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冷藏原料乳中微生物及品质的动态变化规律

邱月1，程婧祺1，何梦丽1，关宁2，赵颖1，杨鑫焱1，满朝新1，姜毓君1*

（1.东北农业大学食品学院，黑龙江哈尔滨 150030）（2.国家乳业技术创新中心，内蒙古呼和浩特 010000）

摘要：该研究采用了三代 16S rDNA 高通量测序技术监测了低温贮藏期间（4 ℃，8 d）的原料乳微生物动

态群落结构和丰度，结合数据库分析原料乳中微生物功能基因代谢途径。结果表明，原料乳在低温贮藏过程中，

嗜冷菌逐渐成为优势菌，它们的主要代谢途径碳水化合物代谢、脂质代谢和氨基酸代谢等与原料乳的品质变化

密切相关，氨基酸的合成和代谢以及脂肪转运代谢丰度提高最终导致乳品风味、质地、组织趋于劣变状态。冷

藏过程中以嗜冷菌为主的优势微生物大量繁殖并产生的耐热酶，水解原料乳中的蛋白质和脂肪，引起牛奶品质

劣变。
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Abstract: In this study, the dynamic community structure and abundance of microorganisms in raw milk during low-

temperature storage (4 ℃ , 8 days) were monitored by third-generation 16s rDNA high-throughput sequencing technology, 

and the metabolic pathways of microbial functional genes in raw milk were analyzed in combination with the database. 

The results showed that during the low-temperature storage of raw milk, psychrophilic bacteria gradually became dominant 

bacteria, and their main metabolic pathways, such as carbohydrate metabolism, lipid metabolism and amino acid 

metabolism, were closely related to the quality changes of raw milk. The increases in the synthesis and metabolism of 

amino acids and fat transport metabolism eventually led to the deterioration of the flavor, texture and organization of 

dairy products. During the refrigeration process, the dominant microorganisms dominated by psychrophilic bacteria 

multiplied in large numbers and produce heat-resistant enzymes, which hydrolyze the protein and fat in the raw milk, 

causing the deterioration of milk quality.
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乳制品作为一种富含蛋白质、脂肪、矿物质等

的食物，已成为中国膳食结构中主要的食物，原料

乳是其质量保障的关键因素。原料乳作为液态乳生

产的原料是其品质保障的基础，其营养丰富的特点

可至其中的腐败微生物随着储藏时间的延长而大量

繁殖。原料乳 pH 值呈中性，营养丰富，是微生物

良好的生长培养基。奶牛乳房中的乳汁被认为是无

菌状态，在挤入贮奶罐，经过冷链运输直到乳制品

加工厂之前存在被多种微生物污染的可能性，一些

耐热或可以产生耐热水解酶的微生物可能会导致终

产品出现酸苦味、脂肪上浮、胀包等品质问题。原

料乳中的微生物结构将影响终产品的质量安全，原

料乳中腐败微生物主要包括嗜冷菌和耐热菌 [1,2] ，其

中嗜冷菌可以在原料乳低温储藏过程中大量繁殖，

其产生的耐热酶在热处理后仍会分解乳制品中的蛋

白质、脂肪等营养物质，导致牛奶腐败。耐热菌主

要是通过产生耐热芽孢在高温处理条件下存活，待

条件适宜后继续破坏乳品质。目前已知的嗜冷菌主

要包括假单胞菌、不动杆菌以及乳球菌等 [3] ，地衣

芽孢杆菌、蜡样芽孢杆菌、短小芽孢杆菌等耐热菌

是原料乳中的优势菌种 [4,5] 。

已有研究报道，针对原料乳中微生物多样性分

析时，多采用二代微生物测序技术，主要聚焦于群

落整体多样性变化 [6] ，而 16S 三代微生物测序技术

不仅能够提供更全面且细致的菌株级别分析结果，

也能够探索属内物种的协作或竞争关系。屠大伟

等 [7] 运用 16S rRNA 基因的高通量测序技术对来自

4 个牧场液态奶的细菌群落结构进行研究，得出的

结果为牧场间微生物丰度差异较为明显并成功检出

芽孢杆菌属、不动杆菌属等嗜冷菌。韩闯闯 [8] 利用

高通量测序技术对婴儿配方奶粉加工过程中微生物

多样性进行研究，可以得出经过杀菌过程微生物多

样性减少，并且可以根据加工过程中各取样点对为

微生物总数进行排序。本研究采用了 PacBio 测序平

台上的第三代微生物多样性技术。该技术利用单分

子实时测序（Single Molecule Real-Time Sequencing, 
SMRT）方法对 marker 基因进行测序，然后对循环

共识序列（Circular Consensus Sequencing, CCS）序

列进行过滤、聚类或去噪处理，并进行物种注释和

丰度分析，以揭示样品的物种组成。在此基础上，

进一步进行了 α多样性分析、β多样性分析、显著

物种差异分析、相关性分析和功能预测分析等，以

挖掘样品之间的差异和相关性。通过这些分析，我

们可以更详细地了解样品微生物组成的多样性及其

在不同样品之间的差异。

本研究基于三代 16S rDNA 技术对采集的原

料乳在储藏期 2、4、6、8 d 进行微生物多样性分

析，并对其理化性质变化以及感官品质变化进行

研究，由此以期得出微生物冷藏过程中丰度以及

代谢途径的变化与原料乳理化性质变化之间的关

系，为原料乳的储藏及后续加工处理提供一定的

科学依据。

1  材料与方法

1.1 材料与试剂

MPC 琼脂培养基，青岛海博生物；PCA 琼脂培

养基，青岛海博生物；二硫苏糖醇（Dithiothreitol, 
DTT），上海阿拉丁生物科技股份有限公司；蛋白胨

盐，青岛海博生物；PBS 缓冲液，生物风公司；四硼

酸二钠，美国 Sigma 公司；三氯乙酸（Trichloroacetic 
Acid, TCA），上海阿拉丁生物科技股份有限公司；

乙二胺四乙酸（Ethylene Diamine Tetraacetic Acid, 
EDTA），Solarbio 公司；丝氨酸，Solarbio 公司；

1 mol/L Tris-HCl（pH 值 8.0），Solarbio 公 司；

Chelex-100，美国 Sigma 公司；NP-40，北京博奥拓

达科技有限公司；十二烷基硫酸钠（Sodium Dodecyl 
Sulfate, SDS）， 美 国 Sigma 公 司；Qubit™ds DNA 
HS Assay Kit，赛默飞世尔科技公司

1.2 仪器与设备

精密电子天平（0.000 1 g），梅特勒 - 托利多

国际贸易有限公司；生物超净工作台，上海力新仪

器有限公司；高压蒸汽灭菌锅，上海博迅实业有限

公司医疗设备厂；电子舌，日本 INSENT 公司；电

子鼻，日本 INSENT 公司；涡旋振荡器，Mo-Bio 公

司；ZQPW-70 型恒温培养摇床，天津市莱玻特瑞仪

器设备有限公司；电热恒温水浴锅，天津市泰斯特

仪器有限公司；恒温金属浴，天津市泰斯特仪器有

限公司；PCR 扩增仪，美国 Applied Biosystems 公
司；CM-700d 分光测色仪，日本柯尼卡美能达；粒

度及电位分析仪，英国马尔文仪器有限公司；酶标

仪，Molecular Devices 公司；电热恒温培养箱，天

津泰林仪器有限公司；高速冷冻离心机，Sigma 公

司；Pac Bio RS Ⅱ测序仪，PacBio Biosciences 公司。
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1.3 方法

1.3.1 样品采集及微生物培养

1.3.1.1 样品采集

原料乳常乳样品来自于华北地区某一牧场，采

集时间为 2022 年 11 月份，奶牛品类为荷斯坦牛，

胎龄及牛头数为 1 胎（175）、2 胎（83）、3 胎（67）、
4 胎（20）、5 胎（19）6 胎（3）8 胎（1）。

采样时采取无菌操作，样品采集后立即至于

4 ℃条件下运送至实验室。到达实验室后立即在超

净工作台中无菌分装至 50 mL 无菌离心管中并继续

4 ℃下冷藏。

1.3.1.2 微生物培养

对原料乳进行嗜冷菌计数、嗜温耐热菌计数和

嗜热耐热菌计数，细菌计数冷藏时间点为 0、2、4、
6 和 8 d。

（1）嗜冷菌

嗜冷菌计数及菌株浓度计算按照 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》
 [9] 进行测定。

（2）嗜温耐热菌和嗜热耐热菌

将 9 mL 质量分数为 0.1% 无菌蛋白胨盐溶液置

于 15 mL 无菌离心管中，加入 1 mL 在 65 ℃下加热

30 min 的原料乳样品，使用涡旋振荡器混合均匀后，

将样品梯度稀释至 10-3。在不同梯度的样品中分别

取 100 μL，在提前制备的 PCA 平板计数培养基上

进行均匀涂布，将培养基倒置培养。培养环境为需

氧条件，嗜温耐热菌培养温度为 37 ℃ ；嗜热耐热

菌培养温度为 55 ℃。每个梯度的样品分别设置三

个平行。在恒温培养箱中培养 48 h 后，选取菌落数

为 30~300 的平板对嗜温耐热菌进行计数并进行菌

株浓度的计算。

1.3.2 基因组DNA提取

采用一步水浴法进行菌液 DNA 的提取，具体

如下：将 1 mL LB 菌悬液在 12 000 r/min，4 ℃下离

心 2 min，去除上清液，向沉淀中加入 300 μL DNA
提取液，涡旋混匀，在 56 ℃下水浴 30 min，随后

100 ℃金属浴 10 min。将菌液和 DNA 提取液在

12 000 r/min，4 ℃下离心 2 min，取上清液为 DNA，

保存在 -20 ℃以便后续分析。

1.3.3 高通量测序

使用Qubit™ dsDNA HS Assay Kit对基因组DNA定

量以确定PCR扩增体系中模板 DNA 含量，使用细菌通

用引物 27-F ：5’-AGRGTTYGATYMTGGCTCAG-3’ ；
1492-R ：5’-TASGGHTACCTTGTTASGACTT-3’ 进

行 PCR 反应以扩增 16S rDNA 基因的全长。扩增产

物经过琼脂糖凝胶电泳检测后使用核酸纯化试剂盒

对 DNA 进行纯化回收，PacBio Sequel II 测序平台

用于完成高通量测序。

1.3.4 原料乳理化性质变化

1.3.4.1 蛋白质水解度

采用邻苯二甲醛法即 OPA 试剂法 [10] 。

1.3.4.2 pH值测定

pH 的测定方法参照 GB 5009.237-2016《食品安

全国家标准食品 pH 值的测定》 [11] 的酚酞指示剂法。

1.3.4.3 Zeta-电位

使用马尔文纳米粒度及电位分析仪测定原料乳

Zeta 电位。

1.3.4.4 粒径

采用马尔文纳米粒度及电位分析仪检测原料乳

的粒径大小。

1.3.5 低温贮藏过程中微生物对原料乳感官品质

的影响

1.3.5.1 色泽

使用 KONICA MINOLTAS 分光测色仪测量乳

样 CIE 参数 L*、a*、b*，根据得到的 L*、a*、b*
值计算 ΔE。

原料乳储藏期间颜色的变化用色差 ΔEab 表示，

ΔEab 计算公式如下：

  ΔEab=（ΔL*）2+（Δa*）2+（Δb*）2                   （1）
式中：

ΔL*——L* 的测量值与初始测量值的差值；

Δa*——a* 的测量值与初始测量值的差值；

Δb*——b* 的测量值与初始测量值的差值。

1.3.5.2 滋味

量取 35 mL 样品于取样杯中，封口膜密封，室

温平衡 30 min 后对样品进行检测。每个样品测定 4
次，选取稳定的后 3 次数据结果进行分析。

1.3.5.3 气味

量取 30 mL 样品于烧杯中，室温平衡 30 min 后，

吸取 15 mL 于顶空进样瓶中进行电子鼻检测。

1.4 数据处理与统计学分析

所有试验均平行测定 3 次，数据以平均值 ±

标准差（Mean±SD）表示。采用 SPSS 程序对数据

进行差异显著性分析，P＜0.05 为差异显著，P＞0.05
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为差异不显著。采用 Origin Pro 2019 软件作图。

使用 Usearch 软件对 OTU 分类序列进行物种

丰度计算，获得 OTU 分类序列矩阵并绘制群落结

构分布柱状图。以 SILVA 为参考数据库使用朴素

贝叶斯分类器结合比对的方法对特征序列进行分

类学注释，可得到每个特征对应的物种分类信

息，进而在各水平（Phylum, Class, Order, Family, 
Genus, Species）统计各样品群落组成，利用

QIIME 软件生成不同分类水平上的物种丰度表，

再利用 R 语言工具绘制成样品各分类学水平下的

群落结构图。

2  结果与分析

2.1 原料乳低温储藏过程中微生物水平

随着冷藏时间的增加，原料乳中主要可培养微

生物的变化见表 1，结果显示：原料乳冷藏 8 d 内，

嗜冷菌数显著变化（P＜0.05），呈上升趋势。嗜温

耐热菌数显著变化（P＜0.05），在第 2 天到第 4 天

呈上升趋势，在第 4 天后，由于嗜冷菌在低温贮藏

环境下逐渐增加并成为优势菌种，导致嗜温耐热菌

数呈下降趋势。冷藏天数为 0 时，原料乳中存在嗜

热耐热菌，浓度为 3.80 lg CFU/mL，但在冷藏贮存

过程中，嗜热耐热菌不能检出，由此可知低温贮藏

对此类菌种有很好的抑制作用。牛奶中低丰度的菌，

无法与快速生长的优势菌竞争导致嗜热耐热菌不生

长，因此无法检出 [12] 。同时，单因素方差分析显示

嗜冷菌数在冷藏 4 d 与 6 d 无显著性差异。

表 1  原料乳4 ℃冷藏下细菌计数结果

Table 1 Bacterial count of raw milk under refrigeration at 4 ℃

冷藏天数
细菌计数 /(lg CFU/mL)

嗜冷菌数 嗜温耐热菌数 嗜热耐热菌数

0-A1 3.90±0.01d — 3.80±0.48

2-A2 4.83±0.12c 3.59±0.08b
—

4-A3 5.35±0.19b 3.76±0.03a
—

6-A4 5.44±0.03b 3.33±0.01c
—

8-A5 5.90±0.06a 3.21±0.02d
—

注：同一列中不同字母表示存在显著性差异（P＜0.05）。

2.2 高通量多样性测序信息和OUT聚类

经 16S 三代测序数据处理后，共得到 37 089 条

高质量测序序列，样品平均序列长度 1 448.8 bp，
OTU 微生物物种分类结果显示，原料乳中微生物共

分为 8 门、9 纲、19 目、33 科、52 属。

韦恩图是一种可视化方法，通过将特征代表的

物种进行比较，突出显示不同环境中微生物的共有

性，并直观地展示样品之间特征重合的情况。参考

图 1，韦恩图可以帮助我们更清晰地了解不同环境

样品中微生物的交集和差异。韦恩图结果表明五个

样品共检测出 OTUs 数目为 73，其中五个样品共有

OTUs 数目为 9，特有 OTUs 数目分别为 3、5、20、
5、0，说明储藏期第 4 天的微生物群落丰富度高于

其他几天，且微生物群落丰富度随着储藏期时间不

同发生变化。

图 1 原料乳中微生物特征 Venn 图

Fig.1 Microbiological characterisation of raw 

milk Venn diagram

2.3 原料乳样品微生物分类注释

可以根据不同的分类层次（如域、门、纲、

目、科、属和种）对原料乳微生物群落进行分组，

并绘制属水平和种水平上的条形图，展示它们的

相对丰度分布。在绘制图表时，对于相对丰度小

于 1% 的细菌群落，可以将其归类为”Others”类

别，以简化图表并突出其他更丰富的微生物群

落。在图 2 中可以看出，属水平上，原料乳中的

主要菌属为水栖菌属（Enhydrobacter）、不动杆

菌 属（Acinetobacter）、 乳 球 菌 属（Lactococcus）、
假单胞菌属（Pseudomonas）等。随着储存期时

间延长，不动杆菌属（Acinetobacter）、假单胞

菌属（Pseudomonas）的丰富度增加，乳球菌属

（Lactococcus）、芽孢杆菌属（Bacillus）、水栖菌属

（Enhydrobacter）的丰富度降低。在储藏期第 8 天，

不动杆菌属和假单胞菌属的数量分别占整体菌属数

量的 69.16% 和 9.25%，是原料乳中的两种优势菌属。

在低温（4 ℃）冷藏条件下，观察到原料乳中嗜冷
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菌的生长和繁殖速度较快，并逐渐成为主导菌群 [1] 。

特别是假单胞菌属和不动杆菌属细菌具备引起腐败

的潜力。为了有效控制原料乳中嗜冷菌的增长，建

议缩短从乳液挤出到灭菌的整体时间，以减少嗜冷

菌繁殖的机会 [13] 。这样的措施有助于确保原料乳的

品质和延长其货架寿命。

图 2 原料乳中微生物物种分布图

Fig.2 Distribution of microorganisms in raw milk

2.4 Alpha多样性分析

使用 QIIME2 2020.6 软件对样品 Alpha 多样性

进行分析，结果如表 2 所示。Alpha 多样性反映的

是单个样品物种丰富度及物种多样性。Chao1 和

Ace 指数衡量物种丰富度即物种数量的多少，据

表 2 可知，微生物数量在储藏 48 h 后降低，随后随

时间变化呈现先升高后降低的变化趋势，这可能是

由于嗜温耐热菌与嗜热耐热菌的丰富度在原料乳冷

藏 48 h 后呈现大幅降低，冷藏 72 h 后，原料乳中

嗜冷菌大量繁殖使物种多样性增加 [14] 。Shannon 和

Simpson 指数用于衡量物种多样性，指数值越大，

说明样品的物种多样性越高，原料乳在冷藏 48 h 后

微生物物种多样性升高，说明前 48 h 是微生物快速

生长的时间段。储藏时间超过 48 h 后，Shannon 和

Simpson 指数变化趋势与 Chao1 和 Ace 指数相同。

因此，原料乳在牧场采集之后应尽快加工，避免存

放时间过长引起腐败微生物生长。

表 2  Alpha多样性指数统计

Table 2 Alpha diversity index statistics

Sample ID Feature ACE Chao 1 Simpson Shannon

A1 30 40.33 41.00 0.07 0.36

A2 30 37.94 37.20 0.08 0.37

A3 55 61.23 59.00 0.59 2.10

A4 38 82.06 55.50 0.59 1.64

A5 16 26.64 37.00 0.49 1.43

2.5 Beta多样性分析

研究使用 R 语言工具进行了 PCoA 分析，并生

成了如下图 3 所示的坐标图。图中样品之间的距离

越近，说明它们在相似性方面更为接近。本研究基

于 Weighted Unifrac 距离来进行 PCoA 分析。主坐

标成分 1（PCoA1）、主坐标成分 2（PCoA2）的贡

献率分别为 84.85% 以及 14.54%。由 PCoA 图可知，

储藏第 0 天以及第 2 天的牛奶中微生物多样性组成

相似性较大，呈现一定的聚集性。储藏第 4、6、8
天样品聚类结果分散程度更高，与储藏第 0 天以及

第 2 天的微生物多样性组成差异较为明显，表明随

着储藏天数的增加，微生物群落结构存在明显变化。

图 3 原料乳中微生物 PCoA 分析图

Fig.3 Microbiological PCoA analysis of raw milk

2.6 原料乳低温贮藏过程中理化性质变化

2.6.1 原料乳低温贮藏过程中蛋白水解度的变化

图 4 原料乳 4 ℃冷藏下蛋白水解度变化

Fig.4 Change of proteolysis in raw milk under 

refrigeration at 4 ℃

在原料乳的低温贮藏过程中，嗜冷菌数量呈上

升趋势，其繁殖到一定数量后产生大量耐热蛋白酶

会水解原料乳中的 κ- 酪蛋白等，使乳中的蛋白质含

量降低。原料乳在低温贮藏过程中蛋白质水解度变
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化见图 4，随着冷藏天数的增加，原料乳中蛋白质

水解度呈上升趋势，由第 2 天的 7.81% 增加到第 8
天的 15.15%。在冷藏储存期间，微生物尤其是嗜冷

菌会通过产生蛋白酶水解乳中蛋白质，为其生长提

营养物质 [15] 。

2.6.2 原料乳低温贮藏过程中pH值的变化

正常牛乳的 pH 值在 6.4~6.8 之间 [16] ，pH 值的

变化能够反映原料乳中蛋白质的稳定性。原料乳低

温贮藏期间 pH 值变化如图 5 所示。随着低温贮藏

天数的增加，原料乳 pH 值呈下降趋势，由第 2 天

的 6.68 降至第 8 天的 6.05。推测可能是在贮藏过程

中，原料乳中的抗菌物质逐渐减少，同时微生物数

逐渐增多，产生有机酸，导致原料乳 pH 值降低 [17] 。

同时也说明微生物会导致原料乳在低温贮藏过程中

蛋白质的稳定性逐渐降低。

图 5 原料乳 4 ℃冷藏下 pH 值变化

Fig.5 Change of pH in raw milk under refrigeration at 4 ℃

2.6.3 原料乳低温贮藏过程中粒径的变化

原料乳低温贮藏期间粒径变化如图 6 所示。随

着低温贮藏天数的变化，原料乳蛋白质中磷酸钙逐

渐从酪蛋白胶束中解离出来 [18] 。解离出来的钙离子

可以与蛋白质络合形成“钙桥”，将相邻的酪蛋白

紧密连接起来，粒径也随之增大 [19] 。随着低温贮藏

天数的增加，峰明显右移，粒径逐渐增大，粒径大

小由第 2 天的 2 500~5 000 nm，逐渐增加到第 8 天

的 5 000~7 000 nm。Alexandros 等 [20] 比较了储藏第

0 天与储藏第 7 天原料乳中蛋白质微观大小，发现

蛋白质的平均体积直径 1.49 增加至 2.19。可能是在

贮藏过程中，微生物数量增加，产生的脂肪酶会逐

渐将原料乳中的乳脂肪球膜破坏，乳脂肪球聚集，

导致粒径增大，同时产生的蛋白酶会导致酪蛋白胶

束不稳定，蛋白酶很容易裂解 κ- 酪蛋白，而后带电

的多肽会通过重新排列和聚集形成凝胶网络，进而

原料乳粒径增大 [21] 。

图 6 原料乳 4 ℃冷藏下粒径变化

Fig.6 Change of particle size in raw milk under 

refrigeration at 4 ℃

2.6.4 原料乳低温贮藏过程中Zeta电位的变化

图 7 原料乳低温贮藏期间电位变化

Fig.7 Change of Zeta-potential in raw milk during storage

根据图 7 可知，原料乳是一个带负电的体系，

随着储藏时间的增加，原料乳的 Zeta 电位呈上升趋

势，则电位绝对值呈下降趋势，电位的降低可能与

微生物产生的脂肪酶、蛋白酶破坏了原料乳中的脂

肪球膜和蛋白质有关，在第 2 天到第 4 天，电位绝

对值变化较慢，可能是因为脂肪酶水解产生的小分

子脂肪酸附着在胶束表面，抵消了胶束失稳产生的

电位下降，导致电位绝对值暂时变化较小 [22] ，在第

4 天到第 8 天，电位下降趋势增加。同时电位的降

低也说明原料乳在低温贮藏过程中，体系的稳定性

逐渐降低，更易产生沉淀和凝胶。Isabelle 等 [23] 将荧

光假单胞菌加入到 UHT 牛奶中，92 d 后发现 UHT
牛奶 zeta 电位绝对值由 16.6 mV 降低为 14.0 mV，

表明荧光假单胞菌产生的耐热蛋白酶影响 UHT 乳

在储存期间稳定性。

2.6.5 电子舌检测原料乳味觉的变化

随着贮藏时间的增加，原料乳的苦味值呈显著
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上升的趋势（P＜0.05），由最初的 3.45 变为了 3.88，
酸味值、涩味值也呈显著上升的趋势（P＜0.05）。
咸味值、鲜味值、涩味回味值以及鲜味回味值贮藏

前后无显著性变化（P＞0.05），结果见图 8。原料

乳的苦味显著增加的原因可能是在低温贮藏期间，

原料乳中的抑菌物质减少，且微生物的数量逐渐增

加，分解乳中的蛋白质、脂肪等营养物质，产生醛类、

醇类、硫化物、苦味肽等副产物，同时这些副产物

还可以进一步参与乳中的酶催化反应和脂质氧化反

应，使原料乳的风味发生改变 [24] 。

图 8 原料乳低温贮藏期间风味变化雷达图

Fig.8 Radar diagram of raw milk flavor change during 

storage

2.6.6 电子鼻检测原料乳气味的变化

图 9 原料乳低温贮藏期间气味变化雷达图

Fig.9 Radar diagram of raw milk odor change during storage

经过低温贮藏的原料乳气味会发生明显的变

化，通过电子鼻对原料乳气味变化进行表征，气味

检测结果见图 9。随着贮藏时间的增加，其 W1S 传

感器的响应值变化最为显著（P＜0.05），W2S 和

W6S 传感器的响应值也显著增加，而 W1C、W5S、
W3C、W5C、W1W、W2W、W3S 传感器的响应值

无显著变化（P＞0.05），说明在低温贮藏过程中，

随着时间的增加，甲基类、醇类、醛酮类和氢化物

所占比重上升，说明微生物产生的蛋白酶、脂肪酶

等水解原料乳产生了大量甲基类化合物、醇类化合

物、醛酮类化合物和氢化物，进而引起原料乳气味

的变化。Li 等 [25] 对于冷藏过程中原料乳的气味变化

研究中得出，甲基类化合物、醛酮类化合物含量随

冷藏时间的增加而逐渐增加。

2.6.7 原料乳低温贮藏过程中色差的变化

原料乳本身为白色不透明的乳状液。本研究以

ΔE 来表示原料乳低温贮藏期间的颜色变化，结果

见图 10。原料乳 ΔE 随储藏时间的增加线性上升。

ΔEab 由第 2 天的 47.30 增加到第 8 天的 49.67，即

原料乳的颜色逐渐加深。这可能是随着随着低温贮

藏时间的增加，微生物产生的蛋白酶使乳蛋白发生

水解，疏水基团暴露，进而使乳蛋白进一步凝聚，

胶束粒径增加，这会导致原料乳对光的折射率下

降 [26] ，颜色加深。

图 10 原料乳低温贮藏期间色差变化

Fig.10 Change of chromatic aberration in raw 

milk during storage

2.7 细菌功能预测

为了更深入地了解微生物演替产生的原因及其

对冷藏原料乳的影响，我们对微生物群落进行了

COG（Clusters of Orthologous Groups, COG） 功 能

注释。通过此分析，我们希望找到与冷藏过程中观

察到的微生物变化相关的功能基因和代谢途径。通

过对 COG 功能分类进行注释，我们能够揭示微生

物可能进行的功能活动，并了解它们对冷藏原料乳

的质量和稳定性的影响。重点比较了储藏第 2 天

（A2）与储藏第 6 天（A4）的功能丰度差异，如

图 11。除主要功能预测外，翻译，核糖体和生物合

成、转录、氨基酸转运代谢在储藏第二天中丰度最

高。这说明微生物群落为了能够适应低温环境下快
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速变换的液体乳环境，抗逆性能提高 [27] 。已确认冷

休克蛋白存在于多种微生物中，具备感知低温环境

的能力，并以 RNA 的分子伴侣形式促进转录和翻

译过程 [28] 。双组分系统也使微生物能够快速适应

多变的环境，应答调控蛋白与 DNA、RNA 等结合，

调控转录和代谢过程，并通过与组氨酸激酶相互

作用来调节细菌生物膜的形成  [29] 。此外，微生物

对冷刺激的反应还涉及细菌细胞壁和膜的产生和

变化  [30] 。经过原料乳冷藏 24 h 后，A2/A4 样本

中的复制、重组与修复、翻译、核糖体结构和生

物发生等功能的丰度出现显著差异（P＜0.05）。这

表明在冷藏过程中，原料乳中微生物的抗逆能力方

面的丰度增加。通过微生物在冷藏环境中的动态变

化，不动杆菌属逐渐成为最优势物种，表现出了较

强的适应性。邵毅等 [31] 研究也指出不动杆菌耐环境

胁迫的能力较强。

图 11 原料乳储藏第 2 天与第 6 天 COG 功能分类统计图

Fig.11 Statistical plot of COG function classification on day 2 vs. day 6 of raw milk storage

在储藏期第 6 天时，能量生成和转换、无机离

子转运代谢、辅酶转运和代谢以及脂肪转运代谢丰

富度明显提高。在这个阶段，原料乳中的乳菌落总

数和嗜冷菌数显著增加，同时不动杆菌属、金黄杆

菌属和假单胞菌属的丰度也有所上升。这可能是由

于这些微生物在这个阶段有效利用了原料乳中的碳

源和氮源，从而促使它们生长和繁殖。与此同时，

原料乳中的氨基酸含量升高，可能是由金黄杆菌属

和假单胞菌属产生的蛋白酶分解了蛋白质，导致氨

基酸的增加。研究表明 [32] ，生乳风味的变化与氨基

酸的合成和代谢有关。假单胞菌可以通过蛋白质分

解代谢引起牛奶的腐败。碳水化合物代谢途径在冷

藏 6 d 后明显富集。在此期间，发现乳酸菌占主导

地位，这与碳水化合物的代谢有显著关系。它水解

乳糖，产生葡萄糖和半乳糖，通过糖酵解转化为乳

酸或其他有机酸，随后增加生奶的酸度。如果牛奶

酸度过高，酪蛋白和乳球蛋白就会沉淀，导致原奶

凝固和乳清分离 [33] 。当原料乳的酸度过高时，会抑

制不耐酸微生物的生长，同时可能导致酪蛋白、乳

球蛋白等蛋白质发生沉淀，形成原料乳的凝块，甚

至乳清析出 [14] 。通过对 COG 代谢通路的分析发现，

脂肪转运代谢的丰度增加，说明嗜冷微生物是导致
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原料乳中游离脂肪酸和磷脂发生剧烈变化的主要因

素。这些变化最终导致乳制品的风味、质地和结构

出现不良变化。王媛媛优势微生物与代谢相关性结

果表明 [34] ，不动杆菌属与脂质代谢显著正相关，假

单胞菌属与氨基酸代谢显著正相关 [35] 。

3  结论

原料乳低温贮藏过程中，嗜冷菌数显著增加

（P＜0.05），嗜冷菌逐渐成为优势菌，导致耐热菌

数量降低。部分微生物（如乳酸菌等）产生有机酸，

pH 值呈下降趋势。低温贮藏期间，原料乳中的嗜

冷菌产生耐热的蛋白酶和脂肪酶，使蛋白质和脂肪

发生变化，蛋白水解度呈上升趋势，原料乳粒径增

大，电位绝对值减小。原料乳中的乳蛋白被蛋白酶

水解后进一步凝聚，使胶束粒径增大，对光的折射

率下降，颜色变深，色差呈上升趋势。随着贮藏天

数的增加，原料乳的苦味值、酸味值、涩味值显著

增加（P＜0.05），微生物对原料乳风味的影响主要

体现为产生醛类、醇类、硫化物、苦味肽等副产物，

这些副产物进一步参与乳中的酶催化反应和脂质氧

化反应，使原料乳的气滋味发生改变。本实验采用

三代 16S rDNA 技术对原料乳中微生物群落进行分

析结果显示，此原料乳的优势菌属不动杆菌属、假

单胞菌属和乳酸菌属等其他主要菌属。在功能预

测分析中，除氨基酸代谢、碳水化合物代谢和膜

运输这些与微生物群落有关的主要代谢途径外，

能量生成和转换、无机离子转运代谢、辅酶转运

和代谢以及脂肪转运代谢这些代谢途径随储藏时

间增加而有所变化，这与原料乳中嗜冷菌逐渐成

为优势菌群有关。
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