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SPARC 在胃癌组织中的表达情况及其对
MGC-803细胞株增殖和转移能力的影响
黄志鑫，翟二涛，张天豪，徐翔，陈剑辉 *

中山大学附属第一医院 胃肠外科中心， 广东 广州 510080

【摘要 】 目的 检测富含半胱氨酸的酸性分泌蛋白 （SPARC）在胃癌组织中的表达情况 ，探讨
SPARC 对人胃癌细胞株 MGC-803 增殖、 转移能力的影响以及可能的分子机制。 方法 采用实时荧
光定量聚合酶链反应（RT-qPCR）检测 SPARC 在 59 对胃癌组织及配对癌旁组织中的 mRNA 表达水
平，免疫组织化学检测胃癌组织芯片中蛋白表达水平。 利用小干扰 RNA（siRNA）技术下调胃癌细胞
株 MGC-803 中 SPARC 的表达 ，运用 CCK-8、平板单克隆实验 、Transwell 检测敲低 SPARC 对细胞的
增殖、转移能力的影响。 结果 胃癌组织中 SPARC 的 mRNA 和蛋白表达水平明显高于癌旁组织。 与
对照组 (MGC-803-siNC)相比，敲低 SPARC 组 (MGC-803-siSPARC)的细胞增殖和转移能力明显减弱。
结论 SPARC 在胃癌组织中表现为明显的低表达 ，SPARC 蛋白高表达的胃癌患者生存期短 ， 预后
差，敲低 SPARC 抑制 MGC-803 细胞的增殖和转移能力。
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【Abstract】 Objective To investigate the expression level of secreted protein acidic and cysteine rich
(SPARC) proteins in gastric cancer tissues and detect the effect of SPARC on the proliferation and metastasis
in MGC -803 cell lines and its possible mechanism. Method RT -qPCR was used to detect the mRNA
expression of SPARC in 59 pairs of gastric cancer tissues and paired adjacent tissues, and
immunohistochemistry was used to detect the protein expression of SPARC in TMA. SPARC was down -
regulated by small interfering RNA (siRNA) in gastric cancer cell line MGC-803. CCK-8, plate cloning
assay and Transwell were used to detect the effect of SPARC on cell proliferation and metastasis. Result
The expression levels of SPARC mRNA and protein in gastric cancer tissues were significantly higher than
those in adjacent tissues. Compared to the control group (MGC-803-siNC), the proliferation and metastasis
ability were significantly decreased in SPARC -knockdown group (MGC -803 -siSPARC). Conclusion
SPARC is up-regulated in gastric cancer tissues, and high expression of ZBTB10 predicts a worse prognosis
in patients with GC. SPARC can promote the proliferation and metastasis of MGC-803 cells.
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·论 著·

胃癌是世界上最常见的恶性肿瘤之一， 每年
约有 100 万新发病例， 其发生发展受到遗传、生
活方式、环境等综合因素的影响 ［1-2］。 尽管近年来
胃癌的治疗取得了进展，包括分子靶向治疗和免疫
治疗，但 GC患者的整体 5年生存率仍低于 50%［3-4］。
因此，更好地了解影响胃癌进展的分子机制以及

寻找新的生物标志物可能有助于确定有效的治疗
靶点。

富含半胱氨酸的酸性分泌蛋白（secreted protein,
acidic and rich in cysteine, SPARC），是一种32 kDa细
胞外基质糖蛋白 ，也曾称为骨连接蛋白 ，最早由

Termine 等 ［5］于 1981 年在人和胎牛的骨中分离提
纯得到。 SPARC 主要由 3 个结构和功能不同的区
段组成，分别发挥抗原决定、抑制内皮细胞增殖和
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血管形成等功能 ［6］。 SPARC 是一种细胞外基质糖
蛋白， 能够通过多种途径调节细胞和周围基质之
间的相互作用， 对多种恶性肿瘤的发生发展产生
影响。 目前研究已发现 SPARC 在恶性黑色素瘤、
卵巢癌、结肠癌、胰腺癌、前列腺癌等肿瘤发生发
展过程中起到明显的作用， 而在胃癌中的研究仍
处于起步阶段 ［7-8］。

SPARC 不仅可以通过直接调节基质金属蛋白
酶 （matrix metalloproteinase，MMP）-7、 MMP-9、N-
cadherin、Sp1 分子的表达最后调控肿瘤的侵袭及
转移能力，同样也可以通过调节肿瘤微环境中血
管的生成进而影响肿瘤的转移能力 ［9-10］。 此外 ，
SPARC 还可以通过启动子的甲基化的形式进而影
响肿瘤的进展 ［11-12］。 SPARC 在肿瘤的发生发展中
起到很重要的作用，且在不同类型的肿瘤中存在
显著差异，越来越多的证据提示 SPARC 与肿瘤的
预后存在显著关系且是肿瘤的潜在治疗靶点［13-14］，
然而 SPARC 在胃癌中的表达情况及作用机制仍然
不明确。 本课题组通过数据库分析发现SPARC 在胃
癌组织中表现为明显的高表达，且与胃癌患者预后
呈现明显的负相关，后利用 RT-qPCR、免疫组织化
学进一步证实了该结论 ，Kaplan-Meier 分析证实
SPARC 蛋白高表达的患者表现为生存期短、 预后
差。 体外功能实验发现敲低 SPARC 会抑制人胃癌
细胞系 MGC-803 的增殖和转移能力。

1 材料与方法

1.1 材料
1.1.1 标本 2013 年 5 月至 2018 年 5 月，在中山
大学附属第一医院行胃癌根治手术切除后，经病
理证实为胃腺癌患者 94 例，其中男 43 例，女51例，
年龄 35～79 岁，平均年龄 61.3 岁，制成组织芯片。
2020 年 9 月至 2021 年 9 月，行根治性手术切除的
胃癌组织及相应癌旁组织 59 对。 所有患者术前未
接受新辅助化疗和放疗。 以胃癌切缘 2~5 cm 为界
分为胃癌组织和癌旁组织。 所有患者均获得书面
知情同意，并获得中山大学附属第一医院（伦审动
［2022］004 号）。 人胃癌细胞系由中山大学附属第
一医院外科实验室保存。
1.1.2 主要试剂 DMEM 培养基和胎牛血清（fetal
bovine serum，FBS）购自美国 Gibco公司；RNATRIzol、
结晶紫购自日本 TaKaRa 公司；SYBR Green I 试剂
购自中国长沙 AG 公司；小鼠抗人 GAPDH 单克隆

抗体、兔抗人 SPARC 单克隆抗体购自中国 abcam
公司；辣根过氧化物酶（horseradish peroxidase，HRP）
购自美国 Millipore 公司 ；ECL 蛋白印迹底物购自
美国 Thermo 公司；CCK8 购自中国 Boster 公司。
1.2 方法

1.2.1 生物信息学分析 通过 GEPIA（gepia.cancer-
pku.cn）分析 SPARC 在胃癌组织中的表达情况及
与预后之间的关系，通过相关性分析其与上皮间质
转化 （epithelial-mesenchymal transition，EMT）相关
蛋白之间的关系。
1.2.2 细胞培养 MGC -803 培养于添加 10％
FBS，1%的青链霉素的 DMEM 培养基中， 置 37 ℃
5％CO2 培养箱中，0.25％的胰酶消化传代。
1.2.3 细胞转染 培养 MGC-803 细胞至对数生
长期 ，当细胞融合至 70％～80％时 ，使用 0.25％的
胰酶消化细胞，铺入 6 孔板中，待细胞充分贴壁且
细胞融合率达 60%时进行转染，参照 Lip-3000 转
染试剂说明书分别转染 si-NC 和 si-SPARC。
1.2.4 实时荧光定量聚合酶链反应 （real -time
quantitative polymerase chain reaction，RT -qPCR）
使用 TRIzol 试剂从组织和细胞中提取总 RNA，使
用反转录酶将 RNA 转化为 cDNA。 使用 SYBR
Green I 进行荧光定量 PCR。 引物由中国华大基因
公司合成，采用 GADPH 为参照。GADPH 引物序列：
正义链 5'-AGCCACATCGCTCAGACAC-3'； 反义
链 5'-GCCCAATACGACCAAATCC-3'。SPARC 引物
序列：正义链 5'-CCCTGTACACTGGCAGTTCG-3'；
反义链 5'-CCAGGGCGATGTACTTGTCA-3'。 反应
体系 10 μl，SYBR 5 μl， 前后引物各 0.5 μl，cDNA
1 μl，DEPC 水 3 μl。 反应条件： 预变性 95℃ 30 s，
变性 95℃ 5 s，退火 60℃ 30 s，共 40 个循环。 计算
2－△△CT 值为 SPARC 基因的相对表达量。
1.2.5 蛋白质印迹法（Western blot） 利用 RIPA 细
胞裂解缓冲液从组织和细胞中提取蛋白质。 等量
的待测蛋白样品进行十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺
凝胶电泳 （sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis，SDS-PAGE）分离，后转移至聚偏二
氟乙烯（polyvinylidene fluoride，PVDF）膜，5％脱脂奶
粉室温封闭 2 h，加入抗SPARC 和GADPH 抗体，4℃
孵育过夜，TBST 清洗 3 次，5 min ／次，加入 HRP 标
记的 IgG 二抗室温孵育 2 h，TBST 清洗 3 次后在
ECL 溶液中显色。 GAPDH 作为内参对照。
1.2.6 免疫组织化学试验 组织用 10%多聚甲醛
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固定，石蜡包埋。经过 60℃烤片 4 h，二甲苯和梯度
浓度的乙醇常规脱蜡后 ，EDTA 缓冲液抗原修复
后 ，3％H2O2 阻断内源性过氧化物酶 ，20%的山羊
血清室温封闭 30 min， 加入一抗 SPARC 于 4℃冰
箱孵育过夜， 加入 Dako 二抗室温孵育 1 h，DAB
显色，苏木精复染，脱水，封片，然后使用正置显微
镜观察拍照。
1.2.7 CCK-8 试验 将对数生长期 MGC-803 细
胞(1×103/孔)接种于 96 孔板中，每组重复 6 次。 每
隔 24 h 检测 1 次，连续培养 5 d。 最后每孔加入
10 μl CCK-8 溶液，孵育 2 h 后使用酶标仪测定吸
光度为 450 nm处各孔的光密度（optical density，OD）
值，绘制细胞生长曲线。
1.2.8 单克隆形成试验 MGC-803 细胞以 500/孔
的密度播种于 6 孔板中。 培养基每周更换 2 次。
14 d 后，细胞在 4%多聚甲醛中固定 15 min，用0.5%
结晶紫染色 30 min，用 PBS 冲洗 3 次以去除多余染
料，拍照计数。
1.2.9 Transwell 细胞迁移和侵袭试验 将重悬在
300 μl 无血清培养基中的 5×104 个处于对数生长
期的 MGC-803 细胞置于上室，下室加入 600 μl 完
全培养基。 24 h 后将 Transwell 小室用 4%多聚甲
醛固定 15 min，0.1%结晶紫染色 30 min，后使用倒
置显微镜拍照。
1.3 统计学方法 应用 SPSS 21.0 统计软件进行
数据统计分析，计量资料以均数±标准差 (x ± s)表
示， 癌组织与癌旁组织间的表达差异采用配对 t
检验进行比较；计数资料采用卡方检验进行比校。

P<0.05 为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 SPARC 在胃癌组织和胃癌细胞系中明显上
调 我们通过分析肿瘤基因组图谱数据库 （the
cancer genome atlas，TCGA）发现，与癌旁组织相比，
SPARC 在胃癌组织中表现为明显的高表达。 进一
步分析发现 SPARC 与胃癌的分级之间呈现明显
的正相关（r=0.119，P=0.0161），即胃癌分级越高，
SPARC 表达量越高 （图 1A）。 与数据库相一致 ，
RT-qPCR 结果显示，与癌旁组织相比 ，SPARC 的
mRNA 水平在胃癌组织中表达水平明显升高，两组
比较差异有统计学意义（n=59，P=0.0003）（图1B）。 此
外，我们也利用 RT-qPCR 和 Western blot 检测了
SPARC 在胃癌细胞株和正常黏膜上皮细胞中的表
达情况，结果显示胃癌细胞中 SPARC 的表达水平
明显高于正常的胃黏膜上皮细胞（图 2）。
2.2 SPARC 与胃癌患者的阴性预后相关 本研究
还探究了 SPARC 表达水平与胃癌患者预后之间的
关系。 数据库显示，高表达 SPARC的胃癌患者总生
存期短于低表达 SPARC 的胃癌患者。 本研究也分
析了本中心队列中 SPARC 的表达水平与患者临
床病理参数及预后之间的关系。 结果显示，SPARC
的表达水平与病灶大小、 淋巴结转移之间显示出较
强的相关性，差异具有统计学意义（P<0.05），而与
性别 、年龄 、病理类型及远处转移之间无明显关
系（P>0.05）（表 1）。 Kaplan-Meier 生存分析显示，
SPARC 高表达与胃癌患者较短的总生存期相关，差

图 1 SPARC 在胃癌组织及癌旁组织中的表达情况
注 ：A, TCGA 数据库显示 SPARC 在胃癌组织中高表达 ，且与胃癌分级呈正相关 （r=0.119，P=0.0161）；B, RT-qPCR 检测胃
癌组织（T）及其配对癌旁组织（N）中 SPARC 的表达水平 (n=59, P=0.0003)。 *P<0.05, **P < 0.01, ***P<0.001。

(胃癌组织数=408; 癌旁组织数=211)
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参数
年龄

＜60 岁
≥60 岁

性别
男
女

病理类型
腺癌
其他

病灶大小

＜5 cm
≥5 cm

远处转移
否
是

淋巴转移
否
是

例数（n=94）

50
44

43
51

79
15

20
74

66
28

30
64

低表达组 (n=46)

24
22

21
25

40
6

14
32

36
10

20
26

高表达组 (n=48)

26
22

22
26

39
9

6
42

30
18

10
38

χ2值
0.037

0.0003

0.5704

4.511

0.097

5.543

P 值
0.8465

0.9859

0.4501

0.0337

0.7552

0.0186

注：*P<0.05,**P<0.01,***P<0.001

异有统计学意义（n=94，P<0.01）（图3）。
2.3 SPARC 促进胃癌细胞株 MGC-803 增殖活性
通过 RT-qPCR，我们验证了 SPARC 在 MGC-803中
的敲低效率（图 4A）。 利用 CCK-8 及平板单克隆形
成实验检测了敲低 SPARC 对胃癌细胞株MGC-803
增殖活性的影响（图 4B）。 结果表明，与对照组相
比，SPARC 敲低后细胞的增殖能力明显下降，各组
之间差异具有统计学意义，提示 SPARC 促进胃癌
细胞株 MGC-803 的增殖。
2.4 SPARC 促进胃癌细胞株 MGC-803 转移能力
Transwell迁移和侵袭试验结果显示，相对于对照组，
敲低 SPARC 组的迁移和侵袭细胞的数目明显减
少，表明 SPARC 可以促进胃癌细胞的迁移和侵袭
（图 5）。 此外，进一步分析发现，数据库显示SPARC

的表达与 E-cadherin、MMP-2 和 MPP-9 等基因的
表达之间存在明显的相关关系，提示 SPARC 可能
通过促进胃癌细胞 EMT 转变的方式来促进胃癌
细胞的转移。

3 讨论

大多数胃癌患者在就诊时已经处于晚期，这
是胃癌预后差的重要原因之一。 尽管研究人员努
力探索胃癌的早期诊断方法，但目前仍然缺少有效
的分子生物标志物［15］。 越来越多的研究表明SPARC
在肿瘤的发生发展中起到重要的作用，然而在不
同肿瘤中的具体功能也是不一致的，其在胃癌中
的功能作用及分子机制目前仍然是不明确的 。
SPARC 是一种细胞外基质糖蛋白，能够通过多种

图 2 SPARC 在正常胃黏膜上皮细胞和胃癌细胞中的表达 图 3 胃癌患者的组织芯片中 SPARC 高
低表达的生存分析

表 1 SPARC 在胃癌组织中的表达与患者临床病理特征之间的关系（例）
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图 4 敲低 SPARC 对于胃癌细胞株 MGC-803增殖的影响
注：A, RT-qPCR 验证敲低 SPARC 的效率 ；B, CCK8 及平板单克隆形成实验证实敲低 SPARC 抑制 MGC-803 增殖能力 ，右

图为甲醛固定 15 min 后结晶紫染色 30 min 的平板照片（无放大）。 *P< 0.05, **P<0.01。

图 5 敲低 SPARC 对于胃癌细胞株 MGC-803 转移能力的影响
注：左图为×40 下甲醛固定 15 min 后结晶紫染色 30 min 拍照的图片；右图为图片的定量结果。 *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001。

途径调节细胞和周围基质之间的相互作用，对多
种恶性肿瘤的发生发展进程产生影响，且具有较
高的组织特异性 ［16-17］。 本课题组通过数据库分析
发现与癌旁组织相比，胃癌组织中 SPARC 的表达
明显升高。我们使用 RT-qPCR 进一步验证了这一
结论。 此外，我们还发现 SPARC 与临床预后及临
床病理参数之间呈现明显的关联。 在胃癌细胞株
MGC-803 中敲低 SPARC 后，细胞增殖和转移能力
均表现出明显地减弱。进一步分析发现，SPARC 与
EMT 相关的分子之间存在特异性的联系 ， 提示
SPARC 可能通过调控 EMT 过程来调节胃癌的发
生发展。 这些数据提示 SPARC 在胃癌的发生发展
中可能起到促癌的作用，有望成为胃癌早期诊断和
靶向治疗的新标志物。

SPARC在人体中广泛分布，尤其是重建组织中，
其功能随着环境不同也呈现出不同的特性 ［18］。
SPARC 与 EMT 之间的关系作用密切，而肿瘤的侵
袭、转移能力主要与细胞外基质的转变 ，即 EMT
密切相关。 之前的研究和数据库提示 SPARC 会调

控 EMT 过程，从而促进 EMT 的转变 ［19］。 在其他癌
症中，已经证实 SPARC 会通过调节 EMT 过程促进
恶性肿瘤的转移，导致肿瘤的进展 ［20–22］。 此外，肿
瘤微环境中还表现出血管丰富的特性，从而满足
肿瘤的高需能量和高需氧的特性，并且还与其转移
相关。 肿瘤微血管与多种因子相关，例如血管内皮
生长因子（vascular endothelial growth factor，VEGF）、
血小板源性生长因子 （platelet derived growth factor，
PDGF）、转化生长因子 β（transforming growth factor-β，
TGF-β）等 ［23–25］。SPARC 与多种生长因子之间存在
相互作用、相互调节的关系，在不同的肿瘤微环境
中，SPARC 对于肿瘤血管的影响也不尽相同 ［26-27］，
这个提示在胃癌中，SPARC 可能通过调节肿瘤微
环境中的血管生成从而调控胃癌的进展。 在本次
研究中，我们的临床样本数量较少，但在数据库中
进行了验证，此外，我们还进行了细胞功能实验验
证了 SPARC 对于胃癌细胞生物学行为的影响。 然
而 SPARC 在胃癌不同分期中及对于胃癌淋巴转
移的影响还有待临床大样本及体内实验进一步验
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证，能否成为胃癌临床诊断和靶向治疗的标志物，
及其在胃癌中的重要作用及相应分子机制还需要
更深入的研究。因此，未来的研究应着眼于 SPARC
在肿瘤微环境中作用机制的进一步探索以及
SPARC 对胃癌影响的整体效应网络构建， 从而为
胃癌发生机制的研究及靶向治疗提供新思路。
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