。当Ｓｋｐ２ＮＳＯＤＮ浓度达到４．０００μｍｏｌ／Ｌ时，其

对细胞的增殖也显示抑制作用（犘＜０．０１），见表１。

表１　　Ｓｋｐ２ＡＳＯＤＮ、Ｓｋｐ２ＮＳＯＤＮ作用ＳＷ４８０

　　　细胞后的Ａ值及增殖抑制率

组别 Ａ值（狓±狊） 抑制率（％）

对照组 ０．８１５０±０．０６１６ －

ＡＳＯＤＮ０．０５０μｍｏｌ／Ｌ组 ０．７５２０±０．２８１６ ７．７３

ＡＳＯＤＮ０．１２５μｍｏｌ／Ｌ组 ０．６９７０±０．０２８４ １４．４８

ＡＳＯＤＮ０．２５０μｍｏｌ／Ｌ组 ０．６０２０±０．０３５９ ２６．１３

ＡＳＯＤＮ０．５００μｍｏｌ／Ｌ组 ０．５１１０±０．０２１２ ３７．３０

ＡＳＯＤＮ１．０００μｍｏｌ／Ｌ组 ０．３４２７±０．０３４７ ５７．９５

ＡＳＯＤＮ２．０００μｍｏｌ／Ｌ组 ０．２３１０±０．０５９８ ７１．６６
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续表１　　Ｓｋｐ２ＡＳＯＤＮ、Ｓｋｐ２ＮＳＯＤＮ作用ＳＷ４８０

　　细胞后的Ａ值及增殖抑制率

组别 Ａ值（狓±狊） 抑制率（％）

ＡＳＯＤＮ４．０００μｍｏｌ／Ｌ组 ０．１０２０±０．０１５６ ８７．４８

ＮＳＯＤＮ０．０５０μｍｏｌ／Ｌ组 ０．７６９０±０．０４８７ ５．６４

ＮＳＯＤＮ０．１２５μｍｏｌ／Ｌ组 ０．７３９０±０．０４６１ ９．３３

ＮＳＯＤＮ０．２５０μｍｏｌ／Ｌ组 ０．７６９０±０．０４７１ ５．６４

ＮＳＯＤＮ０．５００μｍｏｌ／Ｌ组 ０．７４６０±０．０３７０ ８．４７

ＮＳＯＤＮ１．０００μｍｏｌ／Ｌ组 ０．７７４０±０．０７６０ ５．０３

ＮＳＯＤＮ２．０００μｍｏｌ／Ｌ组 ０．７６３０±０．０４３３ ６．３８

ＮＳＯＤＮ４．０００μｍｏｌ／Ｌ组 ０．６５１０±０．０１０１ ２０．１２

　　－：此项无数据。

２．３　Ｓｋｐ２ＡＳＯＤＮ 对 ＳＷ４８０细胞周期的影响　经 Ｓｋｐ２

ＡＳＯＤＮ 作用后，停留于 Ｇ０／Ｇ１ 期 ＳＷ４８０细胞增多（犘＜

０．０１），而进入Ｓ期的细胞减少（犘＜０．０５），在Ｇ２／Ｍ 期的细胞

数量无明显改变（犘＞０．０５）。见表２。

２．４　Ｓｋｐ２ＡＳＯＤＮ对Ｓｋｐ２、Ｐ２７
ｋｉｐ１ ｍＲＮＡ表达的影响　ＲＴ

ＰＣＲ实验结果显示，Ｓｋｐ２ＡＳＯＤＮ作用后的ＳＷ４８０细胞中

Ｓｋｐ２ｍＲＮＡ表达降低，Ｐ２７
ｋｉｐ１ ｍＲＮＡ表达无变化。见图２。

２．５　Ｓｋｐ２ＡＳＯＤＮ对Ｓｋｐ２、Ｐ２７
ｋｉｐ１蛋白表达的影响　细胞免

疫化学结果显示，经Ｓｋｐ２ＡＳＯＤＮ处理后ＳＷ４８０细胞中Ｓｋｐ２

蛋白表达降低（染色减弱），Ｐ２７ｋｉｐ１蛋白表达增强（染色增强）。

见图３。

表２　　ＦＣＭ检测Ｓｋｐ２ＡＳＯＤＮ和Ｓｋｐ２ＮＳＯＤＮ处理后

　　　　ＳＷ４８０的细胞周期结果（％）

组别 Ｇ０／Ｇ１ Ｓ Ｇ２／Ｍ

对照组 ３２．４０±０．９８ ５８．２±２．９８ ９．４±０．７５

Ｓｋｐ２ＮＳＯＤＮ组 ３３．８０±０．５３ ５７．５±０．６１ ８．７±０．６２

Ｓｋｐ２ＡＳＯＮＤ组 ４０．９０±１．１５ ５０．５±１．５７ ８．６±０．２６

　　Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１：ＡＳＯＤＮＳｋｐ２；２：ＡＳＯＤＮＰ２７ｋｉｐ１；３：ＧＡＰＤＨ；４：

ＮＳＯＤＮＳｋｐ２；５：ＮＳＯＤＮＰ２７ｋｉｐ１；６：ＧＡＰＤＨ；７：对照组Ｓｋｐ２；８：对照

组Ｐ２７ｋｉｐ１；９：ＧＡＰＤＨ。

图２　　各组Ｓｋｐ２和Ｐ２７
ｋｉｐ１ ｍＲＮＡ表达情况

　　Ａ：经Ｓｋｐ２ＡＳＯＤＮ处理后Ｓｋｐ２蛋白表达；Ｂ：经Ｓｋｐ２ＮＳＯＤＮ处理后Ｓｋｐ２蛋白表达；Ｃ：经Ｓｋｐ２ＡＳＯＤＮ处理后Ｐ２７ｋｉｐ１蛋白表达；Ｄ：经Ｓｋｐ２

ＮＳＯＤＮ处理后Ｐ２７ｋｉｐ１蛋白表达。

图３　　经Ｓｋｐ２ＡＳＯＤＮ、ＮＳＯＤＮ处理后Ｓｋｐ２、Ｐ２７
ｋｉｐ１蛋白变化（ＳＰ×２００）

３　讨　　论

细胞周期是生命活动的基础，通过有效的内外调控作用，

保证细胞周期有序地进行。肿瘤则是一类渐进性细胞周期调

控机制紊乱的疾病，因此，对肿瘤细胞周期调控机制的研究，对

认识肿瘤的发生、发展，临床诊断与治疗有着重要意义。作为

泛素连接酶，Ｓｋｐ２主要功能是特异性识别磷酸化的底物并介

导其泛素化降解。研究显示，Ｓｋｐ２和细胞周期调控因子之间

密切 相 关，如 Ｅ２Ｆ、ｃｙｃｌｉｎＡ、ｃｙｃｌｉｎＢ、ｃｙｃｌｉｎＤｌ、ｃｙｃｌｉｎＥ、ｐ２１、

Ｐ２７ｋｉｐ１和ｐ５３都是泛素蛋白酶体途径的底物
［３５］。近年研究发

现Ｓｋｐ２扮演着原癌基因的角色，参与了肿瘤的发生及发展。

为了进一步研究Ｓｋｐ２对细胞调控因子的异常泛素化降解作

用，Ｗｅｉ等
［６］发现作为调节细胞周期泛素蛋白酶体之一的ＳＣＦ

复合体，可通过对Ｓｋｐ２的调节，发挥对细胞 Ｇ１ 期的调控。

Ｎｅｌｓｅｎ等
［７］研究发现，ｃｙｃｌｉｎＥ和Ｓｋｐ２转染大大缩短了肝细

胞Ｇ１ 期向Ｓ期过渡时间，并且还促进大量肝细胞的复制和肝

组织的增生，证实Ｓｋｐ２是一种参与Ｇ１ 期到Ｓ期过渡调控的

蛋白，扮演致癌基因的作用。既往研究发现，在许多人类恶性

肿瘤中，如食道鳞状上皮细胞癌、胃癌、乳腺癌、肺癌、宫颈癌以

及前列腺癌等，Ｓｋｐ２均呈过表达
［８１２］。以前的研究发现，Ｓｋｐ２

在大肠癌中也呈过表达，扮演着癌基因的角色。

既往有关Ｐ２７ｋｉｐ１的研究，主要是其对细胞周期的负性调控

方面，发现在多种肿瘤中均有Ｐ２７ｋｉｐ１表达的下调现象
［１３］，推测

可能与细胞周期关卡Ｇ１／Ｓ抑制作用减弱有关。但近年来，随

着对大量肿瘤细胞中Ｓｋｐ２和Ｐ２７
ｋｉｐ１的相关性研究发现，Ｓｋｐ２

Ｐ２７ｋｉｐ１通路与人类恶性肿瘤发生存在密切关系，推测与泛素

蛋白酶体途径有关［１４］。泛素蛋白酶体途径是真核细胞选择

性降解蛋白的重要途径，是参与调控细胞周期、基因转录及信

号转导等过程中的关键机制。作为Ｆｂｏｘ蛋白家族成员之一，

Ｓｋｐ２参与ＳＣＦ复合体组成并起到了底物识别的作用，对细胞

周期因子Ｐ２７ｋｉｐ１进行特异性识别并降解，从而参与细胞周期调

控。Ｍｉｙａｍｏｔｏ等
［１５］研究发现，Ｓｋｐ２和Ｐ２７

ｋｉｐ１在正常子宫内膜

增生期和分泌期表达。５９％的子宫内膜癌患者Ｓｋｐ２与Ｐ２７
ｋｉｐ１

表达呈负相关。Ｘｉａｎｇ等
［１６］发现在鼻型自然杀伤Ｔ细胞淋巴

瘤患者中，７１％Ｓｋｐ２阳性，７３％ Ｐ２７
ｋｉｐ１阴性，两者呈负相关。

此外，在乳腺癌、胆管癌等肿瘤中也有类似的报道［１７］。本实验

中，作者发现在大肠癌细胞中Ｓｋｐ２呈过表达，Ｐ２７
ｋｉｐ１表达下
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调，二者呈负相关，推测Ｓｋｐ２Ｐ２７
ｋｉｐ１通路参与此过程，其可能

的机制与泛素蛋白酶体途径有关，主要发生在转录后水平。

作为调控和检测特定基因表达的重要方法，ＡＳＯＤＮ技术

在近年来取得了显著的进步。ＡＳＯＤＮ技术具有合成方便、序

列设计简单、选择性高、亲和力强等特点。通过本研究发现，利

用ＡＳＯＤＮ的基因封闭和阻断技术，能有效抑制大肠癌细胞的

增殖和生长，不仅证实了Ｓｋｐ２在大肠癌中扮演了原癌基因的

角色，同时也为大肠癌的基因治疗提供实验依据。

综上所述，大肠癌同其他大多数肿瘤一样，可能也存在着

过表达的Ｓｋｐ２以泛素蛋白酶体途径从而对Ｐ２７
ｋｉｐ１产生过度

降解，二者共同参与肿瘤的发生和发展。随着对 Ｓｋｐ２和

Ｐ２７ｋｉｐ１研究的不断深入，二者在大肠癌细胞中是否还存在其他

作用机制，有待进一步研究。
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误　　差

误差指测量值与真值之差，也指样本指标与总体指标之差。包括系统误差、随机测量误差和抽样误差。系统误差指数

据收集和测量过程中由于仪器不准确、标准不规范等原因，造成观察（检测）结果呈倾向性的偏大或偏小，是可避免或可通过

研究设计解决的。随机测量误差指由于一些非人为的偶然因素使观察（检测）结果或大或小，是不可避免的。抽样误差指由

于抽样原因造成样本指标与总体指标的差异，是不可避免但可减少的。
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