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一种新纳米乳作为流感疫苗佐剂的效果

赵兰华ꎬ刘　 玮ꎬ唐双阳ꎬ李冉辉ꎬ曾焱华∗

(南华大学病原生物学研究所ꎬ特殊病原体防控湖南省重点实验室ꎬ湖南 衡阳 ４２１００１)

摘　 要:　 目的　 筛选有佐剂效果的纳米乳新配方ꎬ并从稳定性、粒径大小、载水范围、佐剂效果与安全性等方

面评价其作为疫苗佐剂的可行性ꎮ 　 方法　 依据伪三元相图筛选出能被水大量稀释的配方ꎬ测定基本性质如 ｐＨꎬ
黏度ꎬ粒径ꎬ长期保存或离心条件下是否保持稳定等ꎮ 将其做为佐剂与流感疫苗混合进行动物实验ꎮ ２５ 只 ＩＣＲ 小

鼠随机分为生理盐水组、单独疫苗组、铝佐剂对照组、弗氏佐剂组和纳米乳佐剂组ꎬ每组 ５ 只ꎬ经大腿腓肠肌注射流

感 Ｈ３Ｎ２ 裂解疫苗ꎮ 第三周加强免疫一次ꎬ初次免疫后一周内观察各组小鼠的体重变化ꎬ每周收集血清以检测血凝

抑制抗体的效价ꎬ用 ＳＰＳＳ１８.５ 软件分析比较各组小鼠产生的抗体水平ꎮ 最大给药量实验评价其安全性ꎮ 　 结果　
该纳米乳理化性质稳定ꎬｐＨ 值为 ７.５ꎬ黏度与水接近ꎬ平均粒径为 ５６.３ ｎｍꎬ离心及长期保存不破乳ꎮ 纳米乳佐剂组

小鼠能产生更高水平的血凝抑制抗体ꎬ在 ０.２５ ｍｇ / １０ ｇ 给药量下无小鼠死亡ꎮ 　 结论　 该纳米乳配方作为流感疫

苗佐剂具有良好的稳定性、安全性及佐剂效果ꎮ
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　 　 传统流感疫苗生产工艺繁杂ꎬ生产成本高ꎬ在储

备不足或致病亚型突变的情况下ꎬ很难应对流感大流

行爆发[１]ꎬ加入佐剂能增强抗原的免疫原性ꎬ既节约

疫苗用量ꎬ又能有效应对流感爆发ꎬ因此ꎬ研究新型的

疫苗佐剂意义重大ꎮ 纳米乳是一类由表面活性剂、助
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表面活性剂、油相、水相按一定比例混合形成的透明、
澄清、稳定的运载系统ꎮ 纳米乳作为载药系统已有大

量研究[２]ꎬ作为疫苗佐剂则研究较少ꎮ 现已有 ＭＦ５９、
ＡＳ０３、ＡＦ０３ 等乳佐剂被批准用于人体ꎬ限于安全等因

素考虑ꎬ目前仍只是作为某些特定疫苗的储备佐剂ꎬ
没有得到普遍认可和使用ꎮ 大量关于纳米乳的载药

研究表明纳米乳佐剂具有可观的应用前景[３]ꎮ
为筛选到安全、有效能作为佐剂的纳米乳新配

方ꎬ本研究拟依据伪三元相图筛选出能被水大量稀

释的纳米乳新配方ꎬ并从稳定性、粒径大小、载水范

围等方面评价其作为疫苗佐剂的可行性ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 实验疫苗及毒株　 　 流感病毒:Ｈ３Ｎ２Ａ/ Ｖｉｃｔｏｒｉａ /
２１０/ ２００９ＮＹＭＣ Ｘ￣１８７ 来源于 ＷＨＯ/ ＮＩＢＳＣꎮ Ｈ３Ｎ２ 流

感病毒灭活疫苗单价原液由中国医学科学院医学生物

学研究所提供ꎬ血凝素含量为 ３２５ μｇ / ｍＬꎮ
１.２　 实验动物　 　 ＩＣＲ 雌性小鼠ꎬ体重 １８~２２ ｇꎬ由
中国医学科学院医学生物学研究所动物实验中心提

供ꎬ合格证号:ＳＣＸＫ(滇)２０１０￣０００３ꎮ
１.３　 实验试剂 　 　 Ｔｗｅｅｎ￣８０ 购自上海生工生物工

程有限公司ꎻＳｐａｎ￣８０ 购自天津市光复精细化工研究

所ꎻ１ꎬ２￣丙二醇和液体石蜡为天津市风船化学试剂

科技有限公司产品ꎻ 氢氧化铝佐剂 (原始浓度

１６.３１ ｍｇ / ｍＬ)由中国医学科学院医学生物学研究

所制备ꎻ完全弗氏佐剂购自 Ｓｉｇｍａ 公司ꎻ受体破坏酶

购自东京生研株式会社ꎮ
１.４　 纳米乳的配制　 　 称取 Ｔｗｅｅｎ￣２０ ０.９４ ｇꎬＳｐａｎ￣
８０ ０.９４ ｇꎬ１ꎬ２￣丙二醇 ０. ９４ ｇꎬ液体石蜡 １. ２ ｇꎬ在
７００ ｒ / ｍｉｎ的转速下搅拌均匀ꎬ边搅拌边以每分钟

１００ μＬ 的速度加入生理盐水ꎬ待形成澄清透明的纳

米乳后ꎬ改为每分钟 ５００ μＬ 继续添加生理盐水至

１６ ０００ μＬꎮ 取 １ ｍＬ 纳米乳ꎬ加入 ２８.５ μＬ 的流感

疫苗原液ꎬ混匀ꎮ
１.５　 纳米乳理化性质测定与观察 　 　 观察纳米乳

的外观ꎬ检测其 ｐＨ 值和黏度ꎬ电镜下观察粒子形

态ꎬ用马尔文粒度仪测其粒径大小ꎬ在 ４ ℃、２５ ℃和

３７ ℃环境中储存 ３ 个月后观察其是否破乳ꎮ
１.６　 实验分组与免疫　 　 将 ２８ 日龄ꎬ体重 １８~２２ ｇ
的雌性小鼠随机分为生理盐水组(每只注射 ０.２ ｍＬ
生理盐水)、单独疫苗组(每只注射 ０.２ ｍＬ 疫苗ꎬ其
中含血凝素 １. ８ μｇ)、铝佐剂对照组 (每只注射

０.２ ｍＬ疫苗ꎬ 其中含血凝 素 １. ８ μｇꎬ 氢 氧 化 铝

０.２ ｍｇ)、完全弗氏佐剂组(每只注射 ０.２ ｍＬ 完全弗

氏佐剂ꎬ其中含血凝素 １.８ μｇ)和纳米乳佐剂组(每
只注射 ０.２ ｍＬ 纳米乳ꎬ其中含水 ８０％ꎬＴｗｅｅｎ￣２０ 为

４.７％(ｗ / ｗ)ꎬＳｐａｎ￣８０ 为 ４.７％(ｗ / ｗ)ꎬ１ꎬ２￣丙二醇为

４.７％ ( ｗ / ｗ)ꎬ液体石蜡油 ６％ ( ｗ / ｗ)ꎬ含血凝素

１.８ μｇ)ꎮ 每组 ５ 只ꎬ饲养 １ 周后ꎬ分别于 ０ 天和 ２１
天分别经大腿腓肠肌进行免疫ꎬ并于初次免疫后的

一周内隔天监测小鼠体重ꎮ
１.７　 血凝抑制抗体滴度的测定 　 　 免疫一周后开

始每周采集分离血清ꎬ用受体破坏酶处理 １９ ｈ 以去

除非特异性抑制剂ꎬ然后 ５６ ℃灭活 １ ｈꎬ血清倍比稀

释后加入等量 ８ 个血凝单位的病毒液ꎬ结合 １ ｈ 后

加入 １％的鸡红细胞ꎬ静置 ３０ ｍｉｎꎬ判定血凝抑制抗

体的滴度ꎮ
１.８　 最大给药量试验 　 　 随机选取 １０ 只 ＩＣＲ 小

鼠ꎬ在 ０.２５ ｍｇ / １０ｇ 的最大给药量下进行一次性腹

腔注射ꎬ观察其注射一周内的存活情况ꎮ

２　 结　 　 果

２.１　 纳米乳的理化性质　 　 经测定ꎬ该纳米乳 ｐＨ
为 ７.５ꎬ黏度与水接近ꎬ经 ４ ℃ꎬ２５ ℃ꎬ３７ ℃储存 ３ 个

月后未见分层破乳ꎬ经 １０ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心后仍然能

保持稳定ꎬ表明该纳米乳具有动力学稳定性ꎮ 通过

伪三元相图(图 １)可知ꎬ该配方成乳面积大ꎬ即载水

范围较大ꎬ被大量的水稀释后无明显破乳现象ꎬ由此

也能证明其动力学稳定性[４]ꎮ

图 １　 纳米乳的伪三元相图(×１０ ０００)

２.２　 电镜观察　 　 磷钨酸负染后用透射电子显微镜

进行观察ꎬ如图 ２ 所示:纳米乳的颗粒呈球形ꎬ易堆积

聚集ꎬ粒径大小约在 ５０ ｎｍ 左右ꎬ分布较为均匀ꎮ
２.３　 马尔文粒度仪检测 　 　 用马尔文粒度仪测定

纳米乳的粒径大小和均匀度ꎬ如图 ３ 所示ꎬ该纳米乳

６７５ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｅｎｔｒａｌ Ｓｏｕｔｈ ＣｈｉｎａꎬＳｅｐ ２０１６ꎬＶｏｌ.４４ꎬＮｏ.５



平均粒径大小为 ５６.３ ｎｍꎬ多分散性系数(ＰＤＩ 值)为
０.３０２ꎮ 由粒径强度曲线图可知ꎬ该纳米乳的粒子呈

正态分布[５]ꎮ 该检测结果与用电子显微镜观察的

结果基本一致ꎮ

图 ２　 电子显微镜观察纳米乳颗粒

图 ３　 纳米乳粒径大小与分布

２.４　 小鼠体重监测 　 　 不同组别小鼠在初次免疫

后一周内ꎬ其体重增长情况如图 ４ 所示ꎬ所有组别小

鼠在免疫前体重均约为 ２０ ｇꎬ初次免疫后一周内各

组小鼠体重稳定增长ꎬ其中纳米乳佐剂组小鼠平均

体重最高ꎬ但与对照组小鼠体重和生理盐水组比较ꎬ
差异无显著性(Ｐ>０.０５)ꎬ即纳米乳对小鼠没有明显

的毒副作用ꎮ

图 ４　 小鼠初次免疫后一周内的体重变化

２.５　 小鼠血清中血凝抑制抗体的滴度 　 　 由图 ５
可知:各组小鼠血清中 ＨＩ 抗体均在初次免疫后第四

周达到峰值ꎬ纳米乳佐剂组平均抗体滴度为 １ ∶
５ ６３２ꎬ铝佐剂组为 １ ∶ ２ ６６２ꎬ完全弗氏佐剂组为 １ ∶
１ ４４６ꎬ单独疫苗组为 １ ∶ ９３４ꎬ对比可知ꎬ纳米乳佐剂

组的抗体峰值分别约为铝佐剂组、完全弗氏佐剂组

和单独疫苗组的 ２ 倍、４ 倍和 ６ 倍ꎬ表明该纳米乳佐

剂具有明显的增强免疫的效果ꎬ且纳米乳佐剂组在

抗体达峰值后能持续较长时间ꎮ

图 ５　 各组小鼠血清中 ＨＩ 抗体滴度的比较

２.６　 最大给药量实验　 　 在 ０.２５ μｇ / １０ ｇ 的给药

量下ꎬ小鼠均无死亡ꎬ活动力与生理盐水对照组相比

没有明显差异ꎬ一周后解剖小鼠ꎬ未发现脏器异常ꎬ
说明该纳米乳具有较好的安全性ꎮ

３　 讨　 　 论

本实验得出的纳米乳配方含水量 ８０％(ｗ / ｗ)ꎬ
Ｔｗｅｅｎ￣２０ 为 ４.７％(ｗ / ｗ)ꎬＳｐａｎ￣８０ 为 ４.７％(ｗ / ｗ)ꎬ
１ꎬ２￣丙二醇为 ４.７％(ｗ / ｗ)ꎬ液体石蜡油 ６％(ｗ / ｗ)ꎮ
目前的同类佐剂中ꎬ完全弗氏佐剂只能在使用前即

时乳化ꎬ其过程需要在一定摩擦力或剪切力下长时

间进行[６]ꎬ期间可能会有大量的抗原损失ꎬ而该纳

米乳与疫苗简单混合就能直接使用ꎬ避免了繁杂的

乳化过程ꎬ相较于完全弗氏佐剂具有一定优势ꎮ 铝

佐剂作为全世界范围内认可的疫苗佐剂ꎬ因只能激

发机体的体液免疫ꎬ故其佐剂效果不如纳米乳佐

剂[７]ꎮ 因此ꎬ开发工艺简单、安全性高的纳米乳佐

剂具有一定的现实意义ꎮ
在佐剂效果方面ꎬ该纳米乳免疫机体产生的血

凝抑制抗体成倍高于以上两种对照佐剂ꎬ显示出极

大的佐剂优势[８]ꎮ 与已报道的纳米乳佐剂[９] 相比ꎬ
本研究将 Ｔｗｅｅｎ￣２０ 改为 Ｔｗｅｅｎ￣８０ꎬ其成乳的 Ｋｍ 值
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就由 １ ∶ １ 变为 ２ ∶ １ꎮ 根据相关研究ꎬ纳米乳的组

分极大的影响其粒径大小、稳定性[１０] 与载水量ꎮ 首

先ꎬ粒径大小是微观颗粒的最重要性质和评价指标

之一ꎬ可能影响纳米乳体系的某些物理化学性质

(如光学性质和重力稳定性)ꎬ而作为佐剂ꎬ粒径大

小影响免疫反应的类型和反应强度ꎬ如 Ｋａｎｃｈａｎ Ｖ
和 Ｐａｎｄａ ＡＫ[１１] 发现 ２００ ~ ６００ ｎｍ 大小的颗粒容易

通过淋巴结利用抗原提呈细胞(Ａｎｔｉｇｅｎ Ｐｒｅｓｅｎｔｉｎｇ
ＣｅｌｌꎬＡＰＣ)激发 Ｔｈ１ 型细胞免疫反应ꎬ而 ２~８ μｍ 的

颗粒则是经巨噬细胞的吞噬或胞饮作用运输至淋巴

结而激发体液免疫ꎮ 本研究获得的纳米乳粒径约为

５０ ｎｍꎬ是一种严格意义上的纳米乳ꎬ相比完全弗氏

佐剂(粒径大于 １ ０００ ｎｍ)能激发机体产生更高的

抗体水平ꎬ说明这种粒径大小的纳米乳能激发较强

的体液免疫ꎬ而对细胞免疫的影响则有待进一步研

究ꎮ 其次ꎬ纳米乳的组成影响其稳定性ꎬ复合乳化剂

比单一乳化剂更易形成稳定纳米乳[１２]ꎬ单一表面活

性剂所制备的乳剂易出现混浊ꎬ不同亲水亲油平衡

(ＨＬＢ)值的乳化剂形成纳米乳的性质不同ꎬＨＬＢ 值

在 ８~１８ 内的表面活性剂形成 Ｏ / Ｗ 型纳米乳ꎬ本实

验的纳米乳由 Ｓｐａｎ￣８０(ＨＬＢ 值为 ４.３)和 Ｔｗｅｅｎ￣８０
(ＨＬＢ 值为 １５)形成复合乳化剂ꎬ因而稳定性高ꎻ能
被水大量稀释ꎬ说明是 Ｏ / Ｗ 型ꎬ这两个特征为其作

为佐剂候选配方提供了基础ꎮ
由于该配方纳米乳化学组分含量极低ꎬ不易对

人体产生毒副作用ꎬ具有较好的安全性ꎮ 其中的非

离子型乳化剂 Ｔｗｅｅｎ￣８０ 和 Ｓｐａｎ￣８０ 具有毒性低ꎬ溶
血作用小ꎬ能与大多数药物配伍等特点ꎬ因此常作为

纳米乳的乳化剂ꎮ 然而ꎬＴｗｅｅｎ￣８０ 也存在一定的急

性超敏反应和外周神经毒性[１３]ꎬ其余化学组分的引

入也可能形成一定毒副作用ꎬ因此探索更高含水量

的制剂以降低其毒性是未来研究的重点ꎮ
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