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SPARC基因过表达对卵巢癌淋巴结高转移细胞

生物学特性的影响
谢一泓1  钟艳平2  王  琪1  李  力1  张新颖2  阮和云2  黎丹戎1*

(1广西医科大学附属肿瘤医院, 南宁 530021; 2广西医科大学医学科学实验中心, 南宁 530021)

摘要      该研究旨在探讨富含半胱氨酸的酸性分泌蛋白基因(secreted protein acidic and rich 
in cysteine gene, SPARC)过表达对卵巢癌淋巴结高转移细胞(SKOV3-PM4)生物学特性的影响。构

建SPARC基因的慢病毒表达载体并转染SKOV3-PM4细胞, Real-time PCR和Western blot验证转染

后的表达效率, 激光共聚焦免疫荧光进行蛋白的细胞定位, 细胞计数法和集落形成实验测定细胞

增殖能力, 流式细胞仪检测细胞周期, Transwell小室实验测定细胞体外侵袭、迁移能力。实验结果

显示, SPARC蛋白存在于核周及胞质; 过表达SPARC基因后, SKOV3-PM4细胞增殖受到明显抑制

(P<0.05); 细胞周期检测结果显示, 各期改变无明显差异; 体外侵袭、迁移实验结果显示, SKOV3-
PM4细胞侵袭、迁移能力显著降低(P<0.05)。实验结果表明, SPARC基因在卵巢癌淋巴结转移中可

能发挥抑癌基因的生物学作用。
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The Effect of SPARC Gene Over-expression on Biological 
Characteristics of Human Ovarian Carcinoma Cells with 
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Abstract       The aim of this study was to investigate the effect of secreted protein acidic and rich in 
cysteine gene (SPARC) overexpression on biological characteristics of human ovarian carcinoma cells with 
directional high lymphatic metastasis (SKOV3-PM4). SPARC gene coding region was cloned into lentivirus 
vector. Lentivirus particles were infected into SKOV3-PM4 cells to upregulate the expression of SPARC gene. 
The expression level of SPARC was detected at both mRNA and protein levels by Real-time PCR and Western 
blot. The protein distribution was observed by cell immunofluorescence under laser confocal microscopy. The 
proliferative ability of SKOV3-PM4 cells was detected by cell counting method and colony formation test, 
and the cell cycle was measured by flow cytometry. The abilities of cell invasion and migration were examined by 
Transwell assay. The results showed that SPARC was in perinuclear region and the cytoplasm. Compared with  
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the untransfected cells, cell growth curve and cell colony formation showed that the proliferative ability of 
SKOV3-PM4-SPARC cells was significantly inhibited (P<0.05). There were no significant differences in cell 
cycle distribution. The invasion and migration capabilities of SKOV3-PM4-SPARC were also significantly de-
creased (P<0.05). The abilities of proliferation and invasion of epithelial ovarian cancer cells with directional 
high lymphatic metastasis were inhibited by SPARC gene over-expression. SPARC gene may play an important 
role in biological function as a tumor suppressor gene.

Keywords        ovarian neoplasms; lymphatic metastasis; SPARC gene

卵巢癌是常见的女性生殖系统恶性肿瘤之一[1], 
死亡率高, 淋巴结转移是其肿瘤扩散的主要途径, 也
是影响患者预后的重要因素[2]。近年来研究发现, 富
含半胱氨酸的酸性分泌蛋白(secreted protein acidic 
and rich in cysteine, SPARC), 一种富含半胱氨酸的

低分子糖蛋白 , 参与细胞更新、组织重塑修复、胚

胎发育、血管生成等, 能调节细胞增殖分化、抗黏

附, 与肿瘤的发生发展、浸润转移关系密切。 研究

表明, SPARC在卵巢癌、乳腺癌、食管癌、黑色素瘤、

胃癌等多种肿瘤中异常表达。本课题组前期通过抗

体芯片、质谱分析和数据库检索发现, SPARC表达

下调与卵巢癌淋巴结转移密切相关 [3]。由于目前对

SPARC基因与卵巢癌淋巴结转移的关系及影响知之

甚少, 该实验采用体外转染的方法使 SPARC基因在

卵巢癌淋巴结高转移细胞中过表达, 探讨 SPARC基

因在卵巢癌淋巴结转移过程中的生物学功能, 为阐

明卵巢癌淋巴结转移发生发展的机制及开发针对性

治疗提供理论依据。

1   材料与方法
1.1   材料

1.1.1   细胞和质粒      卵巢癌淋巴结高转移细胞

(SKOV3-PM4)(系本课题组自建, 并经生物学鉴定[4])、
大肠埃希菌感受态细胞DH-5α、人胚肾上皮细胞系

293T和pH1、pH2质粒由广西医科大学医学科学实

验中心肿瘤实验室保存。

1.1.2   主要试剂      RPMI-1640培养基、胎牛血清购

自美国Corning公司; Trizol、Lipofectamine 2000转染

试剂盒购自美国Invitrogen公司; Mlu I和Xho I内切酶、

DNA Marker、T4 DNA连接酶、PCR引物合成、逆

转录试剂盒购自大连宝生物工程有限公司; SPARC
单克隆抗体购自美国Cell Signaling Technology公司; 
GAPDH内对照抗体、二抗购自美国Abcam公司; 
FastStart Universal SYBR Green Master(ROX)购自美国

Roche公司。纤连蛋白(fibronectin, FN)、Transwell
穿膜小室和人工基膜基质凝胶 Matrigel购自美国

Corning Costar公司。

1.2   方法

1.2.1  构建SPARC基因表达载体并包装慢病毒颗粒

检索GeneBank中SPARC(NM_003118.3)序列 , 设计

SPARC基因引物, 使用Mlu I和Xho I作为限制性内切

酶酶切位点引入引物, 载体通用引物扩增。PCR反应

总体系为25 μL, 反应条件为: 94 °C预变性5 min; 94 °C
变性30 s、57 °C退火30 s、72 °C延伸30 s, 共30个循

环; 72 °C延伸10 min, 产物于4 °C保存。1%琼脂糖

凝胶电泳鉴定PCR产物。纯化、回收产物, 送华大

基因公司测定DNA序列, 测序结果与NCBI中SPARC
基因序列行比对分析, 证明所获目的基因片段准确

无误。回收纯化后, 用T4 DNA连接酶连接载体与目

的基因, 将连接产物转化大肠埃希菌DH-5α感受态细

胞, 用含100 μg/mL氨苄青霉素的琼脂糖平板培养基

于37 °C培养16 h, 挑选单克隆菌落, 接种于含氨苄青

霉素的LB液中 , 37 °C振荡培养16~20 h, 提取质粒。

重组质粒采用PCR和双酶切法鉴定阳性的重组质粒

并进行测序。

将重组慢病毒表达质粒与包装质粒pH1、pH2按
Lipofectamine 2000操作说明共转染293T细胞, 同时将

空载质粒与包装质粒pH1、pH2按Lipofectamine 2000
操作说明共转染293T细胞。转染36 h后观察绿色荧

光。转染48 h后收集细胞培养上清, 4 °C、5 000 r/min
离心10 min, 取上清即为病毒液, 用0.45 μm滤器过滤

后, –80 °C保存。

1.2.2   细胞培养和转染      卵巢癌淋巴结高转移细胞

SKOV3-PM4常规培养于含10%胎牛血清RPMI-1640
培养液中, 置于37 °C、5% CO2的饱和湿度培养箱中

培养。在 6孔板中接种处于对数生长期的SKOV3-
PM4细胞, 待细胞生长至密度为90%进行转染, 加入

病毒液, 轻轻震荡混匀培养, 24 h后弃去培养液, 更换
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含10%血清的培养液继续培养。转染48 h的细胞进

行嘌呤霉素 (2 μg/mL)筛选, 建立稳定过表达SPARC
基因的细胞株。实验共分3组 : 空白对照组 (不予任

何转染处理的细胞)、阴性对照组 [转染不含目的基

因的空载体细胞 (SKOV3-PM4-EGFP)]和实验组 [转
染SPARC基因的细胞(SKOV3-PM4-SPARC)]。
1.2.3   Real-time PCR检测SPARC mRNA表达水平

收集对数生长期细胞 , 提取总RNA, 反转录为cDNA, 
采用Real-time PCR检测SPARC mRNA的表达水平。

SPARC引物序列如下: 上游引物为: 5 ′-GCA GCA 
ATG ACA ACA AGA CCT-3′; 下游引物为: 5′-ATT 
CGG TCA GCT CAG AGT CCA-3′; GAPDH引物序

列如下 : 上游引物为 : 5′-GTC AAG GCT GAG AAC 
GGG AA-3′, 下游引物为 : 5′-AAA TGA GCC CCA 
GCC TTC TC-3′。两步法行实时荧光定量: 95 °C预
变性10 min; 之后95 °C变性30 s, 60 °C退火1 min, 共40
个循环。每次在延伸阶段读取吸光度值。以2–ΔΔCt法

统计相对表达水平。

1.2.4   提取的总蛋白进行Western blot检测SPARC蛋
白的表达水平      采用BCA法测定蛋白浓度。根据

目的蛋白分子量大小配制分离胶和浓缩胶 , 等胶凝

固好后, 将其放入电泳槽中, 加入足够的电泳液后准

备上样, 蛋白上样量为100 μg。电泳结束后, 使用转

移电泳装置 , 冰浴200 mA恒流条件下电转100 min, 
将蛋白转移到PVDF膜上, 用封闭液封闭已经转好的

PVDF膜2 h, 以SPARC或GAPDH抗体于4 °C摇床孵

育PVDF膜12 h, PBST洗膜3次, 每次10 min。室温孵

育PVDF膜2 h于辣根过氧化物酶共价的二抗 , PBST
洗膜3次 , 每次10 min。滴入化学发光液 , 凝胶图像

处理系统观察并分析结果。

1.2.5   激光共聚焦免疫荧光观察SPARC细胞定位

将细胞浓度调整为1×105/mL制备细胞爬片, 进入对

数生长期后弃培养液 , 预冷甲醇固定10 min, PBS清
洗3×10 min, 封闭液封闭玻片1 h后 , 室温2 h孵育一

抗, PBS清洗玻片, 室温避光孵育二抗2 h, 孵育DAPI 
5 min, 封片剂封片, 激光共聚焦显微镜观察。

1.2.6   细胞计数法绘制细胞生长曲线      取对数生长

期的细胞 , 制成单细胞悬液 , 细胞密度为1×105/mL。
各组细胞接种于24孔板中, 每孔100 μL, 设3个复孔。

从接种当日起, 每日同一时间从培养箱中取出细胞, 
胰酶消化细胞, 计数板计数, 共计数7 d, 并绘制细胞

生长曲线。按DT=t×[lg2/(lgNt–lgNo)](t为培养时间, 

Nt为 t时间后的细胞数, No为接种细胞24 h后进行计

数的细胞数)公式, 计算细胞的倍增时间。

1.2.7   集落形成实验      将SKOV3-PM4、SKOV3-
PM4-EGFP和SKOV3-PM4-SPARC细胞以1 000/孔
的密度接种于6孔板, 每组平行设3个复孔; 将细胞置

于37 °C、5% CO2条件下培养14 d, 中途换液观察细

胞状态 , 终止培养后PBS洗涤3次 , 甲醇固定后, PBS
洗涤3次, Giemsa染色, 以>50个细胞数做为一个集

落, 光学显微镜计数集落数并拍照。

1.2.8   流式细胞术检测细胞周期变化      取对数生

长期的细胞, 将细胞浓度调至1×106/mL, 1 000 r/min
离心5 min, 用70%乙醇固定, PBS洗涤2次。用RNA酶

(终浓度为0.05 g/L)处理30 min, 加碘化丙啶 (PI)避光

染色30 min。流式细胞仪分析细胞周期各期的比例。

1.2.9   细胞体外侵袭能力测定      消化SKOV3-PM4、
SKOV3-PM4-EGFP和SKOV3-PM4-SPARC三组对数

生长期的细胞 , 将细胞浓度调整至5×104/mL, 取各组

细胞悬液200 μL分别接种于上层小室内 , 在下层小

室加入含有20%胎牛血清的RPMI-1640完全培养基。

37 °C、5% CO2孵育24 h后取出滤膜, 擦去Matrigel胶, 
甲醇固定20 min, Giemsa染色。显微镜观察并计数

穿膜细胞数。

1.2.10   细胞体外迁移能力测定      除Transwell小室

上室的聚碳酸滤膜表面未铺Matrigel基质胶外, 其他

实验操作与体外细胞侵袭能力实验步骤相同。

1.3   统计学方法

采用SPSS 16.0统计学软件对各实验结果进行分

析。数据用均数±标准差 (mean±S.D.)表示, 组间比较

用方差分析, P<0.05为差异有统计学意义。

2   结果
2.1   慢病毒颗粒包装结果

倒置显微镜观察慢病毒转染 , 经嘌呤霉素筛选

稳定表达绿色荧光GFP标记的SKOV3-PM4-EGFP、
SKOV3-PM4-SPARC细胞(图1)。
2.2   SPARC基因过表达效率验证

SKOV3-PM4-SPARC细胞SPARC基因的表达强

度是SKOV3-PM4-EGFP细胞的324.9倍、是SKOV3-
PM4细胞的3.7倍, 差异有统计学意义(P<0.05, 表1和
图2A)。Western blot检测SPARC蛋白表达效率证实, 
SKOV3-PM4和SKOV3-PM4-EGFP细胞中SPARC的
表达较弱, 而SKOV3-PM4-SPARC细胞的SPARC表
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表1  SPARC mRNA相对表达情况

Table 1  SPARC mRNA relative expression levels
组别

Group
循环阈值(SPARC)
Ct(SPARC)

循环阈值(GAPDH)
Ct(GAPDH)

相对表达量(SPARC)
2–ΔΔCt(SPARC)

SKOV3-PM4 21.07±0.21 14.82±0.47 87.80±11.79
SKOV3-PM4-EGFP 27.82±0.23 15.11±0.25 1
SKOV3-PM4-SPARC 20.84±0.39 16.47±0.14 324.93±52.37

A: SPARC基因表达水平, *P<0.05; B、C: SPARC蛋白表达水平。

A: relative SPARC mRNA level, *P<0.05; B,C: the expression of SPARC protein level.
图2  SPARC基因和蛋白的表达水平

Fig.2  Expression level of SPARC gene and protein

SKOV3-PM4-EGFP SKOV3-PM4-SPARC
图1  慢病毒转染后荧光标记的细胞(200×)

Fig.1  The fluorescence-labeled cells of lentivirus transfection (200×)

SKOV3-PM4 SKOV3-PM4-EGFP SKOV3-PM4-SPARC

50 µm 50 µm 50 µm

图3  SPARC蛋白位于核周及胞质

Fig.3  Distribution of SPARC protein in perinuclear region and the cytoplasm
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达明显增强(P<0.05, 图2B)。    
2.3   细胞免疫荧光结果

细胞免疫荧光测定 SPARC蛋白的细胞定位。

结果显示, SPARC蛋白存在于核周及胞质(图3)。
2.4   SPARC基因表达对SKOV3-PM4细胞生长的

影响

自第2 d起, 转染SPARC基因的SKOV3-PM4细
胞生长状态受到明显抑制 , 第2~7 d检测差异有统计

学意义(P<0.05, 图4)。SKOV3-PM4、SKOV3-PM4-
EGFP和SKOV3-PM4-SPARC的细胞倍增时间分别

为 (37.20±1.87) h、(37.19±1.83) h和 (44.54±2.89) h 
(P<0.05), 过表达SPARC的SKOV3-PM4细胞细胞倍

增时间明显延长, 表明SPARC具有抑制SKOV3-PM4
细胞增殖的功能。

2.5   SPARC基因过表达对SKOV3-PM4细胞集落

形成能力的影响

集落形成实验结果显示, SKOV3-PM4-SPARC
细胞集落形成数为(178.33±10.69), 明显低于SKOV3-

*P<0.05, 与SKOV3-PM4和SKOV3-PM4-EGFP组相比较。

*P<0.05 vs SKOV3-PM4 group and SKOV3-PM4-EGFP group.
图4  SPARC基因过表达对SKOV3-PM4细胞生长的影响

(mean±S.D.)
Fig.4  Effect of SPARC over-expression on the proliferation 

of SKOV3-PM4 cells (mean±S.D.)

A: 细胞集落形成(Giemsa染色); B: 集落形成形态(40×); C: SKOV3-
PM4-SPARC细胞集落形成数降低, *P<0.05。
A: the colonies were stained by Giemsa; B: the cellular morphology of 
colony formatting (40×); C: the number of colonies of SKOV3-PM4-
SPARC cells were decreased. *P<0.05. 
图5  SPARC基因过表达对SKOV3-PM4细胞集落形成能力的影响

Fig.5  Effect of SPARC over-expression on cloning formation 
ability of SKOV3-PM4 cells
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表2  SPARC基因过表达对SKOV3-PM4细胞周期分布的影响(mean±S.D., %)
Table 2  Effect of SPARC over-expression on cycle distribution in SKOV3-PM4 cells (mean±S.D., %)

组别

Group
G1期

G1 phase
G2期

G2 phase
S期
S phase

SKOV3-PM4 64.25±0.98 16.11±0.06 19.65±1.04
SKOV3-PM4-EGFP 69.06±0.61 11.33±0.95 19.62±0.35
SKOV3-PM4-SPARC 71.87±0.82 10.86±0.35 17.27±0.47

PM4细胞(258.67±24.83)和SKOV3-PM4-EGFP细胞

(410.33±25.03), 差异有统计学意义(P<0.05, 图5)。
2.6   SPARC基因过表达对细胞周期的影响

SKOV3-PM4-SPARC细胞与SKOV3-PM4和
SKOV3-PM4-EGFP细胞相比较, 各期改变不明显, 
差异无统计学意义(表2和图6)。
2.7   细胞体外侵袭能力测定

SKOV3-PM4、SKOV3-PM4-EGFP和SKOV3-
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图6  流式细胞仪检测细胞周期峰型图

Fig.6  Peak type figures of flow cytometric analysis

PM4-SPARC穿膜细胞数目分别为(46.0±4.6)、(78.3± 
5.5)和 (11.0±2.0), 过表达SPARC的SKOV3-PM4体外

侵袭能力显著降低(P<0.05)(图7)。
2.8   细胞体外迁移能力测定结果

SKOV3-PM4、SKOV3-PM4-EGFP和SKOV3-
PM4-SPARC穿膜细胞数目分别为 (61.3±5.5)、(52.3± 
7.0)和(6.0±1.0), 过表达SPARC的SKOV3-PM4体外迁

移能力显著降低(P<0.05)(图8)。

3   讨论
SPARC是具有多种生物学功能、分布广泛的

分泌性基质蛋白, 参与组织分化重塑、修复及细胞

更新、血管生成等过程[5-6], 与多种肿瘤的发生发展

有密切关系 [7]。SPARC被分泌到基质中, 与细胞因

子 (如β-FGF、VEGF、PDGF、TGF-β等 [8-11])相互作

用, 通过调节细胞因子的活性影响细胞的增殖。研

究发现, 上皮细胞 –间充质细胞转化(epithelial-mes-
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A: 穿膜细胞Giemsa染色(200×); B: 各细胞侵袭能力的改变, *P<0.05。
A: transmembrane cells were stained by Giemsa (200×); B: changes in invasion ability, *P<0.05.

图7  SPARC基因过表达对SKOV3-PM4细胞侵袭能力的影响

Fig.7  Effect of SPARC over-expression on invasion ability of SKOV3-PM4 cells 
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A: 穿膜细胞Giemsa染色(200×); B: 各细胞迁移能力的改变, *P<0.05。
A: transmembrane cells were stained by Giemsa (200×); B: changes in migration ability, *P<0.05.

图8  SPARC基因过表达对SKOV3-PM4细胞迁移能力的影响 
Fig.8  Effect of SPARC over-expression on migration ability of SKOV3-PM4 cells 
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enchymal transition, EMT)过程是正常细胞失去极性

而向恶性肿瘤转化的重要过程 , SPARC的表达改变

与EMT过程密切相关。肉瘤样肾细胞癌中 , 其EMT
过程伴随SPARC的表达上调 [12], 而口腔鳞癌及其转

移灶中 , SPARC表达上调随EMT过程减弱 [13]。已有

的研究表明 , SPARC具有组织特异性 , 在不同肿瘤

中作用不同, 甚至起到相反作用, 如在黑色素瘤、乳

腺癌中可促进肿瘤细胞增殖; 而在食管癌、胰腺癌、

前列腺癌中, SPARC起到抑制肿瘤细胞增殖作用, 这
可能与SPARC本身及其蛋白水解产物在组织重塑及

生长中起双向调节作用有关 [5]。研究表明 , 人卵巢

癌细胞中的SPARC可通过抑制整合素αv、β1、β3和

β5亚基的表达 , 抑制肿瘤的黏附及增殖, 并通过抑制

FAK、MAPK信号通路抑制肿瘤生长[14]。本课题组

前期通过建立裸鼠体内荷人卵巢癌SKOV3细胞并在

其淋巴结转移中克隆出亚系, 即具有淋巴结定向高转

移潜能的亚克隆第四代SKOV3-PM4细胞 [4]与人淋巴

管内皮细胞共培养 , 采用抗体芯片和 iTRAQ-2D-LC-
MALDI-TOF/TOF/MS方法检测各组细胞培养基中的

蛋白, 筛选出差异明显的分泌蛋白并对其行生物信息

学分析 , 实验发现, 卵巢癌淋巴结定向高转移的细胞

SPARC蛋白低表达[3]。因此, 本研究通过基因转染的

方法在卵巢癌淋巴结高转移细胞SKOV3-PM4上调

SPARC基因的表达 , 以证实SPARC基因过表达对肿

瘤细胞生物学特性的影响 , 明确SPARC在卵巢癌淋

巴结转移的发生和发展中所起的作用。研究结果表

明: SPARC蛋白存在于核周及胞质; 过表达SPARC基
因的细胞增殖生长受到明显抑制 , 细胞倍增时间延

长, 集落形成能力减弱。以上提示, SPARC在卵巢癌

淋巴结转移发生、发展中可能作为抑癌基因发挥生

物学作用。

侵袭迁移是恶性肿瘤的基本生物学特征 , 肿瘤

细胞可通过自身形态改变和分泌各种蛋白酶降解胞

外基质从而促进细胞移动。具有淋巴结定向高转移

潜能的亚克隆第四代SKOV3-PM4细胞与亲本细胞

SKOV3相比, EMT过程明显, MMP2分泌增多, 迁移

速率增加 [15-16]。而有研究发现 , SPARC与多种肿瘤

的侵袭迁移密切相关 , 最重要的是其与基质金属蛋

白酶 (MMPs)的相互作用。敲除 SPARC基因的肺癌

和卵巢癌小鼠易于发生腹腔转移且其MMPs浓度增

高, 促进基底膜降解[9]。本研究利用Transwell体外侵

袭迁移实验 , 模拟体内基膜中的 IV型胶原和层黏连

蛋白等成分 , 研究SPARC对肿瘤细胞侵袭迁移能力

的影响。实验结果表明, 过表达 SPARC后细胞穿膜

数显著减少, 提示SPARC可抑制卵巢癌淋巴结高转

移细胞的侵袭和迁移, 这可能与SPARC促进细胞变

形、调节细胞的黏附以及细胞外基质和基质金属蛋

白酶的产生等作用相关[17]。

综上所述 , SPRAC在卵巢癌淋巴结转移的发生

发展中起抑制作用, 可为卵巢癌淋巴结转移的病因、

预防、治疗等提供新靶点。但这种作用可能是多种

因素共同作用所致, 由于本研究仅通过体外培养细

胞株进行观察, 其体内作用及机制尚有待于进一步

的深入研究。
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