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重组猪凝血因子Ⅷ的功能鉴定及潜在治疗作用的研究

王志军，刘旭，李倩卉，王京，路中枢，龙捷，李齐*

庄亚（北京）生物科技有限公司，北京 100176

摘要： 目的 评估重组猪凝血因子Ⅷ（recombinant porcine factor Ⅷ，rpFⅧ）对血友病A型（hemophilia A，HA）
伴抑制物患者的潜在治疗作用。方法 通过凝血酶酶切、rpFⅧ与血管性血友病因子（von Willebrand factor，VWF）
的亲和力、活化部分凝血活酶时间（activated partial thromboplastin time，APTT）及血栓弹力图等方法对 rpFⅧ进行了

体外活性分析。并对 rpFVIII在动物体内外的药效及药代动力学特征进行了评估。结果 rpFⅧ可被凝血酶激活。

在APTT检测中，相比阴性对照组（105.2 s），rpFⅧ组的凝血时间显著缩短（43.3 s，P<0.05）。在动物实验中，相比模

型对照组（43.1 s），rpFⅧ给药组小鼠的血浆在APTT检测中的凝血时间显著缩短（28.8 s，P<0.05）；且 rpFⅧ与市售药

Xyntha （重组人 FⅧ）在小鼠体内的血药代谢趋势相似，两者间的各项药代动力学参数相近。在含有 FⅧ抑制物的

体外药效评价模型中，当以猴血浆（含有抗人FⅧ抗体）作为研究对象时，在各实验条件下，相比Xyntha组，rpFⅧ组

的凝血时间均显著缩短（P<0.05）；在血栓弹力图实验中，相比阴性对照组与Xyntha组，rpFⅧ组的凝血时间明显缩

短（P<0.05）；当以HA患者血浆（含有抗人FⅧ抗体）作为研究对象时，相比阴性对照组（患者1血浆：99.2 s，患者2血

浆：97.7 s），rpFⅧ组的凝血时间显著缩短（患者 1血浆：55.8 s，患者 2血浆：43.6 s，P<0.05）。结论 rpFⅧ具备良好

的生物学活性，在动物及体外实验中均展示出了对伴抑制物HA患者的潜在治疗作用。
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Abstract: Objective Evaluate the potential therapeutic function of recombinant porcine FⅧ （rpF

Ⅷ） in treating hemophilia A （HA） patient with inhibitor. Methods The rpFⅧ was characterized with 
thrombin activation and affinity binding with humanVWF，activated partial thromboplastin time （APTT） 
assay and thromboelastogram （TEG）. The pharmacokinetic of rpF Ⅷ was compared with commercial 
recombinant human FⅧ （rhFⅧ） in FⅧ knock⁃out mice. The therapeutic function of rpFⅧ has been 
tested （ex⁃vivo） in hemophilia A/hemophilia A with inhibitor animal models as well as confirmed using 
the plasma of hemophilia A patient with inhibitor. Results The biochemical characterization of rpF Ⅷ 
indicated that it is fully functional. The pharmacokinetic assay demonstrated that the rpF Ⅷ has similar 
PK parameters with rhF Ⅷ . In pharmacodynamic studies，the rpF Ⅷ demonstrated the ability of 
normalizing clotting time in bothplasma of hemophilia A and hemophilia A with inhibitor.Similar results 
have also been confirmed in patient plasma of hemophilia A with inhibitor. Conclusion rpF Ⅷ 
demonstratedthe potential therapeutic effects in bothHA animal model and patient plasma with or without 
inhibitor.
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血友病 A 型（Hemophilia A，HA）是一种Ⅹ染色

体连锁的隐性遗传性疾病，是由于体内凝血因子Ⅷ
（factor Ⅷ，FⅧ）基因缺陷，导致患者血浆中 FⅧ缺

乏，从而使患者终身凝血功能异常的疾病［1⁃3］。HA
的发病率为每 5 000 个存活新生男婴中有 1 例患

儿［4⁃5］，其临床表现主要为反复发生的自发性出血，

主要以关节和肌肉出血最常见，反复发生可致残，

严重者可颅内出血，如未及时救治可致死亡［6⁃8］。
HA患者也可能会在创伤或手术过程中因凝血功能

障碍造成失血过多而危及生命［9］。
HA目前尚无法被治愈，其主要治疗方式为FⅧ

替代疗法［10⁃12］。然而，由同种抗原（alloantigen）引起

的抗人 FⅧ抗体（抑制物）可致该替代疗法在部分

HA患者中（20%~30%）失效［13⁃15］。临床上对于这部

分 HA 伴抑制物患者可使用旁路药物进行治疗，可

供选择的旁路药物包括活化的重组凝血因子Ⅶ
（activated recombinant coagulation factor Ⅶ，rF Ⅶ a）
与激活的凝血酶原复合物（activated prothrombin 
complex，aPCC）［16⁃18］。然而 rFⅦa 与 aPCC 的半衰期

短，价格昂贵，有形成血栓的风险且缺乏有效的监测

手段，这些弊端影响了旁路治疗广泛使用［19⁃21］。近年

来非因子类血友病治疗药物发展很快，Emicizumab
及Concizumab等抗体可用于治疗产生了抗人FⅧ抗

体的HA。由于作用机理与FⅧ不同，这些抗体仅适

用于预防治疗，同时没有有效的监测手段，这也为

非因子类药物对血友病的治疗带来挑战［22］。
猪 FⅧ与人 FⅧ的序列同源性较高（B区以外二

者的同源性为 83%）［23］，早期实验显示猪FⅧ可以与

人凝血因子相互作用，其活化部分凝血活酶时间

（activated partial thromboplastin time，APTT）活性与

人 FⅧ相似，因此被认为具备在人体内的促凝血功

能［24⁃25］；同时由于二者序列间存在差异（尤其是在易

引起抗人 FⅧ抗体的A2与C2区域），猪ＦⅧ与抗人

ＦⅧ抗体的交叉反应很低［23，26］。基于以上特征，猪

FⅧ于 20世纪 80年代开始被用于HA伴抑制物患者

的治疗。最早的商品化猪 F Ⅷ 来自于猪血浆

（Hyate：C），其疗效很好，但由于该产品有血栓引起

的血小板减少症及存在猪细小病毒传播等风险，导

致血浆来源的猪ＦⅧ于 2004年退市［26⁃27］。OBIZUR
（Susoctocog alfa）是由武田药品工业株式会社生产

的重组猪凝血因子Ⅷ（rpFⅧ），于 2014 年获得美国

食品药品监督管理局以及欧洲药品管理局的批准，

目前仅用于获得性血友病 A（acquired Hhemophilia 
A，AHA）的治疗［28］。目前国内尚无获得批准上市用

作药物的猪ＦⅧ。

鉴于猪ＦⅧ蛋白结构的特点以及在治疗HA伴

抑制物患者方面存在着明显的未被满足的临床需

求，我们对本司制备的 rpFⅧ （NX02） 进行了生物化

学鉴定、药效/药代学实验（体内/体外）等检测，以评

估其对HA伴抑制物患者的潜在治疗效果。

1 材料与方法

1.1   实验材料

1.1.1   主要仪器   半自动凝血仪（Start 4）购自 Stago
公司，血栓弹力图仪（UD⁃T5000）购自深圳优迪生物

技术有限公司；非标记生物分子互作分析仪（Gator 
Pilot）购自Gator Bio公司。

1.1.2   主要试剂   NX02（重组猪凝血因子Ⅷ，效价为

12 000 U/mL）为本公司自行制备；OBIZUR（注射用

重组猪凝血因子Ⅷ，效价为 548 U/mL）购自武田制

药；Xyntha［注射用重组人凝血因子Ⅷ（recombinant 
human FⅧ，rhFⅧ），效价为 125 IU/mL］购自辉瑞；

APTT 试剂（STA®⁃PTT Automate 5，货号为 00595）、

凝血因子Ⅷ缺乏血浆（货号为 00725）、通用标定血

浆（货号为 00675）购自 Stago；牛凝血酶购自 Solarbio
（货号为 T8021）；Protein A 探针购自 Gator Bio；全长

VWF⁃Fc（von Willebrand Factor⁃Fc，浓度为 0.7 mg/mL）
为 本 司 自 行 制 备 ；F Ⅷ 抗 体（羊 抗 人 ，货 号 为

PAHFVIII⁃S，浓度为 17.4 mg/mL）购自 Prolytix；血栓

弹力图（普通杯）检测试剂盒购自深圳优迪生物技

术有限公司；食蟹猴血浆（含抗人 FⅧ抗体）购自北

京昭衍新药研究中心股份有限公司；伴抑制物 HA
患者血浆（接受过人FⅧ的治疗，体内已产生抗人FⅧ
抗体）来自 HA 患者（患者签署知情同意；伦理审查

2023231）。

1.1.3   实验动物   C57BL/6 背景 FⅧ基因敲除小鼠

（HA模型动物）购自上海南方模式生物科技股份有

限公司；C57BL/6 野生型小鼠购自北京维通利华实

验技术有限公司。

本研究中动物实验均符合中国实验动物护理

和使用准则，所有涉及动物使用和福利的操作和活

动均在操作前经机构动物伦理委员会（IACUC）批
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准，本试验 IACUC编号为：ACU21⁃1985。
1.2   实验方法

1.2.1   NX02 的凝血酶酶切鉴定   凝血酶酶切实验

可作为NX02的结构和活性鉴别实验。用HBS缓冲

液 （50 mmol/L Hepes，0.1 mol/L NaCl，0.01% 
Tween20，pH 7.2）分别稀释牛凝血酶（thrombin）、

NX02。将稀释的NX02与稀释的凝血酶混合、混匀，

然后置于 37 ℃水浴锅中孵育 5 min（NX02与凝血酶

的终浓度分别为 1 000 nmol/L与 40 nmol/L），孵育结

束后通过 SDS⁃PAGE 分析凝血酶对 NX02 的酶切情

况。SDS⁃PAGE 实验步骤为：将 20 μL 待测样品与

2.5 μL DTT、7.5 μL上样缓冲液（4X）混合，然后将该

混合物置于沸水中孵育 10 min，将变性处理后的样

品进行电泳（15%分离胶）。电泳结束后，将胶置于

蛋白快速染液中进行染色，染色结束后将胶置于清

水中脱色，观察酶切结果。

1.2.2   活化部分凝血活酶时间（APTT）检测   APTT
是临床中常见的凝血功能监测方法，主要用于评

估内源性凝血系统是否正常。在本研究中，可用

于评估 NX02 的体外凝血活性。首先使用缓冲液

（20 mmol/L HEPES，0.15 mol/L NaCl，0.05% Tween80，
pH7.4）按需要稀释待测样品，然后将含有磁珠的反

应杯放入凝血仪的孵育孔中，用反向移液法将

50 μL FⅧ缺乏血浆加入反应杯的底部，37 ℃孵育

30~45 s。然后向每个孔中分别依次加入5 μL上述稀

释的待测样品，50 μL APTT 试剂，37 ℃孵育 240 s。
最后加入 50 μL 20 mmol/L 的 CaCl2启动凝血反应，

记录实验的凝血时间。

1.2.3   生物层干涉测量法（biolayer interferometry，
BLI）检测   本研究使用非标记生物分子互作分析仪

对NX02与全长VWF⁃Fc蛋白的亲和力进行了检测。

首先将 10 μg/mL的VWF⁃Fc融合蛋白（200 μL）包被

于蛋白 A 探针。VWF⁃Fc 融合蛋白包被的探针经

PBST 缓冲液（PBS+0.02% Tween20）平衡后置于不

同浓度的 Xyntha 或 NX02 样品（0~10 nmol/L）中，

37 ℃下孵育 300 s 以使 VWF 与 FⅧ结合，然后将探

针置于 PBST 缓冲液中孵育 500 s 以使结合的 VWF
与 FⅧ解离。蛋白间的结合速率常数（Kon），解离速

率常数（Koff）及解离平衡常数（Kd）通过仪器软件进

行计算。

1.2.4   NX02 对 HA 模型小鼠凝血功能的药效评估   

本实验将18只HA模型小鼠随机分为3组，分别为模

型对照组（氯化钠注射液，5.0 mL/kg）、市售药对照组

（OBIZUR，100 U/kg）、供试品组（NX02，100 U/kg）。

另选 6 只 C57BL/6 小鼠作为正常对照组（氯化钠注

射液，5.0 mL/kg）。将 OBIZUR、NX02或氯化钠经尾

静脉注入小鼠体内，注射结束 30 min 后，使用异氟

烷对动物进行麻醉，然后经腹主动脉对每只小鼠进

行采血（0.6 mL，所用抗凝剂为 3.8%枸橼酸钠溶液，

抗凝剂与全血的比例为 1∶9）。采血完成后，将血样

离心（3 000 g，10 min）制备血浆，并采用 APTT 方法

检测血浆的凝血时间，评价NX02对HA模型小鼠凝

血指标的纠正作用。

1.2.5   NX02 在 HA 模型小鼠体内的药代动力学

（pharmacokinetics，PK）实验   本实验拟用于评估本

司制备的 NX02 在 HA 模型小鼠体内的药代动力学

特征，并与现有HA治疗所用市售药（Xyntha）进行比

较。将HA模型小鼠分为两组，分别为市售药对照组

（Xyntha，300 IU/kg）和供试品组（NX02，300 U/kg）。

小鼠经尾静脉注射给药，分别在给药结束后 5 min、
30 min、1 h、2 h、4 h、8 h、12 h、24 h使用异氟烷对动

物进行麻醉，然后经腹主动脉采血（每个采血时间

点分别采集 4 只动物的全血），分离血浆并采用

APTT法检测血浆中的 FⅧ效价。PK数据的分析采

用WinNonlin软件。

1.2.6   NX02在含有FⅧ抑制物模型中的体外药效评

估   NX02拟应用的临床适应证为治疗含有FⅧ抑制

物（即抗人 FⅧ抗体）的 HA患者，因此，本研究应用

三种含有FⅧ抑制物血浆作为体外模型，考察NX02
的体外药效：①猴血浆（含有抗人 FⅧ抗体）；②HA
类全血（正常人全血加入羊抗人 FⅧ抗体）；③伴抑

制物 HA 患者血浆（含有抗人 FⅧ抗体）。三种模型

血浆通过Bethesda法确定血浆中的抗 FⅧ抗体的滴

度。对含有抗人 FⅧ抗体的猴血浆和伴抑制物 HA
患者血浆，采用 APTT 方法评价 NX02 的促凝血药

效。对含有抗人FⅧ抗体的HA类全血，采用血栓弹

力图仪法测定NX02的促凝血活性。

Bethesda检测：

Bethesda 检测常用于鉴定 HA 患者血浆中抗

F Ⅷ抗体的浓度。简言之，首先用 APTT 稀释液

（20 mmol/L HEPES，0.15 mol/L NaCl，0.05% Tween80，
pH 7.4）对待检血浆样品进行一系列二倍梯度稀释，
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然后将稀释的血浆样品与等体积的 FⅧ标准血浆

（1 IU/mL）混合，37 ℃下孵育 2 h。孵育结束后通过

APTT 实验检测孵育样品中的 FⅧ活性。通常将能

使正常血浆中的 FⅧ活性降低 50% 的滴度定义为

1 个 Bethesda Unit（BU），由此可以计算出待检血浆

样品中抗FⅧ抗体的滴度。

APTT检测：

OBIZUR的临床使用剂量是 200 U/kg，按照患者

65 kg体重 5 000 mL全血计算，OBIZUR 在血液中的

效价约为 3 U/mL。因此我们首先使用APTT稀释液

稀释 NX02 至 6 U/mL，然后将稀释的 NX02 与不同

BU 的猴血浆等体积（20 μL）混合，使得 NX02 终浓

度达到 3 U/mL，37 ℃下孵育 2 h。孵育结束后，用

APTT 实验检测孵育样品的凝血活性以鉴定 NX02
的促凝血作用。作为对照，市售药Xyntha使用相同

的方法进行稀释及 APTT 实验。其次，我们使用相

同的方法评估了在同一 BU 条件下，不同效价的

NX02的促凝血作用。最后，我们采用该方法检测了

NX02（3 U/mL）对含有抑制物的HA患者的血浆原液

的促凝血作用。

血栓弹力图仪检测：

为了进一步考察 NX02 在含有高浓度 FⅧ抑制

物全血中的促凝血活性，我们应用羊抗人 FⅧ抗体

制备了高 BU 值的 HA 类全血。实验中将新鲜采集

的人全血分装至 1.5 mL离心管中，然后依次加入羊

抗人 FⅧ抗体（终浓度为 0.1 mg/mL，大约相当于

77 BU）和不同浓度的待测样品，37 ℃孵育 30 min。
孵育结束后，向血栓弹力图检测试剂盒的试剂 1中

加入 1 mL 上述经过 37 ℃孵育处理的血液，颠倒混

匀。然后依次加入 20 μL CaCl2及 340 μL 上述制备

的血样至实验杯内，启动凝血反应，记录每份样品

的凝血时间（R）。

1.2.7   统计分析   采用 SPSS 26 统计学软件对实验

数据进行统计分析，组间两样本均数的比较采用独

立样本 t检验，P<0.05时认为有统计学差异。

2 实验结果

2.1   NX02凝血酶激活

前期研究显示 rpFⅧ可被凝血酶酶切和激活，

从而启动凝血级联反应。为了对制备的NX02进行

鉴定，我们首先将凝血酶酶切处理前后的 NX02 进

行 SDS⁃PAGE分析，实验结果如图 1所示：未经过酶

切处理的 NX02（泳道 1）显示出典型的 FⅧ图谱：单

链（170 kDa）、重链（90 kDa）与轻链（80 kDa）。NX02
经凝血酶酶切后（泳道 2），其重链（A1⁃A2）被水解为

A1与A2，展现为80 kDa、50 kDa、40 kDa三条电泳条

带，分别对应于氨基末端被切割的轻链、重链的 A1
区、重链的 A2 区，显示 NX02 可以被凝血酶完全激

活。该实验结果与文献报道一致［23，29］，初步说明我

们成功制备了 rpFⅧ，具备发挥促凝血活性的结构

和活性基础。

2.2    NX02与市售药（Obizur）体外凝血活性相同

我们应用 APTT 检测对 NX02 的促凝血活性进

行分析。实验结果如图 2所示，相同剂量的NX02与

市售药OBIZUR具有相似的促凝血活性。稀释液组

（阴性对照）、OBIZUR 组（阳性对照）、NX02 组的凝

血时间分别为：105.2 s、43.2 s、43.3 s。与稀释液组

相比，OBIZUR 组、NX02 组的凝血时间均显著缩短

（P<0.05），OBIZUR 组与 NX02 组间的凝血时间无

统计学差异（P>0.05），说明 NX02 与市售药对照

OBIZUR的促凝血活性相当。

2.3   NX02与人VWF的亲和力分析

前期研究证实，FⅧ与 VWF 的相互作用与 FⅧ
在体内的药效作用途径和药代动力学特征密切相

关［29］。为了更好地分析 NX02 的 PK/PD 特征，我们

应用 BLI 分别检测了 Xyntha、NX02 与人全长 VWF
之间的相互作用，根据测定Kd值比较分子间亲和力

单链

重链
轻链

130
100

kDa

70

50

40

35

M 1 2

A3⁃C1⁃C2

A1
A2

注：将制备的重组猪 FⅧ（NX02）经过或未经过凝血酶酶切

处理后进行 SDS⁃PAGE。M：蛋白分子量标准；泳道 1：NX02
（未经过凝血酶酶切）；泳道2：NX02（凝血酶酶切5 min）

图1   重组猪ＦⅧ的酶切鉴定
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的大小。实验结果显示（表1）Xyntha与VWF结合的

Kd值为 2.26 nmol/L，而 NX02 与 vWF 结合的 Kd值为

1.17 nmol/L。因此，Xyntha 和 NX02 与 VWF 的亲和

力相近。这一结果提示 rpFⅧ（NX02）可能在体内具

有与人FⅧ相似的药物作用和代谢特征。

2.4    NX02对HA模型小鼠凝血功能的药效评估

FⅧ基因敲除小鼠具有典型的HA表型，是在整

体动物水平筛选和评价HA治疗药物的理想动物模

型。为了评估 NX02 对 HA 的治疗效果，我们以 HA
模型小鼠作为实验动物，将相同剂量的待测样品经

静脉给予小鼠。给药 30 min后，采集小鼠全血及分

离血浆，通过APTT检测比较NX02与OBIZUR对HA
小鼠凝血参数的影响。实验结果显示（图 3）：正常

对照组、模型对照组、OBIZUR组、NX02组的凝血时

间分别为：20.2 s、43.1 s、30.1 s、28.8 s。与模型对照

组相比，OBIZUR 组、NX02 组的凝血时间均显著缩

短（P<0.05），OBIZUR组与NX02组间的凝血时间无

统计学差异（P>0.05）。该实验结果证实NX02能够

在体内发挥与市售药品相似的促凝血药效。

2.5   NX02在HA模型小鼠体内的药代动力学特征

药代动力学参数是FⅧ体内作用分析的重要指

标。为了观察NX02的药代动力学特征，我们以FⅧ
基因敲除小鼠作为实验动物，将待测样品给予小鼠

后，分别在给药后的不同时间采血，分离血浆，采用

APTT 实验检测不同时间点采集的血浆样本中的 F
Ⅷ活性，绘制血药浓度⁃时间曲线并计算 NX02的关

键 PK 参数。实验结果显示（图 4，表 2），NX02 与

Xyntha的血药浓度随时间变化的曲线相似，且NX02
与 Xyntha 的各项药代动力学参数相近。该实验证

明在 HA 模型动物体内，rpF Ⅷ（NX02）与 rhF Ⅷ
（Xyntha）具有相似的药代动力学特征。

2.6   NX02在含有FⅧ抑制物体外模型中的药效评估

抗人 FⅧ抗体的产生是血友病患者接受 FⅧ替

代疗法时最常见、最棘手的并发症。为了进一步验

证NX02是否能够用于体内产生了FⅧ抑制物的HA
患者的治疗，本研究分别建立了基于猴血浆（含有

抗人FⅧ抗体）、HA类全血（正常人全血加入羊抗人F
Ⅷ抗体）和伴抑制物 HA 患者血浆（含有抗人 FⅧ抗

体，共2例）的体外药效评价模型。

2.6.1   血浆 FⅧ抑制物浓度确定   我们首先采用

剂
量

标
准

化
FⅧ

血
浆

活
性

/%

时间/h

100

10
10 15 20 250 5

NX02
Xyntha

注：FⅧ基因敲除小鼠经尾静脉注射给药后，分别在给药后的

不同时间采血，分离血浆，进行APTT检测。

图4   药代动力学（pharmacokinetics，PK）实验

表1   亲和力检测

样品名称

Xyntha
NX02

Kon/（mol·L-1·s-1）

2.06 × 105

9.42 × 105

Koff/s
4.65 × 10-4

1.10 × 10-4

Kd/（mol·L-1）

2.26 × 10-9

1.17 × 10-9

注：Kon：结合常数；Koff：解离常数；Kd：亲和力常数

凝
血

时
间

/s

缓冲剂

100

50

0 OBIZUR NX02稀释液

注：通过APTT实验检测重组猪FⅧ的生物学活性，*P < 0.05
图2    体外药效实验

凝
血

时
间

/s

缓冲剂

80
60
40
20

0
模型对照正常对照 OBIZUR NX02

注：小鼠经尾静脉注射给药，给药 30 min 后，经腹主动脉采

血，分离血浆，进行 APTT 检测。Normal：正常野生型小鼠；

模型对照：F Ⅷ 敲除小鼠；OBIZUR：F Ⅷ 敲除小鼠给予

OBIZUR；NX02：FⅧ敲除小鼠给予NX02，*P < 0.05
图3   FⅧ敲除小鼠体外药效实验
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表2   药代动力学参数

　

NX02
Xyntha

T1/2/h
7.77
8.30

MRTlast/h
7.40
7.11

Cmax/（IU/mL）
5.85
7.78

AUClast/（IU·mL-1·h-1）

42.04
47.13

AUCINF_obs/（IU·
mL-1·h-1）

50.59
56.08

注：IU：国际单位，T1/2：消除半衰期；MRTlast：平均滞留时间；Cmax：药峰浓度；AUC：药时曲线下面积；AUClast：从给药时间开始到最

后一个点的这段时间的药时曲线下面积；AUCINF_obs：从给药开始到理论外推无穷远的时间的药时曲线下面积

Bethesda检测对不同来源血浆或全血中的抗人 FⅧ
抗体的滴度进行了确认。经检测，使正常血浆中的

FⅧ活性降低 50%时，含有抗人FⅧ抗体的猴血浆的

稀释倍数为 39.4倍、羊抗人FⅧ抗体制备的HA类全

血的稀释倍数为 77 倍、伴抑制物 HA 患者 1 血浆的

稀释倍数为 62.6倍，伴抑制物HA患者 2血浆的稀释

倍数为 35.6倍。由此得出猴血浆、HA类全血、伴抑

制物 HA 患者 1血浆、伴抑制物 HA 患者 2血浆中人

源 FⅧ的抑制物的滴度分别为 39.4 BU、77 BU、62.6 
BU、35.6 BU。

2.6.2   NX02的体外药效与市售药（Obizur）相当   确
定FⅧ抑制物滴度后，我们将NX02分别与上述含抗

人 FⅧ抗体的猴血浆、伴抑制物 HA 患者血浆及 HA
类全血进行孵育，然后通过 APTT 或血栓弹力图仪

检测 NX02的促凝血功能。实验结果（图 5A）显示，

与Xyntha组相比，NX02（3 U/mL）能够显著缩短含有

不同浓度 FⅧ抑制物的猴血浆凝血时间（P<0.05）。

又如图 5B所示，使用不同浓度的FⅧ与含有 5 BU抑

制物的猴血浆孵育，随着 FⅧ给药浓度升高，Xyntha
组虽然凝血时长呈现下降趋势，但未能有效纠正

APTT凝血时间，而NX02组的凝血时间均显著缩短

（P<0.05），且呈现剂量⁃反应关系。如图 6所示，在 2
例未稀释的伴抑制物 HA患者血浆中分别加入 3 U/
mL NX02或 3 U/mL市售对照药 Obizur，与缓冲液组

（阴性对照）相比，OBIZUR组与NX02组的凝血时间

均显著缩短（P<0.05），提示二者均能够纠正体内含

FⅧ抑制物的HA患者的凝血时间，并且活性相当。

除此之外，我们构建了含有高浓度 FⅧ抑制物

（约 77 BU）的HA类全血，并且应用血栓弹力图仪对

NX02 的体外药效进行了全面评价。结果如表 3 所

示，相比模型对照组及Xyntha组，NX02组展示出了

凝血时间缩短的趋势，且该效应呈现剂量依赖性，

与上述另外两种体外药效实验结果一致，进一步验

证了NX02能够用于含FⅧ抑制物HA患者的治疗。

以上实验结果表明在人FⅧ抑制物存在的条件

下，rpFⅧ依然能够发挥促凝血的作用。

Xyntha
NX02
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40

凝
血

时
间

/s
10 155

FⅧ抑制物/（BU）
80
70
60
50
40

凝
血

时
间

/s

2 3 3.5
FⅧ/（IU/mL）

A

B

4 5

Xyntha
NX02

注：将稀释的NX02、Xyntha分别与稀释的含有人 FⅧ抑制物

的猴血浆混合，37 ℃孵育2 h后，对孵育物进行APTT检测。

A. FⅧ（3 IU/mL）与不同浓度的人FⅧ抑制物孵育；B.不同浓

度的FⅧ与人FⅧ抑制物（5 BU）孵育，*P < 0.05
图5    体外药效检测
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血
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患者1 患者2

OBIZUR+血浆
NX02+血浆
Buffer+血浆

注：将重组猪 FⅧ（3 U/mL）分别与伴抑制物 HA 患者的血浆

混合，37 ℃孵育2 h后，对孵育物进行APTT检测，*P < 0.05
图6    体外药效检测
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3 讨论

目前，重组 FⅧ主要由哺乳动物细胞表达系统

生产，如 CHO 及 BHK 细胞［30］。研究显示其复杂的

蛋白结构与翻译后修饰，如N糖基化，唾液酸含量及

硫酸化等皆影响着重组FⅧ的药代动力学及药效动

力学［30］。我们的FⅧ表达平台是基于FⅧ与VWF的

共同表达，独特的表达方式使得 FⅧ重组蛋白表达

量得到了大幅的提高（rhFⅧ：>2 000 IU/mL，rpFⅧ：>
6 000 U/mL）。为了验证NX02在哺乳动物细胞表达

系统高效表达的同时兼备合格的翻译后修饰，我们

使用 FⅧ基因敲除小鼠对 NX02 的药效及药代动力

学进行了研究。文献报道猪FⅧ的药代动力学参数

与人 FⅧ相似［31⁃32］，因此 PK 实验中我们以市售药

Xyntha（人源 FⅧ）作为对照。HA 小鼠模型药代动

力学实验数据显示 rpFⅧ（NX02）的半衰期（T1/2）和

药物在体内的吸收与分布（AUC）均与市售药对照

Xyntha相似。BLI检测得到的 NX02与人 VWF的亲

和力数据也为 NX02 药代动力学数据提供了佐证。

这说明我司的FⅧ表达平台可以生产高质量的重组

rpFⅧ。

基于猪源 FⅧ与人源 FⅧ序列的同源性［23］及前

文所述二者 A2及 C2结构域的序列差异，一般认为

猪源 FⅧ既可以用于治疗 HA，同时也对 HA 伴抑制

物患者具有疗效。在退市之前，血浆来源的猪 FⅧ
在治疗 HA 伴抑制物患者方面已有将近 20 年的历

史，其安全性和药效均很好。一项包括 157 名患者

（总计 2 472 次出血治疗）的国际回顾性研究显示，

血浆来源的猪 FⅧ的治疗总有效率为 90%，其中大

约 80% 的患者的临床反应被评为良好或优秀［33］。

OBIZUR 的Ⅱ期临床试验以 HA 伴抑制物患者作为

研究对象，研究结果显示，给予 rpFⅧ后，所有 9 名

患者（其中 8 名患者体内的抗人 FⅧ抗体的滴度 >
10 BU/mL）的出血现象均得到了有效控制［34］。这也

在实验中得到了验证，等量的OBIZUR与NX02分别

注入FⅧ基因敲除模型小鼠，实验结果显示两种 rpF
Ⅷ均可缩短凝血时间，且在统计学上无差异。为了

验证NX02是否可以用于治疗HA伴抑制物患者，我

们采用了三种不同的方法进行药效评估。第一种

方法是采用含有抗人FⅧ抗体的猴血浆。文献报道

当抗人FⅧ抗体的浓度超过 5 BU/mL时，人FⅧ即丧

失止血疗效［33］，因此在上述实验中，抗人FⅧ抗体浓

度为 >5 BU/mL 的猴血浆被用于比较 Xyntha 与

NX02的疗效。APTT实验结果显示，NX02的促凝血

功能显著优于 Xyntha，表现为 APTT 检测值显著缩

短，且与 NX02 的剂量正相关。第二种方法是采用

HA伴抑制物患者血浆，实验中NX02的剂量选择是

基于 OBIZUR 在治疗 AHA 时的初始剂量。实验结

果显示，尽管患者血浆中的抗人 FⅧ抗体的滴度远

高于 5 BU/mL，NX02仍然能够发挥促凝血药效。第

三种方法是采用绵羊抗人 FⅧ多抗制备的 HA 类全

血。血栓弹力图实验同样显示NX02的促凝血功能

明显优于 Xyntha。血栓弹力图实验以全血作为实

验材料，模拟人体内环境下的凝血过程，其更接近

真实的凝血状态，该实验方法已被用于评估 rpFⅧ
对HA伴抑制物患者的体外药效［35］。我们的实验结

果进一步验证了NX02的药效。

综上所述，我司制备的 rpFⅧ在体外实验及动

物实验中展示出了与市售药相当的药效、相似的药

代动力学特征，且在人 FⅧ抑制物存在的条件下，

rpFⅧ依然能够发挥促凝血的作用，说明我司制备的

rpFⅧ对 HA 伴抑制物患者具有潜在的治疗作用。

当然，动物实验与体外实验的研究结果是否能与临

床试验的效果一致有待进一步验证。

作者贡献声明 王志军负责文献查阅、实验设计与

实施、数据处理分析、文章起草；刘旭、李倩卉、王

京、路中枢负责实施实验；龙捷负责文章审阅与修

改；李齐负责确定研究方向、构思实验、技术指导、

文章审阅。

表3    血栓弹力图仪检测

组别

正常对照组（人全血）

模型对照组（人全血+ FⅧ抗体）

模型+ NX02（3 IU/mL）
模型+ Xyntha（3 IU/mL）
模型+ NX02（2 IU/mL）
模型+ Xyntha（2 IU/mL）
模型+ NX02（1 IU/mL）
模型+ Xyntha（1 IU/mL）

凝血时间/min

检测1
6.7 

48.8 
10.6 
29.1 
10.2 

>30.0
23.2 

>30.0

检测2
6.7 

56.4 
11.9 
24.1 
13.6 

>30.0
16.6 

>30.0

平均值

6.7 
52.6 
11.3 
26.6 
11.9 

>30.0
19.9 

>30.0

注：FⅧ：八因子
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本刊关于统计学处理的要求

关于资料的统计学处理，应根据实验或调查设计的条件，选用合适的统计学分析方法。对于定量资料，

应正确选用 t 检验、q 检验或方差分析；对于定性资料应选用卡方检验等。统计结果的解释和表达用概率

P 表达时，对比组之间的差异应叙述为差异具有统计学意义。如：P<0.05或 P<0.01，差异具有统计学意义。

而不应说“对比组之间具有显著性（或非常显著性）的差异”。必要时，应写明所用统计分析方法的具体名称

（如成组设计资料的 t检验、两因素析因设计资料的方差分析、多个均数之间两两比较的 q检验等），统计量的

具体值（如 t=3.45，χ2=4.68，F=6.79等）及具体的P值（如P=0.0238）应尽可能列出；当涉及到总体参数时最好

给出95％可信区间。

统计学符号的书写：按GB 3358―82《统计学名词及符号》的有关规定书写，常用如下：（1）样本的算术平

均数用英文 x（中位数仍用 M）；（2）标准差用英文小写 s；（3）标准误用英文字母 SX；（4）t检验用英文小写 t；
（5）F 检验用英文大写 F；（6）卡方检验用希文小写 χ2；（7）相关系数用英文小写 r；（8）自由度用希文小写 ν；
（9）概率用英文大写P（P值前应给出具体检验值，如 z值、χ2值、q值等）。以上符号均用斜体。
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