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摘要 目的  研究小鼠皮下注射重组乙型肝炎病毒表面抗原 2乳酸 乙醇酸共聚物 °微球后的体

内抗体应答水平和免疫学机制 ∀方法  采用复乳法制备疫苗微球后 单剂注射到 小鼠皮下 在一定时间内

检测全抗体 !抗体亚型及细胞因子的应答水平 ∀结果  2°微球在小鼠体内主要引发体液免疫应答 其

中单剂注射 2°2≤微球在免疫早期产生较高免疫表达 周后降低 全抗体水平显著低于常规铝

佐剂疫苗 Π  1分别单剂注射 2°微球及 2°微球后产生的免疫应答在 周内

与铝佐剂疫苗相当 Π  1∀结论  °微球作为乙肝疫苗的长效缓释可生物降解载体 具有一定潜在优势 ∀

关键词 乙肝病毒表面抗原 乳酸 乙醇酸共聚物微球 控释 单剂疫苗 免疫学
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  乙型肝炎是世界三大顽症之一 ∀中国是乙型肝

炎的高发区 有 1亿乙肝携带者 占全世界乙肝携

带者的  推行乙肝疫苗接种是预防和控制乙型

肝炎的有效方法 的免疫人群全程免疫后可产

生抗感染的保护作用 ≈ ∀但在一些发展中国家 

由于漏种率高达  简化给药次数以提高整体免

疫水平显得尤为重要 ≈ ∗  ∀采用可生物降解的乳

酸 乙醇酸共聚物 °作为单剂缓 控释乙肝疫

苗的载体 可以在体内长时间达到良好的 !持续的免

疫效果 为开发替代传统的需要全程免疫三针的铝

佐剂疫苗奠定了基础 ≈ ∗  ∀

材料与方法

试剂  °乳酸 乙醇酸比率即 

比为 固有黏度为 1 # 

Μ  ⁄

° 比为 固有黏度为 1

# 

Μ  ⁄°2≤ 比为

具有羧基末端 固有黏度为 1 # 



Μ  ⁄均购于美国伯明翰公司 ∀重组乙肝病毒

表面抗原 原液及乙肝疫苗 华北制药集团

金坦生物技术股份有限公司 乙肝病毒表面抗体

酶联免疫诊断试剂盒 北京万泰生物药业

有限公司 小鼠干扰素 2Χ定量 ∞≥试剂盒 !小鼠

2定量 ∞≥试剂盒 !小鼠 2定量 ∞≥试剂

盒 上海森雄科技实业有限公司 山羊抗 2鼠 

特异性 Χ链 辣根过氧化物酶   °共聚物和山

羊抗 2鼠 特异性 Χ链 辣根过氧化物酶

 °共聚物 美国 ≥∏  

∀

微球制备  种包封 的 ° 微球

 2°2≤  2°

2°微球 由本室采用复乳法制备 

将 原液加至  含  °的二氯甲

烷中 超声分散  制初乳 然后滴加到搅拌转速

为   # 
的  °∂ 水溶液  中 乳化

 使有机溶剂挥发完全 ∀所得的复乳  

# 
离心 用 °≥洗涤 次 冻干  干燥器

内贮存 ≈ ∀

动物   ∗ 周雌性 小鼠 体重  

北京维通利华实验动物公司 雌性 • 大鼠 

体重  北京大学医学部动物中心 ∀

仪器  超声处理器 美国 ≤ °公司 

≤°型 分子排组 2高效液相色谱系统 ≥∞≤ 2

°≤美国 ×∞公司 分子排组色谱

柱 日本 ×≥公司 ×≥2 °• ÷型 酶标仪

美国 2 公司 型 ∀

抗原完整性检查  将载有 的 种微球

分别用二氯甲烷溶解 用磷酸盐缓冲溶液抽提 !收

集 超滤浓缩后进行十二烷基磺酸钠 2聚丙烯酰胺

≥⁄≥2°∞凝胶电泳分析及分子排组 2高效液相色

谱 ≥∞≤ 2°≤纯度分析 ∀

全抗体检测  只 小鼠 随机均分成

组 ∀ 种微球分别混悬于无菌 1 ≤溶液

中 所得混悬液中 质量浓度为  Λ# 
 ∀

组试验组分别皮下注射上述微球混悬液 1 ∀

阳性对照组分别在 和 月皮下注射铝佐剂吸附

的乙肝疫苗  Λ# 

 1 空白对照组

皮下注射无菌 1 ≤溶液 1 ∀所有动物

由眼眶后静脉丛取血 分离血清 ∀取血时间为第 

次注射后 和 周 ∀每个时间

点的血清样品用酶联免疫分析法 ∞≥检测抗 2

全抗体的表达水平 ∀

ΙγΓ抗体亚型检测及细胞因子检测  只

小鼠 随机均分成 组 ∀ 种微球分别混悬

于无菌 1 ≤溶液中 所得混悬液中 质

量浓度为  Λ# 
 ∀ 个试验组分别皮下注射

上述微球混悬液 1 ∀阳性对照组小鼠皮下注

射铝佐剂吸附的乙肝疫苗  Λ# 

 1 

空白对照组皮下注射无菌 1 ≤溶液 1

∀每组动物在不同时间 各 只 摘眼球放血处

死 分离的血清用 ∞≥检测 抗体亚型 和

的表达水平 用同一稀释度血清的 Α值表

示 ∀取脾细胞体外培养  后测培养上清液中

细胞因子 2ƒ2Χ和 2的表达水平 用培养

上清液的 Α值表示 ∀

病理组织学研究  将   °空白

微球 °空白微球和 °2≤空

白微球分别加入蒸馏水  后充分混悬 在 只大

##冯  利等 单剂 2°控释疫苗微球小鼠体内免疫学研究



鼠背部的不同位置皮下注射 分别在 和 周时 

将大鼠处死 观察注射部位组织变化情况 考察

°在体内的生物兼容性 ∀

统计分析  计算小鼠血清抗 2全抗体滴

度的平均值和 ≥∞ 计算 抗体亚型及细胞因子

Α值的平均值和标准差 ∀微球试验组和对照组免疫

效果用 τ检验判断有无显著性差异 ∀

结果

1  微球特性

微球表面基本光滑 成球规整 ∀一些微球 特别

是 2°2≤微球 表面有一些微孔

结构或呈扁平球状 ∀微球的粒径范围为 1 ∗

1 Λ包封率为  ∗  ∀在  的体外实

验中 2°2≤微球 !2°

微球和 2°微球分别释放了

所载抗原的 1 ? 1 1 ? 1 和

1 ? 1 ∀

2  微球制备过程对 ΗΒσΑγ蛋白结构完整性的影响

从微球中抽提 的 ≥⁄≥2°∞结果见图

∀与 原液的电泳条带比较 从微球中抽提

的电泳条带没有明显的增加 证实微球的制

备没有造成蛋白显著的聚合或降解 ∀

Φιγυρε 1  ≥⁄≥2°∞  ∏

    ∂ 

√ ¬

 2°     ≥ 

2°   ≥ 2
°2≤ ≤ ≥ ×Μ 

⁄    2
        

∏ 



同样的样品经 ≥∞≤ 2°≤检测 其结果如表 

所示 从微球中抽提的 与 原液的保留

时间接近 纯度均大于  ∀可见微球的制备过程

对 蛋白结构完整性的破坏不显著 ∀

Ταβλε 1  ×   ∏

¬  ≥∞≤ 2°≤

    °∏

∏∏∏ 1 

2°  1 1

2°  1 1

2°2≤  1 1

3  全抗体水平的评价

免疫小鼠后产生的全抗体应答如图 所示 ∀

2°微球组和 2°微

球组与阳性对照组小鼠血清抗 2全抗体的几

何平均滴度用 τ检验判断无显著性差异 Π  1∀

2°2≤微球组与 2°

微球组和 2°微球组相比 在免

疫初期产生较高的抗体应答 但 周后降低 抗体应

答显著低于阳性对照组 Π 1∀

Φιγυρε 2  × ν  ξ ? σ 

    ∏√ ∞≥ ∏ 

 ∞≥   ∏  

    ∏

∏∏∏2

   √ υ  2°2
≤ τ  2° 2
    2° 

  √ ×1
Λ∏

4  ΙγΓ抗体亚型分析

抗体亚型免疫结果如图 和图 所示 2

°微球组能够在体内持续诱发 和 表

达 产生的免疫效果与传统铝佐剂相当 Π 1∀

## 药学学报 °∏≥  



所有实验组和阳性对照组的 的 Α值在 周内

仅为 1 ∗ 1此后增加至 1 ∗ 1∀而免疫

后 周内与 相对应的 抗体水平始终处

于较高水平 并且由于所有实验组 的比

率均小于 说明体液免疫应答起着主要的保护作

用 ∀

5  细胞因子考察

在免疫早期 作者同时考察了诱发小鼠脾细胞

表达的细胞因子水平 结果见图 ∀ 2°微

球组细胞因子表达的水平与传统铝佐剂疫苗诱发的

细胞因子表达水平相当 Π  1∀其中  2

°2≤微球组激发了较强的细胞因子

水平 特别是 ƒ2Χ的表达水平较高 但所有

2°微球组 2的 Α值均小于 1ƒ2

Χ的 Α值均小于 1与此对应的 2的 Α值在

Φιγυρε 4  ×  Α √∏   

 ∏ ∏2
υ  2°2≤ τ 

2°     2
°    √ ×

1 Λ∏

Φιγυρε 3  ×Α √∏ν   ξ ? σ  ∞≥ ∏2∏2  ° ∏Χ
  2∏ 2  ° ∏ Χ        

 ∏  ∏2 υ  2°2≤ 

τ  2°    2°   √ ×

1 Λ∏

Φιγυρε 5  ×Α √∏ν   ξ ? σ 2   ƒ2Χ   2 ≤    

  ∏  ∏2 υ  2°2≤   τ 

2°   2°   √  √2
 ¬ ∞≥ ≤ 2∞≥  ∏ ∞≥   2∏ 2 2 ƒ2Χ ×

1 Λ∏

##冯  利等 单剂 2°控释疫苗微球小鼠体内免疫学研究



1 ∗ 1说明 2°微球组和传统铝佐

剂疫苗都能诱发小鼠体内产生体液免疫和细胞免

疫 但体液免疫的作用较细胞免疫作用显著 ∀

6  ΠΛΓ Α体内生物兼容性评价

周的大鼠体内研究显示 °微球在大鼠背

部皮下均形成了不同程度的炎症反应 但随着

°的降解 !吸收 大鼠皮下组织中的肉芽肿逐渐

缓解 !愈合 ∀说明 °是可生物降解的具有生物

兼容性的载体材料 ≈ ∀

讨论

尽管在微球的制备过程中可能会产生一些影响

蛋白稳定的破坏作用 诸如机械力 !热 !化学反应等 

在降解过程中形成的酸性环境对蛋白也可能有一些

破坏作用 ≈
但通过体外 ≥⁄≥2°∞≥∞≤ 2°≤

以及体内免疫学实验表明 采用复乳法制备 2

°微球对 的蛋白质结构和抗原活性未造

成很大的破坏 ∀

由于 °2≤含有较多亲水性羧基

末端 加速了酯键的水解 在体内降解形成了许多乳

酸 !乙醇酸的单体和单聚体 而单体和单聚体进一步

催化了微球的降解和 释放 因此 2

°2≤微球在体内很快产生较高的免

疫应答 ∀同时 °2≤固有黏度和相对

分子质量均较低 决定了 2°2≤

微球在 周内降解和释放蛋白比较完全 因此在后

续的时间里缺乏对小鼠持续有效的免疫刺激 ∀与

2°2≤ 微 球 相 比  2

°微球和 2°微球由较高

固有黏度和相对分子质量的 °制备 °

及 °微球在体内降解缓慢 得

以持续释放 激发体内产生长效的免疫应答 ∀特别

是 °微球 °中的 比例大

于 °比例越高 °降解速度越

慢 因此 2°微球产生的免疫应答

略慢于 2°微球 并将延续更长时间

的免疫效果 ≈ ∀

铝佐剂疫苗在体内一般诱发体液免疫应答以及

≤⁄

×细胞介导的帮助作用 还可通过分泌 2

×ƒ2Α等细胞因子促进 细胞分

化 !增殖 !分泌 和 ∞抗体 ∀而细胞免疫

一般通过 ≤⁄


×细胞介导的帮助作用以及

≤⁄
细胞毒性 ×淋巴细胞 ≤×有效清除病原

体 ∀ 抗体 小鼠体内 以及 2×ƒ2Α

×ƒ2Β和 ƒ2Χ是细胞免疫特征性标志 作者选用

具有代表性的 和 抗体以及细胞因子 2

和 ƒ2Χ对 °微球的免疫机制进行了评

价 ≈
证实 °微球与现行的铝佐剂疫苗激发

的体液免疫效果相当 ∀鉴于 °2≤微

球在免疫早期能够快速诱发机体免疫应答 特别是

在增强和活化 ×细胞的作用方面有一定的辅佐作

用 而 °微球和 °微球能够在

体内缓慢 !持续激发体液免疫应答 将 种处方的微

球混合免疫 将是一个很好的 / ∏0疫苗 是

实现一次注射就能完成全程免疫的很有希望的给药

方式 ∀

Ρ εφερενχεσ

≈ ⁄±    ⁄∏ ∏ √ 

     √

≈ ≤° 中国药业    

≈ ∏ ÷ ≤ ≠ ° × ∏  ≤  

√ √¬

 ≤√ ≤  ≈ ⁄ 疾

病监测    

≈  ÷   ∏ ≥ ≠∏     

 √√  ≈

≤ ≥ ≤ 合成化学    

≈   ≠  × ≤   °   

  ∏ ¬  

×  

∏    ∏∏ ¬

≈ ∂    

≈  °   °  ∏

  ∏  ∏

√≈ ×   

≈ ≥   ÷     °  ≤ 

       √

√∏  ∏   ≈  ∂ 

  

≈ ≠  ≤   • ≥  ∏ 

∏     ∏ 2

 ∏¬ √ √ ≈ 

° ≥ 药学学报    

≈  • ≤    ⁄ 

   

   22  

  ∏∏ 

 √∏ ∏ ≈ ≤

    

≈ ≤   ≤  ≥∏   ≥∏  2

 2¬∏2 ¬√ 

≈  ° ≥ 药学学

报    

≈ ≤   • ±  ≠∏  ≠  ° 2

## 药学学报 °∏≥  



2 22   2
 ∏    ≈  

° ≥ 药学学报    

≈    ≥√  ≥  

  °  °  ≈ 

√ ⁄∏⁄√  √   

≈ ≥  ∂  ∏ ≠   ƒ∏

   ∏¬  

22 ≈   °

  

≈ ≤ ≥ ≤     ≤

     

  ∏

≈  °  



≈   ≥∏ ≤ ≤ ∞√

  ∆ , Λ222
     ∏ ∏

≈ °   

≈ ∏   ≥  ∏√ ∏ √2
∏∏   ∏∏  ≈ 

∂    

≈  × ∏ √ ≈  ° ≥

 •  ∂  ° •  ≥∏

≤   

关于评选第九届中国药学会 ) ) ) 施维雅青年药物化学奖和专项研究资助项目的通知

中国药学会 ) ) ) 施维雅青年药物化学奖和专项研究资助项目是由中国药学会与法国施维雅公司研究院共同设立的 

每年评选一次 旨在鼓励中国优秀青年药物化学工作者立足于中国国内和致力于中国新药研究 ∀设奖多年来 有力推动了

我国优秀青年药物化学工作者的健康成长和发展 ∀

根据设奖宗旨和国内药物化学学科发展的实际情况 年的奖励办法为 ≠ 继续面向全国 奖励 名从事药物化学

研究的青年药物化学 合成药物和天然药物 学者 获奖者每人可获得奖金  元人民币以及奖杯和证书 ∀  面向边远

地区的专项资助项目 奖励 项研究课题 经费为  元人民币 二年内完成 并颁发专项资助项目证书 ∀奖金和专项研

究经费均由法国施维雅公司研究院提供 ∀第九届评选工作已经开始 欢迎国内高等医药院校和科研机构积极推荐有关学

者申报 现将有关事宜通知如下 ∀

1  获奖候选人及专项研究资助项目申请人条件

≠中国药学会会员 年龄在 周岁以下 年 月 日以后出生 ≈ 在国内从事药物化学研究并取得优秀成绩

不包括在国外做过的工作 …三年内无长期 超过或等于一年 出国计划 面向边远地区的专项资助项目 申请人应是

内蒙古 !宁夏 !新疆 !广西 !陕西 !海南 !云南 !贵州等省 !自治区和延边朝鲜族自治州所属单位的正式科技人员 符合  ∗ 项

基本条件 课题有较高研究价值 ∀

2  评审材料报送要求

符合上述候选条件的青年药物化学研究工作者 可直接向中国药学会申报 报送材料要求如下 ∀

申报青年药物化学奖要求  ≠ 个人简历 !发表论文情况 !承担课题情况 中 !英文各四份 并附中国药学会会员证和身

份证复印件 ∀ 提交近三年来发表或未发表的优秀论文或专利 内容不含在国外做过的工作 一式四份 全文用中 !英文

均可 但其摘要和图表必须用英文 ∀ ≈两位专家推荐信各一份 并经专家所在单位盖章 ∀

申报专项研究资助项目要求  ≠个人简历 中 !英文各两份 并附中国药学会会员证和身份证复印件 ∀  提交课题申

请书 格式参照国家自然科学青年基金申请项目要求 一式四份 另外将其中 /课题研究内容和意义简介 0 译成英文 提交

两份 ∀ ≈两位专家推荐信各一份 并经专家所在单位盖章 ∀

3  评审程序和颁奖时间

评审委员会由中国药学会和法国施维雅公司研究院共同推荐的著名药物化学专家组成 获奖者由评委会民主投票评

选产生 ∀本年度评选结果 将于 年第六届中国药学会学术年会 第三季度召开 上公布 同时进行颁奖活动 具体时间

和地点另行通知 ∀可及时从中国药学会网站 查询有关事宜以及我会举办的学术活动情况 ∀

4  联系人 !通讯方式和征集截止时间

联系人 中国药学会学术部孙文虹 电话       传真     ∞2

¬ 通讯地址 北京市西城区北礼士路甲 号 邮政编码 ∀征集截止时间 年 月 日 ∀

##冯  利等 单剂 2°控释疫苗微球小鼠体内免疫学研究




