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血友病鼠模型的构建及研究进展

李　 杰1, 闫振宇1,2∗

(1.华北理工大学,河北 唐山 063000;2.华北理工大学附属医院,河北 唐山 063000)

　 　 【摘要】 　 血友病是一种单基因遗传性疾病,主要发病机制为编码凝血因子的基因突变所导致凝血因子减少。
临床表现为反复出血,严重时可危及生命,尚不能治愈。 目前正在研究的基因治疗则具有治愈血友病的可能。 在

基因治疗的研究中,动物模型是必不可少的基础支持条件。 血友病鼠模型因其自身特点,如便于运输,研究费用少

于其它大型动物等,在众多动物模型中脱颖而出,成为血友病动物模型研究的热点。 血友病鼠模型的构建经过 20
多年的历程,逐渐成熟。 极大地促进了血友病基因治疗的发展,现就血友病鼠的构建及研究进展予以综述。
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Construction and research progress of hemophilia mouse models
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(1. North China University of Science and Technology, Tangshan 063000, China.
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　 　 【Abstract】　 Hemophilia is a monogenic hereditary disease whose pathogenesis includes the reduction of coagulation
factors caused by mutations in genes encoding coagulation factors. The clinical manifestation of this disease is recurrent
bleeding, which can be life-threatening in severe cases and cannot be cured. Currently, gene therapy might have the
potential to cure hemophilia. In gene therapy research, animal models are commonly used. The mouse hemophilia model is
useful because of its convenience for transportation and lower research costs when compared with other large animal models.
It has become a hot spot for research using animal hemophilia models. After more than 20 years of development, technology
to generate a mouse hemophilia model has gradually matured. The aim of this paper is to summarize the research progress in
generation of a mouse hemophilia model.
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　 　 血友病 (hemophilia) 是由编码凝血因子 VIII
(coagulation factor VIII,FVIII)和(或)凝血因子 IX
(coagulation factor IX,FIX)的基因突变,引起的一组

X 连锁隐性遗传性疾病。 这种遗传缺陷引起体内

FVIII 和(或)FIX 的缺乏或者功能缺陷,从而导致体

内凝血功能障碍,严重威胁患者的生命健康[1]。 疾

病可 分 为 由 FVIII 功 能 异 常 导 致 的 血 友 病 A
(hemophilia A,HA)与由 FIX 异常所致的血友病 B
(hemophilia B,HB),绝大多数血友病患者为男性。
研究数据表明,在 5000 男性活婴中大约就有 1 人为

HA 患者[2]。 相比于 HA,HB 发病率较低,在男性中

发病率约为 1 / 25 000[3]。 血友病的临床表现主要为



反复出血及因血肿压迫所导致的躯体畸形等,严重

时可能因颅内部位出血导致患者面临生命危机。
该疾病目前尚无有效的治愈方法。 血友病的治疗

先后经历了从二战时期开始的全血及新鲜冰冻血

浆的输注,到冷沉淀,凝血酶原复合物及凝血因子

制剂等治疗手段。 但是这些血液制品等长期输注,
导致了血源性传染性疾病等发病几率的大大提高。
国外学者曾有报告[4-5],在 20 世纪 80 年代末的美

国,受污染的血液制品导致近 50%的血友病患者感

染艾滋病。 血浆源性凝血因子或基因重组凝血因

子的应用虽然可以降低血源性传染病发生的几率,
但是长期使用后体内易产生抗体,即抑制物。 这种

抑制物的产生,是替代治疗的严重并发症。 研究表

明,血友病患者体内抑制物的出现,将大幅度降低

输注 FVIII、FIX 制剂的治疗效果,患者出血频率增

加,出血症状较前明显加重,治疗更为困难[6]。 另

一方面高昂的费用使得终生预防性治疗难以广泛

开展[7-8]。 临床方面需要新的治疗手段来减少患者

疾病及经济负担,需要寻找治愈血友病的治疗方

法。 血友病作为单基因遗传性疾病中的一种,基因

治疗有望成为血友病患者凝血因子浓缩物的治愈

疗法,并在国际上得到广泛关注。
在基因治疗中,血友病动物模型的构建在治疗

研究中具有重要的基础支持作用。 血友病鼠模型

的构建成功,极大的促进了血友病基因治疗的研究

进展。 现就血友病鼠的构建及研究进展予以综述。

1　 血友病小鼠模型的初次构建

70 余年前,科学家在自然界中,发现了一种具

有类似血友病临床表型的狗,在发现之后,这种狗

经过保种、繁育直至 1989 年,基因技术有了一定进

展,才被证实这种狗因体内编码 FIX 的基因突变导

致该凝血因子活性丧失,其发病机制及临床病理方

面与人类 HB 极为类似,从而成为了血友病基因治

疗的动物模型[9]。
1998 年,Monahan 等 [10]发表文献,用这种天然

的血友病犬模型进行基因治疗的临床前动物试验,
获得了令人满意的结果。 但是考虑到这种动物模

型资源有限,价格高昂,并且在取材方面费时、费
力,这种血友病犬模型不能较为广泛的应用于实验

研究。 所以,需要进一步找寻或者是构建其它动物

模型,供应研究使用。 随着基因技术的发展,“基因

打靶”已成为一个热点。 所谓“基因打靶”是指通过

将目标细胞中的外源 DNA 和染色体 DNA 的同源序

列进行同源重组,从而达到修饰染色体上特定基因

的目的[11]。 这种基因修饰方法被广泛应用于研

究中。
早在 1992 年,Hooper 等[12] 通过应用小鼠胚胎

干细胞(embryonic stem cell,ES) 基因打靶技术,成
功地对小鼠基因组中的片段进行设计及修饰,并且

这种修饰后的基因在整体动物水平中得到表达,并
且在后代中仍可发现,表明其可以进行基因的传

递。 在此之后,有文献指出[13-14],依据基因打靶原

理,美国科学家使用 ES 细胞同源重组技术将 Neo 基

因分别插入编码小鼠 mFVIII 的基因外显子 16 和外

显子 17 的 3′末端,成功获得 HA 小鼠模型。
随后,国外学者使用基因敲除方法将 mFIX 基

因敲除,在 1997 年成功建立了 HB 小鼠模型[15]。
在同一时期,在血友病的基因治疗研究中,我国也

取得了巨大的研究进展[16-17]。 但是,这也要求适合

的血友病动物模型的产生,来进一步完善临床前实

验,评估基因治疗的安全性及有效性。 1998 年,戴
旭明等[18]根据基因打靶的基础原理,成功地构建针

对小鼠 mFIX 基因的基因打靶置换型载体 pMFIX
DEL,并于同年报道,利用该载体进行定向敲除小鼠

ES 细胞中 mFIX 基因,培育出缺乏 mFIX 小鼠,奠定

了建立 HB 的转基因小鼠模型的基础[19]。

2　 血友病小鼠模型特点的研究

随着血友病小鼠模型的构建成功,对于血友病

的基因治疗起了重要作用,同时研究人员也对这种

模型是否适用基因治疗,进行了探讨及深入研究,
最终证实其模型确实适用,并对于基因治疗具有极

大的推动潜能。 例如,我国学者于 1999 年发表文

献[20]指出,mFIX 基因剔除小鼠在繁殖过程中,没有

发现突变的基因具有重新回复为正常基因的趋势,
也没有观察到未被敲除的负责编码 mFIX 的基因部

分被 RNA 转录,并合成蛋白的现象,从而证明这种

基因剔除小鼠具有遗传稳定性。 同时在该研究中,
通过测得凝血功能及凝血因子活性结果,证实这种

血友病小鼠模型符合标准,适用于此后的深入研

究。 另外也指出,测量方式的正确选择对于指标的

判读非常重要。 孙伟等[21] 对于血友病鼠的饲养及

保种进行研究,他们经过 4 年的时间,通过对 mFIX
基因剔除小鼠采取选优法,并对于生长、繁殖及临

床表现等研究发现,这种动物模遗传符合孟德尔分
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离及自由组合定律,从而也证明了其遗传具有稳定

性的特点,为进一步的实验研究提供宝贵的证据。
此后,他们在 2003 年报道[22],经过 12 代血友病小

鼠模型的饲养及选育工作,建立了成熟的 mFIX 基

因剔除小鼠的近交系;在研究和充分观察血友病小

鼠模型的过程中,发现 mFIX 基因敲除小鼠具有低

离乳率和高死亡率,考虑与该动物模型本身有出血

倾向有关,指出在培育及饲养时,应将构建好的模

型小鼠放于单笼精心喂养。 该试验为以后的血友

病小鼠模型的研究提供了科学的数据支持,并提供

了该动物模型的选育及保种等方面的宝贵的实验

依据。

3　 血友病小鼠模型的改进

随着基因技术的不断发展,人们认识到,位于

不同区域的基因或者是不同类型的基因发生改变,
往往会产生不同类型的结果。 对于血友病这种疾

病来说,更是如此。 不同区域基因的变化导致凝血

因子产生过程中的相应异常,对于体内凝血因子的

活性及功能产生不同的影响。 这种情况可能造成

了血友病的临床治疗方面所遇到的种种问题。 这

些问题可能与患者的遗传差异导致的凝血因子表

型的不同有关[23-25]。
根据研究,血友病主要由点突变和基因缺失引

起[26-27]。 传统的小鼠血友病模型是基于基因打靶

原理,用同源重组载体代替大片段,利用大片段的

缺失造成 mFIX 基因的遗传缺陷[15]。 由此产生的

HB 小鼠模型通常不适合进一步的研究和应用,因
为 DNA 的大规模缺失导致对邻近基因的影响。 这

就要求要有新型的血友病动物模型的产生,以适应

研究进展。 车文良等[28] 于 2002 年指出,通过在

mFIX 基因剔除小鼠的基础上,对含 hFIX 基因的表

达载体引入点突变,在 mFIX 基因剔除小鼠受精卵

雄原核上导入线性化的 pMe4bAIXml 质粒(此质粒

为研究中通过采用体外定点突变技术制备的一种

含有 IX 基因的表达载体)。 在小鼠出生后,测定结

果显示小鼠体内含有目的基因,说明成功地构建出

了 HB 小鼠模型,这种动物模型是对于之前的传统

的基因打靶法构建血友病小鼠模型进行的改良。
尽管早在上世纪 90 年代,HA 小鼠模型就初次

构建成功,但是对于我国科学研究者来说,这种动

物模型在引进手续、费用等方方面面的问题制约着

国内研究的发展。 为此,我国学者努力尝试制备血

友病鼠模型。 并于 2010 年指出,成功构建了我国第

一例 HA 小鼠模型。 在实验研究中,匡颖等[29] 通过

采用 ET 克隆、胚胎干细胞同源重组和四倍体囊胚

补偿技术繁育小鼠后,测量各项指标,该动物模型

符合 HA 的临床表型,适用于 HA 的研究,这种 HA
小鼠模型的成功建立,为以后的研究创造了可靠的

实验支持条件,提供了可靠的实验依据,促进了基

因治疗的发展。
在此之后,随着各种技术展开,研究方面的深

入等, 逐 渐 出 现 了 以 锌 指 核 酸 酶 ( zinc-finger
nuclease,ZFN)为核心的基因编辑技术和以类转录

激活因子效应物核酸酶( transcription activator-like
effector nuclease,TALEN)为核心的基因编辑技术。
有研究指出,ZFN 基因编辑技术,因其设计复杂,脱
靶效应高等缺点,尚需完善[30]。

4　 锌指核酸酶技术构建血友病鼠模型

2014 年,国外学者指出[31],通过 ZFN 技术构建

了血友病大鼠模型,相比于血友病小鼠模型,其采

血量及自发性出血等方面的问题得到解决,推测其

适用于实验研究。 其后,在该鼠模型的基础上进行

其它有关血友病疾病等方面的深入展开。 2016 年,
Sørensen 等[32]指出,他们在血友病大鼠模型的基础

上构建出血友病性关节炎的动物模型,推动了血友

病性关节炎的进一步研究。 同年,Lövgren 等[33] 也

指出,在血友病大鼠中,关节出血将使应用 FVIII 制
剂时,抗体(即抑制物)的产生几率增加,进一步加

重疾病负担。 2018 年,Christensen 等[34] 在血友病关

节炎鼠模型的基础上进行研究,并指出血友病患者

关节软骨和骨退化,与血流有必要的相关性,而不

仅仅是炎症的影响。

5　 CRISPR / Cas 系统构建血友病鼠模型

CRISPR,全称为“ clustered regularly interspaced
short palindromic repeats”,是一种广泛地存在于细菌

及古细菌的基因组中的 DNA 重复序列; Cas 是

CRISPR 的临近的相关基因。 CRISPR 是 1987 年日

本学者[35]在研究大肠杆菌碱性磷酸酶基因时首次

发现的;其具有 14 个长度为 29 bp 的重复片段和 32
~33 bp 的非重复片段,这些片段以间隔的方式连接

以形成短回文重复序列结构。 但是当时限于种种

原因,未予重视,并没有深入的进行研究。 直到

2002 年 它 才 正 式 命 名 为 “ clustered regularly
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interspaced short palindromic repeats ”, 即

“CRISPR” [36]。 此后,对于 CRISPR 的研究逐渐开

展。 至 2013 年,CRISPR 作为一种基因编辑技术由

《Cell》报道出来,该技术称为“CRISPR / Cas9 介导的

打靶系统” [37]。 CRISPR / Cas9 系统原本是一种在长

期演化过程中形成的获得性免疫防御系统,经过人

工改造,CRISPR / CAS9 系统已成为以 RNA 导向的

基因组编辑技术;该系统可分为 I 型、II 型、III 型三

种类型[38-39]。 其中,II 型 CRISPR / CAS 系统由于其

相对简单的工作组成而广泛用于基因编辑或基因

沉默。 该技术对比于之前已有技术,具有着其自身

的优势。 在此之后,该技术被广泛应用于各个科学

的研究中[40-55]。
CRISPR / Cas 系统基因编辑技术的发展,对于

基因修饰小鼠模型的构建具有着极大的促进作用。
例如:2014 年,马元武等[56] 在研究胰岛素受体底物

1( IRS1)基因与代谢病之间的关系,通过 CRISPR /
Cas 系统构建成功 Irs1 基因敲除大鼠,为研究提供

了必要的动物模型。 2015 年白敏等[57] 指出,利用

CRISPR / Cas9 技术,成功构建了一种小鼠模型,这
种小鼠模型具有特定的位点突变。 同年,李彦锋

等[58]通过 CRISPR / Cas 系统靶向敲除 Fscb 基因,构
建成功 Fscb 基因敲除小鼠模型,为进一步研究

FSCB 蛋白在精子鞭毛运动和获能中的作用奠定了

基础。 王伟等[59]通过 CRISPR / Cas9 系统靶向敲除

技术成功建立了 Tlr3 基因敲除小鼠模型。 这些研

究指出 CRISPR / Cas 系统基因编辑技术在小鼠或者

是大鼠体内是可行的,提供了可行性的证明,同时

也为血友病鼠模型的构建改良提供了思路。 使研

究人员认识到可以应用 CRISPR / Cas 系统原理构建

血友病即凝血因子基因敲除小鼠。
汪启翰等[60] 于 2013 年提出应用 CRISPR / Cas

系统构建 HB 小鼠模型,在研究中,利用 CRISPR 系

统, 在 mFIX 基因第 8 外显子核心功能区设计一个

靶点,通过体外转录 Cas9 酶及 gRNA 并显微注射小

鼠单细胞期受精卵进行 mFIX 定点的基因编辑。 通

过测量各项指标,较为符合血友病表型。 紧随其

后,于 2015 年[61] 发表文献指出,依据 CRISPR / Cas
系统基因编辑技术,进行 mFIX 基因敲除,成功构建

的 HB 小鼠模型。 在此研究中, 也证实了减少

CRISPR / Cas 系统基因脱靶效应的方法,即通过对

Cas9 核酸酶蛋白的切割域进行突变,利用修饰型的

Cas9 核酸酶断裂 DNA 双链的其中一条链[62]。 2016

年,关玉婷[63] 发表文献,利用 CRISPR / Cas9 技术将

Cas9 基因、sgRNA 和 ssODN 注射到小鼠单细胞胚胎

中,成功构建了模拟病人新突变的点突变小鼠

F9Y381D。 同时还成功制备了 F9Y381S 突变小鼠及第

383 位氨基酸 突 变 为 终 止 密 码 子 的 敲 除 小 鼠

F9383STOP。 同年,常士伟[64] 指出,通过 CRISPR / Cas9
技术能够成功的制造出 FVIII 基因敲除即 HA 小鼠

模型。 这两个研究进一步证明 CRISPR / Cas9 技术

在血友病小鼠模型的制作中,具有着强大的执行力。

6　 总结及展望

血友病作为一种常见的血液性疾病,对于患者

极易造成躯体畸形,严重时甚至危及生命。 目前尚

无治愈方法,我国治疗手段主要为替代治疗,疗效

不持续,治疗费用高昂,我国患者绝大多数不能承

担终身性预防治疗。 其作为一种单基因遗传性疾

病,基因治疗是最有望成为其治愈的方法。 最早于

1987 年开始,国际上就有关于血友病基因治疗的研

究展开。 随着研究的深入开展,血友病动物模型成

为其不可或缺的一种必要条件。 即使在自然界种

存在天然的血友病动物,但其资源有限,获取困难,
不易于广泛地推展于实验研究。 因此,人为构建血

友病动物模型是大势所趋,也是势在必得。 在这些

动物模型种,小鼠模型具有其自身的特点,易于获

得,便于运输,研究费用较其它大型动物来说,要少

于其它动物。 这些特点使其在血友病动物模型的

构建中脱颖而出。 血友病小鼠模型从开始制备到

如今已有 20 多年的历史,经历了多种基础原理的发

展,多种技术手段的支持。 或许直至今日,血友病

小鼠模型的构建技术仍有不足之处,如 CRISPR /
Cas9 技术的脱靶效应等,这种动物模型仍具有种种

尚未发现的需继续改善的缺陷。 但是不可否认,这
种动物模型的构建,为血友病的研究提供了不可替

代的支持条件,加快了血友病的基因治疗的研究步

伐,促进了血友病的研究进展。 截止目前,血友病

的基因治疗研究尚具有不足,尤其是 HA 的研究进

展缓慢。 研究人员期待有新原理的提出,新技术的

产生,应用于血友病动物模型的构建,推动血友病

基因治疗的进展。
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