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摘要: 基因治疗产品通过所转导遗传物质的转录或翻译而发挥作用，基于蛋白的

疗法需要反复给药，而如果可修复病人的错误基因或直接提供正确的基因，那么

单次治疗就有可能产生持续的治疗效果。随着基因治疗的突破性发展，为某些

罕见疾病( 尤其是单基因遗传病) 提供了一次治愈的可能，或将成为未来治疗人

类疾病的重要手段。国家药品监督管理局于 2021 年 12 月发布了《基因治疗产

品非临床研究与评价技术指导原则》，为基因治疗产品的研发提供建议，以支持

开展相应的临床试验。本文回顾和梳理了已上市的 3 种基因治疗产品所开展的

非临床研究，并分别从药理学、药代动力学和毒理学等方面对基因治疗产品非临

床评价的关注要点进行分析和探讨，供研究者关注或参考。
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Abstract: Gene therapy products work through the transcription or
translation of the genetic material being transferred. Protein － based
therapies require repeated dosing，whereas if a patient＇s faulty gene can
be fixed or the correct gene can be delivered directly，a single treatment
may have a lasting effect. With the breakthrough development of gene
therapy，it provides the possibility of a cure for some rare diseases
( especially single gene genetic diseases) ，or it will become an important
means to treat human diseases in the future. In December 2021，the
National Medical Products Administration issued the Guideline for Non －
clinical Ｒesearch and Evaluation of Gene Therapy Products to provide
suggestions for the development of gene therapy products and support
clinical trials. In this paper，the non － clinical studies of three gene
therapy products on the market were reviewed and summarized，and the
key points of non － clinical evaluation of gene therapy products were
analyzed and discussed from the perspectives of pharmacology，

pharmacokinetics and toxicology，so as to draw attention or provide
reference for researchers.
Key words: gene therapy; single gene genetic diseases; non clinical
studies; adeno － associated virus carrier; security

基因治疗( gene therapy) 概念的形成可以追溯到 20 世纪 70 年

代，科学家首次提出基因交换和基因优化的理念。随后，一篇发表在

《Science》杂志的文章中正式提出使用基因疗法作为治疗人类遗传疾

病的手段，单基因遗传病可通过给病人提供正确的基因来治疗［1 － 4］。
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截至目前，在针对单基因遗传病的基因治疗领域，美

国食品药品监督管理局 ( Food and Drug Administra-
tion，FDA ) 和 欧 洲 药 品 管 理 局 ( European Medicines
Agency，EMA) 共批准了 3 款以腺相关病毒作为载体，

并通过直接注射进行递送的基因治疗产品［5 － 6］。尽

管已有上市药物的研发经验，但由于基因治疗产品种

类、作用机制、作用特点、安全性风险差异较大，使其

非临床研究相对于传统药物而言存在新的问题和挑

战。本文通过对上述 3 个已上市基因治疗产品所开

展的非临床研究进行梳理分析，扼要探讨基因治疗产

品在非临床研究中需要特别关注的问题，为我国探索

和实践此类产品的研发和监管提供参考。
1 非临床研究概要

1. 1 治疗策略

基因治疗需要确定疾病的遗传基因，选择合适的

递送系统，将治疗性基因导入以发挥治疗作用。通过

非整合载体将基因递送到长期存活的细胞或缓慢分

裂的细胞内，并确保该基因在细胞存活期间持续表

达，目前已上市的基因治疗产品均采用了这样的治疗

策略。本文着重介绍已上市这 3 个基因治疗产品的

非临床研究方面情况。
1. 2 递送方式

与小分子药物不同，大多数基因治疗的分子无法

通过自由扩散越过生理屏障进入细胞内部，且面临在

血液循环中被降解的问题。经过多年的发展，已发展

出包括病毒载体、非病毒载体等多种用于人体基因治

疗的递送途径。由于病毒载体可以高效地感染人类

细胞，具有传递其基因组进入细胞的分子机制，多数

基因治疗方案采用病毒作为递送载体。目前，最常见

的病毒载体有逆转录病毒、腺相关病毒、腺病毒和慢

病毒 等［7］。腺 相 关 病 毒 ( adeno － associated virus，
AAV) 是最为常用的病毒载体，可感染分裂和非分裂

细胞，在不直接插入宿主基因组的情况下，呈卫星状

态游离于宿主细胞基因之外长期稳定表达［8］。但外

源基因容量有限( 通常在 4. 5 到 4. 9 kb 之间) 也限制

了它的应用，科学家们目前正试图克服这一限制。
非病毒的脂质体载体在安全性方面( 如遗传毒

性) 具有优势，脂质体将外源基因包裹后与细胞膜结

合，由于脂质体与细胞膜的相似性而发生融合，使得

外源基因进入细胞。脂质体细胞转染的方法目前已

经相对成熟，该方法简单、无免疫原性、细胞毒性低，

但转染效率不高，多为瞬时表达。目前，脂质体在基

因治疗领域多被用于体外细胞转染，而体内递送应用

随着新型脂质体的产生和组合，正在迅速发展。

1. 3 非临床研究设计的总体考虑

根据产品具体特点和早期临床试验计划制定非

临床研究计划，用以评估产品在目标患者人群中的风

险 － 获益特征。基因治疗产品非临床研究为临床试

验提供支持性信息，研究内容一般为药理学、药代动

力学、毒理学，用于提供作用机制有效性证据、明确生

物分布特点、确定药理作用特征、了解毒理学特征( 确

定靶器官、暴露量 － 反应关系和可逆性等) 、确定首次

人体试验的安全剂量水平、建议临床给药途径和剂量

递增计划、支持患者入组标准、确定可指导临床监测

的生理参数、提示临床试验风险等［9］。
2 药理学

2. 1 动物模型的选择

Zolgensma 在新生 SMNdelta7 小鼠中进行了体内

有效性研究，该模型缺乏内源性小鼠运动神经元存活

基因 1( survival motor neuron gene 1，SMN1 ) 基因，但

携带 2 份完整的人类 SMN 基因( hSMN2) 和另外 2 份

去除外显子 7 的 hSMN2 基因，以提供足够的 SMN 表

达而防止胚胎死亡［10］。Luxturna 则分别采用基因敲

除和自发基因突变模型考察了其有效性［11］。ＲPE65
－ / － ( Ｒetinal pigment epithelial membrane protein) 模

型通过靶向破坏小鼠 ＲPE65 建立，模型在 3 到 4 月龄

时视网膜功能出现严重异常( 进行性视网膜变性) ，15
周龄时视网膜生理学和生物化学发生变化，视杆光感

受器( photoreceptors，PＲs ) 外节盘紊乱，视网膜电图

( electroretinography，EＲG ) 检测可见视杆功 能 消 失;

rd12 小鼠是一种 ＲPE65 自发基因突变模型，通过间

接检眼镜和 EＲG 进行筛选，该基因缺 陷 被 鉴 定 为

ＲPE65 基因第 3 外显子的无义突变，预计会导致蛋白

质功能丢失，模型在 3 周龄时表现出 EＲG 反应减弱，

在大约 3 月龄时出现视网膜变性; ＲPE65 缺陷犬模型

是由 cＲPE65 基因纯合突变而自然产生的，其基因中

4 个碱基对的缺失会导致移码和过早终止密码子，进

而导致 ＲPE65 蛋白不表达，该模型表现出的疾病表型

与人类视网膜变性相似，包括先天性视力障碍，并发

展为视网膜变性。Glybera 在分别使用脂蛋白脂肪酶

( lipoprteinlipase，LPL) 缺陷( LPL － / － ) 小鼠和猫的研

究中验证了其治疗 LPLD 的机制和原理［12］，LPL － / －
小鼠可见持续的高三酰甘油血症伴随总胆固醇( total
cholesterol，TC ) 升 高 和 高 密 度 脂 蛋 白 胆 固 醇 ( high
density liptein cholesterol，HDL － C) 降低，且不能存活

超过 24 h; LPL － / － 猫为自然产生的 LPLD 猫品系，

其表型类似于人类 LPL 缺乏症，有乳状血浆、黄瘤病

和视网膜脂血症，且血浆三酰甘油浓度异常高。
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2. 2 概念验证研究

新生 SMNdelta7 小鼠单次静脉给予 1. 2 × 1013 ～
1. 1 × 1014 vg·kg －1 的 Zolgensma 后，生存率可见剂量

依赖性的改善，中位数生存期从 15 d 增加至 49 d( 批

号: 600156) ; 在 SMNdelta7 小鼠中使用早期非临床批

次载体开展的其他研究表明，其运动功能、神经肌肉

传递、体重增加和心脏功能均有改善; 在出生后第 1
或 2 天给药的小鼠中，生存率和体重增加的改善最

高。ＲPE65 － / － 小鼠和 rd12 小鼠模型视网膜下注射

Luxturna( 每只眼 1 × 109 vg) 后，均可见注射眼 ＲPE 细

胞表达 ＲPE65 和视网膜电图( electroretinogram，EＲG)

改善，rd12 小鼠还可见视力改善; ＲPE65 突变犬经视

网膜 下 给 予 ( 双 侧 同 时 给 药 ) Luxturna ( 每 只 眼

8. 25 × 1010 vg) 后，可改善瞳孔反应、EＲGs 和视觉行

为，减少眼球震颤，在 ＲPE 细胞中可检测到 ＲPE65 蛋

白; 此外，经视网膜下注射 Luxturna( 每只眼 1. 5 × 1011

vg) ( 第 0 天注射 1 只眼，13 ～ 15 d 后注射对侧眼) 后，

可在第一眼注射后 2 周内改善定向能力( navigation)

和瞳孔对光反射，第二眼注射后视觉行为进一步改

善，眼球震颤减少。LPL 缺陷小鼠和猫模型单次经肌

肉注射 Glybera，可诱导人源 LPL 的持久表达，改善三

酰甘油血症和脂血症，并可延长 LPL 缺陷小鼠的生

存期。
基因治疗产品一般针对具体的基因缺陷所设计，

上述 3 个已上市产品在非临床研究阶段的药理学研

究中均采用了转基因动物作为试验模型。Zolgensma
的主要药效学试验包含 6 个独立的研究，试验中均采

用 临 床 批 次 样 品，包 括 I 期 临 床 ( 批 号

NCHAAV9SMN0613 ) 和 Ⅲ 期 临 床 ( 批 号 816836、
600156、600307、600443) 中使用的样品，均设置 4 或 5
个剂量组，并在 1. 2 × 1013 ～ 1. 1 × 1014vg·kg －1剂量范

围内，可见剂量依赖性的改善 SMNdelta7 小鼠的生存

率。由于模型的局限性，单一模型可能无法准确预测

基因治 疗 产 品 在 患 者 人 群 中 的 有 效 性 和 安 全 性，

Luxturna和 Glybera 均在多个动物模型中开展了药效

学试验，分别对动物表型、导入基因的体内表达和功

能活性相关生物标志物等进行检测来说明产品的作

用机制，并形成证据链，这有助于生成支持产品开展

临床试验的数据，还有机会发现用于临床试验监测的

活性 /毒性生物标志物，以支持产品进行临床开发。
3 生物分布研究

Zolgensma 的生物分布研究整合在新生 FVB 小鼠

单次给药毒性试验中，给药 12 周后，载体 DNA 浓度

在心脏中最高( 12 周: 1. 69 × 105 vg·μg －1 DNA) ，其

次是肺、肝、腰脊髓、股四头肌、大脑、卵巢、脾和睾丸。
人 SMN mＲNA 转录本具有相似的组织表达谱，在心

脏中表达水平最高( 12 周: 3. 14 × 106 copies·μg －1 总

ＲNA) ，其次是股四头肌、肝、肺、大脑和腰脊髓; 在脾

和性腺组织中检测到低水平的 SMN mＲNA。Luxturna
分别在正常视力猴和犬单次给药毒性试验中开展了

生物分布研究，在载体注射眼的眼内液( 前房液和玻璃

体) 检测到了最高水平的载体 DNA ( 107 copies·μg －1

gDNA) ，在视神经中检测到低水平的载体 DNA( 1 571
copies·μg －1 gDNA) ，在非眼组织中分布着非常有限

的低水平载体 DNA，在生殖腺中未检测到载体 DNA。
Glybera 开展了多项分布研究，主要检测了注射部位肌

肉、肝、脾和腹股沟淋巴结中的载体 DNA; 在猫的睾

丸、附睾和活动精子中检测到了载体 DNA，提示该载

体可分布至生殖腺; 在小鼠中，注射部位肌肉和少量

腹股沟淋巴结在 180 d 观察期内均可 检 测 到 载 体

DNA。
生物分布特征是基因治疗产品非临床研究的关

键部分，有助于解释药理学、毒理学的研究发现，也可

为临床试验设计提供支持信息。基因治疗产品的作

用特点差异很大，应根据产品的具体特点，基于风险

分析的基础来设计产品的非临床研究。上述 3 种产

品虽然均采用 AAV 作为载体，但是由于 AAV 血清型

的不同、给药方式的不同( 除导入的目的基因的影响

之外) ，生物分布情况有明显差异。Zolgensma 的载体

DNA 和 SMN mＲNA 转录本在心脏中具有最高的浓度

或表达水平，在毒性研究中亦可见明显的心脏不良反

应; Luxturna 则因其给药方式，主要分布在眼内液中，

并可见视网膜相关的毒性反应; Glybera 的载体 DNA
主要分布在注射部位的肌肉组织中，其毒性反应也表

现为相关的肌肉损伤等。在关键组织器官的长期分

布( 如心脏、神经系统、肺、生殖器官等) ，可能会带来

相应的风险，在非临床研究中需要重点关注。国际人

用药品注册技术协调会在基因治疗产品的生物分布

方面已制定专门的指导原则 S12，将于 2023 年完成，

届时，基因治疗产品非临床生物分布研究将会有较为

明确的技术标准和建议。
4 毒理学研究

Zolgensma 在新生 FVB 小鼠中开展了多项单次给

药毒性研究，静脉给予 7. 9 × 1013 vg·kg －1 及更高剂

量，可剂量依赖性的导致心肌出现轻微至轻度的变性

或再生。在 1. 5 × 1014vg·kg －1及更高剂量水平，心脏

不良反应的发生率和严重程度呈剂量依赖性增加，包

括心房血栓形成、心房扩张、纤维组织增生、心肌变性
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和炎症; 心室的其他变化包括炎症、水肿和纤维化; 这

些发现有时与心脏重量增加和大体检查异常( 包括心

脏增大、形状异常和 /或心房增大) 相关。肝的不良发

现包括肝细胞变性 /坏死、肝细胞肥大、核周空泡化和

枯氏细胞增多。在 2. 4 × 1014 vg·kg －1或更高剂量水

平下，动物死亡与 Zolgensma 的心脏和肝的毒性相关，

死亡原因常见于心房血栓形成，也与心房扩张、纤维

组织增生、心肌变性、单核细胞浸润和肝细胞变性或

再生有关。Luxturna 在正常视力犬、ＲPE65 突变犬和

正常视力非人类灵长类动物( non － human primates，
NHPs) 中进行了单次和重复给药毒性试验。在犬和

NHPs 中单次或重复视网膜下给药后，在非眼组织中

未观察到毒性反应，可见偶发网膜炎症，认为和手术

给药过程有关。正常视力犬视网膜下注 射 每 只 眼

1. 5 × 1012 vg 的 Luxturna，镜检可见载体暴露区域出现

炎症和视网膜变性。眼部组织病理学显示，ＲPE65 突

变犬同一只眼睛重复给药，可能存在轻微的免疫反

应。Glybera 在小鼠中开展了 3 项单次给药毒性试验，

剂量范围为 1 × 1011 ～ 1 × 1013vg·kg －1，观察期分别为

90、105 和 180 d，可见体重增加减少，尿素和肌酸磷酸

激酶降低，组织病理学检查可见肌肉退行性变和亚急

性炎症，且具有剂量依赖性; 在小鼠中开展了生殖毒

性研究，雌性小鼠交配前或妊娠期间给药，胎仔中均

未检测到 Glybera，在雄性小鼠性腺中可检测到，但申

请人未进一步开展相关研究。
基于基因治疗产品的生物学复杂性，安全性评估

应足够全面，以允许识别和量化潜在的局部和全身毒

性。动物种属的选择通常不严格要求数量，重点是试

验动物种属要反映受试物的药理学特点，上述产品选

择了 1 个或 2 个具有生物活性的种属开展毒理学试

验。毒理学试验应尽量采用临床拟用样品，Zolgensma
采用临床Ⅲ期的样品开展了毒理试验，而 Luxturna 和

Glybera 在早期使用非临床拟用样品开展试验，后期均

采用临床批样品开展了相关研究。在合适的情况下，

毒理 学 试 验 可 以 与 药 效 学 试 验 联 合，Luxturna 在

ＲPE65 突变犬中开展的毒理试验合并考察了药效学

指标。
以病毒为载体的基因治疗产品非临床安全性开

发策略与小分子或单抗类药物不同，后者通常涉及重

复给药，时间长达几个月，而基因治疗产品一般为单

次给药，并对动物进行一段时间的观察之后进行个案

处理，上述产品的毒理学试验均设置了多个剂量组以

考察毒性的量效关系，并覆盖了临床拟用的剂量; 而

给药期限和频率则根据具体产品设定，上述产品均开

展了单次给药毒性试验，Luxturna 还开展了重复给药

毒性试验以模拟可能的人体情况。此外，基于产品的

一般毒理发现、作用机制、适应症和特点等，上述产品

均未开展生殖毒性、基因毒性和致癌性试验。
5 讨论

基因治疗预计将成为未来治疗人类疾病的重要

手段之一，目前主要围绕着发病机制相对明确的单基

因遗传病开展，而随着基因治疗产品的不断研发，越

来越多的产品已进入临床试验，治疗领域涉及癌症、
免疫系统疾病、消化系统疾病、遗传性疾病、皮肤疾病

和血液病等［13］。本文主要对支持基因治疗产品进行

早期临床开发的非临床研究进行了阐述，上述基因治

疗产品均针对具体的基因缺陷所设计，药理学试验采

用多种转基因动物作为试验模型; 生物分布研究多结

合在毒性试验中进行，由于 AAV 血清型的不同、给药

方式的不同( 除导入的目的基因的影响之外) ，生物分

布情况有明显差异; 毒理学试验均采用了具有生物活

性的种属开展，设置多个剂量组以考察毒性的量效关

系，并覆盖了临床拟用的剂量。
AAV 作为目前最有前景的基因治疗载体，被认为

具有相对低的插入突变风险，AAV 载体主要保持非整

合形式，很少整合到宿主细胞 DNA 中，曾有共识认为

AAV 不 会 导 致 任 何 人 类 疾 病。2021 － 09 － 06，

BioMartin宣布 FDA 暂停了其在研基因疗法 BMN307
的Ⅰ /Ⅱ期临床研究，该研究旨在评估 BMN307 治疗

成人苯丙酮尿症( Phenylketonuria，PKU) 的安全性和

有效性，暂停原因是在一项评价 BMN307 在 2 种生殖

系突变小鼠中的活性持久性的研究中，高剂量组( 2e14

vg·kg －1 ) 发现 6 /7 只动物在给药 52 周后出现肿瘤，5
只患有胰腺癌，1 只患有肝细胞癌，并且有证据表明

AAV 载体部分整合到基因组中。尽管已有 AAV 载体

相关产品上市，且针对罕见的、危及生命的疾病，应基

于患者的风险获益比进行全面考虑，但 AAV 载体应

用于人体的安全性风险仍不容忽视。此外，虽然非病

毒的脂质体载体在安全性方面具有优势，但在基因治

疗领域多被用于体外细胞转染，而体内递送技术仍在

发展中。因此，在开展临床试验之前对载体进行全面

的安全性研究是非常关键的。
由于基因治疗产品的多样性、生物复杂性和科学

认识的局限性，基因治疗产品研发应遵循创新药物研

发的一般原则，分阶段逐步推进。在现有药品监管认

知体系下开展非临床研究，基于产品的特点开展风险

获益分析，并采取具体问题具体分析的原则对产品进

行综合评价。
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·科学文摘·

过去十年美国食品与药物管理局基于药物转运蛋白的

上市后要求和承诺的变化趋势

引自: Younis I Ｒ，et al. Trends in FDA transporter － based post － marketing requirements and commitments over the
last decade［J］. Clin Pharmacol Ther，2022，112( 3) : 635 － 642.

表征新分子实体( new molecular entities，NME) 和药物转运蛋白之间的相互作用是药物开发的关键要素，有

助于评估潜在的基于转运蛋白的药物 － 药物相互作用( drug － drug interactions，DDI) 。然而，并非所有 NME 新

药申请( new drug applications，NDAs) 都包括基于 NME 转运蛋白的 DDI 的完整表征，这需要美国食品与药物管

理局( US Food and Drug Administration，FDA) 发布上市后要求( post － marketing requirement，PMＲ) /上市后承诺

( post － marketing commitment，PMC) 来表征这些潜在的相互作用。本研究的目的是确定 FDA 在 2012 年至 2021
年间发布的基于转运蛋白的 PMＲ /PMC 的趋势。从 2012 年到 2016 年，基于转运体的 PMＲ /PMC 数量减少，然而

2017 年 PMＲ /PMC 数量呈增加趋势。这些基于转运蛋白的 PMＲ /PMC 中的大多数要求临床评估( 48% ) ，一些要

求体外评估( 38% ) ，2. 5%要求建模和模拟评估。大多数 PMＲ /PMCs 要求将 NMEs 作为外排转运蛋白、P － 糖蛋

白和 /或乳腺癌耐药蛋白( 53% ) 的可能底物进行评估。48% 的 PMＲs /PMCs 完成了 67% 的标签更新。平均而

言，与 PMＲ /PMC 相关的信息需要 2. 5 年才能显示在 NME 标签中。
总之，基于转运体的 PMＲ / PMC 数量的增加反映了 FDA 对基于转运体的 DDI 的正确表征越来越感兴趣。

虽然缺乏对转运体介导的 DDI 的全面评估可能不会影响 NMEs 的批准，但这可能与安全问题有关，需要发布

PMＲ / PMC 来进一步表征基于转运体的 DDI，即使在药物批准之后。重要的是在加速患者获得新药和增加我们

对可能导致限制性标签语言或必要剂量调整的 NMEs 的潜在基于转运体的 DDI 的理解之间找到微妙的平衡。
尽管很少有 NME NDA 缺乏基于转运体的 DDI 的适当表征，但在 NDA 初步批准时，申办方应做出额外努力，对

基于转运体的 DDI 进行完整表征。
( 吴焕贤 摘录)


