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土贝母皂苷丙纳米乳的构建及其佐剂效应评价
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［摘要］ 目的 制备土贝母皂苷丙纳米乳（tubeimoside Ⅲ nanoemulsion，TBMⅢ-NE），并评价其疫

苗佐剂效应。方法 利用低能乳化法制备 TBMⅢ-NE，采用动态光散射法表征 TBMⅢ-NE的粒径和平

均分散系数，透射电镜观察 TBMⅢ-NE 的形态，CCK-8 法检测 TBMⅢ-NE 对骨髓来源的树突状细胞

（bone marrow-derived dendritic cells，BMDCs）的细胞毒性；红细胞溶血实验评价 TBMⅢ-NE的体外安全

性；激光共聚焦显微镜观察TBMⅢ-NE促进DC2. 4对抗原的吞噬作用；TBMⅢ-NE与BMDCs共孵育后，

利用流式细胞术检测BMDCs表面CD40、CD86、MHC-Ⅰ和CCR7的表达水平，酶联免疫吸附（ELISA）法

检测BMDCs上清中细胞因子的表达水平；新冠病毒抗原RBD与 TBMⅢ-NE联用免疫小鼠，ELISA测定

小鼠血清中特异性 IgG、IgG2a、IgG1抗体水平，酶联免疫斑点（ELISpot）法检测小鼠脾淋巴细胞中特异性

分泌 γ干扰素（IFN-γ）的细胞数量。结果 制备的空白纳米乳（blank nanoemulsion，BNE）和 TBMⅢ-NE
的平均粒径分别为 25. 46 nm 和 25. 89 nm，平均多分散系数分别为 0. 214 和 0. 125，透射电镜观察

TBMⅢ-NE呈均匀“球型”且分散性良好；当 TBMⅢ-NE佐剂稀释 400倍时，BMDCs存活率约为 86%；与

游离土贝母皂苷丙（TBMⅢ）相比，TBMⅢ-NE的溶血毒性显著降低（P<0. 01）；TBMⅢ-NE可促进DC2. 4
对抗原的吞噬，并显著提高BMDCs表面CCR7的表达水平（P<0. 05），具有促进树突状细胞向淋巴结迁

移的潜力；TBMⅢ-NE 还可促进 BMDCs 培养上清中 IL-6 和 IL-1β 的表达（P<0. 05）；与 RBD 联用，

TBMⅢ-NE可显著提升小鼠血清中特异性 IgG、IgG2a、IgG1抗体的水平（P<0. 01），并促进脾淋巴细胞中

特异性 IFN-γ的分泌（P<0. 01），提示 TBMⅢ-NE可以增强特异性 T细胞免疫应答。结论 成功构建出
质量稳定、具有高效诱导体液和细胞免疫应答的TBMⅢ-NE。
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［Abstract］ Objective　To prepare tubeimoside Ⅲ nanoemulsion (TBM Ⅲ -NE) and evaluate its 
adjuvant effect in vaccines.  Methods　TBMⅢ-NE was prepared using low-energy emulsification.  Dynamic 
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light scattering was used to characterize the particle size and polydispersity index of the obtained TBMⅢ-NE, 
and transmission electron microscopy (TEM) was employed to observe the morphology.  CCK-8 assay was 
utilized to determine the cytotoxicity of TBMⅢ-NE on bone marrow-derived dendritic cells (BMDCs).  The in 
vitro safety of TBMⅢ -NE was evaluated using a hemolysis assay.  The ability of TBMⅢ -NE to promote the 
phagocytosis of antigens by DC2. 4 cells was observed using confocal laser microscopy.  After co-incubation of 
TBMⅢ-NE with BMDCs, the expression levels of CD40, CD86, MHC-Ⅰ, and CCR7 on the surface of BMDCs 
were detected using flow cytometry, and the levels of cytokines in the supernatant of BMDCs were measured 
using enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA).  After female BALB/c mice were immunized with the 
SARS-CoV-2 antigen RBD in combination with TBM Ⅲ -NE, ELISA was conducted to determine the serum 
levels of specific IgG, IgG2a, and IgG1 antibodies.  The number of specific IFN- γ -secreting cells in mouse 
splenocytes was detected using enzyme-linked immunospot (ELISpot) assay.  Results　The prepared blank 
nanoemulsion (BNE) and TBMⅢ-NE were in a particle size of 25. 46 and 25. 89 nm, and a polydispersity 
index of 0. 214 and 0. 125, respectively.  TEM displayed that TBM Ⅲ -NE was in uniform sphere and well 
dispersed.  When the TBMⅢ -NE adjuvant was diluted by 400-fold, the survival rate of BMDCs was 
approximately 86%.  Compared with free TBM Ⅲ , the hemolytic toxicity of TBM Ⅲ -NE was significantly 
reduced (P<0. 01).  TBMⅢ-NE promoted the phagocytosis of antigens by DC2. 4 cells and significantly increased 
the expression of CCR7 on the surface of BMDCs (P<0. 05), indicating its potential to promote more dendritic 
cells to effectively migrate to lymph nodes.  TBMⅢ-NE also promoted the expression of IL-6 and IL-1β in the 
supernatant of BMDCs (P<0. 05).  When combined with RBD, TBMⅢ-NE significantly increased the levels of 
specific IgG, IgG2a, and IgG1 antibodies in mouse serum (P<0. 01) and promoted the secretion of specific 
IFN- γ in splenocytes (P<0. 01), indicating that TBM Ⅲ -NE could enhance specific cellular immune 
responses.  Conclusion　A stable and highly effective TBM Ⅲ -NE that can induce humoral and cellular 
immune responses is successfully prepared.  

［Key words］ tubeimoside Ⅲ； nanoemulsion； vaccine adjuvant； immune effect
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佐剂是一类能够增强机体对抗原的免疫应答或

改变免疫应答类型，提高疫苗保护效力的物质［1］，广泛

应用于疫苗的设计与开发。在某些情况下，佐剂能够

显著增加抗原成分的稳定性，延长其半衰期并有利于

疫苗的长期保存。因此，佐剂对于疫苗的安全性和有

效性至关重要［2］。
植物皂苷是苷元为三萜或螺旋甾烷类化合物的

一类糖苷，具有多种生理和药理活性。植物皂苷可激

活哺乳动物的免疫系统，作为疫苗佐剂有着巨大的开

发潜能［3］。当前应用最广泛的是从南美皂树皮中提取

的Quil A及其活性成分QS-21，它们能特定地激活Th1
型免疫应答，并促进细胞毒性 T 淋巴细胞的产生［4］。
以 QS-21 为核心成分的 AS01、AS02 和 Maxtrix-M 复合

佐剂可促进树突状细胞对抗原的交叉递呈，诱导炎症

小体产生，从而激发强烈的细胞及体液免疫应答。尽

管 QS-21作为疫苗佐剂具有独特的效力和前景，但存

在稀缺性、异质性、剂量限制性、毒性和化学不稳定性

等缺点［5］。因此，其他天然植物中皂苷成分作为佐剂

的应用正受到越来越多的关注。

土贝母是葫芦科植物土贝母的干燥块茎，含三萜

皂苷、生物碱、多酚、黄酮醇、甾醇等生物活性物质［6］。
作为一种传统中药，土贝母对炎症、疣、肿瘤等多种疾

病具有疗效。土贝母苷（tubeimoside，TBMS）被认为是

土贝母的主要活性成分之一，为苷元的 C-3和 C-28位

的2个糖基侧链通过3-羟基-3-甲基戊二酸形成结构独

特的环双糖链皂苷，课题组之前的研究证实土贝母皂

苷丙（tubeimoside Ⅲ， TBM Ⅲ）具有潜在的疫苗佐剂

活性［7］，但存在溶血毒性强、水溶性差等缺点，限制了

其作为疫苗佐剂的进一步应用。

纳米乳是一种由水相、油相、表面活性剂及助表

面活性剂自发形成的热力学稳定、各向同性的均相分

散体系［8］。纳米乳独特的油核结构具备负载脂溶性物

质的能力，因而成为与脂溶性佐剂复合的理想载体［9］，
例如商业化复合佐剂AS03便是通过纳米乳油核有效

搭载脂溶性佐剂分子——生育酚，显著提升了其疫苗

佐剂效应［10-11］。本研究利用纳米乳在佐剂递送领域
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的优势，制备土贝母皂苷丙纳米乳（tubeimoside Ⅲ 
nanoemulsion，TBMⅢ-NE），期望克服 TBMⅢ水溶性不

佳及溶血毒性较高的缺点，并评价 TBMⅢ-NE的初步

安全性和体内外佐剂效应。

1　材料与方法

1. 1　实验材料

1. 1. 1　实验动物　　25 只 SPF 级 BALB/c 雌性小鼠

（6~8周龄，体质量 16~18 g）购自北京维通利华生物科

技股份有限公司，饲养于陆军军医大学国家免疫生物

制品工程技术研究中心SPF动物房。所有动物实验均

获 得 陆 军 军 医 大 学 动 物 伦 理 委 员 会 的 批 准

（AMUWEC20223007）。

1. 1. 2　主要试剂和仪器　　土贝母皂苷丙（TBMⅢ）

购自成都普瑞法科技有限公司；司盘-85、吐温-80购自

Seppic 公司；角鲨烯购自 Sigma 公司；AddaVax 购自

Invivogen 公司；新冠病毒 S 蛋白受体结合域（receptor-
binding domain，RBD）购自重庆智飞生物制品股份有

限公司；RBD 肽库由上海波泰生物科技有限公司合

成；RPMI1640培养基、胎牛血清均购自Gibco公司；青

霉素-链霉素溶液（×100）购自 HyClone 公司；DMSO 购

自 Sigma公司；CCK-8试剂盒购自白鲨易公司；集落刺

激因子（granulocyte-macrophage colony-stimulating factor，
GM-CSF）、白介素 4（interleukin-4）购自赛默飞世尔科

技 公 司 ；FITC anti-mouse CD11c、PerCp anti-mouse 
CD86、PE anti-mouse CD40、PE/Cy7 anti-mouse CCR7、
APC anti-mouse MHC-Ⅰ均购自Biolegend公司；鬼笔环

肽购自Bioss公司；DAPI购自碧云天公司；Cy5-OVA由

西安齐岳创科生物科技有限公司提供；小鼠 IL-1β 酶

联免疫吸附试剂盒、小鼠 IL-6酶联免疫吸附试剂盒均

购自睿信公司；ELISpot Plus：Mouse IFN-γ（ALP）试剂

盒购自达科为生物技术股份有限公司；马尔文粒度电

位分析仪购自Malvern Panalytical公司；全波长自动酶

标仪购自 Bio-Rad 公司；FACS CantoⅡ流式细胞仪购

自美国 BD 公司；ELISpot读板机购自德国艾迪 AID 公

司。所有仪器由陆军军医大学药学与检验医学系国

家免疫生物制品工程技术研究中心及陆军军医大学

中心实验室提供。

1. 2　方法

1. 2. 1　BNE、TBMⅢ-NE的制备与表征　　洗净50 mL
烧杯、玻璃棒，置于烘干箱烘干。首先，准确称量助乳

化剂司盘 850. 08 g，乳化剂吐温 800. 40 g，油相角鲨烯

0. 12 g；然后，加入 TBMⅢ 4 mg，利用低能乳化法，用

玻璃棒沿顺时针方向搅拌，边搅拌边缓慢滴加灭菌纯

水，得到TBMⅢ-NE，制备空白纳米乳（blank nanoemulsion，

BNE）时，不加入TBMⅢ，其余制备方法同TBMⅢ-NE。

用 Zetasizer pro（Malven PANalutical）测量样品的颗粒

大小（Size）、平均分散系数（PDI），用TECNAI10透射电

镜观察其形态。

1. 2. 2　CCK-8检测细胞毒性　　首先，配制 DC 完全

培养基，向 44. 5 mL 的 RPMI1640 中加入 5 mL 胎牛血

清（FBS）、500 μL 链霉素和青霉素，以及 10 μL 集落

刺激因子（GM-CSF，10 ng/mL）和 5 μL 白细胞介素 4
（interleukin-4，IL-4）（50 ng/mL）。之后，分离出小鼠的

胫骨和股骨，并采用 5 mL 预冷的 PBS冲洗出骨髓，得

到骨髓细胞悬液。加入红细胞裂解液裂解可能存在

的红细胞，以离心的方法收集未被裂解的骨髓造血干

细胞。以 1×106/mL的浓度，将分离得到的细胞小心接

种于细胞培养板。置于 37 ℃、5 %CO2环境下培养，每

隔 1 d，采用半量换液的方式处理细胞。第 6天，收集

细胞，即为骨髓源树突状细胞（bone marrow dendritic 
cells，BMDCs）。按 3×105 个/孔铺于 96 孔板中，BNE、

TBMⅢ-NE分别按 100、200、400、800倍稀释后加入孔

板中培养 24 h，每孔加入 10 μL CCK-8试剂，于培养箱

中再孵育 3 h。测定每孔 450 nm波长处光密度并按照

下述公式计算制剂对细胞活力的影响。

细胞存活率=D (450)实验 - D (450)空白

D (450)对照 - D (450)空白

×100%
1. 2. 3　红细胞溶血实验　　取小鼠新鲜血液于抗凝

管，上下颠倒数次后转移至 1. 5 mL 离心管内，经 4 次

洗涤离心后得到红细胞，用 PBS 将红细胞稀释为 2%
的红细胞悬液（体积比），将制剂分别稀释至64. 5 μg/mL
和 15. 6 μg/mL 后与 2% 红细胞混合，将所得悬浮液加

入圆底 96 孔（每孔 200 μL），以 PBS 为阴性对照，

2%Triton X-100为阳性对照。在 37 ℃孵育 1 h后，通过

测量上清液在 570 nm 处的光密度来确定溶血毒性。

溶血百分比计算公式为：

溶血率= D (570)样本 - D (570) PBS
D (570) 2%TritonX - 100 - D (570) PBS

×100%
1. 2. 4　激光共聚焦显微镜观察BNE、TBMⅢ-NE促进

细胞吞噬能力　　复苏DC2. 4细胞，以 3×105/mL的浓

度滴加在共聚焦小皿的中间位置，置于培养箱中孵育

12 h。之后，吸出上层清液，加入 Cy5-OVA（终浓度为

10 μg/mL）、Cy5-OVA+BNE、Cy5-OVA+TBMⅢ-NE。在

培养的第 3小时取出各组细胞，4%多聚甲醛避光固定

15 min后，吸出 4%多聚甲醛，缓慢滴加含有 1% Triton 
X-100（质量体积比）的PBS溶液并浸泡 15 min，以增加

细胞膜通透性。最后，利用鬼笔环肽和 DAPI 特异性

地对细胞膜骨架和细胞核进行染色，即得到荧光染色

的激光共聚焦样品，通过激光共聚焦显微镜观察细胞
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吞噬抗原情况，并在随机视野中采集数据。

1. 2. 5　流式细胞术　　收集培养好的 BMDCs，调整

细胞浓度为 1×106/mL，以 1 mL/孔加入到 24 孔板中。

随后将 BNE、TBMⅢ-NE 各稀释 800 倍加入到相应孔

中，PBS 作为空白对照，LPS 作为阳性对照，各组设置

3个复孔，37 ℃、5 %CO2环境下培养孵箱孵育 24 h。收

集细胞，在冰上先用 L/D-BV510 染色 15 min，而后用

FITC anti-mouse CD11c、PerCp anti-mouse CD86、PE 
anti-mouse CD40、PE/Cy7 anti-mouse CCR7、APC anti-
mouse MHC-Ⅰ染色30 min，经Staining Buffer洗涤，PBS
重悬后，利用FACS CantoⅡ流式细胞仪进行检测。

1. 2. 6　ELISA 试剂盒检测血清中的细胞因子水平　

　收集 BMDCs 刺激上清，用 ELISA 试剂盒检测 IL-6、
IL-1β水平。

1. 2. 7　动物免疫　　将 25只小鼠按随机数表法分为

5 组：PBS 组、RBD 组、RBD+BNE 组、RBD+TBMⅢ-NE
组、RBD+AddaVax组，每组 5只。将RBD蛋白（浓度为

500 μg/mL）和佐剂进行混合（质量比 1∶1）后，在第 0、
14、28天肌肉注射免疫［9］，在第 1次免疫后每日称体质

量并观察小鼠健康状况，连续 7 d。第 42 天时处死小

鼠，收集眼球血及脾脏，用于进一步分析。

1. 2. 8　ELISA检测小鼠血清中 RBD特异性抗体及亚

型水平　　在末次免疫后第 14天，收集各组小鼠的眼

球血，室温静置 2 h，以 2 236×g离心 10 min后，分离并

收集血清存放于-80 ℃。用包被液将RBD抗原稀释至

2 μg/mL后，100 μL/孔加入 ELISA板中，于 4 ℃包被过

夜后洗板；250 μL/孔加入封闭液（PBST+1%BSA），

37 ℃封闭 2 h 后洗板；将免疫后小鼠血清稀释后加入

孔板内，而后进行梯度稀释，于 37 ℃孵育 1 h后洗板；

100 μ L/ 孔 HRP 标 记 山 羊 抗 小 鼠 IgG 、IgG1 、IgG2a
（1∶10 000）加入孔板，37 ℃孵育40 min后洗板；50 μL/孔
TMB加入孔板，避光显色 10 min后，50 μL/孔加入终止

液；酶标仪读取D（450）后进行统计分析。阳性参考血

清 D（450）≥0. 5；阴性参考血清 D（450）≤0. 1；Cut-off
值=阴性参考血清D（450）×2. 1；以D（450）≥Cut-off值
作为判定阳性的临界值，对应的稀释度为该样品的抗

体滴度。

1. 2. 9　ELIspot检测小鼠脾淋巴细胞分泌 IFN-γ的能

力　　在末次免疫后14 d，分离小鼠脾脏，制备单细胞

悬液。用 RPMI1640 完全培养基将细胞浓度调整为

1×107/mL，将其以 50 μL/孔加入预先已活化的ELISpot-
IFN-γ板中，存在肽库刺激的孔中再加入100 μL浓度为

40 μg/mL的RBD肽库进行混合，不存在肽库刺激的孔

中加入 100 μL RPMI1640完全培养基。在阳性对照孔

中注入 2 μL 佛波酯溶液，阴性对照孔加入 100 μL 

RPMI1640 完全培养基。随后，把平板放置于 37 ℃
（5 % CO2）细胞培养箱中培养48 h；弃培养基，250 μL/孔
PBS 溶液洗涤 5 次，100 μL/孔加入检测抗体（R4-6A2-

biotin，1∶1 000 稀释），室温下孵育 2 h；250 μL/孔 PBS
溶液洗涤 5 次，加入 100 μL/孔链霉亲和素-辣根过氧

化物酶（1∶1 000），于室温下孵育 1 h。250 μL/孔 PBS
溶液洗涤 5 次，100 μL/孔加入 TMB 显色液，当出现明

显斑点时，用蒸馏水冲洗板子终止显色反应。待板子

晾干后，将其置于 ELISpot 读板机中进行斑点读数并

采集图片，肽库刺激后产生的斑点数目减去未刺激产

生的斑点数目用来表示脾淋巴细胞中特异性分泌

IFN-γ的细胞数量。

1. 3　统计学分析

采用 Graphpad Prism 9. 5 进行统计学分析，数据

表示为 x̄±s，2组数据之间的比较采用 t检验，多组数据

之间的比较采用单因素方差分析，P<0. 05为差异具有

统计学意义。

2　结果

2. 1　BNE、TBMⅢ-NE的制备与表征

利用低能乳化法制备 BNE 和 TBMⅢ-NE，动态光

散射粒度分析仪检测结果如图 1A、B所示，TBMⅢ-NE
的平均粒径为 25. 89 nm，标准差为 0. 66 nm，平均分散

系数（PDI）的均值为 0. 125 7，标准差为 0. 011 9；BNE
的平均粒径为 25. 46 nm，标准差为 0. 16 nm，PDI的均

值为 0. 214，标准差为 0. 008 1；透射电镜下（图 1C）
TBMⅢ-NE呈球形，表面光滑，根据比例尺估算其粒径

范围在 25~40 nm，与动态光散射粒度分析仪的结果基

本一致。且CCK-8实验结果表明（图1D），当TBMⅢ-NE
佐剂稀释 400倍时，呈现出较好的安全性。与皂苷单

体 TBMⅢ相比，TBMⅢ-NE的红细胞溶血率显著降低

（P<0. 01，图 1E）。以上结果表明 BNE、TBMⅢ-NE 具

有良好的形态特征，且纳米乳递送TBMⅢ可显著降低

其溶血毒性。

2. 2　TBMⅢ-NE可促进DCs对抗原的吞噬

将 Cy5 标记的 OVA 分别与 BNE、TBMⅢ-NE 物理

混合，与DC2. 4共孵育 3 h后，共聚焦显微镜观察结果

如图 2所示。Cy5-OVA组、Cy5-OVA+BNE组在视野内

仅见少部分红色荧光标记的抗原，多数并未被DCs吞
噬。与之对应的 Cy5-OVA+TBMⅢ-NE 在视野内存在

大量红色荧光标记的抗原，且红色荧光已经进入细胞

内部，提示DCs细胞已经对OVA进行吞噬和处理。以

上结果表明，TBMⅢ -NE 能够更高效地辅助抗原被

DCs摄取，具有促进DCs吞噬抗原的能力。
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2. 3　TBMⅢ-NE可促进BMDCs成熟以及淋巴结迁移

BNE、TBMⅢ-NE分别刺激BMDCs 24 h后，通过流

式细胞术评价 DCs 表面共刺激分子 CD40、CD86、
MHC-Ⅰ以及CCR7的表达水平。如图3所示，TBMⅢ-NE
在刺激 DCs 表达 CD40、CD86 和 MHC-Ⅰ的水平均与

BNE 无统计学差异，提示 TBMⅢ-NE 刺激 DCs 成熟以

及抗原交叉递呈能力与BNE相当。分析CD11c+CCR7+

的比例发现，相较于BNE，TBMⅢ-NE可显著提升DCs
表达CCR7的水平（P<0. 05）。以上结果表明，TBMⅢ-NE
刺激DCs成熟的能力主要由纳米乳赋予，并可能通过

促进更多的树突状细胞有效迁移到淋巴结来参与免

疫应答。

2. 4　TBMⅢ-NE可提升BMDCs分泌细胞因子的水平

为了探究 TBMⅢ-NE 刺激后 BMDCs 分泌细胞因

子的情况，ELISA检测BMDCs培养上清中 IL-1β和 IL-6
的浓度。经纳米乳佐剂刺激后，与 PBS 组相比，BNE
组及 TBM Ⅲ -NE 组分泌 IL-1β 的含量显著增加（P<
0. 01，图 4A），提示其具有更强的启动适应性免疫反应

的能力。IL-6作为T细胞极化细胞因子，TBMⅢ-NE组

较BNE组、PBS组均有显著提升（P<0. 05，图 4B），提示

TBMⅢ-NE具有更强的T细胞活化的潜力。

2. 5　TBMⅢ-NE可提升RBD特异性体液免疫应答

经 3次肌肉注射免疫后，RBD+TBMⅢ-NE组小鼠

血清特异性 IgG均显著高于单用抗原组和 BNE组，且

是 AddaVax 组（对标商业化佐剂 MF59）的 9. 18 倍（P<
0. 01，图 5A）。IgG2a和 IgG1是Th1和Th2细胞应答的标

志物，因此本研究测定了 RBD 特异性 IgG1和 IgG2a水
平，TBMⅢ-NE 较 BNE 可同时提高血清特异性 IgG1及
IgG2a水平（P<0. 01，图 5B~D）。监测免疫后 7 d小鼠的

体质量变化（图 5E），并观察整个免疫过程中的健康状

况，结果表明，小鼠体质量未出现明显下降，且在整个

实验过程中未观察到明显的健康异常（如活动减少、食

欲下降或其他不良反应）。数据表明，TBMⅢ-NE在实验

条件下未对体内安全性产生显著影响，并且提示

RBD+TBMⅢ-NE诱导了Th1/Th2混合型免疫应答。结

果表明 TBM Ⅲ -NE 可以有效提升特异性体液免疫

应答。

2. 6　TBMⅢ-NE可增强RBD特异性T细胞免疫应答

为进一步明确 RBD+TBMⅢ-NE 激发的细胞免疫

应答水平，利用 ELISpot 检测经 RBD 肽库刺激后的脾

淋巴细胞分泌 IFN-γ的水平，如图6所示，末次免疫14 d
后，RBD+TBMⅢ-NE可显著增强抗原特异性 T细胞产

生 IFN-γ 的能力（P<0. 01），提示其可以激发特异性 T
细胞免疫应答，可能为机体提供更全面的保护作用。

3　讨论

3. 1　纳米乳递送系统的选择

纳米乳由油、表面活性剂和助表面活性剂组成，

具有良好的生物相容性、高度热力学稳定和易于制备

等优点，在疫苗佐剂中应用广泛。例如已经上市的

MF59 佐剂，是由角鲨烯、吐温 80 和司盘 85 组成的乳

剂［12］，平均粒径约为 160 nm，安全性高且耐受性良好，

可通过肌肉注射或者滴鼻免疫的方式递送到引流淋

巴结或者黏膜部位发挥佐剂效应［13］，已获批用于老年

人流感疫苗、婴幼儿疫苗和孕妇的 H1N1 大流行疫

苗［14］。本研究在前期发现 TBMⅢ具有佐剂活性的基

础上，利用低能乳化技术，制备出可以提高 TBMⅢ溶

解度，减小其溶血毒性，且增强抗原特异性体液和细

胞免疫应答的新型土贝母皂苷丙自纳米乳佐剂（TBM
Ⅲ-NE）。

3. 2　TBMⅢ-NE的淋巴结靶向潜能

TBMⅢ具有显著的溶血毒性［15］，在进行实验之前

有必要通过红细胞溶血实验检测 TBMⅢ-NE的毒性，

评价其体外安全性。本研究显示 TBMⅢ-NE 较游离

TBMⅢ可显著降低其溶血毒性。BMDCs 是实验室中

最容易取得的小鼠来源的未成熟 DCs，也是评估疫苗

佐剂活性的重要模型之一。BMDCs未成熟时，虽然具

有摄取和处理抗原的能力，但递呈抗原并活化初始 T
细胞的能力很弱。本研究的结果表明，TBMⅢ-NE 不

仅可促进DCs对抗原的吞噬，并提升CD40、CD86等共

刺激分子的表达水平［16］，但与 BNE 组无统计学差异，

说明TBMⅢ-NE诱导DCs成熟的能力主要由纳米乳赋

予。TBMⅢ-NE 刺激的 DCs 细胞表面 CCR7 的表达水

平较BNE组显著提升，提示其可能通过促进更多的树

突状细胞有效迁移到淋巴结来参与免疫反应［17-18］。
3. 3　TBMⅢ-NE 可诱导特异性体液免疫及细胞免疫

应答

抗原进入体内后，可刺激 B细胞增殖分化为效应

B细胞，产生特异性抗体，是获得性免疫应答被激活以

及发挥预防和清除病原体作用的关键物质基础和手

段［19-20］。抗原特异性抗体的分泌水平不仅与该疫苗

的保护效力密切相关，同时也是疫苗和佐剂评价的核

心指标。已有研究表明 SARS-CoV-2的中和抗体可以

通过与RBD结合，从而抑制病毒附着宿主细胞，而 IgG
作为主要的免疫球蛋白，其抗体滴度与 SARS-CoV-2
的中和抗体滴度呈正相关［21］，其中 IgG1与 IgG2a是 IgG
的 2个主要亚型，其比值大小可以反映疫苗刺激后的

偏向免疫应答类型［22］。本研究表明，TBMⅢ -NE 较
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A：BMDCs 表达 CD11c+CD40+ 的流式及统计结果；B：BMDCs 表达 CD11c+CD86+ 的流式及统计结果；C：BMDCs 表达

CD11c+MHC-Ⅰ+的流式及统计结果；D：BMDCs表达 CD11c+CCR7+的流式及统计结果；E；BMDCs表达共刺激分子及 CCR7
的流式圈门策略；a：P<0. 05，与BNE组比较；b：P<0. 01，与PBS组比较

图3　流式细胞术检测BMDCs共刺激分子、CCR7的表达水平及圈门策略
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BNE 可产生更高滴度的 IgG，且 IgG1、IgG2a 抗体滴度

也显著高于其他对照组，其比值也提示 TBMⅢ-NE可

同时激活Th1/Th2混合型免疫应答。除了以抗体为特

征的体液免疫外，T 细胞介导的细胞免疫在 SARS-

CoV-2疫苗研发中也相当重要［23］，有研究表明，疾病初

期时特异性 T细胞反应的强度和广度与 COVID-19严

重程度息息相关［24-25］。ELISpot结果显示，TBMⅢ-NE
可诱导T细胞分泌更多的 IFN-γ，产生更强大的特异性

细胞免疫，可能为机体提供更全面的保护作用。

本研究成功制备了 TBMⅢ-NE，在免疫原性方面
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a： P<0. 05， b：P<0. 01，与PBS组比较

图4　ELISA试剂盒检测BMDCs培养上清中 IL-1β（A）和 IL-6（B）的含量
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A：末次免疫后 14 d血清 IgG 水平；B：末次免疫后 14 d血清 IgG1水平；C：末次免疫后 14 d血清 IgG2a水平；D：末次免疫后 14 d血

清 IgG2a与 IgG1的比值；E：免疫后小鼠体质量；a：P<0. 01
图5　ELISA检测末次免疫后第14天小鼠血清中特异性抗体及其亚型水平和体质量 （n=5，x̄±s）
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诱导了比商业化佐剂 AddaVax更强的特异性抗体，突

出了 TBMⅢ-NE在增强体液免疫反应方面的优势；在

细胞免疫方面，TBMⅢ-NE 提升了 IL-1β、IL-6 等具有

促进 T 细胞分化潜力的细胞因子分泌，且 TBMⅢ-NE
组血清中特异性 IgG2a/IgG1比值小于 1，结合小鼠脾淋

巴细胞分泌 IFN-γ 的水平显著提高，表明 TBMⅢ-NE
显著提升了 Th1 免疫应答，而 Th1 应答在保护病毒感

染方面发挥着至关重要的作用。未来将继续探究

TBMⅢ-NE增强免疫应答的具体机制以及长期安全性

系统评估，为开发出具有我国自主知识产权的新型皂

苷类佐剂奠定实验基础和提供理论支撑。
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