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大电导钙激活钾通道ＫＣＮＭＢ２和ＫＣＮＭＢ４在人不同ＷＨＯ级别星形细胞瘤中的表达
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　　［摘要］　目的　观察大电导钙激活钾通道（ｌａｒｇｅｃｏｎｄｕｃｔａｎｃｅｃａｌｃｉｕｍａｃｔｉｖａｔｅｄｐｏｔａｓｓｉｕｍ，ＢＫＣａ）β２亚基（ＫＣＮＭＢ２）和
β４亚基（ＫＣＮＭＢ４）在人不同ＷＨＯ级别星形细胞瘤中的表达变化，探讨星形细胞肿瘤增殖、生长的分子机制。方法　 收
集人各个ＷＨＯ级别星形细胞瘤标本６９例，另以１５例外伤后脑减压术患者的正常脑组织作为对照。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ及免疫
组织化学染色 ＳＰ法检测 ＫＣＮＭＢ２和 ＫＣＮＭＢ４的表达。结果 　与正常脑组织相比，星形细胞瘤组织中 ＫＣＮＭＢ２和
ＫＣＮＭＢ４的表达水平明显升高（Ｐ＜０．０５）。ＫＣＮＭＢ２的表达与星形细胞瘤的ＷＨＯ分级有关（Ｐ＜０．０５），与性别、年龄及
星形细胞瘤的部位无关（Ｐ＞０．０５），即ＫＣＮＭＢ２的表达水平随着星形细胞瘤ＷＨＯ级别的增高而升高。ＫＣＮＭＢ４的表达
与性别、年龄、星形细胞瘤的ＷＨＯ分级及部位均无关（Ｐ＞０．０５）。结论 　 ＫＣＮＭＢ２和 ＫＣＮＭＢ４在星形细胞瘤中呈高表
达，且ＫＣＮＭＢ２表达与星形细胞瘤的ＷＨＯ分级有关。
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　　脑星形细胞瘤是中枢神经系统最常见的神经上皮
组织肿瘤，其侵袭性强、临床致死率高，严重危害人类

健康。大电导钙激活钾通道 （ｌａｒｇｅｃｏｎｄｕｃｔａｎｃｅ
ｃａｌｃｉｕｍａｃｔｉｖａｔｅｄｐｏｔａｓｓｉｕｍ，ＢＫＣａ）是钙激活钾通道家
族中的一员，广泛表达于多种组织细胞，参与体内多种

细胞功能的调节，如动作电位形成、神经递质释放、平

滑肌收缩等［１－２］。ＢＫＣａ通道由 α１亚基和 β亚基组
成，根据 β亚基的不同可分为 ４个亚型：ＫＣＮＭＢ１、
ＫＣＮＭＢ２、ＫＣＮＭＢ３和 ＫＣＮＭＢ４，其中 ＫＣＮＭＢ２和
ＫＣＮＭＢ４主要表达于脑组织［３－４］。近年来研究表明，

ＢＫＣａ在前列腺癌、乳腺癌、皮肤癌等多种肿瘤组织中呈

高表达，与肿瘤细胞的增殖、侵袭密切相关［５－８］。目前

国内外尚少见 ＫＣＮＭＢ２和 ＫＣＮＭＢ４在星形细胞瘤中
表达的报道。本研究采用免疫组化法和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
检测ＫＣＮＭＢ２和 ＫＣＮＭＢ４在人不同 ＷＨＯ级别星形
细胞瘤组织的表达，探讨两者在星形细胞瘤发生、发展

中的作用。

１　材料与方法

１．１　病例及标本采集
　　收集重庆医科大学附属第一医院神经外科、重庆医科大学

附属第二医院神经外科和重庆市急救中心神经外科 ２００９年

８月至２０１３年３月经手术切除的星形细胞瘤标本６９例，其中

男性３９例，女性３０例，年龄１６～７４岁，平均年龄４７．６岁。另

取同期外伤后脑减压术患者正常脑组织１５例作为对照。标本

自术中取出后立即置于液氮中冷冻，－８０℃冰箱保存。所有

标本经病理检查证实，并按照２００７年世界卫生组织（ＷＨＯ）神

经系统肿瘤分类标准进行分级，ＷＨＯⅠ级１１例，包括９例毛细

胞性星形细胞瘤及２例室管膜下巨细胞性星形细胞瘤；ＷＨＯⅡ

级１９例，均为纤维性星形细胞瘤；ＷＨＯⅢ级１８例，均为间变性

星形细胞瘤；ＷＨＯⅣ级２１例，均为胶质母细胞瘤。所有患者

术前未接受放化疗。

１．２　主要试剂
　　兔抗人ＫＣＮＭＢ２多克隆抗体、兔抗人 ＫＣＮＭＢ４多克隆抗

体、小鼠抗人βａｃｔｉｎ单克隆抗体购自 Ｓｉｇｍａ公司，辣根过氧化

物酶标记山羊抗兔ＩｇＧ抗体、辣根过氧化物酶标记山羊抗小鼠

ＩｇＧ抗体购自 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，ＲＩＰＡ强裂解液、ＢＣＡ蛋白浓度

测定试剂盒、ＥＣＬ化学发光试剂盒购自碧云天公司，免疫组化

ＳＰ试剂盒、ＤＡＢ显色试剂盒购自北京中杉金桥公司。

１．３　免疫组织化学染色
　　采用链霉素抗生物素蛋白过氧化物酶链接（ＳＰ）法。所

有标本经４％多聚甲醛固定，常规石蜡包埋、连续切片。二甲苯

脱蜡及乙醇梯度水化，枸橼酸盐缓冲液微波抗原修复２０ｍｉｎ，

３％Ｈ２Ｏ２去离子水室温孵育 ２０ｍｉｎ，山羊血清封闭液封闭

３０ｍｉｎ，加一抗（ＫＣＮＭＢ２，１∶１００；ＫＣＮＭＢ４，１∶１００）４℃过夜。

次日３７℃复温１ｈ，二抗３７℃孵育３０ｍｉｎ，辣根酶标记链霉卵

白素工作液３７℃孵育３０ｍｉｎ，ＤＡＢ显色。苏木精复染，常规脱

水透明，中性树胶封片。以ＰＢＳ代替一抗作为阴性对照。每张

切片随机选１０个高倍镜视野（×４００），根据阳性细胞数和染色

强度进行综合评分。染色强度：阴性为０分，淡黄色为１分，黄

色为２分，棕褐色为３分；阳性细胞数：＜１０％为０分，１０％ ～

＜２５％为１分，２５％～＜５０％为２分，≥５０％为３分。免疫组

化总评分＝染色强度评分 ＋阳性细胞数评分：＜２分为阴性

（－），≥ ２分为阳性（＋）。

１．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
　　采用ＲＩＰＡ强裂解液提取组织蛋白，ＢＣＡ法测定蛋白浓度。

以每泳道５０μｇ蛋白上样，经 ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳后将蛋白转

至孔径为０．４５μｍ的ＰＶＤＦ膜上（恒流，２５０ｍＡ），５％脱脂奶粉

３７℃封闭２ｈ，加一抗（ＫＣＮＭＢ２，１∶２０００；ＫＣＮＭＢ４，１∶２０００；

βａｃｔｉｎ，１∶３０００）４℃过夜。次日 ３７℃复温 ２ｈ，ＴＢＳＴ洗膜

（１０ｍｉｎ×３次）后加二抗（１∶４０００）３７℃孵育２ｈ，ＴＢＳＴ洗膜

（１０ｍｉｎ×３次）后ＥＣＬ显影，ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件进行结果分析。

以βａｃｔｉｎ为内参对照，蛋白的相对表达量 ＝蛋白条带灰度值／

βａｃｔｉｎ条带灰度值。

１．５　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１９．０统计软件。计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，采用独

立样本ｔ检验比较正常脑组织与星形细胞瘤组之间 ＫＣＮＭＢ２、

ＫＣＮＭＢ４的表达差异；单因素方差分析及ＬＳＤ检验比较星形细

胞瘤各个 ＷＨＯ级别组之间 ＫＣＮＭＢ２、ＫＣＮＭＢ４的表达差异。

计数资料采用χ２检验。采用ＧｒａｐｈｐａｄＰｒｉｓｍ５．０软件作图。

２　结果

２．１　免疫组化染色检测正常脑组织及各级星形细胞
瘤组织中ＫＣＮＭＢ２、ＫＣＮＭＢ４蛋白的表达

　　正常脑组织及各级星形细胞瘤组织中均可见 ＫＣＮＭＢ２、

ＫＣＮＭＢ４阳性染色，呈棕黄色颗粒（图 １、２）。在正常脑组织

中，ＫＣＮＭＢ２、ＫＣＮＭＢ４主要表达于神经元和星形胶质细胞的细

胞膜和细胞质；在星形细胞瘤组织中，ＫＣＮＭＢ２、ＫＣＮＭＢ４主要

表达于肿瘤细胞和血管内皮细胞的细胞膜和细胞质。ＫＣＮＭＢ２

在正常脑组织和星形细胞瘤组织中的阳性表达率分别为１３．３％

（２／１５）、７８．３％（５４／６９）；ＫＣＮＭＢ４在正常脑组织和星形细胞瘤

组织中的阳性表达率分别为２６．７％（４／１５）、７５．４％（５２／６９）。

ＫＣＮＭＢ２和ＫＣＮＭＢ４在星形细胞瘤组织中的表达均明显高于

正常脑组织（Ｐ＜０．０５）。ＫＣＮＭＢ２的表达与星形细胞瘤的

ＷＨＯ分级有关（Ｐ＜０．０５），与性别、年龄及星形细胞瘤的部位

无关（Ｐ＞０．０５）。即星形细胞瘤 ＷＨＯ级别越高，ＫＣＮＭＢ２的

阳性表达率越高。ＫＣＮＭＢ４的表达与性别、年龄、星形细胞瘤

的ＷＨＯ分级及部位均无关（Ｐ＞０．０５，表１）。
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Ａ：未加一抗的阴性对照；Ｂ：正常脑组织；Ｃ：Ⅰ级星形细胞瘤（ＷＨＯⅠ级）；Ｄ：Ⅱ级星形细胞瘤（ＷＨＯⅡ级）；Ｅ：间变性星形细胞瘤

（ＷＨＯⅢ级）；Ｆ：胶质母细胞瘤（ＷＨＯⅣ级）

图１　免疫组化染色检测人星形细胞瘤组织中ＫＣＮＭＢ２的表达　（ＳＰ×４００）
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Ａ：未加一抗的阴性对照；Ｂ：正常脑组织；Ｃ：Ⅰ级星形细胞瘤（ＷＨＯⅠ级）；Ｄ：Ⅱ级星形细胞瘤（ＷＨＯⅡ级）；Ｅ：间变性星形细胞瘤

（ＷＨＯⅢ级）；Ｆ：胶质母细胞瘤（ＷＨＯⅣ级）

图２　免疫组化染色检测人星形细胞瘤组织中ＫＣＮＭＢ４的表达　（ＳＰ×４００）
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表１　ＫＣＮＭＢ２、ＫＣＮＭＢ４在人星形细胞瘤组织中的表达与

星形细胞瘤临床病理特征的关系

ＫＣＮＭＢ２ ＫＣＮＭＢ４
临床病理特征 例数 χ２值 Ｐ值 χ２值 Ｐ值

阴性 阳性 阴性 阳性

性别 ０．０９４０．７５９ ０．０４９０．８２５

　男 ３９ ９ ３０ １０ ２９

　女 ３０ ６ ２４ ７ ２３

年龄（岁） ０．９０３０．６３７ ３．５７５０．１６７

　＜４５ ２５ ７ １８ ４ ２１

　４５～＜６０ ３３ ６ ２７ ６ ２７

　≥６０ １１ ２ ９ ７ ４

ＷＨＯ分级 ８．５４８０．０３６ ３．９９５０．２６２

　Ⅰ级 １１ ５ ６ ３ ８

　Ⅱ级 １９ ６ １３ ４ １５

　Ⅲ级 １８ ３ １５ ２ １６

　Ⅳ级 ２１ １ ２０ ８ １３

肿瘤部位 ０．０１８０．８９５ ０．１９９０．６５５

　幕上 ５２ １１ ４１ １４ ３８

　幕下 １７ ４ １３ ３ １４

２．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测正常脑组织及各级星形细胞瘤
组织中ＫＣＮＭＢ２、ＫＣＮＭＢ４蛋白的表达

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，与正常脑组织相比，星形细胞

瘤组织中 ＫＣＮＭＢ２和 ＫＣＮＭＢ４的表达水平明显升高（Ｐ＜

００５，图３、４）。ＫＣＮＭＢ２在胶质母细胞瘤组织中表达最高，

ＫＣＮＭＢ４在间变性星形细胞瘤组织中表达最高。ＫＣＮＭＢ２的

表达水平随着星形细胞瘤 ＷＨＯ级别的增高而升高，各星形细

胞瘤组间比较差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
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１：正常脑组织；２：Ⅰ级星形细胞瘤（ＷＨＯⅠ级）；３：Ⅱ级星形细胞

瘤（ＷＨＯⅡ级）；４：间变性星形细胞瘤（ＷＨＯⅢ级）；５：胶质母细胞

瘤（ＷＨＯⅣ级）

Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测；Ｂ：半定量分析　ａ：Ｐ＜０．０５，与正常脑组织比

较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＷＨＯⅠ级比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，与 ＷＨＯⅡ级比较；

ｄ：Ｐ＜０．０５，与ＷＨＯⅢ级比较

图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测人星形细胞瘤组织中ＫＣＮＭＢ２蛋白的表达
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１：正常脑组织；２：Ⅰ级星形细胞瘤（ＷＨＯⅠ级）；３：Ⅱ级星形细胞

瘤（ＷＨＯⅡ级）；４：间变性星形细胞瘤（ＷＨＯⅢ级）；５：胶质母细胞

瘤（ＷＨＯⅣ级）

Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测；Ｂ：半定量分析　ａ：Ｐ＜０．０５，与正常脑组织比

较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＷＨＯⅠ级比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，与 ＷＨＯⅡ级比较；

ｄ：Ｐ＜０．０５，与ＷＨＯⅢ级比较

图４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测人星形细胞瘤组织中ＫＣＮＭＢ４蛋白的表达

３　讨论

　　钾离子通道是细胞膜上种类最多、最复杂的一类
离子通道。近年来的研究发现，钾离子通道与肿瘤的

发生、发展密切相关［９－１２］。ＢＫＣａ通道由４个 α亚基和
４个β亚基组成，广泛分布于各种组织细胞，但在不同
组织各亚型 β亚基的表达不尽相同，脑组织以 β２和

β４亚基为主。ＢＫＣａ通道属于钙激活钾通道，是电压依

赖和Ｃａ２＋敏感的钾通道，受细胞膜电位和Ｃａ２＋的双重
调控，并可通过 Ｃａ２＋参与细胞内信号传导通路的调
节。已有研究表明，ＢＫＣａ在前列腺癌、乳腺癌等多种肿
瘤组织及细胞株中高表达，并与肿瘤细胞的增殖、侵袭

和转移密切相关［５－７］。此外，Ｋｒａｆｔ等［１３］研究发现

ＢＫＣａ在脑（脊）膜瘤细胞中高表达，Ｗｅａｖｅｒ等
［１４］和 Ｌｉｕ

等［１５］发现ＢＫＣａ在神经胶质瘤细胞中高表达，但关于
ＫＣＮＭＢ２和 ＫＣＮＭＢ４在星形细胞瘤中表达情况目前
尚少见报道。

　　本研究采用免疫组化 ＳＰ法和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
６９例星形细胞瘤组织及１５例正常脑组织中 ＫＣＮＭＢ２
和ＫＣＮＭＢ４的表达，分析星形细胞瘤各个病理等级组
之间ＫＣＮＭＢ２、ＫＣＮＭＢ４的表达差异。研究结果显示，
ＫＣＮＭＢ２、ＫＣＮＭＢ４在正常脑组织和各级星形细胞瘤
组织中均有表达，且与正常脑组织相比较，星形细胞瘤
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组织中ＫＣＮＭＢ２和ＫＣＮＭＢ４的表达水平明显升高，这
与ＢＫＣａ在前列腺癌、乳腺癌等

［５－７］其他肿瘤组织中的

研究结果一致。Ｒｏｔｈｂｅｒｇ［１６］研究认为，过度表达的
ＢＫＣａ通过改变细胞膜电位和细胞内 Ｃａ

２＋浓度影响细

胞周期，导致细胞的异常增殖和肿瘤的发生、发展。

ＢＫＣａ通道激活引起Ｋ
＋外流，细胞膜超极化，形成的细

胞内负电压吸引Ｃａ２＋内流，细胞内 Ｃａ２＋浓度增加，促
进细胞由Ｇ１期向 Ｓ期转换

［１７］。Ｈａｎ等［１８］研究发现，

对离体培养的肿瘤细胞使用 ＢＫＣａ通道阻滞剂可以明
显抑制肿瘤细胞的增殖。

　　本研究结果还显示，ＫＣＮＭＢ２在星形细胞瘤组织
中的表达与星形细胞瘤的 ＷＨＯ分级有关，随着星形
细胞瘤ＷＨＯ级别的增高，ＫＣＮＭＢ２表达增强。此外，
免疫组化结果显示，正常脑组织中 ＫＣＮＭＢ２、ＫＣＮＭＢ４
主要表达在神经元和星形胶质细胞，星形细胞瘤组织

中ＫＣＮＭＢ２、ＫＣＮＭＢ４主要表达在肿瘤细胞和血管内
皮细胞。Ｋｈａｉｔａｎ等［６］研究发现发生脑转移的乳腺癌

细胞 ＴＥＭ明显高于未发生转移的乳腺癌细胞，使用
ＢＫＣａ通道阻滞剂Ｉｂｅｒｉｏｔｏｘｉｎ可阻止乳腺癌细胞对大脑
微血管内皮细胞的侵袭。ＢＫＣａ通过改变血管通透性、
促进肿瘤新生血管形成，参与肿瘤的转移和侵袭。

　　综上所述，ＫＣＮＭＢ２、ＫＣＮＭＢ４在人星形细胞瘤组
织中的表达明显升高，且ＫＣＮＭＢ２表达水平与星形细
胞瘤的 ＷＨＯ分级有关，提示 ＢＫＣａ通道可能与星形细
胞瘤的发生、发展密切相关，对星形细胞瘤的分级具有

潜在的诊断价值。但其作用机制和途径尚不明了，仍

需进一步研究。
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