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新型Foxo-1反义RNA两种给药方式的药效学、药动学和安全性观察
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摘要: Foxo-1(Forkhead box O1) 在肌肉萎缩疾病的发生发展中起到了重要作用, 有可能成为肌肉萎缩疾病治疗

中潜在的治疗靶点。本研究设计了特异性靶向Foxo-1的 2'-O-甲基和 3'-丁醇基联合修饰的新型反义RNA寡核苷酸

(oligos), 并评价其在小鼠体内的药效学、药动学行为及安全性。所有实验方案均通过中国疾病预防控制中心营养

与健康所动物伦理委员会批准。结果表明, 不同剂量的RNA寡核苷酸通过静脉注射和口服给药均能降低小鼠骨骼

肌Foxo-1的表达, 有助于增加小鼠骨骼肌质量。药动学行为评价结果显示, 新型修饰的Foxo-1 RNA寡核苷酸单次

静脉注射给药后在小鼠体内的动力学过程符合二室模型。安全性评价结果显示, 静脉注射或口服给药最高剂量为

30 mg·kg-1的RNA寡核苷酸, 小鼠的肝功能和肾功能以及血液学各项指标正常, 未对小鼠产生明显的不良反应; 并

且未导致小鼠明显的组织病理变化。总之新型修饰的Foxo-1反义RNA寡核苷酸作用在小鼠体内是安全且有效的,

为其临床应用提供了实验基础与指导意义。
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Abstract: Foxo-1 plays an important role in development of muscle atrophy, serving as a potential target

for therapeutic treatment of the disease. In this study, the Foxo-1 mRNA was targeted by a Foxo-1 specific RNA

oligonucleotide modified by 2'-O-methyl and with a butanol tag at the 3'-end. To understand the in vivo significance

of new modified RNA oligos, efficacy, pharmacokinetic and safety profiles of the new modified RNA oligonucleotide

targeting Foxo-1 were evaluated in mice. All experimental protocols were approved by the Animal Ethics Committee

of Institute for Nutrition and Health, Chinese Center for Disease Control and Prevention. The results showed that

different doses of the RNA oligonucleotide can reduce the expression of Foxo-1 in mice by two routes of adminis‐

tration, leading to an increase in skeletal muscle mass of the mice. The results of pharmacokinetic evaluation

showed that the plasma disappearance curve for the RNA oligonucleotide could be described by a two-compartmental

model. The results of safety evaluation showed that no obvious adverse effects on renal and hepatic functions, nor

on hematological parameters by intravenous or oral administration of the RNA oligo with a maximum dose of
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30 mg·kg-1. Histopathology also did not reveal any significant changes in the morphology of the organs studied. In

conclusion, the new modified RNA oligo is safe and effective in mice, providing experimental evidence supporting

the significance for its clinical application.

Key words: Foxo-1; antisense oligonucleotides; efficacy; pharmacokinetic behavior; safety

Foxo-1 (Forkhead box O1) 是 Fox forkhead转录调

控因子家族的成员之一, 是调控肌肉生长和代谢的重

要转录因子, 它在能量消耗性疾病中高表达, 例如禁

食、癌症和糖尿病[1-3]。为了探索Foxo-1是否可以作为

肌肉萎缩治疗的一个潜在分子靶点, 深入了解 Foxo-1

调节肌肉的发育和生长机制, 本研究设计使用了一种

靶向Foxo-1 mRNA的修饰型反义RNA寡核苷酸。

由于合成的RNA寡核苷酸在生物体内血清环境

中极易被核酸酶降解而不稳定, 且不易被组织吸收等

特点, 因此有必要对合成的RNA寡核苷酸进行化学修

饰, 增加其热稳定性和对核酸酶降解的抗性, 减少非特

异性血液蛋白的吸附作用, 调节对靶组织的分布并改

善药代动力学性质。包括硫代磷酸化 (PS) 修饰可增

加 RNA 寡核苷酸半衰期[4-6]。但是这种修饰增加了

RNA寡核苷酸与其他蛋白产生非特异性相互作用的

几率, 导致序列非依赖性表型效应或细胞毒性。高浓

度的PS反义寡核苷酸 (ASOs) 也可以约束和抑制DNA

聚合酶和RNaseH的作用。为了消除 PS ASOs的脱靶

效应, 采用其他类型的修饰应用于ASOs的改造, 如采

用裂隙技术 (LNA/RNA gapmers) 增加结合亲和力, 更

为重要的是提高稳定性; 烷基修饰, 如 2'-O-烷基修饰,

避免了PS修饰, 提高了ASOs的稳定性与有效性[7-10]。

为探索更加稳定的RNA寡核苷酸和评估RNA寡

核苷酸的有效性, 为临床应用提供更丰富可靠的信息,

本文对RNA寡核苷酸进行了 2'-O-甲基和 3'-丁醇基末

端修饰, 以期增强RNA寡核苷酸对靶序列的亲和力和

对核酸内切酶及 3'-外切酶的抗性。对修饰型RNA寡

核苷酸的小鼠体内药效学、药动学行为及安全性进行

了一系列分析。

材料与方法

RNA寡核苷酸 靶向Foxo-1的RNA寡核苷酸由

美国 Oligos公司提供, 序列为 AUGGGGUGGGACAG

AGGC (GGR7), 主要修饰为 2'-O-甲基和 3'-丁醇基末

端修饰, HPLC纯化。

实验动物 SPF级BALB/c小鼠雌雄各半, 6～8周

龄, 体重 15～18 g, 购自北京维通利华实验动物技术有

限公司, 动物许可证号 SCXK (京) 2012-0001, 饲养于

中科院遗传与发育研究所实验动物中心 , 室温 22～

26 ℃, 相对湿度 40%～60%, 12 h/12 h明暗循环。动物

实验已通过中国疾病预防控制中心营养与健康所动物

伦理委员会批准。

试剂和仪器 总 RNA提取 TRIzol试剂购自美国

Invitrogen公司; 反转录试剂盒、Real time PCR试剂盒

购自TaKaRa公司; MEK6318K自动血液分析仪为日本

光电公司产品; TECHNICON RA-1000生化分析仪为美

国拜耳公司产品; Real time PCR仪为Bio-Rad公司产品。

RNA寡核苷酸的给药处理 小鼠实验中RNA寡

核苷酸通过尾静脉注射和口服灌胃给药, 单次给药剂

量为 10、20 和 30 mg·kg-1, 两天给药一次 , 持续 4 周。

小鼠在给药期间每天进行称重。实验结束时, 解剖并

称重腿部肌肉, 然后于液氮中保存待用, 其他新鲜组织

用福尔马林溶液固定用于组织病理学分析。

Real Time PCR 检测肌肉生长调控因子的表达

取小鼠后腿肌肉 , 迅速置于液氮中研磨后 , 用 TRIzol

试剂提取总RNA, 然后进行RT-PCR反应, 用荧光定量

PCR仪检测肌肉生长调控因子 Foxo-1、MyoD、GDF-8

和内参 β-actin mRNA相对水平, 引物见表 1。PCR反

应参数为: 95 ℃预变性 10 min; 95 ℃变性 15 s, 60 ℃

退火 60 s, 40个循环。结果中的 CT值运用公式 2−ΔΔCt

计算表达基因的相对变化。

血浆药代动力学测定 BALB/c小鼠通过尾静脉

注射剂量为 100 mg·kg-1 RNA 寡核苷酸, 给药后 0、5、

15、30 min 及 1、2、4、8、12、24 和 48 h 取血 , 离心取上

层血浆通过苯酚/氯仿抽提法提取分离 RNA 寡核苷

酸。然后RNA寡核苷酸 5'末端通过 T4多核苷酸激酶

(PNK) 被[γ32P]-ATP标记, 通过 19%变性聚丙烯酰胺凝

胶电泳进行分离, 电泳结束后凝胶置于磷屏中扫描观

Table 1 Primers used in Real-time PCR assay

Gene name

Foxo-1

MyoD

GDF-8

β-Actin

Forward primer sequence (5'-3')

GTACGCCGACCTCATCACCA

GCAAGACCACCAACGCTGAT

CAGACCCGTCAAGAC TCCTACA

GAACCCTAAGGCCAACCGTGAA

Reverse primer sequence (5'-3')

TGCTGTCGCCCTTATCCTTG

GGTTCGGGTTGCTGGACGTG

CAGTGCCTGGGCTCATGTCAAG

CTCAGTAACAGTCCGCCTAGAA
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察结果。利用 ImageQuant图片处理软件分析RNA寡

核苷酸含量并绘制血浆药物浓度 (C)-时间 (t) 曲线, 用

3P97统计软件判断房室模型, 并计算相应参数。

安全性分析 小鼠给药 4周后取血, 进行血液学

和临床生化指标分析。另取肝、脾、肾用于组织病理学

分析, 用福尔马林溶液固定组织后石蜡包埋, 石蜡切

片 (2～4 µm) 用苏木精和伊红 (H&E) 染色在光学显

微镜下观察并拍照。

统计学方法 数据采用 SPSS软件进行处理和分

析, 统计处理以
-
x ± s 表示, 多组间的比较采用单因素

方差分析 (ANOVA) 或者两组间的比较采用 t检验对

数据进行统计分析, P<0.05为显著差异。

结果

1 RNA寡核苷酸药效学分析

在前期研究工作中, 小鼠经静脉注射给予剂量为

10 mg·kg-1的RNA寡核苷酸, 4周后肌肉称重, 并提取

小鼠肌肉组织 RNA, 通过 Real Time PCR 分析 Foxo-1

的mRNA水平, 结果表明同未修饰的RNA寡核苷酸相

比 , 修饰型 RNA 寡核苷酸作用效果更为显著 (图 1)。

在此基础上, 进一步分析不同给药途径和不同剂量的

修饰型RNA寡核苷酸在小鼠体内的作用效果。结果

显示同对照相比, 不同剂量的RNA寡核苷酸通过静脉

注射和口服给药 4周后均能降低小鼠骨骼肌Foxo-1的

表达 (图 2B); 分离小鼠腿部的肌肉称重 , 结果显示 ,

Foxo-1表达被抑制的实验组与正常对照组相比较, 肌

肉重量都得到了增加 (图 2A); 此外检测了 GDF-8 和

MyoD的 mRNA表达水平, Foxo-1表达被抑制的实验

组与正常对照组相比较, GDF-8表达下调, MyoD表达

上调 (图2C、D)。

2 RNA寡核苷酸血浆药代动力学分析

小鼠尾静脉注射剂量为 100 mg·kg-1 的修饰型

RNA 寡核苷酸后, 多个时间点取血检测 RNA 寡核苷

酸血药浓度, 通过 ImageQuant软件分析RNA寡核苷酸

电泳的放射自显影结果, 绘制血浆药物浓度-时间曲线,

如图 3所示; 用 3P97软件分析, 单次静脉注射给药后

RNA寡核苷酸在小鼠体内的动力学过程符合线性过程,

最佳房室模型为二室模型。主要的参数如表2所示。

3 RNA寡核苷酸在小鼠体内的安全性分析

小鼠实验中靶向 Foxo-1的修饰型RNA寡核苷酸

通过尾静脉注射和口服灌胃给药 , 单次给药剂量为

10、20和30 mg·kg-1, 小鼠给药4周后取血, 进行血液学

指标和肝肾功能等生化指标检测, 各项血液参数和生

化指标均正常。组织病理学分析表明, 通过光学显微

镜观察分析染色后的石蜡切片, 小鼠肝脏组织肝小叶

结构清晰, 索窦比例正常, 汇管区未见纤维组织增生及

炎细胞浸润; 脾脏组织结构清晰, 红髓、白髓及边缘区

清晰, 未见明显异常; 肾脏组织皮、髓质分界清晰, 肾小

球、肾小管、集合管、间质及肾盂粘膜均未见明显异常

(图 4)。以上结果表明, 不同剂量的修饰型 RNA 寡核

苷酸对小鼠安全无不良反应。

讨论

Forkhead转录因子家族处在调控细胞不同功能的

信号通路上, 例如生长、分化和新陈代谢过程。高表达

有活性的 Foxo因子能显著诱导肌管乃至整个肌肉组

织的萎缩。作者前期的研究显示通过新型修饰的

RNA寡核苷酸抑制 Foxo-1表达能促进正常小鼠和恶

Table 2 Plasma pharmacokinetic parameters of Foxo-1 RNA oligonucleotide in mice. Cmax: Peak plasma concentration; t1/2α: Plasma distri‐

bution half-life; t1/2β: Elimination half-life; AUC: The area under the curve; CL: Total body clearance; Vd: Volume of distribution. n = 6,
-
x ± s

Species

Balb/c

Cmax/µg∙mL-1

24.13 ± 2.6

t1/2α/h

0.18 ± 0.03

t1/2β/h

2.55 ± 1.0

AUC/µg∙h∙mL-1

54.17 ± 9.1

CL/L∙kg-1∙h-1

1.85 ± 0.3

Vd/L∙kg-1

6.79 ± 0.8

Figure 1 Effect of Foxo-1 RNA oligonucleotide on mice four weeks postadministration. A: The ratio of muscle to body weight in normal

mice treated with Foxo-1 targeted RNA oligonucleotides. B: Quantitative reverse transcription-PCR analysis of Foxo-1 at mRNA level in

mice. GGR7: AUGGGGUGGGACAGAGGC; N-GRR7: Non-modified GRR7. n = 8,
-
x ± s. *P<0.05 vs Saline
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病质模型小鼠肌肉的增长。进一步的研究表明, 抑制

Foxo-1能够引起GDF-8表达下调的同时引起MyoD表

达上调[11,12]。

小分子RNA基因疗法的效果取决于它的稳定性、

靶向性、转染效率和药物安全性等。为增强RNA寡核

苷酸药物的生物稳定性, 已研究探索出很多的RNA寡

核苷酸药物的修饰方式, 例如硫代核苷酸修饰 (phos‐

phorothioated backbones, PS oligos)、2'-O 修饰、2'-甲基

化修饰、2'-O-烷基、2'-C-烯丙位取代、肽核酸、P-己氧

基、磷酸三脂、马林代、甲基磷酸脂连接等。在抗病毒

和抗肿瘤的应用模型中还用到了包含 2'碱基修饰或联

合修饰从而形成混合修饰骨架的寡核苷酸[13,14]。实验

还表明, 2'-OH用甲基烯丙基、氨基、脱氧、氟代, 或O-

甲基基团取代都可以提高合成的寡核苷酸的稳定性和

药理性质。在细胞培养和动物实验中, 人们还把多个

衍生物联合应用, 包括3'倒置、PS骨架及在寡核苷酸的

不同位置上的 2'-氟代-2'-脱氧嘧啶, 2'-O-甲基, 或 2'-烯

丙基核酸修饰等来加强寡核苷酸的稳定性[15-20]。

作者对寡核苷酸做了联合修饰, 这种修饰增加了

寡核苷酸的稳定性; 并且 2'-O-甲基修饰增强了它与靶

RNA的结合力; 3'-丁醇基修饰增强其对 3'-核酸外切酶

的抵抗力。本研究在前期工作的基础上确定了靶向

Figure 3 Plasma concentration vs time after single dose of RNA

oligos. A: Representative autoradiograph showing intact in plasma

at various time points after dose. S1-S5 represent 1, 0.5 0.25,

0.125, 0.062 5 µg RNA oligos, respectively. B: Plasma concentra‐

tion-time curve of RNA oligos. n = 6,
-
x ± s

Figure 2 Effect of Foxo-1 RNA oligonucleotide on mice four weeks postadministration. A: The ratio of muscle to body weight in normal

mice treated with Foxo-1 targeted RNA oligonucleotides. B: Quantitative reverse transcription-PCR analysis of Foxo-1 at mRNA level in

mice. C: Quantitative reverse transcription-PCR analysis of GDF-8 at mRNA level in mice. D: Quantitative reverse transcription-PCR analy‐

sis of MyoD at mRNA level in mice. n = 8,
-
x ± s. *P<0.05 vs Saline
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Foxo-1的序列特异的RNA寡核苷酸。药效学研究表

明, 不同剂量和不同给药途径RNA寡核苷酸均能有效

抑制小鼠肌肉 Foxo-1的表达进而促进肌肉质量的增

加。新型修饰的 Foxo-1 RNA寡核苷酸单次静脉注射

给药后在小鼠体内的动力学过程符合二室模型。安全

性研究结果表明小鼠完全能耐受剂量为 10.0、20.0和

30.0 mg·kg-1RNA寡核苷酸。未发现小鼠的临床化学

指标和组织病理分析异常, 说明这种RNA寡核苷酸对

小鼠无不良反应。

RNA 寡核苷酸已经迅速广泛地应用到基因功能

研究、基因表达调控机制和抗肿瘤、抗病毒感染等热门

领域, 并为基因治疗开辟了全新的途径。尽管反义核

酸药物的研究经历了一些坎坷, 但得益于近年来化学

修饰、载体递送、靶标筛选等技术的不断进步, 反义核

酸作为核酸药物治疗领域中开发最早、成熟度最高的

一个种类, 具有广阔的药物研发和应用前景。为加速

RNA 寡核苷酸的临床应用, 使小 RNA 分子成功应用

于生物体内, 发展可被临床接受的制剂、能方便使用、

高细胞转染效率、半衰期合适、细胞特异性和靶向性强

的给药系统是今后研究的重要领域。
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