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壳聚糖-苯二酚修饰灭活PEDV的口服免疫效果评价

杨云涵，邓锴，涂志文，赵兴洪，万红平

四川农业大学动物医学院，成都 611130 

摘要 为评估壳聚糖-苯二酚（chitosan-catechol，Chic）修饰的灭活猪流行性腹泻病毒（porcine epidemic di‐
arrhea virus，PEDV）疫苗的口服免疫效果，通过控制 Chic 的量制备出由不同质量浓度 Chic（0.2、0.4 mg/mL）
包裹的灭活PEDV（0.5 mg/mL），命名为C1+P和C2+P，建立小鼠模型进行免疫试验。采用间接酶联免疫吸

附试验（ELISA）分别检测小鼠黏膜 sIgA和血清 IgG、IgG1、IgG2a抗体水平，并通过流式细胞术和 CCK-8试验

检测脾细胞的分型和增殖活化情况。结果显示，经 2 次口服免疫后，C2+P 组诱导的免疫效果与昂贵的霍乱

毒素 B 亚单位（CTB）佐剂组效果相当；与未经 Chic 修饰的 PEDV 组相比，C1+P、C2+P 组诱导的鼻黏膜、肺

泡、小肠黏膜特异性 sIgA 的抗体效价分别提高了 6.09、6.37 倍，5.35、5.65 倍和 5.64、5.89 倍，血清特异性 IgG、

IgG1、IgG2a 分别提高了 8.83、9.65 倍，13.54、15.07 倍和 4.27、5.07 倍；CD4+T 淋巴细胞、CD8+T 淋巴细胞比例

分别提升了 1.15、1.17 倍和 1.11、1.11 倍；脾细胞的增殖活化情况也显著增加（P<0.05）。结果表明，口服免疫

C1+P 和 C2+P 成功诱导了小鼠体内黏膜免疫和系统性免疫应答效应，显示出 Chic 作为黏膜免疫佐剂的潜

力，表明Chic修饰的灭活PEDV疫苗在有效诱导免疫应答方面具有可行性。
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猪流行性腹泻（porcine epidemic diarrhea，PED）
是由猪流行性腹泻病毒（porcine epidemic diarrhea vi‐
rus，PEDV）引起的一种高传染性、高致死率的急性

肠道传染病［1-2］。该病可感染所有年龄段的猪，尤其

新生哺乳仔猪最易感，发病率和死亡率高达 90%，给

世界养猪业造成了巨大的经济损失［3］。PEDV 主要

通过粪‐口［4］、呼吸道［3］和生殖道［5］等黏膜途径传播，

故开发安全、有效的黏膜免疫被认为是实现 PEDV
有效防控的重要策略。然而，途经黏膜递送的疫苗

或抗原容易被黏膜中的黏液-纤毛屏障清除，导致黏

膜免疫的效率降低［6］。

壳聚糖具有很良好的黏膜黏附性和佐剂活性，

但低水溶性限制了其生物学应用。参考贻贝黏附蛋

白的强黏附力的相关研究［7-8］，Deng等［9］将黏附能力

强的邻苯二酚基团［10］通过酰胺反应引入壳聚糖形成

壳聚糖-苯二酚（chitosan-catechol，Chic）复合物，并利

用 Chic 修饰了灭活的 PEDV，滴鼻小鼠成功诱导了

黏膜免疫反应。但 PEDV 主要通过粪 -口途径传

播［4］，是否能通过口服免疫的方式来引起机体在消化

道产生免疫应答反应的研究较少。因此，本研究将

不同浓度Chic修饰的灭活PEDV纳米粒对小鼠进行

口服免疫，并对其血清 IgG、IgG1、IgG2a 抗体、黏膜

sIgA抗体、脾脏淋巴细胞亚型、脾细胞特异性增殖活

化情况进行检测和分析，旨在对 Chic 修饰的灭活

PEDV口服免疫效果做一综合评价，扩宽黏膜黏着剂

和免疫佐剂Chic在黏膜免疫中的应用。

1　材料与方法

1.1　试验材料

PBS缓冲液、牛血清白蛋白（BSA）、红细胞裂解

液、磷钨酸负染液、吐温-20（Tween-20）均购自北京

索莱宝科技有限公司；CCK-8 试剂盒、BCA 蛋白定

量试剂盒购自白鲨生物科技有限公司；RPMI-1640
培养基、胎牛血清、100×青-链霉素抗生素、0.25%胰

酶购自 GIBCO（Grand Island Biological Company）公

司；霍乱毒素 B 亚单位（CTB）购自爱必信（上海）生
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物科技有限公司；用于流式细胞术的抗体包括：PE-
仓鼠抗小鼠CD3抗体、FITC-大鼠抗小鼠CD4抗体、

FITC-大鼠抗小鼠 CD8 抗体、FITC-大鼠抗小鼠

CD69 抗体，用于 ELISA 检测的抗体包括：HRP-山
羊抗小鼠 IgG 抗体、HRP-山羊抗小鼠 IgG1 抗体、

HRP-山羊抗小鼠 IgG2a 抗体、HRP-山羊抗小鼠

IgA 抗体，均购自武汉三鹰生物技术有限公司；无水

乙醇、碳酸钠（Na2CO3）、碳酸氢钠（NaHCO3）、浓硫

酸（H2SO4）等化学试剂均购自成都市科隆化学品有

限公司。

非洲绿猴肾细胞（Vero）、PEDV ZJ-08毒株由动

物疫病与人类健康四川省重点实验室中的动物传染

病控制课题组保存；SPF 级 6~8 周龄 Balb/c 雌性小

鼠购自成都达硕生物科技有限公司，本研究所有涉

及动物的实验操作均经过四川农业大学动物伦理委

员会的审查和批准，所有相关试验动物的所有程序

严格按照“四川农业大学动物伦理委员会实验动物

护理指南”（SYXK 2019-187，中国成都）实施。

1.2　PEDV 的纯化及 C1+P 和 C2+P 的合成及

表征

将PEDV ZJ-08毒株以 0.01 MOI感染Vero细胞

并扩增，待细胞病变达到 90% 时，收集病毒并使用

Reed-Muench 法［11］检测其 TCID50。病毒通过超滤

浓缩收集（截留分子质量 100 ku），并使用超速离心机

（MTX 150 Thermo Scientific，USA）通过蔗糖梯度密

度离心法（20%、40%、60%）在 4 ℃以 300 000 r/min
的离心力离心 2 h［12］。收集位于 40%（1.168 mol/L）
与 60%（1.75 mol/L）浓度蔗糖溶液之间的白色条带，

并使用无菌PBS透析以去除蔗糖及小分子蛋白。使

用 BCA 蛋白定量试剂盒测量纯化病毒体的蛋白浓

度，并用PBS调节至 0.5 mg/mL，随后在 56 ℃下热灭

活病毒0.5 h［3］。

Chic 参照 Wan 等［13］的方法合成。在蛋白 0.5 
mg/mL 的灭活 PEDV 中分别加入等体积 0.2、0.4 
mg/mL 的 Chic，以 600 r/min 的转速搅拌反应 12 h
后，使用无菌 PBS 进行透析，并将其分别命名为

C1+P、C2+P。将 PEDV、C1+P 和 C2+P 溶液滴

于铜网上，滴加磷钨酸负染液染色后置于透射电子

显微镜（transmission electron microscope， TEM， JE‐
OL，JEM-2100Plus， Japan）下观察并采集图像。利

用激光粒度仪（Malvern nano s90， Malvern， UK）检

测 PEDV、C1+P 和 C2+P 的动态光散射粒径（dy‐
namic light scattering， DLS）和电位（zeta potentials）。

1.3　免疫程序及样品采集

选取 30只 6~8周龄雌性 SPF级 Balb/c小鼠，随

机分为 5组（n=6），即PBS（空白对照）组、PEDV组、

C1+P 组、C2+P 组以及添加黏膜免疫佐剂 CTB 的

CTB+P 组（CTB 与 PEDV 质量比为 1∶3）。在第 1
天对小鼠进行首次免疫，在第 15天对小鼠进行加强

免疫，免疫组各组每只每次灌胃 200 μL 蛋白含量为

100 μg 的 PEDV 溶液，对照组小鼠灌胃相同体积的

PBS溶液，整个免疫周期为28 d。
免疫周期结束后，采集各组小鼠血液收集血清、

鼻腔灌洗液、肺泡灌洗液和小肠灌洗液并储存于

−80 ℃冰箱中。随后将小鼠于 75% 乙醇中浸泡 8 
min 消毒后采集脾脏，并利用孔径 0.074 mm 细胞筛

网研磨后以 1 000 r/min 的转速离心收集脾细胞，加

入红细胞裂解液，37 ℃孵育 5 min，1 000 r/min 的转

速离心，收集细胞沉淀并重悬于 RPMI-1640 培养基

并用细胞计数板进行计数。

1.4　黏膜灌洗液特异性sIgA抗体水平检测

采用间接 ELISA 的方法检测小鼠黏膜特异性

sIgA抗体效价。先用碳酸氢盐缓冲液将灭活PEDV
稀释至 50 μg/mL，100 μL/孔加入酶标板并于 4 ℃包

被12 h；弃去包被液后，洗涤缓冲液（PBST）洗涤酶标

板并拍干；再加入 3% BSA溶液 37 ℃封闭 1 h；PBST
洗涤酶标板后，加入稀释一定倍数的鼻腔灌洗液、肺

泡灌洗液和小肠灌洗液，37 ℃恒温孵育1 h；弃去样品

稀释液，PBST洗涤并拍干，加入稀释比例为 1∶1 000
的辣根过氧化物酶（HRP）标记的山羊抗小鼠 IgA作

为二抗，37 ℃恒温孵育1 h；弃去二抗，PBST洗涤酶标

板并拍干；随后加入TMB显色液，37 ℃恒温避光孵育

15 min；最后加入2 mol/L H2SO4溶液终止显色，在波

长450 nm处测量吸光度（OD）值。判读标准为以样品

OD值大于阴性OD值的2倍为有效抗体效价，最高的

稀释倍数即为该样品中最终的抗体效价。每个样本

均进行5次独立重复检测。

1.5　血清特异性抗体水平检测

采用间接 ELISA 方法对小鼠血清特异性 IgG、

IgG1和 IgG2a进行抗体效价检测。将稀释一定比例

的 HRP标记的山羊抗小鼠 IgG（1∶20 000）、IgG1（1∶
10 000）和 IgG2a（1∶10 000）作为二抗，其余步骤同本

文“1.4”。每个样本均进行5次独立重复检测。

1.6　脾脏淋巴细胞亚型检测

将本文“1.3”中采集到的脾细胞调整到细胞浓度
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为 106个/mL，离心后重悬于 PBS 溶液中，分别加入

CD3、CD4 和 CD8 流式抗体并在 4 ℃下避光孵育 30 
min，孵育结束后，离心收集细胞，用PBS缓冲液洗去

抗体后重悬，再使用流式细胞仪检测脾脏 T 淋巴细

胞分型情况。CD3+T 细胞标记为 CD3+，辅助性 T
细胞（T helper cell， Th）标记为 CD3+CD4+，细胞毒

性 T 细胞（cytotoxic T cell， CTL）标记为 CD3+CD
8+。每个样本均进行5次独立重复检测。

1.7　脾细胞增殖与活化情况检测

将本文“1.3”中采集到的脾细胞以 105个/孔细胞

接种于 96孔细胞板，每孔加入PEDV灭活病毒刺激，

在细胞培养箱内培养 72 h 后，分别加入 10 μL/孔的

CCK-8 试剂并在培养箱内避光孵育 2 h 后用酶标仪

检测OD450 nm值，每个样本均进行 5次独立重复检测。

将脾细胞以 106个/孔细胞接种在 24 孔细胞板中，每

孔用 PEDV 灭活病毒刺激 72 h 后，收集细胞并于

PBS 重悬后，加入流式抗体 CD69 避光孵育 30 min。
孵育结束后，用PBS洗去抗体并重悬，用流式细胞仪

进行检测，每个样本均进行5次独立重复检测。

1.8　数据分析

采用 GraphPad Prism 8.0进行数据统计并作图，

采用 t 检验统计学分析显著性，结果以“平均值±标

准差”表示。每个数据均进行5次独立重复试验。

2　结果与分析

2.1　C1+P、C2+P透射电镜表征

根据Reed-Muench法检测到所收集PEDV病毒

滴度为 7.25 log10TCID50/mL。利用蔗糖梯度密度离

心分离纯化PEDV后，在 40%和 60%蔗糖溶液之间

观察到明显的白色条带，如图 1A所示。收集白色条

带并通过 TEM 观察如图 1B 所示，PEDV 病毒粒子

大小约 100 nm，呈经典的冠状病毒状；而经过Chic在
表面修饰的PEDV，刺突状不明显，粒径增加，如图 1 
C、图 1D所示。与 TEM 结果一致，DLS粒径检测显

示（表 1），Chic修饰后的 PEDV 粒径增加至（234.0±
69.2） nm （C1+P）和（269.8±47.9） nm（C2+P）；

C1+P 和 C2+P 粒子均为正电位，且电位与 Chic 修

饰量呈正相关。TEM 与 DLS 结果均证明 Chic 成功

修饰至PEDV表面。

2.2　黏膜灌洗液特异性sIgA抗体水平对比

通过间接ELISA的方法检测免疫后小鼠鼻腔灌

洗液、肺泡灌洗液、小肠灌洗液中黏膜特异性 sIgA抗

体效价，检测结果如图 2所示。口服灭活PEDV刺激

机体产生的鼻黏膜、肺黏膜及小肠黏膜特异性 sIgA
抗 体 与 PBS 组 无 显 著 差 异 ，但 C1+P、C2+P、

CTB+P组均显著提高了黏膜 sIgA特异性抗体效价

（P<0.000 1）。与 PEDV 组相比，C1+P、C2+P 组

鼻黏膜 sIgA分别提升了 6.09、6.37倍，肺黏膜 sIgA分

别提升了 5.35、5.65 倍，小肠黏膜 sIgA 分别提升了

5.64、5.89 倍。但与阳性对照 CTB+P 组相比，C1+
P、C2+P鼻腔、肺黏膜、小肠黏膜 sIgA抗体效价均无

显著差异。

2.3　血清特异性抗体水平对比

利用间接 ELISA 的方法检测小鼠血液 IgG、

IgG1 和 IgG2a 抗体效价，并计算 IgG1/IgG2a 值。如

图 3A所示，经过 2次口服免疫后，C1+P和C2+P组

血清特异性 IgG 抗体效价与 PEDV 组相比分别提升

了 8.83、9.65倍；IgG1抗体效价与PEDV组相比分别

A：蔗糖密度梯度离心分离纯化 PEDV；B： PEDV 透射电镜图；C：C1+P 透射电镜图；D：C2+P 透射电镜图。A. Purification of PEDV 
by sucrose density gradient centrifugation； B：TEM image of PEDV； C：TEM image of C1+P； D：TEM image of C2+P.

图 1 PEDV的分离纯化及PEDV、C1+P、C2+P透射电镜图

Fig.1 Purification of PEDV and TEM images of PEDV，C1+P and C2+P
表 1　PEDV、C1+P、C2+P 粒径及电位

Table 1　Diameters and zeta potentials 
of PEDV，C1+P and C2+P

样品

Samples
PEDV
C1+P
C2+P

粒径/nm
Diameters

179.8±23.7
234.0±69.2
269.8±47.9

电位/mV
Zeta potentials
−12.2±1.06

2.18±1.04
3.95±0.61
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提升了 13.54、15.07 倍（图 3B）；IgG2a 抗体效价与

PEDV 组相比分别提升了 4.27、5.07 倍（图 3C）。

但 C2+P 组血清特异性 IgG、IgG1 和 IgG2a 抗体效

价与 CTB+P 组相比均无显著差异，证明 Chic 修

饰的 PEDV C2+P 具有与 CTB 联合 PEDV 相近的

免疫效果。由图 3D 可知，各组 IgG1/IgG2a 值均>
1，C1+P、C2+P 和 CTB+P 处 理 显 著 提 高 了

IgG1/IgG2a 值，表明口服免疫灭活 PEDV 或 Chic
修饰的灭活 PEDV C1+P、C2+P 均更倾向于促进

Th2 型免疫反应。

2.4　脾脏淋巴细胞亚型的检测

为探讨口服免疫灭活PEDV对小鼠脾脏T淋巴

细胞亚群的影响，使用流式细胞仪检测CD4+、CD8+ 
T 淋巴细胞，T 淋巴细胞亚群检测圈门策略、细胞分

A：IgG；B：IgG1；C：IgG2a；D：IgG1/IgG2.
图3 血清 IgG抗体效价

Fig. 3 Serum IgG titers

A：鼻黏膜； B：肺黏膜； C：小肠黏膜。A： Nasal mucosa sIgA titers； B： Lung mucosa sIgA titers； C： Intestinal mucosa sIgA titers.“ns”表示

差异不显著（P>0.05），“*”“**”“***”“****”分别表示P<0.05、P<0.01、P<0.001、P<0.000 1，下同。“ns”indicates no significant differences（P

>0.05），“*”“**”“***”“****” indicates P<0.05， P<0.01， P<0.001， P<0.000 1，respectively.The same as below.
图2 黏膜sIgA抗体效价

Fig. 2 Mucosa sIgA titers
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型检测结果及比例如图 4 所示。C1+P、C2+P、

CTB+P 组与 PEDV 组相比，CD4+ T 淋巴细胞、

CD8+ T 淋巴细胞比例均显著提高（P<0.05），分别

提升了 1.15、1.17、1.21 倍和 1.11、1.11、1.16 倍，C1+
P、C2+P、CTB+P组之间CD4+ T淋巴细胞、CD8+ 
T淋巴细胞比例无显著差异。

2.5　脾细胞增殖与活化情况对比

使用 10 μg/mL 的灭活 PEDV 对免疫小鼠脾细

胞进行刺激，72 h后使用流式细胞仪检测脾细胞表面

CD69 活化情况。如图 5A 所示，C1+P、C2+P、

A：脾脏 T 淋巴细胞流式图；B：脾脏 CD4+型 T 淋巴细胞比例；C：脾脏 CD8+型 T 淋巴细胞比例。A：Flow diagram of spleen T lympho‐
cytes； B：Ratio of CD4+ spleen T lymphocyte； C：Ratio of CD8+ spleen T lymphocyte.

图 4 流式细胞术检测脾脏T淋巴细胞分型

Fig. 4 Spleen T lymphocyte typing test by FCM

A：CD69+脾细胞；B：脾细胞CCK-8试验。A：Splenocyte CD69 ； B： Splenocyte proliferation by CCK-8 assay.
图5 脾细胞增殖活化情况

Fig. 5 Splenocyte proliferation
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CTB+P 组脾细胞增殖活化情况均显著高于 PEDV
组（P<0.05），但 C1+P、C2+P、CTB+P 组之间无

显著差异。使用 10 μg/mL 的灭活 PEDV 对免疫小

鼠脾细胞进行刺激，72 h 后通过 CCK-8 试验评估其

增 殖 活 化 情 况 。 如 图 5B 所 示 ，C1+P、C2+P、

CTB+P 组脾细胞增殖活化情况均显著高于 PEDV
组（P<0.01），C1+P、C2+P、CTB+P 组之间无显

著差异，结果趋势与CD69流式检测结果一致。

3　讨 论

猪流行性腹泻病毒途经黏膜入侵可感染所有年

龄段的猪，对养猪业发展存在严重的威胁，防控PED
成为养猪业的重中之重［5，14］。目前，接种疫苗是最为

经济有效的预防措施，有效的黏膜免疫可以诱导机

体在黏膜处产生特异性分泌型 sIgA抗体，sIgA可将

PEDV 的传播扼杀在最初阶段，因此被认为是抑制

PEDV传播的重要手段［15］。经过苯二酚修饰壳聚糖

改良的黏膜黏着剂——Chic具有良好的黏膜黏附性

和佐剂活性［9，16］，因此在本研究中，将不同浓度 Chic
修饰的灭活PEDV形成C1+P和C2+P纳米粒子口

服免疫小鼠，并使用间接ELISA、流式细胞术等方法

综合评价其免疫效果。黏膜黏着剂Chic被证实有佐

剂活性和黏膜黏附性［9，16-18］，因正电荷特性，Chic 容
易实现对负电荷的抗原或药物的包被［19］，也易实现

对带有负电荷的黏膜表面的黏附。此外，Chic 有较

强的黏膜黏附性，可以延长抗原和药物在黏膜处的

滞留时间，对黏膜免疫具有很强的适应性。本研究

中，基于TEM与DLS结果（图1），笔者证实了PEDV
可被 Chic 修饰，这拓宽了黏膜黏着剂在黏膜免疫中

抗原递送的应用。

Wilson 等［20］研究表明共同黏膜免疫系统[21]理

论是黏膜免疫的基础，有效的黏膜免疫可同时诱导

局部和远端黏膜免疫应答。在本试验中，经过口服

免疫，C1+P、C2+P、CTB+P组在消化道产生的 sI‐
gA抗体均显著高于 PEDV组，相似的结果同样在鼻

腔、肺部发现（图 2），证明 Chic修饰的 PEDV 经过口

服递送成功诱导了局部和远端黏膜免疫应答。本研

究结果可为途经消化道感染的病毒防控工作提供一

定研究基础。有效的黏膜免疫可激活机体系统性的

免疫反应并产生特异性 IgG 抗体来提供免疫保

护［22-24］，本试验结果发现，Chic修饰的灭活PEDV可

刺激小鼠产生特异性 IgG 抗体，且 IgG1/IgG2a>1
（图 3），表明该免疫方式更倾向于促进Th2型免疫反

应［25］，这对于有效清除病毒和提供免疫保护是有利

的。同时，C2+P组诱导 IgG产生的效果优于C1+P
组，说明 Chic 对增强免疫应答反应可能存在一定的

剂量依耐性。T淋巴细胞在免疫系统的调节中起着

核心作用［26］，本试验发现，C1+P、C2+P、CTB+P
组小鼠 CD4+、CD8+ T 淋巴细胞比值与 PEDV 组相

比显著提升（图 4），表明 C1+P、C2+P、CTB+P 可

以有效增强辅助性 T 细胞、细胞毒性 T 细胞的免疫

反应和活化状态，有助于提高机体直接杀伤病毒感

染细胞的能力以及免疫系统的总体效能［27］。

目前，针对 PEDV 口服疫苗主要集中 PEDV S
基因的重组载体菌如干酪乳酸菌［28-30］、减毒沙门氏

菌［31-32］的构建。使用工程菌作为抗原载体可以刺

激机体产生特异性免疫应答，但外来微生物的入侵

对于肠道的微生态菌群是潜在的威胁。另外，结合

免疫佐剂也是有效诱导免疫应答的方式之一，CTB
被认为是有效的黏膜佐剂［33-34］，本研究中 CTB显示

出有效的黏膜免疫佐剂活性，这与Zhou等［35］和Mat‐
sumoto 等［36］的研究结果一致。但相比于昂贵的

CTB，Chic 的廉价易得有利于其在动物疫病防控中

的临床应用。本研究证明黏膜黏着剂 Chic 可实现

PEDV抗原的口服递送，后续将系统开展动物免疫后

攻毒保护效果评价以及免疫应答相关机制的深入

研究。
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Evaluating oral immunization of inactivated PEDV vaccine modified 
with chitosan-catechol

YANG Yunhan,DENG Kai,TU Zhiwen,ZHAO Xinghong,WAN Hongping

College of Veterinary Medicine， Sichuan Agricultural University， Chengdu 611130， China

Abstract Inactivated PEDV （0.5 mg/mL） encapsulated with different concentrations of chitosan-cat‐
echol（Chic） including 0.2 mg/mL and 0.4 mg/mL named as C1+P and C2+P was prepared by control‐
ling the amount of Chic， and a mouse model was established for immunization testing to evaluate the oral 
immunization efficacy of inactivated porcine epidemic diarrhea virus （PEDV） vaccine modified with Chic. 
Indirect enzyme-linked immunosorbent assay （ELISA） was used to detect the levels of sIgA in mouse mu‐
cosa and IgG， IgG1， IgG2a antibodies in serum. Flow cytometry and CCK-8 assay were used to detect 
the phenotyping and proliferation activation of spleen cells. The results showed that the immune response in‐
duced by the C2+P group was comparable to that of the expensive cholera toxin B subunit （CTB） adju‐
vant group after two oral immunizations. Compared with the PEDV group without Chic modification， the 
antibody titer of nasal，lung，and small intestine mucosa-specific sIgA in the C1+P group and C2+P group 
was increased by 6.09， 6.37 times， and 5.35， 5.65 times， and 5.64， 5.89 times， respectively. The serum 
specific IgG， IgG1， and IgG2a in the C1+P group and C2+P group increased by 8.83， 9.65 times， 
13.54， 15.07 times， and 4.27， 5.07 times， respectively. The proportion of CD4+ T lymphocytes and 
CD8+ T lymphocytes in the C1+P group and C2+P group increased by 1.15， 1.17 times and 1.11，1.11 
times， respectively. The proliferation and activation of spleen cells significantly increased as well （P<
0.05）. It is indicated that oral immunization with C1+P and C2+P successfully induced mucosal and sys‐
temic immune responses in mice， demonstrating the potential of Chic as a mucosal immune adjuvant and 
the feasibility of inactivated PEDV vaccines modified with Chic in effectively inducing immune responses.

Keywords porcine epidemic diarrhea virus （PEDV）； inactivated vaccine； mucosal immunization； 
oral immunization； adjuvants； chitosan-catechol（Chic）
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