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基于阻抗法的洛菲不动杆菌生长模型*
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摇 摇 揖摘要铱 摇 利用平板计数法和阻抗法研究环境因子(温度和 pH 值)对洛菲不动杆菌最大生长速率比、培养液电

导、导纳最大增长速率比的影响,采用二次旋转组合设计,分别获得了洛菲不动杆菌最大生长速率比对数值、电导

最大增长速率比对数值、导纳最大增长速率比对数值与温度、pH 值关系的多项式方程(Pr < 0郾 05),并对建立的方

程进行了验证。 结果表明,洛菲不动杆菌最大生长速率模型优于另两个模型,R2 = 0郾 945 5,另两个模型在最大增长

速率比小于 0郾 06 时效果较好。 分别将阻抗法获得的电导最大增长速率比、导纳最大增长速率比与平板计数法获

得的洛菲不动杆菌最大生长速率比进行相关关系分析,建立了立方模型,模型的 R2分别为 0郾 859 和 0郾 806。
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Abstract

Acinetobacter lwoffi was studied by impedance and plate count method throughout rotational
combination design to define the effects of temperature and pH value on maximal specific growth rate
(滋m) of A. lwoffi, conductance and admittance. Polynomial models were established (Pr < 0郾 05) and
validated. The results showed that the established model with viable count method was better than the
other two (R2 = 0郾 945 5), which fit well when 滋mwas less than 0郾 06. The correlation equation between
滋m of conductance / admittance and 滋m of A. lwoffi were established and the R2 were 0郾 859 and 0郾 806,
respectively.
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摇 摇 引言

阻抗法作为微生物快速检测方法已在食品工业

中,尤其是乳制品行业得到了较广泛的应用,2006
年,该法成为鲜乳中菌落总数快速测定的行业标

准[1]。 该法不仅能够快速测定原料乳中嗜冷菌、中
温菌和细菌总数等,还能够对原料奶或酸奶中微生

物水平进行质量控制。 而利用阻抗或电导变化曲线

建立微生物生长模型及货架期预测的研究还处于起

步阶段,仍需进一步研究、探索。

微生物生长模型的建立是以微生物的生长曲线

为基础的,虽然传统的平板计数法结果准确,但却费

时耗力,且无法实现自动化。 因此,利用间接法获得

微生物生长曲线或其主要参数(如延滞期、最大生

长速率比等)成为研究者关注的内容[2 ~ 7]。 本文以

洛菲不动杆菌(Acinetobacter lwoffi)为研究对象,分
别采用阻抗法和平板计数法获得它的导纳(阻抗的

倒数)、电导变化曲线和菌落数对数值变化曲线,通
过非线性拟合分别得到不同温度、pH 值条件下的初

级模型———Gompertz 方程,在此基础上建立最大生



长速率比的二级模型———多项式方程,并分析这两

种方法获得结果之间的相关关系。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 仪器与材料

6420 型 精 密 阻 抗 分 析 仪 ( Wayne Kerr
Electronics)、DC1006 型低温恒温槽、316 型电极(长
度 11 cm,直径 2 mm)、试管、超净台、恒温培养箱、高
压灭菌锅、水浴锅、移液枪、玻璃培养皿、锥形瓶。

生理盐水(0郾 85%氯化钠溶液)、乳平板计数培

养基(酵母提取物 2郾 5 g、胰蛋白胨 5郾 0 g、脱脂奶粉

1郾 0 g、葡萄糖 1郾 0 g、琼脂 10 g、蒸馏水 1 000 mL、
pH 值6郾 9 依 0郾 1)、阻抗培养基(不加琼脂,其余成分

与乳平板计数培养基相同)、营养肉汤(杭州微生物

试剂有限公司)。
菌种:洛菲不动杆菌,从原料奶中分离获得,于

0益冰箱中保存。
1郾 2摇 方法

1郾 2郾 1摇 初级模型的建立

初级模型可表征微生物数量与时间的关系,最
常用的是 Gompertz 模型[8 ~ 10],其函数式为

Yt = A + Cexp( - exp( - B( t -M))) (1)
式中摇 A———较低渐近线的数值

C———较高渐近线值与较低渐近线值之差

M———绝对生长速率最大时对应的时间

B———最大生长速率(斜率)
Yt———t 时刻对应的检测参数(菌种浓度对数

值、导纳、电导等)
则最大生长速率比 滋m = BC / e。

将冻干菌体制成悬浮液,并移植于琼脂斜面上

在 30益条件下进行恢复培养;将已形成可见菌落的

琼脂斜面置于冰箱中保存;挑取琼脂斜面上的菌种

在营养肉汤中进行活化(30益培养 24 h),按 2%接种量

转接至含200 mL 阻抗培养基的锥形瓶中,摇匀;从锥形

瓶中移取 5 mL 混合菌液至无菌检测管中,插上电极密

封后放至已设置好温度的恒温槽中(温度波动 0郾 04益
以内),用阻抗分析仪(检测电压 20 mV,频率 1 kHz)进
行连续检测,系统每隔 0郾 5 h 记录检测管内的阻抗和电

导值。 同时,每隔一段时间(2 ~4 h)从锥形瓶中无菌移

取 1 mL 菌液,用平板计数法测定其菌体浓度(菌种浓

度对数值,单位为 cfu / mL)。
对导纳 时间变化曲线、电导 时间变化曲线及

菌体浓度对数值 时间变化曲线进行非线性拟合,得
到 Gompertz 方程各个参数的估计值。
1郾 2郾 2摇 二级模型的建立

二级模型用于描述环境因子对初级模型中参数

的影响。 本试验选择培养温度和阻抗培养液的起始

pH 值作为变化因子,研究这两个因素变化对初级模

型中参数(最大生长速率比 滋m)的影响。 选用多项

式模型为

Y =m + a1X1 + a2X2 + a3X2
1 + a4X1X2 + a5X2

2 (2)
式中摇 X1、X2———温度、pH 值编码值

m———常数摇 摇 a1、a2、a3、a4、a5———各项系数

在不同的温度(5 ~ 30益)、pH 值(5 ~ 8郾 8)条件

下,按照 1郾 2郾 1 节中所述方法得到 Gompertz 方程各

个参数的估计值。 分别对阻抗法和平板计数法得到

的 滋m进行分析,建立多项式方程。 试验采用二元二

次旋转设计,因素水平编码如表 1 所示,试验方案如

表 2 所示。

表 1摇 因素水平编码

Tab. 1摇 Independent factors and levels

编码
因素

温度 x1 / 益 pH 值 x2

- 1郾 414 5郾 0 5郾 00

- 1 8郾 7 5郾 56

0 17郾 5 6郾 90

1 26郾 3 8郾 24

1郾 414 30郾 0 8郾 80

表 2摇 二元二次旋转组合设计

Tab. 2摇 Rotational combination design

试验序号 X1 X2

1 1 1
2 1 - 1
3 - 1 1
4 - 1 - 1
5 1郾 414 0
6 - 1郾 414 0
7 0 1郾 414
8 0 - 1郾 414
9 0 0
10 0 0
11 0 0
12 0 0
13 0 0

1郾 2郾 3摇 模型的验证

采用残差图、偏差度和准确度来定性、定量评价

所建立模型的可靠性。 残差图即残差值和预测值的

散点坐标图,该图能够直观地展现实测值与预测值

的差距。
偏差度 B f是用来衡量预测值与实测值之间的

相对平均偏差,其计算公式为

B f = 10移lg(P / O) / n (3)
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式中摇 P———预测值,即采用建立的模型获得的最

大生长速率比 滋m

O———实测值,即试验获得的最大生长速率

比 滋m

B f > 1 表明,平均而言,预测值大于实测值,即会出

现“假危险冶(fail dangerous)结果;B f < 1 表明,平均

而言,预测值小于实测值,即会出现“假安全冶 ( fail
safe)结果[8]。

考虑到各组试验结果间的正负抵消作用,引入

了准确度 Af来衡量预测值和实测值之间的偏差程

度,其计算公式为

Af = 10移| lg(P / O) | / n (4)
Af = 1 时,说明预测值与实测值完全一致,该值

越大,说明模型准确度越低[11]。

2摇 结果与讨论

2郾 1摇 预测模型的建立与验证

2郾 1郾 1摇 平板计数法

用 Gompertz 方程对洛菲不动杆菌生长曲线进

行拟合,并计算其在不同 pH 值、温度条件下的最大

生长速率比 滋m1。 按照表 2 的试验方案,试验结果如

表 3 所示,表中 滋m1 是由 Gompertz 方程中各参数计

算获得的。 方差分析如表 4 所示。 利用 SAS 统计

软件进行二次多项回归拟合,得到洛菲不动杆菌最

大生长速率比 滋m1对数值的多项式方程为

Y1 = - 0郾 251 814 + 0郾 106 266X1 - 0郾 030 355X2 -
摇 0郾 119 999X2

1 + 0郾 023 162X1X2 - 0郾 089 546X2
2 (5)

表 3摇 洛菲不动杆菌最大生长速率比 滋m1试验结果

Tab. 3摇 Observed value of 滋m1 of A. lwoffi

X1 X2 滋m1

1 1 0郾 216

1 - 1 0郾 203

- 1 1 0郾 043

- 1 - 1 0郾 076

1郾 414 0 0郾 251

- 1郾 414 0 0郾 039

0 1郾 414 0郾 122

0 - 1郾 414 0郾 229

0 0 0郾 265

0 0 0郾 239

摇 摇 由表 4 (R2 = 0郾 945 5)可知,模型 F = 13郾 88,
Pr = 0郾 012 3 < 0郾 05,回归是显著的;复相关系数

R2 =0郾 945 5,表明该模型能解释洛菲不动杆菌最大

生长速率比 滋m1随温度、pH 值变化的关系;失拟F =
3郾 51,Pr = 0郾 369 7 > 0郾 05,说明拟合不足是不显著

的,因此该模型是合适的,可用于洛菲不动杆菌最大

生长速率比 滋m1在不同温度、pH 值条件下的预测。
通过响应面分析,可求得洛菲不动杆菌的最佳

生长环境为温度 22郾 9益,pH 值 6郾 68,在该条件下,
滋m1 = 0郾 276。

表 4摇 洛菲不动杆菌最大生长速率比回归方程方差分析

Tab. 4摇 ANOVA for the regression model on
maximal specific growth rate of A. lwoffi

变异源 自由度 平方和 均方 F 值 P 值(Pr > F)

回归摇 5 0郾 067 542 0郾 013 508 13郾 88 0郾 012 3

误差摇 4 0郾 003 892 0郾 000 973 - -

失拟摇 3 0郾 003 554 0郾 001 185 3郾 51 0郾 369 7

纯误差 1 0郾 000 338 0郾 000 338 - -

总和摇 9 0郾 071 434 - - -

摇 摇 根据式(5),可计算出特定温度、pH 值条件下

滋m1的预测值。 图 1 是残差值 预测值散点图,由该

图可知,残差值的绝对值小于 0郾 04,且随机分布于

[ - 0郾 04,0郾 04]这一带状区域之间,说明该回归方

程对试验数据的拟合是良好的。

图 1摇 洛菲不动杆菌最大生长速率比 滋m1的残差图

Fig. 1摇 Residual plot of 滋m1 of A. lwoffi
摇

图 2 显示的是洛菲不动杆菌最大生长速率比

滋m1的实测值与预测值坐标图,各点均匀分布于 45毅
线两侧,根据实测值和预测值可计算出偏差度 B f =
0郾 981,准确度 Af = 1郾 148。

图 2摇 洛菲不动杆菌最大生长速率比 滋m1的实测值与预测值

Fig. 2摇 Observed and predicted 滋m1 of A. lwoffi
摇

当 B f在 0郾 9 ~ 1郾 05 范围内时,模型良好;当 B f

在 0郾 7 ~ 0郾 9 或 1郾 06 ~ 1郾 15 范围内时,模型可接受;
当 B f > 1郾 15 或 B f < 0郾 7 时,模型不可接受。 准确度

Af越大,说明模型的准确度越低。 它的评判则没有

既定的准则,但有一个经验法则,即:每一个变量会
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带来约 10% 的误差,如有两个变量,则当 1臆Af 臆
1郾 2 时,模型的准确性较好[8]。

由此可知,预测值与实测值的相对平均偏差小

于 2% ,绝对偏差小于 20% ,说明该多项式模型能够

较好地预测洛菲不动杆菌在阻抗培养基中的生长动

态,但有时可能会出现“假安全冶的结果,即预测值

小于实测值的情况。
2郾 1郾 2摇 阻抗法

用 Gompertz 方程对洛菲不动杆菌的电导变化

曲线进行拟合,并计算其在不同 pH 值、温度条件下

的最大增长速率比 滋m2。 试验结果如表 5 所示,方差

分析如表 6 所示。 利用 SAS 统计软件进行二次多

项回归拟合,得到电导最大增长速率比对数值的多

项式方程为

Y2 = - 1郾 339 030 + 0郾 450 935X1 - 0郾 075 964X2 -
摇 0郾 129 232X2

1 + 0郾 174 218X1X2 + 0郾 054 138X2
2 (6)

表 5摇 电导最大增长速率比的试验结果

Tab. 5摇 Observed value of 滋m2 of conductance

X1 X2 滋m2

1 1 0郾 152

1 - 1 0郾 113

- 1 1 0郾 017

- 1 - 1 0郾 028

1郾 414 0 0郾 060

- 1郾 414 0 0郾 012

0 1郾 414 0郾 031

0 - 1郾 414 0郾 054

0 0 0郾 044

0 0 0郾 041

0 0 0郾 053

表 6摇 电导最大增长速率比回归方程方差分析

Tab. 6摇 ANOVA for the regression model on
maximal specific growth rate of conductance

变异源 自由度 平方和 均方 F 值 P 值(Pr > F)

回归 5 0郾 899 420 0郾 179 884 6郾 33 0郾 032 0

误差 5 0郾 142 065 0郾 028 413 - -

失拟 3 0郾 135 471 0郾 045 157 13郾 70 0郾 068 8

纯误差 2 0郾 006 594 0郾 003 297 - -

总和 10 1郾 041 485 - - -

摇 摇 由表 6(R2 = 0郾 863 6)可知,模型 F = 6郾 33,Pr =
0郾 032 0 < 0郾 05,回归是显著的;复相关系数 R2 =
0郾 863 6,表明该模型能较好地解释含洛菲不动杆菌

培养液的电导最大增长速率比对数值随温度、pH 值

变化的关系;失拟 F = 13郾 7,Pr = 0郾 068 8 > 0郾 05,说
明拟合不足是不显著的,因此该模型是合适的,可用

于电导最大增长速率比在不同温度、pH 值条件下的

预测。
根据式(6),可计算出特定温度、pH 值条件下

滋m2的预测值。 图 3 是残差值 预测值散点图,由该

图可知,残差值的绝对值小于 0郾 06,随机分布于

[ - 0郾 036,0郾 058]这一带状区域之间,3 个残差值较

大的点分布于横坐标[0郾 08,0郾 10]区间内。 图 4 是

实测值与预测值坐标图,当电导最大增长速率比

滋m2的实测值小于 0郾 06 时,坐标点均匀分布于 45毅线
两侧且偏离小;滋m2逸0郾 06 时,3 个点与 45毅线有较大

偏离。 3 个偏离较大的点的温度和 pH 值分别为

26郾 3益、8郾 24,26郾 3益、5郾 56 和 30益、6郾 9,说明在温

度较高时,该二级模型的预测结果不是十分理想,而
在较低温度时(臆17郾 5益),该二级模型的预测效果

则较为理想。 根据表 5 中的实测值和预测值计算获

得偏差度 B f = 0郾 999,准确度 Af = 1郾 222。 由此可

知,虽然预测值与实测值的相对平均偏差小于

0郾 1% ,但绝对偏差略大于 20% 。

图 3摇 阻抗培养基(含洛菲不动杆菌)电导最大

增长速率比 滋m2的残差图

Fig. 3摇 Residual plot of conductance of medium
摇

图 4摇 阻抗培养基(含洛菲不动杆菌)电导最大增长

速率比 滋m2的实测值与预测值

Fig. 4摇 Observed 滋m2 of conductance vs predicted

滋m2 of conductance
摇

用 Gompertz 方程对洛菲不动杆菌的导纳变化

曲线进行拟合,并计算其在不同 pH 值、温度条件下

的最大增长速率比 滋m3。 试验结果如表 7 所示,方差

分析如表 8 所示。 利用 SAS 统计软件进行二次多

项回归拟合,得到导纳最大增长速率比对数值的多

项式方程

Y3 = - 1郾 312 636 + 0郾 409 399X1 - 0郾 087 560X2 -
0郾 142 673X2

1 + 0郾 150 049X1X2 + 0郾 067 721X2
2 (7)
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表 7摇 导纳最大增长速率比的试验结果

Tab. 7摇 Observed value of 滋m3 of admittance

X1 X2 滋m3

1 1 0郾 142

1 - 1 0郾 118

- 1 1 0郾 020

- 1 - 1 0郾 033

1郾 414 0 0郾 057

- 1郾 414 0 0郾 013

0 1郾 414 0郾 033

0 - 1郾 414 0郾 059

0 0 0郾 046

0 0 0郾 043

0 0 0郾 058

摇 摇 由表 8 (R2 = 0郾 842 1) 可知,模型 F = 5郾 33,
Pr = 0郾 045 0 < 0郾 05,回归是显著的;复相关系数

R2 =0郾 842 1,表明该模型能较好地解释含洛菲不动

杆菌培养液的导纳最大增长速率比对数值随温度、
pH 值变化的关系;失拟 F = 9郾 68,Pr = 0郾 095 0 >
0郾 05,说明拟合不足是不显著的,因此该模型是合适

的,可用于导纳最大增长速率比在不同温度、pH 值

条件下的预测。

表 8摇 导纳最大增长速率比回归方程方差分析

Tab. 8摇 ANOVA for the regression model on
maximal specific growth rate of admittance

变异源 自由度 平方和 均方 F 值 P 值(Pr > F)

回归摇 5 0郾 767 572 0郾 153 514 5郾 33 0郾 045 0

误差摇 5 0郾 143 878 0郾 028 776 - -

失拟摇 3 0郾 134 612 0郾 044 871 9郾 68 0郾 095 0

纯误差 2 0郾 009 267 0郾 004 633 - -

总和摇 10 0郾 911 450 - - -

摇 摇 根据式(7),可计算出特定温度、pH 值条件下

滋m3的预测值。 图 5 是残差值 预测值散点图,由该

图可知,残差值的绝对值小于 0郾 055,且随机分布于

[ - 0郾 033,0郾 052]这一带状区域之间,但有 3 个残

差值较大的点均分布于横坐标[0郾 08,0郾 1]区间内。
图 6 是实测值与预测值坐标图,当导纳最大增长速

率比 滋m3的实测值小于 0郾 06 时,坐标点均匀分布于

45毅线两侧且偏离小;滋m3逸0郾 06 时,3 个点与 45毅线
有较大偏离。 与电导最大增长速率比情况相同,该
模型在较低温度时(臆17郾 5益),该二级模型的预测

效果则较为理想。 根据表 7 中的实测值和预测值计

算获得偏差度 B f = 1郾 000,准确度 Af = 1郾 242。 由此

可知,预测值与实测值的相对平均偏差为 0,但绝对

图 5摇 阻抗培养基(含洛菲不动杆菌)导纳最大

增长速率比 滋m3的残差图

Fig. 5摇 Residual plot of admittance of medium
摇

图 6摇 阻抗培养基(含洛菲不动杆菌)导纳最大

增长速率比 滋m3的实测值与预测值

Fig. 6摇 Observed 滋m3 of admittance vs predicted 滋m3

of admittance
摇

偏差为 24郾 2% 。
2郾 2摇 阻抗法与平板计数法的相关关系

为研究洛菲不动杆菌最大生长速率比与电导、
导纳最大增长速率比的相关关系,应用 SPSS 软件的

Curve Estimation 功能,采用线性模型、二次方模型、
立方模型、S 模型、指数模型、Logistic 模型等对表 9
中的数据进行回归拟合,根据各回归模型的相关系

数平方值(R2)和拟合效果图,选择最理想的回归模

型。

表 9摇 不同条件下的洛菲不动杆菌最大生长速率比

和电导、导纳最大增长速率比

Tab. 9摇 滋m of A. lwoffi, conductance and admittance
under different conditions

X1 X2
洛菲不动杆菌最

大生长速率比

电导最大增长

速率比

导纳最大

增长速率比

1 1 0郾 216 0郾 152 0郾 142

1 - 1 0郾 203 0郾 113 0郾 118

- 1 1 0郾 043 0郾 017 0郾 02

- 1 - 1 0郾 076 0郾 028 0郾 033

1郾 414 0 0郾 251 0郾 06 0郾 057

- 1郾 414 0 0郾 039 0郾 012 0郾 013

0 1郾 414 0郾 122 0郾 031 0郾 033

0 - 1郾 414 0郾 229 0郾 054 0郾 059

0 0 0郾 265 0郾 044 0郾 046

0 0 0郾 239 0郾 041 0郾 043
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2郾 2郾 1摇 与电导最大增长速率比的相关关系

以电导最大增长速率比为自变量,洛菲不动杆

菌最大生长速率比为因变量,用上述模型进行曲线

估计,发现立方模型的相关系数平方值和拟合效果

图最为理想,立方模型为

y = - 0郾 139 + 13郾 584x - 146郾 841x2 + 478郾 456x3

(8)
该模型的相关系数平方(R2)值为 0郾 859,修正

后的 R2值为 0郾 789。 由方差分析可知(表 10),该回

归方程的 F 值为 12郾 204,Pr = 0郾 006 < 0郾 01;从图 7
回归方程模型图中也可看出该模型的拟合程度较

好。

表 10摇 回归方程方差分析

Tab. 10摇 ANOVA results

平方和 自由度 均方 F Pr

回归 0郾 061 3 0郾 020 12郾 204 0郾 006

残差 0郾 010 6 0郾 002

总和 0郾 071 9

图 7摇 洛菲不动杆菌最大生长速率比与电导最大

增长速率比关系模型拟合图

Fig. 7摇 Cubic model plot of 滋m of A郾 lwoffi and conductance
摇

2郾 2郾 2摇 与导纳最大增长速率比的相关关系

以导纳最大增长速率比为自变量,洛菲不动杆

菌最大生长速率比为因变量,用不同模型进行曲线

估计,发现立方模型的相关系数平方值(R2)和拟合

效果图最为理想,立方模型为

y = - 0郾 148 + 13郾 036x - 133郾 191x2 + 416郾 04x3

(9)
该模型的相关系数平方值为 0郾 806,修正后的

摇 摇

R2值为 0郾 71;由方差分析可知(表 11),该回归方程

的 F 值为 8郾 334,Pr = 0郾 015 < 0郾 05;从图 8 回归方程

模型图中也可看出该模型的拟合程度较好。

表 11摇 回归方程方差分析表

Tab. 11摇 ANOVA results

平方和 自由度 均方 F Pr

回归 0郾 058 3 0郾 019 8郾 334 0郾 015

残差 0郾 014 6 0郾 002

总和 0郾 071 9

图 8摇 洛菲不动杆菌最大生长速率比与导纳最大增长

速率比关系模型拟合图

Fig. 8摇 Cubic model plot of 滋mof A. lwoffi and admittance
摇

3摇 结论

(1)建立的洛菲不动杆菌最大生长速率比、电
导最大增长速率比和导纳最大增长速率比的二次

回归方程都是有效的;经验证,洛菲不动杆菌最大

生长速率比多项式模型的可靠性优于另两个模

型,能有效地预测温度和 pH 值变化对洛菲不动杆

菌最大生长速率比的影响。 电导、导纳最大增长

速率比的回归方程在一定范围内的预测效果较为

理想,当因变量增大时,预测值与试验值有一定的

偏差。
(2)电导、导纳最大增长速率比与洛菲不动杆

菌最大生长速率比之间的相关关系可用立方模型来

描述。 通过曲线估计拟合得到的立方方程的相关系

数分别为 0郾 859 和 0郾 806。 比较两个模型,电导最

大增长速率比与洛菲不动杆菌最大生长速率比的关

系模型优于导纳模型。
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