
收稿日期：２０２１－０６－２８；修回日期：２０２２－０２－２８
基金项目：国家自然科学基金（３１８６０４３９）；高等院校质量与
教学改革———研究生科研创新资助项目（ＤＣ２０００００２１０４）
作者简介：杨　青（１９９４），女，硕士研究生，研究方向为食品
微生物与生物技术（Ｅｍａｉｌ）２０７８４９３３８７＠ｑｑ．ｃｏｍ。
通信作者：陈忠军，教授（Ｅｍａｉｌ）ｎｍｎｄｃｈｅｎ＠１６３．ｃｏｍ。

生物工程 ＤＯＩ：１０．１９９０２／ｊ．ｃｎｋｉ．ｚｇｙｚ．１００３－７９６９．２１０３８０

响应面法优化重组谷氨酸棒杆菌 Ｇ－ＢＣ
产脂肪酸的培养条件

杨　青，孙子羽，满都拉，王　佳，刘　瑾，金晶晶，陈忠军

（内蒙古农业大学 食品科学与工程学院，呼和浩特 ０１００１８）

摘要：乙酰辅酶Ａ羧化酶是谷氨酸棒杆菌中调控脂肪酸合成的关键酶。为了研究乙酰辅酶Ａ羧化酶α
亚基（ａｃｃＢＣ）基因对脂肪酸合成的影响，以ａｃｃＢＣ表达的菌株重组谷氨酸棒杆菌Ｇ－ＢＣ为材料，研究了
诱导剂异丙基－β－Ｄ－硫代半乳糖苷（ＩＰＴＧ）浓度、培养时间、培养温度对重组谷氨酸棒杆菌Ｇ－ＢＣ脂
肪酸产量的影响，并通过响应面法优化了重组谷氨酸棒杆菌Ｇ－ＢＣ产脂肪酸的培养条件，同时与原始菌
株脂肪酸产量进行了对比。结果表明：重组谷氨酸棒杆菌Ｇ－ＢＣ产脂肪酸的最佳条件为诱导剂浓度
１ｍｍｏｌ／Ｌ、培养时间２０ｈ、培养温度３２℃，在此条件下脂肪酸产量为３４．５６ｍｇ／ｇ（以菌体干质量计），比原
始菌株提高了１．６８倍。说明乙酰辅酶Ａ羧化酶α亚基对于谷氨酸棒杆菌合成脂肪酸有促进作用。
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　　食用油的主要成分为脂肪酸甘油三酯，脂肪酸

是生物体内必需的有机物之一［１］，是机体的重要供

能物质。另外，脂肪酸作为一种重要的平台化合物，

可进一步合成高能比生物燃料及高附加值油脂化学

品［２－４］。目前，微生物法合成脂肪酸因具有代谢产
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物易分解、脂肪酸含量高等优点，而被越来越多地用

来生产特种脂肪酸，如ＥＰＡ和ＤＨＡ［５－６］等。
目前，用于脂肪酸合成的微生物主要有酵

母［７－８］、霉菌［９］、细菌［１０－１２］和藻类［１３］等。但这些微

生物合成脂肪酸的机制研究尚不成熟，因此探索高

效环保的生物合成路线是今后脂肪酸合成的发展趋

势［１４］。谷氨酸棒杆菌作为一种重要的工业模式菌

株，具有底物范围广、遗传背景清楚、易于工程调控、

可高密度发酵等特点，已经成为微生物催化合成化

学品和燃料的理想受体菌［１５－１６］，且其细胞壁不含脂

多糖，有利于产物脂肪酸的分离纯化。但对谷氨酸

棒杆菌的脂肪酸合成及转运调控机制研究尚不

深入。

脂肪酸的合成主要包括３个过程：第一个过程
是从葡萄糖出发，经糖酵解作用和三羧酸循环，为

机体脂肪酸合成提供底物乙酰辅酶Ａ；第二个过程
是苹果酸酶催化苹果酸脱羧转化生成丙酮酸，并

释放 ＮＡＤＰＨ，是脂肪酸合成的主要动力来源；第
三个过程是经脂肪酸从头合成，乙酰辅酶 Ａ在脂
肪酸合成酶系（ＦＡＳ）的催化下转化生成脂酰辅酶
Ａ，脂酰辅酶 Ａ在硫酯酶 ＴｅｓＡ的水解作用下，释放
出游离脂肪酸［１７］。乙酰辅酶 Ａ羧化酶 α亚基是
编码脂肪酸合成途径中乙酰辅酶 Ａ羧化酶的关键
基因之一［１８］，但目前对于该基因的研究较少。本

实验室在前期的研究工作中已经构建了乙酰辅酶

Ａ羧化酶 α亚基（ａｃｃＢＣ）的表达菌株重组谷氨酸
棒杆菌 Ｇ－ＢＣ，本研究通过响应面法优化该重组
菌株产脂肪酸的培养条件，通过对比其与原始菌

株脂肪酸产量的差异确定 ａｃｃＢＣ基因对脂肪酸合
成的影响，从而为后续通过基因优化构建脂肪酸

高产菌株奠定基础。

１　材料与方法
１．１　试验材料
１．１．１　供试菌种

含ｐＸＭＪ１９－ａｃｃＢＣ重组质粒的重组谷氨酸棒
杆菌菌株 Ｇ－ＢＣ，谷氨酸棒杆菌 ＡＴＣＣ１３０３２
（Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ），均由本实验室构建和
保存。

１．１．２　培养基及试剂
ＬＢ培养基：酵母提取粉（５ｇ／Ｌ）、胰蛋白胨（１０

ｇ／Ｌ）、氯化钠（１０ｇ／Ｌ），必要时添加２５ｎｇ／μＬ的氯
霉素抗生素，购自广东环凯微生物科技有限公司。

十一烷酸甲酯，购自美国Ｓｉｇｍａ公司。
１．１．３　仪器与设备

Ｈ３０１８ＤＲ高速冷冻离心机，上海知信实验仪器

技术有限公司；ＬＧＪ－１８Ｓ冷冻干燥机，河南兄弟仪
器设备有限公司；Ｃｌａｍｓ６８０气相色谱仪，珀金埃尔
默仪器有限公司；ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００超微量分光光度
计，美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司。
１．２　试验方法
１．２．１　重组谷氨酸棒杆菌Ｇ－ＢＣ的培养

取重组谷氨酸棒杆菌 Ｇ－ＢＣ甘油保藏菌，在
含氯霉素的抗性平板上划线培养。提取单菌落于

含 ２５ｎｇ／μＬ氯霉素的 ＬＢ液体培养基中，３０℃、
１８０ｒ／ｍｉｎ条件下过夜培养。取上述培养液作为种
子培养液，按照４％的接种量转接至 ＬＢ液体培养
基（含氯霉素 ２５ｎｇ／μＬ）中，３０℃振荡培养至
ＯＤ６００约为０．６，分别添加诱导剂异丙基 －β－Ｄ－
硫代半乳糖苷（ＩＰＴＧ）至一定终浓度，于一定温度
下诱导培养一定时间，离心收集菌体，冷冻干燥，

测定菌体中脂肪酸产量。

１．２．２　脂肪酸产量的测定
采用气相色谱内标（十一烷酸甲酯）法测定菌

体的脂肪酸产量。

甲酯化：称取约０．１２ｇ菌粉，加入４ｍＬ正己
烷 －异丙醇（体积比 ３∶２）溶液、２ｍＬ６．２５％的
Ｎａ２ＳＯ４溶液，室温、５３００ｒ／ｍｉｎ下离心２０ｍｉｎ。取
上清液于 ２０ｍＬ水解管中，用氮气吹干。加入
２ｍＬ２％ 氢氧化钠甲醇溶液，在５０℃水浴１５ｍｉｎ，
冷却后加入２ｍＬ１０％盐酸甲醇溶液，在８０℃水浴
１．５ｈ。冷却到室温，加入３ｍＬ超纯水和６ｍＬ正
己烷，振荡，静置或离心分层。吸取上层液体（尽

量吸净），定容至１０ｍＬ，加无水Ｎａ２ＳＯ４干燥后，待
气相色谱分析。

色谱条件：ＤＢ－ＷＡＸ石英毛细管色谱柱（３０ｍ×
０．３２ｍｍ×０．２５μｍ）；柱箱升温程序为起始温度
１２０℃，保持５ｍｉｎ，以５℃／ｍｉｎ的速率升到２２５℃，
保持 １ｍｉｎ，以 ８℃／ｍｉｎ的速率升到 ２４０℃，保持
５ｍｉｎ；氢火焰离子化检测器（ＦＩＤ）温度２６０℃；进样
口汽化温度２６０℃；载气（Ｎ２）流速 １．０ｍＬ／ｍｉｎ；氢
气流速 ４５ｍＬ／ｍｉｎ；空气流速 ４５０ｍＬ／ｍｉｎ；进样量
１．０μＬ。
２　结果与讨论
２．１　单因素试验
２．１．１　诱导剂浓度对重组谷氨酸棒杆菌Ｇ－ＢＣ脂
肪酸产量的影响

在培养温度３０℃、培养时间２０ｈ条件下对重
组谷氨酸棒杆菌Ｇ－ＢＣ进行培养，分析不同诱导剂
浓度（０．５、１、１．５、２、２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）对重组谷氨酸棒
杆菌Ｇ－ＢＣ脂肪酸产量的影响，结果见图１。
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图１　诱导剂浓度对重组谷氨酸棒杆菌Ｇ－ＢＣ

脂肪酸产量的影响

　　由图１可知，在０．５～１ｍｍｏｌ／Ｌ范围内，随着诱
导剂浓度的增加，脂肪酸产量提高，诱导剂浓度为１
ｍｍｏｌ／Ｌ时脂肪酸产量达到最高，随着诱导剂浓度的
继续提高，脂肪酸产量大幅度降低。诱导剂浓度的

提高并不对应着脂肪酸产量的提高，这是由于ＩＰＴＧ
对微生物细胞有一定的毒性作用，ＩＰＴＧ终浓度过高
和过低均不利于脂肪酸的积累。因此，选择诱导剂

浓度为１ｍｍｏｌ／Ｌ。
２．１．２　培养时间对重组谷氨酸棒杆菌Ｇ－ＢＣ脂肪
酸产量的影响

在诱导剂浓度１ｍｍｏｌ／Ｌ、培养温度 ３０℃条件
下对重组谷氨酸棒杆菌Ｇ－ＢＣ进行培养，分析不同
培养时间（１２、１６、２０、２４、２８ｈ）对重组谷氨酸棒杆菌
Ｇ－ＢＣ脂肪酸产量的影响，结果见图２。

图２　培养时间对重组谷氨酸棒杆菌Ｇ－ＢＣ

脂肪酸产量的影响

　　由图２可知，随着培养时间的延长脂肪酸产量
呈线性增加，在 ２０ｈ时达到最高，随后略微降低。
这是由于在微生物生长的稳定期后期脂肪酸作为一

种营养物质而被消耗。因此，选择培养时间为２０ｈ。
２．１．３　培养温度对重组谷氨酸棒杆菌Ｇ－ＢＣ脂肪
酸产量的影响

在诱导剂浓度１ｍｍｏｌ／Ｌ、培养时间２０ｈ条件
下对重组谷氨酸棒杆菌 Ｇ－ＢＣ进行培养，分析
不同培养温度（２６、２８、３０、３２、３４℃）对重组谷氨
酸棒杆菌 Ｇ－ＢＣ脂肪酸产量的影响，结果见
图３。

图３　培养温度对重组谷氨酸棒杆菌Ｇ－ＢＣ脂肪酸产量的影响

　　温度是影响微生物生长最重要的因素之一，在
微生物的代谢过程中也会影响相关酶的活力，从而

改变功能酶的作用，影响脂肪酸的合成。从图３可
知，培养温度升高，脂肪酸产量增加，在培养温度为

３２℃时脂肪酸产量最大，之后脂肪酸产量直线下
降，这可能是由于过高的温度降低了酶的活性，最终

降低了脂肪酸产量。因此，选择培养温度为３２℃。
２．２　响应面试验

根据单因素试验结果，以诱导剂浓度（Ａ）、培养
时间（Ｂ）、培养温度（Ｃ）为自变量，脂肪酸产量（Ｙ）
为响应值，采用Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ法进行三因素三水平
的响应面试验设计，对重组谷氨酸棒杆菌Ｇ－ＢＣ产
脂肪酸的培养条件进行优化。响应面试验因素及水

平见表１，响应面试验设计及结果见表２。
表１　响应面试验因素及水平

水平
诱导剂

浓度／（ｍｍｏｌ／Ｌ）
培养

时间／ｈ
培养

温度／℃
－１ ０．５ １６ ３０
０００ １．０ ２０ ３２
００１ １．５ ２４ ３４

表２　响应面试验设计及结果
试验号 Ａ Ｂ Ｃ Ｙ／（ｍｇ／ｇ）
１ １ －１ ０ ２９．７９
２ ０ ０ ０ ３３．７８
３ ０ １ １ ２９．８８
４ ０ －１ １ ２９．２３
５ １ ０ １ ２９．８８
６ ０ ０ ０ ３３．５６
７ １ １ ０ ２９．０７
８ ０ ０ ０ ３３．９１
９ －１ １ ０ ２６．８９
１０ ０ ０ ０ ３３．６９
１１ －１ ０ １ ２７．１７
１２ －１ ０ －１ ２７．４２
１３ １ ０ －１ ２８．９８
１４ ０ －１ －１ ２９．９９
１５ ０ ０ ０ ３３．４７
１６ ０ １ －１ ２９．５４
１７ －１ －１ ０ ２７．８６
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　　利用Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ８．０软件，对表２中３个因
素进行二次多项回归拟合，得到多元二次回归方程：

Ｙ＝３３．６８＋１．０５Ａ－０．１９Ｂ＋０．０２９Ｃ＋０．０６３ＡＢ
＋０．２９ＡＣ＋０．２７ＢＣ－３．２９Ａ２－１．９９Ｂ２－２．０３Ｃ２。
对回归模型进行方差分析，结果见表３。

表３　方差分析

方差

来源
平方和 自由度 均方 Ｆ ｐ

模型 ９７．９０　 ９ １０．８８　１０６．６０ ＜０．０００１
Ａ ８．７８　 １ ８．７８　 ８６．０２ ＜０．０００１
Ｂ ０．２８　 １ ０．２８　 ２．７２ ０．１４３１
Ｃ ６．６１Ｅ－００３ １６．６１Ｅ－００３ ０．０７ ０．８０６４
ＡＢ ０．０２　 １ ０．０２　 ０．１５ ０．７０７２
ＡＣ ０．３３　 １ ０．３３　 ３．２４ ０．１１４９
ＢＣ ０．３０　 １ ０．３０　 ２．９６ ０．１２８８
Ａ２ ４５．５３　 １ ４５．５３　４４６．２２ ＜０．０００１
Ｂ２ １６．６９　 １ １６．６９　１６３．５７ ＜０．０００１
Ｃ２ １７．３７　 １ １７．３７　１７０．２０ ＜０．０００１
残差 ０．７１　 ７ ０．１０　
失拟项 ０．５９　 ３ ０．２０　 ６．５１ ０．０５１１
误差 ０．１２　 ４ ０．０３　
总和 ９８．６１　 １６
　注：ｐ＜０．０５为显著，ｐ＜０．０１为极显著

　　 该方程复相关系数（Ｒ２）为０．９９２８，校正决定
系数（Ｒ２Ａｄｊ）为０．９８３４，因此该方程能够明确地描述
独立变量对脂肪酸产量的影响。由表３可知，模型
Ｆ值为１０６．６０，ｐ＜０．０００１，表示模型极显著，可以
用来分析影响脂肪酸产量的因素。二次项 Ａ２、Ｂ２、
Ｃ２对于脂肪酸产量的影响极显著；交互项 ＡＢ、ＡＣ、
ＢＣ均不显著；一次项 Ａ影响极显著，Ｂ、Ｃ影响不显
著，３个因素对于脂肪酸产量的影响大小依次为诱
导剂浓度＞培养时间＞培养温度。

通过响应面模型优化，得到重组谷氨酸棒杆菌

Ｇ－ＢＣ产脂肪酸的最优培养条件为诱导剂浓度
１．０４ｍｍｏｌ／Ｌ、培 养 时 间 １９．８３ ｈ、培 养 温 度
３２．０３℃，在此条件下模型预测脂肪酸产量为
３３．７６ｍｇ／ｇ。为了便于操作，修正培养条件为诱导
剂浓度１ｍｍｏｌ／Ｌ、培养时间２０ｈ、培养温度３２℃，在
此条件下进行３组平行验证试验，平均脂肪酸产量
可达３４．５６ｍｇ／ｇ，与模型的预测值接近，说明该模
型可靠。

前期试验得到谷氨酸棒杆菌 ＡＴＣＣ１３０３２的脂
肪酸产量为１２．８８ｍｇ／ｇ，而在最优培养条件下重组
谷氨酸棒杆菌Ｇ－ＢＣ的脂肪酸产量为３４．５６ｍｇ／ｇ，
比原始菌株增加了１．６８倍，说明 ａｃｃＢＣ基因的引入
能够增加谷氨酸棒杆菌脂肪酸产量。

３　结　论
本研究探究了诱导剂浓度、培养时间、培养温度

对于重组谷氨酸棒杆菌Ｇ－ＢＣ脂肪酸产量的影响，
然后通过响应面法得到重组谷氨酸棒杆菌产脂肪酸

的最佳培养条件为诱导剂 ＩＰＴＧ浓度１ｍｍｏｌ／Ｌ、培
养时间２０ｈ、培养温度３２℃，在此条件下重组菌株
的脂肪酸产量为３４．５６ｍｇ／ｇ（以菌体干质量计），比
原始菌株提高了１．６８倍。说明乙酰辅酶 Ａ羧化酶
α亚基基因对于谷氨酸棒杆菌中脂肪酸的合成起到
促进作用。本研究为后续通过共表达脂肪酸合成途

径中的多基因（如脂肪酸合酶、硫酯酶等）来构建脂

肪酸高产菌株提供了理论依据。
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