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摘  要 : 植物次生代谢产物种类极其丰富，是人类的宝贵资源，这些产物及其合成途径相关酶具有空间特异

性分布的特征。植物次生代谢途径的调控是个复杂的过程，受代谢产物水平、多酶复合物相互作用等多种因素

的影响。通过遗传操作改造代谢过程，调控产物在植物体内的含量，是一条切实可行和具有广阔发展空间的途

径。目前，改造植物次生代谢途径可以采取单基因操作和多基因操作两种策略进行。 

关键词 : 次生代谢产物，途径，调控，单基因操作，多基因操作  

Genetic modification of secondary metabolite biosynthesis in 
higher plants: a review 

Xiaoyun Wang1, Xunli Xia1, Fenglan Huang2, and Shouwen Zhang1  

1 Jiangxi College of Traditional Chinese Medicine, Chinese Medicine Germplasm Resource Engineering Technology Research Center of 
Jiangxi Province, Nanchang 330004, Jiangxi, China 
2 College of Life Science, Inner Mongolia University for the Nationalities, Tongliao 028000, Inner Mongolia, China  

Abstract:  Plants provide an immense reservoir of natural secondary metabolites. Secondary metabolites and those 
involved enzymes accumulate in various compartments in specific plant tissues. The biosynthesis of diverse groups of 
secondary metabolites is often complicated, tightly controlled via network interconnections, metabolite levels, metabolite 
channeling and multi-enzyme complexes, and so on. Secondary metabolite profiles could be genetically altered by two 
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strategies, i.e. single gene modification and multiple gene modification; which thus has opened a feasible and prospective 
platform for secondary chemicals production in plant. 

Keywords:  secondary metabolite, biosynthesis, regulation, single gene manipulation, multiple gene manipulation 

植物次生代谢产物由次生代谢途径产生，是

细胞生命活动正常运行时非必需的小分子有机

化合物，种类繁多。它的分布通常具有种属、

器官、组织和生长发育时期的特异性，是许多重

要天然药物的主要来源，有些对人类健康有益。

植物次生代谢途径是高度分支的途径，组成结构

极其复杂，受途径互作、反馈抑制、前馈激活和

酶催化反应等各种机制的调控，形成相互作用的

代谢网络。 

植物次生代谢产物的合成和分解是动态的，

代谢途径构成的空间网络受到非常精准的调控。

1) 次生代谢产物和催化酶往往定位在特定的细

胞器中。例如，现在认为，与倍半萜、三萜、类

胡萝卜素、甾体和辅酶 Q 等合成相关的甲羟戊酸 

(Mevalonate，MVA) 途径主要在细胞质和线粒体

中进行，这一途径可以合成异戊烯基焦磷酸 

(Isopentenyl pyrophosphate，IPP) 前体；而有些

植物体内还存在 2-甲基-D-赤藓糖醇-4-磷酸生物

合 成 途 径  (2-methyl-D-erythritol 4-phosphate 

pathway，MEP pathway)，也可以产生 IPP，该途

径却是在质体中进行，它能够合成 IPP 的异构体

焦 磷 酸 二 甲 基 烯 丙 酯  (Dimethylallyl 

pyrophosphate，DMAPP)，半萜、单萜、二萜和

一些多萜就是通过 MEP 途径在质体中合成的。

这两条途径并非完全独立，它们之间存在着代谢

中间产物的交换，IPP 在异构酶的作用下能够转

变成 DMAPP。紫杉醇可能就是这两条途径的共

同产物[1]。2) 次生代谢途径还具有多细胞区域化

分布现象，即常常分布在特定的细胞类型内。

长春花 Catharanthus roseus (Linn.) G. Don 是抗

肿瘤药物长春碱和长春新碱的生物来源，它含

有 100 多种具有重要药用价值的单萜吲哚生物

碱类化合物，所有这些化合物都是经由中间产

物 3α(S)-异胡豆苷合成的。色氨酸脱羧酶 

(Tryptophan decarboxylase，TDC) 和异胡豆苷合

酶 (Strictosidine synthase，STR1) 是合成 3α(S)-

异胡豆苷的关键酶，这两个酶基因的转录产物定

位在叶片表皮、根尖顶端分生组织周围的原表皮

层和皮层细胞中[2-3]。3) 大多数次生代谢产物都

积聚在植物特定器官或特殊的组织结构中，如分

布在异形细胞、乳汁器、腺毛簇、分泌细胞等部

位。例如，特化的腺体结构是单萜类和黄酮类化

合物产生的部位。合成长春碱的前体物质是长春

朵灵 (Vindoline)，具有持久的降血糖作用，脱乙

酰氧基文朵灵 -4-羟化酶  (Desacetoxyvindoline 

4-hydroxlyase，D4H) 和脱乙酰文朵灵 4-O-乙酰基

转移酶 (Deacetylvindoline 4-O-acetyltransferase，

DAT) 是长春朵灵生物合成途径中的关键酶，这

两个酶基因的转录产物定位在发育叶片的乳汁

器和异形细胞内[2-3]。 

多数次生代谢产物在植物中的含量低于干

重的 1％[4]，远远无法满足需要。人们采取多种

策略提高它们的含量。植物细胞或组织培养是提

高次生代谢产物含量的主要手段之一，采用该手

段时常常需要进行前体饲喂，并筛选高产细胞

系。需要特别注意的是，由于植物次生代谢途径
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各步骤的催化酶和代谢物特异地分布在特定器

官、组织、细胞类型和细胞器内，进行细胞或组

织培养时必须采用特定的细胞类型为材料，否则

无法获得高产量的目的代谢产物，在培养物中也

难以检测到合成途径的关键酶[5]。 

对植物次生代谢途径进行遗传操作，是提高

次生代谢产物含量最有效的一个手段，具有广阔

的发展空间。遗传操作建立在对植物次生代谢途

径有一定了解的基础之上，相关知识包括整个途

径的组成步骤；催化各步反应的酶及其编码基

因；调控因子及其编码基因；酶、调控因子、中

间代谢物和终产物的组织定位和细胞器定位；终

产物和中间代谢物的流向；途径中的能量流等。

植物细胞培养体系的建立，显著提高了培养物中

的酶含量，极大地改善了酶的检测和纯化手段。

这些手段反过来被应用于原植物，鉴定了大量代

谢途径相关酶。分子生物学技术的发展推动着人

们克隆了大量次生代谢途径的相关基因，使得从

基因水平对代谢途径进行遗传操作成为可能。 

目前，对植物次生代谢途径进行遗传操作，

提高代谢产物含量时，通常采取以下策略。 

1  针对单个基因进行遗传操作 

1.1  转化限速酶基因 
转化次生代谢产物合成途径中的一个限速

酶基因，克服限速步骤的影响，提高次生代谢产

物在植物中的含量。这部分研究较多，最早的报

道是 Yun 等将来源于天仙子 Hyoscyamus niger 

Linn.的天仙子胺 6β-羟化酶 (Hyoscyamine 6β- 

hydroxylase， H6H) 基 因 转 化 到 颠 茄 Atropa 

belladonna Linn.中，提高颠茄中东莨菪碱的含

量[6]。以后，越来越多代谢途径的限速步骤和限

速酶被鉴定，如萜类合成途径中的萜类合酶 

(Terpenoid synthase，TS)，吲哚生物碱合成途径

中的异胡豆苷合酶 (Strictosidine synthase，STR)，

莽草酸途径中的苯丙氨酸脱氨酶 (Phenylalanine 

ammonia lyase，PAL)，青蒿素合成途径中的紫穗

槐二烯合酶 (Amorpha-4,11-diene synthase，ADS) 

等，并克隆了它们的编码基因，利用转化限速酶基

因提高次生代谢产物含量的报道也越来越多[7-8]。

反义抑制[9]、共抑制[10]或 RNA 干扰技术[11-12]也

逐渐用于抑制或关闭竞争性分支代谢途径，从而

提高目标代谢物的含量；有时也用于抑制不利代

谢产物的产生[13-14]。 

1.2  转化转录因子基因 
提高原植物中转录因子的丰度，或引入外源

转录因子，对代谢途径相关酶基因的表达进行调

控，从而提高目标代谢产物的产量[15]。长春花

C. roseus 中 合 成 的 多 种 萜 类 吲 哚 生 物 碱 

(Terpenoid indole alkaloids，TIAs) 是重要的天然

抗癌化合物。这些萜类吲哚生物碱的合成途径受

多个转录因子的调控，包括 ORCA3 转录因子、

CrWRKY1 转录因子和 AtMYC2 转录因子等。超

表达这些转录因子，可以增加合成途径中相关基

因的表达量，显著提高长春花 C. roseus 中萜类吲

哚生物碱的合成量[16-17]。另外，抑制转录因子

的表达，也可能达到提高次生代谢产物含量的目

的[18]。目前，已经克隆的代谢途径转录因子，大

多数调控代谢途径中部分催化酶基因的表达，获

得可以调控整条途径中多个乃至全部催化酶基

因表达的转录因子具有重要意义[19]。有时，由于

限速步骤的存在，对转录因子进行遗传操作时，

次生代谢产物含量增加的效果不明显[20]。 
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1.3  转化转运蛋白基因 
针对代谢途径的转运蛋白 (Transporter) 基

因进行遗传操作，协助底物、中间产物和终产物

等代谢成分运输到正确的细胞类型和细胞器内，

避免反馈抑制和细胞毒性，从而提高代谢产物含

量。植物代谢的中心途径发生在一种细胞类型或

细胞器中，而分支代谢途径可能发生在其他细胞

类型或细胞器内，各中间产物在不同类型的细胞

或细胞器间经过转运，最终合成终产物[21]。转运

蛋白在次生代谢产物的运输与贮存过程中发挥

重要的作用[22]。目前，对转运蛋白基因进行遗传

操作，从而调控次生代谢途径的研究报道不多。

长春花 C. roseus 中的四氢蛇根碱 (Ajmalicine) 

可 用 于 治 疗 高 血 压 ， 而 四 氢 鸭 脚 木 碱 

(Tetrahydroalstonine) 具有持久的降血糖作用。最

近，有研究表明，超表达 ABC transporter (ATP- 

binding cassette transporter) 基因，可以提高长春

花中四氢蛇根碱和四氢鸭脚木碱的积累量[23]。 

1.4  转化单链抗体基因 
转入活性成分的单链抗体  (Single chain 

fragments variable，scFv) 基因，提高代谢成分产

量。田中宏幸等针对药用植物喀西茄 Solanum 

khasianum Jacquem.中的药理活性成分澳洲茄碱

糖苷制作了单克隆抗体[24]，再从分泌抗体的杂交

瘤细胞中提取 RNA，扩增出抗体的重链可变区 

(The variable，heavy chain domain，VH) 和轻链

可变区 (The variable，light chain domain，VL) 序

列，通过弹性多肽接头稳定地连接在一起，构成

scFv。在抗体序列 N 端添加一段内质网定位信号

序列，C端添加一段含有终止子的 KDEL序列后，

插入到发根农杆菌 Ri 质粒的 T-DNA 中，转化到

喀西茄植株内，诱导产生毛状根。在毛状根中检

测到 scFv 抗体的表达，同时，澳洲茄碱糖苷的

产量较未转化的毛状根上升了 3 倍，与 scFv 的

表达水平呈正相关[25]。绝大多数药用植物的活性

成分化学结构未知或复杂，因而难以合成，并且

生物合成途径还未阐明，如紫杉醇、人参皂苷、

甘草皂苷等，采用该方法有助于提高产量，并可

望逐渐发展成为一种新的分子育种方法[26]。 

除了以上方法，缩短植物生长期；超表达代

谢途径中催化酶的抗体[27]；利用核酶技术，关闭

转录后生物合成途径[28]，从而抑制分支或竞争性

代谢途径等，这些方法也可以用于代谢途径的遗

传操作，提高次生代谢产物的含量。 

2  针对多个基因进行遗传操作 

大多数植物次生代谢途径由多个反应步骤

组成。对其中的一个限速步骤进行遗传操作，可

能增加该步骤及其下游中间产物的产量，但由于

缺乏对上游或后续限速步骤中催化酶的诱导，有

时未必有效。另外，利用植物反应器生产次生代

谢产物时，有时需要向原本不具备这一代谢途径

的植物中引入新的途径，常常需要针对多个基因

进行遗传操作。多基因操作是植物代谢途径改造

的一个重要发展方向，也是具有广阔应用前景的

热点研究领域。目前，主要采取以下策略。 

2.1  有性杂交策略 
分别转化代谢途径各催化步骤中的单个基

因，获得纯合的转基因后代，再通过转基因后代

的有性杂交，将多个基因聚合，最终获得转化了

多个目标基因并稳定表达的转基因系。这方面的

报道较多[29-30]。有学者将富养产碱菌 Alcaligenes 
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eutrophus 中由乙酰辅酶 A 合成聚(R)-(-)-3-羟基

丁酸盐  (Poly[(R)-(-)-3-hydroxybutyrate]，PHB) 

途径的 3 个酶基因，分别添加了一段豌豆叶绿体

转运肽序列，转化到拟南芥中，再进行有性杂交，

获得转化了 3 个基因的后代，将转基因后代中的

PHB 含量提高了 100 倍[31]。这种方法是从大量

的转基因后代群体中筛选表达稳定、单拷贝的转

基因植株，经过 2~3 个世代的自交后获得纯合的

后代，用做基因聚合的亲本。每聚合一个基因需

要经过 2~3 代才能获得纯合的植株，若是需要聚

合 3~4 个外源基因，则需要经过 4~6 代。当需要

聚合的基因数目较多时，由于分离方式复杂，有

时无法获得聚合了全部外源基因的纯合植株。另

外，在每一个育种世代中，都要筛选外源基因持

续稳定表达的个体，还要保证所有外源基因能够

持续多代稳定表达。因此，这种方法的育种群体

规模大，育种周期长，筛选工作量大。采用这种

策略转化多个基因的反义序列或正义片段，可以

抑制或关闭竞争性代谢途径，提高目标次生代谢

产物含量；但通常靶基因的活性被抑制 80％以上

时，植物才能表现出相应的生理表型变化，或表

现出明显的代谢产物含量降低的变化，因此，筛

选转基因后代的难度大。 

2.2  再转化策略 
以转化了代谢途径中某一个催化酶基因的

转基因后代为受体，进行再次转化[32]，最终获得

聚合了多个催化酶基因的转基因后代。该策略尤

其适用于那些不可能或不方便通过有性杂交获

得多基因聚合后代的植物，如木本植物。有学者

将 肉 桂 醇 脱 氢 酶  (Cinnamyl alcohol 

dehydrogenase，CAD) 和咖啡酸 /5-羟基阿魏酸

O-甲基转移酶 (Caffeic acid/5-hydroxyferulic acid 

O-methyltransferase，COMT) 的反义基因先后转

化到杨树中[33]，期望通过遗传操作改变杨树的木

质素结构，从而生产工业纸浆。与前一种方法相

比，这种方法同样需要大量的筛选工作，实验周

期更长。而且再转化容易诱发转基因沉默。另外，

再转化时采用的标记基因必须与上一次转化的

标记基因不同，这样才有利于后代的筛选。当待

转化外源基因的数目较多时，较难获得足够的标

记基因，有时需要移除上一代的选择标记，但这

无疑会增加工作量。 

2.3  共转化策略 
将代谢途径各步骤的催化酶基因构建在不

同的载体上，通过共转化获得多基因转化的后

代。这种方法已经用于多种植物次生代谢途径调

控。有学者给八氢番茄红素合酶  (Phytoene 

synthase，PSY) 基因、八氢番茄红素脱饱和酶 

(Phytoene desaturase, CRT ) Ⅰ 基因和番茄红素环

化酶 (Lycopene β-cyclase，LCY) 基因附加了不

同的启动子和质体定位信号，共转化后表达在水

稻胚乳中，获得胚乳中可产生维生素 A 原的转基

因金米[34]。此后，另有学者利用不同的胚乳特异

性启动子，将八氢番茄红素合酶 1 (Phytoene 

synthase 1，PSY1) 基因、八氢番茄红素脱饱和

酶 1 (Phytoene desaturase，CRT I) 基因、β-胡萝

卜素酮化酶 (β-carotene ketolase，CRT W) 基因、

番茄红素 β-环化酶 (Lycopene β-cyclase，LYCb) 

基 因 和 β- 胡 萝 卜 素 羟 化 酶  (β-carotene 

hydroxylase，BCH) 基因等 5 个基因通过基因枪

方法，共转化到白玉米的胚乳中，获得转化了不 

同基因及其组合的后代群体，也为类胡萝卜素生
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物合成途径的解析创造了有价值的研究材料[35]。

类胡萝卜素合成是植物体内重要的次生代谢之

一，该途径以异戊烯基焦磷酸为前体，在异戊烯

基焦磷酸异构酶 (IPP isomerase，IPI) 牻、 牛儿基

牻牛儿基焦磷酸合酶 (GGPP synthase，GGPS) 

等系列催化酶的作用下，生成多种多样的类胡萝

卜素分子[36]。我们已经从药用植物栀子 Gardenia 

jasminoides Ellis.的果实中克隆了该途径中 PSY 

(GenBank Accession No. JQ690895)、八氢番茄红

素脱饱和酶 (Phytoene desaturase，PDS) (GenBank 

Accession No. JQ690896)、7,9,9′-顺式链孢红素脱

饱和酶 (7,9,9′-cis-neurosporene desaturase，ZDS) 

(GenBank Accession No. JQ690897)、胡萝卜素顺

反异构酶 (Carotene cis-trans isomerase，CRTISO) 

(GenBank Accession No. JQ690898)、番茄红素β-

环 化 酶 (Lycopene-β-cyclase, LYC) (GenBank 

Accession No. JQ690899) 和β-环羟化酶 (β-ring 

hydroxylase, β-OHase) (GenBank Accession No. 
JQ690900) 等 6 个酶基因的保守区段，为今后进

行胡萝卜素生物合成途径的调控奠定了基础。在

水稻中的研究表明，多个基因共转化时，T-DNAs

重复整合在基因组同一位点的转基因后代比例

很高，整合了全部外源基因的转基因植株比例可

以达到 40％~70％[37]。但随着外源基因数目的增

加，筛选出包含所有目的基因、所有目的基因均

整合在同一位点、各基因表达稳定的转基因植株

的可能性大大降低。另外，共转化对实验技术的

要求较高。 

2.4  转录单位策略 
每个催化酶基因构建一个转录单位，每个转

录单位均包括启动子、编码区、终止序列和其他

顺式调控元件。将这些转录单位 (方向可以相

同，也可以相反) 连接到一个转基因载体上，通

过单次转化试验，获得转化了代谢途径中多个催

化酶基因的植株。将这种策略与共转化联合使

用，有助于克服载体容量的限制，获得转化了多

个外源基因的植株，该策略已经成功用于转基因

黄金水稻的培育[34]。有研究表明，这种方法更有

利于获得较为一致的外源基因表达水平。但也有

研究表明，各转录单位中外源基因的表达水平显

著不同[38]，转录单位在 T-DNA 中的排列顺序影

响外源基因的表达。构建这种转基因载体时，使

用相同的组成型启动子，对外源基因的表达没有

影响。但一个大的重组质粒上，存在多个相同的

启动子或终止子元件，必然影响质粒在工程菌中

和植物中的稳定性；重组质粒所包含的重复序列

整合到受体植物基因组后，稳定性如何，也需进

一步研究。 

2.5  多顺反子策略 
将代谢途径中多个催化酶基因的编码区合

并构成多顺反子，再与启动子、终止序列和其他

顺式调控元件共同构成一个转录单位，构建成重

组载体，转化到植物体内。多顺反子在植物体内

被翻译成聚多肽 (Polyproteins)。事实上，以聚多

肽形式表达出多种蛋白质，是许多病毒固有的一

种机制，尤其是许多正链 RNA 病毒。病毒翻译

出多聚蛋白质分子以后，由剪切蛋白酶将该分子

剪切成单个的蛋白质分子。目前，已经鉴定了许

多剪切蛋白酶，破译了它们识别位点的特征，并

应用到植物多基因表达系统中。其中，口蹄疫病

毒 (Foot-and-mouth disease virus，FMDV) 基因

组中的 2A 序列[39-40]长度为 19 个氨基酸，它可以

通过削弱剪切位点两侧甘氨酸和脯氨酸残基之
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间肽键的正常形成，发挥剪切作用，介导病毒自

身 C-末端 2A 区域蛋白质的剪切或聚多肽解离。

剪切不依赖酶的作用，也不会影响翻译的正常进

行[41]。来源于不同病毒的 2A 序列长度范围仅为

16~20 个氨基酸，它们在转基因植物中也可以发

挥剪切功能，因而具有较为广泛的应用前景[42]。

根据这一原理，将 2A 序列的编码区置于多个目

标基因的编码区之间，表达的聚多肽在 2A 序列

的作用下，可以在植物体内发生解离。解离后，

2A 序列残留在前一个蛋白质的 C-末端，一个脯

氨酸残基残留在 2A 序列后面的蛋白质上。这些

序列残留一般不会影响蛋白质正常功能的发挥。

聚多肽中的蛋白质分子各自携带不同的亚细胞

定位信号时，2A 序列能正常发挥功能；2A 序列

也不会干扰聚多肽中的蛋白质分子向各自细胞

器中的定位[43]。目前，2A 序列已经应用于植物

次生代谢途径的遗传操作。例如，虾青素、角黄

素和玉米黄素均为有高度营养价值的着色剂和

食品添加剂，高等植物不能合成这些化合物及其

中间产物。根据 2A 序列的特性，有学者将胡萝

卜 素 4,4- 氧 化 酶  (Carotene 4,4-oxygenase ，

CRTW) 基 因 和 胡 萝 卜 素 3,3- 羟 化 酶 

(3,3-hydroxylase，CRTZ) 基因转化到烟草和马铃

薯的质体中，两个基因编码的融合蛋白通过 2A

序列连接，成功地在高等植物中构建了虾青素、

角黄素合成途径，在转基因烟草花朵中检测到较

高数量的虾青素、角黄素和 4-酮基玉米黄素 

(4-ketozeaxanthin) [44]。还有学者利用线粒体定位

信号和 2A 序列，将紫穗槐 -4,11-二烯合酶 

(Amorpha-4,11-diene synthase，ADS)、3-羟基-3-

甲 基 戊 二 酰 辅 酶 A 还 原 酶  (3-hydroxy-3- 

methylglutaryl-CoA reductase，HMGR)、法呢基

二磷酸合酶 (Farnesyl diphosphate synthase，FPS) 

和紫穗槐 -4,11-二烯单加氧酶  (Amorpha-4,11- 

diene monooxygenase，CYP71AV1) 基因通过农

杆菌转化到烟草中，引入了青蒿素前体物质——

青蒿酸的生物合成途径[45]。 

除了 2A 序列以外，马铃薯 Y 病毒组中编码

烟草叶脉斑点病毒 (Tobacco vein mottling virus, 

TVMV) 或烟草缺刻病毒  (Tobacco etch virus, 

TEV) 的 NIa 蛋白酶也可以作为基因之间的连接

肽，用于多基因转化，该酶分子量为 48 kDa，可

识别并切割特异的七肽序列位点。将 NIa 蛋白酶

的编码序列 (NIa 蛋白酶基因位于功能基因上游

更有利于其作用的发挥) 与功能基因的编码序

列连接在一起，并与启动子、终止序列和其他调

控序列连接，构成一个转录单位，在功能基因的

编码序列两侧引入 NIa 蛋白酶识别位点 (该识别

位点一般位于 C 末端，第 4~20 个氨基酸之间，

视所用蛋白酶的性质而定)。翻译出聚多肽以后，

融合蛋白质分子被聚多肽自身内部编码的蛋白

酶加工、剪切，释放出单个蛋白质分子[46]。尽管

剪切酶对聚多肽的剪切效率很高，但这种方法转

化的功能基因在植物中的表达水平普遍不高。原

因可能在于，NIa 蛋白酶具有一个细胞核定位信

号，它可能会引导一部分聚多肽定位到细胞核

内，造成蛋白质翻译的提前终止[47]。另外，虽然

所有基因的编码序列位于同一个转录单元内，但

各基因的表达量并不相同，它们在聚多肽中的排

列位置明显影响各自的表达水平和稳定性。即使

将核定位信号从 NIa 蛋白酶中移除，聚多肽中各

基因的表达量也未必相同[48]。这种方法用于在叶
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绿体中表达多个基因时，比较有利。在聚多肽之

前加上一段叶绿体基因的转运肽，可以引导部分

聚多肽定位在叶绿体中，并进行加工[47]。凤仙花

Impatiens balsamina L.种子中表达的多肽 LP4 在

转基因载体中也可以起连接肽的作用，用于聚多

肽的剪切[49-50]。另外，将 LP4 的前 9 个氨基酸和

2A 融合起来，构成 LP4 /2A 序列，也可以用作

连接肽，剪切效率比仅用 LP4 高[51-52]。NIa 蛋白

酶和多肽 LP4 有望发展成为有效的工具，用于植

物次生代谢生物合成途径的遗传操作。 

以上方法只需转化一个载体，一次转化即可

获得转基因后代。但翻译出的嵌合蛋白分子量较

大，折叠方式可能比较复杂，影响下一步剪切；

正确蛋白质产物的产生依赖于起剪切作用的连

接肽，在特殊情况下，连接肽的残留可能会影响

蛋白质分子的功能[53]。另外，真核生物在细胞质

中以 mRNA 为模板，启动翻译过程时，通常需

要识别 RNA 5′端的帽子结构，组装成一个翻译

起始复合物，才能进行有效的翻译。当完成第一

个顺反子的翻译起始和阅读后，再起始就受到一

定的抑制，常常使得下游顺反子的表达水平相对

较低。尽管在有些研究中，下游顺反子的表达

量不受影响[54]，但仍然有必要从技术层面上采

取措施，以确保外源基因的表达量相对一致。

一个有效的方法是在转基因载体上添加植物或

动 物 病 毒 反 式 翻 译 激 活 因 子  (Translational 

transactivator) [55]的编码序列，这些翻译激活因子

可以协助并促进下游顺反子的翻译再起始，提高

下游顺反子的表达量。如花椰菜花叶病毒 

(Cauliflower mosaic virus，CaMV) 或花生褪绿条

纹病毒 (Peanut chlorotic streak virus, PCISV) [56]

的翻译反式激活因子，由各自的 VI 基因编码。

但有些情况下，基因 VI 的表达产物可能对植物

的生长和发育有害[57]。 

2.6  融合蛋白策略 
将代谢途径各步骤中催化酶基因的编码序

列融合在一起，与启动子、终止子等调控序列构

成一个转录单位，再连接到转基因载体上，表达

出融合蛋白，该融合蛋白具有全部外源基因所编

码蛋白的功能。目前，该方法已经有成功的报道。

有学者将异黄酮合酶 (Isoflavone synthase，IFS) 

和查尔酮异构酶 (Chalcone isomerase，CHI) 基

因通过一个甘氨酸-丝氨酸-甘氨酸序列连接到一

起，加上内质网膜定位信号，构建了一个双功能

融合蛋白，转化到烟草中，使得转基因烟草花瓣

和幼嫩叶片中的金雀异黄酮 (Genistein)、异黄酮

糖苷 (Genistein glycoside) 的含量比单独转化异

黄酮合酶基因时更高[58]。这种方法用于构建多个

非同源基因的干扰载体时，具有明显的优势。由

于一个基因的片段即可用来沉默该基因，几个基

因的片段融合后，有时同样能够下调各基因的表

达[59-60]。这种方法可以避免重复使用相同的启动

子，降低了转基因当代及后续世代中发生转基因

沉默的风险，育种程序也大大简化。然而，需要

注意的是，有些蛋白质分子以融合蛋白形式表达

以后，未必能够保持原来的功能。 

以上策略各有优缺点。通过有性杂交、再转

化或共转化聚合次生代谢途径中的多个催化酶

基因时，被转化的基因往往整合到受体植物基因

组的不同位点上，它们在转基因后代中的表达情

况差异很大，遗传分离方式复杂，不利于获得纯

合的后代。当使用不同的 T-DNA 分子和农杆菌
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菌株进行转化时，整合情况更为复杂。利用多转

录单位和多顺反子策略进行多基因转化与聚合，

需要的转基因后代群体较小，所有目标基因整合

在同一个位点，整合模式简单、清晰，遗传分离

方式简单，有利于获得纯合的后代。因此，这两

种策略应用前景更为广泛，更有优势。但利用这

两种策略进行多基因转化时，采用传统的酶切、

连接方法构建转基因载体时难度较大，往往缺乏

足够的、合适的酶切位点。最近，利用连续杂交

组装法  (Successive hybridization assembling，

SHA)，人们已经能够将多个大片段 DNA 整合到

同一个载体上，而不需要经过酶切和连接步骤[61]，

这种方法特别适合用于多基因转化载体的构建。 

基因表达不稳定是植物多基因转化面临的

一个难题。多个基因整合进入植物体后，表达水

平与基因在染色体上整合的位点、基因本身的序

列组成、转化策略息息相关，各个基因的表达水

平显著不同。转基因丢失、转基因重排和转基因

沉默[62]强烈影响转基因表达。随着转基因世代的

增加，基因的表达情况更为复杂。有研究表明，

在功能基因两翼或启动子之后附加核基质结合

区 (Nuclear matrix-attachment regions, MARs)，

有助于稳定转基因当代和后续世代中功能基因

在植株内的表达水平，也有助于防止基因沉默现

象的发生[63]。 

3  展望 

植物次生代谢产物种类繁多，在植物体内常

常数量极少甚至不稳定，只存在于特定部位，给

代谢途径的调控增加了难度。植物次生代谢过程

及代谢物的积累受到自身和环境中各种生物和

非生物因素的调控，进行遗传操作时，必然干扰

了细胞的生理状态，以及代谢物的动态和静态平

衡。有时，代谢物超载会使得代谢途径产生反馈

抑制现象；植物也可能会激发先天性免疫机制，

使得转入的功能基因沉默。因此，植物次生代谢

途径遗传操作具有一定的复杂性。然而，在对代

谢途径有一定了解的基础上，人们已经能够通过

遗传操作，增加某一个或一组次生代谢成分的含

量，生产所需要的次生代谢产物，或获得具备所

需要性状的植物新品种。有研究认为，以原植物

的高产器官为材料，利用遗传操作提高次生代谢

产物含量，不容易获得理想的结果，原因可能在

于高产器官中这些产物的含量已经饱和，改良的

潜力有限；而在原本不存在目的代谢产物的植

物中引入新的代谢途径，常常能够产生较好的结

果[64]。这是一个发展前景广阔、激动人心的研

究领域，其中一些成果已经商业化，申请了专

利[65-68]。近期已经进行遗传操作的药用植物在文

献中有较为详尽的列举[69]。随着基因组和代谢组

等组学技术的产生和发展，植物次生代谢研究获

得了前所未有的机会，人们对代谢过程了解更加

深入，利用系统生物学方法开展预见性代谢工程

将会成为未来的研究趋势[70]。 
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