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摘要：采用单细胞生长流动成像系统，观测并探究铜绿假单胞菌单细胞生长规律，运用随机建模的方法构建单细胞

与群体细胞之间的关系，模拟铜绿假单胞菌群体细胞的生长并进行验证。同时，通过多次模拟实验来探究不同初

始接菌量对铜绿假单胞菌细胞生长迟滞期的影响。结果表明，在２５℃和３５℃条件下，模拟曲线基本能够呈现实际
测得群体细胞生长的趋势，模拟方法可以用来实现对群体细胞生长的预测。同时，对初始接菌量为０、１、２、４、８、１６
和１００个／ｍＬ的铜绿假单胞菌生长进行多次模拟表明，在２５℃和３５℃下，其生长迟滞时间随初始接菌量的增大分
别由１２５２ｈ降低为６３３ｈ，由８６１ｈ降低为４０１ｈ。通过单细胞水平模拟群体细胞生长过程，能够更加明显地体
现出细菌细胞生长过程中的不确定性与变异性，为深入研究细菌细胞生长迟滞现象以及准确预测微生物的生长提

供借鉴。
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　　引言

铜绿假单胞菌（ＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓＡｅｒｕｇｉｎｏｓａ）是肉类
食品中的优势腐败菌之一，能够引起肉制品发

粘［１］，导致食品腐败。准确预测并抑制肉制品中铜

绿假单胞菌的生长对肉制品保鲜或食品货架期延长

具有重要意义。董庆利［２］等通过研究温度、ｐＨ值
和乳酸钠（ＮａＬ）浓度对铜绿假单胞菌迟滞期的影
响，建立了铜绿假单胞菌的一级生长模型和二级主

参数模型，从而获得铜绿假单胞菌生长的相关生长

参数，为预测和控制铜绿假单胞菌生长提供理论参

考。

运用预测微生物学的方法，从群体细胞水平构

建生长模型来预测微生物生长规律已是较为成熟的

手段，而许多学者逐渐认识到食品污染通常是由很

少的细菌菌落引起的［３－５］。因此，基于单细胞水平

的微生物动力学研究已逐渐成为预测微生物学研究

的热点之一［６－８］。Ｅｌｆｗｉｎｇ［９］等搭建了单细胞生长流
动成像系统，实现了对单细菌细胞生长的连续监测。

Ｋｕｔａｌｉｋ［１０］等基于单细胞生长流动成像系统，对无害
李斯特菌单细胞生长进行随机建模，从而更好地预

测了不同压力条件下无害李斯特菌单细胞的生长。

然而，单细胞或低接菌量下微生物的生长，尤其是生

长迟滞时间极易受到环境变化的影响［１１］，其本身生

长繁殖也存在变异性，单细胞微生物生长的不确定

性与变异性又会对群体细胞的生长产生影响。因

此，从单细胞水平预测群体细胞的生长显得尤为重要。

本文采用单细胞生长流动成像系统，对铜绿假

单胞菌单细胞生长进行监测与分析，并建立单细胞

与群体细胞生长规律之间的关系，从而通过单细胞

水平预测群体细胞生长过程，为深入研究细菌细胞

生长迟滞现象以及准确预测微生物的生长提供借

鉴。

１　材料与方法

１１　实验材料、试剂与设备
１１１　菌株来源及菌悬液制备

铜绿假单胞菌分离自市售冷鲜猪肉中，实验时

进行平板划线，在２７℃下活化３次，选择性培养基
的配置参照文献［１２］。取一环菌苔接种于１００ｍＬ
的磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）中混匀制得 ＰＢＳ菌悬液备
用。另取一环菌苔接种于３００ｍＬ营养肉汤培养基
（ＮＢ）中培养１８ｈ使菌体浓度约达到１０８个／ｍＬ备
用。

１１２　主要设备
ＨＬ ２型恒流泵（上海嘉鹏科技有限公司）；



ＢＸ４１ＴＦ ５型生物显微镜（日本奥林巴斯株式会
社）；ＮｉｋｏｎＤＳ Ｆｉ１型显微镜数码摄像头、Ｎｉｋｏｎ
ＤＳ Ｕ２型ＣＣＤ计算机端控制器（日本尼康株式会
社）。

１２　实验方法
１２１　单细胞生长流动培养

２５℃下，取１５０μＬ铜绿假单胞菌ＰＢＳ菌悬液滴
至载玻片表面，置于超净工作台３０ｍｉｎ使足够多的
细菌细胞粘附于载玻片表面。如图１所示，在超净
工作台中，将无菌流动槽单体及接种好的载玻片按

照从（ａ）到（ｃ）的顺序组装好，并用水管胶带密封待
用。

图１　生长流动槽主要元件示意图
Ｆｉｇ．１　Ｍａｉｌｐａｒｔｓｏｆｆｌｏｗｃｈａｍｂｅｒ

（ａ）流动槽上盖（带嵌入中部的盖玻片和液体进出口管道口）

（ｂ）聚合物空间　（ｃ）载玻片　（ｄ）流动槽组合图
　

图２　单细胞生长流动成像系统
Ｆｉｇ．２　Ｆｌｏｗｃｈａｍｂｅｒｉｍａｇｉｎｇｓｙｓｔｅｍ

１．营养肉汤培养基　２．磷酸盐缓冲液　３．废液　４．恒流泵　

５．流动控制开关　６．显微镜　７．单细胞生长流动槽　８．计算机

搭建单细胞生长流动成像系统（图２），实验前
用７５％酒精冲洗管道１５ｍｉｎ以上，再开启无菌 ＰＢＳ
缓冲液润洗系统，为流动培养作好准备。铜绿假单

胞菌细胞在ＰＢＳ缓冲液中几乎不生长，关闭 ＰＢＳ缓
冲液阀门，开启营养肉汤培养基阀门，开始细菌细胞

流动培养。在流动液体环境中，液体将分裂后粘附

力较弱的子细胞带走或移动到其他较远位置，而不

影响目标子细胞生长分裂，同时方便研究者对目标

细胞生长进行连续追踪与记录。实验中，系统管道

液体线速率约为１１ｃｍ／ｓ，生物显微镜调整为暗视
场观察。启动 ＮＩＳ Ｅｌｅｍｅｎｔｓ３２软件每隔 ３～
５ｍｉｎ对流动槽中铜绿假单胞菌生长进行观测与拍

照，记录细菌细胞生长分裂过程。

利用Ｉｍａｇｅ ＰｒｏＰｌｕｓ６０软件对实验所得图片
进行处理，获得铜绿假单胞菌单细胞生长变化数据

（像素），并对实验中约３０个铜绿假单胞菌单细胞
前４次分裂时间进行统计。
１２２　模拟群体细胞生长

在２５℃和３７℃下，分别对实验中约３０个铜绿
假单胞菌单细胞进行追踪观察，记录单细胞前 ｋ次
生长分裂时间。根据细胞二分裂增殖规律，对初始

细菌细胞个数为Ｎ个／ｍＬ（Ｎ为大于１整数）的群
体细胞生长进行模拟。细胞每进行一次分裂，所需

时间都由对应的单细胞分裂时间按照频数分布数据

给出，超过 ｋ次分裂的时间按照第 ｋ次分裂的时间
计算 （ｋ通常取３或４）［１３］。以此类推，直至最终目
标细胞个数达到给定要求。模拟过程由编写的Ｊａｖａ
程序实现，并通过 ＭａｔｌａｂＲ２００９ｂ软件 （美国
Ｍａｔｈｗｏｒｋｓ公司）对模拟实验结果进行曲线拟合，拟
合采用Ｇｏｍｐｅｒｔｚ模型，模型表述为［１４］

ｌｇＮ＝Ｎ０＋Ｃｅｘｐ（－ｅｘｐ（－Ｂ（ｔ－Ｍ））） （１）
式中　ｌｇＮ———ｔ时菌落常用对数值

Ｎ０———随时间无限减小时渐进对数值（相当
于初始菌数）

Ｃ———随时间无限增加时菌增量的对数值
Ｂ———时间Ｍ时相对最大生长速率
Ｍ———达到相对最大生长速率所需要的时间

１２３　验证实验
取培养１８ｈ后的铜绿假单胞菌菌悬液经无菌

生理盐水稀释，制得初始接菌量约为 １个／ｍＬ、
１０个／ｍＬ、１００个／ｍＬ的菌悬液。２５℃和３７℃下分
别恒温培养，每隔１ｈ取样进行平板菌落计数。验
证实验结果与模拟实验拟合曲线一同采用 Ｍａｔｌａｂ
Ｒ２００９ｂ作图。
１２４　铜绿假单胞菌生长迟滞期分布

为探究初始接菌量对铜绿假单胞菌生长迟滞期

的影响，对初始接菌量１个／ｍＬ、２个／ｍＬ、４个／ｍＬ、
８个／ｍＬ、１６个／ｍＬ和１００个／ｍＬ的铜绿假单胞菌
生长至１０５个／ｍＬ进行５０次模拟，并采用 Ｇｏｍｐｅｒｔｚ
模型对模拟结果进行拟合，获得细胞生长迟滞期分

布，分布结果采用ＯｒｉｇｉｎＰｒｏ８ＳＲ０ｖ８０软件作图。

２　结果与分析

２１　铜绿假单胞菌单细胞生长情况
通过单细胞生长流动系统对铜绿假单胞菌单细

胞生长分裂进行连续观测（图３）。流动的液体将分
裂后粘附力较弱的子细胞带走或移动到相对较远的

位置，故分裂结束后，目标细胞数目没有增加。
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图３　单细胞分裂生长过程图
Ｆｉｇ．３　ＳｅｒｉｅｓｉｍａｇｅｓｏｆＰ．Ａａｅｒｕｇｉｎｏｓａ

ｓｉｎｇｌｅｃｅｌｌｄｉｖｉｓｉｏｎ
　
对获得的图像进行分析，计算铜绿假单胞菌单

细胞生长变化的像素大小（图４）。细胞像素大小随
时间变化的趋势为波浪起伏状，而每一次骤降趋势

都表示细胞完成了一次分裂过程，随时间的推移，很

容易看出细菌细胞从体积增大到分裂到再增大的过

程。

图４　２５℃下铜绿假单胞菌单细胞分裂变化规律
Ｆｉｇ．４　ＣｈａｎｇｅｓｏｆＰ．Ａａｅｒｕｇｉｎｏｓａｓｉｎｇｌｅｃｅｌｌｓｉｚｅａｔ２５℃
　
同时，对同一铜绿假单胞菌菌群中约３０个不同

的单细胞分裂时间进行追踪记录，发现不同单细胞

发生分裂的时间也各不相同，最短的在１ｈ左右就
开始分裂，最长的在４ｈ左右才开始分裂，这说明单
细胞生长具有随机性的特点。周康［１５］等对不同浓

度沙门氏菌单细胞生长规律的研究中也得到了同样

的结论。

图５　２５℃下铜绿假单胞菌单细胞分裂时间相对
频数分布图

Ｆｉｇ．５　ＤｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆＰ．Ａａｅｒｕｇｉｎｏｓａｓｉｎｇｌｅｃｅｌｌｓ
ｄｉｖｉｓｉｏｎｔｉｍｅａｔ２５℃

对２５℃下３０个铜绿假单胞菌单细胞前４次分
裂时间进行统计（图５），平均分裂时间见表１。可
以看出第１次分裂时间较之后几次分裂时间长，这
是因为第 １次分裂时间包括细胞生长迟滞时间。

Ｍéｔｒｉｓ［１６］等对大肠杆菌单细胞生长规律进行建模，
认为细胞通常经过几次迭代后循序渐进地达到生长

分裂的最大速度。同样从图５可以看到，细胞平均
分裂时间随迭代次数增加而逐渐减少，说明细胞分

裂速度在一定时间范围内呈增加的趋势。

表１　２５℃下铜绿假单胞菌单细胞前４次分裂时间
Ｔａｂ．１　ＦｉｒｓｔｆｏｕｒｄｉｖｉｓｉｏｎｔｉｍｅｓｏｆＰ．Ａａｅｒｕｇｉｎｏｓａ

ｓｉｎｇｌｅｃｅｌｌｓａｔ２５℃ ｍｉｎ

参数 平均值 标准偏差

第１次分裂 １６９８ ３１６６

第２次分裂 ７７９３ １８７７

第３次分裂 ５６５０ ９４５８

第４次分裂 ５４９０ １０４８

２２　铜绿假单胞菌群体细胞生长模拟与验证
采用Ｇｏｍｐｅｒｔｚ模型对不同初始接菌量的铜绿

假单胞菌群体细胞生长模拟结果进行拟合，拟合结

果见表２。由表２可以看出，Ｇｏｍｐｅｒｔｚ模型对模拟
实验结果拟合效果较好。

表２　铜绿假单胞菌生长模拟实验结果拟合参数
Ｔａｂ．２　ＧｒｏｗｔｈｓｉｍｕｌａｔｉｏｎｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆＰ．Ａａｅｒｕｇｉｎｏｓａ

温度／℃
初始接菌量／

（个·ｍＬ－１）
Ｒ２ 剩余平方和

３ ０９９０４ ０００１８８

２５ １０ ０７９８１ ００２４２５

７５ ０８２６５ ００３５２０

３ ０９４７５ ０００９６２

３５ １４ ０９６５３ ００１１０７

１１９ ０９６２５ ００１２１２

　　用实际测得的生长菌落数对模拟实验结果进行
验证。由图６可以看出，不同温度条件下，模拟曲线
基本能够呈现实际测得群体细胞生长的趋势，说明

模拟方法可以用来实现对群体细胞生长的预测。

２３　初始接种量对迟滞期的影响
Ａｇｕｉｒｒｅ［１７］等对无害李斯特菌生长迟滞期的研

究中认为，在初始接菌量较小或细菌细胞生长受抑

制条件下迟滞期大小随初始接菌量增大而减小，变

异性随初始接菌量增大而变大。如图７所示，分别
对２５℃和３５℃下，初始接菌量为０、１、２、４、８、１６和
１００个／ｍＬ的铜绿假单胞菌群体细胞生长连续进行
５０次模拟，并采用Ｇｏｍｐｅｒｔｚ模型对所得模拟结果进
行拟合，得到迟滞期分布规律，不同初始接菌量下细

胞生长迟滞期大小见表３。由图７可以看出，初始
接菌量越大，群体细胞生长迟滞期越短，２５℃时迟滞
期由１２５２ｈ降低为６３３ｈ，３５℃时迟滞期由８６１ｈ
降低为４０１ｈ，且不同温度下，生长迟滞期分布随初
始接菌量增大而越来越集中。
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图６　不同初始接菌量铜绿假单胞菌生长模拟与验证
Ｆｉｇ．６　ＳｉｍｕｌａｔｉｏｎａｎｄｖａｌｉｄａｔｉｏｎｏｆＰ．Ａａｅｒｕｇｉｎｏｓａｇｒｏｗｔｈｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｏｃｕｌｕｍｓｉｚｅｓ

（ａ）１个／ｍＬ　（ｂ）１０个／ｍＬ　（ｃ）１００个／ｍＬ
　

图７　初始接菌量对铜绿假单胞菌生长迟滞期的影响
Ｆｉｇ．７　ＥｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｏｃｕｌｕｍｓｉｚｅｏｎｔｈｅｌａｇｔｉｍｅｏｆＰ．Ａａｅｒｕｇｉｎｏｓａｇｒｏｗｔｈ

（ａ）２５℃　（ｂ）３５℃
　

表３　不同初始接菌量下细胞生长迟滞期
Ｔａｂ．３　ＬａｇｔｉｍｅｏｆＰ．Ａａｅｒｕｇｉｎｏｓａｇｒｏｗｔｈｕｎｄｅｒ
２５℃ ａｎｄ３５℃ ｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｏｃｕｌｕｍｓｉｚｅｓ ｈ

初始接菌量／

（个·ｍＬ－１）

２５℃ ３５℃

平均值 标准偏差 平均值 标准偏差

１ １２５２ ０６４１ ８６１ ０１９８

２ １１４０ ０４０９ ７８７ ０１７２

４ １０４５ ０３７４ ７１６ ０１１１

８ ９５９ ０２２３ ６４７ ００８７

１６ ８６６ ０１６９ ５７８ ００６２

１００ ６３３ ００６４ ４０１ ００３３

３　讨论

细菌细胞在生长过程中会产生藻酸盐、多糖基

质等物质粘附于惰性材料表面［１８］，这也是单细胞生

长流动槽实现流动培养微生物的前提。值得一提的

是，细菌细胞大多以二分裂增殖的方式分裂，分裂后

的子细胞形态、大小以及内在遗传物质等几乎没有

差别。但是通过图３可以发现，细胞分裂后，其中一
个子细胞会被液体带走而移出视野。产生这种现象

的原因，可能是细胞分泌的能够使其粘附于惰性物

质表面的各种基质物质分布和分配不是均等的，所

以才有附着力较小的子细胞产生。

单细胞生长流动系统实现了对细菌细胞生长过

程的连续监测，但是也存在不足。细菌细胞生长到

一定数量后，群体效应的作用会对微生物的生长产

生影响［１９］。例如铜绿假单胞菌，其在生长过程中分

泌Ｎ乙酰高丝氨酸内酯（ＡＨＬｓ）等信号分子，当其
浓度达到一定阈值时，启动某些基因的表达［２０］，从

而对细菌细胞的生长产生影响。基于单细胞生长流

动成像系统（图２）对铜绿假单胞菌进行培养过程
中，流动的液体带走子细胞的同时也带走了部分信

号分子或其他影响细菌细胞生长的物质，这与食品

中微生物生存的环境显然是不一样的。虽然流动培

养微生物的方法有这样的弊端，但是并不能完全否

定它的意义。因为，通过本实验中对初始接菌量为

１个／ｍＬ、１０个／ｍＬ、１００个／ｍＬ铜绿假单胞菌生长
的模拟结果表明（图６），在初始接菌量较小或细胞
增长数目相对不多的情况下，单细胞生长流动系统

和模拟实验基本能够实现对微生物生长的预测，且

其考虑到单细胞生长的不确定性与变异性，使得预

测结果更加准确。而实际生产流通中，对污染量较

高或已经发生腐败现象的食品中微生物的生长进行

预测与分析意义不大，最需要控制的还是低污染量

或污染前期食品中微生物的生长情况，以有效预防

和降低食品安全风险。

探究微生物生长迟滞期变化规律对于微生物定
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量风险评估是至关重要的［２１］。由于模拟实验能够

实现对较低接种量微生物生长的预测，于是继续采

用模拟实验方法来探究初始接菌量对细菌细胞生长

迟滞时间的影响。这样做的优点，除了可以选取任

意不同的初始接菌量大小，还可以进行任意多次模

拟，省时省力，并通过统计的方法来表现不同初始接

菌量微生物生长迟滞时间的分布。

通过预测微生物模型，能够得到微生物生长迟

滞期等参数，且每个模型都有其判断微生物生长是

否进入指数增长期的标准［２２］。例如，１个细胞分裂
增殖到１００个细胞，用模型拟合后判断其进入了指
数增长期，但相同条件下，１个细胞分裂增殖到１０００
个细胞，拟合后发现在形成第１００个细胞后可能仍
没有进入指数增长期，而由此造成的差异是不能忽

略的。故在本实验的模拟过程中，指定细胞分裂个

数至１０５个／ｍＬ，因为１０５个／ｍＬ的目标细胞数对于
不同初始接菌量较低的模拟实验，产生的数据点个

数差可以忽略，以此为标准来拟合生长曲线，才得到

具有可比性的迟滞期。当然，实际食品环境中，微生

物生长繁殖，细菌细胞个数可能远超过１０５个／ｍＬ，
对实际食品中测得的微生物生长曲线进行拟合，其

迟滞时间可能更长。但从预防和降低食品安全风险

的角度出发，宁可选择对无效 危险（Ｆａｉｌｄａｎｇｅｒｏｕｓ）
的情况进行有效监控，即保证在真正引发食品腐败

变质的状态之前就对其进行预警，从而及时有效地

控制食品中有害微生物的生长与繁殖。

４　结束语

采用单细胞生长流动系统对铜绿假单胞菌单细

胞生长进行观察，发现单细胞生长具有随机性的特

点，而对多个单细胞分裂时间的统计分析发现，细胞

分裂速度在一定时间范围内呈增加的趋势。通过验

证，基于细胞二分裂增殖与单细胞分裂时间模拟铜

绿假单胞菌群体细胞生长过程的方法，可以实现对

低接菌细菌细胞生长的预测，并由此建立了铜绿假

单胞菌单细胞与群体细胞生长之间的关系。对不同

初始接菌量的铜绿假单胞菌生长进行多次模拟实

验，发现初始接菌量越大，细菌细胞生长迟滞期越

短。总之，从单细胞层面研究微生物生长动力学的

方法，能够明显地体现出微生物生长繁殖过程中的

不确定性与变异性，对深入探究微生物的生长规律

及迟滞现象提供借鉴，完善食品风险评估体系。
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