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不同阶段母乳中 %& 种游离低聚糖的检测及含量分析
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摘$要!目的$检测不同阶段母乳中 %& 种游离母乳低聚糖(5PJ>= J;BI AB;LAH>335>C;E:H!7[XF)的含量!并比较其

在不同阶段母乳中的变化" 方法$分别采集产后 & f- E(初乳)’产后 " f%# E(过渡乳)’产后 %, f%"& E(成熟乳)

的母乳!采用荧光标记 7[XF!通过超高效液相色谱+荧光检测法和标准曲线定量 %& 种 7[XF" 采用 ‘:CHA= 相关比

较不同泌乳时间与 7[XF 含量的相关性!! 个泌乳阶段的组间差异采用单因素方差分析" 结果$在选定的色谱条

件下!%& 种 7[XF 可完全分离并定量" %& 种 7[XF 中!’s岩藻糖乳糖(’sD9)’!s唾液酸乳糖(!sF9)’,s唾液酸乳糖

(,sF9)’乳糖+9+四糖(9?S)’乳糖+9+新四糖(9?=S)’乳糖+9+五糖 Q(9?D‘+Q)与泌乳时间存在负相关关系!!s岩藻

糖乳糖(!sD9)与泌乳时间存在正相关关系!上述 - 种 7[XF 在不同阶段母乳中差异有统计学意义(<l&.&#)!而

#+四糖(‘Q)’乳糖+9+五糖 d(9?D‘+d)’乳糖+9+新五糖(9?=D‘+d)与泌乳时间无明显相关关系!在不同阶段母乳中

含量差异无统计学意义(<m&.&#)" 结论$不同阶段母乳中 7[XF 的含量不同" %& 种 7[XF 中!- 种 7[XF 与泌

乳时间具有相关关系并且在不同泌乳阶段差异有统计学意义(<l&.&#)"
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$$母乳可提供婴儿正常生长发育所需的全部营
养成分和多种生物活性物质%是婴儿的最佳食
物 )%* , 游 离 母 乳 低 聚 糖 " 5PJ>= J;BI
AB;LAH>335>C;E:H% 7[XF#是母乳中仅次于乳糖和脂
类的第三大固体组分 )’* %通常由 ! f%* 个单糖组成%
在核心结构的基础上可分为中性 7[XF"末端为 .+
岩藻糖#和酸性 7[XF"末端为唾液酸# )!* , 7[XF
不能被婴幼儿小肠的内源性酶消化%其具有多种重
要功能%包括减少感染 )** +维持肠道微生态平衡 )#* +
发挥免疫调节因子的作用 ),*及参与脑组织中神经
节苷脂和糖蛋白构成 )-*等, 有研究 )"*报道了 ! 个
月内不同泌乳时期对 7[XF 的影响%泌乳时期的增
加伴随着婴儿生长发育状况的变化%7[XF 的变化
可能与婴儿的发育状况变化相关, 但目前还缺乏
更长泌乳时期的研究及中国人群的相关研究,

本研究中%应用超高效液相色谱+荧光检测
"87‘9<+D9Y#法对中国人群母乳中 %& 种 7[XF 进
行检测 )/* %比较从初乳至产后 , 个月间不同阶段母
乳中 7[XF 含量的变化%从而有助于阐明不同结构
7[XF 的功能%以及母乳在婴儿生长发育不同阶段
的作用变化,

%$材料与方法
%.%$材料
%.%.%$样品采集

分别于江苏南京及黑龙江齐齐哈尔%采用便携
式自动吸奶器%于上午 "t&& f%%t&& 间%分别在产后
& f- E"初乳#+" f%# E"过渡乳#+%, f%"& E"成熟
乳#取每位母亲单侧乳房乳汁不少于 # JB%采集后
立即分装密封%存放于冷链包或 q’& \冰箱%并在
冷藏状态下尽快转移至 q"& \冰箱%避光保存%共
取得 %&’ 份样品,
%.%.’$主要仪器与试剂

8!&&& 超高效液相色谱仪"配备荧光检测器%美
国 Y;A=:a#+冷冻离心机+分析天平+超声水浴+恒温
水浴锅+恒温烘箱,

%& 种 7[XF 对照品的基本信息详见表 %%均购
自法 国 TB;3;@GBXB;LAS:35& 内 标 为 昆 布 三 糖
"B>J;=>C;@C;AH:%<)F$!’#,+&*+&%美国 F;LJ>#, 乙腈
"色谱纯#%甲酸+氢氧化铵+二甲基亚砜"Y[FX#+乙
酸+’+氨基苯甲酰胺 "’+)K%<)F$""+,"+, #+氰基硼
氢化钠"<)F$’#"/#+,&+-#均为分析纯%试验用水为
超纯水,

表 %$%& 种 7[XF 的基本信息
S>OB:%$K>H;3;=4ACJ>@;A= A4%& 7[XF

名称 简称 <)F 号 聚合度 分子式 分子量 分子结构
纯度

0"L0%&& L#

’s岩藻糖乳糖 ’sD9 *%’,!+/*+/ Y‘! <%"7!’X%# *"".*! DP3#%+’ V>B"%+* VB3 "-.!

!s岩藻糖乳糖 !sD9 *%!%’+*-+* Y‘! <%"7!’X%# *"".*! V>B"%+*"DP3#%+!#VB3 -!.&

!s唾液酸乳糖 !sF9 !#"/&+!"+% Y‘! <’!7!/?X%/?> ,##.#! ?:P#)3#’+! V>B"%+* VB3 "&.,

,s唾液酸乳糖 ,sF9 %#-#-*+-,+& Y‘! <’!7!/?X%/?> ,##.#! ?:P#)3#’+, V>B"%+* VB3 -!./

#+四糖 ‘Q #//#-+/’+# Y‘* <’,7*#?X’& ,/%.,’ V>B?)3#%+!"DP3#%+’#V>B"%+* VB3 "/.,

乳糖+9+四糖 9?S %*%%,+,"+" Y‘* <’,7’%?X*# -&-.,’ V>B"%+! VB3?)3"%+! V>B"%+* VB3 "-.-

乳糖+9+新四糖 9?=S %!&&-+!’+* Y‘* <’,7’%?X*# -&-.,’ V>B"%+* VB3?)3"%+! V>B"%+* VB3 /’.#

乳糖+9+五糖 Q 9?D‘+Q -#-"+’#+" Y‘# <!’7##?X’# "#!.-, DP3#%+’ V>B"%+! VB3?)3"%+! V>B"%+* VB3 /*.%

乳糖+9+五糖 d 9?D‘+d ,&’#*+,*+& Y‘# <!’7##?X’# "#!.-, V>B"%+! VB3?)3"%+! V>B"%+*"DP3#%+!#VB3 -/.’

乳糖+9+新五糖 9?=D‘+d 暂无 Y‘# <!’7##?X’# "#!.-, V>B"%+* VB3?)3"%+! V>B"%+*"DP3#%+!#VB3 -’.&

注$DP3为 .+岩藻糖&V>B为 3+半乳糖&VB3为 3+葡萄糖&?:P#)3为 9+乙酰神经氨酸"也叫唾液酸# &V>B?)3为 9:乙酰半乳糖胺&VB3?)3为 9+乙
酰葡萄糖胺
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%.’$方法
%.’.%$对照品溶液及内标溶液的制备

对照品溶液$分别精密称取 ’sD9+!sD9对照品
各 %&.&& JL于 % JB超纯水中%9?S+9?D‘+Q对照品
各 %#.&& JL于 % JB超纯水中%!sF9+,sF9+‘Q+9?=S+
9?D‘+d+9?=D‘+d各 %&.&& JL于 %& JB超纯水中%
浓度范围为 "*! f%- "-* =JAB0JB%备用, 将 ’sD9+
!sD9+9?S+9?D‘+Q对照品溶液依次稀释 ’+#+,.,#+
%&+’&+#&+%’# 倍%将 !sF9+,sF9+‘Q+9?=S+9?D‘+d+
9?=D‘+d对照品溶液依次稀释 %.!!+’+*+%&+’# 倍,

内标溶液$准确称取 %#.&& JL昆布三糖至
%& JB容量瓶中%以超纯水为溶剂制备内标溶液,

%.’.’$样品处理

将母乳置于 #& \烘箱 ’& f!& J;=%放置到室温
涡旋均匀后吸取 *& "B至 ’ JB离心管中并记录重
量, 每份样品进行 ’ 次平行试验, 以已测得 7[XF
含量的母乳样品为质控样品%每次试验以与待测样
品相同的步骤进行处理,

%.’.!$荧光标记

在放置样品0对照品的 ’ JB离心管中加入内标
溶液 ’& "B%涡旋均匀后吸取 ’& "B至另一 ’ JB离心
管中%加入 ’&& "B’+)K荧光标记溶液"&.!# JAB09
’+)Kp%.& JAB09氰基硼氢化钠%溶剂为含有 !&e
乙酸的 Y[FX#%混匀后置于",# i%#\水浴中 ’ 5%
再将离心管放入 * \冰箱中至完全冷却, 在离心管
中加入 % JB’#e乙腈%%& &&& j;%* \离心 # J;= 取
上清液至色谱中检测,

%.’.*$色谱条件

俘获柱为 )<h8QSZKT7)J;E:预柱 "’.% JJ
j# JJ%%.- "J#%分离柱为 )<h8QSZ8‘9<KT7
)J;E:"!.& JJj%#& JJ%%.- "J#, 流动相$梯度
洗脱 )相为 %&&e乙腈&K相为 #& JJAB09甲酸铵
"M7k*.*%甲酸+氢氧化铵及水配制而成#, 俘获柱
洗脱程序$#eK等度"& f’.# J;=#%#e f/&eK线
性变换 "’.# f* J;=#%/&eK等度 "* f,’ J;=#%
/&e f#eK线性变换",’ f,# J;=#, 分离柱洗脱
程序$%&eK等度"& f, J;=#%%&e f%"eK线性变
换", f*& J;=#%%"e f%/.#eK线性变换 " *& f
,& J;=#%%/.#e f-&eK线性变换 ",& f,% J;=#%
-&eK等度 ",% f,# J;=#, 检测波长$激发波长
!!& =J%发 射 波 长 *’& =J, 柱 温 ,& \% 流 速
&." JB0J;=%进样量 ! "B,

%.’.#$结果计算

以对照品溶液浓度与内标溶液浓度的比值"对
照品溶液浓度0内标溶液浓度#为横坐标"=#%以对
照品色谱峰面积与内标色谱峰面积的比值"对照品

色谱峰面积@内标色谱峰面积#为纵坐标"E#%绘制
标准曲线%计算回归方程及相关系数 /’, 根据保留
时间对样品中的 7[XF 进行定性%根据标准曲线进
行定量%两次重复取平均值%结果以 "L0L表示,
%.!$统计学分析

采用 F‘FF %".&%不同泌乳阶段数据采用均值 i
标准差"#=i)#描述%采用散点图和 ‘:CHA= 相关分析
对泌乳时间与 7[XF 含量的相关性进行分析%组间
比较采用方差分析%以 <l&.&# 为差异有统计学
意义,

’$结果
’.%$色谱图

图 % 为 %& 种 7[XF 对照品混合标准色谱图%图
’ 为样品色谱图, 在选定的色谱条件下% %& 种
7[XF 可完全分离%峰形良好, 样品经处理后%基质
几乎不影响 7[XF 的检出,

图 %$%& 种 7[XF 的对照品混合标准色谱图
D;LPC:%$<5CAJ>@ALC>JA4J;a:E %& 7[XF C:4:C:=3:H

图 ’$样品色谱图
D;LPC:’$<5CAJ>@ALC>JA4H>JMB:H

’.’$线性范围
表 ’ 可知%在一定浓度范围内%%& 种 7[XF 均

具有良好的线性关系,
’.!$样品基本情况

共采集母乳 %&’ 份%泌乳时间为 ! f%-# E%其中
初乳 !- 份占 !,.!e%平均泌乳时间为 " *./’ i
%.#&# E&过渡乳 %/ 份占 %".,e%平均泌乳时间为
"/.’% i%.#"# E&成熟乳 *, 份占 *#.%e%平均泌乳
时间为 " -’.,- i*".%, # E, 乳母的年龄为 %/ f
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$$$表 ’$%& 种 7[XF 的线性范围+回归方程及相关系数
S>OB:’$9;=:>CC>=L:H% C:LC:HH;A= :bP>@;A=H>=E 3ACC:B>@;A=

3A:44;3;:=@HA4%& 7[XF

名称
线性范围
0"=JAB0JB# 标准曲线

相关系数
"/’ #

’sD9 %*’.// f%- "-!.#/ Ek&.&&&-#/=p&.&&!’!/ &.//, %
!sD9 %%/.#- f%* /*#."# Ek&.&&&"**=q&.&&///* &.//" !
!sF9 */.%" f% ’’/.#* Ek&.&&&,*/=q&.&’,*"& &.//, !
,sF9 *#.&/ f% %’-.!! Ek&.&&&,**=q&.&!*!// &.//% ’
‘Q #%."’ f% ’/#.#% Ek&.&&&-/"=q&.&’’"&% &.//" %
9?S %*".-’ f%" #/&.*/ Ek&.&&&-!/=q&.&#-,"! &.//, *
9?=S #’.’/ f% !&-.’& Ek&.&&&-’/=q&.&’,,&, &.//- ’
9?D‘+Q %!’.’, f%, #!’.-# Ek&.&&&#’-=q&.&#,&*/ &./"/ ,
9?D‘+d !-.%% f/’-.,, Ek&.&&&,,%=q&.&%"&/’ &.//, #
9?=D‘+d !!.-! f"*!.!! Ek&.&&&,#-=q&.&%**/- &.//- ’

*% 岁%平均年龄为"’-.,’ i*.&’#岁%其中初乳阶段
乳母平均年龄为 " ’,./- i*.,& # 岁%过渡乳为
"’".!’ i*.,/#岁%成熟乳为"’-."# i!.%,#岁,

经检测%%& 种 7[XF 中%’sD9是第一大组分%平
均含量为 " ’ /&&.!, i% !"#.%! # "L0L%有 %/.,e
"’&0%&’#的母乳中 ’sD9未检出%未检出 9?D‘+Q的
母乳与未检出 ’sD9的母乳基本一致, 仅有 # 份母
乳测出 ‘Q%因此不宜继续比较不同泌乳阶段的差
异, 表 ! 对 %& 种 7[XF 的平均值及检出率进行了
描述,

表 !$%& 种 7[XF 的样品检出数量+平均含量及含量范围
S>OB:!$)̂:C>L:>JAP=@% C>=L:>=E E:@:3@;A= C>@:A4%& 7[XF

名称
检出
份数

含量均数"

0""L0L#

含量
中位数 u

0""L0L#

含量范围
0""L0L#

’sD9 "’ ’ /&&.!, i% !"#.%! ’ ’#".#" ,/".-, f- /&%.&’
!sD9 /# ,#’./# i,’%.#% *%-.#* ,,.%, f! ,#".%&
!sF9 /- %#-./- i,#.,- %!/.*& ,#.!& f!,*./&
,sF9 // !"/."* i’&-.%# *’#.-’ *&./# f-#/.##
‘Q # ",."’ i--.&, ! /.,, f’&-.!&
9?S %&% /*-.,/ i,’/.-" "!-.#* %%,.!, f! !%’.*-
9?=S /* ’-*.#! i%-#."% ’’&."- ".’% f-"".",
9?D‘+Q -- % -%’."! i% !/’."# "&/.#! ’’."- f- %#,.#’
9?D‘+d #" "!.’" i,*.-% !’.** %,.*/ f’/#./,
9?=D‘+d %* */.%’ i’&.!# ! ’".&- f/*.’*

注$"为检出该 7[XF 的样品含量均数&u为所有样品中 7[XF 含量
中位数%检出数量少于 #% 时%中位数为未检出&!为未检出

’.*$泌乳时间与 7[XF 水平的相关性
‘:CHA= 相关分析显示%泌乳时间与 7[XF 间存

在相关关系, 如表 * 及图 ! 所示%泌乳时间与 ’sD9
间存在负相关关系%即随着泌乳时间的延长%母乳
中 ’sD9的含量呈现下降的趋势, 此外%!sF9+,sF9+
9?S+9?=S+9?D‘+Q与泌乳时间也存在负相关关系%
而 !sD9与泌乳时间存在正相关关系%9?D‘+d+
9?=D‘+d与泌乳时间差异无统计学意义 "<m
&.&##,

表 *$泌乳时间与 / 种 7[XF 含量的相关性"‘Q除外#

S>OB:*$<ACC:B>@;A= A4B>3@>@;A= @;J:>=E B:̂:BA4/ 7[XF ":a3:M@‘Q#

名称
检出样品含量均数0""L0L#

初乳 过渡乳 成熟乳
相关系数 <值

’sD9 ! "-!.&% i% !&#.’& ’ /,#.%, i% *"’.%* ’ %#!."# i"%,."’ q&.#&," &.&&&
!sD9 !#’.%’ i!’/.#’ *-&.%! i!//.&% /*&.&& i-%%.’* &.,&%" &.&&&
!sF9 ’&-."- i,,.’’ %,#.!% i*-.%/ %%&.", i’*.#, q&.*/," &.&&&
,sF9 */-.-/ i%&%.#’ #,!.#- i%’!./" ’%,.%, i%-&.’* q&.-!!" &.&&&
9?S % ’%&.%% i,#%.## % !,%.,# i*"!.-& ##-.%* i!"/./# q&.#*#" &.&&&
9?=S *&".!/ i%*".#- ’/,./- i%#-./’ %!’./" i,’."- q&.##," &.&&&
9?D‘+Q ’ #!*.,/ i% !-,."" ’ &’!.*’ i% &-%.-* -"&.-- i"!".#" q&.#*’" &.&&&
9?D‘+d /".#* i,!.’/ /#.&- i-".", ,’.%- i*,."% q&.’%, &.%&!
9?=D‘+d #,.%, i’’.#’ *!.&# i-.-# !!.%% i!."! q&.’!" &.*%!

注$"为 <l&.&#%差异有统计学意义

’.#$不同阶段母乳中 7[XF 含量的变化

如图 * 及表 # 所示%初乳+过渡乳+成熟乳 ! 个
阶段母乳中 ’sD9+!sF9+9?=S的含量随着分泌时间
的延长逐渐降低&,sF9+9?S+9?D‘+Q的含量在初乳
和过渡乳两阶段无明显变化%在成熟乳阶段降低&

成熟乳阶段 !sD9的含量较初乳和过渡乳阶段明显
增加%9?D‘+d+9?=D‘+d在各泌乳阶段均无明显
变化,

!$讨论
7[XF 是一大类复杂的混合物%目前已发现超

过 ’&& 种结构, 7[XF 的合成依靠糖基转移酶%糖

基转移酶具有基因多态性%特别是岩藻糖基转移酶+
’"D8S’#对母乳中含量较高的 ’sD9和 9?D‘+Q的合
成具有决定性影响 )"* , D8S’ 由 7$’%$#&%基因编码%
7$’%$#&%基因显性表达时%岩藻糖可通过 #%+’ 键与

核心结构连接%可合成 ’sD9+9?D‘+Q及 ‘Q%隐性表达

时则不能合成, 同时仅有血型 )的乳母可检出 ‘Q%

因检出数量很少%故本研究不对泌乳时间与 7[XF

含量的关系进行分析, 约 ’&e的母乳中均未检出
’sD9和 9?D‘+Q%提示这部分人群 7$’%$#&%基因隐性
表达, 在比较不同泌乳时期的这 ’ 种 7[XF 变化
时%本研究仅对显性表达的母乳中的含量进行了
比较,



不同阶段母乳中 %& 种游离低聚糖的检测及含量分析!!!朱婧%等 !*’%$$ !

注$)为 ’sD9&K为 !sD9&<为 !sF9&Y为 ,sF9&T为 9?S&D为 9?=S&V为 9?D‘+Q&7为 9?D‘+d&Q为 9?=D‘+d

图 !$泌乳时间与 / 种 7[XF 含量散点图"‘Q除外#

D;LPC:!$F3>@@:CMBA@A4A4B>3@>@;A= @;J:>=E B:̂:BA4/ 7[XF ":a3:M@‘Q#

图 *$母乳阶段与 / 种 7[XF 含量"‘Q除外#

D;LPC:*$9>3@>@;A= M:C;AEH>=E B:̂:BA4/ 7[XF":a3:M@‘Q#

表 #$不同母乳阶段 / 种 7[XF 的方差分析 <值"‘Q除外#

S>OB:#$<+̂>BP:A4)?Xd)@:H@>OAP@B:̂:BHA4

/ 7[XF >JA=LE;44:C:=@B>3@>@;A= M:C;AEH":a3:M@‘Q#

名称
三组间
<值

两两比较 <值

初乳 Ĥ
过渡乳

初乳 Ĥ
成熟乳

过渡乳 Ĥ
成熟乳

’sD9 &.&&&" &.&%"" &.&&&" &.&’-"

!sD9 &.&&&" &.*-" &.&&&" &.&&*"

!sF9 &.&&&" &.&&!" &.&&&" &.&&&"

,sF9 &.&&&" &.%&’ &.&&&" &.&&&"

9?S &.&&&" &.!&/ &.&&&" &.&&&"

9?=S &.&&&" &.&&’" &.&&&" &.&&&"

9?D‘+Q &.&&&" &.%-& &.&&&" &.&&%"

9?D‘+d &.%!& &."-# &.&,! &.%!’
9?=D‘+d &.!&% &.!&* &.%-& &.#-*

注$"为 <l&.&#%差异有统计学意义

对 7[XF 进行检测%通常首先需要去除母乳中的脂
肪和蛋白质%如离心沉淀法 )%&* +超滤法 )%%* +液+液萃
取法 )’*和乙腈提取法 )%’*等, 提取 7[XF 使用液相
色谱+质谱联用的方法进行定量检测 )%%* %前处理步
骤繁杂%检测仪器要求较高, 本研究采用超高效液
相色谱+荧光检测法 )/*对 %& 种 7[XF 进行检测%该
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方法重复样品测量的相对标准偏差"/73#为 %."e
f".%e%回收率为 /".-e f%&#e%具有较高的准
确性和精密度, 在本研究中%%& 种 7[XF 的重复样
品测量 /73亦达到 %."e f*./e, 该方法前处理
步骤简单%不需要去除脂肪和蛋白质%通过引入标
记物可实现荧光检测%对检测仪器的要求较低%能
实现 %& 种 7[XF 的完全分离和定量%并通过内标
对保留时间迁移进行控制及对待测 7[XF 的含量
进行校正%确保 7[XF 的定性和定量的准确,

本研究表明%母乳中 7[XF 的含量与泌乳时间
有关, 成熟乳中 ’sD9+!sF9+,sF9+9?S+9?=S+9?D‘+Q
的含量均较初乳和过渡乳减少%而 !sD9则相反%在
成熟乳中的含量高于初乳与过渡乳%这一发现与
S78(9等 )"*的发现一致, 不同 7[XF 随泌乳阶段
出现不同变化%可能与婴儿不同生长发育阶段的需
求变化有关%如肠道微生态的变化+免疫系统的发
展完善等%因此研究 7[XF 的变化对阐明母乳对婴
儿的影响有着重要意义,
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加拿大批准番茄红素作为食品着色剂
$$据加拿大卫生部消息!近日加拿大卫生部发布通报!更新食品着色剂列表!批准番茄红素作为食品着色

剂用于一系列食品"

据了解!加拿大卫生部曾于今年 ! 月 ’* 日发布公告就此征求意见!评议期为 -# 天!然而在评议期内尚

未收到任何最新科学信息" 经过风险评估!加拿大卫生部也未发现健康风险!因此更新食品着色剂列表!批

准番茄红素用于一系列食品"

(来源食品伙伴网!相关链接$5@@M$00=:NH24AAEJ>@:2=:@0’&%-0&"0*!/’’%25@JB)


