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人血小板 TGFβ的提取纯化及鉴定
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　　【提要】　目的: 建立一种快速、简单、实用的从人血小板提纯转化生长因子 β ( TGFβ )的方法。方法:改良

的白膜回浆法提取人血小板 ,酸醇抽提裂解法提取血小板中的 T GFβ及 2次凝胶过柱法纯化 T GFβ。 所有

提取及纯化步骤均在酸性条件下进行以防止管壁对 TGFβ的吸附和生物活性的影响 ;使用了易挥发的溶媒

和缓冲液便于冻干时去除。 结果: SDS-PAGE电泳及薄层分析显示纯化后的 TGFβ纯度达到 89. 38% ,在

EGF参与下 10ng /ml浓度的 TGFβ可刺激 N RK细胞在软琼脂培养中呈多克隆样生长。 结论: 运用本方法

提取的 TGFβ纯度高 ,生物活性强 ;与以前方法相比具有成本低廉、提取工艺简单、快速实用的特点。
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　　转化生长因子 β ( T ransfo rming g row th facto rβ ,

T GFβ )可能是目前所知的作用最为复杂和多样的生

长因子 ,在骨折愈合、软组织创伤修复、器官移植和肿

瘤治疗等多学科领域具有广阔的临床应用前景
[1～ 6 ]
。

而影响 TGFβ临床应用的最大障碍之一是 TGFβ来

源有限 ,且价格非常昂贵。目前 TGFβ的制备主要有 2

种方法:①从生物组织细胞中直接提取纯化 ;②利用转

基因技术在部分真核细胞中高效表达 ,然后分离纯化 ;

而转基因技术难度大 ,其产品稳定性差 ,仅限于实验室

探索阶段 ,暂无法运用推广 [7 ] ;因此直接从生物组织细

胞中提取纯化 TGFβ仍是目前最为有效的方法。如何

降低制备成本 ,提高 TGFβ产率 ,建立一种快速稳定

的并能规模化生产的方法意义特别重大。 本实验通过

摸索成功地建立了一种快速简单的从人血小板中提取

纯化 TGFβ的方法。

1　材料与方法

1. 1　主要试剂与仪器
　　 Pepstatin胃酶抑素 ( Sigma公司 ) ,苯甲基磺酰氟 PM SF

( Sigma公司 ) , 表皮生长因子 ( Epidermal g r ow th facto r, EGF)

(由西南医院烧伤研究所惠赠 ) ,超纯脲 ( Sigma公司 ) , 正常鼠

肾细胞 ( No rma lr at kidney, fibroblasts, N RK) (中科院上海细胞

生物所 ) ,标准分子量蛋白 (华美公司 ) , Bio-Gel P60生物凝胶

( Bio-Rad公司 ) ,色谱柱 (上海华美实验仪器厂 ) ,细胞破碎仪

(上海华美实验仪器厂 ) ,紫外检测记录仪 ( Bio-Rad公司 ) , 2132

型蠕动泵 ,垂直电泳仪 (大连高新技术开发公司 ) , CO2孵箱 ,高

速冷冻离心机 ( Beckman) ,冻干机 ,人 TGFβ-ILISA试剂盒 (美

国 Gezyml公司 ) , CS-9000全自动薄层分析仪 ( Beckman) ,人血
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1. 2　人血小板分离
　　取新鲜 ACD-B抗凝人全血 200 ml× 30袋 ,室温下离心

( 2 500× g ) 12 min,分层后回收血浆 ,将血袋中间约 20～ 30 ml

白膜层和约 10～ 20 ml上层红细胞一并挤入 100 ml空血浆袋 ;

充分混匀后 ,进行第 2次离心 ( 500× g , 6 min) ,分出上层浓缩

血小板血浆。再进行重离心 ( 3 200× g , 4°C, 30 min) ,回收上部

血浆进行再利用。收集的血小板用 PBS缓冲液洗脱两次 ( 3 200

× g , 4°C, 30 min) ,收集纯的血小板进行下面的实验。

1. 3　人血小板 TGFβ粗提
　　按每克血小板加入 4 ml已配制好的酸醇抽提裂解液 (其

组成成分为 375 ml 95%乙醇和 7. 5 ml浓盐酸加入 33 mg

PMSF和 1. 9 mg Pepstin) ,振摇 3～ 5 min后立即用匀浆器匀

浆 , 4°C隔夜孵育。离心 ( 3 200× g , 4°C, 30 min)去除杂质 ,收集

上悬液 ,加入氨水 ( N H4O H)调 PH到 3,再加 2倍体积乙醇 ( 4

°C )和 4倍体积乙醚 ( 4°C) 于上悬液中予以萃取 , 4°C隔夜孵

育。血小板蛋白沉淀后 ,予以离心 ( 3 200× g , 4°C, 30 min)收集

沉淀 ,并用 1 mo l / L乙酸溶液溶解 , 4°C隔夜孵育。 再次离心去

除未溶解的杂质 ,得到粗提产品溶液 ,予以冻干 ( - 20°C)保存。

1. 4　 TGFβ的纯化
　　用 1 mol /L乙酸溶液溶解粗提物 ,低压液相色谱柱 ( 3. 0

cm× 120 cm)层析 ,充填物为 Bio-Gel P60,平衡液及洗脱液为 1

mo l /L乙酸 ,流速 16. 8 ml /h,收集部分为每管 4. 2ml;用凝胶

电泳 ( SDS-PAGE)确定 TGFβ 活性峰 ,收集 TGFβ 活性峰高

的部分 ,冷冻干燥 ,电泳及薄层分析测其含量。将冻干的活性峰

部分溶于 1 mol /L的乙酸溶液 (含 8 mo l / L超纯脲 ) ,再一次行

低压液相色谱柱 ( 2. 6 cm× 100 cm)层析 ,充填物仍为 Bio-Gel

P60,洗脱液为 1 mo l /L乙酸 (含 8 mol / L超纯脲 ) ,流速为 10

ml /h,收集部分为每管 2. 5 ml;同样用凝胶电泳确定 TGFβ活

性峰 ,收集 TGFβ活性峰高的部分 ,用 1 mo l /L乙酸溶液透析

去脲 ,冷冻干燥。

1. 5　检测方法及生物活性测定
1. 5. 1　 SDS-PAGE凝胶电泳　　取粗提物、第 1、 2次纯化层

析曲线蛋白峰部分及 2次冻干产品行 SDS-PAGE电泳 ;浓缩
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胶为 5% ,分离胶为 15% ,按文献的方法 [8 ]进行电泳 ,电泳结束

后用考马斯亮蓝法染色 ,电泳用标准蛋白 Marker的分子量分

别为 97. 4× 103u, 66. 2× 103 u, 43× 103 u, 31× 103u, 20. 1×

103 u, 14. 4× 103 u以及 25× 103 u的 TGFβ标准蛋白。

1. 5. 2　薄层分析　　将上述 SDS-PAGE结果在 CS-9000全

自动薄层扫描仪上进行薄层分析 ,测定粗提物、初步纯化及第 2

次纯化的样品中蛋白组成及 TGFβ含量。

1. 5. 3　 ELISE法定量　　按美国 Genzyme公司提供的人

TGFβ的 ELISA试剂盒所标说明书进行测定 ,测出待测样品

和标准品 OD值 ,绘制标准曲线。 根据 OD值算出其样品的浓

度 ,再根据其浓度和体积算出样品的 TGFβ总量。

1. 5. 4　生物活性鉴定方法　　将 3%软琼脂 17 ml加热至 45

°C让其融化 ,混入 83 ml 37°C的 PRM I 1640培养液 (含 15%胎

牛血清 )配成 A液 ,按每孔 1 ml加入 6孔培养板。用 0. 25%胰

蛋白酶消化贴壁的 NRK细胞 ,再用 PRM I 1640培养液洗脱 2

次 (不含胎牛血清 ) ,将 NRK细胞混悬于含有 15%胎牛血清的

PRM I 1640培养液配成 B液并予计数。 将 B液接种于含有 A

液的 6孔培养板内 ,使 NRK细胞的含量为 5 000 /孔 ,容积为

2. 5 ml,置于 4% CO2孵箱孵育 ( 37°C) 5 d。实验共分 4个组:①

TGF β组 ( TGF β的终浓度为 10ng /m l);② TGF β+ EGF组

( TGF β 终浓度为 10 ng /ml, EGF终含量为 2. 5 ng /ml) ;③

EGF组 ( EGF组终含量为 2. 5 ng /m l) ;④空白对照组。

2　结果

2. 1　人血小板提取率及纯度
　　随机对其中 8个 200 ml ACD-B抗凝人全血提取前后对比

测定 ,血小板提取率均在 70%以上 ,红细胞和白细胞混入量均

小于 2. 0× 108 /袋和 1. 4× 108 /袋。

2. 2　 TGFβ粗提物的分析结果
　　 SDS-PAGE电泳和薄层分析显示 ,见图 1。 TGFβ 粗提物

成分复杂 ,至少有 13种以上不同分子量的蛋白成分 ,以 25×

103 u成分和低分子量的蛋白最多 ,其中 25× 103 u的 TGFβ含

量为 33. 05% ;超过 25× 103u成分约占 18%以上。

图 1　 TGF β粗提物 SDS-PAGE凝胶电泳结果

左:标准蛋白 ;右: TGFβ粗提物

Fig 1　 SDS-PAGE of crude TGFβ

Left: Pro tein marker s; Right: Crude TGFβ

2. 3　 TGFβ 2次纯化分析结果
2. 3. 1　第 1次纯化分析结果　　 TGFβ粗提物经 Bio-Gel P60

(洗脱液为 1 mol /L乙酸 )柱层析曲线 ; SDS-PAGE显示第 75

～ 96管部分中含有 25× 103u成分。 SDS-PAGE凝胶电泳及薄

层分析结果:第 1次纯化收集的 TGFβ ,以 25× 103 u和小分子

量的蛋白为主 ,其中 25× 103 u的 TGF β含量为 67. 34% ;大分

子量的蛋白含量低。

2. 3. 2　第 2次纯化分析结果　　第 1次纯化的 TGFβ再次经

Bio-Gel P60柱层析 (洗脱液为 1 mol /L乙酸 , 8 mo l / L超纯脲 )

曲线 ,仅见一个吸收峰 ; SDS-PAGE显示第 105-114管部分中

含有 25× 103 u成分。 SDS-PAGE凝胶电泳及薄层分析结果:第

2次纯化收集的 TGFβ以 25× 103 u的 TGFβ为主 ,其中仍见

少许的低分子量蛋白成分 ,其纯度为 89. 38% ,见图 2。

图 2　 TGF β纯化物 SDS-PAGE凝胶电泳结果

左: 标准蛋白 ;中: TGFβ纯化物 ;右: TGFβ标准品

Fig 2　 SDS-PAGE of purif ied TGFβ

Left: Pr ot ein ma rker s; M iddle: purified TGFβ ;

Righ t: TGFβ marker

2. 4　 ELISE定量结果

　　从 200 ml× 30袋全血中可纯化 325μg的 TGFβ。

2. 5　纯化后 TGFβ生物活性鉴定结果见表 1

表 1　纯化后的 TGFβ 生物活性

Tab 1　 Biological activity of purif ied platelet-derived TGFβ

Sample Number of sof t agar colonies

TGFβ+ EGF 256. 3± 1. 67

EGF 27. 7± 1. 33

T GFβ 0. 5± 0. 33

Cont rol 0± 0. 00

　　空白对照组 N RK细胞呈贴壁生长 ,见图 3;单纯 TGFβ几

乎不能刺激 NRK细胞呈克隆生长 ;单纯 EGF可刺激 NRK细

胞呈克隆样生长但不明显 ;加入 TGFβ大量 N RK细胞呈克隆

生长 ,见图 4。
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图 3　空白对照组: NRK细胞在软琼脂培养中无克隆生长　 ( 10× 20)

Fig 3　 Control group: No colony in soft agar culture of normal rat kidney f ibroblasts　 ( 10× 20)

图 4　 EGF加 TGFβ组: NRK细胞在软琼脂培养中呈多克隆生长　 ( 10× 20)

Fig 4　 EGF+ TGFβ group: Multi-colony growth in sof t agar culture of normal rat kidney f ibroblasts　 ( 10× 20)

3　讨论

3. 1　关于人血小板的提取与再利用

　　传统的血小板制备方法为 2次离心浓缩法 ,首先

是轻离心分离富含血小板血浆 ,然后重离心使血小板

聚合沉淀 ,分出上清乏血小板血浆 ,使聚合成片或絮状

的血小板留于袋内 ;这种方法制出的血小板数量少 ,得

率一般在 60%左右 ,红细胞和白细胞含量高 ;并耗损

一定量的血浆 ,造成部分血浆丢失 [9, 10 ]。我们通过探索

改良了白膜回浆法制备浓缩血小板 ,这种方法简单方

便 ,白细胞及红细胞混入量少 ;血小板提取率明显提

高 ,一般均在 70%以上 ,且血浆得到了回收。 目前 ,国

内外实行的是成分输血 ,血小板的利用率 -般在 10%

以下 ;用本方法分离血小板并不影响其他成分输血 ,是

对血小板的较好再利用。根据我们的实验 ,要保证血小

板的提取率及纯度需注意以下几点: ①血小板具粘附

及降解性 ,所有容器应硅化处理 ,转移次数尽量少 ;洗

脱后的纯血小板应立即进行下面的实验 ,防止其自身

降解。②第 1次离心以后分离血浆时流速不可过快 ,以

免形成漩涡 ,使血浆底层及白膜层的血小板卷入血浆

被分出影响得率。 ③第 2次离心时血袋一定要竖直并

使血浆上部分尽量饱满 ,可避免血浆两层紧贴或折叠 ,

使红细胞粘附上层下沉 ,影响血小板纯度 ;第 2次离心

转速小 ,时间短 ,细胞层面较疏松 ,分离时应轻拿轻放。

3. 2　关于 TGFβ粗提

　　自从 Robert等 [11 ]开创用酸醇从肿瘤细胞中提取

转化多肽以来 ,人们已从廿余种组织细胞中提取了

T GFβ
[ 12, 13]

,其中血小板为 TGF β最佳的组织来源 ,

要从血小板中提取 TGFβ ,必须对血小板进行破碎。实

验中我们运用超声破碎法、 SDS裂解法、渗透压法和

匀浆器匀浆法来破碎血小板 ,均达到了目的。通过筛

选 ,酸醇裂解加匀浆器匀浆法破碎效果明显 ,其他方法

有待进一步探索。另外 ,利用血小板蛋白包括 TGFβ

不溶于乙醇和乙醚的特点 ,选用乙醚和乙醇萃取分离

出血小板蛋白 (包括 TGFβ )。与以往研究相比
[12 ]
,本

方法具有操作简单、成本低廉等优点。 粗提物电泳发

现 ,血小板蛋白分子量主要为 25× 103 u和低分子量成

分 ,其中 25× 103u的成分含量为 33. 05% , 进一步证

实血小板是 TGFβ的最佳组织来源。

3. 3　关于 TGFβ纯化方法

　　蛋白分离纯化是生物工程下游技术中最关键的步

聚 ,常用方法有:离子交换层析、疏水作用层析、凝胶过

滤层析、亲和层析、色谱聚焦以及羟基磷灰石柱层析

等。目前用于 TGFβ分离纯化的方法主要有:凝胶层

析、离子交换层析、逆相色谱层析等 [11 ]。 最近 Werz
[12 ]

将 3种方法同时运用于 TGFβ的分离纯化 ,其得率及

纯度均有突飞猛进的进步。 我们在实验中选用了 2次

凝胶层析法分离纯化 TGF β ,凝胶介质为 Bio-Gel

P60,其分离范围在 ( 3～ 60)× 10
3
u;第 1次柱层析后收

集 TGFβ活性峰高的部分 ,冻干后电泳表明: TGF β

的纯度为 67. 34% ;除了有 25× 10
3
u的成分外还有低

分子量的蛋白混杂 ,为了除去低分子量的蛋白 ,在第 2

次过柱时我们在溶媒中加入 8 mo l /L的超纯脲 ,使小

分子量的蛋白分离开 ,终产品的纯度达到 89. 38% ,基
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本达到了纯化蛋白的要求。本方法较 Werz等人提供

的方法简单、适用 ,但纯度及得率存在一定差距 ,有待

进一步探讨。

3. 4　 TGFβ的提取率、生物活性维持

　　影响 TGFβ提取率主要因素有:① TGFβ自身的

降解 ,为了克服这个矛盾 ,在血小板破碎裂解过程中 ,

我们加入了酶保护剂 PM SF和 Pepstin; 2次分离纯化

过程均运用 1 mo l /L乙酸溶液维持其活性。 ② TGFβ

对容器壁和层析介质的粘附 ,在分离纯化的大部分操

作均是在溶液中进行 ;利用 T GF β易溶于乙酸的特

点 ,在柱层析的平衡、过柱及洗脱过程均用 1 mol /L乙

酸溶液。③血小板的裂解方法 ,本实验采用的是酸醇裂

解加匀浆器匀浆破碎法破裂血小板效果令人满意 ,其

他方法有待进一步研究及验证。维持 TGFβ的生物活

性我们采用了以下措施:①绝大多数操作均在低温下

进行。 ②在粗提过程中使用蛋白水解酶保护剂抑制蛋

白水解酶对 TGFβ的降解作用。③ TGFβ在 pH< 3. 5

状况下易被激活 , 1 mol /L乙酸的 pH在 3. 0左右 ,对

维持其生物活性至关重要。 ④用冷冻干燥的方法对粗

提物及纯化产品进行保存。

3. 5　 TGFβ的生物活性鉴定

　　目前用于 TGTβ生物活性检测方法很多 ,主要

有:①刺激 NRK细胞呈非静止性生长
[11 ]。②抑制肿瘤

或非肿瘤细胞系的生长。③诱导软骨形成。④刺激骨

干骨膜下成骨。⑤诱导人骨髓细胞系 Mono M ac-6中

5-脂氧合酶表达和酶活性
[12 ]
。 本实验选用的是刺激

NRK细胞呈非静止性生长的方法 ;用 10 ng /ml浓度

的人血小板 TGFβ纯化物 ,在 EGF( 2. 5 ng /ml )参与

下可明显促进 NRK细胞在软琼脂中呈克隆样生长 ,

从而证实 TGFβ纯化物具有高度的生物活性作用。

　　本实验在借鉴前人的经验基础上 ,成功地建立了

一种适合于国内的实验条件下能提取 TGFβ的方法 ,

具有成本低廉、方法简单的特点 ,具有一定的应用价

值。 TGFβ提取纯化今后面临的主要问题有:①如何

进一步降低成本 ,提高产率和纯度 ;②如何将实验室生

产变为规模化生产 ,这也是我们正在和将要解决的问题。
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Isolation and purif ication of transforming growth factor β from human

blood platelet
T ANG Kang-lai , YAN G Liu, LU Wei-zhong , WU M ei-ying , CHENG Xiao-ling, N I Bing, CAO Jia ( Depar t-

ment of O r thopedics, Southw est Hospital, Third Milita ry Medical Univ ersity, Chongqing 400038)

　　 Abstract　Objective: To establish a rapid, economic and convenient method fo r isolation and purifica-

tion o f t ransforming g rowth facto r ( ( TGF-β ) fr om human blo od. Methods: 1) The platelet concent rates

prepar ed from buffy coats w ithout pla sma was used to iso la te pla tele t from human blood. 2) The platelet
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pro tein w as ex tr acted with acid-ethanol. 3) The TGF-β was ex tracted f rom the platelet pro tein w ith sequen-

tial g elfilt ration on Bio-Gel P60 co lumns, fir st in the absence and then in the presence o f altr a-pure urea. All

the these steps w ere per fo rmed unde r acidic condition to prevent adso rption of TGF-β to th e v ia l walls. In

addition, v o lutile solv ents and buffers allowing easy remova l of so lv ent and salt by hyphilization were used.

Resul ts: SDS-PAGE electropho resis and auto-scanning by compute r show ed tha t th e homogeneity of the

g row th facto r obtained with this method could be up to 89. 38% . In the pr esence of EGF, it could stimulate

the N RK cells to gr ow as multi-clone in so ft aga r culture at a concentration o f 10 ng /ml. Conclusion: The

purified TGF-β ha s high homogeneity and bioac tiv ity. Th e method fo r its pr epa ration is easier , fa ster and

mo re convenient a s compa red with those previously used by o ther researcher s.

　　 Key words　 TGF-β ; isolation; purifica tion; blo od; pla telet; human

　　 (上接 799页 )

表 1　 266例健康人血清蛋白电泳结果% (x-± 1. 96 s )

年龄 (岁 ) 例数 ALB α1 α2 β γ

5～ 8 39 63. 1± 5. 5* 4. 4± 1. 3* 8. 7± 2. 3* 9. 7± 1. 5* 14. 3± 4. 5*

17～ 44 146 61. 9± 6. 9 2. 9± 1. 1 6. 8± 2. 6 10. 8± 2. 9 17. 7± 5. 8

45～ 59 52 61. 2± 5. 6 2. 9± 1. 0 7. 0± 2. 8 11. 2± 2. 4 17. 8± 5. 3

60～ 84 29 59. 8± 7. 9▲ 3. 0± 1. 2 7. 7± 3. 2 11. 3± 3. 0 18. 2± 5. 7

* : P < 0. 05儿童与成人各期比较 ;▲: P < 0. 05老年期与老年前期及青中年期比较

表 2　 227例血清蛋白醋纤膜电泳结果% (x-± 1. 96 s )

例数 ALB α1 α2 β γ

成年男性 127 62. 7± 5. 6* 2. 8± 1. 0 6. 8± 2. 8 10. 9± 2. 6 16. 8± 4. 5*

成年女性 100 59. 8± 7. 0 2. 9± 1. 3 7. 2± 2. 6 11. 0± 3. 1 19. 0± 6. 0

合计 227 61. 4± 6. 9 2. 9± 1. 1 7. 0± 2. 7 10. 9± 2. 8 17. 8± 5. 6

* : P < 0. 05成年男女 ALB、γ比较

表 3　血清蛋白电泳 TITAN膜与醋纤膜结果比较% (x-± 1. 96 s)

例数 ALB α1 α2 β γ

TIT AN膜 229 57. 3± 6. 4 3. 1± 1. 7 9. 7± 2. 9 12. 3± 2. 8 17. 6± 6. 0

醋纤膜 227 61. 4± 6. 9 2. 9± 1. 1 7. 0± 2. 7 10. 9± 2. 8 17. 8± 5. 6

P值 - P < 0. 01 P < 0. 01 P < 0. 01 P < 0. 01 P < 0. 01

5　讨论

　　①儿童及成人电泳结果比较: 将结果按年龄分学龄儿童期

( 5～ 8岁 ) ,青中年期 ( 17～ 44岁 ) ,老年前期 ( 45～ 59岁 ) ,老年

期 ( 60～ 84岁 )四组 ,做 t检验。 儿童与成人各期比较 P值均小

于 0. 05相差显著 ,见表 1。其中 ALB、α1、α2儿童均高于成人各

期。 成人各组除 ALB带老年期与老年前期及青中年期差别显

著外 ( P < 0. 05)其余各组差别均不显著 ( P > 0. 05)。 ②成年

男女电泳结果比较: 经 t检验 ,见表 2。成年男女 ALB、γ带相差

显著 ( P < 0. 05)其中 ALB带男性高于女性 ,γ带则男性低于

女性。α1、α2、β带相差均不显著 ( P > 0. 05)。其结果与相关的文

献报道一致 [2, 3 ]。③醋纤膜与 Helena T ITANⅢ型膜电泳结果比

较: 将血清标本做醋纤膜电泳的同时用 Helena公司 T ITANⅢ

型电泳膜做载体电泳。 由表 3可见 ,两种载体结果除γ带相差

不显著外 ,余均相差显著。 T ITAN膜 β、α1、α2高于醋纤膜 ,而

ALB低于醋纤膜。由此推测血清蛋白的各组分与 T ITAN膜亲

和性大于醋纤膜 ,电泳时血清蛋白过原点后 (γ带在原点 )一路

滞留 ,造成 β、α2、α1带量值高 ,而 AIB量值偏低。 提示由于载体

成分及做工不同 ,对血清蛋白吸附、分离等能力不同会造成电

泳结果的差异。

　　关键词　血清蛋白 ;电泳
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