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摘  要: 目的  探究影响原料乳中蛋白酶活性的因素。方法  以原料乳以及不同工艺处理前后奶样为样本, 基于

福林酚法测定酸、碱、中性蛋白酶活性, 在牧场和工艺层面分析不同地区、季节、牧场温度、体细胞数、嗜冷菌

数目及行为应激对牛奶样本蛋白酶活性的影响, 并对不同处理工艺对产品蛋白酶活性的影响进行分析。结果  牧

场层面对蛋白酶活性变化的贡献率依次为: 季节(导致的温度变化)>牧场最高温度>地区>嗜冷菌数>体细胞数。

在不同处理工艺对蛋白酶灭活率的对比中, 4 种处理工艺对蛋白酶灭活率的大小依次为: 超高温灭菌(ultra-high 

temperature treated, UHT)前预热处理(90 ℃、5 s)> 巴氏杀菌前热处理(70 ℃、5 s)>反渗透(reverse osmosis, RO)膜>

离心除菌。结论  在牧场层面主要影响因素为季节导致的温度变化对蛋白酶活性的影响; 在工艺层面同时采用

杀菌前预热处理的方式可以使蛋白酶的灭活率达到 50%以上。 
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ABSTRACT: Objective  To explore the factors affecting protease activity in raw milk. Methods  Used raw milk 

and milk samples before and after different processing techniques as samples, acid, alkali and neutral protease 

activities were determined based on the Folin phenol method. The effects of different regions, seasons, ranch 

temperatures, somatic cell numbers, number of psychrophilic bacteria, and behavioral stress on protease activity in 

milk samples were analyzed at the ranch and process levels, and the effects of different processing techniques on 

product protease activity were analyzed. Results  The contribution rate of protease activity changes at the ranch level 

was in the following order: Season (resulting in temperature changes)>highest temperature on the ranch>region>number 

of psychrophilic bacteria>number of somatic cells. In the comparison of protease inactivation rates under different 

treatment processes, the 4 treatment processes had the following order of protease inactivation rate: Ultra-high 

temperature treated (UHT) preheating treatment (90 ℃, 5 s)>pre heat treatment before sterilization (70 ℃, 5 s)>reverse 

osmosis (RO)>centrifugal sterilization. Conclusion  The main influencing factor at the ranch level is the seasonal 

temperature changes that affect protease activity, simultaneously using preheating treatment before sterilization at the 

process level can achieve a protease inactivation rate of over 50%. 
KEY WORDS: dairy product; raw milk; protease; influencing factors 

 
 

0  引  言 

牛奶是一种营养丰富且具有生物活性的食物, 有研

究表明, 正常原料乳中约有 70 种天然酶。其中蛋白酶因其

来源广泛、种类多样, 作用性强, 因此其被认为是影响牛

奶和奶制品的质量和保质期的重要因素[1]。牛奶中的蛋白

酶包括内源蛋白酶和外源蛋白酶。原料乳中的内源蛋白酶

也称纤溶酶, 其依托于复杂的纤溶酶原-纤溶酶转化系统

而产生[2]。同时, 在 HAMED 等[3]的研究中发现, 牛奶中的

纤溶酶活性与体细胞数呈现显著的相关性, 即随着牛奶中

体细胞数的增加, 其纤溶酶活性逐渐增大。然而除了内源

蛋白酶外, 在原料奶中还含有外源蛋白酶, 其主要由细菌

产生。即使所有食用的牛奶在加工过程中都经过热处理, 
以灭活残留酶类和微生物, 延长牛奶的保质期。但是受限

于复杂的纤溶酶转化体系以及原料乳中混杂的微生物组成, 
部分蛋白水解酶能够抵抗得住热杀菌工艺的强度而残留在

成品乳中, 从而导致产品出现如蛋白沉淀、凝胶老化、风

味劣变等质量缺陷[4]。郭银萍等[5]研究表明, 在成品乳的

生产过程中采取灭杀工艺处理可以有效保证成品乳的安

全性, 然而仅仅通过调整工艺等技术手段难以实现对这

种蛋白酶类的灭活。因此, 在原料端对生牛乳中存在的蛋

白酶进行监控和控制是生产货架期内品质稳定的乳品的

关键因素[4–7]。 
为了抑制微生物的繁殖以及耐热蛋白酶的产生, 从

牧场收集的原料乳在送往加工厂进行加工处理之前, 通常

需要在 4 ℃的低温环境下冷藏数小时。这样的预处理有助

于减缓或抑制微生物的增长, 从而保证原料乳的品质。然

而, 即便在这样的冷藏条件下, 牧场的诸多因素仍旧可能

对原料乳的质量产生不利影响。例如, 牧场的地理位置可

能会影响到周围环境, 进而影响到奶牛的生活环境、健康

状况及微生物群的组成[8]; 气候条件[4], 如高温或低温等, 
都可能通过影响奶牛的饮食和生理状态来影响原料乳的品

质; 季节性因素, 如湿度、降雨活动等对于不同的微生物生

长条件来说也有一定的影响。研究表明, 冬季原料乳中含有

的微生物数量增多, 它们的存在可能导致奶牛乳房和组织

状况恶化, 并可能随着时间的推移影响原料乳的质量[9]; 此
外, 牧场工作人员的操作行为, 如不当的注射疫苗方式, 也
可能引起奶牛的应激反应, 从而影响奶的品质[10–13]。近期的

研究表明, 这些因素常与原料奶中的嗜冷菌种类与数量相

关联。在原料乳中, 来自微生物的外源酶主要由嗜冷菌产

生, 在将要进行热处理的生乳冷藏储存过程中, 嗜冷菌能

够在低温下生长, 产生耐热蛋白酶。假单胞菌是造成冷藏

原料乳腐败的主要菌属[7], 且柠檬酸杆菌、肠杆菌、哈夫

尼菌、沙雷氏菌、气单胞菌等嗜冷菌也可产生蛋白酶, 可
能损害牛奶品质并导致变质[14]。 

目前针对于乳中蛋白酶研究的主体大多为成品乳 , 
这样很难对乳中蛋白酶进行溯源与分析。因此, 本研究基

于福林酚法对不同地区、不同牧场收集的原料乳进行酸性、

碱性以及中性蛋白酶活性的测定, 探究原料乳的嗜冷菌

数、体细胞数、行为应激、不同处理工艺与原料乳蛋白酶
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活性的关系及影响。经过多年以来的完善, 福林酚法已是

检测食品中蛋白酶活性最稳定的方法之一。同时通过不同

pH 缓冲溶液的配制, 福林酚法可以实现酸、中、碱性蛋白

酶活性的同时测定。本研究以期为进一步控制原料乳蛋白

酶活性、提高产品质量、更好地了解原料乳样本蛋白酶对

其的影响提供有力参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料与仪器 

福林试剂、L-酪氨酸、无水碳酸钠(分析纯)、干酪素(化
学纯)、三氯乙酸(分析纯)(上海国药集团化学试剂有限公司)。 

I2 紫外可见分光光度计(济南海能仪器股份有限公司); 
HH-S 21.6 电热恒温水浴锅(上海东星建材实验设备有限公

司 ); PHS-3E pH 计 ( 上海仪分科学仪器有限公司 ); 
ImageXpress Micro XLS 流式细胞仪[美谷分子仪器（上海）

有限公司]。 

1.2  牛奶抽样 

牛奶抽样样本来源见表 1。 

1.3  实验方法 

1.3.1  蛋白酶活性测定 
参照 GB/T 23527.1—2023《酶制剂质量要求 第 1 部

分: 蛋白酶制剂》的方法略作修改。 
取质量浓度分别为 0、10、20、30、40、50 mg/L 的

酪氨酸标准溶液 1 mL, 然后加入 5 mL 0.4 mol/L 的碳酸

钠溶液和 1 mL 福林试剂, 混匀后于 40 ℃±0.2 ℃水浴显

色 20 min, 使用紫外可见分光光度计在 680 nm 处测定吸

光度。以酪氨酸浓度为横坐标, 吸光度值为纵坐标绘制标

准曲线。 
吸取待测样本 1 mL, 40 ℃±0.2 ℃水浴中预热 2 min, 

加入 1.0 mL 经同样预热的 1%酪蛋白溶液(40 ℃预热 5 min), 
40 ℃±0.2 ℃反应 10 min, 加入 2 mL 三氯乙酸溶液 , 
静置 10 min, 过滤。吸取滤液 1.0 mL, 加入 5.0 mL 碳

酸钠溶液和 1.0 mL 福林试剂 , 摇匀于 40 ℃±0.2 ℃水浴

20 min。空白样本需先加入三氯乙酸使蛋白酶失活, 其
余操作相同。 

蛋白酶活性计算公式见(1):  

 X= m 4
10

A K× × ×100     (1) 

式中: X 为牛奶中蛋白酶活性, U/100 mL; A 为样本吸光度; 
Km 为吸光常数(即根据回归方程计算出当吸光度为 1 时的

酪氨酸的量); 4 为蛋白酶反应体积, mL; 10 为蛋白酶反应

时间, min。 
1.3.2  嗜冷菌数测定 

取样本 0.5 g 或 0.5 mL, 用 0.1%的无菌蛋白胨盐溶液

进行梯度稀释(w/v), 连续稀释 5 次。吸取 300 μL 稀释液于

MPC 琼脂培养基上均匀涂布, 设置 3 个平行, 用封口膜对

平板进行密封。在 4~6 ℃连续培养 10 d[15]。嗜冷菌菌落计

数方法参考我国农业标准 NY/T 1331—2007《乳与乳制品

中嗜冷菌、需氧芽孢及嗜热需氧芽孢数的测定》。 
1.3.3  体细胞数测定 

将生乳在 35 ℃水浴锅中加热 5 min, 混匀后冷却至室

温, 使用流式细胞仪[16]测定样本体细胞数。 
1.3.4  实际生产加工过程原料奶加工工艺流程图 

本研究基于企业实际加工工艺流程如图 1, 对不同处

理工艺前后的奶样进行取样并分析。 

 
表 1  不同因素的样本来源 

Table 1  Sample sources for different factors 

因素 样本来源 取样批次/时间 

地区 
来源于内蒙古(N省)和黑龙江省(H省)共 7个城市不同牧场的原料

乳(462 个样本) 
每隔 10 d 取一次样

季节、温度 全年 H 省 8 个不同牧场的原料乳 每隔 10 d 取一次样

行为应激 同一牧场经人员鞭打等行为前后的同一奶牛所产原料乳 间隔 10 d 取样 

嗜冷菌数、体细胞数 同一牧场的原料乳 每隔 10 d 取一次样

处理方法(离心除菌、巴氏杀菌、RO 膜、超

高温杀菌) 
相同牧场、批次、以及工序设备生产奶样 

各工艺处理前后的

样本 

注: 收集后的样本于 4 ℃冷藏条件下运送到实验室检测蛋白酶活性; 反渗透(reverse osmosis, RO)膜。 
 

 
 

图 1  原料奶加工工艺流程图 
Fig.1  Process flow chart of raw milk processing 
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1.4  数据处理 

本研究数据以平均值±标准偏差表示, 每组实验均重

复 3 次并分析采用 Excel 2021、SPSS Statistics 27, 进行统

计分析, 用单因素方差对差异性进行分析, P<0.05 则认为

所检验的差别有统计学意义, 使用 Origin 2024 软件进行数

据的分析处理并绘图。 

2  结果与分析 

2.1  牧场层面对原料乳蛋白酶活性的影响因素分析 

2.1.1  不同地区对原料乳蛋白酶影响 
选取两个不同省份 7 个城市的牧场, 地理位置分布如

图 2 所示, 每隔 10 d 对不同奶牛取样并进行蛋白酶活性检 

测, 共采集了 462 份样本。整体来看, N 省两个城市样本的

酸性、碱性、中性蛋白酶活性普遍较低, H 省样本的的 3
种蛋白酶活性相对较高, 表明原奶生产的地区因素(地理

位置)对其蛋白酶活性有影响, YAP 等[17]研究结果发现地理

位置与季节差异对原料乳菌群产生影响, 同时也受牧场位

置[18]的影响。FELICIANO 等[19]研究表明, 纬度和当前天

气条件的变化也影响了调查地区原料奶的微生物菌群。

SKEIE 等[8]研究结果表明, 尽管不同牧场的牛奶中列出的

细菌含量几乎相同, 但不同样本中的优势微生物群存在显

著差异, 主要微生物群以腐败属为主, 如假单胞菌属和芽

孢杆菌属, 其是易产生耐热蛋白酶的菌属[20], 因此会对原

料乳中蛋白酶活性产生影响。 

 

 
 

注: 左图为牧场所在城市: N-1: 内蒙古城市 1; N-2: 内蒙古城市 2; H-1: 黑龙江城市 1; H-2: 黑龙江城市 2; H-3: 黑龙江城市 3;  
H-4: 黑龙江城市 4; H-5: 黑龙江城市 5。 

图 2  所调查牧场地区分布图以及不同地区酸、碱、中性蛋白酶活性 
Fig.2  Distribution map of surveyed pasture areas and activity of acid-base neutral protease in different regions 

 
2.1.2  不同季节对原料乳蛋白酶活性的影响 

将全年划分为 4 个季节, 划分标准为: 每年 3~5 月为

春季; 6~8 月为夏季; 9~11 月为秋季; 12~2 月为冬季。图 3~4
可以看出, 各类蛋白酶活性均呈现春冬高, 夏秋低的现象, 
春冬与夏秋季节蛋白酶活性有显著性差异(P<0.05)。整体

来看, H 省 8 个牧场在一年内, 3 种蛋白酶活性趋势基本一

致, 在 3~5 月趋势降低, 6~7 月份趋势小幅增加, 8~11 月趋

势降低, 12~2 月呈大幅增加。不同月份之间蛋白酶活性的

差异趋势和季节有一定的相似性, 不同月份之间蛋白酶活

性的变化和季节导致的温度变化具有一定的相关性。 
FELICIANO 等[19]研究也表明不同季节之间的蛋白酶

活性存在相似性, 即春、冬两季之间的蛋白酶活性均值相

似; 夏、秋两季之间的蛋白酶活性均值相似。同时, 许多

研究已经报道了季节性导致的温度变化对牛奶成分的影响, 
许多成分的浓度和理化性质在一年中有不同程度的变化, 
夏季牛奶的脂肪和蛋白质含量低于冬季牛奶[21]。GUO 等[22]

研究表明, 通过季节性响应的微生物群类可能通过细胞外

蛋白酶、肽酶和脂肪酶的生长或活性分泌而导致牛奶变质。 

 

 

 

 
注: 同一种类蛋白酶活性, 不同大写字母表示有显著性差异,  

P<0.05, 下同。 
图 3  不同季节原料乳酸、碱、中性蛋白酶活性 

Fig.3  Protease activities in lactic acid alkaloids of raw materials in 
different seasons 
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图 4  牧场所在地区不同月份酸、碱、中性蛋白酶活性 
Fig.4  Activities of acid-base neutral protease in different months in the surveyed pasture areas 

 
GUO 等[22]研究表明, 也发现采样季节之间的细菌群落结

构存在显著差异, LI 等[4]研究也表明季节性变化会影响原

料乳微生物群, 其中气候温度尤其影响原料乳的微生物组

成。同时饮食的改变也被认为是牛奶特性季节性变化的主

要原因。在春夏季节大多数在户外放牧, 并食用新鲜牧草, 
而在冬季时, 主要食用青贮饲料和精饲料[23], 由于季节导

致的温度变化, 饲料也会发生变化, 同时也会导致牛奶成

分发生变化[24]。多项研究表明, 奶牛的饮食直接影响乳脂

浓度。除季节外, 在同一地区收获的用青贮饲料或干草喂

养奶牛的牛奶表明, 青贮饲料喂养的奶牛产奶量更高, 但
蛋白质和酪蛋白含量较低, 这表明虽然饮食通常不会影响

牛奶中单个蛋白质组分的组成, 但会对蛋白质浓度造成影

响, 进而使蛋白酶活性发生变化[25–26]。 
2.1.3  牧场温度对原料乳蛋白酶活性的影响 

结果表明, 季节导致的温度变化影响原料乳中蛋白酶

活性, 同一季节温度不是一成不变的, 其具有一定的局限性, 
为明确具体的温度变化对蛋白酶活性的影响, 因此本研究

对上述 8 个牧场温度进行进一步的细化(1 ℃为一区间)。 
相关研究表明, 温度和湿度等气候条件会影响动物生

产性能和畜牧生产[27]。每种动物都有自己适宜生存的温度

范围, 此范围为等热区, 奶牛的等热区为 10~21 ℃, 当外界

温度超出这个范围后, 机体就会表现出非特异性防御应答

反应, 导致发生热应激综合症[28]。热应激的产生和环境因

素、动物的生理阶段、生产水平以及胎次等都有密切的关系。 
由图 5所示, 当最高温度超过 15 ℃时, 各类蛋白酶活

性较低, 酸性蛋白酶活性保持在 400 U/100 mL 左右; 中
性、碱性蛋白酶活性保持在 500 U/100 mL 左右。在热应激

条件下 , 奶牛表现出多种生理反应 , 包括自愿减少采食

量、增加维护要求、产奶量降低以及制造牛奶质量下降。

此外, 热应激期间牛奶蛋白减少可能是蛋白质周转率增

加、酪蛋白和结构蛋白之间的竞争以及酪蛋白降解增加的

结果[29]。当奶牛受到超过本身体温调节能力的过度高温刺

激时, 可导致奶牛的新陈代谢发生紊乱、生产性能下降、

免疫力减弱、乳成分改变等变化[30]。 
当最高温度处于 0~15 ℃时, 各类蛋白酶均较为平稳

的保持在较高酶活性的状态, 此时正值冬春交替, 早晚温

差较大, 奶牛受冷热应激的影响, 导致其所产原料乳中蛋

白酶活性较高。当最高温度处于 0 ℃以下时, 尤其是当温度

低于–4 ℃时, 原料乳中酸性蛋白酶活性在 600 U/100 mL 处

波动; 中性、碱性蛋白酶活性在 700 U/100 mL 处波动。推
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测在此低温区间, 原料乳中的嗜冷菌获得了优势的生长环

境, 由嗜冷菌生产的外源性蛋白酶大量在原料乳中存在, 
使原料乳中的蛋白酶活性基本保持在一个偏高的水平上。 

 

 
 

图 5  所调查牧场不同温度酸、碱、中性蛋白酶活性 
Fig.5  Activities of neutral protease at different temperatures in the 

surveyed pastures 
 

2.1.4  行为应激对原料乳蛋白酶活性的影响  
除了考虑季节以及温度等因素, 还考虑到人为因素

带给奶牛的影响(即行为应激)。奶牛的行为应激指的是奶

牛在挤奶过程中因突然的惊吓、暴力驱赶等引起的应激反

应。MATORE 等[31]表明处理奶牛时, 使用鞭子、大喊大叫和

吹口哨等负面相互作用会导致奶牛的生长性能不佳和免疫反

应降低。BUCKHAM-SPORER 等[32]认为运输条件有可能改变

动物对运输的心理或身体压力的生理反应, 包括噪音、过度

拥挤、食物和水的剥夺、极端温度、与不熟悉的动物混在一

起、人类的行为以及新的环境中。GUPTA 等[33]也认为牛在运

输后血浆皮质醇反应的程度与运输前的饲养条件(例如农场

设施和市场)、装载、卸载和运输后的饲养条件有关。 
因此, 本研究对同一牧场经人员鞭打等行为前后的奶牛

所产奶样进行蛋白酶活性研究, 图 6 可以看出, 在健康的原

料乳中, 酸性蛋白酶活性为 725 U/100 mL, 中性蛋白酶活性

为 776 U/100 mL, 碱性蛋白酶活性为 588 U/100 mL, 相对较

低; 而出现行为应激的原料乳中酸性蛋白酶活性为 1184 
U/100 mL, 中性蛋白酶为 1098 U/100 mL, 碱性蛋白酶活性

为 796 U/100 mL, 较健康原料乳分别增加了 63%、41%和

35%。健康奶牛的样本与行为应激奶牛的样本之间存在显著

性差异(P<0.05), 说明奶牛的行为应激对其所生产原料乳中

的蛋白酶活性有影响。 
2.1.5  嗜冷菌数对原料乳蛋白酶活性的影响 

大多数嗜冷菌具有产生耐热蛋白酶的能力 , 这些

蛋白酶会破坏牛奶和乳制品的质量[34]。原料乳在低温下

储存的时间延长会产生选择性条件, 有利于嗜冷菌的生

长, 从而改变牛奶的微生物组成。虽然新鲜吸取的牛奶

可能不含嗜冷菌 , 但它们几乎存在于所有冷藏的原料

乳中 [35]。在巴氏杀菌之前延长原料乳的储存时间 , 会
使导致牛奶变化的嗜冷菌、脂解菌和蛋白水解菌以及

其产生的酶增加 , 从而在加工牛奶和奶制品的质量方

面出现问题[36]。 

 
 

图 6  健康与行为应激奶牛奶样的酸、碱、中性蛋白酶活性 
Fig.6  Activities of medium acid and alkaline proteases in milk 

samples of healthy and behavioral stress cows 
 

因此, 为了探究温度与嗜冷菌对原料乳中蛋白酶活

性影响的权重, 本研究统计了全年的嗜冷菌数目和与之

相对应的蛋白酶活性, 见图 7。发现对于嗜冷菌数目来说, 
夏季(6、7、8 月)乳品中嗜冷菌的数量较高, 嗜冷菌数目

均值超过 3000 CFU/mL, 冬季则相对较低。产生这种情况

的原因分析为夏季温度较高 , 微生物的生长繁殖比较活

跃, 当温度上升时, 酶的活性通常也将上升, 嗜冷菌的生

长速率随之上升[37]。冬季温度低, 虽然嗜冷菌可以获得相

对优势的生长环境, 但其生长繁殖速度与夏季相比仍有差

距。同时, 本研究选取嗜冷菌数目相对较高的 6、7、8 月

份, 以进行各蛋白酶活性与嗜冷菌数目的分析。图 8 所示, 
随着嗜冷菌数目的上升, 酸、中、碱性蛋白酶活性均呈波

动性平稳状态, 表明原料乳中嗜冷菌数目与蛋白酶活性并

没有显著的相关性。经分析, 发生这种情况的原因是实验

所选季节为夏季, 温度较高, 嗜冷菌大量繁殖的同时其他

产酶菌也在大量繁殖。同时由于夏季温度较高, 纤溶酶原

激活系统整体的活力受到激发, 导致乳样中纤溶酶活性上

涨。其他产酶菌所生产的胞外蛋白酶以及受激活的纤溶酶

共同作用 , 影响了嗜冷菌数目与各类蛋白酶活性的相关

性。这与 ERCOLINI 等[38]的研究发现相应。 
 

 
 

图 7  全年奶样的嗜冷菌数目 
Fig.7  Number of psychrophilic bacteria in milk  

samples throughout the year 
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图 8  嗜冷菌数目与酸、碱、中性蛋白酶活性 
Fig.8  Relationship between the number of psychrophilic bacteria 

and protease activity in acidic and alkaline environments 
 

2.1.6  体细胞数对原料乳蛋白酶活性的影响 
对同一牧场的原料乳每隔 10 d 进行取样检测体细胞

数及蛋白酶活性。 
乳体细胞计数(somatic cell count, SCC)已被用作乳房

健康和牛奶质量的指标[39]。目前我国最新技术规范 NY/T 
4292—2023《生牛乳中体细胞数控制技术规范》要求生牛

乳中体细胞数应小于 40 万个/mL。CARMO 等[40]研究表明, 
牛奶中 SCC 的增加会显著影响乳制品中的各种反应进程, 
例如酪蛋白的水解等, 这可能会对产奶产生不利影响[41]。 

因此, 为了探究影响原料乳品质的另一项因素——
体细胞数目对蛋白酶活性的影响, 收集并记录了一年内原

料乳中的体细胞数目和与之相对应的各蛋白酶活性, 见图

9。发现全年原料乳中的体细胞数目, 在 6、7、8 月达到最

高峰, 均大于 17 万个/mL。在 8 月后原料乳中的体细胞数

呈波动性下降趋势。经分析, 产生这种情况的原因与夏季

温度高, 生物新陈代谢速率较快相关。奶牛乳腺炎的患病

率因季节而异, SCC 也是如此, 由大肠杆和链球菌属引起

的乳腺炎在夏季会发生的更多。 
 

 
 

图 9  全年体细胞数目 
Fig.9  Annual number of somatic cells 

 
由图 10 所示, 随着原料乳中体细胞数目的增加, 原

料乳中各蛋白酶活性也呈现波动性平稳状态。经分析, 发
生这种情况原因可能是一方面本研究所收集的样本中体细

胞数均小于 25 万个/mL, 远远低于国家标准。证明从体细

胞数层面上来说, 本研究所用原料乳质量较好, 导致体细

胞数与原料乳各蛋白酶活性的相关性较差。另一方面, 虽
然夏季体细胞数量最多, 来源于乳源内部的蛋白酶活性较

高, 但微生物在夏季同样会快速繁殖, 其所产生的微生物

源蛋白酶依旧对总蛋白酶活性起着决定性的作用。而在

HAMED 等[3]的研究中发现, 当体细胞数超过 40 万个/mL
时, 牛奶的蛋白酶活性发生了显著增高, 并且其来源的奶

牛大多伴有乳房炎症状的发生。 
 

 

 
 

图 10  体细胞数与酸、碱、中性蛋白酶活性 
Fig.10  Relationship between somatic cell count and protease 

activity in acidic and alkaline environments 
 

2.2  原料乳中影响蛋白酶活性的多因素回归方程 

根据前文对牧场层面、原料乳品质层面影响蛋白酶活

性指标的分析进行筛选。以最高温度代表季节更替, 删去

行为应激这一难以把控的因素。将不同地区进行赋值, 以
总蛋白酶活性作为因变量, 选取 80%的数据作为实验集, 
对影响总蛋白酶活性的各因素进行多元逐步回归。经多元

逐步回归得到的回归模型为:  
Y=750.496–16.622X1–0.970X2–0.532X3+0.216X4–5.155X5   

式中: Y 为总蛋白酶活性, U/100 mL; X1为季节, 以季节的温度

变化为每个时间区间赋值, 从低到高用 1~12 表示。X2为地区, 
地区 A~C 分别以 10, 20, 30 表示; X3为嗜冷菌数, 100 CFU/mL; 
X4为体细胞数, 万个/mL; X5 为牧场最高温度, ℃。 

其中, 该回归方程的决定系数 R2=0.793。以剩下的

20%的数据作为检测集对回归方程的准确性进行检测 , 
得到其平均误差率为 8.4%, 可以证明该多元回归方程比

较准确。多元回归方程系数的绝对值代表其对应变量对

因变量影响的贡献程度。对该多元方程的系数进行分析

得 , 各自变量对因变量变化的贡献度的顺序依次为 : 
X1( 季 节 )>X5( 牧 场 最 高 温 度 )>X2( 地 区 )>X3( 嗜 冷 菌

数)>X4(体细胞数)。 
同时, 对酸性、碱性、中性蛋白酶活性与该 5 种指标

采用 Pearson 系数进行相关性分析, 详细结果如图 11 所示, 
发现酸、碱、中性蛋白酶之间各自呈现显著的正相关性。 
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注: 图中*表示两个指标的变化呈显著相关性(P<0.05)。 
图 11  各因素相关系数分析图 

Fig.11  Analysis of correlation coefficients of various factors 
 

3 种蛋白酶活性与季节更替、温度变化呈现显著负相

关性(P≤0.05), 即随着温度升高、季节变化, 3 种蛋白酶活

性呈现下降趋势。同时发现嗜冷菌数目与碱性蛋白酶活性

呈显著负相关性。这与本研究之前的分析一致。温度升高、

季节变化可能导致乳中嗜冷菌的数量相对其他菌种数量下

降, 嗜冷菌未能得到良好的生长优势, 从而影响来源于嗜

冷菌的耐热蛋白酶的产生, 进而使原料乳中总蛋白酶活性

下降。 

2.3  不同处理工艺对原料乳蛋白酶活性的影响因素

分析 

2.3.1  离心除菌对原料乳蛋白酶活性的影响 
离心除菌主要是基于颗粒(微生物、脂肪球、不溶性

蛋白等)和分散相之间的密度差除去原料乳中的体细胞和

细菌。由图 12 可知, 经离心除菌前后, 样本中酸性蛋白酶

活性增加了 11%; 中性蛋白酶活性和碱性蛋白酶活性分别

减少了 29%和 8%。离心除菌主要是基于颗粒(微生物、脂

肪球、不溶性蛋白等)和分散相之间的密度差除去原料乳中

的体细胞和细菌。整体来看, 离心除菌步骤对蛋白酶活性

的影响较小。 
2.3.2  RO 膜对原料乳蛋白酶活性的影响 

膜分离技术作为一种非热加工分离技术, 其核心原

理在于利用不同组分尺寸的差异来实现高效分离。该技术

特别适用于脱脂乳的处理, 能够选择性地去除其中的细菌

和体细胞, 同时确保乳制品中的营养成分与生物活性物质

得以完好保留, 从而维护了乳品的天然品质与营养价值。根

据膜材料孔径大小及其截留特性的差异, 膜分离技术被细

分为多个类别, 主要包括微滤、超滤、纳滤以及反渗透[42]。 
 

 
 

图 12  离心除菌对蛋白酶活性的影响 
Fig.12  Effects of centrifugal sterilization on protease activity 

 
本实验研究 RO 膜分离技术对离心后乳样本质的影响, 

取通过 RO 膜前后的乳样进行测定。原料乳样本经巴氏杀

菌后, 乳中蛋白酶及微生物指标将会有显著下降。但部分

乳中耐热孢子仍会存在, 这些孢子在合适的黄经中将会重

新转变为营养细胞, 进而产生腐败酶类物质。采用 RO 膜

处理的目的则是降低这些孢子的存在, 同时除去部分嗜冷
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菌所生产的耐热酶。采取经巴氏杀菌处理后的样本, 对其

进行 RO 膜添加测试。由图 13 所示, 在添加 RO 膜处理后, 
各类蛋白酶活性均有所下降, 同时酸性蛋白酶活性在添加

RO膜处理前后差异显著, 说明 RO膜分离技术可以一定程

度上降低工艺过程中的蛋白酶活性。 
 

 

 
 

图 13  RO 膜对蛋白酶活性的影响 
Fig.13  Effects of RO membrane on protease activity 

 

 
2.3.3  预热处理对原料乳蛋白酶活性的影响 

预热处理工艺通常是指在热杀菌前对乳样进行短时

间的升温操作, 进而使酶类物质的 3 级结构打开, 同时辅

助蛋白水解的过程, 使其更容易被灭活[43]。本研究分别对

巴氏杀菌前预热处理及超高温灭菌(ultra-high temperature 
treated, UHT)前预热处理对杀菌后乳品中酶类物质的残留

进行检测和分析。 
对于巴氏杀菌前热处理, 本研究采用预热 5 s 的形式, 

探究巴氏杀菌前预热温度(40、45、50、55、60、65、70 ℃)
对巴氏杀菌后原料乳中各类蛋白酶活性的影响。由图 14
所示, 巴氏杀菌后各类蛋白酶活性随预热温度的变化基本

一致, 均在 55 ℃和 70 ℃的点位上较低, 在 50 ℃和 65 ℃
的点位上较高; 对于 UHT 杀菌前处理, 本研究同样采用预

热 5 s的形式, 探究 UHT 杀菌前预热温度(80、85、90、95 ℃)
对 UHT 杀菌后原料乳中各类蛋白酶活性的影响。研究表

明, UHT 处理后各蛋白酶活性随预热温度的增加呈现先增

长后降低再增长的趋势。其中, 90 ℃预热处理 5 s 时酸性、

碱性和中性蛋白酶活性最低。结果表明, 在巴氏杀菌前采

取 70 ℃的预热处理对于杀菌处理后乳品中的蛋白酶残留

具有明显的抑制作用; 而在 UHT 杀菌前采取 90 ℃的预热

处理也会使杀菌后的乳品中残留蛋白酶活性减小。 
同时, 对于两种不同杀菌方式中部分温度出现峰值

的现象, 推测在较低温度下出现峰值的原因与部分酶类物

质的激活现象相关, 而在较高温度下出现峰值的原因可能

与纤溶酶原系统激活和耐热芽孢在适宜条件下重新生长为

营养细胞有关[44–45]。 

 
 

图 14  不同预热处理对蛋白酶活性的影响 
Fig.14  Effects of different preheating treatments on  

protease activity 
 

2.3.4  4 种处理工艺对蛋白酶的灭活率比较 
经比较, 4 种处理工艺对蛋白酶灭活率的大小依次为: 

UHT 前预热处理(90 ℃、5 s)>巴氏杀菌前热处理(70 ℃、5 
s)>RO 膜>离心除菌。经分析, 对于各种处理工艺, 基于温

度的处理工艺对蛋白酶的灭活效率更高。因此在实际的乳

品加工生产中, 在热杀菌前进行何时温度的预热处理可以

有效地控制乳品中的蛋白酶活性(表 2)。 

 
表 2  不同处理方式的蛋白酶失活率 

Table 2  Protease inactivation rates under different treatment 
methods 

处理方式 蛋白酶失活率/% 

离心除菌 8.81 

RO 膜 24.52 

巴氏杀菌前热处理(70 ℃、5 s) 51.47 

UHT 前预热处理(90 ℃、5 s) 56.59 
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3  结  论 

人们对乳制品行业的要求越来越高, 保持牛奶的高

质量是非常重要的, 而其中最主要的限制因素就是原料乳

中蛋白酶的活性。本研究中, 在牧场层面, 各因素对原料

乳蛋白酶活性的影响贡献度的顺序依次为: 季节(导致的

温度变化)>牧场最高温度>地区>嗜冷菌数>体细胞数。因

此来看, 在牧场层面实施对牛舍的温度控制是十分重要的, 
其对原料乳中的蛋白酶活性影响最大。 

而在处理工艺层面, 经比较, 4 种处理工艺对蛋白酶

灭活率的大小依次为: UHT 前预热处理(90 ℃、5 s)>巴氏杀

菌前热处理(70 ℃、5 s)>RO 膜>离心除菌。结果显示, 通
过加工工艺来实现对蛋白酶的灭活是有效的。同时采用杀

菌前预热处理的方式均可以使蛋白酶的灭活率达到 50%以

上。然而国内外对于原料乳中的蛋白酶研究较少, 需要更

深一步的研究来评估这些处理工艺的可能性。  
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