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铝佐剂作用机制及其在人用 H5N1灭活疫苗中的辅佐 
作用 
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摘  要: 氢氧化铝佐剂已经使用了 80 余年, 其免疫增强作用已经被人们证实, 但是其详细的机理以及在使用中存在的

问题尚未彻底阐明。HPAIV H5N1 在世界范围内的发生引起人们的广泛关注与焦虑。有效的控制措施就是进行预防接

种, 但是目前使用的人用 HPAIV H5N1 灭活疫苗尚在研究当中, 也存在一些问题。研究证实氢氧化铝佐剂的加入使该疫

苗在达到相同抗体滴度的情况下可以减少抗原的用量。综述了 HPAIV H5N1 在氢氧化铝辅佐下的一些新认识, 并对辅

佐新型疫苗的开发应用前景进行了展望。 
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Abstract: Aluminum-containing adjuvants have been used over 80 years and play a very important role in many vaccines. However, 

the mechanism of aluminum-containing adjuvants as well as the problems existing in their application remain uncertain. HPAIV 
H5N1 arouses people’s attention and anxiety worldwide. Vaccination is an effective control measure. The use of aluminum hydroxide 
adjuvant will decrease the dosage of antigen whereas the vaccine reaches the same antibody titer. This paper summarizes some recent 
developments in HPATV H5N1 with aluminium-hydroxide adjuvant, and assesses the prospect of this new adjuvant vaccine. 
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高致病性禽流感(Highly pathogenic avian influ-

enza, HPAI)已经在亚洲、非洲、欧洲等地域呈世界

范围内流行, 引起家禽和野生候鸟乃至人类的严重

疾病甚至死亡。截至 2006年 8月 23日, WHO已经

收到 241 例人感染禽流感 H5N1 的病例, 其中 141

例死亡[1,2]。鉴于禽流感先前对人类造成的危害, 目

前已经在世界范围内引起人们的广泛关注。进行有

效的免疫预防是防制 HPAI 暴发的重要措施之一 , 

而防制工作中使用的疫苗以 HPAI(H5N1)全病毒灭

活苗为主, 主要抗原成分是血凝素(HA)和神经氨酸

酶(NA), 而 HA 能够诱导机体产生有效的中和抗体,

从而在流行期间阻止病毒对机体的侵害。但是禽流

感HA抗原比人流感HA抗原的免疫原性低, 更需要

加入免疫佐剂。尽管人们对各类免疫佐剂进行的研

究非常广泛, 但是氢氧化铝作为美国 FDA批准的唯

一人用疫苗佐剂, 在疫苗中使用不仅可以提高机体

的免疫应答而且具有较好的安全性。目前人们已经

将氢氧化铝作为人用 HPAI(H5N1)疫苗的佐剂进行

人体临床研究, 但是其作用机制、存在的问题可能与

其他疫苗还有诸多不同之处。本文对人用 HPAI(H5N1)

抗原与铝佐剂作用性质、吸附机制、临床应用, 以

及存在问题与改进措施进行了综述。 

1  铝佐剂 
1.1  铝佐剂的性质 

铝佐剂 (aluminum-containing adjuvants)包括 : 

氢氧化铝佐剂(aluminium hydroxide adjuvant)和磷酸

铝佐剂(aluminium phosphate)两种。在使用过程中氢

氧化铝以其本身的特点而使用更加广泛。氢氧化铝

佐剂是以 4.5 nm×2.2 nm×10 nm存在的纤维状粒

子[3], 等电点(ipe)11.4[4]。这种粒子聚集后以松散的

1~10 μm大小的形式存在[5]。在化学上氢氧化铝佐剂

是以铝羟基形式存在的 [6], 其羟基可以提供或接受

质子, 从而表现为两性化合物。在 pH 7.4的溶液中

呈阳离子形式存在, 是阴离子抗原的良好吸附剂。

磷酸铝佐剂不是单一的物质, 而是羟基磷酸铝复合

物, 磷酸基团对羟基地置换程度取决于反应物和沉

淀的条件及其等电点, 商品磷酸铝佐剂的等电点是

5.0, 在 pH 7.4的溶液中呈阴离子形式存在, 是阳离

子抗原的良好吸附剂[7]。 

Stanley等[8]通过铝同位素 26Al, 27Al标记的方法

对氢氧化铝和磷酸铝佐剂进行了研究。体外分解和

体内吸收研究表明: 通过肌肉注射的铝佐剂被α-羟

基羧酸溶解在组织间液, 再吸收入血液, 分布到组

织, 最后在尿液中排除。 

1.2  铝佐剂的制苗前准备 
铝佐剂在制备疫苗之前必须是无菌的, 经常使

用的灭菌技术是高压高温灭菌(autoclaving)[9]。Lana

等[10]在 121℃, 30 和 60 min 高压灭菌处理磷酸铝佐

剂和氢氧化铝佐剂证实: 磷酸铝佐剂保持无定形态, 

而随着 pH 值的降低, 两种铝佐剂都发生去质子化/

脱水反应。从蛋白吸附率, pH 2.5时酸中和率和零电

荷点(point of zero charge, PZC)降低表明: 去质子化/

脱水反应导致其表面积降低, 用 X 射线衍射表明氢

氧化铝佐剂经过高压灭菌后结晶度升高。灭菌过程

中减少高温高压的处理时间与处理次数, 可以保证

与表面积相关的蛋白吸附率、酸中和率、PZC 和黏

性等降低的性质变化。Lana等[11]又进一步证实氢氧

化铝和磷酸铝佐剂在室温放置有利于晶体形成, 从

而导致蛋白吸附量降低。因此铝佐剂沉淀合成后 , 

尽快使用有好的效果。 

Lana等[11]对蛋白在佐剂中的分布机制进行了深

入的研究: 稀释的佐剂在存放过程中发生了两个过

程: 1)通过双羟基电桥(double hydroxide bridge)使晶

体生长; 2)游离的和吸附在佐剂上的磷酸基团的平

衡-再平衡。在稀释过程中, 磷酸基团会达到新的溶

解和吸附平衡, 在达到最大的有序性后双羟基电桥

停止发挥作用。从而呈现出: 稀释后起初由磷酸基

团的再平衡作用占优势到 6 个月后双羟基电桥占 

优势。磷酸基团与铝的比率可以反映 pH 降低的程 

度 ,这主要是由于磷酸基团在稀释的过程中所起  

的作用而决定的。未稀释的磷酸铝佐剂对 Lysozyme

的吸附率在 15 个月的存储期内, 统计学上降低显著 

(0.80 mg/mg Al到 0.54 mg/mg Al)。而稀释的磷酸铝

佐剂对 Lysozyme的吸附率在统计学上差异不显著。

未稀释的磷酸铝佐剂的 PZC在存放过程中没有发生

明显的变化。而稀释的磷酸铝佐剂 PZC值在存放过

程中比稀释前更高(由于磷酸基团的再平衡作用)。稀

释的磷酸铝佐剂的 PZC 值在 6~15 个月的存储期中

没有明显的变化。磷酸基团在非晶体羟基磷酸铝中
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起到减缓晶体形成的作用。 

1.3  铝佐剂的作用机理 
铝佐剂在生产和使用过程中经历两种环境: 佐

剂吸附抗原的疫苗环境; 皮下或肌肉注射后的组织

间液环境。Glenny等[12]证实铝佐剂作用时发现在疫

苗的上清液中没有白喉类毒素, 得出结论: 抗原吸

附率在提高免疫应答方面很重要。因此人们在疫苗

的成分选择和制备过程中一个重要的目标是提高抗

原对佐剂的吸附率。Vogel等[13]研究表明: 抗原与铝

佐剂的吸附作用主要是依靠静电引力、疏水作用和

配体交换。三种作用力可以通过以下方法进行测定:

吸附量与离子强度的改变反映静电引力的大小; 吸

附量与乙二醇量的改变说明疏水作用的强弱; 配体

交换强度可以用组织液中的洗脱情况来定量[14]。氢

氧化铝佐剂表面的羟基提供抗原吸附的基础: 在抗

原和佐剂具有相反电荷的情况下, 静电引力发挥重

要作用; 当抗原中含有磷酸基团时, 磷酸基团和铝

佐剂表面的羟基发生配体交换, 诱导蛋白构象发生

变化, 使磷酸基团易于和表面的铝离子发生作用形

成内球复合体(inner-sphere complex)。不含磷酸基团

的蛋白抗原与铝佐剂的吸附机制以静电吸附作用为

主。三种作用力中静电吸附最普遍, 而配体交换作

用最强[15,16]。 

颗粒抗原是通过胞吞作用, 可溶性抗原是通过

胞饮被抗原呈递细胞(antigen present cells, APCs)作

用, 抗原的吞噬机制影响抗原的加工过程[17]。铝佐

剂吸附的抗原与溶解的抗原量关系是否影响免疫应

答, 仍需进一步研究。百日咳等疫苗在使用铝佐剂

时没有效果可能与此有关。铝佐剂诱导的免疫增强

作用机制之一推测是把可溶性抗原与其结合成颗粒

形式利于 APCs 吞噬[18]。无论是吸附在佐剂上还是

释放到组织间液中的抗原均可以被 APCs 吞噬。

Seema 等[17]认为铝佐剂的免疫增强作用不在于其吸

附的量, 而主要是有助于 APCs 的吞噬, 如: 树突状

细胞和巨噬细胞对抗原的吞噬和加工。Rimaniol 等[19]

研究了铝佐剂与体外巨噬细胞的机制: 载铝巨噬细

胞表现出表现型和功能的改变。由于它们表达骨髓

炎样树突状细胞的典型特征和表现诱导 MHC-Ⅱ抗

原特异性记忆反应的能力, 表明巨噬细胞对氢氧化

铝佐剂疫苗有反应性, 有助于成熟的巨噬细胞构建

记忆性免疫应答, 从而产生长期的免疫保护。 

氢氧化铝佐剂作用比较一致的观点是: 1)注射

位点的沉积作用[20]; 2)诱导动物模型的 Th2 型免疫

应答[21]; 3)体外诱导 T细胞显著增殖; 4)人的 PBMC

受到氢氧化铝佐剂的作用可以诱导单核细胞分化为

成熟的 CD83+ DC; 5)可以在体内延长和增殖鼠由骨

髓衍生的巨噬细胞。最近证实磷酸铝佐剂对 DNA疫

苗效果良好, 认为磷酸铝佐剂对DNA疫苗和蛋白疫

苗区别主要有以下不同: 1)抗原与佐剂的结合方式:

蛋白疫苗必须与佐剂结合, 而DNA疫苗则以游离的

形式发挥作用[22]; 2)引发的应答方式: 蛋白疫苗主要

是诱发体液免疫, 而 DNA 疫苗主要是细胞免疫[23,24];  

3)佐剂在疫苗中应该达到一定的量才能诱发蛋白疫

苗的效力, 而 DNA 疫苗可以用低剂量的佐剂达到 

高水平免疫的效果, 并且佐剂不影响 DNA 疫苗的 

转染[25]。 

2  铝佐剂在人用 HPAI(H5N1)疫苗中的应用  
2.1  铝佐剂辅佐禽流感 H5N1 灭活疫苗 

HPAI(H5N1)在世界范围内的流行, 已经引起了

众多学者探索针对其的防制研究, 其中使用灭活疫

苗进行免疫是一种有效的措施。但是灭活疫苗的免

疫原性低、抗体应答慢也制约了其广泛应用。人们

通过在 HPAI(H5N1)灭活病毒中加入氢氧化铝佐剂

进行人体临床试验, 证实能够显著地降低抗原用量, 

提高免疫应答。Treanor 等[26]采用 A/Vietnam/1203/ 

2004 (H5N1)和 A/PR/8/34(H1N1)为基础通过删除关

键氨基酸得到重组毒株, 增殖后经过离心纯化病毒,

用福尔马林灭活病毒, Triton X-100裂解病毒, 过滤

除菌。三角肌注射接种 18∼64岁 451名男女志愿者,

按照 2：2：2：2：1的比例分组, HA抗原量(无佐剂)

分别为 7.5 μg、15 μg、45 μg、90 μg和安慰剂(生理

盐水)进行免疫, 28 d加强免疫, 分别在 28, 56 d采血

进行微量中和试验和血凝抑制试验测定抗体。结果显

示: 90 μg组 56%的受试者达到中和抗体滴度 1：80, 45 

μg 组也有抗体应答, 而低剂量组没有致免疫性; 表

现明显的抗原与抗体的产生呈现剂量依赖关系。

Bresson 等[27]采用 A/Vietnam/1194/2004/ (H5N1)和

A/PR/8/34(H1N1)经过删除关键氨基酸得到的 NIBRG14

株进行病毒灭活处理, 以 HA抗原含量 7.5μg, 15μg, 

30 μg, 分为加氢氧化铝佐剂(0.6 mg/剂量)组和不加

佐剂组, 共 6组, 每组 50人, 三角肌免疫接种 18~40
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岁的 300名男女志愿者, 进行Ⅰ期临床试验。21d后

加强免疫, 在 0、21、42 d采集血样进行血凝抑制和

微量中和试验测定抗体。结果显示: 加强免疫后 30 

μg 组抗体滴度最高, 而使用佐剂组比不加佐剂组抗

体滴度高。Lin 等 [28]采用 A/Vietnam/1194/ 2004 

(H5N1)和 A/PR/8/34(H1N1)的重配株 NIBRG14进行

灭活处理 , 经过层析仪浓缩和纯化病毒 , 用 1.25 

μg、2.5 μg、5 μg、10 μg HA抗原量/剂量与氢氧化

铝佐剂混合至铝的终浓度 0.5 mg/mL, 进行Ⅰ期临

床试验, 三角肌接种 120 名 18~60 岁的 120 名男女

志愿者, 分为 4组, 依次接种 1.25 μg、2.5 μg、5 μg、

10 μg、分别在 28 d后加强免疫, 在 0、14、28、42、

56 d采集血样进行血凝抑制试验和病毒中和试验测

定抗体, 结果显示: 首次免疫 14 d 后即可检测到抗

体存在。加强免疫后 10 μg组诱导最高的免疫应答,

血清阳性率 78%, 抗体滴度 1:40, 并且抗原与抗体

之间存在剂量依赖关系。 

以上试验证实了氢氧化铝佐剂对人体 HPAI 

(H5N1)抗原的免疫增强作用。同时 , 也佐证了文  

献[29−31]全病毒苗在首次免疫人群中比传统的裂解苗

和亚单位疫苗有更高的免疫原性。在达到有效免疫

的情况下, 氢氧化铝佐剂的加入使抗原使用剂量的

降低具有深远的科学与实践意义, 一方面节约抗原

量; 另一方面抗原量的降低可以使敏感人群降低致

反应性, 据 WHO 公布: H5N1 感染死亡的病例中, 

很大的比例是儿童 [32,33], 而全病毒灭活疫苗对儿童

副 作用更大[34]。值得一提的是在进行免疫前和未接

触过 H5N1 抗原的情况下 , 个别受试者却存在抗

H5N1抗体[27,28]。 

2.2  铝佐剂对人体的副作用 
衡量佐剂能否使用的重要指标是佐剂的有效性

和安全性。任何佐剂对机体都具有副作用。Bresson

等[27]证实氢氧化铝佐剂(0.6 mg/mL)与抗原混合后的

人体注射位点反应: 肿胀, 红斑, 疼痛, 硬结和淤斑, 

佐剂组普遍高于无佐剂组, 尤其在加强免疫(21d)之

后。佐剂组与不加佐剂组的全身反应几乎没有差异。

Lin 等[28] 用福尔马林灭活 HPAI(H5N1)全病毒,用层

析仪浓缩和纯化病毒, 与氢氧化铝佐剂结合, 至 Al

的终浓度 0.5 mg/mL, 人体肌肉注射, 首免后记录

30 min内和 3 d内的副反应, 受试者局部反应情况: 

疼痛、红斑、肿胀、局部发热和痒, 全身反应记录

发热、疲劳、肌痛、头痛、腹泻、咳嗽、呕吐、头

晕、恶心等。在 0~56 d的试验期内, 没有出现严重

的副反应, 多数是轻度和暂时的局部和全身反应, 所

有症状在 72 h内可以恢复。在加强免疫(28 d)后反应

更加轻微, 尽管有发热反应存在, 但是与对照组(安

慰剂 )没有差异。Treanor 等 [26]没有使用佐剂的副   

反应以注射位点的轻度疼痛最为普遍, 记录接种后 

30 min和以后的 7 d的副反应, 局部疼痛和全身反应

为发热, 肌痛, 头痛和恶心。以上试验说明氢 氧化铝

佐剂在 0.5, 0.6 mg/mL用量下不仅有效, 而且对人体

也是安全的: 使用佐剂组局部副反应普遍升高, 但是

全身副反应和不使用佐剂组之间没有显著差异。 

3  铝佐剂的改进措施 
如果 HPAI 暴发, 疫苗是降低大流行期间发病

率和死亡率的有效措施[2]。疫苗投入生产应该从这

样几个方面来衡量: 制作过程,抗原含量和佐剂[27]。

提高 HPAI(H5N1)疫苗的免疫原性可以通过增加 HA

的量, 使用佐剂, 加强免疫和使用全病毒而不是裂

解苗等措施。随着佐剂应用的要求逐渐提高, 佐剂

的安全性与有效性研究更应该深入, 以最大限度地

降低副作用。从目前的研究现状和铝佐剂的应用前

景来看主要应从以下几个方面深入下去。 

3.1  铝佐剂改性  
在正常生理 pH 情况下, 氢氧化铝佐剂是良好

的酸性蛋白吸附剂 , 而对碱性蛋白的吸附不良。  

对氢氧化铝佐剂的缓冲液进行改变 , 可以使其对 

碱性蛋白进行吸附 [35]。氢氧化铝用磷酸根离子处  

理可以降低等电点。商品氢氧化铝佐剂的ζ电位是

26 mV(pH7.4), 磷酸根离子(K2HPO4)浓度大于   2 

mmol/L, ζ电位则为负。因而用磷酸根离子处理氢氧

化铝佐剂后, 氢氧化铝发生的电性转变造成了在佐剂

和吸附蛋白之间产生了静电引力。用 5 mmol/L 磷酸  

根离子处理氢氧化铝佐剂可以使ζ电位变成−16 mV, 

吸附 Lysozyme的能力由原来的 11%升高到 39%[7]。

Liu 等 [36]也证实疟疾疫苗中添加磷酸盐缓冲液    

可以提高抗原的吸附率。磷酸根离子的浓度和氢    

氧化铝佐剂晶粒的表面积是决定抗原吸附量的因

素。磷酸铝佐剂在 pH 7.4为阴离子形式, 添加磷酸

基团可以提高表面的负电荷, 而不会改变吸附蛋白

的种类[7]。用磷酸根离子对氢氧化铝佐剂进行改性
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虽然取得了一些进展, 但是从机理角度分析, 磷酸

根离子的加入必然会对含磷酸基团的抗原与氢氧化

铝佐剂的吸附造成一种竞争压力。从而限制其发挥

更大的吸附作用。所以寻找一种代替磷酸根离子的化

学物质对氢氧化铝佐剂改性可能是一种有效的途径。 

3.2  铝佐剂纳米化 
纳米化的氢氧化铝佐剂, 一方面可以提供更大

的比表面积, 以供合适的抗原吸附, 从而在携带等

量抗原的情况下降低佐剂的用量, 同时避免由于铝

佐剂量较高对巨噬细胞的抑制作用; 另一方面佐剂

与抗原特别是可溶性抗原一起, 更加有利于 APCs

对抗原的吞噬[37], 通过“爆释效应”等提前得到高

滴度的中和抗体[38]。此外, 其低致反应性在人用疫苗

中也具有很高的应用价值。可以相信纳米化氢氧化铝

佐剂具有广阔的应用前景[39]。关于佐剂纳米化的特

性、纳米佐剂的优势与应用前研究参见文献[40,41]。 

4  应用展望 
尽管 H5N1 亚单位疫苗和核酸疫苗还没有进入

临床试验, 但是人们已经针对其它病原体的疫苗进

行了尝试。目前使用的乙肝表面抗原(HBsAg)是由蛋

白质 , 碳水化合物和类脂构成的大分子复合物。

HBsAg的磷酸基团可以与氢氧化铝佐剂羟基发生配

体交换, 从而表现高的吸附系数[14]。我国学者金博

等[42]以氢氧化铝佐剂辅佐 HCV-DNA疫苗接种小鼠, 

通过测定 IL-2, IL-4, IFN-γ, 证实氢氧化铝佐剂可诱

导较其它佐剂更强的 Th2反应。Miguel等[43]用磷酸

铝佐剂辅佐利什曼原虫(Leishmania)DNA 疫苗免疫

小鼠证实对体液免疫没有影响, 但是 IFN-γ 量的增

加, CD8+ T 细胞数量的增加, 以及特异性抗原刺激

淋巴细胞增殖反应证实有助于提高细胞免疫。尽管

铝佐剂不能有效地辅佐所有抗原, 但是铝佐剂在辅

佐 HPAI(H5N1)灭活疫苗中发挥提高体液免疫应答

的重要作用已经被证实, 相信通过以上方面的改进

与发展, 将来铝佐剂有可能在亚单位疫苗, 核酸疫

苗等新型疫苗中激发细胞免疫, 从而更好地为人类

健康服务。 
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