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摘 要:2023年诺贝尔生理学或医学奖授予美国科学家卡塔琳·卡里科(Katalin
 

KARIK􀆕)和德鲁·魏斯

曼(Drew
 

WEISSMAN),以 表 彰 他 们 在 核 苷 碱 基 修 饰 方 面 的 发 现,为 研 发 有 效 的 抗 新 型 冠 状 病 毒

(SARS-CoV-2)的mRNA
 

疫苗做出了杰出贡献。掺入修饰碱基的mRNA可以逃避不良的免疫反应,而且含假

尿苷的 mRNA
 

能更有效地进行翻译。以两位科学家的研究为基础,科研人员完善了 mRNA
 

疫苗的研发技术

体系。展望了核苷碱基修饰、mRNA
 

疫苗、脂质纳米颗粒技术、mRNA
 

疫苗的应用前景。
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Abstract:The
 

2023
 

Nobel
 

Prize
 

in
 

Physiology
 

or
 

Medicine
 

was
 

awarded
 

to
 

Katalin
 

KARIK􀆕
 

and
 

Drew
 

WEISSMAN
 

for
 

their
 

discovery
 

of
 

nucleoside
 

base
 

modification.The
 

study
 

of
 

two
 

scientists
 

found
 

that
 

in
 

vitro
 

transcribed
 

mRNA
 

with
 

modified
 

bases
 

can
 

escape
 

adverse
 

immune
 

reaction
 

and
 

also
 

found
 

that
 

mRNA
 

containing
 

pseudouridine
 

can
 

be
 

translated
 

more
 

effectively.
 

Based
 

on
 

the
 

research
 

of
 

two
 

scientists,
 

the
 

delivery
 

systems
 

have
 

been
 

developed
 

efficiently.
 

The
 

nucleoside
 

modification,
 

mRNA
 

vaccine,
 

lipid
 

nanoparticles,
 

mRNA
 

vaccine
 

application
 

prospect
 

were
 

introduced.
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0 引言

2023年诺贝尔生理学或医学奖授予卡塔林·
卡里科(Katalin

 

KARIK􀆕)和德鲁·魏斯曼(Drew
 

WEISSMAN),以表彰他们在核苷碱基修饰方面

的开创性贡献。两位科学家的发现拓展了 mRNA
与免疫系统相互作用的规律,加速了针对新型冠状

病 毒 (Severe
 

acute
 

respiratory
 

syndrome
 

coronavirus
 

2,
 

SARS
 

CoV-2)感 染 的 mRNA
(Messenger

 

ribonucleic
 

acid,
 

mRNA)疫苗开发与
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应用,
 

同时也为治疗其他传染病、肿瘤等疾病开辟

了新的途径。本文综述了2023年诺贝尔生理学与

医学奖的获奖贡献以及此技术的应用前景。

1 核苷碱基修饰

在机体细胞中,遗传信息大多数以脱氧核糖核

酸(DNA)编码的形式存在,这些信息需要转录成

mRNA,然后以 mRNA
 

为“模板”翻译出蛋白质,
这也是最早Crick提出的“中心法则”。20

 

世纪80
 

年代,体 外 转 录 技 术 已 经 开 发 出 来,转 录 产 物

mRNA,包括目的产物单链 RNA(Single
 

strain
 

RNA,
 

ssRNA),即mRNA,有时还含有双链RNA
(Double

 

strain
 

RNA,
 

dsRNA)。单链RNA可以

被Toll
 

样受体(Toll-like
 

receptor,TLR)7、TLR8
 

识别(图1)。dsRNA
 

可以被TLR3、视黄酸诱导基

因 1
 

蛋 白 (Retinoic
 

acid-inducible
 

protein
 

1,

RIG-1)等识别[1-5]。

注:树突状细胞(DC)对两种 mRNA疫苗的先天免疫反应,其中RNA感受器为黄色,抗原为红色,DC成熟因子为绿

色,肽-主要组织相容性复合体(MHC)为浅蓝色和红色;一个脂质纳米颗粒载体的例子显示在右上方。Ag为抗原;
 

PKR为

蛋白激酶受体;
 

MDA5为黑色素瘤分化相关蛋白5;
 

IFN为干扰素;
 

m1Ψ为1-methylpseudouridine;
 

OAS为
 

2'-
 

5'-寡腺苷

酸合酶;
 

TLR为Toll样受体。

图1 mRNA
 

疫苗的先天性免疫反应

Fig.
 

1 Innate
 

immune
 

of
 

mRNA
 

vaccine

  直接注射 mRNA到动物体内可产生强烈的

非特异 性 免 疫 应 答,
 

TLR 的 激 活 会 产 生 大 量

IFN-α等Ⅰ型干扰素。IFN-α诱导2'-
 

5'-寡腺苷酸

合酶(2'-5'-oligo-adenylate
 

synthase,OAS)
 

基因

的表达,dsRNA
 

激活 OAS,OAS再催化合成2'-
 

5'寡 核 苷 酸,2'-5'寡 核 苷 酸 激 活 核 糖 核 酸 酶

(RNase
 

L),RNase
 

L
 

降 解 外 来 mRNA。针 对

dsRNA的问题,可以采取纯化的方式解决,但体外

合成的mRNA
 

也可能因为高免疫原性,在机体会

被降解[6]。
卡塔琳和魏斯曼发现,外来 mRNA缺乏核苷

修饰,于是就激活了 TLR3、TLR7
 

等[7]。而哺乳

动物 mRNA 具有 m6A(N6-methyladenosine)和

假尿苷(Pseudouridine,Ψ)等核苷修饰,则不会产

生免疫应答。当外来 mRNA中掺入这些核苷时,
则会限制

 

TLR 的被激活能力。m6A 可以限制

TLR3的激活,
 

m6A和假尿苷限制TLR7和TLR8
的激活,这样就大大降低了RNase

 

L
 

的活性[8-10]。

2 mRNA疫苗

炎症反应的消除,为 mRNA疫苗的研制提供

了可能[11]。有别于灭活、减毒等疫苗,
 

mRNA疫

苗是将编码抗原的 mRNA分子,与脂质体混合,
形成脂质体纳米颗粒,再注入体内,

 

该 mRNA分

子则可在体内翻译出病原体的特定蛋白质(如新型

冠状病毒的刺突蛋白)(图2)。
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图2 常规疫苗与未修饰的 mRNA疫苗

Fig.
 

2 Traditional
 

vaccine
 

and
 

unmodified
 

mRNA
 

vaccine

  传统疫苗制备方法主要包括减毒或灭活的病

毒或载体疫苗(图2a)。疫苗接种后刺激抗原特异

性免疫反应,提供免疫保护。直接注射 mRNA疫

苗(图2b)有效性的主要考虑因素包括:抗原在专

业抗原提呈细胞(APCs)中的表达水平,其受载体

效率、病原体相关分子模式(PAMP)以双链RNA
 

(dsRNA)或未修饰核苷形式存在以及RNA序列

优化水平(密码子使用、G:C含量、5'和3'非翻译区

(UTR)等)的影响;树突状细胞(DC)成熟和向次

级淋巴组织迁移,PAMPs增加了这一过程以及疫

苗激活强大的T滤泡辅助细胞(TFH)和生发中心

(GC)
 

B细胞反应的能力———这一领域仍然知之

甚少。

mRNA
 

疫苗是以DNA
 

为模板在体外合成的

单链RNA,通过各种递送方式注入体内,在体内表

达出目标抗原,激活免疫应答。mRNA
 

由以下几

个关键结构元件构成:5'帽子(5'cap)、5'非翻译区

(5'Untranslated
 

regions,5'UTR)、编 码 序 列

(Coding
 

sequence
 

region,CDS)、3'非翻译区(3'
Untranslated

 

regions,3'UTR)和poly(A)尾[12-15]

(图3)。

图3 传统 mRNA疫苗的元件和功能

Fig.
 

3 Components
 

and
 

functions
 

of
 

traditional
 

mRNA

  5'帽子是真核生物mRNA5'端的结构,可以保

护mRNA避免被核酸外切酶酶切,同时也为翻译

提供识别信号[16]。
多聚腺苷酸尾(PolyA)可以提高 mRNA

 

的稳
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定性和翻译效率,也可以抑制脱帽酶的结合,阻止

核酶对mRNA的降解,提高mRNA
 

的稳定性。
非编码区(Untranslated

 

regions,
 

UTRs)
 

包

括5'UTR
 

和3'UTR,有利于 mRNA
 

的稳定性和

翻译效率,但不直接编码蛋白。5'UTR主要功能

是招募核糖体、扫描 mRNA 以及寻找起始密码

子[17]。3'UTR可以通过 AU
 

和GU
 

富集区域等

影响mRNA
 

的稳定性、翻译效率及亚细胞分布。
通常使用珠蛋白、血红蛋白、热休克蛋白的 UTRs

 

序列加入目的编码序列的后面。
开放阅读框(Open

 

reading
 

frame,
 

ORF)是编

码蛋白质的序列,目的蛋白的产生直接受其影响。
不同物种对遗传密码的选择有自己的喜好。通过

对ORF的密码子进行优化,可以提高产物的翻译

效率。
核苷修饰mRNA可以降低外来 mRNA免疫

原性,通常应用假尿嘧啶修饰(图4)。有科学家还

发现,引入假尿嘧啶越多,mRNA
 

的免疫原性降低

越多
 [18-19]。

图4 mRNA中核苷碱基修饰

Fig.
 

4 Nucleoside
 

base
 

modification
 

in
 

mRNA

3 脂质纳米颗粒技术
 

mRNA
 

疫苗的成功生产取决于翻译效率、稳
定性、免疫原性、体内递送效率等几个方面。第一

方面可以通过序列优化实现,第二方面可以通过掺

入修饰核苷实现,第三方面可以通过纯化实现。因

为细胞捕获mRNA效率低,所以如何提高体内递

送效率便成为 mRNA
 

疫苗的剩余问题了[20-26]。
外源mRNA必须穿过脂质细胞膜才能进入细胞

质并被成功翻译为蛋白质。现在 mRNA疫苗的

递送方式主要通过直接注射、载体带入或者通过细

胞带入。直接注射 mRNA是相对快速和经济的,
尽管最近在这方面取得了进展[27-28],但它还不能实

现精确和高效的细胞特异性递送(图5)。
图5所示为mRNA疫苗常用的递送方法和载

体分子以及颗粒复合物的典型直径。其中:a)为裸

mRNA;b)体外电穿孔裸 mRNA;c)为鱼精蛋白

(阳离子肽)复合物 mRNA;d)为与带正电的水包

油阳离子纳米乳相关的 mRNA;e)为与化学修饰

的树状大分子相关并与聚乙二醇(PEG)-脂络合的

mRNA;f)为聚乙二醇脂质纳米颗粒中的蛋白复合

物mRNA;g)为与阳离子聚合物如聚乙烯亚胺

(PEI)相关的 mRNA;h)为与阳离子聚合物(如

PEI)和脂质组分相关的 mRNA;i)为与多糖(如壳

聚糖)颗粒或凝胶相关的 mRNA;j)为阳离子脂质

纳米颗粒中的mRNA(例如,1,2-二聚乙二醇氧基-
3-三甲基丙烷胺(DOTAP)或二聚乙二醇磷脂酰乙

醇胺(DOPE)脂质);
 

k)为 mRNA与阳离子脂质

和胆固醇络合;l)为mRNA与阳离子脂质、胆固醇

和聚乙二醇脂质络合。

图5 mRNA疫苗的主要递送方法

Fig.
 

5 Major
 

delivery
 

methods
 

for
 

mRNA
 

vaccines
目前 应 用 最 广 泛 的 是 脂 质 体 纳 米 颗 粒

(Liposome
 

nanoparticles,LNPs)
 

递 送 系 统。

PARDI
 

等[29]
 

最初用LNPs来递送siRNA,后来发

现LNPs
 

也可以递送 mRNA。LNPs
 

主要由胆固

醇、PEG-脂质、可电离阳离子脂质、磷脂酰胆碱
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(distearoyl
 

phosphatidylcholine,DSPC)等4个部

分组成[30-31](图6)。每种成分对形成的LNP的稳

定性、转染效率和安全性都起着至关重要的作用。
对于mRNA-LNP的形成,不同的脂质和 mRNA
通常分别溶解在乙醇和酸性水相中(例如pH4.0
的柠檬酸缓冲液)。然后,将乙醇和水相以1∶3的

体积比与微流控装置混合,完成自组装过程。在形

成过程中,可电离的阳离子脂质被质子化带正电,
然后通过静电相互作用与带负电的 mRNA结合,
从而将mRNA包裹在LNP内。同时,其他辅助性

脂质,包括磷脂、胆固醇和聚乙二醇化脂质,在其上

自组装以稳定形成的 mRNA-LNP。随后,通过缓

冲交换将 mRNA-LNP溶液调节到中性pH,在此

期间,可电离脂质变得不带电,使其在生理pH 下

稳定且毒性较小[32]。
当LNP

 

mRNA
 

被细胞内吞时,LNP上的可

电离的脂质会带正电,融合内涵体膜,释放mRNA

到细胞质中[33-34]。然后通过翻译系统,合成蛋白

质。这些蛋白质再通过内源性抗原加工途径,启动

细胞毒性T细胞,激活细胞免疫。
蛋白质也可以分泌到细胞外,在循环系统中被

APC
 

摄取。通过外源性抗原加工途径,启动体液

免 疫 应 答,产 生 抗 体 消 除 病 原 体 (图 7)。

MURAMATSU
 

等[31]发现,冻干有利于 mRNA
 

疫

苗的储存,维持稳定性,有利于长途运输和保存。

图6 LNPs结构图

Fig.
 

6 LNPs
 

structure
 

diagram

  注:(A)病原或自身来源的内源性蛋白主要在 MHC
 

Ⅰ通路上显示。这些蛋白质被蛋白酶体分解成更小的肽。多肽

被转运到内质网,装载到 MHC
 

Ⅰ类分子上。这种 MHC
 

Ⅰ肽复合物随后在细胞表面展示给CD8
 

T细胞。(B)另一方面,

通过内吞途径进入细胞的蛋白质在 MHC
 

Ⅱ途径上显示。为此,MHC
 

Ⅱ类分子受到不变性链(Ⅱ)的保护,不与内质网中

的内源性肽结合。MHC
 

Ⅱ-Ii复合体通过高尔基体传输到 MIIC/CIIV复合物
 

,在这里,不变链被抗原取代。然后 MHC
 

Ⅱ
肽复合物在细胞表面显示给CD4

 

T细胞。

图7 树突状细胞 MHC
 

Ⅰ和Ⅱ通路抗原呈递

Fig.
 

7 Antigen
 

presentation
 

on
 

MHC
 

Ⅰ
 

and
 

Ⅱ
 

pathways
 

in
 

dendritic
 

cells

4 mRNA
 

修饰技术的应用

开发针对传染性病原体的预防性或治疗性疫

苗是控制和预防流行病的最有效手段。然而,传统

的疫苗方法在很大程度上未能生产出有效的疫苗,
以对抗引起慢性或反复感染的挑战性病毒,如

SARS
 

CoV-2、HIV-1、单纯疱疹病毒和呼吸道合胞

病毒(RSV)[35-36]。临床前研究显示,mRNA疫苗

将满足临床疫苗的许多方面。它们在动物身上显

示出良好的安全性,具有通用性,可快速设计用于

新出现的传染病,并且符合质量管理规范(GMP)。
与蛋白质免疫不同,几种格式的 mRNA疫苗诱导

强烈的CD8+T细胞反应,可能是由于内源性产

生的抗原在 MHC
 

Ⅰ类分子上的有效呈递以及有

效的CD4+T细胞反应。与DNA免疫不同的是,

mRNA疫苗已显示出仅用一两次低剂量免疫就能
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在动物中产生有效的中和抗体反应的能力[37-38]。
因此,mRNA疫苗在动物模型中引发了针对多种

传染性病原体的保护性免疫,因此产生了相当乐观

的结果[39]。然而,最近发表的两项传染病 mRNA
疫苗临床试验的结果有些温和,导致对临床前成功

转化为临床的期望更加谨慎[40]。
新 冠 疫 情 发 生 后,Pfizer/BioNTech

 

和

Moderna
 

公司合作通过SARS
 

CoV-2刺突蛋白基

因序列研制 mRNA疫苗,导入人体后,产生了特

异性免疫反应,经过美国食品和药物管理局
 

(Food
 

And
 

Drug
 

Administration,
 

FDA)批准,推出并采

用了两人创建的 mRNA疫苗[41-45]。新冠疫苗的

研发让mRNA技术一战成名,成为全人类抗击病

毒的重要武器[46-52]。商业疫苗开发和批准的缓慢

步伐不足以应对急性病毒性疾病的迅速出现,正如

2014年至2016年埃博拉病毒和寨卡病毒的暴发

所表明的那样。因此,开发更有效、更通用的疫苗

平台至关重要。
癌症疫苗和其他免疫疗法是治疗恶性肿瘤的

有希望的替代策略(图8)。

  癌症疫苗可以设计成针对癌细胞中优先表达

的肿瘤相关抗原,例如,生长相关因子,或由于体细

胞突变而为恶性细胞所特有的抗原。这些新抗原,
或其中的新表位,已经作为 mRNA疫苗在人类中

的靶点[53-54]。大多数癌症疫苗是治疗性的,而不是

预防性的,并且寻求刺激细胞介导的反应,例如来

自CTL的反应,能够清除或减少肿瘤负担[55-56]。

图8 mRNA疫苗引发免疫反应的过程图

Fig.
 

8 Process
 

of
 

mRNA
 

vaccine-induced
 

immune
 

response

5 展望

当新冠病毒大规模爆发时,mRNA疫苗技术

的优势显现出来。传统的疫苗开发需要对病毒进

行灭活处理或使用腺病毒载体,研发周期长且风险

大。而mRNA疫苗只需要病毒的基因序列就能

快速开发,这种设计的优势在于它的灵活性和速

度。传统的疫苗需要在实验室中培养大量的病毒,
这个过程需要数月甚至数年。而 mRNA疫苗只

需要病毒的基因序列,这意味着疫苗可以在病毒被

识别后的几周内就制造出来。如果病毒发生变异,
科学家们只需要调整 mRNA序列,就可以快速制

造出新的疫苗。这不仅是对科学技术的突破,更是

对人类生存与发展的深刻影响。与传统蛋白质类

药物相比较,虽然 mRNA
 

具有开发迅速、实用高

效、经济安全的优势,但同时也存在许多问题,如疫

苗接种会有不良反应,mRNA对核酸外切酶具有

较高的敏感性,对生产要求较高,需要在超低温条

件下运输和储存mRNA
 

疫苗,mRNA
 

疫苗的稳定

性和递送体系有待进一步探索和优化。mRNA技

术的成功,打开了一个崭新的领域。以它为基础的

疫苗开发技术,不仅可以对抗新冠病毒,未来还可

能用于对抗其他许多疾病。此外,由于 mRNA可

以编程生产任何蛋白质,因此它在治疗遗传病、癌
症以及其他一些疾病方面也有巨大的潜力。
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