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一个完全抗原应同时具有两种特性袁 即免疫原性
和免疫反应性袁 而有些物质仅具有免疫反应性但不具
有免疫原性袁 这些物质被称为半抗原或不完全抗原袁
很多半抗原与载体蛋白结合后可成为完全抗原遥 化学
偶联是通过化学方法将两个分子在体外连接成一个分

子的技术袁 在疫苗研究领域袁 这一技术最早被应用于
病毒和细菌的多肽和多糖袁 通过与载体蛋白的偶联使
作为半抗原的多肽和多糖成为全抗原袁 尤其是多糖偶
联疫苗袁 如伤寒沙门氏菌尧 B型流感嗜血杆菌尧 脑膜
炎奈瑟菌和肺炎链球菌的多糖偶联疫苗咱1鄄4暂袁 有的已完
成临床试验袁 有的已批准上市遥 化学偶联也可应用于
一些弱免疫原性的抗原蛋白袁 通过特定的偶联提升这
些抗原蛋白的免疫原性遥
很多疟疾候选疫苗的抗原在人体中的免疫原性不

强袁 因此袁 如何提高疟疾抗原在人体中的免疫原性对
于提高这些疟疾候选疫苗的有效性具有重要意义袁 构
建偶联疟疾疫苗包括抗原的自身偶联或抗原与载体蛋

白的偶联是提高疟疾抗原免疫原性的一种途径遥 本文
就蛋白质偶联的一些常用化学连接剂和载体蛋白进行

介绍袁 并对疟疾偶联疫苗的一些研究进展进行综述遥

1 蛋白偶联的化学方法

1.1 蛋白偶联常用化学连接剂及其反应 蛋白分子上

的一些基团可用于偶联反应袁 常用的有伯胺基和羧基遥
蛋白的伯胺基包括蛋白 N末端的氨基和赖氨酸残基的
着氨基曰 蛋白的羧基包括蛋白 C末端的羧基尧 天冬氨
酸残基的 琢羧基和谷氨酸残基的 茁羧基遥 对于糖蛋白
可利用其糖成分上的顺式乙二醇 渊cis鄄glycol冤袁 用高碘
酸钠氧化形成醛基来进行蛋白偶联遥 可用于化学偶联
的连接剂有很多袁 其中 Sulfo鄄EMCS尧 Sulfo鄄SIAB尧 SBAP尧
SATA尧 BS3尧 Traut 试剂 渊Traut忆s reagent冤 和 NAHT
是常用的针对伯胺基的化学连接剂袁 前 6个连接剂是
美国 Thermo Scientific公司的产品 渊www.thermo.com冤袁
最后 1个连接剂 NAHT 渊DL鄄N鄄acetylhomocysteine thi鄄
olactone冤 是美国 Sigma Aldrich公司的产品曰 EMCH
和 ADH 渊adipic acid dihydrazide冤 是常用的针对羧基
和醛基的化学连接剂袁 分别是 Thermo Scientific公司
和 Sigma Aldrich公司的产品遥
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Sulfo鄄EMCS尧 Sulfo鄄SIAB尧 SBAP和 SATA在一端
都带有 NHS 酯 渊N鄄hydroxysuccinimide ester冤袁 在另
一端分别带有马来酰亚胺 渊maleimide冤尧 碘乙酰尧 溴
乙酰和受酰基化保护的巯基袁 是异型双功能连接剂袁
这 4个连接剂通过 NHS酯与蛋白分子的伯胺基进行
亲核反应形成酰胺键袁 将马来酰亚胺尧 碘乙酰尧 溴乙
酰和受酰基化保护的巯基分别加到蛋白分子上袁 受酰
基化保护的巯基可通过盐酸羟胺去保护而释放自由巯

基咱5暂遥 BS3在其两端均带有 NHS酯袁 是同型双功能连
接剂遥 Traut试剂和 NAHT 均为环形结构的化合物袁
通过与蛋白伯胺基的亲核反应形成酰胺键袁 同时开环
形成自由巯基咱5暂遥 EMCH一端带有酰肼 渊hydrazide冤袁 另
一端带有马来酰亚胺袁 是异型双功能连接剂袁 酰肼基
团中的氨基与醛基可直接反应形成腙键袁 但与蛋白羧
基的反应需要连接剂 EDC 渊Thermo Scientific 公司冤
作为桥联剂袁 EDC首先与羧基反应生成 O鄄酰基异脲
渊O鄄acylisourea冤 中间体袁 酰肼基团中的氨基与该中间
体反应形成酰胺键咱5暂遥 ADH两端都带有酰肼袁 是同型
双功能连接剂遥 自由巯基与马来酰亚胺尧 碘乙酰或溴
乙酰反应形成硫酯键咱5暂遥
由于一个蛋白上通常含有多个伯胺基和羧基袁 在

通过伯胺基和羧基对蛋白进行修饰时袁 一般很难得到
均一的被修饰蛋白袁 所以最终的偶联产物是含有多种
偶联比例甚至是交联的偶联产物混合物咱5暂袁 但是如果
对蛋白 N末端的氨基进行定点修饰则可产生 1 颐 1的
偶联产物遥 醛基与蛋白的伯氨基反应可生成席夫碱
渊Schiff忆s base冤袁 蛋白 N末端氨基的解离常数 渊pKa冤 要
低于赖氨酸残基 着氨基的解离常数袁 当将反应 pH值
降到 5左右袁 醛基基本上仅能与 N末端氨基发生反
应袁 则外源基团通过醛基可定向连接到蛋白的 N末
端袁 再用硼氢氰化钠将席夫碱中的 C/N双键还原成稳
定的 C/N单键袁 但这一方法会有较多蛋白损耗遥
1.2 蛋白偶联常用载体 血清清蛋白尧 卵清蛋白尧 钥
孔戚血蓝素尧 破伤风类毒素 渊tetanus toxoid袁 TT冤尧 白
喉类毒素 渊diphtheria toxoid袁 DT冤尧 铜绿假单胞菌外
毒素 渊Pseudomonas aeruginosa exotoxin A袁 ETA冤尧 去
毒铜绿假单菌外毒素 渊如 exoprotein A袁 EPA冤尧 去毒
白喉毒素 渊如 diphtheria cross鄄reacting material 197袁
CRM197冤 和 B 群脑膜炎奈瑟菌外膜蛋白复合物
渊Neisseria meningitidis outer鄄membrane protein com鄄
plex袁 OMPC冤 等多种蛋白可作为偶联的载体蛋白袁 其
中 EPA尧 CRM197和 OMPC是目前偶联疫苗常用的载
体蛋白咱6-8暂遥

ETA与白喉毒素均为单体蛋白袁 相对分子质量非
常接近袁 均可分成 3个结构域袁 其中一个结构域是

ADP鄄核糖基化 渊ADP鄄ribosylation冤 功能域咱9暂遥 EPA是
ETA第 577氨基酸位点上的亮氨酸被缬氨酸所替代袁
并缺失第 578位的谷氨酸袁 CRM197是白喉毒素第 52
氨基酸位点上的甘氨酸被谷氨酸所替代袁 这些氨基酸
的点突变使两种毒素丧失 ADP鄄核糖基化的催化功能遥
EPA和 CRM197均可通过工程菌表达而获得遥 B群脑
膜炎奈瑟菌的外膜蛋白有玉尧 域尧 芋尧 郁和吁等 5种
类型袁 域和芋不会同时存在于同一菌株中遥 OMPC可
从培养的细菌中纯化而获得咱10暂遥
1.3 偶联蛋白的质控 偶联蛋白可用十二烷基磺酸

钠鄄聚丙烯酰胺凝胶电泳 渊SDS鄄PAGE冤尧 蛋白质印迹
渊Western blotting冤尧 氨基酸分析尧 分子排阻鄄高效液
相层析鄄多角度光散射 渊SEC鄄HPLC鄄MALS冤 和原子力
显微镜 渊atomic force microscopy冤 等进行质控咱11暂遥 当
两种被偶联在一起的蛋白的氨基酸组成存在一定差异

时袁 通过氨基酸分析可确定偶联蛋白的偶联比 渊con鄄
jugation ratio冤 咱12暂袁 结合偶联产物的总浓度袁 可计算出
偶联组份蛋白的浓度遥 通过 SEC鄄HPLC鄄MALS可得到
偶联蛋白的洗脱曲线以及偶联蛋白的相对分子质量范

围和相对分子质量峰值咱11暂遥

2 疟疾偶联疫苗研究进展

2.1 红外期疟疾偶联疫苗 疟疾偶联疫苗最早应用于

恶性疟原虫 渊Plasmodium falciparum冤 红外期的环子孢
子蛋白 渊circumsporozoite protein袁 CSP冤袁 该蛋白的中
央区域含有 37个 NANP四肽重复序列袁 期间散在分布
4个 NVDP四肽序列袁 实验表明针对 NANP重复区的
抗体具有保护作用袁 但是 CSP是一个低免疫原性的蛋
白袁 其 NANP四肽重复区段是一个低免疫原性的区段遥
将串联的 NANP合成肽偶联到 TT上袁 与铝佐剂结合肌
注健康志愿者袁 在一些志愿者中激发出的抗体能识别
NANP肽尧 CSP和子孢子袁 并且个别抗体效价高的志
愿者能抵抗子孢子的攻击咱13-15暂遥 由于普通人群普遍接受
过破伤风疫苗的免疫袁 已存在的抗 TT抗体有可能阻
碍以 TT为载体的偶联疫苗的免疫作用袁 因此研究者
用 TT预先免疫小鼠袁 再用偶联疫苗免疫袁 发现在小鼠
中抗 NANP肽的抗体不仅未降低袁 反而有所提高咱16暂遥
但是以 TT为载体的 NANP肽偶联疫苗所激发出的抗
NANP抗体水平除少数个体外普遍不高袁 甚至在有些
个体中未激发出特异性抗体咱13, 15暂遥 在比较了不同蛋白
载体的免疫效果袁 并发现以 ETA为载体显著优于以
TT为载体后咱17暂袁 研究者将重组表达的相对分子质量 渊Mr冤
约为 20 000的 CSP片段偶联到 ETA上 渊偶联修饰可
使 ETA去毒冤袁 与铝佐剂结合肌注健康志愿者袁 在过
半数的个体中激发出较高水平的抗体袁 免疫血清体外
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抑制子孢子入侵肝细胞的抑制率为 45%~90%袁 但对
若干位志愿者在免疫后用子孢子进行攻击试验袁 仅 1
位明确获得保护咱18暂遥
2.2 红内期疟疾偶联疫苗 恶性疟原虫红内期的裂殖

子顶端膜抗原 1 渊apical membrane protein 1袁 AMA1冤
在人体内是一个弱免疫原性的抗原袁 AMA1与重组表
达的 EPA偶联后在小鼠体内可显著提升 AMA1的免疫
原性咱11暂袁 但在猴子试验中没有获得与小鼠试验相同的
结果 渊未发表资料冤遥 恶性疟原虫裂殖子表面蛋白 1
渊merozoite surface protein 1袁 MSP1冤 的MSP1鄄42片段
在人体中同样是一个弱免疫原性的抗原袁 恶性疟原虫
FUP株的 MSP1鄄42在其 Mr 33 000片段上有一个未配
对的半胱氨酸袁 利用该半胱氨酸的自由巯基可将 FUP
株的 MSP1鄄42直接偶联到经马来酰亚胺修饰的 EPA
上袁 但小鼠试验显示这种偶联并不能提升 MSP1鄄42的
免疫原性咱19暂遥 鼠约氏疟原虫 渊P. yoelii冤 裂殖子表面蛋
白 1的MSP1鄄19片段与福氏佐剂结合在多数 H鄄2背景
小鼠中可激发出高水平的特异性抗体袁 但在 H鄄2S小鼠
中却无法激发出特异性抗体袁 当约氏疟原虫 MSP1鄄19
与 DT偶联后在 H鄄2S小鼠中激发出了高水平的抗体袁
并能保护免疫小鼠抗约氏疟原虫的攻击袁 这一结果表
明袁 与 DT的偶联可克服不同的 H鄄2背景对 MSP1鄄19
免疫的限制咱20暂遥
2.3 蚊虫期疟疾偶联疫苗 恶性疟原虫表面蛋白 25
渊P. falciparum surface protein 25袁 Pfs25冤 在按蚊体
内恶性疟原虫的晚期合子和动合子阶段表达袁 相对分
子质量约为Mr 25 000袁 是恶性疟疾传播阻断疫苗的一
个重要抗原袁 但 Pfs25免疫原性较弱遥 当 Pfs25与其
自身偶联 渊Pfs25鄄Pfs25冤 或与载体蛋白偶联 渊Pfs25鄄
EPA 和 Pfs25鄄OMPC冤袁 动物试验显示袁 Pfs25 的这 3
种偶联蛋白都极大提升了 Pfs25的免疫原性咱11,21,22暂袁 其
中 Pfs25鄄OMPC在猴子中激发的抗体水平有很长的持
久性遥 Pfs25鄄Pfs25 渊http院//clinicaltrials.gov袁 NCT009鄄
77899冤 和 Pfs25鄄EPA 渊http院//clinicaltrials.gov袁 NCT014鄄
34381冤 已进入玉期临床试验遥 另一个恶性疟疾传播
阻断疫苗的重要抗原袁 恶性疟原虫表面蛋白 28
渊P. falciparum surface protein 28袁 Pfs28冤 也是一个
弱免疫原性的抗原袁 当 Pfs28与 EPA偶联后同样极大
提升了其在小鼠中的免疫原性咱23暂遥
2.4 杂合型疟疾偶联疫苗 以 Pfs25鄄Pfs25自身偶联蛋
白为载体再与恶性疟原虫 CSP的 NANP合成肽偶联袁
免疫小鼠后在激发抗 Pfs25抗体的同时也激发了抗 CSP
的抗体 咱24暂遥 疟疾传播阻断疫苗是一类较特殊的疫苗袁
对疫苗免疫接种者无直接的保护作用袁 但必须在流行
区大范围免疫接种才有可能起到传播阻断的作用袁 因

此 Pfs25如与一个红内期或红外期抗原偶联袁 制备双
价疟疾疫苗袁 则有利于 Pfs25疫苗在流行区人群中的
大范围免疫接种袁 有望成为消除疟疾的一个重要手段遥

3 结语

偶联疫苗应用于红外期和蚊虫期的疟原虫抗原对

于提升抗原的免疫原性均有明显效果袁 尤其是 Pfs25
的偶联疫苗取得了很大进展袁 已推进到玉期临床试验袁
但偶联疫苗应用于红内期恶性疟原虫抗原 AMA1和
MSP1鄄42袁 效果却不明显或无效果袁 目前尚不清楚造成
这些差异的免疫机制袁 因此袁 阐明偶联疫苗的免疫机
制至关重要袁 只有这样才能更好地在理论上指导疟疾
偶联疫苗袁 以及其他类型的蛋白偶联疫苗的实际工作遥
蛋白质的化学偶联技术除可用于构建偶联疫苗以提升

抗原的免疫原性外袁 还可用于构建双价疫苗袁 尤其是当
因各种原因而无法获得融合蛋白时袁 通过蛋白质的化学
偶联可达到这样的目的遥 此外袁 通过这一技术可对蛋白
质和抗体进行特定的修饰和标记袁 如对某些药物蛋白进
行聚乙二醇修饰 渊pegylation冤 以降低药物蛋白的免疫
原性和延长其半衰期遥 目前在作者的实验室已开展了一
些有关疟疾偶联疫苗免疫机制的研究工作袁 同时在构建
一个含有蛋白佐剂成分的新型双价疟疾疫苗遥
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