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离子交换法提取发酵液中唾液酸

詹晓北， 吴剑荣， 朱 莉， 于军华
（江南大学 工业生物技术教育部重点实验室，江苏 无锡!$1"-#）

摘 要：研究了离子交换树脂从发酵液中提取唾液酸的方法，包括树脂的筛选、吸附条件和洗脱条

件的确定，唾液酸纯度达到+4(15(
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唾液酸（T:;’:Q;Q:OP）是一族神经氨酸（)>G<
C;Y:B:Q;Q:O）的衍生物［$］，广泛存在于动物细胞表面
糖蛋白和糖脂的糖链末端［!］(唾液酸及其衍生物在
治疗流感、神经性疾病、炎症、肿瘤等方面有很重要

的应用价值［-］(有报导从鸡蛋［1］、乳清和酪蛋白［0，#］

中制取的，\&’;BOTQH;G>C［4］、冯万祥等［.，+］从猪血
中提取唾液酸，?H:L>H&GP>［0］、钱世均［$"］等报导了
从大肠杆菌菌种制备唾液酸的方法(作者研究了从
大肠杆菌发酵液［$$］中提取唾液酸的方法(

B 材料与方法

BCB 实验材料与设备
争光]-$1、I]$$-树脂由杭州争光化工厂提

供，南开]!+"、4-!、4$4、]-+!、]-"$<\树脂由南

开大学化工厂提供，东大]$$-、4$4、]-"$̂ 4由山
东东大公司提供，中医4$4、4-!树脂由中国医药上
海试剂公司提供；唾液酸标准品，XM;BPL:>H’E;=NBQ
公司赠送(其余试剂为市售国产分析纯试剂(
BCD 实验方法

B(D(B 唾液酸的测定方法$ 唾液酸用间苯二酚法
测定［$!］(
B(D(D 唾液酸溶液的制备$ 上柱的唾液酸溶液的
制备方法见图$(
B(D(E 树脂对唾液酸的静态吸附 取一定质量浓
度、一定体积的唾液酸溶液加入0YE的湿树脂，在
室温下振荡$!H，测定溶液中唾液酸的质量浓度，
按下式计算各种树脂的静态吸附量(

, -
（."/.）01溶液

1树脂
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其中!!、! 分别为吸附前后唾液酸的质量浓度
（"#／"$），"溶液为溶液体积（"$），"树脂是树脂体

积（"$），# 是吸附量（"#／"$）%

图! 唾液酸溶液的制备

"#$%! &’()*’*+#,-,./#*0#1*1#2/,03+#,-

!%4%5 阳离子树脂对唾液酸的动态吸附& 一定体
积的阳离子树脂装到柱上（&%’(")*!("），一定
质量浓度的唾液酸溶液进柱，再以&倍的去离子水
洗脱，收集流出溶液，测定唾液酸含量%
!%4%6 阴离子树脂对唾液酸的动态吸附洗脱& 一
定体积的阴离子树脂装到柱上（&%!(")+!("），
一定质量浓度的唾液酸溶液先进阳离子树脂柱，流

出液偶联到装好的阴离子树脂柱，用,倍的水洗脱
阳离子柱，然后撤去阳离子柱，用!!’"-.／$的甲
酸梯度以流速&%!"$／"/0（除特殊说明外）洗脱阴
离子柱，部分收集器收集流出液体的唾液酸，测定

各管唾液酸含量（室温下操作）%

4 结果与讨论

4%! 树脂的筛选

4%!%! 阳离子交换树脂的选择
选择1种阳离子交换树脂（23）进行动态洗脱

实验，比较唾液酸的收率情况%实验结果见表&%
表! 唾液酸在各种阳离子树脂上的收率

7*8%! 9(1,:(’;’*+#,,./#*0#1*1#2.’,<1*+#,-

树脂型号 唾液酸收率／4 收集液52

中医6,’ 7,86 &8*’

东大9&&, +:8& ’8’!

南开6,’ 778: &8*!

争光;9!,& &!&86 &8*:

从表&可以看出，唾液酸在;9!,&上的收率最
高%9&&,是一种弱酸性阳离子树脂，因此它流出液
的52只降到’%’，但是它的唾液酸收率低%;9!,&
是一种吸附能力强的强酸性大孔阳离子树脂，它有

利于吸附盐和其他杂分子，所以选用;9!,&（23）
树脂%
4%!%4 阴离子交换树脂的选择
选择了+种阴离子交换树脂（2<==>）进行静

态吸附，比较了其对底物唾液酸的吸附量，结果见

表’%从表’可以看出，对唾液酸吸附量最大的是
争光9,&1，其次是南开9’7!和中医6&6%因为选用
的洗脱剂是甲酸，甲酸浓度高对唾液酸的稳定性会

产生影响，因此有必要对,种吸附量较高的树脂进
行动态洗脱研究（用恒定!%,*"-.／$甲酸洗脱），结
果见图’%
表4 唾液酸在各种阴离子树脂上的吸附量

7*8%4 9(1,:(’;’*+#,,./#*0#1*1#2.’,<1*+#,-’(/#-/

树脂型号 对唾液酸的吸附量／"#·"$>&

南开9’7! &:8+6
南开6&6 78:*
南开9,!&?@ *8++
南开9,7’ 1%+
东大6&6 &!8’6
东大9,!&)6 18+
争光9,&1 ’!8’+
中医6&6 &!8+*

图4 唾液酸在=种树脂上的洗脱曲线

"#$%4 7>((03+#,-13’:(,./#*0#1*1#2,-+>’((2#..(’(-+
’(/#-
从图’可以看出，9,&1树脂的洗出峰在后面才

出来，说明其对唾液酸的吸附能力较强，需要较高

的甲酸浓度才能洗脱出来，拖尾较严重；中医6&6
树脂出峰较快，说明其对唾液酸的吸附能力较弱，
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且拖尾较严重；!"#$的出峰时间较为合适，峰型较
为对称，如果用梯度洗脱，将有更好的峰形%因此确
定使用南开!"#$作为分离唾液酸的阴离子交换树
脂%
!"! 吸附条件的选择

!%!%# 上柱清液&’对唾液酸分离的影响
测定上柱清液在不同的&’值条件下，唾液酸

的分离情况见图(%

图$ %&对唾液酸分离的影响

’()"$ *++,-./+%&/0.1,2,%343.(/0/+2(35(-3-(6
由图(可看出，(条流出曲线的形状比较接近%

唾液酸的&’值在"%)左右，&’大于"%)有利于唾
液酸解离成*+,负离子；又唾液酸溶液经过阳离子
树脂柱时由于脱盐作用置换出’-离子，因此&’也
不能选太低%另外碱性条件下唾液酸容易受到破
坏，酸性条件下唾液酸的稳定性也受到影响%综合
考虑，&’选择为.%/%
!%!%! 上柱清液唾液酸质量浓度对唾液酸分离的
影响

配制不同质量浓度（&’.%/）的唾液酸进行上
柱实验，结果见图.%
由图.可以看出，随着唾液酸质量浓度的上

升，洗脱峰也越高，但是拖尾也逐渐严重；从图.
看，质量浓度太低或太高的收率都不高，质量浓度

在中间的（0/%1/23／24）收率较高%因此选择上柱
清液唾液酸质量浓度为0/%1/23／24%
!%!%$ 上柱清液流量对唾液酸分离的影响
将质量浓度为0/%1/23／24，&’.%/的唾液

酸进树脂柱，体积流量分别为$%1$、0%.、"%$
24／256%按照0%"%/进行实验，测定洗脱液中唾液
酸的收率，结果见图/%

图7 上柱清液唾液酸质量浓度对唾液酸分离的影响（上柱体积789:）

’()"7 *++,-./+(0(.(35-/0-,0.43.(/0/0.1,2,%343.(/0/+2(35(-3-(6（;/5<9,=789:）

图> 清液上柱流量对唾液酸分离的影响

’()"> *++,-./++5/?43.,/0.1,2,%343.(/0/+2(35(-3-(6

由图/可以看出，体积流量的变化导致了唾液
酸流出曲线的变化，随着吸附时间的减少（空速变

大），收率下降%流量小，则吸附时间长，唾液酸和树
脂之间的离子交换作用完全，收率高%另外文献报
道唾液酸在树脂中停留的时间不宜太长，否则树脂

会使唾液酸产生脱羟基作用［1］%因此选择空速为

$%1!0%.24／256之间%
!"$ 洗脱条件的选择

!%$%# 洗脱剂的选择 根据文献选择了甲酸和乙
酸两种作为洗脱剂进行实验，发现乙酸造成唾液酸

的洗脱峰拖尾严重，这可能是由于乙酸酸性较弱，
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不足以把唾液酸洗脱出来!而用甲酸时则洗脱峰较
尖，这是因为甲酸属于中强酸，另外甲酸的沸点较

低，可以用冷冻干燥法把它和唾液酸分离开，所以

选择甲酸作为洗脱剂!
!!"!! 洗脱流速的确定" 分别以"!#，"!$，%!&
’(／’)*流量的甲酸梯度洗脱，结果见图&!从图&
可以看出，洗脱速度太快则流出曲线峰变宽，相对

有点拖尾!洗脱速度太小也会影响时间，因此确定
洗脱速度在"!#!"!$’(／’)*之间为宜!

图# 洗脱流量对唾液酸分离的的影响

$%&’# ())*+,-)*./,%-012,*-0,3*4*5212,%-0-)4%2.%+2+%6

!’7 离子交换法提取唾液酸的工艺
根据上述实验结果，设计了一个离子交换法提

取唾液酸的工艺流程，结果见图+!

发酵液 !
预处理 上柱清液

（,-.!/）
体积流量为"!#’(／

!
’)* 上柱

（01#2"，1%3#）

离子交换
#!%’45／(甲酸梯度洗脱
体积流量为"!#!"!$’(／

!
’)*
洗脱液 !

冷冻干燥 唾液酸

产品

图8 唾液酸提取的工艺流程

$%&’8 91-+*44)-14%2.%+2+%6*:,12+,%-0

用此工艺流程进行实验，唾液酸的收率达到

$/6，唾液酸产品的纯度为3+!.6!

" 结 论

"）南开1%3#为较理想的阴离子树脂，争光

01#2"为较理想的阳离子树脂!
%）最佳的上柱条件为："/!+/’7／’(的唾液
酸溶液，体积流量选择为#!+#!"!.’(／’)*，,-
.!/!

2）洗脱剂为#!%’45／(的甲酸，洗脱体积流
量为"!#!"!$’(／’)*!
.）离子交换法提取唾液酸的工艺条件收率比
较高，可进一步研究并实现工业化!
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