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响应面法优化重组亚油酸异构酶产酶条件 
 

张斯璇，刘瑛，时旭，史海粟，杜阿楠，武俊瑞，岳喜庆，乌日娜，洛雪 

（沈阳农业大学食品学院，辽宁沈阳110866） 

摘要：共轭亚油酸（CLA）广泛存在于多种食物中，具有减肥、抗癌、抗动脉粥状硬化和抗糖尿病等诸多生理活性。为了获得

活性 CLA 高产，本文将突变的亚油酸异构酶克隆到大肠杆菌中表达，单因素试验确定最优产酶条件为发酵时间 18 h、IPTG 诱导浓度

0.2 mmol/L、20%装液、培养基初始 pH7、诱导前菌体生物量 OD600=0.4、LA 浓度 0.5 mg/mL、离子浓度 0.02%；在此基础上采用响

应曲面法优化重组大肠杆菌培养条件提高生产亚油酸异构酶的能力，根据响应面法实验结果分析显示，发酵时间、诱导前生物量和

LA 浓度对重组亚油酸异构酶的表达有显著影响且均为正效应。三个影响因素最佳组合为发酵时间 19.5 h、诱导前生物量 OD600=0.47

和LA浓度0.57 mg/mL，此时预测亚油酸异构酶催化LA转化为CLA最大量为143.33 μg/mL。验证显示，发酵CLA的产量为141.75±0.14 

μg/mL，与预测产量相符;通过优化设计，提高了 107.5%。 
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Optimizition of Linoleic Acid Isomerase Producing Conditions from 

Recombinant E.coli by Response Surface Method  
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(College of Food Science, Shenyang Agricultural University, Shenyang 110866, China) 
Abstract: Conjugated linoleic acid (CLA) is widely found in a variety of foods. In order to obtain high yield of active CLA, the mutant 

linoleic acid isomerase was cloned and expressed in escherichia coli in this work. The single factor test determined that the optimal conditions 

for enzyme production were as follows: fermentation time 18 h, IPTG induced concentration 0.2 mmol/L, 20% liquid loading, initial pH7 of the 

medium, pre-induction bacterial biomass OD600=0.4, LA concentration 0.5 mg/mL, and ion concentration 0.02%. The response surface method 

was used to optimize the culture conditions of recombinant escherichia coli to improve the capacity of producing linoleic acid isomerase. 

According to the response surface method analysis results, the fermentation time, pre-induction biomass and LA concentration had significant 

effects on the expression of recombinant linoleic acid isomerase, and all of them were positive effects. The optimal combination of the three 

influencing factors was as follows: 19.5 h fermentation time, pre-induction biomass OD600=0.47, and LA concentration 0.57 mg/mL. Unde this 

condition, the maximum amount of LA to CLA catalyzed by linoleic acid isomerase was predicted to be 143.33 μg/mL. The results showed that 

the yield of CLA was 141.75±0.14 μg/mL, which increased by 107.5%. 
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共轭亚油酸（Conjugated Linoleic Acid，CLA）是

亚油酸（Linoleic Acid，LA）衍生的一类具有多种生

理功能的十八碳二烯酸总称，包含 4 种位置异构体

（8,10-、9,11-、10,12-和 11,13-位）和 2 种几何异构

体（顺式、反式）。CLA 种类丰富，但生物活性研究

集中在 t10，c12-CLA 具有抑制脂肪细胞分化[1,2]、诱

发脂肪细胞凋亡 c12-CLA 和 c9, t11-CLA。其中 t10，
[3]、增强脂类分解速度[4,5]，加快能量消耗[6]，减少脂 
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肪积累的生理功能[7,8]；CLA 能抑制肿瘤生成，有报道

称 CLA 混合物可抑制小鼠前胃瘤，后发现高浓度的

c9, t11-CLA 抑制肿瘤效果更好[9]，Kim、Kuniyasu 和

Roberta 发现 CLA 能通过诱导癌细胞分化、调控粘膜

细胞信号传导，降低发生腹膜腔内癌转移点来抑制发

生鼠结肠癌，CLA 还有抑制乳腺癌、前列腺癌细胞增

生的作用[10-12]和促乳腺癌凋亡的作用[13]；CLA 还能降

低大鼠发生动脉粥状硬化的概率，Mitchell 和 Langille
等发现，当将大鼠饮食诱导成高胆固醇血症时，t10，
c12-CLA 具有降低总胆固醇、甘油三酯及低密度脂蛋

白胆固醇的作用，减少体内脂肪含量增加肌肉含量，

而 c9, t11-CLA 没有类似作用[14]；CLA 还有抗人体免
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疫力下降的功能[15]。 
目前，生产 CLA 主要通过化学合成法，该法产

量高、操作简单，但得到的 CLA 为混合物，且会产

生有毒物质，分离组分成本高昂。生物合成法可合成

单一CLA，如某些乳酸菌和丙酸菌可将LA转化生成

c9, t11-CLA或 t10, c12-CLA[16-18]；Yu Zhang等[19]人用

固定化痤疮丙酸杆菌亚油酸异构酶（PAI）和米根霉

脂肪酶（ROL）协同将植物油转化为特定 CLA，Joana 
Ortega-Anaya 等[20]人研究了植物乳杆菌生产 CLA 的

方法，王庆山[21]用从东北酸菜汁中分离的乳杆菌生

产 CLA，优化了发酵条件。范相振[22]将三种不同乳

酸菌的亚油酸异构酶酶学性质进行比较后发现，即使

分子量相近，酶学性质差异依旧较大。虽然生物法合

成的 CLA 组成单一，反应条件相对温和，得到的产

物与食物中 CLA 类似，但仍存在产率较低的缺点，

不同微生物合成 CLA 能力有差异，不同菌株生产

CLA 的动力学也不同[23,24]，催化机制不清晰[25]，因

此科研人员希望优化亚油酸异构酶产酶条件，实现高

产共轭亚油酸。 
本文在单因素研究基础上利用响应面法优化重组

大肠杆菌培养条件，提高生产亚油酸异构酶的能力，

分析发酵时间、诱导前生物量和 LA 浓度对重组亚油

酸异构酶的表达影响，预测亚油酸异构酶催化 LA 转

化为 CLA 的最大量。旨在为纯化 CLA 应用于功能型

发酵乳制品提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料、试剂与仪器 

IPTG（异丙基硫代半乳糖苷）、X-gal（5-溴-4-氯
-3-吲哚-β-D 半乳糖苷）、Amp（氨苄青霉素），购自北

京索莱宝有限公司；Tryptone（胰蛋白胨）、Yeast Extract 
Powder（酵母提取物），购自 OXOID 公司；亚油酸、

共轭亚油酸标准品购自美国 Sigma 公司等。 
生化培养箱，上海一恒科技有限公司；立式恒温

振荡培养箱，哈尔滨市东联电子有限公司；3-30K 冷

冻离心机，美国 Sigma 公司；超声波破碎仪，美国

Sonics 公司；超纯水仪，美国 Millipore 公司等。 

1.2  方法 

1.2.1  菌种与质粒 

大肠杆菌 Rosetta（DE3-pCold-lai）（Escherichia 
coli），实验室保藏。 

pCold-lai 质粒，本实验室自行构建。 
1.2.2  亚油酸异构酶液的制备 

重组菌培养 24 h 后，取发酵液、4 ℃，10000 r/min
离心 10 min 获得菌体，PBS 重悬冲洗两次，将菌体转

移至预冷的研钵中，加入液氮迅速研磨成粉末，加入

PBS 充分溶解菌体，冰浴下超声破碎菌体细胞，破碎

后的菌液 4 ℃，13000 r/min 离心 30 min，移取上清液，

即为亚油酸异构酶粗酶液。 
1.2.3  紫外法测定 CLA 含量 

参照Barrett等[18]描述的方法对重组菌中总CLA含

量进行检测。取粗酶液2 mL加入一定浓度底物（LA），

37 ℃震荡培养4 h，培养结束后加入8 mL氯仿和4 mL
甲醇，剧烈震荡1 min，离心后转移上层有机相，使用

氮吹仪吹干有机溶剂，加入正己烷溶解残余脂类物质，

加入硫酸钠干燥，转移溶液至石英比色皿，用紫外法

测定溶液吸光度，根据结果计算CLA含量。 
采用Bradford 法测定蛋白质质量浓度。 

1.2.4  Plackett-Burman（P-B）实验设计 
根据前期单因素优化试验结果，采用软件设计7

因素2水平P-B实验[26]，比较7个单因素中对重组菌产

酶具有显著性影响的因素。 
1.2.5  最陡爬坡实验设计 

P-B试验结果显示，需要进行最陡爬坡实验，以

P-B试验筛选出影响重组菌产酶的显著因素的零水平

为实验起点，选择合适步长进行最陡爬坡试验[27]，寻

找适合于中心组合试验的中心点。 
1.2.6  中心组合实验设计 

根据前期实验结果筛选出显著因子和中心组合实

验中心点，设计中心组合实验优化重组菌产酶条件。

用 Design-Expert 软件进行回归分析[28]，探究重组菌株

的最佳产酶条件。 
1.2.7  模型的验证 

根据中心组合实验结果提示的最优条件进行发

酵，验证模型预测的准确性[29,30]，共进行3组重复实验，

测定重组菌CLA的产量，确定最终的优化结果。 
1.2.8  数据统计分析 

采用SPSS 13.0软件对实验数据进行统计学分析。

采用独立样本 T 检验分析比较 2 组数据，采用单因素

方差分析法分析比较 3 组或 3 组以上数据，显著性水

平均设定为 p<0.05。 

2  结果与分析 

2.1   P-B 设计 

通过单因素实验分析确定，重组菌发酵18 h、IPTG
浓度0.2 mmol/L进行诱导、20%装液、培养基初始pH 
7、诱导前菌体生物量OD600=0.4、LA浓度0.5 mg/mL、
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离子浓度0.02%时产酶活最高。根据这一结果设计P-B
实验。对11个因素（包括4个虚拟变量）利用摇瓶发酵

进行综合考察。各因素所代表的参数和水平见表1，实
验设计及响应值见表2。 

表1 P-B设计水平 

Table 1 Levels of the variables for P-B design 

变量 因子符号 
水平 

贡献度/% 影响率 P 值 Prob>F 
低水平(-1) 高水平(+1)

诱导时间/h X1 15 21 7.03 12.94 0.0399 

IPTG/(mmol/L) X2 0.1 0.3 0.19 2.13  

诱导前生物量/(OD600) X3 0.2 0.6 11.72 16.70 0.0245 

LA 浓度/(mg/mL) X4 0.3 0.7 70.44 40.95 0.0042 

初始 pH X5 6 8 0.41 -3.11  

金属离子/(%，V/V) X6 0.01 0.03 1.59 -6.15 0.1474 

装液量/mL X7 25 75 2.89 -8.29 0.0897 

表2 P-B设计 

Table 2 P-B design 

序号 
编码水平 

CLA 含量/(μg/mL) X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7 D1 D2 D3 D4

1 1 1 -1 1 1 1 -1 -1 -1 1 -1 97.66 

2 -1 1 1 -1 1 1 1 -1 -1 -1 1 39.97 

3 1 -1 1 1 -1 1 1 1 -1 -1 -1 97.80 

4 -1 1 -1 1 1 -1 1 1 1 -1 -1 66.51 

5 -1 -1 1 -1 1 1 -1 1 1 1 -1 51.11 

6 -1 -1 -1 1 -1 1 1 -1 1 1 1 67.20 

7 1 -1 -1 -1 1 -1 1 1 -1 1 1 48.67 

8 1 1 -1 -1 -1 1 -1 1 1 -1 1 40.37 

9 1 1 1 -1 -1 -1 1 -1 1 1 -1 67.55 

10 -1 1 1 1 -1 -1 -1 1 -1 1 1 106.91 

11 1 -1 1 1 1 -1 -1 -1 1 -1 1 99.33 

12 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 42.05 

表3 最陡爬坡设计和结果 

Table 3 Experimental design and response values of steepest 

ascent 

序号 诱导 
时间/h 生物量 LA/(mg/mL) CLA 含量

/(μg/mL) 

1 18 0.4 0.5 80.81 

2 18.5 0.425 0.525 98.25 

3 19 0.45 0.55 110.91 

4 19.5 0.475 0.575 123.43 

5 20 0.5 0.6 113.74 

6 20.5 0.525 0.625 96.04 

7 21 0.55 0.65 63.21 

8 21.5 0.575 0.675 57.90 

9 22 0.6 0.7 39.18 

10 22.5 0.625 0.725 19.77 

采用 Design-Expert. V8.0.6 软件进行统计分析，计

算各因素的贡献度、影响率和 p 值，以 CLA 含量为

响应值，结果见表 1。根据分析结果，获得重组菌株

发酵产 CLA 的多元一次回归方程：Y(μg/mL)=68.76+ 
6.47X1+8.35X3+20.47X4-3.07X6-4.14X7 

所建模型的相关系数 R2=0.9940，说明该一阶模

型可以解释大约 99%的变异性。由于 IPTG 诱导浓度

为 0.19，培养基初始 pH=0.41，对亚油酸异构酶表达

的影响较低，ANOVA 分析时可以忽略。由 1 中 p 值

规律可知发酵时间、诱导前生物量和 LA 浓度显著影

响重组亚油酸异构酶的表达，且为正效应，因此最陡

爬坡试验中应增加其添加量。 

2.2   最陡爬坡实验 

P-B 试验确定发酵时间、诱导前生物量和 LA 浓

度是影响重组亚油酸异构酶表达的主要因素均为正效

应，所以应增加其添加量。以 P-B 试验的中心点为最
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陡爬坡试验的起始点，结合实际情况设计三个因素的

变化方向和步长，其它各因素分别取单因素试验的最

佳值，实验设计及结果见表 3。 
由表 3 因素的变化结果可以看出，第 4 组实验

CLA 产量最高为 123.43 μg/mL，所以以该组的产酶条

件为 CCD 试验的中心点。 

2.3  中心组合实验结果 

表4 CCD水平 

Table 4 Levels of the variables for CCD 

变量 编码 
变量水平 

-1.682 -1 0 +1 +1.682

诱导时间/h X1 16.98 18 19.5 21 22.02

诱导前 

生物量 
X2 0.18 0.3 0.475 0.65 0.77 

LA 浓度
/(mg/mL) X3 0.28 0.4 0.575 0.75 0.87 

表5 CCD实验设计和结果 

Table 5 Experimental design and response values of CCD 

序号 X1 X2 X3 CLA 含量/(μg/mL) 
1 -1 -1 -1 136.95 

2 1 -1 -1 87.09 

3 -1 1 -1 32.11 

4 1 1 -1 22.44 

5 -1 -1 1 41.79 

6 1 -1 1 44.05 

7 -1 1 1 29.49 

8 1 1 1 38.13 

9 -1.682 0 0 68.12 

10 1.682 0 0 41.74 

11 0 -1.682 0 85.22 

12 0 1.682 0 17.84 

13 0 0 -1.682 84.37 

14 0 0 1.682 22.74 

15 0 0 0 144.16 

16 0 0 0 142.77 

17 0 0 0 141.10 

18 0 0 0 146.49 

19 0 0 0 145.44 

20 0 0 0 142.41 

在 P-B 设计和最陡爬坡试验的中心点的基础上，

对发酵时间、诱导前生物量和 LA 浓度三个因素进行

中心组合设计验证其对重组亚油酸异构酶表达的影

响，每个因素取 5 个水平，自变量及其编码见表 4。 
实验设计及结果见表 5 和 6。以 CLA 含量为响应

值，利用软件对表 5 的结果进行分析，得到二阶回归

方程： 
Y/(μg/mL)=-4550.38+487.34X1+57.45X2+105.78X3

+22.18X1X2+33.52X1X3+617.37X2X3-13.38X1
2-1022.03

X2
2-998.65X3

2 
通过方差分析可知，模型 F 值=151.65，拟合不足

p=16.60 说明模型失拟不显著，回归显著。该模型方

程的 R2为 0.99273，说明模型的可信度较高，回归方

程的拟合程度良好，模型可以解释 99.273%的实验所

得重组亚油酸异构酶活性的变化，可用于分析和预测

发酵过程中重组亚油酸异构酶的表达量。 
表6 亚油酸异构酶的二阶多元回归方程分析结果 

Table 6 Results of regression analysis of the second-order 

polynomial equation for linoleic acid isomerase production 

编码 平方和 中位数 
修正值 F 值 P 值 

Prob>F 

模型 48771.8 5419.089 151.65 <0.0001

X1 633.0775 5419.089 17.72 0.0018 

X2 6634.863 633.0775 185.68 <0.0001

X3 3833.363 6634.863 107.27 <0.0001

X1X2 271.2335 3833.363 7.59 0.0203 

X1X3 619.4518 271.2335 17.34 0.0019 

X2X3 2859.764 619.4518 80.03 <0.0001

X1
2 13054.57 2859.764 365.33 <0.0001

X2
2 14118.43 13054.57 395.10 <0.0001

X3
2 13479.7 14118.43 377.23 <0.0001

Lack of Fit 337.0381 67.40762 16.60 0.0039 
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图1 各变量相互作用的响应面图 

Fig.1 Surface plot of interaction effect of different variables on 

linoleic acid isomerase production 

注：a：诱导前菌体生物量和时间的相互作用图；b：亚油

酸浓度和时间的相互作用图；c：亚油酸浓度和诱导前菌体生物

量的相互作用图。 

利用 Design-Expert. V8.0.6 绘制响应面曲线图，实

验结果见图 1，每个曲线图代表两个因素的相互作用。 
由图 1 可知，三个因素两两交互作用显著。通过

分析对各响应面图得知，回归模型存在稳定点，在发

酵 19.5 h、诱导前生物量 OD600=0.47，LA 浓度 0.57 
mg/mL 时，亚油酸异构酶催化 LA 转化为 CLA 最大

量为 143.33 μg/mL。 
在优化诱导培养基成分及诱导参数下进行 3 组重

复发酵实验，验证模型预测的准确性。结果显示 CLA
的平均产量 141.75 μg/mL，与预测相符。通过优化设

计，CLA 产量从 68.3 μg/mL 提高到 141.75 μg/mL，提

高了 107.5%，与原始基因（CLA 产量 13.1±1.7 μg/mL）
[30]相比产量提高了 10.8 倍。 

3  结论 

3.1  本研究以携带重组亚油酸异构酶的大肠杆菌为

研究对象，通过单因素实验确定响应面实验因素水平，

统计分析确定发酵时间、诱导前生物量和 LA 浓度是

影响重组亚油酸异构酶的表达的显著因素且均为正效

应，获得重组菌株发酵产 CLA 的多元回归方程：

Y/(μg/mL)=-4550.38+487.34X1+57.45X2+105.78X3+22.
18X1X2+33.52X1X3+617.37X2X3-13.38X1

2-1022.03X2
2-

998.65X3
2 

3.2  分析显示该方程的 R2=0.99273，说明模型可信度

较高，回归方程拟合程度良好，该模型回归显著，可

以解释 99.273%的实验所得重组亚油酸异构酶活性的

变化，在发酵 19.5 h、诱导前生物量 OD600=0.47 和 LA
浓度 0.57 mg/mL 时，亚油酸异构酶催化 LA 转化为

CLA 最大量为 143.33 μg/mL。本研究为提高 CLA 产

量及 CLA 在发酵食品中的应用提供一定的理论基础。 
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