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【摘要】血友病B为临床上常见的出血性疾病，为X染色体连锁隐性遗传性疾病，以男性患者多见，

女性患者极其罕见。我国血友病B患者数量众多，目前主要治疗方法为输注凝血因子FIX制剂以达到止血

目的。但是由于反复输注凝血因子FIX制剂而产生凝血因子FIX抑制物、相关制剂价格高昂等问题，多数

患者未能得到有效治疗，影响患者的生存质量。血友病B为单基因遗传性疾病，是基因洽疗遗传性疾病的

理想模型。因此，基因治疗为最有望治愈血友病B的方法。近年来，随着多种病毒载体的成功构建、定点

切割的核酸酶的发现，将基因治疗血友病B的各方面研究进一步向前推进。笔者拟就血友病B基因治疗

的研究进展进行综述。
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[Abstraet】Hemophilia B is a common hemorrhagic disease in clinic and a X chromosome-linked

recessive genetic disorder．It is common in male patients，and rare in female patients．The number of

patients with hemophilia B in China is numerous，the main treatment is infusing coagulation factor F IX tO

achieve hemostasis．But coagulation factor FIX inhibitors caused by repeating infusion of coagulation factor

FIX and costly price of coagulation factor FⅨproducts，the majority of patients have not been effectively

treated，which influence the life quality of the patients with hemophilia B．Hemophilia B is a monogenetic

inherited disease and is an ideal model for genetic treatment．Therefore，gene therapy has become the most

promising approach to cure hemophilia B．In recent years，with the successful construction of a variety of

viral vectors and the discovery of site-specific nuclease，progress of gene therapy for hemophilia B has been

further promoted．In this paper，the progress of gene therapy for hemophilia B is reviewed．

[Key wor凼】Hemophilia B； Genetic therapy； Factor Ⅸ； CRISPR～Cas systems；

Genetic vectors
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血友病B是由于凝血因子FⅨ缺乏或者功能缺陷导致的

出血性疾病，为伴X染色体连锁隐性遗传性疾病。血友病B的

病情严重程度与凝血因子FⅨ的缺乏程度相关，根据血友病B

患者体内凝血因子FⅨ活性的不同，可以将其分为3类：凝血因

子FⅨ活性<1％为重型血友病B，1％≤凝血因子FⅨ活性<

5％为中间型，5％≤凝血因子FⅨ活性≤40％为轻型[1]。血友

病B在我国男性新生儿中的发病率约为1／25 000，据估计我国

血友病B患者总例数约为20 000例，占血友病患者总数的

15％～20％一“。目前临床上对血友病B的治疗主要采用药物

替代疗法，即通过输注凝血因子FⅨ以恢复患者血浆中的凝血
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因子FⅨ水平达到治疗效果[3]。替代疗法可以有效地治疗与预

防血友病B患者的急性出血症状，但是不能预防关节损伤的发

生，除非在患者儿童期即开始预防性治疗。在发达国家，临床

上一般建议重型血友病B患者每周输注2～3次凝血因子FIX。

在我国，由于血友病B治疗费用高昂，绝大多数患者迫于经济

压力未能接受规范治疗H]。

1血友病B的药物替代治疗

目前，商品化的凝血因子FⅨ替代治疗药物主要包括2大

类，分为血浆富集来源凝血因子FⅨ与重组细胞表达来源凝血
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因子FⅨ。由于血浆富集来源凝血因子FIX来源于血液，存在

血源性病毒，如肝炎病毒与人类免疫缺陷病毒(human

immunodeficiency virus，HIV)病毒，以及支原体感染等风险，并

且血浆来源十分有限导致其价格昂贵，因此这类制剂应用受

限。重组细胞表达来源凝血因子FⅨ与血浆富集来源凝血因子

FIX临床效果没有显著差异，而且避免了血友病B患者发生血

源性感染的风险，但是半衰期短，需要反复输注，给患者造成不

便与经济压力口]。

2血友病B基因治疗的途径

由于上述药物替代疗法尚不能满足血友病B患者预防与

治疗的需求。鉴于此，国内外学者致力于研究基因治疗血友病

B的方法，以期达到彻底治愈血友病B的目的。基因治疗是指

将人正常或具有治疗作用的基因通过一定的方式导人人体靶

细胞，以校正引发疾病的基因缺陷与异常的治疗方法。简而言

之，就是通过载体向人体导入特定的基因，以治疗由基因缺陷

与异常引起的疾病。近20年，针对血友病B的基因治疗的研

究蓬勃发展，并取得了一定的进展一“。

血友病B的基因治疗途径可分为体内(in vivo)途径与体

外(ex vivo)途径。基因治疗的体内途径指直接将携带有目的

基因的载体注入患者体内，该方法的优点是操作方便、成本低、

治疗周期短、易于推广，代表基因治疗的发展主流方向，然而载

体与基因导入后容易引起患者体内强烈的免疫反应，安全性隐

患高，并且部分病毒载体易遭到患者体内血清补体灭活而不能

达到理想的治疗效果一“。体外途径指将患者的体细胞收集后，

在体外培养同时导入目的基因，而后将遗传修饰后的体细胞回

输给患者。该方法比较经典，安全易控制，基本不会引起患者

的免疫排斥且不存在病毒载体在体内被灭活的问题，但是每次

基因治疗都需要基因转移、克隆筛选、安全性检测、操作较为繁

琐、治疗周期长、技术复杂、费用较高一⋯。上述2种基因治疗途

径在血友病B临床试验研究中均有应用，并且展现出良好的应

用前景。

3血友病B的基因治疗临床试验研究

3．1基因治疗临床前试验研究

慢病毒载体(1entiviral vector，LV)能够将外源基因转导并

整合入非分裂期细胞，使外源基因持续稳定表达，是基因治疗

血友病B的有效工具之一。Brown等’6]首次应用携带人凝血

因子FIX基因的LV治疗血友病B模型小鼠，结果发现小鼠体

内产生了抗凝血因子FIX的T淋巴细胞免疫反应，凝血因子

FIX未能在模型小鼠体内持续表达。随后该研究者对载体进行

修饰，加入1段特异性造血相关靶序列微小RNA(microRNA，

miRNA)，即miRNA一142—3p，并将修饰后的携带人凝血因子

FIX基因的LV注射到血友病B模型小鼠体内，250 d后测定小

鼠体内凝血因子FIX活性>10％，并且没有出现凝血因子FIX

抗体。究其原因，可能是由于miRNA一142—3p介导了T淋巴细

胞的免疫失活。总之，上述临床前试验结果表明，携带miRNA一

142—3p的LV可以使人凝血因子FIX基因稳定表达，并且能够

提高血友病B模型小鼠的凝血功能。这为今后血友病B基因

Int J Blood Transfus Hematol，July 2018，V01．41，No．4

治疗提供了良好的实验数据基础。文献报道，有研究者构建了

携带人凝血因子FⅨ基因且整合酶缺陷的LV，并将其应用于

血友病B模型小鼠的基因治疗，研究结果表明整合酶缺陷的

LV能够显著降低由于基因插入导致机体产生特异性抗体的风

险，而不影响目的基因的有效表达凹。1⋯。该研究报道提示，对载

体进行优化设计可以提高基因治疗的安全性，为基因治疗的发

展开辟新道路。

常间回文重复序列丛集(clustered regularly interspaced

short palindromic repeats，CRlSPR)一CRISPR关联蛋白

(CRISPR-associated protein，Cas)9系统是近年来发展起来的

重要基因编辑技术之一，其能够精确地对基因组进行靶向改

造，适用于单基因遗传性疾病的基因治疗，如血友病B、杜氏肌

营养不良综合征、地中海贫血等疾病口1。”]。Guan等一”1将

CRISPR-Cas9系统与F9基因突变位点修复模板注入血友病B

模型小鼠体内，治疗后小鼠肝细胞中F9基因的突变点经

CRISPR-Cas9系统改造后校正率为0．56％，这足够恢复小鼠的

凝血功能，而注射腺病毒载体的小鼠达到了更高的校正率，但

是由于严重的肝不良反应导致凝血因子FIX并未恢复至发挥凝

血功能的水平。但是这足以表明CRISPR—Cas9系统介导的原

位基因组编辑是一种可以针对血友病B的可行治疗策略，但是

尚需进一步的临床试验研究予以证实。此外，Wang等043采用

腺病毒相关病毒(adenovirus associated virus，AAV)双载体系

统成功地将金黄色葡萄球菌(Staphylococcus aureus，Sa)Cas9，

小导向RNA(small guide RNA，sgRNA)与F9基因eDNA导人

血友病B模型小鼠肝内，使小鼠突变的F9基因得到校正并成

功表达凝血因子FIX，恢复了血友病B模型小鼠凝血功能。

Nathwani等J朝应用AAV载体治疗血友病B模型猕猴，并研

究其长期的安全性及有效性，研究者将携带编码人凝血因子

FIX的AAV载体(seAAV2／8一LPI-hFIX co)单次静脉注射至血

友病B模型猕猴体内，结果表明载体滴度与目的基因表达水平

呈剂量一反应关系。该研究中高剂量组，注射载体剂量为

2×10”vg／kg，其中vg表示载量基因组(vector genomes)，注射

后人凝血因子FIX基因的表达水平最高为(21±3),ug／mL(约为

正常水平的4．2倍)；并且荧光原位杂交结果证实几乎所有肝

细胞均表达双链腺病毒相关病毒(self-complementary

adenoviris associated virus vector，scAAV)。此外，该研究未发

现人凝血因子FIX基因在猕猴体内10 d内被清除的现象～”]。

该研究者对注射载体量为2×10”vg／kg的高剂量组猕猴进行

了长达5年的观察发现，在此期间，虽然人凝血因子FⅨ转基因

拷贝数与转染的肝细胞比例逐渐下降，但是人凝血因子FIX表

达活性始终维持在>10％的正常水平；研究中全部猕猴均产生

了血清型特异性抗体，但是未检测到衣壳特异性细胞毒性淋巴

细胞。病毒转染肝细胞效率为转染肝外组织细胞的300倍。

长期的生化指标、超声成像，以及对猕猴的组织学随访均未发

现治疗相关不良反应，该研究数据可以对应用AAV载体治疗

血友病B患者的疗效提供临床前试验数据结果u“。

3．2基因治疗的临床试验研究

早在20世纪90年代初，我国复旦大学遗传研究所就进行

了全球首次血友病B基因治疗的I期临床试验，研究者构建了
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携带人凝血因子FⅨ基因逆转录病毒载体(retroviral vector，

RV)，以患者皮肤成纤维细胞为靶细胞，采用胶原包埋后腹部

皮下注射，先后有4例血友病B患者接受上述基因治疗，患者

经治疗后出血症状减轻，取得了安全有效的结果。但是这种体

外途径实施的基因治疗存在转入细胞数量大、皮下水肿、细胞

难以长期存活等问题n6。17]。此后，对血友病B基因治疗的临床

试验研究竞相开展。

Kay等一”]应用携带人凝血因子FⅨ基因的AAV载体，转

染血友病B模型小鼠与犬的骨骼肌细胞，结果显示凝血因子

FⅨ的水平足以校正试验动物的血友病B表型，并且该试验未

发现AAV载体相关的不良反应。随后，该研究团队设计了采

用携带人凝血因子FⅨ基因AAV载体治疗重型血友病B患者

的临床试验。该临床试验对纳人研究的重型血友病B患者均

肌肉注射2×10”vg／kg的初始载体剂量，并对3例患者进行基

因转染与表达的安全性评价，结果未发现凝血因子FⅨ抑制物

的产生；但是发现患者外周血中凝血因子FⅨ活性、需要输注

AAV的载体剂量，与临床前期试验结果不一致。这提示，基于

动物试验数据计算出的载体剂量可能低于人类达到治疗水平

所需的载体剂量，但是该基因治疗方法可以将重型血友病B转

变为轻型血友病B。

Manno等[1们对8例血友病B患者进行肌肉注射携带人凝

血因子FIX基因的AAV2载体，持续观察的结果显示，尽管患

者注射部位的凝血因子FIX基因能够持续表达，但是其中7例

患者的血浆凝血因子FⅨ活性<l％。随后，该研究组将携带肝

特异性表达基因的AAV2载体经肝动脉注入血友病B患者体

内，观察4周后发现，1例接受高剂量载体(2×10”vg／kg)治疗

的患者血浆凝血因子FⅨ活性增加，但是随后逐渐下降至基线

水平。这一现象可能是由于细胞毒性T细胞对AAV2载体衣

壳蛋白的攻击所致[2⋯。因此，降低病毒载体滴度以进一步减低

免疫反应发生风险，并且不影响凝血因子FIX基因表达水平是

目前相关临床试验的研究热点。

George等[2¨向10例血友病B患者单次静脉注射剂量为

5×1011 vg／kg携带优化人凝血因子FIX基因AAV载体，全部

接受治疗的患者均能持续表达凝血因子FIX，平均凝血因子

FIX活性为14％～81％，随访28～78周后发现患者年出血率显

著降低，并且未观察到严重不良反应事件。该试验结果提示，

低剂量病毒载体能够使凝血因子FIX基因稳定表达并达到止

血目的，这与FⅨ基因的优化密切相关。

有研究应用新型AAV8载体进行临床试验，将携带优化人

凝血因子FIX基因编码序列的AAV8载体经外周静脉注射至

10例重型血友病B患者体内，结果显示在中位数为3。2年的随

访期间，患者血液循环中凝血因子FIX活性均呈剂量依赖依赖

性增加；在6例高剂量组(载体剂量为2×10”vg／kg)患者体内

均能够持续检测到升高的凝血因子FIX活性，达(5．1±1．7)％，

使出血事件与注射凝血因子蛋白的用量均减了90％。2例低

剂量组(载体剂量为2×1010 vg／kg)与2例中剂量组(载体剂量

为2×10”vg／kg)患者凝血因子FIX活性同样有所增高，但是患

者由于严重的血友病导致的关节病尚不能停止预防治疗(输注

凝血因子FIX)。然而，在接受治疗后的7～10周，高剂量组患
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者大部分出现了氨基转移酶水平升高的现象，应用泼尼松进行

短期免疫抑制治疗后氨基转移酶水平恢复至正常参考值范围

内。该试验为血友病B基因治疗的重要里程碑，其成功证实应

用AAV作为载体的基因治疗可以使凝血因子FIX基因在人体

内稳定而维持较长时间的表达，并且可以使重型血友病B患者

转变为轻型[22‘2“。此外，有研究结合上述临床试验的成功经

验，开展了携带优化人凝血因子FⅨ基因的AAV载体，即

SPK一9001治疗血友病B的I／Ⅱ期临床试验。该研究对10例

重型血友病B患者静脉注射低剂量SPK一9001(5×10“vg／kg)

后，结果显示全部患者凝血因子FIX活性均有所升高，患者出血

事件发生率减少96％，注射凝血因子FIX用量减少了99％，治

疗12周后患者体内凝血因子FIX水平可以稳定维持在14％～

81％的正常参考值范围内(平均值为33％)。大部分患者未发

生免疫反应，亦无严重不良反应发生o 4。别。2018年5月，美国

Spark Therapeutics公司公布了上述临床试验的最新数据，经

过对10例患者进行65～121周的随访，全部患者凝血因子FIX

水平均能稳定表达[261。新人组的5例患者接受了增强型携带

人凝血因子FⅨ基因的AAV载体，治疗4～53周后，患者凝血

因子FIX水平与先人组的10例患者相似。全部15例患者总体

年出血率降低了98％，总体年注射凝血因子FIX用量降低了

99％一“]。该研究结果为血友病B的彻底治愈带来希望。

Miesbach等EzT]进行了另一项I／Ⅱ期临床试验，采用携带

肝特异性启动子的AAV5载体将凝血因子FIX基因单次注射

到10例血友病B患者(凝血因子FIX水平≤2％)体内，根据载

体剂量不同分为2组，结果显示低剂量组(5×10”vg／kg)患者

凝血因子FIX活性增加4．6％，高剂量组(2 X 10”vg／kg)增加

到7．1％，2组患者注射凝血因子用量均大幅下降，患者均未出

现AAV5载体相关免疫反应，但是少数患者氨基转移酶水平轻

度升高，经泼尼松龙治疗后好转。该研究结果表明，单次输注

携带肝特异性启动子与凝血因子FIX基因的AAV5载体可以

稳定表达凝血因子FIX，并且具有良好的安全性。该试验为血

友病B基因治疗改进提供了强有力的证据支持。

3．3基因治疗的最新研究进展

相关研究者不仅对血友病B基因治疗的载体进行不断改

造，而且对编码人凝血因子FIX基因亦进行修饰，以期提高其凝

血活性∞“。有研究结果表明，将人凝血因子FⅨ第338位精氨

酸突变为丙氨酸(R338L)，即凝血因子FIX-R338L，该突变型凝

血因子FIX基因表达水平正常，而凝血活性显著提高，约为野生

型的8倍；在体外，重组凝血因子FIX—R338L相当于重组野生

型凝血因子FⅨ活性的5～8倍；R338L点突变使凝血因子FIX

获得了功能获益性改变，最终明显增强了凝血因子FIX的凝血

功能，实现了采用较少载体就达到同样止血效果的目的，并且

可以减低病毒载体引起免疫反应的风险o”30]。此外，近年随着

CRISPR-Cas9系统的不断发展，为在DNA水平实现对异常基

因的修复提供了技术支持。He等[3¨利用CRISPR-Cas9系统

精确地校正了血友病B患者的诱导性多能干细胞(induced

pluripotent stem cell，iPSC)点突变，校正后的细胞仍然保持向

肝细胞分化的能力，这为血友病B基因治疗提供了新思路。

万方数据
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4总结及展望

近20年，相关研究者一直对血友病B的治疗方法进行孜

孜不倦的探索，以期达到彻底治愈血友病B的目的，而基因治

疗是目前最有希望的治疗方式之一。研究者不断创新，一方面

致力于寻找安全、高效的基因载体，如RV、LV、腺病毒载体、

AAV载体等；另一方面着力研究基因治疗的靶细胞，如肝细

胞、成纤维细胞、造血干细胞、血小板、肌肉细胞等。但是目前

仍然尚未找到一种无免疫原性、能够高效转染靶细胞，并在靶

细胞中长期稳定表达的载体，亦未找到理想的靶细胞。因此，

血友病B的基因治疗至今仍未获得安全的、稳定的、一次性治

疗的效果。这是血友病B基因治疗需要继续解决的问题，亦是

相关研究者努力的方向。近年来，基因编辑CRISPR—Cas9系统

的革命性发展为解决基因治疗中的问题提供了新思路，采用

AAV载体联合CRISPR-Cas9系统，在靶细胞中永久性地切除

DNA片段，或者特异性地修复突变基因，可以恢复原本突变基

因的正常功能，这可能比引入外源基因对于血友病B的疗效更

佳-2。3“。但是这种定点切割的核酸酶亦可能在基因组中切割

脱靶位点，存在致癌风险，给临床应用带来阻碍。综上所述，近

年针对血友病B基因治疗的各项研究成果展示出了广阔的前

景，多种成熟的基因编辑技术为基因治疗注入新的活力，相信

在不久的将来，相关研究者将为血友病B的治疗，甚至治愈探

索出更高效的、更安全的策略。
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