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SHIP1基因过表达非小细胞肺癌细胞系的建立及其对细胞增殖能力的

影响
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[摘 要] 目的：观察SHIP1对NSCLC细胞增殖的影响。方法：由NCBI Gene数据库查询获得人SHIP1基因CDS区，插至载

体 pTSB-CMV-MCS-SBP-3Flag-EGFP，构建 SHIP1真核过表达质粒；进一步利用其构建 SHIP1过表达慢病毒。用该慢病毒感染

A549、SPCA-1和PC-9细胞株，获得SHIP1稳定过表达NSCLC细胞系。Western blotting和qRT-PCR分别从蛋白水平和mRNA水

平检测SHIP1的表达变化。采用MTT法和克隆形成实验检测过表达SHIP1的PC-9细胞增殖活力和克隆形成能力。Western blot-

ting检测AP-1蛋白复合体各组分的表达。结果：SHIP1真核过表达质粒经测序证实构建成功。稳定过表达SHIP1的A549、S-

PCA-1和PC-9细胞，在荧光显微镜下可见均一表达绿色荧光。与阴性对照组比较，细胞中SHIP1在mRNA（P<0.01）及蛋白水平均

明显升高。在PC-9细胞中，过表达SHIP1使细胞增殖、克隆形成能力降低（均P<0.01），p-c-Jun、FosB等表达降低。结论：成功构

建了稳定过表达SHIP1的A549、SPCA-1和PC-9细胞模型；过表达SHIP1可通过抑制AP-1家族蛋白抑制NSCLC细胞增殖能力。
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[Abstract] Objective: To observe the effect of SHIP1 on NSCLC cell proliferation. Methods: The CDS region of human SHIP1 gene

was obtained by inquiring NCBI Gene database and was inserted into the vector pTSB-CMV-MCS-SBP-3Flag-EGFP to construct

SHIP1 over-expression plasmid, which was further used to construct SHIP1 overexpression lentivirus. SHIP1 over-expressed lentivirus-

es were used to transfect A549, SPCA-1 and PC-9 cell lines to construct SHIP1 overexpressed NSCLC cell line. Western blotting and

qRT-PCR were used to determine the protein and mRNA expression of SHIP1. The MTT assay and Clone formation assay were used to

examine the cell proliferation ability and clone formation ability of PC-9 cells overexpressed SHIP1; Western blotting was performed to

examine the level of AP-1 proteins. Results: The sequencing result suggested that the SHIP1 eukaryotic over-expression plasmid was

successfully constructed. A519, SPCA-1 and PC-9 cells with SHIP1 over-expression were observed to display uniform green fluores-

cence under fluorescent microscopy. Compared with negative control group, the mRNA and protein levels of SHIP1 were significantly

increased in SHIP1 overexpressed cells (all P<0.01). The over-expression of SHIP1 suppressed the abilities of proliferation and clone

formation in PC-9 cells (all P<0.01), and down-regulated the expression of p-c-Jun and FosB etc. Conclusion: The SHIP1 overex-

pressed NSCLC cell lines were successfully established, and the over-expression of SHIP1 suppressed the cell proliferation ability by

inhibiting AP-1 proteins in NSCLC cell lines.

[Key words] SHIP1; non-small cell lung cancer; gene recombination; stable overexpression; cell proliferation
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肺癌是一种起源于肺支气管上皮的恶性肿瘤。

在我国肺癌一直高居恶性肿瘤发病率和病死率的榜

首[1]，其中，非小细胞肺癌（non-small cell lung cancer,

NSCLC）是其主要病理类型[2]，其起病隐匿，确诊时大

多已属晚期，治疗手段有限，预后极差[3-5]。因此，研

究NSCLC的发病机制和寻找可能的治疗靶点对其治

疗意义重大。

SHIP1（INPP5D）基因位于2号染色体上，编码区

长3 570 bp，其编码蛋白SHIP1是多磷酸肌醇-5-磷酸

酶家族一员，约 145 kD，主要表达于造血细胞，可通

过水解3,4,5三磷酸肌醇和1,3,4,5四磷酸肌醇的5’端

磷酸负向调节PI3K/AKT信号通路，从而影响细胞生

长、增殖、分化、代谢和转移等过程[6-8]。近年来大量

的研究表明，SHIP1的异常表达与活性异常与多种疾

病的发生有关[9]，尤其是造血系统的肿瘤。SHIP1在

急慢性髓系白血病中可能发挥抑癌基因作用[10-14]，而

且 SHIP1 活性降低可能是其增殖失控的先决条

件[15-16]。然而，在多发性骨髓瘤中，SHIP1则是作为癌

基因发挥促进增殖和抑制凋亡作用[17]。其次，在弥漫

大B细胞淋巴瘤（DLBCL）中，恢复 SHIP1活性后细

胞增殖受到显著抑制，并且SHIP1低表达与DLBCL

不良预后密切相关[18]。在部分实体肿瘤（如下咽鳞

癌）中，SHIP1呈低表达状态，其异常表达导致了肿瘤

的增殖与去分化，这一功能可能与其启动子区高甲

基化有关[19]。目前有关 SHIP1在肿瘤中的研究主要

集中于血液系统，其在实体肿瘤中的研究罕见，特别

是其在NSCLC中的研究尚未见报道。

基因克隆重组技术是近年来发展起来的一种特

异性抑制/过表达基因的方法。通过将目的基因的编

码区（CDS区）序列插入载体质粒，转染至靶细胞可

导致目的基因表达增加，是目前用于研究抑癌基因

功能及机制的主要方法。过表达质粒构建难易程度

部分取决于目的基因CDS区长度。SHIP1基因CDS

区长 3 570 bp，构建其真核重组过表达质粒存在难

度，这在一定程度上制约着SHIP1基因功能及机制的

研究。

本研究利用基因克隆重组技术成功构建了人

SHIP1基因真核过表达质粒，并将该质粒成功包装为

慢病毒，用其感染人NSCLC细胞，成功构建了稳定过

表达 SHIP1基因的NSCLC细胞系，并发现 SHIP1可

通过抑制AP-1家族蛋白抑制NSCLC细胞增殖，提示

SHIP1可能作为NSCLC治疗候选靶基因。

1 材料与方法

1.1 细胞株与主要试剂

NSCLC细胞株A549和PC-9购于ATCC细胞库，

SPCA-1购于中国科学院上海细胞库。RMPI 1640培

养基及含 0.25%EDTA的胰酶购于Gibco公司，胎牛

血清购自BIOSUN公司，高效RIPA细胞裂解液购于

Solarbio公司；Anti-SHIP1、β-actin、α-Tubulin与HRP

标记的羊抗兔 IgG及羊抗鼠 IgG均购于Proteintech公

司，p-JunB、c-Jun、p-c-Jun、JunD、p-JunD、FosB抗体均

购于 Abcam 公司，真核细胞转染试剂 Lipofectami-

neTM2000购自 Invitrogen公司，pTSB-CMV-MCS-SBP-

3Flag-EGFP质粒购自上海权阳生物科技有限公司，

XbaⅠ、BamHⅠ限制性核酸内切酶及PrimeScriptTM

逆转录试剂盒和SYBR®Premix Ex TaqTMⅡ实时荧光

定量PCR检测试剂盒均购于TaKaRa公司，快速质粒

小提试剂盒购自TIANGEN公司，T4 DNA连接酶购

于BioLabs公司，测序由 Invitrogen公司完成。

1.2 SHIP1基因重组过表达质粒的构建

登录NCBI Gene数据库，查询获得人SHIP1基因

CDS区序列（NM_001017915.2），利用Primer-BLAST

设计引物。为满足后续基因克隆要求，根据载体质

粒和 SHIP1基因CDS区序列，在上游引物末端加入

XbaI限制性内切酶序列（下划线所示），在下游引物

末端去除终止密码子并加入BamHⅠ内切酶序列（下

划线所示）。SHIP1 CDS 区上游引物为 5 ′ - CTC-

TAGAGCCACCATGGTCCCCTGCT-3 ′ ，下游为 5 ′ -

CGGATCCCTGCATGGCAGTCCTGCCTA-3 ′。

引物经化学合成后，以细胞 cDNA 为模板，用

PrimeSTAR HS DNA Polymerase体系进行 PCR反应

扩增目的产物，PCR反应条件：预变性 98 ℃、2 min，

变性 98 ℃、10 s，退火 64 ℃、20 s，延伸 72 ℃、3.5

min，共 35个循环，72 ℃再延伸 10 min。扩增产物经

胶回收纯化后进行XbaI、BamHⅠ双酶切。利用T4连

接酶将双酶切后的PCR产物与含有黏性末端的载体

质粒 pTSB-CMV-MCS-SBP-3Flag-EGFP 进行连接。

连接产物转化DH5α大肠杆菌，过夜后挑选抗氨苄青

霉素克隆进行菌液 PCR，菌液 PCR含目标片段的单

克隆菌落送 Invitrogen公司测序鉴定。

1.3 过表达SHIP1基因慢病毒包装及滴度检测

将目的质粒/载体质粒 20 μg、PMD2.G 载体 10

μg、psPAX2载体 5 μg与 500 μl Opti-MEM培基混匀，

室温孵育 5 min后，再与LipofectamineTM2000混匀并

稀释至1 ml，室温孵育20 min后，将混合液加入293T

细胞培养液中，于 37 ℃、5% CO2培养箱中培养，8 h

后换新鲜培养基。48 h后收集 293T细胞培养上清，

4 ℃ 4 000×g离心10 min，收集上清并再次于4000×g

离心15 min，收集病毒混悬液于-80 ℃保存。用慢病

毒感染293T细胞，48 h后于荧光显微镜下观察，根据

绿色荧光标记细胞数估算病毒滴度。
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1.4 慢病毒转染NSCLC细胞

将对数生长期生长状态良好NSCLC细胞经胰酶

消化后制成单细胞悬液，取1×104个细胞接种于24孔

板内，37 ℃、5% CO2培养箱中培养至细胞贴壁后，

A549 细胞以复感染指数（multiplicity of infection,

MOI）值为 40、SPCA-1细胞以MOI值为 100、PC-9细

胞以MOI值为 50，每孔加入感染培养基（基础培养

基+5 mg/L polybrene）和病毒共 500 μl，感染 8 h后换

新鲜培养基，72 h后荧光镜观察GFP基因表达情况。

扩大培养至 6 cm 皿后分别提取 RNA 和蛋白进行

SHIP1过表达情况鉴定。

1.5 qRT-PCR检测SHIP1 mRNA的表达

收集对照组和实验组细胞，TRIzol提取细胞总

RNA，利用 PrimeScriptTM 逆转录试剂盒将 RNA 逆

转录为 cDNA，以此 cDNA作为模板进行qRT-PCR检

测。根据 SHIP1 CDS区序列，利用Primer-BLAST分

别设计 SHIP1 及内参 ARF 基因的引物。 SHIP1

mRNA 上 游 引 物 为 5 ′ - TTTACGTGATCG-

GCACCCAA - 3 ′ ，下游为 5 ′ - GTGGCTGTTGAC-

GAACCCTA - 3 ′ ，ARF 上 游 引 物 为 5 ′ - ATCT-

GTTTCACAGTCTGGGACG - 3 ′ ，下游为 5 ′ - CCT-

GCTTGTTGGCAAATACC - 3 ′ 。PCR 反应条件为：

95 ℃预变性30 s；95 ℃变性5 s，60 ℃退火20 s，72 ℃

延伸 3.5 min，共 40 个循环；72 ℃延伸 10 min。以

2-△△Ct值计算相对表达量。

1.6 Western blotting检测 SHIP1蛋白及相关蛋白的

表达

将对照组和实验组细胞收集于 1.5 ml EP管中，

每管加入适量 RIPA 细胞裂解液冰上裂解 15 min，

BCA法测定蛋白浓度，于沸水中使蛋白变性10 min，

上样量 50 μg/ lane，10% SDS-PAGE 凝胶跑胶，360

mA 2 h 将蛋白转移至 0.22 μm PVDF( Immobilon® -

pSQ)膜上，5% BSA封闭 2~3 h，TBST洗膜 3次，每次

5 min，剪膜，加入TBST稀释的一抗（SHIP1为1∶500；

其余抗体为1：1 000），4 ℃摇床过夜，TBST洗膜3次，

每次 10 min，室温摇床孵育HRP标记的 IgG 2 h后，

TBST洗膜 3次，每次 10 min。用ECL化学发光法检

测蛋白表达情况。

1.7 MTT法检测过表达 SHIP1对 PC-9细胞增殖的

影响

将过表达 SHIP1细胞和对照组细胞，铺 96孔板

（1 500个细胞/孔），每组设置 5个复孔。8~10 h细胞

贴壁后，按培养基：MTT=5∶1比例加入MTT，37 ℃、

5% CO2恒温孵箱继续培养2 h后，全波长扫描仪检测

细胞活力，并以 490 nm处的光密度值（D）代表细胞

增殖活力。

1.8 平板克隆形成实验检测过表达SHIP1对PC-9细

胞克隆形成能力的影响

将过表达SHIP1细胞和对照组细胞用胰酶消化，

铺 6孔板（300个细胞/孔），轻轻晃匀，每隔 2 d观察 1

次细胞，培养细胞7~9 d，待细胞团长至足够大但又未

融合时，弃培养基，用PBS清洗 3次，甲醇固定 15~30

min，自然风干，Giemsa染色30 min，自来水冲洗3遍，

自然风干。拍照计数克隆团。

1.9 统计学处理

采用 SPSS 17.0软件进行统计分析，均值以 x̄±s

表示。SHIP1 mRNA相对表达量、克隆形成数据采用

独立样本 t检验；MTT结果数据采用析因设计的方差

分析，以P<0.05或P<0.01表示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 人SHIP1基因CDS区序列的PCR扩增

以人NSCLC细胞株SPCA-1细胞cDNA为模板，

PCR扩增 SHIP1基因CDS区序列，PCR产物经琼脂

糖凝胶电泳分析显示，扩增产物长度大小与预期大

小3 570 bp大小一致（图1）。

表1 PCR引物序列

Tab.1 Sequence of qPCR primers

Gene fragment

SHIP1 CDS

SHIP1 mRNA

ARF

Sequence

Sense

Anti-sense

Sense

Anti-sense

Sense

Anti-sense

5 ′ -CTCTAGAGCCACCATGGTCCCCTGCT-3 ′

5 ′ -CGGATCCCTGCATGGCAGTCCTGCCTA-3 ′

5 ′ -TTTACGTGATCGGCACCCAA-3 ′

5 ′ -GTGGCTGTTGACGAACCCTA-3 ′

5 ′ -ATCTGTTTCACAGTCTGGGACG-3 ′

5 ′ -CCTGCTTGTTGGCAAATACC-3 ′

2.2 人SHIP1重组质粒鉴定

将双酶切后的SHIP1 CDS区与含有黏性末端的

载体质粒 pTSB-CMV-MCS-SBP-3Flag-EGFP连接构

建 SHIP1重组质粒。转化DH5α大肠杆菌后挑选抗

氨苄青霉素克隆进行菌液 PCR，产物经琼脂糖凝胶

电泳分析显示，1号克隆产物大小与目标片段大小一
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致（图2A），提示1号克隆含目的片段。提取1号克隆

质粒测序鉴定（图 2B），结果与NCBI Gene数据库人

SHIP1基因CDS区序列（NM_001017915.2）比对完全

一致，证明SHIP1重组质粒构建成功。

2.3 稳定转染NSCLC细胞系的建立

慢病毒转染NSCLC细胞 72 h后，于倒置荧光显

微镜下观察，结果发现转染SHIP1重组慢病毒和阴性

对照慢病毒的NSCLC细胞均可见绿色荧光表达（图

3），表明稳定转染NSCLC细胞系构建成功。

2.4 感染慢病毒的NSCLC细胞中 SHIP1 mRNA的

表达

提取感染慢病毒后 NSCLC 细胞的 RNA，qRT-

PCR检测 SHIP1 mRNA的表达，结果（图 4）显示，与

阴性对照组比较，感染 SHIP1 重组慢病毒的 A549、

SPCA-1和 PC-9细胞中 SHIP1 mRNA水平均明显升

高，提示构建的SHIP1重组质粒和慢病毒能稳定过表

达NSCLC细胞中SHIP1。

1：DNA marker; 2：SHIP1

图1 人SHIP1基因CDS区的PCR扩增

Fig.1 PCR amplification of CDS region of human SHIP1 gene

1,2: Bacterial culture PCR result; 3：DNA marker

图2 菌液PCR扩增SHIP1 CDS区结果（A）及测序峰图（B）

Fig.2 CDS of SHIP1 amplification result by bacterial PCR (A) and sequencing peak map ( B)

A: A549; B: SPCA-1; C: PC-9

图3 成功构建SHIP1稳转NSCLC细胞系(×50)

Fig.3 The NSCLC cell lines stably over-expressing SHIP1 were successfully constructed(×50)

*P<0.01 vs NC group

图4 荧光定量PCR分别检测NSCLC细胞中SHIP1基因mRNA的表达

Fig.4 The mRNA levels of SHIP1 in NSCLC cells infected with SHIP1 recombinant lentivirus were detected by qRT-PCR
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2.5 感染慢病毒的NSCLC细胞中SHIP1蛋白的表达

提取感染慢病毒后NSCLC细胞的总蛋白，West-

ern blotting 检测 SHIP1 蛋白表达，与阴性对照组比

较，感染SHIP1重组慢病毒的A549、SPCA-1和PC-9

细胞中 SHIP1 蛋白水平均升高（图 5），提示构建的

SHIP1重组质粒和慢病毒能使NSCLC细胞中SHIP1

蛋白过表达。

2.6 过表达SHIP1抑制PC-9细胞的增殖活力

MTT法检测过表达SHIP1的PC-9细胞的增殖活

力，结果（图6）显示从第4 d开始，增殖能力相较于对

照组明显降低（P<0.05）。

图5 Western blotting分别检测NSCLC细胞中的SHIP1蛋白表达水平

Fig.5 The protein levels of SHIP1 in NSCLC cells infected with SHIP1recombinant lentivirus

were detected respectively by Western blotting

2.7 过表达SHIP1抑制PC-9细胞克隆形成能力

克隆形成实验结果（图 7）显示，与对照组相比，

过表达SHIP1的PC-9细胞克隆团形成数量明显减少

（P<0.01）。

2.8 过表达 SHIP1对 PC-9细胞中AP-1蛋白复合体

各组分的影响

Western blotting 检测过表达 SHIP1 细胞及对照

组细胞中AP-1蛋白复合体各组分的变化。结果（图

8）显示，过表达SHIP1组与对照组细胞相比，AP-1家

族蛋白中的转录因子 c-Jun、p-c-Jun(ser73)、JunD、p-

JunD（ser255）、p-JunB（ser259）、FosB 表达均显著下

调。

*P<0.05,**P<0.01 vs NC group

图6 过表达SHIP1对PC-9细胞活力的影响

Fig.6 Effect of SHIP1 overexpression on

the viability of PC-9 cells

**P<0.01 vs NC group
图7 过表达SHIP1对PC-9细胞克隆形成能力的影响

Fig.7 Effect of SHIP1 overexpression on colony forming ability of PC-9 cells

3 讨 论

众所周知，在肿瘤发生发展过程中，活化的

PI3K/AKT信号通路起着至关重要的作用。三磷酸

肌醇（PIP3）是PI3K信号通路发挥作用的关键第二信

使分子，通过招募含有pleckstrin同源结构域的蛋白，

激活其下游效应激酶（包括丝氨酸/苏氨酸激酶，

AKT、酪氨酸激酶、Btk、S6K、Rac等），发挥相应生物

学效应[7]。目前发现的PIP3降解酶主要有SHIP1/2和

PTEN，并且发现他们与 PIP3的亲和力有区别，这可

能导致了不同肿瘤发病机制的差异[20-21]。
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图8 过表达SHIP1对AP-1蛋白复合体各组分表达的影响

Fig.8 Effect of SHIP1 overexpression on the expression of

AP-1 heterodimer protein complex component

目前关于SHIP1与肿瘤作用中的研究主要集中

于血液系统肿瘤，其在实体瘤中的研究主要限于下

咽鳞癌、神经胶质瘤及结肠癌[19, 22-23]。SHIP1抑制血

液系统肿瘤的机制可能有两个方面：（1）通过降解

PIP3，抑制PI3K/AKT信号通路[24]。（2）在促肿瘤和抑

制肿瘤发展的免疫细胞中，SHIP1表达水平与活性不

同，提示SHIP1可能通过影响免疫反应来调控造血系

统肿瘤的发展[25]。然而，SHIP1在肺癌中的作用尚罕

见报道，其作用机制是否与血液系统肿瘤一致，还有

待进一步研究证实。

AP-1 是由 c-Jun 蛋白家族（包括 c-Jun、JunB、

JunD）和 c-fos蛋白家族（包括 FosB、c-fos等）组成的

二聚体复合物，起着基因转录分子开关的作用[26]。研

究[27]表明，在肿瘤中，PI3K/AKT通路激活后可调节下

游转录因子AP-1家族蛋白，作用其靶基因发挥促进

肿瘤细胞增殖和侵袭转移的作用。然而，SHIP1是否

能调控AP-1蛋白仍不清楚。

研究SHIP1在NSCLC中的功能及其机制的首要

条件是建立良好细胞模型，而研究抑癌基因的首要

条件是建立能使细胞稳定过表达目的基因的质粒或

慢病毒。SHIP1基因CDS区较长（3 570 bp），构建其

真核重组过表达质粒难度大，这在一定程度上制约

着关于SHIP1基因功能及机制的研究。本研究利用

pTSB-CMV-MCS-SBP-3Flag-EGFP质粒为载体，采用

基因克隆重组技术，成功将 SHIP1基因CDS区插入

载体质粒，最终成功构建了携带 Flag和GFP标签的

SHIP1重组质粒和慢病毒，为针对SHIP1基因的研究

打下了坚实基础。

为研究SHIP1在NSCLC中的作用，本研究选择

A549、SPCA-1 和 PC - 9 细胞作为细胞模型，利用

SHIP1重组慢病毒感染细胞，成功建立了稳定过表达

SHIP1的NSCLC细胞系，进一步在PC-9细胞中探讨

SHIP1 在 NSCLC 增殖中的作用，结果发现过表达

SHIP1后，PC-9细胞增殖活力、克隆形成能力显著下

降，c-Jun、p-c-Jun(ser73)、JunD、p-JunD（ser255）、p -

JunB（ser259）、FosB 表达显著下调。提示过表达

SHIP1可通过下调AP-1家族蛋白抑制NSCLC细胞

增殖能力。
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