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基于荧光法快速判定巴氏杀菌乳和超高温灭菌乳 

徐瑾钰 1,2, 张雨萌 1, 王筠钠 1, 谢  宁 1, 李  旭 1, 逄晓阳 1*, 吕加平 1, 张书文 1,2* 
(1. 中国农业科学院农产品加工研究所, 北京  100193; 2. 国家乳业技术创新中心, 呼和浩特  010110) 

摘  要: 目的  基于荧光法快速简便地鉴别巴氏杀菌乳和超高温(ultra high temperature, UHT)灭菌乳。方法  基

于美拉德产物荧光值的不同, 采用直接荧光法结合综合热损伤(fluorescence of advanced Maillard products and 

soluble tryptophan, FAST)指数快速鉴定巴氏杀菌乳和 UHT 灭菌乳。结果  巴氏杀菌乳和 UHT 灭菌乳由于热处

理强度不同, 二者的荧光值存在显著差异(P<0.01), 巴氏杀菌乳荧光值在(13215±236)~(15359±156)之间、UHT

灭菌乳荧光值范围为(15788±200)~(20440±270)。与巴氏杀菌乳相比, UHT 灭菌乳直接测定荧光强度和 FAST

指数明显升高且差异显著(P<0.01)。在商品巴氏杀菌乳和 UHT 灭菌乳结果的基础上, 利用自制产品对荧光法

进行了验证。结论  直接荧光测定法和 FAST 指数能够快速有效区分和识别巴氏杀菌乳和 UHT 灭菌乳, 该技

术对产品热处理强度评价及质量监管具有一定指导意义。 
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Rapid determination of pasteurized milk and ultra high temperature milk by 
fluorescence method 
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ABSTRACT: Objective  To distinguish pasteurized milk and ultra high temperature (UHT) sterilized milk quickly 

and easily by fluorescence methods. Methods  Based on the different fluorescence values of Maillard products, 

direct fluorescence assay combined with fluorescence of advanced Maillard products and soluble tryptophan (FAST) 

index was used to identify pasteurized milk and UHT sterilized milk rapidly. Results  The fluorescence values of 

pasteurized milk and UHT milk were significantly different due to the different heat treatment intensity (P<0.01). The 

fluorescence values of pasteurized milk ranged from (13215±236) to (15359±156), and the fluorescence values of 

UHT milk ranged from (15788±200) to (20440±270). Compared with pasteurized milk, the fluorescence intensity and 
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FAST index measured directly by UHT sterilized milk were significantly increased and the difference was 

significant(P<0.01). In addition, on the basis of the results of commercial pasteurized milk and UHT pasteurized 

milk, the fluorescence method was verified by using lab-made products. Conclusion  The direct fluorescence assay 

and FAST index can distinguish between pasteurized milk and UHT pasteurized milk rapidly and effectively. This 

technology has a certain guiding significance for heat treatment strength evaluation and quality supervision of 

products. 
KEY WORDS: pasteurized milk; ultra high temperature milk; fluorescence intensity; fluorescence of advanced 

Maillard products and soluble tryptophan index; identification 
 
 

0  引  言 

为了保证原料乳的微生物安全 , 杀灭致病微生物 , 
需要对原料乳进行热处理, 适当的热处理是保证牛奶安

全和货架期品质的重要前提[1–2]。但在采用不同热处理方

法时 , 由于热处理温度的差异 , 不同热处理强度对乳的

影响也有差别[3]。采用超高温(ultra high temperature, UHT)
灭菌处理的牛乳中发生较多化学变化, 虽然使 UHT 灭菌

乳货架期得以延长, 但在 UHT 灭菌过程中也造成了牛乳

风味的变化从而间接影响消费者的接受度[4–8]。巴氏杀菌

法可杀灭牛乳中大部分病原菌, 包括大肠杆菌、金黄色

葡萄球菌、沙门氏菌等, 将数量降低至对人体健康无害的水

平, 同时将牛乳品质变化降到最低, 但货架期较短[9–11]。

在实际生产销售过程中, 可能会出现一些企业通过提高

牛乳灭菌温度或以 UHT 灭菌乳代替巴氏杀菌乳, 以此延

长产品货架期, 扰乱市场公平竞争的情况。如何将巴氏

杀菌乳与 UHT 灭菌乳快速区分, 是迫切需要解决的技术

问题。 
经过热处理后的牛乳会发生多种理化反应, 包括美

拉德反应、乳糖异构化以及蛋白变性等[12–13]。由于加热

时间、温度和总热负荷的差异, UHT 灭菌乳和高温短时

巴氏杀菌乳的感官特性有很大不同[14–15]。较高的杀菌温度

虽然保证了最终牛乳产品的安全, 但是也导致了牛乳中一

些重要的功能性成分损失[16]。风味变化是 UHT 灭菌乳保质

期的主要限制因素[17]。在美拉德反应的不同阶段中, 会产生

各种不同的复杂物质, 其中大部分是有害物质, 如 5-羟甲基

糠醛(5-hydroxymethylfurfural, HMF)等[18–21]。通过美拉德

反应, 可评估牛乳的热加工程度及经过热处理的样品中

蛋白质营养损失情况[22]。FAST 指数能够快速、灵敏地

评估牛乳的热处理强度[23]。这一指标综合考虑了牛乳中

色氨酸与美拉德反应产物的荧光强度, 为区分不同热处

理强度的牛乳提供了依据。 
本研究对荧光法判定巴氏杀菌乳、UHT 灭菌乳进行

研究, 通过直接荧光测定方法结合综合热损伤(fluorescence 
of advanced Maillard products and soluble tryptophan, FAST)

指数方法, 对市售和自制巴氏杀菌乳、UHT 灭菌乳进行测

定, 根据荧光值的不同来区分巴氏杀菌乳和 UHT 灭菌乳, 
为维护消费者合法权益, 规范乳制品行业的发展提供了

依据 , 对产品热处理强度评价及质量监管具有一定指导

意义。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

巴氏杀菌乳 A1~A9、UHT 灭菌乳 B1~B9 各 9 个品牌, 
购自超市; 原料乳, 北京三元绿荷牧场。自制巴氏杀菌乳, 
对原料乳使用杀菌机进行 75°C、15 s(巴氏杀菌)处理; UHT
灭菌乳, 对原料乳使用杀菌机进行 135°C、5 s(UHT 杀菌)
处理制备样品。 

乙酸钠(分析纯, 国药集团化学试剂有限公司); 冰醋

酸(分析纯, 北京市通广精细化工公司)。所有实验均采用超

纯水。 

1.2  仪器与设备 

PT-20 UHT 杀菌机(日本 Powerpoint International 公

司); PHSJ-3F pH 计(上海仪电科学仪器股份有限公司); 
JA3003电子天平(精度 0.0001 g, 上海越平科学仪器有限公

司); 3K15 台式高速冷冻离心机(德国 Sigma 公司); Spark 
20MTECAN 酶标仪(上海帝肯有限公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  直接荧光测定法 
取 200 μL 样品于 96 孔板中, 通过酶标仪直接进行测

定。具体参数设置为: 激发波长设定为 460 nm, 发射波长

为 500~600 nm, Gain 值设定为 70。 
1.3.2  FAST 指数测定法 

取样品 0.5 mL 加入 4.5 mL 的乙酸钠-冰醋酸缓冲液

(pH=4.6), 涡旋后在 4000×g 条件下离心 10 min, 上清液通过

0.45 μm 滤膜过滤。取 0.3 mL 滤液加 2.7 mL 超纯水于 5 mL
离心管中, 等待测定。具体参数设置为: 测定高级美拉德产物

荧光强度(fluorescence of advanced Maillard products, FAMP)
时, 激发波长设定为 360 nm, 发射波长 440 nm; 测定色氨



160 食 品 安 全 质 量 检 测 学 报 第 15 卷 
 
 
 
 
 

 

酸荧光强度(fluorescence of tryptophan, FTrp)时, 激发波长

设定为 290 nm, 发射波长 340 nm, 计算公式见(1)。 

 FAMPFAST = 100
FTrp

×     (1) 

1.4  数据处理 

使用 SPSS Statistics 26 进行差异显著性分析; 使用

Origin 2018 软件绘图。每个样品重复 3 次, 实验结果以平

均值±标准偏差表示。 

2  结果与分析 

2.1  市售巴氏杀菌乳和 UHT 灭菌乳荧光值比较 

牛乳在高温下进行杀菌、干燥等加工过程中, 随着温

度的升高, 牛乳中各种特性成分的荧光强度发生了改变, 
牛乳蛋白的固有荧光强度也随之下降[24]。基于荧光强度变

化的荧光法可以检测乳制品中的掺假行为。荧光法因具有

灵敏度高、操作简便等特点被广泛应用 [25]。BRANDAO
等[26]采用时间分辨荧光法检测山羊奶粉是否掺有牛奶粉, 
能有效筛选出掺假山羊奶粉。GENIS 等[27]通过同步荧光

光谱法对羊奶和水牛奶中的牛奶掺假进行定性和定量 , 
该方法对山羊奶、母羊奶和水牛奶的检出限分别为 3.52%、

4.06%和 3.52%。本研究中通过直接荧光法, 对市售巴氏杀

菌乳和 UHT 灭菌乳进行区分。图 1 显示了对市售巴氏杀

菌乳和 UHT 灭菌乳样品荧光强度的扫描, 在固定激发波

长为 460 nm 后, 发射波长设置为 500~600 nm 得到荧光扫

描图谱。由图 1 可以看到, 经过不同热处理工艺的牛乳荧

光强度最大值都出现在发射波长 522 nm 附近。图 1 也显

示出, 激发波长为 460 nm 时, 5 种市售 UHT 灭菌乳(B2、
B4、B5、B6、B8)的荧光强度均高于 5 种市售巴氏杀菌乳

(A1、A4、A5、A6、A9)。这也说明 UHT 灭菌乳的糖基

化水平高于巴氏杀菌乳, 并且牛乳在加热过程中会因蛋

白质和还原糖发生美拉德反应生成特定产物, 如赖氨酸

衍生物、吡喏和吡啶衍生物等, 这类物质的荧光强度也会

相应增加。 
由表 1 可知, 9 种市售巴氏杀菌乳(A1~A9)直接测定

的荧光强度平均值为 14296±751, 最大值为 15359±156, 
最小值为 13215±236; 9 种市售 UHT 灭菌乳(B1~B9)的荧

光强度平均值为 18004±1575, 最大值为 20440±270, 最小

值为 15788±200。与巴氏杀菌乳样品相比, UHT 灭菌乳样

品的荧光强度平均值提高了 25.94%。从图 2 中可以直观

地看出 ,  UHT 灭菌乳的荧光强度显著高于巴氏杀菌乳

(P<0.01)。对比巴氏杀菌乳和 UHT 灭菌乳的荧光值, 实验

结果表明荧光值在(13215±236)~(15359±156), 可判断样

品为巴氏杀菌乳; 荧光值在(15788±200)~(20440±270), 
可判断为 UHT 灭菌乳。杨晓倩等[28]的研究发现, 随着热

处理温度和时间的增加 , 牛乳中美拉德产物增多 , 荧光 

 
 

注: A1~A9: 9种市售巴氏杀菌乳; B1~B9: 9种市售UHT灭菌乳。 
图1  巴氏杀菌乳和UHT灭菌乳荧光扫描图 

Fig.1  Fluorescenceintensity scan of pasteurized milk and UHT milk 
 
 

表 1  9 种市售巴氏杀菌乳和 9 种市售 UHT 灭菌乳荧光值 
Table 1  Fluorescence values of 9 kinds of commercially available 

pasteurized milk and 9 kinds of commercially available UHT 
sterilized milk 

种类 品牌 荧光值 平均值 

巴氏杀菌乳 

A1 14799±138j 

14296±751

A2 15359±156i 

A3 14787±176j 

A4 13791±160k 

A5 13339±143l 

A6 14604±133j 

A7 13215±236l 

A8 13804±48k 

A9 14962±115j 

UHT灭菌乳 

B1 15788±200h 

18004±1575

B2 17164±171f 

B3 17374±192ef 

B4 16271±205g 

B5 17645±216de 

B6 20050±167b 

B7 19374±422c 

B8 20440±270a 

B9 17929±193d 

注: 不同字母表示组间具有显著性差异, P<0.01, 下同。 
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注: 不同字母表示组间具有显著性差异, P<0.01, 下同。 
图2  巴氏杀菌乳和UHT灭菌乳荧光值对比 

Fig.2  Comparison of fluorescence values between pasteurized milk 
and UHT milk 

 
 

信号逐渐增强。AYALA 等[29]对热处理脱脂牛乳中的色氨

酸荧光进行了评价和表征, 则观察到热负荷的增加会引

起前表面荧光强度的降低和红移。造成这种现象原因是

红移可能由影响 β-乳球蛋白的构象变化主导, 这种乳清

蛋白含有两个色氨酸(tryptophan, Trp)残基: (Trp19)埋在蛋

白质结构内部, Trp61位于其表面, Trp61残基贡献了 20%的

荧光发射, 而 Trp19 由于天然蛋白产生了剩余的 80%的荧

光[30]。在乳清蛋白变性过程中, Trp19 残基暴露并从非极性

环境移动到极性环境, 即随着溶剂极性的增加而发生变

色位移。 
 

2.2  国产 UHT 灭菌乳和进口 UHT 灭菌乳荧光值

比较 

不同品牌牛乳热处理工艺有所不同, 不同的热处理

对牛乳中荧光物质造成不同程度破坏, 这种破坏程度可以

通过牛乳荧光强度反映。在测定的 9 种市售 UHT 灭菌乳

样品中, 对比了国产 UHT灭菌乳(B1~B5)及进口 UHT灭菌

乳(B6~B9)的荧光强度, 如图 3 所示, 牛乳荧光强度扫描图

中峰值出现在 522 nm 左右, 4 种市进口 UHT 灭菌乳(B6、
B7、B8、B9)的荧光强度均高于 5 种国产 UHT 灭菌乳(B1、
B2、B3、B4、B5)。可能是进口 UHT 灭菌乳经过了较国

产 UHT 灭菌乳更高强度的热处理, 糠氨酸和乳果糖含量

升高, 从而导致荧光强度增加。 
另外, 表 1 显示了在测定的 9 种市售 UHT 灭菌乳样

品中, 对比国产 UHT 灭菌乳(B1~B5)和进口 UHT 灭菌乳

(B6~B9)的荧光值, B1~B5 的荧光平均值为 16848±746, 最
大值为 17645±216, 最小值为 15788±200。B6~B9 的荧光

平均值为 19449±1027, 最大值为 20440±270, 最小值为

17929±193。进口 UHT 灭菌乳荧光值较国产 UHT 灭菌乳

提高了 15.44%。图 3 显示出样品中 4 种进口 UHT 灭菌乳

的荧光值均高于 5 种国产 UHT 灭菌乳。陈美霞[31]的研究

显示, 对比国产 UHT 灭菌乳和进口 UHT 灭菌乳的保质期, 
发现国产 UHT 灭菌乳的保质期明显低于进口品牌, 进口

UHT 灭菌乳可能经过了更强的热处理, 存在过热加工的

风险。 

 
 

 
 

注: B1~B5: 国产UHT灭菌乳; B6~B9: 进口UHT灭菌乳。 
图3  国产和进口UHT灭菌乳荧光强度对比 

Fig.3  Comparison of fluorescence intensity between domestic and 
imported UHT milk 

 
 

2.3  不同热处理强度对牛乳荧光强度的影响 

牛乳的热处理程度可通过美拉德反应产生物质的荧

光强度反映。在本研究中, 如图 4 所示, 不同热处理条件

下牛乳的荧光强度也发生了变化。经过不同温度和时间

热处理的牛乳样品在发射波长为 500~600 nm 处得到荧光

扫描图谱, 荧光强度最大值出现在 522 nm 附近。图 4 显

示, 荧光强度: UHT 灭菌乳>巴氏杀菌乳>原料乳, 结果可

验证牛乳的荧光强度与热处理工艺有关, 热处理强度高

的 UHT 灭菌乳, 直接测定荧光强度高于巴氏杀菌乳, 经
过热处理的牛乳荧光强度高于未经过热处理的原料乳。

从图 4 中可以发现, 与巴氏杀菌乳相比, UHT 灭菌乳荧光

值提高了 39.97%, UHT 灭菌乳的荧光值较原料乳提高了

45.20%。巴氏杀菌乳的荧光值低于直接荧光测定法中

UHT 灭菌乳判定的最低阈值, 且 UHT 灭菌乳的荧光值显

著高于巴氏杀菌乳(P<0.01), 这表明该方法可较好判定自

制巴氏杀菌乳和 UHT 灭菌乳。由结果可知, 随热处理强

度的增加, 牛乳的直接测定荧光值增加, 且 UHT 灭菌乳

的荧光值高于巴氏杀菌乳, 这是由于随热处理强度的增

加 , 美拉德反应产物积累 , 牛乳会出现荧光性增加的过

程。ZHANG 等[32]对不同热处理条件下的牛乳荧光强度变

化进行测定, 研究发现与 75℃处理 5 s 的样品相比, 135℃
处理 5 s 的样品的荧光值增加了 42%, 这与本研究的结果

相似。 
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图4  原料乳、巴氏杀菌和UHT灭菌处理下牛乳的荧光强度 
Fig.4  Fluorescence intensity of raw milk and milk treated with pasteurization and UHT sterilization 

 
2.4  综合热损伤指数 FAST 的变化 

美拉德反应高级阶段是棕色的含氮聚合物以及褐黑

色的共聚物类黑精的形成, 反应过程伴随着共轭体系的形

成与增加, 并导致紫外可见光区的吸收[33]。赖氨酸在美拉

德反应最终阶段会有损失[34]。因此美拉德反应的后期反应

程度主要根据呈现的颜色及高级产物的荧光特性来判断。

FAST 指数是通过计算 FAMP 与 FTrp 与之比来表示牛乳

的综合热损伤指数。它能够反映不同热处理方法对牛乳综

合热损伤程度的影响[35]。其中, 色氨酸的荧光信号显示了

乳蛋白受热后的变性程度[27]。乳蛋白中 80%为酪蛋白, 由
于酪蛋白变性温度在 75℃以上, 加热温度大于 75℃时, 
随温度升高, 色氨酸荧光信号下降。FAST 指数受 FAMP
和 FTrp 值的影响, 指数值越高, 牛乳综合热损伤程度越

高。卜登攀等[24]应用 FAST 指数, 通过色氨酸荧光强度的

测定, 对巴氏杀菌乳是否使用复原乳做出可靠的定性判

断。本研究中, FAST 指数可用于判断 UHT 灭菌乳和巴氏

杀菌乳。如表 2 所示, 9 种市售巴氏杀菌乳(A1~A9)测定的

FAST 指数平均值为 143.83±30.53, 最大值为 209.49±7.42, 
最小值为 100.39±3.39; 9 种市售 UHT 灭菌乳(B1~B9)的
FAST 指数平均值为 334.29±41.95, 最大值为 403.72±7.51, 
最小值为 267.29±4.83。如图 5 所示, UHT 灭菌乳的 FAST
指数显著高于巴氏杀菌乳(P<0.01)。UHT 灭菌乳样品的

FAST 指数平均值高于巴氏杀菌乳样品 56.97%。主要原因

是 UHT 灭菌乳和巴氏杀菌乳在热处理过程中蛋白质的变

性程度各不相同, UHT 灭菌乳中蛋白质二级结构的变化程

度较巴氏杀菌乳更严重, 从而导致色氨酸的相对荧光值

降低程度不同[36]。对比分析巴氏杀菌乳和 UHT 灭菌乳的

FSAT 指 数 , 实 验 结 果 表 明 , FSAT 指 数 值 为

(100.39±3.39)~(209.49±7.42), 可 判 断 为 巴 氏 杀 菌 乳 ; 
FAST 指数值为 (267.29±4.83)~(403.72±7.51), 可判断为

UHT 灭菌乳。 

表 2  9 种市售巴氏杀菌乳和 9 种市售 UHT 灭菌乳 FAST 指数 
Table 2  FAST index of 9 kinds of commercially available 

pasteurized milk and 9 kinds of commercially available UHT 
sterilized milk 

种类 品牌 FAST指数 平均值 

巴氏杀菌乳 

A1 141.18±4.31k 

143.83±30.53

A2 100.39±3.39m 

A3 160.95±1.96j 

A4 160.76±4.34j 

A5 122.70±4.09l 

A6 209.49±7.42i 

A7 148.88±4.15k 

A8 124.25±4.73l 

A9 125.87±2.87l 

UHT灭菌乳 

B1 344.89±12.10d 

334.29±41.95

B2 277.04±2.60g 

B3 267.29±4.83h 

B4 334.47±0.80e 

B5 314.97±4.08f 

B6 357.50±5.36c 

B7 403.72±7.51a 

B8 336.44±3.10e 

B9 372.26±1.61b 

 
为了评估牛乳实际的热处理强度, 可以用 β-乳球蛋

白、α-乳蛋白、乳果糖、糠氨酸和 5-羟甲基糠醛等指标来

评估。分析方法主要基于测定酶活性的荧光法或光度法, 
以及测定 β-乳球蛋白、5-羟甲基糠醛、糠氨酸等的高效液

相色谱法[37]。NI 等[38]通过拉曼光谱法结合乳糖指数筛选

和支持向量机, 采用高分辨质谱法证实了乳糖与蛋白质之
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间的美拉德反应, 表明乳糖指数变量与巴氏杀菌乳和 UHT
灭菌乳掺假有很强的相关性。毛细管电泳和其他分析工具

(如气相色谱法、红外法)也适用于评价牛乳和乳制品的热

处理强度。聚合酶链反应是一种广泛用于乳制品测试的成

熟分子技术, 以其高灵敏度、特异性和成本效益而闻名, 
然而, 由于 DNA 在加热过程中易受降解的影响, 这种方法

具有一定局限性[39–40]。但这些测试方法存在预处理方法烦

琐、测定耗时长、设备费用高等问题。相较于以上测定方

法, 荧光测定法检测成本更低、检测速率更快, 既可以应

用于基础研究, 也可以应用于乳制品行业, 也可以作为监

测乳制品生产的在线传感器[41]。FSAT 指数测定方法中所

用溶剂费用低、易得, 适合大批量乳样的检测。 
 

 
 

图5  巴氏杀菌乳和UHT灭菌乳FAST指数 
Fig.5  FAST index of pasteurized milk and UHT milk 

 

3  讨论与结论 

本研究应用直接荧光测定法结合 FAST 指数可明显将

巴氏杀菌乳与 UHT 灭菌乳区分出来。市售 UHT 灭菌乳和

巴氏杀菌乳的荧光值和FAST指数有显著差异(P<0.01), 自
制 UHT 灭菌乳的荧光值显著高于自制巴氏杀菌乳。9 种市

售 UHT 灭菌乳的荧光强度均高于 9 种巴氏杀菌乳, UHT 灭

菌乳的荧光强度和巴氏奶差异显著(P<0.01), 当荧光值在

(13215±236)~(15359±156), 可判断样品为巴氏杀菌乳, 荧
光值在(15788±200)~(20440±270), 可判断样品为 UHT 灭

菌乳; 其中, 进口 UHT 灭菌乳的平均荧光值较国产 UHT
灭菌乳高 15.44%。UHT 灭菌乳样品的 FAST 指数平均值比

巴 氏 杀 菌 乳 样 品 高 56.97%, 且 FSAT 指 数 值 为

(100.39±3.39)~(209.49±7.42)时 , 可判断为巴氏杀菌乳 , 
FAST 指数值为(267.29±4.83)~(403.72±7.51)时, 可判断为

UHT 灭菌乳。该方法与先前研究相比, 具有操作简单、快

捷等优点, 并且能够快速区分巴氏杀菌乳和 UHT 灭菌乳, 

可很好地应用于质量控制及市场监管。 
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