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牛乳中嗜冷菌危害及其检测方法研究进展 

朱  萍, 李  楠, 任  婧* 
(光明乳业股份有限公司研究院, 乳业生物技术国家重点实验室, 上海  200436) 

摘  要:  虽然低温保藏及冷链技术限制了牛乳中微生物的繁殖与代谢, 但是在低温环境中恰恰非常适合嗜冷

菌的生长代谢, 并影响牛奶质量。生产中通常用巴氏杀菌和超高温灭菌来杀灭牛奶中的嗜冷菌, 却无法消除由

嗜冷菌所分泌的较高的耐热性的脂肪酶和蛋白酶, 进一步影响乳及乳制品风味质地。因此快速检测牛乳中的嗜

冷菌, 对于控制生牛乳中嗜冷菌繁殖、提高乳制品产品质量、延长货架期等都具有重要的现实意义。本文主要

总结与讨论了牛乳中嗜冷菌的危害以及几种常见的对原料奶中嗜冷菌快速检测的方法, 包括直接荧光过滤技

术、电阻抗法、酶联免疫吸附法、流式细胞计数法、氨肽酶法、聚合酶链反应结合酶联免疫吸附法, 并将它们

在工业应用上的优缺点进行了比较, 并对此领域的技术发展方向给予展望。 
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Advancement on detection methods and hazard of psychrophilic 
bacteria in milk 

ZHU Ping, LI Nan, REN Jing* 

(State Key Laboratory of Dairy Biotechnology, Dairy Research Institute, Bright Dairy and Food Co., Ltd.,  
Shanghai 200436, China) 

ABSTRACT: The techniques of cryopreservation and cold chain limit the microbial reproduction and meta-
bolism in milk. However, a low temperature environment is very suitable for the growth and metabolism of 
psychrophilic bacteria. Pasteurized and ultra high temperature sterilization is usually used to kill psychrophile, 
but they are unable to remove the heat-resistant lipase and protease produced by the psychrophile, finally to af-
fect the flavor and texture of dairy products. Therefore, rapid detection of milk psychrophile in raw milk is im-
portant for microbial control, quality improvement and shelf-life extending. This paper summarizes and dis-
cusses the hazards of psychrophile in milk, as well as several common rapid detection methods for psychrophile 
in raw milk. These methods include direct fluorescence filtering technology, electrical impedance method, en-
zyme-linked immunosorbent assay, flow cytometry, aminopeptidase enzyme, and PCR-ELISA method. The 
advantages and disadvantages in industrial application are also compared, and the development directions of 
those techniques in this field are discussed. 
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1  引  言 

20世纪 80年代初, 开发奶源和保证供给是我国
乳品行业的主要任务; 到 90 年代主要需要解决的问
题是原料乳的掺假; 90年代中期开始, 对原料乳的新
鲜度、细菌数含量提出了更高的要求。而进入 21 世
纪, 在对生活水平要求越来越高的今天, 原料乳的安
全卫生问题越来越受到关注。作为影响乳制品保质期

的最主要因素, 原料乳中嗜冷菌的污染可谓是重中
之重, 因此对嗜冷菌的检测研究显得尤为重要。 

嗜冷菌是一类菌的总称, 这类菌一般是在 0℃～
20℃之间最适宜生长, 由于这个温度范围与其他菌
的最适生长温度范围相比要低很多, 故此得名嗜冷
菌。嗜冷菌主要包括两类微生物。一类是专性嗜冷菌

(Psychrophiles) , 另一类为兼性嗜冷菌(Psychrotrophics)
又名耐冷菌[1]。其中专性嗜冷菌最高生长温度不超过

20℃, 最适生长温度为 15℃或者更低, 在 0℃依然可
以生长繁殖。而兼性嗜冷菌的最高生长温度高于

20℃, 最适生长温度高于 15℃, 0℃～5℃也能生长繁
殖, 适应的温度范围更广, 在环境中存在更为广泛, 
食品中的腐败菌大部分为兼性嗜冷菌[2,3]。嗜冷菌种

类繁多, 在已知的嗜冷菌中, 细菌是数量和种类最多
的一类, 涉及 30 多个属, 其中属于革兰氏阴性的假
单胞菌属 (Pseudomonas)和革兰氏阳性的杆菌属
(Bacillus)较多。这些嗜冷菌广泛地分布于各种低温环
境中。除细菌外, 在寒冷地区也发现有放线菌、霉菌、
酵母和低温藻类[4]。 

2  牛乳中主要的嗜冷菌及嗜冷菌的危害 

嗜冷菌广泛存在牛乳的外部环境中, 如: 土壤、
灰尘、空气、水、草料、粪便中等, 而牛体乳房部位、
挤奶设备、管道、容器内以及挤奶现场环境中的嗜冷

菌最有可能进入牛奶中。 

2.1  牛乳中的嗜冷菌 

牛乳中的嗜冷菌中最常见的是假单胞菌属

(Pseudomonas), 特 别 是 荧 光 假 单 胞 菌

(Ps.fluorescens) 。除此之外还存在有产碱杆菌属
(Alcaligenes), 色杆菌属 (Chromobacterium), 黄杆菌
属 (Flavobacterium), 芽孢杆菌属 (Bacillus), 梭菌属
(Clostridium), 棒状杆菌属 (Coryncbacterium), 链球
菌属(Streptococcus), 乳杆菌属(Lactobacillus)和微球

菌属(Microbacterium)等[5,6]。在假单胞菌中, 部分假
单胞菌具有强力分解脂肪和蛋白质的能力, 可将原
料奶中蛋白分解成蛋白胨, 把脂肪分解从而产生脂
肪哈败味。产碱杆菌, 其本身不能分解原料奶中的糖
类产酸, 但其能产生灰黄色、棕黄色的色素, 使得原
料奶中所含的有机盐分解成碳酸盐, 从而使牛乳转
变为碱性, 并导致乳品产生黏性变质[7]。 

2.2  嗜冷菌的危害 

微生物中嗜冷菌的污染是影响乳产品保质期的

最主要因素。作为冷藏原料奶中生长的优势菌群, 嗜
冷菌在原料奶没有及时冷却、冷却温度不达要求或贮

存时间过长时, 就会大量繁殖, 并产生耐热水解酶, 
如蛋白质分解酶和脂肪分解酶, 这些水解酶能破坏
牛乳中的主要成分、脂肪、蛋白质和卵磷脂[8]。嗜冷

菌胞外蛋白酶耐热的机制在于经过高温处理后,未被
破坏的处于非折叠状态的蛋白酶分子(无活性)重新
折叠成有活性的天然构象[9]。因此该类酶能够耐受巴

氏杀菌 (72 /15℃  s) 和超高温 (UHT)(120 ℃～

150 /0.5℃ ～8.0 s) 灭菌工艺处理, 在低温贮存过程
中逐渐被激活, 并在奶制品储藏过程中继续分解其
中的脂肪和蛋白质, 导致产品出现苦味、结块、分层, 
从而引起牛乳腐败变质。 

总之, 嗜冷菌能破坏原料奶中成分, 主要是由
于嗜冷菌活动产生能分解脂肪、蛋白质的耐热脂肪

酶、蛋白酶。这些热稳定性胞外降解性酶类(主要是
脂肪酶、蛋白酶)在巴氏杀菌消毒过程中基本不受影
响, 甚至经过超高温杀菌处理后仍能保持部分活性, 
最终, 蛋白酶水解乳蛋白带来例如苦味、异味、果味
和酵母味[10]等非正常风味; 而脂肪酶水解牛乳脂肪
的过程会释放出一些游离脂肪酸, 这些脂肪酸会造
成牛乳制品腐臭、异味、碱味和苦味[11]。由于游离脂

肪酸增加, 乳产品风味将会出现如乳酪味、腐烂味、
不洁味或酵母味等[12]不良风味。这些由嗜冷菌产生

的脂肪酶、蛋白酶还会造成片式热交换器的淤塞, 造
成清洗困难[13]。 

2.3  嗜冷菌的控制 

在Kumarsan等[14]对牛乳在不同储藏温度下的腐

败程度变化的研究实验中表明, 降低温度虽然能够
有效减缓嗜冷菌生长速度、降低酶活, 但是一般适用
于菌数≤103 cfu/mL的情况。Champagne等[15]在实验

中发现, 若将原料乳先在 65 ℃～69 ℃下热处理 15 s, 
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再进行巴氏杀菌, 则能够使革兰氏阴性嗜冷菌的数
目减少 77%～79%, 但是, 这种预处理对产芽孢的革
兰氏阳性嗜冷菌没有作用。所以对嗜冷菌的控制不是

简单冷、热处理, 而是要将低温储藏、高温处理和离
心除菌 [16]相结合 , 并且使用清洁卫生的生产设备 , 
才能真正有效减少嗜冷菌的污染。 

3  嗜冷菌的检测方法及其分析比较 

嗜冷菌危害的严重性, 更加突显出嗜冷菌检测
方法的重要性。 

3.1  检测方法 

目前对于原料乳中嗜冷菌的检测方法有很多

种 , 但这些方法在时间及针对性上都存在各自的
缺陷 [17]。在上世纪 90 年代 , 对微生物快速、自动
化检测的研究已经进入了蓬勃发展的阶段 , 那些
基于微生物学、化学、生物化学、生物技术、免

疫学技术、血清学技术的快速、自动化分析方法

均可应用于食品中微生物的分离、前期检测、特

性研究及计数 [18]。这其中大多数方法都适用于对

奶制品的检测。  
目前公认的方法主要有三类: 一、平板检测及其

改良方法; 二、直接检测法; 三、间接检测法。其中
直接检测方法包含直接荧光过滤技术、流式细胞计数

法、实时聚合酶链反应检测法、聚合酶链反应结合酶

联免疫吸附法、荧光原位杂交探针法、时间/温度梯
度凝胶电泳、双向电泳、ATP生物发光法; 间接检测
方法包含测定游离脂肪酸、测定氨肽酶活性、鲎变形

细胞溶解物、酶联免疫吸附法、电阻抗法、石英晶体

微天平法[19]。而以上各类检测方法中平板检测法、

直接荧光过滤技术、电阻抗法、酶联免疫吸附法、流

式细胞法、氨肽酶法以及 PCR-ELISA法这七种属于
比较常见的检测方法。 
3.1.1  平板检测法 

平板检测法是取样品稀释液接种至琼脂培养基, 
在 5 ℃～6.5 ℃恒温培养 10天后计数[20]。或者将样

品在 21 ℃增菌培养后, 采用选择性培养基在 21 ℃培
养 25 h, 然后将样品中 G-杆菌作为嗜冷菌污染的指

标。平板检测法是比较常见的一种方法, 但存在着很
多缺陷。经过改进, 在美国 3 M公司的细菌总数测试
纸片的支持下, 纪振杰等[21]利用标准平板计数法的

原理, 在 4 ℃下培养样品 10 d, 使得平板检测操作更

简单, 观察更方便。虽然平板计数法耗时比较长, 但
是计数结果比较准确, 所以常常作为衡量各种快速
检测方法相关性的标准值。 
3.1.2  直接荧光过滤技术(direct epifluorescent filter 
technique, DEFT) 

直接荧光过滤技术是将经胰蛋白酶和 Triton 
X–100 处理过的原料乳进行膜过滤, 原料乳中的微
生物就会被留在过滤器上面。然后对膜上的细菌进行

吖啶橙着染, 再置于紫外显微镜下进行观察。被染成
绿色荧光的是死亡细胞, 而呈现橘红色、橘灰色或者
橘黄色荧光的则为存活下来的细胞。最后用仪器来进

行计数处理[22-24]。作为一种快速检测方法, 直接荧光
过滤技术相对于传统的培养计数检测有了较好的改

进 [25]。该检测方法与平板检测法的相关性系数为

0.91～0.94。 
DEFT方法的优点在于系统使用简单, 运用图像

分析仪在紫外显微镜下观察计数, 每小时处理的样
本可以大于 100个, 检测数量较大[26]。而且整个检测

过程时间上相对于平板检测具有很大的优越性, 检
测结果可以在 1小时内获得。这个方法在对原料乳中
细菌的计数上得到了很好的应用[27]。DEFT 方法的
缺点在于对嗜冷菌没有特异性识别, 检测出来的是
冷藏原料乳中细菌的总数量, 缺少针对性。而且当检
测样品中细菌含量较少时, 还需要对检测样品进行
预培养处理来增加目标微生物的数量, 从而提高检
测结果的精确度。虽然检测时间很短, 但是预培养所
需要的时间比较长, 一般要 24～48 h或者更长, 所以
预培养会相对耗时一些。再者, 该检测方法所需要的
仪器比较昂贵, 检测成本较高, 在实际工业应用上较
难开展。 
3.1.3  电阻抗法(electrical impedance measurement) 

电阻抗法是通过测量微生物代谢引起培养基的

电特性变化来测定样品微生物含量的一种快速检测

方法。在培养过程中, 微生物生理代谢作用会激活
培养基中的电惰性物质。随着微生物增长, 培养基
中电活性分子和离子逐渐取代了电惰性分子, 使其
电导性增强, 电阻抗降低。研究表明, 电导率随时间
的变化曲线与微生物生长曲线十分相似, 当微生物
的起始数量不同时, 出现指数增长期的时间也不同, 
通过建立二者之间的关系, 就能通过检测出培养基
电特性变化推演出微生物的原始数量[28]。起初电阻

抗法被用于检测原料乳中的嗜冷菌数量和细菌总数
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时 , 得出的结果与平板计数法相关度很低 [29-31]。

Firstenberg 等[32]通过优化微生物的生长条件, 控制
培养温度, 在测定原料奶中嗜冷菌数量和细菌总数
时, 得到了电阻抗测定结果和标准平板计数结果之
间很高的相关系数, 使电阻抗法在原料奶检测方面
的应用步伐向前推进了一大步。目前该技术已经被

开发成商用系统, 如 BACTOMETER和MALTHUS, 
可以快速有效地报告出细菌总数或特定菌群数。该

检测方法与平板检测法的相关性系数为 0.96。 
电阻抗法的优点在于它是利用仪器来对样品进

行测定, 检测时间比传统的标准平板计数法要缩短
很多[33], 从而大大减少人力的投入。由此看出, 电阻
抗方法相对于平板计数检测法在工业应用上具有优

越性。电阻抗法的缺点在于虽然相对于平板检测法, 
电阻抗法所需时间缩短很多, 但是要是用于现代工
业中检测大量待测原料奶样品, 10～21 h的检测时间
仍显较长。这样会使得电阻抗法在工业上的推广利用

受到限制。 
3.1.4  酶联免疫吸附法(enzyme-linked immunosorbent 
assay, ELISA)                                                                                             

酶联免疫吸附法是一种通过让抗体与酶复合物

结合, 然后通过显色来检测的方法,简称 ELISA 法。
这是基于酶反应的一种高灵敏度和高特异性的检测

方法, 可以从复杂的样品体系中与目标反应物特异
结合, 从而进行检测。该检测方法与平板检测法的相
关性系数为 0.96[34]。 

酶联免疫吸附法的优点在于得到的结果与标准

平板计数法相似, 而且它的灵敏度还很高[35]。酶联免

疫吸附法的缺点在于, 由于像牛奶中的酪蛋白和乳
清蛋白会和目标微生物竞争与抗体结合, 此时会对
样品带来干扰作用, 影响酶联免疫吸附法检测样品
中的目标微生物。 
3.1.5  流式细胞计数法 (flow cytometry method, 
FCM) 

流式细胞计数法是对悬浮于流体中的微小颗粒

先进行染色, 然后使悬液单向流过高强度光源的焦
点, 每个染色颗粒经过焦点时发出一束散射光或荧
光, 光线经过一系列光电仪器收集、处理后进行计
数、分析。区别于标准平板计数法中只对能在培养基

中生长的活细胞计数, 该检测方法是对待测样品中
所有的细菌进行计数, 所以该检测方法所得的结果
在检测牛奶微生物质量方面更加具有代表性。该检测

方法与平板检测法的相关性系数为 0.91[36]。 
流式细胞计数法的优点在于: 第一它是对总体

细胞进行计数, 包括活细胞和死细胞, 对死细胞的检
测可以知道原来样品质量的情况[37]。第二 与标准的
平板计数法相比, 当样品中待测菌数量很少时, 标准
平板计数法不能将其检出, 而流式细胞计数法仍然
可以检出, 由此看来流动血细胞法具有很高的灵敏
度[38,39]。所以流式细胞计数法对食品中的目标微生物

的检测和计数可以提供快速、敏感、可靠的途径。流

式细胞计数法缺点在于: 第一该法只能用于细菌总
数的检测, 缺少针对性。第二该法的精度受到包括细
菌种类、着色过程、浓缩过程、细菌的新陈代谢状况

和检测过程中对细菌本身的伤害程度等在内的多重

因素的影响。第三所需要的计数器价格很昂贵, 而且
实验操作也很复杂, 对实验操作员的操作手法有很
高的要求。 
3.1.6  氨肽酶法 

氨肽酶法是采用间接或者直接两种方法测定冷

藏原料乳中革兰氏阴性嗜冷菌的氨肽酶活性, 建立
酶活性与革兰氏阴性嗜冷菌菌落数之间的线性关系, 
从而估算嗜冷菌数量的一种方法[40]。因为在冷藏原

料乳中主要的微生物类群就是革兰氏阴性嗜冷菌 , 
假单胞菌(Pseudomonas spp.)占其中的绝大部分[41]。

大多数革兰氏阴性嗜冷菌细胞壁中含有氨肽酶, 这
种氨肽酶可以与特定的底物反应, 即使细胞是完整
的, 反应也会进行, 而且活性很高。同样的条件下, 
革兰氏阳性菌裂解活性就比较低[42]。该检测方法与

平板检测法的相关性系数为 0.93～0.95。氨肽酶法
的优点在于第一所需仪器一般实验室都具备, 如恒
温槽、培养箱、离心机以及分光光度器, 所以成本
较低利于推广运用。第二实验操作方法比较简便 , 
不需要特殊的技术, 所以对实验人员要求不是很高
[43]。第三此方法为显色反应, 当样品中微生物数量
达到一定的范围时就可以显现出颜色, 一般为无色
→淡黄色→深黄色[44]。如果只是做一个简单的定性

检测, 那么就不需要使用仪器, 通过眼睛观察反应
后的颜色就可以得样品中微生物的大概数量, 这是
其他检测方法所达不到的。若以欧盟对饮用奶的微

生物质量的要求(＜105 CFU/mL), 当反应出现黄色, 
那么就可以直接拒绝这样的产品, 而不用进行复杂
的分析。因而氨肽酶法可以在一个合理的时间内检

测原料奶的质量。氨肽酶法的缺点在于第一当对样
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品进行离心时, 会引起原料奶的凝集成块, 影响后
续检测。第二因为嗜冷菌是由革兰氏阴性菌和革兰

氏阳性菌组成的, 而在相同的条件下革兰氏阳性细
菌却不能裂解底物或只表现出很弱的裂解活性。所

以这个方测得的是革兰氏阴性菌的数量, 这样检测
结果比样本中实际含有的嗜冷菌的数量要少, 影响
检测结果。 
3.1.7  PCR-ELISA 法 

PCR-ELISA 法是将 PCR 技术(聚合酶链式反应
扩增技术)和 ELISA 技术(酶联免疫吸附技术)结合起
来用于检测冷藏牛奶中细菌的数量。此法是以共价交

联在 PCR管壁上的寡核苷酸作为固相引物进行 PCR
扩增, PCR产物通过杂交和凝胶电泳双重检测, 结果
通过酶标仪直接输出, 无人为误差。该检测方法与平
板检测法的相关性系数为 0.94[45]。 

PCR-ELISA 法优点在于其基于免疫学和基因技

术方法提供一种互补的、创新的途径来检测食品中的

微生物, 这样不但缩短了分析的时间, 而且仍然保持

着很高的可靠性和灵敏度。这种检测方法操作简单、

具有很高的灵敏度和特异性, 是快速检测食品中微

生物的一个重要方法[46-49]。PCR-ELISA 法的缺点在

于: 第一跟 PCR 检测类似, 死亡细胞会对检测结果

产生较大干扰, 因为死亡细胞会使其产生假阳性反

应, 无法确定样品中分离出来的 DNA来源[50]。第二

PCR 分析实验数据处理比较困难, 而且需要使用的

仪器价格比较昂贵, 成本投入很高。第三在实验中提

取所需要的 DNA时, PCR会受到培养基、DNA准备

液和样品中一些物质的抑制。这种抑制作用会使得

DNA聚合酶变性、DNA沉淀等[51], 而且想要从样品

中移除这些抑制物是比较困难的, 这是影响实验精

确度的最主要因素。第四, 从微生物中提取 DNA 或

者 RNA 需要在实验室条件下才能操作, 所以很难放

到工业应用上。 

3.2  方法比较 

通常以一个快速检测方法与标准平板计数法

之间的相关度来衡量这个检测方法的可行性。从

表 1 中可以发现与标准平板检测计数相关度较高
的是电阻抗法和 ELISA 法 , 而 DEFT、FCM、氨
肽酶法、PCR-ELISA 法这四种方法与标准平板计
数法的相关度都接近。检测时间和检测成本都是

用来衡量该检测方法是否适用于工业生产 , 根据
表格不难看出 , DEFT 法的检测时间是最短的 , 而
电阻抗法的检测时间最长 , 其余四种方法检测时
间相差不大。从成本上来看 , 电阻抗法、FCM、
PCR-ELISA 法这三种检测方法的成本都偏高 , 而
成本较低的是 ELISA 法。综合检测时间和检测成
本来看 , 最具优势的为氨肽酶法 , 不仅成本低而
且检测时间短。  

4  展  望 

嗜冷菌污染已然成为现代乳品加工过程中迫切

需要解决的问题, 也正是因为嗜冷菌污染的严重性, 
才使得对嗜冷菌的快速检测显得尤为重要。 

目前, 几种常用的快速检测方法在具有优势的
同时也都存在着一定的劣势, 还需要进一步研发改
善。而一个好的快速检测方法, 不但要仪器轻便、
成本低廉、操作简单, 而且还要有高的精确度、灵
敏度、可靠性, 这样才能在工业应用中开展实施。
当下人们越来越关注食品安全卫生, 所以对原料乳
中嗜冷菌的快速检测, 首先要能保证产品对消费者
的安全性 , 再者还要能保证产品的营养和感官质
量。原料乳中嗜冷菌快速检测方法在关注其可行性

的同时还要注重环境友好性, 因为这是一个长远发
展的问题。当然提高奶站或牧场整体建设水平和工

作人员的素质, 对减少原料奶中嗜冷菌污染也是非
常重要的因素。 

表 1  各快速检测方法的比较 
Table 1  The comparison of rapid detection method 

检测方法 DEFT 电阻抗法 ELISA FCM 氨肽酶法 PCR-ELISA 

相关系数 0.91～0.94 0.96 0.96 0.91 0.93～0.95 0.94 

检测时间 10～20 min ＞8 h ＞3 h 3～4 h 2.5 h ＞2.5 h 

检测成本 低 高 较低 高 低 高 
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