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摘要：乳凝胶化是长期困扰乳制品行业的难题，其主要诱因是耐热蛋白酶污染。尽管在乳制品加工过程中

通常会进行高温杀菌处理，但假单胞菌属分泌的耐热蛋白酶仍能在极端条件下存活。该酶会分解牛奶中蛋

白质的肽键，不仅导致牛奶产生苦味，还会引发凝胶化现象，严重影响乳制品的品质与货架期。乳凝胶化机

理较为复杂，且针对该领域的研究仍相对匮乏。因此，作者系统概述了假单胞菌属蛋白酶的特性、酶活性检

测方法及影响因素，分析了乳凝胶化的形成机制，总结了生产工艺中的控制措施与新型调控策略，旨在为快

速识别耐热蛋白酶、抑制其残留引发的乳凝胶化现象提供参考。
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Abstract: Gelatinization of dairy products has long been a common problem caused by heat-resistant protease 

contamination. Despite the high-temperature sterilization process, heat-resistant proteases secreted by 

Pseudomonas spp. can survive under extreme conditions. These enzymes can break down the peptide bonds of 

proteins in milk, resulting in the bitter taste and gelatinization of milk, which seriously affects the quality and 

shelf-life of dairy products. In view of the complex gelatinization mechanisms of dairy products and the lack of 

in-depth investigation, the author systematically outlined the characteristics, enzyme activity detection methods, 

and influencing factors of Pseudomonas spp. proteases, delved into the mechanisms underpinning the 

protease-induced gelatinization of dairy products, and summarized the control measures and novel regulatory 
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strategies in the production process. The review is expected to provide a reference for the rapid identification of 

heat-resistant proteases and the inhibition of gelatinization of dairy products due to protease residues.

Keywords: Pseudomonas spp.; heat-resistant protease; dairy product; gelatinization; detection method; control 

measure

乳制品在贮存过程中会发生物理与化学变

化，其中凝胶化是最为严重的问题之一，具体表

现为黏度增加、流动性减小、稳定性降低及脂肪

分离。乳凝胶化的机理较为复杂，影响因素主

要包括微生物分泌的耐热蛋白酶、热处理程度、

乳固形物含量、乳成分、加工工艺和贮藏温度

等。其中，嗜冷假单胞菌因产耐热蛋白酶的能

力较强，成为导致液态乳品质下降的主要因素

之一。

假单胞菌在原料乳收集及乳制品加工环境中

广 泛 存 在［1］ ，占 相 关 环 境 微 生 物 群 落 的

70%~90%［2］。Dai等［3］从 4 ℃贮存 1 周的原料乳中

分离出的嗜冷假单胞菌占该样品微生物群的

70%~90%。尽管在初始生牛乳的微生物群落中，

嗜冷假单胞菌占比不足 10%，但当生牛乳或巴氏

杀菌乳变质时，它们会成为微生物群落中的优势

菌群［4］。然而，无论是巴氏杀菌还是超高温灭菌

（ultrahigh temperature sterilization，UHTS）处理，均

无法使假单胞菌属产生的耐热胞外酶完全失活。

这些仍保持酶活性的耐热酶会对运输、贮藏及货

架期内的乳制品品质造成严重影响，不仅导致其

营养成分流失，还会降低消费者的接受度。基于

此，作者概述了嗜冷假单胞菌属蛋白酶在乳制品

变质过程中的变化规律，旨在为乳凝胶化问题的

深入研究及防控策略的制定和应用提供参考。

1　假单胞菌属及其蛋白酶概述

1.1　假单胞菌属常见种类及在乳制品中的污染现状

假单胞菌属是乳制品中广泛存在的微生物，

能在低温环境下生长繁殖。研究发现，在牧场环

境中，假单胞菌属是分布最广的污染菌株，约占总

分离菌株的 57%［5］；在 28 ℃条件下，有 61.38% 的

假单胞菌株具备产蛋白酶的能力。Du等［6］从中国

16 个原料乳样品中共分离出 480 株嗜冷菌，其中

假单胞菌占比达 58.8%。Mejares 等［7］研究表明，

生牛乳贮存 72 h 后，假单胞菌属与不动杆菌属成

为 优 势 菌 属 ，两 者 的 总 相 对 丰 度 超 过 60%。

Stoeckel等［8］从原料乳中鉴定出 2 906 种营养嗜冷

菌株，其中假单胞菌、乳球菌和不动杆菌占比超过

总数的 62%。导致乳制品品质劣变的假单胞菌主

要有荧光假单胞菌、恶臭假单胞菌、脆弱假单胞

菌，其中荧光假单胞菌是限制 UHTS 乳保质期的

关键菌株［9］。此外，原料乳中还检测出格氏假单

胞菌、解朊假单胞菌、布氏假单胞菌、霍氏假单胞

菌和裴氏假单胞菌等菌株。

1.2　假单胞菌属蛋白酶及其特性

目前，在假单胞菌属分泌的胞外蛋白酶中，

AprX 的研究最为广泛［10］，该酶能抵抗 UHTS 处

理，被认为是导致牛奶腐败的关键蛋白酶［11-14］。假

单胞菌中约 80% 的菌株携带 AprX 基因［15-16］，该基

因可表达 AprX，即使在 135 ℃条件下处理 1 min，

其酶活性残留率仍在 20% 以上［17］。AprX 已被证

实是一种与食品腐烂相关的蛋白酶［18］，降低其酶

活性对提高 UHTS 乳在保质期内的稳定性具有重

要意义。此外，来自纤溶酶系统的内源性蛋白酶

也会导致乳制品蛋白质降解，但其破坏乳制品稳

定性的机制与 AprX 截然不同。

假单胞菌属分泌的蛋白酶具有较高的稳定性

和良好的催化性能［19-20］，主要体现在 2 个方面。

一方面，假单胞菌属分泌的蛋白酶具有耐高温特

性。王一恬［21］对荧光假单胞菌分泌的 5 种胞外蛋

白酶进行研究，发现经商业巴氏杀菌（72 ℃、15 s）

处理后，胞外蛋白酶仍保留约 47% 的酶活性；经

UHTS 处理后，仍保留约 18% 的酶活性。祁岩［22］

研究发现，在 75 ℃或 85 ℃条件下加热 180 min，

无法使荧光假单胞菌蛋白酶完全失活。荧光假单

胞菌产生的蛋白酶经 121 ℃处理 15 s 后，酶活性

残留率达 58%~73%；经 135 ℃处理 5 s 后，酶活性

残留率仍达 20%~40%［23］。莓实假单胞菌产生的

蛋白酶经巴氏杀菌处理后表现出类似的热稳定

性；经 121 ℃油浴 15 s 后，酶活性仍为初始值的

50%~55%［24］。不同种类假单胞菌产生的蛋白酶

的热稳定性受氨基酸组成、二硫键含量及金属离
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子结合能力等多种因素影响。另有研究发现，

AprX 在 pH 8.5、45 ℃条件下酶活性最佳［25］。另

外，与高温环境相比，多数嗜冷菌产生的胞外蛋

白酶对 40~70 ℃的热处理更为敏感，这种现象被

称为“低温失活”。因此，在乳制品生产过程中，

控制嗜冷菌蛋白酶的酶活性尤为重要［26］。蛋白

酶 稳 定 性 与 pH 密 切 相 关 ，牛 乳 正 常 pH 为

6.5~6.7，其 pH 变化与蛋白质和乳脂肪的水解有

关。蛋白质和乳脂肪水解产生的酸性氨基酸和

脂肪酸会导致 pH 下降，而 pH 下降又会进一步影

响乳的稳态结构，使更多蛋白质结合位点暴露出

来。当 pH 低于 6.3 时，牛乳会出现不可逆的絮凝

沉淀，这也是牛乳体系失稳的开始［27］。

1.3　蛋白酶活性检测方法

乳制品中蛋白酶活性的检测方法较多，但由

于干扰因素众多，这些方法在特异性与灵敏度方

面表现不佳，见表 1。因此，迫切需要一种特异性

强、灵敏度高的新型快速检测方法。

目前，我国国家标准中普遍采用福林酚试剂

法检测蛋白酶活性［28］，该方法准确度高、灵敏度高

且检测限较低。此外，邻苯二甲醛衍生比色法也

是一种常用的蛋白酶活性检测方法［29］，该方法精

确度高、重现性好且反应时间短，但高温会导致

SDS 溶解，对分析结果影响较大，因此更适用于不

表 1　蛋白酶活性检测方法

Table 1　Protease enzyme activity detection methods

检测方法

福林酚试剂法

邻苯二甲醛衍

生比色法           

人工底物偶氮

酪蛋白法           

甲醛法

电化学法

竞争性酶联免

疫吸附测定法  

异硫氰酸荧光   

素-酪蛋白酶法

牛津杯法

生物发光共振

能量转移生物   

传感器               

表面等离子体

共振技术           

原理

福林酚试剂在碱性条件下被酪氨

酸中的酚基还原，生成相兰与钨

兰，用比色法测定

邻苯二甲醛衍生试剂在碱性介质

中与游离氨基酸反应生成异吲哚

衍生物，在 340 nm 下测定吸光度，

测定游离氨基酸态氮含量

人工底物偶氮酪蛋白在酶的作用

下释放发色团，通过分光光度法对

嗜冷菌蛋白酶活性进行测定

甲醛固定氨基的碱性，使氨基酸的

羧基显示出酸性，通过氢氧化钠标

准溶液滴定进行定量，以酸度计测

定滴定终点

酶催化反应过程中产生的电位变化

将酶标记的抗原与样品中的蛋白

酶以及固相载体上吸附的抗体进

行竞争性结合

使用可溶性异硫氰酸荧光素标记

的酪蛋白，反应生成荧光素硫代氨

基甲酰衍生物

分解特定底物形成透明水解圈，通

过水解圈大小来判断蛋白酶活性

结合来自 ĸ-酪蛋白的多个切割位

点来探索蛋白酶识别位点，ĸ-酪蛋

白被分泌的细菌蛋白酶切割

通过检测共振角的变化，实时监测

生物分子间的相互作用，包括蛋白

酶与底物、抑制剂、抗体之间的特

异性结合过程

适用范围

牛奶中蛋白酶活性的测定

不同样品间蛋白酶活性的精确

比较

UHTS乳中嗜冷菌蛋白酶活性

测定

粗略性和比较性测定

牛奶及其制品的蛋白酶活性测定

乳制品中不同浓度蛋白酶活性

测定

生牛奶中痕量水平的细菌蛋白酶活

性测定

粗略性和比较性测定

牛奶中荧光假单胞菌分泌的蛋白酶

及 UHTS乳中 AprX 酶活性的测定

蛋白酶活性、抑制作用以及与其他

生物分子的相互作用机制

优点

属于国标法，准确度高，灵

敏度高，操作较简便，检测

限较低

精确度高，重现性好，反应

时间短

灵敏度高，适用范围广

操作简单

检测时间短

抗原与抗体特异性结合，

能准确测定蛋白酶活性

操作简单，成本低，能灵敏

测定细菌蛋白酶活性

价格便宜，操作简单

时间短，灵敏度高，即使存

在纤溶酶，也能选择性地

测定细菌蛋白酶活性

检测速度快，能实时、动态

地监测蛋白酶活性

缺点

耗时长，专一性较差

由高温引起的 SDS 溶

解问题对测定结果影

响较大

非天然底物，成本较高

准确性、精确度较低，

重现性差

费时费力，成本高，电

极不耐用，需要复杂

的肽标记

孵育时间长，此过程会

耗尽内源性 κ-酪蛋白

前处理与测定耗时长

培养时间长

需要优化缓冲液体系

操作复杂，成本高
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同样品间酶活性的比较。人工底物偶氮酪蛋白法

利用发色物质在 345 nm 处具有最大吸收特性［30］，

可有效测定接种嗜冷菌的 UHTS 乳中细菌蛋白酶

活性。甲醛法以氨基酸态氮质量浓度表示酶活

性［31］，但其数值对比难度较大。异硫氰酸荧光

素-酪蛋白酶法操作简单、成本低且灵敏度较高，

能在纳克和亚纳克范围内精确测定蛋白酶活

性［32］，尤其适用于检测生牛乳中痕量水平的细菌

蛋白酶活性，但样品前处理与测定耗时较长。

近年来，新型检测技术也逐步应用于乳制品中

蛋白酶活性检测。生物发光共振能量转移生物传感

器可用于测定牛奶中荧光假单胞菌分泌的蛋白酶活

性。Dacres等［33］通过结合来自 κ-酪蛋白的多个切割

位点，针对蛋白酶识别位点设计了不同策略。该方

法的优势在于，即使存在纤溶酶，也能选择性地测

定细菌蛋白酶活性，可在几分钟内快速、准确地测

定牛奶样品中与生理相关的 AprX酶活性水平。表

面等离子体共振技术能实时跟踪乳制品中蛋白酶

与底物的结合与解离过程，捕捉到瞬时变化和中间

态，通过测量这些变化即可实现对蛋白酶活性的检

测，无需传统标记步骤，为乳制品中蛋白酶活性的

检 测 提 供 了 全 新 的 无 标 记 手 段［34］。 此 外 ，

GFP-Basta 法、lgG 单克隆抗体法等新型蛋白酶活

性检测技术，存在成本较高、底物制备复杂等缺点。

1.4　假单胞菌属蛋白酶活性的影响因素

生产工艺、营养成分、温度、氧气及金属离子

等因素共同作用，会对假单胞菌属蛋白酶活性产

生综合影响。深入探究这些因素的作用机制，对

精准调控假单胞菌属蛋白酶活性，减少其在生产、

运输及贮藏过程中的危害具有重要意义。

1.4.1　生产工艺　

牛奶在受热和凝胶化过程中的变化程度通常

与所施加的热能呈负相关。相较于间接 UHTS 处

理的牛奶，直接 UHTS 处理的牛奶接收到的热能

更少，因此更易形成细软凝块并悬浮于乳清中［35］。

为延长 UHTS 乳的保质期，需降低乳制品中假单

胞菌属蛋白酶的酶活性。工业上可通过热处理降

低最终乳制品中的酶含量，但由于假单胞菌属蛋

白酶热稳定性强，若不预热直接进行 UHTS 处理，

酶残留量仍较高，因此建议先在 80~95 ℃条件下

进行预热［36］。

1.4.2　营养成分　

葡萄糖通常是假单胞菌属代谢的优先底物，

也是 AprX 产生的抑制因子［37］；其次，假单胞菌属

对有机酸、氨基酸的利用优于糖原、D-纤维二糖、

α-D-乳糖、β-甲基 -D-葡萄糖苷。如铜绿假单胞菌

对有机酸、氨基酸的偏好度高于葡萄糖，恶臭假单

胞菌的优先底物为 L-精氨酸和 D-半乳糖醛酸［38］。

但随着假单胞菌种群扩大，当优先利用的营养物

质供应不足时，会利用自身产生的蛋白酶水解蛋

白质以获取营养［39］；蛋白质水解产生的 NH3、H2S

及其他化合物，会导致乳制品腐败变质［40］。因此，

未来可通过筛选适宜的乳基质，寻找既能抑制蛋

白酶产生，又不会促进嗜冷菌生长的碳源。

1.4.3　温度　

假单胞菌的培养温度与碳源利用率直接相

关，且其在蛋白酶活性较低时的碳源利用能力更

强［41］。常见假单胞菌的最适生长温度约为 25 ℃，

当培养温度升高时，受蛋白质稳定性下降、代谢途

径改变及基因表达调控等因素的影响，假单胞菌

的蛋白酶合成会受到抑制。因此，在实际应用中

需平衡嗜冷假单胞菌生长与蛋白酶分泌的关系，

在现有条件下合理调控原料乳的贮藏温度，以最

大限度地降低蛋白酶对原料乳的危害［42］。

1.4.4　氧气　

假单胞菌是专性需氧菌，需在有氧环境下生

长并合成胞外酶。Alves等［43］研究发现，培养时适

当搅拌可以提高 Pseudomonas fluorescens 07A 产

蛋白酶的能力，且搅拌培养比静态培养产酶时间

更早且产量更高。此外，牛奶运输过程中的振动

会促进好氧假单胞菌生长［44］。因此，需避免运输

过程中剧烈摇晃，并尽量使用不透明包装材料，以

减少对乳制品中酶活性的影响。

1.4.5　金属离子　

目前已发现多种矿物质与假单胞菌属蛋白酶

的产生及酶活性调控有关。钙是调控 AprX 结构

的关键，可促进蛋白酶合成；铁对 AprX 合成的调

节随浓度的不同而不同，即低浓度铁可刺激其合

成，高浓度铁则具有抑制作用。张书文等［45］发现

Fe2+可以提高荧光假单胞菌 BJ-10的胞外蛋白酶活

性；Mu 等［46］发现 Mn2+能增强荧光假单胞菌 Rm12

的蛋白酶活性；杨梦莹等［47］发现 Zn2＋能显著提高
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角蛋白酶活性，Mn2＋、Fe2＋、Al3＋对其也有增强作

用，而 Cu2＋、Mg2＋、Ca2＋则表现出抑制作用。因此，

实际生产中需要控制金属离子的使用量与比例，

避免其影响乳制品的稳定性。

2　乳凝胶化形成机制及影响因素

在 UHTS 乳贮存期间，乳中残留的蛋白酶是

导致乳凝胶化现象的主要原因。这些耐热酶会持

续水解乳中的蛋白质，其中微生物源蛋白酶主要

作用于 κ -酪蛋白，使其转化为副 κ -酪蛋白，导致

κ-酪蛋白对整个酪蛋白胶束的稳定作用丧失，进

而使胶束之间相互聚集，最终形成凝胶。乳凝胶

形成可分 2 个阶段：第一阶段是乳蛋白的水解；第

二阶段是酪蛋白胶束的理化性质发生改变。

目前，乳凝胶化的形成机制主要分为 2种。第

一种机制与热稳定的蛋白酶相关。这类蛋白酶在

乳制品贮存期间会水解蛋白质产生肽类物质，破

坏蛋白质系统的稳定性，最终引发乳凝胶化。蛋

白质水解既可由牛奶中天然存在的酶引发，也可

由牛奶收集期间或之后引入的外源酶诱导。这种

由蛋白质水解导致的乳凝胶化，通常发生在 UHTS

乳的保质期内，且往往在生产后较短时间内出现。

第二种机制通常被称为“物理化学”型或“非酶”型

年龄凝胶化［48］。该过程中，即使乳样品已发生凝

胶化，其蛋白质在贮存期间也不会发生降解或水

解。“物理化学”型凝胶通常在贮存数月后出现，且

常超出 UHTS 乳的预期保质期。在总固形物含量

或蛋白质浓度较高的牛奶中，该现象可能会更早

发生。此外，还存在联合机制的可能性，例如“两

阶段凝胶机制”——酶的作用先使乳体系变得不

稳定，进而加速“非酶”型年龄凝胶化过程，但这一

联合机制目前尚未得到证实。

以假单胞菌属中导致乳凝胶化的关键蛋白

酶 AprX 为例［49］，其乳凝胶化形成机制见图 1。

AprX 首先作用于胶束最外层的 κ-酪蛋白，特异性

裂解 Phe-Met 肽键，将 κ -酪蛋白水解为副 κ -酪蛋

白。这一过程使副 κ -酪蛋白胶束失去原有的带

电荷部分，减小粒子间阻力，引发絮凝现象。此

外，AprX 还能非特异性裂解酪蛋白胶束表面的

可溶性亲水酪蛋白-大肽（CMP）区域，导致酪蛋

白胶束表面亲水尾部发生断裂，降低酪蛋白胶束

间的静电斥力，进而使整个体系的排斥力下降。

随着排斥力持续降低，酪蛋白胶束逐渐聚集融

合，形成更大的颗粒团，这些颗粒团进一步相互

作用，最终导致乳凝胶的形成。另外，AprX 还具

备水解 β-酪蛋白和 αS-酪蛋白的能力，这一特性会

破坏酪蛋白胶束内部的稳定性［50］，进一步推动乳

凝胶化进程。

从原理层面进行剖析，乳凝胶的形成受多种

因素协同影响，主要分为 2 个方面。一方面，乳凝

胶的形成依赖酪蛋白与胶体磷酸钙（CCP）的配

比，两者配比是决定凝胶成熟的关键［51］。Ca2+活

性会影响酪蛋白与 CCP 的结合方式，参与乳凝胶

形成过程，同时调节酶的聚合与成熟，进而影响

乳凝胶的结构与稳定性。CCP 能增强乳凝胶网

络连接并加速其成熟，酪蛋白含量则直接决定乳

图 1　乳凝胶化形成机制

Fig. 1　Gelatinization mechanism of dairy products
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凝胶的最终形态与性能；同时，酶的聚合与成熟过

程也受 CCP和酪蛋白含量的共同调节。在这些因

素共同作用下，乳凝胶网状结构形成，粒子间的相

互作用力增强，最终导致乳清析出，产生脱水收缩

现象。这一过程既涉及物理层面的粒子相互作用，

也与化学层面的酶促反应、离子活性密切相关。另

一方面，在牛奶自然 pH条件下，酪蛋白胶束的稳定

性依赖其表面 κ-酪蛋白形成的毛刷状结构［52］，此时

胶束表面的净电荷较高，静电斥力使胶束能稳定分

散于牛奶中。然而，当牛奶被酸化后，pH 降低会导

致酪蛋白胶束表面净电荷减少，尤其是当 pH 降至

5.5以下且加热温度不超过 50 ℃时，乳凝胶形成更

加明显。当 pH 接近酪蛋白等电点时，酪蛋白分子

所带净电荷趋于零，静电斥力大幅减弱，胶束间吸

引力增强，开始聚集形成凝胶。而较低的温度会减

缓分子热运动，既有利于胶束聚集，又不会破坏酪

蛋白结构，进一步促进了乳凝胶的形成。

3　乳凝胶化调控策略

3.1　盐的添加

盐的添加会影响酪蛋白胶束的物理化学性

质及化学键的形成，进而影响乳凝胶的形成。这

可能是由于假单胞菌通常是在细胞处于低能量

状态时产生蛋白酶，此时细胞更易耗尽底物；但

当添加柠檬酸盐等更容易被代谢的碳源时，蛋白

酶的产生会受到抑制［53］。在实际应用中 ，在

UHTS 处理前添加低质量分数（0.05%~0.10%）的

多磷酸盐（如聚偏磷酸钠、六偏磷酸盐等），可有

效延缓乳凝胶化。这可能是由于多磷酸盐既能

降低乳制品中的 Ca2+水平，又能通过与酪蛋白胶

束结合抑制蛋白质间的相互作用，从而延缓乳凝

胶化过程［54］。

3.2　充入 CO2

目前国内外主要采用 CO2、N2、乳酸菌、噬菌

体、壳聚糖等多种物理、化学和生物处理技术控制

假单胞菌。刘美凤等［55］研究发现，增压 CO2能显著

抑制荧光假单胞菌等嗜冷菌的生长繁殖，不仅能

杀灭荧光假单胞菌，还能抑制其蛋白酶的分泌。

另有研究表明，向发酵乳制品中充入 CO2对产品感

官及理化性质无明显影响，且能将保质期延长

2~3 d；若用 CO2处理原料乳，可使原料乳的保质期

从 6 d延长至 16 d［56］。Lo等［57］的研究也证实，采用

CO2处理原料乳能有效抑制荧光假单胞菌的生长，

并将原料乳的变质时间推迟 7 d。

3.3　优化生产工艺

目前尚无能够完全消除耐热蛋白酶的方法，

但在生产过程中，可通过对嗜冷菌及其代谢物进

行合理调控，降低其对乳制品品质的影响［58］。因

此，作者对生产中可能造成微生物污染的工艺环

节进行了分析，并总结了乳制品生产中乳凝胶化

的控制措施，见表 2。

表 2　乳凝胶化控制措施

Table 2　Control measures for gelatinization of dairy products

控制措施

控制原料乳中

的嗜冷菌数量

深度冷藏

增加预热处理

高压均质

超高压处理

超声处理

微滤技术

对乳凝胶化的具体影响

牛奶中嗜冷菌数量应控制在 1 000 CFU/mL 以下，若超过该值，嗜冷菌会与牛奶中的乳蛋白、乳脂肪等成分发

生反应并生成蛋白酶，不仅使牛奶产生凝结块，还会产生脂肪氢化味

相同原料乳在 2 ℃贮存比在 4 ℃贮存生产出的 UHTS乳保质期更长，建议冬季贮存原料乳温度设为 2 ℃，夏季

设为 4 ℃

建议将巴氏杀菌的预热过程调整为约 55 ℃，由于大多数嗜冷菌产生的蛋白酶对 40~70 ℃的热处理较为敏感，

其在 55 ℃左右时极为敏感，更易失活；将原料乳置于 55 ℃条件下热处理 60 min，其蛋白酶活性仅剩 17%。

高压均质不仅能灭活假单胞菌，对其产生的蛋白酶也具有一定的灭活作用，可降低荧光假单胞菌蛋白酶导致

的乳蛋白水解；在 100 MPa 高压均质下处理含质量分数 3% 脂肪的牛乳，蛋白质水解度降低 29%，乳凝胶化延

迟 23 d；在 150 MPa高压均质处理下，蛋白质水解度降低 51%，乳凝胶化延迟 40 d

在不同压力（300、400、500 MPa）、保持时间（20、40、60 min）和温度（20、40、60 ℃）条件下，随着压力升高、时间

延长或温度降低，乳凝胶化时间逐渐缩短，而凝胶强度与凝乳速率均得到改善，证明超高压处理对凝乳酶诱导

的乳凝胶品质具有显著影响

经超声处理的脱脂乳表现出明显的剪切变稀效应，触变性与黏弹性增大，凝胶点推迟；200 W 超声处理时，酪

蛋白的乳化活性和乳化稳定性均在 20 min时达到最大值；400 W 超声处理时，两者分别在 20 min和 4 min时达

到最大值；600 W 超声处理时，两者均在 10 min时达到最大值

微滤技术可降低蛋白酶和纤溶酶的酶活性，从而有效延长乳制品保质期

参考文献
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3.4　新型调控策略

目前的新型调控策略主要包括 5 个方面。

1）酶法调控：通过转谷氨酰胺酶可催化乳蛋白分

子间形成共价键［71］，通过增强乳蛋白凝胶网络结

构，提高凝胶强度与稳定性，减少乳清析出，从而

实现对乳凝胶化过程的调控。乳糖氧化酶可用于

延缓假单胞菌属诱导的 UHTS 乳中的凝胶化现

象［72］。2）微流控技术：通过控制乳液的形成与结

构，将对蛋白酶敏感的聚合物材料包裹在乳液液

滴中，形成具有特定结构和性能的水凝胶。在乳

凝胶化过程中，蛋白酶的作用会改变乳凝胶的结

构与性质，从而实现对乳凝胶化的定向调控［73］。

3）分子对接技术：该技术被用于研究乳蛋白衍生

肽对乳制品中蛋白酶的抑制作用。通过分析肽

与蛋白酶活性位点的结合模式、氢键形成、疏水

相互作用等，揭示肽的结构特征与其抑制酶活性

之间的关联［74］。4）生物活性物质调控：抗菌肽可

作为乳蛋白完整性和凝胶化过程的潜在调节剂，

通过抑制蛋白酶活性维持乳蛋白的结构完整

性［75］。5）基因编辑技术：通过对乳中蛋白酶相关

基因进行编辑，如敲除导致乳蛋白过度水解的基

因，或过表达能抑制蛋白酶活性的基因，从根源

上控制蛋白酶活性，进而调控乳凝胶化过程，保

障乳制品品质的稳定性。

4　展望

随着对假单胞菌属蛋白酶与乳凝胶化关系研

究的不断深入，蛋白酶与乳蛋白的相互作用位点、

结合模式以及两者作用后引发的一系列生化反

应，仍有待进一步剖析。在实际的乳制品生产和

贮存环境中，乳凝胶化过程往往受多种因素共同

影响，因此未来的研究需综合考量温度、pH、离子

强度等环境因素，以及其他微生物代谢产物对假

单胞菌属蛋白酶活性和乳凝胶化的影响。同时，

还需开发假单胞菌属蛋白酶的快速检测方法及配

套试剂盒，方便生产企业及时监测产品质量，保障

乳制品的安全与稳定性。基于对假单胞菌属蛋白

酶作用机制的深入理解，可进一步开发新型调控

策略，如借助生物发酵技术引入特定微生物，通过

竞争抑制假单胞菌属的生长及蛋白酶的产生，实

现对乳凝胶化的正向调控。从不同角度对乳凝胶

化过程进行调控，能够为提升乳制品品质提供多

元化技术方案。
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