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预防传染病 ｍＲＮＡ疫苗成品质量控制要点分析
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摘要：ｍＲＮＡ疫苗已经开发近３０年，但由于生产环节、稳定性和反应原性存在一定的技术瓶颈，导致 ｍＲＮＡ
疫苗发展较为缓慢。如今，基于预防 ＣＯＶＩＤ－１９的 ｍＲＮＡ疫苗的应用，充分验证了预防传染病 ｍＲＮＡ疫
苗的有效性和安全性。本文通过梳理ＷＨＯ及药品监管和标准化机构关于预防传染病 ｍＲＮＡ疫苗成品质
控的指导文件，总结归纳预防传染病ｍＲＮＡ疫苗成品关键质量控制属性及相关要求，旨在为中国预防传染
病ｍＲＮＡ疫苗质量控制提供参考。
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　　ｍＲＮＡ（信使核糖核酸）由 ＤＮＡ模板转录而来，
携带遗传信息，指导细胞生产胞内蛋白、膜蛋白及胞

外蛋白。ｍＲＮＡ疫苗的核心原理是将编码抗原的
ｍＲＮＡ通过不同的递送方式递送到机体组织细胞
内，在细胞内翻译后产生相应的抗原蛋白，从而有效

激起生物体产生特异性免疫反应并获得免疫保护的

一种新型疫苗。与传统的灭活、减毒疫苗或基因工

程疫苗相比，ｍＲＮＡ疫苗具有如下优点：研发周期短，
生产工艺简单、扩产容易，无需佐剂、有效性高，不进

入细胞核、安全性较好等。与 ＤＮＡ疫苗相比，ｍＲＮＡ
疫苗直接在细胞质中发挥其功能，既不依赖于运输

机制，也不依赖于细胞转录机制，所以起效更快，效

果更强。尽管 ｍＲＮＡ疫苗在１９９０年初期首次进行
了测试，但由于疫苗稳定性较脆弱，故而最初并未得
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到广泛使用。Ｒｏｓｓ等［１］于１９９５年发表了关于通过
优化和配制可以提高 ｍＲＮＡ稳定性的初步证明，从
那时起，对ｍＲＮＡ疫苗的研究呈爆炸式增长。如今，
抗ＳＡＲＳ－Ｃｏｖ－２ｍＲＮＡ疫苗的有效性和安全性在
新冠疫情大规模爆发中得到了充分证明，ｍＲＮＡ疫
苗技术被推到了新兴疗法的前沿。但是，ｍＲＮＡ疫
苗的生产过程中所涉及的分子结构设计、递送系统

的优化、生产工艺放大等诸多环节，仍有很多技术壁

垒或者工艺难点急需解决。本文通过梳理 ＷＨＯ于
２０２１年发布的《预防传染病 ｍＲＮＡ疫苗质量、安全
及有效性评价法规考虑要点》［３］，旨在探讨预防传染

病ｍＲＮＡ疫苗成品质量的控制要点。
１　ｍＲＮＡ疫苗质量控制相关法规和指南

目前，除新冠ｍＲＮＡ疫苗外，其他传染病的预防
性ｍＲＮＡ疫苗和肿瘤治疗性ｍＲＮＡ疫苗也是研究热
点之一。ｍＲＮＡ疫苗的快速发展为该类疫苗的质量
控制提出了新的挑战。２００６年，欧盟颁布了临床试
验用药申报资料（ＩｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎａｌＭｅｄｉｃｉｎａｌＰｒｏｄｕｃｔ
Ｄｏｓｓｉｅｒ，ＩＭＰＤ）文件，指出了 ｍＲＮＡ疫苗关键质量属
性，包括ｍＲＮＡ完整性、含量、效价［４］。２０２０年，国家
药品监督管理局药品审评中心颁布了《新型冠状病

毒预防用 ｍＲＮＡ疫苗药学研究技术指导原则（试
行）》［５］，对ｍＲＮＡ疫苗模板设计、质粒构建、生产工
艺、制剂处方、质量特性及标准制定、稳定性研究、申

报临床阶段等方面提出技术指导。２０２１年，ＷＨＯ颁
布指南文件《预防传染病ｍＲＮＡ疫苗质量、安全及有
效性评价法规考虑要点》［３］，指出ｍＲＮＡ疫苗考察指
标包括外观、ｍＲＮＡ含量、疫苗效价、ｍＲＮＡ完整性、包
封率、粒径、分散性以及与ｍＲＮＡ和脂质相关的杂质。

ｍＲＮＡ疫苗包含脂质体和核酸两部分结构，关
于脂质体药物的关键质量属性可以参考２０１８年美
国ＦＤＡ发布的《脂质体药物 ＣＭＣ、人体药动学和生
物等效性研究以及标签管理》行业指南［６］，文中指出

脂质体药物的关键质量属性，包括粒径大小、粒径分

布和形态学特征等。

２　ＷＨＯ指南文件对ｍＲＮＡ成品疫苗的质量控制
由于ｍＲＮＡ的分子量大（１０４～１０６）、带负电荷且

易于被核酸酶降解，因此，很难通过细胞膜的磷脂双

层。近年来，已开发出用于ｍＲＮＡ封装的各种运载工
具，包括脂质纳米颗粒（ｌｉｐｉｄｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅ，ＬＮＰ）、聚合
物纳米颗粒、脂聚复合物 （Ｌｉｐｏｐｏｌｙｐｌｅｘ，ＬＰＰ）和阳离
子多肽等［７］。脂质及其衍生物被认为是１种新型的

ｍＲＮＡ疫苗递送系统，由于其低免疫原性、生物相容性
和高包封率而备受关注。大多数 ｍＲＮＡ常用脂质纳
米颗粒（ＬＮＰ）作为传递系统，ＬＮＰ通常包括可电离脂
质、胆固醇、辅助脂质和聚乙二醇化脂质４大部分，一
起封装和保护脆弱的 ｍＲＮＡ核心。ＬＮＰ封装直接关
系到ｍＲＮＡ疫苗的最终质量，特别是涉及靶基因序列
设计、原材料、ｍＲＮＡ纯度和完整性，以及载药量
ｍＲＮＡ－ＬＮＰ制剂的制备，一般采用冲击式射流混合
法、微流控混合法等技术，将ｍＲＮＡ原液和ＬＮＰ按一
定比例精确混合，形成粒径均一的包裹ｍＲＮＡ的纳米
脂质体，经超滤换液等步骤，去除杂质后制成

ｍＲＮＡ－ＬＮＰ制剂中间产物。在该过程中，必须通过测
量平均粒径、粒径分布、ｍＲＮＡ含量、封装效率和无菌
性来仔细检查ｍＲＮＡ－ＬＮＰ中间产物［８］。最后，将获

得的ｍＲＮＡ疫苗制剂进一步进行无菌过滤和灌装的
最终加工。由于ｍＲＮＡ－ＬＮＰ的大小、多分散性和稳定
性，会同时受到生产中脂质和水相的流体动力学和剪切

应力的影响，因此，配制ｍＲＮＡ－ＬＮＰ的关键工艺参数
和操作空间，以及疫苗的稳定性都应进行充分研究。

ＬＮＰ不稳定并且易于降解，主要的降解途径是
由于暴露于光、氧气、金属残留物和高温而导致的氧

化。不饱和烷基链与聚环氧乙烷或聚环氧丙烷基团

是ＬＮＰ氧化的潜在底物。聚乙二醇化（ＰＥＧ）脂质在
空间上保护 ＬＮＰ不与其他脂质颗粒或血液成分相互
作用，从而降低 ＬＮＰ自聚集、调理作用或吞噬作用，
但它是氢过氧化物的潜在来源。氢过氧化物通常不

稳定，分解会导致链式反应，从而催化可电离脂质的

降解。这些脂质降解中的一些产物可能与 ｍＲＮＡ反
应，形成共价 ｍＲＮＡ脂质加合物，或诱导其他可使
ｍＲＮＡ降解的反应，因此，氢过氧化物是一种可疑的
降解源，可以直接或间接地破坏 ｍＲＮＡ。另外，含有
酯键的脂质会因脂质化学结构、ｐＨ、温度和缓冲液组
成而被水解，从而影响 ＬＮＰ的结构完整性，因此，应
评估每个批次成品疫苗的递送系统成分产生的潜在

杂质，以及控制成品中因氧化和降解产生的杂质。

通常单次检测不足以检测出所有潜在的杂质，需要

考虑对ｍＲＮＡ完整性、颗粒大小、脂质／聚合物杂质
和包裹在ＬＮＰ中的 ｍＲＮＡ比例／效率进行检测。而
关于容器和胶塞的匹配性、溶出物和萃取物的评估，

也应在申请上市许可时一并提交。除此之外，也应

对结构性递送系统（如纳米颗粒）的物理和化学属性

进行特性研究，以解决递送系统和成品制剂的一致
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性和稳定性等问题，同时还应考虑到脂质的质量和

制剂的关键质量属性。此外，对ｍＲＮＡ－ＬＮＰ及其在
目标细胞中的摄取进行充分特性研究，包括了解合

成ｍＲＮＡ－ＬＮＰ的表面化学、大小、多分散性、形状、
电荷和蛋白质结合特性，以确保对 ｍＲＮＡ的充分保
护和疫苗达到必要稳定性［３］。

研究表明，ｍＲＮＡ极易被无处不在的核糖核酸
酶（ＲＮａｓｅ）降解，因此，建议超低温储存以限制
ＲＮａｓｅ活性，有效地保护 ｍＲＮＡ稳定性。此外，超低
温保存也更有利于保持 ｍＲＮＡ－ＬＮＰ复合物的原有
构象［１３］。事实上，尽管目前用于 ｍＲＮＡ疫苗的递送
系统是基于 ＬＮＰ，但疫苗制造商的储存条件和稳定
性各不相同。例如，Ｍｏｄｅｒｎａ的 ｍＲＮＡ－１２７３疫苗
在－２０℃下可保持 ６个月的有效性，ＢｉｏＮＴｅｃｈ的
ＢＮＴ１６２ｂ２疫苗在 －６０～－８０℃的温度下可保持６
个月的有效性，ＣｕｒｅＶａｃ的 ＣＶｎＣｏＶ疫苗可以

在－６０℃下储存３个月。因此，应考虑对冷链运输和
储存条件进行适当验证，以确保ｍＲＮＡ疫苗的质量。
３　检测项目及优化

无论是在水溶液中作为药物成分还是在 ＬＮＰ中
配制（或提取）作为药物产品，ｍＲＮＡ的分子大小、物
理和化学性质都给检测方法提出了挑战。针对 ｍＲ
ＮＡ、脂质体和制剂的特性以及相关杂质等 ｍＲＮＡ疫
苗关键质量属性，研发机构应建立检测方法。表 １
总结了现有的ｍＲＮＡ原料药和ｍＲＮＡ成品的检测方
法［１６］。２０２１年颁布的美国药典通则 ＜１２２０＞，将生
命周期管理理念应用到检测方法中，使方法设计、确

认、转移和验证活动整合到检测方法生命周期过程

中，并将其视为１个连续动态而非割裂的不同独立
阶段的活动，以提升分析方法的质量水平［１６］。

ＩＣＨＱ２（Ｒ２）［１９］及Ｑ１４［２０］征求意见稿进一步明确了
对检测方法建立和验证的技术要求。

表１　ｍＲＮＡ原料药和ｍＲＮＡ成品的检测方法
Ｔａｂ１　ＴｅｓｔｍｅｔｈｏｄｓｆｏｒｄｒｕｇｓｕｂｓｔａｎｃｅａｎｄｆｉｎａｌｐｒｏｄｕｃｔｏｆｍＲＮＡ

类别（ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ）　　　 检测分析方法（ｍｅｔｈｏｄｏｆｄｅｔｅｃｔｉｏｎａｎｄａｎａｌｙｓｉｓ）　　　 属性（ａｔｔｒｉｂｕｔｅｓ）

表征ＤＮＡ模板和ＲＮＡ转录本
（ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆＤＮＡｔｅｍｐｌａｔｅ
ａｎｄＲＮＡｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｓ）

ＤＮＡ模板测序／ｍＲＮＡ测序（ＤＮＡｔｅｍｐｌａｔｅｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ／ｍＲＮＡｓｅｑｕｅｎ
ｃｉｎｇ）

ｍＲＮＡ的鉴定（ｉｄｅｎｔｉｔｙｏｆｍＲＮＡ）

紫外光谱（Ａ２６０ｎｍ、Ａ２６０ｎｍ／Ａ２８０ｎｍ、Ａ２６０ｎｍ／Ａ２３０ｎｍ）［ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔｓｐｅｃｔｒｏｓ
ｃｏｐｙ（Ａ２６０ｎｍ，Ａ２６０ｎｍ／Ａ２８０ｎｍ，Ａ２６０ｎｍ／Ａ２３０ｎｍ］

基于纯度的量化评估（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ－
ｂａｓｅｄｐｕｒｉｔｙ）

基于荧光的检测（如残留 ＤＮＡ）［ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ－ｂａｓｅｄａｓｓａｙｓ（ｓｕｃｈａｓ
ｒｅｓｉｄｕａｌＤＮＡ）］

基于纯度的量化评估（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ－
ｂａｓｅｄｐｕｒｉｔｙ）

琼脂糖／丙烯酰胺电泳（ａｇａｒｏｓｅ／ａｃｒｙｌａｍｉｄｅｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ） 分子质量、ＲＮＡ完整性和定量（ｍｏｌｅｃｕｌａｒｍａｓｓ，
ＲＮＡｉｎｔｅｇｒｉｔｙａｎｄｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ）

逆转录酶 ｑＰＣＲ（ＲＴｑＰＣＲ） ｍＲＮＡ的鉴定和定量（ｉｄｅｎｔｉｔｙａｎｄｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｏｆｍＲＮＡ）

ｄｓＲＮＡ的蛋白质印迹（ｄｓＲＮＡｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ） 质量评估（ｑｕａｌｉｔｙｅｖａｌｕａｔｉｏｎ）

ｍＲＮＡ加帽分析（ｔｅｓｔｓｆｏｒｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｃａｐｐｉｎｇ） 质量评估（ｑｕａｌｉｔｙｅｖａｌｕａｔｉｏｎ）

ｍＲＮＡ聚腺苷酸尾分析（ｍＲＮＡｐｏｌｙａｄｅｎｙｌａｔｅｔａｉｌａｎａｌｙｓｉｓ） 质量评估（ｑｕａｌｉｔｙｅｖａｌｕａｔｉｏｎ）

色谱分析：ＲＰ－ＨＰＬＣ、ＳＥ－ＨＰＬＣ、ＩＰ－ＨＰＬＣ和ＩＥＸ－ＨＰＬＣ（ｃｈｒｏｍａ
ｔｏｇｒａｐｈｉｃａｓｓａｙｓ：ＲＰ－ＨＰＬＣ，ＳＥ－ＨＰＬＣ，ＩＰ－ＨＰＬＣａｎｄＩＥＸ－ＨＰＬＣ）

数量和质量评估（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｎｄｑｕａｌｉｔｙａｓｓｅｓｓ
ｍｅｎｔ）

表征ｍＲＮＡ编码的翻译产物
（ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｍＲＮＡ－
ｅｎｃｏｄｅｄｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｓ）

体外翻译－无细胞培养基（ｉｎｖｉｔｒｏｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ－ｃｅｌｌｆｒｅｅｍｅｄｉｕｍ） 翻译成的目标蛋白评估（ｅｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｔｒａｎｓｌａ
ｔｅｄｔａｒｇｅｔｐｒｏｔｅｉｎ）

通过细胞的体系评估ｍＲＮＡ功能（ａｓｓｅｓｓｉｎｇｍＲＮＡｆｕｎｃｔｉｏｎｂｙｃｅｌｌ
ｓｙｓｔｅｍ）

翻译产物的分析和潜在毒性试验（ａｎａｌｙｓｉｓｏｆ
ｔｒａｎｓｌａｔｅｄｐｒｏｄｕｃｔｓａｎｄｐｏｔｅｎｔｉａｌｔｏｘｉｃｉｔｙｔｅｓｔｉｎｇ）

表征ｍＲＮＡ－脂质复合物
（ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｍＲＮＡ－
ｌｉｐｉｄｃｏｍｐｌｅｘｅｓ）

光散射技术（ｌｉｇｈｔ－ｓｃａｔｔｅｒｉｎｇｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ） 粒度分布（ｐａｒｔｉｃｌｅｓｉｚｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ）

激光多普勒电泳（ｌａｓｅｒｄｏｐｐｌｅｒｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ） Ｚｅｔａ电位（Ｚｅｔａｐｏｔｅｎｔｉａｌ）
ＮＴＡ／ＴＲＰＳ 粒度分布（ｐａｒｔｉｃｌｅｓｉｚｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ）
ＳＥ－ＨＰＬＣ（－ＭＡＬＳ） 粒度分布；评估结合／未结合的ｍＲＮＡ（ｐａｒｔｉｃｌｅｓｉｚｅ

ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ；ｅｖａｌｕａｔｉｎｇｂｏｕｎｄ／ｕｎｂｏｕｎｄｍＲＮＡ）
显微镜（冷冻ＴＥＭ、ＥＳＥＭ、ＡＦＭ）［ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ（ｆｒｏｚｅｎＴＥＭ，
ＥＳＥＭ，ＡＦＭ）］

纳米粒子形貌、粒径（分布）［ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｎａｎｏ
ｐａｒｔｉｃｌｅｓ，ｐａｒｔｉｃｌｅｓｉｚｅ（ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ）］

凝胶或毛细管电泳（ｇｅｌｏｒｃａｐｉｌｌａｒｙｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ） 评估结合／未结合的 ｍＲＮＡ和表面电荷（ｅｖａｌｕａ
ｔｉｎｇｂｏｕｎｄ／ｕｎｂｏｕｎｄｍＲＮＡａｎｄｓｕｒｆａｃｅｃｈａｒｇｅ）
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４　结语
近年来，ｍＲＮＡ疫苗在全球迅速崛起，其在服务

全球公众健康领域有着无限潜力。安全有效的预防

传染病的ｍＲＮＡ疫苗有望在应对突发公共卫生事件
的传染病防治中发挥重要作用。疫苗作为预防性生

物制品，其成品质量控制尤为重要，希望在不久的将

来，可将ｍＲＮＡ疫苗的产品质量与临床、非临床研究
相联系，从而确保ｍＲＮＡ疫苗的安全性和有效性；并
在利益相关方之间就ｍＲＮＡ疫苗的技术规范达成国
际共识，以确保疫苗的质量、安全性和疗效。
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