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植物质体基因工程：新的优化策略及应用 

周菲，路史展，高亮，张娟娟，林拥军 
华中农业大学，作物遗传改良国家重点实验室，武汉 430070 

摘要: 植物质体转化技术通过同源重组实现定点整合，与细胞核基因工程相比，使外源基因表达更为精确、安

全和高效。该技术在基础研究中为叶绿体功能基因组研究提供了有效手段，同时在应用方面为外源基因表达提

供了理想的平台，已成为植物遗传育种的一种新策略。本文总结了近年来质体基因工程在转化体系的建立和优

化上的新思路，着重阐述了利用质体转化技术在遗传育种中提高作物抗性、改良品质等应用领域的最新研究进

展。克服质体转化技术在作物遗传育种中面临的难题，必将为作物育种的发展带来新的绿色革命。 
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Plastid genome engineering: novel optimization strategies and applica-
tions 

Fei Zhou, Shizhan Lu, Liang Gao, Juanjuan Zhang, Yongjun Lin 
National Key Laboratory of Crop Genetic Improvement, Huazhong Agricultural University, Wuhan 430070, China 

Abstract:  The plastid genome engineering system allows site-specific modifications via two homologous recom-

bination events. It is much safer, more precise and efficient compared with the nuclear transformation system. This 
technology can be applied to the basic research to expand plastid genome function analysis, and it also provides an 
excellent platform for not only high-level production of recombinant proteins but also plant breeding. In this review, 
we summarize the state of the art and progresses in this field. We focus on novel breeding strategies in transformation 
system improvement and new tools to enhance plastid transgene expression levels. In addition, we highlight selected 
applications in resistance engineering and quality improvement via metabolic engineering. We believe that by over-
coming current technological limitations in the plastid transformation system can another green revolution 
for crop breeding beckon. 

Keywords: plastid genome engineering system; expression regulation element; genetic breeding 

根据真核生物进化的内共生学说，植物质体在

进化上源于蓝细菌，但在漫长的进化过程中，其大

部分基因已转移到核基因组中[1,2]。质体作为自主遗

传信息的重要细胞器，与核基因组和线粒体基因组

相比，质体基因组是基因密度最大的，在 120~210 kb
的基因组中含有 100 多个基因。根据功能，质体基
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因主要分为 3类：(1)光合作用相关基因；(2)负责转
录和翻译的相关基因；(3)其他功能相关的基因和开
放阅读框(如：ycf基因)[3,4]。真核生物首次实现质体

遗传转化是在单细胞生物衣藻中[5]。1990 年，Svab
等 [6]报道了在烟草(Nicotiana tabacum L.)中的首例
质体转化，标志着高等植物质体基因工程的开始。 
质体转化技术基于同源重组原理，能够实现目

的基因的靶向敲除(图 1)，因此该技术在反向遗传学
研究中得到了充分的利用。通过分析突变体的表型，

以是否能够进行光合自养作为标准，已发现 petA、
petB、petD、psaA、psbA、psbE、psbF、psbL、psbJ、
rbcL、ycf3、ycf5和 ycf6等为功能必需基因，而大部分
ndh家族基因则为非必需基因[7]；以是否参与转录和翻

译为标准，在核糖体蛋白编码基因中发现 rpl20、rpl22、
rpl23、rpl32、rps2、rps3、rps4、rps14、rps16和 rps18
为必需基因，rpl33 为非必需基因，但是 rpl33 在低
温环境下能够起到保证质体翻译效率的作用 [8~11]。

利用质体转化技术还能对调控元件进行精细研究。

例如：通过置换 rbcL蛋白中的部分氨基酸，研究核
酮糖-1,5-二磷酸羧化/加氧酶(RuBisCO)行使蛋白功
能的重要氨基酸序列[12]；通过定点移除 ycf3的内含
子 1 和内含子 2，研究质体基因中的Ⅱ型内含子的
剪切特性和功能[13]；通过改变特异位点碱基，研究

RNA编辑位点功能[14]等。 
在高效表达外源基因方面，质体基因工程具有

独特的优越性和广阔的应用前景：(1)转化手段简单；
(2)植物细胞中含有高拷贝叶绿体基因组(每个叶片
细胞中可高达 10 000个拷贝)，能够保证外源蛋白高
效表达，易纯化；(3)原核生物基因无需修饰改造就能
直接表达；(4)利用同源重组系统确保定点插入(图 1)，
可以避免核转化中可能发生的位置效应和基因沉默；

(5)由于大部分高等植物叶绿体的母系遗传特性，达
到同质化的转化植株的后代将永远保持纯系，同时外

源基因不会随花粉扩散而造成环境安全性问题[15~18]。

从 1990年至今，质体基因工程的优势已逐渐被人们
认识并应用，已报道的成功转化物种近 20 种[15,19]。

在生物医药应用上以叶绿体作为生物反应器高效表

达了 40 多种外源蛋白，包括多种抗体和疫苗[20~29]。

近年来，利用质体转化系统开发口服性疫苗方面有

了显著的进展，其优势在于：(1)植物细胞壁可以保
护外源蛋白不被胃酸破坏的优势，使目的蛋白能够 

 
 

图 1  利用同源重组实现目的基因敲除和外源基因的

高效表达示意图 
质体转化载体上具有插入位点左右两端的同源片段(HL 和 HR)，
利用筛选标记基因(Marker)，通过两次同源片段的重组事件，能
够定点置换质体基因组(ptDNA)中目的基因(Target)，从而实现目
的基因的敲除；同时也能够定点插入目的基因(GOI)。 

 
进入消化道；(2)利用霍乱毒素 B 亚单位(CTB)将蛋
白质定向在免疫系统。CTB 是一种免疫佐剂，在人
体的肠道内作为受体具有高亲和力，将目的蛋白与

CTB 融合可以帮助其被体内吸收，借助专门的免疫
系统细胞，诱导免疫耐受[30]。例如：利用烟草叶绿

体高效表达血管紧张素转换酶(ACE2)和血管紧张素
1-7 (Ang 1-7)喂食小鼠能够显著抑制葡萄膜炎和自
身免疫性葡萄膜视网膜炎的发生[31,32]；喂食烟草质

体表达凝血因子 FVⅢ抗原能够抑制患血友病 A 的小
鼠体内辅助性 T 细胞的反应和抑制凝血因子 FVⅢ

拮抗的形成[33,34]。在作物改良方面，围绕提高抗逆性

(包括病虫害等生物逆境与干旱、盐碱等非生物逆境)、
改良品质和提高产量等目标进行了大量的探     
索[19,35,36]。本文总结了近 5 年来质体基因工程在转
基因育种体系、调控元件优化方面的新思路和新策

略，并重点阐述了农艺性状改良中抗生物逆境和利

用代谢途径改良品质方面的最新进展。 

1  质体基因工程的育种新系统 

1.1  新型质体转化筛选系统 

植物质体基因工程整合目的基因的原理：通过

同源重组双交换的模式将目的基因插入到质体基因

组的特定位点中，稳定整合的目的基因在细胞分裂

时可以复制并进入到新分裂出的细胞中。但在转化

筛选初期插入了目的基因的叶绿体基因组只占较少
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的比例，为了达到同质化，合适的筛选标记基因和

再生条件是必要的(图 2)。目前，在双子叶植物的质
体转化中通常使用的筛选标记基因是抗生素抗性基

因，包括 aadA基因(编码氨基糖苷-3′-腺苷酸转移酶，
具有壮观霉素和链霉素抗性)[37,38]、nptⅡ基因(编码
新霉素磷酸转移酶，具卡那霉素抗性)[39]和 aphA-6
基因 (编码氨基糖苷磷酸转移酶，具卡那霉素抗
性)[40]。壮观霉素由于其高度的特异性和对植物细胞

的无毒副作用成为双子叶植物质体转化中常用的筛

选试剂，因此 aadA基因在双子叶植物的质体转化最
常使用。最近研究表明，cat 基因(编码氯霉素乙酰
转移酶，具有氯霉素抗性)也可以作为质体转化的筛
选标记基因[41]。 
由于消费者对于遗传工程生物可能带来的环境

安全和食品安全问题的顾虑，在转基因育种中开发

和运用非抗生素类筛选标记基因成为研究者们关注

的热点。近年来，代谢途径中的相关基因，如 ASA2
基因[42]和 dao1 基因[43]都成功用于烟草的叶绿体转

化筛选系统。ASA2 基因编码邻氨基苯甲酸合成酶
(AS)的 α亚基，具有对吲哚类似物 4-甲基吲哚(4MI)
和色氨酸类似物 7-甲基-DL-色氨酸(7MT)抗性；dao1

基因编码 D-氨基酸氧化酶(DAAO)，利用不同 D-型
氨基酸对植物细胞的不同毒性以及通过 DAAO酶催
化后代谢产物的毒性转化，dao1既可用于正筛选系
统，也可以用于负筛选系统。另一方面，研究者也积

极发展筛选基因删除技术。例如，近年来发展起来

的直接重复序列介导的删除系统[44]、转座酶介导的删

除系统，以及位点特异性重组删除系统——Cre/Lox
系统[45]、phiC31/att[46,47]系统和 Bxb1/att系统[48]。 

1.2  质体基因组和核基因组共转化系统 

外源 DNA进入叶绿体首先需要穿过细胞壁、原
生质体膜及叶绿体双层膜，目前质体转化的方法主

要是 PEG法和基因枪法。PEG法作用于没有细胞壁
的原生质体，不需要昂贵的基因枪，在烟草的转化

体系中能够从 106 个原生质体中获得 20~50 个质体
转化事件，在西红柿(Solanum lycopersicum)[51]、生

菜(Lactuca sativa)[52]中也有报道，但该体系中原生质

体的分离与培养难度大[53]。与之相比，基因枪法转

化效率高且安全性好，目前报道的质体转化方法多

利用基因枪法。随着育种研究的深入，为实现对植

物代谢途径的精细调控，就需要对核基因和质体基 

 

 
 

图 2  质体转化和筛选同质化植株过程示意图(参考文献[49,50]并修改) 
利用基因枪将携带 DNA质粒的金粉轰击到转化受体细胞中。通过 2~3轮的筛选，使转化细胞中所有的质体基因组拷贝都成为转化型，
达到同质化后，放入小方盒在生根培养基上生根后，转入土壤中在温室培养。 
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因进行同步调控。2011年，Elghabi等[54]利用核转化

特异质粒 pNKY 与质体转化特异质粒 pPSG 实现了
一步完成核基因组与质体基因组的共转化，从而能

够极大地缩短育种周期。通过比较两种质粒不同混

合方式，该研究明确了：(1)为提高共转化效率，两
种不同质粒需要由同一个金粉粒携带(即操作中应
先混合质粒 DNA，再进行金粉粒包裹)；(2)两个金
粉粒同时进入一个细胞的可能性非常小，因为携带

不同质粒 DNA的金粉粒混合后再进行转化，未得到
共转化事件；这也揭示了基因枪介导质体转化机制

中的一个基本事实：即质体同质化状态并不是由于

多个金粉粒进入同一个细胞中造成多个质体转化而

实现的。 

1.3  质体转移育种的新理念：利用质体基因组细胞
间转移 

近年来，质体基因工程发展迅速，取得了很大

进展，已在超过 16种植物中成功获得质体转基因植
株。但体系稳定且效率高的仍只有茄科植物烟草。

西红柿的质体转化体系目前仅在 IPA-6、Dorothy’s 
Green和 Green Pineapple等 3个品种中建立[55]。如

何提高转化效率、扩大可转化物种范围，除了建立

和优化靶标品种的组培、转化体系，亦需要发展新

型育种理念。2009年，Stegemann等[56]的研究表明，

通过简单的嫁接技术就能够实现质体基因组大片段、

乃至整个质体基因组在同一物种的细胞间发生转移。

2012 年，Stegemann 等[57]进一步表明通过嫁接，在

一定的筛选压力下，完整的质体基因组能够实现在两

个种间不亲和的茄科植物，木质茎的品种 N. glauca
和草质茎的本氏烟草 N. benthamiana 之间的转移。
2014年，Fuentes等[58]的研究证明通过嫁接和筛选，

核基因组也可以通过细胞间转移，利用两个原本种

间不亲和的茄科植物，能够培育可育的新型的异源

多倍体品种。这一系列研究为作物育种提供了新理

念——通过嫁接技术，利用质体基因组、核基因组
在细胞间的水平转移，可以打破种间隔离，进而产

生新的物种[15]。 

2  质体基因工程的新型表达调控元件 

为了实现目的基因的高效表达，需要利用质体

特异的具有高效转录、翻译能力的调控元件，相对

于质体发育和分化的研究，叶绿体中高效表达元件

的探索较为深入[59]。16S rRNA操纵子的启动子 Prrn
以及受光调控的 psbA基因的启动子 PpsbA能够驱动
目的基因的高效转录，两者已被广泛运用在叶绿体

转化载体中。为保证转录的 mRNA的稳定性，避免
其被外切核酸酶降解，在质体基因表达中 3′UTR通
常具有稳定的茎环二级结构[60]；另外，由于质体基

因表达受转录后调控，5′UTR和核糖体结合位点(SD
序列)对于保障外源蛋白的表达效率尤为重要，目前
使用广泛的是噬菌体 T7 基因 10 表达序列 T7g10[61]

和人工合成的 18 bp 包含核糖体结合位点的
rbcL 5′UTR[62]。新分离出的表达序列 T7g1.3、T4g23
和 T7g10 同样能够保证目的蛋白表达，但其效率比
T7g10 低[63]。在起始密码子后面加入不同的下游表

达元件(Downstream box, DB)也能够使目的蛋白的
表达量显著改变[64]。在众多的表达调控元件组合中，

Prrn 启动子与表达序列 T7g10 的组合能够保障目的
基因表达，故使用频率较高。在质体转化系统建立

和使用的初期，使用的表达调控元件多为物种内源

的，但为了避免内源片段之间发生非预期的同源重

组[65,66]，近年来研究者们也在有意识地利用一些异

源片段。例如，在烟草质体转化载体中运用玉米来

源的启动子 ZmPrrn 和 ZmPclpP[67]、衣藻来源的终

止子 crTrbcL[55]、E. coli来源的终止子 Tint、λ噬菌
体来源的终止子 Trho[68]。为了灵活使用不同的表达

调控元件、简化转化载体的构建，研究者们还设计

了以 Gateway重组系统为基础的转化载体[69]。但是，

在质体转化系统中，如何在转录翻译效率高的基础

上保证蛋白的稳定、实现目的基因的特异时空表达，

利用多基因共同表达调控复杂的代谢途径呢？针对

这些问题，研究者们正在采用多种策略，积极开发

新的表达调控元件和系统(图 3)。 

2.1  蛋白表达稳定元件 

在质体表达系统中，外源蛋白表达量主要受两

个因素调控：基因的转录翻译效率和蛋白稳定性。

在叶绿体转化系统中已有很多成功报道，外源蛋白

的表达量甚至可以达到可溶性总蛋白的 70%[70]。但

是细胞中蛋白质稳定性受多种因素控制，在同样的

表达调控体系下，不同外源蛋白的表达量可能相差

很大，一般来说，小分子量蛋白的表达效率低。 
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图 3  质体转化载体结构示意图 
左右两边水平黑色实心方框表示左右两侧质体同源序列，用于目的片段的定向插入；斜线填充的方框表示启动子区域；圆点填充的

方框表示 5′UTR区；竖线填充的方框表示 3′UTR区域；同一类型但不同填充程度的方框表示选用元件为不同来源。启动子可选用诱
导型启动子或质体分化特异阶段表达元件，调控目的基因的时空表达。实心三角形表示目的基因在起始密码子后可携带蛋白稳定元

件或下游表达元件。利用 IEE 元件表达多基因时，目的基因 B 前面应带有 SD 序列。筛选标记基因表达盒两边可加重组位点或重复
序列(空心三角形示意)，获得同质化植株后，可以利用重组系统进行筛选标记基因的去除。 

 
根据 N端效应，在原核生物和真核生物中蛋白

质的半衰期都与多肽链 N端特异的氨基酸有关，但
在不同生物中，N 端氨基酸的性质对稳定性的效力不
一样[71]。2010 年 Apel 等[72]利用质体转化系统首次

研究了 N端氨基酸对质体蛋白质稳定性的影响，通过
改变外源重组 GFP蛋白序列中 N端的第 2位氨基酸
残基，发现 Cys、His、Asp和 Ile为不稳定的氨基酸
残基；而 Glu、Met和 Val可以起到稳定表达的作用。 
质体中蛋白质稳定性不仅取决于蛋白质 N端第

二位残基，同时也受 N 端、C 端区域多肽的整体影
响。而且相对于 C 端蛋白质残基而言，质体蛋白质
N 端对蛋白质的稳定性影响更大[72]。更深入的研究

表明，对于小于 15 kDa的小分子量蛋白，在其 N端
仅需增加 10 个氨基酸的短肽就足以起到稳定蛋白
的作用[73]。 

2.2  诱导调控系统 

质体表达系统在实现目的基因高效表达的同时，

也有可能会因某些蛋白的组成型高效表达而对植物

造成明显的负面效应，对植物的生长和发育造成代

谢负担[74]。在这种情况下，可以采取在特定的时间打

开或是关闭特定基因的表达策略。例如采用诱导型表

达策略调控外源基因在特定生长发育时期表达，以减

轻外源蛋白的大量表达而对植物本身造成的负效应。 
在质体转化系统中首例成功报道的诱导系统是

一个双重系统：(1)将与噬菌体 T7 启动子融合的目
的基因通过基因枪转化定点整合到质体基因组中；

(2)将融合了质体定位信号的由乙醇诱导型启动子驱
动的 T7聚合酶基因转化到核基因组中。该系统利用
乙醇诱导表达带有信号肽的 T7聚合酶，进而调控质
体中转化的目的基因的转录起始[75]，但是该系统操作

复杂。另一个诱导系统是在质体中直接利用 IPTG-lac
体系[76]，外源 gfp 基因受 Lac 操纵子驱动，在非诱导
条件下，Lac操纵子处于遏制状态，抑制外源基因 gfp
的表达；而当加入 IPTG诱导剂后，外源蛋白 GFP的
表达量迅速增加，可达 20倍。但该系统在非诱导条
件下仍然有低量的表达，同时 IPTG 具有一定毒性，
在实际应用中对生态环境不友好，可操作性不高。 

2010 年，Verhounig 等[77]报道了一个新的诱导

系统：利用人工合成的核糖开关(Riboswitch)调控目
的蛋白的表达。在茶碱(Theophylline)的诱导下，外
源蛋白 GFP的表达量增加，最重要的是在非诱导条
件下，没有背景表达。该系统是利用了一个蛋白翻

译水平调控的元件，并不改变外源基因的转录水平。

这一体系作为一个新的质体基因诱导系统可以严格

调控基因的诱导表达，有着非常广阔的利用价值。 

http://baike.baidu.com/view/15155.htm�
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2.3  非绿色质体顺式表达元件 

尽管在绿色质体——叶绿体系统中，基因表达
调控元件已有很多深入的研究，如前面介绍的 Prrn
启动子是叶绿体表达中最强的启动子，但在非绿色

质体中基因表达调控元件研究还较薄弱。已有研究

表明，利用 Prrn启动子在非绿色组织中转录水平大
幅度降低：外源蛋白在西红柿未成熟的果实或仍保

持绿色的成熟果实中能够高效表达，但在红色的成

熟果实中无法检测[55,66]；GFP 蛋白在烟草根部的表
达量也几乎难以检测到[67]。利用 psbA的启动子结合
T7g10 翻译增强序列可以使 GFP 在西红柿成熟果实
中的表达量占可溶性总蛋白的 1%[78]。利用基因芯片

对双子叶植物西红柿和马铃薯(Solanum tuberosum)
的非绿色组织进行质体全基因组表达谱分析，发现

大部分质体基因在非绿色质体中转录和翻译水平表

达量相对于在绿色质体中发生了大幅度下降，但

accD 和 clpP 基因的表达量保持稳定[79,80]。Zhang  
等[67]利用玉米(Zea mays L.)来源的 clpP的启动子，
不论是配合玉米 clpP 的 5′UTR 或是翻译增强元件
T7g10都能够大大提高外源基因在烟草根部的表达。 

2.4  多基因表达元件 

面对复杂的代谢网络，需要实现多基因的表达

才能实现对重要农艺性状的改良。根据内共生学说，

质体源于原核生物蓝细菌，因此质体基因的表达模

式具有原核生物基因的表达特性——多个基因构成
一个多顺反子单元，能够同时转录和翻译。在质体

多基因转化系统中，将多个基因构建在一个多顺反

子单元里，不仅简化了载体构建难度，而且能够避

免由于启动子的重复使用而引发的非预期的同源重

组[81]。利用细菌的多顺反子表达单元的质体转化系

统进行多基因表达已有多篇报道，但由于质体基因

表达调控机制尚不清楚，已鉴定的可通用的多基因

表达元件不多。Zhou等[82]发现一个命名为多顺反子

间基因表达元件 (Intercistronic expression element, 
IEE)，可以介导多顺反子中基因的 mRNA加工，形
成稳定的单顺反转录子。这一仅有 50 bp大小的 IEE
元件为质体转化系统的多基因表达提供了一个新的

实用工具，它能够实现对复杂生化途径的调控，已

被利用到了提高植物体内维生素 E 含量以及获得高
光效植物的研究中[55,83]。 

3  质体基因工程在植物遗传育种研究中的
新进展 

运用分子标记辅助选择和转基因技术相结合的

策略在实现品种改良的可持续发展目标上发挥着重

要作用[84]，其中质体转化体系的运用与优化使得植

物品种改良取得了很大的进步。在提高光合效率增

加产量方面，利用质体转化系统将 rbcL 蛋白的第
355 位点的亮氨酸改变为缬氨酸，能够提高光合效
率[85]；借助质体转化技术可以将蓝细菌、藻类和陆

地植物发达的 CO2-浓缩机制(CCMs)导入 C3植物质
体系统中，定向改造叶绿体基质上的 1,5-二磷酸核
酮糖羧化酶/加氧酶(RuBisco)来提高 CO2捕获率，能

够克服植物自身 RuBisco 效率低下的问题[86,87]。在

不影响 CO2同化过程中 RuBisco 等关键酶的酶活情
况下，高效表达果糖 1,6-二磷酸醛缩酶能够促进 1,5-
二磷酸核酮糖的再生，促进 CO2的固定，从而增加

光合效率，促进植物生长发育和提高产量[88]。利用

质体多基因表达系统，将编码蓝藻中 RuBisco 复合
体中的大亚基(Se-rbcL)、小亚基(Se-rbcS)以及组装
分子伴侣(Se-RbcX)的基因植入烟草叶绿体中，获得
的转基因植株可显著提高 CO2固定效率

[83]。烟草中

共表达拟南芥的 rbcL和RuBisco累积因子 1(AtRAF1)
后，CO2固定效率比单独表达拟南芥 rbcL 的 tobAtL

植株提高了两倍，且植物生长速率明显加快[89]。这

表明，利用该系统提高作物的光合效率及提高最终

产量具有可行性。下文重点阐述利用质体转化系统

在抗逆境和品质改良等方面的育种新进展。 

3.1  抗性性状改良 

在将抗虫基因导入质体基因组前，已经有研究

者尝试通过核转化，借助 rbcS启动子和它自身的叶
绿体定位信号肽或拟南芥来源的 thil 基因的叶绿体
定位信号肽等将表达的抗虫蛋白引导进入植物叶绿

体中，能够实现抗虫蛋白在植物绿色组织中的高量

表达[90~94]。目前，利用该体系获得的多种抗虫作物

已经进入田间试验阶段。 
由于原核来源的抗虫基因的密码子偏爱性与真

核细胞不同，影响抗虫基因在转入植物核基因组后

基因的表达效率，故在核转化系统中抗虫基因需要

重新合成[95~97]。但将杀虫基因导入质体基因组中则
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无需调整基因的密码子偏爱性，也无需改变调控序

列。McBride 等[98]通过质体转化技术将苏云金芽胞

杆菌(Bacillus thuringiensis)来源的抗虫基因 cry1Ac
导入到烟草质体基因组中，首次实现了利用质体基

因工程对植物农艺性状的改良，得到的转基因材料

中 Bt蛋白的表达量远高于核转化的表达量，表达水
平占到可溶性蛋白的 0.2%。在抗虫效果方面，已有研
究表明：Cry1Ac、Cry2Aa2 蛋白对烟芽夜蛾(Heliothis 
virescens)、谷实夜蛾 (Helicoverpa zea)、甜菜夜蛾
(Spodoptera exigua)具有极强杀虫活力[98,99]；Cry1Ia5
对棉铃虫(Helicoverpa armigera)产生很好的防御效
果 [100]；而截短的 Cry9Aa2 能抵御马铃薯块茎蛾
(Phthorimaea operculella)[101]。利用质体转化体系，

转基因烟草植株中 Cry2Aa2 蛋白的最高表达量可达
到细胞可溶性蛋白的 45%，这种超高量表达是由于
上游操纵子具有一个开放性阅读框，它能编码一种

分子伴侣来帮助 Bt 蛋白的正确折叠和结晶[102]。当

然，也有研究表明这种高表达 Bt蛋白的转基因植株
在呈现预期抗虫效果的同时，有可能较非转基因对

照出现迟缓发育的现象[101]。这些研究表明，在育种

中应有选择性的利用表达调控元件，而不是盲目的

以高表达量为唯一目标。 
随着抗虫基因质体转化技术在烟草中的不断成

功，研究者开始尝试其他作物。Hou等[103]首次在油

菜(Brassica napus)中实现叶绿体转化，转 cry1Aa10
基因的植株对小菜蛾(Plutella xylostera)二龄幼虫的
致死率可达 47%；但遗憾的是，该研究仅得到异质
化的植株，外源基因无法稳定遗传。随后，Dufourmantel
等[104]在大豆质体基因组中导入了 cry1Ab，证实该策
略在大豆上进行抗虫育种的可行性。Liu 等[105]在两

个卷心菜品种成功实现了 cry1Ab的质体转化，转化
植株具有对小菜蛾的杀虫效果，这也是卷心菜中实

现质体转化的首篇报道。本文对已报道的利用质体

转化培育的抗性材料进行了汇总，具体见表 1。总
体上看，质体转化系统可以高量表达外源 Bt 蛋白，
大多数转化植株对害虫的致死率能达到 100%。 
目前开发利用的Bt蛋白主要是针对鳞翅目和鞘

翅目害虫，并不适用于所有的害虫。Jin 等[106]在烟

草中表达了针对棉铃虫的茎环结构的双链 RNA 
(dsRNA)，但是其片段较小，正义链和负义链分别只
有 19 bp，结果表明对于棉铃虫幼虫的发育有明显影

响，但不会直接致死。研究发现喂食长链 dsRNAs
比喂食 siRNAs 能够更有效地诱发昆虫体内启动
RNAi机制[107,108]。Zhang等[109]首次利用叶绿体转化

系统在烟草和马铃薯中高效表达马铃薯叶甲虫

dsRNAs，在提高植物抗虫性上取得了突破性进展。
由于叶绿体中不具有 RNAi机制，因此 dsRNAs在叶
绿体中不会被 Dicer剪切成 siRNAs。相对于核表达系
统，质体表达 dsRNA具有明显的抗虫性，喂食 5 d
后会导致靶标害虫马铃薯叶甲虫死亡。 
在叶绿体中表达抗菌蛋白可以增加目的蛋白的

表达量，提高抗病性。质体转化编码氯化物过氧化

物酶的 CPO 基因，其 mRNA 转录本相较于核表达
系统增加了 15倍，转化植株叶片的粗提物能够抑制
黄麴霉、轮枝样镰刀菌和棉花黄萎病菌的菌落形成

的数量；转化植株叶片能够明显抵御黑霉病[110]。在质

体中能够实现小分子抗菌肽 MSI99[111]、Retrocyclin- 
101和 Protegrin-1[112]的高效表达，其中 Retrocyclin-101
的表达量占可溶性蛋白总量的 32%~38%，质体转化
植株能够抵御细菌和病毒性病害[112]。为了培育抗病

和抗虫复合性状的转基因植物材料，除了利用多基

因表达元件，也可以选择高效具有复合抗性的基因。

2013 年，Jin 等[113]将来源于药用植物半夏的凝集素

类抗虫基因——半夏凝集素(Pinellia ternata agglu-
tinin, pta)基因转化烟草质体。高效表达 PTA蛋白的
转基因烟草不仅能防治烟芽夜蛾等鳞翅目害虫，有

效抑制同翅目昆虫烟蚜 (Myzus persicae)和烟粉虱
(Bemisia tabaci)的繁殖，而且还具有抑制欧文氏杆菌
(Erwinia carotovora)和烟草花叶病毒 (Tobacco mo-
saic virus，TMV)的作用。 
除草剂草甘膦能够抑制植物芳香族氨基酸生物

合成过程中的关键酶 EPSPS(5-烯醇丙酮莽草酸-3-
磷酸合酶)，从而导致植物体中不能合成芳香族氨基
酸，最终抑制植物的生长发育。在植物中，表达对

草甘膦不敏感的 epsps 基因是培育耐除草剂作物的
主要方式。例如 Ye等[114]将 epsps基因经质体转化技
术引入烟草叶绿体基因组后，获得的转化株对草甘

膦表现出高抗。同理，转 bar 基因的质体转化植株
能够抗草铵膦[115]类除草剂；将 4-羧基苯丙酮加氧酶
基因经叶绿体转化引入烟草叶绿体基因组中，质体

转化植株对异恶唑草酮表现出抗性[116]；质体表达乙

酰乳酸合成酶基因(ALS)可以抗咪唑啉酮、磺脲类除
草剂[117]。尽管目前仅在质体转化的模式植物——烟 
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表 1  已报道的利用质体转化培育的抗性材料 

性状 转化受体 目的基因 功能 文献 

抗病虫 

烟草 

cry1Ac 对烟芽夜蛾、谷实夜蛾、甜菜夜蛾具有杀虫活力 [98]  

Cry2Aa2 对烟芽夜蛾、谷实夜蛾、甜菜夜蛾具有杀虫活力 [99,102]  

cry1Ia5 防御棉铃虫 [100]  

cry9Aa2 抵御马铃薯块茎蛾 [101]  

pta 防治烟芽夜蛾，昆虫烟蚜和烟粉虱， 
抑制欧文氏杆菌和烟草花叶病毒 

[113]  

p450 monooxygenase、V-ATPase、
几丁质合酶基因的 dsRNA 

影响棉铃虫幼虫的发育 [106]  

烟草/土豆 ACT、SHR的 dsRNA 喂食五天后，马铃薯叶甲虫致死 [109]  

油菜 cry1Aa10 抗小菜蛾 [103] 

大豆 cry1Ab 抗黎豆夜蛾 [104] 

卷心菜 cry1Ab 抗小菜蛾 [105] 

烟草 CPO氯化物过氧化物酶 体外实验表明抗黄麴霉，轮枝样镰刀菌和棉花黄萎病菌，

体内实验表明可以抵御黑霉病 
[110] 

烟草 抗菌肽 MSI-99基因 黄曲霉等病毒性病害，以及烟草丁香假单胞菌病害 [111] 

烟草 抗菌肽 Retrocyclin-101和 
Protegrin-1基因 

抵御细菌和病毒性病害 [112]  

耐除草剂 

烟草 Epsps 对草甘膦表现出高抗 [114] 

烟草 Bar 抗草铵膦 [115] 

烟草 4-hydroxyphenylpyruvate 
dioxygenase 

对异恶唑草酮表现出抗性 [116] 

烟草 乙酰乳酸合酶基因 抗咪唑啉酮、磺脲类除草剂 [117] 

耐非生物胁迫 

烟草 BvCMO 提高甘氨酸甜菜碱含量，从而提高耐盐耐旱性 [118] 

烟草 Delta9-去饱和酶基因 助于抵御冷胁迫 [119] 

烟草 α-生育酚 提高维生素 E含量，进而提高非生物逆境胁迫抗性 [120] 

烟草 MnSOD或 gor 通过改善活性氧的清除能力，从而提高一系列耐非生物胁迫 [121] 

提供综合抗性 
烟草 共表达 sporamin、cystatin 和几丁

质酶基因 
提高包括抗虫性、抗病性、耐盐性，耐高渗透等一系列生

物胁迫与非生物胁迫 

[122] 

 
草中实现了耐除草剂等农艺性状的改良，但这将为

其他作物的性状改良及商业化生产奠定基础。 
烟草中质体高效表达胆碱单加氧酶 BvCMO 能

够提高甘氨酸甜菜碱含量，从而提高耐盐耐旱性[118]。

Jin 等[120]利用叶绿体表达 α-生育酚提高维生素 E 含
量，进而提高非生物逆境胁迫耐受性。在烟草中同

时表达甘薯 sporamin、芋头半胱氨酸蛋白酶抑      
制剂 cystatin 和几丁质酶可以提高抗虫性、抗病    
性、耐盐性及耐高渗透等一系列生物胁迫与非生物  
胁迫[122]。 

3.2  品质改良 

随着人口数量的不断增长、人类生活水平的不断

提高，不仅需要提高作物单位面积产量，改善作物

产品品质也成为亟待解决的重大问题，并且开发功能

性食品也已成为当今作物育种研究的一个重要方向。 
植物类异戊二烯是植物体内产生的代谢物，其

生物合成存在两条途径：在细胞质中进行的甲羟戊

酸(MVA)途径和在质体中进行的丙酮酸磷酸甘油醛
(MEP)途径。在质体中进行的 MEP途径下游的多为
植物初级代谢产物，包括类胡萝卜素、植物激素、

单萜类以及二萜类物质，是植物生长发育所必需的

重要化合物[123]。利用 MEP 代谢途径，通过质体转
化技术对质体代谢过程中的关键酶进行修饰，能够

在很大程度上提高食物的品质。例如在烟草质体基

因组中表达合成异戊烯基焦磷酸(IPP)的 1-脱氧木酮
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糖-5-还原异构酶(DXR)，可以提高其下游众多代谢
产物的含量[124]。番茄果实中储藏的番茄红素能够在

番茄红素 β-环化酶的催化下转化成 β-胡萝卜素，将
来源于水仙(Narcissus pseudonarcissus)的编码番茄
红素 β-环化酶的基因(Lyc)导入番茄质体基因组中可
显著提高番茄红素转变成 β-胡萝卜素的效率，其中
β-胡萝卜素含量达到 1 mg/g(干重)，而未转化的对照
株中含量仅为 200 ng/g(干重)，而且果实中的类胡萝
卜素的总量提高了 0.5 倍，大大改良了番茄的营养品
质[125,126]。在质体中同时表达 β-胡萝卜素酮酶(CrtW)
和 β-胡萝卜素环化酶(CrtZ)可以提高叶片中内胡萝
卜素总量和虾青素含量。烟草质体转化叶片中内胡

萝卜素总含量是野生型的 2.1 倍，其中虾青素含量占
干重的 0.5%，占总类胡萝卜素含量的 70%[127]；生

菜质体转化叶片中内胡萝卜素总量为野生型的 2.6
倍，其中虾青素占类胡萝卜素的 77.4%[128]。利用前

文提到的 IEE 元件，同时表达维生素 E合成途径中
的 3个基因：叶绿基转移酶(HPT)、生育酚环化酶(TCY)
和生育酚甲基转移酶(TMT)，能够提高番茄果实中
维生素 E的含量[55]。 
脂类的代谢调控也是研究应用的一个热点，Craig

等 [119]将来源于南美洲野生土豆品种 Solanum com-
mersonii或是蓝藻品种 Anacystis nidulans的 Delta9-
去饱和酶基因转到烟草质体中，可以提高叶子和种

子不饱和油脂的含量，同时有助于抵御冷胁迫。烟

草质体表达来自拟南芥的 3-酮脂酰−酰基载体蛋白
合成酶Ⅲ(KasⅢ)基因后，叶子中不饱和油脂 16:0的
含量提高 13%~15%，饱和油脂 18:0和 18:1的含量降
低 3%~1%[129]。从开发生物能源的角度，利用质体转

化技术同时表达多个基因能够生产可生物降解塑料

聚羟基丁酸酯(PHB)，占植物叶片干重的 17.3%[130,131]。 

4  质体基因工程在作物遗传育种中的展望 

尽管利用质体基因工程获得的转基因作物材料

已有多个进入了田间试验，但是目前尚未有获得商

业化种植许可进入市场的质体转化材料。质体基因

工程体系还存在一些技术上的局限性，一方面部分

外源基因表达量偏低，另一方面外源蛋白的高表达

也可能会对细胞产生毒性(植株叶片白化，植株生长
抑制等)[132,133]，这都归因于可用的调控元件少。因

此，质体基因工程在作物遗传育种中的应用还有待

于深入研究质体基因的表达调控机制进而发掘具有

特异时空表达特性的系统与表达元件。 
质体基因工程的应用也面临着诸多挑战[15,17,134,135]。

由于光合系统的复杂性，改变单一因子不可避免地

会影响整个系统的组装和光合效率：在烟草 tobAtL

植株中表达拟南芥的 rbcL 反而降低了植株中 CO2

固定效率和植物生长速率[89]；共表达烟草 rbcS和西
红柿的 rbcL尽管能够行使光合作用，但能量转化和
RuBP 的再生速率明显受损[136]。植物类异戊二烯在

细胞质中的 MVA 代谢网络能够产生丰富多样的植
物次生代谢产物，包括天然的杀虫剂和良好的除草

剂、香料工业的重要原料和药物的有效成分。MVA
和 MEP 途径具有共同中间体——异戊烯基焦磷酸
(IPP)，如何将细胞质中的复杂代谢网络转入到质体
中成为在质体中合成这些植物次生代谢物的限速步

骤。因此积极开发质体多基因表达体系，实现植物

整个代谢网络的严密调控，将为作物育种和生物医

药提供新的平台。 
植物细胞壁中的主要成分为木质纤维素，由纤

维素、半纤维素与木质素组成。纤维素和半纤维素

由单糖(葡萄糖、木糖、甘露糖等)通过 β-1,4-糖苷键
连接成多聚糖。高效表达水解纤维素酶[137]、角质酶、

木霉纤维膨胀因子[138]、β-甘露聚糖酶[139]、β-1,4-葡
聚糖酶[139]等均可以高效降解木质纤维素，有利于纤

维素的转化和利用。这不但可以提高饲料中纤维素

的利用率，还有助于植物秸秆在生产燃料乙醇和其

他生物燃料中的应用，缓解日渐严重的能源危机、

环境污染等问题。质体转化系统亦可应用于在植物

修复技术中，高效解决环境污染问题，具有广阔的

应用前景。高效表达 merAB操纵子的质体转化烟草
植株能够在 400 μmol/L醋酸苯汞(PMA)土壤中存活，
且增加植物叶片的干重[140]；质体表达金属硫蛋白[141]

的转化植株能够耐受 20 μmol/L 汞，有利于植物对
于土壤中汞的吸收，其叶片中汞的含量高达 106 ng。 
世界上主要的粮食作物多为单子叶植物，其中

水稻和小麦利用 C3光合途径，利用一系列基因工程
策略，增加光合产量和水分利用效率来提高物种的

光合作用被视为一类很有前途的作物改良策略。如

前所述，可以定向特异改变叶绿体基质上的 1,5-二
磷酸核酮糖羧化酶/加氧酶(RuBisco)提高 CO2 捕获

率。但遗憾的是目前单子叶植物，尤其是主要农作

物的质体转化技术仍不成熟。至今，在玉米中尚未
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见关于质体转化系统建立的报道，而仅有 3 篇水稻
质体转化的报道[142~144]中所得到的转化植株均是异

质体植株，尚未达到同质化。建立单子叶植物质体

转化系统的主要困难是在于单子叶植物对于链霉素、

壮观霉素不敏感[145]，尚无合适的筛选标记基因；同

时，通常转化受体为非绿色愈伤组织，且筛选过程

一般在黑暗条件下进行，缺乏在特异组织和环境条

件下的表达调控元件，不利于筛选基因的表达。目

前亟需跳出双子叶植物转化系统的框架，将质体转

化技术这一个新兴的育种手段在单子叶植物水稻和

玉米中真正建立起来，提高转化效率、保障高效表

达、实现同质化，才能在更大程度上推动质体转化

育种技术的广泛运用。随着植物质体基因工程体系

的不断优化与应用，解决传统遗传转化存在的弊端，

将为生物技术的发展注入新的生机和活力，有利于

发展资源节约和环境友好的两型农业。 
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