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锰纳米颗粒的制备及其增强免疫功能研究
侯立婷１ꎬ２ꎬ于晓明１ꎬ２ꎬ杜露平１ꎬ２ꎬ秦竹１ꎬ２ꎬ王义伟１ꎬ２ꎬ
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２.兽用生物制品(泰州)国泰技术创新中心ꎬ江苏 泰州 ２２５３００)

摘要:[目的]本文旨在研究锰纳米颗粒(Ｍｎｎａｎ)的制备方法ꎬ进一步探究其对抗原递呈细胞的激活及对 Ｈ９Ｎ２ 疫苗的免疫

增强效力ꎮ [方法]首先用鸡血清白蛋白和氯化锰制备了锰纳米颗粒ꎬ然后通过纳米颗粒相关表征方法对锰纳米颗粒进行

了鉴定ꎬ最后将其作为免疫增强剂ꎬ分析其对抗原递呈细胞的激活和对 Ｈ９Ｎ２ 疫苗的免疫增强效果ꎮ [结果]利用鸡血清白

蛋白和氯化锰制备的锰纳米颗粒粒径为 ５０ ｎｍ 左右ꎬ呈立方体状ꎬ４ ℃放置 ６０ ｄ 仍呈现较好的稳定性ꎮ Ｘ 射线衍射(ＸＲＤ)
分析显示制备的锰纳米颗粒为四氧化三锰(Ｍｎ３Ｏ４)ꎮ 体外试验显示ꎬ锰纳米颗粒能够激活 ＲＡＷ￣Ｂｌｕｅ 细胞的 ＮＦ￣κＢ 信号

通路ꎬ并且诱导了 ＩＦＮ￣γ、ＩＦＮ￣β、ＩＬ￣１２、ＴＮＦ￣α ｍＲＮＡ 的表达ꎮ 通过免疫鸡后发现锰纳米颗粒能提高 Ｈ９Ｎ２ 病毒免疫后特异

性的血凝抗体水平ꎮ [结论]成功制备了锰纳米颗粒ꎬ证实了其在体内外均有良好的免疫刺激活性ꎮ 研究结果为兽用纳米

级免疫增强剂的研发奠定了基础ꎮ
关键词:锰纳米颗粒ꎻ免疫增强剂ꎻ抗原递呈细胞的激活ꎻＨ９Ｎ２ 灭活苗
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ｍａｎｇａｎｅｓｅ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ａｓ ｉｍｍｕｎｏｐｏｔｅｎｔｉａｔｏｒ. Ｔｈｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｔｉｇｅｎ ｐｒｅｓｅｎｔｉｎｇ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｉｍｍｕｎｅ ｅｎｈａｎｃｉｎｇ ｅｆｆｉｃａｃｙ
ｏｆ ｔｈｅ Ｈ９Ｎ２ ｖａｃｃｉｎｅ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ. [Ｒｅｓｕｌｔｓ]Ｔｈｅ ｓｉｚｅ ｏｆ ｍａｎｇａｎｅｓｅ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｗａｓ ａｂｏｕｔ ５０ ｎｍꎬａｎｄ ｔｈｅ ｓｈａｐｅ ｗａｓ ｌｉｋｅ ａ ｃｕｂｅ. Ｉｔ
ｓｈｏｗｅｄ ｇｏｏｄ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ａｆｔｅｒ ｂｅｉｎｇ ｐｌａｃｅｄ ａｔ ４ ℃ ｆｏｒ ６０ ｄａｙｓ. Ｘ￣ｒａｙ ｄｉｆｆｒａｃｔｉｏｎ (ＸＲＤ) ｄａｔａ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｐｒｅｐａｒｅｄ ｍａｎｇａｎｅｓｅ
ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｗｅｒｅ ｍａｎｇａｎｉｃ ｔｅｔｒｏｘｉｄｅ. Ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｍａｎｇａｎｅｓｅ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｃｏｕｌｄ ａｃｔｉｖａｔｅ ｔｈｅ ＮＦ￣κＢ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
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ｉｎｃｒｅａｓｅ ｔｈｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎａｔｉｏｎ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｌｅｖｅｌ ａｆｔｅｒ Ｈ９Ｎ２ ｖｉｒｕｓ ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ ｉｎ ｃｈｉｃｋｅｎｓ. [Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ]Ｍａｎｇａｎｅｓｅ
ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｗｅｒｅ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｐｒｅｐａｒｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙꎬｗｈｉｃｈ ｐｒｏｖｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅｙ ｈａｄ ｇｏｏｄ ｉｍｍｕｎｏｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ｖｉｖｏ ａｎｄ ｉｎ ｖｉｔｒｏ.
Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｌａｉｄ ａ ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｔｈｅ ｒｅｓｅａｒｃｈ ａｎｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｎａｎｏｓｃａｌｅ ｉｍｍｕｎｏｐｏｔｅｎｔｉａｔｏｒ ｆｏｒ ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ ｕｓｅ.
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ:ｍａｎｇａｎｅｓｅ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅꎻｉｍｍｕｎｏｐｏｔｅｎｔｉａｔｏｒꎻａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｔｉｇｅｎ￣ｐｒｅｓｅｎｔｉｎｇ ｃｅｌｌｓꎻＨ９Ｎ２ ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄ ｖａｃｃｉｎｅ

疫苗免疫是预防和控制动物传染病的有效措施之一ꎬ对养殖业的健康发展、社会的稳定及公共卫生安

全具有重要意义[１]ꎮ 免疫增强剂能够在不改变疫苗剂型和免疫剂量的前提下ꎬ快速提升疫苗的免疫效
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力[２]ꎮ 随着纳米技术的飞速发展ꎬ无机纳米颗粒被广泛开发[３－５]ꎮ 纳米颗粒因其使用剂量低ꎬ安全性好ꎬ
靶向性强ꎬ成本低ꎬ在兽用疫苗领域中应用前景广阔ꎬ但目前尚无商品化的纳米颗粒免疫增强剂应用于兽

用疫苗ꎮ 功能性纳米材料独特的尺寸和表面性质有助于将疫苗成分(抗原和佐剂)递送到关键的免疫细

胞或淋巴组织[６－７]ꎮ 血清白蛋白易于获得、价格低廉ꎬ它可以将疫苗的有效成分靶向递送到淋巴结ꎬ从而

诱导有效的免疫反应[８－９]ꎮ Ｍｎ２＋作为一种先天免疫刺激因子ꎬ能够与 ｃＧＡＳ 结合ꎬ并提高其对双链 ＤＮＡ 识

别的敏感度ꎬ增强 ｃＧＡＭＰ 和干扰素刺激因子(ＳＴＩＮＧ)的结合亲和力ꎬ进而激活 ｃＧＡＳ￣ＳＴＩＮＧ 信号通路ꎬ诱
导Ⅰ型干扰素和细胞因子的产生ꎬ增强生物体的固有免疫反应[１０－１１]ꎮ 研究显示ꎬ以 ＭｎＣｌ２ 的形式将游离

的 Ｍｎ２＋引入机体ꎬ会被很快代谢掉或引起神经毒性[１２]ꎬ因此可设计一种易获得、成本低、生物相容性好的

锰纳米免疫增强剂应用于兽用疫苗ꎬ来提升现有疫苗的免疫效力ꎮ
本研究利用鸡血清白蛋白和氯化锰成功地制备出锰纳米颗粒ꎬ并作为免疫增强剂ꎬ评价其对 ＲＡＷ￣

Ｂｌｕｅ 细胞的激活作用及对 Ｈ９Ｎ２ 疫苗的免疫增强效力ꎮ 该研究为兽用纳米级免疫增强剂的制备及应用提

供了数据支撑ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

１ 日龄海兰褐蛋鸡购自江苏南京某孵化场ꎬ普通环境中饲养ꎮ 禽流感(Ｈ９Ｎ２)检测抗原购自南京钧宇

生物科技有限公司ꎻ鸡血清白蛋白购自上海源叶生物科技有限公司ꎻ氯化锰、氢氧化钠购自国药集团化学

试剂有限公司ꎮ ＲＡＷ￣Ｂｌｕｅ 细胞、Ｎｏｒｍｏｃｉｎ 抗生素、Ｚｅｏｃｉｎ 抗生素及 Ｑｕａｎｔｉ￣ｂｌｕｅＴＭ Ｓｏｌｕｔｉｏｎ 购自 ＩｎｖｉｖｏＧｅｎ
公司ꎮ
１.２　 锰纳米颗粒的制备

称取 ０.２５ ｇ 鸡血清白蛋白于 ９ ｍＬ 超纯水中ꎬ溶解后加入 １ ｍＬ ０.１ ｍｏｌ􀅰Ｌ－１的 ＭｎＣｌ２ꎬ充分搅拌后加入

ＮａＯＨ 调节 ｐＨ 值至 １０ꎬ３７ ℃、１ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１反应 ８ ｈꎮ 取样品加入透析袋中ꎬ置于超纯水中透析 ２ ｄꎬ随后

将样品进行冻干ꎮ
１.３　 锰纳米颗粒参数表征

１.３.１　 锰纳米颗粒的粒径、多分散指数(ＰＤＩ)及稳定性测定　 采用动态光散射线仪器检测锰纳米颗粒样

品的粒径、ＰＤＩꎮ 将样品放入动态光散射线仪器的样品槽内进行检测ꎬ通过 Ｚｅｔａｓｉｚｅｒ Ｓｏｆｔｗａｒｅ 软件计算

ＰＤＩꎮ 用超纯水将锰纳米颗粒冻干粉末充分溶解后置于 ４ ℃条件下ꎬ定期观察样品的质地、均一度等ꎬ检
查样品是否聚沉、分层ꎮ
１.３.２　 锰纳米颗粒的 Ｘ 射线衍射(ＸＲＤ)分析　 将冻干的样品进行研磨后放置在衍射仪样品台上ꎬ调整

样品与探测器之间的距离ꎮ 调整仪器参数ꎬ采集数据ꎬ利用 Ｊａｄｅ 和 Ｏｒｉｇｉｎ 软件进行数据分析ꎮ
１.３.３　 透射电子显微镜(ＴＥＭ)观察锰纳米颗粒的形态　 用超纯水将锰纳米颗粒冻干粉末充分溶解ꎬ１０
倍稀释后用移液枪准确吸取 １０ μＬ 样品置于铜网上ꎬ晾干ꎬ置于透射电镜(ＨＴ７７００ꎬ日立高新技术公司)下
观察金属锰的基本形态ꎮ
１.３.４　 原子吸收分光光度计测定锰元素含量　 用超纯水将锰纳米颗粒冻干粉末充分溶解ꎬ利用原子吸收

分光光度计(ＰｉｎＡＡｃｌｅ９００Ｔꎬ美国 Ｐｅｒｋｉｎ Ｅｌｍｅｒ 公司)对锰元素的含量进行测定ꎮ
１.４　 锰纳米颗粒对 ＲＡＷ￣Ｂｌｕｅ 细胞的激活

将 ＲＡＷ￣Ｂｌｕｅ 细胞用 ＤＭＥＭ 培养基稀释至 ５×１０５ ｍＬ－１ꎬ接种 １８０ μＬ 于 ９６ 孔板中ꎮ 原子分光光度计

测得锰元素含量为 ４３４ μｇ􀅰ｍＬ－１ꎮ 加入 ２０ μＬ 锰纳米颗粒与 ＲＡＷ￣Ｂｌｕｅ 细胞共孵育的终浓度分别为 １０、５、
２、１ 和 ０.１ μｇ􀅰ｍＬ－１ꎮ 以无内毒素水为阴性对照ꎮ 置于 ５％ ＣＯ２ 恒温培养箱 ３７ ℃培养 １８~２４ ｈꎮ 取 ３０ μＬ
细胞上清液与 ９０ μＬ 的 Ｑｕａｎｔｉ￣ｂｌｕｅＴＭ Ｓｏｌｕｔｉｏｎ 混合ꎬ５％ ＣＯ２ 恒温培养箱 ３７ ℃培养 ４ ｈꎬ测定 Ｄ６５０值ꎮ

用含 １０％胎牛血清(ＦＢＳ)的 ＤＭＥＭ 培养基调整 ＲＡＷ￣Ｂｌｕｅ 细胞密度为 １×１０６ ｍＬ－１ꎬ接种 ６ 孔板ꎬ加入

５ μｇ􀅰ｍＬ－１的锰纳米颗粒进行刺激ꎬ并设置细胞对照组ꎮ 于 ５％ ＣＯ２ 恒温培养箱中培养 ２４ ｈ 后收集细胞ꎬ
用 ＴＲＩｚｏｌ 裂解法提取 ＲＮＡꎬ利用一步反转试剂盒获得 ｃＤＮＡꎮ 根据 ＧｅｎＢａｎｋ 中公布的相关序列设计引物ꎬ
以 β￣ａｃｔｉｎ 作为内参基因ꎬ利用荧光定量 ＰＣＲ(ＲＴ￣ｑＰＣＲ)检测 ＩＦＮ￣α、ＩＦＮ￣β、ＩＬ￣１２、ＴＮＦ￣α 基因的表达水

平ꎮ 引物序列见表 １ꎮ
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表 １　 荧光定量 ＰＣＲ 引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ

目的基因 Ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ 引物对序列 Ｐｒｉｍｅｒ ｐａｉｒｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ(５′→３′)

β￣ａｃｔｉｎ 　 　 　 　 ＣＡＣＴＧＣＣＧＣＡＴＣＣＴＣＴＴＣＣ / ＣＡＡＴＡＧＴＧＡＴＧＡＣＣＴＧＧＣＣＧＴ
ＩＦＮ￣α 　 　 　 　 ＴＧＴＧＡＣＣＴＴＣＣＴＣＡＧＡＣＴＣ / ＴＣＡＴＴＴＧＴＡＣＣＡＧＧＡＧＴＧＴＣ
ＩＦＮ￣β 　 　 　 　 ＧＧＣＡＧＴＧＴＡＡＣＴＣＴＴＣＴＧＣＡＴ / ＣＡＧＣＴＣＣＡＡＧＡＡＡＧＧＡＣＧＡＡＣ
ＩＬ￣１２ 　 　 　 　 ＡＡＣＴＣＴＴＣＡＣＧＧＡＣＣＡＡＡＴＣＴＣＡ / ＧＧＴＣＣＣＧＧＧＣＴＴＧＣＡ
ＴＮＦ￣α 　 　 　 　 ＴＴＣＴＣＡＴＴＣＣＴＧＣＴＴＧＴＧＧ / ＴＴＧＧＧＡＡＣＴＴＣＴＣＡＴＣＣＣＴ

１.５　 疫苗制备及免疫效力评价

１.５.１　 疫苗制备及鸡只免疫 　 禽流感 Ｈ９Ｎ２ 灭活抗原使用量不低于每羽份 ８.０ ＥＩＤ５０ꎬ与白油按体积比

１ ∶２.５ 的比例进行乳化ꎬ原子分光光度计测得锰元素的含量为 ４３４ μｇ􀅰ｍＬ－１ꎮ 锰纳米颗粒的添加计量分别

为每只 ５(低剂量)、１０(中剂量)、２０(高剂量)μｇꎬ同时设置 ＭｎＣｌ２ 对照组ꎮ １４ 日龄海兰褐蛋鸡分为 ６ 组ꎬ
每组 ８ 只ꎬ分别为免疫 Ｈ９Ｎ２ 灭活苗组、Ｈ９Ｎ２ 灭活苗＋低剂量组、Ｈ９Ｎ２ 灭活苗＋中剂量组、Ｈ９Ｎ２ 灭活苗＋
高剂量组、Ｈ９Ｎ２ 灭活苗＋ＭｎＣｌ２ 组、ＰＢＳ 对照组ꎬ颈部皮下注射ꎬ每只 ４００ μＬꎮ
１.５.２　 免疫后血清中 ＨＩ 抗体效价检测　 分别于免疫后 １４、２１、２８ ｄ 采集翅静脉血ꎬ２ ０００ ｇ 离心 １０ ｍｉｎꎬ
收集血清ꎮ 用微量血凝抑制(ｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎａｔｉｏｎ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎꎬＨＩ)试验方法检测血清中禽流感(Ｈ９Ｎ２)ＨＩ 抗体

效价ꎬ统计各组 ＨＩ 效价的几何平均滴度值(ｇｅｏｍｅｔｒｉｃ ｍｅａｎ ｔｉｔｅｒꎬＧＭＴ)ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 锰纳米颗粒的粒径、ＰＤＩ 及稳定性

利用动态光散射法对锰纳米颗粒进行测定ꎬ结果如图 １ 所示ꎬ通过鸡血清白蛋白和 ＭｎＣｌ２ 相互作用制

备的纳米颗粒平均粒径为 ５０ ｎｍ(图 １－Ａ)ꎮ 将锰纳米颗粒溶液在 ４ ℃放置 ６０ ｄꎬ无聚沉、分层ꎬ平均粒径

及 ＰＤＩ 都无明显变化(图 １－Ｂ)ꎬ表明该锰纳米颗粒尺寸较为均一ꎬ稳定性较好ꎮ 外观显示加入 ＮａＯＨ 反

应前ꎬ溶液呈透明色ꎻ反应后溶液呈黑褐色(图 １－Ｃ)ꎬ表明锰离子的价位发生了改变ꎮ

图 １　 锰纳米颗粒(Ｍｎｎａｎ)粒径、稳定性及表观表征

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｐａｒｔｉｃｌｅ ｓｉｚｅꎬｓｔａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｍａｎｇａｎｅｓｅ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ(Ｍｎｎａｎ)
Ａ. 锰纳米颗粒粒径表征ꎻＢ. 锰纳米颗粒稳定性检测ꎻＣ. 样品氧化反应前后的外观ꎮ

Ａ. Ｓｉｚｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＭｎｎａｎꎻＢ. Ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ＭｎｎａｎꎻＣ. Ｔｈｅ ａｐｐｅａｒａｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅ.
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２.２　 锰纳米颗粒形态观察

利用透射电子显微镜进行锰纳米颗粒的微观形貌观察ꎬ结果如图 ２ 所示ꎬ锰纳米颗粒的外观呈立方体

状ꎬ颗粒大小为 ４０~８０ ｎｍꎮ

图 ３　 锰纳米颗粒(Ｍｎｎａｎ)的 ＸＲＤ 检测分析

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｘ￣Ｒａｙ ｄｉｆｆｒａｃｔｉｏｎ(ＸＲＤ)ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ Ｍｎｎａｎ

图 ２　 锰纳米颗粒(Ｍｎｎａｎ)透射电镜形态观察结果

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ
ｉｍａｇｅｓ ｏｆ Ｍｎｎａｎ

２.３　 锰纳米颗粒 Ｘ 射线衍射分析

利用 Ｘ 射线衍射仪对锰纳米颗粒进行了测试ꎮ 结果如图 ３ 所示:衍射角 ２θ 分别在 １８°、２８.８°、３２.３°、
３６°、４４.４°、５８.５°、５９.８°和 ６４.６°等附近的衍射峰分别对应 Ｍｎ３Ｏ４ 的 １０１、１１２、１０３、２１１、２２０、３２１、２２４ 和 ４００
等晶面ꎬ从 ＸＲＤ 图谱可以看出ꎬ制备的纳米粒子为纯的四氧化三锰结构ꎮ 该纳米颗粒对应的衍射峰与标

准谱图中的位置相对应ꎬ表明该纳米颗粒制备成功ꎮ
２.４　 锰纳米颗粒对 ＲＡＷ￣Ｂｌｕｅ 细胞的激活

利用 Ｑｕａｎｔｉ￣ｂｌｕｅＴＭ Ｓｏｌｕｔｉｏｎ 检测锰纳米颗粒 ＲＡＷ￣Ｂｌｕｅ 细胞中 ＮＦ￣κＢ 通路的激活能力ꎮ 结果如图 ４－Ａ
所示:在锰纳米颗粒浓度范围为 １~１０ μｇ􀅰ｍＬ－１ꎬ随着锰纳米颗粒浓度的增加ꎬＮＦ￣κＢ 通路的激活能力也在

增强ꎮ 同时ꎬ利用荧光定量 ＰＣＲ 检测锰纳米颗粒对相关细胞因子的激活ꎮ 结果如图 ４－Ｂ 所示:添加锰纳

米颗粒刺激后ꎬ与 ＲＡＷ￣Ｂｌｕｅ 细胞相比ꎬＩＦＮ￣α、ＩＦＮ￣β、ＩＬ￣１２、ＴＮＦ￣α ｍＲＮＡ 表达量极显著提高(Ｐ<０.０００ １)ꎮ
试验结果表明ꎬ锰纳米颗粒能够显著激活巨噬细胞ꎬ从而更好地促进后续的免疫应答反应ꎮ

图 ４　 锰纳米颗粒(Ｍｎｎａｎ)刺激后 ＮＦ￣κＢ 通路(Ａ)及相关细胞因子 ｍＲＮＡ 表达水平(Ｂ)检测

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＮＦ￣κＢ(Ａ)ａｎｄ ｒｅｌａｔｅｄ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ(Ｂ) ｉｎ ＲＡＷ￣Ｂｌｕｅ ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｂｙ Ｍｎｎａｎ

∗∗∗∗Ｐ<０.０００ １. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｆｏｌｌｏｗｓ.

２.５　 锰纳米颗粒对禽流感疫苗的免疫增强效力评价

利用微量血凝抑制试验方法对免疫后的血清进行抗体效价评估ꎮ 结果如图 ５ 所示:免疫后 １４ ｄꎬ灭活

苗对照组的平均 ＨＩ 效价为 ３.５( ｌｏｇ２)ꎬ添加高、中剂量的锰纳米颗粒免疫组的血清平均 ＨＩ 效价分别达到

４.５、５.２５(Ｐ<０.００１)ꎻ免疫后 ２１ ｄꎬ添加高、中剂量的锰纳米颗粒免疫组的血清平均 ＨＩ 效价分别达到 ６.３７５
(Ｐ<０.０５)、７.６２５(Ｐ<０.０００ １)ꎬ显著高于灭活苗对照组的 ４.７５ꎮ 在免疫后 ２８ ｄꎬ高、中、低 ３ 个剂量组的血

清平均 ＨＩ 效价均显著或极显著高于灭活苗对照组(Ｐ<０.０５、Ｐ<０.００１、Ｐ<０.０００ １)ꎮ 检测期间ꎬＨ９Ｎ２ 灭活

苗＋ＭｎＣｌ２ 组的 ＨＩ 效价与灭活苗对照组无显著差异ꎮ 试验结果表明ꎬ锰纳米颗粒对 Ｈ９Ｎ２ 灭活疫苗具有

较好的免疫增强效果ꎮ

０９５
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图 ５　 Ｍｎｎａｎ对 Ｈ９Ｎ２ 疫苗免疫后血凝抑制效价的影响

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｍｎｎａｎ ｏｎ ｓｅｒｕｍ ＨＩ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｔｉｔｅｒｓ ｏｆ ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ Ｈ９Ｎ２ ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄ ｖａｃｃｉｎｅｓ
∗Ｐ<０.０５ꎬ∗∗∗Ｐ<０.００１.

ＭｎｎａｎＨ、ＭｎｎａｎＭ、ＭｎｎａｎＬ 分别表示高、中、低剂量的 Ｍｎｎａｎ .

ＭｎｎａｎＨꎬＭｎｎａｎＭꎬＭｎｎａｎＬ ｍｅａｎ ｈｉｇｈꎬｍｅｄｉｕｍꎬａｎｄ ｌｏｗ ｄｏｓａｇｅ ｏｆ Ｍｎｎａｎꎬｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.

３　 讨论

疫苗免疫作为预防和控制动物传染病的重要方式ꎬ其免疫效果对动物抵抗传染病尤为重要ꎮ 对于一

些免疫原性较差的灭活疫苗和亚单位来说ꎬ免疫增强剂是不可或缺的关键成分ꎮ 随着纳米科技的兴起ꎬ纳
米颗粒材料被开发用于人类疾病的造影成像及对抗各种病毒的疫苗免疫增强剂[１３－１７]ꎮ 研究表明ꎬ纳米颗

粒直径为 １５~７０ ｎｍ 时能够快速进入淋巴管并迁移到淋巴结ꎬ疫苗成分在淋巴结中的靶向性将对疫苗效

力产生重大影响[１８]ꎮ 血清白蛋白具有淋巴结靶向作用ꎬ其含有丰富的官能团ꎬ可吸附金属离子ꎬ作为

生物矿化模板被广泛应用[１９]ꎮ 金属离子在免疫信号传导过程中的作用不只限于第二信使ꎬ锰和锌离子具

有激活先天免疫的能力ꎬ且为体内必需的金属元素ꎬ安全性好ꎬ被广泛应用[２０]ꎮ 因此ꎬ本研究选取鸡血清

白蛋白和氯化锰ꎬ成功地制备了 Ｍｎ３Ｏ４ꎬ其粒径约 ５０ ｎｍꎬ呈立方体状ꎮ 在 ４ ℃放置 ６０ ｄ 仍呈现较好的稳定

性ꎮ 与现有的四氧化三锰纳米颗粒制备相比ꎬ本研究采用低成本的生物分子鸡血清白蛋白作为模板ꎬ降低

了制备的成本ꎬ并且该反应在常规温度下进行ꎬ不需要特殊的设备或高温条件ꎬ简化了制备流程ꎬ通过调节

鸡血清白蛋白、ＭｎＣｌ２ 的浓度和反应条件ꎬ可以有效控制生成 Ｍｎ３Ｏ４ 的粒径和形貌ꎮ
在抗病毒免疫应答过程中ꎬ纳米颗粒免疫增强剂有助于抗原递呈细胞的招募和激活ꎬ促进抗原的摄取

和递呈ꎬ选择性诱导不同类型的免疫反应[２１]ꎮ 巨噬细胞核转录因子(ＮＦ￣κＢ)信号转导通路的活化ꎬ在炎

症反应、细胞凋亡和免疫反应过程中发挥了重要作用[２２]ꎮ 锰纳米颗粒在体外通过刺激 ＲＡＷ￣Ｂｌｕｅ 细胞ꎬ
能够激活 ＮＦ￣κＢ 通路并且显著提高 ＩＦＮ￣α、ＩＦＮ￣β、ＩＬ￣１２、ＴＮＦ￣α ｍＲＮＡ 的表达水平ꎬ表明其作为免疫增强

剂能够有效促进抗原递呈细胞激活和对抗原的提呈ꎮ
Ｈ９Ｎ２ 是一种低致病性禽流感病毒ꎬ对家禽产业构成严重危害ꎬ该病毒常伴随着其他呼吸道病毒的共

同感染ꎬ造成家禽的高死亡率[２３－２５]ꎮ 体液免疫ꎬ特别是 ＨＩ 抗体对于禽流感的防控具有重要的指导意义ꎮ
在疫苗的免疫规程中ꎬ当 ＨＩ 抗体滴度高于 ４ 时ꎬ认为禽流感疫苗具有较好的保护效果[２６]ꎮ 本研究制备的

锰纳米颗粒用作禽流感疫苗的免疫增强剂ꎬ选用同源的鸡血清白蛋白为模板ꎬ能够减少机体副反应、有效

提高机体的利用度ꎮ 在每只 ５~２０ μｇ 免疫鸡后ꎬ能够显著提高 Ｈ９Ｎ２ 的 ＨＩ 抗体效价ꎬ并且中剂量组的 ＨＩ
抗体滴度在免后 ２８ ｄ 极显著高于高剂量组ꎬ表明该免疫增强剂在该免疫剂量范围内是安全的ꎬ并且能够

有效地提高现有禽流感疫苗的免疫效力ꎮ
综上所述ꎬ本研究成功制备了 ５０ ｎｍ 的锰纳米颗粒ꎬ体外试验表明其能够有效激活 ＲＡＷ￣Ｂｌｕｅ 细胞ꎬ

并且显著增强 Ｈ９Ｎ２ 灭活疫苗免疫后鸡体的特异性体液免疫反应ꎮ 锰纳米颗粒可以作为禽流感疫苗的高

效免疫增强剂ꎬ后续将继续验证该免疫增强剂对其他禽用疫苗的免疫增强效力ꎮ

参考文献 Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ:

[１] 　 Ｓｃｈｉｊｎｓ Ｖ ＥꎬＬａｖｅｌｌｅ Ｅ Ｃ. Ｔｒｅｎｄｓ ｉｎ ｖａｃｃｉｎｅ ａｄｊｕｖａｎｔｓ[Ｊ] . Ｅｘｐｅｒｔ Ｒｅｖｉｅｗ ｏｆ Ｖａｃｃｉｎｅｓꎬ２０１１ꎬ１０(４):５３９－５５０.

１９５



南　 京　 农　 业　 大　 学　 学　 报 第 ４９ 卷

[２] 于辰龙ꎬ陈亮ꎬ吴丽威ꎬ等. 免疫增强剂对动物疫苗的应用效果[Ｊ] . 现代畜牧兽医ꎬ２０２２(１０):８３－８５.
Ｙｕ Ｌ ＣꎬＣｈｅｎ ＬꎬＷｕ Ｌ Ｗꎬｅｔ ａｌ. Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｉｍｍｕｎｅ ｅｎｈａｎｃｅｒ ｏｎ ａｎｉｍａｌ ｖａｃｃｉｎｅ[ Ｊ] . Ｍｏｄｅｒｎ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ａｎｄ
Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ２０２２(１０):８３－８５( ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ) .

[３] 高素素ꎬ王馨ꎬ王亚玲ꎬ等. 无机纳米佐剂的设计及其在人类冠状病毒疫苗免疫增效中的应用[Ｊ] . 大学化学ꎬ２０２２ꎬ３７(３):８４－９７.
Ｇａｏ Ｓ ＳꎬＷａｎｇ ＸꎬＷａｎｇ Ｙ Ｌꎬｅｔ ａｌ. Ｄｅｓｉｇｎ ａｎｄ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｏｒｇａｎｉｃ ｎａｎｏａｄｊｕｖａｎｔ ｉｎ ｉｍｍｕｎｏｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ ｖａｃｃｉｎｅ[ Ｊ] .
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ２０２２ꎬ３７(３):８４－９７( ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ) .

[４] Ｆａｎｇ ＳꎬＬｉ Ｘ ＹꎬＦｅｎｇ Ｊ Ｘꎬｅｔ ａｌ. Ｐｅｒｉｏｄｉｃ ｍｅｓｏｐｏｒｏｕｓ ｏｒｇａｎｏｓｉｌｉｃａ ａｓ ａ ｎａｎｏａｄｊｕｖａｎｔ ｆｏｒ ｓｕｂｕｎｉｔ ｖａｃｃｉｎｅｓ ｅｌｉｃｉｔｓ ｐｏｔｅｎｔ ａｎｔｉｇｅｎ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｇｅｒｍｉｎａｌ
ｃｅｎｔｅｒ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｂｙ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ｎａｉｖｅ Ｂ ｃｅｌｌｓ[Ｊ] . ＡＣＳ Ｎａｎｏꎬ２０２３ꎬ１７:１５４２４－１５４４０.

[５] Ｄｅｎｇ ＢꎬＨｅ Ｘ ＭꎬＷａｎｇ Ｄ Ｄꎬｅｔ ａｌ. Ｄｅｓｉｇｎｉｎｇ ｓｅｌｅｎｉｕｍ ｎａｎｏａｄｊｕｖａｎｔ ａｓ ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ａｇｅｎｔ ｆｏｒ ｌｉｖｅ￣ｋｉｌｌｅｄ ｖｉｒｕｓ￣ｂａｓｅｄ ｖａｃｃｉｎｅ[Ｊ] . Ｓｍａｌｌ Ｍｅｔｈｏｄｓꎬ
２０２３ꎬ７:２３００２９３.

[６] Ｗａｎｇ Ｙ ＬꎬＣａｉ ＲꎬＣｈｅｎ Ｃ. Ｔｈｅ ｎａｎｏ￣ｂｉｏ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｎａｎｏｍｅｄｉｃｉｎｅｓ:ｕｎｄｅｒｓｔａｎｄｉｎｇ ｔｈｅ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｄｒｉｖｉｎｇ ｆｏｒｃｅｓ ａｎｄ ｒｅｄｏｘ ｒｅａｃｔｉｏｎｓ[ Ｊ] .
Ａｃｃｏｕｎｔｓ ｏｆ Ｃｈｅｍｉｃａｌ Ｒｅｓｅａｒｃｈꎬ２０１９ꎬ５２(６):１５０７－１５１８.

[７] Ｌｉｕ ＹꎬＸｕ ＹꎬＴｉａｎ Ｙꎬｅｔ ａｌ. Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｎａｎｏｍａｔｅｒｉａｌｓ ｃａｎ ｏｐｔｉｍｉｚｅ ｔｈｅ ｅｆｆｉｃａｃｙ ｏｆ ｖａｃｃｉｎｅｓ[Ｊ] . Ｓｍａｌｌꎬ２０１４ꎬ１０:４５０５－４５２０.
[８] Ｚｈｕ Ｇ ＺꎬＬｙｎｎ Ｇ ＭꎬＪａｃｏｂｓｏｎ Ｏꎬｅｔ ａｌ. Ａｌｂｕｍｉｎ / ｖａｃｃｉｎｅ ｎａｎｏｃｏｍｐｌｅｘｅｓ ｔｈａｔ ａｓｓｅｍｂｌｅ ｉｎ ｖｉｖｏ ｆｏｒ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｃａｎｃｅｒ ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙ[Ｊ] . Ｎａｔｕｒｅ

Ｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎｓꎬ２０１７ꎬ８(１):１９５４.
[９] Ｗａｎｇ Ｙ ＬꎬＸｉｅ Ｙ ＰꎬＬｕｏ Ｊꎬｅｔ ａｌ. Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ ａ ｓｅｌｆ￣ｎａｖｉｇａｔｅｄ ＭｎＡＲＫ ｎａｎｏｖａｃｃｉｎｅ ｆｏｒ ｉｎｄｕｃｉｎｇ ｐｏｔｅｎｔ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｉｍｍｕｎｉｔｙ ａｇａｉｎｓｔ ｎｏｖｅｌ

ｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ[Ｊ] . Ｎａｎｏ Ｔｏｄａｙꎬ２０２１ꎬ３８:１０１１３９.
[１０] Ｗａｎｇ Ｃ ＧꎬＧｕａｎ Ｙ ＫꎬＬｖ Ｍ Ｚꎬｅｔ ａｌ. Ｍａｎｇａｎｅｓｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｓ ｔｈｅ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｃＧＡＳ￣ＳＴＩＮＧ ｐａｔｈｗａｙ ｆｏｒ ｄｏｕｂｌｅ￣ｓｔｒａｎｄｅｄ ＤＮＡ ａｎｄ Ｉｓ ｒｅｑｕｉｒｅｄ

ｆｏｒ ｔｈｅ ｈｏｓｔ ｄｅｆｅｎｓｅ ａｇａｉｎｓｔ ＤＮＡ ｖｉｒｕｓｅｓ[Ｊ] . Ｉｍｍｕｎｉｔｙꎬ２０１８ꎬ４８(４):６７５－６８７.
[１１] Ｚｈａｏ ＺꎬＭａ Ｚ ＸꎬＷａｎｇ Ｂꎬｅｔ ａｌ. Ｍｎ ｄｉｒｅｃｔｌｙ ａｃｔｉｖａｔｅｓ ｃＧＡＳ ａｎｄ ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｕｇｇｅｓｔｓ Ｍｎ ｉｎｄｕｃｅｓ ａ ｎｏｎｃａｎｏｎｉｃａｌ ｃａｔａｌｙｔｉｃ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ

２′３′￣ｃＧＡＭＰ[Ｊ] . Ｃｅｌｌ Ｒｅｐｏｒｔꎬ２０２０ꎬ３２:１０８０５３.
[１２] Ｐｅｒｅｓ Ｔ ＶꎬＳｃｈｅｔｔｉｎｇｅｒ Ｍ Ｒ ＣꎬＣｈｅｎ Ｐꎬｅｔ ａｌ. Ｍａｎｇａｎｅｓｅ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｎｅｕｒｏｔｏｘｉｃｉｔｙ:ａ ｒｅｖｉｅｗ ｏｆ ｉｔｓ ｂｅｈａｖｉｏｒａｌ ｃｏｎｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ａｎｄ ｎｅｕｒｏｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ

ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ[Ｊ] . ＢＭＣ Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ ＆ Ｔｏｘｉｃｏｌｏｇｙꎬ２０１６ꎬ１７(１):５７.
[１３] Ｘｉｅ Ｃ ＫꎬＣｅｎ ＤꎬＲｅｎ Ｚ Ｈꎬｅｔ ａｌ. ＦｅＳ＠ ＢＳＡ ｎａｎｏｃｌｕｓｔｅｒｓ ｔｏ ｅｎａｂｌｅ Ｈ２Ｓ￣ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ＲＯＳ￣ｂａｓｅｄ ｔｈｅｒａｐｙ ｗｉｔｈ ＭＲＩ ｇｕｉｄａｎｃｅ[ Ｊ] . Ａｄｖａｎｃｅｄ

Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ２０２０ꎬ７(７):１９０３５１２.
[１４] Ｗａｎｇ ＹꎬＹａｎｇ ＴꎬＫｅ Ｈ Ｔꎬｅｔ ａｌ. Ｓｍａｒｔ ａｌｂｕｍｉｎ￣ｂｉｏｍｉｎｅｒａｌｉｚｅｄ ｎａｎｏｃｏｍｐｏｓｉｔｅｓ ｆｏｒ ｍｕｌｔｉｍｏｄａｌ ｉｍａｇｉｎｇ ａｎｄ ｐｈｏｔｏｔｈｅｒｍａｌ ｔｕｍｏｒ ａｂｌａｔｉｏｎ[ Ｊ] .

Ａｄｖａｎｃｅｄ Ｍａｔｅｒｉａｌｓꎬ２０１５ꎬ２７ꎬ３８７４－３８８２.
[１５] Ｚｈｏｕ Ｂ ＱꎬＳｏｎｇ ＪꎬＷａｎｇ Ｍꎬｅｔ ａｌ. ＢＳＡ￣ｂｉｏｉｎｓｐｉｒｅｄ ｇｏｌｄ ｎａｎｏｒｏｄｓ ｌｏａｄｅｄ ｗｉｔｈ ｉｍｍｕｎｏａｄｊｕｖａｎｔ ｆｏｒ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｍｅｌａｎｏｍａ ｂｙ ｃｏｍｂｉｎｉｎｇ

ｐｈｏｔｏｔｈｅｒｍａｌ ｔｈｅｒａｐｙ ａｎｄ ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙ[Ｊ] . Ｎａｎｏｓｃａｌｅꎬ２０１８ꎬ１０(４６):２１６４０－２１６４７.
[１６] Ｘｕ Ｄ ＤꎬＨｕ ＪꎬＭｅｉ Ｊ Ｗ ｅｔ ａｌ. Ｎａｎｏａｄｊｕｖａｎｔ￣ｔｒｉｇｇｅｒｅｄ ＳＴＩＮＧ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｅｖｏｋｅｓ ｓｙｓｔｅｍｉｃ ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙ ｆｏｒ ｒｅｐｅｔｉｔｉｖｅ ｉｍｐｌａｎｔ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓ

[Ｊ] . Ｂｉｏａｃｔｉｖｅ Ｍａｔｅｒｉａｌｓꎬ２０２４ꎬ３５:８２－９８.
[１７] Ｓｕｎ Ｙ ＺꎬＹｉｎ ＹꎬＧｏｎｇ Ｌ Ｄꎬｅｔ ａｌ. Ｍａｎｇａｎｅｓｅ ｎａｎｏｄｅｐｏｔ ａｕｇｍｅｎｔｓ ｈｏｓｔ ｉｍｍｕｎｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ａｇａｉｎｓｔ ｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ. [ Ｊ] . Ｎａｎｏ Ｒｅｓｅａｒｃｈꎬ２０２１ꎬ１４

(５):１２６０－１２７２.
[１８] Ｋｉｍ Ｓ ＹꎬＮｏｈ Ｙ ＷꎬＫａｎｇ Ｔ Ｈꎬｅｔ ａｌ. Ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｖａｃｃｉｎｅ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｔａｒｇｅｔ ｔｏ ｌｙｍｐｈ ｎｏｄｅ ｔｒｉｇｇｅｒｉｎｇ ｅｎｈａｎｃｅｄ ｉｎｎａｔｅ ａｎｄ ａｄａｐｔｉｖｅ ａｎｔｉｔｕｍｏｒ

ｉｍｍｕｎｉｔｙ[Ｊ] . Ｂｉｏｍａｔｅｒｉａｌｓꎬ２０１７ꎬ１３０:５６－６６.
[１９] Ｘｉｅ ＪꎬＺｈｅｎｇ ＹꎬＹｉｎｇ Ｊ Ｙ. Ｐｒｏｔｅｉｎ￣ｄｉｒｅｃｔｅｄ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ ｈｉｇｈｌｙ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｇｏｌｄ ｎａｎｏｃｌｕｓｔｅｒｓ[ Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ ｔｈｅ Ａｍｅｒｉｃａｎ Ｃｈｅｍｉｃａｌ Ｓｏｃｉｅｔｙꎬ

２００９ꎬ１３１(３):８８８－８８９.
[２０] Ｌｉ ＸꎬＷａｎｇ ＸＰꎬＩｔｏꎬｅｔ ａｌ. Ｔａｉｌｏｒｉｎｇ ｉｎｏｒｇａｎｉｃ ｎａｎｏａｄｊｕｖａｎｔｓ ｔｏｗａｒｄｓ ｎｅｘｔ￣ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｖａｃｃｉｎｅｓ[ Ｊ] . Ｃｈｅｍｉｃａｌ Ｓｏｃｉｅｔｙ Ｒｅｖｉｅｗｓꎬ２０１８ꎬ４７(１３):

４９５４－４９８０.
[２１] Ｃｏｘ ＥꎬＶｅｒｄｏｎｃｋ ＦꎬＶａｎｒｏｍｐａｙ Ｄꎬｅｔ ａｌ. Ａｄｊｕｖａｎｔｓ ｍｏｄｕｌａｔｉｎｇ ｍｕｃｏｓａｌ ｉｍｍｕｎｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｏｒ ｄｉｒｅｃｔｉｎｇ ｓｙｓｔｅｍｉｃ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｔｏｗａｒｄｓ ｔｈｅ ｍｕｃｏｓａ

[Ｊ] . Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｒｅｓｅａｒｃｈꎬ２００６ꎬ３７(３):５１１－５３９.
[２２] Ｓａｋｕｒａｉ Ｈ.Ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｏｆ ＴＡＫ１ ｉｎ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ ａｎｄ ｃａｎｃｅｒ[Ｊ] . Ｔｒｅｎｄｓ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ２０１２ꎬ３３(１０):５２２－５３０.
[２３] Ｋｏｎｇ Ｌ ＣꎬＹｏｕ Ｒ ＲꎬＺｈａｎｇ Ｄ Ｃꎬｅｔ ａｌ. Ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ ｂｒｏｎｃｈｉｔｉｓ ｖｉｒｕｓ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｉｎｃｒｅａｓｅｓ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙ ｏｆ Ｈ９Ｎ２ ａｖｉａｎ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ ｂｙ ｉｎｄｕｃｉｎｇ

ｓｅｖｅｒｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ[Ｊ] . Ｆｒｏｎｔｉｅｒｓ ｉｎ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ２０２１ꎬ８:８２４１７９.
[２４] Ｗｅｎ ＨꎬＹａｎｇ Ｘ ＦꎬＬｉｕ Ｘ Ｑꎬｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｉｍｍｕｎｅ ｓｙｓｔｅｍ ｏｆ ｃｈｉｃｋｅｎ ａｎｄ ｉｔｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｔｈｅ Ｈ９Ｎ２ ａｖｉａｎ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ[Ｊ] . Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｑｕａｒｔｅｒｌｙꎬ

２０２３ꎬ４３４３(１):１－１４.
[２５] Ｊｉａ ＨꎬＺｈａｎｇ Ｌ ＨꎬＨｕａｎｇ Ｍꎬｅｔ ａｌ. Ｈ９Ｎ２ ａｖｉａｎ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓｅｓ:ｃｈａｌｌｅｎｇｅｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｗａｙ ｆｏｒｗａｒｄ[Ｊ] . Ｔｈｅ Ｌａｎｃｅｔ Ｍｉｃｒｏｂｅꎬ２０２３ꎬ４(２):ｅ７０－ｅ７１.
[２６] Ｚｈａｎｇ ＣꎬＺｈｏｕ ＪꎬＬｉｕ Ｚꎬｅｔ ａｌ. Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｉｍｍｕｎｏａｄｊｕｖａｎｔ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ｆｏｕｒ ｂｕｒｓａｌ ｐｅｐｔｉｄｅｓ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ Ｈ９Ｎ２ ａｖｉａｎ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ

ｖａｃｃｉｎｅ[Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ２０１８ꎬ１９(６):８１７－８２６.

责任编辑:周广礼

２９５


