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基于响应面法分析乌梅和抗生素对哈维氏弧菌的协同抑制作用
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摘要： 为了给哈维氏弧菌 (Vibrio harveyi) 疾病防治新手段的开发提供基础实验数据，筛选了协同抗哈维氏弧菌的

乌梅 (Fructus mume) 水提液与抗生素复合物。首先绘制药物浓度对数对抑菌圈直径标准曲线，采用全组合法筛

选与乌梅水提液具有协同抗菌活性的抗生素，然后采用中心组合设计法 (CCD) 结合响应面法 (RSM) 分析乌梅水

提液与筛出抗生素复合后两两药物间的交互作用，并确定最佳复合配比。全组合法筛出的四环素、土霉素、金

霉素和强力霉素分别与乌梅水提液具有协同抗菌作用，RSM 分析显示将这 4 种药物复合后，乌梅水提液与土霉

素对哈维氏弧菌存在显著协同抗菌作用；土霉素分别与金霉素和强力霉素存在交互抑制作用；乌梅水提液、土

霉素、金霉素和强力霉素最佳复合配比为 45∶0.12∶0.00∶0.00 (mg·mL–1)。模型预测最优复合物对哈维氏弧菌

的抑菌圈直径为 18.54 mm，琼脂扩散法平行 3 次测得该复合物的抑菌圈直径为 (19.03±0.07) mm，相对误差为

2.6%，表明该方法结果可靠，为考察药物间的交互作用提供了新思路。
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Abstract:  To provide basic experimental data for developing protocols to prevent and cure the disease caused by Vibrio harveyi,

we collected the compound of Fructus mume water extract and antibiotics, which has synergism of antibacterial activity against V.

harveyi. First, we plotted the standard curves of concentration logarithms versus inhibitory zone diameters of the test drugs, and used

comprehensive combination experimental design method to screen the antibiotics which had synergism effect with F. mume water

extract. Then, we applied central concentration design (CCD) with response surface methodology (RSM) to investigate the interac-
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tion among F. mume water extract and antibiotics against V. harveyi and to find their optimum combination. Results show that signi-

ficant synergism existed between F. mume water extract and tetracycline, oxytetracycline, aureomycin and deoxytetracycline. RSM

results indicate that the synergism between F. mume water extract and oxytetracycline contributed to the most significant effect on

the antibacterial activity against V. harveyi. However, antagonism effect existed between oxytetracycline and aureomycin, and

between oxytetracycline and deoxytetracycline. The optimum ratio of F. mume water extract, oxytetracycline, aureomycin and

deoxytetracycline was 45∶0.12∶0.00∶0.00 (mg·mL–1). For this optimum combination, the predictive inhibitory zone diameter was

18.54 mm. According to cup method, agar diffusion method with three replicates, the practical maximum inhibitory zone diameter

was (19.03±0.07) mm, and the relative error between predictive values and actual values was 2.6%. Thus, RSM is a reliable ap-

proach to describe the relationship among test drugs and inhibitory zone diameter.
Key words: Vibrio harveyi; Fructus mume; antibiotics; response surface methodology; synergism effect

近年来，为了满足人们对海产品与日俱增的需

求，海水养殖规模不断扩大，养殖环境恶化日趋严

重，导致病害频发，成为海水养殖可持续发展的瓶

颈问题[1-3]。哈维氏弧菌 (Vibrio harveyi) 是一种革

兰氏阴性菌，广泛分布于海洋环境中，是海水养殖

动物的重要致病菌，给海水养殖业造成了巨大损

失[4-6]。抗生素因其起效快、效果好等优点，成为

防治海水养殖动物病害的常用药[7]。然而由于抗生

素存在病菌耐药、环境污染和药物残留等负面影

响，必须科学合理使用[8-9]。中草药具有抗菌、抗

病毒、抗虫、抗应激、增加食欲、提供营养、促进

生长和增强免疫力等多重功效；且因中草药为天然

药物，在机体内容易消除、在环境中容易降解、毒

副作用小，具有很好的开发前景。然而中草药一般

具有起效慢、作用温和、对突发性疾病的控制力弱

等缺点，因而应用受限[10]。已有研究表明中草药富

含活性成分，部分活性成分本身就具有抗菌活性，

或可以增强抗生素的抗菌活性[11]。因此，将中草药

联合低剂量抗生素进行应用，可降低两者用量、降

低病原菌耐药机率和药物残留风险，两者共同应用

于水产养殖动物病害，被认为是最有前途的水产动

物病害防控手段之一[12]。然而，并非所有的中草药

与抗生素之间都存在协同作用，为了更好地将中草

药联合抗生素应用于水产动物病害防控中，研究其

交互作用非常必要[13-14]。

响应面法 (RSM) 常用于工艺条件优化[15-16]。

RSM 在合理的实验设计下，能以最少的实验点

数，获取最大限度的实验信息，其采用多元二次回

归法作为函数估计的工具，研究各因素间对考察指

标 (响应值) 的交互影响，精确地描述各因素和响

应值之间的关系。乌梅 (Fructus mume) 是由双子叶

植物药蔷薇科植物梅的干燥近成熟果实加工而

成[17]。已有研究表明乌梅提取液具有显著的抗哈维

氏弧菌活性[18-20]，本文在采用琼脂扩散法确认乌梅

水提液体外抗哈维氏弧菌活性的基础上，采用全组

合方法初步筛选与乌梅水提液具有协同效应的抗生

素，然后采用中心组合实验设计方法 (CCD) 结合

RSM，分析乌梅水提液与抗生素对哈维氏弧菌的

抑制活性，以确定乌梅水提液与抗生素之间的最佳

配比，为乌梅联合抗生素防治弧菌病提供实验依据。

1    材料与方法

1.1    实验原料、试剂与仪器

乌梅购于海南源安隆药品超市；强力霉素、金

霉素和土霉素购于宁波瑞源生物科技有限公司 (粉
剂，HPLC≥99.8%)；链霉素和新霉素购于北京拜

尔迪生物技术公司 (粉剂，HPLC≥99.8%)，四环

素购于 Sigma 公司 (粉剂，HPLC≥99.8%)；哈维

氏弧菌为本实验室分离鉴定和保存。

液体培养基 (g·L–1) 为酵母粉 1、蛋白胨 5、氯

化钠 (NaCl ) 30、牛肉膏 3，用 1 mol·L–1 的氢氧化

钠 (NaOH) 或盐酸 (HCl) 调节 pH 至 7.5；半固体培

养基 (上层培养基) 由液体培养基中加入 1% 的琼脂

粉制备而成；固体培养基 (下层培养基) 由液体培

养基中加入 2%的琼脂粉制备而成。

1.2    实验方法

1.2.1   乌梅水提液样品制备      乌梅在 80 ℃ 烘箱

中干燥 2 h，去核，研钵研碎，过 40目筛，称 5.0 g
于 250 mL 具塞三角瓶中，加 50 mL 去离子水，浸

润 30 min，沸水浴提取 30 min，8 000 r·min–1 离心

10 min，取上清过 0.22 μm 微孔滤膜，制成药物质

量浓度为 1 g·mL–1 的乌梅水提液样品。

1.2.2   体外抗哈维氏弧菌活性测定      菌悬液的制

备：冻存的哈维氏弧菌转移至液体培养基中，
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30 ℃、 150 r·min–1 培养 24 h，按 1‰接种量接入

新液体培养基中，30 ℃、150 r·min–1 培养 16 h，
按此条件再传一代，培养液 3 000 g离心 10 min，收

集菌体，用无菌生理盐水重悬菌体并将其 OD600 nm

调整至 0.8 (活菌数约为 2.82×108 CFU·mL–1)，制成

菌悬液。

抗哈维氏弧菌体外抑菌活性测定参考 Tramer
和 Flower[21]。将固体培养基湿热灭菌后，趁热倒

入培养皿中，每个培养皿 15 mL，平放静置冷凝，

按体积分数 2% 接种量将菌悬液接入低于 50 ℃ 未

冷凝的半固体培养基中，然后倒入含冷凝的固体培

养基培养皿中，每个培养皿 10 mL，摇匀，平放静

置冷凝。用直径 5 mm 打孔器在双层培养基上均匀

打 3 个孔，在每个孔中加 60 μL 样品液，30 ℃ 培

养 16 h，用游标卡尺测量抑菌圈直径，每个样品平

行测 3次，取平均值作为该样品的抑菌圈直径。

标准曲线绘制。按表 1 设计浓度，制备 6 个等

比浓度梯度的乌梅水提液和抗生素标准溶液，琼脂

扩散法测定其抑菌圈直径，以浓度对数为横坐标

(C)，抑菌圈直径为纵坐标 (Y，cm)，绘制标准曲线。

C3 = 10[(Y2−B1)/A1]

10[(Y1−B2)/A2]

1.2.3   全组合方法考察乌梅水提液与抗生素间交

互作用      乌梅水提液与抗生素进行一一复合，乌

梅和抗生素药物浓度与抑菌圈直径间的相关曲线回

归方程分别为 Y=A1lgC+B1 和 Y=A2lgC+B2，复合

液中乌梅水提液和抗生素的浓度分别为 C1 和 C2，

未复合时，两种药物在该两个浓度下的抑菌圈直径

分别为 Y1=A1lgC1+B1 和 Y2=A2lgC2+B2，而乌梅水

提液抑菌圈直径达 Y2 时其浓度为 ；

抗生素抑菌圈直径为 Y1 时药物浓度为 C 4 =
；假设乌梅水提液和抗生素复合后不存

在交互作用，则其抑菌圈直径范围应该介于 Y3=
A1lg(C1+C3)+B1 和 Y4=A2lg(C2+C4)+B2 区间，如果

抑菌圈直径小于 Min(Y3，Y4)，则乌梅水提液和抗

生素间存在交相抑制作用；而其抑菌圈直径大于

Max(Y3，Y4)，则 A 和 B 药物存在交互促进作用，

促进率为[Y–Max(Y3,Y4)]/Max(Y3, Y4)×100%。

1.2.4   CCD 和 RSM 方法考察乌梅水提液与抗生

素间交互作用      乌梅水提液与 1.2.3 筛出的与其

存在协同作用的抗生素作为考察因素，进行 CCD
设计实验，然后以抑菌圈直径作为响应值，进行

RSM 分析，分析各因素对响应值的影响和各因素

之间的交互作用，以寻找各因素之间的最优配比。

2    结果

2.1    标准曲线的绘制

按照 1.2.2 的标准曲线绘制方法，绘制乌梅水

提液、四环素、土霉素、强力霉素、金霉素、新霉

素和链霉素的标准曲线，各标准曲线及其参数见

表 1。由表可知，各标准曲线的相关系数 (R2) 高
于 0.927 4，表明各药物的浓度对数与抑菌圈直径

呈较好的线性关系，可根据标准曲线计算其浓度范

围内各药物的抑菌圈直径。

2.2    全组合实验考察乌梅水提液与抗生素之间的

交互作用

采用 1.2.3 全组合实验设计方法考察乌梅水提

液与 6 种抗生素对哈维氏弧菌的交互作用，它们的

复合方案、估算的抑菌圈直径范围和实际测量值见

表 2。由表可知乌梅水提液与四环素、土霉素、强

力霉素和金霉素之间有显著的交互促进作用，与新

霉素和链霉素之间有显著的交互抑制作用。

表1    各药物的标准方程及其参数

Tab.1    Standard functions and parameters of each drug

药物名称

drug
标准曲线

standard curve
质量浓度范围/mg·mL–1

range of concentration
R2

乌梅水提液 F. mume water extract Y=8.688 0lgC−5.799 0 20~100 0.939 6

四环素 tetracycline Y=7.088 0lgC+18.893 8 0.07~0.52 0.986 9

土霉素 oxytetracycline Y=5.400 1lgC+14.388 4 0.03~0.58 0.961 9

强力霉素 deoxytetracycline Y=3.927 2lgC+15.835 6 0.10~1.55 0.935 5

金霉素 aureomycin Y=3.667 4lgC+16.121 0 0.03~0.58 0.991 4

新霉素 neomycin Y=7.116 0lgC+15.598 0 0.10~0.80 0.941 0

链霉素 streptomycin Y=10.134 1lgC+15.950 4 0.15~0.65 0.927 4
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2.3    响应面法考察乌梅水提液与抗生素间的交互

作用

表 2 的结果显示对乌梅水提液抗菌活性的促进

作用由高到低为土霉素>金霉素>强力霉素>四环

素，选择促进效率最强的前 3 种抗生素 (土霉素、

金霉素和强力霉素) 与乌梅水提液进行复合，进行

四因素三水平的 CCD 实验，其因素水平见表 3，
设计方案与实验结果见表 4。

以抑菌圈直径作为响应值 (Y)，各药物的浓度

编码值作为变量，采用 SAS RSREG 程序对实验结

果进行 RSM分析实验，回归模型如式：

Y=16.648 3+0.142 5X1+0.197 8X2−0.001 3X3+
0.063 0X4+0.064 9X1

2+0.246 3X1X2+0.139 0X1X3+
0.008 8X1X4+0.040 6X2

2−0.042 5X2X3−0.473 3X2X4+
0.063 4X3

2+0.008 0X3X4+0.039 4X4
2

模型的相关系数 (R2) 为 0.827 6，说明响应值

82.76% 的信息量由所选变量引起，采用 F 检验法

对模型进行显著性检验，其 Pr>F 值为 0.009 4，
表明模型显著可靠，采用 F 检验法对模型中各项

系数进行显著性检验，结果见表 5，由表可知，在

设计的浓度范围内，乌梅水提液 (X1) 和土霉素

F(X3)

F(X4)

(X2) 的浓度对抑菌圈直径影响显著，土霉素的浓度

对其影响为极显著，而金霉素 (X3) 和强力霉素

(X4) 在低浓度范围内对抑菌圈直径的影响并不显

著。乌梅水提液与土霉素之间 (X1X2) 存在显著协

同作用，而乌梅水提液与金霉素 (X1X3)、强力霉

素 (X1X4) 之间的相互促进作用不显著。土霉素与

金霉素组合 (X2X3)以及土霉素与强力霉素组合

(X2X4) 在模型中系数为负，表明土霉素与金霉素和

强力霉素之间均存在拮抗作用，且 X2X4 的 F 检验

结果呈极显著水平 (Pr>F 值小于 0.01)，金霉素和

强力霉素对响应值的促进作用并不显著 (Pr> 和

Pr> 值均大于 0.10)，所以考虑复合时不添加金

霉素和强力霉素。图 1~图 6为两两药物之间的交

互作用响应曲面图，可以直观地观察到两两药物对

响应值的影响；由图 1可知 Y 沿着 (–1，–1)至 (1，1)
直线剧增，表明乌梅水提液与土霉素存在显著的交

互促进作用，图 2 和图 3 也呈图 1 类似趋势，但它

们两两因素之间的交互促进作用不如图 1 显著；

图 4 和图 5 的响应曲面为凹曲面，且它们的至高点

位于 (–1，1) 和 (1，–1) 区域，表明土霉素与金霉

素、强力霉素之间存在交互抑制作用，图 4 的响应

表2    全组合实验结果

Tab.2    Experimental design and results of combination of F. mume water extract and antibiotics

抗生素

antibiotics

质量浓度/mg·mL–1

concentration
抑菌圈直径范围/mm
inhibitory zone diameter 相互促进效率/%

synergism efficiency乌梅水提液

F. mume water extract
抗生素

antibiotics
估算值

predicted value
测量值

actual value

四环素 tetracycline

50

0.13 13.43~13.83 15.47±0.06 11.88

土霉素 oxytetracycline 0.27 12.05~12.93 16.60±0.08 28.37

强力霉素 deoxytetracycline 0.20 13.23~14.18 16.27±0.09 14.73

金霉素 aureomycin 0.13 13.01~14.02 16.32±0.07 16.35

新霉素 neomycin 0.20 12.04~12.50 10.64±0.09 −

链霉素 streptomycin 0.20 11.53~11.96   8.35±0.04 −

　注：− 表示无交互促进作用

　Note: − indicates no synergism effect.

表3    乌梅水提液与抗生素复合CCD设计因素水平表

Tab.3    Factors and levels of CCD for combination of F. mume water extract and antibiotics mg·mL–1

水平

level
乌梅水提液 (X1)

F. mume water extract
土霉素 (X2)

oxytetracycline
金霉素 (X3)
aureomycin

强力霉素 (X4)
deoxytetracycline

–1 15 0.06 0.05 0.02

0 30 0.09 0.08 0.04

1 45 0.12 0.11 0.06
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曲面相对平缓，表明土霉素和金霉素之间的交互抑

制不是很显著，图 5中 (1，1) 区域的响应值显著低

于 (–1，1) 和 (1，–1)区域，表明土霉素与强力霉

素之间存在显著抑制作用；图 6 整个响应曲面都很

平缓，表明金霉素和强力霉素对响应值的影响不

显著。

综上所述，采用模式搜索法对响应模型最优化

配方进行搜索，结果显示，在模型可预测范围内，

V (乌梅水提液 )∶m (土霉素 )∶m (金霉素 )∶m
(强力霉素) 的最佳配比为 45∶0.12∶0.00∶0.00
(mg·mL–1)，在此最佳复合配比方案下，模型预测

其抑菌圈直径 (Y )为 18.54 mm。

2.4    验证实验

按照 2.3 中的乌梅水提液与抗生素复合配比方

案 V (乌梅水提液)∶m (土霉素)∶m (金霉素)∶m
(强力霉素)=45∶0.12∶0.00∶0.00 (mg·mL–1)，模型

预测最佳配比的复合物抑菌圈直径为 18.54 mm，

琼脂扩散法 3 次平行检测最佳复合物的抑菌圈直径

为 (19.03±0.07) mm，相对误差 2.6%，表明该方法

确实可行。

3    讨论

据报道，乌梅提取液有显著的体外抗哈维氏

弧菌活性[18-20]，其最小抑菌浓度 (MIC) 为 12.5~
25.0 mg·mL – 1，本研究采用琼脂扩散法检测其

MIC 低于 20 mg·mL–1(乌梅水提液标准曲线最低浓

度值)，与文献报道基本相符。中草药与抗生素协

同防治水产动物疾病，可降低病原菌耐药机率及药

物残留风险和毒副作用，然而必须在全面了解两者

间交互作用的基础上，才可以将两者科学合理地联

合应用[22-23]。目前常采用的方法有棋盘法、时间-
杀菌曲线 (time-killing) 法和琼脂扩散法。棋盘法因

采用微孔板作为病原菌培养容器，培养容量小，病

原菌生长受外界因素干扰大，结果准确度难以得到

保障，且仅限于考察两两药物之间的交互作用[24-25]；

而时间-杀菌曲线法则较为费时费力[12,26]。为此本

研究采用操作简便、结果可靠的琼脂扩散法首先考

察两两药物之间的交互作用[27]，结果显示四环素类

抗生素土霉素、金霉素和强力霉素均对乌梅水提液

的体外抗哈维氏弧菌活性具有促进作用，而氨基糖

苷类抗生素链霉素和新霉素对乌梅水提液的体外抗

哈维氏弧菌活性存在拮抗作用。

采用 CCD 结合 RSM 法考察乌梅水提液、土

霉素、金霉素和强力霉素复合后两两药物间的交互

作用。姚远等[28]成功采用 RSM 方法考察了乳酸

表4    CCD设计方案及其实验结果

Tab.4    Design and results of CCD

序号

No.
X1 X2 X3 X4 Y/mm

序号

No.
X1 X2 X3 X4 Y/mm

1 –1   –1   0 0 16.96±0.02 15 0 1 –1   0 17.06±0.07

2 –1   1 0 0 16.66±0.03 16 0 1 1 0 16.81±0.09

3 1 –1   0 0 16.51±0.14 17 –1   0 –1   0 16.53±0.16

4 1 1 0 0 17.20±0.13 18 –1   0 1 0 16.33±0.08

5 0 0 –1   –1   16.67±0.04 19 1 0 –1   0 16.85±0.05

6 0 0 –1   1 16.92±0.07 20 1 0 1 0 17.21±0.09

7 0 0 1 –1   16.72±0.05 21 0 –1   0 –1   15.83±0.04

8 0 0 1 1 17.01±0.04 22 0 –1   0 1 16.97±0.08

9 –1   0 0 –1   16.67±0.06 23 0 1 0 –1   17.33±0.12

10 –1   0 0 1 16.55±0.03 24 0 1 0 1 16.59±0.08

11 1 0 0 –1   16.87±0.08 25 0 0 0 0 16.61±0.08

12 1 0 0 1 16.79±0.07 26 0 0 0 0 16.68±0.05

13 0 –1   –1   0 16.55±0.09 27 0 0 0 0 16.66±0.04

14 0 –1   1 0 16.47±0.08
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钠、茶多酚与壳聚糖抑制铜绿假单胞菌 (Pseudo-
monas aeruginosa) 的交互作用，发现三者对铜绿假

单胞菌的抑制效果 (从大到小)为乳酸钠＞壳聚糖＞

茶多酚；乳酸钠和茶多酚存在明显的拮抗作用；乳

酸钠和壳聚糖存在明显的协同作用；而茶多酚和壳

聚糖之间交互作用不显著，并获得乳酸钠 (mg) 和

表5    RSM统计分析结果

Tab.5    Statistical results of RSM analysis

来源

source
自由度

df
平方和

SS
均方差

MS
F Pr>F

X1 1 0.243 7 0.243 7 6.953 8 0.021 7

X2 1 0.469 7 0.469 7 13.402 7   0.003 3

X3 1 0.000 0 0.000 0 0.000 6 0.980 7

X4 1 0.047 6 0.047 6 1.359 2 0.266 3

X1
2 1 0.022 4 0.022 4 0.640 6 0.439 1

X1X2 1 0.242 6 0.242 6 6.921 9 0.021 9

X1X3 1 0.077 3 0.077 3 2.205 5 0.163 3

X1X4 1 0.000 3 0.000 3 0.008 7 0.927 1

X2
2 1 0.008 8 0.008 8 0.251 2 0.625 3

X2X3 1 0.007 2 0.007 2 0.206 2 0.657 9

X2X4 1 0.895 9 0.895 9 25.565 5   0.000 3

X3
2 1 0.021 4 0.021 4 0.611 3 0.449 5

X3X4 1 0.000 3 0.000 3 0.007 3 0.933 3

X4
2 1 0.008 3 0.008 3 0.236 0 0.635 9

模型 model 14 2.018 1 0.144 1 4.113 6 0.009 4

线性项 linear 4 0.761 0 0.190 3 5.429 1 0.009 9

平方项 quadratic 4 0.033 6 0.008 4 0.239 6 0.910 5

交互项 cross product 6 1.223 5 0.203 9 5.819 2 0.004 8

残差 error 12 0.420 5 0.035 0

失拟项 lack of fit 10 0.417 6 0.041 8 28.793 5   0.034 0

净误差 pure error 2 0.002 9 0.001 5

总和 total 26 2.438 6
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壳聚糖 (mL) 最佳复合配比为 62.5∶3.17。本研究

结果显示土霉素、金霉素和强力霉素均与乌梅水提

液在哈维氏弧菌的体外抑制活性上存在显著的协同

促进作用，而土霉素分别与金霉素和强力霉素在体

外抗哈维氏弧菌活性上存在显著的交互抑制作用。

经过 CCD 结合 RSM 优化，获得乌梅水提液、金

霉素、土霉素和强力霉素的最佳配比并根据模型给

出预测值，在最佳配比方案下进行了验证实验，表

明该方法确实可行。

研究表明，乌梅主要抑菌成分为柠檬酸等有机

酸类，其抗菌机制主要包括：通过破坏菌质膜内侧

的磷脂酰丝氨酸，从而破坏其细胞膜系统，使细胞

内容物外泄而导致细菌死亡；阻滞 DNA 的合成进

而抑制细胞分裂；柠檬酸从转录水平降低细菌荚膜

多糖生物合成从而达到抑杀菌效果[29]。四环素类抗

生素通过与细菌胞内核糖体 30S 亚基形成可逆结

合体，抑制蛋白质合成；也可通过结合线粒体

70S 亚基，抑制线粒体蛋白质的合成[30]。乌梅与四

环素类抗生素作用机制和靶位不同，这可能是两者

之间存在协同抗哈维氏弧菌的原因，然而两者的协

同抗菌机制仍需进一步研究。虽然本研究结果表明

乌梅水提液与四环素类抗生素具有体外协同抗哈维

氏弧菌作用，但应用于防治哈维氏弧菌引发的动物

疾病还需结合药物动力学与药效学等多因素进行

研究。
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