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无细胞蛋白质合成技术的发展：从实验室到工业制造
马菁平，王海鹏，董　强，郭　敏*

(康码(上海)生物科技有限公司，上海 200000)

摘　要：无细胞蛋白质合成技术 (cell-free protein synthesis, CFPS) 是一种在体外环境中利用细胞来源的核糖

体、酶系、tRNAs 及能量系统，直接以 DNA 或 mRNA 为模板合成蛋白质的技术。近几十年来，随着合成

生物学、基因编辑技术、自动化装置和人工智能的快速发展，CFPS 在基础研究、生物制药、工业催化等领

域的应用价值显著提升。本文从技术进展、研究成果、产业化、现存问题及未来前景等方面进行综述，结

合近年国内外研究案例，探讨这一极具未来意义的技术的发展脉络与挑战。
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Advancements in cell-free protein synthesis (CFPS) technology: 
from laboratory to industrial production
MA Jing-Ping, WANG Hai-Peng, DONG Qiang, GUO Min*

(Kangma-Healthcode (Shanghai) Biotech Co., Ltd., Shanghai 200000, China)

Abstract: Cell-free protein synthesis (CFPS) technology is an in vitro method that utilizes ribosomes, enzymatic 
systems, tRNAs, and energy components isolated from cells to directly synthesize proteins using DNA or mRNA as 
templates. Over the past decades, driven by rapid advancements in synthetic biology, gene-editing technologies, 
automation platforms and AI, CFPS has significantly enhanced its application value in basic research, 
biopharmaceuticals, industrial catalysis, and other fields. This review discusses the historic origin, technological 
progress, research achievements, industrialization efforts, existing challenges and future prospects of CFPS. By 
incorporating recent domestic and international research cases, it explores the developmental trajectory and key 
hurdles of this futuristic technology.
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蛋白质是生命体最重要的生物大分子，具有极

其广泛的功能和作用。传统的生物技术通常是利用

细胞等生命活体来合成需要的蛋白质。然而，由于

细胞存在生长、维护、排斥、退化、变异，乃至污

染等诸多限制因素，使用细胞生命形式作为蛋白质

合成体系一直面临着很多限制。随着当今人工智能

技术高速发展，大量设计新型蛋白质分子和大规模

制造目标活性蛋白质的需求日盛，传统的活体细胞

合成蛋白质技术更是捉襟见肘，成为现代生物制造

和生物医药快速发展的瓶颈。

无细胞蛋白质合成技术就是突破了自然界的

“细胞工厂”模式，将细胞内进行的蛋白质生产过

程搬到了细胞外，从单个细胞各自为战的小作坊，

变成了集团化生产的体外蛋白质合成大厂。由于该

技术的简单性、开放性、便携性、通用性和易放大性，

为蛋白质合成的工程化提供了极大的自由度，让“合

成万物”成为可能。

无细胞合成 (cell-free synthesis) 的种类繁多，

其中尤以无细胞蛋白质合成过程最为复杂，应用也

最为广泛。无细胞蛋白质合成研究的起源可以追溯

到 70 年前，自 1954 年起，经历了 3 个发展阶段：

实验室发现、试剂盒研究、产业化制造 ( 图 1)。

1　无细胞蛋白质合成技术的出现：实验室发现

20 世纪 50 年代初，第二次世界大战结束后，

全球发达国家都致力于科技竞争，生命科学发展

如火如荼。随着 1953 年 Watson 和 Crick 提出 DNA

双螺旋结构模型 [1]，DNA 作为生命遗传信息的这

一关键属性被揭示，生物学界开始聚焦于“遗传信

息如何指导生命活动”这一核心问题。在这一背景

下，哈佛大学的 Zamecnik 和 Keller 于 1954 年提出

了突破性的实验构想 —— 通过无细胞系统，在体

外利用细胞中提取的活性物质，直接研究氨基酸聚

合为蛋白质的反应过程，开创了体外蛋白质合成研

究的先河 [2]。

1961 年，美国生物学家 Nirenberg 和 Matthaei
在使用大肠杆菌制备的 S30 提取物制作的无细胞体

系中，加入人工合成的多聚尿嘧啶核苷酸 (poly-U)，
成功翻译出一条仅含苯丙氨酸的多肽链。该实验

验证了 RNA 而非 DNA 指导蛋白质合成的观点，并

首次提及“无细胞蛋白质合成系统”(cell-free 
protein synthesis, CFPS) 的概念 [3]。CFPS 作为一个

通用平台则由 Zubay 等 [4] 在 1973 年的方法学综述

中得到系统化阐述。1965 年，来自美国威斯康星大

学麦迪逊分校的 Khorana 团队合成了具有特定重复

序列的 RNA，如二聚体、三聚体、四聚体重复序

列如 (UCU)ₙ、(CUC)ₙ ；(UAC)ₙ、(ACU)ₙ、(CUA)ₙ ；
( … U A G U A G … ) 、 ( … U A A U A A … ) 、 ( …
UGAUGA…)，使用大肠杆菌 S30 提取物体系进行

实验，成功破译了所有 64 个三联体密码子，并发

现了 UAA、UAG、UGA 三个终止密码子 [5]。同年，

Holley 团队使用酶促裂解加二维纸色谱的方法解析

出第一个转运 RNA (tRNA) 的全序列，进一步证明

tRNA 在氨基酸插入过程中的关键作用 [6]。1968 年，

无细胞蛋白质合成技术出现70年来经历了3个发展阶段：实验室发现(1950‒1970)、试剂盒研究(1980‒2020)、产业化制造

(2020‒至今)。
图1  无细胞蛋白质合成技术的3个发展阶段
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美国生物学家 Holley 及其团队通过研究 tRNA 在蛋

白质合成中的作用，使用氨基酸分析和多种分离技

术 ( 如凝胶电泳、色谱分析等 ) 首次纯化并完整测

定了单一 tRNA——丙氨酸 tRNA (tRNAAla) 的序

列，并证明 tRNA 的分子结构是由约 70~80 个核苷

酸组成的 (77 个核苷酸 )，具有独特的“三叶草”

结构和三维 L 型折叠。tRNA 的发现及其在蛋白质

合成中的作用，标志着分子生物学的一个重大突破，

为氨基酸的准确插入提供了分子基础 [7]。1968 年，

Nirenberg、Khorana 和 Holley 因为在破译遗传密码

方面的杰出贡献，共同获得诺贝尔生理学或医学

奖 [6]。无细胞蛋白质体外合成的实验技术，作为人

们当时仅有的可控蛋白质合成手段，起到了重要的

工具作用。至此，CFPS 完成第一阶段的实验室进化。

2　无细胞蛋白质合成技术的商业化尝试：试

剂盒研究

从 1958 年开始到 2000 年的这 40 多年间，基

于不同细胞来源的蛋白质体外合成实验陆续获得

实现 ( 表 1)。1958 年，来自洛杉矶希望城 (City of 
Hope) 医院的 Schweet 团队首次利用兔网织红细胞

提取物完成体外合成兔血红蛋白的实验，获得首

个人工无细胞合成的活性蛋白质 [8]。1964 年，Pratt
等 [9] 最早报道了小麦胚芽裂解物的蛋白质合成活

性。2000 年，Endo 团队通过优化小麦胚芽提取物

制备流程 —— 去除抑制蛋白的 ENDEXT 技术，将

脱脂小麦胚芽匀浆，经多次超速离心去除大颗粒及

抑制因子，得到高活性提取液；补充能量再生体系

(creatine phosphate/kinase)，在双层或连续流动反应

器中高效翻译，大幅提升了体系产量 [10]。1972 年，

Sampson 等 [11] 利用大鼠和小鼠肝细胞裂解物，实

现了从小鼠和兔网织红细胞中提取的血红蛋白

mRNA 在体外的高效翻译，证明了哺乳动物组织提

取物亦可支持完整蛋白质合成。1976 年，Pelham
等 [12] 进一步改良了兔网织红细胞体系，并发现

HeLa、Krebs II 腹水瘤、CHO 等多种来源的哺乳动

物细胞均可通过制备无细胞系统，在体外高效翻译

异源 mRNA，为病毒 RNA 翻译及启动复合物研究

提供了强有力工具。1978 年，来自美国的 Young 
团队报道了用酿酒酵母 S-30 裂解物体外翻译内源 
mRNA 的研究，确立了酿酒酵母 S-30 裂解物具备

翻译活性的重要事实，为后续酵母来源无细胞蛋白

质合成系统的开发奠定了基础 [13]。2009 年，日本

岛津公司的 Suzuki等 [14] 使用基于 Spodoptera frugiperda 

Sf21/Sf9 细胞与含杆状病毒 polyhedrin 5′-UTR 增强

子的表达载体，开发了昆虫 Sf21/Sf9 细胞来源的无

细胞系统；2010 年，岛津公司的 Ezure 等 [15] 进一

步详述了 Sf21/Sf9 提取物体系的组分配置及应用示

例，显示可以用于复杂蛋白质和多聚体的合成。

随着无细胞蛋白质合成实验室技术的成熟，制

造、销售实验室用无细胞蛋白质合成试剂盒的产品

和企业逐步开始出现。最早提供商业化可购买的无

细胞蛋白质合成试剂盒的公司，是来自美国威斯

康星州麦迪逊市的 Promega。Promega 于 1992 年推

出首款商业化无细胞蛋白合成试剂盒 ——TNT® 
Coupled Reticulocyte Lysate System。首发试剂盒产

品中包括T7 Quick (Cat.# L1170)和SP6 Coupled (Cat.# 
L4600) 两种体系，分别用 T7 RNA 多聚酶和 SP6 
RNA 多聚酶转录 DNA 模板为 mRNA。这款产品首

次在商业化试剂盒中将 DNA 模板转录成 mRNA 和

后续的蛋白质翻译反应集成于一个反应管中，从加

入 DNA 模板开始，在 30 ℃、60~90 min 内即可快

速产出模板编码的目标蛋白 ( 常规产量可达约 5 µg/
mL)，并可方便地添加辅因子、非天然氨基酸或其

他如微粒体等以实现蛋白质翻译后修饰 (post-
translational modifications, PTM)。此款产品的主要

优势在于操作简便、可定制化和支持信号肽剪切 /
糖基化等 PTM。其“开放式”(open) 体系还允许研

究者对反应体系中的各种组分，如模板 DNA/mRNA、

氨基酸、能量系统、辅酶、缓冲液、修饰酶等进行

灵活添加、调整或替换。虽然这套产品受限于当时

的技术水平，具有体积小 (50 μL)、产量有限 ( ≤ 5 
µg/mL)、对离子条件敏感、批次间活性可能波动以

及单次成本较高等缺点，但作为无细胞蛋白质合成

技术商业化的开创者，它无疑是一款成功的突破。

自此，从 20 世纪 90 年代起，全球无细胞蛋白质体

外合成领域迎来了小型研发试剂盒时代，无细胞蛋

白质合成产业开始出现。

2001 年，日本的 Shimizu 团队开发了一种名为

PURE 的系统 (protein synthesis using recombinant 
elements)[16]。PURE 系统的技术背景源于对传统细

胞裂解提取液系统中存在的稳定性差和组分不确定

性问题的解决，首次通过使用纯化的组分，在体外

重构了一个原核来源的蛋白质合成系统。相较于传

统路线，PURE 系统实现了更高的可控性和稳定性，

适用于基础生化研究、蛋白质工程、合成生物学等

多个领域。PURE 系统使用高度纯化的 T7 RNA 聚

合酶和 31 种翻译因子 ( 如起始因子、延伸因子、终
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止因子、氨酰 tRNA 合成酶等，均分别用大肠杆菌

表达，通过亲和层析结合凝胶过滤方法纯化，获得

纯度大于 95% 的原料 )，以及从大肠杆菌细胞中提

取的 70S 核糖体 ( 含 54 种蛋白质亚基和核糖核酸 )，
再按照各个组分一定的浓度比例，进行体外重构而

成。PURE 系统还使用体外预先转录出的 mRNA 模

板，既保证了相关因子、酶、tRNA、底物和能量

分子的充足，又可以减少传统方法中的杂蛋白、核

酸，以及核酸酶和蛋白酶等干扰因素，从而实现更

加稳定、一致的体外蛋白质合成，成为优良的实验

室研发体系。但 PURE 系统的分别制备高纯度原料

的技术路线也造成了其量产难度大、反应体积小和

制造成本高的缺点 [17]。同时，其大肠杆菌来源的核

糖体和其他酶因子，也使得其无法用于真核系统蛋

白质合成研究。但无论如何，PURE 系统开创了原

料高质量制备，通过增加原料纯度和定制成分比例，

以提高体外蛋白质合成系统稳定性和均一性的方

法，为后来量产级高效体外合成系统的开发提供了

重要线索。

基于 Shimizu 等 2001 年开发的 PURE 体系，日

本的 GeneFrontier ( 现由 Cosmo Bio USA 代理 ) 于
2011 年进一步推出 PUREfrex 1.0，可实现最高约

160 µg/mL 的蛋白产量，并在 2015 年升级为 PUREfrex 
2.0，将产量提升至约 600 µg/mL[18] ；美国的 Daicel 
Arbor Biosciences 于 2018 年在 SynBioBeta 大会上发

布首款 myTXTL Linear DNA Expression System[19]，并

于 2024 年 6 月推出 myTXTL Pro 和 Antibody/DS 试

剂盒，以“即加 DNA，数小时内获得分析级产量”

的简便流程助力抗体发现与蛋白质工程 [20] ；Thermo 
Fisher Scientific 则于约 2011 年推出 1-Step Human 
Coupled IVT Kit，利用 HeLa 细胞裂解物在 90 min
内生成高达 750 µg/mL 的功能性蛋白，为真核蛋白

研究提供了高产、高保真度的方案 [21]。  
无细胞蛋白质合成技术发展也经历了从简单到

复杂的技术路线。早期的大部分无细胞蛋白质合成

系统，其合成机器如核糖体、氨酰 tRNA 合成酶、

翻译因子、折叠伴侣等主要来自原核细胞，如 E. coli
等。目前常见的无细胞体外蛋白质合成体系来自原

核细胞，如 Bacillius megaterium[22]、Vibrio natriegens[23]、

Pseudomonas putida[24]、Streptomyces venezuelae[25]。 
与此相对，真核细胞来源的蛋白质翻译体系具

有能够合成复杂蛋白质和复合物、更好的分子保真

性、序列同源度更高、不含内毒素等多种优点。但

是与原核细胞相比，真核细胞中的蛋白质合成体系
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构成更为复杂。首先，细胞中基本的、进化上保守的、

负责完成蛋白质合成的酶、80S 核糖体亚基、翻译

起始因子、翻译延伸因子以及翻译终止因子等统称

为翻译机器 (translation machinery)，而在真核细胞

中，翻译机器的种类多达 288 种 ( 以酵母细胞为例，

哺乳动物的种类更多 )[26]，远远超过原核细胞中的

翻译机器的种类数量 (129 种，以 E. coli 为例 )( 图 2)。
其次，真核细胞中还存在大量的翻译调控因子 ( 如
GCN2、 GCN4、mTOR 等 ) 和调控通路 ( 如内质网

应激引发的 PERK 通路、病毒感染引起的 PKR 通

路、低铁离子引起的 HRI 通路、mRNA 修饰通路

等 )[27, 28]，以及更加复杂的分子伴侣和蛋白质质控

系统 (Hsp70、Hsp100、Zuo1、Ssb、Ssz1、Rqc1、Tae2、
Ltn1、Cdc48、Npl4、Ufd1 等 )[29-31]。此外，真核细

胞中天然的 mRNA 转录与蛋白质合成的物理空间

和时间分割的特征，使得虽然真核细胞来源的体

外蛋白质合成具有高质量、高纯度的优点，但同时

也伴随着高难度、低效率、高成本的挑战，成为实

现大规模体外蛋白质合成产业化的巨大壁垒。目前

常见的无细胞体外蛋白质合成体系来自如酵母细

胞 [32]、小麦胚芽细胞 [33]、兔网织红细胞 [34]、中国

仓鼠卵巢细胞 [35]、昆虫细胞 [36]、烟草细胞 [37] 等真

核细胞。 
基于原核和真核细胞中蛋白质合成机器的不同

特性，利用不同的制备技术路线，过去 20 年中，

全球生物公司陆续推出了数十种有代表性的商业化

实验室级的 CFPS 试剂盒系统。目前上市的无细胞

蛋白表达系统来源的系统包括大肠杆菌系统 (E.coli 
extract, ECE)、酵母细胞 (D2P)、兔网织红细胞 (rabbit 
reticulocyte lysate, RRL)、麦胚 (wheat germ extract, 
WGE)、昆虫 (insect cell extract, ICE) 和人源细胞系

统 ( 如 HeLa cell)。参与制作和销售的代表公司包括

Promega、Takara、Thermo、NEB 以及康码 -Healthcode
等 ( 表 2)，他们将无细胞蛋白质合成反应带入了广

大科研实验室，成为研究蛋白质合成机理、AI 分子

设计、高通量蛋白质合成、抗体药物开发等多方面

的科研利器，大大促进了相关研究的进展。但这些

产品，仍都具有反应体积小、单位价格高、性价比低、

常温不稳定，以及缺乏专用合成设备和上下游配套

的分离、纯化、定量系统等问题，导致无细胞蛋白

质合成技术长期停留在实验室阶段。同时，这些试

剂盒产品尚不足以支撑大规模、成体量的产业化下

游产品制造和规模化市场应用。

3　无细胞蛋白质合成技术的商业化：上市公司

无细胞蛋白质合成系统 (CFPS)，具有多种应

用场景，具有巨大的商业价值，如药物筛选、体外

诊断、基础研究、药物制造及战场或现场应急等场

景 [38-40]。CFPS 系统正在成为工业和高通量生产蛋

白质疗法的强大平台，为解决生物制药工程中的问

题提供了替代解决方案。此外，CFPS 系统已成功

应用于高通量药物筛选、非天然氨基酸导入、大规

模蛋白质疗法生产、定制抗癌疫苗。这些成就突显

了 CFPS 系统在未来的生物制药工程中具有巨大的

应用潜力 [41]。

目前，基于无细胞蛋白质体外合成技术，已经

出现不少商业化应用公司，分布在全球多个国家，

但鉴于大多数公司均处于产品研发、临床或提供对

外服务阶段，尚未有成熟商业化的终端产品获批销

售，这里选取了几家上市公司重点介绍。

3.1　Sutro Biopharma公司

2003 年，美国加州南旧金山的 Sutro Biopharma
是目前全球第一家上市的专注于无细胞蛋白生产商

业化药物开发的公司 (NASDAQ: STRO)。公司围绕

专有的 XpressCF/XpressCF+ 平台，使用大肠杆菌

来源的无细胞蛋白质合成技术，专注于生物药物的

研发。管线涵盖 CD74 和叶酸受体 α 靶向 ADC ( 如
STRO-001、STRO-002)、细胞因子、双特异性抗体

等；生产工艺已从 1 000 L ( 可产出≥ 500 L 无细胞

合成反应 )，计划放大至可实现 5 000~10 000 L 商业化

批次 [42]，并与 VGXI、Boehringer Ingelheim 等 CMO
公司合作生产临床用质粒和蛋白质 [43] ；Sutro 通过

“技术许可 + 里程碑 / 销售分成”与“大规模定制

生产”并行的合作模式与包括 Merck、Ipsen 等，持

续推动产能和管线扩张。Sutro 目前已有 2 款产品

获得临床审批，处于临床试验阶段 [44]。自Sutro之后，

陆续出现了多家以无细胞蛋白质合成技术合成蛋白

质分子为目的进行商业化的上市公司 ( 表 3)。 
3.2　Vaxcyte公司

通过技术分拆，2015 年，Sutro 衍生出子公司

Vaxcyte，专注于疫苗创新。通过使用现代合成技术，

包括先进的化学技术和其无细胞蛋白质合成平台

XpressCF ( 由 Sutro Biopharma 独家授权 )，该公司

正在开发广谱结合疫苗和新型蛋白疫苗，以预防或

治疗细菌性传染病。其主要候选疫苗为 2 款肺炎球

菌结合疫苗 (pneumococcal conjugate vaccine, PCV)。
VAX-24 是一种 III 期就绪的 24 价广谱无载体 PCV，
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正在开发用于预防侵袭性肺炎球菌病。VAX-31 是

该公司的下一代 31 价 PCV，是目前临床上最广谱

的 PCV 候选药物。Vaxcyte 的其他在研管线还有新

型 A 组链球菌疫苗、新型治疗性牙周炎疫苗以及新

细胞中的蛋白质翻译过程可能是所有合成路径中最复杂的。从mRNA模板开始，蛋白质翻译过程中的分子机器主要包括核糖

体、氨酰-tRNA合成酶、tRNA、翻译起始因子、翻译延伸因子、翻译终止因子、核糖体释放因子、质量控制系统、翻译调

控因子，以及分子伴侣等。真核细胞还有更加复杂的调控，更多的tRNA种类。统一计算，原核细胞(如大肠杆菌)和真核细胞

(酿酒酵母)中参与蛋白质合成和调控的这些关键翻译机器(蛋白质、酶、分子伴侣、rRNAs、tRNAs等)的总数分别达288种和

129种。

图2  真核与原核细胞中蛋白质翻译过程中的关键分子机器
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表2  商业化的实验室级无细胞蛋白质合成体系产品及代表企业
序号 产品名称 系统来源/技术类型 公司 表达得率&(标准

蛋白或上限)
反应体积/
产品规格

1 PURExpress In Vitro
Protein Synthesis Kit

E. coli recombinant/
reconstiution

New England Biolabs, USA 0.25 mg/mL 10× 25 µL 

2 TnT Quick Coupled 
Transeription/Translation 
System

RRL Promega, USA 5 µg/mL 40 × 50 µL

3 Flexi Rabbit Reticulocyte 
Lysate System

RRL Promega, USA 0.1~0.2 mg/mL 30× 50 µL

4 TnT Coupled Wheat
Gemm Extraet System

Wheat germ Promega, USA 10~100 µg/mL 40 × 50 µL

5 TnT SP6 Hieh-Yield
wheat Germ Protein
Expression System

Wheat germ Promega, USA 10~100 μg/mL 10× 50 µL

6 TnT T7 Insect Cell Extract
Protein Expeession
System

Sy21 system Promega, USA 25~50 µg/mL 40× 50 µL 

7 E. coli S30 Extract System E. coli Promega, USA 0.5~1 mg/mL 30× 50 µL
8 myTXTL®Pro Cell-Free 

Expression Ki
E. coli Arbor Biosciences, USA 1 mg/mL 300 µL

9 Retic Lysate IVT™ Kit RRL Thermo Fisher Scientific, USA 0.1~0.2 mg/mL ND*
10 MembraneMax™ E. Coli slyD-Extract Thermo Fisher Scientific, USA 0.05~0.1 mg/mL ND*
11 Expressway™ Mini/Maxi E. coli Thermo Fisher Scientific, USA 0.5 mg/mL 1 mL 
12 1-Step CHO High-Yield 

IVT Kit
CHO Thermo Fisher Scientific, USA 0.2~0.3 mg/mL 4 mL

13 1-Step Human High-Yield 
IVT Kit

HeLa Thermo Fisher Scientific, USA 0.2~0.3 mg/mL 200 µL

14 In Vitro (cell-free) LEXSY Leishmania tarentolae Jena Bioscience, Germany 10~50 µg/mL 2× 500 µL
15 AccuRapid™ E. coli BIONEER, South Korea 0.1 mg/mL 24× 45 µL
16 RTS 500 wheat germ Wheat germ Biotechrabbit, Germany 0.1 mg/mL 5× 1 mL
17 RTS 9000 E. coli HY E. coli Biotechrabbit, Germany 0.4~0.5 mg/mL 10 mL
18 RTS 100 Sf21 Sf21 Biotechrabbit, Germany 0.05 mg/mL 5× 50 µL
19 PUREfrex™1.0 Developed based

on PURE 
system technology

Eurogentec, Belgium 0.16 mg/mL 250 µL

20 Next Generation Cell Free 
Protein Expression Kit

Wheat germ Sigma-Aldrich, USA 0.5~1 mg/mL ND*

21 iPack/iPE-Quick™ Kit E. coli Sigma-Aldrich, USA 0.2 mg/mL ND*
22 WEPRO® TT Pemium 

ONE/PLUS Expression 
Kit

Wheat germ CellFre Sciences Co. Ltd., Japan 0.1~0.2 mg/mL 24× 55 μL

23 ALiCE™ Cell-Free 
Protein Expression

Tobacco BY-2 Leniobio, Germany 2 mg/mL 5 mL

24 Human Cell-Free Protein 
Expression Maxi System

Human HeLa cells Takara Bio, Japan 50 μg/mL 10× 20 μL

25 ProteinFactory Standard D2P Kangma-Healthcode, China 1 mg/mL 1× 10 mL
26 ProteinFactory HighYield D2P Kangma-Healthcode, China 2 mg/mL 1× 10 mL
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序号 产品名称 系统来源/技术类型 公司 表达得率&(标准

蛋白或上限)
反应体积/
产品规格

27 ProteinFactory Fast D2P Kangma-Healthcode, China 0.5~1 g/mL 5× 10 mL
28 ProteinFactory NMR D2P Kangma-Healthcode, China 0.5~1 mg/mL 5× 10 mL
29 ProteinFactory Membrane D2P Kangma-Healthcode, China 0.5~1 mg/mL 1× 10 mL
30 ProteinFactory UNAA D2P Kangma-Healthcode, China 0.5~1 mg/mL 1× 10 mL
31 ProteinFactory FastLiter D2P Kangma-Healthcode, China 0.5~1 g/L 10× 100 mL
32 ProteinFactory 

FastLiter100
D2P Kangma-Healthcode, China 0.5~1 g/L 100× 100 mL

CHO：Chinese hamster ovary；E. coli：Escherichia coli；IVT：in vitro translation；PURE：Protein Synthesis Using Recombinant 
Elements；RRL：rabbit reticulocyte lysate；RTS：rapid translation systems；Sf21：Spodoptera frugiperda 21；D2P：DNA-to-
Protein。&：表达得率为网页上检索到的对应产品中标准蛋白(如Luciferase、eGFP等)的体外合成量或其标称上限，具体信息

以厂家提供数据为准；*：信息未公开，或需单独询问。

表2  商业化的实验室级无细胞蛋白质合成体系产品及代表企业(续表)

型志贺氏菌疫苗，但均处于临床前阶段 [45]。

3.3　PeptideDream公司

PeptiDream 成立于 2006 年，总部位于日本神

奈川县川崎市。公司利用其创始人 Hiroaki Suga 开

发出的 PDPS (peptide discovery platform system) 技
术，在体外实现含有天然和非天然氨基酸的大序列

容量的多肽合成和筛选 [46, 47]。PDPS 技术通过构建

包含数万亿种非标准肽的高多样性库，筛选出高亲

和力和高选择性的大环肽候选物，开发用于治疗和

诊断的肽类药物、小分子药物、肽 - 药物偶联物

(PDC) 和多功能肽偶联物 (MPC)。此外，PeptiDream
通过其子公司 PDRadiopharma，在日本市场销售多

种放射性药物和放射性诊断产品 [48]。

4　中国无细胞蛋白质合成技术的研发

近年来，全球无细胞领域研究进入快速发展期，

2024 年全球无细胞蛋白质合成相关论文发表数量是

1970 年的近 20 倍，几乎以每 10 年一倍的速度增加 
( 图 3)。至 2025 年撰文时间为止，全球累计发表无

细胞蛋白质合成相关论文 21 5887 篇。其中最早进

行无细胞蛋白质合成研究的国家主要有美国、中国、

英国、德国、日本、意大利、法国、加拿大等。

中国最早的无细胞蛋白质合成研究发表于

1991 年，此后快速发展，到目前为止已有相关学术

论文 17 839 篇，占世界上无细胞蛋白质合成相关论

文总数的 8.26%，位居第 2， 论文占比最高的前六

名国家分别为美国、中国、英国、德国、日本、意

大利。

随着中国无细胞合成技术研究近 20 年的快速

发展，涌现出了许多具有典型代表性的研发团队，

例如中国科学院天津工业生物技术研究所、北京大

学合成与功能生物分子中心、清华大学工业生物团

队、厦门大学化学化工学院、上海交通大学、中国

科学院深圳先进研究院等 [49-52]。

不久前，清华大学工业生物催化教育部重点实

验室卢元团队开发了一种通过动态阻遏器实现温

度控制的无细胞表达系统并利用重组元素合成蛋白

质 [53, 54]。而华南理工大学生物科学与工程学院林影、

郑穗平团队也搭建了基于无细胞蛋白合成技术的途

径酶快速筛选体系 [55]。中国科学院天津工业生物技

术研究所张以恒研究员，首次提出体外生物转化 (in 
vitro BioTransformation, ivBT) 的概念，它是介于微

生物发酵和酶催化之间的新质生物制造平台，实现

了超限生物制造，可以从纤维素中体外无辅酶酶促

合成淀粉，在保障粮食安全、推动新能源革命中具

有战略价值 [56]。ivBT 是一个基于体外合成生物学

的生物制造平台。多酶分子机器是 ivBT 的特有超

高效生物催化剂。不会自我复制的多酶分子机器摆

脱生物体繁殖的局限，超越细胞工厂合成极限，实

现重要生物化学合成与超限生物能量转化，使得无

细胞工厂成为未来生物制造的重要途径 [57, 58]。作为

体外生物转化合成中最复杂的技术分支，无细胞蛋

白质合成技术通过 70 年的科技与产业积累，为未

来体外生物转化平台的规模化发展提供了重要引领

和参考。

中国无细胞蛋白质合成产业化的代表性企业是

成立于 2015年的康码 (上海 )生物科技有限公司 (以
下简称康码公司 )。该公司是一家具备蛋白质合成

底层核心技术，拥有自主独创的专利生物合成路线

的中国生物技术企业 [59]。康码公司自主开发出了
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DNA-to-Protein (D2P) 体外蛋白质一步法合成技术，

其蛋白质合成材料来源于真核细胞，且通用性强、

产业化潜力大、技术工艺成熟。与传统的蛋白质合

成技术相比，D2P 无细胞蛋白质合成系统能够高效

地制造复杂蛋白质、细胞因子，快速筛选抗体，同

时有非天然氨基酸的特异性位点耦合技术，增加了

药物的均质性和安全性，并能合成活体细胞难以合

成的细胞毒素、癌症药物，以及 AI 设计的、自然

界不存在的全新蛋白质分子。通过 10 年的技术研

发和产业化积累，康码公司成功打破了传统细胞培

养与细胞内表达蛋白质的体系，突破了全球无细胞

蛋白质合成的产业化瓶颈，率先实现了百吨级批次

产能和万吨级年产能，是目前世界上已知的拥有最

大规模的无细胞蛋白质合成生产线的生物技术企业。

在抗击新冠疫情期间，康码公司联合湖北省疾

控中心、中国科学院武汉病毒研究所、武汉大学、

表3  全球代表性商业化无细胞蛋白质合成系统
产品示例 翻译机器主要来源物种/

技术名称类型

是否可用 
RNA模板

是否可用

DNA模板

反应温度 反应时间# 特点

PUREfrex
(GeneFrontier)

大肠杆菌/重组的体外耦

合转录/翻译系统

可选 是 37 °C 2~6 h 原核系统，重组重构，成

本很高，产量有限

TNT WG
(Promega)

小麦胚芽/
TNT (Transcription/
Translation Systems)

可选 是 25~30 °C 2~4 h 真核系统，翻译忠实性

高，蛋白质溶解性好，成

本高，效率不稳定

TnT Reticulocyte
(Promega)

兔网织红细胞/
a single-tube, coupled 
transcription/translation 
system

可选 是 30 °C 1.5~3 h 真核系统，折叠效率高，

降解快，背景蛋白多

NEBExpress
(NEB)

E. coli, a coupled 
transcription/translation
system

否 是 37 °C 2~4 h 原核系统，易制备，折叠

与修饰能力差

1-Step CHO
(ThermoFisher)

CHO in vitro 
translation (IVT) system 

可选 是 30 °C 1.5~4 h 真核系统，支持复杂蛋白

表达，成本高，获取困难

XpressCF
(Sutro Biophama)

E. coli XtractCF ND* 是 25~30 °C 单次表达1
天内完成

原核系统、反应时间一般

为14 h，以保证蛋白质正

确折叠与组装

授权自 Sutro XpressCF
(Vaxcyte)

E. coli XtractCF ND* 是 25~30 °C 单次表达1
天内完成

原核系统，专用于疫苗蛋

白合成与位点特异性化学

修饰，高产量及拓展性

PDPS
(PeptideDream)

基于一种利用柔性酶与

定制体外翻译装置 (称
为柔性体外翻译(FIT)系
统 )集成来实现遗传密

码重编程的方案

可选 是 25~37°C 1~2 h 生成高度多样化的大环肽

文库，快速高成功率发现

有效化合物

ProteinFactory
(Kangma-Healthcode)

D2P-IVDTT 是 是 20~30 °C 1~3 h 真核系统，折叠效率高，

设计灵活，自动化高通

量，大规模至百吨级，反

应可延长至20 h，成本低

于细胞表达

PUREfrex：Reconstituted Cell-Free Protein Synthesis Kit；TNT WG：TnT® Coupled Wheat Germ Extract System；TnT 
Reticulocyte：TnT® Coupled Reticulocyte Lysate Systems；NEBExpress：The NEBExpress® Cell-free E. coli Protein Synthesis 
System；Step CHO：1-Step CHO High-Yield IVT Trial Kit；XpressCFTMSutro： Sutro’s Cell-Free System；PDPS：Proprietary 
Drug Discovery Platform - System；ProteinFactory: ProteinFactory。*：信息未公开，或需单独询问；#：反应时间为蛋白得率

稳定时的时间，或可以持续反应得到蛋白质的时间。
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华中理工大学研发出了新冠病毒阻断剂康斯汀蛋白

(Kansetin)，该蛋白对新冠病毒 SARS-CoV-2 等呼吸

道病毒具有极强亲和力。通过模拟人体 ACE2 结构，

康斯汀蛋白高效结合新冠病毒，实现对病毒的物理

黏连，达到高效阻断病毒侵染人体细胞的效果，且

具有广谱抗病毒变种的能力 [60]。康斯汀蛋白可有效

阻断原始株、阿尔法、贝塔、德尔塔、奥密克戎等

多种突变株 [61]。与世界上其他已知的广谱抗新冠病

毒变种的分子相比，康斯汀具有最强的体外抑制活

性，对奥密克戎 BA.1 体外抑制常数 IC50 为 121.9 
pM，对奥密克戎 BA.2 为 134.0 pM[62]。通过 AI 设计

和 D2P 无细胞人工合成技术制造的康斯汀分子还具

有极高的热稳定性，Tm> 82 °C，常温可以保持活性

2 年以上，远远超过人体天然的 ACE2 蛋白分子 [61]。

2023 年，“Lencoron® 栏冠”鼻腔抗病毒喷雾医疗

器械获得欧盟 CE 认证，出口土耳其、阿联酋、印尼、

菲律宾和新加坡等国。2023 年，康斯汀蛋白新冠阻

断剂项目获上海市优秀科技成果转化项目奖。康斯

汀蛋白新冠阻断剂是世界上第一款基于无细胞蛋白

质合成技术大规模生产并销售的终端产品，是无细

胞蛋白质合成产业化的先行者 [63]。

2022 年 9 月，康码公司基于 5 吨级无细胞蛋

白质合成的产业化基础，启动第三代 160 吨级无细

胞蛋白质合成产业化工厂的建设，并于 2023 年 4 月

30 日达产，成为世界上第一个百吨级无细胞蛋白质

合成企业，真正实现了无细胞蛋白质合成技术的产

业化突破。2023 年 10 月，康码公司正式发布 GMP
级无细胞蛋白质合成专用的生物反应器，实现 3 小

时高效蛋白质体外合成、满足 GMP 标准、单批次

单体 1 000 L 反应、实时在线监控、定量合成、单

位时间合成效率高达 0.5 g/L/h，比传统细胞 ( 如
CHO细胞合成抗体 )单位合成效率提高 100倍以上。

康码公司拥有目前世界上最大的吨级以上的无细胞

蛋白质生产线：批次产能 160 吨级、年满载产能达

3 万吨。

利用康码公司合成的蛋白质产品和无细胞蛋白

质合成生物反应设备，广大用户已成功开展各种药

物开发、分子筛选、活性和结构实验等多种研究及

应用 [64-68]。康码公司基于量产级无细胞蛋白质合成

技术和产能，陆续推出多款基于无细胞蛋白质合成

的产品，获批上市的已达 33 款。其中包括 19 款国

家和省级药监局备案审批的无细胞合成人源化蛋白

原料和化妆品产品。这些产品都是全球市场上率先

基于无细胞蛋白质合成技术批量化生产的终端产品

( 非研发试剂盒或开发服务 )，显示了无细胞蛋白质

合成技术产业化后的强大产品能力和巨大市场潜力。

全球公开专利检索分析显示，从 2015 年康码

公司进入无细胞蛋白质合成技术领域后，无细胞蛋

白质合成专利申请迎来了第二次快速增长期，带来

了产业的二次革新 ( 图 4a、4b、4c)。康码公司目前

拥有全球无细胞蛋白质合成技术路线最多的公开专

利，其过去 30 年在该领域的专利贡献位居世界第

一 [69]。在全球有效专利申请排名前十的申请人中，

康码公司的专利总数量位列第一 ( 图 5a)。此外，

康码公司维持有效专利 ( 指在申请中的以及授权维

持中的 ) 的数量是第二名的 2.3 倍 ( 图 5b)。按照技

术的专利分类统计显示，康码公司在无细胞蛋白质

合成领域的工程改造、制造工艺、生产设备、分子

设计开发等四个技术维度的专利数量都远超其他申

请人 ( 图 5b、6a、6b)。

(a)过去70年中全球无细胞蛋白质合成科研文章数量曲线；(b)过去70年全球无细胞蛋白质合成科研文章数量的国家地区分布图

图3  1953年来全球无细胞蛋白质科研文章



马菁平，等：无细胞蛋白质合成技术的发展：从实验室到工业制造第7期 915

(a)近70年，全球无细胞蛋白质领域专利申请趋势图(1954‒2025)；(b)近20年，全球无细胞蛋白质领域专利申请趋势图

(2006‒2025)；(c) 近20年，全球专利申请排名前十申请人的专利的申请趋势

图4  无细胞蛋白质领域全球专利申请趋势和分布情况

(a)截至2025年5月， 全球所有专利排名前十的申请人分布图；(b)截至2025年5月， 全球有效专利申请排名前十的申请人分布图

图5  无细胞蛋白质领域全球专利申请人分布情况

(a)截至2025年5月，无细胞蛋白质合成领域全球专利主要技术分类申请分布图；(b)过去20年，无细胞蛋白质合成领域全球专

利主要技术分类申请数量年份分布图。图中数据仅统计截至统计日(2025年5月)的公开可检索专利数量，对于新提交的未公开

专利申请(最长18个月)未予统计。

图6  无细胞蛋白质合成领域全球专利主要技术分类申请分布情况
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康码公司最近又与位于上海张江高科技园区的

中国科学院上海高等研究院国家蛋白质科学研究

( 上海 ) 设施开启合作，成立蛋白质智造联合实验室，

计划在该实验室搭建康码公司最新开发的 D2Pi-2.0 
(DNA-to-Protein Intellgence 2.0) 系统，形成全自动、

高通量的蛋白质合成能力；其合成通量是同等体量

细胞合成的 100 倍以上，预计每天能够合成数千种

毫克级蛋白质分子。该系统建成后将对广大科研人

员和产业界开放，为我国在生物医药研发、合成生

物学等领域的基础研究和商业化开发的需求提供有

力的技术支撑。

5　无细胞蛋白质合成技术面临的挑战与发展

前景

无细胞蛋白质合成技术仍然具有其特有的缺点

和弱势。首先，无细胞系统的源头开发需要大量长

期的人工构建，技术难度高；高效低成本合成体系

成分复杂，开发周期长，技术壁垒高；对软硬件基

础要求高，需要全产业链的整合。其次，基于无细

胞蛋白质合成技术的单体蛋白质分子得率上限基本

停留在 1~5 g/L 区间，其单位产能突破需要无细胞

蛋白质生产系统持续优化，包括底盘细胞的进化更

新、开发蛋白质合成的新型能源再生系统、稳定底

物的供应、减少合成副产物、旁路循环控制和开发

更加高效的体外正交翻译系统等 [70]。再次，现阶段

全球无细胞蛋白质合成的产业标准和质量标准不成

熟，行业标准、国家标准和国际标准不完善，制约

了行业发展。虽然无细胞蛋白质合成技术在速度、

灵活性与可控性上的独特优势使其在生物医药、可

持续制造及诊断技术中展现出不可替代的价值，正

在重塑生物制造与合成生物学的研究范式，但是技

术标准化、成本控制与复杂系统重构仍是未来突破

的关键。随着人工智能、自动化与合成生物学的深

度融合，无细胞蛋白质合成有望成为下一代生物经

济的核心驱动力，推动从“实验室创新”到“产业

化落地”的全面跨越 [50, 71]。  
随着 AI 技术的发展，研究者能够突破生物体

基于基因编码蛋白质序列的限制，人类终于到了可

以自主设计、创造全新非天然蛋白质的时代。人工

无细胞体外合成蛋白质的产业化发展，对全球生物

医药和生物制造产业具有重大意义 [38, 72, 73]。大力发

展新兴的无细胞蛋白质合成技术，建立无细胞工厂，

一方面可以解决细胞合成蛋白质技术长期存在的菌

株构建时间长、单位时间合成效率低、无法通用、

合成成本高、制造设备复杂要求高、细胞排放环境

污染多等诸多限制；另一方面可以利用其独有的开

放性、通用性和先进性，进一步加大生物合成的效

率和广度，像新能源汽车、光伏产业那样 [73, 74]，推

进整体生物制造生产力发展。
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