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　　［摘要］　在２０世纪９０年代出现可纯化组织因子（ＴＦ）之前，凝血活酶试剂由人或动物组织粗提物制成。近年来，已经改

用高度纯化的重组组织因子（ｒＴＦ）或可溶性组织因子（ｓＴＦ）来制备凝血活酶试剂。本文综述了国内外基于重组组织因子的凝

血酶原试剂研发技术的发展历程，归纳重组凝血活酶试剂优于组织提取物试剂的特点，分析凝血活酶的发展趋势，并指出高灵

敏性和稳定性重组凝血活酶是未来凝血活酶的发展方向。
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　　凝血酶原时间（ｐｒｏｔｈｒｏｍｂｉｎｔｉｍｅ，ＰＴ）测定是外源性凝

血系统的检测项目之一，常用做血栓形成前的诊断和口服抗

凝剂治疗的监测指标。凝血活酶试剂（ｔｈｒｏｍｂｏｐｌａｓｔｉｎｒｅａ

ｇｅｎｔ）也可称为凝血酶原时间体外检测试剂（ｐｒｏｔｈｒｏｍｂｉｎ

ｔｉｍｅｒｅａｇｅｎｔｓ）、ＰＴ试剂。其主要由凝血活酶，磷脂混合物，

钙离子三部分组成。试剂中最重要的成分是凝血活酶，即凝

血因子Ⅲ，通常称为组织因子（ｔｉｓｓｕｅｆａｃｔｏｒ，ＴＦ）。凝血活酶

的优劣直接影响检测结果的准确性。

　　２０世纪９０年代出现可纯化组织因子之前，凝血活酶试

剂由来源于人或动物的相对粗的组织提取物制成。基于组

织提取的凝血活酶试剂，其组织因子长期以来主要来源于兔

脑［１］、牛脑［２］、人脑及人的胎盘［２］等组织，其中人脑和人的胎

盘制备的凝血活酶试剂的敏感性最高［２３］。但是各种基于组

织提取的凝血活酶试剂在稳定性和生物活性方面均不尽人

意。凝血活酶试剂的质量是ＰＴ实验的关键因素，其中一种

能有效降低各实验室测定结果差异的方法是统一试剂中凝

血活酶的化学组成和生化特性，采用基因工程方法制备的重

组凝血活酶分子结构稳定，蛋白均一，有利于提高实验的敏

感度、精密度和准确度。

　　市面上的凝血活酶试剂质量良莠不齐，以进口试剂居

多，且价格昂贵。国内凝血活酶试剂的研发仅有上海、山西、

河北等少数地区在进行，关于凝血活酶试剂生产技术的报道
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很少。本文参考大量国内外文献和专利，研究了国内外重组

凝血活酶试剂的生产技术。

１　基于重组组织因子的凝血活酶试剂

　　随着分子生物技术的发展，人们越来越多的利用基因工

程技术来生产人或兔的组织因子，如重组组织因子（ｒｅｃｏｍｂｉ

ｎａｎｔｔｉｓｓｕｅｆａｃｔｏｒ，ｒＴＦ）包括组织因子的胞外区、跨膜区，可

溶性组织因子（ｓｏｌｕｂｌｅｔｉｓｓｕｅｆａｃｔｏｒ，ｓＴＦ）即组织因子的胞外

区。美国专利 ＵＳ７０４９０８７（２００８）［４］采用嵌合蛋白结合磷脂

酰丝氨酸，并对可溶性组织因子活性进行研究，以便替代兔

脑粉用于ＰＴ实验。结果表明：在磷脂存在的条件下，ｓＴＦ有

明显的促凝血活性，可以替代兔脑粉用于ＰＴ实验。近年来，

已经使用高度纯化的ｒＴＦ和ｓＴＦ来制备凝血活酶试剂。基

于重组组织因子的凝血活酶试剂相比基于组织提取的凝血

活酶试剂具有如下优点：（１）凝血酶原时间检测的精度和敏

感性有所提高；（２）试剂质量稳定，保存时间更长；（３）试剂成

分明确，有利于全国乃至全世界的实验室和医院检测结果的

比较。

１．１　重组组织因子在原核微生物中的克隆和表达　重组组

织因子在原核生物中的克隆和表达的报道很多，相关技术也

很成熟。例如，美国专利 ＵＳ５４１８１４１Ｃ１（２００９）［５］描述了在

ＰＴ检测中使用重组凝血活酶来提高检测的精确度；美国专

利ＵＳ２００９０１６２８８０Ａ１（２００９）［６］公开了用于ＰＴ检测的一种

凝血活酶试剂以及制备方法；美国专利 ＵＳ７６２２４３７（２００９）［７］

介绍了用脂质泡包含组织因子以使组织因子具有促凝血活

性的方法。李代宗等［８］研究了兔脑组织因子在大肠杆菌中

的克隆与表达，其制成的试剂对血浆有明显的促凝活性。复

旦大学的专利（２００４）［９］研究了人组织因子的制备和表达。

该专利中ｓＴＦ在大肠杆菌的表达是通过提高发酵温度诱导

形成包涵体沉淀物，而较高的培养温度常会降低可溶性蛋白

的表达水平，同时包涵体沉淀需要经过蛋白质变性及复性才

能得到有活性的组织因子。该专利提供了ｓＴＦ在大肠杆菌

中的表达方法，但过程繁琐，产物均一性和活性都不够理想。

太原博奥特生物技术有限公司专利（２００５）［１０］进行了创新，该

专利涉及人重组组织因子（ｒＴＦ）的构建、表达、纯化方法及应

用。该专利中ｒＴＦ随培养基中磷的消耗而直接表达，不需增

加诱导物和对蛋白质进行变性和复性，简化了发酵工艺，提

高了表达率，采用组织因子单抗纯化ｒＴＦ蛋白，不会受到不

可逆损伤，获得ｒＴＦ的纯度和收率有所提高，同时制备的

ｒＴＦ试剂的稳定性和敏感性也均得到了提高。但是，原核生

物中有活性的人组织因子的表达还是受到了一些阻碍，原核

生物中合成的真核蛋白因为缺乏蛋白合成后加工，或因折叠

的方式不正确，或因折叠的效率低下，结果活性都很低，需要

做更多的改进。

１．２　重组组织因子在真核微生物中的克隆和表达　与大肠

杆菌相比，真核微生物（如酵母）非常有利于真核基因的表

达，能有效克服大肠杆菌系统缺乏蛋白翻译后加工、不能正

确修饰与折叠的不足。上海长岛生物技术有限公司专利［１１］

研究人的凝血活酶基因在酵母中的表达，得到的组织因子分

子结构稳定，蛋白均一。更重要的是，以其为原料制成的凝

血活酶试剂对凝血因子具有极高的敏感性，而且准确性好，

从而提高了凝血活酶试剂质量，是临床检验上的新一代标准

化试剂。王羽雄等［１２］将人的ｓＴＦ在酵母中表达，ｓＴＦ酯化

后具有促凝血活性，且纯化工艺简便易行，蛋白回收率高。

纯化后的ｓＴＦ可用于组装ＰＴ测定试剂盒，为研制凝血活酶

试剂及研究ＴＦ的构效关系创造条件。酵母表达系统表达水

平较高，产物以活性状态分泌到培养液中，易于纯化，但是酵

母菌中生产的组织因子仍然存在翻译后加工不足，不能充分

糖基化、磷酸化、酰胺化、糖基化，因此生产的组织因子活性

低。

１．３　重组组织因子在动物细胞中的克隆和表达　ｒＴＦ及

ｓＴＦ已分别在大肠杆菌和酵母中表达，并进行了性质研究。

原核微生物和真核微生物体系均可表达有活性的ｒＴＦ或

ｓＴＦ，但表达量相对低，且糖基化程度不同，相对分子质量不

均一。于是人们开始了组织因子在哺乳动物细胞中表达的

研究：蔡旭等［１３］用脾内微量注射免疫法制备抗重组可溶性组

织因子单克隆抗体。王羽雄等［１４］构建组织因子表达质粒并

转染小鼠骨髓瘤细胞ＳＰ２／０，分泌表达有活性的组织因子。

方峻等［１５］研究人组织因子基因表达载体的构建及其在人卵

巢癌细胞系中的表达，成功地构建了ＴＦ真核表达载体，并建

立了稳定、高效表达 ＴＦ的人卵巢癌细胞系。美国专利

ＵＳ７５９２５０２（２００９）［１６］用小鼠来表达人的组织因子，为研究凝

血活酶在哺乳动物中的表达打下了一定的基础。除了哺乳

动物外，国外学者研究了组织因子在蚕蛹中或蚕蛹细胞中的

表达［１７１８］。重组蛋白在动物细胞中的克隆和表达，产物能够

充分修饰并具有稳定的生物活性。另外，转基因动物提供了

一个经济、安全的生产重组蛋白质系统［１９２０］。重组蛋白在动

物细胞中的克隆和表达在短短几十年时间内已取得巨大成

就，但目前仍处于发展阶段。某些产品已进入商业化生产，

但仍有一些问题需要解决。目前该方面的研究存在理论基

础薄弱、技术不完善等问题。

１．４　重组组织因子在植物细胞中的表达　虽然微生物被用

来表达ｒＴＦ和ｓＴＦ的报道很多，可是从微生物提纯的组织因

子必须与磷脂或合成脂类结合才能发挥启动凝血过程的作

用，酯 化 过 程 增 加 了 试 剂 制 备 的 成 本。美 国 专 利

ＵＳ２００７０２９２４９０Ａ１（２００７）［２１］用转基因植物来生产组织因子，

即植物生物反应器。这是介于微生物和动物细胞之间的另

外一种生产组织因子的系统，有许多关于植物生产蛋白的优

点：（１）可以直接提纯和进行大批量的生产［２２２４］。（２）生产成

本低［２５］。（３）植物细胞具有全能性，易于获得再生植株，培养

周期较短；另外，转基因植物通过自交得到的后代遗传性状

稳定，从而可以在植物体内积累多基因［２６］。（４）无毒副作用，

安全性好［２７］。（５）植物中的蛋白加工途径相对保守，表达产

物能正确进行糖基化、磷酸化、酰胺化及翻译后加工过程，因

此表达产物具有与高等动物一样的免疫原性和生物活性［２８］。
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２　其他成分说明

　　凝血活酶试剂中除了最主要的凝血活酶成分外还需要

磷脂［２９］，磷脂的作用非常重要，组织因子必须有磷脂存在时，

才能表现活性。在磷脂存在下，ｓＴＦ有明显的促凝血活性，

可以替代兔脑粉用于ＰＴ实验。凝血活酶试剂中提到的磷脂

是一种混合物，一般包括磷脂酰胆碱（ＰＣ）、磷脂丝氨酸（ＰＳ）、

磷脂酰乙醇胺（ＰＥ）、磷脂酰甘油（ＰＧ）、磷脂酸（ＰＡ）、磷脂酰

肌醇（ＰＩ）。其中磷脂酰丝氨酸是最有效的带负电荷的磷脂。

磷脂成分和比例对于组织因子活性影响较大，因此有必要进

行研究发现最佳的磷脂组合。基于组织提取的凝血活酶试

剂直接从兔脑、胎盘或其他组织中提取凝血活酶和磷脂混合

物，磷脂的成分和比例不清楚。近期的专利 ＵＳ２００８０２６０８５８
（２００８）［３０］对凝血活酶试剂中磷脂的组成、各组成成分之间的

比例和磷脂总体在试剂中比例进行研究，得出了最佳的组合

范围。凝血活酶试剂中的另一个成分是Ｃａ２＋，Ｃａ２＋在溶液中

的比例在不同的参考文献中较为一致，为０．０２５ｍｏｌ／Ｌ。除

此之外，缓冲液中包括甘氨酸、钠、钾、钙等成分。另外需添

加防腐剂以确保试剂性质较长时间的稳定。

　　关于如何配制质量好、敏感性高的检测试剂，国外不少

机构进行了研究和创新，例如，美国伊利诺斯大学的专利

（２００８）［３０］公开一种凝血活酶试剂，包含：活化的ｓＴＦ、金属螯

合脂质、金属离子和磷脂。该专利另辟蹊径，活化的ｓＴＦ通

过Ｃ末端的组氨酸标签可以和金属螯合脂质的金属结合，容

许ｓＴＦ蛋白结合到含有金属螯合脂质的磷脂泡囊。这种方

式与泡囊结合的活化ｓＴＦ基本上表现出类似膜锚定的ｒＴＦ
的性质，并且具有ｒＴＦ可比较的促凝血活性。另外，该专利

对磷脂的组成比例进行了详细研究。此外在其他的美国专

利中也提到用金属螯合剂来螯合组织因子，使组织因子具有

促凝血的生物活性［１７１８］。

３　凝血活酶试剂的研制展望

　　 重组组织因子，蛋白质均一稳定，是 ＷＨＯ（Ｗｏｒｌｄ

ＨｅａｌｔｈＯｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ）推荐的新一代凝血活酶试剂之一，其敏

感度趋向统一。重组组织因子消除了不同来源试剂ＩＳＩ值尚

存在的差异因素，对凝血因子缺乏具有极高的敏感性，准确

性好，提高了ＰＴ试剂的质量，向ＰＴ试验的标准化又迈进了

一步。重组组织因子进而与磷脂结合构建重组的ＰＴ试剂，

彻底克服了基于组织提取ＰＴ试剂的缺点，为ＰＴ实验标准

化提供重要保障。

　　相比组织因子在原核生物和真核生物中表达情况，哺乳

动物细胞容易被重组ＤＮＡ质粒转染，具有遗传稳定性和可

重复性，表达的蛋白质在翻译后被加工的机会较多，可提高

产物正确构型的概率。但是生产成本高，不利于大规模生

产。另外，在产生转基因动物的过程中会导致意想不到的结

果，如：转基因效率低、基因表达效率低、表达载体仍然需要

进一步的完善等。植物生物反应器被誉为“分子农田”，它具

有无限生产重组蛋白的巨大潜力。利用转基因植物表达的

重组蛋白具备原有的理化性质和生物活性，从而为人类提供

了一种大量生产药用蛋白的安全、经济、方便的新生产体系。

目前已广泛应用于工业、农业尤其是生命科学以及医学制造

领域。然而，转基因植物产物的表达量、下游加工等问题却

也成为利用植物生物应用器应用的限制因素。但以植物作

为“生产工厂”是一种经济并极具诱惑力的生产方式，若对影

响基因表达水平的研究有了突破，我们将通过植物生产系统

得到高收率、高质量的组织因子，从而在提高凝血活酶试剂

质量的同时降低凝血活酶试剂的生产成本。
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