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摘   要：为进一步提高口蹄疫 (foot-and-mouth disease, FMD)病毒样颗粒 (virus-like particles, 
VLPs)疫苗的免疫效果，本研究采用仿生矿化方法，将 Zn2+和 2-甲基咪唑按照不同浓度配比

制备了不同粒径的 FMDV VLPs-沸石咪唑骨架-8 (zeolitic imidazolate framework-8, ZIF-8)复合物，

以探究尺寸效应对免疫效果的影响。结果显示，成功制备出 3 种不同粒径的 FMDV 
VLPs-ZIF-8，粒径分别约为 70、100、1 000 nm。细胞毒性和组织病理学试验表明，3 种复合

物均具有良好的生物安全性。小鼠免疫试验表明，3 种复合物均能明显提高中和抗体和特异

性抗体水平，并且随着复合物体积的减小，其免疫效果也随之增强。本研究表明，ZIF-8 包

封 FMDV VLPs 可显著增强其免疫效果，且具有尺寸依赖性。  
关键词：沸石咪唑骨架-8；口蹄疫病毒样颗粒；佐剂；尺寸效应 
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Abstract: To further enhance the immune effect of the foot-and-mouth disease (FMD) virus-like 
particles (VLPs) vaccine, this study prepared FMDV VLPs-zeolitic imidazolate (framework-8, ZIF-8) 
complexes with different particle sizes. We used a biomimetic mineralization method with Zn2+ and 
2-methylimidazole in different concentration ratios to investigate the effect of size on the 
immunization effect. The results showed that FMDV VLPs-ZIF-8 with three different sizes were 
successfully prepared, with an approximate size of 70 nm, 100 nm, and 1 000 nm, respectively. 
Cytotoxicity and animal toxicity tests showed that all three complexes exhibited excellent biological 
safety. Immunization tests in mice showed that all three complexes enhanced the titers of neutralizing 
and specific antibodies, and their immune effects improved as the size of the complexes decreased. 
This study showed that ZIF-8 encapsulation of FMDV VLPs significantly enhanced their 
immunogenic effect in a size-dependent manner. 
Keywords: zeolitic imidazolate framework-8 (ZIF-8); foot-and-mouth disease virus-like 
particles (FMDV VLPs); adjuvants; size effect 

 
口蹄疫(foot-and-mouth disease, FMD)是由

口蹄疫病毒(foot-and-mouth disease virus, FMDV)
引起的一种急性、高传染性疾病，主要感染偶蹄

类动物[1]，可通过接触易感动物、接触动物分泌

物、气溶胶等方式传播。感染后 2−3 d 出现发热、

跛行以及口腔、舌、牙龈、乳头和蹄间出现水泡

等症状[2-3]。尽管我国在 FMD 防控上取得了很大

成绩，但由于该病在我国蔓延情况严重，仍是我

国养猪业面临的一大难题。 
疫苗是防控 FMD 的有效手段之一[4]，灭活疫

苗接种仍然是目前使用最广泛的预防 FMD 的免

疫方法，但是需要较高生物级别的生产车间且存

在病毒逃逸的风险[5]。为了增加安全性，病毒样颗

粒(virus-like particles, VLPs)作为一种基因工程亚

单位疫苗，由一种或多种结构蛋白组成，其具有

与天然病毒相似的结构形貌、不含有遗传物质、

不具有传染性，因此具有较高的安全性等优点。

VLPs 已被广泛应用于疫苗、基因治疗、药物载体

和材料研究[6]，是传统灭活或减毒疫苗的理想替代

品。然而，VLPs 疫苗也存在一些不足之处，例如：

VLPs 的蛋白质性质决定了 VLPs 在室温保存时不

稳定、易分解；与灭活疫苗比较，在相同免疫剂

量下，VLPs 产生的免疫效果较弱[7]。所以，为了

增强其稳定性和免疫效果，常常需要使用佐剂。 
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佐剂是疫苗的重要组成部分，可辅助抗原激

活机体产生良好的免疫反应。近年来，金属有机

框架(metal-organic frameworks, MOFs)作为一种新

型的纳米佐剂，因其高比表面积、高孔隙率、优

异的稳定性、良好的生物相容性以及易于各种化

学修饰等优势，已在材料固定、药物递送、疫苗

佐剂研发等领域得到广泛应用 [8]。沸石咪唑骨   
架-8 (zeolitic imidazolate framework-8, ZIF-8)是由

Zn2+和 2-甲基咪唑配位而成的典型 MOFs 材料，

表现出良好的亲和力和免疫调节作用，被广泛应

用于生物材料固定、药物递送等生物领域[9]。进一

步研究发现，ZIF-8 作为疫苗佐剂也具有良好效

果，能够诱导小鼠产生更强的免疫反应，且具有

良好的生物相容性，是一种安全的疫苗递送载体[10]。 
纳米颗粒的尺寸、表面电荷和与细胞膜的

相互作用会影响细胞对其摄取效率、分布，从

而影响其生物功能[11]。徐晓微等[12]研究发现，

二氧化硅纳米颗粒的吸收速率随尺寸增加而降

低。贾吉磊等[13]研究发现，小尺寸的纳米颗粒

更容易被树突状细胞(dentritic cells, DCs)摄取，

促进 DCs 的成熟与活化，诱导机体产生更高水

平的特异性免疫应答。此外，研究表明纳米颗

粒表面的电荷也会影响纳米颗粒与细胞膜的相

互作用，表面带正电的纳米颗粒比带负电的纳

米颗粒更容易进入细胞[14]。 
本研究利用仿生矿化，合成了不同尺寸的

VLPs-ZIF-8 复合物，结果表明，这些复合物具

有良好的生物相容性，可以诱导产生良好的免疫

应答。此外，不同尺寸的 FMDV VLPs-ZIF-8 疫

苗诱导机体产生的免疫应答也存在差异，其中尺

寸较小的(70 nm)复合物具有最好的免疫效果。 

1  材料与方法 
1.1  材料 

表达 O 型 FMDV 结构蛋白的大肠杆菌 

(Escherichia coli) BL21、抗 FMDV 的阳性血清

和 仓 鼠 肾 细 胞 (baby hamster syrian kidney, 
BHK-21)均由本实验室保存；HRP 标记的兔抗

猪 IgG、DMEM 培养基、硝酸锌、2-甲基咪  
唑购自西格玛奥德里奇(上海)贸易有限公司；

100 U/mL 青霉素和 100 μg/mL 链霉素、胎牛血

清购自英杰生命技术有限公司；酵母粉和胰蛋

白胨购自安琪酵母股份有限公司； cOmplete 
His-Tag Purification Resin 购自上海罗氏制药有

限公司；IL-4、IL-1β、IFN-γ 细胞因子试剂盒

购自安迪生物科技有限公司；6–8 周龄雌性

BALB/c 小鼠购自中国农业科学院兰州兽医研究

所实验动物中心。 

1.2  方法 
1.2.1  FMDV VLPs 获取和鉴定 

根据本实验室建立的 FMDV VLPs 大肠杆

菌表达系统，获得了组装的 FMDV VLPs[15]。

具体操作如下，将菌株融化后，按比例 1:100将

表达 O 型 FMDV 结构蛋白的菌株接种于含有氨

苄青霉素(50 μg/mL)、卡那霉素(10 μg/mL)和
氯霉素(34 μg/mL)的 LB 培养基中，以 37 ℃、

220 r/min 条件培养至 OD600达 0.6−0.8，再加入异

丙 基 -β-D- 硫 代 半 乳 糖 苷 (isopropyl-β- 
D-thiogalactoside, IPTG)至终浓度为 1 mmol/L，以

16 ℃、200 r/min 条件诱导表达 14 h；收集培养

液离心收集菌体，并用含有 10 mmol/L 咪唑的

缓冲液重悬；将重悬液进行低温超声破碎，并

在 12 000 r/min 离心 30 min；将离心后的上清液

转移至平衡好的镍柱中，4 ℃旋转结合 1 h，滤掉

液体，柱中依次加入含有10、20、45 mmol/L咪唑

的缓冲液洗脱杂蛋白，最后用含有 500 mmol/L 咪

唑的缓冲液洗脱目的蛋白 FMDV VLPs 。
SDS-PAGE 鉴定，将上述收集的蛋白按一定比例 
加入类泛素蛋白修饰分子 (small ubiquitin-like 
modifier, SUMO) 酶 ， 4 ℃ 酶 切 ， 将 样 品 与
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2×SDS 上样缓冲液按照 1:1 的比例混合，每孔

10 μL 加入酶切前后的蛋白样品，进行凝胶电

泳，随后进行考马斯亮蓝染液染色，然后在摇

床上染色过夜，随后使用脱色液脱色，至条带

清 晰 进 行 观 察 。 Western-blotting 鉴 定 ，

SDS-PAGE 后取出凝胶，利用电转法转至硝酸

纤维素膜上，用 1×TBST 配制 5%脱脂奶粉封闭

1 h，倒去脱脂奶粉，将抗 FMDV 的阳性血清与

2%脱脂奶粉按 1:1 000 制成一抗，室温孵育   
1 h，TBST 洗 6 次，每次 5 min。然后将辣根过

氧化物酶(horse radish peroxidase, HRP)标记的

兔抗猪 IgG 与2%脱脂奶粉按1:1 000制成二抗，室

温孵育 1 h，TBST 洗 6 次，每次 5 min。ECL 发

光液进行曝光。将酶切后的结构蛋白在组装缓

冲溶液中进行组装，通过动态光散射纳米粒度

仪 (dynamic light scattering, DLS)测定颗粒尺

寸，具体操作如下，测量皿用超纯水洗 3 次，将

测量皿甩干，加入样品，样品中不能有气泡，然后

进行粒径测量。 
1.2.2  不同纳米尺寸的金属有机框架材料的合

成及表征 
70 nm ZIF-8 (Z70)制备：将 160 mmol/L 2-

甲基咪唑与 50 mmol/L 硝酸锌按照 9:1 比例混

合，同时加入 FMDV VLPs，冰上静置 3 h，离

心收集白色沉淀并用去离子水洗涤，重悬。 

100 nm ZIF-8 (Z100)制备：将 160 mmol/L 

2-甲基咪唑与 50 mmol/L 硝酸锌按照 1:1 比例混

合，同时加入 FMDV VLPs，冰上静置 3 h，离

心收集沉淀并用去离子水洗涤，重悬。 

1 000 nm ZIF-8 (Z1 000)制备：将 320 mmol/L 
2-甲基咪唑与 80 mmol/L 硝酸锌按照 6:4 比例混

合，同时加入 FMDV VLPs，冰上静置 3 h，离

心收集沉淀并用去离子水洗涤，重悬。 
通过 SDS-PAGE、Western blotting、DLS 分

析验证 Z70、Z100 和 Z1 000 的合成、大小、电

势，操作步骤同 1.2.1。用透射电镜观察合成材

料形貌特征，步骤如下：取出铜网，滴加样品

10 μL，样品吸附 2 min，用吸水纸吸去多余样

品，进行电镜观察。 
1.2.3  细胞毒性测定 

用 MTS 细胞增殖比色法测定 Z70、Z100 和

Z1 000 的细胞毒性。将培养好的 BHK-21 细胞

消化并计数，按 104/孔接种到 96 孔细胞培养板

上，37 ℃、5% CO2 环境中培养至细胞长至

60%，弃掉原培养基，在新培养基中配制 10、
20、40、60、80、100、200 μg/mL 浓度的样

品，并按照 100 μL/孔的量加入细胞中，继续培

养 24 h。然后按照 10 μL/孔的剂量加入 MTS，
孵育 4 h，通过酶标仪检测 OD490，计算细胞存活

率：细胞存活率(%)=实验组 OD 值/对照组 OD 值

×100%，每组设 4 个复孔，实验重复 3 次。 

1.3  动物实验 
1.3.1  实验分组及免疫剂量 

将6−8周龄雌性的BALB/c小鼠随机分为6组，

每组 6只，1免后 14 d进行加强免疫；实验分组

及免疫剂量如表 1 所示。动物使用严格遵守中国 
 

表 1  动物实验及免疫剂量 
Table 1  Groups and immunization dose of the animal experiment 
Animal groups Count Immune dose of VLPs (μg) Immune way 
PBS 6 0 

Immunization of muscle in hind limbs 

FMDV VLPs 6 50 
VLPs-ISA206 6 50 
Z70 6 50 
Z100 6 50 
Z1 000 6 50 
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农业科学院兰州兽医研究所动物伦理委员会规

定(批准文号：LVRIAEC-2022-003)，对小鼠的

操作都符合动物福利要求。 
1.3.2  组织病理学试验 

通过观察免疫小鼠心脏、肝脏、脾脏、肺脏

和肾脏的组织切片，鉴定 Z70、Z100 和 Z1 000
的生物安全性。具体如下：小鼠处死后采集心脏、

肝脏、脾脏、肺脏和肾脏组织用 10%中性甲醛

固定，固定组织经脱水、包埋，切片后进行如下

操作：先将切片脱蜡，随后在苏木精染料中染色

10−20 min。使用自来水冲洗 1−3 min，然后进行

盐酸酒精分化 5−10 s。再次使用自来水进行冲洗

1−3 min，然后把切片放入 50 ℃的温水或弱碱性

水溶液中返蓝，直到出现蓝色为止。再次使用自

来水进行冲洗 1−3 min，之后将切片放入 85%的

酒精中浸泡 3−5 min，进行伊红染色 3−5 min，
用水洗涤 3−5 s，之后使用梯度酒精进行脱水，

再使用二甲苯透明剂，最后使用中性树胶进行封

固处理进行观察。 
1.3.3  FMDV VLPs-ZIF-8 细胞摄取试验 

在 12 孔细胞板铺 BHK-21 细胞，长至 60%的

BHK-21 细胞孔中分别加入 VLPs 和不同粒径的

FMDV VLPs-ZIF-8 复合物，然后置于含 5% 
CO2、37 ℃的细胞培养箱中孵育 0、1、2、4、   
6 h。用预冷 PBS 洗 5 遍后，每孔加入 100 μL 1×
上样缓冲液收集细胞。100 ℃金属浴中加热    
10 min，然后进行 Western blotting。转膜后用

5%脱脂奶粉室温封闭 1 h。将猪抗 FMDV 的阳

性血清与 2%脱脂奶粉按 1:1 000 配制成一抗，

加 5−7 mL，室温孵育 1 h。TBST 洗 3 次，每次  
5 min。然后用 HRP 标记兔抗猪的抗体与 2%脱脂

奶粉按 1:1 000 配制二抗，加 5−7 mL，室温孵育  
1 h。TBST 洗 3 次，每次 5 min。然后用 ECL 发

光液进行蛋白检测。 
1.3.4  特异性抗体检测 

采集小鼠 2 免后 14 d 的血液，分离得到的

血清按照液相阻断酶联免疫吸附试验(enzyme 
linked immunosorbent assay, ELISA)方法进行检

测。具体如下：(1) 按 1:8 比例倍比稀释被检血

清和阴阳性对照血清，加入 U 型反应板中，每

孔 50 μL；(2) 将 FMDV 抗原加入到每个稀释孔

内，每孔 50 μL，并设置阳性对照和阴性对照孔，

4 ℃静置过夜；(3) 将抗原抗体混合液按 50 μL/孔
移至已包被 O 型 FMDV 兔抗的 ELISA 板上，封

板，37 ℃温育 60 min；(4) 用 PBST 连续洗板

3−5 次，拍干，加 O 型 FMDV 豚鼠抗体工作液，

每孔 50 μL，封板，37 ℃温育 30 min；(5) 同上

洗板 3−5 次，拍干，加兔抗豚鼠 IgG-HRP 工作液，

封板，37 ℃温育 30 min；(6) 同上洗板 3−5 次，

拍干，加 TMB 底物溶液，每孔 50 μL，37 ℃显

色 15 min；(7) 加终止液 50 μL/孔，终止反应，

在酶标仪上读取 OD450 数值。 
1.3.5  中和抗体检测 

在含有 10% FBS 的 DMEM 培养中培养

BHK-21 细胞，待长满后，按 104/孔的细胞数

接种到 96 孔细胞板中进行培养。血清 56 ℃灭

能 30 min 后，按 1:8 比例倍比稀释，加入 96 孔

板中，每孔 50 μL，共 6 个稀释度，每个样品

做 4 个重复；将终浓度为 200 TCID50/0.1 mL

的 FMDV 加入 96 孔板中与血清混合，每孔    

50 μL，并设置病毒回归孔，37 ℃、5% CO2 孵

育 1 h；将混合液加入至 BHK-21 细胞中孵育    

1 h，弃掉培养液后用灭菌 PBS 清洗 2 次，加

入含 3% FBS 的 DMEM 培养 72 h 后观察细胞

病变情况。 
1.3.6  数据分析 

使用 GraphPad Prism 5.0 软件对各组数据

进行统计学分析。通过双因素方差分析(two- 
way analysis of variance, two-way ANOVA)和单

因素方差分析 (one-way analysis of variance, 
one-way ANOVA)分析数据并进行显著性分析。
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*: 0.01≤P<0.05 说明差异显著，**: P < 0.01 说明

差异极显著。 

2  结果与分析 
2.1  FMDV VLPs 的获取 

按照本实验室建立的 FMDV 结构蛋白大肠

杆菌表达系统，对 FMDV 结构蛋白进行诱导表

达，对表达产物进行纯化，并利用 SUMO 酶切

除 FMDV 结构蛋白中的 His-SUMO 标签。经

SDS-PAGE (图 1A)和 Western blotting (图 1B)鉴
定，成功得到 FMDV 结构蛋白。将 FMDV 结构

蛋白在组装缓冲溶液中进行组装获得 FMDV 
VLPs，经纳米粒度仪测定水合直径约为 34 nm 
(图 1C)。 

2.2  矿化 FMDV VLPs 及表征 
按照不同配方矿化 FMDV VLPs 得到 3 种不

同粒径的 FMDV VLPs-ZIF-8 复合物。通过

SDS-PAGE、Western blotting 检测 Z70、Z100、
Z1000 包封 FMDV VLPs 的情况，结果如图 2A、

2B 所示，3 种复合物均成功包裹 FMDV VLPs。
纳米粒度仪检测到 FMDV VLPs、Z70、Z100 和

Z1000 的电势分别为–8、30.2、35.5、36.2 mV，

显示 ZIF-8 形成的矿化层带正电荷(图 2C)。利

用纳米粒度仪检测到 Z70、Z100、Z1 000 的水

合粒径分别约为 67、109、977 nm (图 2D–2F)。
进一步通过透射电镜对 Z70、Z100、Z1000 的

形貌和尺寸进行观察，结果如图 2G、2H、2I
所示。 

 
 

 
 

图 1  FMDV VLPS 的获得   A：FMDV 结构蛋白的酶切前、后 SDS-PAGE 检测. M：蛋白分子质量标

准；1：酶切前目的蛋白；2：酶切后目的蛋白. B：FMDV 结构蛋白的酶切前、后 Western blotting 分析. 
M：蛋白分子质量标准；1：酶切前目的蛋白；2：酶切后目的蛋白. C：组装的 FMDV VLPs 的水合粒径

的纳米粒度仪分析 
Figure 1  Acquisition of FMDV VLPs. A: Pre- and post-enzymatic SDS-PAGE assay of FMDV structural 
proteins. M: Protein molecular quality standard; 1: Pre-enzymatic target protein; 2: Post-enzymatic target 
protein. B: Pre- and post-enzymatic Western blotting analysis of FMDV structural proteins. M: Protein 
molecular quality standard; 1: Pre-enzymatic target protein; 2: Post-enzymatic target protein. C: Nanoparticle 
size analysis of hydrated particle size of assembled FMDV VLPs. 
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图 2  三种不同粒径的 FMDV VLPs-ZIF-8 复合物的合成与表征    A：FMDV VLPs 生物矿化后

SDS-PAGE 分析. M：蛋白分子质量标准；1：Z70；2：Z100；3：Z1000；4：FMDV VLPs. B：FMDV VLPs
生物矿化后 Western blotting 分析. M：蛋白分子质量标准；1：Z70；2：Z100；3：Z1000；4：FMDV VLPs. 
C：FMDV VLPs 以及 3 种不同粒径的 FMDV VLPs-ZIF-8 复合物表面电势的测定. D：Z70、Z100 和 Z1000
水合粒径的纳米粒度仪检测. E：Z70、Z100 和 Z1000 尺寸与形貌的透射电镜分析 
Figure 2  Synthesis and characterization of three FMDV VLPs-ZIF-8 complexes with different sizes. A: 
FMDV VLPs biomineralization followed by SDS-PAGE analysis. M: Protein molecular quality standard; 1: 
Z70; 2: Z100; 3: Z1000; 4: FMDV VLPs. B: Western blotting analysis after FMDV VLPs biomineralization. M: 
Protein molecular quality standard; 1: Z70; 2: Z100; 3: Z1000; 4: FMDV VLPs. C: FMDV VLPs and 
determination of the surface potential of FMDV VLPs-ZIF-8 complexes of three different particle sizes. D: The 
size of Z70, Z100 and Z1000 were analyzed by DLS. E: TEM analysis of Z70, Z100 and Z1000 sizes and 
morphology. 
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2.3  FMDV VLPs-ZIF-8 的细胞毒性 
为了证实 Z70、Z100 和 Z1000 是可以免疫

注射的具有良好生物安全性的复合物，通过

MTS 检测了它们的细胞毒性。结果如图 3 所示，

3 种复合物在浓度达到 200 μg/mL 时均无明显的

细胞毒性，显示 Z70、Z100 与 Z1000 具有良好

的生物相容性。 

2.4  FMDV VLPs-ZIF-8 的组织病理学试验 
为了进一步分析矿化复合物对动物机体的

损伤情况，采集免疫小鼠的心脏、肝脏、脾脏、

肺脏和肾脏，用苏木精-伊红(hematoxylin-eosin, 
HE)染色分析 Z70、Z100 与 Z1000 复合物免疫小

鼠后主要组织脏器的病理变化，进一步检测矿化

复合物作为疫苗的生物安全性。结果如图 4 所示，

3 种尺寸的矿化复合物均未引起免疫动物心脏、肝

脏、脾脏、肺脏和肾脏明显病理变化，进一步证

实 Z70、Z100 与 Z1000 复合物具有较好的生物相

容性。 
 

 
图 3  FMDV VLPs-ZIF-8 的细胞毒性分析 
Figure 3  Cytotoxicity analysis of FMDV VLPs-ZIF-8.  
 

 
图 4  PBS、FMDV VLPs、FMDV VLPs-206 和 FMDV VLPs-ZIF-8 免疫后小鼠心脏、肝脏、脾脏、肺

脏和肾脏组织病理学试验分析(HE 400×) 
Figure 4  Histopathological analysis of the heart, liver, spleen, lung, and kidney in mice after immunization 
with PBS, FMDV VLPs, FMDV VLPs-206, and FMDV VLPs-ZIF-8 (HE 400×). 
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2.5  FMDV VLPs-ZIF-8 细胞摄取试验 
为检测 FMDV VLPs-ZIF-8 的细胞摄取，将

VLPs 和 FMDV VLPs-ZIF-8 加入 BHK-21 细胞，

分别孵育 0、1、2、4、6 h，通过 Western blotting
检测摄取情况。结果如图 5 所示，不同尺寸的

FMDV VLPs-ZIF-8 复合物摄取效果明显优于

FMDV VLPs，且随着尺寸的减小细胞摄取的效

率升高。 

2.6  特异性抗体和中和抗体检测 
为了测定不同尺寸矿化复合物免疫小鼠后

诱导机体产生的免疫应答水平，用液相阻断

ELISA 法测定二免后 14 d 的特异性抗体水平；

用微量病毒中和试验检测小鼠二免疫后 2 周血

清的中和抗体水平。结果如图 6 所示，Z70、Z100 
 

 
 

图 5  细胞摄取试验   A：FMDV VLPs 和不同粒径 FMDV VLPs-ZIF-8 细胞摄取水平的 Western blotting
分析. B：FMDV VLPs-ZIF-8 细胞摄取水平的 Western blotting 灰度分析 
Figure 5  Cell uptake assay. A: Western blotting analysis of the uptake levels of FMDV VLPs and FMDV 
VLPs-ZIF-8 cells with different sizes. B: Western blotting grayscale analysis of FMDV VLPs-ZIF-8 cell uptake 
levels. Significance analysis revealed P values of ≤0.1 (*), P values of ≤0.05 (**), and P values of ≤0.01 (***). 

 

 
图 6  免疫后各实验组小鼠血清的特异性抗体水平与中和抗体水平检测 
Figure 6  Specific antibody titer and neutralization antibody titer in serum from immunized mice. Significance 
analysis revealed P values of ≤0.1 (*), P values of ≤0.05 (**), and P values of ≤0.01 (***). 
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与 Z1 000 免疫组小鼠产生的特异性抗体和中和

抗体水平显著高于 FMDV VLPs 免疫组，并且随

着矿化复合物尺寸的减小，其诱导机体产生的特

异性抗体水平升高。 

3  讨论与结论 
FMD 是一种高度传染性疾病，严重影响家

畜和野生偶蹄动物。FMD 在我国是强制免疫的

疫病之一，疫苗是防控 FMD 的有效手段。虽然

传统灭活苗能诱导良好的免疫反应，提供较好的

保护，但也存在生产过程中 FMDV 逃逸风险、

不易区分免疫与感染动物等不足之处[16]。VLPs
疫苗由于具有较高的安全性及良好的免疫效果

成为公认最有潜力的候选疫苗之一。目前 FMD
疫苗通常使用油乳佐剂，但是油乳佐剂也存在明

显的副作用，容易出现局部毒性、局部组织损伤

和炎症反应，甚至会引起全身症状[17]。为进一

步提高VLPs的免疫效果，同时减少佐剂副作用，

开发良好的佐剂是非常重要的。 
ZIF-8 的结构非常适合生物分子的固定和递

送，已经作为一种良好的递送平台广泛用于生物

医学研究，例如疫苗的递送[18]。本研究将 Zn2+

和 2-甲基咪唑与 FMDV VLPs 混合后成功形成

了包封 FMDV VLPs 的矿化复合物。Zeta 电位结

果表明，ZIF-8 包封 FMDV VLPs 的复合物表面

带正电荷，随后试验表明 FMDV VLPs-ZIF-8 相

较于单独的 FMDV VLPs 更易被细胞摄取。这是

由于细胞表面呈负电荷，更有利于与带正电的

FMDV VLPs-ZIF-8 相互作用，利于促进细胞的

摄取[19]。此外，细胞毒性试验和组织病理学试

验表明，ZIF-8 材料表现出良好的生物相容性，

这可能由于 Zn2+是负责催化和功能调节的必需

微量元素之一[20]，良好的生物相容性对疫苗非

常重要，不仅可以辅助疫苗，同时还有助于降低

产生不良反应的风险[21]。 

ZIF-8 不仅具有良好的生物相容性，还可以

通过多种方式增强抗原免疫效果，例如，ZIF-8
可以提高细胞摄取抗原的水平，从而提高动物免

疫反应 [22]。通过细胞摄取试验表明 FMDV 
VLPs-ZIF-8 复合物的抗原内化明显高于 VLPs
本身，说明 ZIF-8 增加了 FMDV VLPs 的细胞摄

取含量。通过动物试验表明，Z70、Z100 与 Z1000 
3 种不同尺寸的 FMDV VLPs-ZIF-8 复合物均可

刺激机体产生比单独 FMDV VLPs 更高水平的

免疫应答。并且本研究表明不同的粒径诱导机体

产生不同的免疫效果，随着尺寸减小，产生的抗

体水平随之增加，这是由于随着纳米颗粒的体积

降低，其比表面积上升，具有更高的比表面积的

纳米颗粒可以更有效地穿透生物屏障被细胞吸

收[23-24]，从而产生良好的免疫效果。当纳米颗粒

小于 200 nm 时，可以进入淋巴引流循环并增加

抗原呈递[25]。大小为 50 nm 左右可增加某些细

胞标志物的表达，如 CD40、CD80 和 TNF-α 等

免疫系统反应相关因子 [26]。总之，小尺寸的

FMDV VLPs-ZIF-8 复合物更有希望成为 FMDV
灭活疫苗的替代者。 

综上所述，ZIF-8 可以作为疫苗的递送系统

用于 FMDV VLPs 疫苗的开发，ZIF-8 具有良好

的生物相容性，能够改善抗原的免疫原性，使抗

原被免疫细胞有效识别并激活显著特异免疫反

应。因此，本研究为 ZIF-8 作为疫苗佐剂，特别

是 VLPs 疫苗的佐剂提供了新思路和参考数据，

未来将会是一个非常有潜力的开发方向。 
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