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摘要:为了探究草酸水解聚唾液酸分离提纯制备高纯度N-乙酰神经氨酸的工艺条件,以期简化工

艺步骤和降低生产成本;作者重点考察了草酸对聚唾液酸的水解,首先对比了草酸和其他常规水解

酸的水解效果,确定了草酸为聚唾液酸的水解酸.然后通过正交实验确定最佳草酸水解操作参数:
水解温度为90℃、水解时间为3.5h、水解酸浓度为0.1mol/L和聚唾液酸稀释倍数为5倍,在此

条件下,聚唾液酸的水解率平均可达94%以上,水解收率可达97%以上.通过实验条件及步骤优

化,得到分离提纯制备高纯度N-乙酰神经氨酸的最佳工艺.在该工艺下,红外光谱及 HPLC分析

证实所得产品中主要成分是N-乙酰神经氨酸,其纯度为98.5%,收率为58.4%.
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Abstract:Thepolysialicacidwasobtainedfromfermentationofescherichiacoli,andhydrolyzedto
separate,purifyandpreparetheN-acetylneuraminicacid.Inordertostudytheprocessconditionsof
separationandpurificationtopreparehighpurityofn-acetylneuraminicacidfromthepolysialicacidwhich
washydrolyzedbytheoxalicacid,soastosimplifytheprocessandreducetheproductioncost,theauthors
investigatedemphaticallythehydrolysisofthepolysialicacidbyoxalicacid,contrastedfirstlytheeffects
onhydrolysisofpolysialicacidsbetweenoxalicacidsasotherconventionalhydrolyticacidsanddetermined
oxalicacidsashydrolyticacids.Thebestoperatingparametersoftheoxalicacidhydrolysisofthepolysialic
acidwasdeterminedbytheorthogonalexperiment:hydrolysistemperature90℃,hydrolysistime3.5h,



hydrolysisacidconcentration0.1 mol/Landdiluted multiplesofpolysialicacid5times.Inthese
conditions,thehydrolyzerateofthepolysialicacidwasmorethan94%,andthehydrolyzeyieldwasmore
than97 %.Theseparationandpurificationconditionswereoptimizedthroughexperiments,andthe
separationandpurificationprocessforthepreparationofhighpurity N-acetylneuraminicacid was
obtained.Intheseprocessconditions,theanalyticresultsoftheinfraredspectrumandHPLCshowedthat
thepurityoftheN-acetylneuraminicacidproductwas98.5%,andtheyieldwas58.4%.
Keywords:polysialicacid;N-acetylneuraminicacid;oxalicacid;hydrolysis;separationandpurification

0 引言

聚唾液酸(polysialicacid,PSA)是游离的唾液

酸单体以α-2,8或α-2,9糖苷键缩聚得到的线性聚

合物[1],分子量在20~60kDa,是一种具有链式蛋

白酶抗性的大分子[2].唾液酸(sialicacid,SA)是神

经氨酸(neu-raminicacid)的一类衍生物的总称[3],
其中N-乙酰神经氨酸在唾液酸中占主要地位.N-乙
酰神经氨酸广泛存在于动物细胞表面的糖缀物末

端,在许多与糖、蛋白或脂质相互作用的生理过程中

起着重要作用[4].N-乙酰神经氨酸的生物学功能,
从作用机理来看,主要分为三类:细胞之间的信息传

递、被识别的受体作用、对细胞或分子的特异性识别

部位的掩蔽作用[5].N-乙酰神经氨酸及其衍生物在

治疗流感、神经性疾病、炎症、肿瘤等方面有重要的

实用价值[6].
高剑峰等[7]从猪血中提取了N-乙酰神经氨酸,

也有报道从鸡蛋[8]、牛乳乳清[9]和酪蛋白[10]中提取

得到N-乙酰神经氨酸;但都操作烦琐、提取难度大、
生产成本高,得到的N-乙酰神经氨酸的纯度和收率

较低,难以满足工业化大规模生产需求.
聚唾液酸水解得到 N-乙酰神经氨酸.目前,从

聚唾液酸出发水解得到高纯度的 N-乙酰神经氨酸

是研究、分离提纯 N-乙酰神经氨酸的新热点.赵慧

等[11]先用乙醇-氯化钙盐析法分离得到粗聚唾液

酸,再用盐酸水解得到 N-乙酰神经氨酸水解液,水
解液经离子交换树脂洗脱,得到纯度为96.4%的N-
乙酰神经氨酸,但其工艺回收率低、成本高,离子交换

后的N-乙酰神经氨酸溶液中含有大量无机盐,严重

影响N-乙酰神经氨酸单体纯度;李文强等[12]用乙醇

沉淀粗聚唾液酸;郁丹凤等[13]用乙醇-氯化钠盐析法

分离提纯粗聚唾液酸,再用硫酸水解得到N-乙酰神

经氨酸水解液,水解液中加入乙醇得到N-乙酰神经

氨酸粗品,再配制成饱和N-乙酰神经氨酸乙醇溶液

用乙酸乙酯溶析得到纯度90%~92%的N-乙酰神经

氨酸,其工艺回收率低、工艺步骤烦琐、成本高.

作者所在实验室通过微生物发酵制备聚唾液

酸[14].本文采用草酸水解聚唾液酸分离提纯制备

N-乙酰神经氨酸,以期简化N-乙酰神经氨酸分离提

纯步骤,提高N-乙酰神经氨酸的收率和纯度,降低

生产成本,提高经济效益,为聚唾液酸分离提纯制备

高纯度N-乙酰神经氨酸的工业化大规模生产提供

指导作用.

1 实验部分

1.1 试剂和仪器

陶瓷复合膜设备SJM-FHM-17为合肥世杰膜

工程有限责任公司产品;高效液相色谱L-16为日本

岛津(上海)公司产品;100L发酵罐PV11074为镇

江东方生物工程设备技术有限责任公司产品;正压

平板膜过滤器YTZ50LSDSS为浙江省海宁市亚泰

制药机械有限公司产品;旋转蒸发仪R-1050为郑州

长城科工贸有限公司产品;pH计FE-20为梅特勒-
托利多仪器(上海)有限公司产品.

N-乙酰神经氨酸标准品为阿拉丁公司产品,乙
醇为食品级,其他试剂为国产分析纯试剂.
1.2 聚唾液酸发酵液的制备

100L发酵罐中接种量5%(体积分数),发酵

条件:发酵温度37℃,搅拌转速200r/min,通气量

1vvm,发酵时间72h;发酵维持 DO(溶解氧)≥
30%,加入1mL泡敌抑制泡沫产生,用氨水维持

pH为6.4,底料碳源耗完后,以2.5g·L-1·h-1

山梨醇补料至发酵结束,得到产量为19.540g/L的

聚唾液酸发酵液[14].
1.3 聚唾液酸溶液的制备

聚唾液酸发酵液经400nm孔径陶瓷复合膜设备

菌液分离,过膜压力0.15MPa,过膜温度40℃以下,
清液加热至75℃,搅拌30min,用220nm孔径正压

平板膜过滤器过滤,得到除菌体、除蛋白的聚唾液酸

溶液.
1.4 聚唾液酸的水解

量取一定体积的聚唾液酸溶液,将水解所用草
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酸配制成一定浓度,再与聚唾液酸溶液等体积混合

进行水解.HPLC法测定水解液中的N-乙酰神经氨

酸质量浓度.
1.5 聚唾液酸的测定

间苯二酚-盐酸法[15]测定水解前的聚唾液酸质

量浓度.
1.6 N-乙酰神经氨酸的测定

HPLC法测定N-乙酰神经氨酸质量浓度.色谱

条件:色谱柱为ZORBAX300-SCX;流动相为1g
浓硫酸配制成2L的硫酸溶液;流动相体积流量为

0.6mL/min;柱温为60℃;检测器为 UV210nm;
进样量为20μL.
1.7 水解率的测定

水解前和水解后的总 N-乙酰神经氨酸质量浓

度(x0 和x1)用间苯二酚-盐酸法测定,水解后游离

的总N-乙酰神经氨酸质量浓度(x2)用 HPLC法测

定.N-乙酰神经氨酸收率y1=x1/x0,N-乙酰神经

氨酸水解率y2=x2/x0.

2 结果与讨论

2.1 水解酸的确定

为了获得单体N-乙酰神经氨酸,需要把聚唾液

酸水解.聚唾液酸的水解方法有酶法和酸法,其中酶

水解由于 N-乙酰神经氨酸酶价格较高,且难以获

得,不适合工业化应用,故多采用酸法.一般来说,多
糖类物质的水解常用三氟乙酸、硫酸、盐酸、甲酸、乙
酸或草酸.N-乙酰神经氨酸在微量三氟乙酸存在的

环境中稳定性受到很大的影响,则三氟乙酸不适于

聚唾液酸水解[11].作者所在实验室发现,N-乙酰神

经 氨 酸 在 强 酸 和 高 温 的 水 解 环 境 中 容 易 变 性,
HPLC谱图上会在 N-乙酰神经氨酸峰后面显示一

个小峰,即为变性物质杂质峰,故硫酸和盐酸也不适

于聚唾液酸的水解(见图1).同样的色谱条件下,草
酸的色谱图中有可识别的色谱峰,但与N-乙酰神经

氨酸标准品的保留时间差距较大(草酸保留时间为

7.677min,N-乙 酰 神 经 氨 酸 保 留 时 间 为8.759
min)(见图2),N-乙酰神经氨酸标准品溶于0.1
mol/L的草酸水溶液进行色谱分析,两种物质能得

到有效分离.同样浓度下,草酸的酸性较硫酸、盐酸

和三氯乙酸弱,较乙酸和甲酸强,实验中发现,在水

解温度为85℃、水解时间为2.5h、试剂浓度为0.1
mol/L[11]以及聚唾液酸稀释倍数相同的条件下,草
酸水解效果略高于盐酸,比硫酸好(见图3).因此可

选择草酸进行聚唾液酸的水解.

(上为硫酸水解的杂质峰;中为盐酸水解的杂质峰;下为草酸水解

的杂质峰)
图1 相同浓度下,三种酸水解聚唾液酸

得到N-乙酰神经氨酸的色谱峰对比

Fig.1 Thechromatographicpeakcontrastof
N-acetylneuraminicacidobtainedbythreeacidic

hydrolysisofpolysialicacidatthesameconcentration

(草酸:7.677min;N-乙酰神经氨酸:8.759min)
图2 草酸与N-乙酰神经氨酸保留时间对比

Fig.2 Thecontrastofretentiontimebetweenoxalic
acidandN-acetylneuraminicacid

图3 相同条件下不同酸的水解效果

Fig.3 Thehydrolysiseffectsofdifferenthydrolytic
acidunderthesameconditions
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2.2 水解条件的优化

通过预备实验确立酸浓度、水解温度、水解时间

和聚唾液酸浓度4个因素,取5个水平,根据L16
(45)安排正交实验,实验数据如表1所示.

表1 L16(45)正交实验结果

Tab.1 TheresultsoftheL16(45)orthogonalexperiment

实验号
因素

温度A/℃ 时间B/h 草酸浓度C/mol·L-1 稀释倍数D

水解率

xi/% xi
2/%2

1 70 2.0 0.010 5 31.1 967.21

2 70 2.5 0.020 20 48.9 2391.21

3 70 1.5 0.100 0 28.3 800.89

4 70 3.0 0.025 2 32.1 1030.41
5 70 3.5 0.050 10 70.4 4956.16

6 75 2.0 0.020 2 36.3 1317.69

7 75 2.5 0.025 10 58.8 3457.44

8 75 3.0 0.050 0 39.7 1576.09

9 75 1.5 0.010 20 35.3 1246.09
10 75 3.5 0.100 5 85.1 7242.01

11 80 1.5 0.020 10 50.8 2580.64

12 80 3.0 0.100 20 78.9 6225.21

13 80 2.0 0.025 0 42.7 1823.29

14 80 3.5 0.010 2 54.9 3014.01

15 80 2.5 0.050 5 98.1 9623.61
16 85 1.5 0.025 5 59.7 3564.09

17 85 2.0 0.050 20 85.5 7310.25

18 85 3.0 0.010 10 74.2 5505.64

19 85 2.5 0.100 2 85.8 7361.64

20 85 3.5 0.020 0 69.6 4844.16
21 90 1.5 0.050 2 63.3 4006.89

22 90 2.0 0.100 10 90.5 8190.25

23 90 3.0 0.020 5 83.1 6905.61

24 90 3.5 0.025 20 81.9 6707.61

25 90 2.5 0.010 0 59.2 3504.64

K1 210.8 237.4 254.7 239.5

K2 255.2 286.1 288.7 272.4

K3 325.4 350.8 275.2 357.1

K4 374.8 308.0 357.0 344.7

∑xi =

1544.2
∑x2

i =

106152.74

K5 378.0 361.9 368.6 330.5

K1
2 44436.64 56358.76 64872.09 57360.25

K2
2 65127.04 81853.21 83347.69 74201.76

K3
2 105885.16 123060.64 75735.04 127520.41

K4
2 140475.04 94864.00 127449.00 118818.09

K5
2 142884.00 130971.61 135865.96 109230.25

∑Ki2 498807.88 487108.22 487269.78 487130.76
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  计算可得

n-
x2 =

1
n
(∑xi)

2
=95382.1456,

QA =
1
a∑k2i -n-

x2 =4379.4304,

同理,QB =2039.4984,QC =2071.8104,QD =
2044.0064.
而Q=∑x2

i -n-
x2=

106152.74-95382.1456=10770.5944,
则Qe=Q-(QA+QB+QC+QD)=235.8488.

方差分析的结果如表2所示.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

上可选实验范围内的任一点.由表2可知,水解温度

A 的显著性α=0.001,水解时间B 的显著性α=
0.015,草酸浓度C 的显著性α=0.010,聚唾液酸稀

释倍数D 的显著性α=0.044,可见,显著因素的重

要性顺序为:A>C>B>D.因此,正交实验得到的

最佳 草 酸 水 解 聚 唾 液 酸 条 件 为:水 解 温 度 选 择

90℃,水解时间选择3.5h,水解所用的草酸浓度选

择0.1mol/L,聚唾液酸稀释5倍.用以上条件进行

了3次水解实验,水解率均达94%以上,回收率均

达97%以上,结果如表3所示.

表2 正交实验方差分析

Tab.2 Theanalysisofstandarddeviation

方差来源 Ⅲ型平方和 df(自由度) 平均平方和 F(均方差比值) 显著性

A 4379.4304 4 2189.7152 18.568805 0.001

B 2039.4984 4 1019.7492 8.647483 0.015

C 2071.8104 4 1035.9052 8.784486 0.010

D 2044.0064 4 1022.0032 8.666597 0.044

误差 235.8488 8

总和 10770.5944 24

表3 验证实验结果

Tab.3 Theresultsofvalidatedexperiment

实验

序号

水解前总唾液酸

质量浓度/(g·L-1)
水解后总唾液酸

质量浓度/(g·L-1)
水解后游离N-乙酰神经

氨酸质量浓度/(g·L-1)
水解率/% 收率/%

1 19.540 19.024 18.525 94.8 97.4

2 19.540 19.236 18.635 95.4 98.4

3 19.540 19.012 18.333 93.8 97.3

2.3 N-乙酰神经氨酸的分离提纯

将聚唾液酸溶液采用得到的水解条件进行水

解,水解后溶液中总唾液酸质量浓度为18.622g/
L,游离的 N-乙酰神经氨酸浓度为18.387g/L,聚
唾液酸水解率为94.1%,水解收率为95.3%.

N-乙酰神经氨酸水解液中加入与草酸等物质

的量的氢氧化钙中和,用220nm孔径正压平板膜过

滤器过滤;过滤液加热至45℃,加入0.5%(质量分

数)的活性炭,搅拌30min,使用220nm孔径正压平

板膜过滤器过滤;用旋转蒸发仪将脱色液浓缩至

100g/L,加入5倍体积的乙醇,搅拌后静置分层,用

220nm孔径正压平板膜过滤器过滤,过滤液蒸出乙

醇,反复除杂至加5倍乙醇无絮状沉淀;将除杂液浓

缩至300g/L,向浓缩液中加入7倍体积的乙酸,超
声震荡,将混合液置于4℃冷藏结晶24h,晶体用乙

醇洗涤3次,再在60℃烘箱中烘干2.5h得到产

品.经HPLC分析(见图4)和红外光谱分析(见图

5),证实所得产品是唾液酸系列中的N-乙酰神经氨

酸,并且与标准品相符.并且,对得到的产品进行检

测分析,结果如表4所示.其中 N-乙酰神经氨酸占

产品总质量的98.5%,产品收率为58.4%,则乙酸

结晶产品为高纯度的N-乙酰神经氨酸.
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表4 产品检测分析结果

Tab.4 Theinspectionandanalysisresultsofproduct

产品

纯度/%
白度/%

比旋

光度/[a]
水分

含量/%
菌落总数

/(cfu·g-1)
乙酸

含量/%
硫酸盐

含量/%
氯化物

含量/%
炽灼

残渣/%

98.5 95.3 -32.469 0.5180 <10 0.0440 <0.0768 <0.0040 0.215

图4 乙酸结晶产品的HPLC图谱

Fig.4 TheHPLCchromatogramoftheproduct
crystallizedbyaceticacid

图5 乙酸结晶产品的红外分析图谱

Fig.5 Theinfraredspectrumanalysischromatogram
oftheproductcrystallizedbyaceticacid

3 结论

本文通过探究草酸水解聚唾液酸分离提纯制备

高纯度的 N-乙酰神经氨酸的工艺条件,得到以下

结论:
(Ⅰ)在相同的水解条件下,草酸对聚唾液酸的

水解效果较盐酸和硫酸好,对N-乙酰神经氨酸的变

性影响较盐酸和硫酸小;
(Ⅱ)草酸水解聚唾液酸的最佳操作参数为:水

解温度选择90℃,水解时间选择3.5h,水解所用的

草酸浓度选择0.1mol/L,聚唾液酸稀释5倍;
(Ⅲ)在最佳水解操作参数条件下,草酸水解聚

唾液酸的水解率平均达94%以上,回收率平均达

97%以上;
(Ⅳ)在最佳分离提纯工艺条件下,聚唾液酸水

解得到的N-乙酰神经氨酸的纯度为98.5%,收率

为58.4%.
草酸酸性比盐酸和硫酸弱,而比甲酸和乙酸强.

N-乙酰神经氨酸在强酸性条件下非常不稳定,因此

不宜在强酸条件下水解,且聚唾液酸水解为可逆反

应,强酸存在能抑制聚唾液酸水解.本文选择草酸水

解聚唾液酸,表现出几个明显的优势:一是水解后得

到的N-乙酰神经氨酸在水解液中较稳定;二是草酸

可以通过草酸钙沉淀过滤除去,工艺简单;三是没有

引入氯化钠这样的一价盐,无需用有机膜除盐,生产

上简化了工艺、降低了成本.草酸水解聚唾液酸提纯

工艺,通过水解、除杂、脱色、浓缩、结晶等步骤,可获

得高纯度的N-乙酰神经氨酸.
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