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[摘要]　目的　观察三结构域家族33(TRIM33)基因对人胃癌细胞

SGC-7901增殖及迁移的影响及意义。方法　通过TCGA和TIMER数据库

分析TRIM33在胃正常黏膜组织和胃癌组织中的表达及与临床病理特征、

预后的关系。将人胃癌细胞SGC-7901分为阴性对照组(NC组)、对照组

(空载体组)与转染组(si-TRIM33组)，Western blotting检测TRIM33蛋白表

达水平，确定TRIM33敲减细胞模型是否构建成功。将模型构建成功的细

胞分为空载体组与si-TRIM33组，采用CCK-8与平板克隆形成实验检测细

胞增殖能力；采用划痕愈合实验、Transwell实验检测细胞迁移能力；采用

Western blotting检测上皮-间质转化(EMT)相关蛋白的表达；通过TIMER数

据库分析TRIM33的表达与免疫细胞浸润的相关性。结果　TRIM33在胃

癌组织中的表达水平明显高于胃正常黏膜组织，其表达与年龄、性别、

肿瘤分期、淋巴结转移相关(P<0.05)，预示胃癌患者预后不良。细胞实

验结果显示，低表达TRIM33的SGC-7901细胞表现为增殖、迁移能力均增

强，EMT相关蛋白E-钙黏蛋白(E-Cadherin)表达下降，波形蛋白、N-钙黏

蛋白(N-Cadherin)表达水平上调(P<0.05)；TIMER数据库分析结果显示，

胃癌组织中TRIM33 mRNA表达水平与CD4+ T细胞、CD8+ T细胞、B细胞、

中性粒细胞、巨噬细胞、自然杀伤细胞的浸润呈明显正相关(P<0.05)，

与M2型巨噬细胞、CD8+ T细胞、中性粒细胞、自然杀伤细胞基因标志物

CD163、CXCL9、ITGAM、KIR3DL2的表达呈正相关(P<0.05)。结论　下

调TRIM33能够加速胃癌进展，且与预后不良相关，其机制可能与TRIM33

通过调节免疫细胞浸润进而增强胃癌细胞的迁移特性有关。
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[Abstract]　Objective　To observe the effect and significance of TRIM33 gene on proliferation and migration of human 

gastric cancer cell SGC-7901. Methods　The expression of TRIM33 in normal gastric mucosa and gastric cancer tissues and its 

relationship with clinicopathological features and prognosis were analyzed through TCGA and TIMER databases. Human gastric 

基础研究论　著
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cancer cell line SGC-7901 was either untreated [negative control (NC) group] or transfected with a control vector (vector group) or 

transfected with vector carries si-TRIM33 (si-TRIM33 group). The downregulation of TRIM33 was validated using Western blotting. 

Further, the CCK-8 assay and plate clone formation assay were performed to detect cell proliferation ability. The scratch healing 

assay and Transwell assay were employed to test cell proliferation and migration ability. The expression of epithelial-mesenchymal 

transition (EMT) related proteins was tested by Western blotting. The correlation between TRIM33 expression and immune cell 

infiltration was analyzed through the TIMER database. Results　The expression level of TRIM33 in gastric cancer was significantly 

higher than that in normal tissues, related to age, gender, tumor stage and lymph node metastasis (P<0.05). Cell experiment showed 

that SGC-7901 cells with low expression of TRIM33 showed enhanced migration, decreased EMT-related protein E-Cadherin, and 

significantly increased vimentin and N-Cadherin (P<0.05). TIMER database analysis showed that TRIM33 mRNA level positively 

correlated with the expression of CD4+ T cells, CD8+ T cells, B cells, centrioles, macrophages and natural killer cells (P<0.05), 

and positively correlated with M2 macrophages, CD8+ T cells, centrioles and gene markers of natural killer cells CD163, CXCL9, 

ITGAM, KIR3DL2 expression (P<0.05). Conclusion　Downregulation of TRIM33 can promote the progression of gastric cancer, 

which is related to the poor prognosis of patients. The mechanism may be related to enhancing the migration characteristics of 

gastric cancer cells by regulating the infiltration of immune cells.

[Key words]　tripartite motif-containing 33; gastric cancer; migration; epithelial-mesenchymal transformation; immune 

infiltration

全球癌症统计数据显示，2020年胃癌的发病例

数约为108万，死亡约76万[1]。由于患者早期临床症

状不明显、缺乏特异性的生物标记物等原因[2-3]， 
胃癌的早期诊断仍是目前临床研究的热点 [ 4 - 5 ]。

三结构域家族33(tr ipar t ite  moti f -containing 33，
TRIM33)，也称为转录中介因子1γ(transcriptional 
intermediar y factor 1γ，TIF1γ)，属于TRIM家族 
(又称RBCC家族)，是一类具有E3泛素连接酶活性

的蛋白质，其成员参与了许多重要的生物过程，包

括自噬、癌变、细胞内信号转导、蛋白质泛素化和

降解等[6-10]。研究表明，TRIM蛋白表达失调可导致

多种疾病的发生，如肿瘤、神经精神疾病、免疫性

疾病等[11]。研究证实，结直肠癌早期TRIM33的过

表达是预后不良的指标 [12]。有研究通过数据库分

析发现，TRIM33在肾癌中呈低表达，而在肾癌细

胞中过表达TRIM33后可通过抑制Wnt/β-连环蛋白

通路影响癌细胞的增殖、迁移及侵袭能力[13]。体内

外研究证实，TRIM33在丙戊酸抑制前列腺癌细胞

迁移和侵袭的过程中发挥了重要作用 [14]。但目前

TRIM33在胃癌发生和发展中的作用尚不明确，本

研究结合生物信息学方法，探讨了TRIM33对人胃

癌细胞SGC-7901增殖及迁移的影响及其意义。

1　材料与方法

1.1　细胞与主要试剂　人胃癌细胞系SGC-7901购
自北京金紫晶生物医药技术有限公司；RPMI 1640
购自美国Hyclone公司；胰酶购自上海Beyotime公
司；si-TRIM33质粒购自美国Life Technologies公
司；LipofectamineTM 2000购自上海Invitrogen公司；

抗TRIM33抗体购自ProteinTech公司；E-钙黏蛋白

(E-Cadherin，ab15148)、N-钙黏蛋白(N-Cadherin，

ab18203)、波形蛋白(ab137321)购自美国Abcam公

司；Transwell小室购自美国Corning公司。

1.2　数据库在线分析　通过TCGA在线分析工具分

析TRIM33在泛癌的表达及其与胃癌患者临床特征

的关系；TIMER数据库分析TRIM33表达水平与预

后的关系。

1.3　TR I M33敲减细胞模型的构建　取对数生长

期SGC -7901细胞，以1.5×10 5个/孔密度接种于6
孔板，分为阴性对照(NC)组、对照组(空载体组)
和转染组(si-TRIM33组)。待细胞贴壁达70%时，

对照组给予4 μl LipofectamineTM 2000+196 μl Opti-
RPMI处理；转染组给予以下处理：用溶液B(6 μ l 
LipofectamineTM 2000+94 μl  Opti-RPMI)室温孵育

5 min后，将其加入溶液A(40 μ l  si-TRIM33+60 μ l 
Opti-RPMI)中，混合后孵育30 min，将混合物分别

添加至相应的孔中，8 h后更换新的完全培养液；阴

性对照组不予处理。转染48 h后，Western blotting检
测TRIM33蛋白表达水平，确定TRIM33敲减细胞模

型是否构建成功。

1 . 4　CCK-8实验检测细胞增殖情况　TR I M33敲
减细胞模型构建成功后，将细胞分为空载体组和 
si-TRIM33组。6孔板中按照6×103个细胞/100 μl接
种上述细胞，设3个复孔，在铺板24、48、72 h后
分别向孔内加入10 μ l的CCK-8溶液，孵育2 h后在

450 nm处测量光密度(OD)值。

1.5　平板克隆形成实验检测细胞克隆形成率　细

胞以1×103个/孔接种于6孔板，分组同1.4，在完全

培养液中培养2周，当在显微镜下看到约50个成团

状的群落时取出培养板，1×PBS洗1次，冰甲醇固

定15 min，1×PBS洗2次，结晶紫染色45 min，再用

超纯水清洗后倒置晾干，拍照后进行后续分析。
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1 . 6　划痕实验检测细胞迁移能力　以4×1 0 5个/ 
2 ml接种细胞于6孔板中，分组同1.4，贴壁密度达

80%~90%后，在培养板中用10 μ l枪头“十”字划

线，PBS洗涤3次，镜下标记对照组及转染组划痕

宽度相等的区域，分别采集0、24、48、72、96 h的
照片。采用Fiji软件测量划痕区域的面积并计算划

痕愈合率以比较细胞的迁移能力。划痕愈合率(%)= 
(初始划痕距离－24 h划痕距离)/初始划痕距离× 
100%。

1.7　Transwel l实验检测细胞迁移能力　用RPMI 
1640调整细胞密度至2.5×105/ml，分组同1.4，下室

滴入700 μl完全培养液(含20%血清)，Transwell上室

中分别加入上述两组细胞悬液110 μl，静置15 min
后，转移至培养箱培养24 h，冰甲醇固定15 min，
结晶紫染色45 min，显微镜拍照并计数。

1.8　Western blotting检测上皮-间质转化(EMT)相
关蛋白的表达水平　分组同1.4，转染48 h后收集

细胞，PBS清洗3次，加入细胞裂解液(含蛋白酶抑

制剂)提取总蛋白，采用BCA法测定蛋白含量。提

取等量的蛋白质样品(30 mg)，100 ℃变性5 min，
采用12% SDS-PAGE凝胶电泳分离并转移至PVDF膜
上，5%脱脂奶粉室温封闭1.5 h，分别加入肌动蛋白

β(ACTB，1:8000)、E-Cadherin(1:1000)、波形蛋白

(1:1000)、N-Cadherin(1:1000)抗体4 ℃孵育过夜；

次日，TBST洗涤后加入辣根过氧化物酶标记的兔

二抗(1:3000)，室温孵育1 h，TBST洗涤。加入发光

液，采用凝胶成像仪曝光拍照。以ACTB作为内参

照，用Fiji软件测量灰度值，分析上述蛋白的相对

表达量。

1 . 9　免疫数据库分析　通过T I M E R 2 . 0数据库

(http://timer.cistrome.org/)分析TRIM33与免疫细胞

浸润的相关性。

1.10　统计学处理　采用SPSS 18.0软件进行分析。

计量资料以x±s表示，两组间比较采用独立样本t检
验；多组间比较采用两因素方差分析，进一步两

两比较采用LSD -t检验。各独立实验均重复3次。

P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　TRIM33在泛癌中的表达及其与胃癌患者临

床特征的关系　TCGA在线数据库分析结果显示，

TRIM33不仅在胃腺癌(STAD)中呈高表达，而且

在多种癌症如胆管癌(CHOL)、食管癌(ESCA)、
肝细胞癌(LIHC)中表达均有升高(图1A)。TRIM33
在STA D中的表达与多个临床病理特征如年龄、

性别、肿瘤分期、淋巴结转移相关(图1 B－F)。

TRIM33表达水平越低，患者预后越差(图1G)。
2.2　TRIM33敲减细胞模型的构建　Western blotting
检测结果显示，与阴性对照组与空载体组(分别

为1.44±0.12，1.39±0.08)比较，在转染48 h后， 
si-TRIM33组TRIM33蛋白的表达水平(0.54±0.02)明
显下降，差异有统计学意义(P<0.01，图2)，敲减细

胞模型构建成功。

2.3　下调TRIM33对SGC-7901增殖的影响　CCK-8
检测结果显示， s i -T R I M 3 3组细胞增殖能力较空

载体组明显增强(48 h：0.72±0.02 vs. 0.56±0.01；
72 h：0.91±0.01 vs. 0.66±0.02，P<0.01，图3A)。
平板克隆形成实验结果显示，与空载体组比较，si-
TRIM33组细胞形成新克隆数目更多(1868.6±109.1 
vs. 979.3±94.5)，克隆群紧密且染色较深，差异有

统计学意义(P<0.01，图3B、C)。
2.4　下调TRIM33对SGC-7901细胞迁移的影响　

划痕实验结果显示，随着时间的推移，si-TRIM33
组、空载体组24~96 h的划痕愈合率差异均有统计

学意义(P<0.001)；与空载体组比较，si-TRIM33组
划痕愈合明显增快，差异有统计学意义(P<0.01) 
(图 4 A、B)。Tr a n s w e l l实验结果显示， 2 4  h时 
si-TRIM33组细胞迁移数较空载体组明显增多，差异

有统计学意义(350.3±33.08 vs. 161±23.06)(P<0.01， 
图4C)。
2.5　下调TRI M33对EMT相关蛋白表达的影响　

Western blotting检测结果显示，与空载体组相比，

si-TRIM33组E-Cadherin表达水平下降(1.47±0.09 vs. 
1.64±0.19)，波形蛋白(1.42±0.09 vs. 0.68±0.19)、
N-Cadherin(1.51±0.07 vs. 0.85±0.03)表达水平均明

显升高(P<0.05，图5A、B)。
2 . 6 　 T R I M 3 3 表达与免疫细胞浸润的关系　

TI MER数据库分析结果显示，TR I M33  mR NA水

平在胃癌微环境中分别与CD 4 + T细胞( P<0 . 0 1，
r=0.367)、CD8+ T细胞(P<0.01，r=0.188)、B细胞

(P<0.01，r=0.146)、巨噬细胞(P<0.01，r=0.138)、
自然杀伤细胞( P<0 . 0 1， r = 0 . 3 0 2 )、中性粒细胞

(P<0.01，r=0.18)的浸润相关，差异均有统计学意

义(P<0.05)，而与肿瘤相关成纤维细胞(P=0.86，
r = – 0 . 0 0 9 )在胃癌组织免疫环境中的表达无相关

性( P＞0 . 0 5 )。分析T R I M 3 3与免疫细胞基因标志

物表达的关系发现，T R I M 3 3的表达水平与M 2
型巨噬细胞、C D 8 + T细胞、中性粒细胞、自然

杀伤细胞基因标志物CD163(P<0.01，r=0.154)、
C XC L 9 ( P<0 . 0 1， r = 0 . 1 8 3 )、 I TG A M  ( P<0 . 0 5，
r=0.103)、KIR3DL2(P<0.01，r=0.187)的表达呈正相

关(图6)。
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图1　TRIM33在泛癌中的表达及其与胃癌临床病理特征和预后的关系

Fig.1　The expressions of TRIM33 in Pan-cancer and its relationship with clinicopathological features and prognosis of gastric 

cancer
　　A. TRIM33在泛癌组织中的表达；B－F. TRIM33在胃癌中的表达及其与临床特征的关系；G. TRIM33表达水平与胃癌患者预后的

关系；STAD. 胃腺癌；与正常胃黏膜组织比较，(1)P<0.05
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图2　Western blotting分析TRIM33蛋白表达

Fig.2　Expression of TRIM33 protein analyzed by Western blotting
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3　讨　　论

随着对肿瘤发生、发展和转移机制研究的深

入，分子靶向治疗越来越受到重视，因其具有高

效、不良反应小等特点，目前已成为继手术、化

疗、放疗后治疗肿瘤的一种新型手段。因此，寻找

胃癌的治疗靶点和有效的预后生物标志物已成为研

究的热点。
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图3　si-TRIM33对SGC-7901胃癌细胞增殖能力的影响

Fig.3　Effect of si-TRIM33 on the proliferation ability of SGC-7901 cells
　　A . CCK-8法检测细胞增殖能力；B. 细胞克隆形成数目柱状图；C. 平板克隆形成实验检测细胞增殖情况；与空载体组比较， 

(1)P<0.05

图4　si-TRIM33对SGC-7901胃癌细胞迁移能力的影响

Fig.4　Effect of si-TRIM33 on the migration ability of SGC-7901 cells
A. 划痕愈合实验(×100)；B. 划痕愈合面积柱状图；C. Transwell实验(结晶紫 ×100)；与空载体组比较，(1)P<0.05
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TRIM33是一种具有多种生物功能的蛋白质，

参与了DNA修复、有丝分裂、转录扩增和癌变等

各种生物学过程的调控[15-18]。TRIM33在肿瘤中的

功能很复杂，在不同肿瘤中作用截然不同，在非小

细胞肺癌、肾透明细胞癌及胶质瘤中起着肿瘤抑制

作用[13,16,18]，而在胰腺癌、B淋巴细胞白血病及宫颈

癌中则作为肿瘤促进因子抑制肿瘤细胞凋亡[19-20]。 
本课题组前期研究发现，下调TRIM33可促进胃癌

BGC -823细胞的增殖和迁移 [21]。以上研究结果证

实，TRIM33可影响多种肿瘤的进展，然而其在胃

癌中的具体作用和相关机制尚不明确。本研究首

先通过TCGA在线数据库分析TRIM33在人胃癌组

织中的表达水平及其与临床特征的相关性，发现

TRIM33在胃癌组织中的表达明显高于正常组织，

其表达水平与多种临床特征(年龄、肿瘤分期等)存
在相关性，并与不良预后相关。
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图5　si-TRIM33对胃癌细胞SGC-7901 EMT相关蛋白表达的影响

Fig.5　Effect of si-TRIM33 on the expression levels of E-cadherin, N-cadherin and vimentin protein in SGC-7901 cells
　　A. Western blotting检测E-cadherin、N-cadherin、波形蛋白表达水平；B. E-cadherin、N-cadherin、波形蛋白表达水平柱状图；ACTB. 

肌动蛋白β；与空载体组比较，(1)P<0.05
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图6　TRIM33与免疫细胞浸润、免疫细胞表面标志物表达的关系

Fig.6　The relationship between TRIM33 expression and immune cell infiltration and the expression of surface markers of immune 

cells
　　A. TRIM33表达水平与免疫细胞浸润的相关性；B. TRIM33表达水平与M2型巨噬细胞、CD8+ T细胞、中性粒细胞、自然杀伤细胞
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肿瘤细胞最重要的生物学特征是具有侵袭和

转移的能力，这也是造成恶性肿瘤患者预后不佳

和死亡的主要原因。为了进一步研究T R I M 3 3如
何调节胃癌细胞的增殖、迁移过程，本研究通过

LipofectamineTM 2000介导的si-TRIM33基因转染构建

低表达TRIM33的胃癌细胞模型，检测下调TRIM33
基因对SGC-7901细胞增殖、克隆形成率的影响，

结果发现转染48 h后细胞TRIM33蛋白表达水平明

显下降，表明通过质粒转染成功敲低了胃癌细胞中

TRIM33的表达；利用CCK-8实验和克隆形成实验

检测TRIM33对细胞的增殖能力的影响，发现下调

TRIM33可促进胃癌细胞的增殖，并利用划痕愈合

实验和Transwell实验检测了其迁移能力，结果表明

TRIM33表达下调可促进胃癌细胞的迁移，提示在

胃癌中TRIM33的表达水平与其肿瘤细胞的迁移能

力息息相关。

EMT是肿瘤细胞迁移及侵袭的第一步，也是最

重要的一步，该过程的标志是E-Cadherin的减少及缺

失[22]。有文献报道，γ-氨基丁酸B型受体(GABABR1)
可抑制结肠癌细胞EMT相关蛋白的表达，进而抑

制结肠癌细胞的迁移及侵袭 [23]；也有研究发现，

过表达Circ-0021087可抑制移植瘤细胞的E MT过

程，进而抑制胃癌细胞的增殖、迁移及侵袭 [24]。 
为了研究下调TRIM33增强胃癌细胞迁移能力的内

在机制，本研究检测了EMT过程中E-Cadherin、波

形蛋白、N-Cadherin的表达，结果显示，E-Cadherin
表达水平下降，而波形蛋白、N- Cad her in表达水

平升高，提示下调T R I M 3 3可能通过促进E M T相

关蛋白的表达，进而增强胃癌细胞的迁移能力。

转化生长因子 -β(transfor ming grow th factor-β，
TG F -β)作为E M T发生不可或缺的诱导因子，可

通过细胞内多种信号通路参与肿瘤的演变 [ 2 5 ]。 
有研究发现，TGF-β在肿瘤初期发挥抑癌作用，随

着肿瘤的生长，TGF-β可抑制机体免疫机制，促进

EMT的发生，进而增强肿瘤的侵袭力[26-27]。本研究

结合数据库分析及细胞实验结果发现，在胃癌中

TRIM33呈高表达，而下调其表达水平后，胃癌细

胞的增殖、迁移能力及EMT过程反而增强了，表明

TRIM33在胃癌中是作为抑癌因子存在的，其在胃

癌中的高表达可能是对胃癌发生发展过程中TGF-β
信号通路增强的反馈性上调。

在肿瘤的发生发展过程中，免疫细胞浸润与

EMT存在一定的关系。研究发现，非小细胞肺癌组

织中C末端结合蛋白1(C-terminal-binding protein 1，
CtBP1)表达升高与肿瘤相关的巨噬细胞浸润水平

呈正相关，且可诱导非小细胞肺癌细胞的EMT，

调节活化的NF-κB信号通路，进而影响非小细胞

肺癌的预后[28]。Tekin等[29]发现，蛋白酶激活受体

1(protease-activated receptor1，PAR1)的表达与原发

性胰腺导管腺癌(PDAC)中的巨噬细胞浸润相关，

巨噬细胞通过PA R 1的激活诱导胰腺癌细胞发生

EMT。因此，笔者推测TRIM33可能通过参与免疫

细胞浸润影响胃癌组织中的EMT进程，进而影响胃

癌细胞的迁移、增殖能力以及患者的预后。为此，

本研究通过TIMER数据库分析了TRIM33表达水平

与免疫细胞浸润的相关性，发现在胃癌微环境中，

TRIM33的表达与CD4+ T细胞、CD8+ T细胞、B细

胞、巨噬细胞、自然杀伤细胞的浸润水平呈正相

关，而与肿瘤相关成纤维细胞在胃癌组织免疫环境

中的表达无确切关系。为了进一步证实上述结果，

本研究分析了TRIM33与免疫细胞基因标志物表达

的关系，发现TRIM33的表达水平与M2型巨噬细

胞、CD8+ T细胞、中性粒细胞、自然杀伤细胞基因

标志物CD163、CXCL9、ITGAM、KIR3DL2的表达

呈正相关。免疫细胞浸润与肿瘤的进展及预后密切

相关，是恶性肿瘤发病机制的特征之一[30]。从以上

结果可以看出，TRIM33对胃癌组织免疫细胞的浸

润发挥了一定作用，进而影响了胃癌的EMT进程，

同时免疫细胞浸润与患者的临床结局存在一定相关

性，因此，TRIM33可作为胃癌的治疗靶点从而改

善患者的预后[31-33]。此外，探讨TRIM33与免疫细

胞表达水平的相关性及其促进肿瘤进展的具体机制

可为后续研究提供新的方向。

综上所述，本研究结果表明，TRIM33在胃癌

中呈高表达，其表达水平越低，患者预后越差；

TRIM33的表达水平与胃癌组织中免疫细胞的浸润

呈正相关，下调TRIM33可促进胃癌细胞的增殖、

迁移及EMT。因此，TRIM33在胃癌中起着肿瘤抑

制因子的作用，并有望成为胃癌治疗的潜在靶点和

预后标志物。
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