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【摘要】目的  探索中电导钙激活钾离子通道（intermediate-conductance calcium-

activated potassium channel，KCNN4）在前列腺癌细胞中的生物学功能，及其小分子抑制剂

塞尼卡泊对前列腺癌细胞的抑制作用。方法  利用 siRNA 构建干扰 KCNN4 的 DU145 及 C4-2

细胞系，使用 CCK-8 法、Transwell 实验、划痕实验检测细胞增殖和迁移能力；使用塞尼卡

泊处理 WPMY-1、22RV-1、C4-2 及 DU145 细胞系，通过 CCK-8 法、克隆形成、划痕实验

检测细胞增殖和迁移能力。结果  利用 siRNA 干扰 KCNN4 显著降低了前列腺癌细胞增殖和

迁移能力（P＜ 0.05）；小分子抑制剂塞尼卡泊处理可显著抑制前列腺癌细胞活力、克隆形

成和细胞迁移（P＜ 0.05）。结论  KCNN4 可促进前列腺癌细胞增殖和迁移，靶向 KCNN4

有望成为新的前列腺癌治疗方法。
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【Abstract】Objective  To investigate the biological function of the intermediate-conductance 
calcium-activated potassium channel (KCNN4) and the inhibitory effect of its small molecule inhibitor, 
Senicapoc, in prostate cancer. Methods  Small interfering RNA (siRNA)-mediated KCNN4 knockdown 
was performed in DU145 and C4-2 cell lines. Cell counting kit- 8 (CCK-8) assays, Transwell assays, and 
wound-healing assays were conducted to evaluate the changes in cell proliferation and migration. The 
cell lines WPMY-1, 22RV-1, C4-2, and DU145 were treated with Senicapoc. The effects of Senicapoc 
on cell proliferation and migration were assessed using CCK-8 assays, colony formation assays, and 
wound-healing assays. Results Downregulation of KCNN4 significantly reduced cell viability and cell 
migration (P<0.05). Senicapoc treatment significantly decreased cell viability, colony numbers, and 
migration rates (P<0.05). Conclusion  KCNN4 promotes the proliferation and migration of prostate 
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cancer cells. Targeting KCNN4 may represent a novel therapeutic strategy for prostate cancer.

【Keywords】KCNN4; Prostate cancer; Ion channels; Proliferation; Migration

前列腺癌是泌尿系统肿瘤相关死亡的主要原

因之一，居男性人群癌症发病率第二位，亦是

癌症死亡的主要原因之一 [1-2]。雄激素剥夺治疗

（androgen deprivation therapy，ADT）是早期前列

腺癌的重要治疗方式 [3]。然而，癌细胞可对 ADT

产生耐药，导致部分患者接受 ADT 后进展为去

势 抵 抗 性 前 列 腺 癌（castration-resistant prostate 

cancer，CRPC），导致治疗受限，5 年生存率仅

为 32%，造成沉重的疾病负担 [4]。

离子通道是一类允许特定类型离子通过的跨

膜蛋白，广泛参与细胞生理过程，因此其表达异

常或功能障碍与肿瘤细胞恶性表型密切相关 [5]。

钾离子通道广泛表达于各种细胞膜，主要控制细

胞膜电位并调节细胞体积，也可通过改变钙离子

浓度调节信号转导，从而参与调控细胞增殖、

细胞周期、迁移、侵袭、肿瘤微环境和耐药性

等癌症相关过程 [6]。其中，中电导钙激活钾离子

通 道（intermediate-conductance calcium-activated 

potassium channel）由 KCNN4（potassium calcium-

activated channel subfamily N member 4） 基 因 编

码，是钙激活钾通道家族中的一员，已被发现

在多种癌症中表达上调，包括甲状腺癌、胰腺

癌、结直肠癌、黑色素瘤等 [7]。此前有研究显示，

KCNN4 在前列腺癌组织中的表达高于非癌组织 [8]，

提示 KCNN4 可能促进前列腺癌的发生发展，然而

KCNN4 在前列腺癌发生发展中的作用，以及是否

可以作为前列腺癌潜在的治疗靶点仍需进一步研

究。因此，本研究探索 KCNN4 及其小分子抑制剂

塞尼卡泊（Senicapoc）对前列腺癌细胞增殖及迁移

的作用，以期为前列腺癌治疗提供新的治疗靶点。

1  材料与方法

1.1  材料及主要试剂
人正常前列腺基质永生化细胞 WPMY-1、人

前列腺癌细胞 22RV-1、DU145（上海中科院细

胞库）及 C4-2（武汉普诺赛）；1 640 培养基、

DMEM 培养基（Gibco）；胎牛血清（VivaCell）；

青霉素 - 链霉素 - 两性霉素 B 溶液、RIPA 裂解液、

蛋白酶抑制剂（碧云天）；Eastep®Super 总 RNA

提取试剂盒（Promega）、逆转录试剂盒（Takara 

Bio）；Transwell 小 室（Corning）；CCK-8 试 剂盒、

BCA 蛋白浓度测定试剂盒（Biosharp）；塞尼卡

泊（MCE）；Lipofectamine 2000 转染试剂（赛默

飞）；GAPDH 一抗（Proteintech）；KCNN4 一抗

（Proteintech）；HRP 标记的羊抗兔二抗（碧云天）。

1.2  方法
1.2.1  细胞培养及分组

22RV-1、C4-2 细胞培养于含有 10% 胎牛血

清、1% 青霉素 - 链霉素 - 两性霉素 B 的 1640 培

养基中，WPMY-1、DU145 细胞在含有 10% FBS

的 DMEM 培养基中培养。所有细胞置于 37 ℃、

5% CO2、饱和湿度的恒温培养箱中培养。siRNA

处理分为 siNC 组、siKCNN4-1 组及 siKCNN4-2 组。

塞尼卡泊使用无水 DMSO 配制，各处理组分别用

DMSO 稀释至 10、20、50、100 μM，以相同浓度

的 DMSO（0 μM）组作为对照。

1.2.2  细胞转染  
取对数生长期细胞，以 5×104/ 孔的密度接种

到六孔板中，待细胞生长至 60%~70% 密度后更

换含血清无抗生素的培养基，按照 Lipofectamine 

2000 转染试剂盒说明书对各组细胞进行转染，

72 h 后 收 集 细 胞。siRNA 序 列：siKCNN4-1 

5'-CCAAGAUGCACAUGAUCCUTT-3'，siKCNN4-2 

5'-GAACUGGCAUUGGACUCAUTT-3'。

1.2.3  Western Blot 
吸去细胞培养皿中的培养基，PBS 洗涤三次，

将培养皿置于冰上，在 RIPA 裂解液中按 50 ∶ 1 的

比例添加蛋白酶抑制剂及磷酸酶抑制剂，加入培

养皿中裂解 30 min 提取蛋白，随后 14 000×g 离

心，取上清，BCA 法测定蛋白浓度，向蛋白样品

中加入蛋白上样缓冲液，在 100 ℃ 水浴条件下煮

10  min。将蛋白样品在 10% 的 SDS-PAGE 凝胶中

电泳并分离，电转于 PVDF 膜上。采用 5% 脱脂

奶粉室温封闭 1 h，一抗（GAPDH、KCNN4 稀释

比例 1 ∶ 1 000）4 ℃ 孵育过夜，再用辣根过氧化

酶标记的对应二抗（1 ∶ 10 000）室温孵育 1 h 后，

ECL 发光仪获取图像。

1.2.4  实时荧光定量逆转录聚合酶链式反
应（RT-qPCR）

细 胞 总 RNA 提 取 参 照 试 剂 盒 提 供 的 说
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明 书 进 行， 随 后 使 用 逆 转 录 试 剂 盒 逆 转 录 成

c D N A ，再 进 行R T- q P C R 检 测 目 的 基 因 表

达。引 物 序 列：人 源 KCNN4上 游 引 物5'-CAT 

T C C T GAC C AT C G G C TAT G G -3 '，下 游 引 物

5'-GCCTTGTTAAACTCCAGCTTCCG-3'；人 源

GAPDH上游引物5'-GTCTCCTCTGACTTCAAC 

AGCG-3'，下 游 引 物 5'-ACCACCCTGTTGCTGTAG 

CCAA-3'。

1.2.5  CCK-8法检测细胞活性  
对于干扰细胞系的细胞活性检测，消化离

心 siNC、siKCNN4-1 和 siKCNN4-2 细 胞 并 使 用

培养基重悬，使细胞悬液浓度为 2×104/mL，接

种于 96 孔板中，每孔加 100 μL 细胞悬液，分别

在 24、48、72、96、120  h 将培养基更换为每孔

100  μL 完全培养基及 10 μL CCK-8，2 h 后用酶标

仪检测 A450 nm 值。对于塞尼卡泊处理的细胞活

性检测，接种细胞至 96 孔板中，待细胞贴壁后

将培养基更换为 0、20、50、100 μL 浓度的塞尼

卡泊，分别在 24、48、72、96、120 h 进行检测，

超过 72 h 处理时间的组，更换新的相同药物浓度

的培养基。

1.2.6  细胞克隆形成实验 
细胞计数后，以 1 000 个 / 孔接种于 6 孔板中，

待细胞贴壁后更换为浓度为 0、10、20 μM 塞尼卡

泊的培养基进行培养，放入培养箱中培养，每 3 d

换液 1 次。14 d 后弃去培养液，每孔细胞用 PBS

洗涤 2 次，甲醇固定细胞 30 min，结晶紫溶液染

色 15 min 后蒸馏水洗涤，晾干后拍照并计 数。

1.2.7  Transwell实验
取 对 数 生 长 期 的 siNC 和 siKCNN4-1 细

胞， 用 无 血 清 的 培 养 基 重 悬 至 细 胞 浓 度 为

5×105/ mL，向 8 μm 孔径的 Transwell 小室中加

入 100 μL 细胞悬液，向下室加入 500 μL 完全培

养基，每组设 3 个复孔，将小室放入培养箱中培

养过夜，随后弃去培养基，使用蒸馏水清洗小室

2 遍，用棉签轻柔擦去小室内未迁移的细胞，向

下室加入甲醇固定 30  min，弃去甲醇并待其晾干

后加入结晶紫溶液染色 15  min 后再次清洗小室，

晾干后置于显微镜下拍照计数。

1.2.8  划痕实验 
对 于 干 扰 细 胞 系 ， 消 化 离 心 s i N C 和

siKCNN4-1 细胞并使用培养基重悬，以 3×105/ 孔

接种至六孔板，待细胞达到近 100% 密度时，使

用 1 mL 移液枪头垂直于六孔板在细胞贴壁面进

行划痕，更换不含血清的培养基进行培养，于划

痕后 0 h、48 h 拍照记录，使用 Image J 软件计算

划痕面积及迁移率。对于塞尼卡泊处理实验，接

种细胞并进行划痕后，分别更换塞尼卡泊浓度为

0 μM 和 50 μM 的无血清培养基进行培养，于划痕

后 0、48 h 拍照并统计结果。

1.3  统计学分析 
使 用 SPSS 28.0 软 件 进 行 数 据 分 析， 采 用

GraphPad Prism 8 软件绘图。所有数据均以均数和

标准差（ sx ± ）表示，两组间比较采用 t 检验。

P＜ 0.05 为差异具有统计学意义。

2  结果

2.1  KCNN4干扰效果验证
分别使用 siNC 及 siKCNN4 转染细胞 72 h，

构建了干扰 KCNN4 的人前列腺癌 C4-2 和 DU145

细胞系。细胞 RNA 及蛋白水平的检测结果显示，

与 对 照 组 siNC 相 比，siKCNN4-1 及 siKCNN4-2

均有效降低了 mRNA 水平（图 1-A）和蛋白丰度

（图 1-B）。
A

KCNN4

GAPDH

DU145

KCNN4

GAPDH

C4-2

B

48 kDa

36 kDa

图1  KCNN4敲低细胞系构建效果验证

Figure 1. The establishment of KCNN4 knockdown cell lines
注：A.qPCR验证KCNN4的干扰效果；B.WB验证KCNN4的干扰效果；**P＜0.01。

A BC4-2 DU145  C4-2   DU145
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2.2  KCNN4对前列腺癌细胞增殖、迁移
的影响

为探索 KCNN4 对前列腺癌细胞增殖的影响，

使用 CCK-8 法检测细胞活力。结果显示，相比于

对照组，siKCNN4-1 及 siKCNN4-2 均显著抑制了

C4-2 和 DU145 细胞的增殖（图 2）。

随 后， 通 过 Transwell 实 验 及 划 痕 实 验 检

测 KCNN4 对 前 列 腺 癌 细 胞 迁 移 能 力 的 影 响。

Transwell 实验结果显示，干扰 KCNN4 后迁移的细

胞数显著减少（图 3）。划痕实验结果显示，干扰

KCNN4 后前列腺癌细胞迁移率显著降低（图 4）。

2.3  KCNN4小分子抑制剂塞尼卡泊对前
列腺癌细胞增殖的影响

分 别 在 WPMY-1、22RV-1、C4-2 及 DU145

细胞中加入不同浓度的塞尼卡泊（DMSO 作为

对照），结果显示，正常的前列腺间质细胞系

WPMY-1 对塞尼卡泊不敏感，仅在 100 μM 浓度

处理时受抑制；而在前列腺癌细胞系 22RV-1、

C4-2、DU145 中，较低浓度的塞尼卡泊即可显著

抑制前列腺癌细胞增殖（图 5）。以上结果表明，

靶向 KCNN4 的小分子抑制剂塞尼卡泊对前列腺

癌细胞增殖具有抑制作用。

图2  KCNN4对前列腺癌细胞增殖的作用

Figure 2. Effects of KCNN4 on proliferation of prostate cancer cells
注：**P＜0.01。

  C4-2   DU145

图3  Transwell实验检测KCNN4对前列腺癌细胞迁移的作用

Figure 3. Effects of KCNN4 on migration of prostate cancer cells by Transwell assay
注：A.DU145细胞中Transwell实验的代表图像（左）和定量分析结果（右）；B.C4-2细胞中Transwell实验的代表图像（左）和定量分析结果
（右）；**P＜0.01；标尺：50 μm。
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图4  划痕实验检测KCNN4对前列腺癌细胞迁移的作用

Figure 4. Effects of KCNN4 on migration of prostate cancer cells by wound-healing assay
注：A.DU145细胞中划痕实验的代表图像（左）和定量分析结果（右）；B.C4-2细胞中划痕实验的代表图像（左）和定量分析结果（右）；
*P ＜0.05；标尺：200 μm。
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图5  塞尼卡泊对前列腺间质细胞及前列腺癌细胞增殖的作用

Figure 5. Effect of Senicapoc on the proliferation of prostate stromal cells and cancer cells
注：**P＜0.01。

图6  塞尼卡泊处理对前列腺癌细胞克隆形成的影响

Figure 6. Effects of Senicapoc treatment on colony formation of prostate cancer cells
注：**P＜0.01。

图7  塞尼卡泊处理对前列腺癌细胞迁移的影响

Figure 7. Effects of Senicapoc on migration of prostate cancer cells
注：A.DU145中给药组和对照组的划痕实验代表图像（左）和定量分析结果（右）；B.C4-2中给药组和对照组的划痕实验代表图像(左)和定量分
析结果（右）；*P＜0.05；标尺：200 μm。
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为进一步验证塞尼卡泊对前列腺癌细胞增殖

的作用，用不同浓度塞尼卡泊持续处理 C4-2 及

DU145 细胞，随后观察细胞的克隆形成能力。结

果表明，与对照组（0 μM）相比，塞尼卡泊处理

组（10 μM 和 20 μM）细胞集落数显著降低，且

较高药物浓度组抑制作用更明显（图 6）。

2.4  KCNN4小分子抑制剂塞尼卡泊对前
列腺癌细胞迁移的影响

划痕实验结果显示，相比于 DMSO 处理组

（0  μM），浓度为 50 μM 的塞尼卡泊显著抑制细

胞迁移（图 7）。以上结果表明，应用小分子抑制

剂塞尼卡泊对前列腺癌细胞迁移也有抑制作用。
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3  讨论

离子通道通过调控离子在细胞内外和胞内隔

室间的不同分布，影响细胞膜电位、细胞体积，

参与胞内信号转导等过程，从而在维持正常组织

稳态中发挥重要作用 [9]。此前已有多项研究发现，

部分离子通道在癌症中异常表达，参与肿瘤增殖、

迁移、血管生成等多种恶性生物学行为及肿瘤微

环境形成 [10-12]。此外，靶向离子通道的小分子药

物或 siRNA 已被证实可影响肿瘤的发生发展 [13]。

例如，阿司咪唑是一种经典的抗组胺药物，在后

续研究中被发现是电压门控钾离子通道 Kv10.1 的

抑制剂。有研究报道了阿司咪唑在体外实验中显

著抑制了 A549 细胞的增殖，一项队列研究显示

使用阿司咪唑的转移性非小细胞肺癌患者的死亡

率显著降低 [14]。因此，离子通道异常表达及功能

障碍与癌症特征紧密相关，离子通道具备成为肿

瘤治疗新靶点的潜力。

钾离子通道是跨膜运输钾离子的膜蛋白，主

要功能包括介导细胞间电信号传递，维持离子稳

态，参与细胞内信号转导等 [15]。钾离子通道可通

过介导钾离子外排调控膜电位及调节细胞体积，

阻断钾离子通道可导致细胞周期停滞于 G0~G1

期，同时，细胞迁移也依赖于形态和体积的动态

变化。因此，钾离子通道是细胞增殖和迁移的重

要调控因素。KCNN4 是钙激活钾通道家族的成

员，属于四聚体蛋白，每个亚基包含六个相同的

跨膜片段。KCNN4 对 Ca2+ 的敏感性由其末端与

钙调蛋白的结合决定。在生理条件下，细胞内钙

离子增加达到阈值后，末端结合的钙调蛋白诱

导 KCNN4 发生构象变化，导致通道孔打开，进

而促使钾流出并引发膜超极化 [16]。塞尼卡泊是

KCNN4 的小分子高选择性抑制剂，其通过占据通

道内孔，阻碍离子流动，从而抑制 KCNN4 的活

性 [17]。KCNN4 广泛表达于红细胞及外周组织，如

血管内皮、胃肠道分泌上皮、去分化血管平滑肌、

T 淋巴细胞、巨噬细胞等，在红细胞体积调节、

细胞增殖迁移、免疫细胞活化及细胞因子产生中

发挥重要作用 [18]。有研究报道 KCNN4 可抑制肿

瘤相关巨噬细胞产生 IL-10 和 IL-8，从而抑制其

介导的肿瘤免疫监视逃逸和转移 [19]。除参与调控

肿瘤微环境外，癌细胞中的 KCNN4 表达和功能

也可调控癌细胞的表型。基于 TCGA 数据库的分

析显示，KCNN4 在胰腺癌、结肠癌、肺癌、肝细

胞癌等多种癌症类型中表达均显著上调 [20]。体内

和体外实验均证实 KCNN4 在胰腺癌中与细胞增

殖相关 [21]，且在肺腺癌 [22]、肝细胞癌 [23]、结直肠

癌 [24] 中参与调控癌细胞侵袭迁移。在前列腺癌中，

已有研究显示 KCNN4 基因 mRNA 水平在癌组织

中表达上调，并可能促进前列腺癌的发生发展 [8]。

本研究进一步证实干扰 KCNN4 后前列腺癌细胞

增殖及迁移均受到抑制；此外，利用小分子抑制

剂塞尼卡泊可以有效抑制前列腺癌细胞的增殖和

迁移，提示 KCNN4 有望成为前列腺癌潜在的治

疗靶点。

本研究仍存在一定局限性。首先，本研究仅

在前列腺癌细胞系中验证了靶向 KCNN4 的作用，

未来还需体内实验和临床样本进一步验证；同时，

也需动物模型验证小分子抑制剂塞尼卡泊在体内

抑制前列腺癌的有效性和安全性。此外，KCNN4

促进前列腺癌发生发展的具体机制还需进一步研

究探讨。

综上所述，本研究发现了 KCNN4 在前列腺

癌细胞增殖和迁移中具有促进作用，此外，使用

小分子抑制剂塞尼卡泊靶向 KCNN4 可有效抑制

前列腺癌细胞的增殖和迁移。本研究为 KCNN4

作为新的前列腺癌治疗靶点提供了依据。
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