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Va.F

佐剂的研究始于
%0

世纪
'0

年代末期'在当时重

组
723

背景下#许多新的蛋白质抗原都可以用于疫苗制备'

$LD@CA

疫苗公司研制的
!)\

重组疫苗的成功尤其推动了这

种微生物加铝佐剂的疫苗模式(

*

)

'但
!)\

是
*

种特殊的#可

以自发形成高免疫原性病毒样颗粒的抗原#而其他大多数重组

抗原均是可溶解的单体#并且在和铝佐剂结合后只有很弱的免

疫原性'这些抗原需要比铝佐剂效力更强的佐剂来获得保护

性的免疫力#如弗氏佐剂'因此#研制
*

种既能提高抗原的免

疫原性#又可以避免像弗氏佐剂一样的反应原性佐剂就成了问

题的关键'而
%0

多年后#

Va.F

成为第
%

个成功上市的佐剂#

说明了这一工作的成功'

D

!

VaJX

D+D

!

乳剂作为佐剂
!

将乳剂用于佐剂已有很长的历史'

a@;8

NAO

等(

%

)在
:0

多年前证明了矿物油$石蜡&与结核分枝杆菌结

合具有佐剂的作用#即弗氏完全佐剂'而之后油包水$

P

"

C

&不

含细菌成分的乳剂$弗氏不完全佐剂&被用于兽用疫苗'尽管

弗氏不完全佐剂也曾被用于人用疫苗$如流感疫苗&#但其反应

原性限制了广泛的使用'乳佐剂的早期应用为
Va.F

的研制

提供了一定的思路#即油相需要生物可降解#表面活性剂需具

有可安全应用的历史背景'水包油$

C

"

P

&乳剂可将油相比例

降低#从而显著增加人体对佐剂的耐受性#同时也可降低佐剂

的黏度'因此#在
%0

世纪
'0

年代末#

C

"

P

乳剂作为佐剂开始

被应用于免疫增强剂(

&8/

)

'

D+E

!

表面活性剂
!

药物乳剂是
*

种内部不稳定的分散体#需

要加入表面活性剂降低界面张力#防止液滴凝结'表面活性剂

通常含有疏水性和亲水性
%

种组分#定位于界面上'尽管带电

的表面活性剂是乳剂稳定剂的最佳选择#但非离子性表面活性

剂因其低毒性和对添加剂的低敏感性而更广泛地使用'表面

活性剂根据其亲水性与疏水性的比例$

!9)

*

*

!

%0

&#可以定

义其相对的水相或油相的亲和力'聚山梨醇酯$

IP;;A

&是

!9)

在
F

!

*G

的表面活性剂#而失水山梨醇酯$

"

4

KA

&

!9)

为

%

!

F

'

!9)

值高与低的表面活性剂的组合是常用的乳剂稳定

剂'因此#表面活性剂的选择是
Va.F

研制的重要步骤#使其

成为微小的*稳定的液滴#能够被过滤除菌(

.

)

'

D+F

!

角鲨烯
!

Va.F

中的油相组分是角鲨烯#是
*

种自然生

成的三萜烯烃#组分单一$

$

&0

!

.0

&但结构复杂#在许多植物*动

物以及人体中都有分布'角鲨烯是生物合成人体甾类激素途

径的中间物#是合成胆固醇的前体物质'角鲨烯在人体肝脏中

合成$

%

*

E

"

O

&并通过血流循环#在皮肤分布最多#是皮脂分泌

物的主要组分'同时#在脂肪组织*肌肉和淋巴结中#大量的角

鲨烯在自然情况下均有分布'因此#角鲨烯是兼具生物可降解

性和生物兼容性的组分#也是人类饮食的
*

种正常组分#人类

正常摄入
.0

!

%001

E

"

O

'

D+I

!

Va.F

的生产
!

Va.F

基本生产步骤是将
"

4

KA'.

分散在

含有角鲨烯和
IP;;A'0

的缓冲液中#之后高速搅拌至乳状'

之后#将乳剂反复用微射流机流射以形成
C

"

P

乳剂的微粒

$

*G0A1

&#再过滤除菌'

Va.F

乳剂制备后可保持稳定性达
&

年以上'

E

!

VaJX

的作用机制

E+D

!

Va.F

不在注射部位形成抗原库
!

早期用于疫苗生产的

乳佐剂是
P

"

C

的形式#通常包含不可降解的油脂#可在注射部

位有效地形成
*

个抗原库(

G

)

'在针对
Va.F

的机制研究中#研

究者用放射性物质$

,*%.3

E

*

!&>

W

NKB;A;

&标志抗原$

E

7%

&和角

鲨烯#观察了其在兔的肌肉注射部位的运输情况'这些研究显

示#被标志的角鲨烯中只有
*0Y

在注射
GL

后仍在注射的点

上#并在
*%0L

后降低至
.Y

'同时#尽管在
GL

后有
%.Y

的

E

7%

抗原仍在注射点#

*%0L

后降低至
0+0.Y

'因此#说明

Va.F

不同于
P

"

C

形式的佐剂#并未在注射部位形成抗原库'

抗原和佐剂以不同的动力学速率被相对快速地清除(

:

)

'

E+E
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Va.F

激发注射部位的抗原提呈上升
!

早期有研究应用

免疫荧光共聚焦的方法评估了小鼠中佐剂和抗原在注射部位

附近组织的分布情况$
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W
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a,I$

E
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&

(

'

)

'肌肉注射

&L

后#

Va.F

大部分在细胞外#少量可在引流淋巴结的膜下检

测到#说明存在一定程度的胞外运输#可能直接通过淋巴管进

行'注射后
/'L

#

Va.F

和抗原
E

7%

大部分出现在注射部位的

细胞内'与此同时#

/'L

时在引流淋巴结内也出现了
Va.F

数

量增多的情况'在
I

细胞附近的副皮质区域也发现了含有

Va.F

的细胞'

Va.F

很可能是在细胞内被运输至淋巴结#这

是
Va.F

作用机制中最重要的
*

个途径'肌肉注射后#

Va.F

和抗原在细胞内的共定位观察到
Va.F

可以起到运输系统的

作用#激活附近的细胞对抗原进行提呈'注射部位含有抗原的

细胞对
7T$%0.

和
V!$

#

型细胞呈阳性反应#证明这些细胞

是前树突状细胞'关于
Va.F

是运输系统的假设在对分离出

的人的免疫细胞进行细胞内研究时得到了证明'研究说明#

Va.F

可以直接增强吞噬作用和胞饮作用并促进抗原提呈细

胞对抗原的提呈作用'并且据推测#

Va.F

能够作用的主要细

胞类型是单核细胞#可以被募集至佐剂作用的部位#吸收抗原

并参与佐剂引起的针对树突状细胞表型的分化(

F

)

'

E+F

!

Va.F

召集免疫细胞到注射部位
!

Va.F

注射后#通过对

肌肉细胞的分离#密度梯度纯化及流式细胞分析#显示出其对

于单核细胞的召集作用(

*0

)

'

Va.F

注射后
%O

#分离出的肌肉

部位的单核细胞增加了
:

倍#之后缓慢减少'这些细胞中很大

一部分是
a/

"

'0

阳性的巨噬细胞#少部分是
$7**6

阳性的树

突状细胞'目前的猜测是
Va.F

的注射促进了趋化因子的分
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泌#从而召集了外周血中的单核细胞'

*

项研究显示#

$$(%

阳

性小鼠中的细胞流动与
$$(%8

"

8

$无主要趋化因子受体&敲除

的小鼠有显著区别'

$$(%

是单核细胞趋化蛋白
*

!

.

受体

$

V$#8*

!

V$#8.

&#表达于单核细胞上'因此#在
$$(%

敲除

的小鼠上检测到细胞流动的增加是
Va.F

对于细胞召集的有

力说明'这项假说被另
*

个将
Va.F

用作佐剂的团队进一步

印证'

!ND

等(

**

)的试验显示了缺乏
,$3V8*

分子的小鼠对镰

状虐原虫疫苗的中和抗体滴度远低于正常对照组小鼠'

,$3V8*

在细胞黏附及血细胞外渗中起重要作用#因此这是细

胞渗透的重要中介'

,$3V8*

依赖的免疫反应是
Va.F

类似

的乳佐剂特异性的#未在
V#9

类似的免疫增强佐剂中发现'

E+I

!

Va.F

募集中性粒细胞和单核细胞进行抗原提呈并运输

至引流淋巴结
!

$KBK5@C

和同事将荧光标志的佐剂和模式抗原

卵清蛋白$

S\3

&注射至小鼠体内并用流式细胞法分析肌肉和

淋巴结细胞'他们检测到不同类型的免疫细胞在肌肉细胞中

的重复波动#包括粒细胞和嗜酸性细胞等#及潜在的抗原提呈

细胞#如单核细胞*巨噬细胞和树突状细胞'这些细胞会在
%

!

&

周内将佐剂和抗原一同运输至引流淋巴结(

*%

)

'

E+J

!

Va.F

促进抗原在淋巴结和滤泡树突状细胞的停留
!

有

报道#在研究
Va.F

对疫苗抗原的促进作用时#用免疫荧光共

聚焦的方法研究了抗原向小鼠淋巴结的运输情况'他们在小

鼠免疫后
*

*

GL

和
:O

时取引流淋巴结观测'

*L

后#抗原就

可在淋巴结的被膜下窦和髓室被检测到#至二免后#抗原全部

保存在滤泡树突状细胞'同时#也检测到生发中心
)

淋巴细

胞对抗原特异性抗体的大量分泌#而不加
Va.F

的组别并无此

现象#这说明
Va.F

对于抗原在淋巴节中保存并提呈起到了直

接作用(

*&

)

'

F

!

VaJX

与流感疫苗的结合

从
*FF0

年开始#许多公司致力于研究新型的疫苗佐剂#类

型包括乳佐剂*免疫刺激复合物*脂质体和微粒(

*/

)

'

"

Q

A?;R

公

司研制的
C

"

P

乳佐剂包含角鲨烯和
*

种化学合成的免疫增强

剂#

28

乙酰胞壁酸
898

苏氨酸
87

谷氨酰胺'

28

乙酰胞壁酸
898

苏

氨酸
87

谷氨酰胺是
V7#

的衍生物#是分枝杆菌细胞壁中最有

效的佐剂成分'但该佐剂的反应原性太强被放弃'之后
$LD8

@CA

疫苗公司用角鲨烯和
*

种化学合成的
V7#

$胞壁酰三肽磷

脂酰乙醇胺#

V7#8#T

&做流感疫苗佐剂$

Va.F

&#也因反应原

性被放弃'但根据其临床前及临床研究#

V7#8#T

并不是

Va.F

作为流感疫苗佐剂所必须的成分(

*.8*G

)

'因此#

Va.F

的

成分确定为角鲨烯
*

种组分#并只针对
*

种目标人群是老年人

的流感疫苗'

自
Va.F*FF:

年批准上市#大量的临床研究和上市后的

监控研究均证明了
Va.F

的安全性和可靠性#在应对
%00F

年

!*2*

流感大流行时#也证明了其广泛使用时的可靠性'最

近#在连续
&

个流感流行季节展开的大规模$

%

*:0000

例&具

有前瞻性的观察项目后#添加
Va.F

佐剂的流感疫苗将
G.

岁

以上因为流感和肺炎而入院的老人的数量降低了
%&Y

(

*:

)

'

但目前在美国#有许多伊拉克退伍士兵在退伍之后患有

,海湾战争综合征-的情况被与其曾接种含有角鲨烯的流感疫

苗的经历联系起来#引起了一些质疑'而关于佐剂中的角鲨烯

是否能够引起角鲨烯特异性的抗体#目前还存在争议(

*'

)

'

I

!

VaJX

和其他疫苗的研究进展

除了在流感疫苗上的成功使用#

Va.F

在其他疫苗的临床

前研究中也表现出了免疫增强的作用'许多临床研究的疫苗

都已经有加入
Va.F

佐剂之后的评价研究#如
!,\

*

$V\

*

!"\

*

!)\

*

!$\

等'

Va.F

在单纯疱疹病毒疫苗$

!"\8%

&的
&

期保护效力试

验被评价为无法提供持续的保护效力'在之前的研究中#

!"\8%

同样没有显示出治疗性疫苗的保护效力#但错误的要

求交叉保护性才是失败的关键(

*F

)

'

*

个加入
Va.F

佐剂的疫

苗进入临床研究的原因是其能够引起高滴度的中和抗体和效

应
I

细胞的反应'如果能够以这种简单的标准来评价疫苗#

就能够达到疫苗研制的初衷(

%0

)

'但高滴度的中和抗体无法提

供对
!"\8%

感染的保护#且性传播疾病通常暴露在高病毒载

量环境下'

J

!

结
!!

语

Va.F

能够成为继铝佐剂之后第
%

个成功上市的佐剂#与

研发者独特的眼光密不可分#也有从之前的佐剂研发失败的经

历中获得的宝贵经验#也有一定的运气成分222与已上市的流

感疫苗的联系促成了这一成就'研究者们在尝试将更多的疫

苗与
Va.F

佐剂结合起来#但这一路途必然艰巨而不可知'无

论如何#

Va.F

佐剂在其安全性方面从未失败过#在其评价的

试验中均表现出良好的耐受性'在今后的发展中#

Va.F

将继

续被其他疫苗所利用#例如
$V\

#也会在
!,\

疫苗的效力试

验中作为单独的免疫增强剂(

%*

)

'近期#

Va.F

也将应用于流感

四价疫苗中'
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结核分枝杆菌复合群耐药基因突变检测试剂相关审评要点

刘容枝 综述!李耀华#审校

"国家食品药品监督管理总局医疗器械技术审评中心!北京
*000//

%

!!

关键词"结核分枝杆菌复合群$

!

耐药基因突变$

!

企业参考品$

!

分析性能评估

!"#

!
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文献标识码"

3

文章编号"

*G:&8/*&0

"
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结核病是当前危及人类生命的主要杀手'据世界卫生组

织估计#

%0*%

年全球约有
/.

万耐多药结核病$

V7(8I)

&患

者#

*:

万人死于
V7(8I)

#全球
*

"

/

的
V7(8I)

患者在中

国(

*8&

)

'鉴于全球耐药结核病的严峻形式#世界卫生组织于

%0*/

年推出了/耐药结核病规划管理指南伙伴手册0$下称/手

册0&#旨在指导耐药结核病的预防*诊断和治疗(

/8.

)

'耐药结核

病是指由耐药结核分枝杆菌复合群引起的结核病'实验室药

敏试验是确诊耐药结核病的唯一方法'但是#传统的实验室药

敏试验周期过长#容易延误治疗'基因型
7"I

$结核分枝杆菌

复合群耐药基因突变检测试剂&采用分子生物学方法检测结核

分枝杆菌复合群基因组中与特定耐药相关的突变#可以快速鉴

定是否存在耐药相关的突变或耐药#一般在
%/L

内就可出结

果#可有效弥补传统药敏试验周期长的缺陷(

G8'

)

'迄今为止#国

内外已有多种结核分枝杆菌复合群耐药基因突变检测试剂获

准上市'为了规范和指导此类试剂的注册申报#下面总结了此

类试剂申报中两项重要的技术性文件$企业参考品和分析性能

评估资料&的审评要点'

D

!

企业参考品

企业参考品主要包括阳性参考品*阴性参考品*最低检测

限参考品和精密度参考品(

F8**

)

'申请人应详细说明企业参考

品中每种菌株"核酸的来源*突变类型*浓度和制备方法等信

息'

D+D

!

阳性参考品
!

申报产品可检测的所有突变类型均应设置

不同浓度的阳性参考品'阳性参考品的突变类型应经过测序

+

'F.%

+

国际检验医学杂志
%0*G

年
F

月第
&:

卷第
*'

期
!

,A?[9K5V;O

!

";

4

?;15;@%0*G

!

\CB+&:

!

2C+*'




