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[摘  要]  目的：探究敲减间质表皮转化因子（MET）表达对人喉鳞状细胞癌（LSCC）Hep-2细胞生长、迁移及5-氟尿嘧啶（5-FU）

和顺铂敏感性的影响。方法：通过基因表达综合数据库（GEO）及癌症基因组图谱（TCGA）数据库数据分析人LSCC组织中

MET mRNA的表达水平；常规培养正常人支气管上皮细胞 16HBE与人LSCC细胞Hep-2、KBV200和TU212，采用qPCR法和WB

法检测16HBE、Hep-2、KBV200和TU212细胞中MET基因和蛋白的表达水平。用LipofectamineTM 3000将MET敲减质粒（si-Met）

和对照质粒（si-NC）转染至Hep-2细胞中，分为空白对照组，si-NC组和 si-Met组。采用MTT法、流式细胞术、划痕愈合实验分别

检测各组Hep-2细胞的增殖、迁移能力、周期分布以及对5-FU和顺铂的敏感性。结果：数据库数据分析显示LSCC组织中MET 

mRNA呈高表达（P < 0.05），Hep-2、KBV200和TU212 细胞中 MET mRNA 和蛋白的表达水平也均明显高于 16HBE 细胞（均

P < 0.01）。敲减MET表达后，Hep-2细胞中MET mRNA及蛋白表达水平均明显降低（P < 0.01或P < 0.001）、细胞增殖活力显著

下降（P < 0.000 1）、G0/G1期细胞数量明显升高（P < 0.000 1）、S期细胞数量明显降低（P < 0.000 1）。敲减MET表达后，不同浓度

5-FU或顺铂对细胞增殖的抑制率均显著升高、药物半数抑制浓度（IC50）均降低（均 P < 0.000 1），划痕愈合率明显降低、迁移能

力下降（均P < 0.05）。结论：MET在人LSCC组织和细胞中呈高表达，敲减MET可有效抑制Hep-2细胞中MET的表达，抑制细

胞增殖、迁移能力，使其周期阻滞于G1期，增强Hep-2细胞对5-FU和顺铂的敏感性。

[关键词]  喉鳞状细胞癌；间质表皮转化因子；增殖；迁移；5氟尿嘧啶；顺铂；药物敏感性

[中图分类号]  R739.65         [文献标识码]  A         [文章编号]  1007-385x(2024)09-0857-07

Effects of MET knockdown on proliferation, migration and sensitivity to 5-FU 
and cisplatin of laryngeal cancer Hep-2 cells

ZHANG Cuihonga, XIAO Shufenb, ZHANG Jianjuna, HE Zhanguoc, FAN Caia, MA Bojinga (a. Department of Radiotherapy; 
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[Abstract]  Objective: To investigate the effects of mesenchymal to epithelial transition factors (MET) knockdown on the proliferation, 

migration, and sensitivity to 5-FU and cisplatin in human laryngeal squamous cell carcinoma (LSCC) Hep-2 cells. Methods: The 

expression of MET mRNA in LSCC tissues was analyzed using data from the Gene Expression Omnibus (GEO) and The Cancer and 

Tumor Gene Atlas (TCGA). Human normal bronchial epithelial cells (16HBE) and human LSCC cells (Hep-2, KBV200 and TU212) 

were routinely cultured, and the expression levels of MET in these cells were detected by qPCR and WB assay. The MET knockout 

plasmid (si-Met) and control plasmid (si-NC) were transfected into Hep-2 cells using LipofectamineTM 3000, and the cells were divided 

into blank control group, si-NC group and si-Met group. The proliferation, migration, cell cycle distribution, and sensitivity to 5-FU and 

cisplatin of Hep-2 cells in each group were detected by MTT assay, flow cytometry and scratch assay, respectively. Results: Database 

analysis showed high expression of MET mRNA in LSCC tissue (P < 0.05). The mRNA and protein expression levels of MET in Hep-

2 cells, KBV200 cells and TU212 cells were significantly higher than those in 16HBE cells (all P < 0.01). After MET knockdown, the 

mRNA and protein levels of MET in Hep-2 cells were significantly reduced (P < 0.01 or P < 0.001), cell proliferation activity was 

significantly decreased (P < 0.000 1), the number of G0/G1 phase cells was significantly increased (P < 0.000 1), and the number of S 

phase cells was significantly reduced. Additionally, after MET knockdown, the inhibitory rates of cell proliferation by different 

concentrations of 5-FU or cisplatin were significantly enhanced, and the half maximal inhibitory concentration (IC50) was reduced (all 
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P < 0.000 1). The scratch healing rate and migration ability were significantly reduced (all P < 0.05). Conclusion: MET is highly 

expressed in human LSCC tissues and cells. Knocking down MET can effectively inhibit the expression of MET in Hep-2 cells, 

suppress cell proliferation and migration ability, arrest the cell cycle in G1 phase, and enhance the sensitivity of Hep-2 cells to 5-FU and 

cisplatin.

[Key words]  laryngeal squamous cell carcinoma (LSCC); mesenchymal to epithelial transition factor (MET); proliferation; migration; 

5-fluorouracil (5-FU); cisplatin; drug sensitivity

[Chin J Cancer Biother, 2024, 31(9): 857-863. DOI：10.3872/j.issn.1007-385x.2024.09.003]

喉 鳞 状 细 胞 癌（laryngeal squamous cell 

carcinoma, LSCC）是喉癌中最常见的亚型之一，发病

率在呼吸道肿瘤中居第二位[1]。值得注意的是，中国

人LSCC的发病率大约是美国人的4倍，每年病死人

数超过 15 000人[2]。对于晚期LSCC患者，化疗是标

准的一线治疗方法[3-4]。然而，由于药物的毒性和患

者的耐药，化疗对晚期LSCC患者的总生存率并没有

改善[5]。因此，如何有效提高肿瘤对化疗药物的敏感

性，寻找新的生物标志物用于靶向治疗，成为改善喉

癌患者对化疗耐药不良结局的迫切需要。间质表皮

转化因子（mesenchymal to epithelial transition factor, 

MET）是原癌基因MET编码的蛋白，是一类具有自主

性磷酸化活性的穿膜受体，是已知的肝细胞生长因

子（hepatocyte growth factor, HGF）的单一高亲和力受

体。HGF与MET结合后激活受体发生自身磷酸化，

进而导致多种含有 Src同源区分子的底物蛋白磷酸

化（如PI3K，GRB-2-Sos复合体等），从而引起细胞内

一系列信号传导，最终发挥促进细胞增殖、运动等生

物学作用。研究[6-7]表明，当细胞过度表达MET时，常

常导致细胞发生癌变，而且对多种肿瘤细胞的生长、

侵袭和转移能力具有重要调节作用，所以抑制MET

基因表达可能为肿瘤治疗提供新的治疗策略。鉴于

MET在肿瘤细胞生物学行为中的作用，且有关MET

在喉癌及其化疗敏感性方面的研究尚鲜见。本研究

探讨敲减MET表达对LSCC细胞恶性生物学行为的

作用。

1  材料与方法

1.1  细胞与主要试剂

正常人支气管上皮细胞 16HBE与人LSCC细胞

Hep-2、KBV200和TU212均购自北京协和医学院医

学生物学研究所。5-氟尿嘧啶（5-FU）购自天津金耀

氨基酸有限公司，顺铂购自上海研谨生物有限公司，

兔/鼠抗MET抗体购自北京义翘神州科技有限公司，

Met敲减以及阴性对照质粒由西宝生物科技（上海）

股份有限公司制备，DMEM培养基及胎牛血清均购

自 Gibco 公司，四甲基偶氮唑蓝（methyl thiazolyl 

tetrazolium, MTT）检测试剂盒购自上海贝博生物技

术有限公司，LipofectamineTM 3000购自北京吉美生物

技术有限公司，TRIzol试剂购自美国 Invitrogen公司，

PCR引物购自上海生工生物股份有限公司，cDNA反

转录反应试剂盒和 SYBY Green PCR试剂盒均购自

日本TaKaRa公司，碘化丙啶细胞周期检测试剂盒、

细胞裂解及蛋白抽提试剂、蛋白浓度检测试剂、WB

配胶试剂盒均购自江苏碧云天生物技术有限公

司 。 PVDF 膜、ECL 发光液均购自美国 Millipore

公司。

1.2  用GEO及TCGA数据库数据分析MET mRNA

在LSCC组织和癌旁组织中的表达

利用（Gene Expression Omnibus，GEO）数据库

（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/）和 TCGA 数据库

（https://www.canerge-nome.nih.gov）数据在线分析人

LSCC组织及配对癌旁组织中MET mRNA的表达。

1.3  细胞培养、转染与分组

16HBE、Hep-2、KBV200 和 TU212 细胞均在含

10% 胎牛血清、1% 青-链霉素的 DMEM 培养基中，

37 ℃、5% CO2恒温培养箱内培养。

取对数生长期的Hep-2细胞，用LipofectamineTM 3000

将Met敲减质粒（si-Met）及其阴性对照质粒（si-NC）转

染至Hep-2细胞中。转染后6 h更换细胞培养基，继续

培养48 h。实验分为si-Met组和si-NC组，未做任何处

理的细胞为空白对照组。转染48 h后，显微镜下观察

细胞荧光表达情况，在荧光表达率大于80%时，收集各

组细胞提取RNA和蛋白，用qPCR和WB法检测敲减

效率。

1.4  qPCR法检测 16HBE、Hep-2、KBV200和TU212

细胞中MET mRNA的表达

收集对数生长期的 16HBE、Hep-2、KBV200 和

TU212细胞，用TRIzol试剂提取各种细胞的总RNA，

测定RNA浓度和纯度，用逆转录试剂盒将总RNA逆

转 录 为 cDNA。 MET 上 游 引 物 为 5'-AGCAA 

TGGGGAGTGTAAAGAGG-3'，下游引物为 5'-CCC 

AGTCTTGTACTCAGCAAC-3'；β -actin 上游引物为

5'-CATGTACGTTGCTATCCAGGC-3'，下 游 引物为

5'-CTCCTTAATGTCACGCACGAT-3'。 PCR 反应条

件：95 ℃ 2 min，95 ℃ 15 s、60 ℃ 1 min，共 40 个循

环。以 2-ΔΔCt法计算目的基因的相对表达量。每个样

品设3个复孔。
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1.5  WB法检测16HBE、Hep-2、KBV200和TU212细

胞中MET蛋白的表达

收集对数生长期 16HBE、Hep-2、KBV200 和

TU212细胞，用蛋白提取试剂盒提取各细胞的总蛋白

质，考马斯亮蓝法测定蛋白质浓度，SDS-PAGE分离

蛋白质、转膜、封闭，加入MET一抗（1∶1 000），4 ℃下

处理过夜，加入辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔二

抗（1∶2 000），室温下处理1.5 h，用ECL显色液显色，

利用 Image J图像分析系统测定各条带灰度值，以目

的蛋白条带和β-actin条带的比值表示目的蛋白的相

对表达水平。

1.6  MTT法检测敲减MET对Hep-2细胞增殖的影响

将对数生长期的各组Hep-2细胞接种（1 × 105个/

孔）于96孔板中，每孔接种100 μL，每组设5个复孔，

培养至24、48、72 h时，更换新鲜无血清培养基（每孔

100 μL），加入20 μL MTT液，继续培养4 h，用酶标仪

检测各孔在 450 nm 波长处的光密度（D）值，使用

GraphPad 8.0软件绘制细胞增殖曲线。

1.7  流式细胞术检测敲减MET对Hep-2细胞周期的

影响

取转染48 h后的Hep-2细胞，经胰酶消化后，用PBS

洗涤并重悬细胞，细胞密度为2 × 105个/mL，取1 mL单

细胞悬液，离心去上清液，加入1 mL预冷70%乙醇，4 ℃

固定过夜。染色前用 PBS洗涤 2次，加入100 mg/L的

RNase A，于 37 ℃水浴内处理30 min。再加入 500 μL

（50 mg/L）碘化丙啶染色液，混匀，4℃下避光处理30 min

后，转移至流式细胞仪进行检测，每组重复3次。

1.8  MTT法检测敲减MET对Hep-2细胞化疗药物、

敏感性的影响

将对数生长期的各组Hep-2细胞接种（2 × 103个/

孔）于 96 孔板中，继续培养 24 h，分别加入 0、12.5、

25、50、100、150、200 mg/L 的 5-FU 或 0、10、20、30、

40、50 mg/L的顺铂，其中0 mg/L为对照组，同时设立

空白组（只含培养基不含药物和细胞）进行校正，每

组样品 5个复孔。继续培养 48 h后，每孔加入 20 μL 

MTT液，继续培养 4 h，用酶标仪检测各孔在 450 nm

波长处的 D 值，细胞存活率 = （DsiRNA组 - D 空白组）/

（D 阴性对照组 - D 空白组） × 100%，细胞抑制率 = 1 - 细胞

存活率。使用GraphPad 8.0软件计算细胞的半数抑

制浓度（IC50）及绘制细胞抑制率曲线。

1.9  划痕愈合实验检测敲减MET对Hep-2细胞迁移

能力的影响

用记号笔在 6孔板背后用直尺划 1条穿过培养

孔中央的横线。常规培养Hep-2细胞，胰酶消化，制

成单细胞悬液，按 1 × 106个/孔接种于 6孔板中。当

细胞长至 70%~80%汇合时，用 10 μL无菌吸头比着

直尺，垂直于横线划痕。用1 × PBS洗净划痕处残留

的细胞，加入无血清的DMEM培养基。实验设空白

对照组、阴性对照组、siRNA 组和 siRNA + 顺铂组

（19.86 mg/L），继续培养24 h，倒置显微镜拍照，记录

实验结果。Image J软件计算划痕面积，计算各实验

组24 h的划痕愈合率，实验重复3次。划痕愈合率 =（0 h

划痕面积 - 24 h划痕面积）/0 h划痕面积 × 100%。

1.10  统计学处理

采用GraphPad Prism 8.0软件对实验数据进行统

计学分析。计量资料x̄ ± s表示，采用Shapiro-Wilk（S-W）

检验进行正态分布检验，P > 0.05时，数据服从正态

分布。Levene's检验进行方差齐性检验，P > 0.05为

方差齐性。本研究数据符合正态分布，多组间均数

比较采用单因素方差分析，组间两两多重比较采用

LSD-t法。敲减MET基因对细胞的生长抑制作用，采

用双因素方差分析。以P < 0.05或P < 0.01表示差异

具有统计学意义。

2  结  果

2.1  MET mRNA在LSCC组织中呈高表达

对GEO数据库中22例人LSCC组织及配对癌旁

组织中MET的表达进行分析。结果显示，LSCC

组织中 MET 表达明显高于癌旁组织（P < 0.000 1，

图1A）。使用GEPIA2服务器分析 TCGA 数据库中

MET基因在LSCC组织和正常组织中的表达差异，结

果显示，MET在LSCC组织的表达水平显著高于癌旁

组织（P < 0.05，图1B）。

2.2  MET mRNA 在 Hep-2、KBV200 和 TU212 细胞

中呈高表达

qPCR和WB法检测结果（图 2）显示，与 16HBE

细胞比较，Hep-2、KBV200 和 TU212 细胞中 MET 

mRNA和蛋白均呈高表达（均P < 0.05）。其中Hep-2

细胞 MET mRNA 和蛋白表达水平最高，故选择

Hep-2细胞用于后续研究。

2.3  在Hep-2细胞中成功地敲减了MET的表达

qPCR检测结果（图3A）显示，与阴性对照或空白

对照组比较，siRNA组Hep-2细胞中MET mRNA的

表达水平明显下降（均 P < 0.05）。WB 法检测结果

（图 3B）显示 ，与阴性对照或空白对照组比较，

siRNA组Hep-2细胞中MET蛋白的水平明显下降（均

P < 0.05）。实验结果说明，在Hep-2细胞中成功地敲

减了MET的表达。

2.4  敲减MET表达可明显抑制Hep-2细胞的增殖能

力并使其阻滞于G1期

MTT法检测结果（图4A）显示，与空白对照组和

阴性对照组比较，si-RNA组Hep-2细胞在 48、72 h时
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增殖活力均明显降低（均P < 0.000 1）。实验结果说

明，敲减MET表达可使Hep-2细胞的增殖能力降低。

流式细胞术检测结果（图 4B）显示，与空白对照组比

较，siRNA组Hep-2细胞周期G0/G1期的细胞数明显

增多（P < 0.000 1），与 si-NC组比较，siRNA组Hep-2

细胞的S期细胞数明显减少（P < 0.000 1）。实验结果

表明，敲减MET表达可阻滞Hep-2细胞于G1期，从

而抑制细胞的增殖。

图1    GEO（（A））及TCGA数据库（B）分析MET基因在人LSCC组织和癌旁组织中的表达

qPCR（A）和WB（B）法检测16HBE、Hep-2、KBV200和TU212细胞中MET mRNA（A）和蛋白（B）的表达。与16HBE细胞比较，
*P < 0.05，**P < 0.01，***P < 0.001，****P < 0.000 1。

图2    MET在16HBE、Hep-2、KBV200和TU212细胞中的表达

qPCR（A）和WB（B）法分别检测Hep-2细胞中MET mRNA（A）和蛋白质（B）的表达。

与阴性对照或空白对照组比较，**P < 0.01，***P < 0.001。

图3    敲减MET表达后Hep-2细胞中MET mRNA和蛋白的表达水平

2.5  敲减MET表达后Hep-2细胞对 5-FU和顺铂更

加敏感

MTT法检测结果（图 5）显示，与空白对照组

和 si-NC 组比较，不同质量浓度的 5-FU 和顺铂对

si-Met组Hep-2细胞的细胞增殖抑制率均明显升高

（P < 0.000 1）。5-FU 杀伤 si-NC 组 Hep-2 细胞的半

数抑制浓度（IC50）为 33.33 mg/L，si-Met 组 IC50 为

17.67 mg/L；顺铂杀伤 si-NC组Hep-2细胞Hep-2细胞

的 IC50为 28.35 mg/L，si-Met组 IC50为 19.86 mg/L。实

验结果表明，敲减MET表达后Hep-2细胞对 5-FU和

顺铂更加敏感。

2.6  敲减MET表达可明显增强顺铂对Hep-2细胞迁

移能力的抑制作用

划痕愈合实验检测结果（图 6）显示，与空白
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对照组和 si-NC 组比较，si-Met 组和 si-Met+顺铂组

Hep-2 细胞的划痕愈合率均明显降低（P < 0.001

或 P < 0.000 1），与 si-Met 组比较，si-Met + 顺铂组

Hep-2细胞的划痕愈合率进一步降低（P < 0.05）。实

验结果说明，敲减 MET 表达可明显增强顺铂抑制

Hep-2细胞的迁移能力。

A：MTT法检测各组Hep-2细胞的增殖活力；B：流式细胞术检测各组Hep-2细胞的周期。

与空白对照组或 si-NC组比较，****P < 0.000 1。

图4  敲减MET表达对Hep-2细胞的增殖活力和细胞周期的影响

MTT法检测Hep-2细胞对5-FU（A）和顺铂（B）的敏感性。与空白对照和 si-NC组比较，****P < 0.000 1。

图5    敲减MET表达后Hep-2细胞对5-FU和顺铂敏感性的变化

*P < 0.05，***P < 0.001，****P < 0.000 1。

图6    划痕愈合实验检测敲减MET表达联合顺铂对Hep-2细胞迁移能力的影响

3  讨  论

LSCC是常见的头颈部恶性肿瘤。化疗通常用

于晚期LSCC患者的新辅助、辅助或初期治疗[8]。常

用的化疗药物包括 5-Fu和顺铂[9-10]，尽管这些化疗药

物对部分患者疗效显著，但肿瘤的化疗耐药和骨髓

抑制是治疗过程中的主要障碍[11-12]。因此，提高肿瘤

对化疗药物的敏感性、减轻患者不良反应已成为治

疗肿瘤的一个重要目标。

研究[13-15]表明，在多数癌组织中都有 MET 的表

达，但是不同的肿瘤其表达量有很大差别。在肾细

胞癌、肺腺癌和结直肠癌中存在MET高表达；在一些

头颈部肿瘤、胃癌、黑色素瘤和卵巢肿瘤中MET亦呈

高表达。本课题组既往研究[16-18]表明，MET 抑制剂

AMG-102对高表达MET的LSCC细胞的增殖有明显

的抑制作用，增加了LSCC细胞对放射线的敏感性；

MET抑制剂AMG-102通过调节MET/PI3K/Akt通路

抑制Hep-2细胞的增殖并诱导其凋亡。而到目前为

止，尚少见MET与喉癌化疗药物敏感性方面的探讨。

所以，综合以上研究，本研究首先利用GEO和TCGA
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数据库进行分析，结果表明，MET mRNA在人LSCC

组织中呈高表达。细胞实验结果也显示，与 16HBE

细胞相比，MET在Hep-2、KBV200和 TU212细胞中

呈高表达，结果提示，MET在LSCC细胞中表达失调，

可能在LSCC的发生发展中发挥一定作用。细胞生

长失去控制是导致恶性肿瘤发生的重要原因。研

究[19-21]表明，MET/HGF信号通路以及后续的生物效

应，在调节细胞增殖、血管形成、管样结构形成中（如

肾小管、腺体形成等）起着重要作用。为了进一步阐

明MET在LSCC发生发展中的潜在生物学功能，本

研究证实敲减MET表达可明显抑制Hep-2细胞的增

殖能力，进一步通过流式细胞术分析细胞周期改变

发现，敲减MET表达后，G0/G1期细胞所占比例明显

升高，S期细胞所占比例降低，说明敲减MET表达可

诱导 Hep-2 细胞出现 G1 期阻滞，从而抑制细胞的

增殖。

最后，为了观察敲减MET表达后Hep-2细胞对

化疗药物的敏感性变化，本研究在Hep-2细胞中敲减

MET表达后用 5-FU 或顺铂处理细胞，结果发现，

敲减MET表达联合化疗药物可使细胞的生长受到明

显抑制、药物 IC50明显降低，提示靶向敲减MET表达

联合顺铂或 5-FU 具有明显的协同效应，能够改善

Hep-2细胞对化疗药物的敏感性，并且敲减MET表达

联合化疗药物顺铂使Hep-2细胞的划痕修复率明显

降低，迁移能力下降，提示敲减MET表达，可明显增

强顺铂抑制 Hep-2 细胞的迁移能力，提高药物敏

感性。

综上所述，本研究结果表明，MET在LSCC组织

和细胞中呈高表达，si-Met 可有效敲减 Hep-2 细胞

MET的表达，进而抑制Hep-2细胞的增殖，降低其侵

袭能力，增强其对化疗药物 5-FU和顺铂的敏感性。

虽然其调节机制还不是很明确，但该结果为MET在

喉癌发生发展中的作用研究奠定了基础，为探索

MET在喉癌化疗增敏及靶向治疗方面提供新思路。
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