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钙腔蛋白对胃癌迁移、侵袭及患者预后的影响
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［摘要］ 目的 探究钙腔蛋白（calumenin， CALU）在胃癌中的表达及其对胃癌迁移、侵袭的影响，

并分析其与胃癌患者预后的关系。方法 利用癌症基因组图谱（the cancer genome atlas，TCGA）数据库

分析CALU在胃癌中的表达水平及其对患者预后的影响。 收集 2018年 1月至 2022年 12月在陆军军医

大学第一附属医院普通外科进行胃部分切除术的 189例胃癌患者的胃癌和癌旁组织样本 102对。通过

免疫组化实验检测CALU在胃癌和癌旁组织中的表达情况，并统计分析CALU表达与临床病理参数的

关系。构建CALU敲低和过表达胃癌细胞株，通过Western blot以及RT-qPCR评估敲低及过表达效率。

结合Transwell小室实验检测CALU对胃癌细胞的迁移、侵袭能力的影响。结果 公共数据库结果分析

发现CALU在胃癌组织中显著高表达（P<0. 05），在 95%置信区间下，CALU的表达水平与患者预后呈负

相关（P<0. 05）。免疫组化结果发现相较于癌旁组织，CALU在胃癌组织中显著高表达（P<0. 01），其表

达水平与浸润深度（P<0. 01）、淋巴结转移（P<0. 01）、TNM 分期（P<0. 05）呈正相关，统计分析 102例患

者临床资料发现CALU的表达与TNM分期（P=0. 021）、T分期（P<0. 001）、N 分期（P=0. 028）显著相关。

CALU 敲低可以显著的抑制胃癌细胞的迁移、侵袭能力（P<0. 01），而过表达则获得相反的结果。

结论 CALU在胃癌组织中高表达并促进胃癌的迁移、侵袭，进而导致胃癌患者的不良预后。
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［Abstract］ Objective　To investigate the expression of calumenin (CALU) in gastric cancer and its 
effect on metastasis and invasion of gastric cancer, and analyze its relationship with the prognosis of gastric 
cancer patients.  Methods　The Cancer Genome Atlas (TCGA) database was used to analyze the expression 
level of CALU in gastric cancer and its impact on patient prognosis.  A total of 102 pairs of gastric cancer and 
paracancerous tissue samples were collected from 189 gastric cancer patients who underwent partial 
gastrectomy in First Affiliated Hospital of Army Medical University from January 2018 to December 2022.  
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The expression of CALU in gastric cancer and paracancerous tissues was detected by immunohistochemical 
assay, and the relationship of its expression with clinicopathological parameters was statistically analyzed.  
After gastric cancer cells with CALU knockdown and overexpression were constructed, and the efficiencies of 
knockdown and overexpression were evaluated by Western blotting as well as RT-qPCR.  Transwell assay was 
applied to determine the effect of CALU on the migration and invasion abilities of gastric cancer cells.  
Results　Bioinformation analysis found that CALU was significantly highly expressed in gastric cancer 
tissues (P<0. 05), and its expression level was negatively correlated with the prognosis of patients (P<0. 05).  
Immunohistochemical results showed that the expression level of CALU was obviously highly in gastric cancer 
tissues than the paracancerous tissues (P<0. 01), and its level was positively correlated with the depth of 
infiltration (P<0. 01), lymph node metastasis (P<0. 01), and TNM stage (P<0. 05).  Statistical analysis revealed 
that the clinical data of 102 patients showed that CALU expression was positively correlated with the TNM 
stage (P=0. 021) and T stage (P<0. 001) and N stage (P=0. 028).  CALU knockdown significantly inhibited the 
migration and invasion abilities of gastric cancer cells (P<0. 01), while over-expression obtained the opposite 
results.  Conclusion　CALU is highly expressed in gastric cancer tissues and promotes metastasis and 
invasion of gastric cancer and thus leads to poor prognosis in patients.  

［Key words］ calumenin； gastric cancer； invasion； prognosis
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胃癌（gastric cancer， GC）是我国最常见的消化道

恶性肿瘤之一，发病率排全国第 5位，而病死率排第 3
位［1］。近年来，得益于国民医疗意识的显著提升以及

医疗技术的持续进步，早期胃癌的诊断率显著提高，

同时进展期胃癌的治疗方案不断优化，从而有效延长

了胃癌患者的总体生存期，但因胃癌的高侵袭和转移

特性，进展期胃癌患者其预后仍然较差［2］。因此，探索

导致胃癌侵袭转移的分子靶点对缓解胃癌患者预后，

延长生存期具有重要临床意义。

钙腔蛋白（calumenin，CALU）由 calu基因编码，作

为一种钙离子结合蛋白，多位于细胞中的内质网膜、

高尔基体、肌浆网腔等部位，其正常生理功能主要是

调节心肌、骨骼肌等细胞的钙稳态［3-4］。在心肌细胞

中，CALU 的表达可以减轻内质网应激来保护细胞免

受凋亡［5］。然而，CALU 在肿瘤恶性生物学行为中的

调控作用具有一定的肿瘤种类特异性。有研究报道，

可变式剪切形成的 CALU 异构体 15（Calu-15）能上调

转化生长因子 β（transforming growth factor-β，TGF-β）
超家族中的生长分化因子 15（growth differentiation 
factor 15，GDF-15）的转录并促进丝状伪足的形成，进

而促进肺癌细胞迁移［6］。此外，在肺癌中，CALU能促

进肺癌细胞的侵袭转移，其表达水平与肿瘤的淋巴结

转移及进展相关［7］；同时，肺癌肿瘤相关成纤维细胞可

通过高分泌 CALU 促进肺癌细胞的恶性增殖和迁

移［8］。近年来，有研究发现上皮性肿瘤中同样存在

CALU 高表达，有研究报道，CALU 在膀胱癌细胞中高

表达，并导致膀胱癌患者的不良预后［9］。然而，CALU
在消化道上皮肿瘤尤其是胃癌中的作用的相关研究

报道甚少。因此，本研究拟深入探究 CALU 对胃癌细

胞迁移和侵袭的影响以及其与患者预后的关系，旨在

为胃癌探究新的有效的治疗靶点提供理论依据。

1　材料与方法

1. 1　公共数据库的应用

利用在线数据库（https：//www. ncbi. nlm. nih. gov）
下载GSE150290数据集中的胃癌单细胞测序数据，分

析CALU在良恶性上皮细胞中的表达差异。通过在线

工具 GEPIA 2（http：//gepia2. cancer-pku. cn/）分析癌症

基因组图谱（the cancer genome atlas，TCGA）数据库中

CALU在胃癌（n=408）和癌旁组织（n=211）中的表达差

异。通过工具UALCAN（https：//ualcan. path. uab. edu/）
分析 TCGA数据库中CALU在胃癌不同分级中的表达

情况。利用 Kaplan-Meier plotter （https：//kmplot. com/
analysis/）工具下载TCGA数据集中的371例、GSE62254
数据集中的 283 例和 GSE15459 数据集中的 197 例胃

癌患者病例随访资料，进一步分析 CALU 表达水平与

患者总生存率之间的关系。通过 Kaplan-Meier plotter 
在线工具中分析 TCGA、GSE62254、GSE15459 数据集

的最佳截断值（分别为 4 662、367、305），将 CALU 相

对表达量≥最佳截断值的患者定义为 CALU 高表达

组，其余患者定义为CALU低表达组。
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1. 2　一般资料

选取 2018年 1月至 2022年 12月就诊于陆军军医

大学第一附属医院普通外科并经病理诊断确诊为胃

癌的患者 189例，经患者及家属同意后，收集其胃部分

切除术后胃癌及癌旁组织样本。纳入标准：①经病理

诊断确诊为胃癌；②病历资料完整；③术后组织样本完

整。排除标准：①为其他部位转移瘤；②仅行胃镜活检

诊断。筛选出病历资料、胃癌及癌旁组织样本均完整

的 102对，年龄中位数为 65岁。本研究已经陆军军医

大学第一附属医院伦理委员会批准［（A） KY2023005］。
1. 3　主要实验试剂

本研究采用的主要试剂包括：CALU抗体（中国武

汉三鹰生物技术公司，17804-1-AP），CALU 过表达质

粒（中国义翘神州公司），CALU敲低质粒（中国上海吉

凯公司），CALU 引物（中国鼎国生物技术公司），

GAPDH引物（中国鼎国生物技术公司），PCR反转录试

剂（日本 TAKARA公司），β-Tubulin抗体（中国武汉三

鹰生物技术公司，HRP-66031），GAPDH 抗体（中国武

汉三鹰生物技术公司，HRP-60004），RPMI 1640（美国

Gibco 公司），10%FBS（中国武汉普诺赛生命科技公

司），青-链霉素混合液（美国Gibco公司）。

1. 4　细胞实验方法

1. 4. 1　细胞培养及分组　　胃癌细胞（XNYY-0422、
SNU-719）均由陆军军医大学第一附属医院病理科实

验室赠予。胃癌细胞用 RPMI 1640 培养，RPMI 1640
中加入 10%胎牛血清（FBS）以及 1%青-链霉素混合液

配制成完全培养基，置于 5%CO2、37 ℃恒温培养箱中

培养。

细胞分组：XNYY-0422胃癌细胞转染敲低慢病毒

表达载体作为敲低组 1、敲低组 2，转染敲低空载体作

为对照组；SNU-719胃癌细胞转染过表达慢病毒表达

载体作为过表达组，转染过表达空载体作为对照组。

1. 4. 2　敲低及过表达 CALU 胃癌细胞株的构建　　   
　　CALU敲低质粒的构建由吉凯公司完成，CALU过

表达质粒的构建由义翘神州公司完成。后续进行质粒

的转化和抽提实验，按照慢病毒包装体系完成慢病毒

包装实验，病毒提纯获取后感染胃癌细胞，感染10~12 h
后换液，48~72 h后荧光显微镜观察感染效果，再通过

流式分选技术或加入适量嘌呤霉素筛选稳定感染细

胞株，用于后续实验。

1. 4. 3　RT-qPCR　　RNA 提取试剂盒（上海飞捷生

物技术公司）进行总 RNA的提取，并测量记录总 RNA

浓度。配制反转录体系，在37 ℃ 15 min，85 ℃ 6 s，4 ℃
降温条件下，获得 cDNA，然后进行RT-qPCR扩增。最

后以2-ΔΔCt 法计算基因的相对表达量并绘制柱状图。

1. 4. 4　Western blot实验　　收集胃癌细胞沉淀，加入

RIPA裂解液，冰上裂解 30 min，恒温 4 ℃下离心 30 min
后收集上清，再通过 BCA 法测定蛋白浓度。10% 的

SDS-PAGE 凝胶电泳分离目的蛋白，再用湿转法转至

PVDF 膜上，5% 的脱脂奶粉封闭 1 h 处理，PVDF 膜放

入一抗稀释溶液 4 ℃冰箱孵育过夜，次日室温下孵育

二抗溶液1 h，经ECL显影液显影后观察条带。

1. 4. 5　Transwell小室实验　　提前 24 h将胃癌细胞

换液为无血清培养基做饥饿处理。将细胞消化离心

后，无血清培养基重悬细胞，自动细胞计数仪测量并

记录细胞密度，吸取 1×105个细胞加入无菌 EP 管内，

补加无血清、无双抗 RPMI 1640 至总体积为 200 μL，
充分混匀后转移至Transwell小室的上室内，下室添加

600 μL高血清完全培养基（30%血清），迁移实验上下

室中间无特殊处理，侵袭实验上室内聚碳酸酯膜上铺

基质胶，置于 37 ℃恒温细胞培养箱内培养 72 h后，用

4% 组织固定液固定 25~30 min，结晶紫染液内染色

30 min。棉签擦净上室底部细胞后，显微镜下观察计

数并采图。

1. 5　免疫组化实验（immunohistochemistry，IHC）及评分

将胃癌石蜡组织切片置于 65 ℃烘箱 1 h，经过二

甲苯、梯度乙醇脱蜡，EDTA抗原修复液修复 150 s，于
室温下冷却后置于阻断液中，37 ℃下阻断 30 min，
PBS及PBST润洗后，在组化笔圈出的组织上滴加即用

型山羊血清于 37 ℃下封闭 30 min。去掉封闭液后，滴

加 CALU 一抗稀释液［CALU（1∶100）］4 ℃过夜，次日

复温润洗后滴加二抗稀释液 37 ℃下作用 30 min。
DAB溶液显色，置于苏木素溶液中染核 10 s，盐酸酒精

分化 1~2 s，依次经梯度乙醇、二甲苯脱水；晾干后中性

树胶封片，奥林巴斯仪器扫片。由陆军军医大学第一

附属医院２名病理专业副教授对切片的 5个代表性区

域进行评分。每个样品中CALU的最终得分由强度得

分乘以分布得分得出（最终得分=强度得分×分布得

分）。所得分数的中位数为 8，并且将 IHC评分<8的样

本定义为CALU低表达组，IHC评分≥8的样本定义为

CALU高表达组。

1. 6　统计学分析

所有实验至少重复 3次。数据库样本分析采用平

台默认的统计学方法；统计学分析使用 SPSS 25. 0 和 
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GraphPad Prism 9. 0软件，符合正态分布的计量资料数

据以 x̄±s 表示。2 组间的比较采用独立样本 t 检验。

Kaplan-Meier 方法用于生存分析，并以对数秩检验比

较生存率。使用风险比（HR）和 95% 置信区间（CI）评

估 CALU 表达与总生存率之间的相关性。P<0. 05 认

为差异有统计学意义。

2　结果

2. 1　CALU 在胃癌组织中高表达并提示患者预后

不良

分析GSE150290数据集中的胃癌单细胞测序数据

发现，CALU在恶性上皮中显著表达（图1A），并通过在

线工具GEPIA 2发现CALU在胃癌组织中的表达显著

高于癌旁组织（P<0. 05，图 1B）。进一步通过UALCAN
工具分析 TCGA 胃癌数据集证实胃癌不同分级中

CALU表达量较癌旁显著增加（P<0. 05，图1C）。
通过在线Kaplan-Meier网站分析TCGA、GSE62254、

GSE15459数据库发现，CALU的高表达与患者生存期

呈负相关。结果提示，CALU 高表达组相较于低表达

组，其胃癌患者的总生存率明显降低（P<0. 05，图 2）。

提示CALU表达水平越高，患者预后越差。

2. 2　CALU在胃癌患者中高表达

通过 IHC染色评估 102例胃癌及癌旁组织切片中

CALU 的表达情况。结果发现，相较于配对的癌旁组

织，CALU 在胃癌组织中高表达（P<0. 01，图 3A、B）。

此外，TNM 分期越晚，CALU 表达水平更高（P<0. 05，
图3C），相较于T1+T2组，T3+T4组的CALU表达水平升高

更为显著（P<0. 01，图3D），并且淋巴结转移组的CALU表

达水平明显高于无淋巴结组（P<0. 01，图 3E）。该结

果与上述公共数据库分析结论相一致，进一步证实

CALU 在胃癌组织中高表达，并且与患者肿瘤浸润深

度、淋巴结转移及肿瘤分期呈正相关。

2. 3　CALU的表达与胃癌患者临床资料的关系

进一步对 102例胃癌患者的临床资料进行比较分

析，结果发现，CALU 的表达与 TNM 分期（P=0. 021）、

T分期（P<0. 001）、N分期（P=0. 028）呈正相关，而与患

者的年龄、性别、肿瘤部位无显著相关性（表1）。
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图1　公共数据库中CALU的相对表达情况
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图2　数据库分析CALU的表达与患者预后的关系
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2. 4　验证CALU在胃癌细胞中敲低及过表达效率

本研究采用慢病毒感染的方式，选择胃癌细胞

XNYY-0422作为CALU敲低细胞模型，胃癌细胞 SNU-

719 作为 CALU 过表达细胞模型，通过 Western blot 以
及 RT-qPCR 验证其感染效率，结果提示，敲低 CALU
后，其蛋白表达水平、mRNA 相对表达量（P<0. 05，图
4A）明显降低，而过表达 CALU 后，其蛋白表达水平、

mRNA相对表达量（P<0. 01，图4B）明显增加。

2. 5　CALU的表达促进胃癌细胞的迁移和侵袭

成功构建 CALU 敲低和过表达胃癌细胞后，通过

Transwell 迁移和侵袭实验表明，敲低 CALU 可以显著

抑制其迁移、侵袭能力（P<0. 01，图 5A、B）。而过表达

CALU 则是显著促进其迁移、侵袭能力（P<0. 01，图
5C、D）。以上结果表明：CALU是调控胃癌细胞迁移、

侵袭的重要分子。

3　讨论

胃癌是一种具有高侵袭性、转移性的常见恶性肿

瘤，该特性也是导致胃癌患者预后不良的重要因素。

尽管目前胃癌早期筛查技术进步以及胃癌相关手术、

放化疗以及靶向治疗等诊疗方法逐步完善［10-12］，但胃

癌患者的发病率与病死率仍高居不下，因此探索新的
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图3　CALU在临床胃癌及癌旁组织中的表达情况

表1　CALU表达与胃癌患者临床病理特征之间的关系（例）

指标

年龄/岁
<65
≥65

性别

男性

女性

TNM分期

Ⅰ
Ⅱ
Ⅲ
Ⅳ

T分期

T1+T2
T3
T4

N分期

N0
N1
N2
N3

肿瘤部位

贲门、胃底

胃体

胃角（窦）

CALU低表达组

（n=38）

17
21

31
7

17
8

13
0

20
6

12

20
6
6
6

5
9

24

CALU高表达组

（n=64）

32
32

53
11

13
14
30
7

14
10
40

19
16
10
19

11
15
38

P

0. 625

0. 678

0. 021

<0. 001

0. 028

0. 738
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治疗靶点具有重要意义。

CALU 是属于 CREC 家族的结合蛋白之一［13］，该
蛋白与某些肿瘤恶性生物学行为高度相关［14-15］。例

如，CALU 在肺癌细胞中高表达，并促进肺癌的增殖、

侵袭及转移［16］。在胶质瘤中，CALU调控EMT导致胶

质瘤患者的不良预后［17］。在结直肠癌的研究中，

CALU 在肿瘤中的表达显著高于其癌旁组织，并且在

肿瘤的浸润前缘，其表达更为显著，这可能与癌症患

者不良预后相关［18］。
本研究通过已发表的胃癌单细胞测序数据分析

发现，CALU在恶性上皮中表达更为显著，通过Kaplan-

Meier在线分析TCGA数据集以及GSE62254、GSE15459
数据集，提示CALU表达与胃癌患者的预后呈负相关，

与胃癌的分级程度呈正相关。再通过 IHC实验对102例
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a：P<0. 05；B：Western blot及RT-qPCR检测SNU-719细胞中CALU蛋白和mRNA的相对表达量　b：P<0. 01
图4　Western blot及RT-qPCR检测CALU敲低及过表达效率
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图5　CALU对胃癌细胞迁移侵袭能力的影响
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胃癌组织进行染色，提示 CALU 在胃癌组织中显著高

表达，并且与胃癌的 T分期、N分期、TNM 分期呈正相

关，这一结论与公共数据库结论一致。同时，对临床

病理参数进行分析比较，发现 CALU 的表达与 TNM、

T 分期、N分期显著相关，这一结论提示 CALU 的表达

量增加可能作为评判胃癌进展的重要指标。为进一

步探究 CALU 在胃癌中的作用，后续构建 CALU 敲低

及过表达慢病毒载体感染胃癌细胞后，通过 Transwell
实验评估对胃癌细胞迁移、侵袭能力的影响，结果发

现，CALU 在促进肿瘤的迁移侵袭具有重要作用，即

CALU 有促进肿瘤转移的潜质。有研究证实，MAPK
信号通路与肿瘤转移高度相关［19-20］。同时，也有文献

报道，在胃癌中，一种来源于MAPK1的环状RNA能编码

一个长度为109个氨基酸的新蛋白质（MAPK1-109aa），

该蛋白能竞争性结合丝裂原活化蛋白激酶 1，减少

MAPK1的磷酸化，抑制MAPK1及其下游因子在MAPK
通路中的激活，从而抑制胃癌细胞的侵袭能力［21］。因

此，猜测 CALU 可能通过调控 MAPK 效应分子，激活

MAPK 信号通路，进而促进胃癌的迁移侵袭。这一推

断有助于本研究的下一步探索。

本研究仍存在局限性。首先，本研究涉及的数据

集 主 要 是 TCGA 数 据 库 和 GSE62254、GSE150290、
GSE15459数据集，结合患者群体多样性的特点，可能

导致选择偏倚。其次，本研究主要是体现为胃癌细胞

的体外实验，体内实验未涉及，无法判断分子在生物体

内的效果。后续将会设计动物实验模型完善体内实

验，进一步探索在生物体内CALU对胃癌的调控作用。

综上所述，本研究验证了 CALU 在胃癌组织中高

表达，其表达水平与 TNM 分期、T分期、N分期呈正相

关，与患者预后呈负相关。敲低 CALU 能抑制胃癌细

胞的迁移侵袭，过表达则促进其迁移侵袭。然而，

CALU 调控胃癌恶性进展的具体机制仍不清楚，需要

进一步的研究来阐明其内在联系。
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