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重组表达 hTFF2促进结肠癌细胞迁移和失巢增殖作用
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［摘要］目的 通过构建大肠杆菌表达系统获得重组人三叶因子 2（hTFF2），并研究其对结肠癌细胞 SW480

的迁移活性和失巢增殖活性作用．方法 通过 RT-PCR获得 hTFF2的 cDNA，构建重组载体 pET32a-hTFF2，转

化大肠杆菌 BL21-32a中诱导表达 TrxA- hTFF2融合蛋白．产物经镍 -亲和层析分离、透析纯化和 Western-blot

鉴定后，用 48孔趋化小室和琼脂软胶法检测重组 hTFF2的细胞迁移活性和失巢增殖作用．结果 通过原核表达

系统，获得高纯度的表达量达到 220 mg/L的 TrxA-hTFF2重组融合蛋白，重组 hTFF2可促进结肠癌细胞 SW480

的迁移活性和在琼脂软胶中生长形成克隆．结论 大肠杆菌可表达高产量和纯度的重组 hTFF2，其细胞活性提示

结肠癌中 TFF2的表达可能促进结肠癌细胞浸润和转移．
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［Abstract］Objective To over-express human trefoil factor 2（hTFF2） by Escherichia coli system and an-

alyze its activities in promoting migration and anchorage-independent growth in SW480 colonic cancer cells. Meth-

ods hTFF2 gene encoding mature peptide was obtained by RT-PCR， and the recombinant expression vector

pET32a-hTFF2 was constructed. Then pET32a-hTFF2 was transformed into E. coli BL21-32a and TrxA-hTFF2 fu-

sion protein was induced to over-express. The expressed product was isolated by Ni-NTA affinity chromatography，

purified by dialysis and identified by Western blotting. The activities of the recombinant hTFF2 in promoting SW480

cells migration and anchorage-independent growth were analyzed by MicroChemotaxis Chamber migration assay and

Soft-agar assay，respectively. Results The TrxA-hTFF2 fusion protein was expressed to 220 mg/L at high purity.

In vitro model demonstrated that recombinant hTFF2 obviously enhanced SW480 cell migration activity and anchor-

age-independent growth. Conclusion The recombinant hTFF2 can be expressed in E. coli with high production，

purity and biological activities. And its roles in cell migration and anchorage-independent growth suggest that

up-regulation of TFF2 in colonic cancer might be involved in cancer invasion and metastases.
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三叶因子（trefoil factor，TFF）是在上世纪 80

年代末到 90初由不同研究小组先后发现的含特殊

的三叶因子结构域的蛋白多肽[1]，其特征是含 38～

40个氨基酸残基的肽段中，有 6个保守的半胱氨

酸残基以 1～5、2～4、3～6的方式形成二硫键，

从而形成紧密的三叶结构域[2]．目前，在哺乳动物

中发现三种 TFF，分别命名为 TFF1、 TFF2、
TFF3，主要由粘膜上皮和腺上皮合成和分泌，对

粘膜损伤、修复和重建具有重要作用[3，4]．

TFF2是第一个被分离纯化和鉴定得到的三叶

因子，丹麦的 Novo研究所于上世纪 70年代末从

猪胰腺分离胰岛素时，将其作为主要副产品纯化

出来[5]；TFF2是目前在哺乳动物中发现的唯一含 2

个三叶结构域的多肽，由 106个氨基酸残基组成，

分子量 12 kD．近年来的研究表明，人体 TFF2的

异常表达与多种实体瘤的发生、发展关系密切．

TFF2表达上调与乳腺癌、胃肠道癌、胆管癌的浸

润转移和血管生成等病理过程正相关，并提示预

后不良 [6，7]．本研究构建高效表达人体 TFF2

（hTFF2）的原核表达系统，并分离纯化得到高纯
度的重组 hTFF2，并以结肠癌细胞株 SW480为模

型，首次研究 TFF2对结肠癌细胞迁移和失巢增殖

的影响，为进一步研究 TFF2在结肠癌发生发展中

的分子机制奠定基础．

1 材料与方法

1.1 试剂材料

E.coli DH5α和 BL21-32a 感受态菌株以及质

粒载体 pMD19T-simple、 pET32a 购自 Novagen 公

司，限制性内切酶（Kpn I，Sal I）、T4 DNA 连接

酶、Taq DNA 聚合酶购自大连 TAKARA 公司，

DNA提取和纯化试剂盒购自北京天根公司，hTFF2

一抗和二抗购自美国 Santa Cruz公司，人结肠癌细
胞株 SW480 为本所保存；优等胎牛血清、

RPMI-1640 培养基购自 Gibco；胰蛋白酶购自

Hyclone，其他试剂购自上海生工生物工程公司．

1.2 hTFF2全长克隆载体质粒的构建

人 TFF2（hTFF2）的全长 cDNA中国科学院昆

明动物研究所提供，利用 PCR 扩增 hTFF2 的

cDNA编码区．其中，hTFF2编码区的正向引物序

列和反向引物序列为：hTFF2-F: 5'-CAT GGTACC

GACGACGACGACAAGGAGAAACCCTCCCCCTG-3'

hTFF2-R: 5'-TATGTCGACTTAGTAATGGCAGTC-3.

正向引物序列按顺序先后含有一个 Kpn I插入位点

（下划线）、4个组氨酸标签、编码重组肠激酶切割

位点的核苷酸序列，反向引物包括一个终止密码

子（框）和 Sal I的插入位点（下划线）．PCR反

应条件是 95℃，5 min预变性；94℃30 s， 58℃
30 s和 72℃ 45 s进行 35个循环，最后 72℃延伸

7 min．室温下， PCR 反应产物与克隆载体

pMD19T-simple Vector 经 T4 DNA 连接酶连接 1 h

并转化 DH5α感受态细胞，经蓝白斑筛选、通用

引物 M13-47和 RV-M行菌落 PCR扩增确认阳性

克隆菌落．

1.3 hTFF2全长表达质粒载体的构建

在 5 mL LB培养基培养测序正确的阳性克隆和

pET32a空载克隆菌落，抽提其质粒，分别用 Kpn I

/ Sal I双酶切．酶切产物经 1.2%琼脂糖凝胶电泳，

用胶回收试剂盒回收目的 DNA，并分别将回收产

物与酶切后的 pET32a室温连接 1 h，连接产物转

化 BL21（DE3 plus）感受态细胞，挑选阳性克隆

行测序，获得正确插入序列的克隆菌落．

1.4 目的蛋白的表达和分离纯化

将测序正确的若干单克隆 BL21（DE3 plus）

菌株分别接种到含终浓度 5 滋g/mL氨苄青霉素的 5

mL LB 培养基中，37 ℃，140 r/min 震荡培养至

600 nm OD值达到 0.6后，以 0.5 mM IPTG诱导表

达 3.5 h，裂解 细 菌， 取 细 菌裂 解液进 行

SDS-PAGE检测．取能表达目的融合蛋白的菌株接
种到 1L 培养基中放大培养，相同条件下诱导表

达，菌液经 4℃ 8 000 g离心 10 min，收集沉淀并

用 100 mL 含 1 mM PMSF 的平衡缓冲液 （50 mM

pH8.0磷酸钠，0.3 M NaCl，10 mM咪唑）重悬．

在冰浴上超声破碎细菌．4℃，16 000 g将破碎的

菌液离心 30 min后收集上清，过镍亲和柱（Sigma

公司），用 20倍柱体积的洗涤缓冲液（50 mM pH8.

0磷酸钠，0.3 M NaCl， 20 mM咪唑） 冲洗后，最

后用洗脱缓冲液 （50 mM pH8.0 磷酸盐， 0.3 M

NaCl，250 mM咪唑）洗脱，洗脱得到含 TrxA的融

合蛋白，即 TrxA-hTFF2．用 20 mM Tris.HCL（pH:

8.0）对收集到的洗脱液行 4℃、48 h的透析纯化，

纯化样品经冻干，按 2 mg/mL溶于 PBS液备用．

1.5 重组 hTFF2融合蛋白的 SDS-PAGE检测和

Western blotting鉴定

灌注 12%的 SDS-PAGE胶，取纯化蛋白变性

后上样电泳，一部分凝胶用考马斯亮蓝染色，检
测 hTFF纯度和含量．另一部分凝胶经半干转移到

PVDF 膜，5% BSA/TBS 室温封闭 1 h，按 1:1 000

加入 hTFF2一抗，4℃摇匀过夜．第 2天洗膜后，

加辣根过氧化物酶（HRP）标记的 IgG 第二抗体

（1:5 000），室温下振摇 1 h，TBS洗膜，按试剂盒



图 1 pET32a-hTFF2重组质粒酶切鉴定

Fig. 1 Identification of Recombinant pET32a-hTFF2

with enzyme digestion

重组载体 pET32a-hTFF2 经 Kpn I/Sal I 双酶切，1.2% 琼

脂糖凝胶电泳，EB染色结果．M：DNA分子量标准；1：

重组载体酶切产物，可见 345 bp的目的片段．

说明程序经化学发光底物（ECL）反应、X光片显

影和定影．

1.6 重组 hTFF2的细胞迁移活性检测

细胞迁移活性采用 48 孔趋化小室 （48-Well

MicroChemotaxis Chamber，Neuro Probe，USA），8

滋m 孔膜进行．SW480 细胞用含 10%胎牛血清及

1%青、链霉素的 RPMI-1640培养基 37℃、5% CO2

标准条件下常规传代培养 5～6代，细胞生长汇合

至 80%时，PBS洗涤 2次，用 1 mL 5 mM EDTA悬

浮细胞，再经标准培养基洗涤、计数，按 3×106

细胞 /mL悬浮于含 1% BSA的 RP MI-1640培养基

中，100 滋L细胞悬液加入上层孔，600 滋L含 BSA、

重组 hTFF2浓度梯度的 RPMI-1640/1%BSA培养基

分别加入下层孔．经 37℃、5% CO2培养孵育 4 h，
取膜置 100%甲醇中固定 2 min，分别浸入 QuikDip

I 和 QuikdipII （Fronine 公司） 中染色 1 min 和 2

min．小心擦弃孔膜上层未迁移细胞，显微镜下观

察照相，每孔取 4个视野拍照，计数迁移细胞，各

组迁移细胞数用均数±标准差（x±s）表示．
1.7 重组 hTFF2对 SW480细胞失巢增殖的促进

作用

笔者采用琼脂软胶法检查重组 TFF2的失巢增

殖作用，将 2%的琼脂加热溶解后，置 41℃水浴，

与相同温度条件下的 2×RPMI-1640/10% FBS等量

混合得 1%的底层胶，取 6孔板，每孔加 2ml底层

胶，置 37℃备用．培养 SW480细胞，胰酶消化，

细胞计数，悬浮于经 41℃水浴的 2×RPMI－

1640/10% FBS溶液中（2×104个细胞 /mL），将细

胞悬液与加热溶解后置 41℃水浴的 1%琼脂等量混

合，得到含 1.0×104细胞 /mL浓度为 0.5%的顶层

软胶，迅速取顶层软胶平铺于底层胶上，每孔 1.5
mL，置 37℃、5% CO2培养箱孵育 1 h后，分别加

入 1mL RPMI-1640/10% FBS 和含 20 滋g/mL hTFF2

的相同培养基，相同条件下孵育，每 7 d换一次培

养基．待生长形成克隆后，吸弃培养基，用 0.05%

结晶紫染色 1 h，再用蒸馏水洗涤 2 次，照相保

存．

2 结果

2.1 表达载体构建

RT-PCR扩增得到的 hTFF2的核苷酸序列经克

隆到 pMD19T-simple 载体上，再转化到 E.coli

DH5α 内扩增，提取质粒进行 Kpn I/Sal I，双酶

切，结果得到预期的 354 bp的酶切片段（图 1）．

再将酶切片段插入到 pET32a载体中构建成 hTFF2

重组表达载体．用 pET32a 通用引物测序，与

GeneBank（NM005423）中 hTFF2的 cDNA序列比

对，证实插入正确的碱基序列．

2.2 重组蛋白的表达、纯化和鉴定

表达载体 pET32a-hTFF2 转化到 E.coli BL21，

经 0.1 mM IPTG 诱导 3 h，菌株裂解液经 SDS－
PAGE，考马斯亮蓝染色分析，发现 32 KD处有目

的蛋白过表达，见图 2A．TFF2主要以溶解性蛋白

形式存在，估计其表达量在细胞质总溶解蛋白的

40%左右．经超声裂解菌株，裂解液离心，再将上

清液过 Ni-亲和层析柱，20 mM的咪唑漂洗，最后

用 250 mM的咪唑洗脱，得到纯化的融合蛋白，经

SDS-PAGE检测未见非特异条带，经密度扫描仪扫

描纯度为 95.5%，见图 2B．将细菌裂解液经

SDS-PAGE后，转膜，Western blot检测，发现表

观分子量 32 kD位置有目的条带，见图 2C．融合

蛋白经过透析、冻干，每升细菌培养液平均可得到

纯化的融合蛋白约为 220 mg/L．

2.3 重组 hTFF2的细胞迁移活性

肿瘤转移涉及一系列复杂过程，其中细胞浸润

和迁移是肿瘤细胞转移的起始关键步骤．研究表

明，结肠癌组织中 TFF2表达上调与结肠癌淋巴结

转移关系密切．为此，笔者们用 48孔趋化小室检

测重组的 hTFF2 对结肠癌细胞 SW480 的迁移活

性．实验结果表明，与 BSA 对照组比较，重组

hTFF2 有可明显促进 SW480 细胞跨膜迁移活性，
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图 4 琼脂软胶检测重组 hTFF2促进 SW480细胞失巢增殖

Fig. 4 Soft agar assay for anchorage-independent growth of SW480 cells incubated with recombinant hTFF2

顶层胶中接种 1.5×104个 SW480细胞，RPMI1640/10%FBS培养基中分别加入 20 滋g/mL BSA或 20 滋g/mL重组 hTFF2孵

育 18 d，观察到重组hTFF2促进细胞克隆形成，细胞经结晶紫染色，漂洗，照相保存．

图 2 重组 hTFF2在 E.coli BL21中表达、纯化和鉴定
Fig. 2 Expression, purification and identification of

Recombinant hTFF2

A:重组载体 pET32a-hTFF2转化的 E.coli BL21裂解液经
12% SDS-PAGE检测结果，M：蛋白质分子量标准；1：
转化菌经 0.1 mM IPTG 诱导结果；2：转化菌未经 IPTG
诱导．B:镍亲和层析纯化产物经 12% SDS PAGE 检测
结果，1 和 2 分别为 20 滋L、10 滋L 咪唑洗脱液电泳结
果．E：1 和 2 为 0.1 mM IPTG 诱导的转化菌裂解液经
Western blot鉴定结果．

图 3 重组 hTFF2促进 SW480细胞迁移活性

Fig. 3 Recombinant hTFF2 promoted SW480 migration

48孔趋化小室检测重组 hTFF2 诱导 SW480 细胞的迁移活性．A、B、C、D 分别为经 20 滋g/mL BSA 以及 5 滋g/mL， 10

滋g/mL， 20 滋g/mL的重组 hTFF2诱导的迁移细胞数，经 200倍显微镜照相结果．C：迁移细胞数统计图．

且呈剂量依赖性（图 3）．

2.4 重组 hTFF2促进 SW480细胞失巢增殖

琼脂软胶中生长形成克隆是检测细胞失巢增

殖的常用方法之一，研究结果显示，在琼脂软胶中

培养 18 d后，可观察到含 20 滋g/mL重组 hTFF2的

培养基的 SW480细胞，生长形成克隆的数目和大

小远多于和大于对照组（图 4）．

3 讨论

以大肠杆菌（E.coli）的 TrxA基因的产物硫氧

还蛋白作为融合伴侣的基因融合表达系统，特别适

用于在大肠杆菌胞质中表达高产量融合蛋白．在多

数情况下，目的蛋白与硫氧还蛋白形成的融合蛋白

形式，可使目的蛋白形成正确的折叠，并表现出全

部生物学活性．硫氧还蛋白可增加目的蛋白在胞质

中的溶解性，同时，其固有的热稳定性以及可通过

20 滋g/mL BSA 20 滋g/mL hTFF2

hTFF2浓度（滋g/mL）
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渗透休克从大肠杆菌中定量释放出来的特性，均

可作为纯化硫氧还蛋白融合蛋白的有效工具 [8]．

pET表达系统是一个能在 E.coli中高效表达融合蛋

白的载体系统，笔者选择含硫氧还蛋白（TrxA）的

pET32a 载体，克隆和表达 TrxA-hTFF2 融合重组

蛋白 ．通 过超 声法 裂 解 E.coli，裂 解 液 经

SDS-PAGE，显示 TrxA-hTFF2在大肠杆菌中主要

以可溶性蛋白形式存在，并且含量占大肠杆菌胞

质可溶性蛋白的 40%以上．表达产物经 Ni-亲和

层析，得到纯化的 TrxA-hTFF2样品．SDS-PAGE

和 Western Blotting分析显示，TrxA-hTFF2呈一条

单一条带，表观分子量为 32 kD，与预期的分子量

一致．

为检查表达重组 hTFF2的细胞活性，笔者选
用 SW480结肠癌细胞株进行细胞迁移和失巢增殖

作用研究．48孔趋化小室进行的细胞迁移法结果

显示，重组表达的 hTFF2可促进结肠癌细胞的迁

移活性，呈剂量依赖性，提示 TFF2在肿瘤组织中

表达可能与肿瘤细胞浸润转移有关．临床研究资

料表明，TFF2在 91%的胃癌组织中表达，其表达

上调可促进胃癌浸润生长和淋巴结转移，并提示

预后不良[9，10]．进一步对 TFF2 的细胞活性研究发

现，TFF2 可诱导肿瘤细胞 MMP9 的表达上调和

E-Cadherin的表达下调[10]，而上述指标是肿瘤浸润

转移的重要分子标志．众多学者认为 TFF2可能通

过与细胞膜的受体结合而发挥作用，然而至今未

找到 TFF2特异的受体分子．Zinaida等发现，TFF2

的细胞迁移活性与趋化因子受体 CXCR4的激活有

关，分泌性 TFF2可通过 CXCR4促进淋巴母细胞

和胃癌细胞 AGS的增殖和迁移活性，而用 CXCR4

特异的抑制剂可阻断此作用[11]，提示 TFF2可能参
与趋化因子协同发挥功能．近年来的研究表明，

趋化因子受体 CXCR4通路激活在肿瘤细胞组织器

官选择性转移中的作用引起人们的重视，有可能

成为预防肿瘤转移的有效靶点之一[12]．失巢增殖是

肿瘤细胞的特性之一，本研究结果显示，重组

hTFF2可促进结肠癌细胞 SW480在琼脂软胶中生

长形成克隆，抑制失巢凋亡的发生，笔者推测此

作用可能与 TFF2激活细胞内 PI3K/Akt信号通路有

关[13]，相关机制有待更深入的研究证实．
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