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不同来源及血清型李斯特氏菌生长动力学参数比较

彭织云，唐晓阳，李　沁，孙晓红，潘迎捷，赵　勇
（上海海洋大学食品学院／上海水产品加工及贮藏工程技术研究中心，上海２０１３０６）

　　摘要：以不同来源、不同血清型李斯特氏菌（Ｌｉｓｔｅｒｉａｓｐｐ．）株（临床分离株７株、环境分离株７株和其他来源３株，
１１种血清型的１７个ＡＴＣＣ标准菌株）为研究对象，研究其生长动力学与来源、血清型之间的关系，３７℃静置培养条件
下获得１７株菌的生长曲线，并利用 Ｂａｒａｎｙｉ模型对其拟合，得到每株菌的生长动力学参数———最大比生长速率
（μｍａｘ）、延滞期（λ）、最大细胞浓度（ｙｍａｘ）。结果表明：μｍａｘ和 λ这２个参数的最大值和最小值分别存在显著性差异

（Ｐ＜０．０５），血清型为３ａ和４ｂ的２株单增李斯特氏菌（Ｌｉｓｔｅｒｉａｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ）的延滞期存在显著性差异（Ｐ＜００５），
血清型为６ａ和６ｂ的２株英诺克李斯特氏菌（Ｌｉｓｔｅｒｉａｉｎｎｏｃｕａ）的最大比生长速率存在显著差异（Ｐ＜０．０５）。格氏李斯
特氏菌（Ｌｉｓｔｅｒｉａｇｒａｙｉ）菌株与其他菌株存在显著性差异（Ｐ＜０．０５），其余不同来源的李斯特氏菌生长动力学差异不
显著。

　　关键词：血清型；李斯特氏菌；生长动力学
　　中图分类号：Ｑ９３９．９　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１３）０７－０２８０－０４

收稿日期：２０１２－１２－０３
基金项目：上海市科委部分地方院校能力建设项目（编号：

１１３１０５０１１００）；上海市科委科技创新行动计划项目（编号：
１２３９１９０１３００）；上 海 市 科 委 工 程 中 心 建 设 项 目 （编 号：
１１ＤＺ２２８０３００）。
作者简介：彭织云（１９８８—），女，上海人，硕士研究生，主要从事食品
安全风险评估方向研究。Ｅ－ｍａｉｌ：８５２７８５７３７＠ｑｑ．ｃｏｍ。

通信作者：赵　勇，博士，副教授，研究方向为食品生物技术和风险评
估方向。Ｔｅｌ：（０２１）６１９００５０３；Ｅ－ｍａｉｌ：ｙｚｈａｏ＠ｓｈｏｕ．ｅｄｕ．ｃｎ。

　　李斯特氏菌属（Ｌｉｓｔｅｒｉａ）包括７个种，分别是单核细胞增
生性李斯特氏菌（Ｌｉｓｔｅｒｉａｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ）、绵羊李斯特氏菌
（Ｌｉｓｔｅｒｉａｉｖａｎｏｖｉｉ）、英诺克李斯特氏菌（Ｌｉｓｔｅｒｉａｉｎｎｏｃｕａ）、韦氏
李斯特氏菌（Ｌｉｓｔｅｒｉａｗｅｌｓｈｉｍｅｉ）、塞氏李斯特氏菌（Ｌｉｓｔｅｒｉａ
ｓｅｅｌｉｇｅｒｉ）、格氏李斯特氏菌（Ｌｉｓｔｅｒｉａｇｒａｙｉ）和莫氏李斯特氏菌
（Ｌｉｓｔｅｒｉａｍｕｒｒａｙｉ）［１］。李斯特氏菌是常见的食源性致病菌，如
肉类、蛋类、禽类、海产品、乳制品、蔬菜等都已被证实是李斯

特氏菌的感染源［２］。其中单增李斯特氏菌是一种人畜共患

病的病原菌，且其致病性强弱主要与血清型有关［３］，绵羊李

斯特氏菌对人类也有一定的致病性［４］，一直被认为是无害的

英诺克李斯特氏菌也有文献报道称其有潜在致病性［５］。

预测微生物学（ｐｒｅｄｉｃｔｉｖｅｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ），是一门在微生物
学、数学、统计学和应用计算机科学基础上建立起来的新学

科［６］，通过建立数学模型掌握整个暴露评估中的微生物的动

态变化，进一步进行定量风险评估，从而保障食品的安全

性［７］。Ｃａｐｉｔａ等比较了单增李斯特氏菌株 ＡＴＣＣ１９１１６、菌株
６４ｄ和菌株Ｍ２－５ｂ（来自于临床）的延滞期和最大比生长速
率，结果存在显著性差异［８］；Ｄíｅｚ－Ｇａｒｃíａ等发现不同血清型
的沙门氏菌（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａｓｐｐ．）的最大比生长速率存在差
异［９］，所以确定食品或者模拟食品环境中致病菌的生长动力

学情况，在设计试验并进行相关研究时对菌株的选择是一项

重要的考虑因素。Ｂｅｇｏｔ等认为预测微生物模型中菌株选择

非常重要，并阐述了建立预测模型前应当对大量的菌株进行

研究并建议融入菌株的可变因素［１０］。

国内外很多研究都选择美国标准生物品收藏中心

（ＡＴＣＣ）标准菌株为试验菌株［１１－１２］，所以，本研究对实验室

１７株李斯特氏菌标准菌株进行研究，为后续建立李斯特氏菌
预测模型选择适当的模型菌株提供参考依据。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　菌种　本研究所用的１７株李斯特氏菌（表１），均购
于美国标准生物品收藏中心（ＡＴＣＣ）。

表１　１７株李斯特氏菌

菌株名称 菌株编号 血清型 来源

Ｌ．ｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ ＡＴＣＣ１３９３２ ４ｂ 人

Ｌ．ｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ ＡＴＣＣ１９１１２ ２ 人

Ｌ．ｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ ＡＴＣＣ１９１１３ ３ａ 人

Ｌ．ｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ ＡＴＣＣ１９１１４ ４ａ 人

Ｌ．ｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ ＡＴＣＣ１９１１５ ４ｂ 人

Ｌ．ｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ ＡＴＣＣ７６４４ — 人

Ｌ．ｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ ＡＴＣＣ１９１１６ ４ｃ 鸡

Ｌ．ｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ ＡＴＣＣ１９１１８ ４ｅ 鸡

Ｌ．ｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ ＡＴＣＣ１９１１７ ４ｄ 羊

Ｌ．ｉｖａｎｏｖｉｉ ＡＴＣＣＢＡＡ６７８ ５ 羊

Ｌ．ｉｎｎｏｃｕａ ＡＴＣＣ３３０９０ ６ａ 牛

Ｌ．ｉｎｎｏｃｕａ ＡＴＣＣ３３０９１ ６ｂ 人

Ｌ．ｓｅｅｌｉｇｅｒｉ ＡＴＣＣ５１３３５ ４ａ －
Ｌ．ｗｅｌｓｈｉｍｅｒｉ ＡＴＣＣ４３５４８ ６ａ －
Ｌ．ｗｅｌｓｈｉｍｅｒｉ ＡＴＣＣ４３５４９ ６ｂ －
Ｌ．ｗｅｌｓｈｉｍｅｒｉ ＡＴＣＣ４３５５０ １／２ｂ 土壤

Ｌ．ｇｒａｙｉ ＡＴＣＣ２５４００ — 玉米

　　注：“—”表示没有相关信息。

１．１．２　试剂和仪器　胰胨大豆胨琼脂肉汤（ＴＳＢ），购自北京
陆桥技术有限责任公司；ＢｉｏＴｅｋ多功能酶标仪（基因有限公
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司）；２４孔板；摇床（ＴＨＺ－８２Ａ汽浴恒温振荡器）。
１．２　方法
１．２．１　３７℃下生长曲线测定　从 －８０℃冰箱中取出甘油
管，室温解冻，然后从甘油管中各取１００μＬ分别加到５ｍＬ的
胰胨大豆琼脂肉汤（ＴＳＢ）中，放入３７℃、１３０ｒ／ｍｉｎ的摇床中
进行活化，共活化 ２次，取 Ｄ６００ｎｍ为 ０．５左右时作为初始菌
量。接１０μＬ初始菌液到装有 １ｍＬＴＳＢ的 ２４孔板中，在
３７℃ 静置培养情况下，每隔１ｈ用酶标仪测 Ｄ６００ｎｍ值

［１３］，每

株菌２个平行，共重复３次。
１．２．２　动力学模型拟合　利用 Ｄｍｆｉｔ软件中的 Ｂａｒａｎｙｉ模型
拟合李斯特氏菌的动态生长情况：

ｙ（ｔ）＝ｙ０＋μｍａｘＡ（ｔ）－
１
ｍ
ｅｍμｍａｘＡ（ｔ）－１
ｅｍ（ｙｍａｘ－ｙ０[ ]） （１）

Ａ（ｔ）＝ｔ＋１
μｍａｘ
ｌｎ（
ｅ－μｍａｘｔ＋ｑ０
１＋ｑ０

） （２）

λ＝
ｌｎ（１＋１ｑ０

）

μｍａｘ
（３）

式中：ｙ（ｔ）为 ｔ时的细胞浓度（ＡＵ）；ｙｍａｘ为最大细胞浓度
（ＡＵ）；ｙ０为初始细胞浓度（ＡＵ）；μｍａｘ为最大比生长速率
（ＡＵ／ｈ）；ｑ０为细菌初始状态值；λ为延滞期时间（ｈ）

［１４］。

１．２．３　模型验证　偏差因子为预测值和观测值之间的平均
变异提供了一个衡量的指标［１５］。当 Ｂｆ＞１时，对延滞期来说
是可靠的，而Ｂｆ＜１时，μｍａｘ这个参数是可信的，如果Ｂｆ＝１，那
么预测值和试验值之间重复性很好。Ｂｆ表达式如下：

Ｂｆ＝１０
［∑ｌｇ（Ｕｐｒｅｄｉｃｔｅｄ／Ｕｏｂｓｅｒｖｅｄ）］／ｎ （４）

又因为偏差因子没有表明模型的准确性，所以就用到准

确因子。准确因子表明了模型的准确度，表明预测值与观察

值之间的相近度。Ａｆ值越大于 １模型的准确性越小，如果
Ａｆ＝１那么模型的拟合效果很好

［１６］。Ａｆ表达式如下：

Ａｆ＝１０
［∑｜ｌｇ（Ｕｐｒｅｄｉｃｔｅｄ／Ｕｏｂｓｅｒｖｅｄ）｜］／ｎ （５）

１．２．４　统计学处理　数据处理采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件，生
长参数的比较采用Ｏｎｅ－ＷａｙＡＮＯＶＡ方法，聚类分析和主成
分分析（ＰＣＡ）使用Ｐａｓｔ软件。

２　结果与分析

２．１　李斯特氏菌生长曲线的测定
图１为１７株李斯特氏菌的生长曲线。从图１可以看出，

编号为ＡＴＣＣ２５４００的Ｌ．ｇｒａｙｉ菌株最大细胞浓度（ｙｍａｘ）大于
其他菌株，其Ｄ６００ｎｍ值为０．５７ＡＵ左右；而编号为ＡＴＣＣ３３０９１
的Ｌ．ｉｎｎｏｃｕａ菌株尚未达到最大细胞浓度，其 Ｄ６００ｎｍ值为
０．３ＡＵ左右。菌株ＡＴＣＣ２５４００在５ｈ左右进入对数期，１１ｈ
左右进入稳定期；菌株 ＡＴＣＣ３３０９１生长曲线平缓，没有明显
的对数期，１７ｈ尚未进入稳定期。
２．２　１７株李斯特氏菌株生长模型拟合及验证

为了直观地比较分析这１７株菌的生长动力学，本研究应
用Ｂａｒａｎｙｉ模型对以上１７株菌生长曲线进行拟合，得到动力
学参数———最大比生长速率（μｍａｘ）、延滞期（λ）、最大细胞浓
度（ｙｍａｘ），并利用ＳＰＳＳ软件对这些参数进行分析比较。
　　结果如表２所示，Ｒ２都在０．９８以上，Ｒ２值越接近１表明
估计的回归方程对样本数据的拟合效果越好［１７］。有文献证

实，通过Ｄ６００ｎｍ测得的生长速率和通过平板计数测得的生长
速率在９５％的置信区间内［１８］。表２中偏差因子（Ｂｆ）的范围
基本在０．９～１．０５之间，准确因子（Ａｆ）的范围在 １．０１２～
１０５６之间，Ｒｏｓｓ等鉴定，Ｂｆ的范围在０．９～１．０５之间时那么
就认为这个模型很好，在０．７～０．９或者１．０６～１．１５范围时
这个模型可以被接受［１９］。以上数据验证了Ｂａｒａｎｙｉ模型能很
好地拟合李斯特氏菌的生长特性［２０］。

１７株菌的最大比生长速率（μｍａｘ）最大值为（０．０８７５±
０００４７）ＡＵ／ｈ，最小值为（００１５７±０．０００７）ＡＵ／ｈ，平均值
为（０．０３８６±０．００２７）ＡＵ／ｈ（Ｐ＜０．０５）；延滞期（λ）最小值
为（２．４５±０．３１２）ｈ，最大值为（５．７５±０．３４５）ｈ（Ｐ＜０．０５），
平均值为（３．７４±０３２９）ｈ；最大细胞浓度（ｙｍａｘ）最小值为
（０．４２３±０．００５）ＡＵ，最大值为（０．５６５±０．００４６）ＡＵ，平均
值为（０４７６±０．００４８）ＡＵ（表２）。
２．３　不同血清型李斯特氏菌生长参数比较分析

对表２中的模型参数按不同血清型进行分类，并对这些
数据进行分析比较，结果见图２。
　　图２Ａ是２株不同血清型的Ｌ．ｉｎｎｕｕｏｃａ菌株，这２株菌的
最大比生长速率分别为（０．０１５７±０．０００７）、（０．０４７８±
０００２１）ＡＵ／ｈ，存在显著差异（Ｐ＜０．０５）；图２Ｂ是７株不同
血清型的 Ｌ．ｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ菌株，血清型分别为３ａ、４ａ、２、４ｃ、
４ｄ、４ｅ、４ｂ，其中血清型为３ａ和４ｂ的２株菌的延滞期存在显
著性差异（Ｐ＜０．０５），其余几株不同血清型的菌株延滞期没
有显著差异。Ｄíｅｚ－Ｇａｒｃíａ等研究结果，由 Ｇｏｍｐｅｒｔｚ模型拟
合的不同血清型的沙门氏菌生长参数是各不相同的［２１］。Ｂｅ
ｇｏｔ等的研究表明单增李斯特氏菌的耐热性与血清型存在显
著相关性［２２］，血清型是４ｂ的单增李斯特氏菌比其他血清型
菌株耐酸（Ｐ＜０．０５）。本研究通过对比发现不同血清型李斯
特氏菌株的动力学参数存在差异，Ｌ．ｉｎｎｕｕｏｃａ菌株的６ａ和６ｂ
血清型的最大比生长速率存在显著性差异，而单增李斯特氏

菌的３ａ、４ａ、４ｂ这３种血清型也存在显著性差异，其他血清型
差异不显著，具体数值也各不相同。本研究不足点是供试菌

株数量有限，后续会分离野生型菌株并进行相关分析。

２．４　不同来源李斯特氏菌生长参数比较分析
对来源分别为人、牲畜、其他方面的李斯特氏菌最大比生

长速率及生长延滞期进行显著性分析，结果如表３、表 ４所
示。分别来源于人和牲畜的李斯特氏菌最大比生长速率无显

著性差异（Ｐ＞０．０５），同时来源于人和其他来源的李斯特氏
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表２　１７株李斯特氏菌的Ｂａｒａｎｙｉ模型参数表及验证

菌株编号 μｍａｘ（ＡＵ／ｈ） λ（ｈ） ｙｍａｘ（ＡＵ） Ｒ２ Ｂｆ Ａｆ
ＡＴＣＣ１３９３２ ０．０３５７±０．００１６ｂｃ ２．７１±０．３５５ｃ ０．４５７±０．００６ ０．９９７ １．００８ １．０１５
ＡＴＣＣ１９１１２ ０．０２５０±０．００１５ｂｃ ３．１７±０．７３１ｂｃｄ － ０．９８３ ０．９９４ １．０３０
ＡＴＣＣ１９１１３ ０．０２９８±０．００１１ｂｃ ５．７５±０．３４５ａ － ０．９９４ １．００２ １．０２０
ＡＴＣＣ１９１１４ ０．０３４８±０．００１１６ｂｃ ４．８６±０．２１６ｂ ０．４２３±０．００５ ０．９９８ １．００１ １．０２１
ＡＴＣＣ１９１１５ ０．０３５７±０．００１１ｂｃ ２．９１±０．２６７ｃ ０．５２８±０．００９ ０．９９８ １．００２ １．０１２
ＡＴＣＣ７６４４ ０．０４１３±０．００２８ｂ ４．１４±０．４００ｂ ０．４３１±０．００６ ０．９９４ １．００８ １．０２４
ＡＴＣＣ３３０９１ ０．０１５７±０．０００７ｃ ２．９１±０．５４ｂｃｄ － ０．９９２ ０．９９１ １．０２６
ＡＴＣＣ１９１１６ ０．０４０６±０．００１６ｂｃ ３．６１±０．２６０ｂｃｄ ０．４７１±０．００４ ０．９９７ ０．９７７ １．０３０
ＡＴＣＣ１９１１７ ０．０３６３±０．００１９ｂｃ ３．９０±０．３６３ｂｃｄ ０．４３７±０．００６ ０．９９５ １．００４ １．０１２
ＡＴＣＣ１９１１８ ０．０３９５±０．００２２ｂｃ ３．７０±０．４１８ｂｃｄ ０．５１１±０．００９ ０．９９５ １．０１９ １．０３５
ＡＴＣＣ３３０９０ ０．０４７８±０．００２１ｂ ３．４９±０．２６５ｂｃｄ ０．４７３±０．００４ ０．９９７ １．００４ １．０１８
ＡＴＣＣ２５４００ ０．０８７５±０．００４７ａ ５．３６±０．１９２ａ ０．５６５±０．００４６ ０．９９７ １．０４５ １．０５６
ＡＴＣＣＢＡＡ６７８ ０．０４０３±０．００１４ｂｃ ３．２４±０．２５８ｂｃｄ ０．４７９±０．００４ ０．９９８ １．１６７ １．１７０
ＡＴＣＣ４３５５０ ０．０３３８±０．００１３ｂｃ ３．４７±０．３３１ｂｃｄ ０．４９２±０．０１１ ０．９９７ １．０００ １．０１４
ＡＴＣＣ５１３３５ ０．０３８１±０．００１４ｂｃ ２．４５±０．３１２ｄ ０．４９６±０．００５７ ０．９９７ ０．９８２ １．０３２
ＡＴＣＣ４３５４８ ０．０３５８±０．００１３ｂｃ ４．０８±０．２４７ｂｃ ０．４２１±０．００４６ ０．９９８ ０．９９９ １．００８
ＡＴＣＣ４３５４９ ０．０３９３±０．００２０ｂｃ ３．８９±０．３８６ｂｃｄ ０．４７８±０．００８ ０．９９６ ０．９８６ １．０２１

　　注：“－”表示没有得到相关信息。

菌也无显著性差异（Ｐ＝０．０６８）。对不同来源李斯特氏菌的
延滞期进行显著性分析（表４），均无显著性差异。

表３　不同来源李斯特氏菌最大比生长速率显著性比较分析结果

来源 人 牲畜 其他

人 １．０００
牲畜 ０．２４０ １．０００
其他 ０．０６８ ０．４９７ １．０００

　　由表３、表４数据分析结果得到，按人、牲畜、其他这３种
来源对１７株菌株进行分析，最大比生长速率和延滞期这两个

表４　不同来源李斯特氏菌生长延滞期显著性比较分析结果

来源 人 牲畜 其他

人 １．０００
牲畜 ０．７３９ １．０００
其他 ０．９０１ ０．６７２ １．０００

生长参数没有显著性差异。

按不同种属对其进一步分析，分别对来自人、羊、鸡这３
种来源的单增李斯特氏菌进行聚类分析。２株来自于鸡的菌
株相似度最高，而菌株４和５、６和７这２组的相似度在其次，
菌株７来自于羊而另外３株来自于人，菌株１和２均来自于
人，但是这２株菌的相似度最低（图３）。

　　由以上分析得出，即使都是来源于人的单增李斯特氏菌，
其生长也存在差异。

图４以最大比生长速率和延滞期这两个参数做主成分分
析，图４中Ｌ．Ｍ表示的是单增李斯特氏菌。从图中可以看
出，Ｌ．ｇｒａｙｉ菌株与其他菌株的距离最远，这株菌与其他菌株
差异最显著，但是由于目前实验室菌株有限，结果没办法验

证，后续将进一步对其进行研究。而９株单增李斯特氏菌中
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有３株较分散，距离也相对较远，２株 Ｌ．ｉｎｎｏｃｕａ菌株距离也
较远，这些菌株并没有因为是同一种属而聚集在一起，以此判

断李斯特氏菌的生长动力学与其种属无明确相关性。

３　结论

血清型为３ａ和４ｂ的２株单增李斯特氏菌的延滞期存在
显著性差异（Ｐ＜０．０５），血清型为６ａ和６ｂ的２株英诺克李
斯特氏菌的最大比生长速率存在显著差异（Ｐ＜０．０５），
Ｌ．ｇｒａｙｉ菌株与其他菌株存在显著性差异（Ｐ＜０．０５），且１７株
菌株之间的动力学参数各不相同。

以上结果表明，只挑选１株菌株建立微生物预测模型会
导致试验结果与实际情况存在偏差，那么这个模型所预测得

到的参数就偏离实际情况从而导致风险评估的不准确性。所

以，挑选模型菌株时，必须全面了解菌株的信息，并联系实际

情况，选择合适的模型菌株。
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