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佐剂（adjuvant）是指能增强抗原物质的免疫应
答的物质，在一些疫苗中发挥辅助或者辅佐作用。

佐剂的出现，是因为许多疫苗不能刺激机体产生良

好的免疫应答，有时需要将抗原物质与一类大分子

共同使用，以增强免疫反应[1]。目前，随着生物技术
的进展，新疫苗研发产生了基因工程亚单位疫苗、

多肽疫苗、DNA等疫苗，伴随这些新型疫苗，免疫佐
剂逐渐成为众多研究者的焦点，其在实际生产中的

应用也更为广泛[2]。免疫佐剂在新型疫苗中也起到
了增强这些疫苗免疫反应的作用，弥补了该类疫苗

抗原性不足的问题。但目前也存在因缺乏相匹配的

合适佐剂而影响到诸多重组蛋白、多肽等疫苗开发

和研制。所以通过疫苗免疫途径来达到疾控的目的

时，相关的免疫佐剂的研发也显得至关重要。佐剂

的开发在人和动物疫苗研制中报道的很多，而本文

将佐剂在牛病疫苗研发中的应用进展进行综述。

1 疫苗佐剂类别

1.1 传统的颗粒性佐剂

1）铝盐佐剂。常见的铝盐佐剂有氢氧化铝胶、
明矾、磷酸三钙等，这些佐剂容易制备、价格相对低

廉，其安全性好而被广泛用于生产动物或者人类疫

苗。但铝盐佐剂也有自己的缺点，如因其不能进行

干冻保存，贮存与运输成为生产中的一大难题[3]，另
外铝佐剂会在接种部位形成结节，包括无菌性脓

肿、红斑、皮下结节、肉芽肿炎症与接触性超敏反

应。铝积聚还被认为与老年痴呆症的发生有密切关

系[4]。此外铝盐佐剂主要激活对象为 Th2免疫细胞
以诱导体液免疫应答，对诱导细胞介导免疫无明显

作用。因此其适用于制造以体液免疫为主的疫苗，

如用于人类的很多疫苗（白喉、破伤风等疫苗），用

于牛出败、口蹄疫灭活疫苗等疫苗。

2）油乳佐剂。当前，在畜牧生产中最常用的油
佐剂当属弗氏佐剂，弗氏佐剂包括完全弗氏佐剂与

不完全弗氏佐剂。不完全弗氏佐剂是指将油（石蜡

油或矿物油）与乳化剂混合，形成 W/O型乳化剂，其
中白油应用的最为广泛。完全弗氏佐剂是在制作好

不完全弗氏佐剂后，添加失活的分枝杆菌而制备得

来的。完全弗氏佐剂与不完全弗氏佐剂都能诱导高

滴度的抗体产生，完全弗氏佐剂除了能提高体液免

疫，还可以增强细胞免疫。但是，弗氏佐剂在具体生

产应用中，常造成注射部位组织损伤出现长期炎症

反应，且不容易被吸收。

尽管如此，矿物油佐剂得到了广泛应用。水包

油（O/W）、油包水（W/O）、水包油包水（W/O/W）等油
佐剂已经商品化并用于动物生产实践。O/W型的油
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佐剂其乳状液的安全性相对较高，但因其易扩散而

导致实际的免疫增强活性降低；W/O型油佐剂的乳
状液能在免疫组织贮存较长时间，能长期刺激动物

机体起到免疫增强作用，其佐剂活性相对较高，但

是因其可引起局部组织炎性而存在相对的安全隐

患；W/O/W型油佐剂的乳状液在动物机体的贮存时
间久而且其活性介于 O/W型和 W/O型之间，缺点
是其稳定性相对较差，某些情况下可能转变为W/O
型。目前，研究者们关注的焦点是安全性和佐剂活

性都比较好的新型油佐剂。实际上水包油（O/W）型
佐剂因为出色的安全性受到人们的青睐，欧盟和美

国已经批准了 MF59和 AS03两种 O/W型佐剂应用
于人用疫苗。在牛类疫苗中，还没有发现该类佐剂

商品化的使用。

1.2 新型非颗粒性佐剂

1）细胞因子免疫佐剂。细胞因子是动物机体的
一些免疫细胞或某些非免疫细胞在受到抗原刺激

后而分泌的一类小分子蛋白，其具有良好的生物学

活性。细胞因子作为佐剂使用时，细胞因子可以和

特异性受体结合，从而加强机体内细胞和体液免疫

功能。例如，李世芳等 [5]的研究显示，IL-2 能诱导
Th2型细胞的免疫应答并使之向 Th1型转变，同时
上调 CD80、CD83、CD84等细胞蛋白因子的表达，诱
导更多的 IL-12和 INF-琢的表达。Zhang[6]的研究发
现，联合使用 GM-CFS与 IL-12作为口蹄疫病毒
VP1重组蛋白的佐剂，可刺激机体产生良好的体液
与细胞免疫。

目前，据研究报道显示，一些细胞因子，如干扰

素（IFN-琢、IFN-茁、INF-酌），淋巴因子（IL-2、IL-3、IL-
4、IL-5、IL-10等），单核因子（IL-1、IL-6、IL-8、IL-12
等）及 TNF、GM-CSF等均具有免疫佐剂效应。

2）天然来源佐剂。目前，研究者也关注到植物
提取物具有毒性较小、容易代谢等生物学特点，不

断从天然植物中提取能做为免疫佐剂的活性物质

并加以研究。其中，主要代表为蜂胶佐剂、皂苷和

QuilA等。蜂胶是由蜜蜂工蜂采植物芽孢或树干树
脂并与自身消化腺和蜂蜡腺分泌物混合产生的一

种胶状固体物质。蜂胶具有多种免疫增强的作用，

可辅佐疫苗激活补体功能与免疫系统，增强机体免

疫效应，提高机体免疫力[7]。目前，对蜂胶佐剂研究
和应用最为广泛的是中国，其次是巴西、古巴、保加

利亚、俄罗斯、埃及等国家 [8]。曾群辉等 [9]在牦牛

ETEC灭活疫苗的研制和免疫效力中比较了氢氧化
铝胶、油佐剂、蜂胶 3 种不同佐剂肠毒素性大肠杆
菌病灭活苗的免疫效果，发现在分别免疫接种家兔

7 d后，测得蜂胶苗产生的抗体效价最高，但 3种佐
剂灭活苗均能有效保护家兔免于死亡。某些中草

药，其本身就有提高免疫功能的作用，有作为佐剂

的潜力，如李瑞丽等[10]的研究发现，口服一定剂量的
白术能够提高经口蹄疫疫苗免疫的小鼠的体液免

疫和细胞免疫，并上调 Th1/Th2型免疫应答。而杜继
红等[11]也发现，黄芪多糖粉能够提高奶牛免疫口蹄
疫疫苗的免疫效果。这些都提示我们天然来源的免

疫活性物质具有巨大应用空间。但是，天然来源的

免疫活性物质成分比较复杂，作用机理尚不明确，

这些在一定程度上限制其作为佐剂的应用。

3）CpG ODN疫苗佐剂。CpG ODN即非甲基化
胞嘧啶和鸟嘌呤二核酸的寡核苷酸序列。CpG
ODN 是一种 Toll 样受体 9（TLR9）的激活剂，能促
进 Th1免疫应答，同时可以提高疫苗的免疫原性并
具有较好的安全性。2017年 7月，美国 FDA批准了
HBsAg-1018疫苗，该疫苗是使用 CpG佐剂的乙肝
病毒疫苗。这显示了 CpG佐剂巨大的应用空间。该
类佐剂在牛疫苗上的应用罕见报道。

2 常见牛病疫苗佐剂

2.1 结核杆菌病

牛结核病是一种严重威胁到人类健康和动物

生产的主要人兽共患病传染病，其病原为牛结核分

支杆菌，该菌宿主范围广，不但感染牛，也感染人、

禽类和野生动物等[12]。目前防控该病的主要手段是
检疫净化和疫苗防控。

卡介苗（bacillus calmette-guerin vaccine，BCG
疫苗）是目前仍被广泛使用且研究最多的疫苗，为

控制人类及牛结核病做出了巨大贡献。但其免疫保

护存在的局限性激发了研究者开发了新型疫苗的

兴趣。如重组卡介苗、减毒结核分枝杆菌疫苗、亚单

位疫苗、DNA疫苗、重组活病毒载体疫苗等[12]，但这
些疫苗的免疫原性仍然不足，缺少病原相关分子识

别模式不能被动物机体的免疫细胞很好地识别，不

足以诱导免疫应答的有效信号，往往需要添加佐剂

以增强疫苗的免疫保护效应[13]。
作为佐剂中最为经典的———铝盐佐剂，在结核

病疫苗开发中也受到重视。研究表明，铝盐佐剂具
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有激活补体的功能，并且能提高 MHC-域类分子和
共刺激分子的表达，进而提高外周单核细胞 IL-4的
mRNA 的转录水平以及促进 IL-1、IL-6 和 TNF 的
表达。但由于铝盐佐剂只要诱导体液免疫，而结核

分枝杆菌主要刺激机体产生细胞免疫，这就使得有

利用铝盐佐剂开发结核疫苗的研究。如付丽丽[14]研
究显示，氢氧化铝佐剂和 PolyIC佐剂的联合使用可
以诱导小鼠免疫应答，2种佐剂物质能协同增强结
核分枝杆菌抗原 Ag85b和 EC的细胞免疫反应和体
液免疫反应。但是霍宇娟等[15]指出，铝盐佐剂可诱导
lgE介导的超敏反应，可引起注射部位的炎症并刺
激局部红斑，肉芽肿和皮下结节。

因铝盐佐剂存在不足，新型佐剂的开发就显得

尤为重要。2005年，Grode等[16]将李斯特单核细菌分
泌的膜穿孔素（membrane-perforating listeriolysin,
Hly）与卡介苗混合使用，结果发现这可增强机体对
抗结核杆菌的能力，将 Hly基因与 BCG整合构建的
重组 BCG（recombinant BCG, rBCG）具有比亲本
BCG 更具保护性。2011 年，Desel 等 [17]证明，重组
BCG除可诱导产生与亲本 BCG相同的 1型细胞因
子应答外，还可诱导产生 17型细胞因子应答，这对
增强机体抵抗结核杆菌的能力是非常有意义的。但

由于 Hly具有一定的毒副作用，不能广泛应用于临
床，所以若能将其改造成无毒又具有佐剂作用，将

具有很广的应用前景[18]。
2.2 牛支原体

支原体（Mycoplasma），旧称霉形体，是自然界中
已知的最小、最简单的可以进行自我复制的原核微生

物[19]。其中有数百种支原体可感染动物体与人体[20]，有
超过 20种可以感染牛，欧洲 25%耀33%的牛肺炎与
牛支原体有关[21]。牛支原体可长期在牛体内存在并
引起牛发生乳腺炎、角膜结膜炎、肺炎、关节炎、泌

尿生殖道炎症等病，影响牛只健康。其中丝状支原

体引起的牛传染性胸膜肺炎即牛肺疫对牛影响最

大。在非洲，该病于 2014年被世界动物卫生组织
（OIE）列为对其养殖业影响最大的动物传染病。在
我国，每年牛支原体感染给牛业生产带来巨大经济

损失，甚至影响到牛肉和牛奶制品的销量[22]。虽然我
国消灭了该病，但于 2008年在湖北地区又发现有
牛支原体肺炎感染，此后，我国的贵州、宁夏、内蒙

古、广西、重庆、青海、吉林、新疆等地陆续有该病的

报道。因抗生素的治疗效果不佳，研制出有效的支

原体疫苗成为了免疫防治相关疾病的关键所在。近

年来在相关疫苗领域的研究主要集中在弱毒苗、灭

活苗以及亚单位疫苗 3个方面。
至今，牛肺疫疫苗学界公认最有效的依然是

T1/44弱毒苗，即经过鸡胚中 44代传代半弱毒培养
弱毒苗。该苗自研发之日沿用至今已历时近 70年。
T1/44疫苗具有多种缺陷，如免疫周期短，疫苗本身
的稳定性较差，免疫效价较低[23]以及运输过程要求
全程冷链运输[24]等。

在灭活苗方面佐剂的使用更为重要，早至 30
年前的包括牛支原体、殊异支原体（Mycoplasma dis原
par.）、呼吸道合胞体病毒、副流感病毒三型的油乳佐
剂乳化的四联灭活苗[25]，2008年报道了牛支原体、睡
眠嗜血杆菌、化脓隐秘杆菌、多杀性巴氏杆菌 A型、
溶血性曼氏杆菌 A型组成的以氢氧化铝和 ISA25佐
剂制备的五联灭活疫苗[26]。后来，Dudek等[27]于 2016
年配合商业化佐剂 Emulsigen R制备出牛支原体灭
活苗，Dudek 等 [27]还将皂苷与 Emulsigen?制成混合
佐剂使用。皂苷(saponin)广泛分布于陆地高等植物
中，许多中草药如甘草、柴胡、知母、远志、人参和桔

梗等都含有皂苷[28]，其中人参皂苷被认为与癌细胞
的增生和转移的抑制以及抑制癌细胞功能有关[29]。
Dudek等[27]通过试验研究皂苷、Emulsigen双佐剂牛
支原体疫苗的免疫效应。试验使用波兰牛支原体菌

株（BankIt1801634 Mbovis KP795974）在 Eaton 培
养基中微震荡培养，后分别将皂苷和 Emulsigen加
入制成佐剂疫苗。在经过攻毒后存活的小牛安乐死

后的尸检中，可以明显观察到注射皂苷和 Emulsigen
混合佐剂苗的小牛在上呼吸道的病原菌定殖活动

（colonization）被明显抑制，鼻腔排毒受抑制以及呼
吸道组织损伤减少等现象。该实验证明了皂苷和

Emulsigen双佐剂牛支原体疫苗可以有效免疫宿主
及抑制动物间的传染。另外单次免疫就可引发机体

长达 10月之久的体液免疫，并且还可以刺激引发
粘膜免疫[27]。

此外，2015年陈颖钰[30]将湖北地区得到的临床
分离株灭活处理后分别于白油佐剂、免疫刺激复合

物 （Immunostimulating Complexes, ISCOM） 以及
Seppic206 R配合使用，在牛体评价其免疫效果。其
中免疫刺激复合物主要成分为酯类储存液（0.1g的
磷脂和 0.1g的胆固醇溶于20%的 Mega-10中）、灭活
菌液以及终浓度为 0.1%的 QuilA。血清抗体检测结果
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显示在免疫后第 14天，免疫组的抗体水平出现大幅
度升高，且之后一直处于较高水平，3个免疫组之间
无较大差异。通过观察临床症状以及病理学观察可以

看出 3组佐剂免疫组相比对照组对牛保护作用明显，
其中白油组和 ISCOM组观察到轻微病理变化，免疫
保护率(PE)分别为 73%和 68%，而 Seppic组几乎无
法观察到病理变化，免疫保护率最高，为 100%。
2.3 口蹄疫

口蹄疫(foot and mouth disease, FMD)是偶蹄
兽的、一种危害很大的、急性传染性疾病[31]。其病原
有多型、易变异、对外界环境抵抗力强且易感动物

品种多[32]，不仅严重威胁人类健康，也严重威胁我国
养牛业的发展[33]。开发预防和控制口蹄疫的疫苗也
成为研究的热点，为此，世界各国进行了探索。考虑

到活毒的散毒和毒力返祖现象，以及口蹄疫病毒毒

株致弱结果和致弱时间都不能确定性、变异和亚型

多样性，1964年欧洲口蹄疫防治委员会决定欧洲国
家不用弱毒疫苗免疫, 停止了弱毒疫苗的研究 [34]。
而在实际应用中，新型基因工程疫苗在临床保护效

率、诱导机体产生免疫应答能力等方面仍然不如常

规疫苗。因此目前世界上绝大多数国家和地区在应

对口蹄疫（FMD）疫情爆发时仍然以全病毒灭活疫苗
（inactivated whole virus vaccines）为主进行免疫预
防或应急免疫。Dar等 [35]研究 Montanide ISA-201、
ISA-206 (Seppic R , 法国)以及 GAHOL这 3种油佐
剂对 FMD灭活疫苗的免疫增强效应，实验结果显示
配合 Montanide ISA-201佐剂的 FMD灭活苗对牛体
的免疫保护效应和免疫刺激效应明显提高。

研究通过改进疫苗佐剂以达到更有效的免疫

保护作用，以及减少抗原的用量。传统上常使用矿

物油佐剂配合 FMD疫苗使用，包括弗氏不完全佐
剂(IFA)[36]以及近年来在亚洲以及美洲国家广泛用到
的 Montanide ISA系列油乳佐剂（Seppic R）。尽管油
乳佐剂在刺激细胞免疫方面效果显著，但也存在诸

如矿物油残留牲畜体内的肉品安全隐患，在注射疫

苗部位发生肿胀坏死等不良反应，更有研究表明其

对肝脏功能具有影响[37]。研究显示油乳佐剂中矿物
油的分子结构对佐剂效果与安全性有决定性作用。

短碳链型矿物油效果好但可能激发局部反应，而长

碳链更加安全但效果稍有下降[38]，寻找碳链长度适
中的高生物适应性（bio-compatible）的矿物油作为
油乳剂改良的首要目标。Chen等[39]研发构建的口蹄

疫纳米油乳佐剂以异丙基豆蔻酸酯作为油相，以

PGPR与 Tween 80作为表面活性剂，与 ISA-206相
比，这种新型纳米油乳佐剂在与口蹄疫病毒与卵抗

原两种抗原制成疫苗时具有在细胞免疫激活、特异

性抗体激活、生物相容性及安全性等各方面的优

势，可以作为传统 ISA-206矿物油基佐剂的替代产
品。目前商品化的口蹄疫灭活疫苗多利用 ISA 206
佐剂，还未见适合的乳化佐剂用于新型的口蹄疫基

因工程疫苗制造，而刘斌等 [40]研究发现 SA201VG
佐剂比 ISA 206 油佐剂更适合口蹄疫基因工程疫
苗生产。

除传统油佐剂外，因细胞因子可使体内免疫活

性细胞分化增殖且对机体没有明显毒副作用，并且

其对基因工程疫苗具有佐剂作用，研究也表明 IL-
2、IL-6、IL-18、IFN-酌、GM-CSF作为分子佐剂均能
够增强疫苗的免疫效果，且能同时提高机体的体液

免疫水平和细胞免疫水平[41]。此外，脊椎动物 DNA
中存在一种被称作 CPG抑制的现象，是脊椎动物免
疫系统辨别自身和细菌 DNA 等外源性 DNA 并对
其 产 生 免 疫 应 答 的 机 制 。 因 此 CPG -ODN
(Oligodeoxy-nucletides，寡聚脱氧核苷酸）可用作一
新型的免疫佐剂，其免疫协调增强作用更强，并能

同时促进体液免疫和细胞免疫。如孙龙等[42]研究表
明 CPG佐剂的参与能更快地刺激机体的免疫反应
并产生保护性抗体，且在低剂量时即可发生强烈的

佐剂效应[43]。刘燕瑜等[44]在 2010年添加 Quil A作
为猪 O型口蹄疫疫苗佐剂，通过提高免疫后 VP1结
构蛋白抗体、细胞因子的水平及 T淋巴细胞增殖率
以提高免疫保护作用，但目前暂时没有相关研究将

Quil A应用于牛口蹄疫疫苗。近年来，随着中药功效
的国际认可度的不断提高，解慧梅[45]用常用补气中药
人参和黄芪的主要有效成分：人参皂甙 Rbl和黄芪
多糖为代表，发现其均能提高小鼠及猪的口蹄疫抗

体效价。徐巨[46]实验用人参皂甙Rbl、黄芪多糖、丹参
素、硫酸软骨素为代表制成复方佐剂，溶解到口蹄疫

疫苗中，证明中药有效成分作为疫苗佐剂是可行的。

此外，将来自同源抗原编码基因的合成肽作为基因

疫苗的免疫刺激佐剂也有着广阔的研究前景[47]。

3 展 望

佐剂一直以来都是临床和基础免疫学领域研

究的热点，理想中的佐剂应该是安全、广谱、有效，
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同时还便于生产和使用。尽管这些年我们对于免疫

学的认知有了很大的进展，但目前使用最为广泛的

佐剂依然为铝盐佐剂及其复合物。过去十几年在理

解先天免疫方面的进展，使人们对了解现有佐剂如

何发挥作用以及如何改善这些机制产生了更广泛

的兴趣。这些研究有利于我们对新型佐剂进行研发

和应用。研发更为安全、高效、廉价的新型免疫佐剂

应用于动物疫苗的生产是未来的趋势，也为新型免

疫佐剂用于牛病或者其他动物疫病疫苗的开发提

供了更多的选择性。

渊致谢院在本文写作中袁赵培杰尧李文康尧谭旭宸
具有同样贡献遥 冤
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