
 林优红 等/高等植物叶绿体表达重组蛋白研究进展 

Chinese Journal of Biotechnology    
http://journals.im.ac.cn/cjbcn May 25, 2018, 34(5): 631−643 

DOI: 10.13345/j.cjb.170427 ©2018 Chin J Biotech, All rights reserved 

 

                           

Received: October 30, 2017; Accepted: January 9, 2018 
Supported by: National Natural Science Foundation of China (No. 31570370), Natural Science Foundation of Zhejiang Province, China (No. 
LY15C020005). 
Corresponding author: Zongqi Yang. Tel: +86-571-86843188; E-mail: yangzongqi@zstu.edu.cn 

国家自然科学基金 (No. 31570370)，浙江省自然科学基金 (No. LY15C020005) 资助。 

631生 物 工 程 学 报  

                                                               

高等植物叶绿体表达重组蛋白研究进展 

林优红，程霞英，杨东风，梁宗锁，杨宗岐 

浙江理工大学 生命科学学院，浙江 杭州  310018 

林优红, 程霞英, 杨东风, 等. 高等植物叶绿体表达重组蛋白研究进展. 生物工程学报, 2018, 34(5): 631–643. 

Lin YH, Cheng XY, Yang DF, et al. Advances in chloroplast expression of recombinant proteins in higher plants. Chin J Biotech, 
2018, 34(5): 631–643. 

摘  要 : 近年来，基因工程技术发展迅速，许多重组蛋白得以表达。其中利用植物生物反应器表达特异药物蛋

白为人类一些重要疾病的预防和治疗提供了新途径。植物叶绿体遗传转化和表达系统成为目前植物生物反应器

的研究热点。因结构和遗传上的特殊性，高等植物叶绿体在重组蛋白表达方面具有独特优势，外源基因表达量

高、定点整合，而且叶绿体母系遗传特性保证了生物安全性。很多重要药用蛋白质在植物叶绿体中表达成功。

烟草作为高等植物叶绿体转化模式植物，在疫苗抗原、抗体等药物蛋白和其他重要重组蛋白表达方面取得显著

进展。高等植物叶绿体遗传转化也为叶绿体基因的表达和调控机制的研究提供新的技术和方法。文中从叶绿体

遗传转化原理、载体构建、重组蛋白和重要药物蛋白在叶绿体中的表达以及重组蛋白表达对植物代谢和性状影

响等多个角度，对高等植物叶绿体遗传转化体系研究的新进展进行了综述，以期为叶绿体表达平台的开发和重

要药用蛋白质的表达提供新思路。 
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Abstract:  In recent years, gene engineering is developing rapidly and many recombinant proteins have been expressed. The 

use of plant bioreactor to express specific pharmaceutical proteins provides a new way for the prevention and treatment of some 

important diseases in human beings. Nowadays, chloroplast genetic transformation and expression system has become a 

research hotspot in plant bioreactor. Higher plant chloroplasts have unique advantages in the expression of recombinant proteins 

due to their special structures and inherited characteristics: such as high expression, site-specific integration, and the maternal 

inheritance characteristics of exogenous genes. The maternal inheritance of chloroplast is helpful for biological safety of 
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transgene escaping by pollens. Many important pharmaceutical proteins have been successfully expressed in plant chloroplasts. 

As a chloroplast transformation model of higher plants, tobacco has made significant progress in the expression of 

pharmaceutical proteins, such as vaccine antigens, antibodies, and other important recombinant proteins. Chloroplast genetic 

transformation in higher plants also provides new techniques and methods for the study of chloroplast gene expression and 

regulation mechanisms. In order to provide a new idea for the development of chloroplast expression platform and the 

expression of important pharmaceutical proteins, this review outlined the progress of chloroplast genetic transformation system 

in higher plants, including the chloroplast transformation principle, vector construction, expression of recombinant proteins and 

important pharmaceutical proteins, and the effects of recombinant proteins expression on plant metabolism and traits. 

Keywords:  higher plants, chloroplast expression, bioreactor, recombinant proteins 

近年来，随着转基因技术日渐成熟，利用转

基因技术表达生产重要重组蛋白的研究愈发受到

关注。传统的重组蛋白表达系统主要有大肠杆菌、

酵母、哺乳动物细胞以及昆虫细胞等。每种表达

系统都有各自的优点，如大肠杆菌和酵母的遗传

背景清楚、培养操作简单；昆虫细胞可用于真核

蛋白表达；哺乳动物细胞表达的重组蛋白最接近

天然蛋白[1]。但仍有一些限制因素阻碍着这些表

达系统的开发和商业化应用，譬如生产重组蛋白

及后期纯化成本高、效率低，重组蛋白的稳定性

和安全性问题也难以保证[2]。 

植物叶绿体遗传转化和表达体系是近年发展

起来的一种新的重组蛋白表达系统。与植物细胞

核表达平台相比具有一些明显优势：1) 叶绿体基

因组拷贝数多，外源基因表达效率高；2) 母系遗

传，外源基因不会随花粉传播而逃逸，生物环境

安全性高；3) 叶绿体基因组含有多顺反子结构，

多基因可共同表达；4) 叶绿体由双层膜包裹且无

蛋白外流，为重组蛋白表达提供了一个相对安全

的生物环境[3]。 

目前为止，高等植物遗传转化和表达体系已

取得丰硕的研究进展和成果。2012 年，FDA(U.S. 

Food and Drug Administration) 批准 Protalix 公司

以 胡 萝 卜 细 胞 生 产 的 、 用 于 治 疗 戈 谢 病 的

ELELYSO™ (Taliglucerase alfa) 药物正式上市。

这是首个用植物细胞作为生物反应器生产并获得

FDA 认可的药物[4]。植物叶绿体在生产疫苗抗原、

工业酶等重要重组蛋白和生物燃料方面也取得了

显著成就，尤其是某些重组蛋白能提高植物对非

生物压力的承受力，这对植物在逆境下生长具有

重要意义[5]。为使叶绿体遗传转化与表达体系更

加适应商业化生产模式，基因组学、蛋白质组学、

植物细胞冻干法、核糖体图谱和质谱技术等多种

研究手段应用于叶绿体表达系统的开发研究。其

中冻干植物细胞可在常温下贮存数月而不失重组

蛋白活性，简化了发酵、提取、纯化、低温运输、

制备等工艺，有效降低了生产成本[6]。 

烟草作为分子生物学研究的高等模式植物，

1990 年 Svab 等[7]利用基因枪法首次在烟草叶绿

体中成功转化 rrn16 基因，并获得稳定表达。随

后，马铃薯[8]、番茄[9]、油菜[10]、胡萝卜[11]、大

豆[12]、生菜[13]、棉花[14]等重要高等植物也相继成

功实现叶绿体转化表达外源基因[15]，但大多数叶

绿体遗传转化相关研究仅限于实验室研究阶段。

因此，研究高等模式植物——烟草叶绿体的遗传

转化并将其作为重要医药重组蛋白表达平台具有

广阔的商业应用和开发前景。烟草的生长周期短、

生物量大、对生长环境要求低，组培系统成熟，

转化后的再生和筛选比其他植物尤其是单子叶作

物相对容易[16-17]。在生物安全性方面，因烟草属

于不可食作物，以烟草叶绿体为外源基因表达系

统可以避免对人、畜食物链造成污染。这些特点

非常有利于转基因烟草大规模种植和重组蛋白规

模化生产[2]。 
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1  叶绿体及其转化 

叶绿体是一个半自主性遗传系统，有自己独

特的 DNA 复制、转录和翻译体系。根据内共生

学说，它是由一种异养原生生物吞噬蓝藻后进化

形成，故其在基因转录、翻译等方面具有原核特

性[17]。高等植物叶绿体基因组由一个大的单拷贝

序列 (Large single-copy region，LSC)、一个小的

单拷贝序列 (Small single-copy region，SSC) 以及

被它们分隔开的两个反向重复序列  (Inverted 

repeat sequence，IRs) 组成；共包含 120–135 个

基因，其中 76 个基因编码不同的蛋白质，剩余的

基因编码 RNAs[3,18]。 

叶绿体遗传转化是将叶绿体特异性启动子、

终止子及 5ʹ-UTR 和 3ʹ-UTR 作为外源基因调控序

列，和外源基因、选择标记基因表达盒及叶绿体

来源的同源重组片段共同构建成表达载体，表达

载体通过基因枪法或 PEG 法进入叶绿体后，利用

同源重组和位点特异性整合将目的基因片段插入

叶绿体基因组，最后通过选择压力和多轮筛选获

得同质化植株，实现外源基因的整合和高效表达。

转化过程主要分为 4 个步骤：1) 构建含有外源基

因的表达载体；2) 表达载体导入叶绿体并整合至

其基因组上；3) 筛选已达到同质化水平的转化植

株；4) 外源基因在转化植株叶绿体中表达[16]。 

外源基因调控序列是实现外源基因高效表达

的关键，使用最多的是叶绿体基因组内源性高表

达的 psbA 基因启动子 PpsbA 和 16S rRNA 操纵子

的启动子 Prrn。另有报道称，Oey 等在外源基因

的 5ʹ-UTR 加上噬菌体 T7g10 序列，重组蛋白表

达 量 达 到 细 胞 可 溶 性 总 蛋 白  (Total soluble 

protein，TSP) 的 70%[16,19]。 

同源重组片段是来源于受体植物叶绿体基因

组和叶绿体基因组部分片段同源的 DNA 序列，

具有物种特异性[20]。目前，大多数研究中外源基

因整合位点通常选择叶绿体基因组上的 trnI/trnA、

rbcL/accD、trnf M/trnG 及 rps7/ndhB 等位点，其

中 trnI/trnA 位点因整合效率高而成为最常用的外

源基因整合位点[16,21]。整合位点的选择不能破坏

叶绿体内源基因的结构和表达。 

叶绿体遗传转化中最常选用的选择标记是来

自大肠杆菌 Escherichia coli 的 aadA 基因。此基因

编码的氨基糖苷-3ʹ-腺苷酸转移酶能使壮观霉素失

活。因壮观霉素对叶绿体的核糖体 70S 亚基具有

高特异性，诱变率低，副作用少，故 aadA 是作为

叶绿体遗传转化选择标记基因的最佳选择[17]。近

来也有研究报道指出细菌氨基糖苷乙酰转移酶/

磷酸转移酶具有同样高效的筛选效率。其 N 端乙

酰转移酶结构域和 C 端磷酸转移酶结构域能协同

作用，具有对妥布霉素的抗性，且不自发产生抗

性突变体[22]。 

2  药物蛋白的表达 

由于烟草叶绿体表达重组蛋白具有转化效率

高、表达量高、定点整合、生物环境安全等特点，

很多具有重要医药价值的蛋白质，包括抗体、生

长因子、酶、激素以及疫苗抗原等都在烟草叶绿

体中成功表达 (表 1)。 

人类免疫缺陷病毒 (Human immunodeficiency 

virus，HIV) 是获得性免疫缺陷综合征 (Acquired 

immunodeficiency syndrome，AIDs) 的主要病原

菌。目前市场上仍缺乏针对 AIDs 的有效特异性

疫苗。2012 年，Rubio-Infante 等[23]以 HIV 病毒膜

蛋白 gp120 上的 V3 环和 C4 结构域序列作为外源

基因，在烟草叶绿体中成功表达 C4V3 抗原蛋白。

ELISA 免疫试验显示每克新鲜烟草叶片中 C4V3

蛋白积累量达到 25 μg；以每周 4 次、每次 15 μg

的剂量口服喂养 BALB/c 小鼠后发现小鼠体内产

生抗体反应，CD4+ T 细胞发生增殖现象且有

IFN-γ 生成，证明烟草叶绿体中表达的 C4V3 蛋白

具有免疫活性和抗原性。 
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表 1  近年高等植物叶绿体中表达的重组蛋白 

Table 1  The expression of recombinant proteins in higher plant chloroplast 
Year Recombinant protein Application Expression host References 

2004 Betaine aldehyde enzyme Enzyme Carrot [24] 

2009 Multi-epitope HIV antigen protein Antigen Tobacco [25] 

2009 Lycopene-β-cyclase Enzyme Tomato [26] 

2011 Anthrax antigen protein PA (dIV) Antigen Tobacco [27] 

2011 The fusion protein of CTB to human proinsulin (A, B, C 
peptide) 

Medicine Lettuce, tobacco [28] 

2012 HIV virus antigen protein C4V3 Antigen Tobacco [23] 

2012 Interferonα-5 Medicine Tobacco [29] 

2013 The fusion protein of tuberculosis antigen ESAT-6, 
Mtb72F to CTB 

Antigen Tobacco [30] 

2013 Vitamin E related cyclase, transferase Enzyme Lettuce, tobacco [31] 

2013 The fusion protein of Ecotoxin-4 to CTB Medicine Tobacco [32] 

2013 Four epitope polyphenols of Dengue virus Antigen Lettuce [33] 

2014 Xylanase Enzyme Tobacco [34] 

2014 Human interleukin-2 Medicine Tobacco [35] 

2014 Human papillomavirus E7 antigen fusion protein Antigen Tobacco [36] 

2015 The fusion protein of Human proinsulin to protein A 
 

Medicine Tobacco [37] 

2015 The fusion protein of Toxoplasma gondii SAG1  
antigen to LiHsp83 

Antigen Tobacco [38] 

2015 Basic fibroblast growth factor (bFGF) Medicine Tobacco [39] 

2016 Active oxygen clusters scavenger enzyme Enzyme Tobacco [40] 

2016 The third domain of dengue virus membrane protein 

(EDⅢ) antigen protein 

Antigen Tobacco [41] 

2016 Tissue plasminogen activator rtPA protein Medicine Tobacco [42] 

2016 β-glucuronidase Enzyme Tobacco [43] 

2016 Polio viral capsid protein1  Antigen Tobacco [44] 

2017 LALF32-51-E7 protein Antigen Tobacco [45] 

 

为了进一步增强 AIDs 疫苗活性，2015 年

Rubio-Infante 等 [46]又进一步构建和表达了嵌合

式、含多个免疫表位的抗原蛋白 Multi-HIV。多个

免疫表位分别来自几种 HIV 株系的 gp120 和 gp41

膜蛋白，具有针对不同 B 细胞和 T 细胞的功能。

研究者用从烟草叶绿体中提取的 Multi-HIV 蛋白

饲喂 BALB/c 小鼠，结果同样引发了包含 gp120 

V3 环和 gp41 ELDKWA 表位的中和抗体和特异性

干扰素 γ 生成；脾细胞增殖试验也表明 gp120 的

C4、V3 结构域和 gp41 的 ELDKWA 结构域表位

积累能引起阳性细胞反应，刺激脾细胞增殖。实

验结果证明表达的重组 Multi-HIV 抗原蛋白具有

免疫活性，可作为 HIV 疫苗的替补疫苗，同时也

表明高等植物叶绿体表达系统是表达疫苗抗原等

药物蛋白的有效途径。 

2017 年，Yanez 等[45]使用自我复制表达载体

(pRIC3.0)、亚细胞定位和基因沉默抑制剂 (NSs

和 P19 蛋白) 等手段，首次在烟草叶绿体中融合

表达 LALF32-51-E7 治疗性疫苗，以期改善其在大

肠杆菌表达系统中表达量低下的问题。E7 蛋白是针
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对人乳头瘤病毒 (Human papillomavirus，HPV) 的

关 键 抗 原 ， LALF32-51 (Limulus polyphemus 

anti-lipopolysaccharide factor) 是一种具有免疫调

节功能的细菌细胞膜穿透肽。结果发现自我复制

表达载体和叶绿体定位相结合，疫苗蛋白在叶绿

体中的积累量是细胞质中的 27 倍，占 TSP 总量

的 0.5%；而基因沉默抑制剂对蛋白积累量的影响

十分微弱。已有报道证实大肠杆菌中表达的

LALF32-51-E7 疫苗蛋白能在小鼠体内成功引发免

疫反应，并可抑制肿瘤形成[47]。通过进一步改良

重组蛋白的提取和纯化工艺，有望生产出治疗

HPV 的重组疫苗。 

2016 年，Chan 等[44]也以烟草叶绿体为平台，

融合表达了一种针对骨髓灰质炎病毒的加强型疫

苗 CTB-VP1 (Viral protein 1)。VP1 属于骨髓灰质

炎病毒衣壳蛋白，与现有疫苗 IPV (Inactivated 

poliovirus vaccine) 不同。烟草叶绿体中表达的口

服加强疫苗 VP1 生产成本低，且无需低温保藏运

输系统；冻干植物细胞可直接在常温下保存数月，

其中包含的疫苗蛋白仍能进行正确加工折叠，保

持较好活性。通过对疫苗蛋白的抗原性和免疫活

性进行检测，结果显示单一的 IPV 疫苗注射虽然

能有效引发大量中和抗体的生成，但粘膜免疫的

效果十分微弱；而仅口服加强型疫苗 VP1 也不能

诱导产生抗体抗原中和免疫反应。研究将 IPV 注

射和 VP1 口服相结合，并辅以植物性佐剂皂苷

(Saponins) 和角鲨烯 (Squalene)，结果发现对骨

髓灰质炎 Sabin1、2、3 三种病毒株都展现出了高

抗体中和滴度，且血清阳性率达到 70%–90%。实

验结果为预防骨髓灰质炎提供了新的途径，同时

低生产成本也为许多发展中国家和贫困地区带来

了福音。 

烟草具有生物量大的显著优势，每株烟草平

均能产生上百万颗种子。若能实现疫苗抗原在烟

草叶绿体中高量表达，再通过种子繁殖，可以大

幅降低疫苗生产和运输成本[2]。其他高等植物叶

绿体中也有抗原蛋白成功表达。2013 年，Maldaner 

等 [33]在生菜叶绿体中表达了一种针对登革病毒 

(Dengue virus，DENV) 血清检测的四表位多聚肽

抗原，有望用于登革病毒 ELISA 检测试剂盒的商

业开发。 

除疫苗抗原外，生长因子、干扰素等药物蛋

白也一直是叶绿体表达研究的热点。譬如，2011 年

Boyhan 等[27]在生菜和烟草叶绿体中同时表达了

霍乱毒素 B 亚基和人胰岛素原 (A、B、C 肽)的

融合蛋白。叶片中重组蛋白表达量均达到 TSP 的

40%以上。口服或注射重组蛋白的免疫小鼠均出

现血糖降低现象，表明该重组蛋白具备降低血糖

的功效。2012 年，Khan 等[29]构建了干扰素 IFNα-5

的 烟 草 叶 绿 体 表 达 载 体  (LBS:PrbcL: 

RF5::Prrn:aadA:TpsbA:RBS) 并导入叶绿体中表

达。ELISA 检测发现重组蛋白含量在成熟叶片中

最高可达到 4 372 pg/g。2015 年，Wang 等[39]首次

在烟草叶绿体中成功表达碱性成纤维细胞生长因

子  (Basic fibroblast growth factor ， bFGF) 。

Southern blotting 检测结果证实外源基因已整合

进叶绿体基因组中；ELISA 免疫印迹检测显示转

化植株叶片中重组蛋白含量约占 TSP 的 0.1%。 

当前有关植物叶绿体表达药物蛋白的报道越

来越多，多数蛋白的表达量高且具备生物活性。

因此，高等植物叶绿体表达系统具有开发成商业

化植物生物反应器的前景。 

中国农业科学院生物技术研究所沈桂芳教授

的叶绿体基因工程实验室在高等植物叶绿体遗传

转化方面也取得了较好的研究成果，先后在烟草

叶绿体中成功表达了口蹄疫病毒主要抗原 VP1 基

因[48]、猪瘟病毒主要抗原 E2 基因[49]等动物植物

疫苗。此前，我们实验室在衣藻叶绿体中分别表

达了人可溶性 TRAIL 蛋白[50]和来源于嗜热古细

菌 Pyrococcus furiosus 的耐高温 α-淀粉酶[51]，并
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构建了含猪瘟病毒 E2 基因的豆科牧草百脉根的

叶绿体转化载体[52]。目前，实验室正在进行紫花

苜蓿叶绿体转化载体的构建和转化工作。我们对

外源基因及其调控序列进行了优化，采用混合型

启动子 PrrnPclpPrbcL，根据转化植物叶绿体基因

组密码子的偏好性对外源基因进行了优化合成，

以期提高外源基因的表达量。 

叶绿体具有折叠、组装复杂蛋白的能力，且

能在转录后对其进行二硫键、脂质等加工修饰，

这些特点对重组蛋白的翻译后修饰，增强和发挥

抗体、抗原的生物活性是十分必要的[29]。同时，

叶绿体表达系统不具备糖基化修饰功能，为一些

不需要此修饰功能的药物蛋白如胰岛素、骆驼单

链抗体的表达开辟了新途径 [3,53]。此外，某些真

核重组蛋白对细胞内的蛋白水解较敏感，而高等

植物叶绿体中含有的蛋白酶是原核特性，因此可

为这类重组蛋白的表达提供一个相对稳定的内 

环境[42]。 

3  重组蛋白对植物性状和代谢的影响 

叶绿体是植物光合作用的主要场所。由于起

源和基因组结构的特殊性，使叶绿体在重组蛋白

表达方面具有一定的优越性。但一些重组蛋白的

表达又会对叶绿体或植株自身新陈代谢产生一定

的影响。譬如，Dhingra 等[24]在胡萝卜的体细胞

胚叶绿体中表达甜菜碱醛酶基因，提高了转化植

株的耐盐性能；Yabuta 等[31]在生菜叶绿体中表达

维生素 E 相关的环化酶、转移酶等基因，使生菜

中维生素 E 含量和活性都得到了提高。因此，通

过叶绿体基因工程研究重组蛋白的表达对植株性

状和代谢的影响，为叶绿体生物反应器的开发和

利用提供知识储备和理论依据。 

2009 年，Apel 等[26]为探究类胡萝卜素生物合

成途径，在番茄叶绿体中分别表达了来源于草生

欧文氏菌 Erwinia herbicola 和高等植物水仙花 

Narcissus pseudonarcissus 的番茄红素-β-环化酶基

因。结果发现真菌来源的环化酶的表达对番茄类

胡萝卜素的生物合成不产生明显影响；而水仙花

的环化酶在番茄叶绿体中的表达会促使番茄中的

番茄红素转化成维生素原 A (β-胡萝卜素)，含量

在干重叶片中可达到 1 mg/g。表明番茄叶绿体中

类胡萝卜素的生物合成可能受水仙花番茄红素- 

β-环化酶基因表达产物的调控。2015 年，Roding

等[54]在烟草叶绿体中表达酮式类胡萝卜素，植物

体光合效率发生变化。观察 T1 代转化植株发现，

每克干重中光合成色素含量降低，但 Chla/Chlb

的比率不变；这些酮式类胡萝卜素主要集中在类

囊体膜上，随着积累量增多而使类囊体脂质层发

生变化，最终导致基粒合成减少，光合作用受到

影响。 

通过叶绿体基因工程研究了解类胡萝卜素生

物合成相关途径及对植物功能的影响，进一步研

究类胡萝卜素在植物体内的代谢合成机制，寻找

能够提高外源基因表达量且不影响植物执行光合

作用的因子，有望实现在可食植物细胞内表达并

开发成对人类健康有益的生物产品。 

2014 年，Pantaleoni 等[34]以烟草叶绿体为平

台表达耐热木聚糖酶。通过对酶活、植株形态等

生理生化指标进行检测分析，结果表明在外界强

光条件下生长的转基因烟草表达的木聚糖酶酶活

相较于温室下生长的更高；但木聚糖酶的表达却

使转化植株的叶绿体结构形态发生了变化，如类

囊体减少、淀粉颗粒变大。纯化后的木聚糖酶在

4 ℃下可有效保存 12 个月，内源蛋白酶对其几乎

不产生干扰作用。因此，可利用烟草叶绿体大规

模生产重组蛋白木聚糖酶，为酿酒、饲料加工提

供工业酶类。 

强光照射会影响植物的生长发育。早先有研

究发现在烟草叶绿体中表达超氧化物歧化酶

(Superoxide dismutase，SOD) 或谷胱甘肽还原酶
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(Glutathione reductase，GR) 会增强某些活性氧簇

(Reactive oxygen species，ROS) 的清除活性，并

改变植株对非生物压力的反应，降低 UV-B 照射

对植物造成的伤害。为了探究选择性改变叶绿体

内抗氧化途径是否会影响过氧化物酶的清除活

性，Czégény 等[40]在烟草叶绿体中共同表达了 GR

和脱氢抗坏血酸还原酶 (GR plus DHAR)、GR 和

谷胱甘肽 S 转移酶 (GR plus GST) 融合基因。通

过对 UV-B 照射后转化植株和野生株的各类酶活

参数进行测定，研究结果表明相对于野生株，两

种转化植株对过氧化物酶的依赖性均减少；GR 

plus DHAR 转化株中非酶类清除剂对羟基自由基

清除的能力提高不明显。这突显了细胞内抗坏血

酸-谷胱甘肽循环在适应 UV 照射时的重要性。虽

然已有报道指出在强氧化条件下，抗坏血酸能帮

助植物对抗短时间、高剂量的 UV-B 照射[55]，但

作者发现酶催化清除过氧化氢是长时抵御 UV-B

的关键因素。但这些酶的表达如何影响植物代谢

仍需要更深入的研究。 

以上植物叶绿体中表达的重组蛋白种类、结

构各异，因此对转化植株性状和代谢产生的影响

也呈现出多样性。在保持重组蛋白自身活性的基

础上对其进行序列改造，研究重组蛋白与植物次

生代谢之间的相互作用，从而得到作用机制明确、

有应用价值的重组蛋白。此外，为了建立更高效

的叶绿体表达系统，重组蛋白是否参与细胞信号

调控等方面仍需要开展更多的研究，使植株在生

长过程中能自主选择沉默有害基因，而保证重组

蛋白的高量表达[56]。 

在研究叶绿体表达重组蛋白的同时，植物叶

绿体基因工程也可用于某些基因的功能研究。

2017 年，Li 等[57]在烟草叶绿体中表达来自棉叶枯

病菌完整的 hpaXm基因和去除该基因 N端一段类

似信号肽序列 (1–45 bp) 的突变体。免疫印迹检

测发现完整 hpaXm 蛋白在叶绿体中表达后会迁

移至细胞质、细胞膜、线粒体、细胞核甚至细胞

壁上；而突变体 hpaXm 却被限制在叶绿体内，无

法跨膜穿越。同时两种蛋白都表现出生物活性。

由此证明 N 端一段类似信号肽的序列对发挥

hpaXm 基因正常功能并不是必要的，但能帮助它

重新迁移定位。 

4  叶绿体中外源基因表达的优化 

尽管许多重要重组蛋白质都已在高等植物

(烟草、番茄、油菜、胡萝卜等) 叶绿体中成功表

达，但表达量低下仍是限制叶绿体基因工程技术

发展和应用的重要因素[26]。目前，相关研究主要

致力于优化外源基因序列、设计高效的叶绿体表

达载体等，以期提高外源基因表达量。 

4.1  优化 5ʹ端调控序列，提高重组蛋白表达量 

启动子、终止子等调控元件的选择和组合方

式、转录和翻译水平的差异、mRNA 和蛋白质的

稳定性、核基因表达产物等都会对重组蛋白表达

量产生影响。以 5ʹ端调控序列元件为例，2016 年

Gerasymenko 等[43]将 β-葡萄糖醛酸酶基因分别和

菜豆 Phaseolus vulgaris L、拟南芥 Arabidopsis 

thaliana 的 rbcL 基因 5ʹ调控序列、蒺藜苜蓿

Medicago truncatula Gaertn 的 rbcL 和 psbA 基因的

5ʹ调控序列组合，研究 5ʹ端调控序列对外源基因

在叶绿体中表达的影响。检测结果显示蒺藜苜蓿

的 psbA 基因启动子和 5ʹ-UTRs 序列调控的 β-葡萄

糖醛酸酶表达量最高，是其余调控序列的 2–3 倍；

菜豆的 rbcL 基因启动子和 5ʹ-UTRs 序列调控的表

达量接近于烟草 rbcL 基因自身调控水平。进一步

研究发现蒺藜苜蓿 psbA 基因和菜豆、烟草的 rbcL

基因在转录水平上的差异不大。因此，推测转化

植株中 β-葡萄糖醛酸酶的高表达主要是受 psbA

基因 5ʹ-UTRs 序列的翻译水平的影响。 

2013 年 Kolotilin 等[58]也设计了 4 种不同的表

达载体 (CEC1–4)，以期提高半纤维素酶在烟草叶
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绿体中的表达量。研究以细菌木聚糖酶 XynA 为

外源基因，烟草 cv.81V9 植株为转化对象。结合

转化后植株的生长状况、mRNA 和重组蛋白的积

累情况发现，抗性表达盒由 IEE+SD：aadA：TpsbC

组成 (IEE 指顺反子间表达元件；SD 是来自细菌

T7g10 5ʹ-UTR 的序列)；并以 psbA 基因启动子及

其 5ʹUTR 序列 (添加 T7g10 序列)、rbcL 基因终

止子作为外源基因调控序列能显著提高重组蛋 

白积累量，一株转化植物 cv.81V9 中约能产生  

18.3 mg 重组蛋白；且转化植株生长发育正常。反

之，其他几种表达载体介导重组蛋白表达或是对

植株表型产生影响，或是蛋白积累量低。 

在 CEC4 表达载体模式的基础上，将目的基

因换成黑曲霉 Aspergillus niger 的 xyn10A 和

xyn11B 基因，转化对象换成生物量更高的植株型

cv.I64。实验结果显示 xyn11B 的积累量达到 TSP

的 6.0%，远远高于 xyn10A 的表达量 0.2%。但当

载体上 T7g10 序列移除后，xyn10A 的表达量明显

提高，占 TSP 的 3.3%；反之，xyn11B 含量则下

降，TSP 中仅有 2.5%。结果说明 T7g10 序列在表

达外源基因时具有重要的调控作用。 

重组蛋白表达量是衡量表达体系是否优良的

重要指标。从上述研究结果不难发现，选择和利

用高效的调控序列并进行适当组合可以有效实现

重组蛋白的高表达[58]。 

4.2  优化外源基因密码子，提高表达量 

不同植物种类中叶绿体基因组的碱基构成和

密码子具有很强的偏好性。密码子偏好性也是影

响外源基因在叶绿体中表达量的重要因素。叶绿

体起源于原核生物，其基因组的碱基组成和密码

子的偏好性都具有原核性。根据叶绿体基因组密

码子的偏好性优化合成外源基因是提高外源基因

表达量的途径。 

2017 年，Kwon 等[59]根据 133 种植物叶绿体

中的 psbA 基因编码偏好性，对 Human clotting 

factor VIII heavy chain (FVIIIHC) 和 Polio viral 

capsid protein1 (VP1) 蛋白基因序列进行优化并

导入烟草叶绿体中表达。蛋白检测结果发现，以

psbA基因密码子使用频率等级优化的方式优于仅

以高度偏好密码子代替所有稀少密码子的优化方

式，两者 VP1 蛋白的表达量相差 77–111 倍。

Parallel reaction monitoring (PRM) 检测显示，优

化的 VP1 序列结合 Cholera nontoxic B subunit 

(CNTB) 蛋白，含量提高了 22.5–28.1 倍。此外，

核糖体图谱技术表明在 FVIIIHC 蛋白翻译过程中

核糖体会在 CTC 亮氨酸密码子处暂停；VP1 基因

优化序列上的丝氨酸密码子簇观察到有核糖体集

聚区存在。实验结果为密码子偏好性影响重组蛋

白的表达和表达量提供了有力证据。 

4.3  融合表达，增加重组蛋白表达和积累 

除了选择强启动子等调控元件提高重组蛋白

表达量之外，近来研究发现目的基因融合表达能

显著增加重组蛋白积累量。 

2015 年，Albarrac 等[38]在烟草叶绿体中融合

表达来源于弓地刚形虫 Toxoplasma gondi 的

SAG1 抗原蛋白和来自婴儿利什曼虫 Leishmania 

infantum 的热激蛋白 LiHsp83。实验结果显示两者

的融合表达显著提高了 SAG1 抗原蛋白的积累量 

(相当于单一表达时的 500 倍)，每克鲜重叶片中

约含 0.1–0.2 μg SAG1 抗原蛋白。由于 HSP90s 蛋

白在不同压力胁迫下都具有较强的稳定性，研究

推测 LiHsp83 在融合表达时能提高重组蛋白

SAG1 的稳定性或是避免其被降解，从而提高了

SAG1 抗原蛋白表达量。此外，实验对融合蛋白

的 免 疫 性 和 抗 原 性 也 进 行 了 检 测 ， Western 

blotting 检测结果表明 chLiHsp83-SAG1 能被感染

病原虫的人类血清样本中的 IgG 抗体识别，口服

饲喂小鼠后也能引起免疫反应。 

2014 年，Morgenfeld 等[36]为提高人类乳头瘤

病毒 E7 抗原在植物细胞中的表达量，将 E7 抗原
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基因分别与 β-葡萄糖醛酸酶基因以及引导它至类

囊体腔内的转移肽编码区融合在烟草叶绿体中表

达。结果表明，GUS 能帮助 E7 提高自身稳定性

并共同抵抗蛋白水解，C 端或 N 端融合了 GUS 的

E7 表达量比单一 E7 抗原蛋白表达高出 30–40 倍。

同时，实验还将E7、土豆X病毒衣壳蛋白 (CP) 和

转移肽 Str (来自光系统Ⅱ) 融合，表达获得了

StrE7 和 StrE7CP 两种融合蛋白。检测发现

StrE7CP 的表达量同 E7-GUS 类似，而 StrE7 融合

蛋白的表达量高达 80 倍之多。实验结果在一定程

度上说明了类囊体腔定位对特定蛋白表达的重要

性。关于叶绿体内重组蛋白的高积累的确切原因

还未可知，研究推测可能是类囊体腔内环境简单，

蛋白酶水解机制不容易发挥作用，起到保护重组

蛋白的作用。 

4.4  阻断负调控，促进重组蛋白表达 

目前，对重组蛋白表达研究大都集中在对其

实行正调控以提高表达量，而关于如何阻断其负

调控的研究则较少。2016 年，de Marchis 等[60]在

烟草叶绿体中表达菜豆 phaseolin蛋白时发现外源

异质蛋白在植物中表达时存在负调控机制。他们

在叶绿体基因组中插入外源基因的同时在核基因

组中也导入携带转移肽的外源基因，核表达的重

组蛋白在胞质核糖体中合成后再转移至叶绿体。

结果发现核表达重组蛋白在叶绿体中的积累启动

mRNA 翻译下调机制，抑制叶绿体中重组蛋白的

表达。研究推测这可能起源于细菌的竞争性抑制

机制。研究还发现当核表达的外源基因携带信号

肽在基质中合成并切除转移肽、重新定位至类囊

体后，就无法抑制叶绿体内重组蛋白的表达。菜

豆 phaseolin 蛋白不属于叶绿体内源异质复合体，

因此，它的负调控机制可适当延伸至其他一些可

溶性外源蛋白的表达，这有助于进一步探究和了

解植物叶绿体内源蛋白和重组蛋白的表达调控  

机制。 

重组蛋白表达量低是限制叶绿体表达平台推

广和应用的主要瓶颈。RNA 的积累、蛋白合成和

降解水平的平衡、细胞中糖类、蛋白质、脂质、

盐类等因素都会影响重组蛋白的稳定性和表达 

量[26]。通过探究各种不同因素对蛋白表达的调控

机理，建立较为完善、高效的叶绿体表达体系，

为重组蛋白，尤其是重要药用蛋白的商业化生产

提供新的表达平台。 

5  存在的问题 

烟草在高等植物叶绿体遗传转化研究中应用

最为广泛。叶绿体全基因组序列信息匮乏和组织

培养体系不成熟是限制其他高等植物进入叶绿体

转化行列的两大重要因素[15]。 

目前利用高等植物叶绿体转化平台表达人、

动物疫苗抗原、药物蛋白等方面所取得了较为显

著的研究成果，但这些表达产物中能真正投入市

场生产并应用于临床治疗的却十分有限；且表达

的重组疫苗的免疫原性虽然在实验小鼠身上得到

初步验证，但距离临床试验和应用还很远。大多

数治疗蛋白均以抗生素作为筛选标记，长期使用

会使细菌产生耐药性，不利于药物的可持续发  

展 [5,61]。此外，植物体内包含的多种代谢产物是

否会对抗体抗原等药物蛋白的疗效产生副作用也

仍是一个未知数，临床应用上缺乏更为完善的植

物叶绿体表达系统生物安全性评估体系。 

重组蛋白在植物体叶绿体中的高效表达是否

会对植物表型造成影响也成为人们关注的焦点。

目前为止，大多数重组蛋白在叶绿体中表达都未

发现植物表型发生明显变化；但也有报道称部分

重组蛋白在叶绿体中表达改变了植物表型，包括

叶片变黄、生长速度减慢以及雄性不育等[62-63]。

例如，Rigano 等[64]在烟草叶绿体中表达牛痘病毒

免疫蛋白 A27L，转化植株相对于阳性对照核酮糖- 

1,5-二磷酸羧化酶/加氧酶的大小亚基积累减少，
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在土壤中的生长速度也减慢，叶片呈现褪绿现象。 

6  小结与展望 

烟草是高等植物叶绿体基因工程中应用最为

广 泛 的 模 式 植 物 之 一 ， 许 多 品 种  ( 尤 其 是       

N. benthamiana) 被认为是用以表达生产重组蛋

白的最佳系统[65]。80%–90%的重组蛋白都是在烟

草叶绿体中表达成功，蛋白种类近百种，表达量

最高可达 70%[2]。与传统大肠杆菌发酵系统相比，

烟草叶绿体作为生物反应器的成本要低 50 倍之  

多[66]；且其生物量大，一株烟草能产生约上百万

颗种子，每亩烟草平均每年能收获 6 t 多叶片[29]。

虽然在植物叶绿体中表达了一系列重要的药用重

组蛋白，但重组蛋白表达量低仍是限制其商业开

发的重要因素；此外从转基因植物中分离纯化重

组蛋白也是限制植物生物反应器开发的主要技术

瓶颈。因此，今后可以在可食性植物中进行多样

尝试，扩大高等植物叶绿体转化受体范围，以期

生产出口服型疫苗抗原、抗体等重要药用蛋白，提

高植物生物反应器生产的药用蛋白的市场竞争力。 

随着高等植物叶绿体在表达重组蛋白，尤其

是药物蛋白上的优越性日益彰显，叶绿体表达系

统已成为分子生物技术领域的研究热点。通过不

断设计改造表达载体、探究细胞内调控外源基因

表达的影响因子，提高重组蛋白的表达量，简化

下游提取、纯化工艺，降低生产成本，建立和优

化有效、安全、经济的叶绿体表达系统。此外，

基于叶绿体基因组和植物细胞核基因组的信息交

流与互作，建立叶绿体基因组与核基因组之间的

相互调节作用网络，探究核基因表达产物对叶绿

体中新陈代谢途径的影响及叶绿体中次生代谢产

物如何反向调控核基因表达。随着高等植物叶绿

体转化技术和体系日益成熟，相信以此为基础的

药用蛋白将进一步推动世界医药产业的发展，为

人类带来福利。 
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