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摘要 新型冠状病毒感染（corona virus disease 2019，COVID-19）mRNA疫苗成功研制，使得mRNA疫苗和药物成为癌症

免疫治疗的一个有前途的平台。mRNA 癌症疫苗和药物具有高效、安全、开发快速和经济成本低等优势。研究人员对

mRNA疫苗的组成成分和递送载体进行了系统性优化，克服了其稳定性差、具有固有免疫原性和体内递送效率低等问题，

使COVID-19 mRNA疫苗获批临床应用。尽管还没有mRNA癌症疫苗和药物获批临床应用，但是编码肿瘤抗原、治疗性抗

体、细胞因子、肿瘤抑制因子、溶瘤病毒、CRISPR-Cas9、嵌合抗原受体（CAR）、T细胞受体（TCR）mRNA癌症疫苗和

药物已经在临床前研究中显示出疗效，并且有一些已经进入临床试验。同时mRNA癌症疫苗和药物与检查点抑制剂联合应

用，在临床试验中已取得显著有效的成果。本文对mRNA疫苗和药物的免疫机制、分类、修饰方法、递送系统、多种癌症

疫苗和药物的临床应用现状和该领域当前挑战以及未来前景进行了综述，并期待mRNA癌症疫苗和药物尽快的应用于临床，

使患者受益。
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每年约有 1 000万人死于癌症，是人类死亡的

主要原因之一［1］。寻找有效的癌症治疗方法一直

是全球研究人员的主要目标，癌症疫苗和药物研发

难度大，具有挑战性。免疫疗法已经成为癌症的主

要治疗策略。免疫疗法的作用机制是利用免疫系统

识别和破坏癌细胞，而mRNA 疫苗和药物治疗癌

症 属 于 免 疫 疗 法 。 由 于 新 型 冠 状 病 毒 感 染

（COVID-19）的大流行，使全球关注的焦点集中在

mRNA疫苗和药物上。实际上，COVID-19 mRNA

疫苗的快速研发和生产，得益于mRNA 疫苗和药

物多年来在癌症治疗的临床前和临床试验中的相关

研 究［2］。 2020 年 ， 辉 瑞/生 物 科 技 （Pfizer/

BioNTech）的 BNT162b2 和莫德纳（Moderna）的

mRNA-1273获批临床应用，这两款疫苗的有效率

均达到 90%以上，这是mRNA疫苗第一次获批临

床应用［3］。mRNA 疫苗和药物具有很多优势。     

a. mRNA的翻译发生在细胞质中，很容易被人体降

解，不会在体内积累，并且因其不进入细胞核，所

以不存在基因组整合的风险［4］。b. mRNA 疫苗和

药物利用机体细胞生产蛋白质、无细胞培养、抗原

提取与纯化等过程，降低了成本，提高了产能，同

时避免病毒源性污染物引起的免疫原性和细胞毒

性。c. mRNA疫苗和药物不具有传染性，翻译出的

抗原在空间构象和修饰上与癌细胞表达的抗原高度

一致，能刺激机体产生强烈的体液免疫和细胞免
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疫［5］。d. mRNA 疫苗和药物的技术平台可以一次

性表达多种、任意蛋白质，适用于不同种类mRNA

疫苗和药物的开发，减少成本并缩短了研发周

期［6］。随着 mRNA 技术平台的成熟，解决 mRNA

稳定性、免疫原性及其如何有效地递送入细胞等问

题，使得 mRNA 疫苗和药物成为预防和治疗癌症

的一个非常有潜力的平台。为了提高疗效，mRNA

疫苗和药物常常与其他免疫疗法一起联合应用。到

目前为止，已有多种基于 mRNA 疫苗和药物的免

疫疗法进入临床试验，并在实体肿瘤治疗中取得了

一些成果。本文综述 mRNA 疫苗和药物的免疫机

制、分类、修饰方法、递送系统和多种癌症疫苗和

药物的临床应用现状，为癌症的 mRNA 疗法的研

发提供参考。

1　mRNA的免疫机制

mRNA通过递送载体进入宿主细胞，利用细胞

的蛋白质合成机制产生靶蛋白，从而引起固有性免

疫和适应性免疫。mRNA疫苗和药物在肌肉、皮内

或皮下进行注射，会转染4种类型的细胞：a. 注射

部位的肌肉细胞和表皮细胞等非免疫细胞；b. 注射

部位的树突状细胞和巨噬细胞等免疫细胞；c. 注射

部位的 mRNA 疫苗和药物通过淋巴系统转移到临

近的淋巴结或脾脏后，转染周围淋巴器官中的免疫

细胞；d. 注射部位的 mRNA 疫苗和药物会通过组

织液与血液的交换进入血液循环，到达周围组织器

官如肝脏细胞和脾脏细胞等。然而其在肝脏细胞中

表达量最高，这是因为可电离脂质纳米颗粒（lipid 

nanoparticles，LNP）进入血管后，LNP 表面会形

成蛋白冕，其本质是血清蛋白，含有丰富的载脂蛋

白E （apolipoprotein E，APOE），与肝细胞表达的

低 密 度 脂 蛋 白 受 体 （low density lipoprotein 

receptor，LDL-R）结合，所以LNP-mRNA在肝脏

中含量高［7-9］。但是也有研究表明，LNP-mRNA通

过肌注接种，其在肌肉细胞中含量最多，但是

mRNA却很少，研究者认为出现这种现象是因为只

有释放的 mRNA 可以被染色从而被检测到，而

LNP 内的 mRNA 则不能被染色，无法进行检测。

说明肌肉组织中虽然有高水平的 LNP-mRNA，但

是 mRNA 释放很少，进而导致 mRNA 表达很少。

但在肝脏中的LNP-mRNA含量虽然没有肌肉组织

中多，但是 mRNA 的表达量却在所有组织器官中

最多。因此，LNP-mRNA暴露量和mRNA表达不

呈线性关系［9-10］。mRNA疫苗和药物引起免疫反应

的具体机制如下：细胞内的靶蛋白作为内源性     

抗 原 被 主 要 组 织 相 容 性 复 合 体 （major 

histocompatibility complex，MHC） I类分子提呈给

CD8+T细胞，激活细胞免疫［11］。靶蛋白分泌到细

胞外形成外源性抗原，其被MHC II类分子提呈给

CD4+T细胞，辅助激活体液免疫。同时，外源性

抗原被B细胞表面的BCR识别，在CD4+T细胞的

辅助下激活体液免疫。mRNA作为病原体相关分子

模 式 （pathogen-associated molecular patterns，

PAMPs） 与固有免疫细胞表面的模式识别受体

（pattern recognition receptors，PRRs） 结合激活固

有免疫反应。单链 RNA （single-stranded RNA，

ssRNA） 作 为 配 体 激 活 Toll 样 受 体 （Toll-like 

receptor，TLR） 7 和 TLR 8，双链 RNA （double-

stranded RNA，dsRNA） 作为配体激活 TLR3、蛋

白激酶受体（protein kinase receptor，PKR）、寡腺

苷酸合成酶 （oligoadenylate synthetase，OAS） 和

黑 色 素 瘤 分 化 相 关 蛋 白 5 （melanoma 

differentiation-associated protein 5，MDA-5）受体，

从而激活固有免疫，产生 I 型干扰素（interferon，

IFN）等细胞因子。I型 IFN可以驱动抗原提呈细胞

（antigen-presenting cells，APCs） 活化和成熟，促

进抗原提呈，引起强大的适应性免疫反应，起到佐

剂作用，同时其可以激活 PKR、 OAS，降低

mRNA的稳定性和翻译效率［7，12］。如 PKR被激活

可以阻断 mRNA 翻译。OAS 的激活，导致外源

RNA 降解［13］（图 1）。因为 dsRNA 不利于 mRNA

的稳定和翻译，现在多用高效液相色谱法 （high 

performance liquid chromatography， HPLC） 去除

dsRNA污染物，进行疫苗和药物纯化［14］。以下综

述如何对 mRNA 各个结构组件进行修饰，来克服

负向的免疫原性。
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2　mRNA的分类

mRNA 疫苗和药物主要分为非复制 mRNA

（non-replicating mRNA，nrmRNA） 疫苗和药物、

自扩增RNA （self-amplifying RNA，saRNA）疫苗

和药物、反式扩增 RNA （trans-amplifying RNA，

taRNA） 疫苗和药物，以及环状 RNA （circular 

RNA，circRNA） 疫苗和药物［15］。mRNA 以含有

靶抗原的线性DNA为模板，利用T3、T7或SP6噬

菌 体 RNA 聚 合 酶 经 体 外 转 录 （in vitro 

transcription，IVT）生成。

nrmRNA只传递编码靶抗原的遗传信息，不进

行自我复制，在第3节对其进行具体综述［16］。

saRNA 模仿甲病毒的复制特点，将编码目的

基因（gene of interest，GOI）的序列和 RNA 聚合

酶的序列组装在同一条线性mRNA 中，以自身的

RNA序列为模板，进行自我复制［17-18］。具体复制

流程为：saRNA 是对甲病毒进行改造，其基因组

RNA中编码非结构蛋白的基因被保留下来，而在

亚基因组启动子（subgenomic promoter，SGP）控

制下的结构蛋白基因被GOI取代［18］。甲病毒非结

构蛋白序列被翻译出非结构蛋白 1 （nonstructural 

protein 1，NSP1）、NSP2、NSP3和NSP4四个蛋白

质组分，它们组装成RNA复制酶复合物。SGP可

以启动GOI的转录。saRNA进入细胞，在RNA复

制酶复合物的作用下，以正链RNA为模板合成负

链RNA，然后再以负链RNA作为复制中间体合成

全长正链RNA （含有GOI和RNA聚合酶的序列）。

RNA复制酶复合物识别 SGP，还可以合成仅含有

编码靶蛋白的亚基因组正链RNA （含有GOI的序

列）。因此，一个拷贝的 saRNA通过上述机制可以

产生多个拷贝的 RNA 转录物，从而启动细胞中

GOI的自我扩增［19］。saRNA疫苗和药物最有利的

方面是它可以利用超低剂量的 saRNA给药，使生

产变得更容易。与 mRNA-1273 疫苗每剂用量

100 μg nrmRNA 和 BNT162b2 疫苗每剂用量 30 μg 

nrmRNA 相比， saRNA 疫苗每剂用量仅在 0.1~    

10 μg 范围内。这种超低注射剂量具有几个优点：

a. 更大的生产潜力，因为相同数量的原材料和相同

的设备可以生产更多的疫苗和药物；b. 较低剂量导

致的副作用减少；c. 较低剂量允许其可以与其他疫

Fig. 1　The function mechanism of the mRNA vaccines and drugs
图1　mRNA疫苗和药物的作用机制
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苗和药物组合；d. 内在的自佐剂作用；e. 高水平的

抗原表达和长期的免疫持续时间［7］。尽管如此，

saRNA 疫苗和药物仍具有某些缺点。a. saRNA 在

复制时会形成dsRNA，可以被PRRs识别，激活固

有免疫反应，起到自佐剂效应。但是这种固有免疫

反应是一把“双刃剑”，其激活过强反而会抑制

saRNA 的表达，并产生过度激活炎症反应，从而

影响 saRNA 疫苗和药物的效果，故需要对 saRNA

序列进行优化调整其免疫原性［16］。b. 由甲病毒复

制子产生的病毒NSP，其可能干扰靶宿主细胞中的

正常信号转导。c. 考虑到NSP1~4序列的长度约为

7 kb，saRNA序列的全长通常大于9 kb，这可能会

阻碍克隆构建。因此，saRNA 疫苗和药物中采用

的递送载体必须允许更高的装载能力和包封效

率［7］。d. 核苷修饰可以降低免疫原性，而 saRNA

不耐受核苷修饰［18］。

taRNA 将 编 码 GOI 的 反 式 复 制 子

（transreplicons，TRs） 序列和 RNA 聚合酶的序列

分成两个载体，分别在两条线性 mRNA 分子上，

避免了由于 saRNA分子的大而复杂的序列所引起

的问题，导致 taRNA的翻译效率显著高于 saRNA。

TRs是 saRNA剔除NSP复制酶基因，保留5'保守序

列 元 件 （conserved sequence element， CSE）、

SGP、GOI和3'CSE改造而来。含有RNA聚合酶的

序列可以以两种方式提供：a. 以内部核糖体进入位

点 （internal ribosome entry site， IRES） 为翻译起

始点的未加帽的编码复制酶的nrmRNA提供，形成

nrmRNA- 复 制 酶 （replicase， REPL）， 由 于

nrmRNA-REPL 中 的 非 编 码 区 （untranslated 

regions，UTR）缺乏病毒CSE功能，因此不会促进

复制酶的复制，其只复制TRs；b. 用 saRNA提供，

但 是 saRNA 编 码 区 是 无 关 序 列 （irrelevant 

transgene， iTG），形成 saRNA-REPL，其对 REPL

和TRs序列都进行复制。研究发现，由nrmRNA编

码的复制酶比 saRNA编码的复制酶介导的反式复

制表达量高 10~100倍，这可能归因于其更高的翻

译效率和对细胞翻译的不干扰［18］。taRNA分裂载

体系统是从 saRNA的方法发展而来，具有很多优

势。a. 同等剂量 taRNA 平台比 saRNA 平台可以诱

导小鼠产生更强的免疫反应来抵御病毒，因此其在

保护性免疫方面更有优势。b. 可以提前大规模生产

不变的nrmRNA-REPL组分，随时与季节性或按需

生产的不同的 TRs 结合使用［18］。c. taRNA 分裂载

体系统具有安全优势。因为水泡性口炎病毒和狂犬

病病毒的糖蛋白能够包装 saRNA，所以如果机体

内含有这两种病毒或某些能够形成膜颗粒的物质，

它们能够包装 saRNA分子，就有可能形成假型甲

病毒。假型甲病毒具有未知的复制能力和致病性。

因此，德国卫生当局将经过 saRNA构建体处理的

细胞归类为生物安全级别。除非能够明确证明所关

注的特定糖蛋白无法包装和转移 saRNA，否则都

按照该生物安全级别对待。taRNA利用两个载体来

表达抗原，这降低了重组病毒颗粒转移到宿主细胞

的可能性［7，18，20］。d. 从多功能性和效率的角度来

看，TRs和REPL的解偶联是有利的，因为这两种

成分可以分别独立优化［18］。例如 saRNA不耐受核

苷修饰，因此不能改造 saRNA-REPL，导致其高免

疫原性。然而，nrmRNA-REPL 可以进行核苷修

饰，减少了细胞固有免疫反应的产生并保持翻

译［18］。e. taRNA 系统具有简单、省时、经济高效

的特点。taRNA的两分载体，导致 taRNA的长度比

saRNA 短，降低了生产难度，同时利于递送载体

的包装和递送。同时，taRNA简化了生产过程，在

不影响免疫原性的情况下，省略了TRs体外加帽和

缩短了其 poly （A）。目前，taRNA 技术仍处于早

期阶段，仅应用于流感疫苗的临床前研究［7］。

circRNA 疫苗和药物分子呈共价闭合环状结

构，不含 5'帽子结构（cap）和 3'Poly （A）结构，

不受 RNA 外切酶的影响，其稳定性高于线性

RNA［21-22］。circRNA 的半衰期长达 84 h，而线性

mRNA的平均半衰期<20 h［19］。尽管缺乏帽依赖性

翻译的基本元件，circRNA可以通过在其5′UTR区

域添加 IRES 元件来进行翻译起始［7］。circRNA 可

以激活视黄酸（维甲酸）诱导基因蛋白 I （retinoic 

acid inducible gene-I，RIG-I），产生 IFN 等促炎细

胞因子，通过N6甲基腺苷（m6A）核苷酸修饰抑

制其固有免疫反应［23］。circRNA 疫苗和药物制造

过程，根据预期的抗原进行肽/蛋白质编码序列的

设计，并克隆到质粒DNA构建体中。质粒DNA通

过 IVT技术转录成线性RNA前体（pre-circRNA）。

pre-circRNA 通 过 可 变 剪 接 ， 在 体 外 环 化 为

circRNA。circRNA 通过 HPLC 进行纯化，去除污

染物和反应物。纯化的 circRNA被包封到各种载体

之中［23］。circRNA具有多种优势。a. circRNA更稳

定，易于储存，而线性mRNA疫苗和药物在运输、

储存、递送等过程中易被RNase降解，因此表现出

极度的不稳定性。尽管线性mRNA骨架和UTR区

域的核苷酸修饰使其更稳定，但这增加了成本并使
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制造过程复杂化，并且由于其热稳定性欠佳，疫苗

和药物的储存仍然需要低温冷链。未经任何修饰的

circRNA具有高稳定性和RNase抗性，可在室温下

或反复冻融条件下储存。b. 未进行任何修饰的

circRNA具有较低的免疫原性和细胞毒性。而未修

饰的线性mRNA 疫苗和药物具有高免疫原性和细

胞毒性。c. circRNA具有长时间的抗原产生能力，

可以引发持久的适应性免疫反应。d. circRNA具有

蛋白质和miRNA海绵功能，可以吸附蛋白质，调

节蛋白质活性，也可以吸附大量miRNA，阻断其

对mRNA 的抑制作用，在肿瘤及其他疾病治疗方

面具有重要作用［23-24］。但是circRNA疫苗和药物的

开发仍处于起步阶段，其优化、递送和应用需要进

一步开发和评估。需要优化的方面具体为：a. 设计

具有更低免疫原性和更高抗原产量的 circRNA；  

b. 缩短 circRNA长度，如使用较短的 IRES类似物，

如Kozak序列和富含AU的序列；c. 提高线性RNA

前体的环化效率；d. 进一步纯化以避免污染物； 

e. 建立合适的递送系统［23］。

3　nrmRNA的改造和修饰

3.1　5'帽子（5'cap）
真核细胞 mRNA 的 5ʹ端有帽子结构，5'cap 可

以使 mRNA 免遭 5'→3'核酸外切酶的降解，降低

mRNA 免疫原性，同时增强 mRNA 的翻译效

率［25-26］。IVT mRNA模仿真核细胞mRNA，7-甲基

鸟苷通过三磷酸键以反向5'-5'方式与mRNA的5'端

的第一个核苷酸相连，形成m7G帽子结构也称为

CAP 0 （m7GpppNp）［27］。5'cap招募真核翻译起始

因子 4E （eukaryotic initiation factor 4E，eIF4E）以

促进核糖体识别和翻译起始［28-29］。在mRNA的 IVT

过程中，有酶法加帽和共转录加帽法。酶法加帽：

mRNA 转录后再加帽，常用牛痘病毒加帽酶

（vaccinia capping enzyme，VCE）进行加帽。VCE

能以正确方向加帽，加帽效率高达 100%，但需要

VCE的表达和纯化［30］。共转录加帽：mRNA转录

过程中进行加帽。利用T7、T3或Sp6噬菌体RNA

聚合酶和帽类似物进行加帽。帽类似物有3种：第

一代的标准帽结构类似物 （m7GpppG，mCap）、

第二代的抗反向帽类似物（anti-reverse cap analog，

ARCA）和第三代 CleanCapTM的 Cap 1 类似物。因

为mCap可以反向加入mRNA序列中所以导致大约

1/3的mRNA分子没有被正确甲基化，游离磷酸盐

悬挂在5'位置，导致下游mRNA翻译效率低下。为

了防止反向掺入，研发出ARCA，其可以阻止反向

加帽。因为在C3位置被甲基化，导致了 IVT时只

能在非甲基化鸟苷处添加核苷酸。在 IVT过程中，

ARCA 与 GTP 竞争结合 mRNA 序列，竞争关系降

低了 ARCA 加帽效率，ARCA 加帽效率为 60%~

80%。CleanCap™的加帽效率为90%~99%［13］。

3.2　非编码区（UTR）
UTR 包括 5'UTR 和 3'UTR，其不编码蛋白质，

主要负责调节mRNA 的稳定性、翻译效率，直接

影响蛋白质的表达量［31］。5'UTR 募集核糖体和参

与小亚基扫描起始密码子，调控其下游开放阅读框

（open reading frame，ORF）序列的翻译［32］。通常

在 5'UTR序列后添加Kozak序列，Kozak序列可以

提高核糖体对起始密码子识别，从而提高翻译效

率［33］。在mRNA疫苗开发中，可以利用高表达的

人类和病原体基因的5'UTR，因其是自然选择优化

出来的 5'UTR，可以充分地在组织细胞内发挥作

用［34］。如BNT162b2的5'UTR通过掺入人α珠蛋白

血红蛋白 A1 和 A2 （HBA1 和 HBA2） 的 5'UTR，

并对Kozak共有序列进行微小修饰［35］。3'UTR可以

通过富AU和GU元件来调节mRNA的稳定性。此

外，串联添加两次 3'UTR 序列可能会提高转录效

率［36］。高表达基因的天然 3'UTR是合成mRNA的

首选，如血红蛋白的 α 亚基和 β 亚基、白蛋白

（albumin， ALB）、 热 休 克 蛋 白 70 （heat shock 

protein-70， HSP-70）、酪氨酸羟化酶 （tyrosine 

hydroxylase，TH）和 I 型胶原蛋白 α1 链（collagen 

type Iα1chain，COL1A1）的基因来源［7］。

3.3　开放阅读框（ORF）
在ORF区域选择合适的密码子对mRNA 的稳

定性和翻译效率有直接的影响［37-38］。密码子优化

是用宿主细胞中使用频率高的同义密码子去替换外

源mRNA序列中的密码子，来提高蛋白质产量［38］。

ORF 通过调整 GC 含量来避免 mRNA 出现二级结

构，因为二级结构和发夹环会阻碍核糖体的进入、

扫描和延伸，同时因其是PAMPs而被固有免疫系

统识别。GC含量的增加会消耗尿苷，富含尿苷的

区域可以被RIG-I识别，激活固有免疫系统抑制蛋

白质的表达［39］。一些蛋白质的表达需要稀有密码

子的存在，延缓核糖体的前进速度，为蛋白质的正

确折叠来提供足够的时间［37，40］。

3.4　Poly (A)
Poly (A)尾巴可以保护mRNA不被降解，增加

mRNA的稳定性，提高其翻译效率［41］。Poly (A)与多
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聚腺苷结合蛋白（poly (A) binding protein，PABP）

结合，PABP再结合翻译起始因子，翻译起始因子

再与5'cap结合，最终形成mRNA闭环结构［13］。这

种闭环结构有效地防止了 mRNA 末端的“去帽”

与“去尾”，增加了mRNA的稳定性，促进翻译起

始同时利于核糖体的循环利用［42-43］。Poly (A)尾长

度与翻译效率、mRNA稳定性之间并不是简单的线

性关系［41］。最佳长度的Poly (A)尾可以提高翻译效

率和mRNA稳定性。研究表明，当Poly (A)尾长度

增加到120 bp时，相应蛋白质的表达水平也随之增

加，而当Poly (A)尾长度大于 120 bp时，相应蛋白

质的表达量并没有增加［7］。因此最好将Poly (A)尾

的长度保持在最佳的100~120 bp［44］。

3.5　核苷酸修饰

IVT合成的 ssmRNA不稳定，有部分 ssmRNA

会形成局部的 dsRNA 结构［45］。进入机体后，

dsRNA作为配体与TLR3受体结合，ssRNA作为配

体与 TLR7 和 TLR8 受体结合，激活固有免疫系

统［46-47］。人体内的mRNA存在天然的核苷酸修饰，

免疫系统对其不识别［48］。因 IVT的mRNA没有化

学修饰，可以被宿主免疫系统识别，随后导致其降

解，因此需要对其核苷酸进行化学修饰［49］。

Karikó等［50-51］用假尿苷取代尿苷进行mRNA修饰，

导致 mRNA 二级结构的改变，从而阻止了固有免

疫系统的识别和 RNase 的降解，并能增强 mRNA

翻译能力。常见的核苷酸修饰方法有假尿苷（ψ）、

N1-甲基假尿苷（m1ψ）、5-甲氧基尿苷（mo5U）、

2-硫尿苷（s2U）、5-甲基胞苷（m5C）和m6A替代

天然核苷酸，可以避免免疫系统的识别［7］。

mRNA-1273 疫苗和 BNT162b2 疫苗都使用 m1ψ替

代尿苷进行修饰［52］。Kormann等［53］用m5C替换了

25% 的 mRNA 胞 嘧 啶 ， 用 s2U 替 换 了 25% 的

mRNA 尿苷，这改善了小鼠的 mRNA 稳定性并增

加了蛋白质翻译效率。因此，修饰的核苷酸以正确

的比例取代天然核苷酸更能增强 mRNA 的稳定性

和翻译效率。有研究报道了在体外和体内用N4-乙

酰 胞 苷 （N4-acetylcytidine， ac4C） 对 转 录 后

mRNA进行修饰，都增强了mRNA的翻译［13］。转

录后表观基因组RNA修饰也是改善mRNA翻译和

逃避固有免疫应答的方法。

4　非病毒载体在mRNA递送中的应用及其

靶向性

mRNA 分子质量大，具有亲水性，带有负电

荷，容易被核酸酶降解，导致其很难进入细胞，所

以需要递送载体的协助［54］。对于核酸的递送，目

前常用的有病毒载体和非病毒载体。常用的病毒载

体有逆转录病毒、腺病毒、腺相关病毒和慢病毒。

它们具有转染率高等优点，为核酸疫苗和药物的进

步做出了巨大贡献。但病毒载体有几个缺点，需要

被重视。这些缺点包括致癌作用、免疫原性、核酸

负载能力不足以及病毒载体生产的复杂性［55］。而

非病毒载体可以弥补病毒载体的这些缺陷，下面对

其进行介绍。

4.1　脂质体与脂质纳米颗粒递送系统

脂质体是球形脂质囊泡，主要由磷脂和鞘脂等

脂质构成。其内部空腔为亲水性，可以溶解和封装

水溶性药物；其脂质双层可以捕获亲脂性药物［56］。

随着技术的发展，在脂质体的基础上研发出脂质纳

米颗粒。脂质纳米颗粒包括LNP、固体脂质纳米颗

粒（solid lipid nanoparticles，SLN）和纳米结构脂

质载体 （nanostructured lipid carrier， NLC） 等。

LNP 是非病毒载体中最先进的 mRNA 疫苗和药物

递送系统，其是一种纳米脂质囊泡，可以将包裹的

核酸和小分子药物递送入细胞内［57］。LNP 由 4 部

分组成：可电离脂质、胆固醇、辅助磷脂、脂质连

接的聚乙二醇（polyethylene glycol，PEG）［58］。可

电离脂质在酸性 pH值条件下带正电荷，与带负电

荷 mRNA 结合，再通过与其他脂质组分之间的相

互作用形成LNP-mRNA。LNP-mRNA在生理pH值

下呈电中性，不能与细胞膜上的阴离子相互作用，

从而降低了细胞毒性［57］。LNP-mRNA被细胞摄取

后，由于内体里的 pH降低，导致可电离脂质质子

化，其与内体膜发生作用，导致内体膜破坏，从而

使 mRNA 发生内体逃逸，进入细胞质在其中合成

靶蛋白［59-60］。PEG 有助于防止颗粒聚集并提高储

存稳定性［57］。胆固醇和磷脂是改善脂质双层稳定

性，帮助膜融合和内体逃逸［57，61］。SLN是球形纳

米颗粒，其内核是固体脂质用于包封药物，其外层

是表面活性剂组成的双层膜。SLN由脂肪酸、甘油

三酯、类固醇、偏甘油酯和蜡等脂质、表面活性剂

和水配制而成。SLN的优点：较高的生物利用度、

可以包封亲脂性和亲水性药物、可调控药物释放速

率、可以多途径给药（如口服、静脉内、肺部、眼

部和皮内给药等）。SLN 的缺点：有限的载药量、

药物泄漏 （储存期间的结晶会将药物排出） 等。

NLC是在SLN的基础上发展而来的，具有SLN的

优点，同时弥补了它的缺点。NLC 是含有固体和
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液体脂质的混合物，其是将 SLN的部分固体脂质

用液体脂质取代，取代后产生更大的空间，增加了

载药能力。液体脂质的加入，使得结晶度降低，从

而抑制了药物的排出，增强了储存的稳定性［62］。

4.2　聚合物递送系统

聚合物有两种来源。a. 天然聚合物主要有组蛋

白、明胶、鱼精蛋白、环糊精和壳聚糖（chitosan，

CS）等。它们由生物体合成，具有良好的生物相

容性、可降解性，并且产量高。研究表明，鱼精蛋

白带有正电荷可以与带负电荷的核酸结合，其不仅

促进递送，还可作为佐剂促进APCs提呈并触发抗

肿瘤免疫反应［63］。在侵袭性 Lewis 肺癌模型中，

通过含有编码细胞角蛋白 19的mRNA的鱼精蛋白

复合物对小鼠进行鼻内免疫，引起了强烈的细胞免

疫反应并减缓了肿瘤生长［64］。b. 合成聚合物主要

有聚乙烯亚胺（polyethylenimine，PEI）、多聚赖氨

酸（poly-L-lysine，PLL）和聚甲基丙烯酸二甲胺

乙酯（polymethacrylic acid N,N-dimethylaminoethyl 

ester，PDMAEMA）等［63，65］。聚合物纳米载体的

主 要 形 式 有 4 种 ， 分 别 是 纳 米 级 复 合 物

（polyplexes，PPs）、聚合物囊泡 （polymersome）、

树 枝 状 聚 合 物 （dendrimers） 和 水 凝 胶

（hydrogels）。PPs是核酸与阳离子聚合物（如CS、

PLL和PEI等）通过静电相互作用，自发缩合而成

的纳米颗粒。PPs通过胞吞作用进入细胞，形成内

体，随后内体的pH从7降至5.5，pH的下降导致核

酸释放到胞质中［55］。聚合物囊泡是由两亲性嵌段

共聚物通过自组装而成的双分子层结构，在形态上

类似于脂质囊泡［66］。聚合物囊泡的优点有：a. 它

的膜比脂质膜厚10倍，减少了封装治疗剂的泄漏，

为制剂提供了机械和化学稳定性；b. 聚合物囊泡在

设计上是可灵活定制的，如其尺寸、表面官能化、

厚度、弹性、渗透性和载药量等可进行调控；c. 聚

合物囊泡的种类很多，其原材料（聚合物）来源丰

富。有研究表明，通过聚合物囊泡递送环状二核苷

酸，其可以激活干扰素基因刺激因子（stimulator 

of interferon genes，STING），产生强烈的抗肿瘤固

有免疫反应。树枝状聚合物是由一个中心核、重复

的分支单元和提供适应性表面功能的三聚体基团组

成。树枝状聚合物具有广泛的分枝，由于这些重复

的分支单元数量的增加，最终导致其变成大小和形

状均匀的三维立体球型结构。树枝状聚合物的内部

空腔可以结合药物或核酸，其表面可以富集活性功

能团。树枝状聚合物含有高质子海绵容量的叔胺，

有助于核酸分子的内体逃逸。最常见的树枝状聚合

物 有 聚 酰 胺 - 胺 （polyamidoamine， PAMAM）、

PLL、 PEI、聚丙烯亚胺 （polyacrylimide， PPI）

等。水凝胶是由聚合物交联成的网络和大量的水

（含水量70%~99%）构成。水凝胶具有很强的生物

相容性和易于封装亲水性药物的能力。由于水凝胶

的物理性质，其包封的药物或核酸可以在局部持续

释放［55］。

4.3　生物源性纳米颗粒

生物源性纳米颗粒包括外泌体、细胞膜纳米颗

粒、细菌囊泡等，它们是从生物体中提取和纯化获

得的。生物源性纳米颗粒有良好的生物相容性、无

毒且易降解。因其表面存在细胞受体能够为药物提

供仿生伪装从而避免生物体的快速降解和免疫排斥

等作用。有研究表明，用外泌体包封 siRNA，其可

以与P21活化激酶（P21-activated kinase 4，PAK4）

基因结合，抑制 PAK4 的表达，因为 PAK4 的过表

达可以致癌，所以将此包封的外泌体进行胰腺癌的

瘤内注射，导致肿瘤的生长得到抑制并提高了小鼠

存活率［67］。

4.4　无机纳米颗粒

无机纳米颗粒有金纳米颗粒、二氧化硅纳米颗

粒、磷酸钙纳米颗粒和氧化铁纳米颗粒等。它们可

以被设计成特定的尺寸、结构和几何形状，其表面

易于化学修饰。磷酸钙纳米颗粒被大量用于基因转

染领域。因为磷酸钙是人体骨骼和牙齿的无机矿物

质，所以磷酸钙纳米颗粒具有高生物相容性、良好

的生物降解性、无毒和无免疫原性。磷酸钙纳米颗

粒中的Ca2+易与带负电的核酸分子结合，同时磷酸

钙很容易通过脂质双层细胞膜被细胞内吞，并溶解

在内体的酸性环境中，导致核酸发生内体逃逸［68］。

有研究将mRNA 和超顺磁性氧化铁纳米颗粒复配

在一起，开发了一款COVID-19 mRNA疫苗。该疫

苗在4~25℃条件下能稳定存在长达3个月，临床试

验结果良好，有望成为严重急性呼吸系统综合征冠

状病毒 2 型（SARS-CoV-2）病毒疫苗。然而有些

无机纳米颗粒，无法被人体降解或清除，所以要对

其进行毒理学评估［69］。

4.5　靶向性

以往的LNP-mRNA没有靶向性，可转染多种

组织器官，但是其主要在肝脏富集。原因是由于

LNP表面的ApoE蛋白冕与肝细胞表面的LDL-R和

乳糜微粒（chylomicron，CM）残粒受体结合，导

致LNP-mRNA进入肝细胞。同时，还和肝脏的生
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物分布和其酸碱电离常数 （pKa） 接近 6.4 有关。

这就可以解释BNT162b2疫苗在肌肉注射后，主要

定位于肝脏和注射部位，而肝脏的富集会导致肝损

伤。为了避免脱靶转染导致的不良反应，需要研发

靶向 LNP-mRNA。而最近一种新型的 LNP （iso-

A11B5C1）研发成功，其可以靶向性的转染入肌肉

细胞，并进行表达，降低肝脏细胞和脾脏细胞脱靶

转染，从而为靶向肌肉疾病的安全有效的基因治疗

引入了一种新方法。 iso-A11B5C1 因其不转染

APCs，所以相对以往的LNP-mRNA所诱导的体液

免疫反应很弱，但是其细胞免疫水平与以往的

LNP-mRNA一样强，这一发现预示着mRNA疫苗

高水平的转染免疫细胞不是开发 mRNA 疫苗的唯

一标准［66］。RCB-4-8 LNP 的合成过程简单，是可

降解的可电离脂质，避免了不可生物降解的 LNP

的不良反应，如肝毒性，并增强了多次给药方案的

可行性［66，70-71］。RCB-4-8 LNP 可以将 mRNA 递送

到呼吸道上皮细胞中，并诱导这些细胞中功能蛋白

质的有效表达。肺因其特殊的细胞类型、黏液屏障

和纤毛清除功能，使普通的LNP载体很难递送到

肺内。而 RCB-4-8 LNP 是目前为止唯一一款已报

道的可以递送到肺内进行基因修饰的LNP-Cas9系

统 。 基 于 DNA 的 腺 病 毒 相 关 病 毒 （adeno-

associated virus，AAV） 递送系统可以持续表达

Cas9蛋白和 sgRNA，与其相比LNP-mRNA的寿命

相对较短，限制了积累脱靶基因改变的可能性。此

外，AAV衣壳的免疫原性触发中和抗体和T细胞应

答，限制了基于AAV的治疗的重复给药［70］。113-

O12B LNP是一种靶向淋巴结的LNP递送系统，是

为mRNA癌症疫苗研发的。113-O12B LNP-mRNA

在APCs中的表达增强，表明其具有特异性靶向淋

巴结的能力。113-O12B LNP-mRNA可诱导小鼠产

生丰富的抗体和CD8+T细胞，而CD8+T细胞增加

更为突出。此外，113-O12B LNP-mRNA 转染的

APCs更多地浸润到肿瘤部位，提高了治疗肿瘤的

效果。113-O12B LNP 成功递送了编码卵清蛋白

（ovalbumin，OVA）的mRNA，还成功递送了编码

酪氨酸酶相关蛋白 2 （tyrosinase-related protein-2，

TRP2）的mRNA，TRP2是黑色素瘤中过表达肿瘤

相关抗原，表明LNP-mRNA系统可以成为递送多

种类型的肿瘤抗原通用平台。接种113-O12B LNP-

mTRP2 疫苗与抗程序性细胞受体1（programmed 

death-1，PD-1）疗法联合使用可显著抑制甚至根除

已建立的B16F10黑色素瘤。最后，所有在治疗实

验中存活的小鼠都没有出现转移性结节的生长，这

表明mRNA癌症疫苗具有长期抗肿瘤功效［72］。最

近开发了一种选择性器官靶向 （selective organ 

targeting，SORT） 的新方法，其中多种类型的

LNP被系统改造，通过在传统的四组分（可电离脂

质、胆固醇、辅助磷脂、PEG）上添加第五组分

SORT分子来专门靶向特定的组织器官。因为研究

人员发现，静脉注射LNP后，血液中的特定蛋白

质根据其分子组成被募集到LNP的表面，结合在

LNP表面的蛋白质与细胞表面受体结合从而将LNP

转染到靶器官。具体机制为：a. PEG 从 LNP 表面

解吸导致潜在的SORT分子暴露出来；b. 不同的血

清蛋白识别SORT分子而吸附在LNP表面；c. 表面

吸附蛋白与特定组织细胞上高度表达的同源受体结

合，介导 LNP-mRNA 进入靶细胞。研究表明，

LNP在器官的生物分布水平、pKa和血清蛋白吸附

是决定其组织靶向性的三要素。实验表明：加入的

SORT 分 子 为 可 电 离 的 阳 离 子 脂 质 （如 1, 2-           

二 油 酰 基 -3- 二 甲 基 铵 丙 烷 （1, 2-dioleoyl-3-

trimethylammonium-propane，DODAP）） 可靶向

肝脏，因其吸附ApoE，肝脏细胞表面高表达ApoE

的受体LDL-R；加入SORT分子为阴离子脂质（如

18PA） 可靶向脾脏，因其吸附 β2 糖蛋白 I （β2-

glycoprotein I，β2-GPI），β2-GPI 可以结合磷脂酰

丝氨酸，磷脂酰丝氨酸是一种由衰老红细胞暴露的

阴离子脂质，而脾脏的功能为降解衰老的红细胞；

加入SORT分子为带有季铵头基的永久阳离子脂质

（1,2-二油酰基-3-三甲基铵丙烷）可靶向肺脏，因

其吸附玻连蛋白 （vitronectin，Vtn），Vtn 的受体

αvβ3整合素在肺内皮细胞上高表达。同时，靶向

肝脏的 SORT-LNP 的 pKa 为 6~7，靶向肺部的

SORT-LNP 的 pKa>9，靶向脾脏的 SORT-LNP 的

pKa为2~6［71，73-74］。

5　mRNA癌症疫苗和药物

研究发现，癌细胞可通过低表达抗原和MHC

分子以及表达免疫检查点分子等多种途径实现免疫

逃逸［75］。T 细胞是抗肿瘤免疫的重要细胞亚群，

但肿瘤组织中的T细胞数量少，且处于免疫抑制甚

至耗竭状态，这也是导致肿瘤免疫逃逸和免疫检查

点抑制剂等抗肿瘤免疫治疗效果不好的重要原

因［76］。1891年，骨科医生William Coley［77］发现，

肉瘤患者术后被细菌感染反而更易造成肿瘤消退，

从此拉开了肿瘤免疫治疗的序幕。肿瘤免疫疗法旨
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在激活宿主抗肿瘤免疫，改变肿瘤微环境免疫抑制

状态，并最终导致肿瘤缩小和提高患者的总体生存

率。1995年，Conry等［78］通过肌肉注射含有癌胚

抗 原 （carcinoembryonic antigen， CEA） 基 因 的

mRNA 疫苗，使小鼠获得了抗肿瘤的免疫反应。

1999 年，Gilboa 和 Vieweg［79］将肾自体肿瘤 RNA

和前列腺特异性抗原 mRNA 转染的树突状细胞

（dendritic cells，DCs）用于肾和前列腺癌的治疗，

在 I期临床试验中大多数患者表现出疫苗诱导的T

细胞应答。随着mRNA 疫苗和递送系统的日益成

熟，mRNA 已成为癌症免疫治疗有前途的平台。

mRNA 疫苗和药物治疗癌症的基本原理是将编码

一 个 或 多 个 肿 瘤 相 关 抗 原 （tumor-associated 

antigen，TAAs）、肿瘤特异性抗原（tumor-specific 

antigen，TSAs），及细胞因子等蛋白质基因的

mRNA 导入到宿主细胞质中，表达出靶抗原或靶

蛋白，以抑制肿瘤生长或通过MHC分子提呈到细胞

表面，激活适应性免疫，特异性地清除肿瘤细胞，并

分化出记忆性T、B细胞实现长期治疗的目的。

5.1　编码肿瘤相关抗原的mRNA
TAAs是指在肿瘤细胞中过度表达，且在正常

组织中低表达或不表达的非突变蛋白，具有较弱的

肿瘤特异性和免疫原性［80-81］。哺乳动物对单一的

TAA 具有高度的免疫耐受性。因此，使用多种

TAA 组合越来越受欢迎，以提高癌症疫苗的效

力［82］。但是，因为TAAs在正常细胞中也表达，所

以增加了疫苗诱导的自身免疫毒性风险。在一项1

期剂量递增试验（NCT02410733）中，评估了编码

四 种 黑 色 素 瘤 TAAs （NY-ESO-1、 MAGE-A3、

TPTET 和 tyrosinase） 的 阳 离 子 脂 质 复 合 物

（lipoplex，LPX） 递送的 mRNA 疫苗 （BNT111）。

结果表明，3 名患者产生了针对 NY-ESO-1 的 T 细

胞应答，其中两名还显示出针对 MAGE-A3 的应

答［13］。另一项 II期临床试验评估了BNT111疫苗与

抗 PD-1 抗体西米普利单抗 （cemiplimab） 联合使

用，用于抗PD1难治性/复发性、无法切除的 III期

或 IV 期黑色素瘤患者［13，83］。TAAs 疫苗存在一些

缺陷，限制了其应用。如TAAs可能发生突变并产

生疫苗耐药性，TAAs也存在于正常组织中，因此

TAAs疫苗可能导致中枢和外周免疫耐受，降低疫

苗接种效力［84-85］。

5.2　编码肿瘤特异性抗原的mRNA
TSAs，也称为新抗原，来源于肿瘤细胞中随

机的体细胞突变，不存在于正常细胞中，因此不影

响中枢和外周免疫耐受［86-87］。TSAs对MHC分子具

有高亲和力和免疫原性。TSAs可以被宿主免疫系

统识别为“非我”物质，因此是癌症疫苗的最佳靶

标。TSAs由肿瘤细胞特异性表达，并引发肿瘤适

应性免疫反应，且“脱靶”毒性有限［88］。开发个

体化TSAs-mRNA疫苗的第一步是识别和确认肿瘤

中的特异性非同义体细胞突变。对肿瘤组织进行活

检，进行全外显子组和转录组测序。肿瘤中的非同

义体细胞突变，如点突变、插入和缺失，可以通过

比较肿瘤和匹配的健康组织的序列来识别。接下

来，筛选、分析具有最高免疫原性的突变。利用

MHC I类表位预测算法进行鉴定。最后，结合体外

实验结果进一步确定候选抗原的排序列表［13］。基

于TSAs-mRNA疫苗可以针对多种类型突变。目前

已有编码多种TSAs的个体化mRNA疫苗，正在进

行临床前和临床中研究。mRNA-4157/V940含有34

个 TSAs 编码基因，它和抗 PD-1 抗体派姆单抗

（Pembrolizumab） 联合使用，与单用派姆单抗相

比，可以将癌症患者的术后复发率和死亡率下降

44%。它已被美国食品药品管理局 （Food and 

Drug Administration，FDA）授予突破性疗法认定，

用于完全切除后的高危黑色素瘤患者的辅助治

疗［89］。autogene cevumeran（BNT122，RO7198457），

含有 20 种 TSAs，与抗程序性死亡受体配体 1

（programmed death-ligand 1，PD-L1） 抗体阿替唑

利珠单抗（Atezolizumab）和化疗联用，在治疗接

受手术切除的胰腺癌患者的1期临床试验中取得有

效成果［90］。

5.3　编码治疗性抗体的mRNA
通过序列设计，mRNA可以编码治疗性抗体。

抗体通过抗体依赖的细胞介导的细胞毒性作用

（antibody dependent cellular ctotoxicity， ADCC）、

抗 体 依 赖 性 细 胞 介 导 的 吞 噬 作 用 （antibody 

dependent cellular phagocytosis，ADCP） 和补体依

赖 的 细 胞 毒 性 作 用 （complement dependent 

cytotoxicity，CDC）或通过阻断免疫抑制信号来介

导肿瘤细胞的杀伤，并在临床试验中得到了成功的

应用。抗体由抗原结合位点 （fragment of antigen 

binding， Fab） 段 和 恒 定 区 （fragment 

crystallizable，Fc） 段组成。Fab 段与肿瘤抗原结

合，Fc段与NK细胞和巨噬细胞等效应细胞表面的

Fcγ受体 （Fc gamma receptors，FcγRs） 结合或与

补体结合，发挥杀伤肿瘤细胞的作用。由于

mRNA 编码抗体的血清半衰期是由抗体本身和
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mRNA的半衰期决定，因此导致蛋白质的半衰期延

长。截至目前，mRNA 已被设计用于表达多种抗

体 ， 包 括 单 克 隆 抗 体 （monoclonal antibody，

mAb）、双特异性抗体（bispecific antibody，BsAb）

及其衍生物。利妥昔单抗（Rituximab）是一种针

对 CD20 的单克隆抗体，用于治疗非霍奇金淋巴

瘤。含有编码利妥昔单抗LNP-mRNA疫苗，在小

鼠体内表达出高滴度的利妥昔单抗，其在淋巴瘤模

型中具有显著抑制肿瘤生长的作用［91］。BisCCL2/5i

是编码趋化因子CCL2和CCL5的BsAb。LNP包裹

BisCCL2/5imRNA，进入细胞内发生瞬时而有效的

表达。该 BisCCL2/5i LNP-mRNA 诱导了肿瘤相关

巨噬细胞 （tumor-associated macrophages，TAMs）

向抗肿瘤M1表型的极化，并减少肿瘤微环境中的

免疫抑制效应。将 BisCCL2/5i mRNA 与 PD-L1 抑

制剂相结合给药后，小鼠可在原发性肝癌及结直肠

癌和胰腺癌肝转移模型中实现长期存活［92］。

5.4　编码细胞因子的mRNA
肿瘤微环境（tumor microenvironment，TME）

是由肿瘤细胞周围的基质细胞和细胞因子构成

的［93］。细胞因子是TME的有效调节剂，可以调控

肿 瘤 的 生 长［94］。 1992 年 ， 大 剂 量 白 介 素 -2

（interleukin 2，IL-2）被批准用于治疗转移性肾细

胞癌；1995年 IFNα2b被批准用于可切除的黑色素

瘤患者。尽管 IFNα2b和 IL-2已获得临床批准，但

它们的使用均存在重大安全问题，且治疗效果较

差。重组细胞因子临床应用的主要障碍在于：细胞

因子的半衰期短、较窄的治疗窗、每天需要多次给

药、高剂量会引起不良免疫反应，以及无法在

TME内达到足够高的局部浓度［83］。mRNA技术有

望解决以上传统细胞因子疗法的瓶颈问题。现有多

种编码细胞因子的 mRNA 药物，已经进入临床试

验阶段。如：IL-12是一种促炎细胞因子，可以激

活T细胞和自然杀伤细胞（natural killer cells，NK 

cells），诱导大量 IFN-γ分泌，杀死肿瘤细胞，募集

免 疫 细 胞 用 于 癌 症 治 疗［95］ 。 IL-12 mRNA

（MEDI1191）目前正处于 I期临床评估，在10例接

受一种或多种标准全身治疗（其中6例经过免疫治

疗）的晚期实体瘤患者中，在肿瘤内（IT）注射给

药 MEDI1191 并联用抗 PD-L1 抗体度伐利尤单抗

（Durvalumab）后，有两例患者出现免疫应答，安

全性和耐受性良好，没有≥3 级不良反应发生［96］。

细胞因子在癌症治疗中由于其毒性作用，限制了全

身给药的应用，而局部注射是一个很好的选择［97］。

5.5　编码肿瘤抑制因子的mRNA
肿瘤抑制因子是指由肿瘤抑制基因表达的蛋白

质，是一类存在于正常细胞内可抑制细胞生长并具

有潜在抑癌作用的蛋白质。肿瘤抑制基因的丢失或

失活，会导致恶性肿瘤的发生。在许多类型的肿瘤

细胞中，肿瘤抑制因子如张力蛋白同源的磷酸酶

（phosphatase and tensin homolog on chromosome 

ten，PTEN）和 p53经常功能失调。编码肿瘤抑制

因子的 mRNA 通过递送系统进入机体表达出肿瘤

抑制因子，调节细胞的抗肿瘤过程并诱导肿瘤细胞

凋亡。TP53 基因编码肿瘤抑制因子 p53，TP53 基

因突变是癌症中最常见的基因突变，在超过 50%

的肿瘤中TP53丧失部分或全部功能［98］。TP53突变

使肿瘤细胞避开了细胞周期检查点，避免凋亡和衰

老，肿瘤细胞发生大量增殖［99］。TP53 mRNA纳米

颗粒与 PD-1 单抗联用，恢复了 p53 表达，在肝癌

小鼠模型中，成功抑制了肿瘤生长，并减少了肝腹

水和转移灶。与单独使用 PD-1 单抗或治疗性 p53

表达相比，这种组合疗法的抗肿瘤效果更好［100］。

5.6　编码合成溶瘤病毒的mRNA
溶瘤病毒（oncolytic viruses，OVs）以癌细胞

为目标，而又不影响正常细胞，通过在癌细胞内复

制，导致癌细胞裂解［101］。OVs还能靶向肿瘤脉管

系统抑制血管生成，激活固有和适应性免疫系统，

引发强烈的抗病毒免疫应答［102］。有研究将塞尼卡

谷病毒（Seneca Valley virus，SVV）和柯萨奇病毒

A21 （Coxsackie virus A21，CVA21） 的 RNA 基因

组（vRNA）通过LNP递送，LNP-vRNA被内化并

释放到肿瘤细胞的细胞质中，vRNA复制并产生一

系列传染性病毒体，这些病毒体在局部扩散，杀死

肿瘤细胞，并促进免疫细胞向TME募集，还能增

强抗 PD-1 抗体的活性。LNP-vRNA 是一种能够重

复进行静脉注射，不受中和抗体影响的 OVs 的技

术方法［103］。

5.7　编码CRISPR-Cas9的mRNA
规 律 成 簇 的 间 隔 短 回 文 重 复 （clustered 

regularly interspaced short palindromic repeats，

CRISPR） 和 CRISPR 相 关 蛋 白 质 （CRISPR-

associated proteins，Cas） 组成的系统，CRISPR-

Cas9已被广泛用于治疗罕见遗传性疾病，例如β地

中海贫血、镰状细胞病、转甲状腺素淀粉样变性、

遗传性血管性水肿和血友病等。同时，它也是治疗

癌症的有力工具［104］。CRISPR-Cas9由Cas9核酸内

切酶和单指导 RNA （single guide RNA，sgRNA）
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组成［105］。Cas9 mRNA一旦进入靶细胞中，就能在

细胞质中产生Cas9核酸酶，然后与特定的 sgRNA

形 成 Cas9-sgRNA 核 糖 核 蛋 白 复 合 物

（ribonucleoproteins，RNPs），从而实现高效的基因

组编辑作用。CRISPR-Cas9 基因组编辑有基因敲

入、基因敲除、基因修复和转录调控等作用［106］。

Wang等［107］使用CRISPR-Cas 9将人舌鳞状癌细胞

（SAS）中人类抗原R（human antigen R，HuR）基

因敲除，抑制 SAS 的增殖、转移和耐药性。Cas9

可以以 RNPs、DNA 或 mRNA 的传递形式进入细

胞。RNPs直接递入会引起不良的体液和细胞免疫

反应，并在直接进入细胞时面临快速降解，导致基

因编辑的维持时间很短［108］。此外，Cas9 蛋白相当

大（160 ku），这使得以病毒和非病毒载体进行递

送都具有挑战性。对于以DNA形式传递Cas9，质

粒和腺相关病毒是最流行的载体，因为它们可以产

生持续的蛋白质表达，但是DNA载体的递送形式

有缺陷。首先，DNA需要进入细胞核，这一过程

是十分困难的；其次，DNA需要在细胞核内转录

成 Cas9 mRNA，需要更多的编辑时间；再次，

CRISPR-Cas9系统连续表达不可避免地会产生高脱

靶效应。IVT mRNA 可用作 Cas9 的一种瞬时传递

形式，降低了潜在的脱靶效应，并且只需进入细胞

质即可发挥作用，同时无细胞核中的遗传毒性，从

而实现了高效的基因编辑［83］。有研究将脂质纳米

颗粒里同时封装Cas9 mRNA和 sgRNA，用于卵巢

癌和胶质母细胞瘤时，可使体内高达 70%~80%的

基因编辑，抑制肿瘤生长，提高存活率［109］。通过

CRISPR-Cas9技术改造得到的T细胞已经应用于癌

症免疫治疗。利用 CRISPR-Cas9 技术沉默或破坏

同种异体 T 细胞中的 T 细胞受体（T cell receptor，

TCR）和MHC分子，生产通用嵌合抗原受体T细

胞（chimeric antigen receptorT-cell，CAR-T）细胞。

通用CAR-T细胞技术可以规避很多自体CAR-T细

胞技术的缺陷，如生产自体CAR-T细胞过程耗时

且昂贵；如果患者患有严重的疾病会导致难以收集

到足够数量高质量的自体T细胞。CRISPR-Cas9技

术可以通过敲除T细胞抑制性受体或信号分子的基

因如细胞毒性 T 淋巴细胞相关抗原 4 （cytotoxic T 

lymphocyte-asscociated antigen-4，CTLA-4）、PD-1、

淋巴细胞激活基因3（lymphocyte activation gene 3，

LAG-3） 和 T 细胞免疫球蛋白及黏蛋白结构域 3

（T cell immunoglobulin domain and mucin domain3，

TIM-3）来提高CAR-T细胞的功能。CRISPR-Cas9

技术可以敲除Fas受体来消除Fas诱导的细胞死亡，

生产抗凋亡的 CAR-T 细胞［110］（图 2）。CRISPR-

Fig. 2　mRNA lipid nanoparticles encoding CRISPR-Cas9 for cancer immunotherapy
图2　编码CRISPR-Cas9的mRNA脂质纳米颗粒用于癌症免疫治疗
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Cas 9 可用于生产溶瘤病毒，这种病毒缺乏毒力，

但仍然能够裂解癌细胞。通过删除神经毒性基因

ICP34.5和核糖核苷酸还原酶基因 ICP6，使溶瘤单

纯疱疹病毒（oncolytic herpes simplex virus type 1，

oHSV-1）只能选择性在肿瘤细胞内复制，而对正

常 组 织 细 胞 影 响 较 小 ， 具 有 较 高 的 生 物 安

全性［111］。

5.8　编码CARs或TCRs的mRNA
过 继 性 T 细 胞 治 疗 （adoptive cell transfer 

therapy，ACT）是指从患者或健康的捐赠者体内获

取T细胞，在体外培养改造后，使其靶向杀伤功能

增强，然后重新回输到患者体内，从而消灭肿瘤细

胞［112］。ACT 可分为 CAR-T、T 细胞受体工程化 T

细胞治疗（T-cell receptor engineered T cell therapy，

TCR-T） 和肿瘤浸润淋巴细胞 （tumor-infiltrating 

lymphocyte，TIL）治疗［113］。CAR-T技术是利用基

因工程技术将肿瘤识别与活化信号分子（胞外抗原

识别域识别肿瘤抗原与胞内信号域刺激T细胞活化

增殖）直接表达于 T 细胞表面，使 CAR-T 能以抗

原依赖、MHC非依赖形式识别肿瘤抗原，其活化

效率远远高于经由DCs递呈途径［114-115］。TCR-T技

术是通过筛选和鉴定能够特异性结合靶抗原的

TCR序列，采用基因工程手段将TCR转入到患者

外周血来源的T细胞中（或异源T细胞中），再将

改造后的T细胞回输至患者体内，使其特异性识别

和杀伤表达抗原的肿瘤细胞，从而达到治疗肿瘤的

目的。TCRs 和 CARs 的基因工程改造对治疗方案

的成功至关重要［116］。CAR-T或TCR-T细胞疗法的

体外改造过程，往往需要以逆转录病毒或慢病毒为

载体，然后进行体外扩增，但转染存在诱发基因突

变的风险。然而，mRNA脂质纳米技术可有效降低

风险并提高转染率。在NCT01897415研究中，6名

晚期胰腺癌患者静脉注射了含有编码嵌合抗间皮素

免疫受体SS1的mRNA T细胞，其中 2名患者在治

疗后病情稳定，无明显不良反应生存率明显提高。

虽然基于mRNA的体外工程化CAR-T或TCR-T技

术具有在T细胞表面产生高水平编码CAR或TCR

的优势，但由此产生的工程T细胞是个性化的细胞

治疗产品，需要从患者身上提取T细胞，并且制造

过程昂贵且耗时。为了克服这些挑战，可以静脉给

药T细胞靶向编码CAR或TCR的mRNA纳米颗粒，

从而在体内产生CAR或TCR工程T细胞。有研究

将靶向T细胞的编码CAR或TCR的mRNA纳米载

体注射到小鼠体内，对循环 T 细胞进行基因重编

程，使其瞬时表达CAR或TCR，以治疗小鼠模型

中的淋巴瘤、前列腺癌和乙型肝炎病毒诱导的肝细

胞癌［83］。

6　总结与展望

mRNA疫苗和药物具有开发周期短、双重免疫

机制、安全、高效和可大规模生产等优势。双重免

疫机制是指 mRNA 编码的抗原能够激活适应性免

疫，同时 mRNA 本身也可以激活固有免疫。但是

需要合理调节mRNA的免疫原性，使其充当佐剂，

提高疫苗和药物的免疫效力。虽然 COVID-19 的

LNP-mRNA 疫苗获得成功，但是由于癌症本身的

复杂性，导致 mRNA 癌症疫苗和药物还有很长的

一段路要走。开发 mRNA 癌症疫苗和药物的挑战

在于以下几点。a. 肿瘤疫苗理想靶标是TSAs，因

此选择合适有效的TSAs是mRNA癌症疫苗设计和

开发的关键。由于筛选TSAs非常困难，需要解决

两个关键技术点：识别体细胞突变位点和预测

TSAs与MHC分子之间的亲和力。这将需要进一步

开发高通量深度基因测序技术，并结合先进的数据

分析算法模型，以便系统地筛选出最有潜力的候选

TSAs［117］ 。 b. 深 度 开 发 saRNA、 taRNA 和

circRNA，因其在小剂量下能够产生大量的靶蛋

白，所以可以避免为了达到疗效而重复使用mRNA

纳米颗粒。c. 加强对生物降解脂质的研发，因为有

啮齿动物研究表明，含有不可生物降解的可电离脂

质的LNP可导致肝损伤，因此强调了生物降解脂

质设计的必要性［66］。d. 靶向纳米递送载体的研发，

以提高 mRNA 向所需器官和组织递送效率，避免

捕获颗粒部位产生的低效递送，阻止全身暴露的副

作用，使其精准发挥作用。e. 扩大 mRNA 的给药

途径，如口服给药、雾化吸入等。根据疾病自身特

点选择合适的给药途径，使疫苗和药物发挥最大效

力。因为给药途径会影响抗原摄取、表达以及抗原

递呈效率，从而影响免疫反应的强度。例如，在小

鼠体内，甲型流感病毒 H1N1 的 LNP-mRNA 疫苗

通过雾化给药比全身给药更有效［118］。因此针对肺

癌的 mRNA 疫苗和药物可以选择以雾化吸入的方

式接种。f. 由于mRNA稳定性差，极易被环境中普

遍存在的RNase降解，因此采用超低温条件储存和

运输mRNA疫苗和药物，从而抑制RNase活性［7］。

因为 mRNA 疫苗和药物的储存和运输需要严苛的

温度条件，限制了中低收入国家的应用，所以需要

研制出能够在室温或更高温度条件下储存的mRNA
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疫苗和药物。研发人员可以通过三方面对 mRNA

疫苗和药物的稳定性进行改善：一是对mRNA 序

列进行优化或修饰，以提高mRNA 的稳定性；二

是将LNP-mRNA疫苗和药物制成冻干制剂，有研

究发现，冻干的 LNP-mRNA 疫苗在 4℃、22℃和

37℃下，其转染特性至少可以保持12周［119］；三是

研发 circRNA，其半衰期长，更稳定。mRNA疫苗

和药物除了可以用于癌症治疗，还可以用于传染

病、遗传性疾病、再生医学和抗衰老等领域的治

疗。我们已经看到COVID-19 mRNA疫苗的有效性

和安全性，其克服了传统疫苗研制方法的多种缺

陷，成为传染病疫苗研发的主要技术手段。目前有

多种病原体的mRNA 疫苗正处于研发阶段，如流

感病毒、狂犬病毒、寨卡病毒、人类免疫缺陷病

毒、结核分枝杆菌和鼠疫耶尔森菌等。mRNA 药

物通过翻译合成目的基因编码的蛋白质来治疗遗传

性疾病，如囊性纤维化、甲基丙二酸血症、鸟氨酸

氨甲酰转移酶缺乏症、法布里病、糖原贮积病 1a

和急性间歇性卟啉病等，临床前实验证实 mRNA

药物对这些疾病具有良好的疗效［120］。在再生医学

和抗衰老领域，mRNA 可以翻译出所需蛋白质，

如生长因子、细胞因子和转录因子等，诱导细胞的

多能性分化或重编程，以进行相应的细胞、组织修

复或器官移植［121-122］。

综上所述，mRNA 疫苗和药物在多种疾病防

治方面是一个非常有潜力的平台，虽然还有很多技

术难点没有解决，但是随着科学技术的发展这些困

难会被逐一攻破。有报道称mRNA 癌症疫苗和药

物有望在2030年左右上市，使广大肿瘤患者受益。
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Graphical abstract

Abstract　mRNA vaccines and drugs enter host cells through delivery vectors and produce target proteins using 

the protein synthesis mechanism of cells. mRNA and target proteins can induce the body to produce innate 

immunity and adaptive immunity, and the target protein itself can also play a corresponding role. Tumor cells are 

inhibited and cleared under the above immune effects and target proteins. This article reviews the immunogenicity 

of mRNA, that is, the specific mechanism of stimulating the body to produce an immune response.At the same 

time, the main types of cells transfected by mRNA vaccine were briefly introduced. (1) Muscle cells, epidermal 

cells, dendritic cells and macrophages at the injection site; (2) immune cells in peripheral lymphoid organs;       

(3) liver cells and spleen cells, etc. Although transfected with a variety of cells, it is mainly enriched in immune 

cells and liver cells because immune cells express toll-like receptors and liver cells express low-density 

lipoprotein receptors. mRNA vaccines and drugs are mainly divided into non-replicating mRNA (nrmRNA),    
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self-amplifying RNA (saRNA), trans-amplifying RNA (taRNA) and circular RNA (circRNA).This article reviews 

how these 4 types of vaccines and drugs work, and compares their advantages and disadvantages. Due to its 

inherent immunogenicity, instability, and low delivery efficiency in vivo, mRNA vaccines and drugs have been 

unable to enter the clinic. This article describes in detail how to reformation and modify the 5'cap, 5'UTR, 3'UTR, 

ORF, 3'Poly(A) and some nucleotides of mRNA to eliminate its immunogenicity and instability. Due to the low 

efficiency of the delivery carrier, the researchers optimized it. This article briefly introduces the application of non-

viral vectors and their targeting, specifically involving the mechanism of action of various types of delivery 

vectors and their advantages and disadvantages, and summarizes some of the current targeting vectors. Targeted 

carriers can improve the delivery efficiency of mRNA to specific tissues and prevent side effects of systemic 

exposure, such as liver injury. The specific methods of using mRNA vaccines and drugs to treat cancer are as 

follows: mRNA can be used to encode and transcribe tumor-associated antigens, tumor-specific antigens (TSAs), 

therapeutic antibodies, cytokines, tumor suppressors, oncolytic viruses, CRISPR-Cas9, CARs and TCRs, so as to 

play an anti-tumor role. In this paper, the specific mechanism of the above methods and the current research and 

development of corresponding mRNA vaccines and drugs are briefly reviewed. The successful development of the 

COVID-19 mRNA vaccine has brought mRNA technology to the attention of the world and brought new and 

effective means for the prevention and treatment of cancer. mRNA vaccines and drugs have the advantages of 

short development cycle, dual immune mechanism, safety, high efficiency and large-scale production. At the same 

time, there are also many areas that need further improvement, such as the development of ideal target TSAs, the 

in-depth development of saRNA, taRNA and circRNA, the development of targeted nano-delivery for different 

tissues and organs, the expansion of mRNA administration routes, and the development of mRNA that can be 

stably stored at room temperature or even high temperature. These problems need to be further studied and solved. 

In addition to cancer therapy, mRNA vaccines and drugs can also be used in the treatment of infectious diseases, 

genetic diseases, regenerative medicine and anti-aging. mRNA vaccines and drugs are a very promising platform, 

and we believe that they will benefit cancer patients in the near future.

Key words　 mRNA cancer vaccines and drugs, immune mechanism, classification, modification methods, 

delivery systems, clinical application
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