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摘$要!母乳低聚糖+8TZI,在母乳中的含量仅次于乳糖和脂肪!其生理功能受到越来越多的重视" 在对母乳低

聚糖的研究中!关键问题之一是灵敏和可定量的检测方法" 由于母乳低聚糖属于复杂的混合物!结构多样!且没有

内在的发色团!使得对其进行结构分辨和定量检测都存在不小的难度" 本文拟对母乳低聚糖检测方法的研究进展

进行综述"
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$$根据世界卫生组织婴幼儿喂养全球策略"目前
推荐的婴儿喂养标准是婴儿出生后的前 / 个月纯母
乳喂养"并继续母乳喂养 ’ h! 年+ 母乳是婴儿最佳
的天然食品"可提供婴儿正常生长发育所需的全部
营养成分和大量生物活性物质+ 母乳中母乳低聚
糖#6BM=> M<CL @C<O@K=446=F<HEK"8TZI$的含量可达
到 ’! h!% O1["作为仅次于乳糖和脂类的第三大固
体组分"受到了越来越多的重视+

研究表明"8TZI 具有多种生理功能+ 在到达
大肠的过程中"8TZI 可以竞争性抑制病原微生物
与肠道上皮粘膜细胞的表面糖蛋白或糖脂结合"或
影响肠道上皮粘膜细胞的多糖表达"减少病原微生
物与肠道上皮粘膜细胞间的亲合力"从而减少感染
的发生 )’* + 8TZI 可有效促进肠道有益菌群#如双

歧杆菌,乳酸杆菌和拟杆菌$的增殖"间接抑制有害
菌群生长"以维持肠道微生态平衡"从而保护婴儿
肠道免受致病菌侵袭"而且还具有促进婴儿肠道局
部和全身免疫系统成熟的作用 )!* + 小部分8TZI 可
穿过小肠上皮细胞进入血液"发挥免疫调节因子的作
用"从而减轻免疫应激反应和预防慢性炎症)%* + 另
外"也有研究指出 8TZI 参与人脑组织中神经节苷脂
和糖蛋白构成的唾液酸#C-乙酰神经氨酸"9EB+)4$"

在母乳中主要是以低聚糖的形式存在"与神经突触和
神经传导关系密切"能促进婴儿的认知发育,增强学
习和记忆能力),* + 另外"8TZI 不能被婴幼儿小肠的
内源性酶消化"几乎完整地到达大肠+

研究 8TZI 必须解决的关键问题是灵敏和可
定量的检测方法+ 法国科学家 T<46EC_@C@>@RKL<和
)C?EFD[EKS=O>@C开 启 了 8TZI 检 测 的 研 究+
’#%& 年"首次发现了乳寡糖 #OJ>@C=4D@KE$"之后在
’#+, 年两人又首次发现了两种 8TZI#!r-岩藻糖基
乳糖和 %-岩藻糖基乳糖$ )+* + ’#.’ 年"8E<>WUOOE

首次将快原子轰击质谱#5=KD=D@M?@M?=FHME>D-M=KK
KSE4DF@MEDFJ"G)N-TI $ 用于 8TZI 的检测 )+* + 但
8TZI 的检测直到现在还存在着诸多的挑战+ 本文
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拟对 8TZI 的检测方法的研究进展进行综述+

’$8TZI 的结构及分类
8TZI 由 % h’, 个单糖组成"为直链或支链结

构"目前已发现超过 !&& 种结构"均在核心结构的基
础上变换而来+ 如图 ’ 所示"核心结构有 + 种基本
单体%C-乙酰葡萄糖胺#:C49)4$">-岩藻糖#GB4$"
H-葡萄糖#:C4$"H-半乳糖#:=C$和 C-乙酰神经氨酸
#唾液酸"9EB+)($+ 核心结构通常还原端为乳糖
基):=C##’-,$:C4*"在 :=C非还原端通过 #’-% 键与
:C49)4连接#Y型$或 #’-, 与 :C49)4连接#(型$"
核心结构进一步通过 !’-! 或 !’-% 或 !’-, 键与 GB4
残基连接和#或$通过 !!-% 或 !!-/ 键与 9EB+)4残
基连接 )/* +

8TZI 通常可分为 ! 类%#’$中性 8TZI 的末
端为 GB4&#!$酸性 8TZI 的末端通常为 9EB+)4"
另外"研究还发现了 % 种酸性 8TZI 的末端为硫
酸基 )"* +

注%)为 + 种基本单体的结构及图例&N为 8TZI 的糖

苷键及示例

图 ’$8TZI 结构示意图
G<OBFE’$IDFB4DBFEK@58TZI

!$8TZI 的基因多态性
8TZI 是在乳腺内通过糖基转移酶的作用合成

的"而糖基转移酶的种类由基因类型决定+ 8TZI
的基因多态性主要体现在连接岩藻糖基的化学键
的多态性"与 ! 个编码岩藻糖基转移酶的基因有关%
>"T/.基因和 3"2("#%(基因+ >"T/.基因编码岩藻糖
基转移酶-%#5B4@KJCDF=>K5EF=KE%"GVP%$"该酶可将岩
藻糖通过 !’6% 和 !’6, 键与核心结构连接&3"2("#%(
基因编码岩藻糖基转移酶-! #5B4@KJCDF=>K5EF=KE!"
GVP!$"该酶可将岩藻糖通过 !’6! 键与核心结构连
接+ >"T/.基因和 3"2("#%(基因均有显性基因 # >""
3"$和隐性基因#,""."$"产生 , 种母乳类型"见表 ’+
P6BFC等 ).*研究发现"通过检测母乳中 ’, 种中性
8TZI#连接岩藻糖基的化学键包含了 !’6!,!’6% 和
!’-, 键 % 种类型$进行基因多态性的判断"与血清

凝集反应检测基因多态性的判断相比"结果一致+
并且"PJSE% 的母乳中性 8TZI 的含量明显高于
PJSE,"PJSE’ 和 PJSE% 的中性 8TZI 含量无明显
差异"表明主要影响母乳中性 8TZI 含量的基因是
3"2("#%(基因+ 研究表明"3"2("#%(基因显性表达的母
亲的婴儿能够抵御弯曲杆菌和环状病毒导致的腹
泻+ 成人的 3"2("#%(基因显性表达与肠道微生态的
多样性和组成有关"并且对于乳糜泻有一定的保护
作用 )#* +

表 ’$调控基因与母乳类型

P=?CE’$:E>E=>H M<CL DJSE
>"T/.基因 3"2("#%(基因 母乳类型 连接岩藻糖基的化学键
>"<6 3"1- PJSE’ 通过 !’6!,!’6% 和 !’-, 键
>"<6 ."<." PJSE! 通过 !’6% 和 !’-, 键
,"<," 3"1- PJSE% 通过 !’6! 和 !’-% 键
,"<," ."<." PJSE, 通过 !’-% 键

注%-表示基因隐性表达

%$8TZI 的检测
由于母乳中含有大量的脂肪和蛋白质"8TZI

又是复杂的混合物"结构多样"包含多个同分异构
体"且没有内在的发色团"使得 8TZI 的定性和定
量检测都存在不小的难度+ 8TZI 的定性和定量检
测均需先进行样品前处理和不同组分的分离"之后
再分别进行定性分析#组成轮廓分析,结构分析$和
定量分析+
%0’$8TZI 检测的样品前处理

对 8TZI 进行检测"通常首先需要去除母乳中
的脂肪和蛋白质+ 目前研究中用到的去除脂肪和
蛋白质的方法可分为以下几种原理和形式%!离
心1沉淀%8TZI 具有亲水性"离心分离水油层可去
除脂肪"再加入乙醇使蛋白质沉淀可去除蛋白质&
"超滤%8TZI 的分子小且溶于水可通过超滤膜"而
蛋白质和脂肪等大分子不能通过&#液1液萃取%采
用氯仿-甲醇溶液萃取脂肪并使蛋白质变性沉淀"从
而获得不含脂肪和蛋白质的上清液&$乙腈提取%
在母乳中加入乙腈"8TZI 可溶于乙腈"脂肪不溶于
乙腈"蛋白质被乙腈沉淀"从而得到不含脂肪和蛋
白质的上清液+ 如 ID=6C等 )’&*和 N)Z等 )’’*采用第
!种方式" I=L=OB46<等 )’!* 采用了第 " 种方式"
9<>@>BEQ@等 )"*采用了第#种方式":=CE@DD<等 )’%*采
用了第$种方式+

去除脂肪和蛋白质后"得到的 8TZI 溶解液还
可以进一步的纯化"去除盐和化学试剂等影响检测
的物质+ 如采用无孔石墨化碳进行纯化"可去除
盐,单糖,洗涤剂,蛋白质 #包括酶$,化学试剂等影
响检测的物质 )’,* + 另外"对于微量的样品"现在还
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发展出商品化 IS<> (@CBM>,_FES P<S 和 7<S P<S 等纯
化柱"大大提高了纯化的效率+
%0!$8TZI 的组成轮廓分析

8TZI 的组成轮廓分析均采用质谱#TI$进行+
按分析器种类"目前常应用于 8TZI 组成轮廓分析
的质谱有飞行时间质谱#PZG-TI$和傅里叶变换离
子回旋共振质谱#GPY(*-TI$"PZG-TI 的特点是质
量范围宽"扫描速度快"分辨率较低 #可达 ! 万$"
GPY(*-TI 的分辨率可高达 ’&& 万"但价格昂贵&按
离子源不同"常用的有基质辅助激光解析电离
#T)[\Y$和电喷雾电离#UIY$"T)[\Y的质量检测
精度和灵敏度较高"如在同一台 PZG-TI 上应用"
T)[\Y比 UIY的分辨率可高出 ’ 倍多+

’##, 年"ID=6C等 )’&*首先采用基质辅助激光解
析电离-飞行时间质谱 #T)[\Y-PZG-TI$法检测了
中性和酸性 8TZI 的组成轮廓+ 在正离子模式下"

以 !"+-二羟基苯甲酸#\8N$及 !-羟基-+-甲氧基苯
甲酸为基质"检测到 ,& 种中性 8TZI 碎片"还分别
采用正离子和负离子模式"以 \8N或 %-氨基喹啉为
基质检测了酸性 8TZI 碎片+ NC=>L 等 )’+*以 !-硫
代-/-氮胸腺嘧啶 #)PP$为基质"采用 T)[\Y-PZG-
TI 对不同 [ER<K型的 8TZI 进行高通量指纹图谱
分析"中性 8TZI 的钠盐和钾盐可在正离子模式下
检测到"酸性 8TZI 以脱质子离子在负离子模式下
可检测到"在此方法下"#%0.‘的观察样本可被正确
分入对应的 [ER<K型+

AV等 )’/-’"*采用纳米液相色谱-多孔石墨化碳-

芯片系统-飞行时间质谱 # >=>@[(-_:(-46<S-PZG-
TI$以 UIY为离子源检测到 !&& 个 8TZI 结构+

9<>@>BEQ@等 )"*和 [@4=K4<@等 )’.*采用基质辅助
激光解析1电离傅里叶变换离子回旋共振质谱
#T)[\Y-GPY(*-TI$"以 \8N为基质"可快速检测
和比较不同样品中的 8TZI 的组成数量和响应的
相对强度+ 中性 8TZI 以盐形式在正离子模式下
检测+ 这种高分辨率的方法可以对中性及酸性的
8TZI 进行快速辨识"并且还可以应用氘作为内标
从而进一步地定量+
%0%$8TZI 的结构分析

核磁共振最常被用于 8TZI 结构的分析"但需
要较大数量 #通常 MM@C级 $ 的纯化合物+ j=>
[EEBRE> 等 )’#* 即采用核磁共振分析不同基因型
#>"T/.和 3"2("#%($母乳样本中 8TZI 的岩藻糖的连
接结构"如 !’6!,!’6%,!’-, 键+ 另外"通过’%(和’8

核磁共振#9T*$和电喷雾质谱分析#UITI$还发现
了 % 种硫酸化低聚糖"其中 ! 种为硫酸化八糖"’ 种
为硫酸化九糖"均具有 B6乳糖6C-六糖的核心结构和

不同数量和位置的岩藻糖 )"* +
TI 不能进行完全的结构分析"但可在 SM@C数

量级得到 8TZI 的结构信息+ 传统上"8TZI 的碎
片通过碰撞诱导电离#(Y\$产生"糖苷键断裂最常
见"而对于确定连接信息的交叉-环型键断裂很少
见"即使有"也很难确定立体构型+ 同时"还必须注
意 (Y\可能导致重新排列从而影响对结构的判
断 )!&* + 另外" 离子捕获1转移方法 也可 以 用于
8TZI 的结构分析"电子转移电离#UP\$通常发生
交叉-环型键断裂"从而可确定连接信息+ 但这种方
法通常适用于较简单的化合物"在 8TZI 应用中的
可靠性还不能确定 )!’* + 将串联 TI 和糖苷酶反应
结合是一种有效地分析 8TZI 结构的方法"可得到
连接和残基的信息+ AV等 )’/-’"*采用该方法"阐明
了 "& 种中性和酸性 8TZI 的结构+
%0,$8TZI 的定量分析

8TZI 定量分析首先要求不同组分的分离+
8TZI 通常是亲水的"亲水的程度与组成的单糖有
关"相对而言"含有唾液酸的酸性 8TZI 的离子化
程度较中性 8TZI 略高+ 常用的分离方法包括毛
细管电泳 #(U$ ,液相色谱 #[($ ,多孔石墨化碳
#_(:$等+

(U通过不同组分的荷1质比差异所导致的迁移
速度不同实现分离"可应用于 8TZI 的分离"酸性
8TZI 由于唾液酸所带的负电荷"可直接实现分离&

中性 8TZI 可通过加入荧光标记物的方式引入负
电荷和荧光基团从而有效分离+ 最常用的荧光标
记物为 .-氨基吡-’"%"/-三磺酸#)_PI$ )’,* +

[(根据不同组分在固定相及流动相中的吸附
能力,分配系数,离子交换作用或分子大小等差异
进行分离"可应用于 8TZI 的分离+ 常用的 [(包
括反相高效液相色谱#*_-8_[($"正相亲水作用液
相色谱 #8Y[Y($ 和高 S8值阴离子交换色谱法
#8_)U($+ 8TZI 需衍生后才能通过 8_[(分离"
常用的衍生方法包括甲基化,发色活性标记物标
记,硼氢化钠还原等+ 甲基化的优势是有利于
8TZI 的稳定和分散"并可促进离子化从而增加灵
敏性"缺点是增加了检测步骤"未完全甲基化的物
质也会影响检出"而且对同分异构体无法区分 )!!* +

采用发色活性标记物可帮助 8TZI 在 8_[(的识
别"常用的发色活性标记物有 ’-苯基-%-甲基-+-吡唑
啉酮#_T_$,!-氨基吡啶#_)$和 !-氨基苯甲酸 #!-
))$,!-氨基苯甲酰胺#!-)N$等 )!%* + 8TZI 还可使
用 8Y[Y(分离 )!,* + 8TZI 的洗脱顺序通常与单糖
残基的数量有关+ 一些酸性 8TZI 的同分异构体
可实现分离"但大量的同分异构体的分离仍然存在
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问题+ 8_)U(也可用于 8TZI 的分离 )!+* "但是不
能与质谱联用"应用上存在局限性+ _(:在 8TZI

的分离中的作用被逐渐被重视"多孔石墨化碳是一
种独特的固定相结构"其中碳原子以平面六边形结
构紧密结合"形成大分子的多环芳香族化合物"分
离机理主要取决于分离目标物的极性和形状+ 多
孔石墨化碳色谱柱具有更好的重现性"并且可以在
任何 S8条件和流动相下使用"中性和酸性 8TZI

都可以有效分离+ AV等 )’/-’"*采用多孔石墨化碳分
离和检测到 !&& 个 8TZI 结构"灵敏度较其他色谱
柱提高+

质谱技术的发展促进了 8TZI 的定量分析技
术的发展"但基质的影响和电离抑制使 8TZI 的定
量分析也存在不少困难+ 混合的 8TZI 中各组分
在检测中存在相互抑制"从而导致不同电离效率+
如在正离子模式下中性 8TZI 会抑制酸性 8TZI"

在负离子模式下酸性 8TZI 则会抑制中性 8TZI+
但一般情况下"采用总离子计数的 [(-TI 可满足大
多数的定量分析要求 )!/* + P@DDE> 等 )!"*采用纳米液
相色谱-多孔石墨化碳-芯片系统-飞行时间质谱
# >=>@[(-_:(-46<S-PZG-TI $ 对 母 乳 中 的 总 的
8TZI,岩藻糖基 8TZI,唾液酸 8TZI,非岩藻糖基
中性 8TZI 等 8TZI 的绝对丰度,相对丰度进行了
定量"但该方法无法得到 8TZI 的绝对含量+

要获得 8TZI 的绝对含量"仍然需要标准品和
标准曲线的方法+ I=L=OB46<等 )’!*采用 [(-TI1TI

对 / 种酸性 8TZI 进行了定量检测"采用 ,","+"+"
/"/"""""."."#"#"’&"’&"’’"’’"’’-十七氟十一胺
#8GV)$对 8TZI 进行氟衍生化"根据标准曲线进
行定量+ N)Z等 )’’*亦采用多孔石墨化碳-液相色
谱-质谱1质谱#_(:-[(-TI1TI$对 ’’ 种中性8TZI
进行定量检测"采用硼氢化钠还原 8TZI"根据标准
曲线进行定量+

对于准确度要求更高的定量分析"可采用同位
素标记 )!.* + 8TZI 经硼氘化钠还原为醛醇并加入
氘原子+ 在样品中加入含氘的标准品"通过质谱检
测"比较氢化物和氘化物的峰值可进行定量 )!#* +
78Z9:等 )%&*采用氨氧基串联质谱标记物#=M<>@̂J
PTP$对 8TZI 进行定量检测+ 与其他的同位素标
记物相比"=M<>@̂JPTP的操作更简单"标记效率更
高"且增加分析的灵敏度+ 在标记 =M<>@̂JPTP的
情况下"采用在线的毛细管电泳-电喷雾电离-质谱1
质谱#(U-UIY-TI1TI$对 8TZI 进行分析"可分离
8TZI 的同分异构体"并实现定量分析+
%0/$8TZI 的高通量检测

8TZI 的检测通常需要很长的时间"特别是样

品的前处理耗费很长的时间+ k@DDCEF等 )%’*采用多
路复用的毛细管凝胶电泳 #(:U$和激发诱导荧光
#[YG$"以 .-氨基吡-’"%"/-三磺酸#)_PI$为荧光标
记物"建立母乳中总的碳水化合物碎片#P(G$的数
据库和指纹图谱"从而可以实现大量样品的定性和
定量分析+ P@DDE> 等 )!"*采用 #/ 孔板进行 8TZI 检
测的前处理"包括脱脂,沉淀蛋白,醛还原,固相萃
取"与传统的每个样品单独处理比较"#/ 孔板的处
理方法可以同时处理多达 %., 个样品"并且仅需要
! 天时间"而采用传统方法处理同样数量的样品需
要 ’ 周 )"* +

,$讨论
人类母乳中所含 8TZI 的量比其他哺乳动物

乳汁高 ’& h’&& 倍+ 牛乳中低聚糖含量很少 # g’
O1[$"目前发现的惟一例外是"大象乳汁中低聚糖
浓度是人类母乳的 % 倍"但其化学结构及中性或酸
性成分的比例与人类母乳不同 )%!* + 在因为种种原
因不能进行母乳喂养的孩子中"只能通过婴幼儿配
方乳等进行人工喂养+ 但人工喂养与母乳喂养相
比"存在很多不足+ 对母乳的研究"将有助于婴幼
儿配方乳的开发+

目前"已经有超过 ’ &&& 种的 8TZI 通过各种
分析技术检测到 )%’* + 但是"检测的效率和定量的
准确性还有待进一步地提高+ 目前"已有多种
8TZI 可购买到商业化的标准品"这些 8TZI 的
定量检测较简单"可采用液相色谱或液相色谱质
谱联用的方法进行+ 另一方面"检测大量样品及
多种 8TZI 对检测方法提出更高要求"特别是高
灵敏度,高分辨率,可重复,可信度高的高通量检
测方法是发展的趋势+

另外"8TZI 的影响因素也是需要重视的+ 目
前已有研究报道了 8TZI 的基因多态性以及不同
泌乳时期对其的影响 ).* "但对于不同人种,不同婴
儿性别,不同膳食习惯对其的影响的研究还比较
缺乏+ 特别对于中国人群"目前相关的研究还处
于空白+
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