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《动物疫苗壳聚糖及其衍生物纳米粒油乳佐剂》 

团体标准编制说明 

（一） 工作简况（包括任务来源、协作单位、主要工作过程、国家标准主要

起草人及其所做的工作等）   

1.概述   

随着我国养殖业的迅速发展，国内外畜禽贸易日益频繁，疾病传播机会增加，疫苗接

种仍然是防控重大疫病的重要手段之一；免疫佐剂、增强剂具有提高机体免疫系统功能、

增强机体抗病力、减少疾病发生等特点，逐渐引起了养殖界的关注和重视，成为近年来十

分活跃的研究领域。目前我国在动物疫苗方面使用的佐剂主要集中在铝佐剂、油乳佐剂、

蜂胶佐剂等，并取得了一定的成效，但仍与发达国家存在一定的差距，如不能很好的起到

抗原仓库和载体效应，并引起一系列副作用。近些年我国每年有近 50％的动物疫苗佐剂需

要进口，所以亟需开发新型疫苗佐剂来替代传统疫苗佐剂和进口佐剂。 

制定本标准的目的是为动物疫苗壳聚糖及其衍生物纳米粒油乳佐剂建立质量控制标

准，动物疫苗佐剂可通过改变抗原物理性状，延长抗原在机体内的存在时间和保持对免疫

系统的持续激活作用，有利于抗原在体内缓慢释放，延缓抗原在体内降解，从而更有效地

刺激免疫系统，使抗原易被巨噬细胞吞噬，刺激单核巨噬细胞系统，增强其对抗原的处理

和呈递抗原的能力，促进淋巴细胞的增殖、分化，从而扩大和增强机体的免疫应答的效应

等作用。壳聚糖及其衍生物纳米粒油乳佐剂可提高黏膜免疫、体液免疫和细胞免疫等多种

免疫途径的免疫应答水平，并具有成本低、给药方便，避免交叉感染、毒性小，流动性好，

对机体刺激性小等优点，因此尽早建立动物疫苗壳聚糖及其衍生物纳米粒油乳佐剂质量控

制标准对其开发应用到动物疫苗中具有重要意义.同时, 建立动物疫苗壳聚糖及其衍生物

纳米粒油乳佐剂质量控制标准对保证动物疫苗壳聚糖及其衍生物纳米粒油乳佐剂具有良

好的高黏膜免疫、体液免疫和细胞免疫等多种免疫途径的免疫应答水平和更低的副作用以

及良好的质量保证具有重要意义。在过去几年中，全球兽医疫苗佐剂市场发展迅速，平均

增长率为 26.2％。兽医疫苗佐剂广泛销售牲畜疫苗，伴侣动物疫苗。大部分兽医疫苗佐剂

用于牲畜疫苗，消费比例约为 88.4％,欧洲是最大的消费地，消费市场份额接近 43.3％,继

欧洲之后，北美是第二大消费地，消费市场份额为 26％,中国也是兽医疫苗佐剂的重要销

售区域。国内各企业力图建立兽医疫苗佐剂开发生产，此时建立规范的动物疫苗壳聚糖及

其衍生物纳米粒油乳佐剂质量控制标准对保证我国新型疫苗佐剂规范化开发生产是必要
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的。目前动物疫苗壳聚糖及其衍生物纳米粒油乳佐剂的研究开发工作日益完善，但是标准

化工作还没有相应的国家标准或行业标准，因此亟待建立动物疫苗壳聚糖及其衍生物纳米

粒油乳佐剂质量控制标准。 

目前该产品已具一定的生产规模，已完成动物免疫试验，为保证这一创新产品能够在

养殖领域得到健康推广应用、有规可依，特申请制定该产品的团体标准。 

 

2.任务来源  

《动物疫苗壳聚糖及其衍生物纳米粒油乳佐剂》团体标准制订，是根据中国兽药学会

文件下达的工作任务，由黑龙江凯正利华生物化工有限公司负责，与台州学院、哈药集团

生物疫苗有限公司、哈尔滨国生生物科技股份有限公司等单位组成《动物疫苗壳聚糖及其

衍生物纳米粒油乳佐剂》团体标准起草组，共同完成标准制定任务。 

3．工作过程 

为了更好地完成标准制订任务，并使标准适应市场需要。先期就《动物疫苗壳聚糖及其

衍生物纳米粒油乳佐剂》标准方案所涉及的的范围、分类、质量要求的内容、标签、包装和

储存等方面，进行了行业调研，并收集许多宝贵的意见和建议。 

随后，起草组多次与行业专家进行沟通及吸纳我国佐剂生产企业和相关领域的专家学

者的意见和建议，结合我国十三五期间动物绿色健康养殖的新要求，在借鉴现有《中国兽

药典（2020 年版）》、《兽药标签和说明书管理办法》和《兽药质量监督抽样规定》的有

关规定和要求的基础上，形成了标准的《征求意见稿》初稿，在业内征询意见和建议，起

草组采纳了合理的意见和建议，形成《动物疫苗壳聚糖及其衍生物纳米粒油乳佐剂》送审

材料。 

（二）国家标准编制原则和确定国家标准主要内容 

1．编制原则 

本标准的编写规则是按照 GB/T 1.1-2009 《标准化工作导则  第一部分：标准的结构

和编写规则》的要求进行。 

2．主要内容 

根据动物疫苗壳聚糖及其衍生物纳米粒油乳佐剂的原料及加工方法，对其进行了分类

和定义等；对标准中质量要求项目参考了相关国家、行业标准；并对质量指标中相关项目

和指标值作了调整。 
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动物疫苗壳聚糖及其衍生物纳米粒油乳佐剂团体标准主要内容包括： 

（1） 封面 

（2） 前言 

（3） 本标准规定了动物疫苗壳聚糖及其衍生物纳米粒油乳佐剂的要求、试验方法、

检验规则及产品的标签、包装、运输、贮存和保质期要求。 

本标准适用于加工、销售、储存和使用的动物疫苗壳聚糖及其衍生物纳米粒油乳佐剂。 

2.1 关于术语和定义 

本标准的术语和定义参照了《中国兽药典（2020 年版）》三部“凡例”，以及其它的

有关要求，确定了本标准所涉及到的术语和定义。 

2.2 质量要求 

本标准中第 4章“要求”中“基本要求”和“技术指标要求”是根据产品性质设置的

质量指标。 

2.2.1 基本要求 

生产和检定用设施、原材料及辅料、水、器具等应符合 《中国兽药典（2020 年版）》

三部“凡例”的有关要求。 

2.2.2 动物疫苗壳聚糖及其衍生物纳米粒油乳佐剂的基本组成和主要物理参数 

动物疫苗壳聚糖及其衍生物纳米粒油乳佐剂的主要成分是壳聚糖及其衍生物，《中国

兽药典（2020 年版）》规定的质量标准。 

2.2.3 纳米粒油乳佐剂的质量指标 

动物疫苗壳聚糖及其衍生物纳米粒油乳佐剂“质量指标”共设 8 个项目，包括: 感官

性状、剂型、Zeta 电位和粒径分布测定、黏度测定、炽灼残渣测定、重金属含量、砷含量

测定。该产品目前没有国家标准。 

2.3 检验规则 

检验规则包括抽样方法、判定规则、型式检验、出厂检验四项内容，对其都作了具体

说明。 

2.4 检验方法 

检验方法是保证国家标准正确实施的重要手段，也是为监督部门提供的有力工具。本

标准对所有指标的检验方法都作了明确规定。 

2.5 标签和标识 
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    本标准制订强调了标签的重要性，除应遵循《兽药标签和说明书管理办法》（2017年 

修订版）农业部令第22号的规定外，以维护消费者的知情权和选择权。 

2.6 包装、储存、运输和销售 

为了保证动物疫苗壳聚糖及其衍生物纳米粒油乳佐剂的品质安全，要求“动物疫苗壳

聚糖及其衍生物纳米粒油乳佐剂在零售终端不得脱离原包装进行散装销售”，以防掺杂

使假的现象发生。 

3．新旧标准的总体对比 

   动物疫苗壳聚糖及其衍生物纳米粒油乳佐剂团体标准为首次制定。 

（三）主要试验（或验证）的分析、综述报告，技术经济论证，预期的经济

效果 

接种疫苗作为迄今为止较为成功的一种公共卫生干预措施，对有效预防传染病及其传

播起到了重要的作用。要增强疫苗抗原在机体内的免疫应答能力，延长其存在时间，提高

抗原的免疫效力，就必须同抗原一起或预先注射佐剂。佐剂可以作为免疫增强剂来增强抗

原的免疫应答反应，也可以作为载体来递送抗原到相应的免疫细胞，降低抗原的降解，由

此增强机体的免疫保护。在疫苗的研发应用中，佐剂是必不可少的。油乳佐剂可以使多种

抗原产生高滴度抗体，被广泛应用于新城疫、禽流感等疫苗，是动物疫苗中应用最广泛的

佐剂之一。乳状液在注射部位的贮库效应能延长抗原在体内的存留时间， 缓慢释放抗原，

从而持续刺激机体，提高抗原的免疫原性；同时，乳剂能够包裹抗原， 保护其不被体液

中的酶迅速分解，延长抗原刺激机体的时间；另外乳剂会在注射部位引起细胞浸润，促使

抗原呈递细胞（APC）如巨噬细胞、淋巴细胞等聚集和增殖从而提高免疫应答水平； 此外， 

油乳佐剂还可以刺激各种细胞因子如 IL-2、IL-6 等的分泌，促进抗体产生。乳剂的活性

与其物理性质密切相关，包括乳状液类型、黏度、稳定性等。不同类型乳状液释放抗原的

动力学行为各不相同：水包油型乳剂（o/w）最快，油包水型（w/o）较慢，水包油包水型

（w/o/w）介于两者之间。黏度和稳定性的差异也会导致佐剂活性的不同。影响这两者的

因素很多，包括表面活性剂的结构、浓度和亲水亲油平衡（HLB）值、油水相比、乳化工

艺等。 

壳聚糖是天然阳离子多糖，其在体内可被机体消化吸收，具有生物可降解性、黏膜粘

附性、生物相容性和低毒性等优良特性，并能够增强 APCs 摄取抗原；同时，壳聚糖作为

递送载体能够保护抗原免受降解，并能在接种位点形成抗原库，延长抗原在体内的滞留时
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间。壳聚糖做为疫苗佐剂及递送系统具有诸多优点，所以其在药物和疫苗递送系统领域应

用前景广泛。但壳聚糖化学性质稳定，只能溶于稀酸，几乎不溶于水和有机溶剂，这使其

既难以形成纳米粒子，也不利于在碱性肠道环境中吸收，极大程度地限制了其被广泛应用。

由此可见，在制备壳聚糖纳米载药粒子设计中，如何对壳聚糖进行化学改性，提高其溶解

性，是扩大其用途的必由之路。修饰壳聚糖的羟基或氨基能够合成不同的壳聚糖衍生物，

对壳聚糖进行了铵盐化和羧甲基化修饰，合成水溶性和黏膜粘附性更好的壳聚糖季铵盐

N-2-羟丙基三甲基氯化铵壳聚糖和 N,O-羧甲基壳聚糖等壳聚糖水溶性衍生物，可解决壳聚

糖仅在酸性条件下具有水溶性的问题，同时采用壳聚糖或壳聚糖衍生物制备纳米粒，可进

一步提高对疫苗的保护和缓释，有效提高巨噬细胞摄取，并通过增加同黏膜和细胞膜黏附

作用提供疫苗的免疫效果。 

壳聚糖及其衍生物纳米粒油乳佐剂适用于油乳型疫苗，在该应用领域具有广阔的应用

前景，对于开发我国疫苗佐剂产品，解决国外卡脖子问题至关重要，大量开发生产势在必

行，该类产品的开发将带动兽用疫苗产业的技术进步及产品更新换代，对解决和推动疫苗

持续缓慢释放和黏膜免疫等关键技术具有重要的意义。而目前我国及国外尚未有相关产品

的标准，因此亟需建立该产品的团体标准。 

组别 
1 组-纳米粒油乳佐剂

灭活疫苗组 

2 组-MONTANIDE™ 

ISA 78 VG 

3 组-VSP70 免疫增强

佐剂 
4-不免疫对照组 

免疫后（日） 
抗体效价平均值

（log2） 

抗体效价平均值

（log2） 

抗体效价平均值

（log2） 

抗体效价平均值

（log2） 

0 0 0 0 0 

7 7.8 6.8 2.2 0 

14 10.8 10.4 2.4 0 

21 11.0 9.6 2.8 0 

28 11.0 10 3 0 

35 11.8 9.8 6 0 

从测试结果可以看出，相比其他试验组，纳米粒油乳佐剂灭活疫苗组具有更高的综合

免疫值。 

纳米粒油乳佐剂的毒性评价 

（1）体外细胞毒性评价 

用 CCK-8 试剂盒检测纳米粒油乳佐剂对 PK 细胞的细胞毒性。具体操作如下： 

1）将 PK 细胞接种在 96 孔板中，每孔 5×10
4
cells，培养板在 5%CO2培养箱 37℃过夜

培养； 
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2）向培养板中加入 10μL 不同浓度（0、31.25、62.5、125、250、500、1000μg/mL）

纳米粒油乳佐剂，37℃、5%CO2 培养箱孵育 24h； 

3）向培养板中每孔加入 10μL CCK-8 溶液，37℃、5%CO2 培养箱孵育 1h； 

4）用酶标仪测定在 450nm 处的吸光度，用公式（2-8）计算细胞活力（%）。 

%100]A-A/[]A-A[% bcbs ×=）细胞活力（          

式中：As为具有细胞、CCK-8 溶液和药物溶液的孔的吸光度；Ab为具有培养液和 CCK-8

溶液而没有细胞的孔的吸光度；Ac 为具有细胞、CCK-8 溶液而没有药物溶液的孔的吸光度。 

不同浓度纳米粒油乳佐剂对 PK-15 细胞的细胞毒性结果见图 2。当纳米粒油乳佐剂浓

度为 31.25、62.5、125 和 250μg/mL 时，细胞存活率均达到 90%以上，与对照组相比无显

著性差异（p>0.05），且当纳米粒油乳佐剂浓度为 31.25 和 62.5μg/mL 时，PK-15 细胞存活

率均超过对照组，说明纳米粒油乳佐剂在适宜的浓度范围内能够促进 PK-15 细胞生长。但

是，当纳米粒油乳佐剂浓度达到 500μg/mL 时，与对照组相比相比，细胞存活率差异显著

（p<0.05），此时 PK-15 细胞存活率仍为（86.48±3.41）%，毒性较低；当纳米粒油乳佐剂

浓度达到 1000μg/mL 时，与对照组相比相比，细胞存活率差异极显著（p<0.01），但此时

细胞存活率为（82.02±4.13）%，毒性仍较低。上述结果表明，纳米粒油乳佐剂对 PK-15

细胞存活率影响较小，生物安全性较好。 

.  

图 1 纳米粒油乳佐剂对 PK-15 细胞存活率的影响. *代表 p<0.05，**代表 p<0.01. 

表 2 纳米粒油乳佐剂处理 PK 细胞 24h 后的细胞存活率 

样品浓度（μg/mL） 

细胞存活率（%） 

N-2-HACC/CMC NPs 

0 102.00±4.21 
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31.25 106.97±5.68 

62.5 103.36±6.2 

125 97.07±2.77 

250 90.83±7.44 

500 86.48±3.41* 

1000 82.02±4.13** 

注：*p<0.05 为显著；**p<0.01 为高度显著。 

（2）动物体内毒性评价 

1）急性毒性试验 

将 5 周龄 SPF 级 BALB/c 小鼠 84 只（雌雄各半）随机分为 7 组，每组 12 只，每组雌

雄各半。N-2-HACC/CMC NPs 设置 6 个剂量 5、15、30、55、110 和 280mg/kg，对照组为

0.9% NaCl 注射液。小鼠股部肌肉单次注射给药，0.1mL/只，连续观察 14d，观察指标包括

摄食量、饮水、死亡等情况。 

分别在给药前 0d、给药后第 1d、7d 和 14d 测量动物体重。同时，在试验过程中，及

时对死亡动物进行剖检，未死亡动物在观察期结束后处死并剖检。详细记录脏器的颜色、

质地、体积、质量等变化，并进行组织病理学检查。不同剂量组动物的体重数据以均数±

标准差（x±s）表示，组间进行成组“t”检验。毒性效果评价以最大耐受剂量（Maximum 

tolerated dose，MTD）来表示，如未见动物死亡，则 MTD 大于等于该给药剂量。 

急性毒性试验通过观察单次给药后动物所产生的急性中毒反应和死亡情况，可预测临

床使用该制剂或药物时的不良反应。纳米粒油乳佐剂经肌肉注射后，即使在最大给药浓度

下（280mg/kg），雌雄小鼠被毛光滑，摄食、饮水、运动、反射、排便和排尿等都正常。 

  
图 2 急性毒性试验小鼠体重变化. A：雄性小鼠；B：雌性小鼠. 

从图 2 可以看出，在 0-14d 内，各组雌雄小鼠的体重均增长，未出现减轻的现象，也

A B 
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未出现死亡。因此，在当前给药剂量下，纳米粒油乳佐剂未出现急性毒性作用，且纳米粒

油乳佐剂的 MTD≧280mg/kg。 

试验结束后，解剖小鼠，从图 3 可以看出，各剂量组雄性小鼠和雌性小鼠的组织器官

的颜色和质地与对照组一致，未观察到有明显的病理变化。 

 

图 3 急性毒性试验小鼠解剖图 

2）重复毒性试验 

疫苗通常需要多次注射才能达到有效的保护和治疗效果。为了更全面的反应和预测纳

米粒油乳佐剂的重复毒性，将 5 周龄 SD 大鼠 36 只（雌雄各半）随机分为 3 组，每组 12

只，每组雌雄各半。纳米粒油乳佐剂设置中剂量（55mg/kg）和高剂量（280mg/kg）两个

处理组，对照组为 0.9% NaCl 注射液。分别在第 1d 和第 22d 对大鼠股部肌肉重复注射给药，

0.5mL/只/次，连续观察 42d，观察大鼠死亡、精神状态、食欲、饮水、生长状况、体重、

摄食量等情况。 

由图 4 可知，在 0d 到 43d 内，各剂量组雌雄 SD 大鼠体重均呈上升趋势，生长状况均

良好。 

纳米粒油乳佐剂注射给药剂量 55mg/kg 和 280mg/kg 雌雄 SD 大鼠的总增重、总食物摄

取和食物利用率（表 3）与对照组相比均无明显差异（p>0.05）。 



 9 

 

图 4 重复毒性试验 SD 大鼠体重变化 

表 3 重复毒性试验中 SD 大鼠总增重及摄食情况（n=6，x±s） 

性别 给药剂量（mg/kg） 总增重（g） 总食物摄取（g） 食物利用率（%） 

雄 

0 223.44±7.13 3931.08 5.7 

55 230.03±5.84 4014.73 5.7 

280 242.04±11.99 3853.41 6.3 

雌 

0 98.05±6.89 2926.43 3.3 

55 112.04±10.04 2978.79 3.8 

280 87.55±11.69 3039.40 2.9 

 

本试验制备的动物疫苗壳聚糖及其衍生物纳米粒油乳佐剂冷冻干燥后呈乳白色，疏松

海绵状。经 20℃、4℃和-20℃放置 3 周未有明显变化，37℃放置 3周时稍有萎缩。试验结

果表明了本试验制备的动物疫苗壳聚糖及其衍生物纳米粒油乳佐剂具有较好的贮藏稳定

性。 

研究制定《动物疫苗壳聚糖及其衍生物纳米粒油乳佐剂》团体标准符合我国“十三五”

期间绿色健康养殖的发展趋势，开展新型疫苗佐剂研发与产业化，不仅可减少对进口佐剂

的依赖，而且对于促进我国养殖业的健康发展具有重要意义。 

（四）采用国际标准和国外先进标准的程度 

目前，未查询到可参考的国际标准和国外先进标准。 

（五）与有关的现行法律、法规和强制性国家标准的关系 
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本标准的制订，符合《中国兽药典（2020 年版）》三部“凡例”等有关要求。 

（六）重大分歧意见的处理经过和依据 

     在《动物疫苗壳聚糖及其衍生物纳米粒油乳佐剂》团体标准制定过程中和征求意见

中未收到重大分歧意见。 

（七）贯彻团体标准的要求和措施建议 

1．发布后、实施前应将信息在媒体上广为宣传，推广国产产品，替代进口。 

2．本次制订，不仅与动物疫苗佐剂生产企业有关，而且与疫苗生产企业和广大养殖

企业和养殖户有关。 

3．实施的过渡期宜定为 6个月。 

 

 

《动物疫苗壳聚糖及其衍生物纳米粒油乳佐剂》团体标准起草组 

2021 年 8 月 20 日 


