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［摘 要］ 目的：基于mRNA疫苗策略构建大别班达病毒（Bandavirus davieense virus，DBV）疫苗，并免疫BALB/c小鼠，评价其

免疫学特征。 方法：优化并合成DBV糖蛋白Gn序列，克隆至pGEM⁃3Zf（+）载体，质粒通过BamHⅠ酶切线性化，进行体外转

录，酶法加帽和添加A尾制备mRNA，瞬时转染真核 293FT细胞，免疫印迹验证蛋白的体外表达。通过脂质纳米颗粒递送

mRNA，以低（2 μg/只）、中（5 μg/只）、高剂量（20 μg/只）每2周肌肉注射1次免疫BALB/c小鼠，ELISA测定小鼠血清抗体效价，

病毒中和实验评价小鼠血清阻断病毒感染细胞的能力。结果：制备的DBV mRNA疫苗能够进行体外转录和表达，低、中、高3
个免疫剂量均能诱导小鼠产生高水平的特异性抗体，其中高剂量免疫组可诱导稳定抗体表达至10周以上；病毒中和实验显

示，免疫血清能够与病毒结合，阻止病毒感染细胞。结论：获得了能够诱导小鼠产生特异性中和抗体的DBV mRNA疫苗，为

DBV感染的预防奠定了研究基础。
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［Abstract］ Objective：To construct a Bandavirus davieense virus（DBV）vaccine based on the strategy of mRNA vaccine，immunize
BALB/c mice，and evaluate its immunologic characteristics. Methods：The coding sequence of DBV glycoprotein Gn was optimized and
synthesized，then inserted into the pGEM⁃3Zf（+）plasmid. The linearization plasmids were enzyme digested by BamH Ⅰ，cap and
polyA tailing were added with polymerase to complete in vitro transcription. Western blotting verified the protein expression by
transient transfection of the mRNA into eukaryotic 293FT cells. The mRNA was delivered by lipid nanoparticles，and immunized
BALB/c mice by intramuscular injection of low（2 μg/mouse），medium（5 μg/mouse）and high（20 μg/mouse）dose once every two
weeks. The antibody titer in mice serum was detected by ELISA，and the ability of antibody to neutralize DBV in vitro was detected at
the cellular level by virus neutralization assay. Results：The prepared DBV mRNA vaccine could be transcribed and expressed in vitro.
All three immunization doses induced high levels of specific antibodies in mice，with the high⁃dose immunization group inducing stable
antibody expression for over 10 weeks. The virus neutralization assay showed that immune sera could bind to the virus and block virus
infection of cells. Conclusion：A DBV mRNA vaccine capable of inducing specific neutralizing antibodies in mice is obtained，laying
the foundation for research on the prevention of DBV infection.
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发热伴血小板减少综合征（severe fever with
thrombocytopenia syndrome，SFTS）是发热伴血小板

减少综合征病毒（severe fever with thrombocytopenia
syndrome virus，SFTSV）感染引起的一种新发传染

病［1］。SFTS为我国首先发现，并于2010年确认其病

原体为一种新型布尼亚病毒，此后韩国、日本、越南

和缅甸等陆续有SFTS病例报道［2-4］。SFTS主要表现

为发热、白细胞和/或血小板计数降低、淋巴结肿大、

乏力及胃肠道症状等，多数预后良好［5］。重症患者

出现弥散性血管内凝血、多器官功能衰竭、持续性血

小板减少及高炎症因子水平等症状，甚至死亡，病死

率 12%~30%［6- 7］。世界卫生组织已于 2017 年将

SFTS列为需要优先研究和干预的新发传染病之

一［8］。2019年 SFTSV被国际病毒分类委员会更名

为大别班达病毒（Dabie bandavirus/Bandavirus da⁃
vieense virus，DBV）。

到目前为止，DBV尚无特异性治疗方案和有

效的疫苗。疫苗在多种传染病防控过程中起着至

关重要的作用。与传统疫苗相比，mRNA疫苗具有

高效、安全、低成本等优点，其主要通过体外转录合

成，并使用递送系统将mRNA运送进机体，依靠细胞

自身的翻译系统实现蛋白质翻译、翻译后修饰和全

部功能［9］。随着新型冠状病毒疫情的暴发，多种新

冠病毒mRNA疫苗获得紧急授权并投入使用［10-11］，

在全球掀起了新一轮mRNA疫苗研究热潮。mRNA
疫苗已成为预防和治疗多种疾病最有希望的方案

之一。

mRNA疫苗在传染病的防治中得到了较为广泛

的应用［11］。迄今为止，许多mRNA疫苗诱导抗病毒

免疫的临床前和临床试验已经在多种病毒感染疾

病中进行，包括严重急性呼吸综合征冠状病毒2、寨
卡病毒、人类免疫缺陷病毒、流感病毒等。本研究

设计并构建了DBV mRNA疫苗，评估了该疫苗体外

转录和诱导小鼠产生特异性中和抗体的能力，为

DBV的防控及疫苗研发奠定基础。

1 材料和方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物和病毒株

无特定病原体级，健康雌性6~8周龄BALB/c小
鼠共15只，体重20~25 g，购自斯贝福（苏州）生物技

术有限公司，许可证号：SCXK（苏）2022⁃0006，合格

证编号：202377931。饲养于 12 h光照/12 h无光照

环境，实验室环境温度控制在（25±1）℃，相对湿度

50%~70%，5只/笼饲养，自由进食及饮水，小鼠免疫

前，适应饲养 1周。本研究通过东部战区疾病预防

控制中心伦理委员会审核批准（2023001）。
DBV株（JS2012⁃70）由本实验室保存，在Vero细

胞中扩增并用于本研究，病毒扩增和细胞中和实验

均在生物安全2级实验室内完成。

1.1.2 实验试剂

大肠杆菌DH5α、293FT细胞、pGEM⁃3Zf（+）为
中科南京生命健康高等研究院保存。胎牛血清、

DMEM细胞培养基（Gibco公司，美国），庆大霉素、卡

那霉素（Biofroxx 公司，德国），蛋白酶抑制剂（Roche
公司，瑞士）。质粒中提试剂盒（Sigma 公司，美

国），胶回收提取试剂盒（Promega 公司，美国），

Lipofectamine 2000 转染试剂（Invitrogen 公司，美

国）。抗Gn单克隆抗体为本室制备，HRP 标记羊抗

鼠单克隆抗体（Abcam 公司，美国），RNA提取试剂

盒（上海飞捷公司），化学发光显色液 ECL（Thermo
公司，美国），DNA Marker、质粒小提试剂盒、限制性

内切酶（TaKaRa公司，日本）。引物合成和基因测序

均由南京金斯瑞生物技术有限公司完成。

1.2 方法

1.2.1 DBV Gn⁃pGEM⁃3Zf（+）质粒设计和构建

根据本室保存的DBV株（JS2012⁃70），GenBank
登录号：KY362350.1。分析M片段编码的糖蛋白

Gn的序列信息，并经过序列优化后全基因合成克

隆至 pGEM⁃3Zf（+）载体，基因测序验证质粒构建

正确。

1.2.2 Gn⁃pGEM⁃3Zf（+）体外转录和体外表达验证

将构建正确的质粒转化至大肠杆菌DH5α进行

质粒扩增，使用中提质粒试剂盒从200 mL菌液中提

取纯化质粒。经BamH Ⅰ限制性内切酶进行质粒线

性化，胶回收试剂盒进行纯化回收。以回收的线性

化质粒为模板，在体外由 T7 RNA聚合酶催化合成

mRNA，同时使用牛痘病毒加帽酶（vaccinia capping
enzyme）和mRNA Cap 2’⁃O⁃甲基转移酶（2’⁃O⁃Meth⁃
yltransferas）分别添加 Cap0 和 Cap1 完成 mRNA 修

饰，使用 E.coli Poly（A）Polymerase在mRNA的 3′端
添加polyA尾，使用LiCl沉淀法收集产物，琼脂糖凝

胶电泳验证纯度。利用 Lipofectamine 2000转染试

剂将制备的Gn⁃mRNA转染至 293FT细胞中，转染

24 h后收取蛋白，一抗使用课题组制备纯化的抗Gn
特异性单克隆抗体，浓度为1∶1 000，使用HRP标记

的羊抗鼠作为二抗，浓度为1∶5 000，Western blot检
测Gn的表达情况。
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图1 Gn⁃pGEM⁃3Zf（+）质粒构建和鉴定

Figure 1 Construction and identification of Gn⁃pGEM⁃3Zf（+）plasmid
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1.2.3 Gn⁃mRNA疫苗免疫BALB/c小鼠

将鉴定正确的Gn⁃pGEM⁃3Zf（+）质粒委托上海

近岸科技有限公司进行体外转录成mRNA并进行

脂质纳米颗粒（lipid nanoparticle，LNP）包封。按下

述免疫方案免疫小鼠，6~8周雌性BALB/c小鼠，分

低、中和高3个免疫剂量组（每组n=5），注射剂量分

别为2 μg/只、5 μg/只和20 μg/只，每2周肌内注射免

疫 1次，4周后采集小鼠血清进行 ELISA分析评估

mRNA疫苗诱导小鼠产生的中和抗体效价。

1.2.4 ELISA检测小鼠血清抗体表达

真核表达的Gn糖蛋白以 100 ng/孔包被ELISA
板，小鼠尾静脉采血，收集血清，以 1∶100作为起始

浓度，梯度稀释，每个稀释滴度设置 3个复孔，以

450 nm处的吸光度值为空白对照的 2倍，判读小鼠

血清抗体效价水平。

1.2.5 病毒中和实验

Vero细胞接种于 6孔板内，当细胞汇合度达到

90%时，接种病毒。用DMEM细胞培养基分别稀释

病毒和小鼠血清（稀释比为1∶10、1∶100），选择高剂

量免疫组中抗体效价高、持续时间长的 3只小鼠血

清进行细胞病毒中和实验。病毒接种量为MOI=

0.01，将 500 μL病毒液与 500 μL血清稀释液混合，

37 ℃孵育 30 min。同时设置无血清空白对照。移

除 6孔板中的培养基，加入 1 mL病毒与血清混合

液，每个稀释度设置 3个平行孔。37 ℃孵育 2 h后，

移除混合液，补加 2 mL细胞维持液。24 h后，按照

SFTS布尼亚病毒核酸检测试剂盒（广州达安基因，

DA0340）说明书测定病毒滴度。

1.3 统计学方法

使用GraphPad prism 6.0统计软件进行统计学分

析。计量资料用均数±标准差（x ± s）表示，两组间比

较采用 t检验。多组间比较采用方差分析，两两比较

采用LSD法，血清中和病毒的实验使用重复测定的方

差分析。P < 0.05为差异具有统计学意义。

2 结 果

2.1 成功构建DBV Gn⁃pGEM⁃3Zf（+）质粒

通过对DBV Gn序列分析，添加CD5信号肽序

列，优化基因序列并克隆至pGEM⁃3Zf（+）载体中，载

体序列信息见图 1A，Gn序列克隆至表达载体中的

示意图如图1B所示，通过琼脂糖凝胶电泳鉴定质粒

构建正确，大小约为5 172 bp（图1C）。
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2.2 Gn⁃pGEM⁃3Zf（+）质粒的体外转录验证

将成功构建的Gn⁃pGEM⁃3Zf（+）质粒经BamH
Ⅰ酶切线性化后纯化回收，浓度为166.81 ng/μL（图

2A），以纯化回收的线性质粒为模板体外转录为

mRNA，琼脂糖凝胶电泳分别检测模板和体外转录

后mRNA的纯度（图 2B），经测定，使用 700 ng 模板

经过体外转录获得12.9 μg mRNA。
2.3 Western blot验证mRNA可在真核细胞 293FT
细胞内中表达

为了验证完成体外转录的mRNA能够在体外

表达，首先制备了Gn蛋白和抗Gn特异性单克隆抗

体，SDS⁃PAGE和Western blot结果显示Gn蛋白分子

量约为37 kDa（图3A、B）。将体外转录获得的3 μg、
6 μg mRNA使用Lipofectamine2000转染到 293FT细
胞中，Western blot验证真核细胞 293FT中Gn的表

达，结果显示，体外转录获得的mRNA能够在真核

细胞293FT中表达（图3C）。

7 000 bp—
4 000 bp—

M Gn Gn Gn⁃mRNA

mRNA：IVT+Cap+polyA tail

—8 369 bp
—8 369 bp

A B

A：Linearization of Gn⁃pGEM⁃3Zf（+）plasmids by BamH Ⅰ. B：
Identification of Gn⁃mRNA by agarose gel electrophoresis. The lineariza⁃
tion of Gn⁃pGEM⁃3Zf（+）plasmids were used as template to add Cap
and polyA tailing with T7 polymerase to complete in vitro transcription.
M：DL 10 000 DNA marker.

图2 Gn⁃pGEM⁃3Zf（+）质粒体外转录鉴定

Figure 2 Identification of transcription of Gn⁃pGEM⁃
3Zf（+）plasmids in vitro
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A，B：Identification of the expression of Gn protein in CHO cells by SDS⁃PAGE and Western blot. C：Identification of the expression of Gn⁃mRNA
in 293FT cells by using anti⁃Gn monoclonal antibody. M：marker；P：positive control.

图3 Western blot鉴定体外转录的mRNA在293FT细胞中的表达

Figure 3 Identification of the expression of IVT mRNA in 293FT cells by Western blot

2.4 DBV mRNA疫苗能够诱导小鼠表达高水平的

特异性中和抗体

将完成 LNP包封的DBV mRNA免疫小鼠，4周
起采集小鼠血清，持续测定6周、8周和10周小鼠血

清效价，结果显示，免疫 4周，低、中、高 3个免疫剂

量组的抗体效价均能达到 1∶640 000（图 4A），且抗

体效价与免疫剂量呈正相关。随着免疫时间延长，

3组血清抗体效价水平逐渐降低（图4B~D），到免疫

10 周时，但高剂量免疫组抗体效价仍然可达到

1∶160 000（图4D）。
2.5 病毒中和实验显示小鼠血清能够阻止病毒感

染细胞

DBV 以 MOI=0.01 与不同稀释比的小鼠血清

（1∶10和1∶100）孵育后接种于Vero细胞，感染24 h
qPCR测定病毒的滴度。结果显示，免疫小鼠的血

清能够阻止DBV感染细胞，说明mRNA疫苗免疫能

够诱导小鼠表达特异性中和抗体（图5）。
3 讨 论

DBV自2010年首次被分离发现以来，已在我国

中东部地区导致几千人感染和几百人死亡［1］。有研

究表明，DBV 具有多种传播途径，其中蜱虫叮咬为主

要的传播方式，也可以通过直接接触患者血液或体液

导致人传人，同时存在性传播的潜在风险［12-13］。传播

DBV的蜱虫中长角血蜱为优势种［14］，无论野生动物

还是家养动物都可能成为其传播媒介。长角血蜱
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A B

C D

A：ELISA analysis of the level of anti⁃Gn antibodies in serum at 4 weeks after immunization. Gn protein expressed in insect cells was used as sub⁃
strate. B-D：The expression of anti⁃Gn antibodies titer in serum at 6（B），8（C），10 weeks（D）after immunization. Low：mice immunized with 2 μg Gn⁃
mRNA；Mid：mice immunized with 5 μg Gn⁃mRNA；High：mice immunized with 10 μg Gn⁃mRNA；NC：negative control.

图4 ELISA检测不同时间点小鼠血清中的抗体水平

Figure 4 Analysis of the expression levels of antibodies in mice serum at different time points by ELISA
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The DBV virus infected Vero cells for 24 h after incubation with
different dilution（1∶10 and 1∶100）of serum，MOI=0.01. The virus
titers were measured by qPCR，***P < 0.001. TCID50：50% tissue cul⁃
ture infective dose.

图5 qPCR测定不同处理组的病毒滴度

Figure 5 Virus titers in different treatment groups were
measured by qPCR

在我国分布广泛，且流行地区多为乡村地区，给

SFTS的防治带来了困难。

目前 SFTS尚无特异性治疗方案和有效的疫

苗。在DBV病毒感染疫苗研究方面，Dong 等［15］构

建了一种具有复制能力的以重组水疱性口炎病毒

（rVSV）载体表达 DBV Gn/Gc 的减毒活疫苗，作为一

种 DBV候选疫苗，它可以在免疫功能正常者和免疫

功能不全的 IFNAR-/-小鼠中诱导广谱中和抗体。

Kwak等［16］通过对编码 DBV 蛋白的候选 DNA 疫苗的

研究，发现雪貂接种编码 DBV蛋白的 DNA 疫苗后，

再感染 DBV全部存活，并且没有出现任何临床症状。

mRNA疫苗是一种作为蛋白质翻译模板的单核

苷酸序列，在传染病的防治中得到了较为广泛的应

用。与减毒活疫苗和DNA疫苗等传统疫苗相比，

mRNA疫苗以 IVT mRNA为主要成分，排除了在传

统疫苗中的常见内毒素和其他感染风险，特别是新

冠病毒mRNA疫苗的快速开发和应用，为传染病的

防控提供了很好的思路。因此本研究基于mRNA
疫苗设计策略，通过抗原序列分析，选择特异性抗

原表位Gn为研究对象，优化合成Gn全基因序列并

克隆至表达载体 pGEM⁃3Zf（+）中，通过酶切鉴定和

基因测序，确定mRNA模板构建成功。为了验证质

粒模板的体外转录能力，使用BamHⅠ酶切使质粒

线性化后，通过加帽和添加 poly⁃A尾处理，700 ng
RNA体外转录获得12.9 μg mRNA，同时瞬时转染真

核细胞，Western blot鉴定Gn蛋白能够在细胞中表
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达，结果表明构建的mRNA模板能够在体外细胞中

完成转录。接着使用LNP进行包封，LNP具有磷脂

单分子层结构，带正电荷的 LNP 与带负电荷的

mRNA通过静电作用，将mRNA包裹在LNP内［17-18］。

LNP因其表现出的高转染效率已成为当下最常用的

递送系统之一［19-21］。包封完成以后使用不同剂量

mRNA疫苗免疫小鼠，ELISA检测发现高、中和低

3个剂量组均能有效诱导小鼠表达高水平特异性抗

体，且持续时间长、抗体效价高；病毒中和实验显

示，该血清抗体能够显著减少病毒对细胞的感染，

具有中和活性。

实验数据表明本研究制备的 DBV mRNA 疫

苗具有较好的体外转录能力，且能够诱导机体产

生高水平的特异性中和抗体，为 DBV 疫苗的研

发提供了实验基础，可为未来 SFTS 的防治提供

候选疫苗。
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