
素有待于进一步研究 ∀

3q2  三瓶装硫酸长春新碱脂质体是将硫酸长春新碱 !脂质

体及缓冲液分别包装 o使用前将药物载入脂质体 o可大大提

高硫酸长春新碱脂质体稳定性 ∀目前 o加拿大 ��∞÷公司研

发的硫酸长春新碱脂质体就是三瓶装硫酸长春新碱脂质体 ∀

该制剂克服了上述缺点 o得到较高包封率和较好的稳定性 o

在美国和加拿大的部分地区已经进入了 µ r¶期临床评价

阶段 ∀

3q3  �²°¤±等 ≈v 以 ⁄≥°≤ r≤«²̄为脂质体膜成分 o制备硫酸

长春新碱脂质体 ∀ ⁄≥°≤是一种合成的饱和磷脂 o性质稳定 !

价格昂贵 ~本实验中采用的 � ≥°≤为 ≥°≤ k大豆磷脂 l氢化产

物 o稳定性高且价格合理 o目前在中国市场比较常用 ∀实验

采用 � ≥°≤为脂质体膜材 o同样取得了较高的包封率和较好

的稳定性 ∀

3q4  � ≥°≤最大紫外吸收波长为 uts ±°o常规的紫外检测器

在此波长灵敏度低 o同时需要色谱纯乙腈作为流动相成分 o

成本高 !毒性大 ∀蒸发光散射检测器 k∞�≥⁄l是一种新型的

质量型检测器 o本实验采用 � °�≤ 2∞�≥⁄相结合测定 � ≥°≤含

量 o有效消除末端吸收的干扰 o含量测定更准确 ∀

3q5  以往对磷脂含量测定常采用氯仿作为流动相组成成

分 ≈w2x 
o存在着毒性大的缺点 ∀本试验以甲醇 2异丙醇 2冰醋酸

为流动相 o即减少了毒性 o又得到适宜的保留时间 ∀
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摘要 }目的  研制重组幽门螺杆菌尿素酶 �亚单位疫苗凝胶剂 o考察其特性及免疫效果 ∀方法  以卡泊波为基质 o脱氧胆酸

钠为黏膜吸收促进剂 o制备凝胶剂 o以落球法测定凝胶的黏度 o≥⁄≥2°��∞电泳分析脱氧胆酸钠对蛋白纯度的影响 o以免疫印

记检测疫苗蛋白的完整性 o以留样观察法及离心法考察凝胶的稳定性 o以含抗原凝胶剂鼻腔免疫 ����r¦小鼠 o并与溶液剂相

比较 o考察凝胶剂的免疫效果 ∀结果  制备的凝胶剂稳定性好 o凝胶的黏度为 {sxs °°¤# ¶o脱氧胆酸钠不影响蛋白的纯度 o

抗原蛋白的完整性良好 ∀小鼠鼻腔免疫凝胶剂后产生了较强的特异性血清 �ª�及胃肠 ¶�ª�反应 o优于液体免疫 ∀结论  重

组幽门螺杆菌尿素酶 �亚单位凝胶剂性质稳定 o具有生物黏附性 o可提高免疫效果 o是较好的鼻腔免疫剂型 ∀
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  幽门螺杆菌 kΗελιχοβαχτερπψλορι, �³l是定植于人体胃黏

膜的重要致病菌 o与慢性胃炎 !胃溃疡 !十二指肠溃疡及胃黏

膜相关淋巴组织淋巴瘤的发生 !发展密切相关 ≈t  ∀ t||w年

世界卫生组织 k• � �l将幽门螺杆菌定为 ´类致癌因子 ∀药

物治疗 �³存在多种局限性 k药物的不良反应 !费用昂贵 !患

者依从性差及耐药菌株不断增多等 lo而疫苗接种可使人群

获得强而持久的免疫力 o是消除 �³的有效措施之一 ≈u  ∀

⁄²¬§ª̈等 ≈v 研究证明 o重组尿素酶 �亚单位 kµ�µ̈�l及适当

佐剂免疫动物后不仅能产生抗 �³感染的免疫保护作用 o而

且可清除已感染动物体内的 �³∀

目前 o国内外对幽门螺杆菌疫苗的研究仅局限在口服免

疫 o根据黏膜共同免疫系统 k¦²°°²± °∏¦²¶¤̄ ¬°°∏±¬·¼ ¶¼¶2

·̈°o≤� �≥l
≈w 理论 o在一黏膜部位接种可在其他远距离黏膜

部位产生免疫应答 o因此 o鼻腔也可作为黏膜接种途径 ∀笔

者研制了适合鼻腔免疫的凝胶剂 o并研究了凝胶剂的免疫效

果 o为重组幽门螺杆菌疫苗的进一步研究打下了基础 ∀

1  材料

1q1  仪器

�p |su型定时恒温磁力搅拌器 o上海浦江分析仪器厂 ~

电泳仪 °�≤ p vsso ��� p � �⁄~凝胶图象扫描分析仪

�∂ °zxsso�≥� �⁄≥~酶标仪 � p xs{uo奥地利 ×∞≤��~低温高

速离心机 �u p � ¦o美国 �¤¦®°¤±公司 ∀

1q2  主要试剂

脱氧胆酸钠 k进口分装 lo中国医药集团上海化学试剂公

司 ~卡伯波 2|vwk≤¤µ¥²³²̄lo美国 �ƒ���§µ¬¦«惠赠 ~重组幽门

螺杆菌尿素酶 �亚单位 o第三军医大学临床微生物及免疫学

教研室制备 ∀

1q3  动物

健康雌性无特定致病菌 k≥°ƒ级 l����r¦小鼠 oy ∗ {周

龄 o体重 t{ ∗ uu ªo由第三军医大学实验动物中心提供 k合格

证号为 vtstststwl∀

2  方法

2q1  凝胶剂的制备

2q1q1  凝胶剂的制备  将 u ª卡伯波 2|vw散于 tss °�蒸馏

水中 o静置过夜 o搅拌均匀制成 uh 的卡伯波 ∀采用无菌操

作 o抗原溶液 k含抗原 uss °ªl中加入 uh的卡伯波液 tss °�

及脱氧胆酸钠 k≥⁄×lu ªo混匀后 o边搅拌边用 tsh �¤��调

节 ³� z ∗ {o补加蒸馏水至 uss °�o搅拌均匀 ovsss µ#

°¬±
pt
o离心 tx °¬±o除去凝胶中空气 o得 th 中性卡波姆凝

胶 o分装 o抗原含量为 t °ª# °�
pt ∀

2q1q2  凝胶的黏度测定 ≈x   由于凝胶的黏度较高且透明度

好 o故采用落球法测定黏度系数

公式为 }Γ �
ª¤

u
kΘp Θs l

t{Τs kt n uqw¤r¥lkt n vqv¤r«l

公式中 ª为重力加速度 k�# ®ª
pt

lo¤为小球的半径

k°lo¥为圆筒的半径 k°lo Θ为小球的密度 k®ª# °
pv
loΘs

为液体的密度 k®ª# °
pv
loΤs为小球的终速度 k°# ¶

pt
lo«为

圆筒的高度 k°loΓ为黏度 ts
v
°°¤# ¶∀

2q1q3  脱氧胆酸钠 k≥⁄×l对 µ�µ̈�的影响  抗原溶液中分

别加入 th的脱氧胆酸钠 o在 w ε 放置 t §!ts §及 vs §o分别

取样进行 ≥⁄≥ p °��∞电泳 o�∂ °凝胶扫描蛋白分析系统分

析蛋白的纯度 ∀

2q2  凝胶剂的质量控制

2q2q1  性状  本凝胶剂应为透明糊状 ∀

2q2q2  凝胶剂 ³�值测定  凝胶 u ª加水 us °�o溶解均匀

后 ³�计测定 ³�值 ∀

2q2q3  稳定性试验  取凝胶 ts ªo装入带刻度的离心管内 o

vsss µ# °¬±
pt离心 vs °¬±o观察凝胶的分层情况 ∀另取凝胶

ts瓶 k每瓶 ts ªl在 w ε 冰箱内放置 y个月 o观察凝胶外观 !

³�值及抗原浓度的变化 ∀

2q2q4  抗原含量测定  标准曲线的制备 }按 �²ºµ¼法测定蛋

白浓度 o以浓度和吸光度作线性回归 o浓度和吸光度具有良

好的线性 ∀精密量取抗原凝胶 uqs ªo置于 xs °�量瓶中 o加

蒸馏水稀释至刻度 o过滤 o弃除初滤液 o精密移取续滤液 uqs

°�o按标准曲线法测定含量 o计算百分含量 ∀

2q2q5  疫苗凝胶的回收率测定  按处方比例 o精密量取抗

原和基质溶液 o共置于 xs °�量瓶中 o加蒸馏水稀释至刻度 o

过滤 o弃除初滤液 o精密移取续滤液 uqs °�o稀释至 xs °�o

并精密称定同量该基质 o同法稀释 ∀以基质为空白 o按标准

曲线方法操作 o在分光光度计上测定吸光度 o代入标准曲线

计算含量 o并与投入量相比 o求得回收率 ∀

2q2q6  抗原的完整性检查  将所制凝胶用蒸馏水适当稀

释 o过滤 o滤液进行 ≥⁄≥ p °��∞电泳 o然后进行 • ¶̈·̈µ± ¥̄²·2

·¬±ª分析 ∀

2q3  µ�µ̈�凝胶剂的免疫效率

2q3q1  实验分组  每组 ts只 ����r¦小鼠 ∀免疫剂量 }ts

Λªr只 r次 ∀ �组 }磷酸盐缓冲液 k°�≥l对照组 ~�组 }µ�¶̈�

溶液剂 ~≤组 }未加脱氧胆酸钠的 µ�¶̈�凝胶剂 ~⁄组 }µ�¶̈�

凝胶剂 ∀

2q3q2  动物免疫  乙醚轻度麻醉小鼠 o以自制的聚乙烯微

量滴管鼻腔接种疫苗 kts Λ�r只 l∀

2q3q3  血清 !胃黏液 !肠黏液样品的采集及免疫后小鼠特异
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性抗体的检测 ≈y2z  ∀

3  结果

3q1  凝胶剂的制备

3q1q1  凝胶的黏度测定  凝胶的黏度系数为 {sxs °°¤# ¶∀

3q1q2  脱氧胆酸钠对疫苗抗原的影响  ≥⁄≥ p °��∞电泳

结果见图 to抗原与脱氧胆酸钠混合放置 t个月后 o未发生明

显的降解 o表明抗原不受脱氧胆酸钠的影响 ∀

图 1  ≥⁄≥ p °��∞检测脱氧胆酸钠对 µ��的影响

第 t列 }蛋白标记 ~第 u列 }µ�µ̈�~第 v列 }µ�µ̈�加入 ≥⁄×后 w ε 放

置 t §~第 w列 }µ�µ̈�加入 ≥⁄×后 w ε 放置 t §~第 x列 }µ�µ̈�加入

≥⁄×后 w ε 放置 vs §

Φιγ 1  ∞©©̈¦·²©≥⁄× ²± µ�µ̈� ¥¼ ≥⁄≥ p °��∞

�¤±¨t}³µ²·̈¬± °¤µ®̈ µ~�¤±¨u}µ�µ̈�~�¤±¨v}µ�µ̈� ³̄∏¶≥⁄× ¶·²µ̈ ¤·w

ε ©²µt §~�¤±¨w}µ�µ̈� ³̄∏¶≥⁄× ¶·²µ̈ ¤·w ε ©²µts §~�¤±¨x}µ�µ̈�

³̄∏¶≥⁄× ¶·²µ̈ ¤·w ε ©²µvs §

3q2  凝胶剂的质量控制

3q2q1  凝胶剂 ³�测定  疫苗凝胶的 ³�值为 zqx ? sqxkν

� vl∀

3q2q2  稳定性试验  经离心后凝胶未出现分层现象 ~w ε 观

察 y个月 o凝胶没有分层 !霉败 o外观 !³�及抗原浓度均无明

显变化 o见表 t∀

表 1  凝胶剂 w ε 放置 y个月稳定性观察

Ταβ 1  �±√ ¶̈·¬ª¤·¬²± ²©¶·¤¥¬̄¬·¼ ²± ª̈ ¯§∏µ¬±ª¶·²µ¤ª̈ ¤·w ε ©²µ

y °²±·«¶

时间 凝胶剂外观 ³�值 抗原浓度 r°ª# °�pt

第 s个月 无色透明黏稠体 zqx tqsu

第 t个月 无色透明黏稠体 zqx tqst

第 u个月 无色透明黏稠体 zqw tqsu

第 v个月 无色透明黏稠体 zqw tqsv

第 w个月 无色透明黏稠体 zqv tqsu

第 x个月 无色透明黏稠体 zqv tqst

第 y个月 无色透明黏稠体 zqv tqss

3q2q3  抗原含量测定  抗原百分含量平均值为 tsuqvh o

� ≥⁄为 tq{yh kν � v l∀

3q2q4  凝胶的回收率  凝胶的回收率平均值为 ||qwh o

� ≥⁄为 squyh kν � vl∀

3q2q5  抗原的完整性检查  免疫印迹结果见图 uo可以看

出 o抗原制备成凝胶后 o仍具有较强的免疫反应性 ∀

图 2  µ�µ̈�凝胶免疫印迹结果

第 t列 }蛋白标记 ~第 u列 }µ�µ̈�溶液 ~第 v列 }µ�µ̈�凝胶 ~第 w列 }

°�凝胶 ~注 }以抗 µ�µ̈�兔血清作为首选抗体

Φιγ 2  • ¶̈·̈µ± ¥̄²··¬±ª·̈¶·²©µ�µ̈� ª̈ ¯

�¤±¨t}³µ²·̈¬± °¤µ®̈ µ~�¤±¨u}µ�µ̈� ¶²̄∏·¬²±~�¤±¨v}µ�µ̈� ª̈ ~̄�¤±¨

w} °� ª̈ ~̄�²·̈}� ¤¥¥¬·¤±·¬2�µ̈� ¶̈µ∏° ¤¶·«̈ ©¬µ¶·¤±·¬¥²§¼

3q3  凝胶剂鼻腔接种的免疫效果

与对照组相比 oµ�µ̈�凝胶剂及溶液剂鼻腔免疫小鼠后均

产生了较强的特异性抗体反应 kΠ � sqstlo凝胶剂产生的特异

性抗体水平明显高于溶液剂组 kΠ � sqstlo未加脱氧胆酸钠

k≥⁄×l的凝胶组与溶液组相比胃肠特异性 ¶�ª�显著增高 kΠ

�sqsxlo但血清 �ª�未见增高 o而凝胶中加入 ≥⁄×后血清及

胃肠特异性抗体水平均显著增高 kΠ � sqstl∀见图 v∀

图 3 不同剂型 µ�µ̈�鼻腔免疫小鼠后特异性抗体水平的变化

Φιγ 3  ≤«¤±ª̈ ¶²©¶³̈ ¦¬©¬¦¤±·¬¥²§¼ ¯̈ √¨̄¶²©°¬¦̈ ¬°°∏±¬½̈ §

º¬·«§¬©©̈µ̈±·³µ̈³¤µ¤·¬²± ²©µ�µ̈� ¥¼ ±¤¶¤̄ µ²∏·̈

4  讨论

鼻腔免疫与口服相比更具有优越性 o首先 o鼻腔含有的

蛋白水解酶较少 o相同的小剂量抗原能被更有效地传送 o刺

激黏膜免疫系统 ~其次 o鼻黏膜接种能诱导与肠相关淋巴组

织 kª∏·¤¶¶²¦¬¤·̈§ ¼̄°³«²¬§·¬¶¶∏̈ o���×l形式上相似的黏膜

免疫反应 o并在远距离黏膜部位产生免疫应答 ≈{2| 
o徐辉

等 ≈ts 通过对痢疾杆菌不同途径免疫的研究认为 o在相同剂

量的抗原刺激下 o鼻腔免疫比胃肠道 !阴道途径免疫更早 !更

强地诱发几乎所有黏膜部位的 ¶�ª�反应 o可以更有效地保

护机体免遭病原体侵袭 ~鼻腔接种操作简单 o易于被更广范

围的人群接受 ≈tt 
o因而 o鼻腔免疫是很有潜力的疫苗接种途

径 ∀然而 o鼻腔为管腔通道 o传统的液体药物作用时间短 ∀

卡伯波为水溶性凝胶基质 o释药快 o对黏膜无刺激性 o生物黏

附性强 o可与黏膜表面的黏液 k黏膜蛋白 l相互作用 o从而延

长药物在黏膜停留的时间 o减少纤毛的清除 o提高药物的生

物利用度 o增加抗原提呈细胞对抗原的摄取 o所以 o卡泊波也
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是一种优良的黏膜佐剂 ≈tu  ∀

凝胶剂延长了药物的作用时间 o药物不断地被黏膜吸

收 o使在黏膜局部游离的药物浓度降低 o因而可以减轻药物

的毒性 ~凝胶剂中 th卡伯波用量少 !黏度低 o对纤毛持续运

动时间无明显影响 ≈tt  ∀本制剂作为免疫制剂用药次数少 o

因而不会产生明显毒性 ∀

将卡伯波凝胶的 ³�调到 z ∗ {不仅有利于凝胶具有较

高黏度 o而且有利于疫苗蛋白的稳定 o适合鼻腔给药 ≈tu  ∀ µ�2

µ̈�制成凝胶剂后 o其纯度及反应原性均未受影响 o证明疫苗

凝胶剂是可行的 ∀

鼻黏膜用药方便 o易于被患者接受 o但大分子多肽类 !蛋

白类药物鼻黏膜很难吸收 o本研究在凝胶剂处方中加入了脱

氧胆酸钠作为黏膜吸收促进剂 o可以通过使黏膜磷脂层产生

混乱降低黏膜层黏度 o从而提高黏膜通透性 o抑制药物作用部

位蛋白水解酶的作用 o增加细胞间和细胞内的通透性 ≈tv 
o使

药物容易通过 o从而提高黏膜对抗原的摄取 o提高免疫效率 ∀

凝胶剂制作简单 !性质稳定 !生物黏附性强 o疫苗作用时

间长 o适合鼻腔免疫 o是很有发展潜力的黏膜免疫剂型 ∀

Ρ ΕΦΕΡ ΕΝΧΕΣ

≈1  ����≤��� ⁄ × �o ≤����≥ �o �∞⁄� �⁄ ��o ετ αλq �²¶·µ̈2

¶³²±¶̈ ¤±§ √¤¦¦¬±¨ §̈ √¨̄²³° ±̈··² � ¨̄¬¦²¥¤¦·̈µ³¼̄ ²µ¬¬±©̈¦·¬²±

≈� q ≤∏µµ×²³ � ¬¦µ²¥¬²̄ �°°∏±²̄o t|||ouwtktl}t{t2utvq

≈2  � �≤�∞××�°q �µ¤̄ ¬°°∏±¬½¤·¬²± ¤ª¤¬±¶·� ¨̄¬¦²¥¤¦·̈µ³¼̄ ²µ¬2¤©∏2

·∏µ̈ ¦²±¦̈³·≈� q ��¤¶·µ²̈ ±·̈µ²̄o t||{ovvktl}yyq

≈3  ⁄��⁄�∞ ≤o ��≥× �o �∞∞ �o εταλq ×«̈ µ¤³̈ ∏·¬¦¬°°∏±¬½¤·¬²± ¤2

ª¤¬±¶·� ¨̄¬¦²¥¤¦·̈µ¬±©̈¦·¬²±≈ � q �¤±¦̈·o t||wovwvkwl}|tw2

|txq

≈4  ÷ � � o ��� �≠ o ≥�� ≤ �o ετ αλq ×«̈ ¬̈³̈ µ¬° ±̈·¶·∏§¼ ²©·º²

¥¬√¤̄ ±̈·≥«¬ª̈ ¯̄¤ √¤¦¦¬± ¶̈¬°°∏±¬½̈ § °¬¦̈ ¬± §¬©©̈µ̈±·°∏¦²¶¤̄

µ²∏·̈≈� q≤«¬± �� ¬¦µ²¥¬²̄ �°°∏±²̄k中华微生物学和免疫学杂

志 lo usstoutkxl}xuv2xuyq

≈5  ��� � ≤q �±¬√ µ̈¶¬·¼ ¥¤¶¬¦³«¼¶¬¦¤̄ ¬̈³̈ µ¬° ±̈·k大学基础物理实

验 l≈�  q×¬¤±­¬±}�¤±®¤¬�±¬√ µ̈¶¬·¼ °µ̈¶¶o t||y}t{zq

≈6  ��� � �o ��� ± � o ��� �o ετ αλq �°°∏±²³²·̈±¦¼ ²©·«̈ µ̈2

¦²°¥¬±¤±·∏µ̈¤¶̈ � ¶∏¥∏±¬·√¤¦¦¬±¨ ²©� ¨̄¬¦²¥¤¦·̈µ³¼̄ ²µ¬¤©·̈µ

¬±·µ¤±¤¶¤̄ ¤§°¬±¬¶·µ¤·¬²± ·² °¬¦̈ ≈ � q≤«¬± � ≤¨̄¯ � ²̄ �°°∏±²̄

k细胞与分子免疫学杂志 loussvot|ktl}y{2zsq

≈7  ƒ�����≥���o ��×� � o ∂ ������∞�ƒ • o εταλq � µ̈√¬¶¬·²©

°∏¦²¶¤̄ �ª� ¬°°∏±¬·¼ ¤±§ ²µ¤̄ ·²̄ µ̈¤±¦̈ ≈ � q �¦·¤ �§²±·²̄

≥¦¤±§o usstox|kxl} vst2vs{q

≈8  • � � ≠ o���≠∞�� � o � �≥≥∞��� • q �¤¶¤̄ ¼̄°³«²¬§·¬¶¶∏̈

k���×l ¤¶¤°∏¦²¶¤̄ ¬°°∏±¨¬±§∏¦·¬√¨¶¬·̈≈� q ≥¦¤±§��°°∏2

±²̄ot||zowy}xsy2xtvq

≈9  ����⁄o �≠ � � ° �q � ∏¦²¶¤̄ µ̈¶³²±¶̈¶·²³¤µ̈±·̈µ¤̄ ¤±§°∏¦²2

¶¤̄ √¤¦¦¬± ≈̈� q ⁄ √̈ �¬²̄ ≥·¤±§o t||{o|x}twt2twyq

≈10  ÷ � � o ��� �≠ o ≥�� ÷ ƒo ετ αλq �°°∏±²ª̈ ±¬¦¬·¼ ²©·º² ¥¬√¤2

¯̈ ±·≥«¬ª̈ ¯̄¤√¤¦¦¬± ¶̈¤©·̈µ¬±·µ¤±¤¶¤̄o ¬±·µ¤ª¤¶·µ¬¦²µ¬±·̈¶·¬±¤̄ ¤§2

°¬±¬¶·µ¤·¬²± ¬± °¬¦̈ ≈� q≤«¬± �� ¬¦µ²¥¬²̄ �°°∏±²̄k中华微生物

学和免疫学杂志 lo usstoutkxl}xuz2xvsq

≈11  ���� ± o ⁄∞�� ≥ � o ��� ÷ o εταλq ≤¬̄¬²·²¬¬¦¬·¼ ²©¤·̈±²̄²̄ ª̈ ¯

©²µ¬±·µ¤±¤¶¤̄ ¤§°¬±¬¶·µ¤·¬²±≈� q ≤«¬± �²¶³ °«¤µ° �k中国医院

药学杂志 lo ussvouvkxl}uyy2uyzq

≈12  ���∞� ≥ ��o ��∞��∞ �o ��≤���≥ �o ετ αλq � ®̄¼̄ 2³²̄¼¤¦µ¼2

¤̄·̈ ¶̈·̈µ¶¤µ̈ ¶·µ²±ª °∏¦²¶¤̄ ¤§­∏√¤±·¶≈� q∂ ¤¦¦¬± ö usssot{
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摘要 }目的  制备盐酸文拉法辛缓释微丸 o并对其体外释药行为进行研究 ∀方法  先用文拉法辛溶液对空白微丸进行上药 o

通过 ∞≤包衣制得速释微丸 o然后用速释微丸为丸芯 o用 ∞∏§µ¤ª¬·∞∏§µ¤ª¬·�∞vs ⁄o水分散体为包衣材料制备缓释微丸 o再将速

释微丸和缓释微丸以 tΒu的比例混合得到最后的缓释微丸 ∀并分别考察了包衣增重对体外释药行为的影响 ∀结果  对制备

过程中不同阶段的微丸进行了体外释放研究 o表明增重 ush o速释微丸和缓释微丸以 tΒu的比例配比结果最为理想 ∀结论  

盐酸文拉法辛缓释微丸具有较好的释药性能及良好的缓释效果 ∀
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