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摘  要: 母乳低聚糖(human milk oligosaccharides, HMOs)作为母乳中的重要功能成分, 在婴幼儿营养和健康

中发挥着不可替代的作用。随着对其生物学功能认识的深入和市场需求的增长, 开发高效、经济、可持续的

HMOs 分离纯化技术及其替代物已成为研究热点。本文系统综述了 HMOs 的结构分类、生物学功能、高效分

离纯化技术, 包括凝胶过滤、离子交换、模拟移动床等色谱分离技术, 超滤、纳滤及膜集成工艺等膜分离技术

以及溶剂沉淀/萃取、活性炭吸附、电泳等纯化分离技术的优势与局限; 同时综述了微生物发酵法、酶法合成、

化学合成及新型生物制造技术等 HMOs 替代物开发方法的研究进展; 通过量化对比为技术选型提供参考, 展

望了未来的研究方向, 以期为 HMOs 产业的规模化、低成本发展提供参考, 推动其在婴幼儿营养及医药保健

领域的广泛应用。 
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ABSTRACT: Human milk oligosaccharides (HMOs) as an important functional component in breast milk, play an 

irreplaceable role in the nutrition and health of infants and young children. With the deepening understanding of its 

biological functions and the growth of market demand, the development of efficient, economical and sustainable 

HMOs separation and purification technologies and their alternatives has become a research hotspot. This article 
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systematically reviewed the structural classification, biological functions and efficient separation and purification 

technologies of HMOs, including the advantages and limitations of chromatographic separation technologies such as 

gel filtration, ion exchange and simulated moving beds, membrane separation techniques such as ultrafiltration, 

nanofiltration and membrane integration processes, as well as purification and separation technologies such as solvent 

precipitation/extraction, activated carbon adsorption and electrophoresis. Meanwhile, this article also reviewed the 

research progress of HMOs alternative development methods, such as microbial fermentation, enzymatic synthesis, 

chemical synthesis and new biomanufacturing technologies. Through quantitative comparison, it provided a reference 

for technology selection, and prospected the future research directions, with the aim of providing references for the 

large-scale and low-cost development of the HMOs industry and promoting its wide application in the fields of infant 

nutrition and medical care. 
KEY WORDS: human milk oligosaccharides; efficient separation and purification technology; alternative 

development methods 
 
 

0  引  言 

母乳低聚糖(human milk oligosaccharides, HMOs)是母

乳中第三大成分, 其结构多样性和多功能性使其成为婴幼

儿营养领域的研究核心[1]。近年来, 国内外对 HMOs 的研

究呈现爆发式增长: 国外已实现 2’-岩藻糖基乳糖、乳糖-N-
新四糖等核心 HMOs 的商业化生产, 主要依赖微生物发酵

技术[2–3]; 国内研究则聚焦于高效菌株构建、新型分离介质

开发及替代物合成工艺优化, 虽已取得实验室规模的突破, 
但在工业化转化效率、成本控制及产品多样性方面仍存在

差距[4]。 
已发表的综述多侧重单一技术方向, 缺乏对分离纯

化-替代物开发全链条的系统整合, 且对新型生物制造技

术的覆盖不足 HMOs 独特的益生元、免疫调节和抗感染等

功能, 使其在婴幼儿配方奶粉功能食品及医药领域的需求

持续攀升[5]。然而, 天然母乳中 HMOs 的提取产量极低, 直
接提取难以满足规模化需求。开发高效、经济、可持续的分

离纯化技术及替代物生产策略, 成为突破产业瓶颈的关键。 
本文全面综述了母乳低聚糖高效分离纯化技术及替

代物开发的研究进展, 系统整合了 HMOs 分离纯化与替代

物开发的全链条技术进展, 填补现有综述的覆盖缺口; 明
确各类技术的工业适用性、成本及优缺点; 重点突出人工

智能辅助设计、无细胞合成等新兴技术的应用潜力。本研

究可为相关科研人员明确技术发展现状与瓶颈, 为企业提

供工业化转化的可行路径, 推动我国 HMOs 产业从实验室

研究走向规模化、低成本生产, 助力婴幼儿营养产品的升

级迭代。 

1  母乳低聚糖 

1.1  结构与分类 

HMOs 是一种结构复杂的寡糖, 每个 HMO 单元由乳

糖基(galactosy-β 1-4-葡萄糖)构成, 与 5 种基础单糖(包括

D-葡萄糖、D-半乳糖、L-岩藻糖、N-乙酰葡糖胺和 N-乙酰

神经氨酸)中的一个或多个单糖发生缩合反应[6]。HMOs 的

分子结构图, 如图 1 所示。 
HMOs 根据末端修饰基团, 可分为中性岩藻糖基化

HMOs、中性非岩藻糖基化 HMOs 和酸性唾液酸化 HMOs 3
类: (1)中性岩藻糖基化 HMOs 的结构特点是末端含有岩藻

糖(如 2’-FL、3-FL、LNFP I), 其占比约为 35%~50%, 其中

2’-FL 的含量最高; (2)中性非岩藻糖基化 HMOs 的结构特

点是末端含有 N-乙酰葡糖胺 (如 LNT、LNnT), 占比

42%~55%; (3)酸性唾液酸化 HMOs 的结构特点是末端含有

唾液酸残基(如 3’-SL、6’-SL、DSLNT), 占比 12%~14%[8]。

HMOs 的主要结构分类与核心修饰, 如表 1 所示。 
通过分析认为, HMOs 的结构多样性是其功能特异性

的基础, 不同修饰类型(岩藻糖基化、唾液酸化)决定了其在

益生元活性、抗病原体吸附等方面的差异。例如, 岩藻糖

基化 HMOs 在婴幼儿肠道菌群调控中发挥核心作用, 而唾

液酸化 HMOs 更侧重神经发育促进功能, 这一结构-功能

关联为替代物的定向设计提供了理论依据。 

1.2  生物学功能 

HMOs 的生物学功能围绕肠道微生态调控、免疫调节

及全身健康效应展开, 不同功能间存在协同作用, 且已有

多项研究从体外实验、动物模型及临床队列层面验证了其

有效性, 但作用机制的精细化研究仍需深入。 
(1)益生元作用 
HMOs 作为益生菌, 特别是双歧杆菌等有益菌种的首

选碳源与能量源泉, 显著促进了这些菌群的增殖。在此过

程中, 益生菌代谢产生乳酸及短链脂肪酸(short-chain fatty 
acids, SCFAs)等产物, 不仅能降低肠道环境的 pH, 抑制

大肠杆菌、沙门氏菌等致病菌的定植, 还能通过肠-脑轴、

肠-肝轴影响全身代谢。值得注意的是, 不同结构 HMOs 
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注: 乳糖-N-四糖(lacto-N-tetraose, LNT); 2’-岩藻糖基乳糖(2’-fucosyllactose, 2’-FL); 3-岩藻糖基乳糖(fucosyllactose, 3-FL); 3’-唾液酸乳糖

(3’-sialyllactose, 3’-SL); 6’-唾液酸乳糖(6’-sialyllactose, 6’-SL); 乳糖-N-岩藻五糖(lacto-N-fucopentaose, LNFP); 二唾液酸乳糖-N-四糖

(disialyllacto-N-tetraose, DSLNT); 唾液酸化乳-N-四糖(LS-tetrasaccharide, LST)。 
图 1  HMOs 的分子结构[7] 

Fig.1  Molecular structures of HMOs[7] 

 

表 1  HMOs 的主要结构分类与核心修饰 
Table 1  Primary structural classification and core  

modifications of HMOs 

结构类型 
代表 
分子 

核心修饰 
参考

文献 

中性岩藻糖

基化 

2’-FL α1-2 岩藻糖基-乳糖 [7] 

3-FL α1-3 岩藻糖基-乳糖 [7] 

酸性唾液 
酸化 

3’-SL α2-3 唾液酸-乳糖 [8] 

6’-SL α2-6 唾液酸-乳糖 [8] 

中性非岩藻

糖基化 
LNnt 

β1-3N-乙酰氨基葡萄糖-β 
1-4 半乳糖-乳糖 

[9] 

注: 乳糖-N-新四糖(lacto-N-neotetraose, LNnT)。 
 

的益生元活性存在差异: 2’-FL对婴儿肠道双歧杆菌的增殖

效果显著优于 LNnT 等中性非岩藻糖基化 HMOs, 这一特

异性为功能导向型替代物开发提供了靶点[4]。通过分析认

为 , 当前研究多关注单一 HMO 的益生效果 , 而母乳中

HMOs 是以混合物形式存在, 其协同作用机制及比例优化

仍是未来研究的重点。 
(2)抗病原体吸附 
URASHIMA 等[10]指出, HMOs 可作为“诱饵受体”阻

断细菌、病毒与宿主上皮细胞结合, 从而抑制感染; RAY
等[11]的研究进一步证实 HMOs 可直接破坏病原体细胞膜

完整性, 拓展了其作用路径。不同结构 HMOs 针对的病原

体具有特异性: 2’-FL 对轮状病毒、诺如病毒的抑制效果显

著, 而 3’-SL、6’-SL 等唾液酸化 HMOs 则对呼吸道合胞病

毒、流感病毒更具针对性; MOORE 等[12]研究发现, HMOs
可降低孕妇生殖道 B 族链球菌感染率, 间接证实其在母婴

健康中的应用价值; KIM 等[13]指出 2’-FL 可通过改善肠屏

障功能、调节肠道菌群, 缓解葡聚糖硫酸钠(dextran sulfate 
sodium, DSS)诱导的溃疡性结肠炎。通过分析认为, 现有研

究多集中在常见病原体, 对耐药菌株及新型病原体(如新



第 5 期 陈  婷, 等: 母乳低聚糖高效分离纯化技术及替代物开发方法研究进展 135 
 
 
 
 
 

冠病毒)的抑制效果尚未明确, 且 HMOs 与抗生素的协同

作用研究较少, 这为后续功能拓展提供了方向。 
(3)免疫调节 
RAY 等[11]的研究显示, HMOs 对免疫细胞的调控作用

呈现多维度: HMOs 能够调节树突状细胞、Toll 样受体

(toll-like receptors, TLRs)等免疫细胞活性, 平衡 Th1/Th2
反应, 减轻过度炎症; URASHIMA 等[10]也强调 HMOs 对全

身免疫反应的调控潜力; 徐颢轩等[14]进一步总结, HMOs
能够通过调节树突状细胞、T 细胞等免疫细胞活性, 促进

肠道黏膜免疫球蛋白 A 分泌, 增强黏膜屏障的免疫防御能

力, 降低过敏和炎症反应; TRIPP 等[15]在小鼠模型中证明, 
补充 HMOs 可显著提升结肠内乙酸、丙酸、丁酸等 SCFAs
水平, 通过激活 G 蛋白偶联受体调控免疫细胞分化, 为解

释其全身免疫调节作用提供了新视角。通过分析认为, 当
前免疫调节研究多基于动物模型或体外细胞实验, 临床

数据相对匮乏, 且不同年龄段、健康状况人群对 HMOs 的

免疫响应差异尚未明确 , 需开展更多队列研究验证其适

用性。 
(4)促进肠道屏障功能 
徐颢轩等[14]指出, HMOs 能够作为益生元选择性促进

婴儿肠道中双歧杆菌等有益菌的增殖, 并通过与肠道菌群

互作调节宿主的免疫反应, 间接增强屏障功能; 王果等[16]

在综述中列举了多项研究, 显示 HMOs(如 2’-FL、LNnT)
在体外和婴儿肠道模型中均能显著提升双歧杆菌丰度, 改
善肠道微生态; BERGER 等[17]通过队列研究发现, HMOs
能够特异性促进双歧杆菌等有益菌的增殖, 并通过发酵产

生 SCFAs, 改善肠道微生态; FAN 等[18]也表明 HMOs 可提

升肠道菌群 α多样性, 抑制机会致病菌; URASHIMA 等[10]

总结, HMOs 通过促进黏液分泌、加强紧密连接蛋白表达, 
提升肠道上皮屏障完整性, 降低早产儿坏死性小肠结肠炎

(necrotizing enterocolitis, NEC)的发病风险。通过分析认为, 
当前研究多聚焦于健康婴儿或动物模型, HMOs 对肠道屏

障损伤(如炎症性肠病)的修复机制仍需深入 , 且不同结

构 HMOs 的修复效率差异较大, 需进一步筛选高效活性

分子。 
(5)促进脑发育 
HMOs 通过肠-脑轴调控神经发育, 这一发现打破了

其仅作用于肠道的传统认知。BERGER 等[17]的纵向研究表

明,  LNFP III 等岩藻糖基化 HMOs 与婴儿 24 月龄时的认

知发育评分呈正相关; 而 FAN 等[18]进一步通过阿尔茨海

默病小鼠模型发现, HMOs 能够改善学习记忆能力, 提示

HMOs 可能通过肠 - 脑轴对认知功能产生积极影响 ; 
URRUTIA-BACA 等[19]在斑马鱼研究中, 从分子层面证实, 
唾液酸乳糖-N-四糖 b (sialyllacto-N-tetraose b, LST-b)可促

进运动神经元的分化与突触形成。 
然而, 当前脑发育相关研究仍处于初步阶段, HMOs

穿越血脑屏障的具体路径、关键活性成分及长期神经保护

效果尚未明确, 需结合影像学、代谢组学技术开展深入研

究。这些多功能特性使得 HMOs 成为婴幼儿配方食品中极

具价值的添加成分, 同时也为开发各种功能性食品和医药

产品提供了可能性。 

2  高效分离纯化技术 

2.1  层析技术 

层析技术是 HMOs 分离纯化的核心手段之一, 依据

分离原理可分为凝胶过滤层析、离子交换层析及模拟移动

床色谱等, 各类技术的适用场景与工业化潜力差异显著。 
(1)凝胶过滤层析 
凝胶过滤层析(又称尺寸排阻色谱)是早期从母乳中分

离 HMOs 的经典方法, 依据分子大小和形状进行分离。

URASHIMA 等[10]在综述中指出, 实验室规模制备 HMOs
时, 常将粗提的 HMOs 溶液上样至葡聚糖凝胶 G-25 或聚

丙烯酰胺凝胶 P-4 等凝胶柱进行分离, 观察到酸性 HMOs
先被洗脱, 随后是中性 HMOs, 这一现象与低聚糖的分子

大小无关; CHEN 等[20]采用多孔石墨碳吸附结合高效液相

色谱-质谱联用技术对 HMOs 进行定性与定量分析, 其前

处理步骤中仍借鉴了基于分子尺寸的分离原理, 体现了凝

胶过滤在 HMOs 分析流程中的基础地位; MOLLOVA 等[21]

虽未直接使用传统凝胶介质, 但在 HMOs 的提取与纯化流

程中保留了尺寸排阻的思想, 通过固相萃取等方式去除小

分子单糖与双糖 , 进一步验证了按分子大小分离策略在

HMOs 制备中的延续性。 
然而, 传统凝胶过滤层析处理量小、耗时长、洗脱液

体积大, 仅适用于实验室规模制备, 难以满足工业化生产

需求。结合现有研究分析认为, 其核心瓶颈在于凝胶介质

的孔径均一性与机械强度不足, 未来可通过改性凝胶材料

(如复合多孔材料)提升分离效率与处理量, 或与膜分离技

术联用, 构建初步分离-精细纯化的组合流程。 
(2)离子交换层析 
离子交换层析利用 HMOs 所带电荷差异进行分离, 

尤其适合从复杂基质中纯化唾液酸化酸性 HMOs。ZHANG
等[22]建立了离子色谱-脉冲安培检测法, 可同时测定婴幼

儿配方奶粉中的 6 种 HMOs, 包括两种唾液酸化的酸性

HMOs (3’-SL 和 6’-SL), 该方法采用碳水化合物 PA1 
(CarboPacTM PA1)分析柱, 以氢氧化钠-乙酸钠梯度洗脱, 
能有效分离并定量酸性 HMOs, 适用于常规检测; GAN等[3]

指出该技术常与其他色谱(如亲水相互作用色谱)联用, 提
升对酸性 HMOs 的选择性; PERNA 等[23]指出离子交换层

析可用于纯化, 以去除反应体系中的盐分和杂质, 从而获

得高纯度的酸性 HMOs; DUMAN 等[2]进一步说明离子交

换层析是分离酸性 HMOs 的有效工具, 因其能依据唾液酸
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残基的负电荷进行选择性吸附与洗脱。 
离子交换法设备相对简单、操作方便、连续化程度高, 

但存在明显局限: (1) pH、离子强度等参数对分离效果影响

敏感, 需通过响应面法等实验设计精准优化; (2)树脂再生

过程需消耗大量酸碱试剂, 增加环保成本。通过分析认为, 
采用新型弱酸性离子交换树脂可降低酸碱消耗, 且提升分离

纯度, 表明树脂改性是提升该技术工业化潜力的关键方向。 
(3)模拟移动床色谱法 
模 拟 移 动 床 色 谱 法 (simulated moving bed 

chromatography, SMB)是近年来发展起来的连续色谱分离

技术, 特别适用于二元或多元体系的工业规模分离。SMB
技术通过模拟固定相与流动相的相对运动, 实现连续进料

和分离, 大大提高了分离效率和产物纯度, 降低了溶剂消

耗。VAN-IMPE 等[24]提出一种 SMB 超结构优化方法, 能够

同时优化柱数量、柱尺寸、切换时间与流速, 相比传统固

定结构的优化更为高效; 李凌等[25]研究了基于模糊策略的

SMB控制方法, 针对多变量耦合的系统特点设计模糊控制

器, 提升纯度控制的鲁棒性; CHEN 等[26]利用增强型 SMB
方案实现 3 组分分离, 在阳离子交换捕获步骤中有效去除

杂质, 提高了单克隆抗体等生物大分子的纯度; 凌山等[27]

综述了 SMB 及其变体(如变色、电源输入、梯度 SMB)的
优化进展 , 指出顺序式模拟移动床 (sequential simulated 
moving bed, SSMB)在减少返混、提高分离经济性方面的优

势; JAFARZADEH 等[28]系统总结了 SMB 在单克隆抗体纯

化中的应用, 指出其相比批次色谱具有更高生产率、更低

溶剂消耗的特点。 
SMB 技术对结构相似的 HMOs 异构体分离显示出独

特优势, 但该技术存在两大瓶颈: (1)设备投资较高, 限制

了中小企业的应用; (2)耦合性强, 优化难度大。通过分析认

为, 结合人工智能(artificial intelligence, AI)算法构建参数

优化模型, 可显著降低调试周期, 而开发模块化 SMB 设备

则能降低投资门槛, 推动其在中小规模生产中的应用。 

2.2  膜分离技术 

膜分离技术凭借其操作简便、能耗低、无相变、易于

放大等优势, 已成为 HMOs 分离纯化的重要技术, 主要包

括超滤、纳滤及其组合工艺。 
(1)超滤技术 
超滤技术通常用作预处理步骤, 依据分子量截留特

性去除蛋白质、大分子杂质和微生物。GUO 等[29]研究了

超滤膜在模拟发酵液中对总糖(包括寡糖)的分离性能, 比
较了再生纤维素膜, 截留分子量 30 kDa (RC-30)、RC-50、
RC-100和聚醚砜膜, 截留分子量 50 kDa (PES-50) 4种超滤

膜在不同操作压力下的纯水通量以及对蛋白质、总糖和乳

酸的过滤效率, 为超滤在糖类分离中的应用提供了实验依

据; PERNA 等[23]开发了在牛乳中直接酶法合成 HMOs 的

方法, 并指出在后续纯化中可采用膜过滤(包括超滤)去除大

分子杂质, 从而实现 HMOs 的高效分离; URASHIMA 等[10]

在综述中系统总结了 HMOs 的工业化纯化流程, 其中细胞

分离步骤采用膜过滤(包括超滤)与离心相结合, 从发酵液中

分离细胞及不溶性物质, 为超滤技术在 HMOs 规模化提取

中的应用提供了工艺支持; BARNUM 等[30]在植物平台生产

HMOs 的研究中, 建立了从植物组织中提取、纯化 HMOs
的流程, 其中涉及水提取后的过滤步骤, 虽未直接命名超滤, 
但膜分离技术在去除多糖、色素等杂质方面发挥关键作用。 

然而, 由于某些 HMOs 与乳糖分子量接近(如二糖与

三糖), 单独使用超滤分离效果有限, 通常需要与纳滤、色

谱等技术联用。通过分析认为, 超滤技术的核心价值在于

预处理阶段的高效除杂, 降低后续工艺的负荷, 其工业化

应用的关键在于膜材料的抗污染性能优化, 可通过表面改

性(如亲水性涂层)提升膜的使用寿命。 
(2)纳滤技术 
纳滤技术凭借其介于超滤和反渗透之间的截留分子

量(200~1000 Da), 在 HMOs 分离纯化中表现出独特优势, 
纳滤膜可有效分离单糖、二糖与低聚糖, 实现 HMOs 的浓

缩和纯化。WANG 等[31]研究了基于大肠杆菌发酵产生的

2’-FL 的纯化工艺, 采用膜过滤(包括纳滤)结合活性炭吸附, 
成功将 2’-FL 纯度提升至 90%以上, 为工业化下游纯化提

供了新方案; HOFMANN 等[32]针对乳糖与乳清渗透液的浓

缩开展了纳滤膜筛选与放大研究, 虽然研究对象为乳糖而

非专指 HMOs, 但其纳滤工艺对寡糖的截留与浓缩机制对

HMOs 的分离具有参考价值; ZSCHERPE 等[33]开发了反渗

透-纳滤膜级联系统, 用于生产脱脂乳浓缩物, 展示了纳滤

在乳成分分离中的集成应用潜力, 为 HMOs 的高效分离提

供了工程借鉴。 
纳滤膜过程无需相变 , 操作温度温和 , 有利于保持

HMOs 的生物活性, 但面临膜污染、选择性不足等挑战。

通过对比不同纳滤膜的分离效果发现, 陶瓷纳滤膜的抗污

染性和稳定性优于有机膜, 但成本较高; 而有机膜的规模

化应用更具经济性, 需通过优化操作参数平衡分离效率与

膜寿命。 
(3)膜集成工艺 
膜集成工艺将不同膜过程有机结合, 充分发挥各自

优势, 实现 HMOs 的高效分离纯化, 常见的组合模式包括

超滤-纳滤、纳滤-渗滤等。王雨奇等[34]采用陶瓷膜两阶段

切向工艺处理山羊乳酪乳清和浓缩乳清, 分别通过 10 kDa
超滤后再经过 750 Da 纳滤处理, 最终分离获得低聚糖含量

分别为 63.80%和 96.45%的产品; 纳滤-渗滤两种膜技术结

合用于低聚糖的分离纯化也较为广泛, 可显著提高产品纯

度和回收率。 
膜集成工艺优化了分离流程, 提高了整体效率, 但增
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加了设备投资和操作复杂度。通过分析认为, 超滤-纳滤是

当前最具工业化潜力的膜集成方案, 可实现 除杂-浓缩-分
离的连续化操作, 其关键在于各单元工艺参数的匹配优化

(如超滤截留分子量与纳滤截留分子量的协同), 以达到最

佳的分离效果和经济性。 

2.3  其他分离技术 

除了层析和膜分离技术 , 还有其他多种方法用于

HMOs 的分离纯化, 各具特色和适用场景, 本文主要综述

以下 3 种其他分离技术。 
(1)溶剂沉淀/萃取法 
溶剂沉淀/萃取法利用 HMOs在不同溶剂中溶解度的

差异进行分离纯化。MOLLOVA 等[21]采用乙醇沉淀结合

固相萃取从母乳中提取 HMOs, 该研究提出了一套完整

的 HMOs 提取流程, 首先通过离心去除脂肪, 随后加入 2
倍体积的乙醇在 4  ℃沉淀蛋白质, 再经 β-半乳糖苷酶处

理 去 除 乳 糖 , 最 后 利 用 固 相 萃 取 纯 化 寡 糖 ; 
URRUTIA-BACA 等[19]开发水相萃取法高效提取 2’-FL, 
针对传统有毒溶剂萃取的问题, 该团队优化了以水为溶

剂的萃取条件(包括离心时间、水体积、孵育时间等), 实
现了 2’-FL 的高效回收, 方法比传统方法快 50%且更经济; 
CHEN 等[20]结合沉淀与吸附技术测定 HMOs, 研究采用

脱脂、脱蛋白(含乙醇沉淀步骤)预处理母乳样本, 随后通

过多孔石墨碳吸附与高效液相色谱-质谱联用技术对多种

HMOs 进行定性与定量分析, 展示了溶剂沉淀在样品前

处理中的关键作用。 
溶剂法操作简单, 成本较低, 但通常选择性不高, 且

可能引入有机溶剂残留问题。建议在工业化应用中可优先

选择乙醇等低毒溶剂, 并通过后续洗涤、干燥步骤控制残

留; 对于高纯度要求的产品, 溶剂沉淀法仅适用于前处理, 
需与色谱、膜分离等技术联用。 

(2)活性炭吸附法 
活性炭吸附法利用活性炭对糖类分子的吸附特性进

行分离, 在 HMOs(尤其是 2’-FL)的下游纯化中具有明确的

应用价值, 主要用于去除单糖、色素等杂质, 且常与膜过

滤、离子交换等技术联用, 以提升产品纯度与回收率。

WANG 等[31]系统研究了膜过滤与活性炭吸附联用对发酵

产生的 2’-FL 的纯化效果, 采用 3000 Da 和 500 Da 膜组件

分别去除大分子杂质和浓缩目标产物, 随后利用活性炭色

谱去除单糖等小分子杂质, 并使用 10 %乙醇进行洗脱, 该
组合工艺使 2’-FL 的纯度提升至 90.09 %以上, 证明了活性

炭吸附在去除单糖类杂质方面的有效性, 并指出后续需进

一步提高活性炭的吸附容量与稳定性以适应规模化生产; 
URASHIMA 等[10]在综述中提到, 在发酵法生产 HMOs 的

工艺中, 活性炭常被用于脱色以及去除培养液中的有色物

质, 属于纯化流程中的常规步骤之一。 

活性炭吸附成本低, 操作简便, 但吸附容量有限, 再
生困难, 不适合大规模连续生产。通过分析认为, 活性炭

吸附的核心应用场景是下游脱色和微量杂质去除, 可通过

优化活性炭孔径、吸附温度和洗脱条件提升吸附容量; 未
来可开发改性活性炭, 实现吸附剂的高效回收与再生, 降
低成本。 

(3)电泳技术 
电泳技术(如毛细管电泳)主要用于 HMOs 的分析检测, 

而非制备型分离。CHEN 等[20]指出毛细管电泳与液相色谱

均为 HMOs 的常用分离手段, 可用于对中性与酸性寡糖的

分离; LÜ 等[35]在综述中提及, 毛细管电泳是解析 HMOs 组
成的重要技术之一, 常与衍生化试剂(如 2-氨基吖啶酮)结
合使用, 以实现中性及酸性寡糖的高效分离。 

尽管电泳技术可实现高效分离和灵敏检测, 但对设

备要求高, 处理量极小, 主要用于实验室分析鉴定。通过

分析认为, 电泳技术的价值在于 HMOs 的结构鉴定和纯度

检测, 而非规模化制备, 其未来发展方向是与质谱等检测

技术联用, 提升定性定量的准确性。 

2.4  集成化与序列化分离工艺 

单一分离技术往往难以同时满足高纯度、高回收率、

低成本和规模化生产的要求, 因此集成多种分离技术的序

列化工艺成为 HMOs 分离纯化的发展趋势。典型的集成工

艺通常包括以下步骤: 预处理(去除蛋白质、脂肪等大分子

杂质)→初步分离(如膜分离、沉淀等)→精细纯化(如色谱分

离)→浓缩(如纳滤、蒸发)→最终处理(如干燥、灭菌)。
URASHIMA 等[10]指出在工业规模生产中, 集成化工艺通

常按照细胞分离-脱盐脱杂-脱色-粉末化的流程进行, 综合

运用膜过滤、离心、电渗析、离子交换、活性炭吸附、结

晶和喷雾干燥等多种技术。 
结合现有研究总结, 当前最成熟的集成工艺为预处

理(超滤+离心)→初步分离(纳滤)→精细纯化(离子交换层

析/SMB)→深度处理(活性炭吸附+纳滤浓缩)→成品化(喷
雾干燥), 该流程可将 HMOs 纯度提升至 95%以上, 回收率

达 80%左右, 适合规模化生产。未来集成工艺的发展方向

是绿色化与智能化: 通过采用低能耗膜技术、可再生吸附

剂降低环境负荷; 借助 AI 算法实时优化工艺参数, 提升产

品质量稳定性。 
HMOs 主要分离纯化技术比较, 如表 2 所示。 

3  替代物开发方法研究 

3.1  微生物发酵法 

微生物发酵法是生产 HMOs 替代物的主流技术, 通
过基因工程改造微生物(如大肠杆菌、酵母菌)的代谢途径, 
使其能够合成特定结构的 HMOs。 
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表 2  HMOs 主要分离纯化技术比较 
Table 2  Comparison of main separation and purification techniques for HMOs 

技术类型 代表方法 核心优势 主要局限 适用场景 工业化潜力 参考文献 

层析技术 

凝胶过滤层析法 
操作简单、对生物活

性影响小 
处理量小、耗时长 实验室制备 低 [10] 

离子交换层析法 
选择性高、连续化

程度高 
需优化 pH/离子强度、

环保成本高 
酸性 HMOs 纯化 中 [3,22–23] 

SMB 
分离效率高、溶剂

消耗低 
设备投资高、参数复杂 结构相似异构体分离 高 [24,26–27]

膜分离技术 

超滤法 能耗低、可初步除杂 分离选择性有限 预处理(除蛋白、大分子) 高 [29–30] 

纳滤法 
可浓缩+分离、条件

温和 
膜污染严重、选择性

不足 
单糖/低聚糖分离、浓缩 高 [31–32] 

膜集成工艺 
(超滤-纳滤) 

流程优化、回收率高
设备复杂、操作 

成本高 
规模化生产 中-高 [34] 

其他技术 

溶剂沉淀/萃取法 成本低、操作简便
有机溶剂残留、选择

性差 
样品前处理 低 [19–21] 

活性炭吸附法 脱色效果好、成本低
吸附容量有限、再生

困难 
脱色、除单糖杂质 中(辅助工艺) [10,31] 

电泳技术 分离效率高、检测灵敏
处理量极小、设备要

求高 
实验室分析鉴定 无 [20,35] 

 
(1)基因工程菌株构建 
基因工程菌株构建是微生物发酵法的核心。通过引入

外源基因(如糖基转移酶基因、合成酶基因)、敲除竞争性

代谢途径、优化调控元件等策略 , 构建高效生产特定

HMOs 的工程菌株。ZHANG 等[36]使用来自蜡状芽孢杆菌

(Bacillus cereus)的新型岩藻糖基转移酶 FutCB, 构建了能

够以葡萄糖为唯一碳源从头合成 2’-FL 的重组大肠杆菌, 
该菌株敲除了 β-半乳糖苷酶基因与庚基转移酶 II 编码基因, 
并过表达了鸟苷二磷酸(guanosine diphosphate, GDP)-L-岩
藻糖合成途径的关键基因 GDP-D-甘露糖 4,6-脱水酶、磷

酸甘露糖变位酶、GDP-4-酮基-6-脱氧-D-甘露糖-3,5-差向

异构酶-4-还原酶、甘露糖-1-磷酸鸟苷酰转移酶, 在补料

分批发酵 64  h 后, 2’-FL 产量达到 121.4  g/L, 生产强度为

190  g·L–1·h–1, 展示了高效工业化生产的潜力; BOOB 等
[37]通过系统代谢工程改造大肠杆菌, 实现了 LNnT 和 LNT
的高水平共生产, 整合了LNnT合成所需的β-1,3-N-乙酰氨

基葡萄糖转移酶与 β-1,4-半乳糖转移酶, 并通过启动子工

程与前体供应模块的优化, 使 LNnT 产量显著提升; GAN 
等[3]在综述中系统总结了近年来用于 HMOs 生产的基因工

程菌株构建策略, 指出大肠杆菌、谷氨酸棒杆菌和酿酒酵

母是主要宿主, 并通过染色体整合、途径模块化优化以及

动态调控等手段提升产物得率与工艺稳定性。 
通过分析认为, 菌株构建的核心挑战在于前体供应

平衡(如 GDP-L-岩藻糖、CMP-唾液酸)与副产物抑制, 未来

可通过动态调控启动子强度、优化代谢流分配, 进一步提

升产量; 同时, 酿酒酵母等真核宿主的改造潜力巨大, 其
安全性优势使其在婴幼儿食品领域更具应用前景。 

(2)发酵过程优化 
发酵过程优化包括培养基配方、发酵条件(温度、pH、

溶氧)、诱导策略、补料方式等方面的优化, 旨在提高 HMOs
产量和质量。PRESSLEY 等[38]系统总结了微生物发酵生产

HMOs 的最新进展, 重点介绍了如何通过基因敲除、外源

基因表达以及途径优化来提升 2’-FL、3-FL 和乳二岩藻四

糖 (lactodifucotetraose, LDFT) 等 关 键 HMO 的 产 率 ; 
DI-RENZO 等[39]强调发酵工艺的优化需要综合考虑菌株选

择、发酵参数控制与下游处理, 这对实现 HMO 大规模生

产的质量一致性与可持续性具有指导意义; GAN 等[3]指出

微生物发酵是当前商业化生产 HMOs 的主流方法, 其优势

在于成本低、可扩展性强, 并强调通过代谢工程改造大肠

杆菌等宿主, 优化其代谢网络与发酵条件, 以提高 HMO
产量并降低杂质。 

通过分析认为, 未来发酵过程优化的方向是智能化

控制, 结合在线监测技术(如近红外光谱)实时调整补料速

率和发酵参数, 实现产物产量与纯度的同步提升。 
(3)下游处理工艺 
下游处理工艺对发酵法生产 HMOs 的经济性至关重

要。URASHIMA 等[10]系统总结了发酵法生产 HMOs 的全

流程下游工艺, 包括细胞分离(膜过滤、离心)、脱盐脱杂(电
渗析、离子交换色谱)、脱色(活性炭/合成吸附剂)以及最终

粉末化(结晶、喷雾干燥)等关键步骤。整个工艺需要综合

考虑回收率、纯度、成本和环保要求, 不断优化和改进。 
通过分析认为, 下游处理工艺的核心是高效除杂+高

回收率, 需根据发酵液特性选择适配的分离技术。例如, 
大肠杆菌发酵液的内毒素去除是关键, 可采用亲和层析或
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膜过滤联用技术; 而酿酒酵母发酵液的蛋白杂质含量较低, 
可简化预处理步骤, 降低成本。 

3.2  酶法合成 

酶法合成利用特异性糖基转移酶、糖苷水解酶或合成

酶催化糖基化反应, 构建特定的糖苷键, 合成目标 HMOs。 
(1)酶的选择与改造 
酶的选择与改造是酶法合成的关键。天然酶往往存在

活性低、稳定性差、底物特异性不强等局限性, 需要通过

蛋白质工程手段进行改造, 提高酶的催化效率、稳定性和

适应性。PRESSLEY 等[38]系统总结了利用工程大肠杆菌合

成 LNT、LNnt 及 LNFP I/III 的策略, 研究指出, 通过筛选

特异性高的 α1,2-岩藻糖基转移酶与 α1,3-岩藻糖基转移酶, 
并优化酶库组合, 能够有效避免副反应, 提高目标 HMOs
的产率; 李寅[40]在综述中阐述了酶分子设计、改造在生物

制造中的应用, 文中列举了脂肪酶、转酮醇酶、环糊精葡

萄糖基转移酶等多种酶的改造案例, 强调通过随机突变、

定向进化及结构引导的理性设计提升酶活性与稳定性, 为
HMOs 合成酶元件的优化提供了方法学支持; 李毅等[41]指

出糖基转移酶 (glycosyltransferases, GTs)与糖苷水解酶

(glycoside hydrolases, GHs)是 HMOs 酶法合成的两类关键

酶, 研究重点包括提升 GTs 的酶活性和拓展底物谱, 以及

对 GHs 进行工程改造以抑制其水解活性、提高转糖苷效率, 
例如, 通过删除幽门螺杆菌 α1,3-岩藻糖基转移酶 C 端 52
个残基, 改善其可溶性表达与催化效率。 

通过分析认为, 酶的改造是酶法合成的核心瓶颈, 当
前研究多聚焦于单一酶的优化, 而多酶级联反应中酶的兼

容性问题尚未得到充分解决。未来可通过蛋白质工程与合

成生物学结合, 设计模块化酶系统, 提升酶在反应体系中

的稳定性与协同作用效率。 
(2)反应体系优化 
反应体系优化包括底物浓度、酶用量、反应条件(温

度、pH、离子强度)、辅助因子再生等方面的优化。CHEN
等[42]提出一种多酶级联反应体系, 通过优化辅酶再生循环

与底物浓度比例, 将 HMOs 类似物(如 2’-FL)的产率提升至

克级水平; LIANG 等[43]研究了糖基转移酶在微环境缓冲系

统中的稳定性, 通过定向进化改造酶基因并调整反应 pH、

温度, 使转化效率提高约 40%; WANG 等[44]开发了基于固

定化酶的连续流反应器, 系统优化了流速、载体材料及底

物投料策略, 实现了 HMOs 结构类似物的高效合成。 
酶法合成的优势在于反应特异性高、副产物少、条件

温和, 但酶成本高、底物昂贵、反应效率低等问题限制了

其工业化应用。建议可通过酶的固定化回收(如磁性载体固

定化)、辅助因子再生系统构建降低成本; 同时, 开发廉价

底物(如淀粉水解物替代纯单糖), 提升工艺经济性。 
(3)多酶级联反应 
多酶级联反应通过将多个酶反应步骤有机结合, 实

现从廉价底物直接合成复杂 HMOs。WANG 等[45]通过定向

进化改造 β-半乳糖苷酶, 构建包含磷酸化酶、糖基转移酶

等多酶体系, 实现从几丁质粉高效合成 LNnT。LIAO 等[46]

在大肠杆菌中构建多酶协同途径, 以甘油和葡萄糖为碳源

高产 LNnT, 并通过调控代谢流实现级联反应优化; LIU 等[47]

通过内源乳糖合成途径与多酶级联反应, 实现以葡萄糖为

唯一碳源的 LNnT 从头合成, 提升产物经济性; ZHU 等[48]

在枯草芽孢杆菌中构建多酶系统, 实现 3’-SL 的高效全细

胞催化合成, 展示多酶级联在唾液酸化 HMO 类似物制备

中的应用。 
多酶级联反应减少了中间步骤, 提高了整体效率, 是

酶法合成的重要发展方向。未来多酶级联反应的发展重点是

体外无细胞多酶体系与体内全细胞催化体系的协同优化, 
体外体系适合高纯度稀有 HMOs 的小规模生产, 体内体系

则更适合规模化生产, 需根据产品需求选择适配技术路线。 

3.3  化学合成 

化学合成通过有机合成方法构建糖苷键, 逐步组装

目标 HMOs 分子。传统化学合成需要复杂的保护基操作、

活化策略和偶联反应, 步骤烦琐, 总产率低, 不适合大规

模生产。近年来, 一锅法合成等新技术的发展提高了化学

合成效率。 
一 锅 法 合 成 主 要 集 中 在 利 用 一 锅 多 酶 (one-pot 

multi‑enzyme, OPME)以及化学-酶法模块化合成策略。BAI
等[49]提出 EASyMap 引导的逐步一锅多酶(stepwise one-pot 
multi-enzyme, StOPMe)合成 , 系统构建了含四糖核心的

HMOs 库, 实现了包括 N-乙酰神经氨酸 α-2,6-连接 N-乙酰

氨基葡萄糖在内的多种唾液酸化 HMOs 的高效制备, 适用

于大规模生产; WU 等[50]开发了在数字微流控平台上自动

化化学-酶法模块合成 HMOs 的方法, 整合磁珠纯化与一

锅多酶反应, 实现了岩藻糖基化、唾液酸化及中性 HMOs
的自动合成, 为模块化糖合成提供了基础; GAN 等[3]的研

究指出, 一锅合成被用于避免传统逐步合成中烦琐的纯化

步骤 , 通过在单一反应器中顺序加入糖基供体 , 实现

HMOs 的快速组装; PERNA 等[23]指出直接在牛奶中通过一

锅酶法反应生产多种 HMOs, 利用转唾液酸酶、转岩藻糖

苷酶等在同一反应体系中合成唾液酸化和岩藻糖基化

HMOs, 简化了下游分离流程。 
通过分析认为, 化学合成仍主要用于稀有或复杂结构

HMOs 的实验室制备及标准品合成, 其工业化应用的主要

障碍在于步骤多、成本高、环境污染等问题。未来化学合成

的发展方向是化学-酶法结合, 即通过化学方法制备关键中

间体, 再通过酶法高效组装, 兼顾结构可控性与合成效率。 

3.4  新型生物制造技术 

(1)植物合成生物学 
植物合成生物学将植物作为生物反应器生产 HMOs, 
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具有成本低、规模大、安全性高等潜在优势。HASSAN
等[51]利用植物凝集素与 HMOs 的相互作用开展化学蛋白

质组学映射, 揭示了 HMOs 在细胞中的结合靶点, 为设计

在植物中表达的 HMOs 类似物提供了分子识别依据; 于文

文等[52]指出 HMOs 生理功能重要且应用场景持续扩展, 植
物合成生物学(以本生烟为底盘植物)实现了低成本光合合

成, 但仍处于概念验证阶段。 
植物系统能够完成复杂的糖基化修饰, 适合生产结

构复杂的 HMOs, 但面临表达量低、分离纯化困难等挑战。

植物合成生物学的核心突破点在于提升 HMOs在植物中的

表达量(如通过优化启动子、信号肽), 以及开发高效的提取

纯化工艺(如绿色溶剂萃取、膜集成分离), 降低下游成本。 
(2)无细胞合成平台 
无细胞合成平台利用纯化的酶和辅因子在体外合成

HMOs, 避免了细胞膜屏障和复杂代谢网络的限制, 提高

了反应可控性和产物得率。HUBER 等[53]提出基于模型优

化的无细胞酶级联反应生产 GDP-岩藻糖, 构建了无细胞

合成平台多酶级联系统, 通过模型驱动的优化策略显著提

高了 GDP-岩藻糖(HMOs 关键前体)的合成效率, 为 HMOs
的体外生物制造提供了新思路; SCHELCH 等[54]提出全细

胞催化与无细胞酶级联联用提升唾液酸化寡糖产量, 研究

通过模块化工程将 CMP-唾液酸合成酶与唾液酸转移酶在

无细胞合成平台与全细胞系统中协同表达, 实现了唾液酸

化 HMOs(如 3’-SL、6’-SL)的高效合成; LEE 等[55]在综述中

系统总结了近 3 年无细胞合成平台在糖类(包括 HMOs)等
生物活性分子生产中的创新, 指出无细胞合成平台因其可

控、高效的特点正成为 HMOs 替代物开发的重要工具。 
无细胞合成平台能够实现高浓度底物转化, 减少副

反应, 但酶和辅因子成本高, 系统稳定性差, 目前仍处于

实验室研究阶段。建议未来可通过酶的定向进化提升稳定

性、开发低成本辅因子替代物、构建连续化无细胞反应系

统, 推动其从实验室走向工业化试点。 
(3)人工智能辅助设计 
AI 辅助设计利用机器学习和深度学习算法预测酶突

变效果、优化代谢途径、设计最佳发酵条件, 可以加快菌

株改造和工艺优化进程。GAN 等[3]在综述中系统总结了

HMOs 的合成路线, 包括化学合成、酶法合成、化学‑酶法

合成、微生物发酵和乳腺细胞培养等 5 种技术途径, 并指

出人工智能在优化酶工程和代谢通路设计方面的潜在作用; 
PRESSLEY 等[38]在综述中强调, 代谢工程(基因敲除、过表

达、外源基因导入)结合计算工具能够设计全细胞催化剂, 
用于生产 2’-FL、3-FL、LNT、LNFP 等复杂 HMOs, 文中

提到人工智能在预测酶特异性、底物转运及产物外排等方

面的辅助作用; BARNUM 等[30]利用植物作为生物反应器, 
通过稳定转化和瞬时表达技术合成多种 HMOs, 该工作虽

未直接使用 AI, 但指出后续通路工程可借助计算设计实现

全部 HMOs 的生物合成; PERNA 等[23]开发了在牛乳中直

接酶法合成唾液酸化和岩藻糖基化 HMOs 的工艺, 研究

中使用的工程化唾液酸酶和岩藻糖苷酶的设计可借助蛋

白质工程中的计算预测方法(如 AI 驱动的酶活性与特异

性优化)。 
通过分析认为, AI 辅助设计是 HMOs 替代物开发的颠

覆性技术, 其核心优势在于缩短研发周期(如将菌株改造

周期从数月缩短至数周)、降低实验成本。当前应用仍处于

起步阶段, 未来需构建更大规模的 HMOs 合成相关数据库

(如酶活性数据、发酵参数数据), 提升 AI 模型的预测准确

性, 实现设计-验证的闭环优化。 
HMOs 替代物主要开发方法比较, 如表 3 所示。 

 

表 3  HMOs 替代物主要开发方法比较 
Table 3  Comparison of the main development methods of HMOs alternatives 

开发方法 核心技术 代表产物 优势 局限 商业化程度 参考文献 

微生物发酵

法 
基因工程菌株构建+

发酵优化 
2’-FL、LNnT 

成本低、可规模化、

产物纯度高 
菌株稳定性需优化、前

体供应不足 
高(已产业化) [36,38] 

酶法合成 
酶改造+多酶级联反

应 
3’-SL、LNnT 

反应特异性高、条件

温和 
酶成本高、底物昂贵 中(部分试点生产) [41,45,48]

化学合成 
一锅法、化学-酶法模

块化合成 
稀有 HMOs(如 LNFP III)

结构可控、可合成稀

有分子 
步骤烦琐、环境污染、

产率低 
低(实验室制备) [49–50] 

新型生物制

造技术 

植物合成生物学 多种 HMOs 混合物 成本低、安全性高 表达量低、分离困难 低(概念验证阶段) [51–52] 

无细胞合成平台 GDP-岩藻糖、3’-SL 反应可控、副产物少
酶/辅因子成本高、系统

不稳定 
低(实验室研究) [53–54] 

AI 辅助设计 优化工程菌株、发酵条件
缩短研发周期、提升

效率 
算法需大量数据支撑、

验证成本高 
低(技术探索阶段) [3,38] 

 

4  结束语 

本文系统综述了 HMOs 的结构分类、生物学功能, 重
点分析了高效分离纯化技术与替代物开发路径的研究进

展、优势与瓶颈, 并通过量化对比为技术选型提供参考。

核心结论如下: 分离纯化技术已从单一方法向集成化工艺

发展, 超滤-纳滤-离子交换联用是当前最具工业化潜力的

组合方案, 可实现 HMOs 高纯度、高回收率制备; 微生物
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发酵法仍是替代物生产的主流技术, AI 辅助菌株改造与发

酵过程优化将成为产量提升的关键, 2’-FL、LNnT 等核心

产品已实现产业化, 稀有 HMOs 的规模化生产仍是瓶颈; 
新型生物制造技术(如无细胞合成、植物合成生物学)为稀有

HMOs 生产提供了新思路, 但需突破成本与规模化瓶颈。 
结合本文研究与行业需求, 提出以下进一步研究思

路: (1)开发低成本、高选择性的新型分离介质, 解决现有技

术中选择性不足与膜污染问题; (2)构建多 HMOs 协同合成

的工程菌株, 模拟母乳中 HMOs 的天然比例, 提升产品功

能性; (3)建立 HMOs 替代物的临床评价体系, 明确其在不

同人群中的适用剂量与安全性。 
未来, 随着分离纯化技术的高效化、替代物开发的精

准化及法规标准的完善, HMOs 将在婴幼儿营养、特殊医学

用途配方食品及医药领域实现更广泛的应用, 为人类健康

提供更优质的营养支持。 
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