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摘要

铝佐剂是得到公认的疫苗佐剂 但其具体作用机制不甚明

了. 随着新型疫苗和人工合成多肽疫苗的出现 常规铝佐

剂暴露出一些缺点 其应用受到了限制. 人们不得不寻找

新型的疫苗佐剂或对现有佐剂予以改良. 若将铝佐剂纳米

化 因其比表面积大 黏附力强 在增强佐剂活性的同时

可提高抗原的靶向投递 大大降低副作用 不失为一个崭

新而有前景的研究方向. 还有可能进一步提高黏附和刺激抗

原提呈细胞(APC)细胞吞噬的能力 以此为新型的疫苗佐剂

将是可行的. 本文在对铝佐剂机制进行分析探讨的基础上

联系其应用现状 发展趋势以及化学特性 展望纳米铝佐

剂的可能性及应用前景.
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0   引言

铝佐剂是目前最重要的疫苗佐剂. 自 1926年Glenny 首

先应用铝盐黏附白喉类毒素至今 已广泛应用于人

兽疫苗[1-28]. 近年来 随着分子生物学的快速发展 多

肽疫苗 亚单位疫苗不断涌现 无论在数量上还是质

量上 对疫苗佐剂的要求都愈来愈高了 人们在寻找

新型佐剂的同时 对常规佐剂的改良研究也更加重视起

来 虽已涌现不少新型佐剂 但大多尚处于实验研究

阶段[29-39] 所以目前铝佐剂仍是应用最多 最重要的

疫苗佐剂 他包括磷酸铝和氢氧化铝两种佐剂 但目

前普遍使用 以及通常的铝佐剂是指氢氧化铝佐剂.铝

佐剂对合成多肽疫苗的辅佐效应不太明显 并且还存

在以下缺点[40-44]: 不能诱导细胞免疫 常常增加同源细

胞互向性抗体水平 不适用于针对病毒 胞内菌和胞

内寄生虫的疫苗抗原; 注射部位偶有严重的局部反应

出现红斑 皮下结节 接触性过敏和肉芽肿性炎症;

吸引嗜酸性细胞到注射部位 增加特异性抗原的水平

和总 IgE 抗体 诱导 IgE 介导的变态反应 从而有可

能增加易感个体的敏感性等.因此 在铝佐剂有效性和

安全性得到公认的前提下 从佐剂效应机制入手 对

其予以纳米化改进 具有一定的可行性和实际意义.

        天然的氢氧化铝有上百种存在形式 例如Al(OH)3 

Al2O3·H2O AlOOH等. 而商品化的氢氧化铝佐剂 实

际上是Al(OH)3的不完全脱水产物 即纤维状结晶形态

的偏氢氧化铝AlO(OH). 使用中 由于商业氢氧化铝佐

剂的不同生产批次之间的差异 目前以丹麦生产的

Alhydrogel为公认标准 其胶粒大小为3.07 µm.

1   铝佐剂的辅佐效应机制

氢氧化铝佐剂的有效性和安全性已得到了实践的验证

和人们的公认 他的普遍应用与其自身的优点是分不

开的: 比较于油类佐剂 具有安全性和低反应性 甚

至于抗体应答也优于前者.并且可联合其他佐剂以增强

免疫应答.通常人用疫苗含量为0.5 mg/ 剂量 WHO推

荐最高不超过1.25 mg/剂量.

       目前 获批准应用于商业性的疫苗主要有[45]: (1)儿

童疫苗: 白百破三联疫苗(DTP) B 型流感嗜血杆菌疫

苗 乙肝疫苗(HBV) 进行性风疹全脑炎- 乳清苷酸

(PRP-OMP)等;(2)成人疫苗: 甲肝疫苗(HAV) 莱姆病疫

苗(Lyme) 炭疽疫苗(Anthrax)等.

       商业产品的佐剂氢氧化铝为近乎透明的溶胶 黏

附疫苗抗原后 抗原被限定在胶体形成的特定网格结构

中 而冷冻会破坏该结构 所以 不能冷冻其黏附后的

疫苗.虽然铝佐剂应用历史很长 但其具体作用机制不

明 特别是选择性诱导免疫应答的特点.目前认为主要

是 储存库效应 和 免疫刺激效应 两种机制.

1.1 储存库效应  抗原提呈细胞(APC)在对抗原摄取 加

工 处理过程中 抗原与免疫细胞作用时间越长 就越

有利于后续的免疫应答. 氢氧化铝黏附疫苗抗原后

在其表面和内部高度浓聚着许多抗原 物理性的呈递

给免疫细胞 而不改变其化学结构 以便于免疫细胞能

充分地 高水平地 长时间地与疫苗抗原接触作用 从

而使有意义的免疫应答被诱导 这种作用机制通常称

为 储存库效应 .

       佐剂黏附可溶性疫苗抗原后 可改变后者的物理

性状 形成抗原储存库 主要归功于组成结构的物理特

性 即表面积 电荷和形态结构等.氢氧化铝的等电点

pI(isoelectric point iep)=11.4 在机体pH=7.4的间质

液中带正电荷 能很好的黏附酸性蛋白疫苗. 进入机体

后 首先是黏附在表面的疫苗抗原与APC作用 激发

免疫应答 随后氢氧化铝崩解 位于内部的抗原释放出

来 延长了作用时间 有利于疫苗抗原缓慢释放 从



而延长疫苗抗原在体内的滞留时间.

        Glenny et al (1926年)首次发现铝盐佐剂效应 随后

(1931年)又报道了氢氧化铝黏附疫苗抗原所形成的沉

淀 有利于降低在注射部位的疫苗清除率 他们把含氢

氧化铝佐剂的白喉类毒素注射在豚鼠身上 3 d后 切

除注射部位 浸软处理后 第二次注入未免疫的豚鼠

身上 后者也获得了免疫反应.这表明含氢氧化铝佐剂

的白喉类毒素沉淀从注射部位缓慢释放 延长了疫苗

与免疫细胞作用的时间并获得了较好的免疫应答. 最

近 Shi et al [46] 证实: 在 pH=7.4 25 条件下 含氢

氧化铝佐剂的内毒素兰米尔黏附等温线(langmuir ad-

sorption isotherms)表明 氢氧化铝佐剂有巨大的黏附能

力(283 g/mgAl)和黏附系数(1.3 10 mL/g). 而且通过非

氮气黏附的傅立叶红外光谱法(fourier transform infrared

spectroscopy FTIR) [47]测得氢氧化铝佐剂具有极大的比

表面积 约为514 m2/g. 这使其可以黏附大量的抗原

在注射局部形成抗原储存库 促进抗原与APC的相互

作用 从而提高免疫应答. 所以其储存库效应 即氢氧

化铝佐剂通过非特异性地与疫苗结合黏附 从而捕获

聚集疫苗成为较大的粒子 缓慢而持续的释放疫苗 这

是目前较普遍接受的作用机制[48-52].

         储存库效应似乎可以较好地解释氢氧化铝佐剂的机

制 然而 事实并非完全如此. 针对Glenny et al的实

验 首次被Holt et al [53] (1950年)提出挑战: 若 7 d后

将豚鼠注射部位切除 并未干涉机体免疫应答. 最近也

有实验表明: 在间质液中 大部分抗原将会快速地从其

表面解黏附 例如HIV-gp120 破伤风类毒素 卵

清蛋白[54]等. 而且在与间质液类似的绵羊淋巴液中也可

观察到类似现象[46]. 这可能是由于间质液(包括磷酸盐

柠檬酸盐和纤维蛋白原等)的解黏附作用所致[55]. 从这些

实验来看 黏附形成储存库作用似乎并非是铝佐剂必

须的 只要注射局部的抗原浓度足够高 能够被树突状

细胞(DC)有效摄取即可.

       由此可见 储存库效应虽然不能完美解释氢氧化铝

佐剂的机制 但其黏附疫苗抗原 确保注射局部疫苗

高度浓聚以提高APC的摄取 在这段时间内 抗原充

分的激活免疫细胞 从而进一步提高免疫应答 这一作

用是存在的.

1.2 免疫刺激效应  氢氧化铝佐剂的储存库效应增加了

疫苗与免疫细胞接触反应时间. 然而仅此作用 是不能

保证诱导特异性免疫应答的 氢氧化铝佐剂能诱导

型免疫应答 但不诱导CTL和细胞免疫. 想要获得最佳

佐剂效应 需要适度过量的氢氧化铝佐剂. 动物实验表

明 在适度过量的范围内 氢氧化铝剂量与佐剂效应成

正态分布 其最大效应的波峰处对应于最佳剂量. 虽然

不知该现象的原因 但通常认为过量的氢氧化铝刺激

了巨噬细胞并诱导了Th细胞的分化. 当然 黏附疫苗的

氢氧化铝佐剂剂量既不能过低也不能过高 过低的剂

量不能有效黏附疫苗 达不到最佳免疫效果; 过多的剂

量可能因为完全覆盖疫苗抗原而抑制免疫 并造成对

巨噬细胞的毒性[56].

        在机体抗原提呈过程中 主要由DC把疫苗从注射

部位运送到淋巴结 并将抗原肽呈递给特异性T细胞[57].

而且 DC 能从注射部位把信息传送到淋巴结的T 细

胞 指导CD4 Th分化为Th1和Th2.IL-12在诱导Th1

和Th2细胞分化中扮演了重要的角色[58-60]: 存在IL-12诱

导刺激信号时 DC成熟并诱导CD4 Th 分化为Th1

反之 若缺少 IL-12 DC 诱导 Th2 分化. 实验证实

IL-12缺陷小鼠产生 型免疫应答. 某些因子如IL-10

PGE2 和补体产物 iC3b和C5a[61]会抑制DC分泌 IL-12.

人们很早就观察到将氢氧化铝与可溶性抗原注射在小

鼠的不同部位 也可提高免疫应答 可能是因为通过

免疫活性细胞释放了炎症因子.最近研究表明: 氢氧化铝

佐剂能够激活补体 并提高MHC- 类分子和共刺激

分子的表达 这些共刺激分子在外周单核细胞上 可

提高 IL-4的mRNA水平[62]和 IL-1 TNF和 IL-6的表

达[63]. 所以 被氢氧化铝佐剂激活的补体和细胞因子可

诱导 型免疫应答.

      虽然目前对氢氧化铝佐剂的效应机制仍然知之甚

少 但随着关于宿主和病原体相互作用认识的增加 我

们完全有能力知道疫苗引导免疫应答的本质.从而 最终

了解佐剂的作用机制 为疫苗免疫作出进一步的贡献.

2   铝佐剂的改良及其前景展望

氢氧化铝佐剂的应用时间较长 但对其具体作用机

制 拓展应用于更多疫苗等问题 仍需进一步研究.虽

然人们对此进行了不懈的努力 由于种种原因 所取得

的进步不大 并且以前的研究方法绝大多数未从氢氧

化铝佐剂自身进行本质的探讨. 所以 迫切需要一些新

的手段和方法

        近20 a所发展起来的纳米技术可能会给该领域带来

新的希望. 因为纳米级物质介于宏观和微观状态 在该

过渡状态的物质具有神奇而诱人的现象 仅在生物医

学领域就获得广泛应用: 粒径介于20-100 nm之间 呈

均匀分散性的纳米粒子具备杀死癌细胞 不破坏正常

细胞的奇特功效 例如具有这种 钟馗 秉性的羟基磷

灰石纳米材料; 纳米微粒载体可携带抗体 受体和核酸

等 通过抗原-抗体和受体-配体的特异性结合 在

体内起着 生物导弹 的作用. 将纳米技术应用于佐

剂方面 主要是利用其表面效应: 即纳米粒子表面原子

与总原子数之比随粒径的变小而急剧增大后引起的性质

上的变化. 表1列出了纳米粒子尺寸与表面原子数的关系.

       医学领域的纳米粒子(nanoparticles NP)也称毫微

粒 即纳米球(Nanospheres)与纳米囊(Nanocapsules)的统

称 他是粒径大小介于10-1 000 nm的固态胶体颗粒.

血液中的红血球大小为6 000-9 000 nm 一般细菌的

长度为2 000-3 000 nm 引起人体发病的病毒尺寸一

般为几十纳米 因此 纳米粒的尺寸比生物体内的细
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胞 红血球小的多 这就为生物学研究提供了一个新

的研究途径. 纳米颗粒的比表面积大 表面反应活性

高 表面活性中心多 黏附能力强等这些优异性质 为

疫苗研究提供了新的研究思路.

表1   纳米粒子尺寸与表面原子数的关系

粒径 (nm)         包含的原子数 (个)          表面原子所占比例 ( )

20 2.5 105 10

10 3.0 104 20

  5 4.0 103 40

  2 2.5 102 80

  1      30 99

       从免疫学观点来看 纳米佐剂均匀性好 包裹或

黏附的抗原颗粒正是巨噬细胞( )和 的首选吞噬目

标 为实现机体有效的免疫反应完成了重要的一步[64] ;

而且纳米佐剂与多肽抗原和DNA疫苗连接后 可以避

免常规佐剂的载体效应发生 保护抗原.研究表明[65]

颗粒粒径( )与其在体内导向存在密切的关系: <50  nm

能穿透肝脏内皮或通过淋巴细胞传输到脾 也可到达

肿瘤组织 最终到达肺; 100 nm< <200 nm 可被单核

系统的巨噬细胞吞噬; 200 nm< <1 000 nm 是白细胞

最易吞噬的物质尺寸.德国科学家Kreuter et al (1982年)

首次将纳米技术应用于疫苗佐剂 他们用流感病毒抗

原与纳米多聚甲基丙烯酸酯(PLC)聚合后免疫小鼠 发

现该疫苗可以保护小鼠免受鼠流感病毒的侵袭.而且

该疫苗比一般佐剂和未使用佐剂的疫苗对温度变化更

稳定. 但是 直到1990年代初 纳米技术才获得了快

速发展[66-68] 纳米生物学领域才有了长足的进步[69-72].

大量研究表明 纳米粒子与抗原的结合并不是共价键

而是弱库仑作用的离子键 因此制造稳定的复合体工

艺比较复杂 但选择适当条件或共价偶联 可以制造

多种纳米粒 抗原的稳定复合体.

       由于分子生物学的快速发展和 表位生物学 概

念的形成 具有安全性好 容易获得 纯度高等优

点的多肽疫苗受到人们的广泛重视 并呈现极大的发

展空间.但是 表位多肽分子量小 免疫原性较弱

难以刺激甚至根本不能刺激产生有效的免疫应答 还

有 多肽抗原大多是一种半抗原 需要与适当载体相

连接后才能诱导有效的免疫应答 但载体效应又很难

避免 机体对半抗原的再次免疫应答有赖于对半抗原

记忆B细胞和对载体记忆T细胞的同时存在.使用纳米

无机物作为半抗原的载体 可以避免载体效应的发生.

目前纳米磷酸钙佐剂已经获得专利 磷酸钙是机体的

天然成分 具有良好的组织相容性和吸收性 He et al [73]

研究证实:纳米磷酸钙佐剂与常规铝佐剂相比 更能诱

导机体对 型单纯疱疹病毒和EB病毒的免疫应答. 纳

米磷酸钙既可减少注射局部的炎症反应 而且还能诱

导Th1细胞反应 具有比传统氢氧化铝佐剂更强的优

势 因此得到了美国专利委员会的授权.

       将氢氧化铝佐剂纳米化 实际上是纳米材料学在

纳米生物学领域的应用 这就不得不从化学角度 对氢

氧化铝自身进行探讨: (1)从制备角度来看 通常氢氧化

铝可以用两种方法得到. 实验中 向铝盐溶液中加入碱

性液 可得到白色絮状沉淀; 若铝盐首先与过量强碱反

应得到铝酸盐溶液 然后滴加强酸或通入CO2气体 可

得细粉状沉淀. 从溶液中析出的胶状氢氧化铝既可以与

酸也可与强碱反应 但其碱性稍强于酸性 故视为弱

碱. (2)从其化学结构式来看 这些沉淀实质上是氧化铝的

水合物 特点为组成不均匀 含水量不定 统称水合氧

化铝 即为通常的氢氧化铝 此时化学式Al(OH)3已经不

能反应其结构性 而应该以Al(H2O)3(OH)3或Al2O3·n H2O

作为代表式. (3)从 Al 的电荷与化学键角度来看 在铝

盐溶液中 Al3+的电荷高半径小 对负电荷有很强的

吸引作用 可以吸引极性水分子的氧端 和水分子形成

八面体的水合配离子[Al(H2O)6]3+ 加入碱液后 生成

不带电荷的中性Al(H2O)3(OH)3 相互聚集而形成沉淀.

有时还会通过羟桥键发生双分子和多分子缩聚的大分

子. 由于含有较多的配位水 松散的聚集在一起 因

此铝盐加碱得到蓬松的絮状氢氧化铝沉淀. 而铝盐加酸

后 通过[Al(OH)6]3 连续离解出OH 而生成电中性的Al

(OH)3聚集成紧密的细粉状颗粒而沉淀下来. (4)从其晶型

角度来看 真正晶态氢氧化铝Al(OH)3称为正氢氧化铝.

而将铝盐溶液中加入碱性液得到的白色絮状沉淀静置或

在100 以下分子内脱水 可得到晶态偏氢氧化铝AlO

(OH) 此时才为真正的 目前商业产品的氢氧化铝佐剂.

     由此可见 氢氧化铝在水中 因结构多样而复杂

不能仅以Al(OH)3简单界定. 而通常的佐剂氢氧化铝

(aluminum hydroxide Al(OH)3)实际为偏氢氧化铝

(aluminum oxyhydroxide AlO(OH)). 其制备方法较多

影响产品质量的因素也很多 导致黏度和颗粒粗细相

差很大 目前的产品几乎都为微米级的粒径 主要是受

到制备条件的影响. 近 20 a 来 纳米制备技术的快速

发展 已使氢氧化铝纳米化成为现实.

       纳米氢氧化铝因其粒径小 比表面积大 在增强佐

剂活性的同时 可提高抗原等的靶向投递 大大降低副

作用 不失为一个崭新而有前景的研究方向. 已有相关的

Al(OH)3煅烧产物纳米Al2O3佐剂效应的报导 Frey et al  [74]

将HIV-1gp120的C4区首尾连接成多肽同聚物 共价

偶联于纳米Al2O3佐剂上 比较于佐剂MDP(亲水性胞

壁酰二肽) 结果发现纳米三氧化二铝佐剂可诱导最强

的抗体滴度 并对HIV-1gp120感染的细胞具有最强的

反应性 所以 纳米佐剂对构象性表位多肽疫苗可起到

很好的佐剂效应. 由此可见 如果从氢氧化铝的化学特性

出发 并运用纳米技术 将氢氧化铝佐剂纳米化 为探

讨其机制和对其佐剂效应进行改良 该思路和方法不仅

可行 而且为佐剂研究本身开辟了一条崭新的道路.

         随着疫苗的进一步纯化和人工合成多肽疫苗的大
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量出现 常规氢氧化铝佐剂暴露出一些缺点 其应用

受到了限制. 人们不得不寻找新型的疫苗佐剂或对现有

佐剂予以改良 然而 实践中却出现了新佐剂研发赶不

上新疫苗要求的尴尬局面 究其原因 主要是对佐剂的

具体作用机制不明. 所以 如果了解了常规氢氧化铝佐

剂的作用机制 必然会对整个佐剂研究以及免疫学产

生深远影响.

         建立一种新的研究方法来探讨氢氧化铝佐剂的作用

机制 是势在必行的 而纳米技术已显出端倪 纳

米佐剂对一些疾病的动物模型已呈现较好的效果 但

目前的研究刚刚开始 而且佐剂研究本身还存在一些

方法学上的问题 如模型抗原 动物模型 检测方法等

较少 所以 纳米氢氧化铝佐剂的研究还需作更多的工

作. 可以相信 随着对佐剂研究的不断深入 提高纳

米氢氧化铝佐剂的可靠性 实用性 可能使对佐剂机制

的研究产生突破性的进步.
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