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新城疫纳米乳疫苗研制及其免疫效力试验 
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摘　要：研制新城疫纳米乳疫苗，并考察其免疫效果。利用伪三元相图法优选配方，并考察其结构类型、形态

粒径、稳定性、安全性及免疫效果。结果表明：新城疫纳米乳疫苗为 Ｗ／Ｏ型，澄明均一，乳滴呈球形，平均粒

径３６４ｎｍ；稳定性良好；注射、口服接种安全；每只０．７５、１．０ｍＬ免疫剂量可产生良好的免疫效果。新城疫纳

米乳疫苗安全、稳定、免疫效果好，具有临床应用前景。
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　　新城疫（Ｎｅｗｃａｓｔｌｅｄｉｓｅａｓｅ，ＮＤ）是由新城疫

病毒（Ｎｅｗｃａｓｔｌｅｄｉｓｅａｓｅｖｉｒｕｓ，ＮＤＶ）引起的一种

高度接触性传染病，是养鸡业中危害最严重的传

染病之一［１２］，尚未有行而有效的治疗方法。目

前，控制ＮＤ的基本措施就是接种疫苗。常用的

新城疫疫苗是弱毒活疫苗和灭活疫苗，但二者在

实际应用中尚存在一定的局限性，ＮＤ灭活疫苗

刺激机体产生细胞免疫和粘膜免疫的作用较弱并

伴有接种反应，ＮＤ弱毒活疫苗储存不方便、安全

性较低。

纳米乳是由油相、水相、表面活性剂和助表面

活性剂按适当比例形成的一种透明、低黏度且热

力学稳定的分散体系［３］。近年来研究表明，纳米

乳具有稳定性好、安全性高、生物利用度高等优

点，是一种极具潜力的新型药物载体。

本研究采用先进的纳米技术，将新城疫抗原

包裹于纳米乳中，制备成油包水型新城疫纳米乳

疫 苗 （Ｎｅｗｃａｓｔｌｅｄｉｓｅａｓｅｖｉｒｕｓｎａｎｏｅｍｕｌｓｉｏｎ，

ＮＤＶＮＥ），以通过纳米载体的稳定、安全、靶

向［４］、缓释［５］等优点来克服普通疫苗的缺点，研发

出有效预防新城疫的新型疫苗。

１　材料与方法

１．１　材 料

１．１．１　试验动物与样品　１日龄健康雏鸡，购自

杨凌某蛋鸡孵化场；新城疫抗原（Ｌａｓｏｔａ株，
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ＥＩＤ５０＝１０
８．８３），杨凌绿方生物工程有限公司提

供；新城疫标准抗原，西北农林科技大学动物医学

院传染病学实验室提供；白油佐剂苗，西北农林科

技大学动物医学院生理学实验室自制。

１．１．２　试剂与仪器　斯盘８０（Ｓｐａｎ８０）、斯盘８５

（Ｓｐａｎ８５）、吐温２０（Ｔｗｅｅｎ２０）、吐温８０（Ｔｗｅｅｎ

８０），天津市登峰化学试剂厂；液体石蜡，天津天大

化学试剂厂；无水乙醇、１，２丙二醇、１，３丁二醇，

西安化学试剂厂。ＪＥＭ１２３０透射电镜（日本ＪＥ

ＯＬ公司）；ＺｅｔａｓｉｚｅｒＮａｎｏＺＳ型激光粒度分析仪

（英国 ＭａｌｖｅｒｎＩｎｓｔｒｕｍｅｎｔ公司）。

１．２　方 法

１．２．１　空白纳米乳的配方筛选　利用伪三元相

图法 筛 选 纳 米 乳 配 方。分 别 按 Ｔｗｅｅｎ８０、

Ｔｗｅｅｎ２０、Ｓｐａｎ８０、Ｓｐａｎ８５不同质量配比［犿（斯

盘类）∶犿（吐温类）＝３∶１、３∶２、３∶３］来选取表

面活性剂，从乙醇、１，２丙二醇、１，３丁二醇中选

取助表面活性剂，从麦芽油、液体石蜡、花生油中

选取油相，使表面活性剂／助表面活性剂（Ｋｍ＝５

∶１、５∶２、５∶４）与油相分别按照９．９∶０．１、９∶

１、８∶２、７．５∶２．５、７∶３、６∶４、５∶５、４∶６、３∶７、２

∶８、１∶９的质量比变化。准确称取各组分后，置

烧杯中，室温下搅拌，同时逐滴滴加ＰＢＳ缓冲液，

记录体系状态变化的临界点（由清至浊或由浊至

清），记录此时ＰＢＳ的质量。应用ＯｒｉｇｉｎＰｒｏ７．５

软件，绘制伪三元相图，确定纳米乳区。根据相图

中纳米乳区的大小，确定其组分及比例，筛选出最

佳配方。

１．２．２　ＮＤＶＮＥ的制备　将适量盐酸左旋咪唑

溶于新城疫抗原溶液中，作为水相，按“１．２．１”操

作制备ＮＤＶＮＥ。

１．３　犖犇犞犖犈品质评价

１．３．１　ＮＤＶＮＥ结构类型的鉴别
［６］
　分别采用

离心法和染色法鉴别所制备的乳液是否为纳米乳

及其结构类型［７８］。

１．３．２　ＮＤＶＮＥ微观形态观察及其粒径分布　

取ＮＤＶＮＥ１０ｍＬ，用无水乙醇稀释２００倍后磷

钨酸负染，透射电镜下观察其微观形态；采用激光

粒度 分 析 仪 测 定 其 平 均 粒 径、多 分 散 系 数

（Ｐｏｌｙｄｉｓｐｅｒｓｉｔｙｉｎｄｅｘ，ＰＤＩ）及强度粒径分布。

１．３．３　ＮＤＶＮＥ稳定性试验
［１０］
　将３批ＮＤＶ

ＮＥ密封于５ｍＬ西林瓶中，分别在４℃、２０℃、

４０℃，相对湿度６０％±５％的条件下放置６个月，

分别于试验开始时及１、３、６月末取样，对其外观

进行考察。

１．４　犖犇犞犖犈的安全性评价
［９］

取１月龄雏鸡４０只，随机分成４组，每组１０

只。第１组每只肌肉注射１ｍＬＮＤＶＮＥ，第２

组每只肌肉注射１ｍＬＰＢＳ作为对照，第３组每

只口服２ｍＬＮＤＶＮＥ，第４组每只口服２ｍＬ

ＰＢＳ作为对照。观察１４ｄ，并记录临床反应及注

苗局部有无严重反应。

１．５　犖犇犞犖犈免疫效力试验

１．５．１　试验分组及接种　１月龄雏鸡５０只，将

其分成Ａ～Ｅ５个组，每组１０只，其中Ａ～Ｃ组分

别以每只０．５、０．７５、１．０ｍＬ剂量口服接种ＮＤＶ

ＮＥ；Ｄ组每只注射０．５ｍＬ白油佐剂疫苗；Ｅ组为

对照组，每只口服ＰＢＳ１ｍＬ。免疫当天及其后每

周各采血１次，分离血清，置－２０℃冰箱保存备

用。

１．５．２　抗体效价检测　采用血凝抑制试验测定

新城疫抗体效价，并利用Ｓｐｓｓ软件进行统计分

析。

２　结果与分析

２．１　犖犇犞犖犈最佳配方的筛选

以Ｓｐａｎ８０和Ｔｗｅｅｎ８０为表面活性剂，乙醇

为助表面活性剂，液体石蜡为油相，所制备的纳米

乳区最大，性质稳定。由图１可见，当表面活性剂

与油相的质量比为６∶４、表面活性剂与助表面活

性剂Ｋｍ 为５∶２时制备的纳米乳抗原含量高，体

系最稳定。因此，ＮＤＶＮＥ最佳配方为：Ｓｐａｎ８０

为１６．１３％，Ｔｗｅｅｎ８０为１６．１３％，无水乙醇为

１２．１９％，液体石蜡为２４．１９％，盐酸左旋咪唑

１％，新城疫抗原为３０．３６％（组分含量均为质量

分数）。

２．２　犖犇犞犖犈品质评价

２．２．１　ＮＤＶＮＥ结构类型的鉴别　ＮＤＶＮＥ经

高速离心，仍保持澄清、透明，未见分层、絮凝，判

定该乳液为纳米乳；染色结果显示，苏丹红Ⅲ（红

色）扩散速度大于亚甲基兰（蓝色），表明该体系为

Ｗ／Ｏ型。

２．２．２　ＮＤＶＮＥ微观形态观察及其粒径分布　

透射电镜观察可见，纳米乳液滴呈球形，大小均

匀，分散性良好（图２）；粒度分析结果表明，纳米

乳平均粒径为３６４ｎｍ，粒径范围为９０～７００ｎｍ，

基本呈正态分布（图３）。
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图１　空白纳米乳的伪三元相图
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狀狅狀犾犲犪犱犲犱狀犪狀狅犲犿狌犾狊犻狅狀

图２　犖犇犞犖犈的透射电镜观察结果

犉犻犵．２　犜狉犪狀狊犿犻狊狊犻狅狀犲犾犲犮狋狉狅狀犿犻犮狉狅犵狉犪狆犺狅犳犖犇犞犖犈

２．２．３　ＮＤＶＮＥ 稳定性试验　ＮＤＶＮＥ 在

４０℃放置１个月，４℃、２０℃放置６个月，均保持澄

清透明液体状，无絮状、分层、破乳等现象，表明其

稳定性良好。

图３　犖犇犞犖犈的强度粒径分布

犉犻犵．３　犛犻狕犲犱犻狊狋狉犻犫狌狋犻狅狀犫狔犻狀狋犲狀狊犻狋狔狅犳犇犖犞犖犈

２．３　犖犇犞犖犈的安全性评价

ＮＤＶＮＥ组及对照组免疫接种后，观察１４ｄ

均未出现疫苗引起的任何局部和全身不良反应，

且全部健活。

２．４　犖犇犞犖犈免疫效力试验

２．４．１　免疫后不同日龄抗体检测　利用Ｓｐｓｓ统

计分析软件对以上免疫后不同时间的平均抗体水

平进行处理。由表１可见，Ａ～Ｄ组与对照组Ｅ

抗体滴度均具有显著性差异，其抗体水平都上升。

各免疫组抗体水平上升的幅度不同，其中 ＮＤＶ

ＮＥ抗体水平随免疫剂量的增加而相应增高，但Ｂ

与Ｃ组无显著统计学差异。从１～５周，Ｂ组、Ｃ

组抗体水平比白油佐剂苗高，表明 ＮＤＶＮＥ高

（Ｃ组）、中（Ｂ组）剂量组在免疫应答上比白油疫

苗组好。

表１　免疫后不同时间各组的抗体滴度检测结果

犜犪犫犾犲１　犃狀狋犻犫狅犱狔狋犻狋犲狉狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋犵狉狅狌狆狊犪犳狋犲狉犻犿犿狌狀犻狕犪狋犻狅狀

组别

Ｇｒｏｕｐ

免疫方式

Ｉｍｍｕｎｅｍｅｔｈｏｄ

免疫后不同时间抗体滴度（ｌｇ２）
Ａｎｔｉｂｏｄｙｔｉｔｅｒａｆｔｅｒｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ

０ １ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８

Ａ ０．５ｍＬＮＤＶＮＥ ２．０ ５．７ ７．５ ７．１ ６．３ ５．８ ４．５ ３．３ ３．０

Ｂ ０．７５ｍＬＮＤＶＮＥ ２．１ ６．７ ９．３ ９．０ ９．２ ７．９ ６．１ ５．８ ４．３

Ｃ １．０ｍＬＮＤＶＮＥ ２．２ ８．３ ９．５ ９．２ ９．４ ８．１ ７．５ ６．６ ５．２

Ｄ
白油佐剂苗组

Ｏｉｌａｄｊｕｖａｎｔｖａｃｃｉｎｅ
１．９ ５．１ ７．３ ８．７ ８．５ ７．９ ６．８ ６．２ ６．０

Ｅ 对照组（１ｍＬＰＢＳ）（ＣＫ）２．０ １．７ １．４ １．０ ０．８ ０．４ ０．４ ０．２ ０．２

２．４．２　抗体消长规律　图４显示，疫苗免疫后，

Ａ～Ｅ组的抗体滴度均上升；第２周，Ａ～Ｃ组均

达到抗体高峰，而Ｄ组在免疫后第３周才出现高

峰；Ａ组和Ｂ组抗体水平均维持到５周，Ｃ组和Ｄ

组各组抗体水平均维持到６周。

３　讨 论

纳米乳作为一种新型的药物载体，具有许多

不可比拟的优点［１１１２］。ＨＬＢ值是纳米乳处方设

计的一个初步指标，其在３～６时易形成 Ｗ／Ｏ型
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图４　免疫后不同时间各组的抗体消长规律
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纳米乳。体系 ＨＬＢ值是由乳化剂和助乳化剂的

种类及数量决定，只要各组分比例恰当，混合均匀

后可自发形成纳米乳。因此，纳米乳配方的筛选

就是选择合适组分和恰当的比例［１３］。本研究采

用伪三元相图法，筛选出最佳配方并制备出油包

水型纳米乳 ＮＤＶＮＥ。该纳米乳在４℃、２０℃、

４０℃留样观察，其外观性状无变化，表明其稳定性

良好，易于保存。

本研究制备的ＮＤＶＮＥ采用口服免疫，改变

了常规的注射接种方式，接种安全，无不良反应。

研究表明［１４］，纳米乳疫苗口服接种时，能提高抗

原在胃肠道中的稳定性，保护抗原免遭蛋白酶降

解，保持其活性，从而诱导机体产生免疫应答。该

纳米乳滴粒径较小（９０～７００ｎｍ），比表面积大，

可增加抗原与肠壁的接触面积，有利于肠黏膜对

抗原的摄取和转运，从而提高抗原的生物利用度，

刺激机体产生高水平的抗体滴度。

免疫效力试验表明，０．７５ｍＬ和１．０ｍＬ

ＮＤＶＮＥ组的鸡群产生的抗体滴度比常规白油

组水平高，并且随着免疫剂量的增加，其抗体水平

相应提高，维持时间也延长。同时，ＮＤＶＮＥ组

到达抗体高峰的时间早于白油组。上述结果表

明，纳米乳载体具有佐剂效应［１５］，提高了抗原的

免疫原性，免疫效果良好。

本研究制备的ＮＤＶＮＥ稳定性良好，接种安

全，诱导机体产生较高的抗体水平，因此该纳米乳

疫苗具有常规疫苗不可比拟的优势，但其免疫机

理和作用仍需深入研究。
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