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摘 要 

目的：设计构建两种诺如病毒 mRNA 候选疫苗体外转录系统。分析比较表达差异，

筛选出最佳体外转录系统，为后期诺如病毒 mRNA 疫苗的开发奠定理论和实验基础。 

方法：（1）将 EGFP 报告基因和 NoV-VP1 基因插入所设计体外转录系统，构建重

组质粒。（2）以线性化 DNA 为模板进行体外转录加帽纯化制备 mRNA。（3）mRNA 的

体外转染。（4）通过镜下荧光观察、酶联免疫吸附试验、间接免疫荧光试验、蛋白免疫

印迹试验对两组体外转录系统进行功能验证。 

结果：（1）通过体外转录加帽纯化回收成功制备出质量较好的 mRNA 样品。（2）

插入 EGFP 报告基因的两组 mRNA 样品转染细胞后，显微镜激发光下可见绿色荧光，

mRNA-W1 组荧光较强。（3）插入 GⅡ.4 NoV-VP1 目标抗原的两组 mRNA 样品转染细胞

后，ELISA 结果为阳性；IFA 镜下观察有明显荧光；Western Blot 有明显特异性条带；细

胞内 NoV-VP1 蛋白成功表达，mRNA-W1 组翻译效率、蛋白表达量、表达持续时间较

优。 

结论：成功构建两种诺如病毒 mRNA 疫苗体外转录系统，两种系统都能较好的表

达 GⅡ.4 NoV-VP1 目的蛋白。mRNA-W1 系统表达效果优于 mRNA-W2 系统，最终确定

筛选出 mRNA-W1 体外转录系统用于后续诺如病毒 mRNA 疫苗的研究，助力我国诺如

病毒预防控制工作。 

关键词：诺如病毒；VP1 蛋白；RNA 疫苗；体外转录 
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ABSTRACT 

Objective: Two in vitro transcription systems for norovirus mRNA candidate vaccines 

were designed and constructed. By analyzing and comparing the expression differences, the 

best in vitro transcription system was screened out, which laid a theoretical and experimental 

foundation for the development of Norovirus mRNA vaccine in the later stage. 

Methods: (1) The EGFP reporter gene and NoV-VP1 gene were inserted into the designed 

in vitro transcription system to construct the recombinant plasmid. (2) Preparation of mRNA 

by in vitro transcription cap purification using linearized DNA as a template. (3) mRNA 

transfection in vitro. (4) Functional verification of the two in vitro transcription systems was 

performed by microscopic fluorescence observation, enzyme-linked immunosorbent assay, 

indirect immunofluorescence assay, and Western blotting. 

Results: (1) The mRNA samples with good quality were successfully prepared by in vitro 

transcription cap purification. (2) Green fluorescence was observed under the excitation light 

of the microscope after transfection of the two groups of mRNA samples with EGFP reporter 

gene, and the fluorescence of mRNA-W1 group was stronger. (3) Two groups of mRNA 

samples inserted with GII.4 NoV-VP1 target antigen were transfected into cells, and the ELISA 

results were positive. IFA microscopic observation showed obvious fluorescence; western Blot 

has obvious specific bands ; the intracellular NoV-VP1 protein was successfully expressed, and 

the mRNA-W1 group had better translation efficiency, protein expression and expression 

duration. 

Conclusion: Two in vitro transcription systems of Norovirus mRNA vaccine were 

successfully constructed, and both systems could express GII.4 NoV-VP1 target protein. The 

expression effect of mRNA-W1 system was better than that of mRNA-W2 system. Finally, the 

mRNA-W1 in vitro transcription system was selected for the follow-up study of norovirus 

mRNA vaccine to help the prevention and control of norovirus in China. 

Keywords: Norovirus, VP1 protein, RNA vaccine, In vitro transcription 
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缩略词中英文对照表 

英文缩写 英文全称 中文全称 

NoV Norovirus 诺如病毒 

AGE 

RNA 

Acute gastroenteritis 

Ribonucleic acid 

人急性胃肠炎 

核糖核酸 

mRNA Messenger RNA 信使核糖核酸 

DNA 

PCR 

Desoxyribonucleic acid 

Polymerase Chain Reaction 

脱氧核糖核酸 

聚合酶链式反应 

bp Base pair 碱基对 

ORF Open Reading Frames 开放阅读框 

PBS Phosphate-Buffer Saline 磷酸盐缓冲液 

3′-UTR 3′-untranslated region 3′非翻译区 

5′-UTR 5′-untranslated region 5′非翻译区 

VLP Virus like particles 病毒样颗粒 

HBGAs 

EGFP  

Histo-blood group antigens 

Enhanced Green Fluorescent Protein 

人组织血型抗原 

增强绿色荧光蛋白 
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前言 

1.研究背景 

诺如病毒（Norovirus，NoV）属于杯状病毒科（Caliciviridae），诺如病毒属。是能感

染所有年龄组并引起人急性胃肠炎(Acute gastroenteritis, AGE)爆发的主要病原体。NoV

被归类为 B 类生物防御病原体。易引起大规模的暴发，易受感染的群体多为 5 岁以下

的儿童及老年人。NoV 主要通过人与人接触进行直接传播，通过食物、水、污染的物体

表面进行间接传播[1]。因病毒传染性较强、感染滴度低、能在环境中稳定存在，所以易

在学校、老人院、等半封闭拥挤环境中引起大规模的暴发。NoV 在冷冻及 60°C（持续

30min）条件下依然具有传染性，NoV 能够在较低的 pH 环境中生存，而酒精对其没有

任何灭活作用与效果[2]。全球约 18% 的急性胃肠炎（Acute gastroenteritis, AGE） 病例

是由 NoV 引起，每年约有超过 6.84 亿人患病，造成社会经济损失超 600 亿美元[3]。NoV

在发达国家和发展中国家均造成重大的疾病负担[4-9]。NoV 感染在全球范围内被认为是

一个重大的公共卫生问题。我国作为 NoV 的主要流行区之一，如何去预防和控制 NoV 

传播也是我国疫情防控工作中需关注的重点，目前仍没有特异针对NoV的抗病毒药物，

少数 NoV 疫苗还处于临床前或临床试验阶段。 

2.研究现状 

因 NoV 低载量就能感染以及可通过接触进行传播等特点，单靠改善个人卫生和环

境，并不能完全有效地控制 NoV。当前更有效的防控手段是疫苗。研发针对 NoV 的药

物与疫苗也面临着较大的挑战。1）NoV 具有高度多样性和变异性，疫苗研发需要考虑

到抗原多样性和大量基因型。2）NoV 蛋白研究缺乏反向遗传学系统来验证病毒感染期

间的蛋白质功能。3）由于科研人员无法开发出用于培养 NoV 的细胞系，所以至今我们

对 Nov 免疫机制的理解以及抗病毒药物的开发都进展甚微[10, 11]。 4）NoV 进化快，在

宿主的免疫压力下，NoV 会发生点突变和基因重组，疫苗整体研发时间较长[12]。 

现有 NoV 疫苗类型包含腺病毒载体疫苗及其它载体疫苗、VLP 疫苗、P 颗粒疫苗

等，大部分在研疫苗的研究阶段都处在临床前期。研究最深入的  NoV 疫苗是日本

Takada 公司开发的 TAK-214 双价 VLPs 疫苗，现已进入 II 期临床试验，其余几种正在

临床研究进行中的 NoV 疫苗类型也均是腺病毒载体疫苗和 VLP 疫苗。 

近年来，随着 mRNA 合成、分子修饰和传递技术的进步，mRNA 疫苗已经取得了
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重大的进步，成为一种具有重要意义的核酸疫苗。它是在第一代减毒活疫苗和第二代亚

单位疫苗的基础上研发的第三代疫苗[13]。mRNA 疫苗在肿瘤和传染病防治方面具有广

泛的应用前景[14]。mRNA 疫苗也为 NoV 疫苗研发提供了新思路。研究者们发现，mRNA

技术是一种能够有效地激活抗体，利用编码特定抗原的核苷酸序列进行调节的全新方法。

它能够利用其特定的核苷酸序列来激活抗体，从而产生有效的防御机制。与传统疫苗相

比，mRNA 疫苗具有显著优势。更具高效性，也具有快速开发的能力。mRNA 疫苗可以

使用非病毒递送系统，降低制造成本的同时保证安全给药。此外，mRNA 疫苗可以表达

多个所需目的抗原，不需要大范围调整疫苗生产过程，在疫苗开发过程中有很大的灵活

性。 

3.研究目的与意义 

设计构建两种诺如病毒 mRNA 候选疫苗体外转录系统，进行功能验证。通过分析

目的蛋白的表达差异，筛选效果最佳的体外转录系统，优化诺如病毒 mRNA 疫苗前期

技术参数。为诺如病毒 mRNA 疫苗的设计与研发提供理论和实验依据，从而制备有效

安全的诺如病毒 mRNA 疫苗，预防易感人群感染诺如病毒所引起的急性胃肠炎。 

4.技术路线 
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第一章 RNA 候选疫苗体外转录系统的设计构建与鉴定 

1.目的抗原的选择 

诺如病毒（Norovirus，NoV）是一种具有单股正链 RNA 基因组的无包膜病毒，病

毒颗粒的直径约为 27-40nm，衣壳呈二十面体立体对称。NoV 基因组全长约为 7.5-

7.7kb，由 3 个开放阅读框(Open Reading Frames, ORFs)，5’端和 3’端非翻译区组成(图 

1)[15]。病毒基因组 5’端与 VPg 蛋白相连，3'端有多聚腺苷酸尾（poly A），它们的主要

作用是稳定病毒基因组结构[16]。ORF1 编码一个聚蛋白，与小核糖核酸病毒的解旋

酶、半胱氨酸蛋白酶和 RNA 依赖性 RNA 聚合酶 （RdRp） 编码区域相似[17]。

ORF2 编码具有壳（S）和突出（P）结构域的主要结构蛋白（VP1），S 结构域围绕病

毒 RNA，由 P2 结构域组成的 P 结构域通过柔性铰链连接到 S 结构域；ORF3 编码次要

结构蛋白(VP2)，病毒的抗原性和毒株特异性是由 VP1 蛋白决定，VP2 位于病毒粒子内

部，与 VP1 蛋白协同作用，可能参与病毒的组装，维持衣壳的稳定性[15]。 

 

图 1 NoV 分子结构
【15】 

NoV 采用双分型系统，分型依据为主要衣壳蛋白 VP1 氨基酸序列多样性和依赖 

RNA 的 RNA 聚合酶（ RdRp） 核苷酸多样性，根据 VP1 蛋白的不同，NoV 分为 10 
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个组 (GI-GX),共包含 49 个基因型[18]。 诺如病毒 （NoV） 基因型 I 和 II（GI 和 GII）

目前被认为是人类急性胃肠炎暴发的全球主要原因。NoV GⅡ.4 变异株从 90 年代中期

起，流行度迅速提高，成为全球 NoV 流行的主要基因型，多年来 50%～70%的暴发是由

它引起的，rna 重组是病毒进化的主要驱动力[19, 20]。NoV GⅡ.4 基因型的毒株随着时间的

推移不断的进化，平均每过 2～4 年就会有新毒株出现去取代旧毒株成为优势株，引发

大流行。GⅡ.4 Sydney 株从 2012 年开始出现以来，一直在 NoV 全球暴发的基因型中占

主导地位，包含 GⅡ.4 sydney [P16] 和 GⅡ.4 sydney [P31] 两种类型。根据中国疾控中心

病毒病所的监测数据显示，至今为止 GⅡ.4 sydney[P31]株仍是我国 NoV 暴发的主要流行

毒株，GⅡ.4 sydney[P16]总体的检出率较低，仅为 0.35%[21, 22]。 

     mRNA 疫苗具有较高的抗原选择灵活性，但是在针对某些特定病毒的研发中，必

须格外小心，以确保最佳效果。要保证疫苗所包含 RNA 编码蛋白的安全性和有效性。

寻找最佳蛋白质抗原是 mRNA 疫苗研发的重点之一。NoV ORF2 区编码的主要衣壳蛋

白 VP1 是 NoV 疫苗开发的重点，包含关键中和表位和 HBGAs 受体结合位点[23]。VP1

可以脱离病毒其他部分完成独立表达，在真核表达中自行组装形成 VLP。本研究选择

GⅡ.4 sydney 我国 NoV 主要流行株的 VP1 作为目的抗原进后期实验，为后续 NoV mRNA

疫苗的开发提供经验。 

2.两种 RNA 体外转录系统的设计 

通过外源基因表达技术，mRNA 疫苗可以从线性化质粒模板中获取，并且可以设计

出特定的 DNA 模板，再得到 mRNA。mRNA 的构成包含几种基本元素，依次包括帽子

结构(Cap)、5’UTR 区、编码抗原蛋白的开放阅读框、3’UTR 区和 Poly(A)尾结构[13]。

mRNA 的翻译效率主要受到 5’UTR 区的影响，而 3’UTR 区则是导致 mRNA 不稳定的主

要因素。大多数 mRNA 降解都是从 Poly（A）尾开始的，而 3’端 Poly（A）尾结构是影

响 mRNA 稳定性的最重要因素， Cap 结构也与 mRNA 的稳定性密切相关[24]。因此，我

们需要重新设计 DNA 模板上的非翻译区、Poly（A）尾结构以及在转录过程中需要添加

的 Cap 等元件，以提高转录效率，进而提高 mRNA 的稳定性和翻译效率。 

本文共设计两种不同的体外转录系统 5’UTR-MCS-3’UTR-polyA，两种设计中 UTRs

序列和 polyA 结构均不相同，并将两种设计分别记作 mRNA-W1 和 mRNA-W2。本研究

中具体 5’UTR、3’UTR 序列信息属实验室内部数据，暂不公布。 
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在多克隆位点（MCS）处插入酶切位点 ClaⅠ和 PacⅠ，以便于后续目的基因的插入。

在 3’UTR 端 polyA 尾结构后插入酶切位点 EcoRⅠ，以便于后期质粒模板的线性化。将

mRNA-W1 和 mRNA-W2 两段分别连入表达载体 pcDNA3.1（+）中 T7 启动子后，完成

两种体外转录系统的构建，将其命名为 pcDNA-W1 和 pcDNA-W2。为了更好的验证和

评价本研究所设计的RNA 候选疫苗体外表达系统，除目的抗原GⅡ.4 NoV-VP1的插入，

也插入 EGFP（Enhanced Green Fluorescent Protein，增强绿色荧光蛋白）作为报告基因同

时进行实验，将连入目的基因的重组质粒依次命名为 pcDNA-W1-EGFP、pcDNA-W1-

NORO、pcDNA-W2-EGFP 和 pcDNA-W2-NORO。重组质粒结构示例如（图 2）所示。 

 

 

 

A. 两种设计体外转录系统具体示意图； 

B. 报告基因 EGFP 和目的抗原 NORO-VP1 表达盒模式图 

图 2 两种体外转录系统及目的基因验证示意图 
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3.两种 RNA 体外转录系统的构建与鉴定 

3.1 实验材料 

3.1.1 质粒、细菌、引物合成与测序 

（1）携带 NoV GⅡ.4 VP1 区的质粒由中国疾病预防控制中心病毒所病毒性腹泻室提供； 

（2）携带 EGFP 报告基因的质粒由中国疾病预防控制中心病毒所侯院士实验室提供； 

（3）pcDNA-W1 和 pcDNA-W2 两种体外转录系统质粒是本实验室设计，由南京金斯瑞

生物科技有限公司合成； 

（4）所有扩增引物和基因测序由北京天一辉远生物科技有限公司完成。 

3.1.2 实验仪器 

表 1 仪器厂家及型号 

仪器名称 厂家 货号 

生物安全柜 北京造鑫企业有限公司 Baker403 

超净工作台 

PCR 扩增仪 

恒温水浴锅 

济南莱宝医疗器械有限公司 

美国 SCILOGEX 公司 

美国 Thermo 公司 

SW-CJ-2D 

TC1000-G 

Heto HWT100 

常温台式高速离心机 德国 Eppendorf 公司 5415D 

高速冷冻离心机 德国 Eppendorf 公司 5804R 

旋涡混合器 美国 Scientific Industries 公司 SI-0246 

恒温摇床 江苏金坛市金城国胜实验仪器厂 THZ-8A 

电子天平 德国 Sartorius 公司 BT323S 

迷你离心机 美国 AndyBio 公司 M-Microcentrifuge 

Nanodrop lite 分光光度计 

Research plus 移液器 

灭菌滤芯枪头 

1.5mL 无菌无酶 EP 管 

细菌培养皿 

滤膜培养瓶 

微琼脂糖电泳仪 

凝胶成像系统 

美国 Thermo 公司 

德国 Eppendorf 公司 

美国 Axygen 公司 

美国 Axygen 公司 

Greiner 

Corning/康宁 

六一生物 

美国 BIO-RAD 公司 

ND-NDL-US-CAN 

10μL -1000μL 

10μL -1000μL 

MTC-150-C-S 

628102 

430641 

DYCP-31A 

Gel Doc™ XR+System 

3.1.3 实验试剂与溶液配制 
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表 2 试剂厂家及货号 

试剂名称    厂家    货号 

常用限制性内切酶 

氨苄青霉素（Amp） 

异丙基-b-D-硫代半乳糖苷（IPTG） 

X-gal 

一步法快速克隆试剂盒 

T4 DNA 连接酶 

I-5™ 2×High-Fidelity Master Mix 

2×Taq 预混 PCR 反应体系 

QIAGEN OneStep RT-PCR 试剂盒 

Trans DNA Marker 

10 × Loading Buffer 

QIAquick Gel Extraction Kit (250) 

QIAquick PCR Purification Kit (50) 

DH5α 感受态细胞 

EndoFree Plasmid Maxi Kit (10) 

QIAprep Spin Miniprep Kit (250) 

酚：氯仿：异戊醇 DNA 提取试剂 

酚：氯仿：异戊醇 RNA 提取试剂 

HiScribe™ T7 ARCA mRNA Kit 

ssRNA Ladder 

MEGAclear 转录纯化试剂盒 

NEB 

leagene/雷根 

TIANGEN/天根生化 

TIANGEN/天根生化 

YEASEN/翊圣 

Promega 

TSINGKE 

Genstar/康润 

Qiagen/凯杰 

Transgen/全式金 

TaKaRa 

Qiagen/凯杰 

Qiagen/凯杰 

TIANGEN/天根生化 

Qiagen/凯杰 

Qiagen/凯杰 

Solarbio 

Solarbio 

NEB 

NEB 

Thermo Fisher/赛默飞世尔 

PacⅠ/Cla Ⅰ/EcoRⅠ 

CA0006 

RT108-01 

RT119 

10912ES10 

A3610 

TP001 

A012-01 

210212 

2k/5k/15k 

9157 

28706 

28104 

CB101-02 

12362 

27106 

P1011 

P1012 

E2065S 

N0362S 

AM1908 

 

 

表 3  LB 培养基配制表 

氨苄 LB 液体培养基/L 氨苄 LB 固体培养基/L 

胰蛋白胨 10g 胰蛋白胨 10g 

酵母提取物 5g 

NaCl 10g 

酵母提取物 5g  

NaCl 10g 

— 琼脂粉 15g 

加入蒸馏水配制，121℃高压灭菌 20 min 冷却至约 55℃并加入终浓度为 100 mg/mL 的氨苄抗生

素。 
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3.2 实验方法 

3.2.1 重组质粒的构建 

3.2.1.1 引物设计 

根据需要插入的目的基因 EGFP、NORO-VP1 的具体序列，使用 SnapGene 软件设

计特异性引物，在目的基因片段正、反向 PCR 引物的 5’端引入 20 bp 左右的线性化载

体末端（pcDNA-W1、pcDNA-W2）同源序列，使目的基因（EGFP、NORO-VP1）PCR 

产物 5’和 3’的末端序列与线性化载体两端完全吻合，便于后期同源重组的连接。同时

在引物的 5’端引入 Kozak 序列（GCCACC）以提高目的基因蛋白的表达效果，具体引

物序列见（表 4）。 

表 4 PCR 扩增引物 

Primer 

name 

Primer sequence (5ʹ–3ʹ) Size 

(bp) 

W1-EGFP-F CGGCGCCGCCACCATCGATGCCACCATGGTGAGC 770 bp 

W1-EGFP-R GCCACCGAGGCTCCAGCTTAATTAATTACTTGTACAGC  

W2-EGFP-F CCTCAAACAGACACCATCGATGCCACCATGGTGAGC 1670 bp 

W2-EGFP-R 

W1-NORO-F 

W1-NORO-R 

W2-NORO-F 

W2-NORO-R 

GCAAGAAAGCGAGCTTTAATTAATTACTTGTACAGCTCGTCCATGCCG 

CCGGCGCCGCCACCATCGATGCCACCATGAAG 

GCTAGGCCACCGAGGCTCCAGCTTAATTAATCACAGGGCTC 

GCAACCTCAAACAGACACCATCGATGCCACCATGAAGATGGC 

GCAAGAAAGCGAGCTTTAATTAATCACAGGGCTCTTCTTCTGC 

 

770 bp 

 

1672 bp 

注：表中下划线处代表酶切位点序列；蓝色 GCCACC 部分为 Kozak 序列； 

红色序列代表与载体末端（pcDNA-W1、pcDNA-W2）同源序列。 

3.2.1.2 目的基因扩增与回收 

使用上述表 4 中特异性引物，以实验室提供所含目的基因（EGFP、NORO-VP1）的

质粒为模板，扩增 EGFP 和 NORO-VP1 基因全长，同时在目的基因两端引入同源臂。

PCR 反应体系见（表 5），PCR 具体反应条件见（表 6）。并扩增后产物片段分别命名为

EGFP1-PCR,EGFP2-PCR,NORO1-PCR,NORO2-PCR。 

经过 PCR 扩增后，将得到的扩增产物通过 2%琼脂糖凝胶电泳，我们可以观察到预

期的条带，并将对应的基因片段使用胶回收技术进行处理，具体操作步骤如下： 

[1] 在紫外下小心的把含有目的片段大小约 760bp/1670bp 的 DNA 片段切割下来，尽
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量去掉多余的胶。 

[2] 把带有目标片段的凝胶放入 1.5ml 的离心管中，加入 300ul Buffer QG，并将其放

置于水浴/金属浴中，维持 50°C 的温度 10min；中间轻轻颠倒混匀 2 次。 

[3] 等胶块彻底溶化，待混合溶液变成黄色后，加入 100ul 异丙醇再充分混匀。  

[4] 将试剂盒中离心柱装入干净的收集管中，将第三步中溶液吸入 QlAquick 柱中，

13,000rpm 离心 1min。 

[5] 弃液，将柱子重新套回收集管中，向离心柱中加入 500μl Buffer QG, 13,000rpm 离

心 1min。 

[6] 弃液，将柱子重新套回收集管中，向离心柱中加入 750μl Buffer PE, 静置 3min，

13,000rpm 离心 1min，弃液再次离心 1min 以去除残留 Buffer。 

[7] 丢弃液体，将柱子置于一个全新的 1.5ml 的离心管内，以进行后期收集，加入 30μl

洗脱液在柱子中心，室温放置 3-5min，13,000rpm 离心 1min。 

[8] 将管中回收的 DNA 测浓度后保存于-20°C 备用。 

表 5 PCR 反应体系 

 AMOUNT 

Template DNA 

I-5TM 2X High-Fidelity Master Mix 

10 μM Primer F 

10 μM Primer R 

1 µl 

25 μl 

2 μl 

2 μl 

Nuclease-free water 20 µl 

Total Reaction Volume 50 µl 

 

表 6 PCR 反应条件 

Step Temperature Time  

Initial Denaturation 98°C 2 mins  

Denaturation 

Annealing 

Extension 

98°C 

67°C 

72°C 

10 s 

15 s 

50 s 

35 cycles 

Final Extension 72°C 5 mins  

4°C                Hold 

3.2.1.3 酶切、同源重组连接、转化、质粒提取与鉴定 

将设计好合成的质粒 pcDNA-W1、pcDNA-W2 使用限制性核酸内切酶 Cla I 和 Pac 



诺如病毒 mRNA 疫苗的研究 

14 

 

I 进行双酶切反应，具体酶切反应条件见表 7。通过 2%琼脂糖凝胶电泳，将获得的酶切

产物在紫外线照射下分离出具有相应大小的条带的片段，按照上文中胶回收试剂盒操作

对线性化质粒进行胶回收。将回收产物命名为 pcDNA-W1-cut、pcDNA-W2-cut。 

表 7 ClaI 和 PacI 双酶切体系 

REAGENT AMOUNT FINAL CONCENTRATION 

ClaI 

PacI 

10x Buffer 

2 µl 

2 µl 

2 µl 

 

Template DNA 1 µl 1μg 

Nuclease-free water 13 µl  

Total Reaction Volume 20 µl  

Mix thoroughly and pulse-spin in a microfuge. Incubate at 37°C for 3 h. 

   

将制备好的 EGFP1-PCR, NORO1-PCR/ EGFP2-PCR,NORO2-PCR 分别与 pcDNA-

W1-cut/pcDNA-W2-cut 通过一步法快速克隆试剂盒进行同源重组连接反应，在进行反应

前需先计算最适 DNA 使用量，DNA 片段最适使用量= [0.02×载体碱基对数]ng (0.03 

pmoL)，线性化载体最适使用量：0.02 × xx bp = X ng，插入片段最适使用量应为：0.02 

× xx bp = Y ng。插入片段 DNA 的使用量需要大于 10 ng，若公式计算的最佳使用 DNA

少于 10ng，则直接使用 10ng。线性化载体使用量尽量控制在 50-200 ng 之间。具体反应

体系与操作见表 8。在反应结束后，将反应管放入冰上冷却 5 分钟，以确保其稳定性提

高转化效率。 

表 8  同源重组反应体系（冰上配制） 

组分 重组反应 

ddH2O 

2× Hieff Clone® MultiS Enzyme Premix 

线性化载体 

插入片段 

Up to 20 μL 

10 µl 

X /浓度 μl 

Y/浓度 μl 

20 µl Total Reaction Volume 

Mix thoroughly and pulse-spin in a microfuge. Incubate at 50°C for 50 min. 

 

将 DH5α 感受态细胞从冰中解冻，然后将同源重组产物以 10 μl 的浓度转移至 30-

100μl 感受态细胞内，并使用枪头将其均匀，接着将其放置于 30 min 的冰中，再以 42℃

的温度热激 90 秒，最后进行 2-5 分钟的冰浴孵育。将 200 毫升的液态 LB 培养基添加

到容器内，放置于恒温孵箱内，在 37℃下孵化 10 min 复苏，然后将容器放置于摇床上，
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以 200 rpm 的转速摇 45 min。取 80-150μl 菌液，用涂布棒在含有氨苄抗性的平板上涂匀

（提前 10min 在板上涂好 x-gal、IPTG 蓝白班筛选试剂）。 扣盖正面放置，菌液吸收后，

倒置平板，37℃过夜孵育 12-16 h。挑取皿中单克隆菌落加入少许氨苄抗性的液体 LB 进

行摇菌，待菌液浑浊后对菌液进行 PCR 鉴定与测序。将菌液测序结果与所构建的质粒

图谱使用 MEGA 软件进行详细比对，测序结果正确的菌液放大培养与保菌备用。 

3.2.2 重组质粒大量制备 

使用 EndoFree Plasmid Maxi Kit 试剂盒进行操作，具体步骤如下： 

1. 在 300 mL 氨苄抗性 LB 液体培养基里，按照要求精准地接种经过鉴定的重组质粒

的菌液，以获得最佳效果，34℃条件下 220 r/m 培养 15 h（适量调低温度可改善

polyA 结构中 A 的丢失情况）； 

2. 菌液在提质粒前最好测 OD 值，参照为 amp+ LB； 

3. 富集准备好的菌液，在 4℃, 6000 x g 离心 15 min； 

4. 去掉上清后用 10ml 的 Buffer P1（4℃保存）使其完全重悬； 

5. 加入 10ml 的 Buffer P2，在室温(15-25℃)下孵育 5 min，轻轻翻转 4-6 次使其充分混

合；（溶液配置中若使用了 lyseBlue 试剂，管内溶液会变成蓝色） 

6. 在孵育过程中，将 QIAfilter Cartridge 瓶盖轻轻的旋到 QIAfilter Cartridge 的出口喷

嘴上，将其架好。 

7. 向第五步中液体加入 10ml 提前冷却的 Buffer P3，轻轻翻转 4-6 次使其充分混合；

（使用 LyseBlue 试剂，将溶液混合至完全无色） 

8. 将第七步中所有裂解液倒入 QIAfilter Cartridge 筒内。在室温下培养 10 min。此时不

要插入柱塞，从 QIAfilter Cartridge 出口喷嘴上拆下盖。将 QIAfilter Cartridge 的柱

塞插入，然后将裂解液精确地过滤，将其装入一个容量为 50ml 的管子中；（此步轻

轻操作，防止用力过猛将沉淀也冲入管中） 

9. 将 2.5 ml Buffer ER 加入经过过滤的裂解液中，并将其倒置 10 次，然后放置在冰上

孵育 30 min，以获得最佳实验结果； 

10. 使用 10ml Buffer QBT 润湿平衡 QIAGEN-tip 500，让其通过重力流（使用前 8min 提

前湿润） 

11. 将步骤 9 中过滤的裂解液加入 QIAGEN-tip 中，让它进入 tip； 
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12. 用 2 × 30 毫升 Buffer QC 清洗 QIAGEN-tip； 

13. 用 15 ml Buffer QN 将膜上 DNA 洗脱到 30 ml 无内毒素管中； 

14. 在洗脱的 DNA 中加入 10.5 ml 室温放置的异丙醇沉淀 DNA 并混合均匀。4°C，15000 

g 离心 30min 后，小心的弃去上清液。 

15. 再用 5ml 无内毒素处理的 70%乙醇在室温下洗涤 DNA 颗粒，加完乙醇在 4 ℃放

5min，直至絮状沉淀溶解后以 15000 x g 的速度离心 10min，（离心时注意离心力方

向，注意离心后颗粒贴附面，方便下一步冲洗）离心完毕后小心地倒出上清液，小

心不要扰乱颗粒； 

16. 更换手套后在超净台中进行以下操作：轻轻倒置离心管，让液体彻底流干，风干颗

粒 5-10 min，使用无内毒素 Buffer TE 将 DNA 重新溶解，用 Buffer TE 充分冲洗颗

粒贴附的管壁。 

17. 通过使用分光光度仪来精确检测样品的浓度和纯度，然后将质粒精确地分装，并在

-80℃下储存以备后续使用。 

3.2.3 质粒线性化与纯化（体外转录模板的制备） 

  取出大量提取的重组质粒 pcDNA-W1-EGFP、pcDNA-W1-NORO、pcDNA-W2-EGFP

和 pcDNA-W2-NORO，使用 EcoRⅠ限制性内切酶进行单酶切反应，酶切体系见（表 9）。 

表 9 单酶切反应体系 

REAGENT AMOUNT FINAL CONCENTRATION 

EcoRI 

10x Buffer 

5 µl 

5 µl 

 

DNA X µl 5μg 

Nuclease-free water Up to 50 µl  

Total Reaction Volume 50 µl  

Mix thoroughly and pulse-spin in a microfuge. Incubate at 37°C for overnight digestion. 

酶切反应后吸取少量单酶切反应产物，进行 2%的琼脂糖凝胶电泳，观察电泳条带

是否单一，确定质粒被彻底切开后再进行回收。使用 QIAquick PCR Purification Kit 进行

线性化重组质粒的纯化回收具体操作步骤如下： 

(1) 向 50μl 体积的线性化反应物中加入 250μl 的 Buffer PB 并混合均匀，将试剂盒中

qiquick 柱子放置于提供的 2 毫升收集管中。 

(2) 为了结合 DNA，将 300μl 的样品加入到 qiquick 柱中，然后 13,000 rpm 离心 60 s，



诺如病毒 mRNA 疫苗的研究 

17 

 

直到所有样品都通过柱子后弃液，将 qiquick 柱重新放回管中。 

(3) 将 750 µl Buffer PE 加到柱子中，13,000 rpm 离心 60s 后弃液，将柱子再次放回管

中。 

(4) 离心 QIAquick 柱 13,000 rpm 60s 以去除残留的洗涤缓冲液。 

(5) 弃液后将 qiquick 柱子放入在新的干净 1.5 毫升微量离心管中。 

(6) 将 30-50µl 的 Buffer EB (10 mM Tris·Cl, pH 8.5) 或水 (pH 7.0–8.5) 加到 QIAquick 

膜的中心位置，室温静置 3min 后 13,000 rpm 离心 60s。 

(7) 使用分光光度计测量线性化质粒浓度后，放入-20℃保存。 

使用苯酚:氯仿萃取纯化纯化质粒法进行线性化重组质粒的纯化回收具体操作步骤

如下： 

(1) 加入无核酸酶水至转录产物中，调节反应体积至 500-600μl 以降低 DNA 损失； 

(2) 用等体积 1:1 的酚:氯仿混合 DNA 提取液提取 DNA，4℃ 14000 rpm 离心 15 min 后

小心吸取上清； 

(3) 用等体积氯仿进行两次提取，4℃ 14000 rpm 离心 15 min，小心吸取上清，并将其转

移到一个新的 ep 管中； 

(4) 加入 2 倍体积的乙醇沉淀 RNA。-20°C 孵育至少 30min； 

(5) 取出后 4℃ 14000 rpm 离心 20 min 收集 DNA 颗粒； 

(6) 小心将上清弃除后加入 70％的冰乙醇漂洗颗粒，4℃ 14000 rpm 离心 10 min； 

(7) 小心的弃除乙醇，轻轻旋转沥干管壁，用小枪头清除残留液体； 

(8) 空气干燥颗粒，将 DNA 重悬于无核酸酶水中。 

(9) 使用分光光度计测量回收后 DNA 浓度，将 DNA 模板分装放入-20℃保存。  

使用异丙醇醋酸钠法进行线性化重组质粒的纯化回收具体操作步骤如下：总体系

（600ul），质粒线性化后产物 300ul，异丙醇 240ul，3M 乙酸钠（PH4.8-5.2）60ul。 

(1) 将以上反应体系放于-20℃静置至少 30min 

(2) 取出样品后在 4℃，12000rpm 离心 15min，将上清去除干净，过程中固定离心管离

心时的放置方式，小心倒液，防止将沉淀倒出。 

(3) 加 1ml 75%的乙醇,在 4℃，12000rpm，离心 15min，此处温度必须为 4℃，否则 DNA

很难沉淀，小心去除上清，洗两遍；依旧需要注意离心管离心时的放置方式，小心

倒出液体，防止将沉淀倒出。 

(4) 将收集样品的 EP 管开盖放入超净台中风干，使乙醇完全挥发。 
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(5) 取 25-50ul 的超纯水将沉淀溶解后，使用分光光度计测取 DNA 浓度后，分装放于-

20℃备用。 

3.2.4 体外转录与 mRNA 加帽反应 

使用 HiScribe™ T7 ARCA mRNA Kit 进行 RNA 的体外转录和加帽反应。反应体系

和反应条件见（表 10）。反应完成后留取少量反应物用于后续 RNA 鉴定，同时向反应管

中加入 2μl DNASⅠ置于 37℃温箱作用 15min 以去除 DNA 模板，继续留取少量去模板产

物用于后续 RNA 鉴定。将完成反应的 mRNA 依次命名为 Cap-W1-EGFP、Cap-W1-NORO、

Cap-W2-EGFP 和 Cap-W2-NORO。 

表 10 体外转录反应体系及条件 

REAGENT AMOUNT FINAL CONCENTRATION 

Nuclease-free water Up to 20 µl  

2X ARCA/NTP Mix 10 µl 1 mM GTP, 4 mM ARCA, 1.25 

mM CTP, 1.25 mM UTP, >1.25 

mM ATP final 

Template DNA x µl 1μg 

T7 RNA Polymerase Mix 2 µl  

Total Reaction Volume 20 µl  

Mix thoroughly and pulse-spin in a microfuge. Incubate at 37°C for 3.5 h. 

3.2.5 Cap-mRNA 的纯化与保存 

本研究选用 MEGAclear 转录纯化试剂盒法、苯酚:氯仿萃取纯化法和氯化锂沉淀法

进行 RNA 的纯化处理。纯化 RNA 时需采取部分预防措施防止 RNA 降解，在整个实验

过程中需戴手套来防止手上的 RNase 污染，配备专门用于 RNA 实验的移液器，使用

的枪头应不含 RNase，使用不含 RNase 的化学试剂；使用工作台等设备前需用温和的

漂白剂擦拭设备表面，再用无核酸酶的水轻轻冲洗，最后使用 RNaseZap 喷于表面作用

10-20min 后拭去。 

MEGAclear 转录纯化试剂盒法操作步骤如下： 

（1) 使用 100 µL Elution Solution 溶解 RNA 产物，用枪头混匀； 

（2) 将 350 µL 的 Binding Solution Concentrate 浓缩液倒入样品中，并使用枪头进行混

合，以达到均匀状态； 

（3) 加入 250 µL 无水乙醇到样品中，轻轻混匀； 
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（4) 吸取混合后的样本到过滤柱中，12000 rpm 离心 1 min，弃液； 

（5) 再加 500µL Wash Buffer，12000 rpm 离心 1 min，弃液； 

（6) 重复步骤 5； 

（7) 进行空离，将 Wash Buffer 去除干净，12000 rpm 离心 1 min； 

（8) 将柱子换到一个新的 ep 管中，加 50 µL Eluent Solution 后，65℃水浴 10 min； 

（9) 将反应管在室温下 12000 rpm 离心 1 min； 

（10）使用分光光度计测量纯化后 RNA 浓度，将 RNA 分装放入-80℃保存。 

苯酚:氯仿萃取纯化法操作步骤如下： 

（1）加入无核酸酶水至转录产物中，调节反应体积至 500μl 以降低 RNA 损失； 

（2）用等体积 1:1 的酚:氯仿混合 RNA 提取液提取 RNA，4℃ 14000 rpm 离心 15 min 后

小心吸取上清； 

（3）用等体积氯仿进行两次提取，4℃ 14000 rpm 离心 15 min，小心吸取上清，并将其

转移到一个新的 ep 管中； 

（4）加入 2 倍体积的乙醇沉淀 RNA。-80°C 孵育至少 30min； 

（5）取出后 4℃ 14000 rpm 离心 20 min 收集 RNA 颗粒； 

（6）小心将上清弃除后加入 70％的冰乙醇漂洗颗粒，4℃ 14000 rpm 离心 10 min； 

（7）小心的弃除乙醇，轻轻旋转沥干管壁，用小枪头清除残留液体； 

（8）空气干燥颗粒，将 RNA 重悬于合适的 RNA 储存液中。 

（9）使用分光光度计测量纯化后 RNA 浓度，将 RNA 分装放入-80℃保存。  

氯化锂沉淀法具体操作步骤如下：（LiCl 沉淀法可以去除大部分未合并的 NTPs，但不能

有效沉淀短于 300 个碱基或浓度低于 0.1 mg/ml 的 RNA） 

（1）以 50μl 总反应体系为基准，加入 25 μl LiCl 溶液，轻轻混匀。 

（2）在-20°C 以下孵育至少 30min。 

（3）在 4°C 14000 rpm 离心 15min，使 RNA 形成颗粒。 

（4）小心的吸除上清。 

（5）加入 500μl 70%冰乙醇漂洗颗粒，4℃14000 rpm 离心 10min。 

（6）小心的吸除乙醇，快速旋转试管，使液体落在壁上。 

（7） 用小枪头小心地吸取清除壁上残留液体。 

（8）使用空气干燥颗粒，将 mRNA 重新悬于合适的 RNA 存储溶液。 

（9）将 RNA 在 65°C 下加热 10 min，使 RNA 完全溶解。 
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（10） 使用分光光度计测量纯化后 RNA 的浓度，将 RNA 分装放入-80℃保存。  

3.2.6 体外转染 Cap-mRNA-EGFP 

细胞转染试剂选用 jetPEI Polyplus Transfection 和 Lipofectamine™ 3000。 

jetPEI 具体操作步骤如下： 

（1） 细胞在转染前一天铺板，将细胞（VERO -E6/293T）以 2 × 105 个/孔的数量接种

于 24 孔板中，使用培养基（DMEM+10％FBS+1％PS）进行培养，将 24 孔板放

入含 CO2 含量为 5％的 37℃ 恒温培养箱中培养，直至接种细胞长至 70–90% 

汇合度时进行转染； 

（2） 第二天向细胞中加入转染复合物，转染复合物配制参照说明书，将 Cap-mRNA 1μg

加入到试剂盒里 50μl Buffer 后，离心涡旋轻混后，再加入 jetPEI 2μl，使得最终

jetPEI 与 Cap-mRNA 体积与质量比例为 2μl/1μg；室温静置 10 min 后，将复合物

按照一定的比例分别加入到培养孔中，然后轻轻摇晃均匀，最后将其放入细胞培

养箱内； 

（3） 转染后4-6 h后，为维持细胞状态，将板内换上低血清培养基（DMEM+3％FBS+1％

PS），每孔 500μl； 

（4） 在分析转染的细胞之前，将细胞在 37 ℃孵育 2-4 天。 

Lipofectamine™ 3000 具体操作步骤如下： 

（1） 第一天，在 24 孔板上，我们接种 1–2 × 105 个细胞数/孔的细胞，并使用

DMEM+10%FBS+1%PS 的培养基；在 37℃恒温培养箱内，让 CO2浓度达到 5%，

以便让细胞得到最佳的生长环境；直至接种细胞长至 70–90% 汇合度时进行转

染； 

（2） 第二天配制转染复合物，使用 Opti-MEM™ 培养基稀释 Lipofectamine™ 3000 

试剂，体积比为（25μl：1.5μl）并充分混匀；接下来我们将使用 Opti-MEM 培养

基来稀释 RNA，并制作出 RNA 预混液。在这里，我们也可以选择不使用

P3000™ 试剂。 

（3） 在每管已稀释的 Lipofectamine™ 3000 试剂中加入稀释的 RNA (体积 1:1 比

例 )，室温孵育 15min，最终 Lipofectamine™ 3000 与 RNA 体积质量比为

（1.5μl/1μg）； 
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（4） 将 RNA-脂质复合物加入到细胞后，将板子放入细胞培养箱； 

（5） 转染后 4-6 h 后，为维持细胞状态，为细胞换上低血清培养基（DMEM+3％FBS+1％

PS），每孔 500μl； 

（6） 在分析转染的细胞之前，将细胞根据实验要求在 37℃孵育 2-4 天。 

3.3 结果 

3.3.1 报告基因 EGFP 和目的基因 NORO-VP1 的扩增 

     使用上述方法中设计的 EGFP 特异性引物，以携带 EGFP 基因的质粒为模板，扩增

EGFP，并在两端引入 pcDNA-W1/W2-cut 同源序列；使用 NORO-VP1 特异性引物，以

携带 NORO-VP1 基因的质粒为模板，扩增 NORO-VP1 基因全长，并在两端引入 pcDNA-

W1/W2-cut 同源序列。取 PCR 产物进行 2.0%琼脂糖凝胶电泳，电泳结果与预期目的基

因（EGFP 基因约为 760bp，NORO-VP1 基因约为 1670bp）条带大小一致，结果见（图

3）。PCR 产物经北京天一辉远生物科技有限公司测序，结果无误。 

 

M： DNA 2000 Marker；1：EGFP1-PCR； 2：NORO1-PCR ；3：阴性对照；4：EGFP2-PCR；

5：NORO2-PCR；6：阴性对照 

图 3 目的基因 PCR 扩增电泳结果 
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3.3.2 重组质粒 pcDNA-W1-EGFP、pcDNA-W2-EGFP、pcDNA-W1-NORO 和 pcDNA-

W2-NORO 的线性化与纯化 

制备 RNA 进行体外转录需要提前制作 DNA 线性化模板。使用设计好的限制性内

切酶 EcoRⅠ单酶切已经制备好的重组质粒 pcDNA-W1-EGFP、pcDNA-W2-EGFP 、

pcDNA-W1-NORO、和 pcDNA-W2-NORO，反应后吸取少量单酶切反应产物，进行 2%

的琼脂糖凝胶电泳，观察电泳条带是否单一，确定质粒彻底线性化（长度分别为 6400bp，

6590bp，7280bp，7490bp）电泳结果见（图 4）。对线性化质粒进行纯化回收后，使用分

光光度计测量线性化 DNA 模板浓度和纯度，结果见（图 5）。 

 

M: DNA 1kb Marker；1：pcDNA-W1-EGFP；2：pcDNA-W1-EGFP-EcoRⅠ；3：pcDNA-W2-EGFP；

4：pcDNA-W2-EGFP-EcoRⅠ；5：pcDNA-W1-NORO；6：pcDNA-W1-NORO-EcoRⅠ；7：pcDNA-

W2-NORO；8：pcDNA-W2-NORO-EcoRⅠ；9：阴性对照 

图 4 重组质粒 pcDNA-W1/W2-EGFP 和 pcDNA-W1/W2-NORO 线性化电泳图 

 

图 5 线性化 DNA 模板浓度测量图 
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3.3.3  Cap-mRNA： Cap-W1-EGFP、Cap-W2-EGFP、Cap-W1-NORO 和 Cap-W2-

NORO 的鉴定 

  为了观察 mRNA 转录及后续纯化过程效果，将纯化前后的 mRNA均稀释至 50ng/μl，

各取 2μl，以 ssRNA Ladder 为标准进行 RNA 2％琼脂糖电泳条带鉴定，结果表明，未纯

化过的 mRNA 含有多余杂带，纯化后得到的 mRNA 条带单一且大小与预期相符，Cap-

W1-EGFP、Cap-W2-EGFP、Cap-W1-NORO 和 Cap-W2-NORO 分别为 1019bp，1230bp，

1922bp，2130bp 的 RNA 条带，具体条带结果见（图 6）。 

将纯化好的 mRNA：Cap-W1-EGFP、Cap-W2-EGFP 、Cap-W1-NORO、和 Cap-W2-

NORO 逆转录为 cDNA 后，使用特异性引物进行 PCR 扩增后送北京天一辉远生物科技

有限公司测序，使用软件 MEGA 将测序结果与重组质粒 pcDNA-W1-EGFP、pcDNA-W2-

EGFP、 pcDNA-W1-NORO、和 pcDNA-W2-NORO 图谱进行比对，比对结果无误。结

合电泳图，说明 RNA 体外转录加帽与纯化结果与预期相符。 

 

M：ssRNA Ladder；A：转录加帽后产物；B:转录加帽产物去 DNA 模板；C：纯化后产物；D：阴

性对照； 

1：Cap-W1-EGFP；2：Cap-W2-EGFP 

图 6-A  RNA 纯化前后电泳条带鉴定图 
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M：ssRNA Ladder；A：转录加帽后产物；B:转录加帽产物去 DNA 模板；C：纯化后产物；D：阴

性对照； 

3：Cap-W1-NORO；4：Cap-W2-NORO 

图 6-B  RNA 纯化前后电泳条带鉴定图 

3.3.4 体外转录系统表达功能的鉴定 

将制备好的mRNA Cap-W1-EGFP、Cap-W2-EGFP转染细胞（24孔板，1μg mRNA/

孔），分别在转染后多个时间段取出细胞培养板在荧光显微镜下观察 mRNA 荧光表

达情况。VERO-E6、293T 等细胞中 mRNA Cap-W1-EGFP、Cap-W2-EGFP 实验组均

可观察到绿色荧光。证明所设计编码 EGFP 基因的两种 RNA 体外表达系统能成功

表达绿色荧光蛋白，两种 RNA 候选疫苗体外转录系统均具有可行性。 

转染后 3 h，镜下就开始观察到 mRNA 在细胞中有绿色荧光蛋白的表达。荧光

镜下显示，转染 mRNA 后 36h-72h 时（不同细胞株范围有细微变动），荧光蛋白表达

效果达到高峰,直至转染后 200 h，荧光强度随着细胞状态变差而逐渐减弱。同等实验

条件下，镜下 Cap-W1-EGFP 荧光强度大于 Cap-W2-EGFP，荧光维持时间长于 Cap-

W2-EGFP。激发光下荧光结果见（图 7-8）。 
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图 7  两种表达系统转染 293T 细胞荧光结果图 

 

 

图 8  两种表达系统转染 VERO E6 细胞荧光结果图 

4.讨论 

NoV 的流行除了对人群健康造成严重威胁，也带来巨大的社会经济损失，疫苗是针

对 NoV 最有效的预防手段。因 NoV 基础研究相对薄弱，疫苗研发仍有诸多挑战。目前

在研的 NoV 疫苗（VLP 疫苗、P 颗粒疫苗、腺病毒载体疫苗）开发所需时间较长，大



诺如病毒 mRNA 疫苗的研究 

26 

 

多数仍处在临床前期研究阶段。mRNA 疫苗具有高效、 精简、可快速开发等特点；有

潜力替代常规疫苗，解决 NoV 疫苗开发难题，发展成为 NoV 疫苗的领跑者。 

抗原的确定是 mRNA 疫苗前期研究的重要基础。VP1 蛋白作为暴露在 NoV 表面的

主要衣壳蛋白，具有高度变异性，VP1 抗原来源毒株的选择是 mRNA 疫苗研发的重要

部分。根据 2018 年 9 月~2021 年 8 月中国 NoV 暴发实验室监测网络平台(CaliciNet China)

的 NoV AGE 暴发疫情分子流行病学调查报告可知，GII.4 Sydney 株自 2012 年出现以

来一直是全球流行优势株，也是引起我国 NoV 暴发与散发的优势流行株；所以本研究

认为我国 GⅡ.4 Sydney 流行株的 VP1 是 NoV mRNA 疫苗研究的较佳目的抗原，选择该

毒株进行后期实验。 

要获得可高效表达外源目的基因的 mRNA 疫苗需要多方面考虑并进行不断的筛选

和优化。体外转录表达系统的优化与设计和mRNA的制备都是mRNA疫苗研究的重点。

mRNA的5 '和3 '非翻译区(UTRs)可以显著影响转录翻译效率[25-27]。帽子结构和 poly（A）

尾结构对翻译效率影响有协同作用[28-31]。对 mRNA 的几个基本组成元件进行精确设计

是优化 RNA 体外转录表达系统的关键。5’UTR 在维持 RNA 的稳定性和翻译启动效率

方面发挥重要作用[32]。3’UTR 是 mRNA 衰变和通过细胞 RNA 结合蛋白翻译效率的重要

调节因子，可以调节 mRNA 的半衰期[33, 34]。本研究表达系统设计均采用短而松散的

5’UTR 区域，以利于形成稳定的二级结构，避免小核糖体去结合起始编码元件。同时通

过引入稳定元件，使 mRNA 具有更高的稳定性，以有效地抑制 AU、AUUUA

和 GU 富集序列对 mRNA 稳定性的影响。  

mRNA 的表达水平通常还与 poly（A）的尾部长度成正相关[29, 35-37]。通过在

3'UTR 上进行特殊的优化，可以有效地延缓 poly（a）尾的降解[38]。哺乳动物细胞中所

有主动翻译的 mRNA 都含有 100 至 250 个 A[39]。长聚 a 尾(即>120 单位)可以增加蛋白

质表达的效率[40]。本研究表达系统中 poly(A)尾部分的结构明确且均匀，均通过在模板

载体中编码聚(A)束来实现，避免了通过酶聚腺苷酸化来将 A 附着的方式。研究中所设

计的表达系统 mRNA-W1 中 poly（a）具体结构为：A(30)+GCATATGACT+A(70)，mRNA-

W2 中使用了数量为 120 个 a 的 poly（a）结构。所构建的两种不同体外转录系统（mRNA-

W1 和 mRNA-W2），UTRs 序列和 polyA 结构均不相同，选 EGFP 和 NORO-VP1 基因

插入，筛选出表达效果较佳的表达系统进行后期诺如病毒 mRNA 疫苗的研究，为诺如

病毒 mRNA 疫苗的后续研究打下基础。 

体外转录过程(IVT)也是疫苗研发中需要重视的过程[41, 42]。多数 mRNA 生产制备中
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都需要分别进行 DNA 模板制备、体外转录（IVT）和 5'端加帽的酶促反应，每一步完成

后都要进行核酸的沉淀，同时去除其他反应成分。这种迭代过程涉及到每一步的样品损

失，也增加了生产制备 mRNA 的时间和成本[43]。本研究构建重组质粒时主要采用两种

方法，其中通过设计引物引入同源臂进行同源重组的连接效率要远高于 T4 连接酶的连

接效率，T4 连接酶连接效率低可能与插入片段的结构与长度有关。使用高质量的质粒

（去除内毒素，超螺旋质粒含量＞90%，需尽可能的去掉宿主蛋白与宿主基因组）更有

利于下一步的 mRNA 制备，能转录出的质量更好的 mRNA。DNA 模板纯化使用胶回收

试剂盒回收线性化质粒片段的损失较高，易引入其他杂质污染 DNA 模板对 mRNA 的制

备造成不利影响，使用 PCR 产物纯化试剂盒的回收效果较好。帽结构已被证明是正常

mRNA 功能所必需的[28]。在体外转录后加帽时，抗反向帽类似物(anti-reverse cap, ARCA)

产生较完美的 mRNA，能更紧密地附着在核糖体上[44]。ARCA 在 C2 /C3 位置被修饰，

保证在转录时甲基只取代正确位点的 OH，且 Cap 可通过与真核翻译起始复合物 eIF4F

的结合提高 mRNA 翻译效率[45, 46]。因此本研究在加帽时选择使用 ARCA 试剂盒进行加

帽，可以保证 5’端帽子结构的精确调整。 

转录加帽后 mRNA 需进行纯化回收与保存，本研究尝试了多种纯化方式，发现具

体纯化方法需要根据序列结构设计情况来进行选择与调整。Oligo(dT) capture 适用于大

部分 poly（a）尾结构的 mRNA，回收率较高，也是本研究使用较多的方法。氯化锂沉

淀法可以有效地去除大部分未合并的 NTPs 和酶，缺点在于不能回收长度较短和浓度较

低的 mRNA，不适用于总体产量较小的转录产物。酚氯仿萃取和乙醇沉淀法可以去除蛋

白质和游离核苷酸，这种纯化方法成本低，对操作人员手法要求较高，重复性相对较差，

RNA 回收率较低。 

为验证所构建体外转录系统的可行性，使用 EGFP 报告基因插入所构建的体外转录

系统 mRNA-W1 和 mRNA-W2 中。制备 mRNA 后进行细胞转染实验，观察 mRNA 转染

后 EGFP 的荧光强度。验证结果显示，两种系统均可在不同细胞中表达 EGFP。将制备

好的 Cap-W1-EGFP 和 Cap-W2-EGFP 分别转染到细胞仅 3h 后，就可在荧光显微镜下观

察到明显的绿色荧光，在相同数量的 VERO E6/293T/MA104 细胞中，多个时间段对比，

转染同质量 EGFP 质粒对照的目的蛋白表达效果和蛋白表达持续时间都不及 mRNA 组。

mRNA 疫苗相比传统疫苗，不需要进入细胞核就可以激活蛋白质生产，细胞都是直接根

据 mRNA 携带的编码信息合成抗原蛋白。以插入 EGFP 报告基因的验证结果来看，Cap-

W1-EGFP 组镜下荧光强度远大于 Cap-W2-EGFP 组，哪种表达系统更适用于诺如病毒
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RNA 疫苗，还需进一步验证。 

5.小结 

1) 以插入 EGFP 报告基因的鉴定结果来看，两种 RNA 体外表达系统具有可行性，都

能成功表达绿色荧光蛋白。 

2) 具体哪种体外表达系统更适用于后续诺如病毒的 mRNA 疫苗开发，还需进一步的验

证。 
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第二章 诺如病毒 RNA 疫苗体外表达系统的功能验证与

筛选 

1. 实验材料 

1.1 实验材料与仪器 

本此研究所使用细胞株（VERO-E6、MA104、293T、A549 等）来自中国疾控中

心病毒病所腹泻室保存，中国疾病预防控制中心侯院士实验室惠赠。 

表 11 仪器厂家及型号  

仪器名称 厂家 货号 

Mini-PROTEAN® Tetra 

PowerPac™电泳仪 

自动细胞计数仪 

细胞培养板 

细胞透气培养瓶 

5ml 灭菌移液管 

酶标仪 

蛋白转膜仪 

倒置显微镜 

 美国 BIO-RAD 公司 

美国 BIO-RAD 公司 

北京新科融创科技发展有限公司 

Corning/康宁 

Corning/康宁 

Corning/康宁 

美国 Thermo 公司 

南京金斯瑞生物科技有限公司 

OLYMPUS 

165-8004 

1645070 

Cellometer Mini 

6 孔/12 孔/24 孔/96 孔 

25cm2/75cm2 

4487 

1410101 

L00686C 

CKX53 

其余实验仪器同第一章表 1 

 

1.2 实验试剂及溶液配制 

表 12 试剂厂家及货号 

试剂名称    厂家    货号 

DMEM 高糖培养基 

PBS 

胎牛血清（FBS） 

胰酶（含 EDTA） 

Lipofectamine™ 3000 

jetPEI 

OPTI MEM 

Norovirus 3rd Generation kit 

细胞裂解液 

蛋白分子量标准（15-12kD） 

吐温（Tween 20） 

SDS-PAGE 凝胶配制试剂盒 

HRP-山羊抗兔 IgG(H+L) 

FITC-山羊抗兔 IgG(H+L) 

GIBCO 

中科迈晨（北京）科技有限公司 

Thermo Fisher/赛默飞世尔 

Hyclone/海克隆 

Thermo Fisher/赛默飞世尔 

Polyplus Transfection 

Thermo Fisher/赛默飞世尔 

RIDASCREEN 

Solarbio 

Beyotime/碧云天 

美国 Sigma 公司 

上海碧云天生物技术有限公司 

Biodragon/博奥龙 

Biodragon/博奥龙 

C11995500BT 

CC008 

TA100099044 

SH30042.01 

L3000015 

PT-101-10N 

31985062 

C1401 

R0030 

P0078 

P1379 

P0012A 

BF03008 

BF05002 
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溶液配制： 

（1）PBS 缓冲液：用蒸馏水将磷酸盐缓冲液（PBS）干粉说明定容至固定体积，121℃

高压灭菌 20min，待冷却至室温后储存备用。 

（2）PBST：1L PBS 缓冲液 + 500ul Tween-20，混匀后室温保存。 

表 13 SDS-PAGE 凝胶配制表 

12%分离胶（10mL） 5%浓缩胶（2mL） 

2 ml 去离子水 1.4 ml 去离子水 

4mL 30%Acr-Bis 

3.8mL 1M Tris (pH8.8) 

0.1mL 10%SDS 

0.1mL 10%过硫酸铵 

0.004mL TEMED 

0.33mL 30%Acr-Bis 

0.25mL 1M Tris(pH6.8) 

0.02mL 10%SDS 

0.02mL 10%过硫酸铵 

0.002mL TEMED 

混匀后注入制胶板体积的 4/5， 注入少量乙醇

驱赶气泡。 

吸干胶板中乙醇，将配制好的浓缩胶注入凝

固的分离胶上层，插上梳子待凝。 

2. 实验方法 

2.1 体外转染 Cap-mRNA-NORO 

体外转染方法同第一章。 

2.2 酶联免疫吸附实验（ELASA） 

选用细胞裂解液和 Norovirus 3rd Generation kit 试剂盒进行 NORO-VP1 的酶联免疫

吸附试验验证。具体操作步骤如下： 

（1） Cap-NORO-W1/W2 转染细胞 48 h 后，弃去孔中原有培养基，将 PBS 溶液进行

两次清洗，以消除残留的培养基；在 24 孔板上，每孔添加 65μL 的细胞裂解溶液

（含 PMSF），然后用枪头进行 5 次吹打，以确保裂解液试剂与细胞之间的完全接

触，在冰上放置裂解 5-10min； 

（2） 在细胞完全裂解之后，将样品经过 3-5min 分钟的 14000 g 离心处理，然后从中

提取出上清液，以便进行接下来的实验； 

（3） 将试剂和微孔板提前置于室温(20–25°C)平衡，将 1 份浓缩洗涤缓冲液与 9 份蒸

馏水混合，浓缩液中若存在任何晶体可以预先在 37℃的水浴中加热溶解再使用。 

（4） 进行首次孵育：在试纸条支架中插入计划数量的孔后，向孔中添加 100 ul 阳性

Control+、阴性 Control-和待检测样本。随后再加入 100 μl Conjugate1（生物素偶

联抗体）并通过轻轻敲击板侧面的方式混匀；在室温(20–25°C)下孵育 60min。 

（5） 清洗：将孔中孵化的液体倒入废液收集容器中，将印版敲在铺好的吸水纸上，去
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除干净残留的水分，每次将 300ul 的缓冲液用于清洁平板，以确保其完全干净，

需进行五次彻底的清洁。每次清洗后，再用干燥未使用吸水纸将孔内液体敲掉，

确保孔内完全排空。 

（6） 第二次孵育：用移液管将 100ul Conjugate2 注入孔中，然后在室温(20–25°c)下孵

育 30min。 

（7） 清洗：同第五步 

（8） 第三次孵化：用 100ul 底物填充所有孔，然后在室温(20–25°C)下黑暗中孵育平板

15min，随后用 50 ul 终止液填充所有孔终止反应，通过轻轻敲击板的侧面小心混

合，在 450nm 处测量消光值（高阳性样本可能会导致底物出现黑色沉淀）； 

（9） 质量控制：每次进行测试时必须使用阳性和阴性质控品，确保试剂稳定且测试正

确进行。如果阴性对照的消光率(O.D)在 450nm 时<0.2，而阳性对照的测量值在

450nm 时>0.8，表面测试已正确进行且结果可信，阴性对照大于 0.2 时可能说明

洗涤过程不充分； 

（10）评估和解释：计算截止值:为了确定临界值，将 0.15 个消光单位加到阴性对照的

测量消光值上，截止值=阴性对照的消光+ 0.15； 

（11）实验结果：如果消光率比计算的临界值高 10 %以上，则样本的评估为阳性。 如

果消光率在（小于临界值的 10 %到大于临界值的 10 %）范围内,则评估样本为边

缘性的，重复进行实验，若再次落入这个范围内，则判定该样本为阴性；低于计

算临界值 10 %以上的样本必须被判定为阴性。 

2.3 间接免疫荧光实验（IFA） 

将 Cap-NORO-W1/W2 转染细胞 48 h 后，进行间接免疫荧光试验验证，具体操

作步骤如下： 

（1） 将孔中原有的培养基弃去，用 PBS 溶液进行 2-3 次清洗，以消除残留物；然

后将 4%的多聚甲醛溶液添加到孔中，并在 4℃下保持 30min; 

（2） PBS 浸洗 3 遍，加 5%BSA（PBS 配制，10ml+0.5g BSA）37℃封闭 1h；PBS

浸洗 2 遍，加入 1% BSA 稀释的一抗（1：1000），4℃孵育过夜； 

（3） PBS 浸洗 3 遍，加入用 1%BSA 稀释的二抗，FITC 标记（1:1000）；37℃孵育

2h； 

（4） PBS 浸洗 3 遍，使用共聚焦荧光显微镜观察荧光。 

2.4 蛋白免疫印迹实验（Western blot） 
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将 Cap-NORO-W1/W2 转染至细胞 12 h 后，弃去孔中原有培养基，用 PBS 浸

洗两次去除残留培养基；24 孔板每孔加入 65μL 细胞裂解液（含 PMSF），用枪头吹

打 5 次，使裂解液和细胞能够充分接触，在冰上放置裂解 5-10min，待细胞充分裂解

后，将裂解后的样品 14000 g 离心 3-5min，吸取上清保存为样品，取上样缓冲液+样

品煮沸 10min，10000 rpm 离心 10 min，冻存与-80℃冰箱和用于下一步的跑蛋白胶。 

(1) 将制备好的蛋白样品20 ul加入配制好的SDS-PAGE凝胶孔中，加入预染蛋白Maker，

接通电源，调节电压至 80V，开始电泳 30 min 后，再次调整电泳电泳为 120 V，直

到溴酚蓝条带移至分离胶最低端时（约 1 h），停止电泳。 

(2) 转膜前准备工作：将 10×转膜液配置为 1×的转膜液并倒入大小适中的收纳盒中，将

转膜操作过程中需要的转膜夹、海绵垫、滤纸浸于上述转膜液约 5 min（海绵垫及滤

纸均需裁剪至 SDS-PAGE 蛋白胶大小）；转膜（蛋白从胶→硝酸纤维素膜）(负极→

正极)，根据胶的大小剪滤纸，NC 膜，按顺序铺膜见（图 9），逐出气泡； 

 

图 9  WB 电转铺膜示意 

(3) 时间到后将 NC 膜取出，用 PBST 放在摇床上漂洗 5minx2 次； 

(4) 封闭：使用适量脱脂奶粉 5％ （2.5g+50mlPBS/PBST）封膜，37℃ 2h； 

(5) 倒掉奶粉，用 PBST 放在摇床上漂洗 5minx5 次； 

(6) 使用一抗（5％脱脂奶粉 1：1000 稀释），4℃ 孵膜浸泡过夜。 

(7) 倒掉液体，用 PBST 放在摇床上漂洗 5minx5 次； 

(8) 使用二抗（5％脱脂奶粉 1：1000 稀释）（HRP 标记），37℃封膜浸泡 2h，倒掉液体，

用 PBST 放在摇床上漂洗 5minx5 次； 
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(9) 显色：在膜上滴上显色液，放入成像仪拍照。 

3. 结果 

3.1 体外转染 Cap-W1-NORO、Cap-W2-NORO 酶联免疫吸附试验验证 

将制备好的 mRNA Cap-W1-NORO、Cap-W2-NORO 以完全相同实验条件转染至

细胞 48h 后（24 孔板，250ng/孔，500ng/孔，1μg/孔），按方法制备样品，各取 100μl

进行 ELISA 实验，其中 control-和 control+样本为试剂盒内质控品，sample control+

为 NoV 阳性样本对照。结果中 control-的消光率(O.D)在 450nm 处均<0.2，control+和

sample control+在 450nm 处测量值均>0.8，表明该测试结果可信。根据所计算阳性截

止值，所有 mRNA 实验组结果均为阳性，见（图 10-11）。证明所设计编码 NORO-

VP1 基因的两种 RNA 体外表达系统都可以成功表达 VP1 蛋白。 

 

 

图 10  不同质量 Cap-W1-NORO 转染后 ELISA 结果图 
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图 11  不同质量 Cap-W2-NORO 转染后 ELISA 结果图 

 

3.2 体外转染 Cap-W1-NORO、Cap-W2-NORO 间接免疫荧光试验验证 

将制备好的 mRNA Cap-W1-NORO、Cap-W2-NORO 以完全相同实验条件转染至细

胞 48h 后（24 孔板，1μg /孔），进行间接免疫荧光试验，（一抗：NoV GⅡ.4-VP1 VLP 兔

多抗；二抗：FITC 标记羊抗兔抗体）。将细胞培养板放置于荧光显微镜下观察荧光情况。

Cap-W1-NORO与Cap-W2-NORO组在显微镜激发光下均有绿色荧光，且Cap-W1-NORO

组荧光强度略强于 Cap-W2-NORO 组，结果见（图 12）。结果证明所设计编码 NORO-

VP1 基因的两种 RNA 体外表达系统可以成功表达 VP1 蛋白。 
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图 12  两种表达系统转染细胞 IFA 结果图 

 

3.3 体外转染 Cap-W1-NORO、Cap-W2-NORO 蛋白免疫印迹试验验证 

为了进一步验证 W1、W2 两种表达系统在蛋白表达上的差异，将 Cap-W1-NORO

和 Cap-W2-NORO 同实验条件转染细胞 48h 后，按说明书制备蛋白样品进行蛋白免疫印

迹试验（一抗：NoV GⅡ.4-VP1 VLP 兔多抗；二抗：HRP 标记羊抗兔抗体）。 

转染 VERO E6 细胞 Western Blot 实验结果见（图 13），为更好的在同张膜上对比

两种表达系统的印迹条带，结合预实验结果，对两种样品上样量进行调整（Cap-W1-

NORO 蛋白样品使用 PBS 稀释 5 倍；Cap-W2-NORO 蛋白样品不进行稀释）。（图 A）显

示两种表达系统都可以成功表达 VP1 蛋白，Cap-W1-NORO 组 VP1 表达量高于 Cap-W2-

NORO 组。进一步观察 Western Blot 结果中目的蛋白电泳条带，使用 ImageJ 软件，通

过将目标蛋白的灰度值与内部参考蛋白的灰度值相除，我们可以对得到的结果数据进行

归一化处理；使用 Graphpad Pism 软件将灰度分析结果值制作为柱状图（图 B）。就 NORO-

VP1 的蛋白表达量来说，稀释 5 倍后的 Cap-W1-NORO 样本明显高于未稀释的 Cap-W2-

NORO 样本。 
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图 13-A  两种表达系统转染 VERO E6 细胞 Western Blot 结果图 

 

    

图 13-B  两种表达系统转染 VERO E6 细胞 Western Blot 结果灰度分析柱状图 

为进一步验证上述结果，将两组制备好的 mRNA（Cap-W1-NORO 和 Cap-W2-NORO）

以同等实验条件转染于 293T 细胞中，每组样本设置 10 个平行孔，转染后（12h，24h，

36h，48h，60h，72h，96h，144h）按固定时间段裂解细胞，制备蛋白样本。为使实验条

带图清晰易对比，调整两种样品上样量（Cap-W1-NORO 蛋白样品使用 PBS 稀释 5 倍；

Cap-W2-NORO 蛋白样品不进行稀释）后进行 Western Blot 实验。 

转染 293T 细胞鉴定结果见（图 14）。表明两种表达系统都可以成功表达 VP1 蛋白。

图 A 图 B 显示，两组样本 Western Blot 膜上均有大小相符（55kDa）目的条带，位置略

高于阳性对照条带（可能与细胞内蛋白质糖基化修饰有关）。相同实验条件下，稀释 5 倍

后的 Cap-W1-NORO 组样本 NORO-VP1 蛋白表达量仍明显高于未稀释 Cap-W2-NORO
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组样本。结合 VERO E6 等细胞转染后 Western Blot 结果，证明所设计构建的 RNA 候选

疫苗体外转录系统 mRNA-W1 在 mRNA 翻译蛋白表达上要优于 mRNA-W2。 

 

 

A：Cap-W1-NORO 组 Western Blot 检验；B：Cap-W1-NORO 组 Western Blot 检验 

图 14  两种表达系统转染 293T 细胞 Western Blot 结果图 

4. 讨论 

因 NoV 的高度变异性；感染后机体免疫机制研究，培养细胞系和可用动物模型的

缺乏，目前国内外均没有投入使用的 NoV 疫苗。传统疫苗开发周期较长，针对 NoV 研

究最深入的疫苗仍处于临床二期研究阶段。mRNA 疫苗作为一种新型核酸疫苗，具有使
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用非病毒递送系统给药的能力，还可以通过修改 mRNA 结构中具体编码区域的序列，

轻松实现 mRNA 疫苗靶向抗原的改变；因此针对暴发的传染病来说，mRNA 疫苗可快

速生产的优势十分明显，其分子结构设计优化和递送技术都在快速发展完善。目前

mRNA 疫苗在肿瘤和感染性疾病方面应用研究较多。国内外暂未有针对 NoV 的 mRNA

疫苗研究，本研究针对 NoV 的 mRNA 疫苗前期构建进行了初步的探索。 

mRNA 周转调节在基因表达的整体控制过程中起着重要作用，所以近年来细胞质中

自然表达 mRNA 稳定水平的机制受到了广泛关注。每个 mRNA 分子翻译产生多少蛋白

质取决于翻译机制在编码序列(CDS)上启动和延长的程度以及 mRNA 的功能半衰期。而

mRNA 的稳定性和翻译效率一般是由 RNA 和蛋白质相互作用的复杂网络所控制，同时

也和 mRNA 的一级、二级结构有关[47]。3’UTR 和 5’UTR 非编码区域的序列被认为是调

节转录稳定性的重要因素，具体原因与机制目前尚未有定论[48]。现有相关数据很多都来

自酵母细胞裂解物或原核细胞的研究[49]。而真核细胞系的数据相对不具有结论性，需进

行进一步的分析。 

本研究继续使用 NoV-VP1 目的抗原基因筛选所构建的体外转录系统 mRNA-W1 和

mRNA-W2。通过观察 mRNA 转染后 NoV-VP1 的 ELISA 结果、间接免疫荧光实验中荧

光强度、PAGE 胶染色条带、Western Blot 印迹中 VP1 蛋白的表达量差异，最后在两种

设计中筛选出了较优的体外转录表达系统：mRNA-W1。验证结果显示，两种系统均可

在不同细胞中表达 NoV-VP1 蛋白。虽然两种表达系统均可行，但因表达系统的设计不

同，表达效果也有所差异，说明非编码区序列不同会影响体外转录系统后期的翻译效率，

这可能与两种设计中 5’UTR 调控序列的不同和 3’UTR 序列排布方式增加 RNA 的稳

定性提高了其翻译效率有关，从而使 mRNA-W1 的蛋白表达量高于 mRNA-W2。 

将制备好的 Cap-W1-NORO 和 Cap-W2-NORO 分别转染到 VERO E6 细胞 48h 后，

同时收取样品进行酶联免疫吸附试验，两组样品 NoV-VP1 蛋白实验结果均为阳性。因

所使用 ELISA 试剂盒只能进行定性分析，证明所设计编码 NORO-VP1 基因的两种 RNA

体外表达系统都可以成功表达 VP1 蛋白。转染到 VERO E6 细胞进行间接免疫荧光试验，

显微镜激发光下两组均有绿色荧光，Cap-W1-NORO 组荧光强度略强于 Cap-W2-NORO

组。转染到 293T 细胞，转染后每隔 12h 收取样品进行 Western Blot 试验比较蛋白表达

持续时间情况。转染到 VERO E6 细胞后，收取样品进行 Western Blot 试验。PAGE 胶电

泳染色后和 Western Blot 印迹均可见 NoV-VP1（55kDa）蛋白条带。且实验组条带位置

均略高于阳性对照组，这可能与细胞内蛋白翻译后糖基化修饰有关[50-53]。为进一步比较
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两组系统表达差异，对电泳条带进行了灰度分析。上述实验结果均表明转染同质量

mRNA 相同时间段内，Cap-W1-NORO 组蛋白表达量明显大于 Cap-W2-NORO 组，且

Cap-W1-NORO 组表达持续时间略长于 Cap-W2-NORO 组。说明 mRNA-W1 表达系统中

5’UTR-MCS-3’UTR-polyA 的各个元件设计在表达 EGFP 和 NORO-VP1 时的 mRNA 稳

定性、mRNA 翻译效率优于 mRNA-W2 表达系统，为我们进一步开发诺如病毒 mRNA

疫苗奠定了基础。 

5. 小结 

1) 两种系统均能在不同细胞中成功表达 NoV-VP1 蛋白，因 5’UTR、3’UTR、poly（a）

各部分元件结构不同，表达效果有差异。 

2) 所构建两组系统种，mRNA-W1 体外转录系统的翻译效率、蛋白表达量较高。 
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结论 

1. mRNA-W1 中 poly（a）结构设计为：A(30)+GCATATGACT+A(70)；mRNA-W2 中使

用数量 120 个 A 的 poly（a）结构。成功设计构建两种 UTRs 序列和 polyA 结构组合

均不相同的体外转录系统（mRNA-W1 和 mRNA-W2）。 

2. 构建重组质粒时引入同源臂进行同源重组的连接效率高于 T4 连接酶的连接效率，T4

连接酶连接效率可能与插入片段的结构与长度相关。制备 RNA 模板质粒质量关键，

应无内毒素，超螺旋质粒含量应＞90%，需尽可能的去宿主蛋白与宿主基因组。DNA

模板纯化使用 PCR 产物纯化试剂盒的回收效果好于胶回收试剂盒。转录后加帽使用

ARCA 试剂盒进行加帽，mRNA 纯化回收多种纯化方式中，Oligo(dT) capture 更适用

于本研究中所设计结构的 mRNA，回收率较高。 

3. 两种系统可在不同细胞中表达 EGFP 和 NoV-VP1 蛋白，所构建 RNA 体外表达系统

均具有可行性。因 5’UTR、3’UTR、poly（a）部分设计均不同，表达效果有差异。

无论是插入 EGFP 还是 NoV-VP1,mRNA-W1 系统的 RNA 翻译效率、蛋白表达量、

表达持续时间都明显优于 mRNA-W2 系统。最终确定筛选出 mRNA-W1 体外转录表

达系统用于后续诺如病毒 mRNA 疫苗的研究。 

不足与展望 

1. 因疫苗研究与开发整体技术路线较长，后续还需在动物水平对疫苗的免疫原性和疫

苗递送系统方面进行更深入的研究。 

2. mRNA 疫苗的迅速生产使得它成为一种重要的疫苗选择，它不仅可以有效地抵御新

型传染病的蔓延，而且还可以弥补疫苗供应的不足，它的出现可能推动 NoV 疫苗的

开发和使用，开辟一条全新的道路，拥有巨大的发展潜力。将来可能在针对 NoV 和

其他新病原体的疫苗开发中发挥重要作用。 
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文献综述 

mRNA 疫苗的技术创新和研究进展 

摘要：mRNA 疫苗作为一种新型核酸疫苗，具有高度通用、高效、 精简、可快速开发

低成本生产等特点。有潜力成为传统常规疫苗的替代品。自 2019 年新型冠状病毒

（COVID-19）大流行给全球造成较大疾病负担以来，mRNA 疫苗快速发展成为 COVID-

19 疫苗的领跑者。同时 mRNA 疫苗技术也得到了广泛的关注。mRNA 疫苗在肿瘤、感

染性疾病防治上有着较广泛的应用前景。为了深入了解全球 mRNA 疫苗的研发进展，

本文重点从 mRNA 疫苗的分子结构设计优化、递送技术、疾病中的应用等方面对 mRNA

疫苗技术进行了分析与概述，同时总结了对 mRNA 疫苗未来前景的深入探讨。 

关键词：mRNA 疫苗；mRNA 疫苗递送系统；疾病预防 

Technological innovation and research progress of mRNA 

vaccine 

Abstract: As a new type of nucleic acid vaccine, mRNA vaccine has the characteristics of high 

universality, high efficiency, simplification, rapid development and low cost production. It has 

the potential to become a substitute for traditional conventional vaccines. Since the 2019 novel 

coronavirus (COVID-19) pandemic caused a large global disease burden, the mRNA vaccine 

has rapidly developed into a leader in COVID-19 vaccines. At the same time, mRNA vaccine 

technology has also received extensive attention. mRNA vaccines have broad application 

prospects in the prevention and treatment of tumors and infectious diseases. In order to deeply 

understand the research and development progress of global mRNA vaccine, this paper focuses 

on the analysis and overview of mRNA vaccine technology from the aspects of molecular 

structure design optimization, delivery technology and disease application of mRNA vaccine, 

and summarizes the future prospects of mRNA vaccine. 

Keywords: mRNA vaccine; mRNA vaccine delivery system; disease prevention 

随着全球人口和环境利用的增加，控制疾病的传播成为一项重要的任务。为了遏制

疾病的传播，作为主要预防手段的疫苗开始发挥作用[1-3]。COVID-19 大流行期间，两种

非常有效的 mRNA 疫苗取得成功后[4-6]。除 COVID-19 外，mRNA 疫苗在其他传染病方
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向的应用也在增多。mRNA 技术出现在大众视野中，引起广泛关注，也为其他疾病疫苗

的研发提供了一种创新的思路。近年来随着 mRNA 合成制备、分子设计优化技术及递

送系统的迅速发展，mRNA 疫苗技术参数也在逐渐完善。 

通过改变 mRNA 结构中具体编码区域的序列，可以实现 mRNA 疫苗靶向抗原的轻

松改变。因此开发针对快速进展的暴发传染病，mRNA 疫苗的优势十分明显。除了可快

速生产外，mRNA 疫苗还具有不需要进入细胞核就可以激活蛋白质生产的能力、使用非

病毒递送系统给药的能力、通过在细胞中表达靶抗原并同时触发免疫反应来诱导成功的

抗原特异性免疫的巨大潜力[7, 8]。通过使用 mRNA 技术，可以在不改变生产过程的情况

下同时表达多个抗原，从而提高开发的灵活性和效率。mRNA 技术的发展速度超出预期，

已晋升到医药行业核心阶段，本文重点从 mRNA 疫苗的分子结构设计优化、递送技术、

疾病中的应用方面对 mRNA 疫苗技术进行了概述，为后续相关研究提供参考依据。 

1.mRNA 疫苗概述 

信使 RNA 是基因和蛋白质之间的瞬时中间体，在 1961 年被人首次发现[9]。mRNA

疫苗属于在之前传统疫苗基础上发展起来的第三代的核酸疫苗[8]。核酸疫苗是一种新型

的预防和治疗疾病的方法，它利用外源基因（DNA /RNA）编码特定抗原蛋白，并将其

导入宿主细胞，使其表达，从而激活宿主的免疫反应，而有效地抵御疾病的侵袭[8]。mRNA

疫苗无需依赖细胞扩增的过程，主要通过酶促体外转录反应进行生产[10]。通过采用先进

的生产系统，可以有效避免细胞培养过程中的复杂问题，而且生产系统可以轻松扩展，

前期合成速度快，一旦在活体动物中证实了有效的目的抗原的产生，向下推进速度将很

快。免疫后 RNA 会很快在转染细胞质中降解，从而消除基因组整合安全性风险。 

mRNA 疫苗研发关键环节主要包含抗原选择、 序列优化、筛选修饰核苷酸、优化

递送系统、免疫效果评价和安全性评价等[11]。目前已经开发出来的的 mRNA 疫苗主要

有两种，一种是传统的 mRNA，通过编码抗原和两侧 5’UTR、3’UTR 构成；另一种是

正链 RNA 病毒基因组的自扩增 mRNA。自扩增 mRNA 编码抗原和细胞内病毒 RNA 

扩增所需的非结构蛋白，诱导高水平抗原表达[12]。第一种 mRNA 携带目的抗原的编码

序列，mRNA 在进入细胞并释放到细胞质中后立即被翻译。自扩增 mRNA 通常来自正

链 RNA 病毒的基因组，可直接自扩增产生 RNA 中间体和多种抗原编码亚基因组，利

于产生高水平的编码抗原[13]。mRNA 疫苗的应用主要集中在传染性疾病和肿瘤两大领

域[14]。 
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2. IVT mRNA 的组成与设计 

mRNA 分子主要由 5‘和 3’非翻译区（UTR）、ORF、poly（A）三个部分组成，它们

共同构成了 mRNA 的非编码区和阅读框[15]。自扩增 mRNA 包含所有以上结构，区别在

于其 ORF 中有一个额外编码区，该编码区负责编码病毒复制机制，可实现连续的细胞

RNA 扩增。mRNA 的 5'末端含有 7-甲基鸟苷（m7G）部分，然后才是第一个核苷酸

（m7GpppN）的三磷酸部分。m7GpppN 通常被被称为 5'端帽，5'端帽子在翻译启动和蛋

白质的产生速率中起作用，它是一种保护性结构，保护 RNA 免受核酸酶切割[16]。5′端

帽子是必不可少的，mRNA 可以通过引入转录后修饰来提高其效率和稳定性。其中包括

第一核苷酸（Cap 2，m2GpppN1m）和第二个核苷酸（Cap 7，m1GpppN2mN7m）核糖

环位置 1′的 2′-O-甲基化[17, 18]。5′端帽子结构的修饰除了可以提高 mRNA 的翻译效率，

还可以阻止了内体和胞质受体（RIG-I 和 MDA5）的活化，这些受体主要与病毒 mRNA

的防御机制有关。模式识别受体（PRR）可以识别未经帽化的 mRNA，这将激活先天免

疫应答，抑制蛋白质的合成。 

IVT mRNA 加帽通常有两种方法：一种是添加帽类似物作为 RNA 聚合酶底物进行

一步共转录加帽，另一种是使用专门的加帽酶进行转录后加帽。虽然 UTR 不能翻译成

所需蛋白质，但它们参与调节 mRNA 表达。真核 mRNA 的 5′端和 3′ 端 UTR 上有顺式

元件和二级结构，它们对于 mRNA 翻译和稳定来说至关重要。但由于缺乏对所涉及的

调控机制的研究与了解，目前的 IVT mRNA设计主要还是使用高表达基因的UTR[19, 20]。

这也为 UTR 区域设计和优化留下了很大的进步空间。当多余的二级结构被引入 5′UTR

时，翻译效率也会受到影响[21]。同时优化 3′ UTR 可显著提高 IVT mRNA 的稳定性[22]。

3′ UTR 通常在 mRNA 转运和定位中发挥作用。在 3′ UTR 的特定区域，mRNA 定位

信号以序列和结构依赖性方式与反式作用因子相互作用。UTR 除了帮助核糖体识别

mRNA，还有助于 mRNA 的转录后修饰[23]。在 UTR 中加入顺式调节序列可以改善 mRNA

翻译效率及其半衰期 。 

真核细胞中多腺苷酸化发生在转录之后，从细胞核转运到细胞质形成 poly（A）尾

巴，其中含有由 PABP 结合的连续腺嘌呤核苷酸（50-250nt），可以促进核输出，提高翻

译效率同时给抑制 RNA 降解[24-27]。使用什么长度的 poly（A）尾结构的 IVT mRNA，需

要结合具体 IVT mRNA 的内在特性和细胞质环境来确定[28]。 

3. mRNA 的递送系统 
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mRNA 疫苗进入细胞的能力对它是否能发挥作用至关重要，为了诱导抗原特异性免

疫反应，mRNA 疫苗必须在递送到细胞后翻译成抗原，无处不在的 RNA 酶是 mRNA 递

送需要面对的巨大挑战。递送系统需要 mRNA 不降解并将其递送到所需靶组织。传统

DNA 疗法需要递送到细胞核，而 mRNA 一旦递送到细胞质，就可以立刻诱导产生治疗

效果[29]。 

迄今为止发展相对成熟的 mRNA 递送主要是纳米材料，其中包括聚合物、脂质和

无机纳米颗粒[30, 31]。由辉瑞生物科技开发的针对 SARS-CoV-19 的 COVID-2 mRNA 疫

苗就是采用 LNP 将 mRNA 有效输送到身体内[32]。LNP 递送系统被认为是递送 RNA

（包括 mRNA 疗法/疫苗）的最有效平台。一般来说，LNP 系统由结构脂质、可电离脂

质、聚乙二醇（PEG）脂质和胆固醇四种主要脂质成分组成。可电离脂质在酸性条件下

的质子化导致阳离子脂质的形成，阳离子脂质再通过电荷相互作用与阴离子 RNA 结构

相互作用，被可电离脂质包围的 RNA 结构随后通过疏水相互作用吸引其他脂质成分，

最后组装成保护脆弱 RNA 结构的 LNP。大部分在研或获批临床的疫苗均使用 LNPs[33]。

LNP 的主要优势为制剂简单、模块化、生物相容性和较大的 mRNA 载量。 

阳离子脂质是开发 mRNA 疫苗递送早期的第一代脂质，早期的阳离子脂质在体外

显示出有希望的基因递送，但它们的体内功效不足，其不可生物降解的性质是其体外递

送和功效无效的主要原因[34]。可电离脂质（ pH 依赖性离子脂质）是含有伯胺的第二代

阳离子脂质，在≤生理 pH 时可以赋予它们正电荷。与第一代阳离子脂质相比，它在生理

pH 下在血液中具有中性电荷的特点可以提高其安全性[32]。第三代可电离脂质的合成进

行了优化，增加了可电离脂质的高通量产量[35]。 

聚乙二醇（PEG）在化妆品，食品行业中有着广泛的应用，它是一种亲水材料。LNP 中

的 PEG 成分通常与锚定脂质有关，研究发现 PEG 是 LNP 配方中必不可少的化学物质，

可以提高 LNPs 在生物体液中的胶体稳定性。它们在颗粒稳定性和包封效率等关键参数

方面起着关键作用，可以利用 PEG 的分子量和锚脂的碳链长度来微调免疫细胞的循环，

改变效率[36]。一般情况下来说，PEG 的量时与 LNP 的大小成反比的；PEG 含量越高，

LNP 的尺寸反而越小[37]。除此之外，PEG-脂质还有能够将特定配体与 LNP 偶联的优势，

这有助于靶向药物递送[38, 39]。 

4. mRNA 技术在疾病预防与治疗中的应用 

mRNA 疫苗是一个相对较新的技术。在 2019 年 2 月开始严重急性呼吸综合征冠状
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病毒大流行的背景下，两种以改良 mRNA 为中心的 SARS-CoV-17 疫苗迅速进入临床阶

段[40]。两者都是依赖于编码整个 S 蛋白的非复制 mRNA 序列，使用 LNP 包装以保证

RNA 安全性。 

mRNA 疫苗与传统的灭活疫苗相比，可以诱导更强的细胞免疫。癌症疫苗诱导肿瘤

抗原特异性细胞免疫，特别是抗原特异性细胞毒性T细胞免疫的特点[4]。这决定了mRNA

疫苗在癌症免疫治疗中的治疗效果。mRNA 疫苗被认为是有效的治疗肿瘤的方法，它通

过针对肿瘤细胞表达特异性抗原，激活细胞介导的免疫反应，从而抑制肿瘤细胞的增殖，

从而实现预防和控制肿瘤发展的效果[41, 42]。针对癌症的 mRNA 疫苗一般起治疗作用，

而不是传统的预防作用。 

目前，mRNA 疫苗在抗击传染病方面的研究取得了巨大进展，其中包括：目前进度

在 I 期临床试验中的，开发出的可以抵御人类免疫缺陷病毒、寨卡病毒、狂犬病病毒和

流感病毒的疫苗；目前进度在 II 期临床试验中的，开发出的可以抵御巨细胞病毒的疫

苗[43-46]。 

5. 展望 

对 mRNA 疫苗的研究其实已经进行了很多年，直到 COVID-19 大流行，这项新技

术才引起了较大的关注。在研发 COVID-19 疫苗的竞赛中，mRNA 作为安全有效的平台

的出现，为全世界展示了 mRNA-LNP 技术。随着 mRNA 疫苗有效性和安全性的相关数

据的增多，mRNA 技术的使用不再局限于 COVID-2 大流行。mRNA 疫苗具有对抗多种

传染性疾病病原体和癌症的潜力。mRNA 疫苗安全、有效且易于生产的特点都可能在未

来应对流行病时发挥重要作用。mRNA 技术具有揭开医学新时代的能力。预计在未来，

目前的 mRNA 疫苗技术水平将会前进一大步。随着技术的完善和各种作用机制的深入

了解，mRNA 技术也可能被开发用于更多疾病方面的治疗。 
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