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总结 

        Weibel-Palade 小体是血管内皮细胞特有的一种分泌性杆状细胞器，其形成依

赖于一种高分子糖蛋白，即血管性血友病因子（von Willebrand factor, VWF 因

子）。VWF 因子由巨核细胞和血管内皮细胞合成，主要分布于血浆、血小板和内皮

细胞中 [1]。在血管内皮细胞中，VWF 因子储存在 Weibel-Palade 小体中，并为该细

胞器的主要成分。此外，Weibel-Palade 小体中还储存有 P-选择素、组织型纤溶酶

原激活剂（t-PA）等多种生物活性因子[2]。VWF 因子的基因突变可导致该因子功能

缺陷或血浆浓度降低，从而引起一种人类最常见的遗传性出血性疾病－血管性血友

病（von Willebrand disease，VWD）[3]。血管性血友病分三种类型：I 型特点为血

浆中的 VWF 因子低于正常浓度的 50％；II 型表现为血浆中的 VWF 因子功能异常，

其又可以细分为 A、B、M 和 N 四种亚型；III 型病人的血浆中 VWF 因子浓度极低或

缺乏，出血症状比 I 型和 II 型更为严重。本课题主要研究了 VWF 因子的基因突变对

Weibel-Palade 小体的形成和胞吐所造成的的影响，从分子和细胞生物学角度对血管

性血友病的发病机制进行了探索。同时，本课题还建立了研究血管性血友病发病机

制的细胞模型。  

        尽管学界对于 Weibel-Palade 小体的形成和生理作用已经进行过较深入的探

索，但对其在引起血管性血友病中的病理生理作用并不清楚。虽然对于 VWF 因子基

因突变的病理作用已经有很细致的研究，但是由于缺乏适合研究 Weibel-Palade 小

体形成和胞吐的细胞模型，使得以往的研究大多局限于分析基因突变对 VWF 因子的

持续性分泌（constitutive secretion）和多聚体形成的影响。在本论文第二章，我们

综述了 VWF 因子在 Weibel-Palade 小体形成中的作用以及血管性血友病病理机制的

研究进展。VWF 因子分泌异常可以导致血浆中 VWF 因子量的缺失，从而诱发出血

性倾向即血管性血友病[4]。VWF 因子基因突变的病理作用已经在 COS 等一些细胞

系中进行过广泛而深入的研究。但是，由于这些细胞系不能储存 VWF 因子，导致无

法用于研究基因突变对 VWF 因子的细胞内储存以及调节性分泌（ regulated 
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secretion）等方面的影响。相比之下，从血管性血友病病人体内分离的人脐静脉内

皮细胞更适合用于这方面的研究[5-9]。但缺点主要为具有特定 VWF 因子基因突变的

人脐静脉内皮细胞很难获得，导致这类细胞很难大范围应用。近些年的研究表明，

人胚胎肾细胞系（HEK293）和从病人外周血中分离的内皮细胞（BOECs）非常适

合用于研究 VWF 因子基因突变所诱发的血管性血友病的病理机制[10]（见第三章和

第六章）。 

        在第三章，我们研究了 VWF 因子基因突变对 Weibel-Palade 小体的形成和功能

的影响。经转染表达 VWF 因子后，HEK293 细胞能够形成类 Weibel-Palade 小体

（pseudo WPB，为便于理解，此章中统称 Weibel-Palade 小体）。在 HEK293 细

胞中形成的 Weibel-Palade 小体在形态和功能方面与血管内皮细胞中的 Weibel-

Palade 小体极为相似。通过在 HEK293 细胞中表达四种 VWF 因子基因突变体（2

个基因突变在 VWF 因子 D3 功能区，2 个基因突变在 VWF 因子 CK 功能区），我们

发现这些降低 VWF 因子血浆浓度的基因突变减少了 Weibel-Palade 小体的数量并导

致 VWF 因子储留在内质网中。VWF 因子突变体 p.Cys1060Tyr 轻度减少了 Weibel-

Palade 小 体 的 数 量 ， 而 VWF 因 子 突 变 体 p.Cys1149Arg ， p.Cys2739Tyr 和

p.Cys2754Trp 只形成很少量且形态异常的 Weibel-Palade 小体，从而严重减弱了

VWF 因子的调节性分泌。这些实验结果表明 HEK293 细胞系可用于研究 VWF 因子

基因突变对该因子的细胞内储存和调节性分泌的影响，同时也证实了 VWF 因子 D3

功能区在 Weibel-Palade 小体形成过程中所起的重要作用[11,12]。此外，该项研究

还表明，除 D’D3 功能区外，VWF 因子的 CK 功能区也会影响 Weibel-Palade 小体

的生成。 

        研究发现，一些 I 型血管性血友病人对 DDAVP 的反应很弱[13]。有趣的是，这

些病人的基因突变大多数发生在 VWF 因子 A1－A3 功能区。鉴于学界普遍认为

DDAVP 引起的血浆 VWF 因子浓度的升高是由于 Weibel-Palade 小体发生了胞吐

[14]，我们推测这些病人的基因突变导致了 Weibel-Palade 小体生成异常。为证实该
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假设，我们在第四章中分析了 A 功能区的六个基因突变对 VWF 因子的胞内储存和调

节性分泌的影响。除 p.Arg1583Trp 之外，另外五个基因突变导致 Weibel-Palade 小

体形成异常。p.Leu1307Pro 和 p.Val1822Gly 两个基因突变在纯合子或杂合子状况

下均减弱了 VWF 因子的调节性分泌，表明了这两个基因突变在体内也可能阻碍

Weibel-Palade 小体的形成。p.Ser1285Pro 也减弱了 VWF 因子的调节性分泌，预示

着具有该基因突变的病人可能对 DDAVP 的反应较弱，但目前尚缺乏体内实验证

据。虽然具有基因突变 p.Arg1374His，p.Arg1583Trp 或 p.Tyr1584Cys 的 VWF 因

子分泌正常，但是 p.Arg1374His 和 p.Tyr1584Cys 形成的 Weibel-Palade 小体具有

形态方面的缺陷，故无法证实 p.Arg1374His 的病理作用。HEK293 细胞系中揭示的

p.Ser1285Pro、p.Leu1307Pro 和 p.Tyr1584Cys 基因突变对 Weibel-Palade 小体和

VWF 因子调节性分泌的影响在血管性血友病人的内皮细胞（BOECs）中得到了证实

（第六章）。 

        VWF 因子半胱氨酸突变体在血管性血友病人中很常见（血管性血友病数据库 

www.vwf.group.shef.ac.uk/）。尽管大部分半胱氨酸基因突变都发生在 I 型和 III 型

病人中，但是有五个半胱氨酸基因突变发生在 II 型病人中。而且所有这五个基因突

变的位点都发生在三个用于形成 VWF 因子分子间二硫键的半胱氨酸位置上：

p.Cys1099、p.Cys2771 和 p.Cys2773[15,16]。除这五个基因突变外，其余半胱氨

酸突变可能只影响 VWF 因子分子内二硫键的形成[15,16]，而且都和病人体内降低的

VWF 因子血浆浓度有关（第五章）。鉴于这两类半胱氨酸对 VWF 因子血浆浓度具

有不同影响，我们推测 VWF 因子分子内和分子间二硫键形成缺陷会对 Weibel-

Palade 小 体 的 形 成 造 成 不 同 影 响 。 通 过 分 析 破 坏 VWF 因 子 分 子 内 二 硫 键

（p.Cys1130Phe 和 p.Cys2671Tyr）或分子间二硫键（p.Cys2773Ser）的形成对

Weibel-Palade 小体形成的影响，我们在第五章中得出结论：破坏 VWF 因子分子间

二硫键的半胱氨酸突变不影响 VWF 因子在 Weibel-Palade 小体中的储存和分泌，而

破坏分子内二硫键的半胱氨酸突变会降低 VWF 因子的储存和分泌，并使 VWF 因子
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储留在内质网中。 

        尽管 HEK293 细胞系很适合用于研究 VWF 因子结构和功能之间的关系，该细

胞模型仍具有一定的缺陷。譬如在该细胞模型中 VWF 因子会过度表达，从而很难精

确模拟病人体内的杂合子基因突变。因此，从病人体内分离的内皮细胞将是更加理

想的细胞模型。由于很难获得病人的脐静脉内皮细胞，我们在第六章中探索了利用

分离的病人外周血内皮祖细胞（BOECs）研究特定基因突变的病理机制的可行性。

我们发现从大量病人中分离外周血内皮祖细胞具有可操作性，并且此类细胞能够反

映病人的特定症状。此外，我们发现外周血内皮祖细胞还适合用于研究 VWF 因子线

状结构（VWF string）的形成以及检测病人内皮细胞对不同刺激的反应。有趣的

是，我们发现这种内皮细胞对 DDAVP 的刺激没有反应，表明外周血内皮祖细胞的

应用也具有局限性。其主要局限性在于较难精确定量研究 VWF 因子的基础型分泌

（basal secretion），而且该研究局限于能够招募到的病人以及在这些病人中基因突

变的合子状况。从这个角度来说，HEK293 细胞系具有更大的灵活性，几乎可以研

究所有的基因突变。 

        在第七章，我们探索了 HEK293 细胞是否能用于研究 VWF 因子线状结构的形

成。尽管国际上的研究都表明 VWF 因子线状结构只在血管内皮细胞上形成，我们却

首次证实该结构也能在非内皮细胞上形成。在 HEK293 细胞上形成的 VWF 因子线

状结构也能像在血管内皮细胞上形成的线状结构一样粘附血小板。利用这种新的研

究模型，我们证实 VWF 因子线状结构的形成既不需要 P 选择素也不需要内皮细胞

alphaVbeta3 整合素，而且 VWF 因子结构的变化可以影响 VWF 因子线状结构的形

成。 

        VWF 因子线状结构是由 VWF 因子的高聚体组成。Weibel-Palade 小体发生胞

吐后，VWF 因子线状结构出现在活化的内皮细胞表面。VWF 因子线状结构能够聚

集血小板从而促进血栓形成和组织修复[17]。VWF 因子线状结构的缺失可能导致血

管性血友病。因此，在论文第八章，我们从 VWF 因子线状结构的角度研究了 VWF
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因子基因突变 p.Arg1205His 的病理机制。两名 Vicenza 型血管性血友病人被用于本

研究：一名女性病人具有杂合状态的基因突变 p.Arg1205His，只有非常轻微的出血

症状；一名男性病人具有两个基因突变，p.Arg1205His 和 p.Arg924Gln，分布位于

两个等位基因上，有较严重的出血倾向。我们发现 p.Arg1205His 减弱了 VWF 因子

的合成与分泌，而 p.Arg924Gln 减弱了 VWF 因子线状结构的形成。这一发现在外周

血内皮祖细胞和 HEK293 细胞中均得到证实。这一结果表明 p.Arg1205His 降低

VWF 因子血浆浓度不仅是由于该突变加快了 VWF 因子降解速度，还与细胞内该蛋

白的合成缺陷有关。具有 p.Arg924Gln 和 p.Arg1205His 双突变的病人表现出更严重

的 出 血 倾 向 可 能 是 由 于 p.Arg924Gln 对 VWF 因 子 线 状 结 构 形 成 的 影 响 。

p.Arg924Gln 减 弱 VWF 因 子 线 状 结 构 形 成 的 机 制 尚 需 进 一 步 研 究 。 由 于

p.Arg924Gln 虽然轻微减弱了 VWF 因子的调节性分泌，但并没有影响 Weibel-

Palade 小体的形成，我们推测该基因突变可能减弱 VWF 因子线状结构在细胞表面

的滞留，从而造成 VWF 因子线状结构形成的缺陷。 

 

结论和展望 

        本课题着重从 Weibel-Palade 小体的形成和 VWF 因子调节性分泌的角度探索了

VWF 因子量的缺失所引起的血管性血友病的病理机制，促进了我们对血管性血友病

分子及细胞水平的病理机制的理解。该研究表明 HEK293 细胞系和外周血内皮祖细

胞适用于研究血管性血友病中 VWF 因子结构和功能的关系。利用这两种细胞模型，

我们发现血管性血友病中 VWF 因子量的缺失是由 VWF 因子细胞内储存和分泌的缺

陷引起的（图 1.）。这一病理机制已被其他研究人员证实[10,18,19]。此外，我们发

现 VWF 因子结构的改变，如血管性血友病人的基因突变引起的 VWF 因子结构变

化，可以影响 VWF 因子线状结构的形成和功能。在正常的流体剪切应力（shear 

stress）下，即动脉中 10~70 dynes/cm2 或静脉中 1~6 dynes/cm2[20]，血浆中的

VWF 因子很难粘附血小板，而在活化的血管内皮细胞表面形成的 VWF 因子线状结

构却能够粘附并募集血流中的血小板，从而在血管损伤处引发血栓形成。因此，
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VWF 因子线状结构形成或功能缺陷可能引起出血症状。 

 
 

 
 

图 1. 血管性血友病病理机制示意图。 

VWF 因子基因突变通过复杂的机制导致 VWF 因子量的缺失或功能缺陷，从而引起血管性血友病。本博

士论文提出了新的致病机理（斜体部分）：1）Weibel-Palade 小体的形成和胞吐缺陷；2）VWF 因子线

状结构的形成和驻留障碍或功能的缺失。注释：持续性分泌（constitutive secretion）是指 VWF 因子直接

从内质网分泌的途径；基础性分泌（basal secretion）是指 VWF 因子在没有任何刺激存在下从 Weibel-

Palade 小体分泌的途径；调节性分泌（regulated secretion）是指 Weibel-Palade 小体受到刺激后分泌

VWF 因子的途径。缩写：VWF－VWF 因子；VWD－血管性血友病；WPB－Weibel-Palade 小体。 

 
 

        血管内皮细胞的 Weibel-Palade 小体通过基础分泌途径分泌的 VWF 因子可能是

血浆 VWF 因子的主要来源[21,22]。通过调节性分泌途径即刺激引起的胞吐，VWF

线状结构可以形成在血管内皮细胞表面并聚集血小板，从而引起血小板粘附和凝

聚。由于任何一条分泌途径的缺陷都可能导致血管性血友病，因此，我们推测血管

性血友病的未来研究方向将是：1）VWF 因子基因突变的病理机制必须在能够形成

Weibel-Palade 小体的细胞模型中研究，如 HEK293 细胞系和从病人外周血分离的

内皮祖细胞；2）关于 VWF 因子基因突变的病理作用的分析，除 VWF 多聚体之
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外，Weibel-Palade 小体的形成与胞吐，VWF 因子线状结构的生成和功能等需要纳

入分 析参数； 3 ）鉴于 Weibel-Palade 小体是若干炎 症因子如 P－ 选择素 和

angiopointin-2 的胞内储存器，而且 VWF 因子本身也调控血管生成[23]，研究血管

性血友病病人的炎症反应和血管变化可能是未来的研究方向之一。我们认为在分析

VWF 因子基因突变的病理作用时，增加以上三个方面的病理分析，更有利于临床医

生更好地理解血管性血友病的病理机制，从而提出更好的治疗方案，使患者受益。 
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