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增强异源蛋白在植物体内表达的研究进展
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　　[摘　要 ]　简述了利用植物生产异源蛋白的意义,从改变调控元件、利用融合基因和分泌途径及异源蛋白的

细胞定位几个方面综述了增强异源蛋白在植物体内表达的几种策略。
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　　近年来,随着植物基因表达调控的深入研究,将

外源基因转入植物的技术应运而生,这不仅使人们

得以利用该技术设计改良植物的性状,而且转基因

植物可作为有效表达系统来生产许多重要重组蛋

白。利用转基因植物生产重组蛋白具有廉价、安全、

实用等许多优点[1～ 3 ]。目前,已有多种哺乳动物的蛋

白或多肽在植物中得到表达[4, 5 ]。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。

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

将外源基因与植物的特异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[6 ]

将葡糖醛酸酶 (g lucu ron idase,简称 GU S)基因与油

质蛋白前 800 bp 的核苷酸序列连接,插入根癌农杆

菌的双元载体 pCGN 1559中,融合基因在芸薹中成

功表达, 80% GU S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 (m atrix a t tachm en t reg ion,M A R )。在转

基因生物技术操作中,将M A R 序列置于所转基因

的两侧,构建成M A R 2gene2M A R ,可以创造一个独

立的结构域。M A R 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

M A R 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M A R 表达提高 12 倍, 用烟草

M A R 表达提高 60 倍,同时发现烟草M A R 与烟草

核骨架的结合能力大于酵母M A R [7～ 9 ]。Bode 等[10 ]

报道,免疫球蛋白重链基因 ( IgH )增强子的M A R 3′

有AA TA TA T T T 序列, 可使碱基不配对, 若将其

突变成A CT GTCT T T 或A CT GCT T T , 基因不配

对被抑制,与核骨架的亲和力降低,Bode 等[10 ]人工

合 成 5′ TCT T TAA T T TCT 2AA TA TA T T TA 2
GAA 3′25 个寡核苷酸序列, 并 7 次重复连接, 共

190 bp , 此 190 bp 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 (L uc)的活性

比无此序列的载体高 6倍。

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。为了有利于植物生产疫苗的提取纯化,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

贮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 GU S

Ξ [收稿日期 ]　2001206222
[作者简介 ]　张丽华 (1974- ) ,女,山东东阿人,讲师,在读博士,主要从事蔬菜生理及分子生物学研究。
3 通讯作者程智慧。



© 1994-2010 China Academic Journal Electronic Publishing House. All rights reserved.    http://www.cnki.net

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 GU S 蛋白从油体表面释放出来, 从而获得有

活性的 GU S [6 ]。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

油三酯的贮藏场所,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,

使外源蛋白易于分离纯化,从而降低外源蛋白的后

处理费用[6, 11 ]。

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 2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C2末
端。这些特点在生物体中都是较保守的[12～ 14 ]。

V erw oerd 等[15 ]研究了肌醇六磷酸酶在转基因

烟草中的积累, 构建了 pM O G413 双元载体, 以

CaM V 35S 作启动子,在CaM V 35S 启动子和肌醇

六磷酸酶基因之间有 PR 2S信号肽的基因序列。并

在试验中研究了 PR 2S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

比叶子高 87 倍, 这说明 PR 2S 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,这是由于烟草叶子的

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,亚细胞定位的错误通道便是

细胞间隙。如果将来源于烟草的病源相关蛋白或

PR 1a 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B iP 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。对于需要正

确折叠或糖基化的蛋白,研究其分泌途径是很有必

要的。用这种分泌系统已经验证了多种重组蛋白。最

早的是利用植物来生产抗体- “植物抗体”。老鼠

6D 4 单克隆抗体 4 或К链的积累依赖于有功能的
分泌型引导序列。H iat t 等[16 ]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。D u ring 等[17 ]用编码鼠免疫球蛋白B I28轻链

和重链的 cDNA 做了类似的试验, 用来源于大麦

Α2淀粉酶基因的引导序列代替B I28 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。

O ven 等[18 ]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。F irek 等[19 ]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。

Sijmon s等[20 ]将人血清白蛋白 (hum an serum

album in,简称 HA S)嵌合基因导入土豆和烟草中。

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 2S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 H SA 分泌。对 N 2末端氨基酸序列的分析表
明[20 ] , H SA 蛋白前体的加工依赖于信号序列,且正

确加工的H SA 也得以分泌。Sijmon s等[20 ]认为信号

序列有助于H SA 的分泌。在试验中以不含信号序

列的 pM O G285 作对照, 在 H SA 2mRNA 水平上能

检测到H SA ,但W estern 杂交后就找不到H SA 蛋

白。这可能是由于非分泌型的H SA 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

定性和功能是十分必要的。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。V on Schaew en 等[21 ]观察到M 2

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 2乙酰葡糖转移酶 I,该酶是复杂聚糖合成途径中
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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。

粘质沙雷氏杆菌的 ch iA 基因编码一种分泌蛋

白- Ch iA 蛋白, L und 等[22 ]通过改变 ch iA 基因,使

其在烟草细胞中得以表达, 所表达的Ch iA 蛋白附

加了复杂聚糖, 且在烟草细胞中能够被分泌。在

Ch iA 信号序列缺失条件下,所表达的Ch iA 蛋白是

不能分泌的, 而在带有信号序列的条件下 (不论是

PR 21b 信号序列还是 Ch iA 信号序列) , Ch iA 蛋白

都糖基化,且是分泌型的。研究还发现, PR 21b 作信

号时, Ch iA 的分泌量比Ch iA 信号序列下的分泌量

高,这说明用 PR 21b 信号序列替换Ch iA 蛋白信号

序列能增强Ch iA 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

取将容易的多。如果该细胞组分具有蛋白质稳定或

易于分离等重要特点,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[23, 24 ] ,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。

4. 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

Sengup ta2Gopalan 等[25 ]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 1 200 bp 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

贮存器官,可以长时间贮存。贮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 9

和 3 ku 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。

V andekerckhoe 等[26 ]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。 K rebbers

等[27 ] 曾报道, 拟南芥 (A rabid op sis ) 和芜菁甘蓝

(B . nap us)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V andekerckhoe

等[26 ]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。V andekerckhoe 等[26 ]

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 206 nmo 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C2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 40

个氨基酸。

Saalbach 等[13 ]对巴西果 2S 白蛋白的N 2末端
和C2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 2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C2末端能够将逆转录酶有效
地定位到液泡。进一步分析表明, C2末端的氨基酸
残基为 16～ 13个时仍能进行定位,只是效率有所降

低,当 C2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C2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C2末端的肽去掉时,所有的平头 2S

白蛋白都从烟草细胞中分泌出去。这表明, C2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。

Hoffm an 等[28 ]报道, 15 ku 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[29 ]报道玉米醇溶蛋白不仅贮存在种子中,

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 Β2菜豆蛋白只在种子中表达,而在

叶子中没有积累,认为在叶中 Β2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。

4. 2　利用种子中的质体来生产重组蛋白

V an Roo ijen 等[30 ]对不同生物的油质素研究发

现,亲脂性中心区域在进化过程中非常保守,而N 2
末端和 C2末端的氨基酸序列不同。在研究中还发
现, C2末端对于定位是不重要的, N 2末端和亲脂中
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心核含有与定位和维持油质素稳定有关的保守序

列。另外,油质素不进行翻译后加工,这就有可能用

目的蛋白或多肽来替换油质素中的某些氨基酸序列

而不会引起定位失常。V an Roo ijen 等[30 ]将 Β2葡糖
苷酸酶与转基因芜菁甘蓝中表达的拟南芥油质素进

行融合,这种融合蛋白的含量达到原有油质素含量

的 1ö10,最终正确定位到油体上。除了内源油质素

外,可以通过高速离心将油质素2Β2葡糖苷酸酶融合
蛋白与其他细胞组分分离。对于需要纯化的重组蛋

白油质素2蛋白融合的形式是不适合的。V an

Roo ijen等[30 ]提出,在融合蛋白上油质素和 Β2葡糖苷
酸酶之间有一附着位点,该位点分布在油体外表面,

且对内源蛋白酶敏感,可以根据油质素在油体上分

布的理论模型来寻找附着位点。该观点经验证是正

确的。

4. 3　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是很

重要的。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[31 ]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, GU S是一种

非常有效的报告系统,且具有通用性。将GU S的N 2
末端和C2末端与外源蛋白融合后仍能保持酶活性,

使得 GU S可作为定位研究中的报告酶。GU S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 GU S 可以作为叶绿体、线

粒体及细胞核定位研究中的报告酶, 而 GU S 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。 Itu rriaga 等[32 ]报道,如果N 2连接的糖基化发
生在第 358位的天冬酰胺残基上会使 GU S 丧失酶

活性, Farrell等[33 ]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 GU S

的酶活性降低 60%。GU S 酶活性的改变可以作为

分泌核空泡定位研究中的“报告子”。F irek 等[19 ]研

究了野生型 GU S 和改良型 GU S (GU S 的N 2末端
与小麦 Α2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 GU S 定位到内质网上后仍

具有酶活性, 但大多数具有酶活性的 GU S 仍存在

于细胞内,并没有分泌到细胞表面去。所以这种改良

后的 GU S不适合作为蛋白分泌研究中的报告酶。

5　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[34 ] ,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

蛋白的表达量成为该蛋白能否商业化的关键。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,

以便于进行商业化生产。
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Abstract: T he sign if icances of u sing p lan ts as b io reacto rs to p roduce pharm aceu t ica l p ro tein s are re2
view ed. Severa l st ra teg ies of boo st ing fo reign p ro tein exp ression in p lan ts are d iscu ssed, including altera t ion

of modu la t ing elem en ts, u t iliza t ion of fu sing gene and secret ion pathw ay and the cellu lar locat ion of fo reign

p ro tein.
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