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肺腺癌相关 tsRNA的筛选和验证
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［摘要］ 目的 通过分析 tsRNA在肺腺癌中的差异表达情况及其表达水平与患者预后的关系，进

一步筛选并验证肺腺癌相关 tsRNA，以了解其在肺腺癌发生和进展中的相关机制。方法 基于计算医

学中心数据库筛选出在肺腺癌组织和正常组织中差异表达的 tsRNA；基于癌症基因组图谱（The Cancer 
Genome Atlas，TCGA）数据库分析 tsRNA 表达水平对肺腺癌患者预后的影响；基于 TRFtarget2. 0 和

tRFTar数据库预测靶基因；基于DAVID、KOBA KEGG在线网站进行基因本体论（Gene Ontology，GO）富

集分析和京都基因和基因组百科全书（Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes，KEGG）通路分析；基于

阿拉巴马大学伯明翰分校癌症数据分析门户（the University of Alabama at Birmingham CANcer data 
analysis Portal，UALCAN）分析靶基因在肺腺癌组织和正常组织中的表达水平。采用增殖实验、迁移实

验、侵袭实验验证 tRF-19-69M8LOJX在肺腺癌细胞中的生物学功能。结果 与正常组织相比，tRF-19-

69M8LOJX在肺腺癌组织中表达上调（log2FC=4. 28，FDR<0. 05）。高表达水平的 tRF-19-69M8LOJX预示

着更短的无进展生存期（HR=1. 565，95%CI=1. 142~2. 145，P=0. 005）；过表达 tRF-19-69M8LOJX促进A549
细胞的增殖、迁移（P<0. 001）和侵袭（P=0. 009）；COL1A1（P=0. 002）和 VCAN（P=0. 022）在 tRF-19-

69M8LOJX过表达细胞模型中显著上调。结论 tRF-19-69M8LOJX在肺腺癌组织的表达水平上调，与

患者不良预后密切相关，可能在肺腺癌的发生发展中起着重要作用。
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［Abstract］ Objective　To explore the roles of transfer RNA-derived small RNAs （tsRNAs） in the 
oncogenesis and progression of lung adenocarcinoma by analyzing the differential expression of tsRNAs in 
lung adenocarcinoma and the relationship between the expression levels of tsRNAs in lung adenocarcinoma 
and the prognosis of patients in order to further screen and validate the tsRNAs associated with lung 
adenocarcinoma.  Methods　The differential expression of tsRNAs between lung adenocarcinoma tissues and 
normal tissues was analyzed based on the database of the Computational Medicine Center.  The effects of 
tsRNAs expression levels on the prognosis of lung adenocarcinoma patients were analyzed based on the Cancer 
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Genome Atlas （TCGA） database （TCGA-LUAD）.  The target genes were predicted based on TRFtarget2. 0 
and tRFTar databases.  Gene ontology （GO） enrichment analysis and Kyoto Encyclopedia of Genes and 
Genomes （KEGG） pathway analysis were performed based on DAVID and KOBA KEGG online websites.  
The expression levels of target genes in lung adenocarcinoma tissues and normal tissues were analyzed based 
on the University of ALabama at Birmingham CANcer data analysis Portal （UALCAN） database.  In vitro cell 
proliferation， migration， and invasion assays were performed to investigate the biological functions of tRF-19-

69M8LOJX in lung adenocarcinoma cells. Results　Compared with the normal tissues， tRF-19-69M8LOJX 
was up-regulated in lung adenocarcinoma tissues （log2FC=4. 28， FDR<0. 05）.  High expression level of 
tRF-19-69M8LOJX was associated with shorter progression-free survival （HR=1. 565， 95%CI=1. 142-2. 145， 
P=0. 005）.  And its overexpression promoted cell proliferation and migration （P<0. 001）， and invasion 
（P=0. 009） of A549 cells， and up-regulated COL1A1 （P=0. 002） and VCAN （P=0. 022） significantly in the 
tRF-19-69M8LOJX overexpression cell model.  Conclusion　tRF-19-69M8LOJX is up-regulated in lung 
adenocarcinoma tissues.  And its high expression is closely associated with poor prognosis.  The tsRNA may 
play an important role in the pathogenesis and development of lung adenocarcinoma.  

［Key words］ transfer RNA-derived small RNA； lung adenocarcinoma； prognosis
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肺癌是全球发病率和死亡率最高的恶性肿瘤之一。

非小细胞肺癌（non-small cell lung cancer， NSCLC）约占

肺癌的85%，其中肺腺癌（lung adenocarcinoma，LUAD）
是其最常见的组织学亚型，约占所有肺癌的 40%［1］。
在过去几十年中，肺腺癌的发病率呈上升趋势［2］，5年

平均生存率仅为 15%［3］。肺腺癌发生发展的机制尚不

十分清楚，深入探究其分子机制可望为寻找新的治疗

靶标及生物标记物提供理论依据。

转运 RNA（transfer RNA，tRNA）衍生的小 RNA 称

tsRNA（tRNA-derived small RNA），是一种非编码小

RNA，有 时 也 被 称 为 tRFs（tRNA fragments）或 者

tdRNAs（tRNA-derived RNA）。tRNA 通过特定的途径

被切割为 tsRNA，迄今文献报道只有少数核糖核酸酶

如 血 管 生 成 素（angiogeni，ANG）、Dicer 等 能 切 割

tsRNA，按照不同的切割位点可以将 tsRNA 分为几个

亚 型 ，即 TRF-5、TRF-3、TRF-1、5'tiRNA、3'tiRNA、

itRF。通常情况下，tsRNA 在健康组织样品中具有稳

定的表达水平，但在许多病理状态下失调［4］。越来越

多的研究表明，tsRNA进化保守，并且参与各种生物学

过程，如基因沉默、RNA加工、蛋白质生物合成和致癌

过程［5］。tsRNA 还可以通过调节肿瘤干细胞、能量代

谢、上皮间质转化、细胞外基质重塑等途径调控肿瘤

免疫微环境［6］。例如，来自 tRNAAsp、tRNAGlu、tRNATyr
和 tRNAGly的 tsRNA通过从YBX1置换其3'-UTR而导

致原癌基因转录物不稳定，从而抑制乳腺癌转移［7］。
有研究显示 tRF-Leu-CAG 在 NSCLC 患者来源的组织

中上调，且与细胞增殖、细胞周期有关［8］。
tsRNA 在肺腺癌的发生发展中可能发挥重要作

用，但具体的功能及作用机制报道较少，相关的研究

尚处于起步阶段。本研究基于公共数据库，首先分析

tsRNA 在肺腺癌和正常肺组织中的表达差异，进而分

析差异表达 tsRNA与肺腺癌患者预后的关联，并进一

步运用细胞实验验证差异表达的 tsRNA 在肺腺癌发

生发展中的功能，为深入研究 tsRNA在肺腺癌中作用

的分子机制奠定基础。

1　材料与方法

1. 1　材料

1. 1. 1　数据来源　　癌症基因组图谱（The Cancer 
Genome Atlas，TCGA）数据库是一个涵盖了 33 种癌症

的基因组、转录组、表观遗传、蛋白组等各个组学数据

的免费公开的数据库；计算医学中心（Computational 
Medicine Center）是一个利用计算机科学、数据科学等

技术，结合医学和生物学知识，来研究医学问题和开

发医学解决方案的机构，其门户可下载每种癌症的

tRNA 片段表达谱数据；阿拉巴马大学伯明翰分校癌

症数据分析门户（the University of Alabama at Birmingham 
CANcer data analysis Portal，UALCAN）数据库（http：//
ualcan. path. uab. edu/）是一个用于癌症基因组数据分

析的在线工具，它包括癌症基因组图谱、儿童脑瘤组

织联盟和临床蛋白质组学肿瘤分析联盟三大公开数

据库，用于分析癌症组学数据，并提供癌症基因表达

数据的可视化。
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1. 1. 2　材料与试剂　　A549细胞株购自中科院上海

细胞生物学研究所细胞库；RPMI1640培养基、胎牛血

清（FBS）购自 Gibco 公司；基质胶、青霉素-链霉素溶

液、转染试剂 Lipo8000、结晶紫染液购自碧云天公司；

Trizol试剂购自美国TaKaRa公司；氯仿（三氯甲烷）、异

丙醇、无水乙醇购自成都科隆公司；tRF-19-69M8LOJX
模拟物（mimics）的设计和合成由吉玛公司支持；

miRNA 第 1 链 cDNA 合成（茎环法）试剂盒、DEPC 水、

引物合成均购自上海生工公司；2xUniversal SYBR 
Green Fast qPCR Mix购自Abclonal公司。

1. 2　方法

1. 2. 1　基于TCGA数据库中 tsRNA表达谱筛选LUAD
中差异表达的 tsRNA　　在计算医学中心门户（https：//
cm. jefferson. edu/tcga-mintmap-profiles/）下载肺腺癌样

本及正常组织的 tsRNAs 表达谱数据。在 R 软件中采

用 limma 包对肺腺癌样本（n=506）和正常组织样本

（n=45）进行差异表达分析，以|log2FC|>2（fold change）、

错误发现率（false discovery rate，FDR）<0. 05 为阈值，

在两组间筛选差异表达的 tsRNA。

1. 2. 2　基于 TCGA 数据库中 LUAD 患者临床数据分

析 tsRNA在预后中的作用　　在 TCGA-LUAD数据库

（https：//portal. gdc. cancer. gov/）获取肺腺癌患者的临

床信息数据，包括年龄、性别、分期、吸烟史、无进展生

存期（progression free survival，PFS）。使用 X-tile 软件

将 tsRNA 表达量分为高表达组和低表达组，在 R软件

中使用 Survival 包绘制 Kaplan-Meier 曲线以及进行单

因素和多因素Cox比例风险回归分析。

1. 2. 3　体外实验验证 tRF-19-69M8LOJX 在 LUAD 中

的作用　　 A549 细胞使用青霉素 -链霉素∶FBS∶
RPMI1640培养基=1∶10∶100的完全培养基进行培养。

培养条件为 37 ℃，5% 的 CO2。当细胞密度为 70%～

90%，细胞分布均匀时，即达到转染条件，按照公司合

成说明书将模拟物转染至细胞内。实验设置两组，即

阴性对照（negative control，NC）组和 tRF-19-69M8LOJX
过表达组。

通过实时荧光定量聚合酶链式反应（RT-qPCR）
检测 tRF-19-69M8LOJX 的表达水平。根据 Trizol法说

明提取细胞的总 RNA，按照 miRNA 第 1 链 cDNA 合成

（茎环法）试剂盒说明书合成 cDNA。按照 2×Universal 
SYBR Green Fast qPCR Mix 试剂盒说明书进行 PCR反

应，采用 2–∆∆Ct分析法进行定量，以 U6基因作为内参。

实时定量PCR反应体系组成：2×Universal SYBR Green 
Fast qPCR Mix 10 μL，正反向引物各1 μL（10 μmol/L），

cDNA 1 μL，ddH2O补足至 20 μL。实时定量PCR反应

程序：95 ℃预变性 3 min，循环反应 40~45次（95 ℃ 5 s；
60 ℃ 30 s）。 tRF-19-69M8LOJX 逆转录茎环引物为

5′-GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCA-

CTGGATACGACTCCATT-3′；正向引物为 5′-TTGTTA-

TAGGCTCCGTGGCGC-3′，反向引物为 5′-ATCCAGT-

GCAGGGTCCGAGG-3′；U6逆转录茎环引物为 5′-GT-

CGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGG-

ATACGACAAAATA-3′；正向引物为 5′-GCTTCGGC-

AGCACATATACTAAAAT-3′，反向引物为 5′-CGCTT-

CACGAATTTGCGTGTCAT-3′。
细胞增殖实验（cell counting kit-8，CCK-8）将转染

24 h后的细胞按照每孔 3 000个的密度接种至 96孔板

内，每个组设置 3 个复孔，在细胞培养 24、48、72、96、
120 h后，更换孔内培养基为10 μL CCK-8试剂+100 μL
完全培养基的混液，37 ℃孵育 1 h后测量 450 nm波长

处的光密度值。

细胞迁移实验将转染 24 h后的细胞按照每孔 2万

个的密度接种至放在 24孔板的小室内，小室内为不含

血清的培养基稀释的细胞悬液，小室外加入 500 μL含

血清的完全培养基，在培养箱孵育 24～36 h 后，对小

室底层膜外细胞进行固定、结晶紫染色，晾干后在倒

置相差显微镜下拍摄照片。细胞侵袭实验与细胞迁

移实验相近，差别为在接种细胞前还需在小室内铺

胶，按照基质胶∶完全培养基=1∶9的比例，每个小室加

入 20 μL前述混液，放入细胞培养箱中孵育 3 h后再接

种细胞。

1. 2. 4　 tRF-19-69M8LOJX 的预测靶基因基因途径

富集分析　　在TRFtarget2. 0数据库［9］中预测 tRF-19-

69M8LOJX 的靶基因，筛选靶基因条件为结合位点为

3'-UTR；自由能≤-16 kcal/mol；最大互补长度≥8个核

苷酸。在 tRFTar 数据库［10］中预测 tRF-19-69M8LOJX
的靶基因。2 个数据库预测结果取交集后形成 tRF-

19-69M8LOJX 的靶基因集。再通过 DAVID 在线网站

进行基因本体论（Gene Ontology，GO）分析，KOBAS 在

线网站进行京都基因与基因组百科全书（Kyoto 
Encyclopedia of Genes and Genomes，KEGG）分析，并进

行功能预测。

1. 2. 5　基于 UALCAN 数据库分析 tRF-19-69M8LOJX
预测靶基因在 LUAD 中的表达　　由 UALCAN 数据

库［11］获取对比正常组织，在肺腺癌中过表达的前250位

基因。与前面在数据库中预测的 tRF-19-69M8LOJX
的靶基因取交集后，进一步分析这些基因在过表达

tRF-19-69M8LOJX 细胞模型中 mRNA 水平上的表达

差异。
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1. 2. 6　统计学分析　　计量资料以 x̄±s表示，组间比

较采用成组 t检验。分类数据以 n（%）表示，组间比较

采用卡方检验。采用 Kaplan-Meier 法绘制生存曲线，

组间比较使用 Log-rank 检验。采用单因素、多因素

Cox比例风险回归模型对 tsRNA表达量和相关临床因

素与 PFS之间的关系进行分析，并计算风险比（hazard 
ratio，HR）和 95% 置信区间（confidence interval，CI）。

所有的绘图和统计分析均在软件R和GraphPad Prism 
8. 4. 0中完成，以P<0. 05为差异有统计学意义。

2　结果

2. 1　tsRNA在肺腺癌和正常组织中差异表达显著

在计算医学中心门户获得具有 tsRNA 表达谱数

据的TCGA肺腺癌样本 506例、正常组织样本 45例，样

本的临床特征见表 1，年龄、性别、分期、是否吸烟在两

组间没有统计学差异。筛选出上调的 tsRNA有194条，

下调的 tsRNA有 77条（图 1）。在肺腺癌组织中上调的

表达具有显著差异的前 5 位 tsRNA 分别为 tRF-19-

6SM83OJX、tRF-24-7SIRMM12E2、tRF-19-69M8LOJX、

tRF-25-S3M8309NDJ、tRF-22-RPM830MMO，其 log2FC
值依次为6. 41、4. 77、4. 28、4. 14、4. 13。

2. 2　tsRNA的表达水平与LUAD患者预后的关系

通过 X-tile 软件获取 5 个 tsRNA 表达量的最佳截

断值，可将 5 个 tsRNA 的表达量分为高表达组和低表

达组。Kaplan-Meier 生存曲线结果表明，肺腺癌患者

癌 组 织 中 tRF-19-6SM83OJX、tRF-24-7SIRMM12E2、
tRF-19-69M8LOJX、tRF-22-RPM830MMO 高表达患者

PFS显著低于低表达患者（图2），提示tRF-19-6SM83OJX、

tRF-24-7SIRMM12E2、 tRF-19-69M8LOJX、 tRF-22-

RPM830MMO 高表达者可能存在预后不良的情况，提

示这 4 个 tsRNA 具有作为 LUAD 患者预后标志物的

潜力。

2. 3　tsRNA与LUAD患者PFS的关联分析

单因素 Cox 比例风险回归分析结果表明，临床分

期Ⅲ期和Ⅳ期（HR=1. 631，95%CI=1. 188~2. 241，P=
0. 003）、tRF-19-6SM83OJX高表达（HR=1. 493，95%CI=
1. 100~2. 027，P=0. 010）、tRF-24-7SIRMM12E2 高表达

（HR=1. 322，95%CI=1. 003~1. 741，P=0. 048）、tRF-19-

69M8LOJX高表达（HR=1. 565，95%CI=1. 142~2. 145，
P=0. 005）和 tRF-22-RPM830MMO 高表达（HR=1. 345，
95%CI=1. 016~1. 779，P=0. 038）与 LUAD 患者 PFS 显

著相关（图 3A）。考虑到年龄、性别和吸烟史与肺腺癌

患者预后密切相关是可能的混杂因素，经校正年龄、

性别、临床分期、是否吸烟后，多因素 Cox比例风险回

归分析结果表明 tRF-19-6SM83OJX高表达（HR=1. 564，
95%CI=1. 139~2. 149，P=0. 006）、tRF-24-7SIRMM12E2
高表达（HR=1. 349，95%CI=1. 013~1. 796，P=0. 041）、

tRF-19-69M8LOJX 高表达（HR=1. 606，95%CI=1. 159~
2. 224，P=0. 004）和 tRF-22-RPM830MMO 高表达（HR=
1. 369，95%CI=1. 027~1. 826，P=0. 032）是 LUAD 患者

PFS的独立危险因素（图3B））。

2. 4　tRF-19-69M8LOJX过表达促进肺腺癌细胞增殖、

迁移和侵袭

本研究选择在肿瘤组织和正常组织中差异表达、

在预后分析中 HR 值最大且 P 值最显著的 tsRNA，即

tRF-19-69M8LOJX 进行深入研究，筛选 tsRNA 的详细

流程，见图4。
合成 tRF-19-69M8LOJX 模拟物 mimics 转染 A549

细胞构建细胞内 tRF-19-69M8LOJX 过表达模型。

表1　TCGA数据库中肺腺癌组织和正常组织的临床特征［n（%）］

变量

年龄

＜65岁

≥65岁

缺失

性别

男

女

分期

Ⅰ～Ⅱ期

Ⅲ～Ⅳ期

吸烟

是

否

肺腺癌组织
（n=506）

216（42. 69）
271（53. 56）

19（3. 75）

234（46. 25）
272（53. 75）

398（78. 66）
108（21. 34）

348（68. 77）
158（31. 22）

正常组织
（n=45）

20（44. 44）
25（55. 56）

0（0）

19（42. 22）
26（57. 78）

39（86. 67）
6（13. 33）

35（77. 78）
10（22. 22）

χ2

1. 750

0. 132

1. 165

1. 184

P值

0. 417

0. 717

0. 281

0. 277

!"

#"

$%

&%

%

'
(
)*

+%
,
-
.
值

'/ % /

()*0,1值

图中仅显示 FDR<0. 05 的 tsRNA，红点表示 |log2FC|
值≥2的 tsRNA，蓝点表示|log2FC|值<2的 tsRNA

图1　在肺腺癌组织和正常组织中差异表达 tsRNA的火山图
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A：tRF-19-6SM83OJX 的表达量与 PFS 的生存曲线；B：tRF-24-7SIRMM12E2 的表达量与 PFS 的生存曲线；C：tRF-19-
69M8LOJX 的表达量与 PFS 的生存曲线；D：tRF-25-S3M8309NDJ 的表达量与 PFS 的生存曲线；E：tRF-22-RPM830MMO 的

表达量与PFS的生存曲线

图2　tsRNA的Kaplan-Meier曲线
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$%
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A：影响肺腺癌患者 PFS 的单因素 Cox 比例风险回归分析；B：校正年龄、性别、分期、是否吸烟后，tRF-19-6SM83OJX、tRF-24-
7SIRMM12E2、tRF-19-69M8LOJX或 tRF-22-RPM830MMO的表达量与PFS的关系；*表示为对应 tsRNA高表达时的HR值和P值

图3　影响肺腺癌患者PFS的单、多因素Cox比例风险回归分析
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qPCR实验结果显示，tRF-19-69M8LOJX在过表达组显

著升高（P=0. 011）。采用 CCK-8 法探究过表达 tRF-

19-69M8LOJX 对 A549 细胞增殖能力的影响，过表达

tRF-19-69M8LOJX 组和对照组细胞的生长曲线显示，

相对于对照组，过表达 tRF-19-69M8LOJX 的 A549 细

胞增殖能力显著提高。而后通过 Transwell 法探索

tRF-19-69M8LOJX 对细胞迁移、侵袭能力的影响，实

验结果表明，过表达 tRF-19-69M8LOJX 后，相较于对

照组，过表达 tRF-19-69M8LOJX 的 A549 细胞迁移数

量（P<0. 001）和侵袭数量（P=0. 009）也显著增多，

见图5。图4　tsRNA的筛选流程

相
对
表
达
量
!"

#
!
!
$
% &

"'' '''

()' '''

('' '''

*$组 过表达组

+

,

!
!-
)
'
.

-

/

"

(

' ( " / - )

时间01

2

+

3

(4)

(4'

'4)

'

2
+

*$组

过表达组

*$组 过表达组

*$组 过表达组

*$组 过表达组

细
胞
数

-''

/''

"''

(''

'

2

*$组 过表达组

细
胞
数

/''

"''

(''

'

2

$

5

A：tRF-19-69M8LOJX的 mimics转染至 A549细胞后的转染效率；B：A549细胞中 tRF-19-69M8LOJX过表达组和 NC组的生

长曲线；C：A549 细胞中 tRF-19-69M8LOJX 过表达组和 NC 组的迁移结果（结晶紫染色×100）；D：A549 细胞中 tRF-19-

69M8LOJX过表达组和NC组的侵袭结果（结晶紫染色×100）； a：P<0. 05；b：P<0. 01
图5　tRF-19-69M8LOJX在A549细胞中的生物学功能验证

127



陆军军医大学学报，2025，47（2） http：//aammt. tmmu. edu. cn

2. 5　tRF-19-69M8LOJX 的预测靶基因基因途径富集

分析

经前述筛选条件，在 TRFtarget2. 0 数据库中预测

到 tRF-19-69M8LOJX的靶基因3 181个，在 tRFTar数据

库中预测到 tRF-19-69M8LOJX靶基因453个，为减小假

阳性错误，本研究取 2个数据库预测结果的交集，最终

形成 tRF-19-69M8LOJX 的靶基因集 82 个。对靶基因

集进行GO分析和KEGG分析，并将结果可视化（图6）。
GO富集分析显示，在生物学过程层面，靶基因集在细

胞外基质、调控mRNA代谢过程、调节mRNA稳定性、

胶原激活的酪氨酸激酶受体信号传导通路等方面有

显著富集；在细胞成分层面，提示可能与细胞黏附、细

胞-底物连接相关；于分子功能层面，在蛋白丝氨酸/苏
氨酸激酶抑制剂活性、细胞周期蛋白依赖性蛋白丝氨

酸/苏氨酸激酶抑制剂活动、MHC Ⅱ类蛋白复合物结

合、蛋白激酶抑制剂活性方面有显著富集。KEGG 富

集分析结果显示，靶基因集在 PI3K-Akt 信号通路、细

胞周期、细胞外基质受体相互作用方面有显著富集。

A:tRF-19-69M8LOJX预测靶基因集的GO分析；B：tRF-19-69M8LOJX预测靶基因集的KEGG途径分析

图6　tRF-19-69M8LOJX的预测靶基因基因途径富集分析

128



陆军军医大学学报，2025，47（2）http：//aammt. tmmu. edu. cn

2. 6　基于 UALCAN 数据库分析 tRF-19-69M8LOJX 预

测靶基因在LUAD中的表达

从UALCAN数据库中获取对比正常组织，在肺腺

癌中过表达的前 250 位基因，与 tRF-19-69M8LOJX 的

82 个靶基因取交集后，获得 5 个基因，即 COL1A1、
TOX3、CDH3、MCM2和VCAN，见图7A和表2。在构建

的 tRF-19-69M8LOJX过表达细胞模型中通过RT-qPCR
实验检测这 5 个基因的表达量，得出相较于对照组，

COL1A1（P=0. 002）和 VCAN（P=0. 022）的表达量显著

升高，见图7B～F。

3　讨论

本研究通过分析 TCGA数据库筛选出了在 LUAD
中差异表达的 tsRNA 上调 668 条，下调 319 条。然后

选取其中差异倍数最高的 5 条 tsRNA 进行预后分析，

发现 tRF-19-6SM83OJX、tRF-24-7SIRMM12E2、tRF-19-

69M8LOJX、tRF-22-RPM830MMO 高表达患者 PFS 显

著低于低表达患者；单因素、多因素Cox比例风险回归

分析结果表明tRF-19-6SM83OJX、tRF-24-7SIRMM12E2、
tRF-19-69M8LOJX 和 tRF-22-RPM830MMO 高表达是
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A：ULACAN 数据库中在肺腺癌组织中过表达的前 250位基因与 tRF-19-69M8LOJX 预测靶基因集取交集的维恩图；B～F：分别

为COL1A1、TOX3、CDH3、MCM2和VCAN在 tRF-19-69M8LOJX过表达组和NC组间的相对表达水平； a：P<0. 05；b：P<0. 01
图7　基于UALCAN数据库探索 tRF-19-69M8LOJX预测靶基因在过表达细胞模型中的表达

表2　5个基因在肺腺癌组织和正常组织中的表达量

基因

COL1A1
TOX3
CDH3
MCM2
VCAN

肺腺癌组织

中位数（M）

452. 53
10. 01
28. 65
19. 58
39. 72

下四分位数（Q1）
210. 04

3. 463
11. 69
12. 48
19. 161

上四分位数

（Q3）
906. 35

18. 66
58. 01
30. 72
71. 97

正常组织

中位数（M）

55. 85
1. 81
4. 58
5. 71

16. 80

下四分位数

（Q1）
30. 14

1. 27
2. 69
4. 83

11. 66

上四分位数

（Q3）
100. 70

2. 67
6. 25
6. 92

23. 38

P

<1E-12
<1E-12
<1E-12

1. 62E-12
1. 62E-12
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LUAD患者PFS的危险因素及校正年龄、性别、分期和

是否吸烟后的独立危险因素，以上结果表明它们的表

达水平与预后相关，有潜力成为 LUAD 患者的预后生

物标志物。

目前越来越多的研究表明 tsRNA 可以作为癌症

诊断或预后的生物标志物［12］，例如，tsRNA 可以作为

预测前列腺癌进展的指标［13］；还可以作为胃癌、胰腺

癌或弥漫性胶质瘤的诊断和预后标志物［14-16］。但在

NSCLC 中的研究尚在起步阶段，有研究表明 tRF-21-

RKP4P9L0与LUAD的预后有关，而在血浆中结合 3个

tsRNA（tRF-16-L85J3KE、tRF-16-PSQP4PE 和 tRF-21-

RK9P4P9L0）可用于诊断 LUAD 患者［17］；另有研究表

明一些 tsRNA 诊断肺癌的能力优于基于 microRNA 的

生物标志物［18］，但 tsRNA在NSCLC预后中的作用仍有

待进一步探索。

最终本研究选择了在肿瘤组织和正常组织中差

异表达、预后分析中 HR 值最大且 P 值最显著的 tRF-

19-69M8LOJX进行后续研究。tRF-19-69M8LOJX由1号
染色体的基因编码，长度为 19 个核苷酸，属于 TRF-5
类，是 tRNA-Arg-TCT-1-1的衍生物。目前除有研究报

道 tRF-19-69M8LOJX 在肺鳞癌组织和正常组织中差

异表达，与肿瘤分期相关，且与患者生存显著相关

外［19］，暂无其他报道。而本研究着眼于其在肺腺癌发

生发展中的作用，研究结果表明，它在肺腺癌组织和

正常组织中差异表达，但暂未观察到与临床分期的关

联，与患者的PFS显著相关。

本研究还在体外实验中证实过表达 tRF-19-

69M8LOJX可以促进肺腺癌细胞株A549的增殖、迁移

和侵袭，并初步探索出 tRF-19-69M8LOJX可能的靶基

因为 COL1A1 和 VCAN。COL1A1 基因编码的是Ⅰ型

胶原蛋白的α1链，这种胶原蛋白是哺乳动物中最丰富

的结构蛋白之一，其主要功能包括提供机械强度、提

供细胞附着和迁移的支架、影响细胞分化和增殖。有

研究表明高表达COL1A1与 LUAD患者的不良预后高

度相关［20-22］，且证实 LINC00511 能竞争性结合 miR-

126-5p 和 miR-218-5p 来调控 COL1A1 的表达，从而影

响肺腺癌进展［21］；COL1A1可以作为肺癌患者的诊断、

预后和化疗耐药的生物标志物［22］。VCAN基因编码一

种叫做多功能蛋白聚糖的蛋白质，这种蛋白质在细胞

外基质中起着重要作用。其主要功能有细胞外基质

结构支持、影响细胞的粘附和迁移、调节细胞内信号

传导。高表达的VCAN也与LUAD患者的不良预后有

关，且可促进癌细胞的迁移和侵袭，产生有利于肿瘤

进展的炎症微环境［23-24］。另外，tRF-19-69M8LOJX 预

测靶基因的通路分析提示在细胞周期和细胞外基质

受体交互作用上显著富集，推断 tRF-19-69M8LOJX可

能通过调节 COL1A1 的表达影响细胞周期；调节

VCAN 的表达影响细胞外基质受体交互作用。这种

tsRNA 与靶基因的相互作用促使靶基因的激活，有研

究得出了类似结论［25］。
本研究也存在一定的局限性，首先由于暂未发现

其他同时具有 tsRNA的表达量和预后数据的数据库，

所以本研究中涉及的 tsRNA 能否作为预后标志物暂

未用其他数据库验证；其次，由于生物组织采样的不

便性，血样标志物更被接受，因此在组织中筛选出来

的 tsRNA能否作为血浆中生物标志物还有待探索；本

研究只验证了 tRF-19-69M8LOJX 在体外实验中的生

物学功能，缺乏体内实验证据，且本研究初步推测

COL1A1 和 VCAN 可能是 tRF-19-69M8LOJX 的靶基

因，两者是否是 tRF-19-69M8LOJX真正的靶基因及其

生物学功能相关性需进一步研究。另外，tRF-19-

69M8LOJX在肺腺癌中如何作用的分子生物学机制尚

未完全揭露，仍需深入研究。

综上所述，tRF-19-69M8LOJX 在 LUAD 中表达上

调并可能参与了肿瘤的发生、发展，同时也与LUAD患

者预后关系密切，故 tRF-19-69M8LOJX有望成为预测

LUAD 预后的潜在生物标志物，对于临床上 LUAD 患

者的预后预测提供了新思路。
利益冲突 本文所有作者声明不存在利益冲突
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