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蛋白反式剪接的人/猪嵌合体 BDD-FVIII 及其分泌的改善 
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(鲁东大学生命科学学院, 山东 烟台 264025) 

摘要: 本研究采用具有促分泌作用的猪 FVIII 分子的 A1 和 A3 区, 替换人 FVIII 分子的相应结构, 构建人/
猪嵌合体 BDD-FVIII (BDD-hpFVIII), 利用 Ssp DnaB intein 的蛋白质反式剪接功能, 双载体培养的 COS-7 细胞 
瞬时共转嵌合体 BDD-hpFVIII 基因。免疫印迹法观察了转基因细胞内的蛋白表达和 BDD-hpFVIII 的剪接, 采用

ELISA 和 Coatest 法分别观察了分泌至培养上清液中剪接的嵌合体 BDD-hpFVIII 蛋白和生物活性。结果显示,   
基因共转染细胞内可见明显的剪接 BDD-hpFVIII 蛋白, 分泌至上清液的剪接 BDD-hpFVIII 蛋白量为 (340 ± 64) 
ng·mL−1, 活性为 (2.52 ± 0.32) u·mL−1, 明显高于双载体共转人 BDD-FVIII 基因细胞 [质量浓度为 (93 ± 22) ng·mL−1, 
活性为 (0.72 ± 0.13) u·mL−1], 提示 intein 介导的双载体共转 BDD-hpFVIII 基因可明显促进剪接蛋白的分泌。另

外, 分别转 intein 融合 BDD-hpFVIII 重链和轻链基因的细胞混合培养后上清液中仍可检测到剪接的 BDD- 
hpFVIII 蛋白及其活性, 分别为 (44 ± 9) ng·mL−1 和 (0.32 ± 0.07) u·mL−1, 提示 intein 可进行不依赖细胞机制的

BDD-hpFVIII 剪接。本研究为旨在提高分泌的动物体内应用 intein 的双载体转 BDD-hpFVIII 基因奠定了基础。 
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Protein trans-spliced chimeric human/porcine BDD-FVIII  
with augmented secretion 
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Abstract: This study is to construct a chimeric human/porcine BDD-FVIII (BDD-hpFVIII) containing the 

substituted porcine A1 and A3 domains which proved to have a pro-secretory function.  By exploring Ssp DnaB 
intein’s protein trans-splicng a dual-vector was adopted to co-transfer the chimeric BDD-hpFVIII gene into   
cultured COS-7 cell to observe the intracellular BDD-hpFVIII splicing by Western blotting and secretion of 
spliced chimeric BDD-hp FVIII protein and bio-activity using ELISA and Coatest assay, respectively.  The dada 
showed that an obvious protein band of spliced BDD-hpFVIII can be seen, and the amount of spliced 
BDD-hpFVIII protein and bio-activity in the supernatant were up to (340 ± 64) ng·mL−1 and (2.52 ± 0.32) u·mL−1 
secreted by co-transfected cells which were significantly higher than that of dual-vector-mediated human 
BDD-FVIII gene co-transfection cells [(93 ± 22) ng·mL−1, (0.72 ± 0.13) u·mL−1].  Furthermore, a spliced BDD- 
hpFVIII protein and activity can be detected in supernatant from combined cells separately transfected with 
intein-fused BDD-hpFVIII heavy and light chain genes indicating that intein-mediated BDD-hpFVIII splicing 
occurs independently of cellular mechanism.  It provided evidence for enhancing FVIII secretion in the research 
of animal models using intein-based dual vector for the delivery of the BDD-hpFVIII gene. 
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凝血因子VIII (FVIII) 是一种分子量较大的血浆

糖蛋白, 在内源性凝血级联反应过程中作为活化的

因子 IX (FIXa) 的重要辅因子参与因子 X (FX) 的激

活, FVIII 质或量的缺陷所导致的 X-联锁遗传性甲型

血友病在男性中的发病率为 1/7 500, 占血友病的大部

分[1]。血浆凝血因子浓缩物输注是目前重型甲型血友

病患者临床治疗和预防性治疗的有效方法, 对于改

善患者的生命质量起到了积极的作用, 但反复输注

存在血源性传染病播散的危险和费用高昂的问题 , 
而且超过 20%的患者可产生 FVIII 抑制性抗体[2]。重

组 FVIII 蛋白由于 FVIII 产量较低限制了其广泛使用。

基于 FVIII 基因转移的基因治疗是作为单基因疾病的

甲型血友病的有效治疗途径, 但由于 FVIII mRNA 的

不稳定性导致的翻译水平低下、与内质网中分子伴侣

蛋白的相互作用等导致的低效分泌使得 FVIII的表达

水平较低, 血浆 FVIII 难以达到持续治疗的水平[3]。

目前, 研究的重点一方面在于提高 FVIII的表达水平, 
为此通过基因工程的方法构建了不同的可改善表达

水平的变构体 FVIII; 另一方面, 持续的转基因表达

有赖于基因载体, 在已开发的基因载体中, 腺相关病

毒 (adeno-associated virus, AAV) 载体由于可定点整

合到宿主基因组, 具有使转基因持续表达的特点以

及可感染非分裂细胞和无致病性等优点, 是甲型血友

病基因治疗的理想载体, 但 FVIII 的编码基因较大, 
难以为 AAV 载体承载。作者最近的研究表明, Intein
的蛋白质反式剪接功能可有效地用于双载体转 FVIII
基因, 而且证明 FVIII的轻链可顺式促进重链的分泌, 
从而提高 FVIII 的表达水平[4]。作为包埋在宿主蛋白

中的多肽, Intein 翻译后通过其自催化作用将两侧宿

主蛋白以肽键相连并切除自身, 此作用类似于 RNA
剪接, 被称为蛋白质剪接作用[5]。为进一步提高 FVIII
的表达水平, 本文以证明具有显著促分泌作用的猪

FVIII 的A1和A3 区分别替换人 FVIII的相应结构, 构
建人/猪嵌合体BDD-hpFVIII分子, 观察了COS-7细胞

双载体转嵌合体 BDD-hpFVIII 基因后的表达、剪接和

分泌, 为进一步运用 intein 双载体动物体内转嵌合体

BDD-hpFVIII 基因研究奠定了基础。 
 

材料与方法 
质粒、菌株和细胞  含有 Ssp DnaB intein 基因的

质粒 pMST 为加拿大 Dalhousie 大学医学院 Paul Liu
教授实验室构建, 本室保存。含有全长人 FVIII 编码

cDNA 的质粒 pXX-FVIII 于美国 Pittsburgh 大学分子

遗传与生物化学系基因治疗中心 Xiao Xiao 教授实验 
室构建, 本室保存。含有猪 BDD-FVIII 基因 cDNA  
的真核表达质粒 pcDNA5-BDD-pFVIII 由美国埃默 
里大学 Dong Yun 教授惠赠。含有人 BDD-FVIII 重链、

轻链与 Ssp DnaB intein 编码序列融合基因表达载体

pCMV-HCIntN 和 pCMV-IntCLC 以及人 BDD-FVIII
真核表达载体 pCMV-F8 为作者以前工作中构建[6]。

COS-7 细胞为本室保存。 
工具酶及主要试剂  限制性内切酶、DNA 连接

酶试剂盒、DNA 分子量标准产自 New England Biolabs
公司; Gel Extraction Kit、PCR Purification Kit 和 Spin 
Miniprep Kit 均为 Qiagen 公司产品。DMEM 和 Opti- 
MEM 培养基、Lipofectamine 2000 转染试剂盒购自

Invitrogen 公司, 胎牛血清购自 Hyclone 公司。人重组

FVIII 为 BioChain 公司产品, 人 FVIII 的重链 A2 区

单克隆抗体 012 为 MyBioSource 公司产品, 人 FVIII
轻链 C2 区单克隆抗体 ESH8 及 HRP 标记的 ESH8 购

自 American Diagnostica 公司; HRP 标记的兔抗人

FVIII多克隆抗体购自Novus公司; 羊抗兔HRP-二抗

和 ECL plus Western blotting detection 试剂盒购自 GE
公司。人正常参比血浆为 George King Biomedical 公
司产品。FVIII 活性检测的 COATEST SP FVIII 试剂

盒购自 Chromogenix 公司。其他试剂均为国产或进口

分析纯。 
真核重组表达质粒的构建  为方便比较, 将本

室以前构建的含有人源 FVIII 重链和轻链与 Ssp 
DnaB intein 融合基因的表达质粒 pCMV-HCIntN 和

pCMV-IntCLC 分别命名为 pCMV-hHCIn 和 pCMV- 
IchLC。以 pCMV-hHCIn 为模板, 用正向引物 5'-TAG 
CACCGGTCAGTTGCCAAGAAGCA TCC-3' (含 Age 
I位点) 和反向引物 5'-ACTAAAGCAGAATCGCAAA 
AGG-3', 反向 PCR 扩增得到含 intein 融合的去 A1 区

的人源 FVIII 重链和载体序列的 DNA 片段; 以猪源

FVIII 的 cDNA 为模板, 用正向引物 5'-GCCATCAGG 
AGATACTACCT-3'和反向引物 5'-TAGCACCGGTTT 
TGGATAAAGGGAGACACG-3' (含 Age I 位点) PCR
扩增猪源 FVIII的A1区编码序列, Age I酶切两段 PCR
产物后连接, 得到融合 intein的人/猪嵌合BDD-hpFVIII
重链表达载体 pCMV-hpHCIn。以 pCMV-IchLC 为模

板 , 用正向引物 5'-AAGTGTCAGACTCCCCTGG-3'
和反向引物 5'-AGCTCTTAAGAAAGCTGCGGGGG 
CTCT-3' (含 Afl II 位点), 反向 PCR 扩增得到含 intein
的去 A3 区的人源 FVIII 轻链和载体序列 DNA 片段; 
以猪源 FVIII 的 cDNA 为模板, 用正向引物 5'-AGCT 
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CTTAAGAGAACCCGACACTATTTC-3' (含 Afl II 位
点) 和反向引物 5'-CTTGCTGTACACCAGGAAAG-3' 
PCR 扩增猪 FVIII 的 A3 区编码序列, Afl II 分别酶切

两段 PCR 产物后连接, 得到融合 intein 的人/猪嵌合

BDD-hpFVIII 轻链表达载体 pCMV-IchpLC。 
细胞培养及基因转染  COS-7 细胞于 5% CO2、

37 ℃培养箱以含 10%胎牛血清的 DMEM 培养液贴 
壁培养。转染前一天用胰蛋白酶消化分散细胞, 按 
细胞数 5×105/孔 (于 DMEM 培养液 2 mL) 将细胞转

接于 6 孔培养板, 待细胞生长融合至 80%以上时, 用
Lipofectamine 2000 脂质体按试剂盒说明书进行转染, 
将两种质粒 pCMV-hpHCIn 和 pCMV-IchpLC 各 4 μg
混合, 稀释于 250 µL的Opti-MEM培养液, 与室温放

置 5 min 的含脂质体 20 µL 的 Opti-MEM 培养液 250 
µL 混合后继续室温放置 20 min, 共转染 COS-7 细胞; 
设置两组 COS-7 细胞分别单独转染 pCMV-hpHCIn
和 pCMV-IchpLC, 于转染后 24 h 合并两组细胞继续

培养。同时用 pCMV-hHCIn 和 pCMV-IchLC 共转染

以及用 pCMV-F8 单独转染 COS-7 细胞作为对照; 用
空载体 pcDNA3.1 转染 COS-7 细胞作为阴性对照

(Mock)。培养 5 h 后换以 2 mL 的新鲜 Opti-MEM 培

养液, 继续培养 48 h。收获培养细胞和培养上清液。 
Western blotting 观察转基因细胞的基因表达和

蛋白质剪接  采用冻融法裂解细胞, 提取转基因细

胞总蛋白。使用 Bradford 法进行蛋白定量, 每个样品

取 12 μg 总蛋白上样, 用还原性 SDS-PAGE 分离细胞

总蛋白, 半干电转系统将蛋白转移至 PVDF 膜, 5%脱

脂奶粉溶液室温封闭 2 h, 用 1∶1 000 稀释的兔抗人

FVIII 多克隆抗体 37 ℃轻摇孵育 1 h, 再用 HRP-抗兔

血清 37 ℃轻摇孵育 1 h, ECL plus 法曝光 X 胶片。 
细胞培养上清液中剪接的全长 BDD-FVIII 浓度

分析  参照文献[7]用双夹心 ELISA 检测上清液中的

全长 BDD-FVIII 蛋白量。将质量浓度为 2 µg·mL−1 的

人 FVIII 重链 A2 区单抗 012 加入 96 孔酶标板 (100 
µL/孔), 4 ℃包被过夜; 用洗涤液 (PBS/0.05% Tween 
20) 洗板后, 每孔加入封闭液 (PBS + 1% BSA + 0.05% 
Tween 20) 200 µL, 37 ℃温育 2 h; 洗板后收集培养上

清液和用 Opti-MEM 培养液稀释的标准品 FVIII 
(300～10 ng·mL−1), 每个样品及标准品设置 3 个复孔 
(100 µL/孔), 37 ℃温育1 h; 洗板后每孔加入2 µg·mL−1 
HRP轻链C2区单抗HRP-ESH8 100 µL, 37 ℃温育 1 h
后洗板, 加 OPD 溶液后 37 ℃温育 30 min 进行显色, 
用 2 mol·L−1 H2SO4 终止反应, 490 nm 读板。以系列稀

释的标准品的浓度和吸收度值绘制标准工作曲线 , 

根据测得的上清液样品的吸收度值从标准曲线读取

FVIII 浓度值。 
细胞培养上清液中 BDD-FVIII 重、轻链浓度分

析  参照作者建立的重、轻链特异性 ELISA 检测培

养上清液的重链和轻链蛋白浓度[4]。分别用 2 µg·mL−1

人 FVIII 重链 A2 区单抗 012 和轻链 C2 区单抗 ESH8
包被酶标板; 洗板、封闭后, 加入上清液样品或标准

品 FVIII (100 µL/孔), 每个样品和标准品分设 3 个复

孔, 37 ℃温育 1 h; 洗板后每孔加入 2 µg·mL−1 HRP标

记FVIII多克隆抗体100 µL, 37 ℃温育1 h后洗板, 加
反应底物 OPD 溶液 37 ℃温育 30 min 进行显色, 用 2 
mol·L−1 H2SO4 终止反应, 490 nm 读板。从标准工作曲

线读取重、轻链的浓度值。 
生物活性的定量分析  采用Coatest发色分析法, 

参照文献 [8]按试剂盒说明书操作 , 分析上清液的 
FVIII 生物活性。以正常人参比血浆 (FVIII 活性为

1.0 u·mL−1), 用 Opti-MEM 培养液配成低浓度范围

(1%～20%) 和高浓度范围 (20%～150%) 两种浓度

系列, 序列反应后 405 nm 处读取吸收度值, 以稀释

百分比为横坐标、405 nm 吸收度值为纵坐标分别绘

制低量程和高量程标准曲线, 由培养上清液样品测

得的吸收度值从标准曲线读出相应的百分比值, 以
100%为 1.0 u·mL−1 换算为上清液的 FVIII 生物活性。 

统计学处理   实验数据以 x ± s 表示 , 采用

Student’s t-test 进行组间比较和统计学分析。 
 

结果 
1  融合 intein的人/猪嵌合体FVIII重链和轻链的构

建 
人全长 FVIII 的分子内结构域顺序为 A1-A2-B- 

A3-C1-C2, 去掉大部分 B 结构域 (Δ761～1 639) 后
的 FVIII 为 BDD-hFVIII, 相应的猪源大部分 B 结构

域缺失型 FVIII 为 BDD-pFVIII。作者以前的工作将

BDD-hFVIII 于 Gln1656-Ser1657 之间人工断裂为重链 
和轻链, 分别与 Ssp DnaB intein 融合, 构建了融合

intein 的 BDD-hFVIII 重链和轻链, 分别插入真核表

达载体 pcDNA3.1 (+) 后得到 pCMV-hHCIn和 pCMV- 
IchLC; 本研究将 pCMV-hHCIn 和 pCMV-IchLC 中的

人源 A1 和 A3 区分别替换为猪源分子的相应结构域, 
得到一对融合 Ssp DnaB intein 的人/猪嵌合体重链

hpHCIn 和轻链 IchpLC 表达载体 pCMV-hpHCIn 和

pCMV-IchpLC。上述 FVIII 的结构见图 1。 
2  细胞转基因的表达和蛋白质剪接 

细胞总蛋白进行 SDS-PAGE、转膜后用 FVIII 多
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克隆抗体进行的 Western blotting 结果 (图 2) 显示, 
共转 intein 融合的嵌合体 BDD-hpFVIII 重链和轻链 
基因 (hpHCIn+IchpLC) 的细胞可见一条明显的与转

染人 BDD-hFVIII 基因阳性对照细胞表达的 BDD- 
hFVIII 蛋白大小一致的剪接 BDD-hpFVIII 蛋白条带, 
由于剪接反应的不完全性, 尚可见到与单独转 intein
融合嵌合体重链基因 (hpHCIn) 和轻链基因 (IchpLC) 
的细胞表达的蛋白大小一致的前体蛋白  (hpHCIn, 
IchpLC)。 
 

 
Figure 1  Schematic representation of FVIII constructs.  The 
wild-type human full-length FVIII (wt hFVIII) contains three 
distinct structural domains including A1-3, B, and C1-2 and  
organized in the order of A1-A2-B-A3-C1-C2.  The human 
BDD-FVIII (BDD-hFVIII) and porcine BDD-FVIII (BDD-pFVIII) 
were shown with retention of their small B domains.  A pair of 
Ssp DnaB intein-infused human FVIII heavy and light chains 
termed as hHCIn and IchLC were constructed as control.  Another 
pair of Ssp DnaB intein-infused human/porcine chimeric heavy 
and light chains termed as hpHCIn and IchpLC were produced by 
replacing the human FVIII A1 and A3 domains with porcine 
FVIII A1 and A3 domains, respectively.  SS: Signal sequence; 
In: N-terminus of Ssp DnaB intein; Ic: C-terminus of Ssp DnaB 
intein 

 

 
Figure 2  Observation of gene expression and BDD-hpFVIII 
splicing from gene co-transfected cells by Western blotting.  
Lane 1: Mock transfection showing no reactive protein band; 
Lane 2: BDD-hFVIII transfection showing a expressed BDD- 
hFVIII protein band; Lane 3: hpHCIn plus IchpLC co-transfection 
showing a spliced BDD-hFVIII protein band with a molecular 
weight similar to the control (BDD-hFVIII transfection) and  
incompletely spliced protein precursors (hpHCIn and IchpLC); 
Lane 4: hpHCIn transfection; Lane 5: IchpLC transfection 

 
3  细胞培养上清液中剪接形成的全长 BDD-hpVIII
蛋白浓度 

用人重链和轻链单克隆抗体分别为包被抗体和

检测抗体进行的双夹心 ELISA 结果 (图 3) 显示, 人/猪
嵌合体 BDD-hpFVIII 重链和轻链共转基因 (hpHCIn+ 
IchpLC) 细胞上清液中剪接的 BDD-hpFVIII 浓度为 
(340 ± 64) ng·mL−1, 明显高于人源 BDD-hFVIII 重链

和轻链共转基因 (hHCIn+IchLC) 细胞的 (93 ± 22) 
ng·mL−1 (P < 0.01), 也明显高于转人 BDD-hFVIII 基
因阳性对照细胞的 (108 ± 13) ng·mL−1, 而后两者间

比较, 无明显差别 (P > 0.05)。从分别转人/猪嵌合体重

链 (hpHCIn) 和轻链 (IchpLC) 基因细胞合并培养的

上清液可检测到剪接 BDD-hpFVIII 蛋白  [(44 ± 9) 
ng·mL−1], 提示 intein 可进行不依赖于细胞机制的剪

接反应, 分泌后的重链和轻链依然可通过剪接反应

连接成完整的BDD-hpFVIII蛋白; 另外, 作者在 intein
融合断裂 vWF 基因的原核表达研究中, 通过纯化表

达的前体融合蛋白体外混合实验直观地观察到 intein
催化的完全不依赖细胞机制的剪接作用[9]。结果表明, 
intein介导的双载体转人/猪嵌合体BDD-hpFVIII基因

相对于转人源 BDD-hFVIII 基因, 剪接蛋白的分泌效

率明显得到改善。 
 

 
Figure 3  Concentration of spliced BDD-FVIII protein in  
supernatants.  n = 3, x ± s.  **P < 0.01 vs hHCIn and IchLC co- 
transfection and BDD-hFVIII transfection.  Note that supernatant 
of mixed cells individually transfected with hpHCIn and IchpLC 
genes showing detectable BDD-hpFVIII produced by protein 
splicing 

 
4  分泌至细胞培养上清液中的重链蛋白浓度 

人 FVIII分泌的低效性主要是因为其分子重链的

A1 区存在与内质网分子伴侣蛋白 BiP 结合区使其解

离需消耗 ATP, 以及分泌过程从内质网转运至高尔基

体依赖其分子的糖基化修饰, 作者曾用转基因实验证

明重链多肽的分泌效率远低于整体的 BDD-FVIII 蛋

白[4]。重链特异性 ELISA 结果 (图 4) 显示, 转融合

intein 的人源 BDD-hFVIII 重链 (hHCIn) 和人/猪嵌合
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体 BDD-hpFVIII 重链 (hpHCIn) 基因细胞分泌的重

链多肽量分别为 (19 ± 6) ng·mL−1 和 (72 ± 9) ng·mL−1, 
后者明显增高 (P < 0.01), 说明猪源 A1 区具有促进嵌

合体重链分泌的作用。与融合 intein 的轻链共转基因 
(hHCIn+IchLC, hpHCIn+IchpLC), 重链的分泌量分别

达到 (138 ± 28) ng·mL−1 和 (457 ± 9) ng·mL−1, 两者

相比有明显差别 (P < 0.01), 表明嵌合体轻链比嵌合

体重链的促分泌作用更加明显。结合上述分泌的剪接

BDD-FVIII 分析, 剪接蛋白占重链蛋白的 67%～74%, 
说明轻链主要以顺式作用的方式促进重链的分泌。 
 

 
Figure 4  Concentration of the heavy chain in supernatants.   
n = 3, x ± s.  ##P < 0.01 vs hHCIn transfection, **P < 0.01 vs 
hHCIn plus IchLC co-transfection and BDD-hFVIII transfection 

 
5  分泌至培养上清液中的轻链蛋白浓度 

作者以前的研究证明, 人 FVIII 的轻链分泌效率

明显高于重链[4]。为了检测 intein 融合的人/猪嵌合 
体 BDD-hpFVIII 轻链的分泌性, 轻链特异性 ELISA
结果 (图 5) 显示, 融合 intein 的嵌合 BDD-hpFVIII 轻
链转基因 (IchpLC) 细胞的轻链分泌量为 (556 ± 79) 
ng·mL−1, 明显高于融合 intein 的人源 BDD-hFVIII 轻
链转基因  (IchLC) 细胞的轻链分泌量  [(268 ± 46) 
ng·mL−1], 表明猪源 FVIII分子的 A3区可显著促进嵌

合体轻链的分泌。与融合 intein 的 BDD-hpFVIII 重  
链共转基因 (hpHCIn+IchpLC) 细胞的轻链分泌量为 
(538 ± 86) ng·mL−1, 与单独转嵌合体轻链基因相比无

明显差异, 说明重、轻链的共表达并不能进一步提高

轻链多肽的分泌活性。结合 intein 融合嵌合体重链转

基因细胞的重链分泌量, 表明嵌合体重链的分泌活

性仍然不及嵌合体轻链。 
6  细胞培养上清液的凝血生物活性 

应用生色分析法检测转基因细胞培养上清液的

凝血生物活性结果 (图 6) 显示, 人/猪嵌合体 BDD- 
hpFVIII 重链和轻链共转基因 (hpHCIn+IchpLC) 细
胞上清液的活性为 (2.52 ± 0.32) u·mL−1, 明显高于人 

 
Figure 5  Concentration of light chain in supernatants.  n = 3, 
x ± s.  ##P < 0.01 vs IchLC transfection, **P < 0.01 vs hHCIn 
and IchLC cotransfection and BDD-hFVIII transfection 
 
源 BDD-hFVIII 重链和轻链共转基因 (hHCIn+IchLC) 
细胞上清液的活性 [(0.72 ± 0.13) u·mL−1, P < 0.01], 
也明显高于转人源 BDD-hFVIII 基因的活性 [(0.82 ± 
0.12) u·mL−1]。表明 intein 介导的双载体转 BDD- 
hpFVIII 基因产生的凝血活性明显优于双载体转

BDD-hFVIII 基因。转 BDD-hpFVIII 重链 (hpHCIn) 
和轻链 (IchpLC) 基因细胞合并培养上清液的凝血

生物活性为 (0.32 ± 0.07) u·mL−1, 结合上述上清液剪

接 BDD-hpFVIII 检测结果, 提示 intein 可进行不依赖

细胞机制的剪接反应产生凝血生物活性。 
 

 
Figure 6  Coagulation activity of supernatants.  n = 3, x ± s.  
**P < 0.01 vs hHCIn+IchLC co-transfection and BDD-hFVIII 
transfection.  Note that supernatant of mixed cells individually 
transfected with hpHCIn and IchpLC genes shows detectable 
coagulation activity 
 

讨论 
作为凝血级联反应中的一种辅因子, FVIII 在生

理止血中发挥重要作用, 目前治疗由 FVIII 缺陷引起

的甲型血友病患者的主要方法为血浆浓缩物和重组

FVIII 蛋白替代疗法[10]。前者存在费用高、血源性传

染病播散以及产生抑制性抗体等不利因素, 后者由
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于 FVIII 真核细胞表达水平低限制了其广泛应用。基

于 FVIII 基因转移的基因治疗给甲型血友病的治疗带

来了希望。在已开发的基因载体中, AAV 的无致病

性、可感染非分裂期细胞、介导转基因的持续表达、

较少引起宿主免疫反应等特点为基因治疗的理想载

体[11]。但 AAV 载体的容量限制 (～4.7 kb) 使其在运

载 FVIII 基因时遇到困难, BDD-FVIII 的大小为 4.5  
kb, 加上调控元件后将超过 AAV 载体的限量。 

目前采用小的启动子/增强子克服 AAV 容量限 
制的策略虽有一定效果, 但由于缺乏组织特异性强

表达调控元件, 表达水平较低[11, 12]。运用新的血清型

AAV8 和 AAV9 载体转 BDD-FVIII 基因在实验小鼠取

得了较好的肝脏特异性表达, 但尚缺乏大动物实验

依据[13, 14]。基于对 FVIII 合成后细胞内加工为功能性

重链和轻链异源二聚体机制的认识, 采用双 AAV 载

体分别转 BDD-FVIII 的重链和轻链基因是克服 AAV
容量限制的另一个有效策略[15, 16]。但一个突出的问

题是相对于高分泌水平的轻链多肽, 低效分泌的重

链多肽一方面使淤积于细胞内的重链多肽对细胞变

得不稳定甚至诱导细胞凋亡[17], 另一方面分泌的轻

链多肽因大部分没有与重链多肽形成功能性异源二

聚体, 使其归于“无效分泌”。研究表明, 培养细胞

转猪源 BDD-FVIII 基因后, 通过翻译后的分泌效率

增强使其表达水平明显高于人源BDD-FVIII, 进一步

研究证明前者的分泌增强主要源自其分子重链的 A1
和轻链的 A3 区[18, 19]。为改善重链的分泌效率, 作者

最近运用 intein 的蛋白质反式剪接技术双载体转

BDD-FVIII 基因证明, 轻链能有效地顺式促进重链多

肽的分泌, 而且分泌后的重、轻链可进行不依赖细胞

机制的剪接反应[4, 6]。本研究利用猪 BDD-FVIII 的 A1
和 A3 区对分泌的促进作用, 用其替换人 BDD-FVIII
的A1和A3区, 构建人/猪嵌合BDD-hpFVIII基因, 以
intein 的蛋白质反式剪接技术的双载体培养细胞共转

BDD-hpFVIII 的重链和轻链基因, 结果显示, 培养上

清液中 intein 的蛋白质剪接作用连接的全长 BDD- 
hpFVIII 蛋白量显著高于双载体转人源 BDD-hFVIII
基因后连接的 BDD-hFVIII (3.7 倍), 嵌合重链和轻链

的分泌量也明显高于人源 BDD-hFVIII 的重链和轻链, 
其中嵌合重链分泌增加 4倍, 嵌合轻链分泌增加 2倍, 
尽管如此, 嵌合重链的分泌水平仍然低于嵌合轻链 
(约为 1/8), 而人源 BDD-hFVIII 重链分泌只有轻链的

1/14, 说明除 A1 区外, 人源 FVIII 重链的其他区域的

结构也对其分泌产生影响。研究表明, 人 FVIII 分泌

低效除了重链 A1 区存在与内质网分子伴侣蛋白 BiP
结合的位点外, B 区糖基化修饰有助于其分泌过程从

内质网向高尔基体转运, 从而有利于分泌[20]。细胞培

养上清液的凝血活性分析也表明嵌合体重链和轻链

共转基因明显高于人源 BDD-hFVIII 重链和轻链共转

基因。从分别转嵌合体重链和轻链基因细胞混合培养

的细胞上清液中检测到剪接的 BDD-hpFVIII 和凝血

活性, 说明分泌至细胞培养上清液的嵌合重、轻链在

intein 的非细胞机制依赖性剪接功能下的连接作用, 
与基于翻译后加工形成异源二聚体 FVIII的双载体转

FVIII 基因对于两者转染同一靶细胞的依赖性相比是

明显的优点, 因为实际上基因共转染同一靶细胞的

效率并不很高 , 研究表明只占总的转染细胞的

26%[15]。 
Intein 的蛋白质剪接功能所具有的精确、高效和

无副反应的肽键连接宿主蛋白的特点使其在蛋白质

纯化[21]、多肽环化[22]以及蛋白质相互作用[23]等研究

中得到应用。Intein 的剪接效率受剪接位点目的蛋白

氨基酸组成的影响, 作者利用原核剪接实验测试了

Ssp DnaB intein 对不同点断裂 BDD-FVIII 的剪接效率, 
证明 Ser1657 密码子前断裂具有较高的剪接效率 (达
61%)[24]。由于猪源 FVIII 序列的嵌入, BDD-hpFVIII
可能产生的免疫反应是潜在的不利因素, 但研究表

明, 应用 ex vivo 转猪源 BDD-pFVIII 基因对存在明显

高水平人 FVIII抑制性抗体的血友病小鼠具有明显的

治疗效果[25]。目前应用重组的猪源 BDD-pFVIII 治疗

存在抗人 FVIII抗体的血友病患者已进入 II期临床试

验, 显示出较好的控制出血的疗效[26]。本文所构建的

嵌合体 BDD-hpFVIII 与人 BDD-FVIII 的氨基酸序列

尽管同源性高达 89%, 但对于动物体内实验乃至未

来的临床应用的可行性需要进一步研究。在本研究的

基础上, 作者将进行小鼠体内双载体转基因实验, 以
检验体内剪接嵌合体蛋白的表达水平。 
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