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钙敏感受体基因多态性E942K通过Ca2+和ERK1/2通路促进胃

癌细胞增殖
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摘  要：本研究旨在探究钙敏感受体(calcium-sensing receptor, CaSR)的单核苷酸多态性(single nucleotide polymorphism, SNP) 
E942K对胃癌细胞增殖的影响及其机制。对46例胃癌患者和50例正常对照进行基因型检测。应用CaSR E942K突变质粒和野

生型质粒转染SGC-7901和HEK-293构建细胞模型，采用CCK8和细胞克隆形成实验检测E942K突变对细胞增殖能力的影响，

用钙显影成像技术检测E942K突变对钙信号的影响，并采用Western blot检测E942K突变后下游信号通路关键蛋白ERK1/2和
β-catenin磷酸化水平的变化。结果显示，胃癌患者CaSR E942K的突变率显著高于正常对照(P < 0.05)。CaSR E942K突变显著

提高了SGC-7901胃癌细胞及HEK-293细胞的增殖能力、细胞内钙信号以及ERK1/2的磷酸化，却不影响β-catenin的磷酸化。

以上结果提示，CaSR的E942K突变可能通过增强细胞内钙信号和ERK1/2磷酸化，最终促进了胃癌细胞的增殖，这些结果对

胃癌的诊断和靶向治疗具有潜在的临床意义。
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A calcium-sensing receptor polymorphism at E942K promotes the proliferation 
of gastric cancer cells via Ca2+ and ERK1/2 pathways
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Abstract: The study was designed to investigate the effects and mechanism of a calcium-sensing receptor (CaSR) polymorphism at 
E942K on the proliferation of gastric cancer cells. Single nucleotide polymorphisms (SNPs) were detected between gastric cancers 
group and normal controls group by DNA sequence analysis. The cell model was constructed by transfection of E942K mutant plasmid 
and wild-type (WT) plasmid into SGC-7901 and HEK-293 cells. The effect of E942K mutation on cell proliferation ability was 
detected by CCK8 and cell clone formation experiments. The effect of E942K mutation on calcium signaling was detected by calcium 
imaging. Western blot experiments were used to detect changes in phosphorylation levels of key proteins ERK1/2 and β-catenin in 
downstream signaling pathways after E942K mutation. The results showed that the mutation rate of E942K in gastric cancer group 
was significantly higher than that in normal control group (P < 0.05). CCK8 and cell clone formation experiments showed that E942K 
mutation significantly improved the proliferation ability of SGC-7901 gastric cancer cells and HEK-293 cells. E942K mutation 
enhanced calcium signaling in SGC-7901 and HEK-293 cells. E942K mutation enhanced ERK1/2 phosphorylation without affecting 
β-catenin phosphorylation. The results suggest that E942K mutation in CaSR may ultimately promote the proliferation of gastric 
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cancer cells by enhancing intracellular calcium signaling and ERK1/2 phosphorylation. These results have potential clinical implica-
tions for the diagnosis and targeted therapy of gastric cancer.
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据美国癌症中心 2018 年公布的全球癌症统计

数据，胃癌在全球癌症死亡率排第 2 位，发病率排

第 5 位，2018 年大约新增了 100 万胃癌患者，且新

增约 78.3 万患者死于胃癌 [1]。胃癌的发生和发展过

程受多种因素的共同影响，其中遗传因素、幽门螺

杆菌感染和环境、饮食等因素是其发生和发展的主

要因素 [2]。

钙敏感受体 (calcium-sensing receptor, CaSR) 在
甲状旁腺、肾脏和骨等组织广泛表达，感受细胞外

钙离子浓度 ([Ca2+]o) 的变化，在生理情况下是维持

机体内 Ca2+ 稳态、调节激素分泌和细胞膜离子通

道的重要受体之一，在调节基因表达及诱导细胞

凋亡、分化、衰老等过程中均发挥重要作用 [3, 4]。

CaSR 的表达水平和功能异常既会导致钙调紊乱疾

病 (calciotropic disorders)，也会导致非钙调紊乱疾

病 (non-calciotropic disorders)，如心血管疾病和肿瘤。

有研究报道，CaSR 表达和功能的异常直接参与了

胃癌的发生和发展过程 [5, 6]。CaSR 影响恶性肿瘤的

发生和发展不仅与钙信号和丝裂原活化蛋白激酶

(mitogen-activated protein kinase, MAPK) 通路有关，

而且与 AKT/β-catenin 通路密切相关 [3–7]。

CaSR是一个G蛋白耦联受体，包含 7个跨膜域、

1 个胞内结构域和 1 个胞外结构域。CaSR 可以结

合不同的配体，与不同的 G 蛋白反应，也可以通过

表观遗传修饰及 miRNA 调控不同的下游信号通路，

导致细胞功能的改变 [7]。CaSR可以由不同分子激活，

包括 Ca2+、多胺和氨基糖苷类等。CaSR 和细胞外

Ca2+ 结合并介导受体形成二聚体，激活多种 G 蛋白，

包括 Gi/o、Gq/11 和 G12/13 [8, 9]。细胞外 Ca2+ 作用

于 Gq/11 可激活磷脂酰肌醇磷脂酶 C，继而升高

1,4,5- 三磷酸肌醇 (inositol 1,4,5-trisphosphate, IP3)
浓度；IP3 激活内质网 IP3 受体，引起细胞钙库释放，

增加细胞内 Ca2+ 浓度 (cytoplasmic free Ca2+ concen-
tration, [Ca2+]cyt)，激活蛋白激酶 C，再激活 MAPK
级联反应，最终激活胞外信号调节蛋白激酶 1/2 
(extracellular signal-regulated protein kinase1/2, 
ERK1/2) [10]。

MAPK 是一类丝氨酸 / 苏氨酸蛋白激酶，在多

种细胞广泛表达，参与调控细胞增殖、分化和凋亡

等过程，其家族包括 ERK、JNK/MAPK 和 p38 MAPK
等 [10, 11]。ERK 级联反应可被多种分子激活，如受

体酪氨酸激酶、G 蛋白耦联受体等。激活的 ERK
可促进细胞质靶蛋白磷酸化或者调节其他蛋白激酶

的活性，还可入核并促进多种转录因子的磷酸化，

增强转录活性。ERK 活性受正、负反馈调节，进而

影响 ERK 信号的强度和持续时间，其中信号的持

续时间是决定 ERK 信号输出的主要因素 [12]。

CASR 基因位于 3q21.1 染色体，由 7 个外显子

构成，前 6 个外显子编码细胞外域 CaSR 蛋白，第

7 个外显子编码跨膜域和胞内结构域 [13]。在第 7 外

显子上存在多个单核苷酸多态性 (single nucleotide 
polymorphism, SNP)，其中 A986S 属于功能丧失型

突变，已在结直肠癌和乳腺癌中研究过，但其在肿

瘤中的作用目前仍存在争议 [14, 15]。目前尚未见 CASR 
A986S 突变与胃癌关系的研究报道。我们在前期预

实验中，对 19 例胃腺癌组织的 CASR 外显子进行

测序，检测到两个 SNP，即 A986S 和 E942K，其

突变率分别为 2/19 和 3/19，E942K 突变此前未见

报道过。因此，我们在前期工作的基础上增加了胃

癌病例的数量及正常对照组来探究上述 2 个 SNP
和胃癌的关系。通过野生型 (wild-type, WT) 及 E942K
突变质粒转染SGC-7901和HEK-293构建细胞模型，

采用 CCK8 和细胞克隆形成实验研究 E942K 突变

对细胞增殖的影响，并进一步探究其机制。

1  材料与方法

1.1  组织标本　　胃癌组纳入标准：(1) 汉族 ；(2)
病理科明确诊断为胃癌；(3) 没有合并其他肿瘤；(4)
与其他入组成员无血缘关系。正常对照组纳入标准：

(1) 汉族；(2) 明确排除患有胃癌和其他肿瘤；(3) 没
有胃癌家族史；(4) 与其他入组成员无血缘关系。

根据纳入标准收集中国人民解放军陆军军医大学第

二附属医院普通外科 2017 年 12 月 ~2018 年 12 月

期间的 46 例胃癌组织，收集消化内科门诊胃镜室

50 例正常胃部组织标本纳入正常对照组。本病例对

照研究经中国人民解放军陆军军医大学第二附属医
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院医学伦理委员会审查通过，所有研究对象均提供

书面知情同意书。

1.2  主要材料　　人胃癌细胞 AGS、BGC-823、
MGC-803、SGC-7901、MKN-45 和人胚肾细胞 HEK- 
293 为本实验室保存。ERK1/2 和 p-ERK1/2 (Tyr202+ 
Tyr204) 抗体购自 Abcam 公司；β-catenin 和 p-β-catenin 
(Ser675) 抗体购自 CST 公司；CaSR 抗体购自美国

Santa Cruz 公司；GAPDH 抗体、蛋白提取试剂盒、

BCA 蛋白浓度测定试剂盒和嘌呤霉素购自碧云天公

司；辣根过氧化物酶 (horseradish peroxidase, HRP)
标记的山羊抗兔二抗和山羊抗鼠二抗购自北京中杉

金桥公司；高糖 DMEM 和 RPMI-1640 培养基及胎

牛血清购自美国 Hyclone 公司；WT 及 E942K 突变

质粒大肠杆菌甘油菌液由赛业生物科技有限公司设

计合成；CCK8 试剂盒购自 MCE 公司；钙测定用

盖玻片购自美国 Millicell 公司 ；Fura-2AM 购自美

国 Invitrogen 公司；6 孔板、12 孔板、24 孔板和 96
孔板购自美国 Corning 公司；基因组 DNA 提取试

剂盒和无内毒素质粒提取盒购自北京天根生化科技

公司；结晶紫染色液购自上海生工生物公司。

1.3  DNA 提取及测序　　按照天根基因组 DNA 提

取试剂盒 ( 离心柱型 ) 说明书提取临床胃癌组织及

正常胃黏膜组织 DNA。扩增 CASR 基因第 7 外显子

包含 2 个多态位点 E942K 和 A986S 的 DNA 片段，

分别位于基因序列的第 942、986 位点。引物序列

为 SC981F ：5’-GCAGCTCACGCTTTCAAGGT-3’，
SC981R ： 5’-GGGAGTAATGGCTGGTGTCG-3’。
PCR 反应总体积是 25 μL，包括 200 ng 的模板 DNA 
1 μL，0.5 μmol/L 上、下游引物各 0.5 μL，10 mmol/L 
dNTP 0.5 μL、水 20 μL、5 U Taq DNA 聚合酶 0.2 μL
及其缓冲液 2.5 μL。PCR 程序：95 °C 持续 3 min
预变性、94 °C 持续 30 s 变性、58 °C 持续 30 s 退火，

72 °C 持续 30~60 s 延伸，总共循环 35 次，72 °C 持

续 10 min 修复延伸。1.5% TAE 琼脂糖电泳，150 V、

100 mA，20 min 电泳观察。PCR 产物经纯化回收

试剂盒回收后，委托上海生工生物公司测序。

1.4  甘油大肠杆菌活化及质粒提取　　含有 100 mg/
mL 氨苄霉素的 LB 固体培养基进行平板划线法接

种菌液，37 °C 培养箱倒置培养 12~16 h，挑取单克

隆菌落于 100 mg/mL 氨苄霉素的 LB 液体培养基，

37 °C，220 r/min，震荡培养 12~16 h，部分菌液配

制成 15% 甘油菌用于保种，其余按照天根无内毒

素质粒小提中量试剂盒进行质粒提取，全波段酶标

仪检测质粒浓度，−80 °C 保存。

1.5  细胞培养及质粒转染　　AGS、BGC-823、MGC-
803、SGC-7901 和 MKN-45 用含 10% 胎牛血清和 1%
青霉素及链霉素的 RPMI-1640 培养基培养 , HEK-
293 用含 10% 胎牛血清和 1% 青霉素及链霉素的高

糖 DMEM 培养基培养，细胞置于 37 °C、5% CO2 
的培养箱中培养。转染前 1天将细胞接种入 12孔板，

细胞对数期生长密度达到 60%~80% 时进行转染。

采用转染试剂脂质体 DNA-Lipofectamine® 2000，参

照说明书转染质粒。HEK-293 在转染 3 天后进行嘌

呤霉素 2~10 μg/mL 逐级增加浓度梯度筛选稳定株，

SGC-7901 在转染 3 天后进行后续功能实验。转染

WT 质粒分别为对照组：SGC-7901-WT (SGC-WT)
和 HEK-293-WT (HEK-WT)，转染 E942K 质粒分别

为 CaSR 突变组：SGC-7901-E942K (SGC-E942K) 和
HEK-293-E942K (HEK-E942K)。
1.6  CCK8法检测细胞增殖　　SGC-WT、SGC-E942K、
HEK-WT 和 HEK-E942K 细胞培养至对数生长期，

胰酶消化、离心、重悬、计数，以细胞数 3 000 个 / 
100 μL 接种至 96 孔板中，周围加 PBS，置于 37 °C、
5% CO2 的培养箱中培养 1 天，WT+Ca2+ 组及 E942K+ 
Ca2+ 组加入 CaCl2 (2 mmol/L)，分别于处理第 0 天、

1 天和 2 天进行 CCK8 测定。测定时弃旧培养基，

更换为 100 μL/ 孔含 10% CCK8 试剂的新鲜培养基，

置于 37 °C、5% CO2 的培养箱孵育 1 h，用酶联免

疫检测仪测定 450 nm 波长处的光密度值 (OD450)。
1.7  细胞克隆形成实验　　SGC-WT、SGC-E942K、

HEK-WT 和 HEK-E942K 细胞培养至对数生长期，

胰酶消化、离心、重悬后，以细胞数 1 000 个 / 孔
接种至 6 孔板，1 天后 WT+Ca2+ 组及 E942K+Ca2+

组加 CaCl2 (2 mmol/L) 继续培养 10 天， 进行 PBS 洗

涤、4% 多聚甲醛固定、结晶紫染色、集落计数。

1.8  钙显像测定实验　　将 SGC-WT、SGC-E942K、

HEK-WT 和 HEK-E942K 细胞株对数期适量接种于

12 孔板盖玻片，于 37 °C、5% CO2 培养箱培养过夜，

将盖玻片用生理盐溶液 (PSS) 漂洗并于 10 μmol/L 
Fura-2AM PSS 溶液中避光孵育 1 h，孵育结束后

PSS 漂洗 3 次。将盖玻片细胞贴合面倒置标准灌注

室中，立即注入 500 μL 0 Ca2+ PSS，使用 Metafluor
软件获取图像，圈定明亮均匀的细胞，依次在灌注

室加入 0.1、0.5、1、2、3、4、5、6 mmol/L CaCl2，

在340/380 nm的激发波下每隔3 s连续记录F (340/380)
的钙信号变化。PSS 成分包括 (mmol/L) ：140 Na+、
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5 K+、2 Ca2+、149 Cl−、10 HEPES 和 10 葡萄糖，pH 
7.4 ；0 Ca2+ PSS 成分包括 (mmol/L) ：140 Na+、5 K+、

2 Ca2+、145 Cl−、0.5 EGTA、10 HEPES 和 10 葡萄糖，

pH 7.4。
1.9  Western blot 检测　　将 SGC-WT、SGC-E942K、
HEK-WT 和 HEK-E942K 细胞株培养至对数生长期，

胰酶消化、离心、重悬后，按细胞数 2 × 106 个 / 孔
接种至 6 孔板，1 天后加入 CaCl2 (2 mmol/L)，分别

于 0、5、10、20、30、60 min 提取细胞总蛋白。配

制 8% SDS PAGE 凝胶用于 CaSR 蛋白检测，12%
凝胶用于其余蛋白检测。每孔上样量为 30 μg，恒

压 60 V 持续 30 min，120 V 持续 60 min，1 min/kDa、
300 mA 恒流转膜，5% 脱脂奶粉封闭 2 h，CaSR 抗

体 (1:1 000)、ERK1/2 抗体 (1:1 000)、p-ERK1/2 抗

体 (1:1 000)、β-catenin 抗体 (1:1 000)、p-β-catenin 抗

体 (1:1 000) 和 GAPDH 抗体 (1:5 000) 孵育过夜，TBST
漂洗 3 次，10 min/ 次，室温孵育二抗 ( 山羊抗兔抗

体：1: 10 000，山羊抗鼠抗体：1: 5 000) 1 h，再次

TBST 漂洗，ECL 化学发光，凝胶成像系统显影。

1.10  统计学分析　　数据以 mean ± SEM 表示，采

用 GraphPad Prism7.0 进行分析。分类资料采用卡

方检验，两组间比较采用两样本 t 检验，多组间比

较采用双因素方差分析，采用 Tukey 法进行两两比

较，半最大效应浓度 (concentration for 50% of maximal 
effect, EC50) 采用 F 检验 [16]。P < 0.05 为差异有统计

学意义。

2  结果

2.1  CaSR E942K突变率在人胃癌组织中显著增高

通过对胃癌组织和正常胃黏膜组织进行基因测

序，发现 CASR 基因第 2 824 碱基位点上的 G-A 突

变点 ( 图 1A)，其导致了 CaSR 在第 942 位的密码

子由谷氨酸 (Glu, E) 突变为赖氨酸 (Lys, K)，形成

E942K 突变 ( 图 1B)。对 46 例胃癌病例组和 50 例

正常对照组的 CaSR E942K 和 A986S 的突变率进行

卡方检验 ( 图 1C)，发现胃癌患者的 E942K 突变率

显著高于正常对照组 (P < 0.05)，而 A986S 突变率

在两组间没有统计学差异 (P > 0.05)。此结果提示

CaSR E942K 可能和胃癌的发生和发展有关，而

A986S 可能和胃癌无关。因此，我们后续实验集中

研究 CaSR E942K 突变在胃癌中的作用及其机制。

2.2  构建SGC-7901和HEK-293的CaSR E942K突变

细胞模型 
Western blot 检测胃癌细胞株 AGS、MGC-803、

MKN-45、SGC-7901 和 BGC-823 中 的 CaSR 蛋 白

表达量，观察到 CaSR 在 MGC-803 和 SGC-7901 细

胞中表达量低于 AGS 细胞 ( 图 2A、B，P < 0.000 1)。
由于 MGC-803 细胞状态不佳，因此选择 CaSR 表

达量较低的胃癌细胞 SGC-7901 和无内源性 CaSR
表达的人胚肾细胞HEK-293进行CaSR过表达实验。

图   1. E942K突变率在胃癌组织显著增高

Fig. 1. The mutation rate of E942K was significantly higher in gastric cancers group than that in normal controls group. A: Heterozygous 
G-to-A transition at nucleotide c.2 824 was identified by DNA sequencing. B: This G-to-A transition changes a GAG codon to AAG 
and is predicted to result in a missense amino acid substitution from Glu (E) to Lys (K) at position 942 in the CaSR protein. C: Distri-
bution of E942K and A986S CaSR alleles in gastric cancers group versus that in normal controls group. *P < 0.05.
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结果显示，转染 CaSR WT 及 E942K 质粒的细胞株

SGC-WT、SGC-E942K、HEK-WT 和 HEK-E942K，

其 CaSR 的表达显著高于对照组 ( 图 2C~F，P < 
0.000 1)。该结果提示我们成功构建了 SGC-7901 和

图   2. 构建SGC-7901和HEK-293的CaSR过表达细胞模型

Fig. 2. Overexpression of CaSR in SGC-7901 and HEK-293 cells. Western blot was used to determine CaSR in different gastric cancer 
cells (A, B). Expression of CaSR in SGC-7901 transfected with WT plasmids or E942K plasmids (C, D). Expression of CaSR in HEK-
293 transfected with WT plasmids or E942K plasmids (E, F). Mean ± SEM, n = 3. ****P < 0.000 1. NS: Not significant.

图   3. CaSR E942K促进SGC-7901细胞增殖

Fig. 3. The CaSR E942K mutation promotes the proliferation of SGC-7901. A: Proliferation curves of SGC-WT and SGC-E942K 
cells treated with 2 mmol/L CaCl2. Comparision of proliferation ability between SGC-WT and SGC-E942K treated with 2 mmol/L CaCl2 

on day 0 (B), day 1 (C) and day 2 (D). E, F: Colony formation assay in SGC-WT and SGC-E942K cells treated with 2 mmol/L CaCl2. 
Mean ± SEM, n = 3. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.000 1. NS: Not significant.
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HEK-293 的 E942K 突变细胞模型。

2.3  CaSR E942K突变促进SGC-7901和HEK-293细
胞增殖

采用 CCK8 实验观察到，SGC-WT、SGC-E942K、
HEK-WT 和 HEK-E942K 在 CaCl2 (2 mmol/L) 的刺

激下，全部细胞株的增殖能力显著增加 ( 图 3A~D，

图 4A~D，P< 0.05)，但随着时间的延长，E942K 突

变细胞增殖能力的提高幅度更大 ( 图 3A~D，图

4A~D)。采用细胞克隆形成实验观察到，CaCl2 
(2 mmol/L) 能同时增加 E942K 和 WT 细胞的增殖

能力 (P < 0.05)，但钙离子对 E942K 突变细胞增殖

能力的促进作用更为明显 ( 图 3E，F 和图 4E，F)。
这些结果提示，CaSR E942K 明显促进 SGC-7901
和 HEK-293 的增殖能力，而促进增殖的机制可能

和 [Ca2+]o 有关。

2.4  CaSR E942K突变增强SGC-7901和HEK-293的
细胞内Ca2+信号

SGC-WT、SGC-E942K、HEK-WT 和 HEK-
E942K 在不同浓度 CaCl2 (0.1、0.5、1、2、3、4、5
和 6 mmol/L) 激动下，表现出浓度依赖性细胞内钙

信号升高 ( 图 5A、B，图 6 A、B)。当 CaCl2 浓度在

0.5~6 mmol/L 时，SGC-E942K 的钙信号升高幅度

显著大于 SGC-WT ( 图 5C，P < 0.05) ；当 CaCl2 浓

度在 1~6 mmol/L 时，HEK-E942K 的钙信号升高幅

度显著大于 HEK-WT ( 图 6C，P < 0.05)。在 CaCl2

激动下，SGC-E942K 的 EC50 (1.068 mmol/L) 显著

低于 SGC-WT 的 EC50 (1.608 mmol/L)( 图 5C) ；SGC- 
E942K 的钙信号最大升高幅度高于 SGC-WT 细胞

( 图 5D，P < 0.05)。同样地，在 CaCl2 激动下，HEK- 
E942K 的 EC50 (1.092 mmol/L) 显著小于 HEK-WT 的
EC50 (1.794 mmol/L)( 图 6C) ；HEK-E942K 细胞内的

钙信号最大升高幅度高于 HEK-WT 细胞 ( 图 6D，

P < 0.05)。上述结果说明，CaSR E942K 突变提高

了 SGC-7901 和 HEK-293 细胞对 Ca2+ 的敏感性，并

具有增加 [Ca2+]cyt 的作用。

2.5  CaSR E942K突变促进SGC-7901和HEK-293细
胞 ERK1/2的磷酸化

在 2 mmol/L CaCl2 孵育不同时间 (5、10、20、
30 和 60 min) 条件下，SGC-E942K 细胞内的 ERK1/2
磷酸化水平显著高于 SGC-WT ( 图 7A~C，P < 0.05)；
SGC-E942K 在 20 min 时 ERK1/2 即可达到最大磷

酸化水平，而SGC-WT在30 min时才达到最大值 (图

图   4. CaSR E942K突变促进HEK-293细胞增殖

Fig. 4. The CaSR E942K mutation promotes proliferation of HEK-293. A: Proliferation curves of HEK-WT and HEK-E942K cells 
treated with 2 mmol/L CaCl2. Comparision of proliferation ability between HEK-WT and HEK-E942K treated with 2 mmol/L CaCl2 

on day 0 (B), day 1 (C) and day 2 (D). E, F: Colony formation assay in HEK-WT and HEK-E942K cells treated with 2 mmol/L CaCl2. 
Mean ± SEM, n = 3. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.000 1. NS: Not significant.
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图   5. CaSR E942K突变增强SGC-7901细胞内钙信号

Fig. 5. CaSR E942K mutation enhances the cytosolic calcium signaling in SGC-7901 cells. Time courses of [Ca2+]cyt changes induced 
by CaCl2 in SGC-WT (A) and SGC-E942K (B) cells. C: Concentration-response (ΔF340/380) curves in SGC-WT and SGC-E942K. D: 
Maximum increase of concentration-response (ΔF340/380) in SGC-WT and SGC-E942K. CaCl2 (mmol/L) concentration: 0.1, 0.5, 1, 2, 3, 4, 
5, 6. EC50 values with 95% confidence intervals (CIs) are provided (F-test). Mean ± SEM, n = 20 cells. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, 

****P < 0.000 1 vs SGC-WT. NS: Not significant. 

图   6. CaSR E942K突变增强HEK-293细胞内钙信号

Fig. 6. CaSR E942K mutation enhances the cytosolic calcium signaling in HEK-293 cells. Time courses of [Ca2+]cyt changes induced 
by CaCl2 in HEK-WT (A) and HEK-E942K (B) cells. C: Concentration-response (ΔF340/380) curves in HEK-WT and HEK-E942K. D: 
Maximum increase of concentration-response (ΔF340/380) in HEK-WT and HEK-E942K. CaCl2 (mmol/L) concentration: 0.1, 0.5, 1, 2, 3, 4, 
5, 6. EC50 values with 95% confidence intervals (CIs) are provided (F-test). Mean ± SEM, n = 20 cells. *P < 0.05, **P < 0.01, ****P < 0.000 1 vs 
HEK-WT. NS: Not significant. 
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7A~C) ；CaCl2 孵育时间一样的条件下，SGC-WT
和 SGC-E942K 细胞的 β-catenin 磷酸化水平没有显

著差异 ( 图 7D~F，P > 0.05)。在 2 mmol/L CaCl2 孵育

不同时间 (5、10、20、30 和 60 min) 条件下，HEK-
E942K 和 HEK-WT 的 ERK1/2 和 β-catenin 实验结

果 ( 图 8A~F) 与 SGC-E942K 和 SGC-WT 保持一致

图   7. CaSR E942K突变促进SGC-7901细胞ERK1/2的磷酸化 
Fig. 7. CaSR E942K mutation promotes phosphorylation of ERK1/2 in SGC-7901 cells. Time-dependent phosphorylation of ERK1/2 
induced by CaCl2 in SGC-WT (A) and SGC-E942K (B) cells. C: Comparison of relative expression of p-ERK1/2 in SGC-WT and 
SGC-E942K. Time-dependent phosphorylation of β-catenin induced by CaCl2 in SGC-WT (D) and in SGC-E942K (E). F: Comparison 
of relative expression of p-β-catenin in SGC-WT and SGC-E942K. CaCl2: 2 mmol/L. Mean ± SEM, n = 3. ****P < 0.000 1. NS: Not 
significant. 

图   8. CaSR E942K突变促进HEK-293细胞ERK1/2的磷酸化 
Fig. 8. CaSR E942K mutation promotes phosphorylation of ERK1/2 in HEK-293 cells. Time-dependent phosphorylation of ERK1/2 
induced by CaCl2 in HEK-WT (A) and HEK-E942K (B) cells. C: Comparison of relative expression of p-ERK1/2 in HEK-WT and 
HEK-E942K. Time-dependent phosphorylation of β-catenin induced by CaCl2 in HEK-WT (D) and in HEK-E942K (E). F: Comparison 
of relative expression of p-β-catenin in HEK-WT and HEK-E942K. CaCl2: 2 mmol/L. Mean ± SEM, n = 3. **P < 0.01, ****P < 0.000 1. 
NS: Not significant. 



生理学报 Acta Physiologica Sinica, June 25, 2020, 72(3): 274–284 282

( 图 7A~F)。该实验结果提示，与 WT 相比，CaSR 
E942K 突变可以明显增强和加快 SGC-7901 和 HEK- 
293 细胞 ERK1/2 的磷酸化，但不影响 β-catenin 的

磷酸化。

3  讨论

胃癌发病率和死亡率高，至今其发病机制不明

确。已知胃癌的发生、发展和遗传因素密切相关。

基因多态性在胃癌和多种肿瘤的发生、发展过程中

起重要作用，其中 SNP 是最常见的变异，在人类

基因组的遗传标记中密度最大、发生频率较高，能

作为新一代遗传学标记的突变形式。近年来 SNP
与胃癌易感性之间的关系得到越来越多的关注 [2]。

A986S 突变位于 CASR 基因的第 7 外显子上，参与

编码 CaSR 的胞内结构域，并且和 CaSR 功能不全

有关 [17]。据报道，在乳腺癌中，CaSR A986S 突变

促进血钙维持在高水平并促进乳腺癌的增殖及侵

袭 [14] ；但在一个结直肠癌大规模病例对照研究中发

现，A986S 突变和结直肠癌风险没有关系 [15]。

本研究通过病例对照研究显示，CaSR A986S
突变率在胃癌组和正常对照组之间没有统计学差

异，提示 A986S 与胃癌没有明显关系。同时，本研

究组前期预实验在对 19 例胃腺癌组织的 CASR 外

显子测序中发现 3 例 E942K 突变胃癌患者，采用

Jpred 及 PSiPRED 软件对其二级结构进行预测，发

现 E942K 可加强 α 螺旋的稳定性。本研究增加胃

癌组病例数 (46 例 ) 和正常对照组 (50 例 )，结果显

示胃癌患者中 E942K 突变率比正常对照组显著增

加，表明其可能与胃癌的发生、发展关系密切，而

此前该突变未见报道。 
CaSR 属于 G 蛋白耦联受体家族，可以感受血

钙水平的变化，并通过甲状旁腺素 (parathyroid 
hormone, PTH) 分泌，调节小肠钙吸收及尿钙排泄

等方式来维持血钙浓度动态平衡 [18]。细胞内 Ca2+

作为第二信使在机体的生理和病理活动中发挥至关

重要的作用，如神经传导、肌肉收缩、腺体分泌及

细胞老化等 [3, 19, 20]。而在肿瘤研究中，细胞内 Ca2+

平衡紊乱及其介导的下游信号通路是恶性肿瘤发

生、发展的重要原因之一 [21, 22]。Ca2+ 信号的变化参

与调控肿瘤细胞包括增殖、侵袭、凋亡以及新生血

管形成在内的多种癌症进程 [13]。本研究组前期研究

显示，CaSR 在胃癌组织中的表达显著高于癌旁组

织，而且 CaSR 高表达更多见于男性、肿瘤体积大、

中等分化及晚期胃癌组织中，提示 CaSR 和胃癌进

展呈正相关。进一步的功能实验显示，CaSR 有促

进胃癌的作用 [4]。HEK-293 细胞极少表达细胞外配

体所需的内生受体，且比较容易转染，是一个很常

用的研究外源基因的细胞株，已多次在研究 CaSR
的基因多态性中使用 HEK-293 作为工具细胞 [23, 24]。

因此本研究选择了 CaSR 表达量较低的 SGC-7901
和不表达 CaSR 的 HEK-293 完成相关细胞实验。

本研究通过 CCK8 和细胞克隆形成实验发现，在

CaCl2 (2 mmol/L) 激动下，CaSR E942K 突变细胞株

比 WT 细胞株的增殖能力有更大幅度提高，但在没

有加入 CaSR 激动剂 CaCl2 时，E942K 突变细胞株

的增殖能力依然显著高于 WT 组。据查证，RPMI-
1640和DMEM培养基中分别含有0.42 mmol/L和1.8 
mmol/L Ca2+，这解释了在无 CaCl2 孵育情况下，E942K
突变细胞株的增殖能力依然显著大于 WT 细胞株。

上述细胞增殖实验提示，过表达 CaSR E942K 能够

促进 HEK-293 细胞及胃癌细胞的增殖，且这和 [Ca2+]o

密切相关。

已有许多文献报道，Ca2+ 信号及 ERK1/2 的磷

酸化通路在促进细胞增殖方面发挥重要作用。本研

究采用细胞内钙成像技术，不仅观察到 CaSR 能够

被细胞外钙激活后升高 [Ca2+]cyt，而且 E942K 突变

细胞株对细胞外钙的敏感度显著高于 WT 细胞株。

图  9. CaSR E942K突变通过细胞内Ca2+信号及ERK1/2的磷酸

化促进胃癌细胞增殖

Fig. 9. CaSR E942K mutation promotes the proliferation of gastric 
cancer cells via Ca2+ and ERK1/2 pathways. [Ca2+]cyt: cytoplasmic 
free Ca2+ concentration.
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本研究还证明 E942K 突变后可增强 CaSR 下游信号

ERK1/2 的磷酸化。因此，CaSR E942K 突变通过细

胞内 Ca2+ 信号及 ERK1/2 的磷酸化促进了细胞的增

殖，从而参与了胃癌的发生和发展 ( 图 9)。 
 综上所述，本研究首先发现了 CaSR 的 E942K

突变率在人胃癌组织中显著升高，并探讨了其对胃

癌细胞增殖的影响及机制，发现 E942K 突变可能

通过增强细胞内 Ca2+ 信号和 ERK1/2 的磷酸化促进

胃癌细胞的增殖。进一步深入研究胃癌中 CaSR 的

E942K 突变，可能对胃癌的诊断和靶向治疗具有潜

在的临床意义。由于本研究仅为本地区的单中心小

样本，因此上述结果需要进一步扩大样本数量和多

地区、多中心样本量来加以证实 CaSR 突变位点

E942K 与胃癌的关系，以及在胃癌诊治方面的临床

意义。
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