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［摘　 要］ 　 ｍＲＮＡ 技术是一种将人工合成的 ｍＲＮＡ 分子引入细胞内，并利用细胞自身的翻译机制

将其翻译成蛋白质的技术。 作为一种新兴的生物技术，ｍＲＮＡ 技术已经在疫苗研究、基因治疗等多

个领域取得了重要进展，并在新冠预防和传染病防治方面进行了临床应用，展现出了广阔的应用前

景。 通过对 ｍＲＮＡ 技术的发展历程，ｍＲＮＡ 疫苗的设计、递送及特点，以及其在动物疫病研究的进

展予以综述，分析其存在的问题，展望今后的发展方向，为相关研究提供参考。
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　 　 ｍＲＮＡ 又称信使 ＲＮＡ（ｍｅｓｓａｇｅ ＲＮＡ， ｍＲＮＡ），
由 ＤＮＡ 为模板转录而来，负责指导胞内蛋白质的

合成［１］。 ｍＲＮＡ 技术是一种将人工合成的 ｍＲＮＡ
分子引入细胞内，并利用细胞自身的翻译机制将其
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转录成蛋白质的技术，已有几十年的研究历史。 新

冠疫情暴发后，Ｍｏｄｅｒｎａ 利用该技术仅用了 ４２ 天即

完成了新冠 ｍＲＮＡ 候选疫苗 ｍＲＮＡ － １２７３ 的构建

和筛选，并于 ２０２０ 年 ３ 月获得 ＦＤＡ 批准正式开始

评估安全性和免疫原性的 Ｉ 期临床试验，试验结果

显示该候选株的免疫保护性可达 ９４． １％ ［２］。 ２０２０
年 １２ 月辉瑞和 Ｍｏｄｅｒｎａ 分别研制的 ｍＲＮＡ 疫苗均

获得美国食品安全局的紧急使用授权（ＥＵＡ），成为

疫苗史上最快研制上市的疫苗［３］，标志着 ｍＲＮＡ 技

术正式应用到 ＣＯＶＩＤ － １９ 临床预防。 随着 ｍＲＮＡ
技术的发展以及在新冠疫情防控中的应用，该技术

成为生物医学领域的研究热点，得到了极大的关注，
并获得了 ２０２３ 年诺贝尔生理学或医学奖。 同时该

技术也在动物疫病中进行了应用研究，现就 ｍＲＮＡ
技术的发展历程，ｍＲＮＡ 疫苗的设计、递送及特点，
以及其在动物疫病研究中的进展予以综述。
１　 ｍＲＮＡ 技术的发展历程

ｍＲＮＡ 主要分布在细胞质中，由编码区、上游的

５′非编码区和下游的 ３′非编码区组成，真核生物

ｍＲＮＡ分子两端还有 ５′帽子和 ３′尾部结构，原核细胞

的 ｍＲＮＡ 一般没有尾部结构［４］。 １９６１ 年，Ｂｒｅｎｎｅｒ 及
Ｇｒｏｓｓ 等发现在蛋白质合成过程中，有一种物质与核

糖体结合，由此发现了 ｍＲＮＡ［５］。 到了 １９７５ 年，有文

献报道发现了 ｍＲＮＡ 的帽子结构（５′端高度甲基化

修饰） ［６］。 １９７８ 年，Ｄｉｍｉｔｒｉａｄｉｓ ＧＪ 将脂质体包裹的

ｍＲＮＡ 递送至小鼠淋巴细胞［７］，有了这些前期的基

础，Ｍａｌｏｎｅ 在 １９８９ 年首次提出 ｍＲＮＡ 疫苗的概

念［８］。 然而，受 ｍＲＮＡ 不稳定，易被机体模式识别受

体（ＰＲＲｓ）识别并降解等因素的限制，当时的研究更

倾向于比较稳定的 ＤＮＡ 疫苗，而 ｍＲＮＡ 的应用研究

更偏向于免疫佐剂方向［９］。 直到１９９０ 年，Ｗｏｌｆｆ 等人

首次报道使用人工合成的裸 ｍＲＮＡ 注射到小鼠骨骼

肌可促进编码蛋白的表达［１０］，证明体外合成 ｍＲＮＡ
作为信息载体指导体细胞蛋白合成的可行性。 ２００５
年，Ｗｅｉｓｓｍａｎ 等人发现使用修饰的外源 ｍＲＮＡ 可以

降低在体内诱导免疫反应并避免快速降解［１１］。 近

年来，随着 ５′端加帽技术的发展，体外合成 ｍＲＮＡ 的

稳定性、翻译效率得到提高，而机体对 ＲＮＡ 的先天

免疫反应，ＲＮＡ 的降解速度也相对降低。 此外，假尿

苷修饰技术、种属密码子的选择和优化、最优化的

ＵＴＲ（非编码区）和多聚 Ａ 等技术的发展进一步增加

了 ｍＲＮＡ 稳定性［１２］。 ２０２０ 年新冠 ｍＲＮＡ 疫苗获得

了 ＥＵＡ 认证［１３］，证明ｍＲＮＡ 疫苗可能成为未来快速

应对新发传染病的新手段，也加速了 ｍＲＮＡ 技术的

发展。 ２０２３ 年诺贝尔生理学或医学奖公布，授予匈

牙利生物化学家 Ｋａｔａｌｉｎ Ｋａｒｉｋó 和美国医学家 Ｄｒｅｗ
Ｗｅｉｓｓｍａｎ，以表彰他们在核苷碱基修饰方面的发现，
从而开发出了有效的 ｍＲＮＡ 疫苗。

图 １　 ｍＲＮＡ 的发展历程图

Ｆｉｇ １　 Ｈｉｓｔｏｒｙ ｏｆ ｍＲＮＡ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
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２　 ｍＲＮＡ 疫苗的设计、递送及特点

２． １　 ｍＲＮＡ 疫苗的设计　 ｍＲＮＡ 技术是一种将人

工合成的 ｍＲＮＡ 分子引入细胞内，并利用细胞自身

的翻译机制来将其转录成蛋白质的技术。 这其中

最难的便是人工合成 ｍＲＮＡ 分子，合成过程大概分

为三步：第一步根据目的基因序列设计 ｍＲＮＡ 序

列，优化其序列并制备重组质粒；第二步对重组质

粒进行线性化及加尾；第三步对线性化质粒 ＤＮＡ
进行体外转录、加帽及纯化，得到 ｍＲＮＡ 分子后，再
对其进行体外细胞转染和检测。 现阶段 ｍＲＮＡ 技

术最成功的应用是 ｍＲＮＡ 疫苗，其结构和 ｍＲＮＡ
一样，包括 ５′端帽子结构—５′ＵＴＲ（非编码区）—
ＯＲＦ 编码区 （目的基因序列）—３′ ＵＴＲ （非编码

区）—３′端 ｐｏｌｙ（Ａ）尾巴［２２］。 ５′末端添加 ｃａｐ 帽子

结构可以增强 ｍＲＮＡ 分子的稳定性。 ５′端添加 ｃａｐ
帽子方法很多，可以通过加帽试剂盒添加，也可以

在体外转录的同时添加，即 ｃａｐ 结构，ＤＮＡ 模板，
Ｔ７ＲＮＡ 聚合酶以及核苷酸和修饰的核苷在体外合

成 ｍＲＮＡ 分子，然后将其纯化后便得到 ｍＲＮＡ 原

液，在众多添加 ｃａｐ 结构的方法中，这种方法比较

快捷方便。 位于 ５′端和 ３′端的 ＵＴＲ 一般选择高表

达基因，如人 β 珠蛋白［２３］，因为含有这些 ＵＴＲ 的

ｍＲＮＡ 通常具有高水平的翻译和稳定性。 通过高

通量筛选合适的 ＵＴＲ 序列添加到 ｍＲＮＡ 质粒上，
可以提高 ｍＲＮＡ 的表达，合理组合 ５′ＵＴＲ 和 ３′ＵＴＲ
可以使翻译效率最大化。 编码抗原的 ＯＲＦ（开放阅

读框）是 ｍＲＮＡ 中最关键的组成部分，因为它包含

了翻译成蛋白质的编码序列。 尽管开放阅读框的

可塑性不及非编码区，但它可以通过将人体内很少

使用的密码子替换为经常出现的密码子来进行优

化，当然编码蛋白的氨基酸序列不能改变，这样优化

可增加蛋白质翻译。 目前有多种 ｐｏｌｙ 尾的添加方

法，最简单的方法是在 ＰＣＲ 扩增目的基因进行质粒

线性化的时候在下游引物上增加互补碱基，使得到

的目的基因上带有 ｐｏｌｙ 尾。 ｍＲＮＡ 疫苗由这五部分

组成的结构不仅增强了 ｍＲＮＡ 的稳定性，同时提高

了 ｍＲＮＡ 翻译的准确性和效率。 之后再将体外转录

获得的 ｍＲＮＡ 原液直接引入目标细胞中，在细胞内

完成翻译形成蛋白质［２４］。 该蛋白质更接近天然构象

的蛋白，因为避免了传统蛋白质制备方法中所面临

的问题，例如复杂的蛋白质折叠和后续纯化等步骤。
２． ２　 ｍＲＮＡ 疫苗的递送系统 　 除了 ｍＲＮＡ 本身

外，递送系统也是 ｍＲＮＡ 疫苗中不可或缺的一部

分，因为 ｍＲＮＡ 必须穿过细胞膜才能到达细胞质内

进行抗原蛋白表达。 但由于 ｍＲＮＡ 带有负电荷且

分子量较大，容易被核酸酶降解［２５］，很难到体内发

挥作用，所以就需要一种有效的递送方式来解决这

个难题。 ｍＲＮＡ 递送系统的研发最早可追溯到

１９８９ 年［８］，主要包括物理和化学两种方式，前者通

过电穿孔的方式，使靶组织生物膜表面瞬时形成微

孔，让 ｍＲＮＡ 通过，这种方式操作简单，但由于电击

操作的可变因素较多，电脉冲也会对细胞造成一定

损害，该方法的应用受到了限制。 化学方式中最常

用的是脂质纳米颗粒（ＬＮＰ）递送技术。 ＬＮＰ 由 ４
种成分组成，包括可电离的氨基脂质、惰性亲水性

聚乙二醇（ ＰＥＧ）—脂质、稳定剂胆固醇和辅助磷

脂。 这些成分的精确比例可以增强 ＬＮＰ 的稳定性，
从而促进 ｍＲＮＡ 复合物的吸收，使得 ｍＲＮＡ 在准

确递送至细胞内的同时也得到准确高效的翻译，从
而将抗原递送给抗原递呈细胞刺激机体的体液免

疫和细胞免疫应答［２６］。 在使用 ＬＮＰ 时，可电离的

氨基脂质可以在低 ｐＨ 下与核酸缩合，促进自组装

成病毒大小的颗粒，并将 ｍＲＮＡ 从内体释放到细胞

质，惰性亲水性聚乙二醇（ＰＥＧ）—脂质可以增加制

剂的半衰期，并限制蛋白质和细胞的相互作用，同
时稳定剂胆固醇可以填补 ＬＮＰ 分子之间的间隙，提
高稳定性，并帮助 ＬＮＰ 与内体膜融合，辅助磷脂可

以支持脂质双层结构。 此外， ＬＮＰ 还可以保护

ｍＲＮＡ分子不过早被 ＴＬＲ 识别，避免先天免疫反应

过度激活［１２］。 由于其简易、模块化和生物兼容性

等优势，ＬＮＰ 成为目前最有前途、研究最广泛、进展

最快的 ｍＲＮＡ 递送技术之一。
２． ３　 ｍＲＮＡ 疫苗的独特优势　 ｍＲＮＡ 疫苗相较于

亚单位、灭活病毒和减毒活病毒以及 ＤＮＡ 的疫苗

等传统疫苗具有高效性、安全性、适应性、无需单独

佐剂等优点。
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２． ３． １　 高效性　 ｍＲＮＡ 疫苗研制速度远快于传统

疫苗，是因为其生产过程不需要使用活病毒或细

菌，也不需要培养细胞，只需要合成 ｍＲＮＡ 序列即

可［２５］。 此外，ｍＲＮＡ 疫苗可以在短时间内产生特

异性免疫反应，是因为它不仅可以激活体液免疫，
还可以激活细胞免疫，例如辉瑞和 ＢｉｏＮＴｅｃｈ 共同

研发的新冠 ｍＲＮＡ 疫苗 ＢＮＴ１６２ｂ２，一次注射就足

以引发人体高滴度的中和抗体反应以及 ＣＤ４ 辅助

Ｔ 细胞和 ＣＤ８ 细胞毒性 Ｔ 细胞反应［２７］。 这也是

ｍＲＮＡ 疫苗的关键优势。
２． ３． ２　 安全性 　 相比传统的疫苗技术，ｍＲＮＡ 疫

苗不包含活病毒或细菌，因此不会引起感染；无需

进入细胞核，直接在细胞质翻译，不存在基因组整

合风险。 此外，ｍＲＮＡ 疫苗在人体内的半衰期较

短，仅 １０ ｍｉｎ 左右［２８］，不会在体内长期停留，降低

了不良反应的风险。
２． ３． ３　 适应性　 ｍＲＮＡ 疫苗可以根据病原体的变

异来快速更新，以保持其对新型病毒株的有效性。
这种灵活性使得 ｍＲＮＡ 疫苗可以更好地应对新兴

病毒和传染病的爆发。
２． ３． ４　 无需单独佐剂　 传统疫苗需要添加佐剂以

增强免疫反应，但是 ｍＲＮＡ 疫苗的 ＬＮＰ 组分具有

佐剂活性，这种 ＬＮＰ 驱动的佐剂活性能够激活免疫

系统［２９］，因此不需要其他单独佐剂。
３　 ｍＲＮＡ 技术在动物疫病研究中的应用

ｍＲＮＡ 技术在动物传染病研究中的应用相对

滞后，尚无可临床应用的产品被批准。 目前国内外

动物传染病 ｍＲＮＡ 疫苗的研究主要聚焦人兽共患

病及几种少数重要动物疫病的病原微生物，主要动

物疫病 ｍＲＮＡ 疫苗的研究进展见表 １。
３． １　 在狂犬病研究中的应用　 狂犬病（Ｒａｂｉｅｓ）是
由狂犬病病毒（Ｒａｂｉｅｓ ｖｉｒｕｓ， ＲＶ）引起人和所有温

血动物的一种接触性传染病，潜伏期较长，病死率

可到达 １００％ ，犬、猫、人、牛、羊、猪等均易感［３０］。
ＲＶ 的 Ｇ 蛋白是中和抗体识别的主要抗原。 Ｇ 蛋白

为糖蛋白全长，其中 Ｇ△ＴＭ 蛋白为 Ｇ 糖蛋白的膜

外部分；Ｇｔｒｉｍｅｒ 蛋白为 Ｇ 糖蛋白的三聚体（模拟病

毒表面 Ｇ 蛋白天然构象）；除此之外，Ｍ 蛋白是 ＲＶ

的膜蛋白，Ｍ 蛋白可以调控病毒 ＲＮＡ 复制及病毒

的组装，在病毒装配和出芽过程中起关键作用［３１］。
目前主要通过疫苗免疫预防和控制该病。 现有

Ｒａｂｉｅｓ疫苗包括灭活疫苗、减毒活疫苗、亚单位蛋白

疫苗、ＤＮＡ 疫苗、病毒载体疫苗等。 我国现在使用

的 ＶＥＲＯ 细胞或地鼠肾细胞源的 Ｒａｂｉｅｓ 疫苗，均为

灭活疫苗，尽管安全、有效，但是需多次接种才能产

生足够免疫、生产周期较长且费用高等因素限制了

该类疫苗的使用。 因此，多个研究团队开展了以

ｍＲＮＡ 技术为载体的新型狂犬疫苗的研发。 Ｓａｘｅｎａ Ｓ
等研究人员制造了一种表大 ＲＶ Ｇ 蛋白的 ｍＲＮＡ
疫苗。 微小剂量的疫苗能够使小鼠产生类似 ＤＮＡ
疫苗引发的细胞免疫和体液免疫反应，小鼠产生了

较高水平的中和抗体和足够的免疫保护［３２］。 张梦

玲等分别针对 ＲＶ 的 Ｇ 蛋白，Ｇ△ＴＭ 蛋白、Ｇｔｒｉｍｅｒ
蛋白、Ｍ 蛋白、Ｇｔｒｉｍｅｒ 蛋白和 Ｍ 蛋白的抗原组合设

计了 ｍＲＮＡ 疫苗，发现这五种疫苗候选物均能够诱

导小鼠产生高水平的中和抗体，显示出很好的免疫

原性［３３］。 此外，刘隽等将 ＲＶ ＣＴＮ － １ 毒株的 Ｇ 蛋

白的 ｍＲＮＡ 序列进行优化合成和纯化，之后将纯化

后的 ｍＲＮＡ 序列与适宜载体进行组装和包装，形成

ｍＲＮＡ 疫苗颗粒，得到最终的 ｍＲＮＡ 疫苗制剂对小

鼠通过静脉注射、皮下注射或肌肉注射等方式进行

给药，能够诱导小鼠产生 ＲＶ Ｇ 蛋白特异性的免疫

反应［３４］。 Ｍａｒｇｉｔ Ｓｃｈｎｅｅ 使用 ｍＲＮＡ 技术开发了一

种编码 ＲＶ Ｇ 蛋白的 ｍＲＮＡ，并将其注射到小鼠

和家猪体内。 结果显示，这种 ｍＲＮＡ 能够诱导小鼠

和家猪产生高水平的中和抗体，保护小鼠和家猪不

被 ＲＶ 感染［３５］。 Ｓｔｉｔｚ Ｌ 等根据 ＲＶ Ｇ 蛋白设计的

ｍＲＮＡ疫苗可有效保护小鼠感染 ＲＶ，进行人体Ⅰ期

临床试验结果显示，７１％ 测试者皮下注射 ８０ 或

１６０ μｇ疫苗，４６％ 测试者无针注射装置肌肉注射

２００ 或 ４００ μｇ 疫苗，可诱导产生有充足保护效力的

中和抗体［３６］。 这些研究数据显示，基于不同蛋白

设计的狂犬 ｍＲＮＡ 候选物均能使实验动物产生高

水平的中和抗体，部分免疫攻毒实验数据显示，候
选物对免疫动物提供了有效保护，使狂犬有望成为

继新冠后的下一个研制成功的 ｍＲＮＡ 疫苗。
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表 １　 几种主要动物疫病 ｍＲＮＡ 疫苗的研究进展一览表

Ｔａｂ １　 Ｓｕｍｍａｒｙ ｏｆ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｎ ｍＲＮＡ ｖａｃｃｉｎｅｓ ｆｏｒ ｓｅｖｅｒａｌ ｍａｊｏｒ ａｎｉｍａｌ ｄｉｓｅａｓｅｓ
病原 靶抗原 主要研究者 对实验动物的效果

狂犬病病毒
Ｇ 蛋白 Ｓａｘｅｎａ Ｓ 等

微小剂量的疫苗能够使小鼠产生类似 ＤＮＡ 疫苗引发的细胞免
疫和体液免疫反应

Ｇ 蛋白 刘隽等 能够诱导小鼠产生狂犬病病毒 Ｇ 蛋白特异性的免疫反应

Ｇ 蛋白 Ｍａｒｇｉｔ Ｓｃｈｎｅｅ 诱导小鼠和家猪产生高水平的中和抗体，保护小鼠和家猪不被
狂犬病毒感染

Ｇ 蛋白
Ｇ△ＴＭ 蛋白
Ｇｔｒｉｍｅｒ 蛋白

Ｍ 蛋白
Ｇｔｒｉｍｅｒ 蛋白和 Ｍ
蛋白的抗原组合

张梦玲等
这五种疫苗候选物均能够诱导小鼠产生高水平的中和抗体，显
示出很好的免疫原性

Ｇ 蛋白 Ｓｔｉｔｚ Ｌ 等

可以有效保护小鼠感染狂犬病病毒；Ⅰ期临床试验结果显示，
７１％测试者皮下注射 ８０ 或 １６０μｇ 疫苗，４６％ 测试者无针注射
装置肌肉注射 ２００ 或 ４００μｇ 疫苗，可诱导产生有充足保护效力
的中和抗体

口蹄疫病毒 Ｏ 血清型病毒全长 Ｐｕｌｉｄｏ Ｍ Ｒ 等
５８％的免疫小鼠都产生了高滴度的 ＦＭＤＶ 中和抗体，攻毒免疫
的小鼠有 ３８％的小鼠得到了有效的保护

猪繁殖与呼吸
综合征病毒

ＰＲＲＳＶ － Ａ
ＰＲＲＳＶ － Ｂ
ＰＲＲＳＶ － Ｃ

贺 笋等
３ 种疫苗免疫小鼠后均能够模拟天然感染的过程，在机体细胞
内被翻译、修饰，可以被 ＭＨＣⅠ类分子和 ＭＨＣⅡ类分子呈递，
激活机体产生特异性的 ＣＤ８ ＋ 和 ＣＤ４ ＋ Ｔ 细胞

猪瘟病毒 Ｅ２ 蛋白 刘业兵等
可使小鼠、猪产生特异性抗体和免疫力，１００％ 抵抗猪瘟强毒
攻击

流感病毒

ＨＡ 蛋白 Ｓｃｏｒｚａ Ｆ Ｂ 等 可使小鼠产生特异性抗体和部分保护力，免受致病的同源病毒
攻击

ＨＡ 蛋白（Ｈ１Ｎ１） Ｃｈａｈａｌ Ｊ Ｓ 等 免疫一次即可使小鼠得到对 Ｈ１Ｎ１ 流感病毒的有效保护

ＨＡ 蛋白（Ｈ９Ｎ２） 北京农学院
与禽流感全病毒灭活疫苗比较，对 ＳＰＦ 雏鸡免疫 ２５μｇ ｍＲＮＡ
疫苗的抗体与全病毒灭活疫苗水平相当

ＨＡ 蛋白 Ｖｏｇｅｌ 等 免疫小鼠能够预防 Ｈ１Ｎ１ 流感病毒

２０ 种已知 ＨＡ 抗原 Ａｒｅｖａｌｏ 等 可以同时诱导小鼠和雪貂产生对多种抗原的免疫反应

猴痘病毒 Ａ３５Ｒ － Ｍ１Ｒ 蛋白 Ｙａｎｇ 等
免疫小鼠可以有效诱导机体的体液免疫和细胞免疫，并且可以
有效中和活病毒感染

弓形虫

ＧＲＡ６、ＲＯＰ２Ａ、
ＲＯＰ１８、ＳＡＧ１、

ＳＡＧ２Ａ 和 ＡＭＡ１
Ｃｈａｈａｌ Ｊ Ｓ 等

该疫苗可以保护小鼠在致命剂量的弓形虫感染中存活超过
６ 个月

ＮＴ － Ｐａｓｅ － Ⅱ蛋白 Ｌｕｏ Ｆ 等
该疫苗可诱导小鼠产生中和抗体；攻毒保护试验显示，免疫小
鼠存活时间延长且脑内弓形虫量减少

细　 菌

化脓性链球菌 （ＧＡＳ）
ＳＬＯｄｍ 蛋白
无乳链球菌 （ ＧＢＳ） 链
球菌 ＢＰ － ２ａ 蛋白

Ｍａｒｕｇｇｉ Ｇ 等
这两种疫苗都可诱导产生免疫小鼠中和抗体，并有效的保护小
鼠不被细菌感染。

ＰＲＲＳＶ － Ａ：ＧＰ３ － ｌｉｎｋｅｒ － ＧＰ４ － ｌｉｎｋｅｒ － ＧＰ５ － ｌｉｎｋｅｒ － Ｍ － ｌｉｎｋｅｒ － Ｎ
ＰＲＲＳＶ － Ｂ：ＧＰ３ － ｌｉｎｋｅｒ － ＧＰ４ － ｌｉｎｋｅｒ － Ｍ － ｌｉｎｋｅｒ － ＧＰ５ － ｌｉｎｋｅｒ － Ｎ
ＰＲＲＳＶ － Ｃ：ＧＰ３ － ｌｉｎｋｅｒ － ４ － ｌｉｎｋｅｒ － ３′ＧＰ５ － ｌｉｎｋｅｒ － Ｍ － ｌｉｎｋｅｒ － Ｎ － ｌｉｎｋｅｒ － ５′ＧＰ５

３． ２ 　 在口蹄疫研究中的应用 　 口蹄疫 （ Ｆｏｏｔ －
ａｎｄ － ｍｏｕｔｈ － ｄｉｓｅａｓｅ， ＦＭＤ） 是 由 口 蹄 疫 病 毒

（Ｆｏｏｔ － ａｎｄ － ｍｏｕｔｈ － ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉｒｕｓ， ＦＭＤＶ）引起的

偶蹄兽的一种急性、热性、高度接触性传染病，猪、

·６６·
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牛、羊最易感，人也偶尔感染发病，是世界上现有家

畜传染病中最复杂、最受重视的疾病之一，传播速

度极快，往往会造成大范围流行，传染性极强。
Ｐｕｌｉｄｏ ＭＲ 等将 Ｏ 血清型 ＦＭＤＶ 的基因组转

录产生的 ｍＲＮＡ 注入小鼠体内。 小鼠分为四组，其
中一组为对照组注射生理盐水，另外三组分别注入

１０ μｇ、５０ μｇ 以及 １００ μｇ 体外转录的 ｍＲＮＡ，其中

接种 ｍＲＮＡ 的小鼠中，５８％的小鼠都产生了高滴度

的 ＦＭＤＶ 中和抗体，随后对这些小鼠进行攻毒实

验，发现免疫的小鼠中，有 ３８％ 的小鼠得到了有效

的保护。 该结果表明，使用 ＦＭＤＶ 基因组转录产生

的 ｍＲＮＡ 可以在小鼠体内产生高水平的抗体［３７］，
但如何产生足够有效的免疫保护还需进一步探讨。
３． ３　 在猪繁殖与呼吸综合征研究中的应用　 猪繁

殖与呼吸综合征病（Ｐｏｒｃｉｎｅ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ａｎｄ ｒｅｓｐｉｒａ⁃
ｔｏｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ， ＰＲＲＳ） 是由猪繁殖和呼吸综合征

病毒（ Ｐｏｒｃｉｎｅ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ａｎｄ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ
ｖｉｒｕｓ， ＰＲＲＳＶ）引起猪的一种接触性传染病，主要

导致仔猪呼吸道疾病和母猪繁殖障碍，给养猪

业造成巨大的经济损失［３８］。 贺笋等利用 ＰＲＲＳＶ
含有中和抗原表位的结构蛋白 ＧＰ３、ＧＰ４、ＧＰ５、Ｍ
和 Ｎ 蛋白，通过不同组合方式，将挑选的含有抗原

表位的基因通过 ｌｉｎｋｅｒ 连接起来，进行后期融合表

达。 这 ５ 种蛋白根据不同的排列组合构建了三种

ｍＲＮＡ 疫苗，将这三种疫苗免疫小鼠，发现这些疫

苗均能够模拟天然感染的过程，在机体细胞内被翻

译、修饰，可以被 ＭＨＣⅠ类分子和 ＭＨＣⅡ类分子呈

递，激活机体产生特异性的 ＣＤ８ ＋ 和 ＣＤ４ ＋ Ｔ 细胞，
从而产生高水平的细胞免疫和体液免疫应答［３９］。
３． ４　 在流感研究中的应用　 流感（ Ｉｎｆｌｕｅｎｚａ）是由

流感病毒（Ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ）引起的人兽共患传染病，
通常只感染禽类，但个别亚型也会感染猪或人。 本

病广泛分布于世界各地，甲型和乙型流感病毒呈季

节性流行，每年有近 ３００ 万 ～ ５００ 万例病例，造成全

世界 ２９ 万 ～ ６５ 万人死亡［４０］。 禽流感病毒（Ａｖｉａｎ
ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ，ＡＩＶ）属于甲型流感病毒，根据病毒

表面蛋白囊膜的血凝素（ＨＡ，）及神经氨酸酶（ＮＡ）
的抗原性不同分为 １８ 种血凝素亚型和 １１ 种神经

氨酸酶亚型［４１］。 目前针对不同亚型的 ＡＩＶ 疫苗具

有良好的免疫保护效果，但由于 ＡＩＶ 频繁的基因突

变和重组，需要及时更新疫苗以应对疫苗与流行株

之间存在的抗原差异。 目前，广泛使用的 ＡＩＶ 灭活

疫苗和减毒活疫苗等传统疫苗生产周期长，无法及

时研发出候选疫苗应对 ＡＩＶ 的频繁变异，而 ｍＲＮＡ
疫苗由于生产周期较短，工艺与传统疫苗相比也更

简单，有望成为未来代替传统疫苗的新型 ＡＩＶ 候选

疫苗。 一项早期研究表明，用编码 ＨＡ 抗原的自扩

增性 ｍＲＮＡ（ ｓｅｌｆ‐ａｍｐｌｉｆｙｉｎｇ ｍＲＮＡ，ＳＡＭ） 疫苗进

行免疫，可使小鼠产生特异性抗体和部分保护力，
免受致病的同源病毒攻击［４２］。 另一项研究针对

Ｈ９Ｎ２ 亚型 ＡＩＶ 设计出 ｍＲＮＡ 疫苗候选物，并对其

安全性和免疫效力进行了评估，发现候选物对鸡安

全，并可使 ＳＰＦ 鸡产生高水平的体液免疫以及细胞

免疫。 与 ＡＩＶ 全病毒灭活疫苗比较，对 ＳＰＦ 雏鸡免

疫 ２５ μｇ ｍＲＮＡ 疫苗的抗体与全病毒灭活疫苗水

平相当，之后对两种疫苗免疫的 ＳＰＦ 雏鸡进行攻毒

实验，荧光定量 ＰＣＲ 检测咽拭子以及肺脏、气管、
十二指肠和腺胃发现，２５ μｇ 免疫剂量免疫的

ｍＲＮＡ疫苗组与全病毒灭活疫苗组，除气管之外

各个组织的病毒载量极显着低于未免疫的对照

组（Ｐ ＜ ０ ０１），气管中全病毒灭活疫苗组显着低于

对照组（Ｐ ＜ ０． ０５），２５ μｇ 免疫的 ｍＲＮＡ 疫苗组极

显着低于对照组（Ｐ ＜ ０． ０１） ［４３］。 这项结果表明

ｍＲＮＡ 疫苗在免疫保护上与灭活疫苗水平相当，但
是 ｍＲＮＡ 疫苗生产周期比灭活疫苗的生产周期要

短很多，这也大大彰显了 ｍＲＮＡ 疫苗的独特优势。
Ｃｈａｈａｌ Ｊ Ｓ 等构建了包括 Ｈ１Ｎ１ ＨＡ 抗原、刚地弓形

虫抗原和埃博拉病毒多种抗原表达的 ｍＲＮＡ 疫苗，
可以对 Ｈ１Ｎ１ ＡＩＶ、刚地弓形虫和埃博拉病毒等多

种致病性病原体免疫保护，产生特异性 ＣＤ８ ＋ Ｔ 细

胞和抗体反应，攻毒试验结果表明，免疫一次即可

使小鼠得到对 Ｈ１Ｎ１ ＡＩＶ 的有效保护［４４］。 Ｖｏｇｅｌ 等
用表达几种不同血清型的 ＨＡ 抗原的 ＳＡＭ 疫苗对

小鼠进行免疫，能够有效预防 Ｈ１Ｎ１ 流感病毒［４５］。
Ａｒｅｖａｌｏ 等开发了一种编码了所有已知的 ２０ 种甲型

和乙型流感病毒亚型的 ＨＡ 抗原的 ｍＲＮＡ（２０ －
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ＨＡｍＲＮＡ － ＬＮＰ）疫苗，研究证明该疫苗可以同时

诱导小鼠和雪貂产生对多种抗原的免疫反应［４６］。
３． ５ 　 在猴痘研究中的应用 　 猴痘 （Ｍｏｎｋｅｙｐｏｘ，
Ｍｐｏｘ）是一种由猴痘病毒（Ｍｏｎｋｅｙｐｏｘ ｖｉｒｕｓ，ＭＰＸＶ）
感染所致的病毒性人畜共患病，人类中出现的症状

与过去在天花患者身上所看到的症状相似，但是自

１９８０ 年世界上消灭天花以后，ＭＰＸ 成为现存最为

严重的且由正痘病毒引起的疾病［４７］。 Ｙａｎｇ 等构建

了 ３ 种表达 ＭＰＸ Ａ３５Ｒ 蛋白和 Ｍ１Ｒ 蛋白的 ｍＲＮＡ
疫苗，其中 ＶＧＰｏｘ１ 和 ＶＧＰｏｘ２ 是编码由 Ａ３５Ｒ 的胞

外结构域和全长的 Ｍ１Ｒ 组成的融合蛋白，两者的

区别在于 ＶＧＰｏｘ２ 去除了 Ａ３５Ｒ 的茎区。 而ＶＧＰｏｘ３
含有两个单独的 ｍＲＮＡ － ＬＮＰ 的混合物，分别编码

Ａ３５Ｒ 和 Ｍ１Ｒ。 免疫小鼠结果显示 ＶＧＰｏｘ１ 和

ＶＧＰｏｘ２比 ＶＧＰｏｘ３ 具有更好的抗病毒能力［４８］。
３． ６　 在弓形虫病研究中的应用　 弓形虫是一种单

细胞寄生虫，其学名为 Ｔｏｘｏｐｌａｓｍａｇｏｎｄｉｉ，是一种广

泛分布于世界各地的寄生虫。 弓形虫能够感染人

类和其他哺乳动物。 弓形虫感染每年会导致超过

１００ 万人死亡。 Ｃｈａｈａｌ Ｊ Ｓ 等人在他们的研究中利

用树突状纳米粒子封装 ｍＲＮＡ 复制体，开发了一种

六价 ｍＲＮＡ 疫苗。 该疫苗的抗原是弓形虫的多个

生命周期阶段中高度保守的蛋白质，包括 ＧＲＡ６、
ＲＯＰ２Ａ、ＲＯＰ１８、ＳＡＧ１、ＳＡＧ２Ａ 和 ＡＭＡ１。 他们对小

鼠进行了接种，每个小鼠接种单剂 ４０ μｇ 的疫苗

（每个复制子 ６． ６７ μｇ），结果发现该疫苗可以保护

小鼠在致命剂量的弓形虫感染中存活超过 ６ 个

月［４４］。 这项研究表明，利用树突状纳米粒子封装

ｍＲＮＡ 复制体制备的六价 ｍＲＮＡ 疫苗具有很高的

保护效力，可以为弓形虫感染提供新的预防和控制

手段。 Ｌｕｏ Ｆ 等构建了表达弓形虫核苷三磷酸水解

酶－Ⅱ（ＮＴ－Ｐａｓｅ－Ⅱ）蛋白的 ＬＮＰｓ－ｓａＲＮＡ 疫苗，该
疫苗可诱导小鼠产生中和抗体；攻毒保护试验显

示，免疫小鼠存活时间延长且脑内弓形虫量减少至

对照组的 ４６． ４％ ［４９］。
３． ７　 在细菌性疾病研究中的应用　 ｍＲＮＡ 技术在

病毒上有较多的研究，只有极少数细菌抗原被尝试

用于 ｍＲＮＡ 疫苗的构建。 ２０１７ 年，Ｍａｒｕｇｇｉ Ｇ 等人

设计了两种预防性 ＳＡＭ 疫苗，分别与编码 Ａ 组链

球菌溶血素 － Ｏ（ＳＬＯｄｍ）和 Ｂ 组链球菌（ＧＢＳ）链

球菌的毛发 ２ａ 骨架蛋白（ＢＰ － ２ａ）混合，接种小鼠

进行动物试验，结果小鼠成功产生大量全功能

抗体［５０］。
在单一病原菌致病种中，细菌病原菌结核分枝

杆菌致死率长期居全球首位。 尽管如此，只有一种

疫苗获准针对人类结核：卡介苗（ＢＣＧ），这是一种

减毒全细胞疫苗，但临床上存在局限性，一是卡介

苗免疫效力在不同个体中差异较大中，免疫力较弱

的人群即使免疫了卡介苗依然可能感染结核；二是

ＢＣＧ 由许多遗传上不同的亚菌株组成。 这些遗传

差异是否以及如何影响 ＢＣＧ 的效力仍然未知［５１］。
ＭＶＡ８５Ａ 是一种表达单抗原 Ａｇ８５Ａ 的结核亚单位

疫苗，在 ＩＩｂ 期试验中没有显着改善保护作用［５２］。
失败案例说明与病毒感染相比，细菌感染往往具有

更复杂的阶段，具有多种分子表达特征，仅表达单

个抗原无法满足免疫保护要求。 未来 ｍＲＮＡ 疫苗

想进一步应用于细菌感染的预防和治疗领域，应考

虑更多的优化，包括各种抗原或表位的选择和重

组，不同靶抗原的周期性给药，甚至直接添加佐剂

等被动免疫组合物［５３］。
４　 存在问题及展望

在过去的十年里，ｍＲＮＡ 技术已经从实验室走

向临床应用，取得了良好效果。 这种生物技术领域

的突破性进展在冠状病毒病（ＣＯＶＩＤ － １９）全球大

流行期间表现得尤为明显，也标志着 ｍＲＮＡ 技术正

在逐步走向成熟。 到目前为止，许多实验证明了

ｍＲＮＡ 疫苗无论从 ｍＲＮＡ 本身的特性，还有引发的

免疫反应情况等方面来看，都优于亚单位疫苗、灭
活疫苗等传统疫苗［５４］。

虽然 ｍＲＮＡ 技术发展迅速，但是它也存在一

些问题和挑战，主要表现在以下几个方面。 一是

ｍＲＮＡ 技术用于设计疫苗，首先需找到对该疫病可

产生免疫保护力的关键蛋白以及最适 ＵＴＲ 和质粒

载体，而不像灭活病毒疫苗那样直接全病毒灭活，
如何寻找最适蛋白及 ＵＴＲ 和载体是至关重要的问

题。 此外，在设计 ｍＲＮＡ 序列时需要考虑到对细胞

·８６·
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的毒性和免疫反应等因素［５５］，这也增加了技术

的复杂性。 二是 ｍＲＮＡ 分子的稳定性较差，容易

被降解，导致注射进体内没有效果，所以如何保存

ｍＲＮＡ 疫苗不被降解也是一个难题。 三是目前

ｍＲＮＡ 制备所涉及的几项关键原材料，由于受专利

保护、技术壁垒、制备流程等因素限制，成本较高，

若构建动物疫病 ｍＲＮＡ 疫苗，如何降低成本，也是

需要解决的难点问题。
针对这些问题，要在病原端及基于 ＬＮＰ 的

ｍＲＮＡ疫苗冻干工艺端加快步伐。 首先需要充分了

解某种病原，收集病原 ＵＴＲ 等序列库以供筛选，并
建立自有的质粒载体，满足线性化酶切这一特殊需

求；同时，也应该建立平台性的 ｍＲＮＡ 设计和筛选

流程、以及平台性的工艺路线，即可适用于几乎所

有的 ｍＲＮＡ 序列。 研究表明基于 ＬＮＰ 的 ｍＲＮＡ 疫

苗冻干化处理后可以在室温下长期储存［５６］，这为

ｍＲＮＡ 疫苗的储存和运输提供了一个潜在的解决

方案。 同时，对于目前尚存在的专利保护及技术壁

垒等问题，希望能够随着全球合作的进一步深化以

及 ｍＲＮＡ 技术的进一步成熟来解决。
总体来说，ｍＲＮＡ 技术是一项具有广阔前景的

生物技术，它可以为许多疾病的治疗提供新的思路

和方法，比如肿瘤疾病，遗传学疾病及各种自身免

疫疾病，相信 ｍＲＮＡ 技术会成为这些疫苗开发的新

突破；同时也会推动更多的动物 ｍＲＮＡ 疫苗的研发

和应用，比如一些重要的动物传染病，如非洲猪瘟、
猪圆环病毒病、犬猫细小病毒病等，可以根据这

些病毒的靶抗原或者多种组合抗原的形式设计

ｍＲＮＡ 候选疫苗，随着 ｍＲＮＡ 技术的进一步发展

以及对这些疾病的进一步探索，开发这些疾病的

ｍＲＮＡ 候选疫苗是非常有前途的策略。
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