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摘  要：【背景】海洋微生物代谢产物被认为是发掘新型天然活性物质的潜在来源，其中不可避免

地包含新型群体感应抑制剂(quorum sensing inhibitors, QSIs)。响应面法是运用多元二次回归模型拟

合各因素和响应值之间的函数关系，对各因素及其交互作用进行评价，可有效地从影响代谢产物

发酵条件的各因素中预测出最佳条件。【目的】以紫色杆菌(Chromobacterium violaceum) ATCC 
12472T 为指示菌株，研究海洋弧菌(Vibrio sp.) LA-05 发酵液粗提物的群体感应抑制活性。在单因

素试验基础上，应用响应面法对菌株发酵条件进行优化，以提高其发酵代谢产物中活性物质的产

量。【方法】使用琼脂平板扩散法进行初筛后，通过分析发酵液粗提物对紫色杆菌生长曲线及紫色

素产量的影响研究其群体感应抑制活性。在单因素试验基础上，采用 Box-Behnken 设计原则，以

紫色素抑制率为响应值，通过响应面试验优化菌株发酵条件，从而提高其发酵液中活性物质的产

量。【结果】在基本不影响紫色杆菌正常生长的浓度范围内，粗提物可不同程度地抑制紫色素的产生。

模型预测结果表明，最优发酵条件为发酵时间 37.59 h、发酵温度 19.28 ℃、摇床转速 154.21 r/min、
接种量 2.37%，紫色素抑制率预测值为 53.38%。经试验验证，紫色素抑制率为 52.85%±0.64%，与

模型理论预测值相近，表明该回归模型与实际实验结果拟合程度较高，模型可信度好，具有可行

性。【结论】海洋弧菌(Vibrio sp.) LA-05 发酵液粗提物具有群体感应抑制活性。本实验通过响应面

法获得了该菌株的最优发酵条件，这为后续新型群体感应抑制剂的研究奠定了基础。 
关键词：海洋弧菌 LA-05；发酵代谢产物；群体感应；响应面法；发酵条件  
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Abstract: [Background] The metabolites of marine microorganisms are considered ideal 
sources for discovering natural active substances, which inevitably include novel quorum 
sensing inhibitors (QSIs). Response surface method uses multivariate quadratic regression 
model to fit the relationship between each factor and response value and evaluate the effects of 
factors and their interaction, which can effectively screen out the best conditions of the factors 
affecting the microbial fermentation for metabolite production. [Objective] The quorum sensing 
inhibitory activity of the crude extract of the marine bacterial strain Vibrio sp. LA-05 was 
investigated with Chromobacterium violaceum ATCC 12472T as the indicator strain. To 
improve the production of active substances in the crude extract, we employed response surface 
method to optimize the fermentation conditions of the strain on the basis of single factor 
experiments. [Methods] After preliminarily screening by the agar plate diffusion method, the 
growth curves and violacein production of C. violaceum ATCC 12472T were employed to 
evaluate the quorum sensing inhibitory activity of the crude extract. On the basis of single factor 
experiments, fermentation conditions were optimized by Box-Behnken design and response 
surface method with violacein inhibition rate as a response value to improve the production of 
active substances in the crude extract. [Results] Within the concentration range that did not 
affect the growth of C. violaceum ATCC 12472T, the crude extract inhibited the production of 
violacein to various degrees. The fermentation conditions were optimized as fermentation with 
the inoculum amount of 2.37% at 19.28 ℃ and 154.21 r/min for 37.59 h, the extract obtained 
under which had the expected inhibition rate of 53.38%. The verification experiment showed 
that the inhibition rate of violacein was 52.85%±0.64%, close to the model predicted value. This 
result indicated that the regression model had a good fitting degree with the experimental 
results, being reliable and feasible. [Conclusion] The crude extract of the marine bacterial strain 
Vibrio sp. LA-05 possesses quorum sensing inhibitory activity. The fermentation conditions of 
this strain are optimized by response surface method, which will lay a foundation for the 
research and development of novel QSIs. 
Keywords: marine bacterial strain Vibrio sp. LA-05; fermentation metabolites; quorum sensing; 
response surface method; fermentation conditions 
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过度使用和滥用抗生素会使细菌产生耐药

性[1]。抗生素耐药性已经成为 21 世纪全球公共

卫生面临的重要问题之一[2]。使用抗生素的初始

阶段，大部分敏感菌株会被不断杀死。然而，在

抗生素持续存在的压力下，少数存活的不敏感菌

株代谢途径会发生改变，如改变抗生素作用位

点、阻止抗生素进入胞内、分泌抗生素灭活酶等，

它们可以抵抗抗生素并继续繁殖，进而使细菌产

生抗生素耐药性[3]。抗生素耐药性已经对患者、

临床医药、公共卫生和畜牧业等造成严重影响，

主要包括资源浪费和经济损失[4]。因此，人们迫

切需要探索新的有效策略来对抗细菌致病性和

抗生素耐药性。 
群体感应(quorum sensing, QS)是一种遗传

调节系统，可以帮助细菌进行细胞间沟通并控制

其群体行为。它是指在细菌生长过程中，由于群

体密度增加，导致其生理和生化特性发生变化，

显示出少量菌体或单个菌体所不具备的特征[5]。

被称为自诱导物的信号分子在细菌群体感应系

统中发挥着至关重要的作用，它们由一系列相关

合成酶以细胞密度依赖的方式产生[6-7]。当细菌

种群密度达到阈值时，信号分子与细胞质受体相

互作用，通过包括受体蛋白在内相关蛋白的信号

传递，最终诱导或抑制信号传递到胞内以调节特

定基因的表达，从而调控微生物的群体行为，如

生物发光[8]、毒力因子产生[9]、生物膜形成[10]、

运动性[11-12]和细胞外多糖产生[13]等。群体感应抑

制剂(quorum sensing inhibitors, QSIs)是指那些

可以抑制或者干扰细菌群体感应现象的物质，它

们在不影响细菌正常生长的前提下，可以降低细

菌毒力因子的产量或直接抑制细菌毒力因子的

产生[14]。换句话说，当 QSIs 作用于细菌时导致

其致病性减弱，而细菌的生存并未受到强大的选

择压力，因此，细菌产生抗生素耐药性的可能性

也将大大降低。综上所述，群体感应抑制剂为靶

向治疗细菌感染性疾病和减少病原微生物产生

抗生素耐药性提供了新的思路和方向。 
海洋占地球总面积的 70%以上，其未被开发

的栖息地中蕴藏着丰富且稀有的生物资源。海洋

生态环境复杂多变，具有高盐、高压、寡营养、

常年高温或低温等特点[15]。海洋微生物经过长

期持续的缓慢进化，已形成独特的代谢机制来适

应海洋相对特殊的生态环境，这极大地增加了发

现新型活性物质的可能性。因此，海洋微生物代

谢产物被认为是发现新型天然活性化合物的潜

在来源，其中不可避免地包括新的群体感应抑

制剂[16]。近年来，研究表明许多海洋来源的微

生物代谢产物具有群体感应抑制活性，在防治

由病原微生物引起的疾病方面具有较大应用潜

力[17]。紫色杆菌是一种兼性厌氧革兰氏阴性菌，

具有单一群体感应系统 CviR-CviI。紫色素是紫

色杆菌分泌的一种代谢产物，受 CviR-CviI 系统

直接调控[18]。因此，通常将紫色杆菌作为筛选

群体感应抑制剂的模式菌株，对紫色素抑制率的

大小可以反映其群体感应抑制活性的强弱。 
单因素试验是发酵工艺中一种常用的优化

发酵条件方法，可为进一步进行响应面优化奠定

基础。响应面法是一种统计学方法，能够同时评

价和优化发酵体系中影响微生物生物量、微生物

代谢产物的各因素及各因素间的相互作用。另

外，由于响应面法能够快速准确地确定因素的最

佳条件，并预测不同因素水平下的生物量及其代

谢产物产量，所以被普遍应用于微生物发酵条件

的优化[19-21]。 
在前期研究中，从胶州湾 (中国黄海，

36°09′N，120°32′E)海洋沉积物中筛选出一株被

鉴定为弧菌属的菌株，命名为 Vibrio sp. LA-05[22]。

本研究使用琼脂平板扩散法对该菌发酵液粗提
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物的群体感应抑制活性进行初步评估后，为了提

高发酵液中活性物质产量，以粗提物对紫色杆菌

紫色素抑制率为指标，在单因素试验基础上，通

过响应面分析对该菌株发酵条件进行优化，以期

为后续粗提物中活性物质的追踪、分离、结构鉴

定和活性评估奠定基础。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  实验菌株 

研究所用的海洋弧菌(Vibrio sp.) LA-05 菌

株分离于胶州湾海洋沉积物。菌落形态、生理生

化特性、16S rRNA 基因序列及系统发育树分析

表明该菌为弧菌属。该菌株已保藏在隶属于世界

微 生 物 数 据 中 心 (World Data Centre for 
Microorganisms, WDCM)的中国典型培养物保

藏中心(China Centre for Type Culture Collection, 
CCTCC)，保藏编号为 CCTCC M 2018089。指示

菌株紫色杆菌(Chromobacterium violaceum) ATCC 
12472T 为本实验室保存。 
1.1.2  培养基 

海水取自胶州湾 (中国黄海， 36°09′N，

120°32′E)，先静置去除不溶性大颗粒，再使用

0.22 μm 滤膜过滤后备用。 
海水培养基(g/L)：蛋白胨 5.0，酵母粉 2.0，

pH 7.0–7.2，121 ℃灭菌 20 min 后备用。 
1.1.3  主要试剂和仪器 

蛋白胨和酵母粉，Oxoid 公司；氯化钠，国

药集团化学试剂有限公司；琼脂粉，Solarbio 公

司；乙酸乙酯，国药集团化学试剂有限公司；二

甲基亚砜，国药集团化学试剂有限公司。高压灭

菌锅，Zealway 仪器有限公司；台式冷冻高速离

心机，Sigma 离心机有限公司；旋转蒸发仪，东

京理化器械株式会社；涡旋振荡器，常州锐品精

密仪器有限公司；酶标仪，赛默飞世尔科技有限

公司。 

1.2  方法 
1.2.1  发酵代谢产物粗提物的制备 

将保存的海洋弧菌(Vibrio sp.) LA-05 按 1%接

种量接种到海水培养基中，在 20 ℃、150 r/min 条

件下培养 24 h，活化后备用。将活化后的菌液按 2%
接种量接种到海水培养基中，在 20 ℃、150 r/min
条件下发酵培养 36 h。孵育结束后，4 ℃、8 000 r/min
离心 10 min。取上清液，使用 0.22 μm 滤膜过滤，

除去不溶性菌体和沉淀。在分液漏斗中倒入处理

好的发酵上清，加入等体积乙酸乙酯，充分振荡

混匀后静置 20 min，收集上层有机相，每批上清

液用乙酸乙酯萃取 3 次。将收集到的有机相倒入

旋转蒸发瓶中，用旋转蒸发仪真空浓缩至黄褐色

膏状，称重后记录。用甲醇将获得的膏状粗提物

配制成 100 mg/mL 样品溶液，再经 0.22 μm 有机

相滤膜过滤除菌，放于 4 ℃冰箱储存备用。 
1.2.2  琼脂平板扩散法检测粗提物群体感应抑

制活性 
将冻存的紫色杆菌按 3%接种量接种到 LB

液体培养基中，28 ℃、150 r/min 条件下培养过

夜活化后备用。配制 LB 琼脂培养基，经高压灭

菌处理后，置于超净工作台内自然冷却，待其温

度冷却至 37 ℃左右时按 2%接种量加入活化好的

菌液，充分混匀后倒入无菌培养皿，静置 15 min
至完全凝固。用打孔器在平板上打孔，分别将

30 μL 不同浓度的发酵液粗提物(4、6、8、10、
12 mg/mL，甲醇为溶剂)依次加入到孔内，同时

以甲醇作为对照，用封口膜密封后放入恒温培养

箱中，28 ℃静置培养 24 h 后观察结果，每个浓

度设置 3 个平行。 
1.2.3  不同浓度粗提物对紫色杆菌生长曲线及

紫色素产量的影响 
将活化后的紫色杆菌菌液按 2%接种量接种

到 LB 液体培养基中，分别加入不同体积样品溶

液(100 mg/mL)使培养基中发酵液粗提物的终浓

度为 0.01、0.02、0.04、0.06、0.08、0.10、0.12、
0.14、0.16、0.18、0.20 mg/mL，同时以未加入
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粗提物样品的实验组作为阴性对照，在 28 ℃、

150 r/min 条件下培养 48 h。每隔 12 h 从三角瓶中

取 200 μL 发酵液至 96 孔板中，每个浓度做 4 个复

孔，用酶标仪测量 OD600值并绘制生长曲线。 
在分析粗提物对紫色杆菌紫色素产量的影

响时，对菌株的活化、接种和培养条件与上述一

致，但培养时间为 12 h。培养结束后取 1 mL 发

酵液至 1.5 mL 微型离心管(Eppendorf, EP)中，   
14 000 r/min 离心 10 min，使紫色素和菌体沉淀，

去除上清液后，加入等体积二甲基亚砜，用涡  
旋振荡器充分振荡，使紫色素充分溶解，然后

14 000 r/min 离心 10 min 使菌体沉淀。从 EP 管

中取 650 μL 上清液加入到微量比色皿中，使用

紫外分光光度计测量OD585，每组设置3个平行[23]。

紫色素抑制率= 585 585

585

control test 100%
control
OD OD

OD
−

× 。 

1.2.4  单因素试验设计 
单因素试验分别以发酵时间(h)、发酵温度

(℃)、摇床转速(r/min)及接种量(%)为考察因素，

以粗提物对紫色素产量的抑制率为考察指标[24]，

根据其结果综合评估不同发酵条件对发酵代 
谢产物粗提物群体感应抑制活性的影响。在进

行该部分试验时，使用的粗提物终浓度均为

0.10 mg/mL。 
1) 发酵时间对紫色素抑制率的影响 
将活化后的海洋弧菌(Vibrio sp.) LA-05 按

2%接种量接种到海水培养基中，发酵时间梯度

设置为 12、24、36、48、60 h。 
其他条件设置为发酵温度 20 ℃，摇床转速

150 r/min，接种量 2%。孵育结束后按照 1.2.1
中方法制备粗提物，称重并编号记录，然后按照

1.2.3 中方法检测不同发酵时间获得的粗提物的

紫色素抑制率。 
2) 发酵温度对紫色素抑制率的影响 
将活化后的海洋弧菌(Vibrio sp.) LA-05 按

2%接种量接种到海水培养基中，发酵温度梯度

设置为 15、20、25、30、35 ℃。 
其他条件设置为发酵时间 36 h，摇床转速

150 r/min，接种量 2%。孵育结束后按照 1.2.1
中方法制备粗提物，称重并编号记录，然后按照

1.2.3 中方法检测不同发酵温度获得的粗提物的

紫色素抑制率。 
3) 摇床转速对紫色素抑制率的影响 
将活化后的海洋弧菌(Vibrio sp.) LA-05 按

2%接种量接种到海水培养基中，摇床转速梯度

设置为 90、120、150、180、210 r/min。 
其他条件设置为发酵时间 36 h，发酵温度

20 ℃，接种量 2%。孵育结束后按照 1.2.1 中方

法制备粗提物，称重并编号记录，然后按照 1.2.3
中方法检测不同摇床转速获得的粗提物的紫色

素抑制率。 
4) 接种量对紫色素抑制率的影响 
将活化后的海洋弧菌(Vibrio sp.) LA-05 按

2%接种量接种到海水培养基中，接种量梯度设

置为 1%、2%、3%、4%、5%。 
其他条件设置为发酵时间 36 h，发酵温度

20 ℃，摇床转速 150 r/min。孵育结束后按照 1.2.1
中方法制备粗提物，称重并编号记录，然后按照

1.2.3 中方法检测不同接种量获得的粗提物的紫

色素抑制率。 
1.2.5  响应面法优化试验 

在单因素试验结果基础上，采用 Box- 
Behnken 设计原则选取发酵时间(h)、发酵温度

(℃)、摇床转速(r/min)、接种量(%)为变量，以紫

色素抑制率为响应值，设计四因素三水平响应面

分析试验，优化海洋弧菌(Vibrio sp.) LA-05 的发

酵条件[25]。在每一个变量中，用–1、0、1 编码低、

中、高 3 个水平，试验因素与水平如表 1 所示。

在进行该部分试验时，使用的粗提物终浓度均为

0.10 mg/mL。 
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表 1  响应面试验因素与水平 
Table 1  Response surface experiment factors and levels 
水平 
Levels 

因素 Factors  

A 发酵时间 
A Fermentation time (h) 

B 发酵温度 
B Fermentation temperature (℃) 

C 摇床转速  
C Shaker speed (r/min) 

D 接种量 
D Inoculum amount (%) 

–1 24 15 120 1 
0 36 20 150 2 
1 48 25 180 3 

 

1.3  数据分析 
所有数据均采用单因素方差分析，Dunn’s

多重比较检验，结果以平均数±标准差( ±x SD, 

n=3)表示，并由 Origin 2021 绘制图表，所有试

验至少进行 3 次。P<0.05 或 P<0.01 分别为差异

显著或极显著。响应面试验采用 Design-Expert 

11 软件设计实验并对回归模型进行方差分析。 

2  结果与分析 
2.1  发酵代谢产物粗提物群体感应抑制活

性分析 
2.1.1  群体感应抑制活性初筛 

由图 1 琼脂平板扩散法实验结果可知，粗提

物浓度为 6、8、10 mg/mL 时均有明显的紫色素

抑制圈(蓝色箭头标注)，而在 12 mg/mL 时出现

明显的半透明抑菌圈(黄色箭头标注)，表明发酵

代谢产物粗提物具有群体感应抑制活性，即粗提

物中含有群体感应抑制剂。 
 
 

 
 

图 1  琼脂平板扩散法结果 
Figure 1  Result of the agar plate diffusion method. 

2.1.2  粗提物对紫色杆菌生长曲线及紫色素产

量的影响 
由图 2A 不同浓度粗提物对紫色杆菌生长曲

线的影响可知，当终浓度为 0.01、0.02、0.04、0.06、
0.08、0.10 mg/mL 时，粗提物对紫色杆菌的生长

基本不产生影响；当终浓度为 0.12、0.14、0.16、
0.18、0.20 mg/mL 时紫色杆菌能够生长，但其生

长受到一定影响。由此可知，发酵代谢产物粗提

物在 0.01–0.10 mg/mL 范围内基本不影响紫色杆

菌正常生长。 
由图 2B 不同浓度发酵代谢产物粗提物对紫

色素产量的影响可知，紫色素抑制率随着粗提物

浓度的增加而增大，当粗提物终浓度为 0.01、
0.02、0.04、0.06、0.08、0.10 mg/mL 时，抑制

率分别为 7.54%、9.98%、13.55%、32.61%、41.62%
和 53.36%。在不影响紫色杆菌正常生长的情况

下，当粗提物浓度为 0.10 mg/mL 时对紫色素抑

制能力最强，而且经检验差异显著(P<0.05)。因

此，在进行单因素试验及响应面优化试验时，粗

提物浓度均为 0.10 mg/mL。 
2.2  单因素试验结果 
2.2.1  发酵时间对紫色素抑制率的影响 

由图 3A 可知，当发酵温度为 20 ℃、转速

为 150 r/min、接种量为 2%时，随着发酵时间的

不断延长，紫色素抑制率呈先上升后略有下降的

趋势。当发酵时间为 36 h 时达到最高值。因此，

选择发酵时间 36 h 为最佳。 
2.2.2  发酵温度对紫色素抑制率的影响 

由图 3B 可知，当发酵时间为 36 h、转速为

150 r/min、接种量为 2%时，随着发酵温度的不

断增加，紫色素抑制率呈先上升后明显下降的趋 
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图 2  不同浓度粗提物对紫色杆菌生长 (A)及紫色素产量 (B)的影响    0：粗提物样品添加量为          
0 mg/mL，其对应的紫色素抑制率为 0%. *：P<0.05，与对照组比较差异显著 
Figure 2  Effect of crude extracts at different concentrations on growth (A) and violacein production (B) of 
Chromobacterium violaceum ATCC 12472T. 0: The amount of crude extracts is 0 mg/mL, and the violacein 
inhibition rate is 0. *: P<0.05, the difference is significant as compared to control. 
 

 

 
 

图 3  四种不同因素对紫色素产量的影响   A：发酵时间. B：发酵温度. C：摇床转速. D：接种量 
Figure 3  Effect of four different factors on violacein production. A: Fermentation time. B: Fermentation 
temperature. C: Shaker speed. D: Inoculum amount.  
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势。当发酵温度为 20 ℃时达到最高值。因此，

选择发酵温度 20 ℃为最佳。 
2.2.3  摇床转速对紫色素抑制率的影响 

由图 3C 可知，当发酵时间为 36 h、发酵温

度为 20 ℃、接种量为 2%时，随着摇床转速的

不断增加，紫色素抑制率呈先上升后下降的趋

势。当摇床转速为 150 r/min 时达到最高值。因

此，选择摇床转速 150 r/min 为最佳。 
2.2.4  接种量对紫色素抑制率的影响 

由图 3D 可知，当发酵时间为 36 h、发酵温

度为 20 ℃、转速为 150 r/min 时，随着接种量的

不断增加，紫色素抑制率呈先上升后明显下降的

趋势。当接种量为 2%时达到最高值。因此，选

择接种量 2%为最佳。 

2.3  响应面试验设计及显著性分析 
以单因素试验最优值为中心水平，采用

Box-Behnken 设计原则，以发酵时间(h)、发酵温

度(℃)、摇床转速(r/min)、接种量(%)为变量，以

紫色素抑制率为响应值，设计四因素三水平实

验，实验设计及结果见表 2。利用 Design-Expert 
11 软件对表 2 实验数据进行二次多元回归拟合，

得到抑制率(Y)对发酵时间(A)、发酵温度(B)、摇

床转速(C)、接种量(D)这 4 个变量的二次多项回

归拟合方程为： 
Y=52.57+1.14A–1.21B+1.55C+2.91D+0.49AB–0.005 
AC–1.13AD+0.59BC–0.13BD–0.67CD–2.45A2– 
3.86B2–4.37C2–3.63D2 (R2=0.938 4)。 

由表 3 可知，该回归模型方程 F=15.23， 
 

表 2  Box-Behnken 试验设计及结果 
Table 2  Box-Behnken experiment design and results 
实验序号 
Experimental 
No. 

编码水平 Design levels 抑制率 
Inhibition 
rate (%) 

A 发酵时间 
A Fermentation time (h) 

B 发酵温度 
B Fermentation temperature (℃) 

C 摇床转速 
C Shaker speed (r/min) 

D 接种量 
D Inoculum amount (%) 

1 0 0 0 0 52.85 
2 0 0 0 0 51.64 
3 1 1 0 0 45.57 
4 0 0 1 –1 41.84 
5 0 –1 –1 0 45.88 
6 0 0 0 0 51.30  
7 0 0 0 0 53.37 
8 –1 –1 0 0 46.99 
9 –1 0 0 1 48.91 
10 0 –1 1 0 46.55 
11 0 0 –1 1 47.70  
12 1 0 0 –1 46.89 
13 0 0 1 1 48.76 
14 0 1 1 0 44.54 
15 –1 0 1 0 47.23 
16 –1 0 –1 0 42.18 
17 –1 0 0 –1 42.20  
18 1 –1 0 0 47.87 
19 1 0 0 1 49.08 
20 0 1 –1 0 41.50  
21 1 0 –1 0 44.71 
22 0 –1 0 –1 43.18 
23 0 –1 0 1 48.19 
24 –1 1 0 0 42.73 
25 1 0 1 0 49.74 
26 0 0 –1 –1 38.12 
27 0 1 0 1 47.15 
28 0 0 0 0 53.71 
29 0 1 0 –1 42.66 
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表 3  回归模型显著性检验及方差分析 
Table 3  Significance test and analysis of variance for the regression model 
来源 
Source 

平方和 
Sum of squares 

自由度 
df 

均方 
Mean square 

F P 显著性 
Significance 

模型 Model 399.95 14 28.57 15.23 <0.000 1 Significant 
A 15.46 1 15.46 8.24 0.012 3  
B 17.55 1 17.55 9.35 0.008 5  
C 28.74 1 28.74 15.32 0.001 6  
D 101.5 1 101.5 54.1 <0.000 1  
AB 0.96 1 0.96 0.51 0.486 1  
AC 1.00E-04 1 1.00E-04 5.33E-05 0.994 3  
AD 5.11 1 5.11 2.72 0.121 2  
BC 1.40 1 1.4 0.75 0.401 5  
BD 0.068 1 0.068 0.036 0.852 2  
CD 1.77 1 1.77 0.94 0.348  
A2 38.88 1 38.88 20.72 0.000 5  
B2 96.62 1 96.62 51.5 <0.000 1  
C2 123.7 1 123.7 65.94 <0.000 1  
D2 85.27 1 85.27 45.45 <0.000 1  

残差 Residual 26.26 14 1.88    

失拟项 Lack of fit 21.77 10 2.18 1.94 0.274 1 Not significant 

净误差 Pure error 4.50 4 1.12    

总误差 Cor total 426.21 28     

 
 

P<0.000 1，说明此模型极显著。失拟项为

P=0.274 1>0.05，失拟不显著，说明此模型拟合

程度较高，可信度好。调整决定系数 R2 (adj)= 
0.876 8 与模型相关系数 R2=0.938 4 较为接近，

而且调整决定系数 R2 (adj)=0.876 8 与 R2 (pred)= 
0.689 3 差值<0.2，说明该回归模型得到的抑制

率预测值与实验值的拟合度良好。离散系数

(coefficient of variance, CV)=2.94%，说明实验的

可靠性和精确度高，可以忽略因为实验误差导致

的不能拟合的情况。信噪比 Adeq Precision= 
13.312>4，说明该回归模型响应信号强，可信度

高，可以拟合上述实验结果。综上所述，该模型

可以用于对紫色素抑制率，即粗提物群体感应抑

制活性或粗提物中群体感应抑制剂含量的预测。

一次项接种量(D)、二次项发酵温度(B2)、摇床转

速(C2)和接种量(D2)对紫色素产量的影响极显著

(P<0.000 1)，一次项发酵时间(A)、发酵温度(B)、
摇床转速(C)和二次项发酵时间(A2)对紫色素产

量的影响显著(P<0.05)，说明这 4 个单因素对紫

色素抑制率的影响不是简单的线性关系，而是存

在交互作用。 

2.4  三维响应面图和等高线分析   
响应面是响应值对实验因素所构成的三维

空间曲面图，能够较为直观地反映各因素对响

应值的影响程度，从响应面分析图上能清楚地

看出最佳响应值所对应的各实验因素的具体条

件，并且可直观地反映各因素之间交互作用的

大小[26-27]。响应面坡度能反映两因素的交互作用

是否显著，坡度越陡，表明其交互作用越显著，

坡度越平稳则表明其交互作用越不显著。此外，

等高线的形状也能表示两因素间交互作用的强

弱[28]。由图 4 可知，6 个响应面三维立体图均为 
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图 4  各因素对紫色素产量交互影响的三维曲面图   A：发酵时间和发酵温度之间的交互影响. B：发酵

时间和摇床转速之间的交互影响. C：发酵时间和接种量之间的交互影响. D：发酵温度和摇床转速之间的

交互影响. E：摇床转速和接种量之间的交互影响. F：发酵温度和接种量之间的交互影响 
Figure 4  Three-dimensional stereogram of mutual-influence for different factors on violacein production. A: 
Mutual-influence for fermentation time and fermentation temperature. B: Mutual-influence for fermentation 
time and shaker speed. C: Mutual-influence for fermentation time and inoculum amount. D: Mutual-influence 
for fermentation temperature and shaker speed. E: Mutual-influence for shaker speed and inoculum amount. F: 
Mutual-influence for fermentation temperature and inoculum amount.  
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光滑的曲面且开口向下，说明在实验设计的四

因素三水平范围内能够得到发酵代谢产物粗提

物对紫色素产量的最大抑制率。由图 4A 可知，

随着发酵时间和发酵温度的升高，紫色素抑制

率均呈先上升后下降趋势，发酵温度对紫色素

抑制率的影响大于发酵时间。由图 4B 可知，随

着发酵时间和摇床转速的增加，紫色素抑制率

均呈先上升后下降趋势，摇床转速对紫色素抑

制率的影响大于发酵时间。由图 4C 可知，随着

发酵时间和接种量的增加，紫色素抑制率均呈

先上升后下降趋势，接种量对紫色素抑制率的

影响大于发酵时间。由图 4D 可知，随着发酵

温度和摇床转速的增加，紫色素抑制率均呈先

上升后下降趋势，摇床转速对紫色素抑制率的

影响大于发酵温度。由图 4E 可知，随着接种量

和摇床转速的增加，紫色素抑制率均呈先上升

后下降趋势，接种量对紫色素抑制率的影响相

对转速略大，但差异不明显。由图 4F 可知，随

着发酵温度和接种量的增加，紫色素抑制率均

呈先上升后下降趋势，接种量对紫色素抑制率

的影响大于发酵温度。由图 5A–5C 可以看出，

等高线形状接近于椭圆形，说明所对应的两因

素交互作用对紫色素抑制率影响较大。综上所

述，各因素对紫色素抑制率的影响依次为接种

量>摇床转速>发酵温度>发酵时间，该结果与回

归模型方差分析结果相一致。 

2.5  验证实验 
通过响应面法优化试验预测分析，海洋弧

菌(Vibrio sp.) LA-05 代谢产物粗提物的最适发

酵条件为发酵时间 37.59 h、发酵温度 19.28 ℃、

摇床转速 154.21 r/min、接种量 2.37%，在该条

件下紫色素抑制率为 53.38%，根据实际实验操

作情况，调整发酵时间为 36 h、发酵温度为

20 ℃、摇床转速为 150 r/min、接种量为 2%，

在该条件下经验证实验得到紫色素抑制率为

52.85%±0.64%，与预测值的相对误差较小，表

明该回归模型与实际实验结果拟合程度较高，

能够真实地反映发酵时间、发酵温度、摇床转

速、接种量对紫色素产量的影响，具有可行性

和可信度。 
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图 5  各因素对紫色素产量交互影响的等高线图   A：发酵时间和发酵温度之间的交互影响. B：发酵时

间和摇床转速之间的交互影响. C：发酵时间和接种量之间的交互影响. D：发酵温度和摇床转速之间的交

互影响. E：摇床转速和接种量之间的交互影响. F：发酵温度和接种量之间的交互影响 
Figure 5  Contour plot of mutual-influence for different factors on violacein production. A: Mutual-influence 
for fermentation time and fermentation temperature. B: Mutual-influence for fermentation time and shaker 
speed. C: Mutual-influence for fermentation time and inoculum amount. D: Mutual-influence for fermentation 
temperature and shaker speed. E: Mutual-influence for shaker speed and inoculum amount. F: Mutual-influence 
for fermentation temperature and inoculum amount.   
 

3  讨论与结论 
紫色杆菌是常用于筛选群体感应抑制剂的

模式菌株。本文通过琼脂平板扩散法初步研究了

海洋弧菌(Vibrio sp.) LA-05 发酵代谢产物粗提

物的群体感应抑制活性，并分析了不同浓度粗提

物对紫色杆菌生长及紫色素产量的影响。结果表

明，粗提物具有群体感应抑制活性，在几乎不影
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响紫色杆菌正常生长情况下，能够明显抑制紫色

素产生。 
为提高海洋弧菌(Vibrio sp.) LA-05 发酵代

谢产物中活性物质产量，本研究分别从发酵时

间、发酵温度、摇床转速、接种量这 4 个因素应

用单因素试验对菌株发酵条件进行优化。细菌生长

曲线分为迟缓期、对数期、稳定期、衰亡期 4 个时

期。发酵时间对微生物生长繁殖及其代谢产物的

积累非常重要，代谢产物积累量最多的时期是在

稳定期。当稳定期结束，细菌进入衰亡期后会发

生菌体破碎释放出其他物质，不利于活性物质的

分离纯化[29]。实验结果表明，发酵时间为 36 h

时，粗提物对紫色杆菌紫色素抑制率最高。适宜

的发酵温度可以加快细菌细胞分裂，提高发酵

液中活菌含量，有利于代谢产物的积累，而发

酵温度偏高或偏低均不利于菌体生长和代谢产

物积累[30]。实验结果表明，发酵温度为 20 ℃时，

粗提物对紫色杆菌紫色素抑制率最高。适宜的摇

床转速可使培养液中细菌与溶解氧充分接触，但

超出适宜的摇床转速容易对细菌造成机械损伤，

降低发酵液中活菌量，进而影响细菌代谢产物的

积累。实验结果表明，摇床转速为 150 r/min 时，

粗提物对紫色杆菌紫色素抑制率最高。适宜的接

种量有利于细菌生长繁殖及其代谢产物积累，

接种量较小时细菌生长繁殖缓慢，培养时间成

本高，但在超出适宜接种量后，培养的环境中

的营养物质消耗太快，会对其代谢产物产生一

定影响[31]。实验结果表明，接种量为 2%时，粗

提物对紫色素抑制率最高。 

由于海洋弧菌(Vibrio sp.) LA-05 代谢产物

的发酵条件优化涉及多个因素和水平，若是采用

传统的正交实验会造成繁重的工作量，并且很难

得到理想的结果，所以采用响应面法优化其发酵

条件。响应面法运用多元二次回归模型拟合各

因素和响应值之间的函数关系，通过实验设计、

数学建模和模型检验对各因素及其交互作用进

行评价，可以有效地从影响代谢产物发酵条件

的各因素中筛选出最佳条件，从而实现其条件

优化[32]。赵月等[29]通过响应面法优化试验对蜡

样芽孢杆菌(Bacillus cereus) BCCY-22 发酵条件

进行优化后，生物量是优化前的 135.94%；陈成

等 [30] 通 过响 应面法优 化产 β- 内 酰胺酶菌 
Bacillus cereus B03 的发酵条件，优化后该菌株

产 β-内酰胺酶的酶活力为 113 278.7 U/mL，为优

化之前酶活力的 1.28 倍；郭春生等[33]通过响应

面法优化高产四甲基吡嗪微生物的发酵条件，优

化后四甲基吡嗪产量可达(166.19±2.79) mg/L，

较优化前提高了 48%。本研究在单因素试验基

础上，响应面法优化试验模型理论预测结果分析

表明，最佳发酵条件为：发酵时间 37.59 h，发

酵温度 19.28 ℃，摇床转速 154.21 r/min，接种

量 2.37%，紫色素抑制率预测值为 53.38%。经

验证实验得到紫色素抑制为 52.85%±0.64%，与

模型理论预测值相近，说明该模型回归性良好，

本次实验的拟合程度高。本研究的实验和理论

结果将为后续从粗提物中分离和鉴定活性物

质，进而探究其生物活性、细胞毒性及其在病

原微生物防治、食品防腐、水产养殖等方面的

应用奠定基础。 
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