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肺炎链球菌是引起肺炎、脑膜炎和中耳炎的常

见病原体，尽管可以利用有效的抗菌素进行治疗，但

随着肺炎链球菌多重耐药性的出现，尤其是对青霉

素和头孢霉素的耐药性已成为世界性难题 ［1，2］。因

此，研发相关疫苗显得尤为重要。肺炎链球菌按其荚

膜多糖的不同可分为 90 个血清型，其中约 30 个血

清型的菌株对人类有致病性［3～5］。5 型肺炎链球菌是

中国婴幼儿中流行率很高的肺炎链球菌，因此研发

含有肺炎链球菌 5 型的疫苗，对于我国肺炎链球菌

疾病的预防具有重要意义。本研究选择肺炎链球菌

5 型荚膜多糖，采用 1-氰基-4-二甲氨基-吡啶四氟硼

酸（1-Cyano-4-dimethylaminopyridinium tetrafluorobo－
rate，CDAP）代替溴化氰（Cynogen bromide，CNBr）作

为多糖活化剂，用碳二亚胺［1-Ethyl-3-（3-dimethy－
lamino-p-ropyl）carbodiimide，EDAC］作为缩合剂，将

多糖衍生物与精制破伤风类毒素（Tetanus toxoid，

TT）结合制成结合疫苗，并对结合疫苗的生化指标、
安全性及免疫原性等进行检测。

1. 材料与方法

1. 1 菌株

5 型肺炎链球菌原始菌种购自中国药品生物制

品检定所。
1. 2 5 型肺炎链球菌荚膜多糖及破伤风类毒素

5 型肺炎链球菌荚膜多糖由云南沃森生物技术

有限公司制备，各项指标均符合《欧洲药典》相关质

量标准；破伤风类毒素由玉溪沃森生物技术有限公

司提供，各项指标均符合《中国药典》三部（2005 版）

相应标准。
1. 3 主要试剂

CDAP 为 Fluck 公 司 产 品 ；ADH、EDAC、TNBS
和 2，4，6-三硝基苯磺酸均为 Sigma 公司产品；5 型

肺炎链球菌抗血清为丹麦血清研究所产品；TT 抗毒

素购自中国药品生物制品检定所；三乙胺（TEA）、碳
酸氢钠、盐酸、氢氧化钠、蒽酮及浓硫酸等均为国产
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【摘要】 目的 用 1-氰基-4-二甲氨基-吡啶四氟硼酸（CDAP）代替溴化氰（CNBr）活化 5 型肺炎链球菌荚膜多糖，制备 5 型

肺炎链球菌荚膜多糖-破伤风类毒素（TT）结合疫苗。方法 将 5 型肺炎链球菌荚膜多糖溶液加 CDAP 活化，经 ADH 和缩合剂

EDAC 与破伤风类毒素进行偶联，经凝胶过滤柱层析纯化，得到 5 型肺炎链球菌多糖-TT 结合物，并对其生化指标、血清学特异

性、安全性及免疫原性进行检测。结果 多糖-TT 结合物的游离多糖含量与多糖的衍化率成反比；血清学特异性良好；经动物实

验证明其安全性合格；具有良好的免疫原性，且游离多糖含量越低，免疫原性越强。结论 用 CDAP 活化工艺制备的 5 型肺炎链

球菌荚膜多糖-TT 结合物适宜制备疫苗。
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Preparation of Type 5 Streptococcus pneumoniae Capsular Polysaccharide -TT
Conjugate Vaccine by Activation of Polysaccharide with CDAP
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【Abstract】 Objective To prepare type 5 Streptococcus pneumoniae capsular polysaccharide -TT conjugate vaccine by activa－
tion of polysaccharide with 1-cyano-4-dinmethylaminopyridinium tetrafluoroborate （CDAP） instead of cyanogen bromide（CNBr）.
Methods Type 5 Streptococcus pneumoniae capsular polysaccharide solution was activated with CDAP and coupled to TT by using
ADH and condensing agent EDAC, then purified by gel filtration column chromatography to prepare type 5 Streptococcus pneumoniae
capsular polysaccharide-TT conjugate which was determined for biochemical indexes and evaluated for serological specificity, safety
and immunogenicity. Results The free polysaccharide content in the prepared conjugate was negatively related to the derivation rate
of polysaccharide. The conjugate showed high specificity and immunogenicity as well as safety in animal test, and its immunogenicity
increased with the decreasing free polysaccharide content. Conclusion The type 5 Streptococcus pneumoniae capsular polysaccha－
ride-TT conjugate prepared by activation with CDAP is suitable for development of vaccine.
【Key words】 CDAP; Streptococcus pneumoniae; Capsular polysaccharide; Tetanus toxoid; Conjugate vaccine
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分析纯试剂；XK16 Sepharose CL-4B 柱为 Pharmacia
公司产品；Sepharose 4FF 凝胶柱为 GE 公司产品。
1. 4 实验动物

普通级健康新西兰大耳白兔，雌性，体重 1. 7 ～
2. 5 kg，由成都达硕生物科技有限公司提供。
1. 5 多糖的衍化

将 5 型肺炎链球菌荚膜多糖用注射用水溶解成

5 mg ／ ml 的溶液，加入 CDAP 活化，再加入等体积的

ADH 溶液，进行偶联反应。反应物经超滤浓缩，得到

多糖衍生物。
1. 6 多糖-TT 结合物的制备

在多糖-ADH 衍生物溶液中加入等体积的 TT
溶液，混匀后置冰浴中，加入 EDAC 粉末至终浓度为

20 mmol ／ L，维持 pH（4. 7 ± 0. 2），于 2 ～ 8℃反应 2 ～ 4 h。
反应物经 Sepharose 4FF 凝胶柱分离纯化，收集 V0

附近的吸收峰，除菌过滤，于 2 ～ 8℃保存。共制备 4批。
1. 7 衍生物及结合物的生化检测

采用 TNBS 法测定 ADH 含量（ADH 作标准）；

蒽酮-硫酸法测定多糖含量；Lowry 法测定蛋白含量；

乙醇冷沉法测定游离多糖含量［6］；Sepharose CL-4B
层析检测相对分子质量。
1. 8 结合物中多糖和 TT 的血清学特异性检测

采用琼脂双扩散法。中央孔为 5 型肺炎链球菌

抗血清或 TT 抗毒素，边孔为 4 批结合物和生理盐

水（阴性对照），分别检测结合物中多糖和 TT 的抗

原活性［7，8］。
1. 9 结合物的安全性检测

采用《中国药典》三部（2005 版）“异常毒性检

查”方法评价结合物的安全性。
1. 10 结合物的免疫原性检测

参考文献［9］。将家兔分为 5 组：4 批多糖-TT 结

合物组（1 组：批号 20070206；2 组：批号 20070207；3
组：批号 20070308；4 组：批号 20070309）和 5 型多

糖衍生物对照组（5 组），每组 10 只。将结合物原液、
衍生物稀释为含多糖 4 μg ／ ml，经家兔腿弯部淋巴

结处皮下注射，0. 5 ml ／ 只（双侧，每侧 0. 25 ml），于

第 0、21、42 天各免疫 1 次，分别于第 1 针免疫后第

35 和 56 天采血分离血清，置-20℃保存备用。取家兔

抗血清，50倍稀释，与等体积的细胞壁多糖（20 μg ／ ml）
混合，在 37. 8℃下预孵化 60 min，再在 2 ～ 8℃下孵化

过夜，抑制所有的细胞壁多糖抗体。对抑制细胞壁多

糖活性的血清进一步稀释，ELISA 法测定抗 5 型肺

炎链球菌荚膜多糖的特异性 IgG 抗体滴度。
1. 11 统计学分析

采用 SPSS13.0 软件进行统计学分析，实验数

据经方差分析，以最小显著差法（LSD）进行各组间

两两比较，以 P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2. 结果

2. 1 结合物纯化后的组分分布

多糖-TT 结合物经 Sepharose 4FF 凝胶柱分离，

用 206 nm 和 280 nm 波长检测洗脱液，可见两个波

长在 0. 2 Kd 以前同时起落，且洗脱峰均较高，表明

已产生了多糖和蛋白的结合物；而在 0. 2 Kd 以后，

280 nm 的吸收几乎为 0，而 206 nm 的吸收仍很明

显，表明 0. 2 Kd 以后的洗脱液基本为未结合的游离

多糖和其他反应试剂等。见图 1（以 20070308 批为

例）。

图 1 经 Sepharose 4FF 凝胶分离的多糖-TT 结合物的

层析图谱

Fig 1. Sepharose 4FF gel chromatographic profile of
type 5 Streptococcus pneumoniae capsular polysacchareide-
TT conjugate

2. 2 衍生物及结合物的生化指标

检测结果显示，多糖-ADH 衍生物的衍化率提

高，多糖-TT 结合物的多糖含量也相应提高，游离多

糖含量降低。表明结合物的游离多糖含量与多糖的

衍化率成反比，即多糖衍化率越高，游离多糖含量越

低，见表 1 和表 2。
2. 3 结合物中多糖和 TT 的血清学特异性

检测结果显示，阴性对照未与 5 型肺炎链球菌

抗血清或 TT 抗毒素产生沉淀线，而 4 批结合物均与

5 型肺炎链球菌抗血清和 TT 抗毒素产生沉淀线，见

图 2 。
2. 4 结合物的安全性

试验结束，小鼠、豚鼠均正常，体重增加，符合规定。
2. 5 结合物的免疫原性

检测结果显示，5 型多糖衍生物对照组（5 组）1、
2、3 针免疫后血清抗体阳转率及多糖特异性 IgG 抗
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A：中央孔为 5 型肺炎链球菌抗血清；B：中央孔为 TT
抗毒素；1，4:生理盐水；2，3，5，6：4 批结合物

图 2 结合物中多糖和 TT 抗原活性检测的琼脂双扩散

图

Fig 2. Determination of polysaccharide and TT anti－

gen activities in conjugate by double agar diffusion test

3. 讨论

用于制备多糖蛋白结合疫苗的方法有直接结合

和间接结合两种，国内外采用的活化剂有 NaIO4、
CNBr 和 CDAP，而国内常采用 CNBr 作为多糖的活

化剂［10～12］。本研究采用 CDAP 作为 5 型肺炎链球菌

荚膜多糖的活化剂，用 ADH 作为偶联剂，在 EDAC
的作用下使多糖-ADH衍生物与 TT偶联，形成 PS-ADH-
TT 的结合物。此方法与 CNBr 法相比，反应较温和，

减少了由于强碱性条件导致多糖结构的破坏和多糖

抗原决定簇的丢失，从而使多糖更好地保留了其免

疫原性。多糖与蛋白结合后，免疫原性得到了进一步

提高。结合物分子明显大于多糖，结合物与多糖特异

性抗血清和 TT 产生了明显的沉淀线，表明多糖与

（下转第 499 页）

A B

体 GMT 均很低，与免疫前比较，差异均无统计学意

义（F 值分别为 2. 42、1. 14 和 3. 11，P ＞ 0. 05），各

针次间比较，差异也无统计学意义（F1，2 = 3. 13，F1，3 =
2. 41，F2，3 = 1. 20，P ＞ 0. 05）。4 批结合物免疫组血

清抗体阳转率及 GMT 水平较免疫前均不同程度提

高，其中游离多糖含量低的结合物免疫组（3 组和 4
组）血清抗体阳转率和 GMT 水平均呈递增趋势，血

清抗体阳转率 1 针与 2 针和 3 针差异有统计学意义
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TT 偶联形成了多糖-TT 共价结合物，CDAP 作为 5
型肺炎链球菌荚膜多糖的活化剂，不会破坏其抗原

性。
结合疫苗的免疫原性受多种因素影响，如结合

物中游离多糖含量、结合多糖分子的大小、结合多糖

的浓度、多糖蛋白比等。游离多糖含量的影响尤为突

出，因其改变会连带其他因素［10，11］。动物实验显示，

结合物中游离多糖含量越低，免疫原性越好。
综上所述，本实验用 CDAP 作为多糖活化剂制

备了 5 型肺炎链球菌荚膜多糖-TT 结合物，通过进

一步的条件优化，可制备出游离多糖含量较低的结

合物；该结合物安全性合格，能诱导高水平的 IgG 抗

体应答和免疫记忆。本实验仅就 CDAP 活化多糖法

制备 5 型肺炎链球菌结合物进行了初步探讨，尚需

进行更深入的研究。
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好的免疫原性。免疫剂量在 1. 25 ～ 15 μg 内与抗体

滴度呈正相关，但 15 μg 与 10 μg 产生的抗体水平

差异无统计学意义，因此，确定免疫剂量为 10 μg ／ 只。
3 针免疫诱导产生的 IgG 抗体滴度显著高于 2 针免

疫，因此确定最佳免疫针次为 3 针。小鼠保护性试验

表明，纯化的 P6 蛋白对 NIH 小鼠具有一定的保护力。
本实验在大量培养不可分型流感嗜血杆菌（NTHi）

后，直接从菌体纯化出外膜蛋白 P6，通过小鼠免疫，

证实其能够诱导机体产生良好的体液免疫反应，为

NTHi 疫苗的开发奠定了基础。
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