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摘  要 

本文的目的是克隆人SHISAL1基因和构建其真核表达载体，并在肝细胞癌细胞中表达和分析。以人肝细

胞THLE-3总RNA为模板，用RT-PCR获得SHISAL1基因蛋白编码区，通过基因克隆和重组获得真核表达

载体pDsRed1-SHISAL1；用脂质体介导法将pDsRed1-SHISAL1导入肝癌细胞HuH-7中，用荧光显微镜和

激光共聚焦扫描显微镜观察细胞内红色荧光，用蛋白免疫印迹和免疫荧光染色分析细胞内FZD3的表达情

况。结果显示成功克隆人SHISAL1基因蛋白编码区并获得了真核表达质粒pDsRed1-SHISAL1；荧光显微

术和蛋白免疫印迹结果显示外源SHISAL1融合蛋白，即SHISAL1-RFP蛋白，在肝癌细胞HuH-7中表达；

激光共聚焦扫描显微术和蛋白免疫印迹结果显示SHISAL1可以抑制肝癌细胞HuH-7内源性FZD3表达。本

研究成功克隆了SHISAL1基因并在肝癌细胞中表达，并证明SHISAL1影响肝癌细胞内源性FZD3表达。 
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Abstract 
The aims are to clone human SHISAL1 gene and construct its eukaryotic expressional vector, and 
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then to express and analyze the protein in hepatocellular carcinoma cells. Using THLE-3 total RNA 
as a template, the protein coding region of SHISAL1 gene was obtained by RT-PCR, and the eukaryo-
tic expressional vector pDsRed1-SHISAL1 was obtained by gene cloning and recombination. The 
recombinant plasmid was introduced into hepatocellular carcinoma cell line HuH-7 by liposome 
method. The intracellular red fluorescence was observed by fluorescence microscopy and laser 
confocal scanning microscopy, and the expression of endogenous FZD3 was analyzed by western 
blot and immunofluorescence staining. The results showed that the protein coding region of human 
SHISAL1 gene was cloned successfully and the eukaryotic expression plasmid pDsRed1-SHISAL1 
was obtained. Fluorescence microscopy and western blot showed that SHISAL1 fusion protein, 
namely SHISAL1-RFP fusion protein, was expressed in HuH-7 cells. Laser confocal scanning micro-
scopy and western blot showed that overexpression of SHISAL1 could inhibit the endogenous ex-
pression of FZD3 in HuH-7 cells. Collectively, SHISAL1 gene was successfully cloned and expressed 
in hepatocellular carcinoma cells, and then it was proved that SHISAL1 could affect the expression 
of endogenous FZD3 in hepatocellular carcinoma cells. 
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1. 引言 

人 SHISAL1 基因全名为 Shisa like 1，也叫 KIAA1644，已确定定位于人 22 号常染色体短臂的 q13.31
上。与许多传统发现的基因相比，它的发现是通过生物信息学数据库搜索和比对获得的，现已证实

SHISAL1 基因编码的蛋白质且属于 SHISA 超家族成员之一，推测其可能是一种跨膜适配器并可能具备多

种生物学功能[1] [2]。生物信息学分析发现 SHISAL1 的 N-末端是一个长约 25 个氨基酸的信号肽序列，

其后是一段富含 6 个半胱氨酸的保守结构域(C * C * CC * CC)，在整个蛋白结构的中间是一段跨膜结构域，

其后带有含正电荷的精氨酸/赖氨酸残基，C-末端含有一段富含脯氨酸的结构域[1]。本组前期生物信息学

分析发现 SHISAL1 可能与多种肿瘤进程密切相关。因此，在此之前本组已通过大肠杆菌原核表达系统获

取了 SHISAL1 全蛋白，并通过小鼠免疫制备了 SHISAL1 多克隆抗体，准备研究 SHISAL1 蛋白表达、定

位及生物学功能研究[2]。为揭示 SHISAL1 在肝癌发生、发展和浸润中的具体生物学功能及作用途径，本

组在此先克隆重组了 SHISAL1 基因的真核表达质粒，通过脂质体介导法导入并获得了表达外源 SHISAL1
的肝细胞癌细胞，并分析发现外源SHISAL1可以抑制肝细胞癌细胞内源性FZD3的表达，为揭示SHISAL1
在肝癌进程中的作用奠定一定的前期基础。 

2. 实验材料和方法 

2.1. 实验材料 

肝细胞癌细胞 HuH-7 来源于中科院上海细胞库，SV40 转化的肝上皮细胞系 THLE-3 来源于上海冠导生

物工程有限公司，两株细胞均经过 STR 鉴定。脂质体 LipofectamineTM 2000、细胞培养液、TRIzol 试剂购买

于赛默飞世尔科技(中国)有限公司。胎牛血清来源于 Gemini 公司。限制性核酸内切酶、cDNA 第一链合成试

剂盒、高保真 Taq DNA 聚合酶、3'末端加“A”试剂盒、DNA 胶纯化试剂盒、T4 DNA 连接酶来源于宝日

医生物技术(北京)有限公司。引物合成和 DNA 测序由上海生工生物科技有限公司完成。RFP 标签鼠单抗、
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FZD3 多克隆兔抗、GAPDH 多克隆兔抗来源于 Bioworld。SHISAL1 多克隆鼠抗由本实验室自行制备。 

2.2. 细胞培养 

SV40 转化的肝上皮细胞系 THLE-3 细胞和肝细胞癌细胞系 HuH-7 细胞用分别用含 10%胎牛血清的

RPMI-1640 培养液和 DMEM 培养液进行培养，细胞培养的条件为 37℃、5.0% CO2。当细胞生长融合至

80%~90%时用 0.25%胰酶液进行消化传代和收集。 

2.3. RNA 抽提和 RT-PCR 

将细胞 THLE-3 播种于直径 6 cm 的细胞培养皿上，待细胞生长融合至 80%时，弃去培养液，用 PBS
清洗细胞 3 次，然后在培养皿中直接加入 1 mL 的 TRIzol 试剂，反复吹打裂解细胞，按照 TRIzol 说明书

的操作程序提取细胞总 RNA。测定 RNA 溶液浓度，用反转录试剂盒在 42℃反转录合成 cDNAs。 

2.4. SHISAL1 基因引物设计和克隆 

根据 GeneBank 中 SHISAL1 基因序列号(NM_001099294)设计人 SHISAL1 基因蛋白编码区两端的 PCR
引物，并在两端末端引入下游操作所需的特异性限制性核酸内切酶的酶切位点，引物序列如表 1 所示。 
 
Table 1. PCR primers for human SHISAL1 gene coding region 
表 1. 人 SHISAL1 基因蛋白编码区的 PCR 引物 

引物名称 引物序列(5’-3’) 

SHISAL1 上游引物 
CTCGAGCCACCATGACCAGTTGTGGCCAGCAGTCCTTG 

(下划线区为引入的 XhoI 酶切位点) 

SHISAL1 下游引物 
GAATTCGGTGGTGGTGATGGTGATGGTGGGATCCGCGAGGC 

ACCAGGGCAGACGAACTCTGGAAGGTCATCAGCGGT 
(斜体区为引入的 EcoRI 酶切位点) 

2.5. 真核表达载体构建 

以人 SHISAL1 基因 PCR 为引物，以 THLE-3 细胞的 cDNAs 为模板，用高保真 PCR 法扩增 SHISAL1
基因的蛋白编码区，其中设置退火温度为 62℃，延伸时间为 30 s。PCR 产物用 1.5%的琼脂糖凝胶电泳鉴

定和纯化。纯化的 DNA 片段通过加末端加“A”试剂盒对 DNA 片段 3’末端加“A”，加“A”产物与

T-载体 pMD18-T 连接，形成重组质粒 pMD18T-SHISAL1。连接产物用热激法转化感受态细菌 DH5α，通

过含氨苄青霉素的 LB 固体培养基筛选培养转化的细菌。挑取单克隆菌落并在 LB 细菌培养液中扩大培

养，抽提质粒和双酶切鉴定，鉴定符合预期效果的质粒进行 DNA 测序分析。 
测序正确的重组质粒 pMD18T-SHISAL1 和真核表达载体 pDsRed1-N1 用 EcoR I/Xho I 进行双酶切，

酶切产物用 1.5%琼脂糖凝胶电泳分离纯化 SHISAL1 DNA 片段和线性化骨架载体，胶回收试剂盒回收并

纯化目的片段并用 T4 DNA 连接酶连接，产物转化感受态细菌 DH5α，用含有卡那霉素的 LB 固体培养

基筛选培养转化的细菌，挑取单克隆菌落并扩大培养，经抽提质粒、双酶切鉴定和 DNA 测序，正确重

组的真核表达质粒命名为 pDsRed1-SHISAL1。 

2.6. 细胞转染 

将 HuH-7 细胞在转染前 12 h 按 30%~40%的融合率铺板于 6 孔板中。转染前将细胞培养液更换为无

血清的 DMEM，转染过程和转染试剂用量按 LipofectamineTM 2000 说明书进行。实验设置对照组(空载体

pDsRed1-N1)和实验组(目的基因质粒 pDsRed1-SHISAL1)。转染后 6 h 更换为新鲜的含 10% FBS 的细胞培
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养液继续培养，转染后 72 h 将细胞放置在倒置荧光显微镜下观察转染效果。 

2.7. 蛋白免疫印迹 

用 0.25%的胰酶消化培养的靶细胞，离心收集后用 PBS 清洗 2 次。用高效细胞裂解液快速裂解细胞

并进行 BCA 定量，5 × SDS 上样缓冲液制备样品后进行变性胶电泳，将蛋白通过电转移印至 PVDF 膜上，

5% BSA 室温封闭 PVDF 膜 30 min，TBST 清洗 3 次，4℃一抗孵育过夜，TBST 清洗 3 次，二抗室温孵

育 2 h，TBST 清洗 3 次，ECL 显色和成像。 

2.8. 免疫荧光染色 

用 0.25%的胰酶消化细胞，重新铺板于底层垫有盖玻片(多聚赖氨酸包被)的 24 孔板中，当靶细胞贴

壁并显示正常的细胞形态后，弃去细胞培养液，PBS 清洗盖玻片 3 次，用 4%的多聚甲醛 4℃固定过夜，

用 0.5% Triton X-100 室温通透细胞 10 min，5% BSA 室温封闭 30 min，一抗 4℃孵育过夜、二抗室温孵

育 2 h、DAPI 染色和封片，激光扫描共聚焦显微镜分析细胞内的蛋白质分布与表达。 

3. 结果 

3.1. 成功克隆人 SHISAL1 基因和建立其真核表达载体 pDsRed1-SHISAL1 

如图1所示，通过RT-PCR和高保真PCR扩增获得人SHISAL1基因的蛋白编码区 cDNA片段(图1A)，
将该片段插入克隆载体 pMD18-T 中，经 EcoR I/Xho I 双酶切鉴定(图 1B)和 DNA 测序，结果显示 SHISAL1
蛋白编码区无任何氨基酸突变。将此编码区 DNA 片段插入到真核表达载体 pDsRed1-N1 中，构建的重组

质粒 pDsRed1-SHISAL1先后进行双酶切鉴定(图 1C)和DNA 测序，结果显示成功构建重组真核表达质粒，

在细胞中可以表达 SHISAL1 融合蛋白(SHISAL1-RFP)，其重组质粒结构示意图如图 1D 所示。 
 

 
注：(A) SHISAL1 基因蛋白编码区 cDNA。(B) EcoR I/Xho I 酶切分析 pMD18T-SHISAL1。(C) EcoR I/Xho I 酶切分析

重组质粒 pDsRed1-SHISAL1。(D) 真核表达载体 pDsRed1-SHISAL1 结构示意图。 

Figure 1. Gene coding region of SHISAL1 and its eukaryotic expressional plasmid 
图 1. SHISAL1 基因蛋白编码区及其真核表达载体 

3.2. 外源 SHISAL1 在肝癌细胞 HuH-7 中表达 

如图 2A 所示，用脂质体将重组质粒 pDsRed1-SHISAL1 导入肝癌细胞 HuH-7 中 72 小时后，细胞在
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荧光显微镜下开始出现红色荧光。对细胞进行爬片、固定和激光共聚焦扫描分析，发现细胞内红色荧光

呈局部和区域性分布(图 2B)。对细胞进行蛋白免疫印迹分析，发现用 SHISAL1 抗体孵育后，对照细胞仅

出现内源性 SHISAL1 一条条带，而转染组细胞出现了 2 条条带；用 RFP 标签抗体进行孵育，对照细胞

出现了红色荧光蛋白 (RFP)一条条带，而转染组细胞出现了一条分子量较大的 RFP 融合蛋白

(SHISAL1-RFP) (图 C)，上述结果证明外源 SHISAL1 蛋白在肝癌细胞 HuH-7 中表达。 
 

 
注：(A) 外源 SHISAL1 蛋白在荧光显微镜下呈红色。(B) 外源 SHISAL1 蛋白在激光共聚焦扫描显微镜下呈红色荧

光。(C) Western blot 显示外源 SHISAL1 蛋白在 HuH-7 中表达。 

Figure 2. Expression of SHISAL1 protein in HuH-7 cells of hepatocellular carcinoma 
图 2. 外源蛋白 SHISAL1 在肝癌细胞 HuH-7 中表达 

3.3. 表达外源 SHISAL1 蛋白抑制肝癌细胞 HuH-7 中 FZD3 蛋白的表达 

当肝癌细胞HuH-7中表达外源 SHISAL1后，对细胞用 FZD3多克隆抗体进行细胞免疫荧光染色分析，

结果发现肝癌细胞表达外源 SHISAL1 后，细胞内 FZD3 表达下降(图 3A)。用蛋白免疫印迹对细胞内全蛋

白进行分析，同样发现过表达外源 SHISAL1 后，细胞内源性 FZD3 表达下降(图 3B)，证明 SHISAL1 可

能会抑制肝癌细胞 HuH-7 中内源性 FZD3 的表达。 
 

 
注：(A) 激光共聚焦扫描显微术显示 SHISAL1 抑制细胞内 FZD3 表达。(B) 蛋白免疫印迹显示 SHISAL1 抑制 FZD3
的表达。 

Figure 3. Suppression of expression of FZD3 in HuH-7 cells by SHISAL1 
图 3. SHISAL1 抑制细胞 HuH-7 中 FZD3 的表达 
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4. 讨论 

目前已发现的 Shisa 超家族包括 Shisa 家族、Shisa like 家族两大类，前者成员包括 SHISA 1~9，后者

包括 Shisa 的远缘同源基因 Shisa like 1 (SHISAL1)、Shisa like 2a (SHISAL2a)和 Shisa like 2b (SHISAL2b)，
其共同特征是含有一段富含半胱氨酸的保守的序列[1] [3]。Shisa 超家族成员广泛存在于脊椎动物中，与

胚胎发育[4]、成体心肌细胞重编程[5]、肌肉细胞融合[6]、糖尿病[7]、细胞凋亡[8]、神经发育与传导[9] [10]、
神经疾病[11] [12]、细胞干性维持[13]和肿瘤病变[14] [15]等均有密切联系。但是，目前尚缺乏对 Shisa like 
家族的探索和研究，作为 Shisa like 家族中的 SHISAL1，科研工作者对其了解也仅停留在转录和翻译水平

上。最新研究发现在年轻的乳腺癌患者或正常乳腺组织中，若包括 SHISAL1 基因在内的 5 个基因集表达

过高就会导致总体生存率和无病生存率显著下降[16]；可是在子宫内膜癌中呈现相反的趋势，即当子宫内

膜癌患者组织中高表达包括 SHISAL1 基因在内的 7 个差异表达基因集，其预后效果显著提高[17]。本组

通过 Ualcan 网站对 TCGA 数据库中的 35 种肿瘤进行分析，发现有数据的 26 种原发性肿瘤中，10 种肿

瘤中 SHISAL1 表达中位值升高(其中 7 种差异显著)，16 种肿瘤中 SHISAL1 表达中位值下降(其中 9 种差

异显著) [18]。这些结果暗示 SHISAL1 生物学功能的复杂性，它可能在不同的组织癌变中起着不同的调

控作用，也显示当前我们对 SHISAL1 缺乏系统和全面的认识。但是在蛋白水平上，目前仅了解 SHISAL1
基因可以翻译成蛋白质并定位于高尔基体上，其他具体的生物学功能知之甚少[2]。 

为研究 SHISAL1 在肝癌发生、发展、转移和浸润中的相关作用以及其所扮演的角色，本课题组以肝

细胞癌细胞HuH-7为研究对象，通过体外克隆和构建 SHISAL1基因的红色荧光蛋白融合的真核表达载体，

将其导入肝癌细胞中，使其在肝癌细胞中可以定位、追踪和分析蛋白生物学功能，发现其过表达后可以

抑制肝癌细胞内源性 FZD3 表达，目前已知 FZD3 是一个典型的与胚胎发育和肿瘤发生发展密切相关的

原癌基因，其表达升高会导致多种肿瘤发生、发展和转移[19] [20] [21]。因此，本组推测 SHISAL1 在肝

癌进程中可能会通过抑制 FZD3 表达而抑制细胞癌变，但其中涉及的作用机制和途径有待进一步研究和

探索。 
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