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叶绿体一一-疫苗生产新工厂
吕海丹宋林霞徐振彪*

(山东理工大学生命科学学院，淄博 255049)

摘要 以叶绿体为受体的叶绿体基因工程技术已经在工农业及医药生物技术领域发挥了重

要作用。利用叶绿体为基因转移受体的叶绿体基因工程技术来生产疫苗是目前人们关注的焦点。现

着重在叶绿体作为遗传工程受体的特点、叶绿体基因工程的研究进展，它在疫苗生产中的应用及发

展前景等方面进行综述。
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随着植物转基因技术的发展，以细胞核为受体进

行基因转移所带来的一系列难以解决的问题引起了

人们的注意，比如:表达效率低，不能进行多基因同

时操作，安全性低，易污染等[1]，以叶绿体为受体的叶

绿体基因工程技术不仅具有植物转基因技术的特点，

而且也弥补了以细胞核为受体带来的种种不足，井已

经在工农业及医药领域发挥了重要作用。

利用叶绿体基因工程技术生产疫苗是近年来生

物技术领域研究的热点之一，并取得了一定的进展。

叶绿体基因工程疫苗具有成本低、不易被病源菌污

染、安全性好等优点。此外，这种疫苗在性能方面

与常规方法生产的疫苗是相同的。尤其以叶绿体基

因工程生产的植物'性口服疫苗(oral vaccine)或可食疫

苗(edible vaccine)是转基因植物疫苗的研究热点，也

是其主要的发展方向，因为植物口服疫苗无需加工提

纯和冷冻保存，使用方便，易于推广;另一方面，植物

性口服疫苗对人体实现免疫只是简单地摄食含有疫

苗的植物组织，通过机体肠道黠膜作用激发特异性免

疫应答，从而使机体获得对相应疾病的免疫力;再有，

这种疫苗也避免了因静脉注射带来的危险。

1 叶绿体基因工程的特点

1.1 叶绿体简介

叶绿体是高等植物和一些藻类所特有的能量转

换器。一般呈椭圆形，它的双层膜结构使其与胞质

分开，内有片层膜，含叶绿素，故名为叶绿体。光合

作用就是在片层膜上进行的，绝大多数异养生物的有

机物质与能量来源都是叶绿体光合作用提供的。

叶绿体能够作为遗传工程受体的一个主要原因

是它的半自主性，叶绿体具有自身的 DNA和蛋白质

合成体系，是一种母系遗传的半自主性细胞器，说它

半自主性遗传是因为其只能合成自身需要的部分蛋

白质，其余的蛋白质在胞质中游离的核糖体上合成，必

需运到叶绿体才能发挥作用。叶绿体可由植物细胞

中含色素或储存物的质体转变而来，也可通过自身分

裂生殖得来。高等植物中，叶绿体含量丰富，每个

细胞中有 10-100 个叶绿体，一般茎和叶细胞中含叶

绿体较多，根细胞中含叶绿体较少，每个叶绿体中有

1O~100 个基因组，将外源基因转化进去，在植物中

达到同质化后，可表达的基因达 100-10000 个。因

此用叶绿体作受体可使基因表达获得高产量。

1.2 叶绿体作为基因工程受体的优点

同细胞核转化相比，以叶绿体为受体的基因转化

具有以下特点:首先利用 DNA 同源重组能准确控制

外源基因的插入位点，避免位置效应和基因沉默的产

生，保证了外源基因的稳定表达[2]。而且叶绿体基因

组简单，其遗传物质呈双链环状，类似于原核生物基

因组，同时又具备某些真核生物的特点，因而，有利

于原核和真核的外源基因的直接表达[310 叶绿体基

因组可处理多顺反子的能力及其精确、安全、高效

等特点，更利于实现多基因共转化，且表达产物在叶

绿体中可完成二硫键交联，正确折叠等转录修饰，使

表达产物具备生物活性[4，5] 。此外，叶绿体属母系遗

传，可避免作物与作物及作物与杂草之间的杂交，避

免了细胞核转化可能造成的基因污染等环境安全隐

患，消除公众对基因污染的忧虑，即使一些植物靠母

系遗传的花粉仍然具有代谢活性，但质体DNA会随

着花粉成熟而丢失，不会转移到下一代[6]。质体编码

的蛋白质也不会在花粉中出现，因此，也不会对以花
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粉或花粉的植物组织为食的昆虫产生影响[η。因此，

叶绿体转基因植物具有较高的安全性。

2 叶绿体基因工程的研究进展

Boynton 等[8]利用基因枪转化体系，在低等生物

衣藻中成功实现了叶绿体转化，证实了叶绿体转化的

可行性，同时也是首例成功的叶绿体转化报道，标志着

叶绿体基因工程的诞生。 Svab 等[9]报道在高等植物

烟草中实现了叶绿体转化， Daniell等[10]用基因枪法将

氯霉素转移酶基因(CAT)导入叶绿体，在组培烟草细

胞叶绿体中得到瞬间表达，为高等植物叶绿体基因工

程提供了依据，由此，叶绿体基因工程迅速发展起来，

而且其应用也日益完善。

叶绿体基因工程在提高光合效率，改善作物抗性

及生物降解等方面己经卓有成效。例如， Kanevski 

等[11]将向日葵的 rbcl基因转入烟草叶绿体中，以取代

烟草自身的 rbcl，结果发现转基因烟草中由向日葵的

Rubisco 大亚基和烟草的 Rubisco 小亚基构成了完整

而有活性的酶，这为提高光合性能奠定了基础。在

提高植物抗性方面也有很多成功的例子，比如:经过

叶绿体表达的新 Bt 杀虫肤基因有几千个拷贝的表达

量，对昆虫的毒杀力可达 100%，远远超过传统转化

的 Bt 抗性[叫。在生物降解方面，最近报道 PHAs 合

酶phaC2基因在烟草叶绿体中转化成功，而且外源基

因在转基因后代中遵循母系遗传规律，不存在转基因

的花粉漂移现象，这将意味着一种新的生物降解物的

商业化[13] 0 此外，叶绿体基因工程还可应用于植物

疾病防治等方面，丽且应用范围也越来越广。

人类的血清蛋白(HSA)在烟草中得到高效表达，

说明以叶绿体为受体表达药用蛋白成为可能[14] 。随

即生长因子等陆续实现了在叶绿体中的高效表达。

霍乱病毒B亚基(CTB)基因在叶绿体中高度积累而对

细胞没有毒害，证明了以叶绿体为受体的基因转化在

疫苗生产中的可行性[2]。由此，叶绿体基因工程疫苗

发展起来，并以独具的特色展示了其诱人的开发价值

和广阔的应用前景。

3 叶绿体:疫苗生产新工厂
3.1 叶绿体转化得到治疗用蛋白质

人类治疗用蛋白质可以在叶绿体中实现表达，表

达效率取决于外源基因的整合位点，增强转录和翻译

的调控元件以及外源蛋白的稳定性等。许多成功的

例子表明，叶绿体表达的大多数蛋白都能被正确折叠，

与世界接轨，用宝尔超纯水系统

·综述.

具生物活性。如膜岛素生长因子(IGF-l)，它可引发

神经蛋白质反应，促进骨头愈合。据报道，将其基

因转入烟草叶绿体中时，可得到成熟的 IGF-l ，表达

量可达可溶蛋白的 32%[15]。而且，人生长激素[川、

人血清蛋白 I叫等也相继在叶绿体中得到高效表达。

此外，人白细胞介素 4[17]在衣藻叶绿体中的高效转化

及表达，为进一步研究在衣藻叶绿体中高效表达外源

蛋白打下了基础。

3.2 叶绿体基因工程生产疫苗

3.2.1 肝炎病毒抗原 范国吕等[18]将甲型肝炎病

毒VP3Pl 区和丙型肝炎病毒C区融合，并导入到衣藻

叶绿体基因组中，融合蛋白得到高效表达，且具有双

抗原活性。张中林等[19]将丙肝病毒基因组非结构

NS3 区和核心抗原 C 区的 cDNA 片段中间加入连接

肤，构成融合基 NS3-C，并将其导入到衣藻叶绿体基

因中，融合蛋白表达获得成功。山松[20]等将这一融

合蛋白基因成功地导入到烟草叶绿体基因组，但没能

获得同质化转基因植株。

3.2.2 霍乱病毒蛋白 B(CTB'抗原 CTB 抗原[2] 已

经在叶绿体中转化成功，表达量可达到可溶蛋白的

3 1. 1%。而且 CTB 在叶绿体中可以被组装成有功能

的五聚体，它的抗原性和经过纯化处理的CTB是相同

的。已经有实验证实经叶绿体转化的 CTB 可以薪附

在肠的 GMl 神经节昔醋末端，并具有正常的生物学

功能。这是首次报道利用叶绿体转化生产疫苗的例

子，而且CTB在叶绿体中的高表达也预示着转基因植

物疫苗的可商业化前景。

3.2.3 鼠役疫苗抗原 鼠役耶氏菌(Y.pestis) ， 是一

种革兰氏阴性细菌，它可以引发鼠疫。有几种亚基

疫苗对鼠疫耶氏菌有免疫原性，其中 CaFl 和 LcrV 是

对抗鼠疫耶森氏菌最有效的两种抗原。Fl是一种定

位在细菌表面的英蛋白， V 抗原是鼠疫杆菌皿型分

泌物中的一种成分，将 FI-V 融合基因导入到烟草叶

绿体基因组，融合蛋白表达水平最高可达总可洛蛋白

的 14.8%，并能行使正常的功能[15] 。

3.2.4 犬细小病毒的抗原 2L21 月大可使狗抵御犬

细小病毒(CPV)，实验证明 αv与霍乱病毒 B(CτB)或

绿色荧光蛋白(GFP)形成的聚合蛋白在烟草叶绿体中

可以表达，而且有较高的表达量。其中 CTB 可保持

其五聚态和黠附在 GMl 神经节昔醋末端的特性。从

烟草中将这两种聚合蛋白(CTB-2L21\GFP-2L21)提取

出来，注射到小鼠体内，结果发现注射 GTB-2L21 的小

鼠全部产生对抗 2L21 肤的抗体，然而，注射 GFP-2L21

Tel: 021-64040161 www.baolor.com 
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吕海丹等.叶绿体一一疫苗生产新工厂

的小鼠只有1/6 产生了抗体[21] 。

3.2.5 口蹄疫病毒抗原 口蹄疫(FMD)是由口蹄

疫病毒引起的烈性传染病，主要感染偶蹄兽。 Sun

等[22]将口蹄疫病毒抗原(FMDVVPl)与强黠膜免疫佐

剂 CTB 亚基的融合基因重组到衣藻叶绿体表达载体

中，并采用基因枪法转化衣藻叶绿体，获得了具有抗

性的转化子。 Western 印迹和 ELISA 免疫杂交分析

表明CTBVPl 融合蛋白在衣藻叶绿体中得到表达，表

达量占可溶性总蛋白量的 3%0 GM-ELISA 结合分析

证明衣藻叶绿体所表达的 CTBVPl 融合蛋白能够正

确地折叠，且具有生物学活性。

3.2.6 破伤风病毒抗原 破伤风(tetanus)病毒蛋白

的多肤C(tetC)片段，可以用作预防破伤风的疫苗抗

原。 Tregoning 等[幻]将 tetC 基因在烟草叶绿体基因

组进行表达，为了增加mRNA的稳定性及在烟草叶片

内表达的可行性，他们将基因进行了密码子优化，分别

表达了未经改造的富含 AT(72.3%AT)和人工合成的

富含 GC(52.5%AT)的基因， TetC-AT 和 TetC-GC 的

表达量分别为总可溶蛋白的 25% 和 10%。实验证实，

TetC 可使老鼠产生抗体。这项工作为利用植物生产

安全的破伤风口服疫苗打下了基础。

3.2.7 炭症抗原 炭瘟是由炭瘟芽抱杆菌(Bacill阳an­

thracis)引起的一种急性传染病。传统的炭瘟热抗原

(PA)的生产方法往往会产生一些起副作用的有毒因

子。 Watson 等问将编码 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 %。

3.3 可食疫苗或口服疫苗

Kumar 等[25]报道了通过体细胞胚胎发生的方法

成功实现了质体转化。他们使用非绿色质体转化外

源DNA，用培养的转基因愈伤组织表达三甲锻乙内醋

乙醒脱氢酶(BADH)。这些细胞不经过选择就已经是

绿色的，而没有转基因的细胞是黄色。与没有基因

转化的细胞相比， 100 mmol/L NaCl 使转基因胡萝卡

细胞中 BADH 的酶活性提高了 7 倍。

因为整合转基因质体的基因组是通过母系遗传

的，而且胡萝卡是两年生植物，在生长的第一年不开

花即可收获块状根。这些特性使胡萝卡作为制药作

物不会对食用作物造成污染。胡萝卡体细胞胚胎来

自于单个细胞，通过多级胚胎发生增殖而生成，而且

可以在体外培养数年，从而可提供统一的细胞源，这

对生产治疗性蛋白是必须的。胡萝卡细胞分裂速度

快，用作生物反应器能产生大量细胞。携带治疗性
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蛋白的胡萝卡细胞不需烹饪，可直接服用。此外，利

用人造种子技术，体细胞胚胎可冷藏保存数年时间，因

此胡萝卡是生产药用蛋白和疫苗的理想材料。

4 展望

近几年，人们不断的受疯牛病毒，非典病毒，禽

流感病毒等流行性病毒的滋扰。目前常用的疫苗儿

乎都是用微生物或哺乳动物生产的，不但生产成本高，

而且工序繁琐，不适合普及应用。利用叶绿体基因工

程生产疫苗，不仅可以减少成本，而且能提高产品安

全性，尤其是可食疫苗的开发，可以让人们仅仅通过

日常食用这些植物，就可以获得对应某种疾病或病毒

的抗体，不但方便，而且避免了由静脉注射引起的风

险。但目前成功表达药用蛋白和疫苗等的叶绿体转

基因植物还仅限于烟草。虽然胡萝卡[川、番茄[26] 、

油菜[27]、大豆[28]、高宦[29]等叶绿体转化体系也相继

建立但仍处于开发阶段。由于目前叶绿体表达调控

机制尚未完全研究清楚，转化技术并未成熟，叶绿体

基因工程只能成功应用到有限的物种中，而像玉米、

水稻、小麦等禾本科作物还未实现真正的转化。如

果这些问题得以解决，就可以把所有粮食作物中转入

疫苗基因，从而将饮食与保健防病结合起来，那时叶

绿体就真正成为人类疾病防御的新工厂了。随着叶

绿体基因工程技术的不断完善，相信在不久的将来叶

绿体作为生物反应器将在医药领域发挥重要的作用。
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Chloroplast: A New Va.ccine Making Factory 
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(College of Life Science, Shandong Univer百1ηI ofTechnology, Zibo 255049,China) 

Abstracts Chloroplast genetic engineering has played important role in agriculture and medicine biotech-

nology field. U sing chloroplast for the chloroplast genetic engineering technology for the production of vaccine is in 

the spotlight. This paper reviews the characteristic, process of the chloroplast genetic engineering and its using in 

vaccine mak:ing. Chloroplast genetic engineering will be a very good development prospects. 
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