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乳源嗜冷菌及其耐热蛋白酶对乳制品品质的影响
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摘  要：嗜冷菌可在0~5 ℃低温条件下生长繁殖，并会大量分泌胞外耐热蛋白酶，是造成原料奶及其制品腐败变质

的主要诱因。耐热蛋白酶经乳制品常规热处理工艺加工后仍有部分活性残留，可持续分解乳中酪蛋白并与脂肪酶

产生协同作用，导致乳制品出现苦味、凝块、分层等品质劣变问题，缩短产品货架期。本文系统梳理了乳源嗜冷

菌的定义、菌群分类及污染途径，阐述了蛋白酶的分类、耐热特性及其对乳制品品质的作用机制，同时综述现阶

段耐热蛋白酶主流检测方法（福林酚法、ELISA法）与嗜冷菌定量定性检测技术（传统平板培养法、PCR、流式

细胞术、第三代基因测序技术）的应用现状，并对比各类方法的技术优势与局限性。此外，本研究结合最新技术

进展，从源头防控、精准检测、残留耐热蛋白酶活性抑制三大维度展望未来研究重点，以期为乳制品行业实现嗜

冷菌与耐热蛋白酶的高效精准管控、产品品质升级及货架期稳定保障，提供理论依据与实践技术支撑。
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Abstract：Psychrophilic bacteria can grow and reproduce at low temperatures ranging from 0 to 5 ℃ and secrete 

large amounts of extracellular heat-resistant proteases，making them a major cause of spoilage and deterioration of 

raw milk and its products. Even after conventional heat treatment processes used in dairy production，some residual 

activity of these heat-resistant proteases remains. These residual proteases continuously break down casein in milk 

and act synergistically with lipases，leading to quality issues such as bitterness，coagulation，and stratification 

in dairy products，thereby shortening their shelf life. This paper systematically reviewed the definition，bacterial 

classification，and contamination pathways of lactobacillus-derived psychrophilic bacteria，and elaborates on 

the classification，thermostable characteristics，and mechanism of action of proteases on dairy product quality. 

At the same time，it summarized the current application status of mainstream detection methods for thermostable 

proteases（Folin-Phenol method，ELISA method）and quantitative and qualitative detection techniques for 

psychrophilic bacteria（traditional plate culture method，PCR，low cytometry，third-generation gene sequencing 

technology），and compares the technical advantages and limitations of each method. In addition，this study 

combined the latest technological progress and from three dimensions of source control，precise detection，and 

inhibition of residual heat-resistant protease activity，looks forward to future research priorities，in order to provide 

theoretical basis and practical technical support for the dairy industry to achieve efficient and precise control of 

psychrophilic bacteria and thermostable proteases，product quality upgrade，and stable shelf life guarantee.

Keywords：raw milk；psychrotrophic bacteria；thermostable proteases；influencing factors

牛奶是一种营养丰富且兼具生物活性的天然食

品，在维持生命活动、提供核心营养素来源的同时

也为微生物菌落生长提供了适宜的培养基。牛奶含

水量约为87%，其余13%的干物质构成了以蛋白质、

脂肪、碳水化合物、维生素、矿物质等为主的营养

密集体系，为微生物代谢与增值提供了充足的物质

基础。目前，低温冷藏与高温处理是抑制原料奶中

微生物繁殖、延缓原料奶腐败变质的两大重要技术

手段。

原料奶中污染微生物按生长温度可分为嗜冷

菌、嗜热菌、嗜温菌，其中多种细菌可产生催化乳

中蛋白质和脂肪水解的蛋白酶和脂肪酶[1]。正常原料

奶中约有70 种天然酶[2]，其中，蛋白酶有两类，一

类是自身分泌的内源型蛋白酶，如纤溶酶，另一类

是外来微生物引入的细菌蛋白酶，此类被认为是影

响各类乳制品品质和货架期的重要因素。在0~10 ℃

的低温条件下，原料奶中以乳酸菌、酵母菌为主的

嗜温微生物生长受到抑制，但嗜冷菌既可在0~5 ℃

的低温环境中生长繁殖，也能在高于20 ℃的条件下

良好生长并持续增殖，从而逐步成为乳中的优势微

生物菌群。目前，荧光假单胞菌是原料奶低温贮藏

过程中最常见的嗜冷菌之一，也是对乳制品品质影

响显著的菌株。虽然超高温处理可有效杀灭该菌的

菌体，但其在低温条件下分泌的蛋白酶具有较强耐

热性，灭菌后仍可能残留部分酶活性，持续水解乳

中蛋白质。此外，嗜冷菌还能持续分泌热稳定性胞

外蛋白酶和脂肪酶，即使经超高温瞬时灭菌处理也

难以被完全灭活。残留的酶活性会引发一系列感官

品质劣变，如色泽沉淀、风味异常，并导致脂肪上

浮、蛋白质凝块、乳清析出、酸包及胀包等问题[3]，

最终缩短超高温瞬时灭菌乳的货架期。

1  原料奶中嗜冷菌的生态分布与污染途径

1.1  嗜冷菌的定义

自1 8 8 7年研究者首次从鱼类体内分离出可

在0  ℃条件下生长的微生物以来，学术界对“嗜冷
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菌”这一概念的界定经历了多次修订[4]。周宗澄[5]围

绕温度、压力及营养条件对深海微生物生命活动的

影响开展研究，为低温微生物的认知奠定了早期的

理论基础。1975年，Morita[6]对嗜冷菌进行了系统性

定义，将生长温度下限≥0 ℃、上限≤20 ℃、最适

温度≤15 ℃的微生物界定为真正的嗜冷菌；同时，

将在5 ℃以下能够生长但最适温度较高的微生物划分

为耐冷菌，从而对低温微生物进行了清晰的分类。

1998年，辛明秀等[7]进一步完善了嗜冷菌的分类标

准，指出嗜冷菌必须依赖低温环境生长，其最高生长

温度不低于20 ℃，最适生长温度不高于15 ℃，并能

在0 ℃条件下正常生长。此后，国际乳品联合会（IDF）

提出的分类体系被乳制品行业及学术界广泛采纳，该体

系将能在7 ℃以下生长的微生物定义为低温菌，而将在

20 ℃以下生长的微生物定义为嗜冷菌[8]。统一和规范

嗜冷菌的分类与定义，对于生鲜乳中嗜冷菌的精准

检测、有效控制及产品品质保障具有重要意义。

1.2  嗜冷菌的分类

目前原料奶中嗜冷菌的主要种属有不动杆菌属

（Acinetobacter）、无色杆菌属（Achromobacter）、

假单胞杆菌属（P s e u d o m o n a s ）、产碱杆菌属

（Alcaligenes）、黄杆菌属（Flavobacterium）、肠

杆菌属（Enterobacter）和链球菌属（Streptococcus）

等，其中假单胞杆菌属中荧光假单胞菌最为常见[9]。

乳源嗜冷菌微生物种群的组成主要取决于季节、

地理区域、储存条件和牧场环境。祁腾等 [10]从陕

西和宁夏等地的原料奶中分离发现，假单胞菌

属、乳球菌属（Lactococcus ）、不动杆菌属、

金黄杆菌属（Chryseobacterium）和葡萄球菌属

是嗜冷菌中占比较高的属，嗜冷菌的平均浓度

为3.81 lgCFU/mL。孙苗 [11]研究表明，在新疆乌

鲁木齐市和哈密市采集的驼乳嗜冷菌优势菌株为

石面单胞菌属（Epilithonimonas），其次为不动

杆菌属和克雷伯氏菌属（Klebsiella）。赵利旦等[12]

研究表明，广西地区生水牛乳嗜冷菌优势菌株

为荧光假单胞菌（Pseudomonas fluorescens）、

莓实假单胞菌（Pseudomonas  f rag i ）、隆德假

单胞菌（Pseudomonas  lundens is ）、韩国假单

胞菌（Pseudomonas  koreens is ）、鲍曼不动杆

菌（Acinetobacter baumannii）、约翰不动杆菌

（Acinetobacter johnsonii）、（Acinetobacter 

guillouiae）和蜡样芽孢杆菌（Bacillus cereus）等。

1.3  嗜冷菌的主要来源

嗜冷菌作为一类适应性极强的微生物，在自然

生态系统中呈现出广泛的分布特性，如水、土壤、

空气、饲料及牧草等环境介质均为嗜冷菌的生长与

繁殖提供了基础条件[13]。原料奶中的嗜冷菌污染主

要为外源性污染，在原料奶采集环节即可侵入生鲜

乳体系。由于生理机能健全的奶牛所分泌的乳汁

通常被视为无菌，因此在原料奶生产过程中，外

部环境成为嗜冷菌引入的主要途径[14]。牧场环境、生

产加工设备、贮存容器、不洁净的挤奶器及奶牛乳房

不洁等因素，均会导致原料奶遭受嗜冷菌的污染[15]。

牧场土壤中广泛存在的假单胞菌属和产碱杆菌属

（Alcaligenes）等嗜冷菌可通过降雨溅射和扬尘扩散

等途径附着于饲草表面或挤奶作业环境；若未经彻

底灭菌处理的低温水体作为挤奶器具的清洗用水，

其中所含嗜冷菌群可通过残留水分引发原料奶的原

发性污染。生产加工设备是嗜冷菌二次污染的关键

载体，若挤奶机、储奶罐、输送管道等设备的清洗

消毒流程不规范，残留奶垢与水分会形成稳定的生

物膜结构，为嗜冷菌提供良好的生存与繁殖环境。

此外，奶牛体表亦是不可忽视的污染源，乳房皮

肤、乳头及被毛表面附着的嗜冷菌，在挤奶过程中

会随乳汁直接进入原料奶；尤其当奶牛乳房清洁

不彻底或存在隐性乳房炎时，其体表微生物载量

显著升高，其中假单胞菌、不动杆菌属等为主要

优势污染菌株，会导致原料奶中嗜冷菌含量超出

安全阈值。

2  耐热蛋白酶作用于乳制品的机制及其对

品质的影响

2.1  耐热蛋白酶催化酪蛋白水解的机制与产物

在低温储存期间，原料奶内部的嗜冷菌会进入



60

质量安全 Quali ty  Control   

对数生长繁殖期，尽管后续热处理工艺可实现对其

菌体的有效杀灭，但此类菌株在生长过程中分泌的

蛋白酶具有显著耐热性，部分菌株所产的胞外蛋白

酶在140 ℃条件下的D值为2~300 s。常规乳制品加

工中采用的热处理工艺，难以将这类酶完全灭活，

经热处理后，未完全灭活的蛋白酶在降温过程中可

逐步重新折叠成具有分解蛋白质能力的原始结构，

其残余酶活力仍维持在30%~100%范围内[16]。在加

工前，对原料奶进行冷藏是减缓嗜冷菌生长和保障

乳制品质量的关键措施。然而，冷藏并不能完全阻

止嗜冷菌的生长，嗜冷菌可以合成磷脂，使其能够

适应冷藏温度；同时，还会产生耐热碱性金属蛋白

酶、脂肪酶和磷脂酶，导致原料奶感官品质劣变，

具体表现为黏度上升、凝胶化和酸败[17]。针对冷藏

原料奶中腐败相关嗜冷菌的遗传多样性研究发现，

此类菌株在低温条件下可更显著地诱导蛋白质水解

和脂肪分解[18]。

2.2  耐热蛋白酶与脂肪酶的协同腐败作用

嗜冷菌产生的耐热蛋白酶依据存在位置的不同

可分为胞内蛋白酶、胞壁蛋白酶和胞外蛋白酶[19]；

依据活性中心催化机制的差异，可分为天冬氨酸蛋

白酶、丝氨酸蛋白酶、半胱氨酸蛋白酶与金属蛋白

酶4 类；依据最适反应pH值不同，可分为酸性蛋白

酶、中性蛋白酶及碱性蛋白酶[20]。Zhang等[21]研究发

现，冷藏时间能够影响假单胞菌的代谢并改变其蛋

白酶释放形态，导致更多的活性位点得以暴露，进

而促进蛋白酶水解。徐煜等[22]通过对嗜冷菌菌群的

构成及特性分析发现，在其分离出的假单胞菌中有

60%的菌株具备分泌耐热蛋白酶的能力。此外，有

相当比例的假单胞菌表现出双重产酶特性，即同时

具备分泌耐热蛋白酶与脂肪酶的能力。

嗜冷菌分泌的耐热蛋白酶与脂肪酶之间存在协

同作用，该作用可导致原料乳中营养成分的降解与

感官品质的劣变，最终引发产品腐败变质。一方

面，上述两类酶直接作用于原料奶中的核心营养物

质：耐热蛋白酶以原料奶中的酪蛋白为主要底物，

释放氨基酸，产生苦涩的味道并诱导凝胶化；同

时，脂肪酶可降解甘油三酯，促进脂肪氧化，使原

料奶具有强烈的苦味和腐臭味，并引起脂肪漂浮，

使原料奶变酸。另一方面，耐热蛋白酶与脂肪酶的

协同作用还体现在对乳脂球膜的破坏上，两类酶共

同降解乳脂球膜的脂质与蛋白质组分，从而释放脂

蛋白脂肪酶和碱性磷酸酶以及附着在乳脂球膜上的

内源性酶。因此，嗜冷菌与内源性酶的协同作用会

改变原料奶的营养成分，直接导致其变质，进而对

巴氏杀菌乳、奶酪、冰淇淋等乳制品的保质期产生

不利影响[23]。

2.3  生物膜对酶释放与乳制品腐败的促进作用

生物膜由嗜冷菌自身分泌的胞外聚合物（包括

多糖、蛋白质及核酸等）组成，能够在接触表面形

成不可逆的黏附。这一普遍的生存策略使微生物得

以在环境中持续定殖，并在不利条件下维持生存。

原料奶中的微生物群落（如假单胞菌等）不仅能在

乳制品中形成生物膜，也可在实验室条件下形成多

物种生物膜。研究表明，在巴氏杀菌前的冷藏阶

段，假单胞菌属已能够在不锈钢等材料表面形成生

物膜[24]。这一过程必然伴随着复杂的代谢变化。然

而，目前关于原料奶冷藏过程中细菌群落结构与代

谢活性变化的研究仍较为缺乏。因此，建立针对嗜冷

菌及其相关蛋白酶的检测技术至关重要，该技术可为

原料奶的保存与灭菌、奶酪和奶粉的生产加工，乃

至乳制品整体安全水平的提升提供重要依据。

3  耐热蛋白酶与嗜冷菌检测技术

3.1  耐热蛋白酶检测技术

3.1.1  福林酚法

在众多耐热蛋白酶活性检测技术中，目前应用

最为广泛的方法是福林酚法。其核心检测原理是基

于耐热蛋白酶水解特性与化学显色反应之间的关

联。在特定温度与pH值条件下构建的反应体系中，

耐热蛋白酶能催化酪蛋白底物水解，生成含有酚基

的氨基酸（如酪氨酸、色氨酸等）。上述水解产物

可与福林酚试剂发生氧化还原反应，生成在特定波

长处具有特征吸收的钼蓝与钨蓝复合物。由于酶活
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力与反应体系的吸光度成正比，据此可计算出蛋白

酶活力。因福林酚法因其较高的精确度、准确度和

重现性，能直接反映原料奶中耐热蛋白酶的活力水

平，故适用于原料奶耐热蛋白酶活力的精密测定。

周欢等[25]通过优化福林酚法试验条件，采用酶标仪

测定原料奶耐热蛋白酶活力，所得结果重复性好、

检测效率高，更适用于乳品企业原料奶耐热蛋白酶

活力的大规模批量检测。杨旭等[26]为测定耐热蛋白

酶活力，采用福林酚法、邻苯二甲醛衍生比色法和

甲醛法进行比较研究，结果表明，福林酚法能更准

确地反映出原料奶中耐热蛋白酶的活力水平。

3.1.2  酶联免疫吸附法（ELISA法）

ELISA法是目前实验室常规分析中应用广泛的免

疫分析方法，具有灵敏度高、选择性好、结果稳定

等优势，其核心原理在于利用酶标记抗体参与免疫

反应体系。根据操作模式差异，该方法可分为直接

法、间接法、夹心法和竞争法。其中，夹心法为常

用形式，其步骤为先将抗原固定于固相载体，随后

加入酶标记抗体，形成“夹心结构”，最终在酶催

化作用下产生显色反应。在此法中，信号强度与待

测抗原浓度成正比[27]。智可佳[28]研究表明，ELISA法

可为弹性蛋白酶提供一种灵敏度高、成本低、稳定

性好的检测方法。徐子豪[29]的研究采用乳酸菌与碱

性蛋白酶复合发酵工艺，并通过ELISA法比较分析

了酶解复合发酵后产物的致敏性变化。

3.2  嗜冷菌检测技术

3.2.1  传统平板培养法

在现代分子生物技术问世之前，平板培养法曾

是微生物分析领域所采用的唯一方法[30]。检验人员

结合微生物的形态特征、革兰氏染色结果及生理生

化反应等多维度的检测分析，完成对目标微生物

的鉴定 [31]。针对液体乳中嗜冷菌的计数，《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》[32]与《SN/T2552.4—2010 乳及

乳制品卫生微生物学检验方法》[33]第4部分：嗜冷微

生物菌落计数，以及国际标准《ISO 17410：2019 食

品链微生物学 嗜冷微生物计数水平法》[34]中均提出2 

种计数方式，分别为6.5 ℃和恒温培养10 d后进行

菌落计数，以及21 ℃恒温培养25 h后进行菌落计

数 [35]。吉玲[36]的研究表明，采用MPC琼脂培养基在

21 ℃培养25 h的计数结果高于其在6.5 ℃培养10 d的

计数结果，产生差异性的原因为21 ℃的培养温度不

仅能满足专性嗜冷菌的生长需求，还为兼性嗜冷菌

提供了更适宜的繁殖条件，进而导致菌落总数显著

升高。

3.2.2  聚合酶链式反应技术（PCR）

PCR因其高特异性、高灵敏度及快速高效的优

势，已成为微生物检测领域的核心技术之一，为传

统培养法检测周期长、操作繁琐且检出限低等问题

提供了有效技术路径。步雨珊等 [37]以荧光假单胞

菌蛋白酶基因aprX为靶标，设计特异性PCR简并引

物，建立原料奶中荧光假单胞菌PCR检测方法；该

法特异性良好，检出限为2.57×103 CFU/mL。楼坚

等 [38]试验结果表明，PCR快速检测法与传统培养基

的鉴定结果具有良好的一致性，证明了PCR检测技

术的准确性与可信度。

3.2.3  流式细胞技术（FCM）

FCM采用激光技术、电子物理技术、光电测量

技术、电子计算机及细菌荧光化学技术，通过荧光

染料对液流系统中的细胞标记物进行定量分析，评

估酶活性、细胞膜完整性[39]，从而快速计数原料奶

中的单个细菌。采用双荧光染色与双模式激光散射

检测散装罐原料奶，可精准识别不良卫生、嗜冷菌

及乳腺炎相关菌3 类特征菌群，明确原料奶主要污染

类型，为牧场污染源追溯与控制提供数据支撑；该

法有效降低了传统FCM假阳性率与非特异性信号干

扰，显著提高了检测结果的可靠性与准确性。Wnuk

等[40]采用吖啶橙染色结合荧光成像FCM，对市售牛

乳中8 种微生物进行区分鉴定，结果表明，该法可用

于牛乳样品中特定微生物的快速筛选。FCM应用于

乳中微生物检测时，其检测结果的准确性易受多重

因素干扰，其中，乳样前处理方法的差异、缓冲液

类型和荧光染料的选择为关键影响因素。此外，检

测人员需熟悉样品处理流程及数据分析方法，对操
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作者的专业素养要求较高，导致该技术在牧场实际

生产中难以实现广泛应用[41]。

3.2.4  第三代基因测序技术

第一代基因测序技术以Sanger链终止法为核心

原理；第二代基因测序技术凭借通量特性实现了测

序效率的大幅提升；而第三代基因测序技术则以单

分子测序为显著标志，其核心优势在于无需依赖

PCR扩增步骤，理论上支持无长度限制的核酸序列

测定，从技术层面突破了前两代测序的局限性[42]。

相较于传统测序技术，第三代基因测序技术的应用

优势较为突出：其一，有效降低单碱基错误率，可

通过对同一序列的测序错误纠正，显著提升测序准

确性；其二，不存在测序偏好性，不受回文序列等

特殊序列结构的干扰，弥补了第二代测序技术的固

有缺陷，能够有效避免假阳性SNP位点的误判；其

三，每个序列均可独立进行比对分析，为精准识别

变异位点及类型提供了可靠保障；其四，无需PCR

扩增过程，减少了人为因素对测序结果的干扰，且

具备超长读长与覆盖均匀性的特征，同时可直接检

测核酸分子的甲基化修饰信息，为表观遗传研究提

供了直接手段。目前，第三代基因测序技术已在多

个研究领域得到广泛应用，与常用的16S rRNA 基因

测序相比，其目标区域测序长度更长，精确度也显

著提升，其中单分子实时测序技术（SMRT）与单

分子纳米孔测序技术（NSMS）是当前应用最为广

泛的两类核心技术。SMRT测序技术具有鲜明的技

术特点：超长读长能力为基因组组装提供了极大便

利，其最长读长可突破20 000 bp[43]，无需模板扩增

的特性不仅适用于极端微生物的基因组研究，还从

源头避免了PCR扩增过程中可能引入的序列错误；

同时，较短的运行时间使得该技术能够在测序酶失

活前获取更长的核酸序列，进一步提升测序效率。

NSMS测序技术则基于其超高的空间分辨率与直观的

检测原理，已发展成为体系完整、功能独特的单分

子生物物理学研究手段，兼具单分子分辨率、读长

长、操作便携等独特优势。此外，第三代基因测序

技术并非局限于独立应用，还常与其他测序方法联

用以实现优势互补[44]。在乳制品领域的嗜冷菌研究

中，Liang等[45]即采用SMRT技术对山东省牧场原料

奶中嗜冷菌的主要污染源进行了系统分析，结果表

明，乳酸菌、不动杆菌和肺炎链球菌作为主要嗜冷

菌，其环境来源分别对应饲料、水体及奶牛乳房，

为牧场嗜冷菌污染的精准防控提供了科学依据。

4  展望

嗜冷菌在低温繁殖过程中会大量分泌胞外蛋白

酶，此类酶的最适作用温度多为20~40 ℃，且具备极

强的低温稳定性，即使在巴氏杀菌（60~70 ℃）后，

仍有30%~50%的酶活性残留，可持续分解乳中酪蛋

白，这是导致乳制品出现苦味、凝块、分层等品质

劣变的核心机制。当前检测方式仍存在短板，传统

平板培养法根据标准不同，需21 ℃培养25 h或6.5 ℃

培养10 d，检测周期长，无法满足现代乳品工业快速

质检的需求；分子生物学方法虽能快速检测嗜冷菌

基因，但难以反映菌株的产酶能力；耐热蛋白酶活

性检测则依赖紫外分光光度法等，操作繁琐且灵敏

度有限。未来研究可围绕三方面突破：一是通过优

化挤奶设备抑菌材料、筛选乳房益生菌，整合物联

网传感器技术，在挤奶设备中嵌入微生物快速检测

模块，实时监测设备表面嗜冷菌污染水平，实现污

染预警与设备清洁的智能化联动，弥补传统设备仅

依赖人工清洁、难以实现精准防控的短板，推动传

统挤奶设备向智慧抑菌装备转型升级；二是整合相

关检测技术，实现嗜冷菌数量与耐热蛋白酶活性的

实时同步检测，多重荧光定量PCR检测技术优化与

试剂盒开发：以嗜冷菌特征基因（aprX、lipA等）和

耐热蛋白酶功能基因为双重检测靶标，设计特异性

引物与水解探针，优化多重荧光定量PCR反应体系

（如引物浓度、退火温度、延伸时间），消除引物

二聚体与交叉反应干扰，实现单管内对嗜冷菌基因

与耐热蛋白酶基因的同步扩增与定量；三是利用天

然抑菌剂特异性抑制残留耐热蛋白酶活性，从植物

（如大豆、茶叶）、微生物、动物源材料中筛选特

异性蛋白酶抑制剂，采用溶剂萃取、柱层析等分离
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纯化技术，获得高活性、高特异性的天然抑制剂单

体从根本上解决乳制品低温货架期品质劣变问题，

为乳制品行业的品质升级提供技术支撑。
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