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摘要  血友病 B 为一种严格的 X 连锁隐性遗传病, 由于其单纯的分子遗传基础和明确的临床表
现, 容易观察疾病治疗的效果; hFⅨ较小的基因规模可以适用于几乎所有的常用基因载体系统. 
在多种细胞均可以获得有效的表达使得基因治疗时可以有广泛的细胞选择范围, 同时也为生物
工程制备重组蛋白药物提供了便利. 而且, 血友病 B有天然和基因操作形成的动物模型便于治疗
的临床前实验研究. 基于上述理由, 血友病 B一直是遗传病基因生物治疗和重组蛋白药物制备的
重要模型. 我国在 20世纪 90年代成功完成了基因治疗血友病 B的临床试验, 对推进我国的基因
治疗起到重要作用. 本文简述我国在血友病 B的生物基因治疗方面的研究情况与发展方向, 希望
为基因治疗和重组蛋白药物研究人员提供参考. 
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血友病 B较早的名字是 Christmas Disease. 该命

名的来源有两个: 首先是第一个病人的名字是 Stephen 
Christmas, 他被发现有血友病症状而不缺乏 FⅧ因子, 
对应的他缺乏的因子被命名为 Christmas 因子; 其次
报道该发现的论文发表于 1952年 Br Med J的 Christmas
版[1]. Stephen Christmas 从疾病确诊开始就接受输血
和输血浆的治疗, 一直可以正常地学习工作. 但是在
1993 年被发现感染 HIV, 同年死于 AIDS. Stephen 
Christmas 对血友病 B 来讲, 不仅仅是使其有一个特
别的名字, 也确切反映了血友病 B 的特点以及所面
临的临床问题.  

血友病 B 是一个较晚发现的血友病类型. 与经
典的血友病 A 比, 血友病 B 发病率更低(1/50000 男
性). 通常来讲症状也较轻一些. 它是由于缺乏凝血
因子 FⅨ所导致的 .  FⅨ基因位于人类染色体
Xq27.1-q27.2, 疾病为 X连锁的隐性遗传病. FⅨ因子
比 FⅧ因子稳定, 所以通常是用鲜血和新鲜血浆可以
达到有效的治疗效果, 并且用药的次数也较少. 和所
有使用血液制品的治疗方法一样, 血友病 B 的临床 

治疗所面临的最大问题是血液制品污染问题和长期

使用的抗性问题. 事实上, 在获得较为充分治疗的条
件下, 80%以上的成年病人 HIV阳性. AIDS已经成为
血友病 B的主要死因[2]. 而第一个血友病 B病人也正
是死于 AIDS. 如何安全地提供凝血因子Ⅸ (FⅨ)是
目前疾病治疗中最为关键的问题 . 使用基因治疗和
重组蛋白制剂可能是一个有希望的解决方案.  

1  血友病 B的分子医学基础  
1982 年以来 , 研究人员成功克隆了 hFⅨ的

cDNA 和基因组, 为血友病的基因治疗研究奠定了基
础. 完整 hFⅨ基因长约 48 kb, 由 8个外显子及 7个
内含子组成, cDNA编码区长约 1.4 kb. 该 cDNA规模
几乎可以使用于目前常用的所有基因载体 , 为基因
治疗和基因工程操作提供了广泛的可操作性.  

在生理情况下, hFⅨ在肝细胞中表达并分泌到血
液中, 成熟的 hFⅨ蛋白由 415个氨基酸残基组成, 经
过一系列翻译后修饰, 尤其是其中 Glu残基的羧基化, 
为凝血活性所必需. 自 1987 年以来, 凝血因子已在 
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皮肤成纤维细胞、肝细胞和乳腺上皮细胞等多种靶细

胞中得到表达, 但该基因也能在肌肉组织、血液组织
和乳腺组织细胞中表达, 且具有凝血活性, 这为血友
病 B 的基因治疗提供了广泛的靶细胞, 同时也为重
组 hFⅨ的研制提供了可行性.  

FⅨ分泌后很容易进入血液系统并发挥作用. 人
体 FⅨ的正常水平为 5 μg/mL. 通常来说, 血浆 FⅨ浓
度达到正常 1%就可以减轻症状, 达到 5%就可以基
本防止日常生活中的出血现象, 而达到 25%则可以
完全恢复正常活动.  

作为一种出血性疾病 , 天然的动物模型狗血友
病 B 模型提供了动物实验的可能, 而随后血友病 B
小鼠使得动物实验的成本大大降低 . 而基因组计划
则揭示猴 FIX 与人类高度同源也提供了一个更为理
想的研究模型.  

2  重组 hFIX蛋白生产与蛋白药物 
在认识血友病的基因本质前 , 已经发现血液或

血液制品是治疗血友病 B的有效方法. 但是由于 HIV, 
HBV 等病毒污染以及长期使用血液制品的免疫学问
题, 从 20世纪 80年代成功克隆 hFⅨ的 cDNA开始[3], 
用基因工程手段表达生产 hFⅨ的研究就一直没有停
止过.  

2.1  低等生物表达系统 

从 20世纪 90年代开始, 我国以复旦大学基因治
疗课题组为中心, 开展了重组 hFⅨ的生产研究. 作
为一个重组蛋白质药物 , 首先要考虑的是有效性问
题 . 在细菌和酵母的表达研究中发现, 尽管可以获得
hFⅨ蛋白, 但是其不具备生物活性, 仅仅可以作为抗
原和标准蛋白使用 [4]. 由于细菌和酵母缺乏 hFⅨ修
饰的酶系, 蛋白无法获得生物活性, 而将这些蛋白体
外进行修饰又将大大加大生产成本以及产品的不确

定性. 幸运的是, 多种动植物细胞中都可以表达具有
生物活性的 hFⅨ.  

2.2  乳腺生物反应器和植物工厂研究 

乳腺生物反应器是最早考虑的方法, 尽管在细胞
水平和转基因动物都获得了有效的表达, 但是显然乳
腺生物反应器并没有预期的产业化优势, 其低水平的
表达以及纯化的困难使得产业化受到局限, 而随着近
年来发现的疯牛病和 SARS 等病毒性疾病危害性的增
加, 使用乳腺生物反应器更有了安全性的困惑[5~12]. 在

目前对药品 BSA 残留都需要严格控制的条件下, 使
用乳腺生物反应器制备血液循环用药具有巨大的风

险控制问题 . 植物表达体系也作为一个重要的候选
方案 , 但是其低表达水平在目前还看不到产业化的
前景[13].  

2.3  细胞生产重组蛋白研究 

由于面临转基因动物和生物乳腺反应器成本与

安全性问题的困惑, 用细胞表达重组 hFⅨ成为一种
可行的选择. 使用动物细胞表达 hFⅨ多采用转基因
稳定细胞系表达与免疫亲合纯化 , 但都需要较高的
成本 , 如何提高转基因细胞的稳定表达成为一个急
需解决的问题 . 同时如何避免生产过程中动物血液
制品污染也是一个需要解决的问题.  

如前所述, 已经证明 hFⅨ转基因多种细胞均可
以表达有活性的蛋白, 并且由于 hFⅨ比 FⅧ有较高的
稳定性, 其生产方面有一定优势. 为了提高细胞表达
hFⅨ水平, 研究人员对表达框架、编码序列和调节元
件的改建一直没有停止, 到目前为止, 在多种表达体
系中都可以达到上清中 hFⅨ含量 500 ng/mL 的产业
化临界水平. 20 世纪 90 年代开始我们已经在离体细
胞中表达 hFⅨ[12,14]. 随后, hFⅨ在多种表达体系和细
胞都得到了有效表达 , 并且发现使用人源元件和含
有人工假内含子的 mini基因表达框架可以提高 hFⅨ
的表达, 这不仅为细胞生产体系提供了依据, 也为基
因治疗载体结构的改进提供了依据 [15~22]. 由于动物
源性疾病的顾虑以及 rhFⅧ成功的经验, 目前国内也
开展了无血清细胞培养生产 hFⅨ的研究, 但是考虑
到生产工艺知识产权与保密性问题 , 并没有有关文
献报道.  

3  血友病 B基因治疗在中国 
血友病 B是继 ADA基因治疗成功后第二种获得

成功基因治疗的病种. 1992 年我国的血友病基因治
疗临床实践奠定了我国遗传病基因治疗地位 . 血友
病 B对病人、家庭和国家都是巨大的负担, 而对基因
治疗的研究来讲, 确实是一个理想的模型, 所以血友
病 B 的基因治疗研究具有两方面的意义: 首先是治
疗疾病本身的意义 , 其次可以开发检验基因治疗系
统的有效性的体系. 血友病需要终身用药, 血液制品
的安全性问题和用药的局限性等因素也支持血友病

需要采用基因治疗的方法.  
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反转录病毒载体目前最为有效的载体系统 , 也
是我国血友病 B 治疗选用的载体系统, 在经历细胞
和动物实验研究后 , 采用基因修饰自体皮肤成纤维
细胞为靶细胞 , 自体移植获得了成功 [23~31]. 这是我
国第一个成功的基因治疗临床实验 , 也是到目前为
止有限的几个基因治疗成功的方案之一, 4 例病人 1
年的有效缓解期后, 病人至今已经随访 17 年没有发
现肿瘤和免疫异常等病理情况 , 其长期的安全性随
访也是一份宝贵的资料 . 但是反转录病毒载体潜在
的遗传毒性因素以及两次手术操作使得该方案临床

推广受到限制 , 如何将基因治疗变得简便安全有效
确实需要进一步研究[32~34].  

在比较探索多种基因载体系统的应用后, AAV载
体以较高的安全性、较低的免疫源性和动物实验确切

有效等优势而成为第二代血友病 B 基因治疗载体, 
其可以直接注射于机体, 可有多次使用机会以及良好
的动物实验数据 [35~38]. 复旦大学和本原正阳公司
2003年联合获得了肌肉注射 AAV2-hFIX治疗血友病
B 的临床实验批文 [39~42]. 已经完成的低剂量实验提
示在该剂量水平没有安全性问题 , 但是也没有监测
到 hFⅨ表达. 同期国外的研究和我们的实验结果基
本类似 [43~45]. 目前 , 中大剂量实验有望得出有效性
的数据. 但主流观点是, 由于人类较高的感染水平以
及较低的组织特异性, AAV2 可能并不是最好的载体
体系. 最近使用新 AAV 亚型作为基因治疗载体显现
出一定优势, 如 AAV8对肝细胞具有较好的亲合力特
性, AAV1用于肌肉组织转基因表达效果较好[46~48].  

在使用病毒载体的研究中, 血友病治疗研究方面
的几乎所有载体和改进方法国内都有所涉及, 但只有
反转录病毒和 AAV 病毒有机会进入临床实验[49~52]. 就
病毒载体而言, 遗传安全性为主要的考虑因素, 这也
是放弃反转录基因载体的主要原因; 而免疫原性为影
响效果的最主要因素, 腺病毒、单纯疱疹病毒基因载
体没有被成功应用于血友病基因治疗原因在此. 尽管 

基因治疗一般时间持续较长 , 但免疫原性使得病毒
性载体只是一次性药物; 而对于非病毒载体, 达到有
效缓解有困难 . 这些困难依然是基因治疗有待解决
课题.  

4  血友病 B生物基因治疗发展方向 
由于基因治疗药物所面临法律和管理的问题要

远远多于蛋白质药物, 在可以预期的将来, 血友病 B
的治疗将主要是蛋白质药物的市场 . 目前的蛋白质
药物主要是重组蛋白质药物 , 并且大部分临床使用
的蛋白质药物都是细胞培养生产的蛋白质药物 . 尽
管原核生物可以将生产成本大大降低 , 但是由于蛋
白质修饰等方面的原因, 凝血因子 FⅨ的表达目前不
大可能是用低等生物细胞系统 . 这也使得蛋白质药
物的成本居高不下. 目前 hFⅨ体外表达的浓度可以
达到 500~1000 ng/mL. 按正常人 7000~8000 mL血液, 
以到达 5%浓度约 250 ng/mL 的有效标准, 需要的培
养物体积达到 3000 mL, 这造成成年人使用一次有效
剂量成本难于下降到 1000元以内. 如何提高 rhFⅨ表
达水平是目前需要解决的首要问题 . 而以前被寄予
厚望的乳腺生物反应器和植物反应器则无论在经济

方面还是安全性方面均还没有表现出产业化的可能.  
血友病基因治疗如果成功将大大提高治疗的方

便性和降低成本. 但是目前主要的是安全性问题, 插
入突变尽管是小概率事件, 大部分实验也提示, 对成
人的个体来说, 即便是用反转录病毒, 其安全性也是
有保障的 , 但是探索更加安全的转基因方法依然是
我们的奋斗目标. 国家从 2004 年开始设立基因治疗
“国家重点基础研究发展计划”研究课题 , 其基本出
发点就是如何保证治疗用转基因的安全性 . 课题包
括使用人工染色体、定点整合系统等技术, 并且获得
了初步的成果 [53~57]. 这些技术如果结合转基因载体
材料方法或结合转基因细胞扩增和移植技术 , 则有
可能推动安全有效的基因治疗方法的产生和应用 . 
其前景是乐观的. 
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Hemophilia B, defected of clot factor FIX, is a strict X chromosome linked recessive disease. 
Hemophilia B is a very good model for gene therapy due to its simple molecular basis, typical 
clinical characters, easily carried by different gene vectors. Functional FIX protein can be expressed 
in different cells that provided the possibility of producing recombinant protein drug. Moreover, the 
existing reliable animal model of hemophilia B makes the research of treatment more convenience. 
Chinese contributed to the gene therapy by succeeding in hemophilia B gene therapy during the 
early 1990s. Here, we briefly reviewed the advance of the bio-therapy and gene-therapy of 
hemophilia B in China. 
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