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摘  要: 本文通过传代的方法研究了鸡 γ-干扰素基因的重组质粒 pET-ChIFN-γ在工程菌 CH1 中的

遗传稳定性。结果表明重组质粒在没有筛选压力下存在质粒不稳定性, 100 代时质粒稳定性只有 

69％。适当的筛选压力可以显著降低质粒的遗传不稳定性, 100 代时稳定性提高到 95％。各代重组

菌株在生长性能、质粒酶切图谱、蛋白表达等方面均保持一致, 未见明显差异。生物活性检测原

代和 100 代均达到 1.0×105 IU/mL以上。以上结果表明重组质粒pET-ChIFN-γ在工程菌株CH1 中具

有良好的遗传稳定性, 其质粒遗传不稳定性可由适当的筛选压力来控制。 
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Plasmid pET-ChIFN-γ in Escherichia coli 

WANG Hong-Hua1  LING Hong-Li1*  HOU Zhu-Mei2  LIANG Jing-Jing2   
MA Xiang-Dong1  WANG Lei1  LI Zhi-Zhong1  SUN Hai-Xin1  ZHAO Yu-Hui1

(1. Qingdao Continent Co. Ltd., Qingdao 266111)  
(2. Aquaculture College, Qingdao Agricultural University, Qingdao 266109) 

Abstract: A novel recombinant Escherichia coli BL21(DE3)/pET-ChIFN-γ was successfully constructed for 
high expression of chicken interferon-γ(ChIFN-γ), and the heredity stability of pET-ChIFN-γ was mainly 
focused on. It was segregationally unstable of the plasmid under no kanamycin selection pressure, only 69% 
cells containing plasmid after 100 generations. But it could be controlled by the supplementation of kanamy- 
cin pressure. The growth characteristics and the morphology of the cultures did not show differences among 
the generations. The chromatogram of the plasmids between origin strain and 100th generation strain di- 
gested by restriction enzymes were same, as well as ChIFN-γ expression level, biological activities showed 
no difference among the generations. It is indicated that recombinant strain CH1 has high heredity stability. 

Keywords: ChIFN-γ, Heredity stability, Plasmid stability, Generations

鸡γ-干扰素(ChIFN-γ)是由Digby等[1]于 1994 年
克隆得到的, 属于Ⅱ型干扰素。进一步的研究证明

其具有抗病毒[2]、免疫调节[3]和疫苗佐剂效应[4]等多

方面的生物活性。我国是养禽业大国 ,  研发具 
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有抗病毒活性和免疫调节活性的鸡 γ-干扰素在禽病
防治上具有十分重要的意义。本实验室根据 Kaiser
等发表的 ChIFN-γ 基因序列 (NCBI 登录号：
NM_205149), 去掉信号肽区, 对其成熟肽区进行大
肠杆菌密码子偏好性改造, 构建了重组鸡 γ-干扰素
质粒 pET-ChIFN-γ, 转化大肠杆菌 BL21(DE3)成功
构建了能高效表达重组 ChIFN-γ的工程菌株 CH1。
重组 ChIFN-γ 经初步纯化后在鸡胚成纤维细胞上具
有明显的抗病毒活性, 显示了良好的开发潜力。 

工程菌株的遗传稳定性和有限传代次数的确定

在生产实践中至关重要, 也是医药监督管理局对基
因工程药物评审的一个重要内容 [5]。为了确定原始

种子库和传代工程菌株的遗传稳定性, 本文对工程
菌株进行了传代培养, 并对不同代次菌株的培养特
性和菌落形态特征、质粒的限制酶切图谱、目的蛋

白表达图谱及活性水平等方面进行了比较分析, 以
期为重组ChIFN-γ的工业化生产提供相关的理论 
数据。 

1  材料与方法 

1.1  试剂 
限制性内切酶 NcoⅠ、HindⅢ购自 TaKaRa 公

司。其它试剂均为国产分析纯。 

1.2  菌株和培养基 
工程菌株 CH1(含 pET-ChIFN-γ 质粒)由本实验

室构建并保存。 
LB培养基(1 L)： 胰蛋白胨 10 g, 酵母提取物 

5 g, NaCl 10 g, pH值调至 7.0, 高压蒸汽灭菌。固体
培养基另加琼脂粉 15 g。 
1.3  菌株传代方法 

根据李莉等 [6]方法稍加调整。从原代菌株平皿

中挑取单菌落接种于含 50 μg/mL卡那霉素的LB液

体培养基中, 37℃ 200 r/min振摇过夜培养, 第 2天

按 1％的接种量分别接种含卡那霉素和不含卡那霉

素的LB液体培养基中 ,  37℃连续振摇培养 ,  每隔 

6 h转管, 间隔一定时间取样, 取得不同代数的菌液。 

分别取第 0、20、40、60、80、100代菌株适量

稀释, 涂布于空白 LB 平板, 37℃过夜培养, 分别挑

取单菌落 100个到空白 LB平板和含卡那霉素的 LB

平板, 37℃过夜培养, 计算工程菌 CH1 在有无卡那

霉素选择压力下传代时质粒丢失率。 

质粒稳定性＝含卡那霉素 LB 平板上菌落数/空
白 LB平板上菌落数 

1.4  菌落形态和生长观察 
用接种环挑取菌落, 涂布于含卡那霉素的 LB

平板, 37℃培养 24 h, 与从原代种子接出的培养物对
比, 观察菌落形态变化。 

接种单菌落到含卡那霉素的LB液体培养基中, 
37℃培养 15 h, 用空白LB培养基作为对照 , 测定
OD600, 确定生长速度的变化。 

1.5  质粒酶切鉴定 
传代过程中, 挑取原代、100代单菌落于 5 mL

含卡那霉素的 LB液体培养基中, 37℃培养过夜, 用
碱裂解法提取质粒, 重溶于 20 μL TE buffer中, 取 
4 μL用 NcoⅠ和 HindⅢ双酶切, 1%琼脂糖电泳鉴定
酶切片段。 

1.6  ChIFN-γ 在工程菌株中的表达 
分别挑取第 0、20、40、60、80、100代工程菌

株 CH1的单菌落到含卡那霉素的 LB液体培养基中, 
37℃培养过夜, 次日按 3％接种量接种到含卡那霉
素的 LB液体培养基中, 37℃培养 4 h后, 加入 IPTG
至终浓度为 0.3 mmol/L, 诱导 5 h后, 取 1 mL培养
液离心收集菌体, SDS-PAGE胶检测蛋白表达。  

1.7  重组 ChIFN-γ 生物活性 
取各代次诱导表达液离心收集菌体, PBS液重

悬 , 超声波破碎菌体 , 离心收集上清 , 采用病毒抑

制法测定其抗病毒活性[7]。 

2  结果 

2.1  菌落形态与生长 
在含卡那霉素平板上生长的菌落直径大小范围

为 1 mm~2 mm 的圆形隆起 ,  菌落平均直径为 

1.5 mm, 外表湿润光滑, 白色, 为典型的大肠杆菌

菌落, 无杂菌生长。液体培养基的原代和第 100 代

工程菌株 15 h的OD600值分别为 2.65和 2.69, 无明显

差别。 

2.2  质粒稳定性观察 
工程菌株CH1在没有筛选压力和有筛选压力下

的质粒稳定性如下表 1。结果说明没有筛选压力下

质粒存在不稳定性, 到第 100 代时质粒丢失率就达

到了 31％。适当的筛选压力则可以大大减轻质粒丢

失, 维持重组菌的稳定。 
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表 1  工程菌株 CH1 的质粒稳定性 
Table 1  Plasmid stability of the CH1 strain 

质粒稳定性 Plasmid stability (％) 
代数 

Generations 无筛选压力 
No selection pressure 

有筛选压力 
Selection pressure 

0 100 100 

20 91 100 

40 91 98 

60 86 98 

80 79 97 

100 69 95 

 
2.3  质粒酶切鉴定 

重组质粒 NcoⅠ和 HindⅢ双酶切可以切出大小
为约 440 bp 的插入片段, 从图 1 的酶切电泳图谱 
可以看出 , 经传代 100 代后 , 重组质粒的酶切图 
谱与原代没有差异。测序结果也证明基因序列正确

无误。 
 

 
 
图 1  原代与第 100 代质粒双酶切图谱 
Fig. 1  Chromatogram of the plasmids between origin 
strain and 100th generation strain digested by restriction 
enzymes 
 
2.4  SDS-PAGE 鉴定 

在 CH1工程菌株中表达的 ChIFN-γ蛋白其理论

分子量大小约为 20 kD(图 2)。原代菌种与各代的菌

种在总蛋白电泳模式中所有蛋白条带位置保持一致, 

其中表达产生的 ChIFN-γ水平也无明显差别。 

2.5  重组 ChIFN-γ 生物活性比较 
采用病毒抑制法测定其抗病毒活性。在菌体湿

重相同, 裂解液体积相同的情况下各取 5 μL裂解上

清进行测定, 测定结果表明经过连续传 100 代后各

代ChIFN-γ活性均在 1.0×105 IU/mL以上, 未见明显

差异。 

 
 
图 2  原代和第 20、40、60、80 和 100 代工程菌表达蛋

白的 SDS-PAGE 
Fig. 2  SDS-PAGE analysis of expression for ChIFN-γ by 
the generations 
 

3  讨论 

基因工程菌株的遗传稳定性是确定工业化生产

中种子库建立规模的重要参数。工程菌株中质粒的

稳定性也是基因工程药物进行放大生产的主要限制

性因素。质粒不稳定性分为分裂不稳定和结构不稳

定, 分裂不稳定指工程菌分裂时出现一定比例不含
质粒的子代菌的现象, 结构不稳定指外源基因从质
粒上丢失或碱基重排、缺失所致工程菌性能的改 
变[5]。 

本文构建的重组工程菌CH1 在无筛选压力下存
在质粒丢失现象, 传 100代时质粒稳定率只有 69％。
双酶切结果显示工程菌株CH1 携带的重组质粒在传
代前后的限制性内切酶图谱没有发生变化, 进一步
的DNA序列测定表明 , 插入的ChIFN-γ基因没有发
生突变, 这都说明该重组质粒在工程菌株CH1 中具
有良好的结构稳定性, 工程菌CH1 的不稳定性是由
分离不稳定性造成的。原因可能是重组质粒的存在

对菌株的生长造成了一定的压力, 同时菌株的快速
分裂增殖和质粒分配的不同步使得部分菌株丧失了

重组质粒, 且随着代数的增加丢失质粒的菌数逐渐
取得优势。而在筛选压力下重组菌传代则较为稳定, 
到 100代工程菌依然保持 95％以上的质粒稳定率。
目前提高质粒稳定性的方法主要有增加筛选压力、

质粒分子进行改造和优化发酵工艺等多种方法[5]。

本试验表明在发酵体系加入一定的筛选压力可以显

著提高重组质粒稳定性, 避免空菌的生长。另一方
面, 尽管质粒具有分离不稳定性, 但它仍然能够在
无抗生素选择压力条件下, 在 48世代内保持质粒的
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基本稳定遗传, 该性能已经足够满足工业生产的需
要[8]。 

工程菌株 CH1经连续传 100代以后, 依然保持

典型的大肠杆菌菌落形态, 在含卡那霉素的 LB 液

体培养基中生长性能未变 , 经 IPTG 诱导培养后 , 

ChIFN-γ 在各代中都可以表达, 表达量没有明显差

别。它们在 SDS-PAGE 中的带型基本一致, 并且生

物活性检测显示它们均具有生物学活性, 其质粒在

48 世代内基本保持稳定遗传, 其质粒的不稳定性也

可以通过加入适当的筛选压力避免, 这些都说明重

组质粒在工程菌株 CH1 中具有良好的遗传稳定性, 

对其进行工业化生产是可行的。 
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