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间质表皮转化因子通过 PI3K /AKT /MMPs信号通路促进
肺腺癌细胞的侵袭转移
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摘要 间质表皮转化因子( mesenchymal to epithelial transition factor，MET)在多种癌症中异常表达，影
响肿瘤的发生发展，但 MET影响肺腺癌的分子机制并不明确。本研究收集 3例淋巴结转移的肺腺癌
组织( lung adenocarcinoma tissues，LAD)和 3例无淋巴结转移的肺腺癌组织，用于微阵列基因芯片分
析。结果显示，与无淋巴结转移的肺腺癌组织相比，有淋巴结转移的肺腺癌组织中有 1 314条 mＲNAs
表达上调，400条 mＲNAs表达下调。其中，MET在有淋巴结转移的肺腺癌组织中表达显著升高。随
机选取 8个差异表达基因，对收集的潍坊医学院附属医院 2014年 2月至 2017年 2月间有淋巴结转移
的肺腺癌组织和无淋巴结转移的肺腺癌组织各 30例通过 qＲT-PCＲ实验进行微阵列基因芯片验证。
结果显示，所选 mＲNAs 的表达与微阵列结果一致，验证了微阵列基因芯片结果的准确性。通过
Western 印迹进一步检测 MET的表达。结果显示，相较于正常肺上皮细胞，肺腺癌细胞中 MET 的表
达显著升高。利用质粒转染，敲减肺腺癌细胞 A549 中的 MET，Transwell 侵袭实验结果显示，敲减
MET后肺腺癌细胞的侵袭能力明显降低;对各细胞组进行 EGF( epidermal growth factor) 处理并检测
PI3K/AKT /MMPs信号通路，Western 印迹检测结果显示，敲减 MET 后，肺腺癌细胞中基质金属蛋白
酶-2( matrix metalloproteinase 2，MMP-2)和 MMP-9的表达显著下降，AKT的磷酸化水平也显著下降。
上述结果表明，MET可通过激活 PI3K/AKT信号通路进而增加 MMPs的表达促进肺腺癌的侵袭转移。
关键词 肺腺癌; 基因芯片; 间质表皮转化因子; PI3K /AKT /MMPs信号通路
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Abstract Mesenchymal to epithelial transition factor ( MET) is abnormally expressed in many cancers，
but the molecular mechanism of MET affecting lung adenocarcinoma is not clear． In this study，3 cases of
lung adenocarcinoma tissues ( LAD) with lymph node metastasis and 3 cases of LAD without lymph node
metastasis were collected for microarray gene chip analysis． The results showed that 1 314 mＲNAs were
up－ regulated and 400 mＲNAs were down-regulated in LADs with lymph node metastasis，and the
expression of MET was significantly increased in lung adenocarcinoma tissues with lymph node
metastasis，compared with those without lymph node metastasis． Eight differentially expressed genes were
randomly selected，and qＲT-PCＲ was used to verify the results of microarray gene chip in 30 cases of
LADs with lymph node metastasis collected from February 2014 to February 2017 in Affiliated Hospital of
Weifang Medical University． The results showed that the expression of the selected mＲNAs was consistent
with the microarray data，which verified the accuracy of the microarray gene chip results． The expression
of MET was further detected by Western blot，and the results showed that the expression of MET in lung
adenocarcinoma cells was significantly higher than that in normal lung epithelial cells． Transwell invasion
experiment results showed that the invasion ability of A549 lung epithelial cells was significantly reduced
after knockdown of MET． After treated with EGF ( epidermal growth factor ) ，results showed that the
expression levels of matrix metalloproteinase 2 ( MMP-2) and MMP-9 in lung adenocarcinoma cells were
significantly decreased after the knockout of MET，and the phosphorylation level of AKT was also
significantly decreased． These results indicated that MET can promote the invasion and metastasis of lung
adenocarcinoma cells by activating the PI3K /AKT signaling pathway and thereby increasing the
expression of MMPs．
Key words lung adenocarcinoma; microarray gene chip; mesenchymal to epithelial transition factor
( MET) ; PI3K /AKT /MMPs pathway

肺癌是男性最常见的癌症死亡原因( 16%) ，是
女性因癌症致死的第二大原因( 13%) ，对人群健康
和生命构成巨大威胁［1］。肺癌从医学角度分为非
小细胞肺癌和小细胞肺癌，其中最常见的非小细胞

肺癌类型是肺腺癌 ( lung adenocarcinoma) 。它发病
于细支气管或肺泡上皮细胞，血运丰富，具有典型的

外周转移性［2］。有限的早期诊断数量及癌细胞侵
袭是肺腺癌高死亡率和预后不良的主要原因［3，4］。
因此，研究肺腺癌的潜在标志物及其侵袭转移机制

具有重要意义。
间质表皮转化因子 ( mesenchymal to epithelial

transition factor，MET) ，又称细胞间质表皮转化因子
( cellular-mesenchymal to epithelial transition factor，c-
Met) 或者肝细胞生长因子受体 ( hepatocyte growth
factor receptor，HGFＲ) 等，是 PTKs 家族的一员，总
长度超过 120 kb［5］。已有多项研究证明，MET 在多
种不同来源的肿瘤中呈过表达，并参与肿瘤细胞的

侵袭转移，如结肠癌［6］、胆道癌［7］和乳腺癌［8］等。
但 MET影响肺腺癌侵袭能力的分子机制仍不明确。
本研究应用微阵列基因芯片技术，筛选出在有淋巴

结转移的肺腺癌中高表达的 MET，通过探讨 MET
对肺腺癌细胞侵袭的影响，明确 MET影响肺腺癌细
胞侵袭能力的机制，为肺腺癌分子靶向治疗提供理

论基础。

1 材料与方法

1. 1 患者病历资料
收集潍坊医学院附属医院 2014 年 2 月至 2017

年 2月间有淋巴结转移的肺腺癌组织及无淋巴结转
移的肺腺癌组织 ( ＞5 cm) 各 30 例作为研究对象。
患者术前未经过任何化疗和放疗，年龄 40 ～ 70 岁，
临床资料完整。所有的肺腺癌患者均已经签署知情
同意书。
1. 2 试剂与细胞株

Lipofectamine 2000 Ｒeagent 购自美国 Invitrogen
公司; β-肌动蛋白( β-actin) 、兔抗人基质金属蛋白
酶( matrix metalloproteinase，MMP ) -2、MMP-9、兔抗
人 MET、AKT、p-AKT 抗体均购自 Abcam; Transwell
小室购自 Corning公司; Matrigel购自 BD 公司;正常
肺上皮细胞 BEAS-2B及肺腺癌细胞 A549均由本实
验室保存，并通过细胞鉴定。
1. 3 微阵列基因芯片分析
应用人类 LncＲNA 阵列 V3. 0 ( Human LncＲNA

Array V3. 0) 进行微阵列分析，检测 3例有淋巴结转移
的肺腺癌组织，以及 3例无淋巴结转移的肺腺癌组织
中具有明显差异表达的 mＲNAs［9］，将原始数据进行
归一化处理，通过差异表达倍数( fold-change) 筛选差
异表达基因，挑选要求为 Fold-change ( linear) ≥2. 0。
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将差异基因数据做聚类分析，对样本和基因分别进行

分级聚类之后，通过聚类热图( heat map) 直观地展示
基因在不同样本中的表达情况。
1. 4 qＲT-PCＲ检测
提取有淋巴结转移的肺腺癌组织，以及无淋

巴结转移的肺腺癌组织各 30 例的总 ＲNA 进行

逆转录，ＲNA 提取及逆转录过程参照先前文
献［10］。PCＲ 条件为 95 ℃ 5 s、63 ℃ 30 s、72 ℃
30 s进行 35 个循环。初步筛选 LIMK2、ＲASSF5、
IPCEF、HNＲNPAB、MET、CD1E、MBD1、KIAA0895
进行检测 ( GAPDH 作为内参 ) ，基因引物序列见
Table 1。

Table 1 qＲT-PCＲ primer sequences
Gene Forward sequence ( 5'-3') Ｒeverse sequence ( 5'-3')

LIMK2 CCCTGAGATGCTGAACGGAAA GATGGTGACCTTCCCTTGGC

ＲASSF5 CTCGCGCCTCTGTGTCC GTGAATTTACAGTTAGTGCAGCG

IPCEF GATGGCAGTGCTCTTGTTCC ACAGTGACGACCCCTTCAGT

HNＲNPAB GGCGAGTTTGGGGAGATTGA TGTACTACCCTGACCTCCACC

MET TGGGCACCGAAAGATAAACCT ATCTGGGTGTTCCAGCACAG

CD1E ACGGAAAGTGAAGCCAGAGG TCCAGGGTTGCTCGGAGATA

MBD1 TTGAACGTCAGCACGCAGAT CAGCAGTAGCCAGTTTGGCA

KIAA0895 GTCACGGTGGCAGGTTCTAA GTGAAGCTTTTCCGTCACGC

GAPDH GTTGGAGGTCGGAGTCAACGG GAGGGATCTCGCTCCTGGAGGA

1. 5 细胞培养及转染
细胞培养参照先前文献［11］。将 A549细胞分组

为( 1) A549组，不转入质粒; ( 2) Scr /A549 组，转入
空载质粒; ( 3) SiMET /A549 组，转入 MET 小 ＲNA
干扰质粒。
1. 6 Transwell侵袭检测
实验过程参照先前文献［12］。使用 0. 25%胰酶

对细胞进行消化。用无血清培养基重悬细胞，将转
染后的 150 μL( 4×105cells /mL) SiMET /A549和 Scr /
A549 细胞分别加入到 2 个已加入基质胶的
Transwell 小室中。下室补充含 20%胎牛血清的
ＲPMI1640培养基 500 μL，放于 5% CO2、37 ℃的培
养箱中培养 24 h，4%多聚甲醛固定 20 min，Giemsa
染色 35 min，PBS清洗 3次，随机选取 5个视野于显
微镜下拍照计数，取平均值为实验结果。实验重复
3次。
1. 7 Western印迹
将各组细胞抽提总蛋白质，各组蛋白质样品经

电泳、转膜、封闭 1 h后敷一抗 4 ℃过夜，再经洗膜 3
次，常温敷二抗 1 h 后洗膜 3 次并曝光。所用抗体
浓度如下: β-肌动蛋白( 1 ∶1 000) 、间质表皮转化因
子( 1 ∶500) 、基质金属蛋白酶-2 ( 1 ∶500) 、基质金属
蛋白酶-9 ( 1 ∶500) 、p-AKT( 1 ∶500) 、AKT( 1 ∶500) 。
1. 8 统计学方法
所有实验数据用均数加减标准差 ( 珋x ± s ) 表

示，并使用 SPSS 17. 0 进行统计学分析。采用独立

样品 t检验分析两组定量资料。多组比较采用单因
素方差进行分析，P＜0. 05 时认定差异具有统计学
意义。

2 结果

2. 1 mＲNAs微阵列基因芯片分析
通过 mＲNAs微阵列基因芯片技术，对 3个有淋

巴结转移的肺腺癌组织 ( z2，z3，z4) 和 3 个无淋巴
结转移肺腺癌组织( t1，t2，t3) 的总 ＲNA 进行检测，
存在差异性表达的条件为差异倍数≥2. 0，P＜0. 05。
结果显示，相较于无转移的肺腺癌组织，有转移的肺

腺癌组织中有 1 314 条 mＲNAs 表达上调，400 条
mＲNAs表达下调。其中，MET 表达上调; 热图显示
部分差异表达的 mＲNAs( Fig．1) 。
2. 2 qＲT-PCＲ验证基因芯片的准确性
为验证微阵列基因芯片结果，本文初步筛选了

LIMK2、ＲASSF5、IPCEF、HNＲNPAB、MET、CD1E、
MBD1、KIAA0895 进行 qＲT-PCＲ。结果显示，所选
mＲNAs在标本中的表达特征与微阵列数据一致
( Fig．2) ，验证了微阵列基因芯片结果的准确性。
2. 3 间质表皮转化因子在肺腺癌细胞 A549 中高
表达

用 Western印迹检测人正常肺上皮细胞 BEAS-
2B和肺腺癌细胞 A549 中 MET 的表达量。结果显
示，MET在肺腺癌细胞 A549 中的表达量显著高于
人正常肺上皮细胞 BEAS-2B( Fig．3) 。
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Fig．1 Clustering heat map of partial differentially expressed mＲNAs in LAD with or without lymph node
metastasis Human LncＲNA Array V3. 0 was applied to analyze the LADs with and without metastasis． The condition for
the existence of differential expression is Fold change≥2，P＜0. 05． Each grid in the heat map represents a data． The figure
shows some differentially expressed genes，among which MET is highly expressed

2. 4 肺腺癌细胞 A549的敲减成功
转染 24 h 时，低温提取对照组及敲减组细胞总

蛋白质。Western印迹检测敲减组细胞 SiMET /A549
的敲减效率，与对照组细胞 Scr /A549 相比，敲减组
中 MET的表达量显著降低 ( Fig．4) ，表明敲减质粒
成功转染。
2. 5 间质表皮转化因子促进肺腺癌细胞的侵袭
利用 Transwell实验检测 MET 对肺腺癌细胞侵

袭能力的影响。结果显示，穿过基底膜的 SiMET /
A549细胞数量明显少于 Scr /A549 细胞 ( P＜0. 05，
Fig．5) 。结果表明，MET 可以促进肺腺癌的侵袭
转移。

2. 6 间质表皮转化因子可通过激活 PI3K /AKT-信
号通路促进基质金属蛋白酶表达

通过使用 EGF 启始 PI3K 的激活，并通过
Western印迹检测敲减 MET 后 AKT 的磷酸化水平
的变化，以及 MMP-2、MMP-9表达。结果显示，敲减
组 AKT磷酸化水平降低，MMP-2、MMP-9 蛋白表达
量降低( Fig．6) 。

3 讨论

肺腺癌具有进展快、恶性程度高且极其容易转
移的特点［2］。其肺腺癌发生和发展涉及多个环节
和因素，是一个复杂的过程，其中癌基因激活和抑癌
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Fig．2 The accuracy of the gene chip was verified by
qＲT-PCＲ Total ＲNAs of 30 LADs with lymph node
metastasis and 30 LADs without lymph node metastasis were
extracted，and the expression of 8 pre-screened genes was
detected by qＲT-PCＲ． Primer sequences are shown in Table
1． The expression characteristics of eight selected genes were
consistent with microarray analysis． The accuracy of
microarray gene chip was verified

Fig． 3 The expression of MET in A549 lung
adenocarcinoma cells was significantly higher than that
of BEAS-2B human normal lung epithelial cells ( A)
Total proteins of BEAS-2B normal lung epithelial cells and
A549 lung adenocarcinoma cells were extracted，and the
expression of MET was detected by Western blot using β-
actin as an internal reference． The experiment was repeated
three times． ( B) The relative protein levels of ( A) were
analyzed by Image J．* P＜0. 05，vs BEAS-2B

基因缺失发挥很重要的作用［13］。
MET 及其配体肝细胞生长因子 /分散因子

Fig．4 The expression of MET in the knockdown group was significantly reduced ( A) Total proteins of A549 lung
adenocarcinoma cells，Scr /A549 ( Into the empty plasmid) and SiMET /A549 ( Transfected MET small ＲNA interfering plasmid)
cells were extracted，and the expression of MET was detected by Western blot using β-actin as the internal reference． The
experiment was repeated three times． ( B) The relative protein levels of ( A) were analyzed by Image J．* P＜0. 05，vs Scr /A549

( HGF /SF) 于 1980 年代中期被发现［14］。研究发现，

MET由通过二硫键连接的胞外亚基和穿膜亚基组
成［15］。胞外亚基包括 SEMA ( semaphorin) 等 3个功
能域，而细胞内片段则由酪氨酸激酶域和多功能对

接位点组成［16］。其中，SEMA 结构域在受体结合方
面发挥重要作用，影响下游通路发挥调控作用［17］。
越来越多的研究发现，MET 参与多种癌症的发生发
展进程，是一种潜在的癌基因。Miekus 等发现，降
低 MET 在宫颈癌细胞系中的表达后，宫颈癌细胞
的生长明显受到抑制［18］。Li 等发现，高表达 MET
可增加小鼠的成瘤潜力，且促进胰腺癌细胞的自

我更新［19］。本研究通过基因芯片检测 3 例有淋巴
结转移的肺腺癌组织，以及无淋巴结转移的肺腺

癌组织中的基因表达差异，发现 MET 在有淋巴结
转移肺腺癌组织中表达明显上调。Western 印迹
结果显示，肺腺癌细胞 A549 中 MET 表达也明显
上调。Transwell侵袭实验表明，敲减 MET 后肺腺
癌细胞的侵袭能力显著降低，证明 MET 参与肺腺
癌细胞的侵袭进程。

PI3K /AKT信号转导通路在调节细胞生存、侵
袭等方面发挥着重要作用，并在多种癌症中异常

活跃，如胃癌［20］等。本课题组前期研究已发现，
PI3K /AKT信号通路在乳腺瘤中异常表达，且可促
进乳腺癌的侵袭［21-23］。近期另有研究发现，PI3K /
AKT信号通路的下游因子基质金属蛋白酶( matrix
metalloproteinases，MMPs) 例如 MMP-2、MMP-9 等
在肿瘤细胞的发育过程中发挥重要的作用，例如

乳腺癌［23］等，它可以降解几乎所有种类的细胞外

基质蛋白质组分，打破组织学上肿瘤细胞侵袭屏

障，从而促进肿瘤的进展，在肿瘤的侵袭转移中起

到非常重要的作用［24］。本研究中，EGF 刺激各组
细胞后发现，敲减 MET 组细胞中 MMP-2、MMP-9
的表达量明显降低，而且 AKT 的磷酸化水平也明
显降低。
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Fig．5 The invasiveness of A549 cells was markedly reduced after knockdown of MET The cells were digested with
trypsin and resuspended with serum-free medium． SiMET /A549 and Scr /A549 cells ( 4×105cells /mL) were added respectively to
two upper chambers with Matrigel，and the F12K with 20% fetal bovine serum was added to lower chambers． After 24 hours culture，
fixation，staining，photographing and counting were performed． The experiment was repeated three times． ( A) Transwell assay was
used to detect the effect of MET on the invasion ability of lung adenocarcinoma cells． ( B) The histograms showed the numbers of
penetrated cells in ( A) ． * P＜0. 05，vs Scr /A549

Fig．6 The levels of MMP-2，MMP-9 and phosphorylated AKT were decreased after knockdown of MET in lung
adenocarcinoma cells ( A) After transfection，the cells in each group were treated with or without EGF for 30 minutes． The
total protein was extracted． Western blot was used to detect the changes of the expression levels of MMP－2，MMP-9 and p-AKT
after the knockdown of MET． The experiment was repeated three times． ( B) The relative proteins levels of ( A) were analyzed by
Image J．* P＜0. 05，vs Scr /A549 ( -) ; ΔP＜0. 05，vs Scr /A549 ( +)

由上述可知，MET 可通过 PI3K /AKT /MMPs 信
号通路促进肺腺癌细胞的侵袭，提示 MET可能成为
肺腺癌临床治疗的新靶点，有望通过此机制控制肺

腺癌的侵袭作用，进而为治疗肺腺癌提供新的思路。
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