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H1N1亚型流感病毒mRNA
 

候选疫苗的构建、
表达及鉴定*
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【摘要】 目的 从 mRNA序列优化和体外转录(IVT)系统优化角度,设计2条基于血凝素(HA)基因的抗 H1N1亚型

流感病毒 mRNA疫苗,分别连接到3种体外转录系统(含不同 UTRs序列)中进行候选疫苗抗原的表达及鉴定,并确定

候选疫苗所使用的最佳体外转录系统。 方法 确保抗原基因(HA)氨基酸序列不变,以2种优化策略对HA基因的密

码子进行优化,分别命名为JLH1HA和JLHA,并分别克隆至骨架载体pGEM-T7-Hα(UTRs来自人源α球蛋白)、

pGEM-T7-Mα(UTRs来自鼠源α球蛋白)、pGEM-n3(UTRs来自人源β球蛋白)上,通过线性化处理、体外转录、纯化及

Cap1加帽处理,获得功能性 mRNA,转染A549细胞后通过 Western
 

blot和间接免疫荧光试验(IFA)鉴定目的蛋白的表

达。 结果 成功构建6组 mRNA候选疫苗且均能表达抗原蛋白,以pGEM-T7-Hα为骨架载体构建的体外转录系统

蛋白表达量较高。 结论 抗原的设计具有可行性,筛选出的最优体外转录系统为以pGEM-T7-Hα为骨架载体构建的

体外转录系统。密码子优化对蛋白表达量的影响并不显著,可能在动物免疫效果上能够体现。
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【Abstract】 Objective From
 

the
 

perspective
 

of
 

mRNA
 

sequence
 

optimization
 

and
 

in
 

vitro
 

transcription
 

(IVT)
 

system
 

optimization,two
 

mRNA
 

vaccines
 

against
 

H1N1
 

subtype
 

influenza
 

virus
 

based
 

on
 

hemagglutinin
 

(HA)
 

gene
 

were
 

designed
 

and
 

linked
 

to
 

three
 

in
 

vitro
 

transcription
 

systems
 

(including
 

different
 

UTRs
 

sequences)
 

respectively
 

for
 

the
 

expression
 

and
 

identification
 

of
 

candidate
 

vaccine
 

antigens,and
 

the
 

optimal
 

in
 

vitro
 

transcription
 

system
 

used
 

for
 

candidate
 

vaccines
 

was
 

determined. Methods To
 

ensure
 

that
 

the
 

amino
 

acid
 

sequence
 

of
 

antigen
 

gene
 

(HA)
 

remained
 

unchanged,

two
 

optimization
 

strategies
 

were
 

used
 

to
 

optimize
 

the
 

codon
 

of
 

HA
 

gene,named
 

JLH1HA
 

and
 

JLHA,respectively.
 

They
 

were
 

cloned
 

into
 

the
 

skeleton
 

vectors
 

pGEM-T7-Hα
 

(UTRs
 

from
 

human
 

α
 

globulin),pGEM-T7-Mα
 

(UTRs
 

from
 

mouse
 

α
 

globulin)
 

and
 

pGEM-n3
 

(UTRs
 

from
 

human
 

β
 

globulin),respectively.
 

Functional
 

mRNA
 

was
 

obtained
 

by
 

linearization,in
 

vitro
 

transcription,purification
 

and
 

Cap1
 

capping
 

treatment.
 

A549
 

cells
 

were
 

transfected
 

with
 

Western
 

blot
 

and
 

indirect
 

immunofluorescence
 

assay
 

(IFA)
 

to
 

identify
 

the
 

expression
 

of
 

target
 

protein. Results Six
 

groups
 

of
 

mRNA
 

candidate
 

vaccines
 

were
 

constructed
 

successfully,and
 

all
 

of
 

them
 

could
 

express
 

antigen
 

proteins
 

successfully.
 

Among
 

them,the
 

protein
 

expression
 

of
 

the
 

transcription
 

system
 

constructed
 

with
 

pGEM-T7-Hα
 

as
 

the
 

skeleton
 

vector
 

was
 

the
 

highest.
 

Compared
 

with
 

pGEM-n3,the
 

difference
 

was
 

signficant
 

(P<0.01). Conclusion The
 

design
 

of
 

antigen
 

was
 

feasible,and
 

the
 

optimal
 

in
 

vitro
 

transcription
 

system
 

was
 

pGEM-T7-Hα
 

skeleton
 

carrier.
 

The
 

effect
 

of
 

codon
 

optimization
 

on
 

protein
 

expression
 

is
 

not
 

significant,which
 

may
 

be
 

reflected
 

in
 

animal
 

immune
 

effect.
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transcription
 

system

  流感病毒呈球形或丝状,属于正黏病毒科,其基因

组包含分段的负义单链RNA。根据世界卫生组织的

数据,季节性流感每年导致全球300万~500万人感

染和29万~65万人死亡[1]。流感病毒有4种主要类

型,其中A型、B型和C型可感染人类。2009年2月,
墨西哥出现了首例 H1N1报告病例。同年4月,世界

卫生组织宣布 H1N1为具有全球重要性的突发公共

卫生事件[2]。2009-2010年,甲型 H1N1流感大流行

株(pdm09)引起猪流感[3]。A(H1N1)
 

pdm09毒株由

于宿主改变而对人类显示出更强的毒性[4]。A型流感

病毒的分节段基因组有助于病毒基因重组,有可能出

现新的亚型,往往更能有效地避开宿主免疫系统,导致

病毒 传 播 增 强 和 大 流 行 暴 发。因 此,预 防 和 控 制

H1N1 所 致 的 流 感 具 有 重 要 的 公 共 卫 生 意 义。

COVID-19
 

mRNA疫苗在疾病预防方面显示出良好

效果,引 起 了 公 众 的 关 注。这 是 有 史 以 来 第 一 次

mRNA疫苗获准用于人类。mRNA疫苗的出现改变

了疫苗的开发[5-7]。
血凝素(HA)是诱导针对流感病毒的保护性免疫

反应的主要抗原,是关键的疫苗靶点[8]。HA在病毒

表面以三聚体糖蛋白的形式表达,与靶细胞上的唾液

酸结合以促进病毒进入宿主细胞并介导病毒包膜与晚

期内体膜的融合。阻断 HA的中和抗体可有效防止

病毒进入靶细胞,并可保护宿主免受感染[9]。非编码

区(UTR)在调节蛋白质表达以及影响 mRNA的降解

和翻 译 速 率 方 面 具 有 重 要 的 细 胞 功 能[10]。此 外,

5􀆳UTR有助于稳定 mRNA,3􀆳UTR的长度对翻译效

率有所影响[10]。例如,可以使用来自α和β球蛋白的

3􀆳-UTR[11]设计模板序列。本研究为了探究不同来

源、不同排布的5
 

􀆳UTR和3
 

􀆳UTR序列对 mRNA翻

译效率 的 影 响,拟 构 建 3 种 体 外 转 录 系 统:IVT-
pGEM-T7-Hα(UTRs来 自 人 源 α 球 蛋 白)、IVT-
pGEM-T7-Mα(UTRs来 自 鼠 源 α 球 蛋 白)、IVT-
pGEM-n3(UTRs来自人源β球蛋白)。

较高的GC含量和较低的 U含量不仅有助于提

高mRNA稳定性,而且还能降低其免疫原性[12]。增

加GC含量的方法包括优化开放阅读框(ORF)的密码

子和去除尿苷[13]。此外,假尿苷(Ψ)或1-甲基假尿苷

(m1Ψ)取代天然尿苷和胞苷修饰 mRNA也能有效降

低免 疫 原 性,提 高 稳 定 性[14-15]。终 止 子 通 过 调 节

mRNA的稳定性在蛋白质表达中发挥关键作用。终

止子序列一般含有特征性元件,如富含AT的效率元

件和富含 A的定位元件(AAG/TAA)[16],本研究设

计选用强启动子TAAA和TAA来探究不同终止子

对 基 因 表 达 的 影 响。选 用 A/Jilin/JYT-01/2018
(H1N1)亚型流感病毒的 HA基因作为抗原基因,通
过改变密码子中的GC含量对mRNA进行优化,并设

计3种体外转录系统用于提升抗原基因的表达量,筛
选最优的表达体系,为流感病毒 mRNA疫苗的抗原

设计和制备提供新思路,为疫苗动物试验的开展奠定

基础。

材料与方法

1 材料

2×Phanta
 

Max
 

Master
 

Mix和同源重组酶2×
ClonExpress

 

Mix购自南京诺唯赞生物科技有限公

司;限制性核酸内切酶Pac
 

Ⅰ、Nhe
 

Ⅰ、Kpn
 

Ⅰ、Xho
 

Ⅰ、Xma
 

Ⅰ购自美国NEB公司;无内毒素质粒大量提

取试剂盒购自天根生化科技(北京)有限公司;T7-
Flash

 

ScribeTM
 

Transcription
 

Kit和Script
 

CapTM
 

Cap
 

1
 

Capping
 

System
 

购自美国CELLSCRIPT公司;

N1-Methylpseudouridine-5,-Triphosphate购 自 美 国
 

Trilink
 

Biotech公司;MEGAclearTM
 

Kit
 

Purification
 

for
 

Large
 

Scale
 

Transcription
 

Reactions,

LipofetamineTM
 

3000
 

Reagent 和 PierceTM
 

ECL
 

Western
 

Blotting
 

Substrate购自美国Thermo
 

Fisher
公司;质粒pGEM-3Zf-n3、pGEM-3Zf-T7-Mα、pGEM-
3Zf-T7-Hα由军事兽医研究所分子病毒学与免疫学实

验室保存。

2 方法

2.1 引物的设计与合成 利用CE
 

Design设计特异

性引物,由吉林省库美生物科技有限公司合成。引物

名称、序列、产物长度见表1,下划线部分为Cla
 

Ⅰ、

Pac
 

Ⅰ酶切位点。

2.2 目 的 基 因 的 扩 增 与 纯 化  分 别 以 合 成 的

pVAX1-JLH1HA、pVAX1-HA基因为模板进行PCR
扩增。PCR体系(50

 

μL):2×Phanta
 

Master
 

Mix
 

1
 

μL模板1
 

μL,上、下游引物各2
 

μL,2×Phanta
 

Max
 

Buffer
 

25
 

μL,加水补足50
 

μL。PCR反应程序:95
 

℃
 

30
 

s;95
 

℃
 

15
 

s,70
 

℃
 

15s,72
 

℃
 

1
 

min
 

30
 

s,共35个

循环;72
 

℃延伸5
 

min。PCR产物4
 

℃保存。取PCR
扩增产物进行1.2

 

%琼脂糖凝胶电泳,采用FastPure
 

Gel
 

DNA
 

Extraction
 

Kit试剂盒回收与纯化目的基因

片段,按照说明书操作。获得的基因片段分别命名为:

Cla
 

Ⅰ-JLH1HA-Pac
 

Ⅰ、Cla
 

Ⅰ-JLHA-Pac
 

Ⅰ。
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表
 

1 引物信息

Table
 

1 Primer
 

information

引物名称
Primer

引物序列
Primer

 

sequence(
 

5'-3')

产物长度
Product

 

length
(bp)

Cla
 

Ⅰ-n3-JLH1HA
/JLHA-F

CAGCAAGATTAAGCCATCGATGC
CACCATGAAGGCCATCC

Pac
 

Ⅰ-n3-
JLH1HA-R

GCAAGAAAGCGAGCTTTAATTA
ATTTAGATACAGATGCGACACTGCA 1702

Pac
 

Ⅰ-n3-
JLHA-R

GCAAGAAAGCGAGCTTTAATTA
ATTAGATACAGATCCTGCACTGCAGG 1701

ClaⅠ-T7-Hα/
Mα-JLH1HA/JLHA-F

AGAAAAAATATAAGAATCGAT
GCCACCATGAAGGCCATCC

Pac
 

Ⅰ-T7-Mα-
JLH1HA-R

CCCGCAAGGCAGCTTAATTAA
TTTAGATACAGATGCGACACTGCA 1702

Pac
 

Ⅰ-T7-Mα-
JLHA-R

CCCGCAGAAGGCAGCTTAATTAA
TTAGATACAGATCCTGCACTGCAGG 1701

Pac
 

Ⅰ-T7-Hα-
JLH1HA-R

CACCGAGGCTCCAGCTTAATTAA
TTTAGATACAGATGCGACACTGCA 1702

Pac
 

Ⅰ-T7-Hα-
JLHA-R

CACCGAGGCTCCAGCTTAATTAA
TTAGATACAGATCCTGCACTGCAGG 1701

2.3 重组质粒构建与鉴定 将上述纯化产物与载体

骨架进行连接,构建重组质粒
 

pGEM-n3-JLH1HA、

pGEM-n3-JLHA、pGEM-T7-Mα-JLH1HA、pGEM-
T7-Mα-JLHA、pGEM-T7-Hα-JLH1HA、pGEM-T7-
Hα-JLHA。重组体系:线性化载体2

 

μL,纯化产物8
 

μL,2×ClonExpress
 

Mix
 

10
 

μL。反应条件:50
 

℃
 

30
 

min。将连接产物进行转化、培养及单菌落鉴定。鉴

定正确后于LB培养基扩增培养(含氨苄青霉素),提
取质粒进行双酶切鉴定,由吉林省库美生物科技有限

公司进行测序鉴定。

2.4 重组质粒线性化处理 按照无内毒素大提试剂

盒说明书制备质粒并进行酶切处理。单酶切体系:限
制性 内 切 酶 Xho

 

Ⅰ
 

4
 

μL,重 组 质 粒 (pGEM-n3-
JLH1HA、 pGEM-n3-JLHA、 pGEM-T7-Mα-
JLH1HA、 pGEM-T7-Mα-JLHA、 pGEM-T7-Mα-
JLH1HA、pGEM-T7-Mα-JLHA

 

)16
 

μg,10 ×
CutSmart

 

Buffer
 

5
 

μL,加水补至50
 

μL。反应条件:

37
 

℃
 

3
 

h。

2.5 体外转录、纯化及加帽反应 将上述线性化产物

进 行 体 外 转 录, 使 用 T7-Fla-sh
 

ScribeTM
 

Transcription
 

Kit,配 制 体 外 转 录 体 系 时 用 N1-
Methylpseudourid-ine-5'-Triphosphate ( Trilink

 

Biotech)替换 UTP。采用 MEGAclearTM
 

Kit
 

Purif-
ication

 

for
 

Large
 

Scale
 

Transcription
 

Reactions试剂

盒进 行 纯 化,采 用 Script
 

C-apTM
 

Cap
 

1
 

Capping
 

System 进 行 加 帽 反 应,最 终 获 得 产 物 记 作 Cap-
mRNA。具体操作均参照试剂盒说明书。

2.6 Cap-mRNA体外转染细胞试验 将A549细胞

以1×105 个/孔接种于24孔板,当细胞密度达到80%

时,将 转 染 试 剂 LipofetamineTM
 

3000
 

Reagent和

Cap-mRNA按照体积与质量比为1
 

μL∶2
 

μg的比例

混匀,室温静置15
 

min后滴入孔中,放入温箱继续培

养24
 

h,收取细胞。

2.7 Cap-mRNA功能验证

2.7.1 Western
 

blot验证 当pGEM-n3-JLH1HA、

pGEM-n3-JLHA、pGEM-T7-Mα
 

-JLH1HA、pGEM-
T7-Mα-JLHA、pGEM-T7-Hα-JLH1HA、pGEM-T7-
Hα-JLHA的Cap-mRNA转染A549细胞24

 

h后,使
用RIPA 细胞裂解液(100∶1加入蛋白酶抑制剂

PMSF)充分裂解细胞并转入1.5
 

ml
 

EP管中,加入5
×SDS

 

Loading
 

Buffer,变性后收集样品进行10%
 

SDS-PAGE电泳。采用湿转法将凝胶中的蛋白转印

到NC膜上,用5%脱脂乳室温封闭2
 

h;加入兔源

Influenza
 

A
 

Virus
 

Hemagglutinin/HA抗体,室温孵

育2
 

h,用TBST洗3次,8
 

min/次;加入 HRP标记的

山羊抗兔Ig(H+L)抗体,室温孵育30
 

min,洗涤后显

色并拍照。

2.7.2 间接免疫荧光法验证 6组Cap-mRNA转染

A549细胞24
 

h后弃去细胞悬液并使用多聚甲醛固定

液固定10
 

min,PBST洗涤2次,5
 

min/次;使用3%
 

BSA封闭液室温作用30
 

min,PBST洗涤2次,5
 

min/
次;加入兔源Influenza

 

A
 

Virus
 

Hemagglutinin/HA
抗体,37

 

℃孵育1
 

h(1∶800稀释),PBST洗涤3次,5
 

min/次;加入Cy3标记山羊抗兔Ig(H+L)抗体,37
 

℃孵育30
 

min,PBST洗涤3次,5
 

min/次;加入DAPI
染色液进行细胞核染色,室温放置3~5min,PBST洗

涤2次,5
 

min/次,荧光显微镜下观察结果。

结 果

1 重组质粒的鉴定

6种重组质粒经PCR扩增后进行1.2%琼脂糖凝

胶电泳,均获得符合预期大小的目的基因片段(Cla
 

Ⅰ-pGEM-n3-JLH1HA-Pac
 

Ⅰ、Cla
 

Ⅰ-pGEM-T7-Mα-
JLH1HA-Pac

 

Ⅰ、Cla
 

Ⅰ-pGEM-T7-Hα-JLH1HA-Pac
 

Ⅰ
 

均为1702
 

bp,Cla
 

Ⅰ-pGEM-n3-JLHA-Pac
 

Ⅰ、Cla
 

Ⅰ-pGEM-T7-Mα-JLHA-Pac
 

Ⅰ、Cla
 

Ⅰ-pGEM-T7-
Hα-JLHA-Pac

 

Ⅰ
 

均为1
 

701
 

bp)。Cla
 

Ⅰ和Pac
 

Ⅰ双

酶切重组质粒,得到与目的基因大小相符的片段和载

体片段(图1)。重组质粒交由吉林省库美生物科技有

限公司测序,结果均正确。

2 重组质粒的线性化处理

经Xho
 

Ⅰ单酶切处理后得到重组质粒线性化产

物(图2),片段大小与预期相符(pGEM-n3-JLH1HA:

5
 

373
 

bp;pGEM-n3-JLHA:5
 

374
 

bp;pGEM-T7-Hα-
JLH1HA:5

 

145
 

bp;pGEM-T7-Hα-JLHA:5
 

146
 

bp;
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pGEM-T7-Mα-JLH1HA:5
 

155
 

bp;pGEM-T7-Mα-
JLHA:5

 

156
 

bp)。

  M DNA
 

标志物 1 pGEM-T7-Hα-JLHA双酶切 2 pGEM-
T7-Hα-JLH1HA

 

双 酶 切  3 pGEM-T7-Mα-JLHA
 

双 酶 切  4 
pGEM-T7-Mα-JLH1HA双酶切 5 pGEM-n3-JLHA

 

双酶切 6 
pGEM-n3-JLH1HA

 

双酶切
图

 

1 重组质粒双酶切鉴定

M DNA
 

maker 1 Double
 

digestion
 

pGEM-T7-Hα-JLHA 2 
Double

 

digestion
 

pGEM-T7-Hα-JLH1HA  3  Double
 

digestion
 

pGEM-T7-Mα-JLHA 4 Double
 

digestion
 

pGEM-T7-Mα-JLH1HA 
5 Double

 

digestion
 

pGEM-n3-JLHA 6 Double
 

digestion
 

pGEM-n3-
JLH1HA

Fig.1 Identification
 

of
 

recombinant
 

plasmid
 

by
 

double
 

enzyme
 

digestion

  M DNA 标 志 物 1 pGEM-n3-JLHA
 

XhoⅠ单 酶 切 2 
pGEM-n3-JLH1HA

 

XhoⅠ单酶 3 pGEM-T7-Mα
 

-JLHA
 

XhoⅠ单酶
切 4 pGEM-T7-Mα

 

-JLH1HA-XhoⅠ单 酶 5 pGEM-T7-Hα
 

-
JLHA

 

XhoⅠ单酶切 6 pGEM-T7-Hα
 

-JLH1HA
 

XhoⅠ单酶切
图

 

2 重组质粒单酶切鉴定

M DNA
 

maker 1 pGEM-n3-JLHA-Xho
 

Ⅰ 2 pGEM-n3-
JLH1HA-Xho

 

Ⅰ 3 pGEM-T7-Mα
 

-JLHA-Xho
 

Ⅰ 4 pGEM-T7-
Mα

 

-JLH1HA-Xho
 

Ⅰ 5 pGEM-T7-Hα
 

-JLHA-Xho
 

Ⅰ 6 pGEM-
T7-Hα

 

-JLH1HA-Xho
 

Ⅰ
Fig.2 Single

 

restriction
 

endonuclease
 

digestion
 

of
 

recombinant
 

plasmid

3 Western
 

blot验证6组Cap-mRNA的表达

在6组Cap-mRNA中,分别以兔源Influenza
 

A
 

Virus
 

Hemagglutinin/HA、内参 GAPDH 抗体为一

抗,HRP 标 记 的 山 羊 抗 兔IgG 抗 体 为 二 抗 进 行

Western
 

blot鉴 定,结 果 如 图3。Cap-mRNA 转 染

A549细胞24
 

h后均可检测到对应的目的蛋白。3种

载体表达的目的蛋白含量不同,以pGEM-T7-Hα载

体蛋白表达量较高,pGEM-T7-Mα载体蛋白表达量次

之,pGEM-n3载体蛋白表达量偏低。其中,内参蛋白

相对分子质量为37×103,目的蛋白理论值为63.49×
103,实际结果较理论值偏高。

4 IFA
 

验证目的蛋白的表达

重组质粒Cap-mRNA转染A549细胞36
 

h后固

定细胞,以兔源Influenza
 

A
 

Virus
 

Hemagglutinin/

HA抗体为一抗,Cy3标记的山羊抗兔Ig(H+L)抗体

为二 抗 进 行 间 接 免 疫 荧 光 验 试 验,结 果 如 图 4。

mRNA 转 染 细 胞 后 pGEM-T7-Hα、pGEM-T7-Mα、

pGEM-n33种载体均检测到有目的蛋白的表达,荧光

显微镜下显示红色荧光,而对照组未检测到荧光。

  M 蛋白分子质量标准 1 pGEM-T7-Hα
 

-JLHA 2 pGEM-
T7-Mα

 

-JLHA 3 pGEM-n3-JLHA C 对照 4 pGEM-T7-Hα
 

-
JLH1HA 5 pGEM-T7-Mα

 

-JLH1HA 6 pGEM-n3
 

-JLH1HA
 

注:
组间比较,a

 

P<0.05;b
 

P<0.01。
图

 

3 表达蛋白的 Western
 

blot检测(A)与反应条带的灰度分析(B)
M Protein

 

maker 1 pGEM-T7-Hα
 

-JLHA 2 pGEM-T7-Mα
 

-JLHA 3 pGEM-n3-JLHA C Control 4 pGEM-T7-Hα
 

-
JLH1HA 5 pGEM-T7-Mα-JLH1HA 6 pGEM-n3

 

-JLH1HA 
Notes:Comparison

 

between
 

groups,a
 

P<0.05;b
 

P<0.01.
Fig.3 Western

 

blot
 

analysis
 

of
 

expression
 

protein
 

(A)
 

and
 

gray
scale

 

analysis
 

of
 

reaction
 

strip
 

(B)

图
 

4 间接免疫荧光法验证目的蛋白的表达
Fig.4 Parallel

 

verification
 

of
 

indirect
 

immun
 

of
 

luorescence
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讨 论

甲型流感病毒可感染各种禽类和哺乳动物[17-24],
重组和点突变事件促进了流感病毒基因组的进化。因

此,新的亚型和基因型不断出现,这可能会在免疫缺陷

人群中引发大流行[25-27],严重危害人类健康和社会经

济发展。接种疫苗是预防和控制流感大流行最有效的

手段。随着近年来新冠疫情的爆发,mRNA疫苗研发

成为高度关注的领域之一,带动了 mRNA药物行业

的发展。与传统疫苗相比,mRNA疫苗具有突出的优

势:生产快速。当突发传染病爆发时可在短时间内提

供大批量的供应。

3'UTR是mRNA分子的细胞内动力学的关键调

节因子之一,有研究表明3'UTR元件的长度与其稳

定性呈负相关:具有较长3'UTR的 mRNA具有较短

的半衰期[28],而具有较短3'UTR的 mRNA翻译效率

较低[29]。mRNA治疗中常用的3'UTR来源于α和β
球蛋白[30],在患血友病的红细胞和人类网织红细胞中

被证实具有增加 mRNA 半衰期的能力[31]。5'UTR
是基因表达最终产物的关键调控因子可以增强或抑制

mRNA的翻译状态[32]。本研究从5'UTR和3'UTR
入手设计了3种载体,发现不同载体构建的转录体系

表达量存在显著差异,以 UTR为人源α球蛋白的载

体表达蛋白含量最高。有研究检测到富含鸟苷酸或胞

嘧啶(富含G或C)的基因的 mRNA水平增加可能是

由两种机制引起的:mRNA的合成增加或 mRNA的

降解减少[13]。文献[33-35]报道 mRNA水平的提高

导致密码子优化(富含 GC)基因的蛋白质水平的提

高。而本研究中两种GC含量不同的基因序列蛋白表

达水平有待通过进一步设计免疫试验来验证。
本研究构建了6组含疫苗抗原基因的重组质粒。

通 过 体 外 转 录、纯 化、加 帽 反 应 获 得6组 功 能 性

mRNA,转染A549细胞通过 Western
 

blot和间接免

疫荧光试验证明均能表达目的蛋白,且pGEM-T7-
Hα、pGEM-T7-Mα、pGEM-n3

 

3种载体的蛋白表达量

存在差异,以pGEM-T7-Hα载体表达效果较好。由

此证明了本研究抗原设计的可行性,为 mRNA疫苗

的抗原设计提供了新思路,为疫苗的动物实验及免疫

效果评价奠定了基础。
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