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β-arrestin1在口腔鳞状细胞癌中的表达及其对细胞增殖、迁移、侵袭的作用
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［摘要］ 目的 探讨 β-arrestin1（ARRB1）在口腔鳞状细胞癌（oral squamous cell carcinoma，OSCC）
中对细胞增殖、迁移和侵袭的作用。方法 基于TCGA数据库分析ARRB1在OSCC中的表达特征，并利

用GSEA富集分析表明其可能涉及的信号通路，同时探讨其对OSCC患者预后的潜在影响。进一步通

过免疫组化染色评估ARRB1在癌及癌旁组织中的表达差异，结合统计分析ARRB1与临床病理特征的

相关性。利用qPCR和Western blot验证ARRB1在SCC-15、CAL-27及HOK中的表达特征。构建ARRB1
过表达质粒模型，结合克隆形成、EdU、划痕、Transwell 实验分析其对 OSCC 细胞增殖、迁移和侵袭的

影响。结果 TCGA分析显示，ARRB1在HNSC和OSCC组织中的表达水平显著低于正常组织（P<0. 01）。
ARRB1 在 OSCC 组织中的表达与肿瘤分化程度、淋巴结转移及 TNM 分期相关（P<0. 05）。高表达

ARRB1 的患者生存率较低表达组高（HR=0. 50，P=0. 041），这与生信分析结果一致。经实验验证，

SCC-15、CAL-27中ARRB1表达水平低于HOK（P<0. 01），且ARRB1过表达显著抑制细胞增殖（P<0. 05）、

迁移（P<0. 01）和侵袭（P<0. 01）。结论 ARRB1 在 OSCC 中低表达，过表达 ARRB1 抑制 OSCC 细胞增

殖、迁移和侵袭，并与患者预后改善相关。
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［Abstract］ Objective　To investigate the effect of β -arrestin1 (ARRB1) on cell proliferation, 
migration and invasion in oral squamous cell carcinoma (OSCC).  Methods　Based on The Cancer Genome 
Atlas (TCGA) database, the expression profiles of ARRB1 in OSCC were analyzed, and then Gene Set 
Enrichment Analysis (GSEA) was used to suggest the possible signaling pathways involved, and to explore its 
potential impact on the prognosis of OSCC patients.  Immuinohistochemistry (IHC) was performed to detect the 
expression of ARRB1 in OSCC tumor tissues and adjacent tissues, and the correlation between ARRB1 
expression and clinicopathological features was statistically analyzed.  The expression profiles of ARRB1 in 
SCC-15, CAL-27 and HOK cell lines were verified by qPCR and Western blotting.  The ARRB1 
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overexpression plasmid model was constructed, and its effects on the proliferation, migration and invasion of 
OSCC cells were analyzed by clone formation, EdU, scratch and Transwell assays.  Results　TCGA showed 
that the expression level of ARRB1 was significantly lower in head and neck squamous cell carcinoma (HNSC) 
and OSCC tissues than the corresponding normal tissues (P<0. 01).  The expression of ARRB1 in OSCC 
tissues was correlated with tumor differentiation, lymph node metastasis and TNM stage (P <0. 05).  The OSCC 
patients with high expression of ARRB1 had a lower survival rate than those with low expression (P<0. 01), 
which was consistent with the results of bioinformatics analysis.  The expression level of ARRB1 in SCC-15 
and CAL-27 cells was lower than that of HOK cells (P<0. 01), and its overexpression significantly inhibited 
cell proliferation (P<0. 05), migration (P<0. 01) and invasion (P<0. 01).  Conclusion　ARRB1 is lowly 
expressed in OSCC, its overexpression inhibits the proliferation, migration and invasion of OSCC cells, and it 
is related to prognosis improvement.  

［Key words］ β-arrestin1； oral squamous cell carcinoma； proliferation； migration； invasion
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口腔鳞状细胞癌（oral squamous cell carcinoma， 
OSCC）占头颈部鳞状细胞癌（head and neck squamous 
cell carcinoma， HNSCC）的 50% 以上［1-2］，尽管通过化

疗、放疗和手术等多种方式对口腔癌症进行了先进的

治疗，但死亡率仍然很高［3］。因此，检测和识别实用的

分子标志物来预测OSCC的预后和靶向治疗具有重要

的临床价值［4］。
β-arrestin1（ARRB1）属于抑制蛋白家族，是一种

普遍存在的支架蛋白，通过调控多条信号通路，对细

胞生物学行为的调节起作用［5］。除此之外，ARRB1通

过对 T 淋巴细胞的发育及调控免疫防御方面产生影

响，表明其参与调节肿瘤免疫微环境［6］，并且 ARRB1
在肿瘤细胞上皮-间充质转化（epithelial-mesenchymal 
transition， EMT）中起重要作用［7］，因此，ARRB1 对多

种疾病的发生发展都有不同的影响［8］。然而，ARRB1
对 OSCC 的作用鲜有报道，本研究基于课题组前期相

关研究，通过检测ARRB1在OSCC组织及细胞中的表

达情况，进一步探讨ARRB1对肿瘤细胞增殖和侵袭的

影响，以预测ARRB1作为OSCC诊断和治疗靶点的临

床价值。

1　资料与方法

1. 1　样本收集

纳入 2013 年 1 月至 2023 年 9 月石河子大学第一

附属医院经病理确诊的 OSCC 患者手术切除石蜡标

本，共计 OSCC 组织 101 例，癌旁组织 44 例（距肿瘤边

缘≥2 cm）。所有病例均依据 AJCC 第 8 版 TNM 分期

标准分期，系统记录性别、年龄、肿瘤分化程度等多项

临床资料，并随访至 2023年 9月或死亡日期。本研究

经 石 河 子 大 学 第 一 附 属 医 院 伦 理 委 员 会 审 批

（KJ2023-348-01），所有患者签署知情同意书。

1. 2　主要材料与试剂

HOK细胞购自河北北纳生物科技有限公司；SCC-15
与 CAL-27 细胞系来源于 ATCC。ARRB1 抗体购自上

海 Abways生物，GAPDH 抗体及 HRP标记山羊抗兔二

抗由北京中杉金桥提供。ARRB1及GAPDH引物由生

工生物合成，GV657-ARRB1 过表达质粒与空载对照

质粒由上海吉凯基因提供，Lipofectamine™ 2000 转染

试剂购自赛默飞世尔科技公司。EdU 试剂盒购自碧

云天生物，免疫组织化学染色试剂由武汉三鹰生物

供应。

1. 3　TCGA数据库预测其表达特征及潜在机制

基于 TCGA 数据库（https：//www. cancer. gov/ccg/
research/genome-sequencing/tcga）下 载 OSCC 样 本 数

据，采用 R 软件（v4. 2. 1）中 DESeq2 包分析 ARRB1 在

肿瘤与正常组织中的表达差异。使用生存分析模型

评估其对预后的影响。通过ClusterProfiler（v4. 4. 4）进

行 GO 功能注释与 GSEA 富集分析，GSEA 参考基因集

为MSigDB中 c2. cp. all. v2022. 1. Hs. symbols. gmt。使

用GSVA R包（4. 2. 1）的 ssGSEA算法将ARRB1与24种

免疫细胞进行免疫浸润相关分析。

1. 4　实验方法

1. 4. 1　免疫组化染色验证表达水平及细胞定位　　

采用免疫组化染色检测 ARRB1 在 OSCC 组织及其邻

近正常组织中的表达水平。按照ElivisionTM Plus二步

法进行染色。切片由 2名具有高级职称的病理科医师

在不知组别的情况下（双盲法）独立阅片，根据染色强

度和阳性细胞百分比的乘积作为免疫反应评分

（IRS）。见表 1。
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1. 4. 2　Western blot 验证蛋白表达水平及转染效率　

　BCA 定量后经 10% SDS-PAGE 电泳分离再转膜到

PVDF膜上，封闭液室温封闭，滴加ARRB1抗体（1∶800）
和 GAPDH 抗体（1∶10 000），4 ℃过夜。经 TBST洗膜，

滴加HRP标记的 IgG 二抗（1∶10 000）室温 2 h，经再次

洗涤后，ECL 化学发光仪显色拍照。分析条带灰度

值，并以 ARRB1/GAPDH 灰度比值评估目的蛋白相对

表达水平。

1. 4. 3　qPCR验证mRNA表达水平及转染效率　　

用 Trizol 法 从 细 胞 中 提 取 总 RNA。 分 别 使 用

PrimeScripTMRT 试剂盒和 cDNA 合成试剂盒（TaKaRa）
将RNA逆转录为 cDNA。最后，使用SYBR Green qPCR 
Master Mix进行RT-qPCR实验。计算ARRB1在各组细

胞中mRNA的相对表达水平，公式为2-ΔΔCt。见表2。
1. 4. 4　平板克隆、EdU 实验验证细胞增殖克隆能力　

　将转染 24 h后的 SCC-15与CAL-27细胞接种于 6孔

板中，常规培养10~14 d，待克隆形成后，甲醇固定30 min，
结晶紫染色 20 min，干燥后拍照记录，统计各孔克隆

数。另将转染 24 h后的细胞接种于 6孔板中，待贴壁

后加入EdU试剂，孵育 2 h，依次进行固定、染色，拍照

后计算EdU阳性率。

1. 4. 5　划痕愈合实验验证细胞迁移能力　　细胞单

层覆盖孔底后，使用 100 µL 移液枪头于标记区域划

痕，PBS清洗去除非贴壁细胞。每隔 24 h拍照记录相

同区域划痕变化，利用 ImageJ 计算划痕愈合率，划痕

愈合率=［（0 h 面积−任一时间测得面积）/0 h 面积］×
100%。

1. 4. 6　Transwell实验验证细胞侵袭能力　　Transwell
上室预铺 80 µL 基质胶（1∶8），37 ℃孵育 3 h 凝固。将

转染24 h的SCC-15及CAL-27细胞（7. 5×10⁴/mL）接种于

上室（含 200 µL 无血清培养基），下室加入 600 µL 含

20%FBS的完全培养基，培养 48 h。固定、染色后随机

取5视野拍照计数，评估细胞侵袭能力。

1. 5　统计学分析

所 有 数 据 使 用 GraphPad Prism 9. 0、ImageJ 及

SPSS 27. 0 软件进行统计与可视化。计量资料以 x̄±s
表示，组间比较采用 t检验或单因素方差分析；计数资

料使用 χ²检验或 Fisher 确切概率法。生存数据使用

Kaplan-Meier 方法分析，P<0. 05 为差异具有统计学

意义。

2　结果

2. 1　TCGA数据显示ARRB1在OSCC中低表达

与TCGA数据库中330个OSCC组织样本相比，32个
正常组织样本中显著表达了 ARRB1 mRNA（P<0. 01，
图 1A）。此外，结果表明ARRB1高表达组的预后情况

显著优于低表达组（P<0. 05，图 1B），同时，ARRB1 对

表2　目的基因、内参基因对应引物序列

基因名称

ARRB1
GAPDH

正向

5′-TCCAGAGAACGAGACGCCAGTAG-3′
5′-GGAGCGAGATCCCTCCAAAAT-3′

反向

5′-ACCATCCTCCTCTTCCTCCTTGTC-3′
5′-GGCTGTTGTCATACTTCTCATGG-3′
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A：基于TCGA数据库分析ARRB1 mRNA在OSCC组织和正常组织中的表达差异；B：生存分析；C：ROC曲线；a：P<0. 01
图1　基于TCGA数据库分析ARRB1的表达差异及其对诊断及预后的影响

表1　免疫反应评分（IRS评分）

染色范围

阳性率（%）

<5
6～25

26～50
51～75
76～100

得分

0
1
2
3
4

染色强度

染色

未着色

黄色

黄褐色

褐色

得分

0
1
2
3

最终结果

分级

-
+（×1）
+（×2）
+（×3）

总分

0～1
2～4
5～8
9～12

分类

低表达

高表达
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于OSCC具有一定诊断价值（图1C）。

2. 2　ARRB1在OSCC中富集于多条信号通路

基于 TCGA 数据库的 GSEA 分析显示，ARRB1 在

OSCC 中显著富集于多条关键信号通路（图 2A）。其

中，β-arrestin 通路的富集程度最高，其次为趋化因子

信号通路、MAPK信号通路及Hedgehog信号通路。进

一步通过 GO/KEGG 分析验证，ARRB1 主要调控

Hedgehog信号通路与 SMO激活通路（图 2B）。可视化

结果表明，ARRB1 在 β-arrestin 通路中的富集峰值最

为显著，而在趋化因子及 MAPK 通路中呈梯度偏移

（图 2C），表明其可能通过多条信号通路参与 OSCC生

物学过程的调控。

2. 3　ARRB1表达水平与部分免疫细胞浸润呈正相关

基于 TCGA 数据库进行免疫浸润分析，结果显示

ARRB1的表达水平在多种免疫细胞的浸润水平方面

呈现显著差异（P<0. 05，图 3A），同时其表达主要与嗜

酸性粒细胞、肥大细胞、记忆 T细胞、巨噬细胞等免疫

细胞浸润呈正相关（R≈0. 5，P<0. 01，图3B）。

2. 4　ARRB1 在 OSCC 中低表达且与部分临床病理特

征相关

通过免疫组织化学实验证明 ARRB1主要位于细

胞质中，在 OSCC 组织中 ARRB1 的表达水平较低，其

染色呈浅黄色，而在正常组织中呈现黄褐色（图 4A）。

此外ARRB1在该组织中的表达水平与肿瘤分化程度、

淋巴结转移、TNM 分期相关（P<0. 05，表 3）。经统计

发现，在相同时间点下ARRB1高表达组的OSCC患者

A：基于 TCGA 数据库进行的 GSEA 富集分析；B：GO/KEGG 富集分析（BP：生物过程，CC：细胞组分，MF：分子功能）；C：ARRB1
可视化富集情况

图2　ARRB1在OSCC中的富集分析

A：ARRB1的表达与24种免疫细胞浸润的差异性分析；a：P<0. 05，b：P<0. 01
图3　ARRB1与免疫浸润的关系

图3B续下页
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生存率较高（HR=0. 50，P=0. 041，图 4B），这与前期生
信分析结果一致。

2. 5　ARRB1在OSCC细胞系中低表达

Western blot 实验结果显示：相比于 HOK 细胞，

ARRB1 蛋白在 SCC-15、CAL-27 细胞中呈低表达（P<
0. 01，图 5A、B），与 qPCR实验验证ARRB1的mRNA表

达水平一致（P<0. 01，图 5C）。表明 ARRB1 在 OSCC
细胞系中呈显著低表达，差异具有统计学意义。

2. 6　Western blot和qPCR证实转染成功

转染 GV657-ARRB1、GV657 至 SCC-15 和 CAL-27
细胞，利用 Western blot、qPCR 检测发现 ARRB1 蛋白

（PSCC-15<0. 01，PCAL-27<0. 01，图 6A、B）和 mRNA（PSCC-15<

0. 01，P CAL-27<0. 05，图 6C）表达水平显著升高，表明转

染成功。

2. 7　ARRB1过表达显著抑制OSCC细胞增殖

在 SCC-15及 CAL-27细胞中，GV657-ARRB1组细

胞克隆数显著低于 GV657 组（PSCC-15<0. 01，PCAL-27<
0. 01，图 7A、B），同时该组 EdU 阳性率也显著低于对

照组（PSCC-15<0. 05，PCAL-27<0. 01，图 7C、D），差异均具有

统计学意义。表明 ARRB1 过表达可抑制 OSCC 细胞

的生长增殖能力。

2. 8　ARRB1过表达显著抑制OSCC细胞迁移

在 SCC-15、CAL-27细胞中，24 h及 48 h的GV657-

ARRB1组细胞迁移率显著低于GV657组（PSCC-15<0. 01，

B：免疫浸润相关性分析；b：P＜0. 01
续图3　ARRB1与免疫浸润的关系

A：ARRB1在OSCC患者的肿瘤组织及癌旁正常组织中 IHC表达的特征性图像；B：ARRB1蛋白表达与OSCC患者的生存曲线

图4　ARRB1蛋白在OSCC组织中的表达情况及其生存分析
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PCAL-27<0. 01，图 8），差异具有统计学意义。结果表明，

ARRB1过表达可抑制OSCC细胞迁移。

2. 9　ARRB1过表达显著抑制OSCC细胞侵袭

Transwell 侵袭实验显示，在 SCC-15、CAL-27 细胞

中，GV657-ARRB1 组细胞侵袭数显著低于 GV657 组

（PSCC-15<0. 01，PCAL-27<0. 01，图 9），差异具有统计学意

义。结果表明，ARRB1 过表达可抑制 OSCC 细胞

侵袭。

3　讨论

口腔鳞状细胞癌（OSCC）是口腔颌面部常见的恶

性肿瘤，主要发生于舌部、口底部、牙龈及颊侧黏膜等

部位，该疾病具有高复发性和转移性［9］的特点，并且在

治疗过程中常产生耐药性［10］。虽然相关治疗方法取

得了一定进展，但是其 5 年的生存率仍处于 41%［11］。
因此需通过发现新的分子靶点实现对OSCC的早期诊

断与精准的靶向治疗，这对于优化诊治策略、提高患

者生存率具有重要意义。

β-arrestin1（ARRB1）是调节各种 G蛋白偶联受体

（G protein-coupled receptor， GPCR）的信号转导和运输

的接头蛋白家族成员之一［12］，与许多神经疾病、代谢

疾病和肿瘤的发生发展密切相关。既往有研究表明

其在多种恶性肿瘤中具有差异化的表达特征，并与患

者的临床病理特征密切相关［3］。还有研究发现

ARRB1在不同疾病中均可产生影响，例如，ARRB1低

表3　ARRB1的表达差异与OSCC患者临床病理特征相关性

临床病理特征

性别

男性

女性

年龄

≤60
  >60

肿瘤分化程度

高分化

中分化

低分化

T 分期

T1~T2
T3~T4

淋巴结转移

N0
N1~N2

TNM分期

Ⅰ~Ⅱ
Ⅲ~Ⅳ

数量

56
45
33
68
41
55
5

54
47
82
19
44
57

ARRB1
低表达

48
35
24
59
38
42
3

41
42
71
12
40
43

高表达

8
10
9
9
3

13
2

13
5

11
7
4

14

χ2

1. 073

2. 989

6. 422

3. 097

4. 292

4. 058

P

0. 300

0. 084

0. 033

0. 078

0. 038

0. 044
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A、B：Western blot检测ARRB1蛋白表达水平及定量分析结果；C：qPCR定量分析结果；a：P<0. 01
图5　ARRB1在OSCC细胞系中低表达
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图6　Western blot、qPCR评价转染效率
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表达可促进髓母细胞瘤增殖，其过表达可抑制细胞增

殖活性［13］。另有研究表明，ARRB1过表达可抑制乳腺

癌细胞的生长和迁移，且其表达水平与患者的生存率

呈正相关［14］。
本研究基于 TCGA 数据库分析发现，ARRB1 在

OSCC 中低表达，并与患者不良预后相关，提示其在

OSCC中可能发挥抑癌功能。免疫组织化学染色结果

进一步明确了ARRB1在OSCC组织中表达水平显著低

于正常组织，且与肿瘤分化程度、淋巴结转移及TNM分

期相关，这提示其在疾病进展过程中具有重要作用。

通过 qPCR 与 Western blot 实验验证，ARRB1 在

OSCC细胞系中低表达。因此本研究构建ARRB1过表

达模型并进行表型实验，平板克隆及EdU实验结果表

明ARRB1过表达可抑制OSCC细胞的增殖能力，而划

痕愈合与 Transwell 实验亦显示其对细胞的迁移及侵

袭能力发挥负调控作用。上述实验结果共同支持了

ARRB1在OSCC中具有抑癌的潜能。

为探索ARRB1可能介导其抑癌功能的潜在机制，

本研究利用 GSEA 富集分析进行了生物信息学预测。

其 结 果 显 示 ，ARRB1 的 生 物 学 功 能 可 能 涉 及

Hedgehog、MAPK 等经典信号通路的调控。值得注意

的是，Hedgehog通路的异常激活已被多项研究证实与

调控细胞增殖及多种肿瘤的发生、发展有关［15-16］，其
激活依赖于 SMO、GLI 等关键因子的级联反应，并与

OSCC的不良预后呈正相关［17-19］。未来需通过实验进

一步解析其具体作用靶点。

目前，已有研究表明ARRB1过表达可使肺癌细胞

对DNA损伤药物（如顺铂）的敏感性提高［20］。ARRB1
作为放射耐药端粒基因之一，可能通过调节免疫相关

通路或细胞周期、DNA 修复对肺腺癌产生影响［21-22］。
此外，ARRB1已被认为在肿瘤免疫调控及炎症相关信

号转导中具有潜在生物学效应［8］，在本研究的免疫浸
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A：SCC-15、CAL-27细胞克隆形成图；B：定量分析结果；C：SCC-15、CAL-27细胞EdU荧光图；D：定量分析结果；a：P<0. 05，b：P<0. 01
图7　ARRB1过表达对OSCC细胞增殖的抑制作用
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润分析中，发现ARRB1与多种免疫细胞亚群的浸润存

在一定关联。结合吸烟、槟榔咀嚼等高危因素可能导

致的慢性炎症背景［23-24］，长期的免疫失调和慢性炎症

反应对肿瘤微环境的形成可能产生促进作用。这为

ARRB1在OSCC中可能参与免疫微环境调控提供了初

步线索，但其具体的分子机制仍有待进一步探究。

本研究也存在一些局限：ARRB1调控 OSCC 恶性

表型的分子机制仍需深入探索，尤其是其与Hedgehog
等信号通路的具体互作关系有待实验验证；同时，

ARRB1对肿瘤免疫微环境的影响需结合具体实验进

行深入解析。这些方向都将作为课题组后续研究的

重点。
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图8　ARRB1过表达对OSCC细胞迁移的抑制作用
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综上所述，本研究初步证实了ARRB1在OSCC中

的低表达特征与其抑癌作用，并基于生信分析推测其

可能涉及 Hedgehog 等信号通路的调控和免疫微环境

的调节。现有结果为进一步探讨 ARRB1的作用机制

及其潜在应用价值提供了参考依据。未来可进一步

结合机制与动物模型研究，明确其在肿瘤微环境中的

作用，从而为 OSCC 的诊治提供更多实验依据和理论

支持，以期逐步推动ARRB1的临床转化应用。
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