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幼龄动物毒理学试验的案例分析及考虑要点 

单晓蕾，黄芳华*，姜凯迪 

(国家药品监督管理局药品审评中心，北京 100022) 

摘要：近年来儿童用药成为药物开发热点，儿童人群临床试验逐渐增多。当支持

开展儿童临床试验安全性的非临床和临床数据缺乏时，需要考虑开展幼龄动物试

验(JAS)，该试验旨在阐述在其他非临床试验或儿童临床试验中无法得到充分阐

述的安全性问题，包括潜在的长期安全性的影响。ICH S11 支持儿童用药开发的

非临床安全性指导原则于 2020 年发布，本文基于 ICH S11 并结合案例，阐述了

幼龄动物试验的设计和实施的考虑要点，以期为我国儿童用药开发提供参考。 
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Cases Analysis and Considerations on Juvenile Toxicology Studies 
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ABSTRACT: In recent years，paediatric pharmaceutical has become a hotspot of 

drug development and clinical trials in paediatric population have gradually increased . 

The conduct of juvenile animal studies(JAS) should be considered only when 

previous nonclinical and clinical data are insufficient to support paediatric clinical 

trials. A JAS is designed to address safety concerns that cannot be adequately 

addressed in other nonclinical studies or paediatric clinical trials, including potential 

long-term safety effects. The ICH S11 Nonclinical safety testing in support of 

development of pediatric pharmaceuticals was issued in 2020. This article discusses 

some considerations of JAS, combining with ICH S11 guidance and cases analysis, 

aiming to provide information for pediatric pharmaceutical development in China. 
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近年来，我国持续鼓励、促进儿童用药的研发创新，儿童用药的申报、审

评数量呈现逐年上升的趋势。拟开发用于儿童人群的用药，包括已经在成年人中

使用的产品以及考虑首次用于儿童人群的产品，应根据具体情况考虑开展幼龄动

物试验。幼龄动物试验的设计、实施具有复杂性和较大难度，本研究将结合案例，

对幼龄动物试验的一些考虑要点进行阐述和分析，为儿童用药的研发提供参考。 

1   儿科药物开发的非临床安全性评价指导原则 

由于儿童处于生长发育阶段，器官系统不成熟或在药物治疗期间系统成熟，

对药物的药动学、药效学和/或脱靶效应可能产生影响，进而引起儿童人群在药

物安全性和/或有效性方面与成人存在差异。因此，需要考虑是否需要进行幼龄

动物毒理学试验，用以阐述其他非临床试验或儿童临床试验中无法得到充分阐述

的安全性问题[1]。 

从21世纪开始，各国陆续发布了支持儿童用药开发的非临床安全性研究指导

原则。FDA于2006年发布了《儿科用药的非临床安全性评价指导原则》(Guidance 

for Industry: Nonclinical Safety Evaluation of Pediatric Drug Products)[2]；EMA于

2008年发布了《儿科适应证用药的幼龄动物非临床试验必要性指导原则》

(Guideline on the Need for Nonclinical Testing in Juvenile Animals on Human 

Pharmaceuticals for Pediatric Indications)[3]，日本厚生劳动省(Ministry of Health 

Labour and Welfare, MHLW)于2012年发布了《儿科用药幼龄动物非临床安全性

研究指导原则》(Guideline on Nonclinical Safety Studies in Juvenile Animals for 

Pediatric Drug Development)[4]。为了促进区域间的协调一致，国际人用药品注册

技术要求理事会(ICH)于2014年开始组建了S11专家工作组，对支持儿科药物开

发的非临床安全性研究内容进行国际协调，于2020年4月14日发布了ICH S11《支

持儿科药物开发的非临床安全性评价指导原则》(以下简称S11)[1]，我国国家药

品监督管理局(National Medical Products Administration，NMPA)作为ICH成员参

与了ICH S11的议题协调工作，并于2021年1月21日发布S11实施公告(2021年第15

号)。 

S11推荐了支持儿科药物开发的非临床安全性评价的国际协调一致的标准，

适用于拟开发用于儿童人群的小分子药物和生物制品，提出了幼龄动物毒理学试

验(简称幼龄动物试验，Juvenile Animal Study，JAS)的必要性及JAS设计的具体要求。

由于幼龄动物试验的必要性和其试验设计需要具体问题具体分析(case by case)，



 

 

具有相当的灵活性，因此，本研究结合案例分析，对幼龄动物试验的一些考虑要

点进行探讨分析，以期为我国儿童用药开发提供参考。 

2   附加JAS的考虑 

ICH M3 和 S11 提出[1,5]：只有当已有的非临床和临床研究数据被认为不足

以支持儿科研究时，才应进行附加的非临床试验。该附加的非临床试验一般是指

幼龄动物试验(JAS)。S11 对于是否需要进行附加的非临床安全性研究，提出了

证据权重(weigh of evidence，WoE)法，WoE 评价需考虑的关键因素包括但不限

于拟用患者的最小年龄、对发育中器官的不良影响、已有资料的数量/类型(包括

临床资料和非临床等资料)、药物靶点对器官发育的作用、药物的选择性和特异

性、临床给药期限等。其中，拟用患者的最小年龄以及对发育中器官系统的不良

影响最为重要(即最高权重)。WoE 法需同时评估多种因素，应考虑每个因素的

重要性，以最终确定现有数据是否能充分阐述在所申请儿童人群中的安全性担

忧，或者附加的 JAS 能否阐述这些担忧[1]。 

拉考沙胺(Lacosamide，商品名 Vimpat)是美国 USB 公司开发的一种抗癫痫

药物，于 2008 年 10 月首次被 FDA 批准上市，用于 17 岁以上患者人群[6]，并要

求上市后开展 1 月龄至 17 岁儿童的临床试验[7]。基于拉考沙胺上市后开展的多

项儿童临床试验数据，目前 FDA 批准拉考沙胺用于 1 月龄以上患者癫痫部分性

发作的治疗以及 4 岁及以上患者原发性全身性强直阵挛发作的辅助治疗[8]。 

拉考沙胺作用于中枢神经系统(central nervous system，CNS)，临床拟用患

者年龄最低为 1 月龄，现有资料尚不足以说明对儿童用药的安全性，且靶点和毒

理学试验均提示存在对发育中的 CNS 有潜在影响的担忧。因此，拉考沙胺完成

的非临床安全性研究除一般的毒理学数据包(包括大鼠、犬单次和重复给药毒性

试验，遗传毒性、生殖毒性、致癌性试验)外，为支持儿童人群的临床试验，进

行了幼龄大鼠重复给药毒性试验，另外申请上市前还进行了幼龄犬重复给药毒性

剂量范围探索试验(GLP 试验)[9]。此外，该品种在上市后还进行了幼龄犬 33 周

重复给药毒性试验。 

拉考沙胺大鼠 JAS 中，幼龄大鼠从出生后日龄(Postnatal Day，PND)7 开始

经口给予拉考沙胺(每天 30、90、180 mg/kg)，连续给药 42 d，可见哺乳期间体

重降低、雌性性成熟延迟、脑绝对和相对重量降低以及长期的神经行为改变(旷

场行为改变、学习和记忆缺陷)[6,9]，且大鼠发育神经毒性的无影响剂量下的暴露



 

 

量低于人最大推荐剂量每天 400 mg 时的暴露量。另外，体外试验结果显示，拉

考沙胺会干扰涉及神经元分化和控制轴突向外生长的脑衰反应调节蛋白

-2(CRMP-2)的活性[8]。因此，不能排除拉考沙胺对 CNS 发育的潜在相关不良反

应。 

综上，拉考沙胺作为一种 CNS 药物，临床拟用患者最小年龄为 1 月龄，根

据已有研究结果，不能排除药物对发育中的 CNS 潜在担忧，在儿童临床试验之

前开展了大鼠 JAS，并可见拉考沙胺对大鼠 CNS 发育具有不良影响。值得注意

的是，一般认为，在脑发育方面，大鼠出生后早期对应于人类妊娠晚期，因此，

FDA 将上述风险提示信息写入说明书“特殊人群用药”项的“妊娠”和“儿科

用药”中，为临床使用提供安全性信息[8]。 

3   试验设计要点 

3.1   动物种属选择 

在已有支持成人临床试验的毒理学数据包基础上，当需要进行 JAS 时，在

大多数情况下认为单一动物种属试验是足够的，原则上，在成年动物重复给药毒

性试验中所使用的相同种属应是 JAS 首先考虑的种属，首选啮齿类动物。在所

有情况下，应证明所选择的种属是合理的，为相关动物种属。只有在先用于儿科

或对出生后发育有多种特殊担忧而单一种属无法阐述这些担忧的情况下，才需要

进行 2 种种属的 JAS
[1]。 

大鼠是成年动物重复给药毒性试验的常用种属，具有丰富的历史对照资料，

且其发育时间短使得试验中可纳入大量的终点指标，观察出生后多个器官系统的

发育，因此大鼠(在其为相关动物种属时)是 JAS 最常使用的动物。对于生物制

品，大多数情况下非人灵长类(non-human primate，NHP)为药理学相关种属，但

由于科学和实际操作的原因，对离乳前 NHP 进行 JAS 具有很大的挑战性(例如

繁殖/运输和母体/婴仔对的处理)，而离乳后 NHP(大约 6 月龄)器官系统的成熟

度通常已超过了许多儿科相关年龄，在离乳后 NHP 中进行 JAS 所增加的价值有

限，只有在少数情况下，在离乳前 NHP 中进行 JAS 具有合理的价值，例如在拟

用于新生儿和强化的围产期发育(enhanced pre- and postnated developmental，

ePPND)试验中的暴露不充分的情况，因此，S11 鼓励采用替代方法(如体外试验、

转基因动物、替代分子)[1]。 



 

 

先用于儿科或儿科专用药物通常的临床策略通常是在儿科试验之前，先在

健康成年志愿者进行首次人体(FIH)试验。但是，有一些案例，在没有成年患者

或是健康志愿者数据的情况下对儿童患者给药(例如，仅存在于儿童中的危急生

命或衰弱的疾病，或者当药物无法安全地给予成年志愿者时)，FIH 试验将在儿

科患者中进行，此时非临床计划通常将包括一种啮齿类动物和一种非啮齿动物的

JAS，以及与成人用药所需相同的安全药理学和遗传毒性试验[1]。 

以下描述一个儿科专用药物采用 2 种幼龄动物种属进行毒理学的案例。 

诺西那生钠(Nusinersen，商品名 Spinraza)为美国 Biogen Idec 公司开发的一

种反义寡核苷酸(ASO)药物，可增加运动神经原存活基因 2（survival motorneuron 

2，SMN2）的 mRNA 转录本中外显子 7 的纳入以及全长 SMN 蛋白产生，经腰椎

穿刺鞘内给药，用于治疗因染色体 5q 突变导致 SMN 蛋白缺乏而引起的脊髓性

肌萎缩症(spinal muscular atrophy，SMA)，一种造成婴幼儿死亡的严重的常染色

体隐性遗传疾病。诺西那生钠于 2016 年 12 月经美国 FDA 批准上市，适用人群

包括新生儿至 17 岁少年[10]。 

诺西那生钠在上市前完成的非临床安全性研究包括：大鼠鞘内给药安全性

药理学试验、遗传毒性试验(污染物致突变性检测试验、体外 CHO 细胞染色体

畸变试验、小鼠体内骨髓微核试验)、生殖毒性试验(小鼠生育力和胚胎发育试验、

兔胚胎-胎仔发育毒性试验)，以及幼龄猴和小鼠的毒性试验[11]。FDA 要求上市

后完成小鼠皮下给药 2 年致癌性试验以及啮齿类动物的围产期毒性试验[12]。 

重复给药毒性试验方面，诺西那生钠进行了 2 种动物的 JAS，包括幼龄食

蟹猴 14 周和 53 周重复给药毒性试验、幼龄小鼠 13 周重复给药毒性试验共 3 个

试验，其中食蟹猴在 ASO 的组织分布、细胞摄取、代谢和毒性敏感性方面最具

代表性，故食蟹猴试验为核心试验。幼龄食蟹猴鞘内注射给予诺西那生钠每次

0.3、1、3 mg 连续 14 周(猴给药起始年龄为 9～10 周龄，负荷剂量阶段每周给药

1 次，共 5 次，之后维持阶段每 2 周 1 次或每周给药 1 次)或每次 0.3、1、4 mg

连续 53 周(猴给药起始年龄为 9～11 月龄，负荷剂量阶段每周给药 1 次，共 5 次，

之后维持阶段为每 6 周给药 1 次)。2 个试验中，高、中剂量组可见脑组织病理

学改变(海马神经元空泡化和坏死/细胞碎片)，高剂量组可见急性、短暂低位脊

髓反射缺陷。此外，猴 53 周试验中，高剂量组学习和记忆检测可见可能的神经

行为学缺陷。按年计算并校正了不同种属间脑脊液体积差异后，猴神经组织病理



 

 

学无影响剂量(每次 0.3 mg)大约相当于人用剂量[10,11]。另外进行了幼龄 CD-1 小

鼠 13 周重复给药毒性试验，于出生后 4～95 d 给药，在最高每次 50 mg/kg 的剂

量下耐受性较好，可见寡核苷酸相关的变化[11]。 

综上，作为全球首个批准用于 SMA 治疗的 ASO 药物，诺西那生钠为儿科

专用药物，拟用患者最小年龄为新生儿，直接对儿童开展临床试验，非临床安全

性研究进行了幼龄小鼠 3 个月毒理学试验、幼龄食蟹猴鞘内给药(临床拟用途

径)13 周和 53 周毒理学试验，并附加进行了 CNS 评估，可见对神经系统的不良

影响，该风险提示信息纳入说明书。 

3.2   动物开始给药年龄 

动物开始给药年龄是 JAS 设计的关键性要素，应选择在发育上对应拟用患

者的最小年龄，并考虑人与动物的毒理学担忧器官系统发育期的比较。由于不同

种属之间不同器官的器官系统相关性并不一致，应优先考虑任何潜在担忧的靶器

官/系统，或者是拟用患者人群中特别脆弱的正在发育中的系统[1]。S11 在附录中

详细列出不同动物种属器官系统的比较发育的概况，可以帮助选择合适的动物种

属和年龄，以充分阐述所申请的儿童人群的安全性担忧。 

在 2011 年发表的一项针对来自美国、欧洲和日本的 24 家制药公司的有关

儿童药物非临床安全性研究的调查中[13]，根据该调查中提供的给药开始年龄的

有限数量的试验，似乎在 1990 年代末和 2000 年代初存在一种趋势，在最早的可

给药年龄开始给药，而不是在代表发育阶段的年龄开始给药。在 118 项大鼠 JAS

试验中，94 项是在离乳前开始给药，但仅有 23 个受试物拟定患者人群为新生儿，

其余均用于 2 岁以上儿童。该趋势在 2006 年初开始转变为更具代表性的年龄，

这种转变与 FDA 于 2006 年发布的指导原则相对应。国内 JAS 起步较晚，实践

经验尚不成熟，采用离乳前动物开展试验存在一定难度，因此常常出现 JAS 试

验动物开始给药年龄偏大而不能支持临床试验拟用患者最小年龄的情况。 

在 2019 年发表的一篇针对 15 种靶向 CNS 药物的 JAS 研究(均来源于 EMA

儿科委员会的电子文档资料)文献中[14]，描述了一项动物开始给药年龄偏大的案

例。Epi6(代码，出于商业保护原因未列出产品名称)用于癫痫部分发作性的治疗，

拟用患者包括了早产新生儿，在关键性 JAS试验中，大鼠开始给药年龄为PND28，

从 CNS 发育阶段来看，PND28 大于拟用患者的最小年龄，另外，与 PND28 开

始给药大鼠相比，从 PND21 开始给药的大鼠毒性严重程度明显升高(基于在年龄



 

 

更小大鼠中在更低的剂量下发生严重的临床症状而导致终末前安乐死)，说明在

更小日龄的大鼠中毒性更敏感。因此，大鼠从 PND28 开始给药错过了脑发育的

敏感关键窗口期，无法敏感地检测到受试物相关的不良影响。 

3.3   剂量探索试验 

JAS 试验开展难度大，多种因素可影响其试验成败，因此，在正式试验前

应考虑进行剂量范围探索(dose range-finding，DRF)试验，S11 推荐以小组别的

幼龄动物进行 DRF 试验，评估与暴露量和年龄相关的耐受性，这对离乳前开始

给药的确定性 JAS 尤其有价值，可避免大部分由不相关暴露量所致的意外死亡

或过度毒性。DRF 应在正式 JAS 中所计划动物起始年龄的最小年龄给药，以评

价耐受性和暴露量差异的最关键时期。在正式 JAS 中，给药方案应使在所担忧

的发育期间能达到和维持相关暴露量。若动物吸收、分布、代谢和排泄(ADME)

系统的成熟导致系统暴露量发生明显变化，应考虑正式 JAS 过程中进行剂量调

整(增加或减少)，以使暴露量保持在某种程度的一致性和临床相关性。通常在

JAS 期间剂量调整预计不会超过一次[1]。 

POSOBIEC等描述了一个基于DRF结果在正式 JAS中进行剂量调整的一个

案例[15]。在该案例中，为支持 3 月龄至成年患者人群的用药，计划开展一项于

PND7～45 给药的大鼠 JAS。由于在成年大鼠毒性试验中观察到可能与药理学作

用相关的卵巢毒性(每天 0.02 mg/kg)，故将 JAS 给药期持续至雌性大鼠预期性成

熟前，使 JAS 与成年动物毒性试验的给药期有重合，并在 JAS 中对性成熟动物

评估动情周期。首先进行了一项大鼠 PND7～21 给药的探索性试验，剂量≥0.1 

mg/kg 时可见严重毒性；接着，进行了一项大鼠 PND7～35 给药的初步剂量探索

试验，给药剂量为 0.01、0.02 和 0.05 mg/kg，并于 PND13、21、35 进行毒代检

测，可见给药期间药物暴露量出现急剧下降，在终末时间点(PND35)三个剂量下

的暴露量接近，并且低于预期的临床暴露量。接下来进行了一项剂量范围试验，

大鼠分为 2 组，于 PND7～21 均给予 0.05 mg/kg，为探索如何在发育后期阶段更

好地保持暴露量的一致性，在 PND22 开始增加剂量，一组增加到 0.08 mg/kg，

另一组增加到 0.17 mg/kg，调整后 2 组的暴露量呈现明显的区分。最后综合以上

剂量探索试验结果，在正式 JAS 中，大鼠于 PND7～21 给药剂量为 0.0125、0.025 

和 0.05 mg/kg，从 PND22 开始将剂量增加为 0.08、0.17 和 0.35 mg/kg。通过这

种剂量调整设计，使暴露量与成年动物高剂量(雌性 0.08 mg/kg、雄性 0.2 mg/kg)



 

 

有重合，同组大鼠在发育过程中药物具有相对一致的暴露，3 个剂量组的暴露量

得以区分，从而可观察剂量-反应相关性，并且中、高剂量组暴露水平也涵盖了

预期临床暴露量 370 ng·h
-1·ml

-1。 

3.4   终点指标选择 

JAS 终点指标包括核心终点指标和附加终点指标。核心终点指标中，除一

般毒理学指标外还包含了生长(体重和长骨长度)和性发育(例如，啮齿类雌性动

物阴道张开时间和雄性包皮分离时间)等指标。另外，为了阐述已确定的担忧，

应基于 WoE 评价中所确定的担忧类型和强度来确定纳入附加终点指标，附加终

点指标包括其他生长终点、骨骼评估、临床病理学、解剖病理学、眼科检查、

CNS 评估、生殖评估和免疫评估等。由于神经发育毒性(DNT)安全性风险高，

在临床试验或上市后监测中难以检测到，CNS 评估是 JAS 研究中经常附加的终

点指标，尤其是对于具有 CNS 活性的药品。 

一项研究对 2009 年—2014 年间 FDA 审查的 NDA 申请中具有 CNS 活性的

32 种药物共 44 项 JAS 试验进行了总结分析[16]，大多数药物(20/32)进行了一项

大鼠 JAS，部分药物(11/32)进行了大鼠和犬 2 种种属的 JAS，仅一种药物(1/32)

进行了一项犬 JAS。在所有的 JAS 中都包括标准的一般毒理学参数和生长发育指

标，通常还进行了扩展的神经组织病理学评估、骨密度测量、生殖评估、神经行

为学/CNS 功能评估。由于是具有 CNS 活性的药物，超过一半的试验(25/44)包

含了扩展的神经病理学评估，而其余试验(19/44)进行了常规的 CNS 组织病理学

检查。由于药物暴露发生在儿童患者骨形成和生长的动态时期，骨发育也是 JAS

的重点。有 23 项试验设置了特定的骨发育终点(除组织病理学外)，其中，14 项

试验(包括 8 项大鼠和 6 项犬试验)评估了骨长度和骨密度(双能 X 射线骨密度测

定法)，9 项试验(大鼠试验)仅包括骨长度。生殖评估方面，所有大鼠试验(32

项)中评估了交配和妊娠结局指标，所有大鼠和犬试验(44 项)都进行了生殖器官

组织病理学评估，在 16 项大鼠和犬试验中进行了精子分析。 

在神经行为学/CNS 功能评估方面，采用了多种神经学和神经行为学测试，

其检测指标因种属而异，主要包括犬的神经系统检查或功能观察组合(FOB)，以

及大鼠中更特异性和定量的评估，例如运动活动、听觉惊吓行为以及学习和记忆

的检测。所有 32 项大鼠试验均使用自动化系统进行了一项或多项学习和记忆测

试，且大多数试验测定了运动活动和听觉惊吓行为。在大部分的大鼠 JAS 中，



 

 

使用复杂的水迷宫评估了是否导致长期认知障碍，包括 Morris 水迷宫(11 项)、

Biel 水迷宫(8 项)和 Cincinnati 水迷宫(8 项)。 

这些 JAS 为儿童用药提供了安全性信息，并纳入了说明书中(78％)以提示

风险，其中较常见的 CNS 影响是神经行为学异常，包括运动活动、听觉惊吓反

射以及学习和记忆的变化。在纳入说明书中的神经行为学影响中，54％的试验发

现这些影响是持久的，提示具有神经发育毒性。 

4   总结 

为支持儿童用药开发的非临床安全性评价对申请人、试验研究者都存在挑

战，一方面是由于儿童药物开发中非临床/临床试验设计、实施具有难度，另一

方面是对已有研究信息的综合评估能力的要求。JAS 可为儿童人群的风险识别和

表征提供重要的参考信息，且能阐述与特定发育时期药物暴露风险相关的安全性

担忧，是儿童用药开发的非临床安全性评价重要方法。在证据权重分析(WoE)

基础上，具体问题具体分析，根据前期所获得的各方面信息进行整体地、科学合

理地设计 JAS，并且保证试验过程的良好实施，才能够获得有价值的毒理学数据，

以支持儿童临床试验的开展，保障儿童受试者的安全。 
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