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转基因植物生产药用蛋白的研究进展
康杰芳 王铭之

(陕西师范大学生命科学学院
,

药用植物资源与天然药物化学教育部重点实验室 陕西 西安 7 1加公

摘要 : 利用转基因植物作为生物反应器生产具有重要价值的多肤和蛋白质
,

包括杭体
、

疫苗
、

药用蛋白等校之其他生产 系统

具有很多优越性
,

已成为当前植物 医药基因工程和药物生物技术领城中的研究热点
,

本文着重就这一领城近年来国内外的研究

现状
、

发展趋势以及 目前存在的问题及对策进行综述
。
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近年来随着生物技术的迅猛发展
,

植物生物技术
、

医学和

制药工业紧密结合
,

开创了医药产业的新起点
,

利用转基因植

物作为生物反应器生产具有重要经济价值的异源蛋白 (特别

是药用蛋白)
,

正在成为当前该领域中研究最活跃
、

产业发展

最迅速
、

效益最显著的热点之一
,

它为人类提供了一个更加安

全和廉价的生产体系
。

1 转基因植物生产药用蛋白的优点

转基因植物是指运用重组 DNA 技术将外源基因整合于受

体植物基因组
,

改变其遗传组成后产生的植物及其后代
。

转

基因植物作为生产药用蛋白的生物反应器
,

具有常规的微生

物发酵
、

动物细胞和转基因动物等生产系统不可 比拟的潜在

优越性
:

如生产成本较低 ;利于大规模工业化生产 ; 表达产物

可糖基化
、

酞胺化
、

磷酸化 ;精确的切割
、

折叠及亚基的正确装

配等翻译后加工过程 ; 表达产物具有与高等动物细胞一样的

免疫原性和生物活性川 ; 安全性好
,

不存在对人体健康有害的

病原体等
。

2 转基因植物生产药用蛋白的表达系统

植物基因工程生产药用蛋白的过程一般包括目的基因的

克隆
、

高效表达载体的构建
、

植物细胞的遗传转化
、

受体细胞

的组织培养和植株再生
、

转化植株栽培
、

目标产品的分离纯化

及纯度鉴定等
,

其中载体表达系统主要有两种
:

稳定的整合表

达系统和瞬时表达系统
。
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1 稳定的整合表达系统

外源基因导人宿主细胞并整合到宿主基因组中
,

且能够

稳定表达目的蛋白的转基因植株称为稳定表达系统
。

例如用

根癌农杆菌介导外源 DNA 或直接导人法将外源基因导人植物

受体细胞
,

并整合在核 D NA 上
,

该表达系统的优越性在于易获

得大量稳定表达和生产多价复合疫苗的植株
,

可通过特异性

表达启动子使抗原基因在器官或组织中特异性表达
。

巧朋te in

等[z] 将来源于 A. 川罗r

植酸酶户yA基因转移到油菜籽中
,

用种

子特异性启动子 Cn 透控制 phy A
,

并在植酸酶成熟肤前加上十

字花科信号肚序列
,

结果发现 95 % 的油菜籽实中检测到了植

酸酶的活性
,

此酶对胃蛋白酶具有抗性
。
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2 瞬时表达系统

瞬时表达系统是利用可在植物中自行复制的植物病毒为

载体表达异源蛋白
。

植物病毒具有广寄主性
,

能够感染多种

植物
,

且基因组小
,

易于进行遗传操作
。

以植物病毒为载体将

目的基因插人病毒基因组中
,

并置于强启动子的控制下
,

然后

用重组病毒感染植物
,

外源基因则随病毒的复制而高水平表

达(接种后 1 一 2 周 )
,

从已感染病毒的叶片中提取病毒蛋白
,

酶解后即可获得 目标蛋白
,

一般病毒蛋白可以占到感染病毒

叶片总蛋白含量的 50 %
。

外源蛋白产生的形式或是独立的多

肤
,

或与病毒基因产物融合
。

大多数植物病毒可借助快速的

机械接种感染植物
,

适合于大规模的商业化生产
,

利用这类方

法有望获得高产量的药用蛋 白
,

实现生产蛋白质的
“

绿色工

厂
” 。

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
,

包括花椰菜花叶病毒 (C公W )
、

烟草 花叶病毒

(
,

丹W )和可豆花叶病毒(CPMV )等
,

其中超过 150 多种的蛋白

多肤在 IMV 载体中成功表达
。



3 转基因植物生产药用蛋白的应用研究

最早的转基因植物药物是 1988 年比利时 PG S公司在烟草

中研制出的一种神经肤
。

l卿年美国骊甲研究所分别克隆
抗体的重链和轻链基因并转人烟草中

,

然后使两种转基因烟

草杂交
,

在子代烟草叶片中产生了大量的抗体蛋白
,

开创了利

用转基因植物生产药用蛋白的新时代
。

目前
,

世界范围内估

计已有 100 多种药用蛋白质和多肤在植物中得到成功表达
,

它

主要集中在疫苗
、

抗体及其片段
、

细胞因子及生物活性肤
。

3
.

1 转墓因植物在疫苗中的应用研究

转基因植物疫苗(切哪尹‘
C plan t

~
)或植物疫苗 (p俪

t

一 1~ d

~
二)是把植物基因工程技术与机体免疫机理相结

合
,

生产出能使机体获得特异抗病能力的疫苗
。

动物实验表

明
,

转基因植物疫苗具有 口服免疫原性
,

可以直接食用
,

所表

达的抗原递呈到动物肠道淋巴相关组织 (酗
一

~
以司 lym

-

nloi d ti

~
,

c 月J )
,

能被其表面特异受体特别是 M 细胞所识

别
,

产生粘膜和体液免疫反应[3]
。

转基因植物表达的抗原蛋

白经纯化后仍保留免疫学活性
,

注射人动物体内能产生特异

性抗体
。

已报道的转基因植物疫苗大致可分为 4 类
:
即细菌

疫苗
、

病毒疫苗
、

寄生虫疫苗
、

其他疫苗等(见表 1)
。

衰 1 转荟因植物生产的痊苗

毛山】e l
,

n 记

~ , pm 面喇 勿 七叮叹, ‘。 润即tB

类 别 疫 苗

细菌疫苗

病毒疫苗

寄生虫疫苗

其 它

大肠杆菌热不稳定毒素 B亚单位疫苗(LT
一
B) 〔‘

一5 ]

霍乱肠毒素 B 亚单位疫苗(cr
一
B) 〔‘

一
81

肺结核疫苗[9]

乙型肝炎表面抗原 (H 压枯)[
l。一川

丙型肝炎抗原〔141

人巨细胞病毒(Hc 柳)糖蛋白 B( tj1巧5)[ 川

兔出血症病毒 (RHDv) 结构蛋白 vR 刃〔’6]

口蹄疫病毒(刚n v )￡
, 7 J

传染性胃肠炎病毒 s 搪蛋白(冗E v 一
s) [l卜 l,]

狂犬病(R山ies )病毒疫苗吻
一

211

诺沃克(
n . , 幻k)病毒疫苗医

一

川

传染性胃肠炎冠状病毒(Tc EV) {川

麻疹病毒血凝素蛋白(Mv H ) [川

禽流感病毒血凝素疫苗〔川

疟疾 B 细胞表位〔刘

v霍乱 C如认
,

Cto xB 亚基「川

避孕疫苗
、

特尿病疫苗〔别

表达系统

马铃薯
、

烟草

马铃薯
、

烟草
、

番茄

胡萝 卜

烟草
、

大豆
、

马铃薯
、

葛昔
、

羽扁豆

烟草

马铃薯

马铃薯

首落
、

拟南芥

烟草
、

马铃薯

烟草
、

菠菜

马铃薯

番茄
、

菠菜

烟草

马铃薯

烟草

烟草

烟草

目前
,

转基因植物疫苗以其独具的特色一 可食(饲)性正

在成为当前基因工程疫苗研究的热点之一
。

植物细胞壁作为

天然的生物胶囊可使疫苗不会被酶破坏
,

通过机体肠道粘膜

分泌 IgA
,

激发特异性免疫应答
,

使人体获得持久的抗病能力
。

番茄
、

胡萝 卜
、

香蕉等食用植物被认为是理想的疫苗传递系

统
,

通过食用这些植物果实来达到防病的目的
。

对于那些不

宜直接食用的植物疫苗来说
,

注射疫苗的可行性研究则是转

基因植物疫苗的另一主要研究方向
。

转基因植物疫苗不仅保

持了重组蛋白的理化特性和生物活性
,

而且改变了传统的生

产方式和接种手段
,

疫苗重组蛋白基因可长期贮存在种子中
,

无需经过加工提纯和冷藏保存
,

大幅度降低了疫苗的生产成

本
,

具有潜在的巨大社会意义和经济效益
。
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2 转基因植物在抗体及其片段中的应用研究

“

植物抗体,’( 讨碗h 泪y)是指人或动物抗体基因或基因片

段在转基因植物中表达的免疫性产物
,

它的一大优势是能将

全长重链和轻链组装成带有 Fc 区域的全抗体〔刘
,

这些抗体能

功能性地识别抗原并结合抗原
,

而大肠杆菌能组装的最大抗

体片段为单价 万、b 片段
,

酵母表达体系则由于酵母对多肤的

糖基化作用与哺乳动物细胞的修饰情况不同而影响了抗体的

AQ兀(依赖抗体的补体介导的纽胞毒性 )效力
。

自 19 89 年美

国医学生物学家几att 等首次证明转基因植物中可以生产功能

性抗体以来
,

已有不同类型的抗体如够
、

妙
、

1舀月gA 嵌合抗

体 J油b 和 sc Fv 等抗体功能片段在烟草
、

马铃薯
、

玉米
、

大豆
、

水

稻
、

小麦或拟南芥的叶片
、

根
、

块茎和种子等器官中表达
,

其中

一些已运用于人和动物 (表 2)
。

Ma 等[3l 〕用烟草表达识别变

异链球菌细胞表面蛋白的植物抗体分泌型二聚体 落灯G (d 薛

/ G )
,

用于治疗龋病
,

防止变异链球菌定居 口腔
,

目前已被作为

牙膏的一种成分
,

进人二期临床试验
。

表 2 转甚因植物生产的抗体

毛山le 2 Th
e 明tih xl ies p功击犯曰 by 恤扭吧即ic p】an .

抗体 抗原 表达系统

l舀 结肠癌表面抗原〔川 烟草

够 疙疹单型病毒〔川 大豆

I舀 抗人 I薛[川 首蓓

沈h l那 淋巴瘤 B 细胞〔川 烟草

分泌型 IgA / 以目创以G) 链球菌齿斑粘附素t3l 〕 烟草

抗癌胚抗原 犯肠1习4
.

肠 癌胚抗原〔划 小麦
、

水稻

3
.

3 转基因植物在蛋白质多肚药物中的应用研究

目前
,

转基因植物或重组病毒在植物中表达可以生产的

药用蛋白有人胰岛素
、

免疫球蛋白
、

红细胞生长素
、

干扰素
、

尿

激酶
、

人生长激素脑啡肤
、

人表皮生长因子
、

人红细胞生成素
、

粒细胞 一 巨噬细胞集落刺激因子
、

人血红蛋白等〔盯
一

川 (表 3)
。
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葡萄糖脑昔脂酶 (hGC )是治疗遗传病高歇斯症 (C
a幽旋

r

曲
-

e

ase )的特效药
,

是当今世界最 昂贵的药物之一
,

美国 vi 心滋
a

巧蜘印 h苗。 l璐‘tute (vp l)已把克隆出 hG C 的基因经改造后成功

地导人烟草并得到表达
,

一株转基因植株的产酶量相当于

2仪刃 一 以拟〕个胎盘生产出的药物〔37]
。

抗生物素蛋白伽访山
n

)

是一种应用广泛的诊断试剂
,

H以刁等〔刘在转基因玉米中成功

表达了重组抗生物素蛋白
,

其表达量占总可溶性蛋白的 2 %
,

与从鸡蛋清中提取的比较具有相同的功效
,

而成本却降低了

10 倍
,

现在已经成为 , , 叨 一 月面ch 的商品
。

水蛙素是迄今发

现的最强的凝血酶天然抑制剂
,

用于治疗血栓的形成
。

现在

已经在油菜
、

烟草
、

拟南芥中表达成功
,

为了降低提取和纯化

成本
,

加拿大学者将种子的油脂体作为在植物中表达蛋白的

载体
,

然后利用油脂体中所含的油脂蛋白的亲脂性简化下游

的纯化过程 c侧
。

这一方法使得水蛙素在植物成熟收获时才具

有活性
,

也限制了它在环境中的暴露
。

表 3 转签因植物生产的蛋白质多肚

1习 〕le 3 Th
e

问胖ptides 耐 p以 eins p m 面喇 场切价嗯即 ic p lan 肠

蛋白质多肤 植物种类 用途

人葡萄搪脑昔脂酶

人血清白蛋白

人血红蛋白

人表皮生长因子

人粒细胞
一巨噬细胞

人
一
p干扰素

人 a 一 1 抗胰蛋白酶

烟草

马铃薯
、

烟草

烟草

烟草

烟草

烟草

烟草

人乳汁蛋白

水妊素
。 天花粉蛋白

马铃薯

油菜
、

拟南芥

括楼

治疗高歇斯症

治疗肝硬化

血液代用品

烧伤修复

治疗中性粒细胞减少症

治疗乙
、

丙型肝炎

治疗抗
a 一 1 胰蛋白酶

缺陷(AIAD )性肺气肿

乳汁蛋白

凝血酶抑制剂

治疗艾滋病

3
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4 生长因子在转基因植物中的表达及其应用

生长因子是一类刺激细胞增殖的多肤类物质
,

它通过与

特异的
、

高亲和性的细胞膜上的受体结合而起作用
。

生长因

子存在于血小板和各种不同的成体和胚胎组织中
。

生长因子

受体普遍存在
,

许多细胞表面同时存在一种以上的生长因子

受体
。

生长因子受体具有蛋白激酶活性
,

当生长因子作用于

细胞时
,

通过一系列的信号转导
,

最终引起细胞内有关增殖基

因的表达
,

从而发挥其刺激作用
。

生长因子被用于治疗创伤
、

烧伤
、

骨折愈合
、

传染病防治及癌症等多种疾病
。

C。等在转

基因烟草种子中表达了鼠粒细胞巨噬细胞集落刺激因子 (CM

一CS F)
,

基因表达和蛋 白分析表明 CM 一 CSF 具有种子特异

性
,

植物源 CM 一 巴F可引起免疫反应
,

它的生物活性与人的一

致
。

人白介素 一 2( IL 一 2)
、

IL 一 4 和人表皮生长因子 (扣工F)
、

促红细胞生成素任J气〕)等已在植物表达系统中得到了表达
。

4 存在的问题及对策

虽然利用转基因植物生产药用蛋白的研究已取得了丰硕

的成果
,

但是要发展成为一个廉价
、

高效
、

大规模的成熟的生

物反应系统
,

还需解决一系列问题
,

同时植物生物反应器引起

的生物安全性问题也需要认真对待
。

4
.

1 安全性问题

转基因植物引起的生物安全性问题主要包括转基因后引

发植物致病的可能性
,

基因漂流至相关物种的可能性
,

演变成

杂草的可能性以及对非靶生物和生态环境的影响
。

另外
,

转

基因植物中外源基因编码蛋白是否含有过敏源
,

是否会发生

转移
,

非目的基因如启动子
,

载体骨架序列和基因标记等方面

引起的安全性也引起了人们的广泛重视
。

4
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2 蛋白表达t 低

如何提高药用蛋白在转基因植物中的产量已成为该项技

术的关键
,

研究表明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
:

(l) 对密码子进行优化
。

采用定点诱变法

降低保守序列的 AT 含量
,

增加植物偏爱密码子的含量
,

去除

原序列中影响 扣丑NA稳定的元件
。

(2) 在构建载体过程中
,

使

外源基因带上合适的 5
’

端先导序列和 3
’

端 UR T 区
,

如 5
’

端的

0 序列
、

ko 左水序列和 3
’

的 即卜(A )序列
、

切割序列和加工序列

等
,

以提高转基因表达效率和稳定性
。

(3) 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以提高外源蛋白的表达量
,

同时

可以简化蛋白的提取纯化过程
。

(4 )将核基质结合区 (MAR )

序列置于目的基因的两侧
,

构建成 MAR 一 ge n e 一 M人R 结构
,

在

转基因植物的染色质中形成独立的区域
,

而不受周围宿主染

色质顺式调控元件的影响
,

既可避免外源基因表达的位置效

应影响
,

又可提高外源基因在转化细胞中的稳定性和表达水

平
。

总之
,

如何提高外源蛋白在植物体内的表达量
,

直接影响

到植物生物产品的纯化等下游加工成本和转基因植物药物的

商业化及产业化进程
。

虽然 目前利用转基因植物生产药用蛋

白还存在诸多函待解决的技术问题
,

但随着医药生物技术和

植物基因工程的有机结合和不断深人
,

转基因植物必将为药

用蛋白的生产提供一条安全
、

廉价
、

高效的生物反应途径
,

加

快
“

分子药田
”

的实现
。
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