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本发明涉及一种靶向线粒体胺肟基还原组

分1 (MARC1：Mitochond rial  amidoxime 

reducing  component  1)基因的RNAi制剂及其用

途，更具体地，涉及一种RNAi制剂以及包括所述

RNAi制剂的用于预防或治疗非酒精性脂肪肝病

等肝脏疾病的药物组合物，所述RNAi包括反义链

和有义链，所述反义链对MARC1mRNA序列具有序

列互补性，且所述有义链对所述反义链具有序列

互补性。
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1.一种RNAi制剂，其包括：反义链，其对线粒体胺肟基还原组分1 (MARC1：Mit 

ochondrial  amidoxime  reducing  component  1)mRNA序列具有序列互补性，并且是长度为

19nt至21nt的核苷酸；以及

有义链，其对所述反义链具有序列互补性，并且长度为15nt至17nt，

其中，所述反义链的5’末端和所述有义链的3’末端形成钝端。

2.根据权利要求1所述的RNAi制剂，其中，

所述有义链具有选自表1、表10、表11、表12、表13、表14所列反义链序列中的序列。

3.根据权利要求1所述的RNAi制剂，其中，

所述有义链是选自由SEQ  ID  NO：149、SEQ  ID  NO：159、SEQ  ID  NO：177、SEQ  ID  NO：

179、SEQ  ID  NO：183、SEQ  ID  NO：197、SEQ  ID  NO：199、SEQ  ID  NO：227、SEQ  ID  NO：247、SEQ 

ID  NO：251、SEQ  ID  NO：257、SEQ  ID  NO：259、SEQ  ID  NO：261、SEQ  ID  NO：273、SEQ  ID  NO：

285、SEQ  ID  NO：287、SEQ  ID  NO：331、SEQ  ID  NO：353、SEQ  ID  NO：387、SEQ  ID  NO：391、SEQ 

ID  NO：399、SEQ  ID  NO：423、SEQ  ID  NO：429、SEQ  ID  NO：431、SEQ  ID  NO：435、SEQ  ID  NO：

439、SEQ  ID  NO：443、SEQ  ID  NO：445、SEQ  ID  NO：447以及SEQ  ID  NO：527组成的组中的任

一种。

4.根据权利要求1所述的RNAi制剂，其中，

所述有义链是选自由SEQ  ID  NO：61、SEQ  ID  NO：149、SEQ  ID  NO：183、SEQ  ID  NO：227、

SEQ  ID  NO：423、SEQ  ID  NO：431、SEQ  ID  NO：435、SEQ  ID  NO：439、SEQ  ID  NO：447、SEQ  ID 

N0：527以及SEQ  ID  N0：551组成的组中的任一种。

5.根据权利要求1所述的RNAi制剂，其中，

所述反义链具有选自表1、表10、表11、表12、表13、表14所列有义链序列中的序列。

6.根据权利要求1所述的RNAi制剂，其中，

所述反义链是选自由SEQ  ID  NO：150、SEQ  ID  NO：160、SEQ  ID  NO：178、SEQ  ID  NO：

180、SEQ  ID  NO：184、SEQ  ID  NO：198、SEQ  ID  NO：200、SEQ  ID  NO：228、SE  Q  ID  NO：248、

SEQ  ID  NO：252、SEQ  ID  NO：258、SEQ  ID  NO：260、SEQ  ID  NO：262、SEQ  ID  NO：274、SEQ  ID 

NO：286、SEQ  ID  NO：288、SEQ  ID  NO：332、SEQ  ID  NO：354、SEQ  ID  NO：388、SEQ  ID  NO：392、

SEQ  ID  NO：400、SEQ  ID  NO：424、SEQ  ID  NO：430、SEQ  ID  NO：432、SEQ  ID  NO：436、SEQ  ID 

NO：440、SEQ  ID  NO：444、SEQ  ID  NO：446、SEQ  ID  NO：448以及SEQ  ID  NO：528组成的组中的

任一种。

7.根据权利要求1所述的RNAi制剂，其中，

所述反义链是选自由SEQ  ID  NO：62、SEQ  ID  NO：150、SEQ  ID  NO：184、SEQ  ID  NO：228、

SEQ  ID  NO：424、SEQ  ID  NO：432、SEQ  ID  NO：436、SEQ  ID  NO：440、SEQ  ID  NO：448、SEQ  ID 

N0：528以及SEQ  ID  N0：552组成的组中的任一种。

8.根据权利要求1所述的RNAi制剂，

其抑制MARC1的表达。

9.根据权利要求1所述的RNAi制剂，其中，

所述有义链在3’末端与N‑乙酰半乳糖胺衍生物结合。

10.根据权利要求1所述的RNAi制剂，其中，

所述有义链或所述反义链包括一个或多个化学修饰。
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11.根据权利要求10所述的RNAi制剂，其中，

所述有义链包括选自以下的一个或多个化学修饰：

与5’末端相邻的2个至4个核苷酸键被修饰为硫代磷酸酯、硼磷酸酯或膦酸甲酯；

在一个或多个核苷酸内糖结构的2’碳位置中，‑OH基团被‑CH3(甲基)、‑OCH3(甲氧基)、‑

NH2、‑F、‑O‑2‑甲氧基乙基‑O‑丙基、‑O‑2‑甲硫基乙基、‑O‑3‑氨基丙基，或‑O‑3‑二甲基氨基

丙基所取代；以及

在3’末端中与N‑乙酰半乳糖胺衍生物或细胞穿透肽结合。

12.根据权利要求10所述的RNAi制剂，其中，

所述反义链包括选自以下的一个或多个化学修饰：

与3’末端或5’末端相邻的2个至7个核苷酸键被修饰为硫代磷酸酯、硼磷酸酯或膦酸甲

酯；

在一个或多个核苷酸内糖结构的2’碳位置中，‑OH基团被‑CH3(甲基)、‑OCH3(甲氧基)、‑

NH2、‑F、‑O‑2‑甲氧基乙基‑O‑丙基、‑O‑2‑甲硫基乙基、‑O‑3‑氨基丙基，或‑O‑3‑二甲基氨基

丙基所取代；以及

在5’末端中与磷酸基团、E‑乙烯基膦酸酯或细胞穿透肽结合。

13.根据权利要求10所述的RNAi制剂，其包括选自由以下组成的组中的一个或多个修

饰：

在有义链或反义链中，与3’末端或5’末端相邻的2个至7个核苷酸键被修饰为硫代磷酸

酯；

在有义链或反义链中的一个或多个核苷酸内糖结构的2’碳位置中，‑OH基团被‑OCH3(甲

氧基)或‑F所取代的修饰；

在有义链的3’末端与N‑乙酰半乳糖胺衍生物结合；以及

在反义链的5’末端与磷酸基团或E‑乙烯基膦酸酯结合。

14.根据权利要求10所述的RNAi制剂，其中，

所述有义链具有选自表2、表15、表16以及表17所列反义链序列中的序列。

15.根据权利要求10所述的RNAi制剂，其中，

所述反义链具有选自表2、表15、表16以及表17所列反义链序列中的序列。

16.一种用于预防或治疗肝脏疾病的药物组合物，其包括：

根据权利要求1至15中任一项所述的RNAi制剂作为活性成分。

17.根据权利要求16所述的用于预防或治疗肝脏疾病的药物组合物，其中，

所述肝脏疾病是脂肪肝、肝纤维化或肝硬化。

18.根据权利要求17所述的用于预防或治疗肝脏疾病的药物组合物，其中，

所述脂肪肝为非酒精性脂肪肝病。

19.根据权利要求18所述的用于预防或治疗肝脏疾病的药物组合物，其中，

所述非酒精性脂肪肝病是单纯性脂肪肝或非酒精性脂肪性肝炎。

20.一种预防或治疗肝脏疾病的方法，其包括：

将根据权利要求1至15中任一项所述的RNAi制剂施用于个体。

21.一种根据权利要求1至15中任一项所述的RNAi制剂在制备用于预防或治疗肝脏疾

病的药物的用途。
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靶向MARC1基因的RNAi制剂及其用途

技术领域

[0001] 本发明涉及一种靶向线粒体胺肟基还原组分1(MARC1：Mitochondrial  amidoxime 

reducing  component  1)基因的RNAi制剂及其用途，更具体地，涉及一种RNAi制剂以及包括

所述RNAi制剂的用于预防或治疗非酒精性脂肪肝病等肝脏疾病的药物组合物，所述RNAi包

括反义链和有义链，所述反义链对MARC1  mRNA序列具有序列互补性，且所述有义链对所述

反义链具有序列互补性。

背景技术

[0002] 近年来，肥胖人口增加所导致的代谢综合征的患病率也在增加，同时非酒精性脂

肪肝病的患病率也呈增加趋势。脂肪肝是一种肝细胞中堆积中性脂肪的疾病，据报告其因

肥胖并发症被诱发或者因酒精、糖尿病、营养不良、药物滥用等其它各种原因而被诱发，并

且其大致可分为因过度摄取酒精而引起的酒精性脂肪肝病以及与酒精摄取无关地在肝内

堆积中性脂肪的非酒精性脂肪性肝病(non‑alcoholic  fatty  liver  disease；NAFLD)，非

酒精性脂肪性肝病包括单纯性脂肪肝(simple  steatosis)和非酒精性脂肪性肝炎

(nonalcoholic  steatohepatitis；NASH)。

[0003] 单纯性脂肪肝预后较好，但若是脂肪堆积严重会进展为炎症，即脂肪性肝炎，在伴

有广泛性脂肪性肝炎的肝脏中会出现肝细胞坏死，并且由于星状细胞(stellatecell)被激

活而引起纤维化，尤其会在肝静脉末端部位中出现严重的窦周纤维化(perisinusoidal 

fibrosis)。因此，若不治疗脂肪性肝炎，会发展为肝纤维化或肝硬化，从而使预后不良。

15％至50％的非酒精性脂肪性肝炎患者会出现肝纤维化或肝硬化，并且十年后30％的肝纤

维化患者会出现肝硬化。

[0004] 非酒精性脂肪肝病与肥胖、心脏病、糖尿病等各种代谢综合征密切相关，因此在这

方面临床上尝试着使用胰岛素抵抗改善剂、抗氧化剂、高脂血症治疗、保肝药物、血管紧张

素II受体抑制剂等对代谢综合征具有抑制效果的药剂。然而，迄今为止，未研发具有临床证

据的用于治疗非酒精性脂肪肝病的药物，并且目前使用的药物只有退而求其次选择的超说

明书(Off‑label)药物，然而这种现有的超说明书药物缺乏临床依据且并因安全性问题等

而存在使用限制。例如，胰岛素抵抗改善剂比格列酮(Pioglitazone)作为非酒精性脂肪性

肝炎的治疗药物而受到关注，但其在临床中未显示出对肝纤维化的实际改善效果，并且还

因骨折风险、体重增加、使心力衰竭恶化和发作等副作用而未能明确满足作为治疗剂的判

定标准。如上所述，在没有任何获得批准的非酒精性脂肪肝病治疗剂的情况下，近期美国食

品药品监督管理局(FDA)提出将减少炎症、减少肝纤维化、缓解非酒精性脂肪性肝炎症状等

作为非酒精性脂肪性肝炎的临床指标。

[0005] 此外，利用RNA干扰(RNA  interference)现象治疗疾病通过靶向mRNA而利用在翻

译水平(translational  level)中调节基因表达的小干扰RNA(small  interfering  RNA；

siRNA)，因此其作为更加安全治疗疾病的治疗剂而受到关注。

[0006] 因此，本发明人为研发出对非酒精性脂肪性肝炎的临床指标显示出改善效果的新
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的安全药物而做出不懈努力，最终研发出利用RNA干扰技术的RNA制剂。

发明内容

[0007] 技术问题

[0008] 本发明的目的在于提供一种特异性抑制MARC1表达的RNAi制剂。

[0009] 本发明的另一目的在于提供一种用于预防或治疗肝脏疾病的药物组合物或者预

防或治疗肝脏疾病的方法，所述药物组合物包括所述RNAi制剂。

[0010] 技术方案

[0011] 为实现上述目的，一方面提供一种RNAi制剂，其包括：反义链，其对线粒体胺肟基

还原组分1(MARC1：Mitochondrial  amidoxime  reducing  component  1)mRNA序列具有序列

互补性，并且是长度为19nt至21nt的核苷酸；以及有义链，其对所述反义链具有序列互补

性，并且长度为15nt至17nt，其中，所述反义链的5’末端和所述有义链的3’末端形成钝端

(blunt  end)。

[0012] 另一方面提供一种用于预防或治疗肝脏疾病的药物组合物，其包括所述RNAi制剂

作为活性成分。

[0013] 另一方面提供一种预防或治疗肝脏疾病的方法，其包括将所述RNAi制剂施用于个

体。

[0014] 另一方面提供一种所述RNAi制剂在制备用于预防或治疗肝脏疾病药物的的用途。

[0015] 有益效果

[0016] 根据一方面的RNAi制剂缓和非特异性免疫反应、脱靶效应等副作用，同时与编码

MARC1的mRNA结合而进行分解，从而能够抑制所述蛋白质的表达。

[0017] 此外，根据一方面的RNAi制剂通过以肝细胞表面受体为靶点而表现出缓和肝组织

中的脂肪堆积、减轻炎症、减少肝纤维化、缓和非酒精性脂肪性肝炎症状等效果，因此可有

效用作包括非酒精性脂肪肝病、肝纤维化、肝硬化等肝脏疾病的靶向治疗剂。

附图说明

[0018] 图1是在Huh7细胞中分别以10nM的浓度处理根据一方面的50种MARC1  asiRNA后，

确认MARC1  mRNA表达水平的结果。

[0019] 图2是在来源于C57BL/6小鼠的原代肝细胞中分别以200nM的浓度处理根据一方面

的23种MARC1  GalNAc‑asiRNA后，确认MARC1  mRNA表达水平的结果。

[0020] 图3是在将根据一方面的OLX‑003‑1或OLX‑031‑1施用于被提供高脂肪饮食的动物

模型后(#3‑1，#31‑1)，确认MACR1和MARC2  mRNA表达水平的结果，图3的A为确认MARC1  mRNA

表达水平的结果，图3的B为确认MARC2  mRNA表达水平的结果。

[0021] 图4是在将根据一方面的OLX‑003‑1或OLX‑031‑1施用于被提供高脂肪饮食的动物

模型后(#3‑1，#31‑1)，肉眼确认肝脏外观的结果。

[0022] 图5是在将根据一方面的OLX‑003‑1或OLX‑031‑1施用于被提供高脂肪饮食的动物

模型后(#3‑1，#31‑1)，经H&E染色法确认肝实质中脂肪液泡水平的结果。

[0023] 图6是在将根据一方面的OLX‑003‑1或OLX‑031‑1施用于被提供高脂肪饮食的动物

模型后(#3‑1，#31‑1)，经油红O(Oil  Red  O)染色法确认肝实质中脂肪液泡水平的结果。
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[0024] 图7是在将根据一方面的OLX‑031‑1施用于被提供高脂肪饮食的动物模型后(#

031‑1)，确认MARC1  mRNA和MARC2  mRNA表达水平的结果，图7的A为确认MARC1  mRNA表达水

平的结果，图7的B为确认MARC2  mRNA表达水平的结果。

[0025] 图8是在将根据一方面的OLX‑031‑1施用于被提供高脂肪饮食的动物模型后(#

031‑1)，肉眼观察肝脏外观的结果。

[0026] 图9是在将根据一方面的OLX‑031‑1施用于被提供高脂肪饮食的动物模型后(#

031‑1)，经H&E染色法确认肝实质中脂肪液泡水平的结果。

[0027] 图10是在将根据一方面的OLX‑031‑1施用于被提供高脂肪饮食的动物模型后(#

31‑1)经天狼猩红(Picro  Sirius  Red)染色法确认肝实质中脂肪液泡和胶原蛋白沉积水平

的结果。

[0028] 图11是在将根据一方面的OLX‑031‑1施用于被提供高脂肪饮食的动物模型后(#

031‑1)，评估肝纤维化相关因子表达水平的结果，图11的A为确认α‑SMA  mRNA的表达水平的

结果，图11B为确认Col1α1mRNA表达水平的结果。

[0029] 图12是在将根据一方面的OLX‑031‑1施用于被提供高脂肪饮食的动物模型后(#

031‑1)，确认肝组织中中性脂肪水平的结果。

[0030] 图13是在将根据一方面的OLX‑031‑1施用于被提供高脂肪饮食的动物模型后(#

031‑1)，确认肝损伤指标因子变化的结果，图13的A为确认血清中AST水平的结果，图13的B

为确认血清中ALT水平的结果，图13的C为计算血清中AST/ALT比例的结果。

[0031] 图14是在将根据一方面的OLX‑031‑1施用于被提供高脂肪饮食的动物模型后(#

31‑1)，确认血清中脂质指标物质变化的结果，图14的A为确认胆固醇水平的结果，图14的B

为确认中性脂肪水平的结果，图14的C为确认低密度脂蛋白水平的结果，图14的D为确认高

密度脂蛋白水平的结果。

[0032] 图15是在将根据一方面的OLX‑031‑2施用于被提供高脂肪饮食的动物模型后

(CDHFD  031‑2、CDHFD‑NCD  031‑2)，经H&E染色法确认肝实质中脂肪液泡和炎症病灶水平的

结果。

[0033] 图16是在将根据一方面的OLX‑031‑2施用于被提供高脂肪饮食的动物模型后

(CDHFD  031‑2、CDHFD‑NCD  031‑2)，经天狼猩红染色法确认肝实质中脂肪液泡和胶原蛋白

沉积水平的结果。

[0034] 图17是在将根据一方面的OLX‑031‑2施用于被提供高脂肪饮食的动物模型后

(CDHFD  031‑2、CDHFD‑NCD  031‑2)，通过对比PSR染色区域(％)来比较肝实质中胶原蛋白成

分含量的结果。

[0035] 图18是在将根据一方面的OLX‑031‑2施用于被提供高脂肪饮食的动物模型后

(CDHFD  031‑2、CDHFD‑NCD  031‑2)，评估肝纤维化相关因子表达水平的结果，图18的A为确

认Col1α1mRNA表达水平的结果，图18的B为确认α‑SMA  mRNA表达水平的结果，图18的C为确

认TIMP1  mRNA表达水平的结果。

[0036] 图19是在将根据一方面的OLX‑031‑2施用于提供高脂肪饮食的动物模型后(CDHFD 

031‑2、CDHFD‑NCD  031‑2)，确认MARC1  mRNA表达水平的结果。

[0037] 图20a、图20b以及图20c是在将Huh7细胞中分别以1nM的浓度处理根据一方面的

134种MARC1  asiRNA后，确认MARC1  mRNA表达水平的结果。
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[0038] 图21是在Huh7细胞中分别以0 .1nM的浓度处理根据一方面的41种MARC1  asiRNA

后，确认MARC1  mRNA表达水平的结果。

[0039] 图22是在Huh7细胞中分别以1nM的浓度处理根据一方面的30种MARC1  asiRNA后，

确认MARC1蛋白表达水平的结果。

[0040] 图23是在Huh7细胞中分别以100nM的浓度处理根据一方面的41种MARC1  GalNAc‑

asiRNA后，确认MARC1  mRNA表达水平的结果。

[0041] 图24是在来源于人的原代肝细胞中分别以500nM的浓度处理根据一方面的41种

MARC1  GalNAc‑asiRNA后，确认MARC1  mRNA表达水平的结果。

[0042] 图25是在来源于人的原代肝细胞中分别以20nM或100nM的浓度处理根据一方面的

41种MARC1  GalNAc‑asiRNA后，确认MARC1  mRNA表达水平的结果。

[0043] 图26是在来源于人的原代肝细胞中分别以10nM或100nM的浓度处理根据一方面的

17种MARC1  GalNAc‑asiRNA后，确认MARC1  mRNA表达水平的结果。

[0044] 图27是在将根据一方面的OLX‑031‑2或OLX‑075‑2分别以2.5mpk、5mpk、或10mpk的

浓度施用于猴后，确认MARC1  mRNA表达水平的结果。

[0045] 图28是在将根据一方面的9种MARC1  GalNAc‑asiRNA施用于被pSELECT‑mSEAP‑

hMARC1转染的动物模型后，通过SEAP报告荧光水平确认人MARC1  mRNA表达水平的结果。

[0046] 图29是在将根据一方面的10种MARC1  GalNAc‑asiRNA施用于被psiCHECK‑2‑

hMARC1转染的动物模型后，通过荧光素酶(Luciferase)报告荧光水平确认人MARC1  mRNA表

达水平的结果。

具体实施方式

[0047] 本申请中公开的每个描述和实方式可以适用于每个其它描述和实施方式。即，本

申请中公开的各种要素的任何组合包括在本申请的范畴。此外，不应认为本申请的范围受

限于以下的具体描述。

[0048] 一方面提供一种RNAi制剂，其包括：反义链，其对线粒体胺肟基还原组分1(MARC1：

Mitochondrial  amidoxime  reducing  component  1)mRNA序列具有序列互补性，并且是长

度为19nt至21nt的核苷酸；以及有义链，其对所述反义链具有序列互补性，并且长度为15nt

至17nt，其中，所述反义链的5’末端和所述有义链的3’末端形成钝端(blunt  end)。

[0049] RNAi制剂

[0050] 在本说明书中，术语“RNAi(RNA  interference：RNA干扰)”是指将由具有与靶基因

的mRAN同源的序列的链以及具有与其互补的序列的链所组成的双链RNA(dsRNA)引入细胞

等而诱导靶基因mRNA的分解，从而抑制靶基因表达的机制。

[0051] 在本说明书中，术语“RNAi制剂(RNAi  agents)”或“诱导RANi的核酸分子(nucleic 

acid  molecules  inducing  RNAi)”指代通过序列‑特异性方式介导所述RNA干扰而抑制或

下调基因表达或病毒复制的任一制剂或核酸分子。所述术语可以指代个别核酸分子、复数

个所述核酸分子、或所述核酸分子的库(pool)。在一具体实施例中，所述RNAi制剂可以是

siRNA。

[0052] 在本说明书中，术语“siRNA(small  interfering  RNA；小干扰RNA)”是指序列特异

性地介导有效的基因沉寂(gene  silencing)的短双链RNA(dsRNA)。
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[0053] 在本说明书中，术语“基因”应从最广义的层面被考虑，其可以编码结构蛋白或调

节蛋白。此时，调节蛋白包括参与到转录因子、热休克蛋白或DNA/RNA复制、转录和/或翻译

的蛋白质。在本发明中，成为抑制表达对象的靶基因是病毒基因组固有的基因，其可以被整

合到动物基因或以染色体之外的构成要素而存在。

[0054] 在本说明书中，术语“反义链(antisense  strand)”是与感兴趣的靶核酸实际互补

或100％互补的多个苷酸，例如其可以与mRNA(信使RNA：messenger  RNA)、除mRNA之外的RNA

序列(例如，microRNA、piwiRNA、tRNA、rRNA以及hnRNA)或者编码或非编码DNA序列全部或部

分互补。

[0055] 在本说明书中，术语“有义链(sense  strand)”是具有与靶核酸相同的核酸序列的

多核苷酸，是指与mRNA(信使RNA)、除mRNA之外的RNA序列(例如，microRNA、piwiRNA、tRNA、

rRNA以及hnRNA)或者编码或非编码DNA序列全部或部分相同的多核苷酸。

[0056] 在本说明书中，术语“互补性(complementarity)”或“互补的(complementary)”指

称所属领域普遍接受的含义。所述术语通常指，通过传统的华森‑克里克(Watson‑Crick)或

本说明书中描述的其它非传统类型的结合，一个核酸序列和其它核酸序列之间的氢键的形

成或存在。完美的互补性可以指核酸序列的全部相邻残基与第二核酸序列中相同数量的相

邻残基氢键合。部分互补性可以包括核酸分子内的各种错配(mismatch)或非碱基对核苷酸

(non‑based  paired  nucleotides)(例如1、2、3、4、5、6、7、8、9、10个或更多个的错配，例如1

至3个错配、非核苷酸接头(non‑nucleotide  linker)、或非碱基对核苷酸)。所述部分互补

性可能在核酸分子的有义链和反义链之间或者核酸分子的反义链和与其对应的靶核酸分

子之间引起隆起(bulges)、圆圈(loops)、突出(overhang)，或钝端(blunt  end)。

[0057] 在本说明书中，术语“钝端(blunt  end)”指代所属领域普遍接受的含义。在本说明

书中的RNAi制剂或核酸分子中，所述术语可以指代无突出核苷酸的双链siRNA分子的末端。

在本说明书中所述的siRNa分子中，反义链的5’末端以及有义链的3’末端可以形成钝端

(blunt  end)。

[0058] 用于抑制MARC1表达的RNAi制剂

[0059] “线粒体胺肟基还原组分1(MARC1：Mitochondrial  amidoxime  reducing 

component1)是含哺乳动物钼(molybdenum)的酶，其也被称作MTARC1或MOSC1，已知缺乏

MARC1酶与低血液胆固醇水平、低血液肝酶水平、减少肝脂肪以及降低肝硬化发病风险有

关，因此已知其可作为对肝脏疾病的潜在治疗靶点。所述MARC1蛋白可以理解为包括天然存

在的野生型MARC1及其功能性变体，所述MARC1蛋白或编码其的基因序列可以从美国国立卫

生研究院GenBank等已知数据库获得。

[0060] 在本说明书中，术语“表达(expression)”指代所属领域普遍接受的含义。所述术

语通常可以指基因最终生成蛋白质的过程。所述表达包括但不限于转录、剪接、转录后修饰

或翻译。如本文所用，表达水平可以由检测出的mRNA水平或蛋白质水平而确定或监测。

[0061] 在个体中使用的有关MARC1基因表达的术语“抑制”或“减少(降低)”指代，相较于

非处理组或正常对照组出现统计学上显着的减少。所述减少可以是例如最少30％、35％、

40％、45％、50％、55％、60％、60％、65％、70％、70％、80％、85％、90％、95％或更高，但其根

据检测或测量方法可以小于或等于检测水平。

[0062] siRNA作为小干扰RNA(small  interfering  RNA)参与RNAi(RNA  interference)作
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用。RNAi是1998年首次在秀丽隐杆线虫(Caenorthabditis  elegans)中发现的一种细胞内

基因调控机制，已知其作用机理为引入细胞内的双链RNA中的反义链与靶基因的mRNA互补

结合，从而诱导靶基因的分解，其是近年来最受关注的新药研发候选技术。

[0063] 然而，与这种可能性相反，不断有报告指出siRNA的副作用和缺点。若要实现基于

RNAi治疗剂的研发，有必要克服以下障碍：1)缺乏有效的传递系统，2)脱靶效应，3)诱导免

疫反应，4)细胞内RNAi机制的饱和等。尽管siRNA是能够直接调节靶基因表达的有效方法，

但治疗剂研发因这些问题而面临困难。在这方面，不对称siRNA(asymmetric  shorter 

duplex  siRNA，asiRNA)具有不对称RNAi诱导结构，其具有短于传统siRNA所具有的19+2结

构的双链长度。这是一种克服了现有siRNA结构技术中存在的脱靶效应、RNAi机制饱和以及

TLR3引起的免疫反应等问题的技术，由此能够研发副作用地的RNAi新药。

[0064] 以此为基础，本实施例提出一种包括有义链以及与所述有义链互补的反义链的不

对称siRNA，根据一实施例的siRNA不引起脱靶效应、RNAi机制饱和等问题，因此稳定保持高

的传递效率，并且可以按照所需水平有效抑制对MARC1基因的表达。

[0065] 在一实施例中，设计、制作了靶向MARC1的不对称siRNA(asymmetric  siRNA：

asiRNA)，并将所述asiRNA转染(transfection)到表达MARC1的细胞后筛选出敲低效率优异

的用于诱导RNAi的核酸分子，即MARC1  asiRNA。

[0066] 在一具体实施例中，所述RNAi制剂的特征可以是所述有义链具有15nt至17nt的长

度，并且所述反义链具有19nt至21nt的长度。更优选地，其特征可以是所述有义链的长度为

16nt，并且与其互补的反义链的长度为19nt、20nt或21nt，但不限于此。

[0067] 所述反义链的5’‑末端以及有义链的3’‑末端可以形成钝端(blunt  end)。反义链

的3'末端可以包括例如2nt至6nt的突出(overhang)。

[0068] 在一具体实施例中，所述有义链可以是选自表1、表10、表11、表12、表13和表14所

列反义链序列中的序列，所述反义链可以包括选自表1、表10、表11、表12、表13和表14所列

有义链序列中的序列。

[0069] 在一具体实施例中，所述有义链可以是选自由SEQ  ID  NO：149、SEQ  ID  NO：159、

SEQ  ID  NO：177、SEQ  ID  NO：179、SEQ  ID  NO：183、SEQ  ID  NO：197、SEQ  ID  NO：199、SEQ  ID 

NO：227、SEQ  ID  NO：247、SEQ  ID  NO：251、SEQ  ID  NO：257、SEQ  ID  NO：259、SEQ  ID  NO：261、

SEQ  ID  NO：273、SEQ  ID  NO：285、SEQ  ID  NO：287、SEQ  ID  NO：331、SEQ  ID  NO：353、SEQ  ID 

NO：387、SEQ  ID  NO：391、SEQ  ID  NO：399、SEQ  ID  NO：423、SEQ  ID  NO：429、SEQ  ID  NO：431、

SEQ  ID  NO：435、SEQ  ID  NO：439、SEQ  ID  NO：443、SEQ  ID  NO：445、SEQ  ID  NO：447以及SEQ 

ID  NO：527组成的组中的任一个，例如，可以是选自由SEQ  ID  NO：61、SEQ  ID  NO：149、SEQ 

ID  NO：183、SEQ  ID  NO：227、SEQ  ID  NO：423、SEQ  ID  NO：431、SEQ  ID  NO：435、SEQ  ID  NO：

439、SEQ  ID  NO：447、SEQ  ID  NO：527、以及SEQ  ID  NO：551组成的组中的任一个。

[0070] 在一具体实施例中，所述反义链可以是例如选自由SEQ  ID  NO：150、SEQ  ID  NO：

160、SEQ  ID  NO：178、SEQ  ID  NO：180、SEQ  ID  NO：184、SEQ  ID  NO：198、SEQ  ID  NO：200、SEQ 

ID  NO：228、SEQ  ID  NO：248、SEQ  ID  NO：252、SEQ  ID  NO：258、SEQ  ID  NO：260、SEQ  ID  NO：

262、SEQ  ID  NO：274、SEQ  ID  NO：286、SEQ  ID  NO：288、SEQ  ID  NO：332、SEQ  ID  NO：354、SEQ 

ID  NO：388、SEQ  ID  NO：392、SEQ  ID  NO：400、SEQ  ID  NO：424、SEQ  ID  NO：430、SEQ  ID  NO：

432、SEQ  ID  NO：436、SEQ  ID  NO：440、SEQ  ID  NO：444、SEQ  ID  NO：446、SEQ  ID  NO：448以及
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SEQ  ID  NO：528组成的组中的任一个，例如可以是选自由SEQ  ID  NO：62、SEQ  ID  NO：150、

SEQ  ID  NO：184、SEQ  ID  NO：228、SEQ  ID  NO：424、SEQ  ID  NO：432、SEQ  ID  NO：436、SEQ  ID 

NO：440、SEQ  ID  NO：448、SEQ  ID  NO：528以及SEQ  ID  NO：552所组成的组中的任一个。

[0071] 引入化学修饰的RNAi制剂

[0072] 在所述RNAi制剂中，所述有义链或反义链可以包括一个或多个化学修饰

(chemicalmodification)。

[0073] 一般的siRNA由于磷酸盐骨架结构导致的高负电荷和高分子量等原因而无法穿过

细胞膜，并且在血液中被迅速分解和去除，因此难以将足以用于诱导RNAi的量传递至靶位

点。目前，在体外(in  vitro)传递方面，已研发出许多使用阳离子脂质(cationic  lipids)

和阳离子聚合物(cationic  polymers)的高效的传递方法，而在体内(in  vivo)方面，很难

以体外相同的高效率传递siRNA，并且因与体内存在的各种蛋白质的相互作用而出现siRNA

传递效率降低的问题。

[0074] 对此，本实施例提供一种通过对不对称siRNA结构引入化学修饰而具有提高的肝

细胞靶向传递能力(hepatocyte  targeted  delivery  ability)的RNAi制剂，更具体地，提

供一种在无需额外载体的情况下有效传递至肝细胞的不对称s  iRNA结构(GalNAc 

asymmetric  siRNA，GalNAc‑asiRNA)。

[0075] 在本发明中，所述有义链或反义链中的化学修饰可以包括选自由以下组成的组中

的一种或多种：与N‑乙酰半乳糖胺(N‑acetylgalactosamine；GalNAc)衍生物的结合；核苷

酸结合修饰为硫代磷酸酯(phosphorothioate)、硼磷酸酯(boran  ophosphate)或膦酸甲酯

(methyl  phosphonate)；在核苷酸内糖结构的2’碳位置中，‑OH基团被‑CH3(甲基)、‑OCH3(甲

氧基)、‑NH2、‑F、‑O‑2‑甲氧基乙基‑O‑丙基、‑O‑2‑甲硫基乙基(methylthioethyl)、‑O‑3‑氨

基丙基，或‑O‑3‑二甲基氨基丙基所取代；磷酸基团(phosphate  group)、E‑乙烯基膦酸酯

(E‑Vinylphosphonate)或细胞穿透肽结合。

[0076] 在一具体实施例中，所述N‑乙酰半乳糖胺(GalNAc)衍生物可具有以下化学式1的

结构。N‑乙酰半乳糖胺(GalNAc)衍生物发挥通过识别肝细胞表面的去唾液酸糖蛋白受体

(ASGPR：Asialoglycoprotien  receptor)帮助RNAi制剂引入至肝细胞内的作用，即充当

ASGPR的靶向部分，因此末端结合有所述N‑乙酰半乳糖胺(GalNAc)衍生物的RNAi制剂向肝

细胞的传递性得到提高，从而能够为肝脏疾病提供有效的靶向治疗。

[0077] 【化学式1】

[0078]

[0079] 在一具体实施例中，所述有义链可以包括选自以下的一个或多个化学修饰：与5’
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末端相邻的2个至4个核苷酸结合被修饰为硫代磷酸酯、硼磷酸酯或膦酸甲酯；在一个或多

个核苷酸内糖结构的2’碳位置中，‑OH基团被‑CH3(甲基)、‑OCH3(甲氧基)、‑NH2、‑F、‑O‑2‑甲

氧基乙基‑O‑丙基、‑O‑2‑甲硫基乙基、‑O‑3‑氨基丙基，或‑O‑3‑二甲基氨基丙基所取代；以

及在3’末端中与N‑乙酰半乳糖胺(GalNAc)衍生物或细胞穿透肽结合。

[0080] 在一具体实施例中，所述反义链可以包括选自以下的一个或多个化学修饰：与3’

末端或5’末端相邻的2个至7个核苷酸键被修饰为硫代磷酸酯、硼磷酸酯或膦酸甲酯；在一

个或多个核苷酸内糖结构的2’碳位置中，‑OH基团被‑CH3(甲基)、‑OCH3(甲氧基)、‑NH2、‑F、‑

O‑2‑甲氧基乙基‑O‑丙基、‑O‑2‑甲硫基乙基、‑O‑3‑氨基丙基，或‑O‑3‑二甲基氨基丙基所取

代；以及在5’末端中与磷酸基团、E‑乙烯基膦酸酯或细胞穿透肽结合。

[0081] 在另一具体实施例中，所述RNAi制剂可以包括选自由以下组成的组中的一个或多

个修饰：在有义链或反义链中，与3’末端或5’末端相邻的2个至7个核苷酸键被修饰为硫代

磷酸酯；在有义链或反义链中的一个或多个核苷酸内糖结构的2’碳位置中，‑OH基团被‑

OCH3(甲氧基)或‑F所取代的修饰；在有义链的3’末端与N‑乙酰半乳糖胺(GalNAc)衍生物结

合；以及在反义链的5’末端与磷酸基团或E‑乙烯基膦酸酯结合。

[0082] 在一具体实施例中，所述有义链可以具有选自表2、表15、表16和表17所列反义链

序列中的序列，所述反义链可以包括选自表2、表15、表16和表17所列有义链序列中的序列。

[0083] 在一具体实施例中，所述有义链是选自由下表的(A)至(O)组成的组中的任一个，

所述反义链可以是选自由表的(a)至(q)组成的组中的任一个。

[0084]   序列(5’‑＞3’)

(A) mG*fC*mGfCfAfGmCfUmCfUmGfGmAfUmCfU‑GalNAc

(B) mC*fC*mAfGfAfUmUfGmCfUmUfAmCfUmCfA‑GalNAc

(C) mC*fG*mAfAfAfGmUfUmAfUmAfUmGfGmAfA‑GalNAc

(D) mA*fC*mUfAfCfUmGfAmAfAmAfCmCfUmUfA‑GalNAc

(E) mG*fC*mAfUfAfUmGfUmCfAmGfUmUfGmUfA‑GalNAc

(F) mU*fU*mGfGfGfAmAfGmUfUmGfAmCfUmAfA‑GalNAc

(G) mC*fC*mAfUfUfUmUfGmUfCmCfUmUfUmGfA‑GalNAc

(H) mA*fC*mGfCfAfAmUfGmAfAmAfAmUfUmAfA‑GalNAc

(I) mA*fG*mAfUfCfUmGfAmUfGmAfAmGfUmAfA‑GalNAc

(J) mG*fC*mGfCfAfGmCfUmCfUmGfGmAfUmCfU‑GalNAc

(K) mC*fU*mAfGfAfGmAfAmGfAmAfAmGfUmUfA‑GalNAc

(L) mC*fC*mAfGfAfUmUmGmCmUmUmAmCfUmCfA‑GalNAc

(M) mC*fC*mAfGfGfUmGmGmCmCmUmAmCmUmCmA‑GalNAc

(N) mC*mC*mAfGmAfUmUmGmCmUmUmAmCmUmCmA‑GalNAc

(O) mC*fC*mCfUfGfAmCfUmCfUmCfAmGfUmGfA‑GalNAc

(a) P‑mA*fG*mAmUmCfCmAfGfAmGmCmUmGfCmG*fC*mC*mA*mC

(b) EVP‑mA*fG*mAmUmCfCmAfGfAmGmCmUmGfCmG*fC*mC*mA*mC

(c) P‑mU*fG*mAmGmUmAfAmGfCmAmAmUmCfUmGfGmU*mC*mC*mU*mU

(d) P‑mU*fU*mCmCmAmUfAmUfAmAmCmUmUfUmCfGmU*mU*mC*mU*mG

(e) P‑mU*fA*mAmGmGmUfUmUfUmCmAmGmUfAmGfUmC*mU*mA*mU*mC
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(f) P‑mU*fA*mCmAmAmCfUmGfAmCmAmUmAfUmGfCmU*mU*mU*mC*mC

(g) P‑mU*fU*mAmGmUmCfAmAfCmUmUmCmCfCmAfAmU*mA*mU*mA*mA

(h) P‑mU*fC*mAmAmAmGfGmAfCmAmAmAmAfUmGfGmC*mA*mA*mU*mA

(i) P‑mU*fU*mAmAmUmUfUmUfCmAmUmUmGfCmGfUmA*mC*mC*mU*mC

(j) P‑mU*fU*mAmCmUmUfCmAfUmCmAmGmAfUmCfUmU*mA*mG*mA*mG

(k) P‑mA*fG*mAmUmCmCfAmGfAmGmCmUmGfCmGfCmC*mA*mC*mU*mG

(l) P‑mU*fA*mAmCmUmUfUmCfUmUmCmUmCfUmAfGmC*mC*mU*mG*mG

(m) EVP‑mU*fG*mAmGmUmAfAmGfCmAmAmUmCfUmGfGmU*mC*mC*mU*mU

(n) EVP‑mU*fG*mAmGmUmAmAmGmCmAmAmUmCfUmGfGmU*mC*mC*mU*mU

(o) EVP‑mU*fG*mAmGmUmAfAmGfCmAmAmUmCfUmG*fG*mU*mC*mC*mU*mU

(p) EVP‑mU*fG*mAmGmUmAmAmGmCmAmAmUmCfUmG*fG*mU*mC*mC*mU*mU

(q) P‑mU*fC*mAmCmUmGfAmGfAmGmUmCmAfGmGfGmU*mG*mU*mC*mA

[0085] 在所述序列中，*指硫代磷酸酯结合(phosphorothioated  bond)，m指2’‑O‑甲基

(Methyl)，f指2’‑氟(Fluoro)，GalNAc指化学式1的三价GalNAc衍生物，P指5’‑磷酸基团

(Phosphate  group)，EVP指5’‑E‑乙烯基膦酸酯(E‑Vinylphosp  honate)结合。

[0086] 具体地，所述RNAi制剂的有义链和反义链可以是选自上表的以下有义链和反义链

的序列。

[0087] 编号 有义链 反义链

1 (A) (a)或(b)

2 (B) (c)、(m)、(n)、(o)、或(p)

3 (C) (d)

4 (D) (e)

5 (E) (f)

6 (F) (g)

7 (G) (h)

8 (H) (i)

9 (I) (j)

10 (J) (k)

11 (K) (l)

12 (L) (m)、(n)、(o)、或(p)

13 (M) (m)、(n)、(o)、或(p)

14 (N) (m)、(n)、(o)、或(p)

15 (O) (q)

[0088] 另一方面提供一种用于预防或治疗肝脏疾病的药物组合物，其包括所述RNAi制剂

作为活性成分。

[0089] 另一方面提供一种所述RNAi制剂在制备用于预防或治疗肝脏疾病的药物的用途。

[0090] 所述药物组合物包括或利用上述RNAi制剂，因此省略两者之间的共同内容，以避

免说明书过于复杂。

[0091] 肝脏疾病
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[0092] 所述药物组合物可以用作通过抑制MARC1基因的表达来预防或治疗肝脏疾病的药

物组合物的活性成分。

[0093] 所述肝脏疾病包括脂肪肝、肝纤维化或肝硬化，其中，“脂肪肝”是指正常细胞中不

存在的中性脂肪看似在肝细胞内异常沉积的现象。正常肝脏的约5％由脂肪组织组成，中性

脂肪、脂肪酸、磷脂、胆固醇、胆固醇酯是脂肪的主要成分，但一旦发生脂肪肝，大部分成分

会被中性脂肪所取代，若中性脂肪含量为肝脏重量的5％或更高，则诊断为脂肪肝。所述脂

肪肝可以是“非酒精性脂肪肝病(non‑alcoholic  fatty  liver  disease；NAFLD)”，“非酒精

性脂肪肝”是指中性脂肪与饮酒无关地在肝脏内堆积的疾病，其可以定义为脂肪酸以中性

脂肪的形式在肝脏实质细胞内堆积5％或更高的情况。所述非酒精性脂肪肝病可以是单纯

性脂肪肝(simple  steatosis)或非酒精性脂肪性肝炎(non‑alcoholic  steatohepatitis；

NASH)。非酒精性脂肪肝病在病理学上分为单纯性脂肪肝(simple  steatosis)和伴有炎症

的非酒精性脂肪性肝炎(non‑alcoholic  steatohepatitis；NASH)，NASH可以被认为是

NAFLD的一种严重形式。脂肪堆积严重的脂肪肝会演变为炎症，即脂肪性肝炎，若长期不治

疗会进展成肝炎、肝纤维化、肝硬化等严重的肝脏疾病。单纯性脂肪肝的发病率在正常体重

人中为10％至15％，而在体重超重的人中大幅提高至80％，因此为了有效治疗非酒精性脂

肪性肝炎，可能重要的是有效降低中性脂肪堆积到肝脏中，并且在抑制非酒精性脂肪肝演

变为脂肪性肝炎的同时改善脂肪性肝炎，从而抑制进展成下一阶段疾病。

[0094] 药物组合物

[0095] 在本说明书中，术语“活性成分(effective  ingredient)”是指对临床或生物化学

结果带来有利或优选影响的适度有效量的成分。具体地，可以指有效量的制剂、活化剂或

RNAi制剂。

[0096] 所述有效量可以施用一次或更多次，并且其可以是用于预防疾病，或者非限制性

地对疾病实现症状的缓和、疾病范围的减少、病情稳定(即，不恶化)、疾病进展的延缓或速

度的降低，或者病情的改善或一时缓和与减轻(部分或全部)的适度量。

[0097] 在本说明书中，术语“预防(prevention)”是指预先防止疾病发生、抑制疾病或延

迟进展的所有行为。例如，指代防止所述肝脏疾病或其特征性的特性发生、阻碍疾病发生，

或者针对所述肝脏疾病或其特征性的特性进行防御或保护。

[0098] 在本说明书中，术语“治疗(treatment)”是指治疗学上的治疗和预防或者预防措

施方法。此外，指代使疾病症状好转或有利发展的所有行为。例如，预防、减少或改善所述肝

脏疾病或其特征性的特性，或者在个体中延迟(弱化)所述肝脏疾病或其特征性的特性。

[0099] 在本说明书中，术语“有效量(effective  amount)”指代所属领域普遍接受的含

义。上述术语通常可以是指研究人员、兽医、医生或其它临床医生等所寻求的能够诱导细

胞、组织、系统、动物或人类的预期的生物反应(例如，有益反应)的分子化合物或构建体的

量。具体地，“治疗有效量(therapeutically  effective  amount)”是指，例如能够引起以下

程度的优选医学反应的分子，化合物或构建体的量：在与疾病或障碍相关的可测量参数方

面存在治疗相关变化，因而能够认为特定临床治疗有效。用于治疗疾病或障碍的药物的治

疗有效量可以是对所述参数引起治疗相关变化所需的量。

[0100] 所述药物组合物的施用方法可由本领域技术人员根据常规患者的症状和患病程

度来决定。此外，其可以配制为粉剂、片剂、胶囊剂、溶液剂、注射剂、软膏剂以及糖浆剂等多
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种剂型，也能够以单位剂量或多剂量容器的形式提供，例如密封的安瓿和瓶子。

[0101] 本发明的药物组合物可以口服或肠胃外施用。根据本发明的组合物的施用途径可

以是例如口腔、静脉内、肌肉内、动脉内、骨髓内、鞘内、心内、经皮、皮下、腹膜内、肠内、舌下

或局部，但不限于此。根据本发明的组合物的剂量范围根据患者的体重、年龄、性别、健康状

况、饮食、施用时间、施用方法、排泄率或疾病的严重程度而变化，并且可由所属领域的技术

人员容易地决定。此外，可利用已知技术将本发明的组合物配制成适当的剂型，以用于临床

施用。

[0102] 另一方面提供一种预防或治疗肝脏疾病的方法，其包括将所述RNAi制剂施用于个

体中。

[0103] 所述治疗肝脏疾病的方法包括或利用上述RNAi制剂或药物组合物，因此省略对两

者之间的共同内容进行描述，以避免说明书过于复杂。

[0104] 在本说明书中，术语“个体”是指需要治疗疾病，具体地是需要治疗肝脏疾病的对

象，更具体地，其可以包括人或非人灵长类动物、小鼠(mouse)、狗、猫、马，牛、羊、猪、山羊、

骆驼以及羚羊等哺乳动物。

[0105] 在下文，通过实施例进一步详细描述本发明。然而，这些实施例仅用于示例性描述

本发明，本发明不限于此。

[0106] 实施例1：筛选用于诱导RNAi的核酸分子以及评估其治疗功效

[0107] 1‑1.设计50种asiRNA并评估MARC1  mRNA的表达抑制效果

[0108] 在本实施例中，为了获得诱导高效率的靶向MARC1的RNAi的双链核酸分子，选定针

对MARC1基因的靶序列后设计了对其的MARC1不对称siRNA(asiRNA)(有义链(16‑mer)、反义

链(19‑mer))。具体地，通过检索NCBI数据库(database)获得MARC1基因信息，然后考虑到动

物实验，以与小鼠具有共同靶点的碱基序列为准选择显示出一定水平同源性的碱基序列，

从而设计出共50种asiRNA，并在IDT  Korea，Inc.以10nmole  scale进行合成。然后，使合成

的asiRNA经过95℃下5分钟、37℃下25分钟的孵育(incubation)过程，经过12％聚丙烯酰胺

凝胶电泳(Polyacrylamide  Gel  Electrophoresis：PAGE)后通过ChemiDoc  UV透照仪

(transilluminator)(Biorad)进行质量控制(quality  control，QC)。

[0109] 通过上述方法设计的MARC1  asiRNA的序列信息如下表1所示。

[0110] 【表1】

说　明　书 11/36 页

14

CN 117677697 A

14



[0111]
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[0112]

[0113] 然后，为了确认mRNA水平中的表达抑制效率，将所述MARC1  asiRNA转染至Huh7细

胞后进行qRT‑PCR，从而测量MARC1  mRNA的表达水平。具体地，将所述Huh7细胞以每孔8×

103细胞的量接种至96孔板，在其中添加MARC1  asiRNA(10nM，OliX  Inc.)和RNAiMax(2μl/
ml，Invitrogen  Inc .13778150)后，按照Invitrogen提供的方案进行了转染。然后，利用

RNeasy  Plus  Mini  Kit(Qiagen，74136)提取总RNA，并通过将其中包含的mRNA作为模板的

逆转录过程合成了cDNA。然后，使用TB  Green(Takara，RR820A)制备PCR混合物，并按照制造

商的说明在StepOne实时PCR系统中进行了定量PCR。此外，在本实施例中，将仅添加了转染
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试剂的组(NT)作为对照组。

[0114] 结果如图1所示，确认到MARC1  mRNA根据处理50种MARC1  asiRNA的表达抑制效果。

[0115] 1‑2.设计23种GalNAc‑asiRNA并评估MARC1  mRNA的表达抑制效果

[0116] 在本实施例中，针对在上述实施例1中制备的MARC1  asiRNA中的23种MARC1 

asiRNA，设计了引入GalNAc配体和化学修饰的不对称siRNA。具体地，通过引入各种化学修

饰(2'OMe、PS、Fluoro等)以及将标记为“三价GalNAc”的衍生物结合到所述有义链的3’末

端，制备了MARC1  GalNAc‑asiRNA。

[0117] 【表2】

[0118]
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[0119] 具体地，上述表2中由“*”、“m”、“f”、“P”以及“GalNAc”表示的化学修饰如上述表3

所示。

[0120] 【表3】

[0121] 标记法 化学修饰

* 硫代磷酸酯键(phosphorothioatebond)

m 2’0甲基(Methyl)

f 2’‑氟(Fluoro)

P 5’‑磷酸基团(Phosphategroup)

“GalNAc” 化学式1的三价GalNAc衍生物

[0122] 具体地，在上述表3中，“*”是指现有的磷酸二酯结合被硫代磷酸酯结合取代，“m”

是指现有的2’‑OH被2’‑O‑甲基所取代的形式。另外，“f”例如以fG为例是指现有G(鸟嘌呤)

的2’‑OH被氟锁取代的形式，“P”是指磷酸基团结合到5’末端的形式(磷酸基团与结合到5’

末端碱基中碳5的氧结合)。此外，“GalNAc”是指在有义链的3’末端结合有以下化学式1中三

价GalNAc衍生物的形式。

[0123] 此外，所述三价GalNAc衍生物的结构如以下化学式1所示。

[0124] 【化学式1】

[0125]

[0126] 为了确认mRNA水平中的表达抑制效率，将所述MARC1  GalNAc‑asiRNA转染至来源

于C57BL/6小鼠的原代肝细胞中，然后通过进行qRT‑PCR测量了MARC1  mRNA的表达水平。具

体地，将所述原代肝细胞以每孔7 .5×104细胞的量接种至24孔板，在此用MARC1  GalNAc‑

asiRNA(200nM，OliX  US，Inc.)对其进行了处理。从所述处理起24小时后，使用SuperPrepTM 

Cell  lysis&RT  kit  for  qPCR  Kit  II(TOYOBO，SCQ‑401)制备细胞裂解物(cell  lysate)，

并通过将其中包含的mRNA作为模板的逆转录过程合成了cDNA。然后，以合成的cDNA为模板，

使用 Probe  qPCR  Mix(TOYOBO，QPS‑101)和Probe(Hs00224227_m1、

Hs03928985_g1、Applied  Biosystems)进行了定量PCR。然后，利用CFX  Connect实时PCR系

统(Bio‑Rad)确认了MARC1  mRNA的表达水平。此外，在本实施例中，将未进行转染的组(NT)

作为对照组，将添加OLX700A‑001‑8(10nM)和RNAiMAX(2μl/ml，Invitrogen  Inc.13778150)

后按照Invitrogen提供的方案进行转染的组(NC)作为阴性对照组，并将添加asiMARC1‑30

(10nM)和RNAiMAX(2μl/ml，Invitrogen  Inc.13778150)后按照Invitrogen提供的方案进行

转染的组作为阳性对照组(PC)。所述OLX700A‑001‑8的序列讯息如表4所示，表2中由“*”、

“m”、“f”、“P”以及“GalNAc”表示的化学修饰如上述表3所示。
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[0127] 【表4】

[0128]

[0129] 结果如图2所示，确认到MARC1  mRNA根据处理23种MARC1  GalNAc‑asiRNA的表达抑

制效果。其中，OLX‑002‑1、OLX003‑1、OLX‑031‑1的表达抑制效果更为优异。

[0130] 1‑3.利用动物模型评估治疗功效

[0131] 在本实施例中，针对C57BL/6小鼠(雄性，n＝15)施用了所述通过实施例1‑2确认表

达抑制效果的MARC1  GalNAc‑asiRNA后评估了由此引起的治疗功效。为此，首先将动物模型

组分为被提供正常饮食的组(Normal  Chow)和被提供高脂肪饮食的组(HFD，High  Fat  Diet

(Research  Diet，D12492))，并根据施用的物质将上述组分别分类为施用1X  PBS的组(VC)、

施用OLX‑001‑8的组(NC)、皮下施用OLX‑003‑1的组(#3‑1)、以及皮下施用OLX‑003‑1的组(#

31‑1)。在本实施例中，对上述动物模型组的具体分类如下表5所示。

[0132] 【表5】

[0133]

[0134] 此外，在被提供高脂肪饮食起第16周时施用了MARC1  GalNAc‑asiRNA，从所述施用

时间点起2周后再次施用了MARC1  asiRNA。在进行上述第2次施用起2周后，从目标小鼠中取

出肝脏，由此获得了肝组织试样及其切片。

[0135] (1)确认MARC1和MARC2的表达模式

[0136] 针对所述通过小鼠获得的肝组织试样，以与上述实施例1‑2相同的方式评估了

MARC1  mRNA和MARC2  mRNA的表达水平。

[0137] 结果如图3所示，确认到相较于被提供高脂肪饮食的其它组(VC、NC)，施用了根据

一实施例的OLX‑003‑1或OLX‑031‑1的组(#3‑1、#31‑1)对MARC1  mRNA表现出表达抑制，而对

MARC2  mRNA的表达并未带来影响。

[0138] (2)评估肝脏外观

[0139] 肉眼观察所述通过小鼠获得的肝脏，从而评估肝脏边缘区域的变化。

[0140] 结果如图4所示，确认到被提供高脂肪饮食的组(VC、NC)在肝脏的边缘，即边缘区

域并不尖锐，与此相反，施用了根据一实施例的OLX‑003‑1或OLX‑031‑1的组(#3‑1、#31‑1)

表现出与正常组相似的形态特性。

[0141] (3)组织病理学上的评估

[0142] 用10％中性缓冲福尔马林(NBF：Neutral  Buffered  Formalin)溶液固定所述通过

小鼠获得的肝组织试样并制备石蜡包埋块后，由此制备出厚度为4μm的组织切片。然后，针

对上述组织切片，利用Mayer苏木精试剂进行了H&E染色。此外，针对已获得的4μm厚度的冷

冻切片，利用OCT包埋剂进行了油红O染色。

[0143] 结果如图5和图6所示，在被提供高脂肪饮食的组(VC、NC)观察到肝实质中形成的

多个脂肪液泡，而在施用了根据一实施例的OLX‑003‑1或OLX‑031‑1的组(#3‑1、#31‑1)中，
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脂肪液泡的形成显着降低。

[0144] 实施例2.利用动物模型评估治疗功效

[0145] 在本实施例中，针对C57BL/6小鼠，以所述通过实施例1确认表达抑制效果的

asiMARC1‑031为模板，皮下施用下表6的MARC1  GalNAc‑asiRNA后评估了由此引起的治疗功效。

[0146] 【表6】

[0147]

[0148] 具体地，上述表6中由“*”、“m”、“f”、“P”、“GalNAc”以及“EVP”表示的化学修饰如上

述表7所示。

[0149] 【表7】

[0150] 标记法 化学修饰

* 硫代磷酸酯键(phosphorothioatebond)

m 2’‑O‑甲基(Methyl)

f 2’‑氟(Fluoro)

P 5’‑磷酸基团(Phosphategroup)

“GalNAc” 化学式1的三价GalNAc衍生物

EVP E‑乙烯基膦酸酯(E‑Vinylphosphonate)

[0151] 具体地，上述表7中的“*”、“m”、“f”、“P”、“GalNAc”如上所述。此外，“EVP”是指5’‑

末端结合有(E)乙烯基膦酸酯的形式(形成在5’末端碱基中包括碳5的双键)，例如EVP‑mU是

指从原本的U(尿苷)的2’‑OH被2’‑O‑甲基取代的形式变为在5’‑末端结合(E)乙烯基膦酸酯

的形式。

[0152] 2‑1.评估OLX‑031‑1在诱导NASH小鼠模型HFD中的治疗功效

[0153] 将动物模型组分为被提供正常饮食的组(Normal  Chow)和被提供高脂肪饮食的组

(HFD)，并且根据施用的物质，将上述组分类为施用1X  PBS的组(VC)、施用OLX700A‑001‑8的

组(NC)以及施用OLX‑031‑1的组(#31‑1)。在本实施例中，对上述动物模型组的具体分类如

下表8所示。

[0154] 【表8】

[0155]

[0156] 此外，在被提供高脂肪饮食起第28周时施用了OLX‑031‑1，从所述施用时间点起每

周施用OLX‑031‑1，共三次。在进行共4次施用起1周后，从目标小鼠中取出肝脏，由此获得了

肝组织试样及其切片与血清试样。

[0157] (1)确认MARC1和MARC2的表达模式

[0158] 针对所述通过小鼠获得的肝组织试样，以与上述实施例1‑2相同的方式评估了

MARC1  mRNA和MARC2  mRNA的表达水平。
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[0159] 结果如图7所示，与被提供高脂肪饮食的其它组(VC、NC)相比，施用了根据一实施

例的OLX‑031‑1的组(#31‑1)表现出对MARC1  mRNA的表达抑制，而对MARC2  mRNA的表达未产

生影响。

[0160] (2)评估肝脏外观

[0161] 肉眼观察所述通过小鼠获得的肝脏，从而评估肝脏边缘区域的变化。

[0162] 结果如图8所示，确认到被提供高脂肪饮食的组(HFD  VC、HFD  NC)在肝脏的边缘，

即边缘区域并不尖锐，与此相反，施用了根据一实施例的OLX‑31‑1的组(#31‑1)表现出与正

常组相似的形态特性。

[0163] (3)组织病理学上的评估

[0164] 用10％NBF溶液固定所述通过小鼠获得的肝组织试样并制备石蜡包埋块后，由此

制备出厚度为4μm的组织切片。然后，针对上述组织切片，利用Mayer苏木精试剂进行了H&E

染色和天狼猩红染色。

[0165] 结果如图9和图10所示，在被提供高脂肪饮食的组(VC、NC)观察到肝实质中形成的

多个脂肪液泡和胶原蛋白的沉积，而在施用了根据一实施例的OLX‑031‑1的组(#31‑1)中，

这种脂肪液泡的形成以及胶原蛋白的沉积显着降低。

[0166] (4)评估肝组织内纤维化相关因子的表达和中性脂肪水平

[0167] 针对所述通过小鼠获得的肝组织试样，评估了肝纤维化相关因子的表达水平和中

性脂肪水平。具体地，针对来源于肝组织的细胞使用Tri‑RNA  reagent(FAVORGEN、FATRR 

001)提取总RNA，并通过以此为模板的逆转录过程合成了cDNA(High‑Capacity  cDNA反转录

试剂盒(Applied  Biosystems，4368814))。然后，以上述合成的cDNA为模板，使用TB

Premix  Ex  TaqTM(Takara，RR420A)进行了定量PCR。然后，通过适用StepOneTM实时PCR系统

(Applied  BiosystemsTM)和作为持家基因的RPL32的表达水平，评估了α‑SMA和mCol1α1mRNA
的表达水平。此外，利用匀浆机以5％  NP‑40/UPW对肝组织试样进行均化。然后，针对上述被

均化的试样，使用甘油三酯检测试剂盒(Triglyceride  Assay  Kit)(Abcam，ab65336)测量

了中性脂肪水平。

[0168] 结果如图11所示，在被提供高脂肪饮食的组(VC、NC)中，作为肝纤维化相关的因子

的α‑SMA  mRNA的表达水平增加，而在施用了根据一实施例的OLX‑031‑1的组(#31‑1)中，这

种α‑SMA和mCol1α1mRNA的表达增加却下降。此外，如图12所示，确认到肝组织内中性脂肪的

水平也因施用根据一实施例的OLX‑031‑1而下降。

[0169] (5)血清学上的评估

[0170] 针对所述通过小鼠 获得的血清试样，确认了作为肝损伤指标因子的 A S T

(Aspartate  aminotransferase)和ALT(Alanine  aminotransferase)，以及作为脂质指标

物质的胆固醇(CHOL)、中性脂肪(TG)、低密度脂蛋白(LDL)以及高密度脂蛋白(HDL)的水平。

[0171] 结果如图13所示，在提供高脂肪饮食的组(VC、NC)中，AST和ALT水平显着提高，而

在施用了根据一实施例的OLX‑031‑1的组(#31‑1)中，这种AST和ALT水平的提高却降低。此

外，如图14所示，确认到脂质指标物质的水平也在施用了根据一实施例的OLX‑031‑1的组(#

31‑1)中下降。

[0172] 2‑2.评估OLX‑031‑2在诱导NASH小鼠模型CDHFD中的治疗功效根据饮食类型和提

供时间，将动物模型分为12周内被提供正常饮食的组(NCD  12w)、16周内被提供正常饮食的
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组(NCD  16w)、12周内被提供高脂肪饮食的组(CDHFD  12w)、16周内被提供高脂肪饮食的组

(CDHFD  16w)、12周内被提供高脂肪饮食且4周内被提供正常饮食的组(CDHFD‑NCD)，并根据

施用的物质，重新将上述组分别分类为施用了1X  PBS的组(VC)和施用了OLX‑031‑2的组(#

31‑2)。在本实施例中，对上述动物模型组的具体分类如下表9所示。

[0173] 【表9】

[0174]

[0175] 此外，在被提供高脂肪饮食起第12周时施用了OLX‑031‑2，并且从所述施用时间点

起2周后再次施用了OLX‑031‑2。在进行上述第2次施用起2周后，从目标小鼠中取出肝脏，由

此获得了肝组织试样及其切片。此外，针对所述动物模型组1和3，在被提供高脂肪饮食起第

12周时牺牲小鼠后获得了上述试样。

[0176] (1)组织病理学上的评估

[0177] 以与上述实施例2‑1的(3)相同的方式，对组织切片进行了H&E染色和天狼猩红染

色，从而确认了肝实质中形成的多个脂肪液泡和胶原蛋白的沉积等变化。

[0178] 结果如图15所示，在被提供高脂肪饮食的组(CDHFD  12w，CDHFD  16w)观察到肝实

质中的多个脂肪液泡和炎症病灶(inflammatory  foci)，而在施用了根据一实施例的OLX‑

031‑2的组(CDHFD  031‑2、CDHFD‑NCD  031‑2)中，这种脂肪液泡和炎症病灶却减少。此外，如

图16和图17所示，确认到在施用了根据一实施例的OLX‑031‑2的组(CDHFD  031‑2、CDHFD‑

NCD  031‑2)中，脂质成分和胶原蛋白的沉积显着降低。特别地，施用了OLX‑031‑2的组6

(CDHFD  16w  31‑2)与被提供高脂肪饮食的组3、组4(CDHFD  12w、CDHFD  16w)相比，脂肪液泡

和胶原蛋白的沉积水平降低，这表示对非酒精性脂肪性肝炎的有效治疗功效。

[0179] (2)评估肝组织内纤维化相关因子的表达

[0180] 以与上述实施例2‑1的(4)相同的方式，评估了肝纤维化相关因子的表达水平。

[0181] 结果如图18所示，在被提供高脂肪饮食的组(CDHFD、CDHFD‑NCD)中，作为肝纤维化

相关因子的α‑SMA、mCol1α1和TIMP1  mRNA的表达水平提高，而在施用了根据一实施例的

OLX‑031‑2的组(CDHFD  031‑2、CDHFD‑NCD  031‑2)中，这种α‑SMA、Col1α1和TIMP1  mRNA的表

达水平却降低。这与上述试验结果同样地表现出施用了OLX‑031‑2的组6(31‑2CDHFD)与被

提供高脂肪饮食的组3、组4(CDHFD  12w，CDHFD  16w)的显着差异。

[0182] (3)评估MARC1  mRNA的表达抑制效果

[0183] 针对所述通过小鼠获得的肝组织试样，以与上述实施例1‑2相同的方式评估了

MARC1  mRNA的表达水平。

[0184] 结果如图19所示，确认到在施用了根据一实施例的OLX‑031‑2的组(#CDHFD  031‑

2、CDHFD‑NCD  031‑2)中，MARC1  mRNA的表达水平显着低于其它组。

[0185] 实施例3：用于诱导RNAi的双链核酸分子的二次筛选

[0186] 3‑1.设计和制作250种asiRNA

[0187] 在本实施例中，以与上述1‑2相同的方式通过NCBI数据库检索获得MARC1基因信息
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后，针对来源于人和猴的每个MARC1，选出以具有共同靶点的碱基序列为准表现出一定水平

同源性的碱基序列，从而设计共250种asiRNA(有义链(16‑mer)、反义链(21‑mer))，并在

bioneer将其以10nmole  scale进行了合成。通过上述方法设计的MARC1  asiRNA的序列信息

如下表10至表14所示。

[0188] 【表10】

[0189]
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[0190]

[0191] 【表11】
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[0192]
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[0193]

[0194] 【表12】
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[0195]
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[0196]

[0197] 【表13】
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[0198]
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[0199]

[0200] 【表14】
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[0201]
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[0202]

[0203] 3‑2.评估MARC1  mRNA的表达抑制效果

[0204] 为了确认mRNA水平中的表达抑制效率，将所述MARC1  asiRNA转染至Huh7细胞后进

行qRT‑PCR，从而测量了MARC1  mRNA的表达水平。具体地，所述Huh7细胞以每孔8×103细胞

的量接种至96孔板，在其中添加MARC1  asiRNA(10nM，OliX  Inc .)和RNAiMax(2μl/ml，
Invitrogen  Inc.13778150)后按照Invitrogen提供的方案进行了转染。从进行所述处转染

的时间点起24小时后，使用SuperPrepTM  Cell  lysis&RT  kit  for  qPCR  Kit  II(TOYOBO，

SCQ‑401)制备细胞裂解物，并通过将其中包含的mRNA作为模板的逆转录过程合成了cDNA。

然后，以所述合成的cDNA为模板，使用 Probe  qPCR  Mix(TOYOBO，QPS‑101)和

Probe(Hs00224227_m1、Hs03928985_g1、Applied  Biosystems)进行了定量PCR，并以mRNA表

达抑制水平为准初步筛选出共134种MARC1  asiRNA(未示出)。此外，在本实施例中，将仅添
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加转染试剂的组(Mock)作为对照组，将利用asiMARC1‑30与实施例1‑2相同的方式进行转染

的组(PC1)作为阳性对照组。然后，针对如上所述筛选出的134种MARC1  asiRNA，仅将MARC1 

asiRNA处理浓度依次变更为1nM或0 .1nM的情况下，与如上所述相同的方式评估了MARC1 

mRNA表达水平。

[0205] 结果如图20a至图20c所示，确认了MARC1  mRNA根据处理1nM的134种MARC1  asiRNA

的表达抑制效果，并从中筛选出MARC1表达抑制效率优异的前41种MARC1  asiRNA(#54、#

75、#80、#89、#90、#92、#97、#99、#100、#114、#124、#126、#129、#130、#131、#137、#143、#

144、#161、#166、#177、#194、#195、#196、#200、#201、#202、#210、#211、#212、#215、#216、#

217、#218、#220、#222、#223、#224、#233、#264、#268)。此外，如图21所示，确认了MARC1  mRNA

根据处理0.1nM的已确认上述表达抑制效果的41种MARC1  asiRNA的表达抑制效果，并从中

筛选出MARC1表达抑制效率优异的前30种MARC1  asiRNA(#75、#80、#89、#90、#92、#99、#

100、#114、#124、#126、#129、#130、#131、#137、#143、#144、#166、#177、#194、#196、#200、#

212、#215、#216、#218、#220、#222、#223、#224、#264)。

[0206] 3‑3.评估MARC1蛋白的表达抑制效果

[0207] 为了确认蛋白水平中的表达抑制效率，将从上述实施例3‑2中筛选出的30种MARC1 

asiRNA转染至Huh7细胞，然后通过进行免疫印迹(Western  blot)测量了MARC1蛋白的表达

水平。具体地，所述Huh7细胞以每孔5×104
细胞的量接种至12孔板，在其中添加MARC1 

asiRNA(1nM，OliX  Inc .)和RNAiMax(2μl/ml，Invitrogen  Inc .13778150)后按照

Invitrogen提供的方案进行了转染。从进行所述转染的时间点起48小时后破碎转染的细

胞，从而在每个样品中获得了15μg的细胞裂解物。针对所述获得的细胞裂解物，使用10％ 

SDS‑聚丙烯酰胺凝胶、MARC1兔多克隆抗体(1：1000稀释于3％的BSA、Abcepta、AP9754c)和

小鼠黏着斑蛋白(Vinculin  Mouse)单克隆抗体(1：1000稀释于3％的BSA、Santa  Cruz 

Biotechnology、sc‑73614)进行免疫印迹，并通过ChemiDoc  XRS+System(Bio‑Rad)确认了

MARC1蛋白的表达水平。此外，在本实施例中，将仅添加转染试剂的组(M)作为对照组，将利

用asiMARC1‑30或asiMARC1‑31与实施例1‑2相同的方式进行转染的组(PC1、PC2)作为阳性

对照组。

[0208] 结果如图22所示，确认到从上述实施例3‑2筛选出的共30种MARC1  asiRNA均抑制

MARC1蛋白的表达。

[0209] 实施例4：制备引入化学修饰的用于诱导RNAi的核酸分子

[0210] 4‑1.设计和制作41种MARC1  GalNAc‑asiRNA

[0211] 在本实施例中，针对所述通过实施例1和3确认表达抑制效果的MARC1  asiRNA，设

计了引入GalNAc配体和化学修饰的不对称siRNA(GalNAc‑asiRNA)。所述设计的GalNAc‑

asiRNA与所述asiRNA相比，引入了各种化学修饰(2’OMe、PS、Fluoro、GalNAc配体等)，其为

向肝细胞内部的传递得到提高的不对称siRNA。

[0212] 通过本实施例制作的共41种MARC1  GalNAc‑asiRNA的序列信息如下表15所示。

[0213] 【表15】
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[0214]
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[0215]

[0216] 具体地，上述表15中由“*”、“m”、“f”、“P”以及“GalNAc”表示的化学修饰如上述表7

所示。

[0217] 4‑2.评估MARC1  mRNA的表达抑制效果

[0218] 为了确认在mRNA水平中的表达抑制效率，将所述通过实施例4‑1制作的共41种

MARC1  GalNAc‑asiRNA(100nM)分别对来源于C57BL/6小鼠(Koatech)且进行原代培养的小

鼠肝细胞(Primary  cultured  mouse  hepatocytes：PMH)进行处理后(n＝3)，以与实施例1‑
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2相同的方式执行qRT‑PCR，从而测量了MARC1  mRNA的表达水平。此外，在本实施例中，将未

处理物质的组(NT)作为对照组，将处理OLX700A‑001‑8(100nM)的组(NC)作为阴性对照组，

将处理OLX‑031‑1(10nM)的组(PC)作为阳性对照组。

[0219] 结果如图23所示，确认到MARC1  mRNA根据处理41种MARC1  GalNAc‑asiRNA的表达

抑制效果。其中，OLX‑031‑1、OLX‑031‑9、OLX‑274‑1、OLX‑231‑3、OLX‑281‑1、OLX‑031‑8、

OLX‑031‑6、OLX‑237‑1、OLX‑031‑4的表达抑制效果更优异。

[0220] 4‑3.评估MARC1  mRNA对来源于人的肝细胞的表达抑制效果

[0221] 为了确认在mRNA水平中的表达抑制效率，将所述通过实施例4‑1制作的共41种

MARC1  GalNAc‑asiRNA分别对来源于人的原代肝细胞(Primary  human  hepatocyte，

F00995‑P)进行处理后(n＝3)，通过执行qRT‑PCR测量了MARC1  mRNA的表达水平。具体地，将

所述原代肝细胞以每孔4×104细胞的量接种至96孔板，用MARC1  GalNAc‑asiRNA(500nM，

OliX  Inc.)对其进行处理后，以与实施例1‑2相同的方式执行qRT‑PCR，从而测量了MARC1 

mRNA的表达水平。此外，在本实施例中，将未处理物质的组 (NT)作为对照组，将处理

OLX700A‑001‑8(500nM)的组(NC)作为阴性对照组，将处理OLX‑031‑1(10nM)的组(PC)作为

阳性对照组。

[0222] 此外，为了确认在mRNA水平中根据MARC1  GalNAc‑asiRNA处理浓度的表达抑制效

率，将所述来源于人的原代肝细胞以每孔3×104细胞的量接种至96孔板，并用20nM或100nM

的MARC1  GalNAc‑asiRNA(OliX  Inc.)进行了处理(n＝2)。然后，以与实施例1‑2相同的方式

执行qRT‑PCR，从而测量了MARC1  mRNA的表达水平。此外，在本实施例中，将未处理物质的组

(NT)作为对照组，将处理OLX700A‑001‑8(100nM)的组(NC)作为阴性对照组，将处理OLX‑

075‑1或OLX‑218‑1(10nM)的组(PC1、PC2)作为阳性对照组。

[0223] 结果如图24所示，确认到MARC1  mRNA根据处理41种MARC1  GalNAc‑asiRNA的表达

抑制效果。此外，如图25所示，所述41种MARC1  GalNAc‑asiRNA浓度依赖性地抑制MARC1的表

达，特别地，筛选出具有比通过上述实施例1得到的OLX‑031‑1更优异功效的共10种MARC1 

GalNAc‑asiRNA(OLX‑075‑1、OLX‑114‑1、OLX‑212‑1、OLX‑216‑1、OLX‑224‑1、OLX‑218‑1、

OLX‑264‑1、OLX‑220‑1、OLX‑31‑7、OLX‑92‑1)。

[0224] 实施例5.制作靶向人MARC1的GalNAc‑asiRNA以及评估MARC1  mRNA的表达抑制效

果

[0225] 在本实施例中，基于上述实施例4的试验结果，通过选择表现出优异效果的OLX‑

075‑1制作了具有各种化学修饰的MARC1  GalNAc‑asiRNA。通过本实施例制作的共17种

MARC1  GalNAc‑asiRNA的序列信息如下表16所示。

[0226] 【表16】
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[0227]

[0228] 具体地，上述表16中由“*”、“m”、“f”、“P”、“GalNAc”以及“EVP”表示的化学修饰如

上述表7所示。

[0229] 此外，为了确认在mRNA水平中的表达抑制效率，将所述已制作的共17种MARC1 

GalNAc‑asiRNA分别对来源于人的原代肝细胞(Primary  human  hepatocyte，F00995‑P)进

行处理后(n＝3)，通过执行qRT‑PCR测量了MARC1  mRNA的表达水平。具体地，将所述原代肝

细胞以每孔4×104细胞的量接种至96孔板，用MARC1  GalNAc‑asiRNA(10nM或100nM，OliX 

Inc.)对其进行处理后，以与实施例1‑2相同的方式执行qRT‑PCR，从而测量了MARC1  mRNA的

表达水平。

[0230] 结果如图26所示，确认到MARC1  mRNA根据处理17种MARC1  GalNAc‑asiRNA的表达

抑制效果。

[0231] 实施例6.利用猴模型评估MARC1  mRNA的表达抑制效果

[0232] 针对猴动物模型，每周共2次皮下施用各种浓度(2.5mp、5mp、或10mp)的OLX‑031‑2

或OLX‑075‑2后，从进行所述2次施用起一周后从目标猴中取出肝脏，由此获得了肝组织试

样及其切片。然后，以与实施例1‑2相同的方式执行qRT‑PCR，从而测量了MARC1  mRNA的表达
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水平。在本实施例中，所述OLX‑031‑2和OLX‑075‑2的序列信息如下表17，对动物模型组的具

体分类如下表18所示。

[0233] 【表17】

[0234]

[0235] 【表18】

[0236]

[0237] 结果如图27所示，在OLX‑075‑2施用组中确认到更优异的MARC1  mRNA表达抑制效

果，并且这种效果表现出浓度依赖性的倾向。

[0238] 实施例7.利用动物模型评估MARC1  mRNA的表达抑制效果

[0239] 7‑1.利用SEAP报告评估表达抑制效果

[0240] 用包括人MARC1基因以及与其连接的SEAP报告的质粒(pSELECT‑mSEAP‑hMARC1)对

六周龄Balb/c小鼠(雌性)进行转染，然后根据施用的物质将动物模型组分别分类为施用1X 

PBS的组(VC)，施用上述实施例5中MARCl  GalNAc‑asiRNA的组(OLX‑075‑2、OLX‑075‑4、OLX‑

075‑5、OLX‑075‑6、OLX‑075‑8、OLX‑075‑12、OLX‑075‑16、OLX‑075‑18)，以及施用上述实施

例6中OLX‑031‑2的组。在本实施例中，对上述动物模型组的具体分类如下表19所示。

[0241] 【表19】

[0242] 组 剂量 治疗 次数

1 0 VC(1xPBS) 4

2 3mpk OLX‑075‑2 5

3 3mpk OLX‑075‑4 4

4 3mpk OLX‑075‑5 4

5 3mpk OLX‑075‑6 4

6 3mpk OLX‑075‑7 4

7 3mpk OLX‑075‑12 4

8 3mpk OLX‑075‑16 5

9 3mpk OLX‑075‑18 5

10 3mpk OLX‑031‑2 4

[0243] 此外，从被所述质粒转染起4周时皮下注射了MARC1  GalNAc‑asiRNA，从所述施用

时间点起一周后采集血样，并通过 P h o s pha ‑ L ig h t T M
  S E A P报告基因检测系统

(InvitrogenTM，T1015)确认了SEAP报告荧光水平，从而比较了人MARC1  mRNA的表达抑制水
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平。

[0244] 结果如图28所示，显示出MARC1  mRNA根据处理9种MARC1  GalNAc‑asiRNA的表达抑

制效果，其中，表达抑制效果在OLX‑075‑12、OLX‑075‑16、OLX‑075‑17、OLX‑075‑5、OLX‑075‑

8或OLX‑075‑2施用组中更优异。

[0245] 7‑2.利用双萤光素酶报告评估表达抑制效果

[0246] 用包括人MARC1基因的质粒(psiCHECK‑2‑hMARC1)对六周龄Balb/c小鼠进行转染，

然后皮下注射了3mpk上述实施例5中的MARC1  GalNAc‑asiRNA(OLX‑075‑2、OLX‑075‑4、OLX‑

075‑5、OLX‑075‑6、OLX‑075‑8、OLX‑075‑12、OLX‑075‑16、OLX‑075‑17、OLX‑075‑18)。从所述

施用时间点起三天后采集血样，通过双荧光素酶报告基因系统 (Dual‑

Reporter  Assay  System)(Promega，E1980)确认了荧光素酶报告的荧光水平，从而测量了

人MARC1  mRNA的表达抑制水平。结果如图29所示，具有各种化学修饰的实施例5的MARC1 

GalNAc‑asiRNA施用组均表现出优异的MARC1  mRNA表达抑制效果，其中，表达抑制效果在

OLX‑075‑16、OLX‑075‑17、OLX‑075‑12、OLX‑075‑8、OLX‑075‑8施用组中更优异。

[0247] 以上对本发明的具体部分进行了详细描述，对于所属领域的技术人员而言，这些

具体技术仅为优选实施方案，明确的是本发明的范围并不受限于此。因此，本发明的实际范

围由所附权利要求以及其等同物而定义。
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