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植物平台生产单克隆抗体的优化策略

陈子晴，刘 德，于荣敏，朱建华*
(暨南大学中药生物技术研究所，广州 511400)

摘要：治疗性单克隆抗体主要为免疫球蛋白G(immunoglobulin G，IgG)。作为重组蛋白生物药物，IgG
具有广泛的临床适应性。植物平台为治疗性重组蛋白的生产提供了快速、灵活和易于扩展的替代平

台，在个性化治疗蛋白的生产和流行性疾病药物开发时期受到广泛关注。由于单克隆抗体在生产过程

中容易受到多种翻译后修饰途径的影响，植物平台生产的重组单克隆抗体可能存在微观异质性，从而

影响抗体的稳定性、生物活性或引起不必要的免疫原性。本文就以下两方面展开综述：植物平台中特

异性β-1,2-木糖和核心α-1,3-岩藻糖的消除、β-1,4-半乳糖基化途径的引入和其他糖基化修饰方式的修改

等优化策略进展；植物源重组抗体表达体系、培养体系和下游加工方式的优化策略进展，以提高植物

源单抗的有效性、安全性和生产条件。
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The optimization strategies for the production of monoclonal
antibodies on plant platforms
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Abstract: The major component of therapeutic monoclonal antibodies is mainly immunoglobulin G (IgG),
which has broad clinical indications as recombinant protein biopharmaceuticals. Plant-based platforms offer
fast, flexible and easily scalable alternative platforms for the production of therapeutic recombinant proteins
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and have received much attention during the production of personalized therapeutic proteins and the period of
drug development for pandemic diseases. Due to the susceptibility of monoclonal antibodies to multiple post-
translational modification pathways during production, recombinant monoclonal antibodies produced by plant-
based platforms may have microscopic heterogeneity, which may affect the stability, bioactivity, or unintended
immunogenicity of the antibodies. In order to improve the efficiency, security, and yield of plant-derived
monoclonal antibodies, this paper reviewed the following two aspects of related developments. First, we talked
about the optimization strategies such as the removal of specific β-1,2-xylose and core α-1,3-fucose, the
introduction of β-1,4-galactosylation pathway, and the modification of other glycosylation modifications in
plant platforms. Then, research progresses in optimization strategies of plant-derived recombinant antibody
expression system, culture system, and downstream processing methods were discussed.
Key Words：plant platform; recombinant protein; monoclonal antibody; plant glycan engineering; production
optimization

治疗性重组蛋白如疫苗、抗体、激素和细胞因

子的主要生产平台为原核系统(如细菌)和真核系统

(包括酵母、昆虫细胞和哺乳动物细胞)。由于无菌

环境的需求、上述平台生产重组蛋白的上游生产

成本较高，易携带和传播人类病原体、细菌细胞

和酵母细胞不能在分泌途径中进行人源蛋白类似

的翻译后修饰(post-translational modifications，
PTMs)等，为重组单克隆抗体的异源生产带来局

限性。

植物平台作为治疗性药物生产来源已有很长的

研究历史，近年来基于合成生物学的方法推动了

植物平台生产各种生物制剂的应用[1]。植物平台因

具有高效、低成本、易于规模化、不能传播人类

病原体等特性[2]，在生产“人源化”治疗蛋白和流

行性疾病药物开发时期受到科学家的广泛关注。

1986年，人们首次提出“分子农业”，即使用植

物生产治疗性蛋白质作为一种替代生物制造方

法。2012年，第一个用于人类的植物来源(胡萝卜

细胞)的治疗性蛋白质(taliglucerase alfa，商品名

Elelyso®)作为酶替代疗法被FDA批准用于治疗戈谢

病[3]。2022年，加拿大卫生部审批通过了本土研发

的冠状病毒样颗粒疫苗 ( C o V L P，商品名

Covifenz®)，这是世界首个获批的植物源人体疫

苗，针对严重急性呼吸系统综合征冠状病毒

(SARS-CoV-2)[4]，体现了大规模流行性疾病期间分

子农业的应用潜力。近年来，治疗性单克隆抗体

对于治疗癌症、阿尔茨海默病和其他疾病的应用

大幅增加[5,6]。现代基因工程技术已经彻底改变了

外源基因引入植物细胞的过程。植物源重组抗体

的生产调控实现了精度和灵活性的提高。遗憾的

是，目前并没有植物源的人类抗体药物获批上市

应用。

糖基化修饰已被证实可以调节治疗性重组蛋白

(特别是单克隆抗体)的生物活性，如疗效、半衰期

和免疫原性。因此，控制糖基化机制对于进一步

了解聚糖的生物学作用和生成特定糖基化修饰的

单克隆抗体具有重要意义。然而，植物细胞内的

糖基化模式高度复杂，酶的混杂性以及与哺乳动

物相似的糖基化反应模块的缺失，常导致重组蛋

白形成异质聚糖结构。Makrydak i等 [ 7 ]开发的

SUGAR-TARGET平台，利用固定化酶技术在体外

环境中对糖基化反应顺序进行控制，调节自然条

件下酶相互竞争的问题，提高重组蛋白糖基化谱

的均一性。植物源重组单克隆抗体的生产效率及

质量控制一直是科学家们研究的热点。本文对植

物平台生产免疫球蛋白G(immunoglobulin G，IgG)
在N-糖基化修饰方式和重组抗体生产方式(包括植

物特异性聚糖的消除、人源糖基化途径的引入)、
表达体系、培养体系和下游加工方式等的优化策

略进展进行了综述，并对植物表达系统在治疗性

重组单抗中的应用前景进行展望。

1 植物表达体系

基于植物的重组蛋白生产可解决日益增长的疾
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病预防或治疗的需求，是一个可行的替代方案，

并开辟了其他系统无法实现的可能性。近几十年

来，植物生物技术领域在重组蛋白的表达生产方

面取得了重大进展，主要得益于分子生物学的进

步。植物基因工程的核心是植物的稳定转化技术

和瞬时转化技术。稳定的遗传转化对植物自身生

长和繁殖特性要求严格，而瞬时转化技术作为一

种高效便捷的手段，已被广泛应用于治疗性重组

蛋白的上游生产和下游加工修饰等相关研究。

1.1 瞬时表达系统

植物有两种类型的瞬时表达系统[8]，一种是基

于植物病毒的感染，如烟草花叶病毒 ( tobacco
mosaic virus，TMV)；另一种是农杆菌介导的侵

染。基于植物病毒系统的表达载体主要以植物病

毒(如RNA病毒)为主，目的基因在体外进行转录，

通过直接侵染、基因枪或农杆菌侵染等途径将目

的基因导入植物细胞，由于植物病毒可自主复

制，该方法存在病毒载体感染生态系统的风险[9]。

在农杆菌介导的侵染中，通过注射或真空浸润的

方法使带有目的基因的农杆菌悬浮液浸润植物叶

片，通过递送T-DNA将目的基因转移到宿主植物

细胞的细胞核基因组中，在病毒复制系统的帮助

下进行基因扩增和表达。一般来说，通过农杆菌

侵染的方法，重组蛋白的表达比通过传统植物转

化获得的表达量更高、更有效。经典的病毒载体

是TMV衍生的magnICON系统[10]，绿色荧光蛋白通

过magnICON系统在本氏烟草中瞬时表达，一周内

的产量为4 mg/g。通过瞬时表达系统，植物能够生

产抗体、疫苗、替代疗法酶、受体调节剂和生物

活性小分子。

1.2 稳定表达系统

植物稳定表达系统通常分为细胞核转化和叶绿

体转化。细胞核转化通常使用农杆菌侵染或基因

枪介导的方法，将外源目的基因整合至植物基因

组，并利用组织培养技术生成外源基因稳定遗传

的组织或植株，以持续产生目的蛋白。细胞核稳

定转化的重组蛋白表达系统在储存和上游生产所

需成本较低，在治疗性蛋白药物的生产和运输条

件欠缺的地区具有可持续发展的价值；但细胞核

的稳定转化需要经过多代筛选才能得到纯合植

株，且由于整合位点的随机性，外源蛋白表达量

一般较低，生产周期长和转基因植物的潜在基因

污染风险阻碍了外源蛋白的商业化[11]。Ma等[12]利

用烟草稳定转化生产人类免疫缺陷病毒(human
immunodeficiency virus，HIV)中和抗体P2G12
(plant-derived antibody 2G12)，并通过阴道途径给

药在人体中使用P2G12。P2G12是首个进入一期临

床试验的符合药品生产质量管理规范标准的转基

因植物源单克隆抗体。

叶绿体转化通常利用聚乙二醇法或基因枪法将

表达载体导入叶绿体中，通过同源重组将目的基

因定点整合至叶绿体基因组中，与细胞核转化一

样，需经多代筛选培养得到纯合植株，外源蛋白

在叶绿体中稳定表达。由于植物细胞中含有大量

的叶绿体，外源基因在叶绿体基因组中为高拷贝

表达(有100~10 000个拷贝)[13]。因此，相较于细胞

核转化法，叶绿体转化法能够积累的重组蛋白更

多，如CTB-胰岛素在叶绿体中的融合积累率比在

细胞核中的表达量高160倍[14]。并且，由于叶绿体

转化的质体基因组遗传属于母性遗传，外源转基

因不能通过花粉传播，对环境潜在的威胁较

小[15]。然而，叶绿体不能对重组蛋白进行复杂的

PTMs，限制了其表达具有复杂结构或特异性聚糖

修饰的治疗性蛋白。Dubey等[16]研究指出，叶绿体

中含有基本的聚糖，从而使得在叶绿体中引入聚

糖修饰途径生产糖蛋白成为可能(表1)。

表 1 不同植物表达系统的优缺点

植物表达系统 优点 缺点

细胞核稳定转化
宿主种类多，转基因后代种子运输和储存成本低，易于规模化
种植

蛋白表达量低，得到稳定转化植株的周期长，具有转基
因环境污染风险

叶绿体稳定转化
蛋白质表达量高，稳定性强，母性遗传可防止外源基因随花粉而
逃逸

无糖基化修饰途径，不能生产复杂蛋白质或糖蛋白

瞬时表达系统
蛋白表达量高，操作简便，生产周期短，基因编辑灵活，外源
基因不随宿主遗传后代基因组，无转基因污染风险

批间重复性易受技术条件影响，蛋白质的稳定积累易受
多因素影响
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2 N-糖基化修饰方式的优化

I gG在重链保守结构域的 2 9 7位天冬酰胺

(Asn297)处具有两个相同的N-糖基化位点，其他蛋

白质如双特异性单克隆抗体或Fc融合蛋白，可能

有额外的N-糖基化位点[17]。IgG通过Fab段的互补

决定区识别抗原，通过其Fc段和Fc γ受体 ( F c γ
receptor，FcγR)结合发挥效应功能，如抗体依

赖的细胞毒作用(antibody-dependent cellular
cytotoxicity，ADCC)、抗体依赖的细胞吞噬作

用(antibody-dependent cellular phagocytosis，
ADCP)和补体依赖的细胞毒作用(complement-
dependent cytotoxicity，CDC)[18,19]。

IgG-Fc段上的N-聚糖影响其与FcγR的结合亲和

力，进而影响抗体的功能效应。植物产生的N-聚
糖结构与哺乳动物糖蛋白上的N-聚糖结构相似，

但植物高尔基体缺乏能够进行β-1,4-半乳糖基化、

唾液酰化、核心α-1,6-岩藻糖基化和二等分N-聚糖

基化的糖基转移酶。单克隆抗体N-聚糖结构中核

心α-1,6-岩藻糖残基的缺失已被证实可以增强Fc结
构域与FcγRⅢa的结合，从而提高抗体的ADCC效
应[20]，末端β-1,4-半乳糖的存在增强了其与补体的

结合从而增强了CDC效应[21]。然而植物特异性N-
聚糖残基的存在，如β-1,2-木糖和核心α-1,3-岩藻

糖，有可能影响重组单抗的生物活性、血清半衰

期和治疗效果[22]。因此，植物特异性聚糖残基的

消除和β-1,4-半乳糖基化途径的引入是优化植物平

台以生产“人源化”N-聚糖修饰的重组抗体的重

要策略。

2.1 植物特异性聚糖残基的消除

尽管未证实植物特异性聚糖残基的存在使人类

免疫原性和不良过敏反应的风险增加，但消除植

物平台与哺乳动物细胞生产单克隆抗体N-聚糖的

异质性一直是科学家们研究的重点[23]。2003年，

有研究首次报道了利用随机T-DNA插入突变集合

使 拟 南 芥 的 β - 1 , 2 -木 糖 基 转 移 酶 ( β - 1 , 2 -
xylosyltransferase，XylT)和核心α-1,3-岩藻糖基转

移酶(α-1,3-fucosyltransferase，FucT)部分失活[24]；

随后利用目的基因靶向整合替换[25]、RNA干扰技

术[26]、转录激活因子样效应核酸酶技术[27]等对XylT
和FucT基因进行干扰或敲除，均没有得到酶功能

完全丧失的植物细胞系或植株。直到第三代基因

编辑技术CRISPR/Cas9出现，Hanania等[28]和Mercx
等[29]利用该技术靶向多重敲除XylT和FucT基因，

生成了内源性蛋白及重组蛋白中完全不含β-1,2-木
糖和核心α-1,3-岩藻糖的烟草BY-2细胞系。Jansing
等[30]利用CRISPR/Cas9和杂交技术生成XylT和FucT
基因完全敲除的本氏烟草植株，并生产不含植物

特异性糖残基的中和抗体2G12，其与CD64的亲和

力远高于野生型本氏烟草生产的2G12，且与CHO
生产的2G12相似。Pantazica等[31]利用CRISPR/Cas9
开发的“人源化”本氏烟草底盘与野生型底盘相

比，所产生的HBV抗原显著增加了S/preS1乙型肝

炎病毒抗原的免疫原性和小鼠的病毒中和抗体免

疫应答。Göritzer等[32]使用CRISPR/Cas9对普通烟

草进行多重基因编辑，针对4个FucT和2个XylT基
因的三个保守区域，利用免疫印迹、质谱分析证

明，叶片总可溶蛋白及重组生产的广泛中和的抗

HIV-1人类IgG1抗体中不含植物特异性聚糖残基。

免疫细胞表面的FcγR的结合可以激活免疫细

胞，通过统称为抗体效应功能的过程去除或中和

抗体包被的靶标，抗体Fc与FcγR的相互作用受到

Fc结构域内高度保守的N-糖基化位点的聚糖结构

影响。而单克隆抗体中植物特异性聚糖残基是否

消除是生产过程中的一个关键质量属性[33]，它们

的消除已被证明改善了抗体的效应功能。Stelter
等[34]研究证明，人胚肾HEK细胞中产生的VRC01
比具有典型植物糖基化的VR C 0 1对重组人

FcγRⅠ的亲和力高30倍，并且植物源VRC01与低

亲和力受体FcγRⅡa、FcγRⅡb和FcγRⅢa的结合能

力有限。然而，通过去除核心岩藻糖和木糖来改

造植物聚糖可显著提高植物生产的VRC01对
FcγRⅠ的亲和力，并恢复对FcγRⅡa和FcγRⅡb的
结合活性。此外，与HEK细胞衍生的VRC01相
比，不携带岩藻糖和木糖的抗体对FcγRⅢa的亲和

力提高了10~20倍 [34]，显著增强了ADCC效应。

Rattanapisit等[35]利用糖工程ΔXF本氏烟草生产用于

免疫疗法的免疫检查点抑制剂——纳武利尤单抗

(nivolumab，一种抗PD-1单克隆抗体IgG4)，与人

IgG4阴性对照相比，植物生产的nivolumab增强了

IL-2和IFN-γ的表达，证明与商业化nivolumab一
样，植物源nivolumab可以促进T细胞效应的激活。

· 1208 · 《生命的化学》 2024年44卷7期 工业生物化学技术与应用



重组单克隆抗体上植物特异性聚糖残基的消除可

以降低潜在的免疫原性，在增强抗体-抗原结合亲

和力和抗体效应功能方面具有重要意义。

2.2 β-1,4-半乳糖基化途径的引入

植物糖基化途径不存在能够对蛋白质进行β-
1,4-半乳糖基化的β-1,4-半乳糖基转移酶(β-1,4
galactosyltransferase，GalT)，然而N-聚糖的半乳糖

残基显著影响抗体的CDC效应。研究表明，抗体

的半乳糖基化会增强IgG1和IgG3的CDC效应[36]，

但仍然不能赋予IgG2和IgG4激活补体系统的能

力。大多数糖基转移酶为Ⅱ型膜蛋白，由N端的高

尔基体定位基序CTS及酶催化结构域组成。高尔基

体定位基序为一段相对较短的氨基酸序列，包括

细胞质尾部、跨膜结构域和茎区[37]。由于重组蛋

白N-聚糖结构的形成与各种糖基修饰酶在高尔基

体中的分布相关，近年来许多研究报道了将哺乳

动物GalT的CTS区与不同高尔基体腔室定位的糖基

转移酶的CTS区进行替换，研究总蛋白和重组蛋白

N-糖基化方式的改变。Schneider等[38]将大鼠α-2,6-
唾液酸转移酶(α-2,6-sialyltransferase，ST)的CTS区
替换为人GalT的CTS区(推测ST在高尔基体后期腔

室发挥作用)，生成STGalT稳定表达的植株，其表

达的IgG1抗体4E10的N-聚糖具有高达90%的末端

半乳糖化结构，其中双分支末端半乳糖基化占

60%。STGalT稳定表达的植株叶片总可溶性蛋白中

的半乳糖基化结构占30%~40%，比过表达全长

GalT的叶片中的含量增加了三倍，强调了糖基转

移酶靶向适合的高尔基体对高效加工N-聚糖的重

要性。Navarre等[39]将烟草β-1,4-N-乙酰氨基葡萄糖

转移酶(β-1,4-N-acetylglucosamine transferase，
GnTⅠ)的CTS区与人β-1,4-GalT的CTS区进行替

换，建立稳定表达GnT-GalT的烟草BY-2细胞悬浮

培养体系，所生产的分泌型重组抗体IgG2中半乳

糖基化结构占41.2%；同时，植物特异性聚糖含量

大幅减少，这是由于GnTⅠ的CTS将GalT引导至顺

式(早期)高尔基体发挥作用。

异源N-聚糖修饰酶在植物中的稳定表达耗时

较长并可能伴随对植物生长发育的剧烈影响，可

能由于前体UDP-Gal的消耗影响了富含多糖的植物

细胞壁的构建。Vézina等[40]研究了本氏烟草中GalT
与重组抗体的瞬时共表达，该策略实现了重组抗

体的高产量以及其N-聚糖的快速修饰。Nguyen
等[41]将拟南芥β-1,3-半乳糖基转移酶的胞质尾部及

跨膜结构域与鼠类GalT的茎区及催化结构域进行

融合，生成的β1,3β1,4-GalT在本氏烟草中与伐利鲁

单抗(varlilumab)瞬时共表达，4.4%的重组抗体带

有双分支末端均半乳糖基化的N-聚糖。与稳定转

化相比，糖基转移酶与重组抗体的瞬时共表达是

研究重组单抗N-聚糖修饰方式的快速、简便的

方法。

2.3 其他修改方式

N-聚糖上的末端唾液酸残基减弱了重组单抗

的CDC效应，也显著降低了含有核心岩藻糖残基

的单克隆抗体的ADCC，这可能是由于高度唾液酸

化的IgG-Fc构象封闭，减少了与自然杀伤细胞或骨

髓细胞上FcγRs的结合[42]。但唾液酸残基的存在似

乎有利于增强抗体稳定性，因为去唾液酸化抗体

血浆清除率和半衰期均降低，进而影响药物的效

力[43]。Izadi等[44]在本氏烟草中引入哺乳动物唾液

酰化的整个生物合成途径来实现重组抗体IgG1的
N-聚糖的末端唾液酰化，包括引入前体CMP-N乙
酰神经氨酸(CMP-Neu5Ac)的生物合成、激活、运

输和将CMP-Neu5Ac转移到末端半乳糖上的六个基

因。目前由于转基因对植物发育和表型的影响，

唾液酰化途径引入的相关研究多数采用瞬时表达

技术，重组蛋白唾液酰化效率低下及酶基因表达

的不稳定性仍是需要解决的难题[45]。

由于在糖基化初始阶段，高等植物和哺乳动物

在内质网中形成相同的高聚甘露糖形式的N-聚
糖，常通过添加内质网保留基序(SE)KDEL/HDEL
将重组蛋白保留在内质网中，来避免蛋白质传递

到高尔基体进行复杂的N-聚糖下游修饰所产生的

异质性。Rattanapisit等[35]在单抗重链N端添加信号

肽，并在C端连接一个短氨基酸序列SEKDEL，表

达出高聚甘露糖型(Man5-Man9)的nivolumab，其与

商业化nivolumab具有相同的体外抗原结合能力。

但该策略形成的高聚甘露糖结构会加速抗体在体

内的清除[46]，对主要依赖Fc结构的抗体效应发挥

作用的抗体如IgG1和IgG3的应用具有局限性。由

于内质网含有的蛋白酶类型少、活性低[47]，重组

蛋白不易降解失活，添加内质网保留基序已被证

明可以增加重组抗体的积累量。Kommineni等[48]利
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用甘露糖苷酶Ⅰ抑制剂kifunensine影响重组单抗在

本氏烟草中的表达过程，以生产寡聚甘露糖型的

利妥昔单抗(r i tuximab)；其靶向淋巴瘤细胞系

Wil14-S的ADCC活性增加了14倍。Rodriguez
Benavente等[49]证明，抑制N-聚糖加工可提高人自

然杀伤细胞的抗体结合亲和力和效应功能。

Beihammer等[50]将一种来自杜氏利什曼原虫的单亚

基寡糖基转移酶 ( L e i s h m a n i a d o n o v a n i
oligosaccharyltransferase，LdOST)与IgG1瞬时共表

达， IgG1-Fc上的N-聚糖占有率从50%提高至

97%，表明LdOST的共表达降低了植物源抗体的异

质性，并有助于提高其稳定性和效应功能。植物

源单克隆抗体N-聚糖基化方式的修改是提高单抗

稳定性、安全性和有效性的关键策略。

3 重组抗体生产方式的优化

重组抗体通过体外克隆抗体重链和轻链DNA
序列产生。与杂交瘤技术生产的单克隆抗体相

比，重组抗体具有高批间一致性、无动物源病原

体、易于工程化改造和持续供应等优势。利用植

物平台生产重组抗体，可通过重组抗体表达体系

的设计和培养技术的改进(如优化影响植物生长和

健康的营养和物理参数)来提高重组抗体的产量和

质量，控制生产成本。

3.1 表达体系的优化

重组抗体表达体系(如IgG序列设计、表达载体

中表达元件的优化、密码子优化和转录后基因沉

默抑制)，已被证明可调整重组抗体的半衰期、增

强异源基因的翻译效率、增加重组单抗的表达和

积累水平，优化了植物源单抗的表达和体内生物

活性。

3.1.1 IgG优化

IgG半衰期的延长与其在pH6的环境下对新生

儿Fc受体(neonatal Fc receptor，FcRn)的亲和力增加

有关，IgG-Fc区域与FcRn的结合可以减弱溶酶体

对IgG的降解。Grandits等[51]在三种HIV广泛中和抗

体的Fc区域引入M252Y/S254T/T256E(YTE)或
M428L/N434S(LS)突变，抗体的体内清除率下降了

22%~28%。这种方法使单克隆抗体的半衰期延长

了3~4倍，已被广泛用于延长不同亚型IgG的半衰

期[52]。Rattanapisit等[53]通过对抗PD-L1抗体阿替利

珠的重链糖基化保守碱基进行N298A/D359E/
L361M突变，生产无糖基化修饰的抗体，商业化

抗体Tecentriq在体外与人PD-L1具有相当的抗原结

合能力。通过Fc区域的氨基酸突变对IgG序列进行

改造，可以延长IgG半衰期，对于不依赖ADCC、
ADCP、CDC等抗体效应发挥功能的抗PD-L1抗
体，其阻断PD-1/PD-L1免疫抑制通路的功能不受

影响。

3.1.2 载体设计

植物系统表达重组蛋白常用的载体骨架有来自

TMV、马铃薯病毒X(potato virus X，PVX)、豇豆

花叶病毒(cowpea mosaic virus，CPMV)和DNA双
生病毒豆黄矮病毒(bean yellow dwarf virus，
BeYDV)等的病毒骨架。基于TMV和PVX的

magnICON载体和基于CPMV的pEAQ载体在治疗

性蛋白的植物异源表达中占主导地位[54]。来自花

椰菜花叶病毒的35S启动子或其变体在目前全球种

植的所有转基因作物中占60%以上，是植物基因工

程中应用最广泛的启动子之一，它可以驱动外源

基因在双子叶植物中高效表达。35S启动子包含

TATA盒、CAAT盒等顺式作用元件，并可插入增

强子序列或配体激活的基因表达盒，或被设计为

两段重复的短序列(约90 bp)的增强型启动子。目

前，依赖于35S启动子驱动表达的多功能MIDAS-P
系统已被开发，通过在一个载体中克隆多重基因

来实现抗HIV“鸡尾酒疗法”混合物的瞬时共表

达[55]。5′和3′非翻译区(untranslated region，UTR)对
mRNA的稳定性和翻译有很大的影响。Diamos
等[56]构建的BeYDV表达载体检测了多种5′UTR和3′
UTR对增强重组蛋白在本氏烟草中表达的影响，

结果显示，来自拟南芥的光系统K亚基基因上游

40~60 bp作为翻译增强子，活性高于广泛使用的来

自TMV的5′UTR；将烟草Rb7基质附着区(Rb7-
MAR)添加在重组蛋白表达盒的3′端，rituximab的
瞬时表达产量增加了3.4倍，并且使用含有MAR的
载体可显著减少叶组织坏死，提高植物重组蛋白

的生产效率。Rozov等[57]研究了转运信号肽将重组

蛋白靶向转运到具有低蛋白酶活性或适当糖基化

机制的细胞区室，大大提高了重组蛋白在植物细

胞中的积累效率。上述结果说明，可以通过非翻

译区和载体骨架的设计、信号肽的添加等优化策
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略，增强重组IgG异源表达效率。

3.1.3 密码子优化

密码子优化是一种分子生物学技术，通过不改

变其编码的氨基酸序列而修改其核苷酸序列来增

强特定宿主生物体中基因的表达。它使用生物信

息学工具识别宿主中普遍存在的同义密码子，并

通过宿主植物编码蛋白的偏好密码子替换使用频

率低的密码子来修改基因序列以提高表达效

率[58]。在优化过程中需要考虑几个因素，包括密

码子频率、GC含量、mRNA二级结构和顺式调节

元件[59]。Parvathy等[60]分析了植物中的密码子使用

偏差，表明密码子优化是在翻译水平上使基因表

达增加了75~80倍，引入增强表达的抗虫基因增强

了植物抵御虫害的能力。这些优化同时也为满足

植物细胞中增加重组蛋白产量的需求提供了重要

的价值。遗憾的是，密码子优化带来的问题，如

对蛋白质功能的潜在影响和对免疫原性增加的影

响，还需要通过临床试验后期或上市后的药物反

馈来评价[61]。

3.1.4 转录后基因沉默抑制

转录后基因沉默(post-transcriptional gene
silencing，PTGS)是生物细胞抵抗外来核酸入侵及

保持生物自身基因组完整性的防御机制。植物中

的外源基因表达受到RNA沉默的限制，植物病毒

具有编码RNA沉默抑制因子的能力，因此可以用

于抵抗植物对外源基因RNA的沉默效应。例如，

番茄丛矮病毒编码的p19元件通过隔离短干扰RNA
来抑制外源基因的RNA沉默，将p19元件整合到载

体骨架中[55]，或作为单独的表达质粒与重组蛋白

共表达，可以使外源基因的表达增加10~20倍[62]。

将varlilumab表达载体与p19表达载体在本氏烟草中

瞬时共表达，单抗产量为174 μg/g，是对照组的3.2
倍[41]。PTGS是目前广泛使用的提高植物重组蛋白

表达水平的优势策略。

3.2 培养体系的优化

用于重组蛋白生产的植物培养技术，除了常用

的土壤栽培外，植物细胞悬浮培养技术及水培技

术使植物源重组蛋白在大规模生产上具有竞争

力。植物细胞悬浮培养是指在离体条件下，将愈

伤组织或其他易分散的组织置于液体培养基中进

行震荡培养，得到分散的悬浮细胞，携带重组蛋

白表达质粒的细胞可通过继代培养使细胞增殖，

从而大量生产重组蛋白。水培技术通过营养物质

的可控供给以及浇灌技术的优化，提高了植物细

胞重组蛋白的生产效率和经济效益。水培技术与

植物细胞悬浮培养技术均避免了天气、害虫、土

壤和基因流等不确定因素，并可通过对表达质粒

进行添加分泌信号肽等方法，实现重组蛋白分泌

至液体培养基，无需从植物生物质中纯化重组蛋

白，降低下游回收成本，广泛应用于植物源重组

抗体的生产。

3.2.1 无菌化培养

植物细胞无菌化悬浮培养是一种可靠的植物细

胞培养技术，可提供温度、pH值、营养供应和氧

气水平等受控参数，并具有简单的纯化和下游处

理方法，使其成为生产重组蛋白尤其是分泌蛋白

的一种优秀替代平台。烟草BY-2细胞中某些治疗

蛋白的生产力，如最大产量超过12 mg/L的单克隆

抗体M100，已达到约8 pg/细胞/天[8]，接近CHO细
胞20~40 pg/细胞/天的典型速率。Sheva等[63]开发了

一种创新方法，在利用CRISPR/Cas技术靶向敲除

烟草BY2细胞XylT/FucT后，利用热诱导型启动子

启动靶向T-DNA边界区域的表达盒，自切除转基

因BY2细胞的整个CRISPR/Cas9-gRNA表达模块，

生成非转基因细胞系，防止潜在的脱靶基因修

饰，以供治疗性重组蛋白生产使用。植物细胞生

物反应器中的最新进展包括代谢产物生产的基因

工程、促进生长的微载体优化和模拟自然环境的

3D培养系统[64]。各种类型的生物反应器包括连续

搅拌罐式反应器、一次性生物反应器、气运式生

物反应器和光生物反应器[65]。这些技术共同推动

了更高效、更高产的植物细胞培养过程，并应用

于生产生物制药、营养保健品和其他有价值的化

合物。

3.2.2 水培技术

水培是指在营养丰富的水中栽培植物，可以有

或没有惰性介质(如沙子、砾石或珍珠岩)的机械支

撑。与土壤栽培相比，水培系统的主要优点是通

过自动浇水和施肥来节省劳动力，并通过泵循环

将养分回收，最大限度地减少可持续农业中的水

资源损失。近年来，灯芯系统、深水培养、深流

技术、营养膜技术、潮起潮落系统、气培法和滴
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灌系统等水培技术相继发展[66]。由于水培系统是

相对封闭的，避免了开放种植环境中土壤传播的

疾病。Kash ima等 [ 6 7 ]利用水培系统生产出了

MucoRice-CTB(一种以大米为基础的口服霍乱疫

苗)。水培系统也被用于培养本氏烟草以产生两种

不同效力的SARS-CoV-2中和抗体[68]。Nguyen等[41]

利用水培技术生产varlilumab的产量比土培增加3.5
倍，并指出水培条件可以增加抗坏血酸在植物中

的积累，抗坏血酸可以清除农杆菌产生的过量活

性氧，从而抑制农杆菌表达引起的植物叶片坏

死。因此，水培系统有助于改善转化和增强农业

渗透。

另外，利用毛状根培养系统，转基因植物根系

可以将完整形态的IgG分泌至水培培养基中，在一

周内产量达46 μg/mL[69]，并且植物激素的诱导可

使水培培养基中分泌蛋白的积累进一步增加[70]。

水培培养基中所含蛋白酶的种类和活性明显低于

植物叶片细胞间液，并且下游纯化回收流程简

化、成本降低。因此，根茎分泌生产平台是一种

简单、经济、高效的单克隆抗体生产方式。

4 下游加工技术的优化

商业化规模生产植物重组蛋白的主要困难是纯

化的复杂性和高成本。例如，与其他生产系统相

比，植物制造的生物制药下游加工的一个重要问

题是处理植物提取物以快速去除纤维颗粒、植物

色素和酚类化合物。在单克隆抗体的纯化中，常

用的是基于抗体和配体(细菌来源的蛋白A、G或L)
之间的可逆相互作用的亲和层析技术，疏水相互

作用色谱法、羟基磷灰石色谱法、混合模式色谱

法、阳离子和阴离子交换色谱法等技术[71]也可以

应用于抗体纯化。Faye等[72]使用蛋白A磁珠从未澄

清的粗植物提取物中快速纯化了SARS-coV-2刺
突蛋白的中和抗体M15及其 s c F v - F c同源物

S15，融合了澄清、纯化和浓缩的步骤，减少了

抗体与粗提取物中酚类化合物和蛋白酶的接触时

间。因此，开发绿色、简单、高效和低成本的下

游加工技术是植物重组蛋白规模化生产的关键。

5 总结与展望

目前，基于合成生物学和现代基因工程技术的

发展，植物平台生产治疗性重组蛋白逐步实现了

生产过程的精确调控，植物源单克隆抗体的生产

通过表达系统的选择、N-聚糖基化方式的修改、

表达体系和培养体系的设计以及下游加工技术的

优化，增强了与哺乳动物细胞生产的单克隆抗体

的同质化水平，弥补了哺乳动物细胞平台的劣

势。虽然植物生产平台可能无法完全取代微生物

发酵技术和哺乳动物细胞培养技术，但在个性化

医疗和单克隆抗体、治疗酶和疫苗的定制化生产

方面具有优势，其可扩展性和成本效益为大规模

生产提供了前所未有的机会(图1)。
尽管植物表达系统在少数情况下证明了它们相

对于已建立的商业化生产平台在经济和技术上的

优势，但由于产品下游加工困难、质量参差不齐

以及规模化产量相对较低等问题，植物平台应用

于治疗性重组蛋白的商业化生产仍面临许多挑

战。基于植物细胞包(plant cell packs)的自动化瞬时

表达方案实现了植物细胞中瞬时表达的批内和批

间变异系数(CV)<5%，同时成本降低了约54%[73]，

有利于提高通量和进行质量控制，是一种有前景

的植物生产平台模块。未来植物源重组单抗的研

究仍然集中在消除与人源化单抗在结构上(特别是

糖基修饰)的异质性；增产、增效的优化策略；下

游加工的成本控制以及生产规范化等问题。我们

需要进一步开展毒性研究、治疗监测、进行临床

图1 植物平台生产重组IgG的优化策略
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试验以及获得监管机构的批准，以推进植物表达

系统应用于生物制药行业。
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