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SUMMARY 

Human mi lk  f a t  globule membranes.  Preparation, morphological studies and chemical 
composition 

Two procedures for the preparation of the human milk fat globule membranes 
have been used, and morphological and enzymatic comparisons were made. Mem- 
branes obtained by the churning procedure were investigated for their protein, lipid, 
carbohydrate and amino acid contents. Analysis of  the proteins by acrylamide gel 
electrophoresis in sodium dodecyl sulfate were also performed. Several bands are 
observed: two of these represent glycoproteins. Nucleic acids were analysed on a 
sucrose density gradient. 

Des 6tudes morphologiques et biochimiques 1-4 ont montr6 que les globules 
lipidiques du lait de vache sont entour6s par une membrane pr6sentant une grande 
similitude avec les membranes plasmiques des cellules 6pith61iales de la glande 
mammaire.  

Le lait humain ne semble pas avoir 6t6 l 'objet de beaucoup de recherches. 
Toutefois, nous avons montr6 r6cemment la pr6sence d'enzymes marqueurs des 
membranes plasmiques, de l 'appareil de Golgi et du r6ticulum endoplasmique dans 
les membranes des globules lipidiques de laits colostraux 5. II nous a alors sembl6 
int6ressant d '&udier la composition chimique de ces membranes. De ce point de vue, 
les seules r6f~rences que l 'on poss6de se rapportent au lait bovin 1' 6-9; or des diff6ren- 
ces importantes apparaissent dans les r6sultats publi6s sur ces membranes,  cons6cutives 
aux traitements pr61iminaires des globules lipidiques, n&essaires ~t leur obtention. 

Nous avons donc 6t6 amen6s h pr~ciser une m6thode de pr6paration des mem- 
branes des globules lipidiques du lait humain, en utilisant des contr61es morphologi- 
ques et enzymatiques. 

MATI~RIEL ET MI~THODES 

MatOriel 
Les laits colostraux, pr61ev6s entre le 3 e et le 10 e jour  apr~s la parturition sont 

trait6s dans les deux heures qui suivent le pr616vement, sans ~tre refroidis. La cr6me 
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obtenue par  une centrifugation ~ 20 °C pendant 1 h ~ 2500 × g  est lav6e dans 10 lois 
son volume d'un tampon Tris HCI 0.01 M (pH 7.2) puis recentrifug6e dans les 
m~mes conditions. 

MOthodes 
(1) PrOparation des membranes 
Deux m6thodes de pr6paration ont 6t6 appliqu6es. Dans la premi6re, la cr6me 

dilu6e de moiti6 dans le tampon pr6c6dent est soumise ~ un barattage lent au Polytron, 
le tube 6tant maintenu dans la glace afin d'6viter un 6chauffement excessif. Apr6s 
formation des granules de beurre, le babeurre est dilu6 10 fois dans le tampon et 
centrifug6 1 h ~ 40000xg,  ~t + 4  °C. Le culot de membranes ainsi obtenu est lav6 
dans 30 fois son volume de tampon et recentrifug6 dans les mfimes conditions. II a 
6t6 vdrifi6 qu'g ce stade, les eaux de lavage ne contiennent aucune protdine du 
lactosdrum. 

Darts la deuxi6me mdthode, la cr6me dilude est congel6e durant 3 h ~t - 2 0  C. 
Apr6s d6cong61ation ~t 4 °C, les membranes sont prOpar6es comme dans la premi6re 
m6thode. 

(2) Analyses ehimiques 
A une suspension de membranes dans l 'eau distill6e (1-2 mg de protdines par 

ml) sont ajout6s 2 vol. d'dthanol. Le pr6cipit6 r6cup6r6 par centrifugation est d61ipid6 
selon la mdthode de Munro et Fleck ~°. Cette m6thode permet l 'extraction des acides 
ribonucldiques (et d6soxyribonuct6iques s'ils sont prdsents) par la technique de 
Schneider (cf. rdf. 11). II est admis qu'une absorbance de 32 correspond fi une con- 
centration en RNA de 1 mg par ml. Les prot6ines 12 et les oses neutres 13 sont dos6s 
par les m6thodes classiques sur des parties aliquotes du pr6cipit6 ddlipid6, redissous 
dans la soude normale, contre des t6moins serum albumine humaine et galactose- 
mannose ( l : l ,  v/v). 

L'acide sialique 14 et les hexosamines ~5 sont d6termin6s apr6s hydrolyse du 
prOcipit6 6thanolique, respectivement par HC1 0.05 M pendant 45 rain ~t 80 °C et par 
HCI 4 M pendant 4 h fi 100 ~C, par rapport  b. des t~moins acide N-ac6tylneuraminique 
et chlorhydrate de glucosamine. 

Les monosaccharides sont identifi6s par chromatographie en couche mince 
(DC-Alurolle cellulose Merck) dans le solvant butanol-pyridine-HC1 0.1 M (5:3:2, 
v/v/v) apr6s avoir 6t6 libdrds par hydrolyse ~ 100 °C dans HCI I M durant 3 h pour 
les oses neutres et dans HC1 4 M durant 4 h pour les oses amin6s. Les hydrolysats 
sont purifids par chromatographie sur colonne de Dowex 50 (200-400 mesh) dans 
HCI 0.3 M. La rdv61ation est effectu6e par pulv6risation d'oxalate d'aniline. 

Les acides amin6s sont dos6s par un analyseur automatique (Unichrom Beck- 
man) apr6s hydrolyse de la suspension de membranes par HC1 6 M pendant 24 h e t  
48 h ~t 100 °C en tube scell6. 

Les lipides totaux sont extraits par la m6thode de Folch et al. 16. La phase riche 
en chloroforme est 6vapor6e jusqu'fi siccit6 sous un flux d'azote, ~t tempdrature 
ambiante. Le r6sidu lipidique est imm6diatement pes6, puis redissous dans un volume 
prdcis de la phase inf6rieure de Folch et al. 16 et conserv6 fi - 2 0  °C dans un flacon 
rod6. Le phosphore lipidique est dos6 sur une partie aliquote de cet extrait selon la 
m6thode de Chen et al)  v. Le laux de phospholipides est calcul6 en multipliant par 
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25 la valeur obtenue pour le phosphore °. Les glyc6rides 18, le cholesterol libre 19 et 
est6rifi62° sont dos6s directement sur la suspension membranaire. 

Les lipides neutres sont analys6s par chromatographie en couche mince sur 
plaque de gel de silice F 254 (Merck) dans les syst6mes solvants : 6ther de p6trole-6ther 
6thylique acide ac6tique (9: 10: l, v/v/v) ou hexane-6ther 6thylique (50:50, v/v). Le 
cholesterol libre ou est6rifi6 est r6v616 sp6cifiquement par la m6thode de Lowry 21 
et les lipides totaux par le r6actif 5. la vanilline. Apr6s extraction des lipides neutres 
par l'ac6tone, les lipides polaires sont s6par6s par chromatographie bidimentionnelle 
sur plaques de gel de silice selon la m6thode de Parsons et Patton 22. Leur position 
est d6tect6e par exposition aux vapeurs d'iode, lls sont ensuite r6v616s par des r6actifs 
sp~cifiques fi chacun d'entre eux 23. 

(3) ElectrophorOse et ultracentrifugation 
Les prot6ines sont solubilis6es dans le dod6cyl sulfate de sodium fi 3°,0 et 

analys6es par 61ectrophor~se en gel d'acrylamide selon la m6thode de Anderson et al. 8 
Les glycoprot6ines sont mises en 6vidence selon Glossman et Neville 24. Les poids 
mol6culaires sont estim~s ~ partir d'une courbe d'6talonnage utilisant la s6rum 
albumine humaine (monom6re et dim~re), la trypsine et l '~-lactalbumine humaine. 

Un extrait d'acides nucl6iques obtenu par la m6thode de Scherrer et Darnel125 
est analys6 par ultracentrifugation de zone en gradient de saccharose (5-20%) selon 
Britten et Roberts 26. Un acide nucl6ique soluble de levure (4 S) marqu6 au 3H est 
utilis6 comme t6moin; la radioactivit6 de chaque fraction est d6termin6e en scin- 
tillation liquide (Packard Tricarb) apr6s pr6cipitation sur filtre Whatman (GF/B). 

(4) Microscopie ~lectronique 
(a) A transmission. Les culots obtenus apr6s barattage ou cong61ation-d6cong6- 

lation sont fix6s au glutarald6hyde ft. 2.5°./o dans un tampon phosphate 0.1 M h pH 7.4 
puis post-fix6s ~ l'acide osmique ~. 1%. Apr6s inclusion dans l'araldite, les coupes sont 
faites sur un ultramicrotome LKB type Ultrotome Ill ,  avec des couteaux de verre, 
et color6es ~t l 'ac6tate d'uranyle associ6 au citrate de plomb. Les observations sont 
faites sur un microscope JEM 7. 

(b) A balayage. Les culots entiers sont fix6s au glutarald6hyde ~ 2.5°..o dans le 
tampon phosphate, apr6s un lavage rapide; ils sont d6shydrat6s et mont6s sur un 
porte-6chantillon. La m6tallisation de toute la surface est r6alis6e par 6vaporation 
d'or. Les observations sont faites sur un microscope fi balayage Cambridge 
"Stereoscan". 

RESULTATS 

(1) Comparaison des 2 mdthodes de prOparation des membranes 
Deux crit6res biochimiques ont 6t6 choisis pour 6valuer la qualit6 des m6thodes 

de pr6paration: le rendement en prot6ines, classiquement employ6 pour 6valuer une 
quantit6 de mat6riel membranaire,  et la r6cup6ration d'une activit6 enzymatique que 
des 6tudes ant6rieures 5 nous ont permis de consid6rer comme caract6ristique des 
membranes de la glande mammaire,  la galactosyltransf6rase. 

I1 ressort des r6sultats consign6s dans le Tableau I que ces deux crit6res sont 
tr6s en faveur de l'homog6n6isation. En effet, pour une m6me quantit6 de cr6me, le 
taux de prot6ine y est de deux fois sup6rieur et il ne semble pas que l 'on puisse attribuer 
ce meilleur rendement ~t une 6ventuelle contamination par des prot6ines du lactos6- 
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rum. D'une part, les membranes obtenues par les deux m6thodes sont lav6es dans les 
m~mes conditions; d'autre part, un contr61e r6alis6 par 61ectrophor6se en gel d'acryl- 
amide sur un lavage suppl6mentaire lyophilis6 s'est av6r6 totalement n6gatif. 

L'activit6 de transfert du galactose, exprim6e en activit6 totale ou en activit6 
sp6cifique, aussi bien ~. un accepteur endog6ne qu'h la N-acetylglucosamine, confirme 
encore plus nettement l'int6r~t de l'homog6n6isation. 

TABLEAU 1 

COMPARAISON DES TAUX DE PROTI~INES ET DES ACTIVITIES DE TRANSFERT DU 
GALACTOSE SUR ACCEPTEURS ENDOGI~NES OU SUR N-ACI~TYLGLUCOSAMINE 
DE DEUX PRI~PARATIONS MEMBRANAIRES OBTENUES A PARTIR DE 50 ml DE 
LAIT HUMAIN PAR CONGI~LATION-DI~CONGI~LATION OU PAR BARATTAGE DE 
LA CRI~ME 

Cong61ation-d6cong61ation 
Barattage 

Prot~ines Tran~fert du galactose en radioactivit~; 
(rag) (cpm par min d'incubation) 

Accepteur endogdne N-AcPtylglucosarnine 

Totale Sp~cifique/rng Totale Sp~cifique/mg 
prot~ines prot~ines 

2.4 0 0 64 26.5 
4.4 12 2.7 297 67.5 

Ces r6sultats biochimiques sont corrobor6s par l'6tude morphologique. 
(A) Microscope ~ transmission 
(a) AprOs barratage (Fig. 1), on observe dans le culot la pr6sence de nombreuses 

microv6sicul~s de taille variable (de 0.05 h 0.35 #m) limit6es par une membrane simple. 
II n'est pas possible d'y mettre en 6vidence un mat6riel quelconque. Ces microv6sicules 
se trouvent r6parties au sein d 'un mat6riel h6t6rog~ne. I1 reste de rares globules lipidi- 
ques reconnaissables ~ leur taille beauxoup plus importante et ~ l'aspect caract6ristique 
de leur contenu. 

(b) Apr~s congOlation-d~congOlation (Fig. 2), les microv6sicules sont excep- 
tionnellement pr6sentes. Les images observ6es 6voquent l'aspect de membranes 
"rompues et 6tal6es" et non pas "organis6es en v6sicules" comme c'est le cas apr6s 
barattage. 

(B) Microscope ~ balayage 
(a) Aprks barattage (Fig. 3), on retrouve les microv6sicutes observ6es avec le 

microscope ~t transmission; entre les v6sicules parfaitement identifiables, on trouve un 
mat6riel correspondant peut-~tre 5. des fragments de membranes rompues. 

(b) Aprks congOlation-dOcongOlation (Fig. 4) on peut observer de larges fragments 
membranaires, 6tal6s ~ la surface du culot, rep6rables au niveau des fractures 
occasionn6es dans le culot lors de la pr6paration, confirmant ainsi les observations 
faites en microscopie 61ectronique ~t transmission. 

C'est done la pr6paration par barattage qui a 6t6 adopt6e pour la suite de ce 
travail. 
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Fig. 1. Membranes obtenues par  barattage. Noter  la pr6sence de nombreuses microv6sicules. 
Colorat ion ac6tate d 'uranyle + citrate de plomb. × 12 500. 

Fig. 2. Membranes obtenues par  cong61ation-d6cong61ation. Noter  l 'absence de microv6sicules et 
la pr6sence de "f ragments"  de membranes.  Coloration ac6tate d 'u ranyle+ci t ra te  de plomb. 
× 12500. 
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Fig. 3. Membranes obtenues par  barrattage. Microscope ~. balayage. Pr6sence de microv6sicules. 
Coloration ac6tate d 'u ranyle+ci t ra te  de plomb, x 17000. 

Fig. 4. Membranes obtenues par cong61ation ddcong61ation. Microscope ~t balayage. Absence de 
microv~sicules, fragments de membranes 6taldes. Coloration ac6tate d 'uranyle+ci t ra te  de plomb. 
× 22 000. 
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(2) Analyses chimiques 
Les dosages des consti tuants glucidiques, lipidiques et nucl6iques sont rapport6s  

dans le Tableau II. Les chiffres repr6sentent la moyenne  d'essais r6alis6s sur trois 
pr6parat ions diff6rentes, correspondant  chacune au lait d 'une seule m6re. I1 existe des 
variations individuelles relativement importantes,  remarqu6es 6galement chez la vache 
par  Anderson et Cheeseman 6. 

TABLEAU lI 

COMPOSITION EN GLUCIDES, LIPIDES ET ACIDES NUCLt~IQUES DES MEMBRANES 
DES GLOBULES LIPIDIQUES DU LAIT MATERNEL 

Les valeurs sont exprim6es en rag/rag de prot6ine sauf pour les glyc&ides dont le taux est exprim6 
en nmoles/mg de prot~ine. 

Component Composition 
(rag~rag de prot~ine) 

Hexoses 0.045 + 0.02 
Hexosamines 0.044 + 0.015 
Acide sialique 0.018 + 0.01 
Lip±des totaux 1.46 +0.5 
Phospholipides 0.085 ± 0.03 
Cholesterol libre 0.051 ± 0.02 
Cholesterol est6rifi6 0.01 ±0.005 
Cholesterol/phosphore lipidique (rapport molaire) 1.4 
Glyc6rides 40 ± 20 
Acide ribonucl6ique 0.015 ± 0.01 
Acide d6soxyribonucldique 0 

Les valeurs d 'oses neutres et d 'acide sialique des membranes  des globules 
lipidiques du lait humain  sont voisines de celles du lait bovin 9. I1 est difficile de 
comparer  les chiffres que nous avons obtenus pour  les osamines de ceux publi6s par  
les m~mes auteurs, car ils sont exprim6s en mole 0/0 par rapport  aux acides amin6s. 

La chromatographie  en couche mince permet d'identifier le galactose, la 
glucosamine et le glucose. La pr6sence de glucose, qui n'est pas un const i tuant  des 
glycoprot6ines humaines, peut ~tre attribu6e ~ des glycolipides, car la lib6ration des 
glucides analys6s par chromatographie  a 6t6 r6alis6e h partir  des membranes  totales. 

Une analyse qualitative des glyc6rides a montr6 une nette pr6dominance des 
triglyc6rides par  rappor t  aux diglyc6rides, les monoglyc6rides ne se t rouvant  qu'~ 
l '6tat de traces; ces constatat ions sont en accord avec les chiffres de Bracco et al.7: 
58% de triglyc6rides, 8.1% de diglyc6rides et traces de monoglyc6rides. Mais, 15_ 
encore, l 'expression diff6rente des r6sultats ne permet pas de comparer  les valeurs 
totales des glyc6rides. Not re  chiffre moyen,  40 nmoles/mg de prot6ine, est voisin de 
celui donn6 par  Colbeau et al. 27 pour  les microsomes du foie de rat. 

On note 6galement la pr6sence d'acides gras libres. Ii faut d'ailleurs envisager 
la possibilit6 d 'une  contaminat ion par  les lip±des du beurre. 

Le taux de phospholipides pa rah  faible; en revanche, celui de cholest6rol est 
tr~s voisin de ceux publi6s pour  les membranes  des globules lipidiques humains  7 ou 
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bovins 9. La sphyngomy61ine, la phosphatidylcholine,  la phosphat idyl6thanolamine,  
la phosphatidyls6rine et le phosphatidylinosi tol  ont  6t6 identifi6s comme dans les 

membranes  bovines ~ . 
La pr6sence d'acide nucl6ique avait 6t6 signal6e dans les membranes  des globules 

lipidiques bovins 2a. La Fig. 5 donne  le d iagramme d 'ul t racentr i fugat ion en gradient 
de saccharose des acides r ibonucl6iques des membranes  des globules lipidiques 
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Fig. 5. Centrifugation en gradient de saccharose 5-20~o pendant 16 h ~t 20000 rev./min dans le 
rotor SW 25-1 d'une ultracentrifugeuse Spinco, mod61e L du RNA des membranes des globules 
lipidiques et d'un t6moin RNA soluble de levure (4 S) marqu6 au all. + - - - + ,  A2n0 nm; 0 - - 0 ,  
radioactivit6 3H. 

TABLEAU II1 

COMPOSITION EN ACIDES AMINI~S DES MEMBRANES DES GLOBULES LIPIDIQUES 
DU LAIT MATERNEL 

Les valeurs sont exprim6es en mole ~. Elles sont calcul6es par extrapolation des r6sultats obtenus 
apr6s 24 h et 48 h d'hydrolyse. Le tryptophanne et la demi-cystine n'ont pas 6t6 d6termin6s. 

Acide amind Composition en 
acides aminds 
(mole %) 

Lysine 8.5 
Histidine 4.6 
Arginine 9 
Acide aspartique 9.1 
Thr6onine 6.4 
S6rine 6.6 
Acide glutamique 12 
Proline 6.7 
Glycocolle 7.9 
Alanine 8.3 
Valine 7.5 
Isoleucine 5.1 
Leucine 8.3 
Tyrosine 1.2 
Ph6nylalanine 2.4 
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humaines. Un seul pic d'absorbance apparatt, correspondant ~ une faible vitesse de 
s6dimentation, caract6ristique des RNA de membranes. 

Le dosage des acides amin6s est donn6 dans le Tableau III. Bien que la com- 
position en acides amin6s d'un m61ange de prot6ines ne soit que d'un int6r~t limit6, 
on peut constater cependant que les valeurs obtenues sont assez voisines de celles 
publi6es par Kobylka et Carraway 9 pour les membranes des globules lipidiques bovins, 
avec, en particulier, des taux 61ev6s d'acide glutamique et d'acide aspartique. 

~iiiiiiiil ~ii~ii~ii~iiiiii~iiiiii~ii!ii~ii!iii!iiiiii!iil 

Fig. 6. Electrophor6se en gel d'acrylamide des prot6ines des membranes des globules lipidiques du 
lait humain, solubilis6es dans le dod6cyl sulfate de sodium b. 3 ~. P, r6v61ation des prot6ines par le 
bleu de Coomassie. D6p6t approximatif: 150/~g de prot6ines. G, r6v61ation des sucres par la 
m6thode p6riodate-Schiff. D6p6t approximatif: 500/~g de prot6ines. Les filches marquent la 
position des marqueurs dont les poids mol6culaires sont indiqu6s. 

L'61ectrophor6se en gel d'acrylamide des prot6ines membranaires solubilis6es 
par le dod6cyl sulfate de sodium est repr6sent6e sur la Fig. 6, avec la double r6v61ation 
prot6ines-glucides. Les essais effectu6s sur plusieurs pr6parations donnent sensible- 
ment la m6me r6partition; ainsi, on retrouve toujours les deux bandes glycopro- 
t6iques majeures. Si l 'on se r6f~re aux marqueurs utilis6s, leurs poids mol6culaires 
apparents seraient respectivement de 160000 et 84000. 

DISCUSSION 

Les deux m6thodes de pr6paration, homog6n6isation et cong61ation-d6con- 
g61ation ont 6t6 utilis6es pour pr6parer les membranes des globules lipidiques du lair 
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bovin, mais ~ notre connaissance, aucune 6tude comparative n 'a  6t6 effectu6e. Dans 
le cas des membranes du lair humain, les crit6res biochimiques et morphologiques 
confirment l'int6r& de l'homog6n6isation. La pr6sence, uniquement dans les mem- 
branes pr6par6es par cette m6thode, d'une activit6 de transfert de galactose fi des 
accepteurs endog6nes, par d6finition membranaire, est particulibrement int6ressante. 
Cette activit6 est en effet caract6ristique de l 'appareil de Golgi. Rappelons que, dans 
un travail ant6rieur 5, nous y avions 6galement mis en 6vidence une activit6 thiamine 
pyrophosphatase, absente de la phase soluble, confirmant ainsi la pr6sence d'616ments 
golgiens dans les membranes des globules lipidiques du lait humain. 

Les difficult6s d'obtention en quantit6 suffisante du lait humain n'ont pas permis 
de r6aliser une 6tude quantitative aussi pr6cise des principaux constituants des 
membranes des globules lipidiques que celles qui ont 6t6 effectu6es pour le lait bovin. 
N6anmoins, aussi bien pour les glucides que pour les lipides ou les acides amin6s, 
un certain nombre de concordances ont pu &re mises en 6vidence. 

D'ailleurs, il parait vraisemblable que les membranes des globules lipidiques du 
lait humain sont h6t6rogbnes. Une r6cente 6tude morphologique de m6canisme de la 
s6cr6tion lact6e de la ch6vre, du cobaye et de la vache 29 montre que les membranes 
des globules lipidiques portent sur leur surface interne un mat6riau dense qui d6riverait 
du cytoplasme. Nous-m~mes avons montr6 la pr6sence d'enzymes marqueurs, non 
seulement de l 'appareil de Golgi et des membranes plasmiques, mais encore du 
r6ticulum endoplasmique. Cette observation confirme donc que les membranes des 
globules lipidiques du lait humain comportent plusieurs populations membranaires. 

I1 appara~t ainsi n6cessaire de soumettre ces membranes fi un fractionnement 
du type de ceux que l'on utilise pour obtenir des fractions submicrosomiques. Des 
essais pr61iminaires par gradient discontinu de saccharose se sont av6r6s efficaces. 
Une 6rude plus approfondie de la constitution et des structures des sous-fractions 
ainsi obtenues semble donc s'imposer, ~, condition que l'on ne soit pas limit6 par les 
difficult6s d 'obtention de ce mat6riel rare qu'est maintenant le lair humain frais. 

RI~SUMI~ 

Les membranes des globules lipidiques du lait maternel ont 6t6 pr6par6es par 
cong61ation-d6cong61ation et par barattage. Cette derni6re m6thode donne le 
meilleur rendement en prot6ine ainsi qu'en activit6 lactosamine synth6tase. Des 
contr61es morphologiques effectu6s en microscopie 61ectronique par transmission ou 
fi balayage confirment les r6sultats biochimiques. La composition en prot6ines, 
aminoacides, sucres, lipides et acide nucl6ique est d6termin6e. L'analyse des prot6ines 
par 61ectrophor6se en gel d'acrylamide met en 6vidence deux glycoprot6ines majeures 
correspondant respectivement h des poids mol6culaires de 160000 et 84000. L'ultra- 
centrifugation en gradient de saccharose montre que les acides nucl6iques ont une 
vitesse de s6dimentation faible. 
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