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摘   要：为了解决油乳佐剂在诱导细胞免疫方面的不足，引入正电荷的壳聚糖盐以稳定乳液，从

而提升细胞免疫应答。本研究选取卵清蛋白为模式抗原，分别制备了单抗原疫苗、商品佐剂疫苗

和乳液疫苗，表征了乳液的粒径、电势及抗原吸附率等参数。通过肌肉注射免疫 BALB/c 小鼠，

检测免疫后抗体和细胞因子的分泌水平、淋巴细胞的活化水平以评价乳液的免疫效果。结果显示

壳聚糖盐酸盐可有效稳定乳液，其粒径在 600 nm 左右，荷正电并对抗原吸附率达 90%以上。免疫

动物后，该乳液可有效提升血清特异性抗体水平并增强 IL-4 的分泌，显著提高抗原特异性 CD8+ T

细胞的比例，提升细胞毒性 T 淋巴细胞(cytotoxic T lymphocyte, CTL)表面活化分子的表达水平，诱

导高效的细胞免疫应答。此外，乳液能够有效提高记忆 T 细胞(CD44+CD62L+)的水平。综上所述，

以壳聚糖盐酸盐稳定的乳液为佐剂能有效提升体液及细胞免疫效果，并有望起长期保护作用。 
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Abstract: In order to increase the ability of oil-emulsion adjuvant to stimulate cellular 
immunity, chitosan hydrochloride with positive charge was selected to stabilize oil-in-water 
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emulsion (CHE). In this paper, model antigen ovalbumin was selected to prepare vaccines with 
emulsion adjuvant, commercial adjuvant or no adjuvant. The emulsion was characterized by 
measuring the particle size, electric potential and antigen adsorption rate. BALB/c mice were 
immunized by intramuscular injection. Serum antibody levels, the numbers of IL-4-secreting 
cells in splenocytes, cytotoxic T lymphocyte (CTL) response, and the expression of central 
memory T cells were measured to evaluate the immunostimulatory effect. The results showed 
that chitosan hydrochloride can effectively stabilize the emulsion. The emulsion size is about 
600 nm, and the antigen adsorption rate is more than 90%. After immunization, CHE could 
increase serum antibodies levels and increase IL-4 secretion. Expression of CTL surface 
activation molecules was also increased to stimulate CTL response further and to increase the 
CD44+CD62L+ in T cells proportion. CHE as adjuvant can stimulate humoral and cellular 
immunity more efficiently, and is expected to extend the duration of protection. 
Keywords: vaccine adjuvant; chitosan salts; oil emulsion; cellular immune 
 

 

接种疫苗是预防传染病最有效的策略之

一[1]。佐剂是添加在疫苗中的一类免疫调节剂，

用于刺激和/或增强免疫应答强度和持久性[2]。

随着新型抗原的发展，对佐剂的数量与质量要

求越来越高。理想的新型佐剂应该安全、稳定、

易于使用并且具有经济效益，重要的是能够刺

激最佳的免疫类型来增强抗原特异性免疫应

答、增强免疫记忆和增强保护作用[3]。传统的

油乳佐剂因其强效的体液免疫能力而备受关

注，在人用疫苗及动物疫苗中均有应用[4-7]。最

具有代表性的油乳佐剂为 MF59，由 4.3% (质量

体积分数)的角鲨烯、0.5% (质量体积分数)的

Tween 80 和 0.5% (质量体积分数)的 Span 85 组

成。MF59 作为流感疫苗佐剂时可显著增强体液

免疫应答，效果优于铝佐剂(Al 佐剂)[8]。但油乳

佐剂也存在不足之处，目前油乳佐剂多采用非离

子型表面活性剂稳定，其抗原吸附率低、抗原的

递送效率低，导致其细胞免疫增强效果不佳[9]。

为解决这一问题，采用带正电荷的高分子表面活

性剂替代传统表面活性剂稳定乳液，以增强乳液

对抗原的吸附。 

壳聚糖是甲壳素去乙酰化后的产物，其在

自然界中储量丰富、可降解、生物相容性好，

且带有正电荷，有利于对带负电抗原的吸附[10]。

但壳聚糖不溶于水，对其进行改性修饰以得到

水溶性壳聚糖盐[11-12]。壳聚糖及其衍生物具有

佐剂疫苗特性，并且已有多种不同形式的壳聚

糖盐酸盐被成功应用于疫苗佐剂[13-15]。虽然壳

聚糖季铵盐凝胶颗粒制备的乳液具备作为疫苗

佐剂的免疫能力，但其制备工艺较复杂[16]。鉴

于此，选取可溶性壳聚糖衍生物作为表面活性

剂稳定乳液，考察乳液稳定性及作为疫苗佐剂

的免疫特性。 

本研究以壳聚糖盐酸盐代替传统表面活

性剂，制备得到稳定的壳聚糖盐酸盐乳液

(chitosan hydrochloride stabilized emulsion, 
CHE)，并考察乳液的理化性质，在此基础上，

采用免疫佐剂研究中广泛应用的卵清蛋白

(ovalbumin, OVA)作为模式抗原[17]，通过肌肉注

射方式免疫小鼠，并评价其对体液免疫、细胞

免疫以及记忆 T 细胞表达的影响。 

1  材料与方法 

1.1  试验动物 

小鼠购自北京维通利华实验动物技术有限
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公司，饲养于中国科学院过程工程研究所动物

房。实验前，新购买小鼠适应环境 1 周。所有

动物实验均严格按照《实验动物福利伦理审查

指南》(GB/T 35892—2018)进行，并经中国科学

院过程工程研究所动物房的伦理审查委员会批

准(批准号：IPEAECA2021071)。 

1.2  材料和试剂 
壳聚糖盐酸盐，购自潍坊海之源生物制品

有限公司；Al 佐剂，购自 InvivoGen 公司；氢

氧化钠、碳酸氢钠、碳酸钠，购自北京化学试

剂有限公司；磷酸盐缓冲液(PBS)、洗液(PBST)、

3,3′,5,5′-四甲基联苯胺(TMB)、红细胞裂解液、

4%组织固定液，购自北京索莱宝科技有限公

司；浓硫酸，购自北京化工厂；OVA、牛血清

白蛋白(bovine serum albumin, BSA)、角鲨烯、

Span 85 和 Tween 80，购自 Sigma-Aldrich 公司；

胎牛血清(fetal bovine serum, FBS)、RPMI1640

培养基，购自 Gibco 公司；青霉素-链霉素双

抗、Micro BCA 蛋白检测试剂盒、流式抗体、

流式缓冲液，购自 Thermo-Fisher 公司；白油由

Petro-Canada Lubricants Inc.提供；辣根过氧化

物酶偶联羊抗鼠 IgG 抗体，购自 Abcam 公司；

ELISPOT 试剂盒，购自 Mab Tech 公司。 

1.3  方法 
1.3.1  壳聚糖盐溶液电势及其接触角测定 

使用 Mastersizer Nano ZS 激光粒度仪测定

壳聚糖盐酸盐溶液的电势。吸取 1 mL 壳聚糖盐

酸盐溶液加入电位池中，平衡 2 min 后，开始测

定电势，测量 3 次平行。将壳聚糖盐酸盐溶液均

匀铺在载玻片上，在通风橱中干燥过夜，OCA-20

接触角测量仪测定壳聚糖盐酸盐溶液与去离子

水的接触角，选取平面中 3 处不同位置，将去离

子水缓慢滴加至载玻片上，测定接触角。 

1.3.2  制备 CHE 

称取壳聚糖盐酸盐 0.3 g，加入 10 mL 去离

子水搅拌至溶解，利用 0.45 μm 滤器过滤，定

容至 30 mL，4 ℃保存备用。用去离子水将壳

聚糖盐酸盐溶液稀释至浓度为 4 mg/mL，加入

氢氧化钠调节 pH 至 5.6–6.0，按照油水比例 1:9

加入白油，总体积为 1 mL，选取超声频率为

20%，超声时间 3 min 制备乳液。 

1.3.3  CHE 粒径分布、电位及稳定性表征 

利用 Mastersizer Nano ZS 激光粒度仪测

量乳液的粒径及电势。制备乳液后，用去离子

水将 CHE 稀释 100 倍，用移液器将稀释后的

CHE 加入样品槽中，平衡 2 min 后测定 CHE

粒径大小并采用多分散指数 (polydispersity 

index, PDI)表征其均一性，数值越小越均

一，并且测定稀释后 CHE 的电势，每个样

品测量 3 次平行。测定 CHE 制备后 0、7、

14、21、28、60 d 的粒径及电势以评价 CHE

的稳定性。  

1.3.4  CHE 吸附抗原能力检测 

将 CHE 与 200 μg/mL OVA 按照体积比

1:1 混匀(OVA 总量为 W)，置于 4 ℃，吸附过

夜。将混合液以 10 000×g 离心 10 min，1 mL

注射器吸取下清液，Micro BCA 试剂盒检测下

清液中蛋白含量(即未吸附 OVA 的量为 S)。吸

附率(adsorption efficiency, AE)计算公式如下： 

AE (%)=(W−S)/W×100 
1.3.5  实验分组和免疫 

选取 6–8 周 BALB/c 雌鼠随机分成 5 组，

每组 4 只，适应环境 3–5 d。采取肌肉注射的方

式在 0、14 d 分别进行免疫，每只小鼠免疫体

积为 100 μL，35 d 时处死小鼠结束免疫。实验

方案如表 1 所示。选取商品化 Al 佐剂与自制

表面活性剂稳定的乳液 (surfactant stabilized 

emulsion, SSE)佐剂作为对照组，SSE 佐剂为表

面活性剂稳定的油乳佐剂，配方与 MF59 相似，

按文献[18]方法制备。 
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表 1  每只小鼠免疫剂量 
Table 1  Formulation and dosage of the treated groups (per mouse) 
Group Al (μg)  Chitosan (μg) Squalene (μL) White oil (μL) OVA (μg) 

PBS / / / / / 

OVA / / / / 10 

Al 10 / / / 10 

SSE / / 8.6 / 10 

CHE / 150 / 5 10 
/: Does not contain this ingredient. 

 

1.3.6  血清抗体水平检测实验分组与免疫 

在首次免疫后的第 21、28、35 天取血，室

温静置 4 h，10 000×g 离心 10 min 收集血清，

保存于–20 ℃冰箱中。血清中 IgG 抗体采用间

接 ELISA 技术检测，实验操作如下：首先在

96 孔板中加入 100 μL 含 20 μg/mL OVA 的包被

液，置于 4 ℃条件下静置过夜；次日弃去包被

液，用 PBST 洗板 3 次后，每孔加入 300 μL 封

闭液，37 ℃孵育 1 h；弃去封闭液，用 PBST

洗板 4 次后，加入梯度稀释的待测血清，37 ℃

孵育 45 min；弃去血清，用 PBST 洗板 4 次后，

每孔加入 100 μL 的 1:50 000 稀释的 IgG 二抗，

37 ℃孵育 45 min；弃去板内 IgG 稀释液，用

PBST 洗板 6 次后，每孔加入 100 μL TMB 显

色液，在室温下避光显色 10 min，再加入 50 μL 

1 mol/L 的硫酸终止显色反应；在 450 nm 波长

处测定吸光度值从而确定 IgG 抗体滴度。 

1.3.7  脾细胞悬液的制备 

在初次免疫后第 35 天，处死小鼠并用 75%

的酒精消毒，在超净台中用剪刀镊子将位于小

鼠左腹的脾脏取出，置于 200 目无菌细胞筛上，

加入 5 mL RPMI1640 培养基，用研磨棒研磨脾

脏，并用 10 mL RPMI1640 冲洗细胞筛，得到

脾细胞悬液，将所得脾细胞悬液加入到 50 mL

离心管中，500×g 离心 5 min，弃去上清。加

入 4 mL 红细胞裂解液吹打细胞，室温下静置

4 min，加入 RPMI 1640 培养基混匀后离心，弃

去上清。加入 1 mL RPMI1640 完全培养基(含有

10% FBS 和 1%青霉素-链霉素双抗的 RPMI 

1640 培养基)重悬细胞并计数。 

1.3.8  酶 联 免 疫 斑 点 法 (enzyme-linked 

immunospot assay, ELISPOT)检测 

将脾细胞以 5×105 个/孔浓度加入到 IL-4 预

包被的 PVDF 96 孔板中。向孔板中加入浓度为

4 μg/mL OVA 作为刺激物。放入细胞培养箱孵

育 24 h 之后取出，去除孔内细胞，用 PBST 洗

板 4 次，按照产品说明书加入稀释的生物素标

记检测抗体，室温放置 2 h 后弃去，用 PBST

洗板 4 次，加入稀释的酶标亲和素，室温放置

1 h。最后倒掉，用 PBST 洗板 4 次后拍干孔板，

每孔加入 100 μL 显色液显色 15 min，倒掉显色

液，置于流动的自来水下终止反应，取下孔板

背部的塑料保护层，在室温下自然干燥，孔板

底部形成斑点，通过读板仪读取细胞个数。 

1.3.9  五聚体实验[18] 

取 3×106 个脾细胞悬液于 1.5 mL 离心管

中，离心后弃去上清，每管加入 50 μL 流式缓

冲液重悬细胞，再加入 10 μL 的 APC-Pentamer，

室温孵育 20 min，PBS 洗涤后加入含 PE-CD8a

抗体的流式缓冲液，4 ℃孵育 30 min，加入 PBS

洗涤后，加入流式缓冲液重悬细胞，细胞筛网

过滤后，使用流式细胞仪检测 Pentamer+CD8+

双阳的细胞数。 

1.3.10  T 细胞表面活化分子标记物检测 

将脾细胞以 1×106 个/孔的浓度接种于 24 孔

板中，加入含有 OVA 刺激的 RPMI1640 完全培

养基，细胞培养箱中培养 48–60 h，收集细胞后

离心，弃上清后加入含有 Percp/Cy5.5-CD8a、
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APC/Cy7-CD69、PE-CD107 和 FITC-SIINFEKL- 

MHC Ⅰ流式抗体的流式缓冲液重悬细胞，4 ℃

避光孵育 30 min。加入 PBS 洗涤后，加入流式

缓冲液重悬细胞，细胞筛网过滤后，使用流式

细胞仪检测各分子表达情况。 

1.3.11  流式检测记忆性 T 细胞表达水平 

细胞前期处理与 1.3.10 中相同，收集细胞

离心，弃上清后加入含有 PE/Cy7-CD4、PE- 

CD8a、Percp/Cy5.5-CD44 和 FITC-CD62L 流

式抗体的流式缓冲液重悬细胞，4 ℃避光孵育

30 min。加入 PBS 洗涤后，加入流式缓冲液重

悬细胞，细胞筛网过滤后，使用流式细胞仪检

测记忆性 T 细胞表达水平。 

1.3.12  生物安全性检测 

按照动物实验中分组及免疫方案进行肌肉

注射免疫，在初次免疫后第 35 天，从小鼠眼眶

采血收集血清，生化分析仪测定血清中丙氨酸

转氨酶(alanine aminotransferase, ALT)、天冬氨

酸转氨酶(aspartate aminotransferase, AST)、碱

性磷酸酶(alkaline phosphatase, ALP)、尿素氮

(blood urea nitrogen, BUN)以及乳酸脱氢酶

(lactate dehydrogenase, LDH)以评价心肝肾毒

性。采血后处死各组小鼠，摘取小鼠心脏、肝

脏、脾脏、肺脏、肾脏，使用 PBS 漂洗去除残

余的血液，剪取一部分脏器放入 4%组织固定液

中，固定过夜。之后制备石蜡切片并进行苏木

精 - 伊红 (hematoxylin-eddyr, HE)染色，使用

Vectra 切片成像系统进行观察，并与阴性对照

组 PBS 对比，验证其动物水平的生物安全性。 

1.3.13  统计学分析 

采用 GraphPad Prism 9 进行统计学分析，数

据表达方式为平均值±标准差。P 值大于 0.05 时，

表示数据间无显著性差异，用 ns 表示；P 值小于

0.05 时，表示数据间存在差异。其中*：P<0.05，

**：P<0.01，***：P<0.001，****：P<0.000 1。 

2  结果与分析 

2.1  壳聚糖盐酸盐溶液及 CHE 表征 
壳聚糖盐酸盐的黏度为 40 mPa.s，脱乙

酰度为 90.5%。测得壳聚糖盐酸盐溶液 pH 值

为 5.63，电势为(32.5±2.3) mV。其三相接触

角为 37.0°±4.2°，有文献报道称[19]，接触角在

20°–90°之间时，能够有效稳定乳液。CHE 粒

径为(621.0±6.0) nm，分散性良好(PDI<0.3)，

电势为(50.7±0.7) mV，能够有效吸附 OVA，吸

附率为(94.1±2.9)%。CHE 在制备后 0、7、14、

21、28、60 d 的粒径及电势如图 1 所示，无明

显变化，证明 CHE 可以在 4 ℃条件下可以保

存至少 2 个月。 

 

 
 

图 1  CHE 的稳定性粒径(A)和电势(B) 
Figure 1  Stability of CHE size (A) and zeta (B). 
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2.2  体液免疫效果评价 
2.2.1  CHE 对血清中 IgG 特异性抗体水平的

影响 

各免疫佐剂所引起的抗体滴度结果如图

2 所示，并采用 Two-way ANOVA Tukey’s test

进行数据分析。在初次免疫后第 14 天，各组之

间没有显著性差异(P>0.05)。在初次免疫后第

21 天，CHE 组抗体水平最高，但与 SSE 与 Al

之间无显著性差异(P>0.05)，与单独抗原组之

间存在显著性差异(P<0.001)。在初次免疫后第

28 天，各组抗体水平比较结果为：SSE>CHE> 

Al>OVA。其中 SSE 组抗体滴度最高，与 CHE

之间存在显著差异(P<0.000 1)，CHE 对比单独

抗原组能够显著提升抗体滴度(P<0.000 1)，是

单独抗原组抗体水平的 52 倍。在初次免疫第

35 天，各组抗体水平比较结果为：CHE>SSE> 

Al>OVA，CHE 组与 SSE 之间无显著性差异

(P>0.05)，但是显著优于 Al (P<0.05)与单独抗

原组(P<0.000 1)。研究结果表明，CHE 能够在

免疫初期对比单独抗原组，产生较高的抗体水

平，在免疫后期与 SSE 佐剂之间无显著性差异，

且优于 Al 抗体水平。 

2.2.2  ELISPOT 检测分泌 IL-4 的脾细胞数目 

在初次免疫后第 35 天，用 ELISPOT 检测

脾细胞中分泌 IL-4 细胞因子的细胞数目，结果

如图 3 所示，并采用 One-way ANOVA Tukey’s 

test 进行数据分析。CHE 组分泌 IL-4 细胞因子

的脾细胞数是单独抗原组的 2.3 倍，与 SSE 与

Al 之间没有显著性差异(P>0.05)。这说明 CHE

在免疫后可以增强体液免疫效果，且与商品化

Al 佐剂、油乳佐剂 SSE 产生的体液免疫效果

相当。 

2.3  细胞免疫效果评价 
2.3.1  五聚体实验 

用 SIINFEKL 特异性的五聚体试剂盒检测

各免疫制剂对脾细胞中抗原特异性 CD8+ T 细

胞的影响，结果如图 4A 所示，并采用 One-way 

ANOVA Tukey’s test 进行数据分析。CHE 组产 
 

 
 

图 2  血清中特异性抗体 IgG 分泌水平(n=4) 
Figure 2  Antigen-specific antibody secretion in serum (n=4). ns: P>0.05; *: P<0.05; **: P<0.01; ***: 
P<0.001; ****: P<0.000 1. 
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图 3  脾细胞中分泌细胞因子 IL-4 细胞数目(n=4) 
Figure 3  Number of splenocyte secreting 
cytokines of IL-4 (n=4). ns: P>0.05; *: P<0.05; **: 
P<0.01; ***: P<0.001; ****: P<0.000 1. 

 
生的抗原特异性CD8+ T细胞与SSE (P<0.001)、

Al (P<0.01)和单独抗原组(P<0.01)相比均具有显

著性差异，分别是各组的 2.1、1.8 和 1.7 倍，表

明 CHE 能够显著增加抗原特异性 CD8+ T 细胞

的比例。 

2.3.2  流式细胞仪检测 CD8+ T 细胞表面活化

分子 

为了评价各免疫制剂对细胞免疫的影响，

流式细胞术检测了 CD8+ T 细胞表面的活化分

子，结果如图 4B–D 所示，并采用 One-way 

ANOVA Tukey’s test 进行数据分析。CD69 分

子被称为淋巴细胞的早期活化标志 [20]，能够

反映免疫细胞增殖活化能力。在 CD69+CD8+

表达情况中，CHE 组的百分比显著高于其余

免疫制剂组，与 SSE 和单独抗原组之间存在

显著性差异(P<0.000 1)，与 Al 之间也存在显

著性差异(P<0.001)。另外，细胞毒性 T 淋巴细

胞(cytotoxic T lymphocyte, CTL)杀伤靶细胞

的重要途径之一是释放颗粒酶，CD8+ T 中的

溶酶体膜糖蛋白 CD107 可以随 T 细胞脱颗粒

过程而出现在其表面，因此 CD107 可以直接

反映 CTL 细胞数目 [21]。在 CD107+CD8+表达

情况中，CHE 组百分比最高，能够显著优于

SSE (P<0.001)、Al (P<0.001)和单独抗原组

(P<0.01)。SIINFEKL-MHC I 表达量可以反映

细胞交叉递呈能力 [22]，在 SIINFEKL- MHC 

I+CD8+的表达情况中，CHE 组显著优于 SSE 

(P<0.000 1) 、 Al (P<0.001) 和 单 独 抗 原 组

(P<0.000 1)。CHE 增加了 CD69、CD107 与

SIINFEKL-MHC I 在 CD8+ T 细胞表面的表

达。研究结果表明，CHE 组具有更好的细胞

免疫效果。 

2.4  记忆性 T 细胞表达水平考察 
为了评价各免疫制剂对记忆性 T 细胞表达

水平的影响，流式细胞术检测了CD8+ T与 CD4+ 

T 细胞表面 CD44 与 CD62L 分子的表达情况，

即中心记忆 T 细胞的百分比。结果如图 5 所

示，并采用 One-way ANOVA Tukey’s test 进

行数据分析。在 CD8+ T 细胞中，CHE 组对

CD44+CD62L+的表达能力显著优于单独抗原组

(P<0.01)。在 CD4+ T 细胞中，CHE 与 SSE 

(P<0.05)、单独抗原组(P<0.000 1)之间具有显著

性差异，因此，CHE 有望起长效保护作用。 

2.5  生物安全性评价 
在初次免疫后 35 d，血清生化分析仪检测各

生化指标，结果如表 2 所示。免疫后小鼠的各项

生化指标没有显著差异。并对主要脏器进行 HE

染色，得到切片结果如图 6 所示，CHE 组小鼠

的主要脏器未产生明显的病变，与 PBS 组相比，

未见明显差异，表明 CHE 具有注射安全性。 

3  讨论 

接种疫苗以产生特异性免疫保护是预防和

控制传染病传播的最有效策略[23]。疫苗需要较
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强的免疫原性才能刺激机体产生免疫应答，但

单纯抗原组成的疫苗往往免疫原性较差，需要

添加佐剂来增强免疫反应[24]。Al 佐剂虽然已经

有百年的应用历史，但其仅能激活体液免疫反

应，而且容易在注射部位产生不良反应 [25]。

MF59 作为油乳佐剂的代表，相较于 Al 佐剂，

在激活体液免疫应答中更为有效，但是无法引

发有效的细胞免疫应答，尤其是 CTL 的活化[26]。

理想疫苗佐剂应该具备优异的安全性和免疫激

活性能，包括体液免疫和细胞免疫。因此开发

安全、经济的新材料作为表面活性剂稳定乳液，

实现提高免疫应答效果仍然存在需求。 

为了克服油乳佐剂难以激活细胞免疫问

题，选取其他生物相容性良好的材料代替表面

活性剂稳定乳液，成为油乳佐剂发展的新趋势。

Burakova 等[27]利用食品级皂苷提取物作为乳化

剂和免疫刺激剂稳定乳液用作兽用佐剂，结果

证明乳液能够显著加强抗体反应，但是细胞免 

 

 
 

图 4  CHE 对细胞免疫的影响(n=4) 
Figure 4  Effect of CHE on cellular immune response (n=4). A: Percentage of antigen-specific CD8+ T cells. 
B: Flow cytometry analysis of CD69 expression in CD8+ T cells. C: Flow cytometry analysis of CD107 
expression in CD8+ T cells. D: Flow cytometry analysis of MHC I expression in CD8+ T cells. ns: P>0.05; *: 
P<0.05; **: P<0.01; ***: P<0.001; ****: P<0.000 1.  
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图 5  CHE 对 CD8+ (A) 和 CD4+ (B) T 细胞亚群的影响(n=4) 
Figure 5  Effect of CHE on CD8+ (A) and CD4+ (B) T cell subsets (n=4). ns: P>0.05; *: P<0.05; **: P<0.01; 
***: P<0.001; ****: P<0.000 1. 
 

表 2  各免疫小鼠生化指标表 
Table 2  Biochemical analysis of the formulations 

Item BUN (U/L) ALT (U/L) ALP (U/L) AST (U/L) LDH (U/L) 

PBS  9.8±0.8 45.3±6.1 166.7±10.1 114.3±5.1 479.0±77.4 

OVA 10.5±1.5 49.6±10.1 177.6±18.2 141.0±24.8 672.2±134.9 

Al/OVA  9.7±1.5 46.0±15.7 156.7±37.8 135.8±21.0 594.0±54.1 

SSE/OVA 11.1±2.6 48.6±9.3 182.7±13.2 151.7±21.1 558.3±83.6 

CHE/OVA 13.4±1.4 54.6±7.0 204.7±28.1 148.3±17.2 493.7±109.1 

 

 
 

图 6  小鼠主要脏器病理性切片(比例尺为 200 μm, n=4) 
Figure 6  Pathological sections of main organs of mice (scale bar=200 μm, n=4). 
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疫效果未有报道。Huang 等[28]合成了一种两亲

性双嵌段三元共聚物聚——(乙二醇)-聚乳酸己

内酯(PEG-b-PLACL)，用 PEG-b-PLACL 代替

Tween 80 来稳定柠檬酸钠/角鲨烯乳剂，开发了

多相乳化剂疫苗给药系统，命名为 PELC。当

PELC 与 CpG 联合使用时，PELC-CpG 可增强

细胞免疫效应。然而，如果不添加 CpG，该乳

剂很难诱导有效的细胞免疫反应[29]。这可能是

因为 PEG-PLA 是电中性的，它不能有效地吸

附抗原，也不能增强与抗原提呈细胞(antigen 

presenting cells, APCs)的相互作用。综上所述，

油乳佐剂虽然能够激活体液免疫保护，但是其

依然无法引发有效的细胞免疫应答。因此，现

有临床应用的疫苗佐剂已无法满足抗体不敏感

病毒防治的发展需求，开发新型佐剂迫在眉睫。 

本研究采用自然界唯一的阳离子多糖壳聚

糖作为单一表面活性剂稳定乳液，制备了新型

油乳佐剂 CHE，对其表征并进一步考察其免疫

效果。CHE 粒径较小，为(621±6) nm，能够稳

定 60 d，乳滴表面具有正电荷，可通过静电吸

附对带负电性的 OVA 实现高吸附。体液免疫试

验结果表明，CHE 能够产生较高的抗体滴度，

增加脾细胞分泌 IL-4 的水平。这说明其在免疫

后可以增强体液免疫效果。在体液免疫的增强

机制方面，CHE 与 MF59 机制相似，在肌肉注

射后，局部的刺激募集免疫细胞，迅速产生趋

化因子[30]，进而募集其他具有吞噬和抗原提呈

能力的免疫细胞。募集而来的免疫细胞在乳液

的刺激下分泌细胞因子，形成免疫活化微环

境，进一步诱导天然免疫细胞在注射部位富

集，形成免疫响应正循环[31]。在免疫活化微环

境中，募集而来的天然免疫细胞表达 CD86 等

因子[32]，并且高表达主要组织相容性复合物Ⅱ，

增强抗原提呈能力[33]，提升体液免疫效果。 

为了进一步考察 CHE 的细胞免疫效果，对

免疫后小鼠脾细胞中 CTL 细胞数量进行评价。

流式细胞术评价了抗原特异性 CD8+ T 细胞占

比及 CD8+ T 细胞表面的活化分子的表达水平。

试验结果显示 CHE 较 Al 佐剂组及 SSE 组显著

提升细胞免疫应答，这是因为细胞膜为磷脂双

分子层结构，并且表面有大量糖蛋白呈负电性。

CHE 具有正电荷的表面性质，通过吸附携带大

量抗原，油乳佐剂本身增加了与细胞接触的比

表面积，能够更好地与细胞膜相互作用，促进

细胞对抗原的摄取。一般认为，500–2 000 nm

的颗粒易于被 APCs 摄取[34]。CHE 的粒径在此

范围内，因此可以更有效地提高抗原的利用率，

实现更好的细胞免疫效果。 

此外，还探究了中心记忆 T 细胞的表达水

平，CHE 组所产生的中心记忆 T 细胞较多，当

它们遇到相同抗原时，能迅速增殖并产生效应

细胞，从而起到长期保护机体的作用。其作用

机制可能与油乳佐剂 MF59 注射后相似，在注

射部位募集而来的免疫细胞被检测出高水平的

C-C 趋化因子受体 7，说明油乳佐剂不仅可以诱

导 APCs 的活化与成熟，还可以促进其向引流

淋巴结特异性的富集。归巢后的嗜酸性粒细胞、

中性粒细胞、单核细胞和树突状细胞可以高效

递呈抗原，增强淋巴结中滤泡状辅助 T 细胞的

活化和生发中心的成熟，进而产生长效免疫记

忆[35]。综上所述，CHE 有望成为一种新型油乳

佐剂。 

4  结论 

本研究采用壳聚糖盐酸盐代替传统表面

活性剂稳定乳液，并表征其性质及作为疫苗佐

剂的免疫增强效果。得到如下结论：(1) 壳聚

糖盐酸盐与水的接触角适中，能有效稳定水包

油乳液。 CHE 粒径为 (621±6) nm，电势为

(50.7±0.7) mV，呈正电性，有利于对带负电抗原
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的吸附。(2) CHE 能够较单独抗原组显著提升

抗体滴度，在免疫后期保持与 Al、SSE 相当

水平的抗体滴度，并且提升分泌 Th2 型细胞

因子 IL-4 的脾细胞数目，说明 CHE 能够有效

提升体液免疫效果。 (3) CHE 能够显著促进

CD8+ T 细胞活化，具有良好的细胞免疫增强效

果。(4) 此外，CHE 能够显著促进中心记忆 T

细胞的表达，具有较好的长效免疫应答能力。 

本研究对壳聚糖盐酸盐稳定的水包油乳液

的稳定性及免疫增强效果进行评价，结果表明

壳聚糖盐酸盐稳定的乳液具有一定的免疫增强

能力。CHE 在与传统油乳佐剂相当的体液免疫

应答效果基础上，能显著提升细胞免疫应答，

有望作为治疗性疫苗制剂。 
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