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摘!要! 新型疫苗的飞速发展对佐剂或递送体系的研究提出了巨大的挑战' 针对传统佐剂在细胞免疫应答方面不足的问题$

选取生物相容性好的高分子材料为主要基质$ 设计并制备出一系列尺寸均一且具有不同颗粒性质!粒径& 电荷或表面基团"的

纳微米颗粒佐剂' 研究表明$ 新型颗粒佐剂表现出良好的增加抗原内化& 促进抗原提呈和 *淋巴细胞增殖等优势$ 有望满足

重要传染性疾病甚至恶性肿瘤的防治需求' 此外$ 针对目前仍无有效黏膜免疫佐剂的难题$ 以具有生物粘附性的壳聚糖为基

质$ 开发了温度敏感性凝胶作为疫苗佐剂' 该凝胶佐剂不仅可以使鼻黏膜制剂有效铺展和停留$ 还可以借助材料本身特性增

加抗原渗透性并活化*细胞$ 从而诱导高效的免疫应答$ 拓展了传统以注射为主的免疫递送方式' 上述基于纳微米颗粒和凝

胶佐剂的疫苗传递体系的系统性研究$ 为新型疫苗传递系统的开发提供了有意义的探索'
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!前!言

疫苗领域重要的难题之一是选择合适的佐剂和递送

体系' 传统疫苗经常直接来源于细菌或病毒$ 即使不添

加佐剂也具有较高的免疫原性$ 但由于大量病原性组分

的存在会导致安全性问题$ 此类疫苗正逐渐被替代' 随

着生物技术的发展$ 成分明确& 安全稳定的新型亚单位

疫苗开始出现$ 但其免疫原性较差$ 难以诱导良好的免

疫应答效果$ 必须添加佐剂才能发挥疫苗抗感染的特

性*& 9$+

' 铝佐剂是应用最为广泛的佐剂$ 不过其局限性

在于仅诱导体液免疫应答$ 无法产生细胞免疫应答$ 目

前多用于特定传染性疾病的预防方面$ 对亚单位疫苗

!如1'2& 裂解疫苗"效果不明显$ 并且无法满足其它新

型疫苗尤其是治疗性疫苗的发展需求' 后续开发的油乳

佐剂& 弗氏佐剂& 脂多糖等在免疫效果方面有所提升$
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但多数制剂在注射后会引起注射部位结块$ 甚至系统性

过敏性休克等反应$ 导致疫苗产品无法被 DC)批准!继

铝佐剂 Q% 余年后才有一种 (D'F 佐剂获批"' 此外$ 很

多感染性病原!包括禽流感病毒及手足口病 +3Q& 病毒

等在内"都是通过呼吸道黏膜表面侵入机体的$ 仅依靠

传统的疫苗注射方式递送抗原$ 在提高机体保护力方面

十分有限' 新型的黏膜递送系统将很大程度上改善这一

缺陷$ 遗憾的是现有的佐剂起初均针对注射式抗原而开

发$ 忽略了黏膜特殊的生理结构和功能$ 无法有效地刺

激黏膜抗体的产生' 因此$ 疫苗的开发受到了严重限

制$ 而研制高效而安全的新型佐剂或递送体系$ 从某种

程度上将决定新型疫苗的诞生'

本研究小组长期以来一直致力于生物材料及生物

剂型工程等领域的发展$ 并围绕颗粒和凝胶佐剂的研究

和应用开展了一系列工作' 与传统的佐剂相比$ 纳微米

颗粒!如胶束& 聚合物颗粒& 脂质体等"由于同自然界

中的病原性细菌& 真菌等尺寸或维度相近$ 容易被机体

识别为外源性物质$ 激活机体的免疫应答*"+

' 纳微米颗

粒的优势使其有望成为高效& 安全的疫苗佐剂$ 但如何

使之发挥所期待的效果是当前研究的重要难题' 基于纳

微米颗粒对生物学效应影响的理论研究基础$ 通过调控

颗粒的物理或化学性质$ 开发出具有优良理化性质的颗

粒佐剂$ 可满足疫苗对机体特异性应答的需求' 针对黏

膜免疫的应答特点$ 开发出温度敏感性水凝胶佐剂$ 通

过调整组分性质制备出具有合适相转变时间和温度的凝

胶制剂$ 可满足呼吸道传播疾病的预防性疫苗需求' 对

上述新型颗粒佐剂和凝胶佐剂的系统性研究$ 不仅为借

助疫苗对抗病原体的早期感染甚至发挥更深层次的治疗

杀伤效果提供了借鉴$ 也为新型疫苗传递系统的免疫应

答机理进行了有力补充'

"

!新型颗粒佐剂疫苗的研究进展

"
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!

!尺寸均一乳液和颗粒佐剂的制备

在诸多的纳微米颗粒中$ 聚合物颗粒基于其独特的优

势成为近年来的研究热点' 制备聚合物颗粒的材料按其来

源可以分为天然和合成高分子材料两大类' 天然高分子材

料如淀粉& 壳聚糖& 海藻酸盐& 明胶以及白蛋白等具有良

好的生物相容性$ 几乎都可降解而且降解产物无毒' 其中

壳聚糖& 海藻酸盐因材料廉价& 易得并具有较好的生物安

全性$ 在生物医药领域受到广泛关注' 常见的合成高分子

如聚乳酸!a.)"& 聚乳酸乙醇酸!a.W)"& 聚乙二醇9聚

乳酸!a+.)"& 聚酸酐和聚己内酯等具有结构和性能可人

为调控等优点$ 近几十年来发展迅速' a.)和a.W)是最

典型的合成高分子材料$ 具有很好的生物降解性和生物相

容性$ 已被DC)批准作为可生物降解材料用于药物辅料'

传统高分子聚合物颗粒制备方法如超声& 搅拌& 均质

等$ 由于剪切场不均一和 b;J75O 熟化现象$ 无法形成均

一液滴$ 造成乳液的稳定性差$ 体内分布不具有规律性'

虽然有少量研究工作尝试将纳微米颗粒作为佐剂$ 评价其

免疫学效果$ 然而由于评价中所使用的颗粒可能存在粒径

分布宽& 个体差异性大的问题$ 导致结果出现不一致甚至

截然相反的现象*#+

' 为解决上述难题$ 作者团队发展了一

种独特的微孔膜乳化技术$ 通过选取合适的膜孔径来实现

颗粒尺寸的控制!&%% PGf&%%

,

G范围内可控"$ 在膜孔

均一剪切和合适压力的作用下$ 制备得到粒径均一的液

滴$ 固化成球后进而得到粒径均一的颗粒!图 &"$ 从而保

证了实验的准确性和可重现性' 基于该项核心技术$ 通过

过程控制手段可以获得具有不同结构和不同性质的纳微米

颗粒*' 9E+

$ 进而满足疫苗多样化和抗原释放的需求$ 最大

程度地发挥佐剂疫苗的免疫应答效果'

图 &!微孔膜乳化法原理示意图!7"及利用该技术制备的a.)微球

!c"和壳聚糖微球!:"

DHKS&!/:UNG7<H:OH7K87G4YGNGc87PNNGL5;HYH:7<H4P `84:N;;!7"

7PO a.)GH:84̀78<H:5N;!c" 7PO :UH<4;7P GH:84̀78<H:5N;!:"

`8Ǹ78NO c><UH;̀84:N;;

"
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!纳微米颗粒佐剂的设计及应用举例

在制备出均一颗粒的前提下$ 我们对颗粒佐剂引发

的免疫应答体系进行了系统的探索$ 一方面是对免疫知

识体系的补充$ 另一方面也期待能为颗粒佐剂的设计提

供思路' 例如$ 借助微孔膜乳化优势技术$ 制备出粒

径均一且具有不同粒径的 " 种颗粒$ 从单因素水平分

析粒径效应$ 保证评价结果的可重现性和准确性' 与

粒径较大的微米球!如 #6A

,

G& &6F

,

G"相比$ 纳米

球更容易被巨噬细胞!抗原提呈细胞 )a0;"大量而快

速地摄取!图 $$ 颗粒为灰白色" ' 纳米球被内吞后其

颗粒表面积最大$ 适合作为有效的抗原吸附和运输载

Q&$
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体$ 而微米球展示出较大的内吞颗粒体积$ 在包埋抗

原方面可能更具有优势 *Q+

' 此外$ 粒径影响了细胞因

子表达水平$ 纳米球更有助于促进细胞免疫相关因子

!如 -.T&$ 等"的分泌'

图 $!@QQ#)6& 细胞对不同粒径大小的纳微球摄取的显微照片 %

!7" #"% PG$ !c" &6F

,

G和!:" #6A

,

G

DHK6$!(H:84K87̀U;4YOHYYN8NP<;HINO GH:84RP7P4̀78<H:5N;7c;48cNO c>

G7:84̀U7KN;% !7" #"% PG$ !c" &6F

,

G$ 7PO !:" #6A

,

G

除粒径之外$ 我们还研究了颗粒其他理化性质对生

物学效应的影响*A 9&%+

' 以亲疏水性为例$ 选取主体结构

为聚乳酸的 "种材料!a.)& a.W)& a+.)"$ 并借助膜乳

化技术可制备出疏水性不同且粒径均为 &

,

G的颗粒!a.T

W)和a+.)因分别含有羟基乙酸和聚乙二醇而亲疏水性

不同"' 通过比较三者在细胞摄取& 细胞活化& 细胞迁移

行为后发现$ 随着颗粒表面疏水性的增强$ 颗粒的佐剂

效果也随之增强' 为揭示相关作用机制$ 通过巧妙地将

"种微球修饰于原子力显微镜探针上$ 原位分析了细胞

与颗粒间的相互作用$ 发现颗粒疏水性的增强将增大颗

粒与细胞!尤其是疏水细胞膜"的相互作用力$ 进而推动

细胞的摄取行为$ 最终提升免疫应答'

上述研究提示我们$ 颗粒的粒径大小及表面性质等

不仅会影响抗原负载行为$ 还对后续的细胞学& 免疫学

效应有重要影响' 传统的预防性疫苗$ 主要激活 0C# *

细胞$ 刺激抗体分泌$ 中和血液中游离的病毒$ 引发体

液免疫应答' 后续发展的治疗性疫苗或肿瘤疫苗$ 通过

激活0CA *!0*."细胞$ 释放穿孔素等$ 特异性地杀伤

和裂解已经被病原体感染的细胞$ 而引发细胞免疫应答'

基于对颗粒性质影响佐剂免疫效果的知识体系$ 通过设

计和调控颗粒性质$ 有望满足不同类型疫苗对免疫激活

和应答方面的需求'

$6$6&!预防性疫苗

单独1'2&流感裂解疫苗作为新型疫苗具有安全性

高& 易于大批量生产的优势$ 但其免疫原性较弱$ 需要

疫苗佐剂保护疫苗不被降解$ 同时增强其免疫原性' 为

解决上述难题$ 作者团队将前期构建的一种温敏性壳聚

糖凝胶体系与快速膜乳化技术相结合$ 利用颗粒 "Q p发

生自固化现象$ 制备出一种新型颗粒作为 1'2& 流感裂

解疫苗佐剂*&&+

' 首先将溶有壳聚糖或其衍生物的弱酸溶

液与甘油磷酸盐水溶液在低温下!# p"混合$ 混合后溶

液为中性!`1Q6#"$ 经过快速膜乳化得到油包水型乳液

后升温至 "Q p$ 乳滴将发生自固化形成颗粒' 与传统的

壳聚糖颗粒相比$ 该温敏性颗粒制备和固化过程温和$

避免了因使用化学交联剂导致的抗原失活$ 提高了生物

利用度' 研究发现$ 该颗粒注射制剂能显著提高 1'2&

疫苗诱导的体液免疫应答$ 血清中特异性总 -KW抗体效

价和血凝中和抗体显著高于商品化 )5佐剂组和 .a/ 组$

表现出很好的预防效果' 更重要的是$ 该颗粒还具有 `1

敏感性$ 可以促进抗原被树突细胞!C0"摄取并从溶酶体

逃逸到细胞质$ 显著提高 1'2& 疫苗诱导的细胞免疫反

应$ 在提高体液免疫应答的同时发挥交叉保护能力'

炭疽是由炭疽杆菌所致的一种人畜共患的急性传染

病$ 作为一种大规模杀伤性武器$ 至今仍然对人类构成

重大威胁' 目前的减毒灭活疫苗和铝佐剂基因重组疫苗

虽有效力$ 具有一定副作用或效力不稳定$ 亟需新的疫

苗佐剂' 通过利用壳聚糖和海藻酸钠$ 结合快速膜乳化

技术和层层自组装技术$ 制备出含有不同表面基团的

&

,

G颗粒!0/T21$ 和0/T0."!图 ""$ 然后与重组炭疽抗

原!8a)"复配可得到疫苗制剂*&$+

' 细胞试验表明$ 两种

颗粒对抗原的吸附率一致$ 并且被)a0;的摄取的情况相

当!均高于单纯抗原组且二者间无显著差异"' 但与表面

富含叔胺的0/ 90.颗粒相比$ 富含伯胺的0/T21$ 颗粒

诱导机体产生了快速的但可恢复的炎症激发反应!显示出

良好的生物安全性"$ 并显著增强了抗原特异性的血清抗

图 "!0/T21$!伯胺颗粒$ 左"和0/T0.!叔胺颗粒$ 右"表面基团

示意图

DHK6"!/:UNG7<H:OH7K87G;4Y<UN;<8L:<L8N4YOHYYN8NP<:UNGH:75K84L`;

4P <UǸ 78<H:5N;;L8Y7:N4Y0/T21$!5NY<" 7PO 0/T0.!8HKU<"

a)抗体分泌水平$ 提高疫苗的免疫保护能力' 0/T21$

颗粒之所以表现出上述优势$ 主要因其表面富含亲核反

应性很强的伯胺基团$ 能与补体系统中的 0"c 分子共价

结合$ 从而引发补体反应' 提高)a0;抗原摄取量通常是

免疫效果提升的前提条件$ 该研究通过引入特定的表面

基团$ 在摄取量一致时$ 通过诱导)a0;摄取活化之外的

激活途径同样也可以获得高效的免疫应答$ 为预防性颗

粒佐剂开发的开辟了一个新的视角'

$6$6$!治疗性疫苗

由于外源性抗原通常经溶酶体降解$ 引起 0C# *细

胞为主的体液免疫应答$ 因此激发机体产生高效的细胞

免疫应答是治疗性疫苗最大的挑战' 虽然铝佐剂能够诱

A&$
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导高效的体液免疫反应$ 但由于其本身固有的局限性$

对细胞免疫应答无能为力' 如果借助新型佐剂改善抗原

的提呈或降解途径$ 将有可能激活 0CA *$ 杀伤感染细

胞$ 辅助疫苗发挥治疗效果'

前期与微米颗粒的比较表明$ 纳米颗粒有利于促进

)a0;分泌与细胞免疫应答相关的细胞因子' 借助纳米球

佐剂的理论成果$ 尝试将 a.)纳米球!"'% PG"与 1Z;)K

复配制得疫苗制剂$ 对纳米球作为治疗性乙肝疫苗佐剂进

行了应用探索*&"+

' 与商品化铝佐剂相比$ 该纳米球颗粒

体系不仅可以增加乙肝抗原被细胞的摄取$ 提高抗原!灰

白色"与细胞相互作用的机率$ 而且能够拓展抗原的运输

途径$ 使其逃脱溶酶体!灰色"游离于胞质中!图 #7"' 在

)a0;摄取和提呈抗原效率同时得到提升的基础上$ 纳米

球佐剂有效上调了细胞免疫应答的两个关键评价指标$ 直

接对靶细胞发挥细胞因子-D2T

'

!图 #c"和细胞毒性*细胞

0*.!图 #:"的特异性裂解作用' 该研究说明$ 纳米颗粒在

引起细胞免疫方面具有独到的优势$ 为治疗性疫苗打破乙

肝病毒导致的免疫耐受提供了理论上的可行性'

图 #!纳米颗粒促进抗原从溶酶体逃逸!7"从而提升-D2T

'

分水平!c"和0*.杀伤活性!:"

DHK6#!27P4̀78<H:5N;̀84G4<N<UN7P<HKNP <4N;:7̀NY84G5>;4;4GN;!7" $ HPOL:NUHKUN8-D2T

'

5N[N5!c" 7PO 0*.5>;H;7:<H[H<>!:"

!! 为了得到更高水平的细胞免疫效果$ 分别采用 " 种

多聚阳离子聚合物!壳聚糖 0/& 壳聚糖盐酸盐 0/0和聚

乙烯亚胺a+-"对 a.)颗粒表面进行镀层修饰*&#+

' 修饰

后的微球颗粒表面电势由负到正翻转!其中a+-Ta.)颗粒

荷电水平最高"$ 并且对 1Z;)K抗原的吸附量也随之增

加' 其中$ 荷正电最多的 a+-9a.)体系可以使抗原最

大程度地被)a0;细胞内化$ 提高炎症相关细胞因子的表

达$ 在体内诱导产生了接近甚至超过铝佐剂的高水平乙

肝-KW特异性抗体' 特别地$ 镀层后的 a.)颗粒更容易

促进抗原逃逸出溶酶体$ 其中 a+-9a.)颗粒还能同时

提升-KW$7!偏向细胞免疫"比例$ 显示出良好的细胞免

疫效果' 因此$ 增加颗粒的正电性能够进一步提高颗粒

活化)a0;的效果$ 最终获得高水平的体液和细胞双重免

疫应答' 由此可见$ 通过调控颗粒性质拓展抗原的运输

途径$ 是治疗性疫苗发挥细胞免疫应答的有效途径'

$6$6"!肿瘤疫苗

相比于放疗& 化疗等传统治疗肿瘤的方法$ 免疫治

疗!如肿瘤疫苗"因其特异性高& 副作用低等优势引起了

广泛关注' 然而$ 肿瘤抗原免疫原性低$ 难以引起有效

的肿瘤杀伤效果' 为了增加肿瘤抗原被机体免疫系统识

别的机会$ 作者团队设计并制备了修饰有细胞穿膜肽

!0aa"的尺寸均一的 a.W)纳米颗粒!02a"

*&'+

' 借助肿

瘤细胞对纳米颗粒的摄取作用$ 将两种细胞因子佐剂!粒

细胞R巨噬细胞集落刺激因子W(T0/D和白细胞介素 $ -.T

$"高效导入肿瘤细胞内$ 经灭活后制成多佐剂复合型肿

瘤全细胞疫苗!图 '"' 修饰 0aa后的纳米颗粒$ 不仅可

以使免疫因子快速导入肿瘤细胞内$ 而且避免了溶酶体

对外源性物质的降解以保证免疫因子的活性' 体内的治

疗效果研究表明$ 疫苗中的复合成分$ 可以针对不同免

疫应答环节起效$ 使大量 0*.迁移到肿瘤病灶部位$ 有

效地抑制了肿瘤的生长$ 延长了小鼠的生存时间' 此外$

疫苗免疫后的小鼠血清中反映肝& 肾和心肌毒性指标值

均处于正常范围内$ 证明了该疫苗具有良好的安全性'

通过在颗粒表面嫁接配体$ 可以避开靶向至肿瘤细胞$

前面所述的绝大多数颗粒佐剂主要以球型为主$ 随着

新材料新技术的出现$ 开发与传统颗粒形状甚至维度不同

的新型颗粒佐剂也将成为可能' 例如$ 通过对二维平面粒

子氧化石墨烯!Wb"的生物学效应进行系统性评价$ 揭示

了新型二维粒子与三维球型颗粒截然不同的性质*&E+

' 与

微米级Wb相比$ 纳米级 Wb更能够引起 )a0;强烈的应

激性行为$ 分泌与免疫激活相关的细胞因子' 基于该结

果$ 借助二维Wb粒子所特有的疏水多环平面结构和高比

表面积性质$ 采用简便而快速的吸附策略$ 制备出具有超

高抗原负载量的肿瘤疫苗制剂' 初步的动物实验表明$ 基

于Wb的肿瘤疫苗体系$ 可同时提升)a0;细胞募集& 抗

原加工提呈以及*细胞免疫应答的效果' 该研究丰富了以

传统球型颗粒为主的知识体系$ 并拓展了新型颗粒在疫苗

领域应用的多样化设计范畴'

F&$
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图 '!基于纳米颗粒的多佐剂复合型全细胞肿瘤疫苗示意图

DHK6'!/:UNG7<H:OH7K87G 4YP7P4̀78<H:5N;Tc7;NO GL5<HT7O=L[7P<JU45N

:N55<LG48[7::HPNY48:7P:N8HGGLP4<UN87̀>

"

6

#

!纳微米颗粒佐剂作用机理

$6"6&!增加)a0;对抗原的摄取和提呈

传统铝佐剂以及新型颗粒佐剂的作用机制如图 E 所

示' 单纯抗原制剂经肌肉注射后$ 会被机体快速清

除*&Q+

$ 而铝盐佐剂可以显著提高其在注射部位的停留

!储库效应"$ 诱导严重的炎症反应$ 募集大量的免疫细

胞!如中性粒细胞& C0等"

*&A+

' 颗粒佐剂因其材料来源

和表面性质的不同$ 作用机制有所区别' 如壳聚糖凝胶

颗粒在注射后也发挥了类似募集 )a0;的作用$ 但 a.)

微球佐剂却并未延长抗原在注射部位的停留$ 而是略微

加速了抗原被)a0;的清除' 然而$ 两种颗粒佐剂共同的

特点是可以促使大量抗原进入 )a0;$ 其中表面带正电荷

的颗粒更有利于被细胞内化摄取$ 促进细胞分泌与免疫

激活相关的细胞因子'

图 E!铝佐剂和纳微米颗粒佐剂的不同作用机制图示

DHK6E!W87̀UH:8Ǹ8N;NP<HPK4YGN:U7PH;G;4Y75LG7PO (aR2a;7O=L[7P<NO [7::HPNS

$6"6$!提升抗体滴度水平

铝盐佐剂可以促使外源性疫苗抗原以(10--的途径

提呈到 )a0;表面$ 从而为 0C# *细胞提供特异性的抗

原识别信号' 这也是铝佐剂可以诱导 -KW抗体水平$ 发

挥高效体液免疫应答的原因之一' 与铝佐剂相比$ 颗粒

佐剂也可以提升)a0;!如脾细胞C0"的(10

!

分子的表

达量$ 诱导产生接近甚至超越铝佐剂的 -KW滴度水平$

以及更高水平的中和抗体!1-"滴度和 -K(滴度!免疫应

答初期"' 由此可见$ 在以预防为主的体液免疫方面$ 颗

粒佐剂具有匹配或略微强于铝盐的佐剂效果'

$6"6"!提高细胞免疫应答

商品化铝佐剂无法有效提升细胞免疫应答的可能原

因是*细胞识别信号(10-和0CA%R0CAE共刺激因子表

达水平的下调*&"+

' 与之相反$ 颗粒佐剂可以同时提升

)a0;的(10-分子和共刺激因子的表达水平$ 从而为特

异性0CA *细胞提供识别!第 & 信号"和激活!第 $ 信

号"' 特别地$ 外源性抗原从溶酶体逃逸至胞质中降解$

循(10-分子途径提呈!即(交叉提呈)"激活0CA

r

0*.$

是以颗粒为佐剂的治疗性疫苗或肿瘤疫苗发挥作用的关

键' 激活后的 0*.通过释放穿孔素和颗粒酶裂解靶细

胞$ 达到杀伤清除靶细胞的目的' 因此$ 在以治疗为主

的细胞免疫应答方面$ 颗粒佐剂发挥着独特的优势$ 远

优于当前商品化佐剂的效果'

#

!新型凝胶佐剂疫苗的研究进展

#

6

!

!凝胶佐剂的制备

目前仍没有针对黏膜系统的免疫佐剂$ 多数是将传

统的佐剂体系制成溶液& 喷雾或粉末等$ 其黏膜粘附性

%$$
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差$ 容易被清除$ 无法有效携带抗原跨越黏膜系统屏障'

而高分子水凝胶$ 具有良好的粘附性$ 有助于延长抗原

与黏膜的接触时间$ 可作为黏膜免疫抗原的良好递送载

体$ 弥补目前黏膜免疫佐剂的不足' 天然多糖壳聚糖是

近年来被广泛关注的高分子凝胶材料$ 通过将壳聚糖改

性合成得到壳聚糖季铵盐材料$ 一方面可以改善壳聚糖

的水溶性$ 另一方面增加其正电荷量以增强黏膜粘附

性*&F+

' 研究发现$ 季铵盐壳聚糖!1*00"与甘油磷酸钠

!Wa"通过电荷相互作用后能够形成一种具有明显的溶液

!/45" 9凝胶!WN5"转换特性温度敏感的水凝胶!图 Q"'

在此过程中$ 1*00含量& Wa含量以及季铵取代度

!dC"都会影响凝胶体系的黏度和凝胶转变时间' 以 dC

为例$ 取代度越高! jQF6'o"时$ 在 "Q p下加热后$ 体

系需要较长时间发生从溶液到凝胶的转变' 一方面是因

为季铵基团引入越多$ 空间位阻作用越大$ 分子链不容

易卷曲而聚集# 另一方面$ 季铵基团的阳离子性较强$

增大了链间的静电斥力$ 阻碍了分子链的相互靠近# 同

时$ 季铵基团具有较强的亲水性$ 在周围形成一层规整

的水合层$ 增加了溶液稳定性'

图 Q!季铵盐壳聚糖温敏性水凝胶机理图!7"及溶液9凝

胶状态照片!c"

DHK6Q!*UNGN:U7PH;G4Y<UN8G4T;NP;H<H[N1*00KN5!7"

7PO ;45TKN5HG7KN!c"

通过一系列条件优化$ 可筛选出适宜鼻黏膜免疫水

凝胶载体的配方$ 使凝胶体系在室温下为流动性良好的

液体$ 而 "Q p时$ 能在一定时间内转变为不流动的凝

胶' 借助上述特性$ 凝胶系统与抗原混合后以液体方式

滴鼻免疫$ 可以使抗原在鼻腔能充分铺展$ 并与鼻黏膜

紧密接触' 在鼻腔温度下一定时间后$ 转变为难以流动

的凝胶$ 从而为后续免疫应答的发挥奠定基础'

#

6

"

!凝胶作为疫苗佐剂的应用探索

流感病毒变异快$ 人体接种或感染后经常对变异后新

病毒不具有免疫力' 而黏膜免疫应答诱导产生的分泌性

-K)!;-K)" 抗体能产生针对不同亚型病毒的免疫$ 起到交

叉保护作用$ 在应对流感病毒的感染上具有独特的优势'

针对流感病毒感染的特殊性$ 以所开发的壳聚糖水凝胶作

为佐剂*$% 9$&+

$ 采用(D'F商业化佐剂作为阳性对照$ 肌肉

注射组作为传统免疫方式对照进行了动物实验评价' 与鼻

黏膜免疫其他各组比较$ 温敏水凝胶组诱导产生了最高的

-KW抗体水平和 1-效价$ 表明凝胶疫苗在机体发生流感

病毒感染时$ 能快速中和病毒表面$ 减弱其与细胞膜结合

而感染细胞的能力' 更重要的是$ 温敏凝胶组诱导产生了

最高的黏膜-K)抗体效价!显著高于(D'F"' 虽然抗原肌

肉注射组产生的抗体和1-效价较高$ 但是几乎未能诱导

产生鼻腔和肺部的-K)抗体反应' 该结果揭示了凝胶佐剂

诱导系统和黏膜共同免疫应答的优势$ 同时也反映出针对

特定抗原选择合适疫苗传递系统的重要性'

埃博拉病毒也是一种能经过呼吸道传播的烈性病原

体$ 感染后具有高达 F%o的死亡率' 以 1*00水凝胶作

为黏膜免疫佐剂$ 与埃博拉膜蛋白抗原!)OTẀI"混合均

匀制得疫苗制剂' 小鼠滴鼻免疫试验表明$ 凝胶抗原体

系在 & U 内能维持鼻腔高浓度的抗原量! jA%o"$ 而单

独抗原滴鼻则仅有 $'o抗原在鼻腔停留' 特定 1*00取

代度的水凝胶诱导产生高水平的血清 -KW和鼻黏膜 -K)

抗体水平' 特别地$ 凝胶组肠系膜淋巴细胞分泌的抗原

特异性的-.T# 水平显著增强$ 表明鼻腔免疫引起了远端

肠道黏膜的体液免疫反应$ 这对从肠道黏膜和鼻黏膜两

个方面共同防止病原体的感染具有显著的优势'

#

6

#

!凝胶佐剂作用机理

"6"6&!延长抗原停留时间

鼻黏膜纤毛清除鼻腔异物的半衰期是 &' GHP 左右$

因此经鼻的抗原或药物要达到高的生物利用度需要克服

这一生理因素$ 否则抗原或药物在鼻腔内还未进入到鼻

黏膜下层即被清除体外或进入胃内被强酸环境代谢降解'

例如$ 以 (D'F 为佐剂的疫苗制剂在滴鼻后段时间内即

被小鼠吞咽进胃部代谢失活$ 不能持续刺激黏膜的免疫

细胞$ 只能诱导产生较低的黏膜 -K)抗体水平' 而水凝

胶佐剂可以显著延长抗原在鼻腔的组织的停留时间' 黏

膜上皮细胞膜带负电荷$ 带大量正电荷的壳聚糖凝胶溶

液可充分铺展在黏膜表面并借助其电荷相互作用紧密地

&$$
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黏附在鼻黏膜表面' 另外$ 凝胶具有温度敏感性的特点$

在体系从溶液向凝胶转变后$ 可有效限制鼻黏膜纤毛的

摆动$ 极大地减缓黏膜的清除速率'

"6"6$!增加抗原在黏膜的渗透

单独抗原仅在 & U 内有少量停留' 水凝胶和抗原

体系在鼻腔发生胶凝后$ 抗原从水凝胶的网状结构内

逐步扩散到鼻黏膜表面$ & U 后抗原进一步渗透至鼻

黏膜下层开始弥散均匀的分布$ 渗透深度为 '%

,

G后

到达鼻中隔软骨组织层$ 显示出了凝胶一定的抗原缓

释效果' 这种增强作用与凝胶独特的温敏性和正电荷

性是分不开的' 借助壳聚糖季铵盐强的正电荷效应$

有助于刺激细胞之间的紧密连接蛋白 BbT& 的聚集和

重排$ 打开黏膜上皮细胞间通路$ 增强抗原的渗透量

!图 A" ' 而抗原以磷酸盐!aZ/"溶液形式免疫后$ 主

要经鼻黏膜 (细胞转运进入黏膜下层$ 其通过胞内途

径转运抗原的效率明显低于水凝胶细胞间隙途径'

图 A!水凝胶使得抗原通过细胞间隙进入黏膜下层的显微照片

DHK6A! (H:84K87̀U;4YU>O84KN55N7OHPK<47P<HKNP `NPN<87<HPK<4O4JP 57>N84YGL:4L;GNGc87PN<U84LKU :N55L578K7̀

"6"6"!*细胞的活化

水凝胶协助大量抗原进入到黏膜下层后$ 可有效地

激活鼻黏膜相关淋巴结中 *细胞!提升 *细胞活化标志

0C&$Q"$ 并加快0CA *细胞功能成熟并向其他淋巴结和

淋巴器官引流' 注射免疫不仅不能产生鼻黏膜 -K)的抗

体反应$ 对黏膜部位*细胞的抗原特异性激活也处于失

效状态' 另外$ (D'F 佐剂并未诱导 0CA *细胞高表达

0C&$Q$ 这可能是因为(D'F 抗原复合物在鼻腔与黏膜层

细胞接触时间短$ 对黏膜相关免疫细胞刺激较弱造成'

&

!结!语

随着生物材料技术的发展$ 集靶向递送和联合刺激

于一体的智能型体系将成为新型疫苗传递系统的发展方

向' 首先$ 基于对佐剂性质对免疫学效果的理论结果$

可以在尺寸均一颗粒的基础上通过对材料的控制& 共价

偶联改性或者嫁接靶向配体$ 进一步引入多个组份$ 使

体系具有特定的功能!运输或靶向"和活性!免疫刺激或

调节"' 其次$ 如何获得高效而安全的(最优组合)$ 使

引入的各组分不只是简单相加$ 而是充分发挥协同作用

达到(& r& j$)的提高效果$ 亟需对免疫学机理进行更

深入的探讨' 对疫苗制剂免疫学效应的考察$ 可以从细

胞层面上的研究向更宏观和微观的层面上拓展$ 从分子

9细胞9组织9动物 9临床整体跨层次多尺度地动态研

究各组分之间的相互制约和协同作用$ 将为疫苗递送体

系的设计提供更准确而全面的理论依据和指导' 最后$

绝对安全的佐剂是不存在的$ 但可以根据其作用机制尽

可能保持微妙的平衡' 如通过选择黏膜& 口服或者微针

等其它递送方式$ 利用佐剂对抗原的特异性靶向!如甘露

糖受体"到达)a0;细胞$ 或者通过局部淋巴结达到组织

特异性$ 将有利于保持上述平衡$ 以达到最大的免疫刺

激作用和最小的毒副作用'
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