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摘  要  去纤苷是单链脱氧寡核苷酸混合物衍生的生化药，主要作用于内皮细胞并产生多种生物学效应，临床研究主要是

围绕心血管功能紊乱的适应症来开展的。临床实验证实去纤苷可以有效预防及治疗肝小静脉闭塞症。最近，在一些动物

实验中，去纤苷表现出了抗肿瘤及抗血管新生的活性。相关的研究一直在深入开展。
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Abstract Defibrotide is a polydisperse oligonucleotide with multiple effects on endothelial cells, which has been 

developed for the treatment of different vascular disorders. Defibrotide has been used effectively in the treatment and 

prophylaxis of hepatic veno-occlusive disease. Recent animal models have clearly suggested an antiangiogenic effect and 

an anticancer activity. Further in vitro and in vivo investigations are needed.
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1  引  言

    去纤苷（Defibrotide，DF）是意大利Gentium 

SpA公司开发的多组分生化药，是由猪小肠黏膜基因

组DNA，通过控制解聚制得。DF的化学本质是分子量

集中在15~30
 kDa的单链脱氧寡核苷酸钠盐的混合物，

嘌呤嘧啶比大于0.85。

  DF可以通过静脉注射及口服两种方式给药，静

脉注射给药可以迅速达到最大血药浓度Cmax，口服30 

min后可达到Cmax。鉴于消化道核酸酶水解失活、DF小

肠吸收效率及肝脏首过效应等因素，口服生物利用度

只有58~71%。注射给药DF的半衰期约10~30
 min，而口

服给药DF的清除需要数小时，主要通过尿液及粪便排

出体外[1]。DF可以缓慢而持续发挥药效是口服给药的

优势。

    多种生物学活性是DF最突出的特点，体外和体内

研究表明DF具有抗动脉粥样硬化、抗炎、抗心肌缺

血、纤溶和抗血栓的活性，DF在抗肿瘤方面的应用前

景最近也引起了学者的关注[2]。DF的详细作用机制目

前还未完全阐明，一方面和DF多聚阴离子的特性有

关；另一方面，DF作为单链脱氧寡核苷酸混合物，其

分子内存在碱基的互补配对，构成了DF序列多样性和

空间构象多样性的基础，这些与DF的生物学活性多样

性直接相关。DF被证实主要是通过与血管内皮细胞

反应来发挥生物学功能，如DF可以提高纤溶相关因

子的活性，并抑制凝血相关因子的活性，体外证实DF

是纤溶酶的激动剂，并可以增加肝素的抗凝活性。大
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量的临床研究是针对DF可以选择性抗凝，并降低出血

风险的特性展开的[2-4]。目前，针对肝小静脉闭塞症

（Veno-occlusive  Disease,  VOD）治疗的临床实验

已经开展了Ⅰ~Ⅲ期，DF用于预防VOD进行了Ⅱ~Ⅲ期

临床实验。用于肿瘤的辅助治疗是DF研发近年来的又

一突破，用于多发性骨髓瘤的治疗已经进入了Ⅰ~Ⅱ

期临床实验阶段。

2 去纤苷的质量控制

    DF的制备早在上世纪80年代就申请了专利，后来

1991年Gentium  SpA公司又更新了制备专利。此后的20

年间，虽然生化制药技术不断创新及设备不断改良，

Gentium SpA再未对制备专利进行更新，相信DF的制备

已取得了很大的改进。无论工艺如何改进，DF的制备

都可简单分为两个阶段。第一阶段为猪小肠黏膜基因

组大分子双链DNA的制备，主要是通过酶解释放基因

组DNA，并进行多步提纯来获取高纯度DNA；第二阶段

是双链DNA的控制解聚，在高离子强度的酸性溶液中控

制水解双链DNA至合适的分子大小，热变性DNA使其呈

单链分子状态，即获得满足DF质量要求的单链寡脱氧

核苷酸混合物。早期DF质量标准的建立就是依据其单

链寡脱氧核苷酸混合物的化学本质，主要从分子量分

布、DNA含量、碱基比来限定DF的分子特性。另外很重

要的一点是，DF虽然是单链寡DNA，但其分子内存在部

分碱基配对，这种局部双链结构约占10%，形成了类似

于发夹的结构(见图1)。研究表明，分子内的部分双链

结构比例的增加或降低都会导致DF生物学活性降低。

测定DF分子内部分双链DNA的可逆增色值，成为了早期

控制解聚及DF质量控制的最重要标准之一。

图1  单链寡核苷酸去纤苷可能的空间构象

    在实际工作中，我们发现DF可逆增色值的测定影

响因素很多，波动范围较大，尤其不能直观地反映DF

的分子量分布。电泳及分子筛HPLC在这方面优势明

显，和市售的几种DNA原料或试剂相比，DF在2%琼脂

糖凝胶电泳中条带最接近阳极端，电泳条带与DF理论

分子大小45~90
 nt相符（图2（A）泳道1）。分子筛

HPLC可以更加精确地反映DF的分子量分布，DF在TSK-

GEL-4000SW柱上呈单一峰，保留时间tR在13-17 min，

分子量呈近正态分布。

图2 （A）去纤苷2%琼脂糖凝胶电泳分析。泳道M：DL2000分子

量标准；泳道1：去纤苷；泳道2：鲑鱼精DNA；泳道3：

猪小肠黏膜基因组DNA；泳道4：小牛胸腺DNA（Sigma 

D1501）。（B）去纤苷凝胶过滤HPLC分析图谱。

    DF作为多组分生化药，分子量分布、理化参数虽

是其必要的质量控制手段，但不能完全代替生物学效

价的测定。DF是纤溶酶的直接激动剂，激活强度与DF

分子片断大小正相关，利用这一点建立了DF的体外效

价测定方法[5]。实际研究中我们发现，DF的体外活性

并不直接等同于其体内活性。在Gentium  SpA早期开

展的抗血栓方面的临床实验中可见一斑，针对不同批

号的DF，在用于临床研究前都要先经过动物体内实验

活性测定，选择效价大于一定值的DF才可应用于临床

研究。DF作为多组分生物制品，其各组分脱氧核酸片

断的大小、序列及含量是不可能通过实验测定而详细

给出，只能通过一系列理化参数来表征DF这一混合

物，但体内外活性的差异仍不可避免，这给竞争对手

仿制DF及DF的研究开发带来了极大的挑战。迄今，DF

的研发周期已近30年，大大超过了一般的新药研发周

期。即便如此，DF仍是一个非常有潜力的生化制药品
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种，Gentium  SpA依靠DF吸引了大量风险投资，有关

DF的临床实验正在大规模展开。

3 去纤苷作用机制

    研究表明DF主要通过影响血管内皮细胞应答和血

小板活性来发挥多种生物学功能。DF中存在可与腺苷

A1及A2受体相互作用的核酸适配体，进而减低内皮细

胞对损伤的应答，起到保护血管内皮的作用[6]。体外

实验和动物体内实验已经证实，DF可以刺激前列环素

PGI2的释放，PGI2主要是由血管内皮和血小板合成分

泌，通过增加cAMP的水平来起到舒张血管和抑制血小

板聚集的作用[7]。PGI2的升高也可抑制脂氧合酶途径

来减少白三烯LTB4的生成，减少缺血对组织的损伤。

和大血管相比，DF一系列生物学活性主要是针对小血

管产生的。促纤溶和抗凝活性被认为是通过提高血管

内皮组织纤溶酶原激活剂tPA的表达，同时降低抑制

因子PAI和组织因子TF分泌来产生的[8]。表1总结了近

年来研究推测的DF作用机制[1]。DF可以抑制血管内皮

细胞凋亡的发生，并抑制免疫效应细胞透过内皮细胞

进入组织，减少炎症损伤的发生[9]。DF被证实可以下

调细胞黏附分子CAMs的表达，而CAMs与炎症反应及造

血干细胞动员有关[10]。肿瘤组织周围多发新生血管，

DF具有抗新生血管生成的作用，被认为可能是其抗

肿瘤的作用基础[11,12]。有研究表明DF是通过影响抗

血管生成肽的生成来对血管内皮稳定及再生产生作

用，针对不同的血管组织，DF表现出了复杂的药动

学特征[13]。体外实验表明，DF可以提高肿瘤细胞的

化疗敏感性，这些都表明DF在抗肿瘤治疗方面有广阔

的开拓前景[14]。

    DF体外活性有时能很好地支持DF体内药理学活

性，如DF是纤溶酶的激动剂[5]，DF可以提高tPA的体

外活性[5]，这些都很好地支持了DF体内促纤溶的活

性。DF中存在可以抑制凝血酶活性的核酸适配体[15]，

推测DF中存在可以抑制炎性酶cathepsin  G活性的核

酸片断[16]，这些支持DF体内抗凝及抗炎的活性。但有

时DF体外活性却与DF体内药理学活性相驳，我们实验中

发现，尽管DF中存在抑制凝血酶的成分，DF整体组分对

凝血酶表现的却是激动效应；DF可以拮抗体内炎性酶抑

制剂alpha(1)PI, ACT, MPI与cathepsin G, proteinase 

3的结合，从而有助于炎症反应的发生[17]。DF体内复杂

的作用机制的阐明还有待于进一步研究。

4  去纤苷用于预防和治疗肝静脉闭塞症

    肝静脉闭塞性疾病VOD是大剂量化疗及造血干细

表1  Defibrotide的作用机制
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胞移植常见的并发症，出现肝窦内皮细胞和肝细胞的

受损，并伴随进行性的小静脉闭塞，最终导致肝细胞

坏死[18]。VOD通常在移植后30天左右发生，平均发生

率达14%[19]。部分VOD患者症状轻微，严重VOD患者可

出现多器官衰遏(Multi-organ Failure, MOF），100

天生存率不到15%[19]。VOD一直缺乏有效的预防和治

疗手段，DF很有可能填补VOD治疗方面的空缺。研究

表明DF可以与肝素结合蛋白如碱性成纤维细胞生长因

子bFGF结合，也可与I型胶原蛋白表现出高度亲合，

进而促进内皮细胞有丝分裂和管样结构的生成[13]。

Palomo等人的研究对干细胞移植后DF保护血管内皮

提供了新的证据[20]。化疗和移植导致血管闭塞的发

生，闭塞引起内皮细胞激活是一种常见的病理损伤。

在大血管细胞模型中，内皮激活的特征就是黏附受体

ICAM-1的表达上调，同时伴随p38和Akt激酶的活化，

这些都是与炎症及压力应激相关的信号蛋白。此外，

在异体移植过程中，带有vWF因子的细胞外基质在血

管壁大量富集会导致血小板的黏附，进而引发血栓。

在Palomo的实验设计中，内皮细胞事先与DF孵育，可

以下调ICAM-1的表达并阻断p38和AKT的激活，进而防

止内皮细胞激活所造成的组织损伤[20]。DF体外抗炎、

抗凝及保护血管内皮的实验数据支持了DF临床应用于

移植患者，有效预防和治疗VOD。

    DF用于治疗VOD的回顾性临床实验分析见表2，入

组病例都符合严重VOD标准，部分患者有MOF倾向，甚

至已发生器官衰竭，应用DF治疗后都表现出显著疗

效。部分VOD患者取得了完全缓解的治疗效果，百日

生存率也得到了大幅提高。

表2 DF用于移植引发VOD治疗的临床实验数据

表3 DF用于预防移植引发VOD的临床实验数据

药理学活性 推测的作用机制

抗心肌缺血 促进 PGI2和 PGE2的合成和释放；

提高平滑肌胞内 cAMP 水平，促血管舒张；

拮抗内皮素-1

促纤溶 一方面降低 PAI-1水平；

另一方面提高 tPA水平

抗栓 促进血栓调节蛋白 TM释放，进而激活蛋白 C 和蛋白 S；

调节组织因子的表达

抗血小板 促 PGI2和 PGE2的合成，产生直接抗血小板活性；

干扰血小板与内皮细胞之间的反应；

下调白细胞释放 cathepsin G 水平

抗炎 抑制自由基的生成；

降低炎性酶 cathepsin G 的产生；

干扰炎性细胞迁移

抗新生血管稳定内皮细胞 降低 p70S6 激酶的激活，进而干扰 PI3K/AKT/mTOR信号通路；

阻止树突状细胞分化成血管内皮细胞

干细胞动员 促进造血干细胞动员

抗肿瘤 抗新生血管；

提高肿瘤细胞对化疗药物的敏感性

入组病例及特征
DF 剂量

mg/kg/day
完全缓解率 (%) 百日生存率 (%) 参考文献

MOF 高风险病人(19例) 5-60 i.v. 42 32 [21]

高风险病人 28例 (40 例) 10-40 i.v. 总 55, 高风险 36 42 [22]

高风险或 MOF 病人(88例) 5-60 i.v. 46 35 [23]

累及三个器官系统的病人 64 例(149 例) 25 vs 40 i.v.
46 vs 42

(无统计学差异)

44 vs 39

(无统计学差异)
[24]

高风险病人(102 例)

vs MOF 病人(32 例)
25 i.v.

24 vs 9

(有统计学意义)

38 vs 25

(有统计学意义)
[1]

干细胞移植病人（269 例）

vs 历史对照
25 i.v.

32 vs 9

(有统计学意义)

46 vs 25

(有统计学意义)
[25]

病例数 DF 剂量(mg/kg/day) VOD 发生率 参考文献

9 10-25 i.v. 1/9 [27]

58 10 i.v. 0 [28]

47 20 i.v. 1/47 [29]

57 40 口服给药 1/57 [30]

DF 组 180 vs 对照组 176 25 i.v. 12 vs 20(有显著差异) [26]

    DF用于预防干细胞移植患者这一类VOD高危人群

的临床实验也已大规模开展，并取得了可喜的进展

（表3）。肝素用于预防VOD这类疾病的同时，大大增

加了出血的风险，而DF单用或与肝素联用副作用发生

率很低，且取得了较好的预防VOD效果。最近在欧洲

完成的Ⅲ期多中心随机临床实验中，共招募了356名

干细胞移植患者，对比移植后30天VOD的发生率，DF

组180例患者中22人发生VOD，占12%；对照组176例35

人发生VOD，占20%[26]。

    目前积累的临床数据显示，DF治疗病人耐受性很

好。在最近的一个临床实验中，与DF相关的3-4级副

反应发生率为7%，主要是低血压、肺及消化道出血、

腹部绞痛，因副反应停止治疗的患者仅为4%，无DF用

药直接导致患者死亡的报导[25]。在Ⅲ期临床实验中，

DF治疗组出血的风险与历史对照组相近，18%的患者
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因DF的相关毒性导致治疗终止[1]。DF针对VOD的预防

和治疗临床疗效显著，耐受性好，DF针对VOD这一适

应症成功上市相信为期不远。

5  去纤苷用于多发性骨髓瘤的治疗

    肿瘤患者静脉血栓栓塞的发生风险较正常人提高

4~6倍，DF应用于VOD的治疗安全有效，研究者最初就

想到用DF减低肿瘤患者治疗过程中血栓栓塞并发症的

风险[14]。近来越来越多的实验数据显示DF拥有抗肿瘤

的活性，尽管相关机制并不十分清楚，但相信与抗新

生血管生成有关，新生血管对肿瘤细胞生长、侵袭及

转移至关重要。有研究表明，抗血管生成类药物并不

一定直接诱导肿瘤血管内皮损伤和栓塞，也可能稳定

血管内皮细胞，防止其恶性增生和向肿瘤组织芽生出

新生小血管[31]。研究表明DF抗血管生成的机制可能

属于后者，DF可以拮抗VEGF,bFGF,IL-8和血小板衍生

生长因子PDGF，进而导致血管内皮细胞黏附及迁移能

力的下降；DF降低PI3K/AKT/mTOR/p706S信号通路的

磷酸化水平，进而引起血管内皮细胞增殖和活化能力

下降[11]。胃癌细胞株植入裸鼠，静脉给予450 mg/kg

的DF可以有效防止肿瘤新生血管[12]。目前的研究认为

肿瘤细胞所处的微环境对肿瘤增殖、存活及耐药性的

产生有关。尤其在多发性骨髓瘤(multiple  myeloma, 

MM)患者中，恶性浆细胞黏附于骨髓基质干细胞可以

明显降低其对传统化疗药物的敏感性，这个研究被认

为是典型的肿瘤细胞与微环境相互作用的模型[32]。

正是因为认识到这点，新开发的免疫调节药物沙利度

胺和蛋白酶抑制剂bortezomib都是同时靶向恶性浆细

胞和骨髓基质干细胞的，增加疗效的同时也加大了副

反应[33]。DF对恶性浆细胞有轻微的直接抑制效应，

最重要的是，DF可以作用于肿瘤微环境，增强浆细胞

对化疗的敏感性。DF与肝素分子特性相似，都是多聚

阴离子，DF被证实与某些肝素结合生长因子（bFGF, 

PDGF）有高亲合力，并可抑制恶性浆细胞heparanaes

的酶活性，这些由微环境细胞产生的血管生成正调控

因子都可以被DF拮抗[34]。DF虽然没有直接或间接的抗

肿瘤活性，但当恶性浆细胞与骨髓基质干细胞共同孵

育培养时，DF与化疗药物联用后大大提高了对肿瘤细

胞的杀伤活性，这点在细胞模型和动物实验中都得到

了证实[14]。

    恶性浆细胞可以引起血管内皮细胞tPA的下调及

PAI-1分泌水平的增加，尤其是在沙利度胺治疗时这

种效应被加强。浆细胞与内皮细胞共同培养时，DF的

加入可以上调tPA并下调PAI-1，抵消了沙利度胺对内

皮细胞的这种效应，增加了沙利度胺对浆细胞特异性

的细胞毒作用[35]。DF用来预防沙利度胺治疗的MM患者

深度静脉栓塞并发症的Ⅰ/Ⅱ期临床实验已经开展，

24例复发的MM患者入组接受抗肿瘤药物与DF联合用

药，1年无进展生存期及总生存期均得到了提高，只

有一例患者出现了深度静脉栓塞，同时出血副反应的

发生率很低[36]。

6  结  语

    DF提取的生物材料来源和可控降解手段与低分子

肝素类似，低分子肝素是由二糖交替连接组成的多聚

体，DF是由四种脱氧核苷酸排列组合而成的多聚体。

同为多组分生化药，DF质量控制难度大于低分子肝

素。DF具有多种生物学活性推测与其分子大小、碱基

序列及空间构象等有关，这些都构成了DF的质量控制

要素。有不少研究尝试用核酸适配体的理论去证明

或解释DF的各种生物学活性，但结果不能令人十分满

意，DF复杂的作用机制研究还需进一步深入开展。针

对VOD预防及治疗的实验及临床研究开展得最多，也

最有可能针对这一领域率先获得美国FDA批准上市。

用于肿瘤的辅助治疗是近几年来DF应用领域上新的突

破，尤其是在多发性骨髓瘤治疗方面的进展，将可能

改变DF作为罕用药治疗VOD这一尴尬的市场定位，极

大地拓宽了DF的市场前景。
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