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聚唾液酸的水解与唾液酸的纯化
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（江南大学 工业生物技术教育部重点实验室，江苏 无锡 ".$%#3）

摘! 要：在 6789 分析唾液酸质量分数的基础上，选择盐酸作为大肠杆菌发酵液中聚唾液酸的水
解用酸*在 1: ;水浴* 盐酸浓度为 %* . <() = 8的条件下，水解 " >，水解率平均可达 /:?以上*水解
液中和过滤后，用离子交换色谱分离与冷冻干燥得到唾液酸产品*质谱及 6789分析证实所得产品
中主要成分是 +0乙酰神经氨酸，其纯度达 /3* $? *
关键词：高效液相色谱；唾液酸；水解；离子交换色谱
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! ! 唾液酸（ VCD)CP DPCLM，VA）是一族神经氨酸
（JF-OD<CJCP DPCL）的衍生物［.］，广泛存在于动物细
胞表面糖蛋白质和糖脂的糖链末端，在许多与糖和

蛋白相互作用的生理过程中起着重要的作用［"］*唾
液酸的生物学功能有两大类，即唾液酸本身能被识

别的受体作用和掩盖其它分子的掩蔽作用*唾液酸
及其衍生物在治疗流感、神经性疾病、炎症、肿瘤等

方面有重要的应用价值［#］*高剑峰［$］等从猪血中提
取了唾液酸，也有报道从鸡蛋［:］、牛乳乳清［3］和酪

蛋白［&］中提取得到*作者所在实验室用微生物发酵
法制备聚唾液酸［1，/］，再经过水解得到单体唾液酸*
作者在用 6789 分析单体唾液酸质量分数的基础
上，对聚唾液酸的水解条件以及唾液酸单体的提取

进行了进一步研究*

@A 材料与方法
@B @A 试剂和器材
透析膜：华美生物工程公司产品；高效液相色

万方数据



谱仪：安杰伦公司产品；!" # 发酵罐 $%&’()( *!+,-：
$.)/0公司产品；唾液酸标准品（1,乙酰神经氨
酸）：2%34)公司产品；乙醇为食用级，其余试剂为国
产分析纯试剂5
!" #$ 菌种、培养基、培养方法
大肠杆菌（!"#$%&’#$’( #)*’）67-",89:;（作者

所在实验室保藏号）5 培养基和培养方法如前文所
述［<］5
!" %$ 聚唾液酸的发酵

!" # 的发酵罐装液量为 = #，接种量为体积分
数 ;>，发酵温度 -? @，搅拌转速 ;++ . A 4%0，通气
量 ;5 " # A 4%05灭菌前加入少量泡敌以控制发酵过
程中的泡沫5发酵 B+ C可得聚唾液酸发酵液5
!" &$ 聚唾液酸的制备
发酵液加入一定量的氯化钙饱和溶液，调 DE

值到 <5 + 左右，于 ? +++ . A 4%0 离心 !+ 4%0，上清液
加入 ; 倍体积 =">（体积分数）的乙醇，静置后离
心得到沉淀，再用 ?">（体积分数）乙醇洗涤 - 遍，
抽干，透析后干燥即得到聚唾液酸粗品5
!" ’$ 聚唾液酸的水解
称取一定量的聚唾液酸粗品，用去离子水溶

解，在一定浓度的无机酸溶液中水解5 EF#* 法测定
水解液中的唾液酸质量分数5
!" ($ 聚唾液酸的测定
间苯二酚,盐酸法5

!" )$ 唾液酸的测定
EF#*法测定唾液酸质量分数5色谱条件：色谱

柱：GHI$J9 2$ *!<；流动相：DE 为 - 的硫酸溶液；
流动相体积流量：!5 +++ 4# A 4%0；检测器：KL 7!+
04；进样量：" !#5
!" *$ 水解率的测定
水解之前和水解之后的总唾液酸质量分数（++

和 +!）用间苯二酚,盐酸法测定，水解后游离单体唾
液酸质量分数（+7）用 EF#* 法测定5唾液酸收率 ,!
M +! - ++，唾液酸水解率 ,7 M +7 - ++ .

#$ 结果与讨论

#" !$ 水解方法的确定
为了获得单体唾液酸，需要把聚唾液酸水解5

聚唾液酸的水解方法有酶法和酸法，其中酶水解由

于唾液酸酶价格较高，且难以获得，不适合工业化

应用5一般来说，多糖类物质的水解常用三氟乙酸、
硫酸或盐酸5唾液酸在微量有机酸存在的环境中稳
定性受到很大的影响，故三氟乙酸不可用于聚唾液

酸的水解5研究了硫酸和盐酸分别作为水解用酸对

EF#*法测定唾液酸单体质量分数的影响5 实验中
发现，同样的色谱条件下，盐酸的色谱图中没有可

识别的色谱峰，而同样浓度的硫酸与唾液酸标准样

品的保留时间非常接近（-5 +"7 4%0和 -5 !!? 4%0）5
唾液酸标样溶于 +5 ++! 4&N A #的 E72H;水溶液进行

色谱分析，两种物质不能得到有效分离5由此可见，
现有的分析条件在测定硫酸对大肠杆菌发酵液中

的聚唾液酸的水解程度时受到很大的干扰，因此选

择盐酸作为聚唾液酸的水解用酸5
#" #$ 水解条件的优化
通过预备实验确立酸浓度、温度、时间 - 个因

素，取 - 个水平，根据 #=（-
;）安排正交试验，实验数

据如表 ! 所示5水解率的测定如前所述5
表 !$ 正交实验结果

+,-" !$ +./ 0/12341 56 4./ 504.5758,3 /9:/0;</84

试验
号

因 素

酸浓度 /
A（4&N A #）
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@
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C
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+’ +’
7
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2- !<=5 " 7;-5 ? 77-5 -
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!" # !"#$$ %&!

而 ’ ’ ! # !%&
! ’ ( %! # ()*+$ %)$

于是 ’ !) # ! ’（!* + !, + !"）# "(&$ #)#$
’ ’ 方差分析的结果如表 ! 所示$对显著水平 ! ,
%$ "%，查 -分布表，得 -%$ %#（!，!）, *$ %%，因素 , 和
"都是显著的-根据显著性检验的结果选择最优工
艺条件时，根据方差分析理论，只需对显著的因素

选择最优水平，不显著的因素原则上可选试验范围

内的任一点- 因此，水解温度选择 &# .，水解时间
本因选择 + /，但是从 . 值可以看出，+ / 和 ! / 的
水解效果非常接近，考虑到设备利用以及热能消耗

的问题，选择水解时间 ! /-水解所用的盐酸浓度选
择 %- " 012 3 4-用以上条件进行了 + 次水解实验，水
解率均达 *#5左右-结果如表 + 所示-

表 !" 方差分析
#$%& !" ’($)*+,+ -. +/$(0$10 023,$/,-(

方差
来源
平方和 自由度 平均平方和 - 显著

性

6 !+)- ")#$ ! ""&- #&)& "- #*$+&*

7 !!#"- !(! ! ""!#- $!" "#- "#!)( "

8 !"#$- %&! ! "%)&- %(" "(- #"!!+ "

误差 "(&- #& !

总和 ()*+- %)$ &

表 4" 验证实验结果
#$%& 4" #52 12+6)/+ -. 3$),0$/20 27821,92(/

实验

序号

总唾液酸

质量 3 09
水解后 :6
质量 3 09

水解

率 3 5

" "%- &+ "%- !( *(- ##

! &- #+ &- !" *$- !(

+ "(- !" "+- #$ *#- (+

!& 4" 唾液酸的提取
唾液酸水解液上阳离子树脂柱（"- ! ;0 < (#

;0）和阴离子树脂柱（"- $ ;0 < &% ;0），经过水洗
脱及 %- ! 012 3 4 氯化钠溶液洗脱，流量为 "- ! 04 3
0=>，每管收集洗脱液约 * 04，含唾液酸的洗脱液大
部分集中在 &% ? !%% 04 之间（见图 "），正态分布
明显-得到的样品经真空干燥后再溶解进行 @A48
分析（见图 !）和质谱分析（见图 +），证实所得产品
是唾液酸系列中的 BC乙酰神经氨酸，与标样相符，
其中 BC乙酰神经氨酸占唾液酸类物质总质量的
*$- (5 -

图 :" 洗脱曲线
;,<& :" #52 2)6/,-( =6132 -. +,$),= $=,0

图 !" 冷冻干燥产品的 >?@A图谱
;,<& ! " #52 >?@A =51-9$/-<1$9 -. /52 )*-85,)),B20

81-06=/

图 4" 冷冻干燥产品的质谱图
;,<& 4 " #52 CD =51-9$/-<1$9 -. /52 )*-85,)),B20

81-06=/

!& E" 讨论
从发酵液中提取唾液酸以前也有报道［"%］，但

一般没有对聚唾液酸水解到唾液酸单体进行细致

地研究-为了提高唾液酸提取纯化的收率，水解条
件的研究是十分必要的-在实验中得到的唾液酸产
品中还含有很多的氯化钠，对唾液酸单体的利用带

来了一定的困难-如何除去唾液酸单体产品中的氯
化钠，尚待进一步的研究-
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