
无细胞蛋白质表达系统的优化与应用

张 裕， 周化岚， 张建国*， 黎京滔， 辛 艺

(上海理工大学健康科学与工程学院，食品科学与工程研究所，上海 200093)

摘要：无细胞蛋白质表达系统(cell-free protein expression systems，CFPS)是一种快速发展的蛋白质表达

系统，由细胞裂解物、能源物质、底物和外源模板在细胞外转录、翻译和折叠来合成目的蛋白质。与

传统体内表达体系相比，无细胞表达系统没有细胞生长过程，没有细胞壁阻碍，可操作性强，是探索

蛋白质遗传密码、制备特殊蛋白、开展高通量药物筛选和蛋白质组学研究的重要工具。本文介绍了无

细胞蛋白质表达系统的不同类型，分析了影响体系活力的原因，并阐述了优化体系表达量的方法和策

略。文章对CFPS的优化中运用新兴材料与基因模板相结合提高蛋白质表达量的技术进行了详细论述，

并总结了无细胞蛋白质表达系统的实际应用，显示了其在合成蛋白质领域的重要潜力。
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Abstract: The cell-free protein expression systems (CFPS) are rapidly developing protein expression systems

that synthesize target proteins through extracellular transcription, translation and folding in the presence of cell

lysates, energy supplier, substrates and templates. Compared with the traditional in vivo expression systems,

the CFPS systems have advantages of no cell growth process, no cell wall obstruction, and strong operability.

CFPS are important tools for exploring the genetic code of proteins, producing special proteins, and conducting

high-throughput drug screening and proteomics research. In this review, different types of cell-free protein

expression systems were elaborated, and the parameters affecting the viability of the system were clarified. The

paper also presented the technology of using emerging materials and gene templates to improve protein

expression in the optimization of CFPS. Finally, the practical applications of cell-free expression system were

summarized and its important potential in the field of protein synthesis was demonstrated.
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1 无细胞蛋白质表达系统介绍

无细胞蛋白质表达系统为体外模拟细胞表达

蛋白质的体系，可以进行基因转录、翻译，最终

表达目的蛋白质[1]。它与传统的细胞蛋白质表达系
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统相比，具有反应快速、操作高通量、控制精

准、系统自由度大的特点(表1)，因而备受研究者

的青睐。无细胞蛋白质表达系统的发展始于20世
纪50年代末，Schweet等[2]利用C14标记的氨基酸开

发了基于兔网织红细胞的无细胞蛋白质表达系

统，但由于当时技术手段有限，系统合成效率很

低。无细胞蛋白质表达系统快速发展始于1991
年，Nevin等[3]利用T7启动子和T7 RNA聚合酶实现

了体外系统快速、专一表达目标蛋白，极大提高

了大肠杆菌体外合成系统的效率。T7启动子一直

沿用至今，目前尚未找到比T7启动子更高效的能

运用在无细胞蛋白质表达系统中的其它启动子。

目前，无细胞蛋白质表达系统的研究主要面向大

规模蛋白质合成，期待成为传统蛋白质表达系统

的替代方案[4]。随着合成生物学技术的发展，无细

胞蛋白质表达系统不仅有包含蛋白质翻译、折叠

和能量再生的所有生物成分的“自上而下”无细

胞蛋白质表达系统(cell-free protein expression
system，CFPS)，也建立了只包含蛋白质翻译所需

的酶和辅助因子的“自下而上”重组原件蛋白质

表达系统(protein synthesis using recombinant
elements，PURE)。
1.1 CFPS

CFPS系统一般以大肠杆菌、小麦胚芽或兔网

织红细胞等细胞裂解液为主要组分，加入外源模

板DNA或mRNA，并补充氨基酸、相关酶、蛋白

因子和核苷三磷酸等反应底物和ATP再生组分，从

而在体外环境中进行蛋白质的表达合成(图1)。
CFPS中没有细胞生长的过程，可直接优化CFPS体
系的成分和条件，快速得到方便纯化的单一蛋白

质产物。无细胞蛋白质表达系统是没有细胞壁阻

碍的开放系统，方便研究者实时且主动地监测蛋

白质的合成情况。鉴于CFPS体系内未纯化成分含

有的蛋白酶或核酸酶会降解蛋白质产物或模板核

酸，造成蛋白质产量低，通常研究者会根据不同种

类细胞的CFPS来具体优化。下面将依据裂解液不同

分类的五种常用无细胞蛋白质表达系统进行总结。

1.1.1 大肠杆菌裂解液无细胞蛋白质表达系统

大肠杆菌生长快、代谢活跃，因此，基于大

肠杆菌裂解液(E. coli extract，ECE)的CFPS具有较

高的蛋白质表达效率[15,16]。2016年，Garamella等[13]

利用磷酸盐供体和碳源的ATP再生代谢，以半连续

模式的合成系统合成了超过6 mg/mL的不稳定增强

型绿色荧光蛋白。该方法通过激活糖酵解途径和

无机磷酸盐再循环抑制副产物的生成，延长蛋白

质合成的时间。然而，ECE产物有高聚集倾向和截

短产物的缺点。Gagoski等[17]应用ECE的CFPS表达

了87种在N端融合了GFP的人细胞质蛋白，结果表

明，相对分子质量超过70 000的人细胞质蛋白相对

分子质量明显降低，且只有10%的表达蛋白质以单

体形式存在。总的来说，ECE在CFPS所有系统中

具有最高的蛋白质表达率，且能够高通量地表达

蛋白质，但其缺点包括：蛋白质的翻译后修饰较

困难、不能正确折叠复杂蛋白质、缺少内源性的

膜结构来整合膜蛋白，这些在一定程度上限制了

该系统的应用。

1.1.2 小麦胚芽裂解液无细胞蛋白质表达系统

休眠的小麦胚芽含有丰富的蛋白质、生物活

性物质、蛋白质合成因子、辅助因子及其它相关

酶系[18,19]，故小麦胚芽为萌发储备了大量的翻译机

表1 无细胞蛋白质表达系统与细胞蛋白质表达系统对比

对比项目 CFPS 细胞蛋白质表达系统 参考文献

合成时间 非常快速，分批3~6 h/批 缓慢且耗时，从1~2周不等 [5,6]

DNA模板 可直接从线性模板DNA开始 需要合成完整质粒 [7]

毒性蛋白 合成大多数有毒蛋白质的理性选择 有毒物质很难合成 [8,9]

膜蛋白 适用于各种膜蛋白表达 膜蛋白过表达导致细胞毒性和死亡 [10]

产物应用 产物应用简单，蛋白质可直接纯化 产物可以应用，但需要裂解细胞得到产物 [11]

灵活性 完全开放体系，反应易于操作 完全封闭系统，难以操作 [12]

反应体积 从基于批次处理μL级别到100 L发酵罐 最少mL级别 [13]

功能描述 标准的生化分析是有限的，但最近取得了进展 已取得了标准化生物物理和生化技术分析 [14]
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器。基于此特点，学者们建立了以小麦胚芽裂解

液为原料的无细胞蛋白质合成系统(wheat-germ
extract，WGE)。WGE的蛋白质表达量在真核无细

胞蛋白质表达系统中最高。例如，1 mL体系的

WGE能在24 h内合成蛋白质约1 mg，而且连续加

入底物和能量再生物质可延长1~2周反应时间，表

达更多蛋白质[13]。WGE还可进行蛋白质高通量表

达与结构解析，获取难表达的细胞毒性蛋白质和

病毒蛋白质[8,9]。WGE固然有强大的表达功能，其

不足是制备小麦胚芽裂解液困难且处理工作量

大。制备5 mL高活性小麦胚芽裂解液需要5~6 kg原
料处理4~5 d[20]。其次，WGE缺乏蛋白质糖基化等

翻译后修饰功能[21]。

1.1.3 兔网织红细胞裂解液无细胞蛋白质表达系统

真核体外系统中技术发展最成熟的是兔网织

红细胞无细胞蛋白质表达系统(rabbit reticulocyte
lysate，RRL)。1958年，Schweet等[22]就利用RRL成
功在体外合成了血红蛋白。RRL的优点是裂解物易

于制备、翻译产物保真性强且能进行翻译后蛋白

质修饰，故RRL成为最有效的哺乳细胞无细胞蛋白

质表达系统[11]。然而，RRL的局限性为蛋白质产量

低以及兔网织红细胞裂解液成本高等。Anastasina
等[23]为了提高RRL的翻译能力，在靶mRNA中添加

翻译上调因子——丙型肝炎内部核糖体进入位点

(internal ribosome entry sites，IRES)，并添加甲型

流感病毒NS1蛋白，与未改造靶mRNA不添加NS1
蛋白的系统相比，该系统将体外荧光素酶翻译合

成能力提升了10倍。参考RRL中提高表达量的翻译

元件，Rol-Moreno等[24]利用单粒子低温电子显微镜

从RRL中分离出装配在体外转录mRNA上的起始复

合物(initiation complexes，ICs)。该ICs有利于研究

包含IRES在内的多种mRNA翻译起始元件。而

且，ICs也适用于其它细胞裂解液，促进了无细胞

蛋白质表达系统的多样化发展。

1.1.4 昆虫细胞裂解液无细胞蛋白质表达系统

由于哺乳动物细胞难以产出控制多种生理过

程的杆状病毒蛋白激酶C(protein kinase C，

PKC)[25]，而昆虫细胞是表达PKC的常用宿主[26]，

因此，基于昆虫细胞裂解物的无细胞蛋白质表达

系统(insect cell extract，ICE)就成为PKC的主要生

产方式之一[10]。现在制备ICE裂解液常用的昆虫种

类有粉纹夜蛾和草地夜蛾。这两种昆虫传代稳定

且较其它昆虫的蛋白质表达量高[27]。由于制备昆

虫细胞提取物采用耗时长、成本高和操作难的高

压氮气提取，Ezure等[28]建立了以20%甘油提取缓

冲液制备粉纹夜蛾细胞裂解液的简单、廉价的冻

融法。2010年，Ezure等[29]继续优化ICE系统，在冻

融法的基础上优化了增强子序列和反应组分，使

重组蛋白在结构和功能上更接近天然蛋白质并实

现了ICE商业化。目前，在不添加酶和辅因子的条

件下，ICE体系可以进行翻译后修饰从而表达具有

天然高级结构的蛋白质，例如，Marlitt等[10]在无内

毒素的ICE中合成了具有天然结构的胞质蛋白、膜

蛋白和糖基化蛋白等多种蛋白质。

1.1.5 酵母裂解液无细胞蛋白质表达系统

酵母是常用的真核模式生物，且大量代谢组

学研究已证明，酵母裂解液可有效地用于无细胞

蛋白质表达系统，而酵母也更适合表达真核蛋

白。Rothblatt等[30]研究表明，酵母无细胞蛋白质表

达系统不受多种解偶联剂、离子载体或抑制剂的

影响翻译表达糖基化蛋白。Sullivan等[31]利用酿酒

酵母制备细胞裂解物，24 h内体外合成并纯化重组

人促红素和重组人粒细胞巨噬细胞刺激因子，该

过程可实现原核或真核裂解物在不同蛋白质纯化

流程中生产特定靶模式下的各种蛋白质。目前，

通过删除源菌株中对CFPS有害的酶如核糖核酸酶

等提高蛋白质合成产率需要花费大量的时间。

Schoborg等[32]为快速寻找高活性酵母原型菌株，在

四种组分：用于转录和翻译的反应底物、细胞裂解物、ATP再生组

分、外源模板DNA或mRNA

图1 无细胞蛋白质表达系统示意图
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CFPS平台中分析了六个缺失负效应子菌株的提取

物，评估不同单基因敲除菌株对CFPS活性的影

响，提出了高活性酵母原型菌株的合理假设，有

助于合成生物学中快速原型的开发。美国食品药

品监督管理局和欧洲药品管理局平台中18.5%的蛋

白质制品由酵母细胞表达，因此，酵母CFPS是重

要的蛋白质表达细胞工厂[33]。

CFPS还可以运用中国仓鼠卵巢细胞、烟草

BY-2和肿瘤细胞等裂解液得到无细胞蛋白质表达

系统。虽然理论上所有细胞的裂解液都能制备无

细胞蛋白质表达系统[34]，但是从蛋白质表达量、

翻译复杂程度和成本核算等各方面考虑，最受欢

迎的为上述五种系统(图2)，五种系统的优缺点对

比详见表2。

1.2 PURE
PURE是一种广泛适用性表达系统，能根据不

同目的灵活调整转录相关因子，从而成为人工分

子编程方法构建复杂生化系统的强大平台。PURE
是1985年由Ganoza等[35]提出，以纯化组分组合成

蛋白质表达系统。该研究团队用纯化的翻译因子

和含有标记的氨酰基-tRNA混合物重建无细胞翻译

系统。虽然该系统不需要氨酰基-tRNA合成酶将氨

基酸与tRNA结合，但tRNA不能回收导致蛋白质合

成效率低。PURE系统只采用高纯化成分，不含核

酸酶、蛋白酶和核苷三磷酸水解酶等抑制性物

质，因此，PURE的能量转化和蛋白质表达效率相

对较高。如Kim等[36]向PURE系统加入S30、模板核

酸，并采用分批培养模式表达400 μg/mL的氯霉素

乙酰转移酶。Kuruma等[37]设计了由36种转录翻译

相关酶、高度纯化的70S核糖体、由膜支架蛋白和

磷脂构成的纳米盘组成的PURE系统，成功表达了

多种结构复杂的膜蛋白。PURE系统具有系统内组

分纯度高、系统更稳定和反应时间短等优势，不

仅是合成天然复杂蛋白质的有效工具，也是合成

简单非天然蛋白质的利器。值得指出的是，PURE
的低产量、高成本限制了其发展和应用，且复杂

功能性蛋白质的翻译在PURE中很难被进一步修

饰，主要原因包括纯系统中缺乏RNA解旋酶、分

子伴侣和刺激翻译效率的因素等。因此，mRNA二
级结构会产生对翻译效率的影响，使该系统的应

用受到限制。研究者认为，这种表达蛋白质的

“精简”系统不适用于复杂蛋白质的表达，这些

复杂蛋白质的表达仍需利用CFPS体系。因此，下

文主要介绍CFPS系统的发展和应用。图2 CFPS中常见的五种系统

表2 五种CFPS系统优缺点对比

细胞裂解物来源 优点 缺点

大肠杆菌 蛋白质产量高、提取物制备简便、遗传背景清晰、基因

操作简便、能量供应成本低

缺少翻译后修饰手段

麦胚 蛋白质可溶性较强、可表达毒性蛋白质、蛋白质产量高 提取物制备耗时长且复杂、基因操作困难

兔网织红细胞 细胞易破碎、能进行真核特异性翻译后修饰、可表达毒

性蛋白质

蛋白质产量低、动物组织处理复杂、蛋白质合成范围窄、

基因操作困难，背景mRNA多

昆虫细胞 细胞易破碎、能进行真核特异性翻译后修饰、可表达膜

蛋白

制备耗时长且成本高、基因操作困难、蛋白质产量较低，
无细胞体系中需要更多的裂解物

酵母 不受多种解偶联剂、离子载体或抑制剂的影响，适合翻

译表达糖基化蛋白

源菌株中存在影响CFPS的酶、蛋白质产量较低
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2 无细胞蛋白质表达系统的优化

无细胞蛋白质合成系统中组分暴露于外界环

境中，成分含量由人工控制，因此，反应中蛋白

质合成很容易受环境或人为干扰和破坏。优化无

细胞蛋白质表达系统首先考虑从系统内部组分入

手，如从细胞种类、生长时期的选择和裂解物的

制备方式来考虑优化裂解物活力；从线性模板和

在模板上添加优化序列考虑来优化外源模版；从

体系环境和体系组分入手来优化反应体系。其

次，优化无细胞蛋白质表达系统可考虑加入新兴

材料辅助等，探索低成本和高活力的无细胞方案

需要根据不同系统的特点进行调整。

2.1 裂解物活力

细胞裂解物作为无细胞蛋白质表达系统的关

键成分，占反应体系体积的50%，裂解物的活力与

菌种、生长状态和制备方式均有关系。首先，使

用蛋白酶缺陷型、核酸酶缺陷型或核糖体浓度高

的菌种表达蛋白质效果较好。Spice等[38]通过过表

达转录调节因子而获得更高核糖体浓度的法夫驹

形氏酵母菌株，与野生型酵母菌株相比蛋白质表

达量提升了3倍。其次，对数期早期的细胞适合制

备细胞裂解液。Li等[39]研究表明，高密度细胞可获

得高浓度裂解液持续支持CFPS体系能量再生和蛋白

质合成，蛋白质合成效率可提升2倍以上。Rothblatt
等[30]与Li等[39]研究都表明，对数期早期的细胞蕴含

丰富的高活性酶，合成sfGFP的能力比处于其他时

期的细胞最多高3倍。最后是裂解方法的选择，破

碎细胞制备裂解液的常见方式有珠磨法、高压匀

浆器和超声波破碎法等。Kwon等[40]提出，裂解液

制备体积大于5 mL时利用超声破碎和高压破碎法

维持低温还原性环境得到的裂解液活性最高。当

裂解液的体积小于5 mL时，Zhang等[41]对上述3种
方法进行比较，结果表明，利用成本低廉操作简

单的珠磨法制备裂解液时蛋白质合成量最高。目

前，Fujiwara等[42]提出，利用溶菌酶、渗透休克和

冻融循环的组合法制备裂解液亦能合成GFP。然

而，酶处理法的高成本限制了其在工业生产中的

应用，因此，酶的回收再利用是制约该方法发展

的关键。

2.2 模板优化

无细胞蛋白质表达系统中的mRNA由于被核

酸酶降解，而不能重复翻译[43]，利用环形模板线

性化和在模板上添加元件的方式可提高mRNA的稳

定性。由于线性DNA表达模板 ( l i n e a r DNA
expression templates，LET)具有绕过传统质粒克隆

步骤的优点，Murphy等[7]利用噬菌体λ red重组系

统替换大肠杆菌recB14的recBCD操纵子，使LET
翻译水平接近环形质粒的翻译水平。Seki等[44]加入

链霉亲和素去除核酸酶，同时降低反应温度使核

酸酶活性降低，达到减少核酸酶对LET的影响和增

加蛋白质合成效率的目的。

IRES是一类特殊的RNA序列，能与核糖体结

合触发mRNA通道打开并绕过起始过程启动翻

译 [ 45 ]。在模板DNA上插入内部核糖体进入位点

IRES能有效改善无细胞蛋白质表达系统的效率。

例如，Hodgman等[46]只使用蟋蟀麻痹病毒(cricket
paralysis virus，CrPV)基因的前12个核苷酸序列，

与不添加IRES的CFPS系统相比，将蛋白质合成量

提高了2.5倍。目前，常用的IRES元件主要来自烟

草花叶病毒、CrPV和Plautia stali肠道病毒等，由

于不同CFPS系统IRES的选择存在差异，至今还未

发现通用的IRES元件。

poly(A)是位于mRNA 3端大小为50~200 nt的
多腺苷酸片段，在体内系统中poly(A)是RNA与

DAZL蛋白质相互作用的关键因素[47]。在体外系统

中，poly(A)保护mRNA不受核酸酶攻击。有研究

表明，与不加poly(A)序列的酵母无细胞蛋白质合

成系统相比，添加50 bp的poly(A)能使该系统的蛋

白质合成量提高4.5倍[46]。但并没有研究证明poly
(A)的长度越长，体外系统蛋白质表达效果越好。

2.3 体系优化

pH影响体系内的酶活和反应效率。CFPS中添

加葡萄糖可以延长ATP的供应时间，但过量葡萄糖

会产生有机酸降低反应pH，导致蛋白质合成的抑

制。Kim等[48]采用稳定释放葡萄糖到CFPS中，pH
变化率显著减小，且蛋白质合成时间延长至12 h。
Karim等 [49]设计了一个由pH调控ECE的CFPS模
型，发现pH能调控大肠杆菌的糖酵解速率和梭状

芽孢杆菌正丁醇异源合成途径。因此，可以通过

pH来调控CFPS的代谢途径和操控酶的筛选。

Miguez等[50]发现，在ECE反应中补充多种代

谢物能刺激GFP合成。与正常反应的原始CFPS相

张　裕, 等. 无细胞蛋白质表达系统的优化与应用 · 1497 ·



比，高浓度的β-丙氨酸和高半胱氨能将蛋白质合成

量提高2.5倍。同时，Zhang等[51]在CFPS中加入T7
RNA聚合酶、核糖体再循环因子、翻译起始因子

和延伸因子Tu，与原始系统相比，蛋白质表达量

提升了2.5倍，且补充单一代谢物的原始系统GFP
表达量能提高1.9倍。此外，调节CFPS组分也显著

影响了CFPS的活力。Cai等[52]在ECE合成免疫球蛋

白G曲妥珠单抗时发现，谷氨酸钾浓度加倍，去除

丙酮酸、辅酶A和腐胺等后，与原始系统相比获得

降低了95%成本的高产ECE系统。常规CFPS中磷

酸盐螯合镁离子会抑制蛋白质合成[53]，目前，利

用葡萄糖作为CFPS能源物质提供ATP不仅能降低

成本，而且不会导致无机磷酸盐积累[52]。巴斯德

毕赤酵母制备细胞裂解物的CFPS中存在大量核黄

素，造成监测GFP信号的干扰，Surribas等[54]利用

超滤法除去清液中核黄素后减轻了这一干扰。

2.4 其他方面优化

CFPS需要大分子拥挤效应来模拟细胞质环

境，利用特殊材料与基因模板结合构建分子拥挤

的环境可以提高蛋白质表达量。纳米黏土是一种

拥有静电吸引特性的圆盘状混合材料，能对质粒

产生近100%强吸附效应，实现对基因模板的固定

与聚集，达到CFPS分子拥挤效应[55]。纳米黏土吸

附的质粒越多，蛋白质产量越高，根据纳米黏土

材料的静电吸引力确定最佳的黏土与基因模板的

浓度配比，与不使用纳米黏土的CFPS相比可将体

外蛋白质合成效率提升1.75倍[56]。热响应水凝胶是

高含水量的网状材料，可保护和封装生物分子的

活性实现药物输送[57]。热响应水凝胶在CFPS中包

裹质粒，通过环境温度变化释放质粒，形成局部

基因模板的大分子拥挤效应，与不使用水凝胶的

CFPS相比可将蛋白质合成量提升3.7倍[56]。与纳米

黏土不同，水凝胶高浓度质粒会阻碍CFPS的转录

和翻译。然而，低浓度质粒会导致无法形成大分

子拥挤效应，因此，寻找水凝胶质粒的合适浓度

是应用该材料的难点。

超分子材料金属有机框架 (meta l organic
framework，MOF)具有孔状结构，能在CFPS中构

建区室包裹质粒，形成分子拥挤效应以提高蛋白

质合成量[58]。Miguez等[50]利用MOF材料，与不添

加特殊材料的CFPS相比将CFPS的蛋白质合成量提

升了2.7倍。与水凝胶材料类似，MOF包裹质粒的

量是研究重点。

3 CFPS应用

作为体外合成蛋白质的一种有力工具，CFPS
目前已应用到多个领域。首先，CFPS在蛋白质工

程中具有重要作用。传统蛋白质产品的生产方式

主要包括以动物为原料获取、工程菌表达和化学

合成。与传统方式相比，CFPS可精确调控体系环

境和参与蛋白质合成各因子，使毒性蛋白质合

成、膜蛋白表达和非天然氨基酸嵌入变得简单。

其次，高效重组蛋白药物的开发和蛋白类药物产

品的升级倍受重视，而体内表达系统表达重组蛋

白对细胞毒性大，且易被胞内蛋白降解。CFPS可
提供二硫键折叠环境[20]，对药物蛋白进行化学修

饰，拓展对蛋白质的操作空间，为解决蛋白质药

物研发难题提供了解决方案。因此，CFPS在医药

产品生产方面发挥了重要作用，研究开发了许多

相关疫苗、抗体和后修饰药物。最后，随着对细

胞提取物、生产方式和代谢网络等方面的优化，

CFPS已经突破了基础研究的应用范围，与快速诊

断密不可分。CFPS用于便携式快速检测和无细胞

生物传感器的潜力被不断开发，且运用简单设备

获得快速诊断结果的准确性与高效液相色谱法不

相上下。下面将对CFPS在毒性蛋白质合成、疫苗

和便携式快速检测方面的应用进行详细介绍。

3.1 毒性蛋白质合成

为研究不同CFPS对有毒物质的耐受能力，

Zhang等[59]选择了表面活性剂、脂质、生物燃料和

化学药物进行研究，结果表明，ECE耐受能力远高

于细胞体内表达系统。该研究为CFPS合成有毒的

生物药物、生物化学品和生物燃料提供了理论基

础。如海洋生物芋螺毒腺的芋螺毒素能治疗中

风、慢性癫痫、心血管疾病等[60]，但其在生物有

机体内的含量少，大量提取存在困难。梁雅婷

等[61]构建了相应质粒并在ECE中加入翻译后修饰

酶：脯氨酸羟基化酶、谷氨酸环化酶和二硫键异

构酶，实现了芋螺毒素的体外生物合成。鲍曼不

动杆菌是战创伤常见的致病分离株，为伤员高死

亡率的关键原因[62]。噬菌体疗法的穿孔素在裂解

细菌过程发挥关键作用，可以治疗多重耐药不动

· 1498 · 《生命的化学》 2022年42卷8期 综述



杆菌感染[63]。利用穿孔素Abp基因与gfp基因融合，

实现了在CFPS中多重耐药鲍曼不动杆菌噬菌体

Abp1holinAbp1-GFP融合毒力蛋白质的成功表

达[64]，为CFPS合成穿孔素提供了解决方案，也为

治疗战创伤耐药细菌感染奠定了基础。

3.2 疫苗

疟疾疫苗研究开发昂贵又耗时，目前利用

WGE系统可加速疫苗研发，并建立高通量疟原虫

抗体筛查系统[65]。Yang等[66]构建了ECE表达B淋巴

细胞Id的疫苗蛋白，利用巯基缓冲液和碘乙酰胺预

处理的细胞裂解液，促进了Id疫苗蛋白合成时二硫

键的形成。Stark等[6]利用大肠杆菌的便携式冻干裂

解物再水化，1 h内合成高致病性病原体土拉弗朗

西斯菌亚种的生物偶联疫苗，与工程菌生产的疫苗

相比，其可引发更高水平的病原体特异性抗体。

3.3 便携式快速检测

CFPS克服了利用哺乳动物生产蛋白质时的生

物危害和伦理问题。2020年全球新冠肺炎疫情蔓

延，CFPS可用血清学测试检测新冠肺炎[67]，也适

用于冻干技术研发新冠病毒快速检测试纸。冻干

纸基化的CFPS操作简单、成本低廉，只需在室温

下加入少量配套无核酸水即可完成反应。针对研

究肠道微生物与宿主相互作用的微生物组方法复

杂、昂贵且缓慢。Takahashi等[68]开发了基于纸张

的CFPS，实现了对10种细菌和4种宿主生物标志物

mRNA进行特异性检测。目前，基于转基因技术的

生物传感器是快速检测饮用水中有害物质的常用

工具，但是这些传感器在保存时间、可用范围和

生物安全性等方面受到限制。Gräwe等[14]利用福氏

志贺氏菌转录激活因子的无细胞生物传感器实现

了对水中6 μg/L的Hg(Ⅱ)离子检测，且能够配合带

有简单滤光器的传统智能手机监测sfGFP表达。

4 总结

CFPS潜力巨大，不仅能整合多种遗传和代谢

途径的合成工程，还能加速化学药物合成[69]。然

而，无细胞蛋白质表达系统还面临以下几方面问

题：首先，无细胞真核蛋白质合成系统还需继续

探索生物材料，实现商业化和工业化；其次，大

多数CFPS的研究追求提高蛋白质表达量，提高蛋

白质的质量并坚持高产量的“双高”模式将成为

工业生产的关键问题；最后，CFPS是研究非模

式、生长缓慢和受环境干扰大的宿主生物过程的

重要技术，但CFPS结果的重复性仍需要改善。综

上，CFPS为阐明遗传密码提供了巨大帮助，其技

术不断革新，发展迅速且应用领域不断扩大，

CFPS也将复杂的合成生物学与视觉感官反应联系

在一起，能通过可视化的方式快速确定实验结

果。此外，CFPS合成重组药物蛋白质的表达量达

到了mL级，且在病毒和细菌检测方面取得重要进

展，能快速为各种疾病提供检测方案。
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