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摘  要: 【目的】比较 15 °C、20 °C 和 25 °C 时, 9 株不同致病性与非致病性副溶血性弧

菌菌株在 TSB (3% NaCl, pH 8.0)中的最大比生长速率之间的差异。【方法】应用 Bioscreen 

C 全自动微生物生长曲线分析仪测定副溶血性弧菌的最大比生长速率。【结果】15 °C、   

20 °C 和 25 °C 时, 9 株副溶血性弧菌菌株间最大比生长速率的变异系数分别为 20.72%、

17.5%和 15.98%。不同副溶血性弧菌最大比生长速率之间的差异随着温度的降低而增加。

【结论】在进行定量微生物风险评估时, 应用仅基于一株菌建立的生长预测模型会给预测

结果带来较大的不确定性。需建立可描述不同副溶血性弧菌菌株的最大比生长速率的随

机模型来为定量微生物风险评估提供更准确有效的预测模型。 
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Abstract: [Objective] Comparing the variability of the maximum specific growth rate, μmax, of 

9 different pathogenic and non-pathogenic V. parahaemolyticus strains in TSB (3% NaCl, pH 

8.0) at 15 °C, 20 °C and 25 °C. [Methods] An automated turbidimetric system, Bioscreen C, 

was used to determine the μmax of strains of V. parahaemolyticus. [Results] The coefficient of 

variation of μmax among 9 V. parahaemolyticus strains was 20.72%, 17.5% and 15.98% at   

15 °C, 20 °C and 25 °C, respectively. The variability of μmax among different V. parahaemo-

lyticus strains increased as temperature was decreased. [Conclusion] A quantitative microbial 

risk assessment of V. parahaemolyticus infection and illness based on the growth characteris-

tics of a single strain of V. parahaemolyticus, introduces a bias in the assessment. It’s neces-

sary to develop stochastic models as the more precise and effective predictive model to be 

utilized in quantitative microbial risk assessment. 

Keywords: Vibrio parahaemolyticus, Maximum specific growth rate, Variability, Microbial risk 

assessment 

副溶血性弧菌 (Vibrio parahaemolyticus)是

一种存在于海产品中的革兰氏阴性细菌, 是世

界各国由海产品引起的急性肠胃炎的主要病原

菌[1]。我国食源性疾病监测资料显示[2−3], 副溶

血性弧菌食物中毒居我国细菌性食源性致病之

首。风险评估是用于评价食品的安全性和公众

健康风险的重要依据 , 作为重要的科学基础 , 

已被国际食品法典委员会, 联合国粮农组织和

世界卫生组织等应用于保障国际贸易中的食品

安全, 控制食品中食源性致病微生物的风险管

理及决策[4−5]。 

国内外已有牡蛎、血蛤、梭子蟹、三文鱼、

草虾等海产品的风险评估研究[5−8]。但这些风险

评估研究中仍存在许多变异性, 其中之一为不

同菌株之间的变异性 [9−10]。菌株之间的微生物

生长动力学参数的变异性将会对风险评估的准

确性带来影响[11]。所以, 研究食源性致病微生

物不同菌株的生长动力学参数在不同环境条件

下的变异性, 对于获得更为可靠的风险评估结

果十分必要。 
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与传统的耗时费力的微生物学培养计数方

法相比[12], Bioscreen C 全自动微生物生长曲线

分析仪可快速测定致病微生物的生长动力学参

数, 并已被广泛应用于测定金黄色葡萄球菌、

英诺克李斯特菌、沙门氏菌在不同环境条件下

的最大比生长速率[10,13−16]。目前, 国内外还没有

应用 Bioscreen C 全自动微生物生长曲线分析仪

来测定副溶血性弧菌不同菌株的最大比生长速

率的研究 。因此 , 本 研究的主 要目的是 建立

Biosceen C 全自动微生物生长曲线分析仪应用

于快速测定副溶血性弧菌菌株的最大比生长速

率的方法, 并且比较不同的副溶血性弧菌菌株

在不同温度下的最大比生长速率, 为副溶血性

弧菌定量风险评估提供精准数据支撑。 

1  材料与方法 

1.1  主要试剂和仪器 

Bioscreen C 全自动微生物生长曲线分析仪, 

芬兰 Oy Growth Curves Ab 公司; MIR154 高精

度低温培养箱, 日本三洋公司; 胰蛋白胨大豆

肉汤, TCBS 培养基, 3%氯化钠碱性蛋白胨水, 

北京陆桥技术有限责任公司。 

1.2  菌种活化及接种液制备 

1.2.1  菌种 : 副溶血性弧菌菌种为本实验室

−80 °C, 25%甘油管保存。 

具体菌种信息如表 1 所示。 

1.2.2  菌种活化及接种液制备: 将各副溶血性

弧 菌 菌 株 从−80 °C 保 存 的 甘 油 管 中 划 线 至

TCBS 平板, 37 °C 培养 18−24 h。从 TCBS 平板

上挑取绿色的单菌落接种至 10 mL TSB (3% 

NaCl, pH 8.0)中, 放入摇床中, 37 °C、150 r/min

培养 18 h, 菌株生长到达平台期(109 CFU/mL), 

以此为初始接种液。 

1.3  生长实验 

1.3.1  采用微生物计数方法进行生长曲线的测

定: 将制备好的 Vp6 接种菌液进行 10 倍梯度稀

释, 再接种于 10 mL TSB (3% NaCl, pH 8.0)试

管中, 使初始接种量为 104−105 CFU/mL。将接

种后的 TSB 试管放入高精度低温培养箱, 温度

设置为 25 °C。每小时取样涂布于 TCBS 平板, 

计数测定 Vp6 的生长曲线。 

1.3.2  梯度稀释法: 在全自动微生物生长曲线

分析仪配套的 100 微孔板中进行梯度稀释。吸

取初始接种液 20 μL 接种至第 1 孔 180 μL TSB

中, 以此为第一稀释梯度。用移液器吹吸混匀

后, 再从这个孔中吸取 20 μL 接种至第 2 孔  

180 μL TSB 中, 依次梯度稀释到第 10 孔 TSB

中 , 为 了 保 持 各 孔 中 的 样 品 体 积 一 致 , 取 出  

20 μL 第 10 孔中的液体废弃。 

以这种方法对副溶血性弧菌菌液进行梯度

稀释, 并以 180 μL TSB 培养基作为空白对照, 

选择 5 个连续 10 倍系列梯度稀释的孔 , 即 

 
表 1  9 株副溶血性弧菌菌株信息 

Table 1  Information of 9 V. parahaemolyticus strains 
菌株 

Strain 
Vp2 Vp3 Vp4 Vp6 Vp11 Vp16 Vp18 Vp19 Vp20

来源 

Source 
ATCC ATCC 南美白对虾

食物中毒

病人 
草虾 河虾 

南美白

对虾 

南美白对

虾 
河虾

致病基因 

Pathogenic 
gene 

tdh+/trh− tdh−/trh+ tdh+/trh− tdh+/trh− − tdh+/trh− − tdh−/trh+ − 

注: −: 不含有 tdh 或 trh 基因, 仅含有 tlh 基因的非致病性副溶血性弧菌. 

Note: −: Means the non-pathogenic Vibrio parahaemolyticus strains, which don’t contain tdh or trh gene, but only tlh gene. 
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106−102 CFU/mL 浓度的孔作为下续计算的样品

孔[14]。将加好空白对照及样品液的 100 微孔板

放入全自动微生物生长曲线分析仪样品槽中 , 

将 全 自 动 微 生 物 生 长 曲 线 分 析 仪 设 置 为 每   

15 min 读取 OD540 值一次, 培养温度分别设定

为 15 °C、20 °C 和 25 °C, 测定这 3 个温度下副

溶血性弧菌的生长曲线, 每个温度条件下每个

菌株做 2 个平行。 

1.4  最大比生长速率的计算方法 

1.4.1  应用微生物预测模型: 应用英国食品研

究 所 开 发 的 DMFit 软 件 (http://modelling.  

combase.cc/DMFit.aspx)中的三阶段线性方程[17]

拟合 Vp6 在 25 °C 的生长曲线, 并计算出延滞

期(λ)、最大比生长速率(μmax)、最大生长密度

(Nmax)等生长动力学参数。 

1.4.2  应用全自动微生物生长曲线分析仪梯度

稀释法: 参照 Lianou 等[10]和 Lindqvist[14]的研究, 

全自动微生物生长曲线分析仪梯度稀释法计算

菌株最大比生长速率的公式如下:  

计算公式为: log(Ni)＝k－μmax×tdet      (1) 

式中: tdet 为副溶血性弧菌菌液的 OD540 达到

Bioscreen C 全自动微生物生长曲线分析仪可检

测水平(107 CFU/mL)时的时间(h); μmax 为副溶

血性弧菌的最大比生长速率[(logCFU/mL)·h−1], 

Ni 为 1.3.2 中所选择的样品孔中的副溶血性弧菌

初始浓度值(CFU/g)。 

2  结果与分析 

2.1  传统微生物计数方法测定 25 °C Vp6 的

μmax 值与全自动微生物生长曲线分析仪测定值

的比较 

将 Vp6 在 25 °C TSB 中的生长数据绘制生

长曲线, 并应用 DMfit 中的三阶段线性模型来

拟合 Vp6 的生长曲线, 拟合结果如表 2 所示。 

 

表 2  由 DMFit 软件拟合计算的 Vp6 在 25 °C 下, 
TSB (pH 8.0)中的生长参数及全自动微生物生长曲

线分析仪测定值的比较 
Table 2  Comparison of growth parameters of Vp6 
calculated by DMFit and automated turbidimetric 

system in TSB (pH 8.0) under 25 °C 
生长参数 

Growth parameters 

值 a 

Valuea 

值 b 

Valueb 

N0 (logCFU/mL) 4.480  

λ (h) 1.777  

μmax [(logCFU/mL)·h−1] 0.737 0.711 

Nmax (logCFU/mL) 8.670  

R2 0.995  

注: a: 传统微生物计数方法测定的生长动力学参数值; b: 

全自动微生物生长曲线分析仪测定的生长动力学参数值. 

Note: a: The growth kinetic parameters determined by tradi-
tional microbiological counting method; b: the growth ki-
netic parameters determined by automated turbidimetric 
system Bioscreen C. 

 
由表 2 可知, 通过三阶段线性模型计算得出, 

Vp6 在 25 °C 时的 μmax 为 0.737 (logCFU/mL)·h−1, 

而通过全自动微生物生长曲线分析仪梯度稀释

法计算出 Vp6 的 μmax 为 0.711 (logCFU/mL)·h−1。

说明全自动微生物生长曲线分析仪测定副溶血

性弧菌的 μmax 与传统的微生物计数方法具有良

好的对应性, 与 Lindqvist[14]的研究结果一致。

由此可知, 全自动微生物生长曲线分析仪可准

确测定副溶血性弧菌的 μmax。 

2.2  全自动微生物生长曲线分析仪测定不同

副溶血性弧菌菌株的最大比生长速率 

应用全自动微生物生长曲线分析仪共测定

了 432 条副溶血性弧菌的 OD540 生长曲线, 采用

公式(1)计算出副溶血性弧菌在 15 °C、20 °C 和

25 °C 的 μmax, 结果如表 3 所示。 

由表 3 可知, 随着温度的升高, 副溶血性弧

菌的 μmax 增大。在这 3 个温度下, 生长最慢的

均为 Vp4, 但没有一株副溶血性弧菌菌株在这

3 个温度下均为生长最快的菌株。通过计算变 
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表 3  15 °C、20 °C 和 25 °C 时 9 株副溶血性弧菌在 TSB 中的最大比生长速率[(logCFU/mL)· h−1] 
Table 3  The maximum specific growth rate [(logCFU/mL)·h−1] of 9 V. parahaemolyticus strains in TSB under 

15 °C, 20 °C and 25 °C 
温度 

Temperature 
(°C) 

Vp2 Vp3 Vp4 Vp6 Vp11 Vp16 Vp18 Vp19 Vp20 

15 
0.179 

±0.008 
0.137 

±0.008 
0.087 

±0.002 
0.184 

±0.004 
0.181 

±0.005 
0.200 

±0.002 
0.172 

±0.003 
0.186 

±0.002 
0.183 

±0.007 

20 
0.445 

±0.016 
0.314 

±0.024 
0.238 

±0.008 
0.404 

±0.006 
0.441 

±0.017 
0.421 

±0.003 
0.400 

±0.016 
0.397 

±0.024 
0.420 

±0.016 

25 
0.721 

±0.008 
0.549 

±0.018 
0.424 

±0.007 
0.711 

±0.030 
0.710 

±0.052 
0.725 

±0.035 
0.668 

±0.021 
0.682 

±0.009 
0.745 

±0.033 

 
异系数可知, 在 15 °C、20 °C 和 25 °C 条件下, 

9 株副溶血性弧菌间 μmax 的变异系数分别为

20.72%、17.5%和 15.98%。这表明, 副溶血性

弧菌所处的温度离最适生长温度越远 , 菌株

μmax 之间的差异性越大, 与 Lianou 等[10,18]报道

的结果一致, 说明温度会影响副溶血性弧菌的

μmax 间 的 差 异 , 差 异 性 随 着 温 度 的 降 低 而   

增高。 

由表 3 可知, 在 15 °C、20 °C 和 25 °C 这 3

个温度下, 致病性基因与副溶血性弧菌在 TSB

中的最大比生长速率之间并无明显的相关性。

而 Mudoh 等[19]报道, 在 15 °C、20 °C、25 °C

和 30 °C 条件下, 在美国牡蛎和亚洲牡蛎中, 致

病性副溶血性弧菌的 μmax 大于总的副溶血性弧

菌的 μmax。Yoon 等[20]报道, 20 °C、25 °C 和 30 °C

时 , 在培养基中和牡蛎匀浆中 , 非致病性的副

溶血性弧菌菌株的 μmax 大于致病性副溶血性弧

菌。不同研究得出不同的结论, 可能原因是不

同的食品基质、培养条件、不同的菌株都可能

使菌株的 μmax 呈现差异性[9,21]。 

2.3  副溶血性弧菌的生长模拟 

应用全自动微生物生长曲线分析仪测定的

9 株不同副溶血性弧菌菌株的 μmax 进行副溶血

性弧菌在 15 °C、20 °C 和 25 °C 的生长曲线预

测 。 假 设副 溶 血 性弧 菌 的 初始 污 染 量 N0 为    

5 logCFU/mL, 从保障食品安全的角度考虑, 假

设 副 溶 血 性 弧 菌 的 延 滞 期 λ 为 0, 以       

8.7 logCFU/mL 为最大生长密度, 采用三阶段

线性模型对副溶血性弧菌的生长进行预测, 结

果如图 1 所示。 

 

 
 

图 1  9 株副溶血性弧菌菌株在 TSB (pH 8.0)中的生长曲线的预测 
Fig. 1  Prediction of growth curves for 9 V. parahaemolyticus strains in TSB (pH 8.0) 

Note: A: 15 °C; B: 20 °C; C: 25 °C. 
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从图 1 中可以看出, 不同温度条件下, 不同

的菌株均呈现出了生长的差异。在 15 °C 条件

下, 当 Vp16 生长到平台期时, Vp4 的菌数为

6.65 logCFU/mL。在 20 °C 条件下, Vp2 生长到

平台期时, Vp4 的菌数为 7.142 logCFU/mL。在

25 °C 条件下, Vp20 生长到平台期时, Vp4 的菌

数为 7.12 logCFU/mL。 

本研究的生长实验是在 TSB (pH 8.0)、3% 

NaCl 条件下进行的, 此盐度和 pH 值处于副溶

血性弧菌的最适生长条件范围内[22]。而各类水

产品的 pH、销售条件及环境都不相同, 应值得

注意的是, 副溶血性弧菌所处的环境条件离最

适生长条件越远, 生长差异将越大[10]。 

Sant’Ana 等[23]认为微生物最大比生长速率

之间的差异性会影响风险评估的准确性, 所以

其研究了不同的沙门氏菌及单增李斯特菌在即

食生菜中的最大比生长速率, 为微生物风险评

估提供数据支撑。Koutsoumanis 等[24]将可描述

菌株最大比生长速率差异性的随机模型应用于

预测冷链中巴氏灭菌乳中单增李斯特菌的生长, 

从而评价巴氏灭菌乳的货架期及食品安全标准

的合理性、并且提出可有效控制单增李斯特菌

增长的干预措施。由此可见, 致病菌菌株最大

比生长速率的差异性对风险评估的影响已逐步

引起研究者的重视。 

综上所述 , 菌株之间最大比生长速率的差

异性是风险评估中需要考虑的一个重要的差

异性[11]。在后续研究中, 应选择更多的副溶血

性弧菌菌株, 开展不同环境条件下, 包括在不

同的水产品中的生长差异性研究。建立可描述

不同副溶血性弧菌菌株间的生长差异的随机

模型 , 以此来进行风险评估 , 为食品安全监管

部门制定更切合实际的、更准确有效的监管政

策及食品安全标准、保障水产品安全提供科学

支撑[25]。 

3  结论 

(1) 全自动微生物生长曲线分析仪可作为

快速、准确测定副溶血性弧菌的最大比生长速

率的有效方法, 可作为微生物预测模型和风险

评估基础数据收集的重要工具。 

(2) 本研究发现不同副溶血性弧菌最大比

生长速率之间的差异随着温度的降低而增加 , 

建议在微生物定量风险评估中, 应充分考虑不

同菌株在不同温度条件下最大比生长速率的不

同变异系数, 以降低风险评估的不确定性。 
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