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【摘要】 目的 针对肠道病毒71型(EV71)的VP1蛋白构建线性 mRNA转录载体,并进行细胞转染验证VP1蛋白表

达,为开发手足口病 mRNA疫苗提供技术支撑。 方法 应用PCR技术获得vp1基因,在其上游和下游分别引入

5􀆳UTR、3􀆳UTR和poly(A)尾,通过基因克隆技术构建出EV71
 

vp1线性 mRNA转录载体pcDNA3.1-EV71-VP1。在

PCR、酶切和测序鉴定转录载体后,体外转录出修饰的vp1
 

mRNA。将转录载体和vp1
 

mRNA转染 HeLa细胞,采用

Western
 

blot和免疫荧光验证VP1蛋白的表达。 结果 转录载体通过PCR扩增和双酶切都可得到891
 

bp的vp1基

因和1
 

448
 

bp的基因片段,与预期相符。体外转录出的vp1
 

mRNA大小约1
 

448
 

bp,与理论值相符。转录载体和vp1
 

mRNA转染 HeLa细胞后,Western
 

blot可检测到38
 

ku大小的特异性条带,免疫荧光试验也检测到VP1蛋白的正确表

达。 结论 成功构建了EV71
 

vp1线性 mRNA转录载体,为其免疫学评价奠定了基础。
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【Abstract】 Objective To
 

construct
 

a
 

linear
 

mRNA
 

transcription
 

vector
 

encoding
 

the
 

VP1
 

protein
 

of
 

Enterovirus
 

71
 

(EV71)
 

and
 

verify
 

its
 

expression
 

through
 

cell
 

transfection,thereby
 

providing
 

technical
 

support
 

for
 

the
 

development
 

of
 

an
 

mRNA
 

vaccine
 

against
 

hand,foot,and
 

mouth
 

disease
 

(HFMD). Methods The
 

vp1
 

gene
 

was
 

amplified
 

by
 

PCR
 

technology.
 

A
 

5􀆳UTR,3􀆳UTR
 

and
 

poly(A)
 

tail
 

sequence
 

were
 

synthesized
 

to
 

flank
 

upstream
 

and
 

downstream
 

of
 

the
 

vp1
 

gene,respectively.
 

The
 

EV71
 

vp1
 

linear
 

mRNA
 

transcription
 

vector
 

(pcDNA3.1-EV71-VP1)
 

was
 

constructed
 

through
 

gene
 

cloning
 

technology.
 

Following
 

verification
 

of
 

the
 

correctly
 

assembled
 

transcription
 

vector
 

by
 

PCR,enzyme
 

digestion
 

and
 

sequencing,the
 

modified
 

vp1
 

mRNA
 

was
 

transcribed
 

in
 

vitro.
 

Both
 

the
 

transcription
 

vector
 

and
 

transcribed
 

vp1
 

mRNA
 

were
 

transfected
 

into
 

HeLa
 

cells,and
 

VP1
 

protein
 

expression
 

was
 

validated
 

using
 

Western
 

blot
 

and
 

immunofluorescence
 

assays. Results Fragments
 

of
 

891
 

bp
 

(vp1
 

gene)
 

and
 

1
 

448
 

bp
 

(complete
 

mRNA
 

sequence)
 

were
 

yielded
 

through
 

PCR
 

amplification
 

and
 

double
 

enzyme
 

digestion
 

of
 

the
 

transcription
 

vector,which
 

meet
 

the
 

expected
 

sizes􀆳
 

molecular
 

weight.
 

The
 

in
 

vitro-transcribed
 

vp1
 

mRNA
 

exhibited
 

a
 

size
 

of
 

approximately
 

1
 

448
 

bp,consistent
 

with
 

its
 

theoretical
 

size.
 

Following
 

transfection
 

of
 

both
 

the
 

transcription
 

vector
 

and
 

vp1
 

mRNA
 

into
 

HeLa
 

cells,specific
 

band
 

with
 

a
 

size
 

of
 

38
 

ku
 

can
 

be
 

detected
 

by
 

Western
 

blot,and
 

the
 

correct
 

expression
 

of
 

VP1
 

protein
 

is
 

also
 

detected
 

by
 

immunofluorescence
 

assay. Conclusion The
 

successful
 

construction
 

of
 

the
 

EV71
 

vp1
 

linear
 

mRNA
 

transcription
 

vector
 

lays
 

a
 

foundation
 

for
 

its
 

further
 

immunological
 

evaluation.
【Keywords】 Enterovirus

 

71;VP1
 

protein;Transcription
 

vector;Protein
 

expression;mRNA
 

vaccine

*** 肠道病毒71型(enterovirus
 

type
 

71,EV71)是引

起手足口病的主要病原体,具有高度传染性[1]。手足

口病(Hand,foot
 

and
 

mouth
 

disease,HFMD)是一种

主要发生于全世界5岁以下儿童的常见的发疹性疾

病,以发热,手脚、腹股沟和臀部出现丘疹或水泡,口腔

粘膜溃疡性病变等为临床特征[2-3]。在引起手足口病

的病毒中,EV71是一种嗜神经性病毒,更易引起严重
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并发症,包括脑炎、急性弛缓性麻痹、心肺衰竭和暴发

性神经源性肺水肿等[4-6]。如今手足口病多以流行病

的形式持续发生在亚太地区国家,构成了亚太地区的

一个重大公共卫生问题[3,7]。目前对于EV71感染引

起的手足口病尚无特效的治疗方法,开发疫苗是最有

效的控制和预防手段之一。截止目前,已有多种策略

被用于开发EV71疫苗,但大多数疫苗都处于临床开

发阶段,只有福尔马林灭活的EV71灭活疫苗被证明

是安 全 有 效 的,且 被 中 国 FDA 批 准 上 市[5,8]。但

EV71毒株的不断变异以及如何彻底根除EV71病毒

感染,对设计和开发新的疫苗提出了挑战。

mRNA疫苗是新型冠状病毒大流行中快速发展

起来的一种有潜力的新型疫苗技术平台。mRNA疫

苗相比于传统的灭活疫苗、减毒活疫苗等具有显著的

优势,包括高安全性,强大的功效和快速、可规模化生

产的能力[9-11]。在过去二十年里,mRNA疫苗已被广

泛研究用于传染病预防及癌症预防和治疗,并且也已

取得很大的进展[12-13]。mRNA疫苗作为一种颠覆性

的技术,是新时代疫苗研发中的重要探索方向,可用于

开发一种新的EV71疫苗候选物。

EV71是一种单链 RNA 病毒,基因组长约7.4
 

kb,可编码4种结构蛋白(VP1、VP2、VP3和VP4)和

7种非结构蛋白(2
 

A、2B、2C、3A、3B、3C和3D)[1,3]。
在4种结构蛋白中,VP4位于衣壳内部,VP1、VP2、

VP3则暴露于表面,其中VP1由297个氨基酸组成,
包含主要的中和表位,已被证明具有免疫原性[14]。有

研究报道使用VP1的灭活疫苗和亚单位疫苗免疫新

生小鼠,可保护小鼠免受致死性 EV71感染[15]。因

此,VP1是EV71病毒重要的抗原位点,可作为EV71
 

mRNA疫苗的靶点。
本研究以EV71

 

VP1为抗原靶点,设计并合成了

EV71
 

vp1 线 性 mRNA,将 其 整 个 片 段 克 隆 至

pcDNA3.1质粒载体中,构建出pcDNA3.1-EV71-
VP1转录载体。以线性化的转录载体为模板,使用

T7
 

RNA转录试剂盒,在转录过程中引入 N1-甲基假

尿苷和抗逆帽类似物ARCA进行核苷酸修饰和5􀆳端

加 帽,体 外 转 录 出 vp1
 

mRNA。将 转 录 载 体

pcDNA3.1-EV71-VP1和vp1
 

mRNA转染细胞,通过

Western
 

blot和免疫荧光验证了VP1蛋白表达,为后

续手足口病mRNA疫苗的开发提供技术支持。

材料与方法

1 材料

1.1 质粒和菌种 HeLa细胞,pcDNA3.1质粒,以
及大肠埃希菌感受态细胞DH5α由本实验室保存。

1.2 主要试剂和仪器 DMEM 培养基,胎牛血清购

自美国Gibco公司;限制性内切酶BamHⅠ、EcoRⅠ、

NheⅠ、NotⅠ、EcoRⅤ和XbaⅠ购自美国赛默飞世尔

科技公司;琼脂糖凝回收试剂盒、质粒提取试剂盒购自

天根生化科技(北京)有限公司;转染试剂Lipomaster
 

3000
 

Transfection
 

Reagent、克 隆 试 剂 盒 One
 

Step
 

Cloning
 

Kit购自南京诺唯赞生物科技股份有限公司;

T7
 

RNA转录试剂盒购自纽英伦生物技术有限公司;
鼠抗 Myc抗体购自艾比玛特医药科技(上海)有限公

司;HRP标记山羊抗小鼠IgG(H+L)购自上海碧云

天生物科技有限公司;EV71抗体购自美国Abcam公

司;PVDF膜购自德国 Millipore公司;蛋白印记成像

系统购自思拓凡(Cytiva)生物科技有限公司;PCR仪

购自德国耶拿分析仪器股份公司;荧光显微镜购自德

国徕卡公司。

2 方法

2.1 EV71-VP1
 

mRNA序列设计 查阅美国国家生

物信息中心(NCBI)网站上公布的EV71(AB204853.
1)毒株基因组得到vp1基因序列,设计的EV71-VP1

 

mRNA结构如下图所示(图1):

图
 

1 Linear
 

EV71-VP1
 

mRNA结构示意图

Fig.1 Schematic
 

diagram
 

of
 

the
 

Linear
 

EV71-VP1
 

mRNA
 

structure

2.2 线性mRNA转录载体的构建 通过PCR技术

获得vp1基因,在其上游和下游分别引入5􀆳UTR、

3􀆳UTR和poly(A)尾等结构元件合成 Linear-VP1
 

mRNA。然后将其作为插入片段,以限制性内切酶消

化的pcDNA3.1+质粒为线性化载体,进行重组反应

连接。10
 

μL连接体系:线性化克隆载体(pcDNA3.1)

110
 

ng,插入片段(linear-VP1)60
 

ng,连接酶Exnase
Ⅱ

 

1
 

μL,5×CEⅡ
 

Buffer
 

2
 

μL,加ddH2O 补足10
 

μL。反应条件37
 

℃,30
 

min。重组产物通过热激转

化至大肠埃希菌感受态细胞DH5α中,转化菌种涂布

于具有氨苄青霉素的固体LB培养基上,37
 

℃培养过

夜。菌液PCR法筛选阳性克隆,挑取阳性单菌落接种

至含氨苄抗性的LB液体培养基中37
 

℃、200
 

r/min
扩大培养,所得菌液用质粒提取试剂盒提取质粒。

2.3 转录载体pcDNA3.1-EV71-VP1的鉴定 重组

质粒通过PCR扩增vp1基因片段和Linear-VP1序列

进行初步验证,使用的引物根据EV71-VP1
 

mRNA转

录模板序列和载体pcDNA3.1+的序列进行设计,并
交由擎科生物公司合成。之后再通过双酶切质粒验

证,验证正确后将重组质粒送到擎科生物公司进行测

序鉴定。
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2.4 Linear-VP1
 

mRNA的体外转录及验证 在插

入片段Linear-VP1下游酶切位点酶切重组质粒,再将

此线性化的转录载体作为模板,使用T7
 

RNA聚合酶

进行体外转录反应,在转录的同时进行加帽和核苷酸

修饰。转录出的mRNA加入RNA
 

loading
 

Buffer,65
 

℃加热10
 

min,速冷后进行1%琼脂糖凝胶电泳分析。

2.5 pcDNA3.1-EV71-VP1 和 VP1-mRNA 转 染

HeLa细胞 HeLa细胞使用含10%
 

FBS的DMEM
培养基进行培养,在传代后接种于24孔细胞培养板,
置于CO2 培养箱中,37

 

℃、5%
 

CO2 过夜培养。当细

胞融合度达到70%~80%时进行转染,同时设置未做

转染处理的细胞作为空白对照。转染时使用的质粒/

mRNA与脂质体转染试剂的比例为1∶3,将0.5
 

μg
质 粒/mRNA 与 1.5

 

μL
 

Lipomaster
 

3000
 

Transfection
 

Reagent分 别 用 无 血 清 培 养 基(opti-
MEM)稀 释,在 稀 释 混 匀 后 的 质 粒 DNA 中 加 入

T3000
 

Enhancer
 

Reagent,最后混匀、静置20
 

min后

用于转染。转染后的细胞在12
 

h后更换新鲜的培养

基继续培养至36
 

h。
 

2.6 收取细胞,提取细胞总蛋白 收取细胞,用预冷

的PBS润洗3次后,加入预冷的RIPA
 

Buffer细胞裂

解液在冰上裂解细胞30
 

min。用细胞刮将细胞从6
孔板中刮下,收集到1.5

 

ml的EP管中,震荡裂解后4
 

℃、12
 

000
 

r/min离心15
 

min,收集上清。上清中加入

5×SDS-PAGE
 

Loading
 

Buffer,沸水煮15
 

min后即得

到蛋白样品。

2.7 Western
 

blot检测VP1蛋白的表达 取适量细

胞蛋白样品上样到12%的丙烯酰胺凝胶中进行电泳,
电泳完成后裁取合适尺寸的凝胶,通过湿转法将蛋白

转移到PVDF膜上。转膜结束后,将PVDF膜小心取

出放到5%脱脂奶粉中,4
 

℃封闭过夜;一抗用鼠抗

Myc抗体和鼠抗 EV71抗体室温孵育3
 

h;二抗用

HRP标记山羊抗小鼠IgG室温孵育1
 

h。最后滴加

ECL发光工作液进行显影,通过 Western
 

blot成像仪

获取结果图片。

2.8 免疫荧光检测VP1蛋白的表达 接种 HeLa细

胞至提前放入细胞爬片的24孔培养板中进行培养,并
做同样转染处理。收取细胞后用多聚甲醛固定,1%

 

TritonX-100通透,5%
 

BSA封闭;鼠抗 Myc抗体作一

抗孵育,TRITC标记山羊抗小鼠IgG作二抗孵育。最

后从培养板中取出细胞爬片,使用含DAPI的荧光封

片剂进行封片处理,在荧光显微镜下观察结果并进行

拍照。

结 果

1 转录载体pcDNA3.1-Linear-VP1的鉴定

转录载体通过PCR扩增vp1基因和Linear-VP1

基因序列,可分别得到大小约900
 

bp和1
 

500
 

bp的片

段,符合vp1基因大小891
 

bp和Linear-VP1序列大

小1
 

448
 

bp。通过双酶切验证,结果同样可得到约

900
 

bp和1
 

500
 

bp大小的片段,符合预期大小(图2)。
最后,对质粒进行测序,结果表明设计的Linear-VP1
序列 与 pcDNA3.1+ 质 粒 连 接 正 确,Linear-VP1

 

mRNA转录载体构建成功。

  M DL5000
 

DNA
 

Marker 1 pcDNA3.1-Linear-VP1质粒扩增

vp1基因 2 pcDNA3.1-Linear-VP1质粒扩增Linear-VP1序列 3
 pcDNA3.1-Linear-VP1

 

BamHⅠ和EcoRⅠ双酶切 4 pcDNA3.1-
Linear-VP1

 

NheⅠ和NotⅠ双酶切
图

 

2 PCR扩增和酶切鉴定转录载体

Fig.2 Identification
 

of
 

the
 

transcriptional
 

vector
 

with
 

PCR
amplification

 

and
 

enzymatic
 

digestion

2 转录载体pcDNA3.1-Linear-VP1的验证

收集转染pcDNA3.1-Linear-VP1后的 HeLa细

胞裂解液,分别使用抗 Myc标签的抗体和EV71抗体

进行 Western
 

blot检测,结果在38
 

ku处都有明显的

目的蛋白条带,而对照组没有,符合实验预期结果(图

3A)。免疫荧光结果如图所示(图3B),重组质粒转染

HeLa细胞后可以表达 VP1蛋白,结合 TRITC标记

的荧光二抗后产生明显的红色荧光,而对照组细胞无

红色荧光,证实转录载体可以成功表达VP1蛋白。

A Western
 

blot检测VP1蛋白表达 B 免疫荧光检测VP1蛋白表达
图

 

3 Western
 

blot
 

和免疫荧光验证转录载体

Fig.3 Verification
 

of
 

the
 

transcriptional
 

vector
 

with
 

Western
blot

 

and
 

immunofluorescence

3 Linear-VP1
 

mRNA的体外转录及验证

体外转录得到的Linear-VP1
 

mRNA经琼脂糖凝

胶电泳分析,其条带位于DNA
 

Marker的700
 

bp左

右,表明mRNA大小约1
 

448
 

bp,符合预期(图4A)。
将转录出的Linear-VP1

 

mRNA转染 HeLa细胞后,

Western
 

blot检测到38
 

ku大小的条带(图4B),免疫
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荧光也可检测到红色荧光(图4C),说明Linear-VP1
 

mRNA可以表达VP1蛋白。

  A vp1
 

mRNA琼脂糖凝胶电泳分析 B Western
 

blot
 

检测

VP1蛋白表达 C 免疫荧光检测VP1蛋白表达
图

 

4 Linear-VP1
 

mRNA体外转录分析及VP1蛋白表达验证

Fig.4 Transcription
 

analysis
 

of
 

Linear-VP1
 

mRNA
 

in
 

vitro
 

and
 

verification
 

of
 

VP1
 

protein
 

expression

讨 论

EV71感染引起的手足口病至今仍然具有持续威

胁,考虑到EV71的公共卫生意义,目前已经进行了广

泛的实验性疫苗研究方法,包括传统疫苗如灭活疫苗

和减毒活疫苗,现代重组疫苗如亚单位疫苗、病毒样颗

粒、表位疫苗、DNA疫苗以及活载体疫苗[5]。但对于

EV71的mRNA疫苗鲜有报道,而与传统的EV71疫

苗相比,本研究采用的 mRNA疫苗路线具有显著优

势:EV71
 

mRNA疫苗不仅能够降低生产成本,而且

凭借抗原序列的灵活性可实现对不同毒株的保护。本

研究旨在构建用于开发EV71
 

mRNA疫苗的线性转

录载体,结果证实了所构建的pcDNA3.1-EV71-VP1
载体可以成功转录出的可在细胞中翻译为具有免疫原

性VP1蛋白的mRNA。这为EV71
 

mRNA疫苗的后

续开发奠定了关键基础,对于开发手足口病
 

mRNA
疫苗候选物具有重要意义。

鉴于VP1蛋白是EV71病毒最重要的免疫原性

抗原,本研究选取vp1基因作为 mRNA编码区,在引

入非翻译区和poly(A)尾等 mRNA的重要结构元件

后,将整个片段克隆至pcDNA3.1载体中,成功构建

了EV71
 

vp1的线性 mRNA转录载体。虽然本研究

取得了上述成果,但是仍存在一定的不足。转录出的

vp1
 

mRNA转染细胞后的 VP1蛋白表达量相对较

低,其 Western
 

blot条带亮度和免疫荧光的荧光强度

均弱于转录载体,说明vp1
 

mRNA在细胞中的翻译能

力较弱或是在细胞中的稳定性不高导致表达量较低。
因此,后续实验中还需要进一步vp1

 

mRNA的结构,
从而提升其稳定性及翻译效率。例如,对 UTR的选

择进行 优 化,通 过 更 换5􀆳和3􀆳非 翻 译 区 以 提 高

mRNA翻译效率。其次还可优化编码区的密码子组

成,对vp1编码区进行人类细胞偏好的密码子优化,
将稀有密码子替换成高频密码子,从而提高翻译水平。
本研究使用常规柱纯化的方式纯化 mRNA,未能完全

除去其中的免疫原性杂质,若使用更好的纯化方式,比
如高效液相色谱法来纯化 mRNA,可降低宿主细胞的

非特异性免疫反应,从而提高表达量。此外,后续可拟

构建针对不同的EV71基因型的vp1
 

mRNA载体,系
统检测其对不同毒株的保护效果。

综上,本 研 究 成 功 构 建 了 EV71
 

vp1 的 线 性

mRNA转录载体,为EV71
 

mRNA疫苗的开发提供

了重要工具。为手足口病疫苗的研究和EV71
 

mRNA
疫苗候选物的开发奠定了理论基础,提供了关键技术

支撑。
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