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摘　要　幽门螺杆菌（Helicobacter pylori, Hp）是引发慢性胃炎、消化性溃疡，甚至胃癌的重要致病菌，目前尚无上市预防或

治疗 Hp 感染的疫苗。本研究通过化学法合成了 Hp 脂多糖核心寡糖中不同链长的 α-1,6-葡聚糖片段（二糖至六糖），使用

基于酰基远程参与作用和溶剂效应的协同糖基化策略成功构建了 1,2-顺式-糖苷键。糖芯片筛选结果显示，脂多糖免疫兔血

清和患者血清中的 IgG 抗体均能与合成的 α-1,6-葡聚糖片段结合；脂多糖免疫兔血清 IgG 抗体与 α-1,6-葡聚三糖具有较强的

结合能力；绝大多数 Hp 感染患者血清 IgG 抗体能够很好地识别 α-1,6-葡聚三糖和五糖，部分患者血清 IgG 抗体与 α-1,6-葡聚

二糖具有较强的结合作用。此研究结果表明，α-1,6-葡聚二糖、三糖和五糖可能是 Hp 脂多糖中的重要糖抗原片段。
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Abstract    Helicobacter pylori (Hp) is responsible for chronic gastritis,  peptic ulcers, and even gastric cancers.
Currently, there is no vaccine to prevent or treat Hp infections. Here, we described the chemical synthesis of α-
1,6-glucans  with  different  lengths  (di-  to  hexasaccharide),  which  are  present  in  the  core  oligosaccharide  of  Hp
lipopolysaccharide  (LPS).  The  1,2-cis-glucosidic  bonds  were  constructed  successfully  using  a  synergistic
glycosylation strategy based on acyl remote participation and solvent effects.  The results of glycan microarrays
indicated that all synthesized α-1,6-glucan fragments possessed a strong binding to IgG antibodies in both rabbit
serum immunized with Hp O1 LPS and patient serum infected with Hp. The α-1,6-linked trisaccharide exhibited
strong  binding  affinity  to  anti-LPS  rabbit  IgG  antibodies.  The  α-1,6-glucan  trisaccharide  and  pentasaccharide
elicited a  strong response to IgG antibodies  in sera of  most  Hp-infected patients.  Some patients’ sera exhibited
strong  binding  activity  with  α-1,6-linked  disaccharide.  The  results  suggest  that  the  α-1,6-glucan  disaccharide,  
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trisaccharide and pentasaccharide could be important carbohydrate antigen fragments in Hp lipopolysaccharide.
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幽门螺杆菌（Helicobacter pylori, Hp）是一种螺

旋弯曲状且含有多条鞭毛的革兰氏阴性菌，通常定

植于人类的胃上皮细胞[1]。全球 44亿以上人口感染

了 Hp，感染率超过 50%[2]。长期感染 Hp会导致慢

性胃炎、消化性溃疡、黏膜相关淋巴组织（MALT）淋
巴瘤，甚至胃癌等疾病[3−4]。早在 1994年，世界卫生

组织就将 Hp定义为Ⅰ级致癌物[5−6]。2021年，美国

卫生与公众服务部在第 15版致癌物报告中又将

Hp列为明确致癌物[7]。目前治疗 Hp感染主要使用

以抗生素为主的三联疗法 [阿莫西林、质子泵抑制

剂（PPI）和克拉霉素或甲硝唑 ]或含铋制剂的四联

疗法（PPI、甲硝唑、铋剂和四环素）[8−9]。由于抗生素

的广泛使用而导致细菌耐药性的增强，使用抗生素

去除 Hp的效率大大降低，在一些经济相对落后的

地区，Hp根除率下降至 80%以下 [10−12]。因此研究

Hp感染的替代疗法十分迫切，开发 Hp疫苗被认

为是一种安全、有效的预防和治疗 Hp感染的手

段[13−14]。近几十年来，各国学者在 Hp疫苗的开发研

究中做了许多工作并取得了重要进展。目前 Hp疫

苗中的保护性抗原研究主要集中在灭活全菌、尿素

酶（Ure）、空泡毒素（VacA），毒素相关蛋白 A（CagA）、

热休克蛋白（Hsp）、中性粒细胞激活蛋白（NAP）、脂

多糖等[15]。大多数候选疫苗在动物实验中表现出较

好的保护效果，但在临床试验中未能提供有效的保

护作用[16]。Zeng等[17] 设计了一种含有尿素酶 B亚

基和不耐热肠毒素 B亚基新型口服重组疫苗，在

Ⅲ期临床中显示出 71.8%的保护效力，并可提供长

达 3年的持续性保护。然而，至今还没有用于预防

和治疗的 Hp疫苗上市。

细菌表面的脂多糖或荚膜多糖是重要的毒力

因子，能够引发宿主的免疫反应，然而单独的糖物

质通常是 T细胞非依赖性抗原，不能在机体中（特

别是两岁以下的婴幼儿）引发持续的免疫反应及

免疫记忆 [18−20]。将多糖或者寡糖通过共价键与载

体蛋白 [破伤风类毒素（TT）、白喉毒素突变体

CRM197等 ]偶联制成的糖-蛋白缀合物为 T细胞

依赖性抗原，可引发机体产生特异性的 IgG抗体和

激活记忆细胞[21−22]。针对肺炎链球菌（Streptococcus
pneumoniae）、脑膜炎奈瑟菌（Neisseria meningitidis）
和 b型流感嗜血杆菌（Haemophilus influenzae type
b, Hib）的糖缀合物疫苗已经批准上市，这些糖缀

合物疫苗的使用有效遏制了肺炎、脑膜炎、菌血

症等疾病的发生[23]。

目前，大部分多糖蛋白结合疫苗中的糖抗原依

赖于从细菌表面提取得到，存在细菌培养困难、关

键抗原表位易丢失及提取多糖结构不均一等问题，

限制了糖疫苗品质的提升[24]。化学合成法不仅可以

制备结构明确、均一的致病菌表面寡/多糖抗原，为

进一步深入探究结构与免疫活性之间的关系提供

物质基础，还可对糖抗原结构进行不同的官能团修

饰，提高糖链的稳定性及免疫活性[25]。

Hp的脂多糖与其他革兰氏阴性菌相似，由类

脂 A、结构保守的核心寡糖和 O-抗原 3部分组成

（图 1-A），其中核心寡糖包含一条 α-1,6-葡聚糖链，

不同菌株的 α-1,6-葡聚糖链长度不同 ，平均含

3~4个葡萄糖残基 [26−27]。Monteiro等 [28] 证明提取

的 Hp脂多糖与牛血清蛋白（BSA）结合制成的糖缀

合物可以在小鼠中引起强烈的免疫反应，诱导产生

的 IgG和 IgM抗体可与脂多糖核心结构及其他血

清型脂多糖产生交叉反应。Harrison等 [29] 制备了

抗 α-1,6-葡聚糖单克隆抗体，发现其对含有 α-1,6-葡
聚糖链的 Hp脂多糖表现出极好的特异性结合能

力。近期 Altman等[30] 通过化学酶法合成了 α-1,6-
葡聚糖的混合物，将其与 BSA或 TT载体蛋白偶

联后在小鼠和兔体内诱导了具备交叉反应能力的

IgG抗体。2022年，本课题组使用化学法合成了

Hp脂多糖结构中的核心十一糖、外核心八糖、外核

心五糖、内核心三糖、磷酸化内核心三糖及 α-1,6-
葡聚三糖，并使用糖芯片技术对合成寡糖的抗体亲

和力进行评估。实验结果表明 α-1,6-葡聚三糖对大
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部分 Hp感染患者血清 IgG抗体表现出良好结合能

力，此研究证明 α-1,6-葡聚糖可能是 Hp脂多糖重要

的抗原表位[31]。

基于上述研究背景，为进一步明确 α-1,6-葡聚

糖糖链长度与抗体亲和力之间的构效关系，本研究

通过化学法合成结构明确的 α-1,6-葡聚二糖、三

糖、四糖、五糖、六糖（图 1-B），利用糖芯片技术，探

究不同链长 α-1,6-葡聚糖与 Hp O1、O2和 O6血清

型脂多糖免疫兔血清抗体及 Hp感染患者血清抗体

的结合能力。 

1    合成路线
 

1.1    单糖砌块的合成

单糖供体 7和受体 10的合成如路线 1所示，

以已报道的化合物 6[32] 为起始原料，在 N-碘代琥珀

酰亚胺（NIS）的作用下，水解端基位的 4-甲基苯硫

基（STol）得到半缩醛中间体，而后半缩醛中间体与

2,2,2-三氟-N-苯基亚氨代乙酰氯在 1,8-二氮杂双环

[5.4.0]十一碳-7-烯（DBU）催化作用下反应生成 N-
苯基三氟乙酰亚胺酯供体 7。以三氟甲磺酸三甲基

硅脂（TMSOTf）作为催化剂，糖基供体 7与五碳氨

基连接臂 8进行糖基化反应得到化合物 9。在甲醇

钠的作用下，化合物 9脱去 C6 号位苯甲酰基，生成

单糖受体 10。 

1.2    寡糖 1~5 的合成

如路线 2-A所示，糖基供体 7和受体 10在

TMSOTf的催化作用下进行糖基化实现了二糖 11
的合成。在甲醇钠的条件下，脱除二糖 11非还原

端糖环上的 C6 苯甲酰基，得到二糖受体 12。在相

同的糖基化条件下将供体 7与受体进行偶联，得到
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Figure 1    Helicobacter pylori (Hp) lipopolysaccharide (LPS) and target oligosaccharides

A:  General  structure  of  Hp  LPS（ P： phosphate  group;  AEP： 2-aminoethylphosphate;  Glc： glucose;  Gal： galactose;  D,D-Hep：D-glycero-D-manno-

heptose; L,D-Hep：L-glycero-D-manno-heptose; Kdo：3-deoxy-D-manno-octulosonic acid；n = 3–4 (average)； B: Target α-1,6-glucans 1–5
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的化合物继续与甲醇钠反应脱除 C6 位苯甲酰基，

重复该步骤实现糖链延长，制备寡糖 14、16、18、
20。如路线 2-B所示，使用甲醇、四氢呋喃、水和乙

酸作为溶剂，在氢气和钯碳（Pd/C）的催化作用下脱

除寡糖上的苄基和苄氧羰基得到目标寡糖 1~5。 

2    实验部分
 

2.1    试剂及仪器 

2.1.1　试　剂　本研究所使用的化学试剂均为市

售分析纯，使用时无进一步纯化；除非另有说明，反

应均在氮气或氩气保护下进行，反应中添加的

4Å分子筛使用微波炉进行活化，石油醚和乙酸乙酯

经过蒸馏纯化后用于硅胶柱色谱，二氯甲烷、乙醚、

N,N-二甲基甲酰胺等溶剂经溶剂干燥系统处理后使

用。使用薄层色谱法（TLC）监测反应进程，TLC在

254 nm的紫外光下检测后，用 CAM显色剂进行显

色，200~300目硅胶用于硅胶柱色谱。

硅胶板、硅胶（青岛海洋化工有限公司）；氢

离子交换树脂（百灵威化学技术有限公司）;牛血清

蛋白（上海源叶生物科技有限公司）；糖芯片玻

片（Surmodics公司）；钯碳催化剂、Sephadex LH-
20凝胶、Cy3偶联的山羊抗人 IgG抗体、Alexa
Flour 532偶联的山羊抗兔 IgG抗体（Sigma-Aldrich
公司）。 

2.1.2　仪　器　MBraun MB-SPS 800溶剂干燥系

统 （ 德 国 Mbraun公 司 ） ； Avance  Ⅲ 400  MHz、
Avance Ⅲ 600  MHz核磁共振仪 （德国 Bruker公
司）；Agilent  6220高分辨质谱仪（美国 Agilent公
司）；ultrafleXtreme激光解析电离串联飞行时间质

谱仪（美国 Bruker公司）；UniPo1 L 1000全自动旋

光仪（德国 Schmidt & Haensch公司）；ZR-3中压氢

化仪（北京佳维科创科技有限公司）；FreeZone 6

plus冷冻干燥机 （美国 Labconco公司 ） ；Electro-
X多功能生物芯片点样仪（江苏瑞明生物科技有限

公司）；LuxScan 10K/B微阵列芯片扫描仪（成都博

奥晶芯生物科技有限公司）。 

2.2    化学合成 

2.2.1　单糖 7 的合成　将化合物 6（4.71  g,  7.13
mmol）溶解于丙酮-水（10∶1, 71 mL）溶液中，加入

NIS（4.81 g, 21.4 mmol）并在室温下搅拌 1 h，使用二

氯甲烷对反应液进行稀释并用 0.1 g/mL硫代硫酸

钠洗涤，有机相经无水硫酸钠干燥后减压浓缩，粗

产物通过硅胶柱色谱（石油醚-乙酸乙酯，6∶1）纯化，

得到半缩醛中间体（3.56 g, 6.42 mmol）。将半缩醛

中间体（500 mg, 0.90 mmol）溶于二氯甲烷（9.0 mL）
中，冷却至 0 ℃ 后，加入 2,2,2-三氟-N-苯基亚氨代

乙酰氯（0.7  mL,  4.50  mmol）和 DBU（0.4  mL,  2.70
mmol），将反应液恢复至室温继续搅拌 5 h，浓缩后

使用硅胶柱色谱（石油醚-乙酸乙酯，30∶1）进行纯化

得到白色浆状供体 7（653 mg, 0.90 mmol），两步总

收率 90%。结构鉴定数据与报道文献一致[33]。 

2.2.2　单糖 9 的合成　在氩气保护下 ，将供体

7（1.50 g, 2.07 mmol）和连接臂 8（1.02 g, 3.11 mmol）
溶于无水二氯甲烷-无水乙醚（1∶3, 69 mL）中，加入

活化的 4Å分子筛和噻吩（2.5 mL, 31.1 mmol），反应

液在室温下搅拌 0.5 h。冷却至 0 ℃，滴加 TMSOTf
（56 μL, 0.31 mmol），继续在 0 ℃ 下搅拌 4 h。使用

三乙胺淬灭反应，经硅藻土过滤，用二氯甲烷稀释

和饱和碳酸氢钠水溶液洗涤，经无水硫酸钠干燥

后减压浓缩。粗产物通过硅胶柱色谱（石油醚-乙
酸乙酯，12∶1）纯化，得到白色浆状物 9（1.50 g, 1.74
mmol），收率（84%, α∶β = 9∶1）。结构鉴定数据与报

道文献一致[34]。 

2.2.3　单糖 10 的合成　将化合物 9（2.07 g,  2.40
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Scheme 1    Synthesis of building blocks 7 and 10
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mmol）溶解在甲醇-四氢呋喃（1∶1, 24 mL）溶液中，

加入甲醇钠（64.8 mg, 1.20 mmol），在室温下搅拌 4
h后，用氢离子交换树脂调节反应液 pH至 7左右，

过滤并减压浓缩后，粗产物通过硅胶柱色谱（石油

醚-乙酸乙酯，5∶1）进行纯化，得到白色浆状物 10
（1.78 g, 2.35 mmol），收率 98%。结构鉴定数据与报

道文献一致[34]。 

2.2.4　寡糖 11, 13, 15, 17, 19 的合成　在氩气保护

下，将受体（1.0 eq）和供体 7（1.5 eq）溶于无水二氯

甲烷-无水乙醚（1∶3, 0.03 mmol/L）中，加入活化的

4Å分子筛和噻吩（15 eq），在室温下搅拌 0.5 h后，

冷却至 0 ℃ 并滴加 TMSOTf（0.15 eq），在 0 ℃ 反应

 

OBz

BnO

BnO

BnO
BnO

BnO

B

A

BnO
O

OR

BnO

BnO
BnO

BnO

BnO
BnO

O

O

O

O

BnO
BnO

BnO NBnCbz

O

O

OR

BnO

BnO
BnO

BnO

BnO
BnO

O

O

BnO

BnO
BnO

O

O

BnO

THF, MeOH, 

92%

BnO
BnO

O

O

THF, MeOH, 

84%

THF, MeOH, 

89%

THF, MeOH, 

91%

THF, MeOH, 

87%

O

O

BnO
BnO

BnO NBnCbz

NBnCbz

O

O

OR

BnO

BnO
BnO

BnO

BnO
BnO

O

O

O

O

BnO
BnO

BnO NBnCbz

NBnCbz

O

O

OR

BnO

BnO
BnO

BnO

BnO
BnO

O

O

O

O

BnO
BnO

BnO NBnCbz

O

O

BnO NBnCbz

BnO
BnO

O

OH

O
O

NPh

CF3

+

DCM∶Et2O=1∶3, 4Å MS, DCM∶Et2O=1∶3, 4Å MS,

86% (α only)

DCM∶Et2O=1∶3, 4Å MS,

88% (α only)

DCM∶Et2O=1∶3, 4Å MS,

79% (α only)

10%Pd/C, H2,
MeOH, THF, H2O, AcOH,

90% (α only)

DCM∶Et2O=1∶3, 4Å MS,

88% (α only)

O

O

OH

BnO
BnO

BnOO

O

BnO
BnO

BnOO

O

HO
HO

HO

NH2

O

O

OH

HO
HO

HOO

O

HO
HO

HOO

O

 r.t.−0 ℃, 5 h

5

5

MeONa, r.t., 4 h

 r.t.−0 ℃, 5 h  r.t.−0 ℃, 5 h
2

5 5

MeONa, r.t., 4 h MeONa, r.t., 4 h

 r.t.−0 ℃, 5 h  r.t.−0 ℃, 5 h
3 4

5 5

MeONa, r.t., 4 h MeONa, r.t., 4 h

5 5

TMSOTf, Thiophene,

7 10

11, R=Bz

12, R=H

7, TMSOTf, Thiophene, 7, TMSOTf, Thiophene,

13, R=Bz 15, R=Bz

14, R=H 16, R=H

7, TMSOTf, Thiophene, 7, TMSOTf, Thiophene,

17, R=Bz 19, R=Bz

18, R=H 20, R=H

r.t., 48 h

n n

12, n=0 1, n=0 (90%)
14, n=1 2, n=1 (88%)
16, n=2 3, n=2 (90%)
18, n=3 4, n=3 (92%)
20, n=4 5, n=4 (89%)

OR

Scheme 2    Synthesis of oligosaccharides 1–5
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4 h后，加入三乙胺淬灭反应并经硅藻土过滤，混合

物使用二氯甲烷稀释和饱和碳酸氢钠水溶液洗涤，

收集的有机相用无水硫酸钠干燥并减压浓缩，通过

硅胶柱色谱（石油醚-乙酸乙酯，8∶1→5∶1）进行纯化

得到产物。

[α]20
D二糖 11　　透明浆状 ，收率 88%。   =

+45.32°  (c  1.00,  CHCl3)。 1H  NMR  (600  MHz,
CDCl3)  δ:  7.99~7.95  (2H,  m,  Ar-H),  7.55~7.50  (1H,
m,  Ar-H),  7.39  (2H,  dd,  J  =  7.6,  7.6  Hz,  Ar-H),
7.36~7.26 (23H, m, Ar-H), 7.25~7.18 (17H, m, Ar-H),
5.15 (2H, d, J = 16.6 Hz, CH2-Cbz), 4.99 (1H, d, J =
3.4 Hz, H-1b), 4.97~4.94 (2H, m, CH2-Bn), 4.93~4.87
(2H,  m,  CH2-Bn),  4.81~4.76  (2H,  m,  CH2-Bn),  4.68
(1H, d, J = 12.0 Hz,  CH2-Bn),  4.66~4.61 (4H, m, H-
1a,  CH2-Bn),  4.59  (1H,  d,  J  =  11.0  Hz,  CH2-Bn),
4.53~4.43 (4H, m, H-6b,  CH2-Bn),  4.39 (1H, dd, J =
11.9,  4.4  Hz,  H-6b'),  4.02~3.93  (3H,  m,  H-3b,  H-5b,
H-3a),  3.85~3.80  (1H,  m,  H-6a),  3.79~3.73  (1H,  m,
H-5a),  3.71~3.63  (2H,  m,  H-6a',  H-4b),  3.61~3.52
(3H,  m,  H-4a,  H-2b,  CH2-Linker),  3.37  (1H,  dd, J  =
9.6,  3.6  Hz,  H-2a),  3.35~3.26  (1H,  m,  CH2-Linker),
3.25~3.11  (2H,  m,  CH2-Linker),  1.61~1.44  (4H,  m,
CH2-Linker),  1.33~1.22  (2H,  m,  CH2-Linker)。 13C
NMR (151  MHz,  CDCl3)  δ:  166.19,  138.94,  138.51,
138.35,  138.33,  137.98,  133.03,  129.97,  129.64,
128.53,  128.42,  128.41,  128.38,  128.35,  128.19,
127.95,  127.94,  127.85,  127.82,  127.81,  127.77,
127.71,  127.64,  127.55,  96.95  (C-1b),  96.62  (C-1a),
82.07, 81.76, 80.39, 80.19, 77.81, 77.51, 75.77, 75.62,
75.12, 75.06, 73.07, 72.31, 70.54, 68.88, 67.89, 67.13,
65.87,  63.42,  50.25,  46.31,  29.11,  28.05,  23.50。
HRMS(ESI) m/z  Calcd.  for  C81H85NO14Na  [M+Na]+

1 318.586 2, Found 1 318.585 6。
[α]20

D三糖 13　　透明浆状 ，收率 86%。   =
+83.25°  (c  2.00,  CHCl3)。 1H  NMR  (600  MHz,
CDCl3) δ:  7.96  (2H,  d, J =  7.7  Hz,  Ar-H),  7.52  (1H,
dd,  J  =  7.4,  7.4  Hz,  Ar-H),  7.38  (2H,  dd,  J  =  7.7,
7.7Hz,  Ar-H),  7.35~7.26  (27H,  m,  Ar-H),  7.26~7.10
(28H, m, Ar-H), 5.15 (2H, d, J = 16.9 Hz, CH2-Cbz),
5.04 (1H, d, J = 3.5 Hz, H-1c), 4.97~4.87 (7H, m, H-
1b,  CH2-Bn),  4.81~4.73 (3H,  m,  CH2-Bn),  4.70~4.53
(8H,  m,  H-1a,  CH2-Bn),  4.52~4.42  (5H,  m,  H-6c,
CH2-Bn), 4.38 (1H, dd, J = 12.0, 4.2 Hz, H-6c'), 4.01

(1H, dd, J = 9.2, 9.2Hz, H-3c), 3.98~3.89 (3H, m, H-
3a,  H-3b,  H-5c),  3.86~3.79  (2H,  m,  H-6a,  H-6b),
3.79~3.64 (6H, m, H-4a, H-4b, H-5a, H-5b, H-6a', H-
6b'),  3.63~3.50  (3H,  m,  H-2c,  H-4c,  CH2-Linker),
3.41~3.34  (2H,  m,  H-2a,  H-2b),  3.34~3.25  (1H,  m,
CH2-Linker),  3.24~3.11  (2H,  m,  CH2-Linker),  1.60~
1.45  (4H,  m,  CH2-Linker),  1.35~1.28  (2H,  m,  CH2-
Linker)。 13C  NMR  (151  MHz,  CDCl3)  δ:  166.18,
138.99,  138.85,  138.59,  138.55,  138.51,  138.48,
138.40,  137.98,  133.01,  129.98,  129.64,  128.52,
128.44,  128.41,  128.38,  128.36,  128.34,  128.31,
128.28,  128.19,  128.04,  127.96,  127.90,  127.86,
127.82,  127.79,  127.73,  127.66,  127.58,  127.55,
127.50,  127.48,  127.38,  97.15  (C-1b),  96.95  (C-1c),
96.71 (C-1a), 82.07, 81.68, 81.65, 80.44, 80.35, 80.26,
77.77, 77.49, 75.73, 75.58, 75.46, 75.06, 74.97, 73.09,
72.26, 72.18, 70.75, 70.68, 68.89, 67.86, 67.12, 65.77,
65.55, 63.38, 50.58, 50.27, 46.25, 29.13, 27.61, 23.52。
HRMS(ESI) m/z Calcd. for C108H113NO19Na [M+Na]+

1 750.779 9, Found 1 750.779 4。
[α]20

D四糖 15　　透明浆状 ，收率 90%。   =
+82.11° (c 1.0, CHCl3)。1H NMR (600 MHz, CDCl3)
δ: 7.98~7.95 (2H, m, Ar-H), 7.54~7.49 (1H, m, Ar-H),
7.38 (2H, dd, J = 7.7, 7.7 Hz, Ar-H), 7.35~7.26 (31H,
m, Ar-H), 7.25~7.10 (39H, m, Ar-H), 5.14 (2H, d, J =
13.9  Hz,  CH2-Cbz),  5.04  (1H,  d,  J  =  3.5  Hz,  H-1d),
4.97~4.86 (10H,  m,  H-1b,  H-1c,  CH2-Bn),  4.80~4.72
(4H, m, CH2-Bn), 4.69~4.56 (8H, m, H-1a, CH2-Bn),
4.56~4.52 (2H, m, CH2-Bn), 4.50~4.42 (6H, m, H-6d,
CH2-Bn), 4.38 (1H, dd, J = 11.9, 4.2 Hz, H-6d'), 4.00
(1H, dd, J = 9.2, 9.2Hz, H-3d), 3.97~3.91 (3H, m, H-
3a, H-3b, H-3c), 3.91~3.87 (1H, m, H-5d), 3.85~3.65
(10H, m, H-4a,  H-4b,  H-4c,  H-5a,  H-5b,  H-5c,  H-6a,
H-6b,  H-6a',  H-6b'),  3.64~3.51  (5H,  m,  H-2d,  H-4d,
H-6c, H-6c', CH2-Linker), 3.39~3.33 (3H, m, H-2a, H-
2b, H-2c), 3.33~3.24 (1H, m, CH2-Linker), 3.23~3.10
(2H, m, CH2-Linker), 1.57~1.42 (4H, m, CH2-Linker),
1.35~1.27  (2H,  m,  CH2-Linker)。 13C  NMR  (151
MHz,  CDCl3)  δ:  166.18,  138.85,  138.65,  138.53,
138.37,  137.94,  133.02,  129.94,  129.63,  128.52,
128.41,  128.33,  128.27,  128.21,  128.03,  127.98,
127.90,  127.82,  127.73,  127.66,  127.50,  127.46,
127.41,  127.34,  97.19  (C-1b,  C-1c),  96.98  (C-1d),
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96.70 (C-1a), 82.05, 81.64, 80.35, 80.24, 77.71, 75.73,
75.57, 75.43, 75.08, 74.97, 73.09, 72.29, 72.16, 70.77,
68.86, 67.83, 67.12, 65.71, 65.52, 65.44, 63.35, 50.56,
46.33,  29.12,  28.21,  23.52。 MS  (MALDI-TOF)
Calcd. for C135H141NO24Na[M+Na]+ 2 182.973 6, Found
2 182.847。

[α]20
D五糖 17　　透明浆状 ，收率 88%。   =

+92.29° (c 1.0, CHCl3)。1H NMR (600 MHz, CDCl3)
δ:  7.96  (2H,  d, J =  7.7  Hz,  Ar-H),  7.51  (1H,  dd, J =
7.4, 7.4 Hz, Ar-H), 7.38 (2H, dd, J = 7.7, 7.7 Hz, Ar-
H),  7.34~7.26  (40H,  m,  Ar-H),  7.25~7.10  (45H,  m,
Ar-H), 5.14 (2H, d, J = 13.7 Hz, CH2-Cbz), 5.03 (1H,
d, J = 3.5 Hz, H-1e), 4.97~4.86 (13H, m, H-1b, H-1c,
H-1d,  CH2-Bn),  4.80~4.71  (5H,  m,  CH2-Bn),
4.68~4.57 (9H, m, H-1a, CH2-Bn), 4.55~4.50 (3H, m,
CH2-Bn),  4.49~4.42  (7H,  m,  H-6e,  CH2-Bn),  4.38
(1H,  dd,  J  =  12.0,  4.1  Hz,  H-6e'),  4.00  (1H,  dd,  J  =
9.2,  9.2Hz, H-3e),  3.97~3.91 (4H, m, H-3a, H-3b, H-
3c, H-3d), 3.91~3.87 (1H, m, H-5e), 3.84~3.65 (13H,
m, H-4a, H-4b, H-4c, H-4d, H-5a, H-5b, H-5c, H-5d,
H-6a,  H-6a',  H-6b,  H-6b',  H-6d),  3.64~3.51  (6H,  m,
H-2e,  H-4e,  H-6c,  H-6c',  H-6d',  CH2-Linker),
3.39~3.33  (4H,  m,  H-2a,  H-2b,  H-2c,  H-2d),
3.32~3.23  (1H,  m,  CH2-Linker),  3.23~3.10  (2H,  m,
CH2-Linker),  1.54~1.41  (4H,  m,  CH2-Linker),  1.35~
1.28  (2H,  m,  CH2-Linker)。 13C  NMR  (151  MHz,
CDCl3)  δ:  166.18,  138.98,  138.86,  138.67,  138.65,
138.59,  138.56,  138.53,  138.38,  137.95,  133.03,
129.94,  129.64,  128.52,  128.41,  128.38,  128.35,
128.32,  128.30,  128.27,  128.26,  128.21,  128.05,
128.02,  127.98,  127.91,  127.86,  127.82,  127.79,
127.73,  127.67,  127.65,  127.57,  127.54,  127.51,
127.49,  127.46,  127.44,  127.40,  127.38,  127.34,
127.32,  127.30,  97.28  (C-1d),  97.23  (C-1b,  C-1c),
96.98 (C-1e), 96.68 (C-1a), 82.05, 81.66, 81.63, 81.57,
80.43, 80.36, 80.25, 77.71, 77.46, 77.37, 75.73, 75.58,
75.42, 75.40, 75.08, 74.98, 74.93, 74.91, 73.08, 72.29,
72.14, 70.87, 70.82, 70.77, 70.70, 68.87, 67.12, 65.73,
65.54,  65.43,  63.35,  46.27,  29.12,  28.05,  23.52。MS
(MALDI-TOF)  Calcd.  for  C162H169NO29Na  [M+Na]+

2 615.167 2, Found 2 615.072。
[α]20

D六糖 19　　透明浆状 ，收率 79%。   =
+83.60° (c 1.0, CHCl3)。1H NMR (600 MHz, CDCl3)

δ: 7.98~7.95 (2H, m, Ar-H), 7.53~7.49 (1H, m, Ar-H),
7.37 (2H, dd, J = 7.8, 7.8 Hz, Ar-H), 7.33~7.26 (21H,
m, Ar-H), 7.26~7.09 (79H, m, Ar-H), 5.14 (2H, d, J =
14.0  Hz,  CH2-Cbz),  5.04  (1H,  d,  J  =  3.5  Hz,  H-1f),
4.97~4.85  (16H,  m,  H-1b,  H-1c,  H-1d,  H-1e,  CH2-
Bn), 4.80~4.70 (6H, m, CH2-Bn), 4.68~4.56 (10H, m,
H-1a,  CH2-Bn),  4.55~4.50  (4H,  m,  CH2-Bn),
4.48~4.41  (8H,  m,  H-6f,  CH2-Bn),  4.38  (1H,  dd, J =
12.0,  4.1 Hz, H-6f),  4.00 (1H, dd, J = 9.2,  9.2Hz, H-
3f),  3.96~3.91  (5H,  m,  H-3a,  H-3b,  H-3c,  H-3d,  H-
3e), 3.90~3.87 (1H, m, H-5f), 3.85~3.50 (23H, m, H-
2f,  H-4f,  H-4a,  H-4b,  H-4c,  H-4d,  H-4e,  H-5a,  H-5b,
H-5c, H-5d, H-5e, H-6a, H-6a', H-6b, H-6b', H-6c, H-
6c', H-6d, H-6d', H-6e, H-6e', CH2-Linker), 3.38~3.32
(5H,  m,  H-2a,  H-2b,  H-2c,  H-2d,  H-2e),  3.31~3.23
(1H, m, CH2-Linker), 3.23~3.09 (2H, m, CH2-Linker),
1.57~1.42  (4H,  m,  CH2-Linker),  1.36~1.28  (2H,  m,
CH2-Linker)。13C NMR (151 MHz, CDCl3) δ: 166.17,
138.97,  138.87,  138.66,  138.59,  138.53,  138.37,
137.95,  133.02,  129.94,  129.63,  128.51,  128.45,
128.40,  128.39,  128.34,  128.31,  128.29,  128.26,
128.25,  128.20,  128.04,  128.02,  127.97,  127.90,
127.86,  127.81,  127.78,  127.72,  127.67,  127.64,
127.57, 127.53, 127.51, 127.48, 127.45, 127.42, 127.39,
127.35, 127.32, 127.30, 127.29, 127.26, 97.33 (C-1e),
97.31 (C-1d), 97.24 (C-1b, C-1c), 96.97 (C-1f), 96.68
(C-1a), 82.04, 81.65, 81.61, 81.56, 80.43, 80.38, 80.35,
80.24, 77.70, 77.45, 77.37, 77.33, 75.72, 75.56, 75.42,
75.38, 75.07, 74.98, 74.91, 73.07, 72.26, 72.13, 72.10,
70.85, 70.80, 70.77, 70.71, 68.86, 67.11, 65.70, 65.55,
65.42,  63.35,  50.24,  46.21,  29.10,  27.61,  23.51。MS
(MALDI-TOF)  Calcd.  for  C189H197NO34Na  [M+Na]+

3 047.360 9, Found 3 047.261。 

2.2.5　C6 苯甲酰基的脱除方法　将原料溶解于甲

醇-四氢呋喃（1∶1, 0.1 mol/L）中，加入甲醇钠（0.5
eq）并在室温下搅拌 4 h。用氢离子交换树脂中和

混合物并过滤，减压浓缩后，粗品使用硅胶柱色谱

纯化 （石油醚 -乙酸乙酯 ， 3∶1） ，得到化合物 12
（92%），14（91%），16（87%），18（89%），20（84%）。

结构鉴定数据与报道文献一致[34]。 

2.2.6　全脱保制备 α-1,6-葡聚糖 1~5　将原料溶解

于甲醇-四氢呋喃-水-醋酸（10∶5∶2.5∶1, 4.0 mmol/L）
中并加入 Pd/C（10%）, 在室温下搅拌 15 min。将反
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应瓶放入氢气反应器中，使用氢气置换反应瓶中气

体三次后在室温下反应 48 h。对混合物进行过滤

并减压浓缩，使用 Sephadex LH-20凝胶柱纯化。

α-1,6-葡聚二糖 1　　透明糖浆，收率 90%。
1H NMR (600 MHz, D2O) δ: 4.95 (1H, d, J = 3.0 Hz,
H-1b), 4.93 (1H, d, J = 3.2 Hz, H-1a), 4.01~3.96 (1H,
m, H-6), 3.88~3.83 (2H, m, H-5, H-6), 3.80~3.66 (6H,
m,  2  ×  H-3,  H-5,  2  ×  H-6,  CH2-Linker),  3.60~3.49
(4H, m, 2 × H-2, H-4, CH2-Linker), 3.44 (1H, dd, J =
9.5, 9.5Hz, H-4), 3.02 (2H, dd, J = 7.7, 7.7 Hz, CH2-
Linker),  1.74~1.65  (4H,  m,  CH2-Linker),  1.52~1.42
(2H, m,  CH2-Linker)。 13C NMR (151 MHz,  D2O) δ:
98.12  (C-1a),  97.82  (C-1b),  73.41,  73.07,  71.81,
71.41, 71.17, 70.22, 69.47, 69.44, 67.90, 65.52, 60.43,
39.36,  28.01,  26.51,  22.42。HRMS (ESI) m/z Calcd.
for C17H34NO11[M+H]+ 428.212 6, Found 428.212 2。

α-1,6-葡聚三糖 2　　透明糖浆，收率 88%。

结构鉴定数据与报道文献一致[35]。

α-1,6-葡聚四糖 3　　透明糖浆，收率 90%。
1H NMR (600 MHz, D2O) δ: 5.00~4.95 (3H, m, H-1b,
H-1c,  H-1d),  4.93  (1H,  d,  J  =  3.8  Hz,  H-1a),
4.03~3.95 (3H, m, 3 × H-6), 3.95~3.89 (2H, m, 2 × H-
5), 3.88~3.83 (2H, m, H-5, H-6), 3.79~3.67 (10H, m,
4  ×  H-3,  H-5,  4  ×  H-6,  CH2-Linker),  3.62~3.49  (8H,
m, 4 × H-2, 3 × H-4, CH2-Linker),  3.43 (1H, dd, J =
10.0, 9.1 Hz, H-4), 3.02 (2H, dd, J = 7.6, 7.6 Hz, CH2-
Linker),  1.74~1.65  (4H,  m,  CH2-Linker),  1.52~1.42
(2H, m,  CH2-Linker)。 13C NMR (151 MHz,  D2O) δ:
98.12  (C-1a),  97.76  (C-1b),  97.72  (C-1c),  97.65  (C-
1d),  73.44,  73.38,  73.34,  73.06,  71.81,  71.45,  71.35,
71.31, 71.17, 70.23, 70.13, 69.53, 69.47, 67.90, 65.56,
65.49,  60.44,  39.36,  28.02,  26.50,  22.42。 HRMS
(ESI)  m/z  Calcd.  for  C29H54NO21[M+H]+  752.318 3,
Found 752.318 5。

α-1,6-葡聚五糖 4　　透明糖浆，收率 92%。
1H NMR (600 MHz, D2O) δ: 4.99~4.96 (4H, m, H-1b,
H-1c,  H-1d,  H-1e),  4.93  (1H,  d,  J  =  3.8  Hz,  H-1a),
4.02~3.96 (4H, m, 4 × H-6), 3.94~3.90 (3H, m, 3 × H-
5), 3.87~3.83 (2H, m, H-5, H-6), 3.79~3.67 (12H, m,
5 × H-3, H-5, 5 × H-6, CH2-Linker), 3.61~3.50 (10H,
m, 5 × H-2, 4 × H-4, CH2-Linker),  3.44 (1H, dd, J =
10.0, 9.0 Hz, H-4), 3.02 (2H, dd, J = 7.6, 7.6 Hz, CH2-
Linker),  1.75~1.65  (4H,  m,  CH2-Linker),  1.53~1.42

(2H, m,  CH2-Linker)。 13C NMR (151 MHz,  D2O) δ:
98.12 (C-1a), 97.76 (C-1b), 97.72 (C-1c), 97.67 (C-1d),
97.64 (C-1e), 73.44, 73.36, 73.34, 73.06, 71.81, 71.45,
71.36, 71.31, 71.17, 70.23, 70.13, 69.51, 69.47, 67.90,
65.56,  60.44,  39.36,  28.02,  26.50,  22.43。 HRMS
(ESI) m/z  Calcd.  for  C35H64NO26  [M+H]+  914.371 1,
Found 914.370 7。

α-1,6-葡聚六糖 5　　透明糖浆，收率 89%。
1H NMR (600 MHz, D2O) δ: 5.00~4.96 (5H, m, H-1b,
H-1c, H-1d, H-1e, H-1f), 4.94 (1H, d, J = 3.8 Hz, H-
1a),  4.03~3.96  (5H,  m,  5  ×  H-6),  3.95~3.90  (4H,  m,
4 × H-5), 3.86 (2H, m, H-5, H-6), 3.80~3.67 (14H, m,
6 × H-3, H-5, 6 × H-6, CH2-Linker), 3.62~3.50 (12H,
m, 6 × H-2, 5 × H-4, CH2-Linker),  3.44 (1H, dd, J =
9.5, 9.5Hz, H-4), 3.02 (2H, dd, J = 7.6, 7.6 Hz, CH2-
Linker),  1.76~1.66  (4H,  m,  CH2-Linker),  1.53~1.44
(2H, m,  CH2-Linker)。 13C NMR (151 MHz,  D2O) δ:
98.10 (C-1a), 97.74 (C-1b), 97.70 (C-1c, C1-d), 97.65
(C-1e, C1-f), 73.41, 73.34, 73.03, 71.78, 71.43, 71.34,
71.14, 70.21, 70.11, 69.45, 67.88, 65.51, 60.41, 39.34,
28.00,  26.48,  22.40。 HRMS  (ESI)  m/z  Calcd.  for
C41H74NO31[M+H]+ 1 076.423 9, Found 1 076.423 2。 

2.3    血清的收集或制备 

2.3.1　Hp 感染患者血清临床样本的收集　根据

江南大学临床研究伦理委员会批准的《人类生物

医学研究国际伦理准则》（CIOMS）（批准编号：JNU
20210318IRB09）对人血清临床样本进行收集和使

用，Hp感染情况通过13C尿素呼气试验确定。基于

本课题组之前的研究结果[31]，采用能够识别 α-1,6-
葡聚三糖的 Hp感染患者血清对本研究中不同链

长 α-1,6-葡聚糖的 IgG抗体亲和力进行评估。 

2.3.2　免疫兔血清的制备　Hp O1, O2, O6血清型

脂多糖免疫兔血清为课题组前期制备，脂多糖的热

苯酚法提取方法和动物免疫已在前期发表文章中

详细报道[31, 36−37]。 

2.4    糖芯片的制备及分析

将合成寡糖 1~5和提取的 Hp O1血清型脂多

糖分别溶解在磷酸钠缓冲液（50 mmol/L，pH = 8.5）
中，使用芯片点样仪将样品点样至玻片上，用脂多

糖免疫兔血清或感染患者血清对芯片进行孵育，使

合成寡糖与血清中的 IgG抗体结合，分别将荧光标

记的二抗（Alexa Flour 532偶联的山羊抗兔 IgG抗

体或 Cy3偶联的山羊抗人 IgG抗体）进行二次孵
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育，使其结合已和寡糖连接的 IgG抗体，使用微阵

列芯片扫描仪扫描芯片，通过分析结合后芯片的荧

光强度，从而对合成聚糖的抗体亲和力进行评估。 

3    结果与讨论
 

3.1    α-1,6-葡聚糖的合成

本研究设计的目标 α-1,6-葡聚糖 1~5端基位均

含有五碳氨基连接臂，为后续糖芯片及糖缀合物的

制备做准备。高立体选择性合成 α-1,6-葡聚糖中

的 1,2-顺式-糖苷键是本合成中的一个重要难点，如

何高效获得不同链长的 α-1,6-葡聚糖也是设计合成

策略中需要重点考虑的问题 [38]。如路线 1及 2-
A所示，糖砌块 7的 C6 位羟基使用苯甲酰基保护，

C2 位羟基使用非参与性苄基保护，采用基于 C6 位

苯甲酰基远程参与作用和乙醚溶剂效应的协同糖

基化策略将三氟乙酰亚胺酯基供体 7与不同受体

（8，10，12，14，16，18）进行偶联，高立体选择性地实

现了葡聚糖中 α 糖苷键的制备。在此基础上，利用

[n+1]迭代的糖链延长策略，高效合成了 α-1,6-葡聚

二糖 11（88%）、三糖 13（86%）、四糖 15（90%）、五

糖 17（88%）、六糖 19（79%）。

对化合物（12，14，16，18，20）进行全脱保合成

目标寡糖 1~5时，尝试使用甲醇、水和乙酸作为反

应溶剂体系，由于半脱保的葡聚糖在该溶剂体系中

的溶解性不佳，导致脱保护反应时间较长，反应效

率降低，从而限制了规模化制备目标寡糖。经多次

条件优化，发现使用甲醇、四氢呋喃、水和乙酸作为

溶剂体系时（路线 2-B），起始反应物能够充分溶解，

反应产率较高，成功制备得到全脱保的 α-1,6-葡聚

二糖 1（90%）、α-1,6-葡聚三糖 2（88%）、α-1,6-葡聚

四糖 3（90%）、α-1,6-葡聚五糖 4（92%）、α-1,6-葡聚

六糖 5（89%）。此脱保护方法重复性好，产率稳定，

可用于 α-1,6-葡聚糖规模化制备。 

3.2    α-1,6-葡聚糖的抗体亲和力评价

通过糖芯片筛选可以检测合成寡糖与血清抗

体的结合能力，从而分析寡糖片段链长与 IgG抗体

亲和力之间的关系。合成的 α-1,6-葡聚糖片段端基

位含有氨基连接臂，通过共价键可以负载到芯片表

面。糖芯片与 Hp O1脂多糖免疫兔血清的筛选结

果显示，血清中 IgG抗体与 α-1,6-葡聚糖二至六糖

（1~5）均有结合作用，其中抗体对 α-1,6-葡聚三糖 2、
四糖 3、五糖 4均有较强的识别（图 2）。与 Hp O2、
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Figure 2    Antibody affinity evaluation of synthetic α-1,6-glucans by glycan microarrays with Hp (serotype O1, O2, and O6) LPS immunized rabbit

sera

A: Printing pattern. Samples: 1–5 (di- to hexasaccharide). Negative control: Cb (a synthetic Clostridium bolteae disaccharide, α-D-Manp-(1→4)-β-D-

Rhap).  Positive  control:  O1  LPS.  Blank  control:  buffer.  B-D:  Representative  array  scan  of  Hp  LPS  immunized  rabbit  sera  (dilution  1∶50)  and

quantification of mean fluorescence intensity (MFI) values of each oligosaccharide fragment. Error bars represent standard error of the mean (SEM) of

two spots of two separate arrays. a, b, c and d represent the difference level between oligosaccharides 1–5 (P< 0.05). Different lowercase letters at the

same concentration indicate significant differences
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O6 脂多糖免疫兔血清的筛选结果显示，α-1,6-葡聚

三糖 2与 IgG抗体的结合信号远强于其他链长的

α-1,6-葡聚寡糖。由此可见，血清抗体对 α-1,6-葡聚

糖片段的识别效果受不同血清型脂多糖影响。

接下来使用收集的 31例 Hp感染患者血清对

糖芯片进行筛选以分析 α-1,6-葡聚糖片段的 IgG抗

体亲和力。其中 30例血清样本可以识别合成的 α-
1,6-葡聚糖二至六糖，这说明 α-1,6-葡聚糖是 Hp脂

多糖的重要抗原表位。在 31例 Hp感染患者血清

样本中：有 10例血清样本与 α-1,6-葡聚二糖 1到五

糖 4的结合随链长延长而逐渐升高，但与六糖 5的

结合减弱，其中 α-1,6-葡聚五糖 4与 IgG抗体的结

合信号最强（图 3-B）；另有 2例血清样本对 α-1,6-葡
聚糖的识别效果与糖链的长度呈正相关，且与 α-
1,6-葡聚六糖 5的结合信号最强（图 3-C）；有 12例

血清样本与 α-1,6-葡聚三糖 2和五糖 4的结合信号

都很强，但低浓度情况下，抗体与三糖 2的结合强

于五糖 4（图 3-D）。值得注意的是，6例血清样本

对 α-1,6-葡聚糖的识别效果与糖链的长度呈负相

关，且与短链的 α-1,6-葡聚二糖 1的结合信号最强

（图 3-E）。
Hp感染患者血清对糖芯片的筛选结果显示，

α-1,6-葡聚糖是 Hp脂多糖中的重要抗原表位，这一

发现与之前文献报道的结果一致[29−31]。31例 Hp血

清样本未具体分型，考虑到临床感染的复杂性，因

此芯片筛选的结果也呈现一定的多样性。总体来

说，血清样本中的抗体呈现出可能优先结合奇数糖

的趋势，其中 α-1,6-葡聚三糖 2和五糖 4是被绝大

多数 Hp感染患者血清识别片段，具有较强的 IgG
抗体亲和力。而 α-1,6-葡聚二糖 1对部分血清样本

表现出良好的 IgG抗体亲和力。 

4    结　论

本研究通过化学法合成了 Hp脂多糖核心寡糖

中不同链长的 α-1,6-葡聚糖，并利用糖芯片对它们

的抗体亲和力进行评估。将糖环 C6 位酰基的远程

参与作用与乙醚的溶剂效应相结合，高立体选择性

构建了寡糖结构中的 α-葡萄糖苷键。采用 [n+1]迭
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Figure 3    Antibody affinity evaluation of synthetic α-1,6-glucans by glycan microarrays with Hp-infected patient sera

A: Printing pattern. Samples: 1-5 (di- to hexasaccharide). Negative control: Cb (a synthetic Clostridium bolteae disaccharide, α-D-Manp-(1→4)-β-D-

Rhap). Positive control: O1 LPS. Blank control: buffer. B-D: Representative array scan of Hp-infected patient sera (dilution 1∶20) and quantification of

MFI values of each oligosaccharide fragment. Error bars represent SEM of two spots of two separate arrays. a, b, c and d represent the difference level

between oligosaccharides 1-5 (P< 0.05). Different lowercase letters at the same concentration indicate significant differences

  654  学报   Journal of China Pharmaceutical University　2024, 55(5): 645 − 656 第 55 卷  



代糖基化链延长策略，高效地完成了 α-1,6-葡聚二

糖至六糖的制备（化合物 1~5）。通过糖芯片进行的

抗体亲和力检测发现，合成的 α-1,6-葡聚糖均能被

Hp脂多糖免疫动物和 Hp感染患者血清中 IgG抗

体识别，且不同糖链长度的寡糖片段与血清中抗体

的结合能力具有明显差异，其中 α-1,6-葡聚二糖、三

糖和五糖具有较好的抗体亲和力，需要进一步对其

免疫原性进行探究。本研究为 Hp糖缀合物疫苗的

开发提供了重要的理论基础。
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