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猪肉中单增李斯特菌与假单胞菌的 
竞争生长预测模型建立
陈尔凝，白 羽，马 凯，刘清珺，武会娟，高丽娟*

(北京市理化分析测试中心，北京 100089)

摘  要：为预测鲜猪肉的货架期，将Baranyi模型与改良Lotka-Volterra结合，建立猪肉中单增李斯特菌(Listeria 
monocytogenes)与假单胞菌(Pseudomonads spp.)的竞争生长预测模型。由改良Lotka-Volterra方程计算稳态拮抗系数

(α)。结果表明：在低温下单增李斯特菌对假单胞菌有一定抑制作用(α＞0)，且抑制效果在4℃最强；假单胞菌对单

增李斯特菌无明显抑制作用。采用ComBase数据库中猪肉中单增李斯特菌的生长数据，计算模型的偏差因子和准确

因子，对模型进行数学检验，4℃时偏差因子为1.207表明模型是失败-安全的，准确因子为1.362表明模型预测结果

较准确。
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在嗜冷菌中，假单胞菌是导致肉类产品腐败、货架

期缩短的主要腐败菌[1-3]；单增李斯特菌可以在4℃生长，

在冷鲜猪肉中的检出率高于常温猪肉，并能引起急性食

物中毒[4-5]。在食品加工、运输、储藏及销售过程中，为

了保证食品的安全，必须要对这些菌的潜在污染可能性

及生长进行控制。研究低温下腐败菌与致病菌共同竞争

生长的规律能为有效控制其生长提供依据。

冷却猪肉在切割过程中容易发生二次污染，其表面微

生物数量在102～104CFU/cm2 [6]。猪肉中天然存在的菌群较

复杂，不同的猪肉或猪肉制品在化学构成、物理性质以及

微生物组成上也存在一定差别。生长模型建立过程中，使用

肉汤进行纯培养，不考虑微生物间的相互关系，可以使得实

验简化，但由此得到的模型与实际情况往往存在差异；使用

猪肉或猪肉制品可以得出更接近实际情况的模型，但是由于

猪肉或猪肉制品间存在差异，需要针对不同的样品建立不

同模型，一些研究竞争机理(如pH值降低、物质消耗、抑

制物积累)的模型，其方程往往过于复杂(例如含有4～5个
变量20个参数的模型)[7]，反而限制了模型的应用。为了更

好地预测猪肉中致病菌与腐败菌的生长，需要一种既具有

普遍性、又能反映出猪肉中微生物间关系的模型[8]。
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Baranyi模型[9]包含有4个参数(最大生长速率μmax、

迟滞期λ、最大菌浓度ymax、初始菌浓度y0)，它描述了

一种微生物生长过程中，菌体数随时间变化的规律。该

模型对迟滞期的估计以及曲线的拟合较准确[10]，在描述

低温下猪肉上假单胞菌的生长情况时准确度较高[11]。然

而，这个模型并没有考虑不同种微生物之间可能存在的

竞争关系。实际上，低温下假单胞菌比单增李斯特菌更

容易形成生物膜[12]，当这两种菌共同生长时，其生长规

律、对有害物质的抗性都与单独生长时有差异[13-14]。在

猪肉中可能存在多种致病菌与腐败菌，这些不同微生物

之间存在的竞争关系，对其生长速率产生影响。使用改

良Lotka-Volterra 模型[8]可以有效地分析评估不同细菌之间的

竞争关系，分析预测其在竞争条件下的生长规律。为了验

证理论模型的可靠性，还需要使用实际猪肉中微生物的生

长数据来进行验证，评估模型的准确因子与偏差因子[15]。

本实验同时使用Baranyi模型与Lotka-Volterra模型，

在保证模型简洁、准确的同时，又能反映出微生物之间

的竞争关系。模型基于肉汤培养基中的生长数据建立，

使用准确因子与偏差因子检验，同时用冷鲜猪肉上微生

物的生长数据进行验证，既确保了实验的可重复性，又

使模型可以用于预测低温下猪肉中微生物的生长情况，

结合感官品质变化，进而预测其货架期。

1 材料与方法

1.1 培养基

营养肉汤(NB，g/L)：蛋白胨10.0、牛肉膏3.0、氯化

钠5.0，pH值7.4；胰酪胨大豆酵母浸膏肉汤培养基(TSB-
YE，g/L)：胰胨17.0、多价胨3.0、酵母膏6.0、氯化钠5.0、
磷酸氢二钾2.5、葡萄糖2.5；Palcam琼脂培养基(g/L)： 

蛋白胨23.0、可溶性淀粉1.0、酵母浸粉3.0、D-甘露醇

10.0、七叶苷0.80、柠檬酸铁铵0.50、葡萄糖0.50、氯化锂

15.0、琼脂13.0、氯化钠5.0、酚红0.080，pH值7.2；CFC
琼脂培养基(g/L)：多价胨16.0、水解酪蛋白10.0、硫酸钾

10.0、氯化镁1.4、琼脂11.0、甘油10.0(mL/L)、溴化十六烷

基三甲胺0.010、梭链孢酸钠0.010、头孢菌素0.050，pH值

7.1。以上培养基均购自北京陆桥技术有限责任公司。

1.2 菌株

单增李斯特菌ATCC 15173，购自中国医学细菌保

藏管理中心；假单胞菌CICC 20071，购自中国工业菌种

保藏管理中心。以上菌种分别在TSB-YE、NB培养液中

活化，其后按照体积比1:4加入甘油，混匀后于－80℃保

存。保存的菌种按体积比1:50接种至10mL培养基(单增李

斯特菌用TSB-YE，假单胞菌用NB)，于37℃培养24h后，

再次按体积比1:50接种，于37℃培养24h，所得培养物直

接用于后续实验。

1.3 仪器与设备

ZSD-1270型生化培养箱 上海智城分析仪器有限公

司；BHC-1300II A2型生物安全柜 苏州安泰空气技术

有限公司；S20 Seven Easy型pH计 瑞士Mettler-Toledo
公司。

1.4 方法

1.4.1 模型的建立

考虑到初始接种量对竞争模型可能有影响 [16]，因

此将约1×103CFU的假单胞菌、1×102CFU的单增李斯

特菌以及这两种菌的混合液各1mL分别接种至100mL营养

肉汤培养基中，每组菌接种8瓶，与空白对照一起置于4、
8、15、37℃培养(每温度每种菌各2瓶，1瓶空白对照)。
每隔相同时间取出1mL培养物计数(假单胞菌使用CFC培养

基、单增李斯特菌使用Palcam培养基计数[17-18])。计数结

果先代入Baranyi模型，计算模型各参数。再将混合培养

的数据代入改良Lotka-Volterra模型，计算两种菌的拮抗

系数[19]。

Barranyi模型利用式(1)计算。

y(t) = y0 + μmaxt +          ln(e μmaxt + e λμmax e μmaxt λμmax)

+                                                                           )
e ymax y0

μmax

1

eμmaxt +          ln(e μmaxt + e λμmax e μmaxt λμmax) 1μmax

1

ln(1

 (1)

式中：μmax表示最大生长速率/h-1；λ表示迟滞期/h； 

y max表示最大菌浓度(lg(CFU/mL))；y 0表示初始菌浓

度(lg(CFU/mL))；t表示时间/h；y(t)表示t时刻的菌浓

度(lg(CFU/mL))。
改良Lotka–Volterra 模型利用式(2)～(4)计算。

lnN1i－lnN1i 1 = μmax1(ti ti 1)－            A1i－                   A2i

μmax1

Nmax1

μmax1α12

Nmax1
 (2)

lnN2i－lnN2i 1 = μmax2(ti ti 1)－            A1i－                   A2i

μmax2

Nmax2

μmax2α21

Nmax2
 (3)

i=1,2,...,m

Aki  = ∫  N(t)dt, i = 1, 2, …, m k =1,2
i

i 1
 (4)

式中：μmax表示最大生长速率/h-1；λ表示迟滞期/h；
N1i、N2i分别表示第i时刻菌种1、菌种2的浓度/(CFU/mL)；
Nmax1、Nmax2分别表示菌种1、菌种2的最大菌浓度/(CFU/mL)；
ti表示第i时刻的时间/h；α12表示菌种1对菌种2的拮抗系

数，单位为1。
1.4.2 模型检验与验证

从ComBase数据库取得猪肉中单增李斯特菌的生长

数据，对模型进行验证。模型建立完成后，使用准确因

子和偏差因子对模型进行验证[20]。

偏差因子=10(Σlg(U实测/U预测)│)/n (5)

准确因子=10(Σ│lg(U实测/U预测)│)/n	 (6)
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式中：U实测为实测猪肉中单增李斯特菌的生长速率/h-1；

U预测为模型预测的生长速率/h-1。

使用冷鲜猪肉样品，对建立的模型进行验证。于北

京市海淀区某超市购入的猪后臀尖200g，放在无菌平皿

中，使用无菌剪刀和镊子将其切成质量为1.0g的肉块，置

于无菌试管中。向肉块上接种50μL菌液(含单增李斯特菌

约1×103CFU、假单胞菌约1×104CFU)，试管加软塞保

持透气。将全部试管置于4℃培养箱中培养，维持相对湿

度为70%。同时设空白对照(不接种菌液，而接种50μL含
氯化钠8.5g/L的无菌生理盐水)。每隔24h取出3支实验组

试管及1支空白对照，适当稀释后分别用Palcam琼脂培养

基(针对单增李斯特菌)与CFC琼脂培养基(针对假单胞菌)
进行计数。计数结果取平均值绘制生长曲线，并与模型

预测值进行比较。

2 结果与分析

2.1 Baranyi模型建立

在2周的培养过程中，空白对照均无菌生长，依据

Baranyi模型，建立单增李斯特菌、假单胞菌单独生长模

型以及单增李斯特菌和假单胞菌混合竞争生长模型，相

应参数见表1。随着温度的降低，假单胞菌和单增李斯

特菌的迟滞期延长、生长速率下降；混合培养与单独培

养相比，4、8℃时假单胞菌的生长速率显著下降(4℃时

P＜0.01，8℃时P＜0.01，15℃时P=0.57)，单增李斯特

菌的生长速率在混合培养过程中与单独培养相比无明显

变化(4℃时P=0.29，8℃时P=0.62，15℃时P=0.46)。实验

中，不同实验组间的迟滞期变化较大，表明不同实验组

中细菌的初始生理状态有差异，这可能与实验菌株准备

过程中，在37℃的活化培养过程有关。通常细菌生理状

态好，迟滞期就会相应缩短，生理状态差可能会导致迟

滞期延长[21]。

表 1 Baranyi模型实验参数

Table 1 Experimental parameters of the Baranyi model

温度/℃ 菌株 μmax/h
-1 λ/h N0 (lg(CFU/mL)) 最大菌浓度Nmax (lg(CFU/mL))

4 单增李斯特菌 0.023 67.20 2.79 9.19
4 假单胞菌 0.012 118.91 4.22 7.54
4 单增李斯特菌(混合培养) 0.022 70.26 2.81 9.21
4 假单胞菌(混合培养) 0.007 130.48 4.16 6.69
8 单增李斯特菌 0.028 52.32 2.52 9.08
8 假单胞菌 0.023 125.04 4.12 7.50
8 单增李斯特菌(混合培养) 0.031 65.76 2.60 9.13
8 假单胞菌(混合培养) 0.016 106.56 3.76 5.21
15 单增李斯特菌 0.070 13.82 1.30 9.81
15 假单胞菌 0.077 14.95 3.05 8.23
15 单增李斯特菌(混合培养) 0.072 19.94 2.02 9.54
15 假单胞菌(混合培养) 0.076 19.08 3.32 8.35

单增李斯特菌在混合培养条件下的最大生长速率与

单独培养时相比，并没有明显下降，这些结果表明假单

胞菌在4、8、15℃条件下对单增李斯特菌的生长并没有

明显的抑制作用。而假单胞菌在混合培养条件下，最大

生长速率显著降低，表明低温下假单胞菌的生长受到单

增李斯特菌的抑制。实验中，控制单增李斯特菌的初始

接种量在1×102CFU左右、假单胞菌在1×103CFU左右，以

此来模拟实际猪肉中菌群的生长环境。实验所用菌株均

经过了在37℃培养24h的活化过程，而这一过程对迟滞期

的长短可能会产生一定影响。

2.2 Lotka-Voltera竞争模型的建立

本实验计算得到单增生李斯特氏菌与假单胞菌在不

同温度下的拮抗系数见表2。如果菌种1对菌种2的拮抗

系数(α12)＞0，表明菌种1被菌种2抑制；拮抗系数＜0，
表明菌种1的生长受到菌种2的促进；拮抗系数=0表示两

种菌既不互相促进也不互相抑制[19]。在4、15℃条件下

假单胞菌对单增生李斯特氏菌的拮抗系数α21＜0，8℃条

件下α21=0.008。在4、8、15℃条件下单增李斯特菌对假

单胞菌的竞争系数较大，其中4℃时最大(1.022)。这些

结果表明在4℃或8℃条件下，假单胞菌对单增李斯特菌

没有明显的抑制作用，单增李斯特菌对假单胞菌有一定

抑制效果；在15℃时，单增李斯特菌与假单胞菌没有明

显的相互作用。这些结果表明在较低温下，当单增李斯

特菌大量生长时，假单胞菌的生长可能会受到抑制。

表 2 不同温度条件下单增李斯特菌与假单胞菌的竞争系数

Table 2 Competition coefficients between Listeria monocytogenes and 

Pseudomonas spp. at different temperatures

菌种1 菌种2 温度/℃ α12 α21

Listeria monocytogenes Pseudomonas spp. 4 1.022 －1.368
Listeria monocytogenes Pseudomonas spp. 8 0.369 0.008

Listeria monocytogenes Pseudomonas spp. 15 0.559 －0.129

Listeria monocytogenes Pseudomonas spp. 37 0.002 0.080

2.3 模型的检验与验证

2.3.1 偏差因子与准确因子检验

表 3 ComBase数据库数据

Table 3 L. monocytogenes growth data from ComBase

数据库编号 温度/℃ μmax/ h
-1

M126_22 8 0.032
M126_21 8 0.033
M126_20 8 0.020

M126_119 8 0.010

M126_118 8 0.021

M126_116 8 0.013

M126_115 8 0.014

M126_79 4 0.015

M126_80 4 0.015

M126_81 4 0.008

M126_82 4 0.009

M126_84 4 0.011

M128_33 4 0.007

M128_35 4 0.009
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为验证模型的可靠性，从ComBase数据库中，选取

4、8℃条件下，猪肉制品中单增李斯特菌的生长曲线数

据，计算生长速率，结果见表3。将不同数据与模型预测

数据进行偏差因子和准确因子验证。准确因子表示模型

预测值与实际值之间的差异大小，准确因子越接近1，预

测值与实际值就越接近。偏差因子大于1，即模型的预测

生长速率值可能会比实际值偏高，表示模型是失败-安全

的[15]。计算得到，8℃时模型的偏差因子为1.656，准确因

子为1.717；4℃时偏差因子为1.207，准确因子为1.362。相

对于8℃，4℃时模型的偏差因子与准确因子更接近于1，
表明4℃时预测值与实际值更为接近。本实验的生长模型

的建立基于NB培养基上的生长数据，检验结果表明该模

型适用于4℃条件下猪肉中单增李斯特菌的生长预测。

2.3.2 实验验证
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图 1 实际样品中单增李斯特菌与假单胞菌生长曲线

Fig.1 Growth curves of Listeria monocytogenes and Psuedomonas spp. 

simultaneously inoculated in pork samples

在接种培养过程中，单增李斯特菌和假单胞菌的

空白对照均无菌落生长。单增李斯特菌与假单胞菌的生

长曲线数据见图1。将数据带入Baranyi模型计算得到单

增李斯特菌的最大生长速率为0.030h-1，略高于预测值

0.023h-1；假单胞菌的最大生长速率为0.021h-1，高于预测

值0.0069h-1。这可能是因为本次实验使用的菌种是在营

养肉汤中活化的。细菌在培养基中纯培养的生长规律与

其在存在其他细菌的固态食品中的生长规律的区别，是

预测微生物学需要解决的问题[22]。有报道指出在肉汤中

活化的单增李斯特菌相对于固体培养基上活化的能够更

好的适应肉制品的环境[23]。有研究发现用培养基上的生

长数据预测单增李斯特菌与乳酸菌混合培养时，如使用

Baranyi模型会导致预测值比实际值偏高；如使用Lotka-
Voltera竞争模型则会导致预测值偏低[8]。有研究使用牛肉

制品上的生长数据建立了单增李斯特菌和假单胞菌的混

和生长模型。该模型在灭菌处理过的牛肉上所得结果与

本研究类似，但是在未灭菌处理的牛肉上，单增李斯特

菌的迟滞期大幅延长，会导致模型预测值明显偏高[24]。

Logistic模型和Gompertz模型，由于无法描述迟滞期，预

测低温下微生物的生长时会出现问题[25]。本研究中的模

型在实际猪后臀尖上验证未发现类似现象，单增李斯特

菌的生长速率反而明显提升。这可能与本实验选用的猪

肉上存在的细菌对单增李斯特菌没有明显的抑制作用有

关。此外，验证实验中无法区分额外添加的和样品本身

的假单胞菌，后者在猪肉上的生长速率可能更快，因而

导致预测值低于实际值。

3 结 论

本研究基于肉汤中的混合培养数据，建立了单增李

斯特菌与假单胞菌的竞争模型，该模型经验证与猪肉制

品中单增李斯特菌的生长规律比较符合，且该模型是失

败-安全的(模型预测偏差时，可能会高估李斯特氏菌的生

长速率)。通过比较拮抗系数，发现低温猪肉中，假单胞

菌的生长受到单增李斯特菌的抑制，而假单胞菌对单增

李斯特菌无明显的抑制作用。由此可知单增李斯特菌快

速生长时，腐败菌的生长会减缓，这意味着菌落总数的

高低可能无法准确反映单增李斯特菌的生长情况。本模

型通过研究细菌间的竞争关系，在一定程度上解决了如

何将细菌在培养基中的生长规律用于食品研究的问题，

可以用于冷鲜猪肉中单增李斯特菌的生长预测，为评估

产品货架期提供依据。
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