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摘   要：植物生物反应器是一种新兴的重组蛋白表达系统，是分子农业的核心内容之一。本研究

在本氏烟草(Nicotiana benthamiana)中表达了抗八肽(DYKDDDDK, FLAG)标签抗体，并对其进行纯

化与鉴定。通过多次免疫小鼠获得高效价抗 FLAG 抗体并测出其编码序列，然后亚克隆至植物 DNA
病毒表达载体，最后通过农杆菌介导转染烟草叶片。经 Western blotting 检测了转染后 2−9 d 抗体

的表达情况：3 d 后 FLAG 抗体开始在烟草叶片中表达，5 d 后表达量达到峰值，每千克鲜叶估计

可表达 66 mg FLAG 抗体。抗体经过分离纯化后浓缩为 1 mg/mL，按 1:10 000 稀释仍可识别 1 ng/mL
的抗原，表明植物生产的 FLAG 抗体具有高亲和力。植物生物反应器可用于生产高亲和力抗体，

并具有简易、成本低和生产周期短等特点，具有很高的应用价值。 
关键词：重组蛋白；植物生物反应器；蛋白纯化；分子农业  
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Abstract: Plant bioreactor is a new production platform for expression of recombinant protein, 
which is one of the cores of molecular farming. In this study, the anti DYKDDDDK (FLAG) 
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antibody was recombinantly expressed in tobacco (Nicotiana benthamiana) and purified. FLAG 
antibody with high affinity was obtained after immunizing mice for several times and its 
sequence was determined. Based on this, virus vectors expressing heavy chain (HC) and light 
chain (LC) inoculated into Nicotiana benthamiana leaves by using Agrobacterium-mediated 
delivery. Accumulation of the HC and LC was analyzed by SDS/PAGE followed by Western 
blotting probed with specific antibodies from 2 to 9 days postinfiltration (dpi). Accumulation of 
the FLAG antibody displayed at 3 dpi, and reached a maximum at 5 dpi. It was estimated that  
66 mg of antibody per kilogram of fresh leaves could be obtained. After separation and 
purification, the antibody was concentrated to 1 mg/mL. The 1:10 000 diluted antibody can 
probe with 1 ng/mL FLAG fused antigen well, indicating the high affinity of the FLAG antibody 
produced in plants. In conclusion, the plant bioreactor is able to produce high affinity FLAG 
antibodies, with the characteristics of simplicity, low cost and highly added value, which 
contains enormous potential for the rapid and abundant biosynthesis of antibodies. 
Keywords: recombinant protein; plant bioreactor; protein purification; molecular farming 

 
 

目前，重组蛋白的生产主要是以原核生物、

酵母、昆虫细胞和哺乳动物细胞等作为反应

器进行的，然而这些传统的表达体系具有明

显的不足之处。首先，这些表达体系需要无

菌环境或较复杂的培养基，因此生产成本较

高；其次，原核生物由于自身结构不完善，没

有内质网等内膜系统，在合成蛋白时不能进行

适当的折叠或加工，因此只能用于无需翻译后

修饰的简单蛋白；而哺乳动物细胞容易携带动

物病毒，具有安全隐患[1]。基于这些问题，植

物生物反应器是生产特定重组蛋白的良好替

代方案 [2]，其生产过程不需要无菌环境，高等

植物作为真核生物能够合成具有生物活性的

蛋白，并且没有感染动物性病原体的风险。此

外，植物生物反应器还具有易规模化、成本低

和操作简便等诸多优势[3]，这些优势决定了在

低成本下植物反应器应用于重组蛋白生产特

别是生物制药的高度可拓展性 [4]，其成本效益

特别适合发展中国家 [5]，是开展分子农业的核

心内容之一[6-7]。 
FLAG (DYKDDDDK) 是由 8 个氨基酸

(Asp-Tyr-Lys-Asp-Asp-Asp-Asp-Lys) 组 成 的 短

肽[8]，是用于蛋白质免疫吸附纯化的经典标签，

具有高亲和力、高泛用性的优点 [9]。但是，目

前商品化抗 FLAG 标签蛋白的单克隆抗体种类

不多，且多需从国外进口，价格十分昂贵。因

此，开发一种低成本、简易的 FLAG 抗体生产

方法，在融合蛋白质的免疫吸附分离纯化中具

有广阔的应用前景，而植物生物反应器恰恰具

有这些特点。 
烟草作为模式植物，具有生长周期短、生

长环境要求低、叶片生物量大(10 t/hm2)和易于

筛选等优点[10]，是表达重组蛋白的最佳系统之

一[11]。因此，本研究以烟草作为反应器应用于

FLAG 抗体的表达，监测表达周期，测定其表

达量，提取产物进行纯化并检测其亲和力，旨

在基于植物反应器建立安全、快速生产高亲和

力重组蛋白的方法，促进分子农业的发展。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  植物材料 

本氏烟草(Nicotiana benthamiana)，种子保

存于本实验室。  
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1.1.2  菌株和质粒 
大肠杆菌(Escherichia coli) DH5α 菌株和发

根农杆菌(Agrobacterium rhizogenes) C58C1 菌株

保存于本实验室。 

pMDV 质粒是本实验室基于鹰嘴豆褪绿性

矮缩病毒(chickpea chlorotic dwarf virus, CpCDV)
构建的双元载体。 
1.1.3  主要试剂 

质粒提取试剂盒、琼脂糖电泳回收试剂盒

购自天根生化科技(北京)公司，蛋白质分子量标准

购自翌圣生物科技(上海)股份有限公司，考马斯亮

蓝购自北京索莱宝科技公司，显影剂(Western 

Lightning)购自珀金埃尔默公司。商业抗 FLAG

单抗 (Cat.No.F1804)购自 Merck 公司，二抗

(ProteinFind Goat Anti-Mouse IgG HRP conjugate)
购自北京全式金生物技术有限公司，序列合成

和测序由北京擎科生物科技有限公司完成。 

1.2  方法 
1.2.1  载体构建 

利用 FLAG 抗原[八氨基酸短肽 DYKDDDDK-
偶联 KLH (keyhole limpet hemocyanin)]，多次免

疫 BALB/c 小鼠，制备大量杂交瘤细胞株，筛

选分泌抗体阳性细胞并克隆，提取其序列并测

序。具体操作参考前人的方法[12]。实验方案遵

守相关实验动物福利规定，经湖南农业大学生

物医药研究伦理委员会审查 (获批伦审科第  
119 号文件)。 

经分析，重链的互补决定区，CDR1：

T-Y-T-I-H；CDR2：Y-I-N-P-S-S-G-Y-A-A-Y-N- 
Q-F-K-D；CDR3：E-K-F-Y-G-Y-D-Y。轻链的

互补决定区：CDR1：R-S-S-Q-S-I-V-H-R-N-G-N- 
T-Y-L-E ； CDR2 ： K-V-S-N-R-F-S ； CDR3 ：

F-Q-G-S-H-V-P-Y-T。据此合成其重链和轻链的

DNA 序列，亚克隆到 pMDV 载体上(图 1)，并

转化农杆菌。 
1.2.2  烟草转染 

将携带目的片段的农杆菌在固体培养基上

活化，挑取单菌落接种至 5 mL 液体培养基，

28 ℃、220 r/min 过夜。次日接种于 100 mL 液体

培养基，培养至对数生长期。在室温、4 000 r/min
下离心 25 min， 去 上 清 后 用 吗 啉 乙 磺 酸

(morpholinoethanesulphonic acid, MES)缓冲液 
 

 
 
图 1  载体的 T-DNA 区域示意图 
Figure 1  T-DNA region of vector. RB and LB: Left and right borders of the Agrobacterium; LIR: Long 
intergenic region of CpCDV genome; SIR: Short intergenic region of CpCDV genome; C2/C1: C1 and C2 
gene of CpCDV for replication initiation protein (Rep) and RepA; NOS-T: Nopaline synthase terminator; HC 
and LC: Heavy and light chains of the antibody; P35S: Cauliflower mosaic virus (CaMV) 35S promoter. 
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(pH 5.6)将农杆菌重悬浮，加入 10 mmol/L MgCl2、

36 mg/L 乙酰丁香酮。放入培养箱(28 ℃、220 r/min)
孵育 1 h。孵育后稀释至 OD600 约为 0.1，分装至

1 L 塑料烧杯中。将生长 5‒7 周的烟草倒置，使叶

片浸入渗入液并置于真空箱，抽真空至‒0.1 MPa，
保持 10 min。侵染结束后将烟草置于 25 ℃、16 h
光照/8 h 黑暗循环的温室培养。 
1.2.3  抗体提取与纯化 

分别剪取 2−9 dpi (days post-infiltration)的
叶片，在液氮中冷冻，充分研磨后加入适量

PBS。4 ℃、12 000 r/min 离心 15 min，留上清，

重复 1 次。 
取样品过 0.22 μm 滤膜，上 Protein G 亲和

层析柱。先用 5 倍柱体积的去离子水洗涤，去

除空气和 20%乙醇；用 PBS 缓冲液平衡柱子，

将样品以 0.5 mL/min 的速度流穿柱子，0.1 mol/L
甘氨酸洗脱，收集洗脱样品然后用 PBS 缓冲液

透析，超滤浓缩。 
1.2.4  SDS-PAGE 与 Western blotting 分析 

将植物蛋白提取物或纯化后的 FLAG 抗体

样品与电泳缓冲液混合，并以商业抗 FLAG 单

抗(F1804, Merck)作为阳性对照，100 ℃下加热

5 min 使蛋白变性，在聚丙烯酰胺凝胶电泳中分

离，用考马斯亮蓝染色或准备转膜。 
将 分 离 的 抗 体 转 移 到 聚 偏 二 氟 乙 烯

(polyvinylidene fluoride, PVDF)膜上，用可逆染

色剂丽春红验证各泳道上样量的一致性。洗脱

膜上的丽春红，用含 5%脱脂牛奶的 TBST 缓冲

液封闭，加入二抗孵育。缓冲液清洗 3 次后，

加显影剂显影。 
1.2.5  FLAG 抗体与抗原的结合效率 

抗原滴定的蛋白印迹分析：在 SDS-PAGE
上分离重组带 FLAG 标签的红色荧光蛋白

(FLAG-DsRed)，并用纯化浓缩后的 FLAG 抗

体样品检测。抗原 (FLAG-DsRed)量梯度为

0.5‒10 ng，样品(1 mg/mL)按 1:10 000 稀释。 

2  结果与分析 
2.1  FLAG 抗体在烟叶中的瞬时表达 

通过对转染的烟草叶片逐天观察发现：转

染 3 d 后叶片开始出现斑状，表明 FLAG 抗体

开始表达；5−6 d 后发病的表型最为明显；7 d
后发病部位颜色变深，局部组织开始萎蔫直至

8 d 后开始坏死，如图 2 所示。 
 

 
 

图 2  转染后不同天数的叶片表型 
Figure 2  Phenotype of leaves upon transfection for different days. 
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鉴于叶片表型的变化，对转染后 2−9 d 的

叶片中提取的蛋白进行 Western blotting 分析，

并通过丽春红对 PVDF 膜染色验证了各泳道上样

量的一致性，结果如图 3 所示。转染后第 3 天，

抗体开始表达，在 25 kDa 和 50 kDa 处分别出

现条带，与抗体的重链和轻链的理论分子量相

符。第 5 天时，条带最为明显，表明表达量达

到峰值。分析结果与叶片表型基本一致，最佳

收获时间为第 5 天。 

对 5 dpi 的烟草叶片提取的 FLAG 抗体，进

行蛋白免疫印迹分析，结果如图 4 所示。

pMDV-HC/LC 孔为取 0.15 g 叶子用 500 μL 裂解

液提取，再上样相应体积的样品，在理论分子

量处有明显的条带。按条带灰度与商业抗体条

带比较，每千克鲜叶的抗体表达量为 66 mg。 

2.2  烟叶生产的 FLAG 抗体的纯化 
从 100 株 5 dpi 的烟草(共 1 kg 鲜叶)中提取

蛋白，通过 protein G 亲和层析柱纯化后，得到 
 

 
 
图 3  FLAG 抗体在转染后不同天数的表达情况 
Figure 3  Expression of FLAG antibody upon transfection for different days. Ponceau S staining shows 
equal protein loading across samples. 

 

 
 
图 4  FLAG 抗体在转染后第 5 天的表达量 
Figure 4  Quantitative expression of FLAG antibody on the 5th day upon transfection. M: Molecular weight 
standard of protein; S: Commercial anti-FLAG antibody. 
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20 mg FLAG 抗体。SDS-PAGE 分析结果如图 5
所示：只在 FLAG 抗体的重链和轻链的理论分

子量处检测到条带，表明经亲和层析纯化后的

FLAG 抗体具有较高的纯度。 

2.3  烟叶生产的 FLAG 抗体与抗原结合的

特性 
通过 Western blotting 蛋白印迹分析抗体的

亲和力：加抗原 FLAG DsRed，梯度稀释至

0.5−10 ng，与浓度为 0.1 μg/mL FLAG 抗体孵

育。如图 6 所示，在抗原稀释至 1 ng 时仍有明

显的反应条带，说明通过烟草生产的 FLAG 抗

体与抗原的结合效率较高，具有较高的亲和力。 
 

 
 
图 5  FLAG 抗体的纯化 
Figure 5  Purification of FLAG antibody. M: 
Molecular weight standard of protein; 1: FLAG 
antibody. 
 

 
 
图 6  FLAG 抗体与抗原的结合效率 
Figure 6  Binding efficiency of FLAG antibody 
and antigen. Concentration of antigen. 1: 10 ng; 2:  
5 ng; 3: 4 ng; 4: 3 ng; 5: 2 ng; 6: 1 ng; 7: 0.5 ng. 

3  讨论与结论 
植物生物反应器以低成本、简易和安全性

等特殊优势实现了对传统方法的完美替代并快

速发展[13-14]。自美国首次批准一种植物细胞衍

生酶(高木糖醇)用于人类疾病治疗取得重大突

破以来[15]，植物生物反应器正成为分子农业的

有力工具[16]，越来越多植物生产的重组蛋白投

入临床试验，如用苔藓产 α-半乳糖苷酶已用于

法布瑞士症的 I 期试验[17]；烟草产中和艾滋病

病毒人类单克隆抗体 P2G12 被批准人类 I 期试

验[18]；由胡萝卜细胞生产的用于治疗戈谢病的

重组葡糖脑苷脂酶 (recombinant plant-derived 
glucocerebrosidase, prGCD)已经投入市场[19]；

2022 年 2 月，第一个植物源性新冠病毒疫苗产

品 Covifenz[20]被加拿大卫生部批准上市。 
由于起步较早，经过多年的优化，传统的

基于动物细胞、酵母和原核生物的重组蛋白表

达量可达到 1‒10 g/L (kg)[21-22]。植物表达体系

起步较晚，虽对于荧光蛋白的表达量达到 5 g/kg
鲜叶 [23-24]，但对于抗体等活性肽的表达量较  
低[25]，而在优化后可达到 500 mg/kg 以上[3,26]。

植物反应器可以是任意植物个体、器官、组织

甚至细胞，其中器官作为反应器无需无菌环境

且能快速累积重组蛋白，叶片是烟草生物量最

大的器官，以烟叶生产 FLAG 抗体已达到中等

水平的 66 mg/kg，且有较大的优化空间。同时

烟草作为模式植物具有易培养、技术成熟等特

点，且非粮食/饲料作物，是最佳的植物表达载

体[27]，其生产过程仅需低成本的水、肥和光照。

特别是相较于传统表达体系，无需特殊、无菌

环境；生长周期较短，表达周期仅为一周，而

动物细胞表达周期长达 15−30 d，且存在较长的

病毒清理及验证期(3−6 个月)。因此，植物表达

体系适合规模化生产重组蛋白。 



 
 

孔志成 等 | 抗 FLAG 标签抗体在植物中的高效表达 
 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

275 

FLAG 标签在蛋白检测和分离纯化中广泛

应用，已经有 4 种抗 FLAG 标签的单克隆抗体，

即钙依赖的 M1 和钙不依赖的 M2、M5 和 L5
上市。这 4 种 FLAG 抗体在检测极低表达水平

的 FLAG 融合蛋白时不够敏感，Ikeda 等[8]对此

建立了新的杂交瘤细胞系以制备高亲和力

FLAG 抗体——2H8，该抗体足以检测氨基末端

FLAG 标记的 G 蛋白偶联受体(G protein-coupled 
receptors, GPCRs)和粗制剂中的可溶性蛋白，并

能够从细胞裂解液中免疫沉淀 FLAG 标记的

GPCRs。本文通过免疫小鼠制备杂交瘤细胞，

筛选后亦获得了高亲和力 FLAG 抗体，并于测

序后建立了植物表达体系进行生产。相比较 M2
的最低稀释度为 20 ng/mL，可识别 2 ng 抗原，

植物源 FLAG 抗体稀释至 100 ng/mL 时可识别

1 ng 抗原(图 6)，表明其亲和力已达到商业抗体

水平。 
本研究的表达体系为农杆菌介导的瞬时表

达体系，烟草叶片经过真空渗入后，目的序列

立刻被农杆菌导入细胞内并在短时间内(数小

时至数天)就能进行表达，因此具有快捷省时的

特点。瞬时表达不受基因位置的影响，无需整

合到基因组[28]，因而表达效率更高，可达稳定

转化表达量的数倍[29]。此外，瞬时转染只转染

体细胞，相对于稳定遗传转染生殖细胞，目的

序列不会传递到下一代，因此环境安全性高[30]，

是转基因舆论环境下绿色生产的有力技术。 
瞬时转染往往具有侵染效率低的缺点，侵

染时植物体往往只有部分细胞被导入目的序

列，对此，本研究构建了基于 CpCDV 病毒的

载体，有效地提高了转染效率。由于病毒的高效

复制、表达的特性，基于病毒的载体可以在瞬时

基因表达后获得高水平的有价值的蛋白[26, 31-35]，

因此经常被纳入农杆菌中，以增加在转染过程

中被侵染的植物细胞的数量[36]。此外，出于植

物的内在防御反应，外源基因往往会出现转录后

基因沉默的现象[37]。对此，本研究构建了 p19 (基
因沉默抑制剂)载体，降低烟草细胞中基因沉默

蛋白的表达水平，从而抑制转录后基因沉默[38]。 
通过瞬时转染的植株，其重组蛋白的表达

水平与叶片的位置相关：植株上端的叶片表达

水平最高[39-40]，特别是从顶端开始的第一叶到

第六叶[41]。本研究转染的烟叶中观察到类似的

结果：顶部叶片的发病表型较明显，特别是发

育较快的 3 片大叶。这种现象表明蛋白的表达

量与叶片生长发育的典型特征有关：上叶为新

生的幼叶，其细胞平均分化水平较低，蛋白表

达水平较高；而在成熟叶片中，蛋白质代谢始

终处于低水平，在衰老叶片中，蛋白质几乎没

有表达且已有的蛋白会降解[42]。此外，生长较

好并开始开花的植物比未开花的发育较差的植

物表现出较低的表达水平，因此转染的最佳时

间在植物开花前[40]。导致外源蛋白产量低的一

个关键因素是合成后和 /或分泌后的不稳定性

和降解，如蛋白水解和不可逆的表面吸附，会

发生外源蛋白的损失[43]。因此，需要使用蛋白

酶抑制剂[44-45]或基于基因编辑技术敲除蛋白酶

基因[46]以提高蛋白产量。 
随着外源蛋白在病毒的扩散作用下高速表

达与积累，植物组织细胞的正常生理代谢被打

乱因而受到严重胁迫，其结果导致组织坏死，

影响蛋白产量[47]，正如 8 dpi 时烟叶开始出现发

黑坏死的现象(图 2)。Diomas 等[48-49]构建豆黄

矮病毒(bean yellow dwarf virus, BeYDV)表达载

体时，通过改变 5ʹ端非翻译区核苷酸序列，降

低其复制蛋白 Rep/RepA 表达量，使烟草叶片

细胞死亡率明显降低，从而提高重组蛋白的产

量。在重组蛋白的提取过程中，应合理安排收

获时间，在组织坏死前及时提取蛋白。 
动物细胞合成的蛋白活性受糖基化修饰调
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节[50]，植物细胞的蛋白合成途径与动物细胞类

似，但是高尔基体的 N-聚糖加工途径不同，因

此植物合成的蛋白会有其独特的糖基化修   
饰[51-53]。具有植物特异性 N-聚糖的重组蛋白与

受体的结合力降低，表明植物特异性糖基化修

饰也具有调节蛋白亲和力的作用[54]。提取时，

部分蛋白经过了糖基化修饰，出现同一批蛋白

的分子量不一致的现象(图 5)，并可能导致修饰

与未修饰的蛋白分子亲和力不一致，从而影响

整体质量。为了防止植物特异性复合物 N-聚糖

修饰的附着，重组蛋白的合成途径应被设计为

停留在内质网中[55]或使用糖删除技术敲除相关

基因[56]，但这可能会加重植物组织坏死[47]。此

外，也可以将植物糖基化修饰基因敲除后，转

入哺乳动物糖基化修饰基因，促进植物表达蛋

白修饰的“人源化”[57]。 
基于植物反应器的 FLAG 抗体生产方法，

通过构建病毒载体和基因沉默抑制剂的使用，

表达量达到 66 mg 抗体/kg 鲜叶，最佳生产周期

为 5 d。抗体经纯化后与抗原有非常好的结合效

果，表明其具有极高的亲和力。表达量仍有较

大提升空间，后续可通过密码子优化、细胞器

特异性启动子的加入和蛋白酶抑制剂的加入等

进一步提高 FLAG 抗体等重组蛋白的产量；并

可通过敲除植物糖基化基因或糖基“人源化”进

一步提高重组蛋白的可靠性。基于植物反应器

的分子农业具有低成本、高效率、简易、安全

和易规模化的优势，具有极大的应用价值。 

REFERENCES 

[1] 吴梦婷, 王海涛, 张淼, 许文博, 张望, 李圣纯. 利
用植物质体转基因技术高效表达抗人源白介素 6 单

链抗体[J]. 生物工程学报, 2022, 38(6): 2269-2280. 
WU MT, WANG HT, ZHANG M, XU WB, ZHANG W, 
LI SC. High-level expression of anti-interleukin-6 
single chain variable fragment through plastid 

transformation technology[J]. Chinese Journal of 
Biotechnology, 2022, 38(6): 2269-2280 (in Chinese). 

[2] MOON KB, PARK JS, PARK YI, SONG IJ, LEE HJ, 
CHO HS, JEON JH, KIM HS. Development of systems 
for the production of plant-derived biopharmaceuticals[J]. 
Plants, 2019, 9(1): 30. 

[3] BOONYAYOTHIN W, SINNUNG S, SHANMUGARAJ 
B, ABE Y, STRASSER R, PAVASANT P, 
PHOOLCHAROEN W. Expression and functional 
evaluation of recombinant anti-receptor activator of 
nuclear factor kappa-B ligand monoclonal antibody 
produced in Nicotiana benthamiana[J]. Frontiers in 
Plant Science, 2021, 12: 683417. 

[4] MIR-ARTIGUES P, TWYMAN RM, ALVAREZ D, 
CERDA BENNASSER P, BALCELLS M, CHRISTOU 
P, CAPELL T. A simplified techno-economic model 
for the molecular pharming of antibodies[J]. 
Biotechnology and Bioengineering, 2019, 116(10): 
2526-2539. 

[5] MA JKC, CHRISTOU P, CHIKWAMBA R, HAYDON 
H, PAUL M, FERRER MP, RAMALINGAM S, RECH 
E, RYBICKI E, WIGDOROWITZ A, YANG DC, 
THANGARAJ H. Realising the value of plant 
molecular pharming to benefit the poor in developing 
countries and emerging economies[J]. Plant 
Biotechnology Journal, 2013, 11(9): 1029-1033. 

[6] FISCHER R, LIAO YC, HOFFMANN K, 
SCHILLBERG S, EMANS N. Molecular farming of 
recombinant antibodies in plants[J]. Biological 
Chemistry, 1999, 380(7/8): 825-839. 

[7] FISCHER R, DROSSARD J, COMMANDEUR U, 
SCHILLBERG S, EMANS N. Towards molecular 
farming in the future: moving from diagnostic protein 
and antibody production in microbes to plants[J]. 
Biotechnology and Applied Biochemistry, 1999, 30(2): 
101-108. 

[8] IKEDA K, KOGA T, SASAKI F, UENO A, SAEKI K, 
OKUNO T, YOKOMIZO T. Generation and 
characterization of a human-mouse chimeric 
high-affinity antibody that detects the DYKDDDDK 
FLAG peptide[J]. Biochemical and Biophysical 
Research Communications, 2017, 486(4): 1077-1082. 

[9] VALDEZ-SINON AN, GOKHALE A, FAUNDEZ V, 
BASSELL GJ. Protocol for immuno-enrichment of 
FLAG-tagged protein complexes[J]. STAR Protocols, 
2020, 1(2): 100083. 

[10] BOCK R. Engineering plastid genomes: methods, tools, 
and applications in basic research and biotechnology[J]. 



 
 

孔志成 等 | 抗 FLAG 标签抗体在植物中的高效表达 
 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

277 

Annual Review of Plant Biology, 2015, 66(1): 211-241. 
[11] BUDZIANOWSKI J. Tobacco-a producer of 

recombinant interferons[J]. Przeglad Lekarski, 2014, 
71(11): 639-643. 

[12] 吴川，潘炜松，陈刚，徐超，吕杨涛. 一种抗 FLAG 标

签的抗体及其应用: CN202210655919.9[P]. 2022-06-10. 
WU C, PAN WS, CHEN G, XU C, LV YT. An antibody 
against FLAG tag and its application: 
CN202210655919.9[P]. 2022-06-10 (in Chinese). 

[13] SHANMUGARAJ B, BULAON CJI, 
PHOOLCHAROEN W. Plant molecular farming: a 
viable platform for recombinant biopharmaceutical 
production[J]. Plants, 2020, 9(7): 842. 

[14] CHEN Q, DAVIS KR. The potential of plants as a 
system for the development and production of human 
biologics[J]. F1000Research, 2016, 5: 912. 

[15] YAO J, WENG YQ, DICKEY A, WANG KY. Plants as 
factories for human pharmaceuticals: applications and 
challenges[J]. International Journal of Molecular 
Sciences, 2015, 16(12): 28549-28565. 

[16] HEFFERON K. Plant virus expression vectors: a 
powerhouse for global health[J]. Biomedicines, 2017, 
5(4): 44. 

[17] VEEN SJ, HOLLAK CEM, KUILENBURG ABP, 
LANGEVELD M. Developments in the treatment of 
Fabry disease[J]. Journal of Inherited Metabolic 
Disease, 2020, 43(5): 908-921. 

[18] MA JK, DROSSARD J, LEWIS DF, ALTMANN F, 
BOYLE J, CHRISTOU P, COLE T, DALE P, van 
DOLLEWEERD CJ, ISITT V, KATINGER D, 
LOBEDAN M, MERTENS H, PAUL MJ, 
RADEMACHER T, SACK M, HUNDLEBY PA, 
STIEGLER G, STOGER E, TWYMAN RM, et al. 
Regulatory approval and a first-in-human phase I 
clinical trial of a monoclonal antibody produced in 
transgenic tobacco plants[J]. Plant Biotechnology 
Journal, 2015, 13(8): 1106-1120. 

[19] ZIMRAN A, BRILL-ALMON E, CHERTKOFF R, 
PETAKOV M, BLANCO-FAVELA F, TERREROS 
MUÑOZ E, SOLORIO-MEZA SE, AMATO D, 
DURAN G, GIONA F, HEITNER R, ROSENBAUM H, 
GIRALDO P, MEHTA A, PARK G, PHILLIPS M, 
ELSTEIN D, ALTARESCU G, SZLEIFER M, 
HASHMUELI S, et al. Pivotal trial with plant 
cell-expressed recombinant glucocerebrosidase, 
taliglucerase Alfa, a novel enzyme replacement therapy 
for Gaucher disease[J]. Blood, 2011, 118(22): 
5767-5773. 

[20] FAUSTHER-BOVENDO H, KOBINGER G. 
Plant-made vaccines and therapeutics[J]. Science, 2021, 
373(6556): 740-741. 

[21] KUNERT R, REINHART D. Advances in recombinant 
antibody manufacturing[J]. Applied Microbiology and 
Biotechnology, 2016, 100(8): 3451-3461. 

[22] 赵妍淑, 张金华, 宋浩. 工程原核生物和酵母菌中生

产单克隆抗体和抗体片段研究进展[J]. 中国生物工

程杂志, 2020, 40(8): 74-83. 
ZHAO YS, ZHANG JH, SONG H. Advances in 
production of monoclonal antibody and antibody 
fragments in engineered prokaryotes and yeast[J]. 
China Biotechnology, 2020, 40(8): 74-83 (in Chinese). 

[23] MARILLONNET S, GIRITCH A, GILS M, KANDZIA 
R, KLIMYUK V, GLEBA Y. In planta engineering of 
viral RNA replicons: efficient assembly by 
recombination of DNA modules delivered by 
Agrobacterium[J]. Proceedings of the National 
Academy of Sciences of the United States of America, 
2004, 101(18): 6852-6857. 

[24] YAMAMOTO T, HOSHIKAWA K, EZURA K, 
OKAZAWA R, FUJITA S, TAKAOKA M, MASON HS, 
EZURA H, MIURA K. Improvement of the transient 
expression system for production of recombinant 
proteins in plants[J]. Scientific Reports, 2018, 8: 4755. 

[25] ZEITLER B, BERNHARD A, MEYER H, SATTLER 
M, KOOP HU, LINDERMAYR C. Production of a 
de-novo designed antimicrobial peptide in Nicotiana 
benthamiana[J]. Plant Molecular Biology, 2013, 81(3): 
259-272. 

[26] SHI XQ, CORDERO T, GARRIGUES S, MARCOS JF, 
DARÒS JA, COCA M. Efficient production of 
antifungal proteins in plants using a new transient 
expression vector derived from tobacco mosaic virus[J]. 
Plant Biotechnology Journal, 2019, 17(6): 1069-1080. 

[27] XU JF, DOLAN MC, MEDRANO G, CRAMER CL, 
WEATHERS PJ. Green factory: plants as 
bioproduction platforms for recombinant proteins[J]. 
Biotechnology Advances, 2012, 30(5): 1171-1184. 

[28] KOMAROVA TV, BASCHIERI S, DONINI M, 
MARUSIC C, BENVENUTO E, DOROKHOV YL. 
Transient expression systems for plant-derived 
biopharmaceuticals[J]. Expert Review of Vaccines, 
2010, 9(8): 859-876. 

[29] CHEN Q, HE JY, PHOOLCHAROEN W, MASON HS. 
Geminiviral vectors based on bean yellow dwarf virus 
for production of vaccine antigens and monoclonal 
antibodies in plants[J]. Human Vaccines, 2011, 7(3): 



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

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

278 

331-338. 
[30] POGUE GP, VOJDANI F, PALMER KE, HIATT E, 

HUME S, PHELPS J, LONG L, BOHOROVA N, KIM 
D, PAULY M, VELASCO J, WHALEY K, ZEITLIN L, 
GARGER SJ, WHITE E, BAI Y, HAYDON H, 
BRATCHER B. Production of pharmaceutical-grade 
recombinant aprotinin and a monoclonal antibody 
product using plant-based transient expression 
systems[J]. Plant Biotechnology Journal, 2010, 8(5): 
638-654. 

[31] BUCHANAN-WOLLASTON V. The molecular 
biology of leaf senescence[J]. Journal of Experimental 
Botany, 1997, 48(2): 181-199. 

[32] HAHN S, GIRITCH A, BARTELS D, BORTESI L, 
GLEBA Y. A novel and fully scalable Agrobacterium 
spray-based process for manufacturing cellulases and 
other cost-sensitive proteins in plants[J]. Plant 
Biotechnology Journal, 2015, 13(5): 708-716. 

[33] JIANG MC, HU CC, LIN NS, HSU YH. Production of 
human IFNγ protein in Nicotiana benthamiana plant 
through an enhanced expression system based on 
bamboo mosaic virus[J]. Viruses, 2019, 11(6): 509. 

[34] MARDANOVA ES, BLOKHINA EA, TSYBALOVA 
LM, PEYRET H, LOMONOSSOFF GP, RAVIN NV. 
Efficient transient expression of recombinant proteins 
in plants by the novel pEff vector based on the genome 
of potato virus X[J]. Frontiers in Plant Science, 2017, 
8: 247. 

[35] SINDAROVSKA YR, GERASYMENKO IM, 
SHELUDKO YV, OLEVINSKAYA ZM, SPIVAK NY, 
KUCHUK NV. Production of human interferon 
ALPHA 2b in plants of Nicotiana excelsior by 
Agrobacterium-mediated transient expression[J]. 
Cytology and Genetics, 2010, 44(5): 313-316. 

[36] YAMADA Y, KIDOGUCHI M, YATA A, 
NAKAMURA T, YOSHIDA H, KATO Y, MASUKO H, 
HIZAWA N, FUJIEDA S, NOGUCHI E, MIURA K. 
High-yield production of the major birch pollen 
allergen bet v 1 with allergen immunogenicity in 
Nicotiana benthamiana[J]. Frontiers in Plant Science, 
2020, 11: 344. 

[37] PEYRET H, LOMONOSSOFF GP. When plant 
virology met Agrobacterium: the rise of the 
deconstructed clones[J]. Plant Biotechnology Journal, 
2015, 13(8): 1121-1135. 

[38] HUANG TK, FALK BW, DANDEKAR AM, 
MCDONALD KA. Enhancement of recombinant 
protein production in transgenic Nicotiana 

benthamiana plant cell suspension cultures with 
co-cultivation of Agrobacterium containing silencing 
suppressors[J]. International Journal of Molecular 
Sciences, 2018, 19(6): 1561. 

[39] VOINNET O, RIVAS S, MESTRE P, BAULCOMBE D. 
Retracted: an enhanced transient expression system in 
plants based on suppression of gene silencing by the 
p19 protein of tomato bushy stunt virus[J]. The Plant 
Journal, 2003, 33(5): 949-956. 

[40] STEVENS LH, STOOPEN GM, ELBERS IJW, 
MOLTHOFF JW, BAKKER HAC, LOMMEN A, 
BOSCH D, JORDI W. Effect of climate conditions and 
plant developmental stage on the stability of antibodies 
expressed in transgenic tobacco[J]. Plant Physiology, 
2000, 124(1): 173-182. 

[41] WYDRO M, KOZUBEK E, LEHMANN P. 
Optimization of transient Agrobacterium-mediated gene 
expression system in leaves of Nicotiana benthamiana[J]. 
Acta Biochimica Polonica, 2006, 53(2): 289-298. 

[42] SHELUDKO YV, SINDAROVSKA YR, GERASYMENKO 
IM, BANNIKOVA MA, KUCHUK NV. Comparison of 
several Nicotiana species as hosts for high-scale 
Agrobacterium-mediated transient expression[J]. 
Biotechnology and Bioengineering, 2007, 96(3): 608-614. 

[43] DORAN PM. Foreign protein degradation and 
instability in plants and plant tissue cultures[J]. Trends 
in Biotechnology, 2006, 24(9): 426-432. 

[44] GROSSE-HOLZ F, KELLY S, BLASKOWSKI S, 
KASCHANI F, KAISER M, van der HOORN RAL. 
The transcriptome, extracellular proteome and active 
secretome of agroinfiltrated Nicotiana benthamiana 
uncover a large, diverse protease repertoire[J]. Plant 
Biotechnology Journal, 2018, 16(5): 1068-1084. 

[45] JUTRAS PV, MARUSIC C, LONOCE C, DEFLERS C, 
GOULET MC, BENVENUTO E, MICHAUD D, 
DONINI M. An accessory protease inhibitor to 
increase the yield and quality of a tumour-targeting 
MAb in Nicotiana benthamiana leaves[J]. PLoS One, 
2016, 11(11): 167086. 

[46] LI SW, YU B, BYRNE G, WRIGHT M, O’ROURKE S, 
MESA K, BERMAN PW. Identification and 
CRISPR/Cas9 inactivation of the C1s protease 
responsible for proteolysis of recombinant proteins 
produced in CHO cells[J]. Biotechnology and 
Bioengineering, 2019, 116(9): 2130-2145. 

[47] HAMORSKY KT, KOUOKAM JC, JURKIEWICZ JM, 
NELSON B, MOORE LJ, HUSK AS, KAJIURA H, 
FUJIYAMA K, MATOBA N. N-glycosylation of 



 
 

孔志成 等 | 抗 FLAG 标签抗体在植物中的高效表达 
 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

279 

cholera toxin B subunit in Nicotiana benthamiana: 
impacts on host stress response, production yield and 
vaccine potential[J]. Scientific Reports, 2015, 5: 8003. 

[48] DIAMOS AG, MASON HS. Modifying the replication 
of geminiviral vectors reduces cell death and enhances 
expression of biopharmaceutical proteins in Nicotiana 
benthamiana leaves[J]. Frontiers in Plant Science, 
2019, 9: 1974. 

[49] DIAMOS AG, HUNTER JGL, PARDHE MD, 
ROSENTHAL SH, SUN H, FOSTER BC, DIPALMA 
MP, CHEN Q, MASON HS. High level production of 
monoclonal antibodies using an optimized plant 
expression system[J]. Frontiers in Bioengineering and 
Biotechnology, 2020, 7: 472. 

[50] WANG TT, RAVETCH JV. Functional diversification 
of IgGs through Fc glycosylation[J]. The Journal of 
Clinical Investigation, 2019, 129(9): 3492-3498. 

[51] STRASSER R. Plant protein glycosylation[J]. 
Glycobiology, 2016, 26(9): 926-939. 

[52] MONTERO-MORALES L, STEINKELLNER H. 
Advanced plant-based glycan engineering[J]. Frontiers 
in Bioengineering and Biotechnology, 2018, 6: 81. 

[53] SCHOBERER J, STRASSER R. Plant glyco- 
biotechnology[J]. Seminars in Cell & Developmental 
Biology, 2018, 80: 133-141. 

[54] STELTER S, PAUL MJ, TEH AYH, GRANDITS M, 
ALTMANN F, VANIER J, BARDOR M, CASTILHO 
A, ALLEN RL, MA JK. Engineering the interactions 
between a plant-produced HIV antibody and human Fc 
receptors[J]. Plant Biotechnology Journal, 2020, 18(2): 
402-414. 

[55] SCHILLBERG S, EMANS N, FISCHER R. Antibody 
molecular farming in plants and plant cells[J]. 
Phytochemistry Reviews, 2002, 1(1): 45-54. 

[56] CASTILHO A, STRASSER R, STADLMANN J, 
GRASS J, JEZ J, GATTINGER P, KUNERT R, 
QUENDLER H, PABST M, LEONARD R, 
ALTMANN F, STEINKELLNER H. In planta protein 
sialylation through overexpression of the respective 
mammalian pathway[J]. Journal of Biological 
Chemistry, 2010, 285(21): 15923-15930. 

[57] KALLOLIMATH S, CASTILHO A, STRASSER R, 
GRÜNWALD-GRUBER C, ALTMANN F, STRUBL S, 
ELISABETH GALUSKA C, ZLATINA K, GALUSKA 
SP, WERNER S, THIESLER H, WERNEBURG S, 
HILDEBRANDT H, GERARDY-SCHAHN R, 
STEINKELLNER H. Engineering of complex protein 
sialylation in plants[J]. Proceedings of the National 
Academy of Sciences of the United States of America, 
2016, 113(34): 9498-9503.  

(本文责编  郝丽芳) 



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Gray Gamma 2.2)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (Japan Color 2001 Coated)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.5
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.1000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo false
  /PreserveFlatness false
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Remove
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages false
  /ColorImageMinResolution 150
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 600
  /ColorImageDepth 8
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.76
    /HSamples [2 1 1 2] /VSamples [2 1 1 2]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.76
    /HSamples [2 1 1 2] /VSamples [2 1 1 2]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 15
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 15
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages false
  /GrayImageMinResolution 150
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 600
  /GrayImageDepth 8
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.76
    /HSamples [2 1 1 2] /VSamples [2 1 1 2]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.76
    /HSamples [2 1 1 2] /VSamples [2 1 1 2]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 15
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 15
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages false
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile (Japan Color 2001 Coated)
  /PDFXOutputConditionIdentifier (JC200103)
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName (http://www.color.org)
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<


    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e55464e1a65876863768467e5770b548c62535370300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200036002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc666e901a554652d965874ef6768467e5770b548c52175370300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200036002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents suitable for reliable viewing and printing of business documents.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 6.0 and later.)
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>



    /HUN <>
    /ITA (Utilizzare queste impostazioni per creare documenti Adobe PDF adatti per visualizzare e stampare documenti aziendali in modo affidabile. I documenti PDF creati possono essere aperti con Acrobat e Adobe Reader 6.0 e versioni successive.)
    /JPN <>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020be44c988b2c8c2a40020bb38c11cb97c0020c548c815c801c73cb85c0020bcf4ace00020c778c1c4d558b2940020b3700020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200036002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken waarmee zakelijke documenten betrouwbaar kunnen worden weergegeven en afgedrukt. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 6.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>


    /SKY <>

    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>

  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AllowImageBreaks true
      /AllowTableBreaks true
      /ExpandPage false
      /HonorBaseURL true
      /HonorRolloverEffect false
      /IgnoreHTMLPageBreaks false
      /IncludeHeaderFooter false
      /MarginOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /MetadataAuthor ()
      /MetadataKeywords ()
      /MetadataSubject ()
      /MetadataTitle ()
      /MetricPageSize [
        0
        0
      ]
      /MetricUnit /inch
      /MobileCompatible 0
      /Namespace [
        (Adobe)
        (GoLive)
        (8.0)
      ]
      /OpenZoomToHTMLFontSize false
      /PageOrientation /Portrait
      /RemoveBackground false
      /ShrinkContent true
      /TreatColorsAs /MainMonitorColors
      /UseEmbeddedProfiles false
      /UseHTMLTitleAsMetadata true
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /BleedOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName (Japan Color 2001 Coated)
      /DestinationProfileSelector /UseName
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements true
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles true
      /MarksOffset 0
      /MarksWeight 0.283460
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /UseName
      /PageMarksFile /JapaneseWithCircle
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed true
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [600 600]
  /PageSize [595.276 841.890]
>> setpagedevice


