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摘要 

 

内 容 摘 要 

慢性炎症与肿瘤的发生发展密切相关。胃肠道黏液细胞分泌的可溶性小分子

多肽三叶因子在黏膜损伤修复、炎症保护及肿瘤发展等方面具有多重生物学功

能，并被报道为潜在的新型肿瘤标志物。其中 TFF2 因子在炎症发展过程中具有

关键的调控作用，可以减弱炎症部位对白细胞的募集，激活趋化因子受体，并介

导炎症因子的表达与分泌。但其基因表达调控机制、炎症调控作用机制及相关受

体作用机制仍有待于进一步研究。NF-κB 信号通路作为连接炎性反应和肿瘤的桥

梁，对三叶因子发挥调控炎症与肿瘤功能具有重要的介导作用。 

本课题研究选取正常胃黏膜细胞应用细菌脂多糖LPS模拟幽门螺杆菌感染，

发现LPS诱导下TR3与TFF2具表达相关性，并且在TFF2基因启动子上确定了TR3

应答元件（NBRE）的保守序列及数个类似序列。通过染色质免疫共沉淀（ChIP）、

凝胶阻滞（EMSA）及启动子转录激活水平（LUC）等检测证实TFF2是TR3的下

游靶基因，TR3负调控其基因表达。而LPS通过削弱TR3与TFF2启动子的结合，

诱导TFF2表达上调。进一步研究发现，TFF2参与了LPS刺激下NF-κB信号通路介

导的炎症过程。一方面，TFF2通过抑制LPS刺激下其受体TLR4的表达上调，干

预了LPS诱导NF-κB激活的信号转导；另一方面，TFF2介导了LPS刺激下NF-κB

及其抑制蛋白IκBα的过表达，造成NF-κB的磷酸化水平下调及入核阻滞。因此，

TFF2的过表达逆转了LPS对NF-κB信号通路的激活并促使相关促炎因子表达与

分泌下调，在LPS诱导的炎症初期具有炎症保护作用。 

本课题研究不仅有助于明确炎症状态下TFF2的表达调控机制，探讨炎症状

态 下 TFF2 在 NF-κB 信 号 网 络 中 的 作 用 及 机 制 ， 而 且 阐 明 一 条 新 的

TR3-TFF2-NF-κB炎症调控信号通路，为以TFF2为靶点探讨幽门螺杆菌相关性胃

炎调控与治疗策略，均具有重要的理论意义与潜在医疗价值。 

 

关键词：三叶因子 2，NF-κB 信号通路，表达调控，幽门螺杆菌相关性胃炎 
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英文摘要 

英文摘要 

Abstract 

Trefoil factor family 2 (TFF2) participates in mucus stabilization and repair, 

apoptosis, and inflammatory responses, but the detailed mechanisms that regulate its 

gene expression and function in inflammatory responses are not fully understood. 

Here, we show that TFF2 exhibits protective effects on lipopolysaccharide (LPS) 

-induced inflammation in human gastric epithelial cells. We first demonstrated that 

TFF2 was a new target gene of nuclear receptor TR3, and its expression was 

significantly enhanced by LPS through TR3 mediation. Moreover, the up-regulated 

expression of TFF2 was critical for the exertion of negative effects on inflammation 

mediated by nuclear factor-kappa B (NF-κB) in response to LPS by regulating the 

phosphorylation level of NF-κB during LPS infection. Therefore, our data yield new 

insights into the function and mechanism of TFF2 in the regulation of chronic 

inflammation in response to infection, which may serve to protect from Helicobacter 

pylori–associated gastritis damage. 

 

Key words: 

Trefoil factor family 2, LPS infection, Nuclear factor-κB, Expression regulation, 

Helicobacter pylori–associated gastritis  
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1 前  言 

 

1.1 TFFs与胃肠道黏膜病变 

胃肠道除消化吸收、内分泌外，还具有防御保护功能。其损伤保护机制在于

通过物理屏障避免损伤，受到致病因素侵袭后内皮细胞迅速迁移进行黏膜修复，

同时激发细胞因子和其他炎症因子的连锁反应。炎症部位的细胞因子、趋化因子

的持续存在及由其引发的级联反应能够诱导细胞增殖、趋化炎症细胞聚集、DNA

氧化损伤，并进一步诱发癌变。胃肠道黏液细胞分泌的可溶性小分子多肽即 TFFs

因子在黏膜损伤及炎症阶段具有保护修复的重要作用，研究 TFFs 表达调控在炎

症过程中的作用及相关信号通路，对于炎症调控、胃肠道黏膜保护及以 TFFs 因

子为靶点探讨炎症治疗靶向和策略，均具有重要的理论意义与潜在医疗价值。 

 

1.1.1 TFFs结构与表达 

1.1.1.1 TFFs结构特征 

TFFs是一群主要由胃肠道黏液细胞分泌的可溶性小分子多肽，在哺乳动物

体内具有黏膜保护和修复、肿瘤抑制、信号转导、调控细胞凋亡以及促肿瘤细胞

侵袭等功能。目前发现了3种TFFs, 即乳癌相关肽(pS2或TFF1)、解痉多肽(SP或

TFF2)和肠三叶因子(ITF或TFF3)。 

TFF家族成员的共同保守序列包括N端信号肽、三叶结构域以及C端Cys-X-X 

模序。三叶结构域由一段38~39个氨基酸的序列通过内部6个半胱氨酸残基经由3

个分子内二硫键(Cys1-Cys5、Cys2-Cys4、Cys3-Cys6)相互连接而成, 使整个肽链

扭曲、折叠形成三叶形结构，并具有耐酸、抗蛋白酶的特性，因此能在消化道复

杂的环境中保持生物活性(1-2)。 

图1.1 TFF结构示意图 
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1.1.1.2 TFFs表达特征 

TFFs因子成员具有组织表达特异性。TFF1 主要由胃体和胃窦黏膜上皮细胞

表达, TFF2 主要由胃体和胃窦的颈黏液细胞和下段十二指肠腺细胞表达, TFF3

由全小肠和结直肠杯状细胞表达(3)。此外TFF 亦可少量表达于脑垂体、下丘脑、

唾液腺、子宫、乳腺、胰腺等处。但当胃肠道发生炎症、溃疡或者恶性病变时， 

TFFs因子表达特异性消失, 可在整个胃肠黏膜损伤部位表达(4)。此外，有研究表

明TFF3在正常乳腺上皮、子宫以及呼吸道中也有少量表达(5-6)，并且在下丘脑和

垂体有检测到TFF3存在，提示TFF3作为神经肽的可能性(7)。而TFF2也在淋巴组

织中被发现，如脾、胸腺以及骨髓中也检测到其表达(8)。 

 

1.1.2 TFFs生物学功能 

TFFs因子多在黏膜损伤病变时应激异常表达，许多研究证实了其在慢性炎

症、组织化生、细胞凋亡及肿瘤发生发展等方面的生物学功能，并有多种信号通

路参与调控。 

 

图1.2 TFF参与信号通路示意图 
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1.1.2.1 TFFs保护黏膜促进修复 

TFFs主要的生理功能是参与损伤粘膜的再生和修复，对粘膜起保护作用。

其作用机制首先是通过形成物理屏障从而防止有害物质的损伤，通过形成物理屏

障从而防止有害物质的损伤，如Emami(9)等发现TFF3通过与黏液糖蛋白的相互作

用或交联，能够形成黏弹性的黏液凝胶层，阻止胃蛋白酶以及机械应力改变等因

素造成的胃黏膜损伤，从而增强胃肠道黏膜防御屏障的保护能力，重组TFF3蛋

白诱导可增加可溶性黏液的分泌量及黏度。粘膜损伤后会诱导大量补体成分进入

肠腔，TFF3 诱导促衰变因子(DAF)的mRNA水平及蛋白表达水平上调，在很大

程度阻断补体激活所诱导的C3沉积，保护上皮细胞免受补体损害(10)。 

 

1.1.2.2 TFFs保护细胞抵御损伤 

此外，还有研究表明TFFs具有细胞保护作用。多种胃肠道细胞中，TFFs促

进体外划痕愈合(11-12)，并诱导上皮细胞分裂迁移从而促进修复。TFFs因子还可

以保护细胞抵御损伤，如低氧诱导因子1(HIF-1)诱导TFF3表达上调并保护血管内

皮细胞抵御组织缺氧(13)，并且TFF3可以诱导上调前列腺素合成限速酶环氧化酶

COX-2表达，并提高前列腺素PGI2及PGE2的表达，保护细胞抵御活性氧损伤(14)。 

 

1.1.2.3 TFFs参与调控胃肠道肿瘤发生发展 

TFFs因子在肿瘤发生发展过程中发挥重要的生物学功能。首先，在多种胃

肠道肿瘤细胞系中的研究发现，TFFs通过激活表皮生长因子受体EGFR及

PI3K-Akt信号通路参与细胞凋亡调控。EGFR过表达和自分泌激活是多种人类实

体肿瘤生长和转移的关键环节。TFF3通过激活表皮生长因子受体EGFR及

PI3K-Akt信号通路参与细胞凋亡调控(15-17)，而EGFR抑制剂及PI3K抑制剂则可以

阻断TFF3诱导的抗凋亡作用(18,19)，同时也有研究表明在人结肠癌细胞中，TFF1

和TFF3均可以降低MAPK磷酸化水平，并表现出体内及体外的抗肿瘤作用(20,21)。

幽门螺杆菌感染可以导致TFF2基因甲基化及表达沉默，从而促进胃癌的发生发

展(22)。 

其次，TFFs与细胞迁移侵袭机制有关，主要参与了EGFR信号通路。TFF3

可以诱导HT293细胞β-连结素(β-catenin) 和EGFR受体的酪氨酸磷酸化，导致细

胞间粘连的破坏，细胞间失去粘连将使上皮细胞互相离移，从而增加HT29结肠
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癌细胞系的迁移力(23)。在大鼠成纤维细胞rat-2中TFF3可以上调β-catenin及金属

蛋白酶MMP-9的mRNA表达 , 并下调E-cadherin和金属蛋白酶1组织抑制因子

TIMP-1的表达(24)。人乳腺癌及结肠癌中可检测到EGFR的一种特殊激活形式称为

EGF-RvIII，它缺乏N端细胞外区域并以不依赖于配体的方式形成二聚体， EGFR

还具有一种缺乏C端细胞内区域的突变形式称为HER-CD533(25)。EGF-RvIII和

TFF都能够通过COX-2-/TXA-2-R信号途径诱导细胞迁移；EGFR的配体TNFα则

以不依赖于COX-2-/TXA-2-R信号途径的方式促进细胞侵袭(26)。 

再次，TFFs与血管生成密切相关。Dhar(27)等通过对111份人胃癌样本进行组

织学检测发现TFF3与肿瘤的微血管密度具有明确的相关性；TFF3可以促进鸡胚

绒毛尿囊膜(CAM)的血管生成，可诱导人脐静脉内皮细胞(HUVEC)形成类微血管

结构，而COX-2抑制剂、EGFR抑制剂则可阻断TFF3的促血管生成效应(28)。本课

题组研究也发现，缺氧条件下TFF3表达上调，并促使缺氧诱导因子HIF1-α及血

管表皮生长因子VEGF的表达上调，协同促进肿瘤血管的生长(29)。 

此外，最新研究表明三叶因子是潜在的新型肿瘤标志物。肿瘤组织中TFFs

的mRNA水平明显提高，但与病人年龄、病理分型及存活年限没有相关性((30)；

血清学检测表明TFF3在胃癌病人的血清中高表达，检测敏感性与特异性分别为

80.9%及81%，结合胃蛋白酶原检测可以有效地预测胃癌(31)。 

 

1.1.2.4 TFFs参与调控胃肠道炎症 

TFFs因子在炎症发展过程中具有关键的调控作用，而NF-κB信号通路在其中

发挥重要的介导作用。TFF2处理可以有效促进大肠炎小鼠的损伤修复及抗炎作

用(32)，并下调血管细胞粘附分子VCAM-1的表达，减弱炎症部位对白细胞的募集

(33)。TFF2基因敲除小鼠对炎症更为敏感，表现出对IL-1β诱导的强烈反应，并且

上调了IL-2及IL-4的表达水平(34)，而且消化道组织芯片检测表明大多数随着TFF2

基因敲除而发生表达变化的基因都与免疫系统密切相关(35)。此外，TFF2也能在

小鼠淋巴组织中检测到表达，通过激活趋化因子受体CXCR4参与调控Ca2+浓度及

MAPK信号通路(36)，并与CXCR4弱结合而削弱CXCR4介导的趋化作用(37)。TFF3

激活诱导性转录因子NF-κB，不仅促使炎症因子和细胞存活基因表达上调, 而且

使NF-κB依赖性的NF-κB信号负调节因子表达上调, 从而参与炎症反应和抗凋亡

过程(38)；并且TFF3可以诱导内源I κBα磷酸化促使其降解从而短暂激活NF-κB，

上调NF-κB调控的Twist蛋白的表达，而Twist与NF-κB结合并负调控其活性，减
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少了炎症因子IL-8的表达，从而保护胃肠道拮抗炎症反应(39)。Andoh(40)等研究发

现TFF3通过激活NF-κB，以时间梯度及浓度梯度的方式上调NF-κB调控的促衰变

因子(DAF)，从而保护黏膜抵御自身免疫性疾病损伤。 

 

1.1.3 TFFs结合蛋白 

生物体中大多数蛋白质都不是孤立存在的，而是在相互联系、相互制约的过

程中形成复杂的蛋白质连锁网络，从而发挥其重要的生物学功能和生理活性作

用。配体-受体理论是重要的研究方向之一，无论是内分泌还是外分泌的激素类

多肽/蛋白质，都需要通过受体把生理/病理性信号转导给细胞。TFFs因子家族通

过激活下游信号通路发挥其生物学功能的作用模式提示可能存在特异性的受体。

因此，TFFs因子结合蛋白及其特异性受体的寻找已经成为研究热点之一。由于

TFFs因子是通过半胱氨酸C58上的硫基结合成二聚体形式，因此早期研究中推测

TFFs因子很可能与EGFR富含半胱氨酸残基的N端细胞外区域直接结合。但

Rodrigues(41)等发现TFF1并不能与125I标记的EGF竞争性结合于EGFR上，对TFF2

及TFF3的类似研究也得到同样结果(42,43)。因此，推断TFFs因子并非直接结合到

EGFR上。 

此外，近年研究l陆续发现了TFFs 因子的结合蛋白。Tim(44)等以过柱吸附洗

脱的方式在猪胃黏膜提取物中发现了与TFF2结合的两种蛋白，即224 kD的

CRP-ductin 和140 kD的纤维粘连蛋白受体β亚基（β-FN-R），由此表明了可能存

在TFF的特异性受体。Tomasetto(45)等通过酵母双杂交体系在小鼠胃及十二指肠

cDNA文库中筛选到两个与mTFF1结合的蛋白，并鉴定为黏液素MUC2 和 

MUC5AC；随后的研究发现，在胃黏液颈细胞中TFF2与MUC6共表达，肠杯状

细胞中TFF3与MUC2共表达(46)。TFFs因子与黏液素的相互结合，及黏液素促分

泌素也能诱导TFFS因子分泌的研究结果，共同提示了TFFs因子与黏液素结合具

有重要作用(47)，包括对黏膜屏障的保护、细胞损伤修复、增加黏液黏度及促细

胞迁移(48-51)。此外，Westley(52)等报道TFF1与一种从人胃黏膜上皮中分离出的18 

kD的分泌蛋白TFIZ1 特异性结合，而Otto(53)等发现TFF2能够与鼠源的TFIZ1蛋白

（称为blottin）相互作用；但TFF1和TFF2却是以不同的方式分别与TFIZ1/blottin

结合，即TFF1通过半胱氨酸C58上的硫基与TFIZ1共价结合，而TFF2则依靠N/C
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端的二硫键Cys6–Cys104与blottin蛋白形成盐桥或疏水作用而直接结合。此外，

本课题组未发表的研究成果表明，Piezo1（FAM38A）为TFF1的结合蛋白， Piezo1

通过其C端结构域，仅与TFF1而非TFF2或TFF3结合，并通过影响整合素蛋白

Integrinβ1及钙粘蛋白E-cadherin的表达而促进细胞迁移。虽然上述报道表明了

TFFs因子结合蛋白的存在，但关于作用机制及生物学功能都未有深入的研究成

果，也并未确定TFFs因子的特异性受体，其作用模式仍有待于进一步探索。 

图1.3 TFF结合蛋白信息汇总表 

 

1.1.4 TFFs基因表达调控 

人源TFFs因子基因定位在21 号染色体长臂21q22. 3区，按TFF1，TFF2，TFF3 

的顺序首尾相连，接受共同的基因调控。TFFs因子的表达受幽门螺杆菌感染、

胃肠道高渗压以及酒精或化学药物等多种因素影响；TFFs各成员之间也相互调

节，如TFF3基因敲除的小鼠中TFF1、TFF2的基因转录也明显降低, 而TFF2敲除

后TFF3的表达量明显升高。 

目前研究表明，许多核受体均参与了TFFs因子的基因表达调控。TFF1启动

子上具有一个存在于Sp1结合位点旁的雌激素受体应答元件ERE，乳腺癌细胞中

雌激素通过Sp1/Sp3的介导实现对TFF1基因表达的调控(54)；胃腺癌细胞系及肠腺

癌细胞系中PPARγ通过其配体吲哚美辛的激活提高内源TFF2基因转录水平(55), 
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PPARγ的其他配体如15d-PGJ2及曲格列酮(TGZ)等也能在胃癌细胞MKN45中上

调TFF1及TFF2的表达水平(56)。此外，X射线辐射、化合物小分子、短链脂肪酸、

炎症介质如IL-1, IL-6, TNF-α也参与调节TFFs因子的表达及分泌。而尤其值得注

意的是，基因甲基化是TFFs因子基因表达调控的重要影响因素，在不表达TFFs

因子的组织中，TFFs因子的启动子通常都发生了甲基化(57)。最新研究表明，幽

门螺杆菌感染可以促进TFF2基因甲基化及表达沉默，从而促进了胃癌的发生发

展(58)。 

 

1.2 幽门螺杆菌感染与NF-κB激活 

1.2.1 NF-κB信号通路调控炎症 

1.2.1.1 NF-κB及其家族成员 

NF-κB于1986年首次在成熟B细胞、浆细胞中发现，它是一种能够与免疫球

蛋白轻链启动子特异结合的核蛋白(59)。NF-κB是一种重要的核转录因子，在体内

各种类型细胞中普遍存在，参与调控免疫应答、炎症反应、细胞增殖、分化和细

胞凋亡等多种生理病理过程，并调控相关细胞因子及粘附分子等的基因表达，在

机体的免疫应答、炎症反应和细胞的生长发育中起重要作用。 

图1.4 NF-κB结构特征示意图 

 

NF-κB/Rel 家族为转录因子蛋白家族，包括 RelA(p65)、c-Rel、RelB、NF-κB1 

(p50/p105)、NF-κB2 (p52/p100)，以同源或异源复合物存在，其中最常见的为

p65/p50 异二聚体，是其活性的主要形式。家族成员具有共同的结构特征，包

括 N 端由约 300 个氨基酸组成的相同保守的 Rel 同源区(RHD)、C 端反式激活
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结构域（TD）。RHD 结构域负责形成二聚体，结合 DNA 以及与其抑制子 IκB

的结合, 同时它还含有核定位序列(NLS),介导活化的 NF-κB 进入核内行使功

能。p50 和 p52 只有 RHD 而缺乏 TD，因此 p50 和 p52 同源二聚体并不能

激活基因转录，而是作为一种抑制分子存在，它们在细胞内通常各自以其

前体 p105 和 p100 的形式存在 (60)。 

 

1.2.1.2 NF-κB 激活 

NF-κB的激活包括经典途径与非经典途径两条通路。经典途径中，p65/p50

组成的异源二聚体由于结合了NF-κB抑制蛋白IκBα，使NLS序列被覆盖而不能入

核。细菌、病毒以及多种细胞因子的刺激将信号传递到IκB激酶复合物IKKβ, 磷

酸化IκBα并使其进一步泛素化而被蛋白酶体降解。从而NF-κB复合物的NLS暴露

出来, 转运入核并在核内发挥功能(61)。另一条非经典通路主要激活的是RelB/p52

复合物，刺激因子包括TNF 超家族、淋巴毒素β(LTβ)以及病毒蛋白Tax等。它

们通过激活NF-κB诱导激酶(NIK)和IKKα, 使之磷酸化p100, 导致p100泛素化并

降解成p52(62)。 

 

图1.5 NF-κB信号通路激活示意图 

1.2.1.3 NF-κB调控基因表达 
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