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植物反应器生产药物大分子的研究现状 祷

杨蓉朱睦元川

(浙江大学生命科学学院 杭州 310012) 

现代基因工程理论和技术的发展已经使许多有

治疗作用 、价值极高的蛋白质及多肤类激素在大肠

杆菌、酵母或动物体外培养细胞中得到表达，并由此

建立了大规模的生产工厂。 这种能将外源基因的信

息转变成蛋白质的生物体叫生物反应器( bio reac­

tor) 。 自 1982 年Gordon 和 Ruddle 等人得到转基因

鼠以来 ，人们已开始利用动物的血液、乳液生产有医

用价值的蛋白质药物，这被称之为动物生物反应

器[ 1 ] 。 与细胞培养繁殖相比，植物所具有的自然属

性，使其作为生物反应器，将具有更高的经济价值。

随着基因工程技术的日新月异，玉米、大豆、油菜等

转基因作物(GMO)广泛种植，大田化生产细胞分裂

素、抗体、疫苗、酶等药物分子已不是梦想，植物生物

反应器 (plant bioreactor ) 的概念也应运而生凶。 这
个引起学术界及各个生物公司极大关注的新兴领

域，被称之为是"医学生物技术和农业技术的完美结

合" 。 我们就该领域的研究进展、基因表达的特点及

大田生产的风险评估作简单综述。

一、研究进展简介

植物抗体和疫苗一直是转基因植物作为生物反

应器生产药物分子的研究热点。 1989 年 Hiatt 等在

世界上首次报道在植物中表达全长抗体， 随后 IgG、

IgM ， lgGlIgA嵌合体 、 Fab 、 VH 等抗体片段的表达
使其在免疫治疗 、提高植物抗病性、调控植物代谢等

方面显示了一定的前景[3-5) 。 同时许多科学家开始

了植物口服疫苗的研究[ 6]0 Tariq 用农杆菌介导转

.染烟草叶片和马铃薯块茎获得了肠毒素基因 (LT)

的表达，它们侵染胃肠和呼吸道上皮黠膜表面，剌激

粘膜免疫反应产生分泌型抗体 SlgA，实验证明通过

口服疫苗能产生 比注射产生更好的免疫效果[7] 。

这个重组疫苗的获得为植物口服疫苗的生产奠定了

坚实的基础。至今已有霍乱弧菌毒素等十几种微生

物病原体疫苗基因在植物体内得到表达[8- 1 31 。

Sandhu 等在苹果原生质体内表达了呼吸道合胞病

毒 F 基因，以水果作为表达疫苗的载体，使植物反

应器的商业化前景更加令人鼓舞[ 14 ] 。 此外，在植物

体内表达人血清蛋白，干扰素、膜岛素，抗生物素蛋

白 (avidin) 、抑蛋白酶肤( aprotinin)等的研究在国内

外也取得了相当的进展[ 1 5- 17 ] 。 目前，植物反应器的

研究已从烟草 、马铃薯等模式植物转入禾谷类作物

如水稻，玉米等，而蛋白质多肤的表达、修饰、加工 、

提取等后期下游工作及转基因作物的安全性已成为

该研究的讨论焦点。 此外，许多公司也加入该领域

的研究，其中孟山都和杜邦公司具有相当大的实力。

对于生物学家来说，在研究利用转基因植物生产药

物分子时，更重要的使命是保证药物分子的安全和

有效性。 幸运的是人类在利用某些动物与细菌细胞

大规模生产已积累了较多的经验。 我们有理由相

信，植物将成为生产药物分子的"活的工厂"。

二、基因表达的有效性

植物表达载体的构建对外源基因的表达将产生

极大的影响，而组织性表达可使外源蛋白特异性定

警 本研究得到国 家 自然科 学基金( 39770420 、

30100115) 、浙江省自然科学基金 (300255 ) 和省科技厅重点
项目 (0 1 1102186 )资助。

H 通讯联系人。
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附表:近年来植物反应器生产的药物大分子

植物的物种

烟草(Hiatt ， 1989 ) [ 3 ]

基因的来源

单克隆抗体(mAb)
ScFv 

肠毒素(LT-B)
马铃薯块茎(U1rike ， 1995) ，烟草种子(Olga ， 1998) [ 18. 19] 

烟草(Tariq ， 1995 ) [7] 
症疾多抗原表位基因(CfB)
人呼吸道合胞病毒 F基因
人乙肝病毒表面抗原(HBsAg)

丙肝病毒融合抗原
人血清蛋白

人促红细胞 EPO生成素基因
人生长激素
膜岛素蛋白

抑(蛋白)酶肤( aprotinin )

ß-干扰素

位，从而提高表达水平，并简化蛋白提取纯化步骤。

在表达载体的构建中，启动子的选择直接关系

到转化频率及目的基因的表达水平，这也是植物反

应器商品化进程中的两个决定因素。一般常用组成

型启动子花椰菜花叶病毒(CaMV)的 35S 启动子，

其活性高且能稳定表达。 Olga 发现用CaMV35S 在

马铃薯块茎组织表达外源融合蛋白的能力要强于它

自身的组织特异型启动子 Patatin[ 1 8) 。 但CaMV35S

在大多数单子叶植物中的活性较低，在某些细胞如

花粉中就没有活性。 水稻的 Act1、玉米的 Adh1 及

Ubiqutin 等启动子弥补了这个缺陷，在转基因作物

(GMO) 中表现出强大地诱导活性[ 17 ) 。 最近，在植

物体内越来越多新的外源启动子被启用。 Ta达ke臼sl由剑hi 1让i 

使用了一种含有荧光素酶(luω1比lCIαife怡e缸ra出s民eω)报告基因的甘

露氨酸合成酶

亚单位疫苗[ 11川1川]」。 它能启动两个重组蛋白的同时表

达，有利于两者形成复合疫苗抵抗多种病虫害的侵

染。 组织特异性启动子，能有效地避免外源蛋白的

普遍表达(ubiquitous)外，并有利于药物大分子在特

定器官的贮藏和提取。 特别是贮藏蛋白特异启动

子，如双子叶的豆球蛋白B4[25) 、 ß-菜豆蛋白启
动[26 ) 、单子叶的 γ-高梁醇蛋白启动子[ 16 ) 能诱导外

源蛋白在种子特定发育期内表达 ，不受植物的正常

代谢进程影响。 豌豆质体蓝素 (P臼 Plastocyanin )

PetE启动子是光合作用启动子，在光合组织中的诱

导能力大于CaMV35S 10 倍左右。 它的 A/T 丰富

区P268 可作为转录增强子与CaMV35S 融合，极大

地提高了呼吸道合胞病毒 F 基因在苹果叶肉原生

质体内的表达水平[ 14 ) 。

在载体的构建中，由于大多数的医药物分子都

是糖蛋白，糖基化的模式不同及功能分子折叠和装

马铃薯(Takeshi ， 1998) [ 10 ]烟草(李霞 ， 1999) [羽]
苹果原生质体(臼ndhu ， 1999) [ 1 4 ]

烟草(刘玉乐， 1993 ， [22 ] Than咀vala 1995[ 13] ) 
烟草叶绿体( 山松， 2000) [2 1 ]
烟草 (Sijmons ， 1990) [ 15] 
番茄(贺竹梅， 1998) [μ]
烟草 ( Lei钮， 2000) [16] 

马铃薯(Takeshi ， 1998) [ ll] 

水稻种子(Zhang ， 1999) [ 17] 
茵稽(Medicago 公司， 1998) [ 17 ]

配的精确性都可能会影响与抗原结合的特异性，这

就对质粒构建的精确性提出了更高要求。 内质网信

号肤(SP) 、C 末端内质网滞留序列将有利于融合蛋

白的细胞分室化作用。 网质内的 Bip 等分子伴侣及

一些酶的作用将有助于药物大分子进行一系列的正

确的翻译、折叠和装配工作。融合不同的蛋白质如

葡萄球菌 A 蛋白 、 来摞于大麦和酵母的 α-amy­

lase[1 7 ) 、磷酸酶基因可进行特异性的组织定位而提

高表达效率[25) 0 C-myc、组氨酸等标记序列的融合

使外源蛋白可通过亲和层析等方法而提取在植物体

内表达的药物大分子，减少生产过程中的下游流程。

总之，启动子、信号肤、标记序列的正确选择将极大

地提高植物反应器生产药物大分子的表达水平。

三、基因表达的稳定性

建立可靠和持续的产品来源将是基因工程生产

药物分子的一个重要方面，因此外源基因表达的稳

定性至关重要。 但多种因素，如农杆菌的转染效率

和插入的 T-DNA 拷贝数 、整合位点及基因沉默现

象等都将影响外源基因表达量的稳定性。 植物本身

及后代在基因型之间的差异，也可能导致表达水平

的不稳定性，因此宿主组织自身稳定性也是一个关

键因素。 Zhang 认为长期保持基因的稳定性的重要

条件之一是不断选择高水平表达外源蛋白量的株

系，并可通过自交保持其良好的种质品质[川 。 马铃

薯块茎自身组织较小的差异性使其作为一个良好的

外源基因稳定表达系统而被广泛利用。

基因表达的稳定性还表现在其对贮藏条件的较

高要求上。 叶片作为外源蛋白的贮藏器官并不非常

合适，它有较高的含水量和水解活性，将会不同程度

地降解在绿色组织表达的重组蛋白 ， 收获后需要立
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即冷冻和提取。 因此选择具有良好贮藏功能的器官

作为植物反应器的表达部位是相当有必要的。 自然

贮藏器官，如种子能保存蛋白较长时间不降解并同

时不需要特殊的保存条件而被首选。 Ulrike 和 Olga

同时证实，即使在室温条件下 ，ScFv 抗体基因片段

在成熟烟草种子和马铃薯块茎组织器官贮藏一年后

仍能保持 50% 活性[ 18- 1 9] 。含种子特异性表达启动

子融合蛋白的构建是近年来在植物反应器研究中的

新热点，它使转基因植物种子库成为生产生物药物

分子的良好贮存系统。 为了达到商业化生产的目

标，应尽可能地优化贮藏条件，防止被细菌、真菌污

染，保持种子活力[27] 。

四、重组蛋白的纯化

植物反应器生产基因药物大分子是一种廉价的

生产工程 ，特别是上游产物在花费上比细菌和动物

生产系统来说要少得多。 但由于其重组蛋白含量极

少，抽提和提纯较为困难，下游工程的花费就远大于

细菌和动物表达系统。 由于植物大多数器官都能被

直接食用 ，药物大分子被转入谷类作物或水果中，可

通过服用植物自身组织而获得免疫效应，由此而提

出口服疫苗的思路[28] 。 研究表明即使马铃薯块茎

组织在被沸水煮至变软时， 50%重组疫苗仍具有活

性[ 10] 0 Thanavala 用从烟草中粗提的 rHBsAg 喂养

小鼠，尽管体内产生抗体的水平低于酵母纯品

rHBsAg 喂养的小鼠，但在整个检测过程中能稳定增

加，并在第七周达到最高水平。 因此他认为精确的

提纯过程并不一定需要[ 1 3] 。 目 前， 大豆、玉米 、香蕉

等遗传转染系统已开始深入研究[29] 。 转基因食品

(GMF)的上市使我们完全有理由相信，人类通过食

用植物获得对某些疾病的免疫力将指日可待。

但目前大多数科学家认为植物中存在着其他的

物质，包括具有活性的植物代谢物或生物碱(烟碱) 、

多糖和脂、农药和除草剂，可能干扰或限制药物分子

的免疫原性，在实际使用过程中导致致敏性和变态

反应[27] 。因此认为，药物分子生产中的纯化及提取

流程是必不可少的。 而杂质物质本身的特性、标准

的生化测试流程的有效性，在一定程度上决定及控

制着有害物质的去除。 相对而言，具有活性的水溶

性的杂质更难被去除。

重组蛋白相对不稳定需要在含水的溶液中纯

化，不能承受极端的 pH、温度以及与有机溶剂的长

期接触。 生化技术提取上的困难 、昂贵的费用，便转

基因植物生产药物分子的提取和纯化流程成为阻止

商业化进程的障碍。 目的基因与二磷酸核嗣糖竣化

酶(Rubisco)小亚基或油质蛋白 (01臼in)基因融合，定

向引导重组蛋白于叶绿体和油体组织，简化了提取

纯化步骤，大大减少了生产上的费用[30 ] 。 同时，增

强药物分子定向与人体内靶细胞的结合能力也是研

究的新热点之一。 霍乱弧菌毒素蛋白 B 亚单位

(LT-B)基因，利用其与肠道淋巴组织(GALT)细胞

表面的 ~J神经节昔脂有较强的亲和力的特性，作

为一种佐剂有效地携带膜岛素分子( INS) 到达

GALT表面 ，大大增加了 INS 抗原吸收含量从而增

强免疫识别能力 [ 11 ] 。 通过这种定向运输的作用，能

减少传统治疗所需的高水平抗原数量，并提高了生

产口服植物疫苗的可行性。

五、重组产物的特性

与从传统的人类或动物中获得的生物药物分子

比较，在植物中产生的重组大分子应具有相似的生

物化学特性 、药理特性和临床特性。 与前两者最主

要的结构不同在于糖基化模式上的差异。 蛋白质

N-端连接糖基加工过程的不同可能会影响分裂素

或激素的活性、药物分子的体内动力学活性及抗原

结合性。 病人可能产生的对植物来源的寡糖部分的

免疫反应，使得我们有必要对它不同于"自然"的模

式进行仔细考虑。 糖基化的作用效果主要与产物的

特殊性相关。 例如，mAhs 中的糖基化的重要性依赖

于mAbs 产物的类型 、药物分子代谢机制等。 抗体

Fc 区域的糖基化很少影响单克隆抗体(mAhs )免疫

反应，但它影响 Fc 受体连接和抗体调节的细胞毒

性。 Fab区域的糖基化被认为只影响 mAbs 的连接活
性。 而在连接区 (hinge region) 的糖基化可能影响抗

体对蛋白水解的敏感性[27 ] 。

然而我们在临床上并不排除使用这些与"天然"

糖基化模式不同的重组药物分子的可能性。 酶促反

应去除 N-端的寡糖链或利用突变技术都将有可能

解决这个问题。 物理 、化学、生物学、免疫化学测试

已被用于测定来源于植物和动物、人类产物的比较

研究。 如 SDS-PAGE 、 IEF、 HPLC、质谱分析 、肤图

或其他方法的单独或联合使用都将有助于重组蛋白

与天然大分子物质结构的分析和比较。 体内效价分

析( potency assay ) 、动物体模型分析、药物代谢动力

学和临床实验等将最终鉴定生物药物分子的生物活

性。 生长激素和抑蛋白酶肤等大分子在植物体内正

确表达 、折叠使我们有理由相信，生物分子技术和医

学技术的共同进步将使转基因植物生产药物大分子
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的研究更为深入。

六、大 田生产风险评估

食用药物植物、特别是口服疫苗，首先必须评估

其对人的安全性。 从微生物学角度来考虑，植物相

对于细菌、动物系统来说是一个更为安全的系统。

但现在还未确切知道植物病毒能否感染人类或动

物，或者它们是否本身是一种能在植物体内复制的

病害性的人类或动物病毒，因此在生产过程中应尽

可能使细菌 、真菌的内含量降低到最小，保证它们及

其副产物如内毒素、真菌毒素的去除。 同时由于转

基因植物中的标记基因往往是抗性基因，如卡那霉

素等。一些科学家认为这种抗性基因的存在也将对

食用转基因作物的安全性产生危害性的影响[29] 。

然而人类和动物已受到自然界早已广泛存在的抗性

微生物的挑战，但至今尚未发现任何有害效应。 因

此许多科学家认为任何对这种抗性蛋白可能产生毒

性的担心似乎是多余的 。 此外，转基因扩散即转基

因作物与其野生亲缘种间的基因流动将是作物大田

生产后可能带来风险的另一重要方面。 目前的研究

表明种与种之间的限制及转基因作物与野生种之间

缓冲区的建立将可能抑制这种基因流动。 因此科学

家们建议在利用植物组织生产药物分子过程中 ， 除

了考虑设计合适的生产和测试流程之外，还应考虑

选择植物的品种，大田种植的合适地理位点等一系

列问题。

近年来，关于转基因作物安全性的争论，不仅超

越了科学的范畴更似乎成了贸易战的口实，使美国

和欧盟为了转基因食品的进出口闹得不可开交。 植

物反应器生产药物大分子的完全商品化，也将面临

同样的问题。 因此最为迫切的是建立转基因作物可

靠的安全性评价技术和技术政策保障体系。 但我们

完全可以相信，转基因技术进入 21 世纪农业和医学

领域的趋势是无法逆转的。 在不久的将来会有越来

越多的植物基因工程生产的药物蛋白问世。

摘要

随着植物基因工程 日新月异的发展，利用植物

载体生产有医用价值的蛋白质药物已成为学术和商

业界极为关注的新兴领域。 在植物体内表达病毒疫

苗，单克隆抗体，人血清蛋白 ，干扰素，膜岛素等的研

究在国内外已取得了相当的进展。 抗生物素，生长

激素和抑蛋白酶肤的商业化，使其前景更为灿烂。

近几年植物反应器的研究巳更为重视讨论生产药物

分子的有效性和安全性。 本文综述了该领域的研究

进展、药物蛋白表达的有效性、稳定性及后期下游提

取纯化的重要性，并对其大田化生产的风险作了简

要评估。
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