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体外转录mRNA药物的技术进展和应用前景

侯书婷, 于传飞, 王 兰, 王军志*

(中国食品药品检定研究院, 北京 102629)

摘要: 体外转录 (in vitro transcribed, IVT) mRNA技术发展迅速, COVID-19大流行中mRNA疫苗的广泛应用引

起了公众对mRNA技术的讨论。相比传统蛋白药物, IVT mRNA有成本低、模块化生产以及序列易调整等优势, 具

有广泛的应用前景; 但由于mRNA药物的历史较短, 其缺乏足够的临床数据, 且除mRNA疫苗以外的mRNA药物没

有质量控制标准。本文讨论了 IVT mRNA药物的序列设计、递送载体、给药方式、应用前景及安全性, 并对其质量控

制进行简单探讨。
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In vitro transcribed (IVT) mRNA drugs: technical progress and 
application prospect
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Abstract: The in vitro transcribed (IVT) mRNA technology has progressed rapidly and the application of 

mRNA vaccines in the COVID-19 pandemic made it become the most talked-about topic. Compared with protein 

drugs, IVT mRNA has a lower cost; it can be modular produced and its sequence can be modified easily, so it has a 

broad application prospect. However, due to its short history, mRNA drugs face the problem of lacking sufficient 

clinical data, and there is no quality control standard for mRNA drugs except mRNA vaccines. We overview the 

sequence design, delivery vectors, administration, application prospect and safety considerations of mRNA drugs. 

We also discussed the quality control of mRNA drugs briefly.
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1 IVT mRNA技术 

RNA序列可以通过多种方法获取, 其中体外转录 

(in vitro transcribed, IVT) 技术在mRNA药物中应用最

广。20世纪 90年代起, 人们就开始了对 IVT mRNA药

物的探索[1,2]。IVT mRNA是指以DNA为模板, 由RNA

聚合酶在无细胞体系下催化转录出的 mRNA。 IVT 

mRNA药物具有转录时不依赖细胞、序列易调整、理论

上无整合风险、低成本、高效且可模块化生产等优点; 

目前仍存在组分具有免疫刺激性、研究成果主要来源

于啮齿类等小型动物等挑战。本节将简述 IVT mRNA

技术, 包括其序列设计、载体选择及给药方式。

1.1　IVT mRNA序列设计　 

IVT mRNA序列包括 5个部分: 5′帽子、5′和 3′非编

码区 (UTR)、开放阅读框和多聚腺苷酸 (poly(A)) 尾 ; 

自复制型mRNA还包含正链RNA病毒的复制酶序列。

IVT mRNA以线性化的 DNA质粒或链式聚合酶反应

的 DNA产物为模板, 由噬菌体 RNA聚合酶在体外催
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化转录获取, 加帽和加尾可以在转录同时或转录后进

行[3]; 所得的产物需进行纯化。本小节将依次介绍

IVT mRNA 5′帽子、poly(A) 尾、UTR、编码区的设计思

路, 以及全序列的核苷酸修饰、序列优化和产物纯化

思路。

1.1.1　 5′帽子及加帽方法 　正确的 5′ 帽子结构 

(m7GpppN) 参与阻止 IVT mRNA被核酸外切酶降解、

降低mRNA免疫原性[4,5], 调节mRNA半衰期[6]以及调

控翻译[7,8]等过程。5′帽子结构按mRNA 5′末端两个核

苷酸甲基化数量分为0型、1型和2型。真核细胞mRNA

具有1型或2型帽子, 而现有技术可以给 IVT mRNA加

0型或 1型帽子[3,5,9]。加帽方法分为两种: 第一种是酶

法加帽, 即在转录完成后使用加帽酶进行加帽[3]; 第二

种是共转录加帽, 即在转录体系内加入帽类似物以实

现转录同时加帽[3,10,11]。mRNA体外转录加帽时, 存在

未加帽或不完全加帽产物[12], 用特定的酶降解错误加

帽的 mRNA 可以提高产物均一性 , 例如 , 用脱帽酶

DXO/Dom3Z可以脱帽并降解不完全加帽产物[13]。

1.1.2　poly(A) 尾及加尾方法 　mRNA的poly(A) 尾具

备调节mRNA稳定性和调控翻译的作用[8]。IVT mRNA

加尾方法有两种。第一种是在DNA模板中设计poly(A) 

尾结构, 实现转录时加尾。转录时加尾的优势在于尽

量保证每条产物的 poly(A) 尾长度相同; 然而, 较长的

poly(A) 结构会影响质粒稳定性[12], 导致质粒复制时易

发生缺失, 针对这一问题, 可以采用在 poly(A) 尾序列

中插入一段 10 bp连接子的方法进行规避[14]。第二种

方法是转录后加尾, 在转录后由poly(A) 聚合酶催化合

成 poly(A) 尾[3], 这种方法的优势是可掺入修饰的核

苷酸。

1.1.3　5′和 3′UTR 设计 　5′和 3′UTR 参与调控翻译、

增强mRNA稳定性、辅助蛋白产物定位等[4,15]。选择高

表达基因的UTR可以提高 IVT mRNA表达效率[3], 但

UTR 的效率因细胞而异[16], 需对其进行针对性的优

化。UTR 的一个优化方向是通过选择含有特定序列

的 UTR[17]、减少小干扰 RNA 结合位点[18]、减少 3′UTR

的AU含量[19]以及设计特殊的UTR结构[20]等方法增强

mRNA稳定性; 另一个优化方向是调整 UTR序列, 改

变其招募核糖体或其他调控蛋白的能力[21], 从而调整

mRNA在细胞内的翻译效率。考虑到改变 3′UTR有可

能影响产物定位[15], 实施上述UTR优化后应对产物的

定位情况进行检测。

1.1.4　编码区设计 　编码区的设计涉及密码子优化的

共有需求, 以及信号肽选择、设计多顺反子结构、插入

复制酶序列等具体需求。

同义密码子的选择影响蛋白质的翻译速率, 由于

不同物种细胞对同义密码子有不同的偏好 , 在利用

IVT mRNA表达异种蛋白时, 需要对密码子进行优化。

加速翻译的密码子选择思路有: 使用最优密码子、参考

密码子的天然占比或根据 tRNA 丰度选择密码子

等[22]。然而, 适当含量的稀有密码子对延迟翻译速率, 

确保蛋白质正确折叠是必需的[22], 因此不能一味加速

翻译。

密码子优化已应用于 IVT mRNA药物[23,24]。Mauro

等[22]讨论了体内用药的密码子优化的安全性: 同义密

码子替换时, 存在改变mRNA高级结构从而影响其他

反式元件的结合、改变翻译速率从而影响翻译后修饰, 

以及改变内部核糖体进入位点从而导致新肽产生或隐

肽丢失等风险。在对 IVT mRNA进行密码子优化时, 

应充分考虑上述问题并进行足量试验。

密码子优化是编码区设计时必须要考虑的, 此外, 

不同蛋白产物可能有精确定位、同时翻译多条肽链、长

效表达等特殊需求, 这些需求都可以通过设计特殊的

编码区序列来实现。

蛋白产物常有定位至细胞特定区域或分泌的需

求, 这种定位需要信号肽引导, 然而, 同一段信号肽在

不同细胞内强度可能不同[25]。Fattori等[26]在质粒介导

肌肉细胞表达促红细胞生成素的动物模型中, 将促红

细胞生成素的信号肽替换为组织型纤溶酶原激活剂的

信号肽, 观察到促红细胞生成素分泌量增加。将编码

区内原有的信号肽替换为靶细胞中天然的信号肽类

型, 可能获得更高的蛋白分泌量。

将多条肽链组成的蛋白设计成 IVT mRNA 药物, 

或是设计多联mRNA疫苗时, 需要实现多条肽链的同

时翻译。目前有两种方法可以满足上述需求: 一是设

计多顺反子mRNA来串联多个编码区[27], 但在实际研

究中发现此种方法存在核糖体移码以及内部起始的风

险[28]; 二是同时递送多条 mRNA, 此时要考虑 mRNA

之间的摩尔比, 例如, Wu等[29]设计的抗PD-1/PD-L1双

特异性抗体的LNP-mRNA, 轻链和重链mRNA摩尔比

为0.6∶1, 因为短mRNA翻译更快。

自复制型 mRNA 的编码区内插入了病毒复制酶

的序列, 可以实现mRNA的长效表达, 用药剂量更低, 

且表达抗原类蛋白时自身具有佐剂作用。自复制型

mRNA的上述优点可以降低总生产成本; 其缺点是复制

酶序列一般较长且可能包含剪切位点, 易导致mRNA

稳定性下降, 且过度激活的一型干扰素反应会导致炎

症、自复制型mRNA表达量下降以及T细胞耗竭[30,31]。

1.1.5　IVT mRNA 的核苷酸修饰或序列优化 　天然

mRNA 含有一定比例的核苷酸修饰[32]。未修饰的

mRNA可被模式识别受体识别, 例如mRNA的高G、U
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区域可被 TLR7 和 TLR8 识别并诱发一型干扰素反

应[4,12]。因此, IVT mRNA 结构基本设计完成后, 还需

要进行核苷酸修饰或是序列优化设计, 结合产物纯化

来进一步降低免疫原性, 提升表达效率。

在 mRNA 体外转录时掺入修饰的核苷 , 如假尿

苷、N1-甲基假尿苷等, 可以降低其免疫原性、增强稳

定性并提高产出[24,33,34]。IVT mRNA 的核苷修饰已有

广泛研究, 核苷修饰的新冠mRNA疫苗已得到紧急使

用授权[35,36]。核苷修饰的争议在于人工修饰的mRNA

的核酸修饰比例远高于天然 mRNA[5], 且修饰有时并

不能提高产出[37,38], 甚至可能存在损害内部核糖体进

入位点等风险[37]; 此外, 核苷酸修饰不适用于自复制型

mRNA, 因为体内合成的新链无法复制母链的修饰形

式。Yu等[39]总结道, 有些修饰会增加mRNA的免疫原

性, 因此应选择天然的修饰形式。修饰的核苷酸关系

到其他元件与mRNA的结合[40], 从而影响mRNA的翻

译, 在对 IVT mRNA进行修饰时应将这一点纳入考虑。

mRNA序列优化可以代替核苷修饰。减少尿苷是

序列优化的一种思路, 例如Vaidyanathan等[9]设计的减

少尿苷含量的Cas9 mRNA在细胞系和人原代CD34+细

胞中活性提高。序列优化与核苷修饰也可结合使用。

使用高效液相色谱等纯化方法去除流产性转录本

及双链 RNA等副产物, 可降低 mRNA产物免疫原性, 

提高产出[37]。

无论是核苷修饰还是序列优化, 理论上均存在改变

mRNA高级结构, 改变翻译后修饰, 改变内部起始位点

等风险, 应用时需充分考虑风险因素, 进行足量试验。

1.2　IVT mRNA递送载体与给药方式　 

IVT mRNA 药物需要递送至生物体内以发挥作

用。目前有两种mRNA递送思路, 一种是直接将裸露

的或载体包装的mRNA直接递送到生物体内; 另一种

是采用过继细胞疗法, 将 mRNA 递送到离体细胞, 再

回输进生物体[12]。正确的翻译后修饰依赖于精确递

送 , 因为同一 mRNA 在不同细胞中翻译效率可能不

同, 从而导致折叠异常; 后续的糖基化修饰与蛋白剪切

也可能不同[12]。选择适当的递送载体和给药方式, 可

以使mRNA较精确地递送至靶器官乃至靶细胞, 下文

将介绍常用的mRNA递送载体及其给药方式。

1.2.1　IVT mRNA 离体递送后细胞回输 　mRNA 递

送至离体树突状细胞 (dendritic cell, DC) 的方式多样, 

包括电穿孔法、显微注射法及基因枪等[12,41]。目前已

有多项研究将肿瘤抗原或 HIV 抗原 mRNA 递送至患

者DC, 制成治疗性疫苗后回输[42-47]。过继疗法的优点

是 mRNA精确定位至某种细胞; 缺点是成本高、后续

操作复杂且可选细胞种类受限。

1.2.2　IVT mRNA 体内直接递送的载体与给药 　直

接递送裸的或结合载体的mRNA至体内, 相比离体递

送操作更简便。选择适当的载体和给药途径 , 可使

mRNA靶向递送至部分器官, 但目前未完全实现细胞

层面的mRNA靶向递送。RNA药物的载体可分为非

包装载体和包装载体。非包装类载体包括肽类、无机

纳米颗粒和聚合物纳米颗粒等; 包装类载体有各类脂

质体、外泌体和病毒样颗粒等。

裸mRNA分子量大且带负电, 较难通过带负电的

细胞膜。直接注射的裸 mRNA 在体内的半衰期约为

8～10 h[48]。裸RNA可以被清道夫受体介导内吞, 经内

体逃逸过程进入细胞[12,49,50], 但效率低下; 未成熟DC细

胞可以通过巨胞饮机制大量摄取mRNA[43,51]。总体而

言, 裸 mRNA 有细胞摄取效率低、具有免疫刺激性以

及易被降解等问题[52], 因此mRNA的递送一般需要配

合载体。

富含带正电或两亲性氨基酸的肽类可做mRNA递

送载体[4]。鱼精蛋白富含 L-精氨酸, 是一种带正电的

天然蛋白, 可结合RNA, 增强其稳定性并以内体途径递

送RNA[42,53]。将鱼精蛋白、阳离子脂质及mRNA制成

混合颗粒可以提高递送效率[54]。鱼精蛋白-RNA可以

激活Toll样受体TLR7/8, 因此鱼精蛋白-mRNA可作为

其自身佐剂[55]。细胞穿透肽是一类可携带大分子进入细

胞的短肽, 其主要作用机制包括细胞膜瞬时打孔和内

吞, 机制选择依赖于细胞穿透肽和mRNA的浓度[53,56]。

细胞穿透肽 PepFect14成功将卵巢癌治疗性mRNA递

送至异种移植小鼠模型的卵巢癌细胞[57]。肽类载体口

服利用度低, 需通过注射或鼻吸入给药[53]。

无机纳米颗粒作为核酸类药物递送载体的优点是

尺寸小、易修饰, 且化学性质稳定。常用的无机纳米颗

粒载体包括金纳米颗粒和碳纳米颗粒等[58], 其免疫原

性较弱[59]。细胞可通过A类清道夫受体介导的内吞摄

取多价核酸金纳米颗粒, 颗粒经内体逃逸途径释放至

胞质[58,59]。

聚合物纳米颗粒是由阳离子或可电离多聚物形成

的复合体 , 结合 mRNA 后通过内吞途径进入细胞[4]。

聚乙烯酰胺 (PEI) 是最常用的mRNA阳离子聚合物递

送载体, 但其电荷密度高, 高浓度PEI会导致细胞膜损

伤与细胞凋亡[60]; 此外, PEI-mRNA在储存中易聚集并

失活[61]。pH响应的聚合物纳米颗粒对细胞损伤较小, 

例如, 电荷可变的可释放转运体仅在细胞质 pH下降解

并释放出mRNA[62]。

纳米乳是纳米尺寸的液滴分散在另一种不混溶液

体介质形成的胶体。阳离子纳米乳由阳离子脂质

DOTAP或其类似物与其他组分共同构成, mRNA吸附
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在阳离子脂滴表面[63]。MF59是一种水包油纳米乳佐

剂, Brito等[63]以加入 DOTAP的 MF59作为载体, 通过

肌肉注射给药成功向多种动物递送了多种病毒抗原的

自复制型mRNA。阳离子纳米乳载体在黏膜给药方面

有较好的应用前景[64]。

相比裸递送和非包装载体递送, 包装类载体递送

是更常用的递送方式。

纳米脂质体 (lipid nanoparticles, LNP) 是目前应用

最广泛的 IVT mRNA 载体[65]。在用于 mRNA 递送之

前, 已有多种LNP载体的抗生素药物和一种 siRNA药

物在欧美批准上市, 因此LNP是一种研究相对成熟的

药物递送载体[66]。LNP是由可电离脂质 (或阳离子脂

质)、胆固醇、辅助脂质以及聚乙二醇修饰的脂质组成

的双层结构, 其中可电离脂质在内层结合mRNA[4], 外

层是脂质外壳。传统 LNP靶向肝脏[67,68], 但对 LNP进

行修饰可以改变其靶向性并提高稳定性。向传统LNP

添加不同电性的选择性器官靶向脂质可以改变 LNP

器官靶向性, 中性靶向肝、阳离子靶向肺、阴离子靶向

脾[69,70]。向LNP掺入带有不同头部基团或尾部结构的

脂质[71-74]或用模拟细胞表面特异性受体的配体的化合

物修饰 LNP[75]可提高 LNP 的细胞靶向性。尽管 LNP

是相对成熟的mRNA递送载体, 其生产门槛和高昂的

储存运输成本仍是产品推广的障碍: 全球范围内有能

力生产LNP的企业很少[76]; 部分基于LNP技术的新冠

mRNA疫苗对冷链的要求较高[35,36]。目前有热稳定性

较好的LNP-mRNA新冠疫苗在研[77], 这一成果为提高

LNP-mRNA类药物的可及性做出了贡献。

脂质体复合物 (lipopolyplex, LPP) 是另一类研究

较多的 IVT mRNA递送载体, 其由阳离子多聚物和多

种脂质组成, 阳离子多聚物在内层结合mRNA, 外层是

脂质外壳。LPP相对 LNP有更好的稳定性: Ewe等[61]

制备的 PEI 与脂质 DPPC 组成的 LPP 在 37 ℃下储存

14天仍可保持 60%的转染活性; Yang等[68]设计的新冠

病毒全长 S 蛋白 LPP 疫苗 SW0123 在 4 ℃下储存 4～

6周, 对其在小鼠中的免疫原性无影响。LPP的另一特

点是靶向性不同于LNP: 小鼠肌肉注射的LNP很快迁

移至肝脏, 而LPP主要停留在注射局部[68]; 小鼠静脉注

射的LPP主要靶向肝脏及淋巴结, 被树突状细胞经大

胞饮摄取[78,79]。

外泌体是内体来源的纳米级细胞外囊泡, 广泛存

在于生物体, 在细胞间运送RNA、蛋白及脂质等, 传递

信号。由于外泌体是内源囊泡, 相对其他载体, 具有稳

定性高、毒性较低及可穿越多种生物屏障等优势[80]。

Tsai 等[81]从 HEK293 细胞获取外泌体 , 搭载新冠抗原

后, 免疫小鼠, 刺激了特异性免疫应答。肌肉注射或眼

部给药的外泌体-mRNA主要在注射局部表达, 也有少

量扩散至全身[81]。动脉粥样硬化 ApoE-/-小鼠模型接

受注射搭载改造的 IL-10 mRNA 的外泌体, 外泌体定

位至主动脉斑块并表达 IL-10[82]。

病毒样颗粒 (VLP) 是自组装的均质纳米颗粒, 来

源于病毒外壳的衣壳蛋白, 可用于多种生物分子的递

送。噬菌体来源的 MS2 VLP 适合核酸类的递送[83]。

Prel等[84]使用MS2嵌合逆转录病毒样颗粒在体内和体

外递送了多种 mRNA。VLP 作为载体的优点是可修

饰, 缺点是易被吞噬细胞介导清除以及自身不稳定等。

IVT mRNA 的体内给药方式多样 , 包括注射 (静

脉、皮内、皮下、肌肉、淋巴结等) 和吸入等, 其选择取

决于所选载体和药物类型。RNA疫苗通常以皮内、皮

下、淋巴结或肌肉注射方式给药。mRNA用于表达非

抗原的蛋白时, 静脉注射是较为常见的给药方式。靶

向特定器官的 mRNA 可使用特殊给药方式实现局部

递送, 例如呼吸道疾病mRNA疫苗或肺部疾病治疗性

mRNA 可通过雾化吸入方式直接递送至肺部 , 减少

mRNA的全身暴露[85,86]。

总体而言, 目前关于mRNA载体和给药方式的研

究较为多样, 但主流研究方向仍是LNP载体配合注射

给药, 其余方向研究有限。此外, mRNA的细胞靶向性

递送的问题也尚未完全解决。加强其他载体的研究、

优化载体以提升靶向性等都是将来可以拓展研究的

方向。

2 IVT mRNA疗法应用前景 

IVT mRNA的应用前景广泛, 理论上可应用于疾

病预防、癌症疫苗、HIV治疗性疫苗、脱敏疗法、蛋白质

替代疗法、基因编辑和再生医学等多个领域。在此对

mRNA药物的上述应用领域, 以及相比传统药物的优

缺点进行简要介绍。

2.1　mRNA肿瘤疫苗　 

肿瘤疫苗是 IVT mRNA疗法中历史较长、较成熟

的应用, 目前有大量临床前和临床成果[87]。mRNA肿

瘤疫苗的研发思路包括用编码肿瘤抗原的 mRNA 转

染离体树突状细胞 (DC) 并回输[43,88]、直接注射裸露的

或有载体包载的肿瘤抗原mRNA[42,89]以及用编码嵌合

抗原受体的 mRNA 转染离体 T 细胞并回输[90,91]等, 也

可选择免疫调节分子等作为靶点[87]。mRNA-细胞疗

法的成本高、操作复杂, 且相比传统细胞疗法优势不明

显; 体内直接递送肿瘤抗原mRNA更能发挥mRNA药

物低成本的优势, 有更好的应用前景。

2.2　mRNA HIV治疗性疫苗　 

HIV治疗性mRNA疫苗有两种技术路线, 一是用

载体直接向体内递送编码HIV抗原的mRNA[44], 二是
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用编码 HIV 抗原的 mRNA 转染离体 DC 并回输[45-47]。

目前转染 DC回输的疫苗研发路线进展较快, 已进入

临床试验阶段。HIV 治疗性 mRNA 疫苗与鸡尾酒疗

法 (HAART) 或抗逆转录病毒疗法 (ART) 联用的Ⅰ期

及Ⅱ期临床试验, 成功在患者体内诱导了HIV特异性

免疫反应[45-47]。

2.3　mRNA药物用于感染性疾病主动免疫　 

相比传统的感染性疾病预防疫苗, IVT mRNA疫

苗具备以无细胞形式生产、生产效率高、成本低、可修

改序列以应对病原体变种等优势, 且理论上无整合风

险。在 COVID-19 大流行期间, mRNA 预防疫苗发挥

了重要作用[35,36]。mRNA疫苗的大规模临床试验也推

动了mRNA疫苗技术发展, 例如, 由艾博生物、沃森生

物和军事医学科学院联合开发的 ARCov新冠疫苗解

决了 mRNA 疫苗热稳定性差的缺点[77,92]。流感病

毒[93,94]、寨卡病毒[95,96]、呼吸道合胞病毒[97]以及狂犬病

毒[98,99]等的预防性mRNA疫苗也在研发中。

2.4　mRNA药物用于脱敏疗法　 

IVT mRNA疫苗可用于脱敏疗法。注射过敏原进

行脱敏治疗的技术已经较为成熟, 但应用对象主要是

过敏患者, 应用人群小, 且由于过敏原的纯化较为粗

糙, 在注射过程中可能造成患者对未知组分的过敏反

应[100]。面向健康个体的过敏原的预防性疫苗应用人

群更大, 需要更高的安全标准。过敏原mRNA疫苗仅

表达单一产物且可被快速清除, 可作为面向一般人群

的过敏原预防性疫苗的一种选择; 其缺点是仅能表达

蛋白类过敏原。Roesler等[100]选择 29种常见过敏原制

成mRNA疫苗, 成功在小鼠体内诱导Th1型免疫应答。

2.5　mRNA药物用于蛋白替代疗法　 

mRNA 蛋白质替代疗法是指递送 IVT mRNA, 表

达正常蛋白以取代患者缺失的蛋白, 或额外补充功能

蛋白, 以预防或治疗疾病[12]。最早的mRNA蛋白替代

疗法可追溯至 1992年, Jirikowski等[2]向血管加压素基

因缺陷的大鼠下丘脑注射血管加压素mRNA, 缓解了

大鼠尿崩症。用 mRNA 替代蛋白进行给药 , 有成本

低、可通过序列修饰和改变载体改变药代动力学参数, 

以及产物具有人体中翻译后修饰形式等优点。目前

mRNA 蛋白替代疗法主要通过静脉注射 LNP-mRNA

给药。在动物实验中, mRNA药物被证明可用于治疗

多种酶或其他功能蛋白缺陷导致的遗传病[101-105]。

mRNA也可用于表达生长因子[106,107]和蛋白类激素[37], 促

进细胞生成和组织再生, 其中VEGF-A mRNA已在2型

糖尿病患者中进行了试验, 患者前臂皮内接种VEGF-A 

mRNA 后观察到基础皮肤血流量增加[107]。肿瘤治疗

单抗[29,108,109]和感染性疾病预防单抗[85,110,111]是mRNA单

抗的主要研究方向, 其中用于预防基肯孔雅热的中和

mRNA单抗已进入Ⅰ期临床[67,110]。

2.6　mRNA药物用于基因编辑　 

递送编码核酸酶的 IVT mRNA可实现更安全的基

因编辑。相比需递送至核内并长期存在的核酸酶

DNA序列, 只需递送至胞质的核酸酶mRNA对细胞损

伤小且脱靶风险低。已有多项研究向多种哺乳动物个

体或胚胎中转入锌指核酸酶 (ZFN)、转录激活因子样

效应物核酸酶 (TALENs) 和 Cas9的 IVT mRNA, 实现

靶基因的敲除或插入[112-114]; 同时递送转座酶mRNA和

含转座位点的靶DNA, 可实现靶DNA的插入[115,116]。

2.7　mRNA药物用于细胞重编程　 

IVT mRNA 在细胞重编程领域也有应用潜力。

2006年, 研究发现一组特定的转录因子可以将体细胞

重编程为诱导的多能干细胞 (iPSCs)。iPSCs在科研和

再生医学和组织工程等领域具有应用潜力, 目前已有

基于整合性或非整合性DNA载体, 以及非DNA载体

的诱导 iPSCs的方法[117]。相比DNA载体和蛋白载体, 

mRNA在避免整合风险的同时, 拥有较高的递送效率。

Warren等[118]通过调整转录因子mRNA混合物的配比, 

使人成纤维细胞在不依赖于饲养层细胞的条件下体外

重编程为 iPSCs。

3 IVT mRNA疗法的安全性考虑 

IVT mRNA药物的安全性考虑主要有序列人工改

造导致的不良反应、载体纳米毒性、mRNA及产物免疫

原性、递送靶向性不足的问题, 以及关于整合风险的争

议等。此外, 缺乏大型哺乳动物试验数据和临床数据

也是mRNA药物面临的一大问题。

mRNA序列设计时的一些人工改造可能会导致预

料之外的不良反应, 例如, 3′UTR的改变有可能影响蛋白

产物的定位[15]; 同义密码子替换可能导致翻译速率和内

部核糖体进入位点的改变, 从而导致错误的翻译后修饰

和翻译[22]; 核苷修饰可能导致mRNA与蛋白结合能力

改变、损伤内部核糖体进入位点, 完全不修饰的核苷酸

又具有较高的免疫原性[37]等。因此, 人工设计的mRNA

序列需要经过大量的临床前试验才能投入应用。

递送 IVT mRNA需要用到各类纳米载体, 一旦缩

小至纳米尺寸, 材料更易与生物体发生相互作用, 造成

生物体损伤 , 即具有“纳米毒性”[119]。纳米颗粒的形

状、大小、电荷、亲疏水性、组成和暴露途径都影响其毒

性[119]。RNA药物的纳米载体可能存在高密度电荷导

致细胞损伤[60]、难降解的纳米载体在溶酶体中积累导

致溶酶体过载[120]、与生物体蛋白相互作用导致蛋白功

能异常[119,121]、长纤维干扰染色体导致遗传毒性[122,123]以

及不良的免疫反应等风险, 因此需要对载体进行优化
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并进行足够的临床前试验以保证载体的安全性。

IVT mRNA、载体以及部分翻译中的副产物具有

免疫原性 ; 产物也可能具有免疫原性。不同的 IVT 

mRNA药物对mRNA及载体免疫原性的要求不同: 对

于疫苗类产品, mRNA及载体适当的免疫原性使之充

当自身的佐剂, 更好地激活特异性免疫反应[31,63]; IVT 

mRNA用于抗体疗法或蛋白替代疗法时, 常常需要长

期重复性给药, 应尽量降低免疫原性。mRNA自身可

能具有免疫原性, 多种模式识别受体可识别 RNA, 诱

导一型干扰素表达、炎症反应以及翻译抑制等[12,124]。在

免疫细胞中, Toll样受体家族的 TLR3、TLR7 和 TLR8

识别 RNA[55,125,126]; 在非免疫细胞中 , RNA 由 RIG-I 样

受体家族的RIG-I和MDA5等识别[127,128]。核苷酸修饰

可改变 IVT mRNA 的免疫原性。mRNA 的纳米载体

可作为疫苗佐剂; 但部分纳米粒子有诱发过敏反应、溶

血、补体激活及吞噬作用等反应的风险[129,130]。由于

mRNA的翻译在患者自身细胞中进行, 其具有宿主细

胞的翻译后修饰类型, 理论上翻译产物的免疫原性低

于异种细胞中表达的蛋白类药物。翻译产物理论上存

在诱导抗药抗体产生的风险, 但现有的一些研究并未

检测到抗药抗体产生[130,131]。总而言之, IVT mRNA药

物的免疫原性风险需要被重视。

IVT mRNA正确定位至靶器官和细胞关系到蛋白

的正确表达和功能的正常发挥。不同细胞的翻译后修

饰能力不同[132], 错误的翻译后修饰可能影响蛋白功

能; 同一段信号肽在不同细胞内强度不同[25], 未定位至

靶细胞的mRNA的产物分泌效率低, 可能影响剂量敏

感性蛋白的功能发挥。目前 mRNA 细胞靶向性递送

的问题尚未完全解决, 在技术获得突破前, 上述风险可

能长期存在, 其影响程度仍需要观察。在实际应用中, 

联用的药物是否会影响 mRNA 的靶向递送和正确翻

译, 需要进一步研究。

IVT mRNA药物的整合风险是公众关注的焦点之

一。 Jaenisch 课题组[133,134] 使用体外细胞系得到了

SARS-COVID-2 RNA整合进宿主细胞基因组的结果, 

这一结果引起了广泛讨论。然而, 体外实验的结果并

不能完全反映药物在体内的情况, 因为体外实验更高

的mRNA剂量、永生细胞系分裂活跃导致mRNA可入

核、细胞系人为导入了未受抑制的逆转录转座子

LINE-1[134] (人体多数细胞LINE-1被抑制) 以及体外实

验缺乏mRNA清除机制等因素, 导致体外实验具有更

适于 RNA 整合的环境。目前仍缺少体内用药导致

mRNA整合的证据; 此外, 在mRNA设计时, 避免整合

位点及逆转录酶结合位点的出现 , 可进一步降低

mRNA的体内整合风险。因此, 对mRNA药物的整合

风险可以予以适当关注, 但mRNA药物理论上基本无

整合风险。

mRNA需要在体内翻译后发挥效应, 同一段mRNA

在不同的靶细胞内可能有不同的翻译效率和翻译后修

饰, 导致产物的表达量、结构和功能可能发生变化, 因

此, 人体和动物的试验结果相比传统的蛋白药物可能

有更大的差异。目前 mRNA 药物的研究成果多数仍

停留在小型哺乳动物的阶段, 研究数据不充分。

总而言之, 由于 IVT mRNA技术历史较短, 其安全

性研究尚不充分, 再考虑到动物与人体的差异, 此类药

物在进行临床试验前需要补充更多的人体细胞、大型

动物和灵长类的研究数据, 且在人体试验时应以较低

剂量起始, 以保障受试者的安全。

4 IVT mRNA的质量控制 

IVT-mRNA药物历史较短, 目前上市或批准紧急

使用的相关药物以新冠 mRNA 疫苗为主, 因此, 目前

各类mRNA药物中, 只有LNP-mRNA疫苗类产品有比

较完整的技术指南[48,135,136]。随着 mRNA 药物的研发, 

出台其他类型 mRNA 药物的技术指南很有必要。按

照生物制品的定义, IVT-mRNA药物属于生物制品范

畴。Yu等[65]指出, 按现有定义, mRNA 类药物在我国

属于基因治疗制品, 但除用于基因编辑的mRNA药物

以外, 其余mRNA药物不会导致宿主细胞基因组的改

变, 因此基因治疗制品质量标准中有部分质量控制项

目并不适用于mRNA药物。相关机构需要结合mRNA

药物的特点出台新的技术指南。

药品质量控制的目的是确保药品质量能满足质量

要求, 药品质量控制贯穿其研发、上市和在市面上存在

的全过程。从药物研发生产流程来看, mRNA药物的

质量控制可分为生产工艺研究、质量控制的方法学研

究、药品稳定性研究、药品质量标准的建立、药品包材

的研究与质量标准、工艺变更等部分。

其他品种 mRNA 药物生产过程中的质量管理规

范可参考《药品生产质量管理规范》的原则, 结合现有

mRNA 疫苗以及基因治疗制品的相关指南来进行制

定。mRNA 药物的生产工艺研究包括目的蛋白的选

择、DNA模板设计、质粒构建和菌种库构建, 以及后续

生产过程涉及的转录模板制备、mRNA 原液生产 

(mRNA转录与纯化)、制剂处方工艺研究 (递送系统与

佐剂的研究、mRNA与载体的结合、产物纯化)、结构确

证以及除菌过滤以及灌装等[48,136]。mRNA药物生产工

艺的研究为质量控制的方法学研究、稳定性研究以及

质量标准的最终制定提供数据支持。成品制剂的包

材, 以及和产品接触的耗材, 需要进行包材相容性的

研究[136]。
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随着 IVT mRNA药物的研发和生产, 其质量特性

的数据逐步积累, 可以进行药物质量控制的方法学研

究与验证, 以供制订质量标准和指导完善生产工艺。

其他mRNA药物的方法学研究可参考mRNA疫苗[136]

和对应传统药物的相关指南进行。应针对 mRNA 的

结构和理化特性、递送载体的结构和理化特性、mRNA

与递送载体的结合, 以及药物的生物学活性等方面选

择关键质量属性并开发相应的检测方法。相比其他项

目, 不同药物活性检测方法会有较大差异。

IVT mRNA药物的稳定性是实际应用时必须考虑

的。在无RNA酶存在的条件下, mRNA本身的稳定性

较好[65]。建议用方法学研究过程中形成的药物质量分

析方法, 重点分析mRNA药物在温度、pH值、光照及湿

度变化以及复溶和反复冻融的条件下, 关键理化特性

和 mRNA的表达效率是否有变化; 此外, 企业应进行

长期留样试验。考虑到已有 LNP-mRNA疫苗保存条

件的差异[35,36,77], 以及未来mRNA药物递送载体进一步

多样化的趋势, 不同产品稳定性研究的数据可能会有

很大差异。稳定性研究为确定药物的储存和运输条件

提供依据, 为质量标准的最终制订提供数据支持。

随着mRNA药物生产、方法学研究和稳定性研究

的推进, 在申报临床时可初步形成质量标准, 在上市阶

段确定完整的质量标准[136]。mRNA 药物的质量标准

应覆盖DNA模板、mRNA原液和成品 (有时还需考虑

制剂中间产物) 等阶段。其他 IVT mRNA药物的关键

质量属性, 可参考mRNA疫苗[48,135,136]以及mRNA药物

对应的传统药物的相关指南, 结合药物研发的实际情

况进行确定 , 并视情况做出必要修订。以下列出

mRNA药物建议的检定项目。

DNA模板来源于工程菌, 其质量控制主要针对所

构建的质量和/或菌种的种子库进行。质粒和菌种库

的质量控制包括遗传稳定性、菌种的相关特性鉴定、微

生物限度控制、基因序列分析、质粒的纯度、质粒的保

有率及产率, 以及质粒的超螺旋结构等。在进行线性

化后, 需对DNA模板进行鉴定, 并检测其含量、纯度、

微生物限度和内毒素等进行检测 , 并对宿主 RNA、

DNA和蛋白残留等杂质进行控制。由于mRNA的测

序准确度低于DNA, 菌种库、质粒及DNA模板的测序

应予以重视。

mRNA原液的质量控制项目包括含量、mRNA结构

分析 (鉴别、序列准确性、序列完整性、加帽率、poly(A) 

尾长度和修饰比例等)、纯度、产品相关杂质 (双链

RNA及不完整RNA)、工艺相关杂质 (DNA模板残留、

酶残留及其他)、无菌和内毒素等。mRNA结构分析涉

及的参数影响 mRNA 的稳定性、翻译效率和免疫原

性, 应予以重视。

根据递送载体的不同, 生产中可能存在制剂中间

产物。例如, LNP-mRNA由脂质外壳包裹结合了阳离

子或可电离材料的mRNA, 则结合可电离材料但未包

封的 mRNA 可视为制剂中间产物。当某检项对制剂

中间产物最敏感, 或是后续生产步骤需要提供制剂中

间产物的质量数据时, 需要对制剂中间产物进行质量

控制[136], 检项与成品类似。

mRNA药物成品的质量控制项目包括鉴别、含量 

(mRNA含量、完整性、纯度; 递送系统含量; 佐剂与辅

料含量)、理化特性 (包括常规属性如外观、装量、可见

异物、不溶性颗粒和渗透压等; 关键属性如纳米颗粒粒

径、分散系数、zeta电位和 pH等)、复合率和/或包封率、

杂质、安全性 (无菌、内毒素和异常毒性)、生物学活性。

在mRNA药物的质量控制中, 应建立相应的标准

物质, 用于仪器校准、作为工作标准品以及评价质量控

制方法等。标准物质的质量特性已经准确定值, 在质

量控制中, 单独检测标准物质或将其与待测样品平行

检测, 可以评价检测过程的可靠性以及待测样品检测

结果的准确性。mRNA药物具有广阔的发展前景, 将

来会有更多实验室承担药品各阶段的检验检测工作, 

标准物质为检测方法的标准化和结果的可比性提供重

要的标尺。

疫苗类制品、血液制品、用于血源筛查的体外诊断

试剂等的上市需要批签发。IVT-mRNA类药物是否需

要批签发, 应根据使用人群 (如疫苗的使用人群为健

康人, 使用范围广)、生产过程的污染风险、产品安全风

险以及可能造成的社会影响等方面具体考虑。例如, 

mRNA疫苗类产品应进行批签发, mRNA治疗性单抗

可以考虑不进行批签发。

随着技术发展和研发的进行, 研发中产品和已上

市产品可能发生生产工艺的变更。需要对变更前后产

品的关键质量属性进行可比性分析, 证实变更未对产

品的质量属性造成不利影响。考虑到对 mRNA 药物

认知的有限和药物的复杂性, 工艺变更应谨慎进行, 且

变更后应充分评估产品质量变化。

5 总结与讨论 

IVT-mRNA药物的应用前景广泛。随着IVT-mRNA

技术的发展, mRNA药物的序列设计、递送系统和给药

途径都在不断优化。然而, IVT-mRNA药物作为一项

新兴技术, 还面临诸多挑战。在药物设计与应用方面, 

如何提高mRNA药物的靶向性, 降低纳米毒性和免疫

原性是需要考虑的问题。此外, 现有mRNA疫苗的超低

温冷链运输条件影响了产品的可及性, 因此, 如何优化

药物设计, 降低产品储存运输成本, 也是制药者需要努
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力的方面。在药物评价方面, mRNA药物临床试验数

据不足, 其安全性和人体中的有效性尚有一定争议, 考

虑到体外实验和体内实验的差异, 以及动物和人体的

差异, 需要补充更多的人类细胞系和临床试验数据。

在药物质量控制方面, IVT-mRNA药物的历史较短, 目

前仅LNP-mRNA疫苗的技术指南较完善; 随着mRNA

药物研究的深入, 将来需要完善其他品种mRNA药物

的质量控制乃至质量管理体系, 从研发、生产、检验和

销售等全方位保障mRNA药物的安全性和有效性。
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