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［摘　要］目的：研究斯钙素１（ｓｔａｎｎｉｏｃａｌｃｉｎ１，ＳＴＣ１）对肾癌细胞生长的调控机制。方法：体外培养肾癌细
胞，用０、０１、０５和１０ｎｍｏｌ／ＬＳＴＣ１溶液浸染肾癌细胞，分别为对照组、低剂量组、中剂量组和高剂量组；分别
用ＭＴＴ法检测各组肾癌细胞的增殖情况，ＲＴＰＣＲ及ＥＬＩＳＡ法检测各组肾癌细胞中缺氧诱导因子１α（ＨＩＦ１α）、
ＳＴＣ１基因及蛋白的表达，荧光分光光度计检测各组细胞内Ｃａ２＋水平。结果：随着ＳＴＣ１蛋白给药浓度的增加，
细胞内ＨＩＦ１α、ＳＴＣ１的表达及Ｃａ２＋水平逐渐下降，细胞的促增殖作用逐渐降低，在低剂量组出现一过性增加。
结论：ＳＴＣ１蛋白可能通过调节ＨＩＦ１α、Ｃａ２＋的水平，促进肾癌细胞增殖，而该促增殖作用可能会因为 ＳＴＣ１对
ＨＩＦ１α的抑制而逐渐减弱，从而调控肾癌细胞的生长平衡。
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　　恶性肿瘤由于其侵袭性和异型性等特性，在发
生发展过程中肿瘤细胞会激活一系列相关分子信

号转导途径以适应环境的变化［１］。缺氧诱导因子

１α（ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ１α，ＨＩＦ１α）作为介导
细胞进行适应性反应的关键性转录调控因子，在维

持肿瘤细胞的能量代谢、细胞增殖等方面发挥重要

作用［２］。斯钙素１（ｓｔａｎｎｉｏｃａｌｃｉｎ１，ＳＴＣ１）是一种
高表达于肾小管上皮细胞、调节细胞内 Ｃａ２＋平衡
的糖蛋白激素［３］，在多种实体瘤组织内高表达［４］。

Ｃａ２＋的动态平衡与肿瘤细胞增殖、转移和侵袭有
关［５］，ＨＩＦ１α亦是诱导 ＳＴＣ１表达的关键调节因
子［６］。本实验选择ＨＩＦ１α、Ｃａ２＋为研究靶点，以外
源性ＳＴＣ１蛋白作为干预条件，通过检测细胞内
ＨＩＦ１α、ＳＴＣ１基因及蛋白表达和 Ｃａ２＋水平的变
化，探讨 ＳＴＣ１是否借助调节细胞内 Ｃａ２＋及 ＨＩＦ
１α水平参与肾癌细胞的生长调控。

１　材料与方法
１１　主要材料

肾癌（ＧＲＣ１）细胞购于上海弗雷堡生物公司，
ＭＴＴ购于 Ｓｉｇｍａ公司，ＲＰＭＩ１６４０购于 Ｈｙｃｌｏｎｅ公
司，ＳＴＣ１蛋白购于 Ｐｒｏｓｐｅｃ公司，总 ＲＮＡ提取试
剂盒购于Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司，ＥＬＩＳＡ试剂盒购于 Ｒ＆Ｄ
公司，Ｆｕｒａ２ＡＭ钙离子探针购于碧云天生物技术
研究所。

１２　细胞培养及分组
ＧＲＣ１细胞置于２５ｃｍ２培养瓶中，用含１０％

胎牛血清及１％青霉素、链霉素的 ＲＰＭＩ１６４０培养
液，在５％ ＣＯ２、３７℃培养，２～３ｄ换液或消化传代
１次，取生长对数期细胞进行试验。用０、０１、０５
和１０ｎｍｏｌ／ＬＳＴＣ１溶液浸染细胞培养基，即为对
照组、低剂量组、中剂量组和高剂量组。

１３　方法
１３１　ＨＩＦ１α、ＳＴＣ１基因检测　ＲＴＰＣＲ法检测
细胞内ＨＩＦ１α、ＳＴＣ１基因表达。使用试剂盒提取
各组肾癌细胞总ＲＮＡ，取１μｇＲＮＡ进行逆转录并
合成 ｃＤＮＡ。引物序列 βａｃｔｉｎ，正向 ５′ＣＣＣＴＧ
ＧＡＣＴＴＣＧＡＧＣＡＡＧＡＧＡＴ３′，反 向 ５′ＧＴＴＴＴＣＴ
ＧＣＧＣＡＡＧＴＴＡＧＧ３′，片段长度５３１ｂｐ；ＨＩＦ１α，正
向５′ＴＣＣＡＧＣＡＧＡＣＴＣＡＡＡＴＡＣＡＡＧＡＡＣ３′，反向
５′ＧＴＡＴＧＴＧＧＧＴＡＧＧＡＧＡＴＧＧＡＧＡＴＧ３′，片段长
度１３０ｂｐ；ＳＴＣ１，正向 ５′ＴＧＡＧＧＴＣＧＴＣＣＡＧＣＴＣ
ＣＣＡＡＴＣ３′，反 向 ５′ＧＧＣＡＣＡＧＴＧＧＴＣＴＧＴＣＴＧ
ＣＡＧＧＡＴＧ３′，片段长度 １４２ｂｐ。ＲＴＰＣＲ反应条

件：预变性９４℃３ｍｉｎ，变性９４℃３０ｓ，退火５３℃
３０ｓ，延伸 ７２℃ １ｍｉｎ，３５个循环后，终止反应
７２℃ ５ｍｉｎ；以 βａｃｔｉｎ作为内参照，ＰＣＲ产物于
２％琼脂糖凝胶进行电泳。
１３２　ＨＩＦ１α、ＳＴＣ１蛋白的检测　ＥＬＩＳＡ法检
测ＨＩＦ１α、ＳＴＣ１蛋白表达。使用ＰＭＳＦ与细胞裂
解液裂解各组细胞，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，取上
清滴加于酶标包被板中，５０μＬ／孔，分别设空白孔、
标准孔和待测样品孔，按照试剂盒说明书操作。

１３３　Ｃａ２＋含量测定　荧光探针检测细胞内
Ｃａ２＋含量。取生长良好的细胞接种于６孔板中，当
汇合度约 ８０％时，分组处理后消化成细胞悬液，
１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ弃上清液，用含０２％小牛
血清白蛋白的ＤＨａｎｋｓ液重悬细胞，调整细胞数约
为８×１０５／ｍＬ。加入 Ｆｕｒａ２ＡＭ（３８９μｍｏｌ／Ｌ），
３７℃避光孵育４５ｍｉｎ。用 ＤＨａｎｋｓ液洗涤细胞２
次，ＤＨａｎｋｓ液３ｍＬ重悬细胞。荧光分光光度计
激发波长分别为３４０ｎｍ、３８０ｎｍ，发射波长５１０ｎｍ
双波长测定负载探针细胞的荧光强度。加入

１５８μＬ２％Ｔｒｉｔｏｎ１００，５ｍｉｎ后测定细胞双波长荧
光强度；加３８０ｎｍｏｌ／ＬＥＧＴＡ４２μＬ测定细胞双波
长荧光强度。所得结果按公式计算：［Ｃａ２＋］＝２２４
×Ｆ０／Ｆｓ×（Ｒ－Ｒｍｉｎ）／（Ｒｍａｘ－Ｒ）［Ｒ为实验测得的
Ｆ３４０／Ｆ３８０，Ｒｍａｘ为加入 Ｔｒｉｔｏｎ１００后的 Ｆ３４０／Ｆ３８０，Ｒｍｉｎ
为加入Ｔｒｉｔｏｎ１００后再加 ＥＧＴＡ的 Ｆ３４０／Ｆ３８０，Ｆｓ为
加入 Ｔｒｉｔｏｎ１００后的 Ｆ３８０，Ｆ０为加入 Ｔｒｉｔｏｎ１００后
再加ＥＧＴＡ的Ｆ３８０］。
１３４　细胞增殖活性　ＭＴＴ法检测细胞的增殖
活性。取生长良好的细胞接种于９６孔板中，约１０４

个／孔，每组设６复孔，培养２４ｈ分组处理后吸取
孔内培养基，每孔加８０μＬ无血清培养基和 ＭＴＴ
（５μｇ／Ｌ）２０μＬ，３７℃孵育４ｈ后弃去孔内液体，
加二甲亚砜１５０μＬ低速震荡１０ｍｉｎ，用酶标仪检
测４９０ｎｍ处的吸光度（ＯＤ）值。
１４　统计学方法

所有数据均应用 ＳＰＳＳ１９０软件进行统计学
分析，计量资料以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，组间
均数比较采用单因素方差分析，Ｐ＜００５为差异有
统计学意义。

２　结果

２１　ＨＩＦ１α和ＳＴＣ１基因的表达
各剂量组ＨＩＦ１α、ＳＴＣ１基因的表达量均显著
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低于对照组，差异有统计学意义（Ｐ＜００５），且随
着ＳＴＣ１剂量的增加而逐渐降低。见图１。
２２　ＨＩＦ１α和ＳＴＣ１蛋白相对表达水平

除低剂量组外，各剂量组 ＨＩＦ１α、ＳＴＣ１蛋白
的表达量均低于对照组，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５）。见图２。

注：ＭａｒｋｅｒⅠ为１００～６００ｂｐ作为标准参照；（１）与对照组相比，Ｐ＜００５

图１　各组细胞内ＨＩＦ１α、ＳＴＣ１基因相对表达水平
Ｆｉｇ．１　ＲｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨＩＦ１αａｎｄＳＴＣ１ｇｅｎｅｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

（１）与对照组相比，Ｐ＜００５

图２　各组细胞内ＨＩＦ１α、ＳＴＣ１蛋白相对表达水平
Ｆｉｇ．２　ＲｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨＩＦ１αａｎｄＳＴＣ１ｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

２３　细胞内Ｃａ２＋含量及细胞增殖活性
ＳＴＣ１低、中、高剂量组细胞内 Ｃａ２＋含量均显

著低于对照组（Ｐ＜００５），且细胞内Ｃａ２＋含量均随
ＳＴＣ１给药浓度的增加而逐渐减少；除高剂量组
外，低、中、高剂组细胞 ＯＤ值均高于对照组，但随
着ＳＴＣ１剂量的增加ＯＤ值逐渐下降，差异有统计
学意义（Ｐ＜００５），在低剂量组出现一过性增加。
见表１。

表１　各组细胞内Ｃａ２＋含量及细胞增殖活性
Ｔａｂ．１　ＬｅｖｅｌｏｆＣａ２＋ａｎｄｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｃｔｉｖｉｔｙｏｆ

ｒｅｎａｌｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

组别　　 ｎ
细胞内Ｃａ２＋

含量（ｎｍｏｌ／Ｌ）
细胞增殖活性

（ＯＤ值）
对照组　 ６ ９５７±８６ ０２２６±００２１
低剂量组 ６ ６０３±５５（１） ０３４３±００２４（１）
中剂量组 ６ ４８６±６３（１） ０２９３±００１８（１）
高剂量组 ６ ３３７±４２（１） ０２５２±００２３
（１）与对照组相比，Ｐ＜００５
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３　讨论

恶性肿瘤发生发展在很大程度上依赖 ＨＩＦ１α
来维持肿瘤细胞的能量代谢、新血管形成、细胞增

殖［２］。ＨＩＦ１α表达的增减可使肿瘤细胞生长、血
管化和转移出现相应的增减，最终影响患者预

后［７］。ＳＴＣ１高表达于肾小管上皮细胞，调节细胞
内Ｃａ２＋平衡［３］，而Ｃａ２＋作为细胞内重要的第二信
使，参与了多种肿瘤细胞的增殖及凋亡调控［８］。

随着对ＳＴＣ１不断深入研究，发现ＳＴＣ１在肿瘤生
长过程中发挥着重要作用，原因可能与ＳＴＣ１调节
细胞内Ｃａ２＋含量，从而诱导细胞增殖有关［５］。鉴

于ＨＩＦ１α、ＳＴＣ１及Ｃａ２＋之间的相互联系，故本研
究选择ＨＩＦ１α、Ｃａ２＋为研究靶点，用不同浓度ＳＴＣ
１干预肾癌细胞，通过检测细胞 ＨＩＦ１α、ＳＴＣ１表
达和Ｃａ２＋水平的变化，探讨 ＳＴＣ１是否借助调节
细胞内Ｃａ２＋及 ＨＩＦ１α水平参与肾癌细胞的生长
调控。

本研究中，ＳＴＣ１干预肾癌细胞后，发现 ＨＩＦ
１α、ＳＴＣ１表达随着ＳＴＣ１给药浓度的增加而逐渐
下降，这可能是外源性 ＳＴＣ１蛋白经胞质转导肽
（ＣＴＰ）介导，被其导入细胞内，其中 ＣＴＰ是一种可
携带生物活性大分子转运到细胞质的新型转导

肽［９］，被导入的 ＳＴＣ１发挥其有效蛋白作用，并下
调细胞内ＨＩＦ１α表达［１０］，亦可能是ＳＴＣ１蛋白直
接作用于细胞后的负反馈调节所致。本研究结果

显示ＳＴＣ１可下调细胞内Ｃａ２＋含量，且随着ＳＴＣ１
给药浓度的增加而逐渐降低。相关文献报道，ＨＩＦ
１α、ＳＴＣ１降低Ｃａ２＋机制不尽相同；一方面ＨＩＦ１α
通过上调细胞内质网钙泵 ＳＥＲＣＡ２蛋白表达和增
强线粒体Ｃａ２＋缓冲能力，促进细胞内 Ｃａ２＋向内质
网、线粒体转移，并且下调细胞膜非典型 Ｌ型钙通
道表达，从而引起 Ｃａ２＋内流减少［１１］；另一方面可

能是由于ＳＴＣ１分泌细胞上存在钙离子敏感受体，
从而介导ＳＴＣ１分泌细胞合成和分泌 ＳＴＣ１，进而
负反馈降低Ｃａ２＋［１２］。结合本研究 ＭＴＴ结果，发现
ＳＴＣ１能促进肾癌细胞增殖，而促增殖作用却随着
ＳＴＣ１给药浓度的增加而降低，其原因可能为随着
ＳＴＣ１给药浓度的增加，ＨＩＦ１α、Ｃａ２＋水平逐渐下
降，细胞增殖活性升高可能是通过ＳＴＣ１浓度的增
加来减少细胞内Ｃａ２＋含量，避免钙超载，从而抑制
细胞凋亡；但ＨＩＦ１α是促肿瘤细胞生长的有利基

因［７］，ＳＴＣ１降低 Ｃａ２＋的同时也降低 ＨＩＦ１α，当
ＨＩＦ１α表达下降到一定程度时，ＳＴＣ１对细胞的增
殖促进作用逐渐被 ＨＩＦ１α表达下降所拮抗；故
ＳＴＣ１对细胞促增殖的作用在低剂量组出现一过
性增高，在中、高剂量组逐渐降低。

恶性肿瘤是消耗性疾病，肿瘤细胞对能量需求

过大或供给不足都将导致细胞生长受限。ＨＩＦ１α
是促肿瘤细胞增殖的有利因子［７］，而ＳＴＣ１蛋白却
抑制其表达，这避免了肿瘤细胞过度增殖而减少能

量消耗，表明ＳＴＣ１可能作为肿瘤细胞增殖的调节
剂或缓解剂。一方面ＳＴＣ１通过降低细胞内 Ｃａ２＋

水平，避免钙超载，减少细胞凋亡，从而实现细胞增

殖；另一方面ＳＴＣ１通过下调ＨＩＦ１α表达，避免细
胞过度增殖，最终使细胞达到一种平衡生长状态。

尝试打破这一生长平衡可为临床对肾癌的治疗带

来新的思考，但肿瘤细胞生长过程受多因素调控，

本研究仅为体外实验，尚不能更真实的模拟细胞生

长环境，故在后续实验中我们将建立动物模型并选

择性沉默或高表达 ＳＴＣ１，深入研究 ＳＴＣ１作用于
肿瘤细胞及机制。
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注意正确使用“百分点”

百分点（１百分点＝１％）的使用现在越来越多，但不少媒体用错了。例如某期刊中说：“２００７年产量为１００
万ｔ，２００８年达１１２万ｔ，增加了１２个百分点。”

百分点是一个新的基础数学概念，它只用于比较采用百分数形式表示的数值的增减 ，例如个人存款的年利

率从３．２５％降至２．２５％，可以说降了１百分点，但决不能说降了１％。如果是降了１％，则新利率应为３．２５％～
３．２５％×０．０１＝３．２１７５％。可见，上述年产量的增加应用百分数表示，即说“增加了１２％”。

百分点是一个单位，书写时其前面的“个”应删去，正如“５小时”“１０厘米”不应写作“５个小时”“１０个厘米”一样。
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