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非复制型mRNA疫苗的设计策略
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(1宁波大学医学部公共卫生学院，宁波 315211；2宁波大学医学部基础医学院，宁波 315211)

摘要：随着信使RNA(messenger ribonucleic acid，mRNA)的核苷酸化学修饰和递送技术的不断发展和

完善，mRNA疫苗技术在传染病预防和癌症治疗中显示出了超乎预期的效果。2023年，Katalin Karikó
及Drew Weissman因为在核苷酸碱基修饰助力mRNA疫苗成功研发方面的突出贡献荣获了诺贝尔生理

学或医学奖。本文对近年来非复制型mRNA疫苗研究在降低mRNA诱导免疫反应、提高mRNA稳定

性、提升抗原表达效率、递送系统开发等方面的最新进展予以综述，以期为研究人员提出全新的概

述，并且助力mRNA疫苗在更多传染性疾病乃至肿瘤防治中得到广泛应用。
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Abstract: With the continuous development and refinement of nucleotide chemical modification and
delivery technologies for messenger ribonucleic acid (mRNA), mRNA vaccine technology has shown great
progress in infectious disease prevention and cancer treatment. In 2023, Katalin Karikó and Drew Weissman
were awarded Nobel Prize in Physiology or Medicine for their outstanding contributions to the development of
mRNA vaccines through nucleotide base modification. In this review, we introduced and discussed the recent
progress of non-replicating mRNA vaccines in reducing mRNA autoimmunogenicity, improving mRNA
stability, enhancing antigen expression efficiency, and developing delivery systems, aiming to provide
researchers a new profile. This paper could also help mRNA vaccines to be widely used in the prevention and
treatment of more infectious diseases and even tumors.
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1961年，Brenner等[1]发现，信使RNA(messenger
ribonucleic acid，mRNA)是一种中间遗传物质。

mRNA是以脱氧核糖核酸(deoxyribonucleic acid，
DNA)为模板转录而成的单链核糖核酸，其携带5′
帽和3′ poly(A)尾，因而可结合核糖体从而指导蛋

白质的合成。1990年，Wolff等[2]将体外构建的编

码氯霉素乙酰基转移酶的mRNA直接注入小鼠骨骼

肌后成功表达出了该蛋白质，证实了动物体内能

够翻译外源mRNA。基于mRNA表达的技术也逐步

进入传染病、癌症等疫苗研究领域。mRNA疫苗是

一种新型疫苗，其依靠mRNA在宿主体内表达外源

性抗原从而诱导特异性免疫应答，可用于防控感
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染性疾病或肿瘤。由于mRNA具有稳定性差、可能

诱导炎症反应、难以递送等方面的不足，一直以

来，mRNA疫苗技术的发展相当缓慢。近年来，随

着mRNA核苷酸化学修饰和递送技术的不断开发、

发展和完善，mRNA疫苗技术在传染病预防和癌症

治疗方面重新受到重视。尤其是2020年，新型冠

状病毒(severe acute respiratory syndrome coronavirus
2，SARS-CoV-2) mRNA疫苗在临床试验中获得巨

大成功并顺利获批上市，促进了mRNA疫苗研究的

飞速发展。2023年，两位科学家也因mRNA疫苗技

术中最核心的部分——核苷酸修饰而获得诺贝尔

医学或生理学奖。与传统疫苗相比，mRNA疫苗具

有安全高效、生产简单、研发速度快等优势，因

此，基于mRNA的疫苗在感染性疾病和癌症疫苗研

发方面显现出巨大潜力，mRNA疫苗也开创了疫苗

学的新时代。

1 mRNA疫苗结构及生物学特性

基于是否具有自我复制能力，mRNA疫苗可分

为两大类：自扩增mRNA疫苗和非复制型mRNA疫
苗[3]，其中非复制型mRNA疫苗技术平台应用最为

广泛。如图1所示，该类型疫苗mRNA基本结构由

五部分组成：5′帽(5′cap)、5′非翻译区(untranslated
region，UTR)、开放阅读框(open reading frame，
ORF)、3′非翻译区和多聚腺苷酸[poly adenine
nucleotides，poly(A)]尾结构[4]。

尽管传统疫苗(灭活疫苗和减毒活疫苗)已在多

种传染病(天花、脊髓灰质炎、麻疹等)预防中发挥

了重要作用，但也存在诸如免疫原性差、依赖高

等级生物安全实验条件等缺陷。此外，对于容易

发生突变的病毒如新冠病毒、艾滋病毒、登革病

毒、流感病毒等，迫切需要更加快速、高效的疫

苗研发平台。与其他类型疫苗相比，mRNA疫苗具

有以下显著优势：首先，仅在知晓病毒靶抗原基

因序列的基础上即可完成设计mRNA序列，大大简

化了研发流程并且降低了生产成本 [ 5 ]；其次，

mRNA不会整合到宿主细胞基因组中，具有较好的

生物安全性[6]；第三，mRNA也具有自佐剂效应，

它可以辅助其目的蛋白诱导特异性免疫反应[7]。尽

管如此，mRNA疫苗也存在一些不足：一方面，游

离的mRNA在血清中极易被mRNA酶降解[8,9]；另一

方面，mRNA易被宿主细胞模式识别受体(pattern
recognition receptors，PRRs)识别而诱导免疫反

应；最后，由于mRNA和细胞都带负电荷导致的静

电排斥反应，因而游离的mRNA不易进入细胞内发

挥作用。综上，有必要通过修饰核苷酸、改进

mRNA序列等方法降低mRNA诱导免疫反应的能

力，改进递送系统等以提高mRNA翻译效率[10]。

2 mRNA疫苗发挥作用的机制

mRNA疫苗主要通过激活强大的特异性体液免

疫和细胞免疫发挥适应性免疫反应。此外，细胞

内的mRNA也可以激活其先天免疫系统辅助发挥免

疫作用，并且增强适应性免疫反应的免疫效力，

共同对抗病原体感染。

mRNA疫苗注射进人体后，被抗原呈递细胞

(antigen-presenting cells，APCs)内吞形成内体，

mRNA从内体中逸出，然后在细胞质中通过核糖体

翻译成内源性抗原蛋白；随后，内源性抗原被蛋

白酶体降解为抗原肽，通过经典的主要组织相容

性复合物(major histocompatibility complex，
MHC)Ⅰ类分子被T细胞受体识别并呈递给CD8+ T
细胞，并且分泌穿孔素、颗粒酶和细胞因子进行

细胞免疫反应。此外，抗原可以分泌到细胞外环

境中，作为外源性抗原重新被细胞吸收形成吞噬

小体，与溶酶体融合形成吞噬溶酶体并被降解为

多肽，并通过MHCⅡ类分子在细胞表面被B细胞受

体识别并呈递给CD4+ T细胞，活化的CD4+ T细胞

诱导B细胞活化、增殖分化为浆细胞产生特异性中

和抗体，发挥体液免疫反应[11,12]。此外，mRNA疫
苗具有自佐剂特性，可以辅助产生固有免疫反

应，诱导产生促炎细胞因子，如图2所示。

3 降低外源性mRNA诱导炎症反应的策略

外源性mRNA及其副产物易被宿主细胞的

PRRs识别从而引起先天免疫反应，mRNA疫苗诱

导产生的先天免疫反应的作用具有两面性。一方

面，mRNA具有固有的佐剂特性，可以促进并增强图1 非复制mRNA疫苗的基本结构
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适应性免疫应答：当外源性mRNA分子进入细胞

后，可以被Toll样受体(Toll-like receptors，TLRs)和
RIG-Ⅰ样受体(RIG-Ⅰ-like receptors，RLRs)等
PRRs识别，如TLR3、维甲酸诱导基因-1(retinoic
acid-inducible gene-1，RIG-Ⅰ)、黑色素瘤分化相

关基因5(melanoma differentiation association protein
5，MDA5)等分子能够识别双链RNA(double-
stranded RNA，dsRNA)，激活下游的Ⅰ型干扰素

(type Ⅰ interferon，IFN-Ⅰ)；TLR7、TLR8可以识

别未修饰的单链RNA(single-stranded RNA，

ssRNA)及其降解产物，激活下游的髓样分化因子

88(myeloid differentiation marker 88，MyD88)，从

而进一步激活下游NF-κB核转录因子 (nuc lea r
transcription factor-κB，NF-κB)，诱导产生多种促

炎细胞因子(如IL-1β、IL-6、IL-12)，并且刺激适

应性免疫反应的发生[13,14]，如图2A所示。另一方

面，mRNA体外转录过程中会产生多种RNA副产

物，宿主细胞的PRRs能够识别大量外源性mRNA
及其副产物，过度刺激IFN-Ⅰ分泌，诱导严重的炎

症反应，产生有害的先天免疫反应；同时，

dsRNA或其他RNA配体可以激活蛋白激酶R(protein
kinase R，PKR)，使其发生自磷酸化反应并且磷酸

化真核起始因子2-α(eukaryotic initiation factor 2-
alpha，eIF2α)，从而阻断mRNA翻译，降低蛋白质

表达，并且导致不受控制的炎症性疾病或自身免

疫性疾病[15,16]。为了避免宿主细胞识别、攻击外源

性mRNA，通常可通过对外源性mRNA进行核苷酸

修饰和纯化等方法来降低先天免疫反应的过度激

活，使先天免疫应答与蛋白质表达维持在平衡状

态。研究发现，对外源性RNA的核苷酸进行全部

修饰可显著降低RNA诱导的免疫反应[17]。

生物体中天然存在核苷酸修饰的RNA超过100
种，而且，哺乳动物细胞比细菌含有更广泛的核

苷酸修饰的mRNA。mRNA核苷酸修饰主要包括甲

基化修饰，如可将天然腺苷替换为N6-甲基腺苷，

天然胞苷替换为5-甲基胞苷，天然尿苷替换为假尿

苷、N1-甲基假尿苷或5-甲氧基尿苷等[18]。这种核

苷酸修饰并不影响mRNA的翻译。研究发现，N6-

图2 mRNA疫苗发挥作用的机制
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甲基腺苷能以不依赖真核起始因子4E识别的方式

促进mRNA翻译[19]。Karikó等[20]研究了尿苷、腺苷

和胞苷的不同修饰类型，结果发现，只有尿苷修

饰可以避免RNA激活树突状细胞。后续，Karikó
等[21]通过体外转录制备尿苷修饰的mRNA并评估其

翻译蛋白的效率，结果表明，携带假尿苷修饰的

mRNA翻译蛋白产量是未经修饰的mRNA翻译蛋白

产量的10倍；将编码荧光素酶(luciferase，Luc)的
mRNA经静脉注射到小鼠体内4 h后，发现携带假

尿苷mRNA翻译的Luc的水平比未修饰的mRNA高
12倍；免疫小鼠6 h后血清细胞因子检测结果显

示，未修饰的mRNA诱导产生的血清IFN-α水平比

携带假尿苷修饰的mRNA诱导产生的血清IFN-α水
平高3倍左右。这些结果表明，假尿苷修饰可以明

显降低mRNA诱导的炎症反应，增强其稳定性和翻

译效率。Melamed等[22]研究发现，携带N1-甲基假

尿苷修饰的mRNA与未修饰的mRNA相比，其总蛋

白表达量升高了15倍。SARS-CoV-2 mRNA疫苗的

临床试验数据也支持这一结果：使用N1-甲基假尿

苷替换尿苷的辉瑞/BioNTech BNT162b2疫苗和

Moderna mRNA-1273疫苗在人群中诱导中和抗体

产生的百分率分别为95.0%和94.1%。而未修饰核

苷酸的CureVac mRNA疫苗诱导中和抗体产生的百

分率只有48%[23-25]。

Moradian等[26]在体外转录中分别添加不同的假

尿苷(假尿苷或N1-甲基假尿苷或5-甲氧基尿苷)或5-
甲基胞苷或假尿苷联合5-甲基胞苷，结果发现，与

仅添加假尿苷转录mRNA相比，联合添加假尿苷和

5-甲基胞苷转录产生mRNA的过程中dsRNA的含量

可以下降了五分之四左右；而添加5-甲氧基尿苷或

N1-甲基假尿苷转录产生mRNA的过程中几乎不产

生dsRNA；其次，携带5-甲氧基尿苷的mRNA比携

带其他不同修饰型核苷的mRNA表达的蛋白质产量

至少高一倍以上，并且几乎不刺激巨噬细胞产生

炎症细胞因子。

4 提高mRNA疫苗稳定性和翻译效率的策略

非复制性mRNA包含5′cap、UTR、ORF以及

poly(A)尾等结构。各个部分结构优化能够增强递

送mRNA的稳定性，同时提高mRNA翻译的准确性

和效率。这对于mRNA疫苗成功发挥作用至关

重要。

4.1 5'cap结构设计策略

mRNA的 5 ′ c a p主要有三种类型： c a p - 0
(m7GpppNp)、cap-1(m7GpppN1mp)和cap-2
(m7GpppN1mpN2mp)。天然真核细胞mRNA的5′
cap为cap-0结构，是N7-甲基鸟苷(m7G)通过5′-5′-三
磷酸桥(m7GpppN)与mRNA 5′核苷酸相连，cap-0结
构可保护mRNA不被5′-3′核糖核酸外切酶降解，并

被真核细胞起始因子4E特异性识别以启动蛋白质

翻译过程。cap-1和cap-2结构是基于cap-0结构的第

一转录核苷酸或第一及第二转录核苷酸的核糖的

2′-O-甲基化修饰而成的[27]。将天然形成的cap-0结
构甲基化修饰为能够逃避先天免疫反应识别的cap-
1或cap-2结构，可以减少PRRs对外源mRNA的识

别，从而抑制 IFN信号通路的激活，提高体内

mRNA的翻译效率[28]。目前，对体外转录产生的

RNA加帽方法主要包括两种：一种是转录后加入

牛痘病毒加帽酶和2′-O-甲基转移酶进行酶法加

帽[29]，另外一种是在体外转录过程中加入修饰帽

类似物进行共转录加帽[30]。

4.2 UTR结构设计策略

真核生物翻译通常依赖UTR区域的序列元件进

行调控。5′UTR和3′UTR是mRNA序列两端存在的

非编码区，其作用是调节mRNA的稳定性、翻译效

率以及在细胞中的准确定位。5′UTR直接影响

mRNA翻译的启动过程，因为该序列可以与翻译起

始因子结合而介导含有5′cap结构的mRNA翻译起

始，另外如果在ORF起始密码子AUG之前添加

GCCACC序列可以进一步提高蛋白质翻译效率；

同时，5′UTR的上游序列设计要避免AUG的产生，

以免出现错误启动影响mRNA翻译效率[31]；mRNA
倾向于选择较短的3′UTR序列，因为过长的3′UTR
序列中可能存在更多microRNA结合位点导致其被

microRNA结合，从而降低mRNA的蛋白质表

达[32]。目前，体外转录的RNA中UTR序列主要选

自高表达人源α珠蛋白和β珠蛋白基因的UTR[33]。

科学家已尝试采用高通量筛选方法或深度学习算

法等策略优化UTR序列[34]。

4.3 ORF序列设计策略

mRNA中ORF负责翻译目标蛋白。其中，密码

子、鸟嘌呤(G)和胞嘧啶(C)含量、RNA二级结构等

· 772 · 《生命的化学》 2024年44卷5期 综述



都能够影响蛋白质翻译效率。研究发现，提高

mRNA序列中GC含量可以提高mRNA的稳定

性[35]。其次，密码子优化可以促进翻译效率，如

将外源mRNA序列中的稀有密码子替换为常见同源

tRNA较多的同义密码子并且使其更接近脊椎动物

密码子，可以提高该mRNA在脊椎动物细胞中翻译

蛋白质的效率[36]。最后，利用算法来优化mRNA序
列，使其在体内形成稳定二级结构延长mRNA的半

衰期从而提高目标蛋白表达量[37]。

4.4 poly(A)尾结构设计策略

poly(A)尾通常是由重复的A组成的序列，poly
(A)尾会保护mRNA不被RNA酶降解。poly(A)尾长

度对mRNA翻译非常重要，一般来说，poly(A)尾
的长度应该在100 nt以上[12]；而且，设计分段的

poly(A)尾可以防止碱基丢失导致poly(A)序列变短

以及mRNA衰变的产生[34]。目前，对体外转录产生

的RNA加poly(A)尾主要有两种策略：第一种是在

体外转录产物中加入poly(A)聚合酶进行加尾反

应，但是其产生的poly(A)序列长度不可控，而影

响后续mRNA的质量控制过程；另一种是在设计质

粒模板序列时加入特定长度的A序列或混合其他核

苷酸的A序列，通过质粒模板体外共转录过程一步

合成[38,39]。

5 mRNA的递送系统

由于mRNA存在易被RNA酶降解、与细胞膜同

带负电相互排斥、难以自由扩散入膜等难题，需

要开发mRNA递送技术保护其顺利穿过细胞膜进入

细胞质。此外，由于病毒载体递送系统存在插入

诱变等潜在安全问题，而非病毒载体安全性高并

且生产简单，所以本文仅针对非病毒递送方法进

行讨论。到目前为止，非复制型mRNA疫苗按递送

方式不同主要分为基于脂质、聚合物、肽的载体

型mRNA疫苗。

5.1 基于脂质的递送系统

阳离子脂质体(liposome，LP)是应用最早的递

送mRNA的脂质载体，如1,2-二油酰基-3-三甲基

铵 -丙烷 (1 ,2-dioleoyl-3- t r imethylammonium-
propane，DOTAP)和二油酰磷脂酰乙醇胺(dioleoyl
phosphatidyl ethanolamine，DOPE)[40]。LP是由具有

极性头部基团和非极性尾部的磷脂与胆固醇自发

组成的球形囊泡结构。粒径大小为20~200 nm， 具

有良好的长期储存稳定性，能够以靶向方式高效

浓缩核酸，此外，通过改变阳离子脂质体的理化

性质可以提高其在体内的递送效率，如调整粒径

大小、修饰阳离子脂质体表面等[41]。阳离子脂质

因具有带正电荷的胺而有助于将带负电荷的mRNA
封装，但是由于阳离子脂质具有促凋亡和促炎症

反应且循环半衰期较短，且可能会与胞内带负电

荷的成分非特异性结合，因此通常要对其进行修

饰，以提高mRNA-脂质体复合物的稳定性，减轻

毒性并延长其作用时间[42]。

Huang等 [ 4 3 ]评估了阳离子脂质体递送编码

SARS-CoV-2刺突蛋白受体结合域(receptor-binding
domain，RBD)的mRNA的效率。研究人员采用薄

膜分散法将DOTAP氯化物和胆固醇制备成LP，然

后再与编码RBD的mRNA混合形成mRNA-阳离子

脂质体。研究人员比较了五种不同注射途径(静
脉、肌肉、皮下、皮内、腹腔)接种小鼠诱导免疫

效应情况。结果显示：除肌肉注射途径外，通过

其他四种注射途径完成三剂接种的小鼠产生的血

清抗体可以有效中和SARS-CoV-2假病毒，其50%
噬斑减少中和实验 ( 5 0% p l a q u e r e d u c t i o n
n e u t r a l i z a t i o n t e s t， P R N T 5 0 )滴度为

1∶100~1∶200。该mRNA-阳离子脂质体不会引起

明显的全身毒性反应。因此，脂质体递送mRNA非
常高效，但容易受到给药途径的影响。

目前，研究人员也开发了一些新型的基于脂质

递送系统的mRNA疫苗，其中，脂质纳米颗粒

(lipid nanoparticle，LNP)递送载体应用最为广泛。

LNP主要由可电离的阳离子脂质、中性辅助磷脂、

胆固醇和聚乙二醇(polyethylene glycol，PEG)修饰

的脂质组成，其可封装mRNA，如图3所示。

递送mRNA的载体开发的关键原则在于递送载

体的生物物理特性，不同递送系统的生物物理特

性决定其递送效率，其中，载体粒径的大小和均

一性是决定其质量控制的初始因素。基于LNP载体

递送的mRNA是具有电子致密核心的球体结构[44]。

LNP制剂大小会影响细胞摄取，进而影响药物的免

疫效果。非人灵长类动物研究结果表明：颗粒粒

径大小在60~150 nm之间的mRNA-LNP诱导产生的

免疫原性没有显著性差异 [ 4 5 ]。多分散性指数
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(polydispersity index，PDI)是用来描述聚合物的相

对分子质量分布，PDI越大，相对分子质量分布越

宽；PDI越小，相对分子质量分布越均匀。PDI大
小会影响药物与机体的相互作用，PDI较大的颗粒

更容易聚集和沉淀，PDI较小的颗粒大小分布更加

均匀，LNP制剂的PDI应低于0.2[46]。此外，LNP制
剂的表面电荷也会影响其递送效率，阴离子LNP会
被带负电荷的细胞膜静电排斥，而阳离子LNP具有

细胞毒性，LNP的表面电荷通过Zeta电位来评估，

Zeta电位的绝对值一般不超过20 mV表示电荷较

弱，并且可通过调节可电离脂质中的氮(nitrogen，
N)含量与核酸中的磷酸(phosphoric acid，P)含量的

比值调节表面电荷和包封效率。如Kim等[47]将四种

脂质(可电离的阳离子脂质、中性辅助磷脂、胆固

醇和PEG修饰的脂质)按摩尔比为50.0∶10.0∶
38.5∶1.5先混合均匀，再与mRNA水溶液以3∶1的
N/P比通过高流速微流控方法自组装形成粒径在

100~130 nm、PDI小于0.2、Zeta电位绝对值小于

6 mV、封装效率大于90%的mRNA-LNP。
与阳离子脂质相比，可电离的阳离子脂质无明

显的全身毒性，并且在细胞内体的酸性环境中质

子化后带正电荷，导致内体膜破裂，使得mRNA释
放到细胞质中[48]。Alameh等[49]的研究表明，可电

离的阳离子脂质是LNP发挥作用的关键成分。研究

人员将重组表达的甲型流感病毒血凝素(hemagglutinin
recombinant protein，rHA)与含有或不含可电离阳

离子脂质的LNP混合后免疫小鼠4周，小鼠血清血

凝抑制(hemaggluitination inhibition，HAI)实验结果

表明，含可电离脂质的LNP与rHA的混合物(rHA-
LNP)诱导产生的HAI平均滴度约为1∶512，而不

含可电离脂质的rHA-LNP免疫的小鼠血清中检测

不到HAI滴度。除可电离阳离子脂质外，其他三种

成分在稳定LNP结构以及mRNA递送过程中也不可

或缺：胆固醇是一种天然脂质，它可以填充脂质

空隙稳定LNP的结构并且促进LNP与细胞膜融

合[50]；中性辅助磷脂可以调节LNP的流动性以促进

LNP与内体融合[51]；PEG修饰的脂质影响LNP的大

小，其含量与LNP的颗粒大小成反比，并且PEG修
饰的脂质可以覆盖在LNP的表面形成亲水层，从而

减少LNP被单核吞噬系统细胞的摄取，延长LNP在
血浆的半衰期[52]。但是，PEG修饰的脂质也具有激

活补体、与体内预先存在的抗PEG抗体结合介导超

敏反应等不良反应[53,54]。Ju等[55]分别检测了接种辉

瑞/BioNTech的BNT162b2 mRNA疫苗或Moderna的
mRNA-1273疫苗的健康人群的血清PEG特异性抗

体水平，结果显示，与未免疫人群血清相比，疫

苗 接 种 者 血 清 中 抗 P E G 的 免 疫 球 蛋 白 G
(Immunoglobulin G，IgG)水平分别增加了1.78倍和

13.1倍；抗PEG IgM水平分别增加了2.64倍和68.5
倍。这表明mRNA-LNP疫苗接种可以增强PEG特
异性抗体。

为了降低PEG引起的不良反应，Nogueira等[56]

将一种由内源性氨基酸肌氨酸的重复单元制成的

多肽脂质聚肌氨酸(polysarcosine，pSar)代替PEG修
饰的脂质合成LNP来递送mRNA，小动物活体成像

实验结果表明，含有23个肌氨酸链长度和不同摩

尔分数(2.5%、5.0%和10.0%)的mRNA-pSar-LNP免
疫小鼠的肝脏和脾脏中高表达目标蛋白；其次，

将mRNA-PEG-LNP和mRNA-pSar23-LNP多次免疫

小鼠4周后，结果显示：mRNA-pSar23-LNP免疫小

鼠血清中丙氨酸转氨酶、天门冬氨酸转氨酶、乳

酸脱氢酶和炎症细胞因子(IL-1β、IL-6和IL-8)的水

平比mRNA-PEG-LNP免疫小鼠血清中的水平低一

倍左右，提示含有pSar23的LNP具有较低的细胞毒

图3 mRNA-脂质纳米颗粒结构
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性，且更能高效递送mRNA。Li等[57]也开发了一种

无PEG脂质的双组分mRNA疫苗平台，其递送系统

是由一种类脂化合物tB-UC18和辅助脂质DOPE组
成的二元脂质纳米复合物(lipid-like nanoassemblie，
LLN)。该类型疫苗mRNA-LLN免疫小鼠4周后，小

鼠血清中的病毒中和抗体滴度(50% neutralization
t i ter，NT50)约为100。尤为重要的是，高剂量

mRNA-LLN免疫小鼠也不会过度激活补体，表现

为小鼠血清中过敏毒素补体(complement，C)成分

C3a和C5a没有显著升高。这些结果表明，mRNA-
LLN免疫小鼠能诱导高效的免疫反应，而不会产生

强烈的不良反应。

Wang等[58]开发了非阳离子硫脲脂质纳米颗粒

(noncationic thiourea lipid nanoparticle，NC-TNP)，
其通过硫脲基团与mRNA的磷酸基团之间的强氢键

相互作用来结合mRNA，取代了传统LNP中依赖阳

离子脂质静电相互作用来结合mRNA的技术。与传

统LNP的四种成分相比，NC-TNP仅由非阳离子硫

脲脂质和胆固醇组成，因而其制备更加便捷；将

mRNA-NC-TNP和mRNA-LNP分别转染细胞48 h
后，研究人员发现，mRNA-NC-TNP转染组蛋白表

达量比mRNA-LNP转染组蛋白表达量高1倍左右；

将不同离子化的LNP(含阳离子脂质或含可电离阳

离子脂质)和NC-TNP分别经静脉注射到小鼠体内，

结果显示，含阳离子脂质的LNP或含可电离阳离子

脂质的LNP都能导致小鼠血清中炎症细胞因子(IL-
1β、IL-6和IL-10)显著升高，而NC-TNP诱导的炎

症反应可以忽略不计，该结果提示，NC-TNP的生

物安全性更高；此外，将mRNA-LNP和mRNA-
NC-TNP分别经静脉注射小鼠24 h后，离体肝脏、

脾脏荧光成像结果显示：在肝脏中，mRNA-LNP
诱导产生的蛋白质表达量是mRNA-NC-TNP诱导产

生的蛋白质表达量的2倍以上；而在脾脏中，

mRNA-NC-TNP诱导产生的蛋白质表达量是

mRNA-LNP诱导产生的蛋白质表达量的2倍左右。

因此，与LNP相比，NC-TNP靶向脾脏递送mRNA
的能力更强。

5.2 基于聚合物的递送系统

聚合物是一组连接重复的化学单元构建而成的

大分子化合物，聚合物种类多样，生产过程仅需

要与mRNA混合即可，制备简单，并且聚合物具有

良好的亲水性和生物相容性等优点。聚合物包括

阳离子聚合物和阴离子聚合物，其中，阳离子聚

合物因带正电荷更易通过静电作用结合带负电荷

的mRNA形成复合物，代表性的阳离子聚合物有乙

烯亚胺(polyethyleneimine，PEI)、聚酯、聚氨基

酸、葡聚糖或树枝状聚合物等[59]。将一种或多种

过量阳离子聚合物与mRNA通过静电作用混合，能

够形成具有不同组成和结构的球形纳米颗粒。聚

合物的结构决定了其性质和mRNA递送效率，研究

人员发现，粒径小于200 nm的聚合物纳米颗粒容

易逃脱网状内皮系统的识别，从而延长血液系统

中聚合物纳米颗粒的半衰期[60]。与LNP载体相比，

高密度的阳离子聚合物容易导致高细胞毒性，降

低mRNA的递送效率。研究发现，体积较小、电荷

密度偏低的聚合物具有较低的细胞毒性，更适用

于递送mRNA[61]。调节聚合物的化学结构可以改变

聚合物载体转染mRNA的效率[59]。适当提高聚合物

的疏水性可以促进聚合物组装，在生理条件下通

过疏水间相互作用提高聚合物纳米颗粒的稳定

性[62]，从而提高mRNA转染效率。而且，用于递送

mRNA的拓扑结构包括线性、支链结构等，控制拓

扑结构是调整聚合物特性和优化mRNA递送效率的

重要策略，如代表性支链聚合物之一是具有球形

结构和高度规则支链的树枝状聚合物，已被证明

可有效递送mRNA[63]。此外，还可以通过调节聚合

物纳米颗粒的组成、比例和组装结构来增强mRNA
递送效率，聚(D,L-丙交酯-co-乙交酯)[poly(D,L-
lactide-co-glycolide)，PLGA]是一种可生物降解的

阳离子聚合物，具有生物降解性、生物相容性和

易于改性的优势。研究人员将PLGA和PEI共组装

成聚合物纳米颗粒递送mRNA进入细胞，结果表

明，PLGA/PEI mRNA-NP的包膜对未成熟的单核

细胞来源的树突状细胞没有毒性作用，并且能够

将体外转录的mRNA递送至人单核细胞衍生的树突

状细胞中[64]。

此外，为了避免聚合物高细胞毒性，一些研究

利用带正电荷的葡聚糖和聚(β-氨基酯)[poly(β-
aminoester)，PBAE]等作为核酸递送载体，葡聚糖

和PBAE都具有生物降解性和低毒性等优点[65,66]。

Ka r p e nko等 [ 6 7 ]评估了葡聚糖 -亚精胺复合物

(polyglucin-spermidine，PGS)和脂质体3000(一种市
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售的脂质体，作为对照)两种载体分别递送SARS-
CoV-2 RBD mRNA的细胞毒性，结果显示，

mRNA-RBD-PGS复合物和mRNA-RBD-脂质体

3000的细胞半数中毒浓度 ( concen t r a t i on o f
cytotoxicity 50%，CC50)分别为625 μg/mL和
20.4 μg/mL， 提示PGS作为核酸递送载体具有较低

的细胞毒性。动物实验结果表明：与mRNA-RBD
免疫小鼠产生的抗体相比，mRNA-RBD-PGS复合

物免疫小鼠产生的血清SARS-CoV-2 RBD特异性

IgG抗体平均滴度增加了100倍左右，上述结果证

明了PGS载体具有较高的安全性和递送效率。Cao
等[68]将PBAE、DOTAP、DOPE、胆固醇和PEG修
饰的脂质混合组成了五元纳米颗粒(five-element
nanoparticle，FNP)。传统LNP的热稳定性较差，

需要在低温环境中运输和储存，增加了疫苗的经

济成本，相比之下，在该FNP中，聚合物PBAE可
以通过其侧链与其他脂质成分的脂肪族链相互作

用，从而增强颗粒内的疏水力，提高FNP的稳定

性。研究人员发现，冻干的FNP制剂在4 °C环境下

能稳定储存至少6个月。此外，Rotolo等 [69]也证

实，含氨基硫醇的PBAE聚合物载体能通过雾化器

将mRNA高效递送到不同动物(小鼠、仓鼠、雪

貂、奶牛和恒河猴)的肺部。

5.3 基于肽的递送系统

除了脂质和聚合物以外，肽也能用于递送

mRNA，其中，肽因依赖带阳离子的氨基酸残基

(如精氨酸或赖氨酸)可以与带负电荷的mRNA以静

电作用方式结合，形成粒径小于200 nm的球形复

合物。肽具有单分散性，表明其复合物的粒径分

布均一。鱼精蛋白是由30~50个氨基酸组成的天然

阳离子肽，其因富含精氨酸而带正电荷，鱼精蛋

白本身具有佐剂样作用，以及良好的生物相容性

和高递送效率。研究人员将鱼精蛋白与mRNA按照

3∶1浓度比进行等体积混合，动态光散射表征结

果发现，mRNA-鱼精蛋白复合物的粒径大小接近

100 nm，并且mRNA-鱼精蛋白复合物可以自发地

进入内体并刺激TLR，从而允许免疫细胞产生Ⅰ型

干扰素，诱导先天免疫反应的发生[70-72]。Schnee
等[73]评估了鱼精蛋白递送编码狂犬病病毒糖蛋白

(rabies virus glycoprotein，RABV-G) mRNA的能

力。研究人员用RABV-G mRNA-鱼精蛋白混合物

和Rabipur疫苗(一种获批的灭活狂犬病疫苗，作为

对照 )分别免疫小鼠，荧光抗体病毒中和实验

(fluorescent antibody virus neutralization test，FAVN)
结果发现，两组免疫的小鼠血清中病毒中和滴度

均大于10 IU/mL；将RABV-G mRNA-鱼精蛋白混

合物和乳酸钠林格缓冲液(一种复方氯化钠注射

液，作为对照 )分别免疫成年猪8周后，血清中

RABV-G特异性中和抗体平均滴度为2.9 IU/mL，而

对照组的平均滴度低于0.1 IU/mL。这些结果表明，鱼

精蛋白能够高效地将mRNA递送到小鼠和猪体内，

诱导抗体反应。

此外，Sugimoto等[74]发现，一种新型细胞穿透

性肽(cell-penetrating peptide，CPP)与LNP结合可以

更高效地递送mRNA。研究人员首先将带负电荷的

谷氨酸(E)和带正电荷的赖氨酸(K)构建出重复序列

KK-(EK)4多肽，然后将其与一种炔烃标记的脂质

组成KK-(EK)4-脂质衍生物，将KK-(EK)4-脂质衍生

物与可电离的阳离子脂质、中性辅助磷脂、胆固

醇、PEG修饰的脂质和mRNA自组装成mRNA-
LNP。CPP具有高分散性和易溶解的优点，其与细

胞膜结合时，多肽序列能够增强膜转位，进而使

CPP内化进入细胞，从而更有利于将mRNA释放到

细胞质。该细胞实验结果表明，KK-(EK)4-脂质修

饰的mRNA-LNP组细胞中蛋白质表达量比未修饰

的mRNA-LNP组细胞中蛋白质表达量高10倍
以上。

综上所述，目前应用最成熟的mRNA递送技术

仍是以LNP为代表的递送载体，同时，基于脂质、

聚合物、肽的更安全高效的新型mRNA非病毒递送

平台正在成为当前的研究热点[75]。除上述有机合

成纳米载体外，目前也有一些仍处于早期阶段的

无机纳米材料如二氧化硅纳米颗粒等被用于mRNA
疫苗的递送研究[76]。

6 总结与展望

本文综述了近年来非复制型mRNA的结构设

计、核苷酸修饰和递送载体等方面的研究。其

中，以LNP为代表的各种设计策略正在不断改进和

创新。这些策略已经在动物实验中表现出明显的

优势，使其在新型mRNA疫苗的制备中受到青睐。

不可否认，近年来mRNA疫苗已成为疾病防治的热
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点，在基础研究和临床试验中占据了主导地位。

然而，目前除SARS-CoV-2以外的其他疾病的

mRNA疫苗的临床试验还处于早期阶段，并且还需

要进一步消除mRNA疫苗在基础疾病人群中可能引

起的不良反应。未来mRNA疫苗技术需要进一步优

化才能更加成熟，总之，mRNA疫苗有望成为对抗

未来更多传染性疾病乃至肿瘤防治中的关键

武器。
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