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胃癌（gastric cancer，GC）是全球第五大最常见
的恶性肿瘤，每年约有近百万新发病例，其中 50%

以上的 GC 病例来自东亚 ［1-2］。 尽管在诊断技术、
手术和综合治疗方面取得了重大进展，但 GC 仍然
是全球癌症死亡的第三大原因 ［3］，患者的 5 年生
存率依旧徘徊于 30%~40% ［4］。 早期 GC 患者通过
根治性手术可取得良好的治疗效果，但是早期患

骨甘蛋白在胃癌细胞干性维持及对化疗敏感性
中的作用
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【摘要】 目的 探究骨甘蛋白（OGN）对胃癌（GC）细胞干性与化疗耐药性的影响。 方法 实时

荧光聚合酶链反应（RT-PCR）、蛋白质印迹法、免疫组织化学（IHC）联合癌症基因组图谱 （The Cancer
Genome Atlas，TCGA）数据库分析 OGN 在胃癌细胞和组织中的表达。 CCK-8 和克隆形成评估细胞增
殖能力变化 ， 通过流式细胞术对细胞凋亡进行测定 ，CCK-8 检测 OGN 在 GC 细胞化疗抵抗中的作
用。 蛋白质印迹法检测细胞干性相关分子标志物表达变化。 结果 OGN 在 GC 细胞表达低于其在胃
黏膜细胞中表达（P<0.05）；过表达 OGN 的 GC 细胞侵袭能力减弱（P<0.05），凋亡增加（P<0.05）。在铂
类和氟尿嘧啶处理后 ，细胞存活比例下降 ，化疗抵抗减轻 （P<0.05），OGN 诱导了化疗耐药 。 过表达

OGN 抑制了干性标志物的表达。 结论 OGN 在 GC 组织中低表达， 过表达的 OGN 能够抑制细胞干
性，影响化疗耐药。
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［Abstract］ Objective To investigate the effect of osteoglycin (OGN) on the stemness and chemotherapy
resistance of gastric cancer (GC) cells. Method Real-time polymerase chain reaction (RT-PCR)，western-
blot，immunohistochemistry (IHC) combined with The Cancer Genome Atlas (TCGA) database to analyze OGN
in GC cells and tissues expression. CCK -8 and clone formation assaywere used to assess changes in cell
proliferation ability，and apoptosis was measured by flow cytometry. CCK-8 was used to detect the role of
OGN in chemoresistance of GC cells. Western -blot detection of cell stemness -related molecular markers
expression changes. Result The expression of OGN in GC cells was lower than that in gastric mucosal cells
(P<0.05). Overexpressed OGN decreased the invasive ability of GC cells (P<0.05) and increased apoptosis
(P <0.05). After platinum and fluorouracil treatment，the survival rate of cells decreased and chemotherapy
resistance was alleviated (P<0.05)，and OGN induced chemotherapy resistance . Overexpression of OGN
suppressed the expression of stemness markers. Conclusion OGN is weakexpressed in GC tissues，and
overexpressed OGN can inhibit cell stemness and affect chemotherapy resistance.
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者常因症状不典型且体检不及时而漏诊，当患者自
感症状就诊时，多处于进展期或晚期，已经发生侵
袭转移。 识别与 GC 发病机制相关的新型生物标
志物以改善对疾病进展的监测非常重要。

骨甘蛋白（osteoglycin，OGN）是富含亮氨酸的
小 蛋 白 聚 糖 （ small leucine -rich proteoglycans ，
SLRP），该家族的特点是具有多个富含亮氨酸重复
序列的细胞外蛋白聚糖家族 ［5-6］。 作为细胞外基质
（extracellular matrix，ECM） 的成分，OGN 可以结合
胶原蛋白以及多种生长因子，如转化生长因子-β
（transforming growth factor-β，TGF-β）［7］、表皮生长
因子受体 （epidermal growth factor receptors，EGFR）
和胰岛素样生长因子受体（insulin-like growth factor
receptors，IGFs）［8］，在 ECM 重塑和组织发育中发挥
关键作用 ［9-10］。 最近的研究表明，OGN 的下调与宫
颈鳞癌、阴道癌、结直肠腺瘤和喉癌的进展和转移
有关 ［8，11-12］。 例如在结直肠癌中 ，OGN 通过结合
EGFR，促进其内吞作用和降解，它通过介导 EGFR
信号的负反馈控制发挥抗肿瘤作用［13］。 低表达OGN
是结直肠癌中存活率降低和癌症复发率升高的重
要指标 ［8，12，14］。 基因组转录分析显示，与非肿瘤胃
组织相比，GC 组织中 OGN 表达显著下调 ［15］。但是
目前为止 OGN 在 GC 中的功能机制尚不明确。

本研究发现 OGN 在 GC 细胞和组织中低表
达，参与 GC 细胞干性的维持，诱导化疗耐药 ，具
体报道如下。

1 材料与方法

1.1 细胞培养及组织标本 人胃腺癌细胞株
（AGS 和 MKN-45）及正常胃黏膜细胞（GES-1）取
自辽宁省肿瘤医院中心实验室。 所有细胞系均在
含 10%胎牛血清 （GE，美国 ），100 U/ml 链霉素和
100 U/ml 青霉素 （Thermo Fisher Scientific，美国 ），
RPMI-1640 培养基（sigma，美国）中培养。 培养条
件 37℃，5%CO2。 本研究中所用细胞在复苏后均经
过 2~4 次传代。

本研究经辽宁省肿瘤医院伦理委员会批准
（2019G0217），收集 40 例 GC 患者（2018 年 1 月至
2019 年 12 月）胃癌组织及癌旁组织石蜡标本，所
有患者签署同意书并均于辽宁省肿瘤医院进行根
治性切除术。所有患者均未接受术前放化疗，无重
大疾病史及其他肿瘤病史。 病理诊断符合美国癌
症联合委员会（American Joint Committee on Cancer，

AJCC）第 8 版标准。
1.2 细胞转染 使用 OGN 克隆（Cat#：RC205138；
OriGene ） 和 pLenti - C - Myc - DDK - IRES - Puro
（#PS100069，OriGene）构建过表达载体。 根据说明
书，使用慢病毒高滴度包装混合物 （#6194，TaKaRa）
混合表达载体 （0.2 μg）通过 Lipofectamine 3000
（#L3000015，Thermo Fisher Scientific） 转染到细胞
系中。
1.3 实时荧光聚合酶链反应 TRIzol 法提总RNA，
电泳检测纯度及浓度（图 1）。 反转录和 PCR 反应
依据 TAKARA 公司说明书进行。 每组重复 3 次，
β-actin 作为内参。PCR 引物：OGN 的上游引物序列
为 5'- TGTCTGCTGAAGGCACTTAAT-3'，下游引物
序列为 5'- AACTAGTGGCCTGCTGACTG-3'；CD44
的上游引物序列为 5'-CACACCCTCCCCTCATTCAC-
3'，下游引物序列为 5'-TGGATGGCTGGTATGAGCTG-
3'；CD47 的上游引物序列为 5' - TTGCGGCGTG-
TATACCAATG-3'， 下游引物序列为 5'- TCATTC-
CTTTTGATTCTTTGAATGC-3'；β-actin 作为内参进
行相对定量 ，β -actin 的上游引物序列为 5' -
ATTGGCAATGAGCGGTT -3'，下游引物序列为 5'-
CGTGGATGCCACAGGACT -3'（生工，上海）。 反转
录试剂盒、SYRB Green 染料（博士德，武汉）。
1.4 蛋白质印迹法 提取总蛋白，经 10%十二烷
基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳 （sodium dodecyl
sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis，SDS-PAGE）
（Beyotime， 中国）。 随后 ， 转移到硝基纤维素膜

(Millipore， 美国)。 室温下用 5%脱脂牛奶封闭 1 h，
然后与 OGN 抗体 （Proteintech， 美国 ，1 ∶1000），
CD44（博士德，武汉，1∶500），CD47（博士德，武汉，
1∶500）和 β-actin（Proteintech，美国，1∶1000）孵育过
夜。 膜洗涤 3 次，二抗（1∶5000，Proteintech，USA）室
温孵育 1 h，显影成像，ImageJ 分条带灰度值。
1.5 免疫组织化学及结果判定 将收集的石蜡
标本进行切片，厚度约为 4 μm，予脱蜡，脱水，抗
原修复后，低氘水（deuterium depleted water，DDW）
孵育，滴加 OGN 一抗（1∶1000），4℃孵育过夜。 PBS
清洗， 加聚合酶辅助剂孵育，PBS 清洗后加入 IgG
再孵育，DAB 显色。 未加一抗的 PBS 作为对照。 光
学显微镜下， 由 2 名医生选取 5 个视野统计阳性
细胞数。 阳性细胞<10%为 （-），10%~50%为弱阳
（+），阳性细胞>50%为强阳（++）。
1.6 CCK-8 分析 取对数期生长细胞，将细胞以
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图 1 OGN 在癌组织中的表达
注：A，OGN 在泛癌中的表达；B，OGN 在 GC 组织中表达低于癌旁组织；C， 转录水平，OGN 在癌细胞中的表达低于上皮细胞；D， 蛋白水
平，OGN 在癌细胞中的表达低于上皮细胞；E，人组织样本 OGN 在 GC 中表达低于癌旁组织。 ACC，肾上腺皮质癌；BLCA，膀胱尿路上皮
癌； BRCA，乳腺浸润癌；CESC，宫颈鳞癌和腺癌；CHOL，胆管癌；COAD，结肠癌 ；DLBC，弥漫性大 B 细胞淋巴瘤 ；ESCA，食管癌 ；GBM，多
形成性胶质细胞瘤；HNSC，头颈癌；KICH，肾嫌色细胞癌；KIRC，肾透明细胞癌；KIRP，肾乳头状细胞癌；LAML，急性髓系白血病；LGG，脑
低级别胶质瘤；LIHC，肝癌；LUAD，肺腺癌；LUSC，肺鳞状细胞癌；MESO，间皮瘤；OV，卵巢癌；PAAD，胰腺癌；PCPG，嗜铬细胞瘤和副神经
节瘤；PRAD，前列腺癌；READ，直肠癌；SARC，肉瘤；SKCM，皮肤黑色素瘤；STAD，胃癌；TGCT，睾丸癌；THCA，甲状腺癌；THYM，胸腺瘤；
UCEC，子宫内膜样癌；UCS，子宫癌肉瘤；UVM，眼部黑色素瘤；FPKM，每千个碱基的转录每百万映射读取的碎片；OGN，骨甘蛋白；ns，差
异无统计学意义；*P<0.05；**P<0.01；***P<0.001。

每孔 1×103 的密度接种在96 孔板中。 用不同浓度
的顺铂和 5-Fu（Sigma，美国 ，0~100 μmol/L）处理
24 h 后，每孔中加入待测药物，设置 3 个复孔。 将
培养板放在 37 ℃、5% CO2 的培养箱中， 孵育 24 h
后加 CCK-8 溶液 10 μl/孔，孵育 1 h 后用酶标仪测
定 450 nm 处的吸光度。 以空白对照组调零，计算
细胞存活率。 细胞存活率=实验孔平均吸光度/ 对
照孔平均吸光度×100%。
1.7 克隆形成 取对数期生长细胞，将细胞以每
孔 1×103 的密度接种在 96 孔板中。 将培养板放在
37 ℃、5% CO2 的培养箱中，每 3 天更换培养基，连

续培养 9 d，弃上清，PBS 洗涤细胞 3 次。 4％多聚
甲醛 1 ml、4℃固定细胞 1 h，PBS 洗涤 3 次， 加入
200 μl 结晶紫染色 2 min，ddH2O 洗涤细胞 3 次 ，
干燥后拍照。
1.8 流式细胞分析 在含有 1% BSA 的 PBS 中
将细胞浓度调整为 1×106 个/ml。 细胞悬液与抗
体室温孵育 30 min，用含 1% BSA 的 PBS 洗涤和离
心 2 次，将细胞沉淀悬浮于 PBS 中。 流式细胞术
使用 FACSVerse（BD Biosciences）仪器进行。 使用
FlowJo 3.3 软件（Tree Star）分析流式细胞术数据。
1.9 细胞凋亡实验 收集含有漂浮凋亡细胞的

×20 ×40 ×20 ×40
胃癌组织 癌旁组织

癌旁组织
胃癌组织

癌旁组织
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图 2 过表达的 OGN 抑制细胞增殖促进凋亡
注：A~B，OGN质粒在转录水平和蛋白水平促进 GC 细胞中 OGN的表达；C~D，CCK-8 和克隆形成实验证实过表达的 OGN 可以抑制细胞增殖 ，
右图为结晶紫染色的培养基无放大照片；E， 膜联蛋白 A5/ 7-氨基放线菌素 D （Annexin V/7AAD） 染色显示过表达的 OGN 促进细胞凋亡。
GC，胃癌；OGN，骨甘蛋白；*P<0.05，**P<0.01。

上清液，将贴壁细胞沉淀并与漂浮细胞结合。 收
集的细胞用 PBS 洗涤 2 次，每个沉淀以 1×107个/ml
重悬于 Annexin V 结合缓冲液中。 细胞用 Annexin
V （#640918，BioLegend） 和 7 -AAD （#420403，
BioLegend）染色，并在室温下避光孵育 15 min。 将
Annexin V 结合缓冲液添加到每个样品中，并使用
FACSVerse 仪器（BD Biosciences）分析细胞。
1.10 生物信息学分析和统计分析 癌症基因组
图谱（The Cancer Genome Atlas，TCGA）分析 OGN在
泛癌和 GC 中的表达差异，以 R（3.6.3）采用Mann-
Whitney U 检验对表达量进行统计， 以 ggplot2 进
行可视化。 分子生物学实验数据，采用 SPSS 22.0
软件进行数据分析，两组间比较采用 t 检验，P<0.05
为差异有统计学意义。
2 结果
2.1 OGN 在 GC 中低表达提示 分析 TCGA 中胃
癌组织和癌旁组织的转录组数据，OGN 在多种肿
瘤中低表达（图 1A）。 其中，GC 患者组织中的表达

也低于其在正常组织中的表达（图 1B）。 随后，我
们在细胞和组织中检测了 OGN 的表达。 RT-PCR
和蛋白质印迹法结果显示，相比于 GES-1，OGN 在
AGS 和 MKN-45 中的表达降低（图 1C，1D）。 同样
的，OGN 在癌组织中的表达也低于其在癌旁组织
中的表达（图 1E）。
2.2 低表达 OGN 促进 GC 增殖抑制凋亡 将过表
达质粒转染入 GC细胞，可在 mRNA水平和蛋白显著
促进 OGN 表达（图 2A，图 2B）。 CCK-8 法和克隆形
成评估 OGN 对细胞增殖的影响，在加入 OGN后，
细胞增殖速率明显下降（图 2C），形成的克隆数量也
明显减少（图 2D）。 同时，我们采用Annexin V/7AAD
染色评估 OGN 对细胞凋亡的影响（图 2E）。
2.3 低表达 OGN 诱导化疗耐药 以顺铂和 5-Fu
分别处理 GC 细胞和 GES-1 细胞，CCK-8 实验显
示顺铂、5-Fu（图 3A，3B）可以剂量依赖的方式抑
制细胞活力。 相比 GES-1 细胞，GC 细胞具有明显
化疗抗性，细胞存活量明显多于 GES-1。以同样浓
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图 4 过表达 OGN 抑制肿瘤干性标志物的表达
注：A~B，过表达 OGN 抑制 CD44 和 CD47 转录水平的表达；C~D，

过表达 OGN 抑制 CD44 和 CD47 蛋白水平的表达；OGN，骨甘蛋白；

*P<0.05。

图 3 骨甘蛋白与胃癌化疗抵抗有关
注：A，相比上皮细胞，胃癌细胞对铂类耐药；B，相比上皮细胞，胃

癌细胞对 5-氟尿嘧啶耐药；C，不同浓度铂类处理 AGS 细胞；D，不

同浓度 5-氟尿嘧啶处理 AGS 细胞；E， 不同浓度铂类处理 MKN-45
细胞；F，不同浓度 5-氟尿嘧啶处理 MKN-45 细胞；**P<0.01。

度的顺铂和 5 -Fu 处理过表达 OGN 的 AGS 和
MKN-45 细胞，过表达 OGN 的 GC 细胞中细胞存
活比例增加（图 3C~3F）。
2.4 OGN 对 GC 细胞干性的影响 鉴于细胞干
性是诱导化疗抗性的关键因素，我们研究了 OGN对
GC 细胞干性的影响：RT-PCR 和蛋白质印迹法分
析结果表明，OGN 的过表达下调了这两种细胞系
中干性相关调节因子 （CD44、CD47） 的表达水平
（图 4A~4D）。

3 讨论

GC 是癌症相关死亡的主要原因之一，治疗选
择有限 ［16］。手术只能使少数患者治愈，大多数患者
会进展为晚期。近年来，虽然分子靶向和免疫治疗
在一些实体肿瘤中取得了令人振奋的效果，但 GC
的治疗并无重大突破。 化疗仍然是晚期 GC 治疗
的基石，但是以氟尿嘧啶类为基础的化疗在治疗过
程中极易发生耐药，导致化疗效果不佳 ［17］。有效的
疾病生物标志物和药物靶点是研究的重要方向。

最近研究表明，OGN 在乳腺癌、肝癌、结直肠
癌等中表达下调，与肿瘤进展呈负相关 ［12，18］，这都
提示其可能发挥的肿瘤抑制作用。 结肠癌中，OGN
通过增强 EGFR 二聚化和内吞作用降低 EGFR/
Akt/Zeb-1 活性，从而抑制上皮间质转化，减少结
肠癌细胞的细胞增殖和侵袭 ［13］。 有研究表明，在
OGN 基因中有一个 能够被 p53 DNA 识别和结合
序列，因此 OGN 基因表达被认为是著名抑制基因
p53 的作用分子 ［19］。 而巧合的是，p53 在肿瘤中经
常发生突变而失活， 进而导致 OGN 基因失活 ［20］。
值得注意的是，最近研究表明，OGN 在肿瘤进展中
的发挥免疫调节作用 ，OGN 通过弱化 HIF -1a/
VEGF 信号轴，从而增强 CD8+T 淋巴细胞的浸润，
研究认为 OGN 与 TLR 之间的相互作用可能是导
致免疫细胞表型明显改变的原因 ［8，21］。

OGN在 GC细胞和组织中低表达，促进肿瘤细
胞的增殖并诱导凋亡 ，过表达的 OGN 可以改善
GC 的化疗抵抗。 而这些可能都是 OGN 通过影响
GC 的干性决定的 。 目前研究表明肿瘤干细胞
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（cancer stem cells，CSCs） 对常规放化疗表现出强
烈的抵抗能力，被认为是肿瘤发生、耐药、转移与
复发的根源 ［22］。 CSCs 是肿瘤细胞内一小群具有自
我更新、 无限增殖及多向分化潜能的细胞，CSCs可
能通过亚群休眠 ［23］、药物外排转运 ［24］、激活 DNA
修复 ［25］、减少凋亡途径 ［26］、同肿瘤微环境的相互调
节 ［27］等方式诱导化疗耐药。 总之，这些结果表明
OGN 下调可能参与 GC 的进展，是 GC 治疗的潜在
分子靶点。
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