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过表达过表达 TSR2 通过下调通过下调 PI3K/AKT 信号通路抑制胃癌细胞的增信号通路抑制胃癌细胞的增
殖和侵袭殖和侵袭
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摘要：目的  探讨TSR2核糖体成熟因子在胃癌中的表达情况及其与胃癌恶性演进的相关性，并分析其潜在的作用机制。方法  

纳入105例胃癌患者资料，分析TSR2在胃癌组织中表达水平及其对胃癌恶性进展、术后5年生存率的影响；GO及KEGG富集

分析预测TSR2的生物学功能及可能的作用机制；通过慢病毒转染技术上调和下调TSR2在胃癌细胞系（MGC-803）的表达水

平，并采用CCK-8、Transwell评估其对MGC-803细胞增殖、侵袭及迁移的影响；Western blot检测 p-PI3K、p-AKT表达。结果  

TSR2在胃癌组织的表达水平显著低于癌旁组织（P<0.001），且TSR2的表达水平与CEA、CA19-9、T分期及N分期相关（P<0.05）。

单因素联合多因素分析显示，TSR2 低表达（P=0.020）、CEA≥5 μg/L（P=0.021）、CA19-9≥37 kU/L（P=0.001）、T3~T4分期（P=

0.039）和N2~N3分期（P=0.027）是独立影响胃癌患者施行根治术后5年生存率的风险因子。生存分析结果显示，TSR2表达水平

与胃癌患者术后 5年生存率呈正相关（P<0.001）。生物信息学富集分析预测TSR2的功能可能与PI3K/AKT信号通路相关。

CCK-8和Transwell实验结果显示，上调TSR2可抑制胃癌细胞的增殖、迁移和侵袭（P<0.05），下调则反之（P<0.05）。Western 

blot结果显示过表达TSR2可下调胃癌细胞中磷脂肌醇3激酶（PI3K）和蛋白激酶B（AKT）的磷酸化，敲低则反之（P<0.05）。结

论  TSR2在胃癌组织中低表达并影响患者预后，其可能与下调PI3K/AKT信号通路抑制胃癌细胞的增殖、侵袭与迁移有关。
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Abstract: Objective  To investigate the expression of TSR2 in gastric cancer and explore its correlation with progression of 
gastric cancer and the possible mechanism. Methods  We retrospectively analyzed TSR2 expression in clinical specimens from 
105 gastric cancer patients and the impact of TSR2 expression level on disease progression and 5-year postoperative survival of 
the patients. GO and KEGG enrichment analyses were used to predict the biological functions and mechanisms of TSR2. In 
gastric cancer MGC-803 cells with lentivirus-mediated TSR2 overexpression or knockdown, the changes in cell proliferation, 
invasion, and migration were assessed with CCK-8 and Transwell assays, and the expressions of p-PI3K and p-AKT were 
detected using Western blotting. Results  TSR2 expression was significantly lower in gastric cancer tissues than in the adjacent 
tissues with significant correlations with CEA level, CA19-9 level, and T and N staging (P<0.05). A low TSR2 expression, 
CEA≥5 μg/L, CA19-9≥37 kU/L, T3-T4 stages, and N2-N3 staged were identified as independent risk factors affecting 5-year 
survival rate of the patients following radical surgery (P<0.05), and a high TSR2 expression was associated with a higher 5-year 
survival rate of the patients (P<0.001). Bioinformatics analysis suggested the functional involvement of TSR2 with the PI3K/
AKT signaling pathway. MGC-803 cells overexpressing TSR2 showed significantly lowered proliferation, migration, and 
invasion capacities (P<0.05), while TSR2 knockdown produced the opposite effects (P<0.05). Western blotting showed that 
TSR2 overexpression reduced the phosphorylation of PI3K and AKT, and TSR2 knockdown caused the opposite changes in 
MGC-803 cells (P<0.05). Conclusion  TSR2 is lowly expressed in gastric cancer tissues to adversely affect the patients' 
prognosis, and its overexpression inhibits gastric cancer cell proliferation, invasion, and migration possibly by downregulating 
the PI3K/AKT pathway.
Keywords: gastric cancer; TSR2 ribosome maturation factor; PI3K/AKT; proliferation; invasion

胃癌作为消化系统恶性肿瘤的主要类型之一，其全

球发生率和致死率展现出显著的地理分布差异［1］。根

据最新的全球癌症统计报告，其发病率和死亡率在我国

均居于第3位［2-4］。当前针对胃癌的治疗主要采用手术

治疗为主、放化疗为辅的综合治疗方案［5-7］。然而，胃癌

患者早期缺乏典型的临床症状，导致许多患者在疾病进

展至中晚期时才被确诊［8-10］。晚期胃癌细胞的恶性增殖

程度高、侵袭范围大，这不仅增加了治疗的复杂性，且患

者的生存期显著缩短［7， 11， 12］。因此，深入研究胃癌病理
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学机制和更为精确的预后评估指标对于提高胃癌患者

的生存预期至关重要。胃癌的侵袭性和转移能力主要

由癌细胞的恶性增殖、迁移以及侵袭等多方面的恶性行

为所驱动，而这些环节与核糖体生物合成过程密切联

系，后者为癌细胞提供必需的蛋白质，推动其恶性进

展［13， 14］。研究显示［15-17］TSR2核糖体成熟因子是一种与

核糖体生物合成和细胞生长调控紧密相连的蛋白质，可

参与核糖体RNA前体的加工，确保核糖体组装进程的

正确进行，其在人喉部鳞状细胞癌中低表达且过表达可

抑制肿瘤细胞的增殖。既往研究虽然阐明了TSR2于

核糖体生物合成以及抑制肿瘤细胞生长中发挥重要作

用，但其在胃癌中的表达及作用机制尚未见报道。本研

究基于对胃癌患者临床数据的分析，旨在阐明TSR2在

胃癌组织中的表达情况及其对预后的潜在影响，并通过

体外实验深入探究TSR2在调控胃癌细胞恶性生物学

行为及其潜在机制上的作用，为胃癌诊断和治疗策略提

供新方向。

1  资料和方法

1.1  患者资料

筛选2015年2月~2017年12月在蚌埠医科大学第

一附属医院完成胃癌根治手术并且具备完整临床及病

理资料的患者。纳入标准：根据临床及病理学检查确诊

为原发性胃癌，并成功施行胃癌根治手术，且手术前未

进行放化疗；排除标准：合并其他恶性肿瘤、术后5年内

因非胃癌因素死亡或病例信息不完整。共纳入105例

胃癌患者。采集信息包括：通过本院电子病历系统获取

的临床资料，如性别、年龄、手术前的肿瘤标志物如癌胚

抗原（CEA）及糖类抗原19-9（CA19-9）和病理诊断；通

过电话随访了解到患者术后生存状况，直至2022年12

月；调取患者癌组织和癌旁组织蜡块标本，供后续实验

使用。本研究已通过蚌埠医科大学第一附属医院伦理

委员会的批准（审批号：［2022］199号）。

1.2  主要试剂

胃癌细胞株MGC-803购于国家生物医学实验细胞

资源库，兔抗TSR2多克隆抗体、兔抗p-PI3K多克隆抗

体、兔抗PI3K多克隆抗体、兔抗p-AKT多克隆抗体、兔抗

AKT多克隆抗体、兔抗GAPDH多克隆抗体（Abcam）；

RIPA裂解液、BCA蛋白浓度检测试剂盒、ECL化学发

光检测试剂盒（碧云天）；SDS-PAGE凝胶试剂盒（酶联

生物）；特异性过表达和干扰TSR2基因的慢病毒载体

（吉凯基因）；RPMI 1640培养基、PBS缓冲液、胎牛血清、

胰酶（GIBCO）；CCK-8实验试剂盒（索莱宝）；基质胶、

Transwell小室（Corning）；倒置成像显微镜（OLYMPUS）。

1.3  免疫组织化学染色评估TSR2在胃癌组织中的表达

情况

将获得的病理蜡块切割成4 μm厚的切片并进行去

蜡和水化处理，进行抗原修复和内源性过氧化物酶的阻

断处理，使用山羊血清对切片进行预封闭，以减少非特

异性结合。切片被孵化在一抗（TSR2：比例 1∶200；

Abcam）和酶标二抗中。完成这些步骤后，切片经过

DAB染色、用苏木精进行复染、分化、蓝化和脱水，最后

进行封片。采集图片后，使用Image-Pro Plus 6.0软件来

测量TSR2的积分光密度值（IOD），以评估其表达水平。

1.4  分析TSR2表达与临床病理参数的关系

选取105例胃癌患者的癌组织及对应的癌旁组织

蜡块，采用免疫组织化学法在胃癌组织中测定TSR2表

达水平，并根据其相对表达量IOD值的中位数划分为高

表达组（52例）和低表达组（53例），分析TSR2表达水平

与性别、年龄、术前CEA和术前CA19-9指标、肿瘤大

小、癌细胞组织学类型、肿瘤T分期、邻近淋巴结N分期

的关系。

1.5  生物信息学预测TSR2调控胃癌的途径和机制

基于UCSC XENA下载STAD数据库表达文件并

进行 log2转化，以P<0.05为筛选条件选取前50的差异

基因，采用KOBAS在线分析网站进行基因本体注释

（GO）功能富集分析以及京都基因和基因组百科全书

（KEGG）信号通路富集分析［18， 19］，以预测TSR2调控胃

癌细胞可能的功能学途径和信号机制。

1.6  体外研究调控TSR2表达对胃癌细胞增殖、迁移与

侵袭的作用和机制

1.6.1  慢病毒转染技术调控TSR2表达水平   将胃癌细

胞MGC-803于37 ℃、5% CO2恒温恒湿培养箱中培养，

待细胞密度合适（70%~80%）时分别加入感染增强液、

干 扰（SiRNA：CCGGATCCTCATTTTTTTCTCCGG）

以及过表达慢病毒载体，培养 12 h 后更换为完全培

养基并继续培养3 d。最后通过含有1 μg/mL嘌呤霉素

的完全培养基筛选出稳定表达细胞株，分为下调组

（Si-TSR2）、上调组（LV-TSR2）、空白对照组（Control），

收集各组胃癌细胞，采用Western blot验证转染效果并

用于后续检测。

1.6.2  Western blot验证相关蛋白表达   使用RIPA裂解

液（含有蛋白酶及磷酸酶抑制剂）裂解MGC-803细胞并

提取蛋白，采用BCA法进行蛋白定量检测，依次经10% 

SDS-PAGE凝胶电泳、转膜、脱脂奶粉封闭，孵育一抗

（TSR2、p-PI3K、PI3K、p-AKT、AKT或GAPDH，1∶1000）

4 ℃过夜、孵育二抗，采用 ECL 化学发光法显色。以

GAPDH为内参，采用 Image-Pro Plus 6.0软件分析目标

蛋白的相对表达量。

1.6.3  CCK-8检测TSR2对MGC-803细胞增殖的影响   

取各组MGC-803细胞，按照每组3×103/孔的细胞密度

铺于96孔板中，培养24 h后滴加10 μL的CCK-8溶液，

再培养 3 h，最后利用酶标仪检测 450 nm波长处吸光

度值。
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1.6.4  Transwell实验检测TSR2对MGC-803细胞迁移

和侵袭能力的影响   侵袭实验：取 30 μL基质胶置于

Transwell小室上层，于37 ℃培养4 h。将各组MGC-803

细胞消化并重悬，再接种于Transwell小室上层（1×104/

孔），将小室下层加入600 μL完全培养基于37 ℃孵育

24 h，擦去上层残留细胞，下层细胞以4%多聚甲醛固定

后去除固定液，再经0.2%结晶紫染色，采集各组照片。

迁移实验：实验方法同侵袭实验，但Transwell小室上层

中不加基质胶。

1.7  统计学方法

数据通过SPSS 27.0软件进行处理，计量资料以均

数±标准差表示，计数资料以n（%）表示。组间的计数资

料比较采用χ2检验，两独立样本间的差异通过 t检验评

估，多样本间的比较则通过ANOVA和Tukey多重检验

完成。术后生存率通过Kaplan-Meier曲线进行分析，用

log-rank法进行生存曲线比较。胃癌患者预后的危险因

素通过Cox回归分析评估。P<0.05为差异具有统计学

意义。

2  结果

2.1  TSR2在胃癌及癌旁组织中的表达情况

取病理组织蜡块进行免疫组织化学染色，结果

发现 TSR2 主要定位于细胞质，且与癌旁组织相比，

TSR2在胃癌组织中的表达水平显著降低（t=32.71，P<

0.001，图1）。

2.2  胃癌组织中TSR2的表达量与胃癌恶性进展参数的

关系

低表达组与高表达组的性别、年龄、肿瘤大小、癌细

胞组织学类型差异无统计学意义（P>0.05）；相较于高表

达组，低表达组中具有CEA≥5 μg/L、CA19-9≥37 kU/L、

T3~T4分期和N2~N3分期的患者比例显著增加（P<0.05，

表1）。

2.3  影响胃癌患者预后的危险因素

单因素及多因素分析结果显示，TSR2低表达（P

=0.020）、CEA≥5 μg/L（P=0.021）、CA19-9≥37 kU/L（P=

0.001）、T3~T4分期（P=0.039）和N2~N3分期（P=0.027）均

为独立的预后不良指标，影响胃癌患者根治术后5年生

存率（表2）。

2.4  TSR2对胃癌患者预后的影响

K-M曲线结果显示，TSR2低表达组的患者术后5

年生存率显著低于TSR2高表达组（Log-rank χ2=31.840，

P<0.001，图2）。

2.5  GO 和 KEGG 富集预测分析 TSR2 的作用途径和

机制

KEGG富集分析发现：TSR2可能通过调节磷脂酰

肌醇3-激酶-丝/苏氨酸蛋白激酶（PI3K-AKT）信号通路

影响胃癌的发生与进展（图3A）。GO富集分析发现：TSR2

可能与细胞外泌体、蛋白水解作用等功能相关（图3B）。

2.6  TSR2对胃癌细胞增殖能力的影响

Western blot结果显示，LV-TSR2组中TSR2表达

水平显著高于对照组，而Si-TSR2组则显著降低，提示

转染成功（P<0.05，图 4A、B）。CCK-8结果显示：上调

TSR2 表达可显著降低 MGC-803 的增殖能力，下调

TSR2表达则结果相反（P<0.05，图4C）。

2.7  TSR2对胃癌细胞迁移与侵袭能力的影响

Transwell实验结果显示：上调TSR2表达可抑制

MGC-803细胞发生迁移和侵袭，下调TSR2则结果相反

（P<0.05，图5）。

2.8  TSR2对胃癌细胞PI3K/AKT信号通路的影响

Western blot 结果显示，上调 TSR2 降低了 PI3K-

AKT通路中关键蛋白PI3K、AKT的磷酸化蛋白水平，

下调则结果相反（P<0.05，图6）。

3  讨论

胃癌的发生发展是一个复杂的演进过程，涉及多种

引发因素［20-22］。流行病学统计和病因学分析表明，胃癌

的发病与遗传、幽门螺杆菌感染、环境因素和饮食方式

等多种因素有关［23-25］。尽管具体的病因尚不明确，但癌细
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图1　TSR2在胃癌及癌旁组织中的表达情况
Fig.1　Expression of TSR2 in gastric cancer and adjacent tissues. A: TSR2 is lowly expressed in gastric cancer tissue. B: 
TSR2 is highly expressed in adjacent tissue. C: Relative IOD value of TSR2 (n=105). *P<0.05 vs adjacent tissues.
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胞的恶性生物学行为，如无限增殖、侵袭周围组织和远

处转移的能力，与胃癌的进展及预后紧密相关［26］。这些

恶性特性不仅标志着癌症的进展，也为胃癌的治疗策略

和预后评估提供了重要的生物学基础［27-29］。本研究通过

胃癌患者病例分析与体外实验相结合，证明TSR2在胃

癌组织中表达降低且可能通过下调PI3K/AKT信号抑

制胃癌细胞的恶性生物学行为并影响患者术后生存期。

本研究通过分析纳入患者的临床数据发现，TSR2

在胃癌组织中的表达水平与较癌旁组织显著降低，并与

CEA、CA19-9、肿瘤分期（T分期）和淋巴结侵犯情况（N

分期）等临床病理参数密切相关。为进一步分析TSR2

潜在的临床应用价值，我们利用Cox回归模型分析，确

定TSR2低表达是其影响胃癌患者术后5年生存率的独

立预测因子。此外，KM生存分析进一步验证了相较于

高表达组，TSR2低表达组的患者术后五年生存率显著

降低。以上研究揭示了胃癌组织中TSR2表达量与患

者疾病进展及长期预后紧密相连，但其具体的作用机制

与路径尚不明确。

TSR2核糖体成熟因子在核糖体生物合成过程中

扮演关键角色，其可通过协助小亚基折叠，确保这些亚

基能够正确组合为功能完成的核糖体，从而维持细胞的

正常功能［30， 31］。核糖体作为蛋白质合成的场所，其生物

合成的效率和准确性直接影响到细胞内蛋白质的产量

和质量，进而影响细胞的生长、分裂以及应对环境变化

表1　胃癌组织中TSR2的表达量与恶性进展参数的关系
Tab.1　Correlation between TSR2 expression and progression of 
gastric cancer [n (%)]

Factors

Gender

   Male

   Female

Age (year)

   <60

   ≥60

CEA (μg/L)

   <5

   ≥5

CA19-9 (kU/L)

   <37

   ≥37

Tumor size (cm)

   <5

   ≥5

Histological type

   Adenocarcinoma

   Other

T stage

   1-2

   3-4

N stage

   0-1

   2-3

n

74

31

41

64

49

56

47

58

49

56

66

39

53

52

60

45

TSR2 expression 

Low (n=53)

37 (50.0%)

16 (51.6%)

21 (51.2%)

32 (50.0%)

18 (36.7%)

35 (62.5%)

13 (27.7%)

40 (69.0%)

21 (42.9%)

32 (57.1%)

36 (54.5%)

17 (43.6%)

18 (34.0%)

35 (67.3%)

21 (35.0%)

32 (71.1%)

High (n=52)

37 (50.0%)

15 (48.4%)

20 (48.8%)

32 (50.0%)

31 (63.3%)

21 (37.5%)

34 (72.3%)

18 (31.0%)

28 (57.1%)

24 (42.9%)

30 (45.5%)

22 (56.4%)

35 (66.0%)

17 (32.7%)

39 (65.0%)

13 (28.9%)

χ2

0.023

0.015

6.940

17.720

2.134

1.177

11.675

13.414

P

0.880

0.903

0.008

<0.001

0.144

0.278

0.001

<0.001

表2　影响胃癌患者预后的危险因素
Tab.2　Risk factors affecting prognosis of patients with gastric cancer

Characteristic

Gender (male vs female)

Age (≥60 years vs <60 years)

TSR2 expression (low vs high)

CEA (≥5μg/L vs <5 μg/L)

CA19-9 (≥37 kU/L vs <37 kU/L)

Tumor size (≥5 cm vs <5 cm)

Histological type(adenocarcinoma vs other)

T stage (T3-T4 vs T1-T2)

N stage (N2-N3 vs N0-N1)

Univariate analysis

Log rank χ2

1.451

1.356

31.840

18.367

25.491

2.163

0.001

21.658

26.362

P

0.228

0.244

<0.001

<0.001

<0.001

0.141

0.982

<0.001

<0.001

Multivariate analysis

HR

-

-

0.418

2.173

3.144

-

-

1.991

2.106

95% CI

-

-

0.201-0.871

1.126-4.192

1.559-6.342

-

-

1.034-3.832

1.090-4.066

P

-

-

0.020

0.021

0.001

-

-

0.039

0.027
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图2　胃癌组织中TSR2表达水平对患者术
后5年生存率的影响
Fig.2 　Influence  of TSR2 expression level  in 
gastric cancer tissue on 5-year survival rate 
of the patients after surgery.
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A B

图3　TSR2的KEGG和GO富集分析
Fig.3　KEGG and GO enrichment analysis of TSR2. A: KEGG analysis of TSR2 in gastric cancer. B: 
GO analysis of TSR2 in gastric cancer.
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图4　TSR2对MGC-803细胞增殖能力的影响
Fig. 4　Effect of TSR2 overexpression and knockdown on proliferation of MGC-803 cells. A, B: Lentivirus-
mediated TSR2 overexpression and knockdown in MGC803 cells. C: TSR2 overexpression inhibits 
proliferation of gastric cancer cells (n=3). LV: Overexpression; Si: SiRNA. *P<0.05 vs Control.
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图5　TSR2对MGC-803细胞迁移和侵袭能力的影响
Fig. 5　Effects of TSR2 overexpression and knockdown on migration (A) and invasion (B) of MGC-803 cells 
detected by Transwell assay (n=3). *P<0.05 vs Control.
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的能力［32］。在癌症的发展过程中，核糖体生物合成的异

常增加被认为是推动癌细胞快速增殖和恶性进展的关

键因素之一［33］。癌细胞为了满足其不断增长的蛋白质

合成需求，往往会激活多种机制来增加核糖体的生

产［34］。在这一背景下，TSR2的功能显得尤为重要，既往

研究表明，TSR2核糖体成熟因子不仅在核糖体的生物

合成的中发挥作用，还通过参与20S核糖体RNA前体

的加工，影响NF-κB信号通路诱导人喉表皮样癌细胞凋

亡［15， 16］。本研究通过慢病毒介导的转染技术调控TSR2

的表达水平，CCK-8实验结果表明，上调TSR2的表达

水平可显著抑制胃癌细胞的增殖活性；继而采用

Transwell实验进一步验证，上调TSR2表达水平对胃癌

细胞的迁移与侵袭的能力均产生明显的抑制效果。

为分析TSR2作用于胃癌细胞的可能机制，我们通

过生物信息学分析发现TSR2与PI3K/AKT信号通路相

关。既往多项研究显示，PI3K/AKT信号通路可通过调

控肿瘤细胞的增殖、迁移和侵袭等生物学行为，进而在

多种恶性肿瘤的发病机制和进展中起到了关键作

用［35-37］。此外，PI3K/AKT信号通路还可通过参与核糖

体生物合成的调控，影响肿瘤细胞的蛋白质合成能力，

从而调节肿瘤细胞的生长发育［38］。基于生信预测结果，

我们于体外研究中发现上调TSR2可显著抑制PI3K和

AKT的磷酸化水平。以上结果提示，上调TSR2对胃癌

细胞恶性生物学行为的调控作用可能与抑制 PI3K/

AKT信号通路有关。

基于临床数据分析，本研究发现TSR2在胃癌组织

的表达水平显著低于癌旁组织且影响胃癌患者预后，提

示TSR2可能参与了胃癌的恶性进展且有望成为评估

患者远期预后的有效指标；本研究加强了对TSR2生物

学功能的认知，拓展了TSR2影响肿瘤细胞恶性行为的

可能途径；本研究成果为深入了解胃癌的病理生理学机

制提供新的见解。本研究尚存在一定的局限性：研究样本

量有限，有待扩大样本量来明确研究结果的可靠性。此

外，本研究验证了TSR2可能通过抑制PI3K/AKT通路对

胃癌细胞的恶性生物学行为产生影响，但不排除TSR2

通过其他机制影响胃癌进展的可能。

综上所述，TSR2在胃癌组织中表达降低，其表达水

平与胃癌多个恶性进展参数相关。TSR2影响胃癌患者

预后的具体机制可能与抑制PI3K/AKT通路影响胃癌

细胞的增殖、侵袭及迁移能力相关。
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