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摘要 在不同温度下,对单增李斯特菌在营养肉汤中的生长建立动力学模型,并对所建立的模型进行验证。

使用Gompertz模型描述特定温度下单增李斯特菌随储藏时间变化的生长状况,对得出的最大比生长速率分别

建立Linear、Squareroot和Ratkowsky预测模型,并对所建立的模型进行比较验证。结果表明:Ratkowsky模型

对最大比生长速率-温度拟合度最高(R2=0.9997),经验证,该模型可以很好地预测单增李斯特菌在营养肉汤

中的生长情况。
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  单核细胞增生性李斯特菌(简称单增李斯特菌,

Listeriamonocytogenes)是四大食源性病原菌之

一,也是一种人畜共患的致病菌[1-3]。为了较好地预

测单增李斯特菌的生长状况,控制其致病率及其给

人们生活带来的危害,笔者调查研究不同温度下单

增李斯特菌在营养肉汤中的生长特性,建立其生长

预测模型。Ding等[4-5]介绍过优秀的预测模型可以

用来预测食品的货架寿命和微生物学安全,并为微

生物 风 险 评 估 (quantitativemicrobialriskassess-
ment,QMRA)和HACCP(hazardanalysiscriticalcon-
trolpoint)提供科学依据。因此,大量的验证工作针

对所建立的预测模型展开,做出模型可靠性评价,旨
在建立精确的单增李斯特菌生长预测模型,为实验和

生活中单增李斯特菌的生长作出值得信赖的预测。

1 材料与方法

1.1 试验材料

1)菌株。本试验的目标菌株为单增李斯特菌的

混 合 菌 株,包 括 L.monocytogenesScottA、L.
monocytogenesATCC19116和L.monocytogenes
ATCC19118。分别取10μL原种菌液到10mL
TSBYE(TSB,Difco,Sparks,MD,USA)中,置 于

35℃的恒温培养箱里单独培养。24h后,将单增李

斯特菌细胞悬浮液转移到离心管中,5000r/min,

4℃离心10min,得到的菌体用质量分数为0.1%
的蛋白胨缓冲溶液(bufferedpeptonewater,Difco,

USA)冲洗,然后在相同的条件下再次离心,重复上

述操作,从而得到浓度为109cfu/mL的单增李斯特

菌3种不同菌株的细胞悬浮液。用移液管分别取出

等量的细胞悬液混合于已消毒的20mL试管中,并
将菌体细胞悬液稀释到105cfu/mL,保存在4℃的

恒温箱中备用。

2)培养基制备。称取57.5g牛津培养基(Ox-
fordmediumbase)置于2L锥形瓶中,缓慢加入1L
蒸馏水,搅拌均匀。随后将牛津培养基溶液置于加

热器上缓慢加热至沸腾,使其混合均匀,当观察到锥

形瓶底部有小气泡连续均匀上升时,开始计时,

1min后,转移到高压灭菌锅中在121℃下灭菌10
min,冷却至45~50℃,加入10mL二次水合抗菌

素添加剂(rehydratedoxfordantimicrobicsupple-
ment,Oxford公司生产),混合均匀后,在无菌条件

下制备平板。

3)营养肉汤的制备。称取30gTrypticSoy
Broth(BactoTM,France)置于装有1L蒸馏水的锥
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形瓶中,混合均匀后,转移10mL营养肉汤溶液至

试管中;然后在高压灭菌锅中121℃灭菌15min,冷
却后保存在4℃的恒温箱中备用。
1.2 试验方法

1)试验操作。取出0.1mL混合菌体细胞悬液

置于10mL的营养肉汤中,使得营养肉汤中单增李

斯特菌的初始菌体浓度为103cfu/mL;然后分别放

置于4、10、15、20、25、30、35℃的恒温培养箱中进行

培养。根据不同的温度选定不同的测试时间段,每
隔一定时间分别取出一定量样品进行菌数测定,取
合适稀释度,用平板计数法得出活菌数。

2)初 级 模 型 的 建 立。利 用 GraphPadPrism
(Version4,GraphPadsoftware,Inc,SanDiego,

CA,USA)对试验数据进行 Gompertz模型曲线拟

合,建立初级预测模型。Gompertz模型(1)公式如

下所示:

Y=Aexp{-exp[μe/A(λ-t)+1]} (1)
式(1)中Y 表示最终菌落数(logcfu/g),μ表示

最大比生长速率(logcfu/h),λ表示延滞期(h),A
是模型的参数。

3)二级模型的建立与可靠性评价。针对初级模

型中得出的最大比生长速率与储藏温度的关系,建
立二 级 模 型 Linear(2)、Squareroot(3)和 Rat-
kowsky(4)模型。并对3个不同的二级模型进行拟

合度比较。

μ=aT+b (2)

μ=a(T-T0) (3)

μ=a(T-T0)2{1-exp[b(T-Tmax)]}(4)
式中μ表示最大比生长速率(logcfu/g),T 是

实验中设定的某一个生长温度(℃),T0和Tmax是理

论上单增李斯特菌生长的最低温度和最高温度,a
和b是模型的参数。

模型的可靠性评价主要通过以下几个参数进

行:误差平方和SSE,相关系数R2,矫正相关系数

adjustedR2和均方根误差/标准误差RMSE。

2 结果与分析

2.1 初级模型的建立

Gompertz模型是预测微生物领域应用广泛的

初级模型之一,大量的研究报道过 Gompertz模型

能够很好地描述微生物的生长。例如Juneja等[6]

发现,与 Logistic模 型 和 Baranyi模 型 相 比 较,

Gompertz模型能够更好地描述不同温度下沙门氏

菌在鸡肉中的生长;Zhou等[7]报道了Brochothrix
thermosphacta 的生长曲线能够更好地与Gompertz
模型相拟合,其次是Baranyi模型,最后是Logistic
模型。在本研究中,Gompertz模型对试验得出的单

增李斯特菌的生长数据拟合很好,相关系数均在

0.99以上(图1),表明单增李斯特菌在各个温度下

的生长状况均能与Gompertz模型很好地吻合,本
研究中选用Gompertz模型来建立初级模型是一个

合适的选择。

图1 不同温度下Gompertz模型对单增李斯特

菌生长曲线拟合得出的相关系数

Fig.1 Thecoefficientofdetermination
obtainedfromGompertzmodelfittedwiththegrowth
dataofL.monocytogenesatdifferenttemperatures

  营养肉汤中单增李斯特菌的初始菌体细胞浓度

为103cfu/mL。将不同温度下测定的单增李斯特

菌的生长状况选用Gompertz模型进行拟合,所得

的生长曲线如图2所示。在4℃时,单增李斯特菌

的生长极其缓慢,在初始的150h之内几乎没有生

长;随着温度的升高,单增李斯特菌的生长逐渐加

快,10℃时,在60h内,单增李斯特菌没有明显的

生长,当温度达到35℃时,单增李斯特菌的菌数不

到24h便达到了109cfu/mL。另外,单增李斯特菌

在不同温度下的最大比生长速率如表1所示,随着

温度的增加,最大比生长速率也随之增加。
2.2 二级模型的建立与可靠性评价

根据初级模型得出的单增李斯特菌在不同温度

下的最大比生长速率,建立Linear、Squareroot和

Ratkowsky模型。不同的模型描述相同的数据也

会有不同的效果,因此,对不同的二级模型进行比较

研究是十分必要的。笔者着重对3种不同的二级模

型的效果进行比较,选出表达效果最好的一个模型

来描述单增李斯特菌最大比生长速率和温度之间的

关系。利用 Matlab7.0进行非线性回归分析[8],得
出3种不同模型的参数,从而建立二级模型,分析结

果如图3所示。
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 图中分布在生长曲线上下的曲线是预测值95%的置信区间 Thedottedcurvesareupperandlowerpredictionlimitsata95%confi-
dencelevel.

图2 Gompertz模型所描述的李斯特菌在不同温度下(4、10、15、20、25、30、35℃)的生长曲线

Fig.2 ThegrowthcurveofL.monocytogenesgainedfromGompertzmodelatdifferenttemperatures
for4,10,15,20,25,30,35℃,respectively

图3 利用Matlab7.0非线性回归分析得出的Linear模型(A),Squarerootmodel(B)和Ratkowsky(C)模型

Fig.3 Linearmodel(A),Squarerootmodel(B)andRatkowskymodel(C)obtainedfromnonlinear
regressionanalysisusingMatlab7.0software

表1 不同温度下单增李斯特菌的最大比

生长速率的观测值和预测值1)

Table3 Theobservationsandpredictionsofmaximumgrowth

rateofL.monocytogenesatdifferenttemperatures

温度/℃
Temperature

观测值/
(logcfu/h)
Observed
SGRs

预测值/(logcfu/h)
PredictedSGRs

Linear
model

Squareroot
model

Ratkowsky
model

4 0.012B -0.005A 0.042C 0.016B
10 0.073A 0.083B 0.089B 0.069A
15 0.140A 0.157B 0.142A 0.139A
20 0.222B 0.231C 0.208A 0.224B
25 0.318B 0.305A 0.286A 0.316B
30 0.394B 0.379A 0.376A 0.397B
35 0.445A 0.453B 0.478C 0.443A

 1)在每一行中,数值后不同的大写字母表示数值之间存在着显著

性的差异(P<0.05)。Withinthesamerow,valuesnotfollowed

bythesamecapitalletteraresignificantlydifferent(P<0.05).

对模型进行可靠性分析是建立模型的过程中必

不可少的一步,没有经过验证的模型是无法投入到

实际应用中的。图像分析比较(graphicalcompari-
son)是模型验证中常用的一个方法,它是指通过用

图表示代表预测值的散点与代表实验值的直线之间

的线性关系[9]。图4描述了本研究中所建立的3种

不同模型得出的预测值与观测值之间的线性关系,
结果显示Linear和Squareroot模型的散点有一定

的偏差,而Ratkowsky模型的散点则全部分布在直

线上,体现了Ratkowsky模型的预测值能够很好地

吻合观测值。
此外,通过一些数学或者工程学参数对模型进

行直观的可靠性评价也是非常必要的。表2中给出

了Linear、Squareroot和Ratkowsky模型的误差平

425
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图4 二级模型的预测值与观察值之间的线性关系

Fig.4 Observedvaluesversuspredicted
valuesofsecondarymodels

方和SSE,相关系数 R2,矫正相关系数(adjusted
R2)和均方根误差的值。Ratkowsky模型的误差平

方 和仅为5.185×10-5,说明Ratkowsky模型的预

测值相对于实验得出的观察值偏差很小,相关系数

为0.9997,一般来说相关系数越接近于1,说明该

模型的预测值越精确;矫正相关系数为0.9996,表
明总体上只有0.04%的变异无法通过该模型表达

出来;均方根误差为0.0032,通常均方根误差越接

近于0,说明该模型的误差越小。同时,根据所建立

的二级模型,求得不同温度下单增李斯特菌的最大

比生长速率(表1),并对观测值和3组来自不同二

级模型的预测值进行Tukey’smultiplerange分析

(P>0.05);由结果可见,Ratkowsky模型的预测值

与实验中的观测值并无显著性差异,相反,Linear和

Squareroot模型得出的预测值大都与观测值存在

显著 的 差 异。由 以 上 可 知,相 比 较 于 Linear和

Squareroot模型,Ratkowsky模型表达效果最好。
表2 Linear、Squareroot和Ratkowsky模型的误差平方和、相关系数、矫正相关系数和均方根误差的值

Table2 Mathematicalorstatisticalindicessuchasthesumofsquaresduetoerror,coefficientofdetermination,

adjustedR2androotmeansquareerrorofLinearmodel,SquarerootmodelandRatkowskymodel

模型 Models 误差平方和SSE 相关系数 R2 矫正相关系数 AdjustedR2 均方根误差 RMSE
Linearmodel 0.0012 0.9923 0.9907 0.0158

Squarerootmodel 0.0038 0.9761 0.9714 0.0277
Ratkowskymodel 5.185×10-5 0.9997 0.9996 0.0032

  综合以上评价,结果显示Ratkowsky模型表现

出了很高的预测精确性,极小的误差,说明该模型能

够很好的预测单增李斯特菌在营养肉汤中的生长,
为HACCP和QMRA提供值得信赖的预测数据。

3 讨 论

预测微生物学(predictivemicrobiology)是一个

将微生物学、数学和统计学结合在一起的研究领域,
通过建立一些数学模型来预测微生物在一系列环境

条件下的生长、残存和死亡情况。预测模型的建立

被称为是预测微生物学的核心部分,一般来讲,预测

模型分为初级模型,二级模型和三级模型3个部分。
初级模型通常用来描述在特定的条件下微生物随时

间变化而生长或残存的状况,其中比较经典的初级

模型有Gompertz模型,Logistic模型,Baranyi模型

等;二级模型是用来表达环境中的一些影响因子和

微生物在生长过程中最大比生长速率关系,常用的

二级模型有Squareroot模型,Polynomial模型和

Ratkowsky模型;三级模型是建立在初级模型和二

级模型的基础上,基于前人的研究而组成的数据库

通过开发一些软件而直接进行预测,例如Pathogen
modelingprogram(PMP),Foodspoilagepredictor
和Combineddatabase(Combase)[10]。

实际上,关于预测模型的建立,不管是初级模型

还是二级模型,已经有大量的工作被前人研究并发

表了。例如单增李斯特菌在营养肉汤[11]、莴苣[12]、
洋白菜[13]、海产品[14]、猪肉[15]上的生长模型,大肠

杆菌在猪肉[16]、牛肉[17]上的生长模型等;然而预测

模型的比较学至今仍处在发展的初级阶段。目前,
关于报道初级、二级模型的比较研究[5,6,18]的文献十

分有限。因此,笔者着重选择了几个经典的二级模

型,并展开不同模型间对相同数据表达效果的研究

工作,具有一定的指导意义。
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Abstract ThegrowthkineticsofListeriamonocytogenesinbrothunderdifferenttemperatures
wereinvestigatedandthemodelsestablishedwerevalidated.Firstly,Gompertzmodelwasemployedto
describethegrowthofL.monocytogenesatconstanttemperaturesasafunctionofstoragetime.Second-
ly,Linearmodel,SquarerootmodelandRatkowskymodelwereestablishedfortheobtainedmaximum
growthrate,andthencurrentmodelswereverifiedbyseveralindicessuchasthesumofsquaresdueto
error(SSE),coefficientofdetermination(R2),adjustedR2androotmeansquareerror(RMSE).There-
sultsshowedthatRatkowskymodelhadabetterstatisticfitnessthantheothertwomodelsandtheveri-
ficationindicatedthemodelestablishedwasabletomakereliablepredictioninthefuture.
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