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温度、p H值、盐度交互作用优化福氏
贺氏菌F2b培养条件
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摘 要：研究温度、pH值、盐度3个因素交互作用下食源性致病微生物福氏志贺氏茵F2b的最优

培养条件。在温度、PH值、盐度单因素试验的基础上，应用Box-Behnken中心组合试验原理，设计

三因素交互作用试验。以温度、pH值、盐度为响应因子，以菌液的OD咖为响应值，采用响应面法

处理试验数据。结果表明，在所选的因素水平范围内，温度、PH值对F2b生长影响显著，温度、pH

值之间交互作用显著。获得志贺氏茵F2b的最佳生长条件为温度35．8℃，PH值7．7，盐度0．76

g／dL。经过验证，实测值和预测值之间偏差为1．1％，表明响应面法优化F2b培养条件真实、快

速、有效。
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Abstract：The aim of this study was to get the optimum culture condition of foodborne pathogenic

microorganism Shigella ftexneri 2b，under the interaction of temperature，pH and sodium

chloride concentration．Based on the single factor experiments of Shigella flexneri 2b，Box-

Benhnken center—united principle was used to design interaction experiments among those three

factors．The response factors were temperature，pH，and sodium chloride concentration。the

OD550 was chosen as response value．The data were processed with the Response Surface

Methodology．At the range of the factors and levels，the results exhibited that the influence of

temperature，pH and the interaction between them were significant．The optimum cultivation

condition were temperature 35．9℃，pH 7．7，sodium chloride concentration 0．76％which was

calculated by the quadratic equation in three unknown．Then the Verification showed that the

deviation between predicted value and measured value was 1．1％which is approximately．
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志贺氏菌属(Shigella)的细菌是细菌性痢疾

的病原菌n]，常发生于食源性和水源性污染，尤其

幼儿极易被感染，死亡率很高。目前在发达国家

中，志贺氏菌感染主要为D群，中国流行菌则以B

群为主，在B群中2b居多[2]，国外对于宋内氏菌的

研究较全面，但是在中国有关福氏志贺氏菌多因素

交互作用对生长的影响研究较少。

由于卫生条件不合格，经常有水源或食品受到

志贺氏菌的污染而引发疾病[3]，作者以福氏志贺氏

菌为研究对象，在试验中测定温度、pH值以及盐度

交互作用下福氏志贺氏菌生长的变化，应用Box-

Behnken设计建立响应曲面模型，对志贺氏菌F2b

的生长条件进行优化，旨在了解福氏志贺氏菌在不

同条件下的生长状况。

1材料与方法

1．1材料与仪器

1．1．1 菌株福氏志贺氏菌F2b，作者所在试验

室保存。

1．1．2培养基 革兰氏阴性杆菌增菌液，杭州天

和微生物试剂有限公司提供；GN增菌液、营养肉

汤、胰蛋白胨大豆肉汤(TSB)：上海市疾病预防控制

中心提供。

1．1．3仪器 台式pH精密测试仪：德国wTw

产品；UV2300分光光度计：上海天美科学仪器有限

公司产品；AL204电子天平：梅特勒一托利多仪器

上海有限公司产品；XW一80A漩涡混合器：上海沪

西仪器厂产品；LRH一250CL型生化培养箱：上海一

恒科学仪器有限公司产品。

1．2试验方法

1．2．1培养基优选试验 配置TSB、GN、营养肉

汤和革兰氏阴性菌增菌液各i00 mL，分别分装12

只试管，灭菌后按照体积分数2％的接种量接种，37

℃培养12 h后，测定OD啪。

1．2．2单因素试验

1)温度试验：斜面菌种F2b接种到1．2．1优选

的灭菌培养基中，37℃培养12 h后，按照体积分数

2％的接种量接种，在7个不同温度(4、25、30、33、

35、37、40℃)下培养，每隔1 h取样，连续取样12

次，记录oDss。值。

2)pH值试验：斜面菌种F2b接种到1．2．1优

选的培养基中，37℃培养12 h后，按照体积分数

2％的接种量接种于不同初始pH值(4．0、5．0、

6．0、6．5、7．0、7．5、8．0、9．o)的灭菌优选培养基

(分别用1 mol／L的HCl和NaOH调节pH值)。

37℃培养，每间隔1 h取样，连续取样12次，以新

鲜培养基为空白对照，测定OD5。。，优选适合F2b生

长的PH值范围。

3)盐度试验：优选培养基中补充NaCl，使培养

基最终盐度达到0．5、1．0、1．5、2。0、2．5、4．0、

6。0 g／dI。，接种、培养、取样、测定方法同pH值试

验。

1．2．3 响应面试验通过对影响F2b生长的单因

素进行分析，获得在单因素条件下适合F2b生长的

温度、pH值、盐度范围，确定三个因素的三个水平。

采用Box-Behnken中心组合试验原理设计交互试

验，进行13次析因试验，3次零点试验，依据响应面

分析法得到三维曲面图，曲面最高点即为理论最佳

培养条件，对所得的方程求导，可以求得顶点对应

的温度，pH值，盐度。该法试验次数少、周期短、求

得的回归方程精度高[4]。

2结果与讨论

2．1 F2b培养基的优化选择

F2b在4种常见的细菌增菌液中的生长趋势见

图1。在TSB中F2b生长速度快，迟滞期最短，培

养5 h后OD。。。即大于1．2。而GN、营养肉汤和革

兰氏阴性菌增菌液培养12 h后均未达到1．0。因

此F2b最适合在TSB中生长，以下培养基均采用

TSB。
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图1不同培养基对F2b生长的影响

Fig．1 Growth of F2b in different media

2．2不同条件下培养F2b的单因素试验

2．2．1温度对F2b生长的影响从图2可知，F2b

在不同温度范围内生长差异较大，F2b在4～25℃

范围内生长缓慢，4℃基本不生长，25℃迟滞期长

达9 h。30、33℃迟滞期约5 h，33℃保持11 h后进

入稳定期。35～40℃随着温度的提高，oD5s。明显

提高，约10 h后进入稳定期。35、37℃迟滞期为3

h，40℃迟滞期缩短为1．5 h。但在40℃保持10 h

后，OD值出现明显下降，F2b进人衰亡期。最适培

养温度范围确定为35～40℃。
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图3 pH值对F2b生长的影响

Fig．3 Effect of pH on growth of F2b

2．2．3 盐度对F2b生长的影响 由图4可知，F2b

在高盐质量浓度6 g／dL时不生长，随着盐度的降

低，oD5。。明显上升。最适培养范围确定为0．5～

1．0 g／dL。培养4 h后，进入对数生长期，OD渤增

长幅度较大。
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图4 NaCI质量浓度对F2b生长的影响

Fig．4 Effect of salinity on growth of F2b

2．3 Box-Behnken交互试验设计及响应面分析

2．3．1 因素水平的确定 根据Box—Benhnken中

心组合试验设计原理[5]，选取三个因素即培养温

度、pH值、盐度，每个因素取三个水平，以一1，0，1

编码。根据相应的试验设计表进行试验后，对数据

进行二次回归拟合，得到带交互相和平方相的二次

方程，分析各因素的主效应和交互效应，之后在一

定的水平范围内求最佳值[6]。作者采用三因素三

水平的响应面分析方法，参考单因素试验结果选取

因素水平，试验因素水平设计见表1。

表1 3因素3水平

Tab．1 3 factors and 3 Ievels

2．3．2试验设计及试验结果

1)试验设计：试验设计见表2。其中1～12是

析因试验，13～15是中心试验，用来估计试验误差。

每组试验取两个平行，求平均值。从表2可以看

出，预测值和实际测量值之间较接近，偏差小于

10．6％，表明本试验因素水平取值范围适当，模型

可以很好地反映F2b在不同交互环境条件下的生

长趋势。

表2试验设计及测量值

Tab．2 Experiment design of response surface method and the

measured value

2)结果分析：以OD跚为响应值，根据表2中

Box—Benhnken设计的试验结果，利用Design—Ex—

pert 7．1．4(试用版)软件进行二次回归分析，回归

方程为：
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Y一1．3—0．18A+0．031B+0．009C一

0．2AB+O．013AC一0．018BC一0。16A2—

0．482+0．05C2

回归方程的方差分析见表3，可以看出，OD。印

曲面模型在口>0．01水平上显著；温度、pH值对于

生长的影响显著，温度、pH值之间交互作用显著

(P<O．05为显著)。pH值、盐度、温度对响应值即

ODs；。的影响。由P值的大小来反映，P值越小对菌

体生长的影响越显著。同时，复相关系数R2—

0．960 9，说明0D5。。和96．09％的变化源于所选因

素，因素选择合理，可以用此模型对F2b在不同条

件下的生长进行有效预测和分析。综上所述，回归

方程可以很好地反应3因素与oD。。。的关系，用该

方程确定F2b最佳培养条件可行。

3)响应面分析及最佳培养条件的确定：图5为

回归方程得出的温度和pH值之间交互作用的响应

面图和等高线图，在35。8～40．0℃范围内，oDs。。随

着温度的增加而下降，但是下降速度不是很快。温

度小于35．8℃时，0Ds。。也出现下降。pH 7．5～

8．5范围内，当pH大于7．7时，随pH值的升高，

OD。。。降低，但是降低的幅度较小；pH小于7．7时，

OD。。。迅速下降。此外，温度和pH值交互作用显

著，表现在较低温度下，pH值越低，oD5。。下降越

快，对菌体的生长越不利。

表3回归模型方差分析

Tab．3 Analysis of variance with regression model

注：决定系数R2—0．960 9

(b)

图5 pH值和盐度交互作用对F2b生长的影响

Fig．5 Effect of interaction of pH and salinity on growth of F2b
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通过对方程求导得到极大值对应的各主要因

素(A：温度，B：pH值，C：盐度)的编码值分别为

(一0．67、0．19、0．03)，OD550最高为1．390时对应

F2b生长条件是35．8℃，pH 7．7，盐度0．76 g／dL。

2．3．3验证试验 以2．3．2确定的优化生长条件

将F2b培养12 h，测oD5。。，做两个平行试验并取平

均值，OD。。。实际测量值与方程的预测值偏差为

1．1％，吻合度较高，见表4。

表4验证结果袭

Tab．4 Result of verification

3 结 语

通过F2b在温度为4～40℃、pH值为4．O～

9．0、盐度为0．5～6．0 g／dI。间的单因素分析，确定

其合适的生长条件范围为：温度35----40℃，pH 6．5

～8．5，盐度o．5～1．o g／dL。在单因素分析的基

础上，综合考虑温度和pH值、盐度三个因素对菌体

生长的影响，确定三因素的三个水平。根据Box-

Behnken中心组合设计原理，共设计15个交互作用

试验点，实际测量值和模型预测值之间的偏差小于

10．6％，证明因素和水平选择合理，可以很好地预测

F2b在不同交互环境条件下的生长趋势。采用响应

面方法分析交互作用数据，得到菌体生长的三维曲面

模型，模型显著。在因素水平范围内，温度、pH值对

F2b生长影响显著，温度和pH值交互作用显著。拟

合三元二次方程求最大值，得到F2b的最优培养条件

为：温度35．8℃，pH值7．7，盐度0．76 g／dL。验证

试验得到最佳培养条件试验O耽。。值和预测()D5。。值

之间偏差为1．1％，非常接近，说明回归方程能较真

实地反映各筛选因素的影响，用响应面法优化F2b最

佳培养条件真实、快速、有效。
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