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三七皂苷 R1对铝佐剂甲型肝炎疫苗的免疫增强作用

陶里  段金梅  舒晓明  胡凝珠  兰芸  陈阳  白巍

= 摘要 >  目的  探索三七皂苷 R1 对 Al( OH) 3 佐剂甲型肝炎疫苗的免疫增强作用及降低铝佐剂用量的可行性。方法

在甲型肝炎病毒( HAV)抗原中,加入不同剂量的铝佐剂与三七皂苷 R1 构成复合佐剂, 经肌肉注射免疫小鼠, 每隔 4 周检测小

鼠血清HAV-IgG水平,并与无佐剂组和单独铝佐剂组进行比较。结果  各免疫组抗体水平在 12 周时达到最高, 之后逐渐下

降。在抗原中加入复合佐剂后,与无佐剂组相比, IgG水平显著升高; 与单独铝佐剂组相比, 加入一定剂量的三七皂苷 R1能够

显著增强铝佐剂的作用,且抗体水平维持时间较长。结论  适当剂量的铝佐剂与三七皂苷 R1 混合作为佐剂, 具有增强铝佐

剂的作用,并能降低铝佐剂的用量。

=关键词>  三七皂苷 R1;氢氧化铝; 佐剂;甲型肝炎疫苗

Sanchinoside R1 as An Immunopotentiator of Hepatitis A Vaccine Containing Alu-

minium Adjuvant

TAO Li, DUAN Jin-mei, SHU Xiao-ming, et al ( Institute of Medical Biology , Chinese Academy of Medical Science and

Peking Union Medical College , Kunming 650118, China)

=Abstract>  Objective  To explore the effect of sanchinoside R1 as an immunopotentiator of hepatitis A ( HA) vaccine containing alu-

minium adjuvant as well as the feasibility of decreasing the aluminium content in vaccine.Methods Add the compound adjuvant consisting of

aluminium hydroxide and sanchinoside R1, at various dosages, to hepatitis A virus ( HAV) antigen respectively. Inject i. m. mice with the pre-

pared HA vaccines, determine the serum HAV-IgG every 4 weeks and compare with those of mice immunized by adjuvant-free vaccine and by

the vaccine containing aluminium adjuvant.Results The HAV-IgG titers of mice in various test groups reached the peak values 12 weeks after

immunization then decreased gradually. The IgG titer induced by vaccine containing compound adjuvant was significantly higher than that by ad-

juvant-free vaccine. The addition of sanchinoside R1 at a certain dosage enhanced the effect of adjuvant and prolonged the maintain time of anti-

body level.Conclusion  The compound adjuvant consisting of aluminium hydroxide and sanchinoside R1 enhanced the immune effect of HA

vaccine and decreased the dosage of aluminium adjuvant used.
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  三七为五加科( Araliaceae)人参属植物的干燥

根,是我国特产的传统珍贵药材, 主要产于云南、广

西等省区。三七主要含有皂苷、多糖、氨基酸等化学

成分, 5本草纲目6将三七的功效概括为/降血压、散

血、止痛0 [ 1]。
三七总皂苷是三七活血化淤功效的物质基础,

含有多种人参皂苷及三七皂苷, 其中三七皂苷 R1

(Sanchinoside R1,SR1)是最具代表性的特征化合物。

通过对其结构式的分析, 发现它与人参皂苷( Gin-

senoside)的结构相似,都属达马烷型四环三萜皂苷。

研究表明, 人参皂苷与铝佐剂合用,能够显著增

强机体对抗原的免疫应答, 并能使机体 Th1 和 Th2

免疫应答达到平衡[ 2]。多种传统补益类中药的有效

成分能够增加腹腔巨噬细胞( Macrophage, M�)、自然

杀伤( Natural killer, NK)细胞、细胞毒性 T 淋巴细胞

( Cytotoxic T lymphocyte, CTL)和淋巴因子激活的杀伤

( Lymphokines activated killer, LAK)细胞的数量, 促进

白介素-12( Interleakin-12, IL-12)、粒细胞-巨噬细胞集

落刺激因子( Granulocyte-macrophage colony-stimulating

factor, GM-CSF)、干扰素( Interferon, IFN)等细胞因子

的分泌,加强细胞因子的作用, 并能激活 T 细胞、B

细胞,活化补体, 促进提高机体的免疫功能,产生免

疫调节作用[ 3]。

药理实验发现, 三七总皂苷具有增强免疫力的

作用,能明显刺激小鼠的脾淋巴细胞增殖、转化、促

进小鼠迟发型变态反应, 提高小鼠的抗体生成细胞

数及血清溶血素水平, 促进小鼠的单核-巨噬细胞碳

廓清作用, 增强小鼠的单核-腹腔巨噬细胞吞噬作

用,提高小鼠的 NK 细胞活性[ 4]。三七水煎剂或三

#197#中国生物制品学杂志 2008年 3月第 21卷第 3期  Chin J Biologicals March 2008, Vol. 21  No. 3                    

DOI：10.13200/j.cjb.2008.03.34.taol.011



七多糖对小鼠体内抗原结合细胞的生成具有明显的

促进作用[ 5]。此外, Sun 等[6]发现, 三七根中提取的

人参皂苷 Rh4及三七皂苷 K3 能够作为佐剂, 增强

小鼠对卵清蛋白( Ovalbumin, OVA)所产生的体液免

疫效应。

根据以上分析,本实验采用灭活甲型肝炎病毒

(Hepatitis A virus, HAV)作为抗原, 以三七特有的皂

苷 R1及Al(OH) 3的混合物作为佐剂,对 SR1的免疫

增强效果进行研究。现将结果报道如下。

11材料与方法
111  实验动物

ICR健康小鼠, SPF 级,雌性, 6~ 8周龄, 18~ 20 g,

由本所灵长类实验动物中心提供,并按实验动物中

心的方法饲养。

112  主要试剂

HAV抗原(滴度 1 280 Elu /ml)和 Al( OH) 3 均由

本室制备并保存; 三七皂苷 R1 购自昆明同持医药

研究有限公司; ELISA检测试剂盒购自 KPL公司。

113  不同剂量三七皂苷 R1对铝佐剂甲肝疫苗的免

疫增强作用

11311  动物分组及免疫: 将 ICR雌性小鼠随机分成

6组,其中 2 组分别为无佐剂的单独抗原组( HAV)

和铝佐剂疫苗对照组(含 HAV 抗原 200 Lg 和 1 mg

铝佐剂) , 其余 4组在铝佐剂对照组基础上, 分别加

入三七皂苷 R1 200 Lg ( SR1-1)、600 Lg ( SR1-2)、1 mg

(SR1-3)和 2 mg(SR1-4)。每组 6只,每只肌肉注射 1

次。

11312 血清抗体检测: 分别于免疫后 4、8、12、16、

20、24、28、32 和 36 周, 尾静脉采血 011 ml, 分离血
清,用 ELISA 试剂盒检测抗-HAV 的特异性 IgG 水

平。

114  三七皂苷 R1对不同剂量铝佐剂甲肝疫苗的免

疫增强作用

11411  动物分组及免疫: 将 ICR雌性小鼠随机分成

4 组, HAV 抗原 200 Lg + 1 mg 铝佐剂为对照组

(HAVAl-0) ,其余 3组为 HAV抗原 200 Lg 和三七皂

苷R1 1 mg, 再分别加入铝佐剂 0. 25 mg ( Al-1)、

0. 5 mg( Al-2)和 1 mg(Al-3)。每组 6只, 每只肌肉注

射1次。

11412  血清抗体检测:按 11312项方法进行。
115  统计学分析

采用SPSS11. 5统计软件对数据结果进行析因

设计的方差分析。

21结果
211  不同剂量三七皂苷 R1对铝佐剂甲肝疫苗的免

疫增强作用

实验结果显示, 各实验组小鼠在 4周内均产生

抗-HAV IgG, 于第 12 周普遍达到抗体滴度的峰值,

此后逐渐下降。所有混合佐剂甲肝疫苗免疫组的抗

体水平均高于无佐剂疫苗对照组和单纯铝佐剂疫苗

对照组, 不同剂量的三七皂苷 R1免疫组在同一时

间产生的抗体水平不同, SR1-3组的抗体水平( 1Bx)

始终高于其他组, 在 4 到 36周内分别达到 407 ?
1177、2537 ? 2139、6592 ? 2155、5475 ? 2122、4825 ?

2176、3938 ? 2133、3041 ? 2131、2276 ? 1197、1744 ?

2156,提示三七皂苷 R1对铝佐剂疫苗的免疫增强作

用在一定范围内可能与免疫剂量呈正相关。

各混合佐剂疫苗免疫组与 HAV抗原单独免疫

组的免疫效果相比较, 36周内, 所有三七皂苷 R1免

疫组的抗体水平均高于 HAV抗原单独免疫组( t=

2. 703~ 28. 410, P < 0. 05) ,同时抗体滴度维持时间

较长。而所有混合佐剂疫苗免疫组与单纯铝佐剂疫

苗免疫组的免疫效果相比较,各混合佐剂组不同时

期的抗体滴度水平均在单纯铝佐剂之上。

SR1-3组除第 8周和第 12周外,其他各时期的

抗体水平与单纯铝佐剂对照组相比, 差异均具有显

著意义( t= 2. 501~ 6. 287, P < 0. 05) , SR1-2组在第

20周后与单纯铝佐剂对照组相比, 差异具有显著意

义( t= 21240~ 4. 592, P < 0105)。其他两个混合佐
剂疫苗组在 28周前的抗体水平虽高于单纯铝佐剂

疫苗对照组,但差异无显著意义( t= 01217~ 1. 828,
P> 0105) , 然而至第 32周, 这 2组的抗体水平与单

纯铝佐剂疫苗对照组相比, 差异均具有显著意义

( t= 21303~ 2. 524, P < 0105)。见图 1。这表明三七

皂苷 R1可有效增强 Al( OH) 3 的免疫佐剂效应, 混

合佐剂可以显著提高抗 HAV-IgG 的水平, 并有助于

抗体维持时间的延长。基于以上实验结果,我们筛

选出 1 mg 三七皂苷 R1 作为 HAV免疫增强剂的最

佳剂量。

212  三七皂苷R1对不同剂量铝佐剂甲肝疫苗的免

疫增强作用

实验结果显示, Al-1和 Al-2组抗体水平与对照

组比较, 差异无显著意义 ( t = 0. 006~ 1. 801, P >

0105) , 而 Al-3 组与对照组相比, 差异有显著意义

( t= 3. 013~ 8. 722, P < 0. 05) ,见图 2。说明三七皂

苷 R1对铝佐剂疫苗具有免疫增强作用, 与铝佐剂

合用可降低铝佐剂用量。
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* P< 0. 05.

图 1 不同剂量三七皂苷 R1 对小鼠血清 HAV-IgG水平的影响

Fig 11 Effects of different dosages of SR1 on serum IgG level of mice

v P> 0. 05.

图 2 三七皂苷 R1 与不同剂量铝佐剂合用对小鼠血清 HAV-IgG水平的影响

Fig 21 Effects of different dosages of compound adjuvant consisting of aluminium hydroxide and sanchinoside R1 on serum IgG

level of mice

31讨论
目前绝大多数疫苗仍以铝盐为佐剂,但铝佐剂

存在着以下缺点: ¹ 注射部位偶有局部反应而出现

红斑、皮炎、皮下结节、接触性过敏和肉芽肿性炎症;

º吸引嗜酸性细胞到注射部位, 增加特异性抗原的
水平和总 IgE抗体, 诱导 IgE 介导的变态反应, 从而

有可能增加易感个体的敏感性; »诱导细胞免疫的
能力较弱,常常增加同源细胞互向性抗体水平,不适

用于针对病毒、胞内菌和胞内寄生虫的疫苗抗原;

¼有可能诱导产生神经系统疾病[ 7]。通过开发新型

佐剂或减少铝佐剂剂量, 可以达到解决以上问题的

目的。皂苷类成分可用作免疫佐剂已在国内外得到

证实。从南美皂树素中提取出来的皂角素曾被用作

疫苗佐剂,其有效部位 QuilA 在较低剂量时对机体

免疫系统有较强的刺激作用, 能诱发 CTL 活性, 较

大剂量时可形成网状结构, 作为抗原载体,可延长抗

原作用时间, 但其表现出的高溶血性限制了其在佐

剂中的应用[ 8]。Rivera 等[9]对于人参皂苷的佐剂作

用进行的研究显示, 人参皂苷对动物模型表现出良

好的安全性。
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鉴于以上研究, 本文选择传统补益类中药三七,

证明了其中三七皂苷 R1的佐剂作用。三七皂苷 R1

与铝佐剂联用作为HAV抗原的佐剂,能够产生较高

的抗体水平。不同剂量的 SR1 均能对铝佐剂产生

协同作用,而且在一定剂量范围内, 随着用量增加,

针对HAV抗原的特异性抗体水平相对单纯铝佐剂

组的增幅也逐渐加大, 且抗体能在一个较高的水平

上维持较长时间,但超出这一剂量范围后,抗体水平

有所下降。这说明三七皂苷 R1的剂量也是影响免

疫增强效应的一个主要因素。另外,铝佐剂的使用

剂量也能够对免疫效果产生显著的影响。综合两组

实验数据, HAV抗原 200 Lg、1 mg 铝佐剂与 1 mg 三

七皂苷 R1合用,能够产生最佳免疫效果。另外, 降

低铝佐剂剂量到 0. 5 mg,与 1 mg三七皂苷 R1合用,

依然能够达到 1 mg 单纯铝佐剂组的免疫效果,提示

使用一定剂量的三七皂苷 R1与较低铝佐剂剂量联

用,可以达到与高剂量铝佐剂组相当的免疫效果。

这就为降低铝佐剂剂量, 从而避免铝佐剂造成的不

良反应提供了可行性依据。目前尚未研究清楚三七

皂苷 R1 的这一免疫增强效果的作用机制, 我们认

为,有可能是因为相对于 HAV抗原-铝佐剂混合物

来说, HAV抗原-铝佐剂- SR1聚合物的体积更大, 在

注射部位更容易募集抗原提呈细胞,从而提高机体

免疫应答,延长抗原作用时间。此外,基于混合佐剂

免疫组表现出的较长时间高抗体滴度水平, 三七皂

苷 R1 有可能像与之结构相似的人参皂苷一样, 能

够刺激细胞免疫, 诱发 CTL 活性, 达到更好的免疫

效果。

综上所述, 三七皂苷 R1 具有较大的作为疫苗

佐剂的潜力,与铝佐剂合用,能够明显降低铝佐剂用

量,在一定程度上克服了铝佐剂的弊端,并显著地增

强了HAV抗原的免疫原性。
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