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敲低鞘氨醇激酶-1对非小细胞肺癌细胞增殖及线粒体凋亡途径

的影响及机制

曹宇华1, *，殷 舞2，吕艳茹3

广西壮族自治区人民医院1临床肿瘤中心；2病理科；3科研部，南宁 530021

摘  要：本文旨在探讨敲低鞘氨醇激酶-1 (sphingosine kinase-1, SPHK1)对非小细胞肺癌(non-small cell lung cancer, NSCLC)细
胞增殖、周期和凋亡的影响，并探讨其可能机制。用定量逆转录聚合酶链反应(qRT-PCR)检测人胚肺成纤维细胞系(MRC-5)
和4种NSCLC细胞中SPHK1 mRNA表达水平。利用SPHK1-shRNA和相应的阴性对照转染A549和H1299细胞。用CCK8法测定

细胞增殖，用Annexin V-FITC/PI双重染色试剂盒评价细胞凋亡，用细胞周期检测试剂盒测定细胞周期分布，用JC-1线粒体膜

电位测定试剂盒检测线粒体膜电位，用蛋白质印迹法检测细胞周期和线粒体凋亡途径相关蛋白、MEK/ERK信号通路的蛋白

表达水平。结果显示，NSCLC细胞SPHK1 mRNA表达水平高于MRC-5细胞。SPHK1-shRNA显著抑制A549和H1299细胞的增

殖，并促进线粒体途径的细胞凋亡，将细胞周期阻滞在G0/G1期；与对照组相比，SPHK1-shRNA组MEK和ERK蛋白磷酸化

水平显著下调。MEK/ERK抑制剂可抑制A549和H1299细胞增殖，并促进细胞凋亡。上述结果提示，SPHK1敲低可能通过抑

制MEK/ERK信号通路来抑制NSCLC的增殖和促进线粒体途径的细胞凋亡。
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Abstract: The purpose of the present study was to investigate the effect and potential mechanism of knockdown of sphingosine 
kinase-1 (SPHK1) on the proliferation, cell cycle and apoptosis of non-small cell lung cancer (NSCLC) cells. Quantitative reverse 
transcription polymerase chain reaction (qRT-PCR) was used to detect SPHK1 mRNA expression in human healthy lung fibroblasts 
(MRC-5 cells) and four NSCLC cell lines. Then, A549 and H1299 cells were transfected with SPHK1-shRNA and corresponding 
negative control. CCK-8, Annexin V-FITC/PI dual staining and cell cycle assay were performed to evaluate cell proliferation, apoptosis 
and cell cycle distribution, respectively. JC-1 mitochondrial membrane potential measurement kit was adopted to measure mitochondrial 
membrane potential. Western blot was used to detect the protein expression levels of cell cycle and mitochondrial apoptotic pathway- 
related proteins, as well as MEK/ERK signaling pathway. The results showed that the mRNA expression of SPHK1 in NSCLC cells 
was higher than that in MRC-5 cells. SPHK1-shRNA significantly inhibited the proliferation of A549 and H1299 cells, blocked the 
cell cycle in G0/G1 phase, and promoted cell apoptosis through the mitochondrial pathway. Compared with the control group, the 
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expression of p-MEK and p-ERK proteins in the SPHK1-shRNA group was significantly down-regulated. Moreover, MEK/ERK 
inhibitor could dramatically suppress cell proliferation and promote cell apoptosis. These results suggest that SPHK1 knockdown can 
inhibit the proliferation of NSCLC cells and might promote mitochondrial apoptotic pathway by inhibiting MEK/ERK signaling pathway.
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非小细胞肺癌 (non-small cell lung cancer, NSCLC)
是一种发病率和死亡率高的恶性肿瘤，目前最有效

的治疗包括手术切除辅以放疗和化疗 [1]。NSCLC
的发生和发展通常是一个多阶段的过程，其预后差，

5 年总生存率极低 [1, 2]。因此，目前迫切需要有助于

早期诊断和改善预后的新治疗策略。鞘氨醇激酶 -1 
(sphingosine kinase-1, SPHK1) 已被证明在肿瘤发生

中起重要作用，其生物学功能与维持细胞存活和凋

亡信号之间的平衡有关 [3]。研究表明，SPHK1 在包

括肺癌在内的多种癌症中过表达 [4]，越来越多的证

据提示 SPHK1 的上调与各种癌症恶性表型的发展

有关，例如 Dai 等 [5] 的研究结果显示，SPHK1 水

平上调伴随着卵巢癌组织中微血管密度的增加，在卵

巢癌血管生成中起关键作用。而 Ma 等 [6] 在 NSCLC
细胞中过表达 SPHK1 可诱导抗凋亡和迁移相关基

因的表达，增强细胞增殖、抗凋亡和迁移能力。

Lyn 等研究显示，敲低 SPHK1 可抑制 NSCLC 细胞

的侵袭和迁移能力 [7]。以上这些研究结果提示，

SPHK1 可能在促进 NSCLC 发展中起重要作用。然

而，SPHK1 参与 NSCLC 进展的确切分子机制尚未

明确。本研究旨在研究敲低 SPHK1 对 NSCLC 细胞

增殖、周期和凋亡的影响，并探讨敲低 SPHK1 对

MEK/ERK 信号通路的影响，以期为揭示 NSCLC
分子机制和开发用于诊断和治疗 NSCLC 的新生物

标记物提供重要证据。

1  材料与方法

1.1  细胞培养　　所有细胞系均购自中国科学院

上海细胞库。4 种人 NSCLC 细胞 (PC-9、A549、
H1299 和 SPC-A1) 培养在 Dulbecco 改良 Eagle 培养

液 (Dulbecco’s modified Eagle’s medium, DMEM) 中，

人胚肺成纤维细胞系 (MRC-5) 保持在最低必需培养

液 (minimum essential medium, MEM) 中，均补充有

10% 胎牛血清 (Gibco) 和 100 μg/mL 链霉素及 100 
U/mL 青霉素，在含有 5% CO2 和 37 °C 的培养箱中

培养。

1.2  主要试剂和抗体　　Annexin V-FITC/PI 凋亡试

剂盒、细胞周期检测试剂盒、TUNEL 比色试剂盒、

线粒体膜电位检测试剂盒 (JC-1) 分别购自杭州联

科生物技术股份有限公司、南京凯基生物科技发

展有限公司、Promega 和 Beyotime。抗活性半胱

天冬酶 -3 (active caspase-3)、活性半胱天冬酶 -9 (active 
caspase-9)、BAX、Bcl-2、CDK4、CDK6、Cyclin 
D1、Cytochrome C、PARP 和 cleaved-PARP 抗体购

自Abcam。抗ERK1/2、p-ERK1/2、MEK1/2、p-MEK1/2
抗体和辣根过氧化物酶标记的二抗购自 Cell Signaling 
Technology。MEK 通路抑制剂 PD0325901 购自 Med- 
ChemExpress。
1.3  SPHK1 的基因表达测定　　定量实时逆转录聚

合酶链反应 (qRT-PCR) 用于检测细胞中 SPHK1 基

因的表达。在指数生长期收集 NSCLC 细胞，用

Trizol 提取总 RNA。逆转录试剂盒 PrimeScript RT
试剂盒 (TaKaRa) 用于 SPHK1 基因的逆转录，然后

利用 ABI 7900HTSequence 检测系统检测 SPHK1 的

表达。引物由上海生工生物工程股份有限公司合成，

序列如下 ：SPHK1 ：上游引物：5′-GCTCTGGTG-
GTCATGTCTGG-3′，下游引物：5′-CACAGCAATAGC-
GTGCAGT-3′ ；GAPDH ：上游引物：5′-CTGGGC-
TACACTGAGCACC-3′，下游引物：5′-AAGTGGTCG- 
TTGAGGGCAATG-3′。实时 PCR 反应条件如下：

95 °C 10 min， 95 °C 15 s，60 °C 1 min，40 个循环。

GAPDH mRNA 表达水平为内参照，采用 2−ΔΔCt 法

进行定量。

1.4  细胞转染与药物处理　　A549 和 H1299 细胞

用于 SPHK1 敲低实验，SPHK1-shRNA 或阴性对照

由基因化学公司设计合成。SPHK1 表达构建体是

通过将聚合酶链反应扩增的全长人 SPHK1 基因亚

克隆到 pMSCV 质粒中而产生的，将 SPHK1 靶向

siRNA 序列 (GGCTGAAATCTCCTTCACG) 克隆到

pSuper-retro-puro 中，生成 pSuper-retro-SPHK1-RNAi。
然后根据制造商的说明，使用 Lipofectamine 2000 
(Invitrogen) 将含有 SPHK1-shRNA 或对照 shRNA 
( 乱序 ) 的载体稳定转染到细胞中，用 5 mg/mL 嘌

呤霉素稳定转染的细胞。

另外，为了验证 MEK 通路在 NSCLC 细胞中

的作用，将 A549 和 H1299 细胞分别用 0.1% 二甲
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基亚砜 ( 对照组 control) 和 10 μmol/L PD0325901 处

理 24 h，进行细胞凋亡和增殖检测。

1.5  细胞凋亡检测　　细胞转染处理后用冷 PBS 洗

涤，并以 1 × 106 /mL 细胞密度重悬于 1 mL 结合缓

冲液中，加入 5 μL Annexin V-FITC 和 5 μL PI，并在

黑暗中室温下孵育 15 min，用 FACStar 流式细胞

仪 (BD Biosciences) 检测细胞，并使用 FCS express 
version 6 软件进行分析，所有实验重复 3 次。另外，

本研究也采用 TUNEL 比色试剂盒来分析 TUNEL
阳性细胞 ( 凋亡细胞 ) 比例。

1.6  细胞增殖测定　　使用 CCK-8 测定试剂盒按照

说明书步骤进行细胞增殖测定。细胞在 96 孔板中

以 2 × 103 / 孔的细胞密度培养，每孔 200 mL。用

20 mL CCK-8试剂孵育2 h后，用分光光度计 (BioTek)
测量 450 nm 处的吸光度。

1.7  细胞周期检测　　采用细胞周期检测试剂盒测

量细胞周期分布。用胰蛋白酶溶液分离细胞，PBS
洗涤两次，并以 1 000 r/min 离心 3 min，收集细胞

用 70% 冷乙醇在 4 °C 固定过夜，然后用 500 μL PI/
RNase (9:1) 工作溶液孵育。细胞含量通过流式细胞

仪 (Sysmex) 测定，并使用 FCS express version 6 软

件分析。

1.8  线粒体膜电位 (mitochondrial membrane potential, 
MMP) 测定　　采用 JC-1 线粒体膜电位测定试剂

盒检测 MMP [8]。使用羰基氰化物间氯苯腙 (CCCP)
处理的细胞作为阳性对照，处理的细胞加入到

JC-1/ 培养基 (1:1) 中，并在 37 °C 孵育 20 min，用

JC-1 洗涤缓冲液洗涤细胞两次。随后，使用荧光显

微镜 (Olympus) 观察 MMP 情况。红色荧光表示正

常细胞线粒体的 MMP 较高，绿色荧光表示凋亡细

胞线粒体的 MMP 较低，采用 ImageJ 进行荧光定量，

以红色荧光和绿色荧光的比值表示 MMP。
1.9  蛋白质印迹分析　　细胞裂解物在含 PMSF 的

RIPA 缓冲液中裂解后获得，使用细胞线粒体分离

试剂盒 (C3601，碧云天 ) 进行线粒体和无线粒体蛋

白的提取。使用 BCA 蛋白检测试剂盒 (Thermo) 定
量，蛋白 ( 约 30 μg) 用 10% 的 SDS- 聚丙烯酰胺凝

胶电泳，并电转移到聚偏二氟乙烯膜上 (Invitrogen)。
用 Tris- 缓冲盐水 (pH 7.5)/5% 脱脂奶粉封闭，与抗

active caspase-3 (1:500)、active caspase-9 (1:1 000)、
BAX (1:1 000)、Bcl-2 (1:1 000)、CDK4 (1:1 000)、
CDK6 (1:1 000)、Cyclin D1 (1:200)、Cytochrome C (1: 
5 000)、PARP (1:1 000)、Cleaved-PARP (1:1 000)、

ERK1/2 (1:1 000)、p-ERK1/2 (Thy202/Tyr204) (1: 
2 000)、MEK1/2 (1:1 000)、p-MEK1/2 (Ser217/221) 
(1:2 000) 以及 β-actin (1:5 000) 抗体在 4 °C 下孵育

过夜，随后与辣根过氧化物酶标记的二抗 (1:2 000)
在 37 °C 下孵育 2 h。用增强化学发光试剂 (Merck 
Millipore) 显色并采集数据，应用 ImageJ 软件进行

蛋白定量分析，以 β-actin 作为内参，用目标蛋白灰

度值与内参灰度值的比值表示蛋白相对表达量。

1.10  统计分析　　所有数据以 mean ± SD 表示，采

用 SPSS 20.0 软件进行分析。t 检验用于两个独立样

本的比较，单因素方差分析用于检验多组间的差异，

两两比较采用 LSD 比较检验。P < 0.05 时认为差异

具有统计学意义。

2  结果

2.1  NSCLC细胞中SPHK1的基因表达

用 qRT-PCR 检测四种人 NSCLC 细胞 ( 包括 PC9、
A549、H1299 和 SPC-A1) 中 SPHK1 mRNA 表达水

平，结果显示，与人胚肺成纤维细胞 (MRC-5) 相比，

四种人 NSCLC 细胞系 SPHK1 mRNA 表达水平均

显著上调 (P < 0.01，图 1)，其中 A549 和 H1299 两种

细胞 SPHK1 mRNA 表达水平上调比较明显，因此

选择 A549 和 H1299 进行后续相关实验。

2.2  SPHK1-shRNA对A549和H1299细胞增殖和凋

亡的影响

SPHK1-shRNA 载体转染在 A549 和 H1299 细

胞中下调了 SPHK1 的表达 (P < 0.01，图 2A)。CCK-8
法结果显示，在转染后第 4、5 天，与对照组相比，

图  1. NSCLC细胞和人胚肺成纤维细胞(MRC-5)中SPHK1 
mRNA表达

Fig. 1. SPHK1 mRNA expression levels in NSCLC cells and 
human healthy lung fibroblasts (MRC-5) detected by qRT-PCR. 
Mean ± SD, n = 3. **P < 0.01, ***P < 0.001 vs MRC-5.
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SPHK1-shRNA 显著抑制了肺癌细胞 A549 和 H1299
增殖 (P < 0.01，图 2B)。流式细胞术结果显示，与

对照组相比，SPHK1-shRNA 组 A549 和 H1299 细

胞中凋亡细胞的百分比显著提高 (P < 0.001, 图 2C)。
TUNEL 实验结果显示，SPHK1-shRNA 转染显著提

高 TUNEL 阳性细胞率 (P < 0.001，图 2D)。以上这

些结果表明 SPHK1-shRNA 在体外抑制肺癌细胞生

长，并促进细胞凋亡。

2.3  SPHK1-shRNA对A549和H1299细胞线粒体凋

亡途径的影响

和对照组相比，SPHK1-shRNA 组 A549 和 H1299
细胞红 / 绿荧光比值明显降低，表明 SPHK1-shRNA
可以下调 MMP 和促进线粒体膜去极化 ( 图 3)。为

了进一步阐明 SPHK1-shRNA 促凋亡机制，本研究

通过蛋白质印迹法研究了线粒体凋亡途径相关蛋白

的表达，结果显示，和对照组相比，SPHK1-shRNA

图  2. SPHK1-shRNA对肺癌细胞A549和H1299增殖和凋亡的影响

Fig. 2. The effect of SPHK1-shRNA on the proliferation and apoptosis of lung cancer A549 and H1299 cells. A: SPHK1 mRNA 
expression detected by qRT-PCR. B: Proliferation of A549 and H1299 cells detected by CCK-8 test. C: A549 and H1299 cell apoptosis 
detected by flow cytometry. D: A549 and H1299 cell apoptosis detected by TUNEL staining. Scale bar, 20 μm. Mean ± SD, n = 3. **P < 
0.01, ***P < 0.001 vs control.

图  3. SPHK1-shRNA对肺癌细胞A549和H1299线粒体膜电位的影响

Fig. 3. Effects of SPHK1-shRNA on mitochondrial membrane potential (MMP) of lung cancer A549 and H1299 cells. A: Confocal 
fluorescence microscope image of JC-1 staining to detect MMP. B: Statistical histogram of red/green fluorescence ratio. Carbonyl cyanide 
m-chlorophenylhydrazone (CCCP) treated cells were used as positive control. Scale bar, 20 μm. Mean ± SD, n = 3. **P < 0.01 vs control; 
###P < 0.001 vs SPHK1-shRNA.
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组 Bcl-2 蛋白表达水平显著下调，细胞质中 BAX
和线粒体中 Cytochrome C 蛋白表达水平下调，而

线粒体中 BAX 和细胞质中 Cytochrome C 蛋白表达

水平上调 ( 图 4A、B)，active caspase-9、active caspase-3
和 cleaved-PARP 的蛋白表达水平显著上调 ( 图 4C)。
这些结果提示，SPHK1-shRNA 依赖于半胱天冬酶

级联诱导 NSCLC 细胞线粒体凋亡途径。

2.4  SPHK1-shRNA对A549和H1299细胞周期的影响

流式细胞术结果显示，与对照组相比，SPHK1- 
shRNA 组在 G0/G1 期细胞数量显著增加，同时在 S
期和 G2/M 期细胞数量减少 ( 图 5A)。蛋白质印迹

分析结果进一步证实了 SPHK1-shRNA 的细胞周期

阻滞作用，和对照组相比，SPHK1-shRNA 组细胞

周期相关蛋白 CDK4、CDK6 和 Cyclin D1 蛋白表

达显著下调 ( 图 5B)。以上结果表明，SPHK1-shRNA
可以使 A549 和 H1299 细胞周期阻滞在 G0/G1 期。

2.5  SPHK1-shRNA通过MEK/ERK信号通路诱导

NSCLC细胞凋亡

蛋白质印迹结果显示，SPHK1-shRNA 显著下

调 A549 和 H1299 细胞 MEK1/2 和 ERK1/2 的磷酸

化水平 ( 图 6A)。为了验证 MEK 通路在 NSCLC 细

胞中的作用，使用 PD0325901 (MEK 抑制剂 ) 来阐

明它们对 NSCLC 细胞存活和细胞凋亡的潜在影响。

CCK8 分析结果显示，MEK 抑制剂显著抑制细胞增

殖 ( 图 6B)。细胞凋亡检测结果显示，MEK 抑制剂

促进细胞凋亡 ( 图 6C)。上述结果提示，SPHK1- 
shRNA 可能通过 MEK/ERK 信号轴的抑制增强了细

胞毒性和细胞凋亡。

图  4. SPHK1-shRNA对肺癌细胞A549和H1299线粒体凋亡途径相关蛋白表达的影响

Fig. 4. The effect of SPHK1-shRNA on the expression of mitochondrial apoptotic pathway-related proteins in lung cancer A549 and 
H1299 cells detected by Western blot. A, B: Protein expression of Bcl-2, BAX and Cytochrome C in cytoplasm (A) and mitochondria 
(B). C: The protein expression levels of active caspase-9, active caspase-3 and cleaved-PARP. Mean ± SD, n = 3. *P < 0.05, **P < 0.01, 
***P < 0.001 vs control.
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图  5. SPHK1-shRNA对肺癌细胞A549和H1299细胞周期的影响

Fig. 5. The effect of SPHK1-shRNA on the cell cycle of lung cancer A549 and H1299 cells. A: Cell cycle distribution detected by flow 
cytometry. B: The protein expression levels of cell cycle related proteins CDK4, CDK6 and Cyclin D1 detected by Western blot. Mean ± 
SD, n = 3. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs control.

图  6. SPHK1-shRNA可能通过MEK/ERK信号通路诱导NSCLC细胞凋亡

Fig. 6. SPHK1-shRNA might induce NSCLC cell apoptosis through MEK/ERK signaling pathway. A: The phosphorylation level of 
MEK1/2 and ERK1/2 detected by Western blot. B: The effect of MEK inhibitor PD0325901 on cell proliferation detected by CCK-8 
test. C: The effect of MEK inhibitor PD0325901 on cell apoptosis detected by flow cytometry. Mean ± SD, n = 3. ***P < 0.001 vs control.
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3  讨论

研究表明，在胃癌 [4]、卵巢癌 [5]、结直肠癌 [9]

和口腔癌 [10] 等类型的癌症中 SPHK1 存在过表达现

象。Zheng 等报道 SPHK1 在癌细胞的生长、进展、

转化和转移等许多重要过程中起着重要作用 [3]。本

研究探讨了 SPHK1 在肺癌中的可能作用及其潜在

机制，结果显示 SPHK1 在肺癌细胞中表达上调。

这与 Lyn 等人的研究一致，他们的结果显示 SPHK1
在 NSCLC 细胞中上调 [7]。Yue 等 [10] 在舌鳞状细胞

癌组织中也发现了 SPHK1 上调，并影响肿瘤的发

展。本研究探讨了转染 SPHK1-shRNA 对肺癌细胞

增殖和凋亡的影响，发现 A549 和 H1299 中转染

SPHK1-shRNA 后抑制了细胞增殖，并促进细胞凋

亡。Li 等研究显示，SPHK1 上调可明显抑制阿霉

素或多西紫杉醇诱导的细胞凋亡，抑制 SPHK1 的

表达可显著提高 NSCLC 细胞对化疗药物诱导的细

胞凋亡的敏感性 [11]。结直肠癌中细胞的增殖和迁移

被证明是由 SPHK1 水平的上调所促进的 [9]。此外，

本研究结果提示 SPHK1-shRNA 可能通过抑制 MEK/ 
ERK 途径来增强肺癌细胞毒性和凋亡的潜在分子机

制。越来越多的研究证实，MEK/ERK 信号轴在各

种肿瘤中高度激活，使其成为新抗癌药物的潜在

靶点 [12–14]。Li 等报道营养细胞因子瘦素通过激活

NSCLC细胞 PI3K/AKT和MAPK/ERK途径促进NSCLC
的发展 [14]。在肝细胞癌中，STYK1 作为癌基因通

过 MEK/ERK 和 PI3K/AKT 信号通路诱导细胞侵袭

和上皮 - 间质转化，提示其可能是肝细胞癌潜在的

治疗靶点 [12]。

对凋亡的抵抗增强是大多数癌症的标志改变，

促凋亡已被证明是肿瘤发生、展过程中的关键事

件之一 [15]。在本研究中，Annexin V-FITC/PI 凋亡检

测和 TUNEL 染色结果都显示，SPHK1-shRNA 转

染 NSCLC 细胞后显著诱导细胞凋亡。细胞凋亡主

要有两种类型，一种是外源性凋亡，即死亡受体途

径，另一种是由于细胞内环境稳定的破坏而发生的

内源性凋亡，即线粒体途径。已经证实，MMP 的

下调是线粒体凋亡途径的第一步，其导致线粒体膜

通透化，Cytochrome C 从线粒体释放到细胞质中 [16]。

本研究为了确定 NSCLC 细胞中 SPHK1-shRNA 转

染的促凋亡是否由线粒体途径引发，采用 JC-1 染

色法检测 MMP[8]。虽然内源性和外源性的细胞凋亡

都有独特的起始步骤，但都集中在一系列半胱天冬酶

的级联激活。起始半胱天冬酶 ( 如 caspase-8/9) 开始一

系列蛋白水解步骤来激活半胱天冬酶 (caspase-3/7)。
本研究结果显示，SPHK1-shRNA 转染可促进线粒

体膜去极化和下调线粒体膜电位。免疫印迹结果显

示，SPHK1-shRNA 转染下调 Bcl-2 表达水平，同

时上调线粒体中 BAX 和细胞质中 Cytochrome C 的

水平，下调细胞质中 BAX 和线粒体中 Cytochrome 
C 的水平。线粒体和胞质的蛋白表达水平变化相反

可能是由于线粒体蛋白的释放机制，提示 SPHK1
下调后促凋亡蛋白 BAX 从细胞质易位至线粒体中，

而线粒体凋亡蛋白 Cytochrome C 从线粒体释放到

细胞质，线粒体在程序性细胞死亡过程中发挥着关

键作用，Cytochrome C 释放水平可以作为线粒体损

伤的生物标志物，在许多细胞凋亡模型中都存在其

从线粒体膜间隙到细胞质的易位
[17]。BAX 是 Bcl2

家族的一个成员，可促进 Cytochrome C 释放到细胞

质中，也可以反映线粒体功能 [18]。此外，BAX/Bcl-2
比率的增加可进一步增加 Cytochrome C 从线粒体

到细胞质的释放，并激活 caspase-9 和 caspase-3，
导致细胞凋亡 [19]。本研究研究显示，SPHK1-shRNA
转染后，NSCLC 细胞中 active caspase-9、active caspase-3
和 cleaved-PARP 的表达水平显著上调。上述研究结

果提示，在 NSCLC 细胞中，SPHK1-shRNA 转染

可能以半胱天冬酶依赖性方式诱导线粒体途径的细

胞凋亡。

此外，另一个有助于化疗药物抗肿瘤活性的关

键机制是细胞周期停滞，其抑制癌细胞生长和诱导

细胞凋亡并停止细胞周期的进展 [20]。CDK4、CDK6
和 Cyclin D1 是控制真核细胞能否从 G1 期进入 S 期

的主要 G1/S 细胞周期检查点蛋白 [21, 22]。本研究结

果显示，SPHK1-shRNA 转染可使细胞阻滞在 G0/
G1 期，且可能是由于 CDK4、CDK6 和细胞周期蛋

白水平降低所致，这与以前的文献报道一致 [22]。

综上，本研究结果显示，SPHK1 基因表达在

NSCLC 细胞系中上调，SPHK1-shRNA 转染可抑制

A549 和 H1299 细胞的增殖、使细胞阻滞在 G0/G1
期，并促进线粒体内源性凋亡，其机制可能是对

MEK/ERK 信号通路的抑制。本研究没有评估 SPHK1
对与肿瘤发生相关的其他信号通路的影响，且没有

在动物模型中评估 SPHK1 在 NSCLC 发展中的机

制，这将在后续的研究中进一步探讨。
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