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摘   要：白介素 6 (interleukin-6, IL-6) 是与包括癌症在内的多种疾病相关的一种多功能细胞因

子，免疫疗法利用抗人源 IL-6 抗体来治疗相关疾病取得了很好的治疗效果。植物作为生物反应

器可以有效降低药用蛋白的生产成本，同时积累功能蛋白。通过基因枪轰击和再生筛选，得到了

2 个在烟草质体中表达了鼠源抗人源 IL-6 单链抗体 (single chain variable fragment, scFv) 的独立

株系，并用 Southern blotting 鉴定了质体转化烟草的同质化状态。抗人源 IL-6 scFv 基因在质体转

基因烟草中成功转录和翻译，功能性抗人源 IL-6 scFv 在质体转基因烟草叶片中的含量占到总可

溶性蛋白的 1%，达到 41 mg/kg 鲜重。另外，质体转基因烟草的表型与野生型烟草相比并没有显

著差异，它们具有相似的生长速率、成熟植株的株高以及果荚数目。抗人源 IL-6 scFv 的高表达

量也表明了利用质体转基因植物低成本生产 scFv 的潜力。 

关键词：质体转基因技术；白介素 6；单链抗体；植物生物反应器；免疫疗法  
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High-level expression of anti-interleukin-6 single chain 
variable fragment through plastid transformation technology 
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Abstract: Interleukin-6 (IL-6) is a pleiotropic cytokine which participates in the pathogenesis of a 
variety of clinical disorders, including many kinds of cancers. Anti-IL-6 antibody was proved to be 
useful for the immunotherapy of various inflammatory diseases. Plants are low-cost platforms for 
producing specific proteins of therapeutic interest. Two dependent transplastomic tobacco lines 
expressing murine anti-IL-6 single chain variable fragment (scFv) were generated after bombardment 
and regeneration, homoplasmy was then verified by Southern blotting analysis. The anti-IL-6 scFv gene 
was successfully expressed at both transcriptional and translational levels in transplastomic tobacco 
plants. Functional anti-IL-6 scFv accumulated to 1% of total soluble proteins, namely 41 mg/kg fresh 
weight. There was no obvious phenotypic difference between the wild-type and the transplastomic 
tobacco plants, including the growth rate, the height of mature plants and the number of siliques. The 
high-level expression of anti-IL-6 scFv indicates the potential for cost-effective production of scFV 
using transplastomic plants. 

Keywords: plastid transformation technology; interleukin-6; single chain variable fragment; plant 
bioreactor; immunotherapy 

 
 
 

白介素 6 (interleukin 6, IL-6) 是一种多效

应细胞因子，由肿瘤细胞在内的多种细胞产生

并分泌，具有调节免疫反应以及细胞增殖和分

化等功能。研究表明，IL-6 的过量表达与外科

创伤、类风湿性关节炎、绝经后骨质疏松症、

慢性自身免疫性疾病和艾滋病等多种临床疾病

的致病[1-2]，以及多种肿瘤的发生相关[3]。为了

中和过多的 IL-6 来减弱人体的炎症反应，免疫

疗法利用抗人源 IL-6 抗体结合过量的 IL-6，进

而阻断炎症细胞内的异常通路反应，目前已经

证明该疗法对于类风湿性关节炎和神经质脊髓

炎等多种炎症的免疫治疗非常有效[4-5]，同时也

对骨髓瘤和非小细胞型肺癌也有抑制作用[6-7]。

单链抗体 (single chain variable fragment, scFv)

是通过短肽连接可变轻链和重链结构域，并保

持其完整的抗原结合特异性的最小功能结构单

位，具有分子量小、免疫原性低、半衰期短和

组织穿透力强等特点，在临床诊断、疾病治疗

和预防等方面具有应用前景 [8]。可见，抗人源

IL-6 scFv对于相关疾病的免疫性治疗极具潜力。 
动物细胞作为反应器生产药用蛋白时，由

于复杂的生产纯化流程以及冷冻和无菌运输保

存要求，药用蛋白生产成本非常昂贵。植物作

为生物反应器生产药用蛋白可以有效降低生产

成本，因此受到越来越多的关注。利用植物生

产生物药剂的成本是中国仓鼠卵巢细胞作为生

产系统生产生物药剂成本的千分之一[9]。同时，

植物生物反应器生产重组蛋白时，植物体内不
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会产生人源病原体或者毒素，大大提高了植物

生物反应器生产系统的安全性。植物生物反应

器生产药用蛋白非常成功的示例是在胡萝卜中

表达的葡萄糖脑苷脂酶 (ELELYSOTM)，这是第

一个由植物生产并被美国食品药品监督局所认

证、用于治疗高歇病的人类用药物[10]。 
目前，植物作为生物反应器可以通过细胞

核转基因技术和质体 (叶绿体) 转基因技术成

功实现。相比于外源基因随机插入核基因组的

传统核转基因技术而言，质体转基因技术通过

同源重组将外源基因定点整合到植物的质体基

因组上，不会出现由于随机插入而导致的基因

失活现象[11]。由于大部分植物质体基因组遗传

方式为母系遗传，外源基因通过花粉产生基因

漂移的概率极低[12]。最重要的是，以烟草为例，

每个烟草叶肉细胞含有高达 10 000 个质体基因

组拷贝，因此整合到质体基因组上的外源基因

具有极高的表达潜力。例如，在质体中表达噬

菌体裂解蛋白作为药用蛋白抗生素时，该蛋白

的积累水平达到总的可溶性蛋白的 70%[13]。而

且已有研究表明，在植物的质体中表达药用蛋白

可以正常折叠，并且形成二硫键，维持蛋白的功

能[14]。此外，由于质体转基因植物表达的外源蛋

白会聚集在质体中，因此通过分离质体可以大大

降低药用蛋白的分离纯化成本[15]，而且质体转基

因植物叶片进行冷冻、干燥或者高温处理后，质

体内的药用蛋白依旧非常稳定[16]，可以有效降低

药用蛋白的保存和运输成本。通过质体工程可以

成功生产用于治疗老年痴呆症、糖尿病、高血压、

血友病、视网膜病以及艾滋等多种疾病的药   
物[16-17]。因此，通过植物质体工程大量生产抗人

源 IL-6 scFv 具有较高的商业化生产前景。 
通过核转基因技术在烟草中表达鼠源抗人

源 IL-6 scFv 时，植物具有非常严重的表型，表

现为植株矮小并且早衰，叶片和根中的抗人源

IL-6 scFv 表达量很低且无法识别人源 IL-6，只

有通过根尖离体培养才能得到功能性抗人源

IL-6 scFv[18]。本研究通过质体转基因技术，将

鼠源抗人源 IL-6 scFv表达盒整合进入烟草质体

基因组中，并在质体转基因烟草中成功检测到

了抗人源 IL-6 scFv，该抗体的表达量达到叶片

总的可溶性蛋白的 1%，且能有效识别 IL-6。与

野生型烟草相比，质体转化植株的生长发育没

有明显差异。本研究为转基因植物生产抗人源

IL-6 scFv 的商业化运用提供了基础。 

1  材料与方法 
1.1  实验材料 
1.1.1  菌株和植物材料 

本实验构建质体转化质粒中所用菌种为大

肠杆菌 (Escherichia coli) DH5α，质体转化所用

烟草为 Nicotiana tabacum，品种为 Petit Havana。 
1.1.2  培养基 

LB 培养基：10 g/L 胰蛋白胨，5 g/L 酵母

提取物，10 g/L NaCl，121 ℃条件下高压灭菌

20 min用于培养转入质体转化质粒的阳性克隆。 
烟草再生培养基：Murashige & Skooge 

(MS) 培养基  (Duchefa Biochemie, M0245)，  

30 g/L 蔗糖，5.4 g/L 琼脂，1 mg/L 6-苄基氨基

腺嘌呤 (6-benzylaminopurine, 6-BA)，0.1 mg/L 

α-萘乙酸 (α-naphthalene acetic acid, NAA)。 

烟草生根培养基： MS 培养基 (Duchefa 

Biochemie，M0245)，30 g/L 蔗糖，5.4 g/L 琼

脂，0.1 mg/L NAA。 

1.2  实验方法 
1.2.1  质体转化载体的构建 

在 本 实 验 室 已 发 表 的 质 体 转 化 载 体

pYY12[19]的基础上构建表达鼠源抗人源 IL-6 
scFv 的质体转化载体。pYY12 含有一个绿色荧

光蛋白基因  (GFP) 表达盒和一个筛选标记基
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因 aadA (编码对壮观霉素和链霉素均具有抗性

的氨基糖苷-3′-腺苷酸转移酶) 表达盒。根据鼠

源抗人源 IL-6 scFv的氨基酸序列和质体翻译密

码子偏好性来进行密码子优化[18-20]，并在武汉

金开瑞生物工程有限公司合成鼠源抗人源 IL-6 
scFv 的基因。随后利用基因特异性上、下游引

物 IL-6_scFv-F 和 IL-6_scFv-R (表 1) 扩增抗人

源 IL-6 scFv 的基因序列 (765 bp)，在抗人源

IL-6 scFv 的 3′端引入 6 个 His 标签用于蛋白纯

化和检测，同时分别在基因两侧携带 15 bp 和

16 bp 的 pYY12 同源序列。将抗人源 IL-6 scFv
基因的 PCR 产物和经 Nco I/Xba I酶切去除 GFP
基因的 pYY12 骨架用 In-Fusion HD Cloning 试

剂盒 (TaKaRa) 处理后连接，并转入大肠杆菌

DH5α 感受态细胞中进一步筛选阳性克隆，得到

阳性克隆后通过测序验证插入序列的正确性。 
1.2.2  烟草质体转化 

用含有 5%有效氯的次氯酸钠处理野生型

烟草种子，并播种在含有 30 g/L 蔗糖的 MS 培

养基上。两周后烟草长出真叶再移到培养盒中

继续培养，直到烟草的高度达到 4–5 cm，收集

烟草叶片准备进行基因枪  (PDS 1 000/He 
system, Bio-Rad) 轰击。轰击时，基因枪采用

七孔的适配器，轰击压强为 7 584.5 kPa，轰击

距离为 9 cm。轰击后的叶片剪切成 5 cm 大小

的方片，放置在含有 500 mg/L壮观霉素的烟草

再生培养基上培养，直至抗性芽出现。 
得到的抗性芽后将叶片剪切下来，继续放

在含有 500 mg/L壮观霉素的烟草再生培养基上

进行下一轮筛选。抗性芽需要再经过 1–2 轮的

筛选，才能使所有质体基因组都含有目的基因

和筛选标记基因，也就是达到同质化状态[21]。

同质化的烟草种植在温室中收种。烟草的生长

条件为：25 ℃ 16 h 光照/22 ℃ 8 h 黑暗。 
1.2.3  烟草总 DNA 提取和 Southern blotting 

按照 CTAB 法从 6 周大的烟草幼苗叶片中

提取植物总 DNA[22]。利用 Southern blotting 检

测烟草的同质化状态，将 5 μg 野生型烟草和两

个独立的质体转基因株系烟草的总 DNA 用限

制性核酸酶 Bgl II 处理 16 h，随后用 0.8%的琼

脂糖凝胶将这 3个样品中不同大小的 DNA条带

分开。随后将琼脂糖凝胶中的 DNA 转移到尼

龙膜 (GE Healthcare) 上，用长度为 550 bp 特

异性结合烟草 psaB 基因的 DIG 标记探针 (表

1) 结合尼龙膜上的目的片段 [23]。探针的标记

和 Southern blotting 检测参照 DIG High Prime 
DNA Labeling and Detection Starter Kit I (Roche) 
试剂盒说明书完成。 
1.2.4  烟草总 RNA 提取和 Northern blotting 

根据 RNAiso plus (TaKaRa) 的使用说明书

步骤来提取烟草总 RNA。将 5 μg 野生型烟草

和两个独立的质体转基因株系烟草的总 RNA 
 
表 1  本研究所用的引物 
Table 1  Primers used in this study 
Primer name Primer sequences (5′→3′) Purposes 
IL-6_scFv-F GAAGGAGATATACCCATGCAAGTTCAATTAAAAGAATCT Cloning 
IL-6_scFv-R ATTTGATTCTAGATTAATGATGATGATGATGATGTTTAATTTCTAATTTAGT 
IL-6_probe-F ATGCAAGTTCAATTAAAAGAATCT Northern blotting 
IL-6_probe-R TTTAATTTCTAATTTAGT 
psaB_probe-F CCCAGAAAGAGGCTGGCCC Southern blotting 
psaB_probe-R CCCAAGGGGCGGGAACTGC 

The underlined nucleotides represent the homologous sequence used for cloning and the nucleotides in bold mark the His tag 
sequence. 
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在 80 ℃处理 5 min，打开 RNA的二级结构，随

后用 1%的甲醛变性胶分离不同大小的 RNA 条

带，并将甲醛变性胶的所有 RNA 转移到尼龙

膜上。用抗人源 IL-6 scFv 基因特异性的探针

(表 1) 来检测抗人源 IL-6 scFv 的信使 RNA 
(mRNA)。探针的标记和 Northern blotting 检测

参照 DIG Northern Starter Kit (Roche) 试剂盒

说明书完成。 
1.2.5  烟草总蛋白提取和 Western blotting 

6 周大的烟草幼苗叶片放入液氮中冷冻，

利用苯酚法提取叶片的总蛋白[24]。蛋白浓度是

通 过 Easy II Protein Quantitative 试 剂 盒

(TransGen Biotech) 来检测的，5 μg 野生型烟

草和两个独立的质体转基因株系烟草的总蛋白

通过 18%的 SDS-PAGE 分离不同大小的蛋白条

带，进而检测 scFv 的大小与表达量。带有 His
标签的 IL-1 抗原 (Sino Biological) 作为阳性对

照，IL-1 抗原的初始浓度为 0.1 mg/mL，加入

不同体积 IL-1 抗原原液得到 50–250 ng 的 IL-1
抗原浓度梯度来检测抗人源 IL-6 scFv的大小和

表达量。对于 Western blotting 分析，先通过电

转法将 SDS-PAGE 分离后的蛋白质转移到聚偏

二氟乙烯 (PVDF 膜，GE Healthcare) 上，然

后用 His 标签抗体 (ABclonal) 检测抗人源 IL-6 
scFv，进一步确认抗人源 IL-6 scFv 的大小和表

达量。 
1.2.6  抗人源 IL-6 scFv 活性检测 

将 0.1 mol/L Tris 缓冲液 (pH 7.6) 加入液

氮冷冻并研磨的 5 周大烟草叶片样品中，离心

后上清液为烟草的总蛋白。用浓度梯度为 0、
0.025、0.050、0.100、0.150 mg/mL 的牛血清蛋

白及其对应的吸光值绘制标准曲线，通过考马

斯亮蓝 G250 (Macklin) 法来测定提取的总活性

蛋白的浓度。随后通过人抗 IL-6 抗体 (IL-6 Ab)
酶联免疫分析试剂盒 (spbio) 分析质体转基因

株系中表达的鼠源抗人源 IL-6 scFv 的活性。 

2  结果与分析 
2.1  转抗人源 IL-6 scFv 质体转基因烟草

的获得 
2.1.1  转抗人源 IL-6 scFv 同质化植株的获取 

首先将表达抗人源 IL-6 scFv的质体转化载

体通过基因枪法转入烟草叶片，转化后的烟草

叶片放置在含有壮观霉素的再生培养基上进行

培养，出现抗性芽后，将抗性芽移到含有壮观

霉素的生根培养基上。选取质体转基因植物

Nt-pt-anti-IL-6-1和 Nt-pt-anti-IL-6-5两个独立的

阳性株系来进行其他鉴定。由于质体转基因技

术通过同源重组将表达抗人源 IL-6 scFv的表达

盒和 aadA 表达盒定点整合进入烟草的质体基

因组 trnG 和 trnfM 两个基因之间，我们可以利

用限制性片段长度多态性分析来鉴定质体转基

因植物的同质化程度，也即含有外源基因的质

体基因组与总质体基因组的比率。在外源基因

插入位点两侧各有一个 Bgl II 酶切位点，选用

的 探 针 可 以 特 异 性 地 结 合 该 片 段 ， 通 过

Southern blotting 杂交片段大小的差异可以确定

目的基因是否整合进入 trnG 和 trnfM 两个质体

基因之间。图 1A 标记了探针的位置以及杂交

条带的大小，图 1B 显示了 psaB 探针杂交实际

得到的目的条带大小。野生型烟草的总 DNA
杂交得到的条带大小在 3.5 kb 左右，而质体转

基因植株的总 DNA 杂交得到的条带明显比野

生型杂交得到的条带要大，在 6.3 kb 左右，与

我们预测的条带大小相符。而 Nt-pt-anti-IL-6-1
和 Nt-pt-anti-IL-6-5 两个孔道在野生型得到的杂

交带同一位置也有非常淡的条带，是由于质体基

因转移到核基因组而导致的信号带[25]。种子测试 
(图 1C) 进一步验证了质体转基因植物的同质化

程度，野生型种子只能在不含壮观霉素的 MS 培
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养基上呈绿色而在含壮观霉素的 MS 培养基上呈

白色，而Nt-pt-anti-IL-6-1和Nt-pt-anti-IL-6-5的种

子在含壮观霉素的培养基上仍然呈绿色且没有出

现分离比，说明这两个株系已经达到同质化。 
2.1.2  质体转基因烟草的表型 

与之前报道的核转基因植物呈现严重的早

衰表型不同[18]，表达抗人源 IL-6 scFv 的质体

转基因烟草植株没有出现明显的表型。我们首先

观察了在异养条件和自养条件下，质体转基因植

物和野生型植物的差异。实验发现异养条件下没

有明显差别，图 2A 显示了 Nt-pt-anti-IL-6-1 和

Nt-pt-anti-IL-6-5 两个质体转基因株系在组培盒

中的生长状态。自养条件下，质体转基因植物

和野生型植物的大小及发育时间均没有明显差

异，图 2B 和 2C 分别显示了 Nt-pt-anti-IL-6-1
和 Nt-pt-anti-IL-6-5 两个质体转基因株系在土中

生长时，12 周大的烟草植株和 16 周开花期的

烟草植株。同时，我们还统计了开花时期质体

转基因植物 Nt-pt-anti-IL-6-1 和野生型植株及

16 周大小质体转基因植物 Nt-pt-anti-IL-6-1 和

野生型植株得到的果荚数目，测量和统计以后

通过独立样本 t 检验分析两组数据的差异情况

发现，植物的株高和果荚数在这两组之间没有

显著差异 (P>0.05，图 2D–E)。 
 

 
 

图 1  质体中表达抗人源 IL-6 scFv 同质化植株的获取 
Figure 1  Generation of homoplastomic plants expressing murine anti-IL-6-scFv. (A) Physical maps of the 
transgene targeting region in the plastid genome of wild-type and transplastomic plants. (B) Homoplasmy 
analysis through Southern blotting. (C) Homoplasmy analysis through seeds test for wild-type and 
transplastomic plants. 
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2.2  质体转基因植物中抗人源 IL-6 scFv
转录和翻译水平的鉴定 

为 了 进 一 步 检 测 Nt-pt-anti-IL-6-1 和

Nt-pt-anti-IL-6-5 植物体内的目的基因是否成功

转录，我们通过 Northern blotting 检测了抗人

源 IL-6 scFv 基因的转录本，图 3A 显示通过抗

人源 IL-6 单链抗体基因特异性的探针可以得到

与我们目的大小相符的条带  (颜色最深的条

带)，在目的条带上方的两条带是由于质体基

因组转录时出现的通读现象导致的[26-27]，下方

是总 RNA 的上样对照。 
从 Northern blotting 的结果可以看出，抗人

源 IL-6 scFv 的 mRNA 积累量很高，随后通过

SDS-PAGE 检测了抗人源 IL-6 scFv 的蛋白积累

水平，并成功在 SDS-PAGE 上观察到与目的大

小相符的条带 (约 32 kDa)。将一系列浓度梯度

的含有 His 标签的 IL-1 蛋白作为对照时，可以

看到转基因植物 Nt-pt-anti-IL-6-1 和 Nt-pt-anti- 
 

 
 

图 2  质体转基因植物的表型分析 
Figure 2  Phenotypes of transplastomic plants. (A) Phenotypes of 6-week-old transplastomic plants 
cultivated under heterotrophic conditions on sucrose-containing MS medium. Phenotypes of transplastomic 
plants after 8 weeks of growth under autotrophic conditions in soil (B), and 12 weeks of growth in soil (C). 
(D) Height difference between wild-type tobacco and transplastomic lines in (C). (E) Number of siliques 
from 16-week-old wild-type tobacco and transplastomic plants. Data are x s±  of 5 plants (D, E). 
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IL-6-5 出现的 scFv 蛋白表达量为 1%左右 (图
3B)。由于从 SDS-PAGE 观察表达量时需要的

蛋白浓度较高，随后通过 Western blotting 确认

了抗人源 IL-6 scFv 表达量为植物总蛋白的 1% 
(图 3C)。 

2.3  质体转基因烟草中抗人源 IL-6 scFv
活性鉴定 

为了鉴定质体转基烟草 Nt-pt-anti-IL-6 中

抗人源 IL-6 scFv 的活性，用 Tris 缓冲液提取了

植物总蛋白，并测定了总蛋白的含量，根据人

抗 IL-6 抗体 (IL-6 Ab) 酶联免疫分析试剂盒的

检测范围，将样品稀释到 0.2×10−6 mg/mL，随

后检测植物中的抗 IL-6 scFv 能否与人源 IL-6
抗原特异性识别。选取野生型烟草和两个转基

因株系 Nt-pt-anti-IL-6-1 和 Nt-pt-anti-IL-6-5 各 3 个

重复，称取了样品重量并鉴定了对应的总蛋白

含量 (表 2)，通过 ANOVA 分析发现野生型烟

草和质体转基因烟草总蛋白含量并没有显著差

异。Western blotting 确定了质体转基因烟草中

抗人源 IL-6 scFv 表达量为植物总蛋白的 1%，因

此，抗人源 IL-6 scFv 表达量可以达到 41 mg/kg
鲜重 (表 2)。鉴定抗人源 IL-6 scFv 活性时，野 

 
 

图 3  质体转化烟草中抗人源 IL-6 scFv 转录和翻译水平检测 
Figure 3  Analysis of anti-IL-6 scFv expression in transplastomic plants at both transcriptional and 
translational levels. (A) Northern blotting analysis of anti-IL-6 scFv transcripts. (B) Quantification of 
anti-IL-6 scFv protein by SDS-PAGE. (C) Western blotting analysis of anti-IL-6 scFv protein accumulation. 
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表 2  可溶性总蛋白含量及抗人源 IL-6 scFv 的活性鉴定 
Table 2  Determination of total soluble proteins and anti-IL-6 scFv activities in 5-week-old tobacco leaf 
extracts 
Item Nt-wt Nt-pt-anti-IL-6-1 Nt-pt-anti-IL-6-5 

1 2 3 1 2 3 1 2 3 
Weight (g) 0.06 0.06 0.07 0.07 0.09 0.06 0.12 0.09 0.10 
Volume (mL) 0.40 0.40 0.40 0.40 0.40 0.40 0.40 0.40 0.40 
Protein concentration (g/L) 0.47 0.63 0.91 0.44 0.93 0.36 0.60 0.90 0.65 
Total protein (TP, mg) 0.19 0.25 0.36 0.18 0.37 0.14 0.24 0.36 0.26 
TP/weight (g/kg) 3.15 4.46 5.35 2.44 4.13 2.51 2.02 4.09 2.75 
anti-IL-6 scFv (mg/kg) / / / 24.36 41.28 25.07 20.16 40.87 27.53 
Absorbance 450 nm 0.44 0.49 0.39 0.68 1.30 0.61 0.81 1.20 0.91 
Adjusted absorbance / / / 0.25 0.86 0.18 0.37 0.76 0.47 
Active anti-IL-6 scFv 
concentration (ng/L) 

/ / / 2.03 9.36 1.19 3.49 8.20 4.74 

Active anti-IL-6 scFv initial 
concentration (mg/L) 

/ / / 10.13 46.81 5.95 17.46 40.98 23.69 

 
生型植物总蛋白也会发生非特异性结合，将质

体转基因植物总蛋白对应的吸光值减去野生型

植物总蛋白对应的吸光值，再根据标准品计算

出质体转基因叶片中对应的活性抗 IL-6 scFv的

含量  (表 2)。检测总蛋白含量和测定抗 IL-6 
scFv 活性绘制的标准曲线 R2 均大于 0.99。 

3  总结 
植物作为生物反应器的优势在于生产的蛋

白药物既可以保持蛋白活性，也可以大大降低

生产成本，是生产蛋白药物的理想反应器[28-29]。

在植物内存在与哺乳动物细胞类似的转录后修

饰，因此在植物细胞内生产的抗体与哺乳动物

细胞产生的抗体没有明显差异 [8,30-31]。随着安

全低价的药用蛋白的需求量越来越高，转基因

植物或者植物细胞培养手段被广泛应用于生产

哺乳动物重组蛋白，烟草是生产单链抗体最常

用的转基因模式植物，例如在烟草中表达 HIV
中和抗体 2G12B[32-33]，烟草细胞悬浮液表达白

介素 10[34]，核转基因和质体转基因烟草中表达

乙肝表面抗原[35]等。转基因植物还可以在果实

以及种子中积累重组药物蛋白，进而延长其储

存时间方便运输。 
为了在植物中表达高水平的医用重组蛋

白，我们尝试在烟草质体中表达了抗人源 IL-6 
scFv。抗人源 IL-6 scFv 基因由烟草的 16S rRNA
基因的启动子 (NtPrrn) 驱动，且 NtPrrn 融合

了噬菌体 T7 的 g10 基因的 5ʹ-非编码区序列来

调控外源基因的表达[19]；筛选标记基因 aadA
的表达则由莱茵衣藻的 psaB 基因 (编码光系统

I 的 B 亚基[36]，CrPpsaB) 的启动子来负责完成 
(图 1A)。通过 Southern blotting 检测，我们得到

了同质化的质体转化烟草 (图 1B)，也证明了目

的基因和 aadA 基因表达盒成功地定点整合到

质体基因组中；同时，转基因烟草在壮观霉素

培养基上的生长情况说明了质体特异性启动子

CrPpsaB 有效地驱动了基因 aadA 的表达 (图
1C)。随后，通过 Northern blotting 和 SDS-PAGE
检测了质体转基因烟草中抗人源 IL-6 scFv基因

在转录和翻译水平上的表达量 (图 3)。该结果

与之前所报道的核转基因技术生产抗人源 IL-6 
scFv 相比[18]，抗人源 IL-6 scFv 的蛋白积累水 
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平大大提高。从质体转基因植物生物量占比最

大的叶片中直接提取抗人源 IL-6 scFv，抗体含

量达到总可溶蛋白的 1% (图 3B−C)，并且高达

41 mg/kg 鲜重。由于植物细胞核转化的特点是

外源基因随机插入，所以外源基因插入位置不

同时，表达水平也不同。表达抗人源 IL-6 scFv
的核转基因植物叶片和根内的抗人源 IL-6 scFv
的表达水平非常低，且无法识别 IL-6，只有对

核转化烟草的根尖进行离体培养才能得到有功

能性的的抗人源 IL-6 scFv，且含量也不高，仅

占可溶性总蛋白的 0.16%–0.18%[18]，生产时所

需要的生产时间和纯化成本更高。与核转基因

植物出现早衰和矮小的表型不同，表达抗人源

IL-6 scFv 质体转基因烟草没有出现生长异常表

型，其生长和发育以及植物的育性没有受到显

著影响 (图 2)。因此，质体转基因技术更适合

于生产抗人源 IL-6 scFv，可以有效节省生产时

间和纯化成本。 
通过质体转基因技术生产药用蛋白时，蛋

白的积累水平受到多种因素的影响，通过改变

蛋白翻译的调控元件或者增强蛋白在质体中 

的稳定性，可以进一步提高药用蛋白的表达水

平[37]。因此，利用质体转基因植物生产抗人源

IL-6 scFv 仍有进一步提高产量的可能性。在今

后的研究中，我们还需要在哺乳动物细胞水平

以及个体水平进一步检测该 scFv 的生物活性和

安全性。在此基础上，我们可以进一步开发口

服药用蛋白。目前，生菜[38-39]、番茄[40-41]、马

铃薯[42-43]和大豆[44]等均已成功实现质体转化，

通过在这些人类可直接食用的植物中表达药用

蛋白可以进一步降低生产成本。 
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