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重组人SPARC蛋白对SKM-1细胞生物活性的研究
潘晖  周晓佳  王利*

(重庆医科大学附属第一医院血液科, 重庆 400016)

摘要      富含半胱氨酸的酸性分泌性糖蛋白(secreted protein acidic and rich in cysteine, SPARC)
在疾病细胞衰老过程中具有复杂且多效的生物学作用。然而, SPARC在继发性急性髓性白血

病(secondary acute myeloid leukemia, sAML)中的作用尚未完全阐明。该研究旨在探讨人重组

SPARC(rh-SPARC)对sAML的生物学及免疫调节相关作用。差示扫描量热法、CCK-8法、流式细

胞术、蛋白质印迹分析(Western blot)和等温滴定量热法(isothermal titration calorimetry, ITC)等评估

rh-SPARC的特征和生物活性。结果表明, rh-SPARC蛋白以浓度依赖性方式抑制SKM-1而非K562
细胞的增殖于细胞周期G0/G1期。rh-SPARC和Ara-C联合使用对SKM-1的增殖抑制更显著。ITC结
果显示, rh-SPARC和Ara-C之间没有直接的相互作用。Western blot结果显示, rh-SPARC和Ara-C联
合作用显著降低SKM-1中pAkt的相对表达水平。以上结果表明, rh-SPARC对白血病细胞具有选

择抑制性, rh-SPARC和Ara-C之间存在协同作用, rh-SPARC通过降低Akt磷酸化, 以增强SKM-1对
Ara-C的敏感性。
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Bioactivity of Recombinant Human SPARC Protein Against SKM-1 Cell

Pan Hui, Zhou Xiaojia, Wang Li*
(Department of Hematology, The First Affiliated Hospital of Chongqing Medical University, Chongqing 400016, China)

Abstract       Secreted protein acidic and rich in cysteine (SPARC) has a complicated and pleiotropic bio-
logical role in cellular senescence during disease. However, the role of SPARC in secondary acute myeloid 
leukemia (sAML) is not yet fully understood. A high-efficiency HEK293F expression system was established 
to purify recombinant human SPARC (rh-SPARC), and Auto VP-capillary differential scanning calorimetry, 
CCK-8 kit, flow cytometry, and Western blot analyses were used to assess the characteristics and bioactivity of 
rh-SPARC. Isothermal titration calorimetry was performed to observe whether there was a direct interaction be-
tween rh-SPARC and cytarabine (Ara-C). The cell lines used in this study included SKM-1 and K562. The rh-
SPARC protein suppressed the proliferation of SKM-1 cells in a concentration-dependent manner and suppressed 
the SKM-1 cell cycle in the G0/G1 phase, with a more significant observed when rh-SPARC and Ara-C were used 
in combination. In addition, the combination of rh-SPARC and Ara-C significantly reduced the relative levels of 
the pAkt protein in SKM-1 cells compared to rh-SPARC or Ara-C alone. The results indicated that rh-SPARC 
has a selective inhibition activity towards leukemia cells, as it could suppress the sAML cell line SKM-1 in the 
G0/G1 phase in a concentration-dependent manner. In addition, there a synergistic effect between rh-SPARC and 

中
国
细
胞
生
物
学
学
报



628 ·  研究论文 ·

Ara-C was observed, and rh-SPARC may enhance the sensitivity of SKM-1 cells to Ara-C by decreasing the 
phosphorylation of Akt.

Keywords       secondary acute myeloid leukemia; myelodysplastic syndromes; SPARC; cytosine arabinoside; 
HEK293F expression system

骨髓增生异常综合征(myelodysplastic syn-
dromes, MDS)是异质性恶性肿瘤, 被认为是由位于

造血干细胞与祖细胞区室内的少量癌症起始细胞

产生的[1-2]。MDS与血细胞减少症相关并且有很大

风险演变为继发性急性髓性白血病(secondary acute 
myeloid leukemia, sAML)[3-4]。先前研究已经阐明

染色体畸变与MDS的发生发展关系, 现已知5号染

色体长臂缺失—del(5q)是MDS中最常见的细胞

遗传学异常[5-6]。Del(5q)在MDS患者中以10%~15%
的频率发生, 并且当它作为孤立的细胞遗传学异常

发生时预示着患者具有良好的预后[5,7-8]。富含半胱

氨酸的酸性分泌性糖蛋白(secreted protein acidic and 
rich in cysteine, SPARC, 也称为骨黏连蛋白或BM-
40)是属于共同缺失区域的基因编码分泌蛋白[7,9]。

SPARC是一种抗黏附基质细胞蛋白, 具有许

多与细胞形态发生、重塑、迁移和增殖相关的生

物学功能[10]。 SPARC可在不同类型的癌症中表达, 
但其在肿瘤发生中的作用似乎是复杂且多效的, 至
今尚未有明确定义[11]。在实体瘤中, SPARC高表达

于乳腺癌和结肠直肠癌[12-13], 但在前列腺癌和肺癌

中表达较低[14-15]。SPARC还在血液系统疾病中发

挥着作用。在5q综合征中, SPARC的单倍体不足

可能增加HSC与支持基质细胞的黏附性, 从而提供

克隆优势[16]。先前研究的结果显示, 用质粒SATB1
转染K562细胞诱导SPARC过表达, 导致细胞增殖

减少[17]。另一项研究观察到, SPARC在TKI抵抗的

慢性髓系白血病(chronic myeloid leukemia, CML)
细胞系中积累, 可激活Fyn/ERK激酶信号传导以抑

制细胞凋亡, 并促进CML细胞对伊马替尼(Imatinib, 
IM)耐药的发生[18]。在MDS中, SPARC的高表达可

抑制5q综合征中肿瘤细胞的生长, 而其低表达则可

导致肿瘤的发展。来那度胺(口服抗肿瘤药和免疫

调节剂)是一种已知可提高SPARC表达的药物, 已
被用于治疗5q综合征患者[19]。此外, 尽管有研究提

出SPARC对免疫调节药物的功效很重要, 但其在

sAML细胞中的生物活性尚未明确定义[10,20]。

阿糖胞苷(cytosine arabinoside, Ara-C)因其可

观的安全性和有效性, 被认为是治疗高风险MDS患
者最理想的策略之一。高风险MDS和MDS转化的

AML(即sAML)患者对以Ara-C为基础的化疗方案可

达到50%的完全缓解率(complete response, CR)[21], 但
仅限于少数患者。此外, CR持续时间短, 患者复发率

高。Ara-C是一种嘧啶抗代谢物, 转化为Ara-CTP后
可取代DNA合成过程中的dCTP, 此过程可终止DNA
复制并不可逆地干扰细胞中的DNA合成[22]。

在本研究中, 为了评估SPARC对sAML疾病发

生发展中的功能与作用, 我们用HEK293F细胞表达

和纯化人重组SPARC(rh-SPARC), 监测rh-SPARC
对sAML的作用, 并观察其与Ara-C联合使用时对

sAML的生物活性的影响。

1   材料与方法
1.1   试剂及仪器

人SPARC cDNA是由厦门大学韩家淮实验室慷慨

馈赠的。大肠杆菌DH5α细胞、HEK293F细胞、pTT5
质粒由BSD实验室提供。sAML细胞系SKM-1由华中

科技大学同济医学院周建峰教授馈赠。用于分子克

隆的所有试剂, 包括Prima STAR® MaxDNA聚合酶、

DNA连接试剂盒Ver.2.1和限制性内切酶(TaKaRa公
司)。DNA凝胶提取试剂盒和质粒Miniprep试剂盒购

自Omega Bio-Tek公司。CompleteTM His-Tag纯化树脂

购自Sigma-Aldrich公司。HRP缀合的兔抗小鼠IgG抗

体购自Thermo公司。ToxinEraserTM内毒素去除试剂盒

购自GenScript公司。注射器过滤器(0.22 μm/28 mm, 
PES, 无菌, 赛多利斯)购自Beyotime公司。在整个实

验过程中均遵循制造商的推荐方案。

1.2   rh-SPARC的克隆和表达

为了获得分泌性rh-SPARC, 我们将人SPARC基
因连接到C末端带有His标签的pTT5载体上, 并对阳

性质粒进行筛选。在转染前1天制备了240 mL细胞

浓度为1×106个/mL的HEK293F细胞悬浮液。将细胞

在37 °C、125 rpm和含5% CO2的条件下培养过夜。

第2天, 用5 mL无血清培养基稀释240 μg的rh-SPARC
表达质粒与870 μL的FectoPRO® DNA转染试剂混合, 
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并在混匀后于25 °C孵育10 min。随后将FectoPRO® 
DNA转染混合物加入HEK293F细胞中。在第5、6、
7天收集30 μL细胞培养溶液, 以评估rh-SPARC的表

达水平并确定最佳表达条件。之后将细胞培养溶

液分离成细胞培养基、细胞裂解上清液和细胞裂解

沉淀物以分析rh-SPARC的定位。进行蛋白印迹和

SDS-PAGE分析, 以评估rh-SPARC表达。

1.3   rh-SPARC的纯化

将分离后的240 mL上清液分装入50 mL离心管, 
纯化。用0.22 μL一次性针头过滤器过滤后, 用AKTA
蛋白质纯化系统(GE Healthcare)进行rh-SPARC纯化。

上样缓冲液由50 mmol/L Tris、200 mmol/L NaCl和
2 mmol/L CaCl2(pH7.4)组成。用30 mL上样缓冲液

以1 mL/min的流速洗涤5 mL HisSeq Ni-NTA 6FF色
谱柱。当色谱柱达到离子平衡时, 通过输入管A将

上清液注入色谱柱中。收集并标记流出液体, 待上

清液上样完毕, 再次使用上样缓冲液作为平衡溶液。

接下来, 将含有50 mmol/L Tris、300 mmol/L NaCl、
2 mmol/L CaCl2和200 mmol/L咪唑(pH7.4)的洗脱缓

冲液从管B中注入柱子。以下列比例进行梯度洗脱: 
管道A/管道B=5%、10%、25%、50%和100%(分别

为10、20、50、100和200 mmol/L咪唑)。收集每个

梯度流穿夜, 用于SDS-PAGE检测。使用透析法去除

洗脱缓冲液(pH7.4)中的咪唑, 并使用Nanodrop 2000
测定在波长280 nm处纯化蛋白质的浓度。

1.4   差示扫描量热法(DSC)分析rh-SPARC热稳

定性

将rh-SPARC用上样缓冲液稀释至1 mg/mL, 并
通过Auto VP-毛细管DSC(GE Healthcare)分析蛋白

质的Tm值。热容量检测的设定温度为30~100 °C, 用
熔解曲线分析计算Tm值。

1.5   CCK-8分析rh-SPARC生物活性

用加有10%胎牛血清(Gibco-BRL, Grand Island, 
NY, USA)的RPMI-1640培养基孵育SKM-1、K562细
胞, 孵箱条件为5% CO2、37 °C。将SKM-1、K562
细胞以5×103个细胞/孔接种到96孔板中并培养过

夜, 然后加入不同浓度的rh-SPARC或Ara-C。于24、
48、72 h后, 使用CCK-8试剂盒评估细胞增殖活性。

报道结果为至少3次独立实验的平均值。

1.6   通过等温滴定量热法(ITC)评估rh-SPARC
和Ara-C/Ara-CTP之间的相互作用

使用Microcal ITC200仪器(Malvern)在25 °C下

对30 μmol/L rh-SPARC(300 μL, 约3 mg)和10倍浓度的

Ara-C/Ara-CTP溶液 (300 μL, 300 nmol/L)进行 ITC实
验。将Ara-C和Ara-CTP直接滴定到含有30 μmol/L rh-
SPARC的小室中。使用NITPIC对数据进行基线校

正和整合, 具有ITC的单点结合模型拟合非线性最小

二乘法, 用GUSSI绘图[23]。

1.7   蛋白质印迹分析

在SDS-PAGE还原缓冲液中制备纯化的rh-
SPARC蛋白, 并在10% SDS-PAGE凝胶中进行电泳实

验。将 rh-SPARC(200 mg/mL)和Ara-C(3 μmol/L)加
入SKM-1细胞8 h后收集各组细胞, 加入含有1 μmol/L
苯基甲磺酰氟(PMSF)的RIPA裂解物提取总蛋白。

使用BCA法测定蛋白质浓度。在蛋白质浓度标准

化后, 将50 μg蛋白质加载到SDS-PAGE凝胶上。凝

胶电泳后, 将样品转移到PVDF膜上, 然后在室温下

用5% BSA中封闭1 h。后用抗His一抗4 °C孵育过

夜, 用HRP缀合的二抗37 °C孵育2 h。使用Bio-Rad 
Western ECL溶液曝光蛋白质条带。最后使用Im-
ageJ软件分析条带的灰度值。

1.8   细胞周期分析

用预冷的PBS洗涤细胞2次, 预冷的75%乙醇, 
于4 °C固定过夜。将固定的细胞以1 500 r/min离
心4 min, 弃去上清液, 并用PBS洗涤1次。随后, 
加入400 μL碘化丙啶(PI, 50 μg/mL)和100 μL RNase 
(100 μg/mL), 将细胞在室温下避光孵育30 min。最后

通过流式细胞术检测细胞周期分布。

1.9   统计分析

用SPSS 19.0和GraphPad Prism 6.0对实验结果

进行分析, 结果以平均值和标准差(mean±SD)表示。

每个实验重复至少3次。用单因素方差分析进行组

间分析比较, P<0.05表示结果具有统计学意义。当

差异具有统计学意义时, 使用Tukey Post-Hoc检验进

行各组相互比较。 

2   结果
2.1   rh-SPARC的表达和纯化

将人SPARC基因克隆到质粒pTT5中以产生表

达质粒pTT5-SPARC-6×His(图1)。在预表达体系

中, 用质粒转染60 mL HEK293F细胞, 在细胞活力

不低于50%时可保证目标蛋白降解率较低的前提

下, 为达到产量最大化在第7天收集蛋白。C末端含

有6×His rh-SPARC总共有311个氨基酸, 预测其分
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子量为35 kDa[24]。SDS-PAGE和蛋白质印迹检测rh-
SPARC的分子量接近40 kDa(图2A)。

因预表达检测出有rh-SPARC蛋白的表达, 所以

扩大细胞培养体积至240 mL。在第7天收集细胞培

养基, 使用HisSeq Ni-NTA 6FF色谱柱纯化rh-SPARC
蛋白(图2B)。浓缩rh-SPARC蛋白, 并用Tris缓冲液
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A: rh-SPARC的蛋白质印迹分析。B: AKTA蛋白质纯化系统纯化rh-SPARC, 蓝色紫外(UV)峰表示目的蛋白。C: 分子筛进一步纯化rh-SPARC, 
蓝色紫外(UV)峰表示目的蛋白。D: BSA作为对照组评估rh-SPARC的蛋白浓度; 1代表蛋白标准(protein marker); 2代表2 μL BSA(2.0 mg/mL); 3
代表5 μL BSA(2.0 mg/mL); 4代表2 μL变性rh-SPARC。E: Auto VP-毛细管DSC分析rh-SPARC的Tm值。

A: Western blot analysis of rh-SPARC. B: purification of rh-SPARC using an AKTA protein purification system. The blue ultraviolet (UV) peak indicates the 
target protein. C: further purification of rh-SPARC using molecular sieves. The blue ultraviolet (UV) peak indicates the target protein. D: BSA as a control to 
assess the concentration of rh-SPARC; 1 represents protein marker; 2 represents 2 μL BSA (2.0 mg/mL); 3 represents 5 μL BSA (2.0 mg/mL); 4 represents 2 μL 
denatured rh-SPARC. E: Tm value analysis of rh-SPARC via Auto VP-capillary DSC.

图2   rh-SPARC的纯化和特征

Fig.2   Purification and characterization of rh-SPARC
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A: pTT5-SPARC质粒图谱; B: rh-SPARC表达质粒DNA测序。

A: Map of the pTT5 plasmid; B: DNA sequencing confirmation of the successful construction of the rh-SPARC expression plasmid.
图1   pTT5-SPARC质粒图谱和rh-SPARC表达质粒DNA测序

Fig.1    Map of the pTT5 plasmid and DNA sequencing confirmation of the successful construction of the rh-SPARC expression plasmid
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(50 mmol/L Tris、300 mmol/L NaCl、2 mmol/L CaCl2)
置换含有咪唑的洗脱液。SDS-PAGE显示洗脱样

品含有非靶蛋白, 我们使用分子筛进一步纯化洗脱

蛋白质(图2C)。后用BSA作为对照评估rh-SPARC
的浓度(图2D)。最后, 在240 mL培养体系中总共

得到7.85 mg rh-SPARC, 终浓度为1.57 mg/mL, rh-
SPARC的产率为80.04%(表1)。

为了确定纯化的rh-SPARC是否足够稳定以用

于后续实验, 我们进行了Auto VP-毛细管DSC测试。

我们将rh-SPARC稀释至1 mg/mL。在30~100 °C的温

度区间下检测其热容量变化, 结果表明, rh-SPARC的
Tm值为90.68 °C, 表明其热稳定性好(图2E)。
2.2   rh-SPARC的生物活性分析

在进行生物活性测试之前, 我们对rh-SPARC进
行了去内毒素和除菌处理。之后用不同浓度的rh-

SPARC(0、10、100、200 μg/mL)孵育SKM-1和K562
细胞, 并用CCK-8试剂盒在3个不同时间点(24、48、
72 h)检测它们的增殖率。 

与对照组相比, 光密度(D)值显示, 10、100、
200 μg/mL rh-SPARC组 在24、48、72 h显 著 抑 制

SKM-1细胞的增殖(P<0.05)(图3A)。此外, 200 μg/mL 
rh-SPARC组的D值在48、72 h显著低于10、100 μg/mL 
rh-SPARC处理组(P<0.05)(图3A)。但是, K562细胞

的rh-SPARC处理组和对照组D值之间没有显著差异

(P>0.05)(图3B)。
我们还进行了一些实验来评估rh-SPARC是否

在SKM-1细胞中具有与免疫调节药物相关的作用。

我们用临床上高剂量的Ara-C(3 μmol/L)单独处理

或与不同浓度的rh-SPARC蛋白联合处理SKM-1细
胞并评估细胞增殖率。D值显示: 与未处理组相比, 

表1    HEK293F细胞表达纯化rh-SPARC产率

Table 1    The yield of expression and purification of rh-SPARC in HEK293F cells
样品

Sample
体积(mL)
Volume (mL) 

蛋白含量(mg/mL)
Protein concentration (mg/mL)

总含量(mg)
Total amount (mg)

产量(%)
Yield (%)

Culture medium 240.0 0.11 26.400 /

Mixture of all elution SPARC samples 9.0 1.24 11.160 42.271

SPARC after concentration and dialysis 0.7 14.01 9.807 87.882

Molecular sieve chromatography 5.0 1.57 7.850 80.043

最终储存缓冲液: 50 mmol/L三羟甲基氨基甲烷、200 mmol/L 氯化钠、2 mmol/L 氯化钙, pH7.4。用Nanodrop 2000测定该蛋白在280 nm
处的浓度。1洗脱后产率为11.160/26.400=42.27%; 2浓缩透析后产率为9.807/11.160=87.88%; 3分子筛后产率为7.850/9.807=80.04%。

Final storage buffer: 50 mmol/L Tris, 200 mmol/L NaCl, 2 mmol/L CaCl2, pH7.4. The concentration of the protein was determined at 280 nm 
by Nanodrop 2000. 1The yield of SPARC in elution is 11.160/26.400 = 42.27%; 2The yield of SPARC after concentration and dialysis is 
9.807/11.160 = 87.88%; 3The yield of SPARC after molecular sieve is 7.850/9.807 = 80.04%.

A: CCK-8检测不同浓度rh-SPARC对SKM-1细胞增值的影响; B: CCK-8检测不同浓度的rh-SPARC对K562细胞增值的影响; C: CCK-8不同浓度

的rh-SPARC联合Ara-C对SKM-1细胞增殖的影响; *P<0.05, 与对照组比较。

A: SKM-1 cells were treated with different concentrations of rh-SPARC. B: K562 cells were treated with different concentrations of rh-SPARC. C: 
SKM-1 cells were treated with different concentrations of rh-SPARC. *P<0.05 compared with control group.

图3   CCK-8检测rh-SPARC单独或联合Ara-C使用对SKM-1和K562细胞增殖的影响

Fig.3   CCK-8 analysis of the effects of rh-SPARC on SKM-1 and K562 cells alone or in combination with Ara-C on 
SKM-1 cells with respect to time and concentration
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SKM-1细胞增殖在Ara-C单独处理或联合10、100、
200 μg/mL rh-SPARC孵育时受到显著抑制(P<0.05)
(图3C)。结果显示, 当Ara-C和rh-SPARC同时孵育

SKM-1细胞时, 细胞增殖受抑更明显; 随着时间和

rh-SPARC浓度增高, 抑制效果越明显。

2.3   细胞周期分布

为了评估rh-SPARC是否影响细胞周期进展, 我
们将SKM-1细胞与200 mg/mL rh-SPARC一起孵育, 
并在72 h后用流式细胞术分析检测。结果显示, 当
将rh-SPARC和/或Ara-C与SKM-1细胞同时孵育时, 
G0/G1期细胞百分比显著增加, 而S期和G2期细胞比

例下降(图4A~图4E), 提示SKM-1细胞增殖的减少是

由于G0/G1期细胞数量的增加所致。这些结果表明, 
rh-SPARC可抑制SKM-1细胞于G0/G1期, 并可通过联

合Ara-C的使用而增强抑制效果。

2.4   ITC分析

ITC是一种测量化学反应过程中释放或吸收

热量的技术, 用于表征任何涉及反应过程中自发发

生的热变化的化学过程。上述实验结果显示, 当rh-
SPARC和Ara-C的联合作用于SKM-1细胞时可观察

到二者的协同作用。为进一步阐明这种协同作用的

机制, 我们首先用ITC来评估rh-SPARC和Ara-C或其

代谢物Ara-CTP之间是否存在直接相互作用。然而, 
ITC结果显示rh-SPARC和Ara-C/Ara-CTP之间没有

直接相互作用关系(图5A)。
2.5   检测Akt和pAkt蛋白的表达

因为没有观察到rh-SPARC和Ara-C/Ara-CTP之
间存在直接相互作用, 我们猜想rh-SPARC和Ara-C
之间的协同作用是否由于下游信号传导途径的变化

所致。有研究报道, PI3K/Akt信号通路在细胞对化

A: 流式细胞术分析72 h SKM-1细胞周期分布; B: 流式细胞术分析Ara-C(3 μmol/L)孵育SKM-1细胞72 h 细胞周期分布; C: 流式细胞术分析rh-
SPARC(200 mg/mL)孵育72 h后SKM-1细胞周期分布; D: Ara-C(3 μmol/L)和rh-SPARC(200 mg/mL)联合孵育SKM-1细胞72 h后的细胞周期分布; 
E: GraphPad Prism 6绘制细胞周期分布直方图。*P<0.05, 与对照组相比; #P<0.05, 与Ara-C组相比; &P<0.05, 与SPARC组相比。

A: flow cytometry analysis of the SKM-1 cell cycle after 72 h; B: flow cytometry analysis of the SKM-1 cell cycle after treatment with Ara-C (3 μmol/L) for 
72 h; C: flow cytometry analysis of the SKM-1 cell cycle after treatment with rh-SPARC (200 mg/mL) for 72 h; D: flow cytometry analysis of the SKM-1 
cell cycle after combined treatment of Ara-C (3 μmol/L) and rh-SPARC (200 mg/mL) for 72 h; E: histogram summary of the cell cycle distribution by 
GraphPad Prism 6. *P<0.05 vs control group; #P<0.05 vs Ara-C group; &P<0.05 vs SPARC group.

图4   流式细胞术分析各组细胞周期分布

Fig.4   Flow cytometry analysis of cell cycle distribution
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疗药物敏感性中起着关键作用[25-26]。我们进行蛋白

质印迹法以评估单独使用rh-SPARC或与Ara-C组合

作用后SKM-1细胞的蛋白质磷酸化。将SKM-1细胞

与rh-SPARC和Ara-C单独或联合孵育8 h后, 提取细

胞裂解物, 用蛋白质印迹法检测。结果表明, 与单独

的rh-SPARC或Ara-C相比, rh-SPARC和Ara-C的组合

孵育显著降低了SKA-1细胞中pAkt蛋白的相对表达

量(图5B~图5D)。

3   讨论
MDS是一组起源于造血干/祖细胞的克隆性疾

病, 其临床特征主要为造血功能低下、外周血一系

或多系减少, 以及高风险转化为急性髓系白血病[3-4]。

SPARC因其细胞特异性, 在血液和其他恶性肿瘤中

的作用是复杂且多效的[12,14]。在过去的十年中, 临
床试验结果表明, del(5q) MDS患者对来那度胺的反

应非常好, 并且此效果是通过升高SPARC表达实现

的[27-29]。尽管有研究提出, SPARC对免疫调节药物

的功效很重要, 但其在sAML细胞中的生物活性尚未

明确定义。故对其在sAML中的发生发展机制以及

与化疗药物的相互作用进行深入探索尤其重要。在

本研究中, 我们描述了从HEK293F细胞中表达和纯

化rh-SPARC的实验策略, 观察了rh-SPARC对sAML
细胞系的生物活性, 并分析了其与sAML化疗药物

Ara-C的关系。

首先, 我们构建了表达载体pTT5-SPARC-
6×His, 并从240 mL HEK293F细胞培养基中纯化了

7.85 mg rh-SPARC蛋白(图1)。所得rh-SPARC的总

产率为80.04%(表1), 其产率是相对较高的。ITC检
测显示HEK293表达系统产生的rh-SPARC表现高热

稳定性, Tm值为90.68 °C(图2E)。之前的文献报道有

用大肠杆菌、酵母和昆虫细胞表达纯化重组SPARC
蛋白[30-32]。虽然可以使用大肠杆菌表达系统产生许

多His融合蛋白, 但当存在二硫键和复杂的糖基化修

饰时, 会影响胶原结合特性, 所以细菌表达系统就不

作为生产用于细胞外基质组分检测的最优选择。酵

母分泌表达系统可用于在表达过程中避免内源蛋白

质的作用, 同时可使蛋白质糖基化, 但其产生的糖

链仅是甘露糖残基。而哺乳动物细胞中发生的糖

基化修饰非常复杂, 可包括乳糖、唾液酸和N-乙酰

基-D-半乳糖胺修饰, 所以酵母表达系统也不作为表

达rh-SPARC的最优选择。虽然rh-SPARC可以通过

(B)

(C) (D)

1 2 3

(60 kDa)

*

(60 kDa)

(43 kDa)

Akt

pAkt

0.8

0.6

0.4

0.2

   0

0.8

0.6

0.4

0.2

   0

β-actin

A
k
t/

β
-a

ct
in

p
A

k
t/

β
-a

ct
in

4

#&

C
on

tro
l

A
ra

-C

SPA
R
C

SPA
R
C
+A

ra
-C

C
on

tro
l

A
ra

-C

SPA
R
C

SPA
R
C
+A

ra
-C

Time (min)
0 10

0.240

0.200

0.016

0.012

0.080

0.040

       0

-0.040

-0.080

3.000

2.800

2.600

2.400

2.200

2.000

1.800

1.600

1.400

20 30 40

Molar ratio

μ
J/

s
K

J/
m

o
l 

o
f 

in
je

ct
an

t

0 0.5 1.0 1.5

(A)

A: ITC结果显示, rh-SPARC和Ara-C/Ara-CTP之间没有直接相互作用关系。B: 每组SKM-1细胞中Akt和pAkt的水平; 1代表对照组; 2代表rh-
SPARC处理的SKM-1细胞; 3代表Ara-C处理的SKM-1细胞; 4代表rh-SPARC和Ara-C联合作用于SKM-1细胞。C、D: ImageJ分析WB条带灰度值

的直方图。*P<0.05, 与对照组相比; #P<0.05, 与Ara-C组相比; &P<0.05, 与SPARC组相比。

A: the ITC results showed that there was no interaction between rh-SPARC and Ara-C/Ara-CTP. B: the levels of Akt and pAkt in each group of SKM-1 
cells. C,D: the grey value of the bands was analyzed using ImageJ. *P<0.05 vs control group; #P<0.05 vs Ara-C group; &P<0.05 vs SPARC group.

图5   rh-SPARC与Ara-C的协同效应与Akt磷酸化降低相关

Fig.5   The synergistic effect associated with the decrease in Akt phosphorylation
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昆虫细胞中的杆状病毒表达和纯化, 但其表达周期是

HEK293F表达系统周期的2到3倍多[30], 并且昆虫细胞纯

化SPARC产量为4~7 mg SPARC/400 mL, 而我们纯化的

产量比他们的高了近1倍(7.85 mg SPARC/240 mL)。故

从经济、蛋白活性和产率等多方面综合考虑, 最后

选择HEK293F表达系统表达rh-SPARC。
阿糖胞苷是一种嘧啶抗代谢物, 在体内转化为

Ara-CTP后取代dCTP与DNA结合, 终止DNA复制, 
不可逆地干扰DNA合成, 从而抑制白血病细胞的增

殖[33]。据报道, 在临床上高剂量的阿糖胞苷具有良

好的抗肿瘤作用, 并且细胞周期分析的结果表明高

剂量的阿糖胞苷作用于G0/G1期, 而中剂量和小剂量

的阿糖胞苷作用于S期[34]。在本研究中, 我们使用了

人sAML细胞系SKM-1细胞, 其具有复杂的异常核

型, 包括del(9q)、i(17q)和t(17p), 此细胞系来源于患

有MDS后转化为AML的男性患者[35-36]。我们还使用

了对照细胞系人类红白血病细胞系K562, 其源自一

名53岁的女性慢性粒细胞白血病患急变患者。

我们评估了rh-SPARC对这些细胞系的生物活

性。我们的研究结果显示, rh-SPARC以浓度依赖性

方式抑制SKM-1细胞增殖, 但对K562细胞没有显著

影响, 表明rh-SPARC在不同细胞类型中作用不同, 
具有选择性。此外, rh-SPARC还可将SKM-1抑制于

细胞周期G0/G1期, 并可通过rh-SPARC和Ara-C联合

作用增强抑制效果。

rh-SPARC和Ara-C联合作用于SKM-1细胞时对

细胞增殖的抑制作用大于单一疗法的总和, 表明rh-
SPARC和Ara-C具有协同效应。为阐明这种协同作

用的机制, 我们首先进行了ITC实验以确定rh-SPARC
和Ara-C及其代谢物Ara-CTP之间是否存在直接相互

作用关系。然而, ITC分析的结果显示, rh-SPARC和
Ara-C/Ara-CTP之间没有观察到存在相互作用关系, 
表明协同效应不是由于蛋白与小分子之间的直接相

互作用所致。许多研究表明, PI3K/Akt通路在化疗药

物的敏感性中起着至关重要的作用[25-26,37]。查德等[38]

观察到当抑制AKT1/2时可提高肿瘤细胞的存活率, 
而抑制pAkt可有效抑制肿瘤细胞的生长, 提高化疗

药物的敏感性和有效性。在我们的研究中, 我们观

察到与单独的rh-SPARC或Ara-C相比, rh-SPARC和
Ara-C的组合显著降低了SKM-1细胞中pAkt的相对

表达水平, 表明rh-SPARC可通过pAkt信号途径增强

SKM-1细胞对Ara-C的敏感性。

综上所述, rh-SPARC对白血病细胞具有选择

性抑制作用, 它以浓度依赖性方式抑制G0/G1期的

sAML细胞系的SKM-1细胞。此外, 当rh-SPARC和
Ara-C同时作用于SKM-1细胞时二者存在协同作用, 
此效应是由于降低了细胞的Akt磷酸化水平, 增强

SKM-1细胞对Ara-C的敏感性所致。然而, 我们仍

需进一步研究和探索以明确SPARC在MDS转化为

AML的生物学功能。
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