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【摘要】  目的　探究壳寡糖（chitosan oligosaccharide, COS）的免疫佐剂效果，包括免疫激活作用和引发溶酶体逃逸作

用，并探索其是否可以作为减毒活菌载体疫苗佐剂。方法　①以0（对照组）、0.1～4 mg/mL COS培养小鼠巨噬细胞

RAW264.7细胞24 h，利用CCK8实验检测细胞活力的影响；以0（对照组）、1、2、4 mg/mL COS干预小鼠RAW264.7细胞

24 h，通过RT-qPCR实验检测细胞因子IFN-γ、IL-10、TGF-β、TLR-4的mRNA表达水平。②RAW264.7细胞加入

1 mL含有不同组分〔钙黄绿素（Calcein）50 μg/mL ，COS 2 mg/mL，阻断剂bafilomycin A1 1 μmol/mL〕的PBS培养，分组为

Calcein组、Calcein+COS组、Calcein+COS+Bafilomycin A1组。通过激光共聚焦显微镜观察RAW264.7细胞在有或无

COS干预下对荧光染料Calcein的吞噬和胞内荧光分布情况，判断COS是否能够引发溶酶体逃逸。③用0.5、1、2、4、
8 mg/mL COS包被减毒李斯特菌载体宫颈癌治疗性疫苗候选株LM∆E6E7和LI∆E6E7，测定Zeta电位变化，选择COS成功包

被细菌的质量浓度。检测  2 mg/mL COS包被LM∆E6E7和LI∆E6E7前后，RAW264.7细胞对疫苗菌株的吞噬率。

结果　①CCK8结果显示，与对照组相比，不同质量浓度COS干预RAW264.7细胞24 h后，对细胞无毒性，并能够促进细胞增

殖，差异有统计学意义（P<0.05）；RT-qPCR结果表明，与对照组相比，COS干预能够上调RAW264.7细胞TLR-4和IFN-γ的
mRNA水平，同时抑制TGF-β和IL-10的mRNA表达水平，以4 mg/mL COS组最为明显（P<0.05）。②激光共聚焦显微镜发现

在COS干预下，Calcein+COS组比Calcein组有更多的荧光染料从溶酶体内释放进入胞内，而这个过程可以被bafilomycin
A1阻断。③Zeta电位结果表明COS质量浓度达到2 mg/mL时，能成功包被到细菌表面。疫苗株被COS包被前、后，

RAW264.7细胞对LM∆E6E7的吞噬率分别为5.70%和22.00%，差异有统计学意义（P<0.05）；RAW264.7细胞对LI∆E6E7的吞

噬率分别为1.55%和6.12%，差异有统计学意义（P<0.05）。结论　COS具有激活巨噬细胞免疫应答和引发溶酶体内物质逃

逸溶酶体的作用，包被减毒活菌载体疫苗候选菌株可促进巨噬细胞对细菌的吞噬，可望进一步开发作为细菌载体类疫苗佐剂。
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【Abstract】   Objective　To study the immunoadjuvant  effects  of  chitosan oligosaccharide (COS),  including the
immune activation and the triggering of  lysosomal  escape,  and to  explore  whether  COS can be used as  an adjuvant  for
attenuated  live  bacteria  vector  vaccines. Methods　1)  Mouse  macrophages  RAW264.7  cells  were  cultured  with  COS at
0  mg/mL  (the  control  group)  and  0.1-4  mg/mL  for  24  h  and  the  effect  on  cell  viability  was  measured  by  CCK8  assay.
Mouse macrophages RAW264.7 were treated with COS at 0 (the control group),  1,  2,  and 4 mg/mL for 24 h.  Then, the
mRNA expression levels of the cytokines, including IFN-γ, IL-10, TGF-β, and TLR4, were determined by RT-qPCR assay.
2) RAW264.7 cells were treated with 1 mL of PBS containing different components, including calcein at 50 μg/mL, COS at
2 mg/mL, and bafilomycin A1, an inhibitor, at 1 μmol/mL, for culturing. The cells were divided into the Calcein group,
Calcein+COS group, and Calcein+COS+Bafilomycin A1 group accordingly. Laser scanning confocal microscopy was used
to observe the phagocytosis and the intracellular fluorescence distribution of calcein, a fluorescent dye, in RAW264.7 cells
in  the  presence  or  absence  of  COS  intervention  to  determine  whether  COS  was  able  to  trigger  lysosomal  escape.
3)  LM∆E6E7  and  LI∆E6E7,  the  attenuated Listeria vector  candidate  therapeutic  vaccines  for  cervical  cancer,  were
encapsulated with COS at the mass concentrations of 0.5 mg/mL, 1 mg/mL, 2 mg/mL , 4 mg/mL, and 8 mg/mL. Then, the
changes  in  zeta  potential  were  measured to  select  the  concentration of  COS that  successfully  encapsulated  the  bacteria.
Phagocytosis of the vaccine strains by RAW264.7 cells was measured before and after LM∆E6E7 and LI∆E6E7 were coated
with  COS  at  2  mg/mL. Results　1)  CCK8  assays  showed  that,  compared  with  the  findings  for  the  control  group,  the 
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intervention of RAW264.7 cells with COS at different concentrations for 24 h was not toxic to the cells and promoted cell
proliferation,  with  the  difference  being  statistically  significant  (P<0.05).  According  to  the  RT-qPCR  results,  compared
with those of  the control  group,  the COS intervention up-regulated the mRNA levels  of TLR4 and IFN-γ in RAW264.7
cells, while it inhibited the mRNA expression levels of TGF-β and IL-10, with the most prominent effect being observed in
the  4  mg/mL COS group (P<0.05).  2)  Laser  scanning  confocal  microscopy  revealed  that  the  amount  of  fluorescent  dye
released  from  lysosomes  into  the  cells  was  greater  in  the  Calcein+COS  group  than  that  in  the  Calcein  group.  In  other
words,  a  greater  amount  of  fluorescent  dye  was  released  from  lysosomes  into  the  cells  under  COS  intervention.
Furthermore,  this  process  could  be  blocked  by  bafilomycin  A1.  3)  The  zeta  potential  results  showed  that  COS  could
successfully  encapsulate  the  surface  of  bacteria  when  its  mass  concentration  reached  2  mg/mL.  Before  and  after  the
vaccine  strain  was  encapsulated  by  COS,  the  phagocytosis  of  LM∆E6E7  by  RAW264.7  cells  was  5.70% and  22.00%,
respectively,  showing  statistically  significant  differences  (P<0.05);  the  phagocytosis  of  LI∆E6E7  by  RAW264.7  cells  was
1.55% and 6.12%,  respectively,  showing statistically significant differences (P<0.05). Conclusion　COS has the effect of
activating  the  immune  response  of  macrophages  and  triggering  lysosomal  escape.  The  candidates  strains  of  coated  live
attenuated  bacterial  vector  vaccines  can  promote  the  phagocytosis  of  bacteria  by  macrophages.  Further  research  is
warranted to develop COS into an adjuvant for bacterial vector vaccine.
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壳寡糖（chitosan oligosaccharide, COS）是一种带正电

荷的碱性多糖，一般由壳聚糖降解产生，其分子量低、水

溶性好、无毒，较壳聚糖更容易吸收，发挥生物活性，且同

样也具有抗肿瘤、抗氧化、免疫调节等作用[1-2]。活菌载

体疫苗是以减毒活菌为载体的疫苗，可以携带较长的多

价抗原基因以制备多价疫苗，具有更高更持久的免疫保

护效果，同时因其作用位点明确、安全性较高，已逐渐成

为基因工程疫苗的热点[3-4]。COS在病毒载体疫苗中的佐

剂作用已得到了良好的验证，但其作为佐剂在减毒活菌

载体疫苗中的应用研究较少[5-6]。本实验室在前期研究中

构建了携带人乳头瘤病毒（human papilloma virus, HPV）

16型E6E7蛋白编码基因（HPV-16 E6E7基因）的减毒李斯

特菌活菌载体宫颈癌治疗性疫苗候选株L M ∆ E 6 E 7

和LI∆E6E7，体外实验及体内实验证明LM∆E6E7和

LI∆E6E7能够有效抑制肿瘤产生，具有较好的治愈率[7]。

本研究拟从细胞层面，通过CCK8实验和RT-qPCR测

定壳寡糖对巨噬细胞的免疫刺激作用；通过激光共聚焦

显微镜观察COS是否能引发溶酶体逃逸；以LM∆E6E7和

LI∆E6E7作为减毒活菌载体疫苗的代表，测定不同质量浓

度COS包被后的Zeta电位变化，判断COS是否成功包被细

菌；以小鼠巨噬细胞系RAW264.7为抗原递呈细胞代表，

通过活菌培养测定进入胞内的细菌量，探究COS包被能

否促进RAW264.7细胞对疫苗菌株的吞噬，由此初步探究

COS作为佐剂应用于活菌载体疫苗的可行性。

 1     材料与方法

 1.1    材料

 1.1.1    菌株和细胞

携带HPV-16 E6E7基因，敲除了毒力基因actA和

plcB的重组绵羊李斯特菌LIΔ-E6E7；携带HPV-16 E6E7基

因，敲除了毒力基因actA和plcB的重组单增李斯特菌，由

本实验室构建[7]；小鼠巨噬细胞系RAW264.7细胞，由四川

大学华西药学院孙逊教授惠赠。

 1.1.2    主要试剂及设备

COS粉末购于浙江金壳药业有限公司，相对分子质量<

3 000，纯度≥80%；Calcein、bafilomycin A1购于索莱宝公

司；免疫染色固定液、抗荧光淬灭剂和CCK8试剂盒购于

碧云天生物技术公司；DMEM培养基购于美国Gibco公

司；RNA提取试剂盒购于上海奕杉生物科技有限公司；逆

转录mix和Taq Pro Universal SYBR qPCR Master Mix购于

南京诺唯赞生物科技股份有限公司；脑心浸液培养基和

脑心浸液琼脂培养基（Brain-Heart Infusion Medium,

BHI）购于北京路桥公司；日本尼康激光共聚焦显微镜（型

号A1R+）；英国马尔文帕纳科  Zeta电位分析仪（型号

ZETASIZER NANO ZS90）；美国Thermo Fisher酶标仪（型

号Multiskan GO 1 510）；美国Thermo Fisher核酸定量仪

（型号Nanodrop 2000）。

 1.2    方法

 1.2.1    CCK8法测定壳寡糖干预对RAW264.7细胞的活力影响

取生长状态良好的RAW264.7细胞按每孔1×104细胞

铺板96孔板，培养18 h后，用PBS清洗，加入含有不同质量

浓度COS的DMEM完全培养基。试验组COS质量浓度设

置为4、2、1、0.8、0.4、0.2、0.1 mg/mL，同时设置对照组

（R A W 2 6 4 . 7细胞+ D M E M完全培养基）及调零孔

（DMEM完全培养基），培养24 h后，用PBS清洗，加入含有

10%CCK-8溶液的DMEM培养基，继续培养2 h，在酶标仪

上于450 nm处测定吸光度（A450），按下面公式计算细胞

活力。
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细胞活力 =(试验组A450 −调零孔A450)/
(对照组A450 −调零孔A450)×100% (1)

 1.2.2    RT-qPCR测定壳寡糖干预对RAW264.7细胞的免

疫激活作用

取生长状态良好的RAW264.7细胞按每孔1×105细胞

铺板6孔板，培养18 h后，分别加入COS质量浓度为4 mg/mL、

2 mg/mL、1 mg/mL的DMEM完全培养基，同时设置对照

组（RAW264.7细胞+DMEM完全培养基）继续培养24 h。

按说明书提取各组细胞总RNA，逆转录得到质量合格的

cDNA。

采用SYBR Green法进行qPCR检测，根据南京诺唯赞

Taq Pro Universal SYBR qPCR Master Mix说明书配制

qPCR反应体系，95 ℃预变性30 s，95 ℃变性5 s，55 ℃延伸

5 s，循环变性、延伸操作40次，检测Ct值，根据2−∆∆Ct 计算

各基因的相对表达量。引物由北京擎科生物技术公司合

成，序列见表1。
 

表 1    引物序列

Table 1    Primer sequences
 

Target gene Forward primer (5′-3′) Reverse primer (5′-3′) Amplicon size/bp
β-actin CCACCATGTACCCAGGCATT CGGACTCATCGTACTCCTGC 189
TLR-4 GCATGGCTTACACCACCTCT TTTGTCTCCACAGCCACCAG 117
IFN-γ GTCAACAACCCACAGGTCCA CGACTCCTTTTCCGCTTCCT 101
TGF-β GGAAGGACCTGGGTTGGAAG GGTTGTAGAGGGCAAGGACC 126
IL-10 CAGAGAAGCATGGCCCAGAA GCTCCACTGCCTTGCTCTTA 129

　TLR-4: Toll-like receptor 4; IFN-γ: interferon-gamma; TGF-β: transforming growth factor-beta; IL-10: interleukin-10.

 1.2.3    激光共聚焦观察

取生长状态良好的RAW264.7细胞按每孔7×104细胞

铺板24孔板，每孔加入细胞爬片，培养18 h后用PBS清洗

3次，加入1 mL含有下述不同组分的PBS，分组为Calcein组

（正常释放组）、Calcein+COS组（干预释放组）、Calcein+

COS+Bafilomycin A1组（阻断组）。其中，Calcein为

50 μg/mL ，COS为2 mg/mL，bafilomycin A1为1 μmol/mL。

继续培养45 min后每孔加入1 mL PBS，于摇床上避光清

洗，加入免疫染色固定液，室温避光固定15 min，再次避

光清洗，取一滴抗荧光淬灭剂于载玻片，取出爬片倒扣至

抗荧光淬灭剂处，静置5 min后进行封片，于激光扫描共

聚焦显微镜下观察。

 1.2.4    COS包被及Zeta电位测定

将LM∆E6E7和LI∆E6E7接种于BHI培养基，于37 ℃

200 r/min培养至OD600=0.4～0.7，用PBS调整菌液浓度为

1×108 CFU/mL，取适量菌液分别与8 mg/mL、4 mg/mL、

2 mg/mL、1 mg/mL、0.5 mg/mL COS溶液等体积混匀，室

温静置30 min，13 000 r/min 4 ℃ 离心3 min弃上清，1 mL

P B S重悬菌沉淀获得包被不同质量浓度C O S的C O S -

LM∆E6E7和COS-LI∆E6E7复合物。在25 ℃、90°散射角条

件下用Zeta电位分析仪对复合物进行Zeta电位测定，以等

量PBS包被作为阴性对照。李斯特菌表面携带负电荷，而

COS带正电荷，若LM∆E6E7和LI∆E6E7的Zeta电位升高到

0，则提示COS已成功包被。选择能成功包被的COS质量浓

度，进行后继实验。

 1.2.5    RAW264.7细胞对包被壳寡糖的宫颈癌治疗性疫

苗候选株的吞噬率测定

按1.2.4中方法用COS包被LM∆E6E7和LI∆E6E7

（COS包被质量浓度为2 mg/mL），用PBS配制浓度为4×

107 CFU/mL的LM∆E6E7、LI∆E6E7、COS-LM∆E6E7和

COS-LI∆E6E7的细菌悬液。

取生长状态良好的RAW264.7细胞按每孔1×105细胞

铺板24孔板，培养18 h后用PBS清洗，每孔加入100 μL浓度

为4 × 1 0 7  C F U / m L的L M ∆ E 6 E 7、L I ∆ E 6 E 7、C O S -

LM∆E6E7和COS-LI∆E6E7菌悬液（感染复数MOI=40∶1）

继续培养1 h，PBS清洗，每孔加入500 μL含100 μg/mL庆大

霉素的DMEM完全培养基，继续培养1 h，弃去液体，

PBS清洗2次，每孔加入1 mL 0.1% Triton-100溶液，室温作用

5 min，10倍梯度稀释，取20 μL稀释液滴于BHI平板上，

37 ℃培养48 h，计数CFU，平行重复3次，按下列公式计算

RAW264.7细胞对疫苗菌株的吞噬率。

吞噬率 =(裂解液细菌浓度×V1)/
(初始菌悬液浓度×V2)×100% (2)

式（2）中，V1=1 mL，V2=0.1 mL。裂解液细菌浓度×V 1

为进入胞内的细菌量。浓度单位为CFU/mL。

 1.2.6    统计学方法

定量资料经过正态性检验及方差齐性检验后，根据

设计类型使用方差分析或t检验，对于不满足正态分布和

方差齐性的资料选择使用秩和检验；定性资料采用卡方

检验。P<0.05为差异有统计学意义。

 2     结果

 2.1    COS对小鼠巨噬细胞RAW264.7具有免疫激活作用

CCK-8法结果显示，与培养基对照组相比，不同质量

浓度COS干预RAW264.7细胞24 h后，均能够增加细胞活

力、促进细胞增殖，差异有统计学意义（P<0.05），如图1所
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示。说明COS无细胞毒性。

RT-qPCR结果如图2所示。1 mg/mL COS干预即可

改变IFN-γ和TGF-β基因的表达量，与对照组相比差异有

统计学意义（P<0.05）；2 mg/mL COS干预时，TLR-4、IL-

10、TGF-β基因的表达量与对照组相比差异有统计学意

义（P<0.05）；4 mg/mL COS干预时，IFN-γ、TLR-4、IL-10、

TGF-β基因的表达量与对照组相比差异均有统计学意义

（P<0.05）。

 2.2    COS有利于吞噬体内的物质逃逸吞噬体

见图3。通过激光共聚焦显微镜观察RAW264.7细胞

在有或无COS干预下对荧光染料Calcein的吞噬和胞内荧

光分布情况，结果表明，与正常释放组相比，干预释放组

在COS干预条件下溶酶体破裂，有更多的荧光染料从溶

酶体内释放进入胞内；与干预释放组比，阻断组抑制了溶

酶体内被吞噬的荧光染料Calcein逃逸溶酶体。激光共聚

焦结果证实了存在COS的情况下，能够引起胞内溶酶体

破裂，进一步导致被吞噬物质发生溶酶体逃逸。
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图 2  不同质量浓度壳寡糖干预细胞后IFN-γ、TLR-4、TGF-β和IL-10基因表达水平变化

Fig 2  Changes in IFN-γ, TLR-4, TGF-β and IL-10 gene expression levels after intervention with COS at different mass concentrations
* P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001. n=3.
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图 3  激光共聚焦显微镜测定结果（×200）

Fig 3  Results of laser scanning confocal microscopic measurement (×200)
 

 2.3    COS能通过静电吸附包被宫颈癌治疗性疫苗候选株

LM∆E6E7和LI∆E6E7

不同质量浓度COS包被LM∆E6E7和LI∆E6E7后，利用

Zeta电位分析仪测定其Zeta电位的变化，测定结果显示，

随着COS包被质量浓度增加，LM∆E6E7和LI∆E6E7的

Zeta电位逐渐升高，当COS包被质量浓度达到2 mg/mL

时，细菌电位几乎被完全中和，如图4所示。

 2.4    COS包被可促进吞噬细胞对细菌的吞噬

疫苗株被COS包被前、后，RAW264.7细胞对LM∆E6E7

的吞噬率分别为5.70%和22.00%，差异有统计学意义

（P<0.05）；RAW264.7细胞对LI∆E6E7的吞噬率分别为

1.55%和6.12%，差异有统计学意义（P<0.05）。两者包被

后均较包被前提高4倍左右。

 3     讨论

阳离子聚合物带正电荷，可通过静电吸附作用与带

负电的核酸、蛋白等生物分子形成复合物，具有响应刺

激、抗菌、抗氧化、抗肿瘤和抗炎症等作用，目前被广泛

应用于医药生物研究。阳离子聚合物与核酸形成纳米复

合物后，能防止核酸被酶降解，并促进细胞吸收和溶酶体
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图 1  不同质量浓度壳寡糖干预RAW264.7细胞后的细胞活性变化

Fig 1  Changes in RAW264.7 cell viability after intervention with COS at
different mass concentrations

*** P<0.001, **** P<0.000 1, vs. 0 mg/mL. n=3.
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逃逸，有效提高基因转染[8]。除此之外阳离子聚合物还能

作为药物运输载体或与药物结合用于肿瘤治疗[9-10]。目

前常见的阳离子材料主要包括聚乙烯亚胺（PEI）、聚氨基

酯（PBAE）、壳聚糖（Chitosan）、聚丙烯胺（PAH）、二乙氨

乙基葡聚糖（D E A E - d e x t r a n）、聚氨树枝状聚合物

（PAMAM）等[11]。

壳寡糖是壳聚糖的降解产物，较壳聚糖水溶性更好，

具有更高的生物活性，已被证实可以作为佐剂抑制肿瘤

生长，增强疫苗的免疫反应[12]。CCK8实验和RT-qPCR实

验结果显示壳寡糖干预巨噬细胞RAW462.7后会增加细

胞活力但并没有剂量效应关系，同时上调TLR-4、IFN-γ的

mRNA表达，抑制TGF-β和IL-10的表达，表明COS可能促

进巨噬细胞向M1型分化，提高免疫应答能力。本研究通

过激光共聚焦显微镜观察发现COS的存在促进了溶酶体

内的物质逃离溶酶体，胞内荧光染料分布较未存在

COS的情况下明显增加，而阻断剂bafilomycin A1的加入

阻止了溶酶体内质子泵发挥作用，抑制溶酶体酸性内环

境的形成，阻止了胞内溶酶体的破裂，从而抑制了溶酶体

内被吞噬的荧光染料Calcein逃逸溶酶体，因此阻断组较

干预组的胞内荧光染料分布明显减少。COS本身携带正

电荷，当其被吞噬进入溶酶体后，会引起溶酶体周围酸性

环境改变，导致溶酶体破裂，使得溶酶体内的物质释放进

入胞内，这也被称为质子海绵效应。具有质子海绵效应

的物质进入溶酶体后能吸收膜上质子泵送入的质子，阻

止pH降低，使质子泵持续保持开放状态，让大量的水和

无机盐离子进入溶酶体内，从而导致内体膜破裂引发溶

酶体逃逸[13]。激光共聚焦显微镜的观察结果提示了包被

COS的菌株被RAW264.7细胞吞噬后，COS会在溶酶体内

产生质子海绵效应引发菌株逃逸溶酶体，进入胞质的抗

原将通过MHC-I分子实现交叉抗原递呈，激活CTL细胞

应答，有利于肿瘤免疫。因此壳寡糖与肿瘤治疗性疫苗

联合作用有望增加疫苗的治疗效果。

LM∆E6E7和LI∆E6E7由本实验室构建，携带HPV-16

E6E7基因，动物实验结果表明具有较好的免疫效果，能有

效抑制肿瘤生长[6]。李斯特菌表面带负电荷，而细胞表面

同样带有负电荷，不利于抗原提呈细胞接触李斯特菌，影

响免疫效果。壳寡糖表面带正电荷，通过电荷中和作用

升高细菌表面Zeta电位，可能会提高重组李斯特菌与抗

原提呈细胞的接触效率，Zeta电位测定结果显示壳寡糖

包被质量浓度达到2 mg/mL时，电荷几乎被完全中和，证

明本实验通过简单混合的方式即可将COS成功包被在减

毒活菌载体疫苗LM∆E6E7和LI∆E6E7上；同时细胞吞噬

实验结果表明，两株重组李斯特菌包被了壳寡糖后吞噬

率均提高4倍左右，证明包被壳寡糖能提高巨噬细胞对细

菌的吞噬效率，提示COS作为佐剂与治疗性疫苗共同发

挥免疫作用可能性。

本研究通过细胞实验证实COS能够激活巨噬细胞，

COS包被疫苗菌株后，还可以通过促进巨噬细胞对菌株

的吞噬和引发菌株逃逸溶酶体来提高抗原递呈效率，初

步证明了COS的佐剂效应，为后续减毒活菌载体疫苗在

临床中的实际使用提供了新思路。
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图 4  壳寡糖包被后疫苗菌株Zeta电位的变化

Fig 4  Changes in the zeta potential of the vaccine strains after COS coating

n=3.
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