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脂质体多肽疫苗的处方工艺优化及免疫效果评价
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摘要：目的　优化脂质体的处方工艺，构建复合佐剂脂质体多肽疫苗，并评价其在小鼠体内的免疫效果。方法　以粒径分布和多
分散系数为评价指标，通过单因素实验优化处方工艺，使用激光粒度分析仪考察其物理特性，使用透射电镜观察其微观形态，利

用二辛可酸（ＢＣＡ）蛋白浓度测定法计算其包封率，置于４和２５℃条件下储存０、９０和１８０ｄ考察其稳定性。将其与角鲨烯、单磷
酰脂质Ａ（ｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌｌｉｐｉｄＡ，ＭＰＬＡ）和ＱＳ２１配伍构建３种复合佐剂多肽疫苗，随后将ＢＡＬＢ／ｃ小鼠随机分为空白对照组和
实验组，实验组分别皮下注射游离多肽疫苗和３种脂质体多肽疫苗，第２次免疫后１４ｄ取材。酶联免疫吸附实验（ＥＬＩＳＡ）检测
小鼠血清中特异性免疫球蛋白Ｇ（ＩｇＧ）抗体及其亚型滴度，流式细胞术检测脾脏淋巴细胞分型，评价不同多肽疫苗处方的免疫效
果。结果　单因素实验得到的最优制备条件为：膜材比５∶１、超声功率３０Ｗ、超声次数４０次、高压均质时间６ｍｉｎ。使脂质体的
平均粒径从３２９７ｎｍ减小至１３２０ｎｍ，多分散指数为１７８％，包封率为７６９％，透射电镜下形态规整近似球形，４℃条件下储存
１８０ｄ稳定性良好。小鼠体内免疫实验结果表明，脂质体多肽疫苗能产生高滴度的ＩｇＧ和ＩｇＧ２ａ抗体，最高可达６４×１０４和３２×
１０４；上调淋巴细胞中ＣＤ４＋Ｔ和ＣＤ８＋Ｔ细胞的比例（Ｐ＜００５），增强小鼠细胞免疫。结论　处方工艺优化后制备的脂质体理化性质
较好且稳定，将其与佐剂配伍构建的多肽疫苗能增强小鼠体液免疫和细胞免疫，是具有应用潜力的多肽抗原免疫递送载体。
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　　多肽疫苗是按照病原体抗原基因中已知或预测
的某段抗原表位的氨基酸序列，通过化学合成技术

制备的疫苗［１］。其克服了传统疫苗的许多缺点，可

大规模化学合成，易于纯化，在人体应用中较为安

全。但多肽必须与适当的佐剂配合，以提高抗原的

靶向性并延长抗原存在时间，诱导有效而持久的免

疫效应和记忆抗体［２］。因此，选择适当的佐剂是构

建多肽疫苗的关键。

基于脂质的递送系统已被确立为诱导体液和

细胞免疫反应的强大递送系统［３］，目前应用最为

广泛的是脂质体和脂质纳米粒（ｌｉｐｉｄｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅ，
ＬＮＰ），ＬＮＰ是一种广泛用于将核酸物质递送至细
胞的纳米载体，由可电离阳离子脂质、中性辅助磷

脂、胆固醇和聚乙二醇化脂质组成［４］。脂质体和

ＬＮＰ的最大区别在于形态，脂质体是脂质有序排
列的双分子层形成封闭囊泡，有亲水的内部空腔

结构；ＬＮＰ则没有亲水空腔，相反，ＬＮＰ因为阳离
子磷脂和带负电的核酸物质静电络合作用存在于

内部，形成的多层核心分散于脂质层间。脂质体

可以包裹水溶性和脂溶性药物，增强抗原蛋白的

稳定性，并通过储存效应促进疫苗成分的逐渐释

放［５７］，更适合递送亲水性多肽分子，但仍存在稳

定性较差，包封率较低的问题。阳离子脂质体在

诱导抗原特异性细胞毒性 Ｔ淋巴细胞 （ｃｙｔｏｔｏｘｉｃＴ
ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ，ＣＴＬ）反应和抗体产生方面优于中性
和阴离子脂质体［８９］，不仅和抗原递呈细胞（ａｎｔｉ
ｇｅｎｐｒｅｓｅｎｔｉｎｇｃｅｌｌ，ＡＰＣ）表面的负电荷之间有强静
电相互作用［１０］，而且可以静电吸附阴离子抗原，即

亚基蛋白和核酸编码抗原，从而保护它们不被降

解，并促进专业 ＡＰＣ的摄取［１１］。壳聚糖是带正电

荷的多糖，具有良好的生物相容性和黏附性［１２１３］。

利用壳聚糖修饰脂质体，壳聚糖会黏附在脂质体

双分子层上，可以提高脂质体的稳定性并减小泄

漏率［１４１５］。ＡＳ０１是经典的颗粒佐剂系统，它是一
种脂质体佐剂，含有免疫刺激剂单磷酰脂质 Ａ
（ｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌｌｉｐｉｄＡ，ＭＰＬＡ）和 ＱＳ２１［１６１７］。
ＭＰＬＡ是一种从脂多糖中分离出来的低毒性衍生
物，可以特异性激活 ＡＰＣ上的 Ｔｏｌｌ样受体 ４（ｔｏｌｌ
ｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ４，ＴＬＲ４），促进抗原呈递和 Ｔ细胞活
化［１８］，导致核因子 κＢ（ＮＫκＢ）的激活和促炎细胞
因子的表达，从而产生更强的 Ｔｈ１细胞反应［１９］。

ＱＳ２１是南美洲皂树（ＱｕｉｌｌａｊａｓａｐｏｎａｒｉａＭｏｌｉｎａ）树
皮提取物的第 ２１个组分，能激活 ＡＰＣ中的 ＮＯＤ
样受体热蛋白结构域相关蛋白３（ＮＬＲＰ３），随后激

活半胱氨酸蛋白酶１（ｃａｓｐａｓｅ１），促进细胞因子白
细胞介素 １β（ＩＬ１β）、ＩＬ１８和 ＩＬ３３活性形式的产
生［２０］。这两种免疫刺激成分协同作用，使 ＡＳ０１
诱导 Ｔｈ１为主的免疫反应并促进 ＣＴＬ的生成［２１］。

角鲨烯是由６个异戊二烯单位组成的三萜胆固醇
前体［２２２３］，具有增强药效和增强生物相容性的作

用，已被用作疫苗佐剂和给药乳剂，是水包油乳剂

型佐剂 ＭＦ５９和 ＡＳ０３的主要成分［２４］。

本研究以基于新冠病毒 Ｓ蛋白的 Ｓ１亚基受体
结合结构域区段上 Ｓ４５０４７１（ＮＹＬＹＲＬＦＲＫＳＮＬＫＰＦＥＲ
ＤＩＳＴＥ）构建的分支多肽作为模型抗原，选择脂质体
作为免疫递送系统构建多肽疫苗，设计构建了脂质

体的处方工艺，并通过单因素实验对脂质体制备的

处方工艺进行优化，以优化的脂质体处方工艺为基

础，将脂质体与角鲨烯、ＭＰＬＡ和 ＱＳ２１佐剂配伍组
合，评价脂质体多肽疫苗在小鼠体内体液免疫和细

胞免疫效果，以获得较优的脂质体／佐剂免疫递送
系统。

１　材料与方法
１１　试剂与仪器

大豆卵磷脂（北京索莱宝科技有限公司）；合成

多肽Ｓ４５０４７１（成都圣诺生物制药有限公司）；胆固醇、
角鲨烯和壳聚糖（上海源叶生物科技有限公司）；无

水乙醇（天津福晨化学试剂有限公司）；ＰＢＳ干粉
（北京百瑞极生物科技有限公司）；ＢＣＡ蛋白浓度测
定试剂盒（武汉博士德生物工程有限公司）；ＱＳ２１
和ＭＰＬＡ（法国ＩｎｖｉｖｏＧｅｎ公司）；ＨＲＰ标记的羊抗鼠
ＩｇＧ抗体（亚科因生物技术有限公司）；ＣＤ３ＦＩＴＣ、
ＣＤ４ＡＰＣ、ＣＤ８ａＰＥ抗体（美国Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ公司）。

旋转蒸发仪（日本 ＹＡＭＡＴＯ公司）；循环水式
多用真空泵（郑州长城科工有限公司）；超声波细胞

破碎机（宁波新芝生物科技有限公司）；高压均质仪

（美国ＰｈＤ科技有限公司）；激光粒度分析仪（英国
马尔文仪器有限公司）；共聚焦显微镜（Ｌｅｉｃａ公
司）；酶标仪（ＭｏｌｅｃｕｌａｒＤｅｖｉｃｅｓ公司）；酶联免疫斑
点分析仪（美国ＣｅｌｌｕｌａｒＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司）；流式细胞
仪（美国 ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ公司）；透射电子显微镜
ＨＴ７８００（日本日立公司）。
１２　脂质体表征
１２１　光学显微镜观察　用 ＰＢＳ将脂质体稀释
１００倍，使用漩涡震荡仪混合均匀，将稀释后的液体
滴于载玻片中央，盖上盖玻片，在显微镜下观察。

１２２　粒径、多分散系数（ｐｏｌｙｄｉｓｐｅｒｓｉｔｙｉｎｄｅｘ，ＰＤＩ）
·３３０１·
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和Ｚｅｔａ电位测定　本实验采用动态散射光技术测定
脂质体的粒径及分布。取稀释１０倍后的脂质体样品
将进样槽填满，确保没有气泡产生，使电极片能与液

面充分接触。在机器上运行测量程序，运行结束后导

出结果，分析脂质体的粒径、ＰＤＩ和Ｚｅｔａ电位。

１３　脂质体的处方工艺优化
利用单因素考察法对制备流程中可能对脂质体

粒径影响较大的４个因素，制备方法选择薄膜分散
法，以粒径分布和多分散系数为评价指标进行实验，

考察因素和分组见表１。

表１　脂质体制备单因素实验表的设计和分组
Ｔａｂ１　Ｄｅｓｉｇｎａｎｄｇｒｏｕｐｉｎｇｏｆｓｉｎｇｌｅｆａｃｔｏｒｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓｆｏｒｌｉｐｏｓｏｍｅｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ

Ｆａｃｔｏｒ　　　　　　　 Ｇｒｏｕｐ

Ｍｅｍｂｒａｎｅｍａｔｅｒｉａｌｒａｔｉｏ ２∶１ ３∶１ ４∶１ ５∶１ ６∶１

Ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃｐｏｗｅｒ／Ｗ ２０ ３０ ４０ ５０ ６０

Ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃｆｒｅｑｕｅｎｃｙ／ｔｉｍｅ ２０ ３０ ４０ ５０ ６０

Ｈｉｇｈｐｒｅｓｓｕｒｅｈｏｍｏｇｅｎｉｚａｔｉｏｎｔｉｍｅ／ｍｉｎ ４ ５ ６ ７ ８

１３１　膜材比的选择　精密称取大豆卵磷脂
６０ｍｇ、胆固醇３０ｍｇ，置于圆底烧瓶中，加入１０ｍＬ无
水乙醇，常温下搅拌使其溶解形成澄明溶液，将圆底

烧瓶连接到旋转蒸发仪，在４５℃水浴条件下去除乙
醇形成透明薄膜。加入含有多肽抗原（２ｍｇ·ｍＬ－１）
的ＰＢＳ溶液５ｍＬ和１％壳聚糖溶液５ｍＬ震荡使薄
膜充分水化，形成乳白色半透明溶液。然后置于超声

波破碎仪中，超声２０次（２０Ｗ，工作４ｓ，间歇４ｓ，冰
水浴），再将得到的半透明溶液置于高压均质机中

（１０００００ｋＰａ）循环４ｍｉｎ得到脂质体。取１ｍＬ稀释
１００倍，测定其粒径分布和多分散系数。

保持胆固醇的用量不变，依次改变大豆卵磷脂

的用量（９０、１２０、１５０、１８０ｍｇ），在其他条件均不变
的情况下进行其余４组实验，分别测定各组脂质体
的粒径分布。

１３２　超声功率的选择　以优化后的膜材比制备
脂质体，在保持其他因素不改变的情况下，考虑到超

声功率过大会导致大量发热，依次改变超声功率

（３０、４０、５０、６０Ｗ），继续进行其余４组实验，分别测
定各组脂质体粒径分布和多分散系数。

１３３　超声次数／时间的选择　以优化后的膜材
比、超声功率制备脂质体，在控制其他因素不改变的

情况下，依次改变超声次数（３０，４０，５０，６０），继续进
行其他４组实验，分别测定各组脂质体粒径分布和
多分散系数。

１３４　高压均质时间的选择　以优化后的膜材
比、超声功率、超声次数制备脂质体，在保持其他因

素不改变的情况下，依次改变高压均质时间（５、６、
７、８ｍｉｎ），继续进行其余４组实验，分别测定各组脂
质体粒径分布和多分散系数。

１３５　最优制备流程验证　根据单因素实验筛选

出的最佳条件，使用薄膜分散法以最优方案分别平

行制备３批脂质体，测定其平均粒径、多分散系数和
Ｚｅｔａ电位。
１４　脂质体的形貌结构观察

将采用优化制备过程得到的脂质体用蒸馏水进

行１００倍稀释。将已稀释的溶液放置于专用铜网
上，保持３ｍｉｎ。利用无尘纸轻轻吸除表面多余的溶
液，并在溶液上滴加２％的磷钨酸（ｐＨ值为７０），
负染１ｍｉｎ。最后，在透射电子显微镜（ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ
ｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ，ＴＥＭ）下进行样品观察并记录
影像。

１５　脂质体对抗原的包封率测定
１５１　ＢＣＡ蛋白浓度测定法操作过程　①将２５μＬ
的标准品和待测样品分别置于微孔板中；②向每个孔
中加入２００μＬ的工作液，并振荡３０ｓ以确保混合均
匀，在３７℃下覆盖并孵育微孔板３０ｍｉｎ；③将孔板冷
却至室温后，使用酶标仪在５９５ｎｍ波长下测量光密
度（ＯＤ）值；④以ＢＳＡ标准品的ＯＤ值为基准（扣除空
白对照孔的ＯＤ值得到准确读数），制作标准曲线，曲
线的Ｘ轴表示蛋白质质量浓度（μｇ·ｍＬ－１），Ｙ轴表
示相应的ＯＤ５９５ｎｍ读数。根据此曲线及样品的稀释倍
数，计算出样品中的蛋白质质量浓度。

１５２　包封率的测定　将制备完成的脂质体于４℃、
６０００ｒ·ｍｉｎ－１离心２０ｍｉｎ，取上清液体积Ｖ（ｍＬ），加入
的抗原总量为Ａ（ｍｇ）；测得的上清多肽抗原质量浓度
为ρ（ｍｇ·ｍＬ－１），按公式１计算样品中脂质体对多肽
抗原包封率（ｅｎｃａｐｓｕｌａｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ，ＥＥ）：

ＥＥ（％）＝（１－ρＶ／Ａ）×１００％ 公式（１）
１６　脂质体的稳定性考察

为了考察脂质体溶液在不同温度下储存的稳定

性，将同一批制备完成的脂质体分别置于４和２５℃
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条件下储存０、９０和１８０ｄ，分别通过其外观性状和
纳米激光粒度仪分析结果进行比较分析。

１７　动物免疫
取大豆卵磷脂２５ｍｇ、胆固醇５ｍｇ和角鲨烯２５

ｍｇ（另２种疫苗分别添加 ＱＳ２１及同时添加 ＱＳ２１
和ＭＰＬＡ，１００μｇ）溶于５ｍＬ无水乙醇中，常温下搅
拌使其溶解形成澄明溶液，在４５℃水浴条件下使用
旋转蒸发仪除去乙醇形成透明薄膜。加入含有多肽

抗原２ｍｇ的ＰＢＳ１ｍＬ和１ｍＬ配制好的１％壳聚糖
溶液震荡使薄膜充分水化，形成乳白色半透明溶液。

置于超声波破碎仪中，冰水浴下超声４０次（３０Ｗ，
工作４ｓ，间歇４ｓ），再将得到的半透明溶液置于高
压均质机（１０００００ｋＰａ）均质循环６ｍｉｎ得到脂质体
Ｓ４５０４７１＋Ｓ＠ＬＩＰＯ（添加 ＱＳ２１的脂质体 Ｓ４５０４７１＋
Ｓ＋Ｑ＠ＬＩＰＯ，添 加 ＱＳ２１和 ＭＰＬＡ 的 脂 质 体
Ｓ４５０４７１＋Ｓ＋Ｍ＋Ｑ＠ＬＩＰＯ）。

取１ｍｇ·ｍＬ－１多肽溶液２ｍＬ，加入１００μｇＱＳ
２１即得到游离新冠多肽疫苗（Ｓ４５０４７１＋ＱＳ２１）。

将健康的雌性 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠随机分成５组，每
组５只，其中１组为空白对照组，其他４组为接种
新冠多肽疫苗的实验组（表２）。实验组小鼠分别
在第０天（首次免疫）和第１４天（加强免疫，剂量
减半）分别在背部皮下多点注射接种新冠多肽疫

苗，免疫剂量为每只２００μＬ。在第２次加强免疫
后１４ｄ将小鼠处死，采集小鼠血液和脾脏样本，使
用ＥＬＩＳＡ和流式细胞术对样本进行检测。本实验
通过了解放军总医院动物实验伦理委员会的

审批。

表２　脂质体多肽疫苗免疫效果评价实验的设计和分组
Ｔａｂ２　Ｄｅｓｉｇｎａｎｄｇｒｏｕｐｉｎｇｏｆｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓｆｏｒｅｖａｌｕａｔｉｎｇｔｈｅ
ｉｍｍｕｎｅｅｆｆｅｃｔｏｆｌｉｐｏｓｏｍｅｐｅｐｔｉｄｅｖａｃｃｉｎｅ

Ｇｒｏｕｐ　　 Ｆｏｒｍｕｌａ

Ｂ Ｂｌａｎｋ Ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ

Ｑ Ｓ４５０４７１＋Ｑ Ｐｅｐｔｉｄｅ＋ＱＳ２１

Ｓ Ｓ４５０４７１＋Ｓ＠ＬＩＰＯ Ｐｅｐｔｉｄｅ＋ｌｉｐｏｓｏｍｅ＋ｓｑｕａｌｅｎｅ

ＳＱ Ｓ４５０４７１＋Ｓ＋Ｑ＠ＬＩＰＯ Ｐｅｐｔｉｄｅ＋ｌｉｐｏｓｏｍｅ＋ｓｑｕａｌｅｎｅ＋ＱＳ２１

ＳＭＱ Ｓ４５０４７１＋Ｓ＋Ｍ＋Ｑ＠ＬＩＰＯ Ｐｅｐｔｉｄｅ＋ｌｉｐｏｓｏｍｅ＋ｓｑｕａｌｅｎｅ＋ＭＰＬＡ＋ＱＳ２１

１８　血清抗体滴度测定
多肽抗原的血清特异性结合抗体ＩｇＧ及其亚型

滴度的测定采用 ＥＬＩＳＡ法来检测，具体的实验步骤
如下：① 包被：用包被缓冲液将抗原稀释至
２μｇ·ｍＬ－１。向每个 ＥＬＩＳＡ板孔中加入 ０１ｍＬ，
４℃过夜孵育。次日，弃去孔内溶液，用洗涤缓冲液

洗３次，每次３ｍｉｎ（简称洗涤，下同）；②封闭：分别
向各板孔中加入０１ｍＬ的封闭液，３７℃孵育１ｈ，
洗涤３次；③加样：分别加一定稀释倍数的待检样品
０１ｍＬ和梯度稀释后的抗体标准品０１ｍＬ于上述
已包被好的反应孔中，置３７℃孵育１ｈ，洗涤３次
（同时做空白孔，阴性对照孔及阳性对照孔）。④加
酶标抗体：于各反应孔中，加入０１ｍＬ新鲜稀释的
酶标抗体（１∶１００００）。３７℃孵育１ｈ，洗涤３次；⑤
加底物液显色：于各反应孔中加入０１ｍＬ新鲜配制
的３，３′，５，５′四甲基联苯胺（ＴＭＢ）底物溶液，３７℃
避光反应１０～３０ｍｉｎ；⑥终止反应：于各反应孔中加
入５０μＬ的２ｍｏｌ·Ｌ－１硫酸；⑦结果判定：将 ＥＬＩＳＡ
板置于酶标仪上，于４５０ｎｍ处读取各孔的 ＯＤ值。
当待测血清样品ＯＤ值大于未处理的正常小鼠血清
ＯＤ值的２倍时定义为阳性，最小阳性ＯＤ值对应的
血清稀释度即为血清抗体滴度。

１９　脾脏淋巴细胞中Ｔ细胞亚群分析
将脾脏细胞悬液离心后收集沉淀。用１００μＬ

无菌 ＰＢＳ重悬细胞，分别加入流式荧光标记抗体
ＣＤ３ＦＩＴＣ、ＣＤ４ＡＰＣ、ＣＤ８ａＰＥ染 色，避 光 静 置
３０ｍｉｎ。而后于３０００ｒ·ｍｉｎ－１，离心５ｍｉｎ，弃上清，
加入１ｍＬＰＢＳ清洗２次，最后用２００～３００μＬ无菌
ＰＢＳ重悬装入流式管中，使用流式细胞仪进行检测，
检测前混匀细胞。

１１０　统计分析方法
使用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９５软件对实验数据进行

统计学分析，实验数据计量资料以均值 ±标准差
（珋ｘ±ｓ）表示，组间比较采用方差分析，两两比较采用
ｔ检验，Ｐ＜００５代表差异具有统计学意义。

２　结　果
２１　优化前的脂质体制备及表征

制备流程优化前制备的脂质体外观见图１，溶液
均一无杂质，呈半透明溶液状，在倒置显微镜下放大

２００倍观察，脂质体成粒径均匀的球状小颗粒。

图１　脂质体外观（Ａ）及其在显微镜下的图片（Ｂ）
Ｆｉｇ１　Ｌｉｐｏｓｏｍｅ（Ａ）ａｎｄｉｔｓｐｉｃｔｕｒｅｕｎｄｅｒｔｈｅｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ（Ｂ）
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经纳米激光粒度仪检测，制备的脂质体平均粒

径为３２９７ｎｍ，ＰＤＩ为１５０％（图２）。说明所得脂
质体虽然性状均一，比较稳定，但是平均粒径仍较

大，有必要通过优化制备流程得到理化性质更好的

脂质体。

图２　脂质体的粒径分布（Ａ）和Ｚｅｔａ电位分布（Ｂ）
Ｆｉｇ２　Ｐａｒｔｉｃｌｅｓｉｚｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ（Ａ）ａｎｄＺｅｔａｐｏｔｅｎｔｉａｌｄｉｓｔｒｉｂｕ
ｔｉｏｎ（Ｂ）ｏｆｌｉｐｏｓｏｍｅｓ

２２　脂质体的处方工艺优化
２２１　膜材比筛选结果　实验结果见表３，随着膜
材比的增加，脂质体的粒径变小，当膜材比为５∶１，
脂质体的平均粒径在理想范围内且最小，当膜材比

为６∶１时，脂质体的平均粒径又有所增加，结合对多
分散系数的分析得出，ＳＰＣ与 Ｃｈｏｌ的比例为 ５∶１
时，制备的脂质体最优。

２２２　超声功率的筛选结果　由表４可知，当超
声功率为 ３０Ｗ、平均粒径为 １６２２ｎｍ、ＰＤＩ为
１８３％时，所制备的脂质体最好；当超声功率为
６０Ｗ时，功率较大导致溶液温度明显升高，脂质体
的粒径偏大，ＰＤＩ为０３５１，分散程度也明显变大，不
适合作为制备条件。

２２３　超声次数的筛选结果　由表５可知，当超
声次数为４０次时，所得脂质体物理性质最优。实验
过程中发现，当超声次数为６０次时，置于超声破碎
机内的样品溶液温度较高，从表５结果也可以看出，
过高的温度导致所制备的脂质体平均粒径和ＰＤＩ升
高，提示在脂质体制备过程中要考虑温度的影响。

２２４　高压均质时间的筛选结果　由表６可知，
不同条件下制备的脂质体均符合要求，当高压均质

时间为 ６ｍｉｎ时，所制备的脂质体平均粒径最小，
ＰＤＩ最小，粒径分布比较均匀，因此最佳的高压均质
时间为６ｍｉｎ。
２２５　最优处方工艺验证结果　薄膜分散法３个
批次制备的脂质体平均粒径为１３２０ｎｍ、ＰＤＩ值为
１７８％、Ｚｅｔａ电位为 ３５６ｍＶ，符合实验设计的要
求，说明该最优处方可靠，见表７。
２３　脂质体的形貌结构结果

透射电镜下观察脂质体的结构见图３，分散性良
好，形态规整，近似圆形，粒径大小在１００ｎｍ左右。

表３　不同膜材比条件下制备脂质体的粒径分布
Ｔａｂ３　Ｐａｒｔｉｃｌｅｓｉｚｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｌｉｐｏｓｏｍｅｓｐｒｅｐａｒｅｄｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍｅｍｂｒａｎｅｍａｔｅｒｉａｌｒａｔｉｏｓ

Ｍｅｍｂｒａｎｅｍａｔｅｒｉａｌ

ｒａｔｉｏ

Ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃｐｏｗｅｒ

／Ｗ

Ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃ

ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ／ｔｉｍｅｓ

Ｈｉｇｈｐｒｅｓｓｕｒｅ

ｈｏｍｏｇｅｎｉｚａｔｉｏｎｔｉｍｅ／ｍｉｎ

Ｍｅａｎｐａｒｔｉｃｌｅ

ｓｉｚｅ／ｎｍ

Ｐｏｌｙｄｉｓｐｅｒｓｉｔｙ

ｉｎｄｅｘ（ＰＤＩ）

２∶１ ２０ ２０ ４ ３２５８ ０１５３

３∶１ ２０ ２０ ４ ２６３７ ０１８１

４∶１ ２０ ２０ ４ ２２６３ ０１９３

５∶１ ２０ ２０ ４ １８３２ ０１８６

６∶１ ２０ ２０ ４ １９５１ ０１８１

表４　不同超声功率条件下制备脂质体的粒径分布
Ｔａｂ４　Ｐａｒｔｉｃｌｅｓｉｚｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｌｉｐｏｓｏｍｅｓｐｒｅｐａｒｅｄｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｕｌｔｒａｓｏｎｉｃｐｏｗｅｒｓ

Ｍｅｍｂｒａｎｅｍａｔｅｒｉａｌ

ｒａｔｉｏ

Ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃｐｏｗｅｒ

／Ｗ

Ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃ

ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ／ｔｉｍｅｓ

Ｈｉｇｈｐｒｅｓｓｕｒｅ

ｈｏｍｏｇｅｎｉｚａｔｉｏｎｔｉｍｅ／ｍｉｎ

Ｍｅａｎｐａｒｔｉｃｌｅｓｉｚｅ

／ｎｍ
ＰＤＩ

５∶１ ２０ ２０ ４ １８１７ ０１８６

５∶１ ３０ ２０ ４ １６２２ ０１８３

５∶１ ４０ ２０ ４ １７１４ ０１８３

５∶１ ５０ ２０ ４ １８５９ ０２１６

５∶１ ６０ ２０ ４ ２４４４ ０３５１
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表５　不同超声次数条件下制备脂质体的粒径分布
Ｔａｂ５　Ｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｄａｔａｒｅｃｏｒｄｓｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｎｕｍｂｅｒｏｆｕｌｔｒａｓｏｕｎｄｔｉｍｅｓ

Ｍｅｍｂｒａｎｅｍａｔｅｒｉａｌ

ｒａｔｉｏ

Ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃｐｏｗｅｒ

／Ｗ

Ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃ

ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ／ｔｉｍｅｓ

Ｈｉｇｈｐｒｅｓｓｕｒｅ

ｈｏｍｏｇｅｎｉｚａｔｉｏｎｔｉｍｅ／ｍｉｎ

Ｍｅａｎｐａｒｔｉｃｌｅ

ｓｉｚｅ／ｎｍ
ＰＤＩ

５∶１ ３０ ２０ ４ １６２２ ０１８３

５∶１ ３０ ３０ ４ １５４３ ０１９２

５∶１ ３０ ４０ ４ １４３１ ０１７７

５∶１ ３０ ５０ ４ １４７５ ０１９４

５∶１ ３０ ６０ ４ １８３８ ０２２０

表６　不同高压均质时间条件下制备脂质体的粒径分布
Ｔａｂ６　Ｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｄａｔａｒｅｃｏｒｄｓｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｈｉｇｈｐｒｅｓｓｕｒｅｈｏｍｏｇｅｎｉｚａｔｉｏｎｔｉｍｅ

Ｍｅｍｂｒａｎｅｍａｔｅｒｉａｌ

ｒａｔｉｏ

Ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃｐｏｗｅｒ

／Ｗ

Ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃ

ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ／ｔｉｍｅｓ

Ｈｉｇｈｐｒｅｓｓｕｒｅ

ｈｏｍｏｇｅｎｉｚａｔｉｏｎｔｉｍｅ／ｍｉｎ

Ｍｅａｎｐａｒｔｉｃｌｅ

ｓｉｚｅ／ｎｍ
ＰＤＩ

５∶１ ３０ ４０ ４ １４３１ ０１８３

５∶１ ３０ ４０ ５ １３８３ ０１７７

５∶１ ３０ ４０ ６ １３３１ ０１７０

５∶１ ３０ ４０ ７ １３６５ ０１８６

５∶１ ３０ ４０ ８ １５３８ ０１８５

表７　最优处方工艺制备３批次脂质体的验证结果

Ｔａｂ７　Ｖａｌｉｄａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆ３ｂａｔｃｈｅｓｏｆｌｉｐｏｓｏｍｅｓｐｒｅｐａｒｅｄｂｙ

ｏｐｔｉｍａｌｆｏｒｍｕｌａｔｉｏｎｐｒｏｃｅｓｓ

Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ

ｍｅｔｈｏｄ

Ｍｅａｎｐａｒｔｉｃｌｅ

ｓｉｚｅ／ｎｍ
ＰＤＩ

Ｚｅｔａ

ｐｏｔｅｎｔｉａｌ／ｍＶ

Ｔｈｉｎｆｉｌｍｄｉｓｐｅｒｓｉｏｎｍｅｔｈｏｄ １３２４ ０１８０ ３５３

Ｔｈｉｎｆｉｌｍｄｉｓｐｅｒｓｉｏｎｍｅｔｈｏｄ １３０５ ０１７４ ３６０

Ｔｈｉｎｆｉｌｍｄｉｓｐｅｒｓｉｏｎｍｅｔｈｏｄ １３３２ ０１８１ ３５６

图３　脂质体透射电镜（ＴＥＭ）检测结果（×１０００００）

Ｆｉｇ３　ＴＥＭｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｌｉｐｏｓｏｍｅｓ（×１０００００）

２４　脂质体对抗原的包封率测定结果
通过ＢＣＡ蛋白浓度法建立的已知浓度多肽抗

原标准曲线方程为：Ｙ＝００００３５２５Ｘ＋００７３３２
（ｒ２＝０９９７３），其方程的标准曲线见图４。

脂质体中多肽抗原质量浓度为１ｍｇ·ｍＬ－１，取
１ｍＬ脂质体溶液多次离心累计取上清液共０６ｍＬ，

在酶标仪５９５ｎｍ条件下检测到上清液的 ＯＤ值为
０２０９（已减去空白孔 ＯＤ值）。将该值代入多肽抗
原标准曲线可得此时上清液中蛋白质量浓度为

３８４９μｇ·ｍＬ－１，此时 Ｖ＝０６ｍＬ，ρ＝３８４９μｇ·
ｍＬ－１，Ａ＝１０００μｇ，代入公式 １计算得包封率为
７６９％。脂质体对抗原的包封率较高，具有作为疫
苗免疫载体的潜力。

图４　多肽抗原Ｓ４５０４７１的标准曲线
Ｆｉｇ４　ＳｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｏｆｐｅｐｔｉｄｅａｎｔｉｇｅｎＳ４５０４７１

２５　脂质体的稳定性考察结果
将同批次制备好的脂质体分别置于４和２５℃

条件下储存０、９０和１８０ｄ后观察，发现置于４℃储
存的脂质体外观性状无明显差异，平均粒径也无明

显变化，而置于２５℃下储存的脂质体随着时间的增
长，液体颜色加深，提示可能出现聚集现象，且粒径

随着储存时间增加明显变大（图５）。说明脂质体在
４℃的条件下长期储存比较稳定。
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图５　脂质体在４和２５℃条件下储存０、９０、１８０ｄ后的外观
（Ａ）和粒径（Ｂ）
Ｆｉｇ５　Ａｐｐｅａｒａｎｃｅ（Ａ）ａｎｄｐａｒｔｉｃｌｅｓｉｚｅ（Ｂ）ｏｆｌｉｐｏｓｏｍｅｓａｆｔｅｒ
０，９０，ａｎｄ１８０ｄｏｆｓｔｏｒａｇｅａｔ４ａｎｄ２５℃

２６　血清特异性抗体滴度
机体接收到外来抗原的刺激信号后，免疫系统

的部分Ｂ淋巴细胞成熟分化为效应 Ｂ细胞，产生特
异性结合抗体，其中 ＩｇＧ是血清中特异性结合抗体
的主要成分，具有抗病毒、中和病毒、抗菌及免疫调

节的功能。在小鼠第２次免疫后１４ｄ，收集其外周
血离心取血清，检测血清中多肽抗原 Ｓ４５０４７１特异性
结合抗体ＩｇＧ的滴度水平。结果显示，Ｑ组抗体滴
度约为４０００，Ｓ组抗体滴度约为１６×１０４，ＳＱ组中
抗体滴度达到３２×１０４以上，ＳＭＱ组的抗体滴度最
高为６４×１０４（图６）。

图６　小鼠血清中Ｓ４５０４７１特异性结合抗体ＩｇＧ的滴度水平
Ｆｉｇ６　ＴｉｔｅｒｌｅｖｅｌｓｏｆＳ４５０４７１ｓｐｅｃｉｆｉｃｂｉｎｄｉｎｇａｎｔｉｂｏｄｙＩｇＧｉｎ
ｍｏｕｓｅｓｅｒｕｍ

辅助性 Ｔ淋巴细胞（ｈｅｌｐｅｒＴｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ，Ｔｈ）
介导的抗原应答可分为两种，Ｔｈ１细胞通过释放
Ｔｈ１型细胞因子ＩＦＮγ、ＴＮＦβ等诱导倾向细胞免疫
应答，诱导产生ＩｇＧ２ａ抗体；而Ｔｈ２型细胞通过释放
Ｔｈ２型细胞因子ＩＬ４、ＩＬ１０等诱导倾向体液免疫应
答，产生ＩｇＧ１抗体。对于由病毒引起的传染病，需
要通过Ｔｈ１来活化巨噬细胞、Ｂ细胞和 ＣＤ８＋细胞
毒性 Ｔ细胞的功能来直接杀死已经被感染和病变

的细胞［２５］。接下来检测了 Ｓ４５０４７１特异性结合抗体
ＩｇＧ２ａ的滴度水平，其中Ｑ与对照组Ｂ无明显差异，
仅略有升高，Ｓ达到８０００以上，ＳＱ达到１６×１０４以
上，ＳＭＱ为 ３２×１０４以上（图 ７），其结果基本与
Ｓ４５０４７１特异性结合抗体ＩｇＧ的趋势相符。

图７　小鼠血清中Ｓ４５０４７１特异性结合抗体ＩｇＧ２ａ的滴度水平
Ｆｉｇ７　ＴｉｔｅｒｌｅｖｅｌｏｆＳ４５０４７１ｓｐｅｃｉｆｉｃｂｉｎｄｉｎｇａｎｔｉｂｏｄｙＩｇＧ２ａｉｎ
ｍｏｕｓｅｓｅｒｕｍ

２７　脾脏细胞Ｔ淋巴细胞亚型检测
在第２次免疫后１４ｄ收集小鼠脾脏细胞进行Ｔ

淋巴细胞亚型检测。相对于空白对照组 Ｂ
（２４９％），疫苗实验各组脾脏淋巴细胞中 ＣＤ４＋Ｔ
淋巴细胞比例明显升高（图８Ａ）；而在 ＣＤ８＋Ｔ淋巴
细胞比例的结果中，相对于 Ｂ（１１８４％），实验组 Ｑ
（１２２１％）、Ｓ（１３２７％）、ＳＱ（１３０６％）和 ＳＭＱ
（１２８６％）均有不同程度的升高（图 ８Ｂ）；与此同
时，经计算发现各实验组ＣＤ４／ＣＤ８比值较对照组明
显升高（图８Ｃ）。以上各组数据均具有统计学意义
（Ｐ＜００５）。

３　讨　论
脂质体的理化性质是决定脂质体发挥作用效果

的重要影响因素，粒径及其分布是判断脂质体是否

合格的重要指标。研究表明，纳米颗粒（＜２００ｎｍ）
更容易通过淋巴引流进入淋巴结［２６］，并促进抗原提

呈细胞的吸收，使其更适合传递分子佐剂和抗

原［２７２９］。单因素实验得到的最优的制备条件为：膜

材比５∶１、超声功率３０Ｗ、超声次数４０次、高压均质
时间６ｍｉｎ，使脂质体的平均粒径从３２９７ｎｍ减小
至１３２０ｎｍ，对此制备流程进行了验证，其结果与
预期相符，且 ＰＤＩ均在３０％以下，说明脂质体粒径
分布比较均匀［３０］；利用 ＢＣＡ蛋白浓度法测定脂质
体对多肽抗原 Ｓ４５０４７１的包封率为７６９％；在透射电
镜观下观察其形态规整，近似圆形，其大小与动态
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与空白对照组相比，１）Ｐ＜００５，２）Ｐ＜００１，３）Ｐ＜０００１。
１）Ｐ＜００５，２）Ｐ＜００１，３）Ｐ＜０００１，ｖｓｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ．

图８　小鼠脾脏淋巴细胞中ＣＤ４＋Ｔ细胞（Ａ）、ＣＤ８＋Ｔ细胞（Ｂ）和ＣＤ４／ＣＤ８（Ｃ）比例．ｎ＝５，珋ｘ±ｓ

Ｆｉｇ８　ＰｒｏｐｏｒｔｉｏｎｏｆＣＤ４＋Ｔｃｅｌｌ（Ａ），ＣＤ８＋Ｔｃｅｌｌ（Ｂ）ａｎｄＣＤ４／ＣＤ８（Ｃ）ｉｎｓｐｌｅｅｎｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓｏｆｍｉｃｅ．ｎ＝５，珋ｘ±ｓ

散射光测定的粒径分布基本相符；随后对稳定性进

行了评价，发现在４℃储存的稳定性较好，１８０ｄ后
其外观和粒径无明显变化，明显优于在２５℃条件下
储存。在优化后脂质体处方工艺的基础上，以负载

角鲨烯的脂质体为研究对象，并将其与 ＭＰＬＡ和
ＱＳ２１佐剂联用构建复合佐剂免疫递送系统，通过
小鼠体内免疫实验评价其免疫效果。ＳＭＱ在免疫
后的血清抗体效价较高，有效激活小鼠体液免疫，并

且通过促进 Ｔｈ１反应诱导 ＩｇＧ２ａ产生，其中效果
ＳＭＱ明显最好。流式分析结果显示，脂质体多肽疫
苗的脾脏Ｔ淋巴细胞中的 ＣＤ４＋Ｔ细胞比例显著升
高（Ｐ＜００５），这与Ｐｅｎｇ等［３１］在新型冠状病毒感染

康复的患者中发现针对病毒刺突蛋白的 ＣＤ４＋Ｔ细
胞反应的比例较高的结果相似。机体被新型冠状病

毒感染的主要特征是 ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞数量的减少
和ＣＤ４／ＣＤ８比值的下降。ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞数量越
少，新型冠状病毒感染的程度越严重［３２３３］。因此，

在本研究中，免疫小鼠血清和脾细胞中Ｔ细胞ＣＤ４／
ＣＤ８比值的升高，提示机体免疫功能增强。有研究
表明，随着ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞的含量增多，机体接触
外来病原体时启动免疫反应的速度更快，能更迅速

地对抗病原体，提示机体的免疫功能得到了提

高［３４］。ＣＤ４＋Ｔ细胞比例的增加会辅助 Ｂ细胞产生
抗体为主的体液免疫反应，同时促进以ＣＤ８＋Ｔ细胞
为主的Ｔｈ１方向的细胞免疫反应［３５３６］。结果发现，

各疫苗组ＣＤ４＋Ｔ和ＣＤ８＋Ｔ比例以及ＣＤ４／ＣＤ８的
比值均明显高于对照组，说明多肽疫苗有效促进

了小鼠的细胞免疫，机体的免疫功能增强，其中疫

苗 ＳＭＱ的效果最好。所以，综合效果最优的复合
佐剂免疫递送系统组合为：脂质体 ＋角鲨烯 ＋
ＭＰＬＡ＋ＱＳ２１，不但能高效激活小鼠体液免疫，而
且能促进 ＣＤ４＋和 ＣＤ８＋Ｔ细胞免疫，增强小鼠的

细胞免疫功能。

综上所述，本研究优化了脂质体处方和制备工

艺条件，并通过实验筛选得到了能有效递送新型冠

状病毒多肽抗原并增强机体免疫效果的新型复合佐

剂脂质体免疫递送系统，由于基于脂质的配方技术

已经广泛应用，这种纳米疫苗可能具有良好的临床

应用潜力。为基于脂质体的新冠多肽疫苗研发提供

了良好的研究基础。
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１５８１６４．
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６４８９．

［３４］　ＫＥＮＴＳＪ，ＫＨＯＵＲＹＤＳ，ＲＥＹＮＡＬＤＩＡ，ｅｔａｌ．Ｄｉｓｅｎｔａｎｇｌｉｎｇ
ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｉｍｐｏｒｔａｎｃｅｏｆＴｃｅｌｌｒｅｓｐｏｎｓｅｓｉｎＣＯＶＩＤ１９：ｌｅａｄｉｎｇ
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