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响应面法优化高压均质破碎重组大肠杆菌的条件
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　　摘要：通过单因素试验，分析了均质压力、均质次数和菌液浓度３个因素对大肠杆菌蛋白破碎率的影响。然后利
用响应面试验拟合出大肠杆菌蛋白破碎率的回归方程，优化了高压均质法破碎大肠杆菌的试验条件。结果表明，各因

素对大肠杆菌蛋白破碎率影响顺序为均质次数（Ｂ）＞均质压力（Ａ）＞菌液浓度（Ｃ）。在均质压力１４０ＭＰａ、均质次数
４次、菌液浓度６０ｇ／Ｌ时，大肠杆菌蛋白破碎率达到最高，为１３．９８％。
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事大型仪器设备管理和功能开发。Ｅ－ｍａｉｌ：ｙｏｕｓｌ＠ｎｊａｕ．ｅｄｕ．ｃｎ。

　　在生物学领域，经过改造过的细菌系统经常用
来表达各种外源重组产物，如蛋白质、酶和抗体，大

肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ，简称Ｅ．ｃｏｌｉ）是其中最常见
的寄主材料。这主要是由其特点决定的，大肠杆菌

表达系统具有遗传背景清楚、繁殖快、培养成本低、

表达量高、表达产物容易纯化、稳定性好、抗污染能

力强以及适用范围广等优势［１］。

但是重组蛋白通常在大肠杆菌细胞内部表达，

不能被大肠杆菌分泌到细胞外部，要提取纯化蛋白

还需要将大肠杆菌细胞破碎［２］。目前，用于提取大

肠杆菌外源蛋白的常用细胞破碎方法主要有高压

均质法、珠磨法、超声波破碎法、渗透压法、反复冻

融法、酶解法和化学降解法［３－８］。高压均质法破碎

细胞的原理是在高压条件下使溶液通过均质阀，溶

液内细胞经过阀门的撞击力、通道内高速流体剪切

力和瞬时压力差３个不同的作用力后被破碎，释放
胞内物质达到细胞破碎的目的［９］。高压均质法作

为一种物理破碎方式，具有破碎效率高［３－４］、无试剂

消耗和污染［５］、可用于工业化生产等诸多优点［１０］，

正在被越来越多的研究者采用。

有学者利用高压均质法研究破碎大肠杆菌的

试验条件［７］，但主要是探讨单个因素对破碎结果的

影响，没有考虑到因素之间的交互作用，也没有探

讨最优化的试验条件。本研究在单因素试验的基

础上，利用响应面法探讨因素之间的交互作用以及

最优化的试验条件。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
材料：Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α为南京农业大学小麦研究

所保存，重组质粒 ｐＣｏｌｄ－１０４７７为小麦研究所构
建，按常规方法转化获得相应重组工程菌。
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试剂：蛋白胨、酵母提取物、氯化钠、琼脂糖、异

丙基－β－Ｄ－硫代半乳糖苷（ＩＰＴＧ）、卡那霉素、二
硫苏糖醇（ＤＴＴ），购自 Ｓｉｇｍａ公司；Ｂｒａｄｆｏｒｄ蛋白质
浓度检测试剂盒，购自上海碧云天生物公司；ＰＢＳ缓
冲液（ｐＨ值７．２），购自英潍捷基公司。

仪器：高压均质机（ＪＮ－Ｍｉｎｉ，广州聚能纳米公
司）、酶标仪（Ｉｎｆｉｎｉｔｅ２００，ＴＥＣＡＮ）、离心机（ＣＲ２１，
Ｈｉｔａｃｈｉ）、摇床（Ｋｓ４０００，ＩＫＡ）。
１．２　试验方法
１．２．１　菌液的培养和收集　重组基因的 Ｅ．ｃｏｌｉ
ＤＨ５α工程菌采用两步法培养，取３μＬ重组工程菌
液接种到３ｍＬ新鲜 ＬＢ培养基（含５０μｇ／ｍＬ卡那
霉素）中，于３７℃、２２０ｒ／ｍｉｎ过夜培养１５ｈ获得种
子液。随后将种子也按照１％比例接种到新鲜 ＬＢ
培养基 （含 ５０μｇ／ｍＬ卡那霉素）中，３７℃、
２２０ｒ／ｍｉｎ继续培养至 Ｄ６００ｎｍ达到０．６左右，加诱导
剂后继续 １６℃，１５０ｒ／ｍｉｎ振荡培养 １５ｈ。每
１００ｍＬ诱导后的菌液于１００００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，
收集菌体，加入预冷的 ＰＢＳ缓冲液（ｐＨ值 ７．２）
５０ｍＬ洗涤 １次，然后加入预冷的 ＰＢＳ缓冲液
１５ｍＬ，充分悬浮，悬浮液置于－４℃待用。
１．２．２　菌液浓度测定　当菌液在６００ｎｍ时的吸光
度值Ｄ６００ｎｍ小于０．７时，Ｄ６００ｎｍ与菌液浓度呈线性关
系［１１］，可用来监测菌体生长情况，浓缩之后的菌液

浓度用每升菌液中菌体湿质量（ｇ／Ｌ）表示。
１．２．３　蛋白质浓度标准曲线的绘制　破碎之后上
清液中可溶性蛋白的浓度用 Ｂｒａｄｆｏｒｄ染色法测
得［１２］。将蛋白标准溶液分别稀释成１．５００、１．０００、
０．７５０、０．５００、０．２５０、０．１２５ｍｇ／ｍＬ的浓度梯度，然
后分别取５μＬ不同浓度的蛋白标准溶液到９６孔酶
标板，每个孔各加 ２５０μＬ的 Ｇ２５０染色液，反应
５ｍｉｎ后，用酶标仪测定５９５ｎｍ处的吸光度，重复３
次，得到标准曲线的方程为 ｙ＝０．６３２９ｘ＋０５３２５，
相关系数 ｒ２＝０．９９２３，表明标准曲线相关性很好，
可用于检测样品的蛋白质浓度。

１．２．４　蛋白破碎率的测定　用上清液中可溶性蛋
白的浓度与菌体浓度的比值表示蛋白破碎率。

１．２．５　单因素试验设计　根据已有研究［７］，选取

高压均质过程中关键影响因素均质压力、均质次

数、菌液浓度，设计单因素试验，研究每个因素对破

碎结果的影响，试验方案如下：（１）在菌液浓度为
１００ｇ／Ｌ，均质次数为３次时，分别用８０、１００、１２０、
１４０、１６０ＭＰａ均质压力破碎菌液，分析均质压力对

大肠杆菌破碎结果的影响。（２）在均质压力为
１２０ＭＰａ，菌液浓度为１００ｇ／Ｌ时，分别均质１、２、３、
４、５次，分析均质次数对大肠杆菌破碎结果的影响。
（３）在均质压力为１２０ＭＰａ，均质次数为３次时，分
别用 ６０、８０、１００、１２０、１４０ｇ／Ｌ浓度的菌液进行破
碎，分析菌液浓度对大肠杆菌破碎结果的影响。

１．２．６　响应面试验设计　根据单因素试验结果，利
用ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔＶ８．０．６软件中Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ试验
设计方法，以均质压力（Ａ）、均质次数（Ｂ）、菌液浓
度（Ｃ）为试验因素，以蛋白破碎率为响应值设计三
因素三水平响应面试验，并用方程对结果进行拟合

及优化，各因素及水平见表１所示。
表１　响应面试验各因素和水平

水平编码
因素

Ａ：均质压力（ＭＰａ）Ｂ：均质次数（次）Ｃ：菌液浓度（ｇ／Ｌ）

－１ １００ ２ ６０

　０ １２０ ３ ８０

　１ １４０ ４ １００

１．３　数据处理
单因素试验每个试验点做３次重复，使用Ｅｘｃｅｌ

２０１６处理数据及制作图表。响应面结果用 Ｄｅｓｉｇｎ
ＥｘｐｅｒｔＶ８．０．６进行拟合，方差分析并优化参数。

２　结果与分析

２．１　单因素试验结果分析
２．１．１　不同均质压力对破碎结果的影响　由图１
可知，在均质压力达到１２０ＭＰａ之前，随着压力的增
大，大肠杆菌蛋白破碎率明显升高，１００ＭＰａ和
１２０ＭＰａ处理之间差异达到显著水平（Ｐ＜０．０５）。
当均质压力达到１２０ＭＰａ之后，随着均质压力上升，
大肠杆菌蛋白破碎率缓慢升高，但是处理之间差异

不显著，说明压力达到１２０ＭＰａ时，样品的破碎已经
接近完成，升高压力对结果的影响已经不明显，因

此，选用的均质压力为１２０ＭＰａ。
２．１．２　不同均质次数对破碎结果的影响　由图２
可知，样品破碎前期（次数≤３）增加均质次数可以
显著提高大肠杆菌蛋白破碎率，处理之间差异达到

显著水平（Ｐ＜０．０５）。但是均质３次之后，继续增
加均质次数，结果的增加幅度明显放缓，均质３、４和
５次处理之间差异均不显著。过长时间的破碎有可
能导致释放出的蛋白质降解，并且考虑时间成本，

选择的均质次数为３次。
２．１．３　不同菌液浓度对破碎结果的影响　由图３
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可知，随着菌液浓度的提高，大肠杆菌的蛋白破碎

率呈缓慢下降的趋势，但各处理的结果基本维持在

较高的水平（＞９．５％），除了浓度最低的６０ｇ／Ｌ处

理，其他处理之间差异都不显著，说明菌液浓度对大

肠杆菌蛋白破碎率的影响较小。因此，选取差异不显

著的第１个处理，也就是８０ｇ／Ｌ作为后续试验条件。

２．２　响应面试验结果分析
根据试验设计，一共安排响应面试验１５组，试

验顺序及结果如表２所示。通过软件对结果进行二
元多次回归拟合，得到蛋白破碎率的回归方程为Ｙ＝
１１．５５＋０．８２Ａ＋１．５Ｂ＋０．１８Ｃ－０．３８ＡＢ－０．５９ＡＣ＋
０．０５５ＢＣ＋０．２５Ａ２－０．１２Ｂ２＋０．０６２Ｃ２。该回归方
程模型的Ｐ模型 ＝０．０００８＜０．０１，表明模型极显著；
失拟项ｐ失拟 ＝０．１５５４＞０．０５，表明模型失拟项不显
著；模型的确定系数 Ｒ２＝０．９８２０，调整确定系数
Ｒ２ａｄｊ＝０．９４９５，说明该模型能解释９４．９５％的响应值
变化，因此，该模型拟合良好，可以用此模型对最优

破碎参数进行分析和预测。

表２　响应面试验设计及结果

试验编号 Ａ Ｂ Ｃ 蛋白破碎率

（％）

１ －１ －１ 　０ ９．１０±０．３８
２ 　１ －１ 　０ １１．６２±０．３５
３ －１ 　１ 　０ １２．５０±０．２９
４ 　１ 　１ 　０ １３．５１±０．４０
５ －１ 　０ －１ １０．２１±０．３０
６ 　１ 　０ －１ １２．９０±０．３７
７ －１ 　０ 　１ １２．００±０．２９
８ 　１ 　０ 　１ １２．３４±０．４０
９ 　０ －１ －１ ９．８１±０．４８
１０ 　０ 　１ －１ １３．０７±０．４７
１１ 　０ －１ 　１ ９．８０±０．４２
１２ 　０ 　１ 　１ １３．２８±０．３８
１３ 　０ 　０ 　０ １１．４７±０．０６
１４ 　０ 　０ 　０ １１．４４±０．４３
１５ 　０ 　０ 　０ １１．７３±０．２９

　　从表３可知，一次项Ａ、Ｂ达到极显著水平（Ｐ＜
０．０１），而Ｃ不显著，表明均质压力和均质次数对蛋
白破碎率影响极大，菌液浓度对蛋白破碎率的影响

相对不显著。二次项中除了ＡＣ因素之间交互作用
显著外，其他因素之间交互作用都不显著，表明因

素之间的交互作用对蛋白破碎率的影响较小。而

且各因素对大肠杆菌蛋白破碎率影响大小顺序为

均质次数（Ｂ）＞均质压力（Ａ）＞菌液浓度（Ｃ）。
表３　回归模型的方差分析

方差来源 平方和 自由度 均方 Ｆ值 Ｐ值

模型 ２６．０１ ９．００ ２．８９ ３０．２６ ０．０００８

Ａ ５．３８ １．００ ５．３８ ５６．３２ ０．０００７

Ｂ １８．０９ １．００ １８．０９ １８９．４１ ＜０．０００１

Ｃ ０．２６ １．００ ０．２６ ２．６８ ０．１６２８

ＡＢ ０．５７ １．００ ０．５７ ５．９７ ０．０５８４

ＡＣ １．３８ １．００ １．３８ １４．４６ ０．０１２６

ＢＣ ０．０１ １．００ ０．０１ ０．１３ ０．７３６４

Ａ２ ０．２４ １．００ ０．２４ ２．５０ ０．１７４９

Ｂ２ ０．０５ １．００ ０．０５ ０．５４ ０．４９４９

Ｃ２ ０．０１ １．００ ０．０１ ０．１５ ０．７１７２

残差 ０．４８ ５．００ ０．１０

失拟项 ０．４３ ３．００ ０．１４ ５．５９ ０．１５５４

纯误差 ０．０５ ２．００ ０．０３

总变异 ２６．４８ １４．００

　　通过观察两因素之间的响应曲面图可以预测
变量的响应值以及确定变量之间的相互关系，响应

面越陡，反映两因素之间的交互作用越显著［１３］。三

因素两两之间的响应面曲面见图４，可见图４－ａ的
响应曲面较陡，表明均质压力和均质次数之间交互

作用较显著，对蛋白破碎率的影响较大。图４－ｂ、
图４－ｃ的响应曲面较平缓，表明均质压力与菌液浓
度、均质次数与菌液浓度之间的交互作用较不显

著，对响应值的影响较小。

２．３　最优参数的确定及验证
在选取的因素范围内，通过 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ
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Ｖ８０．６软件提取的最优条件：均质压力１４０ＭＰａ、
均质次数４次、菌液浓度６０ｇ／Ｌ，在此条件下，回归
模型预测的理论蛋白破碎率为１４．０４％。为了验证
预测结果的可靠性，根据预测试验条件，经过３次重
复，得到大肠杆菌实际蛋白破碎率为１３．９８％，这与
预测值非常接近。说明该模型能较好地拟合实际

情况，有一定的实践指导意义。

３　结论

本研究通过单因素试验，分析了均质压力、均

质次数和菌液浓度３个因素对大肠杆菌蛋白破碎率
的影响。然后根据单因素试验结果，利用响应面试

验拟合出大肠杆菌蛋白破碎率的二元多次回归方

程，各因素对大肠杆菌蛋白破碎率影响顺序为均质

次数（Ｂ）＞均质压力（Ａ）＞菌液浓度（Ｃ），并确定最
优化的试验参数：均质压力 １４０ＭＰａ、均质次数 ４
次、菌液浓度６０ｇ／Ｌ，在此条件下的大肠杆菌实际蛋
白破碎率为１３．９８％。该结果可为高压均质法破碎
大肠杆菌，提取胞内外源蛋白提供一定的方法借

鉴，并适用于大规模工业生产。
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