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摘　要　血友病是由于人体内缺乏相应凝血因子造成的凝血障碍，目前主要利用基因重组技术在不同细胞中表达重
组凝血因子Ⅶ（Ⅶ因子）从而对血友患者出血进行治疗。为有效提高重组Ⅶ因子的产量及活性，已有研究者尝试利用不同
真核表达系统合成重组Ⅶ因子，如ＢＨＫ细胞、ＣＨＯ细胞、昆虫细胞和鱼胚胎等。同时，不同外源功能性基因对重组Ⅶ因子
活性和翻译后修饰对表达产量的影响也通过不同方法进行探究。本文从Ⅶ因子在凝血途径中的作用、重组表达重组Ⅶ因
子和翻译后修饰对合成的影响３个方面对重组Ⅶ因子表达和合成机制研究进行了综述。
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　　血友病（ｈｅｍｏｐｈｉｌｉａ）是一种遗传性凝血功能障
碍的出血性疾病，患者由于凝血因子基因突变而导

致凝血因子浓度下降或缺乏，从而造成凝血时间延

长、轻微创伤后有出血倾向性。临床上根据缺乏凝

血因子的种类将血友病分为血友病Ａ（凝血因子Ⅷ
缺乏症）和血友病Ｂ（凝血因子Ⅸ缺乏症），由于凝
血因子Ⅷ（Ⅷ因子）和凝血因子Ⅸ（Ⅸ因子）的编码
基因位于Ｘ染色体上，因此大多数血友病患者分
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布于男性，男性人群中血友病 Ａ和 Ｂ的发病率分
别为１／５０００和１／３００００。对于血友病患者除利
用患者缺少的凝血因子进行治疗外，凝血因子Ⅶ
（Ⅶ因子）也被证明可有效治疗血友病患者的出血
等症状。Ⅶ因子不但可以治疗血友病，同时还对临
床中急性创伤及出血和Ⅶ因子缺乏症等具有良好
的治疗效果，因此在世界市场中的价格和销售份额

居高不下。目前国内所需Ⅶ因子皆需从国外进口，
由于生产和制备Ⅶ因子具有较高的经济价值，因此
国内已开展重组生产Ⅶ因子的相关研究，但目前国
内的相关研究仍处于初步阶段，因此本文对近年来

国际重组表达Ⅶ因子的研究工作进行综合。

!

　Ⅶ因子的凝血机制及其应用

１１　传统的凝血机制
血液凝固是指血液由流动状态转变为凝固状

态的过程，此过程的发生是由一系列被激活的凝血

因子催化，形成凝血酶使血液中的纤维蛋白原形成

纤维蛋白，最终使血液形成血凝块达到止血的目

的。最早在２０世纪６０年代，凝血过程被认为是一
个通过依次激活不同酶原凝结因子最终形成具有

催化活性的凝血酶的机制［１］。但后来发现之前认

为是酶的凝血因子其实是辅酶因子（如Ⅴ因子是
Ⅹ因子的辅酶因子），并且Ⅵ因子本身是活化的Ⅴ
因子，因此依据起始点的不同形成了内源性和外源

性两种凝血途径。内源性和外源性凝血途径共有

活化Ⅹ因子催化凝血酶原形成凝血酶并最终凝血
的途径，但在之前激活Ⅹ因子的途径上有所不同。
内源性凝血途径包含了所有血液中循环的凝血因

子，由Ⅻ因子在激肽释放酶原和高分子量激肽原的
催化下转化为活化状态而开启凝血级联反应，通过

依次激活Ⅺ因子、Ⅸ因子和Ⅷ因子，最后由活化的
Ⅸ因子和Ⅷ因子的结合物激活Ⅹ因子。外源性途
径由暴露于血液中的组织因子与Ⅶ因子结合形成
复合物，催化Ⅹ因子转化为活性形式的Ⅹ因子，因
此在较长时间内认为Ⅶ因子开启的外源性途径可
以部分替代内源性途径达到治疗血友病患者出血

的目的。

１２　修订的凝血机制
随着近年来对凝血过程研究的不断深入，一些

实验结果对内源性和外源性凝血途径提出了质疑，

如内源性途径中重要的Ⅻ因子、ＰＫ和 ＨＭＫ的缺

乏并不会导致患者的出血倾向，Ⅷ因子和Ⅸ因子与
Ⅶ因子的缺乏不能由外源性或内源性途径所补
充［２］。目前，体外模型实验和对组织因子的深入

研究更新了人们对凝血机制的认识，发现Ⅶ因子和
组织因子对整个凝血过程有着重要的作用［３－４］。

在新的凝血机制中，凝血过程初期主要发生在组织

因子生成细胞上，内皮损伤后组织因子暴露于血液

中，与活化的Ⅶ因子结合形成复合物激活Ⅹ因子，
活化的Ⅹ因子激活Ⅴ因子并与活化的Ⅴ因子形成
Ⅹａ／Ⅴａ复合物，最终在初期将少量的凝血酶原（Ⅱ
因子）转化为凝血酶。初期形成的活化凝血因子

和凝血酶分布于组织因子生成细胞周围，由于形成

的凝血酶较少，并不参与凝血过程中纤维蛋白原转

化为纤维蛋白，而是激活大量血小板，同时激活Ⅴ、
Ⅷ和Ⅺ因子。凝血的第２个阶段发生在血小板表
面，作为辅酶的活化的Ⅴ因子和Ⅷ因子结合于血小
板表面并分别与活化的Ⅹ因子和Ⅸ因子结合，活化
的Ⅺ因子可以激活大量的Ⅸ因子以形成Ⅷａ／Ⅸａ复
合物，从而激活大量的活化Ⅹ因子形成更多的Ⅹａ／
Ⅴａ复合物即凝血酶原酶，该酶催化凝血酶原形成
充足的凝血酶使纤维蛋白原转化为纤维蛋白，从而

形成血栓而达到凝血的目的。

１３　Ⅶ因子对血友病的治疗
血友病是由于缺少Ⅷ因子或Ⅺ因子基因所造

成的凝血性障碍，根据体内Ⅷ因子和Ⅸ因子的不同
浓度，将血友病分为不同级别：低于１ＩＵ／ｄＬ为重
度血友病，１～５ＩＵ／ｄＬ之间和高于５ＩＵ／ｄＬ分别为
中度和轻度血友病［５］。早期血友病的治疗通过提

取浓缩血液中的Ⅷ因子或Ⅺ因子，但会造成部分血
友病患者体内产生抗体抑制剂，引起浓缩剂部分或

全部失效，导致严重的并发症［６－７］。对于体内含有

抗体性抑制剂的血友病患者，可采用提高浓缩剂的

剂量或吸附去除抗体抑制剂的方法，但仍具有较大

的局限性［８］。在利用活化凝血酶原复合物浓缩剂

（ＡＰＣＣ）治疗血友病取得良好效果的基础上，对其
中起主要凝血作用的物质进行分析后发现发现Ⅶ
因子起重要作用［９－１１］。在后来的临床试验中发

现，无论对于是否体内含有抗体抑制剂的血友病患

者，Ⅶ因子都取得了良好的治疗效果［１２－１３］。

在考察Ⅶ因子对血友病患者凝血机制的体外
试验中发现，体外注射的活化的Ⅶ因子直接与凝血
初期形成的激活的血小板结合，在缺乏Ⅷ／Ⅸ复合
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物的情况下，活化的Ⅶ因子仍可在血小板表面激活
生成少量的Ⅹａ因子从而生成大量的凝血酶［１４－１６］，

同时通过增加激活凝血酶激活的纤溶抑制物

（ＴＡＦＩ）或恢复纤维蛋白渗透性，延长凝块溶解时
间达到凝血的目的［１７－１８］。因此活化的Ⅶ因子对血
友病的治疗，主要是通过在血小板表面催化形成

Ⅹａ因子，同时激活 ＴＡＦＩ和形成紧密的纤维蛋白
栓子［１５］。

"

　重组Ⅶ因子的表达

２１　早期重组Ⅶ因子表达的研究
由于Ⅶ因子对血友病及急性出血具有良好

的治疗效果，因此如何有效大规模生产Ⅶ因子成
为学者研究的热点。传统Ⅶ因子制剂是从血浆
中提取，但由于血液中Ⅶ因子浓度较低（０５～
２０μｇ／ｍＬ），并且血液制品会带来多种病症的交
叉感染，因此利用基因技术大量生产重组Ⅶ因子成
为可靠的选择。１９８６年，Ｈａｇｅｎ等［１９］从人肝脏细

胞和ＨｅｐＧ２细胞中分别得到Ⅶ因子的编码基因，
并对Ⅶ因子的结构、性质和翻译后修饰等方面进行
了研究，加深了对Ⅶ因子的认识。同年，在冷泉港
会议中Ｂｅｒｋｎｅｒ等［２０］报告了在ＢＨＫ细胞中表达人
源Ⅶ因子的工作，从而建立了利用哺乳动物细胞生
产Ⅶ因子的方法，对重组Ⅶ因子和血浆来源Ⅶ因子
的结构进行比较分析后发现，仅在翻译后修饰中的

γ羧基化修饰和Ｎ糖基化糖链组成有微小差异，这
种差异并不影响其功能的发挥［２１］。在体外模型中

比较激活的血浆来源Ⅶ因子与重组Ⅶ因子对血浆
的凝血效果后发现，两者都可以缩短体外血友病血

浆的ＡＰＴＴ，同时对未携带及携带有抑制剂的血友
病患者都具有治疗作用，这些结果使激活的重组Ⅶ
因子用于临床治疗成为可能［２２］。

２２　具有活性的重组Ⅶ因子的表达
早期成功在ＢＨＫ细胞中表达重组Ⅶ因子后，

近年来研究者尝试了多种其他表达体系，其中

ＣＨＯ细胞（Ｃｈｉｎｅｓｅｈａｍｓｔｅｒｏｖａｒｙｃｅｌｌ）是其中重要
的表达细胞。ＣＨＯ细胞在药物蛋白的表达方面受
到越来越多的关注，主要是由于其具有诸多优点：

ＣＨＯ细胞具有安全性和易于发酵控制；易于适应
无血清悬浮培养；对药物蛋白的翻译后修饰可用于

人体；细胞高密度发酵技术成熟，蛋白表达量较高

等［２３－２４］。由于 ＣＨＯ具有上述优点，因此 Ｂｅｒｋｎｅｒ

等［２５］在之后的研究中尝试在 ＣＨＯ中表达重组Ⅶ
因子。在ＣＨＯ中表达外源蛋白主要通过插入 ｎｅｏ
抗性基因或利用二氢叶酸脱氢酶（ＤＨＦＲ）缺陷型
进行筛选，ＫｅｍｂａｌｌＣｏｏｋ等［２６］构建了同时具有 ｎｅｏ
抗性和ＤＨＦＲ缺陷型的质粒在ＣＨＯ细胞中表达重
组Ⅶ因子，无血清培养基中发酵后得到的重组Ⅶ因
子，经过分析后证实得到了具有生物活性的重组Ⅶ
因子。一般细胞表达得到的重组Ⅶ因子是以酶原
形式存在的，在制成制剂前需要通过激活的Ⅹ因子
将重组Ⅶ因子激活，因此目前研究者不仅仅关注于
重组Ⅶ因子的产量，还在表达Ⅶ因子的同时共表达
其他蛋白，直接得到具有活性的Ⅶ因子。Ｈｅｐｓｉｎ
是一种跨膜丝氨酸蛋白酶，在体内多种器官如肝

脏、肾脏和胰腺等中都有表达，Ｋａｚａｍａ等［２７］在

ＢＨＫ细胞表面表达Ｈｅｐｓｉｎ后分别与多种凝血相关
蛋白，如Ⅶ因子、Ⅸ因子、Ⅹ因子、凝血酶原等一起
培养，发现其中仅有Ⅶ因子被激活，当ＢＨＫ中缺少
Ｈｅｐｓｉｎ表达基因时Ⅶ因子未被激活。由于 Ｈｅｐｓｉｎ
对Ⅶ因子专一的激活特性，因此有研究者将Ｈｅｐｓｉｎ
与Ⅶ因子共同在 ＣＨＯ细胞中表达，使分泌到培养
基中的Ⅶ因子经 Ｈｅｐｓｉｎ激活后直接得到活化的
Ⅶ因子，免疫印迹结果显示发酵液中同时存在活
化和未活化的Ⅶ因子［２８］。近年来，中国国内学者

也开始研究表达Ⅶ因子的工作，林方昭等［２９－３０］在

ＣＨＯ细胞中表达并得到重组Ⅶ因子，产量达到
０３μｇ／ｍＬ。
２３　ＣＨＯ细胞外重组Ⅶ因子表达体系

除ＣＨＯ细胞外，研究者还尝试其他细胞和方
法表达重组Ⅶ因子。在Ⅶ因子合成过程中，需要对
其Ｇｌａ区中的１０个谷氨酸进行 γ羧基化，不完全
的γ羧基化会直接影响表达的重组Ⅶ因子的活
性，因此有研究者将Ⅶ因子与催化 γ羧基化相关
的ＶＫＯＲＣ１共同在 ＨＥＫ２９３细胞中表达，同时利
用ＲＮＡ干扰技术沉默抑制γ羧基化酶活性的蛋白
ｃａｌｕｍｅｎｉｎ，将修饰完全的重组Ⅶ因子表达量由９％
提高至 ６８％［３１］。Ｍｉｒｚａａｈｍａｄｉ等［３２］在蜥蜴 Ｌｅｉｓｈ
ｍａｎｉａ细胞中表达重组Ⅶ因子并检测其活性，证实
在昆虫细胞中具有表达重组Ⅶ因子的可行性。然
而昆虫细胞与哺乳动物细胞具有一定的差异，因此

在表达外源蛋白时还需考察细胞对蛋白翻译后修

饰的影响。昆虫细胞 Ｓｐｏｄｏｐｔｅｒａｆｒｕｇｉｐｅｒｄａ缺乏表
达γ羧基化酶的能力，而维生素Ｋ依赖蛋白需要γ

５２６



学 报　ＪｏｕｒｎａｌｏｆＣｈｉｎａＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　２０１５，４６（５）：６２３－６２８ 第４６卷

羧基化酶完成 γ羧基化使其具有生物活性，因此
研究人员通过与重组Ⅶ因子共表达人 γ羧基化酶
来解决这一问题，最终得到了具有生物活性的重组

Ⅶ因子［３３］。除了利用多种细胞表达重组Ⅶ因子
外，还有研究尝试在转基因动物中进行表达，

Ｈｗａｎｇ等［３４］利用基因微注射技术将含有Ⅶ因子编
码基因的质粒注入至斑马鱼、非洲鲶鱼和罗非鱼的

成熟鱼卵中，多种检测方法结果表明在所有实验的

鱼胚胎中都有重组Ⅶ因子的表达，其中罗非鱼胚胎
中得到的重组Ⅶ因子平均浓度达到２１４７ｎｇ／ｍＬ，
此研究为表达重组Ⅶ因子提供了其他选择。

#

　重组Ⅶ因子在 89:

细胞中合成的机制

经过多年的研究，人们已对Ⅶ因子的结构有深
入的了解，Ⅶ因子由４０６个氨基酸组成，可在蛋白
酶的催化下在１５２～１５３位点切为轻链和重链，两
条链由１３５～２６２之间的二硫键连接，轻链中包括
富含γ羧基化位点的Ｇｌａ区、与上皮生长因子相似
的ＥＧＦ１和 ＥＧＦ２区和 ＣＲ区，重链主要为Ⅶ因子
的催化区域。Ⅶ因子的分子修饰包括 γ羧基化和
Ｎ、Ｏ糖基化，Ｇｌａ区包含１０个 γ羧基化位点，Ｎ糖
基化位点为ＣＲ区的 Ｎ１４５和重链上的 Ｎ３２２，而 Ｏ
糖基化位点为 ＥＧＦ１区的 Ｓｅｒ５２和 Ｓｅｒ６０。由于上
述修饰对Ⅶ因子活性有重要的影响，因此有诸多学
者针对合成过程中修饰对合成的影响展开了研究。

３１　重组Ⅶ因子中Ｎ糖基化的差异
脉冲追踪技术可以分析和检测分子在细胞内

的合成过程，诺和诺德公司的研究人员利用该技术

研究了Ⅶ因子在 ＣＨＯ细胞中的合成过程，并对合
成过程中分子的修饰情况进行了阐述。Ｂｏｌｔ等［３５］

在研究Ⅶ因子的Ｎ糖基化发现Ｎ１４５和Ｎ３２２位点
的糖基化方式不同，胞内合成的Ⅶ因子显示为两条
相对分子质量不同的条带，经蛋白糖苷酶 ＰＮＧａｓｅ
Ｆ处理形成相对分子质量低于上述两条带的单一
条带，同时随着时间变化两条条带合并为同一条

带，表明两条条带是由Ⅶ因子蛋白糖基化修饰水平
不同引起的。为研究Ｎ１４５和Ｎ３２２位点的糖基化
方式，在 ＣＨＯ中表达的Ⅶ因子中的 Ｎ１４５和 Ｎ３２２
分别替换为谷氨酰胺，发现仅缺少 Ｎ１４５的Ⅶ因子
在胞内形成两条相对分子质量不同的条带，但未见

于缺少Ｎ３２２的Ⅶ因子中，因此认为Ⅶ因子中Ｎ１４５
位点的糖基化是伴随翻译过程进行，而 Ｎ３２２则是

在ＥＲ上翻译后修饰后完成的。之所以Ｎ３２２糖基
化相比Ｎ１４５要缓慢的多，可能是因为翻译后形成
的重组Ⅶ因子蛋白构象并不适于 Ｎ３２２的糖基化，
因此需要改变构象使 Ｎ３２２糖基化位点更适于寡
糖转移酶的催化。

３２　翻译后修饰对重组Ⅶ因子表达的影响
为研究Ⅶ因子糖基化和蛋白前肽对合成的影

响，Ｂｏｌｔ等［３６］将Ⅶ因子中的 Ｎ和 Ｏ糖基化位点氨
基酸分别替换为谷氨酰胺和丙氨酸，结果发现分别

替换Ｎ或Ｏ糖基化位点氨基酸会导致Ⅶ因子表达
水平下降８０％，同时替换 Ｎ和 Ｏ糖基化位点氨基
酸会下降９６７％左右，并且４个糖基化位点氨基
酸中任何一个氨基酸的替换都会导致不同程度的

Ⅶ因子表达水平下降和降解。表达Ⅶ因子的 ＣＨＯ
细胞在经华法令和缺少维生素 Ｋ条件下阻断 γ羧
基化的进行后发现，未完成的 γ羧基化会导致胞
内Ⅶ因子的减少和胞外分泌Ⅶ因子比例失衡，经添
加胞内蛋白酶体和溶酶体抑制剂后增加了胞内检

测到的Ⅶ因子，表明 γ羧基化的阻断会导致未完
成γ羧基化的Ⅶ因子胞内的降解，同时引起胞外
分泌水平的降低，此结果说明了 γ羧基化对Ⅶ因
子合成的重要性。与此相对的是，前肽对Ⅶ因子表
达并无明显影响，通过加入Ⅶ因子前肽切除蛋白
ｆｕｒｉｎ的抑制剂使合成的Ⅶ因子保留前肽，发现无
论是胞内还是胞外，与未添加 ｆｕｒｉｎ抑制剂的结果
无明显差异。

３３　限制重组Ⅶ因子表达量提高的因素
Ｂｏｌｔ等［３７］为研究限制Ⅶ因子重组表达的瓶

颈，在对Ⅶ因子合成过程进行分析后发现，Ⅶ因子
中Ｎ３２２糖基化是在内质网中完成，同时分子伴侣
ＧＲＰ７８参与蛋白折叠。在之前的研究中作者已经
推测 Ｎ３２２的糖基化与蛋白的折叠可能是同时进
行［３５］，因此Ｎ３２２糖基化速度较慢成为限制Ⅶ因子
的合成速度。除糖基化外，γ羧基化是Ⅶ因子的另
一个重要修饰，经脉冲追踪和免疫沉淀分析发现，

胞外分泌得到的Ⅶ因子蛋白皆为糖基化和 γ羧基
化修饰完全，阻断 γ羧基化后形成的大量未修饰
蛋白积累于胞内并被降解并有少部分被分泌于胞

外，而Ⅶ因子在胞内内质网中完成 γ羧基化大约
需要３ｈ以上，因此是否完成γ羧基化是Ⅶ因子转
运出ＥＲ的重要条件，也是Ⅶ因子合成的主要限速
步骤［３７］。此外，在胞内发现了单一 Ｎ糖基化修饰
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的Ⅶ因子蛋白，说明 Ｎ３２２糖基化是否完成并非Ⅶ
因子γ羧基化的前提条件，因此 γ羧基化过程缓
慢主要是增加Ⅶ因子在ＥＲ中的停留时间，以使其
更加充分的折叠和 Ｎ３２２糖基化，未完成修饰的蛋
白随即在胞内降解以保证分泌于胞外的蛋白皆修

饰完全。在分析Ｎ３２２糖基化时发现，胞内合成的
Ⅶ因子可被ＥｎｄｏＨ去除Ｎ糖基化的糖链，但分泌
于胞外的Ⅶ因子对 ＥｎｄｏＨ具有抗性，这是由于Ⅶ
因子在转运出 ＥＲ后进入高尔基体进行添加其他
糖链的修饰，因此蛋白具有ＥｎｄｏＨ抗性，在赌胞内
进行柠檬酸钡沉淀时发现，所有完成 γ羧基化的
Ⅶ因子蛋白都具有 ＥｎｄｏＨ抗性，表明Ⅶ因子在 γ
羧基化完成后立即进入高尔基体，因此在Ⅶ因子合
成过程中至少存在 Ｎ糖基化修饰与蛋白折叠和 γ
羧基化两个瓶颈。

$

　结　语

随着研究者对重组Ⅶ因子研究的不断深入，该
药物除应用于血友病治疗之外，已在临床中有了更

为广泛的应用。作为一种生物药剂，重组Ⅶ因子合
成过程的深入研究，有助于开发相应的策略和技术

手段降低生产成本，有效降低治疗病人所需费用，

使其拥有更为广泛的应用前景。
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·本 刊 讯·

《中国药科大学学报》入选中国药学双核心期刊方阵

近期，本刊连续收到北京大学《中文核心期刊要目总览》（２０１４年版）编委会和中国科学引文数据库（ＣＳＣＤ）（核心
库）的通知，《中国药科大学学报》先后被这两个核心库收录，在《中文核心期刊要目总览》中位列药学类核心期刊第５
名，全国仅９家药学期刊同时入围。

表１　中国中文核心期刊（北京大学）和ＣＳＣＤ核心库药学期刊名单（９种）

期刊名称 ＩＳＳＮ 出版地

药物分析杂志 ０２５４１７９３ 北京

药学学报 ０５１３４８７０ 北京

中国临床药理学杂志 １００１６８２１ 北京

中国新药与临床杂志 １００７７６６９ 上海

中国药科大学学报 １０００５０４８ 南京

中国药理学通报 １００１１９７８ 合肥

中国药理学与毒理学杂志 １０００３００２ 北京

中国药学杂志 １００１２４９４ 北京

中国医药工业杂志 １００１８２５５ 上海

（本刊讯）
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