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无细胞蛋白质合成系统的研究进展及应用前景
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摘　要：无细胞蛋白质合成系统是现代迅速发展的蛋白质表达系统，以细胞抽提物中酶和蛋白质因子等作

为基本反应体系，添加外源模板、底物以及能源物质等维持体系运作，最终在体外合成目标蛋白质。无细

胞蛋白质合成系统突破了细胞的生理限制，能够灵活地进行蛋白质合成，极大地提高了蛋白质的产量，不

仅可以作为研究转录和翻译的研究工具，而且可以实现蛋白质的高通量表达，在诸多领域带来了突破性的

进展。现主要针对无细胞蛋白质合成系统的能量供给、蛋白质的稳定性和折叠修饰以及应用进行综述，以

期推动对该技术的理解和应用。
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Research progress and applications of cell-free protein synthesis system
ZHANG Mi, ZHAO Guo-Yan, DAI Mei-Xue*

( College of Life Science, Shandong Normal University, Jinan 250014, China)

Abstract: Cell-free protein synthesis system is one of modern protein expression systems based on cell extracts 
containing enzymes and protein factors, as well as substrates and energy substance in order to maintain the system 
operation. After adding an exogenous DNA template, the target protein could be ultimately synthesized in vitro. 
Cell-free protein synthesis system breaks the physiological limitations of cells, allows for flexible protein synthesis, 
and greatly improves the protein yield. It can be used not only as a research tool for studying transcription and 
translation, but also as an advanced technology for high-throughput expression of proteins. This review mainly 
focused on the progress and prospect of energy supplement, protein stability and folding, as well as applications of 
cell-free protein synthesis systems.
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无细胞蛋白质合成系统是体外合成蛋白质的技

术手段，一般是将微生物、动物、植物细胞裂解物

作为基本反应体系，其中包含必要的反应元件，如

核糖体、氨酰合成酶、翻译起始和延伸因子、核糖

体释放因子、代谢酶、分子伴侣、折叠酶等等，添

加必要的反应底物，包括氨基酸、核苷酸、编码目

标蛋白质的 DNA 或 mRNA 模板、能量底物、辅因

子和盐，完成转录、翻译、蛋白质折叠和能量代谢

过程。无细胞蛋白质合成系统可以进行传统的蛋白

质表达，可以高通量表达蛋白质文库 [1]。与活细胞

表达系统相比，无细胞蛋白质合成系统简化了基因

克隆步骤，无需维持细胞的生存和生长，反应体系

简单，操作简便，生产周期短，能够提供一个开放

通用的环境，避免蛋白质表达过程中产生的细胞毒

性，可进行实时的活性监测，可快速取样，可直接

控制蛋白质合成过程 [2]。无细胞蛋白质合成系统已

经成为十分重要的蛋白质合成系统，在大规模表达

重组药物、制备蛋白质芯片、发现癌症自身抗体标

志物等方面，具有巨大的应用潜力。
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无细胞蛋白质合成系统来源于天然的细胞提取

物，主要分为两种类型：一是直接来源于细胞裂解

物，即普遍意义上的 CFPS 系统 [3-4] ；二是转录和翻

译必需成分的组合，称之为使用重组元件蛋白质合

成系统 (PURE 系统 )[5]。两种类型的无细胞蛋白质

合成系统本质上都是将细胞的内部反应转化为细胞

外的溶液反应。PURE 系统是细胞蛋白质表达中密

切相关的纯化的反应元件重组系统，包括起始因子

(IF1、IF2、IF3)、延伸因子 (EF-Tu、EF-Ts、EF-G)、
释放因子 (RF1、RF2、RF3)、核糖体循环因子、20
种氨酰 tRNA 合成酶、甲硫氨酰 tRNA 转甲酰酶和

焦磷酸酶等，所有组分均包含 6 个组氨酸标签。这

些重组元件一般是从特殊大肠杆菌中分离得到的，

PURE 组件结合的 6 个组氨酸亲和标签可以利用产

品的“反向净化”方法获得，即通过亲和色谱法提

取标记蛋白。PURE 无细胞蛋白质合成系统已经商

业化，在生命科学实验室中被广泛研究。PURE 系

统有很多的优势，能够降低污染蛋白酶、核酸酶、

磷酸酶的水平，成分确定以便可以再现，模块系统

更加灵活，可以避免消耗氨基酸的代谢副反应。模

块化的 PURE 系统支持多种针对特殊应用的修饰，

包括核糖体显示和选择性位点整合非天然的氨基

酸，但 PURE 系统的费用限制了大规模的商业应用。

目前，以天然的细胞裂解物为基础的 CFPS 系统仍

是科研工作者的主要研究对象。CFPS 系统的核糖

体和 tRNA，连同所有必要的 NTP 和氨基酸，产

ATP 的能量供给模块和重组 T7 RNA 聚合酶，创建

了一个自给自足的反应系统，可以使用各种 DNA
模板进行蛋白质合成

[6-9]。

本文将从无细胞蛋白质合成系统的研究进展和

应用两方面来进行介绍，旨在阐明无细胞蛋白质合

成系统的关键问题和发展应用，为该系统的深刻研

究和广泛应用奠定基础。

1　无细胞蛋白质合成系统

制备 CFPS 系统基本的实验步骤包括：细胞培

养、细胞裂解、逃逸反应、透析和离心等。自 1948
年，Zamecnik 和 Frantz[10] 通过高速离心从破碎的细

胞裂解物上清液中得到反应体系，即 S30 提取液，

相关技术在 70 年中迅速发展起来。1961 年，Nirenberg
和 Matthaei[11] 开创性地添加氨基酸和 ATP 到大肠杆

菌 S30 提取液中并进行孵育，使得内源 mRNA 逃逸，

可以表达外源模板的蛋白质，称之为逃逸反应。无

细胞蛋白质合成系统通常持续到一种基质 ( 如 ATP、

半胱氨酸等 ) 耗尽或副产物积累 ( 如无机磷酸 ) 达
到抑制浓度。改变组分比例，可以使得蛋白质产量

有很大的提高。Li 等 [12] 研究表明，可以通过添加

或调整各种影响转录和翻译的因素，包括伸长因子

(EF-Ts、EF-Tu、EF- G 和 EF4)、核糖体循环因子

(RRF)、释放因子 (RF1、RF2、RF3)、伴侣 (GroEL/
ES)、BSA 和 tRNAs，将蛋白质产量提高 5 倍之多，

添加 IRES ( 内部核糖体进入位点 ) 的连续交换无细

胞反应模式合成人类 EGFR ( 表皮生长因子受体 )
的产量提高 100 倍之多 [13]。这些工作提供了进行体

外转录和翻译的更有效的方法，有利于解除影响整

个系统效率的因素的限制。

目前，CFPS 系统大多来自大肠杆菌 (ECE)、
兔网织红细胞 (RRL)、小麦胚芽 (WGE)、昆虫细胞

(ICE) 和烟草 BY-2 等裂解物 [14]。针对蛋白质来源、

结构复杂与否、下游加工以及提取制备方法等条件，

研究人员正在挖掘新的材料。其中最常用的是大肠

杆菌 CFPS 系统。大肠杆菌系统具有以下几个优点：

首先，大肠杆菌容易大量发酵，容易破碎，提取制

备方法简单；其次，实验蛋白质产量很高；第三，

大肠杆菌的反应系统实验成本最低。以 RRL、
WGE、ICE 为材料的真核生物 CFPS 系统应用最广

泛，可商业化，但真核 CFPS 系统的提取制备过程

复杂，并且在批式反应中蛋白质产量较低。昆虫细

胞多使用草地夜蛾细胞为材料，昆虫细胞提取物的

连续交换 CFPS 系统已被用于合成复杂的真核生物

蛋白质 [15]，该系统综合了真核生物材料和连续交换

的优点。烟草 BY-2 无细胞裂解物的产量很高，而

且制备时间短。除了以上种类，CFPS 系统甚至出

现了古生菌、原生动物、酵母、癌症细胞和杂种细

胞等提取物 [16]。如中国仓鼠卵巢 (Chinese hamster 
ovary, CHO) 细胞 CFPS 系统，已用于合成“难以表

达”的蛋白质，如钾离子通道、钙离子通道、G 蛋

白偶联受体以及表皮生长因子受体等 [17]。与大肠杆

菌系统相比，其他表达系统具有独特优势，可以生

产复杂的蛋白质，实现在细菌中难以实现的翻译后

修饰。WGE 是有效的 CFPS 系统材料，难以用于

糖基化等翻译后加工过程。而 RRL 和 ICE 的 CFPS
系统这方面功能多样，异戊二烯化、乙酰化、豆蔻

酰化、磷酸化、泛素连接、信号肽加工和核心糖基

化都已经实现 [2]。对于糖基化，ICE 比 RRL 的

CFPS 系统有优势，核心糖基化不需要添加微粒体

膜，提供分区条件后，在 RRL 的 CFPS 系统中添加

适当的修饰酶即可，其他系统需要将这些微粒体膜
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分别纯化再添加到 CFPS 反应系统中。因此，ICE
的 CFPS 系统成为目前增长最快的 CFPS 平台。每

个 CFPS 系统具有独特的优势，使用时需要仔细考

虑产量、成本和翻译修饰的需要 [18-20]。

无细胞蛋白质合成系统的反应模式与微生物发

酵模式类似，分为批式反应模式和连续反应模式 ( 也
称流加反应模式 ) 两种。批式反应模式最为常见，

当某一反应底物耗尽即停止反应。反应时间短，产

物得率低。连续反应模式持续地提供氨基酸、ATP
等反应底物，产物经超滤膜等滤出，保持动态平衡，

反应持续进行，时间延长，产物得率高；但是，其

运行成本高，某些反应成分如翻译起始因子会流失，

令人困惑不解的是，抑制产物如磷酸也会被连续去

除，而且长时间反应时，mRNA 模板的稳定性会增

加，其中机理值得探讨 [21-23]。无细胞蛋白质合成系

统中使用磁珠固定 DNA 作为移动模板的方法已研

发成功。微磁珠中包含化学连接的质粒，指导无细

胞蛋白质合成系统，设计灵活，执行简便，可以通

过添加和移除微磁珠的简单操作进行开始和结束的

控制，而且在同一体系中可以顺序表达不同的基因，

多种相关蛋白质的表达水平可以达到期望值 [24]。

无细胞蛋白质合成系统的成功应用需考虑能源

供给、稳定性、蛋白质产物的折叠和修饰等方面的

因素。

1.1　无细胞蛋白质合成系统发展过程中的能源供给

问题

能源无疑是最重要的问题，无细胞蛋白质合成

系统脱离了细胞的限制，但是无法获得细胞呼吸的

能量，需要在反应系统中供给可利用的能量。能量

物质的高费用和副产物造成反应停滞是无细胞蛋白

质合成的主要问题，需要探索适宜的能量供给途径。

在最初反应中，能量的供给依赖第二能源物质，通

过底物水平磷酸化完成 ATP 的再生，通过添加磷酸

烯醇式丙酮酸、磷酸肌酸等物质，使得高能磷酸键

转移到 ADP 上，生成 ATP，但是这些物质费用高，

能量供给持续性差，而且，磷酸产物的过多积累抑

制反应的进行。在此基础上，Kim 和 Swartz[25] 开发

出使用不含磷酸盐的能源化合物 ( 例如葡萄糖或丙

酮酸 )，以丙酸酸氧化酶、过氧化氢酶和丙酮酸等

代替高昂的磷酸烯醇式丙酮酸的反应模式。该反应

模式中没有磷酸盐的积累，解除了磷酸盐对反应的

抑制作用。

近几年来，麦芽糖糊精的使用 [26] 大大促进了

无细胞蛋白质合成系统的发展。麦芽糖糊精通过磷

酸化作用和糖酵解途径供给无细胞蛋白质合成系

统能量，在酸热脂环酸芽孢杆菌 (Alicyclobacillus 
acidocaldarius) 的酯酶、绿色荧光蛋白和粗糙脉孢

菌 (Neurospore crassa) 的木糖还原酶的合成中被成

功应用。麦芽糖糊精通过磷酸化酶的作用生成葡萄

糖 -1- 磷酸，然后通过糖酵解途径，结合丙酮酸醋

酸盐乳酸盐途径 PANOx 系统，可生成乳酸盐、醋

酸盐等物质。磷酸可以循环使用，不会过多积累，

并且会使反应缓慢进行，麦芽糖糊精的能量得到逐

步释放，提高了反应系统的连续性，而且微小 pH
变化维持了反应系统的相对平衡。其中磷酸盐的抑

制作用，可能是因为磷酸盐会引起镁离子的沉淀，

而镁离子在核苷三磷酸的合成、蛋白质翻译特别

是蛋白质翻译终止中有极其重要的作用
[27]，不可

缺少。

1.2　无细胞蛋白质合成系统的稳定性

无细胞蛋白质合成系统脱离了细胞膜的保护，

细胞组分暴露于外界环境中，容易受到干扰和破坏。

常见的细胞破碎方法包括机械破碎、反复冻融、表

面活性剂处理、超声波破碎和高压破碎等，以高压

破碎法最为常用。研究表明，细胞抽提物大于 5 
mL 时，通过超声破碎和高压破碎方法所得到的产

物活性，较机械破碎方法的要高，可能是由于能够

保持破碎细胞裂解物的低温还原性环境 [28-30]。

在无细胞蛋白质合成反应体系中，氨基酸底物

的稳定性差，如精氨酸会吸收二氧化碳、半胱氨酸

易氧化、部分氨基酸易耗尽等。部分方法可以保持

氨基酸底物的稳定性，如现用现配、及时添加容易

耗尽的氨基酸或者运用基因工程技术敲除降解氨基

酸的酶，可以延缓底物耗尽反应终止 [31]。

在无细胞蛋白质合成反应体系中，模板一般是

PCR 产物或者质粒等载体，模板稳定性差，转录后

的 mRNA 的稳定性差，环境中的 RNA 酶给维持

mRNA 稳定性造成很大的困难。提高模板的稳定性

可以从两个方面考虑，一是模板本身的结构，二是

模板反应环境的设置。对于模板本身来说，可以对

模板进行化学修饰，引入 5' 或 3' 次级结构来实现。

可以使用 2'-O- 乙酰基基团来修饰 mRNA，可以在 3'
端引入茎环结构。真核细胞的 mRNA 有 5' 帽子结

构和 3'-poly(A) 尾巴，可以利用 3'-poly(A) 尾巴将

其固定在固相介质上，以提高 mRNA 的稳定性，

增加模板的稳定性 [32]。无细胞蛋白质合成系统需要

Mg2+，以防止核糖体 RNA 在特定位点被切割，从

而维持模板的稳定性 [33]。
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1.3　蛋白质产物的折叠和修饰

在无细胞蛋白质合成系统中，蛋白质产物的折

叠依然是关键的问题，实现复杂蛋白质的自然折叠

是十分困难的。在传统蛋白质表达系统中，一般通

过变性复性、融合蛋白表达等方法促进异源蛋白质

正确折叠。在无细胞蛋白质合成系统中，情况较为

复杂。细胞破碎得到的细胞抽提物处于还原性的环

境，以保持酶等蛋白质因子活性部位的活性和蛋白

质构象的稳定，但还原性的环境不利于蛋白质的折

叠。因此，在获得蛋白质产物后，需要将产物蛋白

质置于氧化性环境中，进行蛋白质折叠。Kim 和

Swartz[34] 利用碘乙酰胺处理细胞提取物，使细胞酶

的游离巯基对形成共价对，使用谷胱甘肽缓冲体系

提供氧化环境，并提供二硫键形成酶 DsbC 等，通

过这些方法基本解决了蛋白质产物的折叠问题。

此外，也可利用二硫键异构酶和分子伴侣等促

进蛋白质正确折叠。Welsh 等 [35] 将真核 Hsp70 分子

伴侣 BiP 结合到触发因子上，而触发因子是大肠杆

菌核糖体中协助折叠的分子伴侣，从而模仿了分子

伴侣在内质网中协助折叠的过程。还可以在反应中

添加两性多糖纳米凝胶颗粒，控制释放肽链，减少

聚合和错误折叠蛋白质 [36]，促进蛋白质产物的正确

折叠。在反应体系中加入相应的底物和酶还可以实

现蛋白质的修饰。

2　无细胞蛋白质合成系统的应用

随着无细胞蛋白质合成系统的飞速发展，实验

成本降低，反应规模扩大，可以合成更加复杂的蛋

白质，无细胞蛋白质合成系统的应用随之日益广泛。

在后基因组时代中，高通量蛋白质表达越来越

重要，无细胞蛋白质合成系统可以发挥至关重要的

作用。首先，直接使用 PCR 模板，省去了分子克

隆的复杂步骤，减少持续实验时间，短时间内可以

合成蛋白质药物 [37-38]，从而实现个性化医疗，在肿

瘤等重大疾病的治疗中发挥重要作用；其次，批式

反应产量越来越大，而且，反应体系可以微型化和

芯片化；最后，缺乏细胞膜和细胞壁的限制，可以

调控反应条件。Hong 等 [39] 实现了多肽链中非天然

氨基酸 (NSAAs) 的插入。释放因子 1 缺失的大肠杆

菌无细胞蛋白质合成系统高效地激活了多特异位点

非天然氨基酸的插入，而未修饰的 tRNA 在识别密

码子时具有特异性 [40]，从而导致非标准氨基酸在蛋

白质特异位点掺入，产生了新结构和功能的酶，赋

予蛋白独特的药理特性，提高了药物蛋白的稳定性，

取得了突破性的进展。在没有补充缓冲液和加入保

护性试剂如还原剂 DTT 的情况下，制备细胞提取

物具有挑战性。反应系统需要使用高度浓缩的细胞

提取物，以保持细胞内容物的天然状态。可以通过

加入惰性高分子如聚乙二醇和聚蔗糖，形成大分子

拥挤的环境，而且聚乙二醇和聚蔗糖显示良好的生

物相容性，可模仿存在于活细胞的大分子，大幅度

提高了蛋白质的产量 [41]。Serratia sp. 无细胞蛋白质

合成系统成功合成了有功能的磷脂酶 A1，可以用

于植物油生产，表明无细胞蛋白质合成系统将会成

为快速合成工业生物催化剂的可行性选择 [42]。张

绪 [43] 以及 Wuu 和 Swartz[44] 通过提供内膜囊泡、膜

结合组分以及脂质环境，成功合成四环素泵和甘露

醇通透酶，有望实现膜蛋白的高效表达，为重要膜

蛋白结构的解析或者蛋白质相互作用以及功能机理

研究提供强有力的支持。Bundy 等 [45] 利用 CFPS 系

统成功地在体外合成了 MS2 衣壳蛋白，Yang 等 [46]

在 CFPS 系统中成功地实现了 B 细胞淋巴瘤疫苗的

可溶性表达。大量事实表明，无细胞蛋白质合成系

统在膜蛋白、病毒样颗粒、肿瘤疫苗等领域应用日

益广泛，尤其是在生物制药领域，具有十分重要的

意义。

在基础研究领域，利用无细胞蛋白质合成系统

可以直接对表达产物进行核磁共振分析，目前已确

定了数千个蛋白质的结构 [47-49]。可以通过合成蛋白

质建立蛋白质阵列，解开基因产物的功能 [50-52] ；应

用核糖体展示和 mRNA 展示技术 [53-54]，更有利于

实现高通量筛选 [55-56]，全面深入研究基因特征和功

能。无细胞蛋白质合成系统的广泛应用极大地促进

了蛋白质组学的发展。

3　小结

无细胞蛋白质合成系统，尤其是 CFPS 系统，

是潜力巨大的技术平台，不再局限于小规模的研究

水平，可以进行蛋白质高通量表达，可以插入非天

然的氨基酸，可以进行蛋白质芯片的改进，可以合

成膜蛋白和病毒样颗粒等。全面探索无细胞蛋白质

合成系统的部分工作已经展开，如评估核糖体水平

的方法研究 [57]，但是无细胞蛋白质合成系统的若干

关键问题还需要不断探索，才可以推进无细胞蛋白

质合成系统的持续发展。首先，无细胞蛋白质合成

系统需要解决活性蛋白合成反应持续时间较短，导

致低蛋白质产出率的问题。虽然使用麦芽糖糊精可

以大大提高无细胞蛋白质表达系统的效率，但是能
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量供给问题需要不断进行探索。其次，无细胞蛋白

质合成系统虽然可以进行简单地修饰，但如何实现

一些成熟蛋白质包括药物蛋白质所需的极其复杂的

修饰，还需要不断探索；而模仿细胞内环境可以促

进蛋白质正确定位和折叠，是重要的研究思路。最

重要的是，目前无细胞蛋白质合成系统还基本属于

“黑箱”技术，这是阻碍无细胞蛋白质合成系统大

规模实际应用的至关重要的原因。可喜的是，大量

研究成果已解除了无细胞蛋白质合成系统的诸多限

制，使得无细胞蛋白质合成系统得到了极大发展。

尤其是，近来 100 L 规模的无细胞蛋白质合成系统

的实现，开启了无细胞蛋白质合成系统表达工业规

模级别蛋白质的未来。

总而言之，无细胞蛋白质合成系统突破了细胞

的限制，反应体系更加灵活，无论是高通量表达，

还是个性化表达，无细胞蛋白质合成系统都有自身

独特的优势。尽管无细胞蛋白质合成系统还面临很

多挑战，相信不久的将来，无细胞蛋白质合成系统

将会成为蛋白质合成的通用平台，无细胞蛋白质合

成系统的应用时代即将来临。
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