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摘 要 以叶绿体转化为主的叶绿体基因工程，与传统的基因工程技术细胞核转化相比，在外源基因表达水平和转基因植物

安全性等方面有明显的优势，尤其是在控制转基因沉默和遗传稳定性方面，可以互补核转化带来的局限性。因此，叶绿体基

因工程是一种很具有发展前景的植物转基因技术，并在未来工农业生物技术领域发挥重要作用。本文着重在叶绿体转化技

术主要特点，应用领域及其未来的发展前景等方面进行了简单评述。
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自从 "MJ#年首例转基因植物烟草问世，向细胞核中转

化外源基因已经成为植物基因工程中一种常规的方法，并在

多种作物上获得了转基因产品。但是，随着研究技术的不断

深入，一系列的难以解决的问题也随之出现：目的基因表达

效率低，在后代中表达不稳定，同时导转入多个基因时操作

步骤过于复杂，以及容易出现基因失活、基因沉默、位置效应

等现象。更为重要的是，由于核基因随花粉扩散，转基因作

物引发的环境安全问题难以保障［"］。为了克服外源基因导

入细胞核所带来的这些弊端，人们试图寻求一种可以互补这

些不足的方法，而作为一门新兴的转基因技术———叶绿体基

因工程的出现，能够克服传统核基因工程带来的如环境污染

等全球性问题［!］。

早在 "MJ&年，\)02E等人建立了一种将包含外源 5+:的

微金属粒子，通过高速枪打入受体细胞的基因枪转化法［9］；

"MJJ年 ](.E<(E等人利用基因枪转化体系，以单细胞生物莱

因衣藻为材料，经同源重组，使突变体转化为能进行光合作



用的正常莱因衣藻，证实了叶绿体转化是可行的，同时也是

首例成功的叶绿体转化报道［!］，标志着叶绿体基因工程的诞

生；"#$#年 %&’ (&’)*&等人首次在高等植物中实现了叶绿体
转化［+］；"##,年 -&.)/’’等人用基因枪法将外源目的基因氯霉
素转移酶基因（012）导入叶绿体，在组培烟草细胞叶绿体中
得到瞬间表达，为高等植物叶绿体基因工程提供了依据［3］。

由此，叶绿体基因工程迅速发展起来，随着人们对叶绿体基

因表达调控的了解，以及转化技术手段的不断进步，现在，叶

绿体基因工程已经成为在基础研究和应用领域的一门独特

的转基因新技术［4］。

! 叶绿体基因工程概述

!"! 叶绿体基因组的特点和转化方法
质体基因组产生于 "+亿年前，现今植物的祖先，可能是

吞进光合细菌，光合作用产生自身所需的能量；经过不断的

进化之后，除了小部分只携带 ",,多个基因的原初质体独立
存在，许多大于 5,,, 个基因的原初质体融合于细胞核中。
植物细胞含有相似的细胞器，却拥有多种不同数量的质体，

每个质体都有一套基因组，其中质体家族中最为特别的就是

叶绿体———植物光合作用的场所。整个质体基因组序列表

明，在高等植物中，质体拥有相当保守的基因组，叶绿体中混

杂的外源 -61很少［$］。相比植物线粒体，质体基因组的编
码容量有相对少的种间变异［#］。质体基因组是双链环形

-61，是由基因高度压缩包装而成，含有大约 "5,个基因；质
体基因组不含组蛋白，基因的排列方式、调控方式、70碱基
对含量及翻译所偏爱的密码子与原核生物相近，同时又具有

某些真核生物的特点，所以，有利于来自原核和真核生物外

源基因的直接表达［",］。质体基因组处理多顺反子的能力及

其精确、安全、高效等特点更有利于实现多基因的共转，避免

基因沉默现象的发生。其表达产物在叶绿体中可完成二硫

键交联、正确折叠等后转录修饰，具备生物活性［"" 8 "9］。

质体基因组可以分为两大类［"5］：!和光合作用相关的基
因；"遗传系统的基因，例如 :;61，<;61，核糖体蛋白以及
;61聚合酶亚基。叶绿体基因拷贝数和细胞核相比差异甚
大，因此，修饰叶绿体基因组面临两个关键性的问题：#是外
源 -61穿过叶绿体的双层膜比核膜要困难；$是叶绿体的
基因组是以大量高拷贝数量存在的，极易出现异质体。为了

保证获得的性状稳定遗传下去，遗传修饰的目的基因必须出

现在每个细胞的每个质体拷贝中，如果出现异质体将会很快

造成基因克隆的分离和遗传的不稳定性，植物多轮回选择和

组培体系中的继代培养能够消除最初转化时的野生基因型，

同源重组之后目的基因整合到宿主基因组中形成转化的质

体［4］（如图 "）。
当今最为常用并且能够获得稳定质体的转化方法有两

种：基因枪法（=)>’)?<)@?）和 %A7（B>’C/<DC’/./ *’C@>’）法。基因枪
法耗时少，程序简单而且经同源重组整合到叶绿体的外源基

因表达水平高，也是现在之所以应用广泛的主要原因。%A7
法可以扩大 -61 缺刻，常用来将具有生物活性的 -61导入

图 " 转化的质体基因组通过两次

同源靶序列重组形成［33］
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植物核基因组［"!］，也特别适合应用在叶绿体转化上，因为经

过 %A7处理的完整原生质体中的叶绿体双层膜也被 %A7作
用，虽然作用机理尚未明晰，但是，这种方法仍然是一种可靠

而稳定的转质体基因技术［"+ 8 "4］。特别在烟草叶绿体转化

中，将含有载体 -61的原生质体浸入 %A7中都获得了稳定
转化体系［"$ 8 9,］。其他方法如显微注射法［9"］注射外源基因到

烟草光合叶细胞的叶绿体中，只产生了瞬时基因表达，并没

有获得稳定的质体转化体系［99］；电融合法将 BN-9,5O7PQ载
体导入菠菜叶绿体中，实验证实获得了表达［95 8 9!］。此外，一

些核转化常用的方法如农杆菌介导法，也应用到叶绿体转化

上，但效果都很不理想，叶绿体的结构特点决定了最为常用

的方法仍然是基因枪法和 %A7法。
!"# 叶绿体转化的主要过程
叶绿体转化过程通常分四步：!转化载体携带外源目的

基因通过基因枪法或其他转化体系导入叶绿体；"将外源表
达框架整合到叶绿体的基因组里；%筛选具有转化的叶绿体
细胞；&继代繁殖得到稳定的叶绿体转化植物［4，9+］（如图 9）。
用于转化的载体通过基因枪或其他的转化系统携带目的基

因穿过质体双层膜，进入叶绿体，再将外源基因表达序列整

合到叶绿体基因组中，并由在目的基因序列和叶绿体基因组

中的相同序列中发生 ;/@1型的同源重组［"3］。最初仅有少
数的叶绿体基因含有外源 -61，通过高筛选压，进行多代筛
选后，转化的叶绿体基因代替了未转化的叶绿体基因，获得

同质系［93］。为了确保转化的效率，目的基因序列长度最好不

超过 !R=［4］，整合进质体基因组的外源基因序列应在与叶绿
体基因组两翼同源区域相连［94］。发生高效同源重组的片段

最小长度虽然还不确定，但大多研究者认为旁侧序列的长度

下限为 !,,=B，能够获得较好的重组频率。但是，到目前为
止，目的基因旁侧序列的长度和转化效率之间是否具有明确

的关系，还不甚清楚，转化依赖于供体和受体的同源水平多

少也是未知。转基因植物的稳定性和目的基因两端的旁侧

序列，以及整合位点的拷贝数有直接的关系［4］。

最初，绝对同源的 -61 序列被用作靶序列（ <&:*/<
?/ML/.@/），进行叶绿体转化。"### 年，Q)I>:>K 等成功地将烟
草质体 -61作为目的基因序列，转化到马铃薯的叶绿体基
因组中［9$］，说明在作物之间，不一定必须构建特定的载体进

行转化，与此同时，S&J&.&*D 和其合作者发现，在靶地区
（<&:*/< :/*)>.）供体和受体之间序列差异为 9T!U时，并没有影
响外源 -61的整合，这一现象存在，可能的原因是高等植物
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图 ! 基因枪转化法形成转化质体的主要过程［"］

#$%& ! ’()*$+% (, -./0*$1 %2+(320 /+1 $0(./*$(+ (,

4(3(-./03$5 *)/+0-./0*(3$5 52.. .$+2［"］

的叶绿体有一个具有活性的 6257介导的重组系统，而且是
一个能够抑制差异的系统［89］。不管怎样，叶绿体是一个半自

主性的器官，复杂的 :;7整合分子机制还需要人们更深透
地去研究。

!"# 选择筛选标记基因
获得同质化系统最常用，最有效的方法是在一定的筛选

压下进行多代筛选，因而叶绿体基因工程中，筛选标记基因

的选择尤为重要。最初的叶绿体转化载体携带一种点突变

的质体 89’ )6;7基因，这种基因产生壮观霉素和链霉素抗
性［!<］，隐性的 89’ )6;7 标记基因远不及现今普遍使用的

!!"#基因［!"］；!!"#基因编码氨基糖苷腺苷转移酶，基因编
码区域能够激活叶绿体内源的启动子和未翻译区，产生壮观

霉素和链霉素抗性［=>］，并且这个筛选系统和核转化系统的转

化效率极为相似［=8］；围绕 !!"# 筛选标记的不同操纵区操作
程序复杂这一问题，8<<9年 #$042)［=!］等设计了一套很完美的
循环标记技术减少标记基因在转化的过程中的丢失，这一方

案可以重复利用 !!"# 基因许多次，在子代缺失突变体中也
是可行的［==］。和 !!"# 相似的编码氨基糖苷磷酸转移酶

!$%7?9基因，在基因转化体中表现卡那霉素和氨苄霉素抗
性，适用于叶绿体转化中的显性标记基因［=@］。编码新霉素磷

酸转移酶 &$’!基因，表现卡那霉素抗性，已经成功应用于烟
草叶绿体转化中［=A］；&() 基因比较适合质体转化筛选标记，
产生卡那霉素抗性，第一代 &() 基因筛选效率很低，但是经
过改造后的新一代 &() 将有所改进［=9］；有人利用绿色荧光蛋
白（B#C）作为筛选标记，因其独特的优点，很适用于叶绿体转
化系统［!D］，用含有此标记的载体转化到大肠杆菌，在激光扫

描共聚焦显微镜下，检测到了 *+$ 基因成功表达的产物激发
出强烈的绿色荧光［="］；$,-E标记应用于叶绿体转化系统当
中［=!］，突变的 $,-E 基因能够抑制光养生物的生长，选用
$,-E基因作为筛选标记可以避免 $,-E对光养生物造成的致
死性突变，使外源目的基因 :;7进入 $,-E下游中性区，高等
植物叶绿体也常用此标记进行筛选［=D］。

新的抗性筛选标记出现将会提高叶绿体转化效率，但

是，也会出现令人忧虑的问题，抗生素抗性标记基因可能因

相容蛋白合成机制，从植物体经由动物肠道系统或通过泥土

媒介扩散转移到病原体微生物中，使这些病原体产生耐药

性。叶绿体基因工程作为一门新技术的出现，针对这一问

题，:/+$2..等人［=<］首次将菠菜中的 .#/0 基因（甜菜碱醛脱
氢酶）作为非抗生素筛选标记，应用到高等植物烟草叶绿体

基因组中，在 F7选择条件下转化的效率是在壮观霉素条件
下的 !A倍，’(G*42)+ H.(*分析证明了外源基因已经稳定整合，
在形态学上与非转基因的植物相比较没有差异，且后代遗传

表现稳定［@>］。这种方法的使用不仅避免了导入易引起争议

的抗性基因，还消除了抗生素等物质对植物组织生长的不利

影响，使叶绿体基因工程产生的转基因作物更加“绿色”。

$ 叶绿体基因工程的应用

$"! 提高植物光合效率
植物的光合作用非常有限，仅有吸收光能的 8I左右转

化为植物所需能量，如果光合作用提高一点点，农业生产的

收效便可有较大幅度的提高［@8］。植物可以吸收少量的光能

长得更高大，这是全世界科学家梦想的事业。植物光合效率

取决于 6GH$05(酶的丰富度，6GH$05(酶在植物叶子上能够制
造 =>I J A>I的可溶性蛋白，这一过程非常缓慢，每秒钟只
能催化很少的分子反应，却需要大量的酶；6GH$05(酶的另一
个功能是限制 KL! 的合成，使 L! 能结合在酶的活性部位上，

当 6GH$05(用氧作为它的底物时，核酮糖二磷酸合成被破坏，
KL! 释放出来，这一过程被称为植物的光呼吸

［<］。

人们可以通过两种直接的方法提高光合速率："加速酶
催化的循环过程；#提高酶的特性，减少光呼吸浪费的能
量［<］。6GH$05(序列经过上百万年的进化，要想改变其中的一
个或几个氨基酸来加速催化循环过程根本不可能，因此，相

比之下，后者比较可行。多种微生物和植物中 6GH$05(高分
辨三维结构的获得，可以为人们试图成功修饰这个酶提供可

靠的基础，6GH$05( 基因也成为叶绿体基因工程中的热
点［@! M @=］。

具有高特性 6GH$05(0的植物是向日葵，可以用向日葵中
的 1-23基因替代烟草质体基因组中的 1-23 基因，但是，实验

9"9 4%5&(,( 6)71&!8 )+ .5)’(2%&)8)*9 生物工程学报 !>>A，N(.O!8，;(O@



结果是产生了杂合酶（!"#$%& ’()"*’+），而没有产生人们期望
的酶的高催化特性，分析原因可能是由于两种植物酶的相容

性问题［,,］。值得提出的是又有人用光合细菌 !"#$#%&’(’))*+
(*,(*+中 (,-.基因代替烟草中的 (,-/基因，转质体烟草植物
表达 了 (,-. 基 因，合 成 了 -.#%+/0 的 同 型 二 聚 体
（!0*0&%*’$%/），即!型 -.#%+/0，因而具有细菌 ! 1 (*,(*+ 的酶
特性，只能生长在高浓度 234 环境下

［,5］。

现在全球有二十多个研究群体都在致力于研究提高光

合效率，虽然还没有一个实验能够产生好的 -.#%+/0［,6］。但
是，这些实验数据却为我们提供了 -.#%+/0酶的重要机能和
调控过程。拟楠芥［,7］和水稻［,8］的定点整合实验取得了重大

突破，证明叶绿体基因工程是生产高光合效率作物植物的最

有价值的方法，相信在不久的将来这一梦想会成为现实。

!"! 消除环境忧虑问题
当今最为普遍的问题就是外源基因从转基因作物到杂

草的逃逸，这一逃逸主要是通过花粉的扩散，产生超级杂草

或产生和其他作物之间的基因污染，对环境极为不利［,9］。美

国和欧洲许多国家已经有法律明确规定，禁止有花粉逃逸的

转基因作物的引进，以保护本国农民利益。

叶绿体基因工程产生的基因逃逸现象的风险远远低于

核转化作物，因为大多数作物中的质体 :;<都是母系遗传，
这样就可以避免作物和作物，作物和杂草之间的杂交，消除

公众对基因污染的忧虑，而且，外源基因在叶绿体上具有更

高表达量的优势［,=］。虽然一些植物靠母系遗传的花粉仍然

具有代谢活性，但是，质体 :;<会随着花粉成熟而丢失，不
会转移到下一代［5>］。质体染色体基因编码的蛋白也不会在

花粉中出现，同时也不会对以花粉或花粉的植物组织为食的

昆虫产生影响［56］。因此，在转基因植物的安全问题上有可靠

的保证。

!"# 提高农作物的抗性
每年全世界都有大量的作物由于生物和非生物的原因

大量死亡，叶绿体转化没有位置效应，转基因沉默和载体序

列的影响，产生的转基因作物抵抗环境的胁迫能力远远高于

传统的遗传转化产生的作物；母系遗传无环境污染又可以消

除公众对转基因安全性的忧虑［54］。

通过传统核转化的转基因作物产生 ?@（ 01-’))*%
2"*(’34’53%’%）的抗虫性时，往往会使昆虫产生 ?@ 抗性。通过
叶绿体转化产生的植物具有高剂量的 ?@表达量，?@蛋白积
累可表现多抗虫性，组织特定位点表达可使蛋白只在某一组

织对昆虫有毒害作用，以达到减少昆虫产生耐抗性的目

的［5A］。例如，经过叶绿体表达的新 ?@杀虫肽基因有几千个
拷贝的表达量，对昆虫的毒杀力可达 6>>B，远远高于传统转
化的 ?@蛋白抗性［5,］。有报道说，经过转化的烟草叶绿体基
因组携带上 -(647基因，结果 2-C蛋白表达量达到 ,8B，而
且，转基因植物的花粉对非害虫幼虫没有毒害作用［55］。国内

?@基因的叶绿体转化研究主要集中在侯丙凯［57］等构建了油
菜叶绿体转化载体和苏宁［58］等用基因枪法获得双价抗虫基

因的叶绿体转基因烟草，转基因棉铃虫抗虫试验表明具有显

著杀虫性。这些数据说明 ?@基因的叶绿体表达可以提高植
物的抗虫性。

有机结合状态的重金属 84能对植物器官产生高度毒害
作用。在植物叶绿体中，84最先对叶绿体产生损害，阻碍电
子传递和光合作用。!*’9 等人［59］利用叶绿体转化可以提高
植物自我修复的能力，通过整合一种天然活性的，含有 *’$<
（编码汞离子还原酶）和 *’$?（编码有机汞裂解酶）未经任何
编码修饰的基因操纵元件，转化到烟草叶绿体基因组中。

:;!和 <#*2"5(3D ,)#2 分析证实已经稳定整合，=#(2"5(3D ,)#2 分
析则说明 *’$<?基因大量转录，表达后获得高水平的抗性，
而且能够防止植物花粉逃逸。叶绿体转化也可应用到对叶

绿体功能有影响的其它重金属上。

叶绿体基因工程可应用于植物疾病防治中，.<>D ==（一
种抗微生物合成肽）导入叶绿体基因组产生高水平表达，并

且对抗植物假单孢菌属类病毒始终保持生物活性，而且对植

物的生长无明显影响，说明叶绿体基因工程优势明显［5=］。

?:<6（海藻糖磷酸合成酶）基因导入烟草叶绿体中，其抗旱性
高于核转化，?:<6酶活性呈现高水平状态，重要的是在这一
水平上没有转基因沉默现象的发生［7>］；最近，又有人［76］利用

叶绿体转化，将 ?<:E基因转入胡萝卜质体基因组中，经检
测转质体胡萝卜组培的细胞，根和叶都表现出高耐盐性，说

明叶绿体基因工程在提高植物的抗盐胁迫上潜力巨大。

!"$ 农医产品的工业化
叶绿体基因工程转化植物具有基因高水平表达的特性，

远远高于常规转化产生的植物，而且可以表达多基因，转化

手段也简单容易，药用蛋白的纯度高，而不用昂贵色谱纯化

手段；无花粉逃逸使转基因植物更安全，这些独特的优势使

叶绿体基因组成为生产食用结晶蛋白和人类药用蛋白的理

想平台［74 F 7,］。

近年来，植物生物技术取得了重大进步，也日益显示出

转基因在微量营养强化应用上具有的巨大潜力。利用多基

因工程（*.G@%H’(’ ’(H%(’’$%(H）生产出富含维他命 <原（"D胡萝
卜素）的水稻［75］，称为金水稻，水稻种子中含有丰富的维他命

<原，将来可以治疗缺乏此类营养成分引起的疾病。维他命
<原是在质体上合成的，因此通常采用将核转化基因表达的
肽转运到质体中合成蛋白；叶绿体基因组表达体系很适合外

源蛋白的超量表达，口服疫苗以及药用治疗蛋白，采用多样

的生产工艺产生转基因植物的果实和叶片中蛋白含量相当

可观［77］。烟草叶绿体产生预计占可溶性蛋白总量 5B I
45B的蛋白，即将成为重组蛋白表达的平台而广泛地投入到
商业生产［78］。

叶绿体光合作用能够合成糖和淀粉，同时也是糖代谢的

场所，依靠叶绿体基因工程这一平台，可以大量合成人类食

用的海藻糖［=］；质体编码的乙酰D20< 碳酸酵素亚基基因
1--@在烟草质体中超量表达，说明转质体基因植物也可以提
高植物叶中脂肪酸的含量，减缓植物叶的衰老，增加种子产

量［79］。

J@K.#等修饰烟草叶绿体，生产出了人类的生长激素蛋
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白，用于治疗矮小症［!"］，这一发现被认为是一个里程碑，因为

它可以证实植物质体中像细菌一样的遗传机制可以正确地

合成哺乳动物蛋白。质体基因工程植物在合成蛋白之后，并

没有修饰它们，这在用传统的细胞核转化手段合成人类蛋白

是一个巨大的障碍。

#$$%年，人类的血清蛋白（&’(）在转基因叶绿体中得到
高效表达，说明在转基因叶绿体中表达药物蛋白已经成为可

能［)$］；霍乱!亚基（!"#）基因在转基因叶绿体中高度积累而
对细胞没有毒害，证明了叶绿体转化在实用型疫苗的生产中

的可行性［)%］。随着转基因技术的不断发展，相信在不久的将

来叶绿体基因工程以其独有的优势投入商业化生产。

! 存在问题

叶绿体基因工程的出现，解决了常规转基因带来的一些

不足，应用前景广阔，但是，人们应该看到，叶绿体转化手段

还是一门年轻的转基因技术，必然也存在一些人们需要解决

的问题。

叶绿体基因工程所应用到的植物不是很多，由于筛选效

率和重组体系的束缚，以及叶绿体特殊的结构和功能，只能

应用到有限的植物物种当中。从低等生物衣藻的叶绿体转

化之后［)#］，到 #$$%年为止，叶绿体转化只获得了 *种高等植
物的叶绿体转化体系［)+］，后来逐渐扩展到相关的油菜、大麦

等农作物当中［),］，最近，这一技术又扩展到棉花［)-］和胡萝

卜［!%］作物当中。其中，最具权威的实验是烟草的叶绿体转

化，但是，烟草中含有有害成分，在提取蛋白时也很困难；在

拟南芥中的质体转化可行，但转化效率很低［)!］；近些年，人们

发现玉米有很多适合转化的优点，被认为是一种新的资

源［))］。很显然，在开展不同植物叶绿体基因组测序工作上、

选择适合转化的物种方面还应继续扩大、生产工艺以及蛋白

纯化手段方面应当有所改善。

到目前为止，叶绿体转化已经应用到多个领域，但是，很

少有数据能证实或明确揭示叶绿体转化和表达体系的机制，

核质基因的相互作用，叶绿体基因功能鉴定以及叶绿体进化

等理论问题。也许是由于叶绿体是一个半自主性的器官，而

细胞核基因组参与叶绿体基因的表达，尤其在前体翻译水平

上［)*］。第一例烟草叶绿体转化成功后，科学家们大约用了

%$年的时间才将这一技术应用到其他的物种当中［)］。这些
都说明研究过程比预想的要艰巨复杂。由此可见，未来的任

务是更深刻地洞悉质体代谢过程和基因组的调控原理。

转化植物的同质化过程比较困难。质体基因组的结构

使人们很难用更好的方法修饰它们。虽然科学家们已经能

够将转化的质体基因应用到少数物种当中，但是，加工修饰

质体的技术发展很慢。改造质体基因组是很艰苦的事，主要

由于细胞中质体有数以万计的多拷贝基因组。成功的基因

转化意味着，新的基因必须出现在每个拷贝的质体基因组

中。人们往往通过高筛选压、降低拷贝数和改进转化技术等

方面消除异质化，这是个耗时长、操作复杂的过程，因此需要

新的技术和手段来提高转化的同质化。

" 发展前景

植物蛋白的生产都是来自植物叶片、种子，及组培细胞

中核基因和病毒载体的基因表达产物。而质体体系具有多

重特性，可以不用重新合成、修饰编码细菌基因和人类 ./0(
而直接表达；多亚基聚合蛋白可以在 120( 多顺反子上表
达；人类蛋白则可以在质体内正确合成二硫键，产生含量高

的可溶性蛋白［!)，)"］。所以在生物工程生产人类所需的药用

蛋白上，叶绿体基因工程将来可以发挥特殊的作用［*$］。此

外，在提高农作物光合作用效率，研究光合作用机制和提高

作物抗性以及防止转基因植物花粉的逃逸上，都是叶绿体基

因工程未来的应用方向。

总之，叶绿体基因工程成为生物技术的常规手段还需要

一段时间，技术上的局限还应得到逐步完善，但是，叶绿体基

因工程具有的优势特点，可以解决传统遗传转化带来的全球

性问题，将为生物技术的发展开创一片新的领域，注入新的生

机与活力，也将为工农业的发展带来一场新的绿色革命。
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