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摘要 信使RNA(messenger RNA, mRNA)作为基因信息的瞬时载体, 是一种多功能、灵活及安全的基因治疗手段,
但由于mRNA分子的不稳定性和免疫原性, 这种基因疗法最初并没有得到普及. 在过去几十年里, 定量与工程生物

学学科交叉融合使得以mRNA为基础的基因治疗方法逐渐从概念验证阶段走向临床治疗阶段. 本文从mRNA的功

能结构、体外合成mRNA的设计和技术创新等方面阐述了定量与工程生物学在mRNA基因治疗中的应用. 借助一

些实验室和临床应用案例展示了定量与工程生物学方法指导mRNA药物设计, 解决当代医疗问题. 有效的工程设

计方法将有助于针对各种适应证和遗传背景建立精准的mRNA基因治疗平台. 目前, 尽管基于mRNA的基因治疗

方法在大多数适应证中仍处于预临床阶段, 但各种工程与定量生物设计方法的积累可能会为新一代mRNA基因疗

法拓宽道路.
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信使RNA(messenger RNA, mRNA)是遗传信息的

中间体和生物表达蛋白质的模板. 因此, 可以将外源

mRNA引入靶细胞表达感兴趣的蛋白. 在20世纪70年
代初, Gurdon等人[1]首次利用微注射方法在爪蟾卵母

细胞中验证了上述概念. 以mRNA为基础的基因治疗

方法的优势在于: 首先, mRNA疗法具有更广泛的应

用, mRNA不需要进入细胞核就可以在细胞质内表达

蛋白质实现其功能, 因此, mRNA可以在缓慢分裂或不

分裂的细胞中发挥作用; 其次, mRNA疗法具有更高的

安全性, 由于其表达的瞬时性和基因组整合极低的可

能性, 降低了与基因治疗相关的两个主要风险(宿主基

因组的整合和关键区域的突变)[2]; 最后, 体外合成

mRNA的半衰期和表达丰度可以通过结构和组分设计

来确定, 使得mRNA类药物的药代动力学(pharmacoki-
netics, PK)被更好地控制[3]. 这些优势为mRNA类合成

药物的药品生产质量管理规范(good manufacturing
practice, GMP)创造了有利条件. 此外, 利用细胞自然

机制合成的治疗性蛋白质具有天然的翻译后修饰和适

宜的蛋白质折叠效果, 这比体外合成的重组蛋白质更

有优势.
近年来, mRNA作为一种治疗手段, 在基因治疗领

域日益受到重视. 体外转录(in vitro-transcribed, IVT)
mRNA已应用于临床前及临床试验, 包括癌症治疗[4]

、

疫苗研发[5,6]和蛋白替代药物研发[7,8]等. 与癌症和疫苗
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治疗相比, 大多数使用mRNA的蛋白替代疗法仍处于

临床前开发阶段(https://clinicaltrials.gov/). 进展较快的

mRNA疗法的临床代表案例整理在表S1.
合成mRNA驱动目标蛋白在体内表达俨然成为一

种替代传统基因疗法的新兴基因疗法. 尽管mRNA已

成为一类潜在的治疗药物, 但一些影响mRNA治疗效

果的因素必须得到改善, 包括可翻译性、稳定性、免

疫原性和细胞内递送等, 以进一步实现临床的广泛应

用[9]. 近年来, 合成mRNA技术及相关研究发展迅猛,
这得益于过去的几十年里, 代表定量化的定量生物学

与代表工程化的合成生物学两者高度互补结合 .
mRNA基因治疗要达到特定的目的, 需要优化设计以

可预测和定量的方式发挥作用, 而定量与工程生物学

提高了我们有效设计和优化生物系统以执行设计任务

的能力. 本文阐述了mRNA基因疗法的应用优势和前

景, 借助一些案例展示了定量与工程生物学方法应用

于mRNA基因治疗以及指导mRNA药物设计, 解决当

代医疗问题.

1 mRNA的主要结构及其生物学功能

具有翻译功能的真核生物mRNA的结构通常包含

5′帽子结构(5′ cap)、5′-非翻译区(5′-untranslated regions,
5′-UTR)、开放阅读框(open reading frame, ORF)、3′-非
翻译区(3′-untranslated regions, 3′-UTR)和多聚腺苷酸尾

(poly(A) tail). 如果翻译的目标蛋白是分泌型蛋白，在

设计mRNA结构时通常考虑引入前导肽(leader peptide)
或信号肽(signal peptide, SP)的核酸序列(图1(b)).

1.1 5′帽子结构

5′帽子结构能够与真核起始因子4E(eukaryotic in-
itiation factor 4E, eIF4E)结合, 对mRNA的高效翻译至

关重要[10]. 没有帽子结构的mRNA不能被翻译, 且具有

免疫原性. 5′帽子结构能保护mRNA免受核酸外切酶的

切割, 是招募mRNA前体剪接、聚腺苷酸化和核输出

的蛋白因子唯一识别锚点[11]. 合成IVT mRNA通常使

用帽类似物. 常用的帽类似物主要有5类: m7GpppG
帽类似物 (cap0)、m7GpppGm帽类似物 (cap1)、
m7GpppGm2帽类似物(cap2)、经修饰的抗逆转帽类似

物(antireverse cap analogs, ARCA)和β-S-ARCA(图1(a)).
在体外转录过程中, m7GpppG结合的方向不定会

导致帽子结构的识别效率偏低, 进而造成mRNA的翻

译效率降低[12]. 通过工程学方法, 在m7鸟苷(m7G)的

C2′-或C3′-位上进行修饰, 开发了ARCA. ARCA不能以

相反的方向整合, 因此在一定程度上提高了IVT mRNA
的翻译效率[13]. 为了进一步提高mRNA对去帽酶的抵

抗力, 同时增加其对eIF4E的亲和力, 将ARCA进行化学

修饰, 如在β-磷酸中使用硫代磷酸酯修饰的帽类似物

(β-S-ARCA). 研究显示, 与ARCA或m7GpppG相比, β-
S-ARCA在树突细胞(dendritic cells, DCs)中既能提高

mRNA的翻译效率又能延长mRNA的半衰期[14]. β-S-
ARCA能抵抗清除剂脱帽焦磷酸酶(scavenger decapping
pyrophosphatase, DcpS)去帽酶的作用, 从而延长mRNA
的半衰期[15]. 不过, 这种含硫代磷酸键的β-S-ARCA帽

子类似物合成的mRNA, 其产生的抗原特异性反应要

大于标准ARCA合成的mRNA[14]. 此外, β-S-ARCA还具

有细胞选择性, 如在小鼠乳腺上皮细胞(HC11)和不成

熟的DCs细胞中, β-S-ARCA加帽的mRNA可以表达蛋

白, 而在成熟的DCs细胞中则不能[14].
先天免疫系统胞质RNA传感器, 如RIG-I(retinoic-

acid-inducible gene I)和IFIT1(interferon-induced proteins
with tetratricopeptide repeat 1)等能识别外源mRNA并产

生一定的免疫响应, 这种传感器介导的免疫刺激反过

来可能抑制mRNA的翻译 [16]. RIG-I能被cap0加帽

mRNA激活, 但不被cap1加帽的mRNA激活, 而IFIT1与
cap0的亲和力更强[17,18].

1.2 mRNA非翻译区

mRNA非翻译区(untranslation region, UTR)包括5′-
UTR和3′-UTR, 其中包含多种调控元件, 这些元件对

mRNA的稳定性和蛋白质的翻译至关重要. 真核生物

mRNA的UTRs在转录后调控中起着关键作用, 包括调

节mRNA稳定性[20]
、调控mRNA的亚细胞定位[21]

、控

制mRNA的出核转运以及翻译效率[22,23]等. 图1(c)展示

了非翻译区中主要结构元件的功能特征. 5′-UTR短而

无结构, 因为稳定的次级基序阻碍了小核糖体亚基对

起始密码子的识别[24]. UTR组合文库的研究显示, 5′-
UTR序列对于蛋白质表达最关键, 3′-UTR是mRNA半

衰期的关键驱动力[25].
大多数影响mRNA稳定性的顺式作用元件通常位

于3′-UTR, 因此具有较短3′-UTR的mRNA会丧失这些

调控元件, 并表现出较大的稳定性[20]. AU-富集元件

(AU-rich elements, AREs)和GU-富集元件(GU-rich ele-
ments, GREs)是3′-UTR里最常见的不稳定序列[26,27]. 在
合成mRNA时, 需要避免这些不稳定基序, 同时引入稳
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定的元件以改善mRNA的半衰期. IVT mRNA多使用珠

蛋白(globin)的UTR, 含α-和β-globin的3′-UTR mRNA的

半衰期超过1 d, 这是由于其3′-UTR含有不连续的嘧啶

富集稳定元件[28,29]以及核仁蛋白结合元件(nucleolin-
binding element)[30].终止密码子后面紧跟G或A,能有效

地终止翻译 [31].

1.3 ORF

ORF是编码目标蛋白的区域. 同样, 在编码区需要

避免AREs或UA和UU二核苷酸富集的不稳定RNA元

件. 编码区GC含量也是一个重要的参数. 此外, ORF序
列具有一定的免疫刺激作用并影响翻译效率, 富U序列

和一些RNA高级结构具有免疫刺激性, 能与各种RNA
传感器, 如Toll样受体(Toll-like receptors, TLR)、RIG-I
和蛋白激酶R(protein kinase R, PKR)等相互作用, 影响

mRNA的稳定性[32~34]. 体外转录的mRNA免疫原性阻

碍了mRNA疗法的发展.
由于必须维持蛋白编码的信息, 因此ORF不能像其

他结构元件一样自由调整. ORF可以利用密码子的简并

性进行优化. 密码子优化是基于宿主tRNA的偏好, 将丰

图 1 (网络版彩色)mRNA的主要结构及其工程设计. (a) 常用的帽类似物. (b) mRNA的主要结构. 5′ cap: 5′帽子结构; 5′-UTR: 5′-非翻译区; SP:
信号肽; ORF: 开放阅读框; 3′-UTR: 3′-非翻译区; poly(A) tail: 多聚腺苷酸尾. (c) 非翻译区内结构元件及其功能. ♠, 转录控制; ♥, 亚细胞定位; ♦,
mRNA的稳定性; ♣, 聚腺苷酸化. 图(c)改编自文献[19]
Figure 1 (Color online) The main structure of mRNA and its engineering design. (a) Commonly used cap analogues. (b) The main structure of
mRNA. 5′ cap: 5′ cap structure; 5′-UTR: 5′-untranslated region; SP: signal peptide; ORF: open reading frame; 3′-UTR: 3′-untranslated area; poly(A) tail:
poly A tail. (c) Structural elements and their functions of untranslated region. ♠, Transcription control; ♥, subcellular localization; ♦, mRNA stability; ♣,
polyadenylation. Figure (c) adapted from Mignone et al.[19]
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度高、频繁使用的密码子替换为稀有密码子. 然而, 密

码子优化并不都有利, 密码子优化可能影响蛋白质构象

和功能、增加免疫原性并降低功效, 也可能破坏了原有

RNA二级结构和潜在的剪接基序. 虽然也有报道显示,
可以通过密码子优化显著提高蛋白质产量, 但并不是

所有情况都适用. 某些蛋白质需要缓慢的翻译才能进

行适当的折叠和修饰, 这也是稀有密码子存在的意义.

1.4 poly(A)尾

poly(A)尾与5′帽子结构和其他多种决定因素协同

调控mRNA的翻译效率和稳定性[35]. 合成mRNA的poly
(A)尾可以在体外转录过程中产生, 也可以在转录后通

过附加的酶反应产生. 然而, 酶加尾难以控制poly(A)
尾的长度, 从而难以统一单批次的加尾反应. 相反, 当

线性DNA模板中含有poly(A)尾转录序列时, 不同批次

体外转录反应均可产生稳定长度的poly(A)尾. 由于在

预临床和临床应用中的目标是以高可重复性的方式精

确生产药物, 因此直接产生poly(A)尾的方法更受欢迎.
大多数研究表明, 当将poly(A)尾的长度从大约

60~70 nt增加到100~150 nt时, mRNA的翻译都可以增

强. 对DCs细胞中poly(A)尾长度的系统研究发现, 蛋白

质的表达随poly(A)尾长度的增加而增加, 而含有120个
腺苷poly(A)尾mRNA的蛋白质产量最高[36].

2 体外合成mRNA稳定性和表达效率的设计

2.1 化学修饰核苷酸改善mRNA的稳定性、免疫原
性和翻译效率

mRNA是遗传信息的瞬时载体, 但由于RNA分子

的普遍不稳定性和免疫原性等原因, 以mRNA为基础

的基因疗法方法最初并没有得到普及, 而核苷酸修饰

是一种改善的策略.
RNA的转录后修饰在自然界中频繁发生, 但在各

个物种中相对保守. 这些自然发生的修饰分为内源

mRNA分子和外来入侵微生物的RNA分子. 到目前为

止, 已经发现了172种修饰核苷酸, 然而大多数核苷酸

的修饰类型是比较罕见的[37]. 密码子工程与化学修饰

核苷酸的结合, 以及模拟自然发生的细胞内修饰等已

被证明可以降低免疫原性和增加翻译效率[38]. 有研究

显示, 核苷酸修饰可以通过增加RNA分子的稳定性和

降低其免疫原性来大大增强mRNA的功能属性(Kariko
paradigm)[39,40], 这对mRNA基因治疗方法的发展具有

划时代的意义.
mRNA的免疫原性在于mRNA可以激活由模式识

别受体(pattern recognition receptors, PRR)触发的抗炎

反应, 诱导促炎性细胞因子和Ⅰ型干扰素(interferons,
IFN)基因的表达[41], 最终导致mRNA的降解和翻译效

率的降低. PRR可感应单链RNA(single stranded RNA,
ssRNA)、双链RNA(double-stranded RNA, dsRNA)和无

帽mRNA. PRR包括TLR[32]和胞质维甲酸诱导基因Ⅰ

(retinoic-acid-inducible gene Ⅰ, RIG-Ⅰ)样受体((RIG-
Ⅰ-like receptors, RLRs)[42]. 化学修饰核苷酸可以降低

mRNA的免疫原性. 核苷酸修饰的RNA可作为RIG-
Ⅰ反应抑制剂[43,44]. Durbin等人[45]发现, RNA修饰可以

消除RIG-Ⅰ信号响应. 研究显示, N6甲基腺苷(N6-
methyladenosine, m6A)、5甲基尿苷(5-methyluridine,
m5U)、2硫尿核苷(2-thiouridine, s2U)、假尿苷(pseu-
douridine, Ψ)、2′-氟脱氧尿苷(2′-fluoro-deoxyuridine,
2FdU)或2′-氟脱氧胞苷(2′-fluoro-deoxycytidine, 2FdC)
可中断不同阶段的RIG-Ⅰ信号传导途径. 同理, 不同的

RNA修饰也可消除dsRNA和ssRNA引起的PKR激活[46].
从另一方面看, mRNA的强免疫刺激作用实际上可以

用于疫苗接种. 据报道, 具有mRNA的靶向抗原呈递细

胞(antigen presenting cells, APCs)可通过激活T细胞和B
细胞来诱导抗肿瘤免疫[47]. Ⅰ型IFN对T细胞免疫的影

响可能是有益的, 也可能是有害的, 这取决于它们的诱

导动力学、强度和分布. 刺激先天免疫可能会提高疫

苗的效力, 不过仍然需要考虑, 不加选择的免疫激活会

诱导mRNA的降解并使抗原表达降低.
掺入修饰的核苷酸减少了先天免疫激活反应, 但

体外合成的化学修饰mRNA仍残留Ⅰ型IFN和促炎细

胞因子的诱导作用. 高效液相色谱(high performance
liquid chromatography, HPLC)纯化可去除体外转录

RNA中的dsRNA、未成功转录的RNA及其他污染物,
使体外合成的mRNA产生更高的翻译效率[48]. 因此, 将
修饰的核苷酸掺入合成mRNA中并随后进行HPLC纯

化是目前获得先天免疫沉默mRNA的标准方法. 然而,
也有研究发现, 添加免疫抑制剂(结合Ⅰ型IFN的牛痘

病毒的诱饵受体B18R[49,50])或免疫逃避蛋白(甲型流感

病毒衍生的多功能非结构蛋白NS1[51])的替代策略也可

减轻体外合成mRNA引起的先天免疫反应.
比较常用的化学修饰核苷酸有m6A、Ψ、N1甲基

假尿苷(N1-methylpseudouridine, m1Ψ)、s2U、m5U和5
甲基胞苷(5-methylcytidine, m5C)等(图2). 这些修饰核
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苷酸单独或组合使用都具有一定的效果. Ψ和s2U掺入

mRNA可以降低其免疫刺激作用[52]. m1Ψ是一种天然

存在于18S rRNA中的修饰. 有研究显示, m1Ψ单独使

用或与m5C联合使用大约是经典Ψ合成mRNA编码目

的蛋白表达的44和13倍[53]. 此外, 化学修饰核苷酸合成

的mRNA也被广泛应用到医学相关研究中. 例如, War-
ren等人[54]利用m5C/Ψ修饰的IVT mRNA成功对人的体

细胞进行重编程和分化; Miki等人[55]利用m5C/Ψ修饰

的mRNA作为筛选多能干细胞衍生特定细胞的纯化工

具. 除了筛选纯化特定细胞外, Wroblewska等人[56]利用

m5C/Ψ修饰的mRNA构建了一种用于选择性杀死癌细

胞的合成mRNA元件; Zangi等人[57]利用m5C/Ψ修饰的

mRNA通过表达旁分泌因子对心肌梗死的小鼠进行器

官修复; Kormann等人[58]利用m5C/s2U修饰的mRNA治

疗遗传性表面活性蛋白B(surfactant protein B, SP-B)缺
失引起的先天性致死肺病; Mahiny等人[59]利用m5C/
s2U修饰的mRNA在小鼠中表达锌指核酸酶用于基因

组编辑.

2.2 mRNA UTR设计改变蛋白产量和半衰期

在体内递送的外源性mRNA具有相对较短的半衰

期是该基因疗法一个主要的缺点. 通过工程改造可以

解决mRNA半衰期短的问题 . UTR的调节是提高

mRNA稳定性和翻译效率的一种方法.

图 2 (网络版彩色)mRNA合成常用的天然核苷酸和修饰核苷酸的化学结构. A: adenosine; m1A: N1-methyladenosine; m6A: N6-methyladeno-
sine; U: uridine; Ψ: pseudouridine; m1Ψ: N1-methylpseudouridine; s2U: 2-thiouridine; m5U: 5-methyluridine; mo5U: 5-methoxyuridine; 2FdU:
2’fluoro-deoxyuridine; C: cytidine; m5C: 5-methylcytidine; mo5C: 5-methylcytidine; hm5C: 5-hydroxymethylcytidine; 2FdC: 2′-fluoro-deoxycytidine;
G: guanosine; m2G: 2-methylguanosine
Figure 2 (Color online) Chemical structures of natural nucleotides and modified nucleotides which commonly used for mRNA synthesis. A:
adenosine; m1A: N1-methyladenosine; m6A: N6-methyladenosine; U: uridine; Ψ: pseudoouridine; m1Ψ: N1-methylpseudouridine; s2U: 2-thiouridine;
m5U: 5-methyluridine; mo5U: 5-methoxyuridine; 2FdU: 2′fluoro-deoxyuridine; C: cytidine; m5C: 5-methylcytidine; mo5C: 5-methylcytidine; hm5C:
5-hydroxymethylcytidine; 2FdC: 2′-fluoro-deoxycytidine; G: guanosine; m2G: 2-methylguanosine
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5′-UTR中有蛋白质翻译预启动复合物的起始结合

位点, 对蛋白质的翻译效率起着关键作用[60]. mRNA的

5′-UTR和3′-UTR可以替换或改变以增加mRNA的翻译

效率和稳定性. Globin mRNA能够产生大量的蛋白, 且
具有较长的半衰期[61,62]. 研究显示, 人α-和β-globin的3′-
UTR可增强mRNA的稳定性并促进翻译, 将人β-globin
的3′-UTR从头到尾方向排列可以额外增加mRNA的稳

定性[63]. 研究发现, 不仅在mRNA 3′-UTR处插入一个拷

贝的β-珠蛋白3′-UTR核酸序列能增加目标蛋白的翻译,
而且背对背引入两个拷贝的β-珠蛋白3′-UTR核酸序列

也能进一步加强这种效果[62]. 然而, 这种加强效果只出

现在未成熟的DCs细胞中, 而非成熟的DCs细胞. War-
ren等人[54]在成纤维细胞重新编程为诱导的多能干细

胞过程中, 使用了包含强Kozak翻译信号的人工5′-UTR
核酸序列和α-globin的3′-UTR核酸序列来提高mRNA
的蛋白产量.

不同的治疗目的需要对应的治疗方案, 未来UTR的
研究将使用特定的疾病模型来详细研究药代动力学/药
效动力学(pharmacodynamics, PD), 这将有助于了解

mRNA分子的应用频率和治疗窗口. 根据治疗的需求,
针对半衰期较长的蛋白质, 如果其需求量较小, 应用的

频率较低, 可以利用工程学方法降低mRNA的翻译效

率, 如将AREs元件整合到3′-UTR使对应的mRNA序列

快速降解以缩短半衰期[64].
Sample等人[65]结合深度学习和多核糖体表达谱技

术建立了一种5′-UTR预测模型, 该模型可以准确地预

测特定序列的核糖体负载水平, 从而精确调控蛋白质

的表达, 并且该模型可以应用到基于化学修饰mRNA
的基因治疗中. 目前的研究为UTRs的优化提供了重要

的信息, UTRdb[66]收录了大量真核mRNA的UTR序列,
同时, 借助人工智能和机器学习筛选方法, 获得了诸多

特定功效的人工合成UTR序列以优化蛋白质翻译[67,68].
未来针对不同的治疗需求, 为合成治疗性mRNA药物

人工设计特定的UTR是可期的.

3 体外合成mRNA时空可控和表达开关的
设计

3.1 药物递送材料实现mRNA表达的时空可控性

mRNA为基础的治疗药物主要包含两部分: mRNA
及其药物递送材料. 就mRNA基因疗法而言, 仅mRNA
分子难以穿透靶细胞, 且mRNA易在生物体液内降解,

导致在全身性给药后药物无法在靶器官中积聚[69]. 然

而, 药物递送材料可以帮助将mRNA递送到目标细胞

内. 尽管在部分临床应用案例中, 将一些裸露的mRNA
(naked mRNAs)用于药物治疗(NCT02035956、
NCT03480152和NCT03468244等), 但是适当的递送方

法对实现mRNA的全身给药及进一步扩大其治疗范围

是至关重要的.
近年来, 研究人员开发了许多适用于mRNA给药

的新递送材料, 这些递送材料主要分为基于脂质的递

送材料、基于聚合物的递送材料、多因素复合递送材

料以及其他纳米制剂递送材料等[9,70]. 可离子化的脂质

体和脂质体衍生的材料在低pH下可带正电荷, 而在生

理pH下变为中性, 可降低毒性和免疫原性, 同时又维

持了药物递送效率[2].
脂质纳米颗粒(lipid nanoparticles, LNPs)类递送材

料已成为最广泛使用的复合mRNA递送材料. LNPs通
常包含4个成分: (1) 包裹mRNA的含有叔胺或季胺类

的材料, 如可电离材料、阳离子脂质或聚合材料等;
(2) 与细胞膜中脂质相似的两性离子脂质材料, 如1,2-
二油酰基-sn-丙三基-3-磷酸乙醇胺(1,2-dioleoyl-sn-gly-
cero-3-phosphoethanolamine, DOPE)等; (3)稳定LNPs的
脂质双层的胆固醇; (4) 改善胶体稳定性并减少蛋白质

吸收的LNPs的水合层, 如聚乙二醇(polyethylene glycol,
PEG)等. 上述四类成分的配比会影响LNPs制剂的功效

和耐受性, Weng等人[9]的综述回顾了mRNA代表性的

LNPs递送系统及其组分比率.
致力于mRNA药物研究的生物技术公司针对需求

开发了专有的mRNA药物递送系统. CureVac开发了基

于鱼精蛋白配制的RNA复合物的RNActive疫苗平台,
该疫苗平台在临床前动物模型和患者体内均提高了针

对癌症和传染病的有利免疫激活[71]. BioNTech开发的

DOTMA(DOTAP)/DOPE脂质复合物通过全身递送的

方式可实现递送的mRNA在DCs细胞中优先表达[72].
BioNTech开发的纳米颗粒RNA-LPX疫苗平台可将嵌

合抗原受体(chimeric antigen receptor, CAR)抗原传递

到淋巴区室, 刺激过继转移的CAR-T细胞, 最终可使难

以治愈的小鼠模型中的大肿瘤消退[73]. Moderna开发了

一种可生物降解的可电离脂质递送材料用于非人类灵

长类动物(non-human primates, NHPs)的mRNA药物递

送 [ 7 4 ] . 越来越多的公司及科研机构院校开发新型

mRNA递送制剂, 并正在进行一些临床前和临床研

究[9,70]. 一些市售的mRNA标准化递送材料也用于实验
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室研究, 如TransIT®[75]
、in vivo-jetPEI®[76]、Lipofecta-

mineTM[77]
、StemfectTM[76]和MegaFectinTM[58]等.

药物递送材料可以实现细胞或组织特异性递送.
Fornaguera等人[47]通过Michael加成反应对聚氨酯(poly
(β-amino esters), PBAEs)上的丙烯酸基团添加了CKKK
(Cys+3Lys)寡肽, 获得了寡肽修饰的PBAEs(oligopep-
tide modified PBAEs, OM-PBAEs), 该OM-PBAEs能靶

向给药APCs细胞. Lou等人[78]报道了一种肽功能化的

mRNA多聚物, 可通过唾液酸介导的吞噬作用进入DCs
细胞, 从而实现靶向激活APCs细胞.

肝细胞可以接纳多种类型的脂质体和聚合物载药

系统, 且肝脏是许多分泌蛋白质的生产基地, 因此, 肝

脏靶向输送的mRNA载药系统是产生大量分泌蛋白的

一种有效途径[79]. 对于许多疾病, 肝脏是基于mRNA蛋

白替代疗法的首选器官, 因为全身给药的mRNA药物

主要被网状内皮系统(reticuloendothelial system, RES)
捕获至肝脏. 此外, 载脂蛋白E(apolipoprotein E, apoE)
与生物材料(如脂质体和脂质体衍生的材料)之间的相

互作用促进了mRNA药物在肝脏中的积累[80]. N-乙酰

半乳糖胺(N-acetylgalactosamine, GalNAc)偶联也是一

种主要的肝脏靶向给药的策略, 并且在临床试验中被

应用于越来越多的RNA治疗药物. 然而, 针对肝脏以外

的器官则需要发现新的配体.
对肺mRNA药物的靶向递送, 过去主要采用静脉

注射和气管内给药的方式. 通过静脉注射实现肺靶向

递送mRNA药物具有较高的挑战性, 因为全身给药的

mRNA纳米颗粒大量富集在肝脏和脾脏中[81]. 采用被

动靶向肺部给药的纳米颗粒的粒径大于7 μm才可使药

物保留在肺泡毛细血管中[82]. 肺毛细血管是无孔的, 阻
碍了大分子从血液到肺组织的自由交换[81]. 将肺亲和

配体与纳米颗粒偶联可以显著增加肺靶向的mRNA递

送[83]. Schrom等人[84]通过将mRNA与预组装的C12-(2-
3-2)oligoalkylamines脂质胶束混合制备了肺靶向的脂

质体纳米颗粒(pulmonary lipid formulation, PLF). Kacz-
marek等人[85]开发了由PBAEs和PEG组成的混合聚合

物脂质纳米颗粒, 用于肺靶向mRNA的输送. 此后, 通

过对聚合物结构和纳米颗粒配方的优化, Kaczmarek等
人[86]又得到了一种新型高效的肺特异性纳米颗粒用于

mRNA的递送. Cheng等人[87]报道了一种用于组织特异

性mRNA递送和CRISPR-Cas基因编辑的选择性器官靶

向(selective organ targeting, SORT)纳米颗粒. 该技术通

过添加补充的SORT分子设计专门用于编辑肝外组织

(针对肺、脾脏和肝脏)的SORT脂质纳米颗粒, 以选择

性编辑与治疗相关的细胞类型, 包括上皮细胞、内皮

细胞、B细胞、T细胞和肝细胞[87]等.
此外, 许多生物材料也被开发出来用于将mRNA

递送到特定器官(皮肤[88]
、眼睛[89]和心脏[90]等). 对于

上述器官, 局部给药是主要的给药途径. 高通量技术、

优化筛选方法和调节细胞信号通路以开发识别组织特

异性的高效递送系统也会加速解决器官的靶向给药问

题[91,92].

3.2 针对特定细胞构建表达开关控制mRNA的表达

定量与工程生物学方法的应用大大提高了mRNA
药物的效力和安全性, 其在推进mRNA疗法用于疫苗开

发、免疫肿瘤学和蛋白质替代疗法等领域也已取得重

大进展. 一个潜在的值得探索的治疗领域是针对特定

细胞构建表达开关用以控制mRNA的表达. 在肿瘤治

疗过程中, mRNA编码有毒蛋白质选择性地在病变细

胞中表达, 进而诱导细胞死亡, 这种特洛伊木马式的治

疗策略需要将毒性蛋白的表达严格控制在靶细胞中[93].
微小RNA(microRNA, miRNA)的作用类似于小干

扰RNA(small interfering RNA, siRNA),能够降解mRNA.
将该策略应用于癌症的治疗, 具有细胞特异性和组织特

异性表达的miRNAs可用于抑制非预期受体细胞中

mRNA的蛋白表达. miRNA-mRNA调控的保守原则使

得这项技术可以跨物种应用. miRNA以细胞选择性的

方式控制外源性mRNA的表达, 这些调控体外转录

mRNA的miRNA被称为miRNA开关(miRNA switches).
目前多数mRNA药物递送方法在全身性给药后会

倾向于在肝脏中积累并高表达, 因此, 需要找到消除

mRNA药物递送到肝脏或阻断mRNA在肝脏中表达的

方法. 利用内源性miRNA库, 编码有毒蛋白的mRNA在

驱动肿瘤细胞凋亡的同时也能避免对肝脏的损伤. 例

如 , 含有miRNA靶点的编码凋亡蛋白 (caspase或
PUMA)的治疗性mRNA可以阻止其在健康肝细胞中的

表达, 同时触发肝癌细胞的凋亡[93].
已有研究显示, 包含人工miRNA靶向结合位点的

mRNA, 即包含miRNA开关的mRNA能够成功用于实

现合成回路(synthetic circuits)的细胞特异性表达[56], 鉴
定并消除非分化诱导干细胞[55,94], 以及使用miRNA响

应的CRISPR-Cas9实现细胞选择性基因组编辑[95].
然而, 也有研究显示, Ψ、m1Ψ和m5C在增加翻译

效率的同时也会减弱miRNA开关的功能[96]. 核苷酸修
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饰能够增加翻译效率并稳定mRNA的高级结构, 从而改

变RNA与自身或与RNA结合蛋白之间的相互作用[97].
虽然有研究显示了这样一种现象,但是化学修饰核苷酸

对miRNA作用的mRNA沉默的影响并未研究透彻.

4 总结

本文探讨了定量与工程生物学在mRNA基因疗法

应用中的最新进展, 展示了定量与工程生物学在优化

mRNA基因治疗上的潜在应用. 尽管某些案例仍处于

概念验证阶段, 但是各种定量与工程生物学方法或工

具的积累可能为拓宽新一代mRNA基因疗法奠定基础.
定量与工程生物学创新设计将有助于充分发挥mRNA
基因治疗潜力, 并在不久的将来转变为基因治疗的主

要治疗工具.
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As a transient vector of gene information, messenger RNA (mRNA) is a multifunctional, flexible and safe gene therapy.
However, due to the general instability and immunogenicity of mRNA molecules, mRNA gene therapy has not been
popularized at first. Over the past few decades, the cross-integration of quantitative and engineering biology has led to a
gradual shift from the concept validation phase to the clinical treatment phase. In this paper, we discussed the application of
quantitative and engineering biology in mRNA gene therapy from the functional structure of mRNA, design and technical
innovation of in vitro synthetic mRNA. Effective engineering approaches will help to establish a precise mRNA gene
therapy platform for a variety of indications and genetic backgrounds. Although mRNA therapy is still in the pre-clinical
phase in most indications, the accumulation of various engineering and quantitative bio-design methods may broaden the
path for next-generation mRNA gene therapy.
mRNA is an intermediate of genetic information and a template for the biological expression of proteins. Therefore,

exogenous mRNA can be introduced into target cells to express the protein of interest. In the early 1970s, Gurdon first
verified the above concept in Xenopus oocytes using microinjection. The advantages of mRNA-based gene therapy
methods are: First, mRNA therapy has a broader application. mRNA does not need to enter the nucleus to express proteins
in the cytoplasm to achieve its function. Therefore, mRNA can be played in cells that divide slowly or do not divide role.
Second, mRNA therapy has higher safety, due to its transient expression and the extremely low possibility of genome
integration, thereby reducing the two main risks associated with gene therapy (host genome integration and mutations in
key regions). Third, the half-life and expression abundance of mRNA synthesized in vitro can be determined by the
structure and component design, so that the pharmacokinetics of mRNA drugs can be better controlled. This has created
favorable conditions for the pharmaceutical good manufacturing practice (GMP) of mRNA synthetic drugs. In addition,
therapeutic proteins synthesized using the natural mechanism of cells have natural post-translational modifications and
suitable protein folding effects, which are more advantageous than recombinant proteins synthesized in vitro. In recent
years, mRNA, as a therapeutic method, has received increasing attention in the field of gene therapy. Currently, in vitro-
transcribed (IVT) mRNA has been used in pre-clinical and clinical trials, including cancer treatment, vaccine development,
and protein replacement drug development. Compared with cancer and vaccine treatment, most protein replacement
therapies using mRNA are still in preclinical development stage.
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