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摘要： 旨在研究不同泌乳阶段母猪乳汁中的组成成分。 选取年龄、 胎次、 体况相近， 饲养管理条件一致的同期分娩母猪 １５ 头， 跟踪采集泌乳 ０、
７ 和 ２１ ｄ 的猪乳， 利用非靶向代谢组学分析猪乳中的代谢物组成。 结果： 从猪乳中共检测到 １ ２４６ 种代谢物， ３０３ 种代谢物在泌乳不同时期存在

差异； 差异性代谢物主要为碳水化合物类、 氨基酸类和脂肪酸类， 分别有 １５、 １８ 和 ２３ 种； 初乳中 ６－唾液酸乳糖、 Ｎ－乙酰神经氨酸、 Ｎ－乙酰基－

Ｄ－乳糖胺、 核糖－５－磷酸、 葡萄糖－１－磷酸、 Ｄ－葡糖胺－６－磷酸、 Ｄ－核糖－１－磷酸、 甘氨酰－Ｌ－苯丙氨酸、 苯丙氨酸－苯丙氨酸、 Ｌ－脯氨酰－Ｌ－亮
氨酸和戊酸等 ２４ 种碳水化合物类、 氨基酸类和脂肪酸类差异代谢物的相对含量高于 ７ 和 ２１ ｄ 乳中的相对含量； 初乳中谷氨酸、 Ｌ－ （－） －蛋氨酸

和癸酸等 ３２ 种碳水化合物类、 氨基酸类和脂肪酸类差异代谢物的相对含量低于 ７ 和 ２１ ｄ 乳中的相对含量。 京都基因与基因组百科全书 （ＫＥＧＧ）
代谢物通路分析显示， 各种差异代谢物主要富集在抗坏血酸和醛酸、 三羧酸循环、 半乳糖、 丙氨酸、 天冬氨酸和谷氨酸、 乙醛酸和二羧酸、 嘌呤

以及嘧啶代谢等通路。 本研究结果有利于了解在不同泌乳期间猪乳中小分子营养成分的变化， 为研究母乳活性成分提供重要参考。

关键词： 猪乳； 非靶向代谢组； 差异代谢物； 代谢通路
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　 　 作为新生仔猪最安全、 最完整的天然物质， 猪乳

中含有仔猪必需的碳水化合物、 蛋白质、 脂质、 免疫

细胞和生物活性因子等成分［１］。 猪乳是大部分仔猪

哺乳期的重要营养供应来源， 据报道， 动物分娩后

２４ ｈ 内所分泌的初乳有助于仔猪健康发育， 并且初

乳可为仔猪提供体温调节和身体生长所需的能量以及

刺激器官发育的必需生长因子［２］。 动物分娩后 ３ ～
１４ ｄ 内分泌的乳汁称为过渡乳， 乳汁组成成分有所

变化［３］。 泌乳 １４ ｄ 后乳汁成分趋于稳定， 称为成熟

乳。 成熟乳组分较为稳定， 各类营养素丰富且比例均

衡， 并且母乳中各种营养素极易被仔猪直接吸收利

用， 促进其生长发育［１］。 国内外多项研究已充分表

明猪乳对新生哺乳仔猪的存活和早期发育有着重要意

义， 然而， 各泌乳阶段的母猪乳汁中各组分尚未明

确， 了解母猪猪乳中的组成成分对于新生仔猪生长发

育至关重要［４－５］。 此外， 基于当前产业模式导致母猪

产仔数不断增加这一原因， 猪乳无法满足新生仔猪生

长发育的营养需求［６］。 因此， 深入了解不同泌乳阶

段母猪猪乳的组成成分具有极其重要的研究价值。
代谢组学是继基因组学、 转录组学、 蛋白质组学

后出现的新兴组学技术， 是系统生物学的重要组成部

分。 代谢组学旨在考察生物体系 （细胞、 组织等）
受到不同生理条件、 外界刺激或扰动后， 其代谢产物

的变化， 通过筛选差异代谢物， 研究差异代谢物参与

的生物过程， 揭示其参与生命活动的机制。 非靶向代

谢组学以发现为目的， 尽可能多地检测生物样本中的

代谢物， 最大程度反映总的代谢物信息［７－８］。
本研究旨在通过非靶向代谢组学鉴定猪乳中的代

谢物以及确定不同阶段猪乳中的差异代谢物的相互作

用和代谢途径， 为明确猪乳成分提供依据， 为研究猪

乳中活性成分提供参考。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 试验材料

选取同一批次年龄、 体况相近且饲养管理一致的

１５ 头健康的约克夏母猪进行产后连续跟踪采样。 分

别在产后 ０ ｄ （ｎ ＝ １５）、 ７ ｄ （ｎ ＝ １４） 和 ２１ ｄ （ｎ ＝
１０） 采集乳汁样本， 其中样本量变化主要因个别母

猪产后乳汁分泌不足， 无法满足采样需求所致。 猪乳

采集方法： 乳头经生理盐水和 ７５％酒精棉片消毒后，
弃去前 ３ 滴乳汁， 按摩乳房 ２ ｍｉｎ 刺激泌乳； 使用无

菌离心管收集中段乳汁， 所有样本于上午 ９： ００—

１１： ００ 完成采集。 收集完成后， 立即将采集好的母

乳置于－８０ ℃环境下保存， 后续进行非靶向代谢组学

分析。 南京农业大学动物护理和使用委员会批准了本

研究的所有程序 （许可证编号： ＳＹＸＫ－２０２２－００７３）。
１􀆰 ２　 试验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 猪乳代谢物提取

该试验由上海凌恩生物科技有限公司完成， 具体

操作步骤如下： 取 １００ μＬ 样品置于离心管中， 加入

４００ μＬ 的 ８０％甲醇水溶液涡旋震荡； 将混合物冰浴

静置 ５ ｍｉｎ 后离心 （４ ℃， １５ ０００ ｇ） ２０ ｍｉｎ； 随后取

适量上清液， 用质谱级水稀释至甲醇浓度为 ５３％，
再在相同条件下离心 ２０ ｍｉｎ， 收集上清液， 最后将上

清液注入 ＬＣ－ＭＳ ／ ＭＳ 系统进行分析［９－１０］。 为保证试

验结果的可靠性， 本试验通过在检测序列中穿插质控

（ＱＣ） 样本监控数据采集过程： ＱＣ 样本由各试验样

品等体积混匀制备而成， 运行序列初始先使用 ３ 个

ＱＣ 样本平衡仪器， 后续每检测 １０ 个样本即穿插 １ 个

ＱＣ 样本。 此外， 本试验所用空白样本为 ５３％甲醇水

溶液。
１􀆰 ２􀆰 ２　 ＵＨＰＬＣ－ＭＳ ／ ＭＳ 分析

本研究使用 Ｖａｎｑｕｉｓｈ ＵＨＰＬＣ 色谱仪与 Ｑ Ｅｘａｃ⁃
ｔｉｖｅＴＭ ＨＦ－Ｘ 质谱仪联用技术。 色谱仪柱温 ４０ ℃。 流

动相条件如下： 正离子模式， 流动相 Ａ 为 ０􀆰 １％甲

酸， 流动相 Ｂ 为甲醇； 负离子模式， 流动相 Ａ 为 ５
ｍｍｏＬ ／ Ｌ 醋酸铵 （ｐＨ ＝ ９􀆰 ０）， 流动相 Ｂ 为甲醇。 流

动相洗脱梯度如表 １ 所示。 质谱仪扫描范围为 １００ ～
１ ５００ ｍ ／ ｚ， 喷雾电压为 ３􀆰 ５ ｋＶ， 鞘气流速为 ３５ ｐｓｉ，
辅助气流速为 １０ Ｌ ／ ｍｉｎ， 离子传输管温度为 ３２０ ℃，
离子导入射频电平为 ６０， 辅助气加热器温度为

３５０ ℃， 二级扫描为数据依赖性扫描。

表 １　 流动相洗脱梯度

时间 ／ ｍｉｎ 流动相 Ａ ／ ％ 流动相 Ｂ ／ ％

０􀆰 ０ ９８ ２

１􀆰 ５ ９８ ２

３􀆰 ０ １５ ８５

１０􀆰 ０ ０ １００

１０􀆰 １ ９８ ２

１１􀆰 ０ ９８ ２

１２􀆰 ０ ９８ ２
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１􀆰 ３　 数据统计与分析

使用京都基因与基因组百科全书 （ＫＥＧＧ） 数据

库、 人类代谢组数据库 （ＨＭＤＢ） 和脂质代谢物与途

径策略 （ＬＩＰＩＤ Ｍａｐｓ） 数据库对鉴定到的代谢物进行

注释［１１］。 应用 ＭｅｔａｂｏＡｎａｌｙｓｔ ６􀆰 ０ 网站中 Ｏｎｅ － ｗａｙ
ＡＮＯＶＡ 进行差异分析， 得出校正后的 Ｐ 值 （ＦＤＲ）
以及进行偏最小二乘法－判别分析 （ＰＬＳ－ＤＡ）， 进而

得出每个代谢物的变量投影重要度 （ ＶＩＰ ）， 根据

ＶＩＰ＞１ 和 ＦＤＲ＜０􀆰 ０５ 筛选差异代谢物， 使用 Ｍｅｔａｂｏ⁃
Ａｎａｌｙｓｔ ６􀆰 ０ 网站中 Ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ Ａｎａｌｙｓｉｓ 进行富集分

析等。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 不同泌乳阶段猪乳代谢物分类

试验共检测到 １ ２４６ 种代谢物， 正、 负离子模式

下分别有 ５４１ 和 ７０５ 种代谢物。 将正、 负离子模式下

的代谢物进行合并， 并根据 Ｃｌａｓｓｙｆｉｒｅ 分类信息进行

分类统计， 各类代谢物占比分别是： 脂质和类脂质分

子占 ２９􀆰 ４５％， 有机酸及其衍生物占 ９􀆰 ７１％， 有机杂

环化合物占 ６􀆰 １％， 有机氧化合物占 ４􀆰 ３３％， 核苷、
核苷酸和类似物占 ４􀆰 ０９％， 苯类占 ３􀆰 ４５％， 苯丙素

和聚酮占 ２􀆰 ２５％， 有机氮化合物占 １􀆰 ２８％， 生物碱

及其衍生物占 ０􀆰 １６％， 有机硫化合物占 ０􀆰 ０８％， 其

他代谢物占 ３９􀆰 １％。
２􀆰 ２　 不同泌乳阶段猪乳代谢物的 ＰＬＳ－ＤＡ 分析

为了更好地评估不同泌乳阶段猪乳样本的差异，
采用 ＰＬＳ－ＤＡ 方法进行模式识别。 将筛选到的正、
负离子模式下的代谢物进行合并， 结果如图 １ 所示，
３ 组样本被有效地区分开， 表明不同泌乳阶段猪乳代

谢物具有差异。

图 １　 不同泌乳阶段猪乳代谢物的 ＰＬＳ－ＤＡ 分析

２􀆰 ３　 不同泌乳阶段猪乳差异代谢物的筛选

根据 ＶＩＰ＞１ 和 ＦＤＲ＜０􀆰 ０５ 筛选差异代谢物， 共

有 ３０３ 种差异代谢物发生了显著的变化， 其中正、 负

离子模式下筛选出的差异代谢物分别为 １３９ 和 １６４ 种

（表 ２）。 接着， 本研究筛选了包含碳水化合物类、 氨

基酸类和脂肪酸类差异代谢物， 分别为 １５、 １８ 和 ２３
种 （图 ２）。 初乳中 ６－唾液酸乳糖、 Ｎ－乙酰神经氨

酸、 Ｎ－乙酰基－Ｄ－乳糖胺、 核糖－５－磷酸、 葡萄糖－
１－磷酸、 Ｄ－葡糖胺－６－磷酸、 Ｄ－核糖－１－磷酸、 甘

氨酰－Ｌ－苯丙氨酸、 苯丙氨酸－苯丙氨酸、 Ｌ－脯氨酰－

Ｌ－亮氨酸和戊酸等 ２４ 种差异代谢物的相对含量高于

７ 和 ２１ ｄ 乳 中 的 相 对 含 量， 初 乳 中 谷 氨 酸、
Ｌ－ （－） －蛋氨酸和癸酸等 ３２ 种差异代谢物的相对含

量低于 ７ 和 ２１ ｄ 乳中的相对含量。

表 ２　 不同离子模式下猪乳差异代谢物数目分析

项目 正离子模式 负离子模式 总计

７ ｄ ｖｓ ０ ｄ １３６ １５６ ２９２

２１ ｄ ｖｓ ０ ｄ １２９ １５７ ２８６

２１ ｄ ｖｓ ７ ｄ ７８ ８７ １６５
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同行数据相同小写字母表示差异不显著 （ＦＤＲ＞０􀆰 ０５）， 不同小写字母表示差异显著 （ＦＤＲ＜０􀆰 ０５）。

图 ２　 不同泌乳阶段猪乳碳水化合物类、 氨基酸类和脂肪酸类差异代谢物热图
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２􀆰 ４　 差异代谢物的代谢通路富集分析

合并正、 负离子模式下所有的差异代谢物， 对差

异代谢物进行 ＫＥＧＧ 通路富集分析。 由图 ３ 可知，
正、 负离子模式下的差异代谢物显著富集在抗坏血酸

和醛酸、 三羧酸酸循环、 半乳糖、 丙氨酸、 天冬氨酸

和谷氨酸、 乙醛酸和二羧酸、 嘌呤以及嘧啶代谢等差

异代谢物通路 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。

图 ３　 不同泌乳阶段猪乳差异代谢物 ＫＥＧＧ 通路富集分析 （ＴＯＰ２５）

３　 讨论

猪乳作为新生哺乳仔猪最重要的营养来源， 富含

丰富营养物质、 免疫细胞和生物活性因子等， 可为新

生仔猪生长发育提供营养并发挥抗炎和抗感染功能，
促进免疫系统的形成和器官发育， 在确保仔猪的生长

发育和健康方面发挥着至关重要的作用［１２－１４］。
本研究对 ２１ 头泌乳母猪在泌乳期 ０、 ７ 和 ２１ ｄ

的乳样进行了非靶向代谢组学分析。 结果显示， 不同

泌乳阶段猪乳中共有 ３０３ 种代谢物发生显著变化， 主

要包括碳水化合物类、 氨基酸类和脂肪酸类差异代谢

物。 猪乳低聚糖是一种复杂的碳水化合物， 一般由

３～１０ 个单糖通过糖苷键连接而成， 组成低聚糖的单

糖有 Ｄ－葡萄糖、 Ｄ－半乳糖、 Ｎ－乙酰氨基葡萄糖、
Ｌ－岩藻糖、 Ｎ －乙酰神经氨酸和 Ｎ －羟乙酰神经氨

酸［１５］。 唾液酸乳糖在新生仔猪的消化道激活和肠内

被动免疫中起到重要作用， 被特定的肠道菌群代谢后

释放出唾液酸经肠道吸收对脑部神经发育具有不可替

代的作用［１６］。 Ｎ－乙酰神经氨酸是唾液酸的主要形式

之一， 具有益生元功能， 可增强机体的免疫力， 影响

神经细胞的完整性、 渗透性及活性［１７］。 Ｎ－乙酰基－
Ｄ－乳糖胺以游离二糖的形式存在于母乳中， 通常连

接到唾液酸和岩藻糖单糖上， 发挥益生元功能［１８］。
６－唾液酸乳糖、 Ｎ－乙酰神经氨酸和 Ｎ－乙酰基－Ｄ－乳
糖胺随着泌乳时间的增加， 其相对含量逐渐减少， 这

与其他研究相符［１２－１３，１９］。 ６－唾液酸乳糖、 Ｎ－乙酰神

经氨酸和 Ｎ－乙酰基－Ｄ－乳糖胺随着泌乳时间的增加，
其相对含量逐渐减少， 这可能与仔猪不同生长发育阶

段的需求有关， 如仔猪肠道微生态的变化， 免疫系统

的发展完善等［２０－２１］。 此外， 猪初乳中有 ４ 种磷酸化

糖的相对含量高于 ７ 和 ２１ ｄ 乳中的相对含量， 其中，
核糖－５－磷酸直接参与磷酸戊糖途径， 葡萄糖－１－磷
酸和 Ｄ－葡糖胺－６－磷酸参与葡萄糖代谢， Ｄ－核糖－
１－磷酸是合成核苷酸的前体， 在细胞内广泛参与

ＤＮＡ 与 ＲＮＡ 的合成， 它们均可以为机体提供能

量［１６］。 这说明猪乳中这 ４ 种磷酸化糖相对含量的降

低可能与仔猪早期存活所需能量更高有关。
氨基酸在蛋白质的合成和分解中起到关键作用，
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是动物机体内必需的营养成分， 在机体的脑发育、 神

经系统、 脂质和糖类代谢等生理功能中均起到重要作

用［１１］。 本研究发现， 初乳中存在一些二肽， 随泌乳

时间的增加其相对含量逐渐降低， 如甘氨酰－Ｌ－苯丙

氨酸、 苯丙氨酸－苯丙氨酸和 Ｌ－脯氨酰－Ｌ－亮氨酸。
有研究表明， 肠黏膜细胞上存在着可以吸收二肽的主

动耗能转运体系， 二肽在新生仔猪机体内能被二肽酶

水解为 ２ 个游离氨基酸， 因此， 相比游离氨基酸， 乳

汁中存在二肽更容易被新生仔猪所吸收［１６］。 这说明

猪乳中这些二肽相对含量的降低可能与新生仔猪在生

命早期的存活有关。 谷氨酸作为非必需脂肪酸， 除了

可以调节食欲外， 还在保护机体肝脏以及促进机体脑

发育中发挥重要作用［２２］。 本研究中， 初乳中谷氨酸

的相对含量低于 ７ 和 ２１ ｄ 乳中的相对含量， 这说明

猪乳中谷氨酸相对含量的升高可能与新生仔猪脑发育

有关。 蛋氨酸是唯一的含硫必需氨基酸， 参与机体多

胺和蛋白质合成代谢， 是许多动物生长的主要限制性

氨基酸。 研究表明， 补充适量蛋氨酸可促进蛋白质的

合成， 改善动物的肌肉发育， 有效提高动物的产肉性

能， 然而， 蛋氨酸添加过量亦会引起动物生长抑制、
蛋白质合成障碍等一系列疾病， 严重时甚至会导致死

亡［２３－２５］。 本研究发现， 猪乳中 Ｌ－ （－） －蛋氨酸的相

对含量随着泌乳时间的增加而逐渐升高， 这说明猪乳

中 Ｌ－ （－） －蛋氨酸相对含量的增加可能与仔猪的肌

肉发育相关。
脂肪酸代谢是机体内重要代谢之一， 它可以调节

动物机体的许多生理功能， 并对改善动物机体健康和

促进其他代谢功能的发挥， 尤其对肉的营养、 品质、
风味及口感的调控有很大影响［２６－２７］。 戊酸属于短链

脂肪酸化合物， 具有抗癌、 抗糖尿病、 抗高血压、 抗

炎和免疫调节活性， 可影响阿尔茨海默病、 帕金森症

和癫痫等不同疾病的分子途径［２８］。 本研究发现， 戊

酸的丰度随着泌乳时间的增加而逐渐降低， 这说明戊

酸可能与仔猪不同生长阶段的营养需求有关。 癸酸属

于中链脂肪酸， 能够被肠道高效吸收和代谢， 提供即

时的能量， 具有促生长、 广谱抗菌和维护肠道健康及

其他益生功能， 参与机体许多能量和代谢过程， 包括

糖、 脂代谢、 脂肪沉积和肠道发育等［２９］。 本研究发

现， 癸酸的丰度随着泌乳时间的增加而逐渐升高， 这

说明癸酸可能参与仔猪机体能量和代谢过程， 从而提

高乳中癸酸的含量。

４　 结论

基于非靶向代谢组学， 从 ０、 ７ 和 ２１ ｄ 的猪乳中

共检测到 １ ２４６ 种代谢物， 不同泌乳阶段的差异代谢

物 ３０３ 种， 初乳中 ６－唾液酸乳糖、 Ｎ－乙酰神经氨酸、

Ｎ－乙酰基－Ｄ－乳糖胺、 核糖－５－磷酸、 葡萄糖－１－磷
酸、 Ｄ－葡糖胺－６－磷酸、 Ｄ－核糖－１－磷酸、 甘氨酰－
Ｌ－苯丙氨酸、 苯丙氨酸－苯丙氨酸、 Ｌ－脯氨酰－Ｌ－亮
氨酸和戊酸等 ２４ 种碳水化合物类、 氨基酸类和脂肪

酸类差异代谢物的相对含量高于 ７ 和 ２１ ｄ 乳中的相

对含量， 初乳中谷氨酸、 Ｌ－ （－） －蛋氨酸和癸酸等

３２ 种碳水化合物类、 氨基酸类和脂肪酸类差异代谢

物的相对含量低于 ７ 和 ２１ ｄ 乳中的相对含量。 各种

差异代谢物主要富集在抗坏血酸和醛酸、 三羧酸循

环、 半乳糖、 丙氨酸、 天冬氨酸和谷氨酸、 乙醛酸和

二羧酸、 嘌呤以及嘧啶等代谢通路。
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