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N-乙酰半乳糖胺偶联小干扰RNA类药物的非临床毒性研究进展
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摘 要： 小干扰核糖核酸（siRNA）作为核苷酸类药物，通过RNA干扰（RNAi）特异性诱导基因沉默而发挥作用，在代

谢性疾病、抗感染及肿瘤等领域被广泛应用。目前已获批上市 4款基于N-乙酰半乳糖胺（GalNAc）偶联技术 siRNA药物，

汇总分析已上市GalNAc偶联药物的非临床毒性特征及临床不良反应，初步明确非临床研究中毒性常见类型，包括脱靶与

非脱靶毒性等。结合GalNAc-siRNA类药物非临床研究实践，了解可预测的脱靶毒性及对于非临床安全性评价中的毒性关

注点，以期为GalNAc-siRNA药物临床研究提供参考。
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Advances in non-clinical toxicity of N-acetylgalactosamine-conjugated small 

interfering RNA drugs
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Abstract: Small interfering RNA (siRNA), nucleotide drugs, are interfering with gene silencing specifically through RNA 

interference (RNAi) and have been widely applied in metabolic diseases, anti-infection and tumor indications. Currently, four siRNA 

drugs based on N-acetylgalactosamine (GalNAc) conjugated technology have been approved for market. In this paper, we 

summarized the non-clinical toxicity characteristics and clinical adverse reactions of approved GalNAc drugs , by clarifying the 

common types of toxicity in non-clinical studies identified, including off-target toxicity and non-off-target toxicity. Combined with 

the practice of non-clinical studies on GalNAc-siRNA drugs, the predictable off-target toxicity and toxicity concerns in non-clinical 

safety evaluation were understood to provide references for clinical trials.
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小干扰核糖核酸（siRNA）药物通常与靶向下游

蛋白药物不同 ，siRNA 靶向上游信使核糖核

酸（mRNA），主要针对靶向小分子和单抗无法成药

的靶点［1］。siRNA药物递送系统成功发挥作用的关

键在于能克服递送过程中的生理屏障及内源性核

酸酶降解，使该类药物成功递送进靶细胞并发挥治

疗作用［1］。目前应用较成熟的偶联 siRNA药物主要

基于 N-乙酰半乳糖胺（GalNAc）载体，也是目前应

用比较广泛的肝靶向递送载体［2］。随着化学修饰和

递送系统技术的提升，siRNA药物的研发也进入快

速发展阶段，基于 siRNA 药物在分子结构、作用机

制及化学修饰方面的特殊性，药物的吸收、分布、代

谢和排泄及安全性等方面有独特性，GalNAc-

siRNAs药物作为核酸类治疗药物在非临床与临床

阶段仍面临较多挑战［3］。

GalNAc-siRNAs药物会因核苷酸序列、化学修

饰 RNA干扰（RNAi）表现不同毒性，评价人员需要

分析上述毒性改变与临床不良反应的相关性，区分

杂交依赖性与非依赖性的脱靶效应［4］，进一步提高

GalNAc-siRNAs药物的安全性和有效性，为临床研

究转化提供更多的参考。基于已上市药物的安全

性研究策略与理解，结合笔者在GalNAc-siRNAs药

物非临床安全性评价中的实践，对 GalNAc-siRNA

药物作用机制、非临床研究中的毒性表现及毒性机
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制、已上市 GalNAc-siRNA 药物安全性情况进行汇

总介绍，为该类药物非临床研究毒性判断及临床转

化提供参考，也为后续 RNAi疗法药物的评价提供

指导与借鉴。

1　GalNAc-siRNA药物作用机制

siRNA 作为合成双链 RNA 分子，长度通常为

20～25个核苷酸，可利用内源性 RNAi途径介导目

标RNA沉默，达到最终降解靶蛋白的作用［3］。作为

GalNAc-siRNA药物，在核糖的 2'位置及有限数量的

硫代磷酸酯（PS）修饰后，与正义链 3'末端的三价

GalNAc 配体结合，靶向肝细胞表面去唾液酸糖蛋

白受体（ASGPR）。通过ASGPR和内涵体逃逸向肝

细胞递送GalNAc-siRNA后，siRNA结合至RNAi诱

导沉默复合体（RISC）形成，在 siRNA双链展开后，

反义链与RISC结合并介导互补靶RNA序列位点特

异性切割，导致RNA沉默和靶蛋白表达减少［4］。

siRNA递送需要经过多层生理屏障才可到达靶

器官中，三价 GalNAc作为亲和力相对较高的载体

需要结合相应的受体ASGPR，该受体作为完整的跨

膜糖蛋白异寡聚体，相对分子质量约 4.1×104，在人

肝细胞中由2个结构不同的亚基H1和H2组成。H1

作为主要受体，其含量为H2的 7倍。2个亚基的相

对分子质量相似 ，具有 57% 的序列同源性［5］，

ASGPR主要表达在哺乳动物肝细胞肝窦表面，介导

内吞作用从循环中清除具有去唾液酸化半乳糖或

乙酰半乳糖胺残基糖化蛋白，同时也负责清除脂蛋

白和凋亡细胞。亚基H1和H2包含氨基末端，用于

内部信号传导的跨膜结构域和羧基末端胞外结构

域，其中包含N连接的寡糖结合位点，能够结合脱唾

液酸化的非还原半乳糖残基和GALNAC残基。

亚基H1或H2缺陷小鼠在发育中表现出表型异

常，H1缺陷小鼠中可见 H2表达降低，反之亦然［6］。

一旦配体与受体的细胞外结构域结合，受体-配体复

合体发生内化，经过内吞作用后，配体被释放到核

内体（pH值较低），该过程依赖于 pH水平［7］。核内

体中的酸化导致配体与受体分离，受体分子循环回

到质膜。受体的 2个亚基以不同的平均速率内吞，

配体结合增加两个亚基的周转率。ASGPR作为 C

型凝集素受体，有助于清除血液中去糖化糖蛋白［8］。

它在肝细胞表面以高拷贝数（每个细胞 50～100万）

表达［9］，每个肝细胞每小时可内吞高达 500 万

ASGPR，为药物结合和摄取提供了丰富受体［10］。尽

管在人甲状腺、大肠、肾上皮、睾丸和血液单核细胞

在内的 ASGPR 亚基比例不一致［11］，但不同物种

ASGPR1 mRNA仅在肝脏中唯一表达；通过免疫组

织化学检测，可见 ASGPR 由抗体与受体发生交叉

反应，GalNAc-siRNAs 的组织分布通常低于靶器

官（肝脏）和主要排泄器官（肾脏）的 5%。非临床筛

选可以在动物模型中以高剂量鉴定具有最小毒性

的GalNAc-siRNA，因受体容量高，对肝脏内源性底

物几乎没有干扰，对其他组织没有明显影响。

2　GalNAc-siRNA药物非临床毒性特征

通过检索同类品种在研情况及已上市GalNAc-

siRNA药物安全性数据，结合本机构在 siRNAs药物

中非临床研究中的实践，汇总发现 siRNA安全性的

主要表现为杂交依赖性毒性（在靶毒性与脱靶毒

性）与非杂交依赖性毒性，具体表现为肝毒性、药理

作用放大引起在靶毒性、RNA结合的脱靶毒性、免

疫毒性、给药部位反应、肾毒性、过敏反应及血液学

毒性等。

2.1　肝肾毒性

GalNAc-siRNA 进 入 肝 细 胞 由 GalNAc 与

ASGPR的特异性结合介导，该过程取决于受体-配

体结合的亲和力［4］。研究发现，大鼠皮下给予

GalNAc-siRNA 后可见较为一致的组织学改变，即

肝细胞空泡数量和大小呈剂量相关增加。小鼠给

予具有相同修饰的连接子、配体和化学修饰

GalNAc-siRNA药物，其空泡改变表现一致，但在较

高毒性剂量时所有肝脏改变并非一致，认为该改变

可能与序列的杂交效应或对天然RNAi途径的序列

依赖效应有关［10］。

大鼠 sc 给予 300 mg·kg−1 GalNAc-siRNA 后，可

观察到肝脏单细胞轻微到轻度坏死，肝单细胞高嗜

酸性细胞质和小浓缩核改变的细胞凋亡。单细胞

坏死和空泡形成通常独立发生。肝单细胞坏死后

通常可见细胞再生，镜下亦可观察到有丝分裂和轻

微核变大，但肝单细胞坏死确切病理生理学机制尚

待进一步研究［13］。坏死细胞不会形成明显的肝细

胞凝固性坏死病灶，并且与全身炎症变化无关。肝

单细胞坏死，肝细胞空泡形成可能也会与肝脏质量

的增加相关，但与肝脏临床病理学指标，如丙氨酸

氨基转移酶（ALT）、天冬氨酸氨基转移酶（AST）、碱

性磷酸酶（ALP）、总胆红素（TBIL）、谷氨酸脱氢

酶（GLDH）等的变化尚无直接关联。因此当仅观察

到肝细胞空泡样改变时并不认为是不良反应，亦不

影 响 毒 性 研 究 中 对 大 鼠 未 见 不 良 反 应 剂

量（NOAEL）的判定；但当严重程度增加时，且观察

到临床病理变化，肝酶升高具有毒理学意义时，应
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关注与临床相关风险的可能性。由于 GalNAc-

siRNA给药导致的肝细胞单细胞坏死在很大程度上

对大鼠具有特异性，在非人灵长类种属中并非常

见，目前已获批上市 GalNAc-siRNA 药物非临床毒

性研究中未见食蟹猴重复给药后肝细胞空泡改变。

大鼠 sc 给药 GalNAc-siRNA 毒性研究中，重复

给药剂量≥30 mg·kg−1时，在近端肾小管细胞中可

见药物相关性细胞质嗜碱性颗粒，免疫组化确认这

些颗粒为药物和（或）代谢物，主要原因认为与

GalNAc 配体介导肾脏近端小管摄取的能力较低，

故在毒理学剂量下这种蓄积在偶联和非偶联 siRNA

中都可以观察到。值得关注的是在大鼠和食蟹猴

每周给予 GalNAc-siRNA 剂量高达 300 mg·kg−1时，

未见其他肾脏退行性改变或任何表明肾毒性的临

床病理学变化。

2.2　免疫毒性

模式识别作为先天免疫系统的重要功能之一，

主要表现在哺乳动物对病原体及其代谢物的识别

和清除，或将病原体呈递给适应性免疫系统。哺乳

动物细胞似乎不仅获得了识别模式指示分子（如脂

多糖、肽聚糖及病毒糖蛋白）的能力，而且还获得了

识别细菌 DNA 和病毒 DNA 的能力［14-16］，通常

siRNA小于 30个核苷酸，早期研究发现 siRNA在一

定程度上可逃避免疫识别，不会引起广泛的干扰素

反应。随着研究数据的积累，研究者发现即使是合

成的短 siRNA也可介导一定程度的免疫反应，并显

著增加多种细胞因子的水平［16］，其机制是通过位于

细胞质的 toll-白介细胞介素-1受体（TIR）域触发下

游信号，激活干扰素调节转录因子（IRF）、核因子-

κB（NF-κB）和丝裂原活化蛋白激酶信号（MAPK）通

路，导致干扰素（IFN）和促炎细胞因子的表达有关。

在 siRNA诱导的免疫激活过程中，核内体中表达的

Toll样受体（TLR）3、TLR7、TLR8和TLR9均能识别

核苷酸，核内体成熟才能传递信号，TLRs亚家族的

信号需要适配器分子MyD88，并通过多个细胞内通

路 ，导 致 NF- κ B 、MAPK 和 干 扰 素 调 节 转 录

因子 -7（IRF-7）的动员。不同通路的激活取决于特

定的TLR和配体。在不同的免疫细胞类型中不同，

导致诱导不同的细胞因子 ，包括肿瘤坏死因

子（TNF）、白细胞介素-6（IL-6）、白细胞介素-12（IL-12）和

干扰素-α（IFN-α）。TLRs的激活还可诱导树突状细

胞中共刺激分子的上调，这也是先天免疫向获得性

免疫转变的必要过程［17］。

由于 siRNA 介导的免疫反应表现出细胞类型

特异性，这种脱靶效应可能会给 siRNA药物开发带

来挑战。因TLR7在人和小鼠中均表现相应功能活

性，TLR7 对序列依赖 siRNA 和单链 RNA（ssRNA）

识别均有必要，而TLR8只在人体表现出功能活性，

TLR7和TLR8在人体和小鼠的表达模式不同，部分

原因可能是因为其免疫细胞亚型分类不同。因此，

小鼠和人体之间存在关键性差异，这使得使用小鼠

模型对 siRNA信号进行功能分析变得复杂［17］，这也

进一步解释了啮齿类种属相对 siRNA较为敏感。

小鼠体内数据表明这种免疫激活副作用具有

明显的毒性，可引起血清中肝酶升高，降低淋巴细

胞和血小板水平［18］，TLR3 可以识别 siRNA 的双链

形式，而TLR7和TLR8可以识别 siRNA的双链形式

和单链形式。因此，正义和反义 siRNA链均可诱导

免疫反应。单链 siRNA 的激活效果与双链 siRNA

相当，在某些情况下，单链 siRNA 引起的免疫应答

要强得多［19-20］。除了结构特征外，siRNA 的长度也

是决定其免疫应答的重要因素，较短的 siRNA（如

12或 16个核苷酸），即使包含特定的免疫激活元素，

一般也不会诱导免疫反应。如果 siRNA 的长度扩

展到大于 19 个核苷酸，可以诱导较明显的免疫反

应，如介导了全身 IFN-α反应，激活T淋巴细胞和髓

样树突状细胞，但单独注射 siRNA或脂质体不会引

起该免疫反应。有研究表明载体-siRNA复合物相

比于单独的 siRNA 或脂质体，更容易引起免疫反

应［21］，尽管有研究认为TLR7和TLR8的激活具有相

似的序列相似性，但发现 siRNA对TLR7和TLR8的

激活具有序列特异性，如鸟嘌呤（G）、尿嘧啶（U）GU

二核苷酸和 5'-UGU-3'［22］等富含 GU 的序列。此外

富含谷氨酸序列也被证明可以介导相对较弱的免

疫反应，亦有缺乏GU也可激活免疫反应［23］的报道，

富含核苷酸腺嘌呤（A）、尿嘧啶（U）AU 的结构，包

括单个尿嘧啶也有激活免疫反应的报道［24］。

2.3　给药部位反应

在淋巴结髓质中的巨噬细胞等网状内皮细胞

和注射部位单个核细胞中，药物蓄积更明显地表现

为细胞质空泡化而非明显嗜碱性颗粒。在食蟹猴

毒性研究中，腋窝、肠系膜、腹股沟 1个或多个淋巴

结伴有细微嗜碱性点状斑点，经免疫组化检查证实

为药物。这一改变在大鼠体内较少观察到，但在组

织病理学改变方面表现较为相似。大鼠与食蟹猴

种属中，GalNAc-siRNA重复给药后，在皮下注射部

位也可见细胞质空泡化，以巨噬细胞和树突状细胞

系中较明显。
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2.4　药理作用放大毒性

GalNAc-siRNA药物Fitusiran（ALN-AT3），靶向

抗凝血酶，通过与表达抗凝血酶的RNA结合，降低

抗凝血酶的产生，临床用于血友病治疗。在野生型

小鼠中，Fitusiran给药后导致血栓形成，弥漫性血管

内凝血和非计划死亡等改变。但在血友病小鼠模

型中，给药后可明显改善血友病表型，延长血友病

小鼠存活期。因此，GalNAc-siRNA的在靶毒性（on-

target effects）相关药理作用放大也应是毒性评估的

关注点之一［25］。

2.5　补体激活及血液学毒性

化学修饰可以显著影响寡核苷酸的毒性，单链

寡核苷酸中硫代磷酸酯含量可能导致肝毒性或肾

毒性的高蛋白结合，包括可能的神经毒性。补体激活、

血管炎和肾小球病，血小板减少症等免疫刺激效应可能

与骨架修饰中高硫代磷酸酯含量相关［26-31］。

3　已上市 GalNAc-siRNA 药物非临床毒性及

siRNA终止开发案例

3.1　Givosiran

美国食品药品监督管理局（FDA）于 2019年批

准 Givosiran 用于成人急性肝卟啉症（AHP）治疗的

GalNAc-siRNA 药物。非临床研究数据显示，大鼠

sc 给药后，Givosiran 主要分布于肝脏，肝脏与血浆

暴露量（AUC）比值约为 4 500，在肝脏组织半衰期

明显长于血浆。单次 sc给药肝脏暴露量显著高于

静脉给药后的肝脏暴露量，表明 sc给药后肝脏吸收

更有效；sc后肝脏吸收更有效可能是由于血浆浓度

逐渐增加，而非静脉注射后急剧增加，可避免

ASGPR 介导的肝脏吸收饱和。SD 大鼠每周 1 次，

连续 26 周恢复 13 周重复 sc 给药毒理学研究，

Givosiran主要毒性靶器官为肝脏，相关临床病理改

变可见总胆红素和肝酶升高。肝脏组织学检查可

见单细胞坏死，有丝分裂增多和肝细胞核增大。在

肾脏中可见管状嗜碱性颗粒，可能与阴离子寡核苷

酸分子在溶酶体中蓄积有关。食蟹猴每周 1次，连

续 39周恢复 13周重复给药毒理学研究，与大鼠重

复毒性研究结果一致，肝脏也是食蟹猴毒性试验主

要靶器官。临床病理可见肝酶升高（ALT、GGT），组

织病理可见肝细胞单细胞坏死，肝细胞嗜碱性颗粒

和枯否细胞嗜碱性颗粒，淋巴结有巨噬细胞空泡

化。临床不良反应主要表现恶心及注射部位反应，

未见肝肾异常［32］。

3.2　Inclisiran

欧 洲 药 品 管 理 局（EMA）于 2020 年 批 准

Inclisiran用于原发性高胆固醇血症治疗的GalNAc-

siRNA药物，通过抑制肝细胞中前蛋白转化酶枯草

杆菌蛋白酶Kexin-9（PCSK9）的翻译，阻止细胞表面

低密度脂蛋白受体（LDLR）的降解，达到降低低密

度脂蛋白胆固醇（LDL-C）的目的。非临床研究数据

显示，SD 大鼠单次 sc 给药后，在肝脏和肾脏分别

14、56 d仍可检测到 inclisiran。肝脏平均表观半衰

期为 53.1～191 h。肾脏暴露呈剂量相关性增加，肝

脏平均浓度比肾脏高 200%～500%。Inclisiran组织

分布主要分布于肝脏、肾脏。在大鼠 sc给药 4、15和

29周重复给药毒理学研究中，多数剂量组可见雄性

和（或）雌性动物肝细胞空泡，小空泡未见核移位，

单个大空泡未见细胞核，停药后可见肝脏改变恢

复。食蟹猴 sc给药 4、15、40周的毒理学研究，未见

肝细胞空泡化。在食蟹猴 15周和 40周连续给药毒

性研究中，所有剂量组动物肝细胞细胞质中可见嗜

碱性颗粒［33］，临床中最常发生的注射部位不良事件

为注射部位反应、疼痛、红斑和皮疹。

3.3　Lumasiran

欧 洲 药 品 管 理 局（EMA）于 2020 年 批 准

Lumasiran 用于高草酸尿症治疗的 GalNAc-siRNA

药物。大鼠与食蟹猴组织分布的非临床研究显示，

Lumasiran主要分布于肝脏及肾脏。反义链 3ʹ端剪

切掉 1个核苷酸后代谢物［AS（N-1）3ʹ］暴露量在大

鼠与食蟹猴血浆中占 10%。大鼠 sc给药每周 1次，

连续 8 周恢复 13 周毒性试验，组织学改变可见

Kupffer细胞嗜碱性颗粒，肝单个细胞坏死，有丝分

裂增加，肝小叶中心型细胞肥大，肝细胞空泡形成，

肝细胞肥大，核肿大，肾小管上皮嗜碱性颗粒。大

鼠 sc 给药 29 周重复给药可见肝细胞空泡形成；

Kupffer细胞的色素增加；肝细胞有丝分裂增加；肾

小管细胞质中嗜碱性颗粒。食蟹猴 sc 给药连续 8

周，36周恢复 13周毒性试验，可见淋巴结巨噬细胞

蓄积，Kupffer细胞嗜碱性颗粒［34］。临床常见不良事

件为注射部位反应，其次是发热、头痛、鼻炎、上呼

吸道感染和呕吐。

3.4　Vutrisiran

FDA于 2022年批准用于成人遗传性甲状腺素

介导淀粉样变性的多神经病变治疗的 GalNAc-

siRNA 药物。Vutrisiran 仅在食蟹猴中具有药理学

活性，非临床研究大鼠与食蟹猴 sc给药组织分布显

示，Vutrisiran主要分布于肝脏及肾脏。大鼠 sc给药

每月 1 次（15、50、150 mg·kg−1），连续 6 个月恢复 13

周毒性试验，组织学改变可见肝脏细胞嗜碱性颗
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粒，肝细胞核增大，有丝分裂增加，大鼠每 3个月给

药 1次，肝脏组织改变与每月 1次给药后改变相似。

因Vutrisiran与大鼠与兔序列不同源，杂交依赖效应

评估仅在食蟹猴毒性研究中开展，食蟹猴连续 13周

sc给药，39周每月 1次给药（30、100、300 mg·kg−1）恢

复 13周毒性试验，可见Kupffer细胞嗜碱性颗粒，腹

股沟及肠系膜淋巴结巨噬细胞空泡化，NOAEL 均

为 300 mg·kg−1［35］。临床常见不良事件为关节痛，呼

吸困难和维生素A降低。

3.5　siRNA终止开发案例

AGN-745（siRNA-027），Allergan公司开发靶向

于血管内皮生长因子（VEGF）受体，治疗老年性黄

斑变性（AMD）的化学修饰 siRNA药物，因临床效果

不佳且出现脱靶效应，于临床 II期终止［36］。

Alnylam Pharmaceuticals 开发的 siRNA 药物

ARC-521，旨在降低乙肝表面抗原（HBsAg）和病毒

DNA的表达，非临床研究中非人类灵长类动物种属

表现严重毒性［37］，该药在临床 I期终止。

TKM-ApoB（PRO-040201），由 Tekmira 制药开

发，靶向于肝细胞中过表达的载脂蛋白 B（ApoB） 

siRNA药物，用于高胆固醇血症治疗［38］。在啮齿类

和非人类灵长类动物模型中能有效降低低密度脂

蛋白和三酰甘油［39］，而在临床 I 期研究中，由于

siRNA依赖性免疫刺激作用，激活免疫反应而表现

出流感样症状，终止开发［38］。

Arbutus Biopharma Corporation 公司开发代号

为 TKM-100201 和 TKM-100802 抗埃博拉病毒的

siRNA药物，靶向埃博拉膜相关蛋白（VP24）和埃博

拉聚合酶复合物蛋白（VP35），由于免疫系统过度激

活，该药的 I期临床试验终止［40-41］。

Revusiran是化学合成的双链 siRNA（靶向转甲

状腺素 TTR mRNA），第 1 代 3 价 GalNAc-siRNA 药

物。非临床安全性评估包括安全药理学、单次和重

复给药毒性研究，遗传毒性和致癌性试验。单次 sc

给药 100 mg·kg−1未见对猴心血管或呼吸功能有影

响。在 300 mg·kg−1的猴 sc重复给药毒性研究中，未

见神经系统异常。Revusiran在小鼠每周 sc重复给

药，大鼠 26周、猴 39周（5 d连续给药后每周重复给

药）毒性研究中具有良好的耐受性。大鼠 NOAEL

为 30 mg·kg−1（约为临床暴露量的 1.6 倍，所有剂量

组可见给药部位水肿，高剂量 100 mg·kg−1可见肾近

端小管嗜碱性颗粒，肝脏单核细胞空泡化、淋巴结

空泡化巨噬细胞和注射部位空泡化巨噬细胞和炎

症浸润）。在猴体内未见剂量限制毒性，NOAEL为

高剂量 200 mg·kg−1（约为临床暴露量的 106倍）。在

长期毒性研究中进行了肝脏线粒体形态的超微结

构评估，以评估反复暴露于 GalNAc-siRNA 及其代

谢物是否会因核苷类药物和核苷酸类似药物相关

的线粒体毒性，总体评估认为Revusiran具有良好的

非临床安全性［42］。但在“ENDEAVOUR”Ⅲ期临床

试验中，主要不良反应可见心脏衰竭、周围神经性

病变、咳嗽、水肿、注射部位疼痛、肝功能异常、肾衰

竭，相较于对照组 2例死亡，受试药组出现 18例受

试者死亡，死亡原因认为与心力衰竭引起的心血管

疾病相关，随后Revusiran临床试验终止［43］。

siRNA药物非临床常见毒性为肝肾改变，对于

临床肝肾不良反应预测具有一定价值，其中肝毒性

可能与以下 2种机制相关：（1）GalNAc配体/连接子

及其代谢物影响；（2）可能导致脱靶效应的AGO蛋

白异构体。为降低GalNAc配体/连接子的风险，使

用脂质纳米颗粒（LNPs）递送与GalNAc结合或不结

合的 siRNA，通过选择性地敲除AGO异构体，评估

了其对 siRNA 肝毒性的影响。研究结果表明，

GalNAc-连接子及其代谢物并非大鼠肝毒性的主要

原因，而AGO2-siRNA RISC（非AGO1或AGO4）导

致肝脏的脱靶毒性［44］。与大多数基于寡核苷酸的

疗法类似，GalNAc-siRNA 可以通过沉默与反义链

部分互补的非靶 RNA 来介导杂交依赖性脱靶

效应［45］。

Janas等［46］在药物开发筛选阶段，药理学放大剂

量下通过 3周给药的大鼠探索性毒理学研究，观察

到的常见毒性包括小叶中心肝细胞变性或凝固性

坏死，肝酶升高超 2倍。该效应很可能由于RNAi介

导，并且主要由反义链的种子区域驱动，类似于内

源性 microRNA 活性。研究发现阻断 siRNA RISC

形成，阻断 siRNA-RISC 复合物与反义链化合物的

脱靶结合，以及在不改变化学修饰的情况下改变已

知有毒和无毒 siRNA的种子区域，在药理学放大剂

量肝脏暴露条件下，大鼠肝毒性降低。相反，通过

对 2'核苷酸修饰来改变 siRNA化学结构对肝毒性没

有影响［45］。所以通过对种子区域的热不稳定化学

修饰可以降低这些序列依赖性脱靶效应的风险［47］，

并可以最大限度地减少 siRNA 跨物种间的肝毒性

发生。虽然认为肝毒性的潜在原因可能与细胞内

寡核苷酸及其代谢物的蓄积，RNA 干扰（RNAi）介

导的杂交脱靶效应和或内源性RNAi通路的干扰有

关。目前主要认为啮齿动物肝毒性在很大程度上

可归因于 RNAi介导的脱靶效应，而非化学修饰或
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RNAi通路的干扰。因此可将单个热不稳定的GNA

核苷酸引入反义种子区，可以选择性降低种子区介

导的脱靶结合概率，提高 GalNAc-siRNAs 药物安

全性［46］。

4　对 GalNAc-siRNA类药物非临床毒性外推临床

的思考

研究表明RNAi疗法的临床开发仍面临较大的

挑战，从实验室到临床的转化成功率约为 0.06%［48］，

不仅体现在核酸修饰，靶向递送并解决稳定性和免

疫原性及脱靶效应仍是亟待解决的问题。虽然三

价 GalNAc 目前是相对研究较为成熟的 siRNAs 递

送载体，但也会因序列同源性、序列长度、骨架修饰

程度等表现个案的毒性反应。

非临床研究应给予风险评价为临床研究提供

安全性与有效性参考，对于GalNAc-siRNAs药物非

临床毒性研究中需要考虑以下方面：（1）GalNAc-

siRNAs 在非临床安全性研究中耐受性与剂量、频

率、周期及靶组织药物半衰期相关，目前常见的毒

性改变可见肝酶升高，肝脏单个细胞坏死等组织学

改变，故需要评估其肝酶升高幅度及与肝脏组织病

理改变类型与程度，对于长期用药的情况下，充分

评估对临床转化的参考价值。（2）对于肾脏和淋巴

结中药物蓄积，评估肾脏嗜碱性颗粒的改变是否可

见肾脏毒性及功能指标改变。（3）对于补体激活、免

疫刺激效应、血小板减少、细胞因子释放等改变、非

临床研究中通过特异性补体指标、血小板及细胞因

子监测探索可能的免疫激活作用，因TLR3、TLR7、

TLR8及 TLR9在不同种属及免疫细胞亚群表达的

水平不同，对于树突状（DC）细胞，中性粒细胞，单核

细胞及 T 细胞尽可能早期发现其是否活化或高表

达，关注是否与化学修饰中高硫代磷酸酯含量有

关。如果出现血小板降低及凝血功能异常，必要时

进行血小板功能的深入研究。（4）对于给药部位刺

激反应，不同修饰程度GalNAc-siRNAs可能表现空

泡化或嗜碱性点状斑点，必要时需要进行免疫组化

证实病变的具体类型，因给药部位的反应在目前临

床上属于常见不良反应，在此类药物的局部刺激评

价中仍要加以关注。（5）关注因稳定性及用药剂量

相关的脱靶风险，非临床安全性评价大多在健康动

物模型中进行，与相应疾病模型中毒性特征并非一

致。以Revusiran为例，本身TTR突变引起的淀粉样

蛋白沉积会导致心肌病及心脏衰竭可能，临床主要

不良反应集中在心脏衰竭，所以可在疾病模型考察

中针对靶蛋白影响异常的组织或器官进行早期监

测。基于Revusiran的化学稳定性有限，非临床与临

床用药频率及剂量均较高，相比针对同样靶点的已

上市 Patisiran临床不良反应，同样可达到临床有效

性的低暴露会降低安全性风险［36］。（6）关注药理作

用放大毒性，如 Fitusiran在野生型小鼠中给药后药

理作用放大所致血栓形成，弥漫性血管内凝血改

变，关注非临床研究不同种属中药理作用放大对于

毒性评估的意义。GalNAc-siRNAs 引起的非预期

毒性改变，则根据具体病变类型及程度，对临床的

风险获益进行权重分析。

综上，GalNAc-siRNAs药物作为新型治疗方式

在非临床与临床阶段仍会面临较多的挑战。目前

仅有日本药品监督管理局发布了核苷酸类药物的

非临床研究指导原则［49］，还未见其他主要监管机构

对于 siRNA药物评价的官方指南，但基于 GalNAc-

siRNAs研究的成熟度及产品本身特点，兼具有化学

分子与生物药的属性，该类药物部分毒性相对可预

期，通过已公开的研究数据与临床数据分析发现，

GalNAc-siRNAs 药物会因核苷酸序列、化学修饰、

RNAi表现不同毒性，其中肝脏脱靶毒性作为可预

期的改变，毒性并非均在此类药物中可见，肾脏嗜

碱性颗粒的改变未见肾脏毒性及功能指标改变，与

临床不良反应非直接相关。对于非临床研究的安

全性评估，应结合临床拟用策略及药物本身的风险

进行针对性设计，客观评估其毒性特征。考虑到临

床使用间隔基于组织半衰期及靶效应时间的因素，

非临床用药频率的设定应具有指导价值。探索毒

性反应是否为GalNAc-siRNAs本身可预期反应，同

时需兼顾评估其他脱靶效应和或序列化学修饰相

关毒性，对于补体激活、免疫刺激效应、血小板减

少、细胞因子释放、药理作用放大等改变应评估毒

理学意义［50］，是否影响非临床安全剂量界定，并判

断上述改变与临床不良反应相关性，区分杂交依赖

性与非依赖性的脱靶效应，进一步提高 GalNAc-

siRNAs和其他基于寡核苷酸的疗法的安全性和有

效性，为临床研究转化提供更多的参考。
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