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摘　要：温度是影响细菌生长与失活的关键因素，在食品生产中常用来控制致病微生物潜在的风险。但由于
不同菌株间个体的差异，细菌在相同温度作用下呈现出不同的失活趋势，这种行为方式称为菌株的失活异质

性，容易导致微生物风险控制的不确定性和变异性。比较了１９株副溶血性弧菌（１６株临床菌株和３株环境
菌株）在巴氏消毒温度（６５℃）及冷链温度（１０℃）作用下的失活情况，并结合Ｗｅｉｂｕｌｌ模型，拟合相应的失活
参数（ｔＲ值），探究了不同菌株间的失活异质性。在 ６５℃处理条件下，１９株副溶血性弧菌的 ｔＲ值介于
２２．６２～６７．２３ｓ，ＶＰＣ１为耐热性最强菌株，而ＶＰＣ１０为耐热性最弱菌株，热失活参数 ｔＲ值最适的概率分布
为Ｎｏｒｍａｌ（４４．８２，１２．２７）。在１０℃条件下，ｔＲ值介于１１３．９６～３７１．３８ｈ，ＶＰＣ３为耐冷性最强菌株，ＶＰＣ２
为耐冷性最弱菌株，冷失活参数ｔＲ值最适的概率分布为Ｌｏｇｌｏｇｉｓｔｉｃ（５１．４５，１４８．８８，４．６７）。结果表明，副溶血
性弧菌的热失活和冷失活间没有显著的相关性，菌株的失活异质性广泛存在于副溶血性弧菌之中，仅基于单

一菌株进行失活模型的拟合，很难描述其整体的失活趋势。同时，初步构建了菌株失活异质性的随机模型，并

使用概率分布代替了传统的失活参数。

关键词：副溶血性弧菌；巴氏消毒温度；冷链温度；失活异质性；Ｗｅｉｂｕｌｌ模型
中图分类号：ＴＳ２０１．３　　　文献标志码：Ａ

　　副溶血性弧菌（Ｖｉｂｒｉｏｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ，Ｖｐ）
是一种革兰氏阴性噬盐细菌，被认为是亚洲区域

引发海产品食物中毒的首要致病菌，食用被该菌

感染的食物后，易引发头痛、发热、呕吐、腹泻等

症状，严重的甚至造成原发性败血症等食源性疾

病［１２］。副溶血性弧菌主要的致病因子有３种：
耐热性溶血毒素（ｔｈｅｒｍｏｓｔａｂｌｅｄｉｒｅｃｔｈｅｍｏｌｙｓｉｎ，
ＴＤＨ）、耐热性溶血毒素相关的溶血毒 素
（ｔｈｅｒｍｏｓｔａｂｌｅｄｉｒｅｃｔｈｅｍｏｌｙｓｉｎｒｅｌａｔｅｄｈｅｍｏｌｙｓｉｎ，
ＴＲＨ）和 不 耐 热 溶 血 毒 素 （ｔｈｅｒｍｏｌａｂｉｌｅ
ｈｅｍｏｍｙｓｉｎ，ＴＬＨ）［３］。基于预测微生物学模型的
生长和失活模型，可用于控制副溶血性弧菌的患

病风险，对于保障水产品质量安全和改善公共卫

生状况具有十分重要的意义［４５］。由于副溶血性

弧菌具有较高的致病率和风险性，国内外科研人

员已经对其生长或失活趋势展开了一系列的预

测模型研究［６８］。

菌株的失活异质性广泛存在于预测微生物

模型之中，在相同杀菌条件的作用下，同种微生

物的不同菌株之间，其失活趋势会呈现明显的差

异，直接影响微生物风险评估和控制的准确

性［９１０］。温度是影响细菌失活的关键因素，在食

品工业中常用基于温度构建失活模型，以控制副

溶血性弧菌的潜在风险。其中，巴氏消毒是一种

利用相对较低温度（６０～８２℃）的除菌方法［１１］，

能够较好地保持水产品原有的理化性质和风味。
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此外，冷链贮藏也被视为控制弧菌风险的可靠措

施，通过保持水产品加工、贮藏、运输、销售的低

温环境（１０℃），以达到保障食品品质、控制致病
菌滋生的目的［１２］。但目前为止，关于副溶血性弧

菌在巴氏消毒温度（６５℃）及冷链温度（１０℃）作
用下的失活异质性探究，尚属研究空白。

因此，选取了２种不同来源、３个基因型的１９
株副溶血性弧菌菌株作为研究对象，探究其在６５
℃巴氏消毒温度以及１０℃冷链温度作用下的热
失活与冷失活趋势，通过 Ｗｅｉｂｕｌｌ模型来拟合获
得细菌的失活参数（ｔＲ值），来分析副溶血性弧菌
的热和冷失活异质性。同时，由于单一模型拟合

的缺陷，运用概率分布拟合副溶血性弧菌冷热失

活参数，初步构建了失活异质性随机模型，可为

提升副溶血性弧菌风险评估的准确性提供理论

参考，为副溶血性弧菌的风险控制提供可靠的科

学工具。

１　材料与方法

１．１　材料
主要试剂包括胰蛋白胨大豆琼脂培养基

（ＴＳＡ）、胰蛋白胨大豆肉汤培养基（ＴＳＢ）、硫代硫
酸盐柠檬酸盐胆盐蔗糖琼脂（ＴＣＢＳ琼脂）来自
北京陆桥技术有限责任公司，其他试剂均为国产

分析纯。

主要仪器包括高精度恒温培养箱（日本

Ｓａｎｙａｎ公司）、离心机（德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）、
ＢｉｏＴｅｋ酶标仪（美国伯腾仪器有限公司）、金属
浴等。

１．２　副溶血性弧菌菌株
对１９株副溶血性弧菌进行热失活和冷失活

异质性的研究，其中３株是直接从水产品中分离
得到，１６株临床分离株由上海市第一人民医院检
验科馈赠。具体菌株信息见表 １。表中 Ｖｐ与致
病因子相关的基因如 ＴＤＨ，ＴＲＨ和 ＴＬＨ用于区
分菌株不同的基因型。受试菌株样本的基因型

分为ｔｄｈ＋／ｔｒｈ－、ｔｄｈ－／ｔｒｈ＋和 ｔｄｈ＋／ｔｒｈ＋３种。其
中：临床菌株中有 ９株 ｔｄｈ＋／ｔｒｈ－型、３株 ｔｄｈ－／
ｔｒｈ＋型和３株 ｔｄｈ＋／ｔｒｈ＋型；环境菌株共 ３株，２
株ｔｄｈ＋／ｔｒｈ－型、１株ｔｄｈ－／ｔｒｈ＋型。
１．３　副溶血性弧菌菌株样本的制备

在制备实验菌液前，所有菌株被保存于

－８０℃的２５％甘油浓度的试管中。首先将副溶

表１　１９株副溶血性弧菌菌株信息表
Ｔａｂ．１　Ｓｔｒａｉｎｓｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆ１９

Ｖｉｂｒｉｏｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ
序号

Ｎｕｍｂｅｒ
菌株

Ｓｔｒａｉｎ ｔｄｈ ｔｒｈ 菌株来源

Ｓｏｕｒｃｅｏｆｓｔｒａｉｎ
１ ＶＰＣ１ ＋ － 临床分离

２ ＶＰＣ２ ＋ － 临床分离

３ ＶＰＣ３ ＋ － 临床分离

４ ＶＰＣ４ ＋ － 临床分离

５ ＶＰＣ５ ＋ － 临床分离

６ ＶＰＣ６ ＋ － 临床分离

７ ＶＰＣ７ ＋ － 临床分离

８ ＶＰＣ８ ＋ － 临床分离

９ ＶＰＣ９ ＋ － 临床分离

１０ ＶＰＣ１０ － ＋ 临床分离

１１ ＶＰＣ１１ － ＋ 临床分离

１２ ＶＰＣ１２ － ＋ 临床分离

１３ ＶＰＣ１３ － ＋ 临床分离

１４ ＶＰＣ１４ ＋ ＋ 临床分离

１５ ＶＰＣ１５ ＋ ＋ 临床分离

１６ ＶＰＣ１６ ＋ ＋ 临床分离

１７ ＶＰ１ ＋ － 青虾

１８ ＶＰ２ ＋ － 牡蛎

１９ ＶＰ３ － ＋ 南美白对虾

血性弧菌菌株划线到 ＴＣＢＳ（北京陆桥科技有限
公司，北京）平板上，在 ３７℃环境中培养１８ｈ到
２４ｈ。然后将 ＴＣＢＳ板上的单个绿色菌落接种到
含有质量分数３．０％ ＮａＣｌ的９ｍＬＴＳＢ（ｐＨ８．０，
北京陆桥科技有限公司）培养基中，放入３７℃恒
温培养箱中培养 １８ｈ制备受试菌株样本。培养
后，初始菌株含量～１０９ＣＦＵ／ｍＬ。
１．４　菌株的失活实验

热失活异质性：将１．３节中培养获得的副溶
血性弧菌菌液梯度稀释到１０７ＣＦＵ／ｍＬ，并将稀释
好的菌液分别分装到６个１．５ｍＬ的无菌离心管
中，将无菌离心管置于温度为６５℃的金属浴中，
调节振荡频率为 ２５０ｒ／ｍｉｎ，处理时间为 ０、６０、
９０、１２０、１５０、１８０ｓ。加热完成后，迅速将离心管
置于常温水中（２５℃）冷却２ｓ，然后进行系列梯
度稀释，涂布于ＴＣＢＳ平板上，过夜培养后进行微
生物计数。

冷失活异质性：将１．３节中培养获得的副溶
血性弧菌菌液梯度稀释到１０７ＣＦＵ／ｍＬ，并将稀释
好的菌液分别分装到８个１．５ｍＬ的无菌离心管
中，将无菌离心管至于１０℃恒温培养箱中，处理
时间为０、（１７０±１０）、（３４０±１０）、（５１０±１０）、
（６８０±１０）、（８５０±１０）ｈ。待冷处理完成后，于
超净台进行微生物计数。

１２４
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１．５　微生物计数
在热处理和冷处理之后，将菌液用０．８５ｇ／Ｌ

无菌生理盐水进行梯度稀释，选择合适的稀释

度，取１００μＬ的稀释液在 ＴＳＡ琼脂板上进行涂
布，每个处理时间３个平行，将平板置于３７℃ 条
件下培养２４ｈ计算菌落数。
１．６　修正的 Ｗｅｉｂｕｌｌ模型拟合副溶血性弧菌冷
热失活情况

使用修正的Ｗｅｉｂｕｌｌ曲线模型来拟合微生物
的失活，Ｗｅｉｂｕｌｌ模型是常用的拟合凸面、凹面以
及线性失活的预测微生物学模型［１３１５］。Ｗｅｉｂｕｌｌ
模型方程式如下：

ｌｏｇ１０
Ｎ
Ｎ０
＝－ １
２．３０３（

ｔ
α
）β （１）

式中：α为比例参数；β为形状参数；Ｎ０为在失
活处理前的初始菌量，ＣＦＵ／ｍＬ；Ｎ为热失活和
冷失活后的菌量，ＣＦＵ／ｍＬ；ｔ为失活处理的时
间，ｓ或ｈ。

研究表明，微生物的失活大多以曲线的形状

呈现，其中β的大小代表着曲线的形状：当 β＜１
时，曲线的形状向上凸；当 β＞１时，曲线向下凹。
同时，由α和β可以得出用来表示失活耐受能力
的参数ｔＲ，ｔＲ的计算公式如下：

ｔＲ＝α２．３０３
１
β （２）

式中：ｔＲ值代表减菌９０％所用的时间
［１６］。

１．７　菌株异质性随机模型的拟合
运用美国 Ｐａｌｉｓａｄｅ公司的＠Ｒｉｓｋ５．５软件，

采用蒙特卡洛模拟方法进行１００００次模拟，结合
＠Ｒｉｓｋ软件独有的分布拟合功能（ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ
ｆｉｔｔｉｎｇ），对１９株副溶血性弧菌的热失活和冷失活
条件下对应的失活参数（ｔＲ）进行概率分布拟合，
以卡方检验（Ｃｈｉｓｑｕａｒｅｄｓｔａｔｉｓｔｉｃ）、安德森达尔令
检验（Ａｎｄｅｒｓｏｎｄａｒｌｉｎｇｓｔａｔｉｓｔｉｃ）以及柯尔莫可洛
夫斯米洛夫检验（ＫｏｌｍｏｇｏｒｏｖＳｍｉｒｎｏｖｓｔａｔｉｓｔｉｃ）评
估最适合描述其冷热失活异质性的概率分布，以

构建菌株失活异质性随机模型。数值越小，表明

其拟合度越高。

１．８　统计分析法
为了比较模型的准确性，利用以下统计指标

进行模型拟合准确性的评价，具体包括相关度系

数（Ｒ２），相关性检验的Ｐ，变异系数（Ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｏｆ
Ｖａｒｉａｔｉｏｎ，ＣＶ）。其数学表达式分别为

Ｒ２＝１－∑（Ｐ－Ｏ）
２

∑（Ｏ－Ｘ）２
（３）

ＥＲＭＳ＝
∑（Ｏ－Ｐ）２

槡 ｎ （４）

ＣＶ＝
σ
｜μ｜
×１００％ （５）

σ＝
∑（ｘｉ－μ）

２

槡 ｎ （６）

μ＝
∑ｘｉ
ｎ （７）

式中 ：Ｏ是实际的观察值；Ｐ是模型的预测值；Ｘ
为平均数；ｎ代表观察的次数；Ｒ２处于０～１之间
且越靠近 １说明预测模型的拟合效果越好。当
平均算数平方根误差 ＲＭＳＥ靠近 ０时，表明模型
中数据拟合度更高；ＣＶ表示数据的离散程度，ＣＶ
越大，表明一组数的离散程度越大，ＣＶ越小则说
明数据分布越集中；σ代表标准差；μ代表平均
数。

另外，Ａｆ代表准确性因子，Ａｆ值越大，表明该
模型预测的平均精确度越低。Ｂｆ代表偏差因子。
使用Ｐ的相关性来验证副溶血性弧菌热失活与
冷失活间的关系。通过得到的Ｐ与 ０．０５进行比
较，当Ｐ＜０．０５时具有显著的相关性。整个数据
统计使用 ＳＰＳＳ统计软件包 １７．０（ＳＰＳＳＩｎｃ．，
Ｃｈｉｃａｇｏ，ＩＬ）进行统计分析。

２　结果

２．１　副溶血性弧菌热失活 Ｗｅｉｂｕｌｌ模型拟合结
果及失活参数分析

由图１可知，副溶血性弧菌的起始细菌含量
为６．１１～７．０２ｌｏｇＣＦＵ／ｍＬ，在６５℃作用下１９
株菌株均呈现明显的失活趋势，热处理１８０ｍｉｎ
之后，其细菌含量降为０．８５～２．９８ｌｏｇＣＦＵ／ｍＬ。
通过Ｗｅｉｂｕｌｌ模型对这１９株副溶血性弧菌的热
失活趋势进行拟合，结果见表２，模型拟合 Ｒ２为
０．７９３～０．９７６，均方根误差（ＲＭＳＥ）趋近于０，Ａｆ
值与Ｂｆ值均为０．９～１．１，表明该模型能够较好
地描述这１９株副溶血性弧菌在６５℃作用下的失
活趋势。

由表２可知，在６５℃作用下，尽管同为副溶
血性弧菌的菌株，但其浓度减少９０％所用的时间
（ｔＲ值）却呈现出很大的差异，介于 ２２．６２和
６７．２３ｓ之间，变异系数（ＣＶ）为０．２７，呈现出较
大的离散性。ＶＰＣ１、ＶＰＣ１２、ＶＰ２、ＶＰＣ８、ＶＰＣ
５、ＶＰＣ４、ＶＰＣ１４的 ｔＲ值均大于５０ｓ，表现出了

２２４
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较强的菌株耐热性。其中，ＶＰＣ１的 ｔＲ值最高，
６５℃作用下其浓度较少 ９０％所需的时间为
６７．２３ｓ，在１９株细菌中呈现出最强的耐热特性，
ＶＰＣ１２的ｔＲ值与 ＶＰＣ１相近，为６７．１３ｓ，为第
二耐热的菌株。ＶＰＣ１０、ＶＰＣ７、ＶＰＣ３的ｔＲ值均
小于３０ｓ，表明其对菌株６５℃处理较为敏感，仅

需不到 ３０ｓ就能使其含量较少 ９０％。其中，
ＶＰＣ１０的ｔＲ值最小，仅为２２．６２ｓ，在１９株细菌
中呈现出最不耐热的特性。结果表明，１９株副溶
血性弧菌呈现出极大的热失活异质性，仅对单一菌

株进行模型拟合，很难描述其整体的热失活趋势。

（ａ）热失活异质性；（ｂ）耐热性最强菌株和耐热性最弱菌株的失活曲线
（ａ）Ｈｅａｔｉｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎｖａｒｉａｂｉｌｉｔｙｏｆ１９Ｖｉｂｒｉｏｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ；（ｂ）Ｈｅａｔｉｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎｃｕｒｖｅｏｆｔｈｅｍｏｓｔ

图１　在６５℃作用下１９株副溶血性弧菌热失活Ｗｅｉｂｕｌｌ模型拟合
Ｆｉｇ．１　ＦｉｔｏｆＷｅｉｂｕｌｌｍｏｄｅｌｔｏ１９Ｖｉｂｒｉｏｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓｕｎｄｅｒ６５℃ ｈｅａｔｉｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎ

表２　在６５℃作用下１９株副溶血性弧菌
热失活Ｗｅｉｂｕｌｌ模型拟合相关参数

Ｔａｂ．２　ＴｈｅｒｅｌａｔｅｄｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆｆｉｔｏｆＷｅｉｂｕｌｌｍｏｄｅｌ
ｔｏ１９Ｖｉｂｒｉｏｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓｕｎｄｅｒ６５℃ ｉｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎ

菌株Ｓｔｒａｉｎ Ｒ２ ＲＭＳＥ Ａｆ Ｂｆ α β ｔＲ

ＶＰＣ１ ０．８５０ ０．４６ ０．４２ －０．２２４３．０１１．８７６７．２３

ＶＰＣ２ ０．８６５ ０．４３ ０．５７ －０．３６２４．２１１．２３４７．８５

ＶＰＣ３ ０．８６４ ０．５１ ０．６４ －０．２５１１．３２０．８６２９．７３

ＶＰＣ４ ０．９０１ ０．３３ ０．３７ －０．３１２７．１８１．２６５２．６５

ＶＰＣ５ ０．７９３ ０．４０ ０．４５ －０．１７２７．９４１．２３５３．１２

ＶＰＣ６ ０．９５８ ０．６２ ０．５５ －０．３２１７．０９１．０３３８．４１

ＶＰＣ７ ０．８３４ ０．４５ ０．６９ ０．５８１１．２８０．８９２８．８６

ＶＰＣ８ ０．９２５ ０．５６ ０．４５ －０．０９３１．３９１．５０５４．６９

ＶＰＣ９ ０．８１４ ０．５０ １．０５ －１．０４１７．２５１．０７３７．７５

ＶＰＣ１０ ０．９２４ ０．６８ ０．７０ －０．３９ ７．６１０．７７２２．６２

ＶＰＣ１１ ０．９４５ ０．２４ ０．２４ ０．１０１８．５５０．９７４３．６８

ＶＰＣ１２ ０．９７６ ０．４６ ０．５０ ０．２３３９．３３１．５６６７．１３

ＶＰＣ１３ ０．８５８ ０．１８ ０．１８ ０．００１４．０１０．９６３３．４８

ＶＰＣ１４ ０．７９３ ０．２５ ０．２４ －０．０８２５．１９１．１７５１．４１

ＶＰＣ１５ ０．９７２ ０．２０ ０．１１ －０．０５１７．３２１．００４０．０１

ＶＰＣ１６ ０．９３０ ０．６０ ０．６８ ０．５２１４．９２０．９４３６．３３

ＶＰ１ ０．９３５ ０．２６ ０．２３ ０．０１１８．９５１．０３４２．７１

ＶＰ２ ０．９８９ ０．１７ ０．２０ ０．０５３２．５１１．５４５５．８５

ＶＰ３ ０．９５１ ０．３０ ０．１９ －０．０３２４．３８１．２３４８．０４

２．２　副溶血弧菌冷失活 Ｗｅｉｂｕｌｌ模型拟合结果
及失活参数分析

由图２可知，副溶血弧菌的起始细菌含量为
６．３０～６．８０ｌｏｇＣＦＵ／ｍＬ，在１０℃的冷激作用下，
呈现出缓慢的下降趋势，在 ８００ｈ之后降为
１．７０～３．９５ｌｏｇＣＦＵ／ｍＬ。运用 Ｗｅｉｂｕｌｌ模型对
这１９株副溶血弧菌的冷失活趋势进行拟合，其
相关度系数 Ｒ２为 ０．９５０～０．９９８，均方根误差
（ＲＭＳＥ）趋近于０，Ａｆ值与 Ｂｆ值均为０．９～１．１，
表明Ｗｅｉｂｕｌｌ模型能够较好地描述这１９株副溶血弧
菌在１０℃作用下的冷失活趋势。
１９株副溶血弧菌在１０℃贮藏条件下的冷失

活参数见表３，其含量减少９０％所用的时间（ｔＲ
值）为 １１３．９５～３７１．３８ｈ，变异系数（ＣＶ）为
０．３０，呈现出较大的离散性。ＶＰＣ３、ＶＰＣ７、ＶＰ２
菌株浓度下降９０％所需的时间均在３００ｈ（约１２
天）以上，表现出了较强的菌株耐冷特性。其中，

ＶＰＣ３的ｔＲ值最高，其含量下降９０％所需的时间
长达３７１．３８ｈ，约１５ｄ。ＶＰＣ２的 ｔＲ值最小，仅
需不到５ｄ含量就能降低９０％以上。结果进一步
表明，菌株失活异质性广泛存在于副溶血弧菌之

３２４
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中，基于单一菌株构建的模型也无法描述其整体 的冷失活趋势。

（ａ）热失活异质性；（ｂ）耐热性最强菌株和耐热性最弱菌株的失活曲线

（ａ）Ｈｅａｔｉｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎｖａｒｉａｂｉｌｉｔｙｏｆ１９Ｖｉｂｒｉｏｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ；（ｂ）Ｈｅａｔｉｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎｃｕｒｖｅｏｆｔｈｅｍｏｓｔ

图２　在１０℃作用下１９株副溶血弧菌冷失活Ｗｅｉｂｕｌｌ模型拟合
Ｆｉｇ．２　ＦｉｔｏｆＷｅｉｂｕｌｌｍｏｄｅｌｔｏ１９Ｖｉｂｒｉｏｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓｕｎｄｅｒ１０℃ ｃｏｌｄｉｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎ

表３　在１０℃作用下１９株副溶血弧菌冷失活
Ｗｅｉｂｕｌｌ模型拟合相关参数

Ｔａｂ．３　ＲｅｌａｔｅｄｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆｆｉｔｏｆＷｅｉｂｕｌｌｍｏｄｅｌ
ｔｏ１９Ｖｉｂｒｉｏｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓｕｎｄｅｒ１０℃ ｉｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎ

菌株Ｓｔｒａｉｎ Ｒ２ ＲＭＳＥ Ａｆ Ｂｆ α β ｔＲ
ＶＰＣ１ ０．９９３ ０．１３ ０．１６ －０．０９１１２．２７１．２５２１８．９６
ＶＰＣ２ ０．９５０ ０．１７ ０．１４ ０．０３ ２１．４００．５０１１３．９５
ＶＰＣ３ ０．９８６ ０．１５ ０．１０ ０．１０１９６．５３１．３１３７１．３８
ＶＰＣ４ ０．９７７ ０．２３ ０．１５ ０．１４ ９８．１５０．９１２４４．６２
ＶＰＣ５ ０．９８５ ０．２３ ０．１４ ０．１４ ６３．３６０．７５１９３．５９
ＶＰＣ６ ０．９８６ ０．１１ ０．０７ ０．０３１１８．３２１．１８２３９．７２
ＶＰＣ７ ０．９６２ ０．１４ ０．１４ －０．０３１４６．３６１．１６３００．９５
ＶＰＣ８ ０．９９１ ０．１９ ０．１５ ０．０５ ７７．７４０．９４１８９．１１
ＶＰＣ９ ０．９７９ ０．１３ ０．１１ －０．０６ ５５．９６０．７６１６７．８３
ＶＰＣ１０ ０．９６３ ０．１４ ０．１２ －０．０１ ６４．０２０．７６１９１．５１
ＶＰＣ１１ ０．９９８ ０．０６ ０．０４２ ０．０３ ８０．６４０．９２１９９．８０
ＶＰＣ１２ ０．９９６ ０．１９ ０．１５ ０．０５ ５８．５８０．７０１９２．４３
ＶＰＣ１３ ０．９７２ ０．１７ ０．１６ ０．０６ ６１．９１０．８８１５９．５９
ＶＰＣ１４ ０．９５６ ０．２１ ０．２２ ０．１７ ３２．２５０．６０１２９．５９
ＶＰＣ１５ ０．９７９ ０．０５ ０．０４ －０．０１ ５８．４８０．８２１６２．１５
ＶＰＣ１６ ０．９８５ ０．２２ ０．１５ ０．０９ ７８．２３０．９８１８２．６８
ＶＰ１ ０．９７５ ０．２１ ０．１７ ０．１３ ８５．４４０．９４２０８．１９
ＶＰ２ ０．９８６ ０．１９ ０．１５ ０．１４１７８．３０１．３６３２９．９１
ＶＰ３ ０．９５４ ０．２９ ０．１９ ０．１９ ８９．１９０．８９２２７．０２

２．３　副溶血弧菌耐受性与基因相关性分析
进一步运用相关性分析，探究了 １９株副溶

血弧菌耐热性与耐冷性之间的相关性，以及其耐

热性、耐冷性分别与基因型的相关性。结果表

明，在巴氏消毒温度（６５℃）及冷链温度（１０℃）

作用下，１９株副溶血弧菌的热失活和冷失活的ｔＲ
值的相关性Ｐ为０．５６，说明其耐热性和耐冷性之
间没有明显相关性。而９株 ｔｄｈ＋／ｔｒｈ－型临床菌
株，３株 ｔｄｈ－／ｔｒｈ＋型临床菌株，３株 ｔｄｈ＋／ｔｒｈ＋型
临床菌株以及３株环境菌株之间 ｔＲ值的相关性
Ｐ依次为０．１５、０．７０、０．１０、０．１７，这些值均大于
０．０５，说明１９株副溶血弧菌的基因型与其耐冷
性、耐热性之间没有相关性。

２．４　副溶血弧菌热失活异质性的分析
运用＠Ｒｉｓｋ５．５软件的分布拟合功能，对１９

株副溶血弧菌的热失活参数（ｔＲ）与冷失活参数
（ｔＲ）进行概率分布拟合。在６５℃作用下的热失
活趋势：根据卡方检验结果，最适合描述的概率

分布模型分别为 Ｎｏｒｍａｌ分布、Ｗｅｉｂｕｌｌ分布和
ＥｘｔＶａｌｕｅ分布，其评估值分别为 ０．１６、０．５８和
０．５８；根据安德森达尔令检验结果，最适合描述
的概率分布模型分别为Ｗｅｉｂｕｌｌ分布、ＩｎｖＧａｕｓｓ分
布和Ｎｏｒｍａｌ分布，其评估值分别为０．１７、０．１７和
０．１８；根据柯尔莫可洛夫斯米洛夫检验结果，最
适合描述的概率分布模型分别为 Ｎｏｒｍａｌ分布、
Ｗｅｉｂｕｌｌ分布和 ＩｎｖＧａｕｓｓ分布，其评估值分别为
０．０８、０．０９和０．０９。

综合以上结果分析，Ｎｏｒｍａｌ分布的卡方检验
值和柯尔莫可洛夫斯米洛夫检验值最低，其安德
森达尔令检验与 Ｗｅｉｂｕｌｌ分布、ＩｎｖＧａｕｓｓ分布相
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比并无明显差异，因此选用Ｎｏｒｍａｌ分布对其热失
活异质性进行拟合，其分布拟合公式为 Ｎｏｒｍａｌ
（４４．８２，１２．２７），如图３所示，１９株副溶血弧菌
的热失活参数平均值为４４．８２ｓ，标准差为１２．２７
ｓ，９０％置信区间为２４．６ｓ至６５．０ｓ。该模型由多
株副溶血弧菌的失活参数拟合构成，可用来代替

传统单一菌株所构建的模型，描述副溶血弧菌在

６５℃作用下的热失活异质性。
２．５　副溶血弧菌冷失活异质性的分析

１０℃作用下的冷失活趋势：最适合描述的概

率分布模型分别为 Ｌｏｇｌｏｇｉｓｔｉｃ分布、ＥｘｔＶａｌｕｅ分
布和Ｐｅｒｓｏｎ５分布，其评估值分别为 ０．５８、１．４２
和１．４２；根据安德森达尔令检验结果，最适合描
述的概率分布模型分别为 Ｌｏｇｌｏｇｉｓｔｉｃ分布、
ＥｘｔＶａｌｕｅ分布和 Ｐｅｒｓｏｎ５分布，其评估值分别为
０．２３、０．２８和０．２９；根据柯尔莫可洛夫斯米洛夫
检验结果，最适合描述的概率分布模型分别为

Ｌｏｇｌｏｇｉｓｔｉｃ分布、ＥｘｔＶａｌｕｅ分布和Ｐｅｒｓｏｎ５分布，其
评估值分别为０．０９、０．１０和０．１０。

图３　６５℃作用下１９株副溶血弧菌热失活参数ｔＲ值的概率分布

Ｆｉｇ．３　ＰｒｏｂａｂｉｌｉｔｙｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｔＲｏｆ１９Ｖｉｂｒｉｏｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓｕｎｄｅｒ６５℃ ｈｅａｔｉｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎ

　　综合以上结果分析，３种检验方法结果均显
示Ｌｏｇｌｏｇｉｓｔｉｃ分布为最适拟合分布，其分布拟合
公式为 Ｌｏｇｌｏｇｉｓｔｉｃ（５１．４５，１４８．８８，４．６７），如图４
所示，１９株副溶血弧菌的冷失活参数平均值为
２１２．２１ｈ，标准差为６８．９８ｈ，９０％置信区间为１３１
ｈ至３３１ｈ。该模型由多株副溶血弧菌的失活参
数拟合构成，可用来代替传统单一菌株所构建的

模型，描述副溶血弧菌在１０℃作用下的冷失活
异质性。

３　讨论

目前，菌株的失活异质性主要有３类：酸失
活，热失活和非热加工失活［１７］，这些失活异质性

广泛存在于单增李斯特菌（Ｌｉｓｔｅｒｉａｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ）、

伤寒沙门氏菌 ＤＴ１０４（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａｅｎｔｅｒｉｃａｓｅｒｏｖａｒ
Ｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍ ＤＴ１０４）、金 黄 色 葡 萄 球 菌

（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ）等食源性致病菌中［１８２０］，

影响微生物风险评估过程的“危害特征描述”和

“暴露评估”环节，从而降低微生物风险评估的

准确性。１９株副溶血弧菌在热失活条件下，
Ｗｅｉｂｕｌｌ模型拟合的热失活ｔＲ值为２２．６２～６７．２３
ｓ，最不耐热与最耐热菌株之间相差近３倍。冷失
活的ｔＲ值为１１３．９５～３７１．３８ｈ，最耐冷和最不耐
冷之间相差３．２倍。结果表明，菌株的失活异质
性广泛存在于副溶血弧菌之中，仅基于单一菌株

进行失活模型的拟合，很难描述其整体的失活趋

势。
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图４　在１０℃作用下１９株副溶血弧菌冷失活参数ｔＲ值的概率分布

Ｆｉｇ．４　ＴｈｅｐｒｏｂａｂｉｌｉｔｙｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｔＲｏｆ１９Ｖｉｂｒｉｏｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓｕｎｄｅｒ１０℃ ｃｏｌｄｉｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎ

　　目前，微生物风险评估过程多以一株或几株
菌株为研究对象，失活异质性的存在，加大了工

业生产中杀菌的难度，最终对危害特征描述甚至

微生物风险评估过程的准确性产生不利影响。

因此，本文进一步运用＠Ｒｉｓｋ软件，探究了副溶
血弧菌失活参数的最适概率分布模型。在６５℃
作用下，１９株副溶血弧菌热失活参数（ｔＲ值）的
最适概率分布模型分别为Ｎｏｒｍａｌ分布，其分布拟
合公式为 Ｎｏｒｍａｌ（４４．８２，１２．２７），平均值为
４４．８１７５ｓ，标准差为１２．２６７５ｓ，９０％置信区间
为２４．６～６５．０ｓ。在１０℃作用下，１９株副溶血
弧菌冷失活参数（ｔＲ值）的最适概率分布模型
Ｌｏｇｌｏｇｉｓｔｉｃ（５１．４５，１４８．８８，４．６６），平均值为
２１２．２１ｈ，标准差为 ６８．９８ｈ，９０％置信区间为
１３１～３３１ｈ。以上两个模型由多株副溶血弧菌的
失活参数拟合构成，可用来代替传统单一菌株所

构建的模型，能够更好地描述副溶血弧菌热失活

异质性。

本实验展示了１９株副溶血型弧菌的冷热失
活异质性的现象，并结合 Ｗｅｉｂｕｌｌ失活模型分析
了其失活参数的多样性和不确定性，并初步使用

概率分布代替传统的失活参数，构建了菌株失活

异质性的随机模型。后续课题将针对更大量的

菌株进行研究，以获得更全面的菌株失活异质性

信息，进一步构建更全面、更准确、更符合副溶血

弧菌失活趋势的随机模型。
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