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温郁金凝集素蛋白重组及对结肠癌HCT-116细胞凋亡、迁移和侵袭的影响
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摘 要：目的  获取温郁金凝集素（CWL）重组蛋白，并研究其对结肠癌细胞凋亡、迁移和侵袭的影响。方法  根据CWL

基因全长编码序列，采用大肠杆菌原核表达系统重组表达及纯化CWL；观察CWL对兔红细胞的凝血作用；CCK-8法评价

CWL（10、20、40、80 μg·mL−1）对结肠癌HCT-116细胞的毒性；流式细胞仪检测CWL（40、80 μg·mL−1）对HCT-116细胞凋

亡的影响；划痕实验检测细胞迁移能力；Transwell小室法检测细胞侵袭能力；实时荧光定量 PCR（qRT-PCR）实验分析

Caspase-3、Caspase-9、BAX、PARP mRNA 表达水平；Western blotting 检测 cleaved-Caspase-3、cleaved-Caspase-9、BAX、

cleaved-PARP蛋白表达水平。结果  重组纯化获得相对分子质量为 3×104的CWL；高质量浓度的CWL导致红细胞出现明显

的凝血情况，随着CWL质量浓度的降低，其凝血活性逐渐下降，直至消失。与对照组比较，CWL对HCT-116细胞活性具

有显著抑制作用（P＜0.001）；40、80 μg·mL−1 CWL可显著降低HCT-116细胞的迁移和侵袭能力（P＜0.001），显著升高HCT-116

细胞凋亡率（P＜0.01、0.001）；显著升高Caspase-3、Caspase-9、BAX、PARP的mRNA表达水平（P＜0.05、0.01、0.001），同时

显著增加 cleaved-Caspase-3、cleaved-Caspase-9、BAX、cleaved-PARP蛋白表达水平（P＜0.05、0.01）。结论  CWL可通过线粒体

凋亡途径促进HCT-116细胞凋亡并抑制其迁移和侵袭，从而发挥抗肿瘤作用。
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Abstract: Objective Curcuma wenyujin lectin (CWL) recombinant protein was obtained, and its effect on the apoptosis, migration 

and invasion of colon cancer cells were invesitgated. Methods According to the coding sequence of CWL gene, CWL was 

heterogeneously expressed and purified using Escherichia coli prokaryotic expression system. CCK-8 method was used to evaluate 

the toxicity of CWL to colon cancer HCT-116 cells, apoptosis was detected by flow cytometry, and cells were detected by scratch 

test. Migration ability, cell invasion ability was assessed using transwell chamber method. the expression levels of genes in signal 

pathways such as Caspase-3, Caspase-9, BAX and PARP were performed using real-time fluorescence quantitative PCR (qRT-PCR) 

analysis. Western blotting was used to detect the expression levels of cleaved-Casase-3, cleaved-Casase-9, BAX, and cleaved-PARP 

proteins. Results Recombinant purification yielded CWL of relative molecular weight of 3 × 104. High quality concentration of 

CWL caused to significant coagulation of red blood cells, and as the concentration of CWL decreases, its coagulation activity 

gradually decreases until it disappears. Compared with control group, CWL had a significant inhibitory effect on the activity of HCT-
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116 cells (P < 0.001), CWL of 40, 80 μg·mL−1 could significantly reduce the migration and invasion ability of HCT-116 cells (P < 

0.001), and significantly increased the apoptosis rate of HCT-116 cells (P < 0.01, 0.001). CWL of 40, 80 μg·mL−1 significantly 

increased mRNA expression levels of Caspase-3, Caspase-9, BAX, and PARP (P < 0.05, 0.01, 0.001), while significantly increased 

protein expression levels of cleaved- Caspase-3, cleaved-Caspase-9, BAX, and cleaved-PAP (P < 0.05, 0.01). Conclusion CWL can 

promote HCT-116 cell apoptosis through the mitochondrial apoptosis pathway, inhibit HCT-116 cell migration and invasion, thereby 

exerting anti-tumor effects and providing a new source of drugs for the development of clinical tumor drugs.

Key words: Curcuma wenyujin lectin; HCT-116 cells; apoptosis; migration; invasion; mitochondrial apoptosis

凝集素是一类非免疫来源的蛋白质或糖蛋白，

能与糖专一、非共价地可逆结合，并具有凝集细胞

和沉淀聚糖或糖复合物的作用［1-2］。近年来的研究

发现凝集素具有一定的抗癌特性，可直接抑制恶性

肿瘤细胞的增殖，且该过程不影响正常细胞的生

长［3］。在许多肿瘤组织中都存在异常的糖基化，基

于植物凝集素与糖链特异性结合的特点，可以将载

有抗癌药物的纳米颗粒表面连接上植物凝集素，进

一步将药物靶向结合到肿瘤细胞表面，以增强对肿

瘤细胞的杀伤力，减少副作用。因此，凝集素作为

一类潜在的抗肿瘤药物具有极广阔的前景。

温郁金Curcuma wenyujin Y. H. Chen et C. Ling

是姜科姜黄属药用植物，其根茎提取物对多种肿瘤

细胞有较好的治疗效果，β-榄香烯、δ-榄香烯、蓬莪

术二烯等倍半萜为其主要活性成分，其中，β-榄香烯

乳注射液在 1995 年就被国家批准为二类抗癌新

药［4-5］。但目前关于温郁金中功能活性蛋白报道较

少。本课题组在前期转录组测序数据中［6］，发现了

在温郁金根茎中高表达的凝集素编码基因（i1_LQ_

W_c183679/f1p10/1008），鉴于此，本研究基于该基

因序列，试图利用大肠杆菌原核表达及蛋白亲和色

谱 技 术 获 得 温 郁 金 凝 集 素（Curcuma wenyujin 

lectin，CWL），并研究CWL对结肠癌细胞凋亡、迁移

和侵袭的影响及相关抗肿瘤作用，从而为温郁金抗

癌药物新药源的开发提供基础。

1　材料

1.1　主要仪器

高灵敏核酸蛋白成像系统（Cytiva 公司，型号

Amersham Imager 600）；实 时 荧 光 定 量 PCR

仪（Eppendorf 公 司 ，型 号 Eppendorf AG 22331 

Hamburg）；酶标仪（赛默飞世尔仪器有限公司，型

号：Multiskan FC）；流式细胞仪（ACEA Biosciences

公司，型号NovoCyte 2040R）；倒置显微镜（Nikon公

司，型号ECLIPSE Ts2）。

1.2　主要试剂

结肠癌 HCT-116 细胞购自中国科学院上海细

胞研究所；原核表达载体 pET28a（+），限制性内切酶

NdeI、 XhoI、 ApaI，感 受 态 细 胞 TOP10、

Rosetta（DE3），DNA 回收纯化试剂盒，质粒小提试

剂盒，2×M5 HiPer SYBR Premix EsTaq plus（with 

Tli RNaseH），均购自北京聚合美生物科技有限公

司；异丙基-β-D-硫代半乳糖苷（IPTG）购自北京索

莱宝科技有限公司；胎牛血清购自中国杭州四季青

公司；CCK-8 试剂盒、Annexin V-FITC/PI 试剂盒、

PAGE凝胶制备试剂盒购自翌圣生物科技（上海）股

份有限公司；抗体BAX、cleaved-Caspase-3、cleaved-

PARP、cleaved-Caspase-9、β-actin购自沈阳万类生物

科技有限公司；辣根过氧化物酶标记山羊抗兔

lgG（H＋L）购自上海碧云天生物技术有限公司；2%

兔红细胞购自广州鸿泉生物科技有限公司。

2　方法与结果

2.1　原核表达载体的构建

根据本课题组前期温郁金转录组数据获得 1条

mRNA 表达水平最高的凝集素编码序列（i1_LQ_

W_c183679/f1p10/1008），根据开放阅读框（ORF）区

序列设计合成引物（F-CCATGGGCAGCAGCCA 

TCATCATCATCATCACGCTAGTCTGGTTATGCT

GAGCGCAGCAGTGCTGCTGG；R-AGCCGGATC 

TCAGTGGTGGTGGTGGTGGTGCTCGAGTCAAT

TTTTGGCAATTTTACGATTACGCGGTTC），通 过

PCR扩增获得目的基因片段。PCR扩增得到约 845 

bp大小的片段，与预测的片段大小 837 bp（加上保

护碱基）相符（图1A）。

目标线性片段与NdeI-XhoI双酶切的载体 pET-

28a（＋）进行无缝克隆连接，构建蛋白原核表达载

体；进一步转化大肠杆菌感受态细胞 TOP10，PCR

方法鉴定阳性菌株；提取阳性质粒，XhoI-ApaI双酶

切，获得 1 847、4 193 bp 2 个片段，与预期 1 812、

4 210 bp的大小一致，并测序，结果表明原核表达载

体构建成功（图1B）。

2.2　重组蛋白的表达与纯化

2.2.1　重组蛋白的表达　取测序正确的重组质粒

采用冻融法转化至大肠杆菌 Rosetta（DE3）感受态

细胞，涂板后 37 ℃倒置培养过夜。挑取单菌落，移

··2367



Drug Evaluation Research第46卷 第11期  2023年11月 Vol. 46 No. 11 November 2023

入含 50 μg·mL−1 氨苄青霉素的 LB 液体培养基，

37 ℃、220 r·min−1摇至菌体A600为0.6～0.8，加入IPTG

至终浓度为0.5 mmol·L−1，37 ℃培养 4 h，对所得菌液

进行SDS-PAGE［7］电泳和Western blotting［8］检测。

SDS-PAGE 电泳结果表明 CWL 基因编码蛋白

成功在Rosetta感受态细菌中表达，条带所对应的蛋

白相对分子质量约为 3×104，与预测的蛋白相对分

子质量一致（图2-A）。Western blotting结果显示，该

重组蛋白可与 His单克隆抗体特异性结合，证实了

3×104处为重组目的蛋白（图 2-B）。结果初步判断

重组CWL蛋白表达成功。

2.2.2　重组蛋白的纯化　诱导表达的菌体超声波

破碎后取沉淀，经变性缓冲液溶解，离心，上清、沉

淀分别制样，经 SDS-PAGE分析表明目的蛋白已全

部在上清中，上清液用Ni-IDA柱亲和色谱纯化。步

骤如下：（1）在 4 ℃下用 5 mL 离心管离心收集细

胞；（2）用 8 mL平衡缓冲液重悬细胞，可以加入适量

蛋白酶抑制剂；（3）超声破碎细胞，在冰上进行操作，破

碎1 s，冷却 3 s，共破碎 30 min；（4）破碎好的细胞冰

上孵育 15 min；（5）4 °C、12 000 r·min−1离心 10 min，

用裂解液沉淀细胞碎片，收集上清液用N-IDA亲和

色谱纯化。收集洗脱液即为目的蛋白（图 3-A）。得

到的目的蛋白是包涵体形式，经透析复性后，SDS-PAGE

结果表明获得了高纯度的目的蛋白（图3-B）。

2.3　凝血活性测定

96孔V型板中加入 50 μL 0.9%氯化钠溶液（含

10 mmol·L−1 Ca2＋），在各行的首孔中加入 50 μL 的

CWL，混匀后取 50 μL 加入到第 2 个孔中，依此类

推，倍比稀释，之后每孔加入 50 μL的 2%兔红细胞

悬液混匀，室温静置2 h，观察结果。

通常发生血凝反应的红细胞将聚集形成网络

状，整个 V 型孔通红，未凝集的应在孔底沉积呈小

红点状。CWL的凝血活性结果显示，加入CWL后，

红细胞出现明显的凝血情况，随着CWL质量浓度的降

低，其凝血活性逐渐下降，直至消失（图4）。

A-目的蛋白纯化结果（M-Marker；1-沉淀；2-上清；3-流出液；4、5-清

洗样；6-洗脱样）；B-目的蛋白复性结果（M-Marker；1-目的蛋白）

A-Purification results of target protein （M-Marker； 1-Precipitation； 

2-Supernatant； 3-Effluent； 4 and 5-Cleaning the sample； 6-Elution 

sample）； B-Renaturation result of target protein （M-Marker ； 1-

Target protein）

图3　目的蛋白的纯化及复性结果

Fig. 3　Purification and renaturation results of target 

protein

A-SDS-PAGE鉴定重组蛋白表达情况（M-Marker；1～2-未经 IPTG

诱导；3～5-IPTG诱导表达产物）；B-Western blotting结果（M-Mark‐

er；1-表达产物）

A-SDS-PAGE identification of recombinant protein expression (M-

Marker; 1-2-Without IPTG induction; 3-5-IPTG induced expression 

product); B-Result of Western blotting (M-Marker; 1-Expression 

product)

图2　诱导产物的SDS-PAGE检测和Western blotting分析

Fig. 2　SDS-PAGE detection and Western blotting analysis 

of induced products

A-目的基因的PCR扩增（M-Marker；1、2-CWL基因的PCR扩增产

物）；B-重组表达载体的双酶切鉴定（M-Marker；1-重组表达载体双

酶切结果）

A-PCR amplification of target gene (M-Marker; 1, 2-PCR amplifica‐

tion product of CWL gene); B-Double digestion identification of re‐

combinant expression vector (M-Marker; 1-Recombinant expression 

vector double digestion results)

图 1　目的基因的PCR扩增及双酶切鉴定

Fig. 1　PCR amplification and double enzyme digestion 

identification of target gene
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2.4　CCK-8法检测细胞毒性

HCT-116细胞用含 10%胎牛血清和 1%青-链霉

素的 RPMI 1640 培养基在 37 ℃、5% CO2培养箱常

规传代培养，选择处于生长对数期的细胞进行

实验。

细胞以每孔 7×103接种于 96孔板中，培养至贴

壁，分别加 10、20、40、80 μg·mL−1的CWL培养 48 h。

每孔加 10 μL CCK-8 溶液，放置于培养箱中孵育

1 h，在酶标仪 450 nm处读取吸光度（A）值，重复实

验 3次，计算细胞抑制率。以具有培养基和CCK-8

溶液而没有细胞的孔作为空白对照，以具有细胞、

CCK-8溶液而没有药物的孔为对照。

生长抑制率＝1－（A 加药－A 空白对照）/（A 对照－A 空白对照）

结果如图 5所示，与对照组比较，随着 CWL质

量浓度的增加，对细胞的生长抑制作用越明显，差

异有统计学意义（P＜0.001）。

2.5　划痕实验检测细胞迁移

24孔细胞培养板中放入Culture-insert插件，取

70 μL 浓 度 为 1×106·mL−1 的 细 胞 悬 液 加 入 到

Culture-insert每个孔中，待细胞长满后取出插件，加

入 CWL终质量浓度为 40、80 μg·mL−1的含 2% 胎牛

血清的 RPMI 1640 培养基，对照组不加药，分别在

0、24 h用倒置显微镜拍照，观察划痕区域面积的变

化情况，Image J软件计算划痕面积。

划痕愈合率＝（0 h划痕面积－24 h划痕面积）/0 h划痕

面积

CWL 处理 HCT-116 细胞 24 h 后，CWL 组细胞

划痕宽度与对照组相比显著增宽（P＜0.001），伤口

愈合率呈浓度相关性下降（图6-A）。

2.6　Transwell检测细胞侵袭

将HCT-116细胞悬液浓度调整为 1×106·mL−1，

取 100 μL接种于已经铺有基底胶的 Transwell上室

中，培养至贴壁，分别加 40、80 μg·mL−1的CWL处理

48 h，对照组不加药。下室加含 20%血清的培养基

600 μL。24 h 后，细胞经固定、染色，倒置显微镜

拍照。

侵袭率＝加药组侵袭细胞数/对照组侵袭细胞数

与对照组相比，CWL 组 HCT-116 细胞穿过

Transwell小室的细胞数显著减少（P＜0.001），CWL

以浓度相关性方式降低HCT-116细胞的侵袭性（图

6-B）。结果表明CWL对HCT-116细胞的迁移和侵

袭能力具有良好的抑制效果。

2.7　流式细胞术检测细胞凋亡

将HCT-116细胞接种于 6孔板中，培养至贴壁，

分别加 40、80 μg·mL-1的 CWL 处理 48 h，对照组不

加药。收集细胞，参照Annexin V-FITC/PI试剂盒说

明，通过流式细胞仪检测细胞凋亡。

与对照组比较，CWL处理HCT-116细胞表现出

剂量相关性地诱导凋亡作用（图 7-A），差异显

著（P＜0.01、0.001）。

与对照组比较：***P＜0.001
***P < 0.001 vs control group 

图 5　CWL对HCT-116细胞增殖能力的影响（x
—

±s，n=3）

Fig. 5　Effect of CWL on proliferation ability of HCT-116 

cells (x
—

±s, n=3)

图4　CWL凝血活性检测

Fig. 4　CWL coagulation activity detection
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2.8　实时荧光定量PCR（qRT-PCR）实验

细胞接种及给药操作同“2.7”项，收集细胞，

Trizol法提取各组细胞的总RNA，并测定RNA的浓

度和纯度，使用逆转录试剂盒进行逆转录得到

cDNA。 采 用 2×M5 HiPer SYBR Premix EsTaq 

plus （with Tli RNaseH）试剂盒配制qRT-PCR体系，引物

由杭州锐普特生物科技有限公司合成（引物序列见表

1）。记录各孔 Ct 值 ，以 β -actin 为内参 ，采用

A-流式细胞术检测细胞凋亡；B-qRT-PCR检测Caspase-3、Caspase-9、BAX、PARP的mRNA表达；C-Western blotting检测 cleaved-Caspase-3、

cleaved-Caspase-9、BAX、cleaved-PARP的蛋白表达；与对照组比较：*P＜0.05  ***P＜0.01  ***P＜0.001

A-FLow cytometry to detect cell apoptosis; B-QRT-PCR to detect mRNA expressions of Caspase-3, Caspase-9, BAX and PARP; C-Western blotting 

to detect protein expression of Cleaved-caspase-3, Cleaved-caspase-9, BAX and Cleaved-PARP; *P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs control group

图7　CWL诱导HCT-116细胞凋亡结果（x
—

±s，n=3）

Fig. 7　CWL induced apoptosis of HCT-116 cells (x
—

±s, n=3)

与对照组比较：***P＜0.001
***P < 0.001 vs control group 

图 6　CWL对HCT-116细胞的迁移（A）和侵袭（B）的影响（x
—

±s，n=3）

Fig. 6　Effect of CWL on migration (A) and invasion (B) of HCT-116 cells (x
—

±s, n=3)
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2- ΔΔ Ct 法计算各组细胞 mRNA 相对表达水平。

qRT-PCR 结果显示，与对照组相比，CWL 处

理后 Caspase-3、Caspase-9、BAX、PARP 的 mRNA

表达水平显著升高（P＜0.05、0.01、0.001）（图

7-B）。

2.9　Western blotting实验

细胞接种及给药操作同“2.7”项，收集细胞，加

入裂解液提取总蛋白。蛋白用 12.5% SDS-PAGE进

行电泳分离，电转移到 PVDF膜，5%脱脂牛奶室温

封闭 1.5 h，加入一抗 cleaved-Caspase-3（1∶500）、

cleaved-Caspase-9（1∶1 000）、BAX（1∶500）、cleaved-

PARP（1∶750）、β-actin（1∶500），4 ℃孵育过夜；洗膜

后，山羊抗兔二抗（1∶1 000）室温孵育 1 h，ECL工作

液显影后拍照。用 Image J进行灰度定量，β-actin作

为内参。

Western blotting 结果表明，与对照组比较，

CWL 处理后 HCT-116 细胞中 cleaved-Caspase-3、

cleaved-caspase-9、BAX、cleaved-PARP 的 蛋 白 表

达水平显著升高（P＜0.05、0.01，图 7-C）。结果

表明 CWL 可能通过线粒体凋亡途径诱导 HCT-

116 细胞凋亡。

3　讨论

结肠癌是最常见的胃肠道肿瘤之一，在全球发

病率和死亡率均位于前列，具有起病隐匿、转移早、

进展快的特点［9-10］。根治性手术切除和化疗是结肠

癌的主要临床治疗方法，但由于其不适用性、耐药

性和不良反应等问题，取得的治疗效果并不理

想［11］。中医药防治肿瘤具有多途径、多靶点、多通

路的优势，起到增强机体免疫力、抗肿瘤转移复发

的作用，从中药中寻找更好的抗肿瘤药物成为中医

药或肿瘤研究的热点［12-13］。目前众多中药活性成分

相继被发现对结肠癌具有明确的作用，譬如白藜芦

醇、粉防己碱、姜黄素等，其用药剂量小，作用机制

明确，在基础研究和新药研发中具有一定优势［14-16］。

最近，植物凝集素蛋白在抗肿瘤方面日益受到众多

学者的关注。黄精凝集素PCL-2被发现可显著抑制

前列腺癌LNCap细胞的增殖和凋亡，可作为抑制前

列腺癌的潜在药物［17］；苦荞凝集素对正常肠细胞无

毒性，特异性抑制结肠癌细胞［18］；富含凝集素的欧

洲槲寄生制剂已在临床上用于乳腺癌、胰腺癌、大

肠癌等的辅助治疗［19-21］。本研究基于 CWL编码基

因序列，利用大肠杆菌原核表达及蛋白亲和色谱技

术，成功表达纯化出CWL，并发现CWL可浓度相关

性抑制HCT-116细胞生长。

侵袭转移是导致结肠癌患者术后复发、死亡的

重要原因，故而抑制癌细胞侵袭转移是治疗结肠癌

的关键［22-23］。本研究用划痕实验和 Transwell 实验

检测结肠癌细胞迁移和侵袭，结果显示随着 CWL

浓度的增加，对HCT-116细胞迁移和侵袭的抑制效

果越强。CWL 对迁移和侵袭的有效抑制证明了

CWL具有抗转移潜力。已知的具有抗转移作用的

凝集素，如槲寄生凝集素已成功通过临床试验［24］。

细胞凋亡是结肠癌发生发展和组织内环境稳

定的重要生物学过程，同时也是评价抗癌药物有效

性的重要指标之一［25-26］。Bax是线粒体凋亡信号传

导途径的必需组分，当细胞受到凋亡信号刺激后，

Bax的表达增加，促进细胞色素 C释放。释放的细

胞色素C可与ATP结合，导致启动子Caspase-9和效

应子Caspase-3在细胞凋亡的执行阶段被激活 27-28］。

激活的 Caspase-3 使其底物 PARP 裂解而失去修复

损伤DNA的功能，核小体间DNA最终被降解，导致

细胞走向凋亡［29］。本实验通过流式细胞术分析表

明，CWL对HCT-116细胞毒性的增强作用与诱导细

胞凋亡相关。QRT-PCR结果显示，与对照组相比，

CWL 处理 HCT-116 细胞后，Caspase-3、Caspase-9、

BAX、PARP 的 mRNA 表 达 显 著 升 高 。 Western 

blotting实验也呈现出相似的结果，加药后 cleaved-

Caspase-3、cleaved-caspase-9、Bax、cleaved-PARP 的

蛋白表达显著升高。以上结果表明CWL可能通过

线粒体凋亡途径诱导结肠癌细胞凋亡。

表1　qRT-PCR引物

Table 1　qRT-PCR primers

基因

Caspase 3

Caspase 9

BAX

PARP

β-actin

forward primer（5’→3’）

CATGGAAGCGAATCAATGGACT

CTCAGACCAGAGATTCGCAAAC

CCCGAGAGGTCTTTTTCCGAG

CGGAGTCTTCGGATAAGCTCT

CATGTACGTTGCTATCCAGGC

reverse primer（5’→3’）

CTGTACCAGACCGAGATGTCA

GCATTTCCCCTCAAACTCTCAA

CCAGCCCATGATGGTTCTGAT

TTTCCATCAAACATGGGCGAC

CTCCTTAATGTCACGCACGAT
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CWL在结肠癌中发挥明显的抗肿瘤作用，能够

抑制结肠癌HCT-116细胞迁移及侵袭能力，并促进

细胞凋亡。CWL显著上调了Caspase-3、Caspase-9、

BAX、PARP的基因及其编码蛋白的表达水平，提示

其促凋亡机制可能是与线粒体凋亡途径相关。本

研究成功获得高纯度的CWL蛋白，并分析了CWL

对结肠癌表观指标的影响，为抗结肠癌蛋白药物的

开发提供了新药源，但相关的作用机制有待今后深

入研究。
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