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摘要!为了推动乳制品的精准评价"采用高分辨率激光共聚焦显微镜!7A5R#结合多荧光探针技术

观察乳脂肪球的微观结构"并利用荧光漂白恢复技术!_FXENOZ+O,+ONO+EMON1T_;ONKJE;EWFOT+J.,0"

Ce?\#定量检测母乳&牛乳&羊乳中乳脂肪球膜上生物分子的流动性' 结果表明(2 种乳的微观结

构基本一致"均出现了新月区"证明了新月区是局部磷脂富集区)乳脂肪球中甘油三酯和水溶性蛋

白质的动态分子比例较高"极性脂质和磷脂酰胆碱的动态分子比例较为接近"鞘磷脂的动态分子比

例最差)牛乳中甘油三酯的流动性慢于母乳和羊乳"母乳中极性脂的流动性最慢' Ce?\可以直观

地表征乳脂肪球膜上生物分子的流动性"可为乳状液中膜界面的生化特性研究提供新的方法'
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66母乳是人类提供给新生婴儿最理想的食物$也

是婴幼儿喂养的黄金标准$其中 3":以上的能量是

由脂肪供给的0#1

# 母乳中的脂肪是以大小不同的

乳脂肪球的形式存在的$其主要结构是外部生物膜

包裹内部的甘油三酯核心$外部的生物膜是由极性

%2#
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脂和蛋白质等所形成的$具有三层膜结构$通常称为

乳脂肪球膜(R.F- _T;0FEWXFOQOQWNT,O$ RChR*

0!1

#

目前$对乳脂肪球膜微观结构已有了较为初步的认

识02 $31

$但是对于乳脂肪球膜上成分的分布情况以

及一些特殊结构 (如新月区*还未有进一步的认

识0&1

# 乳脂肪球膜同其他生物膜一样具有一定的

流动性$整个膜系统中不断进行着物质运输&新陈代

谢与成分更新$这些动态过程的发生也是各项生命

活动正常进行的必要条件$但目前对乳脂肪球膜特

定成分流动性的研究还比较匮乏#

在食品分析检测领域中$乳状液的流动性主要

是通过物理方法进行测定的$比如通过测定黏度随

剪切速度的变化表征其流变学的性质$也有研究报

道通过测定乳脂肪中磷脂脂肪酸组成的差异性来表

征乳脂肪球膜的流动性$脂肪酸链越短$不饱和程度

越高$乳脂肪球膜的流动性越大0%1

# 但这些测试方

法检测时间长$且并不能够直观精准地表征乳状液

单个分子特定成分的流动性#

本研究通过荧光漂白恢复技术 (_FXENOZ+O,+O

NO+EMON1T_;ONKJE;EWFOT+J.,0$ Ce?\*直接定量测定

乳脂肪球膜上不同生物分子的流动性$该方法的原

理主要是利用高能激光照射样本的某一特定区域$

使该区域内标记的荧光分子不可逆地猝灭$这一区

域称荧光漂白区$随后由于样本中脂质分子或蛋白

质分子的运动$周围非漂白区荧光分子不断向荧光

漂白区迁移$使得荧光漂白区的荧光强度逐渐地恢

复到原有水平081

# 荧光漂白恢复的参数值能够直

接比较被标记单个分子特定成分(脂质和蛋白质*

的流动性差异$可直观评价其他乳与母乳的接近程

度$推动乳制品的精准评价# 同时通过精准表征天

然乳结构特性$优选天然乳成分的添加$可全方位模

拟天然乳0(1

$为配方奶粉的开发提供基础#

乳脂肪球主要由脂肪&蛋白质和碳水化合物组

成的$本实验利用尼罗红标记乳脂肪球内核的甘油

三酯$尼罗蓝标记乳脂肪球膜上的水溶性蛋白$

eJ $B@\H标记乳脂肪球膜上的磷脂内层与外层$

eJ $B@\H是一种外源性磷脂荧光探针$其头部接

有荧光团091

$>IB$\7和 >IB$5R分别标记分布

在磷脂双层膜外层上的磷脂酰胆碱(\7*和鞘磷脂

(5R*$>IB$\7和 >IB$5R分别为 \7和 5R疏

水尾部的脂肪酸链上接有荧光基团的外源性染

料0#"1

# 利用高分辨率激光共聚焦显微镜(7A5R*结

合Ce?\技术观测各体系的微观结构$定量分析乳

脂肪球的生物分子流动性$该方法直观地表征天然

乳特定成分的流动性$可为乳状液中膜界面的生化

特性研究提供新的方法#

$%材料与方法

#'#6实验材料

新鲜母乳$本实验随机选取一位无锡产妇的成

熟乳$该产妇无任何与脂质代谢相关疾病%羊乳$由

杭州彩洋牧业有限公司提供%牛乳$由无锡天资乳业

有限公司提供# 天然乳样品储藏在 $#8[下$并在

收集 !9 J之内对其进行物理结构的表征和定量分

析# # $KTFQ.;E1F$! $0#! $0(% $,.;NE$! $#$2 $

WO,/EaT̀.T/EF$9 $1F* TQ.,E1 `ÈO+T,E1F1 $Z, $

0F1+ONE$2 $ KJEZKJE+JEF.,O(#&c" b#!c" >IB$

\7*&尼罗红$美国 5.0QT$?F̀N.+J 公司% >$

(F.ZZTQ.,ONJÈTQ.,OI ZXF_E,1F* `.$EFOE1F$

KJEZKJT;.̀1FO;JT,EFTQ.,O(eJ $B@\H*&>$0#! $

0(% $,.;NE$! $#$2 $WO,/EaT̀.T/EF$9 $1F*TQ.,E1

`ÈO+T,E1F1 $ZKJ.,0EZ.,O$# $KJEZKJE+JEF.,O(7#! $

>IB$5R*$美国 ?MT,;.公司%尼罗蓝$阿拉丁生化

科技有限公司%多聚赖氨酸玻片$南通鎏盛实验器材

有限公司#

lH=55 A5R88" L.;J ?.N1Z+T, 高分辨率激光共

聚焦显微镜(7A5R*$德国lO.ZZ公司#

#'!6实验方法

#'!'#6样品染色

取 #"

!

A乳样$分别与 "'# Q0)QA尼罗红&

# Q0)QAeJ $B@\H&"'# Q0)QA尼罗蓝&# Q0)QA

>IB$\7&"'3 Q0)QA>IB$5R按照体积比 3c#&

9"c#&3"c#&9"c#&3c# 混合$避光染色 2" Q., 以上$

取 #"

!

A样本放置于多聚赖氨酸玻片上$盖上盖玻

片$待观测#

#'!'!6乳脂肪球微观结构的测定

采用高分辨率激光共聚焦显微镜(7A5R*观测

乳脂肪球的微观结构# 7A5R工作参数设置,尼罗

红&>IB$5R与 >IB$\7荧光探针由 ?N

q激光器

激发$其中尼罗红荧光探针激发波长为 3#9 ,Q$

>IB$5R与>IB$\7荧光探针激发波长均为 988

,Q%尼罗蓝与eJ $B@\H荧光探针由<O$>O激光器

激发$激发波长分别为 &22 ,Q和 392 ,Q# 发射光接

收范围为 9"3 b%9" ,Q$针孔为 ("'! b#3&$增益值为

%"" b("($均用 9" g镜进行观测$扫描范围为 3#! ,Qg

3#! ,Q#

#'!'26Ce?\检测乳脂肪球膜上生物分子的流动性

在Ce?\实验中$先按照 #'!'# 方法对乳脂肪

球的蛋白质或脂质进行荧光标记$通过前期实验建

立的 3 种荧光探针的 Ce?\实验参数条件(表 #*$

对乳脂肪球上较小区域内的分子施加不同高强度激

82#

7<=>?@=A5 ?>BC?4566666666666666!"!! DEFG9% >EG#



光激发脉冲和不同的漂白次数$使其不可逆地被光

漂白$然后再使用低激光强度成像观测荧光漂白

恢复情况$7A5R配置的高分辨率检测器可监测乳

脂肪球膜周围区域中漂白分子与未漂白分子的交

换过程# 同一平行 2 组数据$优选乳脂肪球尺寸

基本一致#

表 $%不同荧光探针的漂白条件

荧光探针 激光器 激发波长),Q 激光强度): 漂白次数 漂白区域直径)

!

Q

尼罗红
?N

q

3#9 "'"# 2"

尼罗蓝 <O$>O &22 #'3 3""

>IB$\7

?N

q

988 "'& 8"

eJ $B@\H <O$>O 392 #'8 9""

>IB$5R

?N

q

988 "'! 2

%'3(或 2" K.aOF*

66在Ce?\定量分析中$通过 7A5R图获得荧光

漂白恢复曲线$可计算出单个分子的迁移情况$主要

采用以下两个参数表征分子的流动性0## $#!1

,一是荧

光恢复到最后稳定值的一半时间的值$即-

#8!

$ 是荧

光恢复后的最大稳定值与漂白所达到的最小值之差

的一半与最小值的和所对应的时间减去最小值所对

应的时间$它是荧光恢复速率快慢的一个简单直接

的表征%二是动态分子比例(REW.FO_NT+;.E,$<

_

*$是

荧光恢复后的最大稳定值与最小漂白值之间的差与

漂白起始值与最小值之间的差之比$其代表了所测

乳脂肪球中特定成分的动态分子比例#

#'!'96统计分析

本文数据表示为!平均值 p标准偏差"$除部分

实验重复次数已作说明以外$其余实验均重复测定

2 次# 采用 =IR5\55 软件(!"'" 版$=IR$美国*中

?>@D?的BX+T, 检验法进行单因素方差分析$:j

"'"3 时具有显著性差异#

&%结果与讨论

!'#6乳脂肪球的微观结构

图 # 为利用尼罗红标记的乳脂肪球中甘油三酯

及尼罗蓝标记的水溶性蛋白质的 7A5R图# 由图 #

可见$2 种乳中甘油三酯处于乳脂肪球内核的位置$

呈实心球状$荧光探针尼罗红能够穿透乳脂肪球膜

标记球心的甘油三酯$也说明了乳脂肪球膜是一层

动态的生物膜$既可以完成物质运输等动态过程$也

可以将乳脂肪球与外界环境隔开$从而保障内部物

质存在的稳定性# 而水溶性蛋白质环绕包裹于甘油

三酯外围$母乳脂肪球结构完整$轮廓清晰$牛乳中

有碎片化的水溶性蛋白质的存在$而羊乳脂肪球结

构略有破损#

图 $%母乳#B$&牛乳#N$&羊乳#K$乳脂肪球的KQLM图

66图 ! 为利用 eJ $B@\H标记的乳脂肪球膜上

的极性脂&>IB$5R标记的鞘磷脂和 >IB$\7标

记的磷脂酰胆碱的 7A5R图# 由图 ! 可见$eJ $

B@\H标记的乳脂肪球膜上的极性脂类在乳脂肪球

的二维赤道平面外围呈现环状荧光$能够直观地证

明磷脂呈空心球状环绕包裹于甘油三酯外围$形成

了外部的乳脂肪球膜包裹内部甘油三酯的结构状

态# 在不同的极性脂质种类中$鞘磷脂是成熟母乳

(2#
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的主要极性脂质$>IB$5R标记的鞘磷脂在乳脂

肪球膜上呈现非均匀分布$有研究者认为乳脂肪

球膜上具有类似于细胞膜的鞘磷脂与胆固醇相间

形成的具有紧密结构的区域0#"1

$维持乳脂肪球结

构# 母乳中的甘油磷脂的含量仅次于鞘磷脂$主

要由 \7&磷脂酰丝氨酸(\5*&磷脂酰肌醇(\=*与

磷脂酰乙醇胺(\H*组成$是乳脂肪球膜上主要的

不饱和磷脂# >IB$\7荧光探针在母乳脂肪球上

染色呈球状且乳脂肪球内核并未被染色$说明 \7

主要集中于乳脂肪球膜上$但用 >IB$\7标记的

牛乳和羊乳的内核已被染色$可能是因为样品过

冷藏#

从图 ! 可见$母乳&牛乳和羊乳中 eJ $B@\H&

>IB$5R&>IB$\7标记的乳脂肪球的外围均出

现了放射状且表面凸起的荧光染色区域$形状似月

牙$被称为新月区(白色箭头指示*$另外可明显观

察到凸起状荧光为附着在乳脂肪球的实体$且此部

分实体是依附于乳脂肪球的$它们不对应乳脂肪球

的部分合并或非球形乳脂肪球$这表明附着实体被

磷脂包裹$或实体的组成中富含磷脂021

#

图 &%母乳#B$&牛乳#N$&羊乳#K$乳脂肪球的KQLM图

!'!6乳脂肪球膜上生物分子的流动性

前期的实验结果表明$漂白区域的大小决定了

荧光恢复的速度$即相对漂白区域越大$荧光恢复所

需的时间越长0#!1

# 为更好地说明漂白区域的一致

性$以牛乳为例$在漂白前的 7A5R图中$用圈设置

了 2 个区域$分别为用白色箭头指明的漂白区域

(直径为 2" K.aOF*&对照区域(直径为 2" K.aOF*和背

景区域(直径为 #3 K.aOF*$观测荧光漂白恢复过程

中这 2 个区域的变化情况$结果如图 2 所示#

通过测定图 2 中漂白区域在荧光漂白恢复过程

中的荧光强度$绘制漂白恢复曲线# 母乳&牛乳&羊

乳中乳脂肪球膜上生物分子的漂白恢复曲线如图 9

所示# 由图 9 可见,漂白前选取了 3 个测试点(时间

点*$荧光强度维持稳定%在第 & 个测试点开始漂

白$荧光强度显著降低$由于不同乳脂肪球膜上的生

物分子处于流动状态$ 且生物分子的微观结构不

同$导致不同乳脂肪球膜漂白区内的荧光恢复时间

不同# 根据图 9 计算 2 种乳中 3 种荧光探针标记的

生物分子的-

#8!

和<

_

$结果如表 ! 所示#

由表 ! 可见$2 种乳的甘油三酯的 <

_

均在

&": b%":之间$且 2 种乳差异不显著$牛乳的 -

#8!

为(%"'39 p#9'!3*Z$流动性相对较慢# 牛乳和羊

乳的水溶性蛋白质的<

_

分别为(%8'&9 p&'8#*:和

(8&'(# p#'3(*:$均显著高于母乳$可能是由于乳

"9#
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中的蛋白质补充至膜结构的漂白区域$牛乳和羊乳

中蛋白质结构已呈现略有不完整的原因$另外 2 种

乳的水溶性蛋白质的-

#)!

差异不显著# 牛乳中eJ $

B@\H标记的极性脂和 >IB$\7标记的磷脂酰胆

碱的 <

_

分别为 ( 9!'"3 p9'39 *:和 ( 9%'#! p

"'&2*:$均显著高于母乳和羊乳$母乳中极性脂的

流动性相对另 ! 种动物乳较慢# 这可能是由于母乳

中含有的不饱和脂肪酸0%1比羊乳和牛乳低$而磷脂

脂肪酸的不饱和程度与脂肪球膜的流动性有很大关

系$脂肪酸的不饱和度越高$乳脂肪球膜的流动性

越大# 2 种乳中鞘磷脂的 <

_

低$这可能是因为鞘

磷脂包裹胆固醇形成的具有紧密结构的区域是脂

筏域0#21

$从而对其流动性起到一定程度的束缚

作用#

6注,T'漂白前%W'漂白后%+'漂白恢复#

图 '%尼罗红&尼罗蓝&_;R!"J(&SN!RLM&SN!RJK标记的牛乳的荧光漂白恢复过程的KQLM图

#9#
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图 D%母乳&牛乳和羊乳中乳脂肪球膜上生物分子的漂白恢复曲线

表 &%E 种荧光探针标记的母乳&牛乳和羊乳脂肪球的荧光漂白恢复特征值

荧光探针
<

_

): -

#8!

)Z

母乳 牛乳 羊乳 母乳 牛乳6 羊乳

尼罗红 &#'3# p2'!" &3'3& p#'(( &('%9 p2'#&

3&'2& p#'2!

T

%"'39 p#9'!3

W

3"'3" p&'(%

T

尼罗蓝
93'"9 p#'##

T

%8'&9 p&'8#

W

8&'(# p#'3(

W

##'(8 p!'&8 ##'23 p#'%8 8'82 p"'"#

eJ $B@\H

!#'23 p2'8!

T

9!'"3 p9'39

W

!2'%" p2'&%

T

!"'!# p"'"(

T

8'8! p#'%8

W

&'!( p#'%8

W

>IB$5R

2'&" p#'%%

TW

#"'2% p"'3#

T

"'(" p#'9"

W

!'89 p#'29 #'#( p#'"" 2'(3 p!'(#

>IB$\7

!3'"! p3'9(

T

9%'#! p"'&2

W

!9'8# p8'3%

T

3'9& p!'&# 2'"# p#'#" !'9& p#'!%

6注,不同字母表示不同乳之间的数据具有显著性差异(:j"'"3*#

'%结%论

2 种哺乳动物乳(母乳&牛乳&羊乳*乳脂肪球的

微观结构基本一致$均观察到了新月区$证实新月区

是磷脂富集区# Ce?\实验结果证明乳脂肪球不同

生物分子的流动性有差异# 乳脂肪球中甘油三酯和

水溶性蛋白质的动态分子比例大于极性脂质&鞘磷

脂和磷脂酰胆碱$母乳中极性脂的流动性相对另 !

种哺乳动物乳较慢$>IB$\7标记的磷脂酰胆碱和

>IB$5R标记的鞘磷脂在 2 种乳中流动性差异不

显著#
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