
第二章 基因工程制药
2.5 基因工程菌的不稳定性及对策

一、课程目标

1）知识学习目标

1. 掌握基因工程菌的稳定性概念

2. 了解基因工程菌中试生产的一些条件

2）思政育人(科研诚信、社会责任）

通过“湖南黄金大米”事件，让学生认识到“黄金大米”并没有经过严格的前期论证就已

经进入到了人体试验阶段，这是极其不负责任的行为，违背了科学家的职业习惯和规范，培

养学生科研诚信意识以及明确科研工作者需要承担的职业伦理责任 ，社会伦理责任和未来

伦理责任。

二 、思政案例

2012 年 8 月 1 日，一篇发表在美国著名学术期刊《临床营养学》上的题为《“黄金大

米”中的β-胡萝卜素与油胶囊中β-胡萝卜素对儿童补充维生素 A 同样有效》的论文里写

到，2008 年 5 月-6 月，美国塔夫茨大学曾对中国湖南衡阳市 25 名 6-8 岁的小学生进行过转

基因大米的人体试验。论文的作者中有三名中国人。

黄金大米”是一种转基因大米，因色泽金黄而 得名，它不同于正常大米之处在于其主

要功能是帮 助人体增加吸收维生素 A。科学家研制它是为了治 疗维生素 A缺乏症。

三、课程组织



引入：基因工程菌在传代过程中经常出现质粒不稳定的现象，有分裂不稳定和结构不稳

定，分裂不稳定是指工程菌分裂时出现一定比例不含质粒子代菌的现象；质粒结构不稳定是

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。

知识点讲解：质粒的不稳定性

常见的是分裂不稳定，与两个因素有关：含质粒菌产生不含质粒子代菌的频率；这两种

菌的比生长速率差异的大小。

含低拷贝质粒的工程菌产生不含质粒子代菌的频率较大，增加工程菌中的质粒拷贝数能

提高质粒的稳定性。含高拷贝质粒的工程菌产生不含质粒子代菌的频率较低，但是大量外源

质粒的存在使含质粒菌的生长速率明显低于不含质粒菌，而不含质粒菌一旦产生，能较快地

取代含质粒菌而成为优势菌，因而对这类菌进一步提高质粒拷贝数反而会增加含质粒菌的长

负势。

质粒稳定性的分析方法：将工程菌培养液样品适当稀释，均匀涂布于不含抗性标记抗生

素的平板培养基上，培养 10-12 小时，然后随机挑出 100 个菌落接种到含抗性标记抗生素的

平板上，培养 10-12 小时，统计长出的菌落数，每一样品应取 3次重复的结果，计算出比值，

该比值反映了质粒的稳定性。

思政案例引入：基因工程操作过程中质粒存在不稳定，而同样用基因工程手段获得的转基因

食品，是不是也存在安全隐患?

讨论：黄金大米”事件一出，引起 了轩然大波。人们进一步思考“黄金大米”是否安全，

该不该拿儿童 做实验。“黄金大米”事件暴露出目前一些科学家缺乏科研诚信和违规操作

的现象。说明科学家应承担起相 应的伦理责任。科学家只有承担伦理责任、才能促进科学

技术事业的不断进步。我们认为科学家的伦理责任 包括三方面：职业伦理责任 ，社会伦理

责任和未来伦理责任。

知识点讲解：提高质粒稳定性的方法

由于基因工程菌的培养与发酵受许多因素与条件的影响，而且随机性和可变性大，要使

基因菌的质粒保持稳定的遗传性状，仍存在各种工程问题有待于解决。由于基因工程菌的多

样性，所的手段常缺乏通用性，一般要采取具有针对性的措施，才能获得较好的效果。

(1)选择合适的宿主菌

重组质粒的稳定性在很大程度上受宿主菌遗传特性的影响，宿主菌的比生速率、基因重

组的特性、染色体上是否有与质粒和外源基因同源序列等都会影响质粒的稳定性。同一宿主

菌对不同质粒的稳定性不同，而同一质粒在不同宿主菌中的稳定性也有差别。因此对于不同

的表达系统、外因表达产物的性质、表达产物是否需要进行后加工及其复杂程度将决定宿主

菌的选择，如真核或生物、蛋白酶缺陷型或营养缺陷型等的宿主菌。相对而言，重组质粒在

大肠杆菌中比较稳定，在芽孢杆菌和酵母中较不稳定。

(2)选择合适的载体



质粒的特性在重组菌中，质粒载体的大小与拷贝数是影响质粒分离不稳定的重要因素。

插入片段的大小及特性等在质粒分离不稳定性中有关系，为了构建稳定的结构体，最好利用

小的质粒，小的质粒在高密度发酵中遗传性状比较稳定，而大的质粒往往由于发酵环境中各

种因素的影响，而变异的概率较高。对于松驰型质粒载体、一般情况下，伴随着细胞分裂，

质粒以随机方式分配到子代细胞中，而质粒载体的寡聚化效应会导致质粒载体拷贝数大大降

低，从而加重质粒的分离不稳定性，含低拷贝质粒的重组菌产生不含质粒的子代菌的频率较

大，因而这类重组菌增加质粒拷贝数能提高质粒的稳定性；质粒拷贝数越高，出现无质粒子

代菌的概率就越低，质粒就越稳定。但是由于大量外源质粒的存在使含质粒菌的比生长速率

明显低于不含质粒菌，因而不含质粒菌一旦产生后，能较快地取代含质粒菌而成为优势菌，

因而对这类菌进一步提高质粒持贝数反而会增加含质粒菌的生长速度，对质粒的稳定性不

利。

对同一工程菌来说，通过控制不同的比生长速率可以改变质粒的拷贝数。重组菌的稳定

性受遗传及环境因素两方面的控制，所以可以通过基因水平的控制来限制反应器中无质粒菌

的繁殖以提高系统中含质粒菌的比例。在重组菌培养过程中通常采用增加“选择压力”来提

高重组菌的稳定性。选择压力通常包括：

①在质粒构建时，加入抗生素抗性基因，在生物反应器的培养基中加入抗生素以抑制无质粒

菌的生长和繁殖。在培养基中加选择性压力如抗生素等，是工程菌培养中提高质粒稳定性常

用的方法。含有抗性基因的重组质粒转人宿主菌，重组菌获得了抗药性，发酵时在培养基中

加入适量的相应抗生素可以抑制质粒丢失菌的生长，消除了重组质粒分裂不稳定的影响，从

而提高发酵生产率。但应尽可能避免使用抗生素，必须使用时应选择安全性风险相对较低的

抗生素品种，且产品的后续纯化工艺应保证可有效去除制品中的抗生素；如后续工艺不能有

效去除，则不得添加。严禁使用青霉素或其他β-内酰胺类抗生素。

②利用营养缺陷型细胞作为宿主菌，构建营养缺陷型互补质粒，设计营养缺陷型培养基抑制

无质粒菌的生长和繁殖。选择压力对于质粒或宿主细胞本身发生了突变，虽保留了选择性标

记、但不能表达目的产物的细

(4)分阶段控制培养

外源基因表达水平越高，重组质粒越不稳定。由于外源基因高效表达造成质粒不稳定时，

可以考虑将发酵过程分阶段控制，即在生长阶段使外源基因处于阻遏状态，避免由于基因表

达造成质粒不稳定性问题的发生，使质粒稳定地遗传，在获得需要的菌体密度后，再去阻遏

或诱导外源基因表达。由于第阶段外源基因未表达，从而减少重组菌与质粒丢失菌的比生长

速率的差别，增加了质粒的稳定性。连续培养时可以考虑采用多级培养，如在第一级进行生

长，维持菌体的稳定性，在第二级进行表达。

(5)控制培养条件

控制培养条件：调控环境参数如温度、pH、培养基组分和溶解氧浓度含质粒的基因重组



菌对发酵环境的改变比不含质粒菌反应慢，间歇改变培养条件以改变两种菌比生长速率，可

改善质粒稳定性。通过间歇供氧和改变稀释数率，都可以提高质粒稳定性。

总结：大家好这节课主要讲授了质粒的不稳定性、提高质粒稳定性的方法、基因工程菌中试。


