
 朱腾飞 等/ISA 61 VG 佐剂增强单核细胞增生李斯特氏菌灭活疫苗的保护性免疫应答 

Chinese Journal of Biotechnology    
http://journals.im.ac.cn/cjbcn Jul. 25, 2020, 36(7): 1378−1385 

DOI: 10.13345/j.cjb.190487 ©2020 Chin J Biotech, All rights reserved 

 

                           

Received: October 10, 2019; Accepted: April 20, 2020 
Supported by: National Key R&D Program of China (No. 2017YFC1601201), National Natural Science Foundation of China (No. 
31472193), Key Research and Development Program (Modern Agriculture) Project of Jiangsu Province (No. BE2017341). 
Corresponding author: Yuelan Yin. Tel: +86-514-87971136; Fax: +86-514-87971547; E-mail: yylan@yzu.edu.cn 
*These authors contributed equally to this study. 

国家重点研发计划项目 (No. 2017YFC1601201)，国家自然科学基金 (No. 31472193)，江苏省重点研发计划 (现代农业) 项目 (No. BE2017341)

资助。 

1378 生 物 工 程 学 报  

                                                               

ISA 61 VG佐剂增强单核细胞增生李斯特氏菌灭活疫苗的

保护性免疫应答 

朱腾飞*，孟凡增*，姚浩，王玉婷，焦新安，殷月兰 

教育部农业和农产品国际合作联合实验室/农业部农产品质量安全生物性危害因子 (动物源) 控制重点实验室/江苏省

动物重要疫病和人兽共患病防控协同创新中心/江苏省人兽共患病重点实验室/扬州大学 生物科学与技术学院，江苏 扬

州  225009 

朱腾飞, 孟凡增, 姚浩, 等. ISA 61 VG 佐剂增强单核细胞增生李斯特氏菌灭活疫苗的保护性免疫应答. 生物工程学报, 

2020, 36(7): 1378–1385. 
Zhu TF, Meng FZ, Yao H, et al. ISA 61 VG adjuvant enhances protective immune response of Listeria monocytogenes 
inactivated vaccine. Chin J Biotech, 2020, 36(7): 1378–1385. 

摘  要 : 单核细胞增生李斯特氏菌 (Listeria monocytogenes，Lm) 是重要的人兽共患李斯特氏菌病的致病菌，疫

苗免疫是预防该病原菌感染的有效手段之一。本研究研制了添加矿物油佐剂 MontanideTM ISA 61 VG 的新型灭活

细菌疫苗，并对其安全性和免疫应答特性进行了研究。结果表明，ISA 61 VG 佐剂疫苗具有较好的安全性；诱导

小鼠产生的抗李斯特氏菌溶血素 O 抗体滴度以及 IgG2a/IgG1 比值显著高于无佐剂免疫组；在致死剂量 Lm 攻毒

下，能对小鼠提供 100%的免疫保护。因此，ISA 61VG 佐剂能显著增强灭活疫苗诱导宿主产生体液免疫和细胞免

疫应答的能力，从而提高灭活疫苗的保护性免疫应答作用，是预防人和动物 Lm 感染的潜在疫苗候选株。 

关键词 : 单核细胞增生李斯特氏菌，佐剂，灭活疫苗，安全性，免疫效力 
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Abstract:  Listeria monocytogenes (Lm) is zoonotic pathogen that can cause listeriosis, and vaccine is one of the effective 
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methods to prevent this pathogen infection. In this study, we developed a novel vaccine that is a mixture of inactivated bacteria 

and MontanideTM ISA 61 VG, a mineral oil adjuvant, and evaluated the safety and immune response characteristics of this 

vaccine. The mice immunized with the ISA 61 VG adjuvant had high safety, and it could induce significantly higher titer of 

anti-listeriolysin O (LLO) antibody and higher value of IgG2a/IgG1 ratio compared with the group without the adjuvant. In 

particular, it could provide 100% immune protection against lethal doses of Lm challenge in mice. In summary, ISA 61VG 

adjuvant significantly enhanced the ability of inactivated listeria vaccine to induce humoral and cellular immune responses, 

thereby enhanced the protective immune response in the host, and it is a potential vaccine candidate for the prevention of Lm 

infection in humans and animals. 

Keywords:  Listeria monocytogenes, adjuvant, inactivated vaccine, safety, vaccine potency 

单 核 细 胞 增 生 李 斯 特 氏 菌  (Listeria 

monocytogenes，Lm) 是一种革兰氏阳性、兼性胞

内寄生菌，能通过污染的食物感染人类和动物导

致李斯特氏菌病[1-2]。Lm 在自然界中广泛分布，

能感染 40 多种动物，是重要的人兽共患致病菌，

已经引起多个国家暴发李斯特氏菌病。2017–2018 年

南非暴发李斯特氏菌病，最终导致 216 人死亡，

总死亡率 27%[2]；2011–2017 年，我国报道了 562 例

李斯特菌病病例，总死亡率约为 27.4%[3]。Lm 能

跨越肠道屏障，感染免疫功能低下人群，引起孕

妇流产、败血症、脑膜炎等严重并发症[4]，死亡

率为 25%–30%。为了预防和控制李斯特氏菌病发

生，开发一种安全有效的李斯特氏菌疫苗的工作

意义重大。 

Lm 为胞内寄生菌，通过表达的李斯特菌溶血

素 O、磷脂酶 PI-PLC 等毒力因子裂解宿主巨噬细

胞吞噬泡，进入细胞质中并进行繁殖[5]；在其表

达的肌动蛋白聚集因子 ActA 的作用下进行极向

运动，从而逃逸至相邻细胞中，在宿主体内进行

扩散和传播[6]。针对 Lm 胞内感染和致病的特性，

要求李斯特菌疫苗能够诱导强烈的细胞免疫应

答。多年来，许多研究者在减毒活疫苗[7]、灭活

但代谢活性 (KBMA) 疫苗[8]、亚单位疫苗[9]和纳

米疫苗[10]等方面开展了相关研究[11]，在预防和治

疗李斯特氏菌病方面取得了一定的进展。通过敲

除强毒野生型菌株的多个毒力基因，能显著降低

Lm 的毒力，并能较好地诱导细胞免疫应答[12]，

但减毒活疫苗具有毒力返祖现象，具有导致免疫

低下的个体患李斯氏特菌病的风险[13-14]。灭活但

有代谢活性 (KBMA) 疫苗中的 Lm 具有代谢能

力，不能在宿主体内存活和复制，有一定的安全

性[8]，能诱导宿主体液免疫同时诱导保护性细胞

免疫[7,15]；目前 KBMA Lm 疫苗研究仅局限于小鼠

实验，尚未进入临床试验[16]。亚单位疫苗缺乏稳

定性且免疫原性较弱，不能有效刺激免疫系统[9]。

此外，新型纳米疫苗是一个可探索的研究方向，其

稳定性和免疫保护作用有待于深入开展研究[17]。

灭活疫苗问世相当长时间，经大量临床使用证实

灭活疫苗有良好的免疫刺激效应，同时病原体不

能在宿主体内复制传播从而具有良好的安全性[18]。

考虑到李斯特氏菌病的易感人群是免疫系统功能

低下的人群，因此具有较高安全性的灭活疫苗是

预防 Lm 感染的理想候选疫苗。 

灭活疫苗是将病原微生物通过加热或甲醛等

理化方法进行灭活，使其丧失感染性和毒性后仍

保持良好的免疫原性，但是刺激宿主免疫应答的

能力降低。因此，灭活细菌疫苗中必须加入佐剂，

包裹灭活疫苗的抗原，使其长时间刺激抗原提呈

细胞[19]，从而增强灭活疫苗的免疫效力以及免疫

保护作用[20]。疫苗佐剂主要分为凝胶佐剂、矿物

油佐剂、乳胶佐剂和脂质体佐剂几大类[21]。疫苗

佐剂的作用机制是“抗原库”效应，可在注射部位

储存免疫原，可长时间刺激免疫系统产生免疫应

答[22]。铝佐剂疫苗是最早应用于人体的疫苗，但

铝佐剂疫苗具有激发抗体的时间较短、需多次免

疫以及不能有效诱导细胞免疫应答等不足[23-24]。
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矿物油佐剂和抗原乳化联合使用，在制备成灭活

疫苗后，可增强疫苗本身的免疫原性，促进抗原

刺激宿主免疫系统产生特异性免疫应答 [25-26]。

MontanideTM ISA 61 VG 油包水 (W/O) 矿物油佐

剂混合疫苗乳化，能够有效增强小鼠的免疫保护

水平，具有替代氢氧化铝凝胶佐剂的潜力[27-28]。 

本研究采用油包水佐剂 ISA 61 VG 混合灭活

Lm 乳化制备灭活疫苗的方案，研制了混合佐剂灭

活李斯特氏菌疫苗，通过对小鼠进行安全性、体

液免疫与细胞免疫以及保护性免疫应答等的测

定，初步探究了 ISA 61 VG 作为李斯特氏菌疫苗

佐剂的有效性以及安全性。 

1  材料与方法 

1.1  菌株与实验动物 

LM4 是一株从绵羊中分离得到的血清型为

1/2a 的单核细胞增生李斯特氏菌，由扬州大学江

苏省人兽共患病学重点实验室保存。动物实验使

用体重 13–15 g 的雌性 6 周龄 BALB/c 小鼠，购

自北京维通利华实验动物技术有限公司。所有实

验程序均经扬州大学比较医学中心批准，符合小

鼠福利和伦理道德的要求。 

1.2  仪器与试剂 

脑心浸液培养基 Brain Heart Infusion (BHI，

Becton Dickinson and Company，US)；磷酸盐缓

冲盐水 (PBS)；40%甲醛 (中国医药集团公司，

中国上海)；MontanideTM ISA 61 VG (赛彼科特殊

化学品 (上海) 有限公司赠送)；羊抗鼠酶标二抗

(Goat Anti-mouse IgG，IgG1-HRP，IgG2a-HRP，

Southern Biotech Inc. US)；酶标仪  (Bio Tek 

Instruments，US)。 

1.3  甲醛灭活细菌的制备 

将 LM4菌株接种于 BHI液体培养基，在 37 ℃

摇床培养箱内 180 r/min 振摇培养过夜。用磷酸盐

缓冲盐水 (PBS) 洗涤培养物 3 次，并用 PBS 重

悬菌体，调整菌液光密度浊度 600 nm (OD600) 为

0.8，计算细菌数量 (CFU)，再次离心后，终浓度

0.4%甲醛溶液重悬细菌，浓度为 1×109 CFU/mL，

在 37 ℃灭活 24 h。分别用 BHI 平板以及 5%色氨

酸血平板在 37 ℃下孵育 5 d，对制备的 Lm 灭活

疫苗进行无菌检查。将灭活疫苗在 20 ℃保存以待

进一步使用。 

1.4  佐剂混合疫苗的制备 

将 LM4 在 BHI 液体培养基中培养至对数生

长期，收获培养物并用 PBS 洗 3 遍，再使用分光

光度计将菌液调整至一定浓度，使用油包水矿物

油佐剂 MontanideTM ISA 61 VG 制备灭活疫苗。将

灭活细菌抗原悬液与 ISA 61 VG 佐剂按 35︰65 体

积比混合，用 1 mL 玻璃注射器反复抽打乳化，利

用佐剂快速通过针筒将佐剂与细菌进行乳化，细菌

乳化后终浓度为 6.66×109 CFU/mL，即 109 CFU/只。 

1.5  疫苗动物实验 

将 18 只 6 周龄健康雌性 13–15 g BALB/c 小鼠

随机分为 3 组，每组 6 只，饲养于 25 ℃环境。在第

0 天皮下免疫疫苗，疫苗分组以及疫苗剂量见表 1。

持续对小鼠接种疫苗后的精神、活动、食欲和体重

的变化以及小鼠接种部位有无异常病变观察 2 周。 

 
表 1  小鼠分组及免疫和攻毒剂量 
Table 1  Grouping and dosages for mouse immunization and challenge 
Group Amount of Immune antigen (CFU) Immunization dose (μL) Amount of antigen (CFU) Challenge dose (μL)

A 0 150 2.5×106 150 

B 109 150 2.5×106 150 

C 109 150 2.5×106 150 

Mice were divided into three groups; each group was immunized by the number of bacteria used in the vaccine and the number 
of immune doses used in the challenge. A: ISA 61 VG + PBS; B: ISA 61 VG + Inactivated LM4; C: Inactivate LM4. 
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1.6  间接 ELISA 检测法测定抗 LLO 抗体以及

抗体分型 

分别在免疫后 7 d、21 d、28 d 采集小鼠血样，

并制备血清，采用间接 ELISA 检测稀释后血清中

的抗体。酶标板中使用李斯特氏菌溶血素 (LLO) 

蛋白质 (由扬州大学江苏省人畜共患病重点实验

室制备和保存)，使用碳酸盐缓冲液 (CBS) 稀释

至 0.64 μg/孔封闭；一抗血清从 1︰400 倍比稀释

至 1︰102 400，使用加入 0.05%吐温的 PBS 配制

TPBS 溶解牛血清白蛋白  (BSA) 的溶液稀释血

清，BSA 的终浓度为 1%，每孔 100 μL，同时分

别使用 1︰10 000 倍稀释的 IgG1 与 IgG2a 酶标二

抗测定小鼠血清中 IgG1 与 IgG2a 抗体亚型的滴度，

计算二者比值；显色液 TMB 37 ℃孵育显色 10 min

后，用 OD450 酶标仪检测吸光值，同时设定阴性血

清对照孔，读数值/阴性值≥2.1 判定为阳性孔。 

1.7  攻毒试验 

各实验组小鼠第 0 天皮下免疫，第 14 天加

强免疫。在第 35 天即第二次免疫后的第 3 周，通

过腹腔注射 10×LD50 野生株 LM4 攻毒小鼠，攻毒

细菌剂量为 2.5×106 CFU/只。隔离饲养观察小鼠

14 d，记录临床症状及死亡情况。 

1.8  数据分析 

试验结果数据使用 GraphPad Prism5 软件对

免疫组小鼠血清中抗体滴度的差异进行统计学分

析，P<0.05 即认为用于比较的两组存在显著性差

异，P<0.01 判断为非常显著差异，P<0.001 判断

为极显著差异。IgG、IgG1、IgG2a 的滴度表示为

Log10 (平均值)±标准差 (SEM)。 

2  结果与分析 

2.1  疫苗制备 

24 h 后观察无菌检验 BHI 琼脂固体培养基，

培养基表面未见微生物生长。ISA 61 VG 佐剂与

灭活细菌乳化制成的疫苗形成油包水乳化微滴包

裹抗原，在水表面并未稀散，与理论上油包水佐

剂效果相符。取内口直径为 1.2 mm 的滴管，室温

下吸满 1 mL 疫苗乳剂，垂直放出 0.4 mL 所需时

间为 6 s。疫苗于 37 ℃贮存 21 d 未破乳，表明该

疫苗物理性状良好。 

2.2  实验动物观察 

在整个试验过程中，各组小鼠均处于正常体

温范围内 (37.5–39.5 ℃)，皮毛颜色正常，精神状

态良好，能够在健康的状态下生存。与对照组相

比，免疫组注射部位仅轻微发红，无脓液及结痂

痕，说明疫苗较为安全。增重实验结果 (图 1A、

1B) 免疫后 4 周，免疫组与空白健康对照组体重

无显著差异。在攻毒后 2 周，ISA 61 VG 混合灭

活 LM4 组的体重显著高于灭活 LM4 组，而空白

对照组的体重显著低于灭活 LM4 组。 

 

 
 

图 1  疫苗免疫 (A) 和 LM4 攻毒 (B) 后的小鼠体重

变化 
Fig. 1  Weight changes of mice after vaccines immune 
(A) and after LM4 attack (B). 
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2.3  血清中抗 LLO IgG 与亚型抗体 

小鼠接种疫苗后血清中 LLO IgG 抗体水平的

变化情况如图 2A 所示。第一次免疫一周后，所

有小鼠血清中均检测到李斯特氏菌溶血素 (LLO)

特异性抗体。在接下来的试验阶段，各实验组血

清抗体滴度均有明显的上升趋势，每组的抗体滴

度在 21 d 达到最高水平，并维持一定的时间，各

组抗体滴度随着时间的延长而逐渐降低，符合抗体 
 

 
 

图 2  小鼠血清抗体检测。(A) 小鼠血清中 LLO 抗体

的动态测定和 (B) 免疫组血清抗体亚型测定 
Fig. 2  Antibody detection in mice serum. (A) Kinetics 
of serum antibody against LLO in mice. There was a 
significant difference in serum LLO antibody in mice on 
day 7 d after immunization (P>0.05), the antibody titer 
reached the maximum value on 21 d, and there was a 
significant difference between the adjuvant vaccine 
group and the control group without adjuvant group on 
21 d and 28 d (P<0.001). (B) The homologous spectra in 
serum of immunization group. The IgG2a/IgG1 ratio of 
IgG2a and IgG1 antibody titers was measured to 
determine the type of immune response in different 
vaccination groups. At 7 d and 21 d, there was a 
significant difference between the ISA 61 VG adjuvant 
vaccine group and the control group (P>0.05) which 
means IgG2a>IgG1 that showed a preference for Th1 cell 
immune response type. 

消长规律，各疫苗组小鼠抗体的动态趋势基本相同。

在免疫后的 7 d、14 d 和 21 d，ISA 61 VG 混合灭活

LM4 组诱导的抗体水平均显著高于灭活 LM4 组。 

为了探究新型灭活疫苗对小鼠血清中 Th1 和

Th2 细胞因子介导的免疫应答的促进或抑制作

用 ， 我 们 测 定 了 免 疫 期 间 各 组 小 鼠 血 清

IgG1/IgG2a 的比值 (图 2B)。新型佐剂灭活疫苗

可诱导不同 IgG 亚型 (IgG1、IgG2a) 抗体的产生，

在第 7、21、28 天明显高于无佐剂灭活疫苗免疫

组。结果表明，新型灭活疫苗抗原可持续刺激宿

主产生偏向性 Th1 细胞毒免疫反应，有效消除细

胞内病原菌感染。 

2.4  免疫保护实验 

野生株 LM4 腹腔注射 2.5×106 CFU/150 μL 每

只小鼠。图 3 实验结果表明，PBS 混合甲醛以及

ISA 61 VG 组小鼠免疫保护率为 0%，ISA 61 VG

混合灭活 LM4 组小鼠免疫保护率为 100%，灭活

LM4 组小鼠免疫保护率仅为 17%。免疫保护试验

结果表明，佐剂为 ISA 61 VG 的灭活疫苗免疫保

护效果较好，具有潜在的应用前景。 

3  讨论 

单核细胞增生李斯特氏菌 (Lm) 是人兽共患

李斯特氏菌病的病原菌，近几年在全世界多个国

家暴发李斯特氏菌病[2-3,29]。我国每年都有多例李

斯特氏菌病的发生，因此迫切需要开发一种可以 
 

 
 

图 3  不同实验组小鼠攻毒后生存曲线(%) 
Fig. 3  Percent survival (%) curve of different groups of 
mice after wild-type strain challenge. 
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有效预防和治疗李斯特氏菌病的疫苗。研究表明，

虽然福尔马林灭活疫苗可以诱导产生一定的免疫

应答，预防细菌感染[30-31]，但单独的灭活疫苗不

能刺激免疫系统产生较强的免疫应答，往往需要

添加佐剂以增强疫苗的免疫原性[32]。MontanideTM 

ISA 佐剂可诱导小鼠产生持久的体液免疫和细胞

免疫[33]。我们研发的疫苗使用的 ISA 61 VG 佐剂

是一种弗氏不完全佐剂 (IFA)[34]，该佐剂疫苗进

入临床Ⅱ期试验[35]。本研究使用经过福尔马林灭

活的 LM4 作为疫苗免疫原，加入油包水佐剂 ISA 

61 VG 混合乳化后制成灭活疫苗，并在动物实验

中检测该灭活疫苗的安全性以及免疫保护作用。

实验中未观察到小鼠接种疫苗后的不良反应。单

核细胞增生李斯特氏菌是胞内寄生菌，单纯的无

佐剂灭活细菌无法对清除胞内寄生菌起到显著作

用，攻毒使用的 LM4 毒性较强，且达到 10 LD50

的致死剂量，免疫组佐剂疫苗组对致死剂量野生

株 Lm 的攻毒保护率高达 100%，而无佐剂灭活疫

苗的攻毒保护率只有 17%，初步证实该灭活疫苗

具有良好的安全性与免疫保护效果。 

宿主免疫系统产生特异性 IgG 抗体能够有效

抵御 Lm 感染，抗李斯特氏菌溶血素 (LLO) 抗体

可中和毒素并保护宿主免受感染[36]，同时针对 Lm

其他蛋白产生的抗体对宿主同样具有保护作用[37]。

有实验表明灭活的全菌疫苗可以诱导体液免疫应

答[38]，加入 ISA 61 VG 佐剂能显著提高抗体效价

从而增强体液免疫效应[27]。在本研究中，ISA 61 

VG 混合疫苗组在免疫 21 d 后达到峰值，LLO 免

疫原抗体水平明显高于无佐剂组，证明佐剂疫苗

能够刺激产生较强的体液免疫。实验结果显示，

混合 ISA 61 VG 佐剂乳化 Lm 疫苗诱导的抗体水

平显著升高，对降低 Lm 感染者的细菌载量发挥

重要作用。 

Lm 能够侵袭巨噬细胞及多种非吞噬细胞，逃

避宿主的体液免疫应答[39]，因此清除 Lm 需要 T

淋巴细胞介导的细胞免疫应答参与。辅助 T 淋巴

细胞是一种细胞免疫中重要的淋巴细胞，主要有

Th1 与 Th2 两种类型[40]。Th1 细胞激活巨噬细胞，

促进 B 细胞分泌针对细胞内感染细菌的 IgG2a 抗

体，而 Th2 细胞通过刺激产生针对细胞外感染的

IgG1，辅助体液免疫反应。通常 IgG2a/IgG1 的比

值可以反映免疫应答的类型[41]，动物血清中相同

抗原特异性抗体 IgG2a/IgG1 的比值大于 1，则相

应的疫苗抗原诱导 Th1 型免疫应答[42]。本研究中

ISA 61 VG 佐剂疫苗免疫组 IgG2a/IgG1 显著高于

无佐剂免疫组，且诱导产生了 Th1 型倾向性的免

疫应答。因此，ISA 61 VG 佐剂灭活李斯特氏菌

疫苗在诱导体液免疫应答的同时诱导产生较强的

细胞免疫应答，作为消除细胞内病原菌的单核细

胞增生李斯特氏菌的先决条件，为李斯特氏菌病

的预防和控制提供了实验基础。 

综上所述，我们采用混合乳化灭活 Lm 与 ISA 

61 VG 佐剂的方法制备灭活疫苗，评价了疫苗的

安全性和保护性免疫应答特性。研究结果表明，

ISA 61 VG 对灭活疫苗刺激宿主产生细胞和体液

免疫应答具有显著的增强作用，提示该灭活疫苗

是一种安全有效的预防 Lm 感染的疫苗，为预防

动物和人的李斯特氏菌病奠定了基础。 
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