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摘要:前蛋白转化酶枯草杆菌蛋白酶 kexin 9( PCSK9) 作为一个脂质代谢调节元
件结合蛋白，可结合并促进低密度脂蛋白受体的降解从而调节低密度脂蛋白胆

固醇的代谢。PCSK9 已成为动脉粥样硬化心血管疾病，尤其是高胆固醇血症，治
疗领域最引人关注的药物靶点之一。目前已有 2 个 PCSK9 单克隆抗体药物( 分
别为依洛尤单抗和阿立西尤单抗) 和 1 个 siＲNA 药物( Inclisiran) 获批上市。本
文主要基于国内外监管机构公开的审评报告、药品说明书和相关文献，梳理总结
PCSK9 单抗研发进展、非临床安全性评价特殊关注点及其与临床安全性风险的
相关性，以期为同类药物的非临床安全性研究和评价提供参考借鉴。
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Abstract: As a lipid metabolism regulatory element binding protein，
proprotein convertase subtilisinkexin type 9 ( PCSK9 ) can bind and
promote the degradation of lowdensity lipoprotein receptor，so as to
regulate the metabolism of low － density lipoprotein cholesterol. PCSK9
has become one of the most interesting drug targets in the treatment of
atherosclerotic cardiovascular diseases，especially hypercholesterolemia) .
At present， two PCSK9 monoclonal antibodies ( Elouximab and
Alicizumab) and one siＲNA drug ( Inclisiran) have been approved for
marketing. Based on the public reviewsof domestic and foreign regulatory
agencies， product specifications and relevant literature， this
articleanalysizes and summarizes the research and development progress
of PCSK9 monoclonal antibody，special concerns of non － clinical safety
evaluation and its correlation with clinical safety risks，in order to provide
reference for non － clinical safety study and evaluation of similar drugs.
Key words: proprotein convertase subtilisinkexin type 9; monoclonal
antibody; non － clinical safety study

前蛋白转化酶枯草杆菌蛋白酶 kexin 9( proprotein convertase sub-
tilisinkexin type 9，PCSK9) 属于前蛋白转化酶家族成员，在正常人体
肝、神经组织、肾上腺、肾间充质细胞和肠上皮细胞中均有显著表达。
研究表明，血清中 PCSK9 可与低密度脂蛋白胆固醇( low － density
lipoprotein cholesterol，LDL － C) 和肝细胞表面的低密度脂蛋白受体
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( low density lipoprotein receptor，LDL － Ｒ ) 形成复合
物，促使 LDL － Ｒ 内吞后被溶酶体降解，从而干扰
LDL － C 再循环，导致血清 LDL － C 水平升高; 而
PCSK9抑制药可抑制 PCSK9 与 LDL － Ｒ 的结合，增加
可清除血液中 LDL 的 LDL － Ｒ 数量，从而降低血清
LDL － C 水平，改善因高水平 LDL － C 密切相关的高
胆固醇血症和动脉粥样硬化，继而降低心肌梗死、脑
卒中和死亡风险［1］。此外，PCSK9 基因与家族性高胆
固醇血症有密切关系，PCSK9 功能增加和丧失的变化
可分别导致 LDL － C的高水平和低水平。
由于在动脉粥样硬化心血管疾病( atherosclerotic

cardiovascular disease，ASCVD) 患者中存在部分他汀
类药物不耐受或最大耐受剂量仍达不到 LDL － C 疗
效终点的情况，PCSK9 已成为 ASCVD 治疗领域最引
人关注的药物靶点之一［2］。本文总结了 PCSK9 单克
隆抗体药物的研发进展，并基于美国食品药品监督管

理局( Food and Drug Administration，FDA) 和欧盟药品
管理局( European Medicines Agency，EMA) 公开的审
评报告、说明书和相关文献，对 PCSK9 单克隆抗体药
物非临床研究中的关注要点，尤其是毒理学试验中的

特殊关注点进行总结和分析，以期为后续同类药物的

开发提供参考和借鉴。
1 PCSK9 靶点药物研发概况
针对 PCSK9 靶点，近年来在研的药物主要分为以

下几类［3］: ①单克隆抗体，与 PCSK9 特异性结合，也
是最先获批上市的 PCSK9 靶点的药物类型;②小分子
抑制药，但是由于 PCSK9 蛋白没有像酪氨酸激酶那样
的天然口袋，结合界面相对开放、平坦，小分子抑制药
与靶点结合接触面积有限，可能导致亲和力较低及潜

在的脱靶毒性，因此 PCSK9 小分子药物研发较为缓
慢;③siＲNA，通过结构修饰和偶联靶向递送技术，促
进肝细胞摄取双链 ＲNA，通过 ＲNA 干扰( ＲNA inter-
ference，ＲNAi) 机制阻止 PCSK9 蛋白形成; ④反义寡
核苷酸，通过碱基互补原则与 PCSK9 mＲNA结合形成
ＲNA双链，导致 mＲNA被内源性核糖核酸酶 H( ribo-
nuclease h，ＲNase H) 裂解，从而抑制 PCSK9 的转录和
翻译。
目前，全球范围内已有 2 个 PCSK9 单抗药物

获批上市，分别为依洛尤单抗和阿立西尤单抗。
此外，Novartis 公司的 siＲNA 药物 Inclisiran sodium
( 商品名 LeqvioⓇ ) 于 2020 年 12 月和 2021 年 12
月分别经 EMA 和 FDA 批准上市。国内外另有多
个 PCSK9 靶点药物处于临床研究阶段，其中包括
多个单克隆抗体。

2 已上市 PCSK9 单抗及其非临床研究内容
Amgen公司的 Evolocumab /依洛尤单抗( 商品名

ＲepathaⓇ ) 和 Sanofi 公司与 Ｒegeneron 公司联合开发
的 Alirocumab /阿立西尤单抗( 商品名 PraluentⓇ ) ，分
别为人源化 IgG2 和 IgG1 亚型，均为 2015 年在美国首
次获批上市，并分别于 2018 年 7 月和 2019 年 12 月获
准进口。在 FDA和 EMA 获批适应症中［4 － 7］，依洛尤

单抗和阿立西尤单抗均可用于作为饮食的辅助疗法，

单独或与其他降脂药物( 他汀类) 联用于成人原发性

高脂血症( 包括杂合子家族性高胆固醇血症) 降低

LDL － C; 此外，依洛尤单抗还可用于患有纯合子型家
族性高胆固醇血症患者人群。在降低心血管疾病风
险方面两者描述不尽相同，依洛尤单抗表述为“降低
冠状动脉血运重建的风险”，阿立西尤单抗为“降低不
稳定心绞痛的风险”。不稳定心绞痛可能导致心肌梗
死，后期治疗需要冠状动脉血运重建［经皮冠状动脉

介入手术( percutaneous coronary intervention，PCI ) 及
冠状动脉旁路移植手术( coronary artery bypass graft，
CABG) ］［8 － 9］。临床上依洛尤单抗常见的药物不良反
应包括糖尿病、鼻咽炎、上呼吸道感染、高血压，阿立
西尤单抗为局部注射部位反应、流感样反应和瘙痒，
总体安全性较好。
根据公开的审评报告、说明书和相关文献，依洛

尤单抗和阿立西尤单抗均开展了全面的非临床研究

( 表 1) 。
3 PCSK9 单抗的非临床安全性评价
总的来看，PCSK9 抗体药物的毒理学研究遵循生

物制品和单抗类药物一般原则。本节重点从 PCSK9
抗体药物的动物种属选择、毒理学试验特殊关注点和
免疫原性风险等方面总结归纳了此类药物非临床安

全性研究评价的特殊考虑点，以为同类药物的非临床

安全性研究和评价提供参考。
3. 1 相关动物种属选择
在生物制品的非临床研究中，相关动物种属选择

的科学性和合理性对于非临床研究数据的解读以及

后续临床开发具有重要意义。因此基于 ICH S6
( Ｒ1) 、药物结构和作用机制，在早期开发时应收集
PCSK9 单抗药物的相关动物种属选择证据，以指导正
式毒理学试验的科学设计。依洛尤和阿立西尤单抗
作用靶点和适应症均相似，根据体外亲和力试验和体

内药效学试验结果，相关动物种属为仓鼠( 对胆固醇

较为敏感，依洛尤单抗) 、大鼠( 阿立西尤单抗) 、食蟹
猴( 胆固醇的合成 /代谢与人类相似，依洛尤单抗和阿
立西尤单抗) ［12］。
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表 1 依洛尤单抗和阿立西尤单抗非临床研究内容汇总［10 － 11］

Table 1 Non － clinical studies summary of Evolocumab and Alirocumab

项目 依洛尤单抗( Evolocumab) 阿立西尤单抗( Alirocumab)

PD ①人 PCSK9 的功能获得突变与 LDL － C 升高和早发冠心病的相关
性、PCSK9 基因敲除和过表达小鼠中 LDL － Ｒ 和血清总胆固醇的
相关性的文献证据;②不同种属( 人、食蟹猴、小鼠和仓鼠) 的靶点
结合亲和力;③与其他枯草杆菌蛋白酶家族其他亚型( PCSK1、
PCSK7、Furin) 的结合活性; ④在 HepG2 细胞中对 PCSK9 介导的
LDL － Ｒ对 LDL － C 摄取的阻断作用; ⑤与他汀类药物联用对
HepG2 细胞表面 LDL － Ｒ蛋白水平的影响; ⑥仓鼠单次给药对肝
LDL － Ｒ、血清非 HDL － C和总胆固醇的影响;⑦雄性食蟹猴单次
给药对总胆固醇和血清 LDL － C的影响。

①PCSK9 在人体、患者、过表达大鼠、基因敲除小鼠、猴中
调控 LDL － C的文献证据;②不同种属的氨基酸序列同
源性分析;③不同种属的靶点结合亲和力( 人、食蟹猴、
小鼠、大鼠和仓鼠) ; ④在 HepG2 细胞中对 PCSK9 介导
的 LDL － Ｒ 对 LDL － C 摄取的阻断作用; ⑤与野生型
PCSK9 相比，PCSK9 的功能获得突变使 LDL － Ｒ 清除增
加;⑥对不同种属 PCSK9 ( 人、猴、大鼠、小鼠和仓鼠) 的
HepG2 细胞中 LDL － Ｒ降解的阻断作用; ⑦抑制 PCSK9
后对 HCV易感性的影响; ⑧在表达重组人 LDL － Ｒ 的
多种细胞和 HUVEC细胞上评价 ADCC 和 CDC 效应;⑨
在仓鼠模型中对总胆固醇、LDL － C、HDL － C的影响。

PK 食蟹猴单次静脉、皮下注射的 PK /PD。 ①大鼠单次静脉、皮下注射的 PK; ②食蟹猴单次静脉、皮
下注射的 PK。

安全药理学 清醒食蟹猴单次静脉给药对心血管系统、呼吸系统、中枢神经系统
和体温的影响

未开展单独的安全药理学

毒理学 ①仓鼠 4 周、6 周、6 个月和食蟹猴 6 个月皮下重复给药毒性试验
( 单药) ;②与瑞舒伐他汀联用的食蟹猴 3 个月重复给药毒性试
验;③仓鼠生殖Ⅰ段、食蟹猴 ePPND 试验; ④仓鼠皮下注射和兔
静脉注射局部刺激性;⑤人、食蟹猴和金黄地鼠的组织交叉反应;
⑥仓鼠皮下注射 2 年致癌性试验。

①大鼠和食蟹猴 2，5，13，26 周静脉和 /或皮下重复给药毒
性试验;②与阿托伐他汀联用的食蟹猴 5 周、13 周重复
给药毒性试验; ③大鼠生殖Ⅱ段、食蟹猴 ePPND 试验;
④人、食蟹猴免疫细胞分型的影响; ⑤人、食蟹猴、大鼠
的组织交叉反应。

PCSK9: 前蛋白转化酶枯草杆菌蛋白酶 kexin 9; PCSK7: 前蛋白转化酶枯草杆菌蛋白酶 kexin 7; LDL － C: 低密度脂蛋白胆固醇; LDL － Ｒ: 低密度
脂蛋白受体; HCV: 丙型病毒性肝炎病毒; ADCC: 抗体依赖的细胞介导的细胞毒作用; CDC: 补体依赖的细胞毒作用; ePPND: 增强的围生期发育;
HDL － C: 高密度脂蛋白胆固醇; PK: 药代动力学; PD: 药效动力学; Furin: 成对碱性氨基酸裂解酶 .

3. 2 毒理学研究特殊关注点
依洛尤单抗和阿立西尤单抗除预期的降低血清

LDL － C和总胆固醇( total cholesterol，TC) 水平的药理
学作用外，其作用机制也可能引起潜在的安全性风

险，包括对大脑和认知功能影响、增加丙型病毒性肝
炎病毒( hepatitis virus C，HCV) 的易感性、引起胰岛素
抵抗和糖尿病的风险、增加他汀类药物介导的肌病风
险、增加肠道内胆汁酸负荷以及对免疫系统的影响
等。针对上述问题，2 个药物的申请人均通过文献证
据和相关试验研究进行了全面的分析评估。
3. 2. 1 神经系统毒性风险
他汀类药物是高胆固醇血症患者目前主要临床

用药，但是由于可能导致对大脑和认知功能的影

响［13］，2012 年美国 FDA 修订了他汀类药物的说明
书，其中包括加入了他汀类药物可能会导致可逆性的

神经认知功能下降的安全性信息，具体原因尚不明

确，推测可能与药理作用有关( 人体 TC 的 25%存在
于中枢神经系统，胆固醇也是髓鞘的关键组成部分) 。
因此，针对该适应症类似作用的 PCSK9 抑制药开发时
可能存在神经系统毒性风险。在非临床研究方面，因
为依洛尤单抗和阿立西尤单抗的较高分子量( 约 150
kDa) 和存在血脑屏障，申请人认为对中枢神经系统功
能产生直接影响的可能性较小，且在动物重复给药毒

性试验中周围神经元中也未见药物相关性影响。依

洛尤单抗和阿立西尤单抗Ⅱ、Ⅲ期临床试验 Meta 分
析结果提示，PCSK9 抑制药与神经认知副作用之间存
在一定关联，但总体发生率不高。
3. 2. 2 HCV感染风险
由于 PCSK9 参与 HCV 病毒核心受体组成之一

CD81 的转录调控，可能通过多种机制增加 HCV 的感
染风险甚至肿瘤发生的风险［14］，阿立西尤单抗开发

时关注了该风险，开展了针对与 HCV感染及 CD81 相
关的体内外研究，包括对体外细胞表面 CD81 的影响、
PCSK9hum/hum /LDL － Ｒ + / － 转 基 因 小 鼠 ( 过 表 达

LDL － Ｒ) 给药后 CD81 蛋白的表达水平、感染 HCV的
Huh － 7 人肝癌细胞模型上对病毒进入细胞和在细胞
内复制的影响，以证实药物未增加 HCV 的感染以及
相关肿瘤发生的风险。基于该试验结果，阿立西尤单
抗在说明书中“致癌性”项下注明: 阿利西尤单抗对
PCSK9hum/hum /LDL － Ｒ + / －小鼠肝细胞表面 CD81 水平
未见影响，认为不会增加 CD81 依赖的 HCV感染导致
肿瘤发生的风险。而依洛尤单抗未进行 HCV 感染有
关研究和专门的致癌性试验，申请人对致癌性试验必

要性的考虑因素包括:①重复给药毒性试验未见肿瘤
发生或组织增生等癌前病变相关证据;②免疫细胞的
活性和胆汁酸负荷相关指标未见影响; ③对 CD81 水
平未见影响; 经证据权重( WoE) 分析后认为阿立西尤
单抗不会增加 CD81 依赖的 HCV 感染导致肿瘤发生
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的风险。
3. 2. 3 糖尿病风险
有文献显示，遗传学以及降脂疗效的临床试验中

发现新发糖尿病风险的增加与 LDL － C 水平较低有
相关性［15 － 17］。另有文献显示，与野生型小鼠相比，
PCSK9 基因敲除小鼠表现为低胰岛素血症、高血糖和
葡萄糖不耐受，其机制可能为胰岛 β 细胞内甾醇积聚
或无法再生而导致胰岛细胞炎症和凋亡［18］。因此，
抑制 PCSK9 可能具有糖尿病风险。然而，依洛尤单抗
和阿立西尤单抗在啮齿类和非人类灵长类动物的重

复给药毒性试验中均未发现血糖和胰腺结构与功能

异常。阿立西尤单抗的临床试验 ODYSSEY 结果显
示，在基线无糖尿病患者( 包括基线时血糖正常的患

者和糖尿病前期患者) 中，治疗期间新发糖尿病的发

生率阿立西尤单抗组和安慰剂组相似( 分别为 9. 6%
和 10. 1% ) 。依洛尤单抗的临床试验 FOUＲIEＲ 中新
发糖尿病的发生率药物组与安慰剂组同样未见明显

差异( 分别为 8. 1%和 7. 1% ) 。上述 PCSK9 靶点遗传
学试验和 PCSK9 抗体非临床和临床试验中血糖控制
结论之间存在一些相互矛盾，部分原因可能为 PCSK9
抗体药物治疗时间仍相对较短，PCSK9 基因敲除动物
试验也不能完全解释药物所有可能的靶点相关效应。
3. 2. 4 肌病风险
从理论上讲，PSCK9 单抗与他汀类药物联用后的

药理学效应可能会增加他汀类药物介导的肌病风险。
在依洛尤单抗的毒理学试验中，仓鼠和猴重复给药 6
个月未见血清肌酸酐水平升高，也未见出现肌肉毒

性; 在猴依洛尤单抗和瑞舒伐他汀联合用药 3 个月毒
性试验中未见他汀类药物相关毒性增加，提示依洛尤

单抗增加肌病的风险较小。阿立西尤单抗也开展了
与阿托伐他汀联合用药的食蟹猴 5 周、13 周重复给药
毒性试验，其结果与依洛尤单抗类似。此外，依洛尤
单抗和阿立西尤单抗的药物警戒数据库( 非随机对照

试验研究) 显示肌病的发生率为 8. 3% ～ 12. 8% ; 在
GAUSS临床试验中，他汀类药物不耐受患者给予依洛
尤单抗后肌病的发生率较低( 7. 4% ) ［19］。上述试验
结果提示 PCSK9 相关的肌病风险在非临床和临床试
验中的相关性较好。
3. 2. 5 胆固醇相关风险
依洛尤和阿立西尤单抗在非临床和临床试验

中均可导致血清 LDL － C 明显降低，无论是否联用
他汀类药物，这有可能是对胆固醇相关生理过程产

生的次要药效学影响，如肠道内胆汁酸负荷增加、
胆固醇依赖性激素生产、胆固醇依赖性组织再生

等。有文献报道，高水平胆汁酸会促进啮齿类动物
结肠肿瘤的发生［20］。在依洛尤单抗的毒理学试验
中，仓鼠重复 1 个月和食蟹猴重复 6 个月毒性试验
均未见结肠异常，仓鼠 2 年致癌性试验中也未见肿
瘤( 包括胃肠道) 发生或组织增生等癌前病变，因

此申请人认为依洛尤单抗的胆汁酸负荷增加导致

的致癌性风险性较小。
3. 3 免疫原性
依洛尤单抗和阿立西尤单抗均是通过 hPCSK9 蛋

白免疫原免疫转基因小鼠( 小鼠免疫球蛋白重链基因

组和轻链基因组已替换为人源基因) 制备，但结构中

仍残留了 3%的小鼠序列。非临床免疫原性研究结果
显示，依洛尤单抗在仓鼠中未检测到抗药抗体( anti －
drug antibody，ADA) ，在食蟹猴的毒理学试验中只有
少数动物( 10 只 /100 只，10% ) 体内出现 ADA 且其中
仅一半动物的抗体为中和抗体; 阿立西尤单抗仅在大

鼠中可检出低发生率的中和抗体。总体上，两者在动
物试验中的中和抗体发生率很低或可忽略，对药物毒

性未见明显影响。临床上，依洛尤单抗Ⅱ和Ⅲ期 ADA
累计发生率仅为 0. 3%，未在受试者体内检测到中和
抗体; 阿立西尤单抗 ADA 发生率稍高( 5. 5% ) ，但多
数为滴度较低的短暂反应，极少数受试者( ＜ 0. 1% )
中和抗体阳性; 抗药抗体产生对两者的药代动力学特

征、临床应答或安全性均未见影响。值得注意的是，
阿立西尤单抗治疗期间出现 ADA 的患者中，注射部
位反应的发生率高于 ADA 阴性患者 ( 7. 5% vs.
3. 6% ) 。在另一同靶点药物 Bococizumab( 辉瑞公司)
研发过程中，因Ⅲ期临床试验出现较强的免疫原性
( ADA 发生率高达 48% ) ，导致药效作用 ( 降低
LDL － C水平) 减弱并伴随较高发生率的注射部位反
应，已于 2016 年终止开发; 其在大鼠和食蟹猴重复静
脉给药 26 周试验中均可见动物死亡，死因与超敏反
应和肾循环免疫复合物( circulating immune complex，
CIC) 沉积有关，猴出现血管炎证实与免疫原性有关。
尽管基于动物免疫原性研究结果预测人体免疫原性

具有局限性，但考虑到阿立西尤单抗和同靶点品种

Bococizumab的非临床免疫原性研究与临床药物不良
反应 /安全性之间具有一定的相关性，因此仍然强烈
建议 PCSK9 抗体药物在非临床研究阶段均应至少开
展包含中和活性和滴度在内的免疫原性的标准试验，

并结合 PK /PD数据以评估 ADA阳性对药物暴露量和
安全性的可能影响，一方面可探索减少和控制在临床

研发中观察到的免疫原性的不良影响，另一方面也有

利于选择免疫原性风险较小的候选药物。
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由于 PCSK9 抗体类药物靶点、作用机制均较为明

确，且已有 2 个产品获批上市，可总结出此类药物非
临床研究的总体研究策略。在 PCSK9 靶点药物非临
床安全性评估上有两点尤其值得关注，一是由于

PCSK9抑制作用和 /或血浆胆固醇低水平所导致的直
接毒性，二是由于血浆胆固醇极低水平从理论上推测

可能产生的其他毒性。研发此类药物时，研究者应考
虑结合文献证据和 /或开展相应试验进行全面综合的
分析，并结合毒理学研究结果充分评估靶点机制相关

的其他安全性风险问题。因此，PCSK9 抗体药物的非
临床安全性研究策略应充分体现具体问题具体分析

的原则，即在遵循治疗用生物制品一般要求的基础

上，结合靶点相关的安全性风险和免疫原性对毒理学

结果进行综合评价，为临床试验提供切实有效的风险

提示信息。
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