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摘要 植物叶绿体基因工程与细胞核基因工程相比,具有许多独特的优势,如能够实现外源基因特异整合

及高效表达、多基因共表达、外源基因不会随花粉扩散、没有位置效应和基因沉默等。目前已在16种植物中成

功获得叶绿体转基因植株,改良了植物的农艺性状,特别是在烟草叶绿体中高效表达了40多种外源蛋白,包括

多种抗体和疫苗。尽管如此,这项技术目前尚未用于主要粮食作物的性状改良。本文综述了植物叶绿体基因工

程的原理、技术、应用、难点及进展。
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  植物叶绿体由前质体分化而来,在进化上源于

内共生细菌[1],因而叶绿体保留了许多原核细胞的

特性,如多顺反子、基因转录及蛋白质翻译,均与细

菌相似。但经过千万年的进化,叶绿体基因组中大

部分基因已转移到核基因组中,其自身的新陈代谢

也受核基因调控;叶绿体中主要保留了三类功能基

因:光合作用、表达调控和生物合成。叶绿体通过光

合作用合成重要的氨基酸类物质,是植物细胞首要

的能量来源,在植物生长发育和细胞新陈代谢过程

中具有非常重要的作用[2]。
植物叶绿体转基因技术,是经过同源重组将外

源基因定点整合到叶绿体基因组中,这与常规的细

胞核转基因技术不同。高等植物细胞的叶绿体数目

多,每个细胞含100个左右,而1个叶绿体中又存在

约100个叶绿体基因组[3],所以1个植物细胞的叶

绿体基因组拷贝数可高达10000。因此,植物叶绿

体转基因技术的发展及应用具有一些重要特点。本

文扼要综述了叶绿体转基因技术原理、发展历程及

一些最新研究进展。

1 叶绿体基因工程原理

将外源DNA转入叶绿体首先需要通过几层物

理障碍:细胞壁、原生质体膜及叶绿体双层膜。目

前,最有效同时也是应用最广泛的转化方法是将外

源基因包裹在金粉或者钨粉颗粒表面,通过高压气

体的驱动,将其转入细胞内,也就是我们通常所说的

基因枪转化法。该方法最早被应用于洋葱表皮细胞

的基因转化[5],随后,经过改良的基因枪法被应用到

更小的细胞类型和细胞器的基因转化中,如单细胞

生物衣藻[6]和烟草的叶绿体转化[7]。其他较为复杂

的转化方法也逐渐发展起来,如PEG介导的原生质

体转化[8]和直接将DNA通过显微注射的方法注入

细胞器中[9]。尽管PEG介导的质体转化技术在酶

解细胞壁和原生质体的分化再生方面积累了一定的

经验,但是该项技术还仅限于在部分实验室进行研

究。而显微注射技术对仪器有特殊的要求,这也极

大地限制了该项技术的应用,所以截止到目前并没

有应用该项技术成功获得叶绿体转基因植株的报

道。目前,基因枪法仍为应用最广泛的叶绿体转化

的方法。迄今为止,得到的叶绿体转基因植株汇总

于表1和表2,大多数是通过基因枪法转化得到。
当外源基因进入叶绿体后,通过同源重组双交

换的模式外源基因定点插入到叶绿体基因组的特定

位点中,稳定整合的外源基因在细胞分裂时可以复

制并进入到新分裂出的细胞中。每1个叶绿体约含

有100个拷贝的叶绿体基因组,每7~10个拷贝聚
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表1 叶绿体转基因技术在作物改良方面的应用

Table1 Chloroplasttransgenictechnologyapplicationsincropimprovement

物种

Species

同源整合位点

Homologous
recombinationsite

整合的外源基因

Transgene

转化效率

Transformation
efficiency

烟草 Nicotianatabacum[10] trnV-rps7/12 aadA+uidAa 1/1(100.0%)
拟南芥 Arabidopsisthaliana[4] accD-rbcL aadA 2/201(0.9%)
马铃薯Solanumtuberosum[11] accD-rbcL-rrn16-rps7/3 aadA+gfp 3/104(2.8%)
马铃薯Solanumtuberosum[12] accD-rbcL aadA+gfp 14/435(3.2%)
番茄S.lycopersicum[13] trnfM-rps14 aadA 1~3/20(5.0%~15.0%)

Lesquerellafendleri[14] trnV-rps12/7 aadA+gfp 2/51(3.9%)
矮牵牛 Petuniahybrida[15] accD-rbcL aadA+gusA 3/31(9.6%)
大豆GlycinemaxL.[16] trnV-rps12/7 aadA 11/80(13.7%)
胡萝卜 DaucuscarotaL.[17] trnI-trnA aadA+badh 1/7(14.0%)
棉花Gossypiumhirsutum[18] trnI-trnA aphA-6+nptII 1/2.4(41.6%)
莴苣LactucasativaL.[19] accD-rbcL aadA+gfp 5/85(5.8%)
杨树 Populusalba[20] rbcL-accD aadA+gfp 44/120(36.6%)
水稻Oryzasativa [21] trnI-trnA aadA+gfp 2/100(2.0%)
花椰菜 Brassicaoleracea[22] accD-rbcL aadA 1/5(PEG)
卷心菜 BrassicaoleraceaL.[23] trnI-trnA aadA+uidA 3~5/150(2.0%~3.0%)
卷心菜 BrassicaoleraceaL.[24] trnI-trnA aadA+Cry1Ab 8/100(8.0%)
甜菜 Betavulgaris[25] rrn16-rps12 aadA+gfp 3/40(7.5%)
油菜 Brassicanapus[26] rps7-ndhB aadA+Cry1Aa10 4/1000(0.4%)
油菜 Brassicanapus[27] trnI-trnA aadA+has 19/82(23.1%)

表2 叶绿体转基因技术在生物反应器方面的应用

Table2 Chloroplasttransgenictechnologyintheapplicationofbioreactor

改良植物

Species

同源重组位点

Homologous
recombinationsite

外源基因

Transgene

性状或所表达的蛋白

Traitsorproteins
expressed

烟草[28]1) rbcL-orf512 aadA+EPSPS 抗除草剂 Herbicideresistance
烟草[29] rbcL-accD aadA+Cry2Aa2 抗虫Insectresistance
烟草[30] rbcL-accD aadA+bar 抗除草剂 Herbicideresistance
烟草[31] trnV-rps7/3 aadA+hST 人类生长素 Humantherapeuticprotein
烟草[32] trnV-rps7/3 aadA+EPSPS 抗除草剂 Herbicideresistance
烟草[33] trnV-orf131 aadA+MSI-99 抗病Bacteriaandfungiresistance
烟草[34] trnI-trnA aadA+Cry2Aa2 抗虫Insectresistance
烟草[35] trnI-trnA aadA+CTB 霍乱毒素CholeratoxinBsubunit
烟草[36] trnI-trnA aadA+TPS1 抗旱 Droughttollerance
烟草[37] trnI-trnA aadA+merB+merA 环境修复Phytoremediation
烟草[38] trnI-trnA aadA+hsa 人血清白蛋白 Humanserumalbumin
烟草[39] trnI+trnA aadA+Guy′s13 单克隆抗体 Monoclonalantibody
烟草[40] trnI-trnA aadA+pag 炭疽热保护抗原 Bacillusanthracisprotective
烟草[41] trnI-trnA aadA+IGF-1 胰岛素类生长因子Insulin-likegrowthfactor
烟草[42] trnI-trnA aadA+phaA 细胞质雄性不育Cytoplasmicmalesterility
烟草[43] trnI-trnA cry9Aa2+aadA 抗虫Insectresistance
烟草[44] trnI-trnA aadA+mon 莫内林 Monellin
烟草[45] trnI-trnA aadA+IFN-α2b α-2b干扰素Interferon-α2b
烟草[46] trnI-trnA aadA+CTB-2L21 动物疫苗 Vaccine
烟草[47] trnI-trnA aadA+LecA 变形虫病疫苗 Amoebiasisvaccine
烟草[48] accD-rps12 aadA+ASA2 氨基苯甲酸合酶 Anthranilatesynthase[α]-subunit
烟草[49] trnV-rps12/7 aadA+A27L 牛痘病毒外壳蛋白 VacciniavirusenvelopeptoteinA27L
烟草[50] trnV-rps12/7 gfp+TetC 破伤风毒素C亚基 TetanustoxinfragmentC
烟草[51] trnI-trnA aadA+PDF1B 放线酰胺素抗性 Actinoninresistance
烟草[52] rrn16-trnI aadA+VP-Βgus 口蹄疫病毒抗原决定基Footandmouthdiseasevirusepitope
烟草[53] trnI-trnA aadA+gfp+RC101/PG1 抗菌肽 Antimicrobialpeptides
 1)Nicotianatabacum

052
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集在一起形成一种类核结构。每个细胞约含有100
个叶绿体,1次同源重组过程只在1个叶绿体基因

组拷贝中插入外源基因,而细胞中含有上万个叶绿

体基因组拷贝,所以插入了外源基因的叶绿体基因

组只占较少的数目,这样就形成了叶绿体转化的异

质体。异质体在遗传上是不稳定的,因此,必须想办

法去除野生型的叶绿体基因组拷贝,得到的同质体

才具有遗传稳定性。在植物细胞分裂、生长和分化

过程中,质体DNA的分配是随机的。有研究表明,
在没有筛选压的情况下,只有很小部分的转化质体

能够传递到新分裂的细胞中[54]。为了提高转化效

率,有效地去除野生型叶绿体基因组,必须通过有效

的抗生素筛选和成功的再生体系,才能实现转化植

株的同质化。曾有报道表明,在筛选压存在的情况

下,大约经过20~30个细胞分裂周期,才有可能去

除野生叶绿体基因组[55-56]。因此,为了使外植体的

筛选时间足够长,一个成熟的再生体系也是成功实

现叶绿体转化必不可少的。但是目前很多植物还

无法实现从完全脱分化的组织通过组织培养再生

出正常植株。烟草是进行叶绿体转化最为成功的

植物,因此目前很多探索性的工作都是围绕烟草

展开。

2 叶绿体中外源基因的整合与调控

2.1 同源重组片段

农杆菌介导的遗传转化所用的载体通常为通用

载体,外源基因表达框架两端为短的骨架区域[57],
称为左边界(LB)和右边界(RB),这些序列能够保

证外源基因随机插入到宿主基因组中的任何位置。
与此完全不同的是,叶绿体遗传转化是通过同源片

段间发生同源重组双交换,将外源基因定点插入到

宿主叶绿体基因组的特定位点。因此,只要将特定

位点两端的序列作为同源重组片段构建在转化载体

中,就可以将外源基因插入到该位点中[58],这不仅

可以将外源基因表达框架插入到特定位点,还能利

用这个特点进行质体基因组功能研究和基因敲

除[55]。目前基因间的序列通常被作为插入位点,这
样不仅能够避免外源基因插入对细胞本身的负面影

响,同时还能避免对内源基因的表达造成干扰。截

止到目前,叶绿体中有13个位点已被作为外源基因

的插入位点,如rbcL/accD、trnI/trnA、trnV/rps7、

psbA/trnK等,证明外源基因在叶绿体环状基因组

的很多位点上都是可以表达的。基因敲除是指在体

外将目的序列进行突变,然后通过定点插入的方法

将突变的序列替换掉基因组内的原始序列。以烟草

为例,许多研究围绕基因敲除技术展开,对质体基因

进行功能研究。
为了提高重组效率,一般使用1~2kb的内源

DNA序列做为同源重组片段,研究表明,进行叶绿

体转化时,并不需要针对每个物种构建位点特异性

转化载体,这与叶绿体基因组的高度保守性是相关

的[59]。事实上,包含有烟草叶绿体序列的转化载体

同样可以作为番茄[13]、马铃薯[11]和矮牵牛叶绿体

转化的载体[15]。近期也有关于叶绿体通用转化载

体的相关报道[60-61]。
2.2 启动子和非翻译区

为了保证外源基因在叶绿体中能够高效表达,
启动子和调控序列的选择是至关重要的。由于叶绿

体起源于内共生细菌,所以叶绿体内蛋白质的转录

和翻译过程与原核细胞非常类似,如基因以多顺反

子形式存在,密码子的偏爱性等。但是,叶绿体经过

长期的进化,基因重组和表达调节在质体中是存在

的,而且还有内含子剪切和RNA编辑过程,这些现

象在细菌中是不存在的。调控序列能显著提高外源

基因在叶绿体中的转录、翻译效率及RNA的稳定

性。目前使用最多的是16SrDNA基因的启动子

Prrn[62-64]和光系统Ⅱ作用中心的启动子PpsbA[10]。
常用的终止子是叶绿体psbA 基因终止子 TpsbA
和rps16基因终止子Trps16[65]。

在质体中,基因表达和蛋白质翻译调控方面与

原核生物又有显著的不同,因此,5′非翻译区和5′调
控序列对RNA的稳定性和蛋白的高效翻译是必不

可少的。在细菌中,所有的 mRNA在翻译的初期

都包含一段Shine-Delgarno序列,以保证蛋白翻译

的准确起始。而在叶绿体中,只有40%的 mRNA
含有这段序列,这说明叶绿体中还含有与之不同的

调控序列[66],许多研究也证实了这一点。例如,

Eibl等[67]研究发现,当对5′-UTR区进行适当改变

后,报告基因uidA 的蛋白积累量是原来的100倍。
不仅仅是非翻译区,开放阅读框的第1个密码子对

翻译效率的影响也非常显著[63-64]。当对上述区域进

行适当调整后,有可能实现蛋白的高水平表达。当

使用Prrn启动子融合大肠杆菌T7噬菌体基因10
的5′-UTR区域,使目的蛋白积累量达到总可溶性

蛋白(TSP)的70%[68]。如此之高的重组蛋白表达

量显示出叶绿体巨大的蛋白生物合成潜力,但同时

152
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也应看到超高的外源蛋白积累量会对植物的生长发

育造成损害[69]。尽管如此,仍有许多报道显示在质

体中实现了许多毒蛋白的高效表达。
2.3 外源基因的积累和基因表达调控

目前植物基因工程面临的一个首要任务是如何

一次将2个甚至多个基因转入有机体。通常情况

下,不同基因分别构建在不同的表达框架中,各自包

含启动子和终止子。相反,质体基因组具有表达多

顺反子的潜力,也就是将多个基因以多顺反子的形

式构建在一个转化载体中,多个基因共用一个启动

子和终止子。转录产物以多顺反子形式存在,翻译

时从各自的起始位点开始[70]。但是,除了以多顺反

子形式表达cry2Aa2基因获得成功[34,71],目前这项

技术并未用于同时表达2种或2种以上融合蛋白,
这在很大程度上与多顺反子转录产物复杂的二级结

构及不可预测的相互间的互作有关,而二级结构恰

恰对翻译产物的稳定性和 mRNA 进一步加工有

关,最终导致外源蛋白的积累量非常低。尽管质体

的转录和翻译过程与细菌惊人相似,也不能轻易认

为是完全相同。例如,在大肠杆菌中能够较好地表

达血红素α和β亚基,而当整合到质体中,未检测到

该蛋白的表达[72]。近期有报道表明,有一种称为多

顺反子区域表达因子的短序列,能够介导多顺反子

的剪切以形成稳定的单顺反子转录产物[73]。这个

因子的发现,将会成为新的研究热点以提高重组蛋

白的表达量。
另外一个挑战是如何使外源蛋白在质体中既能

够高效表达,又不会对植物本身的新陈代谢过程和

生长发育造成不良影响。大多数启动子如Prrn都

是组成型表达,受到一些调控因子的调节。在叶绿

体的光合作用中,5′-UTR区域的转录产物对蛋白

质的翻译起到重要的调控作用。例如,有研究显示

光能够调节psbA 基因mRNA的转录[74],同时还能

使RNA水平维持恒定不变[75]。但当光线不能在合

适的时间诱导外源基因的表达时,就需要通过化学

或物理手段来诱导。一种较为复杂的方法是将外源

基因放在噬菌体T7启动子的控制下,该启动子在

质体中通常是没有活性的,外源基因只有受到相应

的 T7RNA 聚 合 酶 的 诱 导 时 才 会 表 达。而 T7
RNA聚合酶通常只有通过与在细胞核基因中含有

该酶基因的植物间进行杂交,并融合质体中的一段

信号肽时,才具有诱导作用[76]。为了向该系统中增

加调控因子,其他研究中用到的可诱导的核基因中

的启动子来调控核基因的表达,例如来源于烟草的

水杨酸诱导型启动子PR-1a[77]或者乙醇诱导启动

子[78]。这个方法的缺陷在于2个相对独立的转化

系统或者2个不同的转化子在遗传杂交后必须得到

完整的植株。现在大肠杆菌乳糖操纵子系统lacI抑

制因子也被用于质体表达体系。因此,在质体中,

lacI抑制子必须与异源基因(gfp)同时受到rrn/

T7g10启动子的控制[79],然后用IPTG对植物进行

喷雾以诱导gfp基因的表达,但这个体系还需要在

其他植物中验证其可行性。

3 叶绿体转基因材料的筛选

3.1 筛选标记基因

在目前的叶绿体筛选体系中,壮观霉素抗性基

因已成为必不可少的筛选标记之一,壮观霉素是质

体特异性靶向原核核糖体从而抑制蛋白质生物合成

的一种抗生素。16SrRNA是壮观霉素的靶位点,
这个基因的突变也会使细胞对壮观霉素、链霉素和

林可霉素产生抗性,在早期的质体转化中常使用突

变的该基因作为筛选标记基因。但由于内源基因突

变体对植物本身而言是隐性的,所以使用这个突变

基因作为筛选标记基因时的转化效率非常低[7]。

aadA 基因编码氨基糖苷-3-腺苷酸转移酶(amin-
oglycoside-3-adenyltransferase),使转化植株具有抗

壮观霉素和链霉素的能力,在筛选过程中能够将绿

色的转化细胞和白化的非转化细胞区分开,是目前

在质体转化中使用范围最广、筛选效率最高的筛选

标记基因[62]。
随着研究的深入,发现经过高筛选压的长期筛

选,因基因突变而产生抗性的情况时有发生,因而使

用其他筛选标记基因作为质体转化的筛选基因也逐

渐发展起来。例如卡那霉素,研究表明并未发现某

种高等植物对其具有抗性,因而卡那霉素作为独特

的筛选标记基因也在叶绿体转化中应用起来。第1
例使用neo基因(编码新霉素磷酸转移酶)作为筛选

标记,获得叶绿体转化植株的植物是烟草[80],但转

化率仍比aadA 作为筛选标记时低很多。Huang
等[81]将来源于鲍氏不动杆菌的新霉素磷酸转移酶

作为筛选标记基因应用于质体转化中,获得了较高

的转化效率。虽然上述抗生素筛选标记在质体转化

中得到应用,但是截止到目前,在质体转化中,仍未

有其他基因可以取代aadA 基因成为应用最广泛的

抗生素类筛选标记基因[17-18]。
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3.2 其他筛选标记

将对一些毒性因子有抗性的基因插入到基因组

中,使转化细胞对毒性因子产生抗性,如抗除草剂基

因,然后使用除草剂作为筛选剂,这种方法被广泛地

应用于核基因转化中,同样这种方法也可以应用于

质体转化筛选。草甘膦是一种广谱除草剂,它通过

竞争芳香族氨基酸合成途径中的关键酶EPSPS从

而抑制芳香族氨基酸的生物合成。在植物中,EP-
SPS是一种核基因编码、叶绿体定位的酶,可以通过

超量表达EPSPS或者超量表达酶的变体来降低与

除草剂的亲和力,从而达到对除草剂产生抗性的目

的。细菌提供了多种对草甘膦不敏感的EPSPS酶

基因,并可以显著地降低该酶对草甘膦的亲和力,其
突变等位基因同样能够应用于基因工程使作物获得

除草剂抗性。在烟草叶绿体转化以期得到优化的草

甘膦抗性植株的探索中,主要是围绕以下3个策略

进行:检测不同来源的EPSPS基因的抗性、调整密

码子偏爱性以及使用不同的表达信号(启动子,5′-
UTR,N端终止信号)来优化 EPSPS 的表达[32]。
叶绿体基因组同样适合其他抗除草剂基因的表达,
如草丁膦抗性基因。叶绿体表达的bar基因编码

的、使除草剂失活的PAT酶,可以使其获得较高水

平的积累(占植物总可溶性蛋白的7%以上),并使

转化植株获得田区水准的抗除草剂能力[82]。有趣

的是,尽管进行了很多努力,将除草剂基因作为筛选

标记基因应用于叶绿体转化均以失败告终,原因尚

不明确,其中的一个可能性是除草剂会导致早期致

死效应。目前广泛采用的抗生素筛选是非致死效

应,它只会抑制质体的翻译过程。
来源于菠菜的甜菜碱醛脱氢酶(betainealde-

hydedehydrogenase,BADH)可以把有毒的甜菜醛

(betainealdehyde,BA)转化为无毒的甘氨酸甜菜碱

(glycinebetaine,GA)。Daniell等[83]将BADH 基

因作为烟草叶绿体基因组转化的筛选标记基因转入

烟草叶绿体中。与aadA 基因作为筛选标记基因相

比,转化效率明显提高,而且GA作为一种渗透保护

剂,提高了植株的再生率。菠菜中本身就含有该基

因,减轻了人们对转基因作物的忧虑。尽管如此,

BADH 基因作为质体转化的筛选标记基因还缺乏

在其他植物中获得成功的报道。为了在获得能够稳

定遗传的叶绿体转化植株的同时又消除公众对抗生

素筛选标记的忧虑,最稳妥的方法就是利用抗生素

标记基因进行筛选,然后在转基因植株中去除抗生

素标记基因。
3.3 标记基因的去除

理论上来说,当转化细胞达到同质化状态后,标
记基因就失去了存在的必要性,它的存在不但制约

着同一筛选标记的再次利用,还加剧了公众对于食

品安全和环境安全的担忧。Cre-lox是噬菌体P1的

一类位点特异重组系统,该系统由38.5kuCre重

组酶和34bplox位点组成。野生型的lox位点被

称为loxP,包含2个13bp的反向重复序列和1个

8bp的间隔区域[84-85]。当没有重组酶存在时,基因

组内的这些位点是稳定的。叶绿体位点特异重组分

2步,首先在筛选标记基因两侧添加重组酶识别位

点并将载体转入叶绿体基因组,得到叶绿体转化植

株。同时将含有重组酶基因的载体转化入植物核基

因组中,使其编码的重组酶定向进入叶绿体基因组

中完成筛选标记基因的切除。
需要强调的是,在叶绿体中同源重组会随机发

生在有一定长度的重复序列之间,利用这个特点也

可以去除筛选标记基因[30],但这个方法会造成外源

基因非预期的重排或丢失[63]。这个现象起初是在

外源表达框架两侧含有重复序列如重复的启动子或

终止子时观察到的。因此,为了避免这个现象的出

现,应选用不同种间的调控序列,以避免非预期交换

的发生。

4 叶绿体基因工程的应用

4.1 叶绿体生物反应器研究

将植物叶绿体作为生物反应器进行生物制药、
表达药用蛋白和疫苗,具有许多独特的优势。它可

以大大降低生产和运输成本、外源蛋白稳定性高、易
于纯化等。这些独特的优势使叶绿体基因组成为生

产食用蛋白和人类药用蛋白的理想平台。

Lentz等[52]在烟草叶绿体中高效表达了含有口

蹄疫病毒VP1蛋白135~160种免疫表位氨基酸残

基的口蹄疫病毒蛋白。为了提高外源蛋白的积累水

平,外源蛋白在表达时融合了uidA 基因(一种报告

基因)。重组后的蛋白在成熟叶片中占叶片总可溶

性蛋白的51%,这一表达量远远高于野生植物叶片

中积累量最大的蛋白Rubisco大亚基。尽管外源基

因在烟草叶绿体中具有如此高的表达量,转基因烟

草在植株外型上与野生型植株无显著区别。植物表

达的口蹄疫蛋白在对老鼠进行免疫后,老鼠表现出

较强的免疫反应,证明了该蛋白具有较高的免疫
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原性。
在治疗细菌和病毒感染过程中,RC101和PG1

是2种非常重要的抗菌肽,尤其是对 HIV-1或通过

性传播的多种细菌和病毒具有很强的抗性。但是由

于这2种抗菌肽具有极其复杂的空间结构,目前还

很难在微生物中表达,而通过化学方法合成则非常

昂贵。Lee等[53]构建了含有RC101和PG1序列的

叶绿体转化载体,在基因的末端融合了 GFP、His-
tag标签和弗林蛋白酶或FactorXa因子蛋白酶,以
方便在外源基因表达后能够进行纯化和切割。经过

Southern杂交分析,获得了同质化的含有RC101基

因的烟草叶绿体转化植株。RC101和PG1的蛋白

积累量达到总可溶性蛋白的32%~38%和17%~
26%。RC101和 PG1蛋 白 在 体 外 经 过 切 割,从

GFP上分离得到,而且在叶绿体内观察到Xa因子

蛋白活性,在叶绿体内通过激光共聚焦观察到了荧

光。RC101叶绿体转化植株表现出对烟草花叶病

毒等具有抗性。截至到目前,只有在高等植物的叶

绿体中表达出RC101和PG1这2种蛋白,表明叶

绿体表达系统具有微生物表达系统及化学合成所

不具有的优势。
人类免疫缺陷病毒(AIDS)Gag区域的多聚蛋

白前体结构是开发 HIV-1型病毒疫苗的主要候选

区域之一,但是该蛋白在植物中的表达量却非常低。

Scotti等[86]研究了影响Pr55gag序列在植物细胞中

表达和积累的因素。通过在各亚细胞结构中进行该

序列的瞬时表达发现,原始的Pr55gag序列只能在

叶绿体中获得表达。经过农杆菌介导的烟草核基因

转化、蛋白的叶绿体定位以及通过基因枪法转化烟

草叶绿体基因组均获得了稳定的转化植株。叶绿体

转化与核基因转化相比,Pr55gag序列在转化叶绿

体后达到相当高的蛋白积累水平(7%~8% TSP)。
将Pr55gag多聚蛋白融合在叶绿体光合作用蛋白

RbcL的N末端,可以将蛋白积累量提高25倍。在

叶绿体中表达的Pr55gag多聚蛋白具有与病毒蛋白

非常类似的空间结构,且在植物的新老叶片中均可

表达。由叶绿体表达的 Gag蛋白可以在昆虫细胞

和大肠杆菌系统中组装成杆状病毒样颗粒。这些结

果表明,叶绿体转化对于利用植物细胞生产HIV抗

体是一个非常有用的工具。

Soria-Guerra等[87]在烟草叶绿体中成功表达了

包含白喉棒状杆菌、百日咳和破伤风杆菌的具有免

疫保护源性的外毒素抗原表位融合蛋 白 DPT。

ELISA结果证实DPT融合蛋白保留了这3个组成

部分的抗原性,而且在植物叶绿体中获得了较高的

蛋白表达量(0.8% TSP)。为了评估烟草叶绿体中

表达的重组蛋白在动物实验中是否能诱导出特异性

抗体,还进行了将蛋白喂养老鼠试验。将晒干的叶

绿体转基因叶片对老鼠进行口服免疫,结果表明在

老鼠的血清和粘膜组织中检测到每个毒素的特异性

抗体。
炭疽是由炭疽芽孢杆菌(Bacillusanthracis)引

起的一种急性传染病,传统生产炭疽热抗原(an-
thraxantigen,PA)通常使用过滤法,但这种方法常

会使其含有一些具有副作用的有毒因子。Watson
等[40]将编码PA的pagA 基因导入到烟草叶绿体

基因组,PA的表达水平达总可溶蛋白的18.1%。
通过巨噬细胞毒性分析、小鼠免疫试验和毒性中和

分析等试验,证实了叶绿体基因工程PA抗原具有

正常的功能。由于PA的高水平表达,叶绿体转基

因烟草可被用于PA疫苗的大量生产。
人血清白蛋白(humanserumalbumin,hsa)在

临床医疗中用于治疗烧伤、失血引起的休克,防治低

蛋白血症及肝硬化或肾病引起的水肿或腹水。Mil-
lan等[38]将 HSA转化烟草叶绿体基因组获得了成

功,HSA表达水平达到了总可溶蛋白的11.1%,是
细胞核转基因植物表达量的500倍。叶绿体转化技

术在生物反应器方面的应用及发展情况见表2。
4.2 改良农艺性状

基于叶绿体基因组及调控机制的特点,叶绿体

转基因技术在提高农作物抗性及改良作物农艺性状

方面也已取得较大进展,为提高植物的抗虫、抗除草

剂、抗病以及对增强干旱、盐碱等逆境的耐受性开辟

了一条更为有效的途径。
源于其巨大的多样性,来源于芽孢杆菌的晶体

蛋白为昆虫防治提供了丰富的抗虫蛋白来源。目

前,不同cry基因编码的不同毒性蛋白已经转化到

植物中,用于提高对不同种类昆虫的抗性,并且有多

种植物通过核基因转化得到的抗虫蛋白已经进入商

业化生产阶段早期,原核来源的cry 基因因为密码

子偏爱性与真核细胞不同,带来了一系列复杂的问

题而影响了在转入植物基因组后基因的表达效

率[88]。相反,向叶绿体基因组中转入该基因就不存

在这些问题,cry基因可得到很好的表达,既不需要

调整密码子,也无需任何调控序列,叶绿体转基因叶

片表现出对食草昆虫幼虫较强的毒性。有报道显
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示,当cry基因作为一个上游有2个小的开放性阅

读框的操纵子的一部分来表达时,最高表达量可达

到细胞总可溶性蛋白的45%。这种超高表达量主

要归功于上游的一个开放性阅读框,它能编码一种

伴侣素以帮助毒蛋白的正确折叠并依次促进蛋白在

叶绿体内的晶体化。Maliga等[43]在烟草叶绿体中

成功表达了Bt基因以提高植物对马铃薯块茎蛾的

抗性。结果表明Cry9Aa2毒蛋白积累量达到10%
TSP。然而,在植物中超量表达Cry9Aa2基因(10%
TSP)也严重影响了植物的生长发育,导致植物生长

迟缓。
通过叶绿体转化得到的植物具有较高的Bt表

达量、Bt蛋白积累的多抗虫性、组织特定位点表达

的特点可使毒蛋白只在某一组织对昆虫产生毒害作

用,同时降低了昆虫产生耐抗性的机率。早在2001
年,Daniell等[34]在烟草叶绿体中超量表达Bt蛋白,
成熟叶片中外源蛋白积累量达到45.3%,而且外源

蛋白相当稳定,在衰老褪绿的叶片中积累量仍维持

较高水平(46.1% TSP)。经功能验证,叶绿体转

基因叶片对目标昆虫的毒杀率达100%。叶绿体

转化技术在改良植物农艺性状方面的研究进展见

表1。
4.3 叶绿体转化技术在基础研究方面的应用

植物叶绿体中存在大量的代谢途径,因此,它通

常被形象地称为“植物细胞生物合成中心”。光合作

用机理的研究一直是个热点,Whitney等[89]将细菌

的Rubisco大亚基利用叶绿体转化技术取代烟草叶

绿体的Rubisco大亚基,转化植株仍为自养型,证实

了来自不同进化程度的Rubisco可以整合进高等植

物的叶绿体,并可进行光合作用而不存在抑制方面

的问题。尽管距离通过改善Rubisco活性来提高植

物光合作用效率的目标还有很长的一段路,但是该

研究为了解结构与功能之间的关系提供了新的切入

点,并加深了研究者对植物生物合成中关键酶的理

解。此外,利用叶绿体基因组转化技术还可以进行

叶绿体基因结构、基因组进化、基因转录、基因翻译、

RNA编辑等多方面的研究。

5 我国植物叶绿体基因工程研究现状

我国植物叶绿体基因组转化研究起步较晚,截
止到目前已建立了烟草[90-91]、油菜[26-27]、水稻[92]等

植物的叶绿体转化体系。中国科学院侯丙凯等[26]

以油菜子叶柄为外植体,成功实现了油菜叶绿体基

因组的定点转化,将外源基因cry1Aa10转入油菜,
用转基因植株的叶片饲喂二龄小菜蛾发现幼虫死亡

率较高,存活幼虫的生长也受到了明显的抑制。该

研究首次实现了油菜叶绿体基因组的遗传转化,但
只有对PCR产物进行Southern杂交鉴定的证据。
笔者所在的实验室成功建立了一套适合叶绿体转化

的油菜子叶外植体分化再生体系,并得到栽培品种

油菜叶绿体转化植株[27];通过对转化植株叶片的

DNA进行Southern杂交分析,证明外源基因已整

合到叶绿体基因组的特定位点中;通过对叶片RNA
进行Nornthern杂交分析,表明外源基因在叶绿体

中实现多顺反子表达;对转基因植株的T1代进行

鉴定后证明外源基因成功遗传到下一代中。目前转

基因植株的同质化筛选正在进行中。

6 展 望

经过近年来的不懈努力,叶绿体转基因技术获

得了巨大的进步,并为叶绿体转化技术向其他植物

扩展奠定了基础。叶绿体转化后的筛选过程是冗长

和复杂的,但由于它独特的优点和在外源蛋白表达、
积累方面的巨大优势,这项技术仍值得继续进行深

入研究。而且外植体均使用的是叶片或子叶等绿色

组织,尚未有非绿色组织如愈伤组织实现成功转化

的报道。因此,建立高效、快速的叶绿体基因组转化

体系,扩大该项技术的应用范围是我国研究中面临

的巨大挑战。相信在不久的将来,叶绿体基因工程

将会在植物性状改良、基础研究及生物反应器等多

个方面发挥巨大的作用。
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Abstract Chloroplasttransformationinplantshasmanyadvantagesovernucleartransformation.
Proteinsinchloroplastscanbeexpressedathighlevelswithproperfoldinganddisulfidebondsasthe
cellsofhigherplantscontainalargenumberofchloroplastgenomes.Multiplegenescanbeco-expressed
inchloroplastgenomes.Furthermore,chloroplastgenesareinheritedinastrictlymaternalfashionin
mostangiospermplantspecies,andthisminimizesthepossibilityofout-crossingtransgenestorelated
weedsorspecies.Inaddition,genesilencing,positioneffectsandrandomintegrationhavenotbeenrepor-
tedinchloroplasttransformation.Althoughchloroplasttransformationisveryattractive,thistechnology
isnotaswidelyusedasnucleartransformation.Ithasbeenmostlyfocusedon16plantsspecies,especial-
lytobaccoinwhichmanyproteinshasbeenexpressedincludingvaccinesandantibodies.Inthisreview
webrieflysummarizetherationales,methodologies,applications,bottlenecksandprospectsofthisprom-
isinggeneticengineeringtechnologyforchloroplasts.
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