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摘要：作为一种快速高效的体外蛋白合成手段，无细胞蛋白表达体系(Cell-free  Protein  Synthesis，
CFPS)一直以来就被广泛应用于基础生物学领域的研究。与传统的基于细胞的体内表达体系相比，

CFPS突破了细胞的生理限制，其可调控性强、对毒性蛋白的耐受力高，使得许多很难在体内合成的复杂

蛋白在体外顺利表达。近年来随着研究人员不断对CFPS进行优化，通过简化制备工艺、开发价格低廉的

能量再生系统、稳定底物供应、促进蛋白正确折叠等方式，成功研发出生产效率高、成本低廉、反应体

积大的表达体系。凭借其高通量和大规模的蛋白表达优势，CFPS为解决生物制药领域中面临的难题提供

了新的解决思路，并成功地应用于高通量药物筛选、大规模生产重组蛋白药物、个体化定制肿瘤疫苗等

领域，显示出其在生物制药领域的重要应用潜力。
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无细胞蛋白表达体系(CFPS)利用细胞抽提物

中的酶和蛋白质因子，以外源DNA或mRNA为模

板，通过补充翻译所需的底物和能量物质，从而

实现目标蛋白的体外合成。作为一种快速高效的

蛋白质合成手段，CFPS一直被广泛应用于基础生

物学领域的研究。早在1961年，Nirenberg和
Matthaei就已经利用大肠杆菌的无细胞体系阐明了

遗传密码子及其在蛋白质合成中的作用[1]。近年

来随着分子生物学和蛋白质组学研究的不断深入

以及传统的基于细胞的体内表达系统在生物制药

领域中受到限制，如重组蛋白药物对细胞毒性

大、易被体内蛋白酶降解、下游分离纯化成本高

等，CFPS因可以克服上述缺点而再次受到关

注[2]。与体内表达体系相比，CFPS不受胞内复杂

环境的影响、可调控性强、对毒性蛋白的耐受力

高、产物分离成本低，可以为解决生物制药领域

发展的关键问题提供新的解决方案 [3–4]。早期的

CFPS存在许多缺点，如反应持续时间短、生产效

率低、能量再生系统成本高昂、蛋白易出现错误

折叠、反应体积小等，严重阻碍了CFPS在工业上

大规模生产的推广与应用[5–6]。为了突破这些瓶颈

限制，在过去的十几年中科学家们不断地对
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CFPS进行优化，通过简化制备工艺、开发价格低

廉的能量再生系统、稳定底物供应、促进蛋白正

确折叠、扩大反应体系体积等方式，成功地研发

出反应持续时间长、生产效率高、成本低廉的表

达体系(图1)，为其在高通量蛋白表达和工业化大

规模生产方面奠定了坚实的基础。

自从1982年世界上第一个利用重组DNA技术

生产的重组蛋白药物胰岛素问世以来，在短短的

几十年时间里，重组蛋白药物因其安全性高，来

源广泛以及便于对蛋白进行修饰等优点在生物制

药领域迅猛发展，并在全球药物市场上占据非常

重要地位 [ 7 – 9 ]。大肠杆菌(Escherichia  coli，E.
coli)，酿酒酵母(Saccharomyces cerevisiae) 和中国

仓鼠卵巢细胞(Chinese hamster ovary，CHO)是表

达重组蛋白药物最常用的系统[10]，然而这些体内

表达系统通常由于蛋白沉淀、易被蛋白酶降解、

蛋白翻译后修饰不足等原因而导致一些复杂蛋白

不能够顺利表达，因此迫切需要寻求更加快速高

效的新技术生产重组蛋白药物。CFPS作为一种高

通量和大规模的体外蛋白合成技术，在生物制药

领域中具有重要的应用潜力，并且近年来已经逐

渐应用于高通量药物筛选、大规模生产重组蛋白

药物、多肽类药物、肿瘤疫苗等领域中。

本文总结了近年来CFPS在实现高通量和工业

化生产进程中的研究进展，着重介绍其在此过程

中遇到的困难及相应的解决方案；详细列出了

CFPS在生物制药领域，特别是在重组蛋白药物生

产方面的应用；并对该体系目前依然面临的挑战

进行了深入的探讨，最后结合本实验室的研究成

果，对无细胞表达技术在生物制药领域以及小分

子天然产物生产方面的应用价值进行展望。

1    无细胞蛋白表达体系的研究进展

理论上任何来源的生物都可以用于制备

CFPS，但目前已经比较成熟的系统有E. coli系
统(E.  coli  extract)、小麦胚芽系统(Wheat  germ
ex t r ac t，WGE)和兔网织红细胞系统 (Rabb i t
reticulocyte extract，RRE)，且均有商业化的试剂

盒出售[11–13]。总体而言，大肠杆菌来源的CFPS具
有较高的生产效率、简便的制备工艺以及相对低

廉的成本，因而成为最受欢迎的表达系统。在此

基础上构建的PURE系统，只包含蛋白翻译所需的

酶和辅助因子，大大降低了表达时的遗传背景、

反应效率高、下游纯化工艺更加简便[14–15]，但是

PURE系统复杂的制备工艺和高昂的成本阻碍了其

在高通量蛋白表达和工业化大规模生产领域中的

应用。与E. coli来源的CFPS相比，真核生物来源

的表达体系虽然生产效率略低，但更适合表达一

些复杂蛋白以及对蛋白进行翻译后修饰，常用于

蛋白的功能研究。

图 1.  利用CFPS工业化生产重组蛋白药物示意图

Figure 1.  Schematic illustration of industrial production of protein therapeutics using CFPS systems.

贾晓歌等  |  微生物学报, 2016, 56(3) 531

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



早期的批次式无细胞反应模式由于体系内维

持反应正常进行的底物和能量物质被迅速消耗以

及抑制性副产物的大量积累，导致反应持续时间

短、蛋白生产效率低。为了解决这一难题，Spirin
等提出了连续流动式无细胞反应(Continuous-flow
cell-free，CFCF)[2]。CFCF反应模式通过不断地向

体系提供底物和能量物质，同时将抑制性副产物

移出，保证了反应的顺利进行。随后进一步开发

出更加高效的连续交换式无细胞反应[16](Continuous-
exchange cell-free，CECF)。在CECF中，反应体

系和补充体系之间被一层具有选择通透性的半透

膜隔开，通过分子扩散作用实现了底物和能源物

质的补充并消除了副产物的抑制作用，从而成功

地将反应时间延长至14  h，蛋白产量提高到  1.2
mg/mL。虽然CECF系统可以有效地提高蛋白生产

效率，但是高昂的生产成本严重阻碍了其在高通

量和工业化生产上的应用。近年来研究人员不断

改进无细胞蛋白表达技术，通过优化细胞抽提物

的制备工艺、开发价格低廉的能量再生系统和稳

定的底物供应、促进表达体系中蛋白的正确折叠

等手段，进一步降低生产成本、提高生产效率、

扩大反应体系体积。在这些工作的基础上，Zawada
等利用E. coli来源的CFPS，通过改进细胞抽提物

制备和贮存方式，优化合成的基因序列和体系的

氧化还原参数，放大反应过程，简化下游纯化工

艺等手段，成功地将反应体积扩大到100 L，并在

10 h内合成了700 mg/L具有生物活性的细胞因子

(granulocyte-macrophage colony-stimulating factor，
GM-CSF)[17]。这一研究成果具有里程碑意义，标

志着CFPS逐渐显示出工业大规模生产重组蛋白药

物的应用价值。本文总结了近年来CFPS在实现高

通量和工业化生产进程中的研究进展，着重介绍

其在此过程中遇到的困难及相应的解决方案。

1.1    优化细胞抽提物的制备工艺

在细胞抽提物的制备过程中，培养基类型、

细胞裂解方式、后续处理工艺等因素对CFPS的生

产效率起着决定性作用。以E.  coli的细胞抽提物

制备工艺为例，传统的操作流程为：菌体在普通

培养基中生长到对数中期时开始收集，高压裂解

法破碎细胞后，经过2次30000×g高速离心移除细

胞碎片和基因组DNA，径流反应后通过透析改变

体系中的缓冲液便于贮存[1, 18]。制备过程中涉及到

多次高速离心和透析操作，以及成本高昂的径流

反应，这些步骤不仅耗时且增加了CFPS的成本，

不利于大规模生产，因此建立快速、稳定、成本

低的细胞抽提物制备工艺迫在眉睫。

Zawada等通过向培养基中添加氨基酸和维生

素，以及控制培养基中葡萄糖的补加速率，实现

了菌体的高密度发酵，解决了传统发酵过程中菌

体量较低这一难题[19]。随后Liu等在不影响CFPS
反应活性的情况下，简化制备步骤成功地将制备

时间缩短了一半，同时优化径流反应条件将成本

削减了70%[20]。在此基础上，Kim等经过研究发现

将传统制备工艺中高速离心、径流反应、透析等

操作部分省去后并不会降低CFPS的活性[21]。于是

他们进一步简化制备工艺，通过低速离心和缩短

径流反应时间，极大地节省时间并降低成本。最

近的研究表明通过改变体系中离子类型，采用珠

磨法或超声破碎法取代传统的高压匀浆法等方式

能够提高CFPS的生产效率，并进一步降低生产成

本[22–23]。细胞抽提物制备工艺的优化使得能够快

速构建一个稳定、高效、成本低的反应体系，极

大地推进了CFPS高通量表达和工业化生产的发展

进程。

1.2    开发价格低廉的能量供应系统

蛋白质合成过程中需要消耗大量的能量，研

究表明供能不足将直接缩短CFPS的反应时间且降

低体系的生产效率，因此选择合适的能量供应系

统对于提高体系的生产效率至关重要 [ 2 4 ]。通常

CFPS内ATP的再生依赖于底物水平磷酸化，即通

过向体系中添加高能物质(图2-A)，如磷酸烯醇式

丙酮酸(Phosphoenol pyruvate，PEP)、乙酰磷酸、
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磷酸肌酸等(Creatine phosphate，CP)，使其高能磷

酸键转移到ADP从而实现ATP再生[18,25]。然而使用

价格高昂的磷酸物质不仅提高了CFPS的成本，而

且磷酸物质很容易被细胞抽提物中残存的磷酸水

解酶降解，增加体系中无机磷酸的浓度，进而抑

制蛋白质的合成。

为了解决这个难题，Kim和Swartz通过向体系

中外源添加丙酮酸氧化酶成功地利用丙酮酸作为

能源物质使ATP再生(图2-B)，替代了价格高昂的

磷酸烯醇式丙酮酸[26]。在此基础上他们进一步开

发出PANOx系统，通过激活CFPS内源的丙酮酸脱

氢酶和磷酸乙酰基转移酶，只需向反应体系中添

加NAD和CoA就可以利用丙酮酸供能[27]。随后糖

酵解的中间产物也被证明可以用于能量再生[28]。

为了寻求成本更加低廉的能量再生系统，Calhoun
等尝试使用Bis缓冲液代替传统的HEPES，实现了

利用葡萄糖为反应体系供能，并用单磷酸代替原

先的三磷酸核苷酸，进一步降低了CFPS的生产成

本[29–30]。然而利用葡萄糖为体系供能时，反应初

始阶段ATP会被糖酵解途径大量消耗掉，导致体

系内能量供应不足。Kim等研发出双供能系统，

结合CP和葡萄糖这两种供能方式(图2-C)，很好地

解决了这一难题，并将生产效率提高了2–3倍[31]。

另外，利用麦芽糖糊精、可溶性淀粉、麦芽糖等

代谢缓慢的糖类物质作为能量来源，可以提高反

应体系中pH和无机磷酸浓度的稳定性，进而提高

图 2.  CFPS中的能量供应方式

Figure 2.  Different strategies for providing energy for CFPS systems. A: ATP regeneration using PEP as an energy
source. B: Energy supply by pyruvate and pyruvate oxidase. C: Energy supply through dual-energy system. PEP,
phosphoenolpyruvic acid; ADP, adenosine diphosphate; ATP, adenosine triphosphate; Pi, inorganic phosphate; GAP,
glyceraldehyde-3-phosphate;  DPG, 1,3-diphosphoglycerate;  NAD, nicotinamide adenine dinucleotide;  NADH,
reduced nicotinamide adenine dinucleotide; CP, creatine kinase.
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体系的生产效率[32–34]。例如，Caschera和Noireaux

利用麦芽糖为能源物质，成功地在10  h内合成了

2.3 mg/mL的蛋白质[34]。在过去价格高昂的能量再

生系统一直是CFPS成本居高不下的主要原因，目

前开发出来的高效、成本低廉的能量再生系统，

毫无疑问为CFPS实现工业化大规模生产奠定了坚

实的基础。

1.3    提高氨基酸的稳定性

一系列的研究发现利用CFPS合成蛋白时，部

分氨基酸在反应起始30 min内会被大量消耗而导

致反应终止，通过补充相应的氨基酸可以有效延

长体系反应持续时间，提高蛋白产量[27,35]。这些

结果表明，在CFPS中可能存在未知的酶会降解外

源添加的氨基酸。为了稳定底物供应，Swartz课
题组利用反向代谢工程手段，在不影响菌体生长

的前提下，对用于制备CFPS的E. coli基因组进行

改造，旨在防止氨基酸的快速降解[36]。在改造过

程中，他们首先确定了CFPS中4种氨基酸，即精

氨酸、色氨酸、半胱氨酸和丝氨酸，会在反应初

始阶段被大量消耗；其次推断出可能导致氨基酸

降解的酶，如精氨酸脱羧酶、色氨酸酶和丝氨酸

脱氨酶；最后在E.  coli基因组上对相应的基因进

行敲除。改进后的CFPS促进了氨基酸的稳定性，

延长了体系的反应持续时间，提高了蛋白的生产

效率。

图 3.  利用CFPS引入非天然氨基酸

Figure 3.  Scheme for site-specific incorporation of unnatural amino acids using CFPS systems.
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1.4    促进蛋白的正确折叠和翻译后修饰

大多数的细胞质蛋白均可在CFPS中顺利表

达，甚至结构相对复杂的硫氧还蛋白还原酶和谷

胱甘肽还原酶，其催化活性需要在翻译后进行二

聚化并与辅因子F A D共价结合，也成功地在

CFPS中合成[37]。体外合成含有二硫键等复杂结构

的蛋白质一直是CFPS的研究重点。在生物体内，

蛋白质二硫键的形成通常发生在原核生物的周质

空间和真核生物的内质网腔中，这些区域提供的

氧化环境可以促进二硫键的形成。然而在CFPS中
并没有这些特殊区域，且体系中含有的还原性物

质不利于蛋白的折叠。

Swartz等利用碘乙酰胺处理细胞抽提物消除

体系的还原性，同时使用谷胱甘肽缓冲液为体系

提供一个稳定的氧化环境，并结合使用二硫键异

构酶DsbC，在CFPS中合成了有活性的尿激酶和

纤维酶原激活物片段[38–39]。除了直接向反应体系

中添加二硫键异构酶，人工合成的方法也能够用

于体外促进二硫键的形成。Welsh等通过将大肠杆

菌的触发因子与真核生物内质网上的Hsp70分子

伴侣BiP融合表达，极大地促进了真核来源的分泌

型蛋白在CFPS中的可溶性表达[40]。另外，两性多

糖纳米凝胶可以作为有效的人造分子伴侣，在

CFPS中促进蛋白折叠并阻止蛋白聚集，该策略已

经成功地用于硫氰酸酶的体外表达[41]。针对结构

更加复杂的膜蛋白，通常向CFPS中添加温和型去

污剂或脂质体来促进其形成正确的构象[42–43]。

2    无细胞蛋白表达体系在生物制药
领域中的应用

在过去CFPS由于生产效率低、成本高昂、反

应体积小等缺点，通常仅限于基础生物学领域的

研究。近年来随着研究人员对细胞抽提物制备工

艺、能量再生系统和蛋白折叠等方面进行不断地

优化，使得蛋白的体外高通量表达和工业化生产

成为现实，并拓展了CFPS的应用范畴。作为一种

高通量和大规模的体外蛋白合成技术，CFPS在生

物制药领域中具有重要的应用潜力，为解决生物

制药业长期面临的问题提供了新的解决方案。本

文重点介绍了CFPS在重组蛋白药物的大规模生

产、蛋白的高通量表达、非天然氨基酸的引入、

类病毒颗粒的表达以及个体化定制肿瘤疫苗等方

面的应用。

2.1    重组蛋白药物的大规模生产

近年来随着科学家对无细胞蛋白表达技术不

断地进行优化，无细胞表达技术渐趋成熟，已经

成功地开发出生产效率更高、反应时间更长、反

应体积更大的体外蛋白合成体系。此外CFPS在生

产效率、蛋白活性和下游纯化工艺方面的明显优

势，促进了其在重组蛋白药物生产领域中的广泛

应用。重组蛋白药物粒细胞-巨噬细胞集落刺激因

子(GM-CSF)是一种重要的细胞因子，其结构中有

4个螺旋和2个二硫键，在E.  coli中需要在分子伴

侣的帮助下才能形成正确的构象[44]，并且在其它

常用的体内表达系统中产量很低，如在酿酒酵母

(Saccharomyces cerevisiae)中产量为50–60 mg/L[45]，

在黑曲霉(Aspergillusniger)中为0.64 μg/L[46]，在毕

赤酵母(Pichiapastoris)中为200–250 mg/L[47]，昆虫

细胞(Insect cell)中为11–45 mg/L[48]。为了提高

GM-CSF的表达量，Zawada等利用E.  coli来源的

CFPS，通过对细胞抽提物制备和贮存、合成的基

因序列、氧化还原参数、反应体积放大、下游纯

化工艺等过程进行系统的优化，能够成功地在100
L的反应体系中合成700  mg/L有活性的GM-
CSF[17]。

除了常用的E. coli来源的CFPS之外，近年来

真核系统来源的表达体系也被进一步开发用于生

产结构更加复杂的膜蛋白以及进行蛋白的翻译后

修饰等。Brodel等用CHO细胞建立了一套新型的

哺乳动物CFPS，该体系含有进行蛋白翻译后修饰

所必需的辅因子以及促进膜蛋白正确折叠的内源
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微粒体，因而在表达复杂蛋白方面更具优势[49]。

利用这套系统，他们成功地在体外表达了具有生

物活性的萤火虫荧光素酶和人促红细胞生成素，

并顺利地对其进行糖基化修饰。这些研究成果具

有里程碑意义，标志着无细胞蛋白表达技术在生

产重组蛋白药物领域中显示出工业生产规模的应

用前景。

2.2    蛋白的高通量表达

在后基因组时代，科学家面临的一个重大挑

战就是系统地阐明基因编码的全部蛋白质的结

构、功能和相互作用关系，因此建立快速高效的

高通量蛋白表达技术显得尤为重要。近年来，

CFPS因其独特的优势而倍受青睐。与传统的体内

表达体系相比，CFPS可以直接使用PCR片段作为

模板，省去了耗时的分子克隆过程；其次，一些

很难在体内系统表达的复杂蛋白，如富含半胱氨

酸的蛋白质和结构复杂的膜蛋白，能够在CFPS中
正确折叠；与此同时，通过在翻译过程中对蛋白

质进行改造，可以获得特殊标记的蛋白[12,50–51]。

Goshima等通过对麦胚来源的CFPS进行优化，构

建了一个“人类蛋白工厂”[52]。在表达的13364种人

源蛋白中，大多数均可以在该体系中成功表达，

甚至是一些结构复杂的细胞因子也被证明具有细

胞活性。CFPS高通量的蛋白合成优势，为研究人

员进行体外蛋白质组学的研究，如分析酶与底物

之间、蛋白与蛋白之间的相互作用关系、蛋白的

翻译后修饰、肽链加工等，提供了一个更加灵活

高效的研究手段。

此外，利用CFPS高通量的蛋白表达优势能够

高效便捷地制备蛋白芯片[53–55]。传统的制备技术

需要纯化大量的可溶性蛋白，随后与修饰的载玻

片共价或非共价结合从而实现固定化。而利用

CFPS能够在一步法中实现蛋白的表达与固定化，

省去了费时且成本高昂的分子克隆、蛋白表达与

纯化等过程。而且CFPS开放、灵活的特点能够实

现在蛋白的翻译过程中直接对其进行特异性标

记，如同位素标记、荧光标记和生物素标记等，

极大地简化了后续的检测步骤。近年来蛋白芯片

技术逐步应用于有毒物质的检测和临床诊断，如

癌症、免疫和代谢类疾病的诊断[56–57]。Davies等利

用E. coli来源的CFPS成功地将185种病毒蛋白固定

在蛋白芯片上，用于测定人和动物接种疫苗后的

体液免疫反应[58]。CFPS在高通量蛋白表达和蛋白

芯片制备技术上的快速发展，促进了其在疾病诊

断、新药发现和疫苗研发领域的应用[59–61]。

2.3    非天然氨基酸的引入

作为一种可以对蛋白进行工程改性的重要方

法，编码非天然氨基酸技术一经问世，就得到了

广泛关注。早期通过向CFPS中加入可识别特定终

止密码子的氨酰化的抑制性tRNA，并以携带有特

定位点无义突变的基因作为模板，可以将侧链带

有反应基团的非天然氨基酸引入到目标蛋白的特

定位点[62]。在此基础上科学家们发展了更加有效

的编码非天然氨基酸技术，如利用改造后的

tRNA和相应的氨酰tRNA合成酶扩展遗传密码子

等[63–65]。近年来编码非天然氨基酸技术已经成功

地用于对蛋白药物进行特异性修饰，赋予其独特

的药理特性，如提高蛋白药物的药代动力学稳定

性、生物利用度以及延长半衰期等[66–67]。CFPS由
于可以高效便捷地通过在反应体系中添加非天然

氨基酸底物，实现对目标蛋白选择性地修饰，因

而在开发新型药物蛋白以及蛋白药物升级领域

中具有巨大的应用前景 [68]。Zimmerman等利用

CFPS成功地在曲妥珠(Trastuzumab)单抗中定点插

入经过优化的非天然氨基酸pAMF (para-azidomethyl-
L-phenylalanine，pAMF)，并将携带pAMF的单抗

通过无需铜离子催化的SPAAC  (Strain-promoted
azide−alkyne cycloaddition)点击化学方法与DBCO-
PEG-MMAF (DBCO-PEG-monomethylauristatin)高
效结合[69]。合成的抗体偶联药物(Antibody-drug
conjugates，ADCs)在体外细胞毒性试验中具有更

高的靶向特异性和生物利用度。
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2.4    类病毒颗粒的表达

类病毒颗粒(Virus-like particles，VLPs)是由

一种或多种蛋白自我组装成的复合体，与病毒颗

粒结构类似，但不包含其传染性的遗传物质

DNA或RNA。VLPs具备病毒衣壳蛋白的真实构

象，在体内能够引起B细胞介导的免疫应答，且

克服了常规病毒疫苗存在复活可能性的缺点，是

一种安全高效的亚单位疫苗[70]。到目前为止，科

学家们成功研发出30多种VLPs用于治疗病毒引起

的疾病，其中乙型肝炎病毒疫苗和人乳头瘤病毒

疫苗已经被FDA批准，在世界范围内广泛使用。

酵母、杆状病毒、昆虫细胞等表达系统目前在

VLPs的生产中占据主导地位，然而产量低和蛋白

翻译后修饰不足是这些体内系统面临的两大挑

战，并且很难在二者之间找到一个平衡点[71–72]。

结果导致很多VLPs尽管在临床前效果显著，但因

无法进行工业化生产而只能应用于小规模基础

研究。

CFPS作为体内系统的重要补充，使得许多难

以利用常规体内系统表达的蛋白在体外顺利表

达。Bundy等利用E.  coli来源的CFPS，成功地在

体外合成了MS2衣壳蛋白[73]。利用CFPS生产VLPs
不仅速度快，而且还可以对其进行表面功能化修

饰，赋予其新的功效。例如，Patel等在体外合成

VLPs的过程中引入非天然氨基酸进行标记，标记

后的VLPs可以进一步通过铜离子催化的点击化学

与蛋白质、核酸、聚乙二醇等结合，旨在开发用

于药物运载和疾病诊断的新型VLPs生物结合

物[74]。此外，他们通过改变CFPS内的氧化还原环

境，实现控制VLPs结构中二硫键的形成，进一步

提高了VLPs的稳定性[75]。

2.5    肿瘤疫苗的个体化定制

B细胞淋巴瘤是由失去控制的B细胞恶性增殖

而引发的实体肿瘤，通常情况下体内的免疫系统

不能识别异常细胞。值得注意的是，恶性B细胞

表面表达的免疫球蛋白的可变区，即独特型，却

是特异的，这为治疗B细胞淋巴瘤提供了一个很

好的靶标，可以通过注射由独特型蛋白制备的疫

苗激活免疫系统从而达到抑制肿瘤的效果。为了

增强独特型蛋白的免疫原，Tao等将针对肿瘤细胞

的独特型蛋白与粒细胞-巨噬细胞集落刺激因子

(granulocyte-macrophage  colony-stimulating
factor，GM-CSF)融合，不需要使用其它载体蛋白

和佐剂[76]。临床数据表明该疫苗可以有效地激活

体内的免疫系统控制肿瘤细胞[77]。然而每个B细

胞淋巴瘤患者携带的免疫球蛋白的独特型是不一

样的，因此需要为不同的病人个体化定制相应的

疫苗，这是疫苗生产面临的一个重大挑战。

传统的利用人类细胞作为生物反应器生产疫

苗的方法不仅周期长，而且成本高昂，不利于

B细胞淋巴瘤疫苗的推广使用。如果利用CFPS生

产个体化定制的肿瘤疫苗，那么整个过程将直接

从患者的疾病诊断到疫苗生产，中间省去了周期

很长的细胞培养阶段，并且降低了病人之间药物

交叉污染的风险。Yang等在E. coli来源的CFPS中

成功地实现了B细胞淋巴瘤疫苗的可溶性表达，

并进一步利用薄膜反应模式扩大了生产，在早期

的小鼠试验中，体系合成的疫苗在抑制肿瘤细胞

生长方面效果显著[78]。这些研究成果表明CFPS在

肿瘤个体化治疗领域中有巨大的应用潜力。

3    总结和展望

CFPS作为一种快速高效的体外蛋白合成手

段，弥补了传统的基于细胞的体内表达体系的不

足，使得许多难以在体内合成的复杂蛋白在体外

顺利表达。凭借其高通量和大规模的蛋白表达优

势，CFPS为解决生物制药领域中面临的难题提供

了新的解决思路。近年来随着研究人员对CFPS不
断地进行优化，成功地开发出生产效率高、成本

低廉、反应体积大的表达系统，为工业化大规模

生产重组蛋白药物奠定了坚实的基础。
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虽然CFPS已经广泛应用于生物制药领域，如

大规模生产重组蛋白药物、高通量药物筛选、疫

苗研发等，但是目前依然存在一些问题亟需解

决。首先，E. coli来源的CFPS由于生产效率高、

成本低廉而成为最受欢迎的表达体系，其它真核

来源的表达体系，如WGE、RRE等，因技术限制

仍然不能实现工业化大规模生产 [ 7 9 ]；其次，在

CFPS中，反应持续时间直接决定了蛋白的生产效

率，而体系的稳定性、底物供应的稳定性等对反

应持续时间起着重要的影响作用；最后，虽然

CFPS能够实现对一些结构相对复杂的蛋白进行简

单的修饰，如促进二硫键形成等，但是大多数的

重组蛋白药物必须经过糖基化、磷酸化、水解切

割等更加复杂的翻译后修饰才具备生物活性[80]。

因此，在后续改进CFPS的过程中，需要针对上述

问题，进一步开发真核生物来源的表达体系、提

高反应体系的稳定性和蛋白的翻译后修饰水平。

毫无疑问，这些瓶颈问题的突破将会大大拓展

CFPS在生物制药领域中的应用，促进其在高通量

药物筛选和工业化生产重组蛋白药物等方面的

发展。

无细胞表达技术不仅广泛应用于高通量蛋白

合成和工业化大规模生产重组蛋白药物等领域，

而且近年来其在小分子天然产物生产方面成方兴

未艾之势。本实验室在利用无细胞表达技术生产

新型生物能源等小分子天然产物方面有着丰富的

研究经验，例如成功地在体外重建了E.  coli的脂

肪酸合成途径，并在此基础上进一步对合成途径

中的限制性酶促反应、底物浓度、辅因子浓度、金

属离子浓度等因素进行优化，寻求最优比例[81–82]。

此外，刘天罡课题组利用Saccharomyces cerevisiae
来源的甲羟戊酸途径(Mevalonate pathway)构建了

一个快速高效的体外重建体系，可以用于体外生

产一种重要的新型喷气燃料法尼烯[83]。除新型生

物能源外，无细胞表达技术在生产一些重要的萜

类化合物，如紫杉醇前体紫杉二烯(Taxadiene)、

青蒿素(Artemisinin)、番茄红素(Lycopene)等，同

样具有巨大的潜在应用价值[83–84]。虽然目前无细

胞表达技术在合成小分子天然产物方面仍处于起

始阶段，但是该技术具备的独特的优势，如反应

速率快、生产效率高、下游分离纯化工艺简单等

优点，使得其在生产新型生物能源以及生物制药

方面有着广阔的应用前景。

总之，随着研究人员不断地对无细胞表达技

术进行优化，相信在不久的将来，无细胞表达技

术将充分发挥其在高通量和大规模生产方面的优

势，逐渐显示出在生物制药以及小分子天然产物

生产方面的工业化应用价值，为全人类的健康事

业做出巨大的贡献！
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in pharmaceutical engineering - A review
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Pharmaceutical Sciences, Wuhan, 430071, China

Abstract: Cell-free protein synthesis (CFPS) systems have been widely used for decades as a rapid and efficient tool
in  fundamental  biology.  Without  the  requirements  for  cell  viability  and  growth,  CFPS systems  have  distinct
advantages over in vivo systems for protein production. Recently, great efforts have been made to further optimize
CFPS systems to produce proteins at high yields, reduced cost and increased scale, including simplifying extract
preparation procedures, developing new energy regeneration systems to protein synthesis, stabilizing substrate supply
and promoting protein folding. Nowadays, CFPS systems are emerging as a powerful platform for industrial and high-
throughput  production  of  protein  therapeutics,  providing  an  alternative  solution  to  solve  problems  in
biopharmaceutical engineering. Moreover, CFPS systems have been successfully applied to high-throughput drug
screening, large-scale protein therapeutics production, custom-made anti-cancer vaccines.  These achievements
highlight that CFPS systems have great potential for a wide range of applications in biopharmaceutical engineering in
the future.

Keywords: cell-free protein synthesis system, in vitro reconstitution, high-throughput screening, industrial production,
biopharmaceutical engineering
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