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SK4在甲状腺乳头状癌中的表达及其功能机制研究
陈冠桦1,2  李益波2,3  伍慧慧2,3  俞盛健1,2  麻怀露2,3  梁勇1,2*

(1温州医科大学第一临床学院, 温州 325000; 2台州学院医学院, 台州 318000; 3河北北方学院, 张家口 075000)

摘要      采用Real-time PCR、Western blot及免疫组化检测中电导钙激活钾离子通道蛋白

(intermediate-conductance calcium-activated potassium channel protein, SK4/Kca3.1/KCNN4)在甲状腺

乳头状癌(papillary thyroid carcinoma, PTC)组织及细胞株中的表达情况, 同时, 对比研究SK4蛋白表

达与PTC临床病理特征的关系。通过SK4特异性抑制剂(TRAM-34)下调SK4的表达后, 采用CCK-8、
平板克隆实验及Transwell实验分别检测SK4对PTC细胞株CGTHW-3增殖、集落形成及迁移能力的

影响并分析其可能的分子机制。Real-time PCR、Western blot结果显示, SK4在PTC组织中的mRNA
及蛋白表达量均明显高于癌旁组织(P<0.01)。免疫组化结果显示, SK4的阳性率明显高于正常甲状

腺组织(P<0.01), 而SK4蛋白表达阳性率与PTC患者性别、年龄、肿瘤大小、淋巴结转移等临床病

理特征之间并无显著统计学意义(P>0.05)。TRAM-34可通过阻断SK4通道抑制CGTHW-3细胞的

增殖、集落形成能力及迁移能力。以上结果提示, SK4通道在PTC组织及细胞中高表达, 参与调控

PTC细胞的增殖及迁移过程, 可能与PTC发病的分子机制有关。SK4有可能成为PTC新的治疗靶点。
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Expression of SK4 in Papillary Thyroid Carcinoma (PTC) and 
Its Roles in PTC Development

Chen Guanhua1,2, Li Yibo2,3, Wu Huihui2,3, Yu Shengjian1,2, Ma Huailu2,3, Liang Yong1,2*
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Abstract       We detected the mRNA and protein levels of SK4 with Real-time PCR, Western blot 
and immunohistochemistry in PTC tissues and cell line, and explore the relationship between SK4 and the 
clinicopathological characteristics of PTC. Simultaneously, after down-regulation of SK4 by its specific inhibitor 
(TRAM-34), we use CCK-8, plate cloning assay and Transwell assay to research the effects of SK4 on proliferation, 
colony formation and migration of PTC cell line CGTHW-3 respectively and the possible molecular mechanisms. 
The results showed that the mRNA and protein expression of SK4 in PTC tissues were significantly higher than 
that those in paracancerous tissue (P<0.01). The immunohistochemistry results indicated that the positive rate of 
SK4 was obviously higher than that of normal thyroid tissues (P<0.01). Nevertheless, there was no significant 
relationship between the positive rate of SK4 protein expression and clinicopathological features such as gender, 
age, tumor size, and lymph node metastasis in PTC patients (P>0.05). TRAM-34 can inhibit the proliferation, 
colony formation and migration of PTC cells by blocking SK4. The above results suggest that SK4 channels are 
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highly expressed in PTC tissues and cells and participate in regulating the proliferation and migration of PTC cells, 
which may be related to the molecular mechanism of PTC. SK4 may become a new therapeutic target for PTC.

Keywords       potassium channel; papillary thyroid carcinoma; SK4; TRAM-34

甲状腺癌以其持续上升的发病率[1], 越来越受

到人们的重视。据赫捷院士团队统计, 2015年中国

甲状腺新发病例达90 000例, 甲状腺癌患者死亡例

数达6 800例[2]。甲状腺乳头状癌(papillary thyroid 
carcinoma, PTC)是甲状腺癌最为常见的类型, 占甲

状腺癌总体发病率的80%~90%[3]。PTC患者的总体

生存率较高[4], 但在部分PTC患者中, 肿瘤复发和与

癌症相关的死亡率增加。因此, 进一步探索PTC发
病机制, 寻找新的分子诊断标志物和治疗靶点, 对于

甲状腺癌的早期诊断、治疗及预后判断有重要意义。

近年来研究显示, 离子通道的结构和功能异常

与肿瘤的发生发展密切相关[5]。钾离子通道是细胞

膜上种类最多、分布最广的离子通道, 并与细胞膜

膜电位形成、激素分泌、兴奋性、基因表达及细

胞增殖和凋亡密切相关。中电导钙激活钾离子通

道蛋白 (intermediate-conductance calcium-activated 
potassium channel protein, SK4/Kca3.1/KCNN4)是钙

激活钾离子通道家族中的一员, 目前已有实验证实

其在肝癌、乳腺癌、胰腺癌和子宫内膜癌等组织中

均呈高表达。同时, 在体外培养的多种肿瘤细胞中, 
siRNA途径下调SK4表达或药理学阻断SK4通道后, 
发现肿瘤细胞增殖及分化能力明显受到抑制[6-11]。但

是, 目前SK4通道在PTC中的研究国内外尚未报道, 
本实验通过检测SK4在甲状腺乳头状癌组织中的表

达情况及其对细胞增殖、集落形成和迁移能力的影

响, 进一步探讨其在甲状腺乳头状癌发生发展中的

作用, 旨在为PTC的诊断、治疗有所帮助。

1   材料与方法
1.1   材料

1.1.1   临床组织样本收集      新鲜组织样本取自台州

市中心医院(台州学院附属医院)肿瘤外科。2017年
2月~10月期间随机选择的甲状腺乳头状癌组织及对

应癌旁组织各20例, 其中, 癌旁组织距肿瘤边缘2 cm
以上。PTC患者中男性6例, 女性14例, 年龄25~68岁, 
中位年龄46岁。另从台州市中心医院(台州学院附

属医院)病理科获取2017年1月~10月临床资料完整

的存档蜡块73例, 其中PTC蜡块52例, 正常甲状腺组

织蜡块21例。所有患者术前均未接受化疗、放疗以

及其他抗肿瘤辅助性治疗。所有标本均经病理诊断

证实。所有标本的收集均经患者签署知情同意书后

进行, 且标本使用获医院伦理委员会批准。

1.1.2   细胞培养      人甲状腺乳头状癌细胞株

CGTHW-3及人正常甲状腺细胞株Nthy-ori3-1购买

于ATCC。细胞分别培养于含10%新生牛血清的

RPMI-1640和DMEM(H)培养基, 于37 °C、5.0% CO2

恒温培养箱中培养。

1.1.3   试剂及仪器      二步法超敏免疫组化检测试

剂盒、DAB显色试剂盒、苏木素、山羊血清封闭

工作液、中性树胶均购于北京中杉金桥生物科技有

限公司。PrimeScriptTM RT试剂盒及SYBR® Premix 
Ex TaqTM II试剂盒均购于TaKaRa公司。PVDF膜
购于Millipore公司。T-PER蛋白提取液及彩色蛋

白Marker均购于ThermoFisher公司。SK4兔抗人多

克隆抗体、GAPDH多克隆抗体购于Abcam公司。

HRP标记的羊抗兔IgG抗体购于Bioword公司。WB
成套器械购于北京六一仪器厂。凝胶成像仪购于

Bio-Rad公司。Step One PCR仪器购于ABI公司。显

微图像分析系统购于Leica公司。

1.2   实验方法

1.2.1   Real-time PCR      参考产品说明书, 采用Trizol
法抽取组织样本总RNA、TaKaRa PrimeScriptTM RT
试剂盒合成cDNA。根据TaKaRa SYBR® Premix Ex 
TaqTM II试剂盒说明书配制20 μL反应体系。β-actin
作为内参照, 独立实验重复3次。PCR反应条件为: 
95 °C 30 s; 95 °C 5 s, 60 °C 30 s, 共40个循环。反

应结束后由StepOne Real-time PCR系统自动计算

mRNA相对定量结果。所用引物由上海捷瑞生物工

程有限公司根据设计合成, 引物序列见表1。
1.2.2   Western blot      各新鲜组织样本加入液氮充

分碾磨(细胞收集: 胰酶消化后, 离心收集细胞, PBS
洗涤1次)。在组织粉末或细胞沉淀中加入适量体积

的T-PER溶液(含1% PMSF), 冰上放置30 min。4 °C 
12 000 r/min离心5 min, 取上清液。BCA法检测蛋白

浓度。加适量上样缓冲液, 98 °C变性10 min。12%
分离胶, 5%浓缩胶电泳分离蛋白后, 湿转法转膜。
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封闭1.5 h, 加入兔抗人KCNN4多克隆抗体(1500׃), 
4 °C孵育过夜。回收一抗, TBST洗膜10 min/次, 共3
次。二抗(1000 10׃)孵育1.5 h, ECL显色, ImageQuant 
LAS 4000mini化学发光成像仪自动曝光, 结果用

ImageJ软件进行分析。将曝光完毕的杂交膜放入

一抗二抗去除液中, 水平摇床摇10 min。洗涤完毕

后重新封闭杂交膜, 以上述同样方法检测内参蛋白

GAPDH(1000 1׃)的表达。

1.2.3   免疫组化      将已脱水脱钙包埋好的蜡块4 μm
厚度连续切片, 二甲苯脱蜡, 梯度乙醇去二甲苯, 
PBS洗涤。3% H2O2降低过氧化氢酶造成的非特异

性背景染色, PBS洗涤, 枸橼酸钠缓冲液(pH6.0)中煮

沸法修复抗原。10%山羊血清封闭20 min后, 滴加兔

抗人SK4抗体(1000 1׃) 4 °C孵育过夜, 以PBS作阴性

对照。37 °C复温40 min, PBS洗涤。滴加HRP标记

的羊抗兔IgG抗体(即用型), 室温孵育30 min, PBS洗
涤后DAB显色, 显微镜下判断染色情况, 蒸馏水冲洗

10 min, 苏木素复染, 脱水封片后, 显微图像分析系

统拍照。实验结果判断标准依据Carcangiu等[12]的半

定量评分方法。实验结果由两位病理医生双盲判定。

1.2.4   CCK-8检测细胞增殖能力      将指数期生长

的CGTHW-3细胞以4 000/孔接种于96孔板中, 放入

37 °C、5% CO2培养箱中培养。同时设立空白对照

组(含培养液, 不接种细胞, 不做给药处理)及阴性对

照组(含培养液, 接种细胞, 不做给药处理)。待细胞

贴壁后, 干预组给予TRAM-34, 浓度分别为5、10、
20、30、40 μmol/L。每组设立4~6个复孔。细胞培

养箱中培养48 h后, 弃培养液, 加入100 μL新鲜培养

液, 每孔加入10 μL CCK-8试剂, 轻轻混匀后放入培

养箱中孵育2 h。在酶联免疫检测仪上选择490 nm
波长测定各孔的D值。

1.2.5   细胞平板克隆实验      收集处于生长期的

CGTHW-3细胞接种于6孔板中, 每孔细胞数约400
个。待细胞贴壁后, 对照组不作处理, 实验组加药处

理, 使其药物浓度为10 μmol/L, 每组设3个复孔。定

期换液给药, 3天/次。直至出现肉眼可见的克隆斑(50
个细胞), 弃旧培养液, PBS洗涤后用10%甲醛固定, 
再次洗涤后0.1%结晶紫染色25 min, PBS洗净拍照。

计算每孔直径在1 mm以上的细胞集落数。

1.2.6   Tanswell细胞迁移实验      收集状态良好的

CGRHW-3细胞, 以无血清RPMI1640培养液稀释并

计数, 以8×104~2×105/孔接种于上室。于上室中加

入预设浓度的TRAM-34, 至终体积为200 μL。下室

24孔板内加入500 μL含10% FBS的RPMI1640完全

培养液。注意排除小室与下方培养液之间的气泡。

培养24 h后取出小室, 弃去小室培养液, PBS漂洗2
次, 小室适当风干。固定染色后将小室倒置于显微

镜下, 随机选取中间及周围上下左右5个视野观察

拍照, 计数每个视野中细胞数目并进行统计。实验

重复3次。

1.3   统计分析

应用 SPSS 22.0 和 GarphPad Prism 7.0软件

对数据进行分析。计量数据采用均数±标准差

(mean±S.D.)表示, 两样本均数比较采用t检验, 多
样本均数之间比较采用单因素方差分析(One-
Way ANOVA)。不同甲状腺组织免疫组化结果的

两两比较及甲状腺乳头状癌组织中SK4蛋白表达

与临床病理特征之间的关系采用χ2检验或Fisher
精确概率法。P<0.05差异具有统计学意义。

2   结果
2.1   Real-time PCR检测PTC组织中SK4 mRNA
的表达情况

我们采用Real-time PCR技术检测20例临床切

除的PTC组织及癌旁组织中SK4 mRNA的表达情况。

结果显示, PTC组织的SK4 mRNA相对表达量明显高

于癌旁组织, 约为后者的1.884倍, 差异具有统计学

意义(P<0.01, 图1)。

表1   引物序列

Table 1   Sequences for primers
基金名称

Gene name
引物序列

Primer sequence
产物

Product

KCNN4 Forward: 5′-AGT AGC CTG GTT CCT CCT CGT-3′ 142 bp

Reverse: 5'-CCC TGG AGA AAC AGA TTG ACA-3′

β-actin Forward: 5′-CTA CCT CAT GAA GAT CCT CAC CGA-3′ 84 bp

Reverse: 5′-TTC TCC TTA ATG TCA CGC ACG ATT-3′

中
国
细
胞
生
物
学
学
报



1870 · 研究论文 ·

2.2   免疫印迹法(Western blot)检测PTC组织及

细胞株中SK4的表达情况

采用Western blot法检测PTC组织及细胞株中

SK4的表达情况。结果显示, 癌组织及癌旁组织中

SK4的蛋白相对表达量分别为: 0.732 0±0.118 5、
0.415 3±0.060 4。PTC细胞株CGRHW-3及正常甲状

腺细胞株Nthy-ori 3-1SK4中SK4的蛋白相对表达量

分别为: 0.574 4±0.048 3、0.156 2±0.025 4。实验结

果提示, SK4在PTC组织及细胞中呈高表达, 差异具

有统计学意义(P<0.01, 图2)。

2.3   免疫组化检测PTC组织及正常甲状腺组织

中SK4的表达情况

免疫组化检测PTC和正常甲状腺组织的SK4蛋
白表达情况及定位。结果显示, SK4在PTC组织的细

胞质和细胞膜上均有表达(图3)。PTC组织中SK4阳性

率为71.2%, 正常甲状腺组织中SK4阳性率为33.3%。

经χ2检验, 两者差异具有统计学意义(P<0.01, 表2)。
2.4   SK4蛋白表达与PTC临床病理特征的关系

通过免疫组化结果分析SK4蛋白表达和PTC患
者临床病理特征的关系。结果显示, SK4的表达与

***P<0.001, 与癌旁组织相比。

***P<0.001 vs Para-ca group.
图1   SK4在两种不同甲状腺组织中的mRNA相对表达量(n=20)

Fig.1   The relative mRNA levels of SK4 in different thyroid tissues (n=20)
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***P<0.001, 与癌旁组织相比。

***P<0.001 vs para-ca group.
图2   PTC组织及细胞株中SK4的蛋白表达情况

Fig.2   The protein levels of SK4 in PTC tissues and cell lines detected by Western blot

******

(A) (B)

(C) (D)

Para-ca

Para-ca

SK4 SK4

GAPDH GAPDH

CGRHW-3

CGRHW-3

Nthy-ori 3-1

Nthy-ori 3-1

R
el

at
iv

e 
SK

4 
pr

ot
ei

n 
le

ve
l

R
el

at
iv

e 
SK

4 
pr

ot
ei

n 
le

ve
l

PTC

PTC

0.8

0.6

0.4

0.2

  0

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

  0

中
国
细
胞
生
物
学
学
报



陈冠桦等: SK4在甲状腺乳头状癌中的表达及其功能机制研究 1871

患者的性别、年龄、肿瘤大小、有无淋巴结转移及

肿瘤TNM分期均无明显相关(P>0.05, 表3)。
2.5   CCK-8法 检 测TRAM-34对PTC细 胞 株

CGRHW-3增殖能力的影响

添加不同浓度的TR1M-34溶液阻断SK4通道

蛋白后, 检测其对PTC细胞株CGRHW-3增殖能力

的影响。结果显示, 阴性对照组D值为0.43±0.05, 5、
10、20、30、40 μmol/L实验组D值分别为0.40±0.02、
0.36±0.02、0.32±0.01、0.28±0.01和0.22±0.01。统计分

析结果显示, TRAM-34剂量依赖性地抑制CGRHW-3
细胞增殖, 差异具有统计学意义(P<0.01, 图4)。
2.6   平板克隆实验检测TRAM-34对PTC细胞株

CGRHW-3集落形成能力的影响

与此同时, 我们采用平板克隆实验检测TRAM-

34对PTC细胞株CGRHW-3集落形成能力的影响, 阴
性对照组的集落数为62.0±1.7, TRAM-34 10 μmol/L
实验组的集落数为43.0±1.1。与CCK-8结果一致, 平
板克隆实验中, SK4特异性抑制剂TRAM-34显著抑

制CGRHW-3细胞克隆形成(P<0.01, 图5)。
2.7   Transwell实验检测TRAM-34对PTC细胞株

CGRHW-3迁移能力的影响

我们在细胞培养液中加入10 μmol/L的TRAM-
34溶液, 观察阻断SK4通道后, 细胞迁移能力是否受

影响。Transwell实验结果显示, 阴性对照组的小室中, 
细胞穿膜数为每视野232±8, TRAM-34 10 μmol/L实
验组小室细胞穿膜数为每视野98±6。与阴性对照组

相比, 实验组CGRHW-3细胞迁移能力显著减弱, 差
异具有统计学意义(P<0.01, 图6)。

A、B: 甲状腺乳头状癌组织; C、D: 正常甲状腺组织。

A,B: papillary thyroid carcinoma tissues; C,D: normal thyroid tissues.
图3   SK4在两种不同甲状腺组织中免疫组化结果

Fig.3   The protein levels of SK4 expression in normal and PTC tissues detected by immunohistochemistry assay

100 µm 100 µm

20 µm 20 µm

A B

C D

表2    免疫组化检测SK4在甲状腺乳头状癌和正常甲状腺组织中的表达情况

Table 2    The protein levels of SK4 expression in normal and PTC tissues detected by immunohistochemistry assay
分组 例数 阳性 阴性 阳性率(%)

χ2
P值

Groups n Positive Negative Positive rate (%) P value

PTC 52 37 15 71.2
8.936 0.004

Normal 21 7 14 33.3
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表3   PTC组织中SK4蛋白质阳性率与临床病理特征的关系

Table 3   Clinicopathologic variables and the expression status of SK4 in papillary thyroid carcinoma

变量 例数 阳性 阴性
χ2

P值

Variables n Positive Negative P value

Sex

    Male 17 14 3
0.839 0.360

    Female 35 23 12

Age

    <45 21 15 7
1.641 0.200

    ≥45 31 25 5

Tumor size

    ≤2cm 44 36 9
1.773 0.183

    >2cm 8 4 3

Lymphatic metastasis

    No 26 17 5
0.105 0.746

    Yes 29 22 8

TNM stage

  I+II 40 29 11
0.144 0.704

  III+IV 12 10 2

**
**

**
**

**

TRAM-34 concentration (µmol/L)

D
49

0

0 10 20 30 40 50
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C
ol

on
y 

nu
m

be
rs

80
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**P<0.01, 与0 μmol/L组比较。

**P<0.01 vs 0 μmol/L group.
图4   TRAM-34对CGRHW-3细胞增殖的影响

Fig.4   Effect of TRAM-34 on the proliferation of CGRHW-3 cells 

***P<0.001, 与阴性对照组(0 μmol/L)相比。

***P<0.001 vs control (0 μmol/L) group.
图5   TRAM-34对CGRHW-3细胞集落形成能力的影响

Fig.5   Effect of TRAM-34 on the colony formation of CGRHW-3 cells
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3   讨论
中电导钙激活钾离子通道蛋白是由KCNN4基

因编码的一类钙激活钾离子通道, 在人体组织细胞

中广泛分布。SK4通道的主要功能是在细胞活化和

增殖过程中调节Ca2+内流。SK4感受微量胞内钙离

子变化, 经过级联反应, 间接性放大始动力, 使大量

钙离子内流, 调节胞内由钙离子介导的多条信号通

路, 进而调控转录因子及相关基因的表达, 从而对细

胞的增殖、代谢、分化以及凋亡等生物学行为产生

影响[13]。通过诱导更负的膜电压, K+通道的激活为

Ca2+流入肿瘤细胞提供了驱动力。此外, 通过改变

膜电位, 调节钙离子的流入, 钾离子通道对钙离子的

电压依赖性活性和/或电导率产生了调控作用[14-15]。

而Ca2+持续进入细胞, 这对于T细胞、巨噬细胞和肥

大细胞炎性趋化因子和细胞因子的产生至关重要[16-

17], 也是许多细胞增殖的先决条件。

本课题组通过Real-time PCR、Western blot及
免疫组化方法对比研究SK4在PTC组织及细胞中的

转录及翻译情况。Real-time PCR结果显示, PTC组
织中SK4转录水平高于癌旁组织, 同时SK4蛋白质水

平在PTC组织及细胞中均呈高表达, 差异具有统计

学意义。分析SK4蛋白表达与患者临床病理特征关

系, 结果显示, SK4阳性率与患者年龄、性别、肿瘤

大小、有无淋巴结转移及肿瘤TNM分期等临床特

征之间无统计学意义, 由此推断, SK4与PTC的各种

生物学行为之间并无直接关系, 或许是因为本实验

病例数的限制, 我们还难以得出明确的结论。与本

研究报道一致的是, 已有多个研究在肝癌、乳腺癌、

胰腺癌和子宫内膜癌等组织中均检测出SK4转录及

翻译水平呈高表达, 同时在体外培养的多种肿瘤细

胞系中siRNA沉默或药理学阻断SK4表达后, 发现肿

瘤细胞增殖及分化能力明显受到抑制[6-11]。

TRAM-34是中电导钙激活钾离子通道SK4的
特异性抑制剂, 是一种高度亲脂性、膜通透的三芳

香基甲烷TRAM的类似物。本课题组使用TRAM-
34阻断SK4通道后, 检测SK4对CGTHW-3细胞增

殖及迁移能力的影响。CCK-8实验结果显示, 使用

梯度浓度的TRAM-34干预CGRHW-3细胞48 h后, 
CGRHW-3细胞增殖能力出现浓度依赖性的下降, 该
结果提示, TRAM-34可通过抑制SK4的表达, 抑制

CGRHW-3细胞的增殖, 且其效应具有浓度依赖性。

与CCK-8结果一致, 集落形成实验结果表明, TRAM-
34下调SK4表达后, CGRHW-3细胞克隆形成数量明

显减少。Transwell实验结果显示, 阴性对照组的小

室其穿膜细胞数明显多于实验组小室穿膜细胞数, 
间接表明SK4参与CGRHW-3细胞的迁移过程, 且
该过程可被TRAM-34所阻断。上述结果充分证明, 
SK4在PTC发生发展过程中可能扮演癌基因的角色, 
通过特异性抑制剂TRAM-34下调SK4的表达可以显

著抑制肿瘤细胞的增殖及迁移能力, 由此推测, SK4
或许能成为PTC新的治疗靶点。

Steudel等[13]通过构建携带MMTV-PyMTtg/+的

SK4 WT和KO小鼠, 发现与源自野生型小鼠的非恶

性乳腺活检相比, MMTV-PyMTtg/+小鼠乳腺肿瘤组

织SK4 mRNA含量显著升高, 提示乳腺肿瘤的自发

形成和进展可能需要SK4通道的功能性表达。其

次, 研究人员还发现, 通过TRAM-34抑制SK4通道

后, MMTV-PyMTtg/+小鼠原代乳腺肿瘤细胞G1/S阻

图6   TRAM-34对CGRHW-3细胞迁移能力的影响

Fig.6   TRAM-34 inhibits CGRHW-3 cells migration

0 µmol/L 10 µmol/L

100 µm 100 µm
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滞, 与WT细胞相比, SK4 KO细胞中Ki-67阳性细

胞核数量、细胞周期相关标记物c-fos和c-jun均
明显减少, 进一步证实了SK4在控制细胞生长中

的作用。同时, 研究发现, 在转移性乳腺癌细胞系

MDA-MB-231中, 用TRAM-34或siRNA抑制SK4通
道抑制细胞增殖和迁移并诱导细胞凋亡[18]。 此外, 
在MDA-MB-231细胞中SK4的过度表达增加了原

发性肿瘤生长和转移[19]。Liu等[20]研究发现, 通过

siRNA沉默及阻滞剂抑制SK4通道表达后, 肝癌细胞

生长及迁移明显受到抑制, 且通过调节细胞内ROS
的水平, 促进p53蛋白的活化和肝癌细胞的凋亡。

D'Alessandro等[21]通过体内实验发现, 与阴性对照组

相比, 实验组(TRAM-34处理后)小鼠肿瘤细胞的周

围浸润和星形胶质细胞的增生显著减少。同时研究

人员还发现, SK4通道同样存在于在小胶质细胞中, 
TRAM-34也会影响小胶质细胞的活性, 并能降低小

胶质细胞的吞噬能力和趋化活性, 减少神经胶质瘤

的侵袭[22] 。

 关于SK4促进细胞增殖的机制, 目前研究存在

各种假说, 有学者认为, SK4感受微量胞内钙离子变

化, 经过级联反应, 间接性放大始动力, 使大量钙离

子内流, 调节胞内由钙离子介导的多条信号通路, 从
而促进细胞增殖[13]。也有学者认为, 通过SK4通道

的构象改变从而激活MAPK信号通路产生增殖效

应[23]。有文献报道, 在转化生长因子-β(transforming 
growth factor-β, TGF-β)调控细胞生长过程中, 通过

Ras/MEK/ERK上调SK4为其中的关键一步, 说明

SK4与Ras/MEK/ERK信号通路之间可能存在正向

调节作用[24]。生长因子与其受体结合, 启动信号

级联, 其中活化蛋白-1和组蛋白乙酰化以及抑制

因子1-沉默转录因子(repressor element 1-silencing 
transcription factor, REST)抑制的释放上调SK4通道。

KCNN4基因的启动子含有REST结合位点, REST与
启动子的结合抑制SK4转录。纤维化趋化因子碱性

FGF通过MEK依赖性机制上调鼠肾成纤维细胞中的

SK4表达, 并且通过诱导G0/G1阻滞, SK4的选择性阻

断有效抑制成纤维细胞增殖[25]。

关于SK4促进细胞迁移的机制, 有学者认为, 是
通过增加细胞内Ca2+、促进肌动蛋白聚合、募集 
MMP-2(matrix metalloproteinase-2), 从而影响细胞

的侵袭[26]。如Yang等[27]发现, TRAM-34可抑制人脐

静脉内皮细胞(human umbilical vein endothelial cells, 

HUVEC)的增殖, 且在细胞周期的G1期阻滞HUVEC
并下调这些细胞中的CDK4、波形蛋白和MMP-2。
也有学者认为, SK4参与细胞形状和体积的变化、

调整细胞向周围环境移动[28]。SK4通道开放后, 膜
电位转向钾离子和氯离子的平衡电位之间, 钾离子、

氯离子同时外流, 同时伴随水分子外流, 细胞体积缩

小。此过程使细胞膨胀部位形成伪足, 也可促使后

部分的细胞向前收缩, 进而完成细胞的迁移过程[28]。

 综上所述, SK4通道作为一种多功能信号分子, 
可能通过复杂的信号通路正向调节细胞增殖与迁移

过程。我们希望通过进一步研究, 如构建CGRHW-3
细胞的慢病毒载体转染并筛选稳转的CGRHW-3
细胞, 研究稳转的CGRHW-3细胞与阴性转染的

CGRHW-3细胞在小鼠体内增殖能力、成瘤能力及

迁移侵袭能力等方面的差异; 利用SK4基因敲除小

鼠开展有关SK4在PTC病理生理发展过程中扮演的

作用的研究。通过对这些问题的研究, 可更好地揭

示及阐述SK4在PTC细胞增殖与迁移中的作用机制, 
并为PTC新的治疗策略提供理论依据。
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