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一种禽用免疫增强剂、含有免疫增强剂的疫

苗组合物及其应用

(57)摘要

本发明涉及一种禽用免疫增强剂，该免疫增

强剂含有占最终制备疫苗组合物总体积0 .2～

1.0％w/v  DEAE葡聚糖、0.1～1.0％w/v人参茎叶

皂苷。该佐剂组合物与病毒样颗粒抗原制备成疫

苗免疫后，能促进高滴度抗体的快速产生并保证

了长的免疫持续期。
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1.一种禽用免疫增强剂，其特征在于，所述免疫增强剂含有占最终制备疫苗组合物总

体积0.2％w/v～1 .0％w/v  DEAE葡聚糖、0.1％w/v～1 .0％w/v人参茎叶皂苷和0.1％w/v‑

1％w/v的精氨酸，精氨酸为L精氨酸或其酸式盐。

2.根据权利要求1所述的免疫增强剂，其特征在于，DEAE葡聚糖与人参茎叶皂苷含量比

为1:2～2:1。

3.根据权利要求1所述的免疫增强剂，其特征在于，DEAE葡聚糖与人参茎叶皂苷含量比

为1:1～2:1。

4.根据权利要求1所述的免疫增强剂，其特征在于，DEAE葡聚糖和精氨酸含量比为1:2

～2:1，人参茎叶皂苷和精氨酸含量比为1:2～2:1。

5.一种佐剂组合物，其特征在于，所述佐剂组合物包含权利要求1～4任一项所述的免

疫增强剂和油包水佐剂，所述油包水佐剂占最终制备疫苗组合物总体积50‑70％，所述油包

水佐剂为矿物油佐剂。

6.一种疫苗组合物，其特征在于，所述疫苗组合物包括权利要求5所述的佐剂组合物和

免疫量的抗原。

7.根据权利要求6所述的疫苗组合物，其特征在于，所述抗原为禽流感病毒样颗粒抗

原，所述禽流感病毒样颗粒抗原为H5亚型禽流感病毒样颗粒抗原、H7N9亚型禽流感病毒样

颗粒抗原、或H9亚型禽流感病毒样颗粒抗原。

8.根据权利要求6所述的疫苗组合物，其特征在于，所述油包水佐剂含有占疫苗组合物

总体积60％。

9.根据权利要求6～8任一项所述的疫苗组合物在制备预防和/或治疗疾病的药物中的

应用。
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一种禽用免疫增强剂、含有免疫增强剂的疫苗组合物及其

应用

技术领域

[0001] 本发明属于生物制药领域，具体涉及一种禽用免疫增强剂，含有免疫增强剂的佐

剂组合物，制备的疫苗组合物及其应用。

背景技术

[0002] 现有各类兽用疫苗主要包括活疫苗、灭活疫苗和亚单位疫苗。灭活疫苗因其安全

性，得到广泛的应用。常用的兽用灭活疫苗和亚单位疫苗均只能激发机体产生体液免疫，因

此存在免疫持续期和免疫效果达不到要求问题，为了解决这一问题中国专利CN  102743750

公开了一种禽用免疫增强剂，免疫增强剂含有5ng～10mg/mL的聚肌胞、10ng～10mg/mL的胞

壁酰二肽、10ng～5mg/mL的左旋咪唑、10ng～5mg/mL的雷西莫特和10ng～5mg/mL咪喹莫特。

现实存在的问题是，组合物的组分均为未经批准使用，其药物残留情况，以及副反应情况均

是未知的。专利技术本身缺乏实用的现实意义，不能为产业所用。

[0003] 病毒样颗粒(Virus‑like  particles，VLPs)，是由病毒的结构蛋白组装而成的介

于15nm～400nm的空心颗粒。VLPs的制备可以通过体外高效表达某种病毒的一种(或几种)

结构蛋白，使其自动装配成在形态上类似于天然病毒的空心颗粒。其方法主要是将病毒结

构蛋白基因克隆到表达载体中，再将这些载体转入原核或真核细胞中进行表达。目前现有

技术中文献研究发表的禽流感病毒样颗粒疫苗虽然能产生较好的免疫应答，但存在免疫持

续期不能达到要求的问题。

[0004] 因此，临床上亟需提供一种免疫增强剂，其与佐剂共同作用后能刺激机体快速产

生高滴度中和抗体，并能保证长的免疫持续期。

发明内容

[0005] 为解决现有技术的不足，本发明的第一方面涉及一种禽用的免疫增强剂，所述免

疫增强剂含有占最终制备疫苗组合物总体积0.2～1.0％w/vDEAE葡聚糖、0.1～1.0％w/v人

参茎叶皂苷。

[0006] DEAE葡聚糖含量可选自占最终制备疫苗组合物总体积的0 .2％w/v、0.3％w/v、

0.4％w/v、0.5％w/v、0.6％w/v、0.7％w/v、0.8％w/v、0.9％w/v、1.0％w/v。

[0007] 人参茎叶皂苷可选自占最终制备疫苗组合物总体积的0.1％w/v、0.2％w/v、0.3％

w/v、0.4％w/v、0.5％w/v、0.6％w/v、0.7％w/v、0.8％w/v、0.9％w/v、1.0％w/v。

[0008] 术语“人参茎叶皂苷”是指提取自人参茎叶的总皂苷。

[0009] 本发明的免疫增强剂与佐剂共同作用，能快速刺激中和抗体的产生，保证免疫后

第14天即能对禽类产生保护。

[0010] 作为本发明的一种实施方式，在本发明的所述的免疫增强剂中，DEAE葡聚糖与人

参茎叶皂苷含量比为1:2～2:1。

[0011] DEAE葡聚糖与人参茎叶皂苷含量比可以选自1:2、1.1:2、1.2:2、1.3:2、1.4:2、

说　明　书 1/10 页

3

CN 113967252 B

3



1.5:2、1.6:2、1.7:2、1.8:2、1.9:2、1:1、2.1:2、2.2:2、2.3:2、2.4:2、2.5:2、2.6:2、2.7:2、

2.8:2、2.9:2、3:2、3.1:2、3.2:2、3.3:2、3.4:2、3.5:2、3.6:2、3.7:2、3.8:2、3.9:2、2:1。

[0012] 作为本发明的一种优选实施方式，在本发明的所述的免疫增强剂中，DEAE葡聚糖

与人参茎叶皂苷含量比为1:1～2:1。

[0013] 作为本发明的一种实施方式，在本发明的所述的免疫增强剂中，所述免疫增强剂

还含有占所述最终制备疫苗组合物总体积0.1％w/v‑1％w/v的精氨酸，所述精氨酸为L精氨

酸或其酸式盐。

[0014] 本发明的免疫增强剂中添加精氨酸后，与佐剂共同作用，能快速刺激中和抗体的

产生，保证免疫后第14天即能对禽类产生保护，同时极大延长免疫持续期，在长的免疫持续

期维持了高滴度的中和抗体效价。

[0015] 精氨酸含量可选自占最终制备疫苗组合物总体积的0.1％w/v、0.2％w/v、0.3％w/

v、0.4％w/v、0.5％w/v、0.6％w/v、0.7％w/v、0.8％w/v、0.9％w/v、1.0％w/v。

[0016] 精氨酸，即2‑氨基‑5‑胍基戊酸L‑蛋白氨基酸，是维持婴幼儿生长发育必不可少的

氨基酸，它是鸟氨酸循环的中间代谢物，能促使氨转变成为尿素，从而降低血氨含量。

[0017] 作为本发明的一种优选实施方式，在本发明的所述的免疫增强剂中，DEAE葡聚糖

和精氨酸含量比为1:2～2:1，人参茎叶皂苷和精氨酸含量比为1:2～2:1。

[0018] DEAE葡聚糖和精氨酸含量比可以选自1:2、1.1:2、1.2:2、1.3:2、1.4:2、1.5:2、

1.6:2、1.7:2、1.8:2、1.9:2、1:1、2.1:2、2.2:2、2.3:2、2.4:2、2.5:2、2.6:2、2.7:2、2.8:2、

2.9:2、3:2、3.1:2、3.2:2、3.3:2、3.4:2、3.5:2、3.6:2、3.7:2、3.8:2、3.9:2、2:1。

[0019] 人参茎叶皂苷和精氨酸含量比为可以选自1:2、1.1:2、1.2:2、1.3:2、1.4:2、1.5:

2、1.6:2、1.7:2、1.8:2、1.9:2、1:1、2.1:2、2.2:2、2.3:2、2.4:2、2.5:2、2.6:2、2.7:2、2.8:

2、2.9:2、3:2、3.1:2、3.2:2、3.3:2、3.4:2、3.5:2、3.6:2、3.7:2、3.8:2、3.9:2、2:1。

[0020] 本发明第二方面涉及一种佐剂组合物，所述佐剂组合物包含所述的免疫增强剂和

油包水佐剂，所述油包水佐剂占最终制备疫苗组合物总体积50‑70％，所述油包水佐剂为矿

物油佐剂。

[0021] 本发明的佐剂组合物能快速刺激中和抗体的产生，保证免疫后第14天即能对禽类

产生保护，同时极大延长免疫持续期，在长的免疫持续期维持了高滴度的中和抗体效价。

[0022] 所述的“油包水”佐剂，是指连续相为油相的佐剂，包括但不限于用矿物油加上表

面活性剂配制而成的佐剂，例如矿物油、司本系列吐温系列表面剂，所述的司本系列例如

“司本60、司本65、司本80、司本85、司本83”，所述的吐温系列例如“吐温60、吐温65、吐温80、

吐温85、吐温83”。表面活性剂的用量本领域技术人员可以根据制备成稳定剂乳剂进行用量

选择。

[0023] 术语“矿物油”是指符合2015年中华人民共和国兽药典三部，附录42项下的注射用

白油(轻质矿物油)质量标准的自石油中制得的多种液体烃的混合物。

[0024] 本发明第三方面涉及一种疫苗组合物，所述疫苗组合物包括权利要求6所述的佐

剂组合物和免疫量的抗原。

[0025] 术语“抗原”是指当引入受试者中时，可由宿主的免疫系统识别并且能够诱发免疫

反应和产生保护性免疫的药剂。抗原包括(不限于)在病原体的表面或受感染细胞的表面或

肿瘤细胞的表面上天然表达的“表面抗原”。抗原可诱发保护性免疫的疾病病原体和/或病
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状的非限制性实例为流感病毒、新城疫病毒(Newcastle  disease  virus)、传染性支气管炎

病毒、鼻病毒属(rhinovirus)、副流感病毒、细小病毒属(parvovirus)(例如鸭细小病毒)、

腺病毒属(adenovirus)、胸膜肺炎放线杆菌(Actinobaccilus  pleuropneumoniae)、禽类白

血病、传染性法氏囊病(infectious  bursal  disease)、呼肠孤病毒属(reovirus)、痘病毒

(pox)、喉气管炎、马立克氏病(Marek′s  disease)、破伤风、B型肝炎、疟疾、肺炎球菌肺炎、

轮状病毒属(rotavirus)、细小病毒属、冠状病毒属(caronavirus)、大肠杆菌、沙门氏菌属

(Salmonella)。

[0026] 作为本发明的一种实施方式，在本发明的所述的疫苗组合物中，所述抗原为禽流

感病毒样颗粒抗原，所述禽流感病毒样颗粒抗原为H5亚型禽流感病毒样颗粒抗原、H7N9亚

型禽流感病毒样颗粒抗原、或H9亚型禽流感病毒样颗粒抗原。

[0027] 本发明的疫苗组合物能快速刺激中和抗体的产生，保证免疫后第14天即能对禽类

产生保护，同时极大延长免疫持续期，在长的免疫持续期维持了高滴度的中和抗体效价，免

疫持续期可长达196天。本发明疫苗组合物中抗原可为禽流感H9、禽流感H5或禽流感H7亚型

病毒样颗粒抗原，具有广谱性。

[0028] 术语“禽流感病毒样颗粒抗原”是指是由一种或多种禽流感病毒结构蛋白组装成

的颗粒，具有与禽流感病毒颗粒相似的外部结构和抗原性，但不含病毒基因。

[0029] 作为本发明的一种实施方式，在本发明的所述的疫苗组合物中，所述油包水佐剂

含有占疫苗组合物总体积60％。

[0030] 本发明第四方面涉及所述的疫苗组合物在制备预防和/或治疗疾病的药物中的应

用。

[0031] 本发明的有益效果

[0032] 1)本发明的免疫增强剂没有药物残留问题等安全性问题，可以被产业所使用；

[0033] 2)本发明的免疫增强剂既可以提高免疫的抗体滴度，又可以延长免疫持续期；

[0034] 3)本发明的免疫增强剂对禽流感H9、禽流感H5以及禽流感H7多种抗原均有明显的

效果，具有广谱性。

具体实施方式

[0035] 下面结合具体实施例来进一步描述本发明，本发明的优点和特点将会随着描述更

为清楚。但这些实施例仅是范例性的，并不对本发明的范围构成任何限制。本领域技术人员

应该理解的是，在不偏离本发明的精神和范围下可以对本发明技术方案的细节和形式进行

修改或替换，但这些修改和替换均落入本发明的保护范围内。

[0036] 本发明实施例中所用到的化学试剂均为分析纯，购自国药集团。本发明所述的实

验方法，若无特殊说明，均为常规方法；所述的生物材料，若无特殊说明，均可从商业途径获

得。人参茎叶皂苷可商业上获得，遵循植物的药典标准具有普适性。

[0037] 实施例1、免疫增强剂的制备

[0038] 1、DEAE葡聚糖溶液的制备

[0039] 称取DEAE葡聚糖(分子量5×105)10.0g，加入注射用水100ml，搅拌使DEAE葡聚糖

全部溶解，热压灭菌，含量为10％w/v。

[0040] 2、人参茎叶皂苷溶液的制备
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[0041] 人参茎叶皂苷10g溶解于蒸馏水，0.22微米滤膜过滤，制备成10％(w/v)的溶液。

[0042] 3精氨酸溶液

[0043] L精氨酸10g加入到溶解于蒸馏水，0.22微米滤膜过滤，用磷酸调PH至7.8，0.22微

米滤膜过滤，制备成10％(w/v)的溶液。

[0044] 根据使用需要，免疫增强剂可以混合加入到抗原水相中，也可逐一加入水相然后

再混合。

[0045] 实施例2、本发明的免疫增强剂在禽流感H5的免疫增强作用

[0046] 禽流感抗原采用CN  110240634制备的H5N1亚单位抗原，抗原含量为HA含量

12log2，加入表1所述的免疫增强剂，用矿物油佐剂乳化成油包水的剂型的疫苗，最终疫苗

中HA抗原含量为6log2/ml。按照表1提供的免疫增强剂配制疫苗。

[0047] 表1佐剂组合物的配制表(最终配制的疫苗为100ml)

[0048]

[0049] 取21日龄的SPF鸡110只，分成11组，每组10只，按照分别经颈部皮下注射免疫实施

例3制备的免疫剂量为0.3ml，所有试验鸡均隔离饲养，免疫后14日、21日、56日、112日、168

日、196采血，分离血清，测定HI抗体效价
*。免疫后HI抗体个体值和平均值(log2)HI抗体检

测结果见表2。

[0050] 表2禽流疫苗组合物免疫持续期试验结果(H5N1抗体检测)
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[0051]
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[0052] 表2试验结果表明，用本发明的免疫增强剂制备的禽流感H5灭活疫苗实验例1‑5组

相对于对比例2‑5组，能够在免疫后14天即产生较高抗体(≥6log2)，并且抗体196天在较高

效价证明高抗体效价维持较长时间。添加对比例1的免疫增强剂虽然也可以较早产生抗体，

但抗体持续时间不如本发明的免疫增强剂。上述结果不仅说明了本发明免疫增强剂中DEAE

葡聚糖、人参茎叶皂苷组分保证了在免疫后14天即显著增加产生抗体的效价，还说明了在

免疫增强剂中增加精氨酸可以延长高效价的维持时间，能将高效价的维持时间延长至196

天。

[0053] 实施例3、本发明的免疫增强剂在禽流感H7N9的免疫增强作用

[0054] 禽流感抗原采用CN  110559434  A制备的H7N9亚单位抗原，抗原含量为HA含量为

11log2，配制油包水佐剂，加入表1所述的免疫增强剂，用矿物油佐剂乳化成油包水的剂型

的疫苗，最终疫苗含量为6log2。按照表1提供的免疫增强剂配制疫苗。

[0055] 取21日龄的SPF鸡110只，分成11组，每组10只，按照分别经颈部皮下注射免疫上述

制备的疫苗，免疫剂量为0.3ml。所有试验鸡均隔离饲养，免疫后14日、21日、56日、112日、

168日、196日采血，分离血清，测定HI抗体效价*。免疫后HI抗体个体值和平均值(log2)HI抗

体检测结果见表3。

[0056] 表3禽流疫苗组合物免疫持续期试验结果(H7N9抗体HI效价检测)
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[0058] 表3试验结果表明，用本发明的免疫增强剂制备的禽流感H7灭活疫苗实验例12‑16

组相对于对比例17‑21组，能够在免疫后14天即产生较高抗体(≥6log2)，并且抗体196天在

较高效价证明高抗体效价维持较长时间。添加对比例1的免疫增强剂虽然也可以较早产生

抗体，但抗体持续时间不如本发明的免疫增强剂。本发明免疫增强剂中DEAE葡聚糖、人参茎

叶皂苷组分保证了在免疫后14天即显著增加产生抗体的效价，在免疫增强剂中增加精氨酸

可以延长高效价的维持时间。

[0059] 实施例4、本发明的免疫增强剂在禽流感H7N9的免疫增强作用

[0060] 禽流感抗原采用CN  110575538  A制备的H7N9亚单位抗原，配制油包水佐剂，加入

表1所述的免疫增强剂，用矿物油佐剂乳化成油包水的剂型的疫苗，疫苗抗原含量为中HA含

量为12log2，最终疫苗含量为6log2。按照表1提供的免疫增强剂配制疫苗。

[0061] 取21日龄的SPF鸡110只，分成11组，每组10只，按照分别经颈部皮下注射免疫上述

制备的疫苗，免疫剂量为0.3ml。所有试验鸡均隔离饲养，免疫后14日、21日、56日、112日、

168日、196采血，分离血清，测定HI抗体效价*。免疫后HI抗体个体值和平均值(log2)HI抗体

检测结果见表4。

[0062] 表4禽流疫苗组合物免疫持续期试验结果(H9抗体检测)

[0063]
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[0064]

[0065] 表4试验结果表明，用本发明的免疫增强剂制备的禽流感H9灭活疫苗实验例23‑27

组相对于对比例28‑32组，能够在免疫后14天即产生较高抗体，并且抗体196天在较高效价

证明高抗体效价维持较长时间。添加对比例1的免疫增强剂虽然也可以较早产生抗体，但抗

体持续时间不如本发明的免疫增强剂。虽然H9抗原有好的免疫原性，第23～32组这10组中
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抗体效价都在6.0log2以上，然而其体现的趋势与实施例2、3中一样：本发明免疫增强剂中

DEAE葡聚糖、人参茎叶皂苷组分保证了在免疫后14天即显著增加产生抗体的效价，在免疫

增强剂中增加精氨酸可以延长高效价的维持时间。

[0066] 以上所述仅是本发明的优选实施例而已，并非对本发明做任何形式上的限制，虽

然本发明已以优选实施例揭露如上，然而并非用以限定本发明，任何熟悉本专业的技术人

员，在不脱离本发明技术方案的范围内，当可利用上述揭示的技术内容作出些许更动或修

饰为等同变化的等效实施例，但凡是未脱离本发明技术方案的内容，依据本发明的技术实

质对以上实施例所作的任何简单修改、等同变化与修饰，均仍属于本发明技术方案的范围

内。
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