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摘要 无细胞蛋白质合成（cell-free protein synthesis，CFPS）是一种在体外快速合成目标蛋白质的方法，通过构建含有

CFPS系统的人造细胞，能够实现蛋白质的高通量表达和功能性膜蛋白的体外重构 . 本文详细综述了4种CFPS系统（包括大

肠杆菌裂解液、兔网织红细胞裂解液、小麦胚芽提取物、酵母提取物）的适用范围和优缺点，总结了基于CFPS系统构建的

人造细胞体系内蛋白质合成的研究现状，以及该领域面临的挑战及未来的发展方向 .
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合成生物学是通过设计和构建新的半合成系统

来对现有生物系统进行重新设计和组装，或者实现

生物系统无法执行的新功能的学科，涉及分子生物

学、化学、物理学、数学、工程学和纳米技术等学

科，目的是更详细地了解生物学的基本过程，通过

科学的实验方法去探索生命的本质［1-2］ . 生命系统

的复杂性使体外模拟生命活动变得十分困难，所以

研究者们广泛采用构建人造细胞的方法来研究生命

的运行机制 . 人造细胞需要具备的基本生命特征为

细胞的区室化、新陈代谢、生长和分裂、适应性和

流动性等［3］ . 科学家们通过在体外构建功能化的人

造细胞来模拟真实细胞的结构与功能［4］，以进一

步了解生命的本质 .

蛋白质作为构成生命体的基本成分受到科学家

的广泛关注，在体外实现蛋白质的合成不仅有助于

探索生命的奥秘，而且有助于药物的开发［5］ . 膜蛋

白广泛分布在生物膜中，是蛋白质家族中非常重要

的成员［6］，它的多跨膜结构域是许多药物的靶

标［7］，如G蛋白偶联受体和离子通道蛋白等 . 蛋白

质 的 翻 译 后 修 饰 （protein translational

modifications，PTMs）是蛋白质合成领域的研究热

点［8］，其主要形式是蛋白质的糖基化，50% 的人

类蛋白质都是通过糖基化［9］修饰来实现蛋白质的

功能 . 目前，合成蛋白质的方法主要有化学合成

法［10］和生物合成法［11］ . 化学合成法是在水溶液中

将两个肽段进行化学选择性连接 . 化学连接法是最

常用的方法，已被广泛应用于多种蛋白质的合成

中，如糖基化蛋白、脂基化蛋白和磷酸化蛋白等，

但此方法不能满足多氨基酸残基蛋白质的合成需

求 . 酰肼片段连接法的出现弥补了这一不足，可实

现 300多个残基的蛋白质合成［12-16］ . 生物合成法是

由基因表达调控的蛋白质合成过程［17］ . 无细胞蛋

白质合成（cell-free protein synthesis，CFPS）作为

典型的生物合成法，是一种快速且能高通量表达目

标蛋白质的技术，以外源DNA或mRNA为模板，

在细胞裂解液提供多种酶的作用下通过补充底物和

能量物质来实现蛋白质的体外合成［18-20］ . 目前

CFPS系统主要有大肠杆菌裂解液、兔网织红细胞

裂解液、小麦胚芽提取物、酵母提取物4种体系 .

人造细胞是研究生命起源［21-22］、药物递

送［23-24］等方面必不可少的工具，可以通过包封生

物活性物质（如DNA、RNA和酶等）实现反应来

模拟真实细胞特定的功能［25-26］，如利用CFPS系统

在人造细胞内部表达多种蛋白质 . 将CFPS系统载

入人造细胞内，通过 DNA 质粒转录形成 mRNA，

再由mRNA 翻译成肽链，由肽链折叠最终表达合
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成目标蛋白质（图1） . 本文将着重阐述CFPS的种

类及其适用范围，以及基于CFPS系统在多种人造

细胞内合成蛋白质的研究进展 .

1 CFPS系统的分类

1.1 大肠杆菌裂解液

最初，无细胞蛋白质合成系统来源于大肠杆菌

裂解液［27］，由大肠杆菌粗提物 （体积分数 33%）

和含有营养物质的反应缓冲液（66%）组成 . 粗提

物的制备通常使用 Escherichia coli BL21 Rosetta2

菌株［28］ . 这种体系可以提高蛋白质的产量，尤其

可以大规模、高通量地表达毒性蛋白 . 蛋白质产量

与反应体系的寿命有着直接的联系，因此科学家们

提出很多改进措施来提高蛋白质产量，例如去除毒

性副产物、优化能量再生体系、改进翻译组分等 .

可以通过过滤来除去毒性副产物如无机磷酸盐［29］

等 . 由于裂解液中的磷酸酶会导致磷酸烯醇丙酮酸

（PEP，磷酸盐分解产物）快速磷酸化，消耗能量

降低合成效率，因此优化能量再生体系十分重要 .

能量再生主要是通过加入能源物质来实现，高能磷

酸盐［30］可作为主要能源来实现能量再生，葡萄糖-

6-磷酸盐［31］、果糖［32］可作为次要能源来实现能量

再生 . 次要能源加入所导致的生成的蛋白质产量要

低于主要能源 . 翻译组分可通过纯化氨酰基 -

tRNAs、氨酰基-tRNA 合成酶和翻译因子等来改

进 . 由于大肠杆菌裂解液中存在与表达蛋白质无关

的大分子物质如蛋白酶和核酸酶等，这些组分会抑

制蛋白质的合成 . 通过提取和纯化大肠杆菌有关表

达蛋白的翻译因子和氨酰基-tRNA合成酶并将其在

体外重组可以减少 mRNA 和蛋白质的无效降解，

提高蛋白质产量 .

PURE （protein synthesis using recombinant

elements）系统就是由大肠杆菌完全纯化的重组原

件系统构成的，包括：启动子（IF1、IF2、IF3）、

延伸子 （EF-G、EF-Tu、EF-Ts）、终止子 （RF1、

RF3、RRF）、氨酰基 -tRNA 合成酶 （aminoacyl-

tRNA synthetase，ARSs）、甲硫氨酰-tRNA 转化酶

（methionyl -tRNA invertase，MTF）、T7 RNA 聚合

酶、核糖体、tRNA、NTPs、磷酸肌酸、10-甲酰

基-5,6,7,8-四氢叶酸、20种氨基酸、肌酸激酶、肌

激酶、二磷酸核苷激酶和焦磷酸酶等组分 . 利用

PURE系统在体外表达蛋白质时，需将质粒直接或

间接加入混有转录、翻译组分的PURE反应液中，

并置于 37℃下培养 2 h左右，通过启动子诱导可实

现蛋白质的表达 . 与原核细胞表达系统相比，

PURE系统表达蛋白质具有较多优势，如时间短、

产率高（高达 200 mg/L）、纯度高、可实现胞内系

统难以表达的蛋白质（如毒性蛋白）等 . 但功能性

蛋白的翻译很难被进一步修饰，这使得该系统的应

用受到了限制 . 研究者们认为这种表达蛋白质的

“精简”系统不适于复杂蛋白质的表达，这些复杂

蛋白质的表达需采用初提细胞裂解液体系［33］ .

基于大肠杆菌裂解液的CFPS系统已越来越成

熟，该系统菌株培养周期短，裂解液制备简单，能

够高通量地表达蛋白质 . 该系统也有一定的缺点，

如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［34-35］（表1） .

1.2 兔网织红细胞裂解液

兔网织红细胞裂解液是从贫血的兔子血液中提

取获得的，通过给兔子连续几天注射乙酰苯肼使其

产生急性贫血症状，产生大量网织红细胞（一种未

完全成熟的红细胞） . 取耳中静脉血液通过低速离

心获得网织红细胞，再高速离心来裂解网织红细

胞 . 在网织红细胞裂解液中加入氯高铁血红素（氯

高铁血红素是起始因子CIF-2抑制物的强阻遏剂）、

CaCl2、微球菌核酸酶（破坏内源mRNA）、磷酸肌

酸激酶（生成能量）等混匀并保存于−70℃. 最初，

兔网织红细胞裂解液大多被用来研究真核细胞内的

蛋白质翻译步骤，之后发展为可以直接表达目标蛋

白质的系统［36］ .

兔网织红细胞裂解液是一种哺乳动物系统，制

Fig. 1 Schematic of protein expression by CFPS inside
artificial cells

图1 人造细胞内部利用CFPS系统表达蛋白质示意图
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备过程繁琐，蛋白质产量低 . 微球菌核酸酶是一种

核酸内切酶，它可以消除内源性mRNA 的单链核

酸，这对于功能活跃的膜蛋白合成十分重要［34］ .

但兔网织红细胞裂解液中没有这种内源性核酸酶，

需要额外补充才能实现跨膜蛋白的表达（表 1） .

目前，该系统主要应用于蛋白质微阵列技术、蛋白

质分子间相互作用研究［37-38］以及筛选技术等 .

1.3 小麦胚芽提取物

小麦胚芽提取物是在液氮条件下将洗净的胚芽

颗粒研磨压碎所制得的，是一种比较成熟的真核生

物系统 . 通过调整镁离子、钾离子、氨基酸的浓

度、优化能量再生体系可以提高蛋白质的产量 . 这

种系统与大肠杆菌裂解液相比制备成本更昂贵，因

为胚乳中核酸酶和蛋白酶的抑制效应，需要后期很

多复杂的操作来消除这种抑制效应［39］ . 由于提取

物在制备过程中会对酶活性产生影响［40］，需要额

外补充反应底物分子才能实现复杂蛋白质的表达 .

小麦胚芽提取物能够高通量地合成多种复杂蛋

白质，如含二硫键的蛋白质、可溶性蛋白等，但制

备成本高，没有内源性膜结构，而且与原核系统相

比合成的蛋白质产量低（表 1） . 目前该系统在蛋

白质筛选、工程和分析等方面都有应用，是比较完

善的真核生物系统 .

1.4 酵母提取物

酵母粗提物一般选用酿酒酵母进行制备［41］，

将酿酒酵母通过离心使细胞沉淀，用甘露醇缓冲液

洗涤培养 . 之后再用甘露醇缓冲液洗涤 3次，去除

多余的培养基，将细胞沉淀和裂解缓冲液用玻璃珠

破碎仪或均质器进行细胞裂解 . 随后裂解物通过透

析 或 快 速 蛋 白 液 相 色 谱 （fast protein liquid

chromatography，FPLC）进行纯化，液氮环境下快

速冷冻，并置于−80℃下保存 .

酿酒酵母提取物系统制备方法简单，能够实现

如蛋白糖基化的翻译后修饰和蛋白质的正确折叠，

但难以实现哺乳动物内复杂的翻译后修饰，且蛋白

质产量低 （表 1） . 通过优化细胞培养条件［41-42］、

提取物的制备［43］、底物供应和去除副产物［44］等方

法可以提高合成蛋白质的产量 . 利用成本较低的葡

萄糖磷酸盐作为能源物质可实现能量再生 . 该系统

的提出解决了真核系统制备过程复杂、成本昂贵等

问题，若进一步优化在将来有可能成为大规模合成

蛋白质的工业化生产平台［45］ .

Table 1 Comparison of the pros and cons of four CFPS systems［25，41-42，45-49］and summary of
proteins that can be synthesized

表1 4种CFPS系统优缺点对比［25，41-42，45-49］及可合成的蛋白质种类总结

系统

大肠杆菌

裂解液

兔网织红细胞

裂解液

小麦胚芽

提取物

酵母提取物

优点

菌株生长周期短，易于培养，裂解

液制备过程简单；

能高通量表达蛋白质；成本低；

系统完善

比较完善的哺乳动物系统

能够高通量合成复杂蛋白质；

可合成二硫键桥连的蛋白质；

能正确折叠多种类型蛋白质，如

可溶性蛋白质

可以实现如糖基化的翻译后修饰；

细胞繁殖快，易于培养，裂解液

制备过程简单

缺点

有限的翻译后修饰；

无内源性膜结构整合膜蛋白；

复杂蛋白质不能实现正确折叠

蛋白质产量低；

需额外补充微球菌核酸酶才能实现蛋白

质合成；

裂解液制备过程繁琐

制备成本高；

没有内源性膜结构；

较原核生物系统蛋白质合成产量低

蛋白质产量低；

不能实现哺乳动物复杂的翻译后修饰

可合成的蛋白质种类

荧光标记类：GFP［50-68］等；

物质转运类：αHL［69-71］等；

信号传导类：GPCRs［72］等；

代谢催化类：二氢叶酸还原酶

（DHFR）［27，73-74］等；

细胞分裂类：FtsZ、FtsA、

ZipA［75-76］等

荧光标记类：GFP［77-78］；

代谢催化酶类：功能性海肾萤光素酶

（Rluc）［79］；

物质转运类：Cx43-EGFP［80］

荧光标记类：GFP［48］；

物质转运类：拟南芥磷酸转运蛋白

（AtPPT1）［81］等；

光复合物类：光系统Ⅱ 的捕光色素蛋白

复合体（LHCⅡ proteins）［82］；

代谢催化类蛋白：细胞色素b5

（cytochrome b5）［83］

代谢催化类：Protein A（特异性地与IgG

的Fc区特异性结合，是翻译过程地的功

能蛋白）
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表 1 详细地对比了 4 种 CFPS 系统的优缺点，

并总结了各体系合成的蛋白质种类，具体表达的蛋

白质种类将在下一部分详细描述 . 大肠杆菌裂解液

是一种比较完善的原核CFPS系统，可以实现蛋白

质的高通量表达，但在功能性蛋白的翻译后修饰方

面有一定的局限性 . 兔网织红细胞裂解液是基于哺

乳动物系统研发的真核蛋白质合成平台，需要额外

补充微球菌核酸酶才能实现功能性蛋白质的表达 .

小麦胚芽提取物是较完善的真核系统，适合于高通

量复杂蛋白质的合成，但是制备成本高使其大规模

合成受到限制 . 酵母提取物可以实现蛋白质的翻译

后修饰，而且制备过程简单，但是产量低 . 目前研

究者们大多还是采用大肠杆菌裂解液尤其是PURE

系统来实现蛋白质的合成 .

2 基于CFPS系统表达蛋白质的人造细胞

人造细胞是具有部分细胞功能的、人为构建的

类细胞结构 . 从构建基元角度可分为磷脂囊泡类细

胞结构、聚合物囊泡类细胞结构、蛋白质体类细胞

结构、液滴和凝胶类细胞结构 . 人造细胞的概念起

源于 20世纪 90年代初期 . Oberholzer等［84］在磷脂

囊泡内部实现了遗传信息载体DNA分子的聚合酶

链式反应 . 近30年来，该领域取得了长足发展 . 该

领域的成果有助于理解细胞的运行机制 . 目前人造

细胞已经能够模拟细胞的代谢［85］、生长［86］、分

裂［87］等功能 . 持续供能的代谢模拟、天然磷脂合

成参与的繁殖等细胞功能的模拟是本领域的巨大挑

战 . 人造细胞内蛋白质的表达对于解决上述挑战具

有重要意义 .

2.1 磷脂囊泡类细胞结构

巨 型 磷 脂 囊 泡 （giant unilamellar vesicle，

GUV）是由两亲性的磷脂分子自组装形成尺寸大

于1 μm，内外都是水相的泡状结构 . 可以通过电形

成法［88-93］、水合法［94］或乳液法等方法制备得到

GUV. GUV的结构与膜组分接近真实细胞，在其内

部合成蛋白质，可以更好地模拟真实细胞 . 荧光标

记类蛋白是在GUV内合成最多的一类蛋白质，如

绿色荧光蛋白 （GFP）［50-64，95］、黄色荧光蛋白

（YFP、 mVenus）［51，96-97］、红色荧光蛋白 （RFP、

mCherry）［52-53，98］等 . 有研究者在磷脂囊泡内通过

CFPS系统表达 snap-GFP和 snap-mCherry［98］，合成

的两种荧光蛋白可共价结合到苄基鸟嘌呤（BG）

衍生物修饰的磷脂膜上（snap-GFP结合至膜外叶，

snap-mCherry结合至膜内叶），从而实现不对称磷

脂膜结构的构建（图2a） . 不对称的磷脂膜结构更

加接近于真实细胞的膜结构 . 除了合成荧光标记类

蛋白，在磷脂囊泡内还能实现有特定功能蛋白质的

表达，如物质转运类蛋白［51，65，69-70，81，99-101］、信号

传导类蛋白［72］、代谢催化酶类蛋白［27，73］以及分裂

类蛋白［75-76，102］ . 物质转运类蛋白如孔道蛋白α溶血

素［70］已在磷脂囊泡内利用 CFPS 体系成功表达出

来，经自组装到磷脂膜形成孔通道结构，可使内部

的葡萄糖分子扩散到囊泡外部，进一步发生反应 .

信号传导类蛋白如G蛋白偶联 sfGFP-CX3CR1［72］，

也可实现在磷脂囊泡内的合成，通过自组装到磷脂

膜表面（图 2b），具有膜定位功能 . 代谢催化类蛋

白如 3-磷酸甘油酰基转移酶（GPAT）和溶血磷脂

酸酰基转移酶（LPAAT）［73］也实现了GUV内的成

功表达，以上两种酶可催化3-磷酸甘油生成二硬脂

酰基磷脂酸 （1, 2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphate，

DOPA），为磷脂囊泡生长提供膜原料（图2c） . 此

外，与细胞分裂相关的蛋白FtsZ（图2d d1）、FtsA

（图2d d2）和ZipA（图2d d3）［76］也可在GUV内实

现成功表达 . 蛋白 FtsA或ZipA可与 FtsZ蛋白发生

聚合引起细胞分裂，所以将蛋白 FtsZ 和 FtsA

（图 2d d4）、FtsZ 和 ZipA （图 2d d5） 或 FtsZ1 和

ZipA（图2d d6）在GUV内共表达可诱导囊泡发生

形变行为 .

目前利用 CFPS 系统在 GUV 内合成蛋白质的

研究中，大多采用大肠杆菌裂解液PURE系统来实

现蛋白质的合成，只有少部分利用小麦胚芽提取物

来实现功能性蛋白质的合成，如拟南芥磷酸转运蛋

白（AtPPT1）［81］和α-溶血素（αHL-eGFP）［51］ .

2.2 聚合物囊泡类细胞结构

两亲性的嵌段聚合物分子在水溶性溶液中能够

发生一定程度的聚集，形成胶束或囊泡结构［103］，

其中聚合物囊泡具有类细胞结构，而且比磷脂囊泡

更稳定 . 国内外研究者们在聚合物囊泡中也实现了

蛋白质的合成，荧光标记类蛋白如 GFP［77， 104-107］、

mCherry［107-108］可在聚合物囊泡中合成 . 在非结晶

高透明的含氟聚合物（CYTOP）囊泡内利用CFPS

体系可合成GFP［107］，随着时间的延长囊泡内表达

的GFP量越多（图3a） . 除了荧光标记类蛋白，在

聚合物囊泡内部还可以表达某些具有特定功能的蛋
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白质，如信号传导类蛋白（促肾上腺皮质激素释放

因子受体 CRFR1、CRFR2β［109］）、代谢催化酶类

蛋白（氯霉素乙酰转移酶CAT［110］）以及光系统复

合 蛋 白 （光 系 统 Ⅱ 的 捕 光 色 素 蛋 白 复 合 体

LHCⅡ ［82］）等 . LHCⅡ 在聚合物囊泡内可以成功

表达［82］（图3b），合成后经自组装到膜表面形成蛋

白质修饰的聚合物囊泡 . 为了便于在电镜下观察，

该研究利用两种方法对蛋白质进行染色，第一种是

利用胶体金对LHCⅡ 进行免疫标记（图3b b1），这

种方法能够快速标记蛋白质，且不会影响蛋白质的

活性，第二种是利用四氧化锇（OsO4还原为OSO2

而使蛋白质呈现黑色）对LHCⅡ 进行染色（图 3b

b2），这种标记方法的分辨率不及前一种 . 这两种

方法会导致囊泡发生轻微变形，可加入海藻糖来增

加囊泡稳定性 . 后续可通过离心和超滤进行蛋白质

的纯化 .

目前利用CFPS系统在聚合物囊泡内合成蛋白

质的研究中，大多采用大肠杆菌裂解液来合成荧光

标记类蛋白 （GFP［77，104，106］、mCherry［110］） 和代

谢催化类蛋白 （CRFR［109］ 和 CAT［110］），其中

GFP［104］和Cherry［108］是用PURE系统合成的 . 只有

少部分需要利用小麦胚芽提取物来实现功能性复合

蛋白的表达，如光系统Ⅱ 的捕光色素蛋白复合体

（LHCⅡ ［82］） .

Fig. 2 Protein expression by CFPS inside GUV
图2 GUV内利用CFPS系统的蛋白质表达

（a） GUV内合成荧光标记类蛋白（a1：snap-GFP；a2：snap-mCherry）的荧光显微镜照片［98］，合成snap-标记的蛋白质可与苄基鸟嘌呤

（BG）衍生物修饰的磷脂膜共价结合，a1为snap-GFP结合到磷脂膜外小叶的显微镜照片，a2为snap-mCherry结合到磷脂膜内小叶的显微镜

照片，可实现不对称膜的构建；（b）GUV中合成信号传导类蛋白（G蛋白偶联受体sfGFP-CX3CR1）的荧光显微镜照片［72］；（c）GUV内合

成代谢催化酶类蛋白（3-磷酸甘油酰基转移酶、溶血磷脂酸酰基转移酶）的示意图［73］，3-磷酸甘油经GPAT催化生成溶血磷脂酸，溶血磷

脂酸经LPAAT催化可生成磷脂DOPA，从而增加膜面积；（d）GUV内合成细胞分裂类蛋白（d1：FtsZ；d2：FtsA；d3：ZipA）以及3种分裂

蛋白发生相互作用（d4：FtsZ与FtsA在GUV内共表达；d5：FtsZ与ZipA在GUV内共表达；d6：FtsZ1与ZipA在GUV内共表达）诱导囊泡形

变的荧光显微镜照片［76］ . GPAT：3-磷酸甘油酰基转移酶；G3P：3-磷酸甘油醛；LPAAT：溶血磷脂酸酰基转移酶；DOPA：1，2-二［顺式-9-

十八碳烯酰基］-Sn-甘油-3-磷酯酸；o-CoA：油酰辅酶A；plsB：质粒B；plsC：质粒C；FtsZ：细胞分裂蛋白，是微管相似蛋白；FtsA：细

胞分裂蛋白，与肌动蛋白结构相似；ZipA：是FtsZ作用蛋白；POPC：1-棕榈酰基-2-油酰基-甘油-3-磷脂酰胆碱；POPG：1-棕榈酰基-2-油

酰基磷脂酰甘油.
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2.3 蛋白质体类细胞结构

蛋白质体 （蛋白质囊泡） 是由肽段或蛋白

质［111］分子在液滴或脂质体表面通过自组装形成的

有膜类细胞结构［112-114］，它具有真实细胞的某些特

性如包封作用、膜的选择透过性等 . 由于蛋白质体

具有较好的生物相容性、生物降解性和生物功能

性，可在其内部利用 CFPS 系统实现蛋白质的合

成 . 荧光标记类蛋白GFP［115］、mVenus［99］等已在蛋

白质体中合成 . 通过蛋白质-聚合物分子在油包水液

滴表面自组装形成蛋白质体（图4a），在其内可实

现 eGFP［115］的表达 . 除了荧光标记类蛋白，具有特

定功能的蛋白质，如代谢催化酶类蛋白（细胞色素

b5）［83］、 物 质 转 运 类 蛋 白 （连 接 蛋 白 Cx43-

EGFP［18］、水通道膜蛋白 AqpZ-sGFP［80］、外壳蛋

白OEP24［116］）也可在蛋白质体中表达出来 . 通过

在 GUV 内利用 CFPS 系统合成连接蛋白 Cx43-

EGFP［18］（图 4b） 或外壳蛋白 OEP24［116］（图 4c）

直接构建蛋白质体，发挥孔通道的物质转运功能 .

豌豆叶绿体外壳蛋白（OEP）是一类高度受控的蛋

白质，在物质转运和代谢过程中具有多种功能，

OEP包括OEP16、OEP21、OEP24和OEP37，它们

在叶绿体新陈代谢中发挥着独特的电生理功能 . 在

线粒体外膜研究中 OEP24 是唯一不具有选择性的

通道，可作为植物中的一般溶质通道 .

因蛋白质体成本高，在其内的蛋白质合成研究

较少，有些利用大肠杆菌裂解液来合成荧光标记类

蛋白（eGFP［115］、mVenus［99］）和物质转运类蛋白

（AqpZ-sGFP［80］），也可利用小麦胚芽提取物合成

代谢催化类蛋白（EGFP-b5［83］），还有利用兔网织

红细胞裂解液来表达物质转运类蛋白 （Cx43-

EGFP［80］） . 蛋白质体具有较好的稳定性和多孔结

构，因此在药物和生物活性剂的持续储存和释放领

域有着较大的应用潜力 .

2.4 液滴类细胞结构

微液滴是指两种不相容的溶液（混有表面活性

剂）通过机械搅拌、超声或涡旋等方法制备的油包

水/水包油乳液［18， 117］，细胞大小的封闭腔室、良好

的生物相容性和较好的包封率使其也可作为人造细

胞模型 . 在其内部也可利用CFPS系统实现蛋白质

的 表 达 . 荧 光 标 记 类 蛋 白 如 GFP［78，118-120］、

RFP［121］、mVenus［122］、YFP［123-124］等已在微液滴中

表达出来 . 通过在液滴内部载入分别含有转录单元

和翻译单元的微凝胶［122］可实现mVenus蛋白的合

成（图5a），转录合成的mRNA会扩散到翻译单元

的微凝胶内部成功介导 mVenus 蛋白的表达 . 也可

利用荧光探针对转录合成的mRNA进行荧光标记，

便于监测蛋白质的合成过程（图5b） . 除了荧光标

记类蛋白，在液滴内部还可以合成代谢催化酶类蛋

白 （谷胱甘肽 S-转移酶 GST［125］、乳糖通透酶

LacY［126］、β葡萄糖苷酸酶［127］）、膜骨架类蛋白

MreB［121］、物质转运类蛋白 （钾通道蛋白［117］、

α溶血素AH［71，128］、多药转运蛋白EmrE［129］）等 .

在微液滴内部可合成物质转运类蛋白如 α -溶血

素［71］（图5c），在微液滴间的脂双层界面可实现孔

蛋白的自组装，进而实现物质的跨膜转运 . 膜蛋白

因结构疏水容易发生折叠和聚集，而且在表达过程

中会对细胞产生毒性 . 为了实现膜蛋白的高通量表

达，在液滴内部可利用CFPS体系合成单跨膜蛋白

（ssMPs）（图 5d），油滴不仅可以为单跨膜蛋白提

供疏水性环境，而且能与其他细胞或组织发生信息

交流［117］ .

微液滴的包封率较高，可提供拥挤的细胞环境

合成蛋白质，其内部的区室化结构有助于人们更好

地理解转录和翻译机制 . 微液滴内部大多采用大肠

杆 菌 裂 解 液 系 统 来 合 成 荧 光 标 记 类 蛋 白 质

（RFP［121］、GFP［118-119］、mVenus［122］、YFP［123-124］）、

Fig. 3 Protein expression by CFPS inside polymer vesicle
图3 聚合物囊泡内利用CFPS系统的蛋白质表达

（a） 不同时间节点下聚合物囊泡内合成GFP的荧光显微镜照

片［105］ . a1：0 min；a2：60 min；a3：270 min. （b）聚合物囊泡

内合成光系统复合蛋白LHCⅡ ［82］ . LHCⅡ 蛋白是绿色植物中含量

最高的捕光复合物，具有很强的疏水性，较难分离，Zapf等通过

CFPS系统成功在聚合物囊泡内表达LHCⅡ 蛋白，并在电镜下通过

染色得以观察到. b1：免疫金标记的LHCⅡ 电镜图；b2：经OsO4染

色的LHCⅡ 电镜图，白色颗粒表示未染色的LHCⅡ 蛋白.
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Fig. 4 Protein expression by CFPS inside proteinosome
图4 蛋白质囊泡内利用CFPS系统的蛋白质表达

（a）蛋白质囊泡的制备示意图［115］；（b）合成物质转运类蛋白（Cx43-EGFP）的显微镜照片［80］；（c）合成外壳蛋白（OEP24）的显微镜照

片［116］，箭头所指方向即为OEP24蛋白.

Fig. 5 Protein expression by CFPS inside microdroplets
图5 微液滴内利用CFPS系统的蛋白质表达

（a）微液滴内转录微凝胶触发翻译微凝胶表达mVenus蛋白的显微镜照片［122］，如图所示在蓝色微凝胶内部包封转录单元，合成mRNA后扩

散至包封翻译单元的红色微凝胶内部，可实现mVenus黄色荧光蛋白的表达. （b）微液滴内合成荧光标记类蛋白（GFP）显微镜图［120］ . b1：

未加mRNA探针的明场、mRNA、GFP及叠加的显微镜照片；b2：有mRNA探针的明场、mRNA、GFP及叠加的显微镜照片. （c）微液滴内

合成α溶血素在脂双层界面自组装形成孔通道的示意图［71］ . 两个人造细胞可通过合成的孔蛋白通道实现物质转运. （d）微液滴内合成单跨

膜蛋白（ssMPs）的显微镜照片［117］ . d1：油滴内合成ssMPs的示意图；d2：油滴内合成ssMPs的显微镜照片.
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代谢催化类蛋白（谷胱甘肽S-转移酶GST［125］、乳

糖通透酶 LacY［126］）和物质转运类蛋白（钾通道

蛋白［117］、 α 溶血素 AH［71，128］、多药转运蛋白

EmrE［129］ ）， 其 中 乳 糖 通 透 酶 LacY［126］ 、

mVenus［122］、 RFP［121］ 和 α 溶 血 素 AH［71］ 是 用

PURE系统合成的 . 也有利用兔网织红细胞裂解液

来合成GFP［78］的相关研究 .

2.5 凝胶类细胞结构

微凝胶大多是采用DNA链或纳米黏土作为交

联剂形成交联网状的类细胞结构，能够为蛋白质合

成提供一个高通量表达、可循环使用的腔室微环

境［130-131］ . 在微凝胶内部可以实现荧光标记类蛋白

的表达，比如GFP［66，74，132-135］、mCherry［107］等 . 黏

土水凝胶是由黏土纳米盘在离子溶液中自发交联形

成的，质粒中的物质可通过扩散进入黏土凝胶中，

由于质粒与黏土间的静电作用，质粒可以固定在黏

土凝胶中（图6a a1），进而可实现凝胶内部GFP的

表达［66］（图6a a2），这种微凝胶的制备方法简单，

通过包封磁性纳米颗粒可实现黏土微凝胶的循环反

复使用 . DNA水凝胶是由DNA分子通过化学交联

或物理缠绕形成 . Kahn等［133］通过将基因共价结合

到 X-DNA 支架（DNA 连接酶交联 DNA 形成的凝

胶支架结构）形成DNA凝胶（图 6b b1），在其内

部可利用CFPS系统实现GFP的表达（图 6b b2） .

除了合成荧光标记类蛋白，还有代谢催化酶类蛋白

（功能性海肾萤光素酶 Rluc［74］、二氢叶酸还原酶

DHFR［133］、CAT［79］）的表达 .

在微凝胶内利用CFPS系统合成蛋白质大都利

用大肠杆菌裂解液系统合成荧光标记类蛋白

（GFP［66，74，132-135］、mCherry［107］）和代谢催化酶类

蛋白（DHFR［132］、CAT［79］），也有报道利用兔网

织红细胞裂解液来合成功能性海肾萤光素酶

（Rluc）［74］ .

2.6 其他种类人造细胞

除了以上几种人造细胞可作为合成蛋白质的微

反应器 （表 2），还有报道在凝聚体类细胞结

构［136］、胶体囊泡类细胞结构［137］ 以及纳米微

球［67，138-141］内合成蛋白质等 . 凝聚体和胶体囊泡类

细胞结构在合成蛋白质方面应用较少，都是利用

PURE 系统来表达荧光标记类蛋白 （GFP［68］ 和

mCherry蛋白［142］） . 在未来这些类细胞结构有可能

被用来合成更多种类的蛋白质 .

3 结 论

利用 CFPS 系统在人造细胞内表达合成蛋白

质，可以更好地模拟真实细胞的结构与功能 . 目

前，在人造细胞内利用CFPS系统合成的蛋白质大

多都是利用大肠杆菌裂解液（或PURE系统），这

种原核生物系统便宜易得，发展成熟而且方便操

控，但蛋白质的翻译后修饰使其应用受到了限制，

需要使用真核生物系统如兔网织红细胞裂解液和小

Fig. 6 Protein expression by CFPS inside microgels
图6 微凝胶内利用CFPS系统的蛋白质表达

（a）在黏土微凝胶内合成GFP［66］ . a1：黏土微凝胶的制备示意图；a2：在黏土微凝胶内合成GFP的显微镜照片. （b）在DNA水凝胶内合成

GFP ［133］ . b1：DNA微凝胶的制备示意图；b2：DNA微凝胶内部合成GFP的显微镜照片.
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麦胚芽提取物等实现功能蛋白质的表达 . 磷脂囊泡

类细胞结构因其组分与结构接近于真实细胞，蛋白

质合成的相关研究较多 . 聚合物囊泡、蛋白质囊泡

的稳定性较好，微凝胶的蛋白质合成产量较高 . 各

类人造细胞都具有各自不同的特点，应根据实验需

求选择合适的实验方案 . 构建含有CFPS系统的人

造细胞不仅可以帮助人们了解细胞的运行机制，还

具有作为生物工厂的工业化应用前景 .
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Progress on Cell-free Protein Synthesis Inside Artificial Cells*
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Harbin 150001, China)

Abstract Cell-free protein synthesis is an in-vitro cell-free expression method for protein synthesis. High-

throughput protein expression and in-vitro reconstitution of membrane proteins can be realized in CFPS-

containing artificial cells. This review describes various CFPS systems including E. coli extracts, rabbit

reticulocytes extracts, wheat germ extracts, and yeast extracts, and summarizes the progress of cell free protein

synthesis inside artificial cells. The challenges and the future directions of this field are also proposed at the end

of this paper.
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