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基于多肽泊洛沙胺纳米颗粒载体的呼吸道黏膜ｍＲＮＡ疫苗研究
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邹全明１，２　　６７１００３云南 大理，大理大学药学院１；４０００３８重庆，陆军军医大学（第三军医大学）药学与检验医学系２

　　［摘要］　目的　设计并制备 ｍＲＮＡ多肽泊洛沙胺纳米颗粒（ｍＲＮＡｐｅｐｔｉｄｅｐｏｌｙｍｅｒｔｅｒｎａｒｙ
ｃｏｍｐｌｅｘ，ｍＲＮＡＰＰＴＣ），考察其理化特性、体外和体内呼吸道组织相关细胞递送效率、免疫后小鼠特异
性抗体诱导能力。方法　通过体外转录分别制备编码萤火虫荧光素酶（ｆｉｒｅｆｌｙｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ，Ｆｌｕｃ）、增强型
绿色荧光蛋白（ｅｎｈａｎｃｅｄｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ，ＥＧＦＰ）和新冠病毒受体结合域蛋白（ｒｅｃｅｐｔｏｒｂｉｎｄｉｎｇ
ｄｏｍａｉｎ，ＲＢＤ）的ｍＲＮＡ，利用动态光散射法检测 ｍＲＮＡＰＰＴＣ的粒径、多分散系数、Ｚｅｔａ电位。通过透
射电镜观察纳米颗粒形态。将 ＦｌｕｃｍＲＮＡＰＰＴＣ及对照组制剂分别转染至人支气管上皮细胞（１６
ｈｕｍａｎｂｒｏｎｃｈｉａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌ，１６ＨＢＥ）、鼠源树突状细胞（ｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌ２．４，ＤＣ２．４）、鼠源巨噬细胞
（ｍｏｕｓｅｌｅｕｋｅｍｉａｃｅｌｌｓｏｆｍｏｎｏｃｙｔｅｍａｃｒｏｐｈａｇｅ，ＲＡＷ２６４．７），检测荧光素酶报告基因转染效率和细胞活
性；将ＥＧＦＰｍＲＮＡＰＰＴＣ及对照组制剂转染至１６ＨＢＥ细胞，使用荧光显微镜观察ＥＧＦＰ表达情况。利
用活体成像技术考察ＦｌｕｃｍＲＮＡＰＰＴＣ在小鼠呼吸道的转染效率。选用编码ＲＢＤ蛋白的ｍＲＮＡ作为
疫苗抗原模型，通过酶联免疫吸附实验检测免疫后小鼠血清中抗原特异性免疫球蛋白 Ｇ
（ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎＧ，ＩｇＧ）和支气管肺泡灌洗液（ｂｒｏｎｃｈｏａｌｖｅｏｌａｒｌａｖａｇｅｆｌｕｉｄ，ＢＡＬＦ）中抗原特异性分泌型
免疫球蛋白Ａ（ｓｅｃｒｅｔｏｒｙｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎＡ，ｓＩｇＡ）水平。结果　成功制备粒径约１００ｎｍ近球形且均一
稳定的弱阳离子 ｍＲＮＡＰＰＴＣ纳米颗粒；ｍＲＮＡＰＰＴＣ能有效转染１６ＨＢＥ、ＤＣ２．４、ＲＡＷ２６４．７细胞，与
对照组比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１），并且细胞毒性较低；ｍＲＮＡＰＰＴＣ通过滴鼻免疫后，在小鼠鼻
部和肺组织中检测到Ｆｌｕｃ报告基因的有效表达，与对照组比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）；在初免后
第２８天的小鼠血清和ＢＡＬＦ样品中，能分别检测到高效价的ＲＢＤ抗原特异性ＩｇＧ和ｓＩｇＡ，与对照组比
较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．０５）。结论　ｍＲＮＡＰＰＴＣ纳米颗粒有良好的体外 ｍＲＮＡ递送能
力且细胞毒性较低；滴鼻给药后在小鼠上下呼吸道均能高效表达目的基因；小鼠滴鼻免疫后能产生高水

平的抗原特异性血清ＩｇＧ和支气管肺泡灌洗液ｓＩｇＡ。
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　　自２０１９年新型冠状病毒肺炎（ｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓｄｉｓｅａｓｅ
２０１９，ＣＯＶＩＤ１９）暴发以来，新冠病毒（ｓｅｖｅｒｅａｃｕｔｅ
ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｓｙｎｄｒｏｍｅｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ２，ＳＡＲＳＣｏＶ２）席卷
全球给世界人民带来了巨大的灾难，同时，生物医药领

域也开始了一场新冠疫苗研发竞赛。其中，ｍＲＮＡ疫
苗凭借强大的免疫保护能力、高安全性、制备工艺简

单、易于规模化生产、研发改进周期短以及可塑性强等

优势，在众多候选者中脱颖而出［１－２］。新冠 ｍＲＮＡ疫
苗的成功第一次向人们展示了核酸疫苗的潜力。这一

里程碑式的技术突破不仅得益于 ｍＲＮＡ平台高效的
目标蛋白翻译能力，而且更离不开 ｍＲＮＡ递送载
体———脂质纳米颗粒（ｌｉｐｉｄｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅ，ＬＮＰ）的功
劳。通过将可电离脂质、胆固醇、ＰＥＧ化脂质、辅助脂
质４组分包裹目标ｍＲＮＡ形成ＬＮＰ，能保护ｍＲＮＡ免
于在体内外复杂环境下被降解［３］。ｍＲＮＡＬＮＰ被摄
取进入细胞后，通过“溶酶体逃逸”［４］将负载的 ｍＲＮＡ
释放到细胞质中并翻译为目标抗原，从而激活特异性

免疫应答的发生。然而目前获批的 ＣＯＶＩＤ１９疫苗主
要采用注射接种，无法在病毒入侵区域———呼吸道黏

膜带来特异性免疫保护而降低病毒的传染能力［５］。

　　黏膜免疫作为机体免疫系统的重要组成部分，当
抗原呈递细胞在黏膜相关淋巴组织中对淋巴细胞进行

抗原展示和诱导后，Ｂ淋巴细胞进行抗体类别转换并
最终产生抗原特异性 ｓＩｇＡ，发挥中和作用降低黏液中
病原体的感染能力［６－７］，从而协助呼吸道黏膜屏障对

病原体的防御［８］。然而，目前多以特异性血清抗体作

为ＳＡＲＳＣｏＶ２疫苗评价指标，但血清中抗原特异性
ＩｇＧ和 ＩｇＡ只能反映机体应对病毒突破性感染后的获
得性免疫应答水平。而外分泌型ＩｇＡ因受限于受试者
呼吸道黏液采样困难，并没有得到足够多的关注。但仍

有研究发现，通过注射接种新冠ｍＲＮＡ疫苗的受试者，
在其鼻拭子和唾液中未检测到抗原特异性 ｓＩｇＡ［９－１１］。
而在轻症和无症状自然感染者样品中则存在高水平的

抗原特异性ｓＩｇＡ［１２－１３］，并且二聚体化的ｓＩｇＡ有高水平
的病毒中和能力［６－７］。说明有效的黏膜免疫不仅能减

轻ＣＯＶＩＤ１９症状，也能降低病毒通过气溶胶传播的风
险［１４］。由此可见，开发呼吸道黏膜疫苗，为应对此类高

传染性呼吸道病原体的威胁有重要意义。
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　　有研究报道了一种核酸多肽泊洛沙胺自组装纳
米颗粒用于治疗肺囊性纤维化［１５］，其组分合成多肽

ＫＧ４１含有３段功能化的基序：阳离子肽段用于吸附核
酸；疏水肽段用于锚定疏水基团；靶向肽段提高针对肺

部的递送能力［１６］。此外，泊洛沙胺嵌段共聚物 Ｔ７０４
（Ｔｅｔｒｏｎｉｃ７０４），作为具有良好生物相容性材料泊洛
沙姆的衍生物［１７］，其两亲性使其既能结合 ＫＧ４１的疏
水肽段，又能增加混合物的溶解度，提高溶液稳定

性［１８］。本研究基于ｍＲＮＡ技术平台的优势，采用非复
制ｍＲＮＡ骨架（图１Ａ），结合核酸多肽泊洛沙胺自组
装递送体系［１５］（图１Ｂ），制备ｍＲＮＡ多肽泊洛沙胺三
元复合物（ｐｅｐｔｉｄｅｐｏｌｙｍｅｒｔｅｒｎａｒｙｃｏｍｐｌｅｘ，ＰＰＴＣ），并
以多肽ｍＲＮＡ二元复合物（ＫＧ４１ｂｉｎａｒｙｃｏｍｐｌｅｘ，
ＫＧ４１ＢＣ）和泊洛沙胺ｍＲＮＡ二元复合物（Ｔ７０４
ｂｉｎａｒｙｃｏｍｐｌｅｘ，Ｔ７０４ＢＣ）作为对照，通过对 ＫＧ４１
ＢＣ、Ｔ７０４ＢＣ和ｍＲＮＡＰＰＴＣ纳米颗粒性质、体外递送
能力、细胞毒性、体内呼吸道递送能力以及免疫后小鼠

特异性抗体水平的考察，探讨 ｍＲＮＡＰＰＴＣ纳米颗粒
作为新型呼吸道黏膜ｍＲＮＡ疫苗的潜力。

１　材料与方法

１．１　实验动物
　　６～８周龄，体质量约 ２０ｇ的 ＢＡＬＢ／ｃ雌鼠 ４９只
（购自北京维通利华公司），小鼠实验研究均得到陆军

军医大学伦理委员会的批准（ＡＭＵＷＥＣ２０２１０９２９），并
遵循陆军军医大学和国家研究委员会关于动物实验和

饲养的指导方针。

１．２　实验材料及试剂
　　１６ＨＢＥ、ＤＣ２．４、ＲＡＷ２６４．７细胞株为课题组自
备。编码Ｆｌｕｃ、ＥＧＦＰ、ＲＢＤ蛋白的质粒由南京金斯瑞
公司合成；多肽ＫＧ４１由上海吉尔生化公司合成；泊洛
沙胺７０４由德国巴斯夫公司合成；ＲＰＭＩ１６４０、ＤＭＥＭ、
ｏｐｔｉＭＥＭ培养基、胎牛血清、ＰｅｎＳｔｒｅｐ双抗、０．２５％胰
酶、１×ＰＢＳ购自 Ｇｉｂｃｏ公司；ＢａｍＨⅠ、ＫｐｎⅠ、ＮＥＢｕｆｆｅｒＴＭ

ｒ２．１、ＤＮＡ上样缓冲液购自 Ｂｉｏｌａｂｓ公司；无核酶水、
Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；氯化钠、蛋白
胨、酵母粉购自 ＯＸＩＤ公司；５０×ＴＡＥ、１０×ＭＯＰｓ、吐温
２０、萤火虫荧光素酶报告基因检测试剂盒购自
Ｂｅｙｏｔｉｍｅ公司；牛血清白蛋白、琼脂糖、核酸染料、ＤＮＡ
ｌａｄｄｅｒ、ＲＮＡ 上 样 缓 冲 液、ＲＮＡ ｌａｄｄｅｒ购 自
ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司；Ｔ７高产量 ＲＮＡ转录试剂盒、
Ｃａｐ１加帽试剂盒购自ＡＰＥｘＢＩＯ公司；ＴＭＢ显色液、山
羊抗小鼠ＩｇＧ和ＩｇＡ购自 Ａｂｃａｍ公司；异氟烷购自瑞
沃德公司；Ｄ荧光素钾盐购自 ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ公司；Ｇｅｌ
Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ试剂盒购自Ｏｍｅｇａ公司；ＳｐｉｎＭｉｎｉｐｒｅｐ试剂
盒购自ＱＩＡＧＥＮ公司；ＣＣＫ８试剂购自ＭＣＥ公司。

!

"

Ａ：非复制ｍＲＮＡ结构示意图；Ｂ：ｍＲＮＡＰＰＴＣ示意图

图１　ｍＲＮＡ结构及ｍＲＮＡ多肽泊洛沙胺纳米颗粒示意图
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１．３　目标ｍＲＮＡ的制备
１．３．１　质粒提取　　无菌条件下取１０ｍＬＬＢ培养基
加入氨苄西林至５０μｇ／ｍＬ，加入５０μＬ含目标质粒的
大肠杆菌，３７℃，２２０ｒ／ｍｉｎ，培养１２～１６ｈ。按照试剂盒说
明书提取目标质粒，并通过ＮａｎｏＤｒｏｐ测量浓度和纯度。
１．３．２　质粒双酶切及纯化　　将质粒与 ＢａｍＨⅠ、
ＫｐｎⅠ、ｒ２．１缓冲液混合，于ＰＣＲ仪中３７℃反应１ｈ。
按照胶回收试剂盒说明书纯化所得线性 ＤＮＡ片段
（转录模板），琼脂糖凝胶电泳验证 ＤＮＡ片段大小，并
检测转录模板浓度和纯度。

１．３．３　体外转录及５’端加帽　　按照体外转录试剂
盒说明书，将无核酶水、１０×转录缓冲、模板 ＤＮＡ、
ＡＴＰ／ＧＴＰ／ＣＴＰ／ＧＴＰ、转录酶按顺序加入ＰＣＲ管中，于
ＰＣＲ仪中３７℃反应３ｈ。完成后加入ＤＮａｓｅⅠ除去多
余的模板ＤＮＡ，氯化锂纯化。
　　按照加帽试剂盒说明书，将 ｍＲＮＡ变性后按顺序
加入１０×加帽反应缓冲液、ＧＴＰ、ＳＡＭ供体分子、ＲＮＡ
酶抑制剂、甲基转移酶、牛痘病毒加帽酶，混匀后３７℃
反应 ３０ｍｉｎ，氯化锂纯化。琼脂糖凝胶电泳验证
ｍＲＮＡ大小，并检测ｍＲＮＡ终产物的纯度和浓度。
１．４　ｍＲＮＡＰＰＴＣ纳米颗粒的制备及考察
１．４．１　二元及三元制剂的配制　　将等体积的
１０ｍｇ／ｍＬＴ７０４溶液与０．６６７ｍｇ／ｍＬＫＧ４１溶液置于
２个注射器内，使用微流控装置（ＮａｎｏＦａｃＡ，四川铄亘
科技有限公司）进行混合。将混合液与 ｍＲＮＡ溶液以
同样的方式配制为 ｍＲＮＡＰＰＴＣ三元制剂，４℃保存
备用。ｍＲＮＡＫＧ４１和 ｍＲＮＡＴ７０４二元制剂以同样
的方法配制。

１．４．２　纳米颗粒粒径、ＰＤＩ、Ｚｅｔａ电位以及形态的考察
　　取适量三元与二元制剂用无核酶水稀释，于玻璃比
色皿中使用马尔文粒度仪（ＭａｌｖｅｒｎＺｅｔａｓｉｚｅｒ）检测纳米
颗粒流体动力学粒径、溶液多分散系数和粒子Ｚｅｔａ电位。
　　吸取制剂悬液滴于膜支持的铜网上，３％磷钨酸钾
染色２ｍｉｎ，滤纸吸取多余染液，静置干燥４ｈ后使用
透射电镜观察。

１．５　ｍＲＮＡＰＰＴＣ体外递送能力的考察
１．５．１　通过化学发光考察制剂对不同细胞的转染能
力　　将 １６ＨＢＥ、ＤＣ２．４、ＲＡＷ２６４．７细胞复苏，于
３７℃，５％ＣＯ２条件下培养箱中培养至 ６０％～８０％融
合率，消化计数，调整细胞数量至２×１０４个／孔铺于９６
孔板中。将 ＰＢＳ缓冲液、４００ｎｇ裸 ＦｌｕｃｍＲＮＡ以及
各含 ４００ｎｇＦｌｕｃｍＲＮＡ的 ＰＰＴＣ、ＫＧ４１ＢＣ、Ｔ７０４
ＢＣ、Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００制剂分别与１００μＬｏｐｔｉＭＥＭ
混合后加入各孔中。于培养箱中培养 ４ｈ，更换 ｏｐｔｉ
ＭＥＭ为含双抗和ＦＢＳ的ＲＰＭＩ１６４０培养基，继续培养

２４ｈ。使用Ｆｌｕｃ报告基因检测试剂盒检测每孔化学
发光信号相对强度。

１．５．２　通过荧光考察制剂在１６ＨＢＥ细胞中的转染能
力　　将４００ｎｇ裸ＥＧＦＰｍＲＮＡ和各含４００ｎｇＥＧＦＰ
ｍＲＮＡ的三元和二元制剂，按 １．５．１中步骤转染
１６ＨＢＥ细胞。完成后加入ＰＢＳ润洗并弃去孔内液体。
使用倒置荧光显微镜观察。

１．５．３　ＣＣＫ８检测制剂细胞毒性　　将 １６ＨＢＥ、
ＤＣ２．４、ＲＡＷ２６４．７细胞按 １×１０４个／孔铺于 ９６孔板
中，于培养箱中培养４ｈ，待细胞贴壁，按１．５．１中步骤
向各孔中加入裸 ｍＲＮＡ、Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００、二元和
三元制剂。继续培养２４ｈ后，每孔加入１０μＬＣＣＫ８
试剂，于培养箱中再孵育４ｈ。测定每孔４５０ｎｍ波长
处光密度并按下述公式计算制剂对细胞活力的影响。

　　细胞活力（％）＝
（Ａ加药－Ａ背景）
（Ａ未加药－Ａ背景）

×１００％

１．６　ｍＲＮＡＰＰＴＣ体内递送能力的考察
１．６．１　不同制剂呼吸道递送能力　　异氟烷麻醉
ＢＡＬＢ／ｃ雌鼠，抬起小鼠头部使呼吸道与躯干呈１８０°，
将各含 ３μｇＦｌｕｃｍＲＮＡ的二元和三元制剂，１×ＰＢＳ
和３μｇ裸ｍＲＮＡ，向各组小鼠左右鼻孔各滴２０μＬ，间
隔８ｍｉｎ。给药２４ｈ后，腹腔注射１．１％戊巴比妥钠溶
液，待完全麻醉后使用脱毛膏暴露小鼠胸口皮肤，腹腔

注射Ｄ荧光素钾盐溶液１００μＬ／只。５ｍｉｎ后将小鼠
放入活体成像系统检测化学发光信号。完成后将小鼠

脱颈处死，取出肝脏、脾脏和全肺，１×ＰＢＳ漂洗。将脏
器放入活体成像系统检测化学发光信号。使用 Ｌｉｖｉｎｇ
Ｉｍａｇｅ软件计算圈选区域的光通量。
１．６．２　ｍＲＮＡＰＰＴＣ不同时间点的呼吸道递送能力
　　随机选取 １０只 ６～８周龄的 ＢＡＬＢ／ｃ雌鼠，按
１．６．１中方法将 ＦｌｕｃｍＲＮＡＰＰＴＣ制剂滴鼻给药，在
给药后６、１２、２４、４８、７２ｈ时间点取小鼠肝脏、脾脏和
全肺进行化学发光信号检测。

１．７　ｍＲＮＡＰＰＴＣ诱导小鼠特异性抗体水平的考察
１．７．１　实验小鼠免疫计划　　将２４只６～８周龄，体质
量约２０ｇ的ＢＡＬＢ／ｃ雌鼠置于同一笼中并打乱次序，随
机挑选８只为一组，均分为３组。将１×ＰＢＳ溶液以及各
含３μｇＲＢＤｍＲＮＡ的ＰＰＴＣ、Ｔ７０４ＢＣ制剂按照１．６．１
中操作滴鼻给药。初次滴鼻免疫记为第０天，在第２１
天以同等剂量进行二次滴鼻加强免疫，并于初次免疫

后第７、１４、２１、２８、３５、４２、４９天采集小鼠血液样本，于
第２８天脱颈处死小鼠后采集支气管肺泡灌洗液样本。
１．７．２　血清和支气管肺泡灌洗液（ＢＡＬＦ）样品采集　
　尾静脉采集实验小鼠血液，待完全凝血后，离心并取
上层血清于－８０℃待用。将２８ｄ实验小鼠脱颈处死，
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无菌条件下，打开胸腔并剪开纵隔使胸腔与外界连通。

剪开小鼠颈部皮肤和肌肉，暴露气管软骨并开口约

２ｍｍ，使用气管留置针将气管软管引入，使用冰冷的
１×ＰＢＳ灌洗肺叶，于－８０℃待用。
１．７．３　ＥＬＩＳＡ　　将含２ｍｇ／ＬＲＢＤ的包被液按１００μＬ／孔
加入９６孔板中，于４℃包被过夜。弃去孔内液体，每孔
加入１×ＰＢＳＴ洗板，重复３遍。将含１％ＢＳＡ的１×ＰＢＳＴ
加入孔中，于４℃封闭过夜，洗板。使用含０．５％ＢＳＡ
的１×ＰＢＳＴ按需求稀释血清和ＢＡＬＦ样本后加入孔中，
于３７℃孵育１ｈ，洗板。将稀释后的山羊抗小鼠 ＩｇＧ、
ＩｇＡ分别加入血清、ＢＡＬＦ样本孔中，于 ３７℃孵育
４０ｍｉｎ，洗板。避光加入ＴＭＢ显色液显色，加入终止液
终止反应。使用酶标仪在４５０ｎｍ波长处检测光密度。
１．８　统计学分析
　　采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８．０进行统计学分析，数据
以 珋ｘ±ｓ表示，组间比较行单因素方差分析，Ｐ＜０．０５表
示差异有统计学意义。

２　结果

２．１　目标ｍＲＮＡ制备
　　将分别编码ＲＢＤ、ＥＧＦＰ、Ｆｌｕｃ蛋白的质粒和酶切
反应后产物同时进行 ＤＮＡ凝胶电泳，结果如图２Ａ所
示，依据ＤＮＡｌａｄｄｅｒ判断，３种目标质粒及酶切后转录
模板无误。将体外转录所得分别编码 ＲＢＤ、ＥＧＦＰ、
Ｆｌｕｃ蛋白的 ｍＲＮＡ和 ５’端加帽后 ｍＲＮＡ同时进行
ＲＮＡ凝胶电泳，结果如图２Ｂ所示，依据ＲＮＡｌａｄｄｅｒ判
断，３种目标 ｍＲＮＡ及 ５’端加帽后终产物制备成功，
可用于后续实验。

２．２　ｍＲＮＡＰＰＴＣ纳米颗粒制备结果
　　如图３Ａ～Ｃ所示，ｍＲＮＡＰＰＴＣ三元制剂较ＫＧ４１

ＢＣ和Ｔ７０４ＢＣ二元对照制剂有更小的流体动力学粒径
［（９６．６３±１．３４）ｎｍ］，较低的多分散系数 ＰＤＩ＝０．２１０±
０．００３，并且Ｚｅｔａ电位为（＋１４．６２５±０．５５４）ｍＶ。提示其
小粒径更易于穿过生物屏障，低 ＰＤＩ而悬液稳定性较
好，并且在水溶液中呈弱阳离子态而细胞毒性较低。此

外，通过透射电镜观察，ｍＲＮＡＰＰＴＣ呈近球形的纳米颗
粒，并且表面光滑，大小均一（图３Ｄ）。以上结果表明
ｍＲＮＡＰＰＴＣ为粒径约１００ｎｍ的弱阳离子球形纳米颗
粒，并且制剂悬液有较好的分散性。

２．３　ｍＲＮＡＰＰＴＣ体外递送能力
　　含 Ｆｌｕｃ报告基因的二元、三元制剂和各对照试
剂转染 １６ＨＢＥ、ＤＣ２．４、ＲＡＷ２６４．７细胞系后，在
１６ＨＢＥ细胞中ＰＰＴＣ组较其他二元制剂组均有更强的
化学发光信号（Ｐ＜０．０１，图 ４Ａ）。对于 ＤＣ２．４细胞，
ＰＰＴＣ组较ＫＧ４１二元制剂组化学发光信号强度无差
异，而较Ｔ７０４二元制剂组有统计学差异（Ｐ＜０．０１，图
４Ｂ）。在ＲＡＷ２６４．７细胞中，ＰＰＴＣ组较所有对照组
（包括转染试剂Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００）有最强的化学发
光信号（Ｐ＜０．０１，图 ４Ｃ）。通过 ＣＣＫ８实验发现，
ＰＰＴＣ制剂对于 １６ＨＢＥ、ＤＣ２．４和 ＲＡＷ２６４．７细胞活
力无显著影响（图 ４Ｄ～Ｆ）。以上结果提示 ｍＲＮＡ
ＰＰＴＣ三元制剂较ＫＧ４１ｍＲＮＡ或Ｔ７０４ｍＲＮＡ二元制
剂对支气管上皮细胞、树突状细胞和巨噬细胞都有更

高的体外递送效率。ｍＲＮＡＰＰＴＣ对３种细胞系均无
显著毒性。

　　如图５所示，含 ＥＧＦＰ报告基因的二元和三元制
剂组转染 １６ＨＢＥ细胞后，ＰＰＴＣ三元制剂组较 ＫＧ４１
或Ｔ７０４二元制剂组有更强的绿色荧光蛋白表达。该
结果再次显示ｍＲＮＡＰＰＴＣ能在体外有效转染支气管
上皮细胞。
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Ａ：质粒及转录模板　１：ＤＮＡｌａｄｄｅｒ；２、４、６：依次为ＲＢＤ、ＥＧＦＰ、Ｆｌｕｃ质粒；３、５、７：依次为ＲＢＤ、ＥＧＦＰ、Ｆｌｕｃ质粒
双酶切后产物；Ｂ：体外转录及加帽产物　１：ＲＮＡｌａｄｄｅｒ；２、４、６：依次为转录后ＲＢＤ、ＥＧＦＰ、ＦｌｕｃｍＲＮＡ；３、５、７：依
次为５’端加帽后ＲＢＤ、ＥＧＦＰ、ＦｌｕｃｍＲＮＡ

图２　ｍＲＮＡ体外转录各级产物凝胶电泳结果
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图３　不同纳米颗粒理化性质考察
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ａ：Ｐ＜０．０１
Ａ～Ｃ：不同制剂转染 １６ＨＢＥ（Ａ）、ＤＣ２．４（Ｂ）、ＲＡＷ２６４．７（Ｃ）细胞后化学发光强度；Ｄ～Ｆ：不同制剂对 １６ＨＢＥ
（Ｄ）、ＤＣ２．４（Ｅ）、ＲＡＷ２６４．７（Ｆ）细胞活力的影响

图４　Ｆｌｕｃ报告基因体外转染能力及制剂细胞毒性
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图５　不同制剂ＥＧＦＰ报告基因在１６ＨＢＥ细胞中的表达情况　（×２００）

２．４　ｍＲＮＡＰＰＴＣ体内递送能力
　　含 Ｆｌｕｃ报告基因的二元、三元制剂和对照试剂
滴鼻给药后，在小鼠鼻部 ＰＰＴＣ制剂组较其他组具有
更强的化学发光信号（Ｐ＜０．０１，图６Ａ、Ｄ）。小鼠肝脏
和脾脏均无Ｆｌｕｃ表达，而在肺组织中ＰＰＴＣ制剂组较
其他组具有最强的化学发光信号（Ｐ＜０．０１，图６Ｂ、Ｅ）。
如图 ６Ｃ、Ｆ所示，肺组织中化学发光信号强度于
ｍＲＮＡＰＰＴＣ滴鼻给药后 ２４ｈ达到峰值，并且 ｍＲＮＡ
能持续表达至７２ｈ。以上结果提示ｍＲＮＡＰＰＴＣ纳米
颗粒通过呼吸道给药后，能在小鼠鼻部和肺组织中有

效表达目标ｍＲＮＡ，并且不会递送至肝脏和脾脏。同
时，其能在肺组织中持续翻译目的蛋白 ７２ｈ。鉴于
ＫＧ４１ＢＣ二元制剂体内递送能力不佳，后续动物免疫
实验不再设其为实验分组。

２．５　免疫后小鼠样品中特异性抗体水平
　　小鼠按图 ７Ａ所示免疫方案滴鼻免疫和采样后，
通过检测第 ７、１４、２１、２８、３５、４２、４９天的血清样本中
ＲＢＤ特异性 ＩｇＧ光密度，发现自初次免疫后２８ｄ（加
强免疫后７ｄ）起，血清中特异性 ＩｇＧ进入平台期（图
７Ｂ）。随后对初免后第２８天（加强免疫后７ｄ）的血清
和ＢＡＬＦ样品中特异性抗体进行考察，发现 ＰＰＴＣ三
元制剂组ＲＢＤ特异性血清 ＩｇＧ滴度，较 Ｔ７０４二元制
剂组显著提高（Ｐ＜０．０１，图７Ｃ）。ＰＰＴＣ三元制剂组支
气管肺泡灌洗液ＲＢＤ特异性ｓＩｇＡ滴度显著高于Ｔ７０４
二元制剂组（Ｐ＜０．０５，图７Ｄ）。以上结果提示滴鼻接
种ｍＲＮＡＰＰＴＣ纳米颗粒，能有效诱导小鼠产生高水
平的抗原特异性血清ＩｇＧ和支气管肺泡灌洗液 ｓＩｇＡ。
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ａ：Ｐ＜０．０１；红色圈选区域：所统计的化学发光信号
Ａ、Ｄ：Ｆｌｕｃ报告基因在小鼠鼻部表达情况；Ｂ、Ｅ：Ｆｌｕｃ报告基因在小鼠肺组织表达情况；Ｃ、Ｆ：ｍＲＮＡＰＰＴＣ滴鼻
后不同时间点肺组织中Ｆｌｕｃ报告基因表达情况

图６　不同制剂体内递送能力

３　讨论

　　在新冠疫情中大放异彩的 ｍＲＮＡ疫苗，凭借
ｍＲＮＡ表达平台可塑性强、翻译效率可控、功能化模块
设计、结构简单、成本低等优势已成为生物医药领域的

新星［２］。目前除了 ｍＲＮＡ１２７３和 ＢＮＴ１６２ｂ２所采用
的非复制 ｍＲＮＡ结构外，还有自扩增、反扩增、环状
ｍＲＮＡ等类型也处于研究开发中［１９－２２］，可见 ｍＲＮＡ表
达平台拥有广泛的应用前景。然而，ｍＲＮＡ分子极易
被环境中无处不在的核酸酶降解，并且需要成功递送

至目标组织脏器，才能发挥其生物学效应。而纳米颗

粒载体便是保护ｍＲＮＡ在体内高效表达的有力助手。

　　ＳＡＲＳＣｏＶ２作为呼吸道感染病毒，传统的注射接
种疫苗只能在其突破呼吸道黏膜屏障后，再唤起特异

性免疫记忆进行应答［２３］。虽然通过注射接种的疫苗

能诱导机体产生强大的 ＳＡＲＳＣｏＶ２抗原特异性体液
和细胞免疫，并大大降低罹患重症和死亡的风险。但

并不能通过增强呼吸道黏膜免疫防御（如特异性外分

泌型ＩｇＡ［５］）来降低病毒的传染风险。同时，目前全球
范围内多达１１大类新冠突变株也使第一代疫苗面临
保护力衰减、抗体逃逸以及需要再次加强免疫等问

题［２４］。故开发呼吸道黏膜ｍＲＮＡ疫苗，对预防各类呼
吸道传染病以及处于新冠后疫情时代的我们都有重要

意义。
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ａ：Ｐ＜０．０１，ｂ：Ｐ＜０．０５
Ａ：小鼠免疫及采样计划；Ｂ：时间特异性血清ＩｇＧ光密度折线图；Ｃ：初次免疫后第２８天ＲＢＤ特异性血清ＩｇＧ滴度；
Ｄ：初次免疫后第２８天ＲＢＤ特异性支气管肺泡灌洗液（ＢＡＬＦ）ｓＩｇＡ滴度

图７　免疫计划及特异性血清ＩｇＧ和支气管肺泡灌洗液（ＢＡＬＦ）ｓＩｇＡ效价考察

　　本研究基于ｍＲＮＡ技术平台的优势，以及核酸多
肽泊洛沙胺三元自组装递送体系［１５，２５］，设计了

ｍＲＮＡＰＰＴＣ呼吸道黏膜疫苗。相较于 ｍＲＮＡＫＧ４１
或ｍＲＮＡＴ７０４二元制剂，其粒径［（９６．６３±１．３４）ｎｍ］
较小易于跨过生物屏障［２６］；呈弱阳离子态［（＋１４．６２５±
０．５５４）ｍＶ］而毒性较低［２７－２８］；ＰＤＩ较小（０．２１０±
０．００３）有良好的分散性［２９－３０］。在细胞实验中，ｍＲＮＡ
ＰＰＴＣ纳米颗粒无明显细胞毒性，在体外能高效转染
人支气管上皮细胞、鼠源树突状细胞和巨噬细胞。在

体内递送能力考察中，ｍＲＮＡＰＰＴＣ通过滴鼻给药后，
在小鼠鼻部和肺组织中显著提升了目标 ｍＲＮＡ的表
达水平，说明其具有良好的 ｍＲＮＡ呼吸道黏膜递送能
力，并且能在７２ｈ内持续表达，有助于维持目标抗原

在呼吸道黏膜的存在。而二元制剂ＫＧ４１ＢＣ或Ｔ７０４
ＢＣ无论对体外细胞的转染效率，还是在体内呼吸道组
织表达目的 ｍＲＮＡ的能力都不如三元制剂 ｍＲＮＡ
ＰＰＴＣ，说明多肽 ＫＧ４１和泊洛沙胺 Ｔ７０４是该递送体
系发挥高效核酸递送能力不可或缺的组分［１５］。

　　随后我们将编码新冠病毒 ＲＢＤ蛋白的 ｍＲＮＡ装
载至ＰＰＴＣ，获得ｍＲＮＡＰＰＴＣ疫苗制剂。滴鼻免疫小
鼠后诱导宿主产生了高滴度的抗原特异性血清 ＩｇＧ
（１／６４００００）和支气管肺泡灌洗液 ｓＩｇＡ（１／１６０），说明
其不仅能诱导体循环获得性免疫应答，也能提升呼吸

道黏膜免疫水平。此外，高水平的特异性ｓＩｇＡ能延缓
病毒“突破性感染”的速度，给予宿主免疫系统更多时

间启动获得性免疫应答，从而降低 ＣＯＶＩＤ１９患者重

５８３１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１３）



症风险［３１］，同时也具有降低气溶胶传播风险的潜在能

力，弥补了传统注射接种疫苗无法在呼吸道产生特异

性免疫防御的缺陷［８，３２］。虽然ｍＲＮＡＰＰＴＣ纳米颗粒
被细胞摄取后的命运还有待研究，但是“质子海绵”假

说［３３］认为，阳离子纳米颗粒被胞吞进入内涵体后，在

酸性环境中发生质子缓冲效应，溶酶体膜被破坏，装载

的ｍＲＮＡ通过“溶酶体逃逸”被释放到细胞质中，并借
助核糖体翻译目标免疫原［３４］，以类似病毒感染宿主细

胞的方式，从而激活特异性免疫应答的发生。

　　综上所述，本研究通过对 ｍＲＮＡＰＰＴＣ纳米颗粒
粒径、电位、形态、溶液分散性、细胞毒性、体外以及体

内递送能力、免疫后特异性抗体诱导能力的考察，初步

探索了ｍＲＮＡＰＰＴＣ纳米颗粒作为黏膜ｍＲＮＡ疫苗的
潜力。为后续考察其抗体中和能力、细胞免疫诱导能

力、免疫保护率等指标做了铺垫；为进一步优化其生物

相容性和制备工艺等条件，开发吸入式 ｍＲＮＡ疫苗提
供了参考。
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