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人组织因子在毕赤酵母中的表达和纯化
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【摘要】　目的　制备具有凝血活性的重组人组织因子（ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｔｉｓｓｕｅｆａｃｔｏｒ，ｒＴＦ）用于构建ＰＴ试剂盒。

方法　将人组织因子胞外区编码基因与酵母表达载体重组，构建酵母表达质粒ｐＰＩＣ９ＫＴＦ，利用电穿孔法转化

宿主菌犘犻犮犺犻犪狆犪狊狋狅狉犻狊ＧＳ１１５，转化子经Ｇ４１８抗性筛选后，获得高表达克隆。工程菌在摇瓶中经甲醇诱导，表

达ｒＴＦ，表达产物经纯化后，鉴定生物活性。结果　ＳＤＳＰＡＧＥ证实表达产物的分子量为３７０００～４５０００，

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ证明其为人组织因子衍生物，纯化后，ｒＴＦ经脂化后，具有促凝血活性，为研制凝血活酶时间测定

试剂盒及研究ＴＦ的构效关系创造条件。结论　用毕赤酵母高效表达具有活性的ｒＴＦ，表达量达到１８２ｍｇ／Ｌ。

纯化工艺简便易行，蛋白回收率高，纯化后的ｒＴＦ可用于组装ＰＴ测定试剂盒。
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　　组织因子
［１］（ｔｉｓｓｕｅｆａｃｔｏｒ，ＴＦ），又称组织凝血

致活酶，是一个分子量为４７０００的单链跨膜糖蛋

白。它既是凝血因子ＦⅦ在细胞表面的受体，又是

ＦⅦ或激活的ＦⅦ因子（ＦⅦａ）的催化协同因子。ＴＦ

与ＦⅦ（ＦⅦａ）形成二元复合物，能激活凝血因子

ＦⅩ和凝血因子ＦⅨ，同时启动内、外两条凝血途径。

人组织因子由２６３个氨基酸组成，分子中含３

个结构域，１～２１９残基为胞外区，２２０～２４２残基为

疏水跨膜区，２４３～２６３残基为胞内区
［２］。其中可溶

性胞外区能与因子ＦⅦａ高亲和结合，并能作为因

子ＦⅦａ的辅助因子增强ＦⅩ因子的活性。

人全长组织因子或组织因子胞外区基因已分别

用ＣＨＯ细胞、大肠埃希菌、酿酒酵母等进行表达，

并具有一定的生物活性［３－５］。我们选用犘犻犮犺犻犪

狆犪狊狋狅狉犻狊毕赤酵母表达系统高效表达组织因子胞外

区蛋白（ｒＴＦ），并成功实现了ＧＳ１１５ｒＴＦ的可溶性
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分泌型表达，并用离子交换和分子筛层析提纯了

ｒＴＦ，ｒＴＦ经磷脂酰化后具有生物活性，可望用于理

论研究和临床检验。目前临床检验凝血酶原时间

（ｐｒｏｔｈｒｏｍｂｉｎｔｉｍｅ，ＰＴ）测定用兔脑粉作为组织因

子，因兔脑粉成分复杂，质量不易控制。用重组组织

因子，则会稳定、可靠和廉价，各批次测定数据可比

性亦会更强。

材 料 和 方 法

材料

细胞、菌株与质粒　犈．犮狅犾犻ＤＨ５α和质粒ｐＵＣ１９

ＴＦ为本室保存。质粒ｐＰＩＣ９Ｋ，犘犻犮犺犻犪狆犪狊狋狅狉犻狊ＧＳ１１５

购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。

工具酶与抗体　ＤＮＡ聚合酶、限制性内切酶

犈犮狅ＲⅠ、犖狅狋Ⅰ均购自上海生工生物技术有限公

司。鼠抗人ＴＦ单克隆抗体由本室制备。

其他试剂　Ｇ４１８购自上海申能博彩生物技术

公司，各种培养基（ＬＢ、ＹＰＤ、ＭＭ、ＭＤ、ＢＭＧＹ、

ＢＭＭＹ）均按Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司推荐的方法配制。凝

血酶原测定试剂盒购自上海华山医院。

方法

引物设计与合成　根据Ｇｅｎｅｂａｎｋ设计人组织

因子胞外区引物，上游引物，含犈犮狅ＲⅠ酶切位点５′

ＧＧＡＧＡＡＴＴＣＴＣＡＧＧＣＡＣＴＡＣＡＡＡＴＡＣＴ

ＧＴＧ３′；下游引物，含 犖狅狋Ⅰ酶切位点５′ＧＧＡ

ＧＣＧＧＣＣＧＣＴＴＡＴＣＴＡＡＡＴＴＣＣＣＣＴＴＴＣ

ＴＣ３′；由上海生工生物技术公司合成。

表达载体构建及鉴定　以ｐＵＣＴＦ为模板，取

上、下游引物各２５ｐｍｏｌ引进作ＰＣＲ，反应条件为

９５℃变性４ｍｉｎ，９５℃变性３０ｓ，５８℃退火３０ｓ，

７２℃延伸１．５ｍｉｎ，共２５个循环，最后７２℃延伸

７ｍｉｎ。琼脂糖凝胶电泳分析ＰＣＲ产物。ｐＰＩＣ９Ｋ

和ＰＣＲ产物均用犈犮狅ＲⅠ和犖狅狋Ⅰ酶切后，回收

ｐＰＩＣ９Ｋ大片段和ＰＣＲ产物，用Ｔ４连接酶连接，连

接产物转化ＤＨ５α感受态，提取阳性转化子的重组

质粒，大量制备质粒ＤＮＡ后，进行犈犮狅ＲⅠ和犖狅狋

Ⅰ双酶解后鉴定及重组质粒送上海生工生物公司

测序。

转染毕赤酵母菌　约１０μｇ的ｐＰＩＣ９ＫｒＴＦ质

粒ＤＮＡ用犛犪犾Ⅰ酶解线性化，然后以用电穿孔法

导入毕赤酵母感受态细胞并涂布在缺组氨酸的ＭＤ

板。用Ｇ４１８以０．２５、０．５、１、２、４ｍｇ／ｍＬ的浓度筛

选高拷贝转化子，命名为ＹＰＤＧＳ１１５ｒＴＦ。

摇瓶诱导表达及鉴定　从含４ｍｇ／ｍＬＧ４１８的

平板上挑取单菌落，在５０ｍＬＢＭＧＹ培养基中以

３０℃、３００ｒ／ｍｉｎ培养至犇６００＝２～６，５０００ｇ离心

５ｍｉｎ后，弃上清，菌体以ＢＭＹＹ培养基重悬，在

３０℃、３００ｒ／ｍｉｎ条件下培养，每２４ｈ补加甲醇至

终浓度０．５％，并取样离心收集上清。

蛋白电泳和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析　对样品进行还

原性ＳＤＳＰＡＧＥ，采用１２％的分离胶，５％积层胶，

电泳结束后进行考马斯亮蓝染色。１２％ ＳＤＳ

ＰＡＧＥ电泳结束后，利用湿转法将凝胶上的蛋白转

移至ＰＶＤＦ膜上，５％脱脂牛奶为封闭试剂，鼠抗人

ＴＦ单抗为一抗，ＨＲＰ标记的兔抗鼠多抗为二抗，

检测表达产物的抗原性。

ｒＴＦ的纯化　诱导表达３ｄ的 ＹＰＤＧＳ１１５

ｒＴＦ，于４℃，６０００ｇ离心５ｍｉｎ，上清加入８０％硫

酸铵沉淀后，经０．０２ｍｏｌ／Ｌ磷酸缓冲液（ＰＢ，

ｐＨ８．０）透稀过夜，离心留上清。

ＱＳｅｐｈａｒｏｓｅ柱（５０ｍｍ×１００ｍｍ）用０．０２

ｍｏｌ／ＬＰＢ，ｐＨ８．０平衡后，上清直接上柱，用０～

１ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ线性梯度洗脱，收集各组分分析，留

ＴＦ活性最高组分，浓缩后用ＳｅｐｈｄｅｘＧ２５脱盐。

活性测定［６－８］

标准曲线的绘制　将ＰＴ试剂盒中兔脑凝血致

活酶按说明复溶后，再按一定比例稀释并测定凝血

时间。以凝血时间对稀释倍数对数作图。把在５０ｓ

凝血时间的凝血致活酶定义为１ＡＵ。

ＴＦ的磷脂化　磷脂（卵磷脂和磷脂酰丝氨酸

比例为７∶３）溶于０．５％脱氧胆酸溶液，然后与１００

ｍｍｏｌ／ＬＣｄＣｌ２一起与 ＴＢＳＡ（０．０５ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ

ＨＣｌ，０．１ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，１ｇ／ＬＢＳＡ）混和后配成磷脂

化溶液，ＴＦ加入磷脂化液后，３７℃保温３０ｍｉｎ

备用。

一步法测定ＴＦ活性　磷脂化的ＴＦ经适当稀

释后取５０μＬ加入测定管中，加入正常人血浆５０

μＬ，３７℃孵育２ｍｉｎ，加入２５ｍｍｏｌ／ＬＣａＣｌ２（ｐＨ

７．４），计算凝血时间。

结　　　果

狉犜犉犮犇犖犃扩增　以ｐＵＣＴＦ质粒为模板，用

上、下引物通过ＰＣＲ扩增ＴＦ的胞外区ｃＤＮＡ，扩

增产物经１％琼脂糖凝胶电泳分析，在６７０ｂｐ处有

特异条带，与ＴＦ的胞外区分子量大小相同（图１）。

重组表达载体的构建与序列分析　ＰＣＲ产物

经琼脂糖凝胶电泳纯化后，与ｐＰＩＣ９Ｋ分别经犈犮狅Ｒ

Ⅰ和犖狅狋Ⅰ双酶解，经连接酶催化重组，形成ｒＴＦ

ｃＤＮＡ表达载体ｐＰＩＣ９ＫｒＴＦ，ｐＰＩＣ９ＫｒＴＦ基因受

醇氧化酶启动子和终止子调控。
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表达载体ｐＰＩＣ９ＫｒＴＦ用犈犮狅ＲⅠ、犖狅狋Ⅰ双

酶解后经１％琼脂糖凝胶电泳分析，结果见图２，

６７０ｂｐ片段与ｒＴＦｃＤＮＡ大小相同。ｐＰＩＣ９ＫｒＴＦ

质粒ＤＮＡ，送英俊生物技术公司经３７００测序仪双

向测序，结果与文献报道一致。

图１　狉犜犉犮犇犖犃扩增产物的琼脂糖电泳图

犉犻犵１　犃犵犪狉狅狊犲犵犲犾犲犾犲犮狋狉狅狆犺狅狉犲狊犻狊犳狅狉犪狀犪犾狔狊犻狊

犘犆犚狆狉狅犱狌犮狋狅犳犺狌犿犪狀狉犜犉犮犇犖犃

１：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ１００ｂｐＤＮＡＬａｄｄｅｒＰｌｕｓ；

２：ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｏｆｒＴＦｃＤＮＡ

图２　重组质粒狆犘犐犆９犓狉犜犉的酶解鉴定

犉犻犵２　犚犲犮狋狉犻犮狋犻狅狀犲狀犱狅狀犪犮犾犲犪狊犲犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳

狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋狆犾犪狊犿犻犱狆犘犐犆９犓狉犜犉

１：ＤＮＡｍａｒｋｅｒＬａｍｂｄａＤＮＡ／犈犮狅ＲⅠ＋犎犻狀ｄⅢ；

２：ｐＰＩＣＩＫ９ＫｒＴＦ

　　狉犜犉犮犇犖犃在毕赤酵母中的表达　表达载体

ｐＰＩＣ９ＫｒＴＦ用电穿孔法转化毕赤酵母ＧＳ１１５，经

Ｇ４１８筛选，在８ｍｇ／ｍＬ浓度时获高拷贝转化菌，命

名为ＹＰＤＧＳ１１５ｒＴＦ。ＹＰＤＧＳ１１５ｒＴＦ用摇瓶培

养，０．５％甲醇诱导ｒＴＦｃＤＮＡ基因的表达，每２４ｈ

补加甲醇１次，诱导培养至７２ｈ。分别在诱导前、诱

导２４ｈ、４８ｈ、７２ｈ取样，还原性ＳＤＳＰＡＧＥ，考马

斯亮蓝染色，结果见图３。

图３　重组酵母培养上清的犛犇犛犘犃犌犈分析

犉犻犵３　犚犲犱狌犮犻狀犵犛犇犛犘犃犌犈狅犳犳狌狊犻狅狀狆狉狅狋犲犻狀

犲狓狆狉犲狊狊犲犱犫狔犌犛１１５／狆犘犐犆９犓狉犜犉

１：Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｓｔａｎｄａｒｄ；２：Ｂｅｆｏｒｅｉｎｄｕｃｔｉｏｎ；

３－５：Ｍｅｔｈａｎｏｌｉｎｄｕｃｅｄｆｏｒ２４ｈ，４８ｈ，７２ｈｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

　　狉犜犉的纯化和活性分析　ｐＰＩＣ９ＫｒＴＦ克隆经

诱导表达，发酵液离心后取上清，８０％硫酸铵沉淀

ｒＴＦ，沉淀物用０．０５ｍｏｌ／ＬＰＢ溶解，经０．０２ｍｏｌ／Ｌ

ＰＢ（ｐＨ８．０）透析后，上ＱＳｅｐｈａｒｏｓｅ柱，０～１ｍｏｌ／Ｌ

ＮａＣｌ线性梯度洗脱，分部收集洗脱液，超滤浓缩上

ＳｅｐｈｄｅｘＧ２５柱，分部收集并用ＳＤＳＰＡＧＥ分析，

合并分子量在３７０００～４５０００有特异性条带各管，

纯化样品再行氧化和还原型 ＳＤＳＰＡＧＥ 以及

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，Ｉｍａｇｅｍａｓｔｇｅｒ分析显示纯度在９５％

以上（图４）。

毕赤酵母表达人组织因子胞外区蛋白的纯化结

果见表１。

图４　还原型犛犇犛犘犃犌犈和犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋分析狉犜犉纯化产品

犉犻犵４　犚犲犱狌犮犲犱犛犇狊犘犃犌犈犪狀犱犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋

犳狅狉犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳狆狌狉犻犳犻犲犱狉犜犉

Ａ．１：Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｓｔａｎｄａｒｄ；２：ＰｕｒｉｆｉｃａｔｅｄｏｆｒＴＦ；

Ｂ．ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｆｏｒｒＴＦ
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表１　毕赤酵母表达人组织因子胞外区蛋白的纯化

犜犪犫１　犘狌狉犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳犺狌犿犪狀犲狓狋狉犪犮犲犾犾狌犾犪狉犜犉犳狉狅犿４０犿犔犘犻犮犺犻犪狆犪狊狋狅狉犻狊狆犘犐犆９犓狉犜犉犮犲犾犾犮狌犾狋狌狉犲狊狌狆犲狉狀犪狋犪狀狋犳狉犪犮狋犻狅狀

Ｉｔｅｍ Ｐｒｏｔｅｉｎ（ｍｇ） Ｔｏｔａｌａｃｔｉｖｉｔｙ（ｕ）ａ Ｓｐｅｃｉｆｉｃａｃｔｉｖｉｔｙ（ｕ／ｍｇ） Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ

Ｃｅｌｌｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｆｒａｃｔｉｏｎ １２４ ３８０ ４．５２ —

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄｓａｍｐｌｅ ５６ ２６．８ ０．４８

Ｄｉａｌｙｚｅｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｆｒａｃｔｉｏｎ ３８ ５４７２ １４４ １

Ａｎｉｏｎｅｘｃｈａｎｇｅｓｅｔｐ ７．２８ ４２００ ５７６ ４

　　ａＴｈｅａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｗｅｒｅｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆｒｅｌｉｐｉｔｅｄｒＴＦ．

讨　　　论

ＴＦ及可溶性ＴＦ（ｒＴＦ）已分别在哺乳动物细胞

（ＣＨＯ）和大肠杆菌中表达，但前者表达水平低。而

在大肠杆菌中形成没有活性的包涵体，需要复性，蛋

白回收率比较低。毕赤酵母表达系统，表达水平较

高，而且产物是以活性状态分泌到培养液中，易于纯

化。目前未见用毕赤酵母表达ＴＦ的报导。

毕赤酵母表达系统既具有原核细胞的可操作特

点，也具有真核细胞的翻译后加工能力。我们成功

地用毕赤酵母高效表达ｒＴＦ，并获得了有活性的表

达产物，表达产物的分子量在３７０００～４５０００中，其

原因可能是 ＴＦ胞外区的３个 Ｎ糖基化位点

（Ａｓｎ１１，Ａｓｎ１２４，Ａｓｎ１３７）在毕赤酵母表达时，各分

子糖基化修饰不均所致［９］，因此在ＳＤＳＰＡＧＥ后在

３７０００和４３０００出现两条带，但是Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结

果均可与抗ＴＦ抗体出现强阳性反应，这表明两条

带是糖基化不同而形成的不同分子量ｒＴＦ。

用毕赤酵母高效表达具有活性的ｒＴＦ，表达量达

到１８２ｍｇ／Ｌ。纯化工艺简便易行，蛋白回收率高，我

们拟将ｒＴＦ用于ＰＴ试剂盒中组装，以便用于临床检

验，结果证实毕赤酵母表达的ｒＴＦ具有较强的凝血活

性，但尚未达到完全活性。我们认为原因与后期的磷

脂化有关。我们将继续研究ｒＴＦ的表达和脂酰化，以

制备凝血酶原时间（ＰＴ）测定试剂盒。
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