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设计与响应面法优化毕赤酵母产重组

抗菌肽
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发酵培养基"
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摘
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要"目的
!

通过优化毕赤酵母产重组抗菌肽
""=)9

的培养基组成!以最大程度提高重组蛋白产率%方法
!

采用
ZH7IPCDD=

[MGN7A

设计法对培养基中相关影响因素的效应进行评价#然后进行最陡爬坡实验逼近最佳响应面"

Y!T

$区域#最后通过中心组

合设计
Y!T

实验建立二次回归模型以确定最佳培养基配方%结果
!

经优化后的培养基发酵产重组蛋白水平相较于初始培养基提

高了约
((5

%结论
!

ZH7IPCDD=[MGN7A

设计和
Y!T

可以很好地对毕赤酵母产重组抗菌肽
""=)9

的发酵培养基进行优化%

关键词"抗菌肽
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设计#
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响应面法
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抗菌肽是天然免疫系统的重要效应分子'

'

(

#抗菌肽
""=)9

是存在于人体的阳离子抗菌肽#具有抗菌#结合内毒素#促进创

伤修复#诱导血管生成#以及抑制肿瘤细胞生长等生物学功能#

因而#对其开发利用越来越受到人们的重视)毕赤酵母产重组

抗菌肽
""=)9

是通过对人源抗菌肽
""=)9

基因优化设计后得

到的具有潜在抗菌活性的物质#该分子经诱导后可稳定表

达'

(

(

)基于已有的发酵条件资料#采用
ZH7IPCDD=[MGN7A

设计

和响应面$

Y!T

&法对毕赤酵母发酵产重组抗菌肽
""=)9

的发

酵培养基进行优化'

)=*

(

#以期通过合理的实验设计#达到提高重

组蛋白产率和降低发酵成本的目的)

$
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材料与方法
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!

菌种来源
!

重组抗菌肽
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表达毕赤酵母株!
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初始发酵培养基
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甲醇)
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方法

$+'+$

!

培养方法
!

原始菌液与发酵培养基体积比为
'g(-

#

接种后
),^

旋转培养#转速为
(,,G

"

N@A

#培养时间为
(*F

)

$+'+/

!

提取表达蛋白
!

将培养后的菌液经超声处理#裂解细

胞#离心后洗涤+溶解#保存在
*^

冰箱中待用)

$+'+'

!

检测方法
!

采用高效液相色谱法$

aZ"<

&分析#对重

组蛋白水平进行定量#液相系统采用日本岛津
"<=',&

#蛋白

提取物通过
a

L

1G?2

8

FCGC<'.

分析柱$

*+/NN_(-,+,NN

&

进行分析#流动相为
,+'5

磷酸
g

乙腈
:)(g/.

$体积比&#流

速为
,+(N"

"

N@A

#紫外检测波长
((-AN

#柱温为
(-^

)
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设计实验
!

根据毕赤酵母生长所需

条件#结合培养基成分选择的单因素实验结果#本研究的实验

因素确定了
0

个影响重组蛋白产率的培养基成分#选用
,:'(

的
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设计表'

-

(

)实验设计和数据分析皆采用

T@A@D7K

软件#评价指标$响应值&为重组蛋白水平$

E

"

"
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最陡爬坡实验
!

通过
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设计实验#得到

影响重组蛋白产率的重要因素#以此为基础#设计培养基组分#

*
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安排实验分组#做最陡爬坡实验)

$+'+)

!

中心组合优化培养基
!

以最陡爬坡实验的结果为基

础#应用
[?e=[CAFAPCA

的中心组合实验$

<<$

&#确定实验水平

的中心点和步长#通过实验数据得到影响因素与响应值之间的

函数关系)实验设计和数据分析皆采用
T@A@D7K

软件进行#评

价指标$响应值&为重组蛋白水平$

E

"
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&)

$+1

!

统计学处理
!

采用
#eICH(,,9

软件和
T@A@D7K'/

软件对

数据进行统计分析#计量资料采用两独立样本
A

检验进行比

较#

!

%

,+,-

为差异有统计学意义)

/

!

结
!!

果
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!
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实验设计处理及相应值
!

结合毕赤酵

母产重组抗菌肽
""=)9

培养基成分选择的单因素实验#设计

实验因素和水平#培养后得重组蛋白量#见表
'

)实验结果分析

见表
(

#葡萄糖+硫酸铵+蛋白胨+微量元素这
*

个因素的可信

度都在
0,5

以上#其中葡萄糖+硫酸铵+蛋白胨为正效应#微量

元素为负效应#确定这几个因素为主要影响因素)

&

为葡萄

糖%

[

为硫酸铵%

<

为无氨基酸酵母氮源%

$

为生物素%

#

为硫酸

镁%

4

为
#$>&

%

d

为磷酸盐缓冲液%

a

为甲醇%

3

为蛋白胨%

b

为氯化钙%

6

为微量元素%

c

为重组蛋白量)
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实验设计及响应值%
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实验因素水平及其主效应分析

变量
水平$
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最陡爬坡实验接近最大
Y!T

区域
!

根据
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实验分析的结果确定的最陡爬坡路径#实验设计及结果见

表
)

)

表
)

!!

最陡爬坡实验设计及结果%

E

(
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& [ 3 6 c
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Y!T

分析筛选重要因素的最优水平
!

进行
Y!T

分析采

用的重要因素水平及实验结果分别见表
*

)以重组蛋白水平

为响应值#根据表
*

中
[?e=[CFAPCA

设计的实验结果#进行二

次回归分析#回归方程为!

& :'+0.())],+,(9(-&`
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],+'9.-*[
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,+,9'(-&[̀ ,+,0)9-&3̀ ,+'/,(-[3

)

&

的估计回归系数

和回归方程的方差分析结果见表
-

+

/

)根据回归分析结果#该

模型的决定系数
Q

(

:0(+/*5

#说明模型可以解释
0(+/*5

实

验所得抗毕赤酵母肽产量的变化#表明方程拟合较好)表
/

中#失拟项
0:,+',

#表明失拟不显著#回归显著)进一步绘制

Y!T

图+等值线图#见图
'

#

)

)通过优化响应分析得到主要

因素$

&

+

[

+

3

&的编码值$

'*+.0

+

',+))

+

''+9(

&及葡萄糖+硫酸

铵+蛋白胨最佳水平$分别为
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+

''+9(

E
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&#此时发

酵液中重组蛋白量为
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表
*

!!

[?e=[CFAPCA

实验设计表及实验结果
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的估计回归系数

参数 系数 系数标准误
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表
/
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对
&

的方差分析

误差来源 自由度
!C

O

!! &1

X

!! &1

X
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回归
0 ,+*0.*). ,+*0.*). ,+,--).( /+00 ,+,()
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线性
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平方
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交互作用
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纯误差
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合计
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注!

]

为无数据)

!!

注!

&

为曲面图%

[

为等值线图)

图
'

!!

&

与硫酸铵*葡萄糖的曲面图和等值线

!!

注!

&

为曲面图%

[

为等值线图)

图
(

!!

&

与硫酸铵*蛋白胨的曲面图和等值线

!!

注!

&

为曲面图%

[

为等值线图)

图
)

!!

&

与葡萄糖*蛋白胨的曲面图和等值线

/+1

!

模型的验证
!

以优化条件得到的方案为基础#进行验证

实验#分
)

批次发酵#重组蛋白水平分别为!

'+.)0

+

'+0,)

+

'+9-*

E

"

"

#与预测的
'+00(

E

"

"

水平接近#与未优化的培养基

所得重组蛋白平均水平为
'+*()

E

"

"

相比#优化后的培养基其

所得重组蛋白的水平提高了约
((5

#提高幅度明显)

'

!

讨
!!

论
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设计能有效地避免实验资源浪费#可用

于评估影响实验的重要因素及筛选实验的显著因素'

/

(

#

Y!T

是通过合理实验#得到一定数据#然后拟合得到影响实验因素

和响应值之间多元二次方程#通过对回归方程的分析#寻求最

优方案)该方法实验次数少+周期短#求得的回归方程精确度

一般较高#是解决多变量问题非常有效的一种统计学方法'
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本研究采用
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#优化毕赤酵母

产重组抗菌肽
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的发酵培养基)首先运用
ZH7IPCDD=[MG=

N7A

设计实验#筛选得到葡萄糖+硫酸铵+蛋白胨+微量元素为

影响重组蛋白产率的重要因素%然后通过最陡爬坡实验逐步改

变四者的水平#逼近最佳
Y!T

区域%最后采用
[?e=[CFAPCA

设

计和
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软件分析确定出主要因素的最优水平#得到优化

的发酵培养基为!葡萄糖
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磷酸盐缓冲液
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)在此培养基中#发酵后获得的重组

蛋白水平相较于初始培养基提高了约
((5

#同时#回归方程所

得到的最大预测值与验证值接近#说明回归方程能较真实地反

映各筛选因素的影响#建立的模型与实际情况是比较吻合#表

明
Z7IPCDD=[MGN7A

设计和
Y!T

可以很好地对毕赤酵母产重

组抗菌肽
""=)9

发酵培养基进行优化#这为进一步的研究奠

定了实验基础)
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