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胃癌中 tsRNA-Glu-5-0048的表达

及对胃癌细胞生物学行为的影响

周立群，李哲，翁秋燕

【摘要】目的 分析 tRNA衍生小RNA（tsRNA）-Glu-5-0048在胃癌组织中的表达水平及其对胃癌细胞恶性生物学

行为的影响。方法 采用 qPCR 方法检测胃癌-癌旁组织和胃癌细胞系中 tsRNA-Glu-5-0048的表达水平，分析

tsRNA-Glu-5-0048表达水平与胃癌患者临床病理特征之间的关系。设计和合成 tsRNA-Glu-5-0048的类似物和抑

制剂，利用CCK-8、Transwell实验分析上、下调 tsRNA-Glu-5-0048对正常胃黏膜细胞和胃癌细胞增殖能力、迁移和

侵袭能力的影响。结果 与癌旁组织比较，胃癌组织中 tsRNA-Glu-5-0048的表达水平显著上调（ ＜ 0.05）；与人正

常胃黏膜细胞比较，胃癌细胞系中 tsRNA-Glu-5-0048的表达水平显著升高（ ＜ 0.05）；tsRNA-Glu-5-0048与胃癌分

化程度、癌胚抗原及糖抗原 199有相关性（均 ＜ 0.05）。在胃癌细胞中上调 tsRNA-Glu-5-0048的表达后，其细胞

增殖、迁移和侵袭能力也显著增强，下调则相反（均 ＜ 0.05）；上、下调 tsRNA-Glu-5-0048的表达对正常胃黏膜细

胞无影响（ ＜ 0.05）。结论 tsRNA-Glu-5-0048在胃癌中发挥促癌基因的作用，上调 tsRNA-Glu-5-0048的表达可

促进胃癌细胞的增殖、迁移和侵袭能力。
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胃癌是最常见的消化系统恶性肿瘤之一，也是

全世界第三位肿瘤相关死亡的常见病因[1-3]。尽管近

年来胃癌的诊疗取得了很大的进步，以手术治疗、化

疗、放疗和免疫治疗为主的综合治疗显著改善了胃

癌患者的生活质量和生存期限[4-5]。但由于胃癌早期

往往没有典型症状，导致部分患者被诊断时已丧失

手术机会，晚期胃癌患者的生活质量和预后仍不能

令人满意[6]。因此，迫切需要探究胃癌发生和发展的

分子机制，以获得更有效的治疗策略。tRNA衍生小

RNA（tsRNA）曾被认为是随机的 tRNA降解产物，随

着高通量测序技术的广泛应用，越来越多的 tsRNA

在细菌、真菌、植物和哺乳动物中被发现[7]。tsRNA通

过多种作用机制发挥重要生物学功能，包括抑制翻

译、调控基因表达、控制细胞周期及染色质、调节表

观遗传修饰和参与免疫反应等 [8]。国内外研究人员

通过高通量测序及基因芯片技术，揭示了 tsRNA在

许多其他癌症中（包括肺癌、乳腺癌、膀胱癌、结直肠

癌、B细胞淋巴瘤、卵巢癌和肝细胞癌等）存在着差

异表达[9-13]。大量研究证实，tsRNA参与了癌细胞的

增殖、迁移和转移等各个环节调节，显示出巨大的临

床潜力，如作为诊断、进展和预后的新型生物学标记物，

精确治疗的新靶点等[10，14]。本文探讨 tsRNA-Glu-5-0048

在胃癌中的表达及其临床意义，现报道如下。

1 资料与方法

1.1 标本收集 收集 2019年 6月至 2022年 5月在

宁波大学附属第一医院接受胃癌根治性手术患者的

胃癌组织及其癌旁组织标本。本研究经宁波大学附属

第一医院伦理委员会批准（伦理批号：KS202112017），

所有研究者均同意参加本研究并签署书面知情同

意书。

纳入标准：（1）通过临床和病理检查进行评估，

并且在手术前没有放疗或化疗；（2）术后病理明确诊

断为胃癌；（3）未合并其他原发恶性肿瘤。排除标准：

既往进行过胃癌手术治疗，合并其他恶性肿瘤的患者。

1.2 细胞系和主要试剂 正常胃黏膜上皮细胞株

GES-1及胃癌细胞株（AGS和 HGC-27）购自北纳生

物-河南省工业微生物菌种工程技术研究中心。

DMEM、RMPI-1640培养基、胰酶和胎牛血清购自美

国 Hyclone公司；Lipofectamine 2000购自美国 Invi-
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trogen公司；Trizol试剂购自美国 Invitrogen公司；反

转录试剂盒购自北京Tiosbio公司；荧光定量PCR试

剂盒购自日本 Toyobo公司；Transwell小室购自美国

Corning公司；BeyoClickTMEdU-594细胞增殖检测试

剂盒购自江苏碧云天公司；引物使用primer5软件设

计，由生工生物工程（上海）股份有限公司合成，类似

物和抑制剂委托上海吉玛制药有限公司设计、合成。

1.3 tsRNA-Glu-5-0048 相对表达水平的检测 使

用 Trizol提取组织和细胞中的总 RNA，根据反转录

试剂盒和荧光定量 PCR 试剂盒说明书进行反转录

和荧光定量 PCR 反应。tsRNA-Glu-5-0048引物序

列为：F，5’-TCCCACATGGTCTTGGGGTGT-3’，R，
5’-GGTACCTCCTCGGATTCC-3’；内参RNU6-2引

物序列为：F，5’-CGGCAGCACATATACTAAAA-

TTGGAA-3’，R，5’-CGAATTTGCGTGTCATC-

CTTGCG-3’。按照制造商的说明进行荧光定量PCR

的实验，所有实验重复 3次，用 2 － Ct方法计算相对

基因表达水平。

1.4 生物信息分析 利用生物信息分析在线网站

Kaplan-Meier Plotter分析 tsRNA-Glu-5-0048对胃癌

患者预后的影响。

1.5 细胞分组和转染 人胃癌细胞系 AGS 和

HGC-27 在 含 有 10% 胎 牛 血 清 和 抗 生 素 的

RMPI-1640培养基中培养。在细胞处于对数生长期

时将其接种在 6孔板中并分为类似组（mimics组）、

对照-类似物组（NC-mimics组）、抑制剂组（inhibitor

组）和对照-抑制剂组（NC-inhibitor组）。其中 NC-

mimics组转染单链分子，NC-inhibitor组转染双链分

子，4组转染物由上海吉玛公司设计完成。所有操作

严格按照Lipofectamine 2000说明书进行，转染 24 h

后，提取细胞总 RNA，按照反转录试剂盒说明书反

转录为 cDNA，以 cDNA为模板进行qRT-PCR反应，

以 2 － Ct计算目的基因的相对表达水平。

1.6 细胞增殖能力检测 采用EdU细胞增殖实验。

清洗转染 24 h后的细胞，继续培养 2 h，加入 4%多

聚甲醛固定20min后加入适量洗涤液洗涤，加入Cli-

ck Additive Solution反应液，洗涤液洗涤后加入 bis-

Benzimide H33342工作液进行染色，在荧光显微镜

下观察检测 AGS和 HGC-27细胞的增殖情况。

1.7 Transwell迁移、侵袭实验 取处于对数生长期

的转染后的细胞，使用 0. 25%的胰蛋白酶消化，用培

养基制备成单细胞悬液，接种到含Matrigel基质胶

的 Transwell小室的上室（100 l），下室添加 600 l

含 10%胎牛血清的完全培养基，培养 24 h后，使用

4%多聚甲醛固定 10min后使用 0. 5%的结晶紫染色

10 min。显微镜下拍照并统计迁移细胞数量。

1.8 统计方法 采用SPSS 22.0统计学软件对数据

进行统计分析。 计量资料以均数±标准差表示，多

组间比较采用单因素方差分析，组间比较采用 检

验；计数资料采用 2检验。 ＜ 0. 05表示差异有统

计学意义。

2 结果

2.1 tsRNA-Glu-5-0048 在胃癌组织和细胞中的表

达水平 荧光定量PCR结果表明，与癌旁组织比较，

tsRNA-Glu-5-0048在胃癌组织中的表达水平显著上

升（ ＜ 0.05）；tsRNA-Glu-5-0048 在胃癌细胞系

（AGS和HGC-27）中的表达水平均高于人正常胃黏

膜细胞系（均 ＜ 0.05），见图 1。
2.2 tsRNA-Glu-5-0048 与胃癌患者临床病理特征

的关系 根据胃癌组织中 tsRNA-Glu-5-0048的表达

情况，分为高表达组（ =25）和低表达组（ =20）。单

因素分析显示，tsRNA-Glu-5-0048的高表达水平与

胃癌分化程度、癌胚抗原（CEA）及糖抗原（CA）199

有相关性（均 ＜ 0. 05），见表 1。
2.3 tsRNA-Glu-5-0048 转染效果验证 转染了

tsRNA-Glu-5-0048类似物的 AGS 和 HGC-27细胞

中 tsRNA-Glu-5-0048 的表达水平显著高于对照组

（ ＜ 0.05）；而转染了抑制剂的 AGS和 HGC-27细

胞，tsRNA-Glu-5-0048的表达水平显著低于对照组

（ ＜ 0.05），见图 2。

2.4 tsRNA-Glu-5-0048 转染对细胞增殖能力的影

响 上调 tsRNA-Glu-5-0048的表达水平能促进胃癌

细胞株 AGS和 HGC-27细胞的生长增殖能力（均

＜ 0.05）；下调 tsRNA-Glu-5-0048的表达水平抑制

了胃癌细胞 AGS 和 HGC-27细胞的生长增殖能力

（均 ＜ 0.05），见图 3。
2.5 tsRNA-Glu-5-0048 转染对细胞迁移能力的影

响 与对照组相比，上调 tsRNA-Glu-5-0048的表达

水平能提高胃癌细胞株 AGS 及 HGC-27细胞的迁
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移能力（均 ＜ 0.05）；而下调 tsRNA-Glu-5-0048的

表达水平抑制了胃癌细胞株 AGS 和 HGC-27细胞

的迁移能力（均 ＜ 0.05），见图 4。
2.6 tsRNA-Glu-5-0048 转染对细胞侵袭能力的影

响 与对照组相比，上调 tsRNA-Glu-5-0048的表达

水平能促进胃癌细胞株 AGS 及 HGC-27细胞的侵

袭能力（均 ＜ 0.05）；而下调 tsRNA-Glu-5-0048的

表达水平抑制了胃癌细胞株 AGS 和 HGC-27细胞

的侵袭能力（均 ＜ 0.05），见图 5。

3 讨论

随着中国老龄化人口比例的增加，胃癌造成的

社会负担逐渐增大。然而，由于缺乏对胃癌发生发

展的分子机制的清晰理解，这些患者的临床治疗存

在一定的阻碍和受限。因此，揭示胃癌侵袭转移的

分子机制，寻找无创、简单、可行的新型生物标志物，

对预防和控制胃癌这一恶性肿瘤具有重要意义[15]。

tsRNA是一种新型的非编码短 RNA，越来越受

表 1 tsRNA-Glu-5-0048与胃癌患者临床病理特征的关系

临床特征 例数 高表达（ =25）低表达（ =20） 2值 值

性别（例） 0.29 ＞ 0.05

男 20 12 8

女 25 13 12
年龄（岁） 0.16 ＞ 0.05

≤60 21 11 10

＞ 60 24 14 10

分化程度（例） 5.95 ＜ 0.05

高分化 30 21 9
低分化 15 4 11

肿瘤大小（cm） 0.07 ＞ 0.05

≤5 26 14 12

＞ 5 19 11 8

TNM分期（例） 1.76 ＞ 0.05
Ⅰ 13 7 6

Ⅱ 9 5 4

Ⅲ 10 6 4

Ⅳ 8 7 1
癌胚抗原（例） 4.86 ＜ 0.05

阳性 24 17 7

阴性 21 8 13

糖抗原 199（例） 6.00 ＜ 0.05

阳性 18 6 12
阴性 27 19 8

图 2 类似物和抑制剂转染后正常胃黏膜细胞 GES-1和胃癌细胞

AGS、HGC -27中 tsRNA-Glu-5-0048的表达
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图 1 tsRNA-Glu-5-0048的表达水平
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到学者的关注。目前，已知转录因子（tRF）参与各种

生理和病理过程，例如传染病和肿瘤形成，以及神经

退行性疾病。tiRNA-Gly是一种 5’-tRNA半体，通

过与 RBM17结合并诱导选择性剪接促进甲状腺乳

头状癌细胞的迁移和增殖[16]。tRF Lys-CTT-010通过

调节糖代谢促进三阴性乳腺癌的恶性进展[17]。这些

研究表明，异常表达的 tRF与肿瘤生物学功能的改

变有关，tRF有望作为肿瘤诊断或预后标志物甚至肿

瘤治疗靶点。

目前有文献报道，发现胃癌中 tsRNA的异常表

达。本课题组前期研究发现上调 tRF-19-3L7L73JD
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和 tRF-33-P4R8YP9LON4VDP表达后抑制胃癌细胞

的增殖和迁移，促进细胞凋亡 [18-19]。Dong等 [20]证实

tRF-24-V29K9UV3IU 可能通过抑制细胞增殖、迁

移、侵袭，同时通过调节Wnt信号通路促进细胞凋亡

来阻碍胃癌的进展。Zhang等 [21]鉴定了胃癌相关的

tRF-3019a，其来源于 tRNA-Ala-AGC-1-1，他们发现

tRF-3019a 在胃癌组织和胃癌细胞株中被上调。细

胞表型研究显示，tRF-3019a上调以后可促进胃癌细

胞的增殖、迁移及侵袭；而敲低 tRF-3019a则会抑制

胃癌细胞的恶性进程。Cui等 [22]发现一种新的 tRF-

Val在胃癌细胞株及组织中显著上调，其 tRF-Val的

表达水平与胃癌组织的肿瘤大小及浸润深度呈正相

关；同时 tRF-Val能促进胃癌的增殖和侵袭，并抑制

胃癌细胞的凋亡。Zheng等[23]研究者发现 tiRNA-Val-

CAC-001 在胃癌组织及胃癌细胞株中被下调，ti-

RNA-Val-CAC-001主要定位于细胞质中，其过表达

能够抑制胃癌细胞的增殖及迁移，促进胃癌细胞凋

亡；然而，敲低 tiRNA-Val-CAC-001后则增加胃癌细

胞的增殖及迁移，并减少胃癌细胞凋亡。然而，目前

关于 tRF在胃癌中作用的研究数量和深度都相当有

限，tRF调控胃癌生物学功能的机制尚不清楚，需要

进一步研究。

本研究中在组织水平验证 tsRNA-Glu-5-0048的

表达，结果表明 tsRNA-Glu-5-0048在胃癌组织中显

著高表达；在细胞水平进一步探讨 tsRNA-Glu-5-0048

图 3 tsRNA-Glu-5-0048转染对细胞增殖能力的影响
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图 5 tsRNA-Glu-5-0048转染对细胞侵袭能力的影响

GES-1 HGC-27AGS

NC-inhibitor组

inhibitor组

NC-mimics组

mimics组

细
胞
数
（
%
）

NC-inhibitor组
inhibitor组
NC-mimics组
mimics组

2.0

1.5

1.0

0.5

0.0
GES-1 HGC-27AGS

A B

图 4 tsRNA-Glu-5-0048转染对细胞迁移能力的影响
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对胃癌细胞生长的影响作用，结果显示上调 tsRNA-

Glu-5-0048后，可以促进胃癌细胞的增殖、迁移和侵

袭；下调 tsRNA-Glu-5-0048的表达后，则抑制胃癌

细胞的增殖、迁移和侵袭，对于正常胃黏膜细胞则无

影响。这些结果表明 tsRNA-Glu-5-0048 是作为一

种促癌性 RNA在体内发挥促进胃癌的作用的。

综上所述，本研究从组织水平、细胞水平，探究

了 tsRNA-Glu-5-0048的表达差异及生物学作用。发

现 tsRNA-Glu-5-0048在胃癌细胞、组织中均为显著

高表达，tsRNA-Glu-5-0048可以促进胃癌细胞的增

殖、迁移和侵袭，可能促进胃癌的进展。但 tsRNA-

Glu-5-0048如何抑制胃癌的发生发展，仍需要进一

步探索潜在的分子机制。
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