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摘   要：肺炎链球菌疫苗在防御由肺炎链球菌引发的各类侵袭性与非侵袭性疾病中扮演着不可或

缺的角色，荚膜多糖作为关键抗原成分，杂质残留直接造成了肺炎多糖疫苗以及多糖结合疫苗在

临床使用中的不良反应。随着全球对涵盖广泛血清型的高价肺炎链球菌疫苗需求的持续增长，研

发高效、高纯度且可大规模生产的荚膜多糖抗原技术愈发显得紧迫且至关重要。荚膜多糖的质量

属性受到多维度因素的交互影响，涵盖了病原菌株的选择、培养基配方、发酵过程调控以及纯化

技术等诸多环节。遵循质量源于设计(quality by design, QbD)的质量管理理念与工艺开发路径，本

文系统性总结了从上游菌株筛选优化、精细化发酵工艺设计，直到下游纯化技术的全过程的知识

与经验，旨在为构建和完善荚膜多糖生产工艺体系提供理论指导与实践策略。 
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Abstract: The pneumococcal vaccines play an indispensable role in defending against various 
invasive and non-invasive diseases caused by Streptococcus pneumoniae. The capsular 
polysaccharide is a key antigen, while the impurity residues in the capsular polysaccharide cause 
side effects of pneumococcal polysaccharide vaccines and conjugate vaccines. As the global 
demand for high-valent pneumococcal vaccines covering a wide range of serotypes keeps 
increasing, it is urgent and crucial to develop efficient and scalable production technologies for 
high-purity capsular polysaccharide antigens. The safety and quality attributes of capsular 
polysaccharide are influenced by multiple factors encompassing the selection of pathogen strains, 
formulation of culture media, control of fermentation processes, and purification technologies. 
Following the concept of Quality by Design (QbD) and the process development path, this article 
systematically summarizes the knowledge and experience throughout the entire process ranging 
from upstream strain screening and optimization, refined fermentation process design, to 
downstream purification, aiming to provide comprehensive and in-depth theoretical guidance and 
practical strategies for building and improving the production system of capsular polysaccharide.  
Keywords: pneumococcal vaccine; capsular polysaccharide; antigen; quality; impurities 
 
 

肺炎链球菌(Streptococcus pneumoniae)由巴

斯德于 1881 年发现，是一种常见的定殖于呼吸

道及口腔的革兰氏阳性球菌，形态呈成对排列

的矛头状，根据荚膜多糖化学组成可分为超过

100 种血清型[1-2]，约 30 种具致病性，尤其在学龄

前儿童(20%−60%)和军事设施居民(50%−60%)中
广泛定殖[3-4]。肺炎链球菌在机体免疫力下降、

遭遇其他感染或体质虚弱时可由定殖转化为致

病，引发包括肺炎、菌血症、脑膜炎在内的肺炎

链球菌侵袭性疾病(invasive pneumococcal disease, 
IPD)及非侵袭性疾病(non-invasive pneumococcal 
disease, NIPD)。据世界卫生组织(World Health 

Organization, WHO)数据显示，肺炎链球菌感染

是全球儿童和老年人致病、住院和死亡的重要

原因，尤其在 5 岁以下儿童死亡病例中占比显

著 [5-6]。肺炎链球菌性疾病治疗首选抗菌药，

但耐药性问题日益严峻。美国疾病控制与预

防中心数据显示，超 30%肺炎链球菌分离株

对抗生素耐药 [5]。我国耐药问题也突出，多重

耐药率高达 83.3%[6]。因此，肺炎链球菌疫苗在

预防感染中作用凸显，医学界再次关注疫苗

研发[7-12]。 
肺炎链球菌的致病因子包括荚膜多糖

(capsular polysaccharide, CPS)、溶血素和表面蛋
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白[13]，其中荚膜多糖是关键的致病因子，对于

肺炎链球菌在体内的生存至关重要[14-15]，同时

其作为抗原能够刺激宿主产生保护性抗体，因

此是开发疫苗的理想抗原[16-17]。肺炎链球菌疫

苗主要有 2 条技术路线，分别为多糖疫苗和多

糖蛋白结合疫苗，两者均离不开肺炎链球菌荚

膜多糖的制备。随着肺炎链球菌疫苗价次的攀

升，纯化后多糖中蛋白与核酸杂质累积增多，

为降低疫苗中残留蛋白与核酸总量，需优化发

酵与纯化工艺，减少单个血清型中杂质含量，

进而降低高价次疫苗中的总杂质残留，提升疫

苗安全性并减少副反应，这是当前疫苗研发中

的重要挑战与研究方向[18-19]。深入了解肺炎链

球菌荚膜多糖制备过程中影响多糖抗原质量的

关键因素并总结制备技术的知识，有助于指导

更高价次肺炎链球菌疫苗的开发，为提高肺炎

链球菌疫苗的安全性提供新思路。 

1  肺炎链球菌荚膜多糖抗原的

主要杂质 
在制备肺炎链球菌多糖疫苗或结合疫苗

时，选定血清型的肺炎链球菌通过发酵以产生

多糖。发酵后期添加杀菌剂引发细胞裂解，收

集溶解产物中的多糖，经过纯化后制备疫苗产

品。然而，此工艺产生的杂质包括蛋白质、核

酸、细胞碎片和培养基残余组分，可能对疫苗

质量(尤其是安全性)产生影响。按照目前的监管

要求，对于肺炎链球菌疫苗安全性相关的质量

控制指标包括残留蛋白质、残留核酸、细胞壁

多糖(cell wall polysaccharide, CWPS)、致热源物

质和纯化相关化学试剂的含量控制等[18-22]。 
1.1  蛋白质 

残余的细菌蛋白质可能引发过敏反应，特

别是对于具有高度免疫原性的蛋白质。严格控

制疫苗中的蛋白质残留能减少过敏风险，确保

疫苗使用的安全性。《中华人民共和国药典: 三
部》(2020 版，以下简称中国药典)中对于不同单

型多糖原液中蛋白质残留的限量差距显著，其

中 1、2、6B、8、9N、9V、11F、17F、19A、

20、22、23F 型蛋白质残留应≤2%；33F 型蛋白

质残留应≤2.5%；4、11A、12F、15B、18C、

19F 型蛋白质残留应≤3%；3、7F、14 型蛋白质

残留应≤5%；10A 型蛋白质残留应≤7%，而 5 型

蛋白质残留应≤7.5%[23]。 

1.2  核酸 
外来核酸可能存在潜在的转染风险，即被

人体细胞吸收后可能导致基因表达变化，尽管

这种风险在多糖疫苗中较低，但仍需按照监管

要求严格控制，以消除潜在的安全隐患。同时

核酸残留也是评估疫苗纯度的一个重要指标。

全球各地的药监机构对疫苗中的核酸杂质都有

严格的质量控制标准，如中国药典规定 23 价肺

炎链球菌多糖疫苗的中单型多糖原液的核酸残

留至少≤2%[23]。 
1.3  CWPS 

在肺炎链球菌的细胞壁中，细胞壁多糖

(CWPS)与荚膜多糖(CPS)共存，是 CPS 纯化过

程中常见的污染物[24]。CWPS 是一种带负电荷

的保守结构分子，能引起炎症反应，而且其抗

体虽效价高但不具保护性[25-28]。CWPS 的存在可

能导致疫苗副反应及低应答[29-33]，因此需将其与

CPS 分离。核磁共振(nuclear magnetic resonance 
spectroscopy, NMR)氢谱可用于定性和定量检测

多糖中的 CWPS 成分，以优化纯化方法。 

1.4  致热源物质和纯化相关化学试剂 
在追求疫苗的安全性和稳定性时，细菌传

代和发酵过程中使用的培养基成分至关重要。

为了减少潜在风险，应尽量减少培养基中动  
物源性成分和高分子多聚糖的使用。动物源性

成分可能带来未知的污染物和病原体，而高分
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子多聚糖可能干扰多糖的纯化过程，影响疫苗

质量[21]。 

2  发酵工艺 
肺炎链球菌属于兼性厌氧菌，是一种对营养

要求非常挑剔的细菌，需要在厌氧条件以及复杂

成分的培养基中才能得到良好的生长，其发酵培

养是一个影响因素非常复杂的系统，主要影响因

素涉及荚膜多糖的生物合成机制、菌种特性、培

养基成分(碳源、氮源、维生素、无机盐等)、发

酵工艺(发酵 pH、溶氧、发酵温度、通气与搅拌

等)、发酵模式(补料或流加等)[34-37]。 

2.1  发酵培养基 
肺炎链球菌是一种营养苛刻型微生物，对

发酵培养基的营养成分有着非常高的要求，因

此用于肺炎链球菌培养的培养基组成至关重

要，其对于肺炎链球菌的生长以及多糖等抗原

成分的合成都有关键的影响。 
应用于生产肺炎链球菌多糖的培养基应该

满足以下标准：(1) 不包含血清成分；(2) 无动

物源成分；(3) 能够为大规模生产提供高产和高

纯度的多糖；(4) 不造成下游提取纯化的困难。 
在遵循现行药品生产管理规范(current good 

manufacture practices, cGMP)的前提下，肺炎链

球菌培养基的开发着重于创建无血清和无动物

源成分的化学成分确定的培养基，以确保高度

可重复性并优化营养需求控制的发酵过程[38-40]。 
2.1.1  无动物源成分培养基 

无动物源成分培养基的开发和应用对于

提高生物制品的安全性、质量和监管便捷性

具有重要意义。无动物源性的植物大豆蛋白

胨和酵母粉是一类良好的培养基混合氮源，

已有多项研究表明大豆蛋白胨和酵母粉制备的

无动物源性培养基能有效提高肺炎链球菌的

生长和荚膜多糖的合成。 

在 Jain 等[41]的专利中提出了一种针对肺炎

链球菌的新型发酵培养基，该培养基不含有血

清和动物源成分，主要组分包括葡萄糖、大豆

蛋白胨、酵母提取物以及多种氨基酸和无机

盐，例如 L-谷氨酰胺、L-天冬酰胺、硫乙醇酸、

氯化胆碱、磷酸氢二钾、碳酸钠、硫酸亚铁、硫

酸镁、硫酸锰和硫酸锌[41]。该培养基避免了因血

清和动物源成分可能带来的污染风险，并简化了

下游处理过程。此外，该培养基成本效益高，支

持肺炎链球菌大量产生多糖[41]。 
德赛等[42]在其专利中描述了一种专门用于

细菌细胞培养生产多糖的培养基和发酵方法，

该培养基是一个复合型培养基，包括植物水解

产品(如大豆水解物)、酵母提取物以及多样化

的碳源。植物水解产物是从多个供应商处获

得的大豆蛋白胨，而酵母提取物可以是酵母

自溶物、超滤后的酵母提取物或合成的酵母

提取物 [42]。碳源涵盖广泛的糖类，包括葡萄

糖、甘露糖醇(右旋糖)、乳糖、蔗糖、果糖、

半乳糖、棉子糖、木糖和甘露糖等[42]。此外，

该培养基还添加了磷酸盐、氨基酸、维生素和无

机盐等成分。通过实验验证，这种含有特定植物水

解产物、酵母提取物和多种碳源的培养基被证明非

常有助于促进细菌细胞生长和高效生产多糖[42]。 
黄放等[43]通过使用无动物源性培养基对高

产糖 1 型肺炎链球菌进行筛选，发现由大豆蛋

白胨和酵母粉作为复合氮源制备的无动物源性

培养基显著促进了肺炎链球菌的生长及其多糖

产量。在经过这种无动物源成分培养基筛选的

菌种在发酵罐中的培养结果显示，其产糖量可

达到 960 mg/L，相较于使用动物源性培养基的

筛选前产量提高了大约 8 倍[43]。同时，为了保

留培养基中的营养成分，优化了灭菌方法，采

用除菌过滤处理取代传统的高压灭菌步骤，这

样的改进更有利于细菌的发酵培养[43]。 
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2.1.2  化学成分确定培养基 
理想情况下，培养基应只包含基本成分，

并且批次间具有高度的可重复性。化学成分确

定的培养基在本质上比复杂的培养基更具可重

复性以及安全性。 
德赛等[42]的专利描述了一种用于肺炎链球

菌多糖生产的无血清培养基，该培养基为化学

成分确定的培养基，不含动物来源组分，并且

全部成分具有明确的化学结构，这种培养基总

氨基酸浓度超过 50 mmol/L，能够促进细胞生

长和多糖生产。发明人还改良了这种培养基，

命名为“改良的 AS3”，它支持不同血清型肺炎

链球菌的生长和多糖合成，与基于大豆水解产

物的复合培养基相比，能实现更高密度的细胞

生长，而多糖产量则相似[42]。 
Texeira 等[38]开发了一种针对血清型 1 肺炎

链球菌优化的化学成分确定的培养基，以提高

细菌的生长密度和多糖产量。与 TSB 培养基相

比，这种化学成分确定的培养基表现出更好的

生长支持和更高的产量，同时提供了更高的可

重复性[38]。此外，使用这种培养基结合连续培

养技术还能简化下游处理过程[44]。 
McFarland 等 [45]的研究表明，在肺炎链球

菌发酵培养基中，通过增加锰(Mn)与锌(Zn)的
比 例 可 以 直 接 激 活 磷 酸 葡 萄 糖 变 位 酶

(phosphoglucomutase, Pgm)，从而增加荚膜多糖

的产量；Pgm 是在糖酵解和荚膜多糖生物合成

途径的分支点上独立于转录调控发挥作用的

酶。此外，研究还发现，即使在锰浓度较高的

条件下，CPS 生物合成途径中的另一种蛋白

CpsB (一种锰依赖性磷酸酶)也不会异常地去磷

酸化其目标分子荚膜酪氨酸激酶 CpsD[45]。 

2.2  发酵工艺 
发酵工艺的优化需要平衡肺炎链球菌的生

长以及荚膜多糖的合成。肺炎链球菌发酵工艺

中的荚膜多糖产量与菌体浓度并不简单地成正

比关系，文献资料表明，细菌荚膜多糖的产生

往往在培养条件并非最优的条件下获得，比如

稍低的 pH、稍低的温度等[39-40,46-48]。 
Henriques 等 [47] 采用中心复合设计 (face 

centered central composite design，FCCCD)，研

究了温度、pH 值、搅拌速度等工艺变量对多糖

合成的影响，利用响应面优化计算这些工艺变

量的最优组合值，结果表明，培养温度 37 ℃、

培养 pH 7.0、搅拌速度保持在 1 300 r/min 能够提

供最高的荚膜多糖的产量。同时数据表明，虽

然生物量的提高和葡萄糖摄取几乎不受温度的

影响，但荚膜多糖的产量差异显著[47]。此外，

有利于细菌生长的条件并不总是有利于多糖的

合成，温度对多糖合成的影响可能与参与荚膜多

糖生物合成的一些酶的调节活性有关，温度调节

了一些参与荚膜多糖生物合成的酶的活性[47]。因

此，通过工艺优化寻找到最有利于荚膜多糖合

成的工艺条件的组合，能够有效地提高肺炎链

球菌荚膜多糖的厚度[47]。 
研究表明，灌注发酵能够将培养物通过灌注

系统进行循环，除去用完的培养基和废物产物，

并通过引入新鲜培养基来维持培养体积，灌注发

酵能够极大地提升肺炎链球菌的生长密度，同时

能够有效地去除发酵体系中的副产物杂质，

OD600 可以达到 30，相应的多糖产量可以达到  
2.2 g/L[42]。然而，由于灌注发酵的操作复杂，而

且耗材成本较高，因此在实际的生产工艺中经常

使用分批发酵(batch)或补料分批发酵(fed-batch)这
2 种模式。维纳亚克等[49]通过一系列的工艺优

化，使14型肺炎链球菌荚膜多糖的分批发酵产量

为 450 mg/L，补料分批发酵可达 1 100 mg/L。 

3  杀菌工艺 
当肺炎链球菌发酵至对数期末端或平台
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期，需要通过加入杀菌剂或裂解剂以灭活和裂

解菌体，从而释放出荚膜多糖，再经过适宜的

纯化工艺获得精制多糖。选择适宜的杀菌剂并

控制其残留及其他杂质，是影响肺炎链球菌多

糖抗原质量的重要因素之一。 

3.1  杀菌剂 
目前主流杀菌工艺是通过添加脱氧胆酸钠

(sodium deoxycholate, DOC)诱导裂解，然后收获

发酵裂解物，用于荚膜多糖的回收和纯化[50-52]。 
Gonçalves 等[40,53]的研究中调整发酵平台期

的培养气体环境，将完全厌氧的氮气环境改变

为空气环境，并且通过免疫电子显微镜观察培

养气体环境变化后菌体荚膜的状态(图 1)，结果

发现随着培养气体环境的变化，荚膜表面多糖

大量脱落，伴随着大量的可溶性多糖进入发酵

上清液。基于这一发现，他们提出通过仅提取

发酵上清液中的荚膜多糖而不是裂解所有菌

体，可以显著降低纯化过程的复杂性[40,53]。 
马利等[54]在其专利中提出了一种制备免疫

原性组合物的方法，该方法使用 β-丙内酯

(β-propiolactone, BPL)对肺炎链球菌细胞进行灭

活。BPL 能够有效地释放肺炎链球菌表面的可

溶性多糖以及其他保护性免疫原分子，同时使

细胞部分裂解，这样最大化地暴露了肺炎链球

菌荚膜下的抗原，同时保持了肺炎链球菌细胞

的整体结构[54]。此外，BPL 易水解，而且产物

无毒无害，无需专门的去除步骤[54]。 
Zanardo等[44]采用了硫柳汞来灭活细菌，并

通过过滤的方式去除了完整的肺炎链球菌菌

体。这种方法避免了使用表面活性剂破坏细胞

膜，从而防止了大量细胞内污染物的释放，这

些污染物可能会使得纯化过程变得更加困难。 
李跃龙等[55]提出了一种新的肺炎链球菌荚

膜多糖的制备方法，使用甲醛以及 BPL 处理肺

炎链球菌发酵培养物，可在避免裂解菌体的情

况下达到灭活菌体并有效释放荚膜多糖的效

果，阻止了菌体裂解后胞内蛋白质、核酸等杂

质的大量释放，尤其经过 BPL 处理后，获得了较

高的多糖收率，可采用简化的下游纯化工艺进行

肺炎荚膜多糖的纯化，能够高效率地完成对杂质

的去除，各项质量参数符合中国药典的要求。 

3.2  杀菌剂的残留 
在主流的肺炎荚膜多糖生产过程中，通常需

要添加脱氧胆酸钠溶液来裂解菌体，释放其表面 

 

 
 

图 1  肺炎链球菌荚膜免疫电镜图[53] 
Figure 1  Immunoelectron microscopy of pneumococcal capsules[53]. A: After 4 h of cultivation, exponential 
phase under nitrogen. B: After 12 h of cultivation, stationary phase under nitrogen. C: After 12 h of cultivation, 
stationary phase under air, after anaerobic growth (size bar=1.0 μm). 
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的荚膜多糖。然而，这种方法不仅给后续的纯

化过程带来困难，还可能导致脱氧胆酸钠残

留，以及潜在的动物病原体或其他有害物质的

存在，这可能会引起严重的副作用。 
硫柳汞是一种含汞的有机化合物，长期以

来一直被广泛用作生物制品及药物制剂(包括许

多疫苗的防腐剂)，以预防有害微生物污染所

致的潜在危害。在生物制品的历史中，硫柳汞

这样的防腐剂的应用已具有 60 多年的历史，

用作杀菌剂，即使有微量残留，也不会造成大

的安全性风险。 
甲醛以及 BPL 可在保持菌体完整性的情况

下达到灭活的效果，避免了菌体裂解后胞内蛋

白核酸等杂质的大量释放，从而降低了后续下

游纯化工作的难度；甲醛与 BPL 属于小分子物

质，可轻易地通过超滤去除，此外，BPL 易水

解，而且水解产物无毒无害，可不必担心在成

品疫苗中的残留[56]。 

4  纯化工艺 
由于肺炎链球菌荚膜多糖结构的复杂性和

较差的稳定性[57-58]，选择合适的分离和除杂方

法至关重要。纯化工艺通常包括多个步骤，如

深层过滤、有机溶剂处理、酶处理、层析以及

膜分离等。这些步骤往往昂贵、劳动密集且技

术要求高。在整个纯化过程中，残留蛋白水平

是一个主要问题，因为蛋白质的物理和化学性

质使得其难以彻底去除。 
传统的肺炎链球菌荚膜多糖纯化工艺主要有

以下 2 种方法。 (1) 十六烷基三甲基溴化铵

(cetyltriethylammoniumbromide, CTAB)沉淀法：

此方法通过添加 CTAB 来沉淀多糖和核酸，从而

将它们与杂质分离。之后，使用柱层析技术进一

步纯化多糖。这种方法对于带有电荷的多糖效果

较好，但对于中性肺炎链球菌多糖，CTAB 无法

有效沉淀，因此需要依靠层析技术去除杂质，这

增加了成本。(2) 苯酚抽提法：这种方法利用苯

酚去除蛋白质和其他杂质。苯酚能够使蛋白质变

性并沉淀，从而可以从多糖中分离出来。然而，

苯酚对人体和环境都有危害，由于其具有较强的

腐蚀性，因此在操作过程中需要特别注意安全，

并且对苯酚在最终产品中的残留量有严格限制。 
这 2 种方法都存在不足之处，尤其是在处

理中性肺炎链球菌多糖时。因此，需要开发新

的纯化技术或改进现有方法，以实现更安全、

高效、环保的荚膜多糖纯化工艺。 
理想的荚膜多糖提取工艺应具有如下特  

征[18-20,22]：(1) 尽可能减少核酸、蛋白质、内毒

素等可以引起不良反应的杂质残留量；(2) 纯
化条件尽可能温和，不破坏多糖的结构、化学

基团含量和分子质量大小；(3) 纯化过程中使

用的试剂应无毒、无害；(4) 工艺流程简单，

回收率高，纯化工艺容易线性放大。 

4.1  沉淀法 
通过吸附或絮凝的方式沉淀杂质是一种重

要的沉淀除杂方式，如马图尔等 [59]通过在

15–60 ℃的温度下向多糖溶液中添加二氧化硅

悬浮液，使蛋白质杂质与二氧化硅结合，并通

过吸附聚集及离心或过滤步骤来分离这些杂

质，从而实现多糖的纯化。相关专利[60]提出使

用絮凝剂(例如明矾等)来沉淀细胞碎片、宿主

细胞蛋白和核酸，帮助下游澄清单元操作，数

据显示，在 pH 2.5–4.0 条件下及 1.5%−3.0%的

明矾浓度下，可以有效去除超过 90%的蛋白质

杂质。Macha 等 [61]则采用了磷酸铝和乙醇处

理，并通过离心、孵育、超滤和微滤等步骤将

多糖纯化，有效将多个血清型多糖的蛋白和核

酸杂质含量降至 1%以下。王立波等[62]利用酸沉

去除蛋白核酸，通过调节 pH 和添加 CaCl2 及乙

醇来收集多糖沉淀。Yuan 等[63]通过调节 pH 至
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3.5 左右沉淀蛋白质，并用活性炭过滤去除残留

蛋白。刘艳丽等[64-66]通过一系列研究，从使用

CTAB 的多次沉淀法到简化的脱氧胆酸钠和钙

盐两步沉淀法，再到最新的一步钙盐酸沉淀

法，逐步迭代优化了多糖纯化工艺，缩短了工

艺流程，并能够控制多糖的分子量。 
酸沉和乙醇沉淀配合使用除杂也是一条常

用的工艺路线，如 Seung-Jin 等[67]开发了一种简

化的纯化流程，通过调整 pH 至 4.5 并进行酸化

沉淀，随后用 50%−80%乙醇分离和透析以获

得纯化荚膜多糖。Cano 等 [68]公开了涉及一个

或两个醇沉淀反应的纯化荚膜多糖方法。李

小波等[69]建立了 14 型肺炎链球菌荚膜多糖的

酸沉淀法纯化工艺，优化氯化钙浓度、pH 值

和反应时间，并通过乙醇沉淀处理和冷冻干燥

收集精制多糖。 
其他基于沉淀法的工艺路线包括：Bahler

等[70]描述了肺炎链球菌血清型 3 多糖的纯化方

法，通过加热和低 pH 沉淀以去除杂质；Lee 等[71]

对传统荚膜多糖纯化工艺进行了优化，通过加

入酸沉淀的工艺以及优化了 CTAB 沉淀的参

数，实现了对血清型 5 荚膜多糖的杂质(蛋白

质、核酸和 CWPS)的进一步去除，优化后的工

艺同时也适用于其他 14 个型别的肺炎荚膜多糖

纯化。疫苗的酶联免疫吸附试验和调理吞噬试

验表明，改进纯化工艺制备的 CPS 制备的结合

疫苗具有更高的免疫原性[71]。 

4.2  层析法 
马图尔等[59]描述了一种肺炎链球菌多糖的

纯化方法，其中使用CaptoTM多模式阴离子交换

剂的色谱步骤来替换传统的苯酚萃取的有害步

骤。卡普雷等[72]描述了一种适用于肺炎链球菌

的荚膜多糖的纯化方法，该方法包括酶处理、

切向流过滤和疏水相互作用色谱法或混合模式

离子交换树脂色谱法的纯化步骤，从而避免了

使用有机溶剂(例如醇、酚)和超速离心设备。

Kapre等[73]提出一种不含醇和 CTAB的纯化肺炎

链球菌多糖的方法，该方法利用色谱法基于净

表面电荷差异来分离多糖的 C-Ps (PnPs)，过程

中不使用乙醇和 CTAB。金永杰等[74]描述了一

种肺炎链球菌荚膜多糖的制备方法，可使用乙

醇沉淀配合分子筛排阻层析技术对粗糖溶液进

行分离，从而获得精制多糖。 
Zanardo 等[44]提出可以使用 5%三氯乙酸和

乙醇沉淀配合阴离子交换色谱针对肺炎链球菌

14 型荚膜多糖进行纯化。Suárez 等[75]开发了一

种高效纯化肺炎链球菌荚膜多糖的方法，该方

法使用固定化大豆凝集素作为亲和吸附剂，利

用了凝集素对半乳糖和 N-乙酰-D-半乳糖胺的特

异性识别能力，这些单糖是 14 型肺炎链球菌荚

膜多糖重复单元中存在的半乳糖残基的一部

分，通过亲和层析可以有效地从其他组分中分

离出 14 型肺炎链球菌荚膜多糖，从而将杂质蛋

白的残留量降低至 0.15%或以下。 

4.3  酶解法 
酶解法在纯化多糖的过程中具有自身优

势，但同时也存在一些局限性：酶的制备和

使用成本相对较高，并且酶解效果受到酶的

种类、添加量、温度、pH、水解时间等多种

因素的影响，同时在纯化工艺中需要通过多

种方法去除外源酶。 
尽管存在一些挑战，酶解法仍然是一种非

常有前景的多糖纯化技术。任克明等[76]在多糖

的纯化过程使用脱氧胆酸钠进行酸化沉淀和核

酸酶处理来去除杂质。Gonçalves 等[77]描述了一

种针对 23F 型肺炎链球菌荚膜多糖的纯化流程，

采用乙醇沉淀配合酶处理(添加核酸酶和蛋白酶)
水解残留的蛋白质和核酸杂质，使得精制多糖

最终的蛋白质和核酸杂质残留质量分数分别为

1.5%和 0.3%。王见冬等[78]提出了酶催化反应配
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合超滤和层析的方法进行纯化，即使用蛋白酶

和核酸酶在特定的反应条件下将蛋白质和核酸

降解成小分子片段，通过超滤去除大分子杂

质，然后利用层析技术进一步纯化多糖。 

5  总结与展望 
肺炎链球菌疫苗在预防肺炎链球菌引起的

侵袭性以及非侵袭性疾病方面发挥着重要的作

用，随着肺炎链球菌耐药性的日趋严重，人类

需要开发高价次的肺炎链球菌疫苗以提高保护

效率。荚膜多糖作为肺炎链球菌最为有效的抗

原，是肺炎链球菌多糖疫苗以及多糖结合疫苗

中最为关键的抗原成分。通过优化肺炎链球菌

多糖制备的关键技术，从而提升各血清型的肺

炎链球菌荚膜多糖质量，能够从源头上控制疫

苗安全风险。 
疫苗的质量控制不仅仅取决于终产品的出

厂检验，应贯穿于整个疫苗的生产全过程控制[21]。

本文基于 QbD 质量管理与工艺开发的理念，结

合产品特性以及监管要求，系统地梳理了影响

肺炎链球菌多糖抗原安全性的主要杂质，进而

围绕这些关键质量属性(critical quality attributes, 
CQAs)，从肺炎链球菌荚膜多糖制备工艺的全

过程，识别并控制工艺开发的关键环节，总结

了已有的知识与经验。 
肺炎链球菌多糖制备技术发展至今约有90年

历史，总体来看我国肺炎链球菌多糖的制备技

术相比国际先进水平存在一定差距。为满足高

质量高价次肺炎链球菌疫苗开发需求、控制成

本及符合监管安全标准，肺炎链球菌荚膜多糖

的制备技术还在持续进行技术迭代。展望未

来，肺炎链球菌多糖制备工艺的发展可聚焦以

下关键技术(图 2)。 
(1) 培养基革新：国内生产商预计将逐步

淘汰动物源成分的传统培养基，转向采用无动

物源培养基或化学成分确定的培养基。这种转

变有望降低外源因子污染风险，提升产品的质

量稳定性，并符合国际安全标准。 

 

 
 

图 2  肺炎链球菌荚膜多糖制备技术工艺优化策略 
Figure 2  Optimization strategies for the manufacturing technology of Streptococcus pneumoniae capsular 
polysaccharide. 
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(2) 发酵工艺升级：分批发酵或补料分批

发酵技术将向更先进的灌注培养系统演变。通

过持续补充营养和移除废物，灌注系统将显著

提高菌体生长密度和多糖产量，从而提高生产

效率，并简化下游纯化工艺。 
(3) 杀菌技术进步：为减少杂质释放并提高

目标产物提取率，创新性的杀菌方法将成为研究

和实践的重点。N-月桂基肌氨酸钠 (N-lauryl 
sarcosine sodium, NLS)、高温酸碱处理、BPL 以

及机械方法等技术将被进一步探索和应用。 
(4) 纯化工艺优化：当前多步沉淀结合超

滤和层析的纯化流程将得到改进，以提高收率

和减少耗时。借鉴辉瑞公司(Pfizer Inc.)等厂家

的成功经验，简化工艺流程同时确保最终产品

质量满足中国药典标准，将是多糖纯化工艺优

化的主要目标。 
这些技术的创新和工艺改进不仅有助于提

升中国肺炎链球菌多糖制备技术的整体水平和

竞争力，还将促进产业可持续发展，保障疫苗供

应的稳定性和可及性。随着成本的降低和质量的

提升，肺炎疫苗将为全球公共卫生事业做出更大

的贡献，推动疾病预防和控制工作向前迈进。 
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