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摘要：肺炎链球菌表面覆盖着一层荚膜，由多糖组成，是肺炎链球菌关键的毒力因子和重要的抗原，

也是细菌分型的依据。强毒血清型的荚膜多糖被制成糖疫苗在抗感染方面发挥了巨大作用。荚膜多

糖结构复杂，经常被 O-乙酰化修饰，这些多变的化学修饰扮演着重要的生物学角色。本文对肺炎链

球菌荚膜多糖 O-乙酰化修饰的研究进展进行了介绍，包括荚膜多糖的遗传基础、合成途径和血清学

特征，荚膜多糖的 O-乙酰化修饰的化学结构及其相应的 O-乙酰基转移酶，O-乙酰化修饰的化学鉴定

和生物学功能。同时，我们也总结了多糖 O-乙酰化修饰在肺炎链球菌微进化中的作用和对糖疫苗的

影响，并对今后的研究进行了展望。本综述旨在为研究荚膜多糖的 O-乙酰化修饰的致病机制奠定基

础，也为糖疫苗的设计提供指导。 
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肺炎链球菌(Streptococcus pneumoniae)是人

类重要致病菌，能引起严重的侵袭性疾病(invasive 

pneumococcal disease，IPD)如菌血症性肺炎、化

脓性脑膜炎、脓胸、心包炎和腹膜炎等；也引起

非 侵 袭 性 疾 病 如 中 耳 炎 、 扁 桃 体 炎 和 鼻 窦 炎   

等 [1–2]。感染的高危人群包括 5 岁以下儿童、    

65 岁以上老人以及存在基础疾病的患者。据世界

卫生组织(WHO)估计，全球每年有超过 160 万人

死于肺炎链球菌感染，其中约 70–100 万为婴幼

儿[3]。在我国，5 岁以下儿童死亡的首要原因是

重症肺炎，其中侵袭性肺炎链球菌感染在重症肺

炎儿童中的比例高达 50%[4–5]。因此，肺炎链球

菌严重威胁人类的健康。肺炎链球菌通过空气传

播，首先在鼻咽部定植(colonization)，粘附在粘
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膜上逃避宿主免疫系统的攻击和粘液的清理，形

成生物膜(biofilm)并大量繁殖。在一定条件下，

如流感病毒感染时生物膜破裂，肺炎链球菌从

上呼吸道扩散到下呼吸道，到达肺泡表面并侵

入肺组织引起肺炎，继而扩散到血液中引起菌

血症和脓毒症，甚至穿过血脑屏障进入脑脊液

引起脑膜炎 [6–7]。  

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

白[8]，其中荚膜多糖是关键的致病因子[9]。覆盖

于细菌表面的荚膜多糖不仅可以保护细菌不被

鼻 腔 的 粘 液 清 除 ,在 营 养 缺 陷 时 延 长 细 菌 的 生  

存[10–11]，还可屏蔽细菌表面的结构，抑制补体、

免疫球蛋白和 C 反应蛋白的结合，保护细菌不被

中性粒细胞、巨噬细胞和抗体等攻击[12]。更为重

要的是，荚膜多糖作为抗原能够刺激宿主产生保

护性抗体[13–14]，因此强毒血清型的荚膜多糖被制

成糖疫苗在临床上广泛应用[15]。早在 1983 年实

施的 23 价荚膜多糖疫苗(PPV23)包括 23 个血清

型的荚膜多糖，能覆盖几乎 90%的肺炎链球菌引

起的感染，对成人起到很好的保护作用，但是对

儿童和老年人的免疫原性低。于是，2000 年实施

的 7 价多糖蛋白结合疫苗(PCV7)将 7 个血清型的

荚膜多糖偶联到蛋白载体上以增强疫苗的免疫

原性。疫苗实施 3 年，婴幼儿对这 7 个血清型引

起的感染下降了 94%[16]。但是随着 PCV7 的广泛

应用，出现了血清型替换(serotype replacement)

的问题 [17–18]，即非疫苗血清型的定植和致病增

多，在临床分离株中所占的比例明显上升，如抗

多种抗生素的血清型 19A，血清群 15 和 33 中的

血清型[19–20]。可能是 PCV7 疫苗带来的选择压力，

使非疫苗血清型得以逃避宿主免疫系统的识别

而成为新的临床流行株 [18]。随后，13 价疫苗

(PCV13)被研发，在 PCV7 的基础上加入新的感

染力强的血清型，以提高疫苗的效率。但是，血

清型替换仍然是影响疫苗效率的一个潜在挑战。 

1  荚膜多糖的血清学研究 

目 前 发 现 肺 炎 链 球 菌 有 100 个 血 清 型 

(serotype)[21–22]。每个血清型具有独一无二的荚膜

多糖结构和血清学特征以及稳定的遗传基础。血

清 型 可 通 过 细 菌 荚 膜 和 抗 血 清 的 肿 胀 反 应

(quellung reaction)来鉴定。抗血清是肺炎链球菌

免疫兔子得到的血清。由于荚膜多糖上不同的结

构都可以作为抗原表位(epitope)刺激机体产生不

同的抗体，所以抗血清是多克隆抗体。在血清学

研究中，与同一抗体有交叉反应的血清型被归为

一个血清群(serogroup)，表明它们的荚膜多糖中

有部分化学结构是相同的，也即拥有部分相同的

抗原表位。能特异识别抗原表位的抗体被称为抗

血清因子(factor serum)。血清型与多个抗血清因

子的 Quellung 反应的结果用抗原公式(antigenic 

formula)表 示 ， 反 映 了 该 血 清 型 的 血 清 学 特 征

(serological profile)。另外，单克隆抗体也被用于

鉴定血清型。美国阿拉巴马大学的 Moon H. Nahm

用单克隆抗体发现了血清群 6 和 11 中浮现的新

的血清型[22–27]。我们也发现血清型 10A 的 β1-6

连接的吡喃半乳糖支链可被单克隆抗体识别，失

去支链的血清型 10B 不与单克隆抗体反应[28]。因

此，单克隆抗体可以鉴定多糖结构十分相似而难

以用 Quellung 反应区分的血清型。此外，也可通

过分子分型(genotyping)的方法鉴定血清型，该方

法也有不足之处，因为我们发现血清型 42 中

wciG 基因的核苷酸序列是完整的，但是并没有产
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生相应的 O-乙酰基转移酶，多糖结构中也没有相

应的 O-乙酰化修饰，因此这个基因没有表达[29]。 

2  荚膜多糖的遗传基础、化学结构

和合成途径 

20 世纪 80–90 年代，随着遗传转化、荚膜替

换、DNA 杂交等方法的应用，人们发现合成荚膜

多糖的基因在基因组上成簇排列，都位于基因组

的 dexB 和 aliA 基因之间，被称为多糖合成位点

(cps locus)[30–34]。如图 1-A 所示，每个血清型的基

因簇都含有 4 个调控基因(wzg、wzh、wzd、wze)、

几个糖基转移酶基因、一个聚合酶基因(wzy)和一个

转位酶基因(wzx)；有的还含有合成酶基因用于合

成 荚 膜 多 糖 中 的 非 管 家 单 糖 (non-housekeeping 

sugar)，如血清型 1 基因簇的基因 ugd、gla 负责

合成 UDP-半乳糖醛酸(UDP-GalpA)，基因 rmlA、

rmlB、rmlC、rmlD 负责合成 dTDP-L-rhamnose；

有的还含有 O-乙酰基转移酶基因以及醇磷酸转

移酶基因用于修饰多糖。这些基因受共同的启动

子调控，但是每个基因都有各自的核糖体结合位

点，推测基因的翻译水平可能不同。管家单糖如

葡 萄 糖 (Glc) 、 半 乳 糖 (Gal) 、 N- 乙 酰 葡 萄 糖 胺

(GlcNAc)、N-乙酰半乳糖胺(GalNAc)、AAT-半乳

糖(AATGal)都是由基因组上的管家基因合成，不

需要多糖合成基因簇来合成。随着测序技术的迅

猛发展，2006 年 Sanger 研究所破译了 90 个血清

型的荚膜多糖合成序列，并用生物信息学方法对

每个基因做了注释[34]。据统计，有 2000 多个基

因负责这些多糖的合成，其中包括 342 个糖基转

移酶基因、78 个 O-乙酰基转移酶基因、69 个磷

酸转移酶基因、90 个聚合酶基因和 88 个转位酶

基因，还有一些合成酶基因以及功能未知的基 

因[28]。结合已知的多糖结构，这些酶的具体功能

被预测[35]；同时这些多糖合成位点被比较，血清

型之间的亲缘关系被分析[36]。这些研究为深入了

解肺炎链球菌荚膜多糖奠定了基础。多种多样的

酶是肺炎链球菌血清型多样性的分子基础，但是

鉴定这些酶的具体功能比如糖基转移酶的供体

糖、受体糖和连接键一直是个难点。我们通过糖

工程技术敲除或替换糖基转移酶基因，并解析遗

传改造后的多糖结构，最终鉴定了血清群 10 中

的糖基转移酶 WcrD 是将呋喃半乳糖(Galf)以 β1-3

糖苷键连接到双糖(GalNAcβ1-3Galα)上，而糖基转

移酶 WcrG 是将 Galf 以 β1-6 糖苷键连接到这个

双糖上[37]。通过检测不同多糖与抗血清因子的免

疫反应，我们首次阐明了血清群 10 中的所有糖

基转移酶负责合成的多糖结构及其对应的血清

学特征[28]。 

目前已经有 77 个血清型的荚膜多糖的化学

结构被报道[21,38–42]。它们是由 2–8 个单糖组成的

重复单位聚合而成的线性多糖。以血清型 1 的荚膜

多糖为例(图 1-B)，它的重复单位由 3 个单糖组成，

单糖之间通过不同的糖苷键连接，而且在半乳糖醛

酸(GalpA)的第 2、3 位碳原子上还有 30%的 O-乙

酰化修饰[21]。尽管多糖结构复杂，但是不同细菌

的多糖合成途径是保守的。2011 年，Janet Yother

总结了肺炎链球菌荚膜多糖的生物合成途径[43]。

除了结构最简单的血清型 3 和 37 是通过合成酶

依赖途径合成荚膜多糖外[44–45]，其他血清型的荚

膜多糖都是通过聚合酶(Wzy)依赖途径合成[34,43]。

如图 1-C 所示，该途径是在插入细胞膜内侧的十

一异戊烯醇磷酸(UndP)受体上开始合成，需要核

苷二磷酸-单糖(NDP-单糖)作为供体糖。首先，起 
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图 1.  肺炎链球菌血清型 1 的荚膜多糖合成基因簇(A)、荚膜多糖的化学结构(B)、Wzy 依赖的多糖合成途径(C) 

Figure 1.  The cps locus of Streptococcus pneumoniae serotype 1 and putative functions of the gene products 
(A); the chemical structure of Streptococcus pneumoniae serotype 1 capsular polysaccharide (CPS1) consisting 
of three sugars and O-acetylation (OAc) in the repeat unit (B); the putative biosynthesis steps for CPS1 via 
Wzy-dependent biosynthesis pathway (C). Synthesis begins with the transfer of AAT-Gal-1-phosphate to 
Undecaprenyl phosphate (UndP) acceptor , and the re① peat unit is sequentially assembled by 
glycosyltransferases  and ② O-acetylated by O-acetyltransferase . The completed unit is then translocated to ③

outside of membrane by Wzx  and polymerized by Wzy . Capsular polysaccharide is finally translocated to ④ ④

peptidoglycan by the protein complex .⑥  
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始的糖基转移酶将第一个 NDP-单糖中的 1-磷   

酸-单糖连接到 UndP 上合成十一异戊烯醇焦磷酸

(UndPP)-单糖。然后，在不同糖基转移酶的作用

下将其他单糖依次连接到 UndPP-单糖上合成寡

糖重复单位。重复单位中的每个单糖均需要一个

相应的糖基转移酶负责转移。有的单糖被 O-乙酰

化修饰(O-acetylation，O-Ac)，由细胞内的 O-乙

酰基转移酶负责合成，乙酰辅酶 A (Acetyl-CoA)

作为供体。随后，寡糖单位被跨膜的转位酶(Wzx)

翻转到细胞膜外侧，在聚合酶(Wzy)的作用下重

复单位被连接在一起形成线性多糖长链，同时释

放出 UndP 返回细胞内被循环利用。有的多糖的

O-乙酰化修饰发生在细胞膜外侧，由跨膜的 O-乙

酰基转移酶对荚膜多糖进行修饰。多糖的合成和

长度被基因簇 5′端的 4 个调控基因调控，删除任

何一个基因都会影响多糖的合成[8,46]，它们也组

成磷酸化系统参与转录后的调控，但是确切机制

还不清楚[47]。最后，多糖被跨膜蛋白复合物转运

到细胞壁肽聚糖上，类似于大肠杆菌荚膜多糖的

转运[48]。 

多糖的结构远比蛋白质及核酸的结构复杂，

多糖中单糖的连接顺序、单糖之间的连接键及连

接位点、支链结构、化学修饰等都导致多糖结构

多种多样，很难被鉴定。解析多糖的结构需要鉴

定几个参数，一是单糖的组成和数量，二是单糖

之间的连接顺序，三是单糖之间的糖苷键类型，

四是非糖类组成成分。最早多糖的结构只能用普

通的化学方法来鉴定。由于技术的限制，早期发

表的荚膜多糖的结构不完全准确，有的不能确定

O-乙酰化修饰的位点。直到 1965 年之后，随着

气相色谱(GC)、液相色谱(LC)、质谱(MS)和核磁

共振(NMR)等化学分析技术的发展，加快了多糖

结构的解析，也提高了被报道的结构的准确性。

其中，NMR 技术包括一维色谱如氢谱(1H)、碳谱

(13C)和磷谱(31P)，二维色谱如 COSY、TOCSY、

HMBC、HSQC、NOESY、ROESY 的结果是解析

多糖结构的关键所在。而单糖组成和单糖之间的

连接键可在多糖被降解成片段后用 GC 和 MS 分

析。我们通过 NMR 和 GC-MS 解析了血清型 10B、

10C、10F、35F、35C、39、42、47F 的荚膜多糖

的化学结构[28,37,49–50]，也解析了几个口腔链球菌

表面受体多糖的化学结构[51–52]。我们发现有的肺

炎链球菌的荚膜多糖和口腔链球菌的受体多糖结

构很相似，并拥有功能一样的糖基转移酶，尽管

这些酶在不同细菌中命名不同[37]；同时我们也预

测肺炎链球菌是从口腔链球菌进化而来，而最近

的报道也证实了我们的预测，如肺炎链球菌血清

型 5 是从口腔链球菌的 SK95 菌株进化而来[53–54]。 

我们发现，在已知的多糖结构中，有 38 个

多糖都被 O-乙酰化修饰，这些多糖的基因簇中共

有 54 个 O-乙酰基转移酶负责完成这些化学修饰。

多变的 O-乙酰化修饰影响着多糖的物理化学特

征，具有重要的生物学功能，并在细菌的进化中

扮演着重要角色。因此，本文总结了肺炎链球菌

荚膜多糖的 O-乙酰化修饰的研究进展，并对今后

的研究进行了展望。 

3  O-乙酰化修饰的多糖结构及其

相应的 O-乙酰基转移酶 

O-乙酰基转移酶是荚膜多糖 O-乙酰化修饰

的分子基础。目前 3 个转移酶 WcjE、WciZ、WciG

的具体功能已经被报道。WcjE 负责 α-吡喃糖上

第 4 位和 6 位碳原子的 O-乙酰化修饰，如血清型 
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9V/9A 的 α-ManpNAc4,6Ac2 和血清型 11A/11D/ 

11E/11F 的 β-Galp4,6Ac2；WcjE 也负责 β-呋喃糖

上第 5 位和 6 位碳原子的 O-乙酰化修饰，如血

清型 20A/20B/33A/33F 中的 β-Galf5,6Ac2；WcjE

还负责第 3 位和 5 位碳原子的 O-乙酰化修饰，如

血清型 47F/47A 中的 β-Galf3,5Ac2。但是，在不

同的血清型中以及不同位点上 WcjE 修饰的水平

是不同的[55–59]。另一个 O-乙酰基转移酶 WciZ 负

责血清型 15B 中 α-吡喃半乳糖的 O-乙酰化修饰，

在第 2、3、4、6 位碳原子上分别有 6%、12%、

12%和 55%的乙酰基团[60]。我们鉴定了 O-乙酰基

转移酶 WciG 的功能，发现结构相似的血清型

35F/35C/42 的 多 糖 中 β-呋 喃 半 乳 糖 (β-Galf)的  

第 2 位碳原子上都有 O-乙酰化修饰[49]。随后，通

过对临床菌株和模式菌株基因簇的对比，我们发

现在血清型 42 的临床菌株中，wciG 基因内部发

生终止密码子突变，解析其结构发现荚膜多糖失

去了第 2 位 O-乙酰基团，因此揭示 WciG 负责   

β-呋喃半乳糖的第 2 位碳原子的 O-乙酰化修饰

(β-Galf2Ac)[29]。虽然其他 O-乙酰基转移酶的具体

功能还没有被证实，但是有的功能已经被预测[35]。

在此基础上，我们对相关血清型的多糖合成基因

簇和多糖结构以及血清学特征进行分析和比对，

预测了其他 O-乙酰基转移酶负责的结构。这些信

息都总结在表 1 中。 

我们发现这些 O-乙酰基转移酶可分为两大

类。一类分子量小，含有 156–233 个氨基酸，如

WchC、WcjD、WcwC、WcwR、WcwT、WcxM、

WcrU、WcyI、WcrX。通过 TMHMM 分析表明，

这些酶不含有跨膜区，不是跨膜蛋白。另一类分

子量大，含有 332–368 个氨基酸，除了上述 9 个

转移酶外，表 1 中的其他转移酶都属于这一类。

它们都含有 10 个跨膜区，属于膜结合 O-乙酰基

转 移 酶 (membrane-bound O-acetyltransferase ，

MOAT)。我们推测，分子量小的 O-乙酰基转移酶

位于细胞质中，对细胞膜内侧合成的寡糖进行

O-乙酰化修饰；而分子量大的 O-乙酰基转移酶跨

在细胞膜上，对细胞膜外侧已经聚合的多糖链进

行 O-乙酰化修饰，如同其他细菌中的 MOATs 一

样[61–62]。另外，尽管这些酶和它们作用的 O-乙酰

模式没有明显的关联可循，但是 WcjE 都是将乙

酰基团转移到两个碳原子上；而转移酶 WcwC、

WcxM、WcrU、WcyI、WcrX 都负责鼠李糖的第

2 位碳原子的 O-乙酰化修饰(Rhap2Ac)。最近对

脑膜炎奈瑟氏球菌血清群 A 的 O-乙酰基转移酶

的蛋白晶体结构的研究表明，该酶有严格的位点

选择性，只将乙酰辅酶 A 的乙酰基团连接到 N-

乙酰甘露糖胺的第 3 位碳原子上，随后乙酰基团

再自发地漂移到第 4 位碳原子上[63]。大肠杆菌

K1 荚膜多聚唾液酸的 O-乙酰化修饰也具有这个

特点，在碱性条件下从第 7 位漂移到第 8 位和第

9 位[64]。可能肺炎链球菌的 O-乙酰基转移酶也作

用于某个特定位点，乙酰基团再漂移到其他碳原

子上，这也解释了多糖的 O-乙酰化修饰总是呈现

出部分修饰的特点。 

4  荚膜多糖 O-乙酰化修饰的鉴定 

多 糖 的 O-乙 酰 化 修 饰 主 要 是 用 核 磁 共 振

(NMR)技术鉴定。NMR 的特点是不破坏样品，是

一种无损的检测技术。NMR 可以直接检测多糖

的结构，不需要将多糖降解为寡糖片段再进行检

测，这对 O-乙酰化修饰的鉴定很重要。因为    

O-乙酰基团不稳定，在多糖纯化的过程中尤其是

碱性条件下很容易丢失或漂移。核磁信号用化学 
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位移(ppm)表示。通常乙酰基团氢谱(1H)的核磁信

号位于 2 ppm 处，碳谱 (13C)的核磁信号位于    

21 ppm 处，通过这些信号可以鉴定 O-乙酰化修

饰。一般通过三步来分析。首先，碱处理移走所

有 O-乙酰基团，然后分析去乙酰多糖的结构。其

次，分析原始多糖的结构，并比较这两个多糖结

构以确定 O-乙酰化修饰的有无和位点。不同位点

的 O-乙酰基团的核磁信号不同。我们鉴定呋喃半

乳糖的第 2 位碳原子上 O-乙酰基团的 1H/13C 信号

在 2.140 ppm/21.12 ppm，第 5 位碳原子上 O-乙  

酰基团的 1H/13C 信号在 2.156 ppm/21.18 ppm，  

第 6 位碳原子上 O-乙酰基团的 1H/13C 信号在

2.096 ppm/21.03 ppm[22]。最后，每个位点 O-乙酰

含量可以通过相对谱峰强度(peak intensity)来计

算。除了 NMR 技术外，高效阴离子交换色谱结

合电导率检测(HPAEC-CD)和比色测定也可以测

定总的 O-乙酰基团的含量[65]。 

尽管化学分析技术不断提高，但是对肺炎链

球菌荚膜多糖 O-乙酰化修饰的鉴定仍然很困难。

一个原因是，有的 O-乙酰基转移酶基因的表达水

平很低，O-乙酰基团含量也很低，所以对其修饰

位点和水平很难准确鉴定。另一个原因是，细胞

壁中的 C-多糖通过肽聚糖连接在荚膜多糖上， 

C-多糖也含有乙酰基团和磷酸基团，也带有负电

荷[66–67]，因此在纯化多糖时，不管是用阴离子交

换柱层析还是用分子筛都很难将 C-多糖除去，最

后得到的荚膜多糖总是含有 C-多糖，从而影响了

荚膜多糖结构和 O-乙酰化修饰的鉴定。我们的

解决方法是用变溶菌素彻底消化粗多糖样品，尽

量切开荚膜多糖和 C-多糖之间的连接，使 C-多

糖的污染低于 5%[37]。此外，通过使用高分辨率

(500 Hz)的 NMR 仪器，以及延长共振谱的累积时

间来提高对微量乙酰含量的检测。 

5  荚膜多糖 O-乙酰化修饰的生物学

功能 

5.1  O-乙酰化修饰影响多糖的抗原性和免疫原性 

O-乙酰化修饰是多糖的重要修饰，它们在许

多细菌多糖中普遍存在，在细菌引起的免疫反应

中有重要功能[68]。目前发现，O-乙酰化修饰增加

了大肠杆菌 K1 荚膜表面的疏水性，影响了多糖

的物理和化学特征，改变了荚膜多糖的抗原性和

免疫原性[69–70]。鼠伤寒沙门氏菌的 Vi 荚膜多糖

失去 O-乙酰基团后，多糖的构型和动力学特征改

变，从刚性螺旋变为柔性线圈，并暴露出隐藏的

抗原表位，导致去 O-乙酰化的多糖被 Vi 抗血清

识别[71]。脑膜炎奈瑟氏球菌血清群 A 的荚膜多糖

的 O-乙酰基团作为保护性的抗原表位，对细菌的

免疫原性至关重要，因为分别用乙酰化和去乙酰

化的糖蛋白结合疫苗免疫小鼠后，前者产生的血

清的杀菌滴度至少比后者的高 32 倍，表明 O-乙

酰化修饰的抗原产生了保护性抗体[72]。另外，金

黄色葡萄球菌荚膜多糖的 O-乙酰化修饰对于产

生功能抗体也是关键的[73]。而 O-乙酰化的大肠杆

菌比去 O-乙酰化的大肠杆菌毒力更强[74]。同样，

肺炎链球菌荚膜多糖的 O-乙酰化修饰也影响了

多 糖 的 抗 原 性 。 研 究 揭 示 血 清 型 9 V / 9 A 和

11A/11E 的荚膜多糖中的 O-乙酰基团是抗原决定

簇。当乙酰基转移酶基因突变，多糖失去 O-乙酰

基团后，肺炎链球菌不再与相应的抗血清因子以

及单克隆抗体反应[26–27,55–56]。通过免疫杂交反应 
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和流式细胞仪分析，我们也揭示血清型 35C 和  

42 荚膜多糖的呋喃半乳糖第 2 位碳原子的 O-乙

酰基团(Galf-2OAc)可被抗血清因子 35a 特异识

别，也即 Galf-2OAc 作为抗原表位刺激机体产生

了抗体[29]。表 1 中的多个血清型都含有 WcjE，

其负责合成的 Galf-5,6OAc2 能够被抗血清因子

20b 识别，因此这些血清型拥有一个共同的抗原

表位[59]。而最近的研究显示，血清型 28F 和 28A

的多糖 O-乙酰化修饰影响了肺炎链球菌与抗血

清因子 23d 的亲和力，去 O-乙酰化的荚膜多糖与

抗体的反应减弱了，但并不是完全失去了反应[41]。

此外，肺炎链球菌血清型 18C 荚膜多糖的支链葡

萄糖的第 6 位碳原子上有 30%的 O-乙酰化修饰，

用化学方法除去 O-乙酰基团后，多糖的抗原性没

有变化，O-乙酰化的多糖和去 O-乙酰化的多糖结

合类毒素佐剂注射小鼠和兔子后，它们的免疫原

性也没有区别，因此血清型 18C 荚膜多糖的   

O-乙酰化修饰并不影响该菌的抗原性和免疫原

性[75]。这些研究表明，在肺炎链球菌中，有些血

清型荚膜多糖的 O-乙酰化修饰是重要的抗原表

位，有些血清型的 O-乙酰化修饰不具备抗原功能

或者抗原性很弱。我们推测，O-乙酰基团在多糖

立体结构中的分布可能决定其是否影响多糖的

抗原性。位于多糖表面的 O-乙酰基团接触到宿主

的免疫系统更容易成为靶点，而位于多糖立体结

构内部的 O-乙酰基团难以刺激机体产生抗体。 

5.2  O-乙酰化修饰影响细菌生物膜的形成 

肺炎链球菌在鼻咽道中形成复杂的生物膜，

保护细菌不被粘液中的溶菌酶和抗菌肽等抗菌物

质杀死，也避免了补体介导的对细菌的清除和免

疫细胞的吞噬，帮助细菌在鼻咽道中繁殖[76–78]。

多糖在建立生物膜结构中是重要的，它作为分子

胶合剂使细菌粘附到固相支持物表面，也促使细

菌之间粘附；另外，多糖提供营养，保护细菌适

应干燥和营养匮乏的环境[10,79–80]。荚膜多糖的单

糖组成、电荷以及厚度都影响肺炎链球菌生物膜

的形成[81–82]。Moscoso 等通过 GC-MS 技术在生

物膜中鉴定到葡萄糖和 N-乙酰葡萄糖胺，它们都

是以去 O-乙酰化的形式存在 [78]，暗示多糖的   

O-乙酰化修饰也影响生物膜的形成。近年对血清

群 33 的研究发现，失去 WciG 介导的呋喃半乳糖

的第 2 位碳原子上的 O-乙酰基团增强了细菌生物

膜的形成，增加了细菌对鼻咽道上皮细胞的粘

附。但是失去 WcjE 介导的第 5 位和 6 位碳原子

上 O-乙酰基团对生物膜的形成和细胞的粘附都

没有影响。也即，只有第 2 位碳原子上的 O-乙酰

化修饰对于血清型 33A 荚膜的保护作用是显著

的[58]。因此，只有某些位点的 O-乙酰化修饰才能

影响细菌生物膜的形成和对宿主细胞的粘附。对

血清型 15B/15C 的研究进一步说明，并不是所有

位点的 O-乙酰化修饰都改变了多糖的性状和生

物学功能。血清型 15B 中的 wciZ 基因突变后，

多糖支链上的吡喃半乳糖失去 O-乙酰基团，并没

有影响细菌生物膜的形成和对鼻咽细胞的粘附

以及在小鼠中的繁殖[83]。因此，O-乙酰化修饰是

否影响多糖的生物学功能是依赖于血清型的，我

们推测是依赖于 O-乙酰基团在多糖空间结构上

的分布。 

5.3  O-乙酰化修饰影响细菌的致病性 

荚膜多糖的结构影响肺炎链球菌的生长表

型、毒力和传播。荚膜覆盖着细菌，阻止免疫球

蛋白、补体和 C-反应蛋白等结合到细菌表面的受

体上，从而抵抗宿主免疫系统的攻击，起重要防
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御功能[12]。如前所述，有些 O-乙酰化修饰影响

了多糖的抗原性、免疫原性及其他生物学性状，

因此和细菌的致病性是密切相关的。我们注意

到，除了 O-乙酰化修饰外，肺炎链球菌血清型

对 9V/9A、18B/18C、15B/15C 的多糖结构完全

相同[21]。有 O-乙酰化修饰的血清型 9V、18C 和

15B 都是侵袭力强的疫苗血清型，而没有 O-乙酰

化修饰的血清型 9A、18B 和 15C 都是侵袭力弱

的非疫苗血清型[56,75,83–84]。此外，毒力最强的血

清型 1 的荚膜多糖的半乳糖醛酸也被 O-乙酰化修

饰 [21] 。 因 此 ， 在 这 些 血 清 型 中 ， 荚 膜 多 糖 的     

O-乙酰化修饰可能与肺炎链球菌的毒力呈正相

关。我们正在对这些血清型的 O-乙酰化修饰的

分子基础、抗原特征，生物膜形成，与宿主的

相互作用，对小鼠的致病力以及作用机制进行

深入研究。 

肺炎链球菌引起侵袭性疾病的关键是能够

抑制补体系统介导的对细菌的吞噬。在凝集素补

体途径中，荚膜多糖的 O-乙酰基团能够被凝集素

Ficolin-2 识别[85]。Ficolin-2 在人肝脏中表达并释

放到循环系统中，是一类先天的血清蛋白，作为

调理素(opsonins)能够特异识别许多人类病原菌

中乙酰化的配体[86–88]。Ficolin-2 类似于结合甘露

糖的凝集素(MBL)，能联合丝氨酸蛋白酶(MASP)

激活凝集素补体途径 [88–89]。最近的研究表明，

Ficolin-2 在肺炎链球菌的致病中是重要的[85,90]。

Ficolin-2 能结合肺炎链球菌血清型 11A 中 WcjE

合成的 Galf-5,6OAc2，并引起免疫反应。但是血

清型 11A 在儿童中仅仅导致低的侵袭率，相反在

老年人中的侵袭率高[85]。随后发现，血清型 35B

中 WciG 负责的 Galf-2OAc 也是 Ficolin-2 的配  

体[91]。Ficolin-2 介导的补体沉积在血清型 11A 和

35B 的表面，激发了先天免疫以抵抗侵袭性肺炎链

球菌疾病(IPD)。而在老年人中，Ficolin-2 的先天免

疫减弱了，因此更容易感染血清型 11A 和 35B。 

6  荚膜多糖的 O-乙酰化修饰与细

菌的进化 

越来越多的研究表明，O-乙酰化修饰的改变

是肺炎链球菌血清型微进化(microevolution)的 

一种重要方式。O-乙酰转移酶基因突变导致多糖

失去乙酰基团，成为一个新的多糖结构，是一个

新的血清型。以血清群 18 为例，它含有 4 个血

清型 18F、18C、18B 和 18A，我们比较了它们的

多糖合成基因簇[34]和多糖结构[21,38] (图 2)。其中

血清型 18F 最早出现，它的基因簇中有 2 个    

O-乙酰基转移酶基因 wcxM 和 wciX (图 2-A)。我

们预测 WcxM 对荚膜多糖 18F (CPS18F)主链上的

鼠李糖(Rhap)的第 2 位碳原子进行 O-乙酰化修饰

(Rhap2Ac)，同时 WciX 对 CPS18F 支链葡萄糖的

第 6 位碳原子进行 O-乙酰化修饰(Glcp6Ac) (图 2B)。

由于 cps18C 中完全失去了 wcxM 基因(ΔwcxM)，

致使 CPS18C 多糖主链上的鼠李糖(Rhap)失去 

O-乙酰基团，同时其他基因都没有改变，其余的化

学结构都一样，因此血清型 18C 可能是从 18F 进

化而来。由于环境的选择压力，wciX 的第 169 个

碱基发生终止密码子突变，不再合成 O-乙酰基转

移酶 WciX，导致支链葡萄糖失去 O-乙酰基团，

产生 CPS18B 多糖，因此血清型 18B 可能是从 18C

进化而来。在 18A 的基因簇(cps18A)中，wciX 基

因完全消失 (ΔwciX)，CPS18A 多糖完全失去   

O-乙酰化修饰；同时 wciU 基因序列发生 28 个碱

基的改变(图 2-A)，导致 WciU 不再转移葡萄糖 
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图 2.  血清群 18 的 4 个血清型的多糖合成基因簇(A)和多糖结构的比较(B) 

Figure 2.  Comparison of cps loci of four serotypes in S. pneumoniae serogroup 18 (A) and their CPS structures 
(B). The wcrM gene was missing in cps18C locus thus CPS18C lost O-acetyl group at carbon 2 position of 
rhamnose, suggesting that serotype 18C might evolve from serotype 18F. The wciX gene of cps18B contained a 
stop codon mutation thus CPS18B lost O-acetyl group at carbon 6 position of the branched glucose, suggesting 
that serotype 18B might evolve from serotype 18C. There were 28 bp difference between wciU genes of cps18A 
and cps18B. WciU in CPS18A transferred GlcNAc instead of Glc into the main chain, therefore, serotype 18A 
might evolve from serotype 18B. 
 

(Glcp)而是转移 N-乙酰葡萄糖胺(GlcpNAc)，从而

产生新的血清型 18A，是从 18B 进化而来。由此

可见，肺炎链球菌通过改变 O-乙酰基转移酶基

因，如点突变，碱基缺失或插入突变，或移走整

个基因，不断改变荚膜多糖的乙酰化修饰以产生

新的血清型，但是多糖结构并没有发生大的变

动。这种微进化对于细菌来说是经济省力的。细

菌的微进化可能是由于抗生素和糖蛋白结合疫

苗的广泛应用带来的选择压力和免疫压力迫使

细菌改变以适应环境的变化。 

另 一 个 典 型 例 子 是 血 清 群 11 ， 也 是 通 过    

O-乙酰基团的丢失或改变乙酰化修饰位点来产生

新的血清型。在侵袭性肺炎链球菌感染期间，血

清型 11A 从人鼻咽道扩散到深部组织如无菌的血

液中，为了应对新环境的免疫压力，wcjE 基因突

变失去 O-乙酰基团从而逃避了 Ficolin-2 介导的免

疫攻击，产生的血清型 11E 能够在血液环境中更

好地生存繁殖[57]。2018 年报道的全球分布的新的

血清型 35D 也是由于血清型 35B 的 wciG 基因突

变使荚膜多糖失去 O-乙酰基团而产生的[92–93]。分

析表明，在 444 个 35B 的临床分离株中有 23 个菌

株 的 wciG 基 因 发 生 部 分 突 变 或 完 全 突 变 。

Quellung 反应表明大部分分离株是血清型 35D，

25%的分离株是血清型 35B 和 35D 的混合物。其
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中 15 个分离株是在 PCV13 疫苗广泛应用后产生

的，而且预测血清型 35D 比 35B 的侵袭力更强[93]。 

还有一个独特的例子是血清型 15B 和 15C。

血清型 15B 是 23 价糖疫苗中的一个血清型，它

含有 wciZ 基因，当基因内部有 8 个 TA 重复时，

基因完全表达，使半乳糖的 4 个位点被 O-乙酰化

修饰；当基因含有 7 或 9 个 TA 重复时，基因部

分表达，半乳糖被部分修饰；当基因含有 6 个 TA

重复时，基因不再表达，多糖完全失去 O-乙酰化

修饰，出现血清型 15C。这种移框突变导致多糖

的乙酰化修饰呈动态变化[83]，可能是为了应对糖

疫苗带来的免疫压力。血清型 15B 和抗血清因子

15b 反应，但是血清型 15C 不再与该抗体反应，

表明 15C 也失去了相应的抗原表位。除此之外，

血清型对 9A/9V、33F/33A、41F/41A、32F/32A、

35C/42、41F/41A 中，每对之间也只有 O-乙酰化

修饰不同，通过得到 O-乙酰基团或者失去 O-乙

酰基团，产生不同的血清型 [21,29,55–56,94]。由此可

见，肺炎链球菌改变荚膜多糖的 O-乙酰化修饰是

其微进化的常用策略。 

7  讨论与展望 

对肺炎链球菌的研究有 100 多年的历史，尽

管有疫苗和各种抗生素的广泛使用，但是，时至

今日肺炎链球菌都难以被根除，其中的主要原因

是肺炎链球菌具有极强的环境适应能力。它能够

克服多重抗生素带来的选择压力和疫苗带来的

免疫压力，产生多种多样的多糖结构和血清型。

肺炎链球菌能合成大量的糖基转移酶和 O-乙酰

基转移酶是其血清型多样性的分子基础，也是肺

炎链球菌惊人的环境适应力的关键所在。O-乙酰

基转移酶修饰的单糖不同、修饰的位点不同、修

饰的水平不同都导致多糖结构不同，因此，O-乙

酰化修饰能够赋予多糖更多的变化。在有些血清

型中，O-乙酰化修饰的改变影响了多糖的抗原

性、免疫原性和生物学功能，使细菌逃避了宿主

免疫系统的攻击，得以在改变的环境中生存。通

过突变使 O-乙酰基转移酶基因失活，多糖失去乙

酰化修饰，或者通过获得新的乙酰基转移酶基

因，产生新的修饰特征，这些都是肺炎链球菌抵

抗环境压力并产生新的血清型的常见方式。O-乙

酰化修饰的结构能够被 Ficolin-2 识别，通过它介

导的凝集素补体途径激发了宿主的免疫防御。除

此之外，对于 O-乙酰化修饰影响肺炎链球菌致病

性的机制并不很清楚。 

多个疫苗血清型都含有 O-乙酰化修饰，而在

疫苗的制备过程中，O-乙酰基团可能由于多种原

因发生变化。因为 O-乙酰基团在某些碱性环境中

或者反复冻融过程中存在不稳定性，比如含量降

低、修饰位点自发漂移等，而且疫苗不同的设计

条件和制造过程甚至不同生产批次，也会导致

O-乙酰基团的不确定性。鉴于多糖 O-乙酰化修饰

的抗原性和在宿主免疫应答中的作用，在糖疫苗

质控中应该充分考虑多糖结构中的 O-乙酰基团

的位置和含量。WHO 生物制品标准化委员会也

建议对肺炎链球菌糖蛋白结合疫苗中的 O-乙酰

基团的含量进行质控，并给出了标准[95]。而目前

的 NMR 技术可以准确鉴定荚膜多糖 O-乙酰化修

饰的特征。此外，在制备糖蛋白结合疫苗时，肺

炎链球菌血清型 1 的 O-乙酰化修饰影响了高碘酸

盐的氧化作用，影响了通过还原胺化法将多糖偶

联到蛋白上[68]，因此也是设计和生产疫苗过程中

需要考虑的。 

总之，荚膜多糖作为肺炎链球菌最关键的致
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病因子，其 O-乙酰化修饰的生物学功能及分子机

制都需要进一步深入研究。在未来，对多糖立体

结构的研究也是紧迫的，以期揭示 O-乙酰基团在

多糖空间的分布与多糖功能的关系。而最近对脑

膜炎奈瑟氏球菌 O-乙酰基转移酶晶体结构的研

究表明，乙酰化修饰位点和对抗体的结合都有严

格的区域要求[63,72]。肺炎链球菌有许多 O-乙酰基

转移酶包括跨膜的和不跨膜的转移酶，对它们的

晶体结构和催化机制的研究也是十分重要的，势

必将阐明 O-乙酰基团影响荚膜多糖的抗原性和

补体沉积的机制，为合理设计疫苗和提高疫苗的

效率奠定基础。 
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Research progress in O-acetylation of capsular polysaccharide of 
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Chengxu Wang1, Yuqi Cao2, Caiyin Qinggele1, Jianjun Qiao1, Jinghua Yang3* 
1 School of Chemical Engineering and Technology, Tianjin University, Tianjin 300072, China 
2 School of Life Science, Inner Mongolia University, Hohhot 010000, Inner Mongolia Autonomous Region, China 
3 State Key Laboratory of Mycology, Institute of Microbiology, Chinese Academy of Sciences, Beijing 100101, China 

Abstract: Streptococcus pneumoniae is surrounded by capsular polysaccharide (CPS), which is a critical virulent 

factor of vbacteria,  an antigen for host antibodies, but also a basis for serotyping. Some serotypes causes serious in 

vasive diseases to human, therefore,  their CPSs are made into vaccines that have greatly reduced the infection from 

pneumococci. Many CPSs have complicated chemical structure and are usually decorated by O-acetyl   groups.  

Capsular O-acetylation is easily changed and plays an important biological role. This review focuses on the 

research progress of pneumococcal O-acetylation. We introduce the genetic basis, biosynthesis   and   serological 

characterization of CPS. We make a summary for O-acetylated CPS structures and related O-acetyltransferases as 

well as the identification and biological function of O-acetylation. Meanwhile, we also discuss the effects of 

O-acetylation to pneumococcal microevolution and polysaccharide-vaccines. The prospects for future studies are  

finally proposed. This review is expected to lay the foundation for mechanism investigation of O-acetylation in 

pneumococcal invasion and provide a guide for designing polysaccharide-vaccines. 

Keywords: Streptococcus pneumoniae, capsular polysaccharide, O-acetylation, O-acetyltransferase, biological 

function, chemical structure, microevolution, polysaccharide-vaccines 
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