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的体液和细胞免疫反应!至少减少抗原用量
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作为
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的佐剂通过降低
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细胞的水平!

显著增强了
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的免疫效果!尤其是
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型的免疫反应!能够很好地节约抗原用量!具有良好的安全性'
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流感是一种最常见的危害人类健康的传染病!

尤其是在高危人群中!如儿童和老人'研制流感疫

苗是针对预防流感最有效的一种方法!但是由于流

感病毒表面的抗原频繁突变!在大流感流行的时候!

流感疫苗往往不能够满足接种人群的用量'而使用

疫苗佐剂可以显著增强流感疫苗免疫效果!减少流

感疫苗的抗原用量!使更多的易感人群接种流感疫

苗!达到迅速应对流感大流行的目的)
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'流感疫苗的

佐剂虽然有铝佐剂和
Ǹ 5/

!但是
Ǹ 5/

或
43&*

仅

在欧洲流感大流行时准予使用)

0!*

*

!目前人们使用的

流感疫苗中并不含有佐剂!因此寻找安全有效的佐剂

用于流感疫苗!降低抗原的用量!扩大流感流行时接

种人群的数量仍然是流感疫苗研究的重要课题'

传统的中草药在人类疾病的治疗中有悠久的历

史!大量的证据表明中草药具有很好的免疫调节作

用!可以作为新型疫苗佐剂的候选资源)
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'多糖是

中草药的主要成分!具有抗氧化(抗肿瘤(免疫调节

等多种生物活性)

5!.
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'国内外研究者们从多种传统

中草药中提取多糖成分研究其佐剂效果!如黄芪多

糖(灵芝多糖(茯苓多糖(淫羊藿多糖等发现其具有

很好的佐剂活性!达到增强免疫功能的作用而成为

新型疫苗的候选佐剂)
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新疆野生一枝蒿"
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#主要含有多糖(黄酮

等多种化合物)
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!多糖为其主要活性成分之一'在

前期的研究中发现
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配伍进行皮下免
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具有很好的佐剂效果)
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际应用中
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多采用肌肉途径接种!为此本研究将
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佐剂的可行性!为
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佐剂的研制提供实验依据!并为后期研制禽

流感以及其他病毒疫苗的佐剂奠定一定的基础'
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材料与方法

#F#

!

实验材料
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新疆野生一枝蒿粗多糖的制备

采用水提醇沉法提取新疆野生一枝蒿粗多
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%5

*

'蒽酮
!

硫酸法)

%.

*测定新疆野生一枝蒿粗多糖

中多糖的含量为
*&2/)_

)

%*

*

'

#F)

!

实验动物与免疫
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配伍后免疫小鼠为试验组!以不同剂量的
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单独免疫组为试验对照组!生理盐水免疫组为
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进行皮下注射免

疫!用于分析不同免疫途径对抗体滴度的影响'
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免疫后小鼠血清
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初免后
1

(

%)

(

0%"

进行小鼠眼眶采血!收集上

清!用间接
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法测定血清中的抗体水平'简述
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期 张爱莲等$新疆野生一枝蒿粗多糖对流感疫苗小鼠免疫增强效果的分析

如下$将
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j%的
0&%)

%

0&%5

株流感病毒

裂解疫苗加入
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过夜&
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免疫后小鼠淋巴细胞增殖的检测

小鼠二免后
1"

!在无菌条件下制成脾细胞悬

液!将
5l%&

. 个0

<O

j%脾细胞悬液加入
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的
8;!7O!)

和
8;!

7̀ H!

5

&室温避光
0& <$-

'每个样用
* <O%l

8EX<

%

G=,A[CVVEX

"

c\

#洗!

8c3

重悬细胞!流式细

胞术检测'

#F&

!

流式细胞术检测
OR%

b

OR!(

b

L3T

8

)

b

*0,

4

细

胞的表达

制备小鼠二免后
1"

的脾细胞悬液!细胞计数

后将浓度调整为
0l%&

. 个!用
Ec$#,?$E-?E

的
:E

J

C!

>=F#X

D

69E>>3F=$-$-

J

b$F

进行细胞染色!按照说明

书进行!简述如下$细胞洗涤后!

%0&&X

0

<$-

j%离

心
1<$-

!各加入
489!9\)

(

7̀69!9\05

进行表面

染色!避光室温
0&<$-

'加固定破膜液
%0&

(

O

!用

%<O%l G=,A[CVVEX

洗一次!各加
%

(

O 8;!

#̀W

T

*

!室温孵育
0&<$-

'每个样加入
%<OY=,A

[CVVEX

!离心!弃上清'加入
*&&

(

O8c3

重悬细胞!

过铜网!流式上机检测!用
>̀#YQ#

软件进行分析'

#FJ

!

统计学分析

利用
IX=

T

A8="8X$,<52&

进行数据分析!数

据均采用+

R

j

a0

,表示!用
3FC"E-F

1

,FE,F

对试验组

间的数据进行比较!差异显著标准为
K

%

&2&5

'

!

!

结
!

果

!F#

!

^7-O2

对小鼠生长状况的影响

G4:98

与
7]]

共免疫后!各组小鼠体重增长

无显著差异 "

K

#

&2&5

#!见表
0

'表明以
G4:98

为
7]]

的佐剂对小鼠机体刺激性较小!对小鼠的生

长并无显著影响'

!F!

!

7̂-O2

对
I[[

诱导小鼠
I

4

A

抗体滴度的影响

用间接
;O734

法检测小鼠初免后不同时期血

清中
7

J

I

的抗体滴度!结果如图
%

'随着免疫后时

间的增加!各组抗体滴度水平也逐渐增加&随着流感

单独免疫组
7]]

剂量的增加!低(中(高剂量组的

7

J

I

抗体滴度也逐渐增加&在加入了
G4:98*&&

(

J

后!流感低剂量(中剂量组的抗体滴度均显著提

高'其中!初免后
%)"

!低剂量
7]]&2&5

(

J

n

G4:98*&&

(

J

与
7]]&2&5

(

J

相比增加了
025

倍!其滴度比高剂量
7]]

单独免疫组还高'中剂量

7]]&2%

(

J

nG4:98*&&

(

J

与
7]]&2%

(

J

相比

增加了近
%21

倍!其滴度与铝佐剂组相当'但高剂

量
7]]

组加入
G4:98*&&

(

J

后没有显著提高'

%/&0
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表
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!

^7-O2

处理后对各组小鼠免疫后体重的影响"

E

c

X#

'

8d(

#

*/B9,!

!

H<<,1;.3</6@:5:.;0/;:353<^7-O235;+,B36

D

E,:

4

+;3<@:1,

"

E

c

X#

'

8d(

#

J

组别
IX#C

T

&" %)" 0("

&2/_H=9> 0&'5&a*')/ 01'&*a0')( 01'10a0')(

7]]&2&5

(

J

0*'.(a0'1% *%'((a0'(1 *0')(a%'.%

7]]&2&5

(

J

nG4:98*&&

(

J

05'%.a*'(0 *&').a)'5& *%'/0a*'5(

7]]&2%

(

J

0.'%0a%'1/ *&'&.a%'&1 *%'.0a0'%*

7]]&2%

(

J

nG4:98*&&

(

J

0)'*5a%'11 0('51a&'/. *&'0%a%'&%

7]]&25

(

J

05'%.a*'&. 0/'1)a0'00 *&'))a%'(*

7]]&25

(

J

nG4:98*&&

(

J

0.'*&a)')/ 0/'0)a%'&& 01'((a%'(%

7]]&2%

(

J

n4>C< 05'&1a*'55 *%'15a)'%/ *0'/.a0'/5

各组小鼠免疫后相同时间的体重无统计学差异"

K

#

&2&5

#

H#,F=F$,F$?=>"$VVEXE-?E[EFYEE-

J

X#C

T

,=FFAE,=<EF$<E

"

K

#

&2&5

#

图
#

!

间接
HKIG7

检测初免后不同时期小鼠血清中
I

4

A

的抗体滴度

L:

4

F#

!

R,;,1;:353<I

4

A;:;,0:5.,0>@3<6:<<,0,5;;:@,./<;,0:@@>5:M/;:35B

D

:56:0,1;HKIG7

!!

比较小鼠肌肉免疫和皮下免疫后
%)"

的血清

中
7

J

I

的抗体滴度!结果如图
0

!肌肉免疫的
7]]

单独免疫组
7]]&2&5

(

J

(

7]]&2%

(

J

的抗体滴度

均比皮下免疫后的高至少
0

倍&

G4:98*&&

(

J

与

7]]&2&5

(

J

(

7]]&2%

(

J

配伍后!两种免疫方式各

组
7

J

I

抗体滴度均比
7]]

单独免疫组有显著增高!

肌肉免疫后的滴度比皮下免疫后的高至少
0

倍'

!F)

!

^7-O2

对
I[[

诱导小鼠抗体亚类的影响

用间接
;O734

法检测小鼠初免后
%)"

血清中

抗体 亚 类
7

J

I

%

和
7

J

I

0=

的 水 平!结 果 如 图
*

!

G4:98*&&

(

J

和低(中剂量
7]]&2&5

(

J

(

7]]&2%

(

J

配伍后的血清
7

J

I

%

和
7

J

I

0=

抗体水平均显著高

于低(中剂量的
7]]

单独免疫组"

K

%

&2&5

#!其中!

中剂量
7]]&2%

(

J

nG4:98*&&

(

J

与对照组

7]]&2%

(

J

n4>C<

相比无显著差异"

K

#

&2&5

#&各

图
!

!

间接
HKIG7

检测不同免疫途径初免后
#%6

小鼠血

清中
I

4

A

的抗体滴度

L:

4

F!

!

R,;,1;:353<I

4

A;:;,0:5.,0>@3<#%6/<;,0:@@>N

5:M/;:35<03@6:<<,0,5;:@@>5,

8

/;+E/

D

B

D

:56:0,1;

HKIG7

0/&0
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免疫组
7

J

I

%

的抗体水平均高于
7

J

I

0=

的抗体水平'

但高剂量
7]]

组加入
G4:98*&&

(

J

后的血清

7

J

I

%

和
7

J

I

0=

抗体水平均没有显著提高'

!F%

!

7̂-O2

对
I[[

诱导小鼠淋巴细胞增殖的影响

N66

法检测初免后
0%"

各组小鼠淋巴细胞的

增殖情况!加入浓度为
*25

(

J

0

<O

j%的
9#-4

和
5

(

J

0

<O

j%的
O83

刺激物后各组的刺激指数如图
)

$

随着
7]]&2&5

(

J

(

7]]&2%

(

J

(

7]]&25

(

J

剂量

的不断增加!其刺激指数也不断升高'

9#-4

和

O83

诱导
G4:98*&&

(

J

配伍的
7]]

低剂量(中

剂量组淋巴细胞的增殖活性显著升高 "

K

%

&2&5

#!

高剂量组无显著差异"

K

#

&2&5

#'此外!中剂量

7]]&2%

(

J

n G4:98*&&

(

J

与铝佐剂组相比无

显著差异"

K

#

&2&5

#'

与
7]]

单独免疫组相比较!

"

2K

%

&2&5

!

""

2K

%

&2&%

9#<

T

=XE"Y$FA7]]$<<C-$@=F$#-

J

X#C

T

!

"

2K

%

&2&5

&

""

2K

%

&2&%

图
)

!

间接
HKIG7

检测初免后
#%6

小鼠血清中抗体分型的水平

L:

4

F)

!

R,;,1;:353</5;:B36

D

.>B19/..,.:5.,0>@B

D

:56:0,1;HKIG7:5#%6/<;,0<:0.;:@@>5:M/;:35

与
7]]

单独免疫组相比较!

"

2K

%

&2&5

!

""

2K

%

&2&%

9#<

T

=XE"Y$FA7]]$<<C-$@=F$#-

J

X#C

T

!

"

2K

%

&2&5

&

""

2K

%

&2&%

图
%

!

W**

法检测初免后
!#6

小鼠脾中淋巴细胞的增殖

L:

4

F%

!

R,;,1;:353<.

8

9,531

D

;,

8

039:<,0/;:35B

D

W**:5!#6/<;,0<:0.;:@@>5:M/;:35

!F(

!

流式细胞术检测
OR%

b

IKN%

&

ORJ

b

ILQN

#

的水

平

流式细胞术检测初免后
0%"

各组小鼠的
9\)

n

7O!)

(

9\(

n

7̀ H!

5

的表达水平!结果如图
5

$随着单

独免疫
7]]&2&5

(

J

(

7]]&2%

(

J

(

7]]&25

(

J

剂

量的不断增加!

9\)

n

7O!)

(

9\(

n

7̀ H!

5

分泌水平也

不断升高'

G4:98*&&

(

J

配伍的低剂量(中剂量

组的
9\)

n

7O!)

(

9\(

n

7̀ H!

5

分泌水平显著高于低

剂量(中剂量
7]]

单独免疫组"

K

%

&2&5

#!

G4:98

*&&

(

J

配伍高剂量
7]]

组无显著差异"

K

#

&2&5

#'

中剂量
7]]&2%

(

J

nG4:98*&&

(

J

与对照组

7]]&2%

(

J

n4>C<

相比
9\)

n

7O!)

(

9\(

n

7̀ H!

5

的分泌水平无显著差异"

K

#

&2&5

#'

*/&0
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与
7]]

单独免疫组相比较!

"

2K

%

&2&5

!

""

2K

%

&2&%

9#<

T

=XE"Y$FA7]]$<<C-$@=F$#-

J

X#C

T

!

"

2K

%

&2&5

&

""

2K

%

&2&%

图
(

!

^7-O2

对流感疫苗免疫后小鼠脾分泌
OR%

b

IKN%

&

ORJ

b

ILQN

#

水平的影响

L:

4

F(

!

*+,.,10,;:359,S,93<OR%

b

IKN%

'

ORJ

b

ILQN

#

:5;+,.

8

9,,53<@:1,:@@>5:M,6E:;+I[[@:T,6^7-O2

)/&0
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!F$

!

流式细胞术检测
OR%

b

OR!(

b

L3T

8

)

b

*0,

4

细

胞的表达

为了检测免疫后各组小鼠调节性
6

细胞的表

达水平!用流式细胞术检测
9\)

n

9\05

n

#̀W

T

*

n

6XE

J

细胞的表达!结果如图
.

$随着单独免疫组

7]]&2&5

(

J

(

7]]&2%

(

J

(

7]]&25

(

J

剂量的不断

增加!

9\)

n

9\05

n

#̀W

T

*

n 表达水平也不断降低'

G4:98*&&

(

J

配伍
7]]

低剂量(中剂量组的

9\)

n

9\05

n

#̀W

T

*

n表达水平显著低于
7]]

低剂

量(中剂量单独免疫组"

K

%

&2&5

#!

G4:98*&&

(

J

配伍
7]]

高剂量组无显著差异"

K

#

&2&5

#'中剂

量
7]]&2%

(

J

nG4:98*&&

(

J

与对照组
4>C<

相比
9\)

n

9\05

n

#̀W

T

*

n 表达水平无显著差异

"

K

#

&2&5

#'

与
7]]

单独免疫组相比较!

"

2K

%

&2&5

!

""

2K

%

&2&%

9#<

T

=XE"Y$FA7]]$<<C-$@=F$#-

J

X#C

T

!

"

2K

%

&2&5

&

""

2K

%

&2&%

图
$

!

^7-O2

对流感疫苗免疫后小鼠
OR%

b

OR!(

b

L3T

8

)

b

*0,

4

细胞百分比的影响

L:

4

F$

!

*+,

8

,01,5;/

4

,3<OR%

b

OR!(

b

L3T

8

)

b

*0,

4

1,99:5;+,.

8

9,,53<@:1,:@@>5:M,6E:;+I[[@:T,6^7-O2

)

!

讨
!

论

随着现代分离技术的发展!越来越多的中草药

组分被鉴定和分离出来!其中包括多糖(皂素(酚类

化合物及类黄酮等!这些组分作为佐剂能促进激活

抗原递呈细胞!促进细胞因子的合成!增强抗肿瘤和

抗感染的免疫反应)

%1

*

'尤其是补益类中药的有效

成分!能影响机体的免疫功能!很有希望开发成为新

型疫苗佐剂'现代药理学研究表明!多糖类作为佐

剂不仅可以通过激活
6

(

c

淋巴细胞等免疫细胞对

机体的免疫系统进行调节!还可以通过激活补体!促

进干扰素生成!诱生细胞因子等方式得以实现)

%(

*

'

本研究旨在探讨
G4:98

作为
7]]

的佐剂!加强

7]]

的免疫效果和节约
7]]

抗原用量的作用'将

5/&0
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一定剂量的
G4:98

与不同剂量的
7]]

配伍后免

疫小鼠作为试验组!以不同剂量
7]]

单独免疫小鼠

为无佐剂对照组!铝佐剂组作为阳性对照组!肌肉途

径进行免疫!检测
G4:98

与
7]]

配伍后对小鼠免

疫应答的增强效果'

研究发现!

G4:98

配伍
7]]

肌肉途径免疫小

鼠后!各组小鼠体重均没有显著差异!也没有明显的

过敏反应!表明
G4:98

并未对小鼠的生长状况产

生影响!

G4:98

具有一定的安全性'合适的抗原

剂量与合适多糖剂量配伍才会起到理想的免疫效

果'

7

J

I

是血清免疫球蛋白的主要成分!其含量高

低可以反映机体的防御能力)

%/

*

'抗体
7

J

I

滴度结

果表明!

G4:98

可以显著提高
7]]

诱导产生的

7

J

I

抗体滴度!

7]]

低剂量组加入
G4:98

后与

7]]

高剂量单独组相比可减少抗原用量
/%_

!

G4:98

显著增强了
7]]

激起的体液免疫应答水

平!并节约抗原的用量!这表明通过本试验确定了合

适的抗原剂量与多糖的剂量配伍!因此起到了很好

的免疫增强效果)

0&!0%

*

'为了比较不同的免疫途径对

小鼠抗体水平的影响!对初免后
%)"

的
7

J

I

滴度进

行了比较!结果发现肌肉途径免疫后各组的抗体滴

度水平均比皮下免疫高至少
0

倍!说明肌肉免疫途

径效果优于皮下免疫'

在小鼠体内!

7

J

I

%

是依赖
6A0

途径免疫应答的

特征性标志!而
7

J

I

0=

是依赖
6A%

途径免疫应答的

特征性标志)

00

*

'初免后
%)"

小鼠血清抗体亚类

7

J

I

%

和
7

J

I

0=

的结果表明$

G4:98

配伍低(中(高

剂量的
7]]

后均能同时提高流感低(中剂量
7]]

的
7

J

I

%

和
7

J

I

0=

的水平!说明
G4:98

作为
7]]

的

佐剂能够同时促进
6A%

和
6A0

免疫反应!尤其可以

提高
6A%

型的免疫反应'

淋巴细胞转化能力的高低可反映机体的免疫功

能状态!常用淋巴细胞增殖指数反应机体细胞免疫能

力)

%/

*

'本研究结果表明
G4:98

能显著性地提高

9#-4

诱导的
6

淋巴细胞增殖和
O83

诱导的
c

淋巴

细胞增殖!

G4:98

与低剂量
7]]

配伍组的刺激指数

和高剂量
7]]

单独免疫组无统计学差异!说明

G4:98

能够显著提高流感疫苗的细胞免疫水平'

在免疫应答识别和激活阶段!有多种细胞因子

可刺激免疫活性细胞的增殖!

7̀ H!

5

主要由活化的

6

细胞和
Hb

细胞产生!还可以激活
96O

)

%(

*

'

7O!)

主要产生于活化
6

细胞和肥大细胞中!它可以刺激

c

淋巴细胞的增殖'本试验通过流式细胞术检测

9\)

n

7O!)

(

9\(

n

7̀ H!

5

的表达水平!结果发现!

G4:98

均能显著提高低(中剂量
7]]

的
7O!)

和

7̀ H!

5

表达水平!表明
G4:98

与
7]]

配伍后可以

产生强烈的体液免疫和细胞免疫应答'

#̀W

T

*

对
9\)

n

9\05

n

6XE

J

细胞的发展和功

能是至关重要的!起到免疫抑制的调节作用)

0*

*

'有

研究发现川牛膝多糖作为佐剂通过抑制
9\)

n

9\05

n

#̀W

T

*

n的表达来增强体液和细胞免疫反

应)

0)

*

'本研究发现
G4:98

作为低(中剂量
7]]

的佐剂能显著降低
9\)

n

9\05

n

#̀W

T

*

n

6XE

J

细胞

的表达'这些结果表明!

G4:98

能够通过抑制

6XE

J

细胞的表达来增强免疫应答'

综上所述!新疆野生一枝蒿粗多糖通过肌肉途径

免疫后可以增强特异性的体液免疫和细胞免疫反应!

效果优于皮下免疫途径!尤其是激发了
6A%

型免疫

反应并抑制了
6XE

J

细胞的表达!可以节约抗原用量

/%_

'因此!新疆野生一枝蒿粗多糖可以为流感病毒

疫苗新型免疫佐剂的研制及用于解决流感大暴发时

流感疫苗供应短缺问题提供重要的研究参考'
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