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内容提要

转基因植物作为生物反应器是当前国内外在分子生物

学和生物技术领域的研究热点，目前已用于生产重要的药

用蛋白，如抗体、血液替代品和疫苗，并 通 过 大 规 模 种 植

生产许多种具有高经济附加值的高新生物技术产品，包 括

工农业用酶、特殊碳水化合物（如改性淀粉、环 糊 精 或 糖  

醇)、生物可降解塑料、脂 类 （如特殊的饱和或不饱和脂肪

酸）及其他一些次生代谢产物等生物制剂。本书分九章，

分别对以上最新的研究成果进行了综述和总结，并对这一 

领域的研究进展以及商业化前景作了展望。本 书 可 作 为 分

子生物学、生物技术等相关专业研究生的教材，也 可 作 为

从事本领域及相关领域研究的科技工作者的参考书。
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序

随着分子生物学的飞速发展和植物基因工程技术的不断完善,转基因作物

的开发应用取得了举世瞩目的成就。转基因作物的全球种植面积由1996年的

170万hm2 猛增至2005年的9000万hm2 以上。研发中的一个重要分支是利用

转基因植物作为生物反应器来生产外源蛋白,形象地称为 “分子农业 (molec-

ularfarming)”,已成为当今国际研究的热点和生物技术产业发展的新增长点,

具有极大的市场前景和商业价值。

第一代转基因植物中转入的性状是抗除草剂、抗虫、抗病等农艺性状,使

作物具有抗生物和非生物逆境的特性,也称为 “输入性状”。其得益的是农民

和研发者,或由于减少农药使用而使环境得到改善,广大消费者并未直接从中

得到好处。正在研发和即将推出的第二代转基因作物是转入改善品质、提高营

养价值等的基因,或者是有医药和工业用途的基因,即所谓 “输出性状”。由

于具有特殊功能,或由于生产成本降低,销售价格下降,使广大消费者可在保

健和经济上直接从中受益,因而将进一步促进转基因作物的商业化进程。

利用转基因植物,包括细胞、组织器官或整株,来生产具有高附加价值的

生物制品,包括疫苗、抗体、医用蛋白、工业用蛋白和次生代谢产物等,将使

传统的农业产业与医药和工业产业相融合,对国民经济的可持续发展、对农业

产业结构的调整和改造、对提高农副产品的附加值、对满足广大消费者的需求

等,都将起重要作用。

迄今已知的外源蛋白表达系统,包括原核表达系统和真核表达系统,各有

其优缺点,适于表达的蛋白也不尽相同,没有一种方法是万能的。利用植物作

为生物反应器来生产目的蛋白,尤其是利用种子或油体表达体系来生产外源蛋

白,其优点是可以大规模生产,成本相对较低,种子易保存和运输,可部分利

用原有的加工设备等。但也存在不少技术问题需要解决,如:如何开发新的基

因表达元件,如何设计和构建表达载体以进一步提高表达量,如何降低分离纯
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化成本,如何对某些需要糖基化或酰胺化后才有生物学活性的蛋白进行基因操

作等,都是面临的关键技术问题。

本书对转基因植物生物反应器的原理和最新研究进展进行了综述,并对其

商业化前景作了展望。作者均为在科研一线从事转基因植物及相关研究的专家

和科研工作者,积累了相当丰富的经验。本书的特点是将理论与实用技术相结

合,可作为分子生物学等相关专业研究生的教材,也可作为从事本领域及相关

领域研究的科技工作者的参考书。相信本书的出版将对促进我国转基因植物生

物反应器的教学和研究发挥积极的作用。

中国农业科学院生物技术研究所

2006年9月于北京
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前  言

目前全世界转基因植物已获得了超额利润,每年达40亿美元。根据国际农

业生物技术应用服务机构的统计和预测,全球范围内,1998年转基因农作物的

销售额为12亿~15亿美元,2000年达到30亿美元,2005年可达80亿美元,

2010年将达到250亿美元,农业生物技术产品在农业总产值中的比例将越来越

大。转基因植物的研究与应用,不仅是社会发展的要求,而且产生的经济、社

会和环境效益是不可估量的。近10多年来,转基因植物又有一个重要的发展

方向,它就是转基因植物生物反应器的研究和应用。

转基因植物生物反应器是指通过基因工程途径、利用植物细胞、组织器官

以及整株植物为工厂来生产具有高经济附加值的医用蛋白 (包括疫苗、抗体、

药用蛋白等)、工农业用酶、特殊碳水化合物、生物可降解塑料、脂类及其他

一些次生代谢产物等生物制剂的生产体系,故又称 “分子农业 (molecular-

farming)”。但从广义上讲,不仅仅指经基因工程改造的植物细胞、组织器官

以及整株植物,也包括天然的植物,例如一些天然植物的次生代谢产物也具有

重要的药用价值。随着新功能基因的分离、克隆以及各种农作物高效表达技术

平台的逐步建立,将会有相当数量的高新生物技术产品不断涌现。这种 “分子

农业”的出现及普及将会对全球现有的农作物种植结构产生巨大影响。目前,

已用于生物反应器的植物有烟草、拟南芥、大豆、小麦、水稻、玉米、油菜、

马铃薯、番茄、番木瓜、香蕉、苜蓿和柱花草等。

尽管转基因植物生物反应器仍存在一些问题尚待解决,但丝毫不影响其研

究及产品开发的前景,更何况这些问题大多可望在不长时间内得到解决。利用

植物表达系统已成功地表达了多种具有生理活性的外源多肽,而且有些已经进

行了人体和动物的试验,其前景是可观的。尤其是利用转基因植物生物反应器

研制动物可饲疫苗的研究应该先行一步。今后应该将重点放在胃、肠道传染病

研究上。因为从技术上容易获得突破,从实际应用上价值也最大。而其他非胃、

肠道传染病也可作探索性研究。从已报的结果分析,有的病毒性传染病 (如
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FMD),获得成功的可能性很大。新世纪之初,“人类基因组测序计划”已宣布

提前完成,人类社会已进入一个崭新的后基因组时代。可以预测,更多人类疾

病的发病机理不久将被研究清楚,随之有更多的新药尤其新的蛋白药物将被开

发利用。这些蛋白药物大多可能是更加复杂的蛋白质,需要更高等的真核细胞

生产体系来生产,转基因植物生物反应器毫无疑问将成为生产这些贵重蛋白药

物的主导表达体系之一。因此,利用植物生物反应器将成为蛋白质和多肽的最

具潜力的生产系统,为人类健康做出巨大的贡献。

介于转基因植物生物反应器是当今全球性的研究热点和已取得的丰硕研究

成果,及目前还未有专门出版以 “转基因植物生物反应器”命名的书籍,故编

著该书,以飨读者。本书分九章,着重介绍目前转基因植物生物反应器已用于

生产重要的药用蛋白,如抗体、血液替代品和疫苗,并通过大规模生产许多种

具有高经济附加值的高新生物技术产品,包括工农业用酶、特殊碳水化合物

(如改性淀粉、环糊精或糖醇)、生物可降解塑料、脂类 (如特殊的饱和或不饱

和脂肪酸)及其他一些次生代谢产物等生物制剂。本书分别对上述最新的研究

成果进行了综述和总结,并对这一领域的研究进展以及商业化前景作了展望。

由于水平有限,书中不足之处,敬请读者批评指正。特别声明,本书涉及

的插图绝大部分来自互联网,由于转载缘故,未能查明和注明引用来源,敬请

原版作者谅解。

编 者

2006年9月于海口
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第一章 转基因植物生物反应器

第一节 转基因植物的产生及其应用

一、 转基因植物的概念

转基因植物 (transgenicplant)是应用重组DNA技术和转基因技术,将外源基因导

入植物细胞,并在其中整合、表达和传代,从而创造出的新型植物。也就是说,利用植物

基因工程技术对某种植物进行定向改造,通过基因工程、细胞工程和育种工作,培育出具

有新性状的植物。
随着重组DNA技术的发展,已可将人、动物、植物、微生物的基因相互转移,打破

了物种之间难以杂交的天然屏障。转基因技术只不过是利用现代生物、物理和化学等技术

方法,把具有某种特性的基因定向导入其他生物体内,以产生人类所期望的结果。其可控

性更强,时间也更短。过去的杂交育种技术,只能让成千上万个基因自然随机交互作用,
要得到一个较有优势的品种,往往需要10~12年或更长时间,效率很低。据了解,当前

人类所能利用的生物物种只占全部的20%~55%,很多生物资源人类无法直接利用。但

通过转基因的方法,可以将其遗传物质转移出来加以重组表达,这将极大地拓展人类对自

然资源的利用。迄今已经把具有实用价值的基因,如抗病毒、抗虫、抗除草剂、改变蛋白

质组分、雄性不育、改变花色和花形、延长保鲜期等的基因,分别转入烟草、马铃薯、棉

花、番茄、大豆、苜蓿、矮牵牛等作物。因此,植物基因工程对未来农业将产生不可估量

的影响。
一般来讲,转基因工作分为三个步骤:①从生物体中分离获得所需要的基因,即

DNA片断。②通过载体将基因转入到新细胞中,并使其与新细胞中染色体组 DNA发生

组合,即DNA的重组。③在筛选培养基上培养有外源基因的细胞或组织,使其产

生正常健康的转基因植物,通过有性繁殖将优良性状传递给下一代。要实现以上三

步需要进行的工作:①寻找目标基因。从可能含有目标基因的生物中,确定该生物

体内有哪些基因与其优良性状有关。②分离获得目标基因。利用内切酶或逆转录酶

结合各种基因文库、RT PCR等技术,将生物细胞中的天然基因分离出来,亦可

通过确定所需基因的遗传密码排列顺序来人工合成 DNA链。③选取合适的基因载

体。现有质粒载体、病毒载体、脂质载体等,都可将基因 DNA转入到受体细胞,
其中以质粒载体最为常见。质粒是一种可以与细菌共生的遗传物质,一般情况下对

细菌的生命和遗传没有影响,但在特定情况下,质粒中的 DNA可以替代寄主细菌

的DNA。所以,通过内切酶和逆转录酶可以将质粒的 DNA分子改为所需的结构,
如此即可将寄主细菌DNA变为所需DNA,再感染目标生物体,即可达到基因转移

的目的。
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二、 转基因植物的研究和应用概况

自1983年第一批转基因植物 (烟草、马铃薯)问世以来,生物技术发展十分迅猛,
转基因植物在农业、园艺和林业生产上的应用和发展取得了一系列突破性成就。1986年

首批转基因植物 (抗虫、抗除草剂)被批准进行环境释放试验,1994年首批转基因植物

(延熟番茄和抗除草剂棉花等)获得批准商品化生产。1996年美国批准的商品化转基因植

物达21种、加拿大18种、澳大利亚14种、日本7种。至1998年6月国外批准商品化应

用的各类转基因植物产品 (品牌)已近90种,仅美国和加拿大就超过了50种。目前,全

世界培育成功的转基因植物已有35科140多种。其中包括水稻、玉米、马铃薯、甘薯等

粮食作物;棉花、大豆、油菜、亚麻、向日葵等经济作物;番茄、黄瓜、芥菜、甘蓝、花

椰菜、胡萝卜、茄子、生菜、芹菜等蔬菜作物;苜蓿、白三叶草、柱花草等牧草;苹果、
核桃、李、番木瓜、甜瓜、草莓、香蕉等瓜果;矮牵牛、菊花、香石竹等花卉;以及霸占

杨树等造林树种。我国的植物转基因研究虽然起步较晚,但已逐步跟上世界先进水平。目

前研究集中在一些主要农作物的基因改良方面。据报道,我国科学家已获得50多种作物

的转基因植株,有水稻、小麦、玉米、大豆、马铃薯、花生、杨树、番木瓜、烟草、甜

瓜、辣椒等,其中涉及103个基因的47种转基因植物正处在不同的研发阶段。
据不完全统计,至目前为止,全球转基因农作物主要集中在七大类作物上。它们是大

豆、玉米、棉花、油菜、马铃薯、南瓜和番木瓜。主要涉及植物抗虫、抗病、抗除草剂、
抗逆、作物高产、品质改良、药物生产及环境美化等方面。其中大面积商品化生产的转基

因作物主要是以提高抗性 (如抗病、抗虫、抗除草剂)和品质改良为主。以抗虫转基因棉

花为例,它不仅可以抵抗棉铃虫等害虫的为害,提高棉花产量,而且可以大量减少农药的

使用,从而节省开支,减少了农药对天敌的杀灭,保护生态环境。根据 CliveJames
(1997)报道,全球转基因作物面积发展很快,1996年为280万hm2,到1997年就增长

到1280万hm2,仅一年的时间就增长近4.5倍。其中美国所占比例最高,其次是中国。
到2001年,全球转基因植物种植总面积达到5260万hm2,同2000年相比,增长19%,
增长幅度达到840万hm2,是1999—2000年度增幅 (430万hm2)的2倍。99%的转基因

作物种植集中在美国、阿根廷、加拿大、中国四个国家。其中美国3570万hm2,占

68%;阿根廷1180万hm2,占22%;加拿大320万hm2,占6%;中国150万hm2,占

3%。另外,墨西哥、保加利亚、乌拉圭、罗马尼亚、西班牙、印度尼西亚、德国等国家

转基因植物种植面积也有较大幅度的增长。其中印度尼西亚是首次报道种植转Bt基因棉

花的国家。从转基因作物的种类来看,主要是大豆、玉米、烟草、棉花等。全球种植最为

广泛的转基因作物是大豆,总面积为3300万hm2,占全球转基因作物种植总面积的

63%;其次是转基因玉米,种植面积为980万hm2,占19%;转基因棉花680万hm2,占

13%;转基因油菜270万hm2,占5%。从转基因作物的性状来看,主要是抗除草剂、抗

虫、抗病毒以及品质改良等。抗除草剂农作物种植面积最大,占转基因农作物总种植面积

的77%;其次是转Bt抗虫作物,占15%;抗虫、抗除草剂的双抗棉花及玉米占8%。抗

除草剂转基因大豆种植面积为3300万hm2,占全球转基因作物种植总面积的63%;转Bt
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基因玉米种植面积为590万hm2,占11%。我国植物转基因研究也取得了重要进展。目

前经我国农业部审查并经全国基因工程安全委员会批准商品化生产的作物主要有抗虫转基

因棉花 (Bt棉和Bt+CpTI棉)、抗病毒烟草、延迟成熟期的转基因番茄、抗CMV转基

因番茄、抗CMV转基因甜椒、抗PRSV转基因番木瓜。此外,抗虫玉米、水稻、大豆、
烟草,抗病马铃薯、烟草,抗除草剂大豆等正在进行田间试验。除转基因抗虫棉已经大面

积生产外,其他几种转基因作物的种植面积较小。早在1994年Fraley就对生物工程研究

的前景进行了设想。1995—2000年为第一阶段,主要是作物农艺性状方面的研究,如作

物的抗除草剂、抗病、抗虫等方面研究;2000—2005年为第二阶段,主要是通过作物的

淀粉、糖、脂肪酸等方面的改良,而进一步加强食品加工方面的研究;2005—2010年为

第三阶段,药物学方面的研究为其主要研究内容。2010年以后,特殊化学成分的研制与

生产则是第四阶段研究。
以下是国内外转基因植物的一些实例。

(一) 抗病虫害转基因植物

作物病害和虫害使农业生产遭受严重损失。例如欧洲的玉米螟就使欧洲一年玉米产量

损失4000万t。目前已有十多种抗病虫害的基因被应用,如从苏云金杆菌中分离的苏云

金杆菌毒素 (Bt)基因、从植物组织中分离的α 淀粉酶抑制物基因及凝集素基因、从蝎

子等动物中分离的昆虫毒素基因等,并已导入玉米、棉花、马铃薯、烟草、苜蓿、花椰

菜、花生、水稻、番茄、杨树等多种植物,对主要害虫的防治效果与常规防治效果相近或

略好,对环境无污染。将烟草花叶病毒、黄瓜花叶病毒、马铃薯X病毒、木瓜环斑病毒

等的外壳蛋白基因导入作物,获得的转基因瓜果、马铃薯、番茄、烟草、苜蓿等,具有对

相应病毒的抗性。在抗细菌和真菌方面,从天蚕中分离的天蚕素B及人工合成的杀菌肽,
具有较好的抗真菌效果。已有抗青枯菌马铃薯、抗霉菌葡萄、抗真菌草莓、抗叶斑病和巴

拿马病香蕉等转基因植物的报道。

(二) 抗除草剂转基因植物

化学除草剂在现代农业中起着十分重要的作用,但要求高效、广谱,又要对作物及

人、畜无害。为此,科学家们利用抗草甘膦、抗磺酰脲类、抗臭苯氯等基因,培育出大

豆、玉米、棉花、烟草、油菜等耐除草剂的转基因植物,与相对应的除草剂一起作用时,
可有效杀除杂草而不伤害作物和人、畜。在美国使用面积已达690万hm2,占转基因植物

种植面积首位,取得巨大经济效益。

(三) 抗逆转基因植物

提高作物对抗逆境能力的基因工程也已取得一定进展。例如我国将山菠菜的甜菜碱脱

氢酶基因导入烟草、草莓和水稻,明显提高了植物的耐盐性。向烟草导入拟南芥叶绿体的

甘油 3 磷酸乙酰转移酶基因,以调节叶绿体脂膜的不饱和度,使转基因烟草抗寒性增

加。用转基因方法增加叶绿体中 MnSOD活性,可使转基因苜蓿在冷害后较快地恢复生

长。导入合成脯氨酸有关酶的基因,可增加作物对干旱和盐碱胁迫的抗性。导入麦根酸基
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因可提高水稻的耐碱能力。日本近来通过转基因技术培育出能在50℃高温下生长的烟草。

(四) 优质高产转基因植物

改善作物产品的品质是植物基因工程当前重要的研究内容。据报道,将巴西坚果中富

含蛋氨酸的2S清蛋白基因转入烟草,可使烟草种子蛋白中蛋氨酸含量增加30%。日本将

大豆球蛋白和铁蛋白基因导入水稻,使稻谷中球蛋白含量达到8%~9%,含铁量比普通

大米高出2~3倍。瑞士将β 胡萝卜素相关基因导入水稻,生产的大米富含胡萝卜素 (维
生素A原)。我国培育的转基因新品种,其蛋白质含量比标准品种可高45%~48%,产量

可提高10%~20%。美国将月桂树的月桂酸基因导入油菜,转基因油菜籽中月桂酸含量

高达40%左右,为生产月桂酸开辟了重要来源。澳大利亚培育的重组麝香石竹,花期可

延长1倍。将花朵蓝色素基因导入玫瑰,培育出了蓝玫瑰。日本也已克隆出控制花色浓度

和光泽的 Mixta基因。美国将乙烯合成关键酶基因的反义RNA基因导入番茄,生产的番

茄能抗软化,使番茄采收后的运输和储藏时间大大延长。美国培育的工程棉所含的聚酯纤

维,其保暖性能比普通棉高8.6%。将靛蓝色素相关基因BCE和红色花色素合成酶基因

DFR转入棉花,获得了有靛蓝色和红色纤维的棉桃。将芽孢杆菌RNA酶 (barnase)基

因转入作物,使之特异地在花药绒毡层细胞中表达,破坏该组织中的 mRNA,使之过早

退化,导致花粉败育形成雄性不育株,这一基因工程已在育种工作中应用。我国将GST
基因导入棉花雄性不育的恢复系中,育成了有很强恢复能力的恢复系,在世界上首先使

“三系”杂交棉花产业化。

(五) 生产可食疫苗的转基因植物

转基因植物生产疫苗是利用分子生物学技术把重组的疫苗基因 (编码病原菌免疫蛋白

亚基的基因)导入植物,人体和动物通过食用含有抗原的转基因植物,激发肠道免疫系

统,从而产生对病毒、细菌等病原菌的免疫能力。这种可食疫苗具有便于推广、生产成本

低、可直接食用、不必冷藏等优点,受到科学家们的高度重视。利用该技术国外至今已获

得成功的有乙型肝炎表面抗原、不耐热的肠毒素B亚单位 (LT B)、诺沃克病毒外壳蛋

白、流感病毒血凝素和艾滋病病毒抗原、口蹄疫病毒抗原和鼻病毒抗原、疟疾抗原等10多

种疫苗,不久的将来可望大规模生产面市。随着转基因植物的不断涌现和大量推广,将是今

后农业生产中必然出现的趋势。它不仅可以大大提高农业产量,改善作物品质,还可以开辟

生产新医药用品原料的新途径,提高人类生活的质量。国内在利用转基因植物或病毒载体生

产疫苗的研究方面还远远滞后于其他国家,有关论文报道甚少。
尽管转基因植物生产基因工程疫苗有许多优点,但就目前技术而言,仍存在疫苗在植

物中的表达水平较低、提纯困难、口服时有被消化可能等问题。为在植物中获得较高的表

达水平,在进行遗传操作时应考虑下列因素:选用合适的强启动子 (如花椰菜花叶病毒

CaMV的35S启动子,该启动子在大多数植物细胞内都能启动外源基因的表达)、增强子

和前导序列;对密码子进行优化,除去不稳定的RNA序列,选择适当的植物表达载体等

方法等来实现。为了防止口服时被消化降解,可在抗原基因附近加上一些修饰基因或吸附

基因序列来保护口服疫苗不被迅速消化,从而可长时间停留在消化系统内。为便于植物生
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产疫苗的提取纯化,人们发展了外源基因与植物的特异蛋白质基因及基调控序列连接的融

合表达系统,使重组蛋白在植物中的表达具有器官和组织特异性,可大大提高外源蛋白的

表达量。这样可简化蛋白的提取纯化过程。如将GUS基因与油质蛋白融合表达,种子中

80%的重组蛋白结合在油体上,这相当于重组蛋白富集了13倍,分离种子中的油体,通

过特异性内切酶作用将GUS蛋白从油体表面释放出来,从而获得有活性的GUS。

三、 转基因植物的应用领域

转基因植物主要在农业生产上得到了应用。培育转基因植物的初衷是为了提高作物产

量、改善品质、增强作物抗逆性、抗病虫害的能力,因此,转基因植物主要在如下农业方

面得到了研究和应用。

(一) 培育抗除草剂作物

将除草剂耐性引入农作物是增加对除草剂选择性及完全性的一条新途径。现已获得了

抗除草剂基因工程烟草、番茄、马铃薯、棉花、油菜、大豆、水稻等作物。

(二) 培育抗虫作物

培养抗虫植物是转基因技术的一个重要应用领域,不仅对改良作物具有重要意义,同

时,对种子工业和农业化学也有不可低估的影响。迄今发现并应用于提高植物抗虫性的基

因主要有两类:一类是从细菌中分离出来的抗虫基因,如苏云金芽孢杆菌毒蛋白基因 (Bt
基因);另一类是从植物中分离出来的抗虫基因,如蛋白酶抑制剂基因 (PI基因)、淀粉

酶抑制剂基因、外源凝集素基因等。其中Bt基因和PI基因在农业上利用最广。
已经获得了抗虫基因烟草、番茄、马铃薯、棉花、甘蓝、水稻、大豆、苹果、甘蔗、

杨树等。

(三) 培育抗病作物

病毒对植物的为害是农业生产上损失最大的病害之一,利用转基因技术选育带有抗病

基因的品种是防止和减轻病毒为害的有效方法。已用多种植物病毒进行了试验,如黄瓜花

叶病毒 (CMV)、马铃薯X和Y病毒 (PVX和PVY)、大豆花叶病毒 (SMV)、苜蓿花

叶病毒 (AIMV)等。已经获得的抗病毒转基因植物有番茄、马铃薯、辣椒、小麦、水稻

等。利用基因工程手段增强植物对细菌和真菌病的抗性方面也取得了很大进展。

(四) 培育抗逆性强的作物

如 Murata等通过向烟草导入拟南芥叶绿体的甘油 3 磷酸乙酰转移酶基因,以调节

叶绿体膜脂的不饱和度,使获得的转基因烟草的抗寒性增加。

(五) 培育和改良作物品质

种子及其他储藏器官 (块茎、块根、鳞茎等)中蛋白质的含量及其氨基酸的组成、淀
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粉和其他多糖化合物以及脂类物质的组成,直接关系到这些食物的营养价值或在工业上的

用途。因此,品质的改良内容包括水果蔬菜的延熟保鲜、有益健康的植物油 (如不饱和脂

肪酸)含量的提高、增加营养价值 (如维生素)、富含抗癌蛋白质的大豆、高营养的饲料

(如高赖氨酸、表达植酸的玉米)等方面。

(六) 改善食物中的碳水化合物组成

基因工程技术已被成功地应用于食物中多种碳水化合物组分的修饰改造。例如,果聚

糖是一类有益人类健康的可溶性碳水化合物,普通食物中果聚糖的含量一般较低,只在菊

芋等少数几种植物中的含量很高。目前,科学工作者已将果聚糖合成中的关键酶 (1
SST)及相关的基因分离出来了,并且已利用基因工程技术将1 SST基因转移到甜菜等

食物中,以提高食物中果聚糖的含量。此外,基因工程技术还被成功地应用于改变食物中

直链淀粉和支链淀粉的含量,利用基因工程技术开发出来的无直链淀粉的马铃薯已在欧洲

等地广泛种植。

1.改善食物中蛋白质的组成 近年来,利用基因工程技术改善动物性食品和植物性

食品中蛋白质成分的研究取得了长足的发展。植物性食物中的谷类和豆类是人体蛋白质的

重要来源,谷类种子中含10%~15%的蛋白质,豆类种子中的蛋白质含量高达30%左右。
但谷类蛋白质中因缺少赖氨酸而使其营养价值降低;而豆类蛋白中则因缺少蛋氨酸而影响

其营养价值。通过对不同种类食物的合理搭配,可以弥补谷类和豆类蛋白质的营养缺陷。
但是,利用基因工程技术直接增加谷类蛋白质中的赖氨酸和豆类蛋白质中的蛋氨酸,是提

高植物性蛋白质营养价值的最有效的方法。目前,通常采用两种途径来改善植物性蛋白质

中氨基酸的比例:第一种方法是利用基因工程技术改变食物中各种蛋白质的生物合成途

径,从而使谷物和豆类的储存性蛋白质中的赖氨酸和蛋氨酸的数量增加;第二种方法是将

来自于其他生物体中的编码高含量赖氨酸和蛋氨酸的外源基因转入谷类或豆类食物中,利

用外源基因的表达合成高含量赖氨酸和蛋氨酸的蛋白质,平衡谷类和豆类食物中的氨基酸

比例,如利用转基因技术已获得高蛋白质质量的甘薯。

2.改善食物中油脂、微量元素的组成 植物油脂是主要的食用油,利用基因工程技

术已成功地开发出油酸含量由原来的25%增加到85%的转基因大豆新品系。硬脂酸含量

由原来的2%提高到40%的转基因油菜种子以及含油量提高25%的超油1号、超油2号油

菜品种;富含铁元素、锌元素和维生素A,能防止贫血病和预防维生素A缺乏的新品种

水稻等一批特优品种。

3.降低食物中有害成分 天然食物中含有多种对食品品质产生不利影响的化学成分。
如大豆中的蛋白酶抑制剂、大米等食物中的过敏原蛋白以及能引起番茄等果蔬食品变软腐

烂的水解酶等。利用传统的食品加工方法,如加热、酶解等方法也可以除去食物中的有害成

分,但会增加食品的生产成本以及影响食品中的其他营养成分,并容易造成加工污染。随着

对这些化学物质研究的深入,有越来越多的与这些化学物质生成有关的基因被分离出来,
为采用基因工程技术降低或除去天然食物中的这些影响食品品质的有害成分打下了基础。

利用基因工程技术降低或除去食物中有害化学成分的基本策略与通过基因工程技术增

加食品中某一营养成分的策略有所不同。用基因工程技术增加食物中某一营养成分的基本
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方法,是向植物中导入编码这一成分的基因或合成酶基因,使其获得合成所需营养成分的

能力,例如通过向植物中导入与长链不饱和脂肪酸合成有关的去饱和酶基因,可以使植物

获得合成DHA和EPA的能力,从而提高植物油脂中DHA和EPA的含量。而利用基因

工程技术降低或除去食物中某一化学成分时,则常采用反义核酸 (antisenseRNA)技术

以抑制食物中原有的与所需除去的化学成分合成有关的基因表达。例如通过对大米中一种

能引起过敏反应的蛋白质的研究,分离出编码该过敏原蛋白的 mRNA,并建立相应的

cDNA文库,测定了该基因的碱基序列,然后利用基因工程技术将连接上起动子和终止子

的与过敏原蛋白基因碱基互补的反义基因导入食物中,由于反义基因能产生与正常过敏蛋

白基因mRNA互补的RNA链,并与正常过敏蛋白基因 mRNA结合形成双链RNA,阻

止该基因的mRNA翻译成相应的蛋白质,从而达到降低和除去该过敏原蛋白的目的。为

了让生物体内产生反义RNA,可将正常的过敏原蛋白基因经反向接入后导入植物中。目

前,反义核酸技术已被广泛应用于除去食物中各种不利的化学成分。

(七) 利用基因工程调控植物激素和生长发育

对植物生殖生长过程 (包括花的形成、发育、雄性不育、自交不亲和性、胚胎发育

等)的调控,在作物生产及园艺上均十分重要。最为成功的是利用基因工程产生雄性不育

系或控制植物的育性。如河北农业大学培育成功了一种转基因杨树新品种,这种新品种杨

树属于雌性,果实很小,所以不会产生飞絮,并具有非常强的抗虫性,可以完全不用对树

木施用任何化学药剂。此外,这种杨树树干挺直,树形美观,硬度高,生长快,非常适于

城市绿化,令人头痛的城市杨树飞絮现象将不再发生。

(八) 利用基因工程调节植物的次生代谢或用植物生产具有重要经济价值的蛋白质

植物的很多次生代谢产物广泛用于生产药物、化妆品、食品添加剂等,但是在天然植

物中它们的含量很低。利用转基因技术将蔬菜、水果通过基因工程技术变成天然药物或功

能食品以及产生大量有医用价值的蛋白或疫苗。利用转基因植物作为生物反应器,科学家

们正在探索生产产品,如生物降解塑料、工业用润滑剂和洗涤剂等大量化工产品。Cal-
gene公司已经用转基因油菜生产工业用润滑剂和12 碳的脂肪酸来生产洗涤剂。由于油

菜容易栽培,并生成大量优良油脂,Calgene公司进一步获得了生产芥子酸的转基因油

菜,用来生产润滑剂和尼龙13 13,基因来自于Simmondsiachinensis和Meadowfoam。
美国斯坦福大学Somerville的研究小组将微生物可以生产生物降解塑料聚羟基丁酸酯

(PHB)的基因转入拟南芥菜,经过改造的基因提高了该基因表达水平100倍,转基因的

拟南芥菜植株生长和种子产量正常。Agracetus公司的研究人员也在进行类似的研究,他

们将与PHB有关的基因转入棉花,以生产生物降解塑料。这些公司的研究成果,将取代

目前用石油做原料生产化工产品的传统方法。

四、 转基因植物的经济、 社会和环境效益

目前,在全世界转基因植物种植面积中,美国占总面积的68%,其后依次为阿根廷、
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加拿大和中国。美国55%的大豆和40%的玉米都经过转基因的改造,仅转基因玉米产品

获得的超额利润,每年就达40亿美元。根据国际农业生物技术应用服务机构的统计和预

测,全球范围内1998年转基因农作物的销售额为12亿~15亿美元,2000年达到30亿美

元,2005年可达80亿美元,2010年将达到250亿美元,农业生物技术产品在农业总产值

中的比例将越来越大。转基因农作物之所以能够获得如此迅速的发展,是因为它能够为解

决人们目前所面临的人口增长与耕地面积减少的难题提供了一条有效途径。比如我国,到

2030年左右,人口将达到16亿,需要的粮食在61亿t左右,意味着粮食生产要在单产和

总产上提高30%和50%,现有的技术支持不了这么大幅度的产量提高,若想达到这个目

标,不采用新技术保证不了将来中国人的吃饭问题,更何况是要解决全球人口的吃饭问

题。转基因植物还明显表现为减少对农药的施用及生态环境的保护方面。可见,转基因植

物的研究与应用,不仅是社会发展的要求,而且产生的经济、社会和环境效益是不可估

量的。

第二节 转基因植物生物反应器基本原理

一、 转基因植物生物反应器的概念

转基因植物生物反应器是指通过基因工程途径,利用植物细胞、组织、器官以及整株

植物为工厂,来生产具有高经济附加值的医用蛋白 (包括疫苗、抗体、药用蛋白等)、工

农业用酶、特殊碳水化合物、生物可降解塑料、脂类及其他一些次生代谢产物等生物制剂

的生产体系,又称 “分子农业 (molecularfarming)”。但从广义上讲,不仅仅指经基因工

程改造的植物细胞、组织、器官以及整株植物,也包括天然的植物,例如一些天然植物的

次生代谢产物也具有重要的药用价值。随着新功能基因的分离、克隆以及各种农作物高效

表达技术平台的逐步建立,将会有相当数量的高新生物技术产品不断涌现,这种 “分子农

业”的出现及普及,将会对全球现有的农作物种植结构产生显著影响。利用植物作为生物

反应器生产药物产物或者功能食品,这也成为当今的研究热点。目前,已用于生物反应器

的植物有烟草、拟南芥、大豆、小麦、水稻、玉米、油菜、马铃薯、番茄、番木瓜、香

蕉、苜蓿和柱花草等。
转基因植物作为生物反应器,是因为:

1.植物是最经济的蛋白质生产系统。种植植物所需要的仅是阳光,来自土壤或肥料

的矿质营养、水分,这一点明显优于微生物发酵和动物细胞的培养。因为微生物发酵需要

昂贵的设备投入,而动物细胞的培养需要昂贵的生长培养基,而且要保持无菌的生产

条件。

2.植物可以大规模种植,而且产物储藏在种子、果实、块茎中便于储运。例如,在

室温条件下经过5个月储存的水稻种子中scFv(singlechainFv)的含量和活性没有明显的

损失。在4℃条件下,储存18个月的马铃薯仍保留50%的有活性的抗体。

3.植物具有完整的真核细胞表达系统。表达产物能进行正确的折叠装配,以及糖基

化、磷酸化、酰胺化,从而具有高等动物细胞表达的产物基本一致的免疫原性和生物
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活性。

4.植物生物反应器的产物具有无毒性和副作用、安全可靠、无残存DNA和潜在致

病、致癌性。用动物细胞作为生物反应器,则有可能因为动物本身携带的致病原对人的健

康造成威胁。由于植物具有上述优势,所以 “分子农业”的设想在20世纪80年代末一经

提出,就成为转基因植物领域的研究热点。目前,在植物生物反应器上已取得一定成绩。

二、 国内外研究概况

利用转基因植物作为生物反应器生产具有临床应用价值的药用蛋白的研究逐渐受到各

国的重视,其中植物口服疫苗 (oralvaccine)或可食疫苗 (ediblevaccine)是转基因植物

的研究热点之一。下面就国内外在植物生物反应器方面的研究状况作概述。

(一) 国外植物生物反应器研究概况

国外发达国家特别是美国采用植物生物反应器这种 “分子农业”的方法,已经成功地

生产出多种高新生物技术产品,包括特殊的饱和或不饱和脂肪酸、改性淀粉、环糊精或糖

醇、次生代谢产物、工农业用酶以及一些高经济附加值的药用蛋白多肽,一些研究机构和

公司已经开始从这些产品生产中获得巨大的经济效益。
在植物生物反应器研究中,最受人们关注,同时研究进展也最快的是生产各种疫苗用

的抗原蛋白。病毒和细菌性传染病是威胁全球人类健康及生活质量最重要的因素之一。自

1778年英国人Jenner首次发现人接种牛痘可预防天花病毒传染以来,疫苗已被证明是对

付传染性疾病特别是病毒性传染病最为经济和有效的方法。现在人们通过接种疫苗已完全

根除了天花,并在全球范围内基本控制了脊髓灰质炎、狂犬病、破伤风、白喉、百日咳和

乙型脑炎等多种病毒及细菌性传染病的发生和传播。疫苗的形式也由菌体疫苗发展到亚单

位疫苗 (subunitvaccine),甚至还产生了DNA疫苗。但是,目前人们使用的疫苗还主要

是通过微生物发酵或动物细胞组织培养获得的,需要复杂的生产设备,生产工序繁琐,生

产成本较高,不易保存和运输。因此,这些疫苗在经济落后的发展中国家推广起来比较困

难,普通人群不易接受。此外,有些疫苗还存在着安全性和使用不便等方面的问题。

1991年,美国人C.J.Arntzen和H.S.Mason率先提出了用转基因植物生产疫苗的新

思路。此后,国内外多个实验室相继在烟草、马铃薯、番茄、苜蓿和莴苣中表达了乙肝表

面抗原、大肠杆菌热敏毒素B亚基、霍乱毒素B亚基、诺沃克病毒壳蛋白和狂犬病毒G
蛋白等抗原,并利用在植物中表达的抗原进行了动物和人体的免疫实验,获得了大量有价

值的研究数据,为今后利用转基因植物生产疫苗奠定了良好基础。植物来源的重组药用蛋

白第一次临床应用研究是由星球生物技术有限公司 (PlanetBiotechnology,Inc)报道的。
该公司利用转基因烟草中表达的抗体sIgA生产新药CaroRxTM,主要目的是预防和治疗

由细菌引起的龋齿。临床实验证实 CaroRxTM 可以有效清除人口腔内的变异链球菌

(S.mutans),并预防志愿者口腔产生龋齿。该公司也正在设计和开发一些新的sIgA抗

体,用来有效预防口腔、呼吸道、消化道、生殖和尿道等黏膜系统和皮肤受到一些传染性

病菌和毒性因子的感染。美国著名的孟山都公司 (Monsanto)已经培育出一种转基因玉
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米,每公顷玉米可以产生3.7kg达到药用蛋白标准的人类抗体。假如每公顷的玉米产量

可达8.6t的话,在重组蛋白产量方面还具有相当大的改善空间。临床医学研究者计划向

每个癌症患者注射250mg这种玉米种子来源的抗体蛋白药物。孟山都公司还在种植一种

转基因大豆,这种大豆可以生产针对单纯疱疹病毒2 (HSV 2)的人源化抗体。这种抗

体的动物试验表明,它可以阻止 HSV 2在小鼠阴道内的传播。植物来源的抗体在体外

的稳定性和体内的生物活性与动物细胞培养来源的抗体相同。利用它将开发出一种低成本

的治疗方法来防治某些由性传播的疾病。美国的ProdiGene公司和EPIcytePharmaceuti-
cals公司正合作开展玉米生产抗体的开发,主要是生产某些人黏膜抗体用于被动免疫治

疗。因为ProdiGene公司在蛋白表达和提取方面具有丰富的经验,而EPIcytePharma-
ceuticals公司拥有多项相关专利。LargeScaleBiology公司和斯坦福大学已经合作开发了

一种肿瘤特异性疫苗,可用于阻止细胞的恶性生长,它们利用植物病毒作为瞬时表达系

统。研究者们利用修饰后的烟草花叶病毒作为瞬时表达载体,可表达源自38C13鼠B细

胞淋巴瘤型特异的单链抗体。在重组病毒侵染本萨明那烟 (N.benthamiana)后,单链抗

体蛋白在细胞质外体内可以积累到很高的水平。这种抗体片段可与一种亚型特异的抗抗体

反应,这表明植物产生的38C13单链抗体经过了正确的折叠,用经亲和层析纯化的38C13
单链抗体免疫后的小鼠可以产生大于10μg/ml型特异性的抗抗体。这些小鼠可以抵御致

死剂量的38C13肿瘤的攻毒试验,其保护效果类似于用38C13IgM 匙蓝蛋白偶联疫苗免

疫后的结果。这种产生肿瘤特异性蛋白疫苗的病毒快速表达体系,为治疗非何杰金氏淋巴

瘤提供了一种可靠的方法。治疗的目的是在患者体内产生特殊的抗体,它能特异性识别恶

性生长的B细胞表面特异性位点,使靶细胞最终受到破坏,而正常的细胞不会受到任何

影响。另外,一个引起全球关注的研究成果是瑞士联邦技术研究所的IngoPotrykus教授

及其同事在洛克菲勒基金会和欧盟农业研究计划 (EuropeanCommissionsAgricultural
ResearchProgramme)共同资助下,在2000年将水仙的八氢番茄红素合成酶和番茄红素

环化酶基因导入水稻,研制出一种富含β 胡萝卜素 (维生素A前体)的水稻,品种名称

T309,每克稻米含1.6mgβ 胡萝卜素,由于稻米色泽金黄,故称为金色大米。发展中国

家目前有2.5亿~10亿人患维生素A缺乏症,正是由于此症,这些国家每年有1000万~
2000万儿童死亡。食用富含铁质和维生素A的这种转基因水稻,将大大减少发展中国家儿

童贫血症和维生素A缺乏症的发病率。该技术目前已被免费授权给菲律宾国际水稻研究

所和印度的一个水稻研究中心,以期培育出适合当地种植的水稻品种。

(二) 国内植物生物反应器研究概况

我国植物生物反应器的研究始于20世纪90年代初期,虽然在构建高效植物表达载体

和培育转基因植物等主要技术环节上与国外相差无几,但在研究的广度和深度上与发达国

家相比却存在很大差距。幸运的是,由于国家有关方面已意识到植物生物反应器的重要

性,所以在制订 “九五”计划时,选择了 “利用转基因植物生产口服疫苗和生物可降解塑

料”等4个研究课题作为探索性项目而予以资助。“九五”期末,已获得如下研究成果:

① 中国农业科学院生物技术研究所刘德虎等将乙型肝炎病毒表面抗原基因导入马铃

薯和番茄,饲喂小鼠试验检测到较高的保护性抗体,浓度足以对人类产生保护作用。该所
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还进行了利用植物叶绿体作为生物反应器生产药用蛋白的探索,目前已将丙肝病毒

(HCV)抗原基因导入衣藻叶绿体。利用转基因植物生产口服疫苗可以大大降低疫苗的生

产成本,在发展中国家更有良好的发展前景。

② 已将产毒素大肠杆菌热敏毒素B亚基及定居因子CS6B抗原蛋白基因导入马铃薯

中,获得了高效表达重组抗原蛋白的转基因马铃薯植株,小鼠的口服接种实验证实可诱导

特异性保护抗体产生,相关转基因植物已进入环境释放阶段。

③ 获得了口蹄疫流行株的基因库及我国常发生的O型口蹄疫口服疫苗VP1基因,拥

有相应的口蹄疫诊断技术和疫苗评价标准,已成功地利用TMV载体大量表达出与TMV
外壳蛋白融合的多个口蹄疫病毒表面抗原小肽,可从100g烟草叶片中得到1~2g含口蹄

疫病毒OK1株系抗原决定小肽 (11肽和14肽)的融合蛋白。对模式动物豚鼠进行的免

疫实验结果表明,这些融合蛋白小肽具有良好的免疫原性,可作为预防口蹄疫的安全的新

一代基因工程疫苗。王冬梅等人 (2005年)将VP1及其多表位融合基因转入柱花草,获

得了表达,并进一步作表达产物活性分析。

④ 建立了农杆菌介导的胡萝卜转化系统,已在烟草和胡萝卜中表达了霍乱毒素B亚

基 (CTB),CTB的表达量达到0.1%。通过在CTB基因前导入烟草病程相关蛋白PR1b
的信号肽序列,使CTB在烟草中的合成量提高了20多倍,并通过一步亲和层析法从烟叶

中提纯了CTB。
通过探索性研究,进一步缩短了我国与世界先进国家的技术差距。从研究结果来看,

国外普遍应用的植物转基因技术在我国已成功应用,有些技术还为我国所独创,如花粉管

通道转基因技术。国外尚在探索的新技术,如使用植物病毒作为瞬时表达载体实现基因高

效表达,我国也在探索。因此,应当说我国在利用植物生物反应器技术上已有较好的

基础。
在制订 “十五”、“863”计划时,国家进一步加大了在植物生物反应器研究方面的投

入力度。其中 “利用植物生物反应器生产动物口蹄疫、结核病等兽用疫苗”、“降钙素和人

乳铁蛋白等功能蛋白植物生物反应器的研制”、“组织和器官特异性基因表达启动子研究及

高效表达载体构建”、“高效转化系统的研究”和 “外源蛋白在受体植物中高效和稳定表达

机制的研究”等课题被列为重大课题而予以了资助。2005年前后,当上述重大专项主要

技术经济指标实现以后,我国医药市场上出现了几种用植物生物反应器生产的药物、疫苗

或其他保健食品。
目前,国内在一些植物如马铃薯和玉米等高效表达外源基因的技术上还不很成熟,从

植物中提取和纯化表达产物的技术还有待改进。许多植物病毒可在植株寄主体内大量扩

增,并表达病毒蛋白,如烟草花叶病毒感染烟草后,其外壳蛋白的含量可达烟草叶片蛋白

总量的20%。此外,病毒的提取和外源蛋白的纯化也比较方便,因而只要设计巧妙,就

可以用植物病毒载体作为生物反应器,大幅度提高外源基因的表达量。用病毒载体既可表

达分子量较大的全长外源蛋白,也可表达与病毒蛋白相融合的多肽。因为大部分病毒载体

仍具有感染活性,无须经过植物基因转化过程,即可在常规植株体内表达外源基因。所

以,用病毒作为植物生物反应器大量生产外源目的蛋白具有广阔的市场前景。
应该特别指出的是,我国植物生物反应器的研究和利用还主要集中在药用蛋白的研究
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和应用方面。利用转基因植物生产特殊饱和或不饱和脂肪酸、改性淀粉、环糊精或糖醇、
次生代谢产物、工农业用酶制剂的研究仍然未引起国家足够的重视,其实,这些生物制剂

的市场潜力也是非常可观的。国内一些科学家通过自筹资金或采用国际合作方式开展了前

期研究工作,并取得了令人瞩目的研究进展,如利用转基因玉米生产植酸酶,在加工成动

物饲料添加剂后,可有效降低家畜排泄物中的磷含量,这对降低水污染和保护生态环境方

面很有意义。

三、 发展趋势

纵观生物技术的发展史,一个显著的特征是其发展呈波浪式前进。以单克隆抗体为

例,于20世纪70年代末兴起,研制治疗用的单克隆抗体于80年代达到高潮,80年代末

至90年代初处于低谷甚至被怀疑,但是,到90年代后期又大放异彩,数种基因工程人源

化单克隆抗体被美国FDA批准上市,为乳腺癌、淋巴癌等患者的治疗带来新的希望,也

为生产研制单位带来巨大的经济利益。借2000年人类基因组工作框架图完成的东风,我

国生物技术板块上市公司在2000年也是热度相当高,2001年则相对趋于平淡。但由于生

物技术作为产业还只是刚刚开始,其前景是非常广阔的。
在20世纪最后20年里,生物技术在农业中的应用取得很大进展。生物技术在农业中

的应用有两个方向:一是利用基因工程生产转基因农作物,使得主要的粮食作物和经济作

物具有抗病、抗虫、抗逆和增产等特点,即转基因食品;二是利用转基因植物生产医用产

物。其最早的例子之一是利用植物储藏蛋白高水平表达特性,生产人的神经肽———亮氨酸

脑啡肽。这种物质是一种小分子多肽,在油菜中先以蛋白储藏种子的形式被生产出来,后

用胰蛋白酶水解,使其从储藏蛋白质上切割下来,再通过 HPLC予以回收,在临床上可

作为止痛剂或镇静剂使用。这种利用转基因植物 (包括植物病毒)生产廉价诊断蛋白质和

抗体等医用产物,取代微生物发酵的技术称为 “分子农业”。植物作为生产药用蛋白的生

物反应器,为人类提供了一个更加安全和廉价的生产体系。与微生物发酵、动物细胞和转

基因动物等生产系统相比,它具有许多潜在的优势:如微生物系统不能对真核生物蛋白进

行准确的翻译后加工和蛋白糖基化,细菌在发酵过程中常产生一些不溶性聚合物,而将这

些聚合物重新溶解,并折叠成天然蛋白质,则需要很高的成本。此外,发酵常需要庞大

的设备投资;动物细胞培养所需的生长培养基胎牛血清相当昂贵,且哺乳动物细胞

在工业规模培养时,对温度、pH、溶解氧和某些代谢物均十分敏感,如果不严格控

制这些培养条件,就容易使细胞生长发生变化,从而影响发酵和产品的纯度;更重

要的是因植物不是人类病原体的宿主,利用重组植物生产的生物药不论提纯与否,
都不存在潜在的人类病原,因而相当安全。但转基因植物生产医用产物普遍存在着表

达水平不高的问题。这是影响其产业化的最主要的技术因素。随着研究的深入,这方面已

开始逐步有所突破。
从商业的角度来看,植物是药用蛋白质诱惑力最大的系统之一。尽管开发这个系统仍

然受到诸多因素的限制,但最近国外公布的植物生物技术或种子公司与药物或酶工业企业

之间的合作,明确表达出产业界对该系统的商业兴趣正在日益增长。目前国外利用转基因
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植物生产或研制的医用产物有抗体、疫苗及蛋白质等。利用转基因粮食作物生产口服医用

产物,使人们在食用的同时,顺便就可治疗某种疾病或获得了某种疾病的免疫功能,具有

经济、方便、实用等特点。故食用疫苗成为当前转基因植物生产医用产物的热点领域。食

用疫苗第一个人体临床报道是1997年经美国FDA批准,利用转基因马铃薯表达的细菌腹

泻疫苗原大肠杆菌热不稳定肠毒素B亚基 (LT B),对志愿者进行口服临床试验。结果

证明,表达的LT B马铃薯块茎在人的黏膜和全身有免疫反应,与接受109个产肠毒素

大肠杆菌志愿者的反应相似。这说明植物产生的重组LT B通过口服可防止消化作用,
并能诱导人体免疫反应。此外,口服乙肝表面抗原 (HBsAg)和马铃薯表达的诺沃克病

毒粒子 (VLPs)的临床试验也证明了植物细胞具有保护疫苗原不受消化作用,疫苗原能

诱导人身和黏膜免疫反应。
“分子农业”尤其是可食用疫苗是我国上市公司投资的较理想领域。世界卫生组织

(WHO)在全球提倡以疫苗来抵抗传染性疾病,而现在世界各国的疫苗生产是建立在细

胞培养系统之上的,其庞大的设备投资和高成本的投入,对各国尤其是发展中国家而言是

不适合的,疫苗由于太贵而得不到推广。因此,利用转基因植物生产疫苗将是世界各

国重点产业化的领域。利用粮食或蔬菜作物如玉米、马铃薯、番茄等生产转基因医

用产物,对负担不起目前流行疫苗的发展中国家来说,植物口服疫苗就像 “食品添

加剂”,无须太多额外负担,就可实现预防疾病的目的。这对许多发展中国家而言尤

其具有现实意义,这是转基因植物规模生产食用疫苗根本动力。转基因植物生产食用

疫苗易规模化生产。转基因植物生产医用产物的成本主要集中在下游分离纯化阶段,但如

果用转基因植物生产食用疫苗就可避免或至少减免部分纯化过程,这样就容易规模生产,
并使其生产成本大大降低。我国是一个发展中国家,也是一个人口大国,常见传染性疾病

发病率高,且我国已开始实施儿童初始免疫计划,因而转基因植物生产食用疫苗在我国市

场前景广阔。
前面已述,我国 “分子农业”已开始起步,并取得了一些科研成果。但将这些成果进

一步开发并产业化则需要大量的资金。而我国上市公司一般都拥有较多的资金和便利的筹

资渠道,具有介入的实力。而且 “分子农业”在我国甚至是国际上均是一个较新的产业化

领域,此时介入不仅可获得较大的投资收益,还可提升公司结构,改变其在公众中的

形象。
发展 “分子农业”存在的一些障碍。一方面来自社会对转基因植物安全性的争议。转

基因植物在大田释放前就已经过了严格的安全检查,但不幸的是转基因植物出世以来就一

直饱受争议,其中又以欧美的争论最为激烈和具有代表性。应该说,任何一种新的技术利

用不当都会带来危险,但为何转基因植物会有如此高的 “礼遇”呢? 欧洲的转基因技术远

落后于美国,由于转基因技术所带来的变革是空前的,因此,谁掌握这方面的技术,谁就

会在未来的发展中具有优势。这就是欧洲一方面极力反对转基因植物,一方面又大力资助

本地的实验室进行转基因方面的研究。另一方面来自转基因植物生物反应器研究及产品本

身。转基因植物生产食用疫苗的主要成本和风险集中在前期研究与开发阶段,因而光靠科

研单位是难以独立完成的。尤其是在我国目前尚未有相应的优惠政策,必须鼓励全社会积

极投资参与到其中。
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第三节 转基因生物反应器的应用前景

一、 应用范围

(一) 在生物制药领域中的应用

利用转基因生物反应器生产医药制剂和医用疫苗,称植物医药基因工程。它是把重组

的编码药用活性多肽和疫苗基因导入植物,使转基因植物能够大量生产这些活性多肽和疫

苗。植物医药基因工程是工厂化农业 (factoryfarming)或分子药田的有诱惑力的部分。
医药领域主要是利用转基因植物生物反应器生产口服疫苗及医用蛋白等,因此该领域又称

为 “分子农业医药”。它是近年来发展的崭新交叉学科,是融合农业、生物技术和医药的

一项高科技新技术。该技术以分子生物学为原理,应用遗传工程和DNA重组技术,以植

物或动物细胞作为生物反应器,以农业生产方式来进行规模化生产各种医药蛋白质,彻底

改变了传统的医药工业模式。以植物作为一种新型生物反应器,尤其是以水稻种子为生物

反应器的研究在近几年取得了突破性进展,使得分子农业医药开始进入实用阶段。目前各

种抗体、口服疫苗、各种抗肿瘤药物 (包括蛋白酶抑制剂、多肽)以及一些高营养价值的

生物蛋白质,均可通过植物生物反应器进行生产,使得分子农业医药产业迅速发展。国外

在植物中采用这种分子农业的方法,已成功地生产了越来越多的有用物质,其中不乏高价

值的药用蛋白多肽。随着基因工程领域研究的进展,利用转基因植物生产药用蛋白将会有

更广阔的前景。
分子农业医药这种策略不仅可以大大降低这些本来昂贵的药品的生产成本,而且简化

了储存方式。因此,国际上植物基因工程研究的一个新发展趋势就是利用转基因植物生产

药物。这方面的工作最早是1988年比利时PGS公司的科研人员做的,本意是想让烟瘾君

子们不用抽烟而只需拿烟叶闻闻或放在嘴里咀嚼就可过烟瘾,以此减少尼古丁对人体的毒

害。他们将一种神经肽的编码基因转入烟草,得到的转基因烟草表达出高产量的神经肽。
尽管他们的初衷未能实现,因为神经肽是通过血液运输起作用的,它在口腔中会被降解

掉,但却意外地找到一条利用转基因植物生产神经肽的途径。此后,其他科学家们纷纷加

入这一领域的竞争并且成果纷呈。1989年美国斯格里普斯研究所利用转基因烟草高水平

地表达了单克隆抗体,其表达量达叶总蛋白量的1.3%。据计算,如果按照这种表达水

平,美国只需将其烟草土地面积的1% (约6000hm2)用来种植这种转基因烟草,就可

以产生出270kg的抗体,足以提供给2万癌症患者1年治疗之用。此外,美国Bioresouc-
es公司利用植物基因工程手段生产白细胞介素2 (IL2),荷兰用转基因马铃薯生产人的血

清蛋白,韩国用转基因烟草和番茄生产人的胰岛素。我国北京大学蛋白质工程与植物基因

工程实验室已克隆了对早、中期妊娠引产极为有效的天花粉蛋白的基因,并首次成功地在

转基因烟草中表达了该基因。迄今在世界范围内正在研究开发的医药活性多肽和疫苗估计

在100种以上。目前已有几十种药物蛋白或多肽在植物中得到成功表达,其中包括人的细

胞因子、表皮生长因子、促红细胞生成素、干扰素、生长激素、单克隆抗体和可作为疫苗
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用的抗原蛋白等。

1.植物抗体 (plantantibody) 抗体 (antibody)是动物体液中的一系列球蛋白,称

为免疫球蛋白 (immunoglobulin,Ig),可介导动物的体液免疫反应。在植物体内表达编

码抗体或抗体片段 (如Fab片段和Fv片段),获得的产物就称为植物抗体。在植物中表

达人和动物的抗体和疫苗成为人们关注的焦点。利用植物生产要比杂交瘤细胞低廉得多。
据估计,在250m2的温室中利用苜蓿生产IgG的成本约为500~600美元/g,而利用杂交

瘤细胞生产抗体的成本约为5000美元/g。因此,利用植物生产抗体具有广阔的市场前

景。目前,利用转基因植物表达的抗体包括完整的抗体分子、分泌型抗体IgA、IgG、单

链可变区片段 (scFv)、Fab片段、双特异性scFv片段以及嵌合型抗体等不同类型的抗

体。表达产物含量最高达植物可溶性蛋白的2%以上。这类抗体具有生物学活性,在纯化

后可用作药物、诊断试剂和亲和剂等。表1 1所列的是近年来在植物中表达的抗体及可

能的应用。

表1 1 植物表达的抗体蛋白及应用

抗体类型 抗原 表达系统 应用

SIgA* 链球菌 烟草 防治蛀牙

IgG 抗人IgG 苜蓿 诊断

scFv 胚瘤抗原 小麦、水稻 肿瘤治疗

scFv 特型疫苗 烟草 B细胞淋巴瘤治疗

IgG 表面抗原 烟草 结肠癌治疗

IgG 疱疹单型病毒 大豆 疱疹治疗

  *分泌型IgA (secretoryIgA)

2.疫苗 (vaccine)及口服疫苗 (ediblevaccine) 传染病严重威胁人类的生命和健

康,一直以来人类主要通过疫苗接种获得免疫预防。但在发展中国家,昂贵的疫苗造成数

百万人尤其是儿童依然死于传染病。目前利用植物作为生物反应器生产疫苗,不仅极大地

降低了疫苗的生产成本,而且能使人和动物产生相应的免疫应答,因此,有助于疫苗的普

及从而改善发展中国家人民的健康状况。目前在植物中表达的疫苗有几十种,包括乙肝病

毒表面抗原 (hepatitisBsurfaceantigen,HbsAg)、诺沃克病毒 (norwalkvirus)外壳蛋

白、大肠杆菌热不稳定肠毒素B亚基 (LT B)、霍乱毒素的A,B亚基 (CT A,B)、
冠状病毒 (Coronavirus)的免疫原糖蛋白S多肽、狂犬病毒糖蛋白、口蹄疫病毒 (foot
andmouthdiseasevirus)抗原、水貂肠炎病毒抗原、犬细小病毒抗原等。如表1 2所示植

物表达的具有开发前景的疫苗。植物疫苗在动物实验中已证明能够成功激发动物黏膜免疫

应答和血清免疫应答,使动物对致病原产生抵抗力,但在人体中的免疫检测还不多,只有

少数几种植物疫苗进行了人体试验。Mason实验小组让志愿者服用了包含LT B的去皮

马铃薯片,受试者表现出黏膜和全身性免疫反应。Tacket等将转诺沃克病毒外壳蛋白基

因的马铃薯让20个志愿者服用,结果19个人产生特异性IgG,6个人产生特异性IgA,
说明95%的人对诺沃克病毒产生了抵抗力。目前,科学家正在进行植物源性的抗癌疫苗、
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抗艾滋病疫苗、抗糖尿病疫苗以及利用植物生产加强免疫效应的辅助佐剂,以及在表达疫

苗的植物受体、提高抗原表达水平及使用剂量等方面的较系统研究。

表1 2 植物表达的具有开发前景的疫苗

目的产物 表达系统 免疫方式

大肠杆菌热不稳定肠毒素B亚基 (LT B) 烟草、马铃薯、玉米 口服

霍乱毒素B亚基 (CT B) 马铃薯 口服

乙肝病毒表面抗原 (HBsAg) 烟草、马铃薯、莴苣 口服

Norwalk病毒衣壳蛋白 烟草、马铃薯 口服

狂犬病毒G蛋白 番茄 口服

口蹄疫病毒抗原 (FMDV VP1) 拟南芥、马铃薯、苜蓿、柱花草 注射或口服

肠胃炎冠状病毒糖化蛋白S 拟南芥、烟草、玉米 注射或口服

人源轮状病毒外壳蛋白VP7 马铃薯、番茄、番木瓜 口服

结核杆菌分泌蛋白 MPT64 胡萝卜 口服

结核杆菌分泌蛋白ESAT 6 番木瓜 口服

水貂肠炎病毒抗原 (MEV VP2) 豇豆 注射或口服

炭疽病毒保护性抗原 (anthrax PA) 烟草 注射或口服

麻疹病毒 H蛋白 (measlesvirusHprotein) 烟草 口服

3.药用蛋白 植物作为生物反应器除了可以生产抗体、疫苗外,还可表达细胞因子、
酶及其他药用蛋白和生物活性肽等。转基因植物生产药物蛋白最早的例子之一是利用植物

储藏蛋白天然的高水平表达特性生产人血清蛋白 (HSA)。HSA是一种非糖基化蛋白,据

估计全球每年需求量达到550t。通常,它是从人血中分离提纯,因此成本高昂,而且还要

冒病毒污染的风险。现在,人们可以利用转基因植物得到更安全、价廉的人血清白蛋白以及

白介素、干扰素等贵重药物蛋白。但是,利用植物生产细胞因子、酶、药用蛋白和生物活性

肽等需要下游纯化,只有它占总可溶性蛋白 (totalsolubleprotein,TSP)的1%以上才有商

业开发的价值。迄今已有几十种药用蛋白质或多肽在植物中得到成功表达,其中包括人的细

胞因子、表皮生长因子、干扰素、生长激素、人血清白蛋白和人血红素α、β等 (表1 3)。

表1 3 在植物系统中表达的有药用价值的蛋白质

表达的蛋白质 可能的应用 表达系统 表达水平

人蛋白质C (血清蛋白酶) 抗凝结剂 烟草 <0.01%TSP

人水蛭素 凝血酶抑制剂 油菜 0.3% 种子蛋白

人红血球生成素 治疗贫血症 烟草 <0.01%TSP

人促生长激素 生长激素 烟草 <0.01%TSP

人表皮生长因子 烧伤修复 烟草 <0.01%TSP

人β 干扰素 治疗乙肝和丙肝 烟草 0.01%鲜重

人血清白蛋白 治疗肝硬化 烟草 0.02%TSP

人血红素α、β 血替代品 烟草 0.05%种子蛋白

  注:TSP,总可溶性蛋白。
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(二) 在食品领域中的应用

转基因植物在食品领域中的应用就衍生出 “转基因食品 (transgenicfood)”或 “基
因改良食品 (geneticallymodifiedfood,GMfood)”。所谓转基因食品是指利用分子生物

学手段,将某些生物的基因转移到其他生物物种中,使其出现原物种不具有的性状或产

物。以转基因生物为原料加工生产的食品为转基因食品。目前,作为食品的转基因生物以

转基因植物为主。1985年转基因鱼的出现,揭开了基因工程技术在食品行业中应用的序

幕。从此,基因工程食品诞生了,受到了全人类的关注,并在人们的日常生活中占有越来

越大的比重。据报道,目前国际市场上以生物工程为基础的食品工业产值已达2500亿美

元左右。利用生物技术开发生产出新的食品,如功能性食品、食品添加剂等。随着转基因

技术在食品领域的突破和应用,人类可以获得更符合人们需求的食品。它具有产量高、营

养丰富、品质好等优势。近10多年来,在农作物培育过程中利用生物技术大大提高了农

产品的质量和产量。如基因修饰技术已经提高了马铃薯碳水化合物的含量,改变了葡萄籽

和花生的脂肪酸成分,降低了木薯中氰化葡萄糖苷含量等。近年来又研究 “金色大米”,
这种大米能诱导合成出维生素A前体物质。此外,利用植物生产其他具有特殊用途的高

新生物制剂,如改性淀粉、脂类和其他次生代谢产物。美国科学家培育的高C2亚麻酸含

量大豆、高色氨酸含量玉米,加拿大科学家培育的高不饱和脂肪酸含量油菜,对防止心血

管疾病、皮肤保健和提高食品营养具有很好的利用价值。目前涉及食品原料的转基因农产

品有大豆、玉米、油菜、马铃薯、番茄、甜椒、番木瓜、西葫芦等。

21世纪的食品工业将是一个继续快速发展的行业。随着现代生物技术的进一步发展

和应用,食品行业发生变革是必然的趋势。但是,为人类提供安全、富有营养、品质高、
稳定性能好、价格合理以及方便食用等是必须考虑的众多因素,尤其是转基因食品的安全

性。虽然目前各国都有法规和条例用于规范转基因食品的试验和生产。但是,加强转基因

食品的安全问题,保障人体的健康,保护生态环境的任务任重而道远,必须在大力发展生

物技术的同时加以严格管理。

(三) 在工业领域中的应用

利用转基因植物生产可降解塑料是最有说服力的工业应用例子。采用转基因技术将生

物合成聚羟基烷酸酯所需的pha、phb及phc等多种基因构建于植物体内,利用植物的自

养功能在体内直接合成PHAs (这类化合物统称为聚羟基烷酸酯,polyhydroxyalkano-
ates,如PHA、PHB、PHC)。孟山都公司已经研制出了可产生聚合物的基因改性油菜和

十字花科植物,这是生产生物降解塑料的第一步。Metabolix公司也正在用植物作物生产

生物可降解聚酯,美国斯坦福大学Somerville的研究小组将微生物的可以生产生物降解塑

料聚羟基丁酸酯 (PHB)的基因转入拟南芥菜,经过改造的基因提高了该基因表达水平

100倍,转基因的拟南芥菜植株生长和种子产量正常。Agracetus公司的研究人员也在进

行类似的研究,他们将与PHB有关的基因转入棉花,以生产生物降解塑料取代目前用石

油作原料生产化工产品的传统方法。生物降解材料将广泛用于农用材料 (如农膜)、包装

材料 (如食品包装袋)、环保材料 (如垃圾袋)、生物化工材料 (如高性能滤膜)、微电材
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料 (如用于热封闭元件的压力传感器)、能源材料 (如生物柴油)及医用材料 (如药物载

体与外科缝合针)等各个领域,成为人类绿色生活与节约型经济的重要组成部分。

二、 存在问题及解决策略

(一) 外源蛋白表达的水平低

对转基因植物植物疫苗来说,表达量必须达到较高水平,才能达到口服免疫的效果,
而对在植物中表达需要纯化的抗体以及药用蛋白时,只有当其超过总可溶性蛋白的1%,
才具有商业开发价值。为了提高外源蛋白在植物细胞中的表达水平,科研工作者进行了如

下工作:①蛋白质的靶向定位。如在叶绿体表达外源基因,可显著提高外源基因的拷贝

数,从而使基因表达产物成倍增加。②使用植物病毒作为表达载体,可大大提高外源基因

的表达水平。③使用强启动子和组织特异性启动子,增强基因表达或特异组织中的表达

量。④使用植物偏爱的密码子对密码子优化,植物中遗传密码子的使用频率与动物、微生

物不同,适当地对外源基因的密码子进行替换能显著提高该基因在植物中的表达水平。

⑤使用增强子序列,利用组织特异性的启动子,优化先导序列,能够提高外源基因的表达

水平。⑥mRNA中不稳定序列的除去。⑦通过修饰抗原蛋白基因序列将其定位于胞内部

分 (如液泡或内质网中)。⑧使用核基质附着区 MAR序列,可以使外源基因在染色质中

形成独立的活跃转录单元,不受周围染色质结构的影响,从而提高外源基因的表达水平。

⑨通过协同表达二硫键或伴侣蛋白促进蛋白质的正确表达。

(二) 下游生产成本高

尽管植物生物反应器的上游生产成本比较低,但若涉及产物需要提纯,则费用昂贵。
因此,在上游设计中应注意尽量简化下游的纯化成本。将外源蛋白多肽与植物油脂蛋白

(oil body)形成融合蛋白在植物中表达,油脂蛋白的亲脂性使之成为一种高效的多肽纯

化系统。利用GVGVP作为融合蛋白 (GVGVP是一种人工合成基因编码的蛋白多聚体),
只要一步即可纯化,这一方法已成功运用于胰岛素的纯化。另外,有发展前景的是利用毛

状根系统生产外源多肽,即利用转基因植物将目标蛋白从植物根系分泌到液体培养基中,
这一系统已成功地生产Guy.s13单克隆抗体 (预防龋齿),产量可达2.4mg/L。此外,运

用植物悬浮细胞培养系统也可减少下游的纯化成本。

(三) 安全性问题

目前,转基因产品的安全性存在争议,尤其在口服疫苗方面,这一争议就更加尖锐。
例如在转基因研究中用于筛选阳性克隆使用的选择标记基因多数为抗生素抗性基因。因

此,人们担心人食用这种转基因植物后也会产生抗生素抗性。另外,在植物抗体的研究

中,抗体上都连有多聚糖,由于动物源的抗体中多为唾液酸,这在植物中缺乏,而植物中

富含木糖,这在动物中不存在。因此人们怀疑不同的聚糖结构会对植物抗体的免疫原性和

致敏性产生影响 “这有待进一步的实验确证”同时,转基因植物具有潜在的破坏生态环境
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的可能性。因此,制定和完善转基因植物的安全和管理法规尤为重要。

三、 展  望

尽管转基因植物生物反应器仍存在一些问题尚待解决,但丝毫不影响转基因植物生物

反应器的研究及产品开发的前景,更何况这些问题大多可望在不长时间内得到解决。利用

植物表达系统已成功地表达了多种具有生理活性的外源多肽,而且有些已经进行了人体和

动物的试验,其前景是可观的。尤其是利用转基因植物生物反应器研制动物可饲疫苗的研

究应该先行一步。今后应该将重点放在胃、肠道传染病研究上。因为从技术上来说容易获

得突破,从实际应用上价值也最大。而其他非胃、肠道传染病也可作探索性研究。从已报

道的结果分析,有的病毒性传染病 (如FMD),获得成功的可能性很大。新世纪之初,
“人类基因组测序计划”已宣布提前完成,人类社会已进入一个崭新的后基因组时代。可

以预测,更多人类疾病的发病机理不久将被研究清楚,随之有更多的新药尤其是新的蛋白

药物将被开发利用。而这些蛋白药物大多可能是更加复杂的蛋白质,需要更高等的真核细

胞生产体系来生产,转基因植物生物反应器毫无疑问将成生产这些贵重蛋白药物的主导表

达体系之一。因此,利用植物生物反应器将成为蛋白质和多肽的最具潜力的生产系统,为

人类健康做出巨大的贡献。
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第二章 转基因植物生物反应器的技术方法

开展与植物生物反应器相关的新功能基因、新调控元件、新产品和新技术方法的研

究,进行基因定点整合、产品安全与植物生物反应器的产业化相配套的关键技术研究,可

为今后植物生物反应器应用的长期发展奠定工作基础。

第一节 转基因植物生物反应器的构建元件

一、 功能基因的选择及优化重组

(一) 功能基因的选择

目标功能基因的正确选用决定着植物生物反应器产物的应用前景。如利用植物生物反

应器技术生产预防腹泻疫苗、乙肝疫苗、口蹄疫疫苗及肺结核疫苗,则选择在转基因植物

中表达的病原基因主要有大肠杆菌热敏肠毒素B亚基 (LT B)基因、霍乱弧菌毒素B
亚基 (CTB)基因、乙肝表面抗原 (HBsAg)基因、口蹄疫病毒VPI基因和结核杆菌分

泌蛋白MPT64、ESAT 6等。其中研究得最多的是LT B。选用这些抗原基因主要基于

以下3点理由:第一,有坚实的基础,特别是免疫原性和分子结构清楚。第二,有标准的

检测方法可用。因为外源基因在转基因植物中的整合是随机性的,所以必须有灵敏准确、
可靠的检测技术进行转化植株的筛选;在免疫试验中,还要检测血清和黏膜抗体的反应水

平。如果没有成功的检测方法,是无法进行此项研究的。第三,有广阔的应用前景。这几

种植物疫苗一旦研究开发成功,即具有广阔的世界市场,特别适用于广大发展中国家。用

于医用蛋白表达的基因主要有干扰素α 2b基因等,用于工农业原料生产的基因如可降解

塑料的pha、phb基因等。

(二) 优化重组基因

目的功能基因选择后,就应重点考虑提高重组基因在植物组织中表达量的问题。已有

许多方法用来优化重组基因的结构,使其能更适合在某种特定的植物中高效表达。

1.使用信号肽序列 在目的基因的3'端加上微粒体保留信号SEKDEL多肽序列,使

合成的蛋白能保留在细胞的内质网部位,不会分泌出来,从而提高产量。

2.选择特异启动子 花椰菜花叶病毒35s启动子是一个常用的启动子,适合多种植

物。对马铃薯来说,Patatin启动子更为适合;在启动子3'端加上烟草蚀刻病毒5'端的非

翻译区也是一种提高表达的方法。

3.使用 (校正)偏爱密码子 编码甘氨酸的GGG在单子叶植物基因组中非常少见,
因此,将插入基因中的这一编码改为GGA是一种更适合在植物中表达的方法。
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4.其他方法 包括除去虚假的mRNA加工信号、减少A T含量等。

二、 植物表达载体

(一) 载体种类及其特性

1.植物遗传转化的载体系统 作为植物遗传转化的载体必须是能进入宿主细胞内进

行复制和表达的核酸分子。目前的载体系统有病毒的载体系统和质位的载体系统两大类。
(1)病毒载体系统 植物病毒作为植物遗传转化的载体系统是由植物病毒的侵染特性

所决定的。以病毒作载体的表达系统为瞬时表达系统,其一般不能把外源基因整合到植物

细胞基因组中。植物病毒的感染率很高,在较短时间内可获得较大的表达量。但因以病毒

为载体的表达系统每个宿主材料都要接种病毒载体,故瞬时表达系统不易起始。作为病毒

载体的病毒最好是双链DNA植物病毒。目前已有十几种植物病毒被改造成不同类型的外

源蛋白表达载体,其中包括椰菜花叶病毒 (CaMV)、烟草花叶病毒 (TMV)、豇豆花叶

病毒 (CPMV)和马铃薯X病毒 (PVX)等。在TMV载体中成功表达的外源病毒至少

有150种以上。植物病毒被用作转移外源基因的载体,因病毒基因组一般较小,允许插入

的外源基因的大小受到一定的限制。
(2)农杆菌质粒载体系统 农杆菌质粒是一种能实现DNA转移和整合的天然系统。

植物遗传转化中最常用的农杆菌质粒载体是Ti质粒和Ri质粒。20世纪70年代中期,比

利时和美国的几个研究小组证明了致瘤农杆菌均带有染色体外的、共价闭合的环状DNA
质粒,37℃条件培养的细菌会丢失这类质粒。同时,也丧失了致瘤能力。细菌间结合可

将这类质粒转移到不含质粒的菌株中,使后者获得致瘤能力。这类肿瘤诱导质粒 (tumor
inducingplasmid)可简称为Ti质粒。另外,还有一种发根农杆菌,它可在植物感染部位

诱导形成另一种形态的肿瘤,即发状根,被称之为根诱导质粒 (rootinducingplasmid),
简称Ri质粒。Ti和Ri质粒在结构和功能上有许多相似之处。Ti和Ri质粒的大小均为

200~800kb,均属巨大质粒,它们都有两个与致瘤有关的区域,即致瘤区 (Vir区,编码

能够实现T DNA转移的蛋白)和可转移DNA区 (T DNA,是质粒上能够转移整合入

植物受体细胞核基因组并能在植物细胞中表达从而导致冠瘿瘤的发生,且可通过减数分裂

传递给子代的区域)。在Ti和Ri质粒T DNA长度为12~24kb之间,其两端均有相似

的25bp的顺向重复边界序列,在整合过程中左右边界序列之间的T DNA可以转移并整

合到宿主细胞基因组中。研究发现,只有边界序列对DNA的转移是必需的,而边界序列

之间的T DNA并不参与转化过程,因而可以用外源基因将其替换。Ti和Ri质粒的Vir
区的许多基因参与T DNA的加工和T DNA从细菌转移进植物细胞核的过程。Vir区

位于T DNA以外的一个35kb内,其产物对T DNA的转移及整合必不可少。农杆菌

侵染植物首先是吸附于植物表面伤口,受伤植物分泌的酚类小分子化合物可以诱导Vir基

因的表达。Vir产物能诱导Ti质粒产生一条新的T DNA单链分子。此单链分子从Ti质

粒上脱离后,可以与Vir产物VIRD2蛋白共价结合,并在VIRD4和VIRB等蛋白的帮助

下从农杆菌进入植物细胞的染色体中。
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除去致瘤基因的Ti质粒是植物遗传转化中最常用的载体,即切除T DNA上与肿瘤

有关的基因,仍保持完整基因转移所必需的Vir区和T DNA边界序列。为使这种改建

的质粒在植物遗传转化中有效地发挥作用,一般在T DNA上插入一个选择性标记,通

常采用抗菌素抗性标记,由一个真核型全程表达的启动子驱动。这样,人们可以在加有相

应选择因子的培养基上选择出转化细胞,并得到正常生长的转基因植物。目前,植物遗传

转化大多采用农杆菌介导的方法。农杆菌介导的植物遗传转化所用的载体大致有两类:

①共整合载体 (contegratingvector,又称一元载体),这类载体系统由一个共整合系统中

间表达载体与改造后的受体Ti质粒组成。在农杆菌内,通过同源重组将外源基因整合到

修饰过的T DNA上,形成可穿梭的共整合载体,在Vir基因产物的作用下,完成目的

基因向植物细胞的转移和整合。但这类方法构建困难,整合体形成率低,一般不常用。

②双质粒载体 (binaryvector,又称二元载体),把转化过程中起重要作用的Vir区仍保留

在Ti质粒上,而T DNA及其边界序列置于一个较小的易操作的质粒上。这个小质粒可

以穿梭于大肠杆菌和农杆菌之间。所有的基因重组过程可以在大肠杆菌内进行,免去了直

接操作巨大的Ti质粒而带来的麻烦。(图2 1)显示了共整合载体 (一元载体)、双质粒

载体 (二元载体)及其介导的遗传转化途径。

图2 1 共整合载体 (一元载体)、双质粒载体 (二元载体)及其介导的遗传转化途径
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农杆菌介导的植物遗传转化可以把带有外源DNA的T DNA整合到植物细胞的基因

组中,从而遗传给后代。而且T DNA中允许插入的DNA片断较大,可达50kb。前些

年,农杆菌介导的植物遗传转化仅限于一些双子叶植物。近年来,单子叶植物如水稻的农

杆菌介导的植物遗传转化也取得了突破性进展。

2.植物遗传转化载体与农杆菌工程菌株构建 在实际工作中,改建的Ti质粒pBI121
中T DNA区的致瘤基因为pBR质粒所取代。外源基因通过DNA重组技术克隆在大肠

杆菌的pBR质粒上,随后通过1次同源交换即可把外源基因插入pGV3850的两边界序列

之间,而与外源基因相连的抗菌素标记即可用为选择标记。当此带外源基因的Ti质粒的

农杆菌感染植物细胞时,T DNA边界顺序之间的整个顺序可被整合进植物的核基因组。
常用的Ti质粒载体系统为双质粒载体。载体构建的具体操作:将Ti质粒的T DNA

及其边界先组装在一个较小的易操作的微小质粒 (miniTi)上,然后使DNA缺失,而将

外源基因连同调控顺序插到边界顺序之间,这个质粒转化到农杆菌并自我复制。而Ti质

粒的Vir区组装在另外一个质粒上,同存于农杆菌细胞内。在感染植物后,由于一个质粒

的Vir区基因的作用,使另一质粒 (miniTi)上的边界顺序及其之间的外源基因整合到

植物的核基因组中。这种构建的依据是在T DNA转移过程中,Vir基因并不一定与T
DNA处于同一个质粒上。

中间载体的构建基于大肠杆菌具有能与农杆菌高度接合转移的特性,研究者们将T
DNA片段克隆到大肠杆菌的质粒中,并插入外源基因,最后通过接合转移把上源基因引

入到农杆菌的Ti质粒上。这是一种把预先进行亚克隆、切除、插入或置换的T DNA引

入Ti质粒的有效方法。带有重组T DNA的大肠杆菌质粒的衍生载体称为 “中间载体”
(intermediatevector),而接受中间载体的Ti质粒则称为受体Ti质粒 (acceptorTiplas-
mid),一般是卸甲载体 (disarmedvector)。所谓卸甲载体就无毒Ti质粒载体。因为利用

野生型的Ti质粒作载体时影响植株再生的直接原因是T DNA中onc基因的致瘤作用。
因此,为了使野生型的Ti质粒成为基因转化的载体,必须切除T DNA的onc基因,而

“解除”其 “武装”,构建成所谓的 “卸甲”或称 “缴械”载体。在这种omc 载体中已经

缺失的T DNA部分被大肠杆菌的一种常用质粒pBR322取代。这样任何适合于克隆在

pBR322质粒的外源 DNA 片段都可以与pBR322质粒 DNA 同源重组,而被其整合到

onc Ti质粒载体上。中间载体通常是多拷贝的E.coli小质粒,这一点对Ti通过体外操

作导入外源基因是非常必要的。
将微型质位转入到含有辅助性Ti质粒农杆菌的途径有两条:一条是直接用纯化的微

型Ti质粒转化速冻的根癌农杆菌感受态细胞;另一条是采用三亲交配方法,三亲交配由

含微型Ti质粒的E.Coli、含有助动质粒pRK2013的E.coli和含有辅助Ti质粒的农杆菌

组成。三细菌混合后产生菌间的接合转导。pRK2013可移入农杆菌,但由于不能自主复

制而被丢失,其进入含有微型Ti质粒的E.coli后,可促进微型Ti质粒一起或分别转移

入农杆菌中。但由于pRK2013的 “自杀”特性,最终在农杆菌中剩下微型Ti质粒和Ti
质粒双元载体,此农杆菌可直接用于植物细胞转化。双元载体不需经过两个载体的共整合

过程。因此,构建的操作过程比较简单。由于微型Ti质粒较小,并无共整合过程,因此,
质粒转移到农杆菌比较容易,且构建的频率较高。此外,双元载体在外源基因的植物转化
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中效率高于共整合载体。故常被使用。

(二) 重要的表达调控元件———启动子

植物生物反应器的关键技术是提高外源基因在转基因植物体内的表达量或相关产物的

产量,而在此技术中启动子扮演了重要的角色。启动子的使用种类要依转化对象及产物形

式进行合理选择。因此,有必要对启动子的遗传背景及其结构功能进行详细了解。

1.启动子及其基本构造 启动子是位于结构基因5'端上游的一段DNA序列,能够指

导全酶 (holoenzyme)同模板正确结合,活化RNA聚合酶,启动基因转录。全酶是指酶

蛋白及其辅酶构成的有功能的复合物。RNA聚合酶的核心酶虽可合成RNA,但不能找到

模板DNA上的转录起始位点,只有带σ因子的全酶才能专一地同启动子结合。RNA聚

合酶沿着模板前进,直到终止子,转录产生一条RNA链。通常把基因转录起点前面即5'
端的序列称为上游 (upstream),起点后面即3'端的序列称为下游 (downstream),并把

起点的位置记为+1,下游的核苷酸依次记为+2,+3,…,上游方向依次记为-1,-2,

-3,…。

RNA聚合酶同启动子结合的区域称为启动子区。将各种原核基因同RNA聚合酶全

酶结合后,用DNaseI水解DNA,最后得到与RAN聚合酶结合而未被水解的DNA片段。
这些片段有一个由5个核苷酸 (TATAA )组成的共同序列,以其发现者的名字命名为Prib-
now框 (Pribnowbox),这 个 框 的 中 央 位 于 起 点 上 游10bp处,所 以 又 称-10序 列

(-10sequence),后来在-35bp处又找到另一个共同序列 (TTGACA)。Hogness等在

真核基因中又发现了类似Pribnow 框的共同序列,即位于-25~30bp处的 TATA-
AAAG,也称TATA框 (TATAbox)。TATA框上游的保守序列称为上游启动子元件

(upstreampromoterelement,UPE)或上游激活序列 (upstreamactivatingsequence,

UAS)。另外在-70~-78bp处还有一段共同序列CCAAT,称为CAAT 框 (CAATbox)
原核生物中-10区同-35区之间核苷酸数目的变动会影响基因转录活性的高低,强启动子

一般为17±1bp,当间距小于15bp或大于20bp时都会降低启动子的活性。
在真核基因中,有少数基因没有TATA框。没有TATA框的真核基因启动子序列

中,有的富集GC,即有GC框;有的则没有GC框。GC框位于-80~-110bp处的GC-
CACACCC或GGGCGGG序列。TATA框的主要作用是使转录精确地起始;CAAT框和

GC框则主要是控制转录起始的频率,特别是CAAT框对转录起始频率的作用更大。如在

TATA框同相邻的UPE之间插入核苷酸,也会影响转录使之减弱。
为什么RNA聚合酶能够仅在启动子处结合呢? 显然启动子处的核苷酸顺序具有特异

的形状以便与RNA聚合酶结合,就好像酶与其底物的结构相恰恰适合一样。将100个以

上启动子的顺序进行了比较,发现在RNA合成开始位点的上游大约10bp和35bp处有两

个共同的顺序,称为-10和-35序列。这两个序列的共同顺序如下:-35区 “AATGT-
GTGGAAT”,-10区 “TTGACATATATT”。大多数启动子均有共同顺序 (consensus
sequence),只有少数几个核苷酸的差别。在原核生物中-10序列又称为Pribnow盒。在

真核生物中相应的序列位于-35bp处,称为TATA盒,又称为Goldberg Hognessbox,
是RNA聚合酶Ⅱ的结合部位。-10和-35这两个部位都很重要:①RNA聚合酶能和
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-35和-10序列中的碱基和DNA主链中的磷酸基相接触;②离开共同顺序较远的启动子

的活性亦较弱;③最重要的是,破坏启动子功能的突变中有75%都是改变了共同顺序中

的碱基,其余25%亦为离共同顺序较近。-35和-10序列相距约20bp,即大致是双螺

旋绕两圈的长度。因为这两个结合区是在DNA分子的同一侧面,可见此酶是结合在双螺

旋的一面。可以想像,它能 “感觉到每个结合区的沟底中碱基所产生的特异形状”。
原核生物亦有少数启动子缺乏这两个序列 (-35和-10)之一。在这种情况下,

RNA聚合酶往往不能单独识别这种启动子,而需要有辅助蛋白质的帮助。可能是这些蛋

白质因子与邻近序列的反应可以弥补启动子的这个缺陷。
在真核生物中,在转录起始位点上游-70~-80bp处有CAAT顺序,也称为CAAT

盒。这一顺序也是比较保守的共同顺序:GCCTCAATCT。RNA聚合酶可以识别一顺

序。近年来在对家兔β珠蛋白基因CAAT顺序的研究中发现,用人工方法诱导CAAT顺

序发生突变,使家兔β珠蛋白基因的转录水平降低。
启动子中的-10和-35序列是RNA聚合酶所结合和作用必需的顺序。但是,附近

其他DNA顺序也能影响启动子的功能。例如,在核糖体RNA合成的起始位点的上游

-50到-150核苷酸之间的顺序就是对启动子的完全活性所必需的。如果这一段DNA顺

序缺失,并由其他外来DNA所取代 (例如克隆在质粒DNA中的rRNA基因),则转录起

始的频率将降低90%。同样,在其他情况下,远隔部位的富有AT的DNA顺序被认为能

增进转录起始的频率。有时候上游顺序可以是某些能直接激活RNA聚合酶的 “激活蛋

白”的结合部位。但是,上游顺序往往有另外的功能。例如上游顺序可以吸引拓扑异构

酶,后者可导致结合的局部产生有利转录起始的超螺旋状态。上游顺序所引起的DNA结

构的微细变化可能在双螺旋上被传导到相当远的距离。因此,上游顺序的变化可以影响

-10和-35区的DNA结构细节。

2.植物启动子研究 植物基因的表达是在DNA水平、转录水平、转录后水平、翻译

水平及翻译后水平等多个层次进行调控的。其中转录水平的调控最经济有效,它是植物基

因表达最重要的调节方式。植物基因工程中对外源基因的表达调控,主要通过不同的植物

表达载体中的调控元件来实现,而植物表达载体中的启动子对外源基因的调控是转录调控

中最主要的环节。
组成型启动子是植物基因工程中应用最早、最广泛的一类启动子,特点是表达具有持

续性、无器官和组织特异性,表达量一般较高。然而,许多情况下,组成型启动子不适合

基因工程的应用。如,高表达转录因子类基因对植物的生长发育往往产生严重干扰,影响

其在农作物的转基因育种方面的应用;在利用植物的特化反应器官作为植物反应器时,器

官特异性表达启动子将更加经济、高效;在农作物品质改良方面,常需要组织器官特异性

或发育时期特异性的启动子。因此,对不同类型启动子及其调控元件的深入研究,将使我

们可以根据需要选择合适的启动子或合成新启动子用于植物基因工程的研究。

3.启动子的基本组成 启动子是指一段可与RNA聚合酶及其他一些影响转录的反式

因子结合而准确有效地起始基因转录的DNA序列。真核启动子包括基本的核心启动子

(corepromoter)部分和其他顺式作用元件 (cis actingDNAsequences)。
核心启动子通常只需30~60个碱基,包括 TATAbox、转录起始位点 (initiator,
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Inr)、TFIIB识别元件 (BRE)和下游启动子元件 (downstreamcorepromoterelement,

DPE)等基序 (sequencemotifs)。但并非所有的核心启动子都包含这些基序。似乎没有

一个基序是完全通用的。
核心启动子是RNA聚合酶,是转录机器的作用位点。RNA聚合酶的基础转录活性

需要多种辅助因子的参与,如,TFIIA、TFIIB、TFIID、TFIIE、TFIIF和TFIIH 等也

被称为基本转录因子。RNA聚合酶与基础转录因子和核心启动子共同构成了基本的转录

复合物。
除核心启动子外,其他顺式作用元件包括最接近启动子 (proximalpromoter)、增强

子 (enhancer)、沉默子 (silencers)和边界序列或绝缘子 (boundary/insulator)。最接近

启动子是指转录起始位点附近 (-250~+250nt)的部分。增强子和沉默子可以出现在

远离转录起始位点几千bp的地方,激活或抑制基因的转录。边界序列或绝缘子则限定了

增强子和沉默子的作用区域。这些元件提供了各种序列特异的DNA结合因子的识别位

点。这些DNA结合因子的复杂组合以及与RNA聚合酶Ⅱ复合物的相互作用,赋予了启

动子多样性的时空表达特性。根据启动子的表达特性,可将其分为组成型启动子、组织特

异性启动子和诱导型启动子。

4.组成型 (constitutive)启动子 组成型表达的启动子调控下的基因表达水平大体

恒定,在多数的植物组织中均可以表达,而且在不同组织部位表达水平也没有明显差异,
所以,又称为非特异性表达组成型启动子。目前,在植物基因工程上常用组成型启动子有

花椰菜花叶病毒的35S启动子 (Benfy,1990)及其衍生的一些启动子、农杆菌胭脂碱和

章鱼碱合成酶基因的 NOS启动子和 OCS启动子、水稻肌动蛋白-1启动子 (Act 1)
(McElroy,1990)以及玉米泛素-1启动子 (Christensen,1992)等。从结构上看,大多数

组成型启动子转录起始位点上游几百个核苷酸处,存在有六聚体花纹 (hexamermotifs)
序列TGACTG (Weising,1991),该序列往往以重复形式出现并被5~8个核苷酸隔开。
缺失及定点突变分析结果表明,六聚体花纹序列的存在对维持CaMV35S启动子、NOS启动

子和OCS启动子的转录活性是必要的。目前已分离了与六聚体花纹相互作用、编码转录活

化因子的基因。为了使外源目的基因在植物中持久、高效地表达,以充分发挥外源基因表达

产物的功能,一般都使用组成型启动子。目前使用最广泛的组成型启动子是花椰菜花叶病毒

(CaMV)35S启动子和来自根癌农杆菌Ti质粒T DNA区域的胭脂碱合酶基因启动子

(NOS)和章鱼碱合酶基因启动子 (OCS)。在植物抗虫基因工程中已用到的组成型启动子有

CaMV35S启动子、MAS、Ubi 1、Act 1和PHAL 1等启动子 (Schuler,1998)。
(1)CaMV35S启动子 CaMVM35S启动子来自花椰菜花叶病毒 (CaMV),由于启

动整个CaMV基因组所得到的转录产物的沉降系数为35S,故将编码该转录产物的启动子

称为35S启动子。35S启动子的结构已经清楚,即为起始于CaMV35SRNA转录起始点

-941至+208的Bg1Ⅱ片段,包括TATA盒、CAAT盒、反向重复序列和增强子核心序

列四个部分。CaMV35S启动子的活性主要决定于-343至-46区域 (Odell,1985)。

Fang等 (1989)通过缺失研究表明,该区域可被再分为三个部分:-343至-208、

-208至-90、-90至-46。前两部分能增强转录活性,第三部分本身没有什么活性,它

只是作为前两部分的辅助成分而起着增强转录的作用。CaMV35S启动子的-209至-46
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片段的单拷贝或多聚体可以增强异源启动子的转录活性。在该启动子的-46至-105区段

存在增强子序列,在-75处含有一个六个核苷酸TGACGT的重复的花纹结构,如果突

变这一序列,将引起核因子与其结合力下降,导致启动子表达能力减弱。增强子核心序列

与动物的增强子相同,即GTGG/TTTG。通过对35S启动子的研究表明,该启动子可以

划分为两个区域 (domain):从-90至+8为A区域,主要负责在胚根、胚乳及根组织内

表达 (Benfey和Chua,1989);区域B (-343至-90)主要控制所驱动基因在子叶、成

熟植株的叶组织及维管束组织内表达。在B区域内的增强子序列可以提高表达水平。如

果35S启动子中存在两个B区将能使35S启动子的活性提高10倍 (Kay,1987)。B区域

内的增强子对异源启动子也有作用。值得注意的是,对某些启动子而言B区充当一个表

达的阻遏因子。
(2)Nos和Ocs启动子 来自根癌土壤杆菌的胭脂碱合酶基因 (Nos)和章鱼碱合酶

基因 (Ocs)启动子具有与植物基因启动子相似的共有序列 (consensussequence)。这两

个启动子都含有 TATA盒同源的序列,该序列位于转录起点上游30~40bp处;上游

60~80bp处也有类似的CAAT盒序列。已有研究表明,Nos和Ocs启动子也有一定的创

伤诱导和激素诱导活性 (An,1989),含有由六个聚体花纹组成的反向重复序列,中间由

八个核苷酸序列隔开。六聚体花纹序列可以与亮氨酸拉链蛋白因子 (调节因子)相互作

用,该序列对诱导其活性是必须的。另外还发现,Nos启动子的强度依组织部位及器官位

置不同而异,在老组织内通常比幼嫩组织中强,在繁殖器官内其表达强度随发育状态而

异。值得注意的是,Nos启动子在禾本科植物中几乎没有启动表达能力或能力很弱。
(3)双向启动子 (dualpromoter) 在TR DNA上有5个基因,从基因1和基因2

之间分离出一个具有启动子作用的479bp片段,它能以两个相反的方向启动转录,表现

出双向启动子的作用。其结构和作用特点:①组成型表达;②由于在479bp片段中包含

两个不同的启动子,故它与nptⅡ及另一个目的基因融合后,将使选择标记基因与目的基

因之间的距离最短,因此,将大大降低仅有标记基因被整合而丢失目的基因的几率;③由

于两个嵌合基因在5'末端直接相连,故影响其中一个基因转录效率的因素也同样会影响

另一个基因的有效表达。这样,抗性标记的选择将与目的基因的选择呈现出很高的协

同性。
(4)玉米泛激素1基因启动子 玉米泛激素1 (maizeubiquitin1,Ubi 1)基因

Ubi 1的启动子驱动外源基因在转基因单子叶植物中组成型强表达。Cornejo等 (1993)
用带有第一外显子和第一内含子的Ubi 1启动子与gus基因的编码区构建嵌合基因Ubi
1 gus后转入水稻,结果gus基因在转基因水稻植株的绝大多数组织中强表达,并且其

表达水平随着转基因水稻植物的生长发育有较大的变化。受热胁迫时,Ubi 1 gus在水

稻原生质细胞和转基因愈伤组织中的表达水平都升高。Rao等 (1998)和Duraialagaraja
等 (1998)使用Ubi 1启动子驱动gna基因在转基因水稻中组成型表达,结果水稻植株

上稻褐飞虱的存活率降低了约45%。

5.组织特异性 (tissue specific)启动子 组织特异性启动子也称之为器官特异性

(organ specific)启动子。这种启动子调控基因只在某些特定的组织部位或器官中表达,
并往往表现出发育调节 (developmentalregulation)的特性。这种特异性通常以特定的组
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织细胞结构和化学、物理信号为基础。因此,这类转录调控序列与诱导型启动子有一定的

共同点。
在抗虫基因工程研究中,为了使外源基因在受体生物中高效表达,必须借助高活性的

启动子。但在许多情况下,外源基因在受体植物中非特异性地持续、高效表达,不但造成

浪费,而且也为耐受害虫种群的产生提供了持续的选择压力。为了更经济、更有效地发挥

外源基因的作用,避免基因产物对受体生物及环境产生副作用,针对害虫侵害部位的不

同,选择组织或器官特异性启动子,如韧皮部特异、块茎特异、叶特异、种子特异和根特

异等启动子,使抗虫基因只在特定的组织或器官中表达,可以更为有效地达到抗虫的目

的。研究基因表达的特殊形式,以最终实现按人们的意愿定时、定位乃至定量地在生物体

中表达外源基因的研究正成为现代分子生物学研究的热点之一。所以,在以后的植物抗

虫、抗病基因工程研究中,这类启动子将会越来越广泛地得到应用。
对组织特异性启动子的结构已进行了较为深入的研究,发现它们除了具备一般启动子

的结构特点之外,还具有一些特殊的结构。如AT富含序列 (AT richsequence):该序

列一般都有核心基序ATTA (T)AAT,且它一般都与转录活性有关。在大多数启动子

中AT富含序列都和基因表达的正调控有关。但也有关于AT富含序列作为负调控因子的

报道。组织特异性序列:启动子中控制基因组织特异性表达的序列一般位于TATAbox
的上游,且紧靠TATAbox。决定组织特异性的序列一般不超过30bp,且通常不同种属

的相同基因的启动子具有保守的基序 (Keller等,1989;Schernthaner等,1988)。这一

特点为开展植物基因工程研究带来了便利条件。沉默区 (silenceregion):该区是启动子

的一段序列,它和相应反式作用因子结合后可阻断增强子及反式激活因子的作用。在大豆

查尔酮合酶 (chalconesynthase,CHS)基因启动子中,沉默区包含有三个SBF (silencer
bindingfactor)因子的结合位点,SBF 1因子结合后起抑制子的作用。沉默区的缺失不

会引起基因表达水平的下降 (Lawton等,1991)。
根据启动子在植物体中的活性部位不同,已报道的组织特异性 (tissue specific)启

动子分为如下4类:
(1)韧皮部组织特异性启动子 由于韧皮部组织是许多植物病原微生物及害虫侵害植

物的靶组织,因此,利用韧皮部特异启动子使抗病、抗虫基因在韧皮部高效表达,有助于

防治病虫害。已发现的韧皮部特异启动子有竹节花黄斑驳病毒启动子、笋瓜pp2基因启

动子、玉米和水稻蔗糖合酶基因启动子、豌豆谷氨酰胺合酶基因启动子等。
(2)块茎组织特异性启动子 马铃薯块茎蛋白Patatin由多基因家族编码,通常只在

块茎中表达。该基因家族中有些基因的5'端上游区调控序列与马铃薯块茎蛋白的组织特

异性表达有关。Wenzler等 (1989)研究了马铃薯Patatin启动子,发现它可驱动gus基

因在转基因马铃薯的块茎中高水平表达。
(3)花药特异性 (anther specific)启动子 番茄的晚期花药基因Lat52和Lat59

(Eyal等,1995)、烟草的花药表达基因 Ntp303 (Koltunow,1990)、烟草花药绒毡层中

特异表达的TA29基因 (Seurinck,1990)和玉米的花药表达基因Zm13 (Hamilton等,

1992)都是花药特异性表达的,它们皆含有花药特异性启动子。这类启动子皆含有一个

30~32bp的花药特异性元件,位于TATA盒上游-20~-40bp。在花药特异性元件的
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上游还存在类似增强子作用的特异序列,能增强基因在花药组织中的表达,被称为数量元

件。此元件在Zm13启动子中为AGGTGC,在Lat52启动子中为TGGTTA,在Ntp303
启动子中为AAATGA。数量元件的增强作用局限于花药中,在其他组织中无效,并且其

作用不能被CaMV35S增强子等其他增强子元件所代替。使用花药特异启动子可驱动外源

基因在转基因植物的花药中特异表达从而实现特殊的功能 (Hamilton等,1998)。
(4)果实特异性 (fruit specific)启动子 番茄E4基因与果实成熟有关。外源乙烯

可迅速诱导其在未成熟的果实和叶中表达 (Lincoln和Fischer,1988),E4基因启动子具

有果实特异性。番茄E8基因在叶中表达较弱,而在果实和花药中有高水平的表达,其启

动子也是果实特异性的。番茄多聚半乳糖醛酸酶 (PG)基因Pg在非成熟果实中不表达,
其mRNA只在果实成熟过程中才能被检测到 (Sheehy等,1987);Pg基因的4.8kb启动

子片段可驱动报告基因在转基因植物的果实成熟过程中高水平表达 (Nicholass等,

1995)。

6.诱导型 (inducible)启动子 诱导型启动子是指在某些物理或化学信号的刺激下,
这类启动子所驱动的目的基因的转录水平可以大幅度地提高,因此,也称为诱导型增强

子。诱导型启动子具有的特点:①受物理或化学信号的诱导;②含有诱导特异性序列;

③含有增强子和沉默子或类似功能的序列元件;④某些诱导型启动子同时也是组织特异性

启动子;⑤常以诱导信号命名,可分为光、热、冷、创伤、生长素诱导启动子和真菌诱导

启动子等。
(1)伤诱导 (woundinducible)启动子 植物损伤后会产生一些小分子物质和多糖成

分,这些物质进一步作为损伤信号诱导一系列防御基因的表达,如马铃薯蛋白酶抑制 Ⅱ
基因 (Pi Ⅱ)等,从而抵抗昆虫和其他病原菌对植物的再度攻击。

(2)光诱导启动子 植物的两个光合基因核酮糖二磷酸羧化酶小亚基 (SSrbc)基因

rbcS和光捕获复合物a/b结合蛋白 (LHCPa/b)基因皆含有光诱导启动子,受光的调

节。Shell等 (1987)使用豌豆rbcS基因的973bp启动子片段驱动Cat报告基因在转基因

植物中的表达表现出叶绿体依赖性和光的诱导活性。
(3)化学物质诱导启动子 (chemicalsinduciblepromoter) 许多化学物质如酸、碱、

水杨酸、脱落酸、茉莉花素等,以及各种植物激素都能影响或诱导植物基因的表达。
(4)乙烯诱导启动子 乙烯是一种植物内源激素,它能影响植物生长发育的许多方

面。生物体内控制乙烯生物合成的基因在特定的发育时期,如果实成熟期、花瓣衰老期或

受到病菌感染时可以被诱导表达 (Abeles等,1992)。目前,在各种植物中发现的由乙烯

诱导表达的基因已有上千种。在这些种类不同的基因中研究得最多的是类防御基因,当有

病原菌入侵时,乙烯能激活这类基因的表达。而目前研究的重点主要是使用外源乙烯诱导

表达编码Ⅰ类基本几丁质酶 (classIbasicchitinase),I类p 1,3 葡聚糖酶 (classI
p 1,3 glucanase)和其他一些基本类型的致病相关蛋白 (basic typepathogenesis re-
latedprotein)。对这些诱导基因的启动子的功能序列分析发现,当受到病菌侵染时乙烯诱

导表达的防御基因的启动子与果实成熟或衰老时乙烯诱导表达的基因的启动子不同。在这

些防御基因的启动子中的相似区域都有一个共同的高度保守的特异序列 AGCCGCC,因

该元件是由GCC基序重复而成,故将其命名为GCC盒。又因为该序列的功能是响应乙烯
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诱导的调控元件,因此,又将它命名为乙烯响应元件 (ethylene responsiveelement,

ERE)。在转基因番茄中,该元件足以使报告基因的表达接受乙烯的诱导 (Shinshi等,

1995)。试验证实与GCC盒相互作用的乙烯响应元件的结合因子是一类翻译因子。该因子

在细胞外信号的诱导下正负调控GCC介导的基因表达 (Masaru等,2000;OhmeT.M.
等,2000)。

Dof蛋白家族是一个植物翻译因子的大家族,它们都有一个高度保守的锌指结构。在

烟草中发现有一种Dof蛋白———NtBBF1,它的显著特点是其能特异性地识别并结合肿瘤

基因:olB启动子中的结构域B (domainB),而rolB基因除了能特异性地在顶端分生组

织和维管束组织中表达外,还能在生长素的诱导下表达。这就是说该基因的启动子既是顶

端分生组织和维管束特异性启动子,也是诱导型启动子。BaumannK等 (1999)研究发

现,NtBBF1在ro1B启动子结构域B中识别的靶序列是ACTTTA基序。他们将rolB启

动子与GUS基因融合转化烟草,发现GUS只能在顶端分生组织和维管束中特异性地表

达,尔后将在ACTTTA基序发生突变的ro1B启动子与GUS融合转化烟草,结果发现报

告基因在顶端分生组织中的表达几乎被完全抑制,而在维管束组织中根本毫无表达。这一

有趣的现象说明ACTTTA基序对rolB启动子的组织特异性表达是必须的。试验还发现,
当rolB启动子的ACTTTA基序被突变后,该启动子受生长素的诱导活性也明显下降。
这说明,该基序是ro1B启动子中受生长素诱导的顺式作用元件之一。另外,研究还发现,
在烟草中,除了能在成熟叶片的叶肉细胞中表达外 (只有NtBBF1基因的表达能在此检测

到),NtBBF1基因的表达模式同ro1B启动子的明显相似。这些试验结果说明,Dof蛋白

识别结合的ACTTTA基序是ro1B启动子的调控基序,它与NtBBF1蛋白因子的结合控

制着ro1B启动子驱动的组织特异性和生长激素诱导的基因表达。
(5)水杨酸诱导启动子 病理学家们发现,当遭遇病原菌侵染时,高等植物会在病原

菌侵染的部位产生免疫性物质,把这种植物自身的免疫反应称为系统获得性抗性 (sys-
temicacquiredresistance,SAR)。SAR与一系列涉及植物防御机制宿主基因,如葡聚糖

酶、几丁质酶以及致病相关 (pathogenesis related,PR)蛋白等基因的协同表达有关。
系统获得性抗性最早是在烟草花叶病毒侵染其茄科寄主植物的过程中发现的。后来发现在

许多植物中都有这种防御反应,而且发现SAR不仅对病毒有作用,对细菌和真菌病原同

样有效。进一步研究发现,诱导SAR的一个必要的信号就是水杨酸 (salicylicacid,

SA)。无论是内源的水杨酸水平的增高,还是体外施用水杨酸或其合成类似物,如2,6
二氯异烟酸 (2,6 dichloroisonicotinicacid,INA),都不仅能增强这种广谱抗性,而且还

能刺激系列相关基因,即致病相关 (pathogenesis related,PR)基因的表达,而且可能

就是PR基因的表达直接赋予了寄主植物的抗性。因此PR基因表达的调控研究成为目前

植物抗病研究的焦点。

20世纪80年代末,LamE等 (1989)在研究来自花椰菜花叶病毒的强启动子———

35S启动子的作用方式时发现,豌豆和烟草的叶片组织中的一种细胞因子能特异性地识别

位于启动子的-75区域的一个串联重复的TGACG基序,而且体外试验发现,该因子与

35S启动子结合后能激活启动子控制的基因表达。随后在烟草的根部提取液中也发现了这

种可特异性地结合两个串联的TGACG基序的因子。而当该基序被突变后,就失去了与
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这种因子结合的能力。把带有这种突变基序的启动子与报告基因转烟草后,发现在转基因

烟草中,这种启动子驱动的报告基因的表达量在叶组织中下降了50%以上,而在根部则

下降了80%以上。相比之下,在该基序两侧的类似CCAAT盒的序列 (CCAAT box
likesequences)突变后,报告基因在体内的表达却未受到明显影响。因此,他们认为

这个含有两个TGA,CG基序的长约21bp的序列在启动子中具有激活作用,这也是

第一个被发现在启动子中具有激活作用的序列。因此,将该序列命名为激活序列1
(activationsequence1,as 1),而与该序列特异性地结合的蛋白因子命名为激活序列

因子1 (activationsequencefactor1,ASF 1)。
后来Qin等 (1994)应用启动子缺失转化试验深入研究了35S启动子中的各个调控

元件与水杨酸的关系。他们分别将完整的35S启动子 (+1至-343)及缺失体-9035S
(+1至-90)和-4635S (+1至-46)启动子分别与GUS报告基因融合转化烟草,结

果发现在转基因烟草中用2mmol/L的水杨酸钠水溶液处理各品系的转基因烟草叶片2h
后,完整的35S启动子和-9035S启动子的转基因植株叶片中的GUS表达量明显增强,
而-4635S启动子的转基因植株叶片中的GUS表达量无明显变化。这说明受水杨酸诱导

的元件可能在-90~-46之间,他们又将-90~-46区段缺失的35S启动子与GUS融

合转化烟草,结果转基因植株不受水杨酸诱导,这就直接证明了水杨酸作用的顺式元件就

位于-90~-46之间。结合别的研究者和他们以前研究发现的位于该区段的第一个激活

序列 (Benfey等,1989;Fang等,1989;Lam等,1989),因此,他们猜想这个位于-
83~-63之间的21个碱基对的as 1序列可能就是水杨酸作用的顺式元件。为验证上述

猜想,他们将这21碱基对的元件置于35S启动子缺失体的上游,并与GUS融合转化烟

草,结果发现转基因烟草叶片经水杨酸处理后GUS表达量明显增强。该试验直接证实了

这个21bp(CTGACGTAAGGGATGACGCAC)的as 1元件就是水杨酸诱导的顺式作用

元件。
从35S启动子中发现了水杨酸作用的顺式作用元件后,在病毒和T DNA的启动子

中也发现了与as 1序列类似的顺式调控元件。后来在高等植物的与防御相关基因的启动

子中都发现了类似的as 1元件,将它们统称为类as 1元件 (as 1 likeciselements)。
类as 1元件不但在序列上具有极高的同源性,而且在功能上也高度一致,即都能被生长

素和水杨酸激活或诱导表达 (NiggewegR等,2000b)。与此同时,研究发现,35S启动

子中的as 1元件或其他类as 1元件在高等植物中都能普遍介导SA和生长素诱导的翻

译的激活 (auxin inducibletranscriptionalactivation)。as 1元件的显著特点是两个被4
个碱基对隔开的不完全基序TGACGTCA。细胞核中的ASF 1和细胞中的水杨酸响应蛋

白 (salicylicacidresponseprotein,SARP)能特异性地识别并结合该基序。这些水杨酸

相关蛋白是一种翻译因子,它们和所有与植物的防御反应相关的翻译因子一样都有一个高

度保守的结构域。该结构域是个基本的亮氨酸拉链 (basicleucinezipper),因此,把这种

结构域称为bZIP结构域,这类翻译因子也就相应地称为bZIP因子。试验证实bZIP结构

域能够特异性地与as 1元件结合 (ZhangYuelin等,1999)。而bZIP因子又是与富含锚

蛋白 (ankyrin rich)的NPR1 (nonexpressorofPR1)相互作用的TGA家族中的一员。
后来,Niggeweg等 (2000a)从烟草中分离到4种不同的与as 1元件结合的bZIP因子,
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将其分别命名为TGA1a,TGA2.1,TGA2.2和PG13。他们认为这些因子可能是ASF
1或SARP的组分。并发现,ASF 1或SARP的组分非常相似,而且TGA2.2是二者的

主要成分。随后的研究表明 (Niggeweg等,2000b)这4种bZIP因子在氨基酸序列上有

很高的保守性和同源性,特别是在bZIP结构域中,它们的氨基酸序列同源性高达89%。
这说明这4种因子是以相同的方式在相同位点与as 1元件结合,只是它们可能分别存在

不同的组织部位,如TGA1a主要存在于根部,并与as 1元件结合。所有的这些证据表

明,正是这类bZIP因子介导着水杨酸通过与as 1元件或类as 1元件的结合,从而诱导

或激活含有该元件的启动子控制的基因表达。

(三) 标记基因

标记基因是一种用来筛选和鉴定转化的细胞、组织和转基因植株的DNA片段,包括

起富集转化细胞作用的选择基因和易检测表达产物的报告基因。抗生素类和抗除草剂类是

当前转基因植物中常采用的选择标记基因。转基因植物中所用的抗生素抗性基因包括

nptⅡ、aph Ⅰ、bla、aac等10多种。抗除草剂基因类除有抗 Glufosinate (bialaphos)
的bar和pat基因及抗草甘膦的epsps基因外,还包括绿磺隆和磺胺类抗性基因等。目前

使用最多的为抗生素标记基因,鉴于转基因生物安全性问题,寻找非抗生筛选标记是近年

来科学家们研究的焦点。

1.抗生素选择标记 筛选 (或选择)基因转化体的常规方法是使用抗生素筛选标记。
作为一种标记基因都必须具备的条件:①编码一种不存在于正常植物细胞中的酶;②基因

较小,可构成嵌合基因;③能在转化体中得到充分表达;④检测容易,并且能定量分析。
目前应用最多的标记基因及抗生素有:①Npt Ⅱ (新霉素磷酸转移酶基因,亦称氨基糖

苷磷酸转移酶Ⅱ基因,Aph Ⅱ),它赋予转化细胞为卡那霉素、新霉素和G418等抗生素

抗性;②HPT (潮霉素磷酸转移酶基因),它赋予转化细胞潮霉素 (hygromycin,Hm)
抗性;③DHFR (二氢叶酸还原酶基因),它赋予转化细胞抗氨甲蝶呤的毒性;④Gent
(庆大霉素抗性基因),它赋予转化细胞庆大霉素抗性;⑤一种非抗生素标记———抗除莠

剂的标记基因,如草甘膦EPSP合成酶、磺酰脲和除草剂phosphinothricin (PPT)等

抗性。

2.非抗生素选择标记 (或安全标记) 由于人们担心这些新型的植物会对人类健康和

自然生态环境造成威胁,并由此而引发了激烈的争论。其焦点主要有转基因生物是否会破

坏自然生态环境,包括转基因植物导致杂草问题、产生病毒或加重病害对非目标生物的影

响、加速目标生物抗性进化等方面的可能性;转基因技术的产品是否会影响人类的健康,
包括对人类的毒性、过敏性和抗生素抗性等。

鉴于世界范围内公众对转基因植物安全性的忧虑,许多研究者已在安全标记基因的探

索中取得了一些进展,他们根据植物细胞对不同糖类的分解代谢能力、对细胞胁迫环境的

酶类基因等开发出了一些安全标记基因。已经报道的有糖类代谢酶、耐胁迫酶基因和对转

化细胞或组织进行实时监控的绿色荧光蛋白基因等。
(1)糖类代谢酶基因 目前试用于转化的安全标记基因有木糖异构酶基因 (xylose

isomerase,xylA)、磷酸甘露糖异构酶基因 (phosphomannoseisomerase,pmi)和核糖
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醇操纵子等。使用木糖异构酶基因和磷酸甘露糖异构酶基因做标记已见报道。pmi基因作

为一种新型的安全选择标记基因已被成功运用于多种植物的转基因实验中。pmi基因已成

功应用于玉米、甜菜、水稻、小麦的遗传转化。农杆菌转化玉米幼胚愈伤组织时,用pmi
基因作为选择标记基因获得的转化率为50%;农杆菌转化小麦时,转化率为25%;农杆

菌转化水稻幼胚时,转化率为41%。有报道表明,在甜菜转化研究中,pmi基因/甘露糖

筛选体系比卡那霉素筛选体系转化频率提高10倍。
核糖醇是自然界中广泛存在的五碳醇之一,一般不能被生物细胞利用,而大肠杆菌C

菌株却能很好利用,这是因为其中有atl和rtl两个紧密串联的操纵子作用的结果。Fay-
ette等构建成了以rtl操纵子片段为标记的质粒载体,然后转化大肠杆菌K12菌株,转化

菌株能够在以核糖醇为碳源的培养基上生长。虽然目前尚未见到该操纵子转化植物的报

道,但受此启发,设想以rtl操纵子作为一种非抗生素选择标记应该可以完全代替抗性基

因应用于植物遗传转化中。
作为安全基因标记,虽然这类糖代谢酶的研究已取得一些进展,但不可否认,它们还

有许多问题需要解决。以核糖醇操纵子为标记目前尚未见报道,但该选择体系的筛选剂价

格低廉,筛选程序简单,筛选效果显著。因此,糖类代谢酶类作为安全基因标记具有巨大

的应用潜力。
(2)耐胁迫基因 这种标记基因的作用和传统的抗性标记基因相似,也属于负选择。

标记基因编码的产物是一种酶,可对细胞生长有毒的或有胁迫的化合物进行催化,使其转

变成无毒且对生长有益的化合物,从而使转化细胞能在含有有毒或有胁迫化合物的培养基

中生存,而非转化细胞则被杀死。
(3)甜菜碱醛脱氢酶 (BADH)基因 甜菜碱醛脱氢酶 (betainealdehydedehydrige-

nase,BADH)能催化有毒的甜菜碱醛转变成无毒的甜菜碱,因此,该基因可被用于安全

基因标记,并有很大的优势。Daniell等在这方面做的有益尝试表明了甜菜碱脱氢酶基因

完全可用于安全的标记基因。
(4)汞离子还原酶merA 基因 汞是土壤、水体和空气重金属污染的主要元素之一,

环境中的汞有单质汞、离子汞和有机汞 (如甲基汞)3种形态。其中无机汞的毒性最低,
有机汞 (如甲基汞)的毒性是单质汞的数千倍,鱼类吸收有机汞 (如甲基汞)的速度很

快,通过食物链引起生物富集,且不易从生物体内排出,从而大大增加了对人体的危害。
土壤中有一种细菌,具有把甲基汞转变成离子汞、离子汞转变成单质汞,并把它排出

体外的能力。目前人们已从细菌中分离出基因merA、merB。其中merA 基因编码汞还原

酶 (mercuricreductase),催化离子汞转化单质汞的过程,merB 基因编码甲基汞裂解酶

(methylmercurylyase),催化甲基汞转化为离子汞。两个基因联合作用就会将有机汞转化

为气态的单质汞,而单质汞的毒性最低,这样可使排放到大气中的汞降到安全的浓度。已

有人采用基因转移的方法将这两个基因导入植物,试图转化水体中汞的形态,修复被污染

的土壤和水体。
据此道理,merA 基因用于标记基因,在培养基中加入离子状态的汞盐,如氯化汞

(HgCl2)作为筛选剂,转化的细胞具有转化有毒的氯化汞为无毒的单质汞的能力而存活,
非转化细胞则毒害而死,从而达到选择目的。Yang等第一次用来自拟南芥的actin启动子
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启动merA 标记基因在花生中表达,证实了merA 基因用作标记基因的可行性。
因此,从传统的抗生素抗性标记到这些已用于转化的安全标记,可以得出这样结论,

凡对植物能造成胁迫的因素,只要清楚其胁迫的机制,如果再配合相应的筛选剂加以利

用,就可以开发出安全的标记基因来。由此推而广之,许多耐盐和耐旱基因具有开发为安

全标记的潜在利用价值。如果这种设想可行,并成功地应用于植物的遗传转化,那么将可

能实现转化一次,同时转移两个目标基因的目的。其中一个是耐胁迫基因,另一个是目的

基因,而耐胁迫基因又起到了标记基因的作用。这种以耐胁迫基因为标记的体系,操作方

法、过程如同传统的抗性标记,程序简单、技术成熟、应用范围广泛,克服了上述各种标

记基因的缺点。因此,以耐胁迫基因为标记的体系具有极大的开发应用前景。通常这类基

因中在实验室条件下较易操作的是一些耐盐基因,如可对植物造成胁迫的酶类基因γ 二

氢砒咯 5 羧酸合成酶 (P5cs)基因、肌醇甲基转移酶 (ImtI)基因、甘露醇与山梨醇及

糖醇代谢关键酶基因等。脯氨酸是一种重要的有机渗透调节物质,它的许多特性与甜菜碱

相似,并以游离状态广泛地存在于植物体中。盐渍条件下时,多数植物都会发生游离脯氨

酸的积累。P5cs是脯氨酸合成途径中的关键酶,目前其作为目标基因已转化多种植物,
转化植物的耐盐性均得到了不同程度的提高。ImtI是从冰叶午时花 (Mesembrythmum
crystallium)的cDNA文库中分离得到的,受盐、干旱等逆境诱导表达,可将底物肌醇

转变成芒柄醇 (D ononitol)。芒柄醇含有多个羟基,亲水能力强,能减少胁迫造成的水

分损失而使植物耐盐性提高。山梨醇、甘露醇等己糖醇含有多个羟基,亲水性能强,能有

效地维持细胞内水活度,与甜菜碱、脯氨酸一样均为有机渗透调节物质。在大肠杆菌中,

1 磷酸甘露醇脱氢酶 (mtlD)和6 磷酸山梨醇脱氢酶 (gutD)分别引起甘露醇和山梨

醇的氧化与分解,已经将之转化植物,并且提高了植物的耐盐能力。
(5)荧光素酶基因和绿色荧光蛋白 (GFP)基因 荧光素酶 (luciferase)是生物体

内催化荧光素或脂肪醛氧化发光的一类酶的总称。由于荧光素酶检测简便、灵敏、快速,
因此,目前荧光素酶基因在基因工程方面已成为广泛使用的报告基因,也有许多采用

GFP 基因作为标记基因的植物转化成功的报道。

3.叶绿体合成中的关键酶基因

(1)谷氨酸 1 半醛转氨酶 (GSAAT)基因 叶绿素是植物光合作用的物质基础,
如果植物中缺少叶绿素,植物将失绿黄化,不能正常进行光合作用,从而影响植株的正常

生长发育,甚至导致植物死亡。植物体内叶绿素生物合成途径现已经清楚。只要该途径的

任何一步中断,都会影响叶绿素的正常合成。最近,利用该途径中的一个关键酶———

hemL基因发展了一种基于叶绿素合成的生物安全标记。

3 氨基 2,3 二氢苯甲酸 (3 amino 2,3 dihydrobenzoicacid,Gabaculine)是一

种植物毒素,它能强烈地抑制谷氨酸 1 半醛转氨酶 (GSAAT)的活性,使δ 氨基 γ
酮戊酸 (aminolaevulinicacid,ALA)不能合成,从而导致叶绿素的生物合成中断。然而

若在培养基中加入ALA,叶绿素的生物合成就可以正常进行。到目前为止,已经分离出

了许多抗Gabaculine的突变体,其中有一个被命名为GR6的突变体携带有hemL 基因。

Gough等用hemL 基因转化烟草,然后用Gabaculine进行筛选,分子检测表明,携带有

标记基因hemL 的都为绿苗,缺乏标记基因hemL 的都为白化苗,显示了用hemL 作为
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标记基因的应用前景。
作为一种选择标记基因,hemL 与抗生素或除草剂抗性基因的选择原理相似,都是利

用一种抗性基因使转化细胞具有某种抗性,从而能够在含有该选择剂的培养基上正常生

长,而非转化细胞由于缺少该抗性,生长受到抑制甚至死亡。所不同的是,GR6hemL
不具有抗生素或除草剂抗性,从而避免了安全性引起的争论。

(2)原卟啉原氧化酶 (PPO)基因 植物体内叶绿素生物合成步骤中的另一关键

酶———原卟啉原氧化酶 (protoporphyrinogenoxidase,PPO)是植物体内叶绿素和血红素

生物合成最后共同步骤的催化酶,即把原卟啉原 (protoporphyrinogen,protogen)氧化

为原卟啉 (protoporphyrinⅨ,proto)的催化酶。收集光能是叶绿素的基本功能,因此,
原卟啉原氧化酶独特的重要地位决定了它在生产上常用做除草剂的主要成分。PPO 基因

已在大肠杆菌、酵母和植物中分离到,虽然有人将PPO 作为抗除草剂标记基因用于玉米

的转化,但未见作为安全标记基因的报道。如同hemL 基因一样,如果能发现一种抑制

PPO 活性的物质,在培养基中加入原卟啉原作为筛选剂,以PPO 基因作为标记,那么只

有转化的细胞才有将有毒的原卟啉原转化为无毒的原卟啉的能力而存活,非转化细胞的生

长则受到抑制,从而达到选择目的。

4.无标记基因植物转化方法的研究 标记基因的安全性问题已引起世人的关注。虽

然人们也开发了一些更加安全的标记基因用于研究,但是,以上所有的标记基因都存在一

些缺点与不足,如转化效率有待提高、检测过程有待完善、筛选剂有待优化、应用的范围

有待拓宽等。因此,有人针对这些问题设计出了无载体骨架、无标记基因的植物转化体

系。这一思路的技术核心是构建由目的基因、表达调控序列和两侧边界序列共同组成的线

形化的基因转化元件,通过花粉管通道途径进行基因的转化操作,然后再利用分子手段进

行必要的检测,获得无载体骨架序列的转基因植株,并且认为该方法理论上适合任何有性

生殖的作物。但该方法缺点是要求植物必须处于授粉期,因而应用受到一定程度的限制。

5.叶绿体遗传转化的表达载体 随着研究的不断深入,人们发现以上细胞核遗传转

化存在难以克服的弊端。因此,1988年以来兴起了一种遗传转化技术———叶绿体遗传转

化。人们逐渐对这项技术的优越性和发展前景有所认识,并日益重视起来。到目前为止,
已在多种植物中实现了叶绿体转化。从基因转化的安全性趋势看,这一转化体系正成为植

物基因工程中新的生长点。但是,要从事叶绿体转化,就需要预先知道该物种叶绿体基因

组序列,而目前人们对此知之甚少。这一点成为限制高等植物叶绿体遗传转化的主要瓶

颈。另外,还要使用叶绿体特异的启动子和终止子,而它们的分离与获得也是十分困难

的,因此,现阶段从事高等植物叶绿体遗传转化困难颇多,仍需进一步研究。尽管如此,

Daniell等还是构建了高等植物叶绿体遗传转化通用载体 (universalvector),为这一问题

的初步解决提供了方便,并且认为这种载体可用于多种植物的转化。

6.其他标记的利用 除了以上各种标记基因之外,有人还报道了其他一些安全的筛

选标记或思路。

7.生物合成基因 生物的某些支链氨基酸 (赖氨酸、苏氨酸、甲硫氨酸、异亮氨酸)
的合成都要经过天冬氨酸的合成途径。其中赖氨酸是由天冬氨酸激酶和二羟基吡啶二羧基

合酶催化合成的,两种酶都受赖氨酸的反馈抑制,细菌来源的这两种酶由于对赖氨酸不敏
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感,因此,可以作为植物转化的筛选标记,在含赖氨酸的培养基中转基因植株能够存活,
而非转基因植株则因死亡而被淘汰。

8.筛选标记基因的失活 为了减少抗性基因标记的产物带来的不安全性,一些研究

者采用反义RNA基因或采用抗体基因等策略使筛选标记基因失活。其缺点是没有去掉标

记基因,仍存在基因的表达和传播的可能性。此外,有人认为色氨酸脱羧酶基因、葡萄糖

苷酶基因也可用于标记基因。色氨酸脱羧酶基因原理与甜菜碱醛脱氢酶基因的原理相同,
转化的细胞可以将培养基中有毒的色氨酸类似物的毒性解除,进而存活,并发育成完整的

个体。葡萄糖苷酶基因可将无活性的细胞分裂素衍生物转化为活性形式,实现标记功能。
异戊烯基转移酶 (isopentenyltransferase,IPT)基因的原理与其相似,它通过提高转化

体中细胞分裂素的水平促进再生。

(四) 其他增强表达元件

1.增强子 (enhancer) 增强子是一种远端调控元件,至少距转录起始点上游100bp
以上,通常位于-700~-1000处,所以又称为上游激活序列 (upstreamactivatorse-
quence,UAS)。增强子区的跨度一般有100~200bp,常由8~12bp的核心序列和其他

序列相间排列。其主要特性:增强效应十分明显;增强效应与其位置和取向无关;大多为

重复序列,含有一个核心序列 (G)TGGA/TA/TA/T(G);有严密的组织和细胞特异性;
没有基因专一性;许多增强还受外部信号的调控。研究表明,增强子能使和它连锁的基因

转录频率明显增加的DNA序列,是一种重要的基因表达调控元件。因此,增强子的合理

使用可明显提高外源基因的表达水平。从植物基因中分离相应的增强子并构建嵌合基因,
可望确保转化基因按照合适的调控模式表达,消除基因表达在时空上的专一性所产生的失

活问题。利用具有组织与发育特异性调控作用的增强子也是一条确保转基因有效表达的理

想途径。

2.内含子 (intron) 内含子是真核生物基因才具有的结构。图2 2所示,内含子、
外显子位置与基因编码情况。近年研究表明,内含子对基因表达也有一定的促进作用。

2004年Rose利用TRP1和gusA基因融合,研究了拟南芥中由内含子引起的基因表达增

强现象。当把内含子置于不同的位置进行转基因,GUS酶活性检测表明,内含子位于基

因不同位置时,mRNA积累水平未显著提高,但酶的活性却有明显增强。因此,初步判

断内含子可能通过增强转录和启动翻译两种完全不同的途径来增强基因表达。
分Ⅰ型 (groupⅠintron)和Ⅱ型 (groupⅡintron)。Ⅰ型内含子是一类具有酶催化

功能的内含子,转录成RNA后,可以自我剪接。此类内含子转录后可以形成9个由碱基

配对形成的特定二级结构,分别命名为P1~P9。P1和P7是保守的。I型内含子具有自我

剪接的功能,在剪接反应中,要有一种鸟嘌呤核苷 (含有游离的3' OH)G OH。G首

先结合到内含子的5'端,当线性的内含子成为环状时,其3'端可以距离5'端15个核苷酸

以外,从而将原来的5'端和15个碱基 (或以上)的节段 (包括G)切除出去。这种自我

剪接,是由RNA的特定序列的核酸内切酶的活性所催化。Ⅰ型内含子比Ⅱ型内含子更普

遍。这两类内含子之间没有什么关系,它们有一个共同的特性,就是在体外能够自我剪

接,而不需要任何蛋白质酶的催化。但是,在体内它们却都需要蛋白质帮助折叠成二级结
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图2 2 内含子、 外显子与基因编码情况

构。Ⅱ型内含子 (groupⅡintron)为主要存在线粒体中的一类内含子,它的剪接位点类

似于核编码结构基因的内含子,并同样遵从GT AG规律。剪接机理同核内含子的剪接

相似,也要形成一个套索的中间体,通过形成5'2'磷酸二酯键将要剪接的位点靠近到一

起。但是,Ⅱ型内含子的剪接又不完全与核内含子的剪接相同。它具有自我剪接的功能,
不需要剪接体和snRNA的参与,也不需要ATP供能。从结构上看,Ⅱ型内含子的6个

结构域可形成发夹环,结构域5与6之间只间隔3个碱基,结构域6参与转酯作用。合理

插入具有促进功能的内含子,以增强外源基因的表达水平。

3. MAR序列 细胞核基质支架附着区 (matrixattachmentregions,MARs)是与核

基质结合的一段染色体DNA序列,大多数 MARs位于基因两侧非编码区,富含AT和保

守的结构域。其最小活性序列为300bp,常与增强子、启动子、复制起始点等重要元件相
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邻。MARs可以作为边界因子和染色质调控因子对外源基因的表达发生作用。MARs不

编码任何功能蛋白。利用染色质高级结构的特点以改进转基因稳定性和提高表达效率的一

种方法是细胞核基质支架附着区构建策略,即将其连到目的基因两侧,并转到生物体中,
发现它能增加转基因表达水平,并能在一定程度上降低转化体之间转基因表达的差异。这

种转基因结构可使整合的外源基因形成一个单独的转录单元,由此,可以减少周边顺序的

影响。即转基因发生时,外源基因随机插入植物的基因组DNA中。如果插入位点的染色

质呈紧密排列状态,则很容易发生外源基因的沉默现象。当基因转录单元两侧连接

MARs之后,MARs则与核基质结合形成一个相对独立的疏松染色质loop结构,可以减

少同源依赖的基因沉默,使外源基因保持较高的转录活性,从而提高表达效率。

MARs序列已成为近几年来植物基因工程研究领域颇受关注的热点之一。许多 MAR
序列片段以及与之相结合的核基质蛋白已相继从不同生物中分离和鉴定。MAR序列性

质,长期以来,对细胞核的研究主要集中在染色体、核仁和核膜上。1974年,Berezney
和Coffey将分离的小鼠肝细胞核,用去污剂溶去核膜,再用核酸酶消化核酸,最后用高

盐溶液抽提并除去组蛋白和其他可溶性蛋白,剩余的一些不溶性蛋白质则呈现出一种三维

空间的骨架结构,且仍能维持核的原有状态,他们称这种结构为核基质 (nuclearma-
trix)。而 Mirkovitch等人在1984年用二碘水杨酸锂代替高盐溶液来除去组蛋白,将得到

的结构称为核骨架 (nuclearscaffolds)。核基质/核骨架结构在生物细胞核内是普遍存在

的。用限制性酶消化染色质后,发现仍有一段DNA序列结合在核基质/核骨架上,这段

DNA根据核基质、核骨架的命名相应地被称为基质结合区或骨架结合区 (scaf foldat-
tachmentregions,简称为SARs),实际上两者指的是同一种物质。1991年Pienta等提出

MAR序列本身的长度约有1kb,在两个 MAR之间的染色质区域可以形成DNA环,环

的大小为5~200kb,每个环均为一个独立的表达结构。1991年Vonkries等发现有几种

蛋白质能与 MAR在体外进行特异性结合。目前从动物和昆虫细胞中已经分离出一些与

MAR相互作用的蛋白质,其中包括拓扑异构酶、组蛋白 H1、HMG I/Y、核纤层蛋白

A和B、核仁蛋白、hnRNP U、ARBP和SAF B蛋白。1996年 Meier等首次从植物番

茄中分离到了一种 MAR结合丝状蛋白———MFP1。根据 MFP1的丝状结构,有人认为它

可能是核骨架的组成成分。MFP1含有一个伸展的а 螺旋区域,但是没有球状的头部和

尾部。另外,MFP1有两个功能域,其中一个是含有228个氨基酸的C 末端区,此区对

于 MFP1同 MAR的结合是必需的;另一个是含有125个氨基酸的N 末端区,此区含有

两个疏水区,其中一个区与少数跨膜区相类似。此蛋白可以在许多组织中表达。1999年,

Gindullis等用酵母双杂交系统和体外结合分析方法,又从番茄中分离得到了一种新型的

蛋白质———MAF1。它是一种分子量比较小的可溶性蛋白,富含丝氨酸和苏氨酸。实验证

明,MAF1也是核基质的组成成分,它在体内能与 MFP1相互作用。同年,Hatton等从

豌豆核基质中又分离和鉴定出两种 MAR结合蛋白:MARBP 1和 MARBP 2,它们的

分子量分别为60ku和65ku,可以在多个组织中表达。这两种结合蛋白之间的同源性高

达86%,并且在C 末端有几个KKD/E重复。MARBP 1和 MARBP 2与酵母核仁蛋

白Nop56p和Nop58p同源,后两种蛋白参与核糖体的形成。最近,Gaku等从小麦核基

质中又分离了一种新型 MAR 序列结合蛋白———AHM1,它能与 MAR 特异性结合。
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AHM1是一种多区域蛋白,其中有一个J同源区、一个AT结合区和一个锌指结构基元,

AT结合区必须位于C 末端方能使此蛋白与 MAR序列结合。显然,MAR序列结合蛋白

的进一步分离鉴定,将为最终阐明 MAR序列的作用机制提供重要信息。近年来,研究人

员将分离得到的 MAR序列连接在报告基因的两翼,通过大量转基因实验来探索 MAR序

列的功能。结果发现,在稳定整合的转基因植物中,MAR在一定程度上提高了转基因的

平均表达水平,同时也可以降低不同转化体之间转基因表达水平的差异。将从豌豆基因组

中分离的 MAR连到GUS基因两翼构建表达载体,经农杆菌介导转化烟草,结果含有

MAR的转基因烟草中GUS基因的表达水平比对照 (不含 MAR的转基因烟草)提高2
倍。但在瞬时表达中,MAR对GUS基因的表达没有影响。在转基因杨树的实验中,烟

草 MAR序列的存在可使GUS表达水平提高10倍,并且可以产生更多的抗性芽。人们在

研究转基因水稻中 MAR序列对于GUS转基因表达活性的影响时,发现GUS两侧连上

MAR序列之后,其平均活性比对照 (GUS两侧未连 MAR序列)高出900倍。DNA杂

交分析证实,在所有这些转基因的水稻植株中,至少都有一个拷贝的GUS基因整合到染

色体基因组上。实验证明,MAR序列可以显著地降低GUS基因在转基因植株当代和后

代中表达的变异程度,能够降低代与代之间转基因沉默发生的频率,减少转基因丢失。将

烟草Rb7或酵母的ARS1MAR构建到表达载体中转化水稻,第一代中两者都显著提高了

转基因的表达水平,但并没有明显降低转化体之间转基因表达的差异。第二代中,转基因

表达水平与第一代的表达水平有明显的相关性。另外,还发现Rb7MAR显著提高了第二

代中转基因表达的稳定性,在一定程度上防止了转基因沉默的发生。Apolonia等发现,

β 云扁豆基因的5'MAR能够起到增强子的作用。烟草和水稻中,在有些稳定表达的转基

因整合位点附近,也发现了类似于 MAR的内源序列。这些研究结果表明,将 MAR构建

到表达载体外源基因的两侧,就有可能使目的基因在转基因植物的染色质中形成独立的区

域,进而促进其表达。研究还发现,MAR具有的这种转录增强作用与转录的起始点和转

基因与 MAR序列之间的距离无关,而与该基因的整合状态及拷贝数量有关。不含 MAR
的转基因随着拷贝数量的增多而表达水平降低,两翼连有 MAR的转基因在拷贝数量增加

到9~10个之前,其表达水平有随拷贝数量的增多而提高的倾向。但当拷贝数量超过了

9~10个,转基因的表达水平就急剧下降。对这种现象的解释是 MAR减少了DNA配对

引起的同源依赖的转基因沉默,但当拷贝数量很高时,这种作用就消失了。GUS基因的

表达活性与其转基因的拷贝数量之间并不存在直接的相关性。在外源基因不超过40个拷

贝数的情况下,MAR序列可以明显降低共抑制效应。MAR序列影响转基因表达的机制,

1989年,Stief等最早开始了研究 MAR在转基因表达中的作用,指出 MAR不同于经典

的增强子,它必须整合到宿主基因组中才能起作用。此后,Klehr等和Allen等,分别在

动物和植物体中观察到 MAR对瞬间转录的影响很小,这似乎涉及了染色质结构。关于

MAR序列是如何通过染色质结构的环形区域依靠降低位置效应来增强基因表达水平的,
人们提出了种种假设。早期的假设认为,当不使用 MAR序列进行转化时,导入的外源

DNA通常以随机方式整合进宿主基因组。如果外源DNA被整合到转录活跃区,如常染

色质中的解旋DNA区,外源基因则会顺应该区的染色质结构,从而可能进行高水平的转

录;相反,若导入的外源DNA整合进转录不活跃区,如异染色质区,转基因将采纳不活
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跃区的染色质结构,从而进行低水平的转录或发生基因沉默。如果将 MAR序列连接到报

道基因的两翼,那么任何整合进不活跃区的外源DNA都有可能形成一个独立的环区,此

区受周围染色质的影响很小,使得外源基因能够进行高水平的转录。后来,Schlake等人

又提出 MAR序列因子可以作为一个超乙酰化的组蛋白核心来稳定染色体的拓扑结构。

MAR序列可以限制凝聚染色质结构的扩展,使得相邻的转录单元彼此独立,以免受周围

染色质中顺式调控元件的影响,从而达到基因正常表达,降低不同转化体之间表达差异的

目的。这种作用称为 MAR的 “位置独立”效应。1996年,Allen等将报告基因gusA两

侧接入烟草Rb7MAR进行转化,可以使报告基因的表达效率提高140倍,并提出 MAR
的存在可使外源基因避免受到异位配对或其他同源序列相互作用的影响,使得同源依赖性

基因沉默发生的几率下降。MAR序列还可以通过限制染色质结构而起作用。在转化体

内,MAR与转基因整合在一起,当位于外源基因两侧的 MAR序列结合在核基质上时,

MAR结合位点之间的短区域使得外源基因不能形成稳定的凝聚染色质结构,从而保证转

录正常进行。1997年,Iglesias等发现 MAR序列位于染色体的端粒附近。因为细胞周期

中端粒是朝向核孔的,所以,这种空间上的优势也可以使得 MAR序列能够增强转基因表

达。有人还提出 “染色质开放模式”,认为当置换蛋白大量存在时,MAR可以与染色质

中的置换蛋白相互作用而取代组蛋白 H1,使得许多核小体处于松散状态。这样,染色质

就形成一种RNA聚合酶容易接近的开放结构,从而提高了转基因表达水平。MAR序列

的特征,目前已从果蝇、家蚕、鸡、哺乳动物细胞、酵母和一些植物中克隆了许多 MAR
序列。通过对 MAR序列的核苷酸序列分析,发现 MAR之间没有明显的序列同源性,但

却有共同的特征:富含A、T碱基 (≥70%);含有若干短的基元序列/模体,如A box
(AATAAAYAAA)、TTWTWTTWTT(T box)、一个或多个拓扑异构酶结合位点

(GTNWAYATTNATNNR);DNA链解旋序列 (AATATATTT)。MAR序列几乎都位

于非转录基因间隔区,但是,这些特征并不是 MAR特有的,不能仅利用这些特征就能识

别出 MAR。1997年,CornelisM.VanDrunen等人对拟南芥质体蓝素 (PC)基因周围染

色质区域的结构进行了分析,他们在这个16kb的区域内鉴定了三段 MAR序列,这三段

MAR序列将此区域分成两个小的染色质区域,大小分别为5kb,每个区域中包含两段基

因。将这三段 MAR序列做一下对照,发现它们有一段兼并的大小为21bp的序列:

TAWAWWWNNAWWRTAANNWWG,而在这个区域的其他地方却没有发现这段21bp
序列。另外,发现在拟南芥的其他四段 MAR中也存在着这样一个类似的序列元件。将这

七段 MAR序列做一下对比,发现这段21bp序列是由两段在空间上紧密结合在一起的序

列元件组成的:TAWAWWW 和 AWWRTAANNWWG。在这七段 MAR序列中,这两

个元件或者是被几个碱基间隔开,或者是部分重叠在一起。作者提出将这段21bp序列作

为拟南芥中 MAR序列的识别标记 (MRS)。对拟南芥基因DNA碱基对进行分析发现

MRS平均每隔10kb就出现一次。实验中还发现尽管 MRS是拟南芥 MAR所特有的,但

MRS并不参与 MAR与核基质的结合。所以 MRS不是 MAR与核基质结合所必需的,而

可能是 MAR序列完成其他功能所必需的。1990年,Phi Van和Stratling指出,MAR
和核基质之间的相互作用具有进化上的保守性,MAR可以与异源的核基质相互作用。如

大豆凝集素和热激蛋白基因的 MAR与鸡溶菌酶的 MAR可以和烟草的核基质结合。但并
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不是所有的 MAR都能够与异源的核基质相互作用,如人β 珠蛋白基因中的 MAR与烟

草核基质之间的结合能力就很弱。富含A/T所形成的DNA小沟结构对MAR与核基质之

间的相互作用具有重要的意义,用抗生素偏端酶素与此沟结合能阻止 MAR与核基质的

结合。
综上所述,对 MAR序列的研究在近十多年来已取得了相当大的进展,同时,也出现

了一系列有争议和尚待深入研究的问题。如虽然认定了 MAR对转基因表达水平有增强作

用,但对是否减弱了表达差异似乎还存在争议,各个试验结果也存在差异;MAR序列的

作用机制还不太清楚;MAR序列与核基质是如何作用的及与 MAR序列结合的蛋白质的

性质等方面仍需要进一步研究,MAR序列对外源基因整合到受体核基因组中的频率影响

还未见报道。可以相信,一旦研究清楚 MAR序列的作用机理,发现或合成一段通用或专

用的 MAR,就能实现转基因的人为控制,这必将极大地推动整个植物基因工程的发展。

(五) 筛选标记删除系统

筛选标记删除系统用于除去转基因植物中的标记基因,目前已有共转化、转座子、同

源重组和定点重组等系统。
随着植物生物技术的迅猛发展,各类转基因植物不断问世,并在解决人类所面临的粮

食、能源和环境危机等方面显示出巨大潜力。与此同时,转基因植物的生态安全性和食品

安全性日益成为公众关心的焦点。产业化的转基因植物一方面是构成生态系统的重要元

素,其安全性关系到人类生存环境的维护;另一方面又是食品加工的主要原料,直接影响

到消费者的身体健康。为此,科学工作者正在探讨和开发一系列安全的转基因策略,力求

最大限度地避免转基因植物可能带来的潜在风险。一般来说,植物遗传转化过程中选择标

记基因不可缺少,但转基因植物中标记基因的存在不仅会带来一定的潜在风险,而且还增

加了重复基因转化的难度。因此,转基因植物中标记基因的除去已成为提高转基因植物生

物安全性的重要内容。

1.共转化系统 共转化系统除去标记基因的原理:首先,将选择标记基因和目的基

因分别设计在两个不同的DNA分子上或T DNA片段中,经基因转化进入植物后,目标

基因和选择标记基因将被整合在不同的位置上 (转基因植物基因组中2个非连锁位点),
其后在植株杂交 (或自交)及减数分裂过程中分离,在后代中获得除去标记基因的转基因

植物。用PCR或Basta涂抹 (bar基因)等方法检测已删除了标记基因的转基因植物。构

建植物表达载体时,目的基因和标记基因可分别插入2个载体,也可插入到同一载体。若

通过农杆菌介导法转基因,2种载体 (分别含目的基因和标记基因)可以分别导入同一农

杆菌菌株,也可以分别导入2种不同类型的菌株,将含有标记基因和目的基因的农杆菌混

合后用于共转化。研究表明上述方法中,共转化率都可达50%左右,约有50%的共转化

植株在T1代时共转化基因可出现分离,从而获得除去了标记基因的转基因植株。此方法

要求植物能进行有性生殖,且需从大量的转基因群体中筛选转基因植株。De block和

Mcknight用该法获得较高的共转化效率,分别有78%和100%的共转化植株DNA共整合

在非连锁位点上。在使用基因枪转化中,两个分子有时会共整合在连锁位点上,不能有效

地获得切除标记基因的植物。
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2.转座子系统 转座子 (transposon)是指在生物细胞中从同一染色体的一个位点转

移到另一个位点或从一条染色体转移到另一条染色体上的一段特殊的DNA序列。常用的

转座子系统有AcDs系统、EnSpm系统、Tam系统等。利用转座子流动性的特点可使带

有选择标记基因的DNA片段和目的基因分离。利用转基因植物与非转基因植物的杂交以

及子代的分离可得到无选择标记基因的后代植株。转座子系统中的转座频率受转座酶和离

解酶活性的动态调节。转座活性在不同植物中变化很大,当转座频率很低时需要大量地筛

选工作。常用的玉米的AcPDs转座系统中,当Ac转座酶存在的情况下,非自主型Ds转

座成分可被激活并发生转座,而且在玉米和其他双子叶植物中连锁位点和非连锁位点的转

座频率大致相等。利用AcPDs转座系统的这些特性,已发展了一系列消除转基因植物中

标记基因的策略。Ebinuma等 (2000)将ipt(isopentenyltransferase)基因作为阳性选

择标记基因插入到Ac(pNPI106)中得到 MAT (multiautotransformation)载体系统。
该系统中ipt基因的表达会导致细胞分裂素产生过多,所以,转基因植株为丛枝表型;当

Ac转座失败 (即从染色体上切下而又未能重新插入到另一位点)时,ipt基因就被除去,
转基因植株的丛枝表型消失。这种方法的优点是转基因植株及除去标记基因的转基因植株

都很容易辨别,且T1代就可得到除去标记基因的个体。

3.同源重组系统 同源重组的原理是将选择标记基因置于重复序列之间,通过重复

序列的同源重组作用将标记基因切除。在植物中同源重组发生的频率很低,叶绿体中发生

的频率较高。同源重组事件很复杂,其许多特性目前仍未清楚。

4.定点重组系统 定位重组系统包含两个组成元件:单个多肽的重组酶和为重组酶

识别的DNA位点。当前研究较清楚的是噬菌体P1的CRElox定位重组系统。在该系统

中,CRE基因可通过转化或有性杂交整合到事先整合有lox基因的植物基因组的lox位点

上,CRE重组酶专一性地识别34bp的lox位点,CRE可介导染色体外DNA的剪切、倒

位和整合反应,从而切除选择标记基因。即在植物细胞中Cre重组酶可以和2个34bp的

loxP位点互作,并将位于这2个位点之间的DNA切除。CRElox系统已经从原来的只能

用于有性繁殖的植物发展到现在可用于有性和无性繁殖的植物。Dale等 (1991)和Rus-
sell等 (1992)将CrePloxP系统成功地用于转基因植物中标记基因除去的研究。在此基

础上,Gleave等 (1999)将条件致死基因codA (cytosinedeaminase)用作选择标记,建

立了更为有效的标记基因除去系统。Sugita等 (1999)用定点重组系统 RPRS代替了

MAT载体系统中的Ac转座子建立了一套改良的标记基因除去体系,在中度丛枝和高度

丛枝型转基因烟草植株中,MFTPs(markerfreetransgenicplants)的获得率分别达39%
和70%。

(六) 无抗生素筛选标记基因载体系统及其他转基因安全策略

1.不使用抗性标记基因的转基因体系 近年来,一些与植物细胞分化相关的基因已

被克隆。比如,拟南芥的PGA22、AtIPT、CKI1、ESR1、CHK1和SERK等基因在植物

细胞中表达后也可促进细胞的分化。如果将这类可促进植物细胞分化的基因与目的基因串

联并用于遗传转化,我们就可以在不含细胞分裂素的培养基中选择培养得到转化细胞,从

而避免了抗性选择标记的使用。另外,随着花粉管通道技术的不断成熟和转化效率的进一
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步提高,花粉管通道法将有望成为一种深受欢迎的无标记转基因手段。

2.转基因的组织特异性表达 植物转基因育种早期所用的启动子主要为组成型启动

子,这不仅造成了转基因植物能量的浪费,而且带来了潜在的安全性问题。近年来,各

类组织特异性启动子的研究和应用日益受到重视。已有报道,由花药、种子、韧皮

部、胚乳、叶片和髓部等组织特异性启动子驱动的外源基因在转基因植物中成功实

现了特异性表达。显然,转基因的组织特异性表达必将有效提高转基因植物的生物安

全性。

3.转基因的诱导性表达 近年来,植物天然诱导型启动子和化学诱导型调控系统的

研究和应用日益受到重视,这对提高转基因植物的生物安全性具有十分积极的意义。已报

道,光诱导型启动子、伤诱导型启动子和病原物诱导型启动子等都可以在转基因植物中实

现成功的诱导型表达。化学诱导型调控系统是新发展起来的一种转基因调控系统,其中包

含2个转录元 (transcriptionunit)。第一转录元由一个组成型启动子 (如35S)驱动一个

对特定化学物敏感的转录调控因子构成;第二转录元由多拷贝的转录因子结合位点,微型

植物启动子 (如截短的35S启动子)和目的基因串联而成。这样,通过特定的化学物质调

控就可实现转基因表达的人为调控。令人遗憾的是,上述化学调控系统中用作诱导物的甲

基脱氢皮质醇 (dexamethasone,dex)、雌二醇 (estradiol)和四环素 (tetracycline)都

对生态环境有害,不宜用于生产实践。Martinez等 (1999)设计了一种受化学杀虫剂诱

导的调控系统,但在非诱导情况下的背景表达较高。Caddick等 (1998)报道了一种受乙

醇诱导的调控系统,且未检测到背景表达。另外,如果将化学诱导型调控系统和组织特异

性启动子合理组合,就可以有效地控制目的基因的时空表达。

4.防止转基因逃逸及超级杂草的产生 转基因的逃逸 (transgenescape)是导致生态

风险的重要因素。近年来,科研工作者在防止转基因逃逸方面作了大量探索。DeBlock等

(1993)首次报道了通过转基因产生雄性不育的策略,有效阻断了转基因通过花粉逃逸的

途径。不过,转基因雄性不育植株可以接受非转基因植物的花粉,所以,转基因仍然能通

过种子向自然群体扩散。

5.RBF结构的利用 为了从分子水平上彻底阻断转基因的逃逸,Kuvshinov等

(2001)设计了一种RBF (recoverableblockoffunction)结构,其中包括阻遏区 (bloc-
kingconstruct)、恢复区 (recoveringconstruct)和目的基因区 (genesofinterest)3部

分。阻遏区的巯基肽链内切酶SHEP (sulfhydrylendopeptidase)启动子可以驱动barnase
基因在种子成熟期表达,并将胚杀死,因而转基因植物的正反交种子都不能发芽,有效防

止了转基因逃逸。恢复区热激蛋白 HS (heatshockprotein)启动子驱动的barnstar基因

可以受热激而表达,并可钝化barnase的毒性。研究表明,导入RBF结构的转基因烟草

在种子成熟期以40℃热激处理后,收获的种子全部可以正常发芽。

6.质体遗传转化 将目的基因导入植物细胞的叶绿体等质体中也可以防止转基因随

花粉而逃逸。近年来,叶绿体遗传转化取得了很大进展,烟草、拟南芥、油菜和水稻等许

多植物的叶绿体遗传转化和目的基因表达都已获得成功。

7.染色体组特异性选择 对异源多倍体作物来说,只有某一套染色体和其近缘杂草

具有杂交亲和性。比如,小麦的D染色体组和有芒山羊草 (Aegilopscylindrica)的D染
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色体组具有杂交亲和性,因而转基因很容易通过D染色体组转移到这种杂草中。但在自

然情况下位于小麦A (或B)染色体组中的基因极少会转移到其相应的近缘杂草中。因

此,通过转基因的染色体定位选择那些转基因插入到安全性较高染色体组的转基因植物进

行产业化,可以在一定程度上降低产生超级杂草的生态风险。

8.TM 基因的应用 在自然界,杂草间及杂草和作物之间都存在着激烈的竞争,所

以,即使是温和的不利性状也会使植物的杂草化受到极大的限制。Gresse(1999)介绍了

一种防止超级杂草 (superweed)产生的新策略,其基本原理是将那些控制对杂草生存不

利性状 (如防止种子散落和降低种子二次休眠等)的TM (transgenicmitigation)基因和

目的基因串连,这样转基因植物就失去了有利杂草形成的竞争优势。即使发生了转基因逃

逸,也会因TM基因伴随漂移而使得超级杂草的形成受到限制。当然,这类TM 基因不

仅要和目的基因紧密连锁,而且对转基因植物应该是有利或中性的。

三、 用于转基因的农杆菌菌株

农杆菌属也称土壤杆菌属 (Agrobacterium)和根瘤菌属 (Rhizobium)是同属于根

瘤菌科 (Rhizobiacease)的革兰氏阴性菌。土壤农杆属有根癌农杆菌、放射形农杆菌、发

根农杆菌和悬钩子农杆菌4个种。根癌农杆菌广泛存在于双子叶植物中,据不完全统计,
约有93属643种双子叶植物对根癌农杆菌敏感。裸子植物对该菌同样具有敏感性,能诱

发肿瘤。一般认为单子叶植物对农杆菌无敏感性。但近年来有报道,对单子叶植物也有侵

染能力。根据根癌农杆菌 (A.tumefaciens)诱导植物细胞产生的冠瘿碱种类不同,可分

为三种类型的根癌农杆菌:章鱼碱型 (octopinetype,Oct)、胭脂碱型 (nopalinetype,

Nop)和农杆碱型 (agropinetype,Agr.也称琥珀碱型,succinamopine,Suc)。常用的

根癌农杆菌菌系及菌株见表2 1。

表2 1 根癌农杆菌菌系及菌株

菌株 致瘤性 染色体背景 所含质粒 研究者/年代

Nopaline:

C58 virulent C58 pTiC58

A208SE virulent C58 pTiT37 SE Rogers等,1987

disarmed

pGV3850 disarmed pTiC58/pBR322 Zambryski等,1983

MOG301 Hood等,1993

LBA958 C58C9 pTiC58 Hooykaas等,1984

Octopine:

Ach5 Ach5 pTiAch5 Hoekema等,1983

LBA4404 avirulent Ach5 PAL4404 Ooms等,1981

disarmed Hoekema等,1983
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(续)

菌株 致瘤性 染色体背景 所含质粒 研究者/年代

GV3111SE disarmed C58 pTiB6S3 SE Fraley等,1985

Rogers等,1986

GV2260 disarmed pGV2260 Deblaere等,1985

LBA1010 C58C9 pTiB6S Koekman等,1982

MOG101 C58 MOG101/Pmog410 Hood等,1993

(LBA1010Spr)

L,L-Succinamopine:

A281 hypervirulent C58 pTiBo542 Hood等,1986a,b

EHA101 hypervirulent pTiBo542 Hood等,1986

disarmed

EHA101
(pEHA101)

A136

A281pTiBo542

pEHA101为

缺失的衍生物
Hood等,1986a

EHA105
(Kans)

hypervirulent 删除pTiBo542
及EHA101中

的Kanr

Hood等,1993

  注:Nop菌株的特点是其染色体背景为C58,生长速度快,不结球,在转化实验中易操作,常用的菌株有C58、

pGV3850、A208SE等。Oct菌株的特点是其染色体背景为Achs,生长速度慢,菌株培养过程中结球,在转化实验中

难操作,其培养后不易洗掉,常用菌株有LBA4404、LBA1010。Suc菌株的特点是其染色体背景为A281或A136,具

Nop菌株的特点,以A136为染色体背景的常用菌株为EHA101。它具有生长速度快,不结球等优良特性,特别是这

种菌株的侵染力比较强,能侵染单子叶植物。MOG101菌株的染色体背景也为C58,也具有生长速度快、不结球的特

点,且因 MOG101具有SPr抗性筛选标志,因此,在通过结合转移将其转移至其他农杆菌菌系时有利选择。MOG301
菌株的染色体背景也为C58,且含有SPr抗性筛选标志,因此,也为 Nop型提供了一种新的衍生菌株。EHA105是

EHA101的衍生菌,删除了EHA101中的pTiBo542的T DNA及Kan抗性基因。MOG101、MOG301及EHA105是

较为理想的转化菌株。

第二节 转基因植物生物反应器的构建技术

一、 植物基因转化受体系统

植物基因转化受体系统是指用于转化的外植体通过组织培养途径或其他非组织培养途

径,能高效、稳定地再生无性系,并能接受外源DNA整合,且对转化选择抗生素敏感或

非抗生素敏感的再生系统。成功的基因转化首先依赖于良好的植物受体系统的建立。将外

源基因稳定的导入农作物体内 (即植物遗传转化)是植物转基因植株产生的关键。外源基

因一般不能主动转移到植物细胞中,需要适当的转化方法,并借助恰当的载体才能转移到

植物的基因组中。转化成功与否以及转化效率的高低,很大程度上取决于良好受体再生系

统的建立。同时,对不同物种也要采用不同的转化方法。因此,植物遗传转化的受体系

·54·

第二章 转基因植物生物反应器的技术方法



统、载体系统和遗传转化方法是转基因植物技术的关键。

(一) 植物基因转化受体系统应具备的条件

1.高效稳定的再生能力 用于植物基因转化的外植体的组织细胞,必须具有全能

性 (totipotency)的潜能,易 再 生,有 很 高 的 再 生 频 率,并 且 有 良好的稳定性和重

复性。

2.较高遗传稳定性 植物受体系统接受外源DNA后应不影响其分裂和分化,并能稳

定地将外源基因遗传给后代,保持遗传的稳定性,尽量减少变异。

3.具有稳定的外植体来源 因为基因转化的频率很低,需要多次反复地实验,所以,
就需要大量的外植体材料。转化外植体一般采用无菌实生苗的子叶、胚轴、幼叶等,或采

用可进行快速繁殖的材料。

4.对选择性抗生素或非抗生素敏感 转化细胞或植株通过对抗生素或非抗生素产生

抗性获得选择纯化,这类作用称为选择标记,这要求植物受体材料对所选的选择标记具有

一定的敏感性,氨基葡萄糖苷类抗生素如新植霉素 (neomycin)、卡那霉素 (kanamycin)
和潮霉素 (hypomycin)等抗生素常被用之,而非抗生素筛选标记,如甘露糖苷酶等,作

为转基因生物安全方面考虑而被使用。

5.对农杆菌侵染有敏感性 利用农杆菌Ti和Ri质粒作为载体介导的植物基因转化,
则需要植物受体材料对农杆菌敏感,才能接受外源基因。单子叶植物和裸子植物对农杆菌

的侵染不敏感,而双子叶植物对农杆菌的敏感程度也不一样,不同的植物,甚至是同一植

物的不同组织细胞对农杆菌侵染的敏感性也有很大差异。因此,在选择农杆菌转化系统前

必须测试受体系统对农杆菌侵染的敏感性,只有对农杆菌侵染敏感的植物材料才能作为其

受体系统。

6.具有潜在的经济价值或生产应用价值 除拟南芥等模式植物外,一般使用的基因

转化受体都应考虑将来转基因成功后的应用及效益。

(二) 植物基因转化受体系统的类型及其特性

1.植物组织受体系统 即愈伤组织再生系统,是指外植体经脱分化培养诱导愈伤组

织,并通过分化培养获得再生植株的受体系统。受伤的细胞容易受到病毒或质粒的感染,
这些病毒或质粒上的某些DNA通过各种不同的方式转移到受伤的植物细胞,并形成愈伤

组织。愈伤组织可以培养成完整的转化植株。该受体系统转化率高,可获得较多的转化植

株,取材广泛、适用性广。但再生植株无性系变异较大,转化的外源基因稳定性差,嵌合

体多。

2.直接分化再生系统 指外植体细胞越过脱分化产生愈伤组织阶段而直接分化出不

定芽获得再生植株。其具有周期短、操作简单、无性系变异小、转化频率较低、适用范围

较小和嵌合体多等特点。

3.原生质体再生系统 原生质体是植物细胞除去细胞壁后的部分,是一个质膜包围

的 “裸露细胞”,能够直接高效地摄取外源DNA或遗传物质,甚至细胞核。原生质体在

合适的条件下具有分化、繁殖并再生成完整植株的能力,具有全能性。原生质体在体外比
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较容易完成一系列细胞操作或遗传操作,互相之间可以发生细胞融合,而且还可以直接高

效的捕获外源基因。其具有嵌合体少、适用范围较大 (花粉管通道法也是利用了卵细胞的

原生质体原理)、遗传稳定性差、周期长、难度大及再生频率低等特点。

4.胚状体再生系统 胚状体是由具有卵细胞特性的胚性细胞发育而来。这些胚性细

胞具有很强的接受外源DNA的能力,是理想的基因转化感受态细胞,而且胚性细胞繁殖

量大,同步性好,转化后的胚性细胞即可发育成转基因的胚状体及完整的植株。因此,该

受体系统的重要特点是转化率和转化效率都很高。

5.生殖细胞受体系统 它是利用植物自身的生殖过程,以植物生殖细胞,如花粉细

胞、卵细胞为受体细胞进行基因转化的系统,也称之为种质系统。目前主要以两个途径利

用生殖细胞进行基因转化:一是利用组织培养技术进行花粉细胞和卵细胞的单倍体培养,
诱导愈伤组织,进一步分化发育成单倍体植株,从而建立单倍体的基因转化系统;二是直

接利用花粉和卵细胞受精过程进行基因转化,如花粉管导入法、花粉粒浸泡法、子房微针

注射法等。由于该受体系统与其他受体系统相比有许多优点,如具有全能性的生殖细胞直

接为受体细胞,具有更强的接受外源DNA的潜能,一旦将外源基因导入这些细胞,犹如

正常的受精过程会收到 “一劳永逸”的效果;利用植物自身的受粉过程,操作方法方便、
简单。不足之处是利用该受体系统进行转化受到季节的限制,只能在短暂的开花期进行,
且无性繁殖的植物不能采用。其具有转化效率高、周期短、操作简便和仅适用开花植物

(受季节性限制)等特点。

6.叶绿体转化系统 1988年Boynton等首先利用基因枪把野生型atpB基因的叶绿体

DNA导入突变的衣藻中得到表达,并使其光合作用能力恢复,证明了叶绿体转化的可行

性,从此也创立了叶绿体遗传转化体系,现已成为植物基因工程的新热点。其特点为目的

基因的转化效率高,且后代表达稳定,利于适合多基因转化。由于植物细胞中含有多个叶

绿体,因此,将外源基因导入叶绿体基因组中时会使该基因在细胞中的拷贝数迅速增加,
可大大提高转化基因的表达效率。1999年Khan和 Maliga将绿色荧光蛋白基因和抗壮观

霉素基因的融合基因导入烟草叶绿体中,其表达量约占叶片可溶性蛋白的18%。2000年

Staub将人类生长激素蛋白基因转入烟草叶绿体中,其表达量占叶绿体可溶性蛋白的7%,
是基因组整合表达的300倍,而且在叶绿体中表达的蛋白避免了转译后的修饰作用,因

此,提高了可应用融合蛋白的数量,可实现外源基因的定点整合。叶绿体转化时可以通过

构建定位片段使目的序列与叶绿体基因组同源序列间进行重组,实现外源基因的定点整

合。外源基因可稳定遗传。由于叶绿体具有母系遗传性,目的基因在后代中的性状分离不

遵循孟德尔规律,故转化基因可在子代中稳定地遗传和表达。基因表达为原核方式,环境

安全性高。叶绿体转化系统自建立至今虽然有了很大的发展,但目前利用叶绿体作为转化

受体,可转化的高等植物仍然很有限。而限制叶绿体转化技术在农作物中广泛应用的主要

因素为许多农作物的叶绿体基因组序列未知,目前仅有10多种植物的叶绿体基因组全序

列已被测定,因此无法确定用于载体构建的同源片段和外源基因的插入位点;多数禾谷

类作物是从胚性细胞发育而来,而这些胚性细胞中只含前质体或未成熟的叶绿体,
不适于基因枪转化;许多农作物的组织培养及筛选技术不完备,难以满足叶绿体转

化的需要。Sidorv等根据 叶 绿 体 基 因 组 序 列 的 高 度 保 守 性 构 建 的 通 用 表 达 载 体 和
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Daniell等用基因枪转化前质体的成功,为解决前两个困难带来了希望。今后一段时

期内,叶绿体转化迫切需要解决的问题仍然是进一步完善转化方法和寻找更适合的筛

选标记。

(三) 植物基因转化受体系统的建立程序

1.高频再生系统的建立 高频再生系统必须具备4个条件:外植体的组织细胞具有

再生愈伤组织和完整植株的能力,而且最好是外植体能直接分化芽;芽的分化率达90%
以上;易离体培养,具有高度可重复性;体细胞无性系变异小。因此,必须进行外植体的

选择 (幼年型的外植体、增殖能力强的外植体、萌动期的外植体、强再生能力基因型的外

植体和遗传稳定性好的外植体)和最佳培养基的确立 (富集元素平衡培养基、硝酸钾含量

较高的培养基、中等无机盐含量的培养基、低无机盐培养基)。

2.抗生素敏感性试验 对抗生素浓度的要求是既能有效地抑制非转化细胞的生长,
使之缓慢地死亡,又不影响转化细胞的正常生长。抗生素敏感性试验目前一般采取的方法

是先设计出愈伤组织诱导或分化再生培养基,高压灭菌后加入不同种类、不同浓度梯度的

无菌抗生素,将未经转化的受体材料置于选择培养基上培养,并观察分化再生状况 (以未

附加抗生素的培养基接种同样的受体材料为对照)。从试验结果中选择毒性较小、试验浓

度相对较低的抗生素作为今后的筛选抗生素。

3.农杆菌的敏感性试验及菌种的选择 利用野生型农杆菌能在外植体组织中形成肿

瘤 (或发根),从肿瘤的诱导率、发生时间及生长状态确定其敏感性。其操作程序是把常

用的菌株接种在固体琼脂平板或液体培养基中。用牙签挑取菌体,穿刺受体植物组织

中。可在同一植株的不同部位———叶片及其中脉、花、茎和幼茎的节间多次接种,比

较其敏感性。一般来说幼嫩的节间较为敏感,易诱发肿瘤。然后将该植株放在阳光

下 (不直射)几周后观察肿瘤 (或发根)的诱发情况,能形成肿瘤 (或发根),则说

明该材料可作为农杆菌的一个宿主,可用带有标记基因、报告基因或目的基因的农杆菌

介导转化。
以上植物基因转化受体系统的建立程序仅适用农杆菌介导的基因转化,对直接转化法

则应根据具体的方法制订相应的程序。

二、 植物转基因技术方法

植物转基因方法主要包括直接基因转移和农杆菌介导的转化两大类。直接基因转移又

包括PEG介导的转移、电击介导的转移、基因枪转化以及花粉管通道法等。这些方法各

有其优缺点。直接基因转移存在一个共同的、不可忽视的缺点,即常是多拷贝外源基因序

列的插入,而多拷贝插入与基因的失活和沉默有着非常密切的关系。与此相反,农杆菌介

导的转化多是单拷贝或低拷贝的插入,且优先插入至转录活性区。因此,农杆菌介导的遗

传转化已成为各种植物转基因的首选方法,而花粉管通道法以其方法简便、成本较低及周

期短等优点受到众广的科技工作者的青睐。目前应用最普遍的转基因方法主要有农杆菌介

导、直接转化、植物生殖细胞转化法、脂质体介导转化法等。
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(一) 农杆菌介导的植物转化方法

根癌农杆菌的宿主范围很广,其与宿主 (植物细胞)之间的相互作用机理也研究得较

为清楚 (图2 3),因此,农杆菌介导的植物转化方法用得最多、最为成熟。根据

DeCleene等的统计表明,至少有643种植物可被农杆菌感染致瘤。近年来,农杆菌介导的

遗传转化的实践更拓展了其范围,如水稻等以前难用该方法转化的植物也取得了突破性的

进展。目前,常用的农杆菌转化的方法有如下三种:

图2 3 农杆菌与植物细胞之间相互作用

1.整株感染 一般采用种子实生苗或试管苗作为外植体,在整体植株上造成创伤,
然后把对数生长期农杆菌接种于创伤面上,或用针头把农杆菌注射到植物体内,使其进行
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侵染转化。Hood用菌株A281感染月龄的挪威云杉 (Piceaabies)幼苗,冠瘿瘤转化率

达31%。除了实生苗外,小植株也能够受侵染。Loopstra转化12月龄的唐松 (Pinus
lambertiana),从得到的冠瘿瘤中测到农杆碱的合成。这种方法充分利用了实生苗的生长

潜力,具有较高的转化成功率。同时,可以避开组织培养的过程,对诱导再生困难的植株

是一条可以选择的途径。其优点是实验周期短、操作简便。但不足之处是转化细胞中常含

有未转化的细胞,筛选困难。近年来,很多采用更为简便的方法,即用农杆菌在减压条件

下感染模式植物拟南芥的花器官以增加感染面积,把收到的种子在抗性培养基上筛选转基

因植物。

图2 4 根癌农杆菌介导的叶盘法———叶圆片法

2.叶圆片法 又称 “叶盘法”。该方法是 Monsanto公司的 Horsch等于1985年建立

的,其技术途径见图2 4。这

是双子叶植物较为常用的简单

有效的方法。主要方法是选取

健康的无菌苗,用打孔器打出

叶圆 盘 或 把 叶 外 植 体 切 成 小

块,将带有新鲜伤口的叶圆盘

与载有目的基因的农杆菌液进

行短期共培养,农杆菌通过伤

口使携带外源基因的 Ti和 Ri
质粒进入植物细胞,使外源基

因整合进植物基因组中。众多

研究报 道:叶 片 (叶 柄)、茎

(花茎、葡状茎)、子叶 (子叶

柄)、下 胚 轴 (上 胚 轴)是 目

前应用最成功的外植体,并且

不同植物所要求的外植体的种

类不同。同一物种中,不同的

外植体会有不同的转化效果。
例如苜蓿属的 M.varia试管苗

的叶片比叶柄的转化效率高4
倍。实际上,其他外植体,如

愈伤组织也可用该方法进行转

化,其技术途径见图2 5。

3.原生质体农杆菌共培养

法 该法是将处于细胞壁再生

时期的原生质体与农杆菌一起

共培养,离心洗涤去菌后,培

养在含抗生素的选择培养基上,
即可得到转化的细胞克隆。这
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图2 5 根癌农杆菌转化———愈伤组织共培养途径

种转化方法的优点是得到的转化体一般不会是嵌合体。利用此种方法已使烟草属的多种植

物,以及矮牵牛、龙葵、胡萝卜等细胞转化,并已获得转基因植株。

(二) DNA直接转化

即用裸露的DNA经特殊处理 (对目的基因分离鉴定后,在5'端加上一个启动子,在

3'端加上终止子)后,直接转移到植物细胞和原生质体中,并整合到细胞核基因组的技

术。它适用于对农杆菌感染不敏感的植物。使用此法的前提是需要建立良好的细胞或原生

质体培养及再生系统。常用的DNA直接转化的方法可以分为化学和物理方法两大类。

1.化学转化方法 在化学转化方法中,最常用的是聚乙二醇 (PEG)、多聚鸟氨酸

(PLO)、聚乙烯醇 (PVA)、磷酸钙沉淀等方法。其中以PEG法 (Krens等,1982)应用

较多,效果较好。其基本设计思路来源于PEG诱导的原生质体融合技术。其基本方法是

将刚分离的原生质体悬浮于含有质粒DNA的溶液中,用PEG促进原生质体对质粒DNA
的摄取,从而获得转基因的再生愈伤组织,进而可分化得到转基因植物。应用这种方法已

成功的获得大麦、柑橘、胡椒等植物的转基因植株。该法转化效率低和对原生质体难以培

养的禾谷类不能进行有效转化。

2.物理转化方法 物理转化方法的原理在于许多物理因素可影响细胞膜的功能,或

造成机械损伤,使外源DNA直接进入细胞。常用的物理转化方法有电穿孔法、显微注射

法和基因枪法。
电穿孔法 (electroporation)又称 “电激法”(Neumann等,1982),是在高压电脉冲

作用下,在新鲜分离的原生质体的质膜上形成可逆性的瞬间通道,从而发生外源DNA的

摄取。电穿孔法对植物细胞不产生毒性,而且转化效率较高,特别适于瞬间表达。但该法
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存在易造成原生质损伤的缺点。Nyman等 (1992)用电穿孔法把GUS基因转移到草莓原

生质体中。利用该法已在甘蔗、大麦等植物中成功实现基因转化。
显微注射法 (microinjection)是Pena等1987年首创的,在用此方法进行基因导入

时,通常需先把原生质体或培养的细胞固定在琼脂或低熔点的琼脂糖上,或用聚赖氨酸处

理使原生质体附着在玻璃平板上,也可以通过一固着的毛细管将原生质体吸着在管口,再

进行操作。该方法的优点是转化效率高,无特殊的选择系统。但是,利用显微注射需要以

精细的显微操作技术和低密度的培养为基础。同时,要想获得转化的植株,需要注射大量

的细胞或原生质体,费工、费时。因此,该方法比较适合大细胞的操作。主要用于动物的

基因转化当中。在用于植物的基因转化方面,Ding等 (1994)将Bt毒蛋白基因通过注射

法注入玉米胚囊,获得玉米抗虫植株。沈世华等 (2001)直接对离体的玉米子房注射,然

后进行光照培养,3~4周后,获得种子,避免了组织培养与再生。可见前两者都是以原

生质体为材料,但是,原生质体的培养及植株再生有较大的困难,费时、费力,还存在着

基因型的限制。
基因枪法又称微弹轰击法 (microinjectilebombardment),是由康乃尔大学Sanford

等在1987年建立的基因导入方法。其原理是将DNA包裹于微小的金属钨或金粒的表面,
在高压下使金属颗粒喷射,高速穿透受体细胞或组织,使外源基因进入受体细胞核,并整

合表达的过程。之所以选择钨或金作为子弹的原因,在于它们在植物细胞和原生质体中呈

现惰性,不会影响植物细胞或原生质体正常的生理活动。至今为止,该法已成为除了农杆

菌介导转化法以外应用最广泛的基因转移技术。此法已在葡萄、水稻等植物转基因中应

用,并获得转基因植株。基因枪法也可以有效地用于叶绿体的转化,还可以转移RNA、

YAC、DNA克隆等。基因枪法是一种受体范围很广的基因转化方法,虽成独立技术体

系,但从某种意义上讲,它是农杆菌转化方法的重要补充。因为其转化结果没有根癌农杆

菌有优势,常产生基因多拷贝形式,这对转基因植物来说会产生基因沉默现象。表2 2
归纳总结了其应用特点及优势。基因枪法与根癌农杆菌转化法技术途径比较见图2 6。

表2 2 基因枪技术的优越性与不足之处

 基因枪技术的优越性:

 ① 无宿主限制,能转化任何植物,不受外植体限制,这为那些农杆菌感染不敏感的单子叶植物转化提供了可行

方法。

 ② 靶受体类型广泛,不受基因型的限制,可以适用于不同的物种以及同一物种的不同品种,细胞、组织、器官

等均可作为转化受体,并且可用于酵母、细菌及动物的转基因中。

 ③ 可以转化线粒体、叶绿体等植物的不同细胞器,外源DNA进入细胞质后很难穿过双层膜。在细胞器用基因枪

技术转化时,这类细胞器转化频率高,重复性好,是目前该领域研究中最常用和最有效的DNA导入技术。

 ④ 可控度高。采用高压放电或高压气体驱动,可根据实验需要,将金属颗粒 (载体)射入特定层次的细胞 (感

受态细胞和再生区细胞),这大大提高了遗传转化效率。

 ⑤ 操作简便快速。基因枪转化法只要在无菌条件下,将载有外源基因的金属颗粒轰击受体材料,便可进行筛选

培养,不需要进行原生质体制备分离与培养的繁琐工作。
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(续)

 基因枪技术的不足之处:

 ① 基因枪轰击的随机性导致转化效率不高。

 ② 基因插入往往是多拷贝成簇整合到受体基因组中,而且可能发生多种方式重排。

 ③ 同源序列能以 DNA DNA、DNA RNA、RNA RNA的方式相互作用,导致转录或转录后水平的基因

沉默。

 ④ 轰击过程中可能造成外源基因的断裂,并且使插入的基因成为无活性的片段。

 ⑤ 出现非转化体或嵌合体的可能性较高。

图2 6 基因枪法与根癌农杆菌转化法技术途径比较

低能离子束法 (ionimplantation)是由我国科学家自行创造的一种基因转移的方法。
余增亮等在研究低能离子束与细胞表面相互作用的过程中,发现离子束对细胞壁具有刻蚀

作用,提出离子束介导转基因的设想。10多年来,离子束介导的遗传基因转化,在水稻、
小麦、棉花、烟草、西瓜等多种植物上取得成功。
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用于植物基因直接转化的方法还有激光束法,即用激光微束处理植物组织或细胞,使

胞壁和胞膜穿孔,从而使DNA导入其中。另外,还有我国科学家创造的利用超声波进行

基因转化的方法,已获得烟草、玉米等植物的转化植株。

3.花粉管通道法 利用植物正常授粉后形成的花粉管通道导入外源DNA的技术,称

“花粉管通道法”(pollen tubepathway),是由我国周光宇等 (1983)建立,并在长期科

学研究中发展起来的。其主要原理是利用开花植物授粉后形成的花粉管通道,在植物开花

以后,除去柱头,直接利用外源的DNA进行涂抹,使外源DNA能沿着花粉管渗入,经

过珠心通道进入胚囊,转化尚不具备正常细胞壁的卵、合子或早期胚胎细胞。该方法的优

点是避开了组织培养技术,受体细胞为具有细胞全能性的卵细胞或者受精卵细胞,缺点

是对不同作物导入 DNA的最佳时间有较大的差异,应随植物不同而做出相应的改

动。这一技术可以应用于任何开花植物,现有许多派生技术方法见报道。如负压花

浸泡法等。成株转化率一般在10-2~10-1。花粉管通道法导入外源基因,这在很多

植物中已有成功的报道,如水稻、烟草、甘蓝、小麦、棉花等。据王景雪等 (2001)
利用花粉作为外源的载体进行遗传转化,在玉米上获得成功。在玉米的开花期,用花

粉与质粒DNA混合,并附加超声波处理,然后辅以人工授粉的方法将外源基因导入受

体中。

(三) 脂质体介导转化

该方法是Dellaporta等在1981年创造的。其原理是脂质体为人工拟造的类脂 (或胆

固醇)与磷脂构成的小体,能跨膜转运,可将核酸包裹起来,免于核酸酶的作用,而保持

核酸的完整性。但该方法缺点是在包装DNA时,必须用短时间的超声处理,会使相当多

的DNA断裂。同时,所用的材料必须使用具有全能性的原生质作为受体细胞,并且转化

效率较低,现在很少使用。主要用于动物的基因转化,在植物上此方法介导的基因转移在

烟草、青菜等植物上有报道。

(四) 病毒载体转化

病毒侵染植物后,其核酸分子可以进入植物细胞,进行自我复制和蛋白质合成。正是

由于这一特性,使人们在20世纪80年代初期开始研究将病毒作为植物基因转移载体的可

能性。双链DNA病毒、单元边DNA病毒和RNA病毒都可以把基因转移到完整的植物

体或组织中,并得到表达。这种方法的基因转化效率比较高。但是,它的安全性受到质

疑,目前主要用于动物的基因转移。
除以上基因转化方法以外,还有电泳、碳硅纤维、浸泡法、转座子介导和替代性转化

等方法。Kaepper(1992)利用碳硅纤维在质粒DNA存在下,涡旋转化了烟草和玉米的

悬浮细胞培养物。倪苏等 (2000)利用DNA溶液加入十二甲基亚砜浸泡水稻种子胚,获

得表现不一的后代。Southgate EM 等 (1998)利用电泳、碳硅纤维等方法对玉米进行

基因转化。替代性转化法是新西兰DISR和 Massey大学的研究人员设计的一种方法,不

是把外源基因导入并表达在植物的本身,而是导入并表达于生活在植物体内的内生植物真

菌里,一旦内寄生菌生活在植物里,则外源基因将会由于真菌菌丝体对发育种子胚珠的侵
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入而进行母性遗传。目前这种技术被认为是克服禾谷类作物遗传工程困难的一种方法。
以上所述的基因转化方法,可以几种方法联合使用,有时会获得更佳的转化效果。例

如Scorza等 (1995)以无核葡萄未成熟的合子胚中诱导产生的体细胞胚为试材,体细胞

胚先被基因枪轰击2次,然后与农杆菌共培养,最后经Southern杂交证明基因转入。

Chand等报道,当由胡萝卜悬浮培养细胞刚分离的原生质体与发根农杆菌混合,并不形成

转化细胞团,如果放2h以后,对此混合液进行脉冲处理,会明显提高转化效率。明小天

等 (2001)利用基因枪将根癌农杆菌细胞直接轰击到水稻的愈伤组织中,可以明显提高其

转化效率。因而,为了获得高效率的、稳定的转化植株,利用多种方法相互结合是进行基

因转化的一个较好的途径,是现在进行基因转化的趋势。

三、 转基因植物中外源基因的遗传规律

(一) 外源基因的整合

虽然目前已开发出许多有效的基因转移体系可将外源基因导入受体细胞,但导入的外

源基因能否整合以及整合的位置与状态均难以控制。所以,在目前植物基因工程的研究

中,只能在大量的转基因植物中进行选择,这在一定程度上限制了植物基因工程的广泛应

用。从已有的文献来看,外源基因的整合最主要的是异常重组,其次是位点专一重组和同

源重组,但后两者频率相当低。对外源基因的整合方式而言,最理想的无疑是同源重组。
因为这一方式可以将外源基因整合在特定的位置上,还可以修复有缺陷的基因,诱导特定

基因失活等。但目前由于技术所限,很难做到这一点。
外源基因以质粒为载体通过同源或非同源重组随机整合到受体染色体 DNA上。

因而质粒DNA上的受体染色体的存在方式将影响外源基因存在的完整性和拷贝数。
实验表明,位于不同质粒上的两个基因的共转化频率低于同一质粒上的两个基因。
前者共转化过程中的共整合频率为20%~30%,而后者为80%~100%。说明转化

过程中质粒DNA的完整性保证了非筛选基因和筛选基因在受体染色体上有较高的共整合

频率。

(二) 外源基因在后代中遗传的多样性

外源基因在后代中遗传的多样性通常用转基因植株与非转基因植株杂交或转基因植株

自交结合来分析外源基因在后代中的遗传。外源基因一般作为显性基因传递给后代,遵循

孟德尔遗传规律,自花授粉的后代表现3∶1分离规律,与非转化亲本杂交的后代表现

1∶1。可能在多拷贝转基因植株中,只有一个具有表达功能,或者所有表达的拷贝整合在

受体染色体基因组的一个位点。但也有表现出2个不连锁的显性基因,在自交的后代中表

现出15∶1的分离规律。另外,有一特殊现象表现出自交一代符合3∶1分离规律,而自

交二代不符合孟德尔遗传规律。一般说来,虽然目的基因DNA在整合过程中经受各种变

化,如甲基化、环化、片断分离和丢失等,但整合一旦发生,外源基因可稳定地通过有性

生殖遗传给子一代,除非在减数分裂过程中丢失。
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四、 转基因植物鉴定方法

(一) 外源基因的整合鉴定

1.Southern杂交 Southern杂交用于检测和分析外源基因的整合情况。它是用标记

的外源基因或片段作探针,与目标 DNA 进行杂交。具体方法有Southern斑点杂交、

Southern印迹杂交及Southern原位杂交三种。
(1)Southern斑点杂交 斑点杂交可以较快地粗略检测植物基因组内是否含有外源

基因。植物总DNA或基因组DNA不经限制性内切酶酶切,以手工或点膜器法将样品直

接点在固相膜上。点样前DNA样品需经变性处理,一般做法是采用NaOH碱变性,也可

以通过煮沸变性。样品在负压作用下流至固相膜上,轻微洗膜除去盐后进行固定。固定方

法可采用80℃烘烤或254nm紫外线照射,以后的操作与印迹杂交相同。斑点杂交的主要

缺点是假阳性率较高。
(2)Southern印迹杂交 印迹杂交用于检测经限制性内切酶切割的植物DNA片段中

是否存在与探针同源的序列,并可分析外源基因在植物染色体上的整合情况。如拷贝数、
插入方式以及外源基因在转化植株F1代中的稳定性等问题。具体操作包括植物DNA提

取、酶切、电泳、印迹转移、杂交 (包括探针的制备及变性、预杂交、洗膜)及杂交信号

检出等步骤。具体方法参见 《分子克隆实验指南》(第三版,科学出版社,2003年)。
(3)Southern原位杂交 Southern原位杂交是确定外源基因在染色体上的位置。它

以标记的外源基因为探针,在适宜的条件下,探针与固定在玻片上的细胞内变性染色体上

互补序列形成稳定的杂交体,尔后根据探针的标记性质进行检测,放射性同位素标记的探

针,通过放射自显影检测,酶标记探针通过显己反应检出,在显微镜下观察。原位杂交包

括取材及材料预处理、固定细胞、细胞的RNase酶解及染色体变性、杂交、检出等五个

程序。具体方法参见 《分子克隆实验指南》 (第三版,科学出版社,2003年)。原位杂交

技术存在两个问题:一是灵敏性不高,二是有时会出现非特异性杂交。

2.PCR Southern杂交 PCR Southern杂交是一种近年来开始使用的检测外源基

因整合的方法。该方法先对被检材料进行外源基因的PCR扩增,然后再用目的基因的同

源探针与扩增的特异性条带进行杂交。PCR Southern杂交解决了Southern杂交所需的

样品量较大 (5~15μgDNA)、样品纯度要求高等问题。因此,利用PCR Southern杂交

解决了在转化材料比较少时不能及时检测问题。

3.RFLP及RAPD分析

(1)RFLP分析 RFLP (限制性片段长度多态性)是用限制性内切酶消化DNA,通

过分析限制性酶切片段的多态性,来显示DNA结构的多态性,从而达到了解基因细微结

构及其变化的一种分析方法。RFLP除经常用于植物品种遗传分析及分类外,还可以研究

基因突变及基因转化。如今RFLP是一项利用放射性同位素或非放射性物质标记探针,
与转移在固相膜上的基因组DNA进行杂交,通过显示限制性内切片段的大小来检测不同

遗传位点等位变异的一项技术。通过对转化后得到的不同克隆系的RFLP分析,可获得
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不同克隆系在外源基因整合数及整合位点上的信息。
(2)RAPD分析 RAPD (随机扩增多态DNA)是利用PCR技术从扩增的DNA片

段上分析多态性。外源基因转化后转基因植株基因组DNA与非转化植株基因组DNA在

外源基因插入的部位有着明显不同。当引物适宜时,扩增的条带长短就会不同,所以,利

用RAPD分析可以快速对导入的外源基因进行鉴定。如果转化植株有外源基因插入,则

可能会引起植物基因组重排,这样在一定条件下,用RAPD技术可以检测出对照植株和

转化植株PCR产物带形的区别,还可以检测后代植株间基因组的稳定性及在后代间的分

离。RAPD技术可在对被检对象无任何分子生物学资料的情况下,对其基因组进行分析。
目前根据待扩增基因两端已知的DNA序列设计15~30个核苷酸的引物进行常规的

PCR,常用于大量转基因植株样品快速筛选鉴定 (初筛)。

(二) 外源基因的表达分析

1.报告基因的酶法检测

(1)GUS基因检测 GUS基因广泛用作转基因植物、细菌和真菌的报告基因,尤其

应用在研究外源基因瞬时表达的转化实验中。此外,GUS基因3'端与其他结构形成的融

合基因也能够正常表达,所产生的融合蛋白仍具有Gus活性,这对研究外源基因表达的

具体细胞部位及组织部位提供了方便条件。目前主要有4种不同的检测方法:①组织化学

染色定位法。以X Gluc为底物,通过显色反应可直接观察到组织器官中GUS基因的活

性。为避免叶绿素对实验结果的干扰,常用乙醇及FAA固定液进行脱色处理。②荧光法

测定Gus活性。以4 甲基伞形酮酰 β D葡萄糖醛酸苷 (4 MUG)为底物,Gus催化

其水解为4 甲基伞形酮 (4 MU)及β D葡萄糖醛酸。4 MU分子中的羟基解离后被

365nm的光激发,产生455nm的荧光,可用荧光分光光度计定量。③分光光度法测定

Gus活性以对硝基苯基 β D 葡萄糖醛酸苷为底物,Gus将其水解,生成对硝基苯酚,
在pH7.15时离子化的发色团吸收400~420nm的光,溶液呈黄色,可用荧光分光光度计

定量。④Gus活性的荧光法定性检出采用底物凝胶荧光检测法及SDS PAGE法。
(2)荧光素酶基因的检测 用作报告基因的荧光素酶基因主要来自细菌或萤火虫。检

出方法有活体内荧光素酶活性检出和体外荧光素酶活性的检测两种。荧光素酶基因的检测

方法简便、灵敏,并且通常无本底,因而该基因很适合在植物基因转化中用作报告基因。
此外,与其他报告基因相比,它不损害植物体或离体器官的情况下测定表达产物,做法为

向被检材料渗入荧光素,通过照相或图像电视系统,检测植物体内的可见光生成,并通过

光生成的部位了解基因表达部位、基因产物分布部位及底物在植物组织中的转移等。
(3)NPT Ⅱ基因的检测 NPT Ⅱ基因来源于细菌转座子Tn5上的aphA2,目前被

广泛使用。该基因编码氨基糖苷 3'磷酸转移酶 (NPT Ⅱ),该酶使氨基糖苷类抗生素

(新潮霉素、卡那霉素、庆大霉素、G418和巴龙霉素等)磷酸化而失活。其机理是NPT
Ⅱ使ATP分子上的γ 磷酸基转移到抗生素分子上,影响抗生素与核糖体亚基的结合,从

而使抗生素失活。检测原理是使用放射性标记的 [γ 32P]ATP,通过γ 磷酸基团转

移,生成带放射性的磷酸卡那霉素。具体检测方法有点渍法、层析法和凝胶原位检测

法3种。
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2.外源基因的转录检测

(1)Northern杂交 转基因植株中外源基因的转录水平可通过细胞总RNA或poly
(A)mRNA与探针的杂交来分析,称Northern杂交。它是研究转基因植株中外源基因表

达及调控的重要手段。Northern杂交分为斑点杂交及印迹杂交。斑点杂交只能鉴定外源

基因是否转录,而印迹杂交可对外源基因的转录情况进行较详细的分析,如RNA转录体

的大小及丰度等。Northern杂交程序分为植物细胞总RNA的提取、探针的制备、印迹及

杂交等步骤。
(2)RT PCR检测 RT PCR原理是以植物总RNA或mRNA为模板进行反转录,

再经PCR扩增,用以检测外源基因在植物细胞内的表达。如果从细胞总RNA提取物中

得到特异的cDNA扩增条带,则表明外源基因实现了转录。此方法简单、快速。但对外

源基因转录的证实还需Northern杂交实验结果来验证。

3.外源基因表达蛋白的检测

(1)ELISA检测 ELISA (酶联免疫吸附法,enzyme linkedimmunosorbentas-
say)是一种利用免疫学原理检测抗原、抗体的技术。以固—液抗原—抗体反应体系和酶

标记技术,使抗原与抗体的结合通过酶反应来检测。由于酶反应的放大作用,使测定的灵

敏度极高,可检出1pg的目的产物。同时,酶反应有很强的特异性,因此,ELISA是基

因表达研究中不可缺少的技术与方法。其除了检测可溶性抗原 (抗体)之外,还可以检测

含表面抗原的细胞。检测程序包括抗体制备、抗体或抗原的包被、免疫反应及检出三个

阶段。
(2)Western杂交 Western杂交 (Westernblot)是将蛋白质电泳、印迹、免疫测

定融为一体的特异蛋白质检测方法,具有很高的灵敏性。用于检测植物细胞内目的蛋白表

达与否、浓度大小及大致的分子量。包括植物蛋白的提取、SDS 聚丙烯酰胺凝胶电泳、
蛋白质印迹、抗体探针的制备、杂交与检出等步骤。

(3)表达蛋白的含量测定 蛋白质含量可根据它们的物理性质,如折射率、相对密

度、紫外吸收进行测定。也可用化学方法,如定氮、双缩脲反应、folin 酚试剂反应、

Lowry法、Bradford法等测定。还可用通过与染料结合生产有色物质进行测定。

五、 植物生物反应器的产物活性分析技术

(一) MTT比色实验

Mosmann于1983年首创,MTT比色法是一种检测细胞存活和增殖的方法,也是一

种有效的检测表达蛋白的生物学活性技术。MTT商品名为噻唑蓝。活细胞线粒体中的琥

珀酸脱氢酶能使外源性 MTT还原为难溶的蓝紫色的结晶物 (甲肷,formazan,其产量与

活细胞数成正相关),并沉积在细胞中,而死细胞则无此功能。DMSO、无水乙醇或酸化

异丙醇等能溶解细胞中的蓝紫色的结晶物,用酶联免疫检测仪在490~560nm波长处测定

其吸光值,可以间接反映活细胞数量。该方法灵敏度高、操作简便、经济、快速、自动

化,无放射性污染。缺点是影响因素多,重复性较差。MTT有毒性致突变性,操作时应
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注意防护。

(二) 细胞体外实验

如细胞生长/抑制实验、细胞体外杀伤实验。

(三) 动物试验及人体自愿者实验

实例一:Mason等研究了NVCP在转基因烟草和马铃薯中的表达及其口服免疫原性,
发现在转基因植物中表达的NVCP与重组杆状病毒表达的NVCP具有相似的物理学特性。
在转基因烟草的叶浸提物中 NVCP也可组装成病毒样颗粒,电镜下观察为空心的球形,
大小和形态与杆状病毒在昆虫细胞中所表达的无区别,直径为38nm,在蔗糖梯度离心及

SDS/PAGE中其物理特征与杆状病毒在昆虫细胞中表达的重组蛋白也相似。rNVCP在叶

中的表达量最高可达可溶性蛋白的0.23%,在马铃薯块茎中可达0.37%。用从叶中浸提

的rNVCP灌服小鼠 (在1、2、11、28d灌服,剂量10~80μg)进行口服免疫试验。或

用马铃薯块茎直接饲喂小鼠 (在相同时间每次饲喂4g去皮马铃薯,含40~80ngNVCP
蛋白),均可产生特异性血清IgG和IgA抗体。需要说明的是,免疫后40d检测抗体时,
灌服鼠血清怕IgG抗体产生率较高近90%,而黏膜IgA的产生率较低,约60%;直接饲

喂的小鼠,血清IgG抗体产生率只有40%,黏膜怕IgA抗体产生率才10%。这种低反应

性原因不明,可能与免疫原特性有关。
实例二:对LT B和CT B转基因植物的研究相对较多,效果也较好。Haq等报

告,用LT B基因转化的烟草和马铃薯,其外源基因均能获得表达,并有较好的免疫原

性。在他们的试验中,最大表达量,烟草为每克可溶性蛋白5μg,马铃薯块茎为每克可溶

性蛋白30μg。用烟草叶浸提物口服免疫的小鼠 (在0、4、21、25d灌服,每次约含

12.5μg重组LT B蛋白),在免疫后30~32d时采集血清和粪便,检测血清IgG和黏膜

IgA,结果其IgG和IgA抗体价与用同剂量细苗性LT B灌服的免疫小鼠完全一致。在

同样时间直接饲喂转基因马铃薯,每次5g (含15~20μgLT B),也都产生血清IgG和

黏膜IgA,但与每次灌服20μg细菌性LT B小鼠相比,抗体清度较低。这一现象的产生

是由于生饲马铃薯中有限制或干扰重组蛋白与肠黏膜淋巴组织反应的因素存在。但据

Mason等报告,每周饲喂小鼠1次,每次5g马铃薯 (含20或50μgLT B),第三次饲喂

后1周,血清IgG和黏膜IgA抗体水平高于灌服5μg细菌性,LT B的小鼠,而且口服

25μgLT B进行攻击试验时,饲喂试验组虽没有l只小鼠被完全保护,但免疫保护效果

也优于灌服5μg细菌性LT B的对照组。

Arakawa等对CT B转基因马铃薯重组蛋白的免疫原性进行了研究。他们用马铃薯

块茎饲喂小鼠,每周1次,4次后,在不同时间分别测血清和粪便中IgM、IgG和IgA
3种抗体,发现粪中IgG和IgA在第4次饲喂后4d (总计约28d)时最高,在以后40d
内逐渐降低;血清IgG和IgA在35~70d时略有上升,而IgM 则略有下降。他们还发

现,在粪IgG和IgA下降后,再饲马铃薯加强免疫时,这2种抗体均可升高。饲喂免疫

小鼠血清抗体具有中和CT对Vero细胞的致病变作用。饲喂1g马铃薯的小鼠血清中和

价为1∶2,饲喂3g马铃薯的小鼠血清为1∶8。用CT攻击免疫小鼠,回肠内仅泻液显著
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减少,若以回肠内腹泻液的体积和回肠长度比为标准计算保护率,饲喂1g马铃薯组小鼠

保护率为42%,饲喂3g马铃薯组为62%;而灌服30μg细菌性CTB对照组小鼠则为

55%,表明这种饲用转基因马铃薯具有良好免疫原性。作者已申请并获准在自愿者人体进

行免疫试验。
实例三:Tackef等在志愿者人体进行了生食LT B转基因马铃薯免疫试验。参试14

人,分低、高剂量组,分别于0、7、21d食用3次,每次低剂量组食用50g转基因马铃

薯,高剂量组为100g (每克马铃薯含3.7~15.7μgLT B),结果表明,食用7d后,在

血循环和粪便中即可部分检出IgG和IgA特异性抗体,并证明有中和活性。血清IgG持

续时间较长,食后59d时,有的个体仍在上升,血清IgA在食后28d达高峰;而粪便

IgA在7~14d达高峰。黏膜抗体检出率也比血清抗体低,粪便IgA检出率为50%,血清

IgG为91%,IgA为55%。由此可见,对食用转基因LT B疫苗的反应,个体间存在显

著差异。此外,还初步发现增加食用马铃薯剂量2~3倍,并未相应地增强免疫反应的

作用。
实例四:Gomez等用TGEV S蛋白 N端cDNA或全长cDNA获得了转基因芥菜。

在叶浸提物中,表达的外源蛋白占叶可溶性总蛋白的0.03%~0.06%。2种cDNA表达

水平没有明显区别。用叶浸提物经肌肉注射免疫小鼠,在0、15、30d各1次,每次含总

蛋白为40mg。第一次加福氏完全佐剂,以后用不完全佐剂。结果表明,免疫鼠可产生特

异性血清抗体,并在蚀斑减少试验中表现了中和活性。据此可认为,转基因植物表达的这

种S蛋白有可能成为疫苗生产新来源。但遗憾的是未进行口服试验。
实例五:Carrillo等用口蹄疫病毒VPl基因也获得了转基因芥菜。用含有rVP1的叶

浸提物免疫小鼠,可诱导产生特异性抗体。这种抗体不仅能与VPl发生反应,而且也能

与完整的口蹄疫病毒颗粒反应。特别令人鼓舞的是,所有免疫小鼠都抵抗了口蹄疫病毒强

毒的攻击。

第三节 转基因植物生物反应器的产品利用技术

利用基因工程技术,将某些生物的有益健康的基因转移到植物、农作物中去,改造植

物、农作物的遗传物质,使遗传物质得到改造的生物在性状、营养和消费品质等方面向人

类需要的目标转变。转基因植物生物反应器使植物、农作物生产健康食品、功能食品、营

养食品,在农业生产、动物饲养和医药研究等诸多领域有着广泛的应用前景。

一、 转基因植物的直接利用

利用转基因植物,生产抗艾滋病、狂犬病、糖尿病和结核病等疾病的疫苗和药物,若

基因受体为水果等作物则可直接通过口服,这是转基因植物的直接利用的典型范例。直接

口服的前提条件是通过黏膜产生免疫效果的疫苗,如腹泻疫苗等,或不易被胃蛋白酶降解

的小分子多肽及具有独特结构的多肽,如三叶因子等。德国科学家通过培育转基因植物的

方式,在研制治疗癌症等疾病的药物方面取得一定进展。科学家认为,转基因植物转基因
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植物有希望在未来成为获得多种疫苗及特种药物的新途径。来自弗莱堡大学医院的专家胡

伯特·布鲁门称,他们在培育转基因植物方面已取得一定成果,已从培育的转基因植物中

获得了一些可在癌症检测中起作用的复杂抗体。此外,诸如干扰素等一些治疗癌症的特殊

药物也可通过转基因植物获得。科学家解释说,这种方法的原理是将外来基因移植到某些

植物中,进而诱使植物自身产生一些蛋白质以对抗不同的疾病。据悉,目前不少科学家正

在尝试培育转基因马铃薯、番茄等常见蔬菜,使这些植物含针对诸如狂犬病、流感或者肝

炎等疾病的免疫物质,从而使人们通过普通食用方式,吸收这些免疫物质进而达到免疫目

的。与现有的疫苗注射方式相比,这种方法在经济上具有很大优势,特别适合贫困国家针

对大面积人群使用。布鲁门同时表示,“根据现有科研水平,预计在5~6年后即可通过转

基因植物开发出新型疫苗与药物。”通过植物转基因技术获得富有营养的高淀粉含量的马

铃薯、含较低饱和脂肪酸的植物油等水果和蔬菜,也可通过直接口服。比如说,普通稻谷

里不含有人体所需的维生素A,通过转基因工程,可以让水稻里含有丰富的维生素A。人

们吃了这种水稻就不得夜盲症,或由于缺乏维生素A引起的各种疾病。

二、 表达产物的分离纯化

转基因植物直接表达的产物———蛋白质,若考虑作为针剂或诊断试剂使用,则必须从

转基因植物体中分离纯化这种多肽产物,如单克隆抗体、血清白蛋白等;另一些产物是转

基因植物间接表达产物,也需经过分离纯化技术才能使用,如利用转基因植物生产价廉的

完全生物降解的植物塑料 (PHAs),则必须从转基因植物中提取PHAs。

三、 表达产物二次加工

有些转基因植物直接或间接表达产物,通过分离纯化后,在体外经过一些酶处理,进

行一些必要的化学修饰或单体聚合才能达到使用目的。
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第三章 转基因植物疫苗

第一节 概  述

预防接种 (vaccination)不但保护了个体免受传染病的侵袭,而且在群体中也限制了

病原微生物的传播。通过预防接种来预防、控制、消灭传染病是20世纪最伟大的成就之

一。人类使用疫苗进行免疫预防的历史可追溯到我国宋代采用 “种花”的以毒攻毒的办法

来预防天花。以后这种技术传到欧洲,1796年英国医生琴纳受种人痘的启示,发现了种

牛痘预防天花较人痘更安全可靠,这就是现代免疫医学的起源。此后200余年来,世界各

国的医药研究人员先后开发出数百种疫苗。疫苗的发展已经从传统的减毒活疫苗、灭活全

菌 (病毒)疫苗、纯化蛋白或多糖疫苗发展到基因工程疫苗阶段。疫苗学也从实验室学科

发展成了今天的集免疫学、微生物学、生物化学、分子生物学、生物工程学、流行病学、
临床医学和卫生经济学等于一体,采用尖端技术及其最新研究成果的综合性学科。改进现

有疫苗、研制新型疫苗和开发联合疫苗是当今世界疫苗领域的主攻方向。
目前,虽然已使用许多重组疫苗,但最大的问题是其成本太高而产量又不足,因此需

要以新的生产系统来满足日益增加的需求。进入20世纪90年代,一种前所未闻的新型疫

苗引起了人们极大的兴趣,它就是植物疫苗。其特点是表面上看来它们不过是普通的蔬菜

(水果或其他农作物),实际上却是生物工程新产品。所谓植物疫苗 (plant basedvac-
cine),是把植物基因工程技术与机体免疫机理相结合,将抗原基因整合于植物体上或重

组于病毒载体后转染于植物体上,利用植物体自身的生命活动,使该抗原基因得以复制表

达,生产出能使机体获得特异抗病能力的疫苗。1992年,美国科学家Arntzen和 Mason
率先提出了用转基因植物生产疫苗的新思路。此后,植物疫苗开发研究因其独特的优越性

发展迅猛,国外已有100多种外源蛋白或多肽在植物中成功表达,先后开发出了十几种人

或动物用植物疫苗。植物疫苗的问世堪称为医药技术的一大飞跃,它是食品与药物 (疫
苗)的完美结合。今后10年里人们将会看到一系列植物疫苗陆续登场,它们将成为21世

纪世界医药市场上研究和销售的热点。

一、 植物疫苗的优点

除植物系统外,能够生产重组疫苗的系统包括动物病毒 (痘苗病毒、鸡痘腺病毒、逆

转录病毒等)、细菌 (大肠杆菌和枯草芽孢杆菌)、酵母 (酿酒酵母)、昆虫细胞和哺乳动

物细胞。然而,它们都存在弊端,限制了其商业化应用。如细菌细胞不能完成许多病毒蛋

白质的转录后修饰作用,不利蛋白质的重新折叠,导致其免疫性通常较弱;酵母菌对有些

蛋白质的过分糖基化可能影响针对特定蛋白质的免疫反应,妨碍了酵母菌在一些疫苗生产

中的应用;多数动物培养系统表达水平低,需要昂贵的生长培养基,并且培养基需特殊处
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理,以消除致病的有害微生物,因此,疫苗成本很高。而转基因植物疫苗则具有这些系统

无法比拟的优越性:

1.生产简便,成本低廉,经济易推广 与植物生物反应器相比,原核生物反应器与

动物生物反应器生产时需要昂贵的技术设备、大量的人力、物力。植物是最经济的蛋白质

表达系统,种植系统简单易行,植物所需要的仅是阳光和来自土壤或肥料的矿物质营养及

水分。植物细胞具有全能性,培养条件简单,便于进行遗传操作。转基因植物疫苗体系一

旦建立,就可以在较短的时间内大量繁殖出具有相同遗传背景的无性繁殖系,只需增加耕

种面积,像普通植物一样进行种植、收获、运输和加工,就能迅速形成产业化规模。植物

基因工程生产的疫苗可以直接储存于种子或果实中,无需冷冻设备进行储藏,易进行长距

离运输和普及推广。特别适合在发展中国家使用。

2.口服方式的优点 转基因植物疫苗可以直接口服接种,这既节省了提取、纯化和

保存的成本,也省去了注射等医疗措施,易推广使用,特别适合儿童接种和家畜接种。

3.免疫原性和生物活性好 植物比动物细胞培养条件简单,可克服微生物系统不能对

真核生物蛋白进行准确的翻译和后加工,使三维空间结构更趋于自然状态。已有大量动物和

临床试验证明,植物表达的疫苗产物具有与动物病毒抗原相似的免疫原性和生物活性。

4.安全性高 植物是人类食物来源之一,除个别人群对某些特定的植物过敏外,其

安全性高。常规疫苗和其他新疫苗在制备过程中,容易被外源性病原体污染,常规疫苗和

其他新技术疫苗在大规模细胞培养或繁殖过程中,容易产生病原性细菌,特别是细胞培养

过程中,霉形体的污染极其普遍,而转基因植物疫苗只表达亚单位疫苗,不含致病微生物

或潜在致病微生物,免除了使用活病原带来的风险和注射疫苗的灭菌问题,对人、畜安

全,不会引起负反应。而且转基因植物作为疫苗生产系统不会成为伦理关注的焦点。

二、 植物疫苗的可行性

1.表达产物具有后加工能力,能进行有效的翻译后加工 植物细胞和动物细胞一

样,均有一套完善的真核表达系统,具有与动物细胞相似的翻译后加工过程,适合动

物病毒抗原的表达。表达产物具有与高等动物细胞表达的产物相似的免疫原性及生物

活性。植物表达系统生产的蛋白质疫苗可进行正确加工,包括糖基化、磷酸化、酰胺

化、亚基正确装配等转译后加工等特点,可保持自然状态下的免疫原性。目前医药生

产常用的微生物发酵系统不能对真核蛋白质疫苗进行正确的翻译后加工,有时还导致

其免疫原性变弱。

2.转基因植物口服疫苗能诱导黏膜免疫 黏膜免疫是病毒性腹泻的免疫保护机制,
在启动黏膜免疫方面尚属难题。转基因植物细胞可以启动黏膜免疫,其机制可能是植物细

胞壁给抗原提供了一种生物微囊,使其能经过胃的酸性环境,安全到达小肠,可以保护抗

原不被消化酶降解,并有缓释作用,从而引起黏膜免疫应答。另外,一种口服植物疫苗能

刺激黏膜免疫系统的解释是,诱导机体产生黏膜分泌IgA。人体黏膜是人体阻挡某些病原

体与人体接触的第一道屏障;黏膜免疫的产生对某些传染病,尤其是通过黏膜传播的传染

病的预防非常有效。因此,开发转基因植物疫苗具有巨大的应用潜力和前景。
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三、 植物疫苗表达系统

1.稳定的转基因植物整合表达系统 外源基因稳定地整合在基因组上,如根癌农杆

菌介导外源DNA或直接导入。其优越性在于通过无性繁殖或有性繁殖可获得大量转基因

植物的后代,并且能够产生多基因复合疫苗产品。使用稳定的基因组整合技术转化植物细

胞,现以获得转基因马铃薯、烟草和番茄等。

2.病毒载体瞬时表达系统 目前主要有两种类型的表达系统被用在植物中生产外源蛋

白:一种为抗原展示系统,其将外源基因选择性地插入病毒CP基因中融合表达,使小分子

外源肽呈现在病毒粒子表面,通过提纯重组病毒即可获得大量的抗原;另一种类型为多肽表

达系统,主要在植物中表达不融合的重组蛋白。植物病毒表达载体系统具有许多优点:首先

是病毒增殖水平较高,可使伴随的外源基因高水平表达;其次,病毒增殖速度快,外源基因

在很短时间 (通常在接种后1~2周内)可达最大量的积累;第三,病毒基因组小,易进

行遗传操作,大多数植物病毒可以通过机械接种感染植物,适于大规模商业操作;第四,
宿主范围广,一些病毒载体能侵染农杆菌不能或很难转化的单子叶、豆科和多年生木本植

物,扩大了基因工程的宿主范围;第五,病毒颗粒易纯化,可显著降低下游生产成本。

3.植物叶绿体表达系统 依赖于带有编码选定抗原的基因的植物叶绿体转化。一旦

在植物组织内产生了目标蛋白质,外源基因可以在叶绿体中得到稳定表达。叶绿体作为外

源基因转化的受体具有诸多优越性:便于外源基因定位整合;基因为多拷贝,表达量高;
导入的外源基因性状稳定性高、安全性好;能直接表达原核基因。

四、 植物疫苗接种使用途径

第一,可将植物来源的蛋白质纯化,然后以比较好的方式 (包括注射)给予接种。在

不可食植物组织中表达的蛋白质,通常在使用之前需要提取和纯化。
第二,将含候选疫苗的植物原料加工成一种适于口服的可食用形式。一些植物组织特

别是种子通过生物被囊化将表达的抗原保护,从而不需要使用额外的包封技术来保护疫苗

在通过胃肠道时对抗胃的酸性环境和蛋白酶的作用。用这种方法加工的植物原料其表达抗

原的浓度通常是均匀的,这对均匀给药有重要意义。
第三,直接以转基因植物原料使用。为保证剂量恒定同样需要含量均匀,因此,至少

要将植物原料彻底粉碎和混合均匀。这种方式不仅适用于人,特别是儿童接种,而且适合

能容易消耗植物组织的动物。

第二节 植物口服疫苗黏膜免疫机理

人体的呼吸道、消化道和泌尿生殖系统都覆盖着黏膜,许多使人致病、致死的病原体

大都可经黏膜侵入人体 (图3 1)。因此,通过口服,由黏膜途径接种疫苗,具有深远的

意义。与注射疫苗相比,口服疫苗不仅能诱导黏膜免疫反应,也能诱导系统免疫反应,且
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避免了由注射器可能带来的疾病传染。
植物抗原细胞壁正好是抗原的临时保护伞,使它们在胃分泌物中相对安全。当细胞壁

在肠中开始溶化时,抗原逐渐释放出来激活哺乳动物的免疫系统。消化疫苗时,植物抗原

由黏膜免疫系统如胃肠道及呼吸道的 M 细胞 (microfoldcells)将抗原传递给巨噬细胞,
巨噬细胞和其他抗原呈递细胞再将抗原展示给辅助性T细胞。当辅助性T细胞识别外源

的蛋白质片段后,就会激活B细胞制造和释放能够中和抗原的抗体。当疾病因子出现时,
记忆辅助性T细胞一方面刺激胞毒T细胞攻击受感染细胞,一方面迅速刺激记忆B细胞

分泌中和抗体,消灭入侵的病原体,并对敌人发动更广泛的攻击。由于注射疫苗通常难以

触发黏膜免疫应答,因此植物疫苗可同时激活黏膜和全身应答的双重效应将会帮助哺乳动

物增强对许多危险微生物的防御 (图3 2和图3 3)。

图3 1 人体的黏膜免疫系统 图3 2 疫苗抗原的免疫途径

图3 3 疫苗的防御机制
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随着基因工程的飞速发展和植物转化技术的完善,利用植物生物反应器可生产方便、
廉价、有效、不需纯化就可直接口服的疫苗,即通过抗原蛋白基因在植物可食部位的表

达,直接食用后激发人体黏膜免疫系统产生抗体,预防疾病。这种新型口服疫苗改变了传

统的疫苗生产方式和接种手段,大大降低了疫苗的生产成本,给免疫预防领域带来了一场

根本性的变革。

一、 黏膜免疫系统的组成

根据功能和分布,人体的黏膜免疫系统 (mucosalimmunesystem,MIS)可分为两

个部分:一是黏膜相关淋巴组织 (mucosa associatedlymphoidtissue,MALT),主要包

括扁桃体、盲肠、派氏淋巴集结等胃肠道的集合淋巴小结和分布在黏膜系统各处的淋巴滤

泡。抗原由此进入黏膜免疫系统,被抗原提呈细胞捕获、处理和提呈给T、B细胞,是黏

膜免疫应答的诱导和活化部位。二是弥散淋巴组织 (diffuselymphoidtissue),广泛分布

于黏膜固有层中,是黏膜免疫效应部位,浆细胞和致敏淋巴细胞通过归巢机制迁移至弥散

淋巴组织,抗体和致敏淋巴细胞在此发挥生物功能。

二、 黏膜免疫的应答机理

人体黏膜除了有天然免疫的屏障作用外,还具有获得性免疫的功能。黏膜的获得性免

疫反应可分为免疫反应的起始和效应产生的两个阶段。在免疫反应的起始阶段黏膜相关淋

巴组织与外界抗原接触后将抗原摄取,淋巴组织的辅助细胞提呈抗原,将组织中的B淋

巴细胞和T淋巴细胞致敏。致敏的B淋巴细胞、T淋巴细胞通过不同的淋巴管离开淋巴

组织,并通过胸导管进入血液循环,进而到达全身各处的黏膜组织,产生第二阶段的免疫

效应。此时B淋巴细胞定居下来,并克隆性的增殖,在再度接触抗原和辅助性T淋巴细

胞分泌的细胞因子的作用下,发生了向IgA浆细胞分化的过程,进而产生大量的特异性

IgA抗体。黏膜免疫系统的免疫反应既有体液免疫,又有细胞免疫,起主要作用的是体液

免疫。其抗体主要是分泌型IgA,占黏膜组织所产生抗体的80%以上。以IgA为主的抗

体能封闭细菌和病毒对黏膜上皮细胞的黏附,从而阻止病原微生物的侵入。抗体还能中和

细菌产生的毒素和灭活已经侵入上皮细胞的病毒。
(1)黏膜免疫应答的诱导 1677年,Peyer在哺乳动物肠道黏膜上发现了小肠黏膜下

的淋巴集结,并称之为派氏淋巴集结 (Peyer’spatches,PP结)。PP结多位于系膜小肠

对向面的边缘,在回肠末端最为明显。研究表明,PP结具有明显的淋巴上皮及上皮下的

大量淋巴组织。淋巴组织中有大量的淋巴滤泡,覆盖滤泡的上皮细胞被称为 M 细胞。普

通的淋巴结有输入和输出淋巴管,而PP结则没有输入淋巴管,因此是通过其上皮细胞摄

取抗原的。派氏淋巴集结是黏膜免疫系统最重要的淋巴器官,也是最典型的集合黏膜淋巴

组织 (图3 4)。
启动黏膜免疫发生的场所主要是一种特化扁平上皮细胞———M 细胞 (即膜性细

胞),位于黏膜淋巴结的滤泡上皮中 (图3 5)。M 细胞的主要功能是摄取并转运抗原,
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尤其是颗粒抗原。M细胞与普通黏膜上皮细胞不同,在它的表面没有致密的微绒毛,这

有利 M细胞摄取大分子抗原,甚至细菌和病毒,穿越黏膜的屏障,将抗原传送到下面的

淋巴组织中去,诱导产生特异的黏膜免疫反应。另外,M 细胞的基底部深深凹陷成一个

袋,袋中含有B、T淋巴细胞及巨噬细胞,这不仅缩短了含有抗原的吞饮小泡跨越 M 上

皮的距离,而且有利抗原快速有效地进入上皮下淋巴组织,激活B、T淋巴细胞诱导免疫

应答,分泌IgA。IgA形成双体或多体选择性与上皮细胞多聚受体结合,诱导强烈的黏膜

免疫应答。

图3 4 肠腔中的M细胞

图3 5 肠黏膜上的M细胞

由于 M 细胞不表达Ⅱ类组织相容性抗原分子 (MHCⅡ),因此 M 细胞可能不参

与对抗原的加工、处理和呈递。而 T淋巴细胞只有在同时识别抗原呈递细胞加工处

理过的抗原和组织相容性分子后,才能被激活。和 T细胞激活有关的 APC细胞主要
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有巨噬细胞、B淋巴细胞、树突细胞。它们与黏膜上皮紧密相连,在黏膜顶区形成细

胞网络,可对由 M 细胞传送来的抗原进行进一步的加工、处理。经加工处理后的蛋白

质抗原降解成10~14个氨基酸长度的多肽,再和 MHC的Ⅱ分子结合以后呈递给辅助性T
淋巴细胞,淋巴滤泡被激活,产生高亲和力记忆B细胞,从而引发局部和全身的免疫

应答。
(2)黏膜免疫应答的效应 黏膜免疫效应部位主要包括上皮内淋巴细胞 (inter

epitheliallymphocyte,IEL)和 固 有 层 淋 巴 细 胞 (laminaproprilymphocyte,LPL)。

IEL是体内最大的淋巴细胞群,由于它们位置上离肠腔很近,这就使得IEL成为黏膜

免疫系统中首先与外源抗原接触的成分。IEL中63%~80%为CD8+T细胞,少数为

CD4+T细胞。研究表明,IEL有与细胞毒 T细胞及 NK相似的胞内颗粒,并能分泌

TNF α、γ IFN等淋巴因子,所以IEL具有细胞杀伤和防御肠道病原体入侵的作

用。LPL位于黏膜固有层,含丰富的T、B淋巴细胞,是IgA抗体产生的主要场所。浆

细胞所分泌的大量IgA可通过分泌片的介导进入黏膜表面,中和抗原物质,清除外来抗

原 (图3 6)。

图3 6 黏膜免疫应答过程

(3)公共黏膜免疫系统 1964年JamesGowans发现在黏膜致敏活化的淋巴细胞经导

管、血液后又落户于黏膜效应部位发挥作用,而外周组织中活化的淋巴细胞就不会进入黏

膜。黏膜细胞的这种归巢性优点是在黏膜某一处致敏的淋巴细胞可以传播到黏膜组织的各

个部位,称之为公共黏膜免疫系统 (commonmucosalsystem)。这种细胞迁移及免疫共享

机制将全身的免疫状态达成一致,介导在多个效应部位发挥针对同一抗原的免疫反应,而

与起始的诱导部位无关,这是黏膜疫苗作用发挥的基础。例如鼻咽部暴露于某抗原可以同

时在直肠、呼吸道、阴道产生SIgA和IgG。因此,预防消化道、呼吸道和生殖泌尿道传

染病能通过口服途径接种疫苗来产生有效的黏膜免疫反应。
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第三节 与人类相关的植物疫苗

一、 人类病毒植物疫苗

(一) 肝炎病毒植物疫苗

肝炎病毒 (hepatitisvirus)是引起病毒性肝炎的病原体,目前公认的人类肝炎病毒

至少有5种型别,包括甲型肝炎病毒、乙型肝炎病毒、丙型肝炎病毒、丁型肝炎病毒及戊

型肝炎病毒。其中甲型肝炎病毒与戊型肝炎病毒由消化道传播,引起急性肝炎,不转为慢

性肝炎或慢性携带者。乙型与丙型肝炎病毒均由输血、血制品或注射器污染而传播,除引

起急性肝炎外,可致慢性肝炎,并与肝硬化及肝癌相关。

1.甲型肝炎病毒植物疫苗 甲型病毒性肝炎是由甲型肝炎病毒 (hepatitisAvirus,

HAV)引起的一种急性传染病 (图3 7)。临床上表现为急性起病,有畏寒、发热、食欲

减退、恶 心、疲 乏、肝 肿 大 及 肝 功 能 异 常。甲 型 肝 炎 病 毒 属 小 RNA 病 毒 科

(Picornavirus),呈球形,二十面体立体对称,无包膜。HAV的核酸为单一的正链RNA,
长约7500个核苷酸,基因结构由5'末端非编码区、编码区和3'末端非编码区组成。编码

区所编码的结构蛋白是一个大分子蛋白质,经断裂后成为不同的多肽 (VP1、VP2、VP3
及VP4)。这些多肽构成壳粒,组成衣壳蛋白包围并保护核酸。编码区还编码病毒复制所

需的RNA多聚酶、蛋白酶等。病毒的衣壳蛋白有抗原性 (HAVAg),可诱导产生抗体。

2004年,我国西南师范大学的科研人员首次成功的在转基因甜橙中表达了甲型肝炎病毒

外壳蛋白,为获得易储存、方便廉价的甲型肝炎病毒可食疫苗带来了希望。

2.乙型肝炎病毒植物疫苗 乙型肝炎病毒 (hepatitisBvirus,HBV) (图3 8)在

世界范围内传播,估计全世界有乙型肝炎患者及无症状 HBV携带者达2亿人之多,其中

有1亿在我国。HBV基因组较小,仅含约3200个核苷酸。负链DNA含有4个开放读框

(ORF),分别称为S、C、P和X区。S区中有S基因、前S1和前S2基因,分别编码

HBV的外衣壳蛋白 (HBsAg,PreS1与PreS2抗原),是 HBV结合肝细胞膜上特异性受

体的主要蛋白成分。C区中有C基因及前C基因,分别编码 HBcAg及 HBeAg。表面抗

原 (HBsAg)由糖基化的gp27和非糖基化的gp24亚单位,通过二硫键连接形成的二聚

体蛋白,代表HBsAg的结构单位。因HBsAg大量存在感染者血中,是HBV感染的主要

标志。HBsAg具有抗原性,可引起机体产生特异保护性的抗 HBs,也是制备疫苗的最

主要成分。PreS1及PreS2抗原具有吸附于肝细胞受体的表位,其抗原性比HBsAg更强,
抗 PreS2及PreS1能通过阻断HBV与肝细胞结合而起抗病毒作用。核心抗原 (HBcAg)
存在Dane颗粒核心结构的表面,为内衣壳成分,其外被 HBsAg所覆盖,故不易在血循

环中检出。HBcAg的抗原性强,能刺激机体产生抗 HBc。
乙型肝炎病毒植物疫苗是目前植物疫苗研究较多的、较为成功的一个实例。自1992

年 Mason首次在转基因烟草里表达HBsAg以来,科学家们已经采取了不同生物技术方法

在不同植物里表达乙型肝炎病毒的不同抗原,并取得了良好的成果。已有动物实验证明,
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乙型肝炎病毒植物疫苗表达的 HBsAg与人和酵母来源的 HBsAg都相似,表明在植物体

系中成功地保留了蛋白质折叠的特性,其免疫反应与商品化的 HBsAg疫苗相似。令人振

奋的是,表达了HBsAg的转基因马铃薯、羽扇豆和莴苣通过人体免疫实验也获得了成

功,为乙型肝炎病毒植物疫苗的商业化开发提供了一个强有力的临床实验证据。最近,科

研人员又将乙型肝炎病毒植物疫苗的研究投入到核心抗原 (HBcAg),以期望获得更好的

结果。其中,美国研究人员利用一种新的病毒表达系统 (iconviralexpressionsystem)转

染烟草,大大提高了HBcAg表达量,通过口服免疫小鼠产生了免疫反应,并且检测到特

异抗体IgG、IgA,为乙型肝炎病毒植物疫苗又开辟了新的途径 (表3 1)。

图3 7 甲型肝炎病毒颗粒示意图 图3 8 乙型肝炎病毒颗粒示意图

表3 1 乙型肝炎病毒植物疫苗研究实例

抗原 表达系统 表达量 免疫效果 参考文献

 HBsAg  转基因烟草 0.0066% TSP  注射小鼠能产生免疫反应 Mason等,1992

 烟草 6.5  未报道 Smith等,2002

 大豆悬浮细胞 45μg/gFW

 转基因马铃薯 16μg/gFW  小鼠口服产生免疫反应 Richter等,200

 转基因马铃薯 0.035% TSP  未报道 Shulga等,2004

 转基因马铃薯 8.5μg/gFW  人口服产生免疫反应 Thanavala等,2005

 转基因墨西哥酸浆 0.3μg/gFW  小鼠口服产生免疫 Gao等,2003

 转基因香蕉 0.038μg/gFW  未报道 Kumar等,2005

 转基因番茄 0.3μg/gDW  小鼠口服后发生免疫反应,

能检测到特异的黏膜抗体

Shchelkunov等,2005

 转 基 因 羽 扇 豆,

莴苣

11~150ng/gFW

1~5.5ng/gFW

 小鼠和人口服产生

免疫反应

Kapusta等,1999

 转基因马铃薯 8.35μg/gFW  小鼠口服产生免疫 Kong等,2001

 黄瓜绿斑驳花叶病

毒 (cucumber green

mottle mosaicvirus)

抗原 展 示 系 统 转 染

香瓜

 未报道  体外免疫淋巴细胞产生特

异抗体

Ooi等,2005

 pre S2

+S

 转基因烟草 0.542% TSP  腹膜内注射老鼠能在其体

内产生免疫

Huang等,2005
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(续)

抗原 表达系统 表达量 免疫效果 参考文献

 S,PreS  转基因马铃薯 0.08%,

0.012% TSP

 小鼠口服产生免疫反应 Joung等,2004

 乙 肝 病

毒 表 面 抗

原 和 人 类

免 疫 缺 陷

病毒ENV,

GAG 双 价

表位

 转基因番茄 1~7.5μg/g  小鼠口服产生免疫反应 Shchelkunov等,2006

 表面抗原

与大豆营养

贮藏蛋白质

融合

 转基因烟草 0.023% TSP  注射小鼠能产生免疫反应,

融合蛋白较非融合蛋白免疫

产生的IgG有较大提高

Sojikul等,2003

 核心抗

原

 马 铃 薯 X 病 毒

(potatovirusX)或豇

豆花叶病毒 (cowpea

mosaicvirus)多肽表

达系 统 转 染 烟 草 或

豇豆

 未报道  未报道 Mechtcheriakova,

等,2006

 核心抗

原

 Icon病 毒 表 达 系

统 转 染 烟 草 (icon

viralexpressionsys-

tem)

7.14% TSP 或

2.38mg/gFW

 小 鼠 口 服 产 生 免 疫 反 应,

检测到特异抗体IgG、IgA

Huang等,2006

 核心抗原

与口蹄疫病

毒 VP21表

位融合

 转基因烟草 0.05% TSP  腹膜内注射老鼠,能在其

体内产生免疫

Huang等,2005

  注:TSP,totalsolubleprotein,总可溶性蛋白;FW,freshweight,鲜重;DW,dryweight,干重。

图3 9 丙型肝炎病毒颗粒示意图

3.丙型肝炎病毒植物疫苗 丙型肝炎病毒 (hep-
atitisCvirus,HCV)过去被称为肠道外传播的非甲

非乙型肝炎病毒。HCV是一类具有包膜结构的单正

链RNA病毒 (图3 9)。病毒体呈球形,大小为40~
60nm。HCV基因组为一条单正链线状RNA,长度

约9.5kb,由9个基因区组成:自5'端开始,依次为

5'端非编码区、核心蛋白区 (core,C区)、包膜蛋

白 1区 (E1区)、包膜蛋白 2 (E1区)和5个非结

构蛋白 (NS区)和3'端非编码区。
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一般来说,清除病毒建立机体保护性免疫通常与针对病毒包膜蛋白上中和抗原表

位的抗体产生有关。这种抗体既可阻止病毒对敏感细胞的吸附,又可增加细胞免疫

对病毒的识别和清除作用。研究表明,HCV包膜糖蛋白E2的 HVR1区具有重要的

中和表位,并证实 HVR1是体液反应的主要靶位。在此基础上,研究人员开展了丙

型肝炎病毒植物疫苗的研制。目前的研究主要是应用一些植物病毒表达系统成功的

表达了E2的 HVR1中和表位。动物实验已经显示获得的免疫原可以诱导动物产生免疫

应答。

表3 2 丙型肝炎病毒植物疫苗研究实例

抗原 表达系统 表达量 免疫效果 参考文献

 包 膜 蛋 白 E2

HVR1表位

 黄瓜花叶病毒 (cucumber

mosaicvirus)抗原展示系统

转染烟草

100μg/gFW  能 与 人 抗

HVR1抗 体 发 生

交叉反应

Natilla等,2004

 包 膜 蛋 白 E2

HVR1表位

 黄瓜花叶病毒 (cucumber

mosaicvirus)抗原展示系统

转染烟草

 未报道  静脉注射 免 疫

家兔 能 产 生 免 疫

反应,在 感 染 丙

型肝 炎 病 毒 人 体

内能 产 生 特 异 的

CD8T细胞

Piazzolla等,2005

 包膜蛋白E2的

HVR1 表 位 与

CTB融合

 烟 草 花 叶 病 毒 (tobacco

mosaicvirus)多肽表达系统

转染烟草

0.04% TSP  鼻腔接种 小 鼠

产生免疫

Nemchinov等,2000

 包 膜 蛋 白 E2

HVR1表位

 苜蓿花叶病毒 (alfalfamo-

saicvirus)抗原展示系统转

染烟草

 未报道  未报道 Attar等,2004

4.戊型肝炎病毒植物疫苗 戊型肝炎是由戊型肝炎病毒 (hepatitisEvirus,HEV)
引起的,与甲型肝炎相似。HEV病毒体呈球状,无包膜,表面有锯齿状缺刻和突起,形

似杯状,故将其归类于杯状病毒科 (Caliciviridae)。HEV基因组为单正链RNA,全长约

7.5kb,具有polyA尾,共有3个ORF,最长的第一个ORF约5kb,编码病毒复制所需

的依赖RNA的RNA多聚酶等非结构蛋白。第二个ORF长约2kb,含有编码病毒核衣壳

的基因。第三个ORF只有300余个核苷酸,与第一、二ORF有部分重叠。
戊型肝炎主要发生在亚洲、非洲和中美洲的发展中国家,多发生于雨季或洪水后。近

年来,我国戊肝感染率每年以30%的速度增长。戊肝的病死率位居目前各种病毒性肝炎

的首位,为甲肝的5~10倍。接种疫苗是预防戊肝的最好办法,不过迄今为止世界上仍无

任何候选疫苗获批上市。因此,植物疫苗独特的优点对研制适合发展中国家使用的戊型肝

炎病毒疫苗具有重要的意义。目前这方面的研究正在积极的开展,已经成功地在转基因烟

草、马铃薯和番茄中表达了ORF2 (表3 3)。
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表3 3 戊型肝炎病毒植物疫苗研究实例

抗原 表达系统 表达量 免疫效果 参考文献

ORF2 烟草叶绿体 13.27μg/gFW  皮下注射老鼠能在其体内

产生免疫

Zhou等,2006

转基因马铃薯 5~30μg/gFW  小鼠口服未产生免疫 Maloney等,2005

转基因番茄 0.48μg/gFW (叶)

0.61μg/gFW (果实)
 未报道 Ma等,2003

(二) 艾滋病毒植物疫苗

1981年发现艾滋病 (acquiredimmunodeficiencysyndrome,AIDS)以来,AIDS已

成为全球最严重的感染性疾病和非洲地区人口死亡的首要原因。联合国艾滋病规划署公布

的报告显示,2005年度全世界新增艾滋病病毒感染者500万,该病毒感染者总人数已达

4030万,这是自艾滋病被发现以来感染病毒人数最多的1年,比2003年度增加了6.5%,
新增感染者里,有超过一半人的年龄在15~24岁之间。在目前所有艾滋病病毒感染者中,
近一半是女性。预防性疫苗是最有前景的控制人免疫缺陷性病毒 (humanimmunodefi-
ciencyvirus,HIV,又称艾滋病病毒)感染的策略,却面临着诸多科学难题的挑战,如:

①缺乏对免疫与保护相关性的了解。②对灵长类保护试验与人体保护性疫苗相关性的知识

有限。③HIV基因的变异及由此导致的病毒免疫学性状的变异对疫苗效力的影响。尽管

如此,科学界一致认为研制出安全、有效的 HIV疫苗完全可能,艾滋病疫苗已被列为最

迫切需要研制的新疫苗之首。由于撒哈拉以南的非洲地区仍然是艾滋病病毒感染者最多的

地区,感染者总数为2580万,其中320万为新增感染者。因此,研究开发廉价、接种方

便的艾滋病疫苗显得更为重要。

HIV是单链 RNA病毒(图3 10),属于逆转录病毒 (Retrovirus)科。HIV分为

HIV 1型和HIV 2型,世界各地的艾滋病主要由HIV 1型引起,HIV 2型在西非洲

呈地方性流行。HIV呈20面体立体对称球形颗粒,表面有刺突状结构的糖蛋白,直径约

为100nm,分为包膜与核心两部分。包膜以脂质双层结构为框架,gp41蛋白横跨脂质双

层。gp41外端连接gp120,包膜下有一层基质蛋白p17,附着脂质双层膜的内层,起稳定

作用。病毒的核心呈锥形,核衣壳由核心蛋白p24组成,和其他逆转录病毒基因组一样为

二倍体基因,核心内有两条相同的单股 RNA 链,由氢键将两个 RNA 分子连接成

70sRNA,重要的蛋白质有逆转录酶 (p66/51)和整合酶 (p34)。HIV基因组又称 HIV
RNA,由约9200个碱基组成,其RNA中含有gag、env和pol三种结构蛋白的基因以及

6种调控基因Tat、Vif、Vpr、Vpu (在HIV 2型为Vpx)、Nef、Rev。gag基因先编码

一个55ku的前体蛋白 (p55),然后在蛋白酶作用下裂解形成衣壳蛋白 (CA)p24和基质

蛋白p17,p24形成病毒蛋白的锥体核。pol基因一部分与gag重叠,表达融合蛋白p160,
然后水解成3个片段,从5~3分别是p11、p66/51和p32。Env基因编码包膜糖蛋白,
先编码一个88ku的蛋白,经糖基化后分子量增至160ku,即包膜糖蛋白的前体gp160。
该前体蛋白在蛋白酶作用下,裂解成gp120和gp41。p24、gp120、gp41及p55是 HIV
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免疫学诊断的主要检测抗原。调控基因编码辅助蛋白,调节病毒蛋白合成和复制。Tat等

6个基因被称为调控基因,分别表达6种蛋白质,对病毒复制起调控作用。它们分别是

Tat(transactivator,反式激活因子)、Rev (regulatorofexpressionofvirionproteins,毒

粒蛋白表达调节因子)、Nef(negativeregulatoryfactor,负调控因子)、Vpr(viralpro-
teinr,病毒r蛋白)、Vpu (viralproteinu,病毒u蛋白)、Vif(virioninfectivityfactor,
病毒感染因子)。

图3 10 HIV颗粒示意图

艾滋病作为不治之症的形象已经深入人心,它几乎成为了死神的标签。目前,所有最

需要的疫苗中,首先肯定是艾滋病疫苗,国际上最早开始艾滋病候选疫苗临床试验的时间

是1987年,从那时至今日,仍无一个疫苗被证实可以应用。未成功的主要原因是由于艾

滋病病毒的致病机理和免疫机理尚不清楚。艾滋病病毒基因存在高度变异和对疫苗能

够同时产生抗体和细胞免疫的要求。随着对 AIDS研究的不断深入,科学家们对艾滋

病疫苗的研制仍然很有信心,研究植物疫苗的科学家也在为解决这个最具挑战性的

科学难题而不懈努力着。由于 HIV外膜蛋白和 Tat是激发体液免疫和细胞免疫应答

的最重要的抗原蛋白,自1997年开始,研究人员已经采用了不同的植物表达系统进

行了 HIV抗原蛋白表达的研究 (表3 4),并进行了相关的动物免疫实验,为推动

研制一种不受性别、年 龄、种 族 以 及 社 会 经 济 状 况 限 制 的 艾 滋 病 疫 苗 开 辟 了 新 的

途径。
表3 4 艾滋病植物疫苗研究实例

抗原 表达体系 表达量 免疫效果 参考文献

 Env/p120V3环  苜蓿花叶病毒 (alfalfa

mosaicvirus)抗原展示

系统转染烟草

 未报道  静脉注射免疫小

鼠能产生中和抗体

Yusibov等,1997

 Env/p120V3 环

部分肽段

 番茄丛矮病毒 (toma-

tobushystuntvirus)抗

原展示系统转染烟草

 900μg/gFW  静脉注射免疫小

鼠能产生免疫应答

Joelson等,1997

 Env/p120V3 环

部分肽段融合CTB

 转基因马铃薯  0.004% TSP  未报道 Kim等,2004
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(续)

抗原 表达体系 表达量 免疫效果 参考文献

 Env/p120V3环  烟草花叶病毒 (tobac-

comosaicvirus)抗原展

示系统转染烟草

 1.6mg/gFW  未报道 Sugiyama等,1995

 Env/p120V3环表

位 (10,15,20aa)
 烟草花叶病毒 (tobac-

comosaicvirus)抗原展

示系统转染烟草

 未报道  未报道 Beachy等,1996

 gp130 (analogous

toHIVgp120)
 转基因玉米  0.08% TSP  未报道  Horn等,2003

 Gag/p24  番茄丛矮病毒 (toma-

tobushystuntvirus)抗

原展示系统转染烟草

 0.4% TSP  未报道 Zhang等,2002

Zhang等,2000

 Gag/p24 融 合

IgAα chain序列

 转基因烟草  1.4% TSP  注射免疫小鼠能

产生免疫应答

Obregon等,2006

 Gag/p27 (135

364aa)
 转基因马铃薯  0.014% TSP  未报道 Kim等,2004

 Gag/p27 (135

364aa)融合CTB

 转基因马铃薯  0.022% TSP  未报道 Kim等,2004

 Env/gp41的ELD

KWA表位

 马铃薯X病毒 (pota-

tovirusX)抗原展示系

统转染烟草

 未报道  鼻和静脉注射免

疫小鼠能产生免疫

应答,能 产 生 中 和

抗体

Marusi等,2001

 Env/gp41的731

752肽

 豇豆花叶病毒 (cow-

peamosaicvirus)抗 原

展示系统转染豇豆

 1.5mg/gFW  小 鼠 鼻 接 种、口

服免疫能产生免疫

应答

 P1 肽 (649

684aa)融合CTB

 瞬时表达  未报道  免疫小鼠能产生

免疫应答

Matoba等,2004

 TBI表位  转基因番茄果实  0.3μg/gDW  小鼠口服免疫能

产生免疫应答和特

异黏膜抗体

Shchelkun等,2004

Shchelkun等,2004

 Tat First exon
(1 72a.a.)

 转基因烟草  0.01% TSP  免疫小鼠未产生

免疫应答

Webster等,2005

 Tat  转基因烟草  0.01% TSP  免疫小鼠未产生

免疫应答

Webster等,2005

 Tat(1 93aa)  烟草花叶病毒 (tobac-

comosaicvirus)抗原展

示系统转染菠菜

 0.03% TSP  用DNA疫苗小鼠

口服 免 疫,能 产 生

免疫应答

Karasev等,2005

 Tat融合CTB  转基因马铃薯  0.007% TSP  未报道 Kim等,2004

 Tat(12aa)融合

轮状病毒NSP4

 转基因马铃薯  0.0015% TSP  未报道 Kim等,2003
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  据报道,我国科学技术部、国家食品药品监督管理局于2006年8月18日在北京联合

宣布,我国自主研制的艾滋病疫苗已经顺利完成I期临床试验,全部49 (男33人、女16
人)位受试者均未出现明显不良反应,产生了针对 HIV的特异性细胞免疫反应。研究结

果表明,我国自主研制的艾滋病疫苗的安全性得到初步验证,且达到国际同类疫苗的免疫

应答水平。这标志着我国的艾滋病疫苗距离临床应用已为期不远了。

(三) 人源轮状病毒植物疫苗

人源轮状病毒 (humanrotavirus,HRV)是引起婴幼儿急性腹泻和死亡的重要病原

体,占所有肠道感染病因的50%以上,几乎所有3岁以下儿童都发生过RV感染。据估

计,每年全球约有近百万儿童死于 HRV腹泻,发展中国家占87万,在我国初步的统计

表明也有约10万。卫生措施似乎对 HRV传播影响甚小,营养状况对发病危险的重要性

也远低于细菌性腹泻。无论发达国家还是发展中国家,3岁前儿童90%都要受 HRV感

染。轮状病毒腹泻在全球已成为一项重要的公共卫生问题,迄今尚无治疗RV的特效药

物。世界卫生组织对开发其疫苗给予高度重视。发展轮状病毒疫苗,预防病毒性腹泻是刻

不容缓的任务。

图3 11 轮状病毒颗粒示意图

轮状病毒为呼肠病毒科轮状病毒属,在电镜下

其直径为65~75nm的二十面体,有一核心,含有

病毒核酸,周围包绕两层壳体,内壳为22~24个辐

射状结构的亚单位,附着在直径45~50nm的核心

上,向 上 伸 出 与 外 壳 交 汇 处 合 成 车 轮 状 的 外 形

(图3 11),故称轮状病毒。病毒颗粒有三种衣壳

(外壳、内壳及核心颗粒),包绕着含11个片段的双

链RNA基因组。每一基因片段编码一种单独的具有

不同抗原特异性的病毒蛋白。HRV的外壳结构蛋白

VP4、VP7由基因4及9编码,具有中和抗原活性,
能刺激机体产生中和抗体。VP7为含量丰富的糖蛋白,系主要抗原,依其抗原性不同区

分的血清型称之为G型。VP4为蛋白酶敏感蛋白,含量少,系次要抗原,但具重要致病

性。VP4和VP7是病毒中和反应的主要目标,能诱导产生中和抗体。内衣壳是由4种病

毒蛋白组成 (VP6、VP1、VP2、VP3)。VP6是主要的病毒蛋白,能诱导产生IgG抗体

和IgA抗体,与保护性免疫有关。另外的非结构蛋白 (NSP4)对轮状病毒性胃肠炎是重

要的,并且近来被证实是一种肠毒素。已有研究证实,RV的4种蛋白VP4、VP6、VP7
及NSP4与其抗原性有关。

目前,RV疫苗主要有RV口服弱毒活疫苗、多价重组疫苗、亚单位疫苗、DNA疫

苗等。植物的多种优越性可被用于转基因疫苗研究,这些技术已达到了一个新的发展阶

段。因此,轮状病毒植物疫苗具有可以有效地预防轮状病毒感染以及应用方便的潜力,将

可能成为防治轮状病毒感染的越来越重要的方法。已有一些VP6、VP7和NSP4在转基

因马铃薯、烟草和番茄上的研究报道 (表3 5),研究人员将表达了转基因衣壳蛋白VP6
和VP7的马铃薯分别饲喂口服免疫小鼠,检测到了抗血清IgG和肠内的IgA抗体的滴度。
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黏膜免疫接种后,体液和肠道内的抗体与轮状病毒衣壳蛋白抗原反应结果为可食性植物疫

苗预防和治疗肠道病毒病原体的可行性提供了良好的依据。此外,一些科研人员以食用植

物可利用性来合成轮状病毒肠毒素抗原NSP4,保留它们所有的致病的抗原决定簇,以便

启动最大黏膜免疫反应。这些结果显示,在转基因植物疫苗的生产和传输方面,植物作为

生物反应器的巨大潜力。

表3 5 人源轮状病毒植物疫苗研究实例

抗原 表达体系 表达量 免疫效果 参考文献

 VP6  马铃薯X病毒 (potatovi-

rusX)表达系统接种烟草

50μg/gFW  未报道 O’Brien等,2000

 番茄悬浮细胞 4.3μg/gFW  未报道 Chung等,2000,

Kim等,2001

 转基因马铃薯 0.01% TSP  口服免疫小鼠能在其

体内产生免疫中和抗体

Yu和Langridge,

2003

 转 基 因

苜蓿

0.28% TSP  口 服 免 疫 小

鼠能 在 其 体 内

产生免疫应答,

减轻 小 狗 的 腹

泻症状

Dong等,2005

 VP7  转基因马铃薯  未报道  口服免疫小鼠能在其

体内产生免疫中和抗体

Wu等,2003

 NSP4融

合霍乱毒素

CTB基因

 转基因马铃薯 0.1% TSP  体 外 与 神 经 节 苷 脂

GM1结合

Arakawa等,2001

 CFAI融

合 霍 乱 毒

素CT A2
与 轮 状 病

毒 NSP4
融 合 霍 乱

毒素CTB

 转基因马铃薯 3.3μg/gFW  口服免疫小鼠能在其

体内产生免疫应答,减

轻小狗的腹泻症状

Yu和Langridge,

2001

(四) 诺沃克病毒植物疫苗

诺沃克病毒 (Norwalkvirus或Noroviruses)的感染被认为是继轮状病毒之后的人类

腹泻的第二大病因,广泛分布于全世界。主要发生在人群密集区,如医院病房、饭店、军

舰、集体宿舍等。据报道,感染诺沃克病毒主要是因为患者食用了海鲜以及凉拌菜、贝

类、寿司等未经过卫生加工的生冷食物。按照世界各国历次暴发诺沃克病毒的情况来看,
生吃贝类是导致病毒流行的最主要原因。发病后的主要临床表现为疲劳、腹部痉挛、恶心、
呕吐、腹疼、腹泻等。该病毒于1968年在美国俄亥俄州诺沃克暴发而被发现。诺沃克病毒
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图3 12 诺沃克病毒颗粒示意图

的毒粒无包膜,为二十面体对称的圆状颗粒 (图3 12)。
毒粒上有32个杯状的表面凹陷。基因组为股正链RNA,
基因长7642bp,有3个开放读码框架 (ORFs):ORF1
编码具有多聚酶活性的非结构蛋白前体,为非结构蛋白;

ORF2编码衣壳蛋白,可以体外自行组装成空壳状类病

毒颗粒,其外形和大小与天然病毒相似,已证实此蛋白

有抗原性;ORF3位于基因组的3'端编码一个212氨基

的小蛋白,属于强碱性蛋,其作用尚不清楚。目前还没

有预防诺沃克类病毒感染的疫苗。因此,维持良好的个

人、食物及环境卫生是目前预防的重点。

Mason等以烟草和马铃薯为受体研究了诺沃克病毒衣壳蛋白基因在植物中的表达及

产物的免疫活性。结果表明,在获得的转基因烟草叶片中,诺沃克病毒衣壳蛋白的最高含

量为可溶性蛋白总量的0.23%;在转基因马铃薯薯块中,NVCP的最高含量为可溶性蛋

白总量的0.37%。用从烟草叶片中浸提的重组NVCP或用马铃薯块茎直接饲喂小鼠进行

免疫试验,均可产生特异性血清IgG和黏膜分泌型IgA抗体。

Tacket等报道了转基因马铃薯生产的诺沃克病毒抗原的临床试验。24名健康志愿人

群中有20人服用了2~3剂转基因马铃薯 (未经烹饪的块茎),有4人服用了3剂非转基

因马铃薯 (未经烹饪的块茎)。每剂转基因马铃薯中含215~751μg诺瓦克病毒外壳蛋白。
服用转基因马铃薯的20名志愿者中有19人 (占95%)产生免疫应答,显著增加分泌特

异性IgA抗体的细胞数目,有4人 (20%)生特异性血清IgG,有6人 (30%)产生特异

性的IgA抗体。同时,对志愿者服用马铃薯后进行安全性检测,出现恶心、呕吐、发烧、
痉挛、腹泻等症状的概率在实验组和对照之间没有差别。最普遍的症状是恶心,20名服

用转基因马铃薯的志愿者中有4人 (20%)感到恶心,5人 (25%)出现轻微痉挛;4名

服用非转基因马铃薯的志愿者中有1人 (25%)感到恶心,2人 (50%)出现轻微痉挛。
说明这些轻微的不良反应是由于食用的马铃薯未经烹饪引起,而不是食用转基因疫苗引

起,可以通过改变转基因受体植物为可生食受体如番茄、香蕉等来解决。

(五) 狂犬病毒植物疫苗

狂犬病毒属于弹状病毒科 (Rhabddoviridae)狂犬病毒属 (Lyssavirus),是可以引

起人和多种动物致死性中枢神经系统感染,以恐水、畏光、吞咽困难、狂躁等临床表现为

特征的病原体。许多动物既是储存宿主又作为传播媒介在世界范围内维系并传播着本病。
家犬是狂犬病毒进入人群的主要传播媒介。基因组长约12kb (图3 13),从3端至5端

依次为分别编码病毒核蛋白 (NP)、衣壳基质蛋白 (M1P)、膜基质蛋白 (M2P)、糖蛋白

(GP)和转录酶大蛋白 (LP)的5个基因,各个基因间还含非编码的间隔序列。5种蛋白

都具有抗原性。M1、M2蛋白分别构成衣壳和囊膜的基质。L蛋白为聚合酶。G蛋白在囊

膜上构成病毒刺突,与病毒致病性有关。N蛋白为核蛋白,有保护RNA功能。G蛋白和

N蛋白是狂犬病病毒的主要抗原,刺激机体可诱生相应抗体和细胞免疫。过去一直认为G
蛋白是唯一诱生中和抗体,并能提供狂犬病保护性免疫的抗原。
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图3 13 狂犬病毒颗粒示意图

目前研制成功狂犬病病毒糖蛋白重组痘苗病毒疫苗,而狂犬病病毒G、N亚平位疫苗

等正在试用中。目前,狂犬病毒植物疫苗的研究主要集中在利用转基因的方法和苜蓿花叶

病毒抗原展示系统表达GP糖蛋白和NP核蛋白表位 (表3 6),静脉注射免疫小鼠都能

产生免疫应答。2002年Yusibov等报道了植物疫苗的一项人体临床试验:将狂犬病病毒

糖蛋白 (G蛋白)和核蛋白 (N蛋白)与三叶草花叶病毒 (A1MV)的外壳蛋白 (CP)
融合,14名志愿者口服表达此融合蛋白表位的转基因菠菜后,5名以前曾免疫过传统狂犬

病疫苗者中3人,9名以前未免疫过疫苗者中5人有明显的狂犬病病毒特异性抗体应答,
而对照者则无此抗体的显著增加。完成服用程序后7d,再给9名先前未免疫者一剂传统

狂犬病疫苗,结果其中3人产生了抗狂犬病病毒中和抗体而5名对照者无此抗体产生。虽

然在用疫苗前未检得中和抗体,但明显表明植物狂犬病疫苗能作为抗狂犬病免疫的补充口

服加强剂,这为狂犬病毒植物疫苗的可行性提供了良好的实践依据。

表3 6 狂犬病毒植物疫苗研究实例

抗原 表达体系 表达量 免疫效果 参考文献

 GP 糖

蛋白

 转基因番茄 0.001% TSP  未报道 McGarvey等,

1995

 转基因烟草 0.38% TSP  静脉注射免疫小鼠能在其

体内 产 生 免 疫 应 答 和 保 护

抗体

Ashraf等,

2005

 GP糖蛋

白 和 NP
核 蛋 白

表位

 苜蓿花叶病毒 (alfalfamo-

saicvirus)抗原展示系统转

染烟草

 未报道  静脉注射免疫小鼠能在其

体内 产 生 免 疫 应 答 和 中 和

抗体

Yusibov等,

1997

 苜蓿花叶病毒 (alfalfamo-

saicvirus)抗原展示系统转

染菠菜

 未报道  静脉注射和口服免疫小鼠

能在 其 体 内 产 生 免 疫 保 护

作用

Modelska等,

1998

 苜蓿花叶病毒 (alfalfamo-

saicvirus)抗原展示系统转

染烟草和菠菜

30μg/gFW  静脉注射免疫小鼠能在其

体内产生保护抗体,人口服

免疫产生免疫应答

Yusibov等,

2002

(六) 呼吸道融合瘤病毒植物疫苗

呼吸道融合瘤病毒 (respiratorysyncytialvirus,RSV)是造成患者严重的病毒性支
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气管炎及病毒性肺炎等急性病毒性呼吸道疾病的主要原因。呼吸道融合瘤病毒是一种

RNA病毒 (图3 14),属副黏液病毒科 (Paramyxoviridae),肺病毒属 (Pneumovirus),
具有外套膜 (envelope),其基因组为负性,单股,由15222个核苷酸组成,包含10段副

基因组的mRNA。这些mRNA可以转译出11种已经被确认存在的蛋白质,包括4种核

蛋白壳蛋白质 (nucleocapsidprotein),分别命名为核壳体N蛋白、磷酸化蛋白P、大聚

图3 14 呼吸道融合瘤病毒颗粒示意图

合酶 酰 转 录 延 伸 因 子 M2 1和

M2 2。3种穿透膜的外套糖蛋白

质分别是融合F蛋白、黏附 G蛋

白及小疏水SH蛋白;两种非结构

蛋白质,NS1、NS2;一种基质蛋

白质 M 蛋白以及目前推测为负调

控因子的 M2 2等蛋白质。目前

功能不明确的有 NS1、NS2及SH
蛋白质等。

目前有一些发展中的疫苗及抗

呼吸融合病毒的免疫球蛋白,尚在

评估其效果中。截至目前为止,尚无有效的疫苗上市。但有一种免疫球蛋白已在美国上

市,用于早产儿等高危险群效果还不错。2000年Sandhu等利用番茄果实特异表达启动子

在番茄果实中表达了融合F蛋白,表达量为35.5μg/g,口服免疫小鼠产生了免疫应答。

Belanger等采用苜蓿花叶病毒抗原展示系统表达了 F、G 蛋白抗原表位,表达量达

500μg/gFW,静脉注射免疫小鼠产生了免疫保护抗体。最近,proteinYusibov等利用苜

蓿花叶病毒抗原展示系统表达了 G蛋白抗原表位,免疫人树突状细胞后产生了较强的

CD4+和CD8+T细胞免疫反应。

(七) 麻疹植物疫苗

麻疹是全球性疾病,严重危害人类健康。据世界卫生组织估计,2001年有3000万~
4000万麻疹病例,死亡74万人。每年麻疹死亡病例占疫苗可预防疾病死亡病例的50%~
60%。因此,麻疹仍然是全球范围内危害儿童生命的主要疾病之一。麻疹是由麻疹病毒引

起的一种以发热呼吸道卡他和遍及全身斑丘疹为特征的急性病毒性传染病。人类是麻疹病

毒的自然宿主。麻疹通过呼吸道和直接接触传播。麻疹疫苗应用之前,呈世界性分布,是

危害儿童生命健康极其严重的传染病之一。自麻疹疫苗进行广泛预防接种以来,麻疹的致

病率和病死率分别下降了74%和85%。但世界卫生组织估计全球每年仍大约有4500万

例麻疹,其中100万婴儿和儿童死于麻疹,主要集中在发展中国家,特别是非洲国家。在

疫苗可预防的疾病当中,麻疹仍是死亡数最多的。WHO已将麻疹列为无脊灰地区下一个

要消除的疾病。
麻疹 病 毒 属 于 副 黏 病 毒 科 麻 疹 病 毒 属,为 单 股 负 链 RNA,大 致 呈 球 形 结 构

(图3 15),直径120~270nm,外有包膜,基因组约16kb。麻疹病毒有6个结构蛋白,
从3端到5端依次为核蛋白 (N)、磷酸蛋白 (P)、膜蛋白 (M)、融合蛋白 (F)、血凝素
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蛋白 (H)和RNA多聚酶 (L)。病毒包膜上的2个糖蛋白 (H和F),在病毒感染时起

吸附和融合细胞膜的作用,使病毒进入细胞内进行复制。H和F为病毒的主要抗原,刺

激机体产生保护性中和抗体,诱导的中和抗体在保护病毒感染时具有重要意义。

图3 15 麻疹病毒颗粒示意图

最早使用的麻疹疫苗为灭活疫苗,但灭活疫苗接种后再次接触麻疹病毒时容易出现严重

的异型麻疹。随着麻疹病毒体外成功分离和减毒后,减毒活疫苗的应用极大降低了麻疹的发

病率。且减毒活疫苗需要冷链运输,在偏远地区不易达到该条件,影响疫苗的活性。近年来

在一些工业化国家由于对接种后可能发生肠胃炎症和孤独症的担心,麻疹疫苗的接种率有所

下降。目前还未确切的证据支持这一担心。不过疫苗接种后普遍存在一定的副反应,对接种

活疫苗引起的副作用的担心,使开发新型疫苗成为必要。要求研制开发新一代麻疹疫苗在

体内残留抗体的条件下,能激发有效的细胞免疫和体液免疫应答,且疫苗应安全、有效、
廉价、无需冷藏、接种方便。以表达血凝素蛋白为主的麻疹疫苗正因为有这些特有的优点

而成为目前研究的热点之一,目前已报道的有转基因烟草、胡萝卜、生菜 (表3 7)。

表3 7 麻疹植物疫苗研究实例

抗原 表达体系 表达量 免疫效果 参考文献

 血凝素蛋白  转基因烟草  未报道  静脉注射和口服免疫小鼠能在

其体内产生免疫中和抗体

Huang等,2001

Webster等,2002

Webster等,2005

 转 基 因 胡

萝卜

 未报道  静脉注射免疫小鼠能在其体内

产生免疫中和抗体

Bouche等,2003

Marquet Blouin等,

2003

 转基因生菜  未报道  腹腔注射免疫小鼠能在其体内

产生免疫中和抗体

Webster等,2006

 血 凝 素 蛋 白

与 破 伤 风 类

毒素

 转 基 因 胡

萝卜

 未报道  静脉注射免疫小鼠能在其体内

产生免疫应答

Bouche等,2005
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(八) SARS冠状病毒植物疫苗

SARS(severeacuterespiratorysyndrome),即严重急性呼吸道综合征 (传染性非典

型肺炎),是一种急性呼吸道传染病,截止2003年7月,已蔓延至全球30多个国家和地

区,共有8400多人感染,造成800多人死亡,其中中国及新加坡发病情况尤为严重。

SARS的流行给人们的身体健康、社会和经济发展带来了巨大的威胁。经过全球科研人员

的通力合作,SARS病毒最终被证实为一种新的冠状病毒 (Coronaviridae),这为研究病

毒的生物学特性,开发快速、敏感、准确的诊断手段奠定了基础,从而减少了交叉感染和

社会负担。为防止非典疫情卷土重来,最直接、有效的办法就是研制出能预防非典的疫

苗。目前抗击SARS的疫苗研制主要包括灭活疫苗、减毒疫苗、DNA疫苗、重组亚单位

疫苗、载体疫苗、感染性cDNA、拟病毒等。由于疫苗研究是一种新药研究的过程,要想

在短期内就研制出可以直接用于人体的SARS防治疫苗,是不符合新药研发的过程和规

律的,我国研制的SARS病毒灭活疫苗已经被批准开展临床研究。

SARS病毒基因图谱的迅速问世,为相关的疫苗研究奠定了基础。SARS病毒表面S
蛋白 (spikeglycoprotein)(图3 16)是病毒的主要中和性抗原,N蛋白 (nucleocapsid

图3 16 冠状病毒颗粒示意图

phosphoprotein)和 M 蛋白 (membrane
protein)也可以诱导免疫效应。因此,S
蛋白及 N、M 蛋白均可应用于抗SARS
疫苗研究。由于S蛋白是高度糖基化的

蛋白,且其主要的中和性抗原表位均位

于N端560个氨基酸残基,表位的抗原

性依赖于蛋白构象和糖基化。由于植物

细胞的全能性及其完整的真核细胞表达

系统,使植物表达与动物一致的免疫原

性及生物活性的抗原蛋白成为可能。所

以S蛋白在植物细胞中表达可保持其蛋

白构象,具有较好的抗原性和免疫原性。2005年,美国费城托马斯·杰斐逊大学科研人

员在先前研究提示病毒S蛋白可能是产生重组疫苗的最佳抗原的基础上,在转基因低尼古

丁烟草和番茄果实中分别表达了S蛋白N端79000片段,口服转基因番茄材料免疫小鼠

产生了黏膜免疫和系统免疫,并且检测到SARS CoV特异的IgA;静脉注射转基因低尼

古丁烟草免疫小鼠产生SARS CoV特异的IgG。目前他们正在其他动物体内进行实验,
优化饲喂方法,以证实这种方法可以安全、价廉地制成疫苗。具有免疫原性的SARS植

物疫苗的获得,为人类最终战胜SARS,研制新型SARS疫苗开辟一条新的道路。

(九) 人巨细胞病毒植物疫苗

人巨细胞病毒 (humancytomegalovirus,HCMV)属于疱疹病毒β亚科,是一种潜

伏性病毒。器官移植病人、免疫抑制病人和免疫力低下者 (肝、肾、骨髓移植者,HIV
患者,新生儿和婴幼儿等人群),原发或再激活的 HCMV感染可引起相应的临床症状。
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目前,HCMV感染的致病机制尚不清楚,HCMV疫苗还未批准上市。

图3 17 人巨细胞病毒颗粒示意图

HCMV基因组由230~235kbp的双链

DNA组成 (图3 17),包含200多个开放

阅读框 (ORFs)。研究证明宿主某些抗糖蛋

白抗体对抑制病毒有重要作用。gB蛋白是

HCMV重要表面糖蛋白之一,在病毒与宿

主细胞膜的黏附、融合以及病毒进入细胞和

在细胞间的转移中起重要作用。gB是由907
个氨基酸组成的跨膜蛋白,成熟gB由116ku
和58ku两部分通过二硫键结合组成。动物试

验结果表明,gB可诱导机体产生针对HCMV
的特异性体液和细胞免疫应答。因此,加拿大研究人员将gB在转基因烟草种子中进行了克

隆、表达,并对其免疫活性进行研究,结果植物种子成功表达了具有免疫活性的长片段异源

蛋白。虽然HCMV转基因植物口服疫苗的研制目前尚处起步阶段,各种各样的问题有待逐

步解决,相信不久的将来,植物口服疫苗会成为HCMV疫苗的主体。

二、 人细菌植物疫苗

(一) 炭疽杆菌植物疫苗

炭疽病是由炭疽芽孢杆菌 (Bacillusanthracis)引起的一种死亡率非常高的疾病。炭

疽芽孢杆菌为革兰氏阳性菌,主要通过皮肤、呼吸道和消化道感染动物和人。最初感染的

部位常有巨噬细胞吞噬的炭疽芽孢,吞噬芽孢的巨噬细胞迁移到局部的淋巴结,芽孢在巨

噬细胞内萌发,进而裂解巨噬细胞,然后繁殖体炭疽杆菌进入血液中,引起败血症和毒血

症,从而导致机体死亡。炭疽杆菌在有氧条件下可形成大量的芽孢,存在数十年后仍能够

保持感染能力,若再次感染动物或人,则会重新在生物体内繁殖,并导致机体死亡。继

2001年9月11日受到恐怖分子袭击后,美国又遭遇炭疽攻击,先后有几例人接触夹有炭

疽芽孢粉末的邮件而感染炭疽的病例,其中已有人死亡,引起全社会的极度恐慌受美国炭

疽袭击事件的影响,生物恐怖主义者和一些国家的军方把炭疽杆菌研制成为一种生物武

器。因此,炭疽芽孢杆菌作为战略性生物武器的防治研究工作更显迫切。
感染炭疽的患者死亡的主要原因是炭疽杆菌在血液中大量繁殖,并产生毒素,只需微

量的毒素就可致人于死亡。炭疽毒素主要由3个功能相关的蛋白组成外毒素,3种蛋白分

别称为保护性抗原 (protectiveantigen,PA)、致死因子 (lethalfactor,LF)和水肿因子

(edemafactor,EF)。PA是一单链蛋白质,主要功能是介导LF和EF进入宿主细胞。

LF是一种高特异性的具有4个锌离子结构域的金属蛋白酶,能够分解 MAPKK,并使巨

噬细胞溶解,从而导致宿主死亡。EF是钙和钙调蛋白依赖性的腺苷酸环化酶,它使ATP
去掉两个分子磷酸,形成cAMP,使得细胞内cAMP大量积聚,破坏细胞内复制的信号

传导通路。
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随着基因工程技术的发展,人们已经成功的将一些病原体抗原基因转到食用植物中,
并在果实中成功的表达,为研制新型疫苗提供了新的思路。由于植物远离人和动物的疾

病,并且可以把抗原通过食物输入到人和动物的体内,用这种方法不仅不用担心患上疾

病,还可以获得有效的免疫力。Haq等最初用转基因植物中表达的重组细菌抗原进行口

服免疫获得了成功。利用这个思路Aziz等把PA基因转到烟草中,并在烟叶中检测到具

有活性的PA的表达,这为炭疽杆菌疫苗研究提供了新的途径。另有报道,ThomasJef-
ferson大学的AlexanderKarasev已将PA基因成功转入菠菜中,并在菠菜中有表达,目

前该研究正在进行中 (图3 8)。

表3 8 炭疽杆菌植物疫苗研究实例

抗原 表达体系 表达量 免疫效果 参考文献

 保护性抗原  烟草叶绿体  2mg/gFW  和佐剂一起皮下注射

小鼠,能对其体内毒素

产生免疫

Koya等,2005

Watson等,2004

 转基因烟草  低 量 (未 报

道)
 未报道 Azi等,2002

 转基因烟草  低 量 (未 报

道)
 和佐剂一起腹膜内注

射免疫小鼠,能在其体

内产生免疫应答

Aziz等,2005

 烟 草 花 叶 病 毒 (tobacco

mosaicvirus)抗原展示系统

转染菠菜

 未报道  未报道 Sussman等,

2003

 保 护 性 抗 原

domain 4的抗

原表位 (15个

氨基酸)

 苜蓿花叶病毒 (alfalfamo-

saicvirus)抗原展示系统转

染烟草

 20μg/gFW  和佐剂一起腹膜内注

射免疫小鼠,能在其体

内产生免疫应答

Brodzik等,2005

 炭 疽 致 死 因

子与CTB融合

 转基因马铃薯  100ng/gFW  未报道 Kim等,2004

(二) 破伤风植物疫苗

据 WHO的估计,每年全球有40万个破伤风感染病例,其中大部分都是属于新生

儿破伤风 (Neonataltetanus)。破伤风是由破伤风杆菌 (Clostridiumtetani)所引起的一

种急性疾病。这种细菌广泛存在泥土和人、畜粪便中。它可通过破损的皮肤和黏膜

(如伤口、骨折、烧伤,甚至木刺或锈针刺伤)而侵入人体,并在伤口深部缺氧环境中

生长繁殖,产生大量破伤风杆菌病毒,作用于神经系统,引起全身特异性感染。临床

上,破伤风的治疗非常困难,死亡率高,而预防的效果极佳,普遍使用破伤风抗毒血

清被动免疫法预防的外伤者,发生破伤风的概率只有万分之一左右。破伤风类毒素
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(tetanustoxin,Tet)是用来预防破伤风的一种免疫疫苗。为了防止破伤风病的发生,
医生给病人注射一定量的破伤风类毒素,从而达到预防破伤风病的目的。而破伤风抗

毒素是用对破伤风病具有免疫力的人或动物血清经加工精制而成的免疫抗体,注射到

人体后,可直接对破伤风起到抵抗的作用。但这种抗毒素是被动的,而且在体内只能

维持很短时间。因此,最根本的还是应该注射破伤风类毒素,以使体内产生自动免疫

抗体,从而达到长久的预防破伤风的目的。破伤风类毒素是用破伤风菌经减毒加工处

理后制成的疫苗,注射到人体后需要经过一定时间后人体才会产生自动免疫力。因此,
如果人体未接种过破伤风类毒素而发生外伤,或是刚刚注射破伤风类毒素而自身尚产

生免疫抗体时发生外伤,为防止感染破伤风,应首先注射破伤风抗毒素,以使被动免

疫和自动免疫衔接起来,从而达到预防破伤风的目的。美国研究人员Tregoning等利用

烟草叶绿体表达系统表达了破伤风类毒素C片段 (TetC),表达量达25%TSP,口服和鼻

黏膜免疫小鼠都能产生保护性免疫应答。英国科学家Chargelegue等利用转基因的方法在

烟草中表达了TetC和抗TetC的融合蛋白,表达量为0.8%TSP,静脉注射免疫小鼠后产

生了免疫应答和保护作用。

(三) 肠毒素大肠杆菌腹泻植物疫苗

肠毒素大肠杆菌 (EnterotoxigenicEscherichiacoli,ETEC)(图3 18)是引起世界

上发展中国家婴幼儿及到这些国家旅游者腹泻的主要致病菌。据统计,每年可导致数亿人

次腹泻,数十万5岁以下儿童死亡,并与儿童后天生长迟缓相关。现已知ETEC定居因

子 (colonizationfactorantigens,CFAs)和肠毒素 (enterotoxins)与疾病密切相关。

CFAs是ETEC细胞表面菌毛,目前已发现有20多种,具有较强的免疫原性,能刺激机

体产生特异性抗体。肠毒素是ETEC产生的毒性分泌蛋白,有不耐热肠毒素 (heat la-
bileenterotoxin,LT)和耐热肠毒素 (heat stableenterotoxin,ST)两种。LT毒素分

子由A,B两种亚基组成,是毒素的毒力活性部分,B亚基与靶细胞结合,介导A亚基进

图3 18 大肠杆菌电镜图

入,它还是毒素主要的免疫原性部分,LT的免疫

原性与霍乱弧菌肠毒素相似,两者的抗血清交叉

中和作用,而ST与霍乱毒素无共同的抗原关系。
这两种功能不同的亚基分别由毒素 A亚基基因和

毒素B亚基基因所编码。当病原菌感染宿主后,

ETEC首先通过CFAs黏附到小肠黏膜上皮细胞刷

状缘受体上,抵抗住肠道蠕动与肠内分泌物清洗,
维持ETEC在肠道内生长繁殖。然后释放出一种

或两种肠毒素,与小肠细胞膜上的特异受体结合,
引发细胞内水、电解质失衡,造成细胞吸收障碍,
产生脱水性腹泻。

CFAs与小肠 黏 膜 黏 附 和 肠 毒 素 致 毒 是 ETEC腹 泻 不 可 或 缺 的 两 个 必 要 条 件。

ETEC疫苗发展已有20多年,尽管研制有多种疫苗,但遗憾的是至今还没有一种可应

用于人体。主要是由于自然界ETEC和CFAs种类多和区域分布差异,导致多价疫苗研
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制困难。由于ETEC腹泻是由定居因子和肠毒素共同作用产生的,所以,无论是纯化

的菌毛疫苗或类毒素疫苗,其免疫性必定是不完善的。死疫苗尽管可不受活菌无法同

时表达多种抗原的限制,却无法实现持续性免疫的目的。随着现代分子生物学和免疫

学的进一步发展,为研制安全有效的ETEC多价疫苗提供了先进的理论和技术支持,
加速了现存ETEC疫苗的完善和新兴ETEC载体、DNA、植物疫苗的发展。而新CFAs
的发现提供了更多的抗原种类;ETEC基因组、蛋白质组的深入了解,提供了更多的减

毒基因和抗原表位的选择;黏膜免疫调节机制的揭秘也定能为ETEC疫苗发展开辟新

的道路 (表3 9)。

表3 9 肠毒素大肠杆菌腹泻植物疫苗研究实例

抗原 表达体系 表达量 免疫效果 参考文献

 CFAI融合霍乱毒

素CT A2与 轮 状

病毒 NSP4融 合 霍

乱毒素CTB

 转 基 因 马

铃薯

3.3μg/gFW  口服免疫小鼠能产生免

疫应答,减轻小狗的腹泻

症状

Yu和Langridge,2001

 CFAI融合霍乱毒

素CTA与轮状病毒

NSP4融 合 霍 乱 毒

素CTB

 转 基 因 马

铃薯

0.002% TSP  口服免疫小鼠能产生免

疫应答

Lee等,2004

 LT B  转 基 因 马

铃薯

0.01% TSP  口服免疫小鼠能在其体

内产生免疫黏膜抗体

Haq等,1995

17.2μg/gFW  口服免疫小鼠能产生免

疫应答

Mason等,1998

15.7μg/gFW  口服免疫人能在其体内

产生免疫黏膜抗体

Tacket等,1998

13μg/gFW  口服免疫小鼠能产生免

疫应答

Lauterslager等,2001

 转基因玉米  未报道  口服免疫小鼠能产生免

疫保护抗体

Streatfield等,2001

10% TSP  口服免疫小鼠能在其体

内产生免疫黏膜抗体

Lamphear等,2002;

Streatfield和 Howard,

2003b;

Streatfield等,2003

3.7% TSP  口服免疫小鼠能在其体

内产生免疫黏膜抗体

Chikwamba等,

2002a;

Chikwamba等,2002b

 未报道  口服免疫人能在其体内

产生免疫黏膜抗体

Tacket等,2004

 转基因烟草 3.3% TSP  体外与神经节苷脂GM1
结合

Kang等,2005c
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(续)

抗原 表达体系 表达量 免疫效果 参考文献

 烟 草 花 叶 病

毒 (Tobacco

mosaic virus)

多肽 表 达 系 统

转染烟草

75μg/gFW  鼻内接种免疫小鼠能产

生免疫应答,有免疫佐剂

的作用

 突变无毒LT B  烟草叶绿体 3.7% TSP  体外与神经节苷脂GM1
结合

Kang等,2004b

 LT B融合避孕

疫苗抗原

 转基因番茄 66μg/gDW (果

实)

10μg/gFW (叶)

 未报道 Walmsley等,2003

(四) 霍乱植物疫苗

霍乱是由产生霍乱毒素的霍乱弧菌 (Vibriocholerae)(图3 19)引起的急性细菌性

肠道传染病,是发病急、传播快、波及面广、危害严重的甲类传染病;也是当前3种国际

图3 19 霍乱弧菌电镜图

检疫传染病中最严重的一种。1817—1923年的百余年

间,先后有过6次世界大流行,均从恒河下游三角洲

地带向外扩散。第七次霍乱世界大流行自1961年开

始,历时30余年,这在霍乱流行史上是空前的。霍

乱的流行目前在发展中国家仍是一个令人困扰的公共

卫生问题,主要临床表现为腹泻、呕吐以及由此引起

的体液丢失、脱水、电解质紊乱及低钾综合征等,如

不及时抢救,患者常可因低血容量休克、代谢性酸中

毒或肾功能衰竭等死亡。
霍乱毒素 (choleratoxin,CT)是霍乱弧菌致病

的重要因素,为不耐热毒素,对蛋白酶敏感而对胰蛋白酶抵抗,分子量为84ku,由A和

B两个亚单位组成。A亚单位又分A1和A2两个组分,其间有二硫键连接。A亚单位起

生物活性作用即毒性单位,但与组织细胞无结合能力,抗原性较弱。B亚单位 (cholera
toxinsubunitB,CTB)为结合单位,本身并无毒性,但具有较强的抗原性,能特异地识

别肠上皮细胞上的受体。此受体由神经节苷脂GM1 (单唾液酸神经节苷脂,神经节苷脂

最初是从脑和神经组织中提取到的,以后发现广泛存在于各种细胞表面)组成。1个毒素

分子是由一个A亚单位和5个B亚单位通过非共价键连接组成的多聚体。霍乱毒素产生

后,其B亚单位与肠上皮细胞受体结合,使毒素分子变构,A亚单位进入细胞,A1肽链

活化,作用于腺苷酸环化酶,ATP不断转化为cAMP,胞内cAMP浓度明显增加,促进

肠黏膜细胞的分泌功能,结果肠液 (水和电解质)大量分泌,形成本病特征性的剧烈水样

腹泻。
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霍乱疫苗接种已有100多年的历史,曾用的最为广泛的是非经肠道免疫制剂———灭活

的霍乱弧菌菌种苗,采用肌肉注射,经20世纪60年代霍乱流行区控制试验表明,效果不

佳,副作用大,世界卫生组织 (WTO)已经宣布不再推荐此疫苗的应用。现今研制的

rBS或rBS WC口服疫苗,副作用小,免疫效果好,在孟加拉国现场试验表明对霍乱的

保护作用至少持续3年,特别有意义的是在霍乱流行区,危及生命的严重病人可减少

50%,因此被认为是当今最好的疫苗,且能对肠毒性腹泻、旅行者腹泻有保护作用,是已

被 WHO推荐应用的疫苗。世界上目前只有瑞典SBLVaccineAB公司进行生产,中国研

制的rBS WC口服疫苗已取得新药证书。目前,霍乱植物疫苗的研究主要集中在将CTB
转入各种植物 (表3 10)。

表3 10 霍乱植物疫苗研究实例

抗原 表达体系 表达量 免疫效果 参考文献

CTB 转基因马铃薯 0.3% TSP 口服免疫小鼠能产生免疫应答 Arakawa等,1997

烟草叶绿体 4.1% TSP 体外与神经节苷脂GM1结合 Daniell等,2001

转基因烟草 1.5% TSP

0.02% TSP

静脉注射免疫小鼠产生

免疫应答

Jani等,2004,

Kang等,2004a

转基因番茄 0.02% TSP (叶),

0.04% TSP (果实)

体外与神经节苷脂GM1结合 Jani等,2002

(五) 人其他细菌植物疫苗

利用其他细菌抗原基因研制植物疫苗实例见表3 11。

表3 11 利用其他细菌抗原基因研制植物疫苗实例

病原体 抗原 表达生产体系 表达量 免疫效果 参考文献

弗氏志贺氏菌

(Shigellaflexneri)
IpaC  转 基 因 拟

南芥

0.2% TSP  未报道 MacRae等,2004

金黄色葡萄球菌

(Staphylococcusaureus)
fibronec-

tin 结 合

蛋 白 D2
表位

 豇 豆 花 叶 病

毒 (cowpea

mosaic virus)

抗原 展 示 系 统

转染烟草

1200μg/gFW  静 脉 注 射 免

疫小 鼠 能 产 生

免疫中和抗体

Brennan等,1999c

肠致病性大肠杆菌

(EnteropathogenicE.coli)
BFP 抗

原A

 转基因烟草 7.7% TSP  口 服 免 疫 小

鼠能 产 生 免 疫

应 答 和 中 和

抗体

VieiradaSilva等,2002

肠出血性大肠杆菌

(EnterohemorrhagicE.coli)
Intimin  转基因烟草 3μg/gFW  口 服 免 疫 可

促进 静 脉 注 射

免疫 过 的 小 鼠

产生免疫应答

Judge等,2004
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(续)

病原体 抗原 表达生产体系 表达量 免疫效果 参考文献

幽门螺旋杆菌

(Helicobacterpylori)
UreB  转基因烟草  未报道  未报道 Gu等,2005

铜绿假单胞菌

(Pseudomonasaeruginosa)

膜 蛋 白

F表位

 豇 豆 花 叶 病

毒 (cowpea

mosaic virus)

抗原 展 示 系 统

转染豇豆

1200μg/gFW  静 脉 注 射 免

疫小 鼠 能 产 生

免 疫 应 答 和

保护

Brennan等,1999a;

Brennan等,1999b;

Gilleland等,2000

 烟 草 花 叶 病

毒 (tobacco

mosaic virus)

抗原 展 示 系 统

转染烟草

 未报道  静 脉 注 射 免

疫小 鼠 能 产 生

免 疫 应 答 和

保护

Gilleland等,2000;

Staczek等,2000

三、 植物黏膜免疫佐剂

黏膜是阻止病原微生物入侵的重要生理防线。黏膜免疫方法与传统的肌肉注射方法相比

有以下优点:口服或鼻腔内接种可避免针剂的疼痛,减少注射局部的炎症反应,易重复接

种。最重要的是黏膜免疫既能产生机体各黏膜系统的局部免疫保护反应,又能产生全身性的

免疫反应。但困扰黏膜疫苗一个重要问题是很多抗原的黏膜免疫原性很弱,不能刺激有效

的免疫反应,这与黏膜耐受有关,特别是可溶性抗原通常并不会诱导出所期待的黏膜免疫

反应。霍乱毒素 (CT)和大肠杆菌不耐热毒素 (heat labileenterotoxin,LT)是目前已

知的强细菌黏膜免疫佐剂,它们能促进和增强许多不同的细菌和病毒抗原的免疫原性。

LT和CT都属于A B型细菌蛋白毒素家族,虽然各自表现不同的毒性作用,但两

者的氨基酸序列有80%的相同,晶体结构分析显示两者有很相近的结构特征,都是由亚

单位A和亚单位B组成。亚单位A均有二磷酸腺苷酸核糖化作用,具有一定的毒性。亚

单位B本身无毒性,可与靶细胞膜上神经节苷脂1 (GM1)特异性结合,穿透细胞,将亚

单位A带入细胞。CT、CT的亚单位B (CTB)、LT和LT的亚单位B (LTB)作为免疫

佐剂,都可刺激肠道的上皮细胞,增强黏膜细胞对抗原的通透性,肠道的淋巴系统能摄取

更多的抗原分子,从而增强了免疫反应的效果。研究表明,当CT (CTB、LT、LTB)与

不相关抗原一同经黏膜途径免疫动物时,可大大增强机体对特异性抗原的特异性黏膜IgA
免疫应答和系统IgG免疫应答。同时CTB和LTB还是一种良好的蛋白半抗原和弱免疫原

的载体,共免时可以赋予半抗原免疫原性,增强弱免疫原的免疫原性。由于CT和LT具

有肠毒性,限制了其作为免疫佐剂的应用前景,因而研究的热点转向了其无毒的受体结合

亚单位。研究表明,单独的CTB或LTB也具有较强的免疫佐剂活性,特别是当其经化学

方法或基因融和技术使其与不相关抗原形成偶联蛋白或融合蛋白时,其免疫佐剂活性强于

其与不相关抗原混合免疫时的佐剂活性,起到了佐剂和输送载体的作用,为新一代基因工

程疫苗提供了良好的基础。
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开发黏膜免疫佐剂,尤其是高效、廉价的制备系统已成为人们关注的焦点之一。利用

转基因植物作为生物反应器的优点,通过基因融合手段,构建可表达CT或 (CI'B、LT、

LTB)与目的基因抗原融合的表达载体。将基因构建于植物表达载体,并进一步将转化入

受体植物,利用这种策略大大提高的植物疫苗的免疫效果。本章在各种植物疫苗的介绍中

已详细列出具体实例,可供参考。

四、 癌症相关植物疫苗

(一) 人乳头瘤病毒宫颈癌植物疫苗

宫颈癌是严重危害妇女健康和生命的疾病,每年约有50万新发病例,25万人死亡,

图3 20 人乳头瘤病毒颗粒示意图

是引起妇女死亡的第二大原因,其中大部分在

发展中国家,占80%左右。1977年德国学者

ZurHausen等从宫颈癌标本中发现了人乳头瘤

病毒 (humanpapillomavirus,HPV)DNA,
推测HPV感染与宫颈癌发生有关。进一步的

分子流行病学证据表明,HPV 与人类多种癌

症,特别是与宫颈癌有着密切的关系。HPV属

乳头多瘤空泡病毒科 (Papovaviridae)乳头瘤

病毒属 (图3 20),是一类感染表皮和黏膜鳞

状上皮的小DNA病毒。其基因组为双链环状DNA,长7.5~8.0kb,含8个早期开放读

码框架 (E1 E8),参与病毒DNA的复制、转录、翻译调控和转化等功能;2个晚期读

码框架 (主要外壳蛋白L1和次要外壳蛋白L2)和1个非编码长控区。目前已经证实

HPV有130多个基因型。有35个型别的 HPV感染泌尿生殖道。HPV6、11为低危型,
而HPV31、33、35、39、51、52和58为中危型,HPV16、18、45和56为高危型。

由于从感染灶组织中很难分离到病毒体,迄今未能建立体外培养系统进行病毒培养。目

前对宫颈癌的治疗基本以手术和放疗为主,给病人带来很大的痛苦。预防HPV相关癌症的

最有效的方法是研制特异性的疫苗,诱导机体产生中和抗体,激发保护性免疫反应,达到有

效预防与癌症相关型的HPV传播的目的,降低宫颈癌的发生率,并且可能降低与 HPV感

染弱相关的癌症如肛门、外阴或扁桃体癌的发生率。根据现有的资料显示HPV病毒的蛋白

有免疫原性,HPVL1、L2是病毒的衣壳蛋白,组成病毒的外壳,暴露在外面可以被机体的

免疫系统认识,因此,HPVL1、L2基因和它们的蛋白产物是最合适的预防性疫苗。
近年来,癌症疫苗的含义发生了变化,它被定义为一种治疗手段,癌症疫苗能使通过

免疫细胞活性化,激发免疫细胞攻击癌细胞,从而达到提高自身免疫力、消灭癌细胞的目

的。预防并非疫苗的唯一目标,对其他一些癌症来说,疫苗被当作一种治疗手段。基因重

组技术、抗肿瘤免疫理论的发展,为癌症疫苗的研究和开发提供了条件,利用植物生产廉价

癌症疫苗的研究和发展提供了新的途径和希望 (表3 12)。对 HPV治疗性疫苗,考虑E6
和E7蛋白是癌蛋白,具有使上皮细胞永生化的特性,HPVE6/E7是最具吸引力的靶抗
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原。因此,它们的蛋白产物是最适合的治疗性疫苗,用于治疗与HPV相关的恶性肿瘤。

表3 12 人乳头瘤病毒宫颈癌植物疫苗研究实例

病原体 抗原 表达体系 表达量 免疫效果 参考文献

 人乳头瘤病毒11
(humanpapillomavirus11)

L1  转 基 因 马

铃薯

0.023μg/gFW  静 脉 加 强 免

疫 后,小 鼠 口

服免 疫 能 产 生

免疫应答

Warzecha等,2003

人乳头瘤病毒16
(humanpapillomavirus16)

E7  马铃薯 X病

毒 (potatovi-

rusX)多肽表

达 系 统 转 染

烟草

4μg/gFW  静 脉 注 射 免

疫小 鼠 能 在 其

体内 产 生 免 疫

和保护作用

Franconi等,2002

 马铃薯 X病

毒 (potatovi-

rusX)多肽分

泌表 达 系 统 转

染烟草

20μg/gFW  皮 下 注 射 免

疫小 鼠 能 在 其

体内 产 生 免 疫

应答

Franconi等,2006

L1  转基因烟草 0.004μg/gFW  静 脉 注 射 免

疫兔 子 能 在 其

体内 产 生 免 疫

应答

Varsani等,2003

 转基因烟草 0.034%~

0.076% TSP

 血 凝 集 反 应

证明 了 其 免 疫

源性

Liu等,2005

 转基因烟草、

 转 基 因 马

铃薯

0.2%~0.5%

TSP
 静 脉 加 强 免

疫 后,小 鼠 口

服能 产 生 免 疫

应答

Biemelt等,2003

(二) 结肠直肠癌植物疫苗

结肠直肠癌 (colorectalcancer)是结肠或直肠内的细胞异常生长所形成的癌病。癌细胞

会持续生长,并逐渐扩散和转移至身体其他部位。结肠癌更是男性第三类最常见的癌症,全

球每年约有100万患者,其中以西方与工业发达国家发病率为高。例如在美国,结肠直肠癌

是居于第二位的癌症。在我国的发病率也呈上升趋势。结肠直肠癌的治疗方法包括单独或

合并使用外科手术、化疗 (使用抗癌药物)或放射治疗 (利用X光对付或消灭癌细胞)。

GA733 2抗原被认为是一个与结肠直肠癌转移发生相关的关键蛋白。Verch等 (2003)
利用烟草花叶病毒 (tobaccomosaicvirus)多肽表达系统感染烟草表达了GA733 2,并

将表达后纯化蛋白注射小鼠,诱导了其体内的体液免疫反应,交叉淋巴细胞毒实验表明,
该系统表达的抗原蛋白与昆虫表达系统表达的抗原蛋白具有相同的免疫源性。
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五、 免疫耐受植物疫苗

(一) Ⅰ型糖尿病植物疫苗

Ⅰ型糖尿病是一种器官特异性自身免疫性疾病。由于体内胰岛素绝对缺乏,致使体内

葡萄糖、蛋白质及脂肪代谢紊乱,其主要特征是长期高血糖。随着病程延长,体内的糖、
蛋白质及脂肪代谢紊乱,可以导致眼、肾、神经、血管及心脏等组织器官慢性进行性病

变,如得不到合理治疗,则最后导致双目失明、尿毒症、脑血管及心脏病变、下肢或足坏

疽,甚至危及生命。遗传的易感性加上外界环境因素的影响,如病毒感染,特别是柯萨奇

B4病毒感染,直接或间接造成自身免疫反应。在Ⅰ型糖尿病患者的血液中可查出多种自

身免疫抗体,如谷氨酸脱羧酶抗体 (GAD抗体)、胰岛细胞抗体 (ICA抗体)等。这些异

常的自身抗体可以损伤人体胰岛分泌胰岛素的B细胞,使之不能正常分泌胰岛素。
大量的实验和临床研究表明,通过口服自身抗原诱导免疫耐受是防治自身免疫疾病的

有效措施。针对自身抗原的免疫无反应状态称为自然耐受 (naturaltolerance)或自身耐

受 (self tolerance)。口服耐受 (oraltolerance)是通过消化系统摄入外源性抗原诱导外

周免疫系统产生抗原特异性无反应状态。口服耐受为恢复和维持正常的自身耐受提供了一

条自然途径,具有简便、有效、安全和无毒性等特点。自1990年首次证明谷氨酸脱羧酶

(GAD)是Ⅰ型糖尿病的自身抗原以来,GAD及其自身抗体 (GAD Ab)便成为Ⅰ型糖

尿病的研究热点之一。初步研究表明,谷氨酸脱羧酶自身抗体 (GAD Ab)与1型糖尿

病的病理过程及β细胞的胰岛素分泌功能密切相关。注射GAD自身抗原能够成功地预防

NOD小鼠的Ⅰ型糖尿病。

1997年加拿大科学家在烟草和马铃薯中表达了与Ⅰ型糖尿病的自身抗原鼠GAD67,
通过口服免疫非肥胖性糖尿病小鼠证实,植物来源的GAD67有效减缓了其糖尿病的发

展。2003年他们又分别获得了转入 GAD65和 mIL 4的转基因烟草,转入 GAD65和

mIL 4烟草单独免疫小鼠不能产生免疫保护,但转入GAD65和mIL 4烟草共同口服免

疫非肥胖性糖尿病小鼠后产生了免疫保护反应。

(二) 过敏植物疫苗

过敏疾病是指有过敏体质的病童,在接触了环境当中的过敏原或非过敏的刺激因素之

后,局部产生慢性发炎反应的疾病。当这种慢性发炎反应表现在气管、鼻子、皮肤或眼

睛,就分别形成气喘病、过敏性鼻炎、异位性皮肤炎或过敏性结膜炎等过敏疾病。全球人

群在一生中,有30%~40%会发生不同程度的过敏反应。一般最常见的过敏疾病为过敏

性结膜炎、过敏性鼻炎、过敏性湿疹或异位性皮肤炎及过敏性哮喘等。目前,临床上将哮

喘、过敏性鼻炎等称为呼吸性过敏病。它是指人体在接触到致敏物质后,身体内产生一种

名为免疫球蛋白E (IgE)的特殊抗体,并与环境中的致敏物质起反应,刺激呼吸器官中

的细胞释放某些化学物质,进而引发各种呼吸系统的症状。过敏原疫苗的研发,目前已有

令人兴奋的初步结果。将过敏原蛋白质或其对应核糖核酸加以处理后,注射入实验动物体
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内,可以改变实验动物免疫反应,使其不易对此过敏原产生过敏反应。这些研究显示,人

类将有可能制造安全无虑的过敏原疫苗,使过敏病童无惧一些常见的主要过敏原。针对外

源性抗原的免疫无反应状态称为获得性耐受 (acquiredtolerance)。2005年,日本科学家

在水稻种子内特异表达了融合大豆球蛋白的日本柳杉花粉过敏源CryjⅠ,CryjⅡ T细

胞表位,通过小鼠的免疫实验证实,该转基因水稻诱导了小鼠对花粉过敏源的免疫耐受反

应。2003年澳大利亚研究人员将转向日葵种子白蛋白基因的窄叶羽扇豆饲喂哮喘实验小

鼠,使得小鼠哮喘超敏反应和病理特征得到明显减弱。

第四节 与动物相关的植物疫苗

近几年来,随着畜禽饲养业规模的扩大和集约化程度的持续提高,对群体免疫性疫苗

的需求量必然加大。但是,目前散养动物,乃至大规模的集约化养殖场多采用刺种或注射

等方法进行免疫预防接种,这显然比较麻烦,特别是在进行多种传染病的防治中,需要进

行多次刺种、注射、滴鼻等免疫接种,这无疑要耗费大量的劳动力和时间,同时会造成多

次应激。而对狗或其他散养动物,难度就更大。虽然联苗和多价苗的出现,在一定程度上

缓解了这一矛盾。但仍然会对畜禽的生长、发育、抗病与生产造成影响。相比之下,通过

饮水或采食口服疫苗对动物进行预防接种,则安全、易行、实用、方便、省时、省力,更

易被广大用户接受。因此,有关动物胃肠道口服疫苗的探索已成为当前免疫研究的前沿课

题之一。随着黏膜免疫理论研究的深入和现代生物技术的发展和完善,动物口服疫苗的研

制也取得了新的成就。特别是植物疫苗的出现,为研究出省时、省力、方便、实用、安

全、高效、易保存的动物可饲疫苗带来了希望。由于动物疫苗的试验能比人用疫苗更快地

付诸于临床应用,更多的学者致力于研发预防动物传染病的植物疫苗。

图3 21 口蹄疫病毒的核壳结构

一、 口蹄疫病毒植物疫苗

口蹄疫 (footandmouthdisease,FMD)是偶蹄动物的一种急性、热性、高度接触性

传染病,被国际兽医局列为头号 A类传染病。
该病传播途径多、传播速度快,曾多次在世界

发生大流行。虽然该病的死亡率不高 (幼畜除

外),但造成动物生产性能下降,捕杀动物花费

大量的人力、物力和财力,影响国际贸易,经

济损失惨重。为此,世界各国非常重视FMD
的研究。口蹄疫病毒 (footandmouthdisease
virus,FMDV)属于小 RNA 病毒科,口蹄疫

病毒属 (图3 21)。FMDV基因组RNA全长

约8.5kb,依次为5'UTR、ORF和3'UTR组

成。ORF约6.5kb,由L基因、P1结构蛋白基

因、P2和P3非结构蛋白基因以及其始密码子
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和终止密码子组成。其中P1结构蛋白基因编码4种主要的衣壳蛋白,既 VP1、VP2、

VP3和VP4。VP1 3组成衣壳蛋白亚单位,VP4位于病毒颗粒内部。VP1基因FMDV
主要的免疫原性基因,它含有B细胞抗原表位 (141~160aa)和T细胞抗原表位 (200~
213aa),能诱导集体产生中和抗体。另外,B细胞抗原表位区构成 “G H”环曝露在病

毒粒子的表面,环内的RGD (精氨酸 甘氨酸 天门冬氨酸)序列高度保守,是病毒的宿

主细胞结合的特异性位点。疫苗接种是特异性预防FMD的可靠和有效手段,安全有效的

疫苗是成功地预防、控制乃至最终消灭FMD的先决条件。FMD弱毒疫苗和灭活疫苗等

常规疫苗都具有良好的免疫原形,在预防和控制FMD的过程中发挥着重要作用。但由于

病毒毒力返强、病毒灭活不彻底、活病毒逃逸加工厂等不安全因素,世界上一些地区

FMD的暴发似乎与灭活疫苗中残存的活病毒有关,促使人们寻求一种更加安全有效的

FMD疫苗。另外,由于灭活疫苗制备成本高,价格昂贵,限制了该疫苗的推广。
近年来,随着分子生物学技术的飞速发展,FMDV基因工程疫苗如亚单位疫苗、

可饲疫苗、合成肽疫苗、蛋白质载体疫苗、基因缺失疫苗、活载体疫苗、核酸疫苗等

不断涌现。可饲 (食)疫苗即利用农杆菌或基因枪等技术,将免疫原性基因导入植株

中,获得表达免疫原性蛋白的植株。FMD转基因植物可饲疫苗是研究较早,并且效果

较好的例子之一。早在1998年,Carrillo等用FMDV的主要保护性抗原基因 VP1获得

了转基因拟南芥,用叶浸提物免疫小鼠,可诱导产生特异性抗体,所有免疫的小鼠都

能抵抗FMDV强毒半数致死量的攻击,这是有关转基因植物表达的病毒抗原使免疫动

物全部获得保护的首篇报道,而且一个免疫剂量仅为25~50mg叶片。1999年 Wigdor-
ovitta等又利用牧草苜蓿作为受体材料,成功获得了转基因苜蓿,以15~20mg剂量免

疫小鼠,免疫鼠能100%抵抗致死量强毒的攻击。随后,不断有以转基因马铃薯、苜

蓿、烟草作为受体材料或植物病毒表达系统表达 VP1的成功报道。动物实验也证实了

其所具有的免疫原性。最近,中国农业科学院生物研究所利用烟草叶绿体系统使得VP1
的表达量提高到2%~3%TSP,中国热带农业科学院的研究人员又以热带牧草柱花草为

受体获得了表达VP1转基因植株。FMDV转基因植物可饲疫苗的研究的不断发展 (表

3 13),将为牛、羊等草食动物FMD的防治带来光明的前景。总之,理想的疫苗必须安

全、有效,同时还应具备价廉、易推广等优点。因此,FMDV植物可饲疫苗是未来的发

展方向。

表3 13 口蹄疫病毒植物疫苗研究实例

抗原 表达体系 表达量 免疫效果 参考文献

 VP1  豇 豆 花 叶 病 毒

(cowpeamosaicvi-

rus)抗原展示系统

转染豇豆

 未报道  未报道 Usha等,1993

 转基因拟南芥  未报道  静脉注射免疫小鼠能在其

体内 产 生 免 疫 应 答 和 保 护

作用

Carrillo等,1998
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(续)

抗原 表达体系 表达量 免疫效果 参考文献

 烟 草 花 叶 病 毒

(tobaccomosaicvi-

rus)多肽表达系统

转染菠菜

150μg/gFW  静脉注射免疫鼠能在其体

内产生免疫应答和保护作用

Wigdorovitz等,1999

 转基因苜蓿  未报道  静脉注射和口服免疫小鼠

能在其体内产生免疫和保护

作用

Wigdorovitz等,1999

 烟草叶绿体 2%~3%TSP  未报道 LiY等,2006

 转基因苜蓿 0.01% TSP  静脉注射免疫小鼠能在其

体内产生免疫和保护作用

Dus等,2005

 转基因马铃薯 0.01% TSP  静脉注射免疫小鼠能在其

体内产生免疫和保护作用

Carrillo等,2001

 VP1 融

合GUS

 转基因苜蓿 0.1% TSP  静脉注射免役小鼠能在其

体内产生免疫和保护作用

DusSantos等,2002

 VP21表

位 融 合 乙

肝 病 毒 核

心抗原

 转基因烟草 0.05% TSP  腹膜内注射免疫小鼠,能

在其体内产生免疫应答

Huang等,2005

二、 猪病毒性腹泻植物疫苗

猪病毒性腹泻是猪的常见病、多发病。引起腹泻的病毒种类较多,但危害严重的主要有

猪传染性胃肠炎病毒 (transmissiblegastroenteritisvirusofswine,TGEV)、猪流行性腹泻病

毒 (porcineepidemicdiarrheavirus,PEDV)和猪轮状病毒 (RV)3种。各年龄猪均可感染,
对仔猪危害最严重,有较高的发病率和死亡率,而其他猪由于腹泻引起的生长迟缓、饲料报

酬降低所造成的经济损失更是无法估计,长期以来是困扰世界养猪业发展的难题。由于仔猪

腹泻症大多数发病日龄小,发病急,病死率高。因此,靠发病后进行免疫防御是来不及

的。目前,大多数疾病已有疫苗,用以给母猪预防注射,仔猪可以通过吮吸母乳获得抗

体,以保护仔猪不发病。它无疑是最有效的预防仔猪腹泻病发生的重要措施之一。

PED、TGE和猪轮状病毒病都是肠道病,都是通过消化道感染的。它们的靶细胞都

是肠绒毛上皮细胞,引起肠绒毛的萎缩脱落,是导致动物消化紊乱、酸中毒和脱水的原

因。在预防上,如果在肠腔内经常有抗体存在,就可以不断地中和猪体摄入的病毒,从而

起到保护作用。在主动免疫中,当猪体自然感染PEDV、TGE和RV时,主要是肠黏膜

的局部免疫,病毒对肠腔的刺激既可产生IgG,也可产生IgA,这是体液免疫,同时也可

产生细胞免疫。肠上皮细胞形成的IgA分泌片可有效地将IgA从黏膜固有层转运进入肠

腔。在免疫学中起主要作用的免疫球蛋白是IgG和IgA。IgG也叫循环抗体,它的主要作

用是用来抵御全身感染,而IgA主要用来抵御黏膜感染。IgG的分子量较大,不容易穿过
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肠壁进入肠腔,它们对胃酸和消化酶的抵抗力较差。IgA也叫分泌抗体,分子量较小,它

们在黏膜免疫中起主要作用,可以抵御胃酸和消化酶的消化,并且与肠黏膜有亲和作用,
所以IgA在肠道中起重要的作用。因此,利用植物疫苗来预防腹泻肠道病具有一定的免

疫理论基础。

(一) 猪传染性胃肠炎病毒植物疫苗

猪传染性胃肠炎病毒 (TGEV)隶属于冠状病毒科冠状病毒属,是引起仔猪病毒性腹

泻的重要病原,由其引起的猪传染性胃肠炎 (transmissiblegastroenteritisofswine,

TGE)以呕吐、严重腹泻、脱水和对2周龄以内仔猪的高度致死为特征。TGEV基因组

为不分段的单股正链RNA,TGEV由4种结构蛋白和3种非结构蛋白构成。纤突 (S)
蛋白为大的糖蛋白,它形成病毒突起,是唯一能诱导产生中和抗体和提供免疫保护作用的

结构蛋白。所以,S蛋白是基因工程研究的重点,尤其近年来在植物中表达S蛋白的表达

方面国内外研究者进行了不断的探索 (表3 14)。

表3 14 猪传染性胃肠炎病毒植物疫苗研究实例

抗原 表达系统 表达量 免疫效果 参考文献

S糖蛋白  转基因拟南芥  0.06% TSP  静脉注射免疫老鼠能在其体内

产生中和抗体

Gomez等,1998

 转基因马铃

薯

 0.06% TSP  静脉注射或口服免疫小鼠产生

免疫应答

Gomez等,2000

 转基因烟草  0.2% TSP  静脉注射免疫猪能在其体内产

生中和抗体

Tuboly等,2000

 转基因玉米  2% TSP  口服免疫仔猪产生免疫应答和

保护作用

Streatfield等,2001;

Lamphear等,2002;

Streatfield和Howard,2003b

(二) 猪流行性腹泻病毒植物疫苗

猪流行性腹泻 (porcineepidemicdiarrhea,PED)是以水泻、呕吐和脱水为特征的一

种急性病毒性腹泻。猪流行性腹泻现已成为世界范围内的猪病之一。猪流行性腹泻病

毒 (PEDV)是PED的致病因子,是导致类似猪传染性胃肠炎临床症状的真正病原。

PEDV为冠状病毒属成员,病毒核酸为线形正义单链RNA。整个基因组长度为27000~
33000个核苷酸。PEDV的结构蛋白与其他冠状病毒相似,主要有糖基化纤突 (spike)
蛋白S、糖基化囊膜 (membrane)蛋白 M 和RNA结合的未糖基化核衣壳 (nucleocap-
sid)蛋白N。S蛋白含有主要的中和介导抗原决定部多肽。该多肽含有多个潜在的糖基化

位点,预测的PEDV蛋白S的多数糖基化位点都具有生物学意义。近年来,研究人员以

表达蛋白S的抗原表位对猪流行性腹泻植物疫苗进行了研究 (表3 15),并取得了良好

的研究进展。
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表3 15 猪流行性腹泻植物疫苗研究实例

抗原 表达系统 表达量 免疫效果 参考文献

 S 蛋 白

抗原表位

 转基因烟草 20μg/gFW  口服免疫小鼠产生系统免疫

和黏膜免疫抗体

Bae等,2003

 转基因烟草 0.1% TSP  未报道 Kang等,2005a,

 转基因烟草 2.1% TSP  未报道 Kang等,2005b

 转基因马铃薯 0.1% TSP  未报道 Kim等,2005

 烟 草 花 叶 病 毒

(tobaccomosaicvi-

rus)多肽表达系统

接种烟草

5.0% TSP  未报道 Kang等,2004

三、 新城疫病毒植物疫苗

新城疫 (newcastledisease,ND)由新城疫病毒 (newcastlediseasevirus,NDV)引

起的一种以呼吸道,消化道黏膜出血为典型病变的高度接触性、急性败血性禽类传染病。
除家禽外,至少有200多种鸟可以自然或实验室感染,是危害世界养禽业的最严重的传染

病之一,给世界养禽业造成了损失巨大。
新城疫病毒 (newcastlediseasevirus,NDV)属于副黏病毒科腮腺炎病毒属 (Rubu-

lavirus),基因组为一条单股、负链、不分节段的RNA (图3 22)。经典毒株的基因组长

度均为15186nt,分别编码6种结构蛋白,即核衣壳蛋白 (nucleocapsidprotein,NP)、
磷蛋白 (phosphoprotein,P)、基质蛋白 (matrixprotein,M)、融合蛋白 (fusionpro-
tein,F)、血凝素神经氨酸酶 (haemagglutininneuraminidase,HN)和大蛋白 (large
protein,L)。研究表明,HN蛋白通过识别、吸附细胞表面受体来启动病毒致病性,而F

图3 22 新城疫病毒颗粒

蛋白通过其融合多肽的穿膜作用来产生致病作用。因此,HN、F是构成NDV致病性的

分子基础和主要毒力相关蛋白。目前新城疫疫苗的类型大致可概括为活疫苗、灭活疫苗和

基因工程疫苗三大类。由于F、HN两种

糖蛋白均具有良好的免疫原性,基因工

程疫苗根据其并证明了F基因或 HN基

因重组疫苗对强毒攻击具有较好的免疫

保护力,最高者达100%。基因工程疫苗

能在个体内长期存在,并持续表达低水

平的抗原蛋白,无须后续免疫注射而能

够诱导持续的免疫效应达1年以上,甚

至终生免疫。一种基因疫苗还能够诱导

产生针对多个抗原表位的免疫和保护作

用。基因工程疫苗还具有安全、操作简

单、成本低廉等特点。由此可见,构建
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重组HN、F基因活载体苗,是今后疫苗发展的热点和必然,其开发应用前景十分广阔。

2005年Berinstein等在马铃薯中分别表达了HN、F蛋白,表达量为0.06%TSP,口

服和静脉注射免疫小鼠都产生了免疫应答,并检测到NDV特异抗体IgG,证明新城疫病

毒植物疫苗可以诱导小鼠的黏膜应答。同年,我国扬州大学的科研人员在水稻里表达了F
蛋白,同样免疫小鼠产生了免疫反应和特异抗体。Zhao和 Hammond还利用黄瓜病病毒

抗原展示系统中分别表达了8个氨基酸 HN抗原表位、17个氨基酸的F蛋白,表达量可

达430μg/gFW,为开发安全、操作简单、成本低廉的新型新城疫疫苗开拓了广阔的

前景。

四、 犬细小病毒植物疫苗

犬细小病毒病是由犬细小病毒 (Canineparvovirus,CPV)引起的一种急性传染病,
是目前危害犬类的最主要的烈性传染病之一。病的特征是剧烈呕吐、出血性腹泻、血液白

图3 23 犬细小病毒颗粒示意图

细胞显著减少,或非化脓性心肌炎,本病常发生于幼犬。
近年来,该病对我国养犬业和警 (军)犬事业也造成了极

大的威胁。随着我国宠物业的不断发展,对CPV的预防和

控制也就成为众所关注的问题。

CPV病毒粒子为二十面体对称结构 (图3 23),病毒

无囊膜,在电镜下呈圆形或六角形。基因组是单链、负

义、线形DNA。基因组容量在动物DNA病毒中最小,全

长5323个核苷酸。CPV主要编码四种蛋白,由早期转录

物翻译的非结构蛋白NSI和NS2和由晚期转录物翻译的结

构蛋白VP1和VP2组成。研究发现,VP2编码CPV的主

要抗原决定簇可诱导机体产生中和抗体,其基因序列决定着抗原型及宿主的特异性。
疫苗免疫是预防发病的根本措施。目前已经有CPV灭活菌、弱毒苗及猫泛白细胞减

少症疫苗等用于预防CPV病。近年来研究人员利用植物病毒抗原展示系统或转基因植物

对VP2的抗原表位进行了表达,注射或黏膜免疫动物实验证明犬细小病毒植物疫苗可以

诱导实验动物产生免疫反应 (表3 16)。

表3 16 犬细小病毒植物疫苗研究实例

抗原 表达系统 表达量 免疫效果 参考文献

 VP2表位  李痘病毒 (plum

pox potyvirus) 抗

原 展 示 系 统 转 染

烟草

 未报道  静脉注射免疫老鼠能在

其体内产生中和抗体

Fernandez等,1998

 豇 豆 花 叶 病 毒

(cowpeamosaicvi-

rus)抗原展示系统

转染豇豆

 未报道  静脉注射免疫狗产生免

疫保护反应

Langeveld等,2001
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(续)

抗原 表达系统 表达量 免疫效果 参考文献

 豇 豆 花 叶 病 毒

(cowpeamosaicvi-

rus)抗原展示系统

转染豇豆

 未报道  静脉或鼻接种免疫小鼠

和兔能免疫、中和抗体

Nicholas等,2002

 VP2表 位 融

合GUS

 转基因拟南芥 3.3% TSP  口服或静脉注射免疫小

鼠产生免疫应答

Gil等,2001

 VP2表 位 融

合 霍 乱 毒 素

CTB或GFP

 烟草叶绿体 22.6,

33.1% TSP

 静脉注射免疫小鼠和兔

能免疫、中和抗体

Molina等,2004,

Molina等,2005

五、 牛轮状病毒植物疫苗

牛轮状病毒 (bovinerotavirus)可引起新生犊牛腹泻。主要症状为精神委顿、厌食、
脱水和体重减轻,又由于腹泻导致犊牛机体免疫机能下降,常继发犊牛肺炎和其他疾患,
引起犊牛死亡或发育不良。牛轮状病毒与人、猪轮状病毒同属RotavirustypeA,且具交

叉共同抗原。
目前,已有的减毒牛轮状病毒疫苗是以给母牛预防注射,犊牛通过吮吸母乳获得抗体

而保犊牛不发病,是有效预防犊牛轮状病毒腹泻病发生的重要措施之一。最近,研究人员

同样利用牛轮状病毒植物疫苗免疫小鼠而使得后代子鼠获得了被动免疫。牛轮状病毒外壳

结构蛋白VP4和VP7是病毒中和反应的主要目标,能诱导产生中和抗体。PerezFilguei-
ra等利用烟草花叶病毒多肽表达系统转染烟草表达了5μg/gFW牛轮状病毒VP8 (VP4部

分肽段),静脉注射免疫小鼠产生免疫保护反应,后代子鼠通过吮吸母乳获得了被动免疫。

Wigdorovitz等利用表达了牛轮状病毒VP4的转基因苜蓿进行小鼠免疫试验,静脉注射或

口服免疫小鼠产生免疫保护反应,后代子鼠通过吮吸母乳也获得了被动免疫。
牛轮状病毒内衣壳是由4种病毒蛋白组成 (VP6、VP1、VP2、VP3)。VP6也是主

要的病毒蛋白,与保护性免疫有关。已经有研究人员分别在马铃薯和烟草中表达了VP6,
其中利用烟草叶绿体系统表达的VP6达3%TSP,这为廉价可饲牛轮状病毒植物疫苗的开

发生产奠定了实践基础。

六、 兔出血症植物疫苗

兔出血症 (rabbithemorrhagicdisease,RHD)俗称兔瘟、兔出血热,是由兔出血症

病毒 (rabbitacmorrhagicdiseasevirus,RHDV)引起的一种急性、高度传染性、高致死

性的疾病。以呼吸系统出血,实质器官水肿、淤血及出血变化为特征。1984年2月,该

病首先在我国暴发,随后朝鲜、韩国、意大利、德国、印度、法国、苏联、西班牙、日

本、美国和非洲等国家和地区相继有该病流行的报道。RHDV基因组为单股正链RNA,
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全长7437bp,仅含两个开放阅读框。VP60是RHDV的主要结构蛋白。它在诱导抗病毒

感染的免疫反应中起重要作用,是病毒免疫保护性抗原。
由于兔出血症病毒在体外组织细胞的培养方法尚未建立,目前广泛使用的疫苗为组织

灭活苗。但随着家兔饲养成本的提高以及非免疫兔的减少,可用于制苗的肝组织日趋减

少,使组织灭活苗的成本不断增加,加之组织灭活苗可能导致散毒的缺点,近年来人们对

RHDV疫苗的研究主要着眼于基因工程疫苗。在兔出血症植物疫苗方面,Castanon等在

转基因马铃薯中表达了VP60,静脉注射免疫家兔产生了免疫应答。Fernandez等用李树

痘病毒为载体成功表达了VP60的结构蛋白,并用表达VP60的李树痘病毒感染植物的抽

提物免疫家兔,效果显著。

七、 动物其他病毒植物疫苗

动物其他病毒植物疫苗研究也取得了一些进展,具体见表3 17。

表3 17 动物其他病毒植物疫苗

病原体 抗原 表达生产体系 表达量 免疫效果 参考文献

牛疱疹病毒1型

(bovineherpesvirustype1)
 糖蛋白D  烟 草 花 叶 病

毒 (tobacco

mosaic virus)

多肽 表 达 系 统

接种烟草

20μg/gFW  注 射 免 疫 小

鼠能 产 生 免 疫

反 应,提 高 了

牛 对 病 毒 的

抗性

PerezFilgueira等,

2003

牛瘟病毒

(rinderpestvirus)
 血 凝 素

蛋白

 转基因木豆 0.49% TSP  未报道 Satyavathi等,

2003

 转基因花生 0.5% TSP  口 服 或 静 脉

注射 免 疫 小 鸡

能产 生 免 疫 应

答和中和抗体

Khandelwal
等,2004

禽传染性支气管炎病毒

(infectiousbronchitisvirus)
 S糖蛋白  转 基 因 马

铃薯

0.22% TSP

2.53μg/gFW

 口 服 或 静 脉

注射 免 疫 小 鸡

能产 生 免 疫 应

答和中和抗体

Zhou等,2003,

Zhou等,2004

鸡传染性法氏囊病病毒

(infectiousbursal

diseasevirus)

 VP2  转 基 因 拟

南芥

4.8% TSP  口 服 免 疫 小

鸡能 产 生 免 疫

保护

Wu等,2004

貂肠炎病毒

(minkenteritisvirus)
 VP2  豇 豆 花 叶 病

毒 (cowpea

mosaic virus)

抗原 展 示 系 统

转染豇豆

1200μg/gFW  静 脉 注 射 免

疫貂 能 产 生 免

疫应答和保护

Dalsgaard等,

1997
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第五节 植物疫苗研究存在的问题

(一) 抗原蛋白的表达量和稳定性

近年来虽然有相当多的植物疫苗研究方面的报道,但真正能进入产业化及普及化使用

仍有相当大的差距。主要原因之一是抗原蛋白表达量不足。目前最需要的仍是提高疫苗的

表达量以及稳定性。有效口服疫苗的剂量往往必须是注射疫苗的1000倍,因此,研究人

员除了不断优化转基因系统来提高蛋白表达量以及稳定性外,使用植物病毒载体或叶绿体

表达系统进行疫苗的研究有明显增加的趋势。除了表达系统的选择外,也可以使用常规育

种技术等方式帮助解决一些问题。所以,在整体的研发上须多元化的应用与合作,以达到

最大的效益。

(二) 免疫有效性

口服疫苗接种有时不但不会诱发机体的保护性免疫反应,相反还会引起免疫耐受或变

态反应。因此,必须确定口服疫苗是起诱导作用还是抑制作用,以便确定转基因植物口服

疫苗的服用有效剂量和时间,使抗原含量控制在既能激发免疫反应,又不会致病。

(三) 受体植物的选择

在已研究的受体植物中,以烟草、马铃薯为最多。主要是因为它们遗传操作较容易,
但烟草含有有毒生物碱,马铃薯不宜生食,而且加热易使抗原蛋白变性,所以,它们都不

是理想的转基因植物口服疫苗受体植物。最终的口服疫苗应该在果蔬或饲料作物中生产,
并且要有以下两个特点:①能在未经烹煮的状态下使用。避免烹煮过程中蛋白质变性;

②具有较高的蛋白质含量,能大量表达转入的抗原基因。

(四) 生物安全性问题

在研究植物疫苗的同时,我们仍需要考虑对环境、人或动物可能造成的不良影响。毕

竟转基因植物或重组病毒不属于自然环境。环境方面,由于植物疫苗在作物中所占的比例

极小,所以,可以建立一个良好的生产供给流程的封闭系统和一套评估风险模型,以防止

疫苗或遗传物质流入生态链。在评估其对人或动物的免疫有效性方面,需要植物学界与医

学界的共同参与,对有可能产生的过敏原性以及毒性等反应、营养价值以及对其他生物的

影响等多方位进行评估。这些都需要利用动物和一些模式生物进行谨慎周密的大量的探索

性科学研究,以建立和不断完善一套科学的有效性和安全性评价体系。在美国,美国农业

部 (USDA)及食品和药品管理局 (FDA)统筹植物药物的管理。USDA规定转基因植物

表达药物的定位和防范,FDA确保质量保证 (QA)和质量控制 (QC)。FDA保证在生

产和原料的准备中保持QA和QC标准,以确保人用的安全和有效。FDA还通过分阶段

进行的临床试验监测确定加工植物药物的相对危险性,以颁发生产许可。最近,FDA发

布了植物药物生产的第一部规程草案。
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第四章 转基因植物生产蛋白质和多肽

第一节 国内外在该领域的研究现状及发展趋势

20世纪90年代以来,随着植物转基因技术的成熟,以植物为 “生物反应器”的应用

在逐步兴起。以植物为生物反应器有廉价的原料———阳光、大气、土壤和大规模生产的优

势。目前,植物为生物反应器主要是用来生产工业酶,如饲料中用的植酸酶和精细化学

品、药品等。但越来越多的研究已投入大宗化学品的生产,如维生素C和生物材料。可

以预见的是,随着更多的植物内合成途径 (和相关的基因和蛋白质酶)被解密,以植物作

为生物反应器的应用将越来越普遍。这同时将对农业的产业升级有深远的影响。

1988年有人用干扰素在芜菁上表达,目的是检验人干扰素的出现是否能抑制病毒感染

(Dexoeten等,1998)。尽管结果是否定的,但实验在偶然中揭示了植物可用于生产具有药

用功能的外源蛋白质。其他利用植物生产有用蛋白质的例子不少,比如用马铃薯和烟草生产

人血清蛋白 (Sijmons等,1990)、用烟草生产α 直链淀粉 (Pen等,1992)等。迄今为止,
利用植物作为生物反应器生产的重要药物有人血清蛋白、表皮生长因子、脑啡肽、干扰

素、促红细胞生成素、生长激素、单克隆抗体等。而且Prodigene公司利用玉米作为植物

生物反应器生产的抗生物素蛋白、胰岛素、β 葡萄糖苷酸酶,目前已进入市场 (Hood
等,1997;Witcher等,1998;Woodard等,2003),虽然还未商品化,但已经显示出巨大

的市场潜力。
利用植物生物反应器生产药物将成为21世纪利润率最高的生物医药产业。自20世纪

80年代以来,仅美、日两国开发的生物技术新药就达224种,其中美国107种,日本117
种。提供用于制造肥皂的月杜酸的孟山都公司是一个传统的化工企业,经过自我改革,目

前已成为一个生命科学公司。自1993年以来,孟山都公司已在生物和基因科学领域投入

了66亿美元,1995—1998年孟山都公司的股票价格上涨了5倍。某些生物技术药品开始

逐渐取代一些传统药品,1998年抗艾滋病病毒蛋白酶抑制剂Viracept的销售额已超过了

其竞争药品Crixivan。Viracept现已占蛋白酶抑制剂10亿美元市场份额的40%。
基因科学的发展对化学工业变革的推动比制药工业更加迅猛,模拟生命过程的生物反

应器在酶工程和发酵工程中应运而生。近年来,化学工业有20% 被生物反应器所取代,
其设备投资减少80%,能耗降低50%。据美国能源部报告,通用的50多种化工原料已有

19种可以由植物生产。
目前,我国在利用植物生物反应器生产药物方面的研究滞后于发达国家,在植物生物

反应器生产药物研究方面的立项课题较少。“九五”期间,国家 “863”高技术发展计划资

助了两项研究课题:①利用转基因植物生产乙型肝炎口服疫苗。该项研究取得了很好的进

展,已在马铃薯和番茄中成功地表达了乙型肝炎病毒膜中蛋白抗原。②植物病毒 (TMV)
表达载体系统构建。今后的发展方向:研究和开发能有效预防常见病、多发病等疾病的廉
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价、安全、使用方便的口服疫苗,以及对某些疾病具有特殊疗效而常规传统药物无效的新

型生物技术药物。这将为保障人们的健康水平发挥积极而重要的作用。

第二节 生产蛋白质和多肽的方法

自20世纪90年代初进行的转基因植物研究,经过近10年的努力已取得很大进展。
转基因植物生产蛋白质和多肽主要有3种方式:一是将外源药用蛋白基因稳定地整合到植

物基因组中得到,其中农杆菌介导法应用比较普遍,该方法虽然费时,但一旦成功即可大

规模放大;二是用病毒作为载体在寄主植物中瞬时表达,一般用作疫苗和亚单位疫苗;三

是采用植物叶绿体高效表达系统。

一、 农杆菌等介导的核转化系统

目前,研究成功的转基因植物药用蛋白中,有80%是由农杆菌介导形成的转基因植

物表达系统生产。在农杆菌介导表达含两条或多条肽链组成复杂蛋白 (如抗体)时,将不

同的肽链分别导入不同的植株,再将表达不同肽链的转基因植株通过有性杂交,杂交F1
代中有同时含复杂蛋白所有亚单位株系,用此株系进行稳定的表达系统,或是构建不同启

动子控制的植物双边界表达载体,一次转化得稳定表达株系。如,1989—1990年Hiatt等

巧妙地利用农杆菌介导方法获得分别表达重链和轻链蛋白的转基因植物,再通过杂交的方

法解决了重链和轻链同时表达并组装成抗体。从杂交植物中产生的抗体占整个可溶性蛋白

的1%。
基因枪是用金粉将载体颗粒包埋,在高压气流的作用下将颗粒导入细胞,目的基因与

核或质体基因组整合的过程。农杆菌对单子叶植物转化率低,因此单子叶植物一般采用基

因枪转化的方法。与农杆菌介导表达复杂蛋白相比,基因枪可以一次将含不同基因的片段

同时导入同一细胞中,通过筛选获得转基因株系。目前基因枪法实现了多种谷物叶绿体和

线粒体基因的转化。

二、 植物农杆菌渗透及病毒瞬时高效表达系统

(一) 农杆菌真空渗透瞬时表达系统

此系统是用重组了目的基因的农杆菌通过真空渗透的方式侵染植物的叶片,随农杆菌

的增殖与生长在短时间内表达大量的目的蛋白 (Kapila等,1997)。
此系统一般用在进行核转化、建立稳定的表达系统之前,检测构建载体的可行性、受

体植物的代谢情况、产物的量和活性等,不进行大规模生产使用。也有用此系统进行规模

化生产的报道。如Voinne等 (2003)发现,通过农杆菌真空渗透法瞬时表达的宿主在几

天后发生了转基因沉默,他们将目的基因和来自番茄丛生病毒的p19蛋白 (一种基因沉默

的抑制剂)融合工表达,几种蛋白的产量提高了50倍左右。Medicago公司的研究者们描
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述了怎样在1周时间内侵染7500片苜蓿的叶片,达毫克级规模的生产方法 (D’Aous等,

2001)。

(二) 植物病毒瞬时表达系统

在植物中生产药用蛋白的另外一条途径是使用基因工程植物病毒作载体,这类载体可

瞬时高效表达大量外源蛋白,是农杆菌转化系统等所不能做到的。目前已有十几种植物病

毒被改造成不同类型的外源蛋白表达载体 (表4 1),其中超过150多种的蛋白多肽在

TMV载体中成功表达。利用融合抗原表达策略已生产出含有疟疾动物口蹄疫病毒、鼻病

毒及艾滋病毒 (HIV)抗原决定簇的嵌合外壳蛋白,这类融合蛋白的生产方式将来可能是

生产疫苗的一条重要和经济有效的途径。

表4 1 利用植物表达的外源蛋白

药用蛋白 商业应用 表达方式

乙肝病毒表面抗原 (HBsAg) 疫苗 转基因

大肠杆菌热不稳定肠毒素B亚基 (LT B) 口服疫苗 转基因

诺沃克病毒外壳蛋白 (Norwalkvirus) 口服疫苗 转基因

盖氏13单克隆抗体 (Guys.13mAb) 预防龋齿 转基因

谷氨酸脱羧酶 (GAD) 预防糖尿病 转基因

粒细胞巨噬细胞集落刺激因子 (GM CSF) 预防感染 转基因

Leu 脑啡肽 (Leu enkephalin) 镇痛 转基因

水蛭素 (hirudin) 凝血酶抑制因子 转基因

表皮生长因子 (EGF) 刺激上皮细胞分裂 转基因

促红细胞生成素 (EPO) 调节红细胞水平 转基因

虹鳟生长激素 (growthhormone) 刺激生长 转基因

人血清白蛋白 (humanserumalbumin) 血浆成分 转基因

人干扰素 (HIFN A D) 抗病毒 CaMC(1)

A 天花粉蛋白 (A trichosantin) 抑制艾滋病病毒 TMV(2)

血管紧张肽转化酶抑制剂 (ACEI) 抗过敏反应 TMV

流感病毒血凝素 (influenzavirusHA)& 疫苗 TMV

艾滋病毒抗原 (HIV lgp120)

疟疾抗原 疫苗 TMV

口蹄疫病毒抗原 (FMDV VP1)& 疫苗 CPMV(3)

鼻病毒抗原 (HRV 14)

水貂肠炎病毒抗原 (MEV VP2) CPMV
犬细小病毒抗原 (CPV CP VP2) 疫苗 PPV(4)

  注:(1)CaMV为花椰菜花叶病毒表达载体;(2)TMV为烟草花叶病毒表达载体;(3)CPMV为豇豆花叶病毒表达

载体;(4)PPV为李痘病毒表达载体。
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常用的植物病毒载体包括烟草花叶病毒 (tobaccomosaicvirus)、番茄丛矮病毒 (to-
matobushystuntvirus)、苜蓿花叶病毒 (alfalfamosaicvirus)、马铃薯X病毒 (potato
virusX)和豇豆花叶病毒 (cowpeamosaicvirus)。1992年英国的 AgriculturalGenetics
Company(AGC)报道他们将口蹄疫病毒 (footand mouthdiseasevirus,FMDV)和艾

滋病病毒 (HIV 1)表面抗原基因导入豇豆花叶病毒基因组中,成功地在植物中获得动

物疫苗。1998年,Modelska等将狂犬病病毒糖蛋白基因克隆到苜蓿花叶病毒外壳蛋白的

开放阅读框中,分别在烟草和菠菜中得到表达。
病毒瞬时表达系统的优点:①短时间内产生大量的目的蛋白。据研究发现,在接种

后的5~14d,表达水平达每千克鲜重叶片含5g目的蛋白 (细胞总蛋白含量的50%)。

②病毒蛋白超高速的增值。几乎关闭了宿主细胞本身的蛋白合成,目的蛋白下游提纯

的背景简单,在一定程度上降低了纯化的成本。③产量稳定。2周时间即可达毫克级的

产量,4~6个月可达克级的产量。目前,已用此系统进行了抗体、干扰素、激素和酶

类等高价值的蛋白的生产。缺点:①病毒在高频增殖的情况下,易产生突变和缺失,
产生的产物氨基酸序列存在差异。②一般不能表达超过1kb的基因片段。③不能同时

表达两个或多个蛋白分子,如全抗体分子,由轻链和重链组成,只能单独表达,再组装。
最近,ICON公司建立一套用农杆菌处理叶片实现一个或多个病毒表达载体组装的系统。
在这套系统中,生长期和生产期分开,宿主和病毒没有生理上的冲突,产量可达工业生产

的规模。

三、 植物叶绿体高效表达系统

近期大量研究结果表明,外源基因可以在叶绿体中得到高效、稳定表达。美国研

究学者利用烟草叶绿体成功地表达了有生物学活性的人生长激素,而且表达量占可

溶性蛋白7.0%。中国农业科学研究院生物技术研究所叶绿体遗传工程室已分别将

甲肝、乙肝抗原融合基因导入烟草和衣藻叶绿体中,并得表达。在烟草叶绿体中表

达人 血 清 白 蛋 白 及 耐 热 性 木 聚 糖 酶,分 别 占 总 可 溶 性 蛋 白 的 11% 和 6%
(FermandezSan等,2003;Leelavathi等,2003)。生产的生长激素比核基因组的表

达高100多倍。
目前在叶绿体中表达蛋白的研究主要集中在烟草和C.reinhardtii,质体基因转化可

以在多种现在的主栽品种中进行,包括胡萝卜和番茄,通过直接的食用而达到防病和治病

的效果,是植物生物反应器一个最诱人的研究领域。通过基因枪等方法将外源基因导入植

物叶绿体中目的基因经同源重组整合到叶绿体功能基因的间隔区中,外源基因随叶绿体的

数目的增加而达到很高的拷贝。没有位置效应,也不发生基因沉默;多基因能够同在一个

阅读框中同时表达;重组蛋白在叶绿体中富集,对宿主细胞的毒性影响小;不像核基因组

转化产生含转基因的花粉,对环境带来潜在的危害。但叶绿体基因的表达和翻译后的加工

模式接近原核表达系统,如能加二硫键,适合表达scFv抗体等不需其他加工修饰的蛋白

和多肽;而缺乏真核生物某些特有的修饰,如糖基化等,不能表达需进行糖基化修饰后组

装成具活性的全mAb等蛋白。
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四、 植物细胞悬浮培养系统

经农杆菌介导、基因枪轰击和电击等方法将外源基因导入植物细胞,植物细胞在提供

光、水、营养物质、适宜的温度、无菌等条件的情况下,能够像动物细胞一样增殖,产生

药用蛋白和多肽,再通过抽提而得终产物的过程,即植物细胞悬浮培养生物反应器 (Fis-
cher等,1999)。与动物细胞培养比较,植物细胞需要的营养物质简单,对培养的条件要

求粗放,规模化程度高。从基因到蛋白产物的时间比整株植物稳定表达要短,产物据其分

子量的大小直接分泌到培养基 (<60ku)或保留在细胞周质 (>60ku)中,下游的提取

和纯化简单。但悬浮培养要求一系列的设备和操作娴熟的技术员进行生产,成本较高,适

合高价值的药用蛋白和多肽的生产。
目前已有20多种药用蛋白通过植物细胞悬浮培养生产,包括抗体及其片段、白介素、

促红细胞生成素、人集落细胞刺激因子等 (Shadwick和Doran,2004)。烟草BY 2细胞

悬浮仍是目前被广泛应用的植物细胞株。除此以外,还有水稻、大豆、番茄、苜蓿等作物

的细胞也在某些公司或研究单位使用。但植物细胞培养通常存在产量低、细胞株中目的基

因不稳定等亟需解决的问题。对高产、遗传稳定、易遗传操作的细胞的发现无疑是很重要

的。Boehm等 (2005)发现用来自落叶松 (Larixsp.)和浮萍 (Wolffiasp.)肉胚胎的

细胞进行悬浮细胞培养,不但基因的转化效率高、转基因稳定,而且蛋白的产量高,稳定

性好,能成功地分泌表达,易进行大规模的发酵生产。

第三节 蛋白质和多肽生产的受体种类

正确地选择某一植物作为药用蛋白和多肽生产的表达受体是一个重要的问题。在选择

转基因植物时,应更多地考虑植物基因转化的易操作性,合适的翻译后加工,生长的速

度,产物在植物中的可积累性以及复合产物的简单提取和纯化方法等。

一、 叶片类作物

烟草作为生产蛋白和多肽受体的历史悠久。因为在烟草中转基因操作和表达简单、可

控性高,外源蛋白的产量高,易实现规模化生产,转基因不进入食物链。目前仍是一种使

用性最高的表达受体。虽然烟草中含有烟碱等其他有毒的植物碱,但可利用一些低植物碱

含量的品种进行生产。
其他用于蛋白和多肽表达的叶类作物还有苜蓿、大豆和生菜等。苜蓿和大豆是豆科植

物,有固氮作用,生产上可降低氮肥的施用。苜蓿单位面积干物质产量高,而且一年可收

获9次,是一种良好的高产受体植物。已经在苜蓿和大豆中成功地表达了多种抗体和

Aspergillus植酸酶等。
在叶片中表达蛋白和多肽时,虽初产物含量高,但产物是在一个液体的环境中生产和

保存的,不稳定,终产量低。收获后,叶片必须冷冻或干燥运输,或者立即加工、提取目
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的产物,蛋白成分复杂,提纯难度大。还存在表达产物可能会影响受体植物的生长发育,
被食草动物食用,或流放进环境中等危险。

二、 谷物或豆科作物的种子

相对于叶片作物来说,在种子中表达蛋白和多肽的优点是:①保存期长,种子有合适

的生化环境提高稳定蛋白和多肽的富集。有研究显示,在常温下,在种子中保存3年的抗

体仍有活性 (Stoger等,2002)。②种子不含酚类化合物,提高了下游加工的效率。③不

被食草动物食用。但产生种子有开花的过程,必须阻止花粉散落发生基因的飘移。
已经有水稻、大麦、玉米、豌豆和大豆等作物的种子用于药物的生产器官。如在玉米

中表达了抗生物素酶、β 葡萄糖苷酸酶和重组抗体,正进一步探索表达产生漆酶、胰岛

素等工业酶类。

三、 水果和蔬菜

在水果和蔬菜的可食器官表达抗体和营养物质的优点是:不因煮熟、加工或只经半加

工而引起活性变化,没有下游的提取和纯化成本的消耗,直接食用即可达到治疗和保健的

效果。这类水果和蔬菜有马铃薯、番茄、香蕉等。Artsaenko和他的同事探索在马铃薯中

表达抗体,DeWilde等 (2002)建立大批量生产抗体的平台。马铃薯还用来表达葡聚糖

酶、诊断性抗体融合蛋白和人乳蛋白等。

四、 纤维和油料作物

用纤维和油料作物,如亚麻、棉花和油菜,表达蛋白和多肽的优点在于:产物可作为

纤维和油提取后的副产物而回收。但残存的纤维和油影响产物的进一步提纯,只有那些不

需要精提的蛋白和多肽才用此受体生产。

五、 其他形式的表达受体

植物生物反应器的产量不但与目的基因的特性、表达的方式及培养的条件等有关,而

且还与受体本身的特性有关。如基因转化的难易程度、生长状况、体内的生化特征、分泌

与否等有很大的关系。发现一种性质优良的表达受体对生产和基础研究都很重要。

(一) 植物的根

一般需从受体复杂的生化背景条件下提取药用蛋白是一项高成本且繁琐的工作,极大

地限制了转基因植物生产药用蛋白的进程。用转基因植物的器官分泌表达产物到简单的培

养基中是一种很好的解决措施。分子的分泌是植物细胞和器官的功能,植物的根尤其如

此。根从土壤中吸取营养物质,与根际微生物作用,抵抗多种病原物等,这些功能的完成
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都靠根能分泌不同的生化物质 (包括蛋白质)进入土壤中来完成。事实上,Borisjuk和他

的同事们 (2004)早就提出根分泌表达是一种有效生产重组蛋白的方法,这个方法叫 “杀
根分泌 (rhizosecretion)”。

烟草根生产在液体培养容器中,吸取水和养分,表达目的基因和内质网信号肽融合的

重组蛋白,分泌到培养基中。不仅下游的加工容易、成本低,而且提供了一种连续生产、
回收目的蛋白的方法。利用转基因烟草的根表达绿色荧光蛋白并分泌到培养基中。

(二) 苔藓、 绿藻等低等植物

苔藓、绿藻等低等植物遗传背景和基因操作简单,易进行遗传改造,如通过高频率

的同源重组,在较短的时间内产生跟动物细胞完全一致的翻译后修饰加工方式,低蛋

白酶活性等适合重组蛋白生产的转基因株系。研究还发现,苔藓、绿藻的个体小,在

一个相当于细胞培养的密闭容器中进行整株植物的培养,在无抗生素的条件下遗传稳

定性高,产物分泌到培养基中,方便提纯。2003年 KnäbleinJ利用苔藓成功地表达了

活性的分泌到培养基中的VEGF,说明重组蛋白能够在苔藓中正确地进行翻译后修饰和

组装。因为同型二聚体蛋白 VEGF有活性的表达,仅当单体表达达一定水平,单体表

达后正确组装,正确组装的单体需经二硫键连接装备成二聚体,二聚体再成功分泌到培养

基中。

第四节 应用研究

生产医药品和贵重蛋白,由于利用植物生产蛋白具有廉价和简单的优点,各国竞相开

展利用植物生产医药品和贵重蛋白质的研究。日本科学家利用烟草花叶病病毒在番茄中成

功地表达出了降血压药物,从100g番茄可获得20mg的病毒粒子,持续地食用具有降低

血压的效果。美国一家生物公司用玉米生产出了抗生物素蛋白和β 葡糖醛酸酶 (Gus)。
过去这两种产品一直采用独特的生产过程制造,生产成本昂贵。据预测用玉米生产这两种

产品的成本将降低60%~70%。据估计利用植物生产的医药品和生化产品将会陆续上市,
是一个具有发展前景和市场潜力的领域。

一、 抗体及其片段

抗体是一种复杂的糖蛋白,由脊椎动物的免疫系统产生,特异识别和中和抗原。据统

计,目前大约有1000多种医用重组抗体正处于全世界不同药物公司的研发阶段,200多

种已经进入临床实验。目前,占医用多肽的1/4,到2005年抗体的需求达到了百万美元

的市场。
传统的单克隆抗体 (mAbs)来自老鼠,被人的免疫系统识别产生免疫反应,极大地

限制了使用。重组技术让低免疫原性,高活性的母乳化或者理想化抗体代替鼠源抗体。在

动物细胞、酵母或细菌中生产抗体,不仅成本高,而且规模难达到市场对抗体的需求。抗

体工程和植物基因工程的联合发展,导致了在植物中表达各种抗体分子。植物表达重组抗
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体提供一种安全、廉价、大规模的方法。

Hiatt等 (1989)首先报道了在植物中表达重组抗体6D4的研究情况,证明了植物能

够表达全长的具有功能的抗体。Vaquero等在烟草叶中表达了肿瘤特异性的单链抗体片段

scFvT84.66和嵌合抗体T84166/Gs8。Zeitlin等在转基因大豆中表达了能够识别2型单纯

疱疹病毒 (HSV 2)的人类免疫球蛋白全长IgG。研究表明,植物抗体的活性与细胞培

养来源的单克隆抗体没有明显的差异,并能够防止 HSV 2病毒在小鼠中间传播。

McCormick等在烟草中表达的来自鼠B淋巴细胞瘤38C13的免疫球蛋白的基因型特异性

的scFv。小鼠接种了经过纯化的植物来源的38C13scFv产生了大于10μg/ml的抗独特型

免疫球蛋白,并能够经受致死剂量的同源38C13肿瘤的攻击。Kathuria等在烟草中表达

了人绒毛膜促性腺激素 (hCG)特异性抗体,表达产物能够与hCG的beta亚基特异性结

合,抑制hCG诱导的睾丸激素的产生。此外,利用转基因植物表达的抗体和抗体片段还

有神经肽半抗原IgM、人肌酸激酶IgG、链球菌外源凝集素分泌性IgA/G、乙型脑炎抗体

重链可变区、膀胱癌细胞IgG、恒河猴D抗原IgG、乙肝表面抗原单克隆抗体等。表达宿

主主要是烟草和拟南芥。
植物生产用于治疗的分泌性抗体由一条重链、一条轻链、连接区和控制分泌部分等组

成。采用基因工程技术得到分别单独表达一条链的植株,然后通过连续的有性杂交得到能

将4条链完整装配成为功能SIgA的转基因植株,表达量可达到200~500μg/g植物叶片

鲜重。初步临床研究表明,植物SIgA抗体在局部使用和全身使用都是安全的,没有毒

性。Planet生物技术公司完成的临床试验结果表明,植物抗体可以显著降低受试者口腔变

形链球菌水平。SIgA植物抗体的大量生产为黏膜免疫系统 (肠道、呼吸道、生殖泌尿道)
的疾病提供了新的治疗机会。

过去10年里,自从在烟草中成功地表达了免疫球蛋白的重链和轻链,并且两者组装

为有生物学功能的抗体后,植物已成为生产各种类型抗体的表达系统。这包括全长的IgG
和IgA、嵌合IgG和IgA、分泌型IgA (sIgA)、单链抗体片段 (single chainantibody
fragment,scFv)、抗原结合片段 (fragmenantigenbinding)、Fab、scFv、双特异性抗

体、膜瞄定scFv,以及重链多变位点 (heavy chainvariabledomains)等。最近,植物表

达抗体的种类还在继续增加。如Vaquero等报道,在烟草叶片中瞬时表达了对胚胎癌抗

原特异的单链和嵌合全长抗体。表4 2反映了植物表达系统生产抗体的巨大潜力。

表4 2 在转基因植物中表达的重组抗体

(FischerR和EmansN,2000)

年 类型 抗体/抗原 植物器官 细胞定位 转化植物

1989 IgG1 磷酸酯 叶 内质网 烟草

1990 IgM 半抗原 叶
叶绿体,内

质网
烟草

1991 VHdomain 神经肽 叶 胞内和胞外 本塞姆氏烟草

1992 scFv 植物激素 叶 细胞溶质 烟草

1993 IgG1Fab 人肌酸激酶 叶 细胞核 烟草

1993 scFv 植物激素 叶 质外体 烟草
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(续)

年 类型 抗体/抗原 植物器官 细胞定位 转化植物

1993 scFv 菊芋斑纹病毒 叶 细胞溶质 本塞姆氏烟草

1994 IgG 真菌角质酶 根 质外体 烟草

1994 IgG1 链球菌实变体凝集素 叶 质外体 烟草

1995 IgA/G 链球菌实变体凝集素 叶 质外体 烟草

1995 IgG 烟草花叶病毒 叶 质外体 烟草

1996 scFv 角质酶 叶 内质网 烟草

1996 IgM 根结线虫分泌物 叶、根 质外体 烟草

1996 scFv 甜菜坏死黄脉病毒 叶 质外体 本塞姆氏烟草

1996 scFv 肌酸激酶 叶 内质网,细

胞质

烟草

1996 IgG1Fab 肌酸激酶 叶 质外体 拟南芥

1997 scFv β 1,4内葡聚糖 根 细胞溶质 马铃薯

1997 scFv 唑酮 叶 内质网 烟草

1997 scFv 脱落酸 叶 内质网 烟草

1997 scFv 脱落酸 种子 内质网 烟草

1997 scFv IT CD 40 植物 质外体 烟草组织

1998 scFv 唑酮 块茎 内质网 马铃薯

1998 human-

izedIgG

单纯疱疹病毒Ⅱ型 植物 分泌途径 大豆

1998 scFv 二氢叶酸还原酶 叶 细胞溶质 矮牵牛

1999 IgG HumanIgG 植物 质外体 苜蓿

1999 scFv 癌胚抗原 叶 瞬时表达 烟草

1999 scFv 番茄伪曲顶病毒属 植物 内质网,质

外体

本塞姆氏烟草

1999 bi scFv 烟草花叶病毒 叶
内质网,质

外体
烟草悬浮细胞

1999 scFv 烟草花叶病毒 植物 细胞溶质 烟草

1999 scFv CEA 细胞 内质网,质

外体

水稻悬浮细胞

1999 scFv 38CB鼠B淋巴细胞 叶 质外体 烟草

2000 scFv CEA 植物 内质网,质

外体

水稻、小麦

2000 scFv TMV 叶
质外体,膜

烟草

·121·

第四章 转基因植物生产蛋白质和多肽



  目前已有4种植物源的抗体具备潜在的商业应用价值。其一是在烟草中表达的抗链球

菌表面抗原的分泌型IgG IgA抗体 (预防龋齿)。临床试验证明,该抗体预防链球菌腐

蚀牙齿的效果与鼠淋巴瘤产生的单抗IgG类似。其二是在小麦和水稻中表达的抗癌胚抗

原的抗体。癌胚抗原是细胞表面糖蛋白,也是肿瘤相关的特征抗原之一。抗癌胚抗原的抗

体在体内肿瘤造像及肿瘤的免疫治疗上有广泛的应用价值。其三是治疗单纯疱疹病毒的抗

体大豆表达的抗体Anti HSV 2,能够有效地防止单纯疱疹病毒HSV 2在鼠阴道的存

活,其活性与细胞培养得到的抗体相仿。其四是利用植物病毒表达载体表达的治疗淋巴瘤

的抗体 (scFv),抗体基因来源于鼠B淋巴细胞瘤。用植物来源的该抗体免疫小鼠,能够

使小鼠抵御淋巴瘤侵染。植物来源的抗体与动物细胞来源的单克隆抗体相比,是否具有市

场竞争力? 由于目前市场上还没有商品化的植物性抗体,因此很难精确地估计其生产成

本。植物抗体只有具备高产量、低成本、高活性、低免疫原性时,才能有巨大的市场前

景。Daniell根据在250m2 温室中转基因苜蓿表达IgG的情况估算,植物源抗体的生产成

本为每克500~600美元,而用杂交瘤生产抗体的成本每克则要5000美元。植物表达抗

体水平的高低与生产成本的关系很大,按目前最高的表达水平计算,0.05% FW 植物源

抗体的生产成本将降至50美元/g。植物生产抗体的成本将低于细胞培养 (1000美元/g)
和转基因动物 (100美元/g)的生产成本。生产植物来源抗体的瓶颈在于抗体的分离纯

化,若能以口服的方式利用植物组织和种子中表达的治疗性抗体,将加强植物来源抗体的

市场竞争力。

二、 细胞因子

在医学领域,已有多种细胞因子上市,而用于畜牧生产和动物疾病防治的细胞因子却

非常稀少。其主要原因是利用发酵工程生产的细胞因子成本高,不适于动物应用。植物生

物反应器为动物细胞因子的生产提供了新的工具,国际上已有数个研究小组尝试利用植物

生物反应器生产动物用细胞因子。如日本北海道的学者用马铃薯成功地表达出了人的α
干扰素,试图利用其防治牛的呼吸道疾病。由于利用转基因植物生产的物质具有可直接食

用的特点,对高度集约化的畜牧业生产非常便利,在畜牧生产和动物疾病防治中具有重要

的生产应用价值。

(一) 人表皮生长因子

人表皮生长因子 (humanepidermalgrowthfactor,hEGF)是由53个氨基酸组成的

蛋白。目前主要用于外敷治疗烧伤、创伤、角膜炎等有关外表皮细胞的疾病,也可以口

服,促进内表皮细胞生长,治疗肠、胃溃疡。随着人们生活水平的改善、饮食结构的改变

和生活节奏的不断加快,消化道疾病已成为临床医疗中的多发病。据估计,约有10%的

人曾患有胃肠道溃疡。已经证明,hEGF能保持胃肠道上皮细胞的完整性。它除具有抑制

胃酸作用外,还具有增加胃黏膜血流量,增加胃黏膜细胞中RNA、DNA及蛋白质的合成

作用,促进黏膜细胞生长,从而促进溃疡愈合,使愈合后的溃疡不易复发。人工合成表皮

生长因子基因,然后在大肠杆菌及酵母系统及植物中表达,获得具有生物活性的人表皮生
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长因子蛋白的技术已趋于成熟,特别是采用分泌性表达系统,国内几家单位已先后完成高

效表达系统的建立,并通过中试研究和药审药检制备出注射剂。

Salmanian等将化学合成的hEGF基因转入马铃薯块茎中,每毫克可溶蛋白中EGF
的表达量为120pg。陈廷速等 (2002)将hEGF基因构建植物表达载体。转化拟南芥,并

获得转基因植株,将通过研究hEGF的表达与调控,提高其蛋白活性,为下一步转化目标

植物表达hEGF提供可靠的技术基础。戴潍等 (2001)将人工合成的hEGF基因导入聚球

藻Synechococcussp.PCC7002和鱼腥藻 Anabaenasp.PCC7120。放射免疫分析 证 明,

hEGF基因在两种转基因藻中均得到了表达,而且,在聚球藻7002中是采用分泌形式将

表达产物分泌到培养液中。

(二) 红细胞生长素

红细胞生长素 (erythropoietin,EPO)促进红细胞的分化与增殖,在贫血或是大量

失血的病人中应用可达到较好的治疗效果。

Matsumolo等 (1995)用电击法将EPO基因导入烟草细胞,获得了表达EPO的细胞

株,用根癌农杆菌介导法将EPO基因导入烟草细胞系,EPO在烟草细胞中能够正确加工

并分泌到细胞膜外吸附到细胞壁上,而不分泌到培养基中,能被糖基化,但比动物细胞生

产的EPO糖链要小,在体外实验中能够刺激红细胞的分化和增殖,但未能检测到体内生

物活性。

(三) 干扰素

干扰素 (IFN)是宿主细胞受病毒感染后产生的非特异防御因子,在临床上被广泛应

用于病毒性疾病和恶性肿瘤的治疗,靠从人血提取或用人血白细胞诱导生产。干扰素价格

昂贵,用其治疗一个肝炎病人需要2万~3万美元。1980年瑞士公司第一次用基因工程细

菌生产出干扰素。之后,美国、古巴、日本和中国分别用酵母、昆虫细胞和大肠杆菌表达

出干扰素。目前较多国家都已取得成功,正在大量生产。最近几年,基因工程干扰素已大

规模商业化生产,且在临床使用。但动物细胞的昂贵培养,使其成本大大提高,而利用转

基因植物技术则可大规模地廉价生产。有研究者利用农杆菌介导法将γIFN基因片段导入

烟草中,建立了一个利用植物表达系统大量生产干扰素基因的模式系统,从而降低干扰素

生产成本,已获得了一批转人γIFN基因片段的烟草植株。

(四) 巨噬细胞集落因子

粒细胞集落刺激因子 (granulocytecolonystimulatingfactor,G CSF)是能够在体

内外特异地作用于中性粒细胞系,促进其增殖、分化,并能维持功能和存活的一种糖蛋白

类生长因子。G CSF在临床上有非常广泛的用途,其毒副作用很低。目前主要用于防治

化疗及放疗后引起的骨髓抑制。此外,还用于自身骨髓移植、某些类型的白血病、艾滋病

的白细胞减少和再生障碍性贫血、外周造血干细胞移植等均显示具有显著的疗效。

G CSF基因分别在哺乳动物细胞、原核细胞和植物体中均以获得成功表达 ,国内外几家

公司已制备出注射剂 。
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Sardana等 (2002)将粒细胞集落刺激因子基因与谷蛋白基因融合在烟草中表达粒细

胞集落刺激因子,具有较高的生物活性。Gans等在转基因烟草种子中表达了GM CSF,
分析表明,其表达产物具有免疫反应,其生物活性与人的一致。我国魏兰珍等 (2005)在

人粒 巨噬细胞集落刺激因子 (hGM CSF)基因的5'端添加有利于在蓝藻细胞中高效表

达的SD序列,然后插入到表达载体 (pRL439)强启动子PpsbA的下游,进一步与穿梭

表达载体pDC 08相连构建成穿梭表达载体pDC GM。利用三亲接合转移方法将该穿梭

表达载体 (pDC GM)转入丝状鱼腥藻7120,通过相应抗生素筛选后得到能稳定遗传的

转基因藻。以该转基因藻的基因组DNA为模板进行PCR检测,结果表明,hGM CSF
基因已转入鱼腥藻7120。这是首次尝试把蓝藻作为制备重组hGM CSF的新宿主,具有

潜在的经济价值和社会效益。

(五) 白细胞介素

人白细胞介素4(hIL4)是一种重要的免疫活性调节分子,与一些自身免疫性疾病有

重要关系。有研究者将hIL4基因融合到衣藻叶绿体rbcL5' UTR和3' UTR之间,组

成5'UTR hIL4 3'UTR片段,将其插入来源于衣藻叶绿体基因组5.7kb同源片段中,
构建成pXhIL4同源重组质粒。经过 Westernblot印迹转移分析,证实了人白细胞介素4
基因在衣藻叶绿体中获得成功表达。也有研究者利用农杆菌介导的方法,将人源白细胞介

素 2基因导入大白菜,转化植株进行PCR和PCR Southern杂交、Western杂交检测,
结果证明,白细胞介素 2基因已整合入白菜基因组中,白细胞介素 2在转基因大白菜中

得到表达。

(六) 成纤维细胞生长因子

成纤维细胞生长因子 (fibroblastgrowthfactor,FGF)超家族是广泛存在于从线虫

到人类的一类短肽类生长因子。成纤维细胞生长因子不但能够促进包括成纤维细胞、内皮

细胞、软骨细胞、平滑肌细胞、黑色素细胞等多种细胞的增殖,而且还能够促进脂肪细胞

的分化,引发巨噬细胞和成纤维细胞产生白细胞介素6(IL 6),刺激星形细胞的迁移,
延长神经元的寿命。FGF在个体的发育、血管发生、造血、肿瘤发生中发挥重要作用。
在治疗帕金森综合症、急性脊柱扭曲性损伤、断指中神经功能重建、脑缺血、肾缺血、心

肌梗塞、闭塞性脉管炎、视网膜缺血、胃溃疡及难愈合性伤口等多种临床应用方面具有巨

大潜力。王仁厚 (2003)用农杆菌介导法在番茄中成功表达了酸性成纤维细胞生长因子

(α FGF)。

三、 转基因植物生产其他医用蛋白和生物活性肽

利用转基因植物生产药用蛋白和多肽药用蛋白的市场需求量非常大。如纯化的血清白

蛋白 (HAS),全世界的年需求量为550t。传统的生产方法是从人的血液中分离提取,这

样提取不仅价格较高,而且还有病原微生物污染的危险。而今人们可以利用转基因植物进

行生产类似的植物性来源的药用蛋白质,还有脑啡肽,以及价格十分昂贵的药物:葡糖脑
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苷脂酶等。表4 3列出了植物表达系统生产药用蛋白的情况。

        表4 3 在转基因植物中产生的重要的药用蛋白

(Kunka等,2005)

蛋白 受体植物 应  用

生长激素 烟草,太阳花  首次在植物中表达的人源蛋白,而后在叶绿体中

表达量约为叶子总蛋白的7%

人血白蛋白 烟草,马铃薯
 首次在植物中表达的人源全长蛋白,表达量为叶

子总蛋白的0.1%~11%,应用于肝硬化,烧伤等

α 干扰素 水稻,芜菁  首次在水稻中表达药用蛋白

促红细胞生成素 烟草  首次在烟草悬浮细胞表达人源蛋白

人分泌碱性磷酸酶 烟草  通过根和叶子分泌产生

抑肽酶 玉米  在玉米中表达药用蛋白

胶原 烟草  首次在植物中表达人源结构聚合蛋白

a,1 抗胰蛋白酶 水稻  首次在烟草悬浮细胞表达药用蛋白

乳铁蛋白 水稻,番茄  抗微生物活性

蛋白C 烟草  抗凝 (血)剂

水蛭素 油菜  凝血酶障碍

粒细胞 巨噬细胞集落刺激因子 烟草  嗜中性白血球减少症

脑啡肽 拟南芥  通过麻醉抗痛敏

表皮生长因子 烟草  促进表皮下修复和增生

(一) 水蛭素

水蛭素是迄今发现的最强的凝血酶天然抑制剂,用于治疗血栓的形成。过去,水蛭素

是从欧洲医蛭提取,现在除大部分利用重组细菌和酵母生产外,也可利用基因工程油菜、
烟草和埃塞俄比亚芥生产。

(二) 人血清白蛋白

人血清白蛋白 (humanserumalbumin,HSA)是含17对二硫键 ( S S ),由

585个氨基酸组成分子量为68ku的蛋白。人血清白蛋白在人血浆中含量极其丰富 (成年

人每升血液中含40g左右),它主要起维持血液的正常渗透压和运送许多亲水分子 (如类

固醇激素、胆色素和脂肪酸等大量的医疗分子)的作用。因此,人血清白蛋白在临床上广

泛应用于大出血、休克、烧伤、成红白细胞增多症、白蛋白过少症等。医疗上资料表明,
人血清白蛋白在美国每年需求量达300t,全世界年销售量600t左右,形成年销售额至少

300亿美元的巨大市场。现在临床上人血清白蛋白主要是靠收集人的血液通过分级过滤获

得。面对如此巨大的需求量,单靠人血液提取人血清白蛋白是难以满足的。同时,人血来

源极其复杂,容易导致污染,如肝炎病毒、艾滋病毒等。为了缓解这些矛盾,通过基因工
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程技术把人血清白蛋白基因克隆到植物宿主上进行高效表达是最具有前景的方法。

Sijmons等将人血清白蛋白 (HAS)嵌合基因导入马铃薯和烟草中。为了使此蛋白得

以分泌,在试验中使用了人的前导序列及烟草的PR S信号序列,结果表明,在转基因

植株的叶组织和悬浮培养液中,两种信号序列都能使 HSA分泌。对N 末端氨基酸序列

的分析表明,HSA蛋白前体的加工依赖于信号序列,且正确加工的 HSA也得以分泌。
成熟HAS编码区与烟草的一个蛋白分泌信号序列融合产物的表达量达到占总蛋白

的0.2%。

(三) 人蛋白C

人蛋白C(proteinC)是一种糖蛋白,是一种维生素K依赖性的酶原,是血液中一种

重要的抗凝物质。在凝血酶—血栓调节蛋白复合物的作用下被激活。活化的蛋白C是凝

血因子Va及Va的生理性抑制因子,在蛋白S存在时,APC选择性地裂解凝 血因子Va
及Va,从而发挥抗凝血作用。APC还可通过对纤溶抑制物的灭活作用而激活纤溶系统。
通过这种机制,纤溶酶原激活物受到保护而未被抑制,从而使纤溶酶原转变为纤溶酶,继

而消化血凝块中的纤维蛋白。这种抗凝特性严格制约了血栓形成。APC还具有明显的抗

炎作用,能够明显抑制炎症细胞因子IL 1和TNF α。

Cramer等 (1996)报道了在转基因烟草中表达了具有医疗价值的复杂蛋白质:人蛋

白C (humanproteinC,hPC),表明烟草中合成hPC的后加工,如糖基化、二硫键的形

成与动物体内过程相似。

(四) 人葡糖脑苷脂酶

人葡糖脑苷脂酶 (humanglucocerebrosidase,hGC),是高度有效缓解高歇病 (家族

性脾贫血、脑苷脂沉积病和巨脾病)的唯一药物。过去从人胎盘中提取,估计Ⅰ型高歇病

人平均每年需要有10~20t胎盘,才能为其提供足够的用于治疗的葡糖脑苷脂酶。因此,
葡糖脑苷脂酶已成为世界上最贵的药物之一。1999年,美国弗吉尼亚州的公司与弗吉尼

亚州大学合作,获得了利用转基因植物烟草生产葡糖脑苷脂酶的专利,其培育出的转基因

烟草每一植株的产酶量可顶替2000~8000个胎盘。预期根据这一研究发现,将可利用转

基因商业生产足够的葡糖脑苷脂酶和其他溶酶体酶类,用于酶替代疗法。

(五) 人类乳铁转运蛋白

人类乳铁转运蛋白 (humanlactoferrin,hLF)是转铁蛋白家族中的成员之一。主要

分布在哺乳动物的乳汁、血液、泪液、胆汁、精液、羊水和小肠液等分泌物中。具有促进

人体对Fe的吸收和利用,能抵御病菌侵染、具有免疫调节、抗氧化、抑制癌细胞的生

长、抑制胆固醇的积累等的重要生理和生物学功能,其分子生物学研究受到人们的高度重

视,人乳铁蛋白的氨基酸顺序和三维结构也已确定。商业上的大量需求,促进了人乳铁蛋

白的异源表达研究。
目前,人乳铁蛋白已成功地在牛、羊、鼠、昆虫等细胞,烟草、水稻、番茄、马铃

薯、玉米、曲霉、大肠杆菌、酵母等受体中表达,并取得了较好的结果。Chong等在转基
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因马铃薯中表达了全长具生物活性的人类乳铁转运蛋白,表达量为可溶性蛋白的0.1%,
马铃薯块茎组织抽提物具有抑制人类致病菌的活性。把人乳铁蛋白基因转入植物中,合成

具有生物活性的人乳铁蛋白,相当于在植物中添加新的营养保健因子,同时还可提高转化

植株抗病性。

(六) 脑啡肽

脑啡肽是一种止痛的神经肽,在医疗临床上有广泛的应用。Earlier等 (1989)将编

码白脑啡肽基因与种子储藏蛋白Brassicanapus2Sj基因融合,成功地在种子中表达了白

脑啡肽。Vandekerckhove等将人的神经肽———亮氨酸脑啡肽 (它是一个含有5个氨基酸

残基的小分子多肽)基因导入油菜中,在油菜中先以种子储存蛋白2S清蛋白的形式被生

产出来,储藏蛋白质再经胰蛋白酶水解,并通过 HPLC法回收,获得的脑啡肽产量达到

每克种子含220nmol/L,在临床上可作为止痛剂或镇静剂,是植物中生产药用蛋白多肽

最早的例子之一。

(七) 人类三聚胶原蛋白

胶原蛋白属于动物性生质,在动物细胞中扮演着黏结功能的角色,广泛存在动物细

胞中,是细胞外基质最重要的组成成分,也是动物结缔组织中最主要的一种结构性蛋

白质。人体成分有16%左右是蛋白质,而蛋白质中又有30%~40%的胶原蛋白,所

以,成年人身体中大约有3kg胶原蛋白,主要存在的部位有皮肤、肌肉、骨骼、牙齿、
内脏 (如胃、肠、心肺、血管与食道)与眼睛等。胶原蛋白存在动物皮肤与骨骼中,
如猪皮、牛筋、鸡及鸟的皮肤及骨骼中也含有大量的胶原蛋白。虽然胶原蛋白来源很多,
但目前工业上生产主要来自牛、猪、鸟及鱼的皮肤、骨骼与筋肉等。近年来生物技术学家

也尝试以重组DNA (遗传工程)方法,将生产胶原蛋白有关的基因剪接到牛或羊等家畜

细胞,借由牛乳或羊乳的分泌,可由乳汁中萃取得到胶原蛋白,这种以 “基因转殖动物”
(transgenicanimals)来生产胶原蛋白的方法叫 “动物工厂”(animalbioreactor),目前仍

处于研发阶段,尚未工业生产。但用转基因动物生产胶原蛋白的成本高,安全性低,而人

类三聚胶原蛋白缺乏可引起一系列的疾病。近年来,用植物生产胶原蛋白的研究刚刚

开始。

Ruggiero等 (1999)在烟草表达系统中表达了人类三聚胶原蛋白,表达的胶原蛋白

单链能够在植物体内以二硫键结合成三聚体,形成稳定的三聚体螺旋结构。

四、 工 业 酶

酶的工业应用已取得了令人瞩目的成就。采用高效、高选择的酶作为工业催化剂,开

发环境友好的工艺来生产医药化工产品、精细化工产品、传统化工产品等已在逐步的发展

起来,并在有些领域替代了传统的化工方法,显示出了巨大的潜力。随着研究水平的提

高,可以预见,将有更多的产品通过酶催化反应生产。利用植物生物反应器生产酶已成为

工业酶大规模生产的趋势。
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(一) α 淀粉酶

α 淀粉酶在粮食加工、食品工业、酿造、发酵、纺织品工业和医药行业都经常使用,
是一类用途十分广泛的酶。目前已有研究报道,在植物体中对α 淀粉酶进行了表达,这

为α 淀粉酶的大规模生产提供了新的途径。如在马铃薯中成功表达了α 淀粉酶,表达产

物分泌到块茎的质外体中。

(二) β 1,3 葡聚糖酶

β 1,3 葡聚糖酶因其能够作用于淀粉,将降解成单糖等,而广泛用于啤酒发酵工

业,或是饲料工业,消除β 葡聚糖的抗营养作用,改善畜禽生产性能,大大提高饲料

效性。
国内有研究以甘蓝型双低杂交油菜亲本 (恢复系、保持系)为材料,在对以游离小孢

子、子叶柄为受体的农杆菌介导的转基因方法上,将β 1,3 葡聚糖酶基因导入目前生产

上广泛应用的杂交油菜亲本 (恢复系、保持系)中,通过探讨转双价基因株系的抗菌核病

的效果及转基因的遗传规律,从中能够获得高抗结核菌病的转基因株系。Witcher等

(1998)用转基因玉米生产重组的α 葡聚糖酶,表达量占种子可容蛋白的0.7%,其生化

特征、生物学活性等均与天然的α 葡聚糖酶相同。DaiZY等 (2000)在马铃薯中表达了

葡聚糖酶。

(三) 植酸酶

植酸酶是催化植酸 (肌醇六磷酸)及植酸盐水解成肌醇与磷酸 (或磷酸盐)的一类

酶的总称。它使植物性饲料中磷的利用率提高60%,粪便中磷的排出量减少40%,从

而减少饲料中磷的添加量。它还可降解植酸盐的抗营养作用,因此对提高畜牧生产效

益及降低其对环境的污染有重要意义。植酸酶现已在酵母、真菌、细菌、家蚕等多个

表达系统中表达成功,各国对这些系统的研究比较多,但总的来说,基因工程菌发酵

用培养基成本高;原核生物不能对表达产物进行准确的翻译后加工及蛋白质的糖基化;
微生物发酵生产的植酸酶可能让动物感染病原体;植酸酶制剂的耐热保护技术也亟待

解决。

20世纪90年代科学家们开始尝试在植物中表达植酸酶的研究,并取得了阶段性的进

展。在饲料性植物种子中表达植酸酶,不需提取加工植酸酶,成本低于其他方式生产,使

用方便,这将是植酸酶应用的最佳方法。Pen等 (1993)将黑曲霉的肌醇六磷酸 (即植酸

酶)基因导入烟草,在成熟种子中肌醇六磷酸达可溶性蛋白的1%。Verwoerd等 (1995)
将植酸酶cDNA转化到烟草中,表达出的酶蛋白活性与天然黑曲霉植酸酶相当;免疫细

胞化学法定位,发现该酶是分泌到细胞外的,且叶片中植酸酶的最高水平达到叶片可溶蛋

白的14.4%,而烟草的形态、生长及种子的萌发并未表现异常。Li等 (1997)将黑曲霉

的phyA基因在组成型启动子的控制下插入大豆转化质粒,用基因枪法将其引入大豆细

胞,并进行细胞悬浮培养。表达酶的分子量虽比真菌植酸酶小,但两者糖基化所产生的多

肽分子量是一致的,其最适pH及最高温度也几乎相同。phyA基因的导入对细胞的再生
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频率没有较大影响。Coello等 (2001)将大肠杆菌的植酸酶基因连同一段液泡定位表达

信号肽序列在胚特异性启动子的控制下转化拟南芥,在转基因植株干种子中检测到了

植酸酶的活性,且内部植酸酶的水平有所降低,无机磷酸盐的含量相对提高。研究表

明,在胚中特异表达的植酸酶能够在胚发育过程中降低其中的植酸水平。Koegel等将

黑曲霉的植酸酶基因导入紫花苜蓿中,并成功获得了重组植酸酶。研究发现,转基因苜

蓿植酸酶能够完全取代在动物饲料中添加的无机磷,降低了饲料的生产成本,并能使粪便

中排放的磷降至原来的1/2以下。Podersen等将phyA基因分别转化了小麦和油菜,均检

测到高活性的植酸酶表达。李钱锋等 (2006)在水稻的种子中表达了植酸酶,无机磷含量

分析表明,含目的基因的转基因水稻种子及其后代叶片中的无机磷含量较未转化植株均有

了明显的提高。

(四) 胃脂肪酶

食物中的脂肪必须在消化液中脂肪酶的作用下才能被分解成为甘油三酯再被人体所吸

收利用。可以用来治疗因胃脂肪酶不足而引起的先天性黏液稠厚症,在干酪生产中添加胃

脂肪酶只是加速干酪的成熟。
法国 《新观察》月刊报道,通过一种细菌携带狗染色体的基因片段,将其转移到烟草

染色体上,并获得有效表达,致使烟草能合成胃脂肪酶 (系酸性酶类),其含量占干烟草

叶总量的0.5%~1%,也就是说,每公顷土地可收获1kg左右这种酶的产物,利用这种

酶每年可治愈好几百万黏滞病 (先天性黏液稠厚症)患者。因此,此转基因药用烟草植物

可在自然界生长、培植,更方便地提供大量药用酶。

第五节 存在的问题与对策

利用转基因生产蛋白和多肽研究过程当中有许多理论和技术问题值得深入探讨。目

前还没有一种转基因植物生产的蛋白和多肽达到商品化。主要原因:存在转基因沉默;
目的产物的表达量低,达不到商业化生产的要求;表达药用蛋白的准确修饰,如抗体

的糖基化修饰;降低产物的抽提及下游加工成本;转基因对环境的污染;协同表达多基

因等问题。

一、 多基因的协同表达

植物生产某种具功能的蛋白或多肽是一个相当复杂的过程,有时需要几种酶基因或

酶基因和调控因子共同作用来完成,这就需要协同表达多个基因。在植物中同时表达

多个目的蛋白如今已成为可能。将所要表达的目的蛋白基因构建在一个开放阅读框架内,
目的蛋白基因之间连接有10~20个氨基酸的序列,翻译后形成的所谓的 “多蛋白”可由

目的蛋白之间的短肽介导切割成为各自完整的功能性蛋白 (ClaireHalgin等,1999)。这

样一种表达系统为向植物中导入多基因或引入某一完整的代谢途径提供了一个更为有效的

途径。
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二、 转基因沉默

转基因沉默是近年来转基因研究过程当中的一个热点问题。研究人员提出了3种转基

因沉默的机制,即位置效应、转录水平和转录后水平的基因沉默。并且认为甲基化是转基

因沉默的直接原因。针对转基因植物中的转基因沉默问题,已提出了一些策略来加以防

止,如在构建载体时尽量采用与内源序列同源性较低的元件,在转基因的侧翼接上核基质

结合序 列 (matrixattachmentregions,MAR)以 避 免 位 置 效 应 的 影 响 等 (朱 莉 等,

1999)。

三、 提高表达量

异源蛋白商业化生产的关键一环是提高该蛋白在宿主生物中的产量。利用强启动子从

转录水平增强转基因的表达早已广为采用,但许多情况下转录后调节也影响转基因的

表达。
这可以通过以下几个方面来提高外源蛋白在植物体内的表达:①通过改变调控元件或

附加一些调控元件构建表达载体,提高外源蛋白的表达量;②用融合基因来生产外源蛋

白;③利用分泌途径来提高外源基因的表达;④通过重组蛋白的细胞定位来提高外源蛋白

的表达量。

1.改变调控元件或附加一些调控元件 将外源基因与植物组织特异表达的蛋白基因

及其调控序列连接,使重组蛋白在植物中的表达具有器官或组织特异性,可大大提高外源

蛋白的表达量。Gijs等 (1999)将葡糖醛酸酶 (glucuronidase,简称GUS)基因与油质

蛋白前800bp的核苷酸序列连接,插入根癌农杆菌的双元载体pCGN1559中,融合基因

在芸薹中成功表达,80% GUS的活性分布在油体上。外源基因与植物的特异调控基因融

合表达,既提高了外源蛋白的表达量,又简化了蛋白的提取纯化步骤,展示了利用植物大

规模生产外源蛋白 (包括生产基因工程疫苗)的诱人前景。
真核细胞有着非常复杂的结构,高度有序,而且是一种动态结构。在真核细胞的细胞

核中有核基质结合序列 (matrixattachmentregion,MAR)。在转基因生物技术操作中,
将 MAR序列置于所转基因的两侧,构建成 MAR gene MAR,可以创造一个独立的结

构域。MAR的作用一方面可以克服基因组对碱基组成不同的外来基因的识别,另一方面

可避免插入位点附近染色质的影响。许多试验都报道 MAR能提高基因表达水平,在用基

因枪转化烟草细胞系时,用酵母 MAR表达提高12倍,用烟草 MAR表达提高60倍。同

时,发现烟草 MAR与烟草核骨架的结合能力大于酵母 MAR。Bode等报道,免疫球蛋白

重链基因 (IgH)增强子的 MAR3有AATATATTT序列,可使碱基不配对,若将其突

变成ACTGTCTTT或ACTGCTTT,基因不配对被抑制,与核骨架的亲和力降低,Bode
等人工合成5'TCTTTAATTTCTAATATATTTAGAA3'由25个碱基序列组成的寡核苷

酸序列,并7次重复连接,共190bp,此190bp的序列与核骨架的结合力达75%,用它

作两翼转基因后荧光素酶 (Luc)的活性比无此序列的载体高6倍。
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2.利用融合基因生产外源蛋白 用转基因植物生产疫苗,有的需经纯化后使用,有

的可不经提取纯化直接作为一种食品疫苗口服使用。为了有利提取纯化,人们发展了外源

基因的融合表达系统,使植物体内外源蛋白储存于某一特异器官或组织内,并从中分离目

的蛋白,这样可以简化蛋白的提取纯化过程。如将GUS基因与油质蛋白融合表达,种子

中80%的重组蛋白结合在油体上,这相当于重组蛋白富集了13倍,分离种子中的油体,
并重新悬浮,通过特异性内切酶作用,将GUS蛋白从油体表面释放出来,从而获得有活

性的GUS。利用该融合表达系统生产的水蛭素已成为第一个商业化产品。油脂体是植物

种子中甘油三酯的储藏场所,由嵌合有油质蛋白的单层磷脂膜包裹而成。油质蛋白在种子

中的表达水平很高,并定位于油脂体中。把外源基因与油脂蛋白融合表达,使外源蛋白易

分离纯化,从而降低外源蛋白的后处理费。目前已经发展出一种有效的策略增强转基因的

表达:将目的基因与泛素 (ubiquitin)基因进行翻译水平的融合,该融合蛋白在转基因

植物体中表达后,N 端的泛素部分被植物内源的泛素专一性蛋白酶切掉后,目的蛋白就

形成有活性的构象,同时,在转基因植物中得到积累,从而表达水平得到显著提高

(DavidHondred等,1999)。

3.利用分泌途径提高外源基因表达 在真核生物中大多数分泌蛋白在N 末端都具有

约30个氨基酸信号序列,若为一定的细胞机制所识别,就能引导蛋白穿过内质网膜。不

同生物的信号序列在氨基酸水平上相似性不大,但它们都有一些共同的特点,在氨基末端

都带正电荷,分子内部都有一段疏水氨基酸,都具有1个含附着位点的C 末端。这些特

点在生物体中都是较保守的。Verwoerd等研究了肌醇六磷酸酶在转基因烟草中的积累,
构建了pMOG413双元载体,以CaMV35S作启动子,在CaMV35S启动子和肌醇六磷酸

酶基因之间有PR S信号肽的基因序列,并在试验中研究了PR S信号肽对肌醇六磷酸

酶的分泌作用。结果表明,细胞间液中肌醇六磷酸酶的活性比叶片高87倍。这说明PR
S信号肽具有分泌作用。并测定了植株移栽后7周内肌醇六磷酸酶的积累,在移栽到土中

的1~5周,其含量逐渐上升,在第6和第7周维持在某一水平。这是由于烟草叶片的衰

老,使得肌醇六磷酸酶mRNA水平下降,而肌醇六磷酸酶要抵御蛋白水解酶的降解,所

以肌醇六磷酸酶的含量维持在一个稳定水平。带有翻译专一信号肽序列的蛋白及与内质网

相关的蛋白通常分泌到质外体,在缺乏其他运输工具或停滞信号的条件下,亚细胞定位的

通道便是细胞间隙。如果将来源于烟草的病原相关蛋白或PR1a蛋白与异源蛋白相结合,
就能将这些蛋白引导到细胞间隙。在利用植物生产重组蛋白的研究中,研究蛋白质向质外

体的分泌具有重要意义:①便于研究内质网和高尔基体对多肽的加工;②便于目的蛋白的

提取和收获;③便于研究BiP蛋白初生多肽结构;④便于研究内质网相关的天然伴侣;

⑤蛋白质定位到质外体可以免受蛋白酶的降解。对需要正确折叠或糖基化的蛋白,研究其

分泌途径很有必要。用这种分泌系统已经验证了多种重组蛋白。最早是利用植物来生产抗

体——— “植物抗体”。老鼠6D4单克隆抗体4或К链的积累依赖有功能的分泌型引导序

列。Hiatt等在试验中用老鼠的分泌引导序列,结果发现植物能识别并运用这种信号序

列。During等用编码鼠免疫球蛋白BI 8轻链和重链的cDNA做了类似的试验,用来源

于大麦A 淀粉酶基因的引导序列代替BI 8多肽的分泌型引导序列,结果在植物中也发

现了相似的抗体。但这种免疫球蛋白不是定位到质外体,而是定位于内质网。随着单链抗
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体结合蛋白 (scFv)的诞生,人们自然会想到去验证单链抗体在植物中的表达和功能。

Oven等在烟草中成功地表达了scFv。scFv重组蛋白已在多种植物中得到表达,但这些植

物中的表达量都不高。Firek等报道,如果使用适宜的分泌型引导序列,scFv就能在质外

体积累。Sijmons等将人血清白蛋白 (humanserumalbumin,简称 HAS)嵌合基因导入

马铃薯和烟草中。为了使此蛋白得以分泌,在试验中使用了人的前导序列及烟草的PR S
信号序列。结果表明,在转基因植株的叶组织和悬浮培养液中,两种信号序列都能使

HSA分泌。对N 末端氨基酸序列的分析表明,HSA蛋白前体的加工依赖于信号序列,
且正确加工的HSA也得以分泌。Sijmons等认为,信号序列有助于HSA的分泌。在试验

中以不含信号序列的pMOG285作对照,在 HSA mRNA 水平上能检测到 HAS,但

Western杂交后就找不到 HSA蛋白。这可能是由于非分泌型的 HSA不稳定造成的。重

链和轻链的两个二硫键的正确形成对scFv的稳定性和功能十分必要。胞质为还原环境,
缺少内质网所具有的蛋白二硫键异构酶,对形成有功能的scFv不利。如果在基因的5端

前接上信号肽,使之进入内质网,情况可能会有利。这一原理有可能用于解释加入信号肽

后表达量提高的原因。在植物分泌体系的应用方面也有困难,最明显的是糖基化问题。在

植物中复杂聚糖的生产包括糖苷酶催化下甘露糖的水解以及岩藻糖和木糖等植物特有糖的

添加。多聚糖通常附着在糖基化的植物蛋白上,对多聚糖的研究表明,这些多聚糖在植物

体内通常是致免疫的。VonSchaewen等观察到 M2曲霉菌突变体,该突变体阻止了带有

复杂聚糖的蛋白的积累。经分离该突变体发现,其细胞提取液缺乏 N 乙酰葡糖转移酶

Ⅰ。该酶是复杂聚糖合成途径中的第一个酶。将此突变体与能表达血细胞凝集素 (PHA)
糖蛋白的转基因曲霉进行杂交,得到一新型植株。该植株生产的PHA不含聚糖,而为富

含甘露糖的糖基化形式。
黏质沙雷氏杆菌的chiA基因编码一种分泌蛋白 ChiA蛋白,Lund等通过改变chiA

基因,使其在烟草细胞中得以表达,所表达的ChiA蛋白附加了复杂聚糖,且在烟草细胞

中能够被分泌。在ChiA信号序列缺失条件下,所表达的ChiA蛋白是不能分泌的,而在

带有信号序列的条件下 (不论是PR 1b信号序列还是ChiA信号序列),ChiA蛋白都糖

基化,且是分泌型的。研究还发现,PR 1b作信号时,ChiA的分泌量比ChiA信号序列

下的分泌量高。这说明用PR 1b信号序列替换ChiA蛋白信号序列能增强ChiA蛋白在

植物细胞中的分泌。

4.重组蛋白的细胞定位 植物作为生产重组蛋白的宿主最终要涉及蛋白的提取。如

果将蛋白定位到某一细胞组分,蛋白的提取将容易得多。如果该细胞组分具有蛋白质稳定

或易分离等重要特点,将使生产成本大为降低。在这方面有几种亚细胞定位策略证明是有

效的,包括内质网分泌途径的各个方面及液泡膜、质外体等途径。另外,叶绿体和油体等

细胞器也可以定位。
(1)定位到蛋白体 将重组蛋白定位到蛋白体的可能性最初是由Sengupta、Gopalan

等提出来的。他们利用农杆菌介导的方法,在烟草中成功地表达了菜豆蛋白的基因组克

隆,包括启动子、编码区及3端1200bp的编码序列,并认为该基因的表达具有种子特异

性,所产生的蛋白糖基化,且定位在蛋白体上。种子是天然的储存器官,可以长时间储

存。储藏型的蛋白可以定位到蛋白体上。2S白蛋白是最小的种子贮藏蛋白,由分子量为
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9ku和3ku的2个亚基组成,2个亚基间由二硫键相连。2S白蛋白是高度保守的,而且有

可变区,最大特点是8个半胱氨酸残基在数量和位置上的高度保守性,有1个半胱氨酸间

隔区在长度和序列上是多变的。可以利用这些特点来生产一些小肽。Vandekerckhoe等研

究了来源于芸薹属的2S白蛋白作为重组蛋白载体的特点。Krebbers等曾报道,拟南芥

(arabidopsis)和芜菁甘蓝 (B.napus)的2S白蛋白C末端可以被附着,从而可以作为大

小亚单位的加工位点。而Vandekerckhoe等认为,将重组蛋白附着在这些白蛋白的C末

端的简单做法不可能有效。经研究发现,在白蛋白的某一区域其长度和序列是多变的,该

位点在2S白蛋白的第6和第7半胱氨酸之间。Vandekerckhoe等研究出了一个能编码拟

南芥2S白蛋白和亮氨酸 脑啡肽五肽所形成的融合蛋白的基因结构。这种基因融合体被导

入拟南芥和芜菁甘蓝,且正确表达。这种重组蛋白定位在蛋白体上,并能积累,每克种子

中含量达206nmol/L。用这种方法可以生产一些重组蛋白,但还有许多限制因素。向某

一序列多变的封闭蛋白添加某一蛋白质常会造成额外氨基酸向肽C 末端的附着。去除此

氨基酸不仅花费高,也使过程过于复杂化。更重要的问题是大小的限制。根据预测的2S
白蛋白固有环的大小,允许改变的最大限度为4个氨基酸。

Saalbach等对巴西果2S白蛋白的N 末端和C 末端进行了不同的遗传构建,并与分

泌型酵母逆转录酶融合来转化烟草,研究2S白蛋白的液泡定位信号。结果表明,N 末端

及含有全部前导肽的前体都不能将逆转录酶定位到液泡,而包括前体最末端20个氨基酸

在内的C 末端能够将逆转录酶有效地定位到液泡。进一步分析表明,C 末端的氨基酸残

基为13~16个时仍能进行定位,只是效率有所降低,当C 末端减少至9个氨基酸或更短

时,定位效率下降30%,这一部分包括前导肽C 末端的4个氨基酸。逆转录酶在烟草中

表达后定位在液泡,当把2S白蛋白前体C 末端的肽去掉时,所有的平头2白蛋白都从烟

草细胞中分泌出去。这表明,C 末端的肽在液泡定位中是必须的,但并不有效,必须至

少加上成熟蛋白的12个氨基酸才能构成有效定位的完整信号。

Hoffman等报道,15ku的玉米醇溶蛋白能够在烟草等异源种子中表达,且能在蛋白

体上积累。Bagga等报道,玉米醇溶蛋白不仅储存在种子中,且其定位和加工过程与菜豆

蛋白等球蛋白不同。以35S为启动子的B 菜豆蛋白只在种子中表达,而在叶片中没有积

累,认为在叶中B 菜豆蛋白定位到液泡中,在液泡中很快发生了转变。对叶中蛋白体上

玉米醇溶蛋白积累的观察发现,玉米醇溶蛋白能够提高叶类作物的蛋白含量。
(2)将重组蛋白定位到叶绿体 改变叶绿体的遗传和生化功能在许多方面很重要。叶

绿体不仅是光合作用的场所,也是脂质合成的位点,同时,还进行着淀粉和氨基酸代谢。
负责叶绿体中功能酶的核编码基因含有1个编码转肽序列的区域,这些位点可用来引导外

源多肽到质体上。Falco等利用这种方法在堪纳诺油菜和大豆种子中生产了高水平的游离

赖氨酸。在转基因植物基因表达研究方面,GUS是一种非常有效的报告系统,且具有通

用性。将GUS的N 末端和C 末端与外源蛋白融合后仍能保持酶活性,使得GUS可作

为定位研究中的报告酶。GUS可以运输到植物细胞的叶绿体、线粒体及细胞核等,在这

些部位具有酶活性,因此GUS可以作为叶绿体、线粒体及细胞核定位研究中的报告酶,
而GUS在内质网中没有酶活性,不能作为内质网定位研究的报告酶。Iturriaga等报道,
如果 N 连接的糖基化发生在第358位的天冬酰胺残基上,会使 GUS丧失酶活性,
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Farrell等也报道,以丝氨酸替代第358位的天冬酰胺残基可以消除糖基化,但仍会使

GUS的酶活性降低60%。GUS酶活性的改变可以作为分泌核空泡定位研究中的 “报告

子”。Firek等研究了野生型GUS和改良型GUS (GUS的N 末端与小麦A 淀粉酶的信

号肽相融合)在内质网上的定位,结果表明,改良后的GUS定位到内质网上后仍具有酶

活性,但大多数具有酶活性的GUS仍存在细胞内,并未分泌到细胞表面去。所以,这种

改良后的GUS不适合作为蛋白分泌研究中的报告酶。

5.降低宿主植物蛋白酶活性 通过在宿主中表达不影响其生长和发育的蛋白酶抑制

剂基因,显著降低蛋白酶的活性,提高目的蛋白的产量。Vander等 (2003)报道,在烟

草胞质体中表达水稻半胱氨酸蛋白酶抑制剂基因oryzasystatin,转基因烟草叶片中可溶

性蛋白的含量提高了40%,未发现表型上的变化。MichaudD等 (2003)在马铃薯中表

达天门冬氨酸酶抑制剂基因,番茄组织蛋白酶抑制剂D,叶片总蛋白含量提高35%以上,
植株的生长发育未受到影响。就目前对植物细胞蛋白水解过程的了解和转基因技术操作,
在未来的几年内发展一种在细胞分泌途径无特异蛋白酶活性的转基因株系,为在 “柔和”
的环境中表达复杂的重组蛋白提供一个平台,这无疑是一项极富挑战性而无价的研究。

四、 翻译后的准确修饰

植物与动物分享一套较保守的蛋白合成系统,在植物中表达高等动物基因,植物细胞

能对表达产物进行糖基化、酰胺化、磷酸化、亚基的正确装配等翻译后的加工,使表达产

物具有与高等动物一致的生物活性。但植物对蛋白的加工也有自己一套与动物细胞不同的

方式,在其中表达外源蛋白时带有植物特有的糖基等,而对动物可能具有免疫原性,导致

产生免疫反应,或是蛋白的结构产生影响,从而影响蛋白的活性,这是制约植物生物反应

器生产药用蛋白和多肽一个最主要的原因之一。因此,在植物中表达外源蛋白,特别是药

用蛋白要求植物对其进行最准确的加工修饰,不加有植物本身而不是原蛋白有的基团。
植物中表达外源蛋白最受关注的是糖基化修饰。因为糖结构参与糖蛋白肽链的折叠、

蛋白的进一步成熟、分拣、投送,最后的定位、分泌和代谢及蛋白立体结构的维系。在生

物体内蛋白聚糖还能保护蛋白以免降解,并影响蛋白的热稳定性、可溶性、生物活性及免

疫原性、清除频率 (clearancerate)、蛋白与配体的相互作用等生理生化特性 (Gomord
和Fave,2004)。即使是细微的糖基化结构差异,也可能会影响植物生产药用蛋白的应用

价值。因此,植物与动物在糖基化模式上的差别使植物作为生物反应器的广泛应用受到了

限制 (Gomord和Faye,2004;Lerouge等,2000)。同时,植物作为生物反应器的安全

性也受到了威胁。图4 1显示动物细胞与植物细胞糖基化的差异。在植物过敏源的研究

中,人们观察到植物的复杂型 N 聚糖在花粉和植物起源的食物过敏源中频繁出现。此

外,已有报道,过敏症状病人体内能够产生针对植物特异性N 聚糖的抗体 (Lerouge等,

2000;Obermeyer等,2004)。植物生产的动物源药用蛋白特别是单克隆抗体很有可能带

有抗原决定簇,主要是β 1,2 木糖残基和α 1,3 岩藻糖残基。这种蛋白质被长期、大

量地注射到人体内就会产生免疫原性反应和各种不同的过敏症状。在分子农业迅猛发展的

今天这是一个不容忽视、亟待解决的问题。
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图4 1 植物和哺乳动物细胞内质网和高尔基体中N端的糖基化

(Loïc等,2005)

解决植物表达外源蛋白 “忠实”的问题,也就是植物表达蛋白 “人源化”的问题,包

括外源蛋白在内质网定位、选择适宜的表达系统及其生理状态、抑制植物特异的糖基化

酶,使其修饰方式人源化、降低植物特异糖基化修饰,转化哺乳动物特异糖基化酶等。

1.外源蛋白的内质网滞留 一般认为给药用蛋白加上ER滞留信号,目的蛋白就会

滞留于内质网而避免高尔基体中酶的修饰,因而不会产生抗原决定簇 (图4 2)。此策略

适用于生物活性不依赖于非内质网内发生的转译后修饰的药用蛋白。Ko等 (2003)构建

载体时,将KDEL基因分别连在单克隆抗体重链的N和C基末端,结果表达产物产生了

大量 (90%)不含植物特异糖基的少甘露糖型 N 糖蛋白,这种抗体与动物源抗体功能一

致,仅仅是寿命稍短。
现有的研究表明,内质网滞留策略并不是完全可靠的。原因:一是植物表达的带有

K/HDEL信号的蛋白稳定性很差;二是重组蛋白可以由高尔基体以囊泡的形式逆向转运

至内质网。也就是说这种重组蛋白处在内质网和高尔基体间不断地循环的状态,在循环过

程中药用蛋白很有可能被高尔基体酶修饰。

2.选择适宜的表达系统及其生理状态 植物的N 糖基化跟哺乳动物一样受到生理和

环境因素的影响。比较烟草茎基部的老叶片、茎中部的成熟叶片和茎顶端的幼嫩叶片中表

达抗体的糖基化结构后发现,在顶端幼嫩叶片中表达的抗体带有相对较多的高甘露糖型

N 聚糖,在老叶片中的抗体带有大量缺少岩藻糖和木糖残基。因此,在生产中选择生理

状态较老的叶片进行加工或收集其分泌物,就可能得到无免疫原性,并具复杂型N 聚糖

结构的药用蛋白。这种方法适用于蛋白功能不依赖于动物特异糖基化末端 (例如唾液酸末

端)的重组蛋白在转基因植物中的生产。
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图4 2 定位到内质网中的前体蛋白N断信号肽的结构

(Loïc等,2005)

同时,不同植物品种对外源重组蛋白的 N 糖基化加工的修饰结果也不同。在拟南

芥、烟草和苜蓿的悬浮培养细胞中,蛋白被发现带有唾液酸末端。在苜蓿中表达的单克隆

抗 体C5 1,N 聚糖的核心结构为GlcNAc2Man3GlcNAc,这个结构的半乳糖末端与动

物具有相似性。因此,这种苜蓿被认为有潜力表达出与动物源相同的 N 聚糖 (Bardor
等,2005)。王洋等以农杆菌侵染法和花粉管通道法将人体白细胞介素 2基因 (IL 2)
转入番茄、白菜、生菜和胡萝卜中。目前已经在番茄中获得具有生物活性的重组蛋白,其

他作物的转化及分子生物学检测工作正在进行中。

3.基于糖基转移酶的人源化策略 应用抗体、核酶或RNA干预技术来对岩藻糖基转

移酶和木糖转移酶进行抑制从而获得无植物特异性糖基修饰的转基因植株,筛选 N 聚糖

合成途径受阻的突变体植株进行转基因来表达生产重组蛋白。但大多植物的遗传背景复

杂,抑制岩藻糖基转移酶和木糖转移酶的效果不理想。
目前,利用基因敲除技术对高尔基体酶进行修饰,例如,敲除基因以破坏α 1,3 岩

藻糖糖基转移酶和β 1,2 木糖糖基转移酶基因的表达产物的功能。苔藓具有与玉米、水

稻、烟草拟南芥等高等植物完全一致糖基化模式。它具有高频同源重组特性的植物,提供

了一种高效、精确的基因敲除技术,可操作性强。这项策略已取得了成功。Greennova-
tion公司利用高频同源重组特性将其α 1,2 木糖残基转移酶和β 1,3 岩藻糖残基转移

酶基因敲除,获得了不带α 1,2 木糖残基和β 1,3 岩藻糖残基,但具有完整的植物糖

基化模式的青苔表达人源化药用蛋白的生产体系。产物具有复杂型N 聚糖,不带有植物

特异糖基末端的重组蛋白,这种苔藓的生长发育与野生型并无差异 (Decke和Reski,

2004)。这无疑是一个鼓舞人心的人源化植物表达重组蛋白工程。

4.降低植物特异糖基化修饰,转化哺乳动物特异糖基化酶 高尔基体定位信号在动

植物中是保守的,在植物体内表达的动物源糖基转移酶和α 2,6 唾液酸转移酶能够正确

定位于高尔基体并发挥作用。Bakker等 (2001)首先获得能够稳定表达人源β 1,4 半
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乳糖转移酶的烟草。然后,将这种转基因烟草与表达鼠抗体重链和轻链的烟草进行杂交。
杂交后代中就有可以表达带有半乳糖末端的抗体。这种人源化的抗体的比例达到30%,
与动物杂交瘤细胞生物反应器的生产能力相当。

五、 消除转基因对环境潜在的污染

转基因植物中的转基因随花粉、种子等的散落而进入环境中,最终进入食物链,给人

们的生活带来潜在的危险;转基因植物生产药用蛋白,药用蛋白产物随植物的分泌物而挥

发到环境中,给生产者的健康造成影响等。这些都是转基因植物生物反应器生产蛋白和多

肽为人们接受所要求解决的问题。
可以从这几个方面着手解决:①在一个相对密闭的空间进行转基因植物的生产,如温

室。②不进行核基因组的整合,在叶绿体等质体中表达目的产物。③将产物定位在种子

中,避免向环境中泄露。④开发植物细胞培养技术,在如微生物发酵一样的密封空间中表

达产物。⑤选择表型明显的选择标记,如颜色的变化等,很容易识别基因的流向。⑥用进

行营养繁殖或自交的受体植物,避免花粉飘散导致转基因的漂移。⑦规范转基因植物生产

的管理和员工相关的知识的教育等。

六、 降低下游的分离、 纯化的成本

微生物发酵纯化产物的许多技术和设备可用于从转基因植物中分离、纯化目的产物。
但转基因植物生产蛋白和多肽一般储存在一个背景物质相对复杂的空间中,需要多工艺的

流程才用纯化到应用要求,因而成本相对生产的环节来说较高。如何降低下游成本是另一

制约植物生物反应器生产的因素。
就目前的研究,主要是在提高表达量的基础上,将产物富集在某个背景蛋白等少的细

胞、器官空间,如质外体、油体,或进行分泌表达,产物在植物的乳液等分泌物中,或是

悬浮培养的培养基中等。最近,研究利用种子中的油体来生产重组蛋白,除具有产物可长

期保存,方便运输,增加农产品的附加值等优点外,最重要的是方便了下游的纯化。
油体是种子中的TAG分子分散形成的许多小的稳定的亚细胞微滴。油体表面除主要

镶嵌有oleosin外,还镶嵌少量其他蛋白,如caleosin。不同来源的oleosin除中部疏水区

高度保守外,N端和C端核苷酸差异很大,将外源的小分子量蛋白编码基因插入oleosin
基因的5'和3'端,以oleosin启动子驱动目的蛋白与oleosin一起在转基因植物的油体中特

异表达,不影响oleosin在植物油体上的定位。获得转基因植物种子后,将种子粉碎,利

用油体的疏水性离心,将油相和水相分开,回收上层油体部分,即可除去种子中大部分

(80%)的非目标成分,从而显著降低目的蛋白的分离纯化成本,因此,近年来备受关注。
当融合的目的基因编码酶时,oleosin 融合酶可以直接使用,酶催化反应结束后还可以回

收,用于下次的酶促反应,一般重复使用2~3次,仍保持较强的酶活力。若融合蛋白不

具活性,则需要将目的蛋白从oleosin上切下来,在目的蛋白和oleosin融合之间引入一个

蛋白酶酶切位点。
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目前通过油体表达系统已成功地生产出有生物活性的葡萄糖,醛酸酶 (GUS)(Gijs
等,1995;Witcher等,1998)、木聚糖酶 (Liu,1997)和水蛭素 (Parmenter等,1995)
等。Moloney等 (2003)用oleosin融合,将重组蛋白定位油体中,方便分离纯化。总之,
随着对油体蛋白基因及其启动子的研究的深入,以及基因工程技术的不断成熟,油体蛋白

的应用将更为广泛。

七、 小  结

随着基因工程领域的不断发展,植物体正在成为具有重要经济价值的异源蛋白的生产

体系。据统计,迄今为止,已有几十种药用蛋白或多肽在植物中得到成功表达,其中包括

人的细胞因子、表皮生长因子、促红细胞生成素、干扰素、生长激素单克隆抗体和可作为

疫苗用的抗原蛋白等。异源蛋白在转基因植物中的表达水平最低的是人的表皮生长因子,
占可溶性总蛋白的0.001%,最高的为肌醇六磷酸酶,也仅占可溶性总蛋白的14%。如何

提高外源蛋白的表达量、如何保证表达产物的 “忠实”加工、如何消除对环境和人类潜在

的危险、如何有效、低成本地纯化产物,成为该植物生物反应器能否进行商业化生产的关

键。今后应该着重从蛋白的表达调控、异源蛋白的分泌及细胞定位等方面来研究如何提高

目的蛋白的表达量;用人源化植物蛋白修饰机制来表达 “忠实”的产物;从人类与环境的

安全来消除转基因的漂移;从商品化高度来降低纯化的成本等,使这个新的、极富经济价

值的 “生命”成长起来,为人类更多的生命生产药物、工业酶类、工业原材料、保健食

品等。
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第五章 转基因植物生产糖类物质

第一节 生产糖类物质的基本原理

糖类 (saccharide)是细胞中非常重要的一类化合物,作为生物体的结构成分,为生

命活动提供主要的能源物质,在代谢活动中转化成氨基酸、核苷酸、脂肪酸的碳骨架,同

时,也可以作为细胞识别的信息分子。糖类根据其聚合度分为单糖 (monosaccharide)、
双糖 (bisaccharide)、寡糖 (oligosaccharide)和多糖 (polysaccharide,20个以上的单糖

分子聚合而成)。多糖根据水解产物的不同质性分为同多糖 (homopolysaccharide)和杂

多糖 (heteropolysaccharide)两种。
利用基因工程对糖类品质改良主要包括淀粉组成的改良和对糖———特别是某些具有特

殊工业、医疗及保健用途的糖的含量的调控。直链淀粉在工业等方面有很重要的用途,但

分离困难,而某些糖类具有很特殊的用途,但它们在植物体内积累的浓度极低,并且常分

布在稀有植物的某些组织中。尽管有人试图采取一定的措施增大这些物质合成的量,
但皆因其合成的多酶促反应的复杂性而进展缓慢。因此,用传统的方法分离、发酵生产

或通过改善栽培措施来生产这些糖类物质不仅成本高,而且产量低,技术难度大,很难达

到应用上的大规模生产。利用转基因植物生产植物来源的糖类物质提供了一种安全、廉

价、可靠、可大规模并持续生产糖类物质的新途径,且有一些成功的报道。在植物中生产

糖类物质涉及许多复杂的生理代谢过程,因此,成功地在转基因植物中生产糖类物质应从

以下几个方面考虑:
一是对与糖类合成相关的代谢途径的研究及其相关基因的鉴定、特征分析及克隆。随

着基因组学研究的深入,大量的功能基因被发现和克隆,为基因工程奠定了基础。另一方

面,植物中一些重要生理过程和产物的生化代谢途径被阐明,为合理利用基因资源,调节

代谢途径,定向地控制目的基因的表达,以及进一步通过基因工程手段调控植物提供了条

件。通过代谢调节,可以调控植物的生长发育,可使植物高水平积累某一有价值产物。研

究富集人类所需某种糖类物质的植物的糖类合成及代谢过程无疑是一条快速地实现糖类物

质通过转基因植物大规模生产的途径。
代谢转基因是通过基因工程技术对细胞内的代谢途径进行遗传修饰,进而完成细胞特

性改造。通过生物合成中间体的分析,找到生物合成的速度限制步骤,分离限速步骤的合

成酶基因,并导入细胞内增加限速酶的表达量,从而提高目标代谢物的产量。人们已经克

隆了许多代谢途径中的酶类基因,对这些基因进行操作,能够获得产生新的或改良的碳水

化合物或次生代谢物的转基因植物。糖类物质 (如淀粉)是许多植物的代谢物和储藏物。
通过转基因植物可改善自身糖类的某些特性,以便有利应用。

二是对受体植物遗传背景、代谢特征及转基因产物的影响进行较全面的研究。要充

分利用作物的全部生物合成能力,就需要全面了解植物的代谢途径和植物生化所涉及
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的调控过程。当在植物代谢途径中通过基因工程引入新的支路时,应确保所导入的酶

对底物具有足够高的亲和力,否则难以同内源性酶竞争。此外还要注意的是,新的糖

对植物生理发育的影响可能会限制所合成的产物的量,同时,产生这些产物的组织或

细胞空间也可能阻抑产物的积累。例如,果聚糖在含有液泡定靶信号序列的果糖转移

酶基因的烟草植株中的积累不会造成任何畸形表型,而含有非质体定靶信号序列的该

基因的植株则表现为深度坏死。因此,工程产物对植物生长发育可能存在的某些消极

影响,可以由于基因产物被定靶适当的细胞空间而抵消。通过使用组织特异性启动子

即可达到这一目的。例如,用处在花椰菜花叶病毒 (CaMV)增强型35S启动子控制下

的大肠杆菌ADP葡萄糖焦磷酸化酶基因 (glgc16)转化植物,所得到的能表达该基因

的植株极少,而处于块茎特异性表达的马铃薯块茎蛋白启动子控制下的该基因却获得

了大量表达。
三是发展成熟的遗传转化手段及转基因操作技术。目前在许多模式植物中可以很成

功、方便、快速地实现多种基因的遗传转化,我们可以利用这些模式植物来研究一种新基

因的功能、表达模式及其表达调控,甚至就利用这些模式植物作为反应器生产我们所需特

征的糖类。同时,寻找某些遗传背景较简单、合成关键酶作用底物丰富的植物种类,建立

其高频的转化体系,成功地在其中实现目的基因的遗传转化。
在转基因植物中生产满足工业生产和人们生活需要的糖类物质的转基因技术主要有正

义、反义和RNA干涉技术。
正义技术是相对反义抑制技术来说,即将合成某种糖的关键酶基因导入受体植物中,

使基因的剂量增加或在没有这种基因的物种中加进新的合成酶基因,从而达到在这种植物

中高表达目的产物的方法。如将来自大肠杆菌K12突变株系的AGPase基因———glac16与

质体转运肽基因融合,在马铃薯块茎特异表达启动子的操纵下表达,转化的马铃薯块茎淀

粉的含量比对照增加35%,有些株系甚至高出60%之多(Visser,1993)。
反义技术主要是设计一类能有效抑制某一目的基因表达的反义 RNA (antisense

RNA,asRNA)、反义DNA (antisenseDNA,asDNA)及核酶 (ribozyme),将它导入

细胞中,达到封闭该基因的表达或者造成新的突变表型。反义技术提供了直接有效地为人

类控制基因表达的方法,现在已成为基因工程研究中一项重要的技术。目前反义技术正日

益广泛地应用于基因表达调控的研究和基因工程中,成为基因工程操作中的一个强有力的

工具。糖类物质的生产涉及多步酶促反应,用反义技术抑制某些或某步酶促反应可有效地

达到改变代谢方式,生产出达到生产和生活要求特征的糖类物质。如把编码直链淀粉合成

的关键酶GBSS的反义基因反向导入马铃薯中,可产生不含或只含少量直链淀粉的淀粉。
这种淀粉适合食品和造纸业。

RNA干涉作用 (RNAinterference,RNAi)是指在生物体细胞内,外源或内源的双

链RNA引起与之同源的mRNA特异性降解,因而抑制其相应基因表达的过程。作为一

种新的、强有力的研究工具,RNA 干扰在功能基因组学研究中显示了巨大应用潜力

(Hammond等,2001)。柴晓杰等构建分支酶基因sbe2b的siRNA表达体系转化玉米,有

效地抑制内源淀粉分支酶mRNA的翻译,使淀粉分支酶活性明显降低,在淀粉总含量基

本不变的情况下,大大提高直链淀粉的含量。
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第二节 转基因植物生产糖类物质的进展

一、 转基因植物生产蔗糖

蔗糖 (sucrose)是一种重要的双糖。与蔗糖合成及代谢相关的酶主要包括蔗糖磷酸

合成酶 (sucrosephosphatesynthase,SPS)、蔗糖合成酶 (sucrosesynthase,SS)和转化

酶 (invertase)3种。SPS是一种可溶性酶,活性最适pH约7.0,存在于细胞质中,催

化如下可逆反应:UDPG+6 磷酸果糖 6 磷酸蔗糖+UDP。SPS由Leloir在1995
年首次在小麦胚芽中测到,之后相继在玉米、菠菜、柑橘、苹果、甘蔗、水稻等作物中

克隆到SPS基因。SS是一种存在细胞质中的可溶性酶,有些不溶的SS附着在细胞膜上,
催化果糖+UDPG 蔗糖+UDP。通常认为SS主要起分解蔗糖的作用。大多数植物中

至少有两种SS的同工酶,在基因调控上有明显不同,基因表达有发育和器官特异性。转

化酶将蔗糖水解为果糖和葡萄糖。目前转化酶基因已从番茄、玉米、马铃薯、甘蔗、葡

萄、胡萝卜等中被克隆。Wornal等将玉米的蔗糖磷酸合成酶基因导入番茄叶片,观察到

该酶的活性增加了1倍,并引起转基因叶片的淀粉含量降低,蔗糖含量升高。另外,通过

反义技术,抑制淀粉等多糖的积累,蔗糖等可溶性糖的含量就升高,达到富含蔗糖的

目的。

二、 转基因植物生产海藻糖

海藻糖 (trehalose)是一种安全的天然糖类,1832年由 Wiggers从黑麦的麦角菌中

首次提取出来。随后的研究发现,人们日常生活中食用的蘑菇类、海藻类、豆类、虾、面

包、啤酒及酵母发酵食品中都有含量较高的海藻糖。海藻糖是由两个葡萄糖分子以α,α,

1,1 糖苷键构成的非还原性糖,自身性质非常稳定,并对多种生物活性物质具有神奇的

保护作用。海藻糖在高温、高寒、高渗透压及干燥失水等恶劣环境条件下能稳定细胞膜和

蛋白质的结构,有效地保护细胞膜和蛋白质分子不变性、失活。这一独特的功能特性,使

海藻糖可作为防止食品化、保持食品新鲜风味,提升食品品质的独特食品配料。随着生物

技术、化妆品技术的进步,海藻糖在皮肤的抗衰老、抗疲劳、补充能量、伤口修复、防

晒、晒后修复中的应用将会产生突破性的进展。毫无疑问,海藻糖对人类的美容、护肤、
护发将会展示出越来越多的神奇功效。

现在使用的提取方法主要是从酵母中提取,成本高达每千克200美元以上,因

此,难以大规模推广使用,只能作为科学实验和医药用途。要想将它作为一种大规模

使用的配料,对食品公司来说实在是太昂贵了。然而,植物却有潜力成为低成本海

藻糖的一个来源。Goddjin等在烟草和马铃薯中导入大肠杆菌中海藻糖合酶基因,结

果在这些转基因植物中积累了少量的海藻糖,并采用valida myeinA抑制海藻糖酶

的水解作用,大大提高了海藻糖含量。荷兰 Mogen公司与 DTvanderHave公司于

1992年开始从事利用重组植物生产海藻糖的研究,设法提高如甜菜、马铃薯等农作
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物中 海 藻 糖 含 量,已 取 得 了 其 生 产 技 术 的 专 利 保 护。最 近,植 物 生 物 技 术 公 司

Mogen (荷兰雷顿)和Calgene(美国加州戴维斯)都报道了在转基因烟草中小量合成

海藻糖。

三、 转基因植物生产寡糖

寡糖 (oligosaccharides)一般是指由3~10个分子的单糖 (monosaccharide)组成的

聚合物,其分子式为 (C6H10O5)n,n=3~10。自然界中,寡糖类与蔗糖、麦芽糖和乳糖

等一般双糖类不一样,很少以游离状态存在。寡糖及糖缀合物是生物体内重要的信息物

质。最新的研究表明,寡糖不仅以它们的缀合物在起作用,很多寡糖本身就有重要的生理

功能,加之其在食品工业上的应用与发展,有关寡糖的研究及应用已成为结构化学、分子

生物学、医学和食品学的新兴研究领域。
环化糊精是含有6个 (α)、7个 (β)或8个 (γ)α 1,4 键的吡喃葡萄糖单位的环状

寡糖。它们那独有的圆筒结构可以携带 “外来”分子,有可能用来传送药物、增加鲜味

和香气,以及从食品中除去不需要的物质 (如咖啡因等)。目前由于体外生产环化糊精

的成本较高而限制了它的应用,但在植物体内进行环糊精的大规模生物合成却是可行

的。肺炎克氏杆菌的环糊精葡萄糖基转移酶 (CGT)基因在马铃薯块茎造粉体中的表

达,已合成出α 和β 环糊精,但其含水量水平仅相当于淀粉总量的0.001%~0.01%。
这样低的含量可能是因为酶基因表达的差异所致,或者是只有极少数的酶接近淀粉底

物的缘故。在商品加工过程中,可以通过预先水解克服后一弊病。因为这一处理增大了

淀粉的可溶性,使之更易与酶接近。还可以通过向马铃薯转入环化糊精糖基转移酶

(CGT)基因,使转基因马铃薯中表达环化糊精,这比利用学方法合成环化糊精的成本要

低得多。

四、 转基因植物生产淀粉

在绿色植物中,淀粉 (strach)是仅次于纤维的第二类糖。淀粉是许多粮食作物种子

和储藏器官的重要组成成分,是高等植物重要的储存多糖。在人类的生活中,淀粉有着举

足轻重的作用。它不仅是人们的能量和营养来源,而且还是重要的工业原料。对淀粉合成

的研究一直没有间断过。
淀粉根据结构的差异分为直链淀粉和支链淀粉两种。直链淀粉是由α 1,4 糖苷键连

接而成的多聚糖,一般占淀粉组成的30%左右。支链淀粉是由α 1,4 糖苷键和α 1,6
糖苷键连接而成的多聚糖,它是淀粉的主要组成部分,占70%左右。直链淀粉呈线状,
分子量小,在水中加热易形成凝胶;而支链淀粉则高度分支,分子质量大 (一般是直链淀

粉的1000倍),水溶液的黏度较高。因此,直链淀粉和支链淀粉的含量比例影响着淀粉

粒的结构和特点,进而影响淀粉的质量、功能和应用领域。20世纪90年代以后,随着淀

粉合成过程中相关酶的基因克隆以及各种植物遗传转化体系的相继建立,利用基因工程进

行淀粉合成的调控已有大量报道。
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(一) 目前工业、 医疗、 保健急需特征淀粉的概念及其功能应用

1.直链淀粉 直链淀粉 (amylose)在淀粉深加工工业中已成为不可缺少的原料,用途

涉及30个领域,尤其当今世界石油资源匮乏更显重要。由于直链淀粉的抗切力、强度高和

良好的抗水性,可用于起皱和胶黏剂工业。直链淀粉还可用于多种胶片和各种胶条的制造。
用直链淀粉制造的胶片具有突出的透明度、弹性、抗拉强度和抗水性。直链淀粉可使淀粉发

泡产品的密度下降,硬度增大,而剪切强度下降。直链淀粉不仅在强化食品的物性改良与品

质方面应用广泛,而且直链淀粉及其衍生物制品在食品、医药、工农业以及生态环境材料方

面也有广泛的用途。用直链淀粉可制造一种半透明纸,不透氧气和氮气,透二氧化碳和脂肪

也很少,且这种纸可食用;直链淀粉和环氧丙烷可合成羟丙基淀粉,其具有成膜不透氧性、
保水性、受pH影响小的非离子特性,无毒、易溶于水,具有良好的生物降解性。美国曾申

请过直链淀粉生产薄膜的专利,这种膜不管是在冷还是热的情况下都不溶化,即可包装粉料

又可包装速冻食品。美国玉米公司在内布拉斯加 (中西部研究所驻地)建立了大型的直链淀

粉膜的实验工厂。目前,国外直链淀粉衍生物已广泛应用于食品、造纸、纺织、医药、皮

革、选矿、涂料、塑料、铸造、环保和日用化妆品等工业部门。
目前,直链淀粉及其衍生物在多个领域取得较显著的进展 (表5 1)。国内淀粉和淀

粉衍生物的研发主要以玉米和木薯这两类淀粉为主要原料。但从普通淀粉中分离直链淀粉

成本很高,随着与淀粉合成相关基因的克隆,通过基因工程可实现对淀粉生物合成过程的

调控,从而选育具有高直链淀粉的作物新品种。其中通过导入淀粉分支酶基因的反义结

构,影响细胞内酶的含量或活性,提高直链淀粉含量的研究受到重视。

表5 1 直链淀粉及其衍生物的应用

应用方向 应用目标 性  能

包装材料  食品包装、普通包装与覆盖层、药品及糖果

类包装

 高透明度、无毒、可食、不透油、不透氧、

耐水、增塑、可生物降解等

食品添加剂  各种糕点、面包、果酱、果汁、肠类、果胶

与胶质蜜饯等

 改善品质、抗老化性、增稠、减少收缩、降

低凝胶化时间

医药工业  药品造粒黏合剂、血浆增量剂、绷带、缝合

线等

 无毒、水溶性、黏合

纺织工业  印花浆料、纺织浆料等  高黏度与所需求的不黏着的低稠度,提高润

滑性和耐磨性

建筑材料  吸声贴片、瓦楞板、混凝土等  黏合、高度保水性和成膜性

日用化工  化妆品等  成膜性、透明性、水溶性

造纸工业  影印制版保护涂膜液、美术纸和涂料的涂饰

薄膜等

 高强度、高弹性、高硬度、高透明等

2.支链淀粉 含支链淀粉高的淀粉成胶容易,产生清澈的糊浆,用做食品加工的

稳定剂、稠化剂及色拉的乳化剂,及造纸业。同时,有较好的冻融稳定性,可应用于
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食品加工行业。

3.抗性淀粉 抗性淀粉 (resistantstarch,RS)的定义从消化的角度看,淀粉进入

体内后,绝大部分被小肠消化吸收,一小部分可逃避胰腺淀粉酶和普鲁蓝酶等淀粉酶的水

解 而 进 入 大 肠,被 大 肠 微 生 物 利 用,最 终 排 出 体 外,前 者 叫 可 消 化 淀 粉

(digestiblestarch),后者叫抗性淀粉。研究表明,RS不能在小肠消化吸收和提供葡萄

糖,在大肠可被生理性细菌发酵,产生短链脂肪酸和气体。RS可以说是一种新型的膳食

纤维,在某些方面远优于普通膳食纤维。在体外实验中,RS的定义是不能被α 淀粉酶消

化的淀粉。RS由结晶区和无定形区组成。结晶区主要由直链淀粉双螺旋相互叠加而构

成,无定形区由无序排列的淀粉构成。RS抗淀粉酶消化的能力源于直链淀粉晶体

(Bjiock等,1987)。根据形成的方式不同,将抗性淀粉分成不同的种类,其中有些是化学

修饰淀粉,主要由基因改造或化学方法引起的分子结构变化产生,如乙酰基、热变性淀粉

及磷酸化的淀粉等 (Haralampu,2000)。
抗性淀粉 (RS)具有重要的生理功能,表现在:①降低血糖。食用富含RS食品后,

血糖的升高和血糖总量显著低于食用其他碳水化合物,这对改善 H型糖尿病的代谢控制

具良好的作用。②降血脂和控制体重。RS作为减肥保健食品添加剂,对心血管疾病和节

制饮食、减肥、通便十分有益。③有利肠道健康。RS比膳食纤维更易被大肠中的微生物

所发酵,产生挥发性的短链脂肪酸,能抑制癌细胞的生长,防止便秘,预防胃肠道疾病,
尤其是结肠癌等。④促进矿物质的消化和吸收。⑤增加营养。RS在大肠内发酵可产生多

种短链脂肪酸,且肠道的大肠杆菌还能合成泛酸、尼克酸、核黄素等人体不可缺少的生命

物质。联合国粮农组织 (FAO)和世界卫生组织 (WHO)1998年在 《人类营养中碳水化

合物专家论坛》一书中指出:“抗性淀粉的发现及其研究进展,是近年来碳水化合物与健

康关系的研究中一项最重要的成果”。

Niba总结了开发RS功能食品的主要途径 (Niba,2002):①筛选高RS原料生产感

观品质好,受消费者喜爱的食品;②采用加工技术提高食品中RS含量;③开发自然界存

在的RS基础产品;④保持食品中RS水平的稳定;⑤遗传改良直链淀粉和支链淀粉的比

例。目前,绝大多数的研究重点集中于以高直链含量的淀粉为原料,通过加工提高RS。
开发的novelose等RS产品,只作特殊人群的辅助食品利用 (Kishida等,2001)。

(二) 植物淀粉合成关键酶的生化和分子生物学研究

1.ADP焦磷酸化酶 (ADP AGpyrophosphorylase,ADP AGPase) AGPase的作

用是 把 来 自 光 合 作 用 的 葡 萄 糖 1 磷 酸 (G 1P)和 ATP 转 变 成 ADP 葡 萄 糖

(ADP glucose,ADP Glc)和 ADP,其 中 ADP Glc是 合 成 淀 粉 的 底 物,因 此,

AGPase被认为是合成淀粉的限速酶。AGPase是由成对的两个大小亚基构成的异源四聚

体。大亚基 (LSU)分子量为51~60ku,小亚基 (SSU)分子量50~55ku,二亚基之间

的进化关系非常近 (Doan等,1999)。在功能上,LSU是酶活性的调节中心,而SSU是

酶活性的催化中心,是酶别构效应的关键部位,比LSU 更为保守(Johnson等,2003)。
玉米AGPase的LSU突变体Sh2与SSU突变体Bt2内AGPase活性下降了90%~95%,
淀粉含量降低了75%;拟南芥AGPase小亚基突变体adg1 1内几乎检测不到AGPase活
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性 (Wang等,1998),大亚基突变体adg2 2体内AGPase活性也仅为野生型的5% (Li
和Preiss,1992)。这表明大小亚基功能上相互依赖,缺一不可,在AGPase的酶活性上

有同样重要贡献。

3 磷酸甘油酸 (3 PGA)和无机磷 (Pi)能与AGPase结合,调控AGPase的酶活

性。大多数植物的AGPase受3 PGA激活,而为Pi所抑制,这两个别构效应因子在植

物光合机构控制淀粉的合成中发挥着重要作用,可能是因为当细胞内ATP数量较少时,

Pi能降低AGPase活性,当高水平的碳流进入储藏组织时,原先受Pi抑制的AGPase被

3 PGA激活 (Gomez和Iglesias,2002)。虽然光合器官中的AGPase对上述调控因子非

常敏感,但有研究发现,一些植物营养物质储藏器官的AGPase对调控因子不敏感 (We-
her等,1995)。

AGPase分为胞质型与质体型两种,在植物细胞中的分布具有组织特异性。在大多数

植物细胞中,AGPase主要是质体型,催化形成ADP Glc的反应也主要在质体中进行。
然而,在禾本科植物的胚乳中,AGPase主要是胞质型的,生成ADP Glc的反应则主要

在胞质中发生 (Tetlow等,2003);而非禾本科植物中尚未发现胞质型 AGPase的存在

(Beckles等,2001)。禾本科植物胞质AGPase类型的突变体,如玉米的Sh2和Bt2,大

麦的Ris 16等突变体内AGPase活性下降的幅度均超过了95%,淀粉含量均显著低于正

常水平。表明禾本科ADPGlc的合成主要是由胞质型AGPase所催化。
近年来的研究表明,经AGPase催化合成的ADP Glc需在质膜ADP Glc核酸糖转

运蛋白 (nucleotidesugar,NST)的作用下,跨过质体膜进入到质体中,才能参与淀粉

的合成。最早转运蛋白的研究集中在玉米上。玉米Bt1位点编码了位于质体内膜上的

NST,它是质膜上 ADP Glc最重要的转运蛋白,缺失或使此转运蛋白失活的突变体

brittle1,ADP Glc到质体的转运受阻,在胞质中明显积累,淀粉合成速率下降80%
(Shannon等,1998)。Patron等 (2004)在许多低淀粉含量的大麦突变体中,发现了胞

质内AGP Glc含量异常高的3个突变体,它们均在lys5位点上发生突变。从这些突变

体内分离出的质体虽能合成淀粉,但合成淀粉的底物不是来自于ADP Glc,而是来自于

Glc 1 P,表明胞质ADP Glc到质体的运转受到了严重伤害。序列比较结果显示它与

玉米ADP Glc的转运蛋白 (BT1)同源。编码此蛋白的基因 (Hv.Nst1)定位在大麦第

6染色体 (6H)上,3个突变体的lys5等位基因位点均缺失 Hv.Nst1基因。其中两个

Hv.Nst1突变体产生的突变可导致氨基酸主域的改变,而这一主域对所有 HVNST1转运

蛋白家族的成员来说是保守的。3个突变体内淀粉含量非常低的特征,表明ADP Glc转

运蛋白对淀粉合成的正常速率是必须的;Hv.NST1蛋白与玉米BT1同源的结果可推测出

同源的ADP Glc转运蛋白存在于所有禾谷类植物中。

2.淀粉合成酶 (starchsynthase,SSaseorSS) SS是以寡聚糖为前体,ADP Glc
作底物,通过α 1,4键连接,把ADP Glc上的Glc连到寡聚糖上,形成直链淀粉或分

支淀粉的延伸分支链。根据在提取液中与淀粉粒的结合程度,SS分为颗粒结合淀粉合成

酶 (granuleboundstarchsynthase,GBSS)与可溶性淀粉合成酶 (solublestarchsynthase,

SSs)。GBSS与淀粉粒紧密结合在一起,而SSs与淀粉粒结合程度较弱。GBSS又分为Ⅰ
与Ⅱ类,SSs至少分为 (68~76ku)、(75~95ku)和 (约135ku)3类。
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GBSS是研究最多的淀粉合成酶,分子量为60ku左右,氨基酸序列在不同物种间具

有很高的保守性。在植物的不同组织中存在着一种或两种 GBSS (GBSS和 GBSS,或

GBSSa和GBSSb)的同工酶。GBSSⅠ与Ⅱ的主要功能是参与直链淀粉的合成。
一些植物GBSS突变体的胚乳内,检测不到直链淀粉的存在,合成的淀粉均是支链淀

粉。另外,利用反义RNA技术特异抑制植物体GBSS基因表达,降低GBSS活性,也导

致胚乳中直链淀粉的比例下降 (Edwards,2002),表明GBSS对胚乳直链淀粉的合成起

着重要作用。但GBSS也对直链淀粉的合成起作用。大麦GBSS突变体胚乳中仍有少量直

链淀粉的存在,占总淀粉含量的0.4%~9%,Patron等 (2002)认为这可能是因为大麦

胚乳中含有GBSS与GBSS两种同工酶,均与直链淀粉的合成有关。一种突变只造成胚乳

直链淀粉数量的减少,只有两种同时突变才能使直链淀粉消失;而上述小麦胚乳中只存在

GBSS,它的突变可造成胚乳直链淀粉的完全消失。

GBSS可能对胚乳支链淀粉的合成也具有一定影响。豌豆的GBSS与支链淀粉的亲和

性要高于直链淀粉,表明它可能参与支链淀粉的合成 (Denyer和Smith,1992)。在莱因

哈德衣藻 (Chlamydomonasreinhardii)突变体sta2的胚乳中,在GBSS活性下降的同

时,缺乏介于直链与支链淀粉之间的中间类型淀粉,表明GBSS对胚乳支链淀粉的合成有

一定影响 (Delrue等,1992)。

SSs主要参与了支链淀粉中分支链的合成,它有许多同工酶。如玉米的SSs分为zSS、

zSSa和zSSb,马铃薯的SSs也至少有S、SS和SS3种 (Kossmann等,1999)。但每种

SSs占总活性的比例在不同植物中不尽相同。豌豆胚中的SS是SSs最主要的存在方式,
它占SSs总活性的60%;而马铃薯SSs最主要的形式为SS,SSs约80%的活性与它有关,
而S活性所占总活性的比例仅为10%~15%,SS所占的比例则更小。每一种可溶性SSs
在支链淀粉的合成中也发挥着不同作用。玉米的SS与DP615的短链合成有关。SSa参与

了DP>24的长链合成;马铃薯的SS催化了与DP25~35的长链合成,而SS在中等长度

的支链淀粉合成中起着其他SS所不能替代的作用 (Edwards等,1999)。
不同的SSs同工酶在植物的不同组织中参与了淀粉的合成。Jiang等 (2004)从水稻

中分离到3个SS同工酶OsSS 1、OsSS 2和OsSS 3,编码它们的基因分别位于第10、

2和6染色体上,其氨基酸序列与其他植物的SS家族成员同源性在52%~73%之间。

OsSS 2主要在叶中表达,参与非储藏器官内临时型淀粉的合成;OsSS 3主要在胚乳中

表达,与储藏器官中淀粉的合成有关;OsSS 1在胚乳、叶片和根中表达,未发现有其同

源性基因,表明它可能是一类新的SS基因。

3.分支酶 (branchingenzyme,BE) BE具有双重功能:一方面它能切开以α 1,4糖

苷键连接的葡聚糖 (包括直链淀粉或支链淀粉的直链区),另一方面它又能把切下的短链

通过α 1,6糖苷键连接于受体上。由于能够在葡聚糖链上引入α 1,6糖苷键,故此酶被

认为影响了植物淀粉的精细结构 (Satoh等,2003)。植物体内有两种类型的BE∶BE和

BE (如玉米、水稻、小麦、大麦等),或B (BE)与A (BE)(如豌豆、肾形菜豆、马铃

薯等)。一些禾本科植物的BE又分为BEa和BEb,它们的氨基酸同源性在85%左右

(Morell等,1997)。
不同植物的BE在开花后种子淀粉的积累过程中表达的时间顺序不尽相同。高粱的
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BEa和BEb的表达时间顺序一致,花后12d开始表达,以后逐渐增加,24d达到高峰。
而大麦的BE与BEb的表达顺序则有所差异:BEb在花后7d已检测到有许多转录子的存

在,12d达到高峰,而后逐渐减弱,22d的表达量已非常弱,27d时已检测不到其转录

体;BE的表达则迟于BEb,花后15d开始表达,24d才达到高峰(Mutisya等,2003)。

BEa和BEb对α 1,4糖苷链的长度有不同作用。Nishi等 (2001)研究了水稻不同

BE的作用,他们发现缺乏BEb的突变体 (amyloseextent,ae)中,支链淀粉中DP13的

短链减少,尤其是DP811链减少得最多,认为BEb与水稻短链淀粉的合成有关,并且这

种作用不能被BE和BEa替代;当突变体内BE缺乏时,支链淀粉体内16DP23的中度类

型链与DP37减少,而DP12类型的短链比例增多,表明BE在中等长度支链淀粉的合成

中发挥着重要作用;BEa则可能对BEb与 (或)BE的功能起支持作用。但Blauth等

(2002)研究发现,玉米的BEa可直接参与支链淀粉中短链的合成。

4.淀粉去分支酶 (starchdebranchingenzyme,DBE) 以往人们对DBE的作用主要

局限于它在种子发芽过程中对支链淀粉的去分支作用。但近年来,在许多植物 (如大麦、
拟南芥、衣藻等)的DBE突变体中,发现淀粉的特性、结构与数量均发生了改变,表明

DBE也参与了淀粉的合成 (Dauvilee等,2001;Burton等,2002)。DBE的主要作用是

特异水解淀粉中的α 1,6糖苷键,在淀粉合成中起最后修饰作用。植物的DBE主要有两

大 类:异 淀 粉 酶 (isoamylase,ISA)与 极 限 糊 精 酶 或 R 酶 (pullulanase,PUL;

renzyme;limitdexprinase)。PUL以极限糊精等为底物,而ISA则以糖原、藻糖原和支

链淀粉作底物,很少作用于极限糊精 (Fujita等,1999)。
植物中存在有多种类型的ISA同工酶,在淀粉合成过程中发挥着不同作用。马铃薯

含有3个ISA同工酶 (Stisa1,Stisa2和Stisa3),N端均含有叶绿体靶向转移多肽,引导

酶进入质体中,参与淀粉合成,并且它们是被3个不同的基因家族所编码。Stisa1与玉米

Su1、水稻Sug1等蛋白属于同一基因家族 (ISA1)的产物;Stisa2与拟南芥Atisa2属于

第二个ISA (ISA2)基因家族产物;Stisa3则属于一种新的ISA。在功能上,Stisa1与

Stisa3单体均能单独发挥ISA功能,而Stisa2单体则不能单独发挥ISA功能,它可能调

控Stisa1的活性。因为在Stisa1与Stisa2的混合液中,对藻糖原的水解功能得到明显增

强,它们可能构成了一个复聚体,在淀粉合成中共同作用除去可溶性葡聚糖分支,而

Stisa3可能是一个单体酶,它参与淀粉的运转 (Hussainv等,2003)。

ISA对植物淀粉粒的结构与品质有一定影响。Fujita等 (2003)发现,在ISA反义表

达的转基因植株胚乳内,ISA蛋白含量下降了94%,支链淀粉转变成水不溶性支链淀粉

(waterinsolublemodifiedamylopectin)和 水 溶 性 多 聚 糖 (watersolublepolyglucan,

WSP)。与野生型植株体内支链淀粉相比,它们的分子量相似,但水不溶性支链淀粉含有

更多DP5 12聚体的短链;WSP结构则与水稻ISA缺失突变体 (sugary1)内藻糖原相

似,分布在整个胚乳中,占总α多聚糖的16%。在转基因植株体内,ISA活性的降低,
使淀粉凝胶温度从54℃迅速降到43℃,并且黏度、X射线衍射图最高峰的高度与陡度也

下降,淀 粉 粒 形 态 由 野 生 体 中 大 小 一 致 的 尖 缘 型 (sharpedge)转 变 成 圆 表 面 型

(roundsurfaces)的小淀粉粒与有裂缝型 (cracked)的大淀粉粒。

Beatty等 (2002)从玉米中分离出一个PUL基因 (zpu1),它定位在第2染色体上,
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氨基酸序列与水稻的PUL蛋白 (RE)高度同源 (78%),与菠菜叶片的PUL也有59%
的同源性;此酶只在胚乳中特异表达,而在叶与根中未发现其转录子;zpu1与基因组

DNA杂交结果显示,它是一个单拷贝基因。拟南芥和水稻的PUL也被一个单基因所编

码,以单拷贝形式出现 (Beatty等,2002;Yu等,2002)。
虽然PUL多以单拷贝形式出现,但至今尚未发现植物PUL的突变体,故在基因水

平上对PUL功能的研究进展较缓。PUL的功能可能与ISA的功能联系在一起,因为在一

些植 物ISA 突 变 体 内,PUL 活 性 均 丧 失 (Beatty等,2002)。在 玉 米ISA 突 变 体

(sugary1)内,ISA与PUL活性均丧失,但其体内的PUL转录水平与野生型体内相似,
表明PUL活性受ISA表达的影响,且PUL的表达属转录后调控 (Beatty等,2002)。

最近,Dinges等 (2003)在PUL功能研究上取得了较大进展。他们把一个增强子插

入玉米zpu1 位 点 (编 码 PUL)中,造 成 了 后 代 PUL 活 性 完 全 消 失 的 无 效 突 变

(nullmutation)。在突变后代纯合体zpu1204的叶片、花后20d的谷粒与萌发的种子内均

检测不到PUL活性,但植株的形态、开花期及表现型在大田条件下与野生型相似;突变

体内白天叶片的淀粉合成速率只有野生型的50%,并且夜间淀粉的分解也较缓,暗示

PUL与淀粉的合成与分解代谢均有关。他们分析,突变体内因夜晚淀粉分解代谢减缓而

积累了大量野生型体内所没有的麦芽低聚糖,可能是造成白天叶片淀粉积累受阻的重要原

因。在储藏器官中,突变虽未改变淀粉的总量,但明显减少了 WSP的含量,并且突变体

的 WSP经细菌α 1,6葡聚糖水解酶水解后,产生了许多DP5 8的聚体,表明玉米的

PUL在淀粉积累过程中的功能是水解小分支多糖的α 1,6糖苷键。突变体内BEa活性明

显下降,但其蛋白含量与野生型相同,意味着PUL突变对BEa转录后水平起到调控作

用。zpu1204 与 玉 米 zpu (编 码 ISA)突 变 体 su1 杂 交,后 代 双 突 变 纯 合 体

su1st:zpu1204出现了比su1体内更多的藻糖原,并且籽粒外观比su1更皱,籽粒内小

淀粉粒数目比su1增加1倍,这更进一步表明PUL参与了淀粉合成代谢,在一些功能上

与ISA相似,部分程度上补偿了ISA的功能。

5.合成过程中酶与酶之间的相互作用及磷酸化反应 近年来的基因与生化方面的研

究结果表明,淀粉合成过程中的每种酶都有多种同工酶形式,每种同工酶又由独立的基因

编码,淀粉的合成是几个酶共同作用的结果。一个酶的突变能对其他酶产生多态性效应。
如玉米ae(编码BEb蛋白)突变体内BEb不表达,同时BE活性丢失,并且ISA特性也

发生了改变 (Colleoni等,2003);水稻ae突变也造成了可溶性SS活性的显著下降;玉

米PUL与ISA的双突变体内检测不到BEa的活性。据此,可以推测在造粉体中存在一个

或几个酶复合体,与淀粉合成有关的几个酶 (如SS、BE与DBE等)在其中相互影响,
共同作用了淀粉的合成。

在催化淀粉合成过程中,与淀粉合成相关的几个关键酶还需经历磷酸化过程。Telow
等 (2004)发现完整的质体经γ32PATP培养后,在检测出的质体可溶性磷酸蛋白中,造

粉体的BE、BEa与BE及叶绿体的BE与BEa均发生磷酸化反应,位点在Ser(丝氨酸)
残基上;在颗粒结合磷酸蛋白中BE和两个SS (包括SSa)也发生了磷酸化反应,磷酸化

能提高造粉体与叶绿体BEa及造粉体BEb的活性,去磷酸化则降低这些酶的活性。但磷

酸化与去磷酸化并不对所有与淀粉合成有关的酶起作用,如磷酸化与去磷酸化不影响造粉
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体与叶绿体SBE的活性,去磷酸化也不对造粉体的颗粒结合型BEa与BEb起作用。他们

还发现BEb与淀粉磷酸酶通过依赖磷酸化方式均与BE产生共免疫沉淀,表明这些酶在造

粉体中形成了一个蛋白复合体,并且共免疫沉淀蛋白复合体的去磷酸化能导致其解体。这

些结果不仅证明了与淀粉合成有关的酶受蛋白磷酸化调节,而且也证明了磷酸化及蛋白与

蛋白之间的相互作用在调控淀粉合成与分解中起着更广泛作用。

(三) 基因工程对淀粉生物合成的调控

近年来,利用基因工程技术来调控淀粉合成的研究逐渐增多。因为通过基因工程可调

控淀粉合成过程中特定酶的含量或几种酶之间的比例,从而达到增加淀粉含量或获得独特

性质、新型的淀粉,以满足人们在食用及工业上的需求。

1.改变淀粉的含量 淀粉含量的增加或减少,对作物而言,都有其利用价值。增加

淀粉含量,就可能增加干物质,使起有更高的商业价值;减少淀粉含量,可生成其他储存

物质。目前,在增加或减少淀粉含量的研究方面都有成功的报道。

Stark等把大肠杆菌来源的APGase基因 glgC16 转入拟南芥与烟草后,淀粉含量显

著提高 (Stark等,1992);Visser等将 APGase基因 glgC16 与质体转运肽基因融合,
在马铃薯块茎特异表达启动子控制下表达,产生的转化株系块茎淀粉含量比对照平均增加

35%,有些株系甚至高出60%之多 (Visser,1993)。同时,发现蓝藻的APGase也为同

源四聚体,但其变构活性和高等植物相同,利用蓝藻的APGase基因转化马铃薯可能效果

更好 (李枞和宋艳茹,1995)。在玉米APGase大亚基基因sh2转入小麦中,与小麦小亚

基基因互作后,产生的新酶对抑制因子 (Pi)敏感性减弱,发育中的籽粒APGase活性提

高,单株粒重平均提高38%,整株生物产量也显著提高 (Smidansky等,2002)。Sakuls-
ingharoj等 (2004)把大肠杆菌的AGPase基因导入水稻中,发现它在质体中表达,籽粒

产量才显著提高 (13%)。这些都显示基因工程在提高作物产量方面的巨大潜力。在减少

淀粉含量方面,Müller Rober等利用含有不同启动子和反向连接的 AGPP大或小亚基

cDNA的融合基因构建表达载体,转化马铃薯。在35S加上反向连接的 AGPP大亚基

cDNA的融合基因转化植株中,叶片的 AGPP活性仅为野生型的5%~30%,块茎中

AGPP的活性更低,仅为野生型的2%。分析转化株淀粉含量,表明转化株块茎淀粉的含

量仅为野生型的5%~32.5%。伴随淀粉含量的降低,转化植株细胞中可溶性糖含量显著

升高,蔗糖和葡萄糖分别占块茎干重的30%和8%。Stark等从大肠杆菌中分离出对调节

因子异常不敏感的ADPGPP,将这种变构酶的基因置于块茎特异性启动子的转录下,并

将其导入马铃薯之中,结果转基因块茎中的淀粉含量比对照提高了35%。但表达必须在

叶绿体中进行,组成型表达是致死的。

2.改良淀粉的品质 生产高直链淀粉含量的遗传改良。高直链的淀粉有许多优点,
因此,每年在USA至少有20000hm2 高产直链淀粉的玉米在订约的条件下种植。Schwall
等 (2000)通过反义基因法抑制了马铃薯BE的A与B酶,使植株体内BE活性低于野生

型的1%,直链淀粉含量高达74%~89%,淀粉中Pi的含量提高,淀粉的成分、结构也

发生了明显改变。Visser等在无直链淀粉的马铃薯块茎中导入gbss基因,成功地弥补了

直链淀粉的缺乏 (Van等,1991)。在转gbss基因植株的根尖、气孔保卫细胞以及花粉中
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都发现有直链淀粉,在块茎中的直链淀粉含量占总淀粉的20%,基本恢复了正常水平。
在谷物中通过获得编码SBEb的突变体而得到高直链淀粉的植株。在马铃薯中通过反义技

术抑制SBE在块茎中的表达,达到富集直链淀粉的目的 (Jobling等,1999)。SBE和

SBE同时被反义抑制,直链淀粉的含量高达60%。最近采用抗SBE的抗体能更有效地抑

制SBE,产生更高含量的直链淀粉的淀粉 (Jobling等,2003)。
生产无直链淀粉或低直链淀粉、高支链含量的淀粉。支链淀粉因其有良好的黏稠性,

在工业、食品加工中有特殊的用途。自1983年,玉米Waxy 位点突变株的发现以来,相

继在玉米、大麦、高粱等作物中发生Waxy 位点,产生了没有直链淀粉或极低直链淀粉

含量的淀粉,并在玉米中实现了商业化生产。另一种生产支链淀粉的方法就是通过反义技

术同时下调GBSS、SS的表达,产生短链的支链淀粉。把编码GBSS的反义基因导入马铃

薯 中,可 产 生 不 含 或 只 含 少 量 直 链 淀 粉 的 淀 粉。而 把 大 肠 杆 菌 糖 原 合 成 酶

(glcogansynthase)基因引入马铃薯,使之在块茎中特异表达,则可产生支链淀粉含量高

的淀粉。须指出的是支链淀粉的合成不像直链淀粉那样只有一种酶参加,其合成要求好几

种酶的协同作用,而且每种酶都有自己的异构形式,抑制一种酶的活性很难生产符合要求

的支链淀粉形式。
改变淀粉的长度,适合特殊的要求。Lloyd等 (1999)通过反义基因法同时抑制了马

铃薯块茎中的两个SS,发现转基因块茎中总淀粉含量与直链淀粉含量均变化不显著,支

链淀粉中短链 (DP<15)与长链数目 (DP>80)明显增加,而中度链 (DP15~80)减

少。不同的转基因受体产生的直链淀粉的长度是不一致的,在马铃薯中产生的直链淀粉比

在谷物中的长。也可以通过表达异源的GBSS,如来自海藻的GBSS或是叶片特异表达的

GBSS来产生长链的直链淀粉 (Wattebled等,2002;Edwards等,2002)。2003年在大

麦中发现sex6 突变体产生一种新的直链淀粉。在这种突变体中,SSa的活性完全丢失,
支链淀粉的合成降低,相比于SBE受抑制产生的淀粉来说,支链淀粉中短链淀粉增加,
成胶温度降低。

生产有某种修饰的淀粉,如抗性淀粉。另一个机遇恐怕是淀粉的改性。目前,有

80%的马铃薯淀粉是在收获后进行改性处理的,如生产抗性淀粉。如果淀粉的改性能够直

接在植物体内进行,那么就会具有很多优点,诸如生产出来的淀粉具有全新的特性,以及

减少因化学改性处理而引起的废物排放问题。利用化学或物理的方法生产抗性淀粉成本

高、工艺操作复杂、带有添加成分而安全性不高。自然界抗性淀粉的自然极有限,而弄清

自然来源的抗性淀粉的特性及合成的途径,利用转植物生产磷酸化或乙酰基化的抗性淀粉

可为抗性淀粉的需求提供一条廉价、安全、持续供应的途径。目前发现,在马铃薯中负责

淀粉 磷 酸 化 的 酶 是 α 葡 聚 糖 水 合 双 激 酶 (α glucan waterdikinase,GWD)
(Lorberth等,1998),表达这种酶的马铃薯中磷酸化淀粉的含量比普通水平高5倍以上。
我国杨朝柱等 (2005)在建立高效间接富含RS稻米筛选技术的基础上,培育了首个高

RS早籼稻突变新品种浙辐201,并以我国主推杂交水稻恢复系R7954为起始材料,经航

天搭载诱变,筛选创造了富含RS的突变体RS111。研究表明,突变体RS111热米饭中

RS的含量是一般普通品种的3~5倍。采取优化蒸煮方式,其热米饭中RS含量可高达

10%。最近,利用诱变技术和生物技术,我国育种学家又从我国主栽优质高产水稻和小麦
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品种中直接筛选系列富含 RS的突变新种质。为建立富含 RS稻米育种体系,正开展

RS111中淀粉的形态、大小、结构、合成代谢谱及其遗传控制与分子定位的相关研究。
同时,配合富含RS功能稻米的开发,与医学和食品学科协作,正进行离体评价试验、临

床医学评价和加工方式优化的研究。

五、 转基因植物生产果聚糖等其他糖类物质

此外,可以通过改变淀粉的代谢途径从而在植物体内合成的其他糖类,或者说淀粉前

体的去向可以改道成为其他储存糖类的合成途径。

(一) 果聚糖

烟草和马铃薯植株是不能储存果聚糖的,但通过引入枯草杆菌的果糖基转移酶

(fructosyltransferase)而能诱导积累果聚糖。分析表明,转基因烟草体内果聚糖的积累

量已达干重的3%~8%,转基因马铃薯植株中果聚糖的含量为叶片干重的1%~3%,为

块茎的1%~7%。叶片中非结构糖总量从野生型中的7%猛增到转基因植物中的35%。
因此,细菌果糖基转移酶的引入,使转基因马铃薯植物体内产生了一个新的糖库。

(二) 糖醇

糖醇合成估计约占全球初级碳年产量的30%。目前对糖醇合成研究的目的,虽然主

要是为了保护作物免遭恶劣环境的侵袭,但同时也显示出将新的分支点引入糖代谢生产新

化合物的可行性。用大肠杆菌的甘露醇 1 磷酸脱氢酶基因 (mtlD)转化的烟草植株,
所合成的甘露醇达到每克叶和根组织鲜重6μmol/L以上,并且其耐受高盐的能力得到显

著提高。同样,一种由肌醇衍生的环状糖醇———蒎立醇也已通过引入日中花 (冰川植物)
的肌醇 O 甲基转移酶基因 (imt)而在烟草中被合成出来,该酶催化胁迫诱导积累蒎立

醇的第一步反应。Imt1cDNA的表达使转基因子苗中芒柄醇 (1 D 4 O 甲肌醇)的积

累达到蔗糖含量的25%。

(三) 戊聚糖

戊聚糖在小麦籽粒或面粉中,存在一种具有较高黏度的多糖,主要由戊糖———阿拉伯

糖 (Ara)和木糖 (Xyl)组成,命名为戊聚糖 (Pentosan),也称阿拉伯木聚糖。戊聚糖

除了含有戊糖外,还含有己糖、蛋白质、糠醛酸和酚酸,它是谷物中非淀粉多糖和细胞壁

多糖的重要组成成分 (Fincher和Stone,1986)。
戊聚糖对谷物品质影响的研究主要集中于黑麦和小麦。戊聚糖对黑麦的品质有重要影

响,甚至比蛋白质的影响更重要。戊聚糖对小麦品质,尤其是面包烘焙品质也有重要影响

(郑学玲等,2002)。戊聚糖有良好的吸水性、持水性、高黏度、好的氧化交联特性及气体

保持特性,从而对小麦等谷物的品质有重要的影响。从而可以通过育种的方法来提高或降

低品种的戊聚糖含量,增强或减弱面粉的筋力,改善小麦的品质,使之符合制作不同类型

食品的要求。戊聚糖作为一种天然的面粉改良剂,符合现代绿色食品发展的大趋势,越来
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越受到小麦品质育种、谷物化学研究者和食品业的重视。由于戊聚糖对黑麦品质的重要影

响,人们已通过育种培养出新的黑麦品种,使其具有较高的戊聚糖含量和较高比例的水溶

性戊聚糖含量,并且用该品种做出的面包品质较好。

(四) 葡聚糖

葡聚糖是一类以葡萄糖为基本构成单位的多糖类物质,分为α、β型两种。自然界中

的葡聚糖普遍是β型的。α 葡聚糖目前以人工合成为主,生物体内合成的尚未发现。普

遍认为,β 葡聚糖具有降低血脂和血清胆固醇的作用,对预防和治疗心脑血管疾病以及糖

尿病有重要功效。2005年8月,美国农业部宣布,经10多年的努力,美国科研人员已成

功首次培育出一种名为HiFi的燕麦新品种,这种燕麦新品种β 葡聚糖含量比普通燕麦高

50%。这为研究β 葡聚糖的生物合成及转基因生产β 葡聚糖提供了良好的材料。相信在

不久的将来,葡聚糖不再需要花高的成本从酵母、木耳、灵芝、青稞等中提取。

(五) 右旋肌醇甲醚

目前,已经在烟草中成功地表达了冰晶松叶菊来源的右旋肌醇甲醚酶基因,为工业用

右旋肌醇甲醚提供了一条新的途径。
另外,阿拉伯胶作食品添加剂,可为乳化剂、稳定剂、成膜剂、成型剂和抗结晶剂提

供相应的功能特性,以及作为水溶性膳食纤维以及为原生物效应提供营养属性,被广泛用

于食品工业,主要来自金合欢属树种中,目前已开始对其代谢途径的研究。低聚木糖,甜

度与麦芽糖差不多,热、酸、碱稳定性好,广泛用于焙烤食品中,能量低不引起肥胖,而

且摄入后不会引起体内血糖值的大幅度升高,所以可作为高血压、糖尿病和肥胖症等患者

食用的甜味剂;低聚木糖不能被突变链球菌Smutans作为发酵底物来生成不溶性葡聚糖,
不提供口腔微生物沉积、产酸、腐蚀的场所 (牙垢),是一种低腐蚀性的防龋齿甜味剂。
现在低聚木糖主要从玉米芯等提炼出来或是通过酶促反应产生。相信通过对代谢途径的研

究,可以在原就产生的组织中达到更高量的富集,满足生活需要。

第三节 存在问题与展望

糖类物质的合成是一个相当复杂的生理过程,需多种酶的参与及多种信号分子的调控

来完成。目前与淀粉等糖类物质合成相关的多种酶已经得到分离、克隆和功能鉴定,并利

用各种转基因的手段成功地实现了某些具人们生产和生活需求特征的糖类物质的生产。如

通过基因工程的反义抑制来改变淀粉合成途径,产生侧链长度、分支度、直链和支链比、
淀粉粒大小和胶稠度符合工业生产要求的淀粉。但目前利用这些有限的基因资源及理论知

识还远达不到大规模生产糖类物质的需要。
转基因植物生产糖类物质存在的问题:①仍未能完全了解糖类物质生物合成过程中的

酶类,需要继续寻找新的酶类资源,特别是对不同来源的酶类异构体的寻找及功能比较,
包括在微生物中筛选各种有可能引入植物的新型酶,也可以增加植物所合成的糖类多样

性。②对各种酶类之间的相互作用研究还待深入。目前,仍集中在对单个酶的分析和表
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达,事实上生产某种特征的糖类是多个酶共同作用的结果,只有充分了解它们之间的相互

作用,才能生产出合格的产品。③对控制酶活性的过程及信号分子了解甚少。控制糖类的

合成方式是一个很复杂的过程,除酶活性外,信号分子也在调节酶的活性,继而影响糖的

合成。近年来的研究表明,植物基因的表达受到许多代谢物的调节。如各种糖类、丁酸等

能够调节植物中α 淀粉酶基因的表达。2,6 二磷酸果糖 (F2,6BP)是植物体内调节代谢

流在蔗糖和淀粉合成之间分配的重要信号分子,而F2,6BP的水平取决于6 磷酸果糖

2 激酶 (PF2K)和2,6 二磷酸果糖酯酶 (F2,6Bpase)的相对活性。Scott等将一种经

修饰的鼠肝PF2K的基因导入烟草中,转基因植株中PF2K酶活力提高导致了光合暗反应

末期F2,6BP的水平提高了2~3倍。分析结果表明,F2,6BP在光合作用中抑制了合成蔗糖

的代谢流,促进了合成淀粉的代谢流量。④糖类的代谢过程研究不深。即使生产目标糖类,
但不了解和控制糖的代谢,使其富集也达不到生产和生活要求的浓度。⑤转基因技术中存

在抗性标记基因的敲除、表达量低、转基因沉默等问题,有待通过技术的改进来解决。
只有当我们很好回答了诸如淀粉合成生产过程中的———什么因素决定了植物淀粉不同

聚体链的长度? 哪些因子调控了淀粉聚体中链的数目? 众多支链是从哪里衍生的? 淀粉分

支、链延长及去分支中酶的作用机制是什么? 其他酶 (如异化酶、磷酸化酶、淀粉酶等)
是否参与了淀粉的合成? 这些酶是如何相互作用的? 等等问题之后,我们才能真正利用转

基因植物生产糖类物质,满足生产和生活的需要。
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第六章 转基因植物生产脂类物质

第一节 国内外脂类物质生产的情况及发展趋势

脂类是机体内的一类有机大分子物质。它包括的范围很广,其化学结构有很大差异,
生理功能各不相同。其共同理化性质是不溶于水而溶于乙醚、氯仿、苯等非极性有机溶

剂。脂类的生物学功能多种多样:甘油磷脂、鞘磷脂、胆固醇、糖脂等是生物膜的结构组

分,甘油三酯是动物、油料种子的能量储存形式,萜类、固醇类是激素、维生素和色素的

前体,糖脂参与信号识别和免疫。同时,脂类还可作为生长因子、抗氧化剂等。另外,动

物的脂肪组织有保温,防机械压力等保护功能,植物的蜡质可以防止水分的蒸发。脂类还

是工业生产中重要的原材料。
目前,人类食用、医用和工业使用的脂类主要来自矿物油提炼、加工。通过酶促反应

法生成、化学合成法生成、植物产生或是动物通过消化植物原料在体内生成和积累。其中

绝大部分脂类是由植物生产。化学反应法一般用于生产短链脂肪酸,反应在高温、无水的

环境下进行,很难控制反应的特异性,产物一般是短链、中链和长链脂肪酸的混合物,而

且同时生成许多难分离的副产物,给工业生产和人们生活带来危害。用脂肪酶催化生产脂

克服了化学合成的盲目性,但酶促反应的条件很难调节,因而产量及产物的纯度受到很大

影响。石油资源越来越贫乏,石油价格急剧上涨,从石油中提炼、加工生产脂类也变得越

来越不现实。因此,植物是廉价、安全、可持续的脂类物质的来源。随着石油、深海鱼类

资源的不断减少,工业用脂最终也将由植物提供。
世界上植物油脂的产量大约为8700万t,占领400亿美元的市场 (Gunstone,

2001)。绝大部分植物油脂作为食用油,发达国家人口的近25%热量摄取来自脂肪酸。
脂肪酸还是非食物产品的主要成分,如脂肪酸是肥皂、清洁剂、润滑剂、生物燃料、
化妆品、油漆等的原料。对植物油脂的需求逐年增加,但还基本满足需要,价格不高,
为0.6美元/kg,刺激着石油原料的工厂改用植物油脂代替石油。植物合成的脂肪酸含

有许多功能基团,如羟基、环氧基、环丙基、乙炔基等,有着很重要的用途和特性。植

物至少合成200多种不同的脂肪酸,人类现在利用的只有少数几种,来自主栽的几个农家

作物。产油居第一位的是大豆,依次是油椰子、油菜籽和向日葵籽。这4种作物产油总量

占目前世界植物油的65%,产生的植物油脂主要包括亚油酸、棕榈油酸、月桂油酸、
油酸。

目前,我国制油用油料总量5000万t,大豆产量1600万t,进口大豆1500万t,花

生产量1500万t,油菜籽产量达到1270万t,棉籽产量850万t。油脂社会总消费量

1300万t,植物油人均年消费量8.7kg。食用油总产量965万t。其中,菜籽油350万t,
棉籽油180万t,豆油185万t,花生油200万t,葵花籽油20万t,胡麻油15万t,芝麻

油10万t,米糠油和玉米胚油5万t。2002年我国油料种植面积为1750万hm2,比上年
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增加1.4%,全年油料产量3000万t。
近年来,随着人们食品观念的改变,植物油脂应用的比例将逐渐提高。因此,越来

越多的人把目光放在改善植物油脂的品质上,以替代其他油脂产品。在食用油的主要

成分甘油三酯,脂肪酸链长度和不饱和度直接影响油脂的品质。油脂食品的安全一直

是困惑国民饮食生活的话题。食用油脂的组成对人类的健康有着重要的影响。高饱和

脂肪的摄入易引起高血压、冠心病等,低不饱和脂肪酸摄入导致免疫力下降、婴儿智

力等发育不正常。目前,食用的植物油脂都通过工业的一系列的加工或半加工,如脱

味、氢化增加稳定性等,不自然的引进了对人类健康造成巨大威胁的物质。如在氢化

的过程中引入反式脂肪酸。反式脂肪酸 (transfattyacids,TFAs)比饱和脂肪酸的危害

更大。美国最新研究证实,烘烤及油炸食物中常见的反式脂肪酸不仅与患心脏疾病有关,
而且还是导致妇女患Ⅱ型糖尿病的主要原因之一。而最近的人体研究证实,反式脂肪酸抑

制生长发育。TFAs能经胎盘转运给胎儿,母乳喂养的婴幼儿都会因母亲摄入人造黄油使

婴幼儿被动摄入反式脂肪酸。反式脂肪酸对生长发育的影响包括使胎儿和新生儿比成人更

容易患上必需脂肪酸缺乏症,影响生长发育;对中枢神经系统的发育产生不良影响,抑制

前列腺素的合成,干扰婴儿的生长发育。反式脂肪酸的来源包括反刍动物 (如牛、羊)的

脂肪和乳与乳制品;食用油的氢化产品;经高温加热处理的植物油。调节脂肪酸代谢途径

可控制脂肪酸的不饱和度和链长度,使之品质适合于各种工业及食品加工业 (李枞和宋艳

茹,1998)。国外很多学者开始研究利用基因工程技术来改造脂质,使液体植物油替代氢

化工艺生产出高硬脂酸含量的固体油脂,从而降低反式脂肪酸的摄入 (Penny等,2003;

Liu等,2002)。许多稀有的脂肪酸在工业或医药上有很重要的用途,但这些稀有脂肪酸

富集在非常规栽培物种中,而且含量不高,很难达到应用的要求。工业合成这些脂肪酸往

往达不到大规模应用的要求,必须寻找新的脂肪酸来源,满足人类保健和工业应用的

要求。
随着新功能基因的分离、克隆以及各种农作物高效表达技术平台的逐步建立,在今后

15~20年内,将会有相当数量的高新生物技术产品不断涌现并与消费者见面。这种分子

农业的出现与普及将会对我国现有的农作物种植结构产生显著影响,对增强我国农产品的

竞争能力、极大地提高农民的收入以及维护农业的可持续发展具有重要意义。同时,也有

利形成新的产业链,培育出较大的产业集团。特别应该指出的是,我国植物生物反应器的

研究和利用还主要集中在药用蛋白的研究和应用方面,而利用转基因植物生产特殊饱和或

不饱和脂肪酸、改性淀粉、环糊精或糖醇、次生代谢产物、工农业用酶制剂的研究仍然未

引起国家足够的重视,其实这些生物制剂的市场潜力也是非常可观的。要解决自然资源枯

竭与非自然来源的产品对人类的危害问题,亟须研究天然稀有脂肪酸合成代谢的途径,克

隆相关的酶基因,在高油脂含量的栽培油料作物中表达这些酶基因,即利用转基因植物来

生产符合生产和生活要求品质和种类的脂肪酸无疑是解决工业和人类健康对特殊油脂需求

的一种有效的方法。
产生低饱和脂肪酸含量的油料种子,满足人们健康的需要;培育更高饱和脂肪酸含量

的品种,避免氢化引进反式脂肪酸、制造人造黄油和煎炸食品用油;更高油酸水平的品

系,有益人类健康;更高中链饱和脂肪酸含量的油料作物,适合人造黄油、人造奶酪化工
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应用;较低水平的硬脂酸含量,避免半氢化的同时,延长食品的保存期;产生一些稀有、
具特殊性质的脂肪酸,用于工业生产等。这些是目前人们对利用基因工程培育转基因植物

生产脂类物质的一些基本的目标。
利用常规育种的手段已经对植物脂肪酸的组成进行一些成功的修饰。向日葵突变体产

生含90%的油酸,饱和低于7%的脂,而一般的栽培种只含16%~20%的油酸。这种高

油酸的脂不需要酶促氢化来增加其稳定性。另外,高硬脂酸的大豆,高亚麻油的亚麻也相

继出现。但常规育种只能对脂肪酸的品质和组成进行有限的改造,而且育种的时间长,很

难适合目前对特性脂类的需求。
大多数与合成特异性脂的酶基因不存在于一般的产生食用植物油的植物中,研究者们

必须在特殊物种中寻求这些基因资源。许多与双键的引入、碳链的延长、脂肪酸异构体的

产生等相关的酶基因已经得到克隆,为转基因操作提供了重要的资源。转基因技术的不断

成熟,使我们对转基因植物作为生物反应器生产脂类物质的设想变得可能。转基因植物生

产工业、医用和保健食用的脂类的例子不断出现,可以肯定在未来将是一个用转基因植物

生产脂类等生产、生活、医用物质的时代。本章与脂类生成相关的酶基因、相关的代谢途

径、转基因植物生产脂类的应用研究、目前存在的问题等进行阐述,为转基因植物为人类

提供满足各种需要的脂类提供一些借鉴。

第二节 脂肪酸的分类及其合成途径

一、 脂肪酸的分类

组成脂肪的脂肪酸按其化学结构中是否含有不饱和键可分为两种形式:饱和脂肪酸和

不饱和脂肪酸。不饱和脂肪酸又分为单不饱和脂肪酸 (含一个烯键)和多不饱和脂肪酸

(含二个以上烯键)。绝大多数的脂肪酸含有偶数个碳原子,形成长而不分支的链 (也有分

支的或含环的脂肪酸)。不饱和脂肪酸有顺式和反式两种异构体。但生物体内大多数是顺

式结构。
根据含碳原子数的不同,脂肪酸分3种形式:短链脂肪酸,中链脂肪酸和长链脂肪

酸。短链脂肪酸含2~6个碳原子,是一种挥发性的脂肪酸,主要来自牛奶和黄油脂,能

在人的胰胃脂肪酶的作用下完成水解吸收,提供低的热量。中链脂肪酸一般含6~14个碳

原子,主要由油椰子和棕榈仁产生,经由肝脏进入各种组织的线粒体中,在体内迅速代

谢,不造成积累而导致发胖症,但能引起血液中胆固醇含量的升高。长链脂肪酸含

14~24个碳原子,在动物脂肪、植物油和深海鱼油中广泛存在,不能直接被消化道吸

收,必须经过一系列的反应才能被机体利用。其中的某些种类是人体的必需脂肪酸,某

些对人体的健康发挥重要的作用。如,DPA (二十二碳五烯酸)是一种人体必需脂肪酸,
具有降血脂、软化血管和防治心血管疾病的显著功效;DHA (二十二碳六烯酸)作为另

一种人体必需脂肪酸,是婴幼儿大脑发育不可缺少的物质,也是人体视觉神经发育必需营

养素。
根据结合碳链的长度和不饱和度,脂肪酸又可分为中单不饱和脂肪酸 (mediumchain
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monounsaturatedfattyacids,MCMUFAs),中多不饱和脂肪酸 (mediumchainpolyunsatu-
ratedfattyacids,MCPUFAs),长单不饱和脂肪酸 (longchainmonounsaturatedfattyacids,

LCMUFAs)、长多不饱和脂肪酸 (longchainpolyunsaturatedfattyacids,LCSUFAs)、长

链饱和脂肪酸 (longchainsaturatedfattyacids,LCSFAs)等。目前随着对不饱和脂肪酸

用途研究的深入,对脂类的研究和生产越来越多地集中在不饱和脂肪酸上。

二、 酸合成及种子油脂形成的途径

自然界中植物脂肪酸在质体中合成,乙酰CoA经过一系列的反应最终形成脂肪酸。
在植物脂肪酸合成过程中所需的酶有乙酰CoA羧化酶 (acetyl CoAcarboxylase)、丙二酸单

酰转移酶 (malonylCoA:ACPtransacylase)、3 酮酯酰 ACP合成酶Ⅰ(3 ketoacyl
ACPsynthaseⅠ)、3 酮酯酰ACP合成酶Ⅱ(3 ketoacyl ACPsynthaseⅡ)、3 酮酯酰

ACP合成酶Ⅲ(3 ketoacyl ACPsynthaseⅢ)、硬脂酰ACP脱饱和酶 (stearoyl ACP
desaturase)、油酰基ACP硫酯酶 (oleoyl ACPthioesterase)以及中链酰基ACP硫酯酶

(medium chainacyl ACPdehydrase)。
在链的延长反应中,除了3 酮酯酰ACP合成酶之外,还需要3 酮酯酰ACP还原酶

(3 ketoacyl ACPreductase)、3 羟酯酰 ACP脱水酶 (3 hydroxyacyl ACPdehy-
drase)和烯酯酰ACP还原酶 (enoyl ACPreductase)。

植物合成脂肪酸的机制与原核生物相似,由一系列独立多肽酶在质体中合成脂肪酸,碳

链的引发和延长分别由乙酰基 CoA和丙烯酰 CoA催化各自的底物完成。合成的三分子的

脂肪酸被活化成CoA酯,从质体中释放出来,在内质网中组装成甘油酯,进一步进行各种

修饰 (去饱和、水解、加长等)。在发育的种子中,在内质网中的酰基链在甘油的三个位

点上酯化形成三酰甘油,低极性的三酰甘油最终以油体的形式储存在种子中 (图6 1)。

图6 1 植物中脂肪酸的生物合成, 修饰, 组装成三酰甘油
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三、 利用转基因植物生产脂类物质的一般方法

利用转基因植物生产脂类物质是一个相当复杂的过程,不同于生产蛋白质和多肽,单

个基因的导入就可以获得目的产物;也不同于生产糖类物质,只要通过植物的光合作用就

可以生产并储存产物。正是因为每种物种都有各自不同的底物、合成相关的酶、代谢途

径、生长环境、生理状态等,因而都含有具各自特征的脂肪酸。
植物油的代谢工程吸引工业和理论研究者主要有以下几个理由:①虽然植物细胞膜中

脂肪酸的含量和组成是高度保守的,但种子油脂在不同的植物中有很大的不同。这就暗示

脂肪酸的储存方式不受其化学结构的影响,对其进行基因修饰不会影响植物的生理反应。

②超过1/3的植物油脂已经不作食用,化学工业熟悉其化学性质和开发应用。③植物中产

生200多种具诱人功能特性的脂肪酸,而且它们的代谢途径许多已经得以鉴定,为脂肪酸

的进一步开发利用拉开了序幕 (Voelker和Kinney,2001)。④石油价格急速上涨,迫使

人们寻找新的资源进行生产。
因为植物油脂在食品和非食品的行业都着非常广阔的应用前景,植物种子油脂的生物

技术目标也是多方面。概括起来主要包括提高保健脂肪酸的含量,降低对健康有害的脂肪

酸的含量;提高油脂的稳定性,进一步扩展应用领域,减少氢化加工过程;通过研究与脂

肪酸合成和代谢相关的酶基因多样性和酶工程的研究,最大限度低成本、高产出地利用植

物油脂;提高油脂的含量,降低生产、分离的成本。目前,在每一个研究目标上都取得了

一定的进展。
脂类的合成和代谢受一系列酶促反应的控制,异源表达某种脂类必须对生产、富集这

种脂的生物的代谢途径进行深入研究,包括基因的分离鉴定、合成反应、储存反应等。因

此,在转基因植物中生产脂类的方法就是将一系列鉴定了作用、调节因子的基因导入高油

脂产量的栽培种中,生产满足要求的脂类,即反向遗传工程,或是通过共抑制、反义抑

制、RNA干扰下调某些与不理想脂类合成相关的酶基因,是合成朝有利脂类的方向进行。
依不同的目的,不同的物种,具体的方式而不同。但不管哪种方式,异源表达脂类都要求

对脂类合成、分解、储存等作前后的细致研究,才有可能获得理想产量和品质的产品。

第三节 转基因植物生产脂类的应用研究

利用转基因植物生产脂类物质包括两个方面的内容:一是在栽培种中通过下调某些基

因的表达,生产稳定性等较好的脂类;二是表达在原有的栽培种中不存在的某些脂肪酸,
即稀有的脂肪酸,如生产原主要来自深海鱼油的多不饱和脂肪酸等。

一、 提高或降低饱和脂肪酸的含量

改变脂肪酸的含量主要是指对现栽培的油料作物中饱和脂肪酸的含量进行调整。一方

面,饱和脂肪酸摄入过多,可引起人血液中的胆固醇含量升高,因此,要降低饱和脂肪酸
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的含量;另一方面,饱和脂肪酸的稳定性好,饱和脂肪酸含量高,种子油不需要氢化就有

很好的稳定性,使人造黄油和制糕饼用的油脂天然化,不因氢化引入反式脂肪酸对人体造

成危害或提高成本。

(一) 降低饱和脂肪酸的含量

饱和脂肪酸是指碳链上没有双键的脂肪酸,一般熔点较高,在室温下往往呈固态,多

以脂的形式存在。这类脂肪酸的主要来源是家畜肉和乳类的脂肪,如牛油、猪油等动物脂

肪,还有热带植物油 (如棕榈油、椰子油和棕榈仁油)。这类脂肪摄入过多会导致血脂升

高、动脉粥样硬化,诱发冠心病、心肌梗塞、脑血管等疾病。

Bleibaum等将来自海狸的3 酮酯酰ACP合成酶Ⅱ基因导入甘蓝型油菜,发现该基

因在油菜中过量表达,转基因油菜种子中的棕榈酸含量降低。把来自老鼠和酵母的一种膜

结合脱饱和酶 硬脂酸CoA脱饱和酶下降,而棕榈油酸 (palmitoleicacid)(16∶1)的含量

增加了6倍。

Yao等将酵母来源的酰基 CoAD9去饱和酶和老鼠肝脏来源的硬脂酰 CoAD9去饱

和酶分别导入烟草中,发现饱和脂肪酸的含量得到一定程度的降低。同时,他们利用

农杆菌GV3101侵染芸薹的下胚轴,所用的质粒是pRB01,它含有拟南芥ads1 的cDNA
(编码一个脂肪酸D9去饱和酶),并在种子特异napin启动子控制下,以卡那霉素 (Kan)
为抗性标记,npt作为筛选标记基因。经过PCR和Southernblot检测后,将阳性植株与

对照同时种植于温室中,收获成熟T1代种子,分析其脂肪酸组成,结果发现阳性植株饱

和脂肪酸含量显著降低,只占1%~2%。虽然其他饱和脂肪酸也有轻微的减少,但这种

降低主要是因为软脂酸 (棕榈酸)和硬脂酸的减少。而且,伴随着硬脂酸的减少,油酸的

含量有所增加。这个结果说明,ads1 基因产物能以硬脂酸为底物去饱和产生不饱和脂

肪酸。

Kinney等 (1996)通过抑制油酰去饱和酶的活性,培育出产氧化稳定型的液态油脂

的大豆品种,油酸的含量提高到86%,而18∶2的含量从55%降低到1%,饱和脂肪酸

的含量也只有10%。这种油脂有很重要的经济价值,在煎炸的高温条件下仍然稳定。稳

定性相当于矿物润滑油,因此,还可以作可降解的生物润滑油使用。

(二) 提高饱和脂肪酸的含量

实验研究发现,几种中等长度碳链的饱和脂肪酸,即月桂酸 (C12∶0)、豆蔻酸

(C14∶0)、棕榈酸 (C16∶0)、辛酸 (C8∶0)和葵酸 (C10∶0),不易被氧化,并具较

高的凝固温度,多用于制作人造黄油、糖果和油炸食品。月桂酸、辛酸和葵酸主要来源于

热带树木和石油,可用于制作肥皂和去污剂。由于大多数植物种子的天然的饱和脂肪酸产

量极低,因此,一般依赖化学方法对植物油脂氢化后获得饱和脂肪酸。但氢化反应带来的

副产物———反式脂肪酸 (油酸的异构体)被认为是引起冠心病的因素之一。对许多食用的

脂肪酸来说,降低反式脂肪酸的含量是一个很重要的目标,这就要求生产出自然稳定性好

的脂肪酸。通过共抑制、反义抑制、RNA干扰等下调大豆、棉花、芸薹中硬脂酸 ACP
去饱和酶的活性,产生了含40%硬脂酸的种子油,不需要额外的氢化加工,提供一种半
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固态的人造黄油原料。

1992年Calgene公司把种子特异性启动子控制的硬脂酸去饱和酶反义基因导入油菜,
以抑制发育阶段的油菜籽中硬脂酸ACP去饱和酶活性。转基因油菜籽中硬脂酸的含量从

2%跃升到40%。这是利用基因工程手段调节脂类代谢的首例成功报道。Knutzon等将来

自甘蓝型油菜的硬脂酸ACP脱饱和酶的反义基因导入油菜后,转基因植株中脱饱和酶的

活性及酶本身都几乎检测不到,而种子中硬脂酸的含量提高了20倍。其中一株橄榄型油

菜转基因植株的饱和脂肪酸含量达39%,而且油脂含量和生活力都表现正常。

Yao等报道,拟南芥ads1 基因编码脂肪酸D9去饱和酶,它可用于降低油料作物中

饱和脂肪酸的含量,通过共表达酵母D9酰基 CoA去饱和酶基因 (ole1),已成功在转基

因番茄中改变了饱和脂肪酸的含量。类似的结果也在转基因番茄中表达小鼠肝硬脂酰

CoAD9去饱和酶基因 (rds)获得。

二、 转基因油料作物生产某些具特殊用途的脂肪酸

在植物提供的200多种脂肪酸中,很多不存在通常栽培的油料作物中,但具有很重要

的性质,在工业、医疗、保健等方面发挥着重要的作用。如有几种脂肪酸是含羟基、环氧

基、环丙烯基和乙炔基的脂肪酸,它们提供碳链次级反应的功能团,能够对其进行聚合等

其他化学修饰,如果可以低成本、高产量生产的话,它们有着很广阔的应用前景。几种不

饱和脂肪酸,如DPA、DHA,对人类抵抗多种疾病和婴儿的发育影响,是人类的必需脂

肪酸。将这些具有特殊性质的脂肪酸的合成途径在现有的油料植物主栽品种中,使其廉

价、大量地生产,对人类的生产和生活无疑会产生重大的影响。

(一) 转基因植物生产饱和脂肪酸

用12∶0 ACP硫代酯酶基因导入拟南芥后,拟南芥种子中积累的月桂酸成为脂肪酸

的主要成分 (占24%)(Voelker和 Worrell,1992)。此基因导入油菜中,经自花授粉后,
转基因油菜子代种子中的月桂酸含量可达甘油三酯总量的60%,并可正常生长发育

(Voelker等,1996)。酯酰 ACP硫代酯酶基因 (ChFatB2)导入油菜中,同样可得到积

累辛酸和葵酸的转基因油菜 (Dehesh等,1996)。
在植物中,长链饱和脂肪酸是指含20或20个以上碳原子的脂肪酸,一般以三甘油

酯、鞘脂类、表皮蜡质、软木脂等形式存在,作为填充物充满周皮细胞壁,周皮下细胞壁

和根的内皮细胞等起保护作用。在其他生物,如深海鱼类、细菌、微藻、酵母中也含有一

定量的长链饱和脂肪酸。
蜡酯是从抹香鲸中获取的一种长饱和脂肪酸,是工业润滑剂和传输流体的主要成分。

目前,抹香鲸的数量急剧减少,已经禁止捕杀抹香鲸,必须寻找新的资源来生产这些工业

产品。在美洲的西南部沙漠中发现一种灌木,叫加州希蒙得木,以蜡 (占干重的60%)
代替TAG作为种子的储存物,是目前所知的以储存物的唯一物种。研究发现,这些蜡

是酒精经脂肪酸还原酶还原成油酸,油酸再进一步经链的延长而合成,或是直接来自

C20 C24的单饱和脂肪酸,由脂酰基CoA:酒精酰基转移酶催化最终形成蜡储存脂
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(Metz等,2000)。目前,以从加州希蒙得木中分离纯化出负责合成这种蜡的还原酶和酰

基转移酶,其相应的cDNA也得以克隆 (Metz等,2000)。在拟南芥中共表达月见草长链

酰基 CoA延长酶、加州希蒙得木还原酶和酰基转移酶,发现在成熟的种子中蜡的含量占

70%以上 (Lardizabal等,2000)。高富集量说明与生产这种蜡的所有必需基因都已经鉴

定出来,这条途径可用于经济作物的转化,生产包括化妆品、工业润滑剂在内的多种用途

的蜡脂。

Hangsik等从Lesquerellafendleri分离出一个叫LfKCS45的基因,与膜结合脂肪酸

延长酶———3 酮酰 CoA合成酶序列高度同源。在酵母中表达LfKCS45蛋白,产生了两

种新的长链脂肪酸,分别为C28∶0和C30∶0。这种酶不作用长度为C16到C24的酰

基 CoA底物。用LfKCS45启动子融合GUS转化拟南芥,对GUS表达进行组织化学分

析,发现LfKCS45基因只在根冠的侧面细胞中转录。这项研究为在植物根中表达长饱和

脂肪酸提供了一些理论认识。

(二) 转基因植物生产不饱和脂肪酸

不饱和脂肪酸是存在双键的一类油脂中,双键使其有许多特殊的化学和物理性质。因

此,在工业、医疗、保健等方面有着很重要的用途。根据含双键的数目,分成单不饱和脂

肪酸 (一个双键)和多不饱和脂肪酸 (两个或两个以上的双键)。目前,鱼油和其他海洋

食物是某些人体必需脂肪酸 (EPA和DHA)的主要来源。这些鱼类有令人讨厌的气味,
或可能污染了重金属,加上不断的打捞,海洋的鱼类资源已经严重枯竭,很多鱼类现都禁

止捕杀。这些都刺激着人们寻找新的方法生产这些资源,转基因植物提供一个安全、廉

价、可持续生产这些资源广阔空间。可以说,目前研究转基因植物生产脂类物质的大部分

研究都集中对不饱和脂肪酸的表达研究。

1.生产单不饱和脂肪酸 单不饱和脂肪酸是指在碳链上含有一个双键的脂肪酸。天

然植物油的单不饱和脂肪酸为顺式构型。流行病学研究发现,地中海地区希腊的克里特岛

(Crete)和意大利南部的萨卡 (Circa)居民,在20世纪60年代慢性心脏病的发病率是世

界上最低的和寿命最长的地区。他们的饮食以谷类、豆类和蔬菜为主,每月只吃少数几次

肉类,每次的量也很少。其膳食脂肪的主要来源为富含油酸 (C18:1含18个碳原子的单

不饱和脂肪酸),并且富含维生素E的橄榄油。虽然他们的膳食总脂肪的摄取量达到占膳

食总能量的40%,但其冠心病的发病率较低。近来的分析显示,食用富含单不饱和脂肪

酸的饮食可降低低密度脂蛋白胆固醇 (LDL C)对氧化作用的敏感性。目前有人建议饮

食中单不饱和脂肪最好达到占总能量的5%~15%。
单不饱和脂肪酸作为一类膳食脂肪酸,有其特有物理化学特性和特殊生理功能。单不

饱和脂肪酸中最有代表性脂肪酸———油酸是一种重要天然物质,被广泛用于食品与医药工

业中。研究者通过流行病学调查认为,顺式单不饱和脂肪酸对胆固醇具有明显降低作用,
摄取大量橄榄油的人患冠心病几率较低 (橄榄油单不饱和脂肪酸含量较高)。科学家们认

为,摄入单不饱和脂肪酸含量高的食品能降低低密度脂蛋白 (LDL C)水平和冠心病发

生几率,特别是食用高单不饱和脂肪酸代替饱和脂肪酸和蔗糖的膳食时,这种效果更加明

显。高单不饱和脂肪酸型肠内营养制剂 (clucema)能降低Ⅱ型糖尿病患者血糖水平,尤

·661·

转基因植物生物反应器



其是对餐后血糖水平降低更加明显,在临床上比标准配方营养制剂更适于糖尿病患者。还

能调节血脂,降低胆固醇。同时,提高单不饱和脂肪酸的含量也可以增加油脂的稳定性,
改善口感,提高营养价值。

酵母、鼠、蓝藻的硬脂酰 CoA去饱和酶在烟草中表达时,油脂中饱和酶含量下降,
把大豆中的Ω6去饱和酶基因反向导入大豆中,则可得到几乎不含多不饱和脂肪酸的脂肪

酸。这种油脂和Calgene公司反义抑制内源的Δ9去饱和酶基因所产生的油脂同为顺式脂

肪酸,是一种健康的油脂成分,预计不久将可上市。

Broun等 (1999)通过修饰微粒体膜结合的油酸去饱和酶活性,提高了大豆中单不饱

和脂肪酸的含量。
在拟南芥中表达经修饰的蓖麻918∶0 ACP去FAEI饱和酶,产生了占种子脂肪酸

总量13%的16∶1Δ
9
和18∶1Δ11,20∶1Δ13 (Cahoon和Shanklin,2000)。在拟南芥fab1突变

体 (无3 酮酰 ACP合成酶活性)中同样表达这种酶,三种产物达到种子油的30%。

Edgar等采用表达序列标签 (EST)从皂荚中鉴定出一个脂肪酸链延长酶Ⅰ(FAEⅠ)
同系物———一种β 酮酰 CoA合成酶基因,并在大豆的胚中表达这个基因,发现花生一

烯酸的含量达单胚全脂肪酸的18%。同时,在大豆胚中与酰基 CoA去饱和酶共表达,
花生一烯酸和二十二烯醇的总量为全脂肪酸的12%。

2.生产多不饱和脂肪酸 多不饱和脂肪酸 (PUFA)是一类含有两个或两个以上双键

且碳原子数为16~22的直链脂肪酸,通常熔点较低,室温下多呈液态,往往以油的形式存

在,如豆油、花生油、芝麻油等。按照ω编号系统 (n编号系统)可将其分为ω 9组、ω
7组、ω 6组、ω 3组,其中具有重要生物学功能的通常是ω 3组和ω 6组。由于大多

数哺乳动物体内缺少一种从脂肪酸链羧基端数起第九位碳原子以上引入双键的脱饱和酶系

统,不能自身合成这些n 3和n 6多不饱和脂肪酸,必须由膳食获取,所以,将它们称

为必需脂肪酸。常见的多不饱和脂肪酸有ω 3PUFA中的α 亚麻酸 (ALA)、二十碳五

烯酸 (EPA)、二十二碳五烯酸 (DPA)和二十二碳六烯酸 (DHA),ω 6PUFA中的亚

油酸 (LA)、γ 亚麻酸 (GLA)、双高 ω 亚麻酸 (DHGLA)和花生四烯酸 (AA)等。
研究表明,多不饱和脂肪酸是所有细胞膜的重要成分,对机体的激素代谢和许多酶的

活性起调控作用,能降低心脏病发生率,抑制前列腺增生和乳腺肿瘤,延缓免疫功能衰

退,对新生儿脑和视力的发育是必要的。它们参与细胞的生长、分化,血小板的凝集,炎

症的发生,出血,血管收缩、舒张,免疫反应等;可以治疗冠心病、高血压、糖尿病、关

节炎、癌症,及其他超敏反应或免疫紊乱症等。由于多不饱和脂肪酸在人体健康方面的重

要作用,许多多不饱和脂肪酸强化产品被不断开发,多不饱和脂肪酸的研究与应用越来越

受到人们的关注。
多不饱和脂肪酸合成相关的酶有去饱和酶 (desaturases)和链延长酶 (elongases)是

生物合成多不饱和脂肪酸的关键酶。在过去的10多年中,这些酶类相继从藻类、真菌、
苔藓和高等动植物中鉴定、克隆出来。

去饱和酶是一种膜结合蛋白,在长链脂肪酸的特定位置引入一个双键,分Ω型和Δ
型两种。Ω型定位在类囊体、内质网、质体的膜上,以单半乳糖基甘油二酯酰化的硬脂

酸、油酸,或卵磷脂为底物。Δ型定位在内质网上,以酰基 CoA为底物 (表6 1)。
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     表6 1 目前发现的与多不饱和脂肪酸合成相关的酶基因

(OlgaV等,2004)

酶 生物类型 物种 参考文献

好氧去饱和酶

Δ4 去饱和酶 藻类 破囊壶菌 Qui等,2001

纤细眼虫 Meyer等,2003

Δ5 去饱和酶 哺乳动物 Homosapiens Cho等,1999b

线虫 秀丽隐杆线虫 Michaelson等,1998b

真菌 白被孢霉菌 Michaelson等,1998a

拉曼被孢菌 Hong等,2002a

藻类 破囊壶菌 Qui等,2001

Δ6 去饱和酶 哺乳动物 Homosapiens Cho等,1999a

家鼠 Cho等,1999a

线虫 秀丽隐杆线虫 Napier等,1998

植物 玻璃苣 Sayanova等,1997

Garcia Maroto等,2002

报春花 Sayanova等,2003

银莲花 Whitney等,2003

藓类 角齿藓 Sperling等,2000

小立碗藓 Girke等,1998

真菌 白被孢霉菌 Chaudhary等,1999

拉曼被孢菌 Hong等,2002b

双功能Δ5/Δ6去饱和酶 鱼类 玫玛鱼 Hastings等,2001

C20Δ8 去饱和酶 原生生物 (绿藻) 纤细眼虫 Wallis和Browse,1999

C1820n 3去饱和酶 线虫 秀丽隐杆线虫 Spychalla等,1997

好氧延长酶

Δ6 延长酶 线虫 秀丽隐杆线虫 Beaudoin等,2000

藓类 拉曼被孢菌 Zank等,2000

真菌 白被孢霉菌 Parker Barnes等,2000

PUFA 延长酶 哺乳动物 Homosapiens Leonard等,2002

Δ9 延长酶 藻类 金藻 Qi等,2002

厌氧酶

EPA聚酮合成酶 细菌 腐败希瓦氏菌 Takeyama等,1997

DHA聚酮合成酶 藻 裂殖壶菌 Metz等,2001

细菌 白被孢霉菌 Metz等,2001
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  链延长酶已经从多种生物中克隆出来,在不同的生物作用的底物不同 (n 6或n 3
型)。脂肪酸的延伸包括四个步骤:聚合 (condensation)、还原 (reduction)、脱水 (de-
hydration)、再还原 (secondreduction)。4种酶参与相关的反应,即一个β 酮酰 CoA
合成酶、一个β 酮酰 CoA还原酶、一个β 羟酰 CoA水解酶、一个炔酰 CoA还原酶。
这些酶存在同一植株中,表达水平各不相同。由β 酮酰 CoA合成酶负责产生底物的特

异性和总酶活,控制链最初的聚合。目前已鉴定的β 酮酰 CoA合成酶分成两类。第一

类包括FAE样植物酶,它在C18~22饱和脂肪酸的生物合成中起作用。目前,未发现其

在多不饱和脂肪酸 (PUFA)的合成中起作用。第二类聚合酶来自酵母ELO因家族,它

为合成 (神经)鞘氨 (基)脂组分的VLCFA所必需。最近,人们证实ELO型 VLCFA
延伸酶参与PUFA的生物合成。例如,多种来自真菌、苔藓及线虫的C18Δ6 特异延伸酶

基因被克隆,并在酵母中成功获得表达。PUFA3生物合成存在多条途径,为研究者通过

转基因油料作物合成需求脂肪酸提供了广泛的选择空间。目前最优的途径是基于需氧的

“前端”去饱和酶和延伸酶。为了在基因工程油籽中生成诸如EPA等PUFAs,首先在番

茄或拟南芥中表达琉璃苣的Δ6 脂肪酸去饱和酶可生成18:3n 6和18:4n 3。这清楚

地说明,PUFAS生物合成所需特别的脂肪酸可与宿主植株的甘油酯相结合。

ω6和ω3型的PUFAs分别由亚油酸 (LA)和α 亚油酸 (ALA)衍生而来。图6 2
显示长多不饱和脂肪酸的合成过程。

图6 2 长链PUFAs的生物合成过程

(三) 转基因植物合成多不饱和脂肪酸的应用研究

1.亚油酸 (linoleicacid,LA) 亚油酸含有十八个碳原子、二个烯键,在机体里是

构成组织细胞的重要物质,参与磷脂合成,与胆固醇运输及代谢有关。一旦饮食供给不足

会导致细胞膜正常功能障碍,胆固醇正常代谢受阻,易诱发动脉粥样硬化,还可使精细胞

生成发生障碍,导致动物不育。亚油酸也是前列环素和血栓素A2的前体,对血管舒缩和

血小板聚集有重要调节作用。同时,亚油酸是多种人体必需脂肪酸的前体,如转化成二十

二碳五烯酸 (EPA,C22:5,n 3)、二十四碳六烯酸 (DHA,C24:6,n 3)、亚麻酸
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(十八碳三烯酸)、花生四烯酸 (二十碳四烯酸)。亚油酸在动物体内少量可转化为EPA和

DHA。在一般情况下,人体将亚麻酸转化为EPA和DHA的效率很低。
玉米油、芝麻油、葵花籽油和红花油等植物油中含有大量亚油酸 (C18:2,n 6),

通过高剂量表达与合成相关的基因,或是抑制转化代谢的基因,可以在这些玉米、芝麻、
向日葵、红花中得到高含量的LA。

2.γ 亚麻酸 (γ linolenicacid,GLA) 豆油、亚麻子油和海藻中含有较多的n 3系的

γ 亚麻酸 (C18:3,n 3)。但因为栽培、收获及提取的高费用,来源于玻璃苣、报春花、茶

子等富含GLA的植物提供的GLA价格昂贵,人们试图通过转基因油料作物生产GLA。

GLA产生的关键步骤是在LA的Δ6 和Δ7 C中插入双键,这个步骤可由Δ6 去饱和

酶介导完成。这种酶可以从多种生物中分离得到。通常从微生物和植物在中分离的Δ6 专

一的作用磷酸酯 LA底物,而从哺乳动物分离的作用于CoA LA底物。

Kinney等在转基因大豆中表达琉璃苣Δ6 去饱和酶,在种子特异启动子的控制下,

GLA的量占种子脂肪酸的51%。由于GLA大量积累是生物合成C20 PUFA的先决条

件,这些实验数据预示着今后试验有着极好的前景。最近,研究者尝试在植物中共表达

Δ6 去饱和酶和Δ6 延伸酶及Δ5 去饱和酶。1997年,Sayanova等从琉璃苣中克隆到第

一个既在n 6又在n 3代谢途径中起重要作用的基因Δ6 脂肪酸去饱和酶基因,并在烟

草和酵母中表达,此研究揭示了GLA在外源LA和ALA存在下在转基因植物和酵母中

的形成过程。
如今,绝大多数Δ6 去饱和酶已在酵母中获得表达,并具有生物功能。有些已在油料作

物中测试。Yung ShengHuang等在低亚油酸含量的芸薹中共表达来自M.alpinaΔ6 和Δ12

去饱和酶,使 GLA的量达到40%以上 (Huang等,2001)。H.Hong等在芸薹中表达

P.irreguelareΔ6 去饱和酶,在种子中GLA含量达25%~40%,并且因为芸薹中含丰富的

ALA,同时也产生2%~10%的硬脂二烯酸 (SDA)(18∶4n 3)(Hong等,2002)。

Amene等利用转基因番茄和亚麻子种子生产C20 PRFA (ARA和EPA)。他们利用

可编码两个不同的区域特异的去饱和酶 (Δ6 和Δ5)和一个Δ6 延伸酶的异源cDNA序

列,每个酶基因最多可由3个不同的种子特异性启动子控制。他们利用来自真菌、海藻、
苔藓或高等植物的去饱和酶基因和延伸酶基因构建双价载体,并转化番茄和亚麻子,收集

转基因植株种子,并用气相—液相色谱分析脂肪酸。在检测的4个重组中,只有重组C、

D成功表达。通过农杆菌介导转化,获得了能表达重组C的50株转基因番茄和46株亚麻

子。在T2代种子中,γ 亚麻酸 (18∶3Δ6,9,12)和环硬脂酸 (18∶4Δ6,9,12,15)占总脂肪

酸 (FA)的比例较高,分别达到番茄中2%~29%和亚麻子中3%~37%。C20 PUFA
也有较高的产量,在番茄中可达1%~3%,亚麻子中0.5%~8.3%。Huang等 (2001)
在加拿大油菜中共表达M.alpinaΔ6 和Δ12 去饱和酶,它可聚集高达50%的GLA。

3.二十碳五烯酸 (eicosapentaenoicacid,EPA) EPA在体内有协调前列环素和血栓

素A2的作用,使凝血时间延长和血管舒张,对降低冠心病并发症危险有一定好处。EPA主

要存在鱼油中,尤其是深海冷水鱼油中含量较高。但目前世界上大多数人对EPA的摄入量

不能满足人体需求,同时,鱼类资源却日渐匮乏,因此,研究人员将目光转向了植物。
从ALA到EPA,包括三个步骤:首先ALA去饱和生成SDA,接着SDA延伸成二
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十碳三烯酸 (ETA)(C20:n 3),最后ETA去饱和生成EPA。Δ6 去饱和酶、C18

图6 3 C20+PUFAs(EPA/DHA)的生物合成

PUFA特异延伸酶、Δ5 去饱和酶,这三种酶都存在于ω 3和ω 6途径,且富含ALA
的植物同时也含有丰富的LA,所以在植物中往往合成ARA和EPA的混合物 (图6 3)。
为了在EPA的合成中减少ARA生成,选用ω 3 去饱和酶使n 6PUFA的合成转向n
3的途径。这种酶已从植物、低等真核生物和藻青菌中发现。之所以称呼它为ω 3是因
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为它能够在离甲基端第3个碳原子引入双键。所有植物和藻青菌的ω 3去饱和酶都专一

作用于C18 PUFA,将LA转变成 ALA,但在高LA/ALA比例的种子中效率并不是

很高。

Pereira等从真菌中鉴定了另外一个新的能特异将ARA转变成EPA的ω 3去饱和

酶,并成功在油料作物中表达。这样,ω 3去饱和酶具有催化n 6向n 3途径转变以

生产EPA。
拟南芥中在35S启动子的控制下共表达Δ9 链延长酶 (来自Isochrysisgalbana)、

Δ8 去饱和酶 (来自Euglenagracilis)、Δ5 去饱和酶 (来自 Mortierella),转基因叶片

中产生了6.6%AA和3.0%EPA。
在烟草和亚麻中共表达种子特异表达的编码脂酰去饱和酶和链延长酶的cDNAs,植

株中富集了Δ6 去饱和酶型去饱和C18脂肪酸,包括AA和EPA在内,近5%的C20多

不饱和脂肪酸。
英国布里斯托尔大学的科学家ColinLazarus从海藻和蘑菇中分离出负责制造多不饱

和脂肪酸的3个基因,并植入水芹,使它们的种子中EPA和类似的健康脂肪酸的含量占

到了其油含量的22%。

Kinney等在大豆种子中特异共表达来自Mortierellaalpina 的Δ6 链延长酶和Δ5 去

饱和酶,来自拟南芥的Δ15 去饱和酶及来自Saprolegniadiclina 的Δ6、Δ17去饱和酶,在

转基因植株的种子中产生了占总脂肪酸20%的EPA(Kinney,2004)。
目前,在植物中共表达PUFA生物合成基因,成功产生 ARA和EPA的例子不多。

原因在于真菌和海藻来源的去饱和酶作用的底物是磷脂连接的LA和ALA,而PUFA 特

异的链延长酶作用的是酰基 CoA底物。在植物中缺乏将磷脂转化成酰基 CoA池的酰基

转移酶 (Domergue等,2003)。因此,必须进一步鉴定将磷脂连接的PUFAs转化成酰基

CoA池的相关代谢途径及酶基因,才能更成功地在转基因植物中表达EPA。

4.二十二碳六烯酸 (docosahexaenoicacid,DHA) DHA (二十二碳六烯酸)作为

另一种人体必需脂肪酸,是婴幼儿大脑发育和成人脑功能的维持不可缺少的物质,也是人

体视觉神经发育必需营养素,占视网膜全脂肪酸的60%。DHA主要存在于鱼油中,尤其

是深海冷水鱼油中含量较高。DHA很容易通过大脑屏障进入脑细胞,存在于脑细胞及脑

细胞突起中。人脑细胞脂质中有10%是DHA。因此DHA对脑细胞的形成和生长起着重

要的作用,对提高记忆力、延缓大脑衰老有着积极的意义。目前,市售DHA产品一般来

自深海鱼油,但其中往往混有EPA。EPA虽有软化血管功效,但美国国际脂肪酸研究机

构的研究表明,它对胎儿、婴幼儿以及儿童和青少年的生长发育有副作用,所以生产不含

EPA的DHA产品成为国际该领域科研人员关注的课题。目前除我国润科公司以外,世

界上还有美国的OmegaTech生物工程公司开发出的不含EPA的DHA微藻产品。鱼类

资源日渐匮乏,因此,研究人员将目光转向了植物。
在低等真核生物中,DHA经过两个步骤可由EPA合成而得。它包括EPA延伸成

n3 DPA,接着在Δ4 去饱和酶作用下生成DHA。已有许多哺乳动物源性链延长酶被证

实它们可识别并延伸C20 PUFA。在酵母中表达这些酶基因,显示这些酶可识别多种长

链 PUFA。例如C18 、C20 、C22 PUFA等。特异延伸C20 PUFAs的酶已从低等
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真核生物中被鉴定,它在合成DHA中发挥生物活性。
第一个被证实的4 去饱和酶来自富含DHA的海洋原核生物 (Thraustochytrium)。

4 去饱和酶能够在n3 DPA的4号碳原子上引入双键,使n3 DPA生成DHA,或在

ADA(C22:4n 6)的4号碳原子上引入双键生成DPA(C22:5n 6)。Qiu等已在油料

作物芸薹 (B.juncea)中表达这个酶,在外源n3 DPA存在下,叶、茎、根中DHA的

含量可达3%~6%。最近,从E.gracilis、Pavlova、Isochroysis鉴定到另一种新的Δ4

去饱和酶基因。虽然在酵母中可通过共表达C18延伸酶,Δ5 去饱和酶和C20 延伸酶、

Δ4 去饱和酶,产生DHA,但类似的研究未在植物中做过。因此,在油料作物中生产

DHA还包括共表达C20 PUFA延伸酶、Δ4 去饱和酶及其他EPA生产中需要的酶。

5.花生四烯酸 (arachidonicacid,ARA) 从LA产生 ARA包括三个过程。LA在

Δ6 去饱和酶的作用下生成GLA,GLA在C18 PUFA特异延伸酶作用下生成双单聚亚

麻酸 (DGLA)(C20:3n 6),随后在Δ5 去饱和酶的作用下生产ARA。Kuntzon等从

富含ARA的真菌M.alpina中分离C18 PUFA特异延伸酶。此酶在酵母中能特异识别

并延伸n 6C18 PUFA底物,如GLA或n 3C18 PUFA底物SDA,但对单不饱和及

饱和脂肪酸没有活性,从其他多种生物中也分离到类似活力的酶。这些酶被认为能够识别

与CoA相连的底物,它区别作用酯载蛋白 (acylcarrierprotein)相连的底物,是延长长

链饱和脂肪酸和单饱和脂肪酸的植物来源的延长酶。
在其他的生物中发现另一条 DGLA生物合成途径。LA首先延伸成二十碳二烯酸

(EDA),随后其在8 去饱和先生成DGLA。在这一途径中的延伸酶已从海藻中鉴定,8
去饱和酶也已从生产DHA的海洋原核生物Euglenagracilis分离得到。

ARA合成的最后一步即DGLA在5 去饱和酶得到ARA。Δ5 去饱和酶已从多种生

物包括人中鉴定,某些已确定在酵母中有活性。当将 M.alpina 的 Δ5 去饱和酶导入

B.napus时,它能够使油酸 CoA去饱和生成十八碳二烯酸 (taxoleicacid)(18:2Δ5,9),
而LA 转 化 成 十 八 碳 三 烯 酸 (pinolenicacid)(18:3Δ5,9,12)。最 近,QI等 将 来 源 于

M.alpina和来源于I.galbana的Δ9 特异延伸酶,E.gracilisΔ8 去饱和酶在拟南芥共表

达,ARA的产量很低。

6.二十二碳五烯酸 (docosapentaenoicacid,DPA) 国际医学研究表明,DPA (二
十二碳五烯酸)是一种人体必需脂肪酸。它具有降血脂、软化血管和防治心血管疾病的显

著功效,并且在这些方面的功效比被称之为血管清道夫的EPA (二十碳五烯酸)还要强

10~20倍,同时,DPA还可以提高人体的免疫力。此前,DPA唯一的商业来源是生活在

北极的海豹,资源极其有限,而且从海豹中提纯DPA技术难度大、成本较高、质量难以

稳定。因此长期以来,寻找含有DPA的植物资源已成为世界科研难题。目前发现大西洋

鲑含有丰富的DPA。在大豆的肉胚中表达了达脂肪酸总含量0.8%的DPA。

第四节 转基因植物生产脂类存在的问题与对策

随着人类对脂类合成代谢及分解代谢的研究不断地深入,与脂类合成相关的酶基因不

断被鉴定和分离出来,并不断在各种现栽培的油料作物中验证这些基因的功能,人类以转
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基因的油料作物成功生产人类所需脂类物质的时代离我们越来越近。但目前,能够理想表

达脂类的转基因植株还极少甚或是没有,人类还有很长一段路程要走。总结现在转基因植

物生产脂类不理想的原因主要有目前在植物表达某种异源基因,还存在转基因沉默、表达

量低等问题;对脂类合成途径的了解还有待深入;合成的产物不能有效地积累到植株的种

子中等。

一、 提高转基因植物中外源基因的表达量

表达量低或是发生转基因沉默是目前转基因植物表达人类所需物质 (蛋白质、多肽、
糖类、脂类、次生代谢物等)面临的一个严重问题,在前面的章节已系统介绍,这里不再

累叙。就表达脂类来说,是指提高酶基因的表达量,为其发挥催化功能提供必需的浓度,
主要包括采用强启动子;优化酶基因的密码子序列,消除可能造成转录产物不稳定或翻译

产物易降解的序列等。

二、 深入研究合成途径, 提高脂肪酸合成量

脂类的合成是一个相当复杂的过程,特别是某些稀有脂肪酸合成需要一系列酶的催

化,这就需要同时表达多种酶才有可能更好地得到目的产物。因此,大量的酶需要发现、
鉴定、克隆和验证功能。高通量筛选这些酶类成为首要的工作。采用表达序列标签

(EST)可以找到一些与已知基因同源的序列,再进行少量的测序就可以很快将这些基因

克隆出来,用这种方法已经鉴定出许多酶基因。因为编码脂肪酸合成的相关酶基因在其

cDNA文库中占0.1%~1.0%的比例,大规模的任意测序也可以钓出相关的目的基因。
一般单独表达一个或少数几个酶基因,脂肪酸的产量不会很高,采用表达一系列酶是理想

的方式。
对合成途径的深入研究还包括研究某种脂肪酸原初来源物种中其他与合成相关的辅因

子的作用。在不同的植物中同时表达一系列相同的酶,产物的量有很大的变化。如在大豆

和亚麻子中同时表达6 链延长酶,发现产物的量有很大的变化。经检测,表明这种变化

不是由启动子和酶活性引起的,而是由一种酰 CoA:脂肪—卵磷脂基转移酶的活性不同

引起的。在大豆中,这种酶可以作用6 链去饱和酶的酰基基团,使其成为可被6 链延长

酶的底物。
酶活的有效发挥还包括提供底物的种类和水平。不同的受体提供不同的底物。异源表

达脂肪酸合成相关的酶,酶作用的底物在受体植物中不存在或甚少,严重影响催化作用的

发挥。因此,对受体的选择很重要。
另外,许多人类需要的具特殊用途的脂肪酸往往都不存在于现在的栽培种中,而存在

于深海的藻类、鱼类、苔藓、真菌、细菌和一些极地植物中,快速发现一种产生某种脂肪

酸物种也是很重要的。目前已经发展了气相色谱等技术,可以快速地对蛋白质进行分离、
纯化。

与植物表达蛋白一样,我们可以采用蛋白质工程对酶基因进行修饰,使其更适合在受
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体表达,或有更高的活性,或是产物更适合往后的酶促反应等。

三、 提高脂肪酸在油料种子中的有效积累

脂肪酸在种子中的高量积累对生产来说是至关重要的。目的脂肪酸达不到90%以上

就很难低成本将其抽提出来,用于工业或医疗。在现栽培的油料植物中表达某种在该植物

中原不存在的脂肪酸,会发现积累量很低。主要是表达某些原油料作物中不存在的脂肪酸

导致脂肪酸的代谢进入一个不利于脂肪酸积累的循环;脂肪酸的合成与脂肪酸在种子发育

过程中的积累不同步进行;合成的脂肪酸以磷脂的形式存在于细胞膜中。研究脂类合成后

的代谢对脂肪酸合成后的积累很必要,可以通过下调、抑制与脂肪酸转化成其他产物相关

的代谢过程或酶活,使脂肪酸朝高量向种子中积累的方向进行;采用种子特异表达的启动

子,使脂肪酸的合成与种子发育过程中油脂的积累时间尽量一致;共表达将磷脂转化成酰

基化脂类,向种子中积累,以TAG的形式储存等。
在转基因油料作物中表达符合人类要求的脂类物质研究早已开始,并取得了许多成

就。可以预计在不久的将来,我们就可以用到这些脂类物质,保证我们的健康,为我们提

供保健、美味的食品,不再压迫深海的鱼类为我们服务,我们的工业也因为它们的出现变

得 “高枕无忧”。我们也可以将这个工程再扩展,生产如类二十烷酸、磷脂和鞘脂、结合

脂类、萜类和固醇类等有重要用途的脂类衍生物。但目前,我们还只处于研究的初级阶

段,只有当我们完全了解脂类合成和分解代谢的前前后后,与其相关的基因的功能,以及

提出足够的证据让公众接受转基因的产物等,我们才能真正得益于转基因的油脂产品。

参 考 文 献

[1]BrounP,GettnerS,SomervilleC.Geneticengineeringofplantlipids.AnnuRevNutr,1999,19
(1):197~216

[2]CahoonEBandShanklinJ.Substrate dependentmutantcomplementationtoselectfattyaciddesatu-

rasevariantsform etabolicengineeringofplantseedoils.Proc.Natl.Acad.Sci.USA,2000,97:

12350~12355
[3]DeheshK,JonesA,KnutzonDS,etal.Productionofhighlevelsof8:0and10:0fattyacidsin

transgeniccanolabyoverexpressionofChFatB2,athioeserasecDNAfromCupheahookeriana.Plant

J,1996,9:167~172
[4]EDomergue,AAbbadi,COtt,etal.Acylcarriersusedassubstratesbythedesaturasesandelongas-

es involved in very long chain polyunsaturases fatty acids biosynthesis reconstituted in

yeast.J.Biol.Chem.2003,278:35115~35126
[5]Gunstone,F.D.Soybeanpaceboostinoilseedproduction.Inform,2001,11:1287~1289
[6]H.Hong,N.Datla,D.W.Reed,etal.High levelproductionofgamma linolenicacidinbrassica

junceausingadelta6desaturasefromPythiumirregulare,PlantPhysiol,2002,129:354~362
[7]HuangYS,MukerjiP,DasT,etal.Transgenicproductionoflong chainpolyunstaturatedfatty
acids.WorldRev.Nutr.Diet,2001,88:243~248

·571·

第六章 转基因植物生产脂类物质



[8]Kinney,etal.PatentapplicationWO,2004
[9]KinneyAJ.Developmentofgeneticallyengineeredsoybeanoilsforfoodapplication.FoodLipids,

1996,3:935~937
[10]LardizabalKD,MetzJG,SakamotoT,etal.Purificationofajojobaembryowaxsynthase,clo-

ningofitscDNA,andproductionofhighlevelsofwaxinseedsoftransgenicArabidopsis.Plant
Physiol,2000,122:645~655

[11]MetzJG,PollardMR,AndersonL,etal.Purificationofajojobaembryofattyacyl coenzymeA
reductaseandexpressionofitscDNAinhigherucicacidrapeseed.PlantPhysiol,2000,122:

635~644
[12]PennyM,Kris Ethertona,TerryD.Etherton.Theimpactofthechangingfattyacidprofileoffats

ondietassessmentandhealth.JournalofFoodCompositionandAnalysi2003,(16):373~378
[13]LiuQ,SinghS,GreenA.High oleicandhigh steariccottonseedoils:Nutritionallyimprovedcook-

ingoilsdevelopedusinggenesilencing.JournaloftheAmericanCollegeofNutrition,2002, (21):

205~211
[14]VoelkerTAandKinneyAJ.Variationsinthebiosynthesisofseedstoragelipids.Annu.Rev.Plant

physiol.Mol.Biol.2001,52:335~361
[15]VoelkerTA,WorrellAC,AndersonL,etal.Fattyacidbiosynthesisredirectedtomediumchains

intransgenicoilseedplants.Science,1992,257:72~74
[16]VoelkerTA,HayesTR,CranmerAM,etal.Metabolicandgeneticparametersinfluencingtheac-

cumulationoflaurateinrapeseed.PlantJ,1996,9:229~241
[17]YSHuang,JW Liu,S.DeMichele,etal.Evalutionoftheseedoilsfromacaolaplantgenetically

transformedtoproducehighlevelsofγ LinolenicAcid—RecentAdvancesinBiotechnologyandClini-
calApplications.AOCSPress,Champaign,IL,2001:61~71

·671·

转基因植物生物反应器



第七章 转基因植物生产次生代谢产物
  (可降解塑料、生物碱等)

  目前,转基因植物已经应用于商业化生产。其中转基因植物生产次生代谢物是一个

极具商业前景的领域。在医药、环境、农业等方面已有许多成功应用的实例。随着基

因组学研究的深入,大量的功能基因被发现和克隆,为基因工程奠定了基础;另一方

面,植物中一些重要生理过程和产物的生化代谢途径被阐明,为合理利用基因资源、
调节代谢途径、定向地控制目的基因的表达,以及进一步通过基因工程手段调控植物

提供了条件。通过代谢调节,可以调控植物的生长发育,可使植物高水平积累某一有价

值产物。本章分别以可降解塑料与生物碱为代表介绍一些转基因植物生产次生代谢产物的

研究。

第一节 利用转基因植物生产生物可降解塑料 (PHAs)

一、 生物可降解塑料简介

化学合成塑料因其质轻、强度高、稳定等优良性质与低廉的价格,已成为现代社会不

可缺少的重要高分子材料,在国民经济中发挥着重要作用。但其固有的不可降解性却使大

量的塑料废弃物对环境造成严重的污染,使昔日的 “白色革命”演变成今日的 “白色污

染”。而且由于目前废弃塑料的回收利用率很低,又造成资源的巨大浪费。传统塑料废弃

物处理以末端治理为主,虽在一定程度上减轻了污染,但代价昂贵。在人类渴求良好生存

空间、环保意识日益提高的今天,开发可降解型塑料,从源头遏制污染已是全人类的

共识。
目前世界上许多国家都在积极开展这方面的研究,并已有一系列产品问世。可降解塑

料分为两大类:光解塑料和生物可降解塑料。光解塑料是把光敏感基因直接掺入共聚物主

链中或作为附加成分。通过光解作用把共聚物分解为不可降解的小碎片,失去材料结构的

完整性,从而达到缓解环境污染的目的。但目前对此类部分可降解塑料尚存争议,因为分

解形成的微小碎片会破坏土壤结构,容易造成再次污染,这个缺陷限制了光解塑料的广泛

应用。而理想的生物可降解性聚合物在使用过程中能够保持其各项性能,一旦废弃后也不

产生任何有毒中间产物,而是被环境中的微生物分解为二氧化碳、水、甲烷及生物能量,
完全进入生态循环,不会对环境造成任何污染。目前对已投入市场的大约20种生物可降

解塑料的应用证明,生物可降解塑料的性能完全适合消费品的需要,是从源头上解决白色

污染的新型材料。
在多种可降解塑料中,聚羟基烷酸酯 (polyhydroxyalkanoates,简称PHAs)便是其

中最重要,并已经开始投放市场的一种塑料原材料。PHAs除具有完全的生物降解性外,
·771·



还具有与化学合成塑料相似的物理机械性能,以及生物相容性、光学活性、无毒性、压电

效应等优良特性,在工业、农业、医学等领域均具广泛的应用前景。
聚羟基烷酸酯 (polyhydroxyalkanoates,PHAs)共聚物完全来自细菌的发酵生产,

并且已进入商品化。但由于成本太高,严重影响了PHAs的大规模生产和应用。30年来,
英国、韩国、美国、日本、德国等许多国家研究人员对PHAs进行了微生物学、生物化

学、遗传学以及分子生物学等多方面的研究,在微生物合成PHAs的代谢途径的调控、
遗传机制、PHA的结构与理化性质等方面积累了丰富资料,并且微生物发酵小规模生产

已在进行。英国Zeneca公司是当今唯一商业化生产PHAs的厂家,利用真氧产碱杆菌年

产1000t,产品商标名BIOPOL,优惠价每千克16美元。日本、德国等国已有BIOPOL
生产的香波瓶、一次性剃须刀、各种容器、一次性餐具等产品面市。但相对售价低于每千

克1美元的化学合成塑料如聚乙烯而言,PHAs生产成本太高,无法占据市场。因此,降

低PHAs生产成本,使其生产规模化,是将其推向应用的关键所在。

PHAs的研究已有70多年的历史。最早人们是在Azotobacterchroococuum 中观测到

这种可溶于氯仿的物质,而后以聚羟基丁酸酯作为最简单的PHAs于1926年被Lemoigne
等确定为标志,PHA研究开始了它的第一个阶段,这个阶段主要研究了PHB的功能。
聚羟基丁酸酯 (PHB)是细菌细胞内积累的一种能被微生物的酶所降解的一种高分子聚

合物,作为细胞内的能量和碳源物质。PHB的性质与目前普遍使用的合成塑料有许多相

似之处,例如可压塑、成膜和拉丝等。此外,它还具有生物可降解性和生物相容性等优

点,在医学尤其是在组织工程上,具有重要的作用。因此,PHB作为一种新型的塑料替

代品以及生物医学材料,利用微生物发酵法生产PHB已成为PHB研究领域的热点。有

65个属300多种微生物能够积累PHB,其中真养产碱杆菌 (Alcaligeneseutrophus)具有

生长速度快、PHB积累量大、生产技术较为成熟等优点,已经能够用于工业化小规模生

产PHB和PHBV,但价格仍比合成塑料贵。因此,降低PHB生产成本的探索工作仍在

继续着。直到1974年,Wallen和Rohwedder才报道了除PHB外的其他PHA,由此进入

了PHA研究的第二个阶段。这个阶段研究者们最大的成功便是实现了第一代 PHA
(PHB)和第二代PHA [聚羟基戊酸聚酯—Poly(hpdroxpbutprate co hpdroxpvalerate)
或 (PHBV)]的工业化生产。而在这个阶段人们才广泛认识了中长链PHA。1998年第

一个PHA合成基因被Slater等克隆出来,这标志着PHA的研究进入了一个全新的时

期———分子生物学时期。分子生物学技术和基因工程给PHA的研究带来了天翻地覆的变

化,人们可以更自由地调控PHA的生物合成,许多新型PHA被合成出来。而且,不同

的短链和中长链羟基脂肪酸单体 (HA)聚合物的合成都成为了现实。但是,目前PHA
在价格上还很难与传统的塑料工业竞争,因此限制了PHA的广泛应用。当前对PHA的

应用主要集中在能产生高附加值的领域。相信随着今后蛋白技术的不断发展,PHA的研

究也将进入一个新的阶段。

(一) 研制生物可降解塑料的必要性

石油工业的兴起,使得石油化工合成塑料在人类生活中扮演着重要的角色。石油化工

合成塑料已成为现代社会不可缺少的重要材料,无论是工业、农业、建筑业,还是人们的
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日常生活,无不与它密切相关。然而,目前所使用的化学合成塑料在自然环境中很难分

解,也不易被腐蚀,燃烧处理又会产生有害气体,对环境造成巨大危害。
随着社会的发展,塑料污染问题将继续严重。为了保护环境,防止污染,并从长远考

虑,发展生物可降解塑料十分必要。目前,世界上许多国家都在积极研制开发,并开始考

虑用可生物降解塑料代替部分石油化工合成塑料,还陆续颁布了一些法规禁用某些塑料制

品。生物可降解塑料的研究一直是近年来国内外研究和开发最为活跃的领域。1996—2001
年,生物可降解塑料的平均增长率为35%,其中美国的产量和消费量占50%以上,西欧

占33%。因此,研究与开发生物可降解塑料已势在必行。
与化学塑料相比,生物可降解塑料最大的优点是以后能为生物所降解,不会对周围

环境造成污染。废弃的生物可降解塑料进入土壤中可成为肥料;进入水域可成为水生

生物的营养物;进入人体内无毒害,无免疫排斥反应,可被消化,完全纳入代谢循环

系统。因此,被称为生态绿色塑料。在众多的可生物降解材料中,聚羟基烷酸酯 (简
称PHAs)作为一种有光学活性的聚酯,不仅具有与化学合成塑料相似的性质,还具有生

物可降解性和生物相容性等特殊性能,还可作为可再生利用的资源,已成为同类用途的石

化合成塑料最有潜力的替代品,可避免或减少塑料废物对环境的污染,具有深远的环保

意义。

(二) PHAs的结构和分类

约在300多种细菌 (包括革兰氏阴性菌和阳性菌)中发现PHAs的存在,是某些处

于非营养平衡生长状态下微生物细胞内合成的一种储藏性聚合物。PHAs是一个庞大的家

图7 1 PHAs(R型) 结构通式

(R=HorC1~C11,x=1~4,n=100~30000)

族,PHAs的分子的骨架为D ()羟基链烷酸

单体 (图7 1),随R基、共聚单体、链长短及

羟基位置不同而形成不同类型。R代表侧链,多

为不同链长的正烷基,也可以是支链的、不饱和

的或带取代基的烷基。当侧链R为甲基,x=1
时单体为β 羟基丁酸 (HB),其聚合物为聚羟

基丁酸酯 (简称 PHB),是结构最简单的一种

PHAs。R为乙基时,单体为β 羟基戊酸 (HV),其聚合物为聚β 羟基戊酸 (简称

PHV),其他依此类推。此外,在一定条件下两种或两种以上的单体还能形成共聚物,其

典型代表是3HB和3HV组成的共聚物P(3HB co 3HV),又写成PHBV。由于合成过

程中PHAs聚合酶的空间特异性,一般结构单元为R型,但极少数情况下也有S型单体。
随微生物种类及其生存环境的不同,PHAs分子量一般为200~3000ku。

目前已有100多种不同的脂肪酸作为PHA的单体被发现,包括碳原子数从3~14的

大量含饱和或不饱和键或支链的脂肪族以及芳香族3 羟基脂肪酸。根据单体组成可将

PHAs分为3类:①短链 (short chain length,scl)脂肪酸共聚体,单体为含3~5个

碳原子的羟基脂肪酸。PHB和PHBV是结构最简单、研究较深入的scl PHAs,该类

PHAs为结晶度很高的热塑性塑料。其缺点在于韧性较差。②中长链脂肪酸共聚体 (me-
dium chain length,mcl),单体为含6~14个碳原子的羟基脂肪酸。相当一部分
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mclPHA中含各种功能基团,如烯、支链烷基、卤素、酚及氰等。在一定条件下两种或

两种以上的单体还能形成共聚物。mcl PHAs与PHB一样是完全等规体,其玻璃化温度

远低于室温,熔融温度也较热塑性塑料PHB低。③短链 (多为 HB)与长链 HA单体共

聚物。Pseudomoaspseudoflava 是第一个被报道所产PHAs中同时含短链和长链单体的

细菌。目前仅发现几种微生物可合成第三类PHAs共聚物P(3HB co mcl3HA),大多

数菌合成的PHAs属于前两种类型。
几乎所有PHAs都是D型羟基脂肪酸单体,根据微生物和生长条件的不同,PHAs

颗粒的数目和大小不同,分子量一般在2×105~3×106u。用冰冻蚀刻和扫描电镜技术可

观察到在真氧产碱杆菌中PHB颗粒为8~13个,直径0.2~0.5nm。最近通过对若干不

同属的PHAs颗粒的研究发现,由PHAs基因簇中专门基因编码的、形成PHAs颗粒边

界排布形状的外膜蛋白是PHAs颗粒的超微结构特征。细胞中抽提出来的PHAs是结晶

状态的,而活细胞内的PHAs并不呈现为刚性的固体,而是远高于其玻璃化温度的可动

的无定形弹性体。Kawaguchi和Doi用X 衍射分析研究,认为是脂质起着增塑剂的作用,
去掉PHAs表面的脂成分可启动PHAs的结晶化过程。

(三) PHAs的生物学形态

PHAs颗粒由疏水性的无定型PHAs组成内核,由磷脂和蛋白质围绕构成单层膜

图7 2 PHAs颗粒及其结合蛋白的结构

(图7 2)。除PHAs合酶和内源

PHAs降解酶外,PHAs颗粒周

围还存在一类与颗粒的形成和稳

定直接相关的蛋白质,被命名为

phasins。phasins编码基因往往

与PHAs合成基因处于基因组中

相同位点。在分离出的phasins
蛋白靠近C端部位有两个疏水性

突 起,推 测 可 能 是 蛋 白 质 与

PHAs的连接位点,表明phasins
蛋白有可能与细胞内PHAs颗粒

的形成有关。研究表明,在积累

PHAs的菌中普遍存在phasins
蛋白,增强PHAs合酶活性或增

加phasins的量均可使PHAs颗

粒数量增加。

(四) PHAs的物理化学性质

研究物理化学性能对PHAs的应用相当重要。与化学合成的高分子材料相比,依单

体的组成不同,PHAs有从硬的晶体到软的弹性体等一系列不同聚合物的性质。此外,

PHAs还有生物相容性、光学活性、压电效应等独特性质。关于PHAs理化性质的研究
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工作主要集中于PHB。PHB是研究最清楚的一种PHAs,其玻璃化温度为4℃,而熔化

温度却高达180℃左右。晶体化和无定型化PHB的密度分别为1.26和1.18g/cm3。提纯

的PHB是高度结晶的晶体,物理性质甚至分子结构上与聚丙烯 (PP)很相似,如熔点、
结晶度、玻璃化温度和拉伸强度,具有相对密度大、透氧率低、抗紫外线照射的优点。但

由于PHB的化学结构简单规整,有较硬、脆性大、易老化等缺点,且在稍高于其熔点的

温度 (约200℃)下即发生热降解,使熔点加工过程难于控制,应用范围受到限制。人

们已开始人为改善PHB的性质,使PHAs能够应用于更广阔的领域。目前认为最具工

业前景和吸引力的是通过3 羟基丁酸与3 羟基戊酸的共聚合成PHBV共聚物。HV单

体的掺入能使聚合物结晶结构明显改变,使硬度、强度、熔点下降,但分解温度却未

同步下降,使熔点加工过程易进行而不会发生降解。随 HV的加入,结晶的整体规整性

下降,且呈现不同结晶形态,抗冲击性能改善,韧性和饶性增强,对PHAs的性能有改

善作用。

PHAs的侧链结构会影响其物化性能,不同主链单体对它的热力学常数也会产生较大

影响。如应用基因重组技术在E.co1iXL Blue生产的分子量达1.1×106u的PHB,断

裂伸长率高达400%,在很大程度上克服了其性脆的缺点,为PHAs物化性质改良提供了

新途径。Mcl PHAs具有一定的结晶度 (25%),结晶部分起物理交联作用,但其熔融温

度在39℃到61℃之间,40℃左右就会因失去交联而软化,而且结晶速率很低,这限制了

它作为热塑性弹性体的应用。热分解温度远远高于熔点温度,具良好的加工性,并且其分

子侧链长,可维持较大的分子量。mclPHA降解速率与PHB相比要低的多,通过改变聚

合物链中不同链长单体的比例,可以控制其制品的降解速率。

(五) PHAs的生理功能

多种微生物在一定条件下都能在胞内积累PHAs作为碳源和能源的储存物。以PHB
为例,在微生物细胞内,PHB被用来作为碳源和能源的储备物。由于其具有低水溶解性

和高相对分子量,PHB可以在胞内大量储存而不影响胞内和胞外的渗透压,比糖原、多

聚磷酸或脂肪等更加普遍地存在于微生物中。其次,胞内PHB的存在还可以增强细胞对

逆境的抵抗力,防止细胞自溶和死亡。研究表明,积累PHB的细菌,其存活率高于不积

累的细菌。另外,在强因子如紫外线、干燥和渗透压等因素作用下,富含PHB的细胞死

亡较慢。

(六) PHAs的应用

PHAs是自然界中微生物体内合成的储藏性聚酯。作为一种储备物质,PHAs不但能

在必要时为微生物提供碳源及能源,而且可缓解饥饿条件下细胞内重要成分的降解,增强

其对生存逆境的抵抗能力。PHAs不但具有与热塑性塑料相似的物化性质,而且具有完全

的生物可降解性,高度的生物相容性和绝缘性、压电性、气体阻隔性。因此,用途多种

多样。
首先,PHAs具有生物降解特性,它的废弃物在生态环境中彻底分解为CO2 和 H2O,

不污染环境。它的最主要的用途是作为环境友好型材料替代聚烯烃产品,从源头解决白色
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污染。PHAs可制成生物可降解容器、薄膜、塑料袋及包装材料、一次性餐具等产品,用

于人们日常生活。PHAs用于一些回收时分离较困难的材料上其优势更为突出。PHAs酞

基衍生物可用作食品乳化剂或起酥油助剂。PHAs具憎水性和气体阻隔性,在食品包装材

料、食品和饮料包装内涂层等方面得到较广泛应用。

PHAs可用作农药及肥料的生物降解载体,如长效除莠剂、抗真菌剂、杀虫剂等。废

弃农用地膜不仅造成环境污染,残留碎片还会破坏土壤结构和性质,使用可降解塑料制成

的农用地膜能从根本上解决这一问题。将杀虫剂包埋于PHAs制成的药丸内,随农作物

一同播种到地里,药物随土壤害虫活动程度以不同速率释放,既能免去多次施药的麻烦,
又可经济、合理地使用农药,节约人力、物力。在印刷业中采用直接静电喷涂技术,将

PHAs沉积在绝缘基体上作静电印刷上色剂,有效的解决纸张回收塑性油墨难与纸张脱离

的问题。

PHAs具有良好的生物相容性,可作为医用高分子材料在医学、药学领域获得广泛应

用。在健康成人血液中发现浓度为每100ml血液3~10mg的羟基丁酸酯,人血清和血细

胞中亦发现有低分子量PHAs(通常100~200个单体)。由此可见,PHAs对人体无毒副

作用,可应用于医学、食品等方面。在临床医学上可作为外科用作绷带及手术用手套,也

可作血液相容性膜及制成血管替代物。在组织工程中还可作植入体内的固定材料 (肘钉、
拭子)。pHAs还可制成手术用缝合线,伤口愈合后缝合线亦为组织吸收。PHB还可用作

伤口敷料、血管替代品、骨骼替代品或骨板,手术后无需取出。用PHB还可制成医用手

套、包扎材料、止血塞、医用薄膜等医疗用品。实验表明,应用激光技术可以改变PHAs
的形态及物化特性,并且这些变化有益于细胞生长。这一发现为PHAs在医用移植领域

中的应用奠定了基础。
在已知的PHAs中,4 羟基丁酸 (4HB,在医疗界称为GHB)有极大的潜在治疗应

用价值。早在1960年人们就认识到4HB的治疗功能:4HB作用于脑血栓很快产生类似

睡眠的状态,并同时维持心脏血管稳定,因此,被用做静脉内麻醉剂。4HB能够诱发低

波段睡眠和快速眼球运动,被用于嗜眠症的治疗。研究表明,4HB能减轻脑部和周围组

织对底物的吸收,这就意味着它具有保护这些组织免受缺氧和代谢需求过多的危害。多年

研究并未发现,4HB在体内的降解产物对生物体本身有危害作用。结合4HB的可降解

性、对人体的无毒、无害及生物相容性,可以建立人体药物缓释系统。PHAs可以制成微

胶囊,作为悬浮液进行皮下注射或压成口服药片。通过调节聚合物中4HB比例,从而调

节药物释放速度,达到预期治疗效果。这一系统突出的优点是异体排斥反应小,在体内生

物降解速度慢,并且调控降解速率。

PHAs作为一种由微生物发酵合成的天然高分子材料,它不依赖石油化学工业,从长

远观点来看,可解决石油危机导致的原材料紧缺。除了作为塑料外,由于PHAs具有手

征性,还可用于化学合成光学活性物质的手性前体,特别是合成药物和昆虫信息素。同时

PHAs还可以用做环境标记。原油严重污染地区的微生物大多数都具有在一定条件下合成

PHAs的功能,我们可以根据某一地区微生物合成PHAs的能力,对该地区是否受到碳

源污染做出初步判断。许多自然界中的PHAs合成菌适于在过营养环境中生长,我们可

将生产PHAs与环境保护、废物处理结合起来,可谓一举两得。
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二、 PHAs的生物合成及其分子机制

(一) 微生物合成PHAs

聚羟基烷酸酯 (PHAs)是一类由许多原核生物在非平衡生长 (如缺乏氮、氧、磷、
铁等)条件下,在胞内积累PHAs作为碳源和能源的储存物。自从1926年聚羟基丁酸酯

(PHB)被首次发现后,在300种细菌中发现有80多种不同的脂肪酸作为PHAs的单体,
这些结构单元的碳原子数在3~14之间,有饱和或不饱和的侧链、脂肪族以及芳香族聚侧

链等。与化学合成的高分子材料相比,依单体的组成不同,PHA具有从坚硬的晶体到柔

软的弹性体等一系列不同聚合物的性质。
微生物可利用多种物质为碳源通过不同途径合成PHAs。不同微生物合成PHAs的途

径不同,总的来说,自然界存在的PHAs合成途径分为两大类:
以Ralstonlaeutropha为代表的多数菌以三步法进行PHB合成:β 酮硫裂解酶 (β ke-

tothiolase)催化两分子乙酰CoA缩合生成乙酰乙酰CoA;乙酰乙酰CoA经依赖NADPH的

乙酰乙酰CoA还原酶 (acetoacyl CoAreductase)的作用还原为 D (-)3 羟丁酰

CoA;PHB合酶 (PHBsynthase)催化单体D (-)3 丁酰CoA聚合成PHB (图7
3)。大多数细菌如Aicallgeneseutrophus、Azntohacterbeijernekii、Zooglocaeutrophus
是从乙酰CoA(acetylcoenzymeA)经三步合成的。

图7 3 PHB三步法合成途径中的酶及相应基因

少部分微生物如A.eutrophus和Rhodospisillumrubrum 存在五步合成途径:与上面

的三步反应稍有不同,依赖NADH的乙酰乙酰CoA还原酶 (NADH dependent aceto-
acetyl CoAreductase)将乙酰乙酰CoA还原为3 羟基丁酰CoA,再由两个立体特异性

的烯酰CoA水合酶 (enoyl CoAhydratase)将1,3 羟基丁酰CoA转变成D 3 3 羟

基丁酰CoA。
在自然状态下,微生物能够利用多种碳源合成PHAs。即使有些碳源与PHA在结构
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上毫无共同之处,微生物也能先将其通过脂肪酸代谢、柠檬酸循环、氨基酸代谢等途径转

换为一定的中间体,进而由此合成HA CoA,最终在不同类型合成酶的作用下合成各种

PHAs。PHAs合成底物的广泛性与自身的完全降解性使其合成与降解形成循环,成为可

以循环使用的材料。

(二) PHAs合成相关酶及基因

多种微生物能合成PHAs作为储藏物质,并形成了适合各自生存环境的合成途径,
因而在自然界中存在多种与PHAs合成相关的基因。PHAs所代表的聚酯种类繁杂,合

成途径不止一条,因而在自然界中存在多种合成相关酶。据 Rehm等1999年统计,仅

PHAs合酶基因便可从38种不同菌中克隆出42种。迄今为止,已经测定30多种PHAs
合酶基因序列。目前已克隆了许多种PHAs生物合成有关的酶,其中PHAs合酶是关键

酶。因为该酶在PHAs的合成中起主要作用,它决定了PHAs产物的组成。现在大体上

形成对已发现基因的命名规则:与PHAs合成相关的基因按字母排序,分别为phaA(β
ketothiolase)、phaB(Acetoacyl CoAreductase)、phaC(PHBsynthase)、phaG(3
hydroxyacyl acylcarrierprotein coenzyme Atransferase)、phaJ (enoyl CoA
hydratase)等。与PHAs降解相关的基因为phaZ、phaY、phaX、phaW 等。编码Pha-
sins蛋白的基因以phaP 命名 (表7 1)。

表7 1 与PHAs相关的酶及其基因

基因 与基因相应的酶 相关途径

phaA β 酮硫裂解酶 (β ketothiolase)

phaB 乙酰乙酰辅酶A还原酶 (acetoacetyl CoAreductase)

phaC PHAs合酶 (PHAsynthase)

phaE Ⅲ型PHAs合酶第二亚基 (thesecondsubunitoftypeⅢPHAsynthease)

phaG
3 羟酰基 酰基转移蛋白 辅酶A转移酶 (3 hydroxyacyl acylcarrier

protein coenzymeAtransferase)

phaJ 烯酰基辅酶A水解酶 (enoyl CoAhydratase)

PHAs生物合成途径

phaZ PHAs降解酶 (PHAdepolymerase) PHAs降解途径

phaP PHAs附着蛋白 (phasin)

phaR 假定调控蛋白 (putativeregulatorprotein)

phaF 假定调控蛋白 (putativeregulatorprotein)

调控功能

根据氨基酸序列不同和催化底物的差异基因结构和底物特异性,聚合酶可分为Ⅰ型、

Ⅱ型、Ⅲ型3类。不同的PHAs合酶中的两个半胱氨酸中的一个是高度保守的,这是保

持酶活性所必须的,可能在聚合反应中起重要作用。PHAs合酶的纯化为研究PHAs合

成的起始、延伸和终止开启了大门。对PHAs合酶的进一步研究发现,大部分菌株只表

达一种合成酶,要么催化合成短链PHAs,要么催化合成中长链PHAs,但也有少数菌株

如Pseudomonasresinovorans能表达两种不同的PHAs合酶。
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Ⅰ型合酶和Ⅱ型合酶都由单亚基 (phaG 基因编码)构成,分子量在61~68ku之间。
其不同之处在于其底物特异性。虽然它们都催化短链单体形成PHAs,但I型合酶催化合

成C3~C5的sc1PHAs,而Ⅱ型合酶对C5以上的单体有专一性。Ⅲ型合酶由两个亚基组

成:一个是phaC亚基,分子量约40ku,与Ⅰ型和Ⅱ型合酶在氨基酸序列上有21%~
28%的同源性,另一个为phaE 亚基,分子量40ku左右,与前两种PHAs合酶没有同源

性,该类合成酶的链长比第一类和第二类短34%~40%,氨基酸相似性仅为21%~27%。
这种合成酶对短链PHAs的合成有专一性。

有些微生物的合成酶似乎并不属于以上3类。如T.pfennigii的合成酶由两个亚基组

成,与Ⅲ型合酶有85%的同源性,但却有更宽的底物范围,不但可以合成sc1PHAs,而

且可以合成me1PHAs。从A.caviae中分离的PHAs合酶与I型合酶有45%的同源性,
但可催化合成HB和HHx的共聚体。分析PHAs合酶的二级结构,发现主要由环状结构

(49.7%)和α 螺旋 (39.9%)组成,仅有一小部分为β 片层结构上 (10.4%)。纯化后

的PHAs合酶处于二聚体和单体间的动态平衡状态,加入底物后则二聚体数目增多,表

明二聚体很有可能是一种活性远高于单体的存在状态。
从产物分子量这一角度来看,Ⅰ型合酶产物的分子量主要为500ku以上,Ⅱ型合酶

产物为50~500ku,Ⅲ型合酶产物的分子量似乎介于二者之间。影响产物分子量的因素主

要有以下几点:

1.生理环境 细胞内所能利用的底物浓度。PHAs降解酶、酯酶、脂肪酶的浓度都

是决定产物分子量的重要因素,如果没有PHAs降解酶,将得到高分子量PHAs。

2.处于活性状态下PHAs合酶的浓度 活性PHAs合酶浓度越高,相应产物分子量

越低。产物分子量对其物理化学性质有重要影响。因此,通过各种因素的调节,得到具合

适分子量的产物是生产PHAs的重要步骤之一。
与PHAs合成相关的基因一般在细菌基因组中成簇存在。Poirier等采用酶活筛选、

转座突变及异源探针等手段从R.eutropha 中分离phbA (编码β 酮硫裂解酶)、phbB
(编码乙酰乙酰CoA还原酶)、phbC (编码PHB合酶)DNA片段。分析表明,它 们 处

于同 一 操 纵 子,由 共 同 启 动 子 控 制,形 成 phaCAB 操 纵 子 (图 7 4)。除

R.eutropha外,B.cepacia中也存在phaCAB 操纵子,在 Acinetobactersp. 和Seud-
omonassp.中,这 些 基 因 也 成 簇 存 在,但 排 列 方 式 与 R.eutropha 不 同。另 一 种

PHAs合成 相 关 基 因 的 排 列 方 式 存 在 于 Z.ramigera、M.extorquens、S.meliloti、

N.corallina、R.ruber、P.denitrificans、R.sphaeroides、R.rubrum、R.capsulatus
和A.caviae等菌中,与R.eutropha中不同的是其phaC 基因并不与phaA、phaB 及

其他与PHAs代谢相关的基因相连排列,而显得相对较为独立。

图7 4 R.eutrophaPHB合成关键酶操纵子的结构
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(三) PHAs合成相关基因的克隆及其结构组成

在所有PHAs合成途径中,真氧产碱杆菌 H16中PHB合成相关基因了解的最为清

楚。1988年、1989年,3个不同实验室利用4种不同克隆策略克隆了 H16合成PHB相

关基因。

1.转座子诱导突变 PeterSchubert等首先使E.coliS17 1与 H16结合,其中前者

含有转座子Tn5的自杀载体pSUP5011,透过转座子诱导,分离不产生PHB的H16突变

株,然后用EcoRI酶切,建立该突变株基因组DNA黏粒文库,并以Tn 5 mob为探

针,筛选H16突变株基因组文库,获得一个12.5kb的EcoRI片段。此片段具有编码3
种酶的基因,在EcoRI中异源表达合成PHB量达菌体干重的30%。

2.异源探针筛选策略和突变体互补策略 OliverP等首先构建了H16的基因组文库,
然后以生枝动胶菌 (Zooglocapumigera)合成PHB的硫酯酶基因为探针,筛选到含有两

个表达框架phbA 和phbB 的克隆,氨基酸序列分析发现,真氧产碱杆菌硫解酶与生枝动

杆菌,以及两种哺乳动物中的硫解酶序列有同源性。他们又用 H16突变株互补策略,鉴

定出phbC基因。在E.coli中表达3个基因,PHB合成量达到菌体干重的50%。

3.通过测定相关酶活性的间接克隆策略 StevenC等首先建立了 H16基因组文库,
通过测定β 酮硫裂解酶活性筛选克隆,然后再在所选克隆中筛选有乙酰乙酰CoA还原酶

活性的克隆,最后筛选能合成PHB的克隆,经过亚克隆得到一个5.2kb的片段。将该片

断克隆到E.coli中可直接合成PHB,合成量达菌体干重的80%。
在真氧产碱杆菌中,PHB合成相关基因phbA、phbB、phbC 处于同一操纵子上,3

个开放阅读框架顺序是phbC、phbB、phbA。根据序列推算出氨基酸数量各为589、393、

246,分子量各为63900u、40500u、26300u。因为3个基因处于同一操纵子上,所以可

用phhC LacZY 嵌合基因鉴定该操纵子5端的调控序列。phbC 转录起点在翻译起始点

上游307bp处,phbC 前的启动子序列同E.colió70启动子具有很高同源性。在phbA、

phbB基因上游未发现启动子,在phbC和phbA 之间有一发夹结构,但对转录和翻译无影

响。然而在Z.ramigera中,phbA、phbB、phbC不在一个操纵子上,前两者处于同一操

纵子上,转录起始点位于phbA 上游85bp处,phbB 下游的噜璞区段是转录终止区,

phbC基因不处在phbA phbB 操纵子上。

(四) PHAs合成的调节

在氧、氮、硫、镁等必需元素缺乏时,真氧产碱杆菌PHB积累量可达干重的80%,
当以上限制条件除去后,PHB又在PHB降解酶 (PHBdeploymerase,PHBz)的作用下

分解为乙酰CoA,恢复到未诱导前的水平。对PHAs合成的研究表明,合成什么样的

PHAs,合成多少PHAs与培养条件有关。
改变培养基中的碳源,会改变PHAs的组成。Rhodococcusruber 在以葡萄糖为碳源

时,合成PHAs75%为戊酸,25%为丁酸。产生该现象的原因是PHAs合成酶的广谱特

异性。在含葡萄糖培养基中加入丙酸或戊酸,真氧产碱菌可合成PHB co HV;如果培

养中只加入戊酸,PHAs中戊酸单体可达90%。在真氧产碱杆菌中,还发现了两种不同
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的酮硫裂解酶,催化从C4~C10的不同反应。
能合成中长链PHAs的菌株中也存在类似的调节过程。如Psedonionasoleovorans在

以辛酯 (C8)为底物时,形成的PHAs中89%的单体为C8,11%为C6;在以十二烷酸

为底物时,形成的PHAs中,31%为C12,36%为C10,31%为C8,2%为C6。

(五) PHAs的生物降解

PHAs具有可降解性。对PHAs在不同环境中降解速率、降解程度及降解产物去向

的测定结果表明,PHAs在多种环境 (土壤、海水、湖水)中都可被降解,特别是在潮

湿、有氧情况可完全降解。其降解产物可被环境中微生物利用,重新进入生态循环。研究

表明,PHAs降解的速度与PHAs的结构、结晶程度、表面积以及环境的温度、湿度、

pH和养分供应等相关。在降解过程中,PHAs的分子量几乎保持不变。
在3种情况下可发生PHAs的降解:

1.热降解 PHB是一种对热较敏感的聚酯性塑料,其熔融温度 (173~180℃)和分

解温度 (230℃)非常接近。其热降解产物中90%为巴豆酸。当PHB中含有少量杂质时

会加速这一降解过程。

2.水降解 PHB水降解速度与温度和pH 密切相关。在高温和高pH 环境条件下

PHB水解过程加速,但在空气中水分对PHB力学功能影响极小。

3.环境降解 土壤、空气、淤泥、海水、湖水、温泉、肥料中都存在大量能分泌胞

外PHB降解酶的细菌和真菌,将固体PHB颗粒降解为水溶性的单体和二聚体,进一步

被用为细胞的营养物质。

PHB解聚酶由单条多肽链构成,分子量为37~60ku,在N端有接触反应区域,C端

有底物结合区域,由一链状结构将两个区域连接起来。对A.faecalis的PHB胞外解聚酶

研究的较为详细,其降解产物主要为二聚体,一小部分为单体。将PHB进行末端标记,
研究解聚酶的作用机制,发现降解是从羟基端开始的,具有聚合物内部键的水解活性酶。
由于PHB颗粒不溶于水,而解聚酶溶于水,因此,降解过程分两步进行,即吸附和降

解。首先降解酶通过结合区结合到PHB颗粒表面,然后通过酶的活性区对PHB的长链

进行水解。PHB在自然状态下降解的时间与降解的速度与降解酶的浓度有很大关系。
随着解聚酶浓度的增加,其降解能力逐渐增加,但达到一定的峰值后,则会出现缓慢

降低。

PHAs本身的结构对降解速度也有影响。随 HB和 HV比例不同,不同种类PHAs
的降解速率不同。P(3HB co 4HB)共聚物中4HB由40%增至100%,PHB解聚酶分

解共聚物速率降低。1992年 Mukai等对3种PHB解聚酶分解不同共聚物P(3HB co
4HB)、P(3HB)和P(3HB co 4HV)进行研究,发现3种解聚酶 (两种解聚酶来自

P.lemoignei培养上清,另一种源自A.faecalisT1)酶解趋势相似,其中P(3HB co
4HB)降解速率最快,P(3HB co 4HV)降解最慢。PHAs颗粒的晶体化程度越高,解

聚速度越慢,无定形状态下PHAs解聚速度会比晶体状态下高约20倍。同时,还发现

PHAs的侧链增加时,解聚速度会明显减慢。因此,可以通过控制PHAs的结构来调节

其降解速度,从而满足不同类型的需要。
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三、 PHAs的主要生产途径

目前,国内外出现了多种可生物降解的塑料。其中有完全可降解的,例如PHB、

PHBV以及PHB与PLA (聚乳酸)、淀粉、纤维素等的共混物;也有部分可降解的,例

如PHB可以与聚乙烯 (PE)、聚丙烯 (PP)、聚苯乙烯 (PS)、聚氯乙烯 (PVC)共混。
生产生物可降解塑料有4条途径:①纯化学合成;②利用微生物或组建基因工程菌发酵生

产;③通过改性人工合成;④运用现代生物技术构建转基因植物生产。

(一) 化学法合成

普通微生物发酵法生产PHAs的工艺路线和操作条件决定了其原料昂贵、生产周期

长、产量低、萃取和精制工艺成本较高,从而使PHAs成本太高,PHAs的售价高于化

学合成塑料而使应用受到限制。因此,化学法合成PHAs作为开发生产PHAs的另一途

径,因其生产成本相对较低,也在进一步研究之中。PHAs及其单体3 羟基丁酸在实验

室化学合成路线有多种,主要有利用化学催化法制备PHAs,由化学法合成的PHB与发

酵法合成的PHB基本上具有同样的性质。采用化学法合成PHB,虽然可以克服发酵法生

产的缺陷,提高PHB的产量,降低生产成本。但是,化学法合成PHB,其原料一般都比

较贵,而且大部分具有毒性,反应条件严格,大部分反应收率较低,副反应也较多,而且

反应产物的分离也很困难,还会对环境造成二次污染。

(二) 利用微生物或组建基因工程菌发酵生产

PHB最初是由法国人Lemoign于1925年首先发现的,他从巨大芽孢杆菌 (Bacillus
megaterzawn)中分离并鉴定了该物质。PHB的大量积累是在某种营养物受限制的不平

衡条件下发生的,受限的因素诸如碳氮比、磷、溶氧等。早期研究PHB代谢的主要目的

在于将PHB消除,以便利用菌体生产单细胞蛋白,后来才转向PHB的生物合成和积累

的研究。早在1975英国Zeneca公司 (原ICI)就率先采用葡萄糖A.eutrophus的一个突

变株为生产菌株生产PHB,在限磷而其他盐过量的条件下,PHBV终产量可达菌体干重

的70%~80%。目前是世界上唯一规模化商品化生产PHB和PHBV的厂家,年产量已

达数千吨,商品名为BIOPOL,生产菌种为真养产碱杆菌 (Alcaligeneseutrophus)。美国

的Berlin包装公司已开始向护发用品公司销售BIOPOL为材料制作的包装瓶,奥地利

ChemieLinzGmbH公司以A.eutrophus连续发酵方法生产PHB,产量也可达每周1t。
日本、德国等国已有PHB二次开发产品,如香波瓶、各种容器、一次性剃须刀和碗碟

等。但是,细菌发酵法因发酵底物和复杂的发酵过程导致价格昂贵,所以无法同化学合成

塑料相竞争。

PHB生物合成酶是PHB生物合成途径的关键酶。20世纪80年代后期人们开始将重

组DNA技术应用于生物合成PHB,多种细菌的PHB生物合成酶在分子水平已进行了详

细的研究,并成功克隆了它们的PHB生物合成酶基因。例如带有真养产碱杆菌PHB生

物合成基因的重组大肠杆菌XLI Blue,在2.5L发酵罐中分批补料培养42h,它的细胞
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干重达116.6g/L,PHB浓度为88.8g/L,显示了重组DNA技术在生物合成PHB领域

的巨大潜力。
目前通过细菌发酵工程已初步实现PHAs商品化。由PHAs本身的代谢特点决定细

菌发酵生产一般采用二步法。第一阶段细菌快速生长达到高菌体密度,第二阶段通过对营

养元素的适当限制使细菌代谢更多地流向PHAs合成途径,达到提高PHAs积累量的目

标。发酵工程采用的菌种主要有自然界中存在的PHAs合成菌和经过基因工程改造后具

有PHAs合成功能的工程菌两大类。由于发酵所需底物造价高,因而生产出的塑料价格

昂贵,无法在市场上同化学合成塑料竞争。科研人员致力于改变现有菌株遗传结构,寻找

新菌种以合成具更佳物理、机械特性的PHAs来增强细菌发酵法所得产品的市场竞争力。
他们尝试将PHB合成关键酶基因转入能利用廉价底物的菌株中或通过基因工程技术在菌

株中建立新型合成途径以生产质优价廉的PHAs。影响PHAs价格另一重要因素是下游提

取工艺不成熟,如提取工艺能有所突破,生物可降解塑料价格有望降低。但即使采取上述

措施,据乐观估计,细菌发酵法生产PHAs价格也难降到与化学合成塑料相似水平。这

是细菌发酵法生产PHAs难以攻克的障碍。当前利用细菌发酵生产PHAs的研究主要集

中在通过基因工程的方法对PHAs生产菌株进行改造,不但有助获得一些具有新颖结构

的PHAs分子,而且通过对代谢途径的调控,可以更好的降低生产成本,提高生产率,
从而达到与传统石油塑料竞争的目的。

(三) 人工合成

自然界中有90%的微生物在一定条件下都能积累PHB。Wallen和Rohwedder等在

1974年利用气相色谱手段检测到活性污泥中的含有PHB和PHBV成分,随后人们开始

利用活性污泥生产和提取PHB。以活性污泥中的微生物作为发酵菌群,利用污水合成

PHB无需在无菌环境中操作,不但大大降低了生产成本,也减少了各种烦琐的运作过程,
方便,易行。实验表明,利用工厂的活性污泥在自制的污水中发酵生产出来PHB重量达

到污泥干重的4.86%,纯度在70.61%以上。同时,在活性污泥中添加8%的球衣菌,

PHAs含量在原来的基础上提高了50%。这是由于球衣菌是活性污泥中的主要丝状菌,
胞内又能积累相对较高的PHAs,因此,在活性污泥中添加球衣菌有利提高PHAs的产

量。虽然利用活性污泥和污水生产PHB具有一些有优点,并且可以降低成本。但是,污

水的成分复杂,在污水中合成的PHB的含量很低,并且化学结构复杂多样,获得的PHB
纯度也就较低,这些因素都增加了后期提取纯化的难度和成本。

(四) 运用现代生物技术构建转基因植物生产

随着分子生物学的发展,许多植物的转基因技术日趋成熟,外源基因在植物中的稳定

整合与表达已不成障碍。同细菌发酵系统相比,植物具有以下特点:自身便具有丰富碳

源,不需要昂贵的发酵底物;生产成本相对低廉;可对真核蛋白进行正确的翻译后加工,
形成具有活性的分子,不需要复杂的发酵产物后加工。此外,植物本身含有PHAs合成

第一个关键酶———酮硫裂解酶,使人们逐渐看到植物生物反应器的巨大潜力。随着不可降

解塑料对环境的污染愈来愈烈,通过基因工程方法改变植物的代谢途径,使碳源流入
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PHAs合成途径的尝试引起了科研人员的兴趣,并取得了一些成果。20世纪80年代研究

人员开始通过分子生物学技术将PHAs合成关键酶基因转入是油菜等植物中,利用基因

工程技术合成PHAs。迄今为止,已有拟南芥、油菜、马铃薯和棉花等植物作为PHB合

酶基因表达受体合成,并获得少量的PHB,从而证明了利用转基因植物生产PHB的可行

性。利用转基因植物生产PHAs,极有可能使PHAs的价格降低到和淀粉与脂肪相似的水

平,使生物可降解塑料逐步乃至完全替代化学合成塑料成为可能。

四、 利用转基因植物生产PHAs

(一) 利用转基因植物生产PHAs的必要性

基因工程技术的飞速发展使我们利用植物为天然工厂生产有价值的产品成为现实。

1983年诞生了世界上首例转基因植物,1986年首批转基因植物进入田间实验,1994年首

例转基因植物产品投入商业化生产,从此人们对转基因植物开始大规模的研究和生产。全

球转基因植物的种植面积呈逐年上升趋势,1996—1998年,全球种植面积增长了15倍。
迄今世界范围内种植转基因植物的国家多达45个,田间种植的转基因植物已超过了90
种,种植面积已超过3900万hm2。主要种植的转基因植物有玉米、番茄、大豆、马铃

薯、棉花等。在所研究的转基因植物中,主要是用于抗除草剂、抗虫型、抗病毒和抗逆境

基因工程。我国在1998年统计结果表明,研究开发的转基因植物已有47种,涉及103个

不同的基因,种植的转基因植物主要为转基因烟草和棉花。当前利用植物基因工程已实现

提高农作物产量、改良品质、增强抗性等目标,并可生产植物本身不具备的生物大分子,
如抗原和抗体等。

随着分子生物学的发展,植物转基因技术的日趋成熟,人们逐渐看到植物作为生物反

应器生产PHAs的巨大潜力。众所周知,植物可用于大量生产淀粉、蔗糖、脂肪酸或维

生素等物质,且成本很低。植物本身虽然不能合成PHAs,但是,植物具备PHAs合成所

需底物乙酞CoA,若将微生物编码PHAs合成相关酶基因转入植物,则可赋予植物合成

PHAs的能力。如果将微生物体内编码PHB合成相关酶的基因转入植物中,可以预料,

PHAs将能被合成并出现在该植株中,并且植物自身以二氧化碳为碳源,具有丰富碳源可

利用,无需昂贵发酵底物,利用光能为能源进行PHAs的合成,生产成本相对低廉;无

需复杂的产物后加工过程等,而且是清洁生产,不会带来环境污染,体现从源头治理 “白
色污染”,这是细菌发酵法生产PHAs无法企及的优势。转基因植物生产PHAs在分子水

平调节其PHAs代谢途径,使碳源更多流向PHAs的合成,从而生产出价格能为人们所

接受的PHAs产品,给生物可降解塑料逐步乃至完全取代化学合成塑料提供可能。随分

子生物学的发展,植物转基因技术的日趋成熟,为生产PHAs提供了新的机遇。利用转

基因植物生产PHAs已成为人们关注的热点。

(二) 利用模式植物拟南芥生产PHAs

拟南芥是进行遗传和分子研究的模式植物。1992年,Poirier等人最先尝试用转基因
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拟南芥植物生产PHB,他们首先克隆了真氧产碱杆菌中PHB合成相关基因phbB 和

phbC,然后将由CaMV35S启动子控制的phbB、phbC 基因转入模式植物拟南芥 (Ara-
bldopslsthallana)中。在合成PHB的三个酶中,β 酮硫裂解酶存在于高等植物的细胞

质中,参与合成甲羟戊酸,因此Poirier等只把phbB、phbC 基因克隆到表达载体pBI121
中,并利用根癌农杆菌Ti质粒双元系统转化模式植物拟南芥,最后通过杂交获得能合成

PHB的纯系拟南芥。Southernblot和Northernblot分析结果表明,两种外源基因已整合

于植物基因组中,并实现转录。拟南芥利用内源的β 酮硫裂解酶和外源的phbB、phbC
基因表达产物乙酰乙酰CoA还原酶和PHB合酶合成了一定量的PHB(100μg/g鲜重,

0.14%干重)。电子显微镜观察表明,转基因拟南芥中PHB颗粒为0.2~0.5μm,与微生

物合成的PHB颗粒大小类似,并且PHB的电子密度、大小、形态及组成等都类似于细

菌中的PHB。植物细胞内PHB颗粒不仅只存在细胞质,还存在液泡和细胞核等部位。细

胞质和液泡中颗粒最大直径达0.5μm,核中最大直径为0.2μm。质体和线粒体中均未发

现PHB颗粒,造成该现象的原因可能是PHB颗粒的疏水性使其能通过单层膜结构,但

不能通过双层膜。phbB、phbC的启动子是CaMV35S,使得转基因植株的各个组织中包

括根、茎、叶、子叶和种子中都有PHB的分布。但由于拟南芥生物量低,合成PHB的

产量低。酶活分析表明,是PHB合成关键酶的活性而非由于质体中乙酰CoA的量不足限

制了PHB的进一步积累。Wasman等人也做了相同的工作,并获得类似的结果。对植物

和微生物合成PHB进行光谱分析发现,真氧产碱杆菌合成的PHB为均匀性分子,分子

量一般为106u,而植物合成的PHB大小范围较大,从104~106u,造成该结果的原因可

能是细菌内的某些蛋白或附属因子对PHB的合成有调节功能。
尽管实验证实了利用生产PHB的可能性,但也存在许多问题。首先,转基因植株生

长受到严重抑制,仅phbB 基因在细胞质中高水平表达就已导致拟南芥植株生长迟缓,相

应的种子产量也下降,phbB、phbC基因同时表达,这种现象更为严重。造成该现象的原

因可能是细菌的乙酰乙酰CoA还原酶的高效表达,合成了在植物细胞质中不存在的3 羟

基丁酸CoA,它可能抑制了细胞内源的代谢途径,也可能是细胞质内乙酰乙酰CoA含量

少,部分碳源转移到合成PHB,使细胞内类异戊二烯和类黄酮减少,影响了细胞的正常

代谢;phbB 和phbC 均表达的转基因植物比只表达前者的转基因植物生长量少,可能的

原因是PHB在细胞质和细胞核的积累对细胞产生了毒害;PHB的合成虽少,只达干重的

0.14%,phbA、phbB、phbC同时转化到拟南芥中,合成PHB的量并未增加,表明乙酰

CoA的含量是影响PHB积累最重要因素。实验表明,异源PHB合成消耗细胞质中约

50%的乙酰CoA。可能因乙酰CoA分流过多,导致内源异戊二烯类和类黄酮等重要物质

合成底物不足,影响植株正常生长发育。同时PHB在细胞质、液泡和细胞核中积累可能

对植物生长产生毒害作用,尤其是细胞核中PHB可能会与DNA相作用,也会对植物的

生长发育产生不利影响。

(三) 利用植物细胞器定位合成PHAs

乙酰CoA含量是限制PHB合成量的重要因素。尽管Poirier等人的工作证实了在植

物体内生产PHB的可行性,同时,也揭示了植物基因工程生产PHAs中亟需解决PHAs
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的产量过低和在植物体内的积累危害植物生长发育两大问题。在植物质体中进行脂肪酸的

合成,乙酰CoA的代谢旺盛,故质体中乙酰CoA含量极其丰富,人们设想如将PHB合

成途径定位于质体,将获得丰富的合成底物,可能会提高PHB产量,而且PHB颗粒不

会透过质体双层膜到细胞质中,PHB颗粒在质体中的积累不会影响其他细胞器生理功能,
可保证植物生长发育正常进行。Somerville研究组将源于Ralstoniaeutropha 的phbA、

phbB、phbC基因的产物定位于拟南芥的质体。透射电镜观察到PHB仅积累于质体,颗

粒大小为0.2~0.7μm,其他细胞器没有PHB积累。聚酯含量随植物生长逐渐增加,

PHA在拟南芥中含量随植物体所处的发育时期不同而异。老叶中PHB含量达到干重的

14%,鲜重的1%,比定位在细胞质提高了100倍,并且对拟南芥的生长和种子的产量未

造成明显影响,只在积累量很高时 (每克新鲜细胞中含PHB为3mg以上)老叶有轻微黄

化现象,可能是PHB的过量积累,影响了叶绿体的正常发育。PHB在拟南芥中的高水平

表达为用植物大规模生产PHB提供了可能。

Hahn等通过基因枪转化墨西哥黑色甜玉米细胞,将Ralstoniaeutropha 中合成PHB
所需的酶定位于植物细胞过氧化物酶体。气相色谱测定PHB含量最高达2mg/g细胞鲜

重。酶活测定结果表明,当PHB产量超过0.1mg/g鲜重时,细胞培养物中PHB合酶活

性与其产量呈正相关。电镜观测到PHB颗粒仅在过氧化物酶体中存在,细胞质中无PHB
积累。1998年 Mittendorf等人把Pseudomonnsaeruginosaa 的PHAc1合成酶基因定位在

拟南芥微粒体内。免疫化学法检测显示,在光照条件下,PHAc1合成酶定位在过氧化酶

体,在黑暗条件下,PHAc1合成酶定位在乙醛酸循环体。1999年 Houmiel等将Ralsto-
niaeutropha 中分离出3个PHB合成相关酶基因,分别与Lesquerellafendleri油酸12
羟化酶种子特异性启动子和叶绿体导肽ctp相连,构建表达载体并转化油菜,将目的基因

产物定位于种子白色体。转基因油菜白色体 (leukoplast)中PHB含量是成熟种子鲜重

7.7%。电镜观察表明,白色体体积增大,但仍具有完整性。

(四) 利用植物特定器官定位合成PHAs

马铃薯产量高、适应范围广、具良好的无性繁殖方式和转化系统等,作为生产PHB
的靶目标,抑制淀粉的合成,使碳源更多地流向乙酰CoA,是提高PHB合成酶基因在马

铃薯块茎中表达的关键。Muller Robert等人将淀粉合成的关键酶AGPase的反向基因转

入马铃薯,淀粉含量可降至原来的5%,同时,蔗糖含量大大增加。另外,马铃薯块茎在

储藏期间丧失了淀粉合成的原动力,呼吸作用相对加强,PHB合成的底物量也相应增加,
因此,可以利用储存期间储藏器官的呼吸作用来调节PHA的生产。Zeneca公司的研究人

员利用从拟南芥的12S种子储存蛋白CRB的编码基因中分离出来的启动子,连同叶绿体

导肽,将PHB的合成定位于油菜种子的胚中,PHB最终含量达种子鲜重的1%。

(五) 利用植物合成PHAs改善棉纤维品质

棉花作为纺织工业的主要天然纤维,对其纤维强度、长度、化学染料结合、吸水性、
热特性、皱缩性等具有较高的要求。从纤维改性出发,以提高棉花品质为目的,1996年

John等利用PCR技术对PHB合成相关基因phbB、phbC 基因编码区进行扩增,在其3
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末端连接一段农杆菌胭脂碱合酶基因 (Nos)的poly(A)附加信号序列,并与棉花启动子

E6 (或FbL2A)相连,基因枪法转化棉花获得转基因棉花植株。色谱分析发现,棉纤维

中66%的PHB分子量在0.6×106~1.8×106u,转基因棉花的纤维由于PHB颗粒的存

在,表现出更强的绝缘性,对热的摄取和减少均减慢,具有更强的保热能力,为通过基因

工程改变棉纤维的特性开辟了一条新途径。与转基因植物拟南芥相比,转基因棉花的生长

和发育未受影响。这可能是由于特异启动子的缘故,E6启动子只在棉纤维发育早期起作

用,FbL2A启动子只在棉纤维发育后期起作用。在C6启动子起作用时,乙酰CoA含量

高,合成的PHB相对较多,而在FbL2A启动子起作用时,乙酰CoA含量低,合成的

PHB相对较少。

(六) 植物中生产PHAs发展的问题与设想

从第一代转基因植物开始,人们就发现PHAs在植物体内的合成对转基因植物生长、
发育会造成不良影响,使植物生长迟缓、种子产量下降、转基因植物种子萌发力降低。这

是因为首先在植物细胞中乙酰CoA是作为合成甲羟戊酸的前体,而异源PHB合成消耗细

胞质中约50%的乙酰CoA,导致内源异戊二烯类和类黄酮类等重要物质合成底物不足,
严重影响植株正常生长发育,而且PHBV的合成造成氨基酸代谢途径中底物的竞争,导

致植物中必需氨基酸的含量不足,也同样影响植株正常生长。例如PHAs在油料作物种

子中的合成与积累,使得脂肪酸的合成底物减少,造成脂肪酸含量下降,从而种子在萌发

过程中营养不足,同时,种子在萌发过程中又不断地积累PHAs,种子萌发力下降,影响

了植株正常生长。PHAs在植物体内的积累也可能对生长产生毒害作用。植物体内许多有

害的物质都被储存于液泡中,以尽量减少有害物对植物体的损害,如能将PHAs储存在

液泡中,可能会减少它对细胞的毒害。1998年 Mittendorf等将PHAs的合成定位于过氧

化物酶体中,发现PHAs不仅在过氧化物酶体中积累,还在液泡中积累,为在植物细胞

液泡中大量积累PHAs提供了可能性。选择PHAs合成底物丰富的植物和部位。如马铃

薯的块茎,淀粉产量高,块茎中PHAs合成底物相对含量低,但绝对含量高,且马铃薯

可无性繁殖,可不受种子育性的影响。降低PHAs合成关键调控基因的底物专一性,即

通过扩大合成PHAs底物的范围来增加植物体内合成PHAs的底物含量。
转化率低也是利用转基因植物合成PHB遇到的一个问题。Bohmert等通过研究指出,

β 酮酯酰CoA硫解酶在转基因植株中的组成型表达是转化率低的首要原因。他们的解决

办法是在启动子与β 酮酯酰CoA硫解酶之间加入玉米转座子或是利用诱导型启动子来调

控β 酮酯酰CoA硫解酶的表达,转化率有所提高。PHAs在转基因植物中的合成产率

低,只有PHAs在植物中的积累量超过20%时,利用植物合成的PHAs才具有商业价值。
但迄今为止,只有Bohmert等报道在拟南芥叶片中获得了40%的产率,而在其他植物中

均未见有超过20%的积累量。如何进一步提高PHAs在转基因植物中的合成产率、降低

对植株正常生长发育的副作用,已成为亟待解决的问题。
外源基因自身结构及在宿主染色体上的存在方式是影响基因表达效率的主要因素。启

动子、导肽等表达元件是影响外源基因在基因组中表达活性重要的因素。PHAs合成体系

较为复杂,在植物中建立此体系需转入多个外源基因。为了减少 “共抑制”的发生,对不
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同的PHAs合成基因尽量采用不同表达框架。
细胞质或质体中合成PHAs的底物为乙酰CoA。欲提高PHAs产量,一要选择乙

酰CoA丰富的部位,二要利用反义乙酰 CoA 羧化酶基因抑制胞内乙酰 CoA 羧化酶

(ACC)活性,从而将植物体内的乙酰 CoA引向PHAs合成。抑制脂肪酸多酶复合体中

一个或多个酶活性,也可达到调控代谢途径从而提高PHB产量的目的。随着研究的不断

深入,寻找引入合成途径与植物代谢途径新的交叉点将很可能是今后一定时期内研究的

重点。
越来越多种类PHAs的问世将标志着生物可降解塑料由单一化小型生产阶段向多元

化大型生产阶段迈进。合成具有不同物理、化学、机械加工特性的PHAs以充分满足

社会生产与人们生活中的各种需要将是今后发展的主导方向。寻找新型PHAs最初使

用的方法是不断从自然界中分离新型的PHAs合成菌,对其积累物进行分析以得到未

知类型的PHAsoPHAs在自然界中是一个庞大的家族,虽然迄今为止已发现约150种

PHAs,肯定还有多种PHAs处于未知状态,经过不懈的努力一定能发现对人类有价值

的类型。
生产PHAs的发展同生物技术的更新是分不开的。细菌发酵法生产PHB虽能实现小

规模生产,但耗费特定底物,成本过高,无法推广使用。植物作为反应器的出现带来了翻

天覆地的变化。转基因植物生产PHA是获得低成本可生物降解塑料的可行途径。然而,
植物体内的代谢体系及调控机制远比细菌复杂,合成PHAs的能力较弱,易出现基因沉

默现象,且对植物自身生长发育会造成一定影响。现在生产绿色生物可降解塑料面临的最

大问题是如何提高合成PHA的水平。这一问题不解决,实现商业化生产将成为一句空

话。优化表达框架,选择不同合成场所,采用多基因表达载体等是改善PHAs合成相关

基因表达的主要手段。

第二节 转基因植物生产有用次生代谢物质

植物是人类赖以生存的食物和药品的重要来源之一,人们已知的3万多种天然产物中

有80%来源于高等植物。
次生代谢 (secondarymetabolism)是指存在于植物、动物和微生物中有别于初生代

谢 (primarymetabolism)的一类特殊而又复杂的代谢类型。初生代谢是所有生物的共同

代谢途径,合成糖类、氨基酸类、普通的脂肪酸类、核酸类,以及由它们形成的聚合物

(多糖类、蛋白质类、RNA、DNA等)。初生代谢物对生物的生存和健康是必需的;而次

生代谢物是一大类无明显生理功能或者非生长发育所必需的小分子有机化合物。通常认为

次生代谢是生物通过渐变或突变获得的一种适应生存的方式,是生物体在长期的进化中对

生态环境适应的结果。但在某些情况下,初生代谢和次生代谢之间有着不太清晰的界限,
次生代谢的概念仍在进一步的发展和完善之中。

植物多种多样的代谢途径产生了丰富的次生代谢产物,遗憾的是这些次生代谢产物往

往在植物中的合成量极少,因此,提取费用昂贵,限制了它们的用途。随着世界人口的增

长和对植物次生代谢物质需求的急剧增加,如何对植物次生代谢进行遗传改良,以培育能
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够大量合成和积累目标次生代谢物的植物品种,受到愈来愈多的关注。应用常规育种方法

改良植物次生代谢目前已有成功的经验。芥子油苷是抗癌变的标识酶 (苯醌还原酶)的诱

导物,人们认为它具有预防癌症的功效。通过常规方法育成的富含芥子油苷 (glucosino-
late)的花椰菜杂交种在诱导此酶的能力上提高了100倍。然而,植物次生代谢物种类繁

多,生物合成途径也千差万别,应用常规技术改良植物次生代谢的遗传特性进展缓慢。随

着有机化学、分析化学、植物生理生化、植物化学以及分子克隆和遗传转化技术的研究的

深入,以及对植物次生代谢网络的研究和认识的深入,应用基因工程对植物次生代谢途径

的遗传特性进行改造的研究日益增多,已发展为具有广阔应用前景的热点研究领域,取得

了一些令人鼓舞的成果。本节对利用转基因植物生产有用次生代谢物质的研究现状作一

综述。

一、 植物的次生代谢物质及其功能

(一) 次生代谢与次生代谢产物

生物体内的化合物通过一系列化学反应被合成或降解的过程统称为代谢作用。卡尔文

循环、糖酵解、三羧酸循环和戊糖磷酸途径是有机体代谢的主干,是各种有机物代谢的基

础。这个主干来源于光合作用,形成蔗糖和淀粉,通过呼吸作用,分解糖类,产生各种中

间产物,进一步为脂类、核酸和蛋白质的合成提供底物。Kossel在1891年首次明确地将

植物的代谢分为初生代谢 (primarymetabolism)与次生代谢 (secondarymetabolism)。
绿色植物及藻类通过光合作用将二氧化碳和水转化成糖类,并释放出氧气,生成的糖则进

一步产生核糖、丙二酸单酰辅酶A(malmylCoA)等物质,并通过固氮反应得到一系列的

氨基酸,用于合成多肽和蛋白质。这些过程对维持植物生命活动过程来说是至关重要的,
存在于几乎所有的绿色植物中,把这些过程称为初生代谢。初生代谢所产生大分子物质是

维系自身生长和繁衍的基本物质,它们对植物有机体生命活动来说是不可缺少的,被称为

初生代谢产物 (primarymetabolites)。初生代谢产物存在于所有植物中,是维持细胞生

命活动所必需的。
在高等植物中,除了具有以上所说的初生代谢产物外,还含有丰富的小分子有机化合

物,这些有机化合物通常是由初生代谢派生而来,并且具有自己独特的代谢途径,即次生

代谢。植物次生代谢是相对初生代谢而言。次生代谢是植物体利用某些初生代谢产物为

“原料”,在一系列酶的催化下,形成一些特殊的化学物质有别于初生代谢的一类特殊而复

杂的代谢过程。植物次生代谢产物指从有限的初生代谢产物经不同的生物代谢途径生成的

一系列分类不同的中间或最终产物,这些化合物并非生物有机体或细胞生长繁殖所必需,
但对植物自身在复杂环境中的生存和发展却起着不可替代的作用。它是植物中一大类小分

子有机化合物,其产生和分布通常有种属、器官组织和生长发育期的特异性性。次生代谢

物在植物体中合成与分解的过程称为植物次生代谢。次生代谢产物储存在液泡或细胞壁

中,是代谢的最终产物,除了极少数之外,大部分不再参加代谢活动。植物为适应环境而

产生的次生代谢物的主要作用是防虫害、病害、毒物、气候、酸碱、雨量等。通常认为次
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生代谢产物的产生是植物在长期进化中对生态环境适应的结果,是通过渐变或突变获得的

一种适应生存的方式。如某些植物产生对植物本身无毒而对动物或微生物有毒的次生代谢

产物,防御天敌吞食,保护自己;许多次生代谢产物为人类提供了丰富的药物、香料和工

业原料,植物次生代谢物与人类生活密不可分。对植物次生代谢的研究和利用,具有理论

和实践意义。
事实上,初生代谢和次生代谢之间的分界线是相当模糊不清的,一些小分子有机物在

代谢途径上与次生产物比较相似,但具有明显的生理功能,如萜类成分赤霉素、脱落酸均

为植物激素。陈晓亚等认为这些植物激素和植物生长调节物质由于具有生理功能而不属于

次生代谢物,而王学臣等却将以上二者也归为次生代谢物。随着植物次生代谢认识的深

入,植物次生代谢的概念必将得到进一步发展与完善。

(二) 次生代谢产物的主要类型及其功能

植物次生代谢是植物在长期进化过程中与环境相互作用的结果。在植物与植物、植物

与微生物及植物与昆虫之间的关系中行使着重要的功能,在植物提高自身保护和生存竞争

能力、协调植物与环境关系中充当着重要的角色。植物次生代谢物质种类繁多、性质各

异。目前已知结构的就有2万种以上,包括酚类、黄酮类、香豆素、木质素、生物碱、糖

苷、萜类、皂苷、多炔类和有机酸等。植物的次生代谢产物依据其化学结构和性质一般可

分为酚类化合物、萜类化合物、含氮有机物3大类型。

1.酚类化合物 酚类化合物是芳香族环上的氢原子被羟基或功能衍生物取代后生成

的化合物,种类繁多,是重要的次级产物之一,有些只溶于有机溶剂,有些是水溶性羧酸

和糖苷,有些是不溶的大分子多聚体。酚类化合物广泛分布于植物体,以糖苷或糖脂状态

积存于液泡中。根据芳香环上带有的碳原子数目的不同,可将酚类化合物分为黄酮类、简

单酚类和醌类。
黄酮类化合物是色原酮 (chromone)的2 或3 苯基衍生物,泛指由2个芳香环 (A

和B)通过中央三碳链相互连接而成的一系列化合物,其生物合成的前体是苯丙氨酸和马

龙基辅酶A。根据B环上的连接位置不同可分为2 苯基衍生物 (黄酮、黄酮醇类)、3
苯基衍生物 (异黄酮)和4 苯基衍生物 (新黄酮)。类黄酮类也可分为花色素苷、黄酮、
黄酮醇和异黄酮。基本类黄酮骨架会有许多取代基,羟基常位于4、5、7位,它也常带

糖。羟基和糖增加类黄酮的水溶性,而其他替代物 (例如甲酯或修改异戊基单位)则是类

黄酮成脂溶性。
花色素苷是最普遍的有色类黄酮化合物,存在于细胞液中,在植物界中分布极广。植

物的花、果由于具有花色素苷而大部分呈红、淡红、紫和蓝等颜色。这些鲜艳的花色有助

吸引昆虫帮助植物进行授粉。同时,鲜艳果实可吸引动物食用而帮助植物种子的传播。由

于受多种因子的影响,使得植物的花和果实的颜色各异,这些因子包括B环上的羟基和

甲氧基数目、芳香酸对主要骨架的酯化和液泡中的pH 等。B环上取代基不同花色有差

异。当羟基数目增多时,吸收光向长波迁移,使得颜色偏蓝;当羟基被甲氧基替代时,吸

收光向短波迁移,使得颜色偏红。植物中同一花色素受细胞液中pH的影响它的的颜色也

会有变化。偏酸性呈红色,偏碱性为蓝色。此外,低温、缺氧和缺磷等不良环境条件也会
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促进植物体内花色素的形成和积累。
植物受到外界伤害或者其他一些逆境作用下都会产生许多次生代谢产物,其中酚类化合

物与紫外辐射存在密切的联系。植物表层及液泡内所富集的大量酚类次生代谢产物 (如类黄

酮、苯丙烷类衍生物等)能吸收UV B,避免UV B的直接伤害。同时,这两类物质允许

可见光通过,不影响植物进行正常的光合作用。在缺乏查尔酮合酶活性的拟南芥突变体中没

有类黄酮生成,与野生型相比,这个突变体对UV B较敏感,在正常条件下生长极差。当

将UV B过滤除掉时,这个突变体就能正常生长了。Day等用石英微探针测定多种植物的

结果表明,UV B穿透表层的能力与植物叶片表层中酚类甲醇粗提物含量成反比。这个

实验证实类黄酮类是植物的紫外光保护剂。黄酮类化合物还具有其他功能,例如鱼藤根中

的鱼藤酮有很强的杀虫作用。许多异黄酮是植保素,受细菌或真菌侵染后植物可以形成植

物防御素,限制病原微生物进一步在体内的扩散。很多黄酮类成分用于心血管疾病的治

疗,如槐树槐米中的芦丁用于治疗毛细血管脆性引起的出血症及辅助治疗高血压。
简单酚类是含有一个被烃基取代苯环的化合物,广泛分布于维管植物。根据其结构可

分为3类:①简单苯丙酸类化合物,具苯环 C3的基本骨架,例如,反 桂皮酸、对 香豆

酸、咖啡酸、阿魏酸。②苯丙酸内酯 (环酯)类化合物,亦称香豆素类,也具苯环 C3
基本骨架,但C3与苯环通过氧环化,例如伞形酮、补骨脂内酯、香豆素等。③苯甲酸衍

生物类,具苯环 C3的基本骨架,例如水杨酸、香兰素等。
许多简单酚类化合物在植物防御草食昆虫和真菌侵袭中起重要作用。同时,简单酚类

的某些成分有调节植物生长的作用,还有一些是植保素的重要成分。
醌类是由苯系多环烃碳氢化合物 (如萘、蒽等)衍生的芳香二氧化合物。根据其环系

统可分为苯醌、萘醌和蒽醌。醌类的存在是植物呈色的主要原因之一。有些酮类是抗菌、
抗癌的主要成分,如胡桃醌和紫草宁。

2.萜类化合物 萜类化合物是由异戊二烯单元 (5碳)通过异戊二烯途径 (又称甲羟

戊酸途径)组成的一类链状或环状的次生代谢物质,在植物界中广泛存在。根据异戊二烯

数目,它的种类有单萜、倍半萜、双萜、三萜,四萜和多萜。萜类的骨架是以C5为基础

递增,曾经认为最小的萜类是C10家族的萜类,于是命名为单萜,据此法命名了倍半萜

(C15)、二萜 (C20)、 (C25)、三萜 (C30)、四萜 (C40)和多萜 (>C40)。异戊二烯

(C5)在20世纪60年代发现是天然产物,被命名为半萜。在植物细胞中,挥发油是低相

对分子质量的萜,树脂、胡萝卜素等较复杂的化合物是相对分子质量较高的萜,橡胶等高

分子化合物则是更大相对分子质量的萜,一般由1500~15000个异戊二烯单位所组成。
萜类化合物种类繁多,现已从生物界中鉴定了30000种以上。大多数萜类是从植物

中分离得到的。一些萜类在初生代谢中起重要作用,如几种植物激素、叶绿醇和叶绿素;
一些则是生态交感作用的关键物质,如针对食植动物和病原生物的化学防卫反应中的成

分,传粉引诱物质和异种克生中的成分等。许多萜类有重要的经济价值,如抗肿瘤 (紫杉

醇)、精油 (柠檬烯)、类胡萝卜素和天然橡胶。萜类对植物的作用是多方面的。单萜和倍

半萜是植物挥发油的主要成分,也是香料的主要成分,许多倍半萜和二萜化合物是植保

素。有些萜类成分具有重要的药用价值,如短叶红豆杉中的红豆杉醇 (亦称紫杉醇),是

强烈的抗癌药物。目前治疗疟疾最佳药物的青蒿素是倍半萜成分,裸子植物红豆杉中存在
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的抗癌药物紫杉醇是二萜类生物碱。某些萜类对植物的生长发育有一定的影响,例如,属

于双萜的赤霉素用于调节植物的高度;属于三萜固醇与磷脂是膜的必需的组成成分;属于

四萜衍生物的类胡萝卜素 (胡萝卜素、叶黄素、番茄红素等)常能决定花、叶和果实的颜

色;胡萝卜素和叶黄素也吸收光能,参与光合作用,同时也是维生素A的主要来源;胡

萝卜素也可转变成脱落酸,用于种子成熟和植物抗逆性信号转导途径。
许多植物的萜类对哺乳动物和昆虫有毒,用于防止自己被哺乳动物和昆虫吞食。在菊

花的叶片和花瓣中含有的拟除虫菊酯是极强的杀虫剂;许多双萜对草食动物有毒,使它们

不愿食用。松树的松枝中含有苎烯和桂叶烯对昆虫有毒害作用。同时,在松树的树脂中含

有大量的冷杉酸,在害虫取食穿刺树脂道时,流出的树脂阻止害虫取食,最后封闭伤口。
薄荷、柠檬等植物中含有挥发油,它们的气味可以防止被害虫侵袭。

3.含氮有机物 大多数含氮化合物是从普通氨基酸合成的。主要有生物碱、胺类、
生氰苷、芥子油苷和非蛋白氨基酸等。胺类通常由氨基酸脱羧或醛转氨而产生。生氰苷是

一类由脱羧氨基酸形成的O 糖甙,氰基来自α 碳和氨基。生氰苷是植物生氰过程中产

生HCN的前体。生物碱是一类含氮的天然产物,现已深入研究的有烟草的烟碱、吡咯啶

生物碱、毒藜碱,毛茛科的小檗碱,曼陀罗的莨菪碱、东莨菪碱等。植物次生代谢产物中

有许多是含氮的,大多数含氮次生产物是从普通的氨基酸合成的。这里着重介绍植物含氮

次生代谢产物中的生物碱和含氰苷等,它们都具有防御功能。
生物碱是一类含氮杂环化合物,通常有一个含 N杂环。生物碱的种类很多,已知

5500种以上。目前已发现含有生物碱的植物将近100多个科,其中豆科、夹竹桃科、罂

粟科、毛茛科、防己科、马钱科、茄科、芸香科、茜草科及石蒜科等多含生物碱。许多生

物碱是药用植物的有效成分,如莨菪碱,还有些是植保素。生物碱在植物体内的分布并不

一致,如古柯碱 (可卡因)集中在叶内,奎宁碱集中在树皮,石蒜碱集中在鳞茎。生物碱

是植物体代代谢的中间产物,是有不同氨基酸衍生来的,尤其是赖氨酸、酪氨酸、色氨

酸。烟碱是烟草中的主要生物碱。植物器官中的生物碱含量很低,一般在万分之几到百分

之一二。不同生长时期植物所含生物碱的成分及含量常有不同。有些多年生的植物,随年

龄增长,某部分的含量逐渐增加,如金鸡纳树皮的奎宁碱含量随树龄的增长而增加。植物

生物碱含量亦受外界条件的影响而改变,如氮肥多时,烟碱含量就高。
生物碱是核酸的组成成分,又是维生素B1、叶酸和生物素的组成成分,所以具有重要

的生理意义。它对生物往往有毒性,所以也有防御敌害的意义。生物碱是重要药物的有效成

分,它在医药上甚为重要。许多重要的有效成分往往是生物碱,比如有平喘作用的麻黄和有

抗菌效果的黄连以及止痛作用的元胡,其有效成分都是生物碱。许多现在常用的利血平、
奎宁等重要的西药药品,最初还是从植物分离出来经证实有效后才进行化学合成的。

含氰苷广泛分布于植物界,其中以豆类、禾谷类和玫瑰一些种类最多。含氰苷本身无

毒,但植物破碎后就会释放出有挥发性的毒物氰化氢 (HCN)。在完整植物中,含氰苷存

在叶表皮的液泡中,而分解含氰苷的酶———糖苷酶则存在叶肉中,互不接触。当叶片被咬

碎后,含氰苷就与酶混合,含氰苷中的氰醇和糖分开,前者再在羟基腈裂解酶作用下或自

发分解为酮和HCN。昆虫和其他草食动物 (如蛇、蛞蝓)取食植物后,产生HCN,呼吸

就被抑制。木薯块茎含较多含氰苷,一定要经磨碎、浸泡、干燥等过程,除去或分解大部
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分含氰苷后,才能食用。

4.其他 除了上述的主要3大类外,植物还产生多炔类、有机酸等次生代谢物质。
多炔类是植物体内发现的天然炔类,有机酸广泛地分布于植物各个部位。

二、 次生代谢在植物进化过程中的生物学意义

随着对次生代谢物研究的深入,人们已清楚地认识到植物次生代谢物在植物与植物、
植物与微生物及植物与昆虫之间的关系中具有重要的生物学意义。

(一) 植物通过次生代谢抵御不良物理环境

植物生长环境中的温度、水分、光照、大气、盐分、养分等都会对植物的生长产生各

种各样的影响甚至胁迫。为了提高植物对物理环境的适应性,植物一方面可在形态结构上

发生变化,另一方面可以在生理生化上发生变化,而一些次生物质则成为后一种适应的物

质基础。在植物耐旱、抗寒和耐盐性研究中都发现,次生代谢产物都在其中发挥重要作

用。许多盐生植物体内有甜菜碱和脯氨酸的大量积累,也有一些植物中累积的则是山梨

醇、右旋肌酸甲醚等。盐生植物通过在细胞内积累这些无毒溶质可以平衡由于液泡内无机

离子 (如Na+等)积累所造成的细胞质渗透压的变化,从而对细胞起保护作用。在干旱

胁迫下,植物组织中次生代谢产物的浓度常常上升,包括氰苷、其他硫化物、萜类化合

物、生物碱、单宁和有机酸。产生的有些次生代谢产物意义尚不清楚,但其含量高低与抗

旱性强弱之间的这种相关性,至少说明它与抗旱性有关。在一些植物中发现有与抗低温有

关的多元醇,如甘油、山梨醇、甘露醇等的积累。光强、光质和日照长短都会对植物化感

化合物有影响。植物中的酚含量与植物受到的光照强度呈正相关。
植物受到外界伤害或者其他一些逆境作用下都会产生许多次生代谢产物,其中酚类化

合物与紫外辐射存在密切的联系。植物表层及液泡内所富集的大量酚类次生代谢产物 (如
类黄酮、苯丙烷类衍生物等)能吸收UV B,避免UV B的直接伤害。Day等用石英微

探针测定多种植物的结果表明,UV B穿透表层的能力与植物叶片表层中酚类甲醇粗提

物含量成反比。山毛榉 (Fagus)、斗菜近缘种 (Aquilegia)、水稻 (Oryzasativa)对

UV B的耐性与UV吸收的化合物含量成正相关。Gitz等用苯丙氨酸解氨酶 (PAL)抑

制剂AIP(2 氨基2 磷酸英丹)处理甘蓝 (Brassicaoleraceae)悬浮细胞以降低细胞总酚

量后,再对这种悬浮细胞进行UV B辐照处理,结果其光系统Ⅱ(PSⅡ)反应中心的活

性降低50%以上。对酚类代谢关键酶缺失的拟南芥和大麦突变体进行UV B辐照处理的

实验,证实各种酚类化合物对UV B有防御作用。

(二) 植物次生代谢物与化学防御

植物次生代谢物可影响昆虫的行为,具有抗虫或刺激取食作用。有多种组成型次生代

谢物对昆虫表现出毒性和排趋性。例如,单宁类化合物对棉叶螨、棉蚜和棉铃虫,单宁酸

对苜蓿象甲,多酚对果园秋尺蛾,榭皮素对棉红铃虫、玉米穗螟和烟芽夜蛾,黄烷酮、榭

皮素、黄烷醇和黄酮对纹棘胚小蠹,桑色素对烟芽夜蛾等,具有影响发育或抑制生长等效
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应。榭皮素对墨西哥棉铃虫,α 铁杉内酯和桑色素对纹棘胚小蠹具有刺激取食的效应。
(E)β 金合欢烯是蚜虫警戒信息素 (alarmpheromone),植物释放的 (E)β 金合欢烯可

使蚜虫因兴奋而离开其寄主植物,可增强蚂蚁对蚜虫的攻击作用。(E)β 金合欢烯在一

定的浓度下还对蚜虫及白蝇有毒杀作用。植物中的生氰糖苷可合成并释放 HCN毒杀取食

的草食性昆虫。此外,植物界也存在诱导型抗虫次生代谢物,在节肢食草昆虫取食诱导作

用下的利马豆、玉米、黄瓜等作物中发现挥发性异戊二烯及莽草酸等代谢途径合成的次生

代谢物,吸引捕食者或寄生蜂等昆虫。例如,玉米在甜菜黏虫幼虫取食诱导下,可合成并

释放芳樟醇等萜类挥发性次生代谢物,具有一定的抗虫作用。当烟草被烟夜蛾幼虫取食

时,可诱导合成并释放出特定次生代谢物,从而抑制烟夜蛾产卵;当蜘蛛、螨取食菜豆叶

片,没被取食的叶片可诱导合成并释放罗勒烯等萜类次生代谢物用于抵抗蜘蛛、螨取食,
并可诱导体内几种植物防御反应基因的表达。

植物在防御天敌 (昆虫和食草动物)摄食过程中,次生物质作为阻食剂发挥着重要的

作用。阻食剂是通过影响动物体内的激素平衡或自身的毒性、降低植物的适口性或营养价

值起作用。植物能生成很多种类毒性物质,如生物碱、皂角苷、葫芦素、烯羟酸内酯、

β 硫代葡萄苷等。大多数植物还具有较强的诱导防御能力,当植物被取食后可以产生应

激的次生代谢产物,使植物的防御水平在短时间内迅速提高,以威慑、毒害入侵昆虫或食

草动物。大量的研究表明,植物次生代谢物对植食性哺乳动物的食物摄入量、代谢、蛋白

质利用率、体组织成分及脂肪沉积、酶活性、内源性蛋白质分泌、肝脏和肾脏细胞膜的完

整性、生长速率、繁殖及存活均具有显著的抑制作用。

(三) 植物次生代谢与植物病原菌之间的作用

危害植物生存的又一重要因素是致病微生物的侵袭,在提高植物抗病能力方面次生代

谢产物也起着举足轻重的作用。植物次生代谢物参与了植物的抗病反应。其中,角质、木

栓质、木质素、胼胝质和类黑色素等组成型高分子量次生代谢物可充当病原菌侵入的物理

障碍;单宁酸、多酚类低分子量组成型次生代谢物可在病原菌侵入后起抗病作用。植物在

病原菌或其他诱发因子诱导作用下合成的萜类、异黄酮类、芪类、生物碱类等小分子量次

生代谢物 (phytoalexi,植保素),具有重要的抗病作用。在与植物对真菌的抗性有关的因

子中,被称为植保素的一类物质是较为著名的。植保素是在植物受到感染后被诱发产生

的,它对病原真菌具高度毒性,且对真菌无特异性,被认为是植物产生的抗真菌物质中最

重要的一类。植保素中最简单的是苯甲酸,其他较复杂的有异黄酮类、萜类、生物碱等。
例如木本植物的心材部分含有较高的萜类和酚类物质,具有很强的抗腐性。

(四) 植物与植物间的化感作用

化感作用 (allelopathy)是化学生态学研究的一个重要方面。1937年德国科学家

Molish首次提出此词。它是指各种植物 (包括微生物)之间存在的一种化学相互作用,
包括促进和抑制两个方面。植物化感作用是活体植物合成的某些次生代谢物通过地上部分

茎叶挥发、茎叶淋溶、根系分泌等途径进入环境,对周围其他植物 (植株)产生相生或相

克作用。化感物质多为植物次生代谢产物。温度、光照、水分胁迫、养分含量、生物因素
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会影响化感作用。化感作用是近10年来逐步受到重视的一个新的研究领域。这种作用在

范围上包括种群内部和物种间促进和抑制两个方面的相互作用。广义的化感作用还包括植

物对周围微生物的作用,以及由于植物残株的腐解而带来的一系列影响。化感化合物

(allelochemicals)一般有简单的水溶性有机酸、直链醇、脂肪醛、简单非饱和内酯、脂肪

酸、炔属化合物、萘醌、蒽醌、复合醌、酚、苯甲酸、酚酸、肉桂酸及其衍生物、类黄酮

类、芪类、单宁、萜类、生物碱、生氰糖苷等。植物的化感作用广泛存在,它影响植物分

布、群落的形成和演替、种子的保存和萌发、真菌孢子萌发、氮循环等,与植物对光照、
水分、养分和空间的竞争一起构成植物间的相互作用。化感作用在森林抚育、植物保护、
生物防治等方面有着广阔前景。作物化感作用在可持续除草手段的开发、合理作物轮换顺

序的设计及合理作物复合群体的构建等方面有重要应用价值。

(五) 植物次生代谢与植物的形态分化的关系

次生代谢产物的积累与培养细胞的分化程度之间存在着正相关性。植物次生代谢的一个

基本特征是次生代谢产物在植物体内不是普遍存在的,而是限制在一些特定的器官或组织与

细胞中。合成或储存这些次生代谢产物的细胞在内部结构上必须达到一定的分化程度。可见

次生代谢途径的表达也正是某些特化细胞的特征的表达。30多年来植物细胞大量培养的

研究结果证实,大多数植物的培养细胞在生长周期的后期才开始大量合成次生代谢产物。

(六) 植物的次生代谢与信号传递

作为植物间信号传递的分子主要是次生代谢产物。信号分子可以在植物胞间扩散,亦

可通过输导组织传送到远处的器官。水杨酸是近年来研究甚多的一种信号分子,它是一种

在植物界普遍存在的酚类化合物。由于水杨酸对一些重要的植物代谢过程起调控作用,一

些科学家把它作为一种新的植物激素来看待。对于与根瘤菌共生的豆科植物,一些苯丙氨

酸类物质可以促进或抑制结瘤基因的表达。壳聚糖是甲壳质的一级衍生物,它可以诱导植

物产生病程相关蛋白,积累次生代谢产物,并参与植物—病原菌之间的信号传导,在植物

抗病诱导中起着重要作用。茉莉酸类是一类在植物中广泛存在的重要的信号传递物质。茉

莉酸类化合物 (jasmonate,JA)是诱导植物防卫反应的重要信号分子。JA不仅是系统素

信号转导途径的重要组分,而且在植物长距离信号转导中发挥重要作用。JA还能单独或

与其他激素相互作用调节与植物防卫反应相关的次生代谢物质芥子油苷的生物合成,从而

影响植物的防卫反应。在对环境各种胁迫的反应中可调节植物防卫基因的表达,还可刺激

多种次生代谢产物的合成,而且与植物的多种形态建成有关。

(七) 次生代谢产物在植物进化中的作用

在漫长的植物进化过程中,不同的植物总是合成不同的次生代谢物质。当植物中出现

某一种特定的次生代谢物质,而这种产物又使得此种植物在其环境中处于有利地位时,这

种植物便增加了繁衍生存的机会。相比较而言,那些不能合成这种特定次生产物的植物就

有被自然界淘汰的危险。伴随这种现象,这种特定的次生物质本身也相对地得到了发展,
其分布也就更加广泛。次生代谢产物在整个代谢活动中的重要地位表现在,在植物的某个
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发育期或某个器官里,次生物质甚至成为代谢库的主要成分,其中一个典型例子就是橡胶

树大量产生橡胶。

三、 植物次生代谢产物与作物品质

植物次生代谢物还与作物 (植物)的营养、保健等品质密切相关,具有不同的作用。
例如维生素A、维生素B、维生素C、维生素D、维生素E、维生素H和维生素K等是人

类健康所必需的。萜类中的β 胡萝卜素、黄酮类或异黄酮类中多种成分也都与人类健康

密切相关;茶叶中茶多酚的主要成分EGCG(epigallocatechingallate)具有很强的抗氧化、
降低血脂和胆固醇及抗肿瘤作用。葡萄果实中的白黎芦醇 (一种芪类植保素)具有抗氧

化、抗肿瘤和预防心血管疾病等功效;红豆杉的二萜次生代谢物紫杉醇具有抗癌作用,是

目前治疗乳腺癌的首选药物。另一方面,部分次生代谢物对人类健康也具有不良的作用。
例如,棉酚及其衍生物对人和动物有毒,老鼠、狗、兔和鸡等非反刍动物吃了棉酚以后会

发生慢性中毒。棉酚能抑制精子的形成,从而造成男性育性障碍。饲料木质素过高,则降

低动物对饲料的消化率。木材木质素过高,影响其在造纸业中的利用价值。植物次生代谢

物中还有一些具有抗营养作用,例如,植物单宁的含量高时,影响人和动物对蛋白质、纤

维素、淀粉和脂肪的消化,从而降低食物或饲料的营养价值。

四、 植物次生代谢合成途径及其调节

植物次生代谢物种类繁多,这些次生代谢产物在植物体内主要通过苯丙烷代谢途径、
异戊二烯代谢途径和生物碱合成途径形成。另外,莽草酸途径在植物次生代谢途径中也起

到了中心作用。植物次生代谢的研究是一项非常复杂和巨大的工程,它包括次生代谢途径

的中间产物和终产物的来龙去脉,参与各步反应的酶和基因的表达与调控,以及次生代谢

产物产生的细胞学定位等。迄今,在庞大的植物次生代谢途径网络中,已明确功能的酶和

已克隆的基因是极其有限的 (图7 5)。

图7 5 植物次生代谢途径及代谢调控

…:物质;→:物质流方向;➡:原有代谢途径;➡:可通过基因工程改进途径;×:阻断;O:目标产物
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(一) 酚类合成代谢途径及其调节

1.酚类合成代谢途径 酚类化合物主要是通过苯丙基类生物合成途径合成的

(图7 6)。苯丙烷合成途径中,苯丙氨酸经过多次酶促反应,可分别合成水杨酸、绿原

酸、木质素、芪、原色酮、类黄酮 (包括黄烷酮、黄烷醇、花青素苷等)和异黄酮等多酚

类次生代谢物。其中,异黄酮类、芪类在次生代谢物中,有多种次生代谢物在植物中充当

植保素的作用。异戊二烯代谢途径可分别合成包括激动素、赤霉素、类胡萝卜素、甾醇、
叶绿素等在内的单萜、倍半萜、二萜和多萜等次生代谢物。莽草酸途径在植物次生代谢中

起中心作用,许多次生代谢物的芳香族氨基酸前体均来自莽草酸代谢途径所合成的芳香族

氨基酸及其中间代谢产物。

图7 6 酚类合成代谢途径

2.酚类合成代谢调节 植物可合成多种次生代谢物,越来越多的证据表明,植物次

生代谢物的合成途径通常是以不同类别的次生代谢物合成途径为单位即代谢频道 (meta-
bolicchannel)的形式存在。不同代谢频道分布在植物不同的器官、组织、细胞或细胞

内不同的细胞器即分隔 (compartment)内,不同代谢频道 QTL(quantitativetraitloci)
可能分布在不同的染色体上,它们受发育进程的调控,分别在植物不同发育阶段启动,
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也可以受不同的诱发因子作用而启动。特定代谢频道的启动及其相关的特定次生代谢

物的合成由代谢频道中的关键酶的表达来决定,而合成量则取决于限速酶的表达情况。
其中的关键酶或限速酶往往是多基因家族编码的同工酶中的特定成员,负责特定次生

代谢物的合成。代谢频道内的有关酶可以多酶复合体的形式存在于细胞内的不同部位,
并可协同表达,代谢频道内的多个酶活性的协同提高,可显著地提高次生代谢物的产

量。苯丙烷中央代谢途径、类黄酮和异黄酮合成支路均以代谢频道存在。例如,拟南

芥细胞中的查尔酮合成酶 (CHS)、查尔酮异构酶 (CHI)、二氢黄酮醇还原酶 (DFR)
和黄烷酮 3 氢氧化酮酶 (F3H)之间相互联系,这些酶在空间上呈现球形排列,CHS
不仅与CHI(均与内质网膜相互联系)相连,而且还与F3H和DFR相连,在这些多酶

复合体中,阿魏酰 5 羟基化酶、F3H、肉桂酸242羟基化酶 (C4H)等细胞色素

P450酶多充当细胞膜 “锚”的作用,将相关的酶组装固定在内质网膜上,组成代谢频

道,这些酶组成代谢频道彼此间协同表达。苯丙氨酸裂解酶 (PAL)肉桂酸 4 羟基化

酶 (C4H)、4 香豆酰 CoA 连接酶 (4CL)是苯丙烷类代谢途径中的关键酶,也是合成

途径中的限速酶,它们在植物苯丙烷次生代谢物合成途径中位于代谢支路的分叉口或位于

次生代谢物合成途径的下游,负责合成酚类次生代谢物一般合成前体。查尔酮合成酶

(CHS)是将苯丙烷类代谢途径引向黄酮类合成的第一个酶,该酶基因的表达也会受到病

原菌的诱导。

(二) 萜类合成代谢途径及其调节

1.萜类合成途径 所有的萜类都来自于一个共同的前体焦磷酸异戊烯酯 (isopente-
nyldiphosphate,IPP)。IPP 在IPP 异 构 酶 的 作 用 下 形 成 dimethylallyldiphosphate
(DMAPP)。IPP和DMAPP在异戊烯基转移酶的作用下形成geranyldiphosphate(GPP)、

farnesyldiphosphate(FPP)和geranylgeranyldiphosphate(GGPP)。这些非环化的中间体

在萜类合酶 (terpenesynthases,Tps)的作用下,形成各类萜类物质 (单萜来自于GPP、
倍半萜来自于FPP、二萜来自于GGPP)。萜类合酶通常也称为环化酶,因为此类酶的产

物通常为环化的产物。萜类合酶把3种非环化的中间体转化成不同的单萜、倍半萜和二

萜。萜类合酶家族催化的是一类庞大的天然产物的生物合成,随着大量有价值的萜类被发

现,萜类合酶正成为萜类化合物生物合成及调控研究的焦点。
近几年的研究使得对IPP的生物合成的来源有了新的认识。从20世纪50年代末开始

一直认为经典的acetate mevalonate途径 (图7 7,A)是萜类生物合成必经的途径。然

而在一种细菌中发现有一条不依靠mevalonate的途径 (图7 7,B),随后在低等和高等

植物中都发现了这条途径。现在认为萜类在植物体中的合成分为两部分:一部分是ace-
tate mevalonate途径在细胞质中进行,产生倍半萜和三萜;另一部分是非mevalonate途

径在细胞的质体中进行产生单萜、二萜和四萜。每部分都有IPP异构酶和异戊烯基转移

酶,都可以独立完成相应萜类的生物合成。
异戊二烯代谢途径可分别合成包括激动素、赤霉素、类胡萝卜素、甾醇、叶绿素等在

内的单萜、倍半萜、二萜和多萜等生代谢物。在异戊二烯代谢途径中由乙酰辅酶A反应

而成的焦磷酸异戊烯酯 (IPP)可进一步合成焦磷酸香叶酯 (GPP)、焦磷酸金合欢酯
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图7 7 植物中萜类合成的两种途径

(FPP)和焦磷酸香叶基香叶酯 (GGPP)。后者分别在单萜化酶、倍半萜环化酶和二萜环

化酶的催化作用下被分别环成单萜、倍半萜和二萜次生代谢物。由FPP也可进一步合成

鲨烯、甾醇及多萜次生代谢物。植物IPP的合成有两条不同的途径:一条是由乙酰 CoA
经过甲羟戊酸合成,该途径合成的IPP主要用于合成甾醇、半萜和三萜次生代谢物;另

一条IPP合成途径是1 脱氧 木酮糖 5 磷酸合成支路,该途径合成的IPP主要用于合成

质体中的二萜、单萜、类胡萝卜素、异戊二烯等次生代谢物。

2.萜类的代谢途径的调节 植物异戊二烯代谢途径中也存在代谢频道。单萜合成途
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径并非倍半萜和二萜等高级萜类合成途径的分支,而是具有独特的酶促反应机制的单独合

成途径。各种萜类次生代谢物的合成在细胞内具有明显的分隔,其中倍半萜主要在细胞质

内合成,而二萜和单萜则在质体内合成。次生代谢物生物合成 “代谢频道”的存在,有效

地隔绝了次生代谢物合成过程的中间产物在细胞内扩散,有利底物与酶的有效结合和酶促

反应的顺利进行,减少次生代谢途径中不同支路之间争夺底物的现象及有毒中间产物对细

胞的伤害,并使细胞内多种类型次生代谢物的合成途径得以同时存在。其中3 羟甲基戊

二酰 CoA还原酶 (HMGR)、单萜还原酶 (MC)、二萜环化酶 (DC)、倍半萜环化酶

(SC)、鲨烯合成酶是异戊二烯代谢途径中的限速酶。例如,番茄果实甾醇和胡萝卜素的

合成分别由不同的HMGR等位基因所控制。马铃薯中 HMG1负责机械损伤诱导的甾醇

的合成,HMG2和HMG3负责诱发因子作用下倍半萜植保素的合成。在Salvia的上表皮

富含腺的细胞中含有异戊烯基转移酶及单萜合成有关酶,只能合成GPP,而不能催化合

成FPP和GGPP等异戊二烯代谢途径的中间产物。可见,半萜合成途径并非倍半萜和二

萜等高级萜类合成途径的分支,而是具有独特的酶促反应机制的合成途径。各种菇类次生

代谢物的合成在细胞内具有明显的分隔,其中倍半萜主要在细胞质内合成,而二萜和半萜

则在质体内合成。

(三) 生物碱合成途径及其调节

1.生物碱合成途径 生物碱产生有以下几种情况:植物的所有细胞都合成;合成

和储存在特殊的组织和器官中;合成在某一特殊的细胞类型中,然后被转运到别的组

织中积累。在我们所研究过的为数不多的植物中,后两种情况比较普遍。植物生物碱

中萜类吲哚生物碱、苄基异喹啉生物碱、莨菪碱和烟碱、嘌呤生物碱等均有其特定的

生物合成途径。吲哚生物碱含有吲哚环和次番木鳖苷,由香叶醇合成的次番木鳖苷和

色胺在STR(strictosidinesynthase)的催化作用下可合成萜类吲哚生物碱的共同合成前

体strictosidine,再由strictosidine进一步合成长春碱等多种吲哚类生物碱;酪氨酸在

TYDC酶等催化作用下转化为多巴胺和4 羟基 苯乙醛,多巴胺和4 羟基 苯乙酸进一

步缩合,生成苯异喹啉生物碱合成的主要前体 (s)norcoclaurine,再进一步合成各种苯

丙异喹啉生物碱;烟碱和莨菪碱等生物碱生物合成起始于鸟氨酸或精氨酸的脱羧反应,
在鸟氨酸或精氨酸脱羧酶催化作用下,均脱羧合成腐胺,再在腐胺 N 甲基转移酶的催

化作用下合成N 甲基 4氨基 丁醛,并快速转化为1 甲基 吡咯啉正离子,后者进一步

分别转化为烟酸和托品酮,其中托品酮在托品酮还原地酶 (TR)和TR催化作用下,分

别合成ψ 托品和托品,托品与来自于苯丙氨酸的托品酸反应,合成东莨菪胺,在东莨菪

胺羟基化酶催化作用下进一步羟基化,相继生成6 β 羟基 东莨菪胺万和东莨菪胺等生

物碱。

2.生物碱合成代谢调节 在植物细胞中生物碱生物合成过程分别在细胞质、液泡、
液泡膜、内质网膜、类囊体膜等5个以上细胞分隔区内完成。苯基异喹啉生物碱的合成

途径中除了BBE外,其他主要酶均依赖于细胞色素P450,位于内质网膜或内质网延伸

膜分隔内。生物碱合成过程中的吲哚 3 甘油磷酸酶 (BX1)、STD、酪氨酸/多巴脱羧

酶 (TYDC)、小檗碱桥酶 (BBE)等可能是限速酶。以上代谢途径还有待进一步从植
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物分子生物学、生物细胞酶动力学、植物细胞工程学等许多方面加以研究,深入阐明

各个未知环节。在植物细胞中,生物碱长春多灵生物合成过程分别在细胞质、液泡、液

泡膜、内质网膜、类囊体膜等5个以上细胞分隔区内完成。苯基异喹啉生物碱的合成途径

中除了BBE外,其他主要酶均依赖于细胞色素P 450,位于内质网膜或内质网延伸膜分

隔内。

五、 植物次生代谢产物合成的调控

次生代谢物生物合成 “代谢频道”的存在,有效地隔绝了次生代谢物合成过程的中间

产物在细胞内扩散,有利底物与酶的有效结合和酶促反应的顺利进行,减少次生代谢途径

中不同支路之间争夺底物的现象及有毒中间产物对细胞的伤害,并使细胞内多种类型次生

代谢物的合成途径得以同时存在。
植物次生代谢物合成途径中的关键酶的分离及其基因的克隆是植物次生代谢酶促反

应机制研究的基础。近年来,植物次生代谢物合成途径中有关酶的基因克隆及其分子

生物学研究备受重视,已克隆了多个有关基因 (图7 8)。植物次生代谢物合成途径中

的酶依其底物专一性程度可分为两种类型,一种类型是催化合成具有次生代谢物特定立

体结构基本骨架的专一性酶。属于这种类型的酶有异戊二烯代谢途径中的 HMGR、半萜

环化酶、倍半萜环化酶和二萜环化酶;苯丙烷代谢途径中的PAL、CHS、STS、IFS等以

及生物碱合成途径中的TR、BBE、氧甲基转移酶等。例如,生物碱合成过程中,TR1和

TR2将莨菪酮分别合成具有不同手性结构的α 莨菪碱和β 莨菪碱。茄科植物中的倍半萜

环化酶负责FPP的环化,合成的倍半萜类前体经过进一步修饰反应,可合成各种倍半萜

次生代谢物。倍半萜环化酶不仅是C流从异戊二烯中央代谢途径进入倍半萜合成支路的

关键调节位点,而且倍半萜环化酶催化FFP环化的产物具有特定的立体结构框架并影响

后续各种修饰反应及所合成倍半萜的结构。第二种类型酶负责对第一种类型酶催化反应的

产物做进一步的修饰反应,如羟基化酶、脱氢酶和单氧化酶等。这些酶对其底物基团的置

换方式的专一性程度不高,是导致植物组织往往合成一系列相关次生代谢物的主要原因

之一。
植物次生代谢物质的合成与积累量取决于其合成途径中的限速酶,在植物次生代谢物

生物合成途径中这些酶往往位于代谢支路分叉口或位于次生代谢物合成途径的下游,负责

催化合成次生代谢物合成前体。例如,苯丙烷代谢途径中的PAL、4CL、CHS、IFS;异

戊二烯代谢途径中的 HMGR、各种萜类环化酶、鲨烯合成酶;生物碱合成过程中的

BX21、STD、TYDC、BBE等可能是限速酶。但是,由于植物次生代谢往往涉及多个层

次的酶促反应,给特定次生代谢物合成的关键酶的确定带来了困难。有报道指出,动物细

胞异戊二烯代谢途径中HMGR酶可能是决定动物细胞中的甾醇含量的关键酶,但是,在

植物中HMGR在控制异戊二烯合成过程中是否起关键作用还不清楚。研究表明,HMGR
在烟草细胞甾醇含量提高中并不起主要作用。倍半萜环化酶是将异戊二烯中央代谢途径引

向倍半萜合成支路的关键酶。倍半萜环化酶基因在病原菌、诱发因子或紫外线等作用下,
与其利用相同底物的鲨烯合成酶活性被抑制。实际上,倍半萜等次生代谢物的合成是多酶
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图7 8 植物主要次生代谢途径及已克隆的部分有关基因

参见文献 [DixonR.Naturalproductsandplantdiseaseresistance.Nature,2001,411 (14):843~847]。图中TY-

DC为酪氨酸/多巴脱羧酶,ODC为鸟氨酸脱羧酶,TDC为色氨酸脱羧酶,6OMT为norcoclaurine262甲氧基转移

酶,CYP80B1为 (S) N 甲基乌药碱3'羟基化酶,BBE为小檗碱桥酶,PMT为腐胺 N 甲基转移酶,TR为托

品酮还原酶,BX1为吲哚 3 甘油磷酸裂解酶,BX2 5为催化DIMBOA合成细胞色素P450单氧化酶,STR为

strictodine合成酶,SGD为strictodine β D 葡萄糖苷酶,T16H为水甘草碱16 羟基化酶,PAL为苯丙氨酸裂解

酶,C4H为肉桂酸 4 羟基化酶,4CL为4 香豆酰 CoA连接酶,CHS为查尔酮合成酶,CHR为查尔酮还原酶,

CHI为查尔酮异构酶,STS为芪合酶,FOMT为黄烷酮27 O 甲基转移酶,IFS为异黄酮合成酶,IOMT为异黄

酮24 O 甲基转移酶,IDMT为异黄酮 (异黄烷酮)二甲烯丙基转移酶,IFR为异黄酮还原酶,VR为vestitone
合成酶,DXPS为1 脱氧 木酮糖 5 磷酸合成酶,AAC为乙酰 CoA羧化酶,HMGR为3 羟 甲基戊二酰 CoA
还原酶,SC为倍半萜环化酶,MC为单萜还原酶,DC为二萜环化酶,SqS为鲨烯合成酶,SqE为鲨烯环氧化酶,

βAS为β脂素合成酶。

作用的结果,并且可能还受到底物供给的影响,单倍半萜环化酶活性不足以完全决定倍半

萜次生代谢物合成量。
不同的编码基因的调控序列中均含有保守的顺式作用元件。对玉米 maysin的合成而

言,代谢频道中各种酶活性的协同表达及关键酶活性的高低,是影响特定次生代谢物产量

的主要因素。McMullen等通过QTL分析,发现玉米maysin的生物合成量按程度依次为

转录调节因子P1、关键酶的编码基因 (whp1和sm1)的活性、供给不同支路相同中间产

物的量和代谢频道等所控制。
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六、 转基因植物生产次生代谢物的研究现状和发展

(一) 提高植物细胞现存代谢途径中天然产物的产量

通过生物合成中间体的分析,找到生物合成的速度限制步骤,分离限速步骤的合成酶

基因,并导入细胞内增加限速酶的表达量,从而提高目标代谢物的产量。在植物中,淀粉

合成需要3个关键性的特征酶,其中ADP焦磷酸化酶 (ADPGPP)是该合成途径的限制

酶,是一种变构酶,被3 磷酸甘油酸激活,受Pi抑制。Stark等从大肠杆菌中分离出对

调节因子异常不敏感的ADPGPP,将这种变构酶的基因置于块茎特异性启动子的转录下,
并将其导入马铃薯之中,结果转基因块茎中的淀粉含量比对照提高了35%。

(二) 引入转录调节因子

植物细胞中许多物质的合成受到多个基因的协同控制,对代谢途径中单个酶基因的修饰

和改造往往达不到人们所期望的目标。转录因子是调节复合基因共同表达的有效工具。因

此,导入转录因子是植物代谢转基因的一条重要策略。VanderFits等从长春花属植物中分

离出一种茉莉酸转录调节因子基因 (ORCA3),该基因在长春花悬浮细胞中超量表达,增强

了生物碱合成相关基因的共同表达,导致了吲哚生物碱的大量积累。最近的研究表明,单

萜生物合成基因的诱导在发育的薄荷腺毛状体中是受转录因子协同控制的,油的积累很大

程度上也受控在转录水平。因此,导入转录因子可以对植物的代谢途径进行协调控制。

(三) 引入信号分子和植物激素合成基因

信号分子是植物体内的一类小分子代谢物。近年来的研究表明,植物基因的表达受到

许多代谢物的调节,如各种糖类、丁酸等能够调节植物中α 淀粉酶基因的表达。2,6二

磷酸果糖 (F2,6BP)是植物体内调节代谢流在蔗糖和淀粉合成之间分配的重要信号分子,
而F2,6BP的水平取决于2,6 二磷酸果糖 2 激酶 (PF2K)和2,6 二磷酸果糖酯酶

(F2,6BPase)的相对活性。Scott等将一种经修饰的鼠肝PF2K的基因导入烟草中,转基

因植株中PF2K酶活力提高导致了光合暗反应末期F2,6BP的水平提高了2~3倍。分析

结果表明,F2,6BP在光合作用中抑制了合成蔗糖的代谢流,促进了合成淀粉的代谢流

量。植物激素在调控植物的代谢方面发挥着重要的作用。外源引入激素合成基因或降解基

因来控制植物激素的水平,可以改变植物的代谢流。Oeller等用反义ACC合成酶基因转

化番茄获得了转基因植株,其果实的乙烯含量减少了99.5%,在室温或植株上可保存

120d左右而不腐烂。澳大利亚的Florigene公司将反义ACC合成酶基因导入香石竹,转

基因香石竹的寿命延长了2倍。

(四) 扩展代谢途径

扩展代谢途径就是通过基因工程手段引入外源基因,使原有代谢途径进一步向前或向

后延伸,从而可利用新的原料用于合成目标产物或产生新的代谢产物。在对农作物品质的
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生理代谢过程进行充分了解的基础上,对植物的代谢过程进行改造,从而改善农作物的营

养品质。水稻未成熟胚能够合成β 胡萝卜素的早期中间产物焦磷酸二香脂 (GGPP)。

GGPP在八氢番茄红素合成酶 (psy)的作用下形成无色的八氢番茄红素,在八氢番茄红

素脱饱和酶 (ctrl)的作用下形成番茄红素,经番茄红素β 环化酶 (lcy)再作用,产生

β 胡萝卜素及其他类胡萝卜素。作为人类主要食物的大米胚乳中缺乏β 胡萝卜素。将

psy,ctrl和lcy基因以及相应的启动子和其他调控序列转化水稻。转基因水稻种子的胚乳

中含β 胡萝卜素,呈现黄色,因此被称为 “金米”。初步分析表明,胚乳中类胡萝卜素的

含量大于1.6μg/g,以β 胡萝卜素为主。α VitaminE是一种脂溶性抗氧化剂,对人体

健康很重要,可以增强免疫功能,降低心血管病和癌症的发病几率。植物油是α Vita-
minE的主要来源,但是植物油中α VitaminE含量很低,而主要以其前体γ Vitamin
E存在。γ 维生素甲基转移酶是γ VitaminE合成代谢中最后的关键酶。Shimtani等利

用基因组学方法从拟南芥中克隆了该酶,将其导入油料农作物 (大豆、油菜、棉籽等)中

表达这种酶,可以将种子中大量的γ 维生素前体转化成α 维生素,提高α 维生素的水

平,从而改善油料农作物的营养价值。

(五) 构建新的代谢途径

植物生物反应器将是未来基因工程发展的另一个重要领域之一。通过引入外源基因来

改造和修饰代谢网络,使植物细胞从不能合成某种代谢产物转变为能够合成此代谢产物。
如可以生产植物本身所没有的具有生物活性的医药蛋白如脑啡肽、抗原、抗体等。

(六) 优化细胞的生物学特征

农作物基因工程已经在抗生物逆境 (如抗虫)方面取得了相当的成就。随着人们对非

生物逆境的作用机制和植物对非生物逆境信号反应的分子机制的了解,克隆与非生物逆境

信号传导 (signaltransduction)相关的基因,并转入植物将可能使转基因植物获得对非

生物逆境的抗性。农作物所处的非生物逆境包括干旱、盐渍、冷冻、高温、营养贫瘠、重

金属胁迫、水灾、紫外线等。世界上可耕地的30%为碱性土壤。在碱性土壤中,金属离

子,特别是铁离子很难溶解。禾谷类作物分泌铁载体———高铁离子螯合剂 (mugineicac-
ids,MAs),与铁Fe(Ⅲ)结合,形成Fe(Ⅲ) MAs合物,通过质膜中的Fe(Ⅲ) Mas转

运蛋白被吸收到根部。但不同禾谷类作物分泌 MAs的能力不同。大麦的根具有较高的分

泌 MAs的能力,能较好地利用碱性土壤中的铁,而水稻在碱性土壤中表现明显的缺铁症

状。研究表明,烟草胺合成酶 (NAS)和烟草胺转氨酶 (NAAT)是 MAs生物合成的关

键酶,在缺铁时NAS和NAAT的活性增加,MAs的分泌增加。将在大麦中分离的烟草

胺转氨酶基因naat A和naat B转化水稻获得转基因水稻,将36个转基因的株系种在

pH8.5的碱性土壤中生长,其中有10个株系表现出明显的耐性。近年来,环境问题已引

起人们越来越多的关注。土壤中缺乏植物生长必要的无机盐也是一种逆境,通过基因工程

手段也可以使植物获得抵抗这种逆境的能力。例如,山梨醇合成能力强的转基因烟草对硼

缺乏具有一定的抗性。重金属是一类严重的污染源,散布在土壤和水分中,会给人类和动

植物造成很大伤害。重金属又不同于有机污染物,不能用化学方法或生物方法降解除去。
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转基因植物在清除重金属污染物方面已经表现出一定的作用。例如,高表达谷胱甘肽合成

酶的油菜可以在体内积累镉,高表达锌转运蛋白的拟南芥菜可以大量积累锌,通过这些转

基因植物将有望抵抗诸如镉、锌等重金属离子的毒害,有效清除环境中的重金属污染物。

(七) 定向改良植物性状

从一种植物中分离全长目的基因,构建其反义基因,然后将反义基因转化该植物,转

录的反义RNA结合到目的基因的mRNA上,阻止或封闭mRNA的翻译或加工,从而调

控代谢途径中关键酶的相对活性,实现定向改良植物的性状。例如乙烯控制果实成熟,

ACC合成酶是乙烯生物合成途径中的关键酶,S 腺苷甲硫氨酸 (SAM)经ACC合成酶

催化转换为乙烯的直接前体ACC。将从番茄中分离出全长的ACC合成酶基因的反义基因

转化番茄,转录成反义RNA抑制番茄果实成熟。Northern杂交表明,这种植株内ACC
基因的正常表达受抑,果实无论是留在植株上,还是摘下放在空气中,都不能变红、变

软,并产生香味。但是,这些转基因果实经乙烯处理后可以加速成熟,在颜色、质地和香

味等方面与普通番茄成熟果实无异。

七、 利用转基因植物生产次生代谢物质

随着对植物次生代谢网络的认识和研究的深入,以及分子克隆和遗传转化技术的

飞速发展,应用基因工程对植物次生代谢途径的遗传特性进行改造,即植物次生代

谢基因工程的研究日益增多,目前已发展为具有广阔应用前景的热点研究领域。迄

今,已建立多种植物次生代谢途径基因修饰策略更有效地调控植物次生代谢,以提高特

定化合物的积累。

(一) 次生代谢途径中关键酶的基因工程

通过强启动子与关键酶基因的嵌合转化或者次生代谢物合成途径中下游一个或若干个

有关酶基因的协同转化两种方法,利用基因工程提高控制某一特定次生代谢物合成的限速

酶活性或在植物中引入新的次生代谢物合成途径,可提高转基因植物目标次生代谢物含量

或合成外源次生代谢物。He等将与CaMV35S连接的IOMT (异黄酮 4 O 甲基转移

酶)基因转入苜蓿获得转基因苜蓿。对照植株的IOMT和其他有关异黄酮合成酶的基因

仅在病原菌诱导后表达,而转基因植物在病原菌侵染后IOMT基因的快速组成型表达,
使其较对照合成苜蓿素 (medicarpin)的速度快,且产量高,抗病水平也有显著的提高。
强化转基因植物中与生物碱合成有关的TYDC和TDC基因的表达,可减少吲哚芥子油苷

的含量,增加吲哚生物碱的含量。将长春花的TDC基因转入到长春花,转基因长春花中

色胺的含量有显著增加,将长春花中TDC和STR的嵌合基因转入长春花,转基因长春花

培养细胞中萜类吲哚生物碱含量有所提高。
将次生代谢物合成途径的下游关键酶基因转入目标植物,外源基因在植物细胞内存在

反应底物时的表达,可使转基因植物启动新的次生代谢物合成支路。例如,将葡萄STS
基因转入烟草,结果使转基因烟草表达了STS酶活性,合成了白藜芦醇,并使转基因烟
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草的抗病水平有了显著的提高。将葡萄STS基因转入水稻和小麦等作物,也使转基因植

物提高了抗病水平。将真菌Fusariumsporotrichioides 中的倍半萜环化酶 (trichodiene
svnthase)基因转到烟草,转基因烟草培养细胞在诱发因子作用下可合成15 hydroxytri-
chodiene等倍半萜类次生代谢物。将 (E)β 金合欢烯合成酶基因即使转入不能合成倍半

萜的植物中,也能使转基因植物合成 (E)β 金合欢烯等倍半萜,从而使植物获得对蚜虫

的抗性。将高粱中负责催化生氰糖苷合成的2个细胞色素 P450基因 (CYP79A1和

CYP71E1)转入拟南芥,转基因拟南芥合成了蜀黍苷,对十字花科植物害虫跳甲 (Phyl-
lotretanemorum)具有抗性。将植物维生素A的合成前体β 胡萝卜素合成途径下游的4
个酶 (八氢番茄红素合成酶、八氢番茄红素去饱和酶、ζ 胡萝卜素去饱和酶和番茄红素

环化酶)基因共转化到不合成胡萝卜素的水稻中,这4个基因的协同表达,可使水稻中的

GGPP最终合成β 胡萝卜素和其他具有营养价值的萜类次生代谢物,并在转基因水稻胚

乳中积累,使水稻胚乳呈黄色即 “黄金稻”。将拟南芥的IFS基因转入烟草和玉米等非豆

科植物,可将柚皮素转化为染料木黄酮、大豆黄素等仅存在豆科植物的异黄酮类植保素。
同样,对部分不利营养品质或加工品质提高的植物次生代谢物,可通过反义基因的遗传转

化抑制其合成途径中有关基因的表达,减少植物合成特定次生代谢物,从而提高植物产品

的品质。

(二) 次生代谢途径中调节基因或转录因子的基因工程

对涉及多基因表达的植物次生代谢来讲,同时增强多个基因的协同表达是提高次生代

谢物产量所必需的。次生代谢频道中多个酶基因的协同表达与这些基因调控序列中相同或

相似的顺式作用元件受到相同的转录因子或调节基因的作用有关。目前已分离了多种有关

次生代谢基因表达的调节基因或转录因子基因,为开展植物次生代谢基因工程开辟了新途

径。例如,从拟南芥中分离了AN11、TTG1、PAP1等类黄酮合成的调节蛋白基因,从

长春花中分离了ORCA3 (茉莉酸诱导型的AP2区域转录因子),从玉米中分离了 Mvb区

域和bHLH转录因子基因R、B、C1和P。将玉米的R和C1基因置于强启动子控制之下

的转基因拟南芥中,花色素苷大量合成;ORCA3基因在长春花中的组成型表达,使生物

碱合成途径中的酶的表达增强,导致了萜类吲哚生物碱合成量的提高。

1.黄酮类生物合成途径的基因修饰 黄酮类化合物是一种小分子酚类物质,广泛存

在于植物界,具有调节植物生长,保护植物免受紫外线的损伤,抗氧化活性,抗病虫等多

种生物功能。因此,具有较高的富含黄酮类化合物的植物食品有利人类健康和疾病预防。
由于对黄酮类生物合成途径研究的较清楚,而且其生物合成途径的改变能很容易通过花色

的改变来鉴定。自20世纪90年代早期以来,黄酮类和花青素的生物合成一直是植物次生

代谢基因工程的主要目标之一。查尔酮异构酶 (chalconeisomerase,CHI)是黄酮类代谢

途径中的早期酶,也是增加黄酮醇产物的关键酶。Verhoeyen等将矮牵牛CHI在番茄中

超表达,转基因番茄果皮中黄酮类含量比对照增加78倍、果肉中黄烷醇含量比对照增加

21倍。植株及果实的其他性状在转基因植株和对照之间没有区别。将查尔酮合成酶和黄

酮醇合成酶基因导入番茄后,使这两个目标合成酶基因协同表达的转基因果肉中黄酮醇类

物质积累显著增加。豆类植物的异黄酮是一类植物抗毒素,在植株受微生物侵染后,这些

·212·

转基因植物生物反应器



抵抗微生物的活性化合物可被诱导合成。正常情况下,拟南芥、烟草和玉米等植物缺少合

成这类化合物的能力。Jung等将一种细胞色素P450单加氧酶—异黄酮合成酶的基因导入

这些植物,使该基因超表达,这些转基因植物均能合成异黄酮类物质。因此,苯丙烷类代

谢途径的基因工程可进一步应用于提高异源植物中异黄酮的生物合成。
植物代谢途径大多是由多种酶参与的多步反应,受发育、环境等因素的影响,对单个

基因进行修饰有时难以奏效。研究发现,一些转录因子可调控多个参与代谢途径基因的表

达。例如,Broun在玉米籽粒中通过转录因子的分子操作两种转录因子即R和C1,通过

共同作用调节花青素生物合成。MYB类转录因子参与黄酮类物质的生物合成的调节。

Grotewold等将转录因子R和C1在离体培养的未分化玉米细胞超表达,成功地诱导了完

整的黄酮类合成途径。Borevitz等应用TDNA激活标签技术在拟南芥中鉴定出一种 MYB
类转录因子,它的超表达能激活许多参与花青素生物合成途径的基因表达,使植物体中紫

色素的含量明显增加。在水稻中,玉米转录因子R、C1和查尔酮合成酶基因的协同超表

达也激活了花青素生物合成途径,增强了对真菌的抗性。
植物体内自然产物合成的抑制子的转录因子则采用基因沉默技术关闭这类转录因子的

表达,同样能促使相关化合物的合成。Aharoni等克隆和鉴定了一个参与草莓果实黄酮类

代谢途径的转录因子FaMYB1。该转录因子抑制黄酮类合成下游一些步骤。FaMYB1 基

因在烟草中的超表达引起了花青素和黄酮类化合物减少。相反,抑制或降低FaMYB1 就

会增加花青素和黄酮类化合物的积累。拟南芥转录因子AtMYB4 是参与芥子酸酯合成的

关键酶———桂酸4 单加氧酶 (C4H)的抑制子。Jin等将AtMYB4 基因剔除,结果导致

了C4H的大量表达,叶子中芥子酸酯增加,提高了抗紫外辐射的能力。通过一种或几种

转录因子的超表达,可以改变植物生长发育过程中自然产物的合成和积累,甚至在异源植

物种中也是可行的。

2.生物碱生物合成途径的基因修饰 长春碱、长春新碱及喜树碱萜类等吲哚生物碱

具有重要的医药和工业价值,因此,吲哚生物碱代谢途径是次生代谢途径基因工程研究的

重要靶标。与黄酮类生物合成途径的基因修饰策略相似,吲哚生物碱代谢途径的遗传改良

可以通过对一些编码生物合成的基因和转录因子进行基因操作而实现。不同植物生物碱的

合成是从strictosidine处开始分支的。对控制这一代谢途径的上游步骤进行基因修饰,可

使代谢物流通向目标吲哚生物碱的合成。Canel等应用长春花 (Catharanthusroseus)细

胞培养实验体系,对色氨酸脱羧酶TDC和strictosidine合成酶STR 的基因进行操作,以

期提高目标生物碱的合成。结果显示,编码TDC 的基因超表达导致直接产物色胺增多。
但是,生物碱水平没有提高,而STR 基因的超表达则使生物碱水平提高。若用含有色胺

和萜类的介质培养这两种转基因细胞系,其细胞可合成大量的生物碱。由此可见,该代谢

途径中的萜类分支是限速因素,也可能存在其他限速步骤。在其他不合成此类生物碱的植

物中超表达编码TDC 和STR 的基因,同样也可以导致这些植物细胞合成此类生物碱。
对这些异源表达TDC和STR 基因植物细胞中吲哚生物碱合成水平变化的分析表明,pH
等体内细胞生理状态以及控制转运的基因对目标产物合成和积累也有重要影响。

Memelink等对C.roseus植物体内吲哚生物碱生物合成途径研究发现,转录因子OR-
CA2和ORCA3受茉莉酮酸酯调控,控制着该次生代谢途径中的几个步骤,但不影响催化
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番木鳖甙生物合成第一步的酶———香叶醇单加氧酶 (geraniol10 hydroxylase,G10H),
尽管G10H也受茉莉酮酸酯调控。因而,在仅超表达ORCA3的转基因细胞系中生物碱含

量并没有增加。如果在细胞培养介质中加入一定量番木鳖甙的前体马钱苷 (loganin)后,
转ORCA3基因的细胞系生物碱合成比非转基因对照细胞系高3倍。同时研究发现,OR-
CA2和ORCA3也可调控其他代谢产物的合成,表明一些转录因子可用于调控代谢途径中

一系列酶的活性。
黄连素、吗啡和可待因等异喹啉生物碱是重要的医用药物,对合成这类生物碱的次生

代谢途径进行基因工程改良的经济价值很高。对黄连素生物合成途径的研究发现,参与从

酪氨酸到黄连素合成过程的13种不同的酶中,S 金黄紫堇碱9 O 转甲基酶 (S
scoulerine9 O methyltransferase,SMT)是关键酶,它控制黄连 (Coptisjaponica)
细胞中的黄连碱 (coptisine)与黄连素 (berberine)和非洲防己碱 (columbamine)的比

率。通过对某一条代谢途径分支处的酶基因进行遗传操作,可改变次生代谢分支处的代谢

物流向。Sato等研究发现,在黄连细胞中超表达SMT 基因导致该酶活力增加20%,而且

转基因细胞中黄连素和非洲防己碱从占原野生型细胞总生物碱的79%增加到91%。Frick
等通过对具有不同底物特异性的酶进行基因修饰,从而使植物能够合成新的生物碱。他们

对块根唐松草 (Thalictrumtuberosum)O 转甲基酶亚基进行重组使其形成异型二聚体酶,
底物特异性与同型二聚体酶的底物特异性不同,这一异型二聚体酶的表达导致细胞新的生

物碱的合成。东莨菪碱和颠茄碱等莨菪烷生物碱是一类重要的药物,这些次生物质主要在

茄科天仙子属 (Hyoscyamus)、颠茄属 (Atropa)、Dudoisia属和莨菪属 (Scopolia)等

植物中合成。天仙子属的埃及莨菪 (Hyoscyamusmuticus)是一种草本植物,可制取解

痉药和镇静药。Jouhikainen等将编码H6Hd的基因在埃及莨菪毛状根细胞中超表达。与

主要生产天仙子胺生物碱的对照植物相比,该转基因植物细胞系中东莨菪碱含量高100
倍,而天仙子胺含量在转基因植物根部和非转基因对照植株根部则基本相近。

在某个次生代谢途径中,某特定步骤可能是一个限速步骤。但是,如果超表达控制这

一限速步骤的基因时,将会发现其他一些新的限速步骤。腐胺N 转甲基酶 (putrescine
N methyltransferase,PMT)是莨菪生物碱和吡咯烷生物碱生物合成途径的限速酶,它

催化此类生物碱合成途径的第一步反应,即甲基腐胺的形成。将烟草PMT 基因分别在颠

茄 (Atropabelladonna)和一种野生烟草 (Nicotianasylvestris)植株中超表达,结果显

示在一些转 PMT 基因的 N.sylvestris植株中,PMT活性增加4~8倍,烟碱水平高

40%。在转PMT 基因的颠茄 (A.belladonna)植物中,PMT活力增加了3.3倍,甲基

腐胺水平也有所提高,但是莨菪生物碱含量没有增加。

3.萜类化合物生物合成途径的基因修饰 萜类化合物是迄今所发现的植物次生代谢

产物中最大的一个家族,包括单萜、倍半萜、双萜和类胡萝卜素等具有重要营养价值和药

用及工业用的次生物质。Broun和Sommerville研究发现,高等植物体内萜类化合物的合

成可来源于胞质途径,即依赖甲羟戊酸 (mevalonate dependent)的途径,或者来源于

质体途径 (又称DXPS途径)。植物通过胞质途径合成倍半萜和三萜,其他大多数萜类由

DXPS途径合成。参与DXPS途径中的几个基因也已被相继克隆。
薄荷属植物精油的主要成分是单萜化合物。研究单萜化合物的代谢途径时,常用的模
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式植物是胡椒薄荷 (Menthapiperita)。Mahmoud和Croteau将CaMV35S启动子控制的

DXR 基因导入胡椒薄荷基因组,以期提高精油的含量。DXR 基因超表达的转基因植株

的DXR 活性比未转基因对照植株高2~4倍,精油含量则高50%,油分组成等其他性状

无差异。转基因沉默植株,生长缓慢,单萜产物减少。薄荷呋喃是合成途径单萜代谢网中

竞争性分支途径之一。抑制薄荷呋喃的合成,可使更多的代谢物流通向薄荷油中薄荷醇生

物合成。Mahmoud等应用薄荷呋喃合酶 (menthofuransynthase,MFS)的反义基因进

行转化获得的一些转基因植物,薄荷呋喃含量比野生型植株低35%~55%,而薄荷醇含

量则较高。这一研究工作可借鉴用于提高其他植物有用萜类化合物的积累。通过萜类代谢

基因工程改良植物的香味也有成功的实例。芳樟醇 (linalool)是影响番茄果实及其加

工食品香味品质的一种主要挥发性萜类物质。它也存在番石榴、李子、甜橘和菠萝

等果实中。Lewinsohn等将来自Clarkiabreweri的S 芳樟醇合酶基因 (lis)在番茄果

实中特异超表达,转基因番茄果实中S 芳樟醇比对照高123~833倍,其他类萜含

量没有观察到明显变化。
在提高植物抗性和增加一些药物生物合成方面,萜类代谢基因工程也取得了成功。烟

草毛状腺体中一种细胞色素P450单加氧酶参与萜类化合物合成的下游步骤,Wang等采

用共抑制和反义策略敲除烟草毛状腺体中该酶基因的表达,结果导致了毛状腺体中萜类化

合物组成的改变,转基因烟草对蚜虫的抗性也明显提高。Chen等应用农杆菌介导的转化

技术将来自棉花的法呢基二磷酸合酶FDS基因导入黄花蒿 (Artemisiaannua)中,在该

基因超表达的转基因植株体内,通向倍半萜生物合成途径的代谢流明显增加,导致青蒿素

比野生株系高2~3倍。类胡萝卜素是构成植物花、果实和食物颜色的重要色素化合物,
具有抗氧化作用。对类胡萝卜素合成代谢途径的基因工程改良也取得了一些实质性的突

破。例如,Ye等将编码八氢番茄红素合成酶、去饱和酶和β 环化酶的3个基因 (PSY,

CTR1,LCY)导入水稻,使水稻获得了合成类胡萝卜素的能力,转基因水稻胚乳中的β
胡萝卜素 (维生素A原)含量高达2mg/kgDW,成为富含VA的 “金米”稻。转基因实

验表明,对类胡萝卜素代谢途径的一些重要基因进行遗传修饰,可以增加目标化合物的含

量,提高不同植物食品的营养价值。

4.安息香酸衍生物 紫草 (Lithospermumerythrorhizon)植物所合成的一种次生代

谢物———紫草素 (又称萘醌紫草素,naphtoquinoneshikonin),具有抗菌、消炎、抗肿瘤

和助伤口愈合的功效。4 羟基安息香酸 (4 hydroxybenzoicacid,4HB)是紫草素生物

合成的重要前体物质。在紫草植株中,通过苯丙氨酸途径生成4HB。然而,细菌能在分

支酸丙酮酸裂解酶 (CPL,由ubiC基因编码)的作用下,将分支酸直接转化成4HB。增

加代谢途径一个中间产物的合成量可能会导致意外产物的生成。例如ubiC 基因在烟草植

株中超表达导致了一种新的合成4HB途径的产生。Sommer等将ubiC 基因导入紫草,在

转基因紫草的毛状根中也获得了由分支酸产生4HB的新的代谢途径。该途径合成的4HB
占根部积累的4HB总量的20%。

水杨酸 (salicylicacid,SA)是植物中重要的信号分子,参与植物受病原体侵染后所

产生的系统获得性抗性反应。植物在病原体感染后在异分支酸合成酶 (isochorismatesyn-
thase,ICS)的催化下,将分支酸 (chorismate)转化为异分支酸 (isochorismate)产生
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SA。在细菌细胞中,ICS催化分支酸转化为异分支酸,然后在异分支酸丙酮酸盐裂解酶

(isochorismatepyruvatelyase,IPL)作用下,将丙酮酸基团裂解,形成SA。与野生型植

株相比,Verberne等超表达编码细菌ICS和IPL酶基因的转基因烟草植株SA含量高出

了1000倍,相关防御基因持续组成性表达,抵抗病毒和真菌的能力明显提高。证明在转

基因烟草中,IPL的活性是SA合成的限制因素。将这两种细菌酶的融合基因导入拟南芥

细胞质中表达此类融合蛋白的转基因植物的SA水平增加了2~3倍;在质体中表达该融

合蛋白的转基因植物,SA水平则提高了20倍。在代谢基因工程要使目标代谢途径中两

个或者更多个超表达的酶活力保持平衡,才能避免对其他代谢途径的前体物质造成负效

应。同时,超表达ics和ipl这两个基因的转基因植株,由于ics催化产生足够多异分支

酸,能满足维生素K和SA的生物合成的需要,因此植株生长不受影响。
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第八章 植物生物反应器下游技术

第一节 植物生物反应器下游技术简介

转基因植物中有效成分的分离、提取、精制是植物生物反应器工程的一个重要组成部

分,指的是从植物细胞中分离、纯化生物产品的过程,或称后处理技术。它是生物技术转

化为生产力时所不可缺少的重要环节。为表明其在植物生物反应器工程中的地位和作用,
常称它为植物生物技术下游技术 (downstreamprocessing)。

一、 植物生物反应器工程下游技术的特点

植物生物技术产品的下游技术首先要进行产品的分离纯化。唯有经过分离和纯化等下

游加工过程,才能制得符合使用要求的产品。因此,产品的分离纯化是植物生物技术工业

化的必需手段,具有不可缺少或取代的作用。下游加工过程的进行是十分艰难的,且代价

很大。这是由特殊的植物材料和高度的纯产物之间的巨大变化和差异造成的。其回收率不

会高,分离、纯化的方法也十分复杂和昂贵。从现有的资料分析可知,在大多数生物产品

的开发研究中,下游加工过程的研究费用占全部研究费用的50%以上,在产品的成本构

成中,分离与纯化部分占总成本的40%~80%,精细、药用产品的比例更高,生产过程

中下游加工过程的人力、物力占全部过程的70%~90%。显然开发新的分离和纯化工艺

是提高经济效益或减少投资的重要途径。

二、 生物技术下游加工过程的一般步骤

由于人们所需的生物技术产品不同 (如酶或代谢产物),用途各异,对产品的质量

(纯度)要求也是多方面的,所以,分离与纯化步骤可有不同的组合,提取和精制的方法

也是多种多样的。但按生产过程的顺序大多数生物技术下游加工过程常分为3个类似

步骤:

1.植物细胞的破碎及碎片的分离 (或称不溶物的除去) 在这一步骤中,过滤和离心

是基本的单元操作。为了加速两相分离,采用了凝聚和絮凝等技术。这一步对产物浓缩和

产物质量的改善作用很小。

2.初步纯化 在这一步骤中,主要是除去与目标产物性质有很大差异的物质,一般

会发生显著的浓缩和产物质量的增加。典型的分离方法有吸附、萃取等。

3.高度纯化及精制 在这一步骤中,出于对产物有高度的选择性,主要是除去有类

似化学功能和物理性质的不纯物,得到最终的成品。典型的方法有层析、电泳、结晶等。
其中各阶段都有若干单元操作可以选用,应根据具体情况而定。
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第二节 转基因植物中有效成分的提取方法

从复杂的植物成分中提取出有活性的成分,不同的植物材料,所需的活性成分不同,
提取的方法也不同。如果提取方法设计合理,操作正确,不但能将所需的有效成分提出,
而且有利下一步的分离纯化。植物有效成分的提取方法,主要有溶剂提取法,其次还有水

蒸气蒸馏法、升华法、压榨法等。

一、 溶剂提取法

(一) 基本原理

溶剂提取法是根据植物中各种成分在不同溶剂中的溶解度不同,选用对有效成分溶解

度大,不需要溶出成分溶解度小的溶剂,将有效成分从植物组织内溶解出来的方法。
具体操作步骤是根据所要提取的成分的性质,加入合适的溶剂。当溶剂加到植物材料

(需适当粉碎)中时,溶剂由于扩散、渗透作用,逐渐通过细胞壁透入到细胞内,溶解了

可溶性物质,而造成细胞内外的浓度差,于是细胞内的浓溶液不断向外扩散,溶剂又不断

进入植物组织细胞中,如此多次往返,直至细胞内外溶液浓度达到动态平衡时,将此饱和

溶液滤出,继续多次加入新溶剂,就可以把所需要的成分近于完全溶出或大部溶出,合并

浓缩液,即为含有所需有效成分的混合液。
一般来讲,“相似物容易溶解在相似物中”,“相似”就溶解度关系而论,是指在分子

的极性上。极性液体互相混合并溶解盐类和极性固体,而非极性化合物溶剂是低极性或没

有极性的液体。在有机化合物分子结构中,如果亲水性基团多,则其极性大;如果亲水

性基团少,则其极性小。植物化学成分不同,分子极性就不同。要做到最大限度地

将有效成分从植物中提取出来,需遵循 “相似相溶”的原理。植物中的亲水性成分

有蛋白质、单糖及低聚糖、氨基酸、水溶性有机酸、鞣质、苷及水溶性色素、生物碱

盐等。植物中的亲脂性成分有游离生物碱、非水溶性有机酸、树脂、挥发油、脂溶性色

素、油脂和蜡。
溶剂的性质同样也与其分子结构有关。例如甲醇、乙醇的分子比较小,有羟基存在,

与水的结构很相似,能够和水任意混合,是亲水性比较强的溶剂;丁醇和戊醇分子中虽都

有羟基,保持和水有相似处,但分子逐渐地加大,碳链增长,与水的性质也就逐渐疏远,
虽能与水彼此部分互溶,但达到饱和状态之后,丁醇或戊醇都能与水分层。氯仿、苯和石

油醚是烃类或氯烃衍生物,分子中没有氧,属于亲脂性强的溶剂。
实验室常用的有机溶剂的极性强弱顺序可以表示如下:
石油醚<苯<氯仿<乙醚<乙酸乙酯<丙酮<乙醇<甲醇

(二) 溶剂的选择

运用溶剂提取法提取植物有效成分的关键是选择适当的溶剂。植物有效成分在溶剂中
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的溶解度直接与所采用的溶剂性质相关。溶剂选择适当,就可以比较顺利地将需要的成分

提取出来。常见的提取溶剂可分为3类:水、亲水性有机溶剂及亲脂性有机溶剂。植物材

料提取的常用溶剂性质见表8 1。

表8 1 植物材料提取常用溶剂的性质

溶剂 极性指数
折射率

(20℃)

沸点

(℃)

黏性

(cpoise)

水中溶解度

(% w/w)

水 9.0 1.333 100 1.00 100

丙酮 5.1 1.359 56 0.32 100

苯 2.7 1.501 80 0.65 0.18

乙酸丁酯 4.0 1.394 125 0.73 0.43

正丁醇 3.9 1.399 118 2.98 7.81

氯仿 4.1 1.446 61 0.57 0.815

1,2 二氯乙烷 3.5 1.444 84 0.79 0.81

二甲基甲酰胺 6.4 1.431 155 0.92 100

二甲基亚砜 7.2 1.478 189 2.00 100

二氧杂环乙烷 4.8 1.422 101 1.54 100

乙醇 5.2 1.360 78 1.20 100

乙酸乙酯 4.4 1.372 77 0.45 8.7

二乙醚 2.8 1.353 35 0.32 6.89

正己烷 0.0 1.375 69 0.33 0.001

甲醇 5.1 1.329 65 0.60 100

甲基丁基 (甲)酮 4.7 1.379 80 0.45 24

戊烷 0.0 1.358 36 0.23 0.004

异丙醇 3.9 1.377 82 2.30 100

甲苯 2.4 1.496 111 0.59 0.51

三氯乙烯 1.0 1.477 87 0.57 0.11

二甲苯 2.5 1.500 139 0.61 0.018

1.水 水是一种强的极性溶剂。植物材料中亲水性的成分,如无机盐、多糖、鞣质、
氨基酸、蛋白质、有机酸盐、生物碱等都能被水溶出。但是,根据其分子大小及极性的不

同,亲水性不同。例如分子比较小的葡萄糖、蔗糖等多羟基化合物具有强亲水性,极易溶

于水;羟基数目多且分子大的淀粉难溶解于水;属于酸碱两性化合物的蛋白质和氨基酸具

有一定程度的极性,所以能溶于水,不溶或难溶于有机溶剂;鞣质是多羟基的化合物,为

亲水性的物质;多数游离的生物碱是亲脂性化合物,不溶或难溶于水。

2.亲水性的有机溶剂 指与水能混溶的有机溶剂,如乙醇、甲醇、丙酮等。一般以

乙醇最常用。乙醇为有机溶剂,虽易燃,但毒性小,价格便宜,来源方便,有一定设备即

可回收反复使用,而且乙醇的提取液不易发霉变质。用乙醇提取时,乙醇的用量、提取时
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间皆比用水提取节省,溶解出来的水溶性杂质也少。乙醇的溶解性能比较好,对植物细胞

的穿透能力较强。植物中的亲水性的成分除蛋白质、黏液质、果胶、淀粉和部分多糖、油

脂和蜡等外,其余成分在乙醇中皆有一定程度的溶解度;一些难溶于水的亲脂性成分,在

乙醇中的溶解度也较大,而且乙醇的浓度还可以根据被提取物质的性质而变化,采用不同

浓度的乙醇进行提取。因此,乙醇是实验室和工业生产中应用范围最广的一种溶剂,是历

来提取最常用的一种溶剂。

3.亲脂性的有机溶剂 与水不能互溶的有机溶剂,如石油醚、苯、氯仿、乙醚、乙

酸乙酯、二氯乙烷等。这些溶剂的选择性能强,易提取亲脂性的物质,如油脂、挥发油、
蜡、脂溶性色素等强亲脂性的成分。这类溶剂容易挥发,多易燃 (氯仿除外),一般有毒,
价格较贵,设备要求也比较高,操作需要有通风设备。另外,这类试剂透入植物组织的能

力较弱,往往需要长时间反复提取才能提取完全。植物材料中水分的存在,会降低这类溶

剂的穿透力,很难浸出其有效成分,影响提取率,所以,对原料的干燥度要求较高。鉴于

以上原因,在大量提取植物材料时或工业生产时,直接应用这类溶剂有一定的局限性。
为了提高溶剂的浸出效果或提高制品的稳定性,有时亦可应用一些浸出辅助剂。如适

当用酸,可以促进生物碱的浸出;适当用碱,可以促进某些有机酸的浸出。溶剂具有适宜

的pH也有助于增加制剂中某些成分的稳定性。此外,应用适宜的表面活性剂常能提高浸

出溶剂的浸出效能。

(三) 具体的溶剂提取方法

用溶剂提取植物材料有效成分,常用浸渍法、渗滤法、煎煮法、回流提取法、连续回

流提取法等。

1.浸渍法 浸渍法适用于所提取的有效成分遇热易挥发和易破坏的植物材料的提取。
按溶剂的温度分为热浸、温浸和冷浸等。首先将植物材料粉末或碎片装入适当的容器中,
然后加入适宜的溶剂 (如水、乙醇或丙酮等),浸渍植物材料以溶出其中有效成分的方法。
本法比较简单、易行,但提出率较低,最好采用2次或3次浸渍,提高提取率。

2.渗滤法 将植物材料粗粉置于渗滤器内浸润24~48h使其膨胀,然后不断把溶剂

连续地从渗滤器的上部加入,从渗滤器下部流出、收集浸出液的一种浸出方法。当溶剂渗

透进植物细胞内溶出成分后,由于其比重加大而向下移动时,上层新加入的溶液便置换其

位置,造成良好的浓度差,使扩散能较好地进行,提取的过程是一种动态过程,故浸出的

效果优于浸渍法。根据操作方法的不同,可将渗滤法分为单渗滤法、重渗滤法、加压渗滤

法、逆流渗滤法等。其中单渗滤法所用溶剂较多;重渗滤法中一份溶剂能多次利用,溶剂

用量较单渗滤法减少,同时渗滤液中有效成分浓度高,不必再加热浓缩,可避免有效成分

受热分解或挥发损失,成品质量好。但所占容器较大,操作麻烦,较为费时;加压渗滤可

使溶剂及浸出液较快通过粉柱,使渗滤顺利进行,提高浸出效果,提取液浓度大,溶剂耗

量小;逆流渗滤法是植物材料与溶剂在浸出容器中沿相反方向运动,连续而充分地进行接

触提取的一种方法,属于动态逆流提取。

3.煎煮法 煎煮法是将植物材料或粗粉置煎煮器中,加水浸没药材,浸泡适宜时间,
加热至沸,并保持沸腾状态至一定时间的提取方法。此法简便易行,一般比浸渍法提取效

·122·

第八章 植物生物反应器下游技术



果好。但由于煎煮法多采用水为溶剂,温度较高,仅适用于有效成分溶于水,且对湿、热

较稳定的植物材料。一般植物材料宜煎2次。加热时最好时常搅拌,以免局部植物材料受

热太高,容易焦煳。如果在夹层锅、多能提取罐等提取设备上增设搅拌器、泵等,可实现

强制循环,提高提取效率。

4.回流提取法 应用有机溶剂加热提取植物材料有效成分时,须采用回流加热装置,
以免溶剂挥发损失,同时也减少有毒溶剂对实验操作者的毒害。小量操作时,可在圆底烧

瓶上连接回流冷凝器,加热前先开冷凝水。装植物材料的量约为圆底烧瓶容量的1/3~
1/2为最佳,溶剂浸过植物材料表面1~2cm,多采用水浴加热。第一次提取以保持沸腾

回流约1h为宜,放冷后过滤,再在植物材料中添加新的溶剂,做第二次、第三次加热回

流提取,分别约0.5h,或通过薄层检测有效成分基本提尽为止。此法提取效率较冷浸法

高。但由于操作的局限性,大量生产中多采用连续提取法。

5.连续提取法 应用挥发性有机溶剂提取植物材料有效成分,不论小型实验或大型

生产,均以连续提取法为好。这种提取法,需用溶剂量较少,提取成分也较完全,但一般

需数小时 (常6~8h)才能完成,所以,遇热不稳定易变化的植物材料成分不宜采用此

法。实验室通常用脂肪提取器或称索氏提取器来完成。
超声提取技术是以超声波辐射压强产生的骚动效应、空化效应引起机械搅拌、加速扩

散溶解的一种新型提取方法,能够加速所提取成分的扩散,并与溶剂充分混合,增大物质

分子运动频率和速度,增加溶剂穿透力,提高植物有效成分溶出速度和溶出次数,缩短提

取时间,大大提高有效成分的提取效率。植物有效成分大多为细胞内产物,提取时往往需

要将细胞破碎,而现有的机械或化学破碎方法有时难于取得理想的破碎效果,超声波在植

物有效成分的提取中已显示出了明显的优势。

6.微波辅助提取 被提取植物有效成分在微波电磁场中快速转向及定向排列,从而

产生撕裂和相互摩擦引起发热,可以保证能量的快速传递和充分利用,易溶出和释放。是

新发展起来的利用微波能来提高提取效率的新技术。

二、 水蒸气蒸馏法

(一) 水蒸气蒸馏原理

水蒸气蒸馏是分离和纯化与水不相混溶的挥发性有机物常用的方法 (图8 1)。只适

用于难溶或不溶于水、与水不会发生反应、能随水蒸气蒸馏而不被破坏的植物材料成分的

提取。这类成分的沸点多在100℃以上,当温度接近100℃时存在一定的蒸气压,与水在

一起加热时,当其蒸气压和水的蒸气压总和为一个大气压时,液体就开始沸腾,水蒸气将

挥发性物质一并带出。
它的适用范围:①从大量树脂状杂质或不挥发性杂质中分离有机物;②除去不挥发性

的有机杂质;③从固体多的反应混合物中分离被吸附的液体产物;④水蒸气蒸馏常用于蒸

馏那些沸点很高,且在接近或达到沸点温度时易分解、变色的挥发性液体或固体有机物,
除去不挥发性的杂质。但是,对那些与水共沸腾时会发生化学反应的或在100℃左右时蒸
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气压小于1.3kPa的物质,这一方法不适用。

图8 1 水蒸气蒸馏装置

在具体实验室操作时,在水蒸气发生瓶中,加入约占容器3/4的水,待检查整个装置

不漏气后,旋开T形管的螺旋夹,加热至沸。当有大量水蒸气产生并从T形管的支管冲

出时,立即旋紧螺旋夹,水蒸气便进入蒸馏部分,开始蒸馏。蒸馏瓶中的植物材料和水的

总体积为蒸馏瓶容量的1/2为宜,不宜超过2/3。在蒸馏过程中,通过水蒸气发生器安全

管中水面的高低,可以判断水蒸气蒸馏系统是否畅通,若水平面上升很高,则说明某一部

分被阻塞了,这时应立即旋开螺旋夹,然后移去热源,拆下装置进行检查 (通常是由于水

蒸气导入管被树脂状物质或焦油状物堵塞)和处理。如由于水蒸气的冷凝而使蒸馏瓶内液

体量增加,可适当加热蒸馏瓶。但要控制蒸馏速度,以2~3滴为宜,以免发生意外。当

馏出液无明显油珠,澄清透明时,表示蒸馏已基本完成,便可停止蒸馏。其顺序是先旋开

螺旋夹,然后移去热源,否则可能发生倒吸现象。

三、 微波萃取技术

微波萃取又称微波辅助提取 (microwave assistedextraction,MAE),是利用微波

能强化萃取的一种很有潜力的新型萃取技术。1986年,Ganzler首先报道了利用微波萃取

技术从土壤、种子、食品、饲料中分离各种类型化合物的样品制备新方法,并与传统的水

蒸气蒸馏、索氏抽提等技术比较,微波萃取技术可以缩短实验和生产时间、降低能耗、减

少溶剂用量以及废物的产生,同时可以提高收率和提取物的纯度,降低实验操作费用和生

产成本。

(一) 微波加热的原理

微波加热的原理有两个方面:一是通过 “介电损耗”(或称为 “介电加热”)。具有永

久偶极的分子在2450MHz的电磁场中所能产生的共振频率高达4.9×109次/s,使分子

超高速旋转,平均动能迅速增加,从而导致温度升高。二是通过离子传导。离子化的物质

在超高频电磁场中以超高速运动,因摩擦而产生热效应。热效应的强弱取决于离子的大

小、电荷的多少、传导性能及溶剂的相互作用等。一般来讲,具有较大介电常数的化合物
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如水、乙醇、乙腈等,在微波辐射作用下会迅速被加热,而极性小的化合物 (如芳香族化

合物和脂肪烃类)、无净偶极的化合物 (如二氧化碳、二氧六环和四氯化碳等)以及高度

结晶的物质,对微波辐射能量的吸收性能很差,不易被加热微波辐射导致细胞内的极性物

质,尤其是水分子吸收微波能量而产生大量的热量,使细胞内温度迅速上升,液态水气化

产生的压力,将细胞膜和细胞壁冲破,形成微小的孔洞。再进一步加热,细胞内部和细胞

壁水分减少,细胞收缩,表面出现裂纹。孔洞和裂纹的存在使细胞外溶剂易进入细胞内,
溶解并释放细胞内的物质。微波具有很强的穿透力,可以在反应物内外部分同时均匀、迅

速地加热,故提取效率较高。因此,利用微波提取植物有效成分具有简便、快速、加热均

匀的优点。但不适用于热敏性成分的提取。

(二) 微波萃取的原理

微波萃取的原理就是不同物质的介电常数不同,对微波的吸收程度也不同,由此产生

的热量和传递给周围环境的热量也不同。在微波场中,利用不同结构的物质吸收微波能力

的差异,使基体物质中的某些区域或萃取体系中的某些组分被选择性加热,从而使被萃取

物质从基体或体系中分离,进入到介电常数较小、微波吸收能力相对差的萃取剂中。

四、 反胶束萃取技术

在生物工程中,生物成品的分离和提纯常用的方法有沉淀、盐析、过滤及各种层析技

术。此类方法具有处理量小、成本高和间歇操作等缺点,而且由于分离中一般要保持产品

的生物活性 (如蛋白质在40~50℃开始变性,遇有机溶剂也易变性),使传统液液萃取难

以应用,于是学术界在20世纪70年代末提出反胶束萃取这一新技术。

(一) 反胶束萃取的优点

反胶束 (reversedmicelle),也称反胶团,是表面活性剂在非极性有机溶剂中超过临

界胶团浓度 (CMC)时自发形成的热力学稳定、光学透明的球状或圆柱状聚集体。表面

活性剂的疏水的非极性尾部指向有机溶剂,亲水的极性头部指向聚集体内部,形成一个纳

米级大小的极性腔 (polarcore)。此极性腔容纳一定量的水,其内部接近细胞内环境,不

仅能溶解亲水性分子如氨基酸、多肽和蛋白质等,而且能保持它们的活性。近年来,此项

技术又有了诸多新进展,如设计新表面活性剂和添加亲和性配基、反胶团乳化液膜萃取、
用反离子表面活性剂反萃取胶团中酶蛋白及设计新的萃取设备等,大大促进其工业应用的

发展。
反胶束萃取技术之所以日益受到了广泛的重视,是因其具有甚多突出优点:①有很高

的萃取率和反萃取率并具有选择性;②分离、浓缩可以同时进行,过程简单;③条件温

和,不会引起酶蛋白的变性,并能解决酶蛋白 (如细胞内酶)在非细胞环境中迅速失

活的问题;④由于构成反胶束的表面活性剂往往具有细胞破壁功效,因而可直接从完

整细胞中提取有活性的酶蛋白;⑤反胶束萃取技术的成本低,溶剂和表面活性剂可反复

使用。
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(二) 反胶束萃取的原理和制备

表面活性剂溶于水中,当其浓度超过临界胶速浓度 (CMC)时,便形成聚集体,称

为正常胶束;表面活性剂溶于有机溶剂,当浓度大于临界胶团浓度时,会在有机相中形成

聚集体,称为反胶束。反胶束中极性头朝内,非极性尾朝外排列,形成亲水内核,称为

图8 2 正常胶束与反胶束示意图

“水池”。如图8 2所示,在萃取时,
待萃取的原料液以水相形式与反胶束

体系接触,调节各种参数,使其中要

提取的物质以最大限度转入反胶束体

系 (前萃取),后将含该物质的前萃

液与另外一个水相接触。再次调节

pH、离子强度等参数,分出要提取

的物质。反胶束体系的性质常用参数

W0 (或 R)、θ与 N 来表示,其中

W0 为水与表面活性剂的摩尔比,θ
是增溶水相对总体积的浓度,N是组成每个反胶束微粒的表面活性剂分子个数 (聚焦

数)。当 W0 一定时,θ与N决定了胶束微粒的相对浓度,其中最重要的参数为 W0。反胶

束萃取制备方法目前常用转移法、注入法、溶解法等。

第三节 植物有效成分的分离纯化方法

采用上述方法提取所得的植物材料提取物仍然是混合物,须进一步除去杂质,进行分

离、纯化、精制,才能得到所需要的有效成分或有效部位。具体的方法要根据各种成分的

性质来选择。成分不同,所采用的分离纯化的方法也有所不同。实验室和工业生产中通常

采用溶剂分离法、两相溶剂萃取法、盐析法、透析法、结晶法等。

一、 溶剂分离法

(一) 利用极性由小到大采用不同的溶剂依次抽提分离

植物材料的化学成分,在不同极性溶剂中的溶解度不同,根据溶解度的差异进行分离

纯化是最常用的方法。一般是将总提取物,选用3~4种不同极性的溶剂,由低极性到高

极性分步进行提取分离。
具体操作是将上一节中提取得到总提取物,拌入适量吸附剂,然后低温或自然干燥,

粉碎后,置布氏漏斗中,选用3~4种不同极性的溶剂,由低极性到高极性分步依次进行

抽提,使总提取物中各组分,依其在不同极性溶剂中溶解度的差异而得到分段分离。常用

石油醚、氯仿、乙酸乙酯、正丁醇依次提取。有时根据所要成分的性质也用苯、乙醚等

溶剂。
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广而言之,自植物材料提取溶液中加入另一种溶剂,析出其中某种或某些成分,或析

出其杂质,也是一种溶剂分离的方法。植物材料的水提液中常含有树胶、黏液质、蛋白

质、糊化淀粉等,可以加入一定量的乙醇,使这些不溶于乙醇的成分自溶液中沉淀析出,
而达到与其他成分分离的目的。目前,提取多糖及多肽类化合物,多采用水溶解、浓缩、
加乙醇或丙酮析出的办法。

(二) 利用酸碱度进行抽提分离

利用某些成分能在酸或碱中溶解,当加碱或加酸调整溶液的pH后,所需成分又变回

不溶物而析出,以达到分离的目的。具体操作是将上一节的总提取物用酸水 (或碱水)处

理成盐,然后再经碱水 (或酸水)处理,恢复原来的结构,使欲分离成分得以沉淀析出,
最后可以离心或利用与水不相混溶的有机溶剂把这些化合物萃取分离出。例如内酯类化合

物不溶于水,但遇碱开环生成羧酸盐溶于水,再加酸酸化,又重新形成内酯环从溶液中析

出,从而与其他杂质分离。生物碱一般不溶于水,遇酸生成生物碱盐而溶于水,再加碱碱

化,又重新生成游离生物碱。有机酸、酚类成分则可以先用碱液提取,然后加酸酸化使之

沉淀析出。这些化合物可以利用与水不相混溶的有机溶剂进行萃取分离。一般植物总提取

物用酸水、碱水先后处理,可以分为3部分:溶于酸水的为碱性成分 (如生物碱),溶于

碱水的为酸性成分 (如有机酸),酸、碱均不溶的为中性成分 (如甾醇)。还可利用不同

酸、碱度进一步分离,如酸性化合物可以分为强酸性、弱酸性和酷热酚性3种。它们分别

溶于碳酸氢钠、碳酸钠和氢氧化钠,借此可进行分离。有些总生物碱,如长春花生物碱、
石蒜生物碱,可利用不同pH 进行分离。但有些特殊情况,如酚性生物碱紫堇定碱

(corydine)在氢氧化钠溶液中仍能为乙醚抽出,蝙蝠葛碱 (dauricins)在乙醚溶液中能为

氢氧化钠溶液抽出,而溶于氯仿溶液中则不能被氢氧化钠溶液抽出。有些生物碱的盐类,
如四氢掌叶防己碱盐酸盐在水溶液中仍能为氯仿抽出。这些性质均有助于各化合物的分离

纯化。

二、 水溶液两相溶剂萃取法

水溶液两相溶剂萃取法又称双水相萃取技术 (two aqueousphaseextraction),是近

年来出现的、引人注目的、极有前途的新型分离技术。为适应生物工程的迅猛发展,经过

几十年的研究,已涉及酶、生长激素、病毒等各种活性有效成分的分离及提纯。由于它具

有活性损失小、分离步骤少、操作条件温和,且不存在有机溶剂残留的问题等优点,无疑

在植物中有效成分的提取方面颇有前途。

(一) 水溶液两相溶剂萃取法的基本原理

将两种不同的水溶性聚合物的水溶液混合时,当聚合物浓度达到一定值,体系会自然

的分成互不相溶的两相。双水相体系的形成主要是由于高聚物之间的不相溶性,即高聚物

分子的空间阻碍作用,相互无法渗透,不能形成均一相,从而具有分离倾向,在一定条件

下即可分为二相。水溶液两相溶剂萃取原理是依据物质在两相间的选择性分配,当物质进
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入双水相体系后,由于表面性质、电荷作用和各种力 (如憎水键、氢键和离子键等)的存

在和环境的影响,使其在上、下相中的浓度不同。分配系数等于物质在两相的浓度比,各

种物质的值不同,因而双水相体系对生物物质的分配具有很大的选择性。萃取时如果各组

分在两相溶剂中的分配系数相差越大,则分离效率越高,分离的效果就越好。
实验室萃取常用的有机溶剂有石油醚、氯仿、乙醚、乙酸乙酯、正丁醇等。如果

水提取液中的欲分离的成分是亲脂性的物质,一般多用亲脂性有机溶剂,如石油醚、
苯、氯仿或乙醚与水相之间进行两相萃取;如果有效成分是亲脂性弱的物质,在亲

脂性溶剂中难溶解,就需要改用亲脂性弱的有机溶剂,例如乙酸乙酯、正丁醇等与

水相之间进行两相萃取。另外,还可以根据需要在氯仿、乙醚中加入适量乙醇或甲

醇以增大有机溶剂的亲水性,利于有效成分的溶出。不过,一般有机溶剂亲水性越

大,与水作两相进行萃取的效果就越不好。因为较多的亲水性杂质也会被萃取出来,
影响到有效成分的进一步精制。

(二) 水溶液两相溶剂萃取技术的特点

系统含水量多达75%~90%,两相界面张力极低 (10-7~10-4N/m ),有助于保持

生物活性和强化相际间的质量传递。分相时间短 (特别是聚合物/盐系统),自然分相时间

一般只有5~15min。目标产物的分配系数一般大于3,大多数情况下,目标产物有较高

的收率。双水相分配技术易连续化操作。大量杂质能够与所有固体物质一起去掉,与其他

常用固液分离方法相比,双水相分配技术可省去1~2个分离步骤,使整个分离过程更经

济。设备投资费用少,操作简单,不存在有机溶剂残留问题。

(三) 水溶液两相溶剂萃取技术的工艺流程 (图8 3)

    

图8 3 水溶液两相溶剂萃取工艺流程

两相溶剂萃取一般是在分液漏斗或萃取罐中进行。如为小量萃取,可在分液漏斗中进

行;如系中量萃取,可在较大的适当的下口瓶中进行。在水提液中加入约1/3的有机溶

剂,缓缓振摇几分钟,放置令其自然分层。要避免猛烈摇动,以免产生乳化,影响分层。
如果容易产生乳化,大量提取时要避免猛烈振摇,可延长萃取时间。如碰到乳化现象,可

将乳化层分出,再用新溶剂萃取,或将乳化层稍稍加热,或较长时间放置,并不时旋转,
令其自然分层,有时加适量的氯化钠也有助于分层。乳化现象较严重时,也可以采用两相
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溶剂逆流连续萃取装置。
控制水提取液的浓度最好在相对密度1.1~1.2之间。过浓容易萃取不完全;过稀则

溶剂用量太大,影响操作。每次所用溶剂与水溶液应保持一定的比例。第一次提取时,溶

剂要多一些,一般为水提取液的1/3~1/2为宜,以后的用量可以少一些,一般为

1/6~1/4即可。一般萃取3~4次即可完成。但亲水性较大的成分不易转入有机溶剂层时,
须增加萃取次数,或改变萃取溶剂。

(四) 逆流连续萃取法

逆流连续萃取法是一种连续的两相溶剂萃取法。其装置可具有一根、数根或更多的萃

取管。管内用小瓷圈或小的不锈钢丝圈填充,以增加两相溶剂萃取时的接触面。检查萃取

是否完全,可取样品用薄层层析、纸层析及显色反应或沉淀反应进行。

(五) 逆流分配法

逆流分配法 (countercurrentdistribution,CCD)又称逆流分溶法、逆流分布法或反

流分布法。与两相溶剂逆流萃取法原理相似,是一种加样量一定,在一定容量的两相溶剂

中,经多次移位萃取分配而使混合物分离的分离方法。本法所采用的逆流分布仪是由若干

只管子组成。若无此仪器,小量萃取时可用分液漏斗代替。溶剂选择的原则是对混合物分

离效果较好,即分配系数差异大的两种不相混溶的溶剂。预先选择对混合物分离效果较

好,即分配系数差异大的两种不相混溶的溶剂,并参考分配层析的行为分析推断和选用溶

剂系统,通过试验测知要经多少次的萃取移位而达到真正的分离。逆流分配法对于分离具

有非常相似性质的混合物,往往可以取得良好的效果。但操作时间长,萃取管易因机械振

荡而损坏,消耗溶剂较多,应用上常受到一定限制。

(六) 液滴逆流层析

液滴逆流层析又称液滴逆流层析法,是近年来在逆流层析法基础上改进的两相溶剂萃

取法。对溶剂系统的选择基本同逆流层析法,但要求能在短时间内分离成两相,并可生成

有效的液滴。由于移动相形成液滴,在细的分配萃取管中与固定相有效地接触、摩擦,不

断形成新的表面,促进溶质在两相溶剂中的分配,故其分离效果往往比逆流层析法好,且

不会产生乳化现象,用氮气压驱动移动相,被分离物质不会因遇大气中氧气而氧化。本法

必须选用能生成液滴的溶剂系统,处理样品量较小 (1g以下),并要求有一定设备。应用

液滴逆流分配法曾有效地分离多种微量成分如柴胡皂甙,但对高分子化合物的分离效果较

差。液滴逆流分配法的装置,近年来虽不断在改进,但是,装置和操作均较繁琐,所以应

用较少。目前,对适用于逆流分配法进行分离的成分,可采用两相溶剂逆流连续萃取装置

或分配柱层析法替代。

三、 盐 析 法

盐析法是在中草药的水提液中加入无机盐至一定的浓度 (半饱和或饱和状态)后,可
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使提取液中的某些成分在水中的溶解度降低而与水溶性大的杂质分离析出沉淀,从而达到

与水溶性大的杂质分开的一种分离方法。一般的生物碱、皂苷、挥发油等都可用盐析从水

溶液中分离出来。有些成分如原白头翁素、麻黄碱、苦参碱等水溶性较大,在提取时,亦

往往先在水提取液中加入一定量的食盐,再用有机溶剂萃取。常用作盐析的无机盐有氯化

钠、氯化钾、氯化钙、硫酸钠、硫酸镁、碳酸钾等。

四、 透 析 法

透析法是利用小分子物质在溶液中可通过半透膜,而大分子物质不能通过半透膜的性质

来达到分离的一种纯化方法。例如分离和纯化皂甙、蛋白质、多肽、多糖等物质时,可用透

析法以除去无机盐、单糖、双糖等杂质。反之也可将大分子的杂质留在半透膜内,而将小分

子的物质通过半透膜进入膜外溶液中,而加以分离精制。透析是否成功与透析膜的规格关系

极大。透析膜的膜孔有大有小,要根据欲分离成分的具体情况而选择。透析膜有动物性膜、
火棉胶膜、羊皮纸膜 (硫酸纸膜)、蛋白质胶膜、玻璃纸膜等。实验室操作多用市售的玻璃

纸或动物性半透膜扎成袋状,外面用尼龙网袋加以保护,小心加入欲透析的样品溶液,悬挂

在清水容器中。经常更换清水使透析膜内外溶液的浓度差加大,必要时适当加热,并加以搅

拌,以利透析速度加快。为了加快透析速度,还可应用电透析法,即在半透膜旁边纯溶剂两

端放两个电极,接通电路,则透析膜中的带有正电荷的成分如无机阳离子、生物碱等向阴极

移动,而带负电共荷的成分如无机阴离子、有机酸等则向阳极移动,中性化合物及高分子化

合物则留在透析膜中。透析是否完全,须取透析膜内溶液进行定性反应检查。
一般透析膜可以通过把动物半透膜 (如猪、牛的膀胱膜)用水洗净,再以乙醚脱脂制

成。蛋白质胶 (明胶)膜可用20%含量的明胶涂于细布上,阴干后放入水中,再加甲醛

使膜凝固,冲洗干净即成;羊皮纸膜的制作是将滤纸浸入50%的硫酸15~60min,取出

铺在板上,以水冲洗制得,其膜孔大小与硫酸浓度、浸泡时间以及用水冲洗速度相关;火

棉胶膜的制作是将火棉胶溶于乙醚及无水乙醇,涂在板上,干后放于水中制得,其膜孔大

小与溶剂种类、溶剂挥发速度有关。使膜孔增大可在溶剂中加入适量水,使膜孔缩小可在

溶剂中加入少量醋酸。

五、 结晶、 重结晶和分步结晶法

结晶是把含有固体溶质的饱和溶液加热蒸发溶剂或降低温度后,使原来溶解的溶质成

为有一定几何形状的固体 (晶体)析出的过程。一般地说,植物的化学成分在常温下多半

是固体物质,常具有结晶的通性。因此,可以根据溶解度的不同,用结晶法来达到分离和

纯化的目的。结晶法在植物有效成分分离的后期是实验室常用的纯化方法。一旦获得结

晶,就能有效地进一步精制成为单体纯品。求得结晶并制备成单体纯品,就成为鉴定植物

有效成分、研究其分子结构重要的一步。但是,并非由前面所述方法提取得到的所有的提

取液都可以直接用结晶法分离、纯化,过多杂质的存在会干扰结晶的形成,有时少量的杂

质也会阻碍晶体的析出。因此,结晶前应该先尽可能地除去杂质。
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(一) 杂质的除去及溶剂的选择

植物材料经过溶剂提取和初步分离后所得到的成分,大多仍是混合的组分,仍然含有杂

质。混合物中的杂质,有时即使是少量或微量杂质存在,也能阻碍或延缓结晶的形成。所

以,在制备结晶时,必须注意尽可能除去杂质对结晶的干扰。除去杂质的方法很多,可采用

前面提到的溶剂法,可选用溶剂溶出杂质,或只溶出所需要的成分;有时可用少量活性炭等

进行脱色处理,以除去有色杂质,沉淀法、透析法、超滤法等也是常用的除去杂质的方法。
也可将粗提物通过装有氧化铝、硅胶、硅藻土、大孔吸附树脂等的柱子层析处理后,再进行

结晶。选择柱层析用填料时,应根据所要成分的性质,注意使其不被吸附而损失。
如果一再处理仍未达到纯品的成分结晶化,则可先制备其晶态的衍生物,再纯化还原

后,可望得到结晶。例如游离生物碱常可先制备成生物碱盐类,羟基化合物可先转变成乙

酰化物,羰基化合物可先制备成苯腙衍生物结晶。美登碱就是反复分离精制仍难以得到结

晶,但如果先制备成3 溴丙基美登碱结晶后,再经水解除去溴丙基,美登碱就能制备成

为结晶。
合适的溶剂是结晶的关键。制备结晶,要注意选择合宜的溶剂和应用适量的溶剂。适

宜的结晶溶剂,最好是在冷时对所要的成分溶解度较小,而热时溶解度又较大的溶剂。溶

剂的沸点亦不宜太高。一般常用甲醇、丙酮、氯仿、乙醇、乙酸乙酯等。但有些化合物在

一般溶剂中不易形成结晶,而在某些溶剂中则易形成结晶。例如在冰醋酸中葛根素、逆没

食子酸易形成结晶;在吡啶中大黄素易结晶;在丙酮一水中穿心莲亚硫酸氢钠加成物较易

得到结晶;蝙蝠葛碱通常为无定形粉未,但能和氯仿或乙醚形成为加成物结晶。

(二) 结晶溶液的制备

一般是用适量的溶剂在加温的情况下,将化合物溶解使之成为过饱和的溶液,然后再

放置冷处。如果在室温中可以析出结晶,就不一定放于冰箱中,以免伴随结晶析出更多的

杂质。制备结晶溶液,除选用单一溶剂外,在生产上也常采用混合溶剂。一般是先将化合

物溶于易溶的溶剂中,再在室温下滴加适量的难溶的溶剂,直至溶液微呈浑浊,并将此溶

液微微加温,使溶液完全澄清后放置。如虎杖苷重结晶时,可先溶于水,制成饱和水溶

液,在已精制饱和的水溶液上再加一层乙醚放置,既有利于溶出其共存的脂溶性杂质,又

可降低水的极性,促使虎杖苷的结晶。
一般在结晶过程中,溶液浓度越高,降温越快,析出结晶的速度也就越快。但是,其

结晶的颗粒较小,杂质也可能多些。有时自溶液中析出的速度太快,超过化合物晶核的形

成分子定向排列的速度,往往只能得到无定形粉末。有时溶液太浓,黏度大反而不易结

晶。如果溶液浓度适当,温度慢慢降低,有可能析出结晶较大而纯度较高的结晶。

(三) 制备结晶的操作方法

制备结晶的方法通常有浓缩结晶法和降温结晶法两种。浓缩结晶法是将溶液加热蒸发

(或慢慢挥发),过饱和的溶质就能成固体析出的方法,对溶解度受温度变化影响不大的固

体溶质适用。降温结晶法是先用适量的溶剂在加温的情况下,将化合物溶解制成饱和溶
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液,然后再放置冷处,通常放于冰箱中让其溶质从溶液中析出,适用于溶解度受温度变化

的固体溶质的结晶。

(四) 重结晶及分步结晶

第一次结晶得到晶态物质往往不是很纯,可以用溶剂溶解再次结晶精制,这个过程叫

重结晶,这种方法称为重结晶法。在制备结晶时,通常在形成一批结晶后,立即吸出上层

的母液于干净的容器中,母液放置后可以得到第二批结晶,如此下去可以得到各级的结

晶。另外,结晶经重结晶后所得的母液,也通常再经上述处理又可分别得到第二批、第三

批结晶。这种方法则称为分步结晶法或分级结晶法。在分级结晶过程中,结晶的析出速度

总是越来越快,纯度也是越来越高。所以,分步结晶法各部分所得结晶,其纯度往往有较

大的差异,在检查前最好不要贸然混在一起,以免纯度又下降。

六、 超滤技术

超滤技术是膜提取分离技术的一种,是根据分子量的差异,选择一定截留分子量的膜

除去杂质,富集有效部位或有效成分的分离方法。自20世纪90年代以来以其高效、节能

和绿色等特点,在中药提取分离中的应用越来越多。超滤技术能耗低,分离效率高,可用

于热敏性物质分离,主要用于注射液、口服液的澄清,不同分子量的截留,有效成分的分

离纯化等方面。注射液如生脉散、伸筋草、积实、补骨脂、丹参等;口服液如人参精、生

脉饮、海龙蛤蚧精、四逆汤等,有效成分如绞股蓝总苷、黄琴苷等。

(一) 超滤技术概念

超滤 (UF)是以压力为推动力,利用超滤膜不同孔径对液体进行分离的物理筛分过

程。其分子切割量 (CWCO)一般为6~500ku,孔径为100nm。超滤同反渗透技术类

似,是以压力为推动力的膜分离技术。在从反渗透到电微滤的分离范围的谱图中,居于纳

滤 (NF)与微滤 (MF)之间,截留分子量范围为50~500000u,相应膜孔径大小的近

似值为5~100nm。

(二) 超滤膜的分类

超滤膜主要分为卷式、板框式、管式和中空纤维式。其中,中空纤维式是国内应用最

为广泛的一种。其典型特点为没有膜的支撑物,是靠纤维管的本身强度来承受工作压力

的。根据膜的致密层是在中空纤维的内表面或者外表面,又分为内压式和外压式。现在应

用的为清一色全为外压式。主要优点为单位容积内装填的有效膜面积大,且占地面积小。

(三) 超滤技术分离原理及特点

超滤技术是通过膜表面的微孔结构对物质进行选择性分离。当液体混合物在一定压力

下流经膜表面时,小分子溶质透过膜 (称为超滤液),而大分子物质则被截留,使原液中

大分子浓度逐渐提高 (称为浓缩液),从而实现大、小分子的分离、浓缩、净化的目的。
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中空纤维超滤膜组件具有装填密度大、结构简单、操作方便等特点。分离过程为常温

操作,无相态变化,节省能源,并且不产生二次污染。
膜装置有微电脑自动控制型和一般手动控制型,可采用正向清洗与反向清洗两种方

式,也可以在线清洗。

(四) 超滤过程原理

超滤是以压力差为推动力的膜分离过程,一般用于液相分离。超滤所用的膜为非对称

膜,其表面活性分离层平均孔径为1~20nm,能够截留分子量为500u以上的大分子与胶

体微粒,所用操作压差在0.1~0.5MPa。微滤所用的膜为微孔膜,原料液在压差作用下,
其中水 (溶剂)透过膜上的微孔流到膜的低压侧,为透过液,大于膜孔的微粒被截留,从

而实现原料液中的微粒与溶剂的分离。微滤过程对微粒的截留机理是筛分作用,决定膜的

分离效果是膜的物理结构、孔的形状和大小。原料液在压差作用下,其中溶剂透过膜上的

微孔流到膜的低限侧,为透过液,大分子物质或胶体微粒被膜截留,不能透过膜,从而实

现原料液中大分子物质与胶体物质和溶剂的分离。超滤膜对大分子物质的截留机理主要是

筛分作用,决定截留效果的主要是膜的表面活性层上孔的大小与形状。除了筛分作用外,
膜表面、微孔内的吸附和粒子在膜孔中的滞留也使大分子被截留。实践证明,有的情况

下,膜表面的物化性质对超滤分离有重要影响。因为超滤处理的是大分子溶液,溶液的渗

透压对过程有影响。从这一意义上说,它与反渗透类似。但是,由于溶质分子量大、渗透

压低,可以不考虑渗透压的影响。
超滤膜一般为非对称膜,其制造方法与反渗透法类似。超滤膜的活性分离层上有无数

不规则的小孔,且孔径大小不一,很难确定其孔径,也很难用孔径去判断其分离能力,故

超滤膜的分离能力均用截留分子量来予以表述。定义能截留90%的物质的分子量为膜的

截留分子量。目前用作超滤膜的材料主要有聚砜、聚砜酰胺、聚丙烯氰、聚偏氟乙烯、醋

酸纤维素等。微滤膜一般均为均匀的多孔膜,孔径较大,可用多种方法测定,可直接用测

得的孔径来表示其膜孔的大小。
超滤是以压差作为推动力的膜分离过程。它们组成了可以分离溶液中的离子、分子、

固体微粒的这样一个三级分离过程,根据所要分离物质的不同,选用不同的方法。

(五) 超滤过程与操作

一般而言,超滤的膜孔堵塞问题十分严重,往往需要高压反冲技术予以再生。与反渗

透过程相似,超滤过程也必须克服浓差极化和膜孔堵塞带来的影响。因此,在设计超滤过

程时,除要注意膜面流速的选择、料液的湍动、预处理以及膜的清洗等因素以外,尚需特

别注意对膜的反冲洗以恢复膜的通量。由于超滤过程膜通量远高于反渗透过程,因此,其

浓差极化更为明显,很容易在膜面形成一层凝胶层,此后膜通量将不再随压差增加而升

高,这一渗透量称之为临界渗透通量。对一定浓度的某种溶液而言,压差达到一定值后渗

透通量达到临界值。所以,实际操作应选在接近临界渗透通量附近操作,此时压差一般在

0.4~0.6MPa,过高的压力不仅无益反而有害。
超滤过程操作一般均呈错流,即料液与膜面平行流动,料液流速影响着膜面边界层的
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厚度,提高膜面流速有利降低浓差极化影响,提高过滤通量,这与反渗透过程机理类似。
微滤过程以前大都采用折褶筒过滤,属终端过滤,对固相含量高的料液无法处理,近年来

发展起来的错流微滤技术的过滤过程类似反渗透和超滤,设计时可以借鉴。微滤、超滤过

程的操作压力、温度以及料液预处理、膜清洗过程的原理与反渗透极为相似,但其操作过

程亦有自己的特点。
常用的超滤过程操作模式有单段间歇操作、单段连续操作和多段连续操作3种。

1.单段间歇操作 在超滤过程中,为了减轻浓差极化的影响,膜组件必须保持较高

的料液流速,但膜的渗透通量较小,所以,料液必须在膜组件中循环多次才能使料液浓缩

到要求的程度,这是工业过滤装置最基本的特征。两种回路的区别在于闭式回路中料液从

膜组件出来后不进料液槽而直接流至循环泵入口,这样输送大量循环液所需能量仅仅是克

服料液流动系统的能量损失,而开式回路中的循环泵除了须提供料液流动系统的能量损失

外,还必须提供超滤所需的推动力即压差,所以闭式回路的能耗低。
间歇操作适用于实验室或小规模间歇生产产品的处理。

2.单段连续操作 与间歇操作相比,其特点是超滤过程始终处于接近浓缩液的浓度

下进行,因此渗透量与截留率均较低。为了克服此缺点,可采用多段连续操作。

3.多段连续操作 各段循环液的浓度依次升高,最后一段引出浓缩液,因此前面几

段中料液可以在较低的浓度下操作。这种连续多段操作适用于大规模工业生产。

七、 大孔树脂吸附技术

大孔吸附树脂是20世纪60年代初开发出的一类新型高分子分离材料,是一种高聚物

吸附剂。大孔树脂吸附分离技术是采用特殊的吸附剂,从植物提取液中有选择地吸附其中

的有效成分,除去无效成分的一种提取精制新工艺。大孔吸附树脂是在离子交换树脂的基

础上发展起来的。1935年英国的Adams和Holmes开创了离子交换树脂领域。20世纪50
年代末大孔离子交换树脂的合成是离子交换树脂发展的一个里程碑。20世纪60年代末合

成了大孔吸附交换树脂,并于70年代末用于植物有效成分的分离。我国80年代后开始大

孔吸附交换树脂工业规模的生产和应用。大孔吸附树脂目前多用于工业废水处理、食品添

加剂的分离精制、中草药有效成分、维生素和抗菌素等的分离提纯和化学制品的脱色、血

液的净化等方面。

(一) 大孔树脂吸附技术概念

大孔树脂吸附技术是利用特殊的吸附剂———大孔吸附树脂的吸附性和分子筛相结合的

原理,从植物提取液中有选择性地吸附其中的有效成分,富集有效成分、除去杂质的一种

分离技术。其操作的基本程序大多是中药提取液、通过大孔树脂吸附有效成分、乙醇溶液

梯度洗脱、回收溶剂得到液浸膏、干燥、半成品。

(二) 大孔吸附树脂的特性及原理

大孔吸附树脂 (macroporousabsorptionresin)是吸附树脂的一种,属于功能高分子
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材料,是近30余年来发展起来的一类有机高聚物吸附剂。由聚合单体和交联剂、致孔剂、
分散剂等添加剂经聚合反应制备而成。聚合物形成后,致孔剂被除去,在树脂中留下了大

大小小、形状各异、互相贯通的孔穴。因此,大孔吸附树脂在干燥状态下其内部具有较高

的孔隙率,且孔径较大,在100~1000nm之间,故称为大孔吸附树脂。大孔树脂具有表

面积较大、交换速度较快、机械强度高、抗污染能力强、热稳定好的特点,在水溶液和非

水溶液中都能使用。
大孔吸附树脂理化性质稳定,对有机物选择性较好,不溶于酸、碱及有机溶媒,不受

无机盐类及强离子低分子化合物存在的影响,具有很好的吸附性能,它可以通过物理吸附

从水溶液中有选择地吸附有机物质。根据大孔树脂是吸附性和筛选性原理相结合的分离材

料的原理,有机化合物可以根据吸附力的不同及分子量的大小,在大孔吸附树脂上经一定

的溶剂洗脱而分开。
由于大孔吸附树脂的固有特性,可用于单一或复方的分离与纯化。但大孔吸附树脂型

号很多,性能用途各异,而植物有效成分又极其复杂,因此,必须根据功能明确其有效成

分的类别和性质,根据 “相似相溶”的原则,即一般非极性吸附剂适用于从极性溶液 (如
水)中吸附非极性有机物;而高极性吸附剂适用于从非极性溶液中吸附极性溶质;中等极

性吸附剂,不但能够从非水介质中吸附极性物质,同时具有一定的疏水性,所以,也能从

极性溶液中吸附非极性物质。

(三) 大孔吸附树脂的优点

与传统的除杂方法和工艺相比,采用大孔树脂吸附技术对提取的植物材料进行除杂精

制,有以下优点。
经大孔树脂吸附技术处理后得到的精制物可使植物有效成分高度富集,杂质少,提取

得率比一般水煮法和醇沉法高,剂量缩小了,杂质少了,内在质量提高了,有利质量控

制。如人参茎叶中也含人参皂甙,可以提取出来作为药用,但含量低,用一般方法提取麻

烦,而用大孔树脂吸附技术提纯后人参皂甙含量可达70%以上,很方便。再如,中药水

煎提取物体积大,有效成分含量低,剂量太大剂型选择困难,给生产带来难题,如果用大

孔树脂吸附技术处理,问题就较好解决。
传统工艺制备的中成药大部分具有较强的吸潮性,是中药生产及储藏中长期存在的难

题。而经大孔树脂吸附技术处理后,可有效地除去水煎液中大量的糖类、无机盐、黏液质

等吸潮成分,有利增强产品的稳定性。
大孔树脂吸附技术能缩短生产周期,所需设备简单,免去了静置沉淀、浓缩等耗时多

的工序。节约包装,降低成本。

第四节 色谱技术

色谱法,又称层析法,是分离纯化和定性定量鉴定植物有效成分的重要方法之一。色

谱法的基本原理是利用混合样品的各组分在互不相溶的两 “相”溶剂之间的分配系数之差

异 (分配色谱)、组分对吸附剂吸附能力不同 (吸附色谱)、分子的大小的差异 (排阻色
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谱)或其他亲和作用的差异,来进行反复地吸附或分配,从而使混合物中的各组分得以

分离。
色谱法有两种不同的相:一种为固定相,即固定的物质 (可以是固体或液体),另一

种为流动相,即流动的溶液或气体。以气体为流动相的称为气相色谱,液体为流动相的称

为液相色谱。根据各组分在固定相中的作用原理不同又可分为吸附色谱、分配色谱、离子

交换色谱、排阻色谱等。根据载体及操作条件的不同,又可分为纸色谱、薄层色谱、柱色

谱、高效液相色谱、气相色谱等。

一、 纸 色 谱

(一) 纸色谱的原理

纸色谱 (纸层析)是分配色谱的一种。滤纸是水的支持物或载体,附着在纸上的水是

固定相,流动相为有机溶剂和水组成。样品溶液点在纸上,作为展开剂的有机溶剂自下而

上移动,样品混合物中各组分在水—有机溶剂两相发生溶解分配,并随有机溶剂的移动而

展开,最后由于各组分在两相中分配系数不同,迁移速度也就不同,从而使不同的组分在

滤纸上得以分离。各组分的位置一般用比移值Rf (点样线到样品展开完毕后斑点的位置

之间的距离与点样线到展开溶剂前沿距离的比值)表示。Rf值的大小与化合物的结构、
性质、展开的溶剂系统、温度、展开方式等有关。纸色谱在糖类化合物、氨基酸和蛋白

质、天然色素等有一定亲水性的化合物的分离中有广泛的应用。

(二) 纸色谱的操作

色谱所用溶剂应与试样不起化学反应,并应用纯度较高的溶剂。色谱时的温度,除气

相色谱法或另有规定外,系指在室温下操作。选择的滤纸要质地均一、厚薄适宜、平整无

折痕,杂质要少。含有过多的杂质会影响分析的结果。一般定性分析需要使用较薄的滤

纸,而分离制备则需要厚质滤纸。
选择纸色谱条件主要是选择合适的展开剂。纸色谱的展开剂常由有机溶剂和水组成,

往往不是单一溶剂。合适的展开剂一般有一定的极性,难溶于水。在有机溶剂和水相之

间,不同的有机物有不同的分配性质。在水相中分配得多的是水溶性大或能形成氢键的化

合物,而极性弱的化合物在有机相中分配多。展开剂借毛细管的作用沿滤纸上行时,带着

样品中的各组分以不同的速度向上移动。水溶性大或能形成氢键的化合物移动较慢,极性

弱的化合物移动较快。随展开剂的不断上移,混合物中各组分在两相之间反复进行分配,
从而把各组分分开。展开剂的选择原则上要求欲分离样品的各组分在该溶剂系统中的Rf

值差异较大,且该系统对样品有良好的溶解性能,不会与样品发生化学反应,组成的比例

也不应该受温度影响。样品的浓度一般配制成0.5~15mg/ml的溶液,然后用毛细点样

管点于离滤纸底边2~4cm的点样线上。点样时可以采用少量多次点样的方法,点样量不

宜过大,超载会导致拖尾现象,影响分离效果。
根据溶剂的移行方向,可分为上行法和下行法。在分离一些复杂的组分时,还常采用
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双向纸层析,就是先用一种展开系统展开后,冷风吹干后,再采用另一种展开系统在与前

一次展开垂直的方向做第二次展开。展开结束后,取出滤纸,马上用铅笔记下溶剂前沿的

位置,吹干滤纸后进行检识。

二、 薄层色谱

(一) 薄层色谱的原理

薄层色谱 (thinlayerchromatography,TLC),也称薄层层析,属固—液吸附色谱,
是色谱法中的一种,是快速分离和定性分析少量物质的一种很重要的实验技术。常用的有

吸附色谱和分配色谱两类。是将适宜的固定相涂布于玻璃板、塑料或铝基片上,成一均匀

薄层。待点样、展开后,与适宜的对照物按同法所得的色谱图作对比,用以进行药品的鉴

别、杂质检查或含量测定的方法。它兼备了纸色谱和柱色谱的优点。一方面适用于少量样

品 (几微克甚至0.01μg)的分离;另一方面在制作薄层板时,把吸附层加厚加大,因此,
又可用来精制样品。此法特别适用于挥发性较小或较高温度易发生变化而不能用气相色谱

分析的物质。此外,薄层色谱法还可用来跟踪有机反应及进行柱色谱之前的一种 “预试”。
常用作柱色谱的先导,用来预试摸索柱色谱的洗脱条件。

吸附色谱 (adsorptionchromatography)的原理是利用混合物中的各组分对固体吸附

剂的吸附能力不同而达到分离的层析方法。液—固吸附色谱是运用较多的一种方法,特别

适用于很多中等分子量的样品 (相对分子质量小于1000u的低挥发性样品)的分离,尤

其是脂溶性成分;一般不适用于高分子量样品如蛋白质、多糖或离子型亲水化合物等的分

离。吸附层析的分离效果,决定于吸附剂、溶剂和被分离化合物的性质这3个因素。
分配色谱 (partitionchromatography)是利用混合物在互不相溶的两相中分配系数不

同而将混合物分离开。

(二) 薄层色谱的操作

制薄层板的主要原料是吸附剂 (支持剂)和黏结剂。薄层吸附色谱用的吸附剂是氧化

铝、硅胶、聚酰胺,薄层分配色谱的支持剂为硅藻土和纤维素。其颗粒大小,一般要求直

径为10~40μm。薄层涂布,一般可分无黏合剂和含黏合剂两种。前者系将固定相直接涂

布于玻璃板上,后者系在固定相中加入一定量的黏合剂,一般常用10%~15%煅石膏混匀

后加水适量使用,或用羧甲基纤维素钠水溶液 (0.5%~0.7%)适量调成糊状,均匀涂布

于玻璃板上。也有含一定固定相或缓冲液的薄层。
薄层层析所用的玻璃板,除另有规定外,用5cm×20cm,10cm×20cm或20cm×

20cm的规格,要求光滑、平整,洗净后不附水珠,晾干。玻璃板洗净干燥后,将1份固

定相和3份水在研钵中向一方向研磨混合,除去表面的气泡后,倒入涂布器中,在玻板上

平稳地移动涂布器进行涂布 (厚度为0.2~0.3mm),使之成薄层。然后把铺好的薄层板

放在平台上晾至干透。将干透的薄层板置于105~110℃烘箱中加热活化0.5~1h,活性

板置于干燥器中保存备用。使用前检查其均匀度 (可通过透射光和反射光检视)。
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在离薄层板距底边2.0cm处,用铅笔轻轻地画一条线作为点样基线。点样器点样于

薄层板上,一般为圆点,点间距离可视斑点扩散情况以不影响检出为宜。点样时必须注意

勿损伤薄层表面。
薄层层析中多组分的样品的分离关键在于展开剂的选择。展开剂的选择主要根据样品

的极性、溶解度和吸附剂的活性等因素来考虑。一般地说,在薄层板上凡溶剂的极性越

大,对化合物的洗脱力越大,即溶质在薄层板上移动的距离也越大 (如果样品在溶剂中有

一定的溶解度),极性越小,对化合物的洗脱力越小。薄层的展开在密闭的容器中进行。
根据薄层板的大小,选用不同的器皿。先将选择的展开剂放入色谱器中,使色谱器内空气

饱和5~10min,再将点好试样的薄层板放入色谱器中进行展开,展开的方式可分为上行

展开、下行展开、平卧展开及径向展开。通常用上行法,但软板 (未加黏合剂)只能用倾

斜上行。点样的位置必须在展开剂液面之上,当展开剂上升到薄层的前沿 (离前端5~
10mm)或多组分已明显分开时,取出薄层板放平晾干,用铅笔画出溶剂前沿的位置后,
即可显色。由于薄层色谱要在短的距离内 (10~20cm)使化合物得到分离,用单一溶剂

常不宜达到分离效果,一般都用两个或两个以上的溶剂按不同比例混合而成。
如果化合物本身有颜色,薄层板 (硅胶G、氧化铝G)分离后可以直接在日光下观察

它的斑点;如果本身无色,可先在紫外灯光下观察有无荧光斑点 (有苯环的物质都有),
用铅笔在薄层板上画出斑点的位置;对在紫外灯光下不显色的,可放在含少量碘蒸气的容

器中显色来检查色点 (因为许多化合物都能和碘成黄棕色斑点),显色后,立即用铅笔标

出斑点的位置。另外,还有许多种显色剂,可以根据不同的化合物,选用不同的显色剂。
检识到化合物后,记下各斑点中心位置,通常用比移值Rf表示物质移动的相对距离。Rf

值随分离化合物的结构、固定相、流动相的性质、温度等多种因素的不同而变化。当各因

素固定时,R 就是一个特定的常数,因而可以作为定性分析的依据。但是,由于影响的因

素太多,实验数据往往与文献报道的不完全一致,因此在鉴定时常采用对照品同步展开

分析。

三、 制备型薄层色谱

制备型薄层色谱 (PTLC)在植物有效成分的分离过程中,用薄层色谱法探索柱层析

的洗脱条件,是实验室的常规方法。在进行柱层析分离时,首先要考虑选用合适的吸附剂

与洗脱剂。通过薄层的预试验,就可以摸索到比较满意的分离条件,即可将此条件用于柱

层析。常与常压柱色谱配合使用,尤其是在一些还没有现代分离手段的实验室。虽然制备

型薄层色谱可以用来分离克量级的样品,但在大多数情况下,人们只是用来分离毫克级的

样品。

(一) 薄层色谱的吸附剂

硅胶是最常用的吸附剂,可用来分离亲脂性或亲水性物质,粒度与孔径大小和相应的

薄层色谱级吸附剂相似。适宜的薄层吸附剂的厚度为0.5~2mm,板的尺寸一般为20cm×
20cm或20cm×40cm。薄层板和薄层厚度的尺寸限制了制备型薄层色谱可以分离的样
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品量。
薄层色谱板可以自己制备,也有预制板市售。自制最大的好处是吸附剂的厚度及组成

可以调节 (最厚可达5mm),在吸附剂中可掺入硝酸银和缓冲物质。薄层板的制备方法根

据吸附剂的类型而定。

(二) 薄层色谱的上样

进行薄层色谱分离的一个最关键的步骤是上样。薄层板最好先用溶剂展开1次,以减

少杂质的混入。上样前将样品用挥发性的溶剂溶解 (低挥发性溶剂可引起点样带变宽),
浓度应在5%~10%。点样带应该尽量窄,以获得更好的分离效果。可用自动点样仪或手

动点样 (点样毛细管或微量进样器)。如果点样带太宽,可先用高极性的溶剂将薄层板展

开至点样带上端2cm处,以起到浓缩的作用,然后将薄层板晾干,再用所需展开剂展开。

(三) 薄层色谱的展开

展开剂的选择可用分析型薄层色谱预试验来确定。由于两者的吸附剂颗粒大小几乎相

同,可将分析型薄层色谱的展开剂条件直接用于制备型薄层色谱展开。正己烷—乙酸乙

酯,正己烷—丙酮,氯仿—甲醇等这几种两相溶剂系统的不同比例,经常被用来进行制备

型薄层色谱的展开。在溶剂系统中加入少量的乙酸 (或二乙胺)可以改进对酸性 (或碱

性)物质的分离效果。
展开时可将多块制备型薄层色谱板放在一大玻璃容器内同时展开。展开前要让展开剂

在展开缸充分饱和。如果一次展开分离效果不好,还可采用多次展开以提高各组分的分离

程度。前一次展开后需干燥薄层板,挥干溶剂后方可进行下一次的展开。

(四) 回收分离物质

展开结束后,有紫外吸收的化合物,可以在紫外灯下确认色带位置,无紫外吸收的化

合物,可采用在板上面覆盖一块玻璃板,然后在板的边缘喷洒显色剂来确认色带的位置。
在确定各组分色带的位置后,用刮刀将该色带从板上刮下,然后用极性尽量低 (极性越

高,往往被提出的杂质的量就越大),对该化合物溶解度好的溶剂洗脱,过滤除去吸附剂,
收集洗脱液,回收溶剂,即可。甲醇可溶解硅胶及其中含有的一些杂质,因此并不适合用

来洗脱。较合适的溶剂是丙酮、乙醇或氯仿。

四、 柱 色 谱

柱色谱属于液—固吸附色谱,是基于吸附和溶解性质的分离技术。柱色谱 (柱层析)
常用的有吸附柱色谱、分配柱色谱、凝胶过滤柱色谱、离子交换柱色谱等。

(一) 柱色谱的原理

当混合物溶液加在固定相上,固体表面借各种分子间力 (包括范德华力和氢键)作用

于混合物中各组分,以不同的作用强度被吸附在固体表面。由于吸附剂对各组分的吸附能
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力不同,当流动相流过固体表面时,混合物各组分在液—固两相间分配。吸附牢固的组分

在流动相分配少,吸附弱的组分在流动相分配多。流动相流过时各组分会以不同的速率向

下移动,吸附弱的组分以较快的速率向下移动。随着流动相的移动,在新接触的固定相表

面上又依这种吸附—溶解过程进行新的分配,新鲜流动相流过已趋平衡的固定相表面时也

重复这一过程,结果是吸附弱的组分随着流动相移动在前面,吸附强的组分移动在后面,
吸附特别强的组分甚至会不随流动相移动,各种化合物在色谱柱中形成带状分布,实现混

合物的分离。柱色谱的分离效果,决定于吸附剂、溶剂和被分离化合物的性质这3个

因素。

1.柱色谱吸附剂 (固定相) 吸附剂一般是一些具有较大的比表面积的多孔物质,在

其表面有许多吸附中心。常用的吸附剂有氧化铝、硅胶、活性炭、硅藻土等。吸附剂对有

机物的吸附作用有多种形式。吸附剂的吸附作用主要是因为其表面的吸附中心。吸附中心

的多少及其吸附能力的强弱直接影响吸附剂的性能。
硅胶是柱色谱中常用的吸附剂,可用于分离各种有机物,是应用最为广泛的固定相材

料之一。分子式为SiO2·xH2O,是在颗粒表面有很多硅醇基的具有硅氧烷的交链结构的

多孔性物质。硅胶中具有吸附力的活性基团是硅醇基,它能与极性化合物或不饱和化合物

形成氢键或发生其他形式的互相作用,被分离组分由于极性和不饱和程度不同,和硅醇基

互相作用的程度也不同,因而得以分离。硅胶的分离效率与其粒度、孔径及表面积等都有

关。硅胶的粒度越小,均匀性越好,分离效率越高;硅胶的表面积越大,则与样品的相互

作用越强,吸附力越强。
因制备方法和处理方法的差异,色谱用的氧化铝分为碱性、中性和酸性3种。酸性氧

化铝的pH在4~5之间,适于分离酸性物质,如酸性色素、氨基酸等;中性氧化铝的pH
为7.5,适于分离生物碱、挥发油及在酸碱中不稳定的苷类、内酯类等化合物,应用最

广;碱性氧化铝的pH在9~10.5之间,适用于分离一些碱性和中性植物有效成分,如对

生物碱类的分离颇为理想。
活性炭是使用较多的一种非极性吸附剂,常用于分离极性较弱或非极性有机物。层析

用的活性炭,一般分为粉末状活性炭、颗粒状活性炭和锦纶活性炭3种。
活性炭在水溶液中吸附力最强而在有机溶剂中吸附力较弱。故水的洗脱能力最弱,而

有机溶剂则较强。主要用于分离水溶性成分,如氨基酸、糖类及某些苷。活性炭对极性基

团多的化合物的吸附力大于对活性基团少的化合物的吸附力,对大分子化合物的吸附力大

于小分子化合物。

2.柱色谱展开剂 (流动相) 在柱层析时所用的溶剂习惯上称洗脱剂,由单一溶剂或

混合溶剂组成,用于薄层或纸层析时常称展开剂。展开剂对选定了固定相的色谱分离有重

要的影响。在色谱分离过程中混合物中各组分在吸附剂和展开剂之间发生吸附—溶解分

配。强极性展开剂对极性大的有机物溶解的多,弱极性或非极性展开剂对极性小的有机物

溶解的多。随展开剂的流过不同极性的有机物以不同的次序形成分离带。洗脱剂的选择,
需根据被分离物质的性质与所选用的吸附剂性质这两者结合起来加以考虑。分离强极性成

分,宜选用活性低的吸附剂,选用极性溶剂为洗脱剂;分离极性弱的组分,宜选用活性高

的吸附剂,一般选用弱极性溶剂为洗脱剂;中等极性组分则选用中间条件进行分离。当一
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种溶剂不能实现很好的分离时,选择使用不同极性的溶剂分级洗脱。如一种溶剂作为展开

剂只洗脱了混合物中一种化合物,对其他组分不能展开洗脱,需换一种极性更大的溶剂进

行第二次洗脱。这样分次用不同的展开剂可以将各组分分离。
洗脱时应该由小极性溶剂开始,逐渐增大洗脱的极性。这种极性的增大是一个十分缓

慢的过程,称为梯度洗脱,使吸附在层析柱上的各组分逐个被洗脱。如果极性增大过快

(梯度太大),就不能获得满意的分离效果。

3.被分离物质 被分离的物质与吸附剂、洗脱剂共同构成吸附层析中的3个要素,
彼此紧密相连。吸附剂与洗脱剂固定的情况下,各组分的分离情况直接与被分离物质的结

构与性质有关。对极性吸附剂而言,成分的极性越大,吸附性就越强。例如分子中极性基

团的数目愈多,被吸附的可能就会更大些。要根据被分离物质的性质,首先要考虑被分离

物质的极性,来选择合适的吸附剂与洗脱溶剂。通常欲分离的混合物不同,采用的条件也

不同,具体应用时还要通过大量的摸索实践才能找到最合适的分离条件。

(二) 吸附柱色谱

利用混合物中的各组分对固体吸附剂 (固定相)的吸附能力不同而达到分离的层析方

法。液—固吸附色谱是运用较多的一种方法,特别适用于很多中等分子量的样品 (相对分

子质量小于1000的低挥发性样品)的分离,尤其是脂溶性成分,一般不适用于高分子量

样品如蛋白质、多糖或离子型亲水性化合物等的分离。
吸附柱色谱操作分为装柱、加样和洗脱3个步骤。
装柱的方法通常有干法装柱和湿法装柱两种。干法装柱是将吸附剂经漏斗慢慢地加入

到柱中,填充完后,打开下端的活塞,用初始的洗脱剂缓缓加入洗脱,除尽层析柱中的气

泡,平衡柱子。湿法装柱是把适量的吸附剂和洗脱用的初始的洗脱液调成糊浆状,沿层析

柱内壁慢慢的灌入柱中,同时打开下端活塞,让洗脱液缓缓滴出。湿法装柱是采用较多的

一种装柱方法,其填充比较均匀,且不易产生气泡。
采用干法 (或选用初始的洗脱液将样品溶解后)将被分离样品加入柱中。要求样品溶

液尽量体积小,浓度高,才能形成谱带狭窄的原始带,以利于分离。
加样完毕后,就开始用合适的洗脱剂不断冲洗,分段定量收集洗脱液,不断进行薄层

色谱 (TLC)检测或其他分析,合并组分相同的流分。注意在梯度洗脱过程中,极性要

缓慢地渐进地提高,才有利混合物的完全分离。

(三) 分配柱色谱

分配柱色谱是利用混合物在互不相溶的两相中分配系数不同而将混合物分离开的层析

方法。将溶剂 (固定相)吸附于某种惰性固体物质 (支持剂)的表面,将吸有固定液的支

持剂装入层析柱中,加上欲分离的混合物,用与固定液相不相溶的溶剂 (流动相)进行洗

脱。通常作为固定相的都是极性大的溶剂,如水、甲醇、甘油等;流动相则常为亲脂性溶

剂。混合物就在流动相和固定相之间不断进行分配。不同的物质由于分配系数的差异而在

柱上得以分开。分配柱层析所用的仪器、操作过程都与一般吸附柱柱层析相同。
作为分配柱层析的支持剂需要中性、多孔粉末,无吸附作用,不溶于层析的溶剂系
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统,而且能吸附尽量大的固定相,流动相能自由通过。通常用的支持剂有硅胶、硅藻土、
纤维素粉等。

先将固定相溶剂和支持剂拌匀,在布氏漏斗上抽去多余的固定相后,倒入事先选好的

流动相溶剂中,剧烈搅拌,使两相互相饱和平衡,按湿法装柱。加样的方式基本和吸附柱

层析相同。
反相分配层析是用亲脂性溶剂作固定相,极性溶剂作流动相的分配方法。因和上述的

两相系统极性相反,故称反相分配层析或逆相分配。在反相分配中,通常用硅油或液体石

蜡作固定相。支持剂则是将硅胶中的硅羟基酸化,增强它们的亲脂性,或将硅藻土加热到

110℃,冷却后置于含有二氯二甲基硅烷的干燥器中,经如此处理后就可与非极性溶剂混

合,而获得一牢固的固定液相。由于这两种分配层析的固定相和流动相的极性正好相反,
所以,它们的分配对象完全不同。正常的分配层析适于亲水性物质,如生物碱、苷类、酚

性物质、有机酸、糖类等,而反相分配层析则用于亲脂性物质的分离。

(四) 离子交换柱色谱

离子交换是利用一种不溶性高分子化合物,它的分子中具有解离性基因 (交换型),
在水溶液中能与溶液中的其他阳离子或阴离子起交换作用。此种交换反应都是可逆的,并

都遵循化学平衡的规律。在层析柱上进行时,由于连续添加新的交换溶液,平衡不断按正

反应方向进行,直至完全,因此,可以把离子交换剂上的原有离子全部洗脱下来。如有两

种以上的成分被吸着在离子交换剂上,用另一洗脱液洗脱时,它们的被洗脱能力决定于各

自洗脱反应的平衡常数。利用各自被洗脱能力的不同进行分离即为离子交换层析。大多用

于植物大分子蛋白质、核酸、酵素及多糖体的分离精制。
离子交换柱色谱 (ionexchangechromatography)是以离子交换树脂为固定相,以水

或含水溶剂为流动相。当上样后流动相流过交换柱时,中性分子和具有与离子交换基团相

反电荷的离子将不被交换从柱子下端随流动相一起流出,而具有与离子交换基团相同电荷

的离子则被交换吸附到柱子上,用适当流动相洗脱下来,即可达到混合物分离的目的。用

离子交换树脂分离不同离子时,样品组分离子与流动相离子在树脂上产生竞争交换,交换

能力弱的离子被流动相洗脱。离子的交换能力可用选择系数表示。选择系数大的离子交换

能力强,保留时间长。结果是离子按选择系数的大小顺序洗脱出来。离子交换一般都在柱

中进行。如果有两种以上的离子,可利用交换能力的差异把各成分分别洗脱下来。
离子交换树脂是一种不溶、不熔的高分子化合物,外形为球形颗粒,不溶于水,但可

在水中膨胀。离子交换基团有磺酸基、羧基、氨基等。根据交换基团的不同,分为阳离子

(酸性)交换树脂和阴离子 (碱性)交换树脂两种类型。阳离子 (酸性)交换树脂含有活

泼的酸性基团,能交换阳离子。根据其活性基团的解离度不同,可进一步细分为强酸型、
弱酸型和中等酸型。强酸型含有强酸性离子交换基团,中等酸型含有中等酸性离子交换基

团,弱酸型是含有弱酸性离子交换基团。阴离子 (碱性)交换树脂含有活泼的碱性基团,
能交换阴离子。据碱性强弱,可分为强碱型、弱碱型和中等碱型。强碱型含有强碱性离子

交换基团———季铵基团,弱碱型是含有弱碱性离子交换基团———伯胺、仲胺或叔胺基团,
中等碱型主体结构上既结合有强碱性离子交换基团,又结合有弱碱性离子交换基团。
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五、 制备型加压液相色谱

加压液相色谱是指施加压力于色谱柱进行的液相色谱。根据分离中所用压力的大小分

为低压液相色谱、中压液相色谱和高压液相色谱3种。可分离的样品量从毫克级到千

克级。

(一) 基本原理

加压液相色谱借助溶质在两相间的分配系数、亲和力、吸附能力、分子大小、离子交

换的不同引起的排阻作用的差异使不同的组分得以分离。从进样开始到组分在柱上出现最

大浓度所需的时间为保留时间,通常用tR表示。在这段时间内流动相流过的体积为保留

体积,以VR表示。加压液相色谱可以加快洗脱剂的流速,提高分离速度;允许在分离过

程中使用颗粒更小的吸附剂,从而获得更好的分离效果。

(二) 高压液相色谱 (高效液相色谱)

制备型高效液相色谱 (HPLC)因具有高的柱效和大的载样量,在植物有效成分的分

离中扮演重要角色。制备型高效液相色谱系统中色谱柱内填装的粒度范围较窄,直径通常

为5~30μm。为了使流动相流出,需采用较高的压力,系统的复杂性和成本增大,但分辨

率得到提高。在许多分离工作中,需要从大量物质中分离纯化微量的所需成分,这种分离

工作难度很大,在分离的最后阶段,常需要使用10μm或更小颗粒的高效填料。
制备型高效液相色谱根据其分离样品的量将其分为分析型、半制备型和制备型。分析

型制备的样品为1~2mg,分析时间较短,制得的样品纯度高,大多能达到99%;半制备

型通常能制备10~200mg的样品;而制备型通常能制备0.5~1.0g的样品。但随着上样

量的加大,其分离度也将下降。为提高每次分离获得的纯品数量,制备型高效液相色谱分

离通常在超载的情况下运行。生产型的色谱也属于制备型色谱的范畴,它所制备的样品量

在几百克至几千克之间,所用色谱柱直径经常大于150mm。
制备型高效液相色谱常用的分离模式是正相层析、反相层析以及较小范围使用的凝胶

渗透和离子交换层析。柱填充材料的选择主要根据目标代谢产物以及样品中存在的其他产

物的物理化学性质等来确定。用于 HPLC的层析洗脱液通常是由有机溶剂的混合物或有

机溶剂和水组成 (表8 2),通常含有添加物,如缓冲盐、酸、碱和离子对试剂等。流动

相是根据需要层析的样品的性质和所采用的固定相的兼容性来选择。

表8 2 常用于正相和反相HPLC的溶剂

溶剂 分子量
沸点

(℃)

折射率

(20℃)

相对于水的密度

(4℃)

洗脱值

(硅胶)

丙酮 58.1 56 1.359 0.79 0.43

四氯化碳 153.8 77 1.460 1.59 0.14

氯仿 119.4 60.5~81 1.426 0.78 0.03
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(续)

溶剂 分子量
沸点

(℃)

折射率

(20℃)

相对于水的密度

(4℃)

洗脱值

(硅胶)

乙酸乙酯 88.1 76.5~77.5 1.372 0.90 0.45

乙醇 46.1 78 1.360 0.79 —

甲醇 32.0 64.6 1.329 0.79 0.73

甲基亚砜 78.1 189 1.479 1.10 —

甲苯 92.1 111 1.496 0.87 0.22

水 18.0 100 — 1.00 >0.73

正相层析涉及一个极性固定相 (通常是硅烷醇)和较低极性的色谱级洗脱液。在溶质

通过柱子的整个过程中,通过吸附到固定相颗粒的表面进行分离,并可被溶剂分子取代洗

脱下来。相互作用的强度取决于溶质分子功能团的性质。因此,由于非极性被分析物和高

极性的吸附剂颗粒表面的相互作用强度较小,它们比极性被分析物洗脱的更快。洗脱受控

于色谱级溶剂的极性;保留时间随着溶剂极性的增加而减少。反相层析中固定相是非极性

的而洗脱液是极性的。洗脱液通常由有机溶剂和水的混合物组成。其他的添加物,如缓冲

盐、酸、碱和离子对试剂可与洗脱溶剂溶在一起。最常用的固定相是键合相材料。

(三) 中压液相色谱

中压液相色谱常用的固定相颗粒一般在25~200μm之间,最常用的填料尺寸是15~
25μm,25~40μm和40~63μm。中压液相色谱使用比高压液相色谱更小的压力来维持适

当的流速。该技术已被应用于制药、食品、化工领域的分离纯化。

(四) 低压液相色谱

在柱上所施加压力小于0.5MPa,需用适于提供压力最高可达0.6MPa的输液泵。颗

粒度一般为40~60μm。因此,可保持较高的流速。这种低压液相分离技术应用非常广

泛,有时接近HPLC。

六、 气相色谱

气相色谱法是在以适当的固定相做成的柱管内,利用气体 (载气)作为移动相,使试

样 (气体、液体或固体)在气体状态下展开,在色谱柱内分离后,各种成分先后进入检测

器,用记录仪记录色谱谱图。它主要是一种分析工具,制备量级的应用并不常见,小量制

备的气相色谱只是在一般分析型气相色谱的基础上加上设在柱输出端品收集系统构成,这

样的装置系统一般能处理毫克级或次毫克级的样品,且需要多次重复进样。如需要处理较

大量的样品,则柱子的直径就需加大。
根据色谱上出现的物质成分的峰面积或峰高进行定量。峰面积可用面积测定仪测定,

按半宽度法求得 (即以峰1/2处的峰宽×峰高求得)。峰高的测定方法是从峰高的顶点向
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记录纸横座标准垂线,找出此垂线与峰的两下端连接线的交点,即以此交点至峰顶点的距

离长度为峰高。定量方法可分以下3种:

(一) 内标准法

按依次增加或减少的已知阶段量标准被测成分,各自分别加入各单体所规定的定量内

标准物质中调制标准溶液。分别取一定量此标准液注入色谱柱,根据色谱图取标准被测成

分的峰面积和峰高及内标物质的峰面积和峰高的比例为纵坐标,取标准被测成分量和内标

物质量之比 (或标准被测成分量)为横坐标,制成标准曲线。然后按单体中所规定的方法

调制试样液。在调制试样液时,预先加入与调制标准液时等量的内标物质。然后按制作标

准曲线时的同样条件下得出的色谱,求出被测成分的峰面积或峰高和内标物质的峰积或峰

高之比,再按标准曲线求出被测成分的含量。所用的内标物质,应采用其峰面积的位置与

被测成分的峰的位置尽可能接近,并与被测成分以外的峰位置完全分离的稳定的物质。

(二) 绝对标准曲线法

按依次增加或减少阶段法取标准被测成分,各自调制成标准液,注入一定量后,按色

谱图取标准被测成分的峰面积或峰高为纵坐标,而以标准被测成分的含量为横坐标,制成

标准曲线。然后按单体中所规定的方法制备试样液。取试样液按制标准曲线时相同的条件

作出色谱,求出被测成分的峰面积和峰高,再按标准曲线求出被测成分的含量。

(三) 峰面积百分率法

以色谱中所得各种成分的峰面积的总和为100,按各成分的峰面积总和之比,求出各

成分的百分率。

七、 高速逆流色谱技术

高速逆流色谱技术 (high speedcounter currentchromatography,HSCCC)是一种

液—液分配分离技术。利用特殊的流体动力学现象 (单向性流体动力平衡),既具有基本

流体动力平衡特征,又能实现移动相高流速时稳定的固定相保留,从而获得高效的逆流分

离色谱。

(一) 高速逆流色谱技术的特性

HSCCC的流动相、固定相均为液体,且互不相溶。利用螺旋柱运动时产生的离心

力,使两相溶剂系统不断混合。固定相保留在聚四氟乙烯管中,利用恒流泵连续输入流动

相,随流动相进入螺旋柱的溶质在两相间持续分配,按分配系数大小被先后洗脱。HSC-
CC中聚四氟乙烯管中的固定相无需载体,为液—液色谱系统,故而消除了气—液和固—
液色谱中因使用载体而带来的吸附现象,特别适于分离极性物质和生物活性物质。同时,
由于流动相和固定相均为液体,样品可全部回收,分离纯化与制备可同步完成,故特别适

于制备性分离。因固定相为液体,体系更换与平衡方便、快捷。与 HPLC相比,HSCCC
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进样量较大,最多可达数克,是HPLC的数百倍;与常压、低压色谱相比,HSCCC的分

离能力强,且分离时间短,数小时即可完成,纯度多在98%以上。分离效果主要与溶剂

体系的选择和旋转速度、样品制备、洗脱方法等有关。目前,此项目技术已用于生物化

学、生物工程、医学、药学、天然产物化学、有机合成、化工、食品、环境等领域,开展

此项技术研究的科学家遍及世界各地。

(二) 分离原理

高速逆流色谱的基础是螺旋管内溶剂相的特殊分布状态和特征。利用单向性流体动力

平衡这一特殊的流体动力学现象,使被分离物质在两相溶剂系统中进行分配和分离。首先

在螺管中注满一相为固定相 (事先与另一相互相饱和),另一相为移动相。在每个螺旋单

元中都能保留相当量的固定相。当溶质从移动相入口处引入后,就会不断经历各螺旋单元

中的两相分配过程,各组分按其不同的分配系数得以分离,形成无载体液—液分配色谱。
高速逆流色谱对样品前处理要求较低,样品处理量较大 (可达数百毫克),而且操作

方式灵活多样,除了上、下相均可作为移动相外,还可连续进样。另外,还可将存留于管

柱中的溶于固定相的组分改用固定相作为流动相洗脱出来,或直接用N2 (空气)推出柱

外进行回收。在分离复杂或难分离的组分时,可采用不同溶剂系统进行多次分离。溶剂回

收后还可重复使用。因此,HSCCC可用做分离、制备纯品,做HPLC的前处理。采用小

管柱内径,高转速的分析型仪器连接积分仪可做定量分析。

(三) 操作步骤

首先制备两相溶剂系统。将固定相注满管柱,排净柱中空气,仪器配重。按选定流速

泵入移动相,至移动相到达螺旋管柱时,使仪器按选定转速运转,此时,尾端排出的固定

相体积相当于溶剂瓶至首端的管柱容积,也可在主机转动后先以高速泵入移动相,稍后将

流速调为正常。当尾端有移动相流出时,说明管柱内两相分布的平衡态已建立,此时,对

检测器和记录仪调零,走基线,进样,并分别收集分离后的馏分。

(四) 溶剂系统的选择

HSCCC分离的成功与否决定于溶剂系统的正确选择。可采用二元、三元或四元系统

来制备两相溶剂。如果用的 DCCC溶剂基本双相系统有正丁醇—水,氯仿—水,正庚

烷—乙腈和正庚烷—甲醇,可用辅助溶剂甲醇、乙醇、丙酮、乙酸、正丙醇、异丙醇、氯

烷烃等调整系统的极性。
一般溶剂系统选择原则是不造成样品的分解或变性,有适当的溶解度及分配系数 (注

意温度的影响)固定相能实现足够高的保留 (一般>50%,可在分液漏斗中先进行简单的

分层试验,要求分层时间不超过30s),分离效果好。

(五) 洗脱方法

若采用疏水性溶剂系统,按顺时针方向转动,以上相为移动相时应由尾端至首端洗

脱,而以下相为移动相时应由首端到尾端洗脱;若采用亲水性溶剂系统则反之。除了一般
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洗脱方式外,还可采用分级洗脱和梯度洗脱的方式。

(六) 仪器运行参数的确定

影响两相分布和分离效果的因素十分复杂。在溶剂系统选定之后,仪器体系及其运行

参数是主要因素。
仪器体系的影响因素主要有螺旋单元数 (分离效率正比于螺旋单元数)、螺旋管内径

(分配效率反比于螺旋管内径)、螺旋直径、管柱材质及离心力场。仪器的运行参数主要是

螺旋的转速和移动相的流速,可根据固定相保留值及分离效果来进行选择。

(七) 样品溶液的制备及进样

制备样品溶液时溶剂的选择及进样量对HSCCC的固定相保留值和色谱峰分辨率均有

影响。若选用固定相溶解样品,进样后样品混入固定相,洗脱时组分按K 值的大小顺序

洗出,峰的分辨率较高,分配效率低。若采用移动相溶解样品,进行后各组分易随移动相

前进,较早出现的峰分辨率将严重降低。一般说来,进样量加大时,固定相保留值将会减

小,峰形分辨率也会降低。如果用等量的上下相混合溶解样品时,样品溶液保持两相共存的

状态,进样后较早或较迟出现的峰均能保持较好的分辨率。因此,应选择适当的进样量。

八、 反相液相色谱

反相液相色谱是一种以疏水作用为基础的色谱分离模式。由于它具有分辨率高、重复

性好、回收率高等优点,在蛋白质及多肽的分离分析中得到了极为广泛的应用。它能有效

地分离各种多肽混合物,特别适用于分子量不大的蛋白质和多肽物质的分离、纯化和鉴

定,在蛋白质及多肽研究中已得到了广泛的应用。RPLC在20世纪50年代就已用于许多

有机小分子的分离和分析,80年代后逐步应用于生物大分子如蛋白质、多肽、核酸的鉴

定,并用于制备规模的分离。反相液相色谱与各种质谱技术的结合也已成为蛋白质结构分

析的重要手段和发展方向。

(一) 简介

反相液相色谱 (reverse phaseliquidchromatography,RPLC)是目前液相色谱分离

中使用最为广泛的一种模式,它的特点是固定相的极性比流动相弱。由于RPLC固相载

体的疏水性,它可以根据流动相中被分离物质分子疏水性的不同而发生强弱不同的相互作

用,从而使不同分子在反相柱中彼此分离。疏水性较弱的样品分子和固定相间的相互作用较

弱,因此较快流出;反之,疏水性相对较强的分子和固定相间存在较强的相互作用,在柱内

保留时间相对较长。与其他色谱方法相比,RPLC具有分辨率和回收率高、重复性好、操

作简便等优势,已成为广泛使用的一种分离模式,普遍用于多肽和蛋白质的分离分析。

(二) 反相液相色谱分离原理

RPLC分离与流动相中溶质分子与固定相配基间的疏水相互作用有关。溶质在RPLC
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上的保留是吸附机制和分配机制共同作用的结果。对于多肽和蛋白质这样的生物大分子,
由于其分子尺度往往比固定相表面疏水键合相大得多,通常以表面部分区域与固定相发生

作用,其保留机制多被认为是主要基于它们在疏水固定相上的吸附。在多肽及蛋白质的

RPLC中,初始洗脱条件下洗脱液中有机成分浓度较低,分子与固定相疏水作用较强,几

乎完全被固定相吸附。而一旦洗脱液中有机成分达到特定浓度,使得多肽或蛋白质与固定

相间作用小于流动相与固定相间的作用时,分子完全从固定相上洗脱下来,几乎不再与固

定相发生作用。这一保留机制也被人称为 “on off”机制。正由于多肽和蛋白质这种特

殊的保留机制,洗脱液成分极微小的改变就会大大影响多肽和蛋白质的保留行为,从而保

证疏水特征相近的多肽或蛋白质得以充分分离。

九、 膜色谱技术

膜色谱技术是液相色谱和膜分离相结合的一种新技术,将膜分离和色谱这两种技术有

机地结合起来,发挥各自的长处,选择制备合适的膜,将对生物大分子有特异性和选择性

的基团连接到膜的表面及孔壁中去,从而制备一种新型的色谱介质 (称为膜色谱介质,或

称为膜吸附剂),融合了二者之长,具有快速、高效、高选择性、易于放大等特点,能满

足生物大分子高效分离与纯化的需要,在生物大分子的分离与纯化中已日益受到人们的重

视,必将得到广泛的应用。

(一) 膜色谱的原理和特点

膜色谱采用具有一定孔径的膜作为介质,连接配基,利用膜配基与蛋白质等目标分子

之间的相互作用进行分离纯化。当料液以一定流速流过膜的时候,目标分子与膜介质表面

或膜孔内基团特异性结合,而杂质则透过膜孔流出,待处理结束后再通过洗脱液将目标分

子洗脱下来。其纯化倍数可达数百乃至上千倍。膜色谱是目前生物大分子分离中最为有效

的方法之一,其特点为:
膜色谱中的每一片膜都相当于一个短而粗的吸附床层,膜厚相当于床层高度,当床层体

积一定时,这种结构有利于在相同压降下获得更高的流速,从而提高了分离速度和处理量;与

液相色谱技术相比,膜表面的配基与液流主体间的扩散路径很短,膜介质只受表面液膜扩散及

吸附动力学的影响,消除了传统色谱中占主要地位的孔扩散阻力,传质极快,大大改善了传质

效果,提高了配基的利用率和总的分离速度,缩短了分离时间,一次循环操作时间一般只是普

通填料柱的1/10,提高了生产效率,并有利于保持配基和目标蛋白的生物活性;采用了膜介

质,整个床层的压降大为降低,一般只用低压蠕动泵即可满足分离要求,这样既降低了设备投

资和运行费用,也避免了液流与泵体直接接触,便于无菌操作和防止蛋白质失活;配基修饰过

的膜介质选择性与填充柱相当,在采用足够的膜堆和梯度洗脱技术之后,可以获得较高的分离

纯化效果;膜介质具有良好的刚性,能够承受较高的压力,且便于进行放大。
与普通的膜技术相比,用膜色谱分离时,由于它不单是利用膜孔径的大小,更主要的

是利用其特异性和选择性,不受相对分子质量大小的限制,原则上讲,只要选择合适的

膜,采用有效的活化手段,键合上能与这种物质产生亲和相互作用的配位基,它就可以从
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复杂体系,尤其是细胞培养液和发酵液中分离和制取出任何一种目标物。可以预见,膜色

谱分离是生物大分子分离纯化的有力工具。

(二) 膜色谱分类

根据配基与目标蛋白的相互作用方式,膜色谱可分为四类:亲和膜色谱 (affinity
membranechro matography,AMC),离子交换膜色谱 (ion exchangemembranechro-
matography,IMC),疏水作用膜色谱 (hydrophobicinteractionmembranechromatogra-
phy,HIMC),多级膜色谱 (multistagemembranechromatography,MMC)。亲和膜色

谱 (AMC)分离原理与亲和色谱基本相同,主要是基于欲分离物质和键合在膜上的亲和

配位基之间的生物特异性相互作用。疏水作用膜色谱 (HIMC)由于疏水配基结构简单,
通用性好且成本较低,已成为蛋白质分离纯化的常用技术之一。疏水膜色谱上的配基,常

用的有甲基、丁基、苯基、辛基、己二胺、聚乙二醇等,通过目标物质与这些配基之间疏

水作用的不同而实现分离。离子交换膜色谱 (IMC)主要是利用膜介质表面的离子交换基

团与目标蛋白等分子间的相互作用进行分离的,它主要用于蛋白质的分离纯化,根据离子

交换基团的性质,可分为强酸型、弱酸型、强碱型和弱碱型。多级膜色谱 (MMC)即将

不同类型的膜介质组合在一起形成新的色谱柱进行分离,这里的技术关键是根据目标产物

选择适当的膜介质排列顺序和缓冲液条件,以便使上一层洗脱下来的目标蛋白能够被下一

层吸附。如果安排合理,多级膜色谱可以大大缩短混合产品的分离时间,提高分离效率。

(三) 膜色谱的制备

在膜材料选定以后,常采用以下两种路线制备成膜色谱柱:①膜材料→成膜→活化→
配基偶联。这条路线主要是利用现有的商品膜,通过对其进行偶联改性来获得所需膜色谱

柱。②膜材料→活化→配基偶联→成膜。这条路线是从最简单的膜材料入手,先制备功能

化的膜材料,再使之成膜。配基一般是指能够与目标产物进行可逆的和特异性结合的分子

或基团,按其来源可分为天然配基 (凝集素、肝素、核苷酸、蛋白A、蛋白G等)和人工合

成配基 (活性染料、过渡金属离子、人工合成肽段、烷基等)两类。按作用对象,配基又可

分为特异性配基和通用性配基。特异性配基能够与目标分子高度特异性结合,基本上是一一

对应的关系,通用性配基则能对具有特定基团的某一类分子进行特异性吸附但是纯化倍数不

如特异性配基。配基在与载体偶联后,才能形成有分离作用的亲和介质。偶联的流程有两

种:一种是先将普通载体的表面进行活化,再将配基偶联上去;另一种方法则是先将配基偶

联到载体原料上,再利用偶联后的原料制备亲和载体。一般来说,前一种方法 (先活化再偶

联)配基用量较少、利用率较高,故应用较广。配基偶联方法较为常用的有溴化氰法、环氧

乙烷法、三嗪法、羰基二咪唑活化法、高碘酸盐氧化法、硼氢化钠还原法、磺酰氯法、碳

二亚胺法、混合酸酐法和氟甲基吡啶盐法等,其中前四种方法目前应用最为普遍和有效。

十、 疏水色谱法

在生物工程下游技术中通常需要从复杂的混合体系中分离提纯生物活性物质,疏水相
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互作用色谱法 (hydrophobicinteractionchromatography,HIC)作为一种新的色谱技术,
具有柱容量大、洗脱条件温和、不易使生物大分子丧失活性等的优点,从而引起了人们广

泛的兴趣。疏水相互作用色谱法是利用蛋白质表面疏水性区域与固定相上疏水性配基相互

作用力的差异,将不同蛋白质组分分离开来。与离子交换色谱法、亲和色谱法相比,疏水

相互作用色谱法中蛋白质与固定相的相互作用力较弱,蛋白质活性在色谱分离过程中不易

丧失,近几年来,疏水相互作用色谱法得到了广泛的应用。
和其他色谱方法一样,疏水相互作用色谱法是利用样品中各组分与色谱填料上配基相

互作用力的差异,在洗脱时由于各组分移动速度的不同而达到分离的目的。配基通常是一

些疏水性基团,如丁基、苯基等。蛋白质表面多由亲水性基团组成,也有一些由疏水性较

强的氨基酸 (如亮氨酸、缬氨酸和苯丙氨酸等)组成的疏水性区域。不同种类蛋白质的表

面疏水性区域多少不同,疏水性强弱也不同;对于同一种蛋白质在不同介质中,其疏水性

区域 (裂隙)伸缩程度也不同,从而使疏水性基团暴露的程度呈现出一定的差异。疏水相

互作用色谱法正是利用盐—水体系中样品组分的疏水性基团和色谱填料的疏水性配基相互

作用力的不同而使样品组分得以分离的。

十一、 亲和层析

亲和层析 (affinitychromatography,AC)是依据蛋白质等生物大分子能够通过范德

华力、疏水力、空间和静电相互作用,与配位体特异、可逆地结合在一起的特性,从复杂

的生物样品中分离得到所需的目标产物。亲和层析是蛋白质纯化的一种重要的方法,是利

用偶联亲和配体的亲和吸附介质为固定相亲和吸附目标产物,使目标产物得到分离纯化的

液相层析法。它具有很高的选择和分离性能以及较大的载量。只需要一步处理即可使某种

待分离的蛋白质从复杂的蛋白质混合物中分离出来,达到千倍以上的纯化,并保持较高的

活性。近几十年来,亲和层析技术发展十分迅速,并在生物技术产品、生物分子及组织的

分离和纯化领域取得令人瞩目的成就。目前亲和层析技术被广泛的应用在蛋白质研究和制

备领域,是分离纯化以及分析生物大分子尤其是蛋白质的有力工具。亲和层析技术是基于

蛋白质可与另一种称做配体的分子能发生特异的可逆结合,所谓配体是指能被蛋白质所识

别并与之结合的原子、原子团和分子。把待纯化的某种蛋白质的特异配体,通过化学反应

共价连接到载体表面的功能基上构成配基。载体性能方面允许蛋白质自由通过。当含有目

的蛋白的混合样品加到该配基上时,目的蛋白即和其特异性的配体结合而吸附在配基表

面,而其他杂蛋白则被洗出。被特异地结合在配基上的目的蛋白质可用自由配体分子或通

过改变缓冲液的条件使之解吸附,并进一步收集。

(一) 常规亲和层析

亲和层析方法根据配体的来源不同可分为生物特异亲和层析和人工配体亲和层析。生

物特异亲和层析法包括免疫亲和层析、凝集素亲和层析、核酸亲和层析等,另外还有以酶

或底物为配体的亲和层析或以黏附蛋白或受体蛋白为配体的亲和层析,其特点是配体为生

物分子。
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免疫亲和层析 (IAFC)是用抗体与其相应抗原的作用具有高度的特异性和高度结合

力的特点,用适当的方法将抗原或抗体结合到层析载体上,便可有效的分离和纯化各自互

补的免疫物质。影响免疫亲和层析纯化的因素主要有三方面,首先是抗原或抗体的初浓

度,其次是两者之间的亲和力,再次是抗原抗体是否容易解离 。单克隆抗体技术的出现

极大地推动了免疫亲和层析技术的发展。只要得到特定单抗,利用其作为配体,通过亲和

层析,即可从复杂的混合物中分离、纯化特定抗原成分。凝集素亲和层析 (LAFC)是助

于凝集素亲和层析对一些寡糖或糖肽进行结构分析的方法,它具有特异、敏感、快速的特

点,使得凝集素成为糖链结构分析的一种常用工具。更重要的是,该技术可用于分离糖基

化的蛋白,对于几乎所有膜蛋白,这项技术是极其有用的。核酸亲和层析 (DNA/

RNA2AFC)极大地促进了核酸结合蛋白以及调节蛋白特性的研究,是目前分离多聚核苷

酸及其结合蛋白的最有力方法。
人工配体亲和层析也称为通用配体亲和层析,是指利用一些人工配体对不同的蛋白质

有亲和性的特点,通过亲和层析来纯化这些蛋白质的方法。主要包括金属螯合亲和层析和

染料配体亲和层析等。
金属螯合亲和层析 (IMAC)也称固相化金属离子亲和层析,该方法是利用蛋白质表

面暴露的一些氨基酸残基和载体之上的金属离子之间的相互作用而进行的亲和纯化。这些

氨基酸残基包括组氨酸、色氨酸、赖氨酸等。目前采用的固定金属离子螯合剂主要有亚氨

基二乙酸 (IDA)和次氨基三乙酸 (NTA)两种。金属螯合亲和层析具有配体简单、吸附

量大、分离条件温和、通用性强等特点。
染料配体亲和层析 (DAFC)所用的染料主要有两类,一类是Cibacron,另一类是

Procion。这些染料结构中都有三嗪环,环上有1~2个可被取代的氯原子。三嗪环可与羟

基反应偶联到载体上,在它们之间形成醚键。染料的结构类似于某些酶类的底物,如Ci-
bacronBlueF3GA与NAD的分子结构类似,它是许多酶和蛋白质的极有效的吸附剂,是

纯化脱氢酶、激酶、血清蛋白、干扰素、多种血浆蛋白等极好的配体。染料配体亲和层析

具有蛋白结合容量大,是天然配体蛋白质结合量的102100倍,配体偶联方法简单、易于

操作、蛋白质洗脱容易,适于大规模应用,而且廉价易得等优点。具有普遍适用性。

(二) 新型亲和层析

新型的亲和技术包括膜亲和过滤、亲和萃取、亲和沉淀和亲和电泳。

1.膜亲和过滤 膜亲和过滤技术是将亲和作用同膜分离过程结合起来的技术。这一技

术方法包括两个分支:亲和错流过滤与亲和膜分离技术。亲和错流过滤 (affinitycross
flowfiltration,简称ACFF)是将水溶性或非水溶性高分子亲和载体产物进行特异性反

应,然后用膜进行错流过滤。这一技术是生物化学、化学工程和生物工程等多门学科前沿

的交叉点,它将亲和层析和膜过滤特别是超滤技术有机结合,兼有亲和层析和膜过滤的优

点,从而成为目前研究的热点。亲和膜分离技术 (affinitymembranechromatography简

称AMC)是将亲和层析同膜分离技术有机结合起来,相得益彰。与ACFF相比,AMC是

带有亲和配基的分离膜直接进行产物分离,因此, “亲和膜”就成了该种纯化技术的 “中
心”。不论是ACFF还是AMC,其应用在很大程度上受膜的限制。一般来说,膜亲和过滤
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中要求膜对溶剂 (水)具有高渗透压,分子截留范围窄,以获得高的分离效能,有一定的机

械强度、化学和热稳定性,抗污染能力强,容易清洗和灭菌;对于亲和膜还要求膜表面具有

足够多可利用的化学基团,使其能够进行活化,接上合适的间隔臂和配基以及足够高的表面

积和足够大的孔径。另外,在ACFF中要注意亲和载体和膜之间的作用。亲和载体吸附到

膜上可能导致膜的渗透率下降,并且可能形成水力膜而具有自身排斥的特性。

2.亲和萃取 亲和萃取 (affinitypartition)就是将亲和层析同双水相有机结合,极

大地丰富和发展了双水相。在亲和萃取中,一种配基与另一种成相聚合物以共价相结合,
由于这种配基与欲提取的目的产品有很强的亲和力,这样体系不但具有双水相处理量大的

特点,而且具有亲和层析专一性高的优点。能否有效回收和循环利用连接有配基的聚合物

是亲和萃取能否成功应用的关键。

3.亲和沉淀 亲和沉淀 (affinityprecipitation)是配基—产品复合物的沉淀。亲和沉

淀利用了诸如核苷酸一类的双功能配基,这些配基之间通过 “间隔臂”分子 (bis
NAD+)连接起来。双功能配基能同多亚基蛋白质的活性部位以非共价的形式结合,因而

发生沉淀。亲和沉淀被认为是分离纯化酶及蛋白质的强有力的技术手段,这种方法可以较

经济有效地使用配基,能够大规模、快速、特异性地分离纯化酶及蛋白质。但是,同膜亲

和过滤和亲和萃取比较而言,亲和沉淀的发展较为缓慢。

4.亲和电泳 亲和电泳 (affinityelectrophoresis,简称AEP)是亲和层析和电泳技

术的结合。将亲和层析的吸附剂包埋到琼脂凝胶板上制得AEP载体,电泳时对配基具有

亲和作用的化合物迁移率下降或保留在原点。现在,AEP已经成为分析生物分子间特异

作用常用的生物化学技术之一,已被广泛用于生物样品的分离纯化与鉴定。AEP包括外

原凝集素亲和电泳与毛细管亲和电泳等。外原凝集素亲和电泳 (lectinaffinityelect
rophoresis,LAE)是利用外原凝集素 (lectin)对目的蛋白质的特异性作用进行亲和电泳

的技术。毛细管电泳是20世纪80年代初发展起来的一种新型分离技术,具有速度快、分

离效率高、样品用量少等特点,从而成为90年代最重要分离分析手段之一。将亲和技术

应用在毛细管电泳中,形成了毛细管电泳的一个新的分支:毛细管亲和电泳 (capillary
affinityelectrophoresis,CAE)。

第五节 植物有效成分提取的其他技术

一、 超临界流体萃取技术

超临界流体萃取 (supercriticalfluidextraction,SFE)技术是20世纪60年代兴起的

一种新型分离技术,广泛用于化工、石油、食品、医药、香料等许多领域。由于其选择分

离效果好、提取率高、产物没有有机溶剂残留、有利热敏物质和易氧化物质的萃取等特

点。SFE技术逐渐被应用到植物活性代谢产物的提取分离上,并且与GC、IR、GC MS、

HPTLC等联用形成有效的分析技术。
传统的提取方法,如水蒸气蒸馏法、减压蒸馏法、溶剂萃取法等。其工艺复杂、产品

纯度不高,而且以残留有毒、有害的有机溶剂。而超临界流体萃取技术是利用流体在超临
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界状态时具有密度大、黏度小、扩散系数大等优良的传质特性而成功开发的。它具有提取

率高、产品纯度好、流程简单、能耗低等优点,并且其操作温度低,系统密闭,尤其是适

合不稳定、易氧化的挥发性成分和脂溶性、分子质量小的物质的提取分离,为此类成分的

提取分离提供了目前最先进的方法。

图8 4 典型的SPE系统

有多种物质可作为SPE用溶剂,但最常用

的是二氧化碳。对极性较强、分子量较大的物

质,采用在超临界CO2中加入适宜的夹带剂或改

良剂,如甲醇、乙醇、丙酮、乙酸乙酯、水等,
改善流体溶解性质,使超临界流体萃取对生物

碱、黄酮类、皂苷类等非挥发性有效成分的应用

也日趋普遍。可见,这项技术在未来具有广阔的

发展前景。典型的SPE系统见图8 4。

(一) 超临界流体萃取的基本原理

超临界流体是处于临界温度和临界压力下的物质状态,在其临界点附近的范围内,由

于非常大的流体密度变化,流体兼有了气、液体双重特性,以临界流体状态形式存在,气

体冷凝及液体蒸发在临界状态下不发生,流体的扩散系数与气体状态接近,具有较快的传

质速率;流体的密度与液体状态接近,单位流体的溶解能力较大。超临界流体的特性使其

成为理想的萃取溶剂。溶质在SCF中的溶解度,随压力和温度的变化而明显变化,最敏

感区域为临界点附近区域,在此区域内,温度和压力的微小变化导致流体密度极大的改

变,溶质的溶解度也有较大的改变,由此可达到选择性分离的目的。
超临界流体萃取分离过程的实现是利用超临界流体的溶解能力与其密度的关系,即利

用压力和温度对超临界流体溶解能力的影响而进行的。当气体处于超临界状态时,成为性

质介于液体和气体之间的一种特殊的单一相态的超临界流体 (SF)。SF具有十分独特的

物理化学性质,具有和液体相近的密度,黏度只是气体的几倍,但远低于液体,扩散系数

比液体大100倍左右。因此,更有利于传质,对物料有较好的渗透性和较强的溶解能力,
能够将物料中某些成分提取出来。某些超临界流体的物理性质和其他参数见表8 3。由

表8 3可以看出,二氧化碳具有温和的临界温度和适中的相对临界压力,为最常用的超

临界流体。一般情况下,超临界温度在0~100℃范围的流体,适合于植物有效成分的提

取。SPE过程包括5个步骤:流体在被提取介质周围形成膜;流体穿透进入固体介质,
并在介质中扩散;化合物从介质中解吸,并溶于流体;提取物从介质中扩散出来;提取物

通过包围介质的流体膜,扩散到流体中。

表8 3 某些超临界流体的物理参数

物质 超临界温度 (℃) 临界压力 (MPa) 相对分子量 偶极性

CO2 31.04 7.38 44 0.0

N2O 36.5 7.24 44 0.2
NH3 132.5 11.35 17 1.5
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  SF具有选择性溶解物质的能力,并且这种能力随超临界条件 (温度、压力)的变化

而变化。在超临界状态下,将SF与待分离的物质接触,使其有选择性地溶解其中的某些

组分。SF的密度和介电常数随着密闭体系压力的增加而增大,因此,利用程序升压可将

不同极性的成分进行分步提取。当然,对应各压力范围所得到的萃取物不可能是单一的,
但可以通过控制条件得到最佳比例的混合成分。临界点附近,温度、压力的微小变化,都

会引起CO2密度显著变化,从而引起待萃取物的溶解度发生变化,因此,可通过控制温度

或压力的方法达到萃取目的。然后通过减压、升温或吸附的方法使超临界流体变成普通气

体,让被萃取物质分离析出,从而达到分离提纯的目的。这就是超临界流体萃取的基本原

理。这种化工分离的手段被称为超临界流体萃取。

(二) 超临界流体萃取的工艺流程

超临界流体萃取的工艺流程包括萃取和分离步骤。首先将萃取剂由常温、常压状态转

变为超临界流体状态,然后将萃取流体导入样品管内进行萃取;萃取流体导入吸附柱分离

溶质,减压挥发溶剂;选用适当溶剂洗脱待测组分。其萃取过程基本上由萃取和分离两个

阶段组成。如图8 5所示,典型的流程一般有变压萃取 (等温法)、变温萃取分离 (等压

法)、吸附萃取法、稀释萃取分离 (惰性气体法)4种。

图8 5 超临界萃取典型流程

1.变压萃取分离 等温变压法是目前应用最为方便的一种流程。超临界萃取相经膨

胀阀进入分离槽,萃取相的溶解度随压力下降而下降,析出萃取质。如图8 5(a),溶液

经压缩升压达到临界状态,经换热后冷却进入萃取器与被提取原料接触。由于超临界流体

所具有的高扩散性特点,传质过程很快就达到了平衡。在这个过程中,维持压力不变,随

后提取物进入分离器减压分离。经分离器分离后的超临界流体的溶解能力下降,溶媒开始

从流体中析出。减压了的流体再经压缩机升压回到临界状态,循环使用。
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2.变温萃取分离 超临界萃取相从萃取槽进入加热器,萃取相溶解能力随温度升高

而下降,分离出萃取质,萃取相可循环利用。根据操作压力的不同,也可以加热萃取,而

后降温冷却分离再生萃取剂。在等压条件下,通过改变过程的温度可实现溶质与溶媒的分

离。当等压升温时,超临界流体密度下降,溶解能力同时下降,此时溶质的蒸汽压升高,
溶解能力会有所增加。但是,等压变温流程要根据压力及物料来确定升温还是降温。

二、 离子交换层析技术

(一) 概述

离子交换是利用一种不溶性高分子化合物在水溶液中与溶液中的其他阳离子或阴离子

进行交换。此种交换反应都是可逆的,并都遵循化学平衡的规律。根据这一原理可以用离

子交换法直接从植物油抽提液中交换含游离离子基因的酸、碱及两性成分,使与糖类等无

游离离子基因的中性物质分开,而被吸着的物质也可用另一洗脱下来,这就是常用的离子

交换法。如有两种以上的成分被吸着在离子交换剂上,用另一洗脱液洗脱时,它们的被洗

脱能力决定于各别洗脱反应的平衡常数。利用各别被洗脱能力的不同进行分离即为离子交

换层析。
最早使用的离子交换剂是天然的无机化合物硅铝酸钠。由于它交换量小,纯度及物理

性能均较差,加上高分子化学的发展,目前大部分采用合成离子交换剂,其中用途最广的

是离子交换树脂。另外,也有在纤维素或多聚糖上人工引入交换基所成的离子交换剂,大

多用于植物大分子蛋白质、核酸、酵素及多糖体的分离精制。

(二) 离子交换原理

用离子交换树脂分离不同离子时,样品组分离子与流动相离子在树脂上产生竞争交

换,交换能力弱的离子被流动相洗脱。结果是离子按选择系数的大小顺序洗脱出来。以离

子交换树脂为固定相,以水或含水溶剂为流动相,当上样后流动相流过交换柱时,柱中随

流而下的样品相继与新树脂接触进行可逆交换,中性分子和具有离子交换基团相反电荷的

离子将不被交换从柱子下端随流动相一起流出,而具有与离子交换基团相同电荷的离子则

被交换吸附到柱子上,用适当流动相洗脱下来,即可达到混合物分离的目的。如果有两种

以上的离子,可利用交换能力的差异把各成分分别洗脱下来。

(三) 层析柱的准备

把树脂放在烧杯中,加水充分搅拌,将气泡全部赶掉。放置几分钟使大部分树脂沉

降,倾去上面的泥状微粒。反复上述操作到上层液透明为止。粒度小的树脂,搅拌后要放

置稍久,因为较难沉降。如果急于倒水,往往损失较大。准备如图8 6的层析管,在底

部放一些玻璃丝。玻璃丝一般含有少量水溶性碱,因此,要用水煮沸后反复洗涤到洗涤液

呈中性为止。用玻璃棒或玻璃管将其压平,厚1~2cm即可。上述准备好的树脂,加少量

水搅拌后倒入保持垂直的层析管中,使树脂沉下,让水流去。如果把粒度大小范围较大的
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图8 6 离子交换层析柱

树脂和多量的水搅拌后分几次倒入,柱子上下

部的树脂粒度往往会不一致。另外,在离子交

换中要注意不让气泡进入树脂层。如果有气泡

进来,样品溶液和树脂的接触就不均匀。因此,
要注意把液面经常保持在树脂层的上面。

(四) 柱填料的选择

阳离子交换树脂根据交换基团活性大小,
分强酸性、弱酸性阳离子交换树脂。强酸性阳

离 子 交 换 树 脂 在 母 核 上 连 许 多 磺 酸 基

(-SO3H),交换反应是同磺酸基中的 H+进行

交换。弱酸性阳离子交换树脂在母核上连有许

多羧基 (-COOH)或磷酸基 (-PO3H2),母

体有芳香族和脂肪族两种。脂肪族中用甲基丙

烯酸和二乙烯基苯聚合的较多,芳香族类型用

二羟基苯酸和甲醛聚合的较多。交换反应是同

羧基中的 H+ 进行交换。一些酸性阳离子交换

树脂的性质见表8 4。

表8 4 一些酸性阳离子交换树脂的性质

树脂 官能团
带相反电荷的

离子
支持剂

容量

(meq/100mL)
pH范围

网孔范围

和大小 (μm)

Dowex 三甲基 Cl- 聚苯乙烯 70 0~14.0 50~100

IX2 100 苄基苯胺 凝胶2%交联 150~200

Amberlite 季胺 Cl- 聚苯乙烯 140 0~14.0 16~50

IRA 400 凝胶8%交联 500~1000

Diaion 二甲基 Cl- 聚苯乙烯 130 0~14.0 40~60

SA20A 苄基苯胺 凝胶 350~550

QAE Sephadex 季胺 Cl- 右旋糖苷 50 2.0~12.0 100~400

40~120

A 25

TSKgel 季胺 Cl- 聚苯乙烯 >370 1.0~14.0 >400

SAX 二乙烯基苯 5

DEAE Sephadex 二乙基 Cl- 右旋糖苷 50 2.0~12.0 100~400
氨基乙基 40~120

A 25

Amberlite 二乙基 游离碱 丙烯酸的DVB 110 0~9.0 16~50

IRA 35 氨基乙基 500~1000
大孔树脂

Diaion 二乙基 游离碱 聚丙烯酸 120 0~9.0 40~60

WA10 氨基乙基 凝胶 350~550
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  阴离子交换树脂也同样可分为强碱性和弱碱性。强碱性阴离子交换树脂在母核上连许

多季胺基 [-N (CH3)+3 OH-],母体同苯乙烯强酸性树脂相同。交换反应是在-N
(CH3)+3OH-中的OH-与被分离的阴离子之间进行的。这种强碱性树脂对酸、碱、有机

溶剂也比较稳定,但在浓硝酸中不稳定。游离型 (OH型)比盐型 (如Cl型)耐热性差,
超过40~50℃就不稳定,因此一般用Cl型。弱碱性阴离子交换树脂在母核上连有许多

NH2、 NH 、 N 等伯胺、仲胺、叔胺,交换反应是在胺基上进行。一些弱碱性阴离

子交换树脂的性质见表8 5。

表8 5 一些碱性阴离子交换树脂的性质

树脂 官能团
带相反电荷的

离子
支持剂

容量

(meq/100mL)
pH范围

网孔范围

和大小 (μm)

Dowex 磺酸 H+ 聚苯乙烯 60 0~14.0 50~100

50X2 100 2%交联度

Diaion 磺酸 Na+ 聚苯乙烯 190 0~14.0 40~60

SK1B 凝胶 400~600

Amberlite 磺酸 Na+ 聚苯乙烯 210 0~14.0 16~50

IR 122 10%交联度 500~1000

TSKgel 磺酸 Na+ 聚苯乙烯 >420 1.0~14.0 >400

SCX 二乙烯基苯 5

CM Sephadex 羧甲基 Na+ 右旋糖苷 56 2.0~12.0 100~400

A 25 40~120

Duolite 羧基酸 H+ 聚苯乙烯 420 5.0~14.0 16~50

C 433 凝胶 500~1000

CellexCM 羧甲基 H+ 纤维素 70 5.0~12.0 200~400

(螯合)

TSKgel 羧甲基 Na+ 硅胶 >30 2.0~7.5 >400

CM 3SW 10

选择哪一种离子交换树脂,主要考虑被分离物质带何种电荷以及电性的强弱。被分离的

物质如生物碱或无机阳离子时,选用阳离子交换树脂;如是有机酸或无机阴离子时,选用阴

离子交换树脂。被分离的离子吸附性强 (交换能力强),选用弱酸或弱碱性离子交换树脂。

(五) 树脂的预处理与再生

预处理是使用一切离子交换树脂前必不可缺少的程序。一般的树脂都含有在合成时混

入的可溶性小分子有机物和铁、钙等杂质。因此,进行离子交换以前需做预处理,将杂质

除去。首先把新树脂浸在蒸馏水中1~2d,使它膨润后,装在层析管中。
强酸性阳离子交换树脂的预处理是先用树脂体积的20倍的2mol/L盐酸进行交换,

使它变为H型后用水洗到流出液呈中性。然后用树脂体积的10倍量的1mol/L氢氧化钠
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(食盐)进行交换。使它变为Na型。再用水洗到流出液不含Na+为止。再重复一次盐酸、
氢氧化钠 (或食盐)处理。最后用树脂体积的10倍量的1mol/L盐酸进行交换,使它变

为H型,然后用蒸馏水洗到流体液呈中性为止。强碱性阴离子交换树脂的预处理是先用

树脂体积的20倍的1mol/L氢氧化钠溶液使它变为OH型,用树脂体积的10倍量的水洗

涤。然后用树脂体积的10倍量的1mol/L盐酸溶液使它变为CI型。用蒸馏水洗到流出液

近中性为止。再重复一次氢氧化钠、盐酸处理。最后用树脂体积的10倍量的1mol/L氢

氧化钠溶液进行交换,使它变为OH型。
弱酸性阳离子交换树脂的预处理是先用树脂体积的10倍量1mol/L盐酸溶液使它变为H

型。用水洗到流出液呈中性为止。然后用树脂体积的10倍量的1mol/L氢氧化钠溶液使它变为

Na型,此时体积膨胀。用树脂体积的10倍量的水洗涤,流出液仍然呈弱碱性。再重复一次盐

酸、氢氧化钠处理。最后用树脂体积的10倍量的1mol/L盐酸溶液使它变为H型。用水洗到

中性。弱碱性阴离子交换树脂的预处理与强碱性阴离子交换树脂基本相同。变为CI型后用水

洗涤时因为水解的关系不容易洗到中性。一般用树脂体积的10倍量水洗涤。
用过的树脂,如还要交换同一种样品,把盐型变为游离型即可。如要交换其他样品,

要用预处理的方法再生。不用时加水,保存在广口瓶中。

(六) 上样

离子交换用的柱子有玻璃、有机玻璃、塑料及不锈钢各种制品,但都要耐酸碱。装柱

法同吸附柱层析中的湿法装柱。将样品溶在水中或酸碱溶液中配成样品溶液,加入柱内,
溶液中的离子与树脂上的离子发生交换而被吸附在树脂上。为了使交换反应进行得完全,
要把流速控制在1~2ml/(cm2·min),待样品溶液流完,用蒸馏水冲洗树脂柱,洗去残

液,再进行洗脱。

(七) 洗脱

不同成分所用洗脱剂不同,原则上是用一种吸着物质更活泼的离子把吸着物质替换出

图8 7 代表性的梯度混合器

来。常用洗脱剂是酸、碱、盐的水溶

液及各种不同离子浓度的缓冲液。如

在阳离子交换树脂通常用醋酸、磷酸

缓冲液。在阴离子交换树脂中常用氨

水、吡啶等缓冲液,对复杂得多组分

可用梯度洗脱法,洗出液按体积分段

收集,层析检识,合并相同组分,回

收溶剂即可得单一化合物。简单的梯

度混合器见图8 7。

(八) 影响离子交换色谱分离的因素

1.离子交换树脂的交联度和交换容量 离子交换树脂中交联剂的含量称为交联度

(degreeofcrosslinking)。通常以重量百分比表示。交换容量 (exchangecapacity)是指
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每克树脂能参加交换反应的活性基团数。通常以每克干树脂或每毫升溶胀后的树脂能交换

离子的毫摩尔数来表示,一般为1~10mmol/g。它反映了离子交换树脂进行交换反应的

能力。在一定范围内树脂的交联度越大,交换容量越大,组分的保留时间越长。交联度

与树脂孔隙大小有关。交联度大,形成网状结构紧密,网眼小,选择性高。但是,
交联度也不宜过大,否则网孔结构过于紧密,网眼过小,反而阻碍溶液中离子进入树脂

内部,降低离子交换反应的速度,体积较大的离子甚至扩散到树脂内部,而降低了交换

容量。

2.溶液的酸碱度 当交换溶液中氢离子的浓度显著增高时,则因同离子效应,抑制

了阳离子交换剂中的酸性基团的电离,故离子交换反应就很少进行,甚至不进行。

3.对交换离子的选择性 离子交换剂主要取决于化合物的解离离子的电荷、半径及

酸碱性的强弱。解离常数大,酸碱性强者置换容易,但洗脱相对来说较难。解离离子价数

越高,电荷越大,则它的吸附性越强,越易交换在交换树脂上。

4.被交换溶质的浓度 欲交换分离的化合物,离子交换操作通常是在水溶液或含有

水的极性溶剂中进行,这样有利解离与交换。浓度低的溶液对离子交换的选择性大。在高

浓度时,解离度会趋向减少,有时会影响吸附次序及选择性;浓度过高时,亦会引起树脂

表面及内部交联网孔收缩,影响离子进入网孔。

5.流动相的组成和pH 交换能力强的配衡离子组成的流动相有较强的洗脱能力。一

价离子的保留与流动相中配衡离子的浓度成正比。但强离子交换树脂的交换容量在很密的

范围内不随流动相的pH变化。调节pH的作用主要体现在对弱电解质离解的控制,溶质

的离解受到抑制则保留时间变短。

6.溶质离子的电荷和水合半径 在一般情况下,价态高的离子选择系数大。同价阳

离子在酸性阳离子交换树脂上选择系数随其水合离子半径的增大而变小。在常温下,稀溶

液中阳离子对强酸性阳离子交换树脂的交换顺序:Fe3+>Ba2+>Pb2+>Ca2+>Ni2+≥
Cu2+≥Mn2+≥Mg2+>K+>Na+>H+。常见阴离子在强碱性阴离子交换树脂上的交换顺

序通常为PO3-4 >SO2-4 >NO-3 >CN->Cl->OH-。

7.温度 稀溶液的改变对交换的性能影响不大,但在0.1mol/L以上浓度时,温度

升高对水合倾向大的离子容易交换吸附。一般温度升高,离子交换速度加快,在洗脱时亦

可提高洗脱能力。但对不耐热的交换剂应注意提高温度的条件,避免引起交换树脂的

破坏。

三、 膜分离技术

膜分离技术 (membraneseparationtechnique,MST)是一项新兴的高效分离技术,
是21世纪现代分离技术中重点研究、开发和应用的技术之一,已被国际公认为最有发展

前途的一项重大高新生产技术,是利用有选择性的薄膜,以压力为推动力实现混合物组分

分离的技术。可将溶液中的物质按分子量大小进行分离,从而达到分离、分级、纯化、浓

缩的目的。膜分离技术包括微滤、超滤、纳滤和反渗透等。
以超滤技术为代表的膜分离技术是现代分离技术领域先进的技术之一 ,具有明显的

·852·

转基因植物生物反应器



优越性:可在原生物体系环境下实现物质分离,有效膜面积大,滤速快,无二次污染;富

集产物或滤除杂质效率高:无需加热浓缩,适用于热敏性成分。因其在常温下操作无相

变,能耗低等优点,特别适用于热敏性物质和生物活性物质的处理,因而在植物有效成分

分离提取中有着极为广阔的应用前景。

(一) 膜分离技术的基本原理

膜分离技术的基本原理是以压力为推动力,实现溶质与溶剂的分离 (表8 6)。当溶

液体系进入滤器时,在滤器内的滤膜表面发生分离,溶剂 (水)和其他小分子质量溶质透

过具有不对称微孔结构的滤膜,大分子溶质和微粒 (如蛋白质、细菌、胶体等)被滤膜阻

留,从而达到分离、提纯和浓缩产品的目的。

表8 6 各种膜分离法的原理

膜分离法 传质动力 分离原理 应用对象

微滤 (MF) 压差 (0.05~0.5MPa) 筛分 消毒、澄清收集细胞

超滤 (UF) 压差 (0.1~1.0MPa) 筛分 大分子物质分离

反渗透 (RO) 压差 (1.0~10MPa) 筛分 小分子溶质浓缩

透析 (DS) 浓度差 筛分 小分子有机物和无机离子

滤膜的工作面是极薄的致密层。该层上微孔的孔径小至2~15nm,下面是结构较疏

松的支撑层,空隙大于15nm。这种典型的膜结构,使得液体在分离过程中大分子溶质的

微粒随溶液切向流经膜表面时,由于液体的快速流动,使得这些物质既不能进入致密细

孔,引起膜内堵塞,也不会停留在膜面上形成表面的堵塞。而小分子物质和溶剂则在压力

驱动下穿过致密层上的微孔后,即能顺利穿过下部的疏松支持层,进入膜的另一侧,从而

使膜在长期连续运行中能保持较恒定的产量和分离效果,可长期、反复使用。

(二) 膜技术的优越性

1.选择范围广,适用性强 膜技术包括反渗透、纳滤、超滤、微滤、透析、电渗析、
渗透蒸发、液膜、膜萃取、膜蒸馏等,为满足各种生产的需求提供了广阔的选择空间。

2.富集产物效率高 根据活性物质或杂质分子质量的情况,选择一定孔径范围的滤

膜,一次或两次即可完成富集和杂质的除去。其操作方便,过程简单,分离效率高。

3.常温操作,不破坏活性成分 根据分子质量大小选择不同孔径膜,达到富集有效

物质的目的。该技术不需要加热,能耗低,尤其是适用于热不稳定性活性物质的分离。

4.可分级分离 可分离不同分子质量范围的溶质,在中草药制剂特别是注射液的制

备中备受青睐。

5.简化工艺 缩短生产周期,节约资源 (尤其是乙醇),从而降低成本,提高经济效益。

四、 超声波提取技术

超声提取技术是以超声波辐射压强产生的骚动效应、空化效应引起机械搅拌,加速扩
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散溶解的一种新型提取方法,能够加速所提取成分的扩散并与溶剂充分混合,大大提高了

有效成分的提取效率。
其原理主要是利用超声的空化作用对细胞膜的破坏,有助于有效成分的溶出与释放。

超声波使提取液不断震荡,有助溶质扩散。同时,超声波的热效应使水温基本在57℃,
对原料有水浴作用。超声波提取与传统的回流提取、索氏提取法等比较,具有提取速度

快、时间短、收率高、无需加热等优点,已被许多分析过程选为供试样处理的手段。
植物粉末提取过程中,与超声波直接作用的主要是粉末粒子表面上的植物细胞。这些

细胞破碎后可以很快提取出目标产物。但在粉末颗粒内部的大量细胞在超声波作用下,提

取出的目标产物须经过颗粒内部的扩散才能到达颗粒表面,扩散穿过颗粒表面的液膜进入

液相主体中。
超声提取的效果不仅取决于超声波的强度和频率,而且与被破碎物质的机构功能有一

定关系。超声提取的频率和时间都会影响有效成分的得率。植物有效成分大多为细胞内产

物,提取时往往需要将细胞破碎,而现有的机械或化学破碎方法有时难以取得理想的效

果,所以,超声破碎在提取中已显示出明显的优势。超声提取避免了高温加热对有效成分

的破坏。但操作时对容器壁的厚薄、放置的位置要求比较高。目前实验研究都处于小规模

阶段,要用于大规模生产,还需要解决有关工程设备的放大问题。

五、 分子印迹技术

分子印迹技术来源于免疫学的发展,早在20世纪40年代,著名的诺贝尔奖获得者

Pauling在研究抗体生物合成理论时就提出了以抗原为模板来合成抗体的理论,为分子印

迹的发展奠定了一定的理论基础。1949年,Dickey在制备硅胶吸附剂时提出了 “专一性

吸附”的概念。1972年,德国的 Wulff研究小组首次报道了人工合成分子印迹聚合物,
分子印迹才越来越得到学术界和工业界的关注。1993年瑞典Lund大学的 Mosbach等在

《Nature》上发表有关茶碱分子印迹聚合物的报道,提出了非共价 MIT方法,并将这项技

术运用于色谱固定相的制备。近10年来,MIT技术发展极其迅速,在许多领域展现了独

特的魅力。分子印迹技术逐渐成为国内外的研究热点。

(一) 分子印迹技术的基本概念和原理

分子印迹技术,又称分子烙印 (molecularimprintingtechnology,MIT),是一种高

选择性分离技术,是指为获得空间结构和结合位点上与某一分子 (模板分子)完全匹配的

聚合物的实验制备技术。这种技术是选用能与印迹分子产生特定相互作用的功能性单体,
在印迹分子周围与交联剂进行聚合,形成三位交联的聚合物网络,然后,通过合适的溶剂

除去印迹分子,在聚合物网络中形成空间和化学功能与印迹分子互补的空穴 (图8 8)。
整个聚合过程可分为三步:印迹、聚合、去除印迹分子。首先以具有适当功能基的功能单

体与模板分子结合形成单体———模板分子复合物;然后,选择适当的交联剂将功能单体互

相交联起来形成共聚物,从而使功能单体上的功能基在空间排列和空间定向上固定下来;
最后,通过一定的方法把模板分子脱去,这样就在高分子共聚物中留下一个与模板分子在
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空间结构上完全匹配,并含有与模板分子专一结合的功能基的三维空穴。这个三维空穴可

以选择性的重新与模板分子结合,即对模板分子具有专一性识别作用。

图8 8 分子印迹技术的基本作用原理

MIT制备出来的分子印迹聚合物 (molecularimprintingpolymer,MIP)不仅具有特

定的选择性和高亲和性的分子识别材料,而且还具有很好的物理化学稳定性,能多次重复

使用而不损失其分子记忆效应。

(二) 分子印迹聚合物的制备方法

将印迹分子和功能单体按照一定比例混合后在一定条件下反应,印迹分子和功能单体

之间存在一定的分子间作用力 (如氢键、范德华力或共价键);加入交联剂,使之与前面

的印迹分子功能单体复合物通过聚合反应形成聚合物;将印迹分子从聚合物中抽提出来,
形成具有一定空穴的分子印迹聚合物。分子印迹聚合物中的空腔和印迹分子形状、大小完

全一样,可以对印迹分子实现特异性识别。具体的制备方法有以下几种:

1.传统方法 (沉淀聚合) 将功能单体在溶液中排列在印迹分子周围,交联干燥

后,将其研磨、破 碎、筛 分,得 到 一 定 粒 径 的 分 子 印 迹 介 质,最 后 洗 脱 除 去 模 板

分子。

2.原位聚合 针对沉淀聚合的缺点 (如处理过程繁杂,规则粒子的柱效低,模板难

以除去等),Svec和Frechet发展了一种在色谱柱中聚合的原位聚合方法,制得可直接使

用的分子印迹色谱柱。

3.乳液聚合 将模板分子、功能单体、交联剂溶于有机溶剂中,然后将溶液移入水

中,搅拌、乳化,最后加入引发剂交联、聚合,可直接制备粒径较均一的球形分子印迹

介质。

4.悬浮聚合 采用全氟化碳液体作为悬浮介质,代替传统的有机溶剂———水悬浮介

质,从而消除了非共价印迹中存在的不稳定的预组织体。

5.表面印迹 通过对粒子表面进行修饰,制备分子印迹聚合物材料。这种方法不仅

可以利用粒子的机械稳定性,还可以通过对粒子本身性能的调节来适应应用的需要。
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(三) 分子印迹技术的分类

按照单体与模板分子间作用力的不同,分子印迹技术可分为分子自组装 (非共价法)
和分子预组织 (共价法)。两者的主要区别在于单体与模板分子结合的机理不同。分子自

组装是指单体和模板分子之间通过弱的相互作用来合成。分子预组织是通过单体和模板分

子之间形成可逆性共价键来合成单体———模板分子复合物。

1.自组装法 (非共价法) 印迹分子与单体通过非共价键作用力结合,包括氢键、偶

极作用、离子化作用、疏水作用等。分子识别作用是通过多重分子间作用实现的,具有立

体效应。这些分子在交联剂参与下,在空间上被固定形成三位交联的聚合物网络,然后用

溶剂将印迹分子除去,得到的中间具有空穴的分子。用这种方法合成的 MIP具有高度的

记忆性。

2.预先组织法 (共价法) 印迹分子与单体通过共价键结合,当加入交联剂共聚后,
印迹分子通过化学过程从聚合物网络上断开,然后再用某种溶液将印迹分子洗脱下来,形

成具有空腔的分子印迹聚合物。这类聚合物曾用于多种化合物的特定性识别,如糖类及其

衍生物、氨基酸及其衍生物、芳基酮类等。
除了这两种基本模式外,还有一种技术是两者的结合,即聚合时单体与印迹分子间的

作用力是共价键,而在对印迹分子的识别过程中,两者的作用是非共价键。这种高产量组

合分子印迹技术简化了条件,优化了工作,大大提高了 MIP的制备效率。预计这种方法

将成为今后制备 MIP的重要发展方向。

六、 电泳亲和色谱技术

亲和色谱利用亲和配体与目标组分间的特异性结合作用实现对目标组分的纯化,在生

物物质的分析和分离领域得到日益广泛的应用。在亲和色谱的分离过程中,液相主体中的

溶质分子必须经过一系列扩散过程才能进入到固定相颗粒孔内完成吸附或解吸等质量置换

反应,被置换出的物质再由颗粒内扩散出固定相颗粒进入流动相。与质量置换反应过程相

比,扩散过程由于速度较慢而常成为亲和色谱分离过程的速度控制步骤。袁乃驹等把亲和

色谱与制备电泳技术相结合,利用电场强化扩散过程以加速分离过程的进行将多通道流动

电泳与亲和色谱相结合,形成一种新型制备规模的生物分离技术,即电泳亲和色谱技术。
电泳亲和色谱的分离过程在由膜隔开的多通道电泳槽中进行,电场方向与各腔室中的

溶液流动方向垂直。带不同电荷的蛋白质混合物进入进样室,带电的目标组分在电场作用

下迁移进入介质室,被亲和介质吸附。带电性质与目标组分相近的杂质蛋白在电场作用下

通过介质室,继续迁移进入冲洗室并被冲洗溶液带出;而带电性质与目标组分相反的杂质

蛋白质在电场作用下直接迁移进入另一侧的冲洗室,然后被冲洗液带出,减少了杂质蛋白

质在介质中的非特异性吸附,从而提高了分离过程的选择性。吸附完成后,引入洗脱缓冲

溶液,在电场作用下将目标组分从介质上洗脱下来,并迁移入冲洗室被冲出,完成分离过

程。电泳亲和色谱实验流程如图8 9所示。实验时,首先用泵将吸附缓冲溶液连续输入

电极室、冲洗室和进样室,然后开启电泳仪电源。当亲和介质与吸附缓冲溶液达到平衡

·262·

转基因植物生物反应器



后,将含蛋白质的样品缓冲溶液泵入进样室,开始电泳吸附。电泳吸附过程持续约60min
后,进行15min左右的电泳淋洗。之后关闭电泳仪电源,将缓冲溶液更换为洗脱缓冲溶

液,再打开电泳仪电源,进行电泳洗脱。实验结束后,用6mol/L尿素再生介质。

图8 9 电泳亲和色谱实验流程

七、 浊点萃取技术

浊点萃取 (cloudpointextraction,CPE)是近年来出现的一种新型液—液萃取技术,
它是以中性表面活性剂胶束水溶液的溶解性和浊点现象为基础,通过改变实验参数 (如温

度、压力、电解质P等)而引起相分离,从而将水溶性物质与亲油性物质分离。由于该

法不需使用挥发性有机溶剂,因而不污染环境,具有经济、安全、高效、操作简便、应用

范围广等特点,且能用于大规模生产中的分离纯化。目前,它已成功地应用于金属螯合

物、生物大分子的分离与纯化,环境样品的前处理,以及分析检测的前处理过程中。它经

济、安全、高效、操作简便、应用范围广。作为分离纯化方法,易于大规模生产,作为样

品前处理方法可与高效液相色谱 (HPLC)、流动注射分析 (FIA )等后序仪器分析方法

联用。
表面活性剂的重要功能之一是它的增溶作用。增溶作用是表面活性剂在水溶液中浓度

达到临界胶束浓度而形成胶束后,能使不溶或微溶于水的有机物的溶解度显著增大,形成

澄清透明溶液的现象。形成的增溶体系是热力学稳定体系。表面活性剂胶束溶液的形成和

浊点现象表面活性剂分子通常由疏水和亲水两部分组成。疏水部分在水溶液中聚集成核,
亲水部分向外张开形成胶束。表面活性剂在水溶液中形成胶束的最小浓度称为临界胶束浓
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度 (CMC),最低温度称为临界胶束温度 (CMT)。表面活性剂类型不同,溶液条件不

同,胶束形态各异,如圆形、椭圆形、圆柱形。平时应用表面活性剂性质最多的是它的增

溶作用,很多微溶于水或不溶于水的物质可以与表面活性剂结合后溶于水。CPE法除了

利用增溶作用外,还利用了表面活性剂另一个重要性质——— 浊点现象。一个均一的表面

活性剂水溶液在外界条件 (如温度)变化时,因为引发相分离而突然出现浑浊的现象叫浊

点现象,此时的温度叫做浊点温度 (CP)。静置一段时间 (或离心)后会形成两个透明的

液相:一为表面活性剂相 (约占总体积的5% ),另一为水相 (胶束浓度等于CMC)。外

界条件 (如温度)向相反方向变化,两相便消失,再次成为均一溶液。溶解在溶液中的疏

水性物质如膜蛋白,与表面活性剂的疏水基团结合,被萃取进表面活性剂相,亲水性物质

留在水相,这种利用浊点现象使样品中疏水性物质与亲水性物质分离的萃取方法就是浊点

萃取。图8 10显示了由温度变化引发的这种相分离现象。温度的改变,引起水化层的破

坏,增强了表面活性剂的疏水性。相分离是熵 (倾向于水与胶束相溶)与焓 (倾向于水与

胶束相分离)竞争的结果。一般说来,表面活性剂的浊点随其憎水部分的碳链的增长而降

低,随亲水链的增长而升高;随浓度的增大而升高。表面活性剂溶液的相分离行为与表面

活性剂的种类有关。

图8 10 温度引发表面活性剂相分离现象

(A)含有疏水性萃取物的初始溶液

(B)加入表面活性剂后萃取物与胶束结合

(C)改变溶液条件发生相分离
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第九章 转基因植物生物反应器产品的

  产业化现状和安全性评价

第一节 转基因植物生物反应器产品及其产业化现状

一、 已经达到商业化的转基因植物生物反应器产品

进入21世纪的生物科学主流仍然是分子生物学、基因和以基因为核心的生物技术的

研究与应用。随着转基因技术的日趋成熟,在全球范围内以植物基因工程为核心的农业生

物技术产业已形成。
自从1983年世界上诞生了第1例转基因植物,1994年首例转基因植物产品———耐贮

存番茄进入市场,1996年后转基因植物的产业化迅速发展,势不可挡。至2005年在全球

21个国家转基因植物推广应用总面积达到9000万hm2,1996—2005年十年间全球转基

因作物种植面积增长近53倍,累计种植面积已达4.746亿hm2,相当于我国耕地面积的

3.75倍。目前,大面积推广应用的转基因植物主要是抗虫、抗除草剂的品种。
利用转基因植物作生物反应器生产药物、疫苗和工业原料是21世纪转基因技术在农

业上应用的新潮流。国外发达国家特别是美国采用植物生物反应器这种 “分子农业”的方

法,已经成功地生产出多种高新生物技术产品,包括特殊的饱和或不饱和脂肪酸、改性淀

粉、环糊精或糖醇、次生代谢产物、工农业用酶以及一些高经济附加值的药用蛋白多肽,
一些研究机构和公司已经开始从这些产品生产中获得巨大的经济效益 (表9 1)。

表9 1 利用转基因植物生产的高经济附加值生物制剂

产 品     转基因植物 用 途 年份

脂类化合物

  三酰甘油酸酯 油菜 食品、去垢剂 1992
  饱和脂肪酸 油菜 食品、工业 1992
  β 羟基丁酸盐 油菜、大豆 生物可降解塑料 1992
碳水化合物

  改性淀粉 马铃薯 食品、工业 1991
  环糊精 马铃薯 食品、制药 1991
  糖醇 马铃薯 食品、工业 1994
工农业用酶

  α 淀粉酶 烟草、苜蓿 食品、工业 1994
  植酸酶 烟草 饲料 1993
  β 葡聚糖酶 大麦 啤酒酿造 1995
药用蛋白多肽

  α 天花粉蛋白 烟草 艾滋病毒抑制剂 1993
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(续)

产 品 转基因植物 用 途 年份

  表皮生长因子 烟草 细胞生长 1993

  促红细胞生成素 烟草 调谐红细胞水平 1993
  生长激素 烟草、拟南芥 生长调节剂 1994
  水蛭素 油菜 抗血凝药物 1994
  人血白蛋白 烟草、马铃薯 药用 1990
  干扰素 芜菁 抗病毒 1989
  抗原蛋白 烟草、马铃薯、番茄、莴苣 疫苗 1992—2004

紫花苜蓿、羽扇豆、花生等

  GLP1蛋白 水稻 治疗糖尿病 2002
次生代谢产物

  八氢番茄红素合成酶 水稻 (金色大米) 维生素A缺乏症 2000
  和番茄红素环化酶

据统计,从20世纪80年代至今,通过DNA重组技术所生产的生物医药年销售额已

超过100亿美元。由于生物医药产业被许多国家视为强劲的经济增长点而加以重点扶持,
生物医药的年销售规模从1996年的101亿美元扩大到2006年的320亿美元,平均年增长

率将达12%以上,其中治疗药物年平均增长16%,诊断试剂年平均增长9%。利用植物

反应器生产药用蛋白和疫苗已成为当前生物制药产业重点开发的热点领域,具有其他方式

所不具备的优势,最受人们关注,同时研究进展也最快。美国、英国、荷兰、芬兰和日本

等发达国家都已把植物反应器开发列入国家生物技术革命的战略性计划。目前世界上已有

多种药物蛋白在番茄、马铃薯、莴苣和香蕉等上成功表达。随着该领域研究的进展,转基

因植物用于生产低成本可食用疫苗的产业化将显示出越来越良好的发展前景。
从商业的角度来看,植物是生产药物蛋白最具诱惑力的生产系统之一,转基因植物作

为生产药物蛋白的生物反应器,为人类提供了一个更加安全和廉价的生产体系。第一个进

入临床试验的转基因植物表达的药物蛋白是PlanetBiotechnology公司的新药CaroRxTM
(商品名)。CaroRxTM是转基因烟草表达的分泌性免疫球蛋白A(sIgA),具有杀灭龋齿

致病菌S.mutans链球菌的功效。除CaroRxTM 外,该公司目前还致力于研究开发基于

sIgA治疗口腔、呼吸、消化、生殖和泌尿等黏膜上皮疾病的新药。Monsanto公司开发的

转基因玉米用于生产人抗体,其产量可达到22.5kg/hm2,现正计划将该产品进入临床试

验。另外,该公司正在开发转基因大豆,用于生产单疱疹病毒2(HSV 2)人源化抗体。

ProdiGene 公 司 与 EPIcyte 医 药 公 司 联 合 开 发 转 基 因 玉 米 生 产 人 黏 膜 抗 体,

LargeScaleBiology公司和斯坦福大学的科学家联手开发转基因植物生产恶性肿瘤疫苗,
都获得了突破性进展。

随着转基因植物来源的药用蛋白质 (plant derivedpharmaceuticalproteins,PDPs)
研究的进展,其产品的商业化热潮即将到来。已有3种来源于转基因植物的药用蛋白上

市,它们是Prodigene公司利用转基因玉米生产的抗生物素蛋白、胰蛋白酶和β 葡糖醛

酸酶。还有很多公司在大规模生产生物技术蛋白作为商业释放的前奏,其中包括Large
ScaleBiology公司和Sigma Aldrich公司合作的干扰素α 2a和α 2b、Sigma Aldrich
公司和Chlorogen有限公司合作的四种未公开的蛋白。据不完全统计,目前已有几十种药
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物蛋白或多肽在植物中得到成功表达,其中包括人的细胞因子、表皮生长因子、促红细胞

生成素、干扰素、生长激素、单克隆抗体和可作为疫苗用的抗原蛋白等。转基因植物生产

的药用蛋白即将市场化,目前很多研究已进入临床试验阶段 (表9 2),为转基因植物生

物反应器的产业化奠定了基础。

表9 2 已进入临床试验的转基因植物生产的药用蛋白

产 品 传 染 病 产 品 来 源 研 究 阶 段

疫苗

 E.coli热敏毒素 腹 泻 玉米,马铃薯 分别进行临床Ⅰ期试验

 乙肝病毒表面抗原 乙型肝炎 莴苣,马铃薯 分别进行临床Ⅰ期试验

 诺沃克病毒衣壳蛋白 呕吐,腹泻 马铃薯 临床Ⅰ期

 狂犬病糖蛋白 狂犬病 菠菜 临床Ⅰ期

抗体

 LSBCscFVs 非何杰金氏淋巴瘤 烟草 至少12种人用抗体进行

临床Ⅰ期试验

 Avicidin 结肠癌 玉米 临床二期结束

 CaroRX 龋齿 烟草 临床二期

其他产品

 胃脂肪酶 囊性纤维化,胰腺炎 玉米 临床二期

 Humanintrinsic 维生素B12缺乏症 Arobidopsis 临床二期

 factor
 乳铁蛋白 胃肠感染 玉米 临床Ⅰ期

虽然相对于人的转基因植物口服疫苗的研究畜禽转基因植物口服疫苗较为落后 ,但

相关的研究也正在迎头赶上 。动物用疫苗受到的障碍较少,优先得到商业化批准。第一

个上市的动物疫苗是由DowAgroSciences开发的家禽疫苗。
另外 一 个 引 起 全 球 关 注 的 转 基 因 植 物 研 究 成 果 是,瑞 士 联 邦 技 术 研 究 所 的

IngoPotrykus教授及其同事研制出一种富含β 胡萝卜素 (维生素A前体)的水稻,品种

名称T309,每克稻米含1.6mgβ 胡萝卜素,由于稻米色泽金黄,故称为 “金色大米”。
发展中国家目前大约有2.5亿~10亿人患维生素A缺乏症,正是由于此症,这些国家每

年有1000万~2000万儿童死亡。食用富含铁质和维生素A的这种转基因水稻,将大大

减少发展中国家儿童贫血症和维生素A缺乏症的发病率。据英国 《新科学家》杂志报道,
位于英国剑桥的兴根塔育种公司的研究人员称,他们已经培育出了一种命名为 “金稻 2”
的新型转基因水稻,其原维生素A的含量比传统水稻提高了20多倍。兴根塔育种公司拥

有富含β 胡萝卜素的金稻 2的产权。麦尔说:“我们已收到许可证,允许这种水稻在印

度和菲律宾种植,这两个国家的水稻种植面积很大,会产生很大的影响。”
我国从20世纪80年代已经开始转基因植物的研究,到1990年我国自行研制的抗烟

草花叶病毒烟草在辽宁进行商业化种植,成为世界上第一例商品化的转基因植物。我国目

前有6种转基因植物被批准进入商品化生产,它们包括转基因耐贮藏番茄、转查尔酮合成

酶基因矮牵牛、抗病毒甜椒、抗病毒番茄、抗虫棉和保铃棉。我国在转基因植物生物反应

器方面的研究和利用主要集中在药用蛋白。获得了高效表达乙型肝炎病毒包膜的蛋白基因

的马铃薯和番茄、高效表达产毒素大肠杆菌热敏毒素b亚基及定居因子CS6B抗原蛋白基
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因的马铃薯,相关转基因植物已进入环境释放阶段。已成功地利用TMV载体大量表达出

与TMV外壳蛋白融合的多个口蹄疫病毒表面抗原小肽,可从100g烟草叶片中得到

1~2g含口蹄疫病毒 “OK1”株系抗原决定小肽 (11肽和14肽)的融合蛋白。
在制订 “十五”、“863”计划时,我国进一步加大了在植物生物反应器研究方面的投资

力度。其中 “利用植物生物反应器生产动物口蹄疫、结核病等兽用疫苗”、“降钙素和人乳铁

蛋白等功能蛋白植物生物反应器的研制”、“组织和器官特异性基因表达启动子研究及高效表

达载体构建”、“高效转化系统的研究”和 “外源蛋白在受体植物中高效和稳定表达机制的

研究”等课题被列为重大课题而予以了资助。当上述重大专项主要技术经济指标实现以

后,我国医药市场上将出现几种用植物生物反应器生产的药物、疫苗或其他保健食品。

二、 GMP标准下的转基因植物生物反应器产品

“GMP”是英文GoodManufacturingPractice的缩写,中文的意思是 “良好作业规

范”,或是 “优良制造标准”,是一种特别注重制造过程中产品质量与卫生安全的自主性管

理制度。它是一套适用于制药、食品等行业的强制性标准,要求企业从原料、人员、设施

设备、生产过程、包装运输、质量控制等方面按国家有关法规达到卫生质量要求,形成一

套可操作的作业规范帮助企业改善企业卫生环境,及时发现生产过程中存在的问题,加以

改善。随着GMP的发展,国际间实施了药品GMP认证。GMP提供了药品生产和质量管

理的基本准则,药品生产必须符合GMP的要求,药品质量必须符合法定标准。我国卫生

部于1995年7月11日下达卫药发 (1995)第35号 “关于开展药品GMP认证工作的通

知”。药品GMP认证是国家依法对药品生产企业 (车间)和药品品种实施GMP监督检查

并取得认可的一种制度,是国际药品贸易和药品监督管理的重要内容,也是确保药品质量

稳定性、安全性和有效性的一种科学的先进的管理手段。食品GMP认证由美国在60年

代发起,当前除美国已立法强制实施食品GMP外,其他如日本、加拿大、新加坡、德国、
澳大利亚、中国等国家均只是采取劝导方式引导从业者自动自发实施。

GMP最初建立在化学合成药品的生产上,后来又适用于在封闭、精密监测和控制条

件下的细胞培养和微生物发酵技术生产的药物。把GMP的准则用在转基因植物生物反应

器来源的药物,尚有一些争议。在陆生植物生长过程中,自然界的变化及植物的生长、土

壤、天气状况的不恒定性,限制我们建立同等水准的控制系统。某些限制可以通过在温室

或其他可控环境种植或进行水培,但是这些解决方法限制了生产规模,这是用植物生产药

物的主要优势。另一个替代方案是利用植物细胞培养生产药物,可以保持精确的可控环

境,能够消除微生物和动物细胞生产药物的一些主要缺陷———在细胞或培养介质中病原体

或致癌性DNA得以表达的危险性。但这不仅会降低生产规模,而且使整个生产周期依赖

于培养罐和有专业知识和技术的员工进行操作,这抹杀了利用陆生植物生产药物的另一个

优势———生产周期的大部分可由没有专业知识和技能的工人来完成。
在利用微生物或动物细胞培养生产药物时,有一排排的微生物或动物细胞库为生产提

供生产起始材料。对于转基因植物来说,确立一个同样的库并不简单,建立一个种子库似

乎是最合理的,但是没有指导原则来说明应该贮存什么样的种子 (来自开始的半合子转化
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体种子、来自自身的纯合转基因种子还是来自表达产物的杂交种子)、贮存多少、贮存条

件和可贮存的周期。这些问题均需要管理机构和相关机构立法来说明和处理,只有这样转

基因植物来源的药用蛋白质 (PDPs)才能成为主流技术。
植物材料收获之后,GMP也同样要用于药物生产的下游生产过程,这包括药物

从植物体中分离和纯化。生产的开始阶段 (收获、提取、净化)变化最大,需要优

化系统和方法。即使非临床药物,下游生产也占整个生产成本的80%以上,当然产

品实际成本有赖于所要求的纯度。有人认为转基因植物药用蛋白的下游生产过程没

有理由不遵守其他生物药物生产系统的标准。2002年美国出台了GMP条件下植物生

物技术药物生产的管理指导,这仅仅是个草案,至今相关管理机构对植物生物技术药

物生产几乎没有帮助。

三、 转基因植物生物反应器产品在发展中国家的应用前景

(一) 转基因植物生物反应器药用蛋白和疫苗的优势

转基因植物生物反应器是20世纪90年代转基因植物的又一发展新方向,药物蛋白和

疫苗是转基因植物生物反应器最主要的产品。利用转基因植物生产疫苗具有微生物发酵和

动物细胞培养方式不可比拟的优势。
能够生产重组药用蛋白和疫苗的系统包括:动物病毒 (痘苗病毒、鸡痘腺病毒、逆转

录病毒)、细菌 (大肠杆菌和枯草芽孢杆菌)、酵母 (酿酒酵母)、昆虫细胞和哺乳动物细

胞。然而,它们也存在弊端,限制了其商品化应用。例如:细菌细胞不能完成许多病毒蛋

白质的转录后修饰作用、不利于蛋白质的重新折叠、导致其免疫性通常较弱;酵母菌对有

些蛋白质的过分糖基化可能影响针对特定蛋白质的免疫反应,妨碍了酵母菌在一些疫苗生

产中的应用。目前,利用重组DNA技术生产的大多数治疗用血液蛋白几乎都是在哺乳动

物细胞表达系统中生产出来的。该系统的主要优点是所表达的重组蛋白能够进行正确的折

叠及完成其他翻译后加工过程的机会比较高。然而,有许多因素仍然限制哺乳动物细胞表

达系统的广泛应用,这些因素包括:①即使在最适的培养条件下,重组蛋白在哺乳动物细

胞中的表达水平仍很低,通常为每天每升数十毫克;②重组蛋白最后必须从培养液中分离

提纯出来,这会进一步导致产量损失和增加生产成本;③哺乳动物细胞表达系统日常维护

费用非常高,这也使产品的生产成本居高不下;④哺乳动物细胞对外力比较敏感,而振荡

培养通常又是工业化大规模生产所不可缺少的,这就使扩大生产规模变得相当困难;⑤胎

牛血清是哺乳动物细胞生长所不可缺少的,它的价格昂贵,而且不同批次之间成分相差很

大,这些变化会导致细胞的生长情况不一致,进而影响到细胞发酵过程及下游的提纯加工

过程;⑥哺乳动物细胞对一些环境因素如温度、pH值、含氧量和次生代谢产物的变化非

常的敏感,因此需要对培养条件进行精确的监控;⑦利用哺乳动物细胞培养表达系统不能

避免病原生物的污染。
利用转基因植物生物反应器表达系统生产药用蛋白和疫苗与现行生产系统相比,具有

许多潜在的优势:
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(1)植物细胞具有全能性 ,能够再生植株 ,转基因植物的种植不需要特殊技术和复

杂的生产设备、设施 ,只要有阳光、养分和水 ,就可通过大面积栽培转基因植株进行大

规模生产 ,只需增加耕种面积就能扩大其产量,是最经济有效的疫苗生产系统。例如,
生产人类葡萄糖脑苷脂酶:hGC 是当今世界最昂贵的药 物,治 疗 遗 传 病 高 歇 斯 症

(Gausherdisease)的特效药,每生产一个剂量的hGC要消耗2000~8000个人类胎盘,
故该药物一直供不应求。美国 VirginiaPolytechnicInstitute (VPI)把克隆出的hGC基

因,经改造导入烟草并得到表达。在转基因烟草叶片中,hGC的表达量竟达到1mg/g鲜

重,一株转基因植株就等于2000~8000个胎盘生产出的药物。
(2)与动物细胞比较 ,植物培养条件简单 ,便于遗传操作。与微生物系统比较,植

物具有完整的真核细胞表达,系统表达产物可糖基化、酰胺化、磷酸化、亚基可以正确装

配等转译后加工,使三维空间结构更趋于自然状态 ,表达产物具有与天然产物蛋白相似

的免疫原性和生物活性。
(3)常规疫苗和其他新技术疫苗在大规模培养过程中 ,很容易发生病原性细菌污染,

特别是霉形体污染极其普遍 ,而转基因植物疫苗不含致病微生物或潜在致病微生物,转

基因植物生产的疫苗中植物病毒不感染人体,故表达产物安全可靠,无毒性和副作用,无

残存DNA污染和潜在致病、致癌性。利用重组植物生产的生物药不论提纯与否,都不存

在潜在的人类病原,因而是相当安全。免除了使用活病原的风险和疫苗的灭活问题,对人

畜安全,不会引起负反应。
(4)转基因植物疫苗不需要特殊容器分装,不需低温保存和冷藏运输。部分转基因疫

苗可直接口服,既节省了提取、纯化和保存成本,而且不需要注射器之类的设备,可以避

免因使用了消毒不完善的注射器而感染通过血液传染的疾病,如艾滋病和乙肝等。

(二) 转基因植物生物反应器产品在发展中国家的应用前景

每年全球新增8600万人口,每天全球有4000人死于饥饿,而所有这些大部分都发

生在发展中国家。目前几乎每个发展中国家都面临着人口增长与耕地面积减少的巨大压

力,解决这一问题的唯一办法就是通过高新技术来提高农业生产效率,转基因技术的大规

模应用可以显著地降低生产成本,提高生产效率。
转基因疫苗在人类医学历史上起到重要作用,全世界每年有1.2×108 个新生儿,新

生儿需要注射水痘、黄热病、乙型脑炎、脊髓灰质炎等16种疫苗,因而全世界对疫苗的

需求量非常巨大。现行疫苗系统建立在重组细胞培养系统之上,用动物或微生物生产口服

疫苗需要严格的设备和昂贵的培养基,需要发酵技术和严格的纯化程序,特殊的专业知识

和特殊的贮藏条件,发展中国家难以承受,基因重组疫苗价格昂贵和接种程序复杂也严重

影响其普及与推广。
利用转基因植物生物反应器生产药用蛋白和疫苗的巨大优势,给发展中国家带来希望

的曙光,它将会把农业和医药联系起来,使以农业为主的发展中国家能够利用农业来改善

健康状况以及其他需求。PDPs低成本的巨大优势将能够帮助发展中国家控制传染病,特

别是HIV/AIDS。没有便利的交通和贮存系统,把易变质的疫苗分发到偏僻地区并接种

成为传染病防疫的主要障碍,PDPs提供了解决这一障碍的巨大优势,偏僻地区的人们可
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以种植转基因植物来生产自己所需要的疫苗。发展中国家通常能够大量生产农作物,有很

多果汁、蔗糖、小麦和玉米加工厂,有大量的初级加工设备,可以从这项转基因技术获得

最大的利益。转基因植物生物反应器技术可以把重组蛋白定位到种子,或者利用食品加工

技术 (如冷冻干燥),使重组疫苗容易保存,能够克服传统疫苗从生产地运送到各地及贮

存都需要冷藏设备的缺点,可以简单地方便地生产、贮藏和发放疫苗。同样,使抗原疫苗

在水果和蔬菜中表达有更好的前景 ,可直接口服免疫,并产生较强的体液和黏膜免疫反

应。美味可口的水果、蔬菜代替了打针、吃药,便于在发展中国家推广和普及。这对于世

界上偏僻落后贫穷的国家和地区的人们、对动荡不安的发展中国家的人们而言可以通过服

用廉价的植物疫苗获得抵抗疾病的免疫力。

1990年9月举行的世界儿童问题首脑会议上儿童疫苗计划小组表示要生产一种口服

全价新生儿疫苗的目标,把香蕉作为首选的转基因植物,并且植物学家已经筹划了可用于

全球免疫接种的足量香蕉,大家都为21世纪控制和消灭传染病的前景乐观。

第二节 转基因植物生物反应器产品安全性评价

之所以要对转基因作物及其食品进行安全性评估,是由于转基因技术可以使基因在动

物、植物、微生物之间相互转移,甚至可以将多基因的大片段导入生物体中表达,因此需

要进行科学的评估。近年来,转基因生物的安全性已成为国际社会争论的热点。转基因植

物在给人类带来巨大的经济效益的同时,也可能给人类和环境带来一定的危险和长期的负

面影响。而生物安全的风险是一种综合的、长期的效应,它可能对其他生物和环境带来一

些潜在的、间接的影响,也可能在近期并不表现出来,在经过一个较长的潜伏期后才表现

危害。由于目前科学技术水平不能精确地预测转基因生物可能产生的所有表现效应,因

此,农业转基因生物及其产品对人类及环境的安全性等问题已刻不容缓地摆在人类的面

前。转基因生物反应器属于转基因植物的范畴,同样要进行安全性评价。

一、 转基因植物安全性评价内容

目前国际上对转基因植物的安全性评价主要集中在两个方面,一个是环境安全性,另

一个是食品安全性。通过安全性评价,可以为农业转基因生物的研究、试验、生产、加

工、经营、进出口提供依据,同时也向公众证明安全性评价是建立在科学的基础上的。因

此,对农业转基因生物实施安全评价是安全管理的核心和基础。

(一) 环境安全性评价

转基因植物的风险性是指它作为一个新物种进入生态系统 ,对生态平衡可能产生负

面效应。环境安全性评价要回答的核心问题是转基因植物释放到田间去是否会将基因转移

到野生植物中,或是否会破坏自然生态环境,打破原有生物种群的动态平衡。

1.转基因植物演变成农田杂草的可能性 美国杂草科学委员会 (WSSA)将杂草简

单定义为:对人类行为或利益有害或有干扰的任何植物。杂草常有一些特定的生理和结构
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特征,杂草往往生长迅速并且具有强大生存竞争力,能够生产大量长期有活力的种子,而

且这些种子具有远、近不同距离的传播能力,甚至能够以某种方式阻碍其他植物的生长。
由于杂草具有以上特征,所以常常给世界农业生产造成巨大损失。

一种植物是否成为难以控制的杂草,取决于它内在的遗传特性及其特征表现所需要的

特定环境,两者缺一不可。植物在获得新的基因后会不会增加其生存竞争性,在生长势、
越冬性、种子产量和生活力等方面是否比非转基因植株强。若转基因植物可以在自然生态

条件下生存,势必会改变自然的生物种群,打破生态平衡。从目前的水稻、玉米、棉花、
马铃薯、亚麻和芦笋等转基因植物的田间试验结果来看,大多数植物的生存竞争力并没有

比常规植物增加,也就是说大多数转基因植物的生存竞争力并没有增加,故一般不会演变

为农田杂草。不过最近有报道,加拿大转基因油菜在麦田中已经变成了杂草,而且难以治

理。所以,那些原本具有杂草特性的植物如向日葵、油菜、草莓等在进行基因遗传转化

时,也同样应该重视可能出现的杂草化问题。
以改善植物产品品质为目标的转基因植物与非转基因植物相比,二者在生存竞争方面

的遗传特性没有差别,因此这类转基因植物不会转化为不可控制的杂草。转抗病、抗虫、
抗除草剂基因的植物,与非转基因植物相比,生存竞争方面的遗传特性发生了变化,具有

了转化为难控制的杂草的潜力。如散落在田间的抗除草剂转基因植物的种子,对下一茬作

物而言,就可能转变为用除草剂难以杀灭的杂草。评价一种转基因植物是否有转变成杂草

的可能性,应考虑它在引入地能否持久生存,能否扩散到邻近栖息地。

2. 基因漂流到近缘野生种的可能性 基因漂移是指基因通过花粉授精、杂交等途径

在种群之间扩散的过程。在自然生态条件下,转基因植物基因通过花粉向周围生长的近缘

非转基因植物转移 ,使得近缘物种有获得选择优势的潜在可能性 ,使这些植物含有了抗

病、抗虫或抗除草剂基因而成为 “超级杂草”。在进行转基因植物安全性评价时,我们应

从两个方面考虑这一问题。一个是转基因植物释放区是否存在与其可以杂交的近缘野生

种。若没有,则基因漂流就不会发生。如在加拿大种植转基因棉花,因没有近缘野生种存

在则不可能发生基因转移。同样,在中国种植转基因玉米,因没有野生大刍草,所以也不

会发生基因漂流。另一个可能是存在近缘野生种,基因可从栽培植物转移到野生种中。这

时就要分析考虑基因转移后会有什么效果。如果是一个抗除草剂基因,发生基因漂流后会

使野生杂草获得抗性,从而增加杂草控制的难度。特别是若多个抗除草剂基因同时转入一

个野生种,则会带来灾难。但若是品质相关基因等转入野生种,由于不能增加野生种的生

存竞争力,所以影响也不大。
目前已发展了多种技术控制基因漂流,如叶绿体基因工程、细胞遗传、雄性不育、种

子不育、基因组不相容、利用化学诱导型启动子、降低杂交后代的适应性、闭花受精和孤

雌生殖等来控制基因漂移。

3.对自然生物类群的影响 在植物基因工程中所用的许多基因是与抗虫或抗病性有

关的,其直接作用对象是其他生物。如转入Bt杀虫基因的抗虫棉,其目标昆虫是棉铃虫

和红铃虫等植物害虫,如大面积和长期使用,昆虫也会对抗虫棉产生适应性或抗性,迄

今,在田间和实验室研究中已发现有十多种昆虫对Bt杀虫毒蛋白产生了抗性,这不仅会

使抗虫棉的应用受到影响,而且会影响Bt农药制剂的防虫效果。为了解决这个问题,在
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抗虫棉推广时一般要求种植一定比例的非抗虫棉,或实行抗虫棉与非转基因植物的轮作,
以延缓昆虫产生抗性。例如,美国环保署规定,在转Bt基因玉米种植区,如果周围没有

Bt棉,非Bt玉米面积占20%,Bt玉米面积占80%;如果周围有Bt棉,非Bt玉米与Bt
玉米面积各占50%。在转Bt基因棉花种植区,非Bt棉花占20%,Bt棉花占80%。抗性

管理已引起了美国农业部的重视,它们计划2000年在全国建立8~12个抗性管理中心,
监督抗性问题。该策略的有效性依赖于当选择压力不连续或变化至另外一种毒素时,害虫

种群对该选择压力敏感性的恢复。
除了Bt毒素蛋白基因外,尚可用如蛋白酶抑制剂基因,包括豇豆胰蛋白酶抑制剂

(CpTi)基因、马铃薯蛋白酶抑制剂 Ⅱ (PinⅡ)和水稻疏基蛋白酶抑制剂基因、淀粉酶

抑制剂基因、外源凝集素基因等,可以将它们与Bt基因一起转入作物,具有不同结合位

点的2种以上的Bt基因也可同时转入同一作物,用于提高转基因抗虫作物延迟害虫抗性

能力 。但是昆虫种群具有天生的快速适应环境压力的能力,使抗虫生物技术的长期有效

性受到了严重的威胁,而昆虫和其他有害生物对害虫防治机制的适应,可能会对环境和人

类健康产生严重不良后果。
除了目标昆虫外,我们还要考虑转基因植物对非靶昆虫的影响。如有人用Bt蛋白饲

料喂棉田中6种非靶昆虫,当杀虫蛋白浓度高于控制目标昆虫浓度100倍时,对非靶昆虫

均未出现可见的生长抑制。另外,Bt蛋白对有益昆虫如蜜蜂、瓢虫等都无毒性。但是,

Daly的实验结果说明种植转Bt的马铃薯田中节肢动物的多样性降低,还有研究发现用转

Bt的植物饲养的靶昆虫来喂养它的天敌,可使它的天敌死亡率增加或发育受到抑制。已

有试验证实转基因抗虫作物对有益捕食性昆虫如草蛉 (Chrysoperlacarnea)、瓢虫

(Adaliabapunctata)、美洲大斑蝶 (Danausplexippus)幼虫和土壤生物等具有负作用。
抗虫转基因作物的对土壤微生物的影响。土壤并非是无生命的泥土,土壤中存在着各

种各样的生物,如细菌、病菌、真菌、蠕虫、甲虫和其他昆虫。研究表明。种植Bt转基

因农作物的大田土壤的Bt毒素含量往往超过土壤自然背景水平或正常值。若Bt毒素通过

转基因作物沉淀到土壤中,可能会土壤生物种群、土壤生物对腐体的分解与养分循环受到

负面影响。Bt毒素ICPs可被土壤中黏土矿物 (如蒙脱石和高岭土及绿泥石)、腐殖质、
有机矿物聚合体等具有活性表面的微粒组分吸收,并紧密结合,其残留期可达234d或更

久。于是经过改造或修饰的Bt毒素在土壤中可能积累形成群体。Bt转基因植物根系分泌

的Bt毒素 (Cry蛋白)可很快被土壤中表面活性颗粒吸收其杀虫活性可保持180d。结

合态毒素的杀虫活性一般可保持数月活数周。目前,人们只是对外源基因产物在土壤中的

残留进行了研究,对自然环境的影响程度有待研究。
抗病毒转基因作物对生物多样性的影响也引起了科学家的关注。首先,外源抗病毒基

因可能会漂移到转基因作物的近缘植物,使那些原本对某种病毒并不敏感的植物成为此病

毒的寄主而感病,也就是扩大了病毒的寄主范围。其次,抗病毒转基因植物可能会改变病

毒侵染植株的过程,而这些改变有可能导致出现致病性更强的病毒。

(二) 食用安全性评价与保障

1.食用安全性评价 食用安全性主要是指食品与药品的安全性评价,主要考虑是否

·572·

第九章 转基因植物生物反应器产品的产业化现状和安全性评价



含有有毒物质和过敏原,要求所转入基因对人畜无毒、不形成过敏原。转基因植物大多被

用做人类食品、药物或动物饲料 ,因此 ,食用安全性是转基因植物安全评价的一个重要

方面。
(1)有毒物质 许多食品本身含有大量的毒性物质和抗营养因子,如蛋白酶抑制剂、

神经毒素等用以抵抗病原菌的侵害。但是在转基因植物生产和加工过程中由于基因的导入

使得毒素蛋白发生过量表达或降低表达水平。例如,导入基因直接产生蛋白质或酶或者导

入的新基因本身都可能增加或减少受体内原来的某些蛋白质或酶的表达,结果就是改变了

植物体内物质,这两个过程都可能改变了特定作物体内的蛋白质构成,因此,需要评估关

于它们对人类或动物的潜在毒性。
必须确保转入外源基因或基因产物对人畜无毒。由于目前转基因植物大量使用来源于

细菌或病毒中的基因序列作为外源基因的组成部分,消费者担心这些外源基因会像细菌或

病毒一样对人体有毒害作用。目前,转基因作物大多是直接用于饲料,有的则通过加工转

化成其他食品。例如用转基因大豆、油菜籽等榨油,生产的色拉油含有转基因成分。有些

转基因生物加入了原来生物体所没有的抗害虫或抗除草剂基因,其本体有何变化,饲料中

转基因成分被家禽食用后是消化分解排泄,还是在肌肉或器官中富集,人食后有何影响,
在环境中如何循环转化,潜在风险如何目前尚不得而知。如转Bt杀虫基因玉米除含有Bt
杀虫蛋白外,与传统玉米在营养物质含量等方面具有实质等同性。要评价它作为饲料或食

品的安全性,则应集中研究Bt蛋白对人畜的安全性。目前已有大量的实验数据证明Bt蛋

白只对少数目标昆虫有毒,对人畜绝对安全。
转基因食品有无毒性是人们最为关注的问题。1944年第一次批准转基因番茄上市以

来,迄今还没有报告表明转基因农产品给人体健康造成了危害。遗传改良的玉米和大豆产

品,包括婴儿食品,至今在美国市场上已接近4000种,并未报道有一例食品安全事件。
美国对食品安全的高标准是举世公认的,FDA有严格的标准,因而赢得公众的信任。

FDA的评估批准一般需12~18个月,而转基因植物品种需经FDA、EPA、USDA批准后

方可上市,可能长达6年。没有任何人已发现用转基因作物制成的卵磷脂、大豆油或大豆

淀粉食用后对健康有任何潜在危险。当然,也不可全然否定转基因植物存在不可预见负效

应的可能性。对每个转基因作物上这种可能存在的负效应,应当逐个地做出科学的评价

(“个案评估”原则)。这类大家关心的问题许多属于技术问题,可以通过研究来解决。另

外,食品安全是相对的,不可能100%安全,如麦角中毒、黄曲霉毒素及细菌毒素污染食

物等至今仍有发生,农药残留和重金属污染等问题日益严重等,因此,食品安全与否还与

界定的标准有关。
(2)过敏原 过敏原是一类能与某些个体免疫球蛋白反应的蛋白质。过敏反应是免疫

球蛋白与过敏原相互作用引起的。来源于病毒等其他生物的外源基因 ,在转基因植物中

通过表达可以产生相应的蛋白质分子 ,这些蛋白质分子是传统食品中不具有的新成分 ,
这些新蛋白质可能引起食用者或接触者出现过敏反应 ,人类在自然环境中发育进化形成

的人体免疫系统可能难以或无法适应转基因生成的新型蛋白质诱发的过敏症 。同时导入

的基因也可能打破了原有的过敏原基因的表达,从而去除或减少过敏原。
转基因食品的过敏性是人们关注的焦点之一。有资料表明,世界上有近2%的成年人
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和4%的儿童对食物过敏,这一比例还在不断增加,而且在发达国家表现尤为突出。
在自然条件下存在着许多过敏原。在基因工程中如果将控制过敏原形成的基因转入新

的植物中,则会对过敏人群造成不利的影响。所以,转入过敏原基因的植物不能批准商品

化。如美国有人将巴西坚果中的2S清蛋白基因转入大豆,对巴西坚果2S蛋白进行聚丙

烯酰胺凝胶电泳和与巴西坚果过敏者的血清进行免疫杂交,证明该蛋白是主要过敏原。虽

然使大豆的含硫氨基酸增加,但也未获批准进入商品化生产。
(3)抗生素抗性基因与抗生素抗药性问题 在转基因植物研制过程中,为了帮助筛选

转化细胞 ,大量使用抗生素抗性基因作为选择标记,因此,大多数转基因植物中都含有

此类抗生素抗性基因。抗生素基因本身及其编码的蛋白产物对人体有无危害、对微生物的

抗生素抗性有何影响是人们最关心的问题。
由于抗生素抗性基因编码产生的蛋白质可以改变抗生素的分子结构,使抗生素失效,

因此,公众担心食用此类转基因植物是否会产生抗生素抗药性。另外,转基因植物中的标

记基因是否会通过食物在肠道中水平转移至微生物,从而影响抗生素治疗的有效性。编码

抗生素抗性标记基因的 DNA 从植物细胞中释放出来后,很快被降解成小片段甚至核苷

酸。因此,植物DNA在进入有肠道微生物存在的小肠下段、盲肠及结肠前已被降解,其

余极小部分 (<0.1%)的安全性如何呢? 抗生素标记基因是否会水平转移到肠道微生物

或上皮细胞中,从而降低抗生素临床治疗的有效性? 目前的结论是:这种可能性非常小。
已经对一些主要标记基因的安全性有了较充分的认识,部分标记基因已被列为可安全使用

的标记基因。如美国FDA食品顾问委员会 (1994)的结论 “番茄中的卡那霉素抗性nptⅡ
基因极不可能在消化道中转移到微生物,不会引起安全性问题”。欧盟委员会的食品科学

委员会 (SCF)和动物营养委员会 (SCAN)也认为使用氨卞青霉素抗性基因不会引起安

全性问题。应该看到,与人畜疾病中抗生素的滥用相比,转基因作物引起的抗性增加是微

不足道的。
(4)转基因植物中外源基因的次生效应问题 目前科学技术虽然可以让研究人员在体

外对基因进行准确切割和重组,但当外源基因导入到受体植物细胞时,对外源基因在受体

植物染色体上的具体插入位点却无法控制,由此产生了转基因植物中外源基因的次生效应

问题 。
(5)转基因植物食品中的外源基因的转移问题 公众担心来源于细菌或其他生物体的

外源基因被人体摄入后,是否会转移至人体肠道上皮细胞或肠道正常微生物中,从而对人

体产生不良影响。
综合自然界的各种因素,GM植物和细菌间的DNA体内基因转移的可能性极小,但

也不是绝对不可能。deVries和 Wackernagel就报道过,在理想化的实验室条件下,来自

GM植物的DNA可以低频率地转化到土壤中常见的细菌中。
(6)营养水平 通过有目的地导入编码营养成分的基因,可以使一种植物具有全面的

营养成分,但是导入的基因可能改变植物体内原来的营养成分。已经关注到了有些转基因

通过改变了内生的养分而对食物的营养质量产生有害的影响。当一个特殊的转基因食物是

某种养分重要的来源时,考虑是否对原来的养分产生有害影响是非常重要的,改变养分的

含量水平,理论上在几个方面都可能发生,第一,插入的基因可能干扰或改变了正常表达

·772·

第九章 转基因植物生物反应器产品的产业化现状和安全性评价



的植物基因的表达;第二,导入基因的表达 (通过蛋白质合成)可能减少用于正常植物化

合物合成的氨基酸的可用性;第三,如果插入蛋白质表达转移了其他蛋白质代谢作用的路

径的底物,那么正常植株化合物的生产可能也受到影响;最后,表达的蛋白质或改变了其

他蛋白质含量水平可能产生反营养的影响。
由于转基因作物的发展历史不长,对一些长期效应还需要做跟踪监测,如Bt作物害

虫的抗性治理、除草剂抗性的长期生态效应、病毒的重组和异源包装、食品的毒性和过敏

性等。

2.食用安全性的保障

(1)转基因食品安全管理法规 相关法律法规是转基因食品安全性的重要保障。我国

1993年出台了 《基因工程安全管理办法》,后又发布了 《转基因农产品安全管理临时措

施》和 《新资源食品卫生管理办法》等法规。
(2)销后监测 转基因食品和药品需经过一系列的安全评价得到批准之后方可上市,

上市后还应在更广泛的人群中继续进行跟踪和监测。
(3)技术把关 转基因食品的检测是指对生加工食品和食品料中的转基因成分进行检

测,是保证该类食品质量和安全的必要手段,关于转基因食品检测方法的发展已有十

多年。
目前可利用的最精确的检测方法是PCR法。此方法的缺点是要求待分析的基因组

DNA样品应尽可能得到纯化,否则会干扰反应,降低检测的灵敏度和重现性;另外用于

大量检测时费用也很昂贵。
其次利用的最快捷的检测方法是ELISA法 (酶联免疫检测法),此法只需5min就

可得到结果,其检测过程相对简洁。只需从待测样品中提取蛋白质放入聚丙烯塑料板的小

孔中加入抗体进行免疫反应,通过显色反应在酶联免疫仪上即检出相应的重组蛋白产物,
其灵敏度较高 (>0.1%),在日本已出现了定量检测新蛋白的试剂盒 。ELISA法在转基

因外源蛋白的检测上虽具有快速、方便、重复性好的特点,但它只能对某一特定的蛋白进

行检测,在实际应用中受到了一定的限制。
基因芯片又称DNA芯片或DNA微阵列,通常采用原位合成与合成点样法制作,其

能以高信息量、高通量,同时检测、分析大量的DNA/RNA 。此项技术是将大量的探针

分子固定在支持物上,与标记的样品分子杂交,通过检测每个探针分子杂交信号的强度,
对结果进行数据分析,可以获取样品分子的序列和数量信息,判断该样品是否含有转基因

的成分,鉴定该食品是天然的还是转基因的,是否在安全的限度内。利用该技术可检测食

用成品和鲜活的动植物材料,灵敏性强、自动化程度高、特异性强、假阳性低、简便快

速。随着该技术的发展,成本的降低,此技术在将来转基因食品的检测中必将处于里程碑

的地位 。

Southern杂交技术在分子生物学中用于基因组 DNA特定序列定位,在转基因食

品中应用Southern杂交技术是要在知道该转基因食品转入外源基因片断的情况下使

用。以放射性或荧光标记的外源目的基因的同源序列作为探针与该食品原料农产品

的总DNA进行杂交。Southern杂交技术用于食品外源基因的检测可检测出外源基因

与内源基因有高度同源性的 片断,且准确可靠,但对样品DNA的纯度要求较高,费用也
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较高。
另外还有选择性标记基因和报告基因鉴定法,此法是利用生化法或免疫学法检测蛋白

产物、抗生素、除草剂等的抗性表现 。

二、 转基因生物安全性评价体系

对农业转基因生物实施安全管理是国际上的普遍做法。国际经合组织 (OECD)、联

合国粮农组织 (FAO)、环保规划署 (UNEP)、生物安全议定书、食品法典委员会,都对

转基因生物的安全提出了明确的要求。安全性评价是国际上的通行做法。由于各国农业、
环境和生物多样性的差异,决定了只有本国确认了安全性之后,转基因生物才能投入商业

应用或由输出国引进。

(一) 我国的安全性评价管理体系

我国国家科学技术委员会于1993年12月24日发布 《基因工程安全管理办法》,以此

为基础,农业部于1996年7月颁布了 《农业生物基因工程安全管理实施办法》,成立了农

业生物基因工程安全委员会和农业基因工程安全管理办公室。农业部是生物技术安全管理

的主管部门,1997年3月开始受理在中国境内从事基因工程研究、试验、环境释放和商

品化生产的转基因植物、动物、微生物的安全评价与审批,对转基因生物及其产品的商品

化生产进行了严格的安全评价。
随着农业生物技术的迅速发展与农业转基因作物的快速增加,对生物安全的管理与认

识水平不断提高。2001年5月23日发布中华人民共和国国务院第304号令 《农业转基因

生物安全管理条例》,紧接着农业部于2002年1月5日分别发布了 《农业转基因生物安全

评价管理办法》、《农业转基因生物进口安全管理办法》、《农业转基因生物标识管理办法》

3个配套文件和 《转基因农产品安全管理临时措施》,明确规定我国农业转基因生物安全

的监督管理工作由国务院农业行政主管部门和地方各级人民政府农业行政主管部门负责;
国务院建立农业转基因生物安全管理部际联席会议制度,由科技、农业、环境保护、卫

生、外经贸、检验检疫等有关部门的负责人组成,负责研究、协调农业转基因生物安全管

理工作中的重大问题,以加强对农业转基因生物安全管理,保障人体健康和动植物、微生

物安全,保护生态环境,促进农业转基因生物技术。
在进行基因工程实验、中间试验、环境释放和商品化生产前,必须在农业转基因生物

及其产品安全性评价的基础上,确定其安全性等级,制定相应的安全控制措施。农业转基

因生物安全性评价的主要内容是根据受体生物、基因操作、农业转基因生物及其产品的生

物学特性、应用前途和释放环境等,将对人类健康和生态环境可能带来的潜在威胁与影响

进行综合评价,并且确定其安全等级,提出相应的检测、监测和控制技术与措施。一般按

以下流程进行安全性评价:
确定受体生物的安全等级→确定基因操作对受体生物安全等级影响的类型→确定农业

转基因生物的安全等级→确定生产、加工活动对转基因生物安全性的影响→确定农业转基

因产品安全等级→确定释放环境对安全性的影响以及确定监控技术措施的有效性→提出综
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合评价结论与建议。
以科学数据为依据,经得起历史的考验,是安全性评价必须遵守的基本原则。一个产

品被 批准上市一般需经6~7年时间的评估。各国政府和生物安全委员会正是本着这个原

则,对 转基因植物及其食品对人体健康和生态环境的安全性做出实事求是的科学评价。
我国在制定 《农业转基因生物安全管理条例》及其配套规章的过程中,对国外的相关法规

进行了比较研究。在安全评价中,遵循 “实质等同性”原则、“个案评估”原则、“逐步评

估”原则、“熟悉性”原则等。
(1)“实质等同性”原则 (substantialequivalence) 1996年FAO和 WHO的专家咨

询会议将实质等同性分为三类:第一,与传统食品和食品成分具有等同性:该食品与传统

食品具有相同的安全性,无须做进一步的安全性分析。如转病毒外壳蛋白基因的抗病毒植

物及其产品与田间感染病毒的植物生产的产品都带有外壳蛋白,这类产品应该认为是安全

的。第二,除某些特定差异外,与传统食品和食品成分具有等同性:进一步的安全分析应

集中在特定的差异上,包括引入的遗传物质和基因产物及产生的其他物质。如转Bt的抗

虫植物的Bt基因及其表达的蛋白。第三,与传统食品和食品成分无实质等同性:应全面

严格分析食品的营养成分和安全性。
(2)“个案评估”原则 (case by case) 由于转基因植物及其产品中导入的基因来

源、功能各不相同,受体植物及基因操作也可能不同,因此必须逐个地进行评估。目前世

界大多数国家立法当局都采取个案评估原则。
(3)“逐步评估”原则 (step by step) 转基因植物及其产品的开发过程需要经过

实验室研究、中间试验、环境释放的商业化生存等几个环节。“逐步评估”原则要求依次

在每个环节上对转基因植物及其产品进行安全性评价,并以前步积累的相关试验数据和经

验为基础,确定是否进入下一个开发阶段。
(4)“熟悉性”原则 以上各项工作的开展,使我国农业生物基因工程安全管理从无

到有,逐步走上规范管理的轨道,对于促进我国农业生物技术研究的健康发展,维护我国

民族生物技术产业的发展和转基因农产品的安全,保护农业生态环境和人类健康,起到了

重要的作用。

(二) 美国的安全性评价管理体系

美国对于转基因生物的管理始于20世纪70年代中期,当时生物技术研究还处于实验

室 (温室)的封闭阶段,国家卫生研究所制订了 《重组DNA分子研究指南》,规定从事

重组DNA研究项目的审查、评价和监控主要由本单位生物安全委员会负责,并报国家卫

生研究所备案。

80年代初随着转基因农业生物田间释放试验的开展,原有的管理方式不能适应转基

因生物发展的要求。因此,美国政府于1986年颁布了 《生物技术法规协调框架》。协调框

架将基因工程工作纳入现有法规进行管理,即现有的 《联邦杀虫剂、杀菌剂、杀鼠剂法》、
《有毒物质控制法》、《联邦食品、药物和化妆品法》、《联邦植物病虫害法》、《植物检疫法》
同样适用于转基因产品的管理。同时在上述法规中增加转基因生物的有关内容。协调框架

还规定,美国农业部 (USDA)、环保署 (EPA)和食品与药物管理局 (FDA)是农业生
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物技术及其产品的主要管理机构,它们根据各自的职能对基因工程工作及其产品实施安全

性管理。上述三个机构既有分工,又有协作,使美国基因工程研究和应用步入了健康发展

的轨道,促进生物技术的发展。

1.环境安全性的管理 美国农业部和环保署负责转基因植物环境释放的审批,但环

保署只负责评价抗病虫转基因植物中杀病虫物质的安全,例如转Bt抗虫棉花中Bt蛋白的

安全,不针对植物本身。
美国农业部 (USDA)管理有两个层次,即环境释放 (或称田间试验)和解除监控状

态。批准田间试验的依据是,转基因植物不会带来任何危险,不会引起植物病虫害问题。
农业部还规定,田间试验要在一定的隔离范围内进行,试验一旦结束,所有的试验材料都

必须从试验地清除掉,并进行安全性处理。
批准解除监控状态的依据是:田间试验的资料和文献上收集的资料能证明新的转基因

植物不存在任何风险引起植物病虫害的发生。具体要求转基因植物:不具有任何植物病原

体的特性;不会比非转基因植物更容易变成杂草;不可能使性亲和的植物成为杂草;不会

对加工的农产品造成损害;不会对其他农业有益生物产生危害。解除监控状态意味着新的

转基因作物像其他常规作物一样自由种植,不受任何约束。
美国动植物检疫局 (APHIS)在1987年管理转基因植物田间试验时,实行许可证制

度,通过几年的实践和资料积累,APHIS于1993年简化了审批程序,采用了比较快的报

告 (Notification)程序,审批时间由原来的6个月缩短为30d。适用于报告程序的有玉

米、棉花、马铃薯、大豆、烟草、番茄6种作物,但仍强调田间试验要隔离,转基因作物

及其种子要做安全处理,防止遗留在环境中。

1994年美国环保署 (EPA)将植物杀虫剂纳入法规管理。对小规模试验,EPA主要

关心田间试验是否封闭。随着面积的增加,达到十英亩时,田间试验必须得到EPA的许

可。一般来说,EPA主要考虑:植物杀虫蛋白的表达水平、表达部位或组织 (例如花粉、
种子等)、表达时期、环境中是否存在、对非靶生物的影响以及急性毒性试验对非靶生物

的影响。

2.食品的安全性的管理 转基因食品的安全性由FDA和EPA共同管理,分别负责

转基因蛋白质和植物杀虫剂的食品安全性。
(1)食品与药物管理局 (FDA) 1992年美国政府在 《联邦食品、药物和化妆品法》

中增加了转基因食品和饲料安全管理的内容。由于目前还没有一种由转基因生产的食品成

分不存在于现有食品中,因此FDA对转基因食品的管理比较宽松,不需上市前的批准,
采取自愿咨询程序。FDA要求研制者把转基因食品投入市场前向FDA咨询,提交有关研

究报告,得到FDA的认可。

FDA评价转基因食品安全性的主要原则是 “实质同等性”,主要考虑的因素有:食品

中引入的新成分 (蛋白质、脂肪等)是否安全;食品成分的改变,例如食品中天然毒素

(如果存在的话)的水平是否在常规安全范围内;食品中主要营养成分是否在常规范围内;
食品中新引入蛋白质引起过敏反应的可能性。

FDA还规定,转基因食品只有与常规食品具有显著不同时,例如存在过敏反应的可

能性时,才必须贴标签标出。
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(2)环保署 (EPA) EPA按照 《联邦食品、药物和化妆品法》负责确定食品中杀虫

剂残留限量以及是否免除残留限量的要求。杀虫剂残留限量是指在作物收获后法律允许的

杀虫剂含量。EPA主要依据急性口服毒素试验和体外消化试验来确定蛋白质类杀虫剂的

潜在毒性。Bt是目前最普遍使用的抗病虫基因,但由于Bt蛋白普遍存在和Bt生物农药

的普遍使用,且经过几十年的研究和应用,Bt蛋白对人类无任何危险,因此EPA免除了

对Bt残留量的限制。

3.转基因生物的监管 在美国,转基因生物的审批由 USDA、EPA和FDA负责,
因此,其监管也就由上述部门及其在各州的直属机构负责。以 USDA为例,如果某一种

转基因作物被批准在某个州进行田间试验,那么动植物检疫局及其该州的分支机构就会对

该田间试验的全过程进行监管,确保试验的安全。

三、 国内外转基因植物安全评价的管理现状

世界主要发达国家和部分发展中国家都已制定了各自对转基因生物 (包括植物)的管

理法规,负责对其安全性进行评价和监控。由于各国在法规和管理方面存在着很大的差

异,特别是许多发展中国家尚未建立相应的法律法规,一些国际组织如国际经合组织

(OECD)、联合国工业发展组织 (UNIDO)、联合国粮农组织 (FAO)和世界卫生组织

(WHO)等在近年来都组织和召开了多次专家会议,积极组织国际间的协调,试图建立

多数国家 (尤其是发展中国家)能够接受的生物技术产业统一管理标准和程序。但由于存

在许多争议,目前尚未形成统一的条文。

(一) 放松要求 , 可以随进随出

持有这一态度的国家主要是美国 。美国政府从1983年起就设立专项研究基金,
对GM 植物等生物技术产品的生物安全研究给予持续、重点的支持,目前美国拥有

先进的GM 农产品安全评价的实施。但是在 GM 农作物管理法规上不够严格,美国

农业部、食品与药物管理局、环保署等管理部门不指导科学审议,制造商也无需向

食品、药品部咨询 (申请是自愿的),但是生产者有确保他们的食品是安全的,并符

合法律要求的义务。FDA认为,在研究和开发的早期阶段,要求生产者用新技术来

证实产品的安全及管理方面的问题是一件荒谬的事情。采取以产品为基础 Product
base的管理模式,原则是以基因工程为代表的现代生物技术与传统生物技术没有本

质区别,管理应针对生物技术产品而不是生物技术本身。它在原联邦法律的基础上

增加转基因生物的内容,分别由美国农业部动物检疫局、美国环保署和食品和药品

管理局负责环境和食品两方面的安全性评价与审批。主要观念是对于转基因生物及

其食品 “一日未能证明它是不安全的,它便是安全的”。美国的 FDA 不要求对 GMF
转基因食品加贴标签而是在各公司自愿的基础上审查与公共健康和安全有关的问题。
只有那些与现有的相应食品有重大差别的食品,即不具备 “实质等同”性的食品才

要求加贴标 签,而 且 标 签 只 需 说 明 产 品 性 质 的 改 变,不 需 要 谈 及 该 产 品 系 转 基

因产品。
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(二) 严格管理制度 , 允许符合要求的入内

主要是欧盟以及瑞士、日本、中国等国家。

1.欧盟 1998年,欧盟在世界上签署了第一个法案,要求凡是转基因产品都要进行

标签说明,1999年还规定凡出口到欧盟的非转基因产品不得含有≥1%的转基因成分。

2002年欧盟在关于预防原则的沟通机制中表示,欧洲有权规定保护的水平,特别是关于

环境、人类和动植物健康的保护。预防原则是欧洲政策的核心支柱。欧盟更多的关注消费

者、农民和市民的权益,避免 GMO(基因修饰生物)可能对生态环境造成的损害 ,并坚

持预防为主的原则,要求在市场上实施食品的标签制度,使GMO的身份保持明显化,并

用独特代码ID标记 。2002年欧洲议会和欧洲理事会通过 《关于转基因食品和饲料的条

例》,率 先 在 世 界 上 对 于 食 品 销 售 实 行 严 格 的 标 签 制 度,以 处 理 方 法 为 基 础 学 说

(Processbase)的管理模式实行严格的立法与监管。欧洲消费者普遍不接受转基因食品,
他们认为只要不能否定转基因食品的危险性,就应该加以限制。从研究水平上来说,欧洲

国家,特别是英国、法国、德国等在农业生物技术领域都开展了广泛深入的研究,开发出

一批可用于生产的转基因作物。但直到现在,欧洲产业化种植的转基因作物还很少。欧洲

国家实施严格的生物技术安全管理制度既有科学方面的考虑,也有经济利益、公众态度等

因素。

2003年 ,欧盟会议批准了 《生物安全议定书》,该议定书允许各国在认为没有足够

的科学依据可以证明转基因产品安全性的情况下可以禁止转基因产品的进口。欧盟的批准

意味着15个欧盟成员国将陆续批准 ,新规定已在2003年底实施。欧盟法令规定凡转基

因生物含量超过0.5%的所有食品和饲料都必须进行强制性标识并建立可追踪的制度 ,而

其他成员国规定的阈值为0.9%。欧盟采取以技术为基础 Technology based的管理模

式,认为生物技术本身具有潜在危险性,因此只要与生物技术有关的活动都要进行安全性

评价并接受严格管理。除允许个别作物可进口外,基本采取禁止在环境中释放培育,并严

格禁止 GMF上市,对 GMF产品也要贴上标签。

2.瑞士 同欧盟的态度一样。瑞士也对外来转基因产品监控很严,即严格实施标签

制度,凡含有任何转基因成分的所有实物制品及动物饲料 (包括添加剂在内)都要贴上

“转基因生物”或 “含有转基因生物”的标签。2000年成为世界上第一个把含 GMO的药

品纳入标签制度的国家 。

3.日本 日本政府一直对转基因食物执行自愿安全检验的原则,但自2001年4月1
日起实施 “零容忍度”进口政策,规定所有转基因食物都必须经过安全检查和测试,同时

规定凡转基因成分超过0.5%的食品要执行强制性标签制度。另外,部分转基因生物被严

格禁止,其中包括 “星联”玉米。2002年日本批准3种转基因玉米和转基因大豆可以供

人类安全食用,其中包括美国道化学公司的 HerculexⅠ的抗虫、耐除草剂的转基因玉米

和法德制药集团 AventisAs公司生产的2种耐除草剂大豆。2003年,日本众议院批准颁

布对有关转基因生物在日本应用进行管理的法律,并于2004年生效。这为日本签署 《生
物安全议定书》提供了法律框架。日本这项法律规定的内容有基因工程改造的管理、用于

清洁环境或害虫控制的微生物遗传图谱的管理、转基因生物环境释放的批准与影响评估、
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转基因生物的标准安全检验、转基因食品的强制性检验与规定等。

4.中国 中国生物技术处于不断发展但还不完善的阶段,也制定了相应的法律法规

予以规范,1993年发布了 《基因工程安全管理办法》,2001年发布的 《农业转基因生物

安全管理条例》(以下简称 《条例》),2002年1月5日分别发布了 《农业转基因生物安全

评价管理办法》。2002年4月8日出台的 《转基因食品卫生管理办法》规定从2002年7
月1日起,对 “转基因动植物、微生物或其直接加工品为原料生产的食品和食品添加剂”
必须进行标识。这些法规的颁布实施,标志着我国对农业生物技术产品的安全管理纳入了

法制化的轨道。
在中华人民共和国境内从事农业转基因生物的研究、试验、生产、加工、经营和进

口、出口活动,都需申报和审批,依照 《条例》规定需要进行安全评价。《农业转基因

生物安全评价管理办法》规定了安全等级和评价步骤,以科学为依据,以个案审查

为原则,实行分级分阶段管理;说明了申报手续和委托技术检测机构应当具备的基

本条件及职责任务;对从事农业转基因生物试验和生产的单位作了具体要求并制定

了罚则;农业部负责农业转基因生物安全的监督管理,建立全国农业转基因生物安

全监管和监测体系。
这些都表明我国政府更加重视转基因作物的生物安全问题 。加强生物安全立法 ,加

强转基因生物及其产品的安全性评估,严格推行 “预警准则”,防范因各国的标准和认证

程序的差别而导致的贸易障碍,重视有关生物安全的信息情报工作 ,特别是转基因生物

有关信息的传播。

(三) 明确拒绝, 坚决抵制

主要是意大利和英国。意大利农业部长2002年对外宣布:意大利绝不容许任何意外

的 “基因污染”,并投入5000万欧元执行相关对策。意大利的立场是 “零容许度”,即不

论任何转基因 ,也不论含量多少 ,都严禁进入意大利。意大利种植的1500万hm2 玉米

和大豆都是非转基因的原栽培种 ,不允许含有任何转基因生物以保证生物安全。
英国人也坚决反对让未成年人食用 GMF,大多数英国人要求 GMO 商品贴上标签。

2002年英国广播公司报道 ,1996年批准销售的 T225转基因玉米喂的鸡死亡数目是传统

非转基因玉米喂养鸡死亡数的2倍 。随后英国社会立即对T225转基因玉米的潜在风险高

度关注 ,消费者普遍明确拒绝转基因食物。

四、 全球转基因生物及其产品安全性评价的热点问题

(一) 法规的协调 (HarmonizationofRegulation)

生物安全性 是 联 合 国 环 发 大 会 和 生 物 多 样 性 公 约 的 重 要 内 容,联 合 国 环 境 署

(UNEP)正致力于在全球协调统一生物技术安全法规。但由于存在许多争议,目前尚未

形成统一的条文。
生物安全性的核心是风险 (或安全性)评估机制,美国等国认为安全性评价应建立在
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科学基础之上,不应成为贸易技术壁垒,这必将是UNEP以后关注的核心。

(二) 标签 (Labeling)

标签问题看似简单,其实是一个非常复杂的问题。转基因产品要不要在标签上标

明一直是全球争论的热点。关于标签有两种观点,以科学为基础的观点和消费者信

息权观点。以科学为基础的观点认为:只有在科学上有充足理由认为存在健康安全

时,才能在标签上标明,例如转基因食品与传统食品实质上不同等 (目前还没有不

同等的),有可能对健康和安全产生影响时才需要标明。这一观点只涉及产品本身,
不在乎产品的加工过程,而且是美国法律和政策的一贯观点,因此美国对一般的转

基因食品不要求用标签标明。另一个观点认为公众有权知道技术过程。因此,任何用

生物技术得到的食用粮食或产品应该标记,以便消费者在购买食品时知道这个信息。欧盟

采用这个观点,然而它已经认识到不能用这一方法简单地把食品分成传统的和生物技

术的。
标签在实施时还存在一个技术问题。标签将增加费用且难以在大范围内实施,其

最大的技术障碍是以什么为基础来决定是否需要标签标明。例如,如何标出含有极

少量转基因产品的食品。如果食品中含有外来基因表达的物质 (如从抗除草剂大豆

中提取的精炼油)是否需要标签标明等等许多问题。日本经过几年的争论于去年发

布转基因食品暂时不用标签标明的法令。标签问题已成为新的国际贸易障碍,并阻碍了

生物技术的发展。

(三) 实质同等性

实质同等性已是各国评价食品安全性的原则。实质同等性意思是遗传工程作物或产品

做成食品、饲料后的主要成分实质上与它的传统组成是同等的。在美国,如果遗传修饰没

有引入毒性物质到食品中;没有改变已经存在的毒性物质水平;没有改变营养物质的生物

有效组成;没有加入过敏物质,那么就认为该新食品与传统食品是同等的。如何看待实质

同等性在美国和欧盟是有差异的。美国认为实质同等性是安全评价的终点,而欧盟则把实

质同等性视为安全评价过程的一个组成部分。这又与美欧的法规体系有关,美国的体系是

以产品为基础制定的,而欧盟则是以转基因过程或技术为基础制定的。

(四) 转基因生物的安全管理与 WTO

WTO的宗旨之一是农产品在全球自由贸易,而很多国家 (包括欧盟)已存在一种倾

向,即把转基因生物的安全评价作为贸易技术壁垒来限制农产品的进口。美国政府认为,
生物安全管理应遵循公开、公平、高效、科学四大原则,转基因生物的安全管理应建立在

科学基础之上,而不是基于政治和贸易。转基因生物的安全管理与贸易应当是彼此分

离的。

(五) 伦理问题

现代生物技术可以将基因在种间进行转移,如果番茄中含有猪的基因,回民如何接
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受? 类似这样的问题也是一个全球性问题,目前没有解决办法。

(六) 农业环境方面的问题

在转基因植物引起的环境问题中,人们最关心的是 “超级杂草”和成片地大面积种植

抗虫作物引起的害虫抗性增强。其中 “超级杂草”包括转基因植物本身演变成 “超级杂

草”和由基因漂移导致的近缘种成为 “超级杂草”。
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附录一

基因工程安全管理办法

中华人民共和国科技委员会第17号令

1993年12月24日

第一章 总  则

第一条 为了促进我国生物技术的研究与开发,加强基因工程工作的安全管理,保障

公众和基因工程工作人员的健康,防止环境污染,维护生态平衡,制定本办法。
第二条 本办法所称基因工程,包括利用载体系统的重组体DNA技术,以及利用物

理或者化学方法把异源DNA直接导入有机体的技术。但不包括下列遗传操作:
(一)细胞融合技术,原生质体融合技术;
(二)传统杂交繁殖技术;
(三)诱变技术,体外受精技术,细胞培养或者胚胎培养技术。
第三条 本办法适用于在中华人民共和国境内进行的一切基因工程工作,包括实验研

究、中间试验、工业化生产以及遗传工程体释放和遗传工程产品使用等。
从国外进口遗传工程体,在中国境内进行基因工程工作的,应当遵守本办法。
第四条 国家科学技术委员会主管全国基因工程安全工作,成立全国基因工程安全委

员会,负责基因工程安全监督和协调。
国务院有关行政主管部门依照有关规定,在各自的职责范围内对基因工程工作进行安

全管理。
第五条 基因工程工作安全管理实行安全等级控制、分类归口审批制度。

第二章 安全等级和安全性评价

第六条 按照潜在危险程度,将基因工程工作分为四个安全等级:
安全等级Ⅰ,该类基因工程工作对人类健康和生态环境尚不存在危险;
安全等级Ⅱ,该类基因工程工作对人类健康和生态环境具有低度危险;
安全等级Ⅲ,该类基因工程工作对人类健康和生态环境具有中度危险;
安全等级Ⅳ,该类基因工程工作对人类健康和生态环境具有高度危险。
第七条 各类基因工程工作的安全等级的技术标准和环境标准,由国务院有关行政主

管部门制定,并报全国基因工程安全委员会备案。
第八条 从事基因工程工作的单位,应当进行安全性评价,评估潜在危险,确定安全
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等级,制定安全控制方法和措施。
第九条 从事基因工程实验研究,应当对DNA供体、载体、宿主及遗传工程体进行

安全性评价。
安全性评价重点是目的基因、载体、宿主和遗传工程体的致病性、致癌性、抗药性、

转移性和生态环境效应,以及确定生物控制和物理控制等级。
第十条 从事基因工程中间试验或者工业化生产,应当根据所用遗传工程体的安全性

评价,对培养、发酵、分离和纯化工艺过程的设备和设施的物理屏障进行安全性鉴定,确

定中间试验或者工业化生产的安全等级。
第十一条 从事遗传工程体释放,应当对遗传工程体安全性、释放目的、释放地区的

生态环境、释放方式、监测方法和控制措施进行评价,确定释放工作的安全等级。
第十二条 遗传工程产品的使用,应当经过生物学安全检验,进行安全性评价,确定

遗传工程产品对公众健康和生态环境可能产生的影响。

第三章 申报和审批

第十三条 从事基因工程工作的单位,应当依据遗传工程产品适用性质和安全等级,
分类分级进行申报,经审批同意后方能进行。

第十四条 基因工程实验研究,属于安全等级Ⅰ和Ⅱ的工作,由本单位行政负责人批

准;属于安全等级Ⅲ的工作,由本单位行政负责人审查,报国务院有关行政主管部门批

准;属于安全等级Ⅳ的工作,经国务院有关行政主管部门审查,报全国基因工程安全委员

会批准。
第十五条 基因工程中间试验,属于安全等级Ⅰ的工作,由本单位行政负责人批准;

属于安全等级Ⅱ的工作,报国务院有关行政主管部门批准;属于安全等级Ⅲ的工作,由国

务院有关行政主管部门审批,并报全国基因工程安全委员会备案;属于安全等级Ⅳ的工

作,由国务院有关行政主管部门审查,报全国基因工程安全委员会批准。
第十六条 基因工程工业化生产、遗传工程体释放和遗传工程产品使用,属于安全等

级I至Ⅱ的工作,由国务院有关行政主管部门审批,并报全国基因工程安全委员会备案;
属于安全等级Ⅳ的工作,由国务院有关行政主管部门审查,报全国基因工程安全委员会

批准。
第十七条 从事基因工程工作的单位应当履行下列申报手续:
(一)项目负责人对从事的基因工程工作进行安全性评价,并填报申请书;
(二)本单位学术委员会对申报资料进行技术审查;
(三)上报申请书及提交有关技术资料。
第十八条 凡符合下列各项条件的基因工程工作,应当予以批准,并签发证明文件:
(一)不存在对申报的基因工程工作安全性评价的可靠性产生怀疑的事实;
(二)保证所申报的基因工程工作按照安全等级的要求,采取与现有科学技术水平相

适应的安全控制措施,判断不会对公众健康和生态环境造成严重危害;
(三)项目负责人和工作人员具备从事基因工程工作所必需的专业知识和安全操作知
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识,能承担本办法规定的义务;
(四)符合国家有关法律、法规规定。

第四章 安全控制措施

第十九条 从事基因工程工作的单位,应当根据安全等级,确定安全控制方法,制定

安全操作规则。
第二十条 从事基因工程工作的单位,应当根据安全等级,制定相应治理废弃物的安

全措施。排放之前应当采取措施使残留遗传工程体灭活,以防止扩散和污染环境。
第二十一条 从事基因工程工作的单位,应当制定预防事故的应急措施,并将其列入

安全操作规则。
第二十二条 遗传工程体应当贮存在特定设备内。贮放场所的物理控制应当与安全等

级相适应。
安全等级Ⅳ的遗传工程体贮放场所,应当指定专人管理。
从事基因工程工作的单位应当编制遗传工程体的贮存目录清单,以备核查。
第二十三条 转移或者运输的遗传工程体应当放在与其安全等级相适应的容器内,严

格遵守国家有关运输或者邮寄生物材料的规定。
第二十四条 从事基因工程工作的单位和个人必须认真做好安全监督记录。安全监督

记录保存期不得少于10年,以备核查。
第二十五条 因基因工程工作发生损害公众健康或者环境污染事故的单位,必须及时

采取措施,控制损害的扩大,并向有关主管部门报告。

第五章 法律责任

第二十六条 有下列情况之一的,由有关主管部门视情节轻重分别给予警告、责令停

止工作、停止资助经费、没收非法所得的处罚:
(一)未经审批,擅自进行基因工程工作的;
(二)使用不符合规定的装置、仪器、实验室等设施的;
(三)违反基因工程工作安全操作规则的;
(四)违反本办法其他规定的。
第二十七条 审批机关工作人员玩忽职守、徇私舞弊,由所在单位或者其上级主管部

门对直接责任人员给予行政处分。情节严重,构成犯罪的,依法追究刑事责任。
第二十八条 违反本办法的规定,造成下列情况之一的,负有责任的单位必须立即停

止损害行为,并负责治理污染、赔偿有关损失;情节严重,构成犯罪的,依法追究直接责

任人员的刑事责任:
(一)严重污染环境的;
(二)损害或者影响公众健康的;
(三)严重破坏生态资源、影响生态平衡的。
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第二十九条 审批机构的工作人员和参与审查的专家负有为申报者保守技术秘密的

责任。

第六章 附  则

第三十条 本办法所用术语的含义是:
(一)DNA,系脱氧核糖核酸的英文名词缩写,是贮存生物遗传信息的遗传物质。
(二)基因,系控制生物性状的遗传物质的功能和结构单位,是具有遗传信息的DNA

片段。
(三)目的基因,系指以修饰宿主细胞遗传组成并表达其遗传效应为目的异源DNA

片段。
(四)载体,系指具有运载异源DNA进入宿主细胞和自我复制能力的DNA分子。
(五)宿主细胞,系指被导入重组DNA分子的细胞。宿主细胞又称受体细胞。
(六)重组DNA分子,系指由异源DNA与载体DNA组成的杂种DNA分子。
(七)有机体,系指能够繁殖或者能够传递遗传物质的活细胞或者生物体。
(八)重组体,系指因自然因素或者用人工方法导入异源 DNA改造其遗传组成的

机体。
(九)变异体,系指因自然或者人工因素导致其遗传物质变化的有机体。
(十)重组体DNA技术,系指利用载体系统人工修饰有机体遗传组成的技术,即在

体外通过酶的作用将异源DNA与载体DNA重组,并将该重组DNA分子导人宿主细胞

内,以扩增异源DNA,并实现其功能表达的技术。
(十一)遗传工程体,系指利用基因工程的遗传操作获得的有机体,包括遗传工程动

物、遗传工程植物和遗传工程微生物。
下列变异体和重组体不属于本办法所称遗传工程体:用细胞融合或者原生质体融合技

术获得的生物:传统杂交繁殖技术获得的动物和植物;物理化学因素诱变技术改变其遗传

组成的生物;以及染色体结构畸变和数目畸变的生物。
(十二)遗传工程产品,系指含有遗传工程体、遗传工程体成分或者遗传工程体目的

基因表达产物的产品。
(十三)基因工程实验研究,系指在控制系统内进行的实验室规模的基因工程研究

工作。
(十四)基因工程中间试验,系指把基因工程实验研究成果和遗传工程体应用于工业

化生产 (生产定型和鉴定)之前,旨在验证、补充相关数据,确定、完善技术规范 (产品

标准和工艺规程)或者解决扩大生产关键技术,在控制系统内进行的试验或者试生产。
(十五)基因工程工业化生产,系指利用遗传工程体,在控制系统内进行医药、农药、

兽药、饲料、肥料、食品、添加剂、化工原料等商业化规模生产,亦包括利用遗传工程进

行冶金、采油和处理废物的工艺过程。
(十六)遗传工程体释放,系指遗传工程体在开放系统内进行研究、生产和应用,包

括将遗传工程体施用于田间、牧场、森林、矿产和水域等自然生态系统中。
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(十七)遗传工程产品使用,系指遗传工程产品投放市场销售或者供人们应用。
(十八)控制系统,系指通过物理控制和生物控制建立的操作体系。
物理控制,系指利用设备的严密封闭、设施的特殊设计和安全操作,使有潜在危险的

DNA供体、载体和宿主细胞或者遗传工程体向环境扩散减少到最低限度。
生物控制,系指利用遗传修饰,使有潜在危险的载体和宿主细胞在控制系统外的存

活、繁殖和转移能力降低到最低限度。
不具备上述控制条件的操作体系,称为开放系统。
第三十一条 国务院有关行政主管部门按照本办法的规定,在各自的职责范围内制定

实施细则。
第三十二条 本办法由国家科学技术委员会解释。
第三十三条 本办法自发布之日起施行。
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附录二

农业转基因生物安全管理条例

中华人民共和国国务院第304号令

2001年5月23日

第一章 总  则

第一条 为了加强农业转基因生物安全管理,保障人体健康和动植物、微生物安全,
保护生态环境,促进农业转基因生物技术研究,制定本条例。

第二条 在中华人民共和国境内从事农业转基因生物的研究、试验、生产、加工、经

营和进口、出口活动,必须遵守本条例。
第三条 本条例所称农业转基因生物,是指利用基因工程技术改变基因组构成,用于

农业生产或者农产品加工的动植物、微生物及其产品。主要包括:
(一)转基因动植物 (含种子、种畜禽、水产苗种)和微生物;
(二)转基因动植物、微生物产品;
(三)转基因农产品的直接加工品;
(四)含有转基因动植物、微生物或者其产品成分的种子、种畜禽、水产苗种、农药、

兽药、肥料和添加剂等产品。
本条例所称农业转基因生物安全,是指防范农业转基因生物对人类、动植物、微生物

和生态环境构成的危险或者潜在风险。
第四条 国务院农业行政主管部门负责全国农业转基因生物安全的监督管理工作。
县级以上地方各级人民政府农业行政主管部门负责本行政区域内的农业转基因生物安

全的监督管理工作。
县级以上各级人民政府卫生行政主管部门依照 《中华人民共和国食品卫生法》的有关

规定,负责转基因食品卫生安全的监督管理工作。
第五条 国务院建立农业转基因生物安全管理部际联席会议制度。
农业转基因生物安全管理部际联席会议由农业、科技、环境保护、卫生、外经贸、检

验检疫等有关部门的负责人组成,负责研究、协调农业转基因生物安全管理工作中的重大

问题。
第六条 国家对农业转基因生物安全实行分级管理评价制度。
农业转基因生物按照其对人类、动植物、微生物和生态环境的危险程度,分为Ⅰ、

Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ四个等级。具体划分标准由国务院农业行政主管部门制定。
第七条 国家建立农业转基因生物安全评价制度。
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农业转基因生物安全评价的标准和技术规范,由国务院农业行政主管部门制定。
第八条 国家对农业转基因生物实行标识制度。
实施标识管理的农业转基因生物目录,由国务院农业行政主管部门商国务院有关部门

制定、调整并公布。

第二章 研究与试验

第九条 国务院农业行政主管部门应当加强农业转基因生物研究与试验的安全评价管

理工作,并设立农业转基因生物安全委员会,负责农业转基因生物的安全评价工作。
农业转基因生物安全委员会由从事农业转基因生物研究、生产、加工、检验检疫以及

卫生、环境保护等方面的专家组成。
第十条 国务院农业行政主管部门根据农业转基因生物安全评价工作的需要,可以委

托具备检测条件和能力的技术检测机构对农业转基因生物进行检测。
第十一条 从事农业转基因生物研究与试验的单位,应当具备与安全等级相适应的安

全设施和措施,确保农业转基因生物研究与试验的安全,并成立农业转基因生物安全小

组,负责本单位农业转基因生物研究与试验的安全工作。
第十二条 从事Ⅲ、Ⅳ级农业转基因生物研究的,应当在研究开始前向国务院农业行

政主管部门报告。
第十三条 农业转基因生物试验,一般应当经过中间试验、环境释放和生产性试验三

个阶段。
中间试验,是指在控制系统内或者控制条件下进行的小规模试验。
环境释放,是指在自然条件下采取相应安全措施所进行的中规模的试验。
生产性试验,是指在生产和应用前进行的较大规模的试验。
第十四条 农业转基因生物在实验室研究结束后,需要转入中间试验的,试验单位应

当向国务院农业行政主管部门报告。
第十五条 农业转基因生物试验需要从上一试验阶段转入下一试验阶段的,试验单位

应当向国务院农业行政主管部门提出申请;经农业转基因生物安全委员会进行安全评价合

格的,由国务院农业行政主管部门批准转入下一试验阶段。
试验单位提出前款申请,应当提供下列材料:
(一)农业转基因生物的安全等级和确定安全等级的依据;
(二)农业转基因生物技术检测机构出具的检测报告;
(三)相应的安全管理、防范措施;
(四)上一试验阶段的试验报告。
第十六条 从事农业转基因生物试验的单位在生产性试验结束后,可以向国务院农业

行政主管部门申请领取农业转基因生物安全证书。
试验单位提出前款申请,应当提供下列材料:
(一)农业转基因生物的安全等级和确定安全等级的依据;
(二)农业转基因生物技术检测机构出具的检测报告;
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(三)生产性试验的总结报告;
(四)国务院农业行政主管部门规定的其他材料。
国务院农业行政主管部门收到申请后,应当组织农业转基因生物安全委员会进行安全

评价;安全评价合格的,方可颁发农业转基因生物安全证书。
第十七条 转基因植物种子、种畜禽、水产苗种,利用农业转基因生物生产的或者含

有农业转基因生物成分的种子、种畜禽、水产苗种、农药、兽药、肥料和添加剂等,在依

照有关法律、行政法规的规定进行审定、登记或者评价、审批前,应当依照本条例第十六

条的规定取得农业转基因生物安全证书。
第十八条 中外合作、合资或者外方独资在中华人民共和国境内从事农业转基因生物

研究与试验的,应当经国务院农业行政主管部门批准。

第三章 生产与加工

第十九条 生产转基因植物种子、种畜禽、水产苗种,应当取得国务院农业行政主管

部门颁发的种子、种畜禽、水产苗种生产许可证。
生产单位和个人申请转基因植物种子、种畜禽、水产苗种生产许可证,除应当符合有

关法律、行政法规规定的条件外,还应当符合下列条件:
(一)取得农业转基因生物安全证书并通过品种审定;
(二)在指定的区域种植或者养殖;
(三)有相应的安全管理、防范措施;
(四)国务院农业行政主管部门规定的其他条件。
第二十条 生产转基因植物种子、种畜禽、水产苗种的单位和个人,应当建立生产档

案,载明生产地点、基因及其来源、转基因的方法以及种子、种畜禽、水产苗种流向等

内容。
第二十一条 单位和个人从事农业转基因生物生产、加工的,应当由国务院农业行政

主管部门或者省、自治区、直辖市人民政府农业行政主管部门批准。具体办法由国务院农

业行政主管部门制定。
第二十二条 农民养殖、种植转基因动植物的,由种子、种畜禽、水产苗种销售单位

依照本条例第二十一条的规定代办审批手续。审批部门和代办单位不得向农民收取审批、
代办费用。

第二十三条 从事农业转基因生物生产、加工的单位和个人,应当按照批准的品种、
范围、安全管理要求和相应的技术标准组织生产、加工,并定期向所在地县级人民政府农

业行政主管部门提供生产、加工、安全管理情况和产品流向的报告。
第二十四条 农业转基因生物在生产、加工过程中发生基因安全事故时,生产、加工

单位和个人应当立即采取安全补救措施,并向所在地县级人民政府农业行政主管部门

报告。
第二十五条 从事农业转基因生物运输、贮存的单位和个人,应当采取与农业转基因

生物安全等级相适应的安全控制措施,确保农业转基因生物运输、贮存的安全。
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第四章 经  营

第二十六条 经营转基因植物种子、种畜禽、水产苗种的单位和个人,应当取得国务

院农业行政主管部门颁发的种子、种畜禽、水产苗种经营许可证。
经营单位和个人申请转基因植物种子、种畜禽、水产苗种经营许可证,除应当符合有

关法律、行政法规规定的条件外,还应当符合下列条件:
(一)有专门的管理人员和经营档案;
(二)有相应的安全管理、防范措施;
(三)国务院农业行政主管部门规定的其他条件。
第二十七条 经营转基因植物种子、种畜禽、水产苗种的单位和个人,应当建立经营

档案,载明种子、种畜禽、水产苗种的来源、贮存、运输和销售去向等内容。
第二十八条 在中华人民共和国境内销售列入农业转基因生物目录的农业转基因生

物,应当有明显的标识。
列入农业转基因生物目录的农业转基因生物,由生产、分装单位和个人负责标识;未

标识的,不得销售。经营单位和个人在进货时,应当对货物和标识进行核对。经营单位和

个人拆开原包装进行销售的,应当重新标识。
第二十九条 农业转基因生物标识应当载明产品中含有转基因成分的主要原料名称;

有特殊销售范围要求的,还应当载明销售范围,并在指定范围内销售。
第三十条 农业转基因生物的广告,应当经国务院农业行政主管部门审查批准后,方

可刊登、播放、设置和张贴。

第五章 进口与出口

第三十一条 从中华人民共和国境外引进农业转基因生物用于研究、试验的,引进单

位应当向国务院农业行政主管部门提出申请;符合下列条件的,国务院农业行政主管部门

方可批准:
(一)具有国务院农业行政主管部门规定的申请资格;
(二)引进的农业转基因生物在国 (境)外已经进行了相应的研究、试验;
(三)有相应的安全管理、防范措施。
第三十二条 境外公司向中华人民共和国出口转基因植物种子、种畜禽、水产苗种和

利用农业转基因生物生产的或者含有农业转基因生物成分的植物种子、种畜禽、水产苗

种、农药、兽药、肥料和添加剂的,应当向国务院农业行政主管部门提出申请;符合下列

条件的,国务院农业行政主管部门方可批准试验材料入境,并依照本条例的规定进行中间

试验、环境释放和生产性试验:
(一)输出国家或者地区已经允许作为相应用途并投放市场;
(二)输出国家或者地区经过科学试验证明对人类、动植物、微生物和生态环境无害;
(三)有相应的安全管理、防范措施。
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生产性试验结束后,经安全评价合格,并取得农业转基因生物安全证书后,方可依照

有关法律、行政法规的规定办理审定、登记或者评价、审批手续。
第三十三条 境外公司向中华人民共和国出口农业转基因生物用作加工原料的,应当

向国务院农业行政主管部门提出申请;符合下列条件,并经安全评价合格的,由国务院农

业行政主管部门颁发农业转基因生物安全证书:
(一)输出国家或者地区已经允许作为相应用途并投放市场;
(二)输出国家或者地区经过科学试验证明对人类、动植物、微生物和生态环境无害;
(三)经农业转基因生物技术检测机构检测,确认对人类、动植物、微生物和生态环

境不存在危险;
(四)有相应的安全管理、防范措施。
第三十四条 从中华人民共和国境外引进农业转基因生物的,或者向中华人民共和国

出口农业转基因生物的,引进单位或者境外公司应当凭国务院农业行政主管部门颁发的农

业转基因生物安全证书和相关批准文件,向口岸出入境检验检疫机构报检;经检疫合格

后,方可向海关申请办理有关手续。
第三十五条 农业转基因生物在中华人民共和国过境转移的,货主应当事先向国家出

入境检验检疫部门提出申请;经批准方可过境转移,并遵守中华人民共和国有关法律、行

政法规的规定。
第三十六条 国务院农业行政主管部门、国家出入境检验检疫部门应当自收到申请人

申请之日起270日内作出批准或者不批准的决定,并通知申请人。
第三十七条 向中华人民共和国境外出口农产品,外方要求提供非转基因农产品证明

的,由口岸出入境检验检疫机构根据国务院农业行政主管部门发布的转基因农产品信息,
进行检测并出具非转基因农产品证明。

第三十八条 进口农业转基因生物,没有国务院农业行政主管部门颁发的农业转基因

生物安全证书和相关批准文件的,或者与证书、批准文件不符的,作退货或者销毁处理。
进口农业转基因生物不按照规定标识的,重新标识后方可入境。

第六章 监督检查

第三十九条 农业行政主管部门履行监督检查职责时,有权采取下列措施:
(一)询问被检查的研究、试验、生产、加工、经营或者进口、出口的单位和个人、

利害关系人、证明人,并要求其提供与农业转基因生物安全有关的证明材料或者其他

资料;
(二)查阅或者复制农业转基因生物研究、试验、生产、加工、经营或者进口、出口

的有关档案、账册和资料等;
(三)要求有关单位和个人就有关农业转基因生物安全的问题作出说明;
(四)责令违反农业转基因生物安全管理的单位和个人停止违法行为;
(五)在紧急情况下,对非法研究、试验、生产、加工、经营或者进口、出口的农业

转基因生物实施封存或者扣押。
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第四十条 农业行政主管部门工作人员在监督检查时,应当出示执法证件。
第四十一条 有关单位和个人对农业行政主管部门的监督检查,应当予以支持、配

合,不得拒绝、阻碍监督检查人员依法执行职务。
第四十二条 发现农业转基因生物对人类、动植物和生态环境存在危险时,国务院农

业行政主管部门有权宣布禁止生产、加工、经营和进口,收回农业转基因生物安全证书,
销毁有关存在危险的农业转基因生物。

第七章 罚  则

第四十三条 违反本条例规定,从事Ⅲ、Ⅳ级农业转基因生物研究或者进行中间试

验,未向国务院农业行政主管部门报告的,由国务院农业行政主管部门责令暂停研究或者

中间试验,限期改正。
第四十四条 违反本条例规定,未经批准擅自从事环境释放、生产性试验的,已获批

准但未按照规定采取安全管理、防范措施的,或者超过批准范围进行试验的,由国务院农

业行政主管部门或者省、自治区、直辖市人民政府农业行政主管部门依据职权,责令停止

试验,并处1万元以上5万元以下的罚款。
第四十五条 违反本条例规定,在生产性试验结束后,未取得农业转基因生物安全证

书,擅自将农业转基因生物投入生产和应用的,由国务院农业行政主管部门责令停止生产

和应用,并处2万元以上10万元以下的罚款。
第四十六条 违反本条例第十八条规定,未经国务院农业行政主管部门批准,从事农

业转基因生物研究与试验的,由国务院农业行政主管部门责令立即停止研究与试验,限期

补办审批手续。
第四十七条 违反本条例规定,未经批准生产、加工农业转基因生物或者未按照批准

的品种、范围、安全管理要求和技术标准生产、加工的,由国务院农业行政主管部门或者

省、自治区、直辖市人民政府农业行政主管部门依据职权,责令停止生产或者加工,没收

违法生产或者加工的产品及违法所得;违法所得10万元以上的,并处违法所得1倍以上

5倍以下的罚款;没有违法所得或者违法所得不足10万元的,并处10万元以上20万元

以下的罚款。
第四十八条 违反本条例规定,转基因植物种子、种畜禽、水产苗种的生产、经营单

位和个人,未按照规定制作、保存生产、经营档案的,由县级以上人民政府农业行政主管

部门依据职权,责令改正,处1000元以上1万元以下的罚款。
第四十九条 违反本条例规定,转基因植物种子、种畜禽、水产苗种的销售单位,不

履行审批手续代办义务或者在代办过程中收取代办费用的,由国务院农业行政主管部门责

令改正,处2万元以下的罚款。
第五十条 违反本条例规定,未经国务院农业行政主管部门批准,擅自进口农业转基

因生物的,由国务院农业行政主管部门责令停止进口,没收已进口的产品和违法所得;违

法所得10万元以上的,并处违法所得1倍以上5倍以下的罚款;没有违法所得或者违法

所得不足10万元的,并处10万元以上20万元以下的罚款。
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第五十一条 违反本条例规定,进口、携带、邮寄农业转基因生物未向口岸出入境检

验检疫机构报检的,或者未经国家出入境检验检疫部门批准过境转移农业转基因生物的,
由口岸出入境检验检疫机构或者国家出入境检验检疫部门比照进出境动植物检疫法的有关

规定处罚。
第五十二条 违反本条例关于农业转基因生物标识管理规定的,由县级以上人民政府

农业行政主管部门依据职权,责令限期改正,可以没收非法销售的产品和违法所得,并可

以处1万元以上5万元以下的罚款。
第五十三条 假冒、伪造、转让或者买卖农业转基因生物有关证明文书的,由县级以

上人民政府农业行政主管部门依据职权,收缴相应的证明文书,并处2万元以上10万元

以下的罚款;构成犯罪的,依法追究刑事责任。
第五十四条 违反本条例规定,在研究、试验、生产、加工、贮存、运输、销售或者

进口、出口农业转基因生物过程中发生基因安全事故,造成损害的,依法承担赔偿责任。
第五十五条 国务院农业行政主管部门或者省、自治区、直辖市人民政府农业行政主

管部门违反本条例规定核发许可证、农业转基因生物安全证书以及其他批准文件的,或者

核发许可证、农业转基因生物安全证书以及其他批准文件后不履行监督管理职责的,对直

接负责的主管人员和其他直接责任人员依法给予行政处分;构成犯罪的,依法追究刑事

责任。

第八章 附  则

第五十六条 本条例自公布之日起施行。
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附录三

农业转基因生物安全评价管理办法

中华人民共和国农业部第8号令

2002年1月5日

第一章 总  则

第一条 为了加强农业转基因生物安全评价管理,保障人类健康和动植物、微生物安

全,保护生态环境,根据 《农业转基因生物安全管理条例》(简称 《条例》),制定本办法。
第二条 在中华人民共和国境内从事农业转基因生物的研究、试验、生产、加工、经

营和进口、出口活动,依照 《条例》规定需要进行安全评价的,应当遵守本办法。
第三条 本办法适用于 《条例》规定的农业转基因生物,即利用基因工程技术改变基

因组构成,用于农业生产或者农产品加工的植物、动物、微生物及其产品,主要包括:
(一)转基因动植物 (含种子、种畜禽、水产苗种)和微生物;
(二)转基因动植物、微生物产品;
(三)转基因农产品的直接加工品;
(四)含有转基因动植物、微生物或者其产品成分的种子、种畜禽、水产苗种、农药、

兽药、肥料和添加剂等产品。
第四条 本办法评价的是农业转基因生物对人类、动植物、微生物和生态环境构成的

危险或者潜在的风险。安全评价工作按照植物、动物、微生物三个类别,以科学为依据,
以个案审查为原则,实行分级分阶段管理。

第五条 根据 《条例》第九条的规定设立国家农业转基因生物安全委员会,负责农业

转基因生物的安全评价工作。农业转基因生物安全委员会由从事农业转基因生物研究、生

产、加工、检验检疫、卫生、环境保护等方面的专家组成,每届任期三年。
农业部设立农业转基因生物安全管理办公室,负责农业转基因生物安全评价管理

工作。
第六条 凡从事农业转基因生物研究与试验的单位,应当成立由单位法人代表负责的

农业转基因生物安全小组,负责本单位农业转基因生物的安全管理及安全评价申报的审查

工作。
第七条 农业部根据农业转基因生物安全评价工作的需要,委托具备检测条件和能力

的技术检测机构对农业转基因生物进行检测,为安全评价和管理提供依据。
第八条 转基因植物种子、种畜禽、水产种苗,利用农业转基因生物生产的或者含有

农业转基因生物成分的种子、种畜禽、水产种苗、农药、兽药、肥料和添加剂等,在依照
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有关法律、行政法规的规定进行审定、登记或者评价、审批前,应当依照本办法的规定取

得农业转基因生物安全证书。

第二章 安全等级和安全评价

第九条 农业转基因生物安全实行分级评价管理。
按照对人类、动植物、微生物和生态环境的危险程度,将农业转基因生物分为以下四

个等级:
安全等级Ⅰ:尚不存在危险;
安全等级Ⅱ:具有低度危险;
安全等级Ⅲ:具有中度危险;
安全等级Ⅳ:具有高度危险。
第十条 农业转基因生物安全评价和安全等级的确定按以下步骤进行:
(一)确定受体生物的安全等级;
(二)确定基因操作对受体生物安全等级影响的类型;
(三)确定转基因生物的安全等级;
(四)确定生产、加工活动对转基因生物安全性的影响;
(五)确定转基因产品的安全等级。
第十一条 受体生物安全等级的确定。
受体生物分为四个安全等级:
(一)符合下列条件之一的受体生物应当确定为安全等级Ⅰ:

1.对人类健康和生态环境未曾发生过不利影响;

2.演化成有害生物的可能性极小;

3.用于特殊研究的短存活期受体生物,实验结束后在自然环境中存活的可能性极小。
(二)对人类健康和生态环境可能产生低度危险,但是通过采取安全控制措施完全可

以避免其危险的受体生物,应当确定为安全等级Ⅱ。
(三)对人类健康和生态环境可能产生中度危险,但是通过采取安全控制措施,基本

上可以避免其危险的受体生物,应当确定为安全等级Ⅲ。
(四)对人类健康和生态环境可能产生高度危险,而且在封闭设施之外尚无适当的安

全控制措施避免其发生危险的受体生物,应当确定为安全等级Ⅳ。包括:

1.可能与其他生物发生高频率遗传物质交换的有害生物;

2.尚无有效技术防止其本身或其产物逃逸、扩散的有害生物;

3.尚无有效技术保证其逃逸后,在对人类健康和生态环境产生不利影响之前,将其

捕获或消灭的有害生物。
第十二条 基因操作对受体生物安全等级影响类型的确定。
基因操作对受体生物安全等级的影响分为三种类型,即:增加受体生物的安全性;不

影响受体生物的安全性;降低受体生物的安全性。
类型1 增加受体生物安全性的基因操作。包括:除去某个 (些)已知具有危险的基
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因或抑制某个 (些)已知具有危险的基因表达的基因操作。
类型2 不影响受体生物安全性的基因操作。包括:

1.改变受体生物的表型或基因型而对人类健康和生态环境没有影响的基因操作;

2.改变受体生物的表型或基因型而对人类健康和生态环境没有不利影响的基因操作。
类型3 降低受体生物安全性的基因操作。包括:

1.改变受体生物的表型或基因型,并可能对人类健康或生态环境产生不利影响的基

因操作;

2.改变受体生物的表型或基因型,但不能确定对人类健康或生态环境影响的基因

操作。
第十三条 农业转基因生物安全等级的确定。
根据受体生物的安全等级和基因操作对其安全等级的影响类型及影响程度,确定转基

因生物的安全等级。
(一)受体生物安全等级为Ⅰ的转基因生物:

1.安全等级为Ⅰ的受体生物,经类型1或类型2的基因操作而得到的转基因生物,
其安全等级仍为Ⅰ。

2.安全等级为Ⅰ的受体生物,经类型3的基因操作而得到的转基因生物,如果安全

性降低很小,且不需要采取任何安全控制措施的,则其安全等级仍为Ⅰ;如果安全性有一

定程度的降低,但是可以通过适当的安全控制措施完全避免其潜在危险的,则其安全等级

为Ⅱ;如果安全性严重降低,但是可以通过严格的安全控制措施避免其潜在危险的,则其

安全等级为Ⅲ;如果安全性严重降低,而且无法通过安全控制措施完全避免其危险的,则

其安全等级为Ⅳ。
(二)受体生物安全等级为Ⅱ的转基因生物:

1.安全等级为Ⅱ的受体生物,经类型1的基因操作而得到的转基因生物,如果安全

性增加到对人类健康和生态环境不再产生不利影响的,则其安全等级为Ⅰ;如果安全性虽

有增加,但对人类健康和生态环境仍有低度危险的,则其安全等级仍为Ⅱ。

2.安全等级为Ⅱ的受体生物,经类型2的基因操作而得到的转基因生物,其安全等

级仍为Ⅱ。

3.安全等级为Ⅱ的受体生物,经类型3的基因操作而得到的转基因生物,根据安

全性降低的程度不同,其安全等级可为Ⅱ、Ⅲ或Ⅳ,分级标准与受体生物的分级标准

相同。
(三)受体生物安全等级为Ⅲ的转基因生物:

1.安全等级为Ⅲ的受体生物,经类型1的基因操作而得到的转基因生物,根据安

全性增加的程度不同,其安全等级可为Ⅰ、Ⅱ或Ⅲ,分级标准与受体生物的分级标

准相同。

2.安全等级为Ⅲ的受体生物,经类型2的基因操作而得到的转基因生物,其安全等

级仍为Ⅲ。

3.安全等级为Ⅲ的受体生物,经类型3的基因操作得到的转基因生物,根据安全性

降低的程度不同,其安全等级可为Ⅲ或Ⅳ,分级标准与受体生物的分级标准相同。
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(四)受体生物安全等级为Ⅳ的转基因生物:

1.安全等级为Ⅳ的受体生物,经类型1的基因操作而得到的转基因生物,根据安全

性增加的程度不同,其安全等级可为Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ或Ⅳ,分级标准与受体生物的分级标准

相同。

2.安全等级为Ⅳ的受体生物,经类型2或类型3的基因操作而得到的转基因生物,
其安全等级仍为Ⅳ。

第十四条 农业转基因产品安全等级的确定。
根据农业转基因生物的安全等级和产品的生产、加工活动对其安全等级的影响类型和

影响程度,确定转基因产品的安全等级。
(一)农业转基因产品的生产、加工活动对转基因生物安全等级的影响分为三种类型:
类型1 增加转基因生物的安全性;
类型2 不影响转基因生物的安全性;
类型3 降低转基因生物的安全性。
(二)转基因生物安全等级为Ⅰ的转基因产品:

1.安全等级为Ⅰ的转基因生物,经类型1或类型2的生产、加工活动而形成的转基

因产品,其安全等级仍为Ⅰ。

2.安全等级为Ⅰ的转基因生物,经类型3的生产、加工活动而形成的转基因产品,
根据安全性降低的程度不同,其安全等级可为Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ或Ⅳ,分级标准与受体生物的分

级标准相同。
(三)转基因生物安全等级为Ⅱ的转基因产品:

1.安全等级为Ⅱ的转基因生物,经类型Ⅰ的生产、加工活动而形成的转基因产

品,如果安全性增加到对人类健康和生态环境不再产生不利影响的,其安全等级为

Ⅰ;如果安全性虽然有增加,但是对人类健康或生态环境仍有低度危险的,其安全等级

仍为Ⅱ。

2.安全等级为Ⅱ的转基因生物,经类型2的生产、加工活动而形成的转基因产品,
其安全等级仍为Ⅱ。

3.安全等级为Ⅱ的转基因生物,经类型3的生产、加工活动而形成的转基因产品,
根据安全性降低的程度不同,其安全等级可为Ⅱ、Ⅲ或Ⅳ,分级标准与受体生物的分级标

准相同。
(四)转基因生物安全等级为Ⅲ的转基因产品:

1.安全等级为Ⅲ的转基因生物,经类型1的生产、加工活动而形成的转基因产品,
根据安全性增加的程度不同,其安全等级可为Ⅰ、Ⅱ或Ⅲ,分级标准与受体生物的分级标

准相同。

2.安全等级为Ⅲ的转基因生物,经类型2的生产、加工活动而形成的转基因产品,
其安全等级仍为Ⅲ。

3.安全等级为Ⅲ的转基因生物,经类型3的生产、加工活动而形成转基因产品,根

据安全性降低的程度不同,其安全等级可为Ⅲ或Ⅳ,分级标准与受体生物的分级标准

相同。
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(五)转基因生物安全等级为Ⅳ的转基因产品:

1.安全等级为Ⅳ的转基因生物,经类型1的生产、加工活动而得到的转基因产品,
根据安全性增加的程度不同,其安全等级可为Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ或Ⅳ,分级标准与受体生物的分

级标准相同。

2.安全等级为Ⅳ的转基因生物,经类型2或类型3的生产、加工活动而得到的转基

因产品,其安全等级仍为Ⅳ。

第三章 申报和审批

第十五条 凡在中华人民共和国境内从事农业转基因生物安全等级为Ⅲ和Ⅳ的研究以

及所有安全等级的试验和进口的单位以及生产和加工的单位和个人,应当根据农业转基因

生物的类别和安全等级,分阶段向农业转基因生物安全管理办公室报告或者提出申请。
第十六条 农业部每年组织两次农业转基因生物安全评审。第一次受理申请的截止日

期为每年的3月31日,第二次受理申请的截止日期为每年的9月30日。农业部自收到申

请之日起两个月内,作出受理或者不予受理的答复;在受理截止日期后三个月内作出

批复。
第十七条 从事农业转基因生物试验和进口的单位以及从事农业转基因生物生产和加

工的单位和个人,在向农业转基因生物安全管理办公室提出安全评价报告或申请前应当完

成下列手续:
(一)报告或申请单位和报告或申请人对所从事的转基因生物工作进行安全性评价,

并填写报告书或申报书 (见附录Ⅴ);
(二)组织本单位转基因生物安全小组对申报材料进行技术审查;
(三)取得开展试验和安全证书使用所在省 (自治区、直辖市)农业行政主管部门的

审核意见;
(四)提供有关技术资料。
第十八条 在中华人民共和国从事农业转基因生物实验研究与试验的,应当具备下列

条件:
(一)在中华人民共和国境内有专门的机构;
(二)有从事农业转基因生物实验研究与试验的专职技术人员;
(三)具备与实验研究和试验相适应的仪器设备和设施条件;
(四)成立农业转基因生物安全管理小组。
第十九条 报告农业转基因生物实验研究和中间试验以及申请环境释放、生产性试验

和安全证书的单位应当按照农业部制定的农业转基因植物、动物和微生物安全评价各阶段

的报告或申报要求、安全评价的标准和技术规范,办理报告或申请手续。
第二十条 从事安全等级为Ⅰ和Ⅱ的农业转基因生物实验研究,由本单位农业转基因

生物安全小组批准;从事安全等级为Ⅲ和Ⅳ的农业转基因生物实验研究,应当在研究开始

前向农业转基因生物安全管理办公室报告。
研究单位向农业转基因生物安全管理办公室报告时应当提供以下材料;
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(一)实验研究报告书;
(二)农业转基因生物的安全等级和确定安全等级的依据;
(三)相应的实验室安全设施、安全管理和防范措施。
第二十一条 在农业转基因生物 (安全等级Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ)实验研究结束后拟转入

中间试验的,试验单位应当向农业转基因生物安全管理办公室报告。
试验单位向农业转基因生物安全管理办公室报告时应当提供下列材料:
(一)中间试验报告书;
(二)实验研究总结报告;
(三)农业转基因生物的安全等级和确定安全等级的依据;
(四)相应的安全研究内容、安全管理和防范措施。
第二十二条 在农业转基因生物中间试验结束后拟转入环境释放的,或者在环境释放

结束后拟转入生产性试验的,试验单位应当向农业转基因生物安全管理办公室提出申请,
经农业转基因生物安全委员会安全评价合格并由农业部批准后,方可根据农业转基因生物

安全审批书的要求进行相应的试验。
试验单位提出前款申请时,应当提供下列材料;
(一)安全评价申报书;
(二)农业转基因生物的安全等级和确定安全等级的依据;
(三)农业部委托的技术检测机构出具的检测报告;
(四)相应的安全研究内容、安全管理和防范措施;
(五)上一试验阶段的试验总结报告。
第二十三条 在农业转基因生物生产性试验结束后拟申请安全证书的,试验单位应当

向农业转基因生物安全管理办公室提出申请,经农业转基因生物安全委员会安全评价合格

并由农业部批准后,方可颁发农业转基因生物安全证书。
试验单位提出前款申请时,应当提供下列材料:
(一)安全评价申报书;
(二)农业转基因生物的安全等级和确定安全等级的依据;
(三)农业部委托的农业转基因生物技术检测机构出具的检测报告;
(四)中间试验、环境释放和生产性试验阶段的试验总结报告;
(五)其他有关材料。
第二十四条 农业转基因生物安全证书应当明确转基因生物名称 (编号)、规模、范

围、时限及有关责任人、安全控制措施等内容。
从事农业转基因生物生产和加工的单位和个人以及进口的单位,应当按照农业转基因

生物安全证书的要求开展工作,并履行安全证书规定的相关义务。
第二十五条 从中华人民共和国境外引进农业转基因生物,或者向中华人民共和国出

口农业转基因生物的,应当按照 《农业转基因生物进口安全管理办法》的规定提供相应的

安全评价材料。
第二十六条 申请农业转基因生物安全评价应当按照财政部、国家计委的有关规定交

纳审查费和必要的检测费。
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第二十七条 农业转基因生物安全评价受理审批机构的工作人员和参与审查的专家,
应当为申报者保守技术秘密和商业秘密,与本人及其近亲属有利害关系的应当回避。

第四章 技术检测管理

第二十八条 农业部根据农业转基因生物安全评价及其管理工作的需要,委托具备检

测条件和能力的技术检测机构进行检测。
第二十九条 技术检测机构应当具备下列基本条件:
(一)具有公正性和权威性,设有相对独立的机构和专职人员;
(二)具备与检测任务相适应的、符合国家标准 (或行业标准)的仪器设备和检测

手段;
(三)严格执行检测技术规范,出具的检测数据准确可靠;
(四)有相应的安全控制措施。
第三十条 技术检测机构的职责任务:
(一)为农业转基因生物安全管理和评价提供技术服务;
(二)承担农业部或申请人委托的农业转基因生物定性定量检验、鉴定和复查任务;
(三)出具检测报告,做出科学判断;
(四)研究检测技术与方法,承担或参与评价标准和技术法规的制修订工作;
(五)检测结束后,对用于检测的样品应当安全销毁,不得保留。
(六)为委托人和申请人保守技术秘密和商业秘密。

第五章 监督管理与安全监控

第三十一条 农业部负责农业转基因生物安全的监督管理,指导不同生态类型区域的

农业转基因生物安全监控和监测工作,建立全国农业转基因生物安全监管和监测体系。
第三十二条 县级以上地方各级人民政府农业行政主管部门按照 《条例》第三十九条

和第四十条的规定负责本行政区域内的农业转基因生物安全的监督管理工作。
第三十三条 有关单位和个人应当按照 《条例》第四十一条的规定,配合农业行政主

管部门做好监督检查工作。
第三十四条 从事农业转基因生物试验与生产的单位,在工作进行期间和工作结束

后,应当定期向农业部和农业转基因生物试验与生产应用所在的行政区域内省级农业行政

主管部门提交试验总结和生产计划与执行情况总结报告。每年3月31日以前提交农业转

基因生物生产应用的年度生产计划,每年12月31日以前提交年度实际执行情况总结报

告;每年12月31日以前提交中间试验、环境释放和生产性试验的年度试验总结报告。
第三十五条 从事农业转基因生物试验和生产的单位,应当根据本办法的规定确定安

全控制措施和预防事故的紧急措施,做好安全监督记录,以备核查。
安全控制措施包括物理控制、化学控制、生物控制、环境控制和规模控制等。
第三十六条 安全等级Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ的转基因生物,在废弃物处理和排放之前应当采取
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可靠措施将其销毁、灭活,以防止扩散和污染环境。发现转基因生物扩散、残留或者造成

危害的,必须立即采取有效措施加以控制、消除,并向当地农业行政主管部门报告。
第三十七条 农业转基因生物在贮存、转移、运输和销毁、灭活时,应当采取相应的

安全管理和防范措施,具备特定的设备或场所,指定专人管理并记录。
第三十八条 发现农业转基因生物对人类、动植物和生态环境存在危险时,农业部有

权宣布禁止生产、加工、经营和进口,收回农业转基因生物安全证书,由货主销毁有关存

在危险的农业转基因生物。

第六章 罚  则

第三十九条 违反本办法规定,从事安全等级Ⅲ、Ⅳ的农业转基因生物实验研究或者

从事农业转基因生物中间试验,未向农业部报告的,按照 《条例》第四十三条的规定

处理。
第四十条 违反本办法规定,未经批准擅自从事环境释放、生产性试验的,或已获批

准但未按照规定采取安全管理防范措施的,或者超过批准范围和期限进行试验的,按照

《条例》第四十四条的规定处罚。
第四十一条 违反本办法规定,在生产性试验结束后,未取得农业转基因生物安全证

书,擅自将农业转基因生物投入生产和应用的,按照 《条例》第四十五条的规定处罚。
第四十二条 假冒、伪造、转让或者买卖农业转基因生物安全证书、审批书以及其他

批准文件的,按照 《条例》第五十三条的规定处罚。
第四十三条 违反本办法规定核发农业转基因生物安全审批书、安全证书以及其他批

准文件的,或者核发后不履行监督管理职责的,按照 《条例》第五十五条的规定处罚。

第七章 附  则

第四十四条 本办法所用术语及含义如下:
一、基因,系控制生物性状的遗传物质的功能和结构单位,主要指具有遗传信息的

DNA片段。
二、基因工程技术,包括利用载体系统的重组DNA技术以及利用物理、化学和生物

学等方法把重组DNA分子导入有机体的技术。
三、基因组,系指特定生物的染色体和染色体外所有遗传物质的总和。
四、DNA,系脱氧核糖核酸的英文名词缩写,是贮存生物遗传信息的遗传物质。
五、农业转基因生物,系指利用基因工程技术改变基因组构成,用于农业生产或者农

产品加工的动植物、微生物及其产品。
六、目的基因,系指以修饰受体细胞遗传组成并表达其遗传效应为目的的基因。
七、受体生物,系指被导入重组DNA分子的生物。
八、种子,系指农作物和林木的种植材料或者繁殖材料,包括籽粒、果实和根、茎、

苗、芽、叶等。
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九、实验研究,系指在实验室控制系统内进行的基因操作和转基因生物研究工作。
十、中间试验,系指在控制系统内或者控制条件下进行的小规模试验。
十一、环境释放,系指在自然条件下采取相应安全措施所进行的中规模的试验。
十二、生产性试验,系指在生产和应用前进行的较大规模的试验。
十三、控制系统,系指通过物理控制、化学控制和生物控制建立的封闭或半封闭操作

体系。
十四、物理控制措施,系指利用物理方法限制转基因生物及其产物在实验区外的生存

及扩散,如设置栅栏,防止转基因生物及其产物从实验区逃逸或被人或动物携带至实验区

外等。
十五、化学控制措施,系指利用化学方法限制转基因生物及其产物的生存、扩散或残

留,如生物材料、工具和设施的消毒。
十六、生物控制措施,系指利用生物措施限制转基因生物及其产物的生存、扩散或残

留,以及限制遗传物质由转基因生物向其他生物的转移,如设置有效的隔离区及监控区、
清除试验区附近可与转基因生物杂交的物种、阻止转基因生物开花或除去繁殖器官、或采

用花期不遇等措施,以防止目的基因向相关生物的转移。
十七、环境控制措施,系指利用环境条件限制转基因生物及其产物的生存、繁殖、扩

散或残留,如控制温度、水分、光周期等。
十八、规模控制措施,系指尽可能地减少用于试验的转基因生物及其产物的数量或减

小试验区的面积,以降低转基因生物及其产物广泛扩散的可能性,在出现预想不到的后果

时,能比较彻底地将转基因生物及其产物消除。
第四十五条 本办法由农业部负责解释。
第四十六条 本办法自2002年3月20日起施行。1996年7月10日农业部发布的第

7号令 《农业生物基因工程安全管理实施办法》同时废止。
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附录四

转基因食品卫生管理办法

中华人民共和国卫生部第28号令

2002年4月8日

第一章 总  则

第一条 为了加强对转基因食品的监督管理,保障消费者的健康权和知情权,根据

《中华人民共和国食品卫生法》(以下简称 《食品卫生法》)和 《农业转基因生物安全管理

条例》,制定本办法。
第二条 本办法所称转基因食品,系指利用基因工程技术改变基因组构成的动物、植

物和微生物生产的食品和食品添加剂,包括:
(一)转基因动植物、微生物产品;
(二)转基因动植物、微生物直接加工品;
(三)以转基因动植物、微生物或者其直接加工品为原料生产的食品和食品添加剂。
第三条 转基因食品作为一类新资源食品,须经卫生部审查批准后方可生产或者进

口。未经卫生部审查批准的转基因食品不得生产或者进口,也不得用作食品或食品原料。
第四条 转基因食品应当符合 《食品卫生法》及其有关法规、规章、标准的规定,不

得对人体造成急性、慢性或其他潜在性健康危害。
第五条 转基因食品的食用安全性和营养质量不得低于对应的原有食品。
第六条 转基因食品的生产企业须达到国家有关食品生产企业卫生规范的要求。
转基因食品的生产经营者应当保证所生产经营的转基因食品的食用安全性和营养

质量。
转基因食品的生产者应当保留转基因食品进 (出)货记录,包括进 (出)货单位、地

址、数量,相关记录至少保留二年备查。

第二章 食用安全性与营养质量评价

第七条 卫生部建立转基因食品食用安全性和营养质量评价制度。
卫生部制定和颁布转基因食品食用安全性和营养质量评价规程及有关标准。
第八条 转基因食品食用安全性和营养质量评价采用危险性评价、实质等同、个案处

理等原则。
第九条 卫生部设立转基因食品专家委员会,负责转基因食品食用安全性与营养质量
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的评价工作。委员会由食品安全、营养和基因工程等方面的专家组成。
第十条 卫生部根据转基因食品食用安全性和营养质量评价工作的需要,认定具备条

件的检验机构承担对转基因食品食用安全性与营养质量评价的验证工作。

第三章 申报与批准

第十一条 生产或者进口转基因食品必须向卫生部提出申请,并提交下列材料:
(一)申请表;
(二)国家有关部门颁发的批准文件;
(三)企业标准;
(四)食用安全性的保证措施;
(五)设计包装及标识样稿;
(六)与食用安全性和营养质量评价有关的技术资料;
(七)申请单位对转基因食品食用安全性和营养质量评价报告和卫生部认定的检验机

构出具的对转基因食品食用安全性和营养质量评价的验证报告;
(八)其他有助于转基因食品食用安全性与营养质量评价的资料。
第十二条 本办法第十一条第 (六)项规定的转基因食品食用安全性和营养质量评价

有关的技术资料包括:
(一)转基因食品的 (物种)名称;
(二)转基因食品的理化特性、用途与需要强调的功能;
(三)转基因食品可能的食品加工方式与终产品种类以及主要食物成分 (包括营养和

有害成分);
(四)基因修饰的目的与预期技术效果,以及对食品产品特性的预期影响;
(五)基因供体的名称、特性、食用史;载体物质的来源、特性、功能、食用史;基

因插入的位点及特性;
(六)引入基因所表达产物的名称、特性、功能及含量;
(七)表达产物的已知或可疑致敏性和毒性,以及含有此种表达产物食用安全性的

依据;
(八)可能产生的非期望效应 (包括代谢产物的评价)。
第十三条 申请进口转基因食品的除必须提交本办法第十一条、第十二条规定的材料

外,还应当提供出口国 (地区)政府批准在本国 (地区)生产、经营、使用的证明文件。
第十四条 卫生部自受理转基因食品申请之日起六个月内作出是否批准的决定。
第十五条 批准的转基因食品,由卫生部列入可用于食品生产、经营的转基因食品品

种目录。

第四章 标  识

第十六条 食品产品中 (包括原料及其加工的食品)含有基因修饰有机体或/和表
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达产物的,要标注 “转基因××食品”或 “以转基因××食品为原料”。
转基因食品来自潜在致敏食物的,还要标注 “本品转××食物基因,对××食物过敏

者注意”。
第十七条 转基因食品采用下列方式标注:
(一)定型包装的,在标签的明显位置上标注;
(二)散装的,在价签上或另行设置的告示牌上标注;
(三)转运的,在交运单上标注;
(四)进口的,在贸易合同和报关单上标注。
第十八条 转基因食品的标签应当真实、客观,不得有下列内容:
(一)明示或暗示可以治疗疾病;
(二)虚假、夸大宣传产品的作用;
(三)卫生部规定的禁止标识的其他内容。

第五章 监  督

第十九条 卫生部对已经批准生产或者进口的转基因食品发现有下列情形之一的,进

行重新评价:
(一)对转基因食品食用安全性和营养质量的科学认识发生改变的;
(二)转基因食品食用安全性和营养质量受到质疑的;
(三)其他原因需要重新评价的。
第二十条 卫生部对转基因食品的生产经营组织定期或者不定期监督抽查,并向社会

公布监督抽查结果。
第二十一条 卫生部认定的转基因食品食用安全性和营养质量检验机构须按照卫生部

制定的规程及有关标准进行评价。
对出具虚假检验报告或者疏于管理难以保证检验质量的,由卫生部责令改正,并予以

通报批评;情节严重的,收回认定资格。
第二十二条 从事转基因食品检验、评审和监督工作的人员应当具备相应的专业素质

和职业道德。
第二十三条 转基因食品生产经营的经常性卫生监督管理,按照 《食品卫生法》及有

关规定执行。

第六章 附  则

第二十四条 违反本办法,由卫生行政部门按照 《食品卫生法》的有关规定进行

处罚。
第二十五条 本办法由卫生部负责解释。
第二十六条 本办法自2002年7月1日起施行。
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