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摘要 母乳中存在的人乳寡糖（HMOs）是一类结构高度复杂的低聚糖，对婴儿的肠道菌群、免疫屏障、大脑发育发挥积

极作用。由于母乳中基质复杂，寡糖的种类繁多，丰度跨度大，存在众多异构体，这都使得检测面临诸多挑战。现已有多

种技术用于HMOs的分析，发现了200多种HMOs，液相色谱和毛细管电泳在分离HMOs方面效果显著，核磁共振、质谱、

红外多光子解离光谱推动了对HMOs结构的全面解析。本文回顾了对HMOs实现高灵敏度和高特异性分析的多种技术方法，

比较了不同技术的优缺点，还重点介绍了质谱以及不同技术联用在推动HMOs解析和测定方面的突破，为探究寡糖的结构-

功能关系、深入理解HMOs的生物学功能提供了全面的技术支持。
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人 乳 寡 糖 （human milk oligosaccharides，

HMOs）是乳汁中除乳糖和脂肪外的第三大固体成

分。成熟乳和初乳中分别含有 12~13 g/L 和 22~    

24 g/L的HMOs［1］。母乳中游离的HMOs虽然大部

分无法被婴儿消化吸收，却是一种天然益生元，可

以促进双歧杆菌等有益菌的增殖，调节婴儿肠道菌

群平衡［2］。不仅如此，HMOs发挥多种生理功能，

竞争性抑制病原体与肠道上皮细胞的表面聚糖结

合，阻碍病原菌黏附，增强肠道屏障功能，预防坏

死性小肠结肠炎，防止诺如病毒感染［3］。HMOs可

以发挥免疫调节作用，减轻免疫应激反应［4］。在

小鼠和乳猪的认知功能研究中发现，含唾液酸的

HMOs对神经发育有重要作用，有助于增强学习能

力和记忆力［5］。为了研究 HMOs 对婴儿健康发挥

的作用，需要对HMOs进行深入表征。母乳基质复

杂，HMOs 种类繁多、丰度跨度大，并且结构多

样、存在众多异构体，这都使得检测面临诸多挑

战。基于紫外或荧光检测的液相色谱和毛细管电泳

在分离HMOs方面效果显著，耦合质谱分析极大提

高检测灵敏度。随着糖组学技术的逐渐发展，特别

是生物质谱在表征聚糖方面的突破，现已发现大约

200种不同的HMOs分子，表征了 150种低聚糖结

构［6-7］。此外，核磁共振、质谱、红外多光子解离

光谱实现了对 HMOs 结构的完整解析。本文拟对

HMOs分离和结构解析的多种技术手段进行综述。

1　HMOs结构

HMOs 是聚合度为 3~20 的直链或支链聚糖，

基本组成单位是5种单糖：D-葡萄糖（Glc）、D-半

乳糖（Gal）、L-岩藻糖（Fuc）、N-乙酰葡萄糖胺

（GlcNAc）、N-乙酰神经氨酸 （Neu5Ac）。HMOs

的还原端是一个乳糖（Galβ1-4Glc）核心，其后连

接不同数量的乳糖胺单元 Galβ1-3GlcNAc （I 型）

或 Galβ1-4GlcNAc （II 型）延伸糖链。人乳中 I 型

结构HMOs含量高于 II型结构，这与其他哺乳动物

的情况恰好相反［8］。随着聚合度增加，不同类型

的糖苷键使得HMOs立体构型更为复杂。I型乳糖

胺通过β1-3/6连接时，糖链延长发生中止［9］。II型

乳糖胺可以通过 β1-3 连接不断延长直链骨架，若  

β1-6连接同时存在，则形成分支型寡糖结构。
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不同位置或数量的岩藻糖基化、唾液酸化修饰

使得 HMOs 结构更具多样性。根据修饰糖基的不

同，HMOs被分为3类：含唾液酸的酸性寡糖、仅

有岩藻糖修饰的中性寡糖和非岩藻糖基化中性寡

糖。酸性寡糖中 Neu5Ac 通过 α2-3/6 连接到 Gal 非

还原端，或α2-6连接到GlcNAc。岩藻糖基化大多

是Fuc以α1-2形式连接非还原性的Gal。此外，Fuc

也可以通过α1-3连接在Glc还原端，或α1-3/4键添

加到GlcNAc上［10］。

岩藻糖基化的类型受到岩藻糖基转移酶

（fucosyl transferase，FUT）催化介导，该酶受到乳

腺内 2 个编码岩藻糖基转移酶基因表达的调控。

Secretor基因编码岩藻糖基转移酶2（FUT2），控制

α1-2 键形成。Lewis 基因编码岩藻糖基转移酶 3

（FUT3），该酶作用于 α1-3/4 修饰的岩藻糖基化。

根据基因表达情况，母乳可以分为分泌型Lewis阳

性（Se+ Le+）、分泌型Lewis阴性（（Se+ Le-）、非

分泌型 Lewis 阳性（Se- Le+）和非分泌型 Lewis 阴

性 （Se- Le-） 4 种类型［11］。不同分泌型母乳的

HMOs对婴儿健康的影响存在差异，如分泌型母乳

能增强针对大肠杆菌和弯曲杆菌的保护［12］。常见

HMOs如图1所示。

2　HMOs分离分析

HMOs是一系列具有生物活性的低聚糖，极性

大并且不含发色团。经过化学衍生后，HMOs通过

高 效 液 相 色 谱 （high performance liquid 

chromatography，HPLC）或毛细管电泳（capillary 

electrophoresis，CE）实现有效分离，传统的紫外

检测或荧光检测简单、有效，但只能依靠标准品进

行定性分析，标准品不可用或价格昂贵时会受到限

制。目前，亲水相互作用色谱和多孔石墨化碳色谱

常 用 于 分 离 HMOs， 并 通 过 质 谱 （mass 

spectrometry，MS）依据保留时间和准确质量确定

寡糖成分，从而对HMOs进行有效的成分分析。

2.1　液相色谱

2.1.1　阴离子色谱

阴 离 子 交 换 色 谱 （high performance anion 

Fig. 1　The structures of human milk oligosaccharides
图1　人乳寡糖结构

（a）岩藻糖基化寡糖；（b）酸性寡糖；（c）非岩藻糖基化寡糖；（d）糖苷键连接方式。
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exchange chromatography，HPAEC）是分离天然低

聚糖的传统方法。强碱性溶液中，弱酸性的人乳寡

糖以阴离子形式存在，其分子的结构和大小与在阴

离子交换柱上的保留密切相关。分离后HMOs通过

脉 冲 安 培 检 测 （pulsed amperometric detector，

PAD），该方法检测线性范围较宽，但灵敏度低于

荧光检测。HPAEC-PAD方法定量HMOs简单、可

靠，可用于开展大队列母乳样本中 HMOs 系统表

征，追踪不同泌乳时间和母体分泌型中HMOs浓度

变化［13-14］。HPAEC-PAD法无需衍生，能够同时分

析中性和酸性HMOs。由于不能在线与质谱联用，

该方法只能依靠标准品定性［15］。受限于阴离子色

谱的分离能力，长时间运行也无法完全分离HMOs

到基线，寡糖异构体如 p-LNnH和LNnH出现共洗

脱现象。

2.1.2　亲水相互作用色谱

亲水相互作用色谱 （hydrophilic interaction 

chromatography，HILIC） 对于分离极性化合物十

分有优势，已广泛应用于N/O-聚糖的分析。HILIC

适合分离唾液酸化寡糖，保留能力受单糖残基数量

的影响，分离长链寡糖效果较好，但对于较小的三

糖分离效果不佳。荧光检测（fluorescent detection，

FL）分离物是一种快速简单的方法，不过 HMOs

缺少荧光基团，通常需要在酰胺柱分离前采用     

2-氨基苯甲酰胺衍生，这也增加了样本处理步

骤［16］。许多报道通过HPLC-FL大规模测定了母乳

样本中HMOs含量，包括巴西、美国、西班牙、中

国等国际队列，分析了HMOs含量变化与人群、哺

乳期、地理位置、母亲状况之间的联系［17-19］。

HILIC使用的流动相是甲酸铵-乙腈缓冲体系，可

与质谱兼容，使检测灵敏度进一步提高。HILIC和

三重四极杆质谱联用，采用多反应监测模式监控离

子对以明确HMO成分［20-22］。两级质量选择极大地

减少了背景基质的干扰，具有出色的灵敏度。

2.1.3　多孔石墨化色谱

多孔石墨化碳色谱（porous graphitized carbon 

chromatography，PGC）具有显著的寡糖异构体分

离能力，PGC 与质谱结合使用已成为分析母乳样

品中 HMOs 的强有力工具。PGC 出色的分离能力

可以从高度异构化的HMOs中将α/β端基差向异构

体分开。同种寡糖因此产生两个峰，反而为谱图解

析造成麻烦，通常使用NaBH4将天然HMOs还原为

相应的糖醇从而避免这个问题［23］。Tonon等［24］开

发PGC-ESI-MS方法，成功分离 6对异构体。但该

方法运行时间长达60 min，另一个限制是无法分离

乳酰-N-四糖 （lacto-N-tetraose，LNT） 和乳酰-N-

新四糖（lacto-N-neotetraose，LNnT）。Mank 等［25］

开发负离子模式的LC-ESI-MS2方法，通过PGC柱

分离后，对 20 多种重要寡糖进行选择离子监控，

实现对多种HMOs丰度的快速测定。同样也有研究

在ESI正离子模式下通过选择离子监控模式成功分

析 HMOs 异构体［26-27］。另外，在蛋白质组学研究

中，已有广泛应用的同位素标记的质谱分析策略被

引入HMOs的分析。Robinson等［28］用串联质谱标

签（TMT）标记人乳寡糖还原端，PGC 分离后通

过 ESI-Q-TOF 在一次运行中同时对 5 个样本的 15

种HMOs分析。TMT标记扩展了多路复用的能力，

极大地缩短运行时间，减缓了仪器性能漂移引起的

电离差异。

2.2　毛细管电泳

毛细管电泳利用带电粒子在电场中的迁移作

用，分离纯化蛋白质、多肽、核酸等多种物质。天

然形式的酸性寡糖本身带有电荷，无需衍生可直接

经CE在飞摩尔水平测定。中性寡糖经过 2-氨基吖

啶酮衍生后通过CE的分离度得到了提高［29-30］。CE

分离所需样品量少，快速简便，分离能力强。基于

简单的毛细管电泳-紫外检测方法可同时定量17种

HMOs，即使在乳糖含量较高的干扰下，仍能得到

较 好 分 离［31］。 激 光 诱 导 荧 光 （laser-induced 

fluorescence，LIF） 是 CE 分离寡糖后常用的检测

手段，研究使用CE-LIF调查了20周哺乳期中国母

乳的HMOs谱，并发现Lewis阳性分泌亚群［32］。

寡糖在CE中的迁移时间具有极高重现性，多

路毛细管并用能够高通量表征 HMOs［33］。相较于

色谱分离30~60 min运行时间，CE分离HMOs的速

度明显更快［34］。由于分析物在毛细管中的迁移率

与分子尺寸和所带电荷有关，异构体容易出现共洗

脱 现 象 ， 例 如 LNT/LNnT， 3'- 唾 液 酸 化 乳 糖       

（3'-sialyllactose， 3'-SL） /6'- 唾 液 酸 化 乳 糖          

（6'-sialyllactose，6'-SL）无法分离［35］。与其他分离

技术相比，CE 的主要缺陷在于共洗脱水平突出，

优化设置可在一定程度改善［36］。此外，CE与MS

在连接处存在一定困难，需要引入挥发性分离缓冲

液，延长毛细管长度以接入 MS 入口。Albrecht

等［37］尝试将CE-LIF-MS在线联合，明确了母乳和

婴儿粪便样本中 21个寡糖峰，由此关注HMOs在

肠道的代谢命运。不过CE与MS联用时，分辨率

和分离时间通常都会受到影响。
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分离技术与紫外/荧光检测联用为 HMOs 分析

提供了简便快速的方法（表 1）。分离技术中不可

避免的共洗脱现象，使得样品中的信号识别不明

确，结合质谱法能通过离子的准确质量确定HMOs

组成。分离技术与质谱的结合为HMOs混合物的分

析提供了理想工具，已应用于真实样本的深入

分析。

2.3　离子迁移谱

此 外 ， 新 型 离 子 迁 移 谱 （ion mobility 

spectrometry，IMS）的出现，为异构体分离增添另

一个维度。差异微小的异构寡糖在 IMS中由于碰撞

界面不同，在施加电场的漂移管中以不同的漂移率

实现毫秒级快速分离。迁移率与离子的碰撞截面

（CCS）有关，一般离子越小、电荷越高、CCS越

小，迁移速度越快。IMS-MS作为一种新型的糖化

合物分析技术，使得质谱表征未知寡糖的能力更进

一步，极好地补充了传统 LC-MS 方法。LNH/

LNnH 在行波离子迁移谱（TWIMS）中的［M-H］-

迁移率显著不同，轻松实现基线分离［41］。新技术

捕集离子迁移谱 （TIMS）、循环离子迁移谱

（cIMS）的出现，足以分离差异很小的异构寡糖，

极大改善了 IMS在糖组学中的应用。TIMS-TOF联

合已应用于实际样本中 4 对异构体分离表征［42］。

cIMS-MS 对［M+Na］+或［M-H］-离子分析，成功识

别了7对HMOs异构体，实现人乳二糖和三糖中不

同糖苷键类型的鉴别［43］。IMS-MS虽然增强了聚糖

异构体的分离能力，但是异头物分离以及复杂的迁

移率曲线给异构寡糖的鉴定增加了难度。

3　HMOs结构表征

真实样本中识别特定HMOs时，主要通过检索

文献或数据库中已报道的结构进行分配，有些情况

下只能获得单糖组成信息，无法明确异构体类型。

然而，完整的结构解析对于研究HMOs生理功能以

及 理 解 生 物 合 成 路 径 十 分 重 要 。 核 磁 共 振

（nuclear magnetic resonance，NMR）、MS和红外多

光 子 解 离 （infrared multiple photon dissociation，

IRMPD）光谱是解析糖链结构的常用技术。此外，

聚合度大的复杂寡糖解析起来往往有一定难度，通

常需要不同技术的结合才能表征完整结构。

3.1　NMR
人乳寡糖结构解析的一个重要工具是 NMR。

NMR显著优势在于没有可用标准品的情况下，通

过化学位移即可解析单糖连接序列和糖苷键类型，

甚至可以分辨 α/β异头构型［44］。NMR可以在混合

物中识别抗原表位等特异性的结构信息［45］，但是

在解析完整结构时要求样品纯度较高，需要相对大

量 （微摩尔量级） 的寡糖，限制了其应用范围。

NMR测定时存在的谱峰重叠现象，有时无法完全

表征HMOs结构。有报道在NMR添加第三个 13C维

度，采用 3D HSQC-TOCSY结合 2D光谱的策略解

决了2D NMR中光谱重叠问题，成功分配LNDFH I

结构。Chai等［46］将ESI-MS/MS与 1H-NMR信息结

合，首次分离并鉴定了双分支的十糖核心寡糖，解

决了NMR鉴定高聚合度的分支寡糖时，因相同单

糖残基信号重叠无法确定分支模式的难题，两种技

术的互补实现了复杂聚糖的从头测序。

3.2　MS
MS具有高分辨率、高灵敏度、所需样品量少

等特点，是解析HMOs结构的主流方法。MS解析

HMOs结构，主要是依据一级MS中准分子离子测

得的相对分子质量推测其单糖组成，并结合多级

MS 中产生的碎片离子进一步分配详细的结构。

Domon和Costello［47］建立的在多级MS中糖链碎片

离子命名方法被沿用于HMOs，离子碎片包括糖苷

键处断裂产生的B/Y离子、C/Z离子，以及糖环环

内碎裂产生的A/X离子，并采用数字标记表示断裂

Table 1　The separation methods of human milk oligosaccharides
表1　人乳寡糖分离方法

分离方法

阴离子交换色谱

亲水相互作用色谱

石墨化碳液相色谱

毛细管电泳

离子迁移谱

常用衍生方法

不需要

2-氨基苯甲酰胺［38］

NaBH4还原［39］，2-氨基苯甲酸［40］

2-氨基吖啶酮［30］

不需要

检测手段

脉冲安培检测

荧光检测、质谱

质谱

激光诱导荧光、质谱

质谱

分离能力

弱

强

极强

强

极强

特点

简单可靠，依靠标准品定性

适合酸性、长链寡糖分离，样本制备复杂

显著分离能力，特定损失，不同洗脱条件

分离快速、多路并用；不易联用质谱、共洗脱

突出

分离能力强，速度极快，迁移曲线复杂
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位置。目前，基质辅助激光解析电离质谱和电喷雾

电离质谱主要用于HMOs的结构表征。

3.2.1　电喷雾电离质谱

电喷雾电离质谱（electrospray ionization mass 

spectrometry，ESI-MS）表征聚糖结构的能力十分

强大，可以确定寡糖的组成和连接信息。高灵敏度

ESI-MS 结合碰撞诱导解离（CID）仅需飞摩尔量

级的未衍生寡糖就能获得碎片信息。ESI正离子模

式产生的碎片离子信息较少，需要多级MS才能确

定完整结构［48］。已证实未衍生的中性寡糖由于其

半缩醛羟基带有弱酸性，完全能够在MS中产生脱

质子离子［M-H］-。ESI 负离子模式下［M-H］-产生

丰富的碎片离子，同时较低的化学背景噪音和较少

的阳离子加合物，对于结构解析极为有利。许多研

究利用ESI-CID-MSn方法完成了HMOs标准品结构

解析，总结出详细的断裂规律和特征碎片，可以判

断 HMOs 序列、分支点、修饰连接、糖苷键

类型［49-50］。

Chai等［51-52］在ESI-CID-MS/MS负离子模式对

于未衍生中性寡糖碎片进行总结，HMOs的单糖序

列信息可由［M-H］-产生的一系列 C 型离子推出，

而 A/X 离子则显示部分连接信息，如 1-4 连接的

GlcNAc/Glc发生 0,2A环内裂解。不同类型糖苷键连

接的糖环在断裂时产生的独特碎片可用于区分异构

体，推导详细结构信息。例如，Glc/GalNAc 在相

邻 1-3糖苷键连接时易发生C/Z双断裂，产生特有

D 型离子 m/z=202、m/z=348、m/z=364 （表 2）。对

于具有分支的中性寡糖结构，需要结合［M-H］-和
［M-2H］2-两个产物离子的碎裂信息，确定分支点

和完整结构。［M-H］-双断裂C2β/C3产生D2β-3碎片为

1-6分支，D2β-3离子二级质谱进一步确认1-6分支结

构；［M-2H］2-一级谱获得D1β-2β离子可推测1-3分支

内部信息。

酸性HMOs中2种唾液酸的连接方式表现出不

同碎裂模式。若 Neu5Ac 修饰以 α2-6 连接在 Gal，

易出现特异性的跨环断裂，产生脱羧离子0,4A2-CO2 

（m/z=306）；唾液酸α2-3连接则易脱羧形成B2-CO2

离子，或特征D离子（m/z=493）［53-54］。相同碰撞能

量条件下，同种人乳寡糖的碎裂模式具有相似性。

Remoroza 等［55］ 使用 HILIC 分馏混合物，通过

Orbitrap MS 对从 100 位母亲乳汁中汇集的 74 种

HMOs结构完全表征，利用谱图匹配和混合搜索全

面注释 MS2子离子。LC-ESI-MS2也可以采用代表

特定结构的特征离子作为监测离子，增强了结构选

择 性 ， 从 而 区 分 异 构 体 类 型 ， 正 确 辨 别 分

泌组［56］。

3.2.2　基质辅助激光解吸电离质谱

基质辅助激光解吸电离质谱 （matrix-assisted 

laser desorption ionizationmass spectrometry，

MALDI MS）优势在于灵敏度高、速度快、动态范

围宽，适合于高分子质量聚糖的检测［58］。HMOs

的MALDI谱图相比ESI MS更为简单，通常显示为

单电荷准分子离子，依据分子质量推测单糖组成可

获得寡糖指纹谱。尽管在快速分析方面取得了进

展，MALDI MS 由于电离效率低，对结构相似的

异构寡糖表征存在一定局限性。ESI鉴定中性寡糖

时，［M-H］-在负离子模式的碎裂提供了丰富的结

构信息，但这在MALDI中难以实现。不过最近有

研究展示了 MALDI 解析 HMOs 结构的潜力。   

［M+Cl］-被证明在 MALDI 中容易形成前体离子，

其产物离子谱可用于寡糖表征［59］。此外，MALDI 

Q-TOF中［M+Na］+可作为前体离子，产生诊断离子

和条件诊断离子可用于推测HMOs存在的异构体结

构。MALDI Q-TOF中CID能量低，且缺少跨环碎

裂，因此表征完整结构的能力有限［60］。

MALDI与其他方法组合允许对鉴定到的寡糖

分配唯一结构。Amano 等［61］ 利用 MALDI-QIT-

TOF MSn分析1-芘丁酰肼标记的中性寡糖，在负离

子模式观察到 2,4A4、D4β-3、Yα/β/γ碎片离子，帮助鉴

定分支内部结构，确定岩藻糖连接方式。联合特异

Table 2　Characteristic fragments of oligosaccharide 
isomers in the negative mode electrospray ionization

表2　ESI负离子模式中寡糖异构体特征碎片

m/z

202

325

348

364

510

碎裂模式

D型

C型

D型

D型

D型

碎片结构 代表寡糖

LNT

2'-FL, LNFP I, LNDFH I

LNFP II, LNDFH II

LNFP III

LNnDF I

参考文献

［51］

［57］

［50］

［56］

［57］



·2874· 2023；50（12）生物化学与生物物理进展  Prog. Biochem. Biophys.

性外切糖苷酶，α2-岩藻糖苷酶和β4-半乳糖苷酶消

化，解析了具有三分支的十糖核心 HMO 完整结

构，共鉴定到 22种不同数量岩藻糖修饰的十糖核

心寡糖异构体。Lebrilla等［62-64］联合多种技术开发

了基于微芯片液相色谱HPLC-Chip/TOF MS平台的

HMOs注释策略，构建了包括精确质量、单糖组成

和保留时间的200多种HMOs注释文库。该策略被

进一步扩展到傅立叶变换离子回旋共振质谱

MALDI-FT ICR MS，采用红外多光子解离联合外

切糖苷酶消化方法，确定了 70多种HMOs的糖苷

键连接和分支结构。

由于糖苷键的弱键合，B/Y、C/Z离子是传统

CID碎裂时的主要碎片离子。为了获得分支和连接

信息，交叉环片段对于完整的结构表征也很重要。

HMOs链在MS中的碎裂遵循一定的断裂规律，这

为高聚合度寡糖结构解析提供了思路，相似的碎裂

模式可对未知寡糖从头表征。特征离子可以实现对

真实母乳样本的快速分型和寡糖鉴定。必须注意的

是，CID碰撞中可能发生聚糖重排，往往采取全甲

基化衍生防止岩藻糖重排，改善电离中不稳定的唾

液酸部分，提供丰富的诊断离子。

3.3　红外多光子解离光谱

LC-MS 作为分析 HMOs 主流方法，满足了常

规分析的需要，但当出现共洗脱或缺乏诊断离子的

情况，依靠保留时间、前体离子和特征碎片鉴定寡

糖结构会受到限制。识别寡糖异构体的另一种新型

技术是 IRMPD光谱，它可以在离子阱中实施，其

本质可以看作是一种特殊的二级MS［65］。选定的离

子经特定波长的红外线照射时才能发生共振，从而

吸收多个红外光子的能量，出现结构特异性的解

离［66］。根据吸收光谱的特征吸收峰可以识别物质

结构，有报道使用 IRMPD直接鉴定HMOs中唾液

酸的修饰类型，如α2-6连接的唾液酸在 3 600 cm-1

附近有 3个吸收峰，α2-3连接显示在 3 500 cm-1附

近具有最大吸收。二级MS不产生特征碎片的加钠

离子也可以通过 IRMPD谱进行识别［67］。

低温红外光谱和 IMS-MS 两种技术的组合对

HMOs异构体高特异性区分意义重大，即使对于在

IMS中漂移时间相差不大的异构寡糖，借助于其不

同的振动光谱能够实现稳健的区分，已应用于现有

技术特别难以区分的三糖至六糖的寡糖异构对［68］。

Abikhodr 等［69］使用一组 LNFP 寡糖纯品创建了小

型光谱数据库。在该数据库支持下，寡糖混合物即

使不能被完全分离，通过算法分解红外光谱可成功

区分异构体。振动光谱利用分子的自身属性，能够

高灵敏度地分辨微小结构变化。结合分离技术、机

器学习方法减少扫描范围和光谱采集时间，

IRMPD技术进一步推动了聚糖结构的解析。

HMOs在酶促合成过程中产生巨大的结构多样

性和异质性，极大地增加了结构解析的难度。多种

技术手段如NMR、MS、IRMPD，通过不同方式成

功解析HMOs的结构，并且多种方法组合提供了解

析复杂糖链结构的完整信息。其中MS方法应用最

为广泛，通过耦联LC、IMS等分离方法，能够在

混合物中依据生物合成规则，结合前体离子、特征

离子分配HMOs结构，实现未知寡糖结构的从头表

征。早期糖链结构解析完全依赖人工经验手动完

成。现如今借助多种算法策略，可以实现高通量糖

组 学 的 MS 谱 图 解 析 工 作 。 FragLib［70］ 、

Kameyama’s Method［71］软件将实验 MS 与数据库

中真实谱图比对，从而报告糖链结构。此外，

GlycosidIQ［72］、 GlycoFragment/GlycoSearchMS［73］

等软件可通过糖结构库搜索的方式实现寡糖结构的

快速解析。

4　总结与展望

HMOs表征一直是具有挑战性的难题。随着糖

组学分析技术的发展，特别是LC-MS的应用，减

轻了对于标准品的依赖，可以实现复杂基质中

HMOs成分的常规分析。质谱通过断裂规律和特征

离子解析糖链结构，分辨异构寡糖类型。对于

HMOs快速分析和无偏测量的通用平台还有待进一

步开发。虽然没有统一的分析技术，但是多技术的

交叉应用可以满足不同目的的研究需要，为理解

HMOs生物学功能，探究构效关系提供技术支持。

多种技术的联合进一步提升了对于异构寡糖快速分

离和高特异性分析的能力，有助于探究HMOs在婴

儿体内的代谢命运、肠道菌群与HMOs的联系、婴

儿配方奶粉开发等问题。此外，生物MS等技术的

不断进步，推动了HMOs分析向着高通量、自动化

方向发展，为下一步HMOs研究提供有力帮助。

参 考 文 献

[1] Thurl S, Munzert M, Boehm G, et al. Systematic review of the 

concentrations of oligosaccharides in human milk. Nutr Rev, 

2017, 75(11): 920-933

[2] Nolan L S, Rimer J M, Good M. The role of human milk 

oligosaccharides and probiotics on the neonatal microbiome and 

risk of necrotizing enterocolitis: a narrative review. Nutrients, 



马心悦，等：人乳寡糖的结构及其分离分析2023；50（12） ·2875·

2020, 12(10): 3052

[3] Ray C, Kerketta J A, Rao S, et al. Human milk oligosaccharides: 

the journey ahead. Int J Pediatr, 2019, 2019: 2390240

[4] Zuurveld M, Van Witzenburg N P, Garssen J, et al. 

Immunomodulation by human milk oligosaccharides: the 

potential role in prevention of allergic diseases. Front Immunol, 

2020, 11: 801

[5] Lis-Kuberka J, Orczyk-Pawiłowicz M. Sialylated 

oligosaccharides and glycoconjugates of human milk. The 

impact on infant and newborn protection, development and well-

being. Nutrients, 2019, 11(2): 306

[6] Smilowitz J T, Lebrilla C B, Mills D A, et al. Breast milk 

oligosaccharides: structure-function relationships in the neonate. 

Annu Rev Nutr, 2014, 34: 143-169

[7] Bode L. Human milk oligosaccharides: next-generation 

functions and questions. Nestle Nutr Inst Workshop Ser, 2019, 

90: 191-201

[8] Urashima T, Asakuma S, Leo F, et al. The predominance of type 

I oligosaccharides is a feature specific to human breast milk. 

Adv Nutr, 2012, 3(3): 473s-482s

[9] Grabarics M, Csernák O, Balogh R, et al. Analytical 

characterization of human milk oligosaccharides-potential 

applications in pharmaceutical analysis. J Pharm Biomed Anal, 

2017, 146: 168-178

[10] Bode L. Human milk oligosaccharides: every baby needs a sugar 

mama. Glycobiology, 2012, 22(9): 1147-1162

[11] Walsh C, Lane J A, Van Sinderen D, et al. From lab bench to 

formulated ingredient: characterization, production, and 

commercialization of human milk oligosaccharides. J Funct 

Foods, 2020, 72: 104052

[12] Dessì A, Briana D, Corbu S, et al. Metabolomics of breast milk: 

the importance of phenotypes. Metabolites, 2018, 8(4): 79

[13] Wu J, Wu S, Huo J, et al. Systematic characterization and 

longitudinal study reveal distinguishing features of human milk 

oligosaccharides in China. Curr Dev Nutr, 2020, 4(8): nzaa113

[14] Durham S D, Robinson R C, Olga L, et al. A one-year study of 

human milk oligosaccharide profiles in the milk of healthy UK 

mothers and their relationship to maternal FUT2 genotype. 

Glycobiology, 2021, 31(10): 1254-1267

[15] Wang Y, Zhou X, Gong P, et al. Comparative major 

oligosaccharides and lactose between Chinese human and 

animal milk. Int Dairy J, 2020, 108: 104727

[16] Huang X, Zhu B, Jiang T, et al. Improved simple sample 

pretreatment method for quantitation of major human milk 

oligosaccharides using ultrahigh pressure liquid chromatography 

with fluorescence detection. J Agric Food Chem, 2019, 67(44): 

12237-12244

[17] Ferreira A L, Alves R, Figueiredo A, et al. Human milk 

oligosaccharide profile variation throughout postpartum in 

healthy women in a Brazilian cohort. Nutrients, 2020, 12(3): 790

[18] Plows J F, Berger P K, Jones R B, et al. Longitudinal changes in 

human milk oligosaccharides (HMOs) over the course of 24 

months of lactation. J Nutr, 2021, 151(4): 876-882

[19] Austin S, De Castro C A, Bénet T, et al. Temporal change of the 

content of 10 oligosaccharides in the milk of Chinese urban 

mothers. Nutrients, 2016, 8(6): 346

[20] Xu G, Davis J C, Goonatilleke E, et al. Absolute quantitation of 

human milk oligosaccharides reveals phenotypic variations 

during lactation. J Nutr, 2017, 147(1): 117-124

[21] Austin S, Bénet T. Quantitative determination of non-lactose 

milk oligosaccharides. Anal Chim Acta, 2018, 1010: 86-96

[22] Ma L, Mcjarrow P, Fong B Y. Quantification of major milk 

oligosaccharides in a range of formulated milk powder products 

using high performance liquid chromatography-multi reaction 

monitoring-mass spectrometry. Int Dairy J, 2019, 94: 1-6

[23] Bao Y, Chen C, Newburg D S. Quantification of neutral human 

milk oligosaccharides by graphitic carbon high-performance 

liquid chromatography with tandem mass spectrometry. Anal 

Biochem, 2013, 433(1): 28-35

[24] Tonon K M, Miranda A, Abrão A, et al. Validation and 

application of a method for the simultaneous absolute 

quantification of 16 neutral and acidic human milk 

oligosaccharides by graphitized carbon liquid chromatography-

electrospray ionization-mass spectrometry. Food Chem, 2019, 

274: 691-697

[25] Mank M, Hauner H, Heck A J R, et al. Targeted LC-ESI-MS2 

characterization of human milk oligosaccharide diversity at 6 to 

16 weeks post-partum reveals clear staging effects and 

distinctive milk groups. Anal Bioanal Chem, 2020, 412(25): 

6887-6907

[26] Zhang W, Wang T, Chen X, et al. Absolute quantification of 

twelve oligosaccharides in human milk using a targeted mass 

spectrometry-based approach. Carbohydr Polym, 2019,          

219: 328-333

[27] Balogh R, Jankovics P, Béni S. Qualitative and quantitative 

analysis of N-acetyllactosamine and lacto-N-biose, the two 

major building blocks of human milk oligosaccharides in human 

milk samples by high-performance liquid chromatography-

tandem mass spectrometry using a porous graphitic carbon 

column. J Chromatogr A, 2015, 1422: 140-146

[28] Robinson R C, Poulsen N A, Barile D. Multiplexed bovine milk 

oligosaccharide analysis with aminoxy tandem mass tags. PLoS 

One, 2018, 13(4): e0196513

[29] Bao Y, Newburg D S. Capillary electrophoresis of acidic 

oligosaccharides from human milk. Electrophoresis, 2008,         

29(12): 2508-2515

[30] Song J F, Weng M Q, Wu S M, et al. Analysis of neutral 

saccharides in human milk derivatized with 2-aminoacridone by 

capillary electrophoresis with laser-induced fluorescence 

detection. Anal Biochem, 2002, 304(1): 126-129

[31] Galeotti F, Coppa G V, Zampini L, et al. Capillary 

electrophoresis separation of human milk neutral and acidic 

oligosaccharides derivatized with 2-aminoacridone. 

Electrophoresis, 2014, 35(6): 811-818



·2876· 2023；50（12）生物化学与生物物理进展  Prog. Biochem. Biophys.

[32] Elwakiel M, Hageman J A, Wang W, et al. Human milk 

oligosaccharides in colostrum and mature milk of Chinese 

mothers: lewis positive secretor subgroups. J Agric Food Chem, 

2018, 66(27): 7036-7043

[33] Kottler R, Mank M, Hennig R, et al. Development of a high-

throughput glycoanalysis method for the characterization of 

oligosaccharides in human milk utilizing multiplexed capillary 

gel electrophoresis with laser-induced fluorescence detection. 

Electrophoresis, 2013, 34(16): 2323-2336

[34] Sarkozy D, Borza B, Domokos A, et al. Ultrafast high-resolution 

analysis of human milk oligosaccharides by multicapillary gel 

electrophoresis. Food Chem, 2021, 341(Pt 2): 128200

[35] Olivares M, Albrecht S, De Palma G, et al. Human milk 

composition differs in healthy mothers and mothers with celiac 

disease. Eur J Nutr, 2015, 54(1): 119-128

[36] Van Leeuwen S S. Challenges and pitfalls in human milk 

oligosaccharide analysis. Nutrients, 2019, 11(11): 2684

[37] Albrecht S, Schols H A, Van Den Heuvel E, et al. CE-LIF-MSn 

profiling of oligosaccharides in human milk and feces of breast-

fed babies. Electrophoresis, 2010, 31(7): 1264-1273

[38] Mariño K, Lane J A, Abrahams J L, et al. Method for milk 

oligosaccharide profiling by 2-aminobenzamide labeling and 

hydrophilic interaction chromatography. Glycobiology, 2011,     

21(10): 1317-1330

[39] Tao N, Depeters E J, German J B, et al. Variations in bovine 

milk oligosaccharides during early and middle lactation stages 

analyzed by high-performance liquid chromatography-chip/mass 

spectrometry. J Dairy Sci, 2009, 92(7): 2991-3001

[40] Lang Y, Zhang Y, Wang C, et al. Comparison of different 

labeling techniques for the LC-MS profiling of human milk 

oligosaccharides. Front Chem, 2021, 9: 691299

[41] Struwe W B, Baldauf C, Hofmann J, et al. Ion mobility 

separation of deprotonated oligosaccharide isomers-evidence for 

gas-phase charge migration. Chem Commun (Camb), 2016,       

52(83): 12353-12356

[42] Delvaux A, Rathahao-Paris E, Guillon B, et al. Trapped ion 

mobility spectrometry time-of-flight mass spectrometry for high 

throughput and high resolution characterization of human milk 

oligosaccharide isomers. Anal Chim Acta, 2021, 1180: 338878

[43] Peterson T L, Nagy G. Toward sequencing the human milk 

glycome: high-resolution cyclic ion mobility separations of core 

human milk oligosaccharide building blocks. Anal Chem, 2021, 

93(27): 9397-9407

[44] Strecker G, Wieruszeski J M, Michalski J C, et al. Assignment of 

the 1H- and 13C-NMR spectra of eight oligosaccharides of the 

lacto-N-tetraose and neotetraose series. Glycoconj J, 1989, 6(1): 

67-83

[45] Gu F, Kate G A T, Arts I C W, et al. Combining HPAEC-PAD, 

PGC-LC-MS, and 1D 1H NMR to investigate metabolic fates of 

human milk oligosaccharides in 1-month-old infants: a pilot 

study. J Agric Food Chem, 2021, 69(23): 6495-6509

[46] Chai W, Piskarev V E, Zhang Y, et al. Structural determination 

of novel lacto-N-decaose and its monofucosylated analogue 

from human milk by electrospray tandem mass spectrometry and 
1H NMR spectroscopy. Arch Biochem Biophys, 2005, 434(1): 

116-127

[47] Domon B, Costello C E. A systematic nomenclature for 

carbohydrate fragmentations in FAB-MS/MS spectra of 

glycoconjugates. Glycoconj J, 1988, 5(4): 397-409

[48] Ashline D, Singh S, Hanneman A, et al. Congruent strategies for 

carbohydrate sequencing. 1. Mining structural details by MSn. 

Anal Chem, 2005, 77(19): 6250-6262

[49] Pfenninger A, Karas M, Finke B, et al. Structural analysis of 

underivatized neutral human milk oligosaccharides in the 

negative ion mode by nano-electrospray MSn (part 1: 

methodology). J Am Soc Mass Spectrom, 2002, 13(11): 1331-

1340

[50] Pfenninger A, Karas M, Finke B, et al. Structural analysis of 

underivatized neutral human milk oligosaccharides in the 

negative ion mode by nano-electrospray MSn (part 2: application 

to isomeric mixtures). J Am Soc Mass Spectrom, 2002, 13(11): 

1341-1348

[51] Chai W, Piskarev V, Lawson A M. Negative-ion electrospray 

mass spectrometry of neutral underivatized oligosaccharides. 

Anal Chem, 2001, 73(3): 651-657

[52] Chai W, Piskarev V, Lawson A M. Branching pattern and 

sequence analysis of underivatized oligosaccharides by 

combined MS/MS of singly and doubly charged molecular ions 

in negative-ion electrospray mass spectrometry. J Am Soc Mass 

Spectrom, 2002, 13(6): 670-679

[53] Wheeler S F, Harvey D J. Negative ion mass spectrometry of 

sialylated carbohydrates: discrimination of N-acetylneuraminic 

acid linkages by MALDI-TOF and ESI-TOF mass spectrometry. 

Anal Chem, 2000, 72(20): 5027-5039

[54] Chai W, Piskarev V E, Mulloy B, et al. Analysis of chain and 

blood group type and branching pattern of sialylated 

oligosaccharides by negative ion electrospray tandem mass 

spectrometry. Anal Chem, 2006, 78(5): 1581-1592

[55] Remoroza C A, Mak T D, De Leoz M L A, et al. Creating a mass 

spectral reference library for oligosaccharides in human milk. 

Anal Chem, 2018, 90(15): 8977-8988

[56] Mank M, Welsch P, Heck A J R, et al. Label-free targeted LC-

ESI-MS2 analysis of human milk oligosaccharides (HMOS) and 

related human milk groups with enhanced structural selectivity. 

Anal Bioanal Chem, 2019, 411(1): 231-250

[57] Yan J, Ding J, Jin G, et al. Profiling of human milk 

oligosaccharides for lewis epitopes and secretor status by 

electrostatic repulsion hydrophilic interaction chromatography 

coupled with negative-ion electrospray tandem mass 

spectrometry. Anal Chem, 2019, 91(13): 8199-8206

[58] Pfenninger A, Chan S Y, Karas M, et al. Mass spectrometric 

detection of multiple extended series of neutral highly 

fucosylated N-acetyllactosamine oligosaccharides in human 

milk. Int J Mass Spectrom, 2008, 278(2-3): 129-136



马心悦，等：人乳寡糖的结构及其分离分析2023；50（12） ·2877·

[59] Huang C, Yan J, Zhan L, et al. Linkage and sequence analysis of 

neutral oligosaccharides by negative-ion MALDI tandem mass 

spectrometry with laser-induced dissociation. Anal Chim Acta, 

2019, 1071: 25-35

[60] Jovanović M, Tyldesley-Worster R, Pohlentz G, et al. MALDI Q-

TOF CID MS for diagnostic ion screening of human milk 

oligosaccharide samples. Int J Mol Sci, 2014, 15(4): 6527-6543

[61] Amano J, Osanai M, Orita T, et al. Structural determination by 

negative-ion MALDI-QIT-TOFMSn after pyrene derivatization 

of variously fucosylated oligosaccharides with branched decaose 

cores from human milk. Glycobiology, 2009, 19(6): 601-614

[62] Ninonuevo M R, Park Y, Yin H, et al. A strategy for annotating 

the human milk glycome. J Agric Food Chem, 2006, 54(20): 

7471-7480

[63] Wu S, Tao N, German J B, et al. Development of an annotated 

library of neutral human milk oligosaccharides. J Proteome Res, 

2010, 9(8): 4138-4151

[64] Wu S, Grimm R, German J B, et al. Annotation and structural 

analysis of sialylated human milk oligosaccharides. J Proteome 

Res, 2011, 10(2): 856-868

[65] Carlo M J, Patrick A L. Infrared multiple photon dissociation 

(IRMPD) spectroscopy and its potential for the clinical 

laboratory. J Mass Spectrom Adv Clin, 2022, 23: 14-25

[66] Maitre P, Scuderi D, Corinti D, et al. Applications of infrared 

multiple photon dissociation (IRMPD) to the detection of 

posttranslational modifications. Chem Rev, 2020, 120(7): 3261-

3295

[67] Depraz Depland A, Renois-Predelus G, Schindler B, et al. 

Identification of sialic acid linkage isomers in glycans using 

coupled infraRed multiple photon dissociation (IRMPD) 

spectroscopy and mass spectrometry. Int J Mass Spectrom, 2018, 

434: 65-69

[68] Khanal N, Masellis C, Kamrath M Z, et al. Cryogenic IR 

spectroscopy combined with ion mobility spectrometry for the 

analysis of human milk oligosaccharides. Analyst, 2018, 143(8): 

1846-1852

[69] Abikhodr A H, Yatsyna V, Ben Faleh A, et al. Identifying 

mixtures of isomeric human milk oligosaccharides by the 

decomposition of IR spectral fingerprints. Anal Chem, 2021,     

93(44): 14730-14736

[70] Zhang H, Singh S, Reinhold V N. Congruent strategies for 

carbohydrate sequencing. 2. FragLib: an MSn spectral library. 

Anal Chem, 2005, 77(19): 6263-6270

[71] Kameyama A, Kikuchi N, Nakaya S, et al. A strategy for 

identification of oligosaccharide structures using observational 

multistage mass spectral library. Anal Chem, 2005, 77(15): 4719-

4725

[72] Joshi H J, Harrison M J, Schulz B L, et al. Development of a 

mass fingerprinting tool for automated interpretation of 

oligosaccharide fragmentation data. Proteomics, 2004, 4(6): 

1650-1664

[73] Lohmann K K, Von Der Lieth C W. GlycoFragment and 

GlycoSearchMS: web tools to support the interpretation of mass 

spectra of complex carbohydrates. Nucleic Acids Res, 2004,    

32: W261-W266



·2878· 2023；50（12）生物化学与生物物理进展  Prog. Biochem. Biophys.

Structure and Separation Analysis of Human Milk Oligosaccharides*

MA Xin-Yue1,2), HUANG Chun-Cui1), ZHAO Yao3), LI Yan1,2)**

(1)Institute of Biophysics, Chinese Academy of Sciences, Beijing 100101, China; 
2)University of Chinese Academy of Sciences, Beijing 100049, China; 

3)Children’s Hospital of Chongqing Medical University, Chongqing 400015, China)

Graphical abstract

Abstract　 Human milk oligosaccharides (HMOs) present in breast milk are a family of highly complex 
oligosaccharides that play a positive role in the intestinal flora, immune barrier, and brain development of infants. 
Due to the complex matrix in breast milk, the variety of oligosaccharides, the span of abundance, and the presence 
of many isomers, the detection of breast milk is faced with many challenges. A variety of techniques have been 
used for the analysis of human milk oligosaccharides and over 200 HMOs have been identified. Liquid 
chromatography and capillary electrophoresis have been effective in separating human milk oligosaccharides. 
Nuclear magnetic resonance spectroscopy, mass spectrometry and infrared multiphoton dissociation spectroscopy 
have promoted the comprehensive structural resolution of HMOs. This paper reviews the various techniques used 
to achieve high sensitivity and specificity for the analysis of HMOs and compares the advantages and 
disadvantages of the different techniques. It also focuses on the breakthroughs in mass spectrometry and the 
combination of different techniques to facilitate the analysis and determination of HMOs, providing a 
comprehensive technical support to explore the structure-function relationship of oligosaccharides and to gain a 
deeper understanding of the biological functions of HMOs.
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