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[摘　要]　多糖结合疫苗被认为是目前最为成功的细菌性疫苗形式之一,在人类传染病防控方面

发挥了巨大作用.然而,目前多糖结合疫苗的制备所采用的化学偶联方法生产成本高、产品均一性

低、环保压力大,制约着这种疫苗的进一步发展.近年来逐渐兴起的生物法制备策略主要利用细菌

中蛋白糖基化系统,采用全生物合成的方法只需一步即可高效制备多糖结合疫苗,很好地解决了化

学法的不足,并且使新一代疫苗具备了更大的定向设计空间和发展潜力.本文梳理了生物法制备

多糖结合疫苗的研究成果及最新进展,明确了生物制备方法中的关键环节,并对多糖结合疫苗的进

一步优化提出了建议.
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疫苗在维护人类健康方面发挥着重要作用.在

人类历史上,通过广泛的疫苗接种,一些严重威胁人

类健康的烈性传染病(如天花、白喉、破伤风等)已经

成功地被控制或消灭.然而,目前世界上依然有许

多传统的或新发的传染病在全球或局部爆发,如正

在全球肆虐的新冠肺炎、贫穷或战乱地区常常爆发

的霍乱疫情、畜牧地区常常发生的布氏杆菌感染等.
虽然大多数细菌性传染病通过抗生素的使用能够很

快缓解,但是相对于疫苗接种而言,其所要花费的医

疗成本要大得多,并且近年来越来越多的多重耐药

“超级细菌”不断出现,为临床医疗实践带来了极大

的困扰,比如一些多重耐药的鲍曼不动杆菌、肺炎克

雷伯菌等已达到无抗生素可用的地步.此外,对于

一些在细胞内部繁殖的细菌如布氏杆菌,利用抗生

素很难治愈.因此,针对这些威胁人类健康的病原

细菌进行疫苗的研发具有重要意义.
细菌性疫苗主要包括灭活疫苗、减毒活疫苗、蛋

白类疫苗、多糖类疫苗以及多糖结合疫苗等形式.
其中,全球市场上最为瞩目的无疑是多糖结合疫苗.
多糖结合疫苗是将细菌表面多糖与载体蛋白进行偶

联制备而成.细菌表面多糖主要包括 OＧ抗原多糖

(OＧAntigenPolysaccharide,OPS)和荚膜多糖(Capsular

王恒樑　博士,军事科学院军事医学研究

院生物工程研究所副所长、病原微生物生

物安全国家重点实验室副主任、博士生导

师.国家杰出青年科学基金、中国科协求

是杰出青年实用工程奖、首届科技部和盖

茨基金联合颁发青年科学家奖获得者,入

选国家百千万人才工程(获国家有突出贡

献中青年专家称号).主要从事病原细菌致病机理及基因工

程疫苗研究.

潘超　博士,军事科学院军事医学研究院

生物工程研究所助理研究员.

Polysaccharide,CPS),都具有很强的种属特异性,且
已被证明是有效的候选疫苗.但单独的多糖为 T
细胞非依赖(TCellＧIndependent,TI)抗原,免疫后

直接与B细胞表面的B细胞受体相互作用,刺激B
细胞活化并产生具有较低亲和力的以IgM 为主的

抗体,不能激发长久的免疫保护,没有免疫记忆的产

生[１].因此,采用多糖作为疫苗时,重复的免疫次数

并不能有效强化抗体表达能力,一般需要通过定期
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的多次免疫来维持体内抗体水平.此外,由于２岁

以下婴幼儿B细胞尚未发育成熟,因此多糖疫苗对

于这类人群无效;而２岁以下婴幼儿正是大多数传

染病的高危人群,所以这也是多糖疫苗应用的最大

局限.

２０世纪８０年代初,受到半抗原—载体蛋白共

轭策略的启发,人们将细菌表面CPS与具有 T细胞

表位的蛋白偶联,能够使 T 细胞参与到免疫应答

中,从而产生高亲和力的多糖特异性IgG 抗体及免

疫记忆,而且这种疫苗对老人和儿童均有效.在之

后的三十多年里,一系列多糖结合疫苗通过化学交

联的方法被成功研制并应用于临床,在预防由流感

嗜血杆菌、肺炎链球菌和脑膜炎奈瑟菌等高致病性

病原体引起的传染病方面发挥着重大作用.其中,
由辉 瑞 公 司 研 制 的 １３ 价 肺 炎 多 糖 结 合 疫 苗

(PCV１３),常年居于全球疫苗销售第一,２０１７年市

场销售额达到５６．９亿美元,占全球疫苗市场份额的

２０％.随着科技的不断发展,一种更为高效的蛋

白—多糖结合方法———生物偶联技术逐渐兴起,该
技术在多糖结合疫苗的制备及升级改造优化方面具

有一定的优势.本文重点对多糖结合疫苗的免疫机

制以及新型生物制备技术的研究进展进行综述.

１　多糖结合疫苗免疫机制

对于多糖结合疫苗的免疫机制已有几十年的研

究,其主要的免疫过程基本明确.简单来说,当多糖

结合疫苗进入机体后,疫苗在免疫部位被抗原提呈

细胞(AntigenPresentingCell,APC)(主要为树突

状细胞,即DC细胞)摄取并进入内体中,随后蛋白

部分被内体中的蛋白酶消化、释放出多肽表位,并与

第二 类 主 要 组 织 相 容 性 复 合 体 (ClassII Major
HistocompatibilityComplex,MHCＧII)结合,之后再

被提呈到细胞表面.在细胞表面,MHCＧII与抗原

形成的复合物与CD４＋ T细胞表面的αβ受体结合,
并通过表达共刺激分子激活 T细胞,进而使其分化

为辅助性 T细胞(T HelperCell,Th),辅助B细胞

活化.与此同时,糖蛋白还能与B细胞表面的受体

特异性结合,并在B细胞内被加工提呈至 Th细胞.

Th细胞可表达共刺激分子,并释放细胞因子(如白

细胞介素４和白细胞介素２),刺激B细胞成熟,从
而诱导免疫球蛋白从IgM 转变为IgG[１].同时通过

Ig基因高频突变,产生不同亲和力的抗体,通过与

滤泡树突状细胞(FollicularDendriticCell,FDC)上
的多糖抗原进行反复选择,从而筛选出高亲和力多

糖抗体,并最终产生记忆B细胞和浆细胞[２].由于

多糖结合疫苗能够同时激发 T 细胞和 B细胞介导

的免疫应答,因此也被认为是目前最成功的细菌性

疫苗形式之一.
尽管已经在细胞水平上对这一机制进行了验

证,但在这一过程中,多糖部分如何参与免疫应答尚

未完全阐明.目前主要有两种观点:
一种观点认为多糖能够被提呈到抗原提呈细胞

表面,通过与 T 细胞受体的相互作用,刺激下游特

异性免疫应答.在抗原提呈过程中,多糖部分及其

偶联的蛋白能够被酶切为分子量小于１０kDa的糖

肽.由于 MHCＧII只识别蛋白类分子,因此在这一

糖肽结构中,多糖能够通过多肽被 MHCＧII运输到

细胞表面,之后通过细胞表面的多糖部分激活碳水

化合 物 特 异 性 T 细 胞 (CarbohydrateSpecificT
Cell,Tcarb),从 而 调 节 对 多 糖 的 适 应 性 免 疫 应

答[３].这一机制已在３型肺炎链球菌多糖、３型 B
群链球菌多糖、沙门氏菌 Vi多糖、Ib型B群链球菌

多糖以及b型流感嗜血杆菌多糖的结合疫苗中得到

了证实.同时,这一机制也能够解释为什么没有共

价结合的蛋白和糖不能诱导最佳的免疫应答.根据

这一理论,多糖的抗体产生能力与其偶联位点的多

肽具有很大的关系,因此提呈能力强的肽段能够提

高多糖特异性抗体的水平.
另一种观点认为,高亲和力多糖特异性抗体的

产生,主要是由于糖蛋白中多肽表位刺激B细胞成

熟,而与所在部位关系不大.如前文所述,B细胞能

够通过特异性的受体摄取多糖蛋白结合物,通过对

抗原的加工,载体蛋白中的许多表位都能够被提呈

至Th细胞,而多糖部分并没有直接与 T细胞作用.
在这一观点中,最核心的是TＧB细胞的交互作用,这
种作用主要在生发中心完成,能够刺激B细胞充分

活化[４].根据这一理论,载体蛋白对免疫细胞的刺

激能力决定了最终的应答强弱,而目前研究也发现,
具有较强免疫刺激能力的毒素蛋白如白喉毒素无毒

突变 体 CRM１９７、重 组 铜 绿 假 单 胞 菌 外 毒 素 A
(RecombinantPseudomonasAeruginosaExotoxin
A,rEPA)、破伤风类毒素(TetanusToxoid,TT)等
作为载体能够产生很好的保护效果,已上市的多糖

结合疫苗也多以毒素蛋白为载体.

２　细菌多糖结合疫苗的制备

生物法制备细菌多糖结合疫苗是相对于传统的

化学法而言的.首先简单介绍化学法:即直接通过
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化学交联将细菌多糖和蛋白进行偶联,目前市场上

多糖结合疫苗均为化学法制备,具体制备过程如图

１A所示,首先需要培养病原细菌并对其胞外多糖进

行提取与纯化,同时对载体蛋白进行表达与纯化;之
后利用化学试剂对多糖和蛋白分别活化,并进行体

外交联;最后对交联产物再次纯化,最终得到疫苗产

品[１].尽管这一方法已经非常成熟,但仍有许多不

足:从制备过程来说,由于涉及到多步纯化,因此产

率较低,导致生产成本高,疫苗价格昂贵,很难在发

展中国家及贫穷国家普及;从疫苗产品质控来说,由
于化学活化位点随机(也可能破坏抗原表位),多糖

与蛋白的之间的连接位点以及每个蛋白上连接多糖

数量并不明确,最终疫苗产品均一性差,质控困难,通
常只能评价整体的多糖与蛋白含量;另外从安全角度

讲,由于多糖的制备涉及到致病菌的大规模培养、化
学交联涉及到有害化学试剂的处理,对生物安全和环

保提出更高的要求,无形中又提高了生产成本.因

此,虽然多糖结合疫苗已经取得了巨大的成就,但这

种由技术本身带来的不足很难实现突破性的解决.
从目前形势来看,疫苗快速及高效制备在传染病疫情

的应急防控方面非常重要,因此急需一种全新的制备

方法以打破多糖结合疫苗的制备瓶颈.
过去相当长时间内一直认为细菌中不存在蛋白

糖基化修饰,但近年来,随着糖蛋白的发现和深入研

究以及合成生物学的不断发展,一种新型的生物法

制备细菌多糖结合疫苗技术逐渐兴起.在细菌中,
多糖或寡糖通常通过天冬酰胺或丝氨酸/苏氨酸残

基上的氨基或羟基与蛋白质共价结合,分别称为 NＧ
糖基化和 OＧ糖基化.这种蛋白糖基化主要是在糖

基转移酶的催化下完成.研究发现,该糖基化过程

与细菌脂多糖(Lipopolysaccharide,LPS)的合成具

有很大的相似性:在LPS合成中,OPS在 OＧ抗原连

接酶的催化下转移到脂质 A 核心,形成 LPS.其中

OＧ抗原连接酶与糖基转移酶类似,都定位于细菌内

膜,且都能够识别连接在脂载体———十一异戊二烯

焦磷酸 (UndecylisoprenePyrophosphate,UndPP)
上的多糖,且催化反应的场所都是在细菌周间质.
不同的是,这两种酶催化反应中,接纳糖链的底物不

同:LPS合成中的底物是脂质 A 核心,而蛋白糖基

化中的底物是蛋白质[５].
利用上述原理可以直接在细菌中生物法制备多

糖结合疫苗.目前较为流行的生物法制备主要包括

图１　化学法和生物法制备多糖结合疫苗的流程对比
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以下几步[６]:首先,构建工程菌株,即缺失了 OＧ抗原

连接酶和自身多糖合成基因的大肠杆菌,由于 OＧ抗

原连接酶的缺失阻断了 LPS的合成,细菌中可产生

游离的 OPS;其次,构建含有目标多糖合成基因簇、
载体蛋白、糖基转移酶的表达载体,并转入上述工程

菌株中,其中载体蛋白需要融合一段糖基转移酶识

别的 特 定 序 列,即 糖 基 化 基 序 (Glycosylation
Motif);最后,经过诱导表达,异源目标多糖在糖基

转移酶的催化下,转移到载体蛋白上,并最终经过纯

化得到糖蛋白(图１B).在上述制备方法中,第一步

与第二步为糖蛋白表达系统的构建,而疫苗的生产

制备主要通过工程菌株的诱导表达以及一步纯化即

可完成,多糖与蛋白的偶联由细菌自身完成.因此,
生物法和化学法相比,生产过程大大简化,生产周期

缩短,成本降低;多糖通过生物催化偶联在固定的糖

基化位点,因此连接方式明确,糖与蛋白的比例确

定;工程菌株的培养大大降低了生物安全风险;此
外,这种利用生物工程方法制备的多糖结合疫苗,在
载体蛋白设计、多糖链长控制、糖蛋白摩尔比等一系

列方面都具有更为开放的改造空间,更适合后续优

化设计.

３　生物法制备多糖结合疫苗的几个关键

环节

生物法制备多糖结合疫苗技术刚刚起步,其中

涉及到多个值得关注的关键环节,包括糖基转移酶

的适用范围、载体蛋白的选择与优化以及多糖的表

达,而这些环节都尚未达到最成熟状态,具有非常大

的发展空间.

３．１　糖基转移酶

糖基转移酶是实现生物法制备多糖结合疫苗最

为关键的要素.尽管目前已发现多种细菌糖基转移

酶,但要应用于结合疫苗的制备需满足以下几个条

件:首先,糖基转移酶能够在其他细菌中实现功能性

表达;其次,糖基转移酶应具有宽松的底物特异性,
以识别不同的外源细菌多糖;最后,糖基转移酶具有

明确的糖基化修饰识别基序.
来自空肠弯曲杆菌中的糖基转移酶 PglB是最

早被发现并用于多糖结合疫苗研制的糖基转移酶,
能够催化 NＧ糖基化反应.２００２年 Wacker等首次

证明空肠弯曲杆菌pgl基因簇能够在大肠杆菌中表

达,催化其天然底物蛋白 AcrA 发生糖基化,并且其

中的PglB单独存在即可发挥功能[７,８].这一开拓

性的发现使生物法制备多糖结合疫苗成为了可能.

之后研究发现,与真核生物中 NＧ糖基化修饰位点序

列类似(NＧXＧS/T 的三肽结构),PglB的 NＧ糖基化

修饰位点序列为D/EＧX１ＧNＧX２ＧS/T的五肽结构,其
中 N为糖基化位点,X１和 X２可以是除了脯氨酸之

外的任意氨基酸[９].此外,研究表明PglB具有宽松

的底物特异性,可识别还原端单糖的第２位 C原子

有乙酰化修饰的糖链,但前两个糖的连接不能是β１Ｇ
４连接的多糖结构[１０,１１].已报道多种细菌的表面多

糖满足这一条件,因此可以利用PglB制备针对这些

细菌的多糖结合疫苗.另外一些特殊的多糖结构,
如类鼻疽伯克霍尔德菌 K９６２４３株的 OＧ抗原还原末

端糖为塔罗糖,同样能够被 PglB识别,并转移到载

体蛋白 AcrA[１２].此外,通过对PglB定向改造可以

进一步扩大其识别的范围.２０１５年,Ihssen等人通

过对PglB的某些氨基酸进行点突变(S８０R、Q２８７P
和 N３１１V),能够将伤寒沙门氏菌LT２(还原端糖是

半乳糖)的OPS转移到载体蛋白上[１３].在实际应用

方面,瑞士疫苗制造企业 GlycoVaxynAG公司利用

这一技术,生产了以rEPA 为载体蛋白的痢疾志贺

氏菌多糖结合疫苗,目前已完成I期临床试验,这也

是第一个由生物法合成的多糖结合候选疫苗[１４].
该公司在２０１５年以１．９亿美元被国际疫苗巨头

GSK公司收购.
另一种来自脑膜炎奈瑟菌的糖基转移酶 PglL

也已 经 被 成 功 应 用 于 疫 苗 的 研 发.２００７ 年,

Faridmoayer等成功实现了PglL在大肠杆菌中的功

能性表达,证明了单独的 PglL 即可发挥催化活

性[１５].PglL催化 OＧ糖基化反应,糖基化位点为丝

氨酸;不同于PglB对底物的部分限制,PglL具有更

加宽松的底物特异性,还原末端的多种糖(包括２,

４Ｇ二乙酰氨基Ｇ２,４,６Ｇ三脱氧己糖(DATDH)、NＧ乙

酰半乳糖、NＧ乙酰葡萄糖、NＧ乙酰岩藻糖以及半乳

糖等)均能够被识别;且前两个糖的连接方式可为

α１Ｇ３、β１Ｇ３、β１Ｇ４以及α１Ｇ６,预示着PglL在多糖结合

疫苗研究方面较 PglB具有更广泛的应用前景[１６].
此外,不同于PglB底物蛋白的单一化,PglL的蛋白

底物呈现多样化(包括脑膜炎奈瑟菌中７种以及淋

病奈瑟球菌中的至少１９种蛋白)[１７,１８],但这些底物

蛋白的糖基化位点区域并不具保守性.这种糖基化

识别基序的不明确性对PglL走向应用既是机遇也

是挑战.２０１６年,我们通过对PglL天然糖基化修饰

位点氨基酸的一系列点突变及分析优化,首次提出

PglL的 OＧ糖基化修饰基序(命名为 MOOR基序).
这一基序主要由８个氨基酸组成(WPXmSXnP),其中
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S为糖基化位点,Xm 为２~３个非脯氨酸的任意氨

基酸、Xn为１~２个非脯氨酸的任意氨基酸.这一

短肽基序的阐明,为疫苗的制备及进一步人工设计

优化 奠 定 了 基 础[１９],获 得 了 国 际 同 行 的 重 点 关

注[２０].目前,我们利用PglL的 OＧ糖基化系统已成

功制备了志贺氏菌、伤寒沙门氏菌、甲型副伤寒沙门

氏菌、布氏杆菌等多糖结合疫苗(见表１).
上述PglB和PglL两种糖基转移酶识别的多糖

结构已经覆盖了大多数病原细菌 OPS结构,但均不

能催化还原端 为 葡 萄 糖 的 聚 糖 结 构.考 虑 到 约

７５％的肺炎链球菌荚膜多糖的还原端为葡萄糖,制
备肺炎链球菌多糖结合疫苗就需要对这两种酶进行

升级改造,或挖掘新的糖基转移酶.最近已有科学

家证明,从不动杆菌属中新发现的 OＧ连接糖基转移

酶PglS可以转移肺炎链球菌还原端为葡萄糖的荚

膜多糖,制 备 的 结 合 疫 苗 表 现 出 很 好 的 免 疫 效

果[２１].这一发现为利用生物法生产多价肺炎多糖

结合疫苗奠定了基础,同时进一步扩大了生物法制

备多糖结合疫苗的应用范围.在前期总结的基础

上[６],我们进一步对生物法制备多糖结合疫苗产品

的进展进行完善,目前已有多种候选疫苗正在进行

研发及临床试验(表１).

３．２　载体蛋白的选择

多糖与蛋白相连能够将 TI抗原转变为 T细胞

依赖(TCellＧDependent,TD)抗原,其中载体蛋白对

免疫细胞的激活以及最终的免疫效果有着重要影

响.因此,研究者往往选用含有多个抗原表位的毒

素类蛋白作为载体,如已上市的７价和１３价肺炎多

糖结合疫苗(Prevnar􀆿 和 PCV１３)以 CRM１９７为载

体蛋白,Hib多糖结合疫苗(Hiberix􀆿 )以 TT 为载

体 蛋 白,四 价 脑 膜 炎 奈 瑟 球 菌 多 糖 结 合 疫 苗

(Menactra􀆿 )以白喉类毒素(DiphtheriaToxin,DT)
为载体蛋白,近年来刚完成III期临床试验的伤寒多

糖结合疫苗(TCV)以rEPA 为载体蛋白.同样,在
生物法制备的多糖结合疫苗中,也多选择毒素蛋白

为载体,如目前已完成I期临床的痢疾志贺氏菌多

糖结合疫苗是以rEPA为载体蛋白.但化学法与生

物法在载体蛋白的应用上略有不同,化学法对载体

蛋白的结构要求较低,只需活化即可;而生物法需考

虑不同的载体蛋白结构与糖基化位点序列之间的空

间位阻,这可能会影响糖基化反应和最终的糖基化

效率.为解决这一问题,大多数糖基化基序均融合

在载体蛋白 NＧ端或者CＧ端,以减少载体蛋白结构对

糖基化效率的影响.此外,研究发现通过对糖基化

修饰位点序列个别氨基酸的突变,能够提高糖基化

效 率,这 也 为 糖 基 化 效 率 优 化 提 供 了 另 一 个

方向[１９].
外源蛋白载体的使用,必将会导致机体产生对

蛋白本身的免疫应答.当再次免疫以这种蛋白制备

的其他种类疫苗时,体内预存的蛋白抗体有可能会

表１　利用生物法制备的多糖结合疫苗产品

　　病原菌 　　多糖类型 载体蛋白∗ 糖基转移酶 研发状态 参考文献

肺炎链球菌 荚膜多糖(多价) rEPA 未知 I期临床 [２２]

肺炎链球菌 荚膜多糖(４型) PiuA PglB 实验室阶段 [２３]

肺炎链球菌 荚膜多糖(８,９V和１４型/８型) ComP/rEPA PglS 实验室阶段 [２１]

肺炎克雷伯菌 荚膜多糖(K１和 K２型) rEPA PglS 实验室阶段 [２４]

金黄色葡萄球菌 荚膜多糖(５和８型) rEPA/Hla PglB 实验室阶段 [２５]

痢疾志贺氏菌 OＧ抗原多糖 rEPA PglB I期临床 [１４]

福氏志贺氏菌 OＧ抗原多糖 rEPA PglB I期临床 [２６]

福氏志贺氏菌 OＧ抗原多糖 CTB PglL 实验室阶段 [１９]

大肠杆菌 OＧ抗原多糖(O１、O２、O６和 O２５) rEPA PglB Ib期临床 [２７]

大肠杆菌 OＧ抗原多糖(O１５７) MBP PglB 实验室阶段 [２８]

土拉弗朗西斯菌 OＧ抗原多糖 rEPA PglB 实验室阶段 [２９]

类鼻疽伯克霍尔德菌 OＧ抗原多糖 AcrA PglB 实验室阶段 [１２]

伤寒沙门氏菌 OＧ抗原多糖 rEPA PglL 实验室阶段 [３０]

甲型副伤寒沙门氏菌 OＧ抗原多糖 CTB PglL 实验室阶段 [３１]

牛种布鲁氏菌 OＧ抗原多糖 CTB PglL 实验室阶段 [３２]

　　∗rEPA:重组铜绿假单胞菌外毒素 A;PiuA:血红素结合脂蛋白;ComP:不动杆菌IV 型菌毛蛋白;Hla:金黄色葡萄球菌α
溶血素;CTB:霍乱毒素B亚单位;MBP:麦芽糖结合蛋白
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影响这种疫苗的最终效果,因此以细菌自身蛋白为

载体是一个理想的选择.如 Wacker等报道的在制

备金黄色葡萄球菌多糖结合疫苗时选用自身抗原α
溶血素(Hla)为载体蛋白并与荚膜多糖偶联,从而实

现了对细菌感染的双重保护[２５],这种设计也是未来

多糖结合疫苗优化的一个候选方向.
近年来的研究逐渐明确,疫苗颗粒的大小直接

影响免疫效果,尤其是达到纳米级的颗粒疫苗在抗

原递送等方面具有明显优势[３３].多种类型的纳米

载体、病毒样颗粒以及活病毒载体等,能够实现高效

的抗原递送,并激活较弱抗原的免疫应答,因此非常

适合多糖这类半抗原的免疫效果提升.在我们的研

究中也发现,以能够形成五聚体的霍乱毒素B亚单

位(CholeraToxinBSubunit,CTB)为载体蛋白制

备的多糖结合疫苗,免疫效果明显优于以rEPA 为

载体制备的多糖结合疫苗[１９,３１].进一步分析发现,

CTB蛋白在天然状态下可组装成一个环状五聚体,
其尺寸可达到５nm 左右;同时 CTB还能够与抗原

提呈细胞表面的神经节苷脂GM１结合,增强抗原提

呈作用,发挥佐剂的功能[３４].在上述基础上,我们

在CTB的末端融合了一个三聚体结构域,从而获得

了尺寸达２０~３０nm 的六十聚体蛋白颗粒,由此制

备的多糖结合疫苗具有更好的免疫效果[３５].因此

这类具有佐剂效应且能够自组装为较大空间结构的

载体蛋白非常具有应用潜力.

３．３　多糖的表达方式

病原细菌多糖来源目前主要有三种:一种是通

过克隆多糖合成基因簇,构建表达载体后在大肠杆

菌等工程菌中进行表达;另一种是将糖基化系统建

立在目标宿主菌中,直接利用宿主菌表达的多糖制

备疫苗;还有一种是人工设计,以类似结构的多糖合

成基因簇为基础,通过关键酶的替换,对多糖结构进

行改造,实现目标多糖的表达.第一种方法是目前

较为主流的方法,其要求多糖合成基因簇的功能明

确,且能够在大肠杆菌等工程菌中高效表达.由于

该方法是在工程菌中制备疫苗,安全性更高,体系更

成熟,具有较好的通用性;但这一制备方法也有不

足,如无法制备多糖基因簇未知的病原细菌疫苗;另
外,细菌多糖合成基因簇包含了几种到十几种酶,序
列往往较长(大多超过１０kb),构建表达载体并进行

高效表达存在一定的难度.第二种方式是将糖基化

系统建立在减毒目标病原菌中,利用宿主菌自身合

成的多糖直接制备多糖结合疫苗.例如,我们已利

用缺失了毒力大质粒以及 OＧ抗原连接酶的志贺氏

菌,制备了志贺氏菌多糖结合疫苗[１９].这一策略巧

妙地避开了多糖合成基因簇克隆构建过程,并且能

够保证多糖抗原的合成效率、天然结构与构象.但

在这一策略中,首先需要对病原菌进行减毒,以适合

大规模发酵.而第三种方式主要适用于未在脂载体

UndPP上合成的多糖,如金黄色葡萄球菌５型和８
型荚膜多糖,其合成过程是在脂载体———十一异戊

二烯磷酸(UndecaprenylPhosphate,UndP)上合成,
不能被糖基转移酶识别.事实上,金黄色葡萄球菌

荚膜多糖骨架结构与铜绿假单胞菌 O１１的 OＧ抗原

(UndPP上合成)结构类似,都为三糖结构的串联重

复,主要区别在于第３个糖的不同以及第２个或第３
个糖的乙酰化修饰.因此,在铜绿假单胞菌 O１１中

多糖合成的基因簇的基础上,对相应的酶进行改造

和替换,就可以合成能够被糖基转移酶PglB识别的

金黄色葡萄球菌荚膜多糖[２５].这种研究策略也启

示我们,未来可以建立病原细菌多糖合成相关的酶

编码基因库,通过计算机辅助设计,利用合成生物学

方法构建病原细菌多糖合成的全新路径,从而实现

多糖抗原的定制合成.

４　生物法制备多糖结合疫苗的未来发展

当前乃至今后相当长时间内以多重耐药细菌为

代表的细菌性传染病仍将严重威胁人类生命健康,
并成为全球性问题.鉴于细菌表面多糖的特异性及

其抗体的有效性,多糖结合疫苗已成为预防这类感

染最有效的手段之一,越来越得到本领域专家的青

睐.而随着合成生物学等生物技术的飞速发展,用
生物法取代传统的化学法来合成多糖结合疫苗是时

代发展的必然趋势.此外,多糖结合疫苗技术还可

以进一步扩展其应用范围,如用于制备病毒疫苗和

肿瘤疫苗.
尽管这一技术刚刚起步,但已展现出强大的优

势及广阔的优化空间,以实现疫苗的不断升级换代,
总结为以下几个主要方向:(１)酶的拓展与改造.随

着多种具有宽松底物特异性的糖基转移酶的发现,
生物法制备多糖结合疫苗的目标对象由早期只有革

兰氏阴性细菌 OPS已发展到涵盖了部分革兰氏阳

性菌的CPS以及某些特殊的多糖,而随着研究的深

入有望实现病原细菌胞外多糖的全覆盖.同时,利
用结构生物学技术通过对几种不同糖基转移酶的结

构和功能的不断解析,有望通过对酶的改造将不同

糖基转移酶功能集成,实现一种酶即可识别多种不

同特征的目标多糖.(２)载体蛋白的设计.载体蛋



　

　６００　　 中　国　科　学　基　金 ２０２０年

白的设计是未来多糖结合疫苗升级改造的重要方

面,有几个方向可以选择,包括以目标病原细菌自身

蛋白抗原为载体的改造和载体尺寸的优化(如纳米

化),前者可实现双重保护,而后者能够从免疫机制

层面对多糖结合疫苗发挥的功能实现优化.(３)多
糖的表达.目前细菌多糖合成涉及到一系列酶促反

应,主要通过克隆表达或者自身合成,而合成生物学

的发展使得模块化构建细菌多糖成为可能.随着参

与细菌抗原性多糖的单糖组分、构象以及连接方式

等的不断明确,未来可摆脱菌株限制,实现多糖的人

工全新设计与合成.
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Abstract　Thepolysaccharideconjugatevaccineisconsideredtobeoneofthemostsuccessfulbacterial
vaccinesatpresent,andhasplayedahugeroleinpreventinginfectiousdiseasesinhumans．However,the
chemicalmethodforpreparingpolysaccharideconjugatevaccinesisamultiＧstep,complexprocess,which
hasthedisadvantagesofhighcost,lowproductuniformityandenvironmentalpollution．Inrecentyears,

emergingbiosynthetic methodstrategiesareexpectedtosolvethedeficienciesofchemicalones．This
methodonlyneedsonesteptoproducepolysaccharideconjugateinvivousingproteinglycosylationsystem
andcouldprovidemorechoicesfortherationaldesignoffurtherdevelopment．Thisarticlereviewsthe
latestprogressinthepreparationofpolysaccharideconjugatevaccinesbybiosyntheticmethod,andputs
forwardthekeypointsofthis method,whichprovidesdirectionsforthedesignandoptimizationof
polysaccharideconjugatevaccinesinthefuture．
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