
现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress in Modern Biomedicine Vol.17 NO.23 AUG.2017

doi: 10.13241/j.cnki.pmb.2017.23.009

SHIP1在急性髓细胞白血病患者中的表达及对人白血病细胞凋亡
的影响研究 *

王小蕊 1 李文倩 1 冯建明 1 沈 扩 1 艾 国 1 韩国雄 1 孟 毅 2

（1青海省人民医院血液风湿科 青海西宁 810000；2河南省中医院脑病科 河南郑州 450000）

摘要 目的：探讨含 SH2结构域的肌醇 1(SHIP1)在急性髓细胞白血病患者中的表达及对人白血病细胞凋亡的影响。方法：采用

Western blot 检测收集的急性髓细胞白血病患者骨髓中 SHIP1 的表达。人白血病细胞 U937 转染 SHIP1 过表达载体

(pEGFP-SHIP1组)及对照空载体(pEGFP组)，同时设置对照组，对照组细胞不转染载体，其他步骤同 pEGFP-SHIP1组和 pEGFP

组。流式细胞仪检测 48 h的细胞凋亡情况，Western blot检测 48 h细胞中 SHIP1、Bcl-2、Bax、Akt、p-Akt的表达。结果：急性髓细胞

白血病患者骨髓中 SHIP1表达明显低于正常人(P<0.05)。pEGFP-SHIP1组细胞中 SHIP1、Bax表达和凋亡率均明显高于 pEGFP组

及对照组(P<0.01)，Bcl-2、p-Akt表达均明显低于对照组(P<0.01)。结论：SHIP1在急性髓细胞白血病患者骨髓中表达下调，其可能

通过 Akt信号促进人白血病细胞凋亡。
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Expression of SHIP1 in the Patients with Acute Myeloid Leukemia and Its

Influence on the Apoptosis of Human Leukemia Cells*

To investigate the expression of SHIP1 in the patients with acute myeloid leukemia and its effect on the

apoptosis of human leukemia cells. The expression of SHIP1 in the bone marrow of patients with acute myeloid leukemia was

detected by Western blot. U937 cells was transfected with SHIP1 expression vector (pEGFP-SHIP1 group) and empty vector control

(pEGFP group) respectively, U937 cells without transfection were used as the control group. Flow cytometry was used to detect the apop-

tosis of the cells, the expression of SHIP1, Bcl-2, Bax, Akt, p-Akt were detected by western blot. The expression of SHIP1 in the

bone marrow of patients with acute myeloid leukemia was significantly lower than that of the normal human bone marrow SHIP1(P<0.

01). The SHIP1 and Bax expressions as well as the apoptotic rate of pEGFP-SHIP1 group were significantly higher than those of the con-

trol group(P<0.01), while the Bcl-2 and p-Akt expressions were significantly lower than those in the control group(P<0.01).

SHIP1 expression was down regulated in the bone marrow of patients with acute myeloid leukemia. SHIP1 could promote the apoptosis

of human leukemia cells via Akt signaling pathway.
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前言

急性髓细胞白血病(acute myelocytic leukemia，AML)又称

为急性非淋巴细胞白血病，属于白血病的一种[1]。据统计，非老

年的急性髓细胞白血病患者中只有 40%，而老年急性髓细胞白

血病患者中只有 10%经过常规的化疗能继续生存[2]。急性髓细

胞白血病发病机制复杂，是由于单核细胞、红细胞等髓系细胞

过度增生导致的造血系统肿瘤[3]。

含 SH2结构域的肌醇 1 (SHIP1) 作为一种磷酸肌醇磷酸

酶，参与恶性血液疾病的发生过程[4]。SHIP1对造血细胞生长和

增殖发挥负调控的作用。有研究表明敲除小鼠中 SHIP1基因

后，其外周血中的白细胞数目异常增多，临床症状和病理检查

结果与人白血病相似[5]。而 SHIP1在 CML患者骨髓的白细胞

中表达水平异常降低[6]。为了明确 SHIP1对人白血病细胞凋亡

的影响，本研究通过细胞转染 SHIP1过表达载体，探讨 SHIP1

在急性髓细胞白血病发病机制中的作用，以期为治疗急性髓细

胞白血病提供理论依据。
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1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 组织及细胞 选取 2012年 7月 ~2015年 10月青海省

人民医院确诊的急性髓细胞白血病患者骨髓共 62例，男性 32

例，女性 30例，平均年龄(42.35± 14.31)岁。同期选择 20例健康

志愿者骨髓作为对照组。本研究已经过医院伦理委员会的批

准，所有患者及家属已签署知情同意书。人白血病细胞 U937

购自于中国科学院细胞库。

1.1.2 主要仪器及试剂 RPMI1640 培养基购自于美国 Sig-

ma；SHIP1 单克隆抗体、Bcl-2 单克隆抗体、Bax 单克隆抗体、

Akt单克隆抗体、p-Akt单克隆抗体、GAPDH单克隆抗体、辣根

过氧化物标记的二抗均购自于美国 CTS；CO2培养箱购自于美

国 Thermo；流式细胞仪购自于美国 BD；PVDF膜购自于北京

鼎国；胎牛血清购自于杭州四季青；

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 取出保存在液氮罐中的 U937细胞，放在

37℃的水浴锅中融化细胞，在细胞中加入含有 10% FBS的 RP-

MI1640细胞培养液，800 rpm离心 10 min，吸除上清液，在细胞

沉淀中加入细胞培养液悬浮细胞，接种到细胞培养瓶中，放在

37℃，5% CO2培养箱中培养。观察细胞融合度达到 80%时，将

细胞转移到离心管中，1000 rpm离心 10 min，弃上清液，加入新

鲜的培养液，按照实验要求接种到培养瓶中培养。

1.2.2 细胞转染 取培养至对数生长期的 U937细胞，转移至

离心管中，1000 rpm离心 10 min，加入细胞培养液悬浮细胞，调

整细胞浓度为每毫升含有 1× 105个细胞，接种到 12孔细胞培

养板中培养 24 h。根据 Lipofectamine2000脂质体转染说明书

将 SHIP1过表达载体(pEGFP-SHIP1)及对照空载体(pEGFP)转

染至 U937细胞中，同时设置对照组，对照组不转染载体，其他

步骤同 pEGFP-SHIP1组和 pEGFP组。放置在 37℃，5% CO2培

养箱中培养。转染后 48 h，Western blot检测 SHIP1水平。

1.2.3 Western blot检测 取出保存在 -80℃的组织或细胞，放

置于冰上，加入 RIPA裂解液，反复吹打混匀。冰上裂解 30 min

后，14000 rpm，4℃离心 20 min，吸取蛋白上清液至 EP管中。按

照 BCA蛋白浓度检测试剂盒检测提取的蛋白浓度。取蛋白样

品与 Loading buffer混合后，100℃煮沸 5 min使蛋白变性。取

变性蛋白样品加入到 SDS凝胶(10%分离胶，5%浓缩胶)上样孔

中，每孔加入 50 滋L。电泳的初始电压为 6 V/cm，观察溴酚蓝进

入分离胶后，把电压调整到 10 V/cm，待溴酚蓝进入分离胶的

底部，电泳结束。取出蛋白凝胶，将蛋白转印至 PVDF膜上，转

膜电流为 1 mA/cm2，4℃转膜 2 h。取出 PVDF膜经 5%脱脂奶

粉封闭(室温封闭 1 h)后，依次与一抗(600倍稀释，4℃孵育过

夜)、二抗(1000倍稀释，室温孵育 1h)反应后，显色，以 GAPDH

为内参，分析蛋白表达。

1.2.4 流式细胞术检测细胞凋亡 取转染 48h 后的 U937 细

胞，离心后，收集细胞，调整细胞浓度为 1× 106个 /mL。取 1 mL

细胞，1000 rpm离心 10 min后，弃上清液，加入冰预冷的 PBS

洗涤细胞两次，弃 PBS，在细胞中加入 Annexin-V缓冲液充分

混合后，加入各 5 滋L的 PI和 Annexin-V-FITC，避光反应 25

min，加 400 滋L的结合缓冲液，流式细胞仪检测细胞凋亡情况。

实验重复 3次，以提高实验的准确性。

1.3 统计学分析

所得的实验数据均采用 SPSS22.0统计学软件分析，数据

以均数± 标准差(x± s)表示，两组数据比较用 t检验，多组数据

以上用单因素方差分析，以 P<0.05为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 SHIP1在急性髓细胞白血病患者中的表达

如图 1所示，急性髓细胞白血病患者骨髓中 SHIP1表达水

平明显低于正常人骨髓，差异具有统计学意义(P<0.01)。

2.2 pEGFP-SHIP1的转染效率

白血病细胞 U937转染 pEGFP-SHIP1和 pEGFP后，West-

ern blot检测转染 48 h的细胞中 SHIP1的表达水平。结果显示：

pEGFP-SHIP1组细胞中 SHIP1水平明显高于对照组，差异具

有统计学意义(P<0.01)，而 pEGFP组细胞中 SHIP1水平与对照

组相比差异无统计学意义(P>0.05)，见图 2。

图 1 SHIP1在急性髓细胞白血病患者中的表达

注：A：Western blot结果图；B：蛋白表达率；**P<0.01 vs正常人骨髓

Fig.1 The expression of SHIP1 in the patients with acute myeloid leukemia

Note: A: Western blot; B: protein expression rate; **P<0.01 vs normal

human bone marrow.
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2.3 过表达 SHIP1对 U937细胞凋亡的影响

细胞转染 pEGFP-SHIP1和 pEGFP后，pEGFP-SHIP1组细

胞凋亡率明显高于对照组 (P<0.01)，SHIP1组细胞凋亡率与对

照组相比差异无统计学意义(P>0.05)。pEGFP-SHIP1组细胞中

Bax 表达明显高于对照组 (P<0.01)，pEGFP-SHIP1 组细胞中

Bcl-2水平明显低于对照组(P<0.01)，而 SHIP1组细胞中 Bcl-2、

Bax水平与对照组相比差异无统计学意义(P>0.05)，见图 3。

2.4 过表达 SHIP1对 U937中 Akt、p-Akt表达的影响

白血病细胞 U937 转染 pEGFP-SHIP1 和 pEGFP 后，

pEGFP-SHIP1组细胞中 p-Akt水平明显低于对照组(P<0.01)，

pEGFP-SHIP1组、SHIP1组、对照组细胞中 Akt水平差异无统

计学意义(P>0.05)，SHIP1组细胞中 p-Akt水平与对照组相比差

异无统计学意义(P>0.05)，见图 4。

3 讨论

急性髓细胞白血病是一种常见的血液系统疾病，成年人的

发病率较高，以皮肤黏膜异常出血、贫血、发热、脾脏肿大为典

型的临床症状[7]。目前，化疗是治疗急性髓细胞白血病的主要方

法[8]。虽然化疗取得了一些成效，但患者 5年内的生存率仅 30%

左右[9]。

人类 SHIP基因定位于 q36.1-37，是受酪氨酸磷酸化调控

的肌醇磷酸酶家族成员之一[10]。SHIP有两种同源物，分别为

SHIP1和 SHIP2，二者的基因 N端是 SH2结构域，C端是脯氨

酸聚集的区域，中间部分是磷脂酰肌醇催化的场所[11,12]。SHIP2

广泛存在于哺乳动物体内，而 SHIP1只在哺乳动物造血系统中

表达。近年来的研究表明 SHIP1与血液系统疾病密切相关，

SHIP1可以抑制造血细胞的增殖和存活[13-16]。急性髓细胞白血

病患者的外周血和骨髓中 SHIP1 mRNA表达下调，病参与白

血病细胞的凋亡[17,18]。本研究分别选取急性髓细胞白血病患者

的骨髓和正常人的骨髓，通过Western blot检测其 SHIP1的表

达，结果显示急性髓细胞白血病患者骨髓中 SHIP1的表达下

调，这与既往的研究结果一致。

正常情况下，细胞凋亡与细胞生长是一个动态平衡的过

程，在某些病理条件下，细胞恶性增殖、癌变会形成肿瘤[19-22]。白

血病细胞凋亡在白血病发生和发展过程中至关重要。细胞凋亡

过程中受多种信号因子的共同调控，是一个极为复杂的过程
[23]。Bcl-2蛋白家族是目前研究较多的与凋亡相关的蛋白，Bax

作为 Bcl-2蛋白家族中的成员在细胞凋亡过程中发挥促进作

用，而 Bcl-2发挥抑制凋亡的作用[24-27]。本研究结果显示过表达

SHIP1能够促进白血病细胞凋亡，增加促凋亡蛋白 Bax的表

达，抑制抑凋亡蛋白 Bcl-2的表达，提示 SHIP1主要发挥抑癌

基因的作用。

Akt信号通路广泛存在于哺乳动物体内，参与调控细胞的

增殖和凋亡。心肌细胞、海马神经元细胞、癌细胞等多种细胞的

生长都与 Akt信号通路有关。有研究表明过表达 SHIP1后的人

白血病细胞后细胞内 Akt的磷酸化水平降低，从而促进细胞凋

亡增多[28-30]。本研究结果显示过表达 SHIP1的人白血病细胞中

p-Akt水平下降，提示 SHIP1可能通过抑制 Akt信号通路调控

人白血病细胞的凋亡。

综上所述，SHIP1在急性髓细胞白血病患者骨髓中表达下

调。SHIP1能够促进人白血病细胞的凋亡，作用机制可能与 Akt

信号通路有关。本研究结果与之前的研究报道均说明了 SHIP1

在急性髓细胞白血病患者骨髓中表达下调，提高 SHIP1表达后

能够促进人白血病细胞的凋亡，但研究方法不同，薛华[31]等通

过检测急性髓细胞白血病患者骨髓中 SHIP1的 mRNA水平发

现 SHIP1的低表达，而本研究中运用Western blot的方法检测

了蛋白的表达水平，并且本研究中进一步说明了 SHIP1对人白

血病细胞凋亡的作用机制，这为进一步研究 SHIP1在急性髓细

胞白血病发病机制中的作用奠定了基础，为治疗急性髓细胞白

血病提供了新方向。
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