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  [摘 要] 信使RNA(mRNA)递送技术是指通过体外转录合成 mRNA并递送至细胞内,表达出相应的

蛋白进而发挥重要的生物学功能。近年来,mRNA递送技术在疫苗和基因治疗等方面成为研究的前沿和热点。

mRNA一般采用纳米粒或非纳米粒材料包裹后进行递送。尽管取得了许多进展,但缺乏有效和无毒的递送材

料仍然是限制mRNA应用的主要因素。病毒系统(如慢病毒和腺相关病毒)的使用已被广泛认为是核酸的有

效递送方式,但不需要的免疫反应是其发展的根本障碍。因此,越来越多的非病毒载体(包括脂质、聚合物、基

于纳米的载体或功能载体)作为安全、有效的递送工具受到关注。该文综述了近年来各种 mRNA递送材料的

进展、挑战及未来方向。
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[Abstract] Messenger

 

RNA
 

(mRNA)
 

delivery
 

technology
 

refers
 

to
 

the
 

synthesis
 

of
 

mRNA
 

by
 

in
 

vitro
 

transcription
 

and
 

delivery
 

to
 

cells,and
 

the
 

expression
 

of
 

corresponding
 

proteins
 

to
 

exert
 

important
 

biological
 

functions.In
 

recent
 

years,mRNA
 

delivery
 

technology
 

has
 

become
 

a
 

research
 

frontier
 

and
 

hotspot
 

in
 

vaccine
 

and
 

gene
 

therapy.mRNA
 

is
 

generally
 

packaged
 

with
 

nanoparticles
 

or
 

non-nanoparticles
 

for
 

delivery.Despite
 

many
 

advances,the
 

lack
 

of
 

effective
 

and
 

non-toxic
 

delivery
 

methods
 

remains
 

a
 

major
 

factor
 

limiting
 

the
 

appli-
cation

 

of
 

mRNA.The
 

use
 

of
 

viral
 

systems
 

(such
 

as
 

lentiviruses
 

and
 

adeno-associated
 

viruses)
 

has
 

been
 

widely
 

recognized
 

as
 

an
 

effective
 

way
 

to
 

deliver
 

nucleic
 

acids,but
 

an
 

unwanted
 

immune
 

response
 

is
 

a
 

fundamental
 

bar-
rier

 

to
 

its
 

development.As
 

a
 

result,more
 

and
 

more
 

non-viral
 

vectors
 

(including
 

lipids,polymers,nano-based
 

carriers
 

or
 

functional
 

carriers)
 

have
 

attracted
 

attention
 

as
 

safe
 

and
 

effective
 

delivery
 

vehicles.This
 

paper
 

re-
viewed

 

the
 

progress,challenges
 

and
 

future
 

directions
 

of
 

various
 

mRNA
 

delivery
 

materials
 

in
 

recent
 

years.
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  自2020年初暴发的新型冠状病毒(SARS-CoV-
2)感染及信使 RNA(mRNA)疫苗的成功应用,使

mRNA递送技术成为研究的前沿及热点[1-4]。mR-
NA递送技术不需要将 mRNA递送至细胞核,在细

胞质中即可翻译,递送的 mRNA不会整合到细胞基

因组中,避免了任何潜在的治疗性突变[5-6]。如何提

高合成mRNA的稳定性及其递送效率一直是该领域

研究的热点问题[7]。mRNA一般采用纳米粒或非纳

米粒材料包裹后进行递送,mRNA递送材料一直是该

领域研究的热点。
而提高合成mRNA的稳定性及其递送效率的方

法之一就是使用合适的材料作为载体。因 mRNA是

一种天然的生物分子,自身不能轻易穿过细胞膜,因
此需要特殊的递送方法和材料作为载体,在其中它们
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需要被免疫或非免疫细胞吸收并转化为抗原,呈递给

T细胞和B细胞在体内发挥免疫作用[8]。目前一般

采用纳米粒或非纳米粒材料包裹后对其进行递送。
这些 常 见 的 mRNA 递 送 材 料 包 括 脂 质 纳 米 粒

(LNP)、类脂质纳米粒、聚合物纳米粒、脂质-聚合物

纳米材料、阳离子纳米乳、热纳米颗粒等[9-13]。

1 LNP
LNP制剂是一种很有前景的 mRNA疫苗载体,

包括支链尾部LNP、靶向LNP、可电离LNP、功能化

LNP等[14-18]。

1.1 支链尾部LNP 可电离LNP
 

306Oi10
 

是一种

特别有效且多功能的支链尾部LNP。与大多数其他

已建立的LNP不同,306Oi10可以在同一配方内传递

功能不同的 mRNA混合物,从而有可能治疗由多种

缺陷蛋白质引起的疾病。306Oi10也是少数能够在体

内进行基因编辑的非病毒材料之一。当全身给药时,

306Oi10
 

优于2种“金标准”脂质,在同一配方内共传

递多个mRNA,并在小鼠肝脏中启用集群规则间隔短

回文重复序列(CRISPR)介导的基因编辑。这种材料

有助于肝细胞、库普弗细胞和肝内皮细胞的同时转

染。该纳米颗粒将mRNA传递到大于80%的3种主

要肝细胞类型,可以改善源于肝功能障碍的疾病治

疗。306Oi10促进了肝脏所有主要细胞类型的蛋白质

表达,这与许多肝细胞有限的递送系统不同。静脉注

射306Oi10可导致血清细胞因子和免疫球蛋白 G
(IgG)水平的轻微增加,且无明显的肝脏毒性[13]。因

此,306Oi10是一种多功能的 mRNA递送材料,具有

高效能和低免疫原性毒性,并有广阔的应用前景。

306Oi10特别有希望用于无毒、无免疫原性和有效的

mRNA递送治疗应用。

1.2 靶向LNP 迄今为止,系统给药导致肝外组织

编辑效率低,部分原因是缺乏针对当前运载工具的特

定靶点。为了实现对非肝脏疾病或传播性疾病(如癌

症)的治疗效果,需要具有足够编辑效率的更高组织

特异性靶向LNP。用于输送使用新型氨基可电离脂

质的 Cas9
 

mRNA 和 sgRNAs。将 针 对 PLK1 的

CRISPR
 

LNPs(如sgPLK1
 

cLNPs)单次脑内注射到

侵袭性原位胶质母细胞瘤中,可在体内实现约70%的

基因编辑,从而导致肿瘤细胞凋亡,抑制了50%的肿

瘤生长,提高了30%患者的生存率。为了到达扩散性

肿瘤,还设计了靶向LNP用于抗体靶向递送。腹腔

注射表皮因子生长受体(EGFR)靶向sgPLK1
 

cLNPs
可选择性摄取扩散性卵巢肿瘤,体内基因编辑率高达

80%[19]。破坏肿瘤体内基因表达的能力为癌症治疗

和研究开辟了新途径,并为非癌组织的靶向基因编辑

提供了潜在应用。

1.3 可电离LNP 嵌合抗原受体(CAR)T细胞治疗

依赖于对患者T细胞的体外操作,以创建有效的癌症

靶向治疗。可电离LNP被设计用于体外 mRNA载

体传递到人类T细胞。用纯化的饱和可电离脂质配

制的LNP可改善mRNA传递。合成了一个由24种

可电离脂质组成的文库,将其配制成LNP,并使用荧

光素酶mRNA向悬浮细胞的传递筛选,该文库中拥

有能够增强脂质体mRNA传递的制剂。选择表现最

好的LNP配方C14-4,用于向原代人类 T细胞输送

CAR
 

mRNA[20]。这些发现证明了可电离LNP向原

代人类T细胞传递mRNA以诱导功能蛋白表达的能

力,并表明可电离LNP具有增强基于mRNA的CAR
 

T细胞工程方法的潜力。

1.4 功能化LNP 功能化LNP传递mRNA可以重

编程细胞蛋白生产,其由可电离阳离子脂质(DLin-
MC3-DMA)、辅助脂质(二硬脂酰磷脂酰胆碱、DSPC
和胆固醇)和聚乙二醇(PEG)脂质组成。功能化LNP
设计中需要考虑的一个重要方面是粒度对活性的影

响。颗粒大小可以通过改变PEG脂质含量来控制,
在较高 的 PEG 化 脂 质 比 例 下 生 成 较 小 的 功 能 化

LNP。这些功能化LNP可用于设计和配制性能改进

的运载工具,其允许低剂量给药,这有助于减少功能

化LNP的毒性不良反应。另外,脂质在功能化LNP
中分布不均匀。它们的结构信息使研究者能够更好

地设计功能化LNP,对于未来通过设计具有特定内部

结构和表面组成的纳米颗粒来开发更安全的运载工

具的努力具有重要意义,从而改善 mRNA-LNP的生

物性能[21]。
总之,与其他纳米技术相比,用于 mRNA递送的

LNP领域相对成熟,降低了 mRNA受不稳定性和免

疫原性的影响,成了一种相对高效和安全的递送系

统,提高了血清中 mRNA的稳定性并避免免疫系统

的激活,特别是达到将 mRNA引入免疫细胞用于疫

苗目的。综上所述,相较于其他纳米技术,LNP具有

高性能、低免疫原性和无毒性的优势,靶向LNP可用

于基因编辑,可电离LNP递送 mRNA对癌症进行靶

向治疗,功能化LNP递送mRNA重编程细胞蛋白生

产;LNP在mRNA递送中将会有更广泛的应用前景。

2 聚合物纳米颗粒

聚合物纳米颗粒已成为 DNA、siRNA、mRNA、
蛋白质、化疗药物等的有效运载工具。通常,聚合物

纳米粒子是通过纳米沉淀或乳液技术制备的。当通

过合成优化后,这些聚合物载体可作为 mRNA的高

功能递送载体。其表面易于被配体等其他材料改性,
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赋予靶向能力,还可利用其他聚合物提供诸如pH响

应释放等特性,以调整释放曲线。此外,由于 mRNA
和聚合物之间的结合强度是 mRNA表达效率的关键

因素,因此,针对聚合物颗粒,必须仔细考虑所用聚合

物的电荷和大小。随着聚合物化学的快速发展,大量

其他阳离子聚合物被合成并应用于 mRNA传递。最

近,研究者开发的一种新型三嵌段聚合物,其使用范

围包括甲基丙烯酸二乙氨基乙酯(DMAEMA)促进

mRNA缩合,聚乙二醇甲基醚(PEGMA)增强稳定性

和生物相容性,以及甲基丙烯酸二乙胺乙酯(DEAE-
MA)和甲基丙烯酸丁酯(BMA)的共聚物促进细胞溶

质进入。聚合物mRNA传递领域始于二乙氨基乙基

葡聚糖的使用,现已经发展到可以与许多成熟的脂质

系统相匹敌[8]。
尽管LNP是临床上最先进的 mRNA递送系统,

而聚合物纳米颗粒用于 mRNA 传递仍处于起步阶

段,但在实验中,聚合物纳米颗粒在提高 mRNA转染

效率及安全性、生物相容性方面却显示出巨大潜力和

优势,可以靶向递送mRNA。

3 脂质-聚合物杂化纳米材料

脂质-聚合物杂化纳米颗粒融合了脂质和聚合物

的物理化学性质,是一类很有前途的 mRNA输送生

物材料。TT3-LLN是一种 N1、N3、N5三(2-氨基乙

基)苯-1,3,5-三甲酰胺(TT)衍生的类脂纳米材料,能
够有效地传递多种mRNA。而脂质-聚合物杂化纳米

颗粒则是由一系列可生物降解和生物相容的聚合物

材料纳入TT3
 

LLN中。大多数含有疏水性聚合物的

脂质-聚合物杂化纳米材料显示出比TT3
 

LLN和含

有亲水性聚合物LP更好的转染效率。合成优化后的

脂质-聚合物杂化纳米材料配方PLGA4-7
 

LPN,不仅

显著提高了 mRNA 传递效率,还延长了蛋白表达。
在优化的PLGA4-7

 

LPN中,聚合物材料PLGA4是

一种端酸的PLGA,当加入TT3
 

LLN时,PLGA4表

现出mRNA传递的最高效率[15]。有报道称,由聚β-
氨基酯(PBAEs)和核酸组成的用于全身输送到肺部

的混合聚合物脂质纳米制剂,通过PBAEs与PEG的

共同配方,mRNA配方的开发提高了血清稳定性和体

外效力。这些制剂能够在小鼠静脉注射后将 mRNA
功能性地传递到肺部[15]。因此,这些新的脂质聚合物

制剂值得进一步研究和开发,用于 mRNA传递和潜

在的治疗应用。
综上所述,脂质-聚合物杂化纳米材料具有更好的

转染效率,并且能够有效传递多种mRNA。由于缺乏

足够的研究来比较不同的 mRNA递送系统并确定最

佳的方法,因此目前很难假设哪种方法是 mRNA递

送最有效的方法。显然,迫切需要研究各种递送选择

并建立快速优化方法,以同时筛选大量 mRNA递送

系统。这将加速这一极具前景的生物医学研究领域

的发展进程。

4 阳离子纳米乳

阳离子纳米乳液(CNE)将纳米乳液与阳离子脂

质结合用于mRNA递送。纳米乳液利用疏水性和亲

水性表面活性剂稳定水相中的油核生成颗粒,可以通

过剧烈搅拌、超声和微流体等各种方法诱导[22]。据研

究,目前存在一种CNE递送系统,其递送自扩增 mR-
NA疫苗的过程中还可招募类似于 MF59佐剂亚单位

疫苗的免疫细胞来增强局部免疫环境。肌肉内的蛋

白质表达部位和蛋白质表达量与病毒载体相似[23]。
以上研究表明,阳离子纳米乳初步得到研究,在

mRNA递送中逐步得到应用。阳离子纳米乳是非病

毒递送系统,可以增强递送效率,从而显著提高疫苗

的效力,具有耐受性好的优点[24]。
虽然LNP是目前被认为最有潜力的 mRNA递

送系统,但是使用纳米技术进行 mRNA的递送仍处

于初级阶段,需要进一步的开发。更多作为 mRNA
递送材料的各类新型高分子载体可见表1。该领域的

未来发展很大程度上取决于进一步发现和优化更高

效的聚合物,以提高 mRNA转染效率及安全性和生

物相容性。

表1  mRNA递送材料

类别 材料 特点 参考文献

LNP 支链尾部LNP-306Oi10 具有高效能和低免疫原性,无毒性。 [13]

靶向LNP-sgPLK1
 

cLNPs 提高CRISPR-Cas9基因编辑的有效性和安全性。 [19]

可电离LNP 引发了有效的癌症杀伤活性,LNPs向原代人T细胞

递送mRNA以诱导功能性蛋白表达的能力。

[20]

DLin-MC3-DMA、辅助脂质(二硬脂酰磷脂酰胆碱、

DSPC和胆固醇)和PEG脂质组成功能化LNP

能够在体外转染人脂肪细胞和肝细胞。所生成的关

于LNP中不同脂质位置的数据允许设计和配制具有

改进性能的输送载体。

[21]
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续表1  mRNA递送材料

类别 材料 特点 参考文献

阳离子脂质 N-[1-(2,3-二氧基)丙基]-N,N,N-三甲

基氯化铵(DOTMA)

显示出高效的基因转染。 [25]

1,2-二油酰基-3-三甲基氨丙烷(DOTAP)和胆固醇以

1∶1的摩尔比组成的阳离子脂质体(Lipo)

通过与载体/mRNA复合物的静电相互作用实现鱼

精蛋白/mRNA 的有效封 装。脂 质 鱼 精 蛋 白 RNA
(LPR)包裹的修饰mRNA显示肿瘤细胞对细胞的摄

取显著增加。

[26]

DOTMA和1,2-二油酰基膦酰乙醇胺(DOPE)构建

阳离子Lipo

可有效介导树突状细胞(DC)和巨噬细胞的 mRNA
摄取并诱导抗原表达。编码肿瘤抗原的RNA脂质体

诱导了强烈的效应和记忆T细胞反应,介导了对进行

性肿瘤的极好抑制。

[27]

编码白细胞介素15(IL-15) 在原位CT26结肠癌模型中,腹腔内和静脉注射编码

IL-15的载体/mRNA可以通过诱导全身性抗肿瘤免

疫反应,有效抑制肿瘤生长和肺转移。

[28]

聚合物纳米粒 DMAEMA、PEGMA及DEAEMA、BMA的共聚物新

型三嵌段聚合物

提高mRNA转染效率及安全性、生物相容性,赋予靶

向能力。

[8]

硬脂酸[聚乙烯亚胺硬脂酸(PSA)]修饰聚乙烯亚胺 PSA可以自组装形成聚合物胶束,有效地传递 mR-

NA并诱导抗原特异性免疫反应。

[29]

甘露糖基化聚乙烯亚胺 聚乙烯亚胺的甘露糖基化增加了体外转染细胞的百

分比,促进人类皮肤上皮细胞中的蛋白质表达。

[30]

两性离子磷脂聚合物(ZPPs) 用于血清抗性和烷基链的引入,同时增强了细胞的

生长。

[31]

脂质聚合物纳米材

料

N1、N3、N5三(2-氨 基 乙 基)苯-1,3,5-TT 衍 生 的

TT3-LLN

提高了mRNA传递效率,延长了蛋白表达,提高了血

清稳定性和体外效力

[15]

阳离子纳米乳 CNE 非病毒递送系统,增强递送效率,从而显著提高疫苗

的效力,耐受性好。

[23]

阳离子纳米肽 LAH4-L1将 mRNA 包封到 LAH4-

L1/mRNA多肽中,然后将LAH4-L2/mRNA多肽吸

附到聚乳酸纳米颗粒(PLA-NPs)上

PLA-NPs/LAH4-L1/mRNA纳米复合物在DC中显

示出高效的基因转染效率,并激活了先天和免疫信号

应答。

[32]

PEG修饰的阳离子纳米肽KL4(PEG12KL4) PEG12KL4/mRNA复合物以10∶1(w/w)的质量比

在人肺上皮细胞中显示出有效的转染。

[33]

阳离子纳米 肽 GALA 功 能 化 的 mRNA 多 肽(PPx
 

GALA)

具有更高的细胞吸收效率,增强了T细胞应答和DC
成熟。

[34]

5 前景与展望

自mRNA技术在疫苗和疾病治疗方面得到迅速

发展以来,针对递送系统的研究逐渐成为前沿热点,
目前如何提高递送效率、降低其免疫原性并增强免疫

反应、效应物呈现、生物相容性和生物安全性等问题

仍有待解决[35]。为了解决mRNA在递送过程中稳定

性差、细胞靶向性差和翻译效率低的问题,迫切需要

具有高生物相容性、高负载效率和低免疫原性的新型

脂质和聚合物材料作为递送载体[35]。更重要的是,应
该更多地考虑 mRNA/载体配方策略,如靶向递送策

略、LNP配方策略是当前阶段递送合成 mRNA的最

佳选择[36]。如何平衡LNP的循环时间、组织特异性

靶向递送、有效的细胞摄取和在内体充分释放的要求

仍然是一个难题。目前,基于脂质的纳米粒子主要用

于传递mRNA。此外,聚合物和脂质聚合物杂化纳米

粒子在安全性、稳定性、高转染效率方面具有很大的

发展空间。仍然需要更多的努力来寻找新的生物材

料/纳米颗粒和优化的配方,这些配方可以提供高转

染活性和生物相容性,具有最小的载体特异性毒性/
免疫刺激、高选择性和特异性,以及有效的体内全身

递送和延长的蛋白质表达(特别是用于基因治疗)。
可以预计,随着 mRNA递送材料及递送技术的不断

进步,mRNA递送在传染病、肿瘤等疾病的预防和治

疗中将得到更为广泛的应用。
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