
 张绥欣 等 | 以Ⅱ型单纯疱疹病毒 gD 为免疫原的 circRNA 疫苗制备及药效分析 
Chinese Journal of Biotechnology   Apr. 25, 2025, 41(4): 1354-1371 
CSTR: 32114.14.j.cjb.240556 http://journals.im.ac.cn/cjbcn 
DOI: 10.13345/j.cjb.240556 ©2025 Chin J Biotech, All rights reserved 

 

                           

资助项目：国家自然科学基金(32270969)；湖北省重大科技专项(2022ACA001) 
This work was supported by the National Natural Science Foundation of China (32270969) and the Major Science and 
Technology Special Project of Hubei Province (2022ACA001). 
*Corresponding author. E-mail: liubl@hbut.edu.cn 
Received: 2024-07-10; Accepted: 2024-09-25; Published online: 2024-09-26 

1354 生 物 工 程 学 报  

                                                               

以Ⅱ型单纯疱疹病毒 gD 为免疫原的 circRNA 疫苗

制备及药效分析 

张绥欣 1，郑小迪 1，倪鹏 2，汪众 2，刘彪 2，汪洋 1，胡翰 1，刘滨磊 1* 

1 湖北工业大学 生命科学与健康工程学院，湖北 武汉 430068  
2 武汉滨会生物科技股份有限公司，湖北 鄂州 436000 
 

张绥欣, 郑小迪, 倪鹏, 汪众, 刘彪, 汪洋, 胡翰, 刘滨磊. 以Ⅱ型单纯疱疹病毒 gD 为免疫原的 circRNA 疫苗制备及药效

分析[J]. 生物工程学报, 2025, 41(4): 1354-1371. 
ZHANG Suixin, ZHENG Xiaodi, NI Peng, WANG Zhong, LIU Biao, WANG Yang, HU Han, LIU Binlei. Preparation and 
efficacy of a circRNA vaccine with herpes simplex virus type II gD as immunogen[J]. Chinese Journal of Biotechnology, 2025, 
41(4): 1354-1371. 

 
摘  要：为研究以Ⅱ型单纯疱疹病毒 gD 胞外域(ectodomain)为免疫原的 circRNA 疫苗诱导 BALB/c
小鼠出现的特异性免疫反应，并进行免疫研究评价，为单纯疱疹病毒 mRNA 疫苗的研发提供实验

依据和技术参考，本研究通过 PCR 技术和同源重组技术，从 pT7AMP-gD Ectodomain 质粒中获得

gD 基因，将 gD 基因克隆至 pUC57 载体，获得重组 pUC57-circ-gD 质粒并进行测序鉴定。进行 PCR
获得后续实验模板 DNA 后，以单纯疱疹病毒囊膜糖蛋白 gD Ectodomain 为免疫原，并同时将模板

DNA 进行体外转录(in vitro transcription, IVT)及环化，将得到的 pUC57-circ-gD mRNA 进行 RNase 
R 酶酶切验证、反转录聚合酶链反应(reverse transcription polymerase chain reaction, RT-PCR)成环验

证，以确定是否成环；转染 293T 细胞，72 h 后收集细胞上清，进行蛋白免疫印迹法(Western blotting, 
WB)以鉴定蛋白表达；采用脂质纳米颗粒(lipid nanoparticles, LNP)对合成的 mRNA 以微流控包封

法进行包封；包封后，将其应用于模型动物 BALB/c 小鼠中实验，在第 21、35 天于眼底静脉丛采

血，第 49 天麻醉后摘除眼球采血，后续进行酶联免疫吸附法(enzyme linked immunosorbent assay, 
ELISA)抗体检测，并对病毒中和抗体进行测定，在第 49 天取脾脏，后续通过固相酶联免疫斑点技

术(enzyme-linked immunospot, ELISpot)检测细胞因子 IFN-γ 的分泌情况。结果表明成功构建了重组

质粒，测序结果正确；RNase R酶切验证后证实了环状RNA的存在，mRNA转染 293T细胞后Western 
blotting 验证有清晰的特异性条带；对疫苗进行质量检测，通过尺寸排阻高效液相色谱法(size 
exclusion chromatography-high performance liquid chromatography, SEC-HPLC)检测到疫苗的纯度约

为 90%，测量 mRNA-LNP 的粒径为 82.76 nm，包封率达到 98%左右；小鼠进行 3 次免疫后，在观

察期内小鼠体重的增加和良好的存活率证明了该疫苗的安全性；在免疫后的小鼠血清中，IgG 抗
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体滴度增加；在脾脏细胞中，检测到分泌特异性 IFN-γ 的 T 细胞数量升高。后续 ELISA、中和抗

体检测、ELISpot 实验及攻毒实验说明 pUC57-circ-gD mRNA 免疫原性及持久性良好，并且可以抵

御病毒的攻击。本研究为 circRNA 疫苗相关研究提供了参考。 
关键词：Ⅱ型单纯疱疹病毒；gD 胞外域基因；环状 RNA；mRNA 疫苗；免疫原性 
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Abstract: This study investigated the specific immune response of BALB/c mice that was induced 
by a circular RNA (circRNA) vaccine expressing the herpes simplex virus type II (HSV-2) 
glycoprotein D (gD). The aim was to evaluate the immunological potential of this vaccine and lay a 
foundation for developing an mRNA vaccine against HSV-2. PCR and homologous recombination 
were employed to integrate the gD gene obtained from the pT7AMP-gD ectodomain plasmid into 
pUC57 to generate the recombinant plasmid pUC57-circ-gD, which was then sequenced and 
characterized. In vitro transcription and cyclization were performed on the template DNA to 
generate pUC57-circ-gD mRNA. To validate the formation of circular RNA, we cleaved the 
pUC57-circ-gD mRNA with RNase R and employed RT-PCR to validate the cyclization. The 
pUC57-circ-gD mRNA was then transfected into 293T cells. After 72 h, the cell supernatant was 
collected, and Western blotting was employed to measure the protein level of gD. Subsequently, the 
mRNA was encapsulated in lipid nanoparticles (LNPs) by microfluidic encapsulation. BALB/c 
mice were administrated with the encapsulated mRNA, and blood was collected from the fundus 
venous plexus after 21 and 35 days, and from the enucleated eyeballs after 49 days. Enzyme-linked 
immunosorbent assay was employed to measure the titers of antibodies, including virus-neutralizing 
antibodies. After 49 days, spleens were harvested and assessed for secretion of interferon-gamma 
(IFN-γ) by solid-phase enzyme-linked immunospot. The results showed successful construction and 
sequencing of the recombinant plasmid. RNase R digestion confirmed the presence of circular 
RNAs. Western blotting of the 293T cells transfected with the mRNA showed clear specific bands. 
The quality of the vaccine was tested by size exclusion chromatography-high performance liquid 
chromatography, which showed that the purity of the vaccine was about 90%. The mRNA-LNP 
showcased the particle size of 82.76 nm and an encapsulation rate of approximately 98%. Following 
three-dose vaccination, all immunized mice exhibited steady weight gain with 100% survival rate 
throughout the 28-day observation period, indicating no significant acute toxicity associated with 
the vaccine formulation. The immunized mice showed dose-dependent increases in serum IgG 
antibody titer and IFN-γ secretion by splenocytes and they were resistant to virus attacks. These 
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findings indicate good immunogenicity and persistence of the pUC57-circ-gD mRNA vaccine, 
providing a reference for further studies on circRNA vaccines. 
Keywords: herpes simplex virus type II (HSV-2); glycoprotein D (gD) ectodomain gene; circRNA; 
mRNA vaccine; immunogenicity 

 
环状 RNA(circular RNA, circRNA)不具有

5′端帽子和 3′端 poly(A)尾，circRNA 的共价闭

合环状结构使其具有更高的稳定性，与其他线

性 RNA 相比，更耐核酸外切酶及核糖核酸酶降

解[1]，在体内表达时间长，且能在细胞中稳定

存在[2]。环状 RNA 也能够进行蛋白质编码和翻

译，这为疫苗的开发提供了便利条件[3]。北京

大学魏文胜团队研究发现，与传统的线性

mRNA 疫苗相比，环状 RNA 疫苗能够更有效地

诱导机体产生中和抗体，并且能够引发更强有

力的 T 细胞反应[4]。 
体外制备环状 RNA 有许多方法，其中通过

排列内含子-外显子元件(permuted intron-exon, 
PIE) I 类内含子和 II 类内含子自剪接系统方法，

催化内含子的 5′和 3′环化臂配对进行自剪接反

应，5′内含子(5′ intron)和 3′内含子(3′ intron)脱
落，完成环化，从而制备具有内部核糖体进入

位点(internal ribosome entry site, IRES)和已优

化的附属序列的 circRNA (图 1)。该方法相对简

单，需要 GTP 供能，无需蛋白酶参与，环化产

物均一且效率高，在真核细胞中蛋白表达量高

且表达稳定[2]。更重要的是，circRNA 稳定性高，

可以延长体内翻译持续时间[5]。 
单 纯 疱 疹 病 毒 (herpes simplex viruses, 

HSV)是有包膜的双链 DNA 病毒[6]，属于人类

疱疹病毒家族的 α 亚家族[7]，分为 I 型疱疹病毒

(HSV-1)和Ⅱ型疱疹病毒(HSV-2)，其中 HSV-2
主要感染生殖器，生殖道疱疹病毒还会增加人

类 免 疫 缺 陷 病 毒 (human immunodeficiency 
virus, HIV)感染和传播的风险。即使接受抗病毒

治疗，发病率和死亡率也依旧较高[8]。HSV 外壳

由 16 种膜蛋白组成，其中 12 种是糖蛋白；gD
作为其中一种免疫原性较强的糖蛋白，是抗 HSV
感染中重要的保护性抗原。作为免疫原，gD 在其

他几种疫苗平台上的应用已显示出良好的临床免

疫原性结果[9]。在 mRNA 疫苗中，mRNA 编码的

gD 蛋白由宿主细胞表达，诱导免疫系统产生抗

体。gD 与病毒胞外域(ectodomain)结合，协助病毒

进入宿主细胞并触发膜融合。外源性 gD 蛋白通过

竞争性占据受体，阻断病毒入侵，从而有效抑制

潜伏感染，具有成为 HSV 疫苗靶点的优势[10]。 
mRNA 的递送是通过脂质纳米颗粒(lipid 

nanoparticle, LNP)对合成的 mRNA 采用微流控包

封法进行包封，LNP 可以减少毒性和免疫原性问

题，并实现体外及体内的高效率转染[11]。LNP 由

4 种成分组成：可电离阳离子脂质(cationic lipids)、
辅助脂质(helper lipids)、胆固醇(cholesterol)和
聚乙二醇化脂质(pegylated lipids, PEG-lipids)，
已被证明具有出色的体内递送效率 [12]，应用

LNP 进行递送可增强药物的疗效[13]，而且可以

增加 mRNA 的稳定性，提高体外和体内蛋白质

表达的效率[14]。 
 

 
图 1  环状 RNA 环化原理 
Figure 1  Principles of circular RNA. 
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本研究基于环状 RNA 的抗核糖核酸酶的

特性和糖蛋白 gD Ectodomain 的免疫原性优势，

使用 LNP 对合成的 mRNA 进行包封后递送，

并在模型动物 BALB/c 小鼠中进行实验，以Ⅱ型

单纯疱疹病毒 gD Ectodomain 为免疫原进行体

外转录并包封后制成 circRNA 疫苗，并在确认

疫苗的安全性及有效性后，将其用于控制单纯

疱疹病毒的感染。 

1  材料与方法 
1.1  实验材料 

pT7AMP-gD Ectodomain 质粒、 pUC57- 
circ-eGFP 质粒由武汉滨会生物科技股份有限

公司提供；大肠杆菌(Escherichia coli) Top 10
感受态细胞、人肾上皮 293T 细胞系、非洲绿

猴肾细胞(Vero 细胞)均购自美国典型培养物保

藏中心 (American Typical Culture Collection, 
ATCC)。 

质粒提取试剂盒、凝胶 DNA 提取试剂盒、

重组酶  Exnase Ⅱ、cDNA 第一链合成试剂盒、

ChamQ SYBR qPCR Master Mix 购自南京诺

唯赞生物科技股份有限公司；限制性内切酶

Asc I、Pac I 购自 NEB 公司；T7 高产 RNA 转录试

剂盒购自近岸蛋白科技股份有限公司；组织 DNA
提取试剂盒购自 Omega Bio-Tek 公司；Lipid 6、二

硬脂酰磷脂酰胆碱 (distearoylphosphatidylcholine, 
DSPC)、胆固醇、二肉豆蔻酰甘油 -聚乙二醇

2000 (DMG- PEG2000)购自武汉滨会生物科技

股 份 有 限 公 司 ； 重 组 Ⅱ 型 单 纯 疱 疹 病 毒

(oHSV-2)、HSV-2 MS 病毒由自武汉滨会生物科

技股份有限公司提供；RNase R 购自广州吉赛

生物科技有限公司；Mouse IFN-γ ELISPOT Kit
购自 Mabtech 公司；TMB 单组分显色液购自北

京索莱宝科技有限公司；彩色预染蛋白分子量

标准(10–170 kDa)购自上海碧云天生物技术股

份有限公司；ECL 化学发光底物试剂购自

Bio-sharp 公司；无水乙醇购自国药集团化学试

剂有限公司；异氟烷购自江苏恒丰强生物技术

有 限 公 司 ； Anti-HSV1+HSV2 gD antibody 、

Recombinant HSV2 gD protein、HRP-conjugated 
Affinipure Goat Anti-Mouse IgG(H+L) 购 自

abcam 公司；ELISA 酶标板购自 Thermo Fisher 
Scientific 公司；BSA 购自 BioFroxx 公司。 

1.2  实验仪器 
CO2 培养箱，SANYO 公司；PCR 仪，东胜

龙公司；核酸电泳仪，六一生物公司；凝胶成

像系统，君意电泳公司；纳米制药包封仪，武

汉滨会生物公司；Zetasizer Pro 纳米粒度电位

仪，Malvern 公司；小型垂直电泳套装，Bio-Rad

公司；化学发光仪，伯兰特公司；Qubit 4 荧

光仪 Varioskan LUX 多功能酶标仪和实时荧

光定量 PCR 仪，Thermo Fisher 公司；麻醉仪，

Midmark。 

1.3  实验动物  
SPF 级 BALB/c 小鼠，150 只，6−8 周龄，

雌性，购自湖北省疾病预防控制中心[生产许可

证号：SCXK(鄂)2020-0018]。本研究所有动物

实验均经湖北工业大学动物伦理委员会批准

(批准号：HBUT No. 2020016)。培养温度控制

在 25 ℃左右，保持湿度在 50%，光照设置为

12 h 亮 12 h 暗。 

1.4  质粒的构建及鉴定 
通过 PCR 从 pT7AMP-gD Ectodomain 质粒

上获得 HSV2 gD Ectodomain 目的片段，并在

NCBI 上查找获得Ⅱ型单纯疱疹病毒(HSV-2)的
D 型囊膜蛋白序列(GenBank 登录号：1487358)。
使用限制性内切酶 Asc I、Pac I 将 pUC57-circ- 
eGFP 载体进行双酶切，胶回收并纯化后获得载

体片段，而后通过重组酶 Exnase Ⅱ将目的片段
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和载体连接，获得重组 pUC57-circ-gD 质粒，

进行测序鉴定。 

1.5  引物的设计与合成 
使用软件 CE Design V1.03 和 Snap gene 设

计载体引物和目的片段引物，引物由武汉擎科

生物科技有限公司合成，序列信息见表 1。 

1.6  重组质粒菌落 PCR 扩增与鉴定Ⅱ 
将重组产物转化 E. coli Top10感受态细胞，

经氨苄青霉素抗性筛选后，挑取 8 个单菌落至

含氨苄青霉素的 LB 液体培养基中过夜培养。

以 gD-F、neweGFP-R 为引物进行菌落 PCR 扩
增，观察其核酸胶条带大小，初步鉴定重组是

否成功，将阳性重组质粒菌送至武汉擎科生物

科技有限公司测序。 

1.7  体外转录及环化 
以质粒为模板，用引物 neweGFP-F 和

neweGFP-R 扩增获得 5′端带有 T7 启动子、

5′intron 及 IRES 序列，3′端带有 3′intron 及 gD 

 
表 1  本研究所用的引物 
Table 1  Primers used in this study 
Primer name  Primer sequence (5′→3′) 
gD-F AATACAGCAAAggcgcgccatgggcagactgacaagcggc 
gD-R GTTTTTTGTTTTTTattaattaatcactccagcagggcggagtcc 
neweGFP-F CGGACCGTAATACGACTCACTATAGGGG 
neweGFP-R CCgcggccgcCTAGATATGCTGTTAT 
gDrtPCR-F tgctgccacctgaactttct 
gDrtPCR-R GCTCTATTAGTCACCGGA 
qPCR-F CTCCACAAATGGATCCGGCTT 
qPCR-R CGAACCAAAGGTGGTGAGCG 
18s RNA-F CGGCTACCACATCCAAGGAA 
18s RNA-R GCTGGAATTACCGCGGCT 
Uppercase letters represent the functional sequence of the primer, which is the key part specifically binding to the target DNA 
sequence. Lowercase letters represent modifications used to indicate the primer sequence (such as restriction enzyme sites, 
addition of specific groups, etc.). 
 
Ectodomain 基因的片段。扩增条件为：98 ℃预

变性 30 s；98 ℃变性 10 s，55 ℃退火 5 s，72 ℃
延伸 10 s，30 个循环；72 ℃终延伸 1 min。线

性化 DNA 模板经过胶回收法进行纯化。 
使用 T7 高产 RNA 转录试剂盒对 DNA 模

板进行体外转录(in vitro transcription, IVT)及环

化。采用加倍 GTP 用量、延长 IVT 反应时间的

方法同时进行 mRNA 的体外环化，于 37 ℃反

应 14–16 h，具体反应体系见表 2，反应结束后

加入 5 μL DNase Ⅰ及 10 μL RNase R，混匀后

37 ℃反应 15 min。经 7.5 mol/L LiCl 沉淀后用

RNase Free ddH2O 溶解，从而获得大量的

mRNA 片段，并进行测序分析。 

表 2  IVT 及成环反应体系 
Table 2  IVT and cyclization reaction transcription 
reaction system 
Component Final  

concentration 
Addition 
volume 

ATP 5 mmol/L 50 μL 
UTP 5 mmol/L 50 μL 
CTP 5 mmol/L 50 μL 
GTP 10 mmol/L 100 μL 
10× buffer 1× 100 μL 
DNA template 50 μg 178 μL 
RNase inhibitor 1 U/μL 30 μL 
Inorganic 
pyrophosphatase 

0.002 U/μL 20 μL 

T7 RNA polymerase 50 U/μL 6 μL 
ddH2O – 416 μL 
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1.8  环化验证 
1.8.1  IVT 后 circRNA 抵抗 RNase R 消化 

使用 Qubit 4 荧光仪进行浓度测定，取 3 μg 
pUC57-circ-gD mRNA 作为模板进行 RNase R
消化验证，37 ℃分别孵育 10、15、20、25 min
后，70 ℃再孵育 10 min；将 3 μg pUC57-circ-gD 
mRNA 作为模板分别取 0.4、0.6、0.8、1 μL RNase 
R 进行消化验证，37 ℃孵育 20 min 后，70 ℃
再孵育 10 min。取 9 μL 产物及 0.5 μL 原始模板

mRNA在1%的琼脂糖凝胶中以120 V电泳15 min，
观察条带；取 3 μg 线性 pT7AMP-gD Ectodomain 
IVT mRNA 产物和 pUC57-circ-gD mRNA 产物

同样进行 RNase R 消化验证，37 ℃孵育 20 min
后，70 ℃孵育 10 min，各取 9 μL 产物及 0.5 μL
原始模板 mRNA 在 1%的琼脂糖凝胶以 120 V
电泳 15 min，观察条带。 

1.8.2  RT-PCR 验证并测序 
经过测序鉴定，可确定环化位点。将得到

的 circRNA 作为模板，参照诺唯赞 cDNA 第一

链合成试剂盒说明书进行操作。首先逆转录为

cDNA，以其为模板，通过跨环化位点法设计特

异性的反向引物 gDrtPCR-F、gDrtPCR-R，PCR
扩增合成目的片段(图 2)。其中扩增条件为：98 ℃ 

 
图 2  RT-PCR 验证环化原理图 
Figure 2  Principles of circular RNA cyclization.  

预变性 30 s；98 ℃ 变性 10 s，47 ℃退火 5 s，
72 ℃延伸 10 s，35 个循环；72 ℃终延伸 1 min。
之后将 PCR 产物送至武汉擎科生物科技有限公

司测序。 

1.9  Western blotting 检测 
将 pUC57-circ-gD mRNA 转染 293T 细胞，

未加 mRNA 的细胞上清作阴性对照，转染 72 h
后收集细胞上清。取 20 μL 转染后的细胞上清

进行 SDS-PAGE 凝胶电泳，电泳结束后半干转

膜 30 min。使用 5%脱脂奶粉室温封闭 2 h，将

Recombinant HSV2 gD protein 按 1:5 000 的比例

稀释作为一抗，置于 4 ℃过夜孵育，次日使用

0.05%吐温-PBS 将聚偏二氟乙烯膜(polyvinylidene 
fluoride membrane, PVDF)洗涤 3 次后，将

HRP-conjugated Affinipure Goat Anti-Mouse 
IgG(H+L)按 1:5 000 的比例稀释作为二抗，置于

摇床室温孵育 1 h，使用 0.05%吐温-PBS 将膜洗

涤 3 次后，进行显影观察条带。 

1.10  mRNA-LNP 的质量控制 
1.10.1  包封及浓度测定 

将 mRNA 溶于醋酸钠(25 mmol/L, pH 5. 0)
中。通过纳米制药包封仪将 LNP 和稀释后的

mRNA 按照体积比 1:4 混合，即可得到脂质纳

米颗粒 mRNA-LNP，转移至 50 kDa 超滤离心

管中，添加含有 8%蔗糖的 Tris-HCl 缓冲液(pH 
7.6)进行换液浓缩，直至浓缩液 pH 值在 7.0–7.5
之间。通过 Qubit 4 荧光计、纳米粒度电位仪检

测 mRNA-LNP 的包封率、粒径(Z-average)及聚

合物分散性指数(polydispersity index, PDI)，其

中包封率的计算公式为(1–Cf/Ct)×100% (Cf 为

游离样品的 mRNA 量、Ct 为总 mRNA 量)。 

1.10.2  脂质组成分析 
经过反相超高效液相色谱-荷电气溶胶检

测 (reversed phase ultra-performance liquid 
chromatography with charged aerosol detection, 
RP-UPLC-CAD) 可 用 于 确 定 pUC57-circ-gD 
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mRNA 样品中每个单独的脂类成分及其相关杂

质和降解产物，在 260 nm 波长下进行检测，设

置流速为 0.3 mL/min，使用无水乙醇分别溶解

4 个 LNP 样本，收集上清液，分别稀释 7 种纯

净的已知脂质标准品(阳离子脂、辅助脂、胆固

醇和聚乙二醇组分 Lipid 6、DSPC、胆固醇和

DMG-PEG2000)，用来识别和量化脂质成分，

各取 10 μL 上清液检测 LNP 组分，测量脂峰的

面积并计算每个峰的百分比，使用外标法定量

各组分。 

1.10.3  纯度 
使用 SEC-HPLC 验证纯度，以磷酸缓冲盐

溶液(PBS，150 mmol/L)为流动相，在 260 nm
波长下进行检测，设置流速为 0.5 mL/min，将色

谱柱接入系统管线中，并使用流动相平衡色谱柱

30 min 以确保系统稳定。使用 150 mmol/L PBS
将 mRNA 稀释至 100 ng/μL，稀释后的 mRNA
溶液通过 0.22 μm 孔径的滤器进行过滤，注入

上样口。上样 100 μL，上样时间 20 min。 

1.11  免疫后小鼠称重检测 pUC57-circ- 
gD 疫苗的安全性 

取 BALB/c 小鼠 18 只，分为 6 组，每组 3 只，

注射前每只小鼠称体重，分别以 pUC57-circ-gD 
mRNA 和 Lipid 6 为免疫原，设置 PBS 组为阴

性对照组，设置线性 pT7AMP-gD Ectodomain 
mRNA 为免疫原作为阳性对照组，免疫时间及

采血、取脾时间见图 3，给药浓度及体积见表 3。
每次免疫 7 d 后与注射前小鼠体重对比，共观

察 21 d，确认疫苗的安全性。 

1.12  pUC57-circ-gD mRNA-LNP 疫苗

的免疫原性评价 
1.12.1  分组及免疫 

将 30 只小鼠分为 6 组，每组 5 只，分别以

pUC57-circ-gD mRNA 和 Lipid 6 为免疫原，设

置 PBS 组为阴性对照组，设置线性 pT7AMP-gD 
Ectodomain mRNA 为免疫原作为阳性对照组，

免疫时间及采血、取脾时间见图 4，给药浓度

及体积见表 4。 
1.12.2  ELISA 法检测小鼠血清抗体滴度 

使用每孔 100 ng 的 Recombinant HSV2 gD
蛋白包被 96 孔酶标板，4 ℃过夜，次日使用

0.05%吐温-PBS 洗板 3 次；每孔 200 μL 的 1.5% 
BSA 封闭 2 h；取出后洗板 3 次；0.2% BSA 作

为稀释液先将血清稀释 500 倍，后 4 倍倍比稀

释，作为一抗加入，孵育 1 h；洗板 3 次；加入

使用稀释液 1:2 000 稀释的 HRP-conjugated 
Affinipure Goat Anti-Mouse IgG(H+L)作为二

抗，孵育 1 h；洗板 6 次，加入 TMB 显色液，

避光室温显色约 5 min 后，加入 2 mol/L 浓硫酸

终止显色，颜色由蓝变黄。终止显色后 30 min
内测量 OD450 值。 

 

 
 

图 3  小鼠免疫时间轴   注射器标志代表免疫时间 
Figure 3  Timeline of immunization in mice. Syringe 
markers represent the time of immunization. 

 

表 3  动物实验分组及免疫 
Table 3  Animal grouping and immunization 
Test group Immunization method Immunization dose Number Number of immunizations 
Lipid 6-pUC57-circ-gD (experimental 
group) 

i.p. 50 μg (high dose group) 3 3 
i.p. 10 μg (low dose group) 3 3 

Lipid 6-gD-mRNA (positive control group) i.p. 30 μg 3 3 
Lipid 6 i.p. 100 μL 3 3 
PBS (negative control group) i.p. 100 μL 3 3 
i.p. means intraperitoneal injection. 
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图 4  小鼠免疫、取血、收集脾脏时间轴   注射器标志代表免疫时间，点代表采血时间，箭头代表取

脾时间。 
Figure 4  Timeline of immunization, blood collection and spleen collection in mice. Syringe markers 
represent the time of immunization, the dots represent the time of blood collection, and the arrows represent 
the time of spleen extraction. 
 
表 4  动物实验分组及免疫 
Table 4  Animal grouping and immunization 
Test group Immunization  

method 
Immunization dose Number Number of 

immunizations 
Lipid 6-pUC57-circ-gD  
(experimental group) 

i.m. 50 μg (high dose group) 5 3 
i.m. 30 μg (medium dose group) 5 3 
i.m. 10 μg (low dose group) 5 3 

Lipid 6-gD-mRNA  
(positive control group) 

i.m. 30 μg 5 3 

Lipid 6 i.m. 100 μL 5 3 
PBS (negative control group) i.m. 100 μL 5 3 
i.m. means intramuscular injection. 

 
1.12.3  中和抗体检测 

采用固定病毒-血清稀释法，用 1 000 细胞

培养半数感染剂量 /毫升(cell culture infective 
dose 50%, CCID50/mL)的病毒接种量检测小鼠

血清中和抗体滴度。病毒为本实验室构建的

oHSV2GFP[15] 。 提 前 1 d 于 96 孔 板 中 铺     
2×105 cells/mL Vero 细胞，次日观察细胞密度

在 80%–90%为宜。从–80 ℃冰箱中取出已分装

好的血清化冻，化冻后用 DMEM/F-12 进行 8 倍

稀释后，再 2 倍梯度稀释至 512 倍。稀释后的

病毒液(50 μL)与等体积的血清稀释液(50 μL)
于 96 孔板混合，并做好标记，放置在二氧化

碳培养箱中孵育 1 h。取出铺有细胞的 96 孔

板，弃去细胞上清，按照孔板标记加入孵育后

的病毒血清混合液，放置在二氧化碳培养箱中

孵育 48 h。最终，通过计算其中和抗体滴度的

半数有效浓度(neutralizing titers at 50%, NT50)，
评估抗体的中和效果。 

1.12.4  IFN-γ 细胞因子检测 
在第一次免疫 49 d 后，分离小鼠脾脏，研

磨细胞，离心后弃上清，加入红细胞裂解液裂

解。加入 PBS 终止裂解并洗涤细胞，再次离心

重悬细胞，将细胞浓度调至 2×105 cells/孔。使

用特异性刺激原(紫外处理的 oHSV-2 病毒)体外

刺激脾细胞；阳性对照孔使用非特异性刺激原  
[1 μg/孔的佛波醇 12-十四酸酯 13-乙酸酯

(phorbol 12-myristate 13-acetate, PMA)+离子霉

素(lonomycin)]体外刺激脾细胞，置于 37 ℃ CO2

培养箱中孵育 48 h。弃去细胞液，使用 PBS 洗

涤 5 次，在含有 0.5%胎牛血清的 PBS 中将检测
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抗体(R4-6A2-生物素)稀释至 1 μg/mL，每孔加

入 100 μL，孵育 2 h，使用含有 0.5%胎牛血清

的 PBS 以 1:1 000 稀释链霉亲和素-碱性磷酸酶  
偶联物(streptavidin-ALP)，每孔加入 100 μL，孵育

1 h，洗板 5 次，加入显色液显色。终止显色晾干

后使用自动 ELISpot 读板机对斑点进行计数。 

1.13  有效性检测 
1.13.1  病毒半数致死量 (lethal dose 50, 
LD50)测定 

使用 PBS 将 HSV-2 MS 病毒分别进行梯度

稀释至病毒滴度 103、104、105、106、107，每

组 8 只 BALB/c 小鼠，共 5 组，分别腹腔注射

50 μL 的 103、104、105、106、107 的病毒，连续

观察 14 d，每天记录小鼠状态和死亡情况，每

3 d 记录小鼠体重。根据小鼠死亡情况，使用改

进寇氏法公式 log LD50=XK−i×(∑P−0.5)计算

LD50，其中 XK 为最高对数剂量；i 为相邻两对

数剂量的差值；P 为各剂量组的死亡率。 

1.13.2  致死剂量病毒攻击检测疫苗对小鼠

的保护力 
将 60 只小鼠分为 6 组，每组 10 只，分别

以 pUC57-circ-gD mRNA 和 Lipid 6 为免疫原，

设置 PBS 组为阴性对照组，设置 pT7AMP-gD 

Ectodomain mRNA 为免疫原作为阳性对照组，

免疫时间及攻毒时间见图 5，给药浓度及体积 
 

 
 

图 5  小鼠免疫、攻毒时间轴   注射器标志代表

免疫时间，箭头代表攻毒时间。 
Figure 5  Timeline of immunization and virus 
injection. Syringe markers represent the time of 
immunization, the arrow represents the time of virus 
injection. 

见表 4，第 3 针免疫 14 d 后，进行攻毒实验，

每只腹腔注射 50 μL 的 10×LD50 为 106.75 的

HSV-2 MS 病毒，攻毒后每天记录小鼠状态和死

亡情况。 

1.13.3  攻毒后病毒载量测定 
在 HSV-2 MS 病毒攻毒后，于观察期最后

一天将各组 5 只小鼠脱颈处死，取小鼠阴道组

织，使用组织 DNA 提取试剂盒提取阴道组织

DNA，利用该病毒中 gE 基因上的特异性引物

(图 6)，通过实时荧光定量 PCR (quantitative 

real-time PCR, qPCR)的方法对攻毒后小鼠阴道

组织的病毒 gE 基因的拷贝数差异进行检测，反

应体系为 1 ng 的 DNA 模板 1 μL，10 μmol/L 的

上、下游引物各 1 μL，SYBR Green Realtime 

PCR Master Mix 5 μL，使用 ddH2O 补齐至    

10 μL。 

1.14  统计学处理 
数据统计采用 Graph Pad Prism 8 软件进行

处理，数据以平均值±标准误(mean±SEM)表示。

两组组间差异性采用独立样本 t-test 分析，以

P<0.05 表示差异有显著性，P<0.01 表示差异极

显著。 
 

 
 

图 6  qPCR 引物设计图 
Figure 6  qPCR primer design diagram 
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2  结果与分析 
2.1  质粒的构建及鉴定 

以本实验室保存的 pT7AMP-gD Ectodomain
质粒为模板，通过 PCR 扩增成功获得 HSV-2 gD 
Ectodomain 目的片段(GenBank 登录号：1487358)，
以本实验室保存的 pUC57-circ-eGFP 质粒为模

板，通过双酶切、胶回收后成功获得载体片段，

使用由重组质粒转化的单菌落的培养菌液作为

模板进行菌落 PCR 扩增，条带大小正确，送公

司测序，比对序列正确，即得到成功构建的

pUC57-circ-gD 质粒。 

2.2  体外转录及环状 RNA 的获得 
以 pUC57-circ-gD 质粒为模板，使用引物

neweGFP-F 和 neweGFP-R 进行扩增，得到的 PCR
产物作为后续体外转录及环化的模板。使用 T7 高

产 RNA 转录试剂盒进行对 DNA 模板的 IVT 及环

化，得到了大量的 pUC57-circ-gD mRNA (图 7)。 

2.3  环状 RNA 的稳定性与特异性验证 
2.3.1  RNase R 酶验证显示环状 RNA 成功

环化 
使用 RNase R消化可用于去除线性 RNA分

子而保留环状 RNA。通过对消化时间和酶的用

量进行研究，发现同样的消化时间内，加入更

多的酶也不会造成环状 RNA 的过度消化，而线

性 RNA 会被降解；而不同的酶消化时间对结果

影响不大(图 8)。这意味着相较于线性 RNA，

环化后的 mRNA 时展现出对 RNase R 酶的高耐

受性和稳定性；而适宜的酶量及消化时间对环

状 RNA 的稳定性和降解程度影响较小，进一步

验证了环状 RNA 的稳定性特征。 

2.3.2  特异性连接位点验证环状RNA成功环化 
以得到的 circRNA 作为模板，逆转录为

cDNA，以其为模板，通过跨环化位点法设计特

异性的引物 gDrtPCR-F、gDrtPCR-R，然后 PCR
扩增合成目的片段。测序结果使用 Snap gene
比对正确(图 9)，证明环化成功。 

2.4  Western blotting 显示目的蛋白成

功表达 
转染 72 h 后收集上清进行蛋白印迹检测，

鉴定目的抗原蛋白表达情况。Western blotting
结果显示，该条带大小与 gD Ectodomain 蛋白

的理论大小(约 37 kDa)相符(图 10)。 
 

 
 

图 7  PCR 扩增的 IVT 模板(A)和转录的 pUC57-circ-gD mRNA (B)    
Figure 7  PCR-amplified IVT template (A) and transcribed pUC57-circ-gD mRNA (B). M：DL5000 marker. 
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图 8  琼脂糖凝胶电泳检测 RNase R 消化对 circRNA 的影响   A：RNase R 消化酶用量。M：DL5000 
marker；3 μg circRNA 作为模板进行 RNase R 消化验证，37 ℃分别孵育 10 (Lane 1)、15 (Lane 2)、20 (Lane 
3)、25 (Lane 4) min 后，70 ℃孵育 10 min 后与原始模板 mRNA (Lane 5)的电泳结果。B：反应时间。M：

DL5000 marker；将 3 μg circRNA 作为模板分别取 0.4 (Lane 1)、0.6 (Lane 2)、0.8 (Lane 3)、1 μL (Lane 4) 
RNase R 进行消化验证，37 ℃孵育 20 min，70 ℃孵育 10 min 后与原始模板 mRNA (Lane 5)的电泳结果。

C：线性 RNA 与环状 RNA 进行 RNase R 消化对比。M：DL5000 marker；Lane 1：线性 mRNA 进行

RNase R 消化验证；Lane 2：线性 mRNA IVT 产物；Lane 3：环状 RNA 进行 RNase R 消化验证；Lane 
4：环状 RNA 产物。 
Figure 8  Effect of RNase R digestion on circRNA detected by agarose gel electrophoresis. A: RNase R 
digestive enzyme dosage. M: DL5000 marker; 3 μg circRNA was used as template for RNase R digestion 
validation and incubated at 37 °C for 10 (Lane 1), 15 (Lane 2), 20 (Lane 3), 25 min (Lane 4), respectively, 
followed by incubation at 70 °C for 10 min; B: RNase R digestion reaction time. M: DL5000 marker; 3 μg 
circRNA was used as template to take 0.4 (Lane 1), 0.6 (Lane 2), 0.8 (Lane 3), 1 μL (Lane 4) of RNase R for 
digestion verification, and the results of electrophoresis were obtained after incubation at 37 °C for 20 min, 
followed by incubation at 70 °C for 10 min. C: Comparison of RNase R digestion of linear RNA versus 
circRNA. M: DL5000 marker; Lane 1: Linear mRNA for RNase R digestion validation; Lane 2: Linear 
mRNA IVT product; Lane 3: Circular RNA for RNase R digestion validation; Lane 4: Circular RNA product. 

 

 
 

图 9  测序验证环化位点比对序列图 
Figure 9  Sequencing verification of cyclization site alignment sequence diagram. 

 

2.5  mRNA-LNP 疫苗制剂的包封效率

与质量分析 
2.5.1  包封率测定与浓度分析 

LNP 与 pUC57-circ-gD mRNA 结合牢固，

在加样孔原位成像处可见亮带。通过纳米药物

制造系统进行包封，包封产物 pUC57-circ-gD 
mRNA 经 Qubit 4 荧光计检测 Ct 值为 560 ng/μL，
Cf 值为 11.1 ng/μL，计算得出包封率为 98.0%。

纳米粒度电位仪显示 mRNA-LNP Z-average 为

82.76 nm，PDI 为 0.034 88 (图 11)。 
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图 10  Western blotting 检测目的蛋白表达   
M：彩色预染蛋白 marker (10–170 kDa)；Lane 1：

pUC57-circ-gD mRNA 转染 293T 细胞后上清中的

目的蛋白；Lane 2：未经转染的 293T 细胞上清(阴

性对照)。 
Figure 10  Western blotting analysis of target 
protein expression. M: Color pre-stained protein 
marker (10–170 kDa); Lane 1: Target protein in the 
supernatant of 293T cells transfected with 
pUC57-circ-gD mRNA; Lane 2: Supernatant of 
untransfected 293T cells (negative control). 

2.5.2  脂质组成定量分析 
测量各脂质组分的峰面积并计算其百分比 

(图 12)，使用外标法定量各组分，精确量化了

各组分的含量，具体检测结果为样品中 Lipid 6
含量为 4.96 mg/mL，DSPC 含量为 0.99 mg/mL，

胆固醇含量为 1.82 mg/mL，DMG-PEG2000 含

量为 0.47 mg/mL。 

2.5.3  SEC-HPLC 法评估 mRNA 纯度 
经 SEC-HPLC 验证纯度可知，最高峰为

pUC57-circ-gD mRNA (图 13)，高效液相色谱仪

显示该 mRNA 峰的面积比(即纯度)约为 90%。 

2.6  疫苗的安全性评估 
在 21 d 观察期内，小鼠全部存活，且无异

常反应，每次免疫 7 d 后与注射前小鼠体重对

比体重增加 (图 14)，证明了 pUC57-circ-gD 
mRNA 疫苗的安全性。 

 
 

 
 
 

图 11  pUC57-circ-gD mRNA-LNP 电泳图及粒径分布图   A：pUC57-circ-gD mRNA-LNP 电泳图。M：

DL5000 marker；Lane 1：LNP；Lane 2：经 LNP 包封后的 pUC57-circ-gD mRNA。B：pUC57-circ-gD 
mRNA-LNP 粒径分布图。纳米粒度电位仪检测 pUC57-circ-gD mRNA-LNP 水合直径。 
Figure 11  pUC57-circ-gD mRNA-LNP electrophoresis map and particle size distribution map. A: 
pUC57-circ-gD mRNA-LNP electropherogram. M: DL5000 marker; Lane 1: Negative control; Lane 2: 
pUC57-circ-gD mRNA after LNP encapsulation; B: pUC57-circ-gD mRNA-LNP particle size distribution. 
Nano-particle size potentiostat to detect pUC57-circ-gD mRNA-LNP hydration diameter. 
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图 12  对照品(A)及 pUC57-circ-gD mRNA 色谱图(B) 
Figure 12  Chromatogram of reference substance (A) and pUC57-circ-gD mRNA (B). 
 

 

 
图 13  pUC57-circ-gD mRNA 色谱图 
Figure 13  Chromatography of pUC57-circ-gD 
mRNA. 

 
 

 
 

图 14  免疫后小鼠体重变化图 
Figure 14  Changes in body weight of mice after 
immunization. 

2.7  疫苗的免疫原性评价 
2.7.1  ELISA 法检测小鼠体液免疫应答血

清抗体滴度 
分别在免疫后 21 d、35 d 于小鼠眼底静脉丛

采血，在 49 d 麻醉后摘除眼球采血，以 pUC57- 
circ-gD、pT7AMP-gD Ectodomain mRNA 和 Lipid 
6 为免疫原，PBS 组为阴性对照，每组 5 只    
6−8 周龄 BALB/c 雌性小鼠进行免疫实验。使用

间接 ELISA 法、中和抗体检测分别评价其经过

1、2、3 次免疫后，在体液免疫中的免疫原性。 
采用间接 ELISA 对 pUC57-circ-gD mRNA

第 1 次免疫 21、35、49 d 后的小鼠血清中特异

性抗体的特性进行检测。实验结果显示第 2、   
3 次免疫 7 d 后，实验组中，高剂量组的抗体水

平最高，其次为中剂量组和低剂量组，均与

Lipid 6 组和 PBS 组存在显著差异，阳性对照组

的抗体水平与中剂量组相近。第 2、3 次加强免

疫后，抗体水平明显提升(图 15)。第 3 次免疫

21 d 后实验组中剂量组的抗体效价降幅小于阳

性对照组，说明环状 RNA 相较于线性更持久且

效果更优。 
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图 15  ELISA 法检测血清特异性 IgG 抗体   A：3 次采血后血清稀释分别检测 IgG 抗体滴度；B：首

次免疫后 21 d 血清稀释检测 IgG 抗体滴度；C：首次免疫后 35 d 血清稀释检测 IgG 抗体滴度；D：首

次免疫后 49 d 血清稀释检测 IgG 抗体滴度。*代表 P<0.05，**代表 P<0.01，***代表 P<0.001，ns 代表

“无统计学意义”。 
Figure 15  ELISA for antigen-specific IgG antibodies in serum. A: IgG antibody titer by serum dilution after 
three blood collections. B: IgG antibody titer by serum dilution after 21 d of first immunization. C: IgG 
antibody titer by serum dilution after 35 d of first immunization. D: IgG antibody titer by serum dilution after 
49 d of first immunization. * represents P<0.05, ** represents P<0.01, *** represents P<0.001, and ns 
represents not statistically significant. 
 
2.7.2  中和抗体检测评估小鼠体液免疫应

答血清抗体滴度 
经中和抗体检测对 pUC57-circ-gD mRNA

第 1 次免疫 21、35、49 d 后的小鼠血清中特异

性抗体的特性进行了检测。实验结果显示，第

2、3 次免疫后，分别检测中和抗体水平，实验

组中高剂量组的抗体水平最高，其次为中剂量

组和低剂量组，阳性对照与中剂量组抗体水平

相近，均与 Lipid 6 组和 PBS 组存在显著差异。

第 2、3 次加强免疫后，抗体水平明显提升(图 16)。 
间接 ELISA 及中和抗体检测的结果说明了

pUC57-circ-gD mRNA 疫苗可以诱导良好的体

液免疫应答。这也进一步表明 pUC57-circ-gD 
mRNA 疫苗的免疫原性与给药剂量成正比，可

以刺激机体产生特异性的抗体。 

2.7.3  IFN-γ 检测评估小鼠细胞免疫应答

细胞因子水平 
小鼠免疫 3 次后，于第 21 天取脾，研磨后

进行 ELISpot 实验来评估 IFN-γ 的分泌情况，

在实验组中，pUC57-circ-gD 疫苗的低、中、高

剂量组与 PBS 组和 Lipid 6 组相比，IFN-γ 细胞

因子形成的平均斑点数存在显著差异(图 17)。 
ELISpot 的实验结果表明 pUC57-circ-gD 

mRNA 疫苗可以诱导良好的细胞免疫应答。 
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图 16  抗原基因的中和抗体滴度检测   A：3 次采血后血清稀释分别检测结合抗体滴度；B：首次免疫后

21 d 血清稀释检测结合抗体滴度；C：首次免疫后 35 d 血清稀释检测结合抗体滴度；D：首次免疫后 49 d
血清稀释检测结合抗体滴度。*代表 P<0.05，**代表 P<0.01，***代表 P<0.001，ns 代表无统计学意义。 
Figure 16  Neutralizing antibody titer detection of antigen genes. A: After three rounds of blood collection, 
serum dilution was used to test the titer of binding antibodies. B: Titer of binding antibodies 21 days after the 
initial immunization. C: Titer of binding antibodies 35 days after the initial immunization. D: Titer of binding 
antibodies 49 days after the initial immunization. * represents P<0.05, ** represents P<0.01, *** represents 
P<0.001, and ns represents not statistically significant. 

 

2.8  疫苗的有效性检测 
2.8.1  小鼠病毒半数致死量(LD50)与攻毒

致死剂量的计算 
连续观察 14 d 后，记录小鼠体重及生存情

况见图 18，使用公式 log LD50=XK−i×(∑P−0.5)= 
7−1×(1.75−0.5)=5.75 计算 LD50。计算出 LD50 为

5.75，并确定后期攻毒致死剂量为 10×LD50=106.75。 

2.8.2  致死剂量病毒攻击实验评估疫苗对

小鼠的保护作用 
攻毒后每 2 d 称取小鼠体重，发现接受病

毒攻击后第 6 天开始，PBS 组、Lipid 6 组、低

剂量组中小鼠的体重均出现了下降趋势，其余

组体重仍上升，且 PBS 组及 Lipid 6 组均出现 

小鼠死亡；第 10 天开始，各组中的小鼠均出现

体重下降的症状，但仍只有 PBS 组及 Lipid 6 组

出现小鼠死亡，且这 2 组小鼠阴道处均出现轻微

脓液渗出的现象。攻毒后，PBS 组小鼠在 12 d 内

全部死亡，未产生保护力；Lipid 6 组小鼠 14 d

时仅有 1 只存活，该组小鼠的生存状况表明，其

产生的保护效果极为有限，几乎未能提供有效的

保护；3 种免疫剂量实验组小鼠生存率均为

100%，全部存活，证明疫苗产生了保护力(图 19)。 

本研究检测攻毒后疫苗的保护力情况， 

实验结果说明 pUC57-circ-gD mRNA 疫苗可以

有效对病毒感染和攻击起到保护作用，证明了
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该疫苗的有效性。 

2.8.3  攻毒后小鼠阴道组织病毒载量检测

评估疫苗保护效果 
攻毒实验后，取各组小鼠阴道组织进行实

时 qPCR 实验，检测到 PBS 组及 Lipid 6 组中病

毒 gE 基因拷贝数即病毒载量最高，与实验组中

pUC57-circ-gD mRNA 疫苗低、中、高剂量组的

病毒 gE 基因的拷贝数均存在明显差异，实验组

中低剂量组的病毒 gE 基因的拷贝数最高，其次

为中剂量组和低剂量组(图 20)。说明 pUC57- 

circ-gD 疫苗在机体内可以有效对病毒感染、攻

击起到保护作用，保护效力与免疫剂量成正比，

可有效抑制病毒复制，使得病毒载量下降，再

次证明了该疫苗的有效性。 

 
 

图 17  IFN-γ 细胞因子分泌水平检测 
Figure 17  Detection of IFN-γ cytokine secretion 
levels. * represents P<0.05, ** represents P<0.01, 
*** represents P<0.001. 

 

 
 

图 18  注射病毒后小鼠体重变化(A)及小鼠生存曲线(B) 
Figure 18  Changes in body weight of mice after virus injection (A) and survival curve of mice (B). 

 

 
 

图 19  攻毒后小鼠体重变化(A)与小鼠生存曲线(B) 
Figure 19  Changes in body weight of mice after virus injection (A) and survival curve of mice (B). 
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图 20  qPCR 检测小鼠阴道组织中病毒 gE 基因

的拷贝数 
Figure 20  Quantification of viral gE gene copies 
in mouse vaginal tissue by qPCR. * represents P<0.05, 
** represents P<0.01. 
 

3  讨论与结论 
Ⅱ型单纯疱疹病毒(HSV-2)是一种全球普遍

存在的性传播病原，可引起一系列症状和不良健

康后果，如复发性生殖器病变和严重的新生儿感

染[16]，还会增加 HIV 感染和传播的风险[17]。 
mRNA 固有的不稳定性和蛋白表达持续时间

不足限制了 mRNA 疫苗的有效性和广泛应用[18]，

为解决这一问题，研究人员聚焦于解决 mRNA
的易降解问题和易被核酸酶破坏的缺陷[19-21]，

使用具有双重佐剂和载体特性的 LNP 已被证实

可以增加 mRNA 候选疫苗的稳定性[13]、增强细

胞摄取效率[22]以及对抗实体肿瘤和传染病等[23]，

从而拓展了 mRNA 疫苗的有效性与应用范围。

外源性环状 RNA 作为佐剂，和抗原表达模板的

双重作用结合，表明环状 RNA 可以作为递送系

统和免疫增强剂。结合环状 RNA 具有持久的抗

原表达、稳定性和安全给药的特点，作为编程抗

原特异性 T 细胞反应的工具，它有可能推进预

防性或治疗性疫苗的研究[23]。本研究建立了一

种以 gD 为免疫原的 circRNA 疫苗接种策略，以

引发针对 HSV-2 的有效中和抗体和 T 细胞免疫

反应[4]，对病毒的感染、攻击起到保护作用。 
本研究选择使用 PIE 元件通过体外反剪接

生成 circRNA[2]，将线性模板体外环化，这种方

法能够产生足够长度的 circRNA，以结合高效的

CVB3 IRES 元件和 gD Ectodomain 抗原编码序

列。验证环化成立后进行蛋白印迹检测，以确定

目的抗原蛋白体外表达情况；使用 LNP 有效包

装和递送 circRNA 分子，实现其在体内的翻译，

由此使得高度稳定的 circRNA 疫苗发挥作用。

本研究的结果表明，以Ⅱ型单纯疱疹病毒 gD 
Ectodomain 为免疫原的 circRNA 疫苗体外及体

内表达效果均良好，与 mRNA 疫苗相比，circRNA
疫苗引发了更持久的免疫反应，其免疫效果与给

药剂量成正比，可以在小鼠体内中成功诱导针对

HSV-2 显著的体液免疫应答和细胞免疫应答；免

疫后攻毒，小鼠均存活，体内病毒载量较低，证

明其可以有效对病毒感染和攻击起到保护作用，

为后续 circRNA 疫苗的研究奠定了基础。 
综上所述，本研究表明 circRNA 疫苗在治

疗 HSV-2 方面具有潜在价值，为未来的疫苗研

发和临床应用提供了重要的参考和依据。 
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