
第二章 基因工程制药

2.10 基因工程药物制造实例

一、课程目标

1）知识学习目标

常见的几种基因工程药物：干扰素、集落刺激因子、人白细胞介素-2

2）思政育人(科学精神）

通过干扰素从发现到成功应用于临床过程中不同科学家的贡献的讲解，培养学生不断探索

创新的科学精神。

二 、思政案例

《干扰素之源——干扰素发明者》、《Alick Isaacs 殊途同归——干扰素发现之争》|》《干

扰素抗病毒作用机理的探索历程》、《干扰素的抗病毒应用——从实验室研究到临床实践》

三、课程组织

思政案例引入：就像弗莱明发现青霉素一样，干扰素的出现也充满了神奇和偶然色彩，

50 年代之前由病毒造成的传染病大流行严重影响了人类的健康，仅 1918 年的一次全球爆发

的流感大流行就造成了 4千万人的死亡，此外天花、麻疹、脊髓灰质炎等病毒引起的传染病

也是非常流行，然而，人类一直没有找到一个象对抗细菌感染一样对抗病毒的有力武器，索

性当时免疫学的发展促成了人类疫苗的研制成功，通过疫苗人们成功的抵御住了天花、麻疹、

脊髓灰质炎的侵袭，然而，对于流感病毒感染却一直没有取得很好的突破，由于流感病毒容

易变种的原因，流感疫苗一直未能研发成功，但仍有很多科学家在不遗余力的进行着流感病

毒疫苗及其免疫接种等相关的研究。1957 年，英国医生 Alick Isaacs 在进行流感病毒

试验时，发现鸡胚中注射灭活流感病毒后生成了一种物质，这种物质具有“干扰”流感病毒

感染的作用，于是 Isaacs 将这种物质称之为“interferon”，也就是今天我们所说的干扰

素。 后又经过许多科学家的努力，干扰素终于成功从实验室应到临床。

学生任务：根据课前下发的《人类是如何发现干扰素的》文章，总结归纳干扰素从发现

到临床应用，不同的科学家做出的贡献。

知识点讲解：

干扰素是人体细胞分泌的一种活性蛋白质，具有广泛的抗病毒、抗肿瘤和免疫调节活性，

是人体防御系统的重要组成部分。根据其结构可分为 a、β、y、w4 个类型。a 干扰素又细

分为 a1b、α2a、α2b 等亚型。干扰素除具有广谱的抗病毒活性外，还具有抑制细胞分裂，



特别是抑制肿瘤细胞生长和免疫调节等功能，作为一种生物活性蛋白有着良好的临床应用价

值。

早期干扰素是用病毒诱导人白血球产生的，产量低、价格昂贵，不能满足众多患者的需

要，而现在使用的重组干扰素是利用基因工程技术在大肠杆菌中发酵生产，大大提高了生产

效率，降低了生产成本，这一节我们就一起学习一下重组干扰素的生产过程，包括基因工程

菌的构建、干扰素的生产、质量控制三部分内容，我们先看第一个部分，基因工程菌的构建。

首先是目的基因的获得：将生产干扰素白细胞的 mRNA 分级分离， 然后将不同部分的

mRNA 注入蟾蜍的卵母细胞， 并分别测定其卵母细胞合成干扰素的抗病毒活性， 结果发现

12SmRNA 的活性最高， 因此用这部分 mRNA 合成 cDNA。将 cDNA 克隆到含有四环素和氨苄青

霉素抗性基因的质粒 pBR 322 中。

然后将构建的质粒载体转化大肠杆菌，得到几千个重组子克隆，每个克隆都用干扰素的

mRNA 去进行杂交， 把杂交阳性克隆中的质粒载体转入体外蛋白合成体系中进行翻译， 对

翻译后的产物进行抗病毒活性检测， 经过多轮筛选获得了产生干扰素的 cDNA， 最后将该

cDNA 克隆转入大肠杆菌表达载体中，转化适合表达的大肠杆菌，获得高效表达干扰素的基

因工程菌，然后是菌体的培养和产物干扰素的分离纯化。

基因工程干扰素的分离纯化包括以下步骤：首先启开种子、然后是制备种子液、发酵培

养、粗提、半成品制备、半成品检定、冻干、分装、成品检定和成品包装。

1、发酵

人干扰素 a2b 基因工程菌的宿主菌是大肠杆菌，质粒含有含氨苄青霉素抗性基因，种子

培养基含 1%蛋白胨、0.5%酵母提取物、0.5%氯化钠。接种工程菌到 4 个装有 250 毫升种子

培养基的 1000 毫升摇瓶中，30℃培养 10 小时，作为发酵罐种子，用 15 升发酵罐进行发酵，

发酵培养基的装量为 10 升，发酵培养基由 1%蛋白胨、0.5%酵母提取物、0.01%氯化铵、0.05%

氯化钠、0.6%磷酸氢二钠、0.001%氯化钙、0.3%磷酸二氢钾 0.01%硫酸镁、0.4%葡萄糖、适

量的消泡组成，pH 为 6.8，发酵通气量为 1：1，溶氧为 50%。30℃发酵 8小时，然后在 42℃

诱导 2-3 小时完成发酵。

2、产物的提取和纯化

发酵完毕后，冷却，进行每分钟 4000 转离心 30 分钟，得湿菌体 1000 克左右。取 100

克湿菌体重新悬浮于 500 毫升磷酸缓冲液中，于冰浴条件下进行超声波破碎，然后每分钟

4000 转离心 30 分钟，取沉淀部分用含尿素、二巯基苏糖醇的磷酸缓冲液抽提，室温搅拌 2



小时，然后用每分钟 15000 转离心 30 分钟，取上清夜，用磷酸缓冲液稀释至尿素浓度为每

升 0.5 毫摩尔，加二巯基苏糖醇至每升 0.1 毫摩尔，4℃搅拌 15 小时，然后 15000 转每分，

离心 30 分钟，除去不溶物。上清液浓缩， 然后经过柱子分离， 收集人干扰素α2b 部分，

经 SDS-PAGE 检查。先用葡聚糖凝胶柱进行纯化，再用纤维素柱进行纯化，用磷酸缓冲液分

别洗涤，收集含人干扰素 a2b 的洗脱液。

在分离纯化过程中我们要对产品进行质量控制质量控制标准和要求在质控中需要进行

半成品和成品进行质控。

1.半成品检定

半成品检定包括效价测定、蛋白质含量测定、活性测定、比活性测定、纯度测定、相对

分子量测定、核酸含量测定、等电点测定、无菌试验、热源试验等。在这些质控中涉及的检

测方法有紫外光谱扫描法、福林-酚法、SDS-PAGE 法、放射性核素或生物素探针法、亲和层

析法和等电聚焦电泳等，在这些测定过程中必须采用国际上通用或中国药品生物制品检定所

提供的标准蛋白为标准样品。

2.成品检定

外观检测外观、活性、水分、无菌试验、安全毒性、热源质。成品干扰素冻干品外观呈

白色或微黄色，质地疏松，加入注射用水无肉眼可见不溶物，其他检测方法和半成品相同。

重组干扰素作为注射用的基因工程药物，其质量控制是其有效性和安全性的根本保证，只有

通过个的严格质控才能保证使用者的健康和安全。


