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摘  要：重组蛋白广泛用于医疗、养殖、食品等领域．利用单细胞绿藻——莱茵衣藻为绿色细胞工厂生产重组蛋白的

研究在很长时间以来便引起了广泛的关注．相对于传统细胞工厂，这种光合真核微生物在生产高附加值蛋白方面具有

众多潜在优势，包括具备准确折叠和组装复杂蛋白的能力、规模化培养时间短、生物安全性高和生产成本低廉等．目

前，利用莱茵衣藻叶绿体基因组和核基因组已成功表达了多种重组蛋白，如蛋白亚基疫苗、单链抗体、蛋白细胞因

子、蛋白(肽)类激素和工业养殖业用酶等，初步证实了莱茵衣藻作为绿色细胞工厂方面的实用性．本文阐释了莱茵衣

藻作为绿色细胞工厂生产高附加值重组蛋白的优势和目前已取得成就的典型案例，并对今后需要克服的困难进行了

讨论． 
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Recent Progress in Developing Chlamydomonas reinhardtii as a Green  

Cell Factory for Producing High-value Recombinant Proteins 
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(1．Key Laboratory of Food Nutrition and Safety，Ministry of Education，College of Food Science and Biotechnology， 
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Abstract：Recombinant proteins are widely used in fields like medical treatment，cultivation and food industry．The unicel-

lular green algae C．reinhardtii has since long time ago attracted great attention for its use as a green cell factory to produce 

recombinant proteins．Compared with traditional cell factories，this photosynthetic eukaryotic microbe has many advantages

in the production of high-value recombinant proteins，due to its abilities of accurately folding and assemblying complex pro-

teins，short incubation time，high bio-safety level，low production costs and so on．At present，C．reinhardtii chloroplast 

genome and nuclear genome have been successfully used to express a variety of recombinant proteins，such as subunit pro-

tein vaccines，single chain antibodies，cytokines，hormones and cultivated enzymes for industrial use，etc．These achieve-

ments have greatly verified the usefulness of C．reinhardtii as a green cell factory．In this article，the potentials of

C．reinhardtii as a green cell factory to produce high-value recombinant proteins are summarized，successful cases for its 

usefulness as a green cell factory are presented and the shortcomings as an efficient green cell factory is discussed. 

Key words：Chlamydomonas reinhardtii；green cell factory；recombinant protein 
 

莱茵衣藻(Chlamydomonas reinhardtii)隶属于绿

藻 门 (Chlorophyta) 团 藻 目 (Volvocales) 衣 藻 属

(Chlamydomonas)，是单细胞单核光合藻类，细胞呈

椭圆形或圆形，直径为 7～10,µm．在其染色体中，存
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在两种配对型，即正配子和负配子，由 mt＋和 mt-基

因位点控制性状[1-2]．除可进行有性繁殖外，莱茵衣

藻还可进行无性繁殖，从而使得其发酵培养过程与酵

母等微生物一样简单．由于兼具生态系统中的生产

者和消费者双重身份，莱茵衣藻在光照并以 CO2 为

唯一碳源时进行光合自养；光照且碳源种类多样时进

行光合自养和异养兼性生长；在黑暗状态且碳源是醋

酸及其盐类时，生长方式则完全转变为异养． 

1 莱茵衣藻作为绿色细胞工厂的优势 

重组蛋白即应用基因重组技术，构建表达载体转

入宿主细胞，从而表达的特定重组蛋白分子．相对于

其他传统细胞工厂而言，莱茵衣藻具有许多潜在的优

势．第一，莱茵衣藻能够进行光合作用，其细胞分裂

周期仅为 8～12,h[3]，因此莱茵衣藻素有“光合酵

母”之称，其发酵培养经济成本较之于其他细胞工厂

如动物培养细胞、酵母和细菌低廉．第二，近年来发

现莱茵衣藻具有外泌蛋白的能力[4-5]，使得其作为绿

色细胞工厂得到了更大的开发前景，由于其可大大降

低重组蛋白的后续分离纯化，经济效益越发明显[3]． 

第三，莱茵衣藻属于安全级(generally recognized as 

safe，GRAS)微生物，且培养过程中不存在类似于植

物细胞工厂的基因漂流现象，相对于植物细胞工厂而

言生物安全性能良好[6]，且莱茵衣藻发酵培养不需占

用耕地，这又是较之于植物细胞工厂的一项优点．第

四，莱茵衣藻全基因组早在 2007 年就已开始逐渐被

破 译 [7] ，相 对 于 其 他 单 细 胞 藻 类 ，其 遗 传 背 景 清

晰．除此之外，自 1950 年以来莱茵衣藻就被作为系

统研究光合作用、鞭毛运动、叶绿体起源等生命过程

的模式生物，因此其遗传操作工具较其他单细胞藻类

开发更早更为成熟．目前，莱茵衣藻核、叶绿体和线

粒体基因组遗传操作工具均已建立[8]．第五，莱茵衣

藻核基因组和叶绿体基因组转化方法的成功开发使

得人们在相对较短的时间内(1 周之内)就能完成从初

代转化株的筛选到目的重组蛋白的表达检测[9]，因

此，得到稳定生产株并不费时费力．第六，莱茵衣藻

核表达的重组蛋白能够进行翻译后加工和修饰如糖

基化等，这就使得莱茵衣藻核表达的重组蛋白具有较

高的生物活性．第七，目前莱茵衣藻规模化培养能力

已能扩大到 50 万升的规模[10]．工业化生产技术已经

不足以成为制约莱茵衣藻作为绿色细胞工厂的瓶颈． 

这些众多的潜在优势使得莱茵衣藻成为有别于

其他微生物、植物和动物细胞等细胞工厂而进行重组

蛋白表达的理想场所．随着基因工程技术的持续发

展，人们利用莱茵衣藻作为绿色细胞工厂在可控条件

下通过发酵方式生产重组蛋白疫苗、单克隆抗体、蛋

白药物和工业蛋白(酶)的愿望已逐步得以实现． 

2 莱茵衣藻遗传表达体系 

在过去 20 余年中，人们已实现了对莱茵衣藻的

外源基因转化[11-13]并初步实现了对其全基因组实施

定点编辑技术的起始开发[14]．莱茵衣藻遗传转化常

用的方法有基因枪法[11]、玻璃珠法[12]、电击法[13]、显

微注射法[15]以及碳化硅丝法[16]等．同时，莱茵衣藻

遗传转化中常用的选择性标记基因也已开发多种(见

表 1)，其报告基因的选择也是多种多样(见表 2)．目

前，针对莱茵衣藻叶绿体基因组、核基因组和线粒体

基因组的遗传转化方法均已建立． 

表 1 莱茵衣藻中可使用的选择标记基因 

Tab. 1 Available selection markers for C. reinhardtii 

选择标记基因 基因组 来源 参考文献 

nptⅡ 细胞核 来自大肠杆菌转化子 Tn5，耐卡那霉素 [17] 

Arg7 细胞核 精氨基琥珀酸裂解酶，精氨酸原养型，只适用于 arg7-菌株 [18] 

Nia1(Nit1) 细胞核 硝酸还原酶，其唯一氮源为硝酸，只适用 nit1-菌株 [19] 

Nic7 细胞核 喹啉酸合成酶 A，无烟酰胺生长，只适用 nic7-菌株 [20] 

Thi10 细胞核 羟乙基噻唑激酶，无硫胺素生长，只适用于 thi10-菌株 [20] 

cry1-1 细胞核 突变 rps14 基因(L153P)编码的核糖体 S14 蛋白，耐小穗苎麻素和吐根碱 [21] 

ppx1 细胞核 突变原卟啉原氧化酶(V389M)，耐斑状除草剂，例如 S-23142 [22] 

Als 细胞核 突变的乙酰乳酸合成酶(K257T)，耐嘧磺隆 [23] 

Ble 细胞核 来自印度斯坦链球菌的腐草霉素，耐博来霉素 [24] 

aph7′′ 细胞核 来自吸水链霉菌氨基糖苷类磷酸转移酶，耐潮霉素 B [25] 

AphVⅢ 细胞核 来自龟裂链霉菌氨基糖苷类磷酸转移酶，耐巴龙霉素来和卡那霉素 [26] 

aadA 细胞核(叶绿体) 真菌氨基糖苷类腺嘌呤转移酶，耐巴龙霉素和卡那霉素 [27] 

aphA-6 叶绿体 来自鲍曼不动杆菌氨基糖苷类磷酸转移酶，耐卡那霉素和丁胺卡那霉素 [28] 
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表 2 莱茵衣藻中可使用的报告基因 

Tab. 2 Available reporter genes for C. reinhardtii 

报告基因 基因组 来源 参考文献 

Ars 细胞核    芳香基硫酸酯酶，不用硫磺处理，可直接进行比色测定 [29] 

Crgfp 细胞核    细胞核密码子优化的维多利亚多管发光水母(Aequorea victoria)绿色荧光蛋白 [30] 

Crluc 细胞核    细胞核密码子优化的动物海肾(Renilla reniformis)荧光素酶 [31] 

gfpCt 叶绿体    叶绿体密码子优化的维多利亚多管发光水母绿色荧光蛋白 [32] 

Rluc 叶绿体    肾线虫(Rena nematodes)荧光素酶 [30] 

luxCt 叶绿体    叶绿体密码子优化的哈氏弧菌(vibrio harveyi)荧光素酶 luxAB [33] 

lucCP 叶绿体    绿体密码子优化的萤火虫荧光素酶 [34] 

 

2.1 叶绿体表达体系 

1988 年，Boynton 等[11]首次将外源 DNA 通过基

因枪法成功转化进入莱茵衣藻的叶绿体中，并使外源

DNA 以同源重组的方式整合到其叶绿体基因组中. 

莱茵衣藻叶绿体虽然为原核表达机制，但其含有多种

分子伴侣、蛋白质二硫键异构酶和协助折叠复杂光合

作用蛋白的肽基异构酶(PPIases)等．这种独特的生

理生化环境允许莱茵衣藻叶绿体表达在传统细胞工

厂中无法表达的高附加值治疗性蛋白．然而，叶绿体

基因组表达外源蛋白的一个显著缺点是无法对目的

蛋白进行糖基化，相关的改进措施一直在探索中. 

目前在莱茵衣藻叶绿体基因组中驱动表达的常

用启动子均为莱茵衣藻内源启动子，如叶绿体 ATP

合成酶启动子(aptA)
[35]、叶绿体光合系统Ⅱ反应中

心叶绿素结合蛋白启动子(psbD)
[36]、叶绿体光合系 

统Ⅱ反应中心蛋白 D1 启动子(psbA)
[37]和核酮糖二

磷酸羧化酶启动子(rbcL)[38]等．终止启动的终止子

也均为它们各自的终止子[36,39]．值得一提的是，莱茵

衣藻叶绿体基因组中的碱基 A 或 T 的含量高达

80%,，尤其是在密码子第 3 位，出现频率最高[40]．实

验证明，经过密码子优化的外源基因其蛋白表达量提

高显著．因此，密码子优化已经成为外源基因在莱茵

衣藻叶绿体中进行表达时的通用方法． 

目前在莱茵衣藻叶绿体中已经实现了重组蛋白

的高效稳定表达．一般来说，外源重组蛋白积累量可

达到莱茵衣藻总蛋白的 1%,～10%,，最高记录甚至可

高达 21%,[5]．早在 2005 年，莱茵衣藻叶绿体中重组

蛋白的表达量已达到商业化生产所需的水平[41]．迄

今为止，已有多种外源蛋白在莱茵衣藻叶绿体中成功

地得到了表达(见表 3)． 

表 3 莱茵衣藻叶绿体表达的重组蛋白 

Tab. 3 Recombinant proteins produced from C. reinhardtii chloroplast genome 

重组蛋白 功能 活性产量 参考文献

Anti-HSV glycoprotein D lsc 单纯孢疹糖蛋白 D 大单链抗体 可溶，以二硫键聚为二聚体同 HSVD 蛋白结合 [10] 

Anti-PA83,anthrax IgG1 抗炭疽杆菌 PA83,IgG1 抗体 全长 IgG1 正确组装以二硫键结合轻链和重链 [42] 

Anti-CD22-ETA sc 抵抗 B 细胞淋巴瘤的抗毒素 
可溶，结合并杀死 D22-positive Burkitt’s 淋巴瘤细胞可阻止

动物模型的肿瘤生长 
[43] 

Anti-CD22-gelonin sc 抵抗 B 细胞淋巴瘤的抗毒素 
可溶，表达量 0.1%～0.3%,TSP，结合并杀死 CD22 阳性 B 细

胞淋巴瘤 
[44] 

Metallothionein-2 抗辐射 抵抗 UV 辐射 [45] 

TRAIL 抗癌症 表达量 0.43～0.67 TSP [46] 

别藻蓝素 抗癌症 表达两套多顺反子载体蛋白积累量达 2～3%, TSP [47] 

VEGF 促血管生成和再生 表达量 2%, TSP，具生物活性 [37] 

HMGB1 创伤修复 表达量 2.5%, TSP，具生物活性 [37] 

14FN3 抗体模型 表达量 3%, TSP，活性未测 [37] 

SAA-10FN3 抗体模型 融合蛋白，活性未测 [37] 

MAA 肠道生物活性制剂，预防肠道细菌感染 表达量 5%,TSP，具生物活性 [36] 

VP1-CTB 口蹄疫病毒蛋白亚基疫苗 表达量 3%, TSP，活性未测 [35] 

E2 猪瘟疫苗 表达量 1.5%～2%, TSP，皮下注射发小鼠免疫应答 [48] 

V28 白斑综合症病毒疫苗 表达量 21%,TSP，活性未测 [39] 

GAD65 治疗预防Ⅰ型糖尿病 表达量 0.3%,TSP，刺激 NOD 小鼠脾脏淋巴细胞增殖 [49] 

D2-CTB 金黄色葡萄球菌亚基蛋白疫苗 
表达量 0.7%, TSP，小鼠口服注射均能保护金黄色葡萄球菌

致死剂量 
[38] 
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续表 

重组蛋白 功能 活性产量 参考文献

E7 of HPV-16 宫颈癌蛋白亚基疫苗，抵抗 HPV-16 表达量 0.12%, TSP，皮下注射引发免疫球蛋白反应 [50] 

Pfs25 疟疾疫苗 可溶，能够正确折叠修饰，活性未测 [51] 

Pfs28 疟疾疫苗 可溶，能够正确折叠修饰，活性未测 [51] 

Pfs48/45 疟疾疫苗 可溶，能够正确折叠修饰，活性未测 [52] 

Pfs25-CTB 疟疾疫苗 小鼠口服引发黏膜 IgA对 Pfs25 和 CTB 反应 [53] 

植酸酶(AppA) 增加肌醇六磷酸酯磷的利用率 喂养肉仔鸡植酸酶，能降低粪便中肌醇六磷酸的含量 [54] 

木聚糖酶，α-半乳糖苷酶，植酸酶 饲料添加 具生物活性 [55] 

候选疫苗 CTB：p210 口服候选疫苗，抵抗动脉粥样硬化 
每克鲜重生物量表达量可达 60,μg，BALB/c 小鼠口服注射

后增高反应能持续至少 80,d 
[56] 

 

2.2 细胞核表达体系 

1990 年和 1991 年，Kindle 和 Brown 等分别使用

玻璃珠法和电转化法对莱茵衣藻核成功实施了外源

DNA 转化[12-13]．被转化的外源基因通过随机插入的

方式整合到莱茵衣藻核基因组中．核基因组转化的

外源基因能够驱动表达，重组蛋白也可进行翻译后的

正确修饰，而且这些重组蛋白还可以被设计成分泌蛋

白而被分泌到胞外，从而大大简化了重组蛋白的分离

纯化过程[57]．然而，莱茵衣藻核表达产生的重组蛋白

表达量较低，目前文献报道的最高重组蛋白产量仅为

莱茵衣藻总可溶性蛋白(total soluble protein，TSP)的

0.25%,[5]．而且，莱茵衣藻核基因组表达重组蛋白数

量较少，处于一个正在开发的状态(见表 4)． 

表 4 莱茵衣藻核基因组生产的重组蛋白 

Tab. 4 Recombinant proteins produced from C. reinhardtii nuclear genome  

重组蛋白 功能 活性产量 参考文献 

HIV P24 艾滋病毒疫苗 表达量 0.25%, TSP，活性未测 [17] 

红细胞生成素 治疗贫血症 外泌，表达量 100,µg/L [58] 

GBSS-AMA1 疟疾疫苗 活性未测 [59] 

GBSS-MSP1 疟疾疫苗 活性未测 [59] 

β–1，4–木聚糖酶 饲料添加、食品生产、造纸漂白 外泌，具生物活性 [57] 

 
为了获得较高的外源重组蛋白表达量，必须优化

基因表达系统中所有的基因元件．高效转录最重要

的是启动子和终止子的选择．目前在莱茵衣藻核基

因组表达中测试过的启动子共有 13 种．其中既有内

源启动子包括叶绿体光合系统Ⅰ基体蛋白启动子

(PsaD)
[60] 、核酮糖 –1 ，5– 二磷酸羧化酶启动 子

(Rbcs2)[61] 、热激蛋 白 70A 启动 子(Hsp70A)
[62] 、

HSP70A-Rbcs2 融合启动子[62]、Ⅰ型质体蓝素蛋白启

动子(Pcy1)[63]、叶绿体 ATP 合成酶 γ–亚基蛋白启动

子(AtpC)[63]、β–肌动蛋白启动子(β-tub)[29]、细胞色

素 C6 启动 子 (CYC6)[63] 和硝酸 还原酶启动 子

(NIT1)[64]，又有异源启动子如来自农杆菌的胭脂碱

合成酶启动子(Nos)[65]、来自花椰菜的花叶病毒 35S 

RNA启动子(CAMV35S)[66]、来源于微藻类的不依赖

B12 的甲硫氨酸合成酶启动子(METE)[67]以及来源

于杜氏盐藻的高效异源启动子光诱导蛋白(LIP)[68]. 

这其中内源 HSP70A 启动子是温度诱导型启动子，

而异源 LIP 启动子则是光敏感型启动子．在诱导物

的存在下，二者均可提高其启动效率 [62,68]．尽管如

此，迄今为止只有数种外源蛋白在莱茵衣藻核基因组

中表达(见表 4)，原因是缺少能够高效启动外源蛋白

表达的强启动子．另外，外源基因在莱茵衣藻中极易

沉默也使得稳定的种子藻种难于筛选获得． 

随着过去 10 多年的不断改进，莱茵衣藻核表达

载体渐渐被完善，通过选用较高效(诱导型)启动子和

终止子系统，在外源基因 cDNA 中添加莱茵衣藻内

源基因的内含子，进行被表达蛋白的基因密码子优化

等措施都极大地提高了莱茵衣藻核基因组中外源蛋

白 mRNA 的稳定性和目的蛋白的表达量．莱茵衣藻

核基因组表达载体通常是标记筛选基因表达盒和目

的蛋白基因表达盒是分离的，所以必须是这两套表达

盒同时插入莱茵衣藻核基因组才能获得转基因藻种，

这就大大降低了转基因抗性藻种的筛选成功率，通常

我们实验团队的成功率大概最高能维持在 20%,左

右．Rasala 等[57]对木聚糖酶基因酶(xyn)进行了密码

子优化，然后融合其到莱茵衣藻内源 α–硫酸酯酶Ⅰ

蛋白的一个信号肽序列后(SP-xyn)．随后，他们将编

码 SP-xyn 的序列框内融合到选择标记 Ble 基因的表

达盒内．接着将 FMDV 自剪切蛋白(2A)序列插入到

Ble 和 SP-xyn 两者之间，这样做的好处是将标记筛



 

2017 年 2 月           樊振川，等：莱茵衣藻作为绿色细胞工厂生产高附加值重组蛋白的研究进展 ·5·

 
选基因表达盒和目的蛋白基因表达盒合二为一，从而

大大提高了抗性转基因藻种的筛选成功率[57]．我们

利用该载体系统对报告基因 CrGFP 进行了测试，其

GFP 阳性藻种筛选成功率有时竟然高达 100%,．然而

其缺点是外源基因的表达量没有根本性的提高．在

该实验中，xyn 的外泌产量仅为 0.25%,TSP[57]，主要

原因是驱动 Ble 基因表达的是目前发现启动效率最

高的 HSP70A-Rbcs2 启动子，而要继续提高外源基因

的表达量最根本还是要找到更高效的启动子． 

本实验室对莱茵衣藻核基因组中能启动外源基

因表达的 7 套启动子即 HSP70A、HSP70A-Rbcs2、

Rbcs2、Nos、NIT1、CAMV 35S1 和莱茵衣藻纤毛蛋

白 IFT25 基因启动子对报告基因 CrGFP 的启动效率

的比较发现，驱动外源基因表达能力最强的依次是

ift25 启动子、HSP70A-Rbcs2 融合启动子和 HSP70A

启动子(未发表数据)，首次证明莱茵衣藻纤毛 IFT 蛋

白基因启动子可以更高效地启动莱茵衣藻核表达载

体中的外源基因表达．ift25 启动子只能高效启动其

自身基因的表达，而对其他测试基因则无启动功

能．基于此，本实验室成功开发构建了一套高效的核

表达载体，即通过在 ift25 启动子下游加入包含内含

子的 ift25 基因序列以增强启动效率，并在其后连入

口蹄疫病毒 2A 蛋白酶序列(FMDV 2APro
)，使表达产

生的与 IFT25 进行融合的目的蛋白可以被 FMDV 

2Apro 剪切释放(未发表数据)．目前这套莱茵衣藻和

基因组表达系统已被成功应用于表达里氏木霉木聚

糖酶，表 达 产率高达 0.69%,TSP ，远高于利用

HSP70A-Rbcs2启动子启动表达的 Ble融合表达系统

所报告的 0.25%,的表达量[57]．而其抗性转基因藻种

的筛选成功率为 20%,左右，依旧属于一个成功率较

高的范畴． 

2.3 线粒体表达体系 

1993 年，Randolph-Anderson 等[69]将外源基因通

过基因枪法转入线粒体中，该外源基因片段以同源重

组的方式整合进入莱茵衣藻线粒体基因组并可进行

稳定遗传．然而，莱茵衣藻线粒体基因组相对很小，

只有 15,kbp[70]，因此不利于大片段 DNA 的重组整

合．2011 年，我国学者胡章立等[70–72]利用基因枪法

将 egfp 和 ble 基因分别导入莱茵衣藻 dum-1突变株

CC-2654 线粒体中获得有效表达绿色荧光蛋白和具

有腐草霉素抗性的转基因藻，因此对这一体系进行了

一定程度的跟进．除此之外，只有数篇关于莱茵衣藻

线粒体遗传转化的报道[69,73-74]．考虑到莱茵衣藻线粒

体基因组大小的限制而导致其不能有效整合较大外

源基因的能力，人们在表达外源重组蛋白时通常不会

将莱茵衣藻线粒体基因组列入考虑范围当中． 

3 莱茵衣藻作为绿色细胞工厂生产高附加值

重组蛋白案例 

3.1 蛋白亚基疫苗 

莱茵衣藻作为细胞工厂用于生产蛋白亚基疫苗

获得了相当大的关注[75]．到目前为止，数种针对细

菌、病毒、疟原虫和其他疾病如Ⅰ型糖尿病、癌症和

心脑血管病等疾病的潜在候选蛋白亚基疫苗已经在

莱茵衣藻中得到表达，有些已完成初步的功能测试． 

3.1.1 金黄色葡萄球菌疫苗 

金黄色葡萄球菌是呼吸道和皮肤上常见的细菌，

能引起呼吸道疾病、皮肤感染等．把金黄色葡萄球菌

D2 纤连糖蛋白的结合结构域与霍乱毒素 B(CTB)亚

基进行融合，在莱茵衣藻叶绿体中进行融合表达[38]． 

结果表明，D2-CTB 融合蛋白可以累积到相当于莱茵

衣藻 TSP 的 0.7%,．对小鼠进行口服给药实验结果表

明，D2-CTB 能够引起小鼠黏膜 IgA 和全身性 IgG同

D2 发生免疫反应．在金黄色葡萄球菌致死剂量下，

小鼠口服接种莱茵衣藻表达的 D2-CTB 后能对其提

供保护．这是第一个在莱茵衣藻中重组生产的有效

的、针对金黄色葡萄球菌的口服蛋白亚基疫苗． 

3.1.2 口蹄疫病毒疫苗 

口蹄疫病毒(FMDV)能够在易感偶蹄类动物如

猪、牛和羊等家畜中迅速传播并引发家畜的高死亡

率．FMDV 是小核糖核酸病毒科口蹄疫病毒属的典

型成员．该病毒抗原高度可变，已知由 7 个血清型

(A、O、C、Asia1、SAT1、SAT2 和 SAT3)组成，并且

伴有多个亚型．将口蹄疫病毒主要抗原 VP1 蛋白与

CTB 进行融合，在莱茵衣藻叶绿体中表达 VP1-CTB

融合蛋白已获得成功[35]．该融合蛋白具有同神经节

苷脂结合的能力，产量可达莱茵衣藻 TSP 的 3%,． 

3.1.3 猪瘟病毒疫苗 

猪瘟是一种急性、热性、高度接触性的烈性传染

病，对养猪业危害极大．来自猪瘟病毒的主要抗原蛋

白 E2 蛋白，在莱茵衣藻叶绿体中表达并且累积量为

TSP 的 1.5%～2%,[48]．对小鼠进行 E2–衣藻粗提取物

的皮下注射实验表明其能够引发小鼠与病毒 E2 蛋白

的免疫应答，然而，当通过口服途径摄入抗原时没有

引起明显的反应． 

3.1.4 白斑综合症病毒疫苗 

白斑综合症病毒(WSSV)是在全球范围内对虾
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养殖场造成不利影响的病原体．病毒蛋白 28(VP28)

是主要的病毒包膜蛋白，是 WSSV 亚基疫苗的开发

目标．VP28 已在莱茵衣藻的叶绿体中成功表达，积

累量达到总蛋白的 21%,[39]． 

3.1.5 艾滋病疫苗 

自从获得性免疫缺失综合症(AIDS)出现以来，

世界上已有 7.8亿人感染了人类免疫缺陷病毒(HIV，

主要是突变体 HIV-1)，3.9 亿人死于该病．历经 30

多年的不懈研究，人们发现莱茵衣藻或许可以作为一

种理想的生产平台，大量生产稳定的艾滋病口服蛋白

亚基疫苗．Barahimipour 等[17]在莱茵衣藻核基因组中

表达 HIV-1 蛋白 P24 被认为是艾滋病疫苗中最必不

可少的成分，表达量达到总蛋白的 0.25%,． 

3.1.6 疟疾疫苗 

疟疾是由疟原虫属的寄生虫引起的感染，靠蚊子

吸取人类血液传播，威胁到世界人口的一半之多，根

除措施集中在针对蚊子的杀虫剂以及针对致病原虫

的疫苗上[76]．Dauvillée 等[59]成功地融合了两种临床

相关疟疾抗原，即 AMA1 和 MSP1，并将其结合到宿

主细胞中的淀粉基质蛋白-淀粉合酶颗粒(GBSS)

上．GBSS-AMA 和 GBSS-MSP 转化进入莱茵衣藻核

基因组中，随后在叶绿体中进行淀粉颗粒转化．小鼠

通过口服和腹腔注射两种方法用转基因淀粉颗粒进

行免疫，按伯氏鼠疟的致死剂量对实验小鼠组进行腹

腔注射．两组均显示疟原虫显著减少，小鼠寿命有所

增加，此外，腹腔接种对疟疾具有完全的保护作用． 

根除疟疾最有可能实现的策略是将阻断疟疾传

播的疫苗(TBVs)同治疗感染个体的药物结合．3 个

潜在的能够阻止疟疾传播的蛋白亚基疫苗 Pfs48/45、

Pfs28 和 Pfs25 已经在莱茵衣藻叶绿体基因组中获得

表达[51-52]，莱茵衣藻生产的 Pfs48/45、Pfs28 和 Pfs25

均能够折叠成为用于诱导阻断抗体产生所需的正确

构象．Pfs25 和 Pfs28 免疫的小鼠产生了抗原特异性

抗体．Pfs25 诱导产生的抗体完全阻断了疟原虫卵母

细胞传递．为了确定 Pfs25 是否可开发为针对疟疾的

有效的口服蛋白亚基疫苗，将 Pfs25同 CTB融合，并

在莱茵衣藻叶绿体基因组中表达 [53 ]．将冻干的含

Pfs25-CTB 的莱茵衣藻饲喂小鼠，可引起黏膜 IgA 对

Pfs25 的应答以及 IgA 和 IgG 对 CTB 的应答．虽然

黏膜 IgA 抗体不能抵御疟疾的传播，但该研究证实莱 

茵衣藻是生产黏膜感染口服蛋白亚基疫苗的理想 

选择. 

3.1.7 Ⅰ型糖尿病疫苗 

Ⅰ型糖尿病是一种自身免疫性疾病，病人自身免

疫系统攻击其胰腺 β 细胞，最终造成其制造胰岛素能

力的丧失，从而引起血糖水平持续升高．谷氨酸脱羧

酶–65(GAD 65)是人类Ⅰ型糖尿病主要的自身抗原

之一．莱茵衣藻重组产生的 hGAD 65 能与非肥胖糖

尿病(NOD)小鼠血清发生反应，并且刺激 NOD 小鼠

的脾淋巴细胞的增殖能力．因此，用 GAD 65 可以预

防或延迟人类Ⅰ型糖尿病的动物模型免疫 NOD 小

鼠的发病[77]．目前，重组 hGAD 65 在莱茵衣藻叶绿

体基因组的表达水平达到 TSP 的 0.25%,～0.3%,[49]． 

3.1.8 癌症疫苗 

佳达修 (Gardasil)和卉妍康 (Cervarix)是美国

FDA 批准生产的癌症疫苗，用于保护人类免受人类

乳头状瘤病毒(HPV)16 和 18 型的侵害，其中 70%,左

右的病人是子宫颈癌患者[78]．HPV-16 中参与恶性细

胞转化的 E7 蛋白基因转化进入莱茵衣藻叶绿体基因

组中，其表达量达到 TSP 的 0.12%,[50]．无论是转基因

藻类裂解物，还是纯化后的 E7 蛋白，通过皮下注射

进入 C57BL/6 小鼠体内，均能诱导特异性抗 E7 的

IgG 和特异性 T 细胞的增殖．引人注意的是，肿瘤细

胞系表达 E7 蛋白后，对癌细胞形成高度防御，这表

明莱茵衣藻是生产癌症疫苗的一个可行的平台． 

3.1.9 动脉粥样硬化疫苗 

心血管疾病每年造成 1,730 万人死亡，占慢性非

传染性疾病(NCD)的 30%,(WHO 2015)[56]．事实上，

动脉粥样硬化是心血管疾病的罪魁祸首． 

Beltran-Lopez 等[56]在莱茵衣藻叶绿体基因组中

成功表达了口服嵌合蛋白 CTB：p210，CTB 为脂载蛋

白，p210 抗原决定簇来自 ApoB100．CTB：p210 表现

出免疫原性活性，在最后一次给 BALB/c 小鼠加压后

抗体应答至少持续 80,d．CTB：p210 蛋白在每克鲜重

生物量中表达量达到 60,µg．这种实验模型为动脉粥

样硬化疫苗的开发提供了经济高效的便利工具，为进

一步研究确定藻类制造疫苗展现了治疗潜力． 

3.2 单克隆抗体和抗毒素 

蛋白质治疗市场正在以 990 亿美元的份额成为

6 千亿美金制药行业中增长最快速的组分[79]．作为各

种人类疾病有效治疗剂的单克隆抗体以 380 亿美金

占据生物制药市场的三分之一．在莱茵衣藻中表达

各种复杂的抗体的脚步从未停止过． 

3.2.1 单纯疱疹病毒 D 大单链抗体 

Mayfield 等[10]使用莱茵衣藻叶绿体自身的启动

子 atpA 和 rbcL 以及其 5’-UTR，并通过密码子优化

的方法，在莱茵衣藻叶绿体基因组中表达了针对单纯

疱疹病毒(HSV)糖蛋白 D 的大单链(lsc)抗体，该抗
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体能在体内通过二硫键正确折叠为可溶的二聚体，并

结合到单纯疱疹病毒上． 

3.2.2 炭疽杆菌 PA83 单克隆全长阻断抗体 

莱茵衣藻叶绿体基因组还可以产生可溶性具有

生物学功能的全长 IgGⅠ人类单克隆抗体．针对炭疽

抗原 83(PA83)的编码阻断抗体的轻链和重链的基因

能够独立地转化到莱茵衣藻叶绿体基因组中．两条

重链和两条轻链均能以可溶性蛋白的形式积累，更为

重要的是，两条重链和两条轻链蛋白能够正确组装成

一个通过二硫键键合的功能性全长抗体[42]． 

3.2.3 免疫毒素 

莱茵衣藻叶绿体具有生产和组装复杂的真核蛋

白质的折叠机制，还具有生产新型蛋白质如免疫毒素

的转录器官．免疫毒素是由化学或遗传[80]耦合到真

核毒素上的内吞抗体组成，并且可以作为抗癌疗法来

定位并杀死癌细胞．Tran 等[43]将 B 细胞表面蛋白

CD22 的单链抗体片段融合到假单胞菌外毒素 A 的

酶促结构域，利用莱茵衣藻叶绿体基因组生产和组装

了可溶性单基因单价和二价抗毒素．单价和二价的

抗 CD22–外毒素 A 的抗毒素均可特异性识别并杀死

CD22 阳性伯基特淋巴瘤细胞系，二价融合蛋白的效

率是单价融合蛋白的 20 倍．在动物实验中，这两个

免疫毒素分子都能显著抑制肿瘤生长，提高小鼠存活

率．当一价和二价抗 CD22 单链抗体分别融合到白树

毒素中获得了类似的结果[44]．没有其他的蛋白质生

产体系能够表达这些嵌合分子，这更加突出了莱茵衣

藻叶绿体基因组生产高附加值蛋白的重要性． 

3.3 蛋白药物和激素 

莱茵衣藻叶绿体基因组很早以来就被用来尝试

生产治疗性高附加值蛋白药物．目前发现，尤其是其

核基因组重组蛋白，当其通过内质网和高尔基体时能

被糖基化修饰．由于大约 40%,被批准生产的蛋白质

治疗剂经过糖基化修饰[79]，这对于蛋白质的折叠、功

能和/或稳定性非常重要．所以利用莱茵衣藻核基因

组生产蛋白类治疗药物已是一个热点． 

3.3.1 抑癌蛋白药物 

由α和 β亚基组成的别藻蓝蛋白(APC)是一种蓝

藻和红藻中的光合触角蛋白质，并已有报道其对于抑

制小鼠的 S-180 癌有作用．来自蓝藻螺旋藻 APC 的

α和 β亚基在莱茵衣藻叶绿体中使用顺反子表达载体

获得表达，积累量达到 TSP 的 2%～3%,[47]． 

3.3.2 血管内皮生长因子 

Rasala 等[37]分析比较了 7 种蛋白药物在莱茵衣

藻叶绿体基因组中的表达，这些蛋白药物包括促红细

胞生成素、10,Fn3、14,FN3、干扰素–β、胰岛素原、血

管内皮生长因子(VEGF)和 HMGB1 等．实验表明，

VEGF 和 HMGB1 已经达到可进行商业生产的水

平．其蛋白表达量可达到 TSP 的 2%,～3%,．相比使

用传统的细胞工厂表达的蛋白而言，来自莱茵衣藻叶

绿体基因组表达的蛋白多数都是可溶的并且具有生

物学活性．无论是其成功率、表达水平还是生物活性

均优于常规的蛋白表达平台，显示莱茵衣藻叶绿体基

因组可作为一个人类治疗蛋白药物生产的平台[81]． 

3.3.3 人促红细胞生成素 

人促红细胞生成素(EPO)是一种用来治疗肾衰

竭引起的贫血或抗癌治疗的一种糖蛋白激素．EPO

零售价超过 20 亿美元/千克，迄今为止，EPO 可能是

最昂贵的产品[82]．目前 EPO 从哺乳动物细胞中重组

表达获得．目前，来自人的 EPO 基因在莱茵衣藻的

核基因组中已得到表达，并且可被成功分泌到培养 

基中，积累量达到 100,µg/L 的水平[58]．莱茵衣藻表 

达的 EPO 相对分子质量为3.3×104，比未修饰的蛋白 

(1.9×104
)更大，更类似于人类的 EPO(3.4×104

)．这

些数据表明，莱茵衣藻表达的 EPO 的确是经过糖基

化修饰的，具有临床应用的潜能． 

3.4 肠道活性蛋白生物制剂 

绿藻已被广泛应用为食品原料，口服表达肠道活

性蛋白如初乳蛋白质的转基因微藻就能够刺激小肠

产生保护性黏蛋白分泌，从而阻断细菌在小肠的黏

附，进而预防疾病的发生，目前在莱茵衣藻中表达最

成功的是血清淀粉样蛋白 A(MAA)
[79, 83-84]． 

根据美国疾病预防中心(CDC)报道，每年全球

由于食物和水污染导致的肠道感染而死亡的人数达

到 200 万[5]．近年，CDC 发布的一份报告证实了畜禽

常规应用抗生素和不断增长的细菌耐药之间的联系. 

每年 200万以上的人患有抗生素耐药性感染疾病，大

约 23,000 人因此死亡[5]．因此，如能实现一种对肠道

细菌感染能够起到预防作用的可食用藻类的廉价的

生产将可以极大地促进动物和人类健康．Manuell 

等[36]在莱茵衣藻叶绿体基因组中表达了牛 MAA，其

蛋白质积累量达到 TSP 的 5%．纯化后的 MAA 能够

在人肠上皮细胞系 HT29 中刺激黏蛋白 3 的分泌和

聚集．利用藻类 MAA 口服活性蛋白生物制剂如果能

工业化生产则会产生重大深远的影响． 

3.5 饲料酶和工业酶 

饲料酶和工业酶在许多行业中使用，包括畜牧、

食品、洗涤剂、纺织、皮革、造纸以及生物诊断等．现

在，50%的工业酶以重组蛋白的形式生产，并且以下
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几类酶已经在莱茵衣藻中得到了成功表达． 
3.5.1 饲料酶 

不同生物来源的酶可以工业化规模生产用作动

物饲料添加．其中植酸酶广泛用于单胃家畜饲料添

加，从而增加谷物中植酸磷的利用率．目前，利用莱

茵衣藻叶绿体基因组已成功生产了具有生物学活性

的大肠杆菌植酸酶(APPA)
[54]．给幼年肉鸡饲喂添加

APPA 藻类的饲料显著降低了粪便中植酸的含量，同

时增加了其无机磷酸盐的含量．该实验同时证明使

用生产 APPA 的莱茵衣藻能够直接干燥添加饲料而

不 需 进 行 APPA 蛋 白 的 纯 化 [54] ．除 此 之 外 ，

Georgianna 等[55]将 14 种异源编码的重要饲料酶基

因，包括瑞氏木霉切木聚糖酶、2 种 β–甘露糖苷酶，4

种 D–半乳糖苷星系水解酶(α–半乳糖苷酶)、4 种植

酸酶和 3 种半胱氨酸蛋白酶转化进入莱茵衣藻叶绿

体基因组．研究表明，木聚糖酶、2 种半乳糖苷酶以

及 2 种植酸酶在莱茵衣藻叶绿体中表达良好并且表

达产物具有生物活性[5]． 

3.5.2 工业酶 

β–1，4–木聚糖内切酶可以降解半纤维素，所以

在制造烘焙食品、饮料、纺织品、纸浆和纸中均有很

高的利用，并且将来可能在大规模纤维素生物燃料生

产中大量利用[85]．Rasala 等[57]在莱茵衣藻核基因组

中实现了来自里氏木霉的重组木聚糖酶的表达和分

泌．其策略为：首先对木聚糖酶进行密码子优化，然

后融合其到莱茵衣藻内源α–硫酸酯酶Ⅰ蛋白的一个

信号肽(SP-xyn)．随后，为了克服核基因组基因异源

表达的基因沉默现象，他们将编码 SP-xyn 的序列框

内融合到选择标记 Ble 基因的 3'端．接着将 FMDV

自剪切蛋白(2A)序列插入到 Ble 和 SP-xyn 两者之

间，这就能够使得 SP-xyn 从 Ble上脱离，将具有生物

活性的木聚糖酶分泌到培养基中．令人惊喜的是，

Ble-2A 核表达载体比传统的(非融合)核转化载体表

达的木聚糖酶的活力超过 100 倍．但其表达效率还

是偏低，其产量仅为 TSP 的 0.25%． 

3.6 其他 

目前在莱茵衣藻中表达成功的外源功能蛋白还

包括一些非治疗性功能蛋白，其中包括抗紫外蛋白、

生物降解蛋白和蛋白细胞因子． 

3.6.1 抗紫外蛋白 

在特定类型的辐射照射后具有一些功能益处的

人金属硫蛋白–2(MT2)基因产物在莱茵衣藻叶绿体

基因组中得到表达，并且证明相比野生型细胞，转基

因藻种细胞对于 UV-B 的抵抗性提高[45]．这种方法

可以被利用来在低成本生产高纯度和天然特性的人

类 MT2 蛋白，可以在化妆品中将其作为添加剂防止

氧化损伤和紫外线辐射． 

3.6.2 生物降解蛋白 

通过引入外源金属硫蛋白(MT-like)基因到莱茵

衣藻核基因组中表达能增强莱茵衣藻细胞对重金属

的结合能力，从而展示了莱茵衣藻在生物降解和环境

治理领域的广阔前景[86]． 

3.6.3 蛋白细胞因子 

肿瘤坏死因子相关的凋亡诱导配体(TRAIL)是

诱导细胞凋亡的细胞因子[87]．TRAIL 在莱茵衣藻叶

绿体表达的累积量达到 TSP 的 0.43%～0.67%[46]． 

4 莱茵衣藻作为绿色细胞工厂的改进 

虽然莱茵衣藻作为绿色细胞工厂已经得到了重

视和一定的应用，但与其他类型的成熟细胞工厂相

比，还有一些方面有待于进一步开发改进．其中主要

有以下几点：第一，单纯光合作用自养的莱茵衣藻生

物生成量较低，应开发自异混养发酵或高密度异养发

酵技术以提高其生物生成量．第二，要从根本上进一

步显著提高其重组蛋白生成量特别是和基因组表达

重组蛋白的生成量，还需要继续寻找更高效率的超强

启动子，以及开发新的底盘藻种以适应外源蛋白毒性

(如人血白蛋白在莱茵衣藻中毒性很强)等问题．第

三，衣藻叶绿体的同质化现象对外源蛋白会产生抑制

作用，并且衣藻叶绿体不能分泌蛋白，只能通过采集

和溶解的手段，这是衣藻生产重组蛋白的限制因

素．第四，许多外源基因导入衣藻基因组后会出现基

因沉默问题，外源基因的表达在基因水平或是在蛋白

水平受到阻遏，这些现象的存在原因有多种，可能是

异源元件的因素、甲基化修饰以及外界因素的干扰

等．然而，这些突破都需要莱茵衣藻基础遗传学和生

物学的逐渐清晰为支撑，所以对莱茵衣藻作为绿色细

胞工厂的开发还需继续． 

5 讨 论 

利用莱茵衣藻作为绿色细胞工厂已成功地应用

于生产各种重组蛋白，包括抗体、免疫毒素、生长激

素、蛋白药物以及疫苗、肠活性营养品、饲料添加剂

和工业酶等．其中莱茵衣藻叶绿体支持重组蛋白的

高效积累，其重组蛋白可正确折叠，生产的可溶性重

组蛋白质具有生物活性．特别是作为一种药物载体，
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莱茵衣藻可口服递送肠活性生物制剂、抗病毒和细菌

的疫苗等，与传统的细胞工厂如哺乳动物细胞和大肠

杆菌相比具有更多的优势． 

用于莱茵衣藻遗传转化的选择性标记基因、报告

基因多种多样，高效表达的启动子、表达盒也开发多

种，针对莱茵衣藻叶绿体基因组、核基因组和线粒体

基因组的遗传转化方法均已建立．除了上述优点，利

用光合作用的进行生物生产是一个有趣的想法．莱

茵衣藻将太阳光和二氧化碳转化为有机碳，以及生产

重组蛋白的效率极高．据推测，在经济方面利用太阳

能进行生物生产比传统的表达平台更具优势．培养

基中不添加碳源，减少了微生物污染，从而简化上游

和下游的处理过程．此外，如果减少二氧化碳的排放

作为应对气候变化的重要措施，则制造消耗二氧化碳

的莱茵衣藻而非产生二氧化碳的传统的发酵将再次

成为得天独厚平台的生产工厂． 

然而，莱茵衣藻作为细胞工厂生产重组蛋白仍具

有一定的局限性．其中包括其叶绿体对于一些复杂

蛋白不具备修饰能力，核基因组表达的重组蛋白可以

进行糖基化等修饰，可其表达量又相对较低等．随着

培养时间的推移，可能出现基因表达沉默等现象．想

要改变这些缺陷，需要继续深入研究．总之，莱茵衣

藻这种新型绿色细胞工厂值得人们不懈地探索和发

现．莱茵衣藻进行工业化开发的最佳时机就在眼下． 
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