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摘要    副溶血弧菌(Vibrio parahaemolyticus，VP)在海洋环境中普遍存在，是能够引起人类中毒的重要

食源性病原菌之一，研究其生长受环境因子的影响规律对科研和社会生活都具有重要意义。本研究采用

响应面法研究温度、盐度、pH、磷酸盐、硝氮和氨氮对 VP 的生长影响，以探讨、评估这 6 种理化因子

的综合作用结果。首先用 Design-Expert 软件中的 Box Behnken 中心组合原则设计三因素三水平响应面

实验，再进行响应面分析，以培养基光密度(OD600 nm)值为生长状态参数，获得该菌的最佳培养参数：温

度为 34.5℃，盐度为 3%，酸碱度 pH 为 8.0。在此基础上，考察 NaNO3、NH4Cl 和 Na3PO4 对 VP 生长的

影响并建立模型。回归方程决定系数 R2=0.9217，校正系数 R2=0.8211，回归模型 F=9.16, P=0.004，表明

该模型具有较好的准确性。实验所得实测值与模型演算理论值拟合良好，皆表明磷酸盐、硝氮和氨氮对

VP 的生长都具有抑制作用。 
关键词    副溶血弧菌；生长；理化因子；影响分析；响应面法 
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副溶血弧菌(Vibrio parahaemolyticus, VP)嗜盐畏

酸，广泛存在于海洋环境及海产品中，可以感染多种

动物，甚至危害人类健康(如食用受其污染的海产品

可能会导致急性肠胃炎)(Bakeraustin et al, 2010; 
Bonninjusserand et al, 2017; Ham et al, 2012; Liu et al, 
2017; 黄梦诗等, 2017)。无论是从科学研究角度还是

从保障食品安全等生产与生活需求方面来讲，对 
影响该病原菌生长的环境因子作用机理进行研究都

具有重要现实意义(Young et al, 2015)。截至目前，相

关研究已经获得了初步的成果，如 Johnson 等(2010、
2012)从生态学角度研究了美国近岸海域中 VP 与环

境温度和盐度的关系，发现无论是水体、生物体还是
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沉积物中，其总量与这 2 个参数都呈正相关；Young
等(2015)研究了海产品和渔业水域中 VP 受温度和盐

度的影响，结果显示，在一定范围内温度的升高利于

该病原菌的生长，而盐度的影响则不明确；然而，

Johnson 等(2010)的研究表明，水体中盐度和 VP 总量

呈负相关；孙博怿等(2015)发现，pH、电导率、盐度

较其他海域偏低的长江入海口水样中 VP 总量较多，

但多元线性回归方程分析却表明盐度和温度与该菌

含量呈正相关；Kaper 等(1979)和 Rehnstam-Holm 等

(2014)的研究皆表明，水体中 VP 总量与 pH 呈负相关。

此外，由于海水中营养盐等其他理化因子也对该菌的

生长、分布具有重要的影响，诸如氨氮(Blackwell et al, 
2008)、浊度(Johnson et al, 2012)、生物需氧量(Johnson et 
al, 2010)等也得到了较多的研究(Johnson, 2015)。上述

研究多基于单因子效应分析，数据间关联性较差，不

能充分反映交互作用，很可能是结论不能统一的主要

原因。因此，具有较高契合度的综合性分析预评估方法

有待建立。 
响应面方法(Response surface methodology, RSM)

是数学和统计方法结合的产物，常被应用于寻找多参

数系统中的最佳条件(Karami et al, 2016; Kumar et al, 
2012; 韩建荣等 , 2017; 蒋彪等 , 2017; 陈晓彤等 , 
2017)，该方法不仅可以同时对影响生物量的各因素

和各因素的相互作用进行比较和优化，还可以快速确

定出各因素的最优水平，减少实验次数，节约时间，

目前已被广泛应用于微生物培养基优化中(韩建荣等, 
2017; 蒋彪等, 2017)。本研究采用 RSM 研究温度、

盐度、pH、磷酸盐、硝氮和氨氮对 VP 的生长影响，

获得具有较好准确性的响应模型，并探讨、评估了这

6 种理化因子的综合作用结果。 

1  材料与方法 

1.1  生物、化学材料与主要设备 

实验所用副溶血弧菌 (ACTT17802)为本实验室

保存。胰蛋白胨大豆肉汤(TSB)为青岛高科海博生物

技术有限公司产品。NaNO3、NH4Cl、Na3PO4、NaCl
和其他化学试剂皆为分析纯，其中，NaNO3 和 NH4Cl
为上海强顺化工有限公司产品，余者皆购自于国药集

团化学试剂有限公司。细菌培养采用上海知楚仪器公

司生产的 ZQZY-BG 型振荡培养箱。细菌培养液光密

度(OD600 nm)值采用 TU-1901/TU-1901 型紫外可见光

分光光度计(北京普析通用仪器有限公司)测定。溶液

酸碱度采用上海精科仪器有限公司生产的 PHS-3C 型

pH 计完成。接种实验在 10000 级洁净无菌室内完成。 

1.2  实验方法 

所有培养基都选用 TSB。将本实验室于–80℃冰

箱中保藏的菌种接种到斜面培养基上，30℃培养 24 h
以活化菌种。将活化好的菌种接种到 TSB 液体培养

基中，同时做 3 组平行，置于恒温培养箱中 30℃培

养 12 h，每隔 1 h 取样 1 次, 600 nm 下测定培养液吸

光度(OD600 nm 值)。 
温度、盐度和 pH 对 VP 生长的影响实验参照刘

代新等(2008)，简言之：以向 TSB 培养液中添加 NaCl
的百分含量作为盐度，配制 1%~10%共 10 个梯度；

温度实验为 10℃、20℃、25℃、30℃、35℃、37℃、

43℃共 7 个梯度；采用 1 mol/L 的 HCl 和 NaOH 调节

TSB 培养液酸碱度，配制 pH 5.00、6.00、7.00、7.50、
8.00、8.50、9.00 和 10.00 共 8 个梯度。向上述各液体

培养基中各接菌 1 环，分别培养并测定 OD 值。分析

结果，确定适合 VP 生长的最佳单因素条件范围，并

依据 RSM 中的 Box Behnken 中心组合原则，采用

Design-Expert 软件进行分析。然后选用分析所得的最

佳生长复合参数培养 VP, 并测定培养 18 h 后培养液的 
OD600 nm值(n=3)以证实该方法的可靠性。 

磷酸盐、硝酸盐和氨盐对 VP 的生长影响实验如

下：在上述优化参数基础上，分别以 Na3PO4、NaNO3

和 NH4Cl 作为磷酸盐、硝氮和氨氮的代表种类，分

别配制含有 0.2%~1%共 9 个梯度的 TSB 培养液。然

后按照上述方法培养 8 h 后测定 VP 的生长情况。为

了保证合适的盐度，如非特殊说明，实验所用的培养

液含 3% NaCl。 

1.3  数据处理 

RSM 是通过一系列确定性实验，用多项式函数

来近似隐式极限状态函数。通过合理地选取试验点和

迭代策略，来保证多项式函数能够在失效概率上收敛

于真实的隐式极限状态函数的失效概率。实验采用 
Design expert 8.0 软件进行数据处理，对温度、盐度

等环境理化因子与 VP 生长响应值进行二次方程回归

拟合，建立数学模型，用决定系数和回归方程的校正

系数来判断数学模型的拟合程度，多变量方差分析决

定方程的意义(Karami et al, 2016)。优化得到的实验

条件重复 3 次，以验证模型的准确性。 

2  结果与分析 

2.1  温度、盐度和 pH 对 VP 生长的单因子影响 

如图 1A 所示，环境温度为 10℃时，VP 基本上
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没有增殖；在 20℃~35℃范围内，随着温度的增加，

8 h 后 VP 培养液的 OD 值持续增加，最高值可达约

1.5；而超过 35℃时，OD 值则明显下降，说明 35℃左

右的环境温度最有利于 VP 的生长。由图 1B 可见， 
在 1%~3%范围内，随着盐度的增加，8 h 后 VP 培养

液的 OD 值持续增加，最高值可达 1.8；盐度高于 3%

情况下，8 h 后 VP 培养液的 OD 值随之增加而降低；

盐度为 10%时，VP 则几乎不能生长。同样，由图 1C
可知，在 pH5.0~8.0 范围内，其值的增加有利于 VP
的生长，而超过 pH8.0 后，酸碱度值与 OD 值呈负相

关。这些结果和前人的报道(Beuchat et al, 1973; 刘代新

等, 2008)吻合良好。 
 

 
 

图 1  温度(A)、盐度(B)和 pH(C)对 VP 生长的影响 
Fig.1  Effects of the temperature (A), salinity (B) and pH (C) on the growth of VP 

 
2.2  温度、盐度和 pH 对 VP 生长交互作用的 RSM

分析方案与结果 

根据单因子影响结果，我们选择合适的参数范围

进行三因素三水平 RSM 设计与实验，其方案与结果

见表 1。利用 Design expert 8.0 统计软件对实验数据

进行多元回归拟合，得到 VP 培养 8 h 后的 OD600 nm

值与 x(温度)、x1(盐度)、x2(pH)之间的二元多项回归

方程为： 
OD600=–33.01+6.88x2+0.32x+1.40x1–0.011xx2– 

0.07x1x2+6.42E–0.03xx1–0.40x2
2–3.61E–003x2–0.16x1

2 

对该模型进行方差分析见表 2。表 2 结果显示出，

基于 OD 值所建立的回归模型是显著的(P＜0.01)，但

是失拟检测结果也十分显著(P=0.0014＜0.01)，所以这

个方程由于失拟检测很小，表明拟合方程可能会无

效。但是实验中的纯误差均方较小(MS=0.005)，决定

系数 R2=0.9649，校正系数 R=0.9198，所以综合考虑

所有因素在内，拟合方程满足有效要求。 

表 3 为回归模型系数显著性检验结果。由表 3 可

以看出，pH 的一次效应对 VP 的生长影响达到显著

水平(P<0.05)，但温度和盐度的一次效应对其生长影

响不显著(P>0.05)；温度和盐度的二次效应对 VP 的

生长影响达到显著水平(P<0.01)；但温度、盐度和 pH
三者之间的交互作用对特定生长率的影响都不显著

(P>0.05)。 
利用 Design-Expert 软件对表 1 的数据进行二次

多元回归拟合 , 所得到的二次回归方程的响应面及

其等高线见图 2。等高线的形状反映交互效应的强弱

大小, 圆形表示 2 个因素交互作用不显著, 椭圆形表

示 2 个因素交互作用显著(Karami et al, 2016; 刘代新

等, 2008)。由图 2 可见，温度和盐度对 OD 值的影响

都是随着数值的增大先升高后降低，所以可以找到一

个极值点；等高线图接近椭圆形，表明温度、盐度交

互作用对 VP 的生长影响显著。利用 Design-Expert
软件对代表培养液中菌体浓度的 OD值的二次多项式
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数学模型解逆矩阵，得知 pH 为 8.00 时，温度和盐度

的最优实验条件分别为：34.5℃和 3%。 
 

表 1  温度、盐度、pH 响应面分析方案与实验结果 
Tab.1  Experimental results and RSM scheme of  

temperature, salinity and pH 

序号 
No 

pH 温度 
Temperature (℃) 

盐度 
Salinity 

OD600 nm

1 8.00 33.50 3.00 1.50

2 7.50 33.50 2.00 1.22

3 8.00 33.50 3.00 1.50

4 8.00 33.50 3.00 1.50

5 8.50 33.00 3.00 1.20

6 8.00 33.50 3.00 1.51

7 8.00 33.50 3.00 1.52

8 8.00 37.00 4.00 1.40

9 7.50 37.00 3.00 1.56

10 7.50 33.50 4.00 1.40

11 8.50 33.50 4.00 1.18

12 8.00 30.00 2.00 1.23

13 8.50 33.50 2.00 1.14

14 8.00 30.00 4.00 1.25

15 7.50 30.00 3.00 1.45

16 8.00 37.00 2.00 1.29

17 8.50 37.00 3.00 1.23
 
表 2  温度、盐度和 pH 对 VP 生长情况的回归模型方差分析 

Tab.2  Analysis of variance for effects of temperature, 
salinity and pH on the growth of VP 

项目 
Item 

平方和 
Sum of 
square 

df
均方 
Mean 
square 

F 值 
F value

P 值
P value

模型 Model 0.320 9 0.036 21.4 0.003

残差 Residual 0.012 7 1.678   

失拟 Lack of fit 0.011 3 3.808 47.6 0.001

纯误差 Pure error 3.200 4 0.005   

总和 Total 0.330 16    

注：决定系数 R2=0.9649，校正系数 R2=0.9198 
Note: R2=0.9649, Adj. R2=0.9198 
 

2.3  磷酸盐、硝氮和氨氮对 VP 生长的单因子影响 

选用最优的温度、盐度和 pH 参数，实验继续探

讨了磷酸盐、硝酸盐和氨盐对 VP 生长的单因子影响。

如图 3A 所示，当浓度超过 0.2%后，培养液中 Na3PO4

与 OD 值呈明显的负相关，当其值≥0.6%时几乎彻底抑

制了 VP 的生长。图 3B 显示在加入 0.2%~0.4% NaNO3  

表 3  温度、盐度和 pH 回归方程系数显著性检测 
Tab.3  The significance test for coefficients of established 

regression equation for temperature, salinity and pH 

项目
Item

系数估值
Coefficient 

estimate

标准
Standard 

95%CI 低 
95%CI 

low 

95%CI 高
95%CI 

high 

P 值 
P value

Intercept 1.510 0.018 1.460 1.550  

pH –0.110 0.014 –0.140 –0.076 0.0001

T 温度 0.044 0.014 9.505 0.078 0.0094

S 盐度 0.044 0.014 9.505 0.078 0.0194

pH×T –0.020 0.020 –0.068 0.028 0.3613

pH×S –0.035 0.020 –0.083 0.013 0.1312

T×S 0.022 0.020 –0.026 0.071 0.3083

pH2 –0.100 0.020 –0.150 –0.055 0.0014

T2 –0.044 0.020 –0.091 2.953 0.0022

S2 –0.170 0.020 –0.220 –0.120 ＜0.0001
 

时，OD 值随培养时间的增加快速增大(12 h 范围内)，
但是加入浓度在 0.6%~1%范围内时，OD 值增长则明

显减慢，因而呈明显的负相关。由图 3C 可知，类似

于 NaNO3 对 VP 生长的影响，在 0.2%~1%范围内，

培养液中 NH4Cl浓度的增加与 OD值增速也呈明显的

负相关，虽然其值为 1%时还不至于彻底抑制 VP 的

生长。比较而言，同浓度的 Na3PO4 抑制作用明显强于

硝酸盐和氨盐；NaNO3 和 NH4Cl 的抑制作用则没有明

显差别。 

2.4  磷酸盐、硝氮和氨氮对VP生长交互作用的RSM
分析方案与结果 

根据单因子影响结果，我们选择合适的参数范围

进行三因素三水平 RSM 设计与实验，其方案与结果

见表 4。利用 Design expert 8.0 统计软件对实验数据

进行多元回归拟合，得到以 x3(Na3PO4)、x4(NaNO3)、
x5(NH4Cl)为自变量，以 VP 培养 8 h 后的 OD600 nm 值

为因变量的二元多项回归方程为： 
OD600 nm=1.26–2.01–003×7.85x4–0.03×x4–0.09x3–1.96– 

0.04x4x5+2.32–0.04x4x3+3.075–0.04x3x5–1.47–0.04× 
x4

2–1.12–005×x5
2+2.42–0.03×x1

2 

对实验数据进行多元回归拟合，表 5 为 Na3PO4、

NaNO3 和 NH4Cl 对 VP 生长影响的回归模拟分析表。

从表 5 可知，模型非常显著(P<0.01)。失拟误差不显

著(P>0.01)，并且回归方程的决定系数 R2=0.9217，校

正系数 R2=0.8211，这些结果说明回归模型能解释

92.17% OD600 nm 响应值的变化。回归模型 F=9.16，
P=0.004＜0.01，说明 Na3PO4、NaNO3 和 NH4Cl 对

VP 生长的影响的模型是有效的。因此可以用上诉的

回归模型来分析和预测磷酸盐、硝氮和氨氮对该菌生

长的影响。 
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图 2  温度和盐度(A)、pH 和盐度(B)、pH 和温度(C)交互作用对 VP 生长影响的响应曲面和等高线 
Fig.2 Response surface plots and contour plots of the temperature & salinity (A), pH & salinity 

 (B) and pH & temperature (C) and their mutual interactions on the growth of VP 
 
对其回归模型方差分析进行显著性检验(表 6)，

一次方程中 Na3PO4、NaNO3 和 NH4Cl 对 VP 生长的

影响具有良好的线性(P<0.01)，三者之间进行正交的

相互效应结果对该菌生长的影响不显著(P>0.05)，只

有 Na3PO4 的二次方程显著(P<0.05)。 
利用 Design-Expert 软件对表 4 的数据进行二次

多元回归拟合 , 所得到的二次回归方程的响应面及

其等高线见图 4。由图 4 可知，代表 VP 数量的 OD600 nm

值随着 Na3PO4、NaNO3 和 NH4Cl 中任意一种物质浓

度的增加而明显降低，意味着磷酸盐、硝氮和氨氮对

该菌生长都具有显著影响；等高线近似椭圆形说明磷

酸盐、硝氮和氨氮对 VP 的生长影响都无明显的交作

效应(P>0.05)。 

3  讨论 

温度、盐度、pH 及营养盐等多种理化因子对 VP
的生长都具有不同程度的影响，对其进行系统探讨有

助于人们深入了解生态系统发展与演变规律。其中，

温度、盐度和 pH 三种因子的作用自 20 世纪 70 年代

就得到了科学界的重视(Beuchat et al, 1973; Young  
et al, 2015)。采用单因子分析，Beuchat 等(1973)研  
究了温度、盐度和 p H 对 V P 生存与存活规律 
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图 3  Na3PO4(A)、NaNO3(B)和 NH4Cl(C)对 VP 生长的影响 
Fig.3  Effects of the Na3PO4 (A), NaNO3 (B) and NH4Cl (C) on the growth of VP 

 
表 4  Na3PO4、NaNO3和 NH4Cl 响应面分析方案与实验结果 

Tab.4  Experimental results and RSM scheme of  
Na3PO4, NaNO3 and NH4Cl 

序号 
No 

NaNO3浓度 
Concentration of 

NaNO3 
(g/L) 

NH4Cl 浓度 
Concentration of 

NH4Cl 
 (g/L) 

Na3PO4浓度
Concentration 

of Na3PO4 
(g/L) 

OD600 nm

1 0.00 1.00 0.30 0.140
2 0.00 0.50 0.00 0.582
3 0.50 1.00 0.60 0.096
4 0.50 0.50 0.30 0.127
5 1.00 0.50 0.60 0.084
6 0.00 0.50 0.30 0.261
7 1.00 1.00 0.30 0.109
8 0.50 1.00 0.00 0.572
9 0.50 0.00 0.00 0.450

10 0.50 0.50 0.30 0.136
11 1.00 0.50 0.00 0.536
12 1.00 0.50 0.60 0.076
13 0.50 0.50 0.30 0.132
14 0.50 0.00 0.60 0.093
15 0.00 0.00 0.30 0.102
16 0.50 0.50 0.30 0.113
17 1.00 0.00 0.30 0.101

 
的影响；Randa 等(2004)研究了温度和盐度对弧菌种

群动力学的影响。而本实验不但分析了这 3 种因子的

单因素作用效果，还采用 RSM 建立了多因素复合 

表 5  Na3PO4、NaNO3 和 NH4Cl 对副溶血弧 
菌生长情况的回归模型方差分析 

Tab.5  Analysis of variance for effects of Na3PO4,  
NaNO3 and NH4Cl on the growth of VP 

项目 
Item 

平方和 
Sum of square

df 均方 
Mean square 

F 值
F value

P 值
P value

模型 Model 1.750 9 0.190 9.2 0.004
残差 Residual 0.150 7 0.021   
失拟 
Lack of fit 

0.130 3 0.042 7.3 0.042

纯误差 
Pure error 

0.023 4 5.750   

Total 1.900 16    

注：决定系数 R2=0.9217，校正系数 R2=0.8211 
Note: R2=0.9217, Adj. R2=0.8211 

 

表 6  Na3PO4、NaNO3 和 NH4Cl 回归方程系数显著性检测 
Tab.6  The significance test for coefficients of established 

regression equation for Na3PO4, NaNO3 and NH4Cl 

项目 
Item 

系数估值
Coefficient 

estimate

标准 
Standard 

95%CI 低 
95%CI low 

95%CI 高
95%CI 

high 

P 值
P value

Intercept 0.350 0.065 0.200 0.500  
A-NaNO3 –0.190 0.052 –0.310 –0.068 0.0077
B-NH4Cl –0.180 0.052 –0.300 –0.061 0.0093
C-Na3PO4 –0.330 0.052 –0.460 –0.210 0.0003
AB –0.079 0.073 –0.250 0.094 0.3172
AC 0.047 0.073 –0.130 0.220 0.5438
BC 0.061 0.073 –0.110 0.230 0.4267
A2 –0.059 0.071 –0.230 0.110 0.4337
B2 –4.500 0.071 –0.170 0.160 0.9513
C2 0.240 0.071 0.074 0.410 0.0113
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图 4  Na3PO4 和 NH4Cl(A)、Na3PO4 和 NaNO3(B)、NaNO3 和 NH4Cl(C)交互作用对 VP 生长影响的响应曲面和等高线 
Fig.4  Response surface plots and contour plots of Na3PO4&NH4Cl (A), Na3PO4&NaNO3  

(B) and NaNO3&NH4Cl (C) and their mutual interactions on the growth of VP 
 

作用下 VP 的生长模型，获得了该菌的最佳培养参数，

其值与前人报道吻合良好。此外，二次回归模型决定

系数 R2=0.9649，校正系数 R2=0.9198，再次说明本实

验所建 RSM 分析的可靠性。较之于历史上的其他研

究方法，RSM 最大的优点是实验次数少、灵活、方

便，可以全面考虑各因素间的交互作用，并把待分析

因子的实验结果函数化，从而快速得到研究对象(们)
与响应值之间的关系(韩建荣等, 2017)。因此，新方

法有助于人们更便捷地理解和预测环境因子变化对

VP 生态动力学带来的影响。 
营养盐，如磷酸盐、硝氮和氨氮对 VP 的生长代

谢也具有显著的影响(Bjk et al, 2017; Criminger et al, 

2007; Oliver et al, 1983)。由于 PO4
3+能螯合二价金属

阳离子，且降低细胞壁的稳定性以及许多细胞的热稳

定性，因而抑制细菌的生长(Mccarter et al, 1987; 尹
守亮等, 2015)。氨氮参与生物体内氧化还原循环，影

响细胞壁上蛋白的运转(梁艳等, 2011)。目前对其毒性

的 研 究 主 要 集 中 在 鱼 虾 类 神 经 元 去 极 化

(Hermenegildo et al, 2000)及导致机体酶失活(Ching 
et al, 2009; 尹守亮等, 2015)等方面。虽然高氨氮水域

中细菌的种群较少(Zhang et al, 2014)，但其对细菌的

具体毒理作用目前鲜有报道。目前硝氮对 VP 的生长

也尚末得到详细的研究。本实验中，在单因素实验基

础上利用 RSM 针对培养基中的营养盐-VP 生长进行
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分析，建立了 Na3PO4、NaNO3 和 NH4Cl 含量变化对

OD600 nm 值的二次回归方程模型。通过回归模型方差

分析得知，磷酸盐、硝氮和氨氮对 VP 生长影响都很

显著(负相关)。这个结论很好地从侧面印证了前人的

报道(Bjk et al, 2017; Mccarter et al, 1987)。通过响应曲

面和等高线图的直观分析可知，磷酸盐、硝氮和氨氮

之间的交互作用影响不明显。 
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Study on the Effects of Temperature, Salinity, pH, Phosphate, Nitrate, and 
Ammonium on the Growth of Vibrio parahaemolyticus  

Using Response Surface Methodology 

HUANG Mengshi1,2, YANG Qianqian1,2, ZHANG Yan2, JIANG Xiaoyu1,2, ZHAO Jun2,  
ZHANG Xuzhi2,3, DING Dongsheng2, QU Keming2,3①

 
(1. College of Marine Sciences, Shanghai Ocean University, Shanghai  201306; 2. Yellow Sea Fisheries Research Institute, 
Chinese Academy of Fishery Sciences, Qingdao  266071; 3. Laboratory for Marine Fisheries Science and Food Production 

Processes, Pilot National Laboratory for Marine Science and Technology (Qingdao), Qingdao  266071) 

Abstract    Vibrio parahaemolyticus (VP), which is ubiquitous in the marine environment, is one of the 
key foodborne pathogens affecting humans. It is thus of great significance for both scientific research and 
public safety that we understand how and what environmental factors affect its growth. To determine the 
functional relationship between a combination of environmental factors and VP growth, in this study the 
effects of temperature, salinity, pH, phosphate, nitrate, and ammonium on the growth of this kind of 
bacteria were investigated using response surface methodology (RSM). First, a Box-Behnken design was 
used to optimize the three critical internal factors of temperature, salinity and pH for this species, using 
optical density (OD600 nm) as a marker for the growth of VP. It was found that for these factors, the 
optimum parameters were 34.5℃, 3%, and 8.0, respectively. Based on these results, the combined effects 
of phosphate, nitrate, and ammonium on the growth of VP were then further studied with the same method 
to develop a response model. The coefficient of determination (R2) of the model equation was 0.9217, 
while the correction coefficient (R2) was 0.8211. The regression model had an F-value of 9.16, and was 
thus statistically significant (P=0.004). These results indicated that the model proposed herein had 
satisfactory accuracy. Results obtained from verified testing were also in good agreement with those 
obtained with the model. Clearly, phosphate, nitrate, and ammonium all exhibited negative effects on the 
growth of VP. These outcomes are beneficial to the culture of VP, and even to the establishment of early 
warning systems for marine environments and seafood safety. 
Key words    Vibrio parahaemolyticus; Growth; Physical and chemical factors; Impact analysis; 
Response surface methodology 
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