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摘要: 随着首款寡核苷酸药物 Fomivirsen 在 20 世纪 90 年代末获批上市，该领域

发展迅速，目前已有上百个临床试验正在世界范围内开展。对于寡核苷酸类药

物，不同的药品监管机构虽然发布了一些指导原则和考虑要点文件，但尚未形成

完整的指导原则体系。日本药品和医疗器械管理局 ( PMDA) 于 2020 年 3 月发

布了《寡核苷酸治疗产品非临床安全性评价指导原则》，较为系统地阐述了

PMDA在寡核苷酸非临床安全性评价方面的一般考虑，并提供了寡核苷酸类产

品非临床安全性评价的基本框架，对于各项安全性研究试验需要重点考虑的方

面也提供了建议。本文通过对该指导原则的介绍，并与现行非临床安全性评价

相关指导原则进行比较，探讨寡核苷酸药物非临床安全性评价的关注要点，为我

国寡核苷酸药物的相关研发和监管工作提供参考。
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Abstract: With the approval of Fomivirsen in the late 1990s，the first
oligonucleotide drug，the field is evolving rapidly. More than 100 clinical
trials were conducted worldwide. Various regulatory agencies have issued
guidelines and considerations for such drugs. However， a complete
guiding principle system has not yet been formed. In March 2020，Japan＇s
National Agency for Medicines and Medical Devices ( PMDA) issued the
guideline for the non － clinical safety evaluation of oligonucleotide
therapeutic products. This guideline systematically expounds the general
considerations of PMDA in the non clinical safety evaluation of
oligonucleotides，provides the basic framework for the non clinical safety
evaluation of oligonucleotides，and also provides suggestions for the key
aspects to be considered in various safety research trials. By introducing
this guideline and comparing with existing guidelines，we hope to discuss
on the key points of the non － clinical safety evaluation of oligonucleotide
drugs and provide some references for the study design and supervision of
oligonucleotide drugs in China.
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寡核苷酸药物是当前发展较为快速的领域，在现行的人用药品



Chin J Clin Pharmacol 2789

Vol. 38 No. 22 November 2022( Serial No. 372)

注册技术要求国际协调会议( International Conference
on Harmonization of Technical Ｒequirements for Ｒegis-
tration of Pharmaceuticals for Human Use，ICH) 安全性

指导原则中，ICH S6《生物制品的临床前安全性评价》
中提到“本指导原则可能也适用于寡核苷酸药物”，但

寡核苷酸药物除了具有与生物制品相似的作用特点

( 靶点和种属特异性、非预期的脱靶效应［1］) 外，还应

关注其细胞内的作用，以及化学修饰的影响。因此，

寡核苷酸药物的非临床安全性评价不仅需要参考

ICH S6，还要考虑核酸药物的生物学特性，并参考化

学药物的常规指导原则。本文通过介绍日本药品和

医疗器械管理局( Pharmaceuticals and Medical Devices
Agency，PMDA) 发布《寡核苷酸治疗产品非临床安全

性评 价 指 导 原 则》( 后 简 称“Oligonucleotide Guid-
line”) ，并与国内现行非临床安全性评价相关指导原

则进行比较，探讨寡核苷酸药物非临床安全性评价的

关注要点，为我国寡核苷酸药物的相关研发和监管工

作提供参考。
1 指导原则适用范围

Oligonucleotide Guidline 的适用范围为与特定核

酸序列结合而产生生物学作用的线性 DNA、ＲNA 或

经修饰的核酸，不涉及新的蛋白质合成。例如反义寡

核苷酸、siＲNA、miＲNA，也可能适用于核酸适配体和

诱饵核酸，不包括用于基因编辑的 mＲNA 和 ＲNA，

DNA /ＲNA 疫苗以及 CpG 寡核苷酸。Oligonucleotide
Guidline 严格限定了适用范围，尤其是排除了新合成

蛋白质的情况，减少了非临床安全性评价中相关问题

的复杂性。
2 非临床安全性研究

在 Oligonucleotide Guidline 中，寡核酸非临床安全

性研究内容包括评价药效和毒性的靶器官、剂量依赖

性、暴露的量效关系、可恢复性。目前在先进治疗产

品( 区别于传统小分子药物、生物制品) 的研发中，有

部分观点认为，核酸层面的干预可能没有经典的量效

关系、也 没 有 传 统 药 理 毒 理 学 中 暴 露 的 概 念。从

Oligonucleotide Guidline 看来，PMDA 认为寡核酸的生

物学作用仍具有量效关系，且应基于暴露量来开展非

临床安全性评价。
Oligonucleotide Guidline 认为，与常规药物的安全

性评价相同，寡核酸的非临床安全性评价必须遵循非

临床 研 究 质 量 管 理 规 范 ( Good Laboratory Practice，

GLP) 。如果寡核苷酸拟用于无有效治疗手段、严重

威胁生命的疾病，Oligonucleotide Guidline 认为可参考

ICH S9《抗肿瘤药物非临床评价》，延后、简化、豁免一

部分的试验项目。Oligonucleotide Guidline 的这部分

观点与现行的非临床研究评价策略一致，基于不同适

应症临床试验受试者、患者的风险 /获益来开展评价，

而不局限于受试物本身。
2. 1 评价策略

Oligonucleotide Guidline 要求全面评价受试物特

征，并基于具体产品特点设计评价方案的关注重点。
多数寡核苷酸药物( 除适配体和诱饵核酸外) 通过与

靶核苷酸序列杂交，并在不合成新蛋白质的情况下引

起生物反应。基于寡核苷酸药物的作用特点，Oligo-
nucleotide Guidline 将寡核苷酸的毒性分为①靶向毒

性，为靶点相关的药理学活性放大所引起的毒性反

应;②杂交依赖的脱靶毒性，即与靶序列相似的序列

杂交而产生的脱靶效应; ③非杂交依赖的脱靶毒性，

即不依赖于杂交，由寡核苷酸分子的结构和物理 /化
学性质所引起的脱靶毒性。Oligonucleotide Guidline
建议，对于靶向毒性，由于其高度的种属特异性和靶

点特异性，可以参考 ICH S6 开展评价; 对于杂交依赖

的脱靶毒性，考虑到人与动物基因组的差异，建议采

用生物信息学的方法和体外考察人源细胞基因表达

的方法进行评价; 对于非杂交依赖的脱靶毒性，由于

来自其物理、化学性质，建议参考化学药物非临床评

价的一般要求。
此外，具有相似结构和物理 /化学性质的某一类

寡核苷酸，可能会引起相类似的毒性反应，即类效

应［2］，包括例如血浆蛋白结合 ( APTT 延长和补体激

活) ，免疫刺激［3 － 4］，炎症反应以及肝肾毒性等［5 － 6］。
这个方面的信息也可作为同类寡核苷酸药物开发的

重要参考。
2. 2 种属选择

与化 学 药 物 和 生 物 制 品 相 似，Oligonucleotide
Guidline 认为，寡核苷酸非临床安全性评价应采用 2
个动物种属。

对于脱靶毒性，寡核苷酸应在啮齿类和非啮齿类

中开展非临床安全性评价。对于靶向毒性，可以在具

有药理学活性的 1 种或 2 种动物中开展非临床安全

性评价。当无药理学相关动物种属时，靶向毒性可采

用在动物中具有药理学活性的替代物开展毒性研究。
通常只在 1 个种属中采用替代物开展毒性研究。

在靶向毒性方面，对于动物种属的要求 Oligonu-
cleotide Guidline 与 ICH S6 较为相似。ICH S6 中提到

“安全性评估项目应该包括 2 种相关动物种属，但如

只能确定 1 种，那 1 种相关动物种属也可能满足要

求”以及“短期试验中 2 种动物的毒性特征相似时，随
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后的长期试验可能仍有理由仅使用 1 种动物”。这是

基于 3Ｒ( 减少 /优化 /替代) 方面的考虑，但 2 个动物

种属中的毒性反应相似时，1 种动物的安全性研究可

能已经足够暴露靶点相关的风险。而 2 个动物种属

中的毒性反应是否相似，应根据受试物的特点，具体

问题具体分析。
在脱靶毒性方面，Oligonucleotide Guidline 建议采

用化学药物非临床评价的常规要求，采用啮齿类和非

啮齿类 2 种动物评价其脱靶毒性。具体的实验动物

选择一般应考虑代谢的种属差异以及同类产品的毒

性特点，选择与人体具有相似代谢、同类产品毒性较

为敏感的动物。此外，与生物制品的替代分子相比，

替代寡核苷酸的制备速度更快，成本更低，这使得选

择在结构、药代动力学( pharmacokinetics，PK) 和药效

学( pharmacodynamics，PD) 等方面与临床候选药物相

似的替代药物可以较为方便地实现。但是，任何与替

代分子相关的毒理学发现都将包含靶向效应、替代分

子杂交依赖性脱靶效应以及替代分子非杂交依赖性

脱靶效应，应注意区分替代分子的靶向和脱靶效应。
替代分子的脱靶效应不应该用来评价临床候选物的

安全性。
2. 3 重复给药毒性试验设计

2. 3. 1 高剂量的选择

Oligonucleotide Guidline 认为有必要设置多个剂

量组考察寡核苷酸药物的靶向毒性和脱靶毒性。对

于靶向毒性，与生物制品相似，参考 ICH S6 的建议，

高剂量组应产生最大的药理学作用。对于脱靶毒性，

参考 ICH M3( Ｒ2) ，高剂量组设置一般为最大耐受剂

量( maximum tolerated dose，MTD) 、暴露饱和剂量、最

大可行剂量( maximum feasible dose，MFD) 、50 倍临床

暴露量或限制剂量( 1 000 mg·kg －1 ) 。
2. 3. 2 分组

Oligonucleotide Guidline 建议设置 3 个剂量组以

考察受试物潜在的量效关系。在此处，Oligonucleotide
Guidline 再次强调了寡核苷酸安全性评价中量效关系

的重要性。采用替代物的试验，可以不单独进行，可

在原有试验中增加 1 个组以考察替代物新增的药理

学作用。
2. 3. 3 其它

试验的给药途径、给药方案、试验期限、恢复期均

参考 ICH M3 的相关建议。
2. 4 时间安排

寡核苷酸非 临 床 安 全 性 评 价 的 时 间 安 排 参 考

ICH M3。Oligonucleotide Guidline 是在小分子药物、生

物制品非临床安全性评价的现有框架下，设计的寡核

苷酸的非临床安全性评价体系。
2. 5 代谢 /降解产物

通过核酸酶自然降解的产物不是寡核苷酸安全

性评价需要特别关注的方面。但是，化学修饰寡核苷

酸的代谢或降解产物一般应参考 ICH M3，作为常规

化学药物来开展非临床安全性评价。
2. 6 杂质

在 Oligonucleotide Guidline 中，寡核苷酸杂质分为

寡核苷酸相关物质、有机小分子杂质、残留溶剂和元

素杂 质。与 多 个 ICH、美 国 食 品 药 品 监 督 管 理 局

( Food and Drug Administration，FDA) 指导原则所体现

的观点一致，在寡核苷酸的生产过程中，应尽量降低

杂质水平，而不是通过非临床安全性评价来为杂质设

置安全的限度; 此外，杂质的安全性应基于药学研究、
非临床研究数据、文献资料来综合评价。

由于物理化学性质相似，寡核苷酸相关物质常常

难以分离，难以参考 ICH Q3A 来界定。因此，寡核苷

酸相关物质的安全性评价基于受试物整体的安全性

试验数据。寡核苷酸关于杂交依赖脱靶毒性的生物

信息学分析可以用于评价寡核酸相关物质的杂交依

赖脱靶毒性。当寡核苷酸相关物质显著低于寡核苷

酸时，其脱靶毒性不是安全性评价的重点。
小分子杂质、残留溶剂和元素杂质的评价参考

ICH Q3、M7 指导原则。
2. 7 递送系统

由于核酸不稳定，核酸类药物的递送系统在很大

程度上影响药物的安全性和有效性。Oligonucleotide
Guidline 认为，评价寡核苷酸最终制剂( 结合物质、脂

质体) 的安全性是非常重要的［7］。寡核苷酸药物载体

物质的安全性可基于浓度水平和已有的数据开展

评价。
3 具体试验研究的考虑

3. 1 毒代动力学和 PK
与传统小分子药物、生物制品相似，Oligonucleotide

Guidline 再次强调基于系统暴露开展寡核苷酸的毒代

动力学和 PK 试验，体现了日本监管机构对此类药物

量效关系的关注。
3. 2 安全药理学

对主要生理功能( 如心血管、呼吸和中枢神经系

统) 的非预期药效学作用应参考 ICH S7A《人用药物

安全药理学试验指导原则》进行评价，但不一定需要

独立的安全药理学试验。由于寡核苷酸药物不太可

能作用于 hEＲG 之类的离子通道，开展体外 hEＲG 试
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验意义不大［8 － 9］。如果在研发过程中，发现了安全药

理学 的 毒 性 风 险，有 可 能 需 要 开 展 针 对 性 的 体 外

评价。
3. 3 单次给药毒性试验

如果可从剂量递增试验、短期剂量范围探索试

验、药理学试验或重复给药毒性试验中获得急性毒性

信息，可不开展单独的单次给药毒性试验。
ICH M3( Ｒ2) 和 S6( Ｒ1) 有类似的观点。M3( Ｒ2)

指出，当在剂量递增或短期剂量范围试验中获得时，

不建议进行单独的单次给药毒性试验。S6 ( Ｒ1 ) 中也

提到可将单次给药毒性试验作为药理学试验的一

部分。
3. 4 重复给药毒性试验

该试验重点关注: ①重复给药后，寡核苷酸在特

定器官的蓄积情况;②毒性反应情况的评估。试验的

给药期限和实施时间安排参考 ICH M3( Ｒ2) 。
寡核苷酸主要分布在肝、肾等组织，一些经化学

修饰具有抗核酸酶活性的寡核苷酸药物，长期给药

后，可能会在特定组织中积累并产生毒性反应［10］。
在寡核苷酸药物的重复给药毒性试验中，组织病理学

检查常发现肝和肾存在嗜碱性颗粒，蓄积程度呈剂量

依赖性。出现嗜碱性颗粒可能是细胞摄取寡核苷酸

的适应性改变; 出现嗜碱性颗粒的蓄积与毒性反应的

发生和严重程度相关，高剂量下嗜碱性颗粒大量蓄积

时可观察到病理损伤以及功能障碍( 肝细胞空泡化或

变性 /坏死、肝功能改变等) 。
3. 5 遗传毒性

Oligonucleotide Guidline 认为，由天然核酸组成的

核酸药物不必开展遗传毒性试验; 对于化学修饰的核

酸药物的评价，应参考 ICH S2 ( Ｒ1) 《人用药物遗传

毒性试验和结果分析指导原则》。
寡核苷酸药物遗传毒性试验的经验在积累之中。

目前获得的信息与 Oligonucleotide Guidline 的建议基

本一致，遗传毒性标准试验组合尚未检测到寡核苷酸

药物的遗传毒性; 而有研究表明一些被降解并整合入

DNA 的化学修饰寡核苷酸可能会引起基因毒性［11］。
3. 6 生殖毒性

寡核苷酸的生殖和发育毒性 ( developmental and
reproductive toxicology，DAＲT) 试验在考虑临床应用和

目标疾病后，原则上参考 ICH S5( Ｒ3) 《人用药物生殖

与发育毒性检测》。基于临床适应症的风险获益分

析，这也是目前药物评价的策略。对于严重威胁生命

又没有有效治疗手段的疾病，药物的非临床研发计划

可以进行一定的调整。

啮齿类动物通常用于生育力和围生期试验。啮

齿类动物和兔通常用于胚胎 － 胎仔发育 ( embryo －
fetal developmental，EFD) 研究。当临床候选物在上述

种属中没有药理学活性时，无需对非人灵长类( non －
human primate，NHP) 进行 EFD 试验。作为代替，在

EFD 试验中常用的种属( 啮齿类和兔) 中使用替代分

子是可以接受的，因为采用这些动物种属开展 DAＲT
试验是具有很多优势的。DAＲT 的实施时间可参考

ICH M3 ( Ｒ2) 。
当证据权重分析 ( 作用机制，基因修饰动物的

表型数据，类效应等 ) 认为在生育力或者妊娠结果

方面出现明显药物不良反应时，这些数据可以提供

足够的信息来提示生殖的风险，不推荐再开展更多

生殖毒性的非临床试验。这部分的观点与 ICH S6
基本一致。
3. 7 致癌性

关于进行致癌性试验的必要性，可参考 ICH S1A
《药物致癌性试验必要性指导原则》，ICH S1B《药物

致癌性试验》和 ICH S1C( Ｒ2) 《药物致癌性试验的剂

量选择》。当由于作用机制( 如免疫抑制) 而引起对致

癌性的担忧时，当遗传毒性试验、重复给药毒性试验

或杂交引起的脱靶毒性评估均提示致癌性担忧时，很

难通过非临床安全性试验排除这种担忧。应结合临

床风险和获益进行合适的风险评估。
Oligonucleotide Guidline 在 ICH S1、S6 的框架中

考虑寡核苷酸的致癌性要求，所采用的评价策略与目

前传统小分子药物、生物制品也基本一致。
3. 8 局部耐受性

如果可以在重复给药毒性等试验中评估给药部

位，则可不进行独立的局部刺激性试验。
3. 9 免疫毒性试验

如果可以根据重复给药毒性等试验的结果进行

评价，则可不进行独立的免疫毒性试验。如适用，参

考 ICH S8《人用药物免疫毒性研究》。
3. 10 光毒性

对于化学修饰的核酸，如果存在特殊的光安全性

问题，参考 ICH S10《药物光安全性评价》。
4 讨论

目前已有超过 10 款药物获 FDA 批准上市，部分

产品同时在欧洲和日本获批，已上市的寡核苷酸药物

种类包括反义核酸 ( antisense oligonucleotides，ASO) ，

小干扰核酸( siＲNA) ，核酸适配体( aptamer) ，在研的

还包括微小核酸( miＲNA) 、诱饵核酸( decoyＲNA) 等。
随着研发技术的创新进步，还可能出现新型的寡核苷
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酸药物。一方面此类产品的非临床安全性研究与评

价经验在逐步积累，但一方面研发中的非临床安全性

评价的相关问题也愈加突出和紧迫。关于寡核苷酸

非临床安全性评价的相关考虑，FDA 药理毒理审评部

门曾发布白皮书［12］，美国、欧洲的制药企业、学术团

体和监管机构专家组成的寡核苷酸安全工作组 ( Oli-
gonucleotide Safety Working Group，OSWG) 也发表过多

篇文章来探讨这些问题，但是在相当一段时期内，寡

核苷酸治疗产品非临床安全性评价尚未有专门的指

导原则。
PMDA 关于寡核苷酸药物非临床安全性评价的

指导原则，遵循了相关 ICH 指导原则的建议，延续了

小分子药物、生物制品、非临床评价的一般要求，并针

对寡核苷酸的特点提出非临床安全性评价的关注要

点。Oligonucleotide Guidline 将寡核苷酸的毒性风险

分为靶点相关的毒性和脱靶毒性，其中脱靶毒性又分

为杂交依赖和杂交非依赖的情况。针对不同的毒性

风险，Oligonucleotide Guidline 提供了不同的评价建

议。在具体的试验实施中，Oligonucleotide Guidline 多

次强调寡核苷酸的系统暴露、药效 /毒性的量效关系，

强调非临床安全性评价应基于暴露量来开展。寡核

苷酸药物仍在不断发展中，其载体技术也不断更新

( 外泌体、脂质体等) ［13］，非临床安全性研究与评价的

经验也在不断积累，具体试验的建议可能会随技术和

认知的进步不断完善。寡核苷酸药物如果采用了质

粒、病毒等涉及体内转录的载体，其非临床评价还需

要考虑载体相关的生物学特征。在开展寡核苷酸具

体产品的非临床研究时，应考虑产品本身特点，结合

临床拟用情况，具体问题具体分析，综合评价风险

获益。
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