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摘  要: 非天然氨基酸正交翻译技术利用外源的非天然氨基酸氨酰 tRNA 合成酶 (aaRS) 基因和对应的 tRNA 基

因构建非天然氨基酸正交翻译系统 (Orthogonal translation system)。该正交翻译系统能利用终止密码子在蛋白翻

译过程中将非天然氨基酸定点插入目标多肽链中。该技术不但是一种新的蛋白质生化研究工具，在新型基因工程

病毒疫苗研究中更具有划时代的意义。利用人为构建的具有非天然氨基酸正交翻译系统的转基因细胞，通过在病

毒复制的关键基因中引入提前终止密码子构建的突变病毒，在添加非天然氨基酸的情况下该基因仍能完整表达从

而完成病毒的复制和传代，但该突变病毒在正常细胞 (无非天然氨基酸正交翻译系统的宿主细胞) 中因复制关键

基因不能完整表达而无法复制传代，因而是一种复制缺陷型病毒。这种复制缺陷型病毒用作疫苗时兼具了减毒活

疫苗免疫效果良好与灭活疫苗安全性高的优点，是一种较为理想的活病毒疫苗。文中简要综述了非天然氨基酸正

交翻译技术在新型复制缺陷活病毒疫苗研究中的应用及其前景。 
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through stop codon by means of foreign orthogonal translation system composed of aminoacyl-tRNA synthetase and 

orthogonal tRNA genes. This new genetic engineering technology is not only a new tool for biochemical researches of 

proteins, but also an epoch-making technology for the development of new-type live viral vaccines. The mutated virus 

containing premature termination codon in genes necessary for replication can be propagated in transgenic cells harboring 

unnatural amino acid orthogonal translation machinery in media with corresponding unnatural amino acid, but it cannot 

replicate in conventional host cells. This replication-deficient virus is a new-type of live viral vaccine that possesses 

advantages of high efficacy of traditional attenuated vaccine and high safety of killed vaccine. This article reviews the 

application and prospect of unnatural amino acid orthogonal translation machinery in the development of novel 

replication-deficient virus vaccines. 

Keywords:  orthogonal translation machinery, genetic engineering, unnatural amino acid, replication-deficient virus, vaccine 

 

第 21 和 22 种蛋白氨基酸，即硒代半胱氨酸 

(Sec) 和吡咯赖氨酸 (Pyl)，对于绝大多数生物细

胞来说仍属于非天然氨基酸  (Unnatural amino 

acids，UAAs)[1]。本世纪初科学家发现产甲烷古

菌中 Pyl 是由琥珀密码子 UAG 编码并在蛋白翻译

过程中插入氨基酸序列中[2-4]。Pyl 插入蛋白质依

靠吡咯赖氨酸氨酰 tRNA 合成酶 (PylRS) 和吡咯

赖氨酸氨酰 tRNA (tRNAPyl) 正交对，二者分别由

PylS 和 PylT 基因编码。图 1 所示即为产甲烷古菌

利用琥珀密码子在蛋白质翻译过程中将 Pyl 掺入

多肽链的过程[5]。该发现使得人们得以利用基因

工程技术在普通生物细胞中将一种甚至多种非天

然氨基酸定点插入蛋白质中，这一基因工程技术

被称为非天然氨基酸正交翻译技术[6-12]。 

非天然氨基酸正交翻译技术利用终止密码子

在蛋白翻译过程中将非天然氨基酸插入到蛋白质

的氨基酸序列中，实际上扩展了氨基酸密码子的

数量，因此非天然氨基酸正交翻译技术也被称为

遗传密码子扩展技术[4,13]。由于利用密码子 UGA

定点插入硒代半胱氨酸  (Sec) 除了需要特定的

氨酰 tRNA 合成酶和 tRNA 正交对外，还需要

mRNA 上的顺式作用元件 SECIS 及特殊的延伸因

子 SelB[1]，而利用 UAG 密码子定点插入 Pyl 则只

需要 PylS 和 PylT 基因表达产物即可实现[14]，所

以非天然氨基酸正交翻译技术研究大都使用

PylRS/tRNAPyl 正交对将吡咯赖氨酸或其衍生物

插入多肽链。但非天然氨基酸正交翻译技术也可

以通过对某一常规蛋白氨基酸的氨酰 tRNA 合成

酶和对应的 tRNA基因进行定向进化突变而实现，

有研究报道利用人为突变的大肠杆菌 TyrRS 和

tyrosyl tRNACUA 正交对，在酵母细胞中利用 UAG

密码子将非天然氨基酸 p-acetyl-L-phenylalanine 

(p-乙酰基-L-苯丙氨酸) 插入到蛋白质中[15]。 

绝大多数蛋白质是由 20 种天然蛋白氨基酸

构成的，因此我们对蛋白质结构和功能的研究当

然会受到这 20 种氨基酸的限制。而利用非天然氨

基酸正交翻译技术在原核生物或真核生物蛋白质

中定点引入非天然氨基酸无疑为蛋白质的生物化

学研究和蛋白质操纵提供了全新的技术手段。非

天然氨基酸正交翻译技术最直接的应用就是利用 

 

 
 
图 1  Pyl 在蛋白翻译过程中定点插入多肽链的机制 

Fig. 1  Mechanism of Pyl insertion into polypeptide 
chain during protein translation. 
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具有特定生物正交反应性质的非天然氨基酸在活

细胞中对蛋白质进行标记，这对目标蛋白功能研

究具有巨大的工具意义[16]。如有研究者将合成含

有脂肪族叠氮化合物和/或烷基化合物的吡咯赖氨

酸类似物定点插入蛋白质后通过“点击”化学修饰

高效地进行蛋白标记[17]。将显色基团与插入目标

蛋白的 UAAs 耦合后可用于蛋白质结构和动力学

的光谱分析[18]。荧光基团与蛋白质上的 UAAs 偶

联使探针与目标之间的距离最小化，为超分辨率显

微镜的观察提供便利[19]。也有研究将光亲和性非

天然氨基酸插入目标蛋白作为质谱识别标签，显著

提高了对蛋白质相互作用的识别灵敏度[20]。赖氨

酸乙酰化是一种蛋白质的翻译后修饰，它和蛋白质

磷酸化一样对真核细胞具有重要的调控意义。有研

究利用非天然氨基酸正交翻译技术通过大肠杆菌

制备了插入 Ne-乙酰基赖氨酰酸的重组蛋白，为蛋

白质乙酰化的细胞功能研究提供了新的手段[21]。 

除了在蛋白质基础研究中具有多种应用外，

非天然氨基酸正交翻译技术在应用性研究中也展

露出巨大的潜力。有研究利用非天然氨基酸正交

翻译技术引入 UAAs 以开发新型蛋白药物 (如抗

体和激素)，或将插入了非天然氨基酸的抗体通过

非天然氨基酸与细胞毒性药物偶联物以靶向癌细

胞[22-23]。此外，通过非天然氨基酸正交翻译技术

在酶中引入 UAAs 提高酶活或控制酶活在工业领

域和医药领域均具有应用开发潜力[24]。下文将简

要综述非天然氨基酸正交翻译技术在新型基因工

程活病毒疫苗研究中的应用和前景。 

1  传统疫苗和现有基因工程疫苗的优缺点 

疫苗的发展是 1796 年英国医生 Edward 

Jenner 通过实验证明了牛痘能够预防天花开始 

的[25]，此后疫苗成为了预防 (甚至治疗) 很多感

染性疾病，特别是病毒病最有力的手段。到目前

为止，学界根据疫苗所含免疫原成分不同将疫苗

划分 3 代：全病原体制备的疫苗为第一代疫苗，

包括灭活苗和弱毒 (活) 疫苗；利用基因工程技

术重组表达抗原制备的疫苗为第二代疫苗；核酸 

(主要为 DNA) 制备的疫苗为第三代疫苗[26]。第

一代疫苗为具有悠久应用历史的传统疫苗，而第

二代疫苗是 20 世纪 80 年代后才出现的新型基因

工程亚单位疫苗，迄今已有一些此类疫苗应用于

临床。第二代疫苗尽管安全性高、易于低成本大

规模制备，但其免疫效果其实不如第一代疫苗，

其主要原因是第二代疫苗只含有目标病原体的部

分抗原，因此与第一代全病原体疫苗相比总是存

在免疫原性的损失。第三代疫苗 (核酸疫苗) 因

免疫效果不理想，目前基本还处于研究阶段或临

床前研究阶段。 

在至今仍为主流的第一代疫苗中，灭活疫苗

是通过物理因素或者化学方法处理病毒后使病原

丧失感染性和复制能力而变得无毒，其安全性得

到有效的保证。但是灭活疫苗在灭活过程中会造

成抗原变性因而带来免疫原性损失，且通过抗原

递呈细胞 (Antigen presenting cell，APC) 内源性

加工处理实现细胞毒性 T 淋巴细胞 (Cytotoxic T 

lymphocyte，CTL) 的活化、增殖的效率较低，因

此尽管体液免疫效果尚可而细胞免疫效果较差，

常需要刺激性较大的免疫佐剂和多次免疫才能达

到较好的免疫效果。 

减毒活疫苗是经过长期体外培养及减毒处理

制备的活病原体疫苗，与野毒株相比其免疫原性

几乎没有发生改变，作为疫苗进入动物体内后其

能主动感染宿主的 APC 细胞从而高效呈递抗原，

因此细胞免疫和体液免疫效果均良好。但是，减毒

活疫苗可以在动物体内复制传代 (只是复制能力

没有野毒株强)，从而发生变异和进化，存在毒力

返强的风险[27-29]，因此安全性较低是传统减毒活疫

苗最大的短板。那么有没有可能研发出兼具减毒活

疫苗高效性与灭活疫苗高安全性的疫苗呢？基因

工程技术的持续发展不断地为疫苗研发提供新的

技术手段，上述非天然氨基酸正交翻译技术在新型
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活病毒疫苗研究方面则展示出了巨大的潜力。 

2  利用非天然氨基酸正交翻译技术制备复

制缺陷型病毒的原理 

病毒是严格的细胞内寄生生物，其基因组较

小且各基因功能清楚。因此，通过反向遗传学技

术在病毒复制必需的关键基因 (病毒基因组复制

酶基因或病毒粒子包装蛋白基因) 中引入提前终

止密码子 (Premature stop codon，PTC)，利用人

为构建并含有非天然氨基酸正交翻译机制的转基

因细胞，通过添加对应的 UAA 即可制备 PTC 突

变病毒。Liu 等[30]从合成生物学的角度将这一技

术原理称为“条件性敲除” (Conditional knockout)。

其实，其技术本质也可以理解为对目标病毒的遗

传性灭活 (Genetic inactivation)。 

由于 PTC 突变病毒只是用 UAA 替换了极少

的氨基酸 (一至数个)，即使 PTC 突变位于病毒的

主要抗原基因中 (如病毒的 Cap 蛋白)，对其免疫

原性影响也是微乎其微的，因此 PTC 突变病毒几

乎具有与野生型病毒相同的感染性和免疫原性，

从激发宿主免疫反应的角度来说是一种优良的活

病毒疫苗，完全可以与传统的减毒活疫苗相比。

另一方面，由于正常宿主细胞 (包括动物活体细

胞) 不具备非天然氨基酸正交翻译机制，也不含

有非天然氨基酸，所以 PTC 突变病毒感染正常宿

主细胞后不能产生子代病毒，因此是一种复制缺

陷型病毒。在正常宿主细胞不能复制传代则意味着

PTC 突变病毒作为疫苗应用时在动物体内发生变

异和进化的概率极低，也就是说发生毒力返强的概

率极低。因此，相对于安全性较低的传统减毒活疫

苗来说，通过非天然氨基酸正交翻译技术制备的

PTC 突变病毒可以称为安全的活病毒疫苗。 

3  非天然氨基酸正交翻译技术用于新型活

病毒疫苗研究进展 

2013 年 Lin 等利用 PylRS/tRNAPyl 正交对在

哺乳动物细胞中将 5 种非天然氨基酸 (均为 Pyl

类似物) 定点插入 HBV 的 L 蛋白中，制备出含有

UAA 的活 HDV 病毒颗粒，并证实了可以通过点

击化学方法并引入 UAA 对这些 HDV 病毒进行有

效标记[31]。尽管该研究并非旨在疫苗研究，但其

首次从技术上证实了非天然氨基酸正交翻译技术

可以用于制备复制缺陷型 PTC 病毒。 

2014 年 Jiantao Guo 团队首次以新型活病毒

疫苗研究为目的，利用非天然氨基酸正交翻译技

术制备了在正常宿主细胞内不能复制传代的

HIV-1 病毒 (图 2)[32]。该研究利用源自大肠杆菌

的 AzFRS/tRNATyr 正交对和琥珀密码子 TAG，将

非天然氨基酸 4-azidophenylalanine (AzF，络氨酸

类似物) 引入 HIV-1 GAG 基因、POL 基因和 HIV

蛋白酶基因的不同位置制备了 PTC 病毒，并比较

各种 PTC 病毒在含有 AzFRS/tRNATyr 正交对的转

基因 293T 细胞中的滴度以及收获的子代病毒对

不含 AzFRS/tRNATyr 正交对的 TZM-bl 细胞的感

染性。结果发现在 HIV 蛋白酶基因的 Tyr59 位置

引入 TAG 的 PTC 的病毒能够在含 AzFRS/tRNATyr

正交对的转基因 293T 细胞中复制并产生感染性

PTC 病毒颗粒。尽管该研究未进一步验证制备的

PTC 突变 HIV-1 病毒作为活疫苗的免疫效力和安

全性，但是首次揭示和证实了利用非天然氨基酸

正交翻译技术制备复制缺陷型活病毒疫苗的研究

策略及其可行性。后来该团队在此基础上进一步

将引入非天然氨基酸的琥珀密码子 TAG 扩展为四

联码 TAGA 并制备出复制缺陷型 HIV-1 病毒[33]。

这一改进的优点很明显，因为用四联码 TAGA 作

为 PTC 与三联码 TAG 相比在病毒传代过程中发生

回复突变 (即 PTC 突变回有义密码子) 的概率低得

多。该团队在另一项研究中直接将 AzFRS/tRNATyr

正交对插入 HIV-1 病毒基因组中构建自带非天然

氨基酸正交翻译系统的 PTC 病毒[34]，这一技术路

线有两大优势，一是不再需要专门构建用以制备

PTC 病毒的转基因细胞；二是可以利用非天然氨

基酸对感染细胞的 PTC 病毒的复制水平进行调
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控，断绝非天然氨基酸的供应即可“关闭”PTC 病

毒的复制。但该研究只是在培养的细胞中证实了

可以通过非天然氨基酸对感染细胞内的 PTC 病毒

的复制水平进行调控，尚未验证这一精致的病毒

复制调控机制能否在活体动物上实现。 

北京大学周德敏课题组在一项研究中构建了

几十个在不同基因的不同位置含有提前终止密码

子的 PTC 流感病毒的感染性克隆，然后利用含有

MbpylRS/tRNACUA 正交对的转基因 293T 细胞并通

过添加非天然氨基酸 Ne-2-azidoethyloxycarbonyl- 

L-lysine (NAEK) 制备了复制缺陷型流感病毒 

(图 3)[35]。研究结果显示构建的绝大部分 PTC 流 

 

 
 
图 2  利用非天然氨基酸正交翻译技术制备复制缺陷型 HIV-1 病毒的原理 

Fig. 2  Mechanism of replication-deficient HIV-1 virus preparation via orthogonal translation of unnatural amino acids. 
 

 
 
图 3  利用非天然氨基酸正交翻译技术制备复制缺陷型流感病毒的原理 
Fig. 3  Mechanism of replication-deficient influenza virus preparation via orthogonal translation of unnatural amino acids. 
 
 



 
ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  生物工程学报  Chin J Biotech 

 
 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

896 

 

感病毒都只能在添加 NAEK 的转基因细胞中复

制，在非转基因细胞或不添加 NAEK 的转基因细

胞中均不能复制，证实了制备的复制缺陷型流感

病毒对正常细胞的安全性。该研究进一步对一株

含有 4 个提前终止密码子 (PA-R266、PB2-K33、

PB1-R52、 NP-D101) 的复制缺陷型流感病毒

PTC-4A 作为候选疫苗株进行了深入的研究，同株

野生型病毒对小鼠的 LD50 为 8×103 PFU，而小鼠

攻毒试验证实用 109 PFU 的 PTC-4A 进行攻毒后

10 只小鼠无一发病或死亡。在 105 PFU 攻毒剂量

下，PTC-4A 株与 CIAV 株 (商品化的冷适应弱毒

疫苗株) 相比无论是体重情况和第 3 天组织带毒

量均明显优于 CIAV 株，证实了 PTC-4A 株的安

全性优于常规的弱毒疫苗株。在免疫效力方面，

小鼠免疫实验证实 PTC-4A 株与 CIAV 株相比在

HI 抗体滴度、NT 抗体滴度、IgA 抗体滴度和特

异性 CD8+ T 细胞反应各方面均无显著差异，但显

著优于灭活疫苗。小鼠免疫保护实验证实在两次

免疫和 50 倍 LD50攻毒情况下，PTC-4A 株与 CIAV

株免疫小鼠存活率均为 100%，而灭活疫苗免疫小

鼠的存活率只有 70%。 

该研究以流感病毒为目标，完整展现了利用非

天然氨基酸正交翻译技术研发复制缺陷活病毒疫

苗的策略，而且对这种缺陷型流感病毒作为候选疫

苗的安全性方面进行了全面的验证，并用免疫保护

实验证实了这种缺陷型流感病毒作为候选疫苗的

效果优于已经商品化的传统减毒活疫苗。该研究论

文于 2016 年底在 Science 上发表，至此非天然氨

基酸正交翻译技术被视为革命性的新型基因工程

活病毒疫苗研发技术。 

4  展望 

利用非天然氨基酸正交翻译技术制备的复制

缺陷病毒作为疫苗在理论上具有与传统减毒活疫

苗相当的免疫效果，而且其不能在动物体内复制

传代，因此不能在动物体内发生变异和进化，所

以其安全性远高于能在动物体内传代的传统减毒

活疫苗。根据所选 PTC 突变基因的不同，可以将

利用非天然氨基酸正交翻译技术制备的复制缺陷

病毒分为两类：基因组复制缺陷型 PTC 病毒和包

装缺陷型 PTC 病毒，二者的安全性会有所不同。

基因组复制缺陷型 PTC 病毒构建时选择病毒基因

组复制必需基因 (如核酸复制酶基因) 引入 PTC

突变，因此制备的 PTC 病毒作为疫苗感染动物细

胞后其基因组不能在细胞内复制，所以发生终止

密码子回复突变 (遗传逃逸) 的可能性为零。而

包装缺陷型 PTC 病毒构建时选择病毒包装必需的

基因 (通常是病毒的衣壳蛋白) 引入 PTC 突变，

制备的 PTC 病毒作为疫苗感染动物细胞后其基因

组能完成复制  (但是不能包装形成子代病毒颗

粒)，而在其基因组复制过程中就可能发生回复突

变，因此其安全性应低于基因组复制缺陷型 PTC

病毒，但其安全性还是远高于传统减毒活疫苗。

当然，如果构建在病毒基因组复制必需基因和病

毒包装必需基因中均含有 PTC 突变的复制缺陷病

毒，则其发生遗传逃逸的几率将更低。周德敏课

题组的研究证实只含一个提前终止突变的病毒传

20 代后遗传逃逸率最高约为 10–8，而含 2 个或更

多 PTC 突变的病毒传 20 代后遗传逃逸率最高约

为 10–11[35]。这些遗传逃逸率是在转基因细胞中和

添加 UAA 情况下传代后测定的，而在免疫实验

中从免疫后 3 d 小鼠的呼吸道组织中未检测到有

任何回复突变的病毒，充分证实了利用非天然氨

基酸正交翻译技术制备的复制缺陷病毒作为疫苗

的安全性。 

此外，利用非天然氨基酸正交翻译技术制备

的复制缺陷病毒还具有极高的生物安全性，因为

其作为疫苗应用时释放到生物环境中的基因是含

有 PTC 突变的基因，含有 PTC 突变的基因是无

毒的基因 (因为含 PTC 突变的基因在正常宿主细

胞无法表达)，它如果与生物环境中的同源基因发

生重组也只能形成还有 PTC 突变的无毒基因。相
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反，通过改变氨基酸序列构建的基因工程弱毒疫

苗，其应用于生产实践时释放到生物环境中的基

因同生物环境中的同源基因发生重组则可能产生

毒力恢复或毒力更强的毒株。 

利用非天然氨基酸正交翻译技术制备的复制

缺陷病毒除了可用作预防性疫苗之外还具有作为

治疗性疫苗的潜力。其机理是带有提前终止突变

的 PTC 病毒可能与野生型病毒发生基因重组或重

排 (分节段基因组病毒) 从而降低已感染野生型

病毒的复制效率，周德敏课题组的研究证实 PTC

流感病毒与野生型病毒共感染正常宿主细胞时能

明显降低野生型病毒的复制效率[35]。 

理论上说，任何一种病毒只要能构建其反向

遗传系统就可以应用非天然氨基酸正交翻译技术

研究和开发该病毒的复制缺陷型活病毒疫苗。但

是该技术用于复制缺陷型活病毒疫苗研究也存在

两大难点：一是由于其涉及的基因工程技术机制

过于精致、复杂，技术门槛较高；二是由于引入

的 PTC 突变在非天然氨基酸正交翻译过程中将与

细胞内的延伸因子 eRF1 发生竞争[36]，导致插入

非天然氨基酸的效率不高，降低突变病毒在转基

因细胞中的复制效率 (即复制缺陷活病毒疫苗的

生产效率)。尽管如此，非天然氨基酸正交翻译技

术依然是一种创新的、潜力巨大的新型基因工程

活病毒疫苗技术，可以预见会有更多利用非天然

氨基酸正交翻译技术研究复制缺陷型活病毒疫苗

见诸报道。如能解决上述复制缺陷活病毒疫苗生

产效率的限制性难题，则基于非天然氨基酸正交

翻译技术的复制缺陷型活病毒疫苗就可以走向实

用化。 
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