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　 　 摘要:　 重组 ＣＴＡ１￣ＤＤ 蛋白具有与完整 ＣＴ 分子相当的全身性和黏膜佐剂功能ꎬ但在复杂的生理环境中易被

酶或酸降解ꎮ 本研究以同样具有佐剂活性的 Ｏ￣羧甲基壳聚糖(ＯＣＳ)和硫酸葡聚糖(ＤＳ)为载体ꎬ通过离子交联形

成纳米颗粒ꎬ将 ＣＴＡ１￣ＤＤ 蛋白嵌入其中ꎬ使其得到稳定保护ꎮ 包裹有 ＣＴＡ１￣ＤＤ 蛋白的 ＯＣＳ￣ＤＳ 纳米颗粒的粒径为

５０~１５０ ｎｍꎬＺｅｔａ 电位约－５０ ｍＶꎬ质量浓度 １􀆰 ０ ｍｇ / ｍｌ的 ＣＴＡ１￣ＤＤ 蛋白投入制备的包裹有 ＣＴＡ１￣ＤＤ 蛋白的 ＯＣＳ￣ＤＳ
纳米颗粒载药率 ２５􀆰 ３３％ꎬ包封率 ８６􀆰 ５６％ꎮ 体外模拟释放试验结果显示 ＣＴＡ１￣ＤＤ 蛋白可在 ７ ｄ 内缓慢释放ꎮ 将

ＣＴＡ１￣ＤＤ 蛋白与 ＰＲＶ 灭活抗原混合后ꎬ接种至小鼠鼻腔ꎬ结果表明ꎬ包裹有 ＣＴＡ１￣ＤＤ 蛋白的 ＯＣＳ￣ＤＳ 纳米颗粒能

够同时诱导更高的血清 ＩｇＧ 抗体和黏膜 ＩｇＡ 抗体表达ꎬ证明了其作为黏膜佐剂的高效性ꎮ
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　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 Ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ＣＴＡ１￣ＤＤ ｐｒｏｔｅｉｎ ｈａｓ ｓｙｓｔｅｍｉｃ ａｎｄ ｍｕｃｏｓａｌ ａｄｊｕｖａｎｔ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｃｏｍｐａｒａｂｌｅ ｔｏ ｉｎｔａｃｔ ＣＴ
ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ. Ｂｕｔ ｉｔ ｉｓ ｅａｓｉｌｙ ｄｅｇｒａｄｅｄ ｂｙ ｅｎｚｙｍｅｓ ｏｒ ａｃｉｄｓ ｉｎ ｃｏｍｐｌｅｘ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔｓ. Ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙꎬ Ｏ￣ｃａｒｂｏｘｙｍ￣
ｅｔｈｙｌ ｃｈｉｔｏｓａｎ (ＯＣＳ) ａｎｄ ｄｅｘｔｒａｎ ｓｕｌｆａｔｅ (ＤＳ)ꎬ ｗｈｉｃｈ ａｌｓｏ ｈａｄ ａｄｊｕｖａｎｔ ａｃｔｉｖｉｔｙꎬ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ａｓ ｃａｒｒｉｅｒｓ ｔｏ ｆｏｒｍ ｎａｎｏｐａｒｔｉ￣
ｃｌｅｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｉｏｎ ｃｒｏｓｓｌｉｎｋｉｎｇꎬ ａｎｄ ＣＴＡ１￣ＤＤ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｅｍｂｅｄｄｅｄ ｉｎ ｔｈｅｍ ｆｏｒ ｓｔａｂｌｅ ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ. Ｔｈｅ ｐａｒｔｉｃｌｅ ｓｉｚｅ ｏｆ ＯＣＳ￣

ＤＳ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｅｎｃａｐｓｕｌａｔｉｎｇ ＣＴＡ１￣ＤＤ ｐｒｏｔｅｉｎ ｒａｎｇｅｄ
ｆｒｏｍ ５０ ｎｍ ｔｏ １５０ ｎｍꎬ ｗｉｔｈ ａ Ｚｅｔａ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｏｆ
ａｐｐｒｏｘｉｍａｔｅｌｙ －５０ ｍＶ. Ｔｈｅ ｄｒｕｇ ｌｏａｄｉｎｇ ｒａｔｅ ｏｆ ＯＣＳ￣ＤＳ
ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｅｎｃａｐｓｕｌａｔｉｎｇ ＣＴＡ１￣ＤＤ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ２５􀆰 ３３％
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ｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｎｃａｐｓｕｌａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｗａｓ ８６.５６％. Ｔｈｅ
ｓｉｍｕｌａｔｅｄ ｒｅｌｅａｓｅ ｔｅｓｔｓ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＣＴＡ１￣ＤＤ ｐｒｏ￣
ｔｅｉｎ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｓｌｏｗｌｙ ｒｅｌｅａｓｅｄ ｗｉｔｈｉｎ ｓｅｖｅｎ ｄａｙｓ. Ｔｈｅ ｍｉｃｅ
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ｗｅｒｅ ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ｉｎｔｒａｎａｓａｌｌｙ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｉｘｔｕｒｅ ｏｆ ＣＴＡ１￣ＤＤ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ＰＲＶ ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄ ａｎｔｉｇｅｎ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ
ＯＣＳ￣ＤＳ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｅｎｃａｐｓｕｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＣＴＡ１￣ＤＤ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｕｌｄ ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓｌｙ ｉｎｄｕｃｅ ｈｉｇｈｅｒ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ＩｇＧ ａｎ￣
ｔｉｂｏｄｉｅｓ ａｎｄ ｍｕｃｏｓａｌ ＩｇＡ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓꎬ ｗｈｉｃｈ ｐｒｏｖｅｄ ｉｔｓ ｈｉｇｈ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ａｓ ｍｕｃｏｓａｌ ａｄｊｕｖａｎｔ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ＣＴＡ１￣ＤＤ ｐｒｏｔｅｉｎꎻ Ｏ￣ｃａｒｂｏｘｙｍｅｔｈｙｌ ｃｈｉｔｏｓａｎꎻ ｄｅｘｔｒａｎ ｓｕｌｆａｔｅꎻ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓꎻ ａｄｊｕｖａｎｔ ａｃｔｉｖｉｔｙ

　 　 重组 ＣＴＡ１￣ＤＤ 蛋白是由霍乱毒素(Ｃｈｏｌｅｒａ ｔｏｘ￣
ｉｎꎬＣＴ)的 Ａ１ 亚基(ＣＴＡ１)与金黄色葡萄球菌蛋白

Ａ 的二聚体(Ｄ￣ｄｉｍｅｒꎬＤＤ)相连组成ꎬ其佐剂效应于

１９９７ 年被首次报道ꎮ 随后ꎬＣＴＡ１￣ＤＤ 被广泛应用于

人类免疫缺陷病毒(ＨＩＶ)、人乳头瘤病毒(ＨＰＶ)、
埃博拉病毒(ＥＢＯＶ)、甲型 Ｈ１Ｎ１ 流感病毒和轮状

病毒小颗粒等疫苗产品中ꎬ显著增强了疫苗的免疫

保护效力ꎬ验证了其佐剂功效[１￣５]ꎮ 研究结果表明ꎬ
ＣＴＡ１￣ＤＤ 融合蛋白具有与完整 ＣＴ 分子相当的全身

性和黏膜佐剂功能ꎬ大大提升了机体对与其联合免

疫的特异性抗原的免疫应答水平[６￣７]ꎬ是一种具有前

途的蛋白类佐剂ꎮ 但是ꎬＣＴＡ１￣ＤＤ 蛋白在复杂的生

理环境中通常容易被酶或者酸降解ꎬ生物利用率不

高ꎬ因此在生产应用中受到很大的限制ꎮ
为了解决上述问题ꎬ本研究利用载体材料将

ＣＴＡ１￣ＤＤ 蛋白包裹成纳米颗粒进行体内递送ꎬ以
保护 ＣＴＡ１￣ＤＤ 蛋白在生理环境中不易被快速降

解ꎬ能够高效到达靶标组织和细胞ꎬ发挥佐剂作

用ꎮ 本研究以同样具有佐剂活性的多糖(壳聚糖

和葡聚糖)衍生物[８￣９] 为载体材料ꎮ 壳聚糖是自然

界中广泛存在的甲壳素的脱乙酰产物ꎬ分子表面

的伯胺基质子化后带正电ꎬ具有良好的生物相容

性和生物可降解性[１０￣１１] ꎬ亦可作为佐剂增强疫苗

的体液免疫和细胞免疫应答[１２￣１３] ꎮ 由于壳聚糖在

生理 ｐＨ 下的溶解性较差ꎬ研究者常常将壳聚糖通

过离子交联、乳液交联、自组装等方法制备成纳米

颗粒使用[１４] ꎮ 研究结果表明ꎬ壳聚糖纳米颗粒可

诱导炎性细胞因子 ＩＬ￣１β、ＴＮＦ￣α、ＭＣＰ￣１、ＭＩＰ￣１α
的释放ꎬ并促进 ＣＤ４＋和 ＣＤ８＋ Ｔ 细胞的增殖[１５￣１７] ꎮ
Ｇüｎｂｅｙａｚ 等[１８]将壳聚糖纳米颗粒用于牛疱疹病毒

疫苗的黏膜递送ꎬ提高了细胞免疫水平ꎮ Ｚｈａｏ
等[１９]将新城疫病毒疫苗用壳聚糖纳米粒包裹ꎬ通
过黏膜途径免疫鸡ꎬ提升了疫苗的缓释性、安全性

及有效性ꎮ 葡聚糖的免疫活性调节作用主要与巨

噬细胞相关[２０] ꎮ 葡聚糖分子上含有大量羟基ꎬ链
间氢键可形成稳定的三级结构ꎬ与巨噬细胞表面

Ｄｅｃｔｉｎ￣１ 和 Ｔｏｌｌ 样受体结合ꎬ增强其吞噬活性ꎬ并

诱导机体炎性细胞因子的释放ꎬ从而间接激活 Ｂ
细胞和 Ｔ 细胞ꎬ增强免疫应答[２１￣２２] ꎮ

本研究采用葡聚糖的硫酸盐衍生物和实验室前

期合成的壳聚糖衍生物———Ｏ￣羧甲基壳聚糖ꎬ通过

离子交联法制备包裹有 ＣＴＡ１￣ＤＤ 蛋白的纳米颗粒ꎮ
研究纳米颗粒的制备工艺对颗粒基本性能的影响ꎬ
包裹有 ＣＴＡ１￣ＤＤ 蛋白纳米颗粒的包封率和载药率ꎬ
并进一步探讨包裹有 ＣＴＡ１￣ＤＤ 蛋白纳米颗粒的体

液免疫和黏膜免疫水平ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

霍乱毒素基因融合蛋白 ＣＴＡ１￣ＤＤ 和 Ｏ￣羧甲基

壳聚糖(相对分子质量３×１０４)均为本实验室自制ꎬ
硫酸葡聚糖(相对分子质量 ５×１０５)购自索莱宝公

司ꎬ３ꎬ３ꎬ５ꎬ５￣四甲基联苯胺(ＴＭＢ)购于博士德公司ꎬ
其余试剂均购于国药集团ꎮ 健康 ＢＡＬＢ / ｃ 雌性小鼠

(５ 周龄)购于扬州大学实验动物中心ꎮ
１.２　 Ｏ￣羧甲基壳聚糖￣硫酸葡聚糖(ＯＣＳ￣ＤＳ)纳米

颗粒的制备

　 　 分别配制 ２ ｍｇ / ｍｌ 的 Ｏ￣羧甲基壳聚糖(ＯＣＳ)
和硫酸葡聚糖(ＤＳ)溶液ꎬ加入 ＮａＣｌ 调节其离子强

度为 ０􀆰 １ ｍｏｌ / Ｌꎬ０􀆰 ２２ μｍ 滤膜过滤ꎮ 分别以 ２ ｍｌ
的 ＯＣＳ 或 ＤＳ 为底液ꎬ在高速搅拌条件下ꎬ采用注射

泵以 ２０ ｍｌ / ｈ的流速加入不同体积的反向电荷溶液ꎬ
再继续搅拌 １０ ｍｉｎꎬ静置 ６ ｈ 后ꎬ将样品倒入离心管

中ꎬ１０ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 ２０ ｍｉｎꎬ弃上清ꎬ再用去离子水

分散、离心 ２ 次ꎬ冷冻干燥ꎬ４ ℃保存待用ꎮ
１.３　 包裹有 ＣＴＡ１￣ＤＤ 蛋白的 ＯＣＳ￣ＤＳ 纳米颗粒

制备

　 　 将 ＣＴＡ１￣ＤＤ 蛋白以不同终质量浓度加入 ２
ｍｇ / ｍｌ的 ＤＳ 溶液中ꎬ搅拌溶解ꎬ取 ２ ｍｌ 为底液ꎮ 在

高速搅拌的条件下ꎬ采用注射泵以 ２０ ｍｌ / ｈ的流速加

入不同体积的 ＯＣＳ 溶液(２ ｍｇ / ｍｌ)ꎬ再继续搅拌 １０
ｍｉｎꎬ静置 ６ ｈ 后ꎬ将样品倒入离心管中ꎬ １０ ０００
ｒ / ｍｉｎ离心 ２０ ｍｉｎꎬ弃上清ꎬ再用去离子水分散、离心

２ 次ꎬ冷冻干燥ꎬ４ ℃保存待用ꎮ
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１.４　 包裹有 ＣＴＡ１￣ＤＤ 蛋白的 ＯＣＳ￣ＤＳ 纳米颗粒

的基本性能表征

　 　 利用 Ｚｅｔａｓｉｚｅｒ Ｎａｎｏ ＺＳ 测定单一 ＯＣＳ￣ＤＳ 纳米

颗粒及包裹有 ＣＴＡ１￣ＤＤ 蛋白的 ＯＣＳ￣ＤＳ 纳米颗粒

的水合粒径和 Ｚｅｔａ 电位ꎬ利用扫描电子显微镜

(ＳＥＭ)和透射电子显微镜(ＴＥＭ)观测样品的本体

粒径和外观形态ꎮ
１.５　 包裹有 ＣＴＡ１￣ＤＤ 蛋白的 ＯＣＳ￣ＤＳ 纳米颗粒

的载药量和包封率评价

　 　 将包裹有 ＣＴＡ１￣ＤＤ 蛋白的 ＯＣＳ￣ＤＳ 纳米颗粒

和单一 ＯＣＳ￣ＤＳ 纳米颗粒在 ３７ ℃条件下分别搅拌

至完全溶解ꎬ得到确定纳米颗粒质量浓度的澄清溶

液ꎮ 溶液中 ＣＴＡ１￣ＤＤ 蛋白的质量浓度通过 ＢＣＡ 试

剂盒在 ５７０ ｎｍ 波长下测定吸光度ꎬ进一步计算求

得ꎮ 单一纳米颗粒溶解液的吸光度值作为空白对照

值ꎮ ＯＣＳ￣ＤＳ 纳米颗粒对蛋白 ＣＴＡ１￣ＤＤ 的载药量

(ＤＬ)和包封率(ＥＥ)计算公式分别如下:
ＤＬ＝(Ｗ /Ｗｎ)×１００％ꎻ
ＥＥ＝(Ｗ /Ｗ０)×１００％ꎮ
式中ꎬＷ:包裹有 ＣＴＡ１￣ＤＤ 蛋白的 ＯＣＳ￣ＤＳ 纳米

颗粒中 ＣＴＡ１￣ＤＤ 蛋白的质量ꎻＷｎ:包裹有 ＣＴＡ１￣ＤＤ
蛋白的 ＯＣＳ￣ＤＳ 纳米颗粒中 ＯＣＳ￣ＤＳ 的质量ꎻＷ０:在
包裹有 ＣＴＡ１￣ＤＤ 蛋白的 ＯＣＳ￣ＤＳ 纳米颗粒制备时

ＣＴＡ１￣ＤＤ 蛋白的投入质量ꎮ
１.６　 包裹有 ＣＴＡ１￣ＤＤ 蛋白的 ＯＣＳ￣ＤＳ 纳米颗粒

的 ＣＴＡ１￣ＤＤ 蛋白释放特性评价

　 　 将一定质量的包裹有 ＣＴＡ１￣ＤＤ 蛋白的 ＯＣＳ￣ＤＳ
纳米颗粒和单一 ＯＣＳ￣ＤＳ 纳米颗粒分别分散于 ｐＨ
７.４ 的 ＰＢＳ 缓冲溶液中ꎬ在 ３７ ℃ 的摇床中以 ５４
ｒ / ｍｉｎ的速率恒温振荡ꎮ 在不同时间点ꎬ各取 １ ｍｌ
振荡中的 ＰＢＳ 溶液ꎬ同时补充 １ ｍｌ 新鲜 ＰＢＳ 溶液ꎮ
取出的 ＰＢＳ 溶液在 ４ ℃条件下１０ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 ２０
ｍｉｎꎮ 取上清液ꎬ通过 ＢＣＡ 试剂盒测定 ＣＴＡ１￣ＤＤ 蛋

白质量浓度ꎬ绘制释放曲线ꎮ 每个时间点取 ３ 个平

行样进行测定ꎬ以单一 ＯＣＳ￣ＤＳ 纳米颗粒的释放情

况作为对照ꎮ
１.７　 包裹有 ＣＴＡ１￣ＤＤ 蛋白的 ＯＣＳ￣ＤＳ 纳米颗粒

的佐剂活性评价

　 　 以猪伪狂犬病毒(ＰＲＶ)灭活抗原为模式抗原ꎬ
与包裹有 ＣＴＡ１￣ＤＤ 蛋白的 ＯＣＳ￣ＤＳ 纳米颗粒的

ＰＢＳ 溶液直接混合制备 ＰＲＶ 疫苗ꎬ并设置不同对照

组ꎮ 将健康 ＢＡＬＢ / ｃ 雌性小鼠按表 １ 随机分组ꎬ每

组 ８ 只ꎮ ＰＲＶ 疫苗以液滴形式直接涂抹在小鼠的

双鼻孔上ꎬ疫苗用量为 １ 只 ２０ μｌꎮ 首次免疫后 ２１
ｄꎬ所有小鼠均以相同方式增强免疫 １ 次ꎮ 首次免疫

后 ４２ ｄꎬ眼眶采血分离血清ꎬ并将小鼠处死后收集支

气管肺泡灌洗液ꎬ用 ＥＬＩＳＡ 法检测特异性 ＩｇＧ 和

ＩｇＡ 抗体水平ꎮ ＥＬＩＳＡ 检测法的具体步骤如下:将
９６ 孔白板用 ＰＲＶ 抗原包被ꎬ每孔 ５ μｇꎬ４ ℃孵育过

夜ꎬ再用含 ５％ ＢＳＡ 的 ＤＰＢＳ(每孔 １００ μｌ)３７ ℃条

件下封闭 １ ｈꎬ洗涤ꎬ晾干ꎮ 每孔加入 １００ μｌ 稀释后

的待测血清(稀释度:１ ∶ １００~ １ ∶ １２ ８００)或肺泡灌

洗液(稀释度:１ ∶ ２０~ １ ∶ ２ ５６０)ꎬ３７ ℃孵育 １􀆰 ５ ｈꎮ
洗涤 ５ 次后ꎬ分别加入 １００ μｌ 的 ＨＲＰ 偶联的山羊抗

小鼠 ＩｇＧ 抗体(血清样品检测孔)或 ＩｇＡ 抗体(肺泡

灌洗液检测孔)孵育 １ ｈꎮ 洗涤 ５ 次ꎬ加入 １００ μｌ
ＴＭＢ 室温下孵育显色ꎬ １５ ｍｉｎ 后ꎬ以 ２ ｍｏｌ / Ｌ的

Ｈ２ＳＯ４(５０ μｌ)终止酶底物反应ꎬ检测 ４５０ ｎｍ 波长下

的吸光度值(ＯＤ４５０)ꎬ判定 ＩｇＧ 和 ＩｇＡ 抗体滴度ꎮ

表 １　 免疫分组

Ｔａｂｌｅ １　 Ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｖａｃｃｉｎａｔｉｏｎ

组别 疫苗组成

１ ＰＢＳ

２ ＰＲＶ 抗原

３ ＰＲＶ 抗原＋ＣＴＡ１￣ＤＤ 蛋白(５ μｇ)

４ ＰＲＶ 抗原＋包裹有 ＣＴＡ１￣ＤＤ 蛋白(５ μｇ)的 ＯＣＳ￣ＤＳ 纳米颗粒

５ ＰＲＶ 抗原＋包裹有 ＣＴＡ１￣ＤＤ 蛋白(１ μｇ)的 ＯＣＳ￣ＤＳ 纳米颗粒

２　 结果与分析

２.１　 制备参数对羧甲基壳聚糖￣硫酸葡聚糖(ＯＣＳ￣
ＤＳ)纳米颗粒的影响

　 　 以 Ｏ￣羧甲基壳聚糖(ＯＣＳ)为聚阳离子ꎬ硫酸葡

聚糖(ＤＳ)为聚阴离子ꎬ二者碰撞过程中可通过离子

交联形成凝胶纳米颗粒ꎮ 由于 ＯＣＳ 与 ＤＳ 各自所带

电性的强弱程度不同ꎬ因此阴阳离子的碰撞过程中ꎬ
哪方为过量底物ꎬ哪方为渐进增加的成分ꎬ二者最终

比例都决定了颗粒的结合紧密程度(体现为颗粒粒

径)和颗粒表面的电荷强度(体现为 Ｚｅｔａ 电位)ꎮ 此

外ꎬ颗粒的粒径还与反向电荷的加入速率、二者结合

时的搅拌速率密切相关ꎮ
本研究通过前期预备试验ꎬ确定了 ＯＣＳ 和 ＤＳ

溶液的质量浓度均为 ２ ｍｇ / ｍｌꎬ反向电荷溶液的加
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入流速为 ２０ ｍｌ / ｈꎮ 重点研究 ＯＣＳ、ＤＳ 分别为底物

时ꎬ反向电荷溶液加入比例和二者混合速率这两个

关键因素对纳米颗粒形成的影响ꎮ
由表 ２ 可以看出ꎬ以聚阴离子 ＤＳ 为底物时ꎬ形

成的 ＯＣＳ￣ＤＳ 纳米颗粒粒径大部分在 ２５０ ｎｍ 以下ꎬ
始终保持负电性ꎮ 随着反向电荷 ＯＣＳ 溶液加入量

的增加ꎬ颗粒粒径呈先减少再逐渐增加的趋势ꎮ 当

反向电荷 ＯＣＳ 溶液加入量达到一定值(约 １􀆰 ２ ｍｌ 左
右)时ꎬ由于 Ｚｅｔａ 电位的负电性显著降低ꎬ颗粒间排

斥力减少ꎬ颗粒粒径显著增大ꎬ且很快絮凝沉降ꎮ 随

着颗粒形成时搅拌速率的增加ꎬＯＣＳ￣ＤＳ 纳米颗粒的

粒径先降低ꎬ再趋于一致ꎮ 颗粒粒径变化进入平台

期ꎬ表明该因素对颗粒粒径的影响力饱和ꎮ

表 ２　 ２ ｍｌ 硫酸葡聚糖(ＤＳ)为底物时 Ｏ￣羧甲基壳聚糖￣硫酸葡聚糖

(ＯＣＳ￣ＤＳ)纳米颗粒的粒径与 Ｚｅｔａ 电位

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｐａｒｔｉｃｌｅ ｓｉｚｅ ａｎｄ Ｚｅｔａ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｏｆ Ｏ￣ｃａｒｂｏｘｙｍｅｔｈｙｌ

ｃｈｉｔｏｓａｎ ａｎｄ ｄｅｘｔｒａｎ ｓｕｌｆａｔｅ ( ＯＣＳ￣ＤＳ ) ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ
ｗｉｔｈ ２ ｍｌ ｄｅｘｔｒａｎ ｓｕｌｆａｔｅ (ＤＳ) ａｓ ｓｕｂｓｔｒａｔｅ

编号
搅拌速率
(ｒ / ｍｉｎ)

ＯＣＳ 体积
(ｍｌ)

粒径
(ｎｍ)

Ｚｅｔａ 电位
( ｍＶ)

１ ８００ ０.４ １８４.６±５.３ －５８.６±３.２

２ ８００ ０.６ １５７.４±７.２ －５６.７±４.１

３ ８００ ０.８ １５２.２±３.４ －５０.７±２.４

４ ８００ １.０ ２３４.７±６.８ －３２.４±３.６

５ ８００ １.２ ３２５.２±１２.８ －１７.２±２.６

６ ６００ ０.８ ２１７.２±３.８ －４８.２±１.７

７ ７００ ０.８ １９１.６±３.１ －５０.３±３.２

８ ９００ ０.８ １５２.７±６.３ －５２.３±２.８

９ １ ０００ ０.８ １５１.８±３.２ －５０.４±３.１

　 　 分析表 ３ 结果可知ꎬ以聚阳离子 ＯＣＳ 为底物

时ꎬＯＣＳ￣ＤＳ 纳米颗粒粒径大部分在 ２５０ ｎｍ 以上ꎬ呈
弱正电性ꎮ 随着反向电荷 ＤＳ 溶液加入量的增加ꎬ
颗粒表面正电性越来越弱ꎬ粒径也随之增加ꎮ 当二

者混合时搅拌速率提高ꎬ粒径略有下降ꎮ
　 　 综合表 ２ 和表 ３ 的颗粒参数来看ꎬ以 ＤＳ 为底物

制备的 ＯＣＳ￣ＤＳ 纳米颗粒ꎬ其 Ｚｅｔａ 电位的绝对值大

部分在 ３０ 以上ꎬ表明溶液中颗粒间的排斥力较强ꎬ
不易团聚ꎮ 而以 ＯＣＳ 为底物制备的颗粒粒径偏大ꎬ
Ｚｅｔａ 电位绝对值在 ２０ 左右ꎬ稳定性也较差ꎮ 因此ꎬ
本研究选择 ＤＳ 为底物ꎬ反向电荷溶液 ＯＣＳ 加入量

为 ０.８ ｍｌꎬ搅拌速度 ８００ ｒ / ｍｉｎ的制备条件开展后续

ＣＴＡ１￣ＤＤ 蛋白的包裹研究ꎮ

表 ３　 ２ ｍｌ Ｏ￣羧甲基壳聚糖(ＯＣＳ)为底物时 Ｏ￣羧甲基壳聚糖￣硫酸

葡聚糖(ＯＣＳ￣ＤＳ)纳米颗粒的粒径与 Ｚｅｔａ 电位

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｔｈｅ ｐａｒｔｉｃｌｅ ｓｉｚｅ ａｎｄ Ｚｅｔａ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｏｆ Ｏ￣ｃａｒｂｏｘｙｍｅｔｈｙｌ

ｃｈｉｔｏｓａｎ ａｎｄ ｄｅｘｔｒａｎ ｓｕｌｆａｔｅ ( ＯＣＳ￣ＤＳ ) ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ

ｗｉｔｈ ２ ｍｌ Ｏ￣ｃａｒｂｏｘｙｍｅｔｈｙｌ ｃｈｉｔｏｓａｎ (ＯＣＳ) ａｓ ｓｕｂｓｔｒａｔｅ

编号
搅拌速率
(ｒ / ｍｉｎ)

ＤＳ 体积
(ｍｌ)

粒径
(ｎｍ)

Ｚｅｔａ 电位
(ｍＶ)

１ ８００ ０.４ １９８.２±４.８ ２７.２±３.４

２ ８００ ０.６ ２２３.７±２.５ ２３.４±２.８

３ ８００ ０.８ ２５８.４±１.６ ２０.３±３.７

４ ８００ １.０ ３２４.９±７.９ １６.０±１.３

５ ８００ １.２ ４７６.２±１４.３ １３.７±２.０

６ ６００ ０.８ ２７３.２±４.３ ２１.６±３.１

７ ７００ ０.８ ２７６.３±３.８ １９.５±２.７

８ ９００ ０.８ ２３１.０±３.１ ２０.８±１.２

９ １ ０００ ０.８ ２２８.２±４.２ ２２.４±３.８

２.２　 包裹有 ＣＴＡ１￣ＤＤ 蛋白的 ＯＣＳ￣ＤＳ 纳米颗粒

的粒径与电位表征

　 　 由于制备的 ＣＴＡ１￣ＤＤ 蛋白整体呈偏弱的负电

性ꎬ因此将 ＣＴＡ１￣ＤＤ 蛋白加入到聚阴离子 ＤＳ 的溶

液中ꎬ在 ＣＴＡ１￣ＤＤ 蛋白投入质量浓度分别为 ０􀆰 ５
ｍｇ / ｍｌ、 １􀆰 ０ ｍｇ / ｍｌ、 １􀆰 ５ ｍｇ / ｍｌ、 ２􀆰 ０ ｍｇ / ｍｌ、 ２􀆰 ５
ｍｇ / ｍｌ时制备纳米颗粒ꎮ 制备过程中其他固定参数

为:底物为 ２ ｍｌ 含不同质量浓度 ＣＴＡ１￣ＤＤ 蛋白的

ＤＳ 溶液(２ ｍｇ / ｍｌ)ꎬ注入液为 ０􀆰 ８ ｍｌ 的 ＯＣＳ 溶液

(２ ｍｇ / ｍｌ)ꎬ注入液流速 ２０ ｍｌ / ｈꎬ搅拌速率 ８００
ｒ / ｍｉｎꎮ 　

由图 １ 可知ꎬ当投入的 ＣＴＡ１￣ＤＤ 蛋白质量浓

度≤１􀆰 ０ ｍｇ / ｍｌ时ꎬ包裹有 ＣＴＡ１￣ＤＤ 蛋白的 ＯＣＳ￣ＤＳ
纳米颗粒的粒径和 Ｚｅｔａ 电位变化不大ꎮ 随着投入

的 ＣＴＡ１￣ＤＤ 蛋白质量浓度的上升ꎬ包裹有 ＣＴＡ１￣
ＤＤ 蛋白的 ＯＣＳ￣ＤＳ 纳米颗粒的粒径显示出增加的

趋势ꎬ估计是过量的蛋白质未能被充分包裹ꎻ而表面

电位仅略微下降ꎬ表明颗粒表面仍是强烈负电性的

葡聚糖硫酸根占主导ꎬ弱负电性的 ＣＴＡ１￣ＤＤ 蛋白仅

起到辅助作用ꎮ
　 　 包裹有 ＣＴＡ１￣ＤＤ 蛋白的 ＯＣＳ￣ＤＳ 纳米颗粒的

微观外观如图 ２ 所示ꎬ颗粒呈球体ꎬ稳定性良好ꎬ粒
径为５０~１５０ ｎｍꎬ较之水溶液中测试的粒径值要小ꎬ
这是由于 ＯＣＳ￣ＤＳ 纳米颗粒在水溶液中的水合半径
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较大ꎬ而电镜观察到的是干燥的本体颗粒ꎮ
２.３　 包裹有 ＣＴＡ１￣ＤＤ 蛋白的纳米颗粒的载药率

和包封率

　 　 图 ３ 显示了投入的 ＣＴＡ１￣ＤＤ 蛋白质量浓度分

别为 ０􀆰 ５ ｍｇ / ｍｌ、１􀆰 ０ ｍｇ / ｍｌ、１􀆰 ５ ｍｇ / ｍｌ、２􀆰 ０ ｍｇ / ｍｌ、
２􀆰 ５ ｍｇ / ｍｌ时ꎬ制备得到的包裹有 ＣＴＡ１￣ＤＤ 蛋白的

ＯＣＳ￣ＤＳ 纳米颗粒有效包封蛋白的能力ꎮ 由于 ＯＣＳ
和 ＤＳ 在发生离子交联的凝胶化反应时ꎬ具有一定

负电性的 ＣＴＡ１￣ＤＤ 蛋白也会通过离子作用或随机

碰撞效应嵌入其中ꎮ 由图 ３ 可知ꎬ当 ＣＴＡ１￣ＤＤ 的质

量浓度从 ０􀆰 ５ ｍｇ / ｍｌ提高到 ２􀆰 ０ ｍｇ / ｍｌ时ꎬ其在

ＯＣＳ￣ＤＳ 纳米颗粒上的载药率也逐渐增加ꎮ 但是随

着 ＣＴＡ１￣ＤＤ 蛋白质量浓度的增加ꎬ则会在纳米颗粒

形成过程中影响其结合的紧密程度ꎬ致使粒径增大ꎬ
载药率反而下降ꎮ 从包封率来看ꎬＣＴＡ１￣ＤＤ 蛋白投

入质量浓度为０􀆰 ５~ １􀆰 ０ ｍｇ / ｍｌ时ꎬＣＴＡ１￣ＤＤ 蛋白的

包封率均在 ８０％以上ꎮ ＣＴＡ１￣ＤＤ 蛋白质量浓度进

一步增加ꎬ载药率仅小幅提升ꎬ但包封率显著下降ꎮ
表明大部分 ＣＴＡ１￣ＤＤ 蛋白在溶液中过剩ꎬ因此包封

率显著下降ꎮ

图 １　 投入不同质量浓度 ＣＴＡ１￣ＤＤ 蛋白的 ＯＣＳ￣ＤＳ 纳米颗粒表征

Ｆｉｇ.１　 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＯＣＳ￣ＤＳ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＣＴＡ１￣ＤＤ ｐｒｏｔｅｉｎ

Ａ:扫描电子显微镜结果ꎻＢ:透射电子显微镜结果ꎮ
图 ２　 包裹有 ＣＴＡ１￣ＤＤ 蛋白(１ ｍｇ / ｍｌ)的 ＯＣＳ￣ＤＳ 纳米颗粒的电镜图

Ｆｉｇ.２　 Ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ＯＣＳ￣ＤＳ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｅｎｃａｐｓｕｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＣＴＡ１￣ＤＤ ｐｒｏｔｅｉｎ (１ ｍｇ / ｍｌ)

图 ３　 投入不同质量浓度 ＣＴＡ１￣ＤＤ 蛋白的 ＯＣＳ￣ＤＳ 纳米颗粒蛋白包封能力

Ｆｉｇ.３　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｎｃａｐｓｕｌａｔｉｏｎ ｃａｐａｃｉｔｙ ｏｆ ＯＣＳ￣ＤＳ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＣＴＡ１￣ＤＤ ｐｒｏｔｅｉｎ

５４１秦　 竹等:包裹有 ＣＴＡ１￣ＤＤ 蛋白的 ＯＣＳ￣ＤＳ 纳米颗粒的制备及佐剂活性



２.４　 包裹有 ＣＴＡ１￣ＤＤ 蛋白的 ＯＣＳ￣ＤＳ 纳米颗粒

的 ＣＴＡ１￣ＤＤ 蛋白体外释放特性

　 　 依据试验结果ꎬ本研究优选质量浓度 １􀆰 ０
ｍｇ / ｍｌ的 ＣＴＡ１￣ＤＤ 蛋白投入制备包裹有 ＣＴＡ１￣ＤＤ
蛋白的 ＯＣＳ￣ＤＳ 纳米颗粒ꎬ进行 ＣＴＡ１￣ＤＤ 蛋白体

外释放特性的评价ꎮ 制备过程中其他固定参数条

件不变ꎮ 包裹有 ＣＴＡ１￣ＤＤ 蛋白的 ＯＣＳ￣ＤＳ 纳米颗

粒在生理 ｐＨ 下的体外释放过程如图 ４ 所示ꎮ 纳

米颗粒在 １ ｄ 以内有突然释放效应ꎬ释放约一半的

ＣＴＡ１￣ＤＤ 蛋白ꎮ 然后在 １ ｄ 以后释放速率逐渐变

缓即为缓释过程ꎮ 第 ７ ｄ 时ꎬ预计纳米颗粒已基本

被水溶液渗透崩解ꎬＣＴＡ１￣ＤＤ 蛋白完全释放ꎮ

图 ４　 包裹有 ＣＴＡ１￣ＤＤ 蛋白的 ＯＣＳ￣ＤＳ 纳米颗粒的 ＣＴＡ１￣ＤＤ
蛋白体外释放曲线

Ｆｉｇ.４　 Ｔｈｅ ＯＣＳ￣ＤＳ ｐｒｏｔｅｉｎ ｒｅｌｅａｓｅ ｐｒｏｆｉｌｅ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｏｆ ＯＣＳ￣ＤＳ
ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｅｎｃａｐｓｕｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＣＴＡ１￣ＤＤ ｐｒｏｔｅｉｎ

２.５　 包裹有 ＣＴＡ１￣ＤＤ 蛋白的 ＯＣＳ￣ＤＳ 纳米颗粒

的佐剂活性

　 　 为了验证 ＣＴＡ１￣ＤＤ 蛋白被 ＯＣＳ￣ＤＳ 纳米颗粒

包裹后的佐剂活性ꎬ将包裹有 ＣＴＡ１￣ＤＤ 蛋白的

ＯＣＳ￣ＤＳ 纳米颗粒与 ＰＲＶ 灭活抗原混合后ꎬ滴入小

鼠鼻腔ꎬ并分别设 ＰＢＳ 阴性对照、ＰＲＶ 抗原对照及

ＣＴＡ１￣ＤＤ 蛋白对照ꎮ 首次免疫后 ４２ ｄꎬ收集血清和

肺泡灌洗液ꎬ分别检测代表体液免疫的 ＩｇＧ 抗体水

平和黏膜免疫的 ＩｇＡ 抗体水平ꎮ ＥＬＩＳＡ 检测结果如

图 ５ 所示ꎬ包裹有 ＣＴＡ１￣ＤＤ 蛋白的 ＯＣＳ￣ＤＳ 纳米颗

粒能够同时诱导更高的血清 ＩｇＧ 抗体和黏膜 ＩｇＡ 抗

体表达ꎮ

３　 讨 论

霍乱毒素和与其密切相关的大肠杆菌不耐热毒

素是目前发现的最强大、研究最充分的黏膜佐剂ꎬ但
由于其具有神经毒性ꎬ开发和利用受到限制[２３]ꎮ 经

由霍乱毒素 Ａ１ 亚基重组开发的 ＣＴＡ１￣ＤＤ 蛋白规

避了神经毒性ꎬ并且具有与完整霍乱毒素分子相当

的全身和黏膜佐剂功能ꎮ 但是ꎬ在前期的应用中发

现ꎬＣＴＡ１￣ＤＤ 蛋白在复杂的生理环境中容易被酶或

者酸降解ꎬ生物利用率不高ꎮ 为了能够更好利用

ＣＴＡ１￣ＤＤ 蛋白ꎬ让其在体内能够尽量多的进入免疫

细胞ꎬ最大程度发挥其佐剂效应ꎬ本研究采取了将其

制备成纳米颗粒这一策略ꎮ
基于 ＣＴＡ１￣ＤＤ 蛋白独特的黏膜佐剂潜在优势ꎬ

本研究选择了同样具有黏膜佐剂效应的壳聚糖衍生

物为载体材料之一ꎮ 研究结果表明ꎬ无论是壳聚糖

分子亦或壳聚糖纳米颗粒都在黏膜途径的疫苗给药

后发挥了显著的免疫增强作用[１２￣１３ꎬ１８￣１９]ꎮ 然而ꎬ壳
聚糖仅在强酸性条件下可溶ꎬ制备成纳米颗粒后一

般 ｐＨ 值也偏酸性ꎬ预计将限制其在部分抗原上的

应用ꎮ 本研究将壳聚糖 ６ 位亚甲基上的羟基选择性

羧甲基化ꎬ制得了在广泛 ｐＨ 下水溶性良好的 Ｏ￣羧
甲基壳聚糖ꎬ并保留了正电性的伯氨基未被羧甲基

化ꎬ维持了其阳离子多糖的性能[２４]ꎮ 硫酸葡聚糖是

本研究选择的另一载体材料ꎮ 葡聚糖通过激活巨噬

细胞表面 Ｄｅｃｔｉｎ￣１ 和 Ｔｏｌｌ 样受体ꎬ也具备一定的免

疫调节功能ꎮ 而葡聚糖的硫酸化ꎬ不但解决了其高

分子结构水溶性差的问题ꎬ也赋予了葡聚糖表面强

烈的负电性ꎮ 本研究通过正电性的 Ｏ￣羧甲基壳聚

糖与负电性的硫酸葡聚糖相互吸引ꎬ瞬间交联形成

纳米颗粒ꎬ制备方法简单ꎬ反应时间短ꎬ避免了活性

物质因反应时间长或反应条件苛刻而导致的失活ꎮ
而且制备过程中是在水溶液中进行ꎬ除了盐离子外ꎬ
没有添加其他试剂ꎬ无毒无害ꎮ

本研究筛选了 ＯＣＳ￣ＤＳ 纳米颗粒的制备条件ꎬ
发现以 ＤＳ 为过量底物时ꎬＯＣＳ 滴加到 ＤＳ 溶液中可

以形成比较稳定(Ｚｅｔａ 电位绝对值>３０)的纳米颗

粒ꎮ 随后又通过细化条件的试验ꎬ确定了包裹

ＣＴＡ１￣ＤＤ 蛋白的制备条件ꎮ 由于 ＣＴＡ１￣ＤＤ 为弱负

电性ꎬ所以在制备时与 ＤＳ 溶解在同一水相中ꎬ在高

剪切力作用下ꎬ随着 ＯＣＳ 的滴入ꎬＣＴＡ１￣ＤＤ 蛋白随

机嵌入在 ＯＣＳ 与 ＤＳ 交联形成的紧密凝胶三维结构

中ꎬ理论上应当部分被完全包裹在凝胶内部ꎬ部分位

于凝胶表面共同维持其结构稳定ꎮ
由于 ＣＴＡ１￣ＤＤ 蛋白的二聚体(ＤＤ)部分具有一

定的 Ｂ 细胞靶向性ꎬ而 Ｂ 细胞的激活程度与体液免

疫水平直接相关ꎬ如果蛋白质完全被包裹在纳米颗

粒中ꎬ则将丧失其靶向作用ꎮ 本研究将 ＣＴＡ１￣ＤＤ 蛋
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ａ:ＰＢＳꎻｂ:ＰＲＶꎻｃ:ＰＲＶ＋ＣＴＡ１￣ＤＤ 蛋白(５ μｇ)ꎻｄ:ＰＲＶ＋包裹有 ＣＴＡ１￣ＤＤ 蛋白(５ μｇ)的 ＯＣＳ￣ＤＳ 纳米颗粒ꎻｅ:ＰＲＶ＋包裹有 ＣＴＡ１￣ＤＤ 蛋白(１
μｇ)的 ＯＣＳ￣ＤＳ 纳米颗粒ꎮ ∗表示差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ∗∗表示差异极显著(Ｐ<０.０１)ꎻ∗∗∗表示差异极显著(Ｐ<０.００１)ꎮ

图 ５　 包裹有 ＣＴＡ１￣ＤＤ 蛋白的 ＯＣＳ￣ＤＳ 纳米颗粒为佐剂的疫苗滴鼻免疫后抗体水平

Ｆｉｇ.５　 Ａｎｔｉｂｏｄｙ ｌｅｖｅｌ ａｆｔｅｒ ｉｎｔｒａｎａｓａｌ ｖａｃｃｉｎａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ＯＣＳ￣ＤＳ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｅｎｃａｐｓｕｌａｔｉｎｇ ＣＴＡ１￣ＤＤ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｓ ａｄｊｕｖａｎｔ

白纳米颗粒与 ＰＲＶ 抗原混合制备疫苗ꎬ通过鼻腔黏

膜途径免疫小鼠ꎮ 结果表明ꎬ无论是表征全身性体

液免疫的 ＩｇＧ 抗体还是体现黏膜免疫的 ＩｇＡ 抗体ꎬ
包裹有 ＣＴＡ１￣ＤＤ 蛋白的 ＯＣＳ￣ＤＳ 纳米颗粒在相同

剂量下都能诱导显著高于 ＣＴＡ１￣ＤＤ 蛋白诱导的抗

体水平ꎬ直接说明纳米颗粒化的 ＣＴＡ１￣ＤＤ 蛋白生物

利用率更高ꎬ佐剂效应更强ꎬ同时也间接表明蛋白质

的 ＤＤ 部分应该部分展示在纳米颗粒表面ꎬ仍具有

一定的 Ｂ 细胞靶向性ꎮ
与传统免疫途径相比ꎬ黏膜免疫具有免针、降低

交叉污染风险等诸多优势ꎬ适当配方的黏膜疫苗可

以激活包括分泌性 ＩｇＡ、血清 ＩｇＧ 中和抗体及细胞

介导的免疫应答在内的任何类型的免疫反应ꎬ对易

引起黏膜感染或通过黏膜侵入的病原体尤有吸引

力[２５]ꎮ 因此ꎬ黏膜佐剂的研究对于非活性黏膜疫苗

的开发具有重要意义[２６]ꎮ 本研究制备的包裹有

ＣＴＡ１￣ＤＤ 蛋白的 ＯＣＳ￣ＤＳ 纳米颗粒在初步的小鼠免

疫试验中展现出了高效黏膜佐剂的潜力ꎬ后续将进

一步明确 ＣＴＡ１￣ＤＤ 蛋白在纳米颗粒内部的分布规

律ꎬ探究 ＣＴＡ１￣ＤＤ 蛋白与纳米颗粒互作下的免疫增

强内在机制ꎮ
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ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｉｍｍｕｎｉｔｙ[ Ｊ] . Ｒｅｖｉｅｗｓ ｉｎ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｖｉｒｏｌｏ￣
ｇｙꎬ２００３ꎬ１３(５):２９３￣３１０.
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