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以新型脂肽为佐剂的ＬＰＬＮＰ构建及其对ｍＲＮＡ疫苗的增效作用
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　　［摘要］　目的　构建以新型脂肽为佐剂的递送系统脂肽脂质纳米颗粒（ｌｉｐｏｐｅｐｔｉｄｅｌｉｐｉｄ
ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅ，ＬＰＬＮＰ），初步探究其对ｍＲＮＡ疫苗的增效作用。方法　设计并合成２种新型脂肽 ＳＳ１０
和ＳＱ１８，微流控技术将编码增强型绿色荧光蛋白（ｅｎｈａｎｃｅｄｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ，ｅＧＦＰ）、萤火虫荧光
素酶（ｆｉｒｅｆｌｙｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ，Ｆｌｕｃ）和卵清白蛋白（ｏｖａｌｂｕｍｉｎ，ＯＶＡ）的 ｍＲＮＡ包载到 ＬＰＬＮＰ中，构建以新型
脂肽为佐剂的ｍＲＮＡ递送系统；利用动态光散射法表征ＬＰＬＮＰ的粒径、多分散系数；利用ＨＥＫＢｌｕｅＴＭ

ｍＴＬＲ２报告细胞检测其Ｔｏｌｌ样受体２（Ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒｓ２，ＴＬＲ２）的激活作用，筛选最优脂肽掺入比；
将优选的ＬＰＬＮＰｅＧＦＰｍＲＮＡ转染至ＨＥＫ２９３Ｔ细胞，荧光显微镜观察 ｅＧＦＰ的表达；利用活体成像技
术考察ＬＰＬＮＰＦｌｕｃｍＲＮＡ在小鼠体内的表达水平；流式细胞术评价ＬＰＬＮＰＯＶＡｍＲＮＡ免疫小鼠后
诱导引流淋巴结中树突状细胞（ｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌｓ，ＤＣｓ）成熟水平以及交叉递呈抗原的能力。结果　脂肽
ＳＱ１８和ＳＳ１０分别以０．５０％、０．７５％的摩尔比掺入后，得到的ＬＰＬＮＰ平均粒径分别为１２７和１２１ｎｍ，
平均多分散系数分别为０．１１和０．０８，包封率均在９０％以上，且体外安全性好；该配方条件下激活ＴＬＲ２
的能力显著强于阳性对照Ｐａｍ２ＣＳＫ４（Ｐ＜０．０１）；优选的ＬＰＬＮＰ均可以实现有效的体外转染，其中ＳＱ１８
以０．５０％掺入制备的ＬＰＬＮＰ体内转染效果显著优于传统ＬＮＰ（Ｐ＜０．０１），且可以显著促进引流淋巴结
ＤＣｓ的成熟以及抗原的交叉递呈（Ｐ＜０．０５）。结论　以新型脂肽为佐剂的 ＬＰＬＮＰ可以增强 ｍＲＮＡ的
递送能力，进一步提高ｍＲＮＡ疫苗的免疫效果。
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　　自２０１９年以来，严重急性呼吸综合征冠状病毒２
（ＳＡＲＳＣｏｖ２）席卷全球，多种新型疫苗技术迅速运用
于新冠病毒疫苗的开发［１］。与传统疫苗（如减毒、灭

活和重组亚单位疫苗等）相比，ｍＲＮＡ疫苗具有安全性
高、研发周期短和免疫原性强的优势，成为这场新冠病

毒疫苗竞赛中的明星［２］。随着研究的深入，ｍＲＮＡ技
术在传染病预防治疗、肿瘤免疫以及蛋白代替疗法等

领域均得到了广泛应用［３］。

　　ｍＲＮＡ疫苗通常选用脂质纳米颗粒（ｌｉｐｉｄ
ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅ，ＬＮＰ）作为递送载体［４］，ＬＮＰ由可电离脂
质、辅助磷脂、胆固醇、聚乙二醇化脂质４部分组成。这
些成分可以促进形成单分散纳米颗粒，提高制剂稳定

性，实现核酸有效封装，帮助细胞摄取，促进ｍＲＮＡ的内
体逃逸［５］。然而，ＬＮＰ也存在一定局限性，如递送效率
欠佳、佐剂活性偏弱、细胞选择性较差、潜在毒性、生产

成本高以及储存和运输要求严格。因此，对 ＬＮＰ进行
优化改进是当前ｍＲＮＡ疫苗递送的研究重点。
　　脂肽是一类 Ｔｏｌｌ样受体 ２（Ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒｓ２，
ＴＬＲ２）激动剂，将 Ｐａｍ２ＣｙＳ与肽段化学偶联合成得到
的脂肽，具有显著的免疫增强作用［６］。目前，已经有

１０余个以脂肽作为佐剂的疫苗进入了临床研究阶段，
显示出良好的佐剂效果。例如针对人类免疫缺陷病毒

（ｈｕｍａｎｉｍｍｕｎｏｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙｖｉｒｕｓ，ＨＩＶ）脂肽疫苗在人体
接种后引发了强烈的Ｂ细胞和 Ｔ细胞反应，在受试者
体内产生了治疗性免疫反应［７］；针对幽门螺杆菌

（Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒｐｙｌｏｒｉ，Ｈｐ）感染的自佐剂脂肽疫苗通过

与Ｐａｍ２ＣｙＳ偶联，激发强大的特异性细胞免疫应答和
黏膜抗体应答［８］。此外，脂肽分子的两亲性结构使其

具有掺入到 ＬＮＰ中的潜力，运用脂肽为佐剂增强
ｍＲＮＡ疫苗的免疫效果在理论上是可行的。
　　本研究将 ＴＬＲ４激活多肽［９］、程序性死亡受体 １
（ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄＤｅａｔｈ１，ＰＤ１）抑制多肽［１０］分别与

Ｐａｍ２ＣｙＳ偶联，成功合成了ＳＳ１０（Ｐａｍ２ＣＳＫＫＡＰＰＨＡＬＳ）
和ＳＱ１８（Ｐａｍ２ＣＳＴＧＱＩＳＴＬＲＶＮＩＴＡＰＬＳＱ）２种新型脂
肽。利用脂肽的两亲性［１１］，将其掺入 ＬＮＰ中，制备新
型ｍＲＮＡ递送系统；为优化这一系统，对脂肽掺入比
进行筛选，通过检测不同掺入比例下脂肽脂质纳米颗
粒（ｌｉｐｏｐｅｐｔｉｄｅｌｉｐｉｄｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅ，ＬＰＬＮＰ）的均一性、
安全性以及 ＴＬＲ２激动剂活性，确定了最优掺入比；
ＳＱ１８在最优掺入比下显著提高了体内 ｍＲＮＡ的表达
水平，并促进了小鼠引流淋巴结中树突状细胞

（ｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌｓ，ＤＣｓ）的成熟，为提升 ｍＲＮＡ疫苗的免
疫效果提供了新策略。

１　材料与方法

１．１　材料及试剂
　　ＨＥＫ２９３Ｔ细胞、ＨＥＫＢｌｕｅＴＭ ｍＴＬＲ２细胞系、萤火
虫荧光素酶（ｆｉｒｅｆｌｙｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ，Ｆｌｕｃ）ｍＲＮＡ、卵清白蛋
白（ｏｖａｌｂｕｍｉｎ，ＯＶＡ）ｍＲＮＡ、ＲＢＤｍＲＮＡ、Ｐａｍ２ＣＳＫ４
为课题组自备；增强型绿色荧光蛋白（ｅｎｈａｎｃｅｄｇｒｅｅｎ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ，ｅＧＦＰ）ｍＲＮＡ（Ｎ１ＭｅＰｓｅｕｄｏＵＴＰ）购
自近岸蛋白质公司；脂肽 ＳＳ１０（Ｐａｍ２ＣＳＫＫＡＰＰＨＡＬＳ）、
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ＳＱ１８（Ｐａｍ２ＣＳＴＧＱＩＳＴＬＲＶＮＩＴＡＰＬＳＱ）由本课题组设
计并交由上海吉尔生化公司合成；ＲＰＭＩ１６４０、ＤＭＥＭ、
ｏｐｔｉＭＥＭ培养基、胎牛血清购自 Ｇｉｂｃｏ公司；青霉素
链霉素双抗、ＰＢＳ干粉、无内毒素水购自 Ｂｉｏｓｈａｒｐ公
司；０．２５％胰酶、ＴｒｉｔｏｎＸ１００购自上海碧云天生物公
司；ＤＥＰＣ购自阿拉丁公司；Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００、集落刺
激 因 子 （ｇｒａｎｕｌｏｃｙｔｅｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｃｏｌｏｎｙｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ
ｆａｃｔｏｒ，ＧＭＣＳＦ）、白介素４（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ４，ＩＬ４）、Ｑｕａｎｔ
ｉＴＴＭＲｉｂｏＧｒｅｅｎＴＭＲＮＡＲｅａｇｅｎｔａｎｄＫｉｔ试剂盒购自赛
默飞世尔科技公司；ＤＬｉｎＭＣ３ＤＭＡ、ＤＭＧＰＥＧ２０００、
ＤＳＰＣ、胆固醇购自上海艾伟拓公司；异氟烷购自深圳
瑞沃德公司；Ｄ荧光素钠盐购自百灵威公司；ＣＣＫ８
试剂购自ＭＣＥ公司；ＦＩＴＣａｎｔｉｍｏｕｓｅＣＤ１１ｃ、ＡＰＣａｎｔｉ
ｍｏｕｓｅＣＤ８０、ＰＥａｎｔｉｍｏｕｓｅＣＤ４０、ＰＥ／Ｃｙａｎｉｎｅ７ａｎｔｉ
ｍｏｕｓｅＨ２ｋｂｂｏｕｎｄｔｏＳＩＩＮＦＥＫＬ购自Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ公司。
１．２　实验动物
　　３２只６～８周龄 ＳＰＦ级雌性 Ｂａｌｂ／ｃ小鼠，体质量
１６～２０ｇ，购自北京维通利华生物科技有限公司，饲养
于陆军军医大学国家免疫生物制品工程技术研究中心

ＳＰＦ级动物房。
１．３　ＬＮＰ、ＬＰＬＮＰ的制备与表征
　　利用微流控设备（纳微公司，ＮＷＤＰＳⅡ），将含有
ｍＲＮＡ的水相（０．２ｍｏｌ／Ｌ柠檬酸柠檬酸钠缓冲液，
ｐＨ＝４）与含有脂质的乙醇相混合制得 ＬＮＰｍＲＮＡ；将
新型脂肽 ＳＳ１０、ＳＱ１８分别按照 ０．２５％、０．５０％、
０．７５％、１．００％的摩尔比掺入 ＬＮＰ中，ＬＰＬＮＰｍＲＮＡ
制备方法同上；具体掺入比例如表１所示。制样完成
后在１００×１０３超滤管中用 １×ＰＢＳ超滤＞２０倍体积的
样品。用Ｚｅｔａｓｉｚｅｒｐｒｏ（ＭａｌｖｅｎＰＡＮａｌｕｔｉｃａｌ）测量样品
的颗粒大小（Ｓｉｚｅ）、平均分散系数（ＰＤＩ）；包封率（ＥＥ）
检测用ＱｕａｎｔｉＴＴＭＲｉｂｏＧｒｅｅｎＴＭＲＮＡＲｅａｇｅｎｔａｎｄＫｉｔ试
剂盒进行间接验证，在加入 ＱｕａｎｔｉＴＴＭ ＲｉｂｏＧｒｅｅｎＴＭ

ＲＮＡ试剂后，利用荧光发光对２％ＴｒｉｔｏｎＸ１００破乳或
未破乳的ｍＲＮＡ进行定量（分别为破乳前和破乳后）。
包封率计算公式为：ＥＥ＝（破乳后读值－破乳前读值）／
破乳前读值×１００％。
１．４　ＬＰＬＮＰ最优脂肽掺入比的筛选
　　ＣＣＫ８检测体外安全性：取２只 Ｂａｌｂ／ｃ小鼠处死
消毒后，取其胫骨和股骨无菌分离原代骨髓细胞，用定

向分化培养基（含１０％胎牛血清、１％青霉素链霉素双

抗、２０ｎｇ／ｍＬＧＭＣＳＦ、１０ｎｇ／ｍＬＩＬ４）将细胞诱导为
成熟的骨髓来源的树突状细胞（ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｄｅｒｉｖｅｄ
ｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌ，ＢＭＤＣｓ）。第 ３天和第 ５天分别更换一
半的新鲜培养液，第７天收集细胞。按１×１０５个／孔铺
于９６孔板中，待细胞贴壁后，向各孔中加入 ＬＰＬＮＰ
ｍＲＮＡ培养１２ｈ，每孔加入１０μＬＣＣＫ８试剂，于培养
箱中再孵育３ｈ。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。

　　细胞存活率＝
ＯＤ实验－ＯＤ空白
ＯＤ对照－ＯＤ空白

×１００％

　　ＨＥＫＢｌｕｅＴＭ ｍＴＬＲ２细胞检测 ＴＬＲ２激活作用：
ＨＥＫＢｌｕｅＴＭｍＴＬＲ２细胞复苏，于 ３７℃、５％ＣＯ２条件
下培养箱中培养至 ８０％融合，消化计数，调整细胞数
至２×１０４个／孔，铺于 ９６孔板中。将 ＬＰＬＮＰｍＲＮＡ、
ＬＮＰｍＲＮＡ、无内毒素水（阴性对照）和 Ｐａｍ２ＣＳＫ４（阳
性对照）分别与 ＨＥＫＢｌｕｅＴＭ ｍＴＬＲ２细胞在 ３７℃的
ＨＥＫＢｌｕｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎ中孵育 １６ｈ，然后在 ６２０ｎｍ处用
分光光度计检测分泌型碱性磷酸酶（ｓｅｃｒｅｔｅｄａｌｋａｌｉｎｅ
ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＳＥＡＰ）活性。
１．５　优选 ＬＰＬＮＰ的体外转染能力评价
　　用ｅＧＦＰ的ｍＲＮＡ检测优选ＬＰＬＮＰ在ＨＥＫ２９３Ｔ
细胞的转染能力：ＨＥＫ２９３Ｔ细胞复苏，调整细胞数至
２×１０５个／孔，铺于 １２孔板中，利用微流控将 ｅＧＦＰ
ｍＲＮＡ分别与ＬＰＬＮＰ（ＳＱ１８０．５０％、ＳＳ１００．７５％）、
ＬＮＰ混合制备待测样品；Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００制剂与
ｅＧＦＰｍＲＮＡ混合为阳性对照，各孔的 ｅＧＦＰｍＲＮＡ浓
度均为５００ｎｇ／ｍＬ，将各组制剂加入细胞中，培养２４ｈ，
用倒置荧光显微镜观察ｅＧＦＰ蛋白的表达情况。
１．６　优选 ＬＰＬＮＰＦｌｕｃｍＲＮＡ的体内递送能力评价
　　利用活体成像考察优选制剂的体内递送能力：实
验小鼠分为６组，实验组共５组，每组３只小鼠，利用
微流控将含３μｇＦｌｕｃｍＲＮＡ的分别与ＬＰＬＮＰ（ＳＱ１８
０．５０％、ＳＱ１８０．７５％、ＳＳ１００．５０％、ＳＳ１００．７５％）、
ＬＮＰ混合制备待测样品；对照组 ３只小鼠仅注射
１×ＰＢＳ，免疫方式采用肌肉注射，每只小鼠大腿外侧各
注射５０μＬ制剂。６ｈ后异氟烷麻醉，腹腔注射 Ｄ荧
光素钠盐溶液 １００μＬ／只。１０ｍｉｎ后将小鼠放入活体
成像系统检测化学发光信号。使用 ＬｉｖｉｎｇＩｍａｇｅ软件
计算圈选区域的光通量。

表１　脂质纳米颗粒摩尔比配方（％）
成分 ＬＮＰ ＬＰ（０．２５％）ＬＮＰ ＬＰ（０．５０％）ＬＮＰ ＬＰ（０．７５％）ＬＮＰ ＬＰ（１．００％）ＬＮＰ

ＤＬｉｎＭＣ３ＤＭＡ ５０．０００ ４９．９５０ ４９．９５０ ４９．９５０ ４９．９５０
胆固醇 ３８．５００ ３８．４５０ ３８．４５０ ３８．４５０ ３８．４５０
ＤＭＧＰＥＧ２０００ １．５００ １．４２５ １．３００ １．１７５ １．０５０
ＤＳＰＣ １０．０００ ９．９２５ ９．８００ ９．６７５ ９．５５０
脂肽ＳＳ１０／脂肽ＳＱ１８ ０．０００ ０．２５０ ０．５００ ０．７５０ １．０００
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１．７　优选 ＬＰＬＮＰＯＶＡｍＲＮＡ的免疫增效作用评价
　　流式细胞术评价优选ＬＰＬＮＰ诱导小鼠引流淋巴
结中ＤＣｓ成熟以及交叉递呈抗原的能力：实验小鼠分
为４组，实验组共３组，每组３只小鼠，利用微流控将
含２０μｇＯＶＡｍＲＮＡ的分别与ＬＰＬＮＰ（ＳＱ１８０．５０％、
ＳＳ１００．７５％）、ＬＮＰ混合制备待测样品；对照组 ３只
小鼠注射含有２０μｇＲＢＤｍＲＮＡ的ＬＮＰ制剂；免疫方
式采用肌肉注射，每只小鼠大腿外侧各注射７５μＬ制
剂；２４ｈ后脱颈处死小鼠取两侧腹股沟淋巴结，研磨
成单细胞悬液，流式抗体染色后分析引流淋巴结中

ＤＣｓ成熟以及ＤＣｓ介导的交叉递呈抗原情况。
１．８　统计学分析
　　采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９．５软件进行统计学分析，
数据以 珋ｘ±ｓ表示，组间比较使用单因素方差分析，以Ｐ＜
０．０５表示差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＬＰＬＮＰ的制备与表征
　　将脂肽（ＳＱ１８、ＳＳ１０）按照不同比例掺入制备ＬＰ
ＬＮＰ，微流控体系下 ＬＰＬＮＰｍＲＮＡ脂质纳米颗粒形
态如图１所示，通过动态光散射粒度分析仪对其进行
表征，不同掺入比例下，ＬＰＬＮＰ的粒径为１１０～１５０ｎｍ
（图２Ａ）、平均分散系数（ＰＤＩ）为０．０５～０．３０（图２Ｂ），
其中ＳＱ１８０．５０％、ＳＳ１００．５０％和 ＳＳ１００．７５％的分
散度较好。ＲｉｂｏＧｒｅｅｎＲＮＡ试剂测定破乳前后 ｍＲＮＡ
的浓度，计算ｍＲＮＡ的包封率（ＥＥ），ＳＱ１８０．５０％、ＳＳ１０
０．７５％的 ＥＥ均超过 ９０％，其余掺入比的 ＥＥ约 ８０％
（图２Ｃ）。以上结果表明，脂肽 ＳＱ１８、ＳＳ１０分别以
０．５０％、０．７５％的比例掺入得到 ＬＰＬＮＰ粒径均一，平
均粒径分别为１２７和１２１ｎｍ，平均多分散系数分别为
０．１１和０．０８，且包封率较高，具有较优的理化特征。
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图１　ＬＰＬＮＰｍＲＮＡ组装示意图
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图２　ＬＰＬＮＰ的表征
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２．２　ＬＰＬＮＰ最优脂肽掺入比的筛选
　　为了评价 ＬＰＬＮＰ的体外安全性，ＣＣＫ８实验检
测不同比例脂肽掺入后对ＢＭＤＣｓ细胞存活率的影响。
如图３Ａ、Ｂ显示，脂肽掺入组细胞存活率均超过９０％，
与传统ＬＮＰ组相比无统计学差异，表明脂肽掺入对
ＬＰＬＮＰ制剂的体外安全性无显著影响。
　　为了验证脂肽的掺入是否可以赋予ＬＰＬＮＰ对ＴＬＲ２
的激活作用，利用稳定表达ＴＬＲ２的ＨＥＫＢｌｕｅＴＭｍＴＬＲ２
细胞检测ＳＱ１８、ＳＳ１０以不同比例掺入后ＴＬＲ２的激活
能力。如图 ３Ｂ、Ｃ显示，ＬＮＰ组虽然也具有一定的
ＴＬＲ２激动作用（Ｐ＜０．０１），但ＳＱ１８０．５０％、ＳＳ１００．７５％
组与ＬＮＰ组相比具有更高的ＴＬＲ２激动活性（Ｐ＜０．０１）。
结合之前对于 ＬＰＬＮＰ的理化性质表征结果，优选
ＳＱ１８０．５０％、ＳＳ１００．７５％配方继续后面的实验。
２．３　优选ＬＰＬＮＰ的体外转染能力评价
　　用ＳＳ１００．７５％、ＳＱ１８０．５０％分别包载编码ｅＧＦＰ
的ｍＲＮＡ，并转染至 ＨＥＫ２９３Ｔ细胞。２种 ＬＰＬＮＰ均
可将目标 ｍＲＮＡ转染至细胞，并且成功将 ｅＧＦＰ
ｍＲＮＡ翻译为显绿色的荧光蛋白（图４Ａ～Ｃ），表达水
平与常规转染试剂Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００相当（图４Ｄ）。

２．４　优选ＬＰＬＮＰ的体内递送能力评价
　　 ＳＳ１００．７５％、ＳＱ１８０．５０％分别包载编码
ＦｌｕｃｍＲＮＡ后，小鼠肌肉注射给药，６ｈ后小动物成像
仪观察化学发光强度。如图５所示，ＳＱ１８０．５０％组小
鼠在注射部位较传统 ＬＮＰ组的化学发光信号强度更
高（Ｐ＜０．０１），提示ＳＱ１８０．５０％组相比传统ＬＮＰ组具
有更高的体内递送效率；ＳＳ１００．７５％组发光信号强度
虽然也高于ＬＮＰ组，但无统计学差异。
２．５　优选ＬＰＬＮＰ对ＯＶＡｍＲＮＡ的免疫增效作用评价
　　ＳＳ１００．７５％、ＳＱ１８０．５０％分别包载编码 ＯＶＡ的
ｍＲＮＡ后，小鼠肌注给药 ２４ｈ后取腹股沟淋巴结，通
过流式细胞术评价 ＤＣｓ成熟以及交叉递呈抗原的情
况。首先使用ＦＳＣＡ和ＳＳＣＡ参数选择淋巴细胞；然
后使用 ＦＳＣＡ和 ＦＳＣＨ参数选择单重态细胞，根据
活／死Ｆｌｏｕｒ７００Ａ和ＦＳＣＡ参数识别和选择活细胞；
最后分别选择 ＣＤ１１ｃ＋和 ＣＤ４０＋细胞群、ＣＤ１１ｃ＋和
ＣＤ８０＋细胞群、ＣＤ１１ｃ＋和 Ｈ２ｋｂＳＩＩＮＦＥＫＬ＋细胞群，对
发光信号进行分析后，得到圈门策略，如图６所示。图
７Ａ为流式细胞术分析代表图，具体分析如下。与传统
ＬＮＰ组相比，ＳＱ１８０．５０％组刺激ＤＣｓ表达ＣＤ４０、ＣＤ８０
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图３　ＬＰＬＮＰ的最优脂肽掺入比筛选
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图４　优选ＬＰＬＮＰ对ｅＧＦＰｍＲＮＡ的体外转染作用（×２００）
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的水平显著提升（Ｐ＜０．０５，图７Ｂ、Ｃ），提示ＳＱ１８０．５０％
组能够有效刺激ＤＣｓ的成熟。ＳＳ１００．７５％组与 ＬＮＰ
组相比均无统计学差异，提示其刺激 ＤＣｓ成熟能力与
传统ＬＮＰ相当。以ＬＮＰ包载ＲＢＤｍＲＮＡ作为对照，分

析优选 ＬＰＬＮＰ提升 ＤＣｓ交叉递呈抗原的能力，ＳＱ１８
０．５０％组细胞表面表达 Ｈ２ｋｂＳＩＩＮＦＥＫＬ的水平显著高
于ＬＮＰ组（Ｐ＜０．０５，图７Ｄ），表明脂肽ＳＱ１８０．５０％掺入
ＬＮＰ后增强了ＤＣｓ交叉递呈抗原的能力。
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图５　优选ＬＰＬＮＰ对ＦｌｕｃｍＲＮＡ的体内递送作用
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图６　 流式细胞术圈门策略
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Ａ：流式细胞术分析代表图；Ｂ～Ｄ：ＣＤ４０＋ＣＤ１１ｃ＋细胞、ＣＤ８０＋ＣＤ１１ｃ＋细胞、Ｈ２ｋｂＳＩＩＮＦＥＫＬ＋ＣＤ１１ｃ＋细胞占存活
淋巴细胞的百分比　 ａ：Ｐ＜０．０５

图７　流式细胞术检测ＤＣｓ共刺激分子的表达水平以及交叉递呈抗原的能力

３　讨论

　　近年来，新冠病毒 ｍＲＮＡ疫苗的研究取得了巨大
成功，推动了ｍＲＮＡ疫苗技术的飞速发展。合适的佐
剂是增强 ｍＲＮＡ疫苗保护效果的关键［１２］。ｍＲＮＡ疫

苗佐剂通常有以下几种添加方式：①设计合成带有佐
剂效应的新型递送脂质，如类脂质 Ｃ１２ＴＬＲａ（由环氧
Ｃ１２和含胺的 ＴＬＲ７／８激动剂组成）可促进 ｍＲＮＡ疫
苗递送和ＴＬＲ应答，诱导高水平的中和抗体［１３］；②设
计可整合至 ｍＲＮＡ链上的佐剂，如短双链 ＲＮＡ
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（ｄｓＲＮＡ）通过靶向视黄酸诱导基因 Ｉ（ＲＩＧＩ），可以杂
交拴在 ｍＲＮＡ链上，通过触发先天免疫信号传导而具
有内在佐剂活性［１４］；③添加外源性免疫刺激剂，如胆
固醇修饰的阳离子肽 ＤＰ７（ＶＱＷＲＩＲＶＩＲＫ），可以激活
ＴＬＲ２ＭｙＤ８８ＩＫＫＮＦκＢ途径并改善由新抗原疫苗诱
发的免疫应答，从而作为个体化癌症疫苗的有效佐

剂［１５］。本研究利用脂肽的两亲性结构特点，经 ＳＱ１８
和ＳＳ１０２种脂肽直接掺入ＬＮＰ中，获得了粒径均一、
递送效率高的ｍＲＮＡ递送系统。
　　在ＬＮＰ的构成比例方面，ＰＥＧ脂质和磷脂在调节
ＬＮＰ的大小、防止聚集及提高稳定性方面具有重要作
用［１６］；ＫＵＬＫＡＲＮＩ等［１７］制备了不同 ＰＥＧ脂质含量的
７种ＬＮＰ，其结果表明增加 ＰＥＧ脂质摩尔比有助于形
成更小的 ＬＮＰ，随着摩尔比增高，ＬＮＰ的作用也发生
改变，因此在对ＬＮＰ进行设计的时候要选择合适的比
例；磷脂的掺入有助于增加ＬＮＰ的膜流动性，ＤＳＰＣ等
磷脂改善了ＬＮＰ制剂在体外的内吞作用［１８］。本研究

针对ＬＮＰ的构成比进行调整，增加脂肽所占摩尔比，
相应减小ＰＥＧ脂质和ＤＳＰＣ的摩尔比，评价新型制剂
理化性质的改变；ＬＮＰ的粒径和多分散系数是评估纳
米制剂效果的２个重要指标，研究表明脂质纳米颗粒
的粒径为１００～２００ｎｍ、ＰＤＩ在０．２以下的制剂在体内
外递送时可以发挥最优效果［１９］。随着脂肽占比增加

（０．２５％～１．００％），ＬＮＰ的粒径和ＰＤＩ发生改变；当脂
肽在０．２５％摩尔比例下，脂质纳米颗粒的粒径和 ＰＤＩ
呈现增加的趋势。脂肽在１．００％的摩尔比例下，虽然
粒径较小，但纳米颗粒分散性差；随着脂肽占比增加，

ＬＰＬＮＰ在体内的递送效率发生改变，小动物成像结果
显示脂肽的掺入量与递送效率未呈现等比上升趋势。

这可能与ＰＥＧ脂质和ＤＳＰＣ比例减少有关，说明脂肽
ＳＱ１８、ＳＳ１０分别以０．５０％、０．７５％的比例替换一定比
例的ＤＭＧＰＥＧ２０００、ＤＳＰＣ可以发挥最大递送优势。
　　新型脂肽 ＳＱ１８（Ｐａｍ２ＣＳＴＧＱＩＳＴＬＲＶＮＩＴＡＰＬＳＱ）
除了具有ＴＬＲ２激动剂活性［２０］，其多肽部分可以作为

ＰＤ１受体阻断剂拮抗ＰＤ１受体，增强幼稚效应ＣＤ８＋Ｔ
细胞转化和分化［１０，２１］。本研究将ＳＱ１８与 ＬＮＰ联用，
筛选出优势配比，结果表明，ＳＱ１８（０．５０％）ＬＮＰ增强
了ｍＲＮＡ疫苗在体内的表达，进一步刺激 ＤＣｓ成熟，
提高ＤＣｓ对抗原的交叉递呈能力。这可能与 ＳＱ１８中
的多肽单元可以阻断 ＰＤ１受体，发挥佐剂效应有
关［２２］。新型脂肽 ＳＳ１０（Ｐａｍ２ＣＳＫＫＡＰＰＨＡＬＳ）是将
Ｐａｍ２ＣｙＳ与 ＴＬＲ４激活多肽偶联

［２３］。ＬＩ等［９］研究表

明该多肽作为 ＴＬＲ４激动剂在重组 ５型腺病毒（ｒＡｄ
５）疫苗中发挥了显著作用，多肽佐剂通过活化由

ＭｙＤ８８介导的ＴＬＲ４／ＮＦκＢ信号通路，进一步增强了
抗原特异性细胞毒性Ｔ细胞应答。新型脂肽ＳＳ１０与
ＬＮＰ联用后，通过 ＴＬＲ增强了小鼠体内 Ｆｌｕｃ基因表
达，但刺激ＤＣｓ成熟的能力弱于脂肽 ＳＱ１８，后续实验
将进一步验证该脂肽的免疫激活机制。

　　综上所述，脂肽ＳＱ１８０．５０％、ＳＳ１００．７５％掺入ＬＮＰ
包载ｍＲＮＡ后的脂质纳米颗粒大小均一，与传统的
ＬＮＰ相比可增强ｍＲＮＡ疫苗效果。脂肽ＳＱ１８０．５０％
ＬＮＰ可以促进 ＤＣｓ成熟，增强抗原交叉递呈能力；后
续可进一步分析ＳＱ１８０．５０％ＬＮＰ在体内引起的免疫
环境改变，进而深入挖掘脂肽佐剂对 ｍＲＮＡ疫苗的增
效机制，为后续佐剂与ｍＲＮＡ疫苗联用提供新思路。
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