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索拉菲尼对肾癌细胞的抑制作用与 STC - 1
调控细胞内钙稳态的关系研究
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摘 　 要 　 目的 　 探讨索拉菲尼对肾癌细胞抑制效应与斯钙素蛋白 1(STC - 1)调控细胞内钙稳态之间的关系,以期寻找逆转

肾癌细胞耐药性的新途径。 方法 　 分别以 0、1. 25、2. 5、5、10、20、40μmol / L 索拉非尼干预肾癌细胞,按浓度依次递增进行分组,
MTT 法检测肾癌细胞增殖情况;RT - PCR 方法及 ELLSA 法检测各组细胞 STC - 1 的基因及蛋白表达;荧光分光光度法检测各组

细胞内钙离子含量;化学比色法测定各组细胞 Ca2 + - ATP 酶活性。 结果 　 随着索拉菲尼浓度的递增,出现 10μmol / L 的浓度转

折点,细胞抑制率及 Ca2 + 含量由逐渐升高趋向平稳,Ca2 + - ATP 酶活性由逐渐下降趋向平稳,STC - 1 基因及蛋白表达逐渐升高。
结论 　 STC - 1 可能是肾癌细胞恶性增殖的保护因素,其可能通过调控 Ca2 + 水平,降低 Ca2 + - ATP 酶活性,使肾癌细胞内线粒体

能量代谢活跃,促进肾癌细胞适应缺氧环境,从而对索拉菲尼产生抵抗作用。
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Relationship between the Inhibitory Effect of Sorafenib on Renal Cancer Cells and the Regulation of Intracellular Calcium Homeostasis by

STC - 1. 　 Shen Yanan, Gu Jiang, Zhang Yongchun, et al. The Affiliated Hospital of Guizhou Medical University, Guizhou 550000,China
Abstract　 Objective　 To explore the relationship between the inhibitory effect of sorafenib on renal cell carcinoma cells and the

regulation of intracellular calcium homeostasis by STC - 1, so as to find a new way to reverse drug resistance of renal cell carcinoma cells.
Methods　 Sorafenib was used to intervene renal cancer cells at concentrations of 0, 1. 25, 2. 5, 5, 10, 20 and 40μmol / L, and groups
were grouped according to increasing concentrations. The proliferation of renal cancer cells was detected by MTT method. RT - PCR meth-
od and ELLSA method was used to detect the gene and protein expression of STC - 1 in each group of cells. Fluorescence spectrophotome-
try was used to detect the calcium ion content in each group of cells;chemical colorimetry was used to determine the activity of Ca2 + - AT-
Pase in each group of cells. Results 　 With the increasing concentration of sorafenib, a concentration turning point of 10μmol / L ap-
peared. The cell inhibition rate and Ca2 + content gradually increased to stabilize, the Ca2 + - ATPase activity gradually decreased to stabi-
lize, and the STC - 1 gene and Protein expression gradually increased. Conclusion　 STC - 1 may be a protective factor for the malignant
proliferation of renal cancer cells. STC - 1 may regulate the level of Ca2 + , reduce the activity of Ca2 + - ATPase, activate the energy me-
tabolism of mitochondria in renal cancer cells, and promote the adaptation of renal cancer cells to hypoxia, so as to produce resistance to
Solafeni.
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　 　 靶向药物在靶向抑制肾癌细胞时,肾癌细胞会产

生一定的抵抗作用,导致药物的抑制效果逐渐减弱,
但具体的抵抗机制尚未明确 [1] 。 研究发现肾癌细胞

中有 STC - 1 蛋白的存在 [2] 。 STC - 1 即斯钙素蛋

白 1,是最早在鱼类体内发现的一种糖蛋白激素,主

要调节体内钙磷代谢 [3] 。 STC - 1 以浓度依赖的方式

刺激线粒体钙转运 [4] 。 有研究指出,STC - 1 调节钙

稳态的 过 程 可 能 参 与 肾 癌 细 胞 对 靶 向 药 物 的 抵

抗 [5] 。
所谓钙稳态是指细胞内液和细胞外液的离子钙

水平稳定 [6] 。 钙稳态是影响肿瘤细胞增殖和存活的

重要因素 [7] 。 索拉菲尼能够抑制肿瘤血管生成,引
起肿瘤细胞缺氧,容易导致细胞内 Ca2 + 超载,造成细

胞损伤,而 STC - 1 可能是一种抗凋亡和致癌因子,
所以创新性地将 STC - 1 调控钙稳态引入到肾癌细

胞抵抗靶向药物的研究中,观察这种抵抗作用是否与

·89·

　 ·论　 　 著· J Med Res,June 2021,Vol. 50 No. 6　 　



STC - 1 调节钙稳态相关,或能为逆转肾癌细胞的耐

药性提供新的思路 [4,8] 。
材料与方法

1. 主要材料与仪器:1640 培养基、青链霉素混合

液、PBS(磷酸缓冲盐溶液)购自美国 Hyclone 公司;胎
牛血清、0. 25% 胰蛋白酶 + 0. 02% EDTA 购自美国

Gibco 公司;MTT 试剂盒购自凯基生物体;DMSO(二

甲基亚砜)购自美国 AMRESCO 公司;索拉菲尼购自

德国拜耳公司;总 RNA 提取试剂盒购自美国 Fermen-
tas 公司;ELLSA 试剂盒购自美国 R&D 公司;9 孔板、
15ml 及 50ml 离心管购自康宁公司;酶标仪( elx808)
购自美国 Thermo 公司;低速离心机(SC - 3612 型)购
自中佳公司;Fura - 2 AM 钙离子探针购自碧云天生

物技术研究所;人肾癌 GRC - 1 细胞购自上海弗雷堡

生物公司。
2. 培养液的配制:在 50ml 的离心管中加入 500μl

的青霉素、链霉素混合物、5ml 的胎牛血清以及 1640
培养基,制备含有 1% 青霉素链霉素和 10% 胎牛血清

的 1640 培养液。
3. 细 胞 培 养: 在 1640 培 养 基 中 培 养 人 肾 癌

GRC - 1细胞,置于 37℃ 和 5% CO2 饱和湿度的培养

箱中,细胞附壁后,每 2 天传代 1 次,培养至对数生长

期进行实验。
4. MTT 法检测索拉菲尼对肾癌细胞增殖的影

响:取对数生长期的肾癌细胞,以 5 × 103 个 / 孔的密

度接种于 96 孔板中,培养 24h 并加入药物。 实验分

为:索拉非尼(1. 25、2. 5、5、10、20、40μmol / L)用药组

和不加药的对照组。 为每个剂量设置 5 个重复孔,添
加药物后培养 24h,然后向每个孔中添加 20μl MTT
(5mg / ml),继续培养 4h,然后终止培养,弃上清液,
向每孔加入 DMSO 150μl,低速振荡 10min 以完全溶

解晶体。 最后,使用酶标仪在 490nm 处测量每个孔

吸光度( A) 值,并计算每组药物对细胞增殖的抑制

率,抑制率(% ) = (1 - 实验组 A 值 / 对照组 A 值) ×
100% 。

5. 反转录 PCR 测定 STC - 1 基因表达:采用

RT - PCR 法测定各组细胞的 STC - 1 基因表达水平,
用试剂盒提取各组细胞的总 RNA,取 1μg RNA 进行

反转录并合成 cDNA。 引物序列 β - actin,正向 5′ -
CCCTGGACTTCGAGCAAGAGAT - 3′, 反 向 5′ -
GTTTTCTGCGCAAGTTAGG - 3′, 片 段 长 度 531bp;
STC - 1,正向 5′ - TGAGGTCGTCCAGCTCCCAATC -
3′,反向 5′ - GGCACAGTGGTCTGTCTGCAGGATG - 3′,

片段长度 142bp。 RT - PCR 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 β - actin 作为

内部参照,PCR 产物在 2% 琼脂糖凝胶上电泳,并用

凝胶成像仪照相。
6. 采用 ELLSA 法测定各组细胞 STC - 1 蛋白表

达:使用 PMSF 和细胞裂解液裂解每组细胞,以 12000
r / min 转速离心 5min,取上清液,并以 50 微升 / 孔滴

加到酶标板中,设置空白孔、标准孔和样品孔分别进

行测试。 按试剂盒说明书(美国 R&D 公司)操作,并
使用酶标仪进行检测,根据获得的标准曲线计算

STC - 1 蛋白表达水平。
7. 荧光分光光度法测各组细胞内 Ca2 + 含量:不

同浓度索拉非尼干扰肾癌细胞 24h 并消化成细胞悬

液,以 1000r / min 离心 5min,弃上清液,将细胞重悬于

含 0. 2% 小牛血清白蛋白的 D - Hanks 溶液中,调整

细胞数约为 8 × 105 / ml。 加入 Fura - 2 / AM,37℃避光

孵育 45min。 用 D - Hanks 溶液洗涤细胞 2 次,再将

细胞重悬于 3ml D - Hanks 溶液中,双波长荧光分光

光度计测量细胞荧光强度。
8. 化学比色法测定 Ca2 + - ATP 酶活性:ATPase

可以分解 ATP 产生 ADP 和无机磷,通过测试无机磷

的含量来确定 ATPase 的活性水平,以 1mg / h 的 ATP
酶分解 ATP 产生 1μmol 的 Pi 量为 1 个 ATP 酶活力

单位,即 1μmol / ( mg·h)。 严格按照试剂盒说明书

进行检测。
9. 统计学方法:所有实验重复 3 次。 采用 SPSS

19. 0 统计学软件对数据进行统计分析,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,以 P < 0. 05 为差异有统计学意义。
结 　 　 果

1. 索拉菲尼对肾癌细胞增殖的影响:MTT 法的

结果表明,随着药物浓度的增加,抑制率逐渐增加,但
以药物浓度 10μmol / L 为转折点,抑制率趋于稳定,
但均高于中低浓度组,中低浓度组之间比较,差异有

统计学意义(P < 0. 05,表 1)。 肾癌细胞抑制率呈逐

渐上升趋势,但以 10μmol / L 为浓度转折点,细胞抑制

率逐渐趋向平稳。
2. RT - PCR 检测肾癌细胞内 STC - 1mRNA 表

达水平:各组细胞中 STC - 1mRNA 的表达逐渐增加,
从 10μmol / L 药物浓度开始增加更为明显,差异有统

计学意义(P < 0. 05,图 1,表 2)。
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表 1　 不同浓度索拉菲尼对肾癌细胞增殖的抑制作用( x ± s)

组别 n A 值 细胞抑制率(% ) 细胞存活率(% )
对照组 3 0. 322 ± 0. 005　 0 100

1. 25μmol / L 3 0. 199 ± 0. 007∗ 35. 09 ± 3. 077∗ 64. 91 ± 3. 077∗

2. 5μmol / L 3 0. 156 ± 0. 005 # 53. 12 ± 0. 824 # 46. 88 ± 0. 824 #

5μmol / L 3 0. 113 ± 0. 006Δ 64. 61 ± 1. 013Δ 35. 39 ± 1. 013Δ

10μmol / L 3 0. 075 ± 0. 005▲ 76. 73 ± 1. 193▲ 23. 27 ± 1. 193▲

20μmol / L 3 0. 056 ± 0. 006 82. 90 ± 1. 901 17. 10 ± 1. 901
40μmol / L 3 0. 039 ± 0. 005 87. 90 ± 1. 402 12. 10 ± 1. 402

　 　 与对照组比较,∗ P < 0. 05;与 1. 25μmol / L 浓度组比较,#P < 0. 05;与 2. 5μmol / L 浓度组比较,ΔP < 0. 05;与 5μmol / L 浓度组比较,▲ P < 0. 05

图 1　 索拉菲尼干预肾癌细胞后 STC - 1 的基因表达

　

表 2　 各组细胞内 STC - 1mRNA 与 STC - 1

蛋白表达水平( x ± s)

组别 n STC - 1 mRNA STC - 1 蛋白( pg / ml)
对照组 3 0. 23 ± 0. 04 8. 5 ± 0. 4

1. 25μmol / L 3 0. 31 ± 0. 03∗ 9. 7 ± 0. 3∗

2. 5μmol / L 3 0. 37 ± 0. 04 10. 2 ± 0. 4
5μmol / L 3 0. 42 ± 0. 05 11. 3 ± 0. 3
10μmol / L 3 0. 59 ± 0. 08 # 13. 6 ± 0. 2 #

20μmol / L 3 0. 65 ± 0. 06Δ 15. 3 ± 0. 3Δ

40μmol / L 3 0. 76 ± 0. 07▲ 17. 1 ± 0. 5▲

　 　 与对照组比较,∗ P < 0. 05;与 5μmol / L 浓度组比较,# P < 0. 05;与

10μmol / L 浓度组比较,ΔP < 0. 05;与 20μmol / L 浓度组比较,▲ P <

0. 05

　 　 3. ELISA 法检测 STC - 1 蛋白表达量:各组细胞

内 STC - 1 表达量逐渐增高,并在 10μmol / L 药物浓

度时增量较明显,差异有统计学意义 ( P < 0. 05,
表 2)。
　 　 4. 荧光分光光度法测各组细胞内 Ca2 + 含量:各
组细胞内 Ca2 + 逐渐增加,从 10μmol / L 的药物浓度开

始趋于稳定,中低浓度组两两比较后差异均有统计学

意义(P < 0. 05,表 3)。
　 　 5. 化学比色法测定各组细胞内 Ca2 + - ATPase 活

性:各组细胞内钙酶活性逐渐下降,从 10μmol / L 药

物浓度开始趋于稳定,中低浓度组两两比较后差异均

有统计学意义(P < 0. 05,表 3)。

表 3　 各组细胞内 Ca2 + 含量与 Ca2 + - ATPase

活性( x ± s)

组别 n
Ca2 + 含量

( nmol / L)

Ca2 + - ATP

μmol / (mg·h)
对照组 3 95. 2 6. 891 ± 0. 101

1. 25μmol / L 3 100. 2 ± 4. 2∗ 6. 241 ± 0. 041∗

2. 5μmol / L 3 106. 5 ± 3. 6 # 5. 623 ± 0. 035 #

5μmol / L 3 114. 3 ± 4. 6Δ 5. 086 ± 0. 052Δ

10μmol / L 3 119. 4 ± 3. 3▲ 4. 752 ± 0. 032▲

20μmol / L 3 122. 3 ± 4. 5 4. 532 ± 0. 041
40μmol / L 3 125. 1 ± 3. 4 4. 282 ± 0. 047

　 　 与对照组比较,∗ P < 0. 05;与 1. 25μmol / L 浓度组比较,# P <

0. 05;与 2. 5μmol / L 浓度组 比 较,ΔP < 0. 05;与 5μmol / L 浓 度 组 比

较,▲ P < 0. 05

讨 　 　 论

目前,靶向治疗可显著延长晚期肾癌患者的无进

展生存期和总体生存期,并显著改善患者的预后 [9] 。
索拉菲尼因其自身在抗肿瘤活性及药物耐受性上表

现优异,是晚期肾癌靶向治疗的一线用药,但相关研

究发现,索拉菲尼的长期使用会伴随耐药性的出现,
严重影响治疗效果 [10,11] 。 结合索拉菲尼在抑制肾癌

细胞时出现 STC - 1 异常变化及钙稳态改变的相关

报道,本实验以 STC - 1 作为切入点,研究索拉菲尼

抑制肾癌细胞时 STC - 1 与细胞钙稳态变化之间的

关系,并探讨对肾癌细胞增殖的影响。
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索拉菲尼抑制肾癌细胞时,会引起细胞内钙离子

的变化,钙离子受到 STC - 1 的调控 [12] 。 STC - 1 在

促进肾癌的发生和发展中起着重要作用,但尚未明

确 [13] 。 STC - 1 调节钙稳态机制是否参与了索拉菲

尼对肾癌细胞的抵抗作用亦不清楚,因此通过本次实

验进行了研究,笔者研究发现随着索拉菲尼浓度的依

次递增,细胞内 Ca2 + 含量、钙酶活性及 STC - 1 围绕

浓度转折点发生规律性变化。 这表明,STC - 1 可能

通过调控 Ca2 + 水平,避免钙超载引起的细胞凋亡。
作为储存 Ca2 + 的主要场所,线粒体支持的生物

学功能通常由 Ca2 + 控制,Ca2 + 水平紊乱可能会加剧

线粒体功能障碍和能量衰竭,从而促进细胞死亡 [14] 。
作为细胞中重要的第二信使,Ca2 + 参与调节细胞增

殖、凋亡、基因转录、细胞分泌,并能调节血管内皮细

胞功能 [15,16] 。 Ca2 + 通过启动内皮细胞中信号,对控

制血管张力和内皮通透性有重要作用 [17] 。 血管内皮

细胞通过质膜 Ca2 + - ATPase 和 Na + / Ca2 + 交换将细

胞质中过量的 Ca2 + 移至细胞外,从而维持细胞的钙

稳态 [18] 。 Ca2 + - ATPase( PMCA)活性的降低导致钙

离子在细胞质中积累,而肾细胞中 PMCA 是主要的钙

输出蛋白,因此可以测定肾癌细胞 PMCA 活性反映钙

稳态情况 [19] 。
钙离子水平增高可能会引起 STC - 1 的变化。

STC - 1 被证明在肾脏中高表达,并关键性地调节细

胞生长、增殖和分化,以及调节钙稳态 [20] 。 STC - 1
可以下调钙离子水平,维持钙离子稳定,促进细胞生

长 [21] 。 因此,随着索拉非尼浓度的递增,可能会引起

STC - 1 升高以拮抗过多的 Ca2 + 水平,使钙离子代谢

趋向稳定,因为钙离子代谢可以影响细胞能量代谢,
而能量代谢也可能是 STC - 1 直接影响所致,这种影

响会反映到对细胞的抑制作用逐渐趋向平稳甚至减

弱,这也可能是肾癌细胞对索拉菲尼产生抵抗的原因

之一。
本实验研究提示肾癌细胞对靶向药物产生的抵

抗作用可能与 STC - 1 调控钙离子稳态有关,也可能

直接与 STC - 1 相关,故 STC - 1 可能是肾癌治疗的

有效靶点,抑制 STC - 1 可能会逆转肾癌细胞对靶

向药物的耐药性。 然而本实验仅是针对基因进行

检测,而没有进行干预,而且细胞实验脱离了全机

体的综合调控,因此只是提供一个依据;而其中深

层机制的确定,可能需要培养耐药细胞进行更细致

的检测和验证,因此后续尚需开展深入的研究予以

进一步证实。
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