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摘要!采用核磁共振磷谱"

&#

?%Mae$测定不同泌乳期%不同胎龄的人乳磷脂组成!结果显示足月儿

和早产儿人乳中!磷脂的主要组成均为鞘磷脂"Ha$%磷脂酰胆碱"?L$%磷脂酰乙醇胺"?/$%磷脂

酰乙醇胺缩醛磷脂"/?I@H$%磷脂酰肌醇"?J$和磷脂酰丝氨酸"?H$!其中 Ha含量最高!其次为?L

和?/!?H和?J含量最低& 总磷脂含量在相同胎龄不同泌乳期以及相同泌乳期不同胎龄间均无显

著性差异& 在磷脂组成上!足月儿人乳中 ?J在初乳和过渡乳中的含量分别为",8#, h"8,!$D和

"&8(( h"8(($D!显著高于成熟乳中的"!8$. h"8".$D#早产儿人乳中?L在初乳和过渡乳中的含

量分别为"&"8$, h!8"&$D和"!.8," h!8&$$D!显著高于成熟乳的"!$8-- h!8,!$D!此外/?I@H

含量随泌乳期的延长逐渐降低!?/含量逐渐升高!?/i/?I@H 在不同的泌乳期无显著性差异& 另

外!足月儿和早产儿的脂肪球结构无明显差异!磷脂构成的膜包裹体积平均粒径约为

-

!

1的脂肪球&
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;;人乳是婴儿最理想的食物&含有 &D <-D的脂

肪&"8'D <"8.D的蛋白质&(8.D <$8!D的碳水化

合物$主要是乳糖%&"8!D的矿物质&以及其他生物

活性物质等' 人乳中脂肪提供了婴儿生长发育所需

膳食能量的 ,"D <--D&是婴儿成长所需能量的主

要来源)#*

&其在乳液中以脂肪球的形式存在' 人乳

中磷脂的含量很低&约占总脂肪的 "8,D <#D&但

是对婴儿的生长发育具有重要作用&尤其对婴儿大

脑+神经和视觉的发育&并且磷脂是维持乳脂肪球结

构稳定不可或缺的成分'

人乳中存在的磷脂主要为甘油磷脂和鞘磷脂'

甘油磷脂为甘油骨架的A> %#+A> %! 位上连接两个

脂肪酸&A> %& 位上为带不同基团的磷酸盐&如(磷

脂酰胆碱$?L%+磷脂酰乙醇胺$?/%+磷脂酰丝氨酸

$?H%+磷脂酰肌醇$?J%' 鞘磷脂$Ha%是含鞘氨醇

或二氢鞘氨醇的磷脂&其分子不含甘油&是一分子脂

肪酸以酰胺键与鞘氨醇的氨基相连而成' 研究显示

?L对肝病的治疗具有一定的功效)!*

!?H 对中枢神

经系统的发育有着重要意义)&*

&且能通过饮食补充

来改善人的认知能力),*

!?/和 ?J具有降低胆固醇

的作用)- %(*

!而 Ha作为动物特有的磷脂&参与炎症

反应)$*以及泌乳期肠道的成熟)'*等!此外&哺乳动

物中还含有缩醛磷脂$?I@H%---甘油骨架L%# 位

置上含有烯醚键的磷脂&可以调节质膜的流动性&是

多不饱和脂肪酸的存储库&可以作为内源抗氧化剂

保护细胞氧化应激&还与细胞信号传导有关). %#"*

'

在人乳中&磷脂主要存在于乳脂肪球膜$a*Sa%上&

构成脂肪和乳清的隔离屏障&使脂肪球呈现一定的

大小&稳定存在于乳液中&这个结构具有独特的营养

学意义)## %#&*

' 因此&对人乳磷脂的组成及其在人乳

中的分布进行探讨是非常有意义的'

目前&磷脂的测定方法主要为薄层色谱$GIL%+

高效液相色谱$B?IL%以及核磁共振磷谱$

&#

?%

Mae%等' GIL具有设备简单+廉价+分离结果直观

可见等优点&但操作步骤复杂&不适合大量样品的检

测!B?IL通常采用蒸发光散射检测器$/IH+%或质

谱$aH%对磷脂种类进行测定&其方法快速且不破坏

样品&但需要各种标品来定性定量&且大豆磷脂标品

与样品磷脂间的差异可能会影响峰的响应值从而造

成结果的不准确性)#,*

' 只有含磷组分能够在&#

?%

Mae图谱上出峰&

&#

?%Mae具有干扰因素少+预处

理简便+快速+准确度高等优点&但核磁共振仪器较

为昂贵&目前利用其测定人乳磷脂组成的研究

较少)#-*

'

本文使用&#

?%Mae系统地分析了人乳磷脂的

组成&并对人乳脂肪球的结构进行了探讨&为婴儿配

方奶粉的制备提供更全面有效的数据'

:;材料与方法

#8#;实验材料

人乳样品来源于无锡市的 !, 位产妇&无妊娠糖

尿病+高血压以及任何影响脂质代谢的疾病&无乳腺

炎等哺乳禁忌症&其中 #' 位早产儿母亲和 ( 位足月

儿母亲' 分别在不同哺乳时期&初乳$$, h&%U%+过

渡乳$$## h&% U%以及成熟乳$$&" h&% U%进行采

样' 样品收集的 ( Q 内进行粒径和共聚焦测定&然

后储存在 %'"=下作为磷脂测定的样品' 尼罗红

染料购于美国 H3P12公司&并以质量浓度 ,!

!

Pc1I

溶于丙酮中!eQ %+b?/$# 1Pc1I溶于氯仿%购于

美国 @V2>X3公司!氘代氯仿$L+L4

&

%+色谱纯甲醇

$aObB%+乙二胺四乙酸 $/+G@%和磷酸三苯酯

$G??%&购于美国 H3P12公司!其他分析纯试剂均购

于国药集团化学试剂有限公司'

&

,"" 核磁共振波谱仪&德国 EW5^OW公司!

H&-"" 激光粒度分析仪& 美国 a39W:XW29公司!

IHa$#" 激光共聚焦显微镜&德国YO3AA公司'

#8!;实验方法

#8!8#;乳脂肪提取

采用SE-,#&8&-!"#".食品安全国家标准 婴

幼儿食品和乳品中脂肪的测定/对人乳中的脂肪进

行提取' 移取 #" 1I的人乳于抽脂瓶中&加入 ! 1I

氨水&充分混合后立即放入$(- h-%=的水浴中&振

荡水浴 #- <!" 13>&不时取出振荡' 取出后&冷却至

室温' 静止 &" A后加入 #" 1I乙醇&缓和但彻底地

进行混合' 再依次加入 !- 1I乙醚和 !- 1I石油

醚&按 #"" 次c13>的速率分别振荡 # 13>和 &" A&缓

和进行&避免形成持久乳化液' 随后静置至少

&" 13>&直到上层液澄清&明显与水相分离' 收集上

层清液&下层液用乙醇+乙醚和石油醚重复提取一

次&溶剂用量分别为 -+#- 1I和 #- 1I&操作同第一

-&#
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次提取' 最后合并所有上层清液&旋蒸并氮吹除去

溶剂得到乳脂肪'

#8!8!;乳脂肪样品的前处理

参考文献)#(*方法' 精确称取G??约 - 1P&溶

于 -" 1IL+L4

&

中&取上述提取的乳脂肪样品约

!"" 1P于 #- 1I离心管中&加入 "8- 1IaObB%

B

!

b+"8- 1I"8! 1:4cI/+G@%M2

i

$# 1:4cIM2bB

溶液调节 "8! 1:4cI/+G@的 NB至 $8"%&再加入

"8- 1I含有G??的L+L4

&

溶液&充分混合至所有样

品溶解$旋涡振荡%后离心$, """ Wc13>&- 13>&室

温%&吸取下层液 -""

!

I至核磁管中'

#8!8&;

&#

?%Mae分析

采用反门控去耦消除奥氏核效应&仪器条件(探

针温度 !-=&."|脉冲&数据点 &! ^&弛豫时间 #!8!-

A&脉冲宽度 ##8((

!

A&采样时间 &8!! A&谱仪频率

#(#8.' BZ'

#8!8,;粒径分析

取 "8! 1I的新鲜人乳样品&加入 "8! 1I

/+G@cM2bB$&- 11:4cI%缓冲液裂解乳中的酪蛋

白胶束和 "8! 1IH+H溶液$#D%防止脂肪球聚集'

选用激光粒度分析仪的湿法进行测试&设置样品为

球形及折射率为 #8,("&测试结果利用已开发的

a39W:XW29*I/k粒度分析软件数据处理系统进行计

算机处理' 每个样品重复测试 - 次&取平均值'

#8!8-;微观结构分析

共聚焦显微镜观察前需对样品进行染色标记&

#""

!

I尼罗红染料$,!

!

Pc1I%加入 "8- 1I人乳

样品中对中性脂进行标记&#"

!

IeQ %+b?/染料

加入 !-"

!

I人乳样品中对极性脂进行标记&然后在

室温下保持 &" 13>' 取已标记好的样品 -

!

I于载

玻片上&用 !"

!

I的琼脂糖$"8-D&,-=%固定' 共

聚焦显微镜分别采用 @W激光器在 ,'' >1和 BO%

MO激光器在 -,& >1下激发尼罗红和eQ %+b?/荧

光探针&使用 ," 倍物镜进行观察'

<;结果与分析

!8#;

&#

?%Mae的分析
&#

?%Mae分离得到人乳磷脂的核磁图&见

图 #'

图 :;人乳磷脂的?:

=F_GV谱图

;;由图 # 可知&从高场到低场的峰分别代表 ?L+

?J+?H+ Ha+ ?/以及磷脂酰乙醇胺缩醛磷脂

$/?I@H%

)#- %#(*

' 其中&磷脂的化学位移是相对内标

G??的化学位移$

$

p%#$8'%而定&然后将此化学位

移同相关文献)#- %#(*报道的化学位移进行比对来对各

磷脂峰进行定性' 此外&

&#

?%Mae谱上各个峰的峰

面积之比为各个含磷组分的摩尔比&因此可以利用内

标法通过面积积分计算对含磷组分进行定量'

!8!;人乳的磷脂分析

!8!8#;人乳磷脂的含量

以G??为内标&通过面积积分计算得不同泌乳

期的足月儿和早产儿人乳中主要磷脂的含量&结果

见表 #'

表 :;足月儿和早产儿初乳%过渡乳及成熟乳中各磷脂的含量
!

.&4L:MM .̀

磷脂
足月儿

初乳 过渡乳 成熟乳

早产儿

初乳 过渡乳 成熟乳

?L

$8-- h#8-!

2

$8!# h#8!"

2

(8$, h"8$!

2

'8,! h!8&#

2

$8,' h#8''

2\

(8(, h#8&!

\

?J

#8"- h"8"(

2

"8.& h"8&"

2

"8(, h"8"'

\

"8.! h"8,&

2

"8'- h"8&&

2

"8'# h"8!(

2

?H

#8!. h"8".

2

#8!# h"8!,

2\

#8"& h"8#-

\

#8!- h"8,&

2

#8#, h"8&#

2

#8". h"8,,

2

Ha

'8-, h#8'&

2

'8&$ h#8-,

2

'8&, h"8.,

2

.8#- h!8&-

2

'8(& h!8,-

2

'8,! h!8".

2

?/

,8'! h"8!(

2

,8&. h"8,(

2

,8.- h#8#'

2

,8"( h#8!!

2

,8,$ h#8"'

2\

-8#! h#8,!

\

/?I@H

!8-$ h"8,,

2

!8(' h"8!.

2

#8.$ h"8,!

\

&8(( h#8"$

2

!8.$ h"8''

\

!8!& h"8$"

9

?/i/?I@H

$8&. h"8-'

2

$8"$ h"8("

2

(8.! h"8.'

2

$8$! h!8!#

2

$8,, h#8'.

2

$8&- h#8('

2

总磷脂
!-8'& h&8'"

2

!,8$' h&8-,

2

!&8($ h!8,-

2

!$8,$ h$8&'

2

!-8-& h(8-(

2

!,8&# h-8!.

2

;注(早产儿与足月儿独立分析&同行字母不同表示差异显著$Eo"8"-%'

;;由表 # 可知&人乳中总磷脂的平均含量为

$!-8&. h-8..%

!

1:4c#"" 1I&与 Y:5 等)#$*的研究

结论相近&低于 L42512W9Q3W2>X等)#'*

&但高于 H242%

C342等)#.*的研究结果&差异来源除了人乳样品本身

(&#
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外&还可能受仪器及方法的影响&文献所用仪器均为

B?IL%/IH+&而本文所用为&#

?%Mae' 不同泌乳

期的人乳中总磷脂含量没有显著性差异&结果与

HQ:n3等)!"*的结论一致&而 E3X12> 等)!#*得出其在过

渡乳中含量最高&在成熟乳中随着泌乳期的延长逐

渐下降&L42512W9Q3W2>X等)#'*对足月儿人乳的研究

也得出与 E3X12> 等)!#*相同的结论' 另外&同一泌

乳期不同胎龄人乳中的总磷脂含量也无显著性差

异' 人乳磷脂中 Ha$$'8(# h!8#,%

!

1:4c#"" 1I%+

?L$$$8," h#8'(%

!

1:4c#"" 1I%和 ?/$$?/i

/?I@H%$$8&( h#8$,%

!

1:4c#"" 1I%是主要磷脂&

占总磷脂含量的 ."D以上' 在足月儿人乳中&?J在

初乳和过渡乳中的含量分别为 $ #8"- h"8"( %

!

1:4c#"" 1I和$"8.& h"8&"%

!

1:4c#"" 1I&显著高

于成熟乳中的$"8(, h"8"'%

!

1:4c#"" 1I!/?I@H

也具有相似的变化趋势&在初乳和过渡乳中的含

量显著高于成熟乳中的含量!?H 在初乳中的含量

显著高于成熟乳中的含量' 而在早产儿人乳中&

?L和 ?/在初乳中的含量分别为$'8,! h!8&#%

!

1:4c#"" 1I和$,8"( h#8!!%

!

1:4c#"" 1I&分别

与在成熟乳中的含量$(8(, h#8&!%

!

1:4c#"" 1I

和$-8#! h#8,!%

!

1:4c#"" 1I具有显著性差异&?L

含量随泌乳期的延长逐渐降低&而 ?/含量随泌乳

期的延长逐渐升高!另外&/?I@H 含量随泌乳期的

延长显著降低'

!8!8!;人乳磷脂的组成分析

对足月儿和早产儿人乳中的磷脂组成进行分

析&得到不同泌乳期各磷脂含量$摩尔百分比%的变

化&结果见图 !'

注(空心方代表足月儿人乳&实心圆代表早产儿人乳'

图 <;不同泌乳期人乳中磷脂组成的变化

;;由图 ! 可知&在足月儿人乳中&含量最高的为

Ha&达 &!D以上&其次为 ?L和 ?/&含量最低的为

?H和?J&同很多文献报道一致)!# %!!*

' 其中 ?J在初

乳和过渡乳中的含量分别为 $,8#, h"8,!%D和

$&8(( h"8((%D&显著高于成熟乳中的 $!8$. h

"8".%D&而其他磷脂随泌乳期的延长并无显著性

差异&这与 HQ:n3等)!"*得到的足月儿人乳中磷脂组

成在不同泌乳期稳定的结论基本一致&而Y:5 等)#$*

研究发现成熟乳中?/和 ?H 的含量显著高于初乳&

而?L的含量显著低于初乳&?J和 Ha在不同泌乳期

无显著性变化' 由图 ! 可知&在早产儿人乳中&各磷

脂的含量由高到低也为 Ha+?L+?/+/?I@H+?H 和

?J&其中 Ha+?J+?H 以及 ?/i/?I@H 在不同的泌乳

期无显著性差异&而 ?L在初乳和过渡乳中的含量

分别为$&"8$, h!8"&%D和$!.8," h!8&$%D&显著

高于成熟乳的 $!$8-- h!8,!%D&此趋势与 HQ:0

n3

)!"*

+E3X12>

)!#*等的研究结论一致' 另外&本文的
&#

?%Mae检测不同于 B?IL和 GIL&其将 /?I@H

峰从?/峰中分离开&得到早产儿人乳中其含量随

泌乳期的延长逐渐降低&同时?/含量逐渐升高'

!8&;人乳脂肪球的粒径

由于新鲜人乳样品尤其是早产儿人乳样品较难

获得&脂肪球粒径的分析为随机选取的足月儿+早产

儿各 - 位健康母亲的成熟乳进行测定&得出其主要

参数&结果见表 !' 由表 ! 可知&足月儿与早产儿人

乳的粒径无显著性差异&其体积平均粒径分别为

$-8#. h"8&#%

!

1和$-8#$ h"8(-%

!

1&面积平均粒

径分别为$,8#. h"8!&%

!

1和$&8$" h"8&#%

!

1&数

量平均粒径分别为$!8&, h"8&&%

!

1和$!8"( h

"8(!%

!

1'

$&#
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表 <;人乳脂肪球的粒径分布
!

.

粒径 足月儿 早产儿

体积平均粒径 -8#. h"8&# -8#$ h"8(-

面积平均粒径 ,8#. h"8!& &8$" h"8&#

数量平均粒径 !8&, h"8&& !8"( h"8(!

图 & 为一个具有代表性的足月儿成熟乳脂肪球

的体积粒径分布' 由图 & 可知&人乳脂肪球的体积

平均粒径分布范围为 "8- <!"

!

1&呈现双峰分布!

第一个峰值为 #8&-

!

1&其体积含量为 (8&&D&第二

个峰值为 -8-,

!

1&其体积含量为 .&8($D' 实际在

数量上&人乳中粒径小于 #

!

1的脂肪球占 '"D以

上&而体积分数仅占 -D左右)!&*

'

图 ?;足月儿成熟乳脂肪球的体积粒径分布

!8,;人乳脂肪球的微观结构

通过激光共聚焦显微镜对足月儿和早产儿人乳

脂肪球进行观察&其微观结构见图 ,' 由图 , 可知&

二者无明显差异&乳脂肪呈球形存在于水相中&甘油

三酯位于脂肪球的中心&而极性脂$主要为磷脂%包

裹在甘油三酯外&构成 a*Sa的一部分' a*Sa是

乳中脂肪和乳清的隔离屏障&防止了乳脂肪球中脂

肪的絮凝与融合&也阻止了乳中脂肪与酶的接触&是

一层稳定的具有生物活性的膜)!, %!-*

' 另外&eQ %

+b?/荧光探针在膜上的分布具有差异性' 有的脂

肪球被荧光探针包裹&呈完整的环状!而有的脂肪球

表面出现黑色空缺$如右图中白箭头所指%' 对于

这部分没被荧光染色的区域&目前较为接受的解释

为a*Sa上存在一定的特殊区域&其类似于细胞膜

上的液态有序区$脂筏域%&主要由 Ha和胆固醇组

成&由于具有长链饱和脂肪酸和鞘氨醇骨架的直线

Ha分子具有一个较长的分子长度&其尾端能与胆

固醇交错接合从而填补 Ha头部间的空隙&使得排

列较为紧密&故荧光探针不能与之结合而显色)##*

'

而有荧光显示的区域由甘油磷脂$?/+?L+?J+?H%组

成&排列较为松散&其间镶嵌有嗜乳脂蛋白+糖基化

蛋白等&称之为液态无序区)!-*

' 此外&中间图中箭

头所示的区域&呈月牙状位于外层膜的下面&呈现一

片荧光的区域&可能为细胞质新月&包含有小囊泡+

线粒体+核糖体以及其他一些细胞质物质)!!*

'

图 A;人乳脂肪球的微观结构

?;结;论

人乳磷脂的主要组成为 Ha+?L+?/+/?I@H+?J

和?H&其中 Ha含量最高&其次为?L和?/&?H和?J

含量最低' 总磷脂含量在相同胎龄不同泌乳期以及

相同泌乳期不同胎龄间均无显著性差异&平均含量

为$!-8&. h-8..%

!

1:4c#"" 1I' 此外&足月儿与早产

儿人乳脂肪球的粒径和微观结构也无明显差异&磷脂

构成的膜包裹体积平均粒径约为 -

!

1的脂肪球'
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