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SMC3对肺癌A549细胞增殖、迁移和成球能力的影响
余冬梅  黄  颖  安  输  杨  洋  刘  莹  郝  倩  徐天瑞*  郭晓汐*

(昆明理工大学生命科学与技术学院细胞信号传导实验室, 昆明 650500)

摘要      该文通过RNA干扰方法下调染色体结构维持蛋白3(structural maintenance of chromo-
somes protein 3, SMC3)的表达, 探究其对人肺癌细胞A549的影响。用Western blot验证SMC3敲低

的效果, 用CCK-8实验、Transwell实验检测SMC3敲低对A549细胞的增殖和迁移能力的影响, 用细

胞成球等实验检测SMC3敲低对A549细胞干性的影响。结果显示, 该研究成功地构建了pSUPER-
SMC3干扰质粒, 将其转染A549细胞后SMC3蛋白质水平明显降低。实验组(pSUPER-SMC3)与正

常对照组(control)及阴性对照组(pSUPER)相比, 细胞增殖和迁移能力明显下降(P<0.01), 细胞成球

数减少, 干性减弱。该实验结果表明, 下调SMC3蛋白质水平可以抑制A549细胞的增殖和迁移能力, 
减弱细胞干性, 提示SMC3对肺癌的发生和发展可能具有促进作用。该实验为寻找潜在的抗肺癌方

法提供了新的实验依据。
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Effects of SMC3 on the Proliferation, Migration and 
Sphere Formation of Lung Cancer A549 Cells

Yu Dongmei, Huang Ying, An Shu, Yang Yang, Liu Ying, Hao Qian, Xu Tianrui*, Guo Xiaoxi*
(Cell Signaling Lab, Kunming University of Science and Technology, Kunming 650500, China)

Abstract       In this study, the level of SMC3 (structural maintenance of chromosomes protein 3) protein 
was down-regulated by RNA interference, then we explore the effect of SMC3 on human lung cancer cell line 
A549. The level of SMC3 protein was determined by Western blot. The effect of SMC3 down-regulation on the 
proliferation and migration of A549 cells was detected by CCK-8 assay and Transwell assay. The effect of SMC3 
down-regulation on the stemness of A549 cells was detected by sphere formation. The results showed that the 
pSUPER-SMC3 interference plasmid was successfully constructed, and the level of SMC3 protein was significantly 
decreased in A549 cells trasfected with the pSUPER-SMC3. Compared with the control group and the negative 
control group (pSUPER), the cell proliferation and migration ability of the SMC3-knocked down group (pSUPER-
SMC3) decreased significantly (P<0.01), and the number of sphere formation and the stemness decreased, 
indicating that SMC3 could promote the development and progression of lung cancer and might provide a new 
experimental basis for finding potential anti-lung cancer methods.
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肺癌是一种常见的肺部恶性肿瘤, 其发病率和死

亡率位均居全球第一[1-2]。肺癌的发生过程中常常伴

随着恶性肿瘤的增殖和转移, 因此, 降低恶性肿瘤的

增殖和转移对肺癌的治疗有很大的帮助[3-4]。研究发

现, 染色体的不稳定性会促进肺癌的发生[5]。染色体

结构维持蛋白3(structural maintenance of chromosomes 
protein 3, SMC3)是黏连蛋白的重要组成部分, SMC3
和SMC1A亚基通过其铰链结构域二聚化形成“V”
形状, 这个“V”与底部的双链断裂修复蛋白(double-
strand-break repair protein rad 21 homolog, RAD21)亚
基连接形成一个封闭的三边环状结构, 这个环状结

构能够包围姐妹染色体从而介导姐妹染色体黏连蛋

白的黏附, 并在基因调控中发挥关键作用[6-8]。SMC3
在DNA重组中起着决定性的作用, 并能修复DNA
的损伤 [9]。除此之外 , SMC3在 S期可以被乙酰化

(acetylation), 建立染色质加载的黏连蛋白的黏着性, 
随后, 乙酰化的SMC3被组蛋白去乙酰化酶8(histone 
deacetylase 8, HDAC8)脱乙酰化, 用HDAC8的特异

性抑制剂PCI-34051处理后发现, SMC3的乙酰化作

用增强, 从而破坏了细胞周期进程和细胞的存活[10]。

因此, 我们推测, SMC3通过调节染色体结构而参与

了肺癌细胞的重要生物学功能, 在肺癌的发生和发

展过程中可能发挥着重要的作用。A549细胞是研

究肺癌常用的一个细胞株, 能以稳定的形式传代培

养[11-14]。因此, 本研究通过下调SMC3的表达探究

其对A549细胞的增殖、迁移及干性的影响, 为揭示

SMC3在肺癌的发生、发展中的作用以及为寻找潜

在的抗肺癌方法提供新的科学依据。

1   材料与方法
1.1   细胞株与主要试剂

人肺癌A549细胞株购于中国科学院上海细胞

库; RPMI-1640细胞培养基购自Hyclone公司; 胎
牛血清购自Gibco公司; SMC3抗体购自Santa Cruz
公司; CD44抗体购自Cell Signaling Technology公
司; CD133抗体购自Millipore公司; 载体pSUPER-
Puro购自OligoEngine公司; 限制性内切核酸酶(Xho 
I、Bgl II)和 T4 DNA连接酶均购自TaKaRa公司; 
LipofectamineTM 2000购自Invitrogen公司; CCK-8试
剂购自碧云天生物技术有限公司; 电泳仪和凝胶成

像系统购自北京六一生物科技有限公司; 酶标仪购

自BMG LABTECH公司。

1.2   pSUPER-SMC3真核表达载体的构建及鉴定

分别设计SMC3-shRNA的正向DNA片段5′-GAT 
CCC CGT TAC TGG TCC TCG TGT TAT TTT CAA 
GAG AAA ATA ACA CGA GGA CCA GTA CTT TTT 
C-3′和反向DNA片段5′-TCG AGA AAA AGT ACT 
GGT CCT CGT GTT ATT TTC TCT TCA AAA ATA 
ACA CGA GGA CCA GTA CGG G-3′, 并由生工生物

工程(上海)股份有限公司合成。将DNA片段稀释至

40 μmol/L, 使正义链和反义链以等摩尔的量在退火

缓冲液中退火并结合成双链, 载体pSUPER-puro用
限制性内切核酸酶Xho I、Bgl II进行酶切, 再用T4 
DNA连接酶使载体pSUPER-puro和双链DNA连接, 
然后转化感受态大肠杆菌DH5α, 挑取单克隆、摇菌

并测序, 将测序正确的克隆扩增并提取重组质粒。

1.3   细胞转染及阳性单克隆细胞株的筛选

将处于对数期的A549细胞均匀地接种在6孔板

中, 当细胞生长至50%~80%汇合时进行转染。按照

LipofectamineTM 2000转染试剂说明书操作, 6 h后加

入含血清的培养基进行培养, 24 h后把细胞传到直

径为10 cm的细胞培养皿中, 并在1 d后加入终浓度

为0.3 μg/mL的嘌呤霉素进行筛选。每3 d换1次含有

嘌呤霉素的筛选培养基, 大约筛选12 d至单克隆细

胞长出。挑取单克隆细胞, 进一步在6孔板中扩大培

养。实验分为3组: 正常对照组(control)、阴性对照

组(pSUPER)和实验组(pSUPER-SMC3)。
1.4   Western blot法检测细胞中SMC3蛋白的表达

水平

收集3组细胞, 用RIPA裂解液进行裂解, 提取细

胞总蛋白并用BCA标准曲线法进行定量, 加入RIPA
裂解液和上样缓冲液补齐, 98 °C变性5 min。配置5%
的浓缩胶和10%的分离胶, 25 μg总蛋白经恒压150 V
电泳1 h后, 120 V电转70 min至PVDF膜。10%的脱

脂奶粉室温封闭1 h, 分别加入SMC3抗体(1000 4׃)、
GAPDH抗体(1000 2׃), 4 °C摇床孵育过夜。1×TBST
洗膜3次, 每次8 min, 加入相应的二抗后室温摇床孵

育1 h, 1×TBST洗膜3次后运用ECL法检测。

1.5   CCK-8检测细胞增殖

取RNA干扰成功的实验组(pSUPER-SMC3)、
阴性对照组(pSUPER)和正常对照组(control)的A549
细胞, 调整细胞密度, 以2×103/孔接种于96孔培养板

中。每孔100 μL培养基, 设置5个复孔, 96孔板放入

细胞培养箱中继续培养24、48、72、96 h, 每孔加
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入10 μL的CCK-8试剂后放入37 °C培养箱孵育1.5 h, 
然后用酶标仪检测490 nm波长处的D值。

1.6   Transwell实验检测细胞迁移

实验分别分为实验组(pSUPER-SMC3)、阴性

对照组(pSUPER)和正常对照组(control), 每组设置

3个复孔。在实验之前先用血清饥饿12 h, 之后用胰

蛋白酶消化并制作细胞悬液, 均加入100 μL(1×105)
的细胞悬液于Transwell小室上腔, 加入600 μL完全

培养基于小室下腔, 放于置于37 °C、含5% CO2的培

养箱中培养24 h, 用PBS洗涤后加入4%的多聚甲醛

固定20 min, 1%结晶紫染色液染色10 min, 棉签擦去

上室内细胞, 拍照并进行细胞计数。

1.7   细胞成球实验

将培养瓶中培养至80%汇合的实验组(pSUPER-
SMC3)、阴性对照组(pSUPER)和正常对照组(control)
的细胞进行胰蛋白酶消化, 制成细胞悬液并进行

计数, 将计数好的细胞铺在低黏附的24孔板里, 每
孔1 000个细胞, 并设3个复孔。每孔加入无血清培

养液 [EGF(20 ng/mL)+Basic-FGF(20 ng/mL)+B27
添加剂(150׃)+肝素纳(4 μg/mL)+青/链霉素混合液

(100×)2 mL]。细胞置于培养箱内培养10~14 d, 每
2~3 d加入100 μL培养基, 观察克隆球的形成情况。

细胞培养14 d左右, 即可进行拍照、计数。

1.8   Western blot法检测细胞中CD133和CD44蛋
白质水平

按照1.4的方法把3组细胞的总蛋白进行SDS-
PAGE、转膜和封闭后, 分别加入CD133抗体(1000 2׃)、
CD44抗体(1000 4׃)、SMC3抗体(1000 4׃)和GAPDH
抗体(1000 2׃)摇床孵育过夜, 1×TBST洗膜3次, 每次

8 min, 加入相应的二抗后室温摇床孵育1h, 1×TBST
洗膜3次后运用ECL法检测。

1.9   统计学方法

实验中所得数据都采用GraphPad Prism 5进行

处理分析, 计量数据均采用x
_
±s, 组间比较采用One-

Way ANOVA分析, P<0.05为差异具有统计学意义。

2   结果
2.1   pSUPER-SMC3的稳转降低了A549细胞中

SMC3蛋白的表达水平

Western blot方法检测pSUPER-SMC3稳转到A549
细胞中SMC3蛋白质水平。如图1所示, 转染pSUPER-
SMC3的实验组与正常对照组、阴性对照组相比, 

SMC3蛋白质水平明显减少, 说明pSUPER-SMC3的稳

转能够显著降低A549细胞中SMC3蛋白质水平。

2.2   下调SMC3蛋白质水平抑制A549细胞的增殖

通过CCK-8法检测稳转pSUPER-SMC3后对A549
细胞增殖情况。如图 2和表 1所示 , 稳转 pSUPER-
SMC3的A549细胞的增殖能力与对照组和阴性实验

组相比明显下降, 并且具有统计学意义(P<0.01), 说明

SMC3的下调抑制了A549细胞的增殖。

2.3   下调SMC3蛋白的表达抑制A549细胞的迁移

Transwell实验结果如图 3所示 , 转染 pSUPER-
SMC3的实验组细胞穿过滤膜进入下室的细胞数为

56.000±7.200, 而正常对照组和阴性对照组细胞进入

下室的细胞数分别为146.667±6.100、145.000±7.500, 

Control: 正常的A549细胞; pSUPER: 转染pSUPER空载体的A549细
胞; pSUPER-SMC3: 转染pSUPER-SMC3质粒的A549细胞。

Control: A549 cells; pSUPER: A549 cells transfected with pSUPER; 
pSUPER-SMC3: A549 cells transfected with pSUPER-SMC3.  

图1   pSUPER-SMC3的转染降低A549细胞中

SMC3蛋白质水平

Fig.1   SMC3-shRNA transfection decreased the level of 
SMC3 protein in A549 cells
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图2   下调SMC3蛋白质水平抑制了A549细胞增殖

Fig.2   Down-regulation of SMC3 protein level inhibited 
A549 cell proliferation
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表1   下调SMC3蛋白的表达对A549细胞增殖的影响(D值)
Table 1    Effect of down-regulation of SMC3 protein expression on proliferation of A549 cells (D value)

组别

Group

时间(h)
Time (h)

24 48 72 96
Control 0.229±0.077 0.543±0.061 0.951±0.053 1.451±0.086

pSUPER 0.223±0.068 0.510±0.053 0.913±0.040 1.347±0.063

pSUPER-SMC3 0.221±0.049 0.347±0.052** 0.439±0.049** 0.548±0.042**

表中数据均采用均采用采用x
_
±s表示。**P<0.01, 与正常对照组(control)和阴性对照组(pSUPER)比较。

The data in the tables are all expressed by x
_
±s. **P<0.01 compared with the normal control group and the negative control group 

(pSUPER).

A~C: 普通倒置显微镜下分别观察正常对照组(control)、阴性对照组(pSUPER)和实验组(pSUPER-SMC3)的A549细胞迁移数; D: 对A~C实验进

行统计分析, 数值以均值±标准误差表示, **P<0.01, 与正常对照组(control)和阴性对照组(pSUPER)比较。

A-C: the number of A549 cells in normal control group, negative control group and SMC3 knock-down group were observed under normal inverted 
microscope; D: A-C experimental data were analyzed statistically and the values were expressed as x

_
±s, **P<0.01 compared with the normal control 

group and the negative control group (pSUPER).
图3   下调SMC3蛋白质水平抑制了A549细胞迁移

Fig.3   Down-regulation of SMC3 protein level inhibited A549 cell migration

Control

Control

pSUPER

200

150

100

50

0
pSUPER

50 µm50 µm

50 µm

(A) (B)

(C) (D)

pSUPER-SMC3

pSUPER
-SMC3

**

C
el

l m
ig

ra
tio

n 
nu

m
be

r

阴性对照组(pSUPER)的A549细胞用干细胞培养液培

养14 d后发现, 实验组的细胞成球数为(19.667±3.055)
明显少于正常对照组(54.333±4.041)和阴性对照组

(54.667±3.786), 差异具有极显著性意义(P<0.001), 而
正常对照组和阴性对照组细胞成球数无显著性意义

(P>0.05)(图4A~图4D); Western blot实验显示, 细胞干

实验组细胞数明显少于正常对照组和阴性对照组的

细胞数, 且差异具有显著性意义(P<0.01), 证明下调

SMC3蛋白质确实会抑制A549细胞的迁移。

2.4   下调SMC3蛋白质水平可降低A549细胞克隆

球的形成能力

实验组(pSUPER-SMC3)、正常对照组(control)和
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性标志物CD133和CD44降低(图4E)。以上说明, 下调

SMC3蛋白质水平使A549细胞成球数减少, 干性减弱。

3   讨论
在大多数恶性肿瘤的细胞中都能观察到染色

体的不稳定性, 而Choesin复合体在维护染色体的稳

定性方面发挥着关键性的作用。研究发现, Choesin
复合体以及它的辅助因子功能缺失会引起癌症的发

生与发展[15-17], 而SMC3是Choesin复合体核心亚基

之一, 因此, 我们推测, SMC3与肺癌的发生也有一定

的相关性。研究发现, 在人结肠癌和遗传性易患息

肉的小鼠肠道肿瘤中都存在SMC3的高表达[18]。在

肠上皮细胞中, 腺瘤性结肠息肉病蛋白(adenomatous 
polyposis coli, APC)/β-连环蛋白(β-catenin)/转录因子

4(transcription factor 4, TCF4)反式激活通路的正常

运行使SCM3的表达量受到控制, 然而该通路在结肠

癌中会受到破坏, 从而使SMC3的表达量过高[19], 过

表达SMC3的NIH3T3成纤维细胞会使细胞之间的接

触受到抑制, 这导致细胞独立增长最终引起组织病

变。因此, SMC3的过表达与癌症的发生确实具有一

定的联系, 但在肺癌中SMC3的生物功能和作用机制

尚不明确。

本研究采用稳定转染的方法[20-22], 将pSUPER-
SMC3质粒在Lip 2000脂质体的介导下稳转入人肺

癌A549细胞中, 进一步研究下调SMC3蛋白质水平

对A549细胞的影响。即在外源基因表达载体上带

有抗嘌呤霉素的基因, 当外源基因导入A549细胞中

时, 则带有抗嘌呤霉素的外源基因表达载体会整合

到A549细胞的基因组DNA上, 在细胞的培养过程中

加入嘌呤霉素筛选就会得到含有目的基因的A549
细胞, 这种方法能够维持较长时间SMC3基因的沉

默, 并且能够稳定地存在于细胞中。

我们用Western blot检验A549细胞中SMC3蛋白

质水平, 发现SMC3-shRNA能有效地抑制目的基因的
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A~C: 普通倒置显微镜下分别观察正常对照组(control)、阴性对照组(pSUPER)和实验组(pSUPER-SMC3)的A549细胞成球数; D: 对A~C实验

进行统计分析, 数值以均值±标准误差表示, ***P<0.001, 与正常对照组(control)和阴性对照组(pSUPER)比较; E: Western blot检测正常对照组

(control)、阴性对照组(pSUPER)和实验组(pSUPER-SMC3)A549细胞中干性标志物CD133和CD44蛋白的表达水平。

A-C: the number of A549 cell spheres formation in the normal control group, the negative control group (pSUPER) and SMC3 knock-down group 
(pSUPER-SMC3) were observed under normal inverted microscope; D: A-C experimental data were analyzed statistically and the values were 
expressed as x

_
±s, ***P<0.001 compared with the normal control group and the negative control group; E: Western blot was used to detect the levels of 

CD133 and CD44 protein in the normal control group, the negative control group (pSUPER) and SMC3 knock-down group (pSUPER-SMC3).
图4   下调SMC3蛋白质水平抑制A549细胞成球数

Fig.4   Down-regulation of SMC3 protein level inhibited the number of A549 cell spheres formation
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表达。以此为基础, 我们又通过CCK-8检测了A549细
胞增殖率, 发现实验组(pSUPER-SMC3)细胞的增长

速度和正常对照组(control)、阴性对照组(pSUPER)相
比显著减慢(P<0.01)。因此, 下调SMC3蛋白会抑制

A549细胞的增殖。我们通过Transwell小室实验检测

下调SMC3蛋白对A549细胞迁移能力的影响。实验

结果显示, 实验组(pSUPER-SMC3)细胞的迁移能力和

正常对照组(control)、阴性对照组(pSUPER)相比显著

降低(P<0.01), 这说明SMC3的沉默会抑制A549细胞

的迁移。除此之外, 细胞成球实验中显示, 下调SMC3
蛋白会使A549细胞成球数减少, 细胞干性减弱。

总之, SMC3敲低会抑制A549细胞的增殖、迁

移和成球能力, 减弱细胞的干性, 这些均是癌细胞生

存和肿瘤发展的重要生物学功能。因此, SMC3有望

成为新的肺癌诊断的生物标志和治疗的药物靶点。
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