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中文摘要：

以酵素法來生產 sialic acid 需利用 N-acetyl-D-glucosamine 2-epimerase 將

GlcNAc 轉換為 ManNAc，再添加 pyruvate，由 sialic acid aldolase 繼續轉換合成

sialic acid，因此本研究即以 epimerase 與 aldolase 基因的選殖、表現、酵素性質

分析及催化效能評估為主題。豬腎的 epimerase 基因長 1,209 bp，轉譯出來的蛋

白質為 44.4 kDa（簡稱 RnBP），由 E. coli 表現的 RnBP 約有 25 %為可溶性蛋白，

產率為 45 U/L。 RnBP 為 homodimer，在 effector ATP 或 dATP 存在下活性可增

加 3 倍，對 GlcNAc 轉成 ManNAc 有 25 %的轉換率，ADP 則不具有作用；由 E. 

coli 表現的 E. coli sialic acid aldolase 均為可溶性蛋白，其產率為 4,080 U/L。

aldolase 為 homotetramer，單體分子量為 34 kDa。以 GlcNAc 及 Pyruvate 作為受

質進行 epimerase 與 aldolase 兩段式酵素反應，可用以生產 sialic acid。

關鍵詞：Sialic acid；酵素法；Epimerase；Aldolase

英文摘要：

Enzymatic synthesis of sialic acid by reacting N-acetyl-D-glucosamine and 

pyruvate in the presence of N-acetyl-D-glucosamine 2-epimerase and sialic acid 

aldolase has been described. The research goals of this project are cloning and 

characterization of epimerase and aldolase genes. An 1,209bp DNA fragment 

encoding 44.4 kDa protein (deaignated RnBp) of porcine epimerase was cloned in E. 

coli. Soluble RnBP (25%) was induced to produce 45 U/L。The activity of porcine 

RnBP increase in 3-fold was observed in the presence of ATPor dATP (but not ADP) 

and the conversion yield of ManNAc from GlcNAc was 25%. On the other hand, 

recombinant E. coli aldolase was all soluble form and a productivity of 4,080 U/L was 

obtained. The aldolase is a homotrimeric protein with subunit molecular mass of 34 

kDa. The production of sialic acid can be performed by reacting 

N-acetyl-D-glucosamine and pyruvate in the presence of N-acetyl-D-glucosamine 

2-epimerase and sialic acid aldolase.

Keywords：Sialic acid；Enzymatic synthesis；Epimerase；Aldolase



前言：

sialic acid 廣泛存在於動物體內構成寡醣基、醣蛋白和醣脂質，在動物的生

理代謝上扮演生物訊息傳遞時認識，此外 sialic acid 可當作病菌或病毒感染時的

結合子 (receptor)，也是毒素和賀爾蒙的結合子，也可當成結合基去淹蓋結合子

的作用 (masking receptors)。另外，sialic acid 是細菌表面多醣類中的成分，是病

菌的毒性因子，提供病菌感染時不被免疫系統的補體所消滅。

在應用上，Sialic acid 能促進藥物與體內酵素的接觸，提升藥效。也能阻斷

細胞表面上抗原的接觸，使藥物不會被免疫系統消滅而造成排斥，也是病菌、

病毒感染或其毒素的結合子 (receptor)，可干擾病菌和病毒的感染(1)，因此已被

應用在感冒藥、抗癌藥及心血管藥… 等。目前已有許多以 Sialic acid 做為中間物

的藥物上市，Sialic acid 約佔成本 1 到 20％。市售價格 US＄14,000/kg，需求逐

年成長(3,4)。目前 Sialic acid 可由天然物以抽取法生產(6,7,8)，由蛋黃脫脂、加

酸或 protease 水解、脫鹽，再用離子交換樹脂純化(9,10,11)。再者，日本太陽化

學為最大供應商，利用化學/生化法，已具雛形，有兩種途徑：

(1) 先用鹼進行 epimerization，再利用 aldolase 酵素(1,2,3,4,5)合成 sialic acid，生

產成本約在 US$1,000 到 1,200/kg。

(2) 以酸水解乳清，再以 UF、heating 處理及脫鹽，再以離子交換樹脂，電泳純

化，最後用 sialidase 水解。

此外，兩步生化法為將 epimerase(12)及 aldolase 同時固定化，直接合成 Sialic acid

此法若能成功，最具市場競爭力。兩步生化法的反應機制如下：

                       epimerase

N-Acetyl-D-glucosamine               N-Acetyl-D-mannosamine

                        ATP,Mg++

                                  aldolase

N-Acetyl-D-mannosamine +  Pyruvate             Sialic acid

在量產 Sialic acid 的製程中，共有兩段反應，其所需要的生物觸媒分別是將

N-acetyl-D-glucosamine 轉 換 成 N-acetyl-D-mannosamine 的

N-acetyl-D-glucosamine 2-epimerase;及將 N-acetyl-D-mannosamine 加上 pyruvate

合成 sialic  acid 的 sialic acid aldolase。在此反應過程當中需添加 ATP 以提升

epimerase 的活性，此依賴性質若能解除，對 sialic acid 生產成本的降低將有很大

的助力。1990 年 Inoue 等人從豬的腎臟皮質中選殖 N-acetyl-D-glucosamine 

2-epimerase，並且進行核酸定序。據了解 N-acetyl-D-glucosamine 2-epimerase 原



來只是一個腎素蛋白（renin-binding protein），並不涉及任何生理及生化方面的

反應（1）。一直到 1996 年才由 Maru 等人發現這個結合腎素蛋白是一個具有

N-acetyl-D-glucosamine 2-epimerase 活性的蛋白質(13,14,15)，並立刻被應用到

sialic acid 的製程上，一躍成為炙手可熱的生物觸媒，此酵素的售價為

200unit/80mg 新台幣 10 萬元，若大量使用外購的 N-acetyl-D-glucosamine 

2-epimerase，進行全新的製程開發，極不敷成本，自行生產性質優良

N-acetyl-D-glucosamine 2-epimerase，顯然是極為迫切的工作。目前已知能生產

epimerase 的微生物還未發現，僅有從微生物基因體的檔案中(GenBank)發現

Nostoc sp. PCC7120、Nostoc punctiforme和Synechocystis sp. PCC6803有 epimerase

基因存在，而且與動物的 epimerase 比對發現存在有共同的 conserved motifs。有

關於微生物的 epimerase 活性的研究，尚未有任何的報告或專利，是一有待開發

的領域。關於這些基因之進一步研究，例如可溶性酵素量的提高，以及酵素反

應的方向朝產物 ManNAc 進行，則尚未有文獻報告。因此如何提昇可溶性

epimerase 的量，以及去除反應方向朝基質 GlcNAc 進行，並保留或提昇其轉換

成 ManNAc 能力，非常重要，也是很有趣的研究主題。除此之外，解除 epimerase

對 ATP 的依賴性，才能降低生產成本並利用於生物轉換 (bioconversion)工業生

產 sialic acid。Aldolase 目前僅有日本 Toyobo 公司一家進行生產，為由 E.coli 經

發酵培養後，分離及純化所得酵素。由於 aldolase 酵素反應的方向亦朝 sialic acid 

分解的方向進行，因此如何去除反應方向朝基質進行，Toyobo 公司之產品主要

提供作為學術研究之用。在專利方面，目前僅日本 Marukin Shoyu 公司取得以

E. coli 為生產菌株的專利（USP4699883,1987）。因此，未來若欲大量生產 sialic 

acid，aldolase 高產量菌種之取得將為一重要研究方向。



結果與討論：

1. 1.基因選殖與序列分析：豬腎 RnBP 基因長 1,209 bp，轉譯出來的蛋白質為

44.4 kDa，其序列與已發表的 GlcNAc 2-epimerases 有 40~90%的相似度。目前為

止，只有人類、豬及老鼠的 N-acetyl-D-glucosamine 2-epimerase（GlcNAc 

2-epimerase）被選殖並作酵素性質分析。RnBP 原來被認為只是一個腎素結合蛋

白（renin-binding protein, RnBP）（16），他會抑制 renin 的活性而與血壓調解有

關。但是，研究 RnBP knockout 的老鼠顯示此基因與醣的代謝有直接或間接的關

係（16）；而且利用滲透性細胞株（cell-permeable）餵食各種 aminosugar 的研究

更進一步發現 RnBP 與 sialic acid 的代謝有關（17），在現今的臨床檢驗上，sialic 

acid 則被視為數種炎症的指標。在應用上，一直到 1996 年才被發現這個結合腎

素 蛋 白 是 一 個 具 有 N-acetyl-D-glucosamine 2-epimerase 活 性 的 蛋 白 質

(13,14,15)，進而被用於 sialic acid 的生產，惟因產率不高而未工業量產。。

2. 基因表現與酵素性質分析：由E. coli表現的RnBP 只有25 %可溶性蛋白（fig. 

3），曾經嘗試利用不同的 promoter，不同的 host（yeast）、fusion protein 以及各

種誘導條件皆無法提升其溶解度。RnBP 在 effector ATP 存在下活性可增加 10

倍，ADP 則不具有作用。除豬腎 RnBP，也有文獻指出 ATP、dATP、ddATP、

ADP 及 GTP 會增加人類RnBP 的活性（18）。另外，RnBP 對 GlcNAc 轉成ManNAc

有 25 %的轉換率，以 ManNAc 為受質則有 75%轉成 GlcNAc。

3. 分析 2-epimerases 對 nucleotides 結合：

由於 2-epimerase 須與 effector ATP 結合來增加催化效率，因此以 UV 照射的方

式可將α-32P ATP 共價結合到 epimerase 的 ATP 結合部位。利用競爭性結合的策

略來分析各種 nucleotides 對 RnBP 的親合力，發現 RnBP 對 ATP、GTP、CTP

及 UTP 有相同的親合力，在受質 GlcNAc 或 ManNAc 存在下，皆可提升 RnBP

對 ATP 的親合力，另外，對 ATP 的親合力 RnBP 的 Km 為 24 ìM 根據文獻指出

ATP、dATP 及 GTP 皆可增加 RnBPs 之活性（18）；human 與 ratRnBP 對 ATP 之

Km 分別為 73 及 5.5 ìM，因此豬腎 RnBP 對 ATP 之親合力是界於 Rat RnBP 與

human RnBP 之間。



計畫成果自評：

本計畫研究內容與原計畫相符，達成預期目標，研究成果在學術上有其原創

性，亦可做為應用科技領域使用，在國內建立生產 sialic acid 新產程。
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