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钙敏感受体(CaSR)基因 986、990多态性与尿石症的相关性研究 *

谢 坤 夏成兴 耿 波 赵恩阳 李学东△

(哈尔滨医科大学附属第二医院泌尿外科三病房 黑龙江哈尔滨 150010)

摘要目的：探讨钙敏感受体(CaSR)基因单核昔酸多态性与泌尿系结石的关系。方法：选取 90例黑龙江地区的泌尿系结石患者及

90例健康对照者外周血标本中的基因组 DNA，采用 PCR(聚合酶链反应)结合 DNA测序，检测并分析 CaSR基因的单核苷酸多态

性位点的分布。结果：泌尿系结石组和对照组 CaSR基因第 986位、990位频率分布符合 Hardy-Weinberg定律，其基因型分布频率

在泌尿系结石患者和健康对照者中差异无统计学意义(P＞0.05)，但在泌尿系结石患者组内 CaSR第 990位 GG纯合子和 RG杂

合子出现频率明显偏高，差异有统计学意义(P＜0.05)。结论：CaSR基因第 7外显子第 986、990多态性位点与泌尿系结石的形成

无直接相关性，但第 7外显子第 990位 A/G单核苷酸多态性可能与泌尿系结石的形成密切相关。
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Association between Calcium Sensitive Receptor (CaSR) Gene in 986,990
and Urinary Calculi*

To investigate the relationship between the calcium sensitive receptor (CaSR) gene mononuclear acid

polymorphism and the urinary calculi. 90 cases of urinary calculi patients and 90 healthy volunteers in Hei Longjiang province

were selected, the genomic DNA in peripheral blood specimens were detected by PCR (polymerase chain reaction) and DNA sequencing.

Then the distribution of the single nucleotide polymorphism loci of CaSR genes were detected and analyzed. The frequency

distributions of 986 and 990 genes in CaSR between Urinary calculi group with the control group were conformed to the

Hardy-Weinberg's law. No statistically significant difference was found in the genotype distribution frequency between the two groups (P

> 0.05). But in the urinary calculi group, CaSR 990th GG homozygote was more frequency than RG heterozygote(P<0.05).

In the exon 7 of CaSR, the 986th and 990th gene polymorphic loci had no direct relationship with the formation of urinary calculi, but the

990th A/G single nucleotide polymorphisms in the exon 7 of CaSR might have close relationship with the formation of urinary calculi.

Calcium-sensitive receptor(CaSR); Urinary calculi; Single nucleotide polymorphism

前言

泌尿系结石被认为是一种代谢性疾病，其发病受饮食、环

境、遗传等多方面因素的影响，具有较高的发病率及复发率。钙

敏感受体(CaSR)是一种 G蛋白偶联受体，共有 21个单核苷酸

多态性(Single nucleotide polymorphisms，SNPs)[1]。CaSR基因由

7个外显子构成，前 6个外显子编码细胞外域 CaSR蛋白，第 7

个外显子编码跨膜和细胞内域[2]。CaSR广泛分布在人体的各个

组织中，其中以肾脏和甲状旁腺为甚，有强大的调节体内钙排

泄的功能[3,4]。近年来有越来越多的研究表明 CaSR可作用于肾

小管，调节钙离子的重吸收[5]。因此，CaSR与泌尿系含钙结石的

形成可能具有十分紧密的关系，不同成分的基因多态性可能与

钙性结石的形成密切相关。本研究旨在探索黑龙江地区泌尿系

结石患者中钙敏感受体基因多态性与结石形成的关系，以期为

泌尿系结石的防控与治疗找到新的靶点。

1 材料与方法

1.1 材料

外周血基因组 DNA提取试剂盒(DP334)购自天根生化科

技(北京)有限公司；Platinum?TaqDNA聚合酶及缓冲液购自杭

州沃森生物技术有限公司；DNA Marker 100bp购自中科瑞泰

(北京)生物科技有限公司；4dNTPs购自上海谱振生物科技有限
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表 1 CaSR基因 SNP位点和相应的氨基酸的变化

Table 1 CaSR gene SNP loci and the corresponding amino acid

Note: A: alanine, G: glycine, R: arginine, S: serine

公司；100 bp DNA Ladder，购自北京全式金生物技术有限公

司；DNA胶回收试剂盒购自上海索莱宝生物科技有限公司；

721紫外分光光度仪购自上海精密科技有限公司。

1.2 样本筛选及临床数据采集

1.2.1 样本筛取标准 选取 2015年 10月份到 2016年 6月份

期间哈医大二院泌外三科收治的 90例泌尿系结石患者，年龄

在 18～75(40.5± 10.5)岁；男性患者 51例，女性患者 49例，所

有患者经 CTU和泌尿系超声确定诊断。对照组 90例健康志

愿者均来自哈医大二院体检中心，男性 47人，女性 43人，且排

除泌尿系结石的既往史和家族史。泌尿系结石组及健康对照组

均为黑龙江本土人士，且在本地区长期生活达 15年以上。

1.2.2 血液样本采集 结石组和对照组均抽取外周静脉血 5

mL，检测其血生化指标、甲状旁腺激素(PTH)、24 h尿量及尿钙

含量。同时两组患者另取外周静脉血 5 mL，置于 5 mL EDTA

抗凝管中，于高速离心机(Sigma Chemical Co, USA)，3000r/min

，离心 10 min。取上清 1 mL置于 1.5 mLEP管中，统一放置于

-80℃冰箱保存。

1.3方法

1.3.1 DNA提取 由天根生化科技 (北京) 有限公司外周血

DNA提取试剂盒提取基因组 DNA，721紫外分光光度仪测定

DNA浓度。

1.3.2 PCR引物设计合成 根据 Gene Bank检索到的钙敏感

受体基因 DNA序列，在 CaSR基因第 7外显子 986、990突变

位点上下游范围内，使用 Genefisher软件设计引物，引物由北

京安必奇生物科技有限公司设计合成，并测序验证合成序列正

确。上游 5′ CAGAAGGTCATCTTTGGCAGCGGCA3′ ；下游

5′ TCTTCCTCAGAGGAAAGGAGTCTGG3′ 。

1.3.3 PCR扩增 扩增 CaSR基因第 7外显子包涵的 2个多

态位点的 DNA片段，分别位于基因 DNA序列的第 986、990

位点，扩增的 PCR产物片段长度为 450 bp。PCR反应总面积是

50 滋L，包括 200 ng的模板 DNA 4 滋L，0.5 滋mol/L上、下游引
物各 4 滋L，200 滋mol/L dNTP 4 滋L、1.5 mmol/L MgCl2 4 滋L、5U
TaqDNA聚合酶 0.5 滋L及其缓冲液 24.5 滋L。预变性 94℃持续

5 min、94℃持续 45 s、50℃和 72℃分别持续 1 min，总共循环

40次，72℃延伸 10 min。

1.3.4 CaSR多态性分析 PCR扩增产物 1.5%琼脂糖电泳，扩

增成功则在紫外线灯下为长 444 bp的单一条带。将所有标本

经 DNA胶回收试剂盒切胶纯化后，在 PCR仪(上海启前)上直

接测序。

1.4 统计学分析

用 Pearson 卡方检验，根据 Hardy-Weinberg定律，了解各

基因型在人群中遗传平衡符合程度，并比较两组间各基因型及

等位基因的频率差异。计量资料以均数± 标准差(x± s)表示，单

因素方差分析比较各基因型间临床指标的差异。P＜0.05为差

异有统计学意义。

2 结果

2.1 PCR产物电泳结果

纯化后的 PCR产物电泳结果如图(图 1)，在紫外线灯下分

别可见约 450 bp左右的单一条带，目的片段条带清晰，无非特

异性扩增。

图 1 PCR产物电泳显像

Fig.1 Electrophoretic imaging of PCR product
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Groups
A986S R990G

AA AS SS RR RG GG

stone group(n)

(%)

72 12 6 48 25 17

80% 13.3% 6.7% 53.3% 27.8% 18.9%

Control group(n)

(%)

78 10 2 55 24 11

86.7% 11.1% 2.2% 61.1% 26.7% 12.2%

表 2结石组和对照组的 CaSR多态性位点基因和等位基因的频率分布

Table 2 CaSR gene polymorphism loci and allele frequency distribution in the stone group and the control group

Note: compared with the expected values, P > 0.05.

表 3泌尿系结石组 CaSR不同基因型血钙、PTH、尿钙值比较(x± s)

Table 3 Comparison of the blood calcium and PTH, urinary calcium value between urinary calculi groups with different genotypes of CaSR (x± s)

Groups
A986S R990G

AA AS SS RR RG GG

The number of

cases(n)
72 12 6 48 25 17

Calcium ions in

blood(mmol/L)
2.41± 0.21 2.39± 0.17 2.41± 0.18 2.47± 0.17 2.45± 0.09 2.39± 0.09

PTH(ng/L) 39.21± 13.51 43.01± 14.60 43.02± 11.97 47.89± 15.56 47.21± 16.03 37.90± 11.03*

Calcium in urine

(mmol/24h)
6.95± 0.12 7.21± 0.31 7.31± 0.34 7.31± 0.21 7.51± 0.20 8.87± 0.19*

Note: urinary calculi group comparison: * ( P < 0.05).

2.2 CaSR基因测序结果

分别对两组 CaSR位点进行检测，各等位基因频率分布均

符合 Hardy-Weinberg定律。经 X2＞0.05)，提示 CaSR基因位点

单核苷酸多态性与泌尿系结石的发病无相关性。

990位 GG纯合子和 RG杂合子的 24小时尿钙含量较 RR

纯合子明显升高 (P<0.05)，GG纯合子的血 PTH值虽然在正常

范围内，但较 RG杂合子和 RR纯合子降低(P<0.05)，提示 990G

等位基因可能通过抑制 PTH分泌参与泌尿系结石的形成。

3 讨论

泌尿系结石在我国的发病率约为 5%-10%，新发病率约为

150-200/10万人，其中 25%的患者需住院治疗，在泌尿外科住

院患者中居首位[6]。泌尿系结石是一种多因素疾病，其中含钙结

石占结石种类的 70%-80%，近年来有研究表明含钙结石的发

生原因与 CaSR密切相关[7]。CaSR是一种 G蛋白偶联受体，在

人体中的钙敏感受体是 178个氨基酸组成的高保守结构多肽，

在等离子体膜的二聚体态性[1]，在调节钙离子的平衡方面起着

重要作用。CaSR有 21个单核苷酸多态性（SNPs），可使细胞外

的钙离子能独立、快速的影响 PTH的释放和肾小管细胞对钙

的吸收，维持机体的钙平衡[8]。

近年来，学者们进一步证明了 CaSR是与尿钙重吸收有密

切关系的蛋白之一。CaSR的第 7个外显子中 3个 SNP(986S、

990G、1011Q)可以导致含钙结石的形成[9]。但我国学者杨奕等

人认为 CasR基因的第 7外显子第 986、990多态性位点等位基

因频率分布均符合 Hardy-Weinberg定律，其基因型分布频率

在特发性高钙尿患者和正常对照者中差异无统计学意义 (P＞

0.05)，第 1011位未见有多态改变[10]。众所周知，特发性高钙尿

与泌尿系结石的形成呈正相关[11,12]，所以有关 CaSR在泌尿系

结石、尤其是含钙结石的形成过程中是起抑制作用还是无相关

性，目前尚无确切定论。

本研究经过对结石患者和健康志愿者的外周血清 PCR结

合 DNA测序得出的结果显示 CaSR第 7外显子 (986位点及

990 位点) 多态性在健康人和泌尿系结石患者的分布符合

Hardy-Weinberg定律，这与国内外主流的观点是一致的[13-15]。其

中 CaSR的第 986位以 AA纯合子最常见，第 990位以 RR纯

合子最常见。在对 986位点的研究中发现其在实验组和对照组

中的不同基因型表达无差异，且对血钙、PTH、尿钙无明显影

响。而在第 990位点中，实验发现 GG纯合子在泌尿系结石的

人群中更常见，虽然其异未达到统计学意义，但泌尿系结石患

者 24小时的尿钙含量明显增加(P< 0.05)[16,17]。GG纯合子的血

PTH值虽然在正常范围内，但较 RG杂合子和 RR纯合子降低

(P< 0.05)。以上结论侧面提示其与泌尿系结石的形成的关系。

CaSR对尿钙的排泄起着复杂的调控作用，但本实验尚未能证

明 CaSR基因是泌尿系结石形成的易感基因。但结石患者 GG

纯合子的血 PTH值较 RR纯合子、RG杂合子有所降低，提示

第 990G等位基因可能抑制了 PTH的分泌，从而导致了肾小管

对钙离子的重吸收起到了负反馈的抑制作用，进而对尿钙的排

泄起抑制作用[18-20]。

综上，CaSR基因第 7外显子 990位 A/G单核苷酸多态性

可影响尿钙的排泄，但 CaSR基因第 7外显子第 986、990多态

性位点与泌尿系结石形成的关系还需要进一步研究证实。
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