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本发明涉及用于鼻粘膜喷雾给药以预防和

治疗乙型肝炎的乙型肝炎疫苗组合物，其包含乙

型肝炎抗原和羧基乙烯基聚合物。
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1.一种用于鼻粘膜喷雾给药的乙型肝炎疫苗组合物，其包括：(i)乙型肝炎表面抗原

(HBs抗原)和/或乙型肝炎核衣壳抗原(HBc抗原)，和(ii)包括羧基乙烯基聚合物的凝胶基

质材料，其中，所述凝胶基质材料通过添加外部剪切力进行处理以增加喷雾性能。

2.根据权利要求1所述的用于鼻粘膜喷雾给药的乙型肝炎疫苗组合物，其中，(i)所述

乙型肝炎疫苗的量为每种抗原0.01-10mg/mL。

3.根据权利要求1或2所述的用于鼻粘膜喷雾给药的乙型肝炎疫苗组合物，所述乙型肝

炎疫苗组合物包括0.1w/v％至1.0w/v％的羧基乙烯基聚合物。

4.根据权利要求1至3中任一项所述的用于鼻粘膜喷雾给药的乙型肝炎疫苗组合物，其

中，所述喷雾性能为控制：(1)喷雾化的组合物的粒径分布、(2)喷雾密度的均匀性、和/或

(3)喷雾角度。

5.根据权利要求1至4中任一项所述的用于鼻粘膜喷雾给药的乙型肝炎疫苗组合物，所

述乙型肝炎疫苗组合物通过以下方式制备：通过添加外部剪切力来处理包括0.5w/v％至

2.0w/v％的羧基乙烯基聚合物的凝胶基质材料，以控制作为喷雾性能的(1)喷雾化的组合

物的粒径分布、(2)喷雾密度的均匀性、和/或(3)喷雾角度，从而得到凝胶基质材料，并且

随后在短时间内无应力地将所得的所述凝胶基质材料与包括HBs抗原和/或HBc抗原的

病毒原液均匀地混合。

6.根据权利要求1至5中任一项所述的鼻粘膜喷雾给药的乙型肝炎疫苗组合物，所述乙

型肝炎疫苗组合物由包括羧基乙烯基聚合物的凝胶基质材料制备，所述凝胶基质材料通过

施加外部剪切力进行处理，从而增加喷雾性能，所述喷雾性能为控制：(1)对于喷雾化的组

合物的粒径分布，平均粒径在50μm至120μm的范围内，且在10μm至100μm之间的颗粒分布为

50％以上，

(2)喷雾密度是均匀的，以形成均匀的实心锥形状，并且

(3)喷雾角度在30°至70°的范围内调节。

7.根据权利要求1至5中任一项所述的用于鼻粘膜喷雾给药的乙型肝炎疫苗组合物，所

述乙型肝炎疫苗组合物由包括羧基乙烯基聚合物的凝胶基质材料制备，所述凝胶基质材料

通过施加外部剪切力进行处理从而增加喷雾性能，所述喷雾性能为控制：(1)对于喷雾化的

组合物的粒径分布，平均粒径在70μm至100μm的范围内，且10μm至100μm之间的颗粒分布为

60％以上，

(2)喷雾密度是均匀的，以形成均匀的实心锥形状，并且

(3)喷雾角度在40°至60°的范围内调节。

8.根据权利要求1至7中任一项所述的用于鼻粘膜喷雾给药的乙型肝炎疫苗组合物，所

述乙型肝炎疫苗组合物包括用于喷雾给药的、包括羧基乙烯基聚合物的凝胶基质材料，所

述凝胶基质材料通过添加外部剪切力进行处理，从而控制(1)喷雾化的组合物的粒径分布、

(2)喷雾密度的均匀性和(3)喷雾角度，以使得无泵送功能的可喷雾装置能够进行喷雾给

药。

9.一种预防和/或治疗乙型肝炎的方法，所述方法包括：使用能够从鼻孔向鼻粘膜喷雾

粘性制剂的装置将根据权利要求1至8中任一项所述的用于鼻粘膜喷雾给药的乙型肝炎疫

苗组合物给药于有需要的受试者。

10.一种根据权利要求1至8中任一项所述的用于鼻粘膜喷雾给药的乙型肝炎疫苗组合
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物在治疗和/或预防乙型肝炎中的用途。
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经鼻乙型肝炎疫苗组合物及其制备方法

技术领域

[0001] 本发明涉及用于鼻粘膜喷雾给药以预防和治疗乙型肝炎的乙型肝炎疫苗组合物

及其工艺。

背景技术

[0002] 乙型肝炎是由乙型肝炎病毒(HBV)感染引起的肝炎，该病毒通过血液或体液感染。

HBV持续感染肝细胞会引起慢性肝炎、肝硬化、肝细胞癌。

[0003] 现在主要通过使用干扰素制剂(IFN)或核苷类似物制剂(NA)作为第一线治疗来进

行慢性乙型肝炎(CHB)的治疗。在IFN疗法中，已经报道了一些有效的实例，其增加免疫力以

有效地维持对病毒的生长抑制，但是总的来说，IFN疗法具有低HBV清除率和强副作用，这是

一个大问题。另一方面，NA疗法具有约95％的高HBV清除率，但是治疗效果是暂时的并且不

能带来完全的治愈。因此，有必要终身接受该给药。相应地，NA疗法也存在依从性和医学经

济性的大问题，并且已经报道了长期使用后出现耐药性病毒。因此，需要一种用于CHB的新

疗法。

[0004] 关于日本的HBV感染的预防，具有高感染风险的人群(例如HBV携带者的家庭成员、

医护人员)会接受疫苗接种，在主要减少HBV携带者方面取得了良好的效果。对于CHB的治

疗，过去也尝试了用HBV疫苗的免疫疗法，但是在治疗中还没有足够成功。

[0005] 为了尝试免疫疗法，本发明人注意到在HBV中存在多种抗原的事实，并且已经关注

了能够诱导中和抗体的多种HBV抗原中的HBs抗原(乙型肝炎表面抗原)。另外，随着技术研

究的最新发展，很明显，针对HBc抗原(乙型肝炎核衣壳抗原)获得的免疫性可能有助于抑制

HBV的生长和HBV的排除。

后来，古巴国家药品、设备和医疗器械控制中心(CECMED)开发了一种用于治疗乙型肝

炎的经鼻疫苗，其中包含两种抗原，即，HBs抗原和HBc抗原，在孟加拉国进行临床测试后，该

疫苗被成功地产品商品化，商品名：HeberNasvacTM(非专利文献1)。然而，在其给药方法中，

需要与皮下接种结合使用以获得充分的免疫反应，即，其是两轮疫苗接种(two-cycle 

vaccination)，不是用于鼻粘膜给药的完整疫苗。

[0006] 如上所述地，作为下一代乙型肝炎疫苗，期望有一种用途广泛的经鼻疫苗制剂，作

为用于治疗和预防的HBV疫苗，但目前仍未完全成功。

现有技术

专利文献

[0007] 专利文献1：WO2007/123193

非专利文献

[0008] 非专利文献1：HeberNasvac  package  insert

发明内容

[0009] (技术问题)
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本发明的目的之一是提供一种用于鼻粘膜喷雾给药的易于使用的乙型肝炎疫苗组合

物及其工艺，以及用于治疗和预防乙型肝炎的方法，该乙型肝炎疫苗组合物不需要任何平

行的给药，例如皮下给药，并且不包含任何具有毒性问题的辅助成分，诸如佐剂。

[0010] (问题的解决方案)

本发明人对上述问题进行了广泛的研究，发现(i)用于鼻粘膜喷雾给药的、包括羧基乙

烯基聚合物的凝胶基质(材料)和(ii)HBs抗原和HBc抗原这2种抗原的组合可以在无佐剂的

情况下仅通过经鼻给药增强对人体的免疫诱导作用，其中，凝胶基质通过添加外部剪切力

进行处理以增加喷雾性能。基于该新发现，完成了本发明。本发明可以提供以下实施方式。

[0011] [1]一种用于鼻粘膜喷雾给药的乙型肝炎疫苗组合物，其包括：(i)乙型肝炎表面

抗原(HBs抗原)和/或乙型肝炎核衣壳抗原(HBc抗原)，和(ii)包括羧基乙烯基聚合物的凝

胶基质材料，该凝胶基质材料通过添加外部剪切力进行处理以增加喷雾性能。

[0012] [2]根据[1]的鼻粘膜喷雾给药的乙型肝炎疫苗组合物，其中，(i)乙型肝炎疫苗的

量为每种抗原0.01-10mg/mL。

[0013] [3]根据[1]或[2]的用于鼻粘膜喷雾给药的乙型肝炎疫苗组合物，其包括0.1w/

v％至1.0w/v％的羧基乙烯基聚合物。

[0014] [4]根据[1]至[3]中任一项的用于鼻粘膜喷雾给药的乙型肝炎疫苗组合物，其中，

喷雾性能为控制：(1)喷雾化的组合物的粒径分布、(2)喷雾密度的均匀性、和/或(3)喷雾角

度。

[0015] [5]根据[1]至[4]中任一项的用于鼻粘膜喷雾给药的乙型肝炎疫苗组合物，其中，

乙型肝炎疫苗组合物通过以下方式制备：通过添加外部剪切力来处理包括0.5w/v％至

2.0w/v％的羧基乙烯基聚合物的凝胶基质材料，以控制作为喷雾性能的(1)喷雾化的组合

物的粒径分布、(2)喷雾密度的均匀性、和/或(3)喷雾角度，从而得到凝胶基质材料，并且

随后在短时间内无应力地将所得的所述凝胶基质材料与包括HBs抗原和/或HBc抗原的

病毒原液均匀混合

[0016] [6]根据[1]至[5]中任一项的用于鼻粘膜喷雾给药的乙型肝炎疫苗组合物，乙型

肝炎疫苗组合物由包括羧基乙烯基聚合物的凝胶基质材料制备，该凝胶基质材料通过施加

外部剪切力进行处理，从而增加喷雾性能，该喷雾性能为控制：(1)对于喷雾化的组合物的

粒径分布，平均粒径在50μm至120μm的范围内，且在10μm至100μm之间的颗粒分布为50％以

上，

(2)喷雾密度均匀，从而形成均匀的实心锥形状(full-cone  shape)，并且

(3)喷雾角度在30°至70°的范围内调节。

[0017] [7]根据[1]至[5]中任一项的用于鼻腔粘膜喷雾给药的乙型肝炎疫苗组合物，该

乙型肝炎疫苗组合物由包含羧基乙烯基聚合物的凝胶基质材料制备，该凝胶基质材料通过

施加外部剪切力进行处理从而增加喷雾性能，该喷雾性能为控制：(1)对于喷雾化的组合物

的粒径分布，平均粒径在70μm至100μm的范围内，且在10μm至100μm之间的颗粒分布为60％

以上，

(2)喷雾密度均匀，从而形成均匀的实心锥形状，并且

(3)喷雾角度在40°至60°的范围内调节。

[0018] [8]根据[1]至[7]中任一项的用于鼻腔粘膜喷雾给药的乙型肝炎疫苗组合物，该
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乙型肝炎疫苗组合物包含用于喷雾给药的包含羧基乙烯基聚合物的凝胶基质材料，该凝胶

基质材料通过添加外部剪切力进行处理，从而控制(1)喷雾化的组合物的粒径分布、(2)喷

雾密度的均匀性和(3)喷雾角度，以使得无泵送功能的可喷雾装置能够进行喷雾给药。

[0019] [9]一种预防和/或治疗乙型肝炎的方法，该方法包括：使用能从鼻孔向鼻粘膜喷

雾粘性制剂的装置将根据[1]至[8]中任一项的用于鼻粘膜喷雾给药的乙型肝炎疫苗组合

物给药于有需要的受试者。

[0020] [10]一种[1]至[8]中任一项的用于鼻粘膜喷雾给药的乙型肝炎疫苗组合物在治

疗和/或预防乙型肝炎中的用途。

[0021] (发明的效果)

本发明可以用包括作为有效成分的HBs抗原和HBc抗原的疫苗组合物中的少量抗原诱

导有效的免疫应答，从而本发明可以提供用于鼻粘膜喷雾给药的乙型肝炎疫苗组合物，其

不需要任何平行给药(例如皮下施用)并且不需要任何佐剂。另外，本发明可以通过易于使

用的方法给药，副作用低，并且可以产生足够的免疫应答，因此本发明不仅可以用于预防乙

型肝炎，还可以用于治疗乙型肝炎，特别是，通过连续施用具有这种有效活性的疫苗组合物

希望能够完全治疗CHB。

附图说明

[0022] 图1显示了免疫应答的结果，即，中和抗体效价的结果，该结果在最后接种的后一

周测得。在图表中，s.c.表示皮下接种，i.n.表示经鼻接种。基质材料显示出通过施加外部

剪切力而处理的CVP，其中，(-)表示不包含CVP的基质材料，且(+)表示包含CVP的基质材料。

图2示出了免疫应答的结果，即，在最后接种后的一周测量的IgA抗体效价的结果。在图

表中，s.c.表示皮下接种，i.n.表示经鼻接种。基质材料显示出通过施加外部剪切力而处理

的CVP，其中，(-)表示不包含CVP的基质材料，(+)表示包含CVP的基质材料。

具体实施方式

[0023] 本发明提供了一种用于鼻粘膜喷雾给药的乙型肝炎疫苗组合物，其包括含有羧基

乙烯基聚合物的凝胶基质材料以及乙型肝炎抗原，凝胶基质材料通过添加外部剪切力进行

处理以增加喷雾性能。

[0024] 在此使用的“包括羧基乙烯基聚合物的凝胶基质材料，凝胶基质材料通过施加外

部剪切力进行处理以增加喷雾性能”是指，例如，WO2007/123193中公开的“包括皮肤/粘膜

胶粘剂的凝胶基质材料”，其为包括羧基乙烯基聚合物并可选地包括结冷胶的基质材料，其

粘度通过施加外部剪切力来调节。WO  2007/123193中公开的实际de外部剪切力不是简单的

搅拌或摇动，即，在此提供剪切力的操作可以通过本领域技术人员已知的装置进行，例如，

高速回转型乳化装置、胶体磨型乳化装置、高压乳化装置、辊磨型乳化装置、超声型乳化装

置和膜式乳化装置可用作提供剪切力的装置。尤其，优选的是均质混合器型、梳子型、以及

间歇喷射流生成型、高速回转型乳化装置。该基质材料的特征在于，可以通过施加外部剪切

力来将其粘度调节为各种粘度，并且可以控制喷雾容器的喷雾散布角和喷雾密度以满足目

的。

[0025] 喷雾给药中使用的装置不应受限制，只要是通常使用的经鼻喷雾装置即可，也可
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以包括不具有泵送功能的可喷雾装置。例如，在WO2007/123193(参见图1和2)和WO  2007/

123207(参见图1-11)中公开的作为多剂量喷雾容器的上泄压无气型喷雾容器可以用于该

用途，因为该喷雾容器可以设置为以任何角度或任何角度范围进行喷雾，并且可以用完而

不会有残留在容器中，这适合在发展中国家给许多人进行接种。并且，作为仅用于为一个人

接种的一次性装置，可以使用WO  2015/199130(参见图1-4)中公开的经鼻喷雾喷嘴。在本发

明中，通过喷雾给药装置给药的乙型肝炎抗原可以长时间在鼻粘膜广泛散布，从而可以提

高疫苗的免疫原性。

[0026] 羧基乙烯基聚合物作为本发明的凝胶基质材料的材料成分是通过使作为主要成

分的丙烯酸聚合而制备的亲水性聚合物。可以向凝胶基质材料中添加任何成分，这些成分

可以不受限制地选自通常用于制备水性凝胶剂的药物添加剂。

通过添加外部剪切力以增加喷雾性能而被处理的包括羧基乙烯基聚合物的凝胶基质

材料的含量为0.1-1.0w/v％，优选为0.3-0.7w/v％，即羧基乙烯基聚合物的含量。

[0027] 本发明的疫苗的特征在于包含作为抗原的乙型肝炎抗原表面型和/或核心型(分

别为HBs抗原、HBc抗原)。在此使用的乙型肝炎抗原是指通过重组DNA技术在酵母中制备的

乙型肝炎表面抗原和乙型肝炎核衣壳抗原。

作为上述乙型肝炎抗原，在此使用其病毒原液，将其纯化或浓缩以与凝胶基质材料混

合以用于鼻粘膜喷雾给药。关于本发明的疫苗，每种乙型肝炎病毒抗原的浓度优选为0.01-

10mg/mL，更优选0.05-5mg/mL。

乙型肝炎表面抗原(HBsAg)为颗粒形式(直径：约50-60nm)，其中脂质膜上有很多抗原

蛋白。抗原蛋白最初由三个结构域(S、Pre-S1、Pre-S2)组成。抗原蛋白的区别如下：具有全

部三个结构域的抗原是HBsAgL-蛋白，缺少Pre-S1的抗原是HBsAg  M-蛋白，缺少Pre-S1和

Pre-S2的抗原是HBsAg  S-蛋白。通过使用重组酵母可以制备所有抗原。

[0028] 佐剂是具有例如增强和抑制免疫应答的调节活性的物质的通用术语，并且被用作

待添加到疫苗中以增强抗原的免疫原性的免疫增强剂。迄今为止，已经研究了许多佐剂。佐

剂的使用增强了疫苗的免疫效果，但是它具有诸如炎症的副作用的缺点。可以选择一些佐

剂作为用于经鼻给药的疫苗中的候选，但是由于不存在具有普遍安全性的佐剂，因此目前

还没有任何获得批准的包含佐剂的经鼻给药疫苗。

[0029] 在将凝胶基质材料与病毒原液混合的步骤中所使用的“无应力”是指在没有热、压

力等且没有高速搅拌的情况下进行混合。

[0030] 本发明人已经发现，当针对上述乙型肝炎疫苗使用具有例如对鼻粘膜的高粘附性

的上述有用的喷雾性能的凝胶基质材料时，尽管没有佐剂且抗原水平较低，但仍可以制备

具有高功效和低副作用的疫苗，无需与诸如皮下接种的另一给药方式结合使用。另外，本发

明人还发现，使用能够喷雾甚至具有高粘度的凝胶基质材料的装置，可以将乙肝疫苗组合

物喷雾到鼻粘膜，其中，喷雾化的组合物的平均粒径在50μm至120μm的适当的范围内(优选

70μm至100μm的范围)。10μm与100μm之间的粒径分布为50％以上(优选为60％以上)，装置的

喷雾角度被设定在30°至70°的范围内(优选在40°至60°的范围内)，以便可以将组合物给药

至鼻腔中的所要求达到的部位，并且喷雾密度均匀以形成均匀的实心锥形状。此外，本发明

人还发现了其工艺和使用该组合物预防和治疗乙型肝炎的方法。基于这些新发现，完成了

本发明。
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[0031] 用于表示无偏且均匀的喷雾密度的“实心锥形状”是喷雾形状图案之一，并且实心

锥形状是指均匀的整个圆。反义词是具有环形的“空心锥”。

[0032] 本发明的疫苗除乙型肝炎病毒抗原和用于鼻粘膜喷雾给药的凝胶基质材料外，还

可包含另外的药学上可接受的载体。在此使用的载体可以是通常用于制备疫苗或鼻腔给药

制剂中的载体，其包括例如生理盐水、缓冲盐水、葡萄糖、水、甘油、等渗水性缓冲溶液和它

们的组合。并且，本发明的疫苗可选地包含防腐剂(例如乙基汞硫代水杨酸钠)、等渗剂、pH

调节剂、表面活性剂、稳定剂(例如乙二胺四乙酸二钠水合物)和灭活剂(例如福尔马林)。

[0033] 疫苗的剂量应根据受试者的年龄、性别和体重来决定，通常可以每一种抗原0.1-

100μg、优选0.5-10μg的剂量，一次、两次或更多次给药。优选地，疫苗按复数给药。在这种情

况下，给药间隔优选为1至4周。

实施例

[0034] 在下文中，基于实施例举例说明本发明，但是本发明不限于此。

[0035] 根据以下所示的方法，制备凝胶基质材料和乙型肝炎病毒原液，并如下所示将每

种凝胶基质材料和每种病毒原液混合以制备乙型肝炎疫苗组合物。

<凝胶基质材料的制备>

凝胶基质材料的实施例(1)

[0036] <包括乙型肝炎病毒抗原的病毒原液的制备>

病毒原液的实施例(1)

成分 量

HBsAg  S-蛋白质 0.2mg

HBcAg 0.2mg

氯化钠 8.0mg

绿化钾 0.2mg

磷酸氢二钠(无水) 1.15mg

磷酸二氢钠(无水) 0.2mg

纯水 总计1mL

[0037] 病毒原液实施例(2)

成分 量

HBsAg  L-蛋白质 0.2mg

HBcAg 0.2mg
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氯化钠 8.0mg

绿化钾 0.2mg

磷酸氢二钠(无水) 1.15mg

磷酸二氢钠(无水) 0.2mg

纯水 总计1mL

[0038] <凝胶基质材料与病毒原液的混合物>

在搅拌下以1∶1的比例将上述病毒原液的实施例(1)或病毒原液的实施例(2)与凝胶基

质材料的实施例(1)混合，得到均匀的经鼻乙型肝炎疫苗组合物(实施例1或实施例2)。搅拌

下混合可以在短时间内轻柔地完成，而不会给乙型肝炎疫苗抗原带来诸如热量和压力之类

的应力。下面还示出了所得乙型肝炎疫苗组合物中每种成分的量、物理性质以及通过用合

适的装置将组合物喷雾化获得的喷雾性能。

[0039] 实施例1

[0040] 实施例2
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[0041] 根据下表所示制备不包含凝胶基质材料的经鼻乙型肝炎疫苗组合物。

对比例1

成分 量

HBsAg  L-蛋白质 0.10mg

HBcAg 0.10mg

氯化钠 8.0mg

绿化钾 0.2mg

磷酸氢二钠(无水) 1.15mg

磷酸二氢钠(无水) 0.2mg

纯水 q.s.

总计 1.0mL

[0001] 对比例2

成分 量

HBsAg  S-蛋白质 0.10mg

HBcAg 0.10mg

氯化钠 8.0mg

绿化钾 0.2mg

磷酸氢二钠(无水) 1.15mg

磷酸二氢钠(无水) 0.2mg

纯水 q.s.

总计 1.0mL

[0043] 免疫应答的研究

关于在实施例1和2以及对比例1和2中制备的经鼻乙型肝炎疫苗组合物，用实验动物树

鼩评价每种抗体诱导性，如下所示。

(对抗体的抗体诱导)

将用作实验动物的树鼩(Tupaia  belangeri，购自昆明动物学研究所)随机分为4组(每

组4只动物的2组，每组3只动物的两组)。每组4只动物的2组用实施例1和2通过经鼻给药进

行抗体诱导，每组3只动物的两组用对比例1和2通过经鼻给药进行抗体诱导。通过高压注射

器和液体喷雾装置从鼻孔进行经鼻喷雾给药。将疫苗组合物接种到每个树鼩中，一个鼻孔

的量为0.05mL(对于两个鼻孔，每种抗原总计10μg)。初次接种后，每2周进行接种，共接种5

次。随后在4周的间隔后，再接种一次。在每次接种时和最后一次接种后一周收集血液，并用

每次收集的血液评估中和抗体效价。

单独设置新的两组，每组3只树鼩，将对比例1和2以0.1mL的量(每种抗原10μg)皮下接

种到每个树鼩的背部。然后，以与上述经鼻给药试验相同的方式处理树鼩(包括连续给药、

采血和评估)。

[0044] (中和抗体效价和血清IgA抗体的测定)

通过用乙型肝炎病毒基因型C(C_JPNAT)感染人原代肝细胞(PXB细胞，PhoenixBio公司

制造)然后对其进行培养来制备用于测量中和抗体效价的病毒液。用HepG2-NTCP30细胞进

行中和试验，并以常规方式测量中和抗体的效价。
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另外，通过ELISA测量针对每种抗原的血清IgA抗体。

[0045] (结果)

最后接种后的1周，测定中和抗体效价和IgA抗体效价，结果示于表1、图1和图2。结果表

明，经鼻接种的抗体诱导性高于皮下接种，并且还表明，与不包含CVP的比较例1和2相比，包

括通过添加外部剪切力处理的羧基乙烯基聚合物(CVP)的实施例1和2可带来显着更高的抗

体诱导性。

[表1]
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图1

图2
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