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西农萨能奶山羊乳和荷斯坦牛乳挥发性游离脂肪酸
组成比较及分子机理分析

李林强，　昝林森＊２
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摘　要：以西农萨能奶山羊和荷斯坦牛为对象，研究山羊乳和牛乳挥发性游离脂肪酸组成的差异，
并分析其分子机理。采用固相微萃取／ＧＣ－ＭＳ分析二者挥发性游离脂肪酸组成，对西农萨能奶山
羊脂肪酸合成酶乙酰－ＣｏＡ／丙二酰－ＣｏＡ转移酶区域（ＡＴ－ＭＴ）ｃＤＮＡ克隆，对其 ＡＡ序列及蛋白
二级结构与荷斯坦牛进行比较。结果表明西农萨能奶山羊奶中癸酸（４０．８９ｇ／１００ｇ）是影响其风
味的主效成分。西农萨能奶山羊ＡＴ／ＭＴ　ＡＡ序列、蛋白二级结构与荷斯坦牛存在明显差异。西
农萨能奶山羊脂肪合成与代谢相关酶基因应是羊奶膻味形成的关键因素，传统育种和分子育种方
法将是提高山羊乳品质的有效途径。
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　　山羊乳具有较高的营养价值，接近人乳［１］。与
牛奶相比，山羊乳的膻味（Ｇｏａｔｙ　ｆｌａｖｏｕｒ）不为消费
者所接受。关于山羊乳的膻味研究很多，报道结果
并不一致。山羊奶中短、中链的游离脂肪酸（Ｃ４－
Ｃ１０）和一些支链脂肪酸含量较高是造成羊奶和羊奶
制品膻味的主要原因［２－３］，有推测认为认为膻味是
Ｃ６与Ｃ８脂肪酸共同作用的结果，还有人认为己酸、
辛酸和癸酸似乎使山羊奶制品具有特殊膻味，其中
特别是癸酸（Ｃ１０∶０，又名欧米茄癸酸和羊蜡酸）和
辛酸（Ｃ８∶０，又名羊脂酸）含量远高于牛乳。脱膻的
研究也很多，但尚未形成成熟的技术。以西农萨能
奶山羊（Ｓａａｎｅｎ　ｇｏａｔ）和荷斯坦奶牛（Ｈｏｌｓｔｅｉｎ　ｃａｔ－
ｔｌｅ）乳为研究对象，通过ＳＰＭＥ／ＧＣ－ＭＳ对二者挥
发性游离脂肪酸组成比较分析，确认形成山羊乳膻
味的主效成份，并进行分子机理研究，为开发优质
山羊乳提供理论基础。

１　材料与方法

１．１　样品采集
羊奶和牛奶分别采自西北农林科技大学原种

场西农萨能奶山羊（Ｓａａｎｅｎ　ｇｏａｔ）和国家肉牛改良
中心荷斯坦奶牛（Ｈｏｌｓｔｅｉｎ　ｃｏｗ）。采集西农萨能奶
山羊新鲜皮下脂肪组织，液氮中速冻，－８０℃超低
温冰箱保存备用。

１．２　方法

１．２．１　羊奶和牛奶挥发性脂肪酸测定

１）ＧＣ－ＭＳ条件　ＴＲＡＣＥ　ＤＳＱ　ＧＣ－ＭＳ联用
仪：美国 Ｆｉｎｎｉｇａｎ公司产品；弹性石英毛细管柱

ＤＢ－ＷＡＸ（３０ｍ×０．２５ｍｍ×０．２５μｍ）：美国 Ａｇｉ－
ｌｅｎｔ公司产品；程序升温４０℃，保持２．５ｍｉｎ，以每
分钟５℃升至２００℃，再以１０℃升至２４０℃，保持

５ｍｉｎ；进样口２５０℃；传输线２３０℃；载气为 Ｈｅ
气，体积流量１．０ｍＬ／ｍｉｎ；不分流进样。电离方式

ＥＩ，７０ｅＶ；离子源温度２５０℃，质量扫描范围３５～
４００ａｍｕ；发射电流１００μＡ，检测电压１．４ｋＶ。

２）样品处理　采用顶空固相微萃取法，取奶样
品３ｇ置于２０ｍＬ密封顶空样品瓶，在６５～７０℃条
件下进行水溶，固相微萃取分别采用（１００μｍ）

ＰＤＭＳ和ＤＶＢ／ＣＡＲ／ＰＤＭＳ（５０μｍ），萃取富集３０
ｍｉｎ，在２２０℃条件下脱附３ｍｉｎ，挥发性合物的测
定采用美国 Ｆｉｎｎｉｇａｎ　Ｔｒａｃｅ气质联用设备，以１
ｍｏｌ／Ｌ的巴豆酸液作为内标。

１．２．２　数据处理　根据定性分析检测结果与美国
国家标准与技术局 （Ｔｈｅ　Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ　ｏｆ
Ｓｔａｎｄａｒｄｓ　ａｎｄ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，ＮＩＳＴ）化学数据库
（Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｗｅｂ　Ｂｏｏｋｓ）储存标准图谱对照，当匹配
度大于８００时予以标示，组分相对含量根据峰面积
归一化法。

１．２．３　萨能奶山羊脂肪酸合成酶（ＦＡＳ）乙酰－
ＣｏＡ／丙二酰－ＣｏＡ转移酶区域（ＡＴ／ＭＴ）ｃＤＮＡ克
隆、ＡＡ序列及蛋白二级结构相关分析

１）总ＲＮＡ提取和目标基因ＲＴ－ＰＣＲ扩增　
采用Ｔｒｉｚｏｌ法提取萨能奶山羊皮下组织基因组

ｍＲＮＡ，ＤＮＡ酶处理后，１％琼脂糖凝胶电泳检测
核糖体ＲＮＡ　２８Ｓ和１８Ｓ带的完整性（紫外分光光
度计测定波长２６０ｎｍ和２８０ｎｍ处的ＯＤ值为１．８
～２．０）。用 Ｒｅｖｅｒｔ　Ａｉｄ　ＴＭ　Ｆｉｒｓｔ　Ｓｔｒａｎｄ　ｃＤＮＡ
Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ　Ｋｉｔ（Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ　Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅ）反转录得到

ｃＤＮＡ。ＲＴ－ＰＣＲ获得目标基因，引物序列见表１。

ＲＴ－ＰＣＲ条件：９５℃３ｍｉｎ，１ｃｙｃｌｅ；９４℃２０ｓ；

５５℃２０ｓ；７２℃１ｍｉｎ　４０ｓ，３５ｃｙｃｌｅｓ；７２℃１０
ｍｉｎ，１ｃｙｃｌｅ。

表１　ＲＴ－ＰＣＲ引物

Ｔａｂ．１　Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｐｒｉｍｅｒ　ｓｅｔｓ　ｕｓｅｄ　ｆｏｒ　ＰＣＲ

基因 引物序列
产物
长度／ｂｐ

褪火
温度／℃

ＡＴ－ＭＴ

Ｆ：５′－ＡＣＧＴＧＣＡＣＧＴ
ＣＡＴＣＣＴＣＣＡＧ１２６７５５
Ｒ：５′－ＴＧＧＴＣＣＴＴＣＴ
ＴＣＡＴＣＡＧＧＧＧ

１　２６７　 ５５

　　２）克隆载体的构建和 ＡＡ序列及蛋白二级结
构相关分析　回收纯化ＰＣＲ产物，将获得的１　２６７
ｂｐ的 ＡＴ／ＭＴ 基因 ｃＤＮＡ 序列连接 Ｔ－Ｖｅｃｔｏｒ
（ｐＭＤ１８－Ｔ载体），４℃连接过夜，热击转化大肠杆
菌ＤＨ５α，挑１２个克隆进行ＰＣＲ鉴定插入方向，然
后进行质粒抽提，酶切鉴定插入片段。取阳性克隆
菌液进行再培养，提取质粒测序，测序结果翻译后
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用ＤＮＡ　Ｓｔａｒ软件进行ＡＡ序列及蛋白二级结构相
关分析。

２　结果与分析

２．１　羊奶和牛奶挥发性脂肪酸比较
图１和图２分别为羊奶、牛奶和挥发性脂肪酸

总离子图。经过图谱解析结果见表２。

图１　羊奶挥发性脂肪酸总离子图

Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅ　ｉｏｎ　ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ　ｏｆ　ｖｏｌａｔｉｌｅ　ｆａｔｔｙ　ａｃｉｄｓ　ｐｒｅ－

ｐａｒｅｄ　ｆｒｏｍ　ｆｒｅｓｈ　ｇｏａｔ　ｍｉｌｋ

图２　牛奶挥发性游离脂肪酸总离子图

Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅ　ｉｏｎ　ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ　ｏｆ　ｖｏｌａｔｉｌｅ　ｆｒｅｅ　ｆａｔｔｙ　ａｃｉｄｓ

ｐｒｅｐａｒｅｄ　ｆｒｏｍ　ｆｒｅｓｈ　ｃａｔｔｌｅ　ｍｉｌｋ

　　由表２可见羊奶中草酸（２．３６％），牛奶中未检

测到；羊奶中丁酸（１．５５％）、己酸（４．６３％）、和十二
烷酸（１．２４％）质量分数分别远低于牛奶中三者质
量分数（４．７３％、１４．６８％和２．３２％）；羊奶中癸酸
（４０．８９％）质量分数远高于牛奶（２１．８９％）；羊奶和
牛奶辛酸（２７．１５％和２６．９２％）和醋酸（７．５２％和

５．９７％）质量分数接近。结果表明羊奶中癸酸可能
是影响其风味的主效成分。

表２　羊奶和牛奶主要挥发性游离脂肪酸

Ｔａｂ．２　Ｍａｉｎ　ｖｏｌａｔｉｌｅ　ｆｒｅｅ　ｆａｔｔｙ　ａｃｉｄｓ　ｐｒｅｐａｒｅｄ　ｆｒｏｍ　ｆｒｅｓｈ

ｍｉｌｋ　ｏｆ　ｇｏａｔ　ａｎｄ　ｃａｔｔｌｅ

保留
时间／
ｍｉｎ

脂肪酸
相对
分子
质量

分子式
质量分数／％

山羊 牛

３．５４ 草酸 ９０ Ｃ２Ｈ２Ｏ４ ２．３６ －

１６．４３ 醋酸 ６０ Ｃ２Ｈ４Ｏ２ ７．５２　 ５．９７

２０．７７ 丁酸 ８８ Ｃ４Ｈ８Ｏ２ １．５５　 ４．７３

２５．５７ 己酸 １１６ Ｃ６Ｈ１２Ｏ２ ４．６３　 １４．６８

２９．８７ 辛酸 １４４ Ｃ８Ｈ１６Ｏ２ ２７．１５　 ２６．９２

３３．８１ 欧米茄癸酸 １７２ Ｃ１０Ｈ２０Ｏ２ ４０．８９　 ２１．８９

３７．０８ 十二烷酸 ２００ Ｃ１２Ｈ２４Ｏ２ １．２４　 ２．３２

２．２　目标基因扩增结果

ＲＴ－ＰＣＲ克隆脂肪酸合成酶 ＡＴ／ＭＴ产物电
泳检测结果见图３。

Ｌａｎｅ　Ａ：ＡＴ／ＭＴ基因；Ｍ：ＤＬ２０００

图２　ＲＴ－ＰＣＲ克隆脂肪酸合成酶ＡＴ／ＭＴ产物电泳

Ｆｉｇ．２　Ａｇａｒｏｓｅ　ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ　ｏｆ　ＲＴ－ＰＣＲ　ｐｒｏｄｕｃｔ　ｏｆ

ＡＴ／ＭＴ　ｇｅｎｅ

　　由图３可见所获基因在１　２００ｂｐ附近，与预测
结果一致。

２．３　酶切鉴定插入片段鉴定
连接产物转化大肠杆菌后，选择白色菌落进行

ＰＣＲ，提取阳性菌落质粒用Ｎｄｅ１和Ｘｈｏ１进行双酶
切鉴定，结果见图３。结果表明ＡＴ／ＭＴ 基因插入

ｐＭＤ１８－Ｔ克隆载体。
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Ｍ：ＤＬ２０００ＤＮＡ分子量标准；Ａ：质粒；Ｂ：ＡＴ／ＭＴ原核表达

质粒

图３　ＡＴ／ＭＴ原核表达质粒双酶切鉴定胶图

Ｆｉｇ．３　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ＡＴ／ＭＴ　ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｐｌａｓｍｉｄｓ

２．４　脂肪酸合成酶ＡＴ／ＭＴ区域ＡＡ序列与牛比
较

取阳性克隆菌液培养，利用质粒提取试剂盒提
取质粒、测序。将山羊ＦＡＳ基因ＡＴ－ＭＴ 区域的核
酸序列用标准密码子翻译成ＡＡ 序列，与牛的ＡＡ
序列（ＮＰ－７７６５３５．１）利用 ＤＮＡｍａｎ软件进行蛋白
质序列比较。结果表明，山羊ＡＡ序列在８、２５、３６、

８１、９７、９８、９９、１０６、１２０、１９３、２０５、２１８、２４１、２５４、

２６７、２９９、３０３、３１８、３２３、３２４等处与牛的不同。氨基
酸序列二级结构预测结果表明，山羊９０－１２０、１３０－
１４０α螺旋（α－ｈｅｌｉｘ），２５０－２６０β折叠（β－ｓｈｅｅｔ）、２４０－
２５０β转角（β－Ｔｕｒｎ）、５０－６０无规则卷曲（Ｃｏｉｌ）结构
与牛的不同。

图４　山羊和牛ＦＡＳ基因ＡＴ－ＭＴ区域氨基酸序列比较

Ｆｉｇ．４　ＡＡ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ｏｆ　ＡＴ－ＭＴ　ｆｒｏｍ　ＦＡＳ　ｇｅｎｅ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ｇｏａｔ　ａｎｄ　ｃａｔｔｌｅ

图５　ＦＡＳ基因ＡＴ－ＭＴ区域蛋白质二级结构分布

Ｆｉｇ．５　Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ　ｏｆ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｓｅｃｏｎｄａｒｙ　ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　ｏｆ　ＡＴ－ＭＴ　ａｒｅａ　ｆｒｏｍ　ＦＡＳ　ｇｅｎｅ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ｇｏａｔ　ａｎｄ　ｃａｔｔｌｅ

３　结　语

根据文献报道，羊奶中的中链（Ｃ１０∶０－Ｃ１４∶０）和

短链（Ｃ４∶０－Ｃ８∶０）脂肪酸含量高［４］，容易消化吸收，且

具有独特的保健药用价值［５－６］，同时中、短链脂肪酸

也是形成羊奶膻味的主要组分［６］。这与本文研究

结果不尽一致，本文研究结果表明羊奶中丁酸
（１．５５％）、己酸（４．６３％）和十二烷酸（１．２４％）质量
分数分别远低于牛奶中三者质量分数（４．７３％、

１４．６８％和２．３２％）；羊奶和牛奶中辛酸（２７．１５％和

２６．９２％）和醋酸（７．５２％和５．９７）的质量分数接近，
但羊奶中癸酸（４０．８９％）质量分数远高于牛奶
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（２１．８９％），表明羊奶中癸酸可能是影响其风味的
主要成分。与现有文献报道结果不一致这可能是
由于山羊品种不同所致，也可能与饲养管理有
关［７］。本文西农萨能奶山羊ＦＡＳ　ＡＴ／ＭＴｃＤＮＡ
克隆，ＡＡ序列及蛋白二级结构相关分析结果表明
山羊ＡＡ 序列、二级结构与牛存在明显差异，这可

能是导致山羊奶形成膻味的主要原因之一，其他的
脂肪酸合成酶 ［８－９］和脂肪酸代谢酶［１１－１２］也可能影

响山羊奶膻味的形成的重要因素，这还需进一步研
究。因此，山羊脂肪合成与代谢相关酶基因应是羊
奶膻味形成的关键因素，传统育种和分子育种方法
相结合将是提高山羊乳品质的有效途径。
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