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大肠杆菌产生的聚唾液酸的结构
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摘!要!研究了大肠杆菌产生的聚唾液酸的分子结构!对聚唾液酸的分子基团特征进行了红外光

谱分析!研究了聚唾液酸糖苷键的连接方式和构型)发酵液中的聚唾液酸经超滤浓缩"有机沉淀和

离子交换层析处理!得到高纯度的聚唾液酸)经.162*78分析和比较!表明所得到的聚唾液酸是一

种!2!!3糖苷键连接的同聚物)
关键词!聚唾液酸$.162*78$红外光谱$大肠杆菌

中图分类号!9%#%)!./).$/ 文献标识码!:

+0$#,0#$.4%&’35-5"(6"’35-&’-,4,-*-%!"#$%&’#$’(#)*’

;<=*>;?@2A’BC%!;<:*D@E’2F,@"%!GHI@EB2J’BC%!;<HK@
#5,AKEF’JEL’JA’MNBOPQLJ@E(4@’L,R?B’(’CA%7@B@QLJA’M=OPREL@’B%+’PL?,JBSEBCLT,HB@U,JQ@LA%GPV@!."$1/%6?@BE$

4750$&,0!W?,QLJPRLPJ,’M-’(AQ@E(@RER@OXEQ@BU,QL@CEL,OX@L?@BMJEJ,OQ-,RLJEEBO.162*78
Y,L?’OQ)W?,-’(AQ@E(@RER@O XEQ-PJ@M@,OMJ’Y !"#$%&’#$’(#)*’FJ’L? X@L?P(LJEM@(LJEL@’B%

’JCEB@RQ’(U,BL-J,R@-@LEL@’BEBO@’B2,VR?EBC,R?J’YEL’CJE-?A)W?,CJ’P-R?EJERL,J@QL@RQ’ML?,
-’(A@E(@RER@OX,J,R’BM@JY,OX@L?@BMJEJ,OQ-,RLJEEBO@O,BL@M@,OX@L?L?EL’MQLEBOEJOQEY-(,)
W?,-’(AQ@E(@RER@O@B!+#)*’52!1#XEQ@O,BL@M@,OEQ!2!%3C(AR’Q@O@R(@BZEC,?’Y’-’(AY,J’M*2
ER,LA(2B,PJEY@B@RER@O)
8.39"$*5!-’(AQ@E(@RER@O".162*78"@BMJEJ,OQ-,RLJE"!"#$%&’#$’(#)*’

!!聚唾液酸#[’(AQ@E(@RER@O$是*2乙酰神经氨酸

以!2!%3和#或$!2!%%键 连 接 的 同 聚 物&.’%.%#%年

4EJJA和>’,F,(&!’首先在大肠杆菌5!1#发酵液中

发现%之后又发现在其他一些菌株如脑脊髓膜炎双

球菌和沙门氏菌&1’中也存在)聚唾液酸可以作为药

物的缓释剂&"’%可以用作酶固定化的介质并应用于

临床诊断%还 可 以 用 作 治 疗 一 些 疾 病 的 疫 苗)聚 唾

液酸水解后得到的唾液酸是合成抗流感药物;EBE2
Y@U@J#*2乙 酰 基2!%12二 去 氧2"2胍 基 唾 液 酸$和

WEY@M(P#>+"$0.$的前体物质&#’)

:-PJFE&/’研究了脑脊髓膜炎双球菌4和6血

清型菌株产生 的 聚 唾 液 酸 结 构%用 核 磁 共 振.16谱

进行分析%证明4型血清型菌株产生的聚唾液酸的

连接方式为!2!%3糖苷键%而6型血清型菌株产生

是!2!%%糖 苷 键 连 接 的 聚 唾 液 酸)之 后%=CEB&0’等

对大肠杆菌4’Q2.!所产的聚唾液酸的结构进行研

究%发现一种含有!2!%3和!2!%%间隔的连接方式)
作者所在实 验 室 选 育 了 一 株 高 产 聚 唾 液 酸 的 大 肠

杆菌菌株&3’%为确认所合成的聚唾液酸的糖苷键连

接方式%对其分子结构进行了研究)
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:!材料与方法

:;:!实验材料

菌种!大 肠 杆 菌!"#$%&’#$’(#)*’5!1#2GDI"
"作者所在实验室保藏号#)

种子培养 基"组 分C$K#!牛 肉 膏1%胰 蛋 白 胨

.$%*E6(#%-<值0).!0)!"灭菌后#)若用于固体

培养基%加入.#!!$C$K琼脂)
发酵培养基"组分C$K#!山梨醇1$%*<"6(#%

7C+\"$)/%胰 蛋 白 胨$)"%5!<[\"&1<!\!$%

-<值0).!0)!"灭菌后#)
培养方 法!在.#K的 全 自 动 发 酵 罐 4@’QLEL

6.$21"德国4JEPB公司#中培养%装液量为%K%温

度 10 ]%搅 拌 转 速 "$$J$Y@B%通 气 量 .)#
K$"K&Y@B#%培养"3?)

超导 核 磁 共 振 仪 [̂D2"$$"瑞 士4JPZ,J公 司

制造#由中科院上海有机化学研究所提供’:5W:2
=V-(’J,J快 速 纯 化 系 统"瑞 典 [?EJYER@E公 司 制

造#’红外光谱仪N82""$"日本岛津公司制造#’争光

Ŵ $.1树脂"杭州争光树脂厂提供#)
:;<!实验方法

:)<):!聚唾液酸的纯化!发酵液中加入一定量的

饱和氯化钙溶 液%离 心 去 除 沉 淀%上 清 液 用 超 滤 装

置"截留相对分子质量为.$$$$#进行浓缩%在浓缩

液中慢慢流加入#倍体积%#_的乙醇%搅拌后静置

/?%离心得到沉淀物%再用体积分数0#_的乙醇洗

涤(离心1次’将 得 到 的 聚 唾 液 酸 沉 淀 溶 解 于 去 离

子水中%加入硫酸铵使之达到#$_的饱和度%静置

后离心去除蛋白质沉淀%取上清液再用+,UEC试剂

去除蛋白质%之后用 透 析 膜 透 析"3?%透 析 液 再 经

过阳离 子 交 换 柱"争 光 Ŵ $.1%.$YY‘3$$YY#
进行脱色和 去 除 阳 离 子%泵 入/1YK去 离 子 水 淋

洗%收集洗脱 液 后 再 经 冷 冻 真 空 干 燥%得 到 纯 度 较

高的聚唾液酸粉末)
:)<)<!聚唾液 酸 的 精 制!以!#YY’($K-<0)!
的磷 酸 缓 冲 液 平 衡 =̂:=2+,-?EO,V:20#填 充 柱

".$YY‘.#$YY#)将所得到的聚唾液酸粉末溶解

于.#YY’($K-<3)$的磷酸缓冲液中%上样后以

#个 柱 体 积 平 衡 缓 冲 液 洗 涤 填 充 柱%以$!$)#
Y’($K的*E6(磷 酸 缓 冲 液 线 性 梯 度 洗 脱%分 部 收

集洗脱液%测 定 聚 唾 液 酸 含 量)收 集 含 有 聚 唾 液 酸

的洗脱液%透 析"截 留 相 对 分 子 质 量 为.$$$$#!"
?%冷冻干燥后得到高纯度的聚唾液酸粉末)
:)<)=!聚唾液酸定量测定!间苯二酚显色法)%*)
:)<)>!聚唾液酸的结构鉴定

.#红 外 光 谱 鉴 定!测 试 范 围 为"$$$!"$$
RY2.%54J压片)

!#核磁共振鉴定!聚唾液酸溶解于1#] !̂\
中"-< 值0)$#%质 量 浓 度3$YC$YK%.162*78
4JPZ,J D̂[2"$$%在"$$7<T下操作)

<!结果与讨论

<;:!聚唾液酸纯化

由于发酵液中含有较高浓度的磷酸盐%与加入

的氯化钙形成沉淀%离心去除磷酸钙沉淀)超滤不

仅可以浓缩所得到的上清液%而且可以脱除上清液

中的盐分和小分子色素物质%能有效减轻后继分离

过程的负担)加 入 乙 醇 使 聚 唾 液 酸(蛋 白 质 等 大 分

子物质沉淀下 来%而 去 除 一 些 小 分 子 杂 质)分 别 以

硫酸铵沉淀法和+,UEC试剂法去除大部分蛋白)再

经过阳离子柱脱色和吸附除去阳离子类的杂质后%
冷冻干燥得到聚唾液酸%经测定其纯度 为%#)0_%
蛋白质几乎完全去除)
<;<!唾液酸的精制

用*78分析聚唾液酸结构%需要得到高纯度

的聚唾液酸粉末)为进一步去除杂质和精制聚唾液

酸%用 =̂:=2+,-?EO,V:20#对聚唾液酸样品进行

分离)̂=:=2+,-?EO,V:20#兼有离子交换和分 子

筛的作用%能够得到相对分子质量分布比较集中的

聚唾液酸)透 析 去 掉 磷 酸 盐 和 氯 化 钠%冷 冻 干 燥 得

到聚唾液酸%经测定其纯度达到%3_以上)
<;=!聚唾液酸的红外光谱鉴定

对分离得到的聚唾液酸进行红外光谱分析%所

得的红外光谱"见图.#与文献).$*报道一致)聚唾

液酸红外光谱在10""RY2.处有宽 而 强 的 吸 收%示

有+\<的\+<键和+*<+的*+< 键伸缩振

动’在./3"RY2. 处 有 中 强 吸 收%示 有+6\\a 和

+*<6\6<1的 ##6 \键 的 伸 缩 振 动 和 非 对 称 伸

缩振动%以及*+<键的弯曲振动’在."$!RY2.处

有中等吸收%示 有+6\\a 的6+\键 伸 缩 振 动 和

##6 \的对称伸缩振动’在...!RY2.处有强吸收%
示有6+\+6"糖环#的伸缩振动)这些基团均为乙

酰氨基多糖的特征基团)
<;>!聚唾液酸的:=?@ABC鉴定

聚唾液是 *2乙 酰 神 经 氨 酸 的 线 性 聚 合 物%其

单体之间连接的糖苷键主要有1种不同方式%即!2
!%3(!2!%%或!2!%3$!2!%%混合连接)对精制的聚唾

液酸进行.16核磁共振分析%所得谱图见图!)经比

较%大 肠 杆 菌 5!1#2GDI"所 产 的 聚 唾 液 酸 的.162
*78谱与文献)/%0*报 道 的!2!%3糖 苷 键 连 接 的
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聚唾液酸.162*78谱相一致)

图:!聚唾液酸的红外光谱

)-2;:!D%($&$.*5E.,0$&"(E"’35-&’-,&,-*

图<!!"#$%&’#$’(8<=F@GH!>的 聚 唾 液 酸 的?:=ABC
谱图

)-2;<!:=?@ABC5E.,0$&"(E"’35-&’-,&,-*-%!"#$%&’#$+

’(#)*’8<=F@GH!>

!!图1是文献报道的!2!!3和"或!2!!%糖 苷 键

连接方式下聚唾液酸的核磁共振图谱)
从图1可以看 到!单 纯 以!2!!3或!2!!%糖 苷

键连接的聚唾液酸的.162*78谱的化 学 位 移"在

/$!3$附近区别比较明显!这个区域是醇基的化学

位移区)通过表.中化学位移的比较!可以看到!!+
#)*’5!1#2GDI"产生的聚唾液酸显然不 是 以!2!!

3"!2!!%糖苷键 混 合 连 接 的#比 较 脑 脊 髓 膜 炎 双 球

菌4型血清型菌株产生的聚唾液酸$!2!!3糖 苷 键

连接%和6型血清型菌株产生的聚唾液酸$!2!!%糖

苷键连接%的62"和620的化学位移&/’!可以发现!
以!2!!3糖苷键连接的聚唾液酸的62"和620化学

位移分得比较开)而!+#)*’4’Q2.!和6型血清型

菌株的62"和620的化学位移完全一样#这是因为

以!2!!%连接的聚唾液酸有1个仲醇基$62"(620(

623%!620和62"所处环境几乎一样!其化学位移相

差不大#而!2!!3聚唾液酸的620的边上623上羟

基形成共价键!620和62"所处的 环 境 差 别 就 比 较

大!因此可以判断!+#)*’5!1#2GDI"所得到的聚

唾液酸!其糖苷键连接为!2!!3型)
用6?,Y\MM@R,软 件 对!2!!3和!2!!%两 种 连

接方式进行.162*78模 拟!见 图"!发 现 所 得 到 化

学位移和实际实验结果相差很小!模拟的!2!!%的

62!的化学位移"为.$/)$!而!2!!3的62!的化学

位移"为.$1)3!和 用 仪 器 测 出 的.$1)/0一 致!这

进一步说明了大肠杆菌5!1#2GDI"所产生的聚唾

液酸的糖苷键连接方式为!2!!3型)

图=!脑脊髓 膜 炎 双 球 菌?型!/型 血 清 型 菌 株 和!,

#)*’/"5@:<产生聚唾液酸的:=?@ABC谱

)-2;=!:=?@ABC5E.,0$&"(E"’35-&’-,&,-*-%-%’""%&’(

.%/’/0’1’2’"3%&)0&)45"/&%*?"!,#)*’/"5@:<

表:!不同菌株生产聚唾液酸的:=?@ABC化学位移

I&7;:!:=?@ABC?1.J-,&’51-(05#!$"(E"’35-&’-,&,-*-%*-((.$.%07&,0.$-&50$&-%

6原子
的位置

"‘.$/

4型血清型
大肠杆菌

6型血清型
大肠杆菌

大肠杆菌

4’Q2.!
大肠杆菌

5!1#2GDI"
共价结合的

氢原子数

62. .0")1 .0")% .0")#
.$.)% .0#)3/% $

62! .$!). .$.)" .$!)$
"$)% .$1)/0 $

621 "$)% ".)! ".). "!)#"/ !

62" /%)" /%)# /%)3
#!)3 0.)03! .
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续表.

6原子
的位置

"‘.$/

4型血清型
大肠杆菌

6型血清型
大肠杆菌

大肠杆菌

4’Q2.!
大肠杆菌

5!1#2GDI"
共价结合的

氢原子数

62# #1)/ #1)$ #1)#
01)# ##)..3

62/ 0")1 01)/ 0")#
/%)$ 0#)33"

620 0$)" /%)# 0$)"
0.)# 0.)!#!

623 03)3 0.)" 03)3
/!)" 3$)#"1 .

62% /!)" //)1 //)!
.0#)% /").30 !

*6\6<1 .0/). .0/). .0/)$
!1)1 .00)/31 $

6<16\ !1)/ !1)1 !1)# !")%"! 1

图>!?1.JK((-,.模拟"@<!L和"@<!M聚唾液酸的:=?@ABC谱

)-2;>!:=?@ABC5E.,0$&"(E"’35-&’-,&,-*9-01?1.JK((-,.5-J#’&0-"%5
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