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血友病A的定点基因治疗研究进展*
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【摘要】约80%~85%的血友病患者为血友病A(hemophilia A, HA)，目前还没有根治疗法。临床上通过定期输注血浆来源的或者重组的凝血因子VIII浓缩蛋白行替代治疗。
如果不进行定期治疗，HA患者常可因关节内反复出血而导致关节炎。重度患者甚至可因颅内自发出血而危及生命。自从F8在四十年前被成功克隆以来，HA的基
因治疗研究最常使用的方案是随机导入一个功能性的F8表达框。随着近些年基因编辑技术的快速发展，定点基因治疗正逐渐成为一个重要的研究策略。
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Abstract: Hemophilia A (HA), without a radical cure, constitutes 80%-85% of all hemophiliac cases. Current treatments are based on intravenous infusion of 
plasma-derived or recombinant FVIII concentrates. HA patients suffer from recurrent bleeding into joints without conventional treatment, causing 
chronic synovitis. In severe patients (FVIII<1%), hemorrhage into the brain can develop, causing early mortality. Since the cloning of F8 nearly 40 
years ago, introduction of a functional F8 cassette has become the main strategy for HA gene therapy studies. With the rapid development of 
editing, targeted gene therapy for HA offers an alternative over gene replacement strategies.
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　　血友病A(hemophilia A, HA)是由于人凝血因子VIII基因(F8)
缺陷导致的X连锁出血性遗传病，在活产男婴中的发病率约为
1/10000-1/5000。临床上根据凝血因子VIII活性，可将其分为重
度(活性<1%)、中度(1%~5%活性)和轻度(5~30%活性)患者[1]。
血友病A可因反复关节内出血而导致不同程度残疾，重型患者甚
至可能由于颅内自发出血而危及生命[2-3]。目前尚无成熟的根治疗
法，临床上主要通过定期输注血液来源的或者重组的凝血因子VIII
行替代治疗。大部分严格接受替代疗法的患者可以享受正常人的
生活质量，但此疗法价格昂贵，在中国这样的发展中国家甚至有
大量血友病A患者终身未接受过任何治疗。
　　由于HA是一种循环系统单基因遗传病，在正常人体内，凝血
因子Ⅷ的含量也不需要很精确的调控。针对重度HA患者，仅需将
凝血因子含量提高到可检测水平(1%)以上，就能将其转变成中度
患者，大幅提高生活质量。由于这些特性，导致HA成为了基因治
疗研究的经典疾病模型[4]。甚至早在世纪初的基因治疗研究热潮
中，就有研究者开展了HA的基因治疗人体试验[5]。
　　F8于1984年被成功克隆，在过去的近四十年中， HA的基
因治疗研究取得了巨大进展[6]。但是绝大部分研究采取的策略都
是将治疗F8表达框导入细胞[4]。治疗基因多随机插入到基因组当
中，也有以不整合的附加体形式游离存在于细胞中。这样的选择
一定程度上取决于技术以及效率的限制，其不足之处也是显而易
见的。治疗基因的表达受到整合位点染色质环境的影响，由于整
合位点是不确定的，所以治疗基因的表达强度并不能得到保证。
更严重的情况是治疗基因有一定几率会插入原癌基因，导致细胞
出现异常增殖，这在早期的基因治疗研究中已有前车之鉴。而对
于不整合的方案，附加体在细胞增殖中并不会像染色体那样倍
增，因此会随着时间而被稀释，从而无法获得长期治疗效果[7]。
　　随着各种人工核酸酶(artificial nucleases)技术的兴起和成
熟，同源重组的效率可以获得指数级的提高[8-10]。近年来有一些
学者开始尝试基因打靶的方式来定点整合治疗基因或者直接修复
缺陷的内源F8。HA的定点基因治疗有不同的技术路线，本综述将

分别介绍目前该研究方向所取得的一些进展。

1 定点基因添加  这类策略适用于所有突变类型的HA患者，就是
将完整的治疗基因表达框通过基因打靶的方式定点整合至预先设
计好的基因组位点。这类策略一方面避免了随机整合的不安全因
素，另一方面由于一般会选择转录活跃的区域，可以确保治疗基
因整合后有一定的转录活性。另外，可以通过使用比较强的启动
子，以进一步增强治疗基因的表达[11]。比如，2006年刘雄昊等就
报道了将CMV-BDDF8表达框定点整合至人核糖体DNA区。由于该
区域是转录活跃区，并且人正常二倍体细胞有数百个核糖体DNA
拷贝，因此这个策略可以同时获得较高的定点整合效率以及基因
表达强度。定点整合后，治疗基因可以在细胞系中长期表达[12]。

2 利用内源性强启动子
　　如果以单拷贝的形式整合到细胞中，治疗基因的表达量一般
都比较有限。因此大量研究的焦点都是想方设法提高治疗基因的
表达。其中一个效果显著的策略就是使用强启动子，代表性的方
法是将无启动子的治疗基因定点整合到肝细胞白蛋白(Alb)启动子
的下游。因为肝脏每天合成多达12~20g的白蛋白，占血浆总蛋白
的50%，因此Alb显然是一个很强的肝细胞特异性启动子，同时
肝细胞还具有其他细胞无法比拟的蛋白分泌能力。因此，上述策
略理论上可以获得较高的治疗基因表达及产物分泌效率。
　　这个策略最早是斯坦福大学的Kay课题组在血友病B的基因治
疗研究中使用的[13]。费城儿童医院的High课题组在HA模型鼠中
测试了这一策略，可以纠正HA小鼠的临床表型[14]。
　　这种方法虽然整合效率不高，但是治疗基因的蛋白表达量相
当可观，是一个很有前景的方案，后续也有其他课题组发表了一
些跟随研究[15]。
　　虽然已发现的F8致病突变类型已超过3000种，但在重度HA
患者中约有一半都是由两种大片段染色体倒位突变所致，分别
是22号内含子倒位和1号内含子倒位。这两种倒位的机制比较类
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似，都是由于F8内部以及外部存在同源序列，在雄性配子生成过
程中，同源序列会诱发重组进而导致染色体倒位。两种染色体倒
位的结果都是将186kb的F8分成了方向相反的两段，完全破坏F8
导致重度HA表型[16-18]。由于这两种倒位的患者数量在HA中占比
最高，并且都是重度表型，本课题组研究了这两种突变的特点，
分别设计了针对性的基因修复策略。
　　在22号内含子倒位突变中，倒位的片段长达600kb，将F8分
成了141kb和45kb的两段。由于基因内的断裂点位于22号内含
子，因此F8的26个外显子中有22个都包含在141kb部分，而另外
长达45kb的部分仅包含627bp的编码序列。因此我们将这627bp
和一个外源polyA元件通过基因打靶的方式定点整合至22号外显
子下游，从而完全修复突变的F8。我们在HA患者来源的iPSCs中
验证了这个策略，并使用TALENs来促进基因打靶效率，可以获得
50%以上的相对打靶效率。进一步将基因修复后的iPSCs定向分
化为间充质干细胞和内皮细胞，均可以检测到这些细胞获得了表
达并分泌FVIII的能力[19]。
　　1号内含子倒位的断裂点位于1号内含子，因此对于2~26号外
显子部分来说，仅缺少1号外显子和启动子。而1号外显子中仅包
含146bp的编码序列，此外再整合一个启动子即可完全修复F8。
本课题组建立了一株模拟1号内含子倒位突变的HA模型鼠，然后
使用腺相关病毒将肝特异性强启动子和146bp的编码序列定点插
入到模型鼠肝细胞的2号外显子上游。注射治疗一个月之后，HA
模型鼠的肝脏获得了表达并分泌功能性FVIII的能力，并且HA疾病
表型得到了有效纠正[7]。

3  其它策略
　　首尔国立大学的Kim课题组针对两种倒位突变设计了特殊的
治疗策略。由于这两类突变的直接原因都是特定染色体片段发生
了倒位，因此Kim课题组通过使用CRISPR/Ca9来定点切割染色
体以诱导倒位片段再次发生倒位，从而使F8能够正常表达。针对
1号内含子倒位，作者直接在同源序列内部切割，以诱发同源序
列再次发生重组。对于22号内含子倒位，则在倒位片段两侧分别
切割，倒位的片段会有一定的概率以非同源末端连接的方式发生
倒位。他们分别制备了两种突变HA病人来源的iPSCs，通过上述
方法诱导倒位，再把成功发生倒位的细胞克隆分化成内皮细胞。
修复后的内皮细胞能够表达F8，将内皮细胞输注到HA模型鼠体
内后，对HA疾病表型有一定改善，但治疗效果非常有限，大部分
小鼠仍然会在剪尾试验中死亡[20]。这种策略目前还停留在概念阶
段，因为要分别促使140kb、600kb的片段发生倒位，虽然在实
验室中确实能成功获得这样的细胞克隆，但是效率极其低下，对
于临床应用来说还是不现实的。
　　另外，也有一些针对F8散发突变的基因治疗研究。例如F8中
的B区功能并不重要，理论上B区部分缺失不会影响FVIII功能，
因此在大多数HA基因治疗中使用的都是B区缺失的F8。在人类基
因突变数据库(HGMD)中已报道的发生在B区的突变有近500种，
但是其中约90%会导致移码突变导致严重的HA表型[16]。本课题
组在临床中就发现了一例14号外显子发生了4bp缺失的HA重度
患者，我们培养了该患者的尿液上皮细胞并将其诱导成iPSCs。
再使用CRISPR/Cas9技术联合单链寡核苷酸(single-stranded 
oligodeoxynucleotide, ssODN)在突变位点附近再切除14bp。这
样F8在B区总共缺少了18bp的编码序列，可以纠正移码突变。纠
正后的iPSCs分化成内皮细胞后可以表达并分泌功能性的FVIII蛋
白，并且移植到HA模型鼠体内可以纠正HA表型[21]。

4  展   望
　　在HA基因治疗中，以往的完整F8表达框替代的策略最显著的
优点是适用于任何F8突变类型的患者。其不足之处一方面是随机
整合导致的安全性担忧和表达强度的不确定性。附加体方案又存
在长期疗效的问题。而且由于F8太大，全长186kb，即使使用B
区缺失的BDD-F8， 编码序列也有约4.4kb，过大的基因表达框势
必会降低导入效率。

　　而定点基因编辑技术，特别是直接修复突变的基因具有诸多
优点。基因发生了突变，犹如人的一个肢体受伤，只要把损伤处
修复好即可，理论上另外安装一个完整的肢体当然可以替代功
能，但并不能说是完美的策略。
　　定点基因治疗可以很大程度上规避安全性和基因沉默的问
题。如果突变的基因拷贝能够在原位得到修复，则理论上可能得
到跟正常人类似的结果。另外，如果能够充分利用患者已突变的
基因拷贝，则可能通过较小的序列改动就可以修复严重的突变。
序列改动越小，则基因编辑的效率越高，这更增加了这一策略的
可行性。
　　F8的突变类型已超过3000种，但约一半的重度患者都是由两
种倒位突变导致[16]。由于80%以上的血友病患者为HA，仅15%左
右为HB，而50%~60%的HA为重度患者，据此推算仅仅两种突变
的HA的患者数量就和HB的患者总数相当。笔者认为专门针对这
两种倒位突变设计合理、高效的基因治疗策略是非常有价值的。
因此本综述花费了较多篇幅进行讲述。这两种突变倒位的片段分
别长达140kb和600kb，而本课题组设计的定点修复策略仅通过
定点整合几百bp的小片段就可原位修复这类大片段倒位。
　　早几十年的HA基因治疗几乎全部使用随机整合策略。近些
年才逐渐有一些定点基因治疗的研究。唯一的瓶颈就是基因定点
整合的效率还有待提高。但是基因编辑技术目前正处于黄金发展
期，相信最终的突破很快就会来到。因此笔者认为，HA定点基因
治疗是一个非常有前景的研究方向。
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