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摘   要 目的：探讨中电导钙激动钾离子通道（SK4）在原发性肝细胞癌（HCC）中的表达情况及意义。

方法：收集 46 例 HCC 患者手术标本的 HCC 组织与癌旁组织。用免疫组化法检测两种组织中 SK4 与

血管内皮细胞生长因子（VEGF）在的表达，分析 HCC 组织中 SK4 与 VEGF 表达的相关性；用 real-

time PCR 法检测两种组织中 SK4 mRNA 的表达，并分析 SK4 mRNA 表达与 HCC 临床病理因素的关系。

用 Western blot 法检测两种组织中 SK4 蛋白的表达。

结 果： 免 疫 组 化 结 果 显 示， 肝 癌 组 织 中 SK4 和 VEGF 的 阳 性 表 达 率 均 明 显 高 于 癌 旁 组 织（ 均

P<0.05），且在 HCC 组织中 SK4 和 VEGF 阳性表达呈正相关（r=0.364，P<0.05）；real-time PCR

结果显示，HCC 组织中 SK4 mRNA 表达水平较癌旁组织明显上调（P<0.05），且 SK4 mRNA 的高表

达与肿瘤低分化及门静脉癌栓有关（均 P<0.05）；Western blot 结果显示，SK4 蛋白在 HCC 细胞膜

的表达明显高于癌旁肝细胞，但两者胞质 SK4 水平无明显差异。

结论：SK4 在 HCC 组织中表达增高，其可能通过上调 VEGF 的表达等途径促进 HCC 细胞的侵袭转移。                                                                          

[ 中国普通外科杂志 , 2014, 23(1):37-42]
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离 子 通 道 对 于 维 持 细 胞 的 动 态 平 衡 和 稳 定 起

着至关重要的作用。现已陆续发现有多种钾离子通

道 与 肿 瘤 关 系 密 切， 而 中 电 导 钙 激 动 钾 离 子 通 道

蛋白（intermediate-conductance calcium-activated 

potassium channel protein，SK4）已被证实在众多

肿瘤细胞中高表达，并可能影响肿瘤细胞的发生和

发展 [1-5]。原发性肝癌（HCC）恶性程度高，目前

治疗效果不理想。研究 SK4 在 HCC 中表达状况及

其作用对深入了解 HCC 的发生发展机制有重要意

义，并可能提供一种新的 HCC 治疗策略。本实验

采 用 免 疫 组 化 染 色 法、real-time PCR 和 Western 

blot 方 法， 比 较 HCC 组 织 和 癌 旁 组 织 中 的 SK4

的 表 达 变 化， 以 及 血 管 内 皮 生 长 因 子（VEGF）

在 HCC 组 织 和 癌 旁 组 织 中 的 表 达 差 异， 旨 在 探

讨 HCC 组织中 SK4 与 VEGF 表达的关系，并分析

SK4 的表达与 HCC 患者临床特征之间的关系。

1　材料与方法

1.1  标本及其一般资料

随机选取 2009—2011 年于华中科技大学附属

同济医院因原发性肝细胞性肝癌（HCC）行肝切除

的患者 46 例；其中男 34 例，女 12 例；平均年龄

（43.4±8.6） 岁。 所 有 患 者 术 前 未 经 化 疗 或 介 入

治疗等其他治疗手段。手术切除标本取部分肝癌组

织和其对应的癌旁组织（>1 cm）冻存，其余标本

送病理室处理，所选病例均经病理证实为 HCC。

1.2  免疫组化法检测 SK4 和 VEGF

拟行免疫组化染色的标本经 10% 福尔马林溶

液固定后，常规脱水，石蜡包埋，作 4 μm 连续切

片， 行 SK4 和 VEGF 免 疫 组 化 染 色； 染 色 方 法 为

SABC 法。以磷酸盐缓冲液（PBS）代替一抗作阴

性对照。所有抗体和 SABC 试剂盒购自武汉博士德

生物工程有限公司。染色完成后，在光学显微镜下

观察。SK4 阳性染色为细胞膜和胞浆染为棕褐色，

VEGF 阳 性 染 色 为 胞 浆 染 为 棕 黄 色。 结 果 判 断 采

用综合评分法：每张切片计数 5 个高倍（×400）

视野，观察：⑴ 染色程度，不着色 0 分，浅棕色

1 分，棕黄色或棕色 2 分，棕褐色或深棕色 3 分。 

⑵ 阳 性 细 胞 数， 无 细 胞 着 色 0 分； 染 色细胞数占

视 野 25% 以 下 为 1 分；25%~50% 为 2 分；50% 以 上

为 3 分。两种评分相加：0~1 分为阴性（-），2~3 分

为 弱 阳 性（+），4 分 为 阳 性（++），5~6 分 

为强阳性（+++）。

1.3  实时荧光定量 PCR 检测 SK4 mRNA

取 100 mg -70 ℃ 标 本 组 织 置 于 玻 璃 研 磨 器

Methods: The surgical specimens of HCC and adjacent tissues from 46 HCC patients were collected. The 
expressions of SK4 and vascular endothelial growth factor (VEGF) in the two types of tissues were measured 
by immunohistochemical staining, and the correlation between SK4 and VEGF expression was analyzed. The 
SK4 mRNA expressions in the two types of tissues were determined by real-time PCR, and the relations of SK4 
mRNA expression with the clinicopathologic factors were analyzed. The SK4 protein expressions in the two  types 
of tissues were detected by Western blot analysis.
Results: The results of immunohistochemical staining showed that the positive expression rates of both SK4 
and VEGF in HCC tissue were significantly higher than those in adjacent tissue (both P<0.05), and there was 
a positive correlation between SK4 and VEGF expression in HCC tissue (r=0.364, P<0.05). The results of real-
time PCR showed that SK4 mRNA expression in HCC tissue was significantly up-regulated compared with 
adjacent tissue (P<0.05), and the high SK4 mRNA expression was associated with poor differentiation and portal 
vein tumor thrombus (both P<0.05). The results of Western blot showed that the SK4 protein expression level 
in the cell membrane of cells from HCC tissue was significantly higher than that of cells from adjacent tissue, but the 
expression levels in the cytoplasm of both tissues had no obvious difference between them.
Conclusion: The SK4 expression is increased in HCC, which may promote the invasion and metastasis of HCC 
through up-regulating VEGF expression or others.

[Chinese Journal of General Surgery, 2014, 23(1):37-42]
KeywoRdS Carcinoma, Hepatocellular; Potassium Channels, Calcium-Activated; Vascular Endothelial Growth Factors
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内， 先 加 入 200 μL 的 Trizol 试 剂 溶 液， 充 分 研 磨

组 织。 待 组 织 液 化 后， 转 入 1.5 mL 的 EP 管（ 艾

本 德 离 心 管） 中， 再 在 研 磨 器 内 加 入 800 μL 的

Trizol 溶 液 洗 净， 然 后 全 部 转 入 EP 管 中。 颠 倒

混 匀 10 次， 室 温 静 置 5 min。 每 1 mL Trizol 中 加

入 200 μL 氯 仿， 盖 紧 样 品 瓶 盖， 用 力 摇 晃 试 管 

15 s，使其充分混匀。室温放置 3 min。12 000 r/min 

4 ℃ 离 心 10 min。 吸 取 上 层 水 相 转 移 至 干 净 的

离 心 管 中， 加 入 等 体 积 异 丙 醇， 混 匀 后 室 温 放

置 20 min。12 000 r/min 4 ℃ 离 心 10 min， 弃 上 清

液。 加 入 1 mL 75% 乙 醇 洗 涤 沉 淀。12 000 r/min 

4 ℃离心 3 min，弃上清液。室温干燥 5~10 min。加

入 30~50 μL 无 RNA 酶 水（RNase-free H2O）， 充

分 溶 解 RNA。 测 定 所 得 RNA 溶 液 样 品 浓 度。 使

用美国赛莫非公司逆转录试剂盒（RevertAid First 

Strand cDNA Synthesis Kit, Thermo Scientific，美

国），按说明书要求逆转录合成 cDNA。取 cDNA

样 品 0.5 μg， 使 用 美 国 赛 莫 非 公 司 荧 光 定 量 PCR

试 剂 盒（Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master 

Mix（2×），Thermo Scientific， 美 国 ）， 按 说

明 书 进 行 real time PCR。 反 应 所 用 引 物 SK4：

正 义 链 为 5'-GGC CAA GCT TTA CAT GAA CAC 

G-3'，反义链为 5'-GTC TGA AAG GTG CCC AGT 

GG-3'， 产 物 长 度 133 bp。 内 参 GAPDH 引 物：

正 义 链 为 5'-CCT GCC AAG TAT GAT GAC-3'，

反 义 链 为 5'-GGA GTT GCT GTT GAA GTC-3'，

产 物 长 度 117 bp。 引 物 均 由 上 海 生 工 生 物 工 程

有 限 公 司 合 成。 反 应 条 件：95 ℃ 5 min → 95 ℃  

30 s，56 ℃ 30 s，72 ℃ 30 s → 72 ℃ 5 min；共

40 个循环。使用 Rotor- 基因实时分析软件 6.0 分

析数据，并采用 2-ΔΔCt 计算 mRNA 相对表达量。

1.4  Western blot 检测细胞膜上 SK4 蛋白

使 用 细 胞 膜 和 细 胞 浆 蛋 白 提 取 试 剂 盒（ 碧 云

天，中国），按照说明书提取并分离细胞膜蛋白和

胞浆蛋白。以二喹啉甲酸（BCA）法试剂盒测定样

品 蛋 白 浓 度。 样 品 100 ℃ 加 热 5 min 变 性， 然 后

冰 上 冷 却。 按 30 μg 上 样 量， 使 用 12% 聚 丙 烯 酰

胺凝胶电泳（SDS-PAGE）90 min。采用湿转法转

膜到聚偏氟乙烯（PVDF）膜上。转膜完成后，以

5%BSA 溶液室温封闭 3 h，洗膜 3 次。以 1:1 000

的 兔 抗 人 SK4 抗 体，4 ℃ 孵 育 过 夜， 洗 膜 3 次。 

1:8 000 羊 抗 兔 辣 根 过 氧 化 物 酶（HRP） 标 记 IgG

二抗孵育 1 h，洗膜 3 次。以电化学发光（ECL）

试剂盒（碧云天，中国）曝光条带，紫外线凝胶成

像仪（UVP）观察并拍照。

1.5  统计学处理

应用 SPSS 16.0 软件进行统计学分析，阳性表

达 率 之 间 比 较 使 用 χ2 检 验。 肝 癌 组 织 中 SK4 和

VEGF 表达的相关性分析采用 Spearman 相关分析。

其 他 计 量 数 据 以 均 数 ± 标 准 差（x±s） 表 示， 组

间计量数据显著性检验采用 t 检验。以 α=0.05 为

检验水准，P<0.05 视为差异有统计学意义。

2　结　果

2.1  HCC 组织与癌旁组织中 SK4 的表达

SK4 表达主要位于细胞膜上，也可见胞浆内表

达。阳性细胞镜下可见胞膜和胞浆被染成棕褐色或

棕黄色。46 例 HCC 组织中 SK4 阳性表达率高于癌

旁组织，差异有统计学意义（P<0.05）（表 1）。

表 1　SK4 在 HCC 组织和癌旁组织中的表达
Table 1　SK4 expressions in HCC and adjacent tissue

组织类型
SK4 阳性表达率 

    （%）
χ2 P

（+） （-）
HCC 34 12 73.9

25.091 0.0000
癌旁组织 10 36 21.7

2.2  HCC 组织与癌旁组织中 VEGF 的表达

VEGF 表达位于细胞胞质和胞膜上，在血管内

皮 细 胞 上 也 可 见 弱 阳 性 表 达。HCC 组 织 中 VEGF

阳性表达率显著高于癌旁组织，两者阳性表达率差

异有统计学意义（P<0.05）（表 2）。

表 2　VEGF 在 HCC 组织和癌旁组织中的表达
Table 2　VEGF expressions in HCC and adjacent tissue

组织类型
VEGF 阳性表达率 

    （%）
χ2 P

（+） （-）
HCC 33 13 71.7

15.035 0.0001
癌旁组织 14 32 30.4

2.3  HCC 组织中 SK4 与 VEGF 表达的相关性

Spearman 相 关 分 析 显 示 HCC 组 织 中 SK4 与

VEGF 存在正相关（r=0.364，P=0.014）。

2.4  HCC 组织与癌旁组织中 SK4 mRNA 的表达

real - t ime PCR 的 扩 增 曲 线 显 示 PCR 体 系 反

应 正 常， 曲 线 均 出 现 明 显 指 数 扩 增 期；SK4 基 因
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溶解曲线峰值位于 87 ℃；波峰锐利，无明显引物

二 聚 体 及 非 特 异 性 扩 增 产 物 形 成（ 图 1）。PCR

产 物 经 2% 琼 脂 糖 电 泳 分 析， 可 见 无 明 显 非 特 异

性产物（图 2）。

图 2　琼脂糖电泳鉴定 PCR 扩增产物　　M：分子量标准；
C1-3：HCC；P1-3：癌旁组织

Figure 2　Identification of the PCR products through agarose 
electrophoresis　　M: Molecular weight marker; C1–3: 
HCC tissue; P1–3: Adjacent tissue

M      P1     C1     P2     C2      P3     C3

1 000 bp

500 bp

250 bp
200 bp
150 bp
100 bp

HCC 组织的 SK4 mRNA 表达明显高于癌旁组

织，表达量上调约 2.17 倍。27 例（61.36%）HCC

组织中的 SK4 mRNA 表达高于癌旁组织，差异具

统计学意义（P<0.05）（表 3）。其中上调 4 倍以

上者 3 例（6.82%），上调 3 倍以上者 6 例（13.64%），

上 调 2 倍 以 上 者 18 例（40.91%）； 其 余 17 例

（38.64%）无明显表达差异（P>0.05）。

表 3　SK4 mRNA 在 HCC 组 织 和 癌 旁 组 织 中 的 表 达

（n=46）
Table 3　SK4 mRNA expressions in HCC and adjacent tissue 

(n=46)
组别 SK4 GAPDH 2-ΔΔCt P 

肝癌组织 20.346±3.752 17.833±2.199
2.17 0.042

癌旁组织 18.129±4.056 16.785±1.762

2.5  HCC 组织中 SK4 mRNA 表达与临床特征

的关系

SK4 mRNA 的 表 达 在 性 别、肿 瘤 最 大 直 径、

血 清 甲 胎 蛋 白（AFP） 以 及 临 床 分 期 分 组 间 差 异

无 统 计 学 意 义（ 均 P>0.05），而 在 有 无 门 静 脉 癌

栓 及 组 织 分 化 水 平 分 组 间 差 异 有 统 计 学 意 义（均

P<0.05）（表 4）。

表 4　HCC 组织中 SK4 mRNA 的表达与临床特征之间的

关系
Table 4　Relations of SK4 mRNA expression in HCC tissue with 

clinicopathologic features
临床项目 n SK4 mRNA P 

性别
　男 32 21.343±3.6768

0.501
　女 12 20.376±5.4353
肿瘤最大直径（cm）
　＜ 5 23 19.387±4.153

0.097
　≥ 5 21 21.476±3.988
血清 AFP
　阴性 9 22.766±3.765

0.274
　阳性 35 20.291±6.381
临床分期
　I，II 19 19.911±7.210

0.059
　III，IV 25 23.101±3.485
门脉癌栓
　有 11 24.357±1.569

0.020
　无 33 19.681±4.576
组织分化
　高 15 15.281±0.910
　中 17 18.971±3.488 0.000
　低 12 24.765±1.826

图 1　SK4 基因 real-time PCR 扩增反应图　　A：扩增曲线；B：溶解曲线
Figure 1　Amplification signal of real-time PCR of SK4 gene　　A: Amplification curves; B: Melting curves
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2.6  HCC 组织和癌旁组织中 SK4 蛋白的表达

分别提取 HCC 组织和癌旁组织细胞膜和胞质

蛋白，作 Western blot 检测。结果显示两组细胞质

中 SK4 蛋白无明显差异，但 HCC 细胞膜上 SK4 蛋

白表达明显高于癌旁组织（图 3）。

图 3　SK4 蛋白在 HCC 组织与癌旁组织胞膜和胞质中的

表达
Figure 3　SK4 protein expressions in the cell membrane and 

cytoplasm of HCC and adjacent tissue

HCC（膜）

SK4

β-actin

HCC（浆）
癌旁组织（膜）

癌旁组织（浆）

3　讨　论

SK4，也称为 IKCa1 或 KCa3.1，是由 KCNN4

基因编码的一类钙激动钾离子通道，广泛分布于全

身多种非兴奋性细胞的细胞膜上。SK4 对细胞内低

剂量的钙离子浓度升高变化极其敏感，该通道的激

活并不参与细胞膜静息电位的调节，而主要通过引

起 局 部 细 胞 膜 电 位 的 超 极 化 而 进 一 步 提 高 胞 内 的

钙离子浓度。

目 前 已 有 实 验 证 实 在 前 列 腺 癌、 胰 腺 癌、 乳

腺 癌 和 子 宫 内 膜 癌 等 组 织 中 均 检 出 显 著 高 表 达 的

SK4 mRNA 和 SK4 通 道， 同 时 在 体 外 培 养 的 多 种

肿瘤细胞中给予 SK4 阻断剂或 siRNA 均可抑制肿

瘤 细 胞 的 增 殖 和 分 化 [1-5]。 本 实 验 免 疫 组 化 结 果

显示，HCC 组织中 SK4 通道的表达明显高于癌旁

组 织， 同 时 real-time PCR 结 果 显 示，SK4 mRNA

在 HCC 组织中的表达也明显高于癌旁组织。说明

SK4 在肝癌组织中的表达确实提高，其高表达与基

因转录水平调控有关。Western blot 结果还显示，

HCC 细胞胞浆内 SK4 蛋白水平和癌旁组织基本相

似，但在胞膜上的表达较癌旁组织明显上调。说明

SK4 在 胞 质 中 转 录 翻 译 后 还 可 能 通 过 某 种 机 制 使

其胞膜上的表达增强，而在胞膜上的 SK4 通道的

功能可能对肝癌组织更有意义。已有研究 [1] 显示，

前列腺癌细胞膜上大量 SK4 通道的激活可导致细

胞膜电位超极化，引发 CRAC 通道和 / 或 TRPC 开

放而致钙离子内流入胞浆，而胞浆内钙离子浓度升

高 对 于 肿 瘤 细 胞 增 殖 是 必 要 条 件。 另 有 研 究 [5] 显

示， 肿 瘤 细 胞 通 过 G0/G1 和 G1/S 期 时 需 要 持 续 的

细胞膜电位的超极化，在持续到 G1 和 S 期晚期的

细胞膜电位超极化过程中需要高密度的 SK4 通道

电流，阻断 SK4 则可导致去极化从而阻滞细胞于

G1 和 S 晚期 [4] 或 G0/G1 期。结合已有的研究结果，

笔者认为，在 HCC 细胞中 SK4 的高表达可通过调

节细胞膜电位水平和 / 或调节胞内钙离子浓度而影

响和调控 HCC 细胞增殖和细胞周期的进程。

有 研 究 [6] 显 示，SK4 的 激 活 可 以 激 活 下 游

p38MAPK 信 号 通 路，SK4 表 达 上 调 引 发 的 胞 内 钙

离 子 浓 度 升 高 对 于 另 一 MAPK 信 号 通 道 Ras/Raf/

MEK/ERK 信 号 系 统 的 活 化 也 起 着 重 要 作 用 [7]。 

而 MAPK 信号通路的激活对于肿瘤尤其是 HCC 的

发生发展显得格外重要 [8]。成纤维细胞和血管内皮

细 胞 受 一 些 生 长 因 子 刺 激 后 可 通 过 激 活 Ras/Raf/

MEK/ERK 信号通路而上调 SK4 的表达，从而导致

该 细 胞 增 殖 分 化 [9-10]。 由 此 推 测，HCC 中 SK4 表

达的上调也可能通过提高细胞内钙离子浓度而促进

MAPK 信号系统的激活，而该信号通路的激活亦有

可能反作用上调 SK4 的表达，从而形成一种促进

HCC 细胞增殖的恶性正反馈，但其具体的分子机

制还需深入研究。

VEGF 是肿瘤细胞产生的最重要的促血管生成

因子，在诱导肿瘤血管新生、促进肿瘤生长、侵袭

和 转 移 中 起 重 要 作 用。 本 实 验 检 测 到 肝 癌 组 织 中

VEGF 表达水平较癌旁组织显著升高，这与既往的

研究结果相同 [11]。说明 HCC 细胞具有高增殖、高

侵袭的特性。综合分析 HCC 组织中 SK4 与 VEGF

的 表 达 关 系， 发 现 二 者 的 阳 性 表 达 之 间 有 明 显 的

正相关性；说明 HCC 组织中 SK4 与 VEGF 的高表

达 间 有 一 定 的 内 在 联 系。 在 自 身 免 疫 性 脑 脊 髓 炎

动 物 模 型 的 研 究 中 发 现，SK4 对 T 淋 巴 细 胞 分 泌

的 一 些 细 胞 因 子 的 合 成 起 重 要 作 用； 若 阻 断 SK4

则 对 这 些 细 胞 因 子 的 合 成 分 泌 产 生 很 明 显 的 抑 制

作用 [12]。在胶质瘤细胞中 HERG 钾离子通道的高

表达可以促进肿瘤细胞分泌 VEGF[13]。由此推测，

HCC 细胞中 SK4 的高表达可能也会通过类似的某

些途径促进 HCC 细胞自分泌一些生长因子和细胞

因 子， 如 VEGF 和 表 皮 生 长 因 子（EGF） 等， 从
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而促进 HCC 的增殖生长和肿瘤新生血管生成，均

有利于 HCC 的转移和侵袭。另外，已有研究显示

血 管 内 皮 细 胞 在 受 到 VEGF 等 因 子 刺 激 后 可 导 致

SK4 表达上调 [9-10]，从而提高细胞增殖水平。而在

HCC 组织中高表达的 VEGF 是否可以同样以某种

机制引发 SK4 表达上调进而导致 HCC 细胞增殖则

需要进一步研究证实。

本 实 验 结 果 也 发 现，SK4 mRNA 在 有 门 静 脉

癌栓的 HCC 患者中的表达显著高于无门静脉癌栓

者，且 HCC 组织中 SK4 与 VEGF 的表达呈正相关。

说明 SK4 的表达高低可能与肝癌组织的侵袭性和

转移性相关。实验还显示 SK4 在不同分化程度的

HCC 组织中的表达差异也有显著性；其在低分化

的 HCC 组织中表达明显高于高分化者。说明 SK4

的表达可能也与 HCC 的分化水平有关。上述结果

提示，SK4 表达水平的检测可作为一种辅助手段以

帮助判断 HCC 的分化水平和侵袭性。

总之本实验结果表明，SK4 是 HCC 的一个重

要的肿瘤相关分子，其在 HCC 中的高表达可能通

过调节胞内钙离子浓度而影响 HCC 细胞的增殖和

细 胞 周 期， 并 可 能 通 过 与 VEGF 的 相 互 作 用 等 多

种途径促进 HCC 细胞增殖和侵袭转移。据此，笔

者认为 SK4 可能是 HCC 一个新的治疗靶点。但对

其具体分子调控机制的了解尚需进一步实验研究。
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