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下调肌动蛋白相关蛋白2/3复合体5 
对肺鳞癌细胞株SK-MES-1增殖、侵袭

和转移能力的影响

杜江　张林

中国医科大学附属一院胸外科，辽宁 沈阳 110001

　　［摘要］　背景与目的：肌动蛋白相关蛋白2/3复合体5(actin related protein 2/3 complex subunit 

5，ARPC5)参与肌动蛋白的组装，影响细胞的运动能力，在形成癌细胞侵袭性伪足的过程中起到重要作用。本

研究通过基因沉默手段，探讨下调ARPC5基因表达对肺鳞癌细胞株SK-MES-1增殖、侵袭和转移能力的影响。

方法：应用阳离子脂质体转染法构建ARPC5基因沉默(si-ARPC5)的SK-MES-1肺鳞癌细胞株，qRT-PCR和蛋白

质印迹法(Western blot)鉴定转染效率和表达情况。实验设置si-ARPC5实验组、空白对照组(mock组)及阴性

对照组(NC组)。采用细胞技术试剂盒(cell couiting kit-8，CCK-8)法测定si-ARPC5对SK-MES-1细胞的增殖

的影响；划痕修复实验测定si-ARPC5对SK-MES-1细胞迁移能力的影响；Transwell小室体外侵袭实验测定si-

ARPC5对SK-MES-1细胞的侵袭能力的影响。结果：转染si-ARPC5后的SK-MES-1细胞在mRNA和蛋白水平上均下调

ARPC5的表达。与mock组及NC组比较，si-ARPC5实验组SK-MES-1细胞增殖能力明显下降(t=7.993，t=8.681，
P<0.05)。si-ARPC5实验组划痕修复率(43.32±0.23)%，而mock组和NC组划痕修复率分别为(73.11±0.43)%

和(76.58±0.88)%，差异有统计学意义(t=7.348，t=10.614，P<0.05)。si-ARPC5组的SK-MES-1细胞穿膜数为

(27±6)个，mock组为(101±11)个，NC组为(92±9)个。si-ARPC5组穿膜细胞数明显少于其他2组，差异有统计

学意义(t=10.229，t=8.391，P<0.05)。结论：下调ARPC5基因的表达能够显著抑制肺鳞癌细胞株 SK-MES-1的

增殖、侵袭和转移能力。
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Downregulation of actin related protein 2/3 complex subunit 5 inhibits proliferation, migration and 
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　　［Abstract］ Background and purpose: Actin related protein 2/3 complex subunit 5 (ARPC5) is involved in 
the packaging of actin, and then affects the mobility of cells. It plays an important role in the formation of invadopodia 
of cancer cells. This study aimed to investigate the effect of ARPC5 gene-silence on cell proliferation, migration 
and invasion of lung squamous carcinoma cell line SK-MES-1. Methods: Under the induction of LipofectamineTM 
RNAiMAX, the recombinant of si-ARPC5 was transfected into SK-MES-1. The experiment set up 3 groups: blank 
(mock) group, negative control (NC) group and si-ARPC5 transfected group. Cell proliferation, migration and invasion 
assays were investigated by cell counting kit(CCK-8) method, scratch assay and Transwell Chambers respectively. 
Results: The result of qRT-PCR and Western blot displayed downregulation of ARPC5 in mRNA and protein level of 
SK-MES-1 cell. Proliferation rate of SK-MES-1 cells in 72 h after si-ARPC5 transfection was lower than those in mock 
and NC groups (t=7.993, t=8.681, P<0.05). Compared to the mock and NC groups, the scratch repairing rate of the si-
ARPC5 group was lower [(43.32±0.23)% vs (73.11±0.43)% and (76.58±0.88)%] (t=7.348, t=10.614, P<0.05); And the 
number of penetrating the membrane was significantly reduced [(27±6) vs (101±11) and (92±9)] (t=10.229, t=8.391, 
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P<0.05). Conclusion: Downregulation of ARPC5 gene can inhibit the proliferation, migration, and invasion of SK-
MES-1 cell.
  　［Key words］ Lung squamous cell carcinoma; Actin related protein 2/3 complex subunit 5; Proliferation; 
Migration; Invasion

　　肌动蛋白相关蛋白2/3复合体5(actin related 
protein 2/3 complex subunit 5，ARPC5)是肌动

蛋白相关蛋白2/3复合体(actin related protein 2/3 
complex，ARP2/3)家族中的一员［1］。ARP2/3首

先是在棘阿米巴中分离出来的，后来在酵母细

胞及人类等脊椎动物细胞中也分离得到这种复

合体［2］。ARP2/3由Arp2、Arp3、ARPC1(p41-
Arc)、ARPC2(p34-Arc)、ARPC3(p21-Arc)、

ARPC4(p20-Arc)和ARPC5(p16-Arc)共7个亚

单位组成 ［3-4］。ARP2/3复合体的主要功能

是通过感应细胞外调节信号活化肌动蛋白纤

丝并介导肌动蛋白组装，调控actin的聚合作 

用［5-7］；同时对于细胞树突状伪足和板状伪足

的形成起到重要作用［8］。Arp2、Arp3为肌动

蛋白actin提供成核位点，ARPC2和ARPC4是

ARP2/3复合体的核心结构，可以和肌动蛋白纤

丝结合［9-10］。ARPC1、3、5则通过与细胞外信

号偶联促进肌动蛋白纤丝活化及组装［11］。空间

结构上ARPC5是相对分子质量最小的成员，位

于整个复合体最外，与Arp2、ARPC1和ARPC4
相互作用，对维持ARP2/3复合体的结构有着重

要意义［1］。有研究表明，ARPC5能够促进正常

细胞伪足的运动［12-13］。

　　恶性肿瘤的侵袭和转移机制一直是肿瘤研

究的重点。局部侵袭和淋巴结转移很容易出现

于肺癌患者的各个治疗阶段。一旦出现往往预

后不佳，对于肺癌细胞侵袭和转移机制的研究

必要而紧迫。对于ARPC5在肿瘤形成发展中

作用的研究尚处于起步阶段，Wang等［14］在

体外实验中发现，在裸鼠原发乳腺肿瘤细胞中

ARPC5基因表达上调。Moriya等［15］在研究肺鳞

癌miRNA的表达时发现miR-133a明显下调，而

转染miR-133a又能导致肺鳞癌细胞系中多种基

因表达下调，其中明显下调者中就包括ARPC5
基因；并且发现ARPC5基因沉默能显著降低

肺癌细胞系P10细胞的增殖。之后，Kinoshita 
等［16］的实验表明ARPC5在多个头颈部鳞癌细

胞系中高表达，并能够影响癌细胞的增殖、侵

袭和转移，ARPC5基因沉默可以导致癌细胞的

形态由多角形改变为不利于侵袭转移的圆形；

并且在头颈部鳞癌组织的mRNA和蛋白表达研

究中均发现肿瘤细胞的ARPC5表达均高于癌旁

正常组织。这些研究证明了ARPC5基因可能是

一种新的癌基因。但是目前，对于ARPC5对肿

瘤细胞增殖和运动能力影响的研究还很有限。

本研究旨在通过基因沉默技术观察ARPC5基因

表达下调后对肺鳞癌细胞SK-MES-1增殖，迁移

和侵袭的影响，探讨ARPC5在肺鳞癌发生、发

展中的作用。

1　材料和方法

1.1　细胞株和主要试剂

　　人肺鳞癌细胞系SK-MES-1由本实验室保

存。SK-MES-1为肺鳞癌患者转移性胸腔积液

分离出来的具有较强侵袭和转移能力贴壁生长

的细胞株。DMEM培养基购自美国Hyclone公 

司。RPMI-1640培养基、胎牛血清购自美国

Gibco公司。si-ARPC5购自美国Santa Cruz
公司，Lipofec tamine TM RNAiMAX购 自美

国Invitrogen公司。TRIzol Reagent购自美国

Invitrogen公司。反转录试剂盒One Step SYBR 
PrimeScript PLUS RT-PCR Kit购自大连Takara公

司。兔抗人ARPC5单克隆抗体购自美国Santa 
Cruz公司。兔抗人GAPDH抗体购自上海科兴公

司。辣根过氧化物酶标记二抗购自北京中杉金

桥公司。DAB显色剂购自武汉博士德公司。细

胞计数试剂盒(CCK-8)试剂盒购自上海博谷生物

公司。Matrigel胶及Transwell小室购自美国BD 
公司。
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1.2　细胞培养

　　SK-MES-1细胞系培养于含10%胎牛血清的

RPMI-1640培养基，pH值7.2~7.4，37℃，饱和

湿度，CO2体积分数为5%的培养箱中培养。

1.3　细胞转染

　 　APPC5特异性s iRNA即s i -ARPC5，购

自Santa Cruz公司的成品(产品号：p16-ARC 
siRNA，sc-62733)。细胞转染采用阳离子脂

质体法，按Invitrogen公司LipofectamineTM 
RNAiMAX转染试剂说明书进行转染。将肿瘤

细胞分为空白对照组即mock组(不含转染试剂和

si-ARPC5)、阴性对照组NC组(仅加转染试剂)和
实验组(转染si-ARPC5)。用24孔板，转染前1天

细胞铺板于500 μL含血清不含抗生素的DMEM
培养基中培养，达40%～50%时转染。每孔细

胞分别用50 μL DMEM无血清培养基稀释6 pmol 
si-ARPC5及LipofectamineTMRNAiMAX试剂后混

合。去掉培养板上的培养基，换为500 μL无血

清培养基，混合物加入每孔，摇均。于37 ℃，

CO2体积分数为5%的温箱培养6 h后，换为含血

清的培养基。转染48 h后进行各项检测。

1.4　Real time qRT-PCR检测SK-MES-1细胞

ARPC5 mRNA的表达 ［15］

　　转染48 h后收集细胞，采用TRIzol法提取细

胞总蛋白，采用Takara一步法反转录试剂盒One 
Step SYBR PrimeScript PLUS RT-PCR Kit，并按

说明书操作real-time qRT-PCR(美国ABI PRISM 
7500 Real Time PCR System)。引物由Takara公

司设计及合成。ARPC5基因的引物序列上游：

5’-TGCCACTGGAGTAACACTGC-3’，下游：

5’-CTCCCGTCAACACCAAGAAT-3’；看家基

因GAPDH引物序列上游：5’-AAGGAGGCG-
GAGAAGAGGAC-3’，下游：5’-CGTCGTTAC-
GAGTCACTTCAGG-3’。反应完成后，确认扩

增曲线和溶解曲线。扩增参数：反转录反应42 
℃ 5 min，95 ℃ 10 s (1个循环)；PCR反应95 ℃ 
5 s，60 ℃ 34 s (40个循环)；溶解曲线分析。每

份样本重复3次，取Ct值均值。ARPC5表达水平

的数据结果以2-△△Ct的方法计算。 

1.5　蛋白质印迹法(Western blot)检测SK-

MES-1细胞ARPC5蛋白的表达［15］

　　4 ℃收集转染48 h后的细胞4×106个，裂解

缓冲液处理，超声粉碎细胞，于4 ℃、离心半

径6 cm、速率12 000 r/min条件下，离心5 min，

提取上清液。取等量蛋白，SDS-PAGE电泳，

转PVDF 膜后，用考马斯亮兰染膜。兔抗人

ARPC5单克隆抗体(1∶200)，兔抗人GAPDH抗

体(1∶1 000)4 ℃温育过夜，辣根过氧化物酶标

记二抗(1∶2 000)37 ℃温育，DAB显色。凝胶成

像系统采集，灰度值测定，GAPDH为内对照。

1.6　细胞增殖能力检测(CCK-8实验)［16］

　　对数生长期的细胞接种于96孔板，每孔细

胞数4×103个，分别于转染后0、24、48和72 h每

孔加入CCK-8 10 μL。继续培养2~4 h。酶标仪

测定450 nm处吸光度值(A)，细胞增殖率=A实验组/
A空白对照组。根据结果绘制细胞增殖曲线。

1.7　细胞迁移能力检测(划痕修复实验)［16］

　　将对数生长期细胞接种于24孔板，形成

单层，细胞融合度达到60%以上时用移液器头

在培养板划均匀“一”字线；PBS洗去漂浮细

胞，更换培养基培养24 h后，观察拍照，测量细

胞迁移距离。并计算各组细胞的划痕修复率。

划痕修复率(%)=[0 h划痕宽度-48 h划痕宽度)/ 
0 h划痕宽度]×100%。

1.8　Transwell小室细胞侵袭能力检测［16］

　　Transwell小室内置8 μm孔径聚碳酸酯微孔

滤膜。在8孔中的上室内加入稀释的Matrigel胶
100 μL，于37 ℃、CO2体积分数为5%条件下培

养3 h。加入无血清的RPMI-1640培养液，将转

染后48 h收集的细胞浓度调整至2×106个/mL，

取100 μL细胞悬液滴入上室内(2×105个细胞)。
下室加入10%胎牛血清RPMI-1640培养液，室温

温育8 h，弃去上室液，擦掉Matrigel胶，甲醇固

定，苏木素染色，光镜下计数随机选取3个视野

计数穿膜细胞数取其平均值，进行统计分析。

1.9　统计学处理

　　采用SPSS 13.0统计软件进行数据分析，所

有计量资料以x±s表示，两样本均数比较采用t检
验。P<0.05为差异有统计学意义。
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2　结　　果

2.1　si-ARPC5抑制肺鳞癌细胞SK-MES-1中

ARPC5的表达

　　Real- t ime qRT-PCR法检验各组细胞中

ARPC5 mRNA的表达。结果显示，si-ARPC5转

染SK-MES-1细胞48 h后ARPC5 mRNA的表达

明显低于NC组和mock组，分别相差10.3和9.3
倍，差异有统计学意义(t=18.415，P=0.000；

t=13.863，P=0.000)，而NC组和mock组差异

无统计学意义(t=-1.331，P=0.254)，GAPDH
为内参(图1 A)。Western blot法检验各组细胞

ARPC5蛋白水平的表达，显示实验组细胞转

染si-ARPC5 48 h后，ARPC5蛋白表达同样较

NC组和mock组显著降低，分别相差3.2和3.4
倍 (t=10.944，P=0.000；t=8.407，P=0.001)，
NC组和mock组间差异无统计学意义(t=-0.497，

P=0.646)，GAPDH为内参(图1B、C)。实验验证

si-ARPC5的转染效率和其对ARPC5在mRNA和

蛋白水平表达的抑制能力。
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图 1　ARPC5基因沉默对SK-MES-1细胞中ARPC5表达的影响

Fig. 1    Effect on silenceing of ARPC5 gene in SK-MES-1 cells by siRNA

  A: ARPC5 mRNA expression as revealed by real-time qRT-PCR; B: ARPC5 protein expression as revealed by Western blot; C: Western blot 
analysis of si-ARPC5 efficiency and ARPC5 protein level change. GAPDH was used as a control. Mock: Untreated control; NC: Negative control 
(non-si-ARPC5 control); si-ARPC5: Silencing of ARPC5 gene with siRNA.

2.2　ARPC5基因表达下调对SK-MES-1细胞增

殖能力的影响

　　应用CCK-8法检验各组细胞增殖能力。

在si-ARPC5转染后不同时间，所测得的A值见 

表1。结果显示，在0和24 h时实验组和mock
组及NC组细胞增殖水平差别不大，但在SK-
MES-1细胞转染s i -ARPC5后72  h增殖表现

较mock组和NC组有了明显下降  ( t=7.993，

P=0.001；t=8.681，P=0.001)。表明ARPC5下调

抑制了SK-MES-1细胞的增殖能力(图2) 。

表 1　转染后SK-MES-1细胞的增殖情况

Tab. 1    si-ARPC5 efficiency on cell proliferation (A)
Group 0 h 24 h 48 h 72 h
Mock 0.42±0.022 0.63±0.011 0.92±0.029 1.41±0.069
NC 0.45±0.005 0.68±0.014 0.90±0.057 1.49±0.071
si-ARPC5 0.43±0.030 0.57±0.009 0.71±0.035 0.88±0.098

2.3　ARPC5基因表达下调对SK-MES-1细胞迁

移能力的影响

　　划痕修复实验检测si-ARPC5对SK-MES-1
细胞迁移能力的影响。在划痕48 h后，观察见

si-ARPC5转染组细胞迁移不显著，划痕区仅
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略有缩窄，划痕修复率为(43.32±0.23)%；而

mock组和NC组中肿瘤细胞有明显长入，划痕

区明显缩窄，划痕修复率为(73.11±0.43)%和

(76.58±0.88)%，组间比较差异有统计学意义 
(t=7.348，P=0.002；t=10.614，P=0.000)。表

明未转染si-ARPC5的肿瘤细胞有更强的迁移能

力，ARPC5基因表达下调抑制了SK-MES-1细胞

的迁移能力(图3)。

图 2　转染后72 h内SK-MES-1细胞的增殖情况(CCK-8法)

Fig. 2    SK-MES-1 cells proliferation in72 h after transfection of 

si-ARPC5 ( CCK-8 method)

2.4　ARPC5基因表达下调对SK-MES-1细胞侵

袭能力的影响

　　用Transwell小室法行细胞侵袭体外实验。

对实验细胞8 h穿过Matrigel基膜的细胞进行计

数。结果显示，转染si-ARPC5的SK-MES-1细胞

穿膜数为(27±6)个，mock组为(101±11)个，NC
组为(92±9)个。实验组穿膜细胞数明显少于其他

2组，差异有统计学意义(t=10.229，P=0.001；

t=8.391，P=0.001，图4)。表明下调ARPC5基因

表达能影响SK-MES-1细胞的侵袭能力。

图 3　划痕修复实验对SK-MES-1细胞迁移能力进行检测

Fig. 3    Scratch-wound assay for cell migration

  A: Uniform scratch was made in each confluent monolayer culture (0 
h). 48 h later, the scratch band in si-ARPC5 culture was broader than 
those in mock and NC groups. 

图 4　Transwell小室对SK-MES-1细胞侵袭能力进行检测

Fig. 4    Transwell chamber assay for cell invasion

  The number of SK-MES-1 cells transfected by si-ARPC5 that migrated was lower than those of mock and NC groups after 8 h.
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3　讨　　论

　　ARPC5作为ARP2/3复合体的一份子参与肌

动蛋白的组装和调节功能。但其在肿瘤发生、

发展中作用的研究刚起步，现有的证据部分证

明了其为癌基因的可能，在促进肿瘤细胞游走

等方面的作用正越来越得到重视。

　　本研究在Moriya等［15］的实验基础上进一

步检验ARPC5在肺癌细胞增殖、侵袭和迁移中

的作用。我们选用肺鳞癌细胞系SK-MES-1进

行进一步研究，以观察ARPC5对癌细胞增殖、

迁移、侵袭能力的影响。我们使用ARPC5的

siRNA抑制ARPC5在肺癌细胞中的表达。并在

mRNA和蛋白水平上都验证了ARPC5基因沉默

的有效性。本研究应用CCK-8法检测SK-MES-1
细胞的增殖能力，结果表明在阴性对照组和空

白对照组中SK-MES-1细胞的增殖能力远强于si-
ARPC5组(P<0.05)，证明ARPC5具有促进SK-
MES-1细胞增殖的作用。我们应用细胞划痕修

复实验检测细胞的迁移能力，结果显示实验组

细胞的迁移修复能力远低于对照组(P<0.05)，证

明了ARPC5表达受抑制后SK-MES-1细胞的迁移

能力也受到抑制。我们应用Transwell小室实验

证实了ARPC5基因沉默后肺鳞癌细胞SK-MES-1
侵袭能力均明显受到了抑制，实验组的穿膜细

胞明显低于对照组(P<0.05)，提示ARPC5应该

与肺侵袭能力有关。这些结果与Kinoshita等［16］

在ARPC5对口腔鳞癌细胞增殖、侵袭和转移的

相关研究结果一致。

　　肌动蛋白细胞骨架的重构和再组装进而造

成树突状伪足、板状伪足和丝状伪足的形成

是多数肿瘤细胞的侵袭和迁移行为的必要条 

件［6,8,11］。ARPC5参与并调节这一过程，促

进侵袭性伪足的产生，增强肿瘤细胞迁移和

侵袭的能力［13］。本实验证实了ARPC5参与

SK-MES-1细胞增殖、迁移和侵袭的过程。

为 进 一 步 研 究 A R P C 5 基 因 在 肿 瘤 转 移 中 的

作 用 ， 验 证 其 为 癌 基 因 的 可 能 性 提 供 实 验 

依据。
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