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摘要：脂蛋白 LipL32 和 LipL21 及穿膜蛋白 OMPL1 是问号钩端螺旋体（简称钩体）属特异性表面

抗原，可作为通用型钩体基因工程疫苗抗原。【目的】在我们的研究中，为了获得使得重组人工融合

基因 lipL32/1- lipL21-ompL1/2获得较高的表达水平，我们优化了重组宿主大肠杆菌的表达条件。【方

法】我们采用了基于中心复合设计（CCD）的响应面分析方法（RSM）。影响重组大肠杆菌生长的主

要因素包 pH、诱导剂 IPTG浓度、诱导前培养实践、诱导时间以及诱导温度。响应面分析方法可以

从这些因素中找到适合目的蛋白表达的最优表达条件。【结果】我们的结果显示在 pH7.9、0.20 mmol/L 

IPTG、诱导前培养时间 2.5 h、诱导时间 5.83 h、诱导后温度 31 ℃条件下，可获得目的重组蛋白    

37.78 mg/L的最大表达量。【结论】实验结果表明采用基于中心复合设计的响应面分析方法能够较大

地提高目的产物的产量。利用统计方法不但可以减少试验的次数，而且还能够从影响蛋白的因素中找出最

重要的影响因素，因此该方法不仅对重组蛋白表达条件的优化有用，而且是一种很好的筛选方法。 
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接种疫苗是预防问号钩端螺旋体（简称钩体）感

染引起的钩体病最为有效的措施。现行钩体疫苗为多

价全菌死疫苗，接种后副作用很大。由于钩体血清群、

型众多以及抗体交叉保护作用较弱，故疫苗中未包含

的钩体血清群、型可引起钩体病暴发流行。近年国外

及我们的研究资料显示，钩体具有属特异性表面蛋白

抗原（Genus-specific antigens, GPAG）[1]。采用 GPAG
研制多价重组基因工程疫苗，极有可能发展出一种免

疫效果好、副作用小的新一代钩体疫苗。 
重组抗原表达量往往较低，是目前困扰重组基因

工程疫苗研制主要问题之一。较之真核表达系统，原

核表达系统具有易构建、产量高、成本低等优点[2~4]。

然而，除基因本身原因外，重组蛋白原核表达条件也

对产量有较大影响[5]。对重组蛋白表达条件优化的经

典方法是单因素分析，但影响因素较多时该方法受到

很大限制[6]。应用响应面分析相关数理统计方法，可

从有限的预实验数据中了解重组蛋白表达影响因素

之间关系，同时通过建立数学模型对最佳表达条件进

行预测，如此可经较少的实验次数而获得重组蛋白表

达条件的优化 [7~9]。本研究中，我们采用属于响应面

分析（response surface methodology, RSM）的中心复
合设计（central composite design, CCD）[10, 11]，建立

了预测目的重组蛋白 rLipL32/1-LipL21-OmpL1/2 最
佳表达条件的数学模型，对重组蛋白表达量有重要影
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响的诱导剂 IPTG浓度、诱导温度和时间、培养基 pH
等条件进行了优化和实验考核。 

1  材料和方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌株、表达载体和培养基：表达宿主菌大肠杆
菌（E. coli） BL21(DE3)和原核表达载体 pET42a均
购自 Novagen公司。含 3种钩体 GPAG编码基因的人
工融合基因 lipL32/1-lipL21-ompL1/2 表达载体由本
实验室构建，3个基因间的是通过一段重复 3次的编
码柔性肽 GGGGS 的碱基序列连接的。构建好的三联体
基因插入到 pPET-42a 载体多克隆位点 XhoⅠ和 Nde Ⅰ
两个位点之间。然后将构建好的质粒转化入表达宿主

菌 E. coli BL21(DE3)中 
1.1.2  主要试剂：LB培养基购自 Oxoid公司，其 pH
根据实验需要另行调整，灭菌后加入 30 μg/ml过滤除
菌的卡那霉素（Sigma）。IPTG购自上海衡泽生物技
术有限公司，其余试剂均为国产分析纯。兔抗钩体黄

疸出血群赖型赖株全菌抗血清购自北京中国药品生

物制品检定所，HRP 标记的羊抗兔 IgG 购自 Jackson 
ImmunoResearch。 

1.2  重组大肠杆菌的摇瓶培养 
挑取新鲜培养的单个工程菌菌落，接种于含   

30 mL培养基的 150 mL摇瓶中，37℃、200 r/min旋
转培养 12 h以获得菌种液，然后以 1%（V/V）接种
量接种于含 100 mL培养基的 250 mL摇瓶中，37℃、
200 r/min旋转培养，IPTG诱导浓度、诱导前后培养
时间和温度均根据实验需要或其结果设定。 

1.3  目的重组蛋白的鉴定和定量分析 
将诱导表达后的菌液冰浴 15 min后摇匀，10000×g  

4℃离心 10 min。弃上清，沉淀用 0.01 mol/L、pH8.0
的 PBS 重悬，按上法离心。取沉淀溶于 1×上样缓冲
液中，沸水浴 5 min，然后采用 8%分离胶进行
SDS-PAGE。电泳后凝胶用考马斯亮蓝 R-250 染色及
脱色后，BioRad凝胶图象分析系统（BioRad Agarose 
Image Analyser）及其 Quantityone软件进行光密度扫
描，以测定目的重组蛋白 rLlipL32/1-LipL21-OmpL1/2
的含量。实验中用已知浓度的 BSA 作为蛋白含量测
定中的参考标准品。 

1.4  目的重组蛋白 CDD 方案的确定 
我们在预试验中发现，诱导前培养时间（D1）、

诱导时间（D2）、IPTG浓度（C）、诱导后温度（T）

和 pH（H）是影响目的重组蛋白表达量的主要因素。
根据我们预实验结果及文献资料[12]，获得用于 CDD
中各培养条件变量水平的数据（表 1）。采用 CDD软
件 SAS v8.0，获得及应做的 52次试验，其中 42个析
因试验、10个为中心点处重复试验。 

 
表 1  表达条件相关的变量名称、符号和水平(α=2.366) 
Table 1  The names, signs and levels of independent variables 

relative to culture conditions 

Variable levels Independent  
variable Signs

−α −1 0 1 α 

Induction start 
time/h D1 0.8 1.6 2.4 3.2 3.6

       

Post-induction 
time/h D2 1.3 4 6 8 10.7

       

c(IPTG) /(mmol /L) C 0.08 0.15 0.2 0.25 0.32
       

Post-induction 
temperature/h T 21 26 30 34 39 

       

pH H 6.5 7.2 7.8 8.4 9.0

 
1.5  重组蛋白表达条件优化数学模型建立和实验鉴定 

根据上述 CDD 方案进行实验所获得的重组蛋白

表达实际值和统计分析中的编码值存在着以下关系：

Xi=Ai−A0/ A△ （A0是 Ai中心点处真实值， A△ 是变量

的级差），获得用于建立重组蛋白表达条件优化数学

模型的变量编码值（Xi）。利用存在的以下公式：

Y=b0+Σbixi+Σbiix2
i+ΣΣbijxixj（Y响应值，Xi是变量，

b0是常数项，bi、bii和 bij分别是线性、平方和乘积系

数）[12]，获得了本研究所需的目的重组蛋白表达条件

优化的数学模型。根据该模型计算获得最佳表达条件

的预测值进行目的重组蛋白表达实验，以评估预测值

的准确性。 

1.6  重组蛋白表达条件优化数学模型的统计学评价 
用 SAS v8.0 软件中方差分析，可通过改模型的

决定系数 R2值大小来判断模型的好坏，较高的 R2表

示该模型可以解释引起该模型绝大部分变异是由于变

量的变化导致的，可反映该模型的可行性和适用性[13]。 

1.7  Western blot 
  以 1∶1000稀释的钩体全菌抗血清为一抗、1∶4000

稀释的 HRP标记的羊抗兔 IgG为二抗，采用 SDS-PAGE

和Western blot对目的表达产物条带进行核实。 

2  结果 

2.1  基于 CDD 的表达试验 
42个析因试验（1~42）和 10个中心点处重复试
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验（ 43~52）的目的重组蛋白 rLlipL32/1-LipL21- 
OmpL1/2表达量见表 2。实验中发现，根据目的重组

蛋白表达预实验数据设计的 10个中心点处重复试验，
较其它试验获得更高的表达产量。 

 

表 2  的重组蛋白 CDD 相关试验及其表达产量 
Table 2  The tests based on CDD and the output of the target recombinant protein 

Run H D1 D2 C T      Output /(mg/L) 

1 −1.000 −1.000 −1.000 −1.000 −1.000 16.37 
2 −1.000 −1.000 −1.000 −1.000 1.000 21.31 
3 −1.000 −1.000 −1.000 1.000 −1.000 19.29 
4 −1.000 −1.000 −1.000 1.000 1.000 22.16 
5 −1.000 −1.000 1.000 −1.000 −1.000 18.80 
6 −1.000 −1.000 1.000 −1.000 1.000 21.86 
7 −1.000 −1.000 1.000 1.000 −1.000 24.14 
8 −1.000 −1.000 1.000 1.000 1.000 20.58 
9 −1.000 1.000 −1.000 −1.000 −1.000 23.84 

10 −1.000 1.000 −1.000 −1.000 1.000 22.45 
11 −1.000 1.000 −1.000 1.000 −1.000 26.52 
12 −1.000 1.000 −1.000 1.000 1.000 25.91 
13 −1.000 1.000 1.000 −1.000 −1.000 19.89 
14 −1.000 1.000 1.000 −1.000 1.000 18.54 
15 −1.000 1.000 1.000 1.000 −1.000 21.84 
16 −1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 22.66 
17 1.000 −1.000 −1.000 −1.000 −1.000 21.63 
18 1.000 −1.000 −1.000 −1.000 1.000 24.56 
19 1.000 −1.000 −1.000 1.000 −1.000 22.03 
20 1.000 −1.000 −1.000 1.000 1.000 24.02 
21 1.000 −1.000 1.000 −1.000 −1.000 23.76 
22 1.000 −1.000 1.000 −1.000 1.000 22.80 
23 1.000 −1.000 1.000 1.000 −1.000 18.79 
24 1.000 −1.000 1.000 1.000 1.000 24.78 
25 1.000 1.000 −1.000 −1.000 −1.000 28.83 
26 1.000 1.000 −1.000 −1.000 1.000 30.61 
27 1.000 1.000 −1.000 1.000 −1.000 23.19 
28 1.000 1.000 −1.000 1.000 1.000 28.61 
29 1.000 1.000 1.000 −1.000 −1.000 22.40 
30 1.000 1.000 1.000 −1.000 1.000 22.17 
31 1.000 1.000 1.000 1.000 −1.000 22.56 
32 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 27.72 
33 −2.366 0.000 0.000 0.000 0.000 15.39 
34 2.366 0.000 0.000 0.000 0.000 18.52 
35 0.000 −2.366 0.000 0.000 0.000 22.54 
36 0.000 2.366 0.000 0.000 0.000 26.62 
37 0.000 0.000 −2.366 0.000 0.000 20.42 
38 0.000 0.000 2.366 0.000 0.000 17.95 
39 0.000 0.000 0.000 −2.366 0.000 20.23 
40 0.000 0.000 0.000 2.366 0.000 22.98 
41 0.000 0.000 0.000 0.000 −2.366 21.72 
42 0.000 0.000 0.000 0.000 2.366 26.42 
43 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 33.20 
44 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 37.26 
45 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 34.59 
46 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 38.18 
47 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 36.07 
48 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 41.43 
49 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 34.95 
50 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 34.09 
51 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 35.66 
52 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 38.61 

 

2.2  影响目的重组蛋白表达主要因素 
根据 CDD 相关 52 个表达试验（43~52）结果经

计算得到各种因素的回归系数（表 3）。其中单一 H、
D1 或 T 对表达产量的影响非常显著（P<0.01）、D2

较为显著（P<0.05），单一 C无显著影响（P>0.05）。
然而，采用不同 D1 和 D2 值时对表达产量有显著影
响（P=0.0036），提示诱导前后时间之间存在交互   
作用。 
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表 3  基于 CDD 相关表达试验的各因素回归系数和统计学分析结果 
Table 3  Results of the regression coefficients of factors and their statistical analysis based on the CDD-associated expression tests 

Sourse DF SS MS t Pr>|t| Estimate Std Err 

H 1 57.219 57.219 3.707 0.0008 1.1509325 0.31046 
D1 1 59.094 59.094 3.767 0.0007 1.169631 0.31046 
D2 1 26.564 26.564 −2.526 0.0168 −0.784195 0.31046 
C 1 10.698 10.698 1.603 0.1191 0.4976513 0.31046 
T 1 33.377 33.377 2.831 0.0081 0879023 0.31046 

H×H 1 691.128 691.128 −12.884 0.0001 −3.466545 0.31046 
H×D1 1 1.349 1.349 0.569 0.5733 0.2053125 0.269057 
H×D2 1 2.514 2.514 −0.777 0.4430 −0.280312 0.360705 
H×C 1 19.704 19.704 −2.175 0.3734 −0.784688 0.360705 
H×T 1 9.364 9.364 1.500 0.1438 0.5409375 0.360705 

D1×D1 1 254.706 254.706 −0.7822 0.0001 −2.010444 0.360705 
D1×D2 1 41.246 41.246 −3.147 0.0036 −1.135313 0.269057 
D1×C 1 0.970 0.970 0.483 0.6328 0.1740625 0.360705 
D1×T 1 1.829 1.829 −0.663 0.5124 −0.239062 0.360705 

D2×D2 1 541.4129 541.4129 −11.404 0.0001 −3.068185 0.269057 
D2×C 1 3.585 3.585 0.928 0.3606 0.3346875 0.360705 
D2×T 1 2.527 2.527 −0.779 0.4420 −0.280937 0.360705 
C×C 1 399.593 399.593 −9.797 0.0001 −2.635884 0.269057 
C×T 1 2.709 2.709 0.807 0.4261 0.2909375 0.360705 

W×W 1 277.236 277.236 −8.160 0.0001 −2.195545 0.269057 
Model 20 1926.533 96.327 25.768 0.0001   
Error 31 129.067 4.163     
Total 51 2055.601      

 
2.3  表达条件优化数学模型及其与 CDD 表达实验结

果比较 
根据上述获得的回归系数，目的重组蛋白

rLlipL32/1-LipL21-OmpL1/2 表达条件优化数学模型

（公式 1），该模型 R2值高达 87.83%，该模型对 CCD

相关 52个表达试验的预测值与实际表达值十分接近，

显示该模型能够解释绝大部分目的蛋白产量变异。该

模型预测值与 CDD设计的 52个试验所获得的实际表

达值十分接近（表 4），预测值和实际值之间的吻合度

也较高（图 1）。从图中可以看出表示数学模型预测得

到的结果的点与实际实验结果很接近，表明该数学模

型能很好的解释和预测我们目的蛋白在 pH、诱导前

培养时间、诱导时间、IPTG 含量和诱导温度这些条

件变化时对蛋白产量的影响。 

Y (expression predict values) = 36.4099+1.1509325×

H+1.169631×D1−0.784195×D2+0.4976513×C+0.879023 

×T−3.466545×H×H+0.2053125×H×D1−0.280312×

H×D2−0.784688×H×C+0.5409375×H×T−2.010444

× D1× D1−1.135313× D1× D2+0.1740625× D1×

C−0.239062×D1×T−3.068185×D2×D2+ 0.3346875×

D2×C−0.280937×D2×T−2.635884×C×C +0.2909375

×C×T−2.195545×T×T                    （1） 

表 4  基于 CDD 设计的重组目的蛋白的实验值与预测值 
Table 4  The tests based on CDD and the output of the target 

recombinant protein 

Run Output 
/(mg/L) 

Predict 
/(mg/L) Run Output 

/(mg/L) 
Predict 
/(mg/L) 

1 16.37 18.95 27 23.19 25.56 
2 21.31 20.08 28 28.61 29.06 
3 19.29 19.91 29 22.40 22.53 
4 22.16 22.21 30 22.17 23.75 
5 18.80 20.10 31 22.56 22.39 
6 21.86 20.11 32 27.72 22.77 
7 24.14 22.41 33 15.39 14.28 
8 20.58 23.58 34 18.52 19.73 
9 23.84 23.28 35 22.54 22.39 
10 22.45 23.45 36 26.62 27.92 
11 26.52 24.93 37 20.42 17.39 
12 25.91 26.28 38 17.95 20.48 
13 19.89 19.89 39 20.23 22.83 
14 18.54 18.94 40 22.98 22.04 
15 21.84 22.89 41 21.72 26.2 
16 22.66 23.11 42 26.42 36.41 
17 21.63 21.89 43 33.20 36.41 
18 24.56 25.18 44 37.26 36.41 
19 22.03 19.71 45 34.59 36.41 
20 24.02 24.17 46 38.18 36.41 
21 23.76 21.92 47 36.07 36.41 
22 22.80 24.09 48 41.43 36.41 
23 18.79 21.08 49 34.95 36.41 
24 24.78 24.42 50 34.09 36.41 
25 28.83 27.04 51 35.66 36.41 
26 30.61 29.38 52 38.61 36.41 
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图 1  预测值和实际值的吻合度 
Fig. 1  Fit degree between the predict and actual values. The 
linear correlation between the predict and actual values. 
 

2.4  表达条件优化数学模型预测值及其表达实验结果 
响应面分析结果显示，pH7.9、诱导前培养时间为

2.5 h、诱导时间为 5.83 h、IPTG浓度为 0.20 mmol/L、
诱导后温度为 31℃时，最大的目的重组蛋白表达量预
测值可达 36.91 mg/L（图 2）。图 2是响应面图，从中可
以看出，目的蛋白产量的最高点均在我们实验设计的中

心点附近，在图中，为了观察五个因素对蛋白产量的影

响，我们分别将其中的 3 个因素的值设定在最优的水平
时观察其余两个因素变化对目的蛋白产量的影响，在曲

面图的最高点也就是最大的蛋白产量，该点对应的各因

素的值就是最优的蛋白表达条件。 
 

 
 
图 2  E. coli DE3 表达的融合蛋白浓度的响应面图 
Fig. 2  Response surface plot of fusion protein concentration by E. 
coli DE3. A: pH(H) vs. induction start time(D2) with constant levels 
of post-induction time (D2), IPTG concentrations(C) and post- induc-
tion temperature(T); B: IPTG concentrations vs pH with constant 
levels of induction start time , post-induction time and post-induction 
temperature; C: induction start time vs post-induction time with con-
stant levels of IPTG concentrations ,pH and post-induction tempera-
ture; D: post-induction time vs post-induction temperature with con-
stant levels of IPTG concentrations ,pH and induction start time. 

表达实验结果证实，在上述最佳条件下，能获得

最大的蛋白产量，通过实际实验验证发现该条件下我

们获得的蛋白产量为 37.78 mg/L。Western 结果证实
目的表达产物可与钩体全菌抗血清发生结合反应（图

3）。有目的蛋白泳道的 Western结果显示有特异性的
印记，阴性对照没有条带出现也表明该重组蛋白在未

诱导条件下表达量很低或不表达。 
 

 
                   
图 3  表达条件优化前后目的重组蛋白产量变化 
Fig. 3  Changes of the target recombinant outputs before and 
after the optimization of expression conditions.M. marker; 1 and 
2. the 0.1 and 0.5 μg BSA, respectively; 3 and 4. the lower ex-
pression level before the optimization and the higher expression 
level after the optimization, respectively; 5. the non-induced 
control; 6 and 7.the Western Blot results of the lower and higher 
expressed recombinant proteins, respectively; 8: the negative 
control for Western blot assay. 

3  讨论 

脂蛋白 LipL32和 LipL21及穿膜蛋白 OMPL1是
问号钩端螺旋体（简称钩体）属特异性表面蛋白抗原

[国外 LipL32，OMPL1，LipL21 文献]，因而可作为
通用型钩体基因工程疫苗抗原。钩体血清群、型众多，

强毒力的黄疸出血群赖型在我国流行最广（75%~ 
80%），其次是弱毒力的流感伤寒群流感伤寒群型、
秋季群秋季型、澳州群澳州型、波摩那群波摩那型等
[14]。我们以往的研究结果证实，lipL21无基因型差别，
流感伤寒群型、秋季群秋季型含 ompL1/1基因型，上
述其它钩体血清群、型含 ompL1/2基因型，所有上述
钩体血清群、型均含 lipL32/1基因型[15~17]。因此，我

们选择 lipL21、lipL32/1和 ompL1/2基因及其表达产
物作为基因工程疫苗抗原有实验依据。为了减少表达

次数以降低成本，同时还能采用多抗原以提高免疫效

果，我们构建了 lipL32/1-lipL21-ompL1/2人工融合基
因。为了使目的重组表达产物 rLipL32/1-LipL21- 
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OmpL1/2有较好的空间构型，我们在各基因之间加入
了柔性肽序列。 

无论是原核或真核表达，常遇到产量较低的情

况，显然不利于相关产品开发及实际应用。重组蛋白

原核表达条件往往对产量有较大影响[18]。根据文献资

料及我们的预实验结果，影响目的重组产物表达量的

主要因素是诱导剂 IPTG 浓度、诱导前培养时间和诱
导后时间、诱导后温度和 pH。为了高效率地实现上
述 rLipL32/1-LipL21-OmpL1/2 表达条件优化，我们
采用了新近发展起来的 RSM中 CCD法。 

根据 CDD 设置的表达试验结果表明，在上述 5
个影响因素中，pH、诱导前培养时间或诱导后温度可
明 显 影 响 rLipL32/1-LipL21-OmpL1/2 表 达 产 量

（P<0.01），单一 IPTG浓度却无明显影响（P >0.05），
这显然与传统实验中往往通过加大 IPTG 浓度以获得
高表达有所不同。同时我们还发现，诱导前和诱导时

间之间可能存在交互作用，这难以被传统的单素分析

试验所发现。 
本 研 究 中 ， 我 们 建 立 的 目 的 重 组 蛋 白

rLlipL32/1- LipL21-OmpL1/2 表达条件优化数学模

型有较高的预测准确性和适用性，表现为代表匹配

程度的较高 R2 值以及预测值和实际值之间高吻合

度。通过响应面分析，我们发现 pH7.9、诱导前时间

为 2.5 h、诱导后时间为 5.83 h、IPTG浓度为 0.20 mmol/L、

诱导后温度为 31℃时，最大的目的重组蛋白表达量

预测值可达 36.91 mg/L，而在此条件下实际目的重

组蛋白表达量为 37.78 mg/L，约是未优化前表达产

量 2.7 倍。Western blot 结果显示，钩体全均抗血清

能识别目的表达产物并与之发生免疫结合反应，提

示我们表达的 rLlipL32/1-LipL21-OmpL1/2有良好的

免疫反应性，同时也对 SDS-PAGE 中的目的条带进

行的鉴定。  

综上所述，基于 RSM的 CCD法可简便、高效地

对目的重组蛋白表达条件进行优化，达到了明显提高

表达产量的作用，同时也可为目的重组蛋白中试发酵

时获得高产量提供重要的参考依据。 
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Optimization of prokaryotic expression conditions of Leptospira interrogans 
trigeminy genus-specific protein antigen based  

on surface response analysis  
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University, Hangzhou 310009, China) 
(2Department of Medical Microbiology and Parasitology, College of Medicine, Zhejiang University, Hangzhou 310058, China) 

(3 Qianjiang College, Hanzghou Normal University, Hangzhou 310012, China) 
(4 Zhejiang Medical College, Hangzhou 310053, China) 

Abstract: Lipoproteins LipL32 and LipL21 and transmembrane protein OMPL1 have been confirmed as the superficial 
genus-specific antigens of Leptospira interrogans, which can be used as antigens for developing a universal genetic engi-
neering vaccine. [Objective] In order to obtain high expression of an artificial fusion gene lipL32/1-lipL21-ompL1/2, we 
optimized prokaryotic expression conditions. [Methods] We used surface response analysis based on the central compos-
ite design to optimize culture conditions of a new antigen protein by recombinant Escherichia coli DE3.The culture con-
ditions included initial pH, induction start time, post-induction time, Isopropyl β-D-thiogalactopyranoside (IPTG) con-
centration, and temperature. [Results] The maximal production of antigen protein was 37.78mg/l. The optimal culture 
conditions for high recombinant fusion protein was determined: initial pH 7.9, induction start time 2.5 h, a post-induction 
time of 5.38 h, 0.20 mM IPTG, and a post-induction temperature of 31℃.[Conclusion] Surface response analysis based on 
CCD increased the target production. This statistical method reduced the number of experiments required for optimization and en-
abled rapid identification and integration of the key culture condition parameters for optimizing recombinant protein expression. 
Keywords: Leptospira interrogans; prokaryotic expression; surface response analysis; expression condition optimization 
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