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不同佐剂对柯萨奇病毒A组16型灭活疫苗诱导小鼠体液免疫应答的影响

张浩然 1，2，姜 莉 2，杨二霞 2，陈 璐 2，刘碧云 2，刘 鹏 2，杜 倩 1*

1. 徐州医科大学，江苏 徐州 221004

2. 艾美康淮生物制药（江苏）有限公司，江苏 泰州 225300

摘 要：目的 探索氢氧化铝佐剂、N, O-CMCS 纳米粒佐剂在不同免疫方式、不同免疫剂量时对柯萨奇病毒 A 组 16

型（CA16）灭活疫苗诱导小鼠体液免疫应答的影响。方法 将 ICR 小鼠随机分为阴性对照组，CA16 灭活疫苗高、低剂

量（200、40 U）组；氢氧化铝佐剂组，氢氧化铝佐剂CA16灭活疫苗高、低（200、40 U）剂量组；N, O-CMCS纳米粒佐

剂组，N, O-CMCS纳米粒佐剂CA16灭活疫苗高、低（200、40 U）剂量组，共 9个大组。每个大组按不同免疫方式（im、

ip、id）随机分为 3个小组，共计 27个小组，每个小组 6只小鼠（雌雄各半），注射量为 200 μL/只，共免疫 2次，间隔 4周。

分别在初次免疫后第28天、加强免疫后的第14、28天采集小鼠尾静脉血，采用微量中和试验法检测小鼠血清抗体水平，计

算中和抗体几何平均滴度（GMT），中和抗体滴度≥1∶8判定为阳性，中和抗体滴度＜1∶8判定为阴性，计算抗体阳转率。

结果 氢氧化铝佐剂CA16灭活疫苗的抗体GMT值和中和抗体阳转率最高，无佐剂疫苗组其次，N, O-CMCS佐剂疫苗组最

低；CA16灭活疫苗组的高剂量组的抗体GMT值和中和抗体阳转率均明显高于低剂量；在氢氧化铝佐剂CA16灭活疫苗组

中比较中和抗体阳转率，id优于 im。结论 选用氢氧化铝佐剂、CA16灭活疫苗高剂量、id免疫方式可显著增强CA16灭活

疫苗诱导小鼠的体液免疫应答。
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Abstract: Objective To explore the effect of aluminum hydroxide adjuvant and N, O-CMCS nanoparticles adjuvant on the humoral

immune response induced by CA16 inactivated vaccine in different immunization methods and doses. Method ICR mice were

randomly divided into 9 groups: N, O-CMCS nanoparticles adjuvant vaccine group, aluminum hydroxide adjuvant vaccine group ,

non adjuvant vaccine group , aluminum hydroxide adjuvant group, N, O-CMCS nanoparticles adjuvant group and PBS control

group. The vaccine was divided into high and low dose groups. Each large group was randomly divided into three groups, using the

im, ip and im. 6 mice (half male and female) immunized under each immunization method. The amount of injection was 200 μL /

mouse. The mice were immunized twice, with an interval of 4 weeks. The tail vein blood of mice was collected on the 28th day after

primary immunization, the 14th day and the 28th day after intensive immunization, and the serum antibody level of mice was

detected by micro neutralization test. The geometric mean titer (GMT) of neutralizing antibody was calculated. If the titer of

neutralizing antibody was ≥ 1: 8, it was positive, if the titer of neutralizing antibody was < 1: 8, it was negative. The positive

conversion rate of antibody was calculated. Results The antibody GMT and neutralizing antibody positive rate were highest in the

immunized aluminum hydroxide adjuvant vaccine, followed by the non-adjuvant vaccine group, and the lowest in the N, O-CMCS

nanoparticles adjuvant vaccine group. The effect of high dose was significantly higher than that of low dose in all vaccine groups.
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The positive conversion rate of neutralizing antibody in id injection is better than that in intramuscular injection in the aluminum

hydroxide adjuvant vaccine group. Conclusion The use of aluminum hydroxide adjuvant, high dose group, and intradermal

immunization can significantly enhance the humoral immune response of mice induced by CA16 inactivated vaccine.
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手足口病（hand-foot-mouth disease，HFMD）是

一种由肠道病毒引起的急性传染病，感染人群多为

婴幼儿，大多数患者表现为发热和口腔内部、手掌

和脚底出现皮肤疱疹或皮疹，少数患者会出现严重

的并发症，包括脑干脑炎、心肌炎、急性弛缓性麻痹

等，个别重症患者可出现因心肺衰竭而立即死亡［1］。

柯萨奇病毒 A 组 16 型（Coxsackievirus A16，CA16）

与肠道病毒 71 型（Enterovirus 71，EV71）是 HFMD

的主要病原体［2］。与 EV71相比，CA16所致疾病症

状较轻，但其分布广，发病人数多［3］，近年也发生了

CA16 导致手足口病重症病例的发生，如心肌炎和

顽固性休克［4］。目前，在已有EV71疫苗上市的情况

下，研发CA16疫苗对预防HFMD具有重大意义。

氢氧化铝作为传统佐剂，使用广泛，目前已在

甲肝、乙肝、脊髓灰质炎、狂犬病等多种疫苗中应

用，至今已超过数十亿剂次的含铝佐剂疫苗被接

种。该佐剂化学分子式为AlO（OH），主要基团为羟

基，等电点为 11.4。在 pH 7.4的溶液中带正电，对酸

性蛋白疫苗（带负电）具有良好的吸附作用［5］，其制

备的疫苗外观应为微乳白色混悬液体，可因沉淀而

分层，易摇散，不应有摇不散的块状物［6］。但氢氧化

铝佐剂作用机制尚不明确，主要假说有抗原储存库

效应［7］、促吞噬效应［8］、促进Th2型免疫反应和补体

激活［9］等。

近年来，随着疫苗研究的飞速发展，佐剂得到

广泛关注。壳聚糖纳米粒因独特的理化性质以及

生物学特点成为疫苗佐剂研究的热点，其中也包括

壳聚糖的一些衍生物，如羧甲基壳聚糖［10］、三甲基

壳 聚 糖［11］等 。 N, O- 羧 甲 基 壳 聚 糖（N, O-

Carboxymethyl Chitosan，N, O-CMCS）纳米粒佐剂

是一种脱乙酰度在 85% 的壳聚糖衍生物，粒径

约为 150 nm，具有良好的水溶性和稳定性，在

pH=7.4 溶液中带正电，对呈酸性蛋白具有良好

的吸附作用。

本研究旨在探索氢氧化铝佐剂与 N, O-CMCS

纳米粒佐剂在 CA16 灭活疫苗中的佐剂作用，为

CA16灭活疫苗的研究寻求一种安全、有效的佐剂。

并初步探索免疫剂量、不同免疫方式对 CA16灭活

疫苗诱导小鼠体液免疫应答的影响。

1 材料

1.1 细胞、病毒、佐剂

vero细胞，由中国医学科学院医学生物学研究

所惠赠；CA16灭活疫苗，由艾美康淮生物制药（江

苏）有限公司自主分离、鉴定的 CA16 病毒（GX-

20K-D 株，B 基因型，genbank 号 Jn590244）制备；氢

氧化铝佐剂由艾美康淮生物制药（江苏）有限公司

供应中心制备；N, O-CMCS纳米粒佐剂为本实验室

自制。

1.2 实验动物

ICR 小鼠（清洁级）、雌雄各半，体质量 18～

22 g，购于南京青龙山动物繁殖场，实验动物生产

许可证号SCXK（苏）2018-0001。

1.3 主要试剂

CA16抗原国家标准品（批号 201501001），购于

中国药品食品检定研究院；CA16 抗原 ELISA 检测

试剂盒（批号 20190614），由艾美康淮生物制药（江

苏）有限公司研发部制备 ；新生牛血清（批号

20150309），购于兰州民海生物工程有限公司；MEM

溶液（批号2019-01F）、3%谷氨酰胺溶液（批号2019-

02F）和 6.6%碳酸氢钠溶液（批号 2019-03F），由艾美

康淮生物制药（江苏）有限公司供应中心提供。

1.4 主要仪器

4111 型细胞培养箱、全波长酶标仪（美国

Thermo Scientific公司产品）；冷冻离心机（澳大利亚

Dynamica公司产品）；电子天平（德国 sartorius公司

产品）。

2 方法

2.1 疫苗的配制

使用 CA16 ELISA 抗原检测试剂盒与 CA16抗

原国家标准品（2 000 U/mL）测定CA16灭活疫苗原

液的抗原含量，该试剂盒采用双抗体夹心法，96孔

板内包被有CA16多克隆抗体（多抗），分别将CA16

灭活原液与国家标准品在孔内进行对倍梯度稀释，

上样量为 100 μL/孔，37 ℃孵育 2 h，洗板 5次后加入

辣根过氧化氢酶标记的酶标CA16抗体，100 μL/孔，

37 ℃孵育 1 h，洗板 5次后加入显色液，100 μL/孔，

37 ℃孵育 10 min，加入 2 mol/L硫酸溶液终止反应。

利用酶标仪检测 450、630 nm 波长下的各孔吸光

··830



Drug Evaluation Research 第43卷第5期 2020年5月

度（A）值。采用Statistic 软件的双平行线分析法，计

算CA16灭活疫苗原液的抗原含量。

利用氢氧化铝佐剂、N, O-CMCS纳米粒佐剂、

2 mmol/L PBS分别将CA16灭活疫苗原液配制成抗

原含量为 1 000与 200 U/mL两组疫苗样品，两种佐

剂工作质量浓度均为 0.5 mg/mL，佐剂与抗原室温

需充分混合 30 min。每只小鼠 200 μL的注射体积，

即为每针免疫剂量200、40 U（高、低剂量）。

2.2 动物分组及免疫

将 ICR 小鼠随机分为 9 个大组：阴性对照组，

CA16灭活疫苗高、低剂量（200、40 U）组；氢氧化铝

佐剂组，氢氧化铝佐剂 CA16灭活疫苗高、低（200、

40 U）剂量组；N, O-CMCS 纳米粒佐剂组，N, O-

CMCS纳米粒佐剂CA16灭活疫苗高、低（200、40 U）

剂量组。每个大组按不同免疫方式（im、ip、id）随机

分为 3 个小组，共计 27 个小组，每个小组 6 只小

鼠（雌雄各半），注射量为 200 μL/只，共免疫 2次，间

隔 4周。分别在初次免疫后第 28天、加强免疫后的

第 14天和第 28天采集小鼠尾静脉血，分离小鼠血

清，于−20 ℃保存备用。

2.3 微量中和试验法检测小鼠血清中的抗CA16中

和抗体水平

将各组血清于 56 ℃、30 min水浴灭活，在 96孔

板内将各组小鼠免疫血清自 1∶4起 2倍系列稀释至

1∶1 024（用含 2% 新生牛血清的 MEM 稀释），每孔

50 μL，分别与 50 μL 500 CCID50的 CA16 病毒收获

液充分混合，5% CO2的恒温培养箱 37 ℃中和 2 h

后，加入细胞密度为 1×105/mL 的 vero 细胞悬液，

100 μL/孔，每块板中均设立空白细胞对照，将 96孔

板置 5% CO2的恒温培养箱 37 ℃培养，7 d后，显微

镜下观察细胞病变情况，病变为阳性、未病变（与空

白细胞对照相同）为阴性。记录中和抗体滴度，以

此计算中和抗体几何平均滴度（geometric mean

titer，GMT）。中和抗体滴度≥1∶8判定为阳性，中和

抗体滴度＜1∶8判定为阴性，以此计算抗体阳转率。

2.4 统计学分析

统计学分析用 GraphPad Prism 5.00软件进行，

采用单因素方差分析法（one-way ANOVA）分析组

间数据。

3 结果

3.1 免疫小鼠血清抗体阳转率结果

2 个佐剂组与阴性对照组抗体阳转率均为 0。

加强免疫后，在同一免疫方式、同一免疫剂量下，氢

氧化铝佐剂疫苗组中和抗体阳转率最高，无佐剂疫

苗组其次，N, O-CMCS纳米粒佐剂疫苗组最低（低

于无佐剂组）；在同一佐剂、同一免疫方式下，比较

不同剂量组中和抗体阳转率，除氢氧化铝佐剂疫苗

组外其余各组均体现高剂量组免疫效果明显高于

低剂量组；同一佐剂、同一剂量，比较不同免疫方式

下中和抗体阳转率，发现 ip免疫方式效果最好。在

N, O-CMCS纳米粒佐剂疫苗组与无佐剂疫苗组中

发现 im优于 id，但在氢氧化铝佐剂疫苗组，发现中

和抗体阳转率 id优于 im。见表1。

3.2 免疫小鼠血清中和抗体GMT结果

初次免疫后 28 d，无论剂量高低，各组的中和抗

体GMT值均较低。

表1 各组小鼠血清抗体阳转率

Table 1 Serum antibody positive conversion rates of mice

in various groups

佐剂

无

N, O-

CMCS

纳米粒

佐剂

氢氧化铝

佐剂

免疫

方式

im

ip

id

im

ip

id

im

ip

id

CA16灭活

疫苗/U

0

40

200

0

40

200

0

40

200

0

40

200

0

40

200

0

40

200

0

40

200

0

40

200

0

40

200

抗体阳转率/%

初免后

28 d

0

0

16.7

0

0

40

0

0

16.7

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

33.3

16.7

0

66.7

66.7

0

83.3

50.0

加强免疫

后14 d

0

33.3

83.3

0

83.3

100

0

0

66.7

0

16.7

33.3

0

0

100

0

16.7

16.7

0

83.3

100

0

100

100

0

100

100

加强免疫

后28 d

0

50

100

0

83.3

100

0

0

66.7

0

16.7

83.3

0

0

100

0

0

33.3

0

100

100

0

100

100

0

100

100

··831



Drug Evaluation Research 第43卷第5期 2020年5月

加强免疫后 14 d，低剂量组中，N, O-CMCS 纳

米粒 CA16 灭活疫苗组与无佐剂疫苗组中和抗体

GMT值均较低，各免疫方式间无明显差异。氢氧化

铝佐剂疫苗 ip 组的 GMT（161.27）明显高于 id 的

GMT（64.00）与 im的 GMT（71.84）；高剂量组中，氢

氧化铝佐剂疫苗组优于无佐剂疫苗组，优于 N, O-

CMCS纳米粒疫苗组，各组在免疫方式上均体现 ip

优于 im和 id。

加强免疫后 28 d，低剂量组中，与初免后 28 d和

加强免疫 14 d 比较，氢氧化铝佐剂疫苗组 GMT 有

所提高，其中 ip 组 GMT 值最高（203.19），N, O-

CMCS纳米粒疫苗组与无佐剂疫苗组GMT值无明

显升高；高剂量组中，氢氧化铝佐剂疫苗组的GMT

值高于其他各组，其中 ip方式最高（406.37），id方式

GMT（228.07）略高于后肢 im 方式（181.02）。N, O-

CMCS纳米粒疫苗组 ip方式 GMT值最高为 22.63，

低于无佐剂疫苗组 ip方式的GMT值（322.54），反映

出 N, O-CMCS 纳米粒在免疫 2 个月的时间内不利

于诱导小鼠体液免疫应答的特性。见表2和图1。

4 讨论

CA16 病毒灭活疫苗目前暂无成品上市，本次

实验以无佐剂疫苗组为对照，探索了N, O-CMCS纳

米粒佐剂与氢氧化铝佐剂在该病毒灭活疫苗中的

作用。以期筛选出能够增强CA16灭活疫苗的免疫

效果的适用佐剂。实验结果显示，CA16 全病毒灭

活疫苗在无佐剂的情况下能诱导产生一定的抗体

水平。N, O-CMCS纳米粒做为CA16灭活疫苗佐剂

在本次实验中却出现了比无佐剂疫苗组还低的中

和抗体水平，无法作为CA16灭活疫苗的佐剂使用。

有研究表明，N, O-CMCS纳米粒具有极强的缓释效

果［12］，推测小鼠免疫后的 2个月内抗原被包裹，缓释

出来的抗原水平较低，造成小鼠体液免疫应答较

弱。但应用该种佐剂进行缓释型生物制品的研究

及其长期抗体水平监测，也许会是未来N, O-CMCS

佐剂研究的一个探索方向。氢氧化铝做为CA16灭

活疫苗的佐剂在本次实验中与无佐剂疫苗相比显

著增强了 CA16 灭活疫苗诱导小鼠的体液免疫应

答，体现出氢氧化铝做为该灭活疫苗佐剂的良好适

用性。

在氢氧化铝佐剂疫苗组中，本研究分别采用了

im、ip和 id的方式免疫小鼠。结果显示，ip的免疫方

式效果最佳，其主要原因可能是腹膜上存在着大量

游走的非特异性免疫细胞，如巨噬细胞、树突状细

胞以及CD4和CD8等细胞因子。疫苗采用 ip免疫

时，抗原直接与这些非特异性免疫细胞作用，所产

生的免疫反应效果最为明显，但 ip的方法不适用于

疫苗在人体上的大规模应用。本次实验选用的 id

免疫在一免 14 d抗体阳转率就得以大幅提升；比较

二免 28 d抗体 GMT值，id免疫略高于 im免疫。这

些结果均表明，氢氧化铝佐剂 CA16灭活疫苗采用

id免疫的方式可以获得良好的免疫效果。有研究表

明 sIPV（Sabin株脊髓灰质炎灭活疫苗）id免疫具有

良好的免疫原性和安全性［13］。此外有研究发现，1/5

和 1/3剂量下 sIPV id免疫阳转率与 im 免疫全剂量

相当［14］。在本次实验中氢氧化铝佐剂CA16疫苗采

用 id免疫低剂量的抗体阳转率优于 im免疫高剂量

表2 各组小鼠血清中和抗体GMT（1∶x）

Table 2 GMTs of neutralizing antibody in sera of mice in

various groups（1：x）

佐剂

无

N, O-

CMCS纳

米粒佐剂

氢氧化铝

佐剂

免疫

方式

im

ip

id

im

ip

id

im

ip

id

CA16灭

活疫苗/U

0

40

200

0

40

200

0

40

200

0

40

200

0

40

200

0

40

200

0

40

200

0

40

200

0

40

200

GMT（1∶x）

初免后

28 d

—

1.26

2.83

—

—

4.49

—

—

1.41

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

5.04

2.24

—

7.13

12.70

—

7.13

11.31

加强免疫

后14 d

—

4.49

28.51

—

14.25

256.00

—

—

8.98

—

2.52

5.04

—

1.26

71.84

—

2.24

2.24

—

71.84

228.07

—

161.27

362.04

—

64.00

101.59

加强免疫

后28 d

—

4.49

101.59

—

14.25

322.54

—

—

7.13

—

4.00

10.08

—

1.26

22.63

—

1.59

8.00

—

80.63

181.02

—

203.19

406.37

—

90.51

228.07
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图1 免疫不同时间各组小鼠血清中和抗体效价散点图

Fig. 1 Scatter diagram of neutralizing antibody titer in serum of mice immunized with CA16 vaccine at different times
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组，即使用较低剂量即可诱导较强的小鼠体液免疫

应答，与同类研究的结果相一致。皮内具有丰富的

抗原提呈细胞（APC），如树突状细胞（DC）、朗格汉

斯细胞（LC）等。本实验结果与这类细胞的作用具

有一定的相关性，但所激发的免疫机理及其结果，

尚待进一步研究。

对 CA16灭活疫苗剂量的研究表明，不同剂量

在小鼠体内所诱导产生的体液免疫应答水平存在

一定的差异性，这与其他类似疫苗的研究结果是相

似的［15］。在佐剂组和 PBS 对照组中发现，N, O-

CMCS纳米粒佐剂与氢氧化铝佐剂的抗体阳转率和

GMT值均为 0，证明疫苗中的这些成分并无特异抗

原性。

采用氢氧化铝佐剂、CA16灭活疫苗高剂量、id

免疫的方式可显著增强柯萨奇病毒A组 16型灭活

疫苗诱导小鼠的体液免疫应答。为该种疫苗的佐

剂选择、免疫剂量、免疫方式提供了研究数据，为该

产品的研究开发奠定了基础。
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