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摘  要: 【目的】N-乙酰神经氨酸有多种生物学功能, 其在治疗流感、神经性疾病、炎症

和肿瘤等方面具有重要的医药价值。N-乙酰神经氨酸现有的生产方法产量低、成本高, 难

以满足医药工业大规模的需求, 因而急需建立一种经济高效的生产方法。【方法】在前期

研究中, 构建了一株产 N-乙酰神经氨酸的代谢工程菌(Escherichia coli ΔnanTEK/pNA), 

本研究通过单因素试验对工程菌生物转化生产 N-乙酰神经氨酸的过程进行优化, 包括工

程菌细胞培养条件(培养温度和时间)和全细胞生物转化的各种条件(转化温度、时间、表

面活性剂等)。【结果】经过条件优化后, 建立了全细胞催化法生产 N-乙酰神经氨酸的工

艺流程, 使 N-乙酰神经氨酸的产量提高到 294.39 mmol/L。【结论】该方法具有操作简便、

高效和经济的优势, 为 N-乙酰神经氨酸的规模化生产奠定了基础。 
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Abstract: [Objective] N-acetylneuraminic acid (Neu5Ac) has important medical value in the 
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treatment of influenza, the neurological disease. The conventional methods of production have 
some shortcomings, such as high cost and low yield. So the available resource of Neu5Ac can 
not meet the large-scale demand of medical industry. [Methods] In earlier research, a metabolic 
engineering bacteria (Escherichia coli ΔnanTEK/pNA) has been constructed for the production 
of Neu5Ac, Whole-cell catalysis was used for the production of Neu5Ac with GlcNAc and py-
ruvate as the substrate. Culture condition (temperature and time) of E. coli ΔnanTEK/ pNA and 
subsequent biological transformation (temperature, time, Triton X-100 and so on) were studied 
by single factor experiment. [Results] After conditions optimization, the production of 
Neu5Ac was improved and 294.39 mmol/L of Neu5Ac was obtained. [Conclusion] The proc-
ess can be used for industrial large-scale production of Neu5Ac in terms of convenience, effi-
ciency and economy. 

Keywords: N-acetylneuraminic Acid, Whole-cell biocatalysis, Escherichia coli, Biotransforma-
tion, Conditions optimization 

唾液酸, 是一类含有 9 个碳原子并具有吡喃

糖结构的酸性氨基糖, 是细胞膜糖蛋白和糖脂的

重要组成部分, 广泛存在于动物组织及微生物

中[1]。N-乙酰神经氨酸是唾液酸家族中最主要成

员之一, 通常结合在细胞表面复合糖链的非还

原端[2]。N-乙酰神经氨酸具有多样的生物学功

能[3−5], 例如细胞信号传导、细菌和病毒感染及肿

瘤转移等, 使其在医药和生物技术产业上的需求

日益增加。 

N-乙酰神经氨酸传统的生产方法有天然产

物抽提法、化学合成法等[6−8], 因其产量太低或操

作复杂而不适合进行工业化生产。近几年, 用 N-

乙酰葡萄糖胺 2-差向异构酶(EC 5.1.3.8 AGE)和

N-乙酰神经氨酸醛缩酶(NanA)酶法合成 N-乙酰

神经氨酸(图 1)引起了很大的关注[9−10], 此法转化

率很高, 但也有不足之处, 如复杂的制酶过程和  
 

 
图 1  以 N-乙酰葡萄糖胺和丙酮酸为底物合成 N-乙酰神经氨酸的示意图 

Fig. 1  Schematic representation of Neu5Ac synthesis from GlcNAc and pyruvate 
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AGE 需要 ATP 作为活化剂[11−12]。与分离酶法相

比, 全细胞催化法更具有优势: 级联酶反应可同

时进行, 催化剂可随时制备, 且由于细胞膜的保

护作用而更加稳定。2011 年, Fei Tao 等[13]用全细

胞 催 化 法 生 产 N- 乙 酰 神 经 氨 酸 获 得 了

191 mmol/L 的产量, 但其生产率仍然偏低, 无法

进行低成本高效率的工业化生产。 

本文在 Lin B. X.等[14]的前期工作基础上着重

解决影响全细胞催化剂生产过程的关键性因素, 

用 HPLC 对生物转化体系中的 N-乙酰神经氨酸

进行定量分析, 对 E. coli ΔnanTEK/pNA 的细胞

培养和生物转化条件进行了优化研究, 为进一步

开发该菌的工业化生产提供依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌种: 工程菌 E. coli ΔnanTEK/pNA 由本

实验室保存[14]。 

1.1.2  主要试剂: 标准品 N-乙酰葡萄糖胺和丙

酮酸购自 Sigma 公司; 转化底物 N-乙酰葡萄糖胺

和丙酮酸为国产分析纯试剂, 购于上海晶纯生物

有限公司。 

1.1.3  自诱导培养基(100 mL): 95.6 mL 的 ZY 

(1%蛋白胨, 0.5%酵母提取物, 高压灭菌); 2 mL

的 50×M (1.25 mol/L 磷酸氢二钠; 2.5 mol/L 氯化

铵; 1.25 mol/L 磷酸二氢钾; 0.25 mol/L 硫酸钠, 
抽滤后高压灭菌); 2 mL 的 50×5052 (25%甘油; 

2.5%葡萄糖; 10%阿拉伯糖, 过滤除菌); 0.2 mL

的硫酸镁(1 mol/L, 高压灭菌); 0.1 mL 的 1 000×

微量元素(50 mmol/L 氯化亚铁; 20 mmol/L 氯化

钙 ; 10 mmol/L 氯 化 镁 ; 10 mmol/L 硫 酸 锌 ; 

2 mmol/L 氯化钴、氯化铜、氯化镍、钼酸钠、亚

硒酸钠和硼酸; 60 mmol/L 盐酸, 过滤除菌)[15]。 

1.2  方法 
1.2.1  工程菌 E. coli ΔnanTEK/pNA 表达条件的

优化: (1) 诱导温度: 将 E. coli ΔnanTEK/pNA 接

种于 250 mL 的摇瓶, 于 37 °C 培养至 OD600 达到

0.5−0.6 后, 再分别在 16 °C、30 °C 和 37 °C 进行

诱导培养, 离心后用生理盐水洗涤 2 次, 用转化

底物重悬菌体(OD600 为 20), 30 °C 转化 16 h (3 次

平行)。转化底物为 N-乙酰葡萄糖胺 0.4 mol/L, 丙

酮酸  0.8 mol/L, Triton X-100 1%。取样进行

SDS-PAGE 分析, 通过 HPLC 检测分析转化的底

物、中间产物和终产物。(2) 诱导时间: 确定诱导

温度为 37 °C, 对诱导时间进行优化(0、12、14、

16、18、24 h), 其他条件同 1.2.1(1)。 
1.2.2  工程菌 E. coli ΔnanTEK/pNA 转化条件的

优化: (1) 转化温度: 诱导培养温度为 37 °C, 时

间为 16 h, 优化转化温度(20 °C、25 °C、30 °C、

35 °C), 转化底物为 N-乙酰葡萄糖胺 0.6 mol/L, 

丙酮酸 0.8 mol/L, Triton X-100 1%, 其他条件同

1.2.1(1)。(2) 转化时间: 确定转化温度为 30 °C, 

优化转化时间(0、12、14、16、18、24、36 h), 其

他条件同 1.2.2(1)。(3) 表面活性剂 Triton X-100: 

确定转化温度为 30 °C, 转化时间为 16 h, 优化表

面活性剂的用量(0、0.2%、0.4%、0.6%、0.8%、

1.0%), 其他条件同 1.2.2(1)。(4) Triton X-100 预

处理菌体: 在相同条件下培养后的菌液离心收集

菌体, 先用 0.85% NaCl 将菌体洗涤 1 次, 再用含

有 0.4% Triton X-100 的 0.85% NaCl 预处理菌体, 

静置时间分别为 0、0.5、1.0 和 2.0 h, 所用的转

化底物中不再添加 Triton X-100。其他转化条件

同 1.2.2(3)。以转化底物中加入 0.4%的 Triton 

X-100 为对照。(5) 转化体系中菌体浓度: 细菌经

诱导离心后收集菌体, 用转化底物重悬菌体, 使

得转化体系中最终 OD600 分别为 5、10、20、30、

50。转化底物中加入 0.4% Triton X-100, 其他转

化条件同 1.2.2(3)。 

1.2.3  蛋白电泳样品处理: 离心收集诱导表达的

菌 体 (4 OD), 重 悬 于  400 μL 磷 酸 盐 缓 冲 液
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(20 mmol/L, pH 7.2), 超声波破碎细胞。4 °C、

8 500 r/min 离心 15 min, 收集上清。取 100 μL 上

清, 加入 2×蛋白上样缓冲液 100 μL, 沸水处理

5 min。沉淀用 400 μL 去离子水重悬, 取 100 μL

重悬液, 加入 2×蛋白上样缓冲液 100 μL, 沸水处

理 5 min。上清和沉淀各上样 10 μL, 进行

SDS-PAGE 分析。 

1.2.4  分析测定方法: 生物转化反应中转化底物

N-乙酰葡萄糖胺和丙酮酸的量及转化产物 N-乙

酰神经氨酸的含量采用 HPLC 的方法进行测定。

转化反应液离心后收集上清, 用去离子水稀释

400 倍, 再用 0.22 μm 的滤膜过滤后即可上样, 上

样量为 10 μL。色谱柱为 Aminox HPX-87H Lon 

Exclusion Column (300 mm×7.8 mm), 流动相为

6 mmol/L 的 H2SO4, 柱 温 为 65 °C, 流 速 为

0.55 mL/min, 紫外检测波长为 210 nm。采用外标

法绘制标准曲线对转化体系中的底物、中间产物

和终产物进行定量分析。 

2  结果与分析 

2.1  诱导温度的影响 
诱导温度对 AGE 和 NanA 表达的影响如图

2A 所示, 结果显示, E. coli ΔnanTEK/pNA 在

16 °C 诱导时, AGE 和 NanA 表达最弱, 在 37 °C
诱导时, AGE 和 NanA 的表达最强。从图 2B 的转

化结果中发现, 16 °C 诱导的菌转化效果不好, 仍

有大量的底物存在, N-乙酰甘露糖胺和 N-乙酰神

经 氨 酸 的 产 量 低 , 分 别 为 42.7 mmol/L 和

13.7 mmol/L。然而, 比较 30 °C 和 37 °C 诱导后

菌的转化结果, 发现前者产生的 N-乙酰甘露糖胺

比后者要多, 因此推测在 30 °C 诱导的菌, NanA
的表达量不够, 从而使得 N-乙酰神经氨酸的产

量偏低 ; 在 37 °C 诱导的菌经过转化可得到

157.4 mmol/L 的 N-乙酰神经氨酸。 

2.2  诱导时间的影响 
不同诱导时间对 AGE 和 NanA 表达的影响如

图 3A 所示, 工程菌 E. coli ΔnanTEK/pNA 在诱导

不同时间取样, AGE 和 NanA 的表达量均没有显

著影响, 然而对后期 N-乙酰神经氨酸的生物转化

却影响颇大, 如图 3B 所示, 诱导 10 h 的菌 N-乙
酰神经氨酸的产量只有 31.4 mmol/L, 而中间产

物 N-乙酰甘露糖胺的产量已达到 150 mmol/L。

在诱导 14 h 时, N-乙酰甘露糖胺的量大大下降, 
N-乙酰神经氨酸的量显著上升, 诱导 14 h 后, 两 

 

 
图 2  E. coli ΔnanTEK/pNA 不同诱导温度的 SDS-PAGE 分析(A)及其对 N-乙酰神经氨酸生产的影响(B) 

Fig. 2  SDS-PAGE analysis of E. coli ΔnanTEK/pNA induced by various temperature (A) and effects of the tempera-
ture of induction on the production of Neu5Ac (B) 

注: A: M: 蛋白 Marker; 1、5: 16 °C 诱导的上清与沉淀蛋白; 2、6: 30 °C 诱导的上清与沉淀蛋白; 3、7: 37 °C 诱导的上清与沉

淀蛋白. 
Note: A: M: Molecular mass standard; 1, 5: The supernatant and precipitation protein induced at 16 °C; 2, 6: The supernatant and 
precipitation protein induced at 30 °C; 3, 7: The supernatant and precipitation protein induced at 37 °C.  
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图 3  E. coli ΔnanTEK/pNA 不同诱导时间的 SDS-PAGE 分析(A)及其对 N-乙酰神经氨酸生产的影响(B) 

Fig. 3  SDS-PAGE analysis of E. coli ΔnanTEK/pNA induced by various hours (A) and effects of  
the time of induction on the production of Neu5Ac (B) 

注: A: 1: 蛋白 Marker; 2、3: 诱导 10 h 的上清与沉淀蛋白; 4、5: 诱导 12 h 的上清与沉淀蛋白; 6、7: 诱导 14 h 的上清与沉淀

蛋白; 8、9: 诱导 16 h 的上清与沉淀蛋白; 10、11: 诱导 18 h 的上清与沉淀蛋白; 12、13: 诱导 24 h 的上清与沉淀蛋白. 
Note: A: 1: Molecular mass standard; 2, 3: The supernatant and precipitation protein induced by 10 h; 4, 5: The supernatant and pre-
cipitation protein induced by 12 h; 6, 7: The supernatant and precipitation protein induced by 14 h; 8, 9: The supernatant and precipi-
tation protein induced by 16 h; 10, 11: The supernatant and precipitation protein induced by 18 h; 12, 13: The supernatant and pre-
cipitation protein induced by 24 h.  
 
者的量无明显变化, 整个转化反应趋于平衡。经

自诱导 16 h 的菌生物转化所得到的 N-乙酰神经

氨酸产量最高, 达 157.4 mmol/L。 

结果表明, 自诱导 10 h 后 NanA 的表达量已

经平衡, 但活性不够, 使 N-乙酰甘露糖胺无法及

时向 N-乙酰神经氨酸转化; 到 14 h 后 NanA 的活

性有所提高, 转化反应正常进行。推测 NanA 表

达后还需要一定的折叠过程才能进行正常的催

化反应。 

2.3  转化温度的影响 
酶催化反应对温度比较敏感, 由图 4 可以看

出, 在 30 °C 的转化, N-乙酰神经氨酸的产量达到

226.2 mmol/L。当转化温度为 25 °C 时, N-乙酰神

经氨酸的产量略高。考虑到 25 °C 需要制冷, 会

增加 N-乙酰神经氨酸的生产成本, 而 30 °C 与

25 °C 时, 产量差异较小, 因此, 选择 30 °C 为 N-

乙酰神经氨酸生物转化的温度。 

2.4  转化时间的影响 
在转化不同的时间取样, 结果如图 5 所示, 

在转化 10 h 后, N-乙酰神经氨酸的产量已达到了

233 mmol/L, N-乙酰甘露糖胺的量为 50 mmol/L

左右, 在之后的 8 h 里产量几乎保持不变, 即转

化 反 应 处 于 平 衡 状 态 , 最 高 产 量 达 到

238.1 mmol/L。然后在转化 24 h 后, N-乙酰神经

氨酸的产量有所下降, 而转化底物 N-乙酰葡萄糖

胺的量稍微有所上升, 推测其原因可能是随着转

化时间的延长, 菌体消耗丙酮酸的量变大, 反应

体系中丙酮酸的总量减少后, 导致整个转化向逆

向进行, 即 N-乙酰神经氨酸部分分解为转化底物

N-乙酰葡萄糖胺和丙酮酸。 

 

图 4  生物转化温度对 N-乙酰神经氨酸生产的影响 
Fig. 4  Effects of the temperature of bioconversion on 
the production of Neu5Ac 
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图 5  生物转化时间对 N-乙酰神经氨酸生产的影响 
Fig. 5  Effects of the time of bioconversion on the pro-
duction of Neu5Ac 

2.5  表面活性剂 Triton X-100 对生物转化的

影响 
对于小的亲水性分子(分子质量<600 Da), 如

丙酮酸和 N-乙酰甘露糖胺, 细胞内膜是渗透的主

要障碍[16]。据报道, 用表面活性剂和有机溶剂等

某些化合物对膜进行透化, 能够提高 N-乙酰神经

氨酸的产量[17−18]。表面活性剂的浓度在低于临界

胶束浓度的情况下可以提高细胞膜的通透性而

不破坏细胞膜[19]。为提高转化底物进入细胞的能

力, 在转化底物中加入表面活性剂 Triton X-100, 
并对 Triton X-100 的量进行了优化。从图 6 中

可以看出, 当 Triton X-100 的用量为 0.4%时, 
转化效果较好, N-乙酰神经氨酸的产量达到了

235.1 mmol/L。 

 
图 6  表面活性剂 Triton X-100 的量对 N-乙酰神经氨

酸生产的影响 
Fig. 6  Effects of the amount of Triton X-100 on the 
production of Neu5Ac 

Triton X-100 对菌体的作用时间过长, 细胞

的通透性太大可能使胞内的酶渗漏出细胞, 既对

菌体细胞伤害较大, 又不利于反应的正向进行。

因此用 Triton X-100 对菌进行预处理, 再用底物

重悬进行生物转化以减少其对菌体的伤害。

Triton X-100 的预处理时间对生物转化的影响如

图 7 所示, 从图 7 中可以看出, 用 Triton X-100 预

处理菌 0.5 h 时, 菌的生物转化效果最好, N-乙酰

神经氨酸的产量达到了 237.6 mmol/L, 与直接在

转 化 底 物 中 加 Triton X-100 的 转 化 效 果

(235.1 mmol/L)接近。考虑到生产的便利性, 可选

择直接在转化底物中加 Triton X-100 的转化方法。 

2.6  转化体系中菌体 OD600对生物转化的影响 
并非菌体量越大对生物转化就越有利, 因为

菌体量越大, 底物丙酮酸被菌体代谢消耗的量就

越多。图 8 为底物重悬菌体 OD600 对转化效率的

影响。从图 8 中可以看出, OD600 为 30 时, N-乙酰

神经氨酸的产量最高, 达 294.39 mmol/L。 

3  结论 

针对目前 N-乙酰神经氨酸生产的高成本、低

效率问题, 采用全细胞催化的生物转化法将廉价

的底物转化为 N-乙酰神经氨酸。与耦联的全细胞 

 
图 7  表面活性剂 Triton X-100 预处理菌体时间对 N-
乙酰神经氨酸生产的影响 
Fig. 7  Effects of the time of pretreatment by Triton 
X-100 on the production of Neu5Ac 
注: M3-3: 转化底物中加入 0.4%的 Triton X-100. 
Note: M3-3: The substrate containing 0.4% Triton X-100. 
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图 8  转化体系中菌体 OD600对 N-乙酰神经氨酸生产

的影响 
Fig. 8  The yield of Neu5Ac in different cell density 
 
催化法相比, 大大降低了由细胞膜引起的传质阻

力, 并防止了 N-乙酰甘露糖胺的渗漏。突变株

E. coli ΔnanTEK 有利于减少 N-乙酰甘露糖胺的

副反应并防止细胞外的 N-乙酰神经氨酸重新进

入细胞内, 从而促进 N-乙酰甘露糖胺向 N-乙酰

神经氨酸转化。 

以 E. coli ΔnanTEK/pNA 作为全细胞催化剂, 

以 N-乙酰葡萄糖胺和丙酮酸作为转化底物生产

N-乙酰神经氨酸, 对 E. coli ΔnanTEK/pNA 的培

养条件及生物转化条件进行了优化, 使底物 N-乙

酰葡萄糖胺和丙酮酸尽可能向 N-乙酰神经氨酸

转化。经结果分析, 较优的生产体系为 E. coli 

ΔnanTEK/pNA 在 37 °C 诱导发酵 16 h 后收集菌

体, 用 0.6 mol/L N-乙酰葡萄糖胺, 0.8 mol/L 丙酮

酸的转化底物 [14]重悬 , 加入 0.4%表面活性剂

Triton X-100, 菌体最终 OD600 为 30, 在 30 °C 转

化 16 h。 

经过条件优化, 建立了全细胞催化法生产 N-

乙酰神经氨酸的工艺流程, N-乙酰神经氨酸的产

量 为 294.39 mmol/L, 较 Mari Ishikawa 等 [20] 

(171.37 mmol/L)和 Fei Tao 等[13] (191 mmol/L)分

别提高了 71.79%和 54.14%, 比优化前的产量

(240 mmol/L)提高了 23.3%。该方法具有操作简

便、高效和经济的优势, 为 N-乙酰神经氨酸的规

模化生产奠定了基础。 
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