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钙敏感受体逆转子宫内膜癌细胞上皮 -间充质转化

胡瑜1，肖瑞丽1，马静蕊1，辛小燕2，汪宏波2

(1. 邓州市中心医院产一科，河南 邓州 474150；2. 华中科技大学同济医学院附属协和医院妇产科，武汉 430022)

[摘　要]	 目的：探讨钙敏感受体(calcium-sensing receptor，CaSR)在缺氧环境下对子宫内膜癌细胞发生上皮-

间充质转化(epithelial mesenchymal transitions，EMT)的影响。方法：将子宫内膜癌Ishikawa细胞分

别转染相应腺病毒，并分为空白组、空载组、沉默CaSR组和过表达CaSR组。将各组细胞进行缺氧

后细胞免疫荧光(immunofluorescence，IF)法观察细胞骨架的变化；蛋白质印迹法及IF法检测钙黏

附蛋白E(E-cadherin)、波形蛋白(Vimentin)、CaSR蛋白表达变化；荧光染料Fura-2/AM示踪监测细

胞内钙离子的浓度变化；Transwell迁移试验检测细胞侵袭迁移能力变化。结果：缺氧后，子宫内

膜癌细胞的细胞骨架呈梭形样改变；同时E-cadherin表达降低，Vimentin和CaSR表达增加；子宫内

膜癌细胞转染沉默及过表达CaSR腺病毒后细胞内钙离子内流分别减少及增加，而与Vimentin表达

和细胞侵袭迁移能力呈负相关。结论：缺氧后子宫内膜癌细胞发生EMT及CaSR表达增加，而CaSR

的表达增加抑制EMT发生，其机制可能与调控细胞钙离子有关。

[关键词]	 钙敏感受体；子宫内膜癌；缺氧；上皮-间充质转化；钙离子

Calcium-sensitive receptors reverse epithelial-mesenchymal 
transformation of endometrial cancer cells

HU Yu1, XIAO Ruili1, MA Jingrui1, XIN Xiaoyan2, WANG Hongbo2

(1. First Department of Obstetrics, Dengzhou Central Hospital, Dengzhou Henan 474150; 2. Department of Obstetrics and Gynecology, Union 

Hospital, Affiliated to Tongji Medical College, Huazhong University of Science and Technology, Wuhan 430022, China)

Abstract Objective: To investigate the effect of calcium sensitive receptor (CaSR) on epithelial mesenchymal 

transformation (EMT) of endometrial cancer cells in hypoxic environment. Methods: The Ishikawa cells of 

endometrial carcinoma were transfected with corresponding adenovirus respectively to form a blank group, a no-

load group, a silent CaSR group and an overexpressed CaSR group. The change of cytoskeleton in different groups 

was observed by immunofluorescence assay after hypoxia. Expression of E-cadherin, Vimentin and CaSR were 

detected by Western bloting and immunofluorescence. Fluorescence dye fura-2/AM tracer was used to monitor 

the change of intracellular calcium ion concentration. Transwell assay was used to detect change in the ability 

of cell invasion and migration. Results: After hypoxia, the cytoskeleton of endometrial cancer cells changed 

like a spindle. Meanwhile, the expression of E-cadherin decreased, while the expression of Vimentin and CaSR 
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近 年 子 宫 内 膜 癌 发 病 率 及 病 死 率 均 明 显 上

升，并有年轻化趋势 [ 1 ]。原位、局部及远处转移

的子宫内膜癌患者5年生存率分别为9 5 %，68%和

1 8 % ，可见肿瘤转移是影响患者复发及预后的最

重要因素之一 [ 2 ]。肌层的浸润深度及子宫外转移

是影响子宫内膜癌患者预后的主要因素，其发生

的过程与肿瘤细胞发生上皮-间充质转化(epithelial 
mesenchymal transitions，EMT)息息相关[3]。EMT
是指具有细胞紧密连接和黏附功能的上皮来源细

胞受内在或外在因素调控、形态及功能逐渐转变

成 梭 形 ， 并 能 脱 离 上 皮 细 胞 之 间 的 连 接 ， 进 入

细 胞 基 质 间 运 动 的 过 程 ， 其 上 皮 细 胞 标 志 分 子

E-cadherin含量下降或丢失，间质细胞标志分子波

形蛋白(Vimentin)表达增加是EMT发生的标志。肿

瘤细胞的微环境、E MT及其相互作用与肿瘤侵袭

转移密切相关，同时也是挖掘子宫内膜癌侵袭转

移机制的关键。

钙敏感受体(calcium-sensing receptor，CaSR)
属于G蛋白偶联受体C家族成员之一，其具有7次

跨膜肽链的螺旋结构，主要参与调控机体血液及

细胞内外钙离子的平衡。CaSR同时还与EMT、缺

氧有关联。Ca SR表达增加可以促进E - c ad h er i n，

m i R - 1 4 5 ，转化生长因子β -R 1 ， β -R 2 表达增加，

诱导肿瘤细胞向分化、低恶性、成熟表型方向转

变 [ 4 - 5 ]。同时，在结肠癌细胞中， C a S R 表达下降

可以激活Wn t / c ate n i n通路促进E M T发生，Ca S R
过 表 达 抑 制 肿 瘤 细 胞 向 E M T 、 干 细 胞 表 型 的 发

展 [ 6 ]。此外有研究 [ 7 ]报道：成神经母细胞瘤经间

断 缺 氧 后 破 骨 细 胞 相 关 基 因 C a S R 、 易 位 子 相 关

蛋白和组织蛋白酶 K 表达增加而促使细胞向破骨

细胞分化。本课题组在前期的研究 [8]中发现CaSR
可抑制子宫内膜癌的发展，同时与 E - c a d h e r i n 表

达 呈 正 相 关 。 关 于 肿 瘤 细 胞 缺 氧 微 环 境 下 C a S R
作 用 并 未 见 相 关 报 道 ， 本 研 究 将 创 新 性 地 探 究

缺 氧 微 环 境 下 C a S R 在 子 宫 内 膜 癌 细 胞 中 发 挥 的  
作用。

1  材料与方法

1.1  主要材料和仪器

从 美 国 ATC C 细 胞 库 购 买 人 子 宫 内 膜 癌 细 胞

株Ishikawa细胞进行培养并传代，液氮冻存保种。

实验所需抗体E-cadherin，Vimentin，CaSR和β-β-
act in，Fura-2/A M钙离子荧光探针购自美国Santa 
Cruz公司；抗人微管蛋白(β-tubulin)购自苏州睿瀛

生物技术有限公司；荧光染料4' ,6-二脒基 -2-苯基

吲哚(DAPI)购自美国Sigma公司；荧光染料Cyanine 
3(C Y3)和异硫氰酸荧光素(FITC)标记的二抗购自

武汉谷歌生物有限公司；增强化学发光法(ECL)显

色试剂盒购自美国Thermo Scientif ic公司。共聚焦

显微镜购自日本Olympus公司；凝胶成像系统购自

美国Bio -rad公司；普通光学显微镜购自日本奥林

巴斯公司(型号KX51)。

1.2  方法

1.2.1  细胞培养、缺氧

子宫内膜癌Ishikawa细胞培养于含有10%胎牛

血清(FBS)的RPMI1640培养液中，正常组Ishikawa
细胞置于21% O 2，37 ℃，5%CO2饱和湿度细胞培

养箱中培养，密度达 9 0 % 以上传代培养。缺氧组

Ishikawa细胞置于1% O2，37℃和5%CO2饱和湿度细

胞培养箱中培养48 h后行免疫荧光或蛋白质印迹法

检测相关因子或表型变化。

1.2.2  细胞免疫荧光

取对数生长子宫内膜癌Ishikawa细胞，调整其

至5×105个/100 μL细胞密度，均匀加入100 μL细胞

悬液至6孔板孔玻片上，待细胞贴壁后从6孔板侧

壁加2 mL培养基置于正常或缺氧培养箱中继续培

养。在培养箱中培养4 8  h后取出用预温磷酸盐缓

冲液(PBS)漂洗，纯甲醇室温固定10 min后PBS漂

洗，0.3% Tr iton-100破细胞膜，使用5%胎牛蛋白

(BSA)封闭1 h再分别加一抗β-tubulin(浓度1:50)、

E-cadherin(浓度1:50)、Vimentin(浓度1:50)4 ℃冰

increased. Endometrial cancer cells transfected with silencing and overexpressed CaSR adenovirus reduced and 

increased intracellular calcium flow respectively, which was negatively correlated with the expression of Vimentin 

and the ability of cell invasion and migration. Conclusion: The expression of EMT and CaSR in endometrial 

cancer cells increases after hypoxia, and the increased expression of CaSR inhibites the occurrence of EMT, which 

may be related to the regulation of cellular calcium ions.
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箱孵育过夜。取出6孔板复温30 min后PBS漂洗3次，

加入相应种属荧光标记二抗(1:100)室温避光孵育

1 h，DAPI染核，漂洗后避光直接共聚焦显微镜拍

照，观察细胞骨架变化和蛋白荧光表达变化。

1.2.3  腺病毒转染及分组

腺病毒由上海吉凯基因化学技术有限公司构

建，具体目的基因名称为N C _ 0 0 0 0 0 3 . 1 2 (物种：

Human)。分别利用腺病毒转染Ishi k awa细胞并分

组：沉默CaSR组(shRNA-CaSR组)、过表达CaSR组

(cDNA-CaSR组)及其对应的对照组空白组(Control
组)和空载组(Vector组)。首先预实验确定腺病毒

能够转染Ishikawa细胞及后续转染细胞腺病毒滴度

(100 MOI)。转染前将细胞接种于6孔板上，加入

完全培养基，待细胞生长融合接近 7 0 % 时开始转

染。提前1 d换液，取预实验滴度病毒加入到细胞

中，液体总量2 mL，转染细胞48~72 h后提取蛋白

行蛋白质印迹法验证转染效果再进一步检测钙浓

度和缺氧后CaSR等的变化。

1.2.4  蛋白质印迹法

将 缺 氧 或 病 毒 转 染 后 各 组 细 胞 置 于 冰 上 ，

预冷 P B S 漂洗，每孔加入裂解液和蛋白酶抑制剂

冰上裂解细胞 3 0  m i n ， 1 2  0 0 0  r / m i n ， 4  ℃离心 
1 5  m i n ， 吸 取 上 清 液 。 按 B r a d f o r d 法 检 测 蛋

白 浓 度 ， 并 将 各 组 蛋 白 调 整 至 统 一 终 浓 度 ，

沸 水 变 性 1 0  m i n 后 用 于 电 泳 分 离 。 将 蛋 白 置

于 十 二 烷 基 硫 酸 钠 ( S D S ) - 聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶

( PA G E) 中 电 泳 分 离 ， 湿 转 蛋 白 至 聚 偏 二 氟 乙 烯

( P V D F ) 膜 上 ， 含 5 % 脱 脂 奶 粉 的 枸 橼 酸 盐 缓 冲

液 ( T B S T ) 室 温 封 闭 2  h ， 分 别 加 入 一 抗 β - a c t i n 
(1:2 000)，CaSR(1:2 000)，E-cadherin (1:1 000)
和 V i m e n t i n  ( 1 : 2  0 0 0 ) 4  ℃ 孵 育 过 夜 ， T B S T 漂

洗 ， 分 别 加 入 相 应 种 属 二 抗 ( 1 : 5  0 0 0 ) 室 温 孵 育 
1 h，TBST漂洗，ECL显影，Image Lab软件分析各

蛋白条带灰度值，以β-act in为内参，计算CaSR，

E-cadherin和Vimentin蛋白的相对表达水平。

1.2.5  胞内游离 Ca2+ 浓度测定

均匀加入腺病毒沉默CaSR(shRNA-CaSR组)、

过表达CaSR(cDNA-CaSR组)Ishikawa细胞100 μL密

度1×105个/100 μL细胞悬液至6孔板直径22 mm圆形

盖玻片上，细胞贴壁后加入完全培养基培养。待

细胞密度达到 8 0 % 左右时，将盖玻片置入特制灌

流槽，应用现配的预温含钙液漂洗，应用浓度为

3 μm Fura-2/AM含钙液室温避光孵育细胞30 min，

含钙液漂洗并浸泡孵育30 min去酯化Fura-2/AM，

将含玻片灌流槽放置于倒置荧光显微镜上，340，

380 nm波长处的激发光激发Fura-2发射的荧光，先

使用0.1 mmol/L Ca2+浓度外钙液灌流15 min后更换

成2 mmol/L Ca 2+浓度外钙液灌流，图像控制器实

时接收荧光的动态强度，再通过钙荧光成像系统

(InVivo-IPA)转换荧光数据，胞内钙离子浓度由校

正公式[Ca2+]=Kd(R−R min)/(R max−R)(Sf2/Sb2)计算所

获得。Kd=224 mmol/L，Sf2和Sb2分别是游离钙

和结合钙在380 nm波长激发下的荧光强度，R mi和

Rmax通过校正实验获得[9]。

1.2.6  Transwell 迁移试验

将Matrigel胶在每个Transwell小室上室进行铺

胶，使用2%血清培养基重悬细胞制成5×105个/mL
密度，每个Transwell小室加入细胞悬液200 μL，在

小室下室中加入20%血清培养基600 μL/孔，培养

箱培养24 h后进行甲醇固定、漂洗、0.1%结晶紫染

色及晾干，在高倍镜显微镜下随机选取5个视野进

行细胞计数并统计分析。

1.3  统计学处理

采 用 S P S S  1 6 . 0 软 件 进 行 统 计 学 分 析 。 多 组

间 比 较 采 用 单 因 素 方 差 分 析 ， 以 L e v e n e 法 进 行

方差齐性检验，若方差齐，采用L east  Signi f icant 
Dif ference和Student-New man-Keuls法验算，若方

差不齐，采用Games-Howell法；2组间比较采用t检
验，P<0.05为差异有统计学意义。

2  结果

2.1  IF 法观察 Ishikawa 细胞缺氧后骨架改变

I s h i k a w a 细 胞 在 正 常 氧 环 境 下 β - t u b u l i n 染

色 均 匀 ， 细 胞 间 的 连 接 紧 密 ； 经 缺 氧 处 理 后 ，
β - t u b u l i n 染 色 的 细 胞 微 管 排 列 紊 乱 ， 细 胞 间

连 接 较 正 常 组 稀 疏 ， 间 隙 增 宽 ， 同 时 可 见 部 分

细 胞 有 伪 足 伸 出 ， 向 梭 形 间 充 质 细 胞 样 变 化  
( 图 1 ) 。
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2 .2   I F法观察I s h i k a w a细胞缺氧后E - c a d h e r i n和
Vimentin表达变化

Ishi k awa细胞膜表达E -cad her in，细胞经缺氧

处理后，细胞膜E-cadherin表达降低，同时细胞质

内可见E -cad her in聚集。Ishi kawa细胞在正常氧低

表达Vimentin蛋白，其定位主要于细胞质内表达，

经缺氧处理后，细胞质内Vi m e n t i n蛋白表达增加 
(图2)。

2 .3   检测 I s h i k a w a细胞缺氧后C a S R表达变化及

CaSR对细胞内钙浓度影响

正 常 I s h i k a w a 细 胞 表 达 C a S R 蛋 白 ， 经 缺 氧

后细胞Ca S R 表达明显增高( P < 0 . 0 0 1 )。蛋白质印

迹法验证腺病毒携带s h R N A - Ca SR及c D N A - Ca SR
转 染 I s h i k a w a 细 胞 后 W B 方 法 其 效 果 。 动 态 监 测

内钙浓度发现：沉默 C a S R 后给予含 0 . 1  m m o l / L  
C a 2 +浓 度 外 钙 液 灌 流 后 ， I s h i k a w a 细 胞 内 C a 2 +浓

度变化不明显， 1 5  m i n 后加入 2  m m o l / L  C a 2 +浓

度外钙液灌流 I s h i k a w a 细胞内 C a 2 +浓度有所增加

(P=0.028)。过表达CaSR后发现，给予含0.1 mmol/L  
Ca 2+浓度外钙液灌流后，Ishi k awa细胞内Ca 2+浓度

有轻微的增加，15 min后加入2 mmol/L Ca 2+浓度

外钙液灌流 I s h i k a w a 细胞内 C a 2 +浓度增加很明显

(P<0.001，图3)。

2 . 4   蛋白质印迹法检测 I s h i k a w a细胞缺氧后

CaSR，E-cadherin和Vimentin表达变化

I s h i k a w a 细 胞 在 缺 氧 条 件 下 C a S R 表 达 增 加

( P < 0 . 0 0 1 ) ， V i m e n t i n 表 达 升 高 ( P = 0 . 0 1 2 ) ， 而

E-cadherin表达降低(P=0.038)，差异均有统计学意

义。腺病毒转染Ishikawa细胞后，过表达CaSR细胞

E-cadherin表达增加(P<0.001)，Vimentin表达降低

(P<0.001)；而抑制CaSR表达的细胞经缺氧干预后

CaSR表达增高(P=0.026)，Vimentin表达升高更加明

显(P<0.001)，E-cadherin表达降低(P<0.001，图4)。

2.5  Transwell 检测 CaSR 对 Ishikawa 细胞侵袭迁

移能力影响

子 宫 内 膜 癌 I s h i k a w a 细 胞 腺 病 毒 转 染 沉 默

CaSR(CaSR shRNA组)24 h后的细胞穿透Transwell
底 膜 数 量 增 多 ， 侵 袭 迁 移 能 力 增 强 ； 而 腺 病 毒

转染过表达 C a S R (C a S R  c D N A 组 ) 后的细胞穿透

Transwell底膜数量减少，侵袭能力减弱，差异有统

计学意义(P<0.01，图5)。

DAPI β-tubulin Merge
A

B

图1 IF检测子宫内膜癌细胞株Ishikawa缺氧48 h后对细胞形态骨架影响(×600)

Figure 1 Change of cytoskeleton after hypoxia 48 h in endometrial cancer cell line were observed by immunofluorescence staining (×600)

(A)Ishikawa细胞缺氧前β-tubulin染色；(B)Ishikawa细胞缺氧后β-tubulin染色(蓝色为DAPI，FITC为β-tubulin)。

(A) β-tubulin staining of Ishikawa cells before hypoxia; (B) β-tubulin staining of Ishikawa cells after hypoxia (blue: DAPI, FITC: β-tubulin).
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图2 IF法检测子宫内膜癌细胞株Ishikawa缺氧48 h后对E-cadherin和Vimentin表达的影响(×600)

Figure 2 Effect on expression of E-cadherin, vimentin after hypoxia 48 h in endometrial cancer cell line were observed by 

immunofluorescence staining (×600)

(A)缺氧前Ishikawa细胞E-cadherin表达；(B)缺氧后Ishikawa细胞E-cadherin表达；(C)缺氧前Ishikawa细胞Vimentin表达；(D)缺

氧后Ishikawa细胞Vimentin表达(蓝色为DAPI，CY3为E-cadherin/Vimentin)。

(A) E-cadherin expression of Ishikawa cells before hypoxia; (B) E-cadherin expression of Ishikawa cells after hypoxia; (C) Vimentin 

expression of Ishikawa cells before hypoxia; (D) Vimentin expression of Ishikawa cells after hypoxia (blue: DAPI, CY3: E-cadherin/

Vimentin).
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图3 缺氧后CaSR表达增高，增加CaSR表达可以促进外钙内流

Figure 3 Increasing expression of CaSR after hypoxia and promoting intracellular calcium ion flow

(A)蛋白质印迹法检测缺氧后CaSR表达；(B)蛋白质印迹法检测腺病毒转染后CaSR表达；(C，E)沉默细胞CaSR对不同浓度

(0.1 mmol/L Ca2+，2 mmol/L Ca2+)外钙液处理后细胞内钙浓度变化；(D，E)过表达细胞CaSR对不同浓度(0.1 mmol/L Ca2+， 

2 mmol/L Ca2+)外钙液处理后细胞内钙浓度变化(*P<0.05，**P<0.001)。

(A) CaSR expression was detected by Western bloting after hypoxia; (B) CaSR expression was detected by Western bloting after adenovirus 

transfection; (C, E) Change in intracellular calcium concentration of CaSR silenced cells treated with calcium solution at different 

concentrations (0.1 mmol/L Ca2+, 2 mmol/L Ca2+); (D, E) Change in intracellular calcium concentration of CaSR overexpressed cells 

treated with calcium solution at different concentrations (0.1 mmol/L Ca2+, 2 mmol/L Ca2+; *P<0.05, **P<0.001).
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图4 腺病毒转染CaSR和缺氧后对CaSR，E-cadherin和Vimentin表达的影响(*P<0.05，**P<0.001)

Figure 4 Effect on expression of CaSR, E-cadherin and Vimentin after adenovirus transfection and hypoxia in endometrial cancer 

cell line were observed by Western bloting (*P<0.05, **P<0.001)
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图5 Transwell迁移试验检测CaSR对Ishikawa细胞侵袭能力影响(结晶紫染色，×100；*P<0.05，**P<0.001)

Figure 5 Effect of CaSR on the invasiveness of Ishikawa cells was detected by Transwell migration (crystal violet staining, ×100; 

*P<0.05, **P<0.001)

3  讨论

快速增殖是肿瘤的一个重要基本特征，持续

快速的增殖过程需要消耗大量的原料和能量，形

成肿瘤缺氧微环境，为适应此环境，肿瘤细胞的

生物学行为会发生了一系列改变，除发生代谢重

编程之外，同时为获得更佳适宜生长的土壤，肿

瘤细胞侵袭与转移能力也会进一步提高。本研究

结果显示：对子宫内膜癌细胞进行缺氧处理，可以

发现肿瘤细胞形态及细胞骨架发生变化，向梭形间

充质细胞样改变，同时检测细胞蛋白(E-cadherin，

Vimentin)也提示肿瘤细胞在缺氧微环境下可以从上

皮细胞样向间质细胞转变。既往也有相关研究[10-11]

报道：卵巢癌细胞经缺氧后抑制 E - c a d h e r i n 的表

达，促进E MT表型及血管拟态的形成。在食管癌

及直肠癌中，激活H I F- 1 α也可抑制E - c a d h e r i n表

达，促进M MP-2表达增高，进而使肿瘤细胞在缺

氧微环境下发生E MT和血管的形成，致使侵袭和

转移增强[12-13]，与本研究结论一致。

在本实验中，我们还发现在子宫内膜癌细胞

中有 C a S R 蛋白表达，子宫内膜癌缺氧后 C a S R 表

达 增 高 。 既 往 研 究 [ 7 ]显 示 ： 成 神 经 母 细 胞 瘤 S H -
S Y 5 Y 细胞间断缺氧之后也发现 C a S R 表达增高促

进破骨细胞分化。为进一步研究CaSR在子宫内膜

癌进展中发挥的作用，通过沉默CaSR表达后发现

E-cadherin表达降低，Vimentin表达升高，肿瘤细

胞侵袭迁移能力增强，在缺氧环境下抑制CaSR的

表达还具有协同促进肿瘤细胞发生E MT的作用，

CaSR在子宫内膜癌中扮演着抑制肿瘤细胞侵袭转

移的角色。

CaSR主要通过调控细胞内外钙离子浓度变化

从而诱导细胞发生转变。几项关于乳腺癌及骨髓

瘤等的研究 [14-17]指出：CaSR可以通过影响胞外钙

离子浓度及E - c a d h e r i n表达而参与调节E M T的发

生。本研究发现子宫内膜癌CaSR表达增高促进细

胞内钙的内流和EMT的转变，由此推测，CaSR可

能通过改变细胞内外钙离子影响相关信号通路而

参与调节子宫内膜癌E MT的发生，但其具体的作

用机制仍需进一步探究。

综上，子宫内膜癌细胞在缺氧微环境下可促

进CaSR表达及EMT的发生，而高表达CaSR可增加

细胞钙离子内流及抑制EMT发生，CaSR可能通过

影响细胞内钙离子浓度参与抑制E MT的发生，但

其调控的分子机制还有待于进一步研究。
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