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免疫(疫苗)微球稳定性的研究进展 
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摘  要：免疫（疫苗）微球可以通过提高抗原的浓度、加入多种抗原或非抗原蛋白质、加入表

面活性剂和等渗剂等方法来提高在微囊化过程中抗原的稳定性；形成不溶性金属复合物、使用 

pH 调节剂和添加剂以及进行化学修饰等可以保持抗原在体外释放试验中的稳定性；另外，采

用更适宜的制备微球的技术和适当的聚合物也可提高抗原的稳定性，对提高免疫（疫苗）微球

稳定性的的方法进行综述。 
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接种疫苗是人类抵御和控制传染性疾病的有效手段之一，传统疫苗直接来源于细菌和病毒，存

在较大的安全性问题。亚单位疫苗和核酸疫苗虽较安全，但往往免疫原性较弱，需采用较强的免疫

佐剂或合适的疫苗传递系统才能有效地诱导免疫应答，而且需多次给药[1]。为了改变这种状况，科

研人员对生物可降解微球应用于单次注射疫苗进行了研究。这种微球可以用各种乳酸/羟基乙酸共聚

物PLGA poly(lactic-co-glycolic acid)制成，例如，聚合物已经用于蛋白多肽药物的传递。PLGA微球

可以在数周甚至数月内以连续的或脉冲的方式释放药物[2]。以微球为载体的疫苗用于人体的主要问

题是在制备、储存和释放过程中的稳定性问题。通常，在制备、储存、应用过程中，抗原的稳定性

和免疫活性会降低，了解使抗原不稳定的因素和开发出使抗原最大限度地保持稳定性的方法是非常

重要的。不稳定主要是由抗原的理化性质及所使用的聚合物和赋形剂的理化性质引起的，此外，处

理过程和制备时的环境、条件也能影响抗原的稳定性。当聚合物性质和处理过程不能改变时，能够

保护抗原或调节局部环境的赋形剂在维持抗原稳定性方面是非常有用的。另一方面，修饰的聚合物

和改良的制备方法同样也能提高抗原的稳定性。因此，本文对提高免疫（疫苗）微球中抗原稳定性

的方法加以综述。 

1  影响抗原稳定性的因素 

抗原从微球中释放主要是通过扩散和聚合物溶蚀来实现的。微球表面的抗原很快地溶解并扩散

到释放介质中（此现象称为突释），突释后，抗原的释放依赖于微球的孔隙、亲水性和聚合物与抗原

分子间的作用力。在多孔亲水的微球中或聚合物与抗原之间不存在作用力时，水分可渗透进入微球

中，抗原易从骨架中扩散出来；当微球有致密的结构或聚合物与抗原间存在很大的作用力时，抗原

的释放很少，并且滞后。滞后相的长短依赖于聚合物的降解情况。在微球溶蚀的最后阶段，抗原通
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过溶胀的孔道从溶蚀的骨架中扩散出来。因此通过选用不同的聚合物，可以实现抗原的定时脉冲式

释放[3]。 

抗原的不稳定性是防碍微球疫苗应用的一个主要因素。在疫苗的生产环节及应用过程中都会影

响抗原的稳定性[4]。构象改变导致抗原变性、表面吸附、直接聚集和沉淀，产生了物理不稳定性，

这种物理不稳定性主要产生在制备阶段[5]，将直接影响抗原的免疫活性。如：在制备 W/O 乳剂时，

冷冻干燥过程会影响抗原的稳定性。被包裹的抗原其稳定性要比流动抗原的稳定性高，这是因为抗

原在干燥状态下比在溶液状态下稳定。而且，微球中的剩余溶剂和微球吸湿也会影响抗原和 PLGA

的性质。微球的再水合作用也会导致抗原稳定性的降低。 

2  微囊化过程中提高抗原的稳定性 

    抗原稳定性问题主要可以通过加入稳定剂、提高包封条件和使用高的质量聚合物材料等方法来

解决。目的是尽量减少可逆性的延伸和防止不可逆的聚合以及化学降解。在微囊化过程中提高抗原

稳定性的方法归纳如下。 

2.1  提高抗原浓度 

在W/O乳剂中，乳剂表面的抗原吸附和变性是固有的现象。研究表明：抗原界面变性依赖于抗

原的浓度，当核糖核酸酶的质量浓度从0.2 g•L-1 增加到 1.5 g•L-1时，核糖核酸酶的产率从78%增加

到93%[6]。同样地，当人生长激素的质量浓度从10 g•L-1 增加到 100 g•L-1 时，用二氯甲烷乳化的人

生长激素的回收率可从53％增加到86％[7]。这些数据表明有限的蛋白质被吸附在抗原的界面上，在

高浓度时，他们是自身的保护剂，能够提高抗原的稳定性。 

2.2  应用多种抗原或非抗原蛋白质 

    蛋白质通过抑制抗原在界面上伸展和聚集来减少抗原的损失。有明显表面活性的蛋白质赋形剂

（如血清白蛋白）已经作为多种蛋白质的稳定剂广泛应用。研究表明：人生长激素的回收率在添加

了人血清白蛋白后得到了极大的提高。这是因为人血清白蛋白很快地转移到W/O乳剂的界面上，从

而限制了人生长激素在界面的吸附和聚集[6]。研究显示：使用蛋白质赋形剂可显著提高抗原的稳定

性，其对血红素流行感冒B抗原、破伤风类毒素、白喉类毒素和百日咳类毒素的包封率均达到60%~ 

75％，这几种抗原的包封率均比单一微球的包封率高[8,9]。 

2.3  加入表面活性剂 

表面活性剂能够防止部分变性抗原的不可逆聚集，但它的用量应该限制在最低水平，以避免产

生可能的毒性和变态反应。研究表明当表面活性剂泊洛沙姆 407 的质量分数为 10％ 时，在PLGA

微球中聚集的促红细胞生长素会显著降低；在使用含泊洛沙姆 407 的 PLGA微球中，尿素酶的活性

从 63％ 提高到 83％[10]。 

2.4  加入等渗剂 

等渗剂（例如多羟基化合物、碳水化合物和氨基酸等）经常在静脉注射用药中作为蛋白质稳定

剂。等渗剂能够加固水的结构，从而发挥稳定作用，它们能够使蛋白质保持原形，抑制蛋白质伸展。
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在用二氯甲烷乳化时，等渗的（质量浓度为 50g•L-1）海藻糖和甘露醇均能够保持人生长激素的稳定

性不变，甘露醇只能略微提高 rhIFN 的稳定性，海藻糖能更有效地保持 rhIFN 的稳定性[7]。 

2.5  应用抗原粉末 

可以通过使用干燥的抗原粉末等非水过程避免抗原暴露在水溶液中或W/O乳剂的界面上，从而

使乳剂的稳定性提高。干燥状态能够提高抗原的稳定性，因为干燥状态时能够减少结构的弹性，降

低结构改变的可能性。非水处理已经成功地应用于多种蛋白质和多肽微球中。研究表明：使用 S/O/W

法制备的牛血清蛋白微球的二级结构的稳定性高于使用W/O/W法制备的牛血清蛋白微球的二级结构

的稳定性[11]。 

2.6  应用疏水离子对试剂 

    使用蛋白多肽的反离子复合物也可以避免抗原接触水溶液。反离子对的作用是能够降低蛋白多

肽的水溶性，从而提高在非水介质中的分散性。用O/W 法制备的油酸溶解酵素 PLGA 微球，在80 ℃

孵化 60 h，未保护的溶解酵素有将近30％的α 螺旋结构发生了改变，而加入疏水反离子复合物制得

的微球溶解在二甲基亚砜中，95％的α 螺旋结构未发生改变[12]。 

3  在体外释放试验中保持抗原稳定性 

3.1  应用添加剂 

    可以将添加剂和抗原一起包入微球中来提高孵化和释放过程中抗原的完整性和免疫活性。文献

报道：将海藻糖和牛血清蛋白包入微球中，破伤风类毒素在体外 60 d 内能保持脉冲式释放[13]。 

3.2  使用 pH 调节剂 

聚合物的降解使微球内呈微酸性，抗原接触微酸环境诱导抗原降解和聚集，从而降低抗原的活

性。在聚合物骨架中加入 pH 缓冲盐能够维持较为适宜的酸碱环境。在微球中加入易溶的碳酸镁后，

牛血清蛋白的释放在 51d 后从原来未加碳酸镁时的 16％增加到68％，非共价键聚集从原来的24％

降低到1.5％[14]。 

3.3  加入不溶性金属复合物 

与金属离子形成可逆的复合物也是保持蛋白质稳定性的一种比较温和的办法。将不溶性复合物

与蛋白质一起包入微球中，在抗原从复合物中分离出来或从微球中溶出释放出来以前，能够提高抗

原的物理化学性质的完整性，锌离子已经成功地用于与胰岛素形成稳定的不溶性复合物[15]。研究表

明：形成不溶性复合物主要是延缓抗原的溶出速度。 

3.4  采取化学修饰法 

    研究表明：当微球暴露于水中时，抗原的不稳定性增加主要是因为氨基酸侧链发生了反应[16]。

通过对抗原进行化学修饰（例如，在分子内或分子间交联、衍生化或共价键结合）生成具有免疫活

性的、更稳定的化合物也是保持抗原稳定性的方法之一。牛血清蛋白在含水微球中容易聚集，主要

是硫醇、二硫化物发生交换的缘故。形成羧肽酶牛血清蛋白后，微球在孵化 28 d 后未见共价键聚

集增加，释放 56 d 后，蛋白质单体释放率为 40％，而形成羧肽酶牛血清蛋白后释放率增加到80％[17]。 
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4  制备微球新技术 

4.1  改良方法的应用 

尽管 W/O/W 溶剂挥发-萃取法是制备蛋白多肽微球最广泛的方法之一，但因其存在很多缺点，

因此需对这些方法进行改良。使用改良的W/O/W法，将蛋白质溶液的 pH 从4.5 提高到 5.5~6.0，将

重组人胰岛素生长因子 (rhIGFⅠ -Ⅰ)包入PLGA微球中，可以提高有生物活性蛋白质的包封率，而且

有活性的 rhIGF-Ⅰ在体外释放 21 d 后释放度可达到 92%~100％[18]。在 pH 5.5~6.0 的溶液中， rhIGF-Ⅰ

的溶解度降低能够限制它在聚合物溶液中的构象改变，如果不使用 pH 调节剂，大约有10%~32％的

rhIGF-Ⅰ因降解和聚集而失活。 

4.2  超临界状态下的雾化 

用气体（如CO2）在超临界或接近超临界状态下将 PLA 或 PLGA 溶液雾化来制备微球已经成

为微球制备的方法之一。将含聚合物的有机溶液喷雾到超临界 CO2 中，有机溶剂被萃取到超临界气

体中就会引起聚合物沉淀，从而形成微球。在此过程中，抗原以粉末状分散或与聚合物一起共溶在

适宜的溶剂中，这样可以避免接触水溶液。通过制备组氨酸、二十四肽促皮质素微球，比较雾化溶

剂萃取法和喷雾干燥法对其稳定性的影响，喷雾干燥法制备的 PLA 微粒中无法收集到完整无缺的

组氨酸，而用雾化溶剂萃取法能够防止二十四肽促皮质素被氧化，大约 94％的组氨酸结构没有发生

改变[19]。 

4.3  半固体微球的制备 

    目前所用的技术都是制备固体微球，文献[20]报道了一种能够使抗原稳定的半固体 PLGA 微球

的制备方法。将溶解在 PEG400 中的抗原加到 PLGA的乙酸甘油酯或三乙基柠檬酸溶液中，吐温-80

作为稳定剂，然后在搅拌下将混合物逐滴加入到含有司盘-80 的大豆油中，这样就可以形成抗原稳

定的半固体 PLGA 微球。 

4.4  荷电微球表面吸附抗原的制备 

    利用具有表面吸附作用的生物活性材料制得能够载有蛋白质的抗原和 DNA的PLGA微球，这种

方法能够有效地将带负电的DNA载到荷正电的微粒上，相似地，可以充分地利用蛋白质的表面电性

（其电性取决于蛋白质的等电点和溶液的pH值）来制备所需要的电荷性质的微球,只要外水相中含有

阴离子乳剂稳定剂或阳离子乳剂稳定剂，就可以用简单的W/O/W法制备荷正电或负电的微球。Singh

等[21]研究显示：将抗原和 DNA 吸附在带正电的 PLGA 微球表面上，能够很快地显示出强的免疫

反应。 

4.5  适当聚合物的应用 

    PLA/PLGA 微球具有较低的玻璃化温度和疏水界面（相对抗原而言），而且存在易产生酸性降

解产物的问题。在相对温暖的环境下(30~35 )℃ ，较低的玻璃化温度可能使微球变软和黏连。疏水界

面和易产生酸性降解产物不利于稳定抗原的有效包封和释放。因此，需要有改进的、新的生物可降

解传递系统。 
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文献报道的聚合物主要有两种，一种是PLA/PLGA 混合聚合物，通过混合不同类型的聚合物能

够得到具有特殊理化性质和降解速率的聚合物。将疏水性结晶聚合物与亲水性的无定形聚合物混合，

能够提高抗原在基质中的包封率或达到特定的释放速度[22]。混合聚合物也能提高抗原的稳定性和释

放。例如，混合PLGA 和泊洛沙姆包裹破伤风类毒素，混合泊洛沙姆188(质量分数为10%~50% )和

PLGA 能够抑制破伤风类毒素与PLGA 之间不利的相互作用。PLGA微球的突释速度很快，而PLGA/

泊洛沙姆微球则能显著地提高破伤风类毒素的脉冲传递，脉冲发生时间在 22～50 d，突释效应的大

小、脉冲的程度和持续的时间取决于泊洛沙姆在混合物中的用量[23]。混合 PEG 和 PLA 也能提高

牛血清蛋白从微球中的传递。当 PEG 的质量分数低于20%时，在微球中形成水不溶的非共价聚集

物，当质量分数高于20％时，牛血清蛋白保持原有的结构和水溶性[24]。另一种是 PLA/PLGA 的修

饰物，在聚合物上添加疏水性或亲水性的片段能够改变聚合物的水溶性，从而影响抗原的包封、吸

附、稳定性和聚合物的降解速度。例如，通过引入PEG 形成PLA-PEG-PLA 聚合体，能够使抗原的

吸附和变性最小化[25]。另外，葡萄糖氧化酶在 PLA-PEG-PLA 微球中的活性也比在 PLA 或 PLGA 

微球中高[26]。 
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(School of Pharmacy, Shenyang Pharmaceutical University, Shenyang 110016，China) 

Abstract: The progress of study on the stability of vaccine microspheres was reviewed and the factors 

affecting the stability of antigen were introduced. The stability of antigen during microencapsulation could 

be improved by the increase of antigen concentration, addition of several other antigens, nonantigenic 

proteins, surfactants or isotonizing agent. And its stability in vitro release test could be maintained through 

formation of insoluble metal complexes, addition of pH modifiers and additives or chemical modification. 
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