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(57)摘要

本申请是201980029219.5的分案申请。本发

明涉及肺炎链球菌蛋白抗原NanA、PiuA以及

Sp0148作为免疫原性肺炎链球菌荚膜多糖的载

体的用途。例如，本发明对糖缀合物疫苗产生针

对多种荚膜血清型的保护性免疫应答能够提供

帮助。本发明提供了糖缀合物、疫苗组合物以及

其制造和使用方法。

权利要求书1页  说明书22页

序列表（电子公布）  附图6页

CN 119454925 A

2025.02.18

CN
 1
19
45
49
25
 A



1.一种糖缀合物，其特征在于，包括：

被肺炎链球菌荚膜多糖糖基化的肺炎链球菌蛋白质抗原，

其中，所述蛋白质抗原是NanA和/或Sp0148。

2.根据权利要求1所述的糖缀合物，其特征在于：

其中，所述NanA蛋白质抗原包含与SEQ  ID  NO:6具有至少80％序列同一性的氨基酸序

列。

3.根据权利要求1所述的糖缀合物，其特征在于：

其中，所述Sp0148蛋白质抗原包含与SEQ  ID  NO:9具有至少80％序列同一性的氨基酸

序列。

4.根据权利要求1‑3中任一项所述的糖缀合物，其特征在于：

其中，所述蛋白质抗原包含异源糖基化序列。

5.根据权利要求4所述的糖缀合物，其特征在于：

其中，所述异源糖基化序列包含序列D/E‑Y‑N‑X‑S/T，其中Y和X是除P之外的任何氨基

酸。

6.根据权利要求4或5所述的糖缀合物，其特征在于：

其中，所述蛋白质抗原包括两个或更多个所述异源糖基化序列。

7.根据权利要求4‑6中任一项所述的糖缀合物，其特征在于：

其中，所述蛋白质抗原包含与SEQ  ID  NO:5或SEQ  ID  NO:8中的任一个具有至少80％序

列同一性的氨基酸序列。

8.根据权利要求1‑7中任一项所述的糖缀合物，其特征在于：

其中，所述荚膜多糖是血清型4荚膜多糖。

9.一种疫苗组合物，其特征在于，包括：

一种或多种糖缀合物；以及

药学上可接受的赋形剂，

其中，所述糖缀合物为权利要求1‑8中任一项所述的糖缀合物。

10.根据权利要求9所述的疫苗组合物，其特征在于，还包括：

佐剂。

11.一种制备疫苗组合物的方法，其特征在于，包括：

将一种或多种糖缀合物与药学上可接受的赋形剂以及可选地佐剂相混合，

其中，所述糖缀合物为权利要求1‑8中任一项所述的糖缀合物。

12.一种糖缀合物或疫苗组合物在制备用于治疗个体的肺炎链球菌感染的药物中的应

用，其特征在于：

其中，所述糖缀合物为权利要求1‑8中任一项所述的糖缀合物，

所述疫苗组合物为权利要求9或10所述的疫苗组合物。
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糖缀合物疫苗

[0001] 本申请是是申请号为201980029219.5、申请日为2019年5月2日、发明名称为“糖缀

合物疫苗”的中国申请的分案申请。

技术领域

[0002] 本发明涉及一种糖缀合物疫苗及其制造方法。

背景技术

[0003] 肺炎链球菌(肺炎球菌)是一种专性的人类病原体，是肺炎、败血病以及脑膜炎最

常见的病因之一，因此肺炎链球菌(肺炎球菌)在全球范围内造成了相当大的发病率以及死

亡率。肺炎链球菌脑膜炎由于其特别在儿童和老年人中的高致死率以及所导致的神经系统

后遗症带来的生活质量下降而受到了特别的关注。

[0004] 肺炎球菌结合疫苗(PCV)的引入对减少肺炎链球菌感染(包括由疫苗血清型引起

的脑膜炎)非常有效(1‑8)。例如，儿童接种了PCV疫苗，而没有接种的成年人群体可以因为

群体免疫，使疫苗血清型导致的肺炎链球菌感染大大地减少了(1、2、4、13)。但是，现有技术

的PCV具有三个主要的缺点。首先，主要引起疾病的血清型(STs)在地理上以及年龄上都有

所不同，但现有的PCV的配方是固定且不容易被改变的。因此，现有的PCV对不同群体/或不

同疾病中的肺炎链球菌的发病率会有不同的影响(9)。例如，肺炎链球菌脑膜炎持续在全世

界范围内导致大量的发病以及死亡，特别是在撒哈拉以南的非洲，那里的肺炎链球菌脑膜

炎每年可影响每10万名儿童中的98名儿童(38)。其次，由于存在超过90种肺炎链球菌荚膜

血清型，而PCV仅通过其中的13种阻止鼻咽菌落定殖(细菌通常的生态位)，因此PCV的引入

与非疫苗血清型的大范围扩张有关，包括在脑膜炎病例中(5、7、8)。细菌的自然繁殖能力预

示了肺炎链球菌荚膜血清型的数量可能会进一步增加，而随着非疫苗血清型的增加，疾病

的发病率也会随之增加(10‑13)。第三，PCV疫苗的价格昂贵，限制了其在疾病负担最重的中

低收入国家(LMIC)中的使用，并阻碍了该疫苗在成人中的成本效益(14、15)。因此需要一种

可以预防儿童和成人的疾病，且能够灵活地适应肺炎链球菌生态学的变化并提供一些形式

的交叉血清型保护的低成本肺炎链球菌疫苗，这仍然是全球范围内待解决的当务之急。

[0005] 当前PCV的制造不仅价格昂贵且耗时，需要进行单个荚膜多糖的纯化以及化学偶

联至蛋白载体的多步过程。Wren小组率先提出了另一种方法，称为蛋白质糖蛋白偶联技术

(PGCT)，它使用弯曲杆菌寡糖基转移酶CjPglB，在大肠杆菌中产生重组蛋白/聚糖结构(16、

17)。PGCT需要在大肠杆菌中表达目标聚糖基因，编码带有附加“糖标签”序列以确保蛋白

质/聚糖缀合的载体蛋白抗原的基因以及偶联酶CjPglB(18)。疫苗产品是通过一步法Ni2+亲

和色谱法从大肠杆菌分批培养物中生产的，这种方法可以很容易地扩大生产规模。此外，

PGCT可以使PCV中包含的血清型更为灵活，从而可以针对不同目标人群和地理位置的优势

血清型量身定制疫苗，并根据肺炎链球菌生态学的变化快速重新配制。

[0006] PGCT的另一个优点是，不同的蛋白质抗原可以很容易地与荚膜抗原结合。自从

1990年将用于b型流感嗜血杆菌的化学缀合疫苗首次商业化以来，化学缀合疫苗的基础科
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学几乎没有得到任何发展。到目前为止，糖缀合物疫苗配方中仅有四种主要的载体蛋白得

到了许可：破伤风梭状芽胞杆菌的失活毒素、白喉棒状杆菌(CRM197)、流感嗜血杆菌的表面

表达蛋白(蛋白D)以及脑膜炎奈瑟球菌血清群B(19，20)。多种蛋白质的免疫潜能都尚未被

测试，抗体对糖缀合物的聚糖成分的反应效率在不同的肽链之间还有所不同(21、22)。鉴别

其他蛋白质能否与聚糖抗原融合时能刺激良好抗体反应有助于糖缀合物疫苗的开发。使用

肺炎链球菌蛋白抗体作为载体蛋白可以提供另一个优点，就是可以诱发该蛋白的适应性反

映。上文已描述了多种肺炎链球菌蛋白抗原，这些抗原作为疫苗时，可以通过可通过抗体介

导的调理吞噬作用(23)、抑制细菌蛋白功能(24,25)以及刺激Th17细胞应答(26‑28)在动物

模型中产生保护性免疫，这其中的一些抗原已经进行了人体的一期试验。保护性肺炎链球

菌蛋白抗原可用作PGCT方法的载体蛋白，以制备PCV，该PCV可以引发由对蛋白成分的适应

性免疫介导的血清型独立免疫。这种疫苗在预防脑膜炎方面也可能具有理论上的优势，因

为针对所选表面蛋白抗原的抗体可以阻止血脑屏障的渗透(29‑31)。

[0007] PCGT已被用来生产针对土拉弗朗西斯菌的有效原型疫苗(32)，而痢疾杆菌PGCT疫

苗最近已完成一期试验(33)。最近，PGCT已被证实可用于制备具有四种包括血清型4在内的

不同类型的肺炎链球菌荚膜血清型的糖缀合物(17)。然而，现在仍没有确定使用PGCT制造

的PCV是否可以诱导保护性抗荚膜反应，并且也不确定是否具有与现有商用PCV相似的功

效。此外，没有关于肺炎链球菌蛋白抗原是否可以作为荚膜抗原的有效载体蛋白并且还能

够刺激保护性反应的数据。

总结

[0009] 发明人认识到，肺炎链球菌蛋白抗原可以用作糖缀合物疫苗中的免疫原性肺炎链

球菌荚膜多糖的载体，其能够产生针对多种荚膜血清型的保护性免疫应答，本发明采用了

如下技术方案：

[0010] 本发明第一层面提供了一种糖蛋白，其包含被肺炎链球菌荚膜多糖糖基化的肺炎

链球菌蛋白抗原。

[0011] 优选的肺炎链球菌蛋白抗原包括NanA，PiuA和Sp0148，最优选为PiuA。

[0012] 本发明第二层面提供了包含一种或多种上述第一层面的糖蛋白的疫苗组合物。

[0013] 本发明第三层面提供了一种治疗肺炎链球菌感染的方法，包括：向有需要的个体

施用第一层面的糖蛋白或第二层面的疫苗组合物。

[0014] 本发明的第四层面提供了用于治疗个体的肺炎链球菌感染的方法中的第一层面

的糖蛋白或第二层面的疫苗组合物。

[0015] 根据第三层面和第四层面的肺炎链球菌感染的治疗可以包括预防性或保护性治

疗。

[0016] 以下详细描述本发明的其他层面和实施例。

附图简要说明

[0018] 图1显示了用重组糖蛋白接种疫苗可以产生针对肺炎球菌荚膜和载体蛋白的抗

体，通过ELISA测量从接种重组糖蛋白(实心圆)或同源未糖基化抗原(空心方块)的小鼠(n

＝8)中获得的抗血清中的抗体水平。图1A‑E显示了使用包被有纯化的4型荚膜多糖的板测

量的抗荚膜多糖抗体，图中分别是来自Prevnar‑13(实心圆)以及假疫苗接种(空心正方形)
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动物的抗血清的对照。图1F‑H显示了使用单克隆抗His捕获抗体和重组的未糖基化的载体

蛋白，通过夹心ELISA测量从接种了联合疫苗(Combo)(Sp4)(实心圆)或联合疫苗(空心正方

形)的小鼠中抗载体蛋白的抗体。数据显示为重复试验的平均±SEM值。

[0019] 图2显示了用重组糖蛋白进行疫苗接种可产生识别同源和异源肺炎球菌分离株的

抗体。使用来自糖基化和未糖基化疫苗组的混合抗血清，通过全细胞ELISA测量抗ST4(图

2A)和抗ST2(图2B)抗体。数据为来自三种不同培养物的平均值±SEM。*P<0.05vs  PBS,#P<

0.05用单向方差分析法以及Bonferroni后测试法进行蛋白质以及糖蛋白的检测。图2C显示

了使用来自糖基化和未糖基化疫苗组的混合抗血清，对来自ST4和ST2过夜培养物的浓缩裂

解物进行免疫印迹分析。分子量标记以千道尔顿给出。

[0020] 图3显示了在链球菌种上抗体沉积的流式细胞仪分析。图3A显示了这些抗体沉积

在糖化(红色阴影)和非糖化(灰色阴影)疫苗组的10％抗血清中的表达肺炎链球菌血清型4

荚膜的，被称为葡萄球菌(Sp4)的链球菌菌株上的流式细胞仪直方图示例，以假接种的血清

(虚线)作为对照。图3B显示了使用流式细胞术分析在来自糖基化(实心圆)和未糖基化(空

心圆)疫苗组的10％鼠抗血清(n＝8)中的肺炎链球菌(Sp4)上测量的抗体沉积。红点表示高

滴度样品中抗血清浓度降低(5％相对于10％)的反应。*p<0.05使用Kruskal‑Wallis以及

Dunn后期测试法进行检验(vs  PBS)。图3C显示了抗体沉积在糖基化疫苗组的2％(红色阴

影)，0.2％(灰色阴影)和0.02％(虚线)抗血清中的TIGR4肺炎链球菌菌株上的流式细胞仪

直方图的示例。图3D显示了在用糖基化或非糖基化疫苗接种的小鼠的合并抗血清中抗体在

TIGR4上的沉积。使用与递减浓度的Prevnar‑13抗血清孵育以产生标准曲线的细菌确定沉

积滴定度。结果显示为重复试验的平均±SEM值。

[0021] 图4显示了抗体在非血清型4肺炎球菌上的沉积。图4A‑D显示了在接种了糖基化

NanA(灰色阴影)、Sp0148(红色阴影)或PiuA(蓝色阴影)的小鼠或正常小鼠血清(虚线)的小

鼠中，在1％混合抗血清中的同源和异源肺炎球菌分离株上的代表性直方图和抗体沉积。黑

色柱代表PE+细菌的百分比，灰色柱代表阳性群体的gMFI。设置门(gates)以使NMS反应中5‑

10％的事件(events)为PE+，以解释自发荧光中菌株的特异性差异。数据显示为技术重复样

本的平均值±SEM。图4E显示了使用来自用组合疫苗(绿色通道)和肺炎球菌全能血清(红色

通道)接种的小鼠的抗血清对同源和异源肺炎球菌分离株的免疫荧光染色。

[0022] 图5显示了抗血清样品对肺炎链球菌与人体中性粒细胞相互作用的影响。图5A显

示了用糖基化(红色阴影)或未糖基化(灰色阴影)疫苗组和5％小兔补体在20％抗血清中调

理后，与FAM‑SE标记的TIGR4孵育的新鲜人体中性粒细胞的流式细胞术直方图示例。假接种

的血清(虚线)作为对照。图5B显示了当来自糖基化(实心圆)或未糖基化(空心)疫苗组的

20％抗血清(n＝8)和5％小兔补体中调理时，新鲜人体中性粒细胞与TIGR4的缔合百分比。

来自接种了Prevnar‑13(实心圆)以及假接种疫苗(空心方块)的动物的抗血清作为对照。*p

<0.05使用Kruskal‑Wallis以及Dunn后期测试法进行检验(vs  PBS)。图5E显示了在来自糖

基化(实心圆)或未糖基化(空心正方形)疫苗组的20％抗血清(n＝6)和5％小兔补体中调理

后，新鲜人中性粒细胞与非4型肺炎球菌的缔合百分比。来自接种了Prevnar‑13(实心圆)以

及假接种疫苗(空心方块)的动物的抗血清作为对照。

[0023] 图6显示用重组糖缀合物接种可提供针对肺炎球菌肺炎的同源但非异源保护。给

小鼠接种糖基化和非糖基化的联合疫苗，并用1×107CFU  TIGR4进行鼻内攻击48小时(7A‑
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B)或用血清型4(7C‑E)进行鼻内攻击。通过连续稀释和铺板确定细菌负担。*p<0 .05使用

Kruskal‑Wallis以及Dunn后期测试法进行检验(vs  PBS)。

具体描述

[0025] 本发明涉及用于疫苗组合物中的重组糖蛋白，特别是包含被肺炎链球菌荚膜多糖

糖基化的肺炎链球菌蛋白抗原的糖蛋白。这些糖蛋白产生针对多种肺炎链球菌血清型的保

护性免疫应答，并且可用于预防或治疗肺炎链球菌感染，例如脑膜炎。

[0026] 本文所述的糖蛋白可包含肺炎链球菌蛋白抗原以及一种或多种N‑连接肺炎链球

菌荚膜多糖，即所述荚膜多糖可与所述蛋白抗原的天冬酰胺残基共价连接(N‑糖基化)。荚

膜多糖和肺炎链球菌蛋白抗原可以是异源的，即肺炎链球菌蛋白抗原在自然体系中可能不

会被荚膜多糖糖基化。

[0027] 细菌病原体细胞，例如肺炎链球菌，通常被荚膜多糖包裹且该荚膜多糖在细胞周

围形成保护性外层。荚膜多糖可与宿主B细胞直接相互作用，并在不存在T细胞的情况下诱

导抗体合成。一个肺炎链球菌荚膜多糖可包含一个或多个B细胞表位。荚膜中的多糖是通过

糖苷键连接的单糖亚基的均聚物或杂聚物。细菌病原体不同血清型的细胞的荚膜多糖中单

糖亚基的构型互相之间各不相同。例如，迄今为止已识别出超过90种不同的肺炎链球菌荚

膜血清型。

[0028] 本文所描述的糖蛋白的肺炎链球菌荚膜多糖可包括常见的肺炎链球菌血清型，例

如1、3、4、5、6A、6B、7F、9V、14、18C、19A、19F和23F。来自肺炎链球菌血清型的荚膜多糖的结

构在本领域中是众所周知的(Bentley  and  Spratt  PLoS  Genet。2006Mar；2(3)：e31。Epub 

2006Mar  10)。

[0029] 在一些优选的实施方案中，荚膜多糖可以是血清型4的荚膜多糖。

[0030] 本文所述的糖蛋白可包含一个或多个荚膜多糖部分，例如两个，三个，四个，五个

或多个荚膜多糖部分。在一些实施方案中，糖蛋白可包含两个荚膜多糖部分。例如，荚膜多

糖部分可以连接至糖蛋白内的糖基化序列，比如在蛋白抗原的N和C末端。

[0031] 连接至糖蛋白的多个荚膜多糖部分可以是相同的多糖或不同的多糖。

[0032] 肺炎链球菌蛋白抗原可以是在任何能够引起免疫应答的肺炎链球菌上表达的蛋

白质，优选为T细胞应答。例如，肺炎链球菌蛋白可包含一个或多个T细胞表位。优选的肺炎

链球菌蛋白抗原可诱导针对多种肺炎链球菌菌株的交叉保护免疫，并支持对与其连接的荚

膜多糖的强烈抗体应答。

[0033] 合适的肺炎链球菌蛋白是本领域已知的，包括神经氨酸酶A(NanA；spr1536；

[0034] EC3.2.1.18)、肺炎链球菌血红素转运系统脂蛋白PiuA(Sp1872)以及Sp0148。最优

选为PiuA(Sp1872)。

[0035] 合适的PiuA蛋白抗原可包含数据库登录号KGI34864.1、AOG58833.1、ANO37655.1、

KGI33012.1或SEQ  ID  NO：3的氨基酸序列或这些中任一个的片段或变体。

[0036] 合适的NanA蛋白抗原可包含数据库登录号NP_359129.1或SEQ  ID  NO：6的氨基酸

序列，或这些中任何一个的片段或变体。例如，蛋白质抗原可以包含NanA的N末端凝集素样

结构域。

[0037] 合适的Sp0148蛋白抗原可包含数据库登录号ABJ55394.1或WP_000724951.1或SEQ 

ID  NO：9的氨基酸序列或这些中任一项的片段或变体。
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[0038] 参考多肽序列的变体，例如SEQ  ID  NO：3、6或9之一，可以包含至少50％、至少

60％、至少70％、至少80％、至少90％、至少95％、至少98％或至少99％的序列与参考多肽序

列相一致的氨基酸序列。

[0039] 通常参照算法GAP(GCG  Wisconsin  PackageTM，Accelrys，San  Diego  CA)来定义核

苷酸和氨基酸序列的同一性。GAP使用Needleman&Wunsch算法对两个完整的序列进行比对，

以使匹配数最大化并使间隔最小。通常，使用默认参数，间隔产生罚分＝12以及间隔延伸罚

分＝4。GAP的使用可能是优选的，但是也可以使用其他算法，例如BLAST，BLASTP或BLASTN

(使用Altschul等人的方法，FASTA(使用Pearson和Lipman的方法，或使用Smith‑Waterman

算法的PSI‑Search)，且通常使用默认参数[54‑56，75]。

[0040] 例如，蛋白质抗原可以包含通过插入添加，取代或删除1个、2个、3个、4个、5‑10个、

10‑20个、20‑30个、30‑40个或者更多的氨基酸而不同于参考多肽序列的氨基酸序列，例如

SEQ  ID  NO：3、6或9之一。

[0041] 蛋白质抗原可以是参考多肽序列的片段，例如SEQ  ID  NO：3、6或9之一，或者是参

考多肽序列的变体。片段是截短的多肽，其由比全长序列更少的氨基酸组成，片段包含了全

长序列的至少一个免疫原性决定簇并保持免疫原性。合适的片段可包含全长序列的至少

100，至少150，至少200，至少250或至少300个氨基酸。

[0042] 全长蛋白抗原的片段能够增强识别全长抗原以及肺炎链球菌血清型或该蛋白抗

原来源的菌株的免疫应答(如果需要可以适当加入佐剂)。例如，可以通过对潜在的免疫原

性位点进行计算机模拟来鉴定合适的片段，然后生成片段组，并在哺乳动物保护模型中进

行体内测试。

[0043] 用于疫苗组合物中的合适的蛋白质抗原可能缺乏信号肽序列。

[0044] 肺炎链球菌蛋白抗原可包含糖基化序列。糖基化序列是形成多糖部分的附着位点

的蛋白质内的连续氨基酸短序列。荚膜多糖可以与蛋白质抗原的糖基化序列内的天冬酰胺

残基共价连接。

[0045] 糖基化序列的选择可能取决于用于产生糖蛋白的寡糖基转移酶。空肠弯曲杆菌

PglB识别的合适的糖基化序列可以包含序列D/E‑Y‑N‑X‑S/T，其中Y和X是除P之外的任何氨

基酸。例如，糖基化序列可以包含序列DQNAT。其他与寡糖基转移酶一起使用的其他糖基化

序列可以容易地被确定。

[0046] 糖基化序列可以是异源的，即该序列可以不是天然存在于蛋白质抗原的序列中并

且可以通过重组技术掺入其中。将糖基化序列掺入到蛋白质抗原序列中的合适方法是本领

域众所周知的。在一些实施方案中，异源糖基化序列可以位于接头残基的两侧，例如一个或

多个G残基，比如G或GG。

[0047] 蛋白质抗原可包含一个糖基化序列或多个糖基化序列。例如，蛋白质抗原可包含

两个糖基化序列。较为合宜地，糖基化序列可以位于蛋白质抗原的N末端(或紧邻N末端前导

序列)或蛋白质抗原的C末端(或紧邻C末端纯化标签)。

[0048] 在一些实施方案中，蛋白抗原可以与前导肽偶联以指导糖蛋白作为前体从细胞分

泌到培养基中。一系列合适的前导肽是本领域已知的，并且包括DsbA前导序列

[0049] MKKIWLALAGLVLAFSASAAQ或其变体。前导肽可以与蛋白抗原异源，即它可以是不与

蛋白抗原天然结合的前导序列。前导肽可以位于前体糖蛋白的N末端。在前体表达以产生糖
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蛋白后，通过翻译后加工除去前导肽。

[0050] 糖蛋白可进一步包含纯化标签。纯化标签是形成特异性结合对的其中一个异源氨

基酸序列。可以通过特异性结合对的另一个异源氨基酸序列与多肽结合，用来检测、分离

和/或纯化含有纯化标签的多肽。例如，纯化标签可以形成被抗体分子结合的表位。

[0051] 各种合适的纯化标签是本领域已知的，包括例如MRGS(H)6、DYKDDDDK(FLAG
TM)、

T7‑、S‑(KETAAAKFERQHMDS)、poly‑Arg(R5‑6)、poly‑His(H6‑10)、poly‑Cys(C4)、poly‑Phe

(F11)、poly‑Asp(D5‑16)、Strept‑tag  II(WSHPQFEK)、c‑myc(EQKLISEEDL)、HA流感标签[66]、

Glu‑Glu‑Phe标签[67]、Tag .100(Qiagen；源自哺乳动物MAP激酶2的12aa标签)、Cruz标签

09TM(MKAEFRRQESDR、圣克鲁斯生物技术公司(Santa  Cruz  Biotechnology  Inc .))以及

Cruz标签22TM(MRDALDRLDRLA，圣克鲁斯生物技术公司(Santa  Cruz  Biotechnology 

Inc.))。

[0052] 在一些优选的实施方案中，可以使用聚His纯化标签，例如C末端(His)10序列。表

达后，可以使用含有结合的二价镍或钴离子的亲和树脂通过亲和色谱法分离包含聚His纯

化标签的糖蛋白。使用亲和树脂纯化多组氨酸标签的糖蛋白是本领域众所周知的。看需要

可以在纯化后通过蛋白酶切去除poly‑His标签以产生蛋白质抗原。

[0053] 包含糖基化序列、His标签和前导肽的合适的肺炎链球菌蛋白抗原可包含SEQ  NO：

2、5或7中任一个的氨基酸序列，或这些中任一个的片段或变体。本文还公开了没有前导肽

和任选His标签的SEQ  NO：2、5或7。

[0054] 上述糖蛋白可以通过任何合适的方法制得。优选地，糖蛋白通过蛋白糖偶联技术

(PGCT)制得(参见例16‑18、41、42)。例如，本文所述的产生糖蛋白的方法可以包括：

[0055] 在微生物细胞中表达；

[0056] (i)寡糖基转移酶；

[0057] (ii)肺炎链球菌荚膜多糖；以及

[0058] (iii)肺炎链球菌蛋白抗原；

[0059] 寡糖基转移酶将病原体蛋白抗原与病原体荚膜多糖糖基化以产生糖蛋白。

[0060] 微生物细胞可以是原核细胞，优选为大肠杆菌细胞。

[0061] 用于产生糖蛋白的微生物细胞可包含(i)编码寡糖基转移酶的异源核酸，(ii)异

源荚膜多糖生物合成基因座，和(iii)编码病原体蛋白抗原的异源核酸。异源核酸和基因座

可以存在于微生物细胞中的染色体外质粒上，或者整合到微生物细胞的基因组中。

[0062] 生成微生物细胞的方法包括用以下几种物质转化微生物细胞：

[0063] (i)编码寡糖基转移酶的异源核酸；

[0064] (ii)异源肺炎链球菌荚膜多糖生物合成位点；以及

[0065] (iii)编码肺炎链球菌蛋白抗原的异源核酸。

[0066] 转化微生物细胞的合适的方法是本领域众所周知的。异源核酸和基因座可以包含

在一种或多种载体例如质粒中。在一些实施方案中，异源核酸和基因座可全部包含在不同

的载体中。在其他实施方案中，两个或更多个异源核酸和异源基因座也可以包含在同一载

体中。

[0067] 为了表达寡糖基转移酶、蛋白质抗以及荚膜多糖，可以在标准条件下在细胞培养

容器如生物反应器或发酵罐中培养微生物细胞。
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[0068] 寡糖基转移酶(EC  2.4.1 .119)催化蛋白质抗原的糖基化序列的天冬酰胺残基与

荚膜多糖的糖基化。可以使用标准技术简单地鉴别出合适的用于附着任何特定荚膜多糖底

物的寡糖基转移酶。在一些优选的实施方案中，寡糖基转移酶可以是PglB，优选为细菌

PglB，例如鸡白痢幽门螺杆菌PglB，脱硫弧菌PglB，拉里弯曲杆菌PglB和空肠弯曲杆菌

PglB。优选的PglB可以是包含数据库登录号ASI87642.1或YP_002344519.1或SEQ  ID  NO：10

的氨基酸序列或其变体以及片段。

[0069] 上文详细地描述了肺炎链球菌蛋白抗原和肺炎链球菌荚膜多糖。用于通过PGCT连

接的肺炎链球菌荚膜多糖可被连接至十一碳烯酚焦磷酸脂锚。在一些实施方案中，例如，当

寡糖基转移酶是空肠弯曲杆菌PglB时，荚膜多糖可包含在C2位置含有乙酰氨基的还原端糖

中。

[0070] 肺炎链球菌荚膜多糖可以在从异源荚膜多糖生物合成基因座或操纵子的微生物

细胞中产生。多糖生物合成基因座是肺炎链球菌基因组的一个区域，这个区域包含了产生

微生物细胞中的荚膜多糖所需的基因。多糖的生物合成基因座位于肺炎链球菌基因组中的

AliA和DexB基因之间，且在其N末端有四个保守基因。在本领域中已经报道了用于不同肺炎

链球菌血清型的多糖生物合成基因座 (参见例子：Bentley  a nd  Spra tt  PLoS 

Genet.2006Mar,2(3)：e31.Epub  2006Mar  10)，并且可以使用标准基因分析技术在任何肺

炎链球菌基因组中进行鉴别。

[0071] 肺炎链球菌荚膜多糖的生物合成基因座可以从肺炎链球菌血清型的细胞获得，并

克隆到微生物细胞中表达的载体上以产生荚膜多糖。在细胞中从异源生物合成基因座产生

荚膜多糖的技术在本领域中已得到确立(16‑18、41、42)。

[0072] 糖蛋白在在微生物细胞中产生后，可以被分离和/或纯化，这可以使用本领域已知

的任何便利的方法来实现。纯化重组糖蛋白的技术是本领域众所周知的，包括例如HPLC，

FPLC或亲和层析。在一些实施方案中，如上所述，可以使用糖蛋白上的亲和标签进行纯化。

[0073] 糖蛋白可与本文所述的药学上可接受的赋形剂和任选的佐剂和/或一种或多种不

同的糖蛋白一起配制，例如以产生用于治疗用途的免疫原性制剂或疫苗组合物。疫苗组合

物在上文中有详细的描述。

[0074] 荚膜多糖和蛋白质抗原都是免疫原性的，并且在向其施用糖蛋白的个体中可以引

发针对荚膜多糖和蛋白质抗原的适应性免疫应答。免疫应答可以包括T细胞依赖性免疫应

答和T细胞非依赖性免疫应答，例如抗体的产生。在一些优选的实施方案中，糖蛋白可以同

时引发T细胞依赖性免疫应答和T细胞非依赖性免疫应答。

[0075] 糖蛋白可以提供针对肺炎链球菌的保护性免疫应答。例如，当糖蛋白个体暴露于

肺炎链球菌时，糖蛋白可能会刺激、促进或者增强保护性免疫应答。糖蛋白可以刺激针对荚

膜多糖和/或蛋白抗原来源的肺炎链球菌血清型或者肺炎链球菌血清型的保护性免疫应

答，而不是仅仅针对荚膜多糖和/或蛋白抗原来源的肺炎链球菌血清型。例如，糖蛋白可以

刺激针对多种肺炎链球菌血清型的保护性免疫应答。在一些实施方案中，一种保护性免疫

应答可以对应单独的血清型。

[0076] 可以用如上所述的一种或多种糖蛋白配制成疫苗组合物。

[0077] 疫苗组合物是包含一种或多种免疫原性组分的免疫原性制剂，其能够在个体中产

生对一种或多种免疫原性组分的保护性免疫应答。本文描述的疫苗组合物的免疫原性组分
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可以包含在一种或多种糖蛋白的肺炎链球菌蛋白抗原和肺炎链球菌荚膜多糖中。

[0078] 本文所述的疫苗组合物包含来自肺炎链球菌的蛋白质和多糖抗原，其能够在个体

中引发针对肺炎链球菌的免疫应答。例如，蛋白质和多糖抗原可以对暴露于肺炎链球菌的

血清具有免疫反应性，比如说对暴露在肺炎链球菌下的人体血清。

[0079] 疫苗组合物可包含如上所述的一种糖蛋白或多种糖蛋白，优选为多种糖蛋白，例

如2种、3种、4种、5种、6种、7种、8种、9种、10种或更多种不同的糖蛋白。组合物中的多种糖蛋

白可包含多种不同的蛋白质抗原和/或多种不同的荚膜多糖。例如，疫苗组合物可以包含具

有多种不同的肺炎链球菌荚膜多糖和相同的肺炎链球菌蛋白抗原的糖蛋白；多种不同的肺

炎链球菌蛋白抗原和相同的肺炎链球菌荚膜多糖；或多种不同的肺炎链球菌蛋白抗原和多

种不同的肺炎链球菌荚膜多糖。

[0080] 疫苗组合物可以进一步包含佐剂。佐剂是增加或增强个体中对抗原的免疫应答的

非免疫原性剂(回顾见例子以及Vaccine  Adjuvants:adjuvants:preparation  methods 

and  research  protocols  Ed  O'Hagan(2000)Springer)。

[0081] 合适的佐剂包括铝和铝盐，例如氢氧化铝和/或磷酸铝；油乳液组合物(或水包油

组合物)，包括角鲨烯水乳液，例如emulsigenTM(MVP  Technologies  Inc)，AddavaxTM和

MF59TM(参见，例如WO  90/14837)；皂苷制剂，例如QS21和免疫刺激复合物(ISCOMS)(参见例

如U .S .Pat  No .5 ,057 ,540；WO  90/03184 ,WO  96/11711 ,WO  2004/004762 ,WO  2005/

002620)；Toll样受体(TLR)激动剂，例如TLR7激动剂(参见例如WO  2012/117377)，任选地与

铝盐组合；细菌或微生物衍生物，例如单磷酰脂质A(MPL)、3‑O‑去酰化MPL(3dMPL)、鞭毛蛋

白、含CpG‑基序的寡核苷酸、鼠李二肽(MDP)和/或海藻糖dycorynemycolate(TDM)ADP‑核糖

基化细菌毒素，例如大肠杆菌热不稳定肠毒素LT和霍乱毒素CT及其非酶结合亚基，聚I:C阴

离子聚合物，包括丙烯酸聚合物(例如聚甲基丙烯酸甲酯)，与烯丙基蔗糖交联的丙烯酸(例

如CarbopolTM，路博润和聚乙烯亚胺(PEI))，细胞因子选自：GMCSF、干扰素 γ 、干扰素α、干
扰素β、白介素12、白介素23、白介素17、白介素2、白介素1、TGF、TNFα以及TNFβ。
[0082] 制备疫苗组合物的方法可以包括：

[0083] 将如上所述的一种或多种糖蛋白与药学上或兽医学上可接受的赋形剂和任选的

佐剂混合。

[0084] 本文所用的术语“药学上可接受的”或“兽医学上可接受的”是指在健全的兽医或

医学判断的范围内，，适用于与动物的组织(例如人类或其他哺乳动物)相接触而不会产生

过度的毒性、刺激、过敏反应或其他问题或并发症，且具有合理的效益/风险比的化合物、材

料、组合物和/或剂型。在与制剂的其他成分相容的意义上，每种载体，赋形剂等也必须是

“可接受的”。

[0085] 合适的赋形剂和载体包括但不限于水、盐水、缓冲盐水、磷酸盐缓冲液、醇/水溶

液、乳液或悬浮液、可以根据常规技术添加其他常规使用的稀释剂、助剂以及赋形剂。这样

的载体可以包括乙醇、多元醇及其合适的混合物、植物油以及可注射的有机酯，也可以使用

缓冲剂和pH调节剂，其包括但不限于由有机酸或碱制备的盐。代表性的缓冲剂包括但不限

于有机酸盐，例如柠檬酸的盐(例如柠檬酸盐)、抗坏血酸、葡萄糖酸、碳酸、酒石酸、琥珀酸、

乙酸、邻苯二甲酸、Tris、三甲胺盐酸盐或磷酸盐缓冲液。注射用药物的载体可以包括氯化

钠溶液、林格氏右旋糖、右旋糖、海藻糖、蔗糖、乳酸林格氏液或不挥发性油。静脉注射的载
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体可包括液体和营养补充剂、电解质补充剂，例如基于林格氏葡萄糖那些等等。还可以在药

物载体中提供防腐剂和其他添加剂，例如抗微生物剂、抗氧化剂、螯合剂(例如，EGTA、

EDTA)，惰性气体等。本文所述的疫苗组合物不受载体选择的限制。在本领域技术范围内，上

述的这些药学上可接受的组分具有适当的pH值、等渗性、稳定性以及其他常规特性。

[0086] 合适的载体，赋形剂等可在标准药学教科书中找到，例如，Reming ton’s 

Pharmaceutical  Sciences[71]and  The  Handbook  of  Pharmaceutical  Excipients,4th 

edit.,eds.R.C.Rowe  et  al,APhAPublications,2003。

[0087] 疫苗组合物可以方便地以单位剂型的形式存在，并且可以通过药学领域公知的任

何方法制备。这样的方法包括使一种或多种分离的免疫原性多肽与可以构成一种或多种辅

助成分的上述的载体或赋形剂相缔合的步骤。通常，通过将活性化合物与液体载体、细碎的

固体载体或两者一起均匀且紧密地结合在一起来制备制剂。

[0088] 根据给药途径，本文所述的疫苗组合物可以以各种形式产生。例如，疫苗组合物可

以以无菌水溶液或分散液的形式制成，适合于注射使用，或者使用冷冻干燥技术以冻干的

形式制成。冻干的疫苗组合物通常保持在约4℃，并且可以在有或没有佐剂的情况下在稳定

溶液例如盐水或HEPES中重构。疫苗组合物也可以为悬浮液或乳剂的形式。

[0089] 这些疫苗组合物可包含适合通过任何常规给药途径给药的添加剂。疫苗组合物可

以制备成以例如液体、散剂、气雾剂、片剂、胶囊剂、肠溶片剂或胶囊剂或栓剂的形式施用于

受试者。因此，疫苗组合物也可以是但不限于悬浮液、溶液、在油性或水性运载体中的乳剂，

糊剂和可植入的持续释放或可生物降解的制剂的形式。用于持续释放或植入的组合物可以

包含药学上可接受的聚合物或疏水材料，例如乳液，离子交换树脂，微溶聚合物或微溶盐。

[0090] 适用于肠胃外给药的制剂(例如通过注射，包括肌内注射)包括水性和非水性等渗

的、无热原的、无菌的注射溶液，其中可能含有抗氧化剂，缓冲剂，防腐剂，稳定剂，抑菌剂以

及与用预期接受者的血液形成制剂等渗的溶质；水性和非水性无菌悬浮液，可包括悬浮剂

和增稠剂。适用于此类制剂的等渗赋形剂的例子包括氯化钠注射液，林格氏溶液或乳酸林

格氏注射液。通常，溶液中活性化合物的浓度为约1μg/ml至约100mg/ml，例如约10μg/ml至
约50mg/ml。在用于肠胃外给药的一些制剂中，可以以干燥(即粉末或颗粒)形式提供活性成

分，以便在肠胃外给药重构组合物之前用合适的媒介物(例如无菌无热原的水)进行重构。

其他有用的肠胃外给药制剂包括那些包含微晶形式的活性成分，脂质体制剂或作为可生物

降解的聚合物体系的组分的制剂。

[0091] 疫苗组合物可以存在于单位剂量或多剂量密封容器中，例如安瓿瓶和小瓶中，并

且可以在冷冻干燥(冻干)条件下储存，并且仅需添加无菌液体载体，例如在使用前立即注

射水即可。

[0092] 疫苗组合物可以通过任何方便的给药途径给予受试者。在一些实施方案中，通过

肠胃外途径，例如肌肉内、鼻内、经皮或皮下途径进行施用。例如，疫苗组合物可以通过注

射，优选肌肉内注射施用。

[0093] 疫苗组合物的适当剂量根据实际情况在个体与个体之间或群体与群体之间有所

不同。确定最佳剂量通常将涉及针对任何给药的风险或有害副作用之间的平衡的治疗收益

水平。所选剂量水平取决于多种因素，包括但不限于给药途径、给药时间以及疫苗组合物、

其他药物，化合物和/或组合使用的材料的分泌速率，以及个体的物种、类型、成熟度、性别、
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体重、状况和一般健康状况。疫苗组合物的量和给药途径最终将由兽医或医生决定，尽管通

常剂量应达到足以产生有益作用而又不会引起实质性有害或有毒副作用的疫苗组合物的

血清浓度。

[0094] 治疗可以包括向个体施用治疗有效量的疫苗组合物。“治疗有效量”是指产生一定

期望治疗效果的疫苗组合物的量，与合理的获益/风险比相对应。例如，用于个体给药的疫

苗组合物的合适量可以是产生针对组合物的个体中存在的每种多糖或蛋白质抗原的保护

性免疫应答的量。

[0095] 当本文所述的疫苗组合物施用的个体暴露于肺炎链球菌时，疫苗组合物施用的个

体可能表现出针对肺炎链球菌的获得性和/或适应性免疫应答。这些反应可以针对由肺炎

链球菌感染引起的发病或死亡提供保护作用。例如，疫苗组合物可以降低感染肺炎链球菌

的可能性、降低个体感染临床症状的严重性或持续时间、预防或延迟感染临床症状的发作、

预防或降低在感染肺炎链球菌后的个体的死亡风险。

[0096] 可以连续或间歇地进行一剂的体内给药(例如，以适当的间隔分批给药)。在一些

实施方案中，疫苗组合物可以以足够的时间间隔多次施用给同一个体以获得加强效果，例

如在两次施用之间间隔至少1周、2周、3周或4周，优选为2周。可以最初向个体施用一定剂量

后再加强剂量，例如，给药时，可以在1‑4周的时候给初始剂量，而在3‑6周大的时候给一次

加强剂量。确定最有效的给药方式和剂量的方法是本领域技术人员众所周知的，并且将随

制剂和所治疗的受试者不同而变化。例如，在一些实施方案中，当在一段时间后(例如2‑4周

后)加强剂量时，若母体中母体来源的抗体的水平降低，则两周后可以施用疫苗组合物的初

始剂量。可以通过兽医或医生选择剂量水平和方式进行单次或多次给药。

[0097] 本文所述的糖蛋白或疫苗组合物可用于治疗动物或人体的方法。本发明提供了本

文所述的糖蛋白或疫苗组合物，其用于治疗个体或个体所在的群体中的肺炎链球菌感染；

本发明提供了本文所述的糖蛋白或疫苗组合物在制备用于治疗个体或个体肺炎链球菌感

染的药物中的用途；以及提供了治疗肺炎链球菌感染的方法，其包括将本文所述的糖蛋白

或疫苗组合物施用于需要其的个体或个体所在的群体中。

[0098] 肺炎链球菌感染包括感染任何血清型或菌株的肺炎链球菌，例如肺炎链球菌血清

型4，以及肺炎链球菌感染的临床体征，以及与肺炎链球菌感染有关的疾病，包括细菌性脑

膜炎、败血病、肺炎、中耳炎、心脏感染、心包炎、化脓性关节炎以及自发性腹膜炎。

[0099] 肺炎链球菌感染可使用标准诊断标准进行鉴定或诊断。

[0100] 本文所述的治疗可在暴露于肺炎链球菌时引发个体或人群的免疫系统产生免疫

反应。这可以实现期望的治疗效果，例如，增强针对肺炎链球菌感染引起的发病率或死亡率

的保护或抵抗。

[0101] 更优选地，本文所述的治疗可以是预防性或预防性治疗，即个体或人群在治疗时

可能未患有肺炎链球菌感染和/或未显示出肺炎链球菌感染的临床体征。在一些实施方案

中，个体或人群可能易感肺炎链球菌或有感染肺炎链球菌的风险。

[0102] 例如，糖蛋白或疫苗组合物可用于针对肺炎链球菌的个体或人群的疫苗接种或免

疫作用。本文所述的肺炎链球菌感染的治疗可以预防个体或人群中以后的肺炎链球菌感染

或减轻其影响。预防或预防性治疗可能会降低个人或人群对肺炎链球菌感染的易感性、预

防或抑制肺炎链球菌在鼻咽部定植、降低感染肺炎链球菌的风险或可能性、延缓或减少病
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变的严重性或持续时间或肺炎链球菌感染的其他临床症状，或预防或延迟个体或人群中肺

炎链球菌临床症状的发作，和/或减少或预防由肺炎链球菌感染引起的发病率或死亡率。

[0103] 适用于用本文描述的糖蛋白或疫苗组合物治疗的个体或群体可以是人类或非人

类的哺乳动物，例如易受肺炎链球菌感染的非人类哺乳动物，包括马类哺乳动物，例如马。

[0104] 相对于未免疫人群，本文所述的糖蛋白或疫苗组合物可以降低人群中与肺炎链球

菌相关的发病或死亡的发生率。例如，与未免疫人群相关的接种人群可以在暴露于肺炎链

球菌后减少肺炎链球菌感染的损伤或其他临床症状的发生率。在一些实施方案中，用本文

所述的疫苗组合物对人群进行接种，与未经治疗的人群相比可将表现出肺炎链球菌感染的

临床症状的人群中的个体数目减少至少50％，更优选至少60％、至少65％、至少70％，或至

少75％，最优选至少80％。

[0105] 本发明的其他方面和实施方式提供了上述方面和实施方式，其中用术语“包括”代

替了术语“包含”，并且在上述方面和实施方式中用术语“基本上由……组成”代替了术语

“包含”。

[0106] 应当理解，除非上下文另外要求，否则本申请公开了上述方面和实施例中的任何

一个相互之间的所有组合。类似地，除非上下文另外要求，否则本申请公开了单独或与任何

其他方面相结合的优选和/或可选特征的所有组合。

[0107] 通过阅读本公开文本，以上实施例的修改，其他实施例及其修改对于本领域技术

人员将是显而易见的，并且这些均在本发明的范围内。

[0108] 本说明书中提及的所有文件和序列数据库条目出于所有目的通过引用整体并入

本文。

[0109] 在本文中使用的“和/或”应被视为两个指定的特征或部件中的每个具有或不具有

另一个的特定公开。例如，“A和/或B”将被视为(i)A，(ii)B和(iii)A和B中的每一个的具体

公开，就像每个在本文中分别列出一样。

[0110] 实验

[0111] 以下实验使用PGC将脑内皮细胞浸润素NanA(29)、Th17刺激抗原Sp0148(24)以及

ABC转运蛋白PiuA(34)的N端片段与包囊4型血清抗原进行偶联，并使用接种疫苗的以及感

染肺炎链球菌的小鼠模型进行这些糖缀合物功效的测试。

[0112] 1.材料与方法

[0113] 1.1细菌菌株和生长条件

[0114] 表1列出了该研究中使用的细菌菌株。将大肠杆菌分离株常规在改良的超适培养

液(SSOB)或琼脂中并在28℃的条件下培养。在适当的情况下，向培养物中补充100μg/ml氨
苄青霉素，20μg/ml四环素和/或80μg/ml大观霉素。肺炎链球菌在37℃+5％CO2的哥伦比亚

马血琼脂平板(E&O实验室)或在脑心浸液(BHI)的液体培养基中培养。在适当的情况下，在

培养物中补充5μg/ml庆大霉素或75μg/ml链霉素。在补充有0 .5％酵母提取物的Todd‑

Hewitt液体培养基中于37℃+5％CO2培养出缓症链球菌。将肺炎链球菌和缓症链球菌培养

至约0.4‑08的OD600，并在‑80℃的条件下，在20％甘油中一次性使用1ml等分试样进行保存。

通过连续稀释和铺板确定放养密度。

[0115] 1.2载体蛋白基因的合成与基因修饰

[0116] DNA序列、在大肠杆菌中优化表达的密码子、编码神经氨酸酶A(NanA，Spd1504)以
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及ABC转运蛋白PiuA(Sp1872)和Sp0148已在pUC57中进行了商业合成，并被亚克隆到pEXT21

中。由于在早期实验中难以以高产量进行重组生产的全长NanA的大小，这使得对蛋白质功

能至关重要的蛋白质N末端凝集素样结构域需要从pEXT21(nanA)中亚克隆来得到，正如上

文的补充方法所述(29)。为了促进PglB糖基化，用序列子DQNAT修饰了合成的载体蛋白序

列，该序列两端有两个间隔区甘氨酸残基且位于成熟蛋白的N和C末端。通过将天然信号肽

交换为DsbA前导序列MKKIWLALAGLVLAFSASAAQ，可以促进周质靶向。C‑末端十‑His序列可以

用于促进Ni‑NTA的纯化。在NanA中，内部EcoRI和XbaI位点被同义突变取代。根据制造商的

说明，将商业质粒构建体克隆到高效的文库DH5α细胞(Life  Technologies)中，并在‑80℃

下于20％甘油中存储。使用限制酶EcoRI和XbaI(New  England  Biolabs)将合成的载体蛋白

序列亚克隆到表达载体pEXT21中。

[0117] 1.3表达菌株的制备

[0118] 在过夜的条件下，以1：100接种大肠杆菌W3110和W311B  pB4‑4细胞培养物，并使其

OD600为0 .3‑0 .6。将培养物在冰上冷却，以4000×g沉淀10分钟，并依次用0 .5体积然后用

0.25体积的冰冷的10％甘油洗涤。将感受态细胞重悬于1/250体积的冰冷的10％甘油中，并

在2.5kV、200Ω和25μF的条件下，用pEXT21(nanA)、pEXT21(piuA)或pEXT21(sp0148)将50μl
等分试样在0 .2cm试管中进行转化。为了研究脂质连接的Sp4在抗胶囊免疫中的作用，用

pEXT21(piuA)转化了W3110  pB4‑4细胞。确认表达的分离株在‑80℃下储存在20％甘油中。

[0119] 1.4重组蛋白制备

[0120] 将W3110  pEXT21(NanA/PiuA/Sp0148)和W311B  pB4‑4  pEXT20  pEXT21(NanA/

PiuA/Sp0148)分离株在28℃下培养过夜，然后按1：100的比例亚培养到SSOB中。将细菌培养

2‑3h，然后在28℃下用1mM  IPTG和4mM  MnCl2诱导过夜。将细胞以14,000×g沉淀，并使用压

力细胞匀浆器(Stanstead)裂解。裂解液在室温下用25U/ml  Benzonase核酸酶(Sigma‑

Aldrich)处理20分钟，并使用Millex‑GP注射器过滤器(Millipore)进行0.2μm的过滤。在最

初的研究中，重组(糖)蛋白是根据制造商的说明使用Ni‑NTA纯化系统(Thermo  Fisher 

Scientific)进行纯化的。为了进行疫苗接种研究，使用GE  Healthcare的His‑trap  FF色谱

柱和线性咪唑梯度为25至250mM的AKTA纯化器分离了重组(糖)蛋白。通过SDS‑PAGE和考马

斯亮蓝染色鉴定仅包含重组(糖)蛋白的级分，合并，并使用Vivaspin  20离心浓缩器

(10000MWCO)将缓冲液交换到PBS中。使用Pierce  Coomassie  Plus(Bradford)分析试剂盒

(Thermo  Fisher)测定蛋白质浓度。将重组(糖)蛋白过滤除菌，在PBS中标准化至200μg/ml，
并在‑80℃下保存。通过SDS‑PAGE确认样品纯度。

[0121] 1.5SDS‑PAGE和免疫印迹

[0122] 将重组蛋白(10μl)与4μl  4x  LDS样品缓冲液(thermos  fisher)和2μl  0.5M二硫

苏糖醇(Sigma‑Aldrich)混合，并在70℃下加热10分钟。在MOPS缓冲液中的NuPAGE  12％

bis‑tris蛋白凝胶上分离样品，并根据制造商的说明使用iblot2转移系统将其转移至硝酸

纤维素膜上。用补充有2.5％脱脂奶粉(Marvel)以及0.1％正常山羊血清(Thermo  Fisher)

的PBST封闭膜。使用血清型4兔抗胶囊抗体(Statens  Serum  Institut，丹麦)和单克隆小鼠

抗His  IgG(Abcam)作为第一抗体，分别以1：1000和1：5000的稀释度稀释。孵育1小时后，将

膜用PBST洗涤3次，并以1：10000的稀释度与次级山羊抗兔IgG(IRDye800)和山羊抗小鼠IgG

(IRDye680)共轭抗体孵育45分钟。将膜在PBST中再洗涤3次后，用LI‑COR奥德赛荧光成像系
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统(LI‑COR  Biosciences  UK  Ltd)进行检测。

[0123] TIGR4和D39裂解物是通过过夜培养物的压力裂解制备的。0.2μm过滤裂解液，并使

用Vivaspin  20离心浓缩器(10000MWCO)浓缩10倍。如上所述，通过免疫印迹使用鼠抗血清

的1：1000稀释液和山羊抗小鼠IgG(IRDye800)的1：10000稀释液，通过免疫印迹分析10μl浓
缩裂解液的等分试样。使用LI‑COR奥德赛荧光成像系统进行光密度测定。

[0124] 1.6疫苗接种研究

[0125] 从Charles  River购买5‑6周大的雌性CD1小鼠，将其关在4个笼子中。为进行抗血

清生成和肺炎攻毒研究，第0天在小鼠腹膜内接种10μg在Sigma佐剂(Sigma‑Aldrich)中以

1：1乳化的重组(糖)蛋白。在第21天和第35天皮下注射加强免疫。对阳性对照组进行疫苗接

种，并用20μl稀释的1：5PBS  Prevnar‑13(Wyeth)进行加强免疫。阴性对照组仅用PBS和

Sigma佐剂进行假疫苗接种。使用上述腹膜内接种的小鼠进行定植研究，并在光异氟烷麻醉

下用2μg重组蛋白(无佐剂)或20μl稀释的Prevnar‑13或PBS在鼻内加强免疫。对于肺炎研

究，在异氟烷麻醉下，在50μl  PBS中用1×107CFU  TIGR4感染小鼠。感染后24小时将小鼠扑

杀，并评估肺和血液中的细菌负担。

[0126] 1.7抗胶囊和抗蛋白ELISA

[0127] 为了测量抗胶囊反应，将Nunc  Maxisorp  96孔板用0.5μg/孔纯化的4型肺炎球菌

多糖(Statens  Serum  Institut，丹麦)在PBS中于4℃的条件下包被过夜。在28℃，下用补充

有2.5％脱脂奶粉和0.1％正常山羊血清的PBST封闭孔与补充有0.1％BSA和0.01％叠氮化

钠的鼠抗血清的10倍稀释液在PBS中孵育1小时。用PBST洗涤孔3次，并在28℃下与1：20000

稀释的HRP缀合的山羊抗小鼠IgG(Abcam)稀释1小时。再洗涤三遍后，用50μl四甲基联苯胺

检测结合的抗体。使用50μl  1M的H2SO4终止反应，并使用EL800微孔板读取器(BioTek 

Instruments)和参考波长A630测量OD450。适当的抗胶囊抗体滴度为通过与使用任意滴定度

为1：10000的Prevnar抗血清产生的标准曲线相比较获得的。

[0128] 抗蛋白反应是通过三明治ELISA法进行的，在4℃下用涂有PBS的0.1μg单克隆兔抗

组氨酸IgG(Abcam)包被的板过夜。用PBST洗涤孔3次，并与1μg/孔的PBS中的重组蛋白一起

在28℃温育2小时。再洗涤三遍后，将板封闭，并与10倍稀释的鼠抗血清和HRP偶联的山羊抗

小鼠IgG一起如上所述进行孵育。

[0129] 对于全细胞ELISA，将TIGR4和D39培养物生长至大约0.4‑08的OD600，洗涤并重悬至

10％甘油中的0.4的OD600。将板与100μl/孔的标准化细菌在室温孵育2小时，并将细菌用4％

甲醛凝固20分钟。经过洗涤的板在28℃下用1：1000稀释的鼠抗血清和如上所述的HRP缀合

的山羊抗小鼠IgG孵育2小时。

[0130] 1.8抗体沉积测定

[0131] 如先前所述，使用肺炎链球菌和微生物链球菌的冷冻原液进行抗体沉积测定。简

而言之，将2×106CFU/孔细菌与稀释的鼠抗血清以50μl的最终体积在37℃下以225rpm的速

度搅拌孵育30分钟。细菌以3000rpm的速度沉淀，用PBS洗涤两次，再与1：100稀释的PE偶联

山羊抗小鼠IgG(25μl/孔)一起孵育30分钟。再洗涤两次后，将细菌用200μl/孔的4％多聚甲

醛进行凝固，并使用FACSVerse系统通过流式细胞仪测量细菌群体的荧光强度。通过与在任

意滴度为1：10000下使用抗Prevnar抗血清产生的的标准曲线相比较，确定TIGR4的滴度。

[0132] 1.9吞噬细胞摄取测定
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[0133] 根据制造商的说明书，使用MACSexpress磁性纯化系统，使用从健康人类供体中纯

化的中性白细胞，进行吞噬细胞摄取测定。将肺炎链球菌的冷冻原种重悬于1ml的0.1M碳酸

氢钠中，并与FAM‑SE在37℃下孵育30分钟。将细菌用PBS洗涤3次，然后将2×106CFU/孔的细

菌与稀释的鼠抗血清以50μl的最终体积在37℃下以225rpm的速度搅拌孵育30分钟。将每孔

2×104个中性白细胞加入50μl  PBS中，并将反应再温育30分钟。用100μl/孔的4％多聚甲醛

凝固反应，并使用FACSVerse系统通过流式细胞仪测量中性粒细胞的荧光强度。

[0134] 1.10统计分析

[0135] 使用GraphPad  Prism进行拥有适合的组规模和比较次数的统计分析。使用FlowJo

软件进行流动式细胞数据分析。

[0136] 1.11重组蛋白生产

[0137] 使用表S2中列出的引物，从pEXT21(nanA)中亚克隆NanA的N端凝集素样结构域。使

用Q5高保真2X预混液(New  England  Biolabs)和引物对pEXT‑F/nanA‑R和pEXT‑R/nanA‑F在

98℃10s、60℃30s、72℃30s并持续30个循环的条件下从pEXT21(nanA)扩增出商业合成NanA

构建体的两个片段。片段经PCR纯化(QIAquick  PCR纯化试剂盒，Qiagen)并用AvrII(New 

England  Biolabs)吸收。对吸收的片段进行PCR纯化，并使用T3DNA连接酶(New  England 

Biolabs)进行连接。使用如上所述的pEXT‑F/pEXT‑R引物对，将重新连接的反应混合物用作

NanA(N末端)扩增的模板。将得到的插入片段进行PCR纯化，并使用限制酶EcoRI和XbaI克隆

到pEXT21中。将含有NanA的凝集素样结构域和PglB糖基化和Ni‑NTA纯化所需的遗传成分的

质粒pEXT21(NanA)转化为DH5α细胞，并在‑80℃下于20％甘油中保存。

[0138] 2.结果

[0139] 2.1用重组糖缀合物接种可产生针对荚膜和载体蛋白的抗体

[0140] 如上所述，从分离物中制备NanA(Sp4)，PiuA(Sp4)和Sp0148(Sp4)，分别对8只雌性

CD1小鼠的组进行单种疫苗接种(10μg/小鼠/注射)或进行组合接种(每种蛋白4μg/小鼠/疫

苗接种)。包括同源的非糖基化抗原、Prevnar‑13以及单PBS(Sham)疫苗组作为抗蛋白和抗

荚膜反应的对照。从距离前一次接种疫苗后7天的小鼠回收的血清中，循环的抗荚膜抗体在

所有糖基化抗原组中均超过检测极限，而在仅接种蛋白质的组中未检测到反应性(图1A‑

E)。各组之间的抗荚膜抗体水平差异显着，但似乎与不同制剂中糖蛋白的相对含量不相关。

尽管NanA样品中糖基化程度最高，但PiuA糖缀合物刺激了最强大的抗荚膜免疫反应(图

1A)。所有三种糖结合物的联合疫苗接种均产生了强烈的抗荚膜反应，类似于Prevnar‑13产

生的反应。通过夹心ELISA法评估抗载体蛋白反应并确认所有疫苗组均已血清转化为选定

的载体蛋白(图1F‑H)。不管它们是否携带血清型4聚糖，都会对蛋白抗原产生强烈的体液免

疫反应，这表明糖基化对蛋白抗原性没有明显影响。

[0141] 2.2接种重组糖缀合物的小鼠血清中肺炎链球菌的抗体识别

[0142] 使用全细胞ELISA和涂有同源4型肺炎链球菌TIGR4以及2型异源血清D39菌株的板

评估接种疫苗小鼠血清中肺炎链球菌的抗体识别(图2A‑B)。与接种Prevnar  13的小鼠血清

相比，接种Sp0148组的糖缀合物的小鼠血清对TIGR4的识别有着相似的ELISA滴度，接种

PiuA或者三种蛋白糖缀合物组合的小鼠血清则有着更高的滴度(图2A)，接种NanA糖缀合物

的小鼠产生的抗TIGR4滴度无明显增加。在用未糖基化的PiuA和所有三种蛋白质的组合接

种的小鼠中，血清中也产生了针对TIGR4的显著的抗体滴度。正如预期的那样，从接种糖缀
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合物或相应蛋白的小鼠中回收的血清的D39全细胞ELISA的滴度没有差异，而接种Sp0148或

所有这三种蛋白的疫苗的小鼠的抗体滴度则显著增加(图2B)。天然肺炎球菌抗原的识别是

通过用接种了不同PGCT糖缀合物及其同源蛋白的小鼠血清免疫印迹肺炎链球菌裂解物而

证实的(图2C)。在TIGR4裂解物中确认了对所选择的用于研究的三种蛋白质识别，以及确认

了用糖缀合物抗血清探测的样品中4型肺炎球菌荚膜的识别。与抗荚膜ELISA的结果一致

(图2A)，不同的蛋白聚糖偶联物与4型血清荚膜具有不同水平的反应性，其中最强的信号来

自接种PiuA(Sp4)和糖缀合物联合疫苗(Combo)(Sp4)。的小鼠的血清与全细胞酶联免疫吸

附测定的结果一致，当用接种疫苗的小鼠血清探测D39裂解物时，尽管PiuA信号接近检测极

限，也同时鉴别出了脂蛋白Sp0148以及PiuA。这些数据综合起来表明，用糖缀合物分子进行

疫苗接种产生的抗体可同时识别抗荚膜和抗蛋白抗原，因此可识别出同源和异源的肺炎链

球菌分离株。

[0143] 2.3用重组糖缀合物接种疫苗可刺激具有能够促进活体肺炎链球菌的调理作用的

抗体的产生

[0144] 使用流式细胞术测定来评估用PGCT糖缀合物接种疫苗是否可以导致整个活体肺

炎链球菌的抗体识别。为了专门研究抗荚膜识别，来自接种组的血清用于评估IgG与表达链

球菌4型肺炎链球菌(S.mitis(SpT4))的链球菌突变体的结合(36)。虽然没有检测到野生型

链球菌的识别，但是来自所有用于研究的组的个体血清均识别出链球菌(SpT4)(图3A‑B)。

不同疫苗组之间的IgG结合程度各不相同，只有在Sp0148和NanA(Sp4)疫苗接种组的分别为

四只和六只小鼠的血清中识别出肺炎链球菌(SpT4)，而从全部八只接种了PiuA糖缀合物或

全部三种蛋白质糖缀合物疫苗的小鼠中获得的血清引起与链球菌(SpT4)的显著的免疫球

蛋白结合(图3B)。这两组的抗体结合水平与Prevnar‑13疫苗接种组所达到的水平相当。在

接种了任意未糖基化蛋白抗原的小鼠的血清中，未观察到在链球菌(SpT4)菌株上的抗体沉

积，证实了肺炎球菌载体蛋白与肺炎链球菌细胞表面之间没有交叉反应性。这些数据支持

了ELISA结果，即虽然选择用于研究的每种新型糖缀合物都可以刺激抗Sp4荚膜免疫反应，

但PiuA糖缀合物比NanA和Sp0148糖缀合物刺激的反应鲁棒性更高。

[0145] 使用TIGR4菌株重复流式细胞术IgG结合测定。TIGR4与糖化缀合物疫苗接种的小

鼠组的合并鼠抗血清的递减稀释液一起孵育，显示了剂量依赖性的IgG结合(图3C)。将gMFI

读数与使用Prevnar‑13疫苗接种的小鼠的抗血清产生的标准曲线进行比较发现，与接种了

四种糖缀合物的小鼠血清孵育的反应中具有较高的表面抗体滴度(图3D)。另外，在用未糖

基化的Sp0148或所有三种蛋白质的组合接种的小鼠血清中，可检测到的表面IgG结合水平

(图3D)。IgG的表面沉积与从NanA或PiuA的未糖基化抗原所获得的血清中的阴性对照没有

区别。为了评估不依赖荚膜抗体识别的单个蛋白质抗原的识别，使用固定浓度的混合有，使

用从接种每种糖缀合物的小鼠的固定浓度的混合抗血清，评估与其他荚膜血清型的肺炎链

球菌相结合的IgG。接种疫苗的小鼠血清中非血清型4菌株的IgG识别通常比TIGR4菌株弱，

并且在菌株与菌株之间有所不同(图4A‑D)，尽管与血清型23F菌的IgG结合水平高，且与血

清型2F菌株的结合水平合理，但与6B菌株的结合却很少。菌株之间不同抗原促进IgG结合的

能力各不相同，例如NanA诱导的血清型23F菌株反应最弱，而Sp0148诱导的TIGR4菌株反应

最弱，这可能反映了各个蛋白抗原的表达水平和表面可及性之间的差异。

[0146] 2.4PGCT糖缀合物疫苗接种小鼠血清中结合肺炎链球菌的抗体的可视化
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[0147] 通过使用荧光显微镜研究联合疫苗组的抗血清以及荧光标记的抗小鼠第二抗体，

进一步研究了同源和异源肺炎球菌分离株的识别(图4E)。用所有三种PGCT糖缀合物接种的

小鼠的血清中TIGR4菌株的孵育在细菌细胞上产生了明亮，均匀的表面染色，类似于从

Prevnar‑13接种的小鼠的血清中观察到的结果，证实了IgG与同源血清型具有高水平的结

合。相反，按照流式细胞仪数据，PGCT糖缀合疫苗的小鼠血清中非血清型毒株的荧光染色较

弱且分布不均匀，并且株与株之间的差异更大。但是，当小鼠接种了糖基化或未糖基化的三

种蛋白质抗原混合物时，在所有血清型(包括不能被Prevnar‑13接种的小鼠的血清识别的

血清型2株)中均可见染色的球菌。ELISA，流式细胞术以及免疫荧光数据一起证明了PGCT糖

缀合物可以诱导抗荚膜IgG应答，该应答的载体蛋白强度不同，但(例如PiuA糖缀合物)与

Prevnar‑13疫苗接种后的强度相似。另外，PGCT糖缀合物刺激对蛋白抗原的显著抗体反应，

该蛋白抗原可以调理异源肺炎链球菌血清型，并且可以针对多种肺炎链球菌菌株潜在地提

供保护作用。

[0148] 2.5用PGCT产生的重组糖缀合物接种小鼠的保护功效

[0149] 为了确定抗体在TIGR4上的沉积密度是否足以促进调理吞噬作用，使用新鲜分离

的人中性粒细胞进行了中性粒细胞摄取测定(37)。在PiuA(Sp4)糖缀合物或三种蛋白质的

糖缀合物组合疫苗接种的小鼠血清中的温育均促进了TIGR4肺炎链球菌菌株的中性粒细胞

摄取，表明产生了功能性抗荚膜体液免疫应答来响应使用PGCT制备的重组4型荚膜抗原(图

5A)。但是，在此测定中，来自接种了Sp0148(Sp4)，NanA(Sp4)或未糖基化蛋白(单独或组合)

的小鼠的血清未能促进中性粒细胞的吞噬作用(图5B)。组合的缀合物也未能促进测定的非

血清型4菌株的中性粒细胞吞噬作用(图5C‑E)。

[0150] 使用感染的小鼠模型评估使用PGCT制备的糖缀合物的保护功效。用Prevnar或所

有三种PGCT糖缀合物组合或未糖基化蛋白的组合给小鼠接种疫苗，然后通过鼻内接种

TIGR4菌株(脓毒症模型的肺炎)或已知会引起脑膜炎的4型血清型对小鼠进行攻击。48小时

后，挑拣出小鼠通过靶器官CFU评估其感染水平。在TIGR4攻击模型中，进行三种PGCT糖缀合

物的联合接种几乎可以完全预防败血病，并使得肺CFU降低约log10，这与Prevnar‑13疫苗提

供的保护水平非常相似(图6A‑B)。尽管没有统计学显着性，但是在单独用未糖基化蛋白的

组合进行疫苗接种的小鼠中，从血液中回收的中位CFU/ml也有所降低。在脑膜炎模型中，接

种三种PGCT糖缀合物可以完全预防败血病和脑膜炎，并导致肺CFU降低约3log10(图6C‑E)，

同样，这与Prevnar‑13疫苗接种提供的保护水平非常相似。对于仅接种了未糖基化蛋白组

合的疫苗的小鼠，其血液平均数、肺和脑CFU均低于阴性对照的结果，尽管只有血液数据具

有统计学意义。这些小鼠模型的数据表明，使用肺炎链球菌荚膜以及PGCT制作的蛋白质抗

原可以高度保护其免受同源的肺炎链球菌血清型感染，且提供与现有市售PCV制剂疫苗一

样好的保护水平。此外，蛋白质成分还产生了不依赖于荚膜抗原的保护性应答，表明PGCT疫

苗将能够提供交叉血清型保护。

[0151] 在上述实验中，蛋白聚糖偶联技术用于生产低成本的多组分糖缀合物疫苗，该疫

苗包含三个被重组血清型4荚膜糖基化的表面抗原。研究结果包括：(a)使用PGCT制备的肺

炎链球菌糖缀合物具有与商用PCV一样的免疫原性，并在肺炎和脑膜炎的小鼠模型中提供

相似的保护水平；(b)肺炎链球菌蛋白抗原可以不用作已建立的结合疫苗载体蛋白之一，而

是作为PCV疫苗的载体蛋白；(c)使用PGCT制备的糖缀合物根据载体蛋白的不同，其抗荚膜
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免疫原性也有着显著的不同；(d)载体蛋白是免疫原性的，可以刺激抗体应答，该应答能够

提供一定程度的针对脑膜炎和败血症且不依赖于荚膜抗体的保护作用。数据表明，PGCT可

以提供一种制造PCV的替代方法，该方法所需成本比现有的化学缀合方法更少，并且可以产

生相似水平的血清型特异性保护，可在发展中国家中用于预防包括脑膜炎在内的严重肺炎

链球菌感染。此外，PGCT可以制成包含一系列肺炎链球菌蛋白载体蛋白的PCV，从而提供至

少某种程度的血清型非依赖性免疫。

[0152] 从我们的数据重得出并对疫苗开发具有广泛意义的重大发现是可以鉴别其他能

促进抗体对荚膜抗原反应的载体蛋白。目前，只有四种蛋白质已用于制备糖缀合物，但我们

的数据表明PiuA将是另一种选择。用于产生糖缀合物的其他两种蛋白质Sp_0148以及NanA

在产生抗聚糖反应方面的效力与PiuA相比明显较低。实际上，可以想象的是大多数组合疫

苗产生的抗荚膜反应是由于糖基化PiuA的存在所致。不同的载体蛋白在促进抗荚膜抗体的

功效方面存在如此显著的差异的原因还尚不明确。免疫印迹表明，这不仅仅是由于PiuA糖

缀合物的量更大，因为实际上NanA糖缀合物的量似乎是最大的。载体蛋白和糖基化位点的

选择对于产生强大的抗荚膜IgG反应非常重要，最近的数据表明，糖缀合物通过与MHCII结

合的糖基化抗原表位直接呈递给T细胞受体，从而产生的对聚糖的抗体反应(21，22)。这种

机制将解释我们的数据，因为抗荚膜抗体应答的强度将受到载体蛋白的选择以及受荚膜抗

原共价连接的位点的影响。这些数据表明，筛选其他肺炎链球菌蛋白应该要鉴定糖缀合物

疫苗的其他载体蛋白，从而能够对荚膜或其他聚糖抗原产生强烈的抗体反应。

[0153] 使用肺炎链球菌蛋白抗原作为使用PGCT制备PCV的载体蛋白的主要优点是，这些

蛋白可以诱导可以起到保护作用的额外免疫反应。对蛋白质抗原的免疫应答也可以包括T

细胞介导的免疫，包括与纯抗体应答相比理论上可以增强粘膜免疫的TH17应答(24、40)。我

们调查了使用PGCT产生的，与3个保守肺炎链球菌蛋白抗原共轭的4型肺炎球菌荚膜相结合

的组合糖缀合物、内皮细胞浸润蛋白NanA(29)、Th17刺激抗原Sp0148(24)以及ABC转运蛋白

PiuA(34)是否可以刺激针对肺炎链球菌的同源和异源免疫。我们的数据证实，用载体蛋白

进行疫苗接种能够产生良好的抗体反应，从而可以识别出不同的活体肺炎链球菌菌株。单

独接种这些蛋白质后，可以使感染肺炎链球菌后得血液和脑膜中的细菌CFU减少这证实了

抗体对载体蛋白成分的保护潜力。然而，尽管选择了已知的Th17诱导抗原(SP_0148)疫苗，

但仅用蛋白质进行疫苗接种仍无法预防肺部感染，并且针对全身感染的保护水平比抗荚膜

反应所提供的保护水平弱。此外，对这三种蛋白质的抗体应答在识别不同肺炎链球菌菌株

方面的能力也有所不同。

[0154] 综上所述，此处提供的数据证明PGCT可以制备具有与现有商业PCV一样功效的肺

炎链球菌糖缀合物，以预防血清型特异性感染，而除此之外它还能刺激针对异源血清型的

保护性免疫。
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[0156] *用于疫苗制作
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