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干细胞疗法在血友病性关节炎治疗中的应用进展
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摘　要　目前，临床上治疗血友病性关节炎的方法主要为预防出血和骨科手术，但是这２种方法均无法延缓关节炎的病情进展。

干细胞是具有多向分化潜能的细胞，在再生医学领域备受关注。近年来，有关干细胞疗法治疗血友病性关节炎的研究取得了显著

成果，并已证明此疗法可以修复骨与软骨缺损，延缓血友病性关节炎病情进展。干细胞疗法在血友病性关节炎的治疗中展现出极

大的应用前景。本文从治疗血友病性关节炎的干细胞类型、基于造血干细胞的基因治疗和基于间充质干细胞的细胞治疗３个方

面，对干细胞疗法在血友病性关节炎治疗中的应用进展进行了综述。
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　　血友病是一种Ｘ染色体连锁的隐性遗传性出血
性疾病，可分为血友病 Ａ和血友病 Ｂ，前者为凝血因
子Ⅷ缺乏、后者为凝血因子Ⅸ缺乏，均由相应的凝血
因子基因突变引起［１］。该病的主要临床表现为出血。

血友病性关节炎（ｈｅｍｏｐｈｉｌｉｃａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＨＡ）是由血友
病患者（ｐｅｏｐｌｅｗｉｔｈｈｅｍｏｐｈｉｌｉａ，ＰＷＨ）关节腔内反复
出血而引起的关节退行性变和滑膜炎症，是血友病主

要的并发症之一，严重影响ＰＷＨ的生活质量。目前，
临床上治疗ＨＡ的方法主要为预防出血和骨科手术。
凝血因子替代治疗是目前预防血友病出血的主要方

法［２］，然而替代治疗价格昂贵，在发展中国家的应用

受到限制；该疗法主要对尚未发生关节炎的儿童

ＰＷＨ具有预防作用，而对已经发生关节炎的 ＰＷＨ，
提高凝血因子水平难以延缓病情进展，需采用骨科手

术治疗［３］。目前，亟需寻求一种新的有效方法来延缓

ＨＡ病情进展。干细胞是具有多向分化潜能的细胞，
在再生医学领域备受关注。近年来，有关干细胞疗法

治疗ＨＡ的研究［４－６］取得了显著成果，并已证明此疗

法可以修复骨与软骨缺损，延缓 ＨＡ病情进展。本文
就干细胞疗法在ＨＡ治疗中的应用进展综述如下。

１　治疗ＨＡ的干细胞类型
目前，用于治疗ＨＡ的干细胞类型主要包括造血

干细胞（ｈｅｍｏｐｏｉｅｔｉｃｓｔｅｍｃｅｌｌ，ＨＳＣ）与间充质干细胞
（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌ，ＭＳＣ）。ＨＳＣ是血液系统中具
有长期自我更新能力和分化成各类成熟血细胞潜能

基金项目：国家自然科学基金项目（８１９０４２１９）

通讯作者：童培建　Ｅｍａｉｌ：ｔｏｎｇｐｅｉｊｉａｎ＠１６３．ｃｏｍ

的成体干细胞。ＨＳＣ作为基因载体细胞，可以用于
ＨＡ的基因治疗。ＭＳＣ是源于中胚层的具有自我更
新和分化潜能的多能祖细胞，其来源丰富，可从骨髓、

脂肪、脐带、软骨等中分离获取。ＭＳＣ关节腔内移植
法在骨关节炎等疾病的治疗中已被证明具有修复软

骨和延缓病情进展的作用，但目前临床上尚无 ＭＳＣ
关节腔移植治疗 ＨＡ的报道。有研究［４，７］表明，ＭＳＣ
关节腔移植能有效减少关节腔内出血、促进骨与软骨

修复、延缓关节炎病情进展，可成为治疗 ＨＡ的有效
方法。

２　基于ＨＳＣ的基因治疗
２．１　基于ＨＳＣ的基因治疗的优势　将能正常表达
凝血因子基因的病毒载体在体外转导至靶细胞，再输

入患者体内的方法，称之为间接基因治疗法。随着研

究的不断深入，许多体细胞被用于 ＨＡ的基因治疗，
如成纤维细胞、血管内皮细胞、肝细胞等，但仍存在细

胞活力丧失、难以持续表达等问题［８］。基于 ＨＳＣ的
靶向血小板表达凝血因子Ⅷ的基因治疗是目前最具
潜力的治疗策略［９］。将能正常表达凝血因子Ⅷ的基
因通过慢病毒载体或ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９、ＴＡＬＥＮ等基因编
辑工程技术［１０］转导至ＨＳＣ，在体外富集增殖后，再将
其注入患者体内，ＨＳＣ将分化形成包含血小板在内的
血细胞，在巨核细胞和血小板特异的启动子控制下，

凝血因子Ⅷ特异性表达并储存于血小板中，从而实现
治愈ＨＡ的目的。基于 ＨＳＣ的基因治疗相较于直接
输注病毒载体及其他体细胞基因治疗具有以下优势：

①凝血因子替代治疗与一般基因治疗的凝血因子均
表达于血浆中，因此对于临床上存在中和抗体的患
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者，这２项治疗均不能取得良好的效果；而基于 ＨＳＣ
的基因治疗，在巨核细胞和血小板特异性启动子（包

括ＧＰαＩＩｂ启动子、ＧＰαＩｂ启动子、血小板因子４启动
子）的控制下，凝血因子Ⅷ特异性表达并储存于血小
板α颗粒中，减少了其在血液循环中的暴露时间，避
免受到中和抗体的抑制作用，对于存在中和抗体的患

者同样有效。②血小板可在表达凝血因子Ⅷ的同时
表达血管性血友病因子（ｖｏｎｗｉｌｌｅｂｒａｎｄｆａｃｔｏｒ，ＶＷＦ），
二者结合形成ＶＷＦ和凝血因子Ⅷ复合物，并与血管
内皮胶原进一步结合，提高血栓稳定性。③ＨＳＣ持续
表达凝血因子Ⅷ的能力更强。王大威［１１］通过小鼠实

验发现，往小鼠体内注射的 ＨＳＣ可参与造血系统的
发育，持续表达凝血因子Ⅷ，甚至在二次移植后仍能
保持这一能力。

２．２　基于ＨＳＣ的基因治疗的安全性　基于 ＨＳＣ的
基因治疗的安全性是目前的热点问题。首先，体外基

因编辑及细胞培养增殖过程中由于基因突变及拷贝

数变异等问题［１２］，存在发生基因组改变的风险，且在

后续治疗中存在致癌的危险。尽管许多动物实验未

发现通过ＨＳＣ基因治疗后存在致癌现象，但这一问
题仍应引起重视。其次，以胚胎干细胞或诱导多能干

细胞（ｉｎｄｕｃｅｄｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｔｓｔｅｍｃｅｌｌ，ｉＰＳＣ）为来源诱导
分化为ＨＳＣ的过程中，因在体外难以模拟生理状况

下ＨＳＣ分化的微环境［１３］，所以很难实现ＨＳＣ准确定

向分化。王大威［１１］通过 ｉＰＳＣ体内分化畸胎瘤细胞

的方法分化形成以髓系及淋系终末造血细胞为终点

的ＨＳＣ。但由于体内分化存在不可控性以及畸胎瘤
本身的类癌风险性，靶向血小板的基因治疗在临床上

应用面临巨大挑战。对于老年 ＰＷＨ，在动脉粥样硬
化等风险增大的前提下，靶向血小板表达凝血因子Ⅷ
的基因治疗是否会增加老年ＰＷＨ血栓形成风险仍不
明确［１４］。为了评估靶向血小板的基因治疗的安全

性，Ｂａｕｍｇａｒｔｎｅｒ等［１５］建立了高于凝血因子最低治疗

量３０倍的转基因小鼠模型，并评估了与血栓形成相
关的各项参数，结果显示血小板高浓度表达凝血因子

Ⅷ增加转基因小鼠血栓形成的风险。今后仍需更多
的动物实验及临床研究来进一步验证基于 ＨＳＣ的基
因治疗的安全性。

２．３　基于ＨＳＣ的基因治疗存在的问题　血友病作
为单基因缺陷疾病是基因治疗的首选疾病之一。

Ｎａｔｈｗａｎｉ等［１６］通过对血友病Ｂ患者静脉注射能够表

达凝血因子Ⅸ的腺相关病毒载体８（ａｄｅｎｏａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｖｉｒｕｓ，ＡＡＶ８），成功地进行了血友病 Ｂ基因治疗的

Ⅰ期临床试验研究。但是，通过直接注射病毒载体的
方式仍存在许多问题。首先，ＡＡＶ８病毒载体表达的
凝血因子于血液循环中，若ＰＷＨ存在中和抗体，难以
避免受到中和抗体的抑制作用［１７］。其次，大部分

ＰＷＨ因长期输血或使用血液制品，存在感染肝炎病
毒或ＨＩＶ病毒的风险，易导致基因治疗失败。此外，
在凝血因子Ⅷ或Ⅸ基因成功导入肝细胞后常伴随谷
氨酸氨基转移酶（ａｌａｎｉｎｅａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＡＬＴ）升高
随即凝血因子表达下降的情况，难以实现基因持续表

达［１６］。以往由于凝血因子Ⅷ基因过于庞大（编码区
长度约为７．０ｋｂ，超过了插入 ＡＡＶ的允许范围），且
全长凝血因子Ⅷ蛋白的细胞表达率较差等原因，血友
病Ａ的基因治疗被认为比血友病 Ｂ更具挑战性。
Ｖａｌｏｃｔｏｃｏｇｅｎｅｒｏｘａｐａｒｖｏｖｅｃ疗法又名 ＢＭＮ２７０疗法，
是一种使用 ＡＡＶ５病毒载体递送表达凝血因子Ⅷ基
因的创新基因疗法，该疗法的出现给血友病Ａ患者带
来新希望。ＢＭＮ２７０是一种无复制能力的ＡＡＶ５基因
载体，包括位于其５＇和３＇末端的双链反向末端重复序
列，以及编码杂合人类肝脏特异性启动子的单链

ＤＮＡ、Ｂ结构域缺失的人凝血因子Ⅷ ｃＤＮＡ和合成型
聚腺苷酸化信号［１８－１９］。ＡＬＴ升高是 ＢＭＮ２７０基因疗
法最常见的不良反应，需使用激素加以控制。此外，

ＢＭＮ２７０基因疗法对于存在凝血因子Ⅷ抑制物病史
患者的疗效仍不确切。目前，ＢＭＮ２７０基因疗法的基
础研究仍存在较多局限性，需要更多的临床研究以验

证其长期疗效及安全性［２０］。

３　基于ＭＳＣ的细胞治疗
对于已发生关节病变的 ＰＷＨ，虽然基因治疗可

以提高患者凝血因子水平，避免自发性出血，但是难

以遏制关节病变的进展［２１］。鉴于此，Ｋａｓｈｉｗａｋｕｒａ

等［２２］提出了基于 ＭＳＣ的细胞治疗。基于 ＭＳＣ的细
胞治疗已经在骨关节炎的治疗中取得了显著成

效［２３］。ＨＡ与骨关节炎在病理机制上存在相似性，且

大量动物实验研究［４，６，２２］也证实了基于 ＭＳＣ的细胞
治疗对ＨＡ有相当的疗效。
３．１　基于ＭＳＣ的细胞治疗的作用机制　与骨关节
炎的细胞治疗不同，ＨＡ的细胞治疗需将表达正常凝
血因子Ⅷ和Ⅸ基因的病毒载体转导至ＭＳＣ，体外富集
增殖后再输入患者关节腔内。从 ＨＡ的发病机制出
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发，ＨＡ治疗的潜在目标包括含铁血黄素清除、炎症消
除、血管重塑及骨与软骨修复［２４］。基于 ＭＳＣ的细胞
治疗机制与ＨＡ治疗的潜在目标有着较高的契合度，
主要包括止血、免疫调节及骨与软骨修复。

３．１．１　止血　ＨＡ发生发展的关键在于关节腔内反
复出血，而出血产生的含铁血黄素将沉积于滑膜并引

起炎症，Ｆｅ２＋刺激滑膜薄层转化为肥大的绒毛膜。由

于炎症与增生滑膜的需氧量增加，刺激血管内皮生长

因子的表达，导致滑膜新生血管形成，而新生血管更

容易受到损伤而引发出血。因此，出血 －增生滑膜 －
新生血管这一恶性循环是加剧 ＨＡ进展的主要原因。
基于ＭＳＣ的细胞治疗有望打破这一恶性循环，因为
ＭＳＣ在关节腔内呈高浓度，当出血发生时，高浓度的
凝血因子被及时释放而用于止血，在血浆凝血因子Ⅷ
水平未增加的情况下，基于 ＭＳＣ的细胞治疗仍能有
效进行止血。与凝血因子替代治疗相比，ＭＳＣ移植治
疗的优势是持续地产生凝血因子而非突然地大量增

加凝血因子，这也有利于避免凝血因子抗体的产生。

３．１．２　免疫调节　免疫调节作用机制包括分泌免疫
抑制性细胞因子配体和受体以及直接调节免疫细胞

分化来调节免疫反应［２５］。首先，炎症因子干扰素 γ、

肿瘤坏死因子（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ，ＴＮＦ）α和白介素
（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ，ＩＬ）１β等能刺激 ＭＳＣ表达免疫抑制剂、
程序性细胞死亡配体１（ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄｃｅｌｌｄｅａｔｈＬｉｇａｎｄ
１，ＰＤ－Ｌ１）和ＰＤ－Ｌ２以及下调免疫球蛋白样转录物
受体，从而抑制炎症反应［２６］。其次，ＭＳＣ还可通过其

表达的免疫调节因子来调节多种类型的免疫细胞，从

而达到抗炎的目的。ＭＳＣ不仅抑制高度糖基化的

Ⅰ型跨膜糖蛋白 ＣＤ３４和 ＨＳＣ的单核细胞分化［２７］，

还可以通过吲哚胺２，３－二加氧酶、ＣＣ基序配体１８
和前列腺素Ｅ２诱导巨噬细胞从促炎切换到抗炎［２８］，

表达高水平的免疫抑制因子（如 ＩＬ－１０）和低水平的
免疫激活剂（如ＩＬ－６，ＩＬ－１２，ＴＮＦ－α，ＩＬ－１β，ＩＬ－
２３，ＣＤ８６）。活化的 ＭＳＣ分泌免疫抑制蛋白 ＴＮＦ－α
刺激基因６（ＴＮＦ－αｓｔｉｍｕｌａｔｅｄｇｅｎｅ６，ＴＳＧ－６），并抑
制新分化的巨噬细胞的活化。ＴＳＧ－６与巨噬细胞上
表达的 ＣＤ４４相互作用并减少核因子 －κＢ的核易
位［２９］。此外，ＭＳＣ可以根据微环境，释放抑制因子、

刺激因子或表达其他表面分子，抑制Ｂ细胞、Ｔ细胞、
ＮＫ细胞等活性，发挥其免疫调节功能，从而降低炎症
反应。

３．１．３　骨与软骨修复　ＭＳＣ的分化作用与旁分泌作
用是骨与软骨修复的主要作用机制。ＭＳＣ微环境在
其中起到了重要作用，主要指分子及细胞层面的基质

细胞、微循环、信号转导通路等多方面多层次组成的

ＭＳＣ生存环境［３０］。ＨＡ的病情进展与骨质疏松和骨
质破坏有着密切关系，而 ＭＳＣ所具有的成骨、成软骨
分化能力有助于骨质疏松和骨质破坏的改善。在

ＭＳＣ的成骨、成软骨分化过程中微环境起到了决定性
作用。在ＭＳＣ的成骨分化机制中，ＢＭＰ信号通路、
Ｗｎｔ信号通路、Ｎｏｔｃｈ信号通路、整合素家族、非编码
ＲＮＡ包括长链非编码 ＲＮＡ、微小 ＲＮＡ和环状 ＲＮＡ
均起着重要作用［２８］。此外，微环境产生的空间边界

条件因素对成骨分化也具有重要作用。研究发现，在

直径为 １００μｍ和 １５０μｍ空间边界条件下培养的

ＭＳＣ具有更强的成骨分化能力［３１］。ＭＳＣ的成软骨分
化，除受Ｗｎｔ信号通路、Ｎｏｔｃｈ信号通路等调控外，还
受到包括 Ｓｏｘ家族的 Ｓｏｘ９、Ｔ－ｂｏｘ转录因子家族的
Ｂｒａｃｈｙｕｒｙ、Ｃ－ｍｙｃ、ＥＲＧ和 Ｒｕｎｘ２等转录因子的调
控。因此，对下游信号通路及转录因子的调控是促进

ＭＳＣ成骨、成软骨分化的关键。
既往学者们认为，ＭＳＣ是通过分化骨细胞、软骨

细胞进而替代原有损伤组织来修复骨与软骨缺损的。

但是，近年来的研究发现，ＭＳＣ是通过旁分泌作用特

别是外泌体调节微环境来促进其自身修复的［３２－３３］，

而非简单地进行新旧细胞的更替。外泌体通过对多

条信号通路及细胞因子的调控（如蛋白激酶 Ｂ、细胞
外调节蛋白激酶、Ｗｎｔ信号通路、微小 ＲＮＡ等）来抑
制软骨细胞凋亡、促进损伤软骨细胞修复及促进软骨

细胞增殖。

３．２　基于ＭＳＣ的细胞治疗存在的问题　理想的基
于ＭＳＣ的细胞治疗应为移植后的ＭＳＣ能长期稳定地
表达凝血因子，然而多项已经通过移植 ＭＳＣ治疗成
功提高了凝血因子水平的动物实验均未能实现凝血

因子的长期持续表达，其原因可能为细胞生存能力丧

失或出现了抑制抗体［３４］。由于很难实现凝血因子长

期持续表达这一理想目标，ＨＡ患者可能需要定期地
进行ＭＳＣ移植治疗，这无疑是对关节的重复损伤，并
且还增加了感染的风险。此外，Ｋａｓｈｉｗａｋｕｒａ等［４］的

研究结果表明，能表达凝血因子Ⅷ的 ＭＳＣ移植治疗
会导致凝血因子Ⅷ抗体滴度升高，这意味着此项治疗
可能会增加ＰＷＨ凝血因子Ⅷ抗体滴度。今后仍需进
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行更多的动物实验及临床研究来进一步验证基于

ＭＳＣ的细胞治疗的安全性。

４　小　结
基于干细胞的基因治疗与细胞治疗为 ＨＡ的治

疗提供了新的思路。腺相关病毒载体（ＡＡＶ５、ＡＡＶ８）
介导的基因治疗已经在临床上取得一定的成果，但存

在受抑制物影响、ＡＬＴ升高及凝血因子难以持续表达
等问题。基于ＨＳＣ的靶向血小板基因治疗有望突破
这些局限，但仍难以逆转ＨＡ的进展。基于ＭＳＣ的细
胞治疗或将成为ＨＡ的主流治疗方法，因其可以有效
止血并通过抑制炎症反应、促进骨与软骨修复等机制

延缓甚至逆转ＨＡ的进展。目前，基于ＭＳＣ的细胞治
疗仍未应用于ＨＡ的临床治疗，因此其注射方式、剂量、
优化疗效途径及安全性问题是今后亟需解决的问题。
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