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(57)摘要

本发明公开了一种脂磷壁酸疫苗制剂及其

应用，涉及疫苗领域，具体是一种脂磷壁酸为载

体和自佐剂的疫苗制剂及其应用。本发明提供的

脂磷壁酸疫苗制剂是将肿瘤相关糖抗原或多肽

抗原和脂磷壁酸以共价连接的方式进行组合得

到，成分明确、免疫原性强，能够引起高滴度的

IgG抗体。疫苗分子热稳定性好，易于保存。
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1.一种脂磷壁酸疫苗制剂，其特征在于，所述疫苗制剂包括：

组分(a)：半抗原，所述半抗原包括肿瘤相关的糖抗原和多肽抗原；

组分(b)：连接单元；

组分(c)：脂磷壁酸；

其中，所述组分(c)与所述组分(a)通过组分(b)连接单元共价连接形成组分a‑b‑c。

2.根据权利要求1所述的一种脂磷壁酸疫苗制剂，其特征在于，所述肿瘤相关的糖抗原

包括Tn、TF、sTn、GD2、GD3、GM2、GM3、Globo  H、Lex、Ley和KH‑1；

所述多肽抗原包括MUC1，或修饰糖抗原的MUC1，以及MUC1衍生物。

3.根据权利要求1所述的一种脂磷壁酸疫苗制剂，其特征在于，所述脂磷壁酸为分离自

细菌的成分，包括从金黄色葡萄球菌Staphylococcus  aureus或枯草芽孢杆菌Bacillus 

subtilis中分离得到的脂磷壁酸。

4.根据权利要求1所述的一种脂磷壁酸疫苗制剂，其特征在于，所述组分(b)连接单元

选自如下结构：

其中，m1‑m6、n1‑n7、p1、p2和q1各自独立地为0‑60中的任意一个整数，X1‑X7、Y3、Y6、Y7、Y9、

Y10各自独立地选自‑CH2‑、‑NH‑、‑O‑或‑S‑。

5.根据权利要求1所述的一种脂磷壁酸疫苗制剂，其特征在于，所述疫苗制剂的结构式

如下：
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其中，R2、R3各自独立地选自‑H，‑C(O)CH3或组分a‑b；

R*、R#各自独立地选自‑(CH2)m‑CH3，m各自独立地为0‑30中的任意一个整数；n为任意一

个整数。

6.根据权利要求5所述的一种脂磷壁酸疫苗制剂，其特征在于，R*、R#相同，均为线性的‑

C15H31残基。

7.根据权利要求6所述的脂磷壁酸疫苗制剂，其特征在于，组分(a)、(b)和(c)以共价连

接方式连接时，疫苗分子为以下结构：

其中n选自0～1000中的任意一个整数；

R选自sTn、sTn衍生物、MUC1及MUC1衍生物其中一种。

8.根据权利要求7所述的脂磷壁酸疫苗制剂，其特征在于，R为MUC1或MUC1衍生物，选自

如下结构：
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其中，Tn为 及或其衍生物，sTn为 或其衍生

物；HGVTSAPDTRPAPGSTAPPHA为氨基酸序列，如SEQ  ID  NO.1所示，所述氨基酸序列还可以为

如SEQ  ID  NO.1所示序列的重复序列、该序列的片段、重复序列中的片段；YSYFPSV为常用的

Th表位，其氨基酸序列为：Tyr‑Ser‑Tyr‑Phe‑Pro‑Ser‑Val。

9.权利要求1‑8中任意一项所述的疫苗制剂在制备肿瘤相关药物中的用途。

10.根据权利要求9所述的用途制备得到的肿瘤相关药物。
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一种脂磷壁酸疫苗制剂及其应用

技术领域

[0001] 本发明属于疫苗研制技术领域，具体涉及一种脂磷壁酸疫苗制剂及其应用，具体

是一种脂磷壁酸为载体和自佐剂的疫苗制剂及其应用。

背景技术

[0002] 在癌细胞表面过度表达的异常聚糖，即肿瘤相关糖抗原(TACAs)，是开发抗癌疫苗

的诱人靶点，糖抗原通常是不依赖于T细胞的抗原，其免疫原性较低，不能诱导抗体亲和力

成熟和免疫记忆。为了克服这一障碍，传统的策略是将糖抗原与提供T细胞表位的载体蛋白

结合，使TACA由抗原提呈细胞(APCs)摄取，并由MHCII复合物与载体表位一起呈递给辅助性

T细胞。因此，诱导的Th细胞可引发较好的B细胞反应，并可显著提高糖抗原的免疫原性。例

如，sTn抗原与锁孔血蓝蛋白(KLH)结合作为疫苗疗法，在临床试验中，Globo  H与KLH或白喉

毒素突变体(CRM197)偶联，并在临床试验中显示出有效性。

[0003] 虽然基于TACA的糖蛋白疫苗已经取得了很大的成功，但常用的蛋白载体，如锁孔

血蓝蛋白，牛血清白蛋白等，存在着一些缺点，比如蛋白本身引起的免疫反应会压制对所载

抗原的免疫反应、热稳定性差、需要和佐剂一起使用、引起副作用等。因此，亟需开发新的具

有更好效果的疫苗载体和新型结构的疫苗。

[0004] 自佐剂疫苗是开发抗肿瘤和病原体糖类疫苗的新方向。在这种疫苗中，一种或多

种分子抗原与一种化学结构明确的合成载体结合。它能够引起从低亲和力和短寿命免疫球

蛋白M(IgM)抗体到高亲和力免疫球蛋白G(IgG)抗体的基本类别转换。

[0005] 磷壁酸是一种新型的配体，根据在细胞表面上的固定方式，磷壁酸分为壁磷壁酸

(Wall  teichoic  acid)和膜磷壁酸(Membrane  teichoic  acid)两种，膜磷壁酸又称脂磷壁

酸(Lip  teichoic  acid，LTA)。

[0006] 革兰氏阳性菌表面脂磷壁酸(LTA)是一种TLR2/6激动剂。LTA通常含有聚甘油或糖

醇磷酸酯主链，并具有D‑丙基氨基酸、糖基化等多种侧链修饰，主链末端的磷酸盐与细胞质

膜中的糖脂(如二糖胺)相连，二糖胺是糖基二酰甘油的低聚糖部分。其中，LTA的末端糖脂

部分主要负责与TLR2受体结合，从而引发相应的免疫反应。作为一种TLR特异性配体，LTA能

够通过多种机制提高药物疗效：TLR刺激抗原呈递细胞(APC)导致表面肽/MHC复合物增加，

产生共刺激分子和细胞因子分泌，产生T细胞活化和增殖所需的信号等。此外，与APC结合的

LTA可与循环抗体相互作用，激活补体级联，诱导被动免疫杀伤现象。LTA侧链氨基可用于与

抗原偶联，偶联后的抗原可通过多价、簇状呈递给DC细胞，是理想的疫苗载体。此外，脂磷壁

酸的重复单元具有带正电荷的氨基和带负电的磷酸，这可能导致脂磷壁酸携带两性多糖

(ZPS)的功能，即在缺乏蛋白质的情况下激活MHCII介导的T细胞反应。因此LTA可以用于疫

苗载体并作为自佐剂。

[0007] 目前尚未有将肿瘤相关抗原偶联到LTA分子上从而构建新型的疫苗分子的相关技

术公开或文献报道。其可行性也尚无推断或论证，需要进一步的实验研究和验证。
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发明内容

[0008] 发明目的：本发明的目的是为了克服现有蛋白载体疫苗存在的问题，例如蛋白本

身会引起免疫反应、肿瘤相关糖抗原的蛋白偶联物效果不佳、蛋白缀合物热稳定性差等，提

供一种新型的以细菌的脂磷壁酸LTA为自佐剂的疫苗制剂，其免疫性能好，可以引发高滴度

的抗体。

[0009] 本发明利用LTA的免疫刺激性质，将具有潜力的肿瘤相关抗原通过共价键偶联到

LTA分子上，从而构建新型的疫苗分子，刺激产生更高滴度、更高亲合力的免疫反应，达到治

疗或预防肿瘤的目的。

[0010] 技术方案：为实现上述目的，本发明采用的技术方案为：

[0011] 本发明的第一个目的是提供一种脂磷壁酸疫苗制剂，所述疫苗制剂包括：

[0012] 组分(a)：半抗原，该半抗原优选自肿瘤相关的糖抗原和多肽抗原；

[0013] 组分(b)：连接单元；

[0014] 组分(c)：脂磷壁酸；

[0015] 其中，所述组分(c)与所述组分(a)通过组分(b)连接单元共价连接形成组分a‑b‑

c。

[0016] 进一步的，在本发明实施例中，所述肿瘤相关抗原为：Tn、TF、sTn、GD2、GD3、GM2、

GM3、Globo  H、Lex、Ley和KH‑1中的一种或多种；所述多肽抗原为MUC1，或修饰糖抗原的MUC1，

以及MUC1衍生物中的一种或多种。

[0017] 进一步的，在本发明实施例中，所述脂磷壁酸为分离自细菌的成分，优选自从金黄

色葡萄球菌(Staphylococcus  aureus)或枯草芽孢杆菌(Bacillus  subtilis)中分离得到

的脂磷壁酸。

[0018] 进一步的，在本发明实施例中，所述组分(b)连接单元选自如下结构：
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[0019]

[0020] 其中，m1‑m5、n1‑n7、p1、p2和q1各自独立地为0‑60中的任意一个整数，X1‑X7、Y3、Y6、

Y7、Y9、Y10各自独立地选自‑CH2‑、‑NH‑、‑O‑或‑S‑。

[0021] 进一步的，在本发明实施例中，该疫苗制剂优选自如下化学结构：

[0022]

[0023] 其中，R2、R3各自独立地选自‑H，‑C(O)CH3或组分a‑b；

[0024] R*、R#各自独立地选自‑(CH2)m‑CH3，m各自独立地为0‑30中的任意一个整数；n为任

意一个整数。

[0025] 进一步的，在本发明实施例中，R*、R#相同，均为线性的‑C15H31残基。

[0026] 进一步的，在本发明实施例中，组分(a)、(b)和(c)以共价连接方式连接时，疫苗分

子为以下结构：
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[0027]

[0028] 其中n选自0～1000中的任意一个整数；

[0029] R选自sTn、sTn衍生物、MUC1及MUC1的衍生物其中一种，优选自如下结构：

[0030] 其中Tn为 或其衍生物，sTn为 或其衍生

物；HGVTSAPDTRPAPGSTAPPHA为氨基酸序列，如SEQ  ID  NO.1所示，此处的氨基酸序列还可以

为如SEQ  ID  NO.1所示序列的重复序列、该序列的片段、重复序列中的片段(头尾相连后的

序列中的某段)；YSYFPSV为常用的Th表位，其氨基酸序列为：Tyr‑Ser‑Tyr‑Phe‑Pro‑Ser‑

Val。

[0031] 本发明的另一个目的是还提供了所述疫苗制剂在制备预防和治疗癌症如肿瘤相

关的药物中的应用。

[0032] 本发明的另一个目的是应用所述疫苗制剂制备得到的肿瘤相关药物。

[0033] 有益效果：本发明提供的一种脂磷壁酸疫苗制剂及其应用，与现有技术相比，具有

以下优势：

[0034] 1)LTA具有TLR2/6受体免疫刺激能力，其侧链氨基可用于与抗原偶联，能够显著提

高针对所偶联的抗原的免疫反应；

[0035] 2)LTA作为自佐剂用于构建疫苗，可以避免使用会造成副作用的外源性佐剂，且成

分单一，有利于产品质量控制和安全控制；

[0036] 3)该疫苗分子热稳定性好，更易保存和运输。

[0037] 本发明具有上述优点的原因，可能是通过TLR2/6受体的刺激通路，激活了抗原呈

递细胞及其他免疫细胞，起到了疫苗载体的作用。值得注意的是，非人源的糖类、糖肽类抗
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原作为疫苗抗原时，能被免疫系统轻易识别，继而引起强烈的免疫反应；而人源的糖类抗

原、糖肽类抗原，如肿瘤相关糖抗原，因其本身会产生免疫耐受，难以被免疫系统识别，故难

以刺激免疫系统产生相应的抗体。因此，肿瘤相关的疫苗难以设计和实现，本发明中优先选

用的抗原为肿瘤相关抗原，不易被免疫系统识别。本发明的LTA疫苗制剂可以克服上述免疫

耐受的缺陷，能够有效刺激免疫系统，产生高滴度的抗体。

附图说明

[0038] 图1为化合物1和2的合成。

[0039] 图2为Th‑MUC1(Tn)和MUC1在220nm波长的吸光度标准曲线。

[0040] 图3为ELISA法检测人工合成疫苗诱导小鼠巨噬细胞264.7产生IFN‑γ(A)和IL‑6

(B)。每个样本显示三个平行实验的抗体滴度平均值，误差条表示三个重复实验的标准误

差。

[0041] 图4为人工合成疫苗的免疫学评价：(A)各组抗体效价，肽5作为包衣抗原检测Th‑

MUC1(Tn)特异性抗体，肽6作为包衣抗原检测MUC1特异性抗体；(B)结合疫苗的抗体同型和

亚型；(C)Th‑MUC1(Tn)‑LTA结合物诱导的抗血清与MCF‑7细胞结合的FACS分析；(D)MUC1‑

LTA结合物诱导的抗血清与MCF‑7细胞结合的FACS分析；每个样本显示三个平行实验的抗体

滴度平均值，误差条表示三个重复实验的标准误差；***：p<0.001。

[0042] 图5为免疫小鼠血清诱导IFN‑γ(a)和IL‑6(b)的ELISA检测。每个样本显示三个平

行实验的抗体滴度平均值，误差条表示三个重复实验的标准误差；*：p<0.05；**：p<0.01。

[0043] 图6为抗血清介导的补体依赖细胞毒作用。

[0044] 图7为LTA‑sTn的合成方法。

[0045] 图8为LTA和LTA‑sTn的核磁谱图。

[0046] 图9为sTn特异性抗体的滴度：(A)LTA‑sTn和LTA、sTn的混合物所引起的sTn特异性

抗体在第0、28、35天时候的总滴度；(B)第35天，LTA‑sTn所激起的sTn特异性抗体亚型，

IgG1、IgG2b、IgG3、IgM的抗体滴度。

具体实施方式

[0047] 下面结合附图和实施例对本发明作更进一步的说明。

[0048] 实施例

[0049] 根据下述实施例，可以更好的理解本发明。然而，本领域的技术人员容易理解，实

施例所描述的具体的物料配比、工艺条件及其结果仅用于说明本发明，而不应当也不会限

制权利要求书中所详细描述的本发明。

[0050] 实施例1：疫苗制剂MUC1‑LTA

[0051] 1.1合成疫苗制剂

[0052] 各组分如下：

[0053] 组分(a)：Th‑MUC1(Tn)或MUC1；

[0054] 组分(b)：双功能戊二酸酯；

[0055] 组分(c)：LTA；

[0056] MUC1抗原通过双功能戊二酸酯法与LTA结合，这是我们先前项目中(Journal  of 
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Carbohydrate  Chemistry,2017,36,NOS.4‑6,205‑219)常用的一种成熟方法，不影响结合

物的免疫特性。

[0057] 图1为化合物1和2的合成反应过程。

[0058] 将组分(a)(选择化合物5Th‑MUC1(Tn)或化合物6MUC1)(2mg)溶解于二甲基甲酰胺

DMF(0.5mL)中并添加戊二酸二琥珀酰亚胺酯(化合物5或6的15倍当量)。反应在室温下温和

搅拌12h，然后在真空下蒸馏出大部分溶剂。用9体积的乙酸乙酯EtOAc沉淀，将活化的低聚

糖从试剂中分离出来，用EtOAc洗涤沉淀10次，真空干燥得到化合物3或4。3或4经简单纯化

后，与LTA在PBS缓冲液中混合生成共轭物即化合物1和化合物2，经离心过滤装置纯化去除

游离粘蛋白。由于LTA易在酸性或碱性条件下水解，因此在生物结合过程的所有阶段都需要

严格控制溶液pH值在7.4附近。

[0059] 通过UV/Vis测定了这些结合物中肽段的负载量。肽段在220nm处具有最大吸收率，

用于测定结合物中肽的负载量。根据Th‑MUC1(Tn)和MUC1绘制的标准曲线(图2)，计算出Th‑

MUC1(Tn)‑LTA和MUC1‑LTA的肽载量分别为3.4％和10％，说明偶联反应是成功的，抗原载量

水平符合预期。

[0060] 首先，为了确定LTA偶联后作为激动剂的功能是否受到影响，我们分析了化合物1

和化合物2产生的白细胞介素‑6(IL‑6)和干扰素‑γ(IFN‑γ)的表达水平。IL‑6是一种2型

(Th2样)细胞因子，在先天性和适应性免疫中都发挥作用，介导B细胞和T细胞反应的多个方

面，并促进抗体生成和体液免疫。IFN‑γ是一种具有重要免疫调节特性的1型(Th1样)细胞

因子，包括淋巴细胞的增殖和分化，NK细胞活性的提高和抗原提呈的增加。如图3A和3B所

示，LTA组培养液中IFN‑γ和IL‑6的表达水平高于其他组。虽然Th‑MUC1(Tn)‑LTA组没有LTA

组高，但仍保持了80％的能力。这表明LTA在偶联后作为激动剂的功能没有受到太大的影

响。

[0061] 1.2免疫疗效评估

[0062] 我们通过对小鼠进行免疫评估来评估两组LTA偶联结合物的疗效，分别为Th‑MUC1

(Tn)‑LTA(1)和MUC1‑LTA(2)。用MUC1‑LTA(2)免疫5只C57BL/6小鼠，另一组小鼠用Th‑MUC1

(Tn)‑LTA(1)免疫，分别于第0、14、21、28天免疫4次，第35天采集小鼠血清，制备抗血清，用

于ELISA抗体效价分析。同时设置了对照组，用MUC1(化合物6)混合LTA(未共价连接)对小鼠

进行免疫，免疫方式同实验组。

[0063] 酶联免疫吸附试验采用标准方法，以化合物5和6为捕获抗原，检测肽半抗原特异

性抗体。PBS稀释(1:1000)碱性磷酸酶(AP)连锁山羊抗小鼠IgG，IgM抗体分别用于检测总抗

体、总IgG抗体和IgM抗体。抗体滴度被定义为血清稀释数，在405nm波长处光密度(OD)值达

到0.20。每个ELISA试验重复3次，以获得平均效价。

[0064] 酶联免疫吸附试验方案：每孔ELISA平板用100μl含有肽5或6(20μg/ml)铺板液

(0.1M碳酸氢盐，pH  9.6)在4℃下处理过夜，然后在37℃下处理1h，然后用含有0.05％吐温‑

20(PBST)的磷酸盐缓冲盐水(PBS)洗涤3次，并用封闭缓冲液(牛血清白蛋白PBS溶液，1％)

在r.t.中放置1小时。在用PBST洗涤3次后，将混合或单独的小鼠抗血清(PBS中按1:300至1:

656100的连续半对数稀释)添加到ELISA板(100μL/孔)，然后在37℃下孵育2h。然后用PBST

清洗三次。随后，分别用碱性磷酸酶(AP)连接的山羊抗鼠IgG或IgM抗体(100μL/孔)的1:

2500稀释溶液再进行孵育1小时。最后，用PBST洗涤这些板，并用100μL对硝基苯磷酸盐

说　明　书 6/9 页

10

CN 112603996 A

10



(PNPP)溶液(1.67mg/mL)在室温下显影30分钟，然后在415nm波长下使用iMark微孔板阅读

器进行比色读数。根据抗血清稀释值的对数标度绘制光密度(OD)值，得到最佳拟合线。用拟

合方程计算，当OD为0.2时所对应的稀释度，即为抗体效价。

[0065] 以化合物5和6为包被抗原分别检测Th‑MUC1(Tn)特异性抗体和MUC1特异性抗体的

ELISA结果表明，化合物1和2均可诱导抗原特异性IgG抗体。尤其是在第35天，接种Th‑MUC1

(Tn)‑LTA的小鼠产生的IgG抗体滴度明显提高，约23000，是MUC1‑LTA组(IgG抗体滴度约

2000)的11倍(图4A)，而在对照组小鼠(用化合物6混合LTA作为免疫制剂)血清中未检测出

MUC1特异性抗体。这一结果清楚地表明，在TLR2配体和辅助性T细胞表位的存在下，基于

MUC1的三组分糖肽疫苗可以诱导高IgG抗体滴度。对产生的抗体的同型和亚型的进一步分

析表明，IgG1是主要的亚型(图4B)。高水平的IgG1意味着Th2反应。

[0066] 1.3抗MUC1抗体的活性评估

[0067] 进一步研究了这些抗MUC1抗体的活性，以确定它们对肿瘤细胞结合的影响。将

MUC1阳性的MCF‑7人乳腺肿瘤细胞(MUC1阳性)与不同免疫组的抗血清共孵育，用荧光流式

细胞分选法(FACS)监测细胞表面反应性，测定与抗体结合的细胞数量。与MUC1‑LTA诱导的

抗MUC1抗体相比，Th‑MUC1(Tn)‑LTA结合物诱导的抗MUC1抗体与MCF‑7呈较显著的阳性反应

(图4C和4D)。

[0068] 用ELISA法检测血清中白细胞介素‑6(IL‑6)和干扰素‑γ(IFN‑g)的表达水平，以

进一步探讨人工合成疫苗的免疫激活作用。如图5A和5B所示，用Th‑MUC1(Tn)‑LTA结合物免

疫的小鼠表现出最高的表达水平，与那些未免疫血清相比，IFN‑γ和IL‑6增加了大约3倍。

以上结果表明，Th2细胞的活化可促进B细胞的成熟和分化，并使抗体同源型转变为IgG。这

与先前的同型ELISA结果一致。IFN‑γ升高表明细胞毒性T细胞和巨噬细胞活化。综上所述，

候选疫苗Th‑MUC1(Tn)‑LTA(化合物1)和MUC1‑LTA(化合物2)介导了T细胞依赖性免疫应答。

[0069] 我们还检测了抗体介导的CDC的活性。为此，MCF‑7细胞首先与Th‑MUC1(Tn)‑LTA和

MUC1‑LTA免疫小鼠的血清以1/100的稀释度孵育1小时，然后用1:200稀释的兔血清在37度

孵育4小时，然后用市售CCK8试剂盒测定细胞裂解。如图6所示，Th‑MUC1(Tn)‑LTA免疫小鼠

的血清比MUC1‑LTA免疫小鼠的血清和抗MUC1‑IgG抗体显示出更好的CDC疗效。

[0070] 综上所述，自佐剂疫苗候选物Th‑MUC1(Tn)‑LTA诱导了强烈的IgG抗体反应。此外，

在接种Th‑MUC1(Tn)‑LTA结合物的小鼠血清中发现了高水平的IL‑6和IFN‑γ。本发明证实，

LTA是一种很有前途的载体和免疫激活剂，可以提高肽抗原的稳定性和免疫原性，为新型抗

癌疫苗的研制提供了新的途径。

[0071] 实施例2：疫苗制剂LTAsTn

[0072] 2.1合成疫苗制剂

[0073] 各组分如下：

[0074] 组分(a+b)：化合物7(合成方法参考先前项目，Org.Biomol.Chem.,2014,12,3238，

DOI:10.1039/c4ob00390j)
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[0075]

[0076] 组分(c)：LTA；

[0077] 按图7所示进行化学反应偶联，组分(a+b)(选择化合物7)与LTA在PBS缓冲液中混

合生成共轭化合物8(LTA‑sTn)，经离心过滤装置纯化去除游离化合物7。所得化合物8经过

核磁鉴定，证明成功与LTA进行共价键偶联(图8)。通过核磁H谱积分面积的计算，一个LTA分

子上平均连有8个sTn残基，符合我们的预期，且适合用于体内体外免疫实验。

[0078] 2.2免疫疗效评估

[0079] 免疫小鼠进行评估LTA‑sTn的免疫效果。用LTA‑sTn免疫5只C57BL/6小鼠，分别于

第0、14、21、28天免疫4次，第35天采集小鼠血清，制备抗血清，用于ELISA抗体效价分析。

[0080] 酶联免疫吸附试验采用标准方法，以sTn‑HSA偶联物为捕获抗原，检测sTn特异性

抗体。PBS稀释(1:1000)碱性磷酸酶(AP)连锁山羊抗小鼠IgG，IgM抗体分别用于检测总抗

体、总IgG抗体和IgM抗体。抗体滴度被定义为血清稀释数，在405nm波长处光密度(OD)值达

到0.20。每个ELISA试验重复3次，以获得平均效价。

[0081] 酶联免疫吸附试验方案：每孔ELISA平板用100μl含有2μg的sTn‑HSA的铺板液

(0.1M碳酸氢盐，pH  9.6)在4℃下处理过夜，然后在37℃下处理1h，然后用含有0.05％吐温‑

20(PBST)的磷酸盐缓冲盐水(PBS)洗涤3次，并用封闭缓冲液(牛血清白蛋白PBS溶液，1％)

在r.t.中放置1小时。在用PBST洗涤3次后，将混合或单独的小鼠抗血清(PBS中按1:300至1:

656100的连续半对数稀释)添加到ELISA板(100μL/孔)，然后在37℃下孵育2h。然后用PBST

清洗三次。随后，分别用碱性磷酸酶(AP)连接的山羊抗鼠IgG或IgM抗体(100μL/孔)的1:

2500稀释溶液再进行孵育1小时。最后，用PBST洗涤这些板，并用100μL对硝基苯磷酸盐

(PNPP)溶液(1.67mg/mL)在室温下显影30分钟，然后在415nm波长下使用iMark微孔板阅读

器进行比色读数。根据抗血清稀释值的对数标度绘制光密度(OD)值，得到最佳拟合线。用拟

合方程计算，当OD为0.2时所对应的稀释度，即为抗体效价。

[0082] ELISA结果显示，化合物LTA‑sTn所引起的抗体滴度(第35天总滴度为6155)显著高

于未偶联的sTn混合LTA的组(第35天总滴度为32)(图9(A))，且LTA‑sTn能够激起高滴度的

IgG抗体(其中，IgG1抗体滴度为9438，IgG3抗体滴度为4631)，说明LTA具有强烈的免疫刺激

能力，且有一定的T细胞免疫反应的参与(图9(B))。

[0083] 对LTA‑sTn溶于PBS的溶液进行动态光散色和zeta电位的表征，发现，LTA‑sTn在

PBS的溶液中，直径约为143.5nm，zeta电位约为‑28.6mV。说明LTA‑sTn在PBS水溶液中，是以

胶束或脂质体的形式存在。

[0084] 以上实施例1、2中所使用的连接单元还可以选择自以下结构：
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[0085]

[0086] 其中，m1‑m6、n1‑n7、p1、p2和q1各自独立地为0‑60中的任意一个整数，X1‑X7、Y3、Y6、

Y7、Y9、Y10各自独立地选自‑CH2‑、‑NH‑、‑O‑或‑S‑。

[0087] 以上结构因具有化学合成和生物学共性，因此适合于组分a和/c共价连接。

[0088] 以上所述仅是本发明的优选实施方式，应当指出：对于本技术领域的普通技术人

员来说，在不脱离本发明原理的前提下，还可以做出若干改进和润饰，这些改进和润饰也应

视为本发明的保护范围。
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