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摘　要　分别用冻融冻干法、薄膜分散冻干法制备流感疫苗脂质体干粉，通过小鼠肺部免疫后，从细胞免疫水平考察
两种方法制备脂质体的免疫原性。将小鼠分为非脂质体疫苗原液组（ｎｏｎｌｉｐｏｓｏｍｅ）、薄膜分散冻干法制备流感脂质体疫苗
组、冻融冻干法制备流感疫苗脂质体组、阳性对照和阴性对照组（ｎ＝５）。脂质体疫苗冻干粉组以每只血凝素含量（以
Ｈ１Ｎ１计）６μｇ肺部免疫，以非脂质体疫苗原液每只血凝素含量６μｇ腹腔给药作为阳性对照，以未免疫小鼠（ＰＢＳ给药）为
阴性对照。免疫２８ｄ，ＭＴＴ法检测脾淋巴细胞的增殖，流式细胞术检测ＣＤ４＋与ＣＤ８＋细胞。结果显示：两种方法制备的流
感疫苗脂质体冻干粉均可诱导细胞免疫，且免疫效果相当，说明冻融冻干法有望进一步应用于减毒活疫苗制备。
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　　脂质体具有良好的免疫佐剂功能，可增强机体
的体液免疫和细胞免疫。脂质体呼吸道给药可提

高生物利用度，具有良好的组织相容性及长效缓释

作用［１－２］。制备脂质体应用最广泛的方法是薄膜
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分散法［１］，该方法工艺简单，为制备蛋白质类脂质

体的首选，利于规模化大生产。本课题组前期已经

系统地研究了薄膜分散冻干法制备流感疫苗脂质
体［３－４］的体液免疫、细胞免疫效果和黏膜免疫，免

疫原性均有明显提高［４－７］。由于薄膜分散法制备

中有温度升高的过程，使疫苗接触高温后容易失

活，所以不适用于减毒活疫苗脂质体的制备。本研

究在原有方法基础上，确立了另外一种可在低温条

件下制备流感疫苗脂质体的方法———冻融冻干
法。本研究比较两种方法制备疫苗脂质体诱发细

胞免疫水平，为冻融冻干法应用于减毒活疫苗脂
质体的制备奠定理论基础。

!

　材　料

１１　药品与试剂
流行型感冒病毒裂解单价液（以Ｈ１Ｎ１血凝素

计５５０μｇ／ｍＬ，云南沃森生物技术股份有限公司）；
胆固醇（上海新兴化工试剂研究所）；大豆卵磷脂

（北京美亚斯磷脂技术有限公司）；牛血清白蛋白

（ＢＳＡ，美国西格玛公司）；福林酚试剂（北京鼎国
生物技术有限公司）；标准胎牛血清（天津灏洋生

物制品科技有限公司）；ＲＰＭＩ１６４０培养基（美国
ＨｙＣｌｏｎｅ公司）；刀豆蛋白（ＣｏｎＡ），ＭＴＴ（北京科昊
泽生物技术有限公司）；红细胞裂解液（碧云天生

物科技有限公司）；抗小鼠 ＣＤ８荧光标记，抗小鼠
ＣＤ４抗体（美国 ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司）；其余试剂均为
市售分析纯。

１２　动　物
ＳＰＦ级昆明种雌性小鼠，体重１８～２２ｇ，购自

昆明医科大学实验动物中心（合格证号：ＳＣＸＫ
（滇）２００５０００８）。
１３　仪　器

ＥＬ２０４型电子天平（上海梅特勒托利多有限
公司）；紫外可见分光光度计（ＵＶ７５０１）；ＭｏｔｉｃＢ５
型数码电子显微镜（厦门麦克奥迪有限公司）；

Ｚ３００Ｋ型台式高速低温离心机（德国 Ｈｅｍｌｅ公
司）；Ｓｐｅｃｔｒａｍａｘ１９０型酶标仪（美国ＭＤ公司）。

"

　方　法

２１　冻融冻干法制备流感疫苗脂质体
称取大豆卵磷脂３００ｍｇ和胆固醇１００ｍｇ置

于磨口圆底烧瓶中加入无水乙醇 ２０ｍＬ，放置

５０℃水浴中搅拌使其溶解后于３７℃恒温水浴旋
转蒸发仪上减压蒸发除去乙醇，此时脂质在圆底烧

瓶上形成一层均匀的薄膜。加入 ＰＢＳ常压下水化
约４５ｍｉｎ，制得乳白色脂质体混悬液，常温静置２ｈ
形成大单室脂质体，冰水浴探头超声，即得小单室

脂质体混悬液。取适量脂质体混悬液与疫苗原液

混合均匀，加入蔗糖１００ｍｇ作为冻干保护剂，放入
－４０℃冰箱进行反复冻融，经冷冻干燥后即得流
感疫苗脂质体冻干粉

２２　流感疫苗脂质体干粉形态学研究
分别取少量薄膜分散冻干法［３］与冻融冻干

法制得的流感疫苗脂质体冻干粉复溶，利用数码电

子显微镜观察其形态，通过粒径分析软件 Ｎａｎｏ
Ｍｅａｓｕｒｅｒ１２测定平均粒径以及粒径分布情况。
２３　两种方法制备流感疫苗脂质体细胞免疫效果
评价

２３１　动物分组与免疫　将小鼠分为４组（ｎ＝
５），分别为ＰＢＳ腹部给药组、膜分散法制备疫苗脂
质体冻干粉肺部给药组、冻融冻干法制备疫苗脂
质体冻干粉肺部给药组、非脂质体流感疫苗原液肺

腹给药组，除 ＰＢＳ腹部给药组外，其余各组免疫剂
量为每只６μｇ（以Ｈ１Ｎ１血凝素计）。阳性对照为
非脂质体流感疫苗原液组腹腔给药组。阴性对照

为小鼠ＰＢＳ腹腔给药组，免疫时间为２８ｄ。
２３２　脾淋巴细胞增殖及Ｔ淋巴细胞表面标记检
测　参考文献［５］，研磨制备脾淋巴细胞悬液，
ＭＴＴ法检测脾淋巴细胞悬液中细胞的增殖情况，
于酶标仪５７０ｎｍ处测定吸收度，并用流式细胞仪
检测Ｔ淋巴细胞表面标记情况，用贝克曼库尔特
分析。

#

　结　果

３１　流感疫苗脂质体的形态及粒径分布和包封率
用数码显微镜观察（图１），两种方法制得的脂

质体外观均呈圆或椭圆形，粒度分布较均匀。粒径

分析软件 Ｎａｎｏｍｅａｓｕｒｅｒ１２对粒径进行分析，薄
膜分散冻干法制得的脂质体平均粒径 ３２４μｍ
（ｎ＝３），１０～４０μｍ粒径占８３６％。包封率为
（８２５３±２８７５）％（ｎ＝３）。冻融冻干法制得的
脂质体平均粒径１９１μｍ（ｎ＝３），１０～４０μｍ粒
径占 ９５６％。包封率为（８４１４±２１３４）％（ｎ＝
３）。平均粒径比较，冻融冻干法脂质体小于薄膜
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分散冻干法脂质体，且其粒径更加均匀（图２）。

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｉｍａｇｅｏｆｉｎｆｌｕｅｎｚａｖａｃｃｉｎｅｌｉｐｏｓｏｍｅｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎｕｎｄｅｒｄｉｇｉｔａｌ
ｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ（ｏｉｌ，×１００）

３２　脾淋巴细胞增殖实验及Ｔ淋巴细胞表面标记
检测

将测得的各小鼠刀豆蛋白（ＣｏｎＡ）组的３个孔
的吸收度取平均值，空白对照组的３个孔的吸收度
取平均值。刺激指数（ＳＩ）为每只小鼠的 ＣｏｎＡ组
的平均吸收度与空白对照组的平均吸收度的比。

根据流式细胞仪检测结果计算 ＣＤ４＋／ＣＤ８＋的比，

免疫２８ｄ后，４个组的小鼠的刺激指数及 ＣＤ４＋／
ＣＤ８＋的比见表１。

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｄｉａｍｅｔｅｒｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｃｈａｒｔｏｆｉｎｆｌｕｅｎｚａｖａｃｃｉｎｅｌｙｏｐｈｉｌｉｚｅｄ
ｌｉｐｏｓｏｍｅｂｙｆｉｌｍｄｉｓｐｅｒｓｉｏｎｍｅｔｈｏｄ（Ａ）ａｎｄｆｒｅｅｚｅｔｈａｗｉｎｇｍｅｔｈｏｄ
（Ｂ）

Ｔａｂｌｅ１　ＣｏｎＡＳＩａｎｄＣＤ４＋／ＣＤ８＋ｒａｔｉｏｏｆＴｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅａｆｔｅｒ２８ｄｏｆｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝５）
Ｓａｍｐｌｅ ＰＢＳｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ Ｆｉｌｍｄｉｓｐｅｒｓｉｏｎｐｕｌｍｏｎａｒｙ Ｆｒｅｅｚｅｔｈａｗｉｎｇｐｕｌｍｏｎａｒｙ Ｎｏｎｌｉｐｏｓｏｍｅｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ
ＣｏｎＡＳＩ １２２７±００３１ ２７９０±００９４ ２８２３±００７２ ２４２６±００８９
ＣＤ４＋／ＣＤ８＋ ２２９±０１１９ ４２８４±０１９９ ４４１８±０３５５ ２９２８±０３１
ＣｏｎＡＳＩａｎｄＣＤ４＋／ＣＤ８＋ｒａｔｉｏｏｆＴｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅａｆｔｅｒ２８ｄｏｆｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ．Ｐ＜００５ｖｓｎｏｎｌｉｐｏｓｏｍｅｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｇｒｏｕｐ

　　从表１脾淋巴细胞增殖实验结果和 Ｔ淋巴细
胞表面标记 ＣＤ４＋／ＣＤ８＋检测的结果来看，应用
ＳＰＳＳ１７０软件进行统计分析。将薄膜分散冻干
法脂质体肺部免疫组、冻融冻干法脂质体肺部免
疫组、阳性对照组与阴性对照组比较，经方差分析

（Ｐ＜００５），说明有显著性差异，表明薄膜分散冻
干法脂质体肺部免疫组、冻融冻干法脂质体肺部
免疫组、阳性对照组均诱导产生细胞免疫反应。薄

膜分散冻干法脂质体肺部免疫组、冻融冻干法脂
质体肺部免疫组和阳性对照组进行比较，经方差分

析（Ｐ＜００５），说明有显著性差异，表明流感疫苗
脂质体经肺部免疫诱导产生的细胞免疫水平明显

高于疫苗原液腹腔注射诱导产生的细胞免疫水平。

比较两种不同制备方法得到的脂质体，经方差分析

（Ｐ＞００５），表明两种方法制备脂质体的细胞免疫
水平无显著性差异。

'

　讨　论

流感病毒主要通过感染呼吸道上皮细胞，经呼

吸道黏膜进入人体。目前，通过肺部将药物传到全

身从而发挥作用的研究受到广泛的关注。肺部给

药主要是由于肺部血流丰富，药物通过呼吸进入肺

泡，并随着血液循环输送到全身而发挥作用，并且

肺部给药可以避免肝脏首过效应。脂质体作为肺

部给药的良好佐剂是由于肺部主要由大量的肺泡

组成，而肺泡的主要成分为脂质，脂质体也由磷脂

构成，所以两者具有很好的组织相容性，通过脂质

体包封后可以显著提高药物的生物利用度。本实

验采用冻融冻干法制备脂质体，其超声的过程使大
单室脂质体破碎形成大小均一的小单室脂质体，通

过调节超声的功率和超声的次数来控制脂质体粒径

的大小。反复冻融过程中伴随脂质膜的破裂和融

合，受磷脂非极性头基空间位阻和脂质膜曲率半径

的双重影响，粒径小的脂质体融合成稍大脂质体，粒

径大的脂质体裂解成稍小脂质体，过大或过小的脂

质体均无法形成，使粒径趋于均匀化。本实验中薄

膜分散冻干法制得的脂质体平均粒径３４４μｍ，冻
融冻干法制得的脂质体平均粒径１９１μｍ，且８０％
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粒径范围在５μｍ以下，大部分药物颗粒均能被呼吸
道黏膜及肺泡有效的摄取和吸收，最后通过血液循

环发挥全身作用。

本研究表明，两种方法制备的流感疫苗脂质体

冻干粉细胞免疫效果均高于疫苗原液腹部给药，表

明两种方法制备的流感疫苗脂质体冻干粉均可有

效诱发细胞免疫，且与疫苗原液相比，具有优势。

两种方法制备的脂质体都有很好的细胞免疫效果，

且免疫效果无显著性差异，表明冻融冻干法制备
的脂质体与薄膜分散冻干法制备的脂质体在细胞
免疫效果方面免疫效果相当，说明冻融冻干法是
一种可行的在低温条件下制备流感疫苗脂质体的

方法，为该法将来应用于减毒活疫苗奠定了基础。

本文通过肺部免疫研究脂质体流感疫苗，为今后制

成粉雾剂、吸入剂方便患者给药，快速发挥药效奠

定基础。
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·校园信息·

中国药科大学发现肝癌治疗新靶标

在２０１５年１１月中国药理学会第十三次暨成立３０周年全国学术大会上，中国药科大学杨勇教授获第十九届“中
国药理学会·施维雅青年药理学家奖”。该奖项是国内目前从事药理学研究的青年药理学家的最高荣誉。

当下，恶性肿瘤是严重威胁人类健康的疾病之一，发病率和死亡率呈逐年升高趋势，其病因及发病机制尚不清

楚。“种子土壤学说”是较为公认的主流学说，认为单个肿瘤细胞只有在适宜的环境中才能发展成肿瘤，微环境可影

响肿瘤细胞的生长、侵袭和转移。基于此，杨勇教授重点围绕肿瘤微环境开展研究，在国际学术界首次发现了一群特

殊的巨噬细胞，而这些巨噬细胞会促进慢性肝炎向肝癌方向发展。目前，杨勇教授课题组正在全面解析该群免疫细

胞的生物学特性，研发特异性靶向该群细胞的新型肝癌预防和治疗的药物，为国内外治疗肝癌疾病提供了一个新靶

标。正因为此项重大发现，杨勇教授荣获第十九届“中国药理学会·施维雅青年药理学家奖”。

（新华日报）
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