
※专题论述	 食品科学	 2023, Vol.44, No.13   235

牛乳纤溶酶及其活性影响因素研究进展
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（1.蒙牛高科乳制品（北京）有限责任公司，北京 101100；2.内蒙古蒙牛乳业（集团）股份有限公司， 

内蒙古 呼和浩特 011500；3.蒙牛乳业（北京）有限责任公司，北京 101100）

摘  要：纤溶酶是影响牛乳产品货架期质量的重要因素。纤溶酶的水解活性受到激活剂、抑制剂以及激活剂抑制因

子等调控因子的影响，其热灭活参数、水解特性，以及所诱导凝胶表观特性、凝胶机制和检测方法均不同于嗜冷菌

所分泌的蛋白酶。奶牛品种、泌乳阶段、胎次、体细胞数、细菌所分泌的蛋白酶等都会影响生乳中纤溶酶含量和活

性。由于乳清蛋白、酪蛋白和美拉德反应会对纤溶酶的结构和底物识别产生影响，因此，热加工、膜浓缩和高压等

加工工艺都会对牛乳中纤溶酶活性产生影响。本文通过对纤溶酶系组成及其调控机制、纤溶酶诱导牛乳老化凝胶形

成机制、影响纤溶酶活性因素和纤溶酶的检测方法进行综述，以期为牛乳纤溶酶的进一步研究提供参考。
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Abstract: Plasmin is an important factor affecting the shelf-life quality of milk products, and its hydrolytic activity is 

regulated by many factors, such as activators, inhibitors, and activator inhibitors. Compared with protease secreted by 

psychrophilic bacteria, plasmin presents different thermal inactivation parameters and hydrolysis properties; the milk gelation 

properties induced by the two enzymes, the gelation mechanisms and the methods used to detect the milk hydrolysates are 

different. Plasmin activity in raw milk is affected by dairy cow breeds, lactation stage, parity, and the number of somatic 

cells, as well as protease secreted by bacteria. As whey protein, casein and Maillard reaction can affect plasmin structure 

and substrate recognition by it, heating, membrane filtration, and high pressure processing can affect plasmin activity. In this 

paper, we summarize the composition and regulatory mechanism of the plasmin system in milk, the mechanism of plasmin-

induced age gelation of milk, the factors affecting plasmin activity and the methods used to assay plasmin activity, with the 

aim to provide a reference for further research on milk plasmin.
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随着“健康中国2030”的推动实施，消费者对于摄

入营养的关注度不断提升。2009—2018年间，我国居民

乳制品的平均摄入量从12.8 g/d增长至29.1 g/d，仍未达到

膳食推荐标准，仅相当于欧美国家人均摄入量的1/15[1]。

纯牛乳是我国居民摄入乳制品的主要形式，其摄入量占

比达到60%[2]。然而，货架期内牛乳的蛋白水解会引起偶

然的产品苦包和蛋白絮凝[3]，严重影响消费者的饮乳体验

和消费欲望。

牛乳中能够引起蛋白水解的酶包括内源酶和嗜冷

菌所分泌的胞外蛋白酶。牛乳中的内源酶主要包括纤

溶酶、弹性蛋白酶和组织蛋白酶，纤溶酶活性占总蛋白

酶活性的60%左右[4]。纤溶酶所引起的酪蛋白水解是超

高温（ultra high temperature，UHT）灭菌乳在贮存期间

出现凝胶和苦味的主要原因[3]。牛乳中的纤溶酶及其酶

原来源于血液，其活性受到复杂的激活-抑制调控机制 

调节[5]。尽管纤溶酶水解酪蛋白对乳酪最终风味和质量有

着积极的影响[6]，但其诱导老化凝胶严重限制了牛乳产品

的货架期[3]。本文对牛乳中纤溶酶系组分、纤溶酶诱导牛

乳老化凝胶、影响纤溶酶活性的因素和纤溶酶的检测方法

进行综述，以期为牛乳纤溶酶的深入研究提供参考。

1 牛乳中的纤溶酶系统

纤溶酶系统是一套复杂的相互调节的蛋白调节系

统，其组成包括纤溶酶、纤溶酶原、纤溶酶原激活剂、

纤溶酶抑制剂、纤溶酶原激活剂抑制因子，其相互之间

的调节关系如图1所示。牛乳中纤溶酶及其酶原与血液中

的纤溶酶和酶原性质相一致，血液中的纤溶酶主要以酶

原形式通过乳腺细胞的连接处进入牛乳中，然后在乳腺

管腔内或在贮存期间被激活[5]。

图 1 牛乳纤溶酶系统示意图[6]

Fig. 1 Schematic diagram of milk plasmin system[6]

牛乳中纤溶酶为碱性丝氨酸蛋白酶，分子质量为

48 kDa，在pH 7.4～7.5和37 ℃条件下表现出最佳的类似胰

蛋白酶活性[6]。牛乳中纤溶酶主要以纤溶酶原形式存在，

纤溶酶原为糖基化蛋白质，由786 个氨基酸残基组成，分

子质量为88 kDa[6]。纤溶酶原有5 个典型的环饼状结构域

（kringles），每个结构域有3 个二硫键参与维持结构稳

定，如图2A所示，这些结构域含有对赖氨酸亲和力不同

的结合位点，在调节酶原激活方面发挥重要的作用[6]。
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A、B.分别参考文献[7-8]进行绘制，其中点虚线

为不同结构域的分界线，灰色短线为二硫键。

图 2 纤溶酶原（A）和纤溶酶原激活剂（B）的域结构示意图

Fig. 2 Schematic diagram of the domain structure of plasminogen (A) 

and plasminogen activator (B)

纤溶酶原激活剂也属于碱性丝氨酸蛋白酶，通过水

解纤溶酶原的环饼状结构域5（K5区）与催化结构域之间

的Arg557-Ile558来激活酶原（图2A）；此外，纤溶酶通

过自催化剪切纤溶酶原Lys77-Arg78部分，释放出77 个氨

基酸残基的预活化肽后，剩余Arg-纤溶酶原构象发生改

变，更容易被激活剂所激活[6,9]。纤溶酶也可以催化纤溶

酶原激活剂由单链转化为双链（图2B），极大提高激活

剂的催化活性[5]。所有酪蛋白组分，特别是αs2-酪蛋白，

能够增强激活剂对纤溶酶原的活化作用[6]。牛乳中纤溶酶

原激活剂主要有两种，分别为组织型和尿激酶型。组织

型激活剂来源于血液转运，其活性与纤维蛋白数量显著

相关，与酪蛋白相连接；而尿激酶型激活剂来源于淋巴

细胞的分泌，与生乳中的体细胞相连接[6]。尿激酶型激活

剂可以从体细胞解离，并通过赖氨酸或静电作用与酪蛋

白相结合[5]。

纤溶酶原激活剂抑制因子和纤溶酶抑制剂均属于丝

氨酸蛋白酶抑制剂，分别抑制酶原激活剂和纤溶酶，两

者均分布在乳清相中，活性受pH值和温度影响较大[5]。牛

乳中鉴定出多种丝氨酸蛋白酶抑制剂，包括C1-抑制剂、 
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抗凝血酶-III、间-α-胰蛋白酶抑制剂、α2-巨球蛋白、α1-

蛋白酶抑制剂和α2-抗纤溶酶α，而α2-抗纤溶酶被认为是

主要的纤溶酶抑制剂[6]。

2 纤溶酶诱导牛乳凝胶形成的过程

牛乳的凝胶老化主要是由乳清蛋白中的β-乳球蛋白

（β-lactoglobulin，β-lg）和酪蛋白中κ-酪蛋白（casein，

CN）相互结合形成三维网络结构的过程，表现为牛乳黏

度上升和蛋白絮凝[3]。老化凝胶的形成主要分为3 个阶

段：1）热加工过程中，β-lg和κ-CN内的二硫键发生分子

间交联，形成β-lg-κ-CN复合物，并附着在酪蛋白胶束表

面；2）货架期内，附着在酪蛋白胶束表面的β-lg-κ-CN复

合物缓慢解离到乳清相中；3）乳清相中β-lg-κ-CN复合物

形成交联，并与蛋白结合在一起[3]。根据凝胶机理不同，

牛乳的老化凝胶分为酶促凝胶和非酶凝胶，酶促凝胶是

指由蛋白酶水解酪蛋白颗粒，将β-lg-κ-CN复合物释放到

乳清中，彼此交联形成凝胶[3]。不同来源蛋白酶诱导牛乳

老化凝胶差异比较如表1所示。非酶凝胶则是由于贮存过

程中，解离κ-CN的胶束会由于重力作用缓慢聚集（储存

时间超过货架期）形成凝胶[3]。除蛋白酶外，影响牛乳老

化凝胶的因素还包括乳牛泌乳、热加工强度和贮存温度

等，产品中盐类添加剂会延迟或加速凝胶出现[10]。

表 1 不同蛋白酶诱导牛乳老化凝胶的比较

Table 1 Comparison of milk age gelation induced by different proteases

特性 内源酶 外源酶 参考文献

种类
主要是纤溶酶，
来源于奶牛血液

由嗜冷菌分泌，主要是
假单胞杆菌分泌的耐热酶

热灭活
参数[11]

活化能/（kJ/mol） 36.3±12.2 96.1±9.3

[11]D/T/（min/℃） 0.2/140 （2.7±1.4）/130
Z/℃ 80 30.0±2.3

水解特性 β-CN＞αs2-CN＞αs1-CN＞κ-CN
κ-CN＞β-CN＞αs2-/αs1-CN，不
同嗜冷菌分泌耐热酶水解特性

有所不同
[12]

凝胶表观特性
包装顶部形成类似于“奶皮”漂
浮物，液体部分较为清亮透明，
有柔软易碎软凝胶悬浮于液体中

牛乳产品包装顶部形成蛋糕样
黏附物，底部形成致密坚固块
状沉淀，液体部分不透明

[12-13]

凝胶形成机理

纤溶酶通过水解胶束中的
β-和αs2-/αs1-CN形成蛋白片段
并释放到乳清相中，这些
片段通过疏水作用和钙桥

彼此结合形成凝胶

耐热酶水解乳清和酪蛋白
胶束上的κ-CN形成“副
κ-CN样”肽段，而带有

“副κ-CN样”肽段的胶束和
变性乳清蛋白通过疏水作用和

钙桥连接形成致密凝胶

[14]

检测
方法

肽类特征
疏水，在色谱图出锋时间较
晚，其中有些为苦味肽

亲水，在色谱图上
出锋时间较早

[12]

凝胶电泳条带

β-/αs-CN条带较浅或缺失，出现
γ-CN条带（分子质量介于κ-CN
和β-lg之间，或小于α-乳白蛋白
（α-lactoalbumin，α-la））

κ-CN缺失，出现
“副κ-CN样”肽段条带

（分子质量位于
β-lg和α-la之间）

[10,13]

蛋白成分检测
非蛋白氮含量不变，非酪蛋白

氮含量增加
非蛋白氮含量和非酪蛋白氮

含量均增加
[12]

注：Z.在热力致死时间曲线上缩短90%的加热时间所需要升高的温度。
D/T.在一定的环境和热力致死温度（T/℃）下，杀灭某种微生物90%所需
要的时间（D/min）。

纤溶酶对赖氨酸和精氨酸具有亲和性，可水解Lys-X

和Arg-X键，优先水解含赖氨酸的肽键，其对酪蛋白组分

的水解优先顺序为β-、αs2-和αs1-CN，而对κ-CN和乳清蛋

白的水解程度较小[6]，对不同酪蛋白的水解位点和水解产

物如表2所示。β-CN的乳糖基化导致赖氨酸残基的ε-氨基

被封闭，构象发生变化，纤溶酶无法识别并结合底物，这

表明乳糖基化赖氨酸的形成会抑制纤溶酶的水解作用[15]。 

进一步研究表明，琥珀酰化赖氨酸同样阻止了纤溶酶对

β-CN的识别结合作用[16]，因此，酪蛋白中完整赖氨酸残

基结构对于纤溶酶水解至关重要。

表 2 纤溶酶对酪蛋白的切割位点及其降解产物[6]

Table 2 Cleavage sites of casein by plasmin and corresponding 

degradation products[6]

蛋白组分 切割位点 产物

β-CN
优先识别Lys28-Lys29、Lys105-His106和
Lys107-Glu108，也能识别Lys29-Ile30、

Lys113-Tyr114和Arg183-Asp184

γ-CN：γ1（β-CN f29-209）、γ2（β-CN f106-
209）和γ3（β-CN f108-209），蛋白胨：PP 8fast

（β-CN f1-28）、PP 5（β-CN f1-105/107）
和PP 8slow（β-CN f29-105/107）

αs2-CN

8 个位点，分别为Lys21-Gln22、Lys24-
Asn25、Arg114-Asn115、Lys149-Lys150、
Lys149-Lys150、Lys181-Thr182、Lys188-

Ala189和Lys197-Thr198

水解形成大约14 种肽，其中3 种来自C末端区
域的肽（f198-207、f182-207和f189-207）具有

较高疏水性，可能是苦味肽来源

αs1-CN

主要有7 个位点：Arg22-Phe23、Arg90-
Tyr91、Lys102-Lys103、Lys103-Tyr104、

Lys105-Val106、Lys124-Glu125 和 Arg151-
Gln152，另外还有11 个切割位点

λ-CN

纤溶酶对乳清相酪蛋白的亲水区域表现出较高的亲

和力，而对疏水或磷酸化区域的亲和力最低，因此，纤

溶酶可能通过水解酪蛋白-酪蛋白和酪蛋白-磷酸钙相互作

用位点使酪蛋白胶束失稳[17]。纤溶酶的水解作用降低了

酪蛋白的伴侣活性，促进了分子间β-折叠结构的形成，

使酪蛋白胶束粒径增大[18]。酪蛋白胶束的解离降低了纤

溶酶与酪蛋白结合的位阻效应，有利于纤溶酶的进一步

水解[16]。当大约60%的β-CN和αs1-CN被水解、水解度达

到2.1%时，纤溶酶诱导软凝胶便会出现[13]。有学者将纤

溶酶诱导凝胶形成过程分为以下几个阶段：1）纤溶酶快

速水解β-和αs-CN；2）酪蛋白之间的疏水互作、酪蛋白

与磷酸钙的结合力、酪蛋白与离子盐之间的相互作用，

均明显减弱，酪蛋白胶束微观结构破坏；3）酪蛋白微

观结构发生重排，形成凝胶网络结构，出现表观凝胶现

象；4）纤溶酶继续水解酪蛋白胶束，表观上形成半透明

清亮液体[13]。

纤溶酶通过水解αs-CN和β-CN使得乳脂球表面的酪

蛋白胶束结构解体，从而导致乳脂球相互融合、上浮，

在产品表面形成乳油层[19]。牛乳中纤溶酶和纤溶酶原的

添加可降低牛乳乳油层的硬度，增加其延展性，并增强

感官指标中的结构和表观特性[20]。与正常牛乳相比，内

源酶的水解会使牛乳粒径分布同时增大和减小，形成3 个

粒径峰，这不同于外源酶水解所形成的双峰分布[13]。直接

加热的UHT牛乳的货架期贮存实验结果表明，纤溶酶水解 
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酪蛋白所释放的肽段中有1/3为苦味肽[17]，这可能是凝胶

产品中苦味物质的主要来源。此外，货架期内牛乳中纤

溶酶的激活会导致色泽参数L、a、b值均缓慢降低[21]。

3 影响纤溶酶活性的因素

3.1 动物

3.1.1 种类和品种

不同品种泌乳动物之间乳中纤溶酶活性存在差

异。尽管骆驼乳（（31 .76±3 .64）U/mL）和牛乳

（（24.77±3.42）U/mL）中的纤溶酶活力无显著差异，

但骆驼乳（（23.69±2.12）U/mL）中的纤溶酶原活力远

低于牛乳（（44.40±2.39）U/mL）[22]。牛乳、绵羊乳和

山羊乳的比较中，3 种乳酪蛋白部分纤溶酶活力无显著

差异，而绵羊乳乳清部分纤溶酶活力分别是山羊乳和牛

乳乳清部分的4.5 倍和11.5 倍；牛乳酪蛋白部分的纤溶

酶原活力最高，分别为绵羊乳和山羊乳部分的16.4 倍和

8.2 倍，牛乳乳清部分纤溶酶原活力是绵羊乳的3 倍，山

羊乳中乳清部分纤溶酶原活性极低[23]。水牛泌乳前7 周

内乳中纤溶酶活力为1.37～13.44 U/mL，纤溶酶原活力为

12.06～54.98 U/mL[24]。

牛乳中的纤溶酶及其酶原的活力会也受到乳牛品种

的影响，国内的一项研究中纤溶酶活力在各实验乳牛品

种中的排序是：荷斯坦乳牛＞水牛＞娟姗牛[25]；而国外

另一项研究却给出相反的结果：娟姗牛＞瑞典红牛＞荷

斯坦乳牛，同时娟姗牛乳中的纤溶酶原活性也高于其他

两种牛乳[26]；但也有研究观察到纤溶酶及其酶原活性在

不同的乳牛和绵羊品种之间不存在差异[27-28]。不同乳牛品

种间纤溶酶含量的差异可能与乳中酪蛋白相关，通过调

整合成底物和酪蛋白比例以消除酪蛋白干扰后，品种间

的纤溶酶活性差异得以抵消[6]。

3.1.2 泌乳阶段和胎次

随着泌乳期的推进，乳牛乳腺的血乳屏障受损，上

皮细胞通透性增加，来自血液的纤溶酶原和激活剂数量

增加，纤溶酶原活化比例增加，导致泌乳后期通常伴随

着较高的纤溶酶活性[6]。然而，绵羊乳中纤溶酶活性的变

化与乳牛并不一致，泌乳初期或中期绵羊乳中纤溶酶、

酶原和酶原激活剂活性要高于泌乳后期[28-30]。水牛乳中也

有相类似的趋势，前4 周内纤溶酶活性增加，随后降低，

并在第7周以后趋于稳定；而纤溶酶原在泌乳开始后便逐

渐下降，并在4 周后稳定[24]。与泌乳阶段变化相似，泌乳

动物胎次的增加也会导致乳腺组织不可逆损伤程度增加，

通透性增加，从而导致乳中纤溶酶活性可能随胎次增加而

逐渐增加[6]。纤溶酶活性随乳牛胎次呈二次性变化，第2、 

3胎乳牛的纤溶酶活性高于初产和第4胎乳牛[25]，此外经产

绵羊乳中纤溶酶活性是初产绵羊乳的1.5～2.2 倍[30]。

3.2 牛乳质量

3.2.1 体细胞数

在体细胞数低于50万 个/mL和高于100万 个/mL的两

个绵羊群比较中，高体细胞数羊乳中的纤溶酶活性显著

高于低体细胞数羊乳，纤溶酶原也具有类似的变化，但

会受到泌乳阶段的影响[29]。有关乳牛的研究也表明，体细

胞数和纤溶酶活性呈显著正相关（相关系数0.567），但与

纤溶酶原活性的相关性不显著（相关系数为－0.516）[22]。 

乳房炎的发生使得体细胞的主要成分由单核细胞向多核

细胞转变，中性粒细胞数量大幅增加[31]。绵羊乳中体细

胞数从30万 个/mL增长至200万 个/mL时，其中淋巴细胞

的比例下降6.2%，多形核白细胞上升5.1%[4]。炎症可诱

导活化的免疫细胞分泌尿激酶型纤溶酶原激活剂，促进

纤溶酶原向纤溶酶的转化，纤溶酶活性增加[6]。与低体细

胞数（＜30万 个/mL）绵羊乳相比，高体细胞数使得纤

溶酶原激活剂和纤溶酶活性显著增加，纤溶酶原活性无

显著变化，纤溶酶原/纤溶酶比值下降[28]。尿激酶型酶原

激活剂能够从体细胞上解离下来，并与酪蛋白相结合，

而牛乳中的体细胞数、体细胞在牛乳中的时长以及牛乳

的热处理等因素，都能影响该解离过程[9]。

3.2.2 微生物酶

生乳中的嗜冷菌在贮运过程所分泌的蛋白酶具有干

扰纤溶酶系统的作用。荧光假单胞杆菌所分泌的胞外蛋

白酶会引起纤溶酶从酪蛋白胶束解离到乳清相中，从而

影响牛乳产品特性[32]，其中，荧光假单胞杆菌M3/6的蛋

白酶还能激活纤溶酶原激活剂，使得尿激酶型激活剂催

化活力增加4 倍，纤溶酶原衍生活力（纤溶酶原被激活为

纤溶酶后酶活力的增加值）增加2.5 倍[33]。乳房链球菌在

感染期间能分泌的PauA和PauB也表现出纤溶酶原激活剂

的活性[34]。由大肠杆菌分泌的大肠杆菌素能够有效抑制丝

氨酸蛋白酶的水解作用，其对血液蛋白酶和尿激酶型纤溶

酶原激活剂表现出抑制作用[35]。多黏芽孢杆菌分泌的蛋白

酶能够水解纤溶酶原，形成类似纤溶酶的水解活性[36]。

3.3 加工工艺

如前所述，二硫键在维持纤溶酶、酶原及其激活剂

的空间构象和催化活性方面起着重要作用。β-lg是牛乳乳

清蛋白的主要成分，其受热变性后释放游离巯基，通过

分子间二硫键交联来抑制纤溶酶活性，而天然的β-lg对纤

溶酶也表现出抑制作用；对β-lg的游离巯基进行修饰后，

其对纤溶酶的抑制作用消失[6]。在同样的加热条件下，

随着体系中β-lg含量的增加，纤溶酶和纤溶酶原的残留

活性逐渐降低[37]。有研究认为，β-lg通过二硫键交换与纤

溶酶原结合形成复合物，降低了酶原与尿激酶型激活剂

之间的亲和力，抑制酶原激活过程[38]。乳清蛋白表现出

对纤溶酶原激活剂活性的促进作用，天然、变性的α-la处

理组以及变性β-lg处理组的酶原激活速率常数分别是对

照组的7.07、2.85 倍和2.27 倍[39]。总之，乳清蛋白对纤

溶酶系的影响与乳清蛋白种类、变性程度和数量有关； 
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而完整的酪蛋白胶束结构能够发挥位阻效应，保护纤溶

酶免受β-lg的抑制作用[40]。加工工艺对纤溶酶体系的影响

与乳清蛋白和酪蛋白胶束变化均有关系。

3.3.1 热处理

由于纤溶酶系组分的耐热性有所不同，不同加热条

件下，最终所表现出的纤溶酶活性会有所不同。巴氏杀

菌（75 ℃、15 s）条件下，纤溶酶抑制剂耐热性优于纤

溶酶原激活剂抑制因子，两者的失活率分别为35.8%和

81.1%[41]。巴氏杀菌热处理（72～75 ℃、15 s）或直接

UHT前的预处理（80～85 ℃、30 s）可灭活牛乳中的纤

溶酶原激活剂抑制因子和纤溶酶抑制剂，减少对酶原激

活的抑制和纤溶酶的抑制作用，使得牛乳在货架期内的

纤溶酶活性上升[11,41-42]。

相比之下，纤溶酶、酶原及其激活剂的耐热性较高

（表3）。生乳中纤溶酶原质量浓度为0.8～2.8 μg/mL，

是纤溶酶（0.1～0.7 μg/mL）的2～30 倍[43]。巴氏杀菌乳

中纤溶酶原和纤溶酶的质量浓度分别为0.55～2.75 μg/mL 

和 0 . 1 4～ 0 . 7 3  μ g / m L [ 6 , 4 4 ]。生乳中纤溶酶活力为

7.4～18.6 U/mL，经过巴氏杀菌后，牛乳中纤溶酶活力

下降约25%左右[25]。纤溶酶的活性在不同的温度区间段

表现不同：纤溶酶原的变性温度为50～62 ℃，此温度

区间内加热，部分环饼状结构域展开造成构象改变，暴

露出Lys77-Arg78，使得纤溶酶原更容易被激活[38]；纤

溶酶从65～70 ℃开始逐渐灭活；巴氏杀菌加热段区间

（75～85 ℃）纤溶酶及其酶原的失活被纤溶酶原激活所

掩盖；在90 ℃左右，纤溶酶活性迅速降低；而95 ℃以上

时，纤溶酶活性缓慢降低[11]。温度低于90 ℃时，酶活性

呈现出温度依赖性；温度高于90 ℃，酶活性与加热维持

时间有关[11]。纤溶酶在90 ℃上下表现出不同的变化可能

涉及不同的灭活机制，这与β-lg中活性巯基对纤溶酶及

其酶原的影响有关[37]。温度在低于和高于90～95 ℃各温

度段中，β-lg变性的限速反应分别为肽链展开和蛋白聚

集[45]，这与纤溶酶活性随温度变化的趋势相印证。与组

织型激活剂相比，尿激酶型激活剂的催化活性更高[46]，

更耐受热加工，其热稳定性甚至高于纤溶酶和纤溶酶 

原[37]，75～85 ℃、15～30 s加热条件下，纤溶酶原激活

剂失活率在50%～75%之间[47]。

表 3 纤溶酶、纤溶酶原和纤溶酶原激活剂的灭活动力学参数[37]

Table 3 Inactivation kinetic parameters of plasmin, plasminogen and 

plasminogen activator[37]

温度/℃ 纤溶酶系统
活化能

Ea/（kJ/mol） D/T/（min/℃） Z/℃

60～90

纤溶酶 244 3.1/80

8.5纤溶酶原 230 2.7/80

纤溶酶原激活剂 241 3.5/80

95～140

纤溶酶 29 0.2/140

80纤溶酶原 35 0.2/140

纤溶酶原激活剂 24 0.3/140

直接式UHT牛乳中，纤溶酶和纤溶酶原的灭活率分

别为80%和60%；而间接式UHT工艺中，缓慢的加热和

冷却过程导致了较高的纤溶酶及其酶原灭活率，分别为

100%和80%[11]。为了保证货架期内直接UHT产品的稳定

性，可以加入UHT前的预热步骤，例如90 ℃加热180 s，

这可以导致乳中99.7%纤溶酶灭活[11]。

3.3.2 高压

当高压加工压力小于300 MPa时，牛乳中纤溶酶活力

降低幅度低于10%；但当加工压力为400 MPa时，纤溶酶

活力残留70%～75%；加工压力为600 MPa时，纤溶酶残

留活力为25%～36%，并且随着加工时间的延长，残留活

力会逐渐降低[48]。室温条件下400 MPa的压力使得纤溶酶

原衍生活力降低20%～30%；高压导致酪蛋白胶束崩解，

纤溶酶原和纤溶酶均释放到乳清相中，尽管结构破坏的

酪蛋白更易被纤溶酶水解，然而释放到乳清相中的纤溶

酶也更容易被抑制剂所抑制，因此高压处理并未导致酪

蛋白水解程度的增加[49]。室温下600 MPa高压处理的纤溶

酶活性并未降低，而较高温度下的高压处理会促进纤溶

酶失活：与室温处理相比，60 ℃高压加工纤溶酶的失活

率达到86.5%[50]。与β-lg相比，纤溶酶及其酶原对加工压

力的耐受性较高，压力低于600 MPa的加工条件下纤溶酶

失活率低于50%，压力低于500 MPa的加工下纤溶酶原失

活率低于20%，牛乳中残留的纤溶酶活力和β-lg含量呈现

类似逻辑斯蒂曲线[51]。

传 统 的 均 质 加 工 也 能 降 低 纤 溶 酶 活 力 （ 降

幅达 4 0 %～ 4 6 %）和纤溶酶原衍生活力（降幅达

46%～54%）：随着均质压力（50～100 MPa）的提高，

纤溶酶活性灭活率提高；此外，分段高压均质比单阶段

的高压均质灭活率更高[52]。

3.3.3 膜浓缩

利用超滤膜浓缩牛乳生产乳酪时，天然乳清蛋白 

被浓缩，纤溶酶活性受到抑制，β-和α-CN的水解程度降

低[53]。当用渗滤去除乳清蛋白后，纤溶酶的浓缩比显著

高于纤溶酶原、酪蛋白或脂肪；渗滤过程中纤溶酶原和

纤溶酶抑制剂的浓缩影响了纤溶酶的活性，β-lg和α-la浓

度下降时，纤溶酶活性增加，纤溶酶活性与β-lg和α-la的

浓度间接相关[54]。

3.4 贮存条件

热处理后纤溶酶原的激活通常发生在货架期内，纤

溶酶活力需要3 d至数周时间达到最大[55-56]；随着贮存时

间的延长，纤溶酶因自水解或活性的不可逆抑制而出现

活性下降[11]。但也有学者报道，直接UHT牛乳在货架期

（10～120 d）内纤溶酶活性伴随着αs1-CN含量的下降而

增加 [57]。低温贮存时，β-CN和纤溶酶会从酪蛋白胶束

中解离出来，纤溶酶的自水解起主导作用，5 d内纤溶

酶活力下降20%；而37 ℃贮存时，纤溶酶原的激活作用 
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在2 d内占主导作用，4～10 d后纤溶酶活力由于自水解作

用而下降65%[58]。冷藏时温度越低，酪蛋白胶束中胶体

磷酸钙溶解增加，乳清相中Ca2＋浓度增加，纤溶酶原的

活化和纤溶酶活性增加，乳清Ca2＋有可能通过竞争性抑

制机制来影响纤溶酶原激活剂对酶原的亲和力[59]。

牛乳中外源添加4、8、12 U/L的纤溶酶后，室温条

件下分别贮存5、4、3 周时便会出现凝胶，而在高温贮藏

条件下凝胶会提前1～2 周出现[13]。脱脂乳中添加2.5 U/L

纤溶酶在37 ℃贮存3 周后，出现了链状蛋白团聚和纤维

状蛋白桥，而在23 ℃条件下仅出现蛋白颗粒凝集；当外

源纤溶酶添加量增加至15 U/L时，23 ℃贮存3 周后出现

致密的蛋白网络结构，当贮存温度升至37 ℃时，蛋白网

络结构解体[18]。

4 纤溶酶活力的检测

纤溶酶的水解活力既可以通过检测蛋白水解度及其

水解产物来确定，也可以直接测定。可以通过检测水解

肽段、蛋白条带以及pH 4.6下可溶非蛋白氮或游离氨基酸

含量的变化来判定蛋白水解发生程度。有研究比较了三

硝基苯磺酸（trinitrobenzene sulfonic acid，TNBS）、反

相高效液相色谱（reversed phase-high performance liquid 

chromatography，RP-HPLC）、凝胶电泳和荧光胺4 种

方法检测纤溶酶水解牛乳的灵敏性：TNBS、荧光胺

和RP-HPLC等方法对pH 4.6下可溶物和6%三氯乙酸

可溶物中的检测结果呈现较高的相关性（r＞0.93），

凝胶电泳适用于定性分析，荧光胺的检测限最低， 

RP-HPLC检测灵敏度最高，从检测准确性、可靠性和便

捷程度考虑，推荐TNBS作为常规实验室检测纤溶酶活力

的方法[60]。高分辨超声光谱也被用于开发检测纤溶酶诱

导的β-CN水解，非线性反应曲线与经典的逆米氏模型曲

线趋于一致，当底物β-CN质量浓度在1.0～8.6 mg/mL范

围内，曲线拟合所得的最大反应速率（Vmax）和米氏常

数（Km）分别为（6.30±2.21）×10－5 mol/（kg·min）

和（10.33±3.50）mg/mL；当β-CN质量浓度为1 mg/mL

时，最大断裂肽键数为5～6（水解度2.7%） [61]。纤溶

酶原的检测方法与纤溶酶相一致，先检测样品中纤溶酶

活力，然后向样品中加入酶原激活剂进行孵育，孵育后

再次进行纤溶酶活力检测，两次纤溶酶活力检测值之差

即为纤溶酶原衍生活力[6]。有研究将夹心酶联免疫吸附

试验（enzyme-linked immunosorbent assay，ELISA）应

用于乳中纤溶酶及其酶原的检测，方法的线性范围低至

5～75 ng/mL，变异系数为5%～8%，不需要预处理即可

检测，且与其他乳蛋白不存在交叉反应，但由于酪蛋白

的干扰作用，检测准确率较低（60%～90%）[62]。为避免

酪蛋白的干扰，可以用柠檬酸钠或ε-氨基己酸将纤溶酶 

解离到乳清中进行测定；为避免乳清中纤溶酶抑制剂对

纤溶酶活力检测的影响，可以用超速离心将酪蛋白和乳

清蛋白分离后再检测 [6]。表4列出最近关于纤溶酶检测

生物传感器的报道，均是基于纤溶酶对底物的特异性剪

切，通过引起光、电、机械振动或表面张力等信号的变

化进行检测，检测限可以达到0.032～0.860 nmol/L。

表 4 检测牛乳纤溶酶含量的生物传感器研究汇总

Table 4 Summary of biosensors for milk plasmin detection

方法原理 方法性能 参考文献

纤溶酶识别元件上的特异性底物，酶促反应生成的
肽段导致压电晶体的共振频率增加

线性范围1～20 nmol/L，检测限为
0.65 nmol/L，平均回收率（63.0±0.6）% [63]

纤溶酶特异水解有Lys-Thr-Phe-Lys序列和
Cys残基的二茂铁肽底物（ferrocenyl peptide substrate，

FcPS），监测FcPS氧化还原信号，电化学信号
随着纤溶酶量添加量的增加成比例地降低

检出限为50 ng/mL或15 mU/mL，
还可以实时检测纤溶酶
反应的动力学参数

[64]

该生物传感器基于对纤溶酶敏感的二茂铁修饰肽
（ferrocene-modified peptide，Fc-P）开发而成。

Fc-P底物被纤溶酶酶切并释放含有Fc肽的短片段，
导致循环伏安法测定的氧化还原电流降低

线性范围1～20 nmol/L，
检出限为（0.56±0.03）nmol/L [65]

涂有亲水性SiO2的石英晶体微量天平装配有
α-、β-和κ-CN涂层，蛋白酶水解底物时

传感器的测定频率发生变化

纤溶酶的检出限为0.5 nmol/L，
能够在反应2 min后区分纤溶酶

和其他蛋白酶
[66]

该生物传感器包含一个纤溶酶特异性肽靶序列，
其两侧是生物发光共振能量转移（bioluminescence 

resonance energy transfer，BRET）转导元件——N端的
绿色荧光蛋白和C端的变体海肾荧光素酶，当纤溶酶作

用于传感器时出现光学信号变化

牛纤溶酶检测限为0.86 nmol/L，
线性范围1.19～29.92 nmol/L，

检测时间为10 min
[67]

电磁压电声学传感器的石英盘疏水表面涂抹
β-CN作为底物，传感器将β-CN的水解程度

转变为音频作为信号输出

线性范围为32 pmol/L～10 nmol/L，
检测限达到32 pmol/L [68]

与磁性纳米粒子耦合的纤溶酶底物在金传感器表面
形成黑色自组装单层。在纤溶酶水平升高的情况下，
底物被切割，附着在磁珠上的肽片段将被传感器条

下方的磁铁吸引，从而显示出金色的表面

线性范围0.1～1 000.0 ng/mL，
检出限1 ng/mL [69]

纤溶酶剪切传感器晶体表面β-CN释放短肽，
黏度降低，导致串联共振频率增加，运动阻力降低

检测范围0.1～40.0 nmol/L，
检出限（167.16±39.36）pmol/L [70]

纤溶酶水解空气/溶液界面的β-CN，
引起界面张力的变化

线性范围0.33～13.30 nmol/L，
检测限为0.7 nmol/L [71]

5 结 语

纤溶酶是牛乳中最主要的内源蛋白酶，其对液体

乳产品质量有着重要的影响。巴氏杀菌乳在低温下冷

藏且销售周期短，间接UHT产品中纤溶酶灭活程度较

高，两类产品出现纤溶酶诱导的老化凝胶风险较低；而

直接UHT产品中蛋白变性程度较低，纤溶酶残留活性

较高。随着消费者对乳中活性物质关注度的上升，活性

蛋白保留成为了乳品工艺改良的新方向。乳清蛋白和美

拉德反应对纤溶酶活性具有抑制作用，因此，如何在最

大程度保留活性蛋白和减少美拉德反应的同时，抑制纤

溶酶的水解作用，成为了乳品加工工艺优化，特别是直

接UHT工艺改良的重要课题。目前纤溶酶的检测方法

主要在实验室研究阶段，生物传感器等快速检测方法离

商业应用尚有一段距离，开发纤溶酶的快速检测方法对

于产品的线下检测和快速诊断有着重要的意义。因此， 
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针对纤溶酶的灭活工艺优化和快速检测应该成为乳业研

究的重要课题，而纤溶酶的调控和作用机制也需进一步

明确，为保证牛乳产品质量夯实理论基础。
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