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[�� ] �� :通过考察幽门螺杆菌 (Helicobacter pylori, Hp)微球生物学行为 ,探讨其作为口服蛋白疫苗的可

行性。�� :用可降解天然高分子材料 2壳聚糖和海藻酸钠制备 Hp全菌蛋白微球 (HpWCP2CAMS) ,通过 BCA方法

测定微球中蛋白质的包裹效率及包裹量 ,测定微球在体外的药物释放度。并进行小鼠体内微球的靶向试验 ,微球

的体内外毒性试验和淋巴细胞致敏试验。�� : HpWCP2CAMS中蛋白包裹量为 3115% ,蛋白包裹效率为 6110%。

微球中药物缓释周期可长达 20 d,靶向试验结果显示微球能在肠黏膜、PP结及脾脏富集并能有效诱导淋巴细胞致

敏。体外毒性显示 125μL微球 (5 mg·mL - 1 )对 Hela细胞生长无明显影响 ,体内实验结果显示其对小鼠生长也没有

影响。�� : HpWCP2CAMS具有良好的靶向性和缓释特征 ,无细胞毒性 ,有望作为疫苗进一步研究。

[��� ]　微球疫苗 ;幽门螺杆菌 ;包封率 ;药物释放度 ;毒性试验
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A prelim inary non2clin ica l study of H elicobacter pylori

m icrospheres vacc ine

WANG Yi2chao, ZOU Quan2m ing,MAO Xu2hu, GUO Gang, X IE Q ing2hua
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[ Abstract]　O bjective: To study the feasibility of Helicobacter py lori (Hp) m icrosphere used as an

oral vaccine. M ethods: U sed the biodegradable polymers chitosan and sodium alginate as carrier matri2
xes, a Hp WCP2CAMS (whole cell p rotein2chitosan2alginate m icrosphere) was p repared by iso2p roject

method. The entrapment rate and quantity of the p rotein loaded in the m icrospheres were measured by a

BCA test. O ther features including the dissolution rate in vitro, targeting delivery to tissues in vivo, toxic2
ities and lymphocyte sensitization in vitro and in vivo of m ice were determ ined. Results: The HpWCP2
CAMS characterized an entrapment rate of the p rotein of 61. 0% , the loading quantity of the p rotein of

31. 5% , the sustained release rate of 20 days, and the targeting delivery toward intestinal mucosa,

peyerπs patch and sp leen. No toxicity of Hela cells in vitro and inhibition of the m ice growth in vivo were

found by the m icrospheres 125μL ( 5 mg·mL - 1 ). Conclusion: The Helicobacter py lori m icrospheres

showed a targeted and sustained release and safety p rofile, which has the potential for further investiga2
tions to be used as the oral vaccine.

[ Key words]　m icrosphere vaccine; Helicobacter py lori; entrapment rate; drug release; toxicity

　　随着蛋白组学研究的逐步深入 ,蛋白质结构与

功能的关系逐渐被破解 ,近年来越来越多的蛋白质

药物在诊断、治疗或作为疫苗预防各种疾病方面发

挥着重要作用 [ 1～3 ]。与小分子药物相比 ,蛋白质药

物稳定性差、易被酶降解、生物半衰期短 ,而扩散差、

分配系数小的不足又使其难以通过生物屏障及脂质

膜。所以 ,如何将蛋白质药物有效地运送到人体相

应部位 ,一直是制剂研究的热点问题。近来以可降

解天然高分子材料为载体的缓释微球制剂在蛋白质

类药物的给药途径中受到关注 ,尤其是在口服给药
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途径中其以保护抗原、靶向性、长效缓释等诸多作用

而备受关注 [ 4～6 ]。

本研究采用可降解天然高分子材料 2壳聚糖、海
藻酸钠为主要原料制备幽门螺杆菌 (Helicobacter py2
lori, Hp)缓释微球疫苗。体外实验表明 ,所制备 Hp

全菌蛋白微球 ( Hp whole cell p rotein2chitosan2algi2
nate m icrosphere, HpWCP2CAMS)具有较好的包裹

量及蛋白包裹效率 ,微球缓释特性明显 ,不具有细胞

毒性 ;小鼠体内实验表明其具有明显的肠黏膜派伊

尔氏结 (peyerπs patch, PP结 )靶向性 ,并能有效诱导

淋巴细胞致敏。

�����

���	�
�

壳聚糖 (浙江温州化学试剂厂 ) ;海藻酸钠 (浙

江温州化学试剂厂 ) ;脑心浸液培养基 (本室制

备 ) ;
3
H标记牛血清白蛋白 (3

H2BSA,西南医院核医

学科提供 ) ; RPM I1640 ( Sigma公司 ) ; BCA蛋白浓度

检测试剂盒 (碧云天试剂公司 20031215) ;高速乳化

制作器 T25B (美国 Beckman公司 ) ; CO2 培养箱

(HARR IS, USA) ;细胞筛 (华美公司 ) ;γ放射免疫计

数器 (中国科学技术大学 GC 911型 ) ; TAⅡ型库

尔特计数器 (英国库尔特公司 ) ;人工胃液 :取稀盐

酸 1614 mL,加水约 800 mL与蛋白酶 10 g,摇匀后加

水稀释为 1 000 mL。

�
���

Hp菌株采用澳大利亚悉尼株 ( Sydney strain,

SS1) ,为鼠高感染适应株 ,由澳大利亚 Lee教授馈赠

并由本室保存。微需氧条件常规方法液体培养 SS1

菌株 ,种子菌接种量为 1 ×10
6

CFU·mL
- 1

,接近 28 h

到达摇瓶液体培养峰值 ,浓度约为 10
8

CFU·mL
- 1

,

3 000 r·m in
- 1离心 10 m in收集细菌 , pH 714的磷

酸盐缓冲液 ( PBS)洗涤 3次后重悬 , 10%甲醛溶液

灭活 12 h后洗涤 , 3 000 r·m in
- 1离心 10 m in收集

细菌。超声裂解菌体后 12 000 ×g离心 30 m in,分

离上清得到 Hp全菌抗原 ( Hp whole cell p rotein,

HpWCP)。

�������

选择 20 g·L
- 1作为海藻酸钠的工作浓度 ,植物

油与海藻酸钠乳液的体积比例为 2∶8,壳聚糖的浓

度为 10 g·L
- 1

,调整蛋白浓度为 2 mg·mL
- 1

,在搅拌

速率 800 r·m in- 1、制备温度 25℃和搅拌时间 30 m in

的参数条件下制备出粒径约 3133μm的 HpWCP2

CAMS。

����

Balb /c小鼠 : 6～8周龄 ,体重 18～22 g,由四川

大学实验动物中心提供 ,动物质量合格证号 :医动字

第 24101110号。

��������� ��!"#

称取低温干燥的 HpWCP2CAMS 3份 ,各 20 mg。

将其置于小烧杯中 ,加入 pH值 714的 PBS 50 mL,冰

浴中超声破碎 ,待镜检微球破碎完全时 ,离心取上

清 , BCA方法测定上清中蛋白浓度 ,并由以下公式

计算出蛋白包裹量及包裹效率 : BSA包裹量 /% =

微球中蛋白含量 /微球总质量 ×100; BSA包裹效

率 /% =微球中蛋白含量 /制备微球时加入蛋白的

总量 ×100。

$%&'()"

参照《中华人民共和国药典》(2000年版 )规定

的溶出度测定法第三法 [ 7 ] ,精密称取 HpWCP2CAMS

(含 HpWCP蛋白约 20 mg)置于透析袋中两端扎紧

后放入盛有 200 mL pH值 714的 PBS的溶出杯中 ,

在 50 r·m in
- 1搅拌速度和 (37 ±015)℃介质温度下

进行微球的释放度测定。在 1, 2, 5, 12 h和 1, 2, 5,

10, 13, 15, 18和 20 d各取样 015 mL,测定蛋白累积

释放量 ,绘制 HpWCP2CAMS的释药时间曲线。

��$*+,��

用 3
H2BSA替代 HpWCP制备 3

H2BSA2CAMS进

行小鼠体内靶向试验。60只 Balb / c小鼠被随机

分为 3组 : PBS组、3
H2BSA对照组和 3

H2BSA2CAMS

给药组。为减少因胃酸分泌对实验用蛋白的破坏 ,

小鼠在实验前 12 h禁食禁水 ,给药组灌喂 012 mL
3 H2BSA2CAMS(用 pH值 714的 PBS稀释 ,放射总

量 20μCi) , PBS组灌喂 012 mL的 PBS, 3 H2BSA对照

组灌胃 012 mL 3 H2BSA (用 pH值 714的 PBS稀释 ,

放射总量 20μCi)。灌胃后 1 h, 8和 15 d每组分别

取 6只小鼠 ,取外周血 200μL、胃黏膜、小肠、PP结

和脏脾等标本 ,小肠取其回肠中段约 3 cm ,其他取

全器官 ,用γ放射免疫计数器检测其 CPM值 ,计算

单位重量 CPM值 (CPM·g
- 1 )。

8 HpW CP2CAM S-.��

8. 1 $%-.�� [ 8]

采用MTT比色法测定 HpWCP2CAMS对 HeLa细

胞的毒性。将 HeLa细胞株接种至培养板中 ,每孔体

积 200μL (2×105个·mL - 1 )。培养 18 h后 ,吸出培

养液 ,加入无血清 RPM I21640培养液 200μL。将
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HpWCP2CAMS用无血清培养基稀释为 5 mg·mL
- 1

后 ,分别取 25, 50, 75, 100和 125μL加入上述培养

孔中 ,作用不同时间 ( 6, 12, 24, 48, 72 h)后 ,倾出上

述培养液 ,洗涤换新鲜含血清培养基。继续培养

48 h,每孔加入 MTT溶液 ( 3 mg·mL - 1 ) 20μL孵育

4 h,终止培养 ,吸弃培养上清 ,每孔加入 150μL

DMSO ,振荡 10 m in,选择 570 nm波长测定各孔吸

收度值 (A ) ,计算细胞存活率 [A (样品 ) /A (对照 ) ×

100% ]。所得数据用 pEMS 310统计软件包进行统

计分析。

8. 2 ������

参照《中国生物制品规程》相关规定进行 [ 9 ]。

8. 2. 1　急性毒性试验 　选用体重 17～20 g Balb / c

小鼠 40只 ,雌雄各半 ,随机分为 4组 ,分别灌喂 Hp2
WCP2CAMS 75, 60, 48, 3814 mg·kg

- 1 (按 HpWCP

计 ) ,灌喂体积为 25 mL·kg
- 1

,观察 1周内动物中毒

症状及死亡情况。

8. 2. 2　异常毒性试验 　取 5只体重 17～20 g的

Balb / c小鼠 ,每只腹腔注射 015 mL HpWCP2CAMS

(含 HpWCP2CAMS为 480μg) , 7 d后观察小鼠生存

情况、有无异常反应及体重增加与否。

9 3 H2TdR��	
��
������

每只小鼠灌胃给予 HpWCP2CAMS 480μg (含

HpWCP约 150μg)进行免疫 ,共免疫 4次 ,免疫周

期为 0, 1, 2和 4周。在免疫开始后的第 0, 2, 4, 8周

取小鼠外周血分离单个核细胞 ,调整浓度至 110 ×

10
6个·mL

- 1
,于 96孔板中各加培养基 20μL, 115

mg·mL
- 1的 HpWCP2CAMS或生理氯化钠溶液 20μL,

各加 4孔。然后向各孔加入上述细胞悬液 100μL,置

37℃孵箱内培养 3 d,每孔加入 20μL 3 H2TdR继续培

养 4h,细胞收集器收集细胞 ,洗去游离的 3 H 2TdR ,

滴加 5%三氯醋酸固定细胞 ,β2闪烁仪自动检测样
品放射值 ,计算刺激指数 ( SI,给药组平均 CPM值 /

对照组 CPM值 )。

� �

1 HpW CP2CAM S�����������

3批 HpWCP2CAMS中蛋白的包裹量分别为 3012%,

3217%和 3116% ,平均为 3115% ;包裹效率分别为

6112% , 5916%和 6212% ,平均为 6110%。

�� !"
�

HpWCP2CAMS体外具有明显的缓释效果 ,其缓

释周期可长达 20 d,见图 1。

图 1　HpWCP2CAMS体外释药曲线

3 3 H2BSA2CAM S��#$%�

与 PBS组比较 ,
3
H2BSA组在给药 1 h后血液、

胃、肠、脾脏中单位重量的 CPM值 (CPM·g
- 1 )显著

增加 ( P < 0101) ,而 PP结无显著变化 ( P > 0105) ,但

在给药 8 d和 15 d后各脏器的 CPM值均无统计学差

异 ( P > 0105)。3 H2BSA2CAMS组在给药 1 h后胃、肠

单位重量的 CPM值显著大于 PBS组 ( P < 0101) ,血

液、PP结及脾脏差异无统计学意义 ( P > 0105)。3 H2
BSA2CAMS组在 1 h后血液、脾脏单位重量的 CPM值

显著低于 3
H2BSA组 ( P < 0101) , 8和 15 d后 PP结与

脾脏的单位重量的 CPM值较 PBS组和 3
H2BSA组均

显著增加 (P <0101)。结果见表 1和图 2。

& 1 Ba lb /c'()* 3 H2BSA2CAM S+,-./0123�456 CPM789 �x±s, CPM·g - 1 , n = 6

组　别 时间 血液 胃 肠 PP结　 脾脏

PBS 1 h 1 560 ±215 2 310 ±169 2 010 ±198 1 654 ±125 2 311 ±156

8 d 2 510 ±254 1 045 ±215 2 351 ±321 1 966 ±203 2 417 ±147

15 d 2 105 ±365 1 857 ±326 2 130 ±256 1 698 ±214 2 154 ±156

3H2BSA 1 h 235 486 ±3 013a 185 436 ±1 029a 98 745 ±1 365a 2 154 ±126 154 692 ±1 635a

8 d 2 564 ±125 2 147 ±265 1 548 ±136 2 365 ±165 1 548 ±104

15 d 2 541 ±126 1 658 ±165 1 025 ±145 2 354 ±236 1 632 ±186

3H2BSA2CAMS 1 h 2 568 ±236b 102 543 ±1 026a 102 589 ±1 114a 3 427 ±238 3 652 ±226b

8 d 3 532 ±254 2 546 ±204 3 215 ±256 102 546 ±1 089ab 98 547 ±989ab

15 d 3 325 ±268 2 365 ±224 2 654 ±289 53 547 ±569ab 62 654 ±566ab

　　与 PBS组比较 , a: P < 0101;与 3H2BSA组比较 , b: P < 0101

4 HpW CP2CAM S6����

4. 1 ������

HpWCP2CAMS最大加入体积为 125μL,最长作用

时间 72 h后 HeLa细胞存活仍不受影响 ,结果见表 2。
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� 2 HpW CP2CAM S���������	
� HeLa�
���� �x±s, n = 5

加入体积 /μL
细胞存活率 /%

6 h 12 h 24 h 48 h 72 h

25 101. 2 ±3. 0 105. 1 ±2. 0 99. 6 ±4. 1 100. 2 ±2. 7 102. 5 ±2. 4

50 99. 6 ±3. 2 102. 1 ±3. 6 102. 3 ±2. 6 99. 6 ±3. 6 101. 1 ±2. 1

75 102. 3 ±3. 2 99. 6 ±3. 2 101. 2 ±2. 1 99. 6 ±3. 7 100. 2 ±2. 6

100 101. 2 ±4. 0 100. 2 ±2. 6 99. 8 ±3. 7 100. 2 ±2. 4 99. 8 ±3. 3

125 100. 5 ±1. 5 100. 2 ±2. 3 99. 9 ±3. 9 100. 9 ±2. 6 101. 3 ±2. 0

　　采用 SNK2q检验 ( Student2Newman2Keuls法 ) ,

分别对均数间进行两两比较 ,其分析结果显示 :在上

述各处理条件下 ,细胞的存活率均在 99%以上 ,各

处理组之间无统计学差异 ( P > 0105 )。该结果表

明 ,所制备的 HpWCP2CAMS在浓度为 5 mg·mL
- 1

,

加入量为 125μL,作用时间 72 h条件下对 HeLa细

胞仍无毒性。

������

4. 2. 1　急性毒性试验 　HpWCP2CAMS经口灌胃

Balb / c小鼠后 , 1周内动物均无中毒症状及死亡情

况发生。结果见表 3。
� 3 HpW CP2CAM S������ n = 10

剂量 /mg·kg - 1 生存情况 异常反应 实验前体重 / g 实验后体重 /g

75 健存 无 17. 9 ±0. 2 18. 2 ±0. 2

60 健存 无 18. 4 ±0. 2 18. 6 ±0. 2

48 健存 无 18. 3 ±0. 1 18. 9 ±0. 1

38. 4 健存 无 18. 6 ±0. 1 18. 7 ±0. 2

4. 2. 2　异常毒性试验　小鼠每只腹腔注射 0. 5 mL

HpWCP2CAMS, 7 d后观察小鼠生存状况良好 ,并无

异常反应 ,体重较实验前有所增加。结果见表 4。
� 4 HpW CP2CAM S������

鼠号 生存情况 异常反应 实验前体重 /g 实验后体重 /g

Ⅰ 健存 无 18. 2 18. 9

Ⅱ 健存 无 18. 9 19. 3

Ⅲ 健存 无 19. 2 20. 2

Ⅳ 健存 无 18. 5 19. 4

Ⅴ 健存 无 19. 3 19. 9

5 3 H2TdR����� !�
"#$�

在第 2, 4, 8周 ,试验组的 CPM值均显著高于对

照组 ( P < 0101) ,但是 2, 4, 8周之间差异均无统计

学意义 ( P > 0105) ,说明给药后 2周淋巴细胞已经

致敏 ,至第 8周时淋巴细胞仍具有较明显的致敏性。

结果见表 5。
� 5 3 H2TdR����� !�
"#%&$�'( �x±s, n =4

0周 2周 4周 8周

对照组 CPM值 451 ±10 496 ±12 511 ±122 529 ±122

实验组 CPM值 524 ±122 1 865 ±40a 2 097 ±45a 2 008 ±42a

SI 1. 16 ±0. 03 3. 76 ±0. 12 4. 10 ±0. 16 3. 80 ±0. 15

　　与对照组比较 , a: P < 0. 01

) *

在体内靶向实验研究中 , 3 H2BSA组给药 1 h后

在血液、脾脏、胃及肠部单位重量的 CPM值较高 ,可

能原因为 3
H在口服后 1 h一部分仍在胃肠消化道

中残存 ,另有一部分被有效吸收入血并随循环转运

脾脏 ,而 PP结中的读数较低 ,说明 PP结不能对其

有效摄取 ;而 8及 15 d以上组织或器官中的读数均

比较低说明此时 3 H已被机体清除。与之相对应 ,验

证 3 H2BSA2CAMS在体内靶向性时发现 ,由于 3 H2
BSA2CAMS在消化内的残存以及经 M细胞摄取后

还需要一段时间的运输过程 ,所以 1 h时主要表现

胃肠道中单位重量的 CPM值较高 ,而在 PP结未有

明显变化 ; 8 d时胃肠道中的 3 H2BSA2CAMS已被清

除干净 ,而此时 3 H2BSA2CAMS已被有效转运到 PP

结及脾脏 ,故造成以上两部位的 CPM升高 ; 15 d时

PP结及脾脏的 CPM仍然偏高可能由于 3
H2BSA2

CAMS还未完全降解所致。微球体内靶向实验中 ,

不同时间点血液中的 CPM读数一直未有明显变化 ,

说明微球不能被吸收入血。应用荧光标记微球进行

体内定位实验中发现 , 12 h后肠黏膜吞噬细胞内含

有大量的微球 ,说明此时经 M细胞摄取的微球已经

被转运至肠黏膜下结缔组织并被巨噬细胞所摄取 ,

为后期向局部淋巴结组织做准备。以上实验证明所

制备微球具有明显的肠黏膜靶向性 ,与预期实验结

果及文献报道相同。

微球具有对特定器官、组织的靶向性 ,药物在靶

区浓集并缓慢释放 ,维持较长时间的有效浓度是靶

向给药的目的 ,药物的控释是靶向给药的基础 ,受到

药物的理化性质、载体及骨架类型、药物在微球中的

位置及分布、药物与骨架的相互作用、骨架的空隙度

及孔道的弯曲度、所载药物在释放介质中的溶解度、

药物在微球中所处的物理状态、药物与微球的亲和

力等多因素的影响 [ 10, 11 ]。本研究通过系统筛选微

球制备材料的配比 ,制备出释药时间可达到 20 d左

右的微球 ,说明所制备微球具有很好的缓释功能。

无毒性及稳定性是对药物制剂的基本要求 ,本部分

实验中根据相关法规对上述 2项指标进行检测 ,发

现冻干品在冻干前后对其所包裹的 HpWCP的稳定

性及抗原活性均没有明显影响 ,说明微球具有很好

的稳定性。毒性试验中 ,无论是体外试验还是体内
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试验 ,受试细胞或动物均未出现明显的中毒症状 ,其

各项检测指标均符合相关法规要求 ,说明此微球产

品符合相关规定要求。

在致敏淋巴细胞增殖实验中 ,小鼠灌胃 HpWCP2
CAMS后 2周外周血淋巴细胞就已经对抗原物质致

敏并具备了很好的增殖活性 ,说明此时微球已在 PP

结、脾脏等相关淋巴组织释放抗原物质并激发免疫

细胞产生相应的应答 ,而 4及 8周时淋巴细胞仍具

有明显的致敏性 ,可能原因是因为微球的缓释作用

使抗原物质缓慢释放的结果 ,另外可能还与淋巴细

胞的记忆功能有关。
[���� ] 王毅超 (1973 - ) ,男 ,讲师 ,博士 ,主要从事幽

门螺杆菌疫苗方面的研究。联系电话 : ( 023 ) 68752300,

13608306861, E2mail: wycqhh@mail. tmmu. com. cn。
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[�� ] �� :制备两亲性的 N2正辛基 2N′2琥珀酰基壳聚糖 (OSC)胶束 ,并研究其制剂学特征。 ! :采用超

声方法制备 OSC胶束 ,并考察 OSC的胶束化行为、胶束的形态、粒径及ξ电位。"# : OSC胶束具有较低的临界胶

束浓度 ,胶束粒子呈较规则的球形 ,粒径为 200～250 nm,ξ电位在 - 4010～ - 3010 mV,且疏水链段取代度增加 ,粒

径变大 ,临界胶束浓度降低。"$ : OSC胶束具有较好的物理稳定性。

[%&' ]　N2正辛基 2N′2琥珀酰基壳聚糖 ;临界胶束浓度 ;粒径 ;胶束
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Prepara tion and character iza tion of N2octyl2N�2succ inyl ch itosan m icelles

L IL ing
1
, XU Xiang2yang

1, 2
, ZHOU J ian2p ing

1

(1 D epartm en t of Pharm acy, China Pha rm aceu tica l U n iversity, N an jing 210009, Ch ina;

2 J iangsu S im cere Pharm aceu tica l Co. , L td. , N an jing 210042, Ch ina)

[ Abstract]　O bjective: To p repare N2octyl2N′2succinyl chitosan m icelles. M ethods: N2octyl2N′2
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