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摘要 近年来, 信使核糖核酸(messenger RNA, mRNA)在疫苗研发、蛋白质替代治疗、基因编辑等领域展现出了

独特的研究价值和应用前景. 受限于mRNA自身的理化特性, 如何保证mRNA高效进入靶细胞并翻译一直是mRNA
治疗领域要解决的主要问题. 开发安全高效的递送系统、提高靶向递送效率仍然是目前研究的热点. 病毒是特

异、高效的天然核酸递送系统. 病毒样颗粒(virus-like particle, VLP)是一种不含病毒基因组的非感染性颗粒, 其形

态均匀、具有可修饰的内外表面、良好的生物相容性和生物降解性, 通过可控自组装能够包装外源核酸, 是发展

mRNA递送系统的理想候选材料. 本文重点概述了无包膜类和包膜类VLP载体在mRNA包装、递送和应用等方面

的研究进展, 探讨了基于VLP的mRNA递送系统所面临的挑战和机遇, 以期为开发新型mRNA递送系统提供参考.
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信使RNA(messenger RNA, mRNA )是一类单链核

糖核酸, 由DNA的一条链作为模板转录而来, 携带有遗

传信息并能指导蛋白合成. 自mRNA发现[1]并实现实验

室人工合成[2]以来, mRNA最直接的应用是治疗蛋白质

表达失调引起的重大疾病[3]. 随着mRNA技术的不断发

展, 其在疫苗、癌症免疫治疗、基因编辑和细胞重编

程的应用潜力不断被挖掘[4]. mRNA药物具有其独特优

势: 首先, mRNA分子在胞质中发挥作用, 不进入细胞

核, 不存在潜在的插入突变风险; 其次, mRNA在体内

通过自然途径降解, 可实现瞬时表达; 此外, mRNA易

于生产、成本低, 可缩短和降低新药开发的周期与成

本[4~6]. 但是, mRNA自身不稳定、容易被核酸酶降

解、无法自主入胞、翻译效率低以及免疫刺激活性等

问题限制了mRNA在生物医学研究中的广泛应用[7].
随着人们对mRNA结构的深入理解以及mRNA合

成修饰相关技术的不断进步, 上述难题逐渐得到解决.
天然mRNA由5个不同的部分组成: 帽子结构(Cap)、5ʹ
端非翻译区(5ʹ untranslated region, 5ʹUTR)、开放阅读

框(open reading frame, ORF)、3ʹ端非翻译区(3ʹ untrans-
lated region, 3ʹUTR)和多聚腺苷酸(poly(A))尾. 在设计

体外转录mRNA(in vitro-transcribed mRNA, IVT
mRNA)时, 每一部分的优化都可以提高蛋白表达水平

(表1): (1) 5ʹ端的帽子结构可与帽结合蛋白(cap-binding
protein, CBP)结合, 以防止mRNA降解[12], 并与转录起

始因子结合促进翻译起始[13]. 在mRNA的体外合成过

程中, 可能出现无法被CPB识别的反向帽结构, 而抗反
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向帽类似物(anti-reverse cap analog, ARCA)的出现解决

了这一问题[8]. (2) 在mRNA的另一端, 3ʹ端poly(A)尾的

长度间接调节mRNA的翻译和半衰期[14], 在体外转录

合成mRNA时, 通常在其3ʹ端添加一个长度为100~120
个腺苷酸的poly(A)尾[9], 确保能与poly(A)结合蛋白相

互作用形成起始翻译所需的复合物. (3) mRNA的3ʹ和
5ʹUTR负责招募RNA结合蛋白, 能显著影响mRNA翻译

活性[15]. 体外转录合成mRNA时, 选择整合高表达基因

如人α-球蛋白或人β-球蛋白基因的UTR序列, 可以提高

mRNA的稳定性和翻译效率[10]. 此外, 对mRNA碱基的

化学修饰可以调控mRNA的免疫刺激活性[16], 5-甲基胞

苷(m5C)、5-甲基尿苷(m5U)、2-硫尿苷(s2U)、6-甲基

腺苷(m6A)以及假尿苷(Ψ)化学修饰的mRNA能降低对

Toll样受体(toll-like receptor, TLR)的激活, 同时提高

mRNA在体内的蛋白表达水平[4,11].
在化学修饰的基础上, 提高mRNA细胞靶向效率

是目前mRNA治疗的主要难点. 裸露的mRNA分子量

大(104~106 Da), 且携带致密的负电荷, 难以自身穿过

细胞膜[17], 因此需要一种安全高效的包装/递送载体携

带mRNA进入细胞、完成内含体/溶酶体逃逸并最终成

功翻译. 根据组成成分来源不同, mRNA递送载体可主

要分为两大类: 非病毒载体和病毒类载体[18]. 非病毒载

体主要包括脂质纳米颗粒、聚合物、细胞外囊泡和多

肽等. 非病毒载体在mRNA递送方面的综述已很详

尽[18~20]. 新型冠状病毒mRNA疫苗就是利用脂质纳米

颗粒(lipid nanoparticles, LNPs)作为递送载体, 通过静

电相互作用实现编码新型冠状病毒病毒刺突S蛋白

mRNA的包装和递送. 目前, Pfizer与BioNTech联合研

发的BNT162b2[21]和Moderna的mRNA-1273[22]已成功

上市, 我国自主生产的沃艾可欣(AWcorna)[23]和克威莎

(Convidecia)[24]等疫苗已完成三期临床研究, 多款针对

奥密克戎的mRNA疫苗也已进入临床研究阶段[25~27].

病毒是天然的基因递送载体. 病毒类载体目前主

要包括慢病毒(lentivirus)、腺病毒(adenovirus)、腺相

关病毒(adeno-associated virus, AAV)和病毒样颗粒

(virus-like particle, VLP)等. 其中, VLP具有形态均

一、可自主跨膜、内外表面均可修饰、生物相容、可

生物降解、可规模化制备等诸多优势[28], 是理想的细

胞和基因治疗的递送材料[29], 并已在mRNA递送应用

中崭露头角.
本文主要聚焦具有代表性的且已实现mRNA包装

和递送的VLP递送载体的特点和设计原理, 总结其在

癌症免疫治疗、传染性疾病以及基因编辑等领域的运

用, 并探讨VLP递送系统当前面临的挑战和未来可能

取得突破的方向.

1 病毒样颗粒(VLP)

VLP是由病毒单一或多个结构蛋白自组装而成的

与天然病毒衣壳相似的蛋白质颗粒. 它们不含完整的

病毒基因组, 因此不具有感染性[30]. 利用VLP中空的结

构特点, 可将外源货物包装在其内腔, 再通过对VLP表
面进行靶向修饰, 实现治疗药物的高效递送(图1).

根据是否外披包膜, VLP可分为两大类[31], 即无包

膜VLP(nonenveloped VLP)和有包膜VLP(enveloped
VLP). 本文主要介绍以豇豆褪绿斑驳病毒(cowpea
chlorotic mottle virus, CCMV)、噬菌体MS2为代表的

无包膜VLP和以慢病毒、甲病毒为代表的包膜VLP在
mRNA递送中的应用(表2).

2 无包膜VLP

2.1 CCMV VLP
2.1.1 CCMV VLP的结构特点

CCMV是一种植物病毒, 基因组分别由3.2 kb

表 1 mRNA优化策略
Table 1 Modification of mRNA

mRNA的组成结构 修饰方法 优化结果 参考文献

5ʹ帽子 抗反向帽类似物
防止mRNA降解, 与转录起始因子结合促进翻译

起始
[8]

poly(A)尾 添加100~120个腺苷酸 提高mRNA的翻译效率和半衰期 [9]

5ʹUTR
3ʹUTR 整合人α-球蛋白或人β-球蛋白基因的UTR序列

负责招募RNA结合蛋白, 提高mRNA的稳定性
和翻译活性

[10]

ORF 化学修饰(m5C、m5U、s2U、m6A、Ψ)和密码子优化 降低对TLR的激活, 有助于mRNA在体内的翻译 [11]
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RNA1、2.8 kb RNA2、2.2 kb RNA3以及0.8 kb亚基因

组RNA4组成. 其衣壳蛋白(capsid protein, CP)由亚基因

组RNA4翻译而来, 分子量为20 kD. 180个相同的CP单
体组装成一个直径28 nm、T=3的正二十面体衣壳[36].
CP的N末端暴露在内腔, 每个CP的N端含有6个Arg和3
个Lys, 由此产生了带正电荷的内腔表面[37]. 借助正电

荷内腔和负电荷核酸分子之间的静电相互作用, 将核

酸分子包裹在CCMV内部, 可实现递送(图2).
体外适宜条件下, CCMV CP已被证明能通过自组

装包装不同长度和序列的单链RNA[38]. 当CCMV CP/
RNA质量比足够高时, 长度在140~12000个核苷酸的

RNA分子都能被完全包装[39]. RNA的二级结构在CCMV
VLP包装过程中发挥重要作用,能够影响RNA与CP的静

电相互作用. 与相同数量单体的线性聚合物相比, CP优
先结合更紧凑的RNA, 而且最佳包装长度更长[40,41].
2.1.2 CCMV VLP作为载体递送mRNA

为了探索植物来源的球形VLP递送的异源基因在

哺乳动物细胞中表达的可能性, Erdemci-Tandogan等
人[42]利用CCMV VLP包装增强黄色荧光蛋白(enhanced
yellow fluorescent protein, EYFP)的mRNA, 用于报告在

哺乳动物细胞中RNA的释放和翻译过程. 在转染试剂

Lipofectamine-2000帮助下, VLP与幼年叙利亚地鼠肾

细胞(baby hamster kidney, BHK)孵育, 检测到细胞中

EYFP的表达, 说明CCMV VLP能保护RNA不被核酸酶

降解, 同时在哺乳动物细胞中成功释放和表达, 为哺乳

动物细胞基因递送提供了一个新平台. 最新研究表明,
在不依靠佐剂和表面修饰条件下, 包装增强绿色荧光

蛋白(enhanced green fluorescent protein, EGFP)mRNA
的CCMV VLP在体外能直接转染哺乳动物细胞(如
HEK293、HeLa和HK2细胞)并成功翻译, 具体的机制

仍有待进一步研究[43] .
靶细胞中无法扩增而导致的低水平表达是mRNA

在体内运用的主要限制之一. 为了克服这一难题, Gel-
bart等人[32]将卵清蛋白的SIINFEKL表位插入到野田村

病毒(nodamura virus, NoV)RNA依赖RNA聚合酶

(RNA-dependent RNA polymerase, RdRp)开放阅读框

后, 可形成自扩增的卵清蛋白mRNA. 以CCMV VLP作
为递送载体, 当含有卵清蛋白复制子mRNA的VLP与未

成熟的树突状细胞共同孵育时, 卵清蛋白SIINFEKL表
位的RNA水平和蛋白产量与裸露的复制子相比有显著

增加, 而且树突状细胞表面成熟标志物(如CD86、
MHCII和CD80)的激活程度要高1~2个数量级, 说明

VLP能有效地保护mRNA并帮助其进入树突状细胞.
接种到小鼠体内后, 此VLP产生的抗原特异性T细胞能

够诱导IFN和TNF细胞因子的表达. 综上, CCMV VLP
可作为一种模块化的mRNA递送载体, 利用其体外自

组装的特性包装和递送mRNA, 获得目的蛋白表达.

2.2 MS2 VLP

2.2.1 MS2 VLP的结构特点

MS2噬菌体是单链正义RNA病毒, 基因组全长

图 1 用于mRNA包装与递送的VLP 类型
Figure 1 Different types of VLPs for mRNA packaging and delivery

表 2 基于VLP的mRNA递送系统a)

Table 2 VLP-based mRNA delivery systemsa)

递送系统 mRNA编码的蛋白 应用 给药方式 参考文献

CCMV VLP 卵清蛋白SIINFEKL表位 模式疫苗 皮下注射 [32]

MS2 VLP PAP、GM-CSF 前列腺疫苗 静脉注射 [33]

LVLP SpCas9 老年性黄斑变性 视网膜下腔注射 [34]

VEEV VRP DENV E蛋白外结构域 DENV疫苗 脚垫注射 [35]

a) DENV: 登革病毒(dengue virus); VEEV: 委内瑞拉马脑炎病毒(venezuelan equine encephalitis virus); CCMV: 豇豆褪绿斑驳病毒(cowpea
chlorotic mottle virus); PAP: 前列腺酸性磷酸酶(prostate acid phosphatase); GM-CSF: 粒细胞-巨噬细胞集落刺激因子(granulocyte-macrophage
colony-stimulating factor); VRP: 病毒复制子颗粒(viral replicon particle); LVLP: 慢病毒样颗粒(lentivirus-like particles ); SpCas9: 化脓性链球菌
Cas9(Streptococcus pyogenes Cas9)

进 展
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3569 nt, 主要编码成熟酶蛋白(或A蛋白)、CP、复制酶

蛋白和裂解蛋白. MS2 VLP由180个13.7 kD CP组成, 外
径27 nm, 内径15 nm, 呈正二十面体对称性(T=3). CP有
A、B、C三种不同的构象, 可形成A/B或C/C两种二聚

体, 这些不同构象的寡聚物在衣壳中的位置调控着

VLP的尺寸和对称性, 并使之能在温度、pH和离子强

度显著变化的条件下保持结构的稳定性[44,45]. MS2
VLP表面存在可修饰的氨基酸位点, 通过化学缀合和

基因修饰等方法能在MS2表面实现靶向肽的展示. 此

外, MS2 VLP具有相对较大的内部空间, 可以使用多

种方法装载各种分子和材料, 是药物递送、疾病诊

断、疫苗开发等科学研究的理想材料之一[46,47].
MS2噬菌体复制酶编码基因的5′端存在一个由19

个核苷酸组成的短RNA茎环结构, 又称pac位点, 能与

MS2 CP二聚体特异性地相互作用, 介导病毒RNA的包

装[48]. 利用该位点, MS2 VLP可用来包装非核酸分子,
如修饰有pac位点的量子点、化疗药物和蛋白毒素

等[47]. 此外, MS2 VLP也能包装其他类型的RNA(如
siRNA)[49], 在作为mRNA递送载体时, 融合有MS2 pac
位点的外源mRNA能特异性地被包装进MS2 VLP内部,
有效保护mRNA免受核酸酶的降解(图3).
2.2.2 MS2 VLP作为载体递送mRNA

MS2 VLP自身的强免疫原性以及对外源mRNA的

特异性包装能力, 使之成为理想的mRNA递送载体之

一[50]. 研究发现, 包装有HIV-1 gag mRNA的MS2 VLP
疫苗表现出突出的高稳定性, 所递送的mRNA在3种不

同的细胞系(HeLa、HEK-293和CHO)中均能高效翻译,
并在肌肉注射后的BALB/c小鼠体内诱发特异性抗原

免疫反应[51] .
在另一项以MS2为递送载体用于治疗前列腺癌的

mRNA疫苗研究中, 编码前列腺酸性磷酸酶(prostate
acid phosphatase, PAP)mRNA和佐剂粒细胞——巨噬

细胞集落刺激因子(granulocyte-macrophage colony-sti-
mulating factor, GM-CSF)的mRNA可成功在MS2 VLP
中实现共包装, 并在此基础上免疫C57BL/6小鼠. ELI-
SA结果表明, 小鼠血清中IL-12和TNF-α表达水平上调,
在小鼠体内检测到高滴度的PAP特异性IgG抗体和

CD4+和CD8+ T细胞增殖率, 诱发了强烈的体液免疫和

细胞免疫反应, 延缓了小鼠肿瘤的生长. 此项研究证明

了基于MS2 VLP的mRNA疫苗的有效性和安全性, 为

mRNA疫苗提供了一种新的递送方法[33], 并展现了

MS2递送载体在前列腺癌治疗中的应用潜力. MS2衣
壳二聚体2个亚基的基因融合形成的单链二聚体可以

耐受多种肽的插入, 在MS2 VLP表面重复密集排列的

肽呈现出较强的免疫原性[52,53], 这一显著特点与MS2
VLP包装mRNA的能力相结合, 可进一步用于开发

mRNA-多肽的组合疫苗.

2.3 其他无包膜VLP

除了CCMV和MS2 VLP, 其他的VLP也可用于递送

mRNA分子. 嗜热菌Aquifex aeolicus的二氧四氢蝶啶合

酶(Aquifex aeolicus lumazine synthase, AaLS)是由60个
相同亚基自组装形成的正二十面体类VLP结构. 苏黎

世理工学院Hilvert团队[54]利用阳离子肽和RNA包装信

号之间的相互作用, 研发了能够捕获其自身mRNA的

AaLS变体, 在CP的N末端融合λ-噬菌体抗终止蛋白N
的RNA结合域(λN+ 肽), 可以特异性地识别同源mRNA
5′和3′UTR上的人工BoxB茎环结构, 从而实现mRNA的

特异性包装. 此外, 表面修饰有低分子量鱼精蛋白(low
molecular weight protamine, LMWP)的噬菌体PP7 VLP
可以特异性包装融合有pac位点的绿色荧光蛋白(green
fluorescent protein, GFP)mRNA, 携带LMWP肽的PP7
VLP能够穿透细胞膜, 并且其包装的mRNA能在哺乳动

物细胞中进行高水平的蛋白表达. 该系统在开发基于

图 2 CCMV VLP体外包装mRNA策略示意图
Figure 2 A strategy of using CCMV VLP to package mRNA in vitro
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mRNA和多肽的重大疾病靶向疗法的预防和治疗方面

展现出了较大潜力[55].

3 包膜VLP

3.1 慢病毒载体

3.1.1 慢病毒载体结构特点

慢病毒是逆转录病毒科的一个属, 为含有两拷贝

正链RNA的包膜病毒, 能同时感染非分裂细胞和分裂

细胞. 其正链RNA在5ʹ和3ʹ末端各有一个长末端重复序

列(long terminal repeats, LTRs). LTR具有启动子活性,
可以调控3个结构蛋白基因(gag、pol、env)的表达. gag
基因编码CP、基质蛋白和核衣壳蛋白; pol基因编码逆

转录酶(p66/p51)、蛋白水解酶和整合酶; env基因编码

gp120和gp41两种包膜糖蛋白[56]. 此外, LTR序列还含

有启动逆转录和介导病毒基因组整合到宿主基因组的

信号, 在逆转录酶和整合酶的帮助下, 慢病毒以病毒

RNA为模板合成cDNA, 以cDNA为模板合成双链

DNA, 最终将双链DNA整合到宿主基因组中, 实现持

久性表达[57]. 目前, 慢病毒载体, 特别是来自HIV-1的
载体已被设计成为有效的基因递送工具, 与显微注

射、电穿孔或化学转染相比, 慢病毒载体的基因转移

是一个主动的、受体依赖的过程, 其转染效率高、细

胞毒性小[58].
慢病毒载体已被广泛用于基因编辑器的递送, 但

慢病毒载体介导核酸酶的长期表达会提高基因编辑的

脱靶效应[59].因此,为了实现基因编辑蛋白的瞬时表达,
研究者开发了通过慢病毒包膜包装递送蛋白或mRNA
的LVLP. LVLP包装mRNA策略主要有2种: (1) LVLP利

用慢病毒RNA LTR附近的Ψ包装信号与核衣壳蛋白之

间的相互作用将mRNA包装在逆转录酶或整合酶失活

的LVLP内部, mRNA不能逆转录, 只能作为翻译的模

板[58]; (2) 利用RNA适配体及其适配体结合蛋白之间的

相互作用来包装和递送mRNA, 该mRNA不包含LTR,
可以避免逆转录和整合, 并最终在靶细胞中成功翻译

发挥其功能[60]. 上述两种策略递送的mRNA都具有瞬

时表达的特征, 能够降低不良的免疫反应和整合到宿

主基因组的风险, 同时又保留了慢病毒载体的转导

效率.
3.1.2 慢病毒载体递送mRNA研究现状

mRNA治疗在基因编辑领域应用前景广阔. 通过

递送编码锌指核酸酶(zinc-finger nucleases, ZFNs)、
TAL效应核酸酶(TAL effector nucleases, TALENs)和
CRISPR/Cas的mRNA分子, 实现对特定DNA片段的插

入、删除, 或特定DNA碱基的缺失、替换等, 以改变

目的基因或调控元件的序列、表达量或功能, 从而在

基因层面实现对疾病的干预和治疗. 慢病毒颗粒很容

易包装编码TALENs的mRNA, 但进入靶细胞后TALEN
基因的多个重复序列会在逆转录过程中发生重组, 阻

止其成功递送. 因此, Mock等人[58]开发了一种逆转录

酶突变的新型慢病毒载体用于解决重组问题, 结果表

明逆转录酶失活的慢病毒载体递送的TALENs-mRNA
能够在靶细胞中瞬时高效地表达并进行基因编辑. 其

中递送的CCR5特异性TALEN mRNA在CCR5+/293T报
告细胞中实现了高达12% CCR5敲除. 此外, mRNA引

入poly(A)信号后CCR5敲除效率增加至2.5倍, 这种新

型慢病毒载体同样也适用于长期表达时具有毒性的效

应蛋白. 上述载体不仅解决了重组问题, 还解决了载体

图 3 MS2 VLP体内包装mRNA原理示意图
Figure 3 A strategy of using MS2 VLP to package mRNA in vivo
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整合、核酸酶表达延长和插入突变相关的潜在问题,
如果与额外的修饰相结合以防止整合, 可以进一步降

低慢病毒基因组插入的概率.
Lu等人[59]在金黄色葡萄球菌Cas9(Staphylococcus

aureus Cas9, SaCas9)mRNA终止密码子后加入人β血红

蛋白(human beta hemoglobin, HBB)基因的3′UTR序列

和MS2适配体, 利用MS2衣壳蛋白(MS2 coat protein,
MCP)及其识别茎环之间的特异性相互作用将SaCas9
mRNA包装在LVLP内, 随后与表达HBB-sgRNA1的整

合缺陷慢病毒载体(integration-defective lentiviral vec-
tors, IDLVs)共同转导至GFP报告细胞中. 结果表明, Sa-
Cas9能够实现瞬时和高效表达, 转导48 h后, 13%的报

告细胞呈GFP阳性, 86.5%的等位基因发生插入和缺失.
为使递送系统更加方便和高效, 该团队正在探究Sa-
Cas9 mRNA与sgRNA共同包装的可能性.

上海交通大学蔡宇伽团队[34]利用慢病毒载体开发

了一种递送mRNA的新技术. 该技术结合了MCP对
RNA茎环结构的特异识别和慢病毒对几乎所有细胞的

高效感染的优势, 利用源自HIV-1的工程化慢病毒协同

递送SpCas9 mRNA和靶向血管内皮生长因子A(vascu-
lar endothelial growth factor A, Vegfa)的sgRNA(图4),
用来治疗由Vegfa诱导引起的湿性老年性黄斑变性. 在

HEK293T细胞中包装同时含有SpCas9 mRNA和

sgRNA的一体化CRISPR慢病毒VLP(mLP-CRISPR). 在
单次视网膜下腔注射后, mLP-CRISPR敲除44%视网膜

色素上皮细胞中的Vegfa基因, 减少了63%的新生血管

面积 , 实现了高效的基因编辑 , 同时递送的Cas9
mRNA存在时间只有72 h, 可以显著降低脱靶风险和减

少免疫反应. 该研究搭建了基于慢病毒VLP的CRISPR
递送治疗系统, 展现了VLP递送载体在开发安全有效

基因编辑技术方面的重要潜力.

3.2 甲病毒载体

3.2.1 甲病毒结构特点

甲病毒(alphavirus)是单股正链RNA包膜病毒, 能

够在许多脊椎动物和无脊椎动物中复制. 基因组全长

图 4 用于协同递送Cas9 mRNA和sgRNA的LVLP载体的包装过程示意图[34]. (a) 慢病毒颗粒包装Cas9 mRNA原理; (b) IDLV-gRNA产生和转导

过程; (c) 一体化mLP-CRISPR的包装过程
Figure 4 The packaging process of LVLP for co-delivery of Cas9 mRNA and sgRNA[34]. (a) The principle of packaging Cas9 mRNA into lentiviral
particles; (b) production and transduction of gRNA-expressing IDLV; (c) the process for producing the all-in-one mLP-CRISPR
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12 kb, 含有2个ORF. 第一个ORF位于基因组5ʹ末端的前

2/3部分, 编码非结构蛋白(non-structural protein, nsP)
nsP1、nsP2、nsP3和nsP4, 并负责病毒RNA负链和新

正链的转录. 第二个ORF位于基因组3ʹ末端的后1/3部
分, 编码结构蛋白, 包括CP、膜糖蛋白E1、E2、E3和
6K蛋白,负责包装病毒RNA和最终组装成包膜颗粒.其
中甲病毒的结构蛋白由亚基因组mRNA(也称26S
mRNA)翻译得到, 该mRNA是病毒的非结构蛋白形成

的复制复合体利用负链RNA ORF间的亚基因启动子

转录得到的(图5(a))[61]. 当甲病毒作为基因转移的载体

时, 甲病毒复制子包含病毒基因组5ʹ和3ʹ末端的顺式作

用序列和全部的非结构蛋白基因, 结构蛋白ORF被外

源基因取代, 被取代的结构蛋白通过辅助RNA提供, 最
终将复制子RNA包装入VLP[62]. 这些复制子进入易感

宿主细胞后, 通过复制子中编码的病毒RNA聚合酶复

合物进行自我复制.
3.2.2 甲病毒复制子的应用

中国科学院武汉病毒研究所张波课题组以甲病毒

为载体建立了一种快速高效的新型冠状病毒(severe
acute respiratory syndrome coronavirus 2, SARS-CoV-2)
小鼠感染模型. 在编码VEEV衣壳和包膜蛋白的辅助

RNA帮助下, 带有S标签的人血管紧张素转换酶2(hu-
man angiotensin converting enzyme 2, hACE2)的复制

子被包装到VEEV-VRPs中(图5(b)), 通过外源性递送

hACE2构建对SARS-CoV-2敏感的小鼠模型, VEEV-
VRP-hACE2转导的小鼠在SARS-CoV-2感染后出现与

COVID-19患者类似的肺部病变, 可利用该模型测试潜

在的抗病毒药物和疫苗[63].
非扩增mRNA疫苗在体内受到细胞对mRNA表达

持续时间的限制, 只能实现短暂的低水平表达, 因此需

要多次重复接种疫苗, 而自扩增mRNA疫苗的效力原

理上要更高, 利用甲病毒RNA在宿主细胞内的自我复

制能力, 增加蛋白表达总量和延长表达持续时间, 从而

降低给药量和给药频率[64]. 同时RNA复制中间体——
双链RNA触发细胞的免疫反应可被用来进一步提高疫

苗的效力[62]. 这些VRPs已成功地用于许多不同抗原的

递送并作为候选疫苗进行了验证[35,65~67], 能产生有效

和广泛的体液和细胞免疫反应. Daeman等人[65]尝试开

发基于重组塞姆利基森林病毒(recombinant semliki for-
est virus, rSFV)载体的丙型肝炎病毒(hepatitis C virus,
HCV)治疗性疫苗. 编码HCV NS3/4A或HCV全部保守

nsPs的rSFV复制子在免疫小鼠后能够有效诱导产生

NS3特异性CD8+ T细胞反应. 在EL4肿瘤小鼠模型中,
该HCV疫苗降低了肿瘤细胞中HCV nsPs的表达和频

率, 显著延缓肿瘤的生长. 下一步的研究聚焦在HCV特

异性疫苗与免疫干预或直接作用的抗病毒药物结合,
以期提升不同阶段的HCV感染患者的预后水平.

3.3 其他包膜递送载体

美国麻省理工学院张锋课题组[68]发现, 人体内存

在逆转录病毒gag同源物——LTR逆转录转座子衍生蛋

白PEG10可以形成在细胞外囊泡中分泌的VLP, 并结合

自身mRNA, 在细胞间进行功能性转移. 该团队利用

PEG10非翻译区与目的基因的可重编程特性, 开发了

一种用于细胞递送的选择性内源性衣壳化系统(selec-
tive endogenous encapsidation for cellular delivery,
SEND), 能够实现包装、分泌和递送特定mRNA(图6).
将携带SpCas9 mRNA的PEG10 VLP转移至表达靶向

小鼠Kras sgRNA的小鼠脑神经瘤细胞(N2a)系中, Kras
基因座产生约60%的插入和缺失.为进一步构建一体化

载体并确定这种基因组编辑方法的可重复性, 利用

SEND系统将SpCas9 mRNA和sgRNA共包装 , 在

HEK293FT细胞HsVEGFA基因座产生约40%的插入缺

失, 表明SEND系统能精确有效将mRNA递送至靶细胞

中并行使其功能. SEND系统利用内源性人类蛋白自组

装为VLP, 与其他递送载体相比, 所引起的免疫反应更

少, 更具安全性, 因此可作为一种新型的基因治疗工具,
对核酸治疗的应用具有重要意义.

无包膜VLP和包膜VLP在递送mRNA研究中都得

到了初步应用. 其中无包膜VLP更容易设计和改造, 其

制备过程也更为简便和经济, 不需要复杂的包膜工程

步骤, 能在适当的生产宿主(体内组装)中或无细胞条件

图 5 甲病毒载体及mRNA递送应用. (a) 甲病毒基因组结构[61]; (b)
包装hACE2复制子的VLP组装元件[63]

Figure 5 Application of alphavirus vectors in mRNA delivery. (a)
Genomic structure of alphavirus[61]; (b) assembly elements of VLP
packaging hACE2 replicon[63]
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下(体外组装)组装成含有mRNA的VLP; 但无包膜VLP
缺乏脂质双层膜, 因此不能利用膜融合的方式进入细

胞, 内涵体逃逸效率低, 不利于mRNA的高效翻译. 相

比之下, 包膜 VLP能通过膜融合方式进入细胞, 有利于

mRNA的胞质释放和高效翻译, 但其组成更为复杂, 对

不同的病毒, 包膜的来源和组成各不相同; 同时颗粒的

稳定性和完整性易受外部环境影响[69]. 如何生产兼具

高效递送和高稳定的包膜VLP并实现mRNA体内递送,
仍然是亟待解决的问题.

4 人工VLP递送载体

病毒作为天然生物大分子递送系统, 也启发人们

从头设计全新的VLP并探索其在生物递送中的潜力,
以期打破天然VLP的技术瓶颈. 外表面可以被设计成

特定的抗原或表位, 从而针对特定的细胞类型进行药

物输送[70], 自组装形成的内腔可以用来包装不同载荷,
如功能性蛋白、核酸(DNA, siRNA、microRNA)和纳

米材料等[71]. 人工VLP在mRNA递送方面也蕴藏着重

要机遇. 美国华盛顿大学David Baker团队[72]设计了一

种原子级精度的二十面体蛋白衣壳, 由12个五聚体和

20个三聚体组成, 能够自组装, 内腔足够大, 可以包装

生物大分子. 通过诱变和选择过程, 在衣壳内腔引入带

正电荷的氨基酸, 能够有效包装和保护mRNA[73]. 合成

的核衣壳可以允许更进一步地工程化和改造, 从而改

善基因组包装、核酸酶耐受和体内循环时间. 人工

VLP在治疗性核酸递送的应用代表了下一代VLP技术

的一个方向, 将大大扩展现有mRNA递送技术平台.
作为人工VLP的另一类代表, 基于DNA折纸技术

的纳米递送载体也已引起人们关注. DNA折纸纳米载

体的优势在于可编程设计和良好的生物相容性[74]. 受

病毒衣壳正二十面体结构的启发, 上海交通大学杨洋

课题组[75]设计了模拟病毒衣壳的DNA框架. 该框架不

仅可模拟噬菌体侵染大肠杆菌, 还可以在框架外载适

配体以模拟病毒刺突, 内载小干扰RNA(siRNA), 由此

实现可编程的RNA治疗药物的递送[76]. DNA折纸框架

与VLP有类似的特点, 可通过低阶结构的修饰与改造

来调控高阶结构的构象与功能. DNA纳米载体的理性

设计与应用可为探索高性能递送载体, 尤其是类VLP
递送系统, 提供新的思路.

5 结论与展望

mRNA治疗是一种十分有应用前景的治疗方式.
mRNA在细胞质中翻译并发挥作用, 没有基因整合的

风险; 同时体外合成过程耗时短, 在应对突发传染疾

病、个体化治疗等方面具有很大优势. 通过化学修饰

可以改善mRNA的不稳定性、翻译效率以及自身的免

疫原性等问题, 但mRNA的高效递送仍是限制mRNA治

疗应用的主要障碍, 因此开发安全有效的递送系统对

mRNA治疗至关重要. LNP已经在mRNA疫苗递送方面

取得巨大成功, 但LNP倾向于在肝脏中富集, 限制了该

递送系统更广泛的应用. 本文主要介绍了VLP(包膜

VLP、非包膜VLP和人工VLP)递送mRNA的原理以及

在疫苗和基因编辑领域的应用, 展示了VLP作为mRNA
递送载体的独特潜力. 应该看到, 尽管人们已开展了一

些成功的尝试, 基于VLP的mRNA递送系统还处于发展

当中, 无包膜VLP的递送调控和mRNA翻译效率亟待突

破, 包膜VLP的高效、稳定、规模化制备有待提升, 对

更多种类VLP用于mRNA递送的尝试也应尽快展开. 同
时, 在VLP递送mRNA真正用于临床前, VLP在体内的

毒性和生物分布应该得到准确的评估. 不同类型VLP
的大小、组成和表面化学性质等影响自身免疫原性以

及生物分布, 这些特征对mRNA治疗至关重要. 作为非

疫苗应用时, VLP自身的免疫原性可能会引起炎症反

应, 影响mRNA药物到达目标组织发挥功能. 聚乙二醇

修饰可以调节其免疫原性, 提高在宿主体内的半衰期,
同时减少肝脏和脾脏对VLP的摄取. 利用VLP递送

图 6 PEG10 VLP对RNA功能性递送示意图[68]

Figure 6 Schematic diagram of PEG10 VLP for functional delivery of a cargo RNA[68]
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mRNA尚面临诸多挑战, 但不可否认该领域积极的研

究前景. 随着人们生物设计能力的提升, VLP递送系统

有望在mRNA药物领域取得突破, 在癌症、遗传疾病

和传染病疫苗方面发挥重要作用.
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In the past few years, the global COVID-19 pandemic has led to widespread attention to mRNA therapy, with the
emergence of the mRNA COVID-19 vaccine driving the rapid development of mRNA therapeutics. mRNA has shown
great and unique potential in vaccine development, protein replacement therapy, and gene editing, which, however, has
been limited by issues such as poor stability, inability to enter cells autonomously, low translation efficiency, and immune
stimulation activity. With a deepening understanding of mRNA structure and continuous progress in mRNA synthesis and
modification-related technologies, optimization of the cap structure, 5′- and 3′-untranslated regions, open reading frame,
and poly(A) tail have been implemented to enhance mRNA stability, increase its expression levels in vivo, and reduce
immune stimulation.
Efficient mRNA delivery into target cells to enable high-level translation has always been a major problem in mRNA

therapy. Developing safe and efficient delivery vectors has been a central pursuit to solve the problem. Based on the source
of their composition, mRNA delivery vectors can be divided into two categories: Non-viral and viral. Non-viral vectors
include lipid nanoparticles, polymers, extracellular vesicles, and peptides. The most commonly used is the lipid
nanoparticles. However, problems with this non-viral vector remain, such as cell toxicity and the inability to target specific
tissues.
Viruses are natural vehicles for nucleic acid delivery. Viral mRNAvectors include lentivirus vectors, adenovirus vectors,

adeno-associated virus (AAV) vectors, and virus-like particles (VLPs). VLPs have many beneficial features as mRNA
vectors, such as uniform morphology, the activity of entering target cells, having three interfaces for modification,
biocompatibility, biodegradability, and scalable production. According to whether they have a lipid membrane, VLPs are
classified as enveloped or non-enveloped.
In this review, the recent progress of mRNA delivery by VLPs is summarized. Specifically, cowpea chlorotic mottle virus

(CCMV) VLP and bacteriophage MS2 VLP, which represent the non-enveloped VLP group, are first introduced.
Lentivirus and alphavirus representing enveloped VLPs are described in the following sections. In each section, structural
features closely related to the immunogenicity and biodistribution of VLPs such as structural composition, icosahedral
arrangement, genome components, and surface chemistry, are discussed. Based on the structural features, the mechanisms
for packaging and delivering mRNA drugs by VLPs are explained respectively. The fundamental studies and applications
of VLP-based mRNA delivery systems in cancer immunotherapy, antiviral vaccines, and gene editing are also mentioned.
Moreover, an emerging group of de novo-designed artificial VLPs is introduced in the last section. The application of
artificial VLPs has opened up new possibilities for efficient mRNA delivery. They will benefit the platforms for mRNA
therapy in the near future.
Contributions of VLP-based mRNA delivery systems are expanding the frontier of gene therapy by nanocarriers. It

should be noted that the regulation of mRNA delivery and translation efficiency still needs to be improved. Considering
continuous multidisciplinary efforts in this field, we anticipate a promising future of mRNA therapy in VLP-based
nanomedicine.

mRNA, delivery systems, virus-like particles, vaccines, gene editing
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