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以修饰的脂质体为佐剂的四价流感疫苗安全性研究
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（昆明医科大学药学院，云南省天然药物药理重点实验室，昆明 ６５０５００）

摘要：目的　考察以聚乙二醇６０００（ＰＥＧ６０００）和阳离子［２，３二油氧基丙基三甲基氯化铵（ＤＯＴＡＰ）∶１，２二油酰基磷脂酰
碱（ＤＯＰＣ）摩尔比４∶１］修饰的脂质体为佐剂的四价流感疫苗安全性。方法　将小鼠分为５组：ＰＢＳ阴性对照组、空白中性
脂质体组、ＰＥＧ６０００脂质体组、阳离子４∶１组、疫苗原液组，通过异常毒性实验、急性毒性实验、长期毒性实验，记录小鼠的
一般行为、体质量、摄食量、脏器指数与形态、血液指标等对以ＰＥＧ６０００和阳离子修饰的脂质体为佐剂的四价流感疫苗进行
安全性研究。结果　异常毒性实验：注射后７ｄ内，小鼠全部健存，均未出现异常症状，体质量增加；急性毒性实验：一次性
腹腔注射０５ｍＬ（血凝素含量１５μｇ），１４ｄ内均未见小鼠的异常反应和死亡，体质量均增加，各项血液指标无异常；长期毒
性实验：于０、１４、２８ｄ进行３次腹腔免疫０２ｍＬ（血凝素含量６μｇ），分别于急性期（最后一次免疫３ｄ后）和恢复期（最后
１次免疫１４ｄ后）分批处死小鼠，实验期间小鼠未见异常情况和死亡，体质量均增加，血常规和血液生化指标均属正常范围
内波动，未发现与给药相关的毒性反应，病理组织检查脏器无病变。结论　以ＰＥＧ６０００和阳离子４∶１组（ＤＯＴＡＰ∶ＤＯＰＣ摩
尔比４∶１）修饰的脂质体为佐剂的四价流感疫苗具有较好的安全性。
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　　流行性感冒（流感）是一种威胁人们身心健康
的急性呼吸道传染病，发病率高，容易引起暴发性流

行或大流行。人群对流感病毒普遍易感，预防流感

最有效的方法是接种疫苗，但基于目前的生产工艺

与方法，很难在流感疫情暴发的短时间内生产出足

量的疫苗。研究表明，疫苗的研发制备过程中添加
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佐剂，能够增强其免疫原性，降低用量［１］。脂质体

（ｌｉｐｏｓｏｍｅ，Ｌｉｐ）是近年来较为前沿的一种颗粒型疫
苗佐剂和靶向药物载体［２３］。有相关文献表明，无修

饰的中性脂质体作为四价流感疫苗的佐剂具有免疫

增强作用［４］，但是，普通脂质体极易从体内清除，这

大大降低了其作为佐剂和载体的优势［５６］，聚乙二

醇 （ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅｇｌｙｃｏｌ，ＰＥＧ）安全性和水溶性高、组
织相容性好［７］。ＰＥＧ修饰的脂质体降低了吞噬细
胞识别摄取作用，可在体内达到长循环效果，提高药

物的治疗指数和疗效［８］。２，３二油氧基丙基三甲
基氯化铵（ＤＯＴＡＰ）是常用的阳离子［９］，１，２二油酰
基磷脂酰碱（ＤＯＰＣ）是一种中性磷脂，不同摩尔比
ＤＯＴＡＰ和ＤＯＰＣ可以调节脂质体的Ｚｅｔａ电位，使脂
质体带有不同强度的正电荷［１０］。生物膜一般荷负

电，可因静电吸附作用而提高阳离子脂质体摄取率，

从而增强其免疫佐剂作用［１１］。在对 ＰＥＧ（２０００／
３０００／６０００）和不同比例阳离子（ＤＯＴＡＰ／ＤＯＰＣ摩尔
比为４∶１，３∶２，２∶３，１∶４）修饰的脂质体进行免疫原
性研究中发现，以ＰＥＧ６０００和阳离子４∶１组免疫增
强作用最好［１２１３］。在此基础上，结合相关文献指

导，以ＫＭ小鼠为实验对象，通过异常毒性实验、急
性毒性实验、长期毒性实验，对以 ＰＥＧ６０００和阳离
子４∶１修饰的脂质体为佐剂的四价流感疫苗进行安
全性研究。

１　材料与方法
１１　材料与试剂
１１１　疫苗原液及主要试剂　流感疫苗原液：Ｈ１Ｎ１
（批号：２０２１０７００３Ｂ），血凝素含量：１８１５·ｍＬ－３；Ｈ３Ｎ２
（批号：２０２１０８００２Ｂ），血凝素含量：２２０７·ｍＬ－３；Ｂ（Ｖ）
（批号：２０２１０３００７Ｂ），血凝素含量：１３４８·ｍＬ－３；Ｂ（Ｙ）
（批号：２０２１０３００４Ｂ），血凝素含量：２０５２·ｍＬ－３（江苏
沃森生物技术有限公司）主要试剂：大豆卵磷脂

（分析纯，北京美亚斯磷脂技术公司）；胆固醇（分析

纯，北京鼎国昌盛生物技术优先责任公司）；

ＰＥＧ６０００（分析纯，美国 Ｓｉｇｍａ公司）；ＤＯＴＡＰ、ＤＯＰＣ
（分析纯，美国Ａｖａｎｔｉ公司）。
１１２　实验动物　ＳＰＦ级 ＫＭ小鼠，５周龄，雌雄
各半，标准体质量（１８～２２ｇ），昆明医科大学实验动
物中心提供，实验动物生产许可证号：ＳＣＸＫ（滇）
２０１５０００２。
１２　实验方法
１２１　修饰的流感疫苗脂质体的制备　以大豆卵
磷脂、胆固醇、ＤＯＴＡＰ和ＤＯＰＣ（ＤＯＴＡＰ与 ＤＯＰＣ摩

尔比为４∶１）为膜材，溶于无水乙醇，溶解后旋转蒸
发至成膜状；加入 ＰＢＳ缓冲液 ３０ｍＬ，５０℃水化旋
转，间歇超声，５０℃水浴孵育，冷却至常温，即为阳离
子脂质体；准确称取０４６１０ｇＰＥＧ６０００溶于１０ｍＬ
ＰＢＳ溶液中，取 ２０ｍＬ混合液与 ２８ｍＬＰＢＳ缓冲
液混合均匀制成水化液，以大豆卵磷脂、胆固醇为膜

材，溶于无水乙醇，溶解后旋转蒸发至成膜状；加入

上述水化液３０ｍＬ，５０℃水化旋转，间歇超声，５０℃
水浴孵育，冷却至常温，即为ＰＥＧ６０００脂质体。

将四价流感疫苗与脂质体按１４∶１０的体积分
数混合，采用冻融冻干法将混合液制备为以阳离子
和ＰＥＧ６０００脂质体为佐剂的四价流感［１４］。

１２２　异常毒性实验　将２０只雌性 ＫＭ小鼠分
为４组，即ＰＢＳ组、空白组、阳离子４∶１组、ＰＥＧ６０００
组，每组５只。经腹腔注射０５ｍＬ供试品，连续观
察７ｄ，记录动物的毒性反应、死亡情况、体质量变
化。实验期间，观察动物活动情况，有无异常反应，

到期每只小鼠称重［１５］。

１２３　急性毒性实验　将５０只 ＫＭ小鼠随机分
为５组：即ＰＢＳ组、空白组、阳离子４∶１组、ＰＥＧ６０００
脂质体组、原液组，每组１０只，雌雄各半。一次性腹
腔注射０５ｍＬ（血凝素含量１５μｇ），相当于一人用
接种剂量。给药后４ｈ内严密观察并记录，并于每
天上、下午各观察１次，连续观察１４ｄ，记录小鼠的
毒性反应情况、生长情况、死亡情况、体质量变化、摄

食量变化等；实验结束后进行大体解剖，取全血进行

血液常规检测，并观察脏器病变情况。

１２４　长期毒性实验　疫苗通常需注射１次以上
才能达到有效的保护和治疗效果，通过连续反复多

次给药观察佐剂对实验动物的长期毒性反应非常重

要［１６］。将１１０只 ＫＭ小鼠随机分为 ５组：即 ＰＢＳ
组、空白组、阳离子４∶１组、ＰＥＧ６０００脂质体组、原液
组，每组２２只，雌雄各半。于０、１４、２８ｄ进行３次
腹腔免疫０２ｍＬ（血凝素含量６μｇ），此为前期免疫
原性实验得出产生最佳免疫效应的剂量。于最后１
次接种后３ｄ（急性期３１ｄ）和１４ｄ（恢复期４２ｄ）分
批处死（急性期１２只，恢复期１０只）。实验期间记
录小鼠的毒性反应情况、生长情况、死亡情况、体质

量变化、摄食量变化等；实验结束后进行眼球取血，

部分全血进行血液常规指标检测，包括白细胞计数、

淋巴细胞绝对数、红细胞计数、血红蛋白量、血小板

计数；一部分分离血清进行血液生化指标检测，包括

丙氨酸氨基转移酶、天门冬氨酸转移酶、尿素、血糖、

总胆固醇、甘油三酯。观察脏器病变情况，进行病理
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组织学检查［１７］。

１３　统计学处理
采用ＳＰＳＳ１８０统计软件进行分析，多组间比较

选择单因素方差分析，以 Ｐ＜００５认为差异有统计
学意义，统计结果以（均值±标准差）表示。

２　结果与分析
２１　异常毒性实验结果

腹腔注射给药７ｄ内，小鼠均全部健存，无异常
反应。且７ｄ后，小鼠体质量均增加（表１）。表明
脂质体合格，无异常毒性。

表１　异常毒性实验小鼠体质量变化

Ｔａｂ１　Ｔｈｅｃｈａｎｇｅｏｆｍｉｃｅｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔｏｆａｂｎｏｒｍａｌｔｏｘｉｃｉｔｙ

Ｇｒｏｕｐ　　　 Ｎｏ． ｍ（ｉｎｉｔｉａｌ）／ｇ ｍ（ｆｉｎａｌ）／ｇ

Ｃａｔｉｏｎｉｃｇｒｏｕｐ １ １６１０ ２９９０

２ １８４０ ２７７０

３ １７６０ ２６５０

４ ２０６０ ３３３０

５ ２０３０ ３３３０

ＰＥＧ６０００ｇｒｏｕｐ １ １６７０ ２８１０

２ １８００ ２５２０

３ ２０５０ ２７８０

４ ２０８０ ２７４０

５ ２２７０ ３１３０

２２　急性毒性实验结果
实验期间各组小鼠行为活动无明显异常，尸检

未见心、肝、脾、肺、肾、脑、胸腺等组织器官存在异

常。５组小鼠第７天、第１４天体质量差异无统计学
意义（Ｐ＞００５）；各组摄食量变化趋势大致相同，组
间差异不存在统计学意义，实验结束时大体解剖无

肉眼可见病变，各重要脏器指数组间差异无统计学

意义，各重要脏器指数各组间无显著性差异（Ｐ＞
００５）；血液学检查无用药相关异常改变。
２３　长期毒性实验结果

实验结果表明，在０、１４、２８ｄ免疫３次后，急
性期（３１ｄ）实验期间小鼠无异常死亡，精神状态、
食欲及体质量增长均正常，与 ＰＢＳ组无明显差异。
将实验小鼠的心脏、肝脏、脾脏、肺、肾脏、脑等脏

器进行解离并称重，各脂质体组脏器重及其与体

质量比无明显异常，与对照组相比除脾脏外其余

脏器差异无统计学意义。ＰＢＳ组脾脏指数与原液
组、ＰＥＧ６０００阳离子４∶１组间存在显著性差异，分
析原因是２种佐剂和原液组多次免疫刺激小鼠免
疫系统，免疫细胞增殖，造成反应性脾增大

（表２）。小鼠各血液学指标、血液生化指标有一
定变化但无用药相关差异（图 １、２），病理切片结
果显示小鼠脾脏无异常（图 ３），心脏、脑、肾脏病
理切片均未见病理性变化。

表２　长期毒性急性期小鼠５个实验组脾脏指数。ｎ＝１２，
珋ｘ±ｓ
Ｔａｂ２　Ｓｐｌｅｅｎｉｎｄｅｘｏｆｔｈｅｆｉｖｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐｓｏｆｍｉｃｅｉｎ
ａｃｕｔｅｐｈａｓｅｏｆｌｏｎｇ－ｔｅｒｍｔｏｘｉｃｉｔｙｔｅｓｔ．ｎ＝１２，珋ｘ±ｓ

Ｇｒｏｕｐｓ　　　　　 Ｓｐｌｅｅｎｉｎｄｅｘ

ＰＢＳｇｒｏｕｐ ０３０２９±００５１４

Ｂｌａｎｋｌｉｐｏｓｏｍｅｇｒｏｕｐ ０３４９７±００７３１

Ｃａｔｉｏｎｉｃｇｒｏｕｐ ０５２５９±０３５３３２）

ＰＥＧ６０００ｇｒｏｕｐ ０４８７０±０１２８０１）

Ｖａｃｃｉｎｅｓｔｏｃｋｇｒｏｕｐ ０５０９４±０１０６２２）

注：与磷酸缓冲盐溶液（ＰＢＳ）阴性对照组比较，１）Ｐ＜００５，２）Ｐ＜００１。

Ｎｏｔｅ：１）Ｐ＜００５，２）Ｐ＜００１ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＰＢＳｎｅｇａｔｉｖｅＣｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

图１　长期毒性急性期小鼠血常规检测数据。ｎ＝１２，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ１　Ｂｌｏｏｄｒｏｕｔｉｎｅｄａｔａｏｆｍｉｃｅｉｎａｃｕｔｅｐｈａｓｅｏｆｌｏｎｇｔｅｒｍ
ｔｏｘｉｃｉｔｙｔｅｓｔ．ｎ＝１２，珋ｘ±ｓ

图２　长期毒性急性期小鼠血液生化检测数据。ｎ＝１２，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ２　Ｂｌｏｏｄｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌｔｅｓｔｄａｔａｏｆｍｉｃｅｉｎａｃｕｔｅｐｈａｓｅｏｆ
ｌｏｎｇｔｅｒｍｔｏｘｉｃｉｔｙｔｅｓｔ．ｎ＝１２，珋ｘ±ｓ

恢复期（４２ｄ）实验期间小鼠无异常死亡，精神
状态、摄食量、体质量增长均正常，与 ＰＢＳ组无差
异。将实验小鼠的心脏、肝脏、脾脏、肺、肾脏、脑
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Ａ－ＰＢＳ组（肝脏组织）；Ｂ－ＰＥＧ６０００组（肝脏组织）；Ｃ－阳离子组（肝脏组织）；Ｄ－ＰＢＳ组（脾脏组织）；Ｅ－ＰＥＧ６０００组（脾脏组织）；Ｆ－阳离子组（脾脏组织）。

Ａ－ｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｏｆＰＢＳｇｒｏｕｐ；Ｂ－ｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｏｆＰＥＧ６０００ｇｒｏｕｐ；Ｃ－ｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｏｆｃａｔｉｏｎｉｃｇｒｏｕｐ；Ｄ－ｓｐｌｅｅｎｔｉｓｓｕｅｏｆＰＢＳｇｒｏｕｐ；Ｅ－ｓｐｌｅｅｎｔｉｓｓｕｅｏｆＰＥＧ６０００ｇｒｏｕｐ；

Ｆ－ｓｐｌｅｅｎｔｉｓｓｕｅｏｆｃａｔｉｏｎｉｃｇｒｏｕｐ．

图３　长期毒性急性期肝脾组织病理学观察（ＨＥ染色，×１００）
Ｆｉｇ３　Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｏｆｍｉｃｅｉｎａｃｕｔｅｐｈａｓｅｏｆｌｏｎｇｔｅｒｍｔｏｘｉｃｉｔｙ（ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ，×１００）

等脏器进行解离并称重，各脂质体组脏器重及其

与体质量比无明显异常，与 ＰＢＳ组相比，除脾脏、
肝脏外其余脏器差异无统计学意义。脾脏指数

原液组、ＰＥＧ６０００组和阳离子４∶１组与其余各组
间存在显著性差异，分析原因是多次免疫刺激小

鼠免疫系统活跃，免疫细胞增殖，造成反应性脾

增大。肝脏指数 ＰＥＧ６０００组和阳离子 ４∶１组与
其余各组间存在显著性差异（表 ３）。小鼠各血
液学指标、血液生化指标有一定变化但无用药相

关差异（图 ４、５），病理切片结果显示小鼠肝脏、
脾脏无异常（图６），心脏、脑、肾脏病理切片均未
见病理性变化［１８］。

表３　长期毒性急性期小鼠５个实验组肝脏和脾脏指数。

ｎ＝１０，珋ｘ±ｓ

Ｔａｂ３　Ｌｉｖｅｒａｎｄｓｐｌｅｅｎｉｎｄｅｘｏｆｔｈｅｆｉｖｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐｓ

ｏｆｍｉｃｅｉｎａｃｕｔｅｐｈａｓｅｏｆｌｏｎｇｔｅｒｍｔｏｘｉｃｉｔｙｔｅｓｔ．ｎ＝１０，珋ｘ±ｓ

Ｇｒｏｕｐ　　　 Ｌｉｖｅｒｉｎｄｅｘ Ｓｐｌｅｅｎｉｎｄｅｘ

ＰＢＳｇｒｏｕｐ ０２３８８±００５３１ ４７８５６±０４２１０

Ｂｌａｎｋｌｉｐｏｓｏｍｅｇｒｏｕｐ ０２８２２±００８７８ ４９６７９±０３６９５

Ｃａｔｉｏｎｉｃｇｒｏｕｐ ０３１４３±００５２６２） ５８０５８±０６３０７２）

ＰＥＧ６０００ｇｒｏｕｐ ０３４７６±０１２６９２） ５５９１５±０５０４０２）

Ｖａｃｃｉｎｅｓｔｏｃｋｇｒｏｕｐ ０３９４８±００８１４２） ５５７０４±０４５１３２）

注：与ＰＢＳ组比较，１）Ｐ＜００５，２）Ｐ＜００１。

Ｎｏｔｅ：１）Ｐ＜００５，２）Ｐ＜００１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＰＢＳｇｒｏｕｐ．

图４　长期毒性恢复期小鼠血常规检测数据。ｎ＝１０，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ４　Ｂｌｏｏｄｒｏｕｔｉｎｅｔｅｓｔｄａｔａｏｆｍｉｃｅｉｎｒｅｃｏｖｅｒｙｐｈａｓｅｏｆ
ｌｏｎｇｔｅｒｍｔｏｘｉｃｉｔｙｔｅｓｔ．ｎ＝１０，珋ｘ±ｓ

图５　长期毒性恢复期小鼠血液生化检测数据。ｎ＝１０，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ５　Ｂｌｏｏｄｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌｔｅｓｔｄａｔａｏｆｍｉｃｅｉｎｒｅｃｏｖｅｒｙｐｈａｓｅｏｆ
ｌｏｎｇｔｅｒｍｔｏｘｉｃｉｔｙｔｅｓｔｎ＝１０，珋ｘ±ｓ
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Ａ－ＰＢＳ组（肝脏组织）；Ｂ－ＰＥＧ６０００组（肝脏组织）；Ｃ－阳离子组（肝脏组织）；Ｄ－ＰＢＳ组（脾脏组织）Ｅ－ＰＥＧ６０００组（脾脏组织）；Ｆ－阳离子组（脾脏组织）。

Ａ－ｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｏｆＰＢＳｇｒｏｕｐ；Ｂ－ｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｏｆＰＥＧ６０００ｇｒｏｕｐ；Ｃ－ｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｏｆｃａｔｉｏｎｉｃｇｒｏｕｐ；Ｄ－ｓｐｌｅｅｎｔｉｓｓｕｅｏｆＰＢＳｇｒｏｕｐ；Ｅ－ｓｐｌｅｅｎｔｉｓｓｕｅｏｆＰＥＧ６０００ｇｒｏｕｐ；

Ｆ－ｓｐｌｅｅｎｔｉｓｓｕｅｏｆｃａｔｉｏｎｉｃｇｒｏｕｐ．

图６　长期毒性恢复期肝脾组织病理学观察（ＨＥ染色，×１００）
Ｆｉｇ６　Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｏｆｏｆｍｉｃｅｉｎｒｅｃｏｖｅｒｐｈａｓｅｏｆｌｏｎｇｔｅｒｍｔｏｘｉｃｉｔｙ（ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ，×１００）

３　结论与讨论
本实 验 以 四 价 流 感 疫 苗 为 抗 原，探 究

ＰＥＧ６０００和阳离子 ４∶１（ＤＯＴＡＰ／ＤＯＰＣ４∶１）修饰
的脂质体作为免疫佐剂的安全性。异常毒性结果

显示，制备脂质体的过程不存在有害物质造成异

常毒性；急性毒性试验临床观察未见异常，体质

量、进食、脏器指数、血液学检查等无异常改变，小

鼠无急性毒性反应；长期毒性实验旨在探究供试

品对动物是否存在蓄积毒性以及多次用药引起的

严重不良反应，实验结果表明，各实验组临床观察

均未见异常，小鼠相关指标均未见与给药相关的

规律性改变，组织病理学检查未发现病变。综上

所述，以 ＰＥＧ６０００和阳离子４∶１修饰的脂质体为
佐剂的四价流感疫苗异常毒性、急性毒性和长期

毒性实验均无异常，具有良好的安全性。

以脂质体作为免疫佐剂，具有免疫增强作用

好，毒性小的优点，并且可以同时刺激机体产生

细胞免疫和体液免疫。传统的铝佐剂只能激活

体液免疫，对于细胞免疫的刺激作用较小［１９］。

经 ＰＥＧ６０００修饰的脂质体在表面形成水化层能
减弱与吞噬细胞的摄取作用，降低药物释放速

度，以实现脂质体长循环作用［２０］。阳离子脂质

体由于其表面带有电荷，可通过静电吸附，提高

与细胞的结合率［２１］，此两者皆有较好的免疫增

强作用和安全性，是理想的佐剂及药物递送材

料。一种免疫佐剂是否得以应用，安全性与有效

性同等重要，立足于课题组前期的免疫原性和无

修饰中性脂质体安全性结果，对修饰过的 ２种脂
质体佐剂进行安全性研究，为后续更全面的安全

性实验提供基础。
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