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血友病AAV载体基因治疗研究进展
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摘要      血友病基因治疗经过30年的持续发展, 已取得长足的进步。血友病患者FVIII或FIX水

平达到正常甚至治愈已成为可能。虽然在多个国家血友病基因治疗已取得显著成果, 但仍然有很

大的改进空间。目前临床试验中AAV是血友病基因治疗的主要载体, 未来的研究将集中在完善病

毒衣壳、转基因和启动子的设计上, 以追求更高的转导效率、更低的免疫反应和可预测性的治疗

结果。目前的研究表明, 与在动物模式中近乎100%的高转导效率相比, 在人类肝细胞中实现高转

导效率及凝血因子的高表达仍有不足之处, 需要避免蛋白质过载引起的细胞应激风险。虽然血友

病基因治疗面临一定的挑战, 但是随着技术的不断发展成熟, 相信未来会开发出真正治愈血友病的

个体化治疗方案。

关键词      血友病; 基因治疗; 腺相关病毒载体

Research Progress of AAV-Mediated Gene Therapy for Hemophilia

DAI Xinyue, ZHANG Lei*
(State Key Laboratory of Experimental Hematology, National Clinical Research Center for Blood Diseases, 

Haihe Laboratory of Cell Ecosystem, Institute of Hematology & Blood Diseases Hospital, 
Chinese Academy of Medical Sciences & Peking Union Medical College, Tianjin 300020, China)

Abstract       Gene therapy has great potential to produce normal levels of FVIII or FIX in patients with he-
mophilia. After nearly 30 years of continuous development in this field, considerable progress has been made, but 
there is still much room for improvement. AVV is the primary carrier of gene therapy for hemophilia. Researches 
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will focus on improving the design of viral capsids, transgenes and promoters in order to pursue higher transduction 
efficiency, lower immune response and predictable treatment results. Compared with the almost 100% transduction 
efficiency of animal models, there are still shortcomings in achieving high transduction efficiency and high expres-
sion of coagulation factors in human hepatocytes. At the same time, attention should be paid to avoid the risk of cell 
stress caused by protein overload. Although gene therapy for hemophilia still faces specific challenges, safer, more 
effective and even personalized treatment plans will be developed in the future to truly improve the quality of life of 
hemophilia patients and even cure them.

Keywords        hemophilia; gene therapy; adeno-associated virus carrier

血友病是一种X连锁先天性出血性疾病, 由F8
或F9单基因突变导致凝血因子VIII(FVIII; 血友病A)
或凝血因子IX(FIX; 血友病B)分泌不足所致, 中国医

学科学院血液病医院发起的血友病登记注册显示全

中国血友病患者数量达34 000余例[1]。血友病以关

节、肌肉反复出血为主要表现, 常幼年起病、累及

终身。重型血友病患者(血浆中FVIII活性<1%)需每

周多次静脉注射凝血因子, 如未规范进行替代治疗, 
患者常出现不同程度的肢体功能障碍甚至残疾[2]。血

友病管理的主要目标是通过替代性输注FVIII或FIX
使患者的谷浓度维持在1%甚至3%~5%以上来预防

自发性出血。但长期静脉输注因子患者的依从性差, 
且25%~30%的重型血友病患者会产生FVIII中和性

抗体[3-4], 因此需要开发更有效的血友病治疗方法。

血友病作为一种单基因遗传病, 体内FVIII或
FIX活性上升至5%可使患者出血症状显著减轻, 通
过检测血浆中凝血因子水平即可以评估基因表达情

况, 因此基因治疗在治疗该疾病方面具有巨大优势, 
而且通过单次基因治疗使凝血因子长期稳定表达将

给患者带来巨大的临床益处。目前, 部分血友病基

因治疗的研究已处于临床试验后期阶段, 预计未来

1~2年内将有一款血友病基因治疗产品获批。

1   血友病基因治疗的发展现状
我国研究者1996年在世界上首次报道了血友病

B基因治疗临床试验[5], 利用逆转录病毒载体将人F9
基因转染至患者的离体皮肤成纤维细胞, 筛选出表达

FIX的细胞, 经一系列安全性检测后用胶原包埋, 注射

到患者腹部或背部皮下组织。2例患者体内血浆FIX
水平升高超过2倍, 持续超过1年, 且没有出现明显的

治疗相关不良反应。早期的血友病基因治疗使用病

毒(如腺病毒载体)和非病毒载体, 安全性尚可但并未

实现在治疗水平上持续的转基因表达[6-7]。

CRISPR-Cas9基因编辑技术目前已经在镰状细

胞病和β-地中海贫血等疾病中展示出良好疗效[8]。

在血友病中, 已有研究者通过基因编辑方法修复F8
或F9突变或将F8或F9 cDNA靶向特定基因组位点。

然而, 近50% F8基因突变和大多数F9突变是倒位突

变[9], 不易纠正。研究者已尝试将F8或F9 cDNA靶

向内皮细胞、肝窦内皮细胞、肝细胞、滋养细胞、

造血干细胞和间充质干细胞, 部分研究能够恢复血

友病A和B小鼠中FVIII或FIX的表达和功能[10-12]。

基于重组腺相关病毒(recombinant adeno-associat-
ed virus, rAAV)的血友病基因治疗开始于20年前, 研
究者向血友病B患者肌肉注射rAAV-FIX, 该过程安

全, 肌肉活检显示FIX表达持续3年以上, 然而多数患

者血浆中的FIX仅为1%[13-15]。同时期临床前研究表

明, 特定剂量的AAV载体向肝脏递送相较于肌肉注

射FIX表达水平更高, 可能由于肝脏是FIX合成的天

然场所[16]。因此, 研究者2006年在重型血友病B患者

中首次进行AAV2载体肝脏基因治疗临床研究, 通过

肝动脉输注载体, FIX表达持续2个月[17]。在该研究中, 
FIX表达下降和肝转氨酶表达量瞬时增加同时发生, 
随后几周内恢复到基线值, 可能是由于AAV2衣壳肽

在MHC I类分子呈递下可引起针对转导肝细胞的细

胞毒性T细胞反应。长期随访显示, 即使在12~15年
后仍无不良事件包括肝癌的发生[18]。2011年, 研究

者对血友病B患者首次通过静脉输注具有肝脏靶向

性的AAV8载体, 高剂量组患者FIX表达水平在正常

值的5%左右, 患者出血事件显著减少且无需预防性

使用FIX[19]。3年后最高剂量组6名患者中位FIX水

平为5.1%, 部分患者随访现已超过8年, 他们的F9基
因长期稳定表达[20-21]。2017年12月, GEORGE等[22]

发表了一项关于SPK9001的I/II期临床试验结果, 是
目前为止单次静脉注射基因治疗获得最稳定因子活

性水平和最佳临床预后的报道。SPK-9001是携带肝
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脏特异性启动子和经密码子优化的高活性FIX-Padua
的单链腺相关病毒载体。FIX-Padua是一种在FIX催

化区发生错义突变(R338L)的FIX变体, 可以使FIX活

性提高8倍[23]。当10例患有血友病B的成年男性受试

者单次注射SPK-9001 12周后, 测得所有患者的稳态

下FIX活性为正常值的14%~81%。

迄今为止, 大多数基于AAV基因治疗的研究都

是在血友病B患者中进行的。AAV有限的包装能

力(4 680个核苷酸)和FVIII的低表达谱限制了该载

体在血友病A基因治疗的应用。研究者通过去除与

辅因子活性无关的B结构域, 减小了F8基因表达盒

的大小。相较于野生型F8基因, 其mRNA表达水平

提高了17倍, FVIII分泌提高了30%[24]。利用该方法

BioMarin公司开始使用密码子优化的AAV5-hFVIII-
SQ载体(BMN 270)在重型血友病A患者中进行I/II期
临床试验, 高剂量(6×1013 μg/kg)组共7名患者, 其中6
名患者1年内FVIII水平>50%[25]。这些早期的研究结

果为多个研究小组和公司进一步开发血友病基因治

疗产品奠定了基础。

近年来, 血友病基因治疗行业蓬勃发展, 临床

试验受试者数目正迅速攀升。目前, 已有42项关

于血友病基因治疗的临床试验已经或正在进行中

(clinicaltrails.gov, 截至2021年10月)。不同研究间的

主要差异在于AAV衣壳的选择、载体基因组的配置、

表达盒的设计和载体制造方法(哺乳动物系统和昆

虫细胞–杆状病毒方法)。
我国基因治疗的研究紧追其上, 中国医学科学

院血液病医院于2019年开展了中国首个AAV血友

病B基因治疗临床试验(NCT04135300)。该研究已

完成全部10例受试者入组, 均接受BBM-H901治疗

(5×1012 μg/kg, 单次静脉滴注)。检测受试者FIX活性

情况表明, BBM-H901在输注1天后起效。目前的研

究数据表明, BBM-H901是安全的, 对肝肾功能影响不

大, 不影响生育能力, 输注2个月后在精液中检测不到

AAV载体(尚未报道)。另外, 该团队已全面开展血友

病A基因治疗临床试验(NCT04728841)的招募工作, 目
前已经有3例患者入组, FVIII水平显著提高。

2   AAV载体介导的血友病基因治疗
目前全球血友病基因治疗的研究集中在病毒

载体, 特别是rAAV载体。AAV是一类结构简单的单

链DNA缺陷型病毒, 需要辅助病毒(通常是腺病毒或

疱疹病毒)参与复制, 目前研究认为AAV不会导致任

何人类疾病的发生[26]。它具有多种血清型, 能够感

染几乎所有类型的组织, 包括非分裂细胞。与腺病

毒不同, AAV极少引起强烈的免疫反应[27]。rAAV源

于野生型AAV, 具有安全性高、宿主应用范围广和

在体内表达时间长等特点, 成为当前最有前景的血

友病体内基因治疗载体。

2.1   作用机制

肝脏是血友病基因治疗首选靶器官, 其独特

的生理功能有利于载体高效转导和蛋白全身分泌。

FIX在肝细胞合成, 这可能为血友病B患者提供更多

的益处[28]。在成熟的成人肝脏中, 少于2%的肝细胞

处于活跃分裂状态, 由于细胞更新率低, AAV转导后

有望获得持久的治疗效果[29]。

携带F8或F9基因的rAAV载体经静脉给药后, 
通过内吞作用进入肝细胞, 以游离形式存在于肝细

胞核中并产生mRNA, 后者被翻译成功能性FVIII或
FIX蛋白。蛋白质在内质网和高尔基体中加工最终

被释放到循环中。AAV F8和F9基因转移似乎是安

全有效的, 受试者出血事件和凝血因子使用率降幅

超过90%[18,25]。

2.2   治疗后潜在的风险

AAV载体基因转移存在一定的潜在风险, 包括

免疫原性、肝毒性、基因毒性、插入突变、转基因

变异性和有限的持久性等。表1列出了AAV载体设

计时需考虑的内容。

除了临床常见的肝毒性, 血栓性微血管病等新

的风险也逐渐显现, 其发生可能是由先天免疫系统

补体途径过度激活驱动的, 再次强调了AAV载体免

疫反应的风险[30]。2021年9月, Astellas公司在X连锁

肌管性肌病的AT132试验中报告了第4例死亡病例

(https://www.astellas.com/en/news/17161)。由于基因

治疗可能诱发癌症, 美国FDA停止了Biomarin公司

BMN307治疗苯丙酮尿症的I/II期临床试验(https://
investors.biomarin.com/2021-09-06-U-S-FDA-Placed-
a-Clinical-Hold-on-BMN-307-Phearless-Phase-
1-2-Gene-Therapy-Study-in-Adults-with-PKU-Based-
on-Interim-Pre-clinical-Study-Findings)。虽然迄今为

止大多数基因治疗临床试验的结果令人欣慰, 但这

些风险不容忽视。

肝毒性是AAV基因治疗临床上观察到的最常

见的不良反应。AAV基因治疗早期首要问题之一是
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宿主针对转导病毒肝细胞的免疫反应[17]。既往研究

发现肝酶[天冬氨酸转氨酶(aspartate aminotransfer-
ase, AST)和丙氨酸转氨酶(alanine aminotransferase, 
ALT)]的表达水平升高常伴有血液循环中AAV衣壳

特异性T细胞数量的增加, 推测两者可能具有一定相

关性[34]。如果基因转移后8周内出现肝酶水平升高, 
可使用糖皮质激素或免疫抑制剂能够减弱这种反应。

在某些情况下, 使用短期泼尼松龙可以控制转氨酶水

平升高, 目前并没有后期复发或持续性肝细胞损伤的

证据, 肝酶表达水平降低的过程似乎是一种自限性现

象。由于无法在动物模型中重现这种毒性, 转氨酶水

平升高的确切病理生理学机制目前仍不清楚[23,35]。既

往研究表明, AAV基因治疗后转氨酶表达量的增加取

决于载体剂量和CpG基序的数量[36-37], 与AAV衣壳类

型、基因组配置、转基因启动子和载体生产方法无关。

AAV载体肝脏基因治疗的潜在风险还包括插

入突变引起的基因毒性。AAV载体输注剂量很高, 
即使在基因组中整合比例很低仍要引起人们重视。

在一项以狗为模型的AAV基因治疗试验中已证实

肝细胞克隆性扩增与其有关[38]。尽管AAV被认为是

非整合型载体, 有研究在新生小鼠中观察到了AAV
相关的肝细胞癌, 测序发现AAV整合在肝癌细胞的

特定基因组区域[39]。然而, AAV治疗后的成年小鼠

每个细胞AAV拷贝数很低且未发现肝癌, 推测新生

小鼠活跃的细胞分裂可能是肝癌发生的诱因, 而不

是由于插入突变。1名慢性乙肝和丙肝感染的成年

血友病B患者在静脉注射AAV5-hFIX Padua治疗后, 
随访过程中发现该患者患上肝癌, 但在肿瘤细胞中

并未检测到AAV载体整合[40]。有报道发现, 野生型

AAV2基因组片段整合在少部分人肝癌样本原癌基

因附近[41]。因此, 对血友病患者肝组织进行AAV整

合位点分析将有助于评估AAV肝脏基因治疗在高危

人群中的整合概率和发生肝癌的风险。另外, 针对

AAV基因疗法的潜在致癌风险需要进行更仔细的长

期监测。

2.3   目前研究的主要障碍

即使宿主不存在针对载体的免疫反应, 凝血因

子的表达水平仍可能很低, 特别是血友病A基因治

表1   AAV载体设计需要考虑的内容

Table 1   Considerations for AAV vector design
目标

Goal
理想属性

Ideal properties

Target tissues for optimal therapeutic 
benefit 

A vector that shows a high predilection for target tissue, or tissue tropism, and 
also limits off-target specificity [31]

Tissue-specific promoters may be incorporated into the expression cassette to 
increase tissue specificity

Posttranscriptional regulation can decrease off-target tissue expression [32]

Achieve optimal therapeutic transgene 
expression levels

Adequate levels of transgene expression for optimized health and well-being

Durable transgene expression

Limit or control host immune response to 
the vector

Preexisting host Nabs are either not present or, if present, are low enough to 
avoid blocking transduction or causing a life-threatening immunologic response 

Host cellular-immune response to vector is minimized, and if a cellular-im-
mune response does occur, it is adequately controlled by immune suppression, 
with the goal of preserving expression of the therapeutic protein [33]

Minimize the risk of vector-associated 
genotoxicity

Vector does not cause insertional mutagenesis, caused by the disruption of host 
genes at the integration site, which could lead to cancer

Vector-encoded regulatory elements, such as promoters, do not activate expres-
sion of oncogenes following genomic integration

Achieve therapeutic safety Vectors are designed to minimize innate immunogenicity

Capsid and expression cassette efficiency for each application are maximized to 
minimize the vector dose required 

Optimize CMC Rigorous QC of components to ensure consistency and safety of the gene 
therapy product

Optimized manufacturing processes to ensure high purity and high yields of 
clinical vectors

CMC: 化学、生产和控制; QC: 质量控制。

CMC: chemistry, manufacturing, and controls; QC: quality control.
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疗。此原因可能是FVIII通常在肝窦内皮细胞中产

生[42], 而不是在肝细胞中。提高FVIII表达水平的方

法包括: 载体中引入肝脏特异性启动子和增强子、

优化密码子以及减少转基因的CpG含量等。部分载

体优化方法可能由于肝细胞内质网应激导致肝酶水

平升高。已有研究者在血友病A小鼠细胞系中观察

到FVIII错误折叠, FVIII在内质网中呈淀粉样球形聚

集[43], 但目前并无这一现象的体内证据。既往已有

以高于临床试验使用剂量的AAV输注导致受试者死

亡的病例, 其原因是否与AAV整合、表达蛋白的分

子状态或AAV复制中间体有关, 目前仍不清楚。

20%~70%的血友病患者预先存在针对特定

AAV血清型的中和性抗体(neutralizing anti-AAV an-
tibody, NAb), 且血清阳性率随着年龄和血浆制品暴

露时间的增加而增加[44]。临床前研究证明了体液

免疫能够阻止AAV成功转导到肝细胞[45-46], 这将阻

碍AAV有效的基因转移。目前预先存在抗体的患

者已被排除在基因治疗试验之外, 但NAb的存在是

基因治疗对血友病患者普遍适用的主要限制。在

动物模型中改变AAV血清型能够有效避免NAb的
产生[47], 然而由于NAb的交叉反应性, 这种方法并

不适用于人类。通过免疫抑制剂、血浆置换、增

加载体剂量或增加空衣壳等方法可能会减少NAb
的阻碍[48]。

基因表达的异质性和持久性与载体剂量、载

体血清型、启动子的组织特异性、转基因的效力

和宿主差异有关。F9-Padua变体可以使用相对较低

剂量的载体[49], 但目前没有相应的F8变体, 因此, F8
基因表达的异质性和随载体剂量增加的潜在毒性

仍然是需要考虑的问题。接受了AAV-F8基因治疗

的血友病A受试者5年后FVIII水平下降超过50%[25], 
表明AAV血友病基因治疗基因表达的持久性仍是

一项挑战。

3   结论与展望
如何获得血友病基因治疗的最佳疗效以及其

安全性是目前科学家们关注的重点, 未来的研究方

向将集中在AAV基因载体设计上, 以最大限度地减

少免疫原性、减少宿主免疫反应并避免靶器官毒性

和基因毒性。随着研究的不断发展, 血友病基因治

疗有望实现安全、高效和持久的FVIII和FIX因子表

达, 并成为血友病患者未来的标准治疗方法。
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