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无细胞合成策略在生物材料研究中的应用

吉博涛，钱志刚，夏小霞

（上海交通大学生命科学技术学院，微生物代谢国家重点实验室，教育部代谢与发育科学国际合作联合实验室，上海 200240）

摘要：生物材料凭借其可再生、可降解及生物相容性好等诸多优点，在生物技术及生物医学应用领域备受关注。

基于“自下而上”设计理念的无细胞表达系统，作为细胞合成体系的有益补充，大力加速了生物材料的开发生产

及其应用范围，并成为了材料合成生物学发展的前沿。本文介绍了无细胞表达系统的独特优势，并列举了其用于

生物材料可持续生产的策略、与材料结合后的创新设计、赋予材料功能化和智能化方法，以及通过加速设计-构
建-测试（DBT）循环来促进新型生物材料开发的各项应用，而这些例证都充分表明无细胞策略在生物材料设计

与合成中的创新优势。尽管无细胞表达系统用于生物材料合成仍然存在诸如成本、翻译后修饰较弱、亟需交叉领

域合作等方面的挑战，但相信随着合成生物学的发展及多学科交叉研究的深入，无细胞表达系统将为新型生物材

料研发及产业化提供强大的助力，并为共同解决全球环境问题、保护人类生命健康等方面作出不可忽视的贡献。
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Application of cell-free synthesis strategy in biomaterial research
JI Botao，QIAN Zhigang，XIA Xiaoxia

（State Key Laboratory of Microbial Metabolism， Joint International Research Laboratory of Metabolic and Developmental Sciences，
School of Life Science & Biotechnology， Shanghai Jiao Tong University， Shanghai 200240， China）

Abstract: As various issues such as global warming, environmental pollution and the exhaustion of fossil resources

become increasingly severe, biomaterials have attracted increasing attention in the fields of biotechnology and

biomedical engineering due to their many advantages such as renewable, degradable nature, and good biocompatibility.

Based on the“bottom-up”design concept, cell-free expression system as a useful supplement to the cell synthesis

system, greatly accelerates the development of biomaterials and expands their application range, becoming a frontier of

the materials synthetic biology. This review first introduces the difference between cell-free expression system and

conventional cell expression system, and emphasizes the unique advantages of cell-free expression system. Next, this

review overviews the application of cell-free strategies in sustainable production, functionalization and innovative

design of biomaterials, as well as promotion of new types by accelerating the Design-Build-Test (DBT) cycle. All of
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these examples fully demonstrate the advantages of cell-free systems in the design and synthesis of novel biomaterials.

Although the use of cell-free expression systems for biomaterial synthesis encounters challenges such as cost, weak

post-translational modification, and urgent need for cross-field cooperation, we still believe that in the near future, with

the development of synthetic biology and the deepening of interdisciplinary research, cell free strategy will provide a

faster, cheaper and more friendly way to produce new biomaterials, thereby protecting the earth environment on which

we depend. In addition, the continuous development of smart materials that are combined with cell-free strategies, such

as virus detection biosensors, will protect the health of human beings around the world to a great extent, and even save

thousands of lives. All in all, the cell-free expression system will definitely provide a powerful boost to the research

and industrialization of new biomaterials, and make a non-negligible contribution to the joint solution of global

environmental problems and the protection of human health.

Keywords: biomaterials; cell-free expression system; material intelligence and functionalization; DBT cycle;

synthetic biology

材料科学自 20世纪 60年代成为一门独立的学

科以来，就一直作为热门的研究领域而受到大批

研究者的青睐［1］。经过几十年的发展，该学科的

研究已经从相对简单的陶瓷材料覆盖到复杂的聚

合物材料、半导体材料等。特别是近些年来，材

料科学与其他学科的结合日益紧密，研究成果层

出不穷。如何开发新材料并改造它们的性能以造

福人类，已经成为全世界多个机构所倡议的目

标［2］。然而，随着人类对物质需求的不断增长，

全球环境问题也日渐严峻：人类每年砍伐约 150亿

棵树［3］；对化石燃料的依赖度高达总能源的 84%；

二氧化碳的排放量连续 4年创下历史新高［4］；而全

球海洋中仍有超过 5万亿个难以降解的塑料碎片在

漂泊［5］。显然，人类必须面对生产大量材料却难

以降解它们而带来的不可逆转的全球环境问题［6］。

研究人员一直在为解决以上问题而努力着。

随着基因工程的发展，低成本的基因合成及测序

方法逐渐被开发出来［7］，只有 20多年历史的合成
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生物学（也称工程生物学）发展愈加迅猛。其中，

合成生物学与材料科学相结合的材料合成生物学，

作为一个可以缓解全球环境问题的潜在解决方案，

而备受人们的关注。材料合成生物学所研究的生

物材料可以是可持续、可再生且可降解的［8］，例

如 PLA（polylactic acid，聚乳酸）可用作生物塑

料，以减轻全球对聚苯乙烯或聚乙烯等基于化石

燃料的聚合物材料的过分依赖，使用后还可以作

为家养植物的肥料，从而适当缓解全球垃圾处理

和化肥生产的压力［9］；除此之外，生物材料凭借

其优异的生物相容性，被广泛用于组织工程、医

疗设备和制药行业［10］，例如丝素与胶原等蛋白材

料可以规避使用合成聚合物而造成的潜在免疫原

性和毒性等缺点［11］。在未来，如何通过更创新的

理念来设计细菌、真菌和无细胞策略以合成难以

想象的新型材料，大家都在翘首以盼［12］。注意：

严格意义上来说，生物材料并不完全等同于由生

物系统合成的材料［13］，例如具有生物相容性的环

烯烃共聚物（COC）、聚碳酸酯（PC）、聚醚酰亚

胺（PEI）和医用级聚氯乙烯（PVC）等医用材料

也称为生物材料［14］。在本文中，生物材料特指由

生物系统合成或与生物系统结合的材料。

生物系统的复杂性使其必须采用工程上设计周

期的概念，即迭代地设计、构建和测试生物系

统［15-17］。但是，当前的单元设计方法通常昂贵且费

时费力［18］，相比之下，无细胞表达系统则非常适

合实现快速的设计-构建-测试（DBT）循环［19］。此

外，无细胞表达系统还为生物材料的合成提供了多

项优势：①通过引入带有新型侧链基团的非天然氨

基酸（unnatural amino acids，UNAAs）来扩展生

物材料的功能［20］；②将输入的资源集中于目标产

物的合成而无需维持活细胞的内部代谢活动，从而

带来更高的资源利用率［21］，且无需考虑产品和中

间体可能带来的细胞毒性［22］；③可以更精确地设

计和控制系统组件，实现通路设计更大的系统性及

灵活性；④无需破碎细胞膜，使产品纯化更为简

单；⑤选择使用多种环境条件甚至是非生理环境进

行反应，从而具有环境条件的高包容性。这些优点

使无细胞表达系统在生物材料的设计合成方面展现

出引人注目的潜力［21］。

如今，无细胞表达系统越来越多地被应用于

生物材料的开发设计和生产。随着文献中示例的不

断增加，有理由相信生物材料将成为无细胞表达系

统的下一个应用前沿。基于此，本文围绕无细胞策

略与材料结合这一主题，首先介绍无细胞表达系统

的特点及其与传统体系相比的优劣势；随后展示无

细胞表达系统与材料结合的多种创新型设计以及无

细胞表达系统赋予材料智能化及功能化的能力；其

次列举无细胞表达系统用于加速新型生物材料开发

的优势；最后本文还将探讨无细胞材料合成生物学

的现有机遇及挑战，并推测它们未来为材料合成生

物学这一新兴研究领域带来的深远影响。

1 无细胞表达系统

作为一个新兴的科学领域，合成生物学将来

自生命世界的各种灵感与工程原理相结合，在医

学、生物制造和绿色化学等领域取得了很多值得

肯定的成就［18， 23］。然而细胞膜本身及其复杂的内

源代谢网络带来的壁垒性，也阻碍着合成生物学

的进一步发展［18］。基于此，研究人员开发了无细

胞表达（CFE）系统，并希望其可以成为解决这些

问题的重要工具［24］。例如，Eduard Buchner［25］开

创性地使用酵母细胞提取物将糖转化为乙醇和二

氧化碳方面的成果已经获得诺贝尔奖（1907年诺

贝尔化学奖）的肯定。之后，Nirenberg 及其同

事［26］通过使用大肠杆菌提取物发现了遗传密码

子，也获得了1968年的诺贝尔生理学或医学奖。

CFE 系统是一种使用细胞粗提物，而非完整

活细胞进行DNA转录和翻译的生物系统。因为细

胞粗提物在一定程度上保留了细胞原有的天然转

录和翻译机制，所以只需外源补充相应的物质就

可以启动蛋白质的合成。CFE 系统和细胞表达系

统在蛋白质合成步骤上存在较大差异（图 1）。具

体而言，CFE 系统首先将宿主接种于富含营养的

培养基中生长，接着通过高压匀浆、超声或冻融

等方式进行细胞裂解，随后通过离心去除细胞碎

片和原细胞基因来获得粗提物——该细胞粗提物

中含有后期蛋白质合成所必需的物质，如核糖体、

RNA聚合酶、用于能量和ATP再生的代谢酶以及

其他用于转录和翻译辅助蛋白（如Sigma因子、起

始因子和延伸因子）等。最后，将表达目标蛋白
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的 DNA 模板（质粒 DNA 或线性 DNA，通常浓度

为1～20 nmol/L）、能源物质（如葡萄糖、磷酸烯醇

式丙酮酸、丙酮酸、糖酵解中间体、磷酸肌酸等）、

辅因子（如NAD+、辅酶A）和盐（如谷氨酸盐、乙

酸盐）等加入细胞提取物中，并在合适的条件下反

应（一般为16～37 ℃，1～24 h）。一般标准的反应

体积为10 μL，但可以根据应用将反应体积在10−15～

103 L之间切换。以上反应通常在批次反应中完成，

模式蛋白质的产量可高达2 mg/mL［18， 20， 27］。

需要注意的是，在本篇文章中，我们认为“无

细胞表达（CFE）系统”是较为恰当的命名——并

用它来指代体外将DNA转录为RNA并翻译为功能

性蛋白质的方法，在其他发表的文献中该方法还经

常会被命名为：无细胞蛋白质合成（CFPS）［28］、无

细胞转录 -翻译（TX-TL）［29］、无细胞代谢工程

（CFME）［30］、无细胞化学生物合成（CFCB）［31］等。

反映在具体的特征上，CFE 系统和细胞表达

系统各有优缺点，见表1。

图图1 细胞表达系统与无细胞表达系统的差别

Fig. 1 The difference between cell expression system and cell-free expression system

661



合成生物学 第3卷

其中，CFE系统最显著的优点是节省时间，可

以将 1～2周的表达时间缩短为 1～2天。其次，相

较于细胞表达系统，CFE系统是一种开放的系统。

相比之下，在细胞表达系统中，一旦将DNA模板

插入细胞中，就必须等到整个蛋白质表达流程完成

并裂解细胞后，才能分析目标蛋白质的表达效果。

但是对于CFE系统，细胞膜的缺失使得研究人员可

以直接控制整个反应环境，并且可以随时对样品进

行采集和监测。除此之外，CFE系统还可以合成对

细胞有毒害的蛋白质——而这些蛋白质一般是细胞

表达系统难以合成的［27］。但是，必须肯定的是细胞

表达系统仍然承担了目前合成生物学相关领域主要

的研究和生产任务，并且其所积累的成果和优势并

非CFE系统可取代的。作为细胞表达系统的有益补

充，CFE系统逐渐在很多细胞表达系统无法胜任的

领域开始发挥重要作用。基于此，本文接下来将展

示CFE系统在材料合成生物学中令人印象深刻的应

用，并且这些都强烈地暗示出生物材料的无细胞策

略在未来大有可为。

2 无细胞表达系统在生物材料研究中的

应用

虽然 CFE 系统的基础研究已经向人们展示出

了它的独特优势，但是在初始创立的几十年中，

它的工程应用一直受到一些关键因素的限制，如：

低且不稳定的蛋白质产量、反应持续时间短、试

剂成本高（如额外添加的能源物质和酶）、反应规

模较小、弱的翻译后修饰以及昂贵的非标准化的

表表1 无细胞表达系统的优缺点［32-34］

Tab. 1 The advantages and disadvantages of cell-free expression systems

特征

转录和翻译

翻译后修饰

自我复制

DNA模板

引入非天然氨基酸

膜蛋白和复合蛋白的合成

对毒性的耐受力

设计-构建-测试（DBT）循环

资源利用率

与材料整合的能力

生物制造

成本

稳定性

细胞表达系统

−具有细胞膜，细胞内表征和产物释放可能具有挑战性

−内源性调控难以预测和修改

+能够使用定向进化技术

+简单

+简单

−质粒（或者整合到基因组的DNA）

−困难

−由于细胞内环境有限而难以合成

−低，难以合成毒性蛋白

−若中间产物有毒性，则可行性受到限制

−慢，1～2周

−较低，由于复杂的细胞代谢而将资源转向细胞维护和

副产品

−困难

−适中的产率和产量

−纯化前需再次裂解细胞

−不易放大生产，工业规模发酵条件是不同的

−菌种污染可能会是灾难性的

+多年实践经验；完善的方法

+低到适中

−通过发酵条件影响细胞环境

无细胞表达系统

+开放的环境易于实时操作和控制

+直接添加底物或收获产物

+易于使用来自多种生物体的酶途径

−困难

−困难

+质粒或 PCR 产物

+简单

+通过添加表面活性剂或调整系统环境易于合成

+高，可以合成毒性蛋白

+无限制（如某些途径酶使用体积分数为12%异丁醇）

+快，1～2天

+较高，所有资源都可以直接用于生产产品

+简单

+较高的产率和产量

+无须细胞裂解的简单的纯化过程

+易于放大生产，具有线性放大的可能

−较为年轻，最近成立

−中高，主要为酶和辅因子成本

+由工程师直接控制反应条件

注：表中“+”代表具有优势，“−”代表具有劣势。

Note: "+" in the table represents advantages, and "−" represents disadvantages(This table shows the advantages and disadvantages of the cell-free

expression system compared to the cell expression system. The main advantages of the cell expression system are: strong post-translational modification, ca‐

pable of using directed evolution technology, self-replication, rich bio-manufacturing experience and low cost; while the main advantages of the cell-free

expression system are: the open system easy to operate, PCR products possibly used as expression templates, easy to introduce UNAAs, suitable for

the synthesis of membrane proteins and toxic proteins, saving time, high resource utilization, and easy to combine with materials.)
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裂解物制备等［22， 30， 35］。

但是，随着技术问题的不断突破，上述限制

正在逐渐被解决。今天，CFE 系统每升反应体积

的蛋白质产量已达到克级，间歇反应的持续已超

过 10 h，反应规模也已达到里程碑式的 100 L——

而这些结果在 10 年前都被认为是不可能完成

的［36-38］；通过更好地了解和调控反应及代谢过程，

无细胞反应的成本也已降低几个数量级［39］；同时

随着越来越多新方法的开发，毒性蛋白、膜蛋白

以及翻译后修饰等问题也得到了较好的解决［40］；

另外，研究人员也开发出了更简单、更低成本且

更容易的方案，来获得大批量的细胞提取物［41-42］。

经过研究人员近些年来的努力，CFE 系统的应用

范围得到了爆炸式的增长，其不再仅适合于生物

过程中小规模的机理研究及原型设计，也可以用

于更大规模的生物产品的合成与生产［43］。在上述

背景下，本文将在这一章列举 CFE系统与材料合

成开发相结合的应用实例，以彰显 CFE系统在生

物材料设计与合成方面的巨大应用潜力：首先反

映在合成方面，CFE 系统可以实现生物材料的绿

色可持续生产，同时借助材料也可以提升 CFE系

统的合成性能及应用范围（2.1&2.2）；接着在生物

材料的创新设计方面，借助 CFE系统可以赋予现

有材料更为丰富的功能和应用，并且加速未来新

型生物材料的设计与筛选（2.3&2.4）。

2.1 可持续生物材料合成的无细胞策略

如今，化学品和材料的原料几乎全部来自化

石燃料及其产品［44］。例如，石化行业历来专注的

7种低成本、大规模的商业化学品（甲醇、乙烯、

丙烯、丁二烯、苯、甲苯、二甲苯）几乎合成了

所有的常用材料［45］。然而大规模使用化石燃料，

也带来了愈加严峻的环境问题。相较基于化石燃

料的生产模式，生物合成方式有着众多优势［46］，

例如：可再生、不增加温室气体的排放、产品通

常是可生物降解的等［47］。但是，生物产品在成本

上往往处于劣势［48］，而近些年无细胞策略在降低

材料合成成本方面做出较大贡献，将在一定程度

上推动生物材料可持续合成的商业化。

降低生物材料合成成本的重点研究方向之一

是如何利用廉价、本地化的原料来生产所需的生

物材料［49］。以聚羟基脂肪酸酯（PHA）为例，作

为一种生物聚合物，其具有与石化衍生塑料类似

的理想的材料性质［50］。然而，大规模工业生产

PHA最主要的瓶颈之一是其微生物碳底物的成本

过高（据估计占整个生产过程成本的 28%～

50%）［51］。目前解决此问题的潜在方案是使用食物

垃圾等低成本、本地化的资源替代原有昂贵的原

料［50］，例如，研究人员已经开发出以食物垃圾为

原料来合成生物材料的无细胞策略：Kelwick等使

用奶酪制作过程的副产品乳清为原料，去除其中

部分的盐，并将得到的乳清渗透物加入 CFE系统

中，从而开发出了 PHA的无细胞生产平台［52］，该

研究成果值得关注的是，一些微生物的 PHA生产

策略可以与 CFE系统兼容，特别是使用本地采购

得到的低成本原料（例如乳清渗透物）时，可能

有助于使PHA生产更具经济可行性［52-53］。类似的，

因为 CFE系统有克服体内代谢工程所遇到的内部

调节机制、细胞生长代谢负担和活细胞化学敏感

度等方面挑战的潜力［33， 54］，Kopp等［55］通过构建

以废咖啡渣（SCG）为原料的无细胞平台，生产出

了乳酸（LA）［56］（可生物降解的聚合物聚乳酸的

原料），并取得了良好的成果。除此之外，无细胞

系统还有利于快速评估代谢通路性能和识别潜在

瓶颈，并对微生物的代谢研究给予启发［55］。

将输入的资源尽可能地用于生物材料本身的

合成，也是节约成本的重要策略。而 CFE系统作

为一个专注于目标蛋白质合成本身的系统，可以

消除活细胞中不需要的副反应，从而使输入糖的

理论产量接近 100%［31］。Opgenorth等［57］认为，为

了控制成本，在 CFE系统连续运行时，必须尽可

能少地消耗原料化学品。因此他们构建了一种稳

健、高效、以葡萄糖为原料的 CFE系统，并将其

用于生产聚羟基丁酸酯（PHB）的生物塑料，该系

统的性能展现了其有大规模工业化的潜力。同时，

Ullah等［58］利用无细胞策略合成纤维素的研究结果

更形象地体现了这一优势：以葡萄糖为唯一碳源，

15 d 的时间内 CFE 系统获得了基于葡萄糖消耗量

计算的 57.68%的纤维素产量，而传统微生物系统

只获得了 39.62% 的纤维素产量。由此可见，CFE

系统在生产纤维素方面凭借更高的能源利用率和
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更高的产量，非常具有工业化的潜力。可以想象，

当 CFE系统得到大范围应用时，将极大程度促进

生物材料的可持续、低成本生产。

除此之外，传统的微生物合成生物材料面临

的一个固有挑战是：必须在合成目标产物的同时

维持细胞的自身生长代谢。研究人员几乎不可能

使细胞正常生长和目标产物的合成都维持在最佳

状态，而这极大限制了当前最先进的生物合成技

术的各种应用，例如作为目标分子或中间产物的

丁醇都应低于约 2.5%（体积分数）以维持对细胞

无毒的水平［59］。不同的是，CFE系统可以适应更

苛刻的反应环境，甚至包括直接添加化学试剂、

盐、有毒物质和高温等［31］。例如，Endoh等［60］所

构建的CFE系统在 80 ℃下依然有蛋白质合成的活

力，并在65 ℃的最适温度下合成了几丁质酶。

基于以上优势，越来越多以葡萄糖为基质的

可持续合成 CFE系统被设计出来，并且都表现出

了较高的资源利用率，例如乙醇（57%）［34］、异丁

醇 （53%）［34］、 正 丁 醇 （83%）［61］、 苹 果 酸

（63%）［62］等。几乎可以肯定的是，当CFE系统的

优势和相应的应用方法被越来越多地开发出来后，

其完全有可能成为可持续生物材料合成的通用平

台，并为各种生物材料的低成本、可持续合成提

供极大助力（图2）。

CFE 系统既可以表达生物酶催化以上生物材

料的可持续合成，也可以表达结构蛋白使其自身

成为蛋白质材料，这些材料的组成往往具有不同

于催化酶的特征，例如：赋予生物材料抗菌性质

的抗菌肽（AMP），大多由带正电的氨基酸组成，

对生产宿主有毒［63］；具有超强力学性能的蛛丝组

分蛋白具有强烈的氨基酸组成偏好，甘氨酸和丙

氨酸的含量超过 60%［64］；具有黏附及自愈合性质

的贻贝蛋白（MAP）则需要引入多巴等非天然氨

基酸［20］；糖基化也是关键的翻译后修饰之一，自

然界中基于黏附蛋白的生物材料很多都依赖于高

度糖基化后的蛋白质［65］。得益于过去数十年的发

展，CFE 系统针对不同的目标，已经制定了多种

多样的合成策略［35， 66-67］（表2）。

通过这些努力，CFE 系统已经基本具备合成

多种多样蛋白质材料的能力。以生产对宿主有毒

的蛋白质为例，预防细菌感染是新一代生物材料

面临的主要挑战之一，一种备受关注的方法是在

生物材料上引入抗菌肽（AMP）来制备抗菌材

料［89］。例如，与AMP共价交联制备的水凝胶是临

床上防止皮肤感染的解决方案［89］。但AMP本身作

为破坏生物膜稳定性而具有毒害作用的物质，传

统方法较难合成，而通过 CFE系统的努力，冻干

的大肠杆菌CFE系统，已成功合成了 10种不同的

图图2 基于无细胞表达系统的可持续生物材料合成策略

Fig. 2 Sustainable biomaterial synthesis strategy based on cell-free expression system
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AMP，并通过大肠杆菌抑菌实验证明了 BP100、

Cecropin B 和 Cecropin P1 的功能［90］。除此之外，

基于CFE系统的平台也为筛选生物活性AMP［91］及

毒素（如 thermostable direct hemolysin，TDH）提

供了新的方法［92］。

2.2 基于材料的无细胞表达系统性能提升

虽然 CFE 系统凭借自身优势成为一种快速生

产蛋白质的方法，然而想要利用 CFE系统得到高

体积产量（超过 mg/mL级别）的功能性蛋白质仍

然具有挑战性。鉴于几乎所有 CFE系统都是液相

系统（SPS）——即其基因表达模板是分散在溶液

中的［93］，Park等开发了一种完全由DNA制成的凝

胶［94］，该凝胶支架由基因与分支DNA结构酶促交

联形成，命名为“X-DNA”。DNA连接酶将X-DNA

上的回文黏性末端与线性化质粒的黏性末端互补

交联，之后使用这种交联的DNA为唯一成分制备

“P-凝胶”［93］。这是水凝胶材料首次用于生产功能

性蛋白质，并且产量高达 5 mg/mL［95］。Ruiz等［96］

在此基础上，进一步设计了基于微流体装置的

“P-凝胶”无细胞大规模蛋白质生产平台，并设想

将该平台作为传统活细胞生产系统的强力替代品

（目前该平台已商业化）。而Kahn等［97］考虑到在很

多生物制品中基因不易表达的问题，设计出了一

种新的基于DNA的水凝胶无细胞平台，以解决蛋

白质工程的基本挑战——包括高蛋白质产量、基

因组分离和蛋白质展示等。另外关于DNA水凝胶

的成本问题，Cui等［98］构建了由聚乙二醇二丙烯

酸酯（PEGDA）和 DNA 制备的低成本混合水凝

胶。该水凝胶成本比 P-凝胶下降了 30余倍，而蛋

白质产量比 CFE 的 SPS 提高 22.7 倍，除此之外，

经过简单的离心回收后，PEGDA/DNA混合水凝胶

还可以在CFE中重复使用 10次。与此同时，研究

人员还开发出了黏土与基因混合的水凝胶——

Yang等首先证明了黏土水溶液可以在离子溶液中

瞬间形成水凝胶［99］，接着通过其水凝胶中盘状结

构（纳米盘）具有的带电性来自发地结合表达质粒

（两者结合后甚至可以在室温下储存半年），最后将

其用于CFE体系。结果表明，该水凝胶除了能提高

表表2 CFE系统针对特殊蛋白质合成的应对方法

Tab. 2 Corresponding methods for special protein synthesis using CFE system

组成生物材料的特殊蛋白质

对生产宿主有毒的蛋白质

具有氨基酸组成偏好的蛋白质

需要分子伴侣或特定化学环境合成的蛋白质

含有非天然氨基酸的蛋白质

需要糖基化修饰的蛋白质

需要磷酸化的蛋白质

使CFE系统提高生产力和/或生物活性的方法

额外的 tRNA补充[68]

选择不同的提取物（例如昆虫）[69]

连续交换无细胞表达系统[70]

纯化标签以提高溶解度[71]

稀有 tRNA的添加[72]

选择不同的提取物（例如小麦胚芽）[73]

用同义密码子替换初始密码子[74-75]

伴侣蛋白，蛋白质二硫键异构酶（PDI），还原和氧化的谷胱甘肽（glutathione）调整[76]

前导肽和微粒体囊泡[77]

对于膜蛋白，加入洗涤剂/表面活性剂[78-79]

通过基因组工程消除提取物中的负面效应物，如释放因子1（RF1）的竞争限制[80]

去除同源 tRNA[81]

内切糖苷酶介导的N-糖基化蛋白的制备[82-83]

原核寡糖基转移酶（OST）介导的无细胞糖蛋白生物合成[34, 84]

糖基转移酶（GT）介导的蛋白质糖基化和聚糖加工[85-86]

基因组重新编码的大肠杆菌菌株[87]

注：表中前4种特殊蛋白质合成提升方法参考于文献［88］。

Note: The first 4 special protein synthesis promotion methods in the table are referenced in the Ref.[88].(This table lists the methods that research‐

ers have developed to improve productivity and/or biological activity in order to synthesize special proteins using the CFE system. These special pro‐

teins include proteins that are toxic to the production host, proteins with preference for amino acid composition, proteins that require molecular

chaperones or specific chemical environment synthesis, proteins containing UNAAs, proteins that require glycosylation modification, and proteins

that require phosphorylation.)
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CFE系统的蛋白产量外，还可以通过添加磁性纳米

颗粒（MNP）实现水凝胶的回收与再利用［100］。

除了制作与 DNA 结合的混合水凝胶外，Lee

等［101］尝试直接向无细胞反应中增添家蚕 Bombyx

mori的丝素蛋白以增加大分子拥挤效应，并成功

将CFE系统的蛋白质产量提高了 42%。不仅如此，

研究人员还尝试了其他将 CFE系统与材料相结合

的方法，例如：Pardee等［102］开创性地提出将CFE

系统冷冻干燥到材料上，使基于合成生物学的技

术能够以廉价、无菌和非生物的方式用于全球应

用。在上述研究报道之后，研究人员对将冷冻干

燥的无细胞（FD-CF）反应保存在多孔材料中有了

极大的兴趣，因为该技术可以避免使用冷链并在

室温下进行全球分配和储存［103］。例如近期，Blum

等［104］探索了数十种多孔基质材料，并展示出水凝

胶基质材料具有增强 CFE 系统蛋白表达的能力，

他们预期未来可以设计新的生物材料基质以控制

CFE系统的反应速度、产量、稳定性等属性。

借助材料不仅可以提升 CFE 系统的合成能力

以及长期室温储存的能力，还有其他重要的应用

方向［52］。“从头开始”构建细胞一直是令许多合成

生物学研究人员兴奋的一个领域。人们通常将具

有多种功能的细胞模拟物称为“人造细胞”（AC）。

在人造细胞中，除了内部的 CFE系统外，细胞内

边界材料和分隔方法也起到关键性作用，例如如

何用脂质提供与生物膜相似环境的天然膜；如何

用水凝胶来高效分隔 CFE系统创造以及延长系统

寿命等等。所有人都在期待 CFE系统与材料更好

地结合，从而共同加速人造细胞这一先进领域的

发展［105］。

在这里本文展示了材料与 CFE 系统结合后各

种令人惊叹的创新型设计（图 3）。相信未来随着

各种材料与 CFE系统巧妙结合，更多新颖的应用

形式将不断涌现。

2.3 无细胞表达系统赋予材料新功能及应用

智能材料是一种能响应外部特定刺激而改变

其一种或多种特性的新型功能材料［106］，也是现代

高技术材料发展的重要方向之一。智能材料的已

有应用包括：智能玻璃（通过快速的光响应而改

变颜色的油墨）［107］，可以检测外部刺激的织物传

感器［108］和水凝胶药物递送系统［109］等。目前研究

人员已经开发出的智能水凝胶可根据 pH、光照或

温度等变化来改变其自身物理以及其他特性［110］，

例如我们实验室先前报道的具有双重热敏特性的，

基于蜘蛛牵引丝的保守 C 端域组装的蛋白质水凝

胶［111］；进一步开发的可按需调节的，双热敏蛋白

水凝胶［112］；以及通过赋予导电性而开发出，可实

时监测人类活动的穿戴式传感器的混合水凝

胶［113］。然而，与生物领域内观察到的多响应、多

功能的材料相比，人类设计和构建材料的能力仍

然有限，仍然有很多需要从生命系统中学习的东

西，而仿生学领域将为重新开发新型智能材料提

供重要启示［114］。秉承此想法，Whitfield 等［115］建

议通过无细胞策略，将活细胞中的生命现象重新

图图3 基于材料的无细胞表达系统性能提升

Fig. 3 Performance improvement of cell-free expression system aided by materials
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展现到水凝胶中，从而赋予水凝胶材料智能化。

他们使用该系统设计和构建了一种无细胞水凝胶

材料，该材料可以响应外源刺激并改变其底盘材

料的结构特性。类似地，有研究人员合成了一种

化学交联的透明的水凝胶：1，4-丁二醇二缩水甘油

醚（HA：BDDE）［116］，通过无细胞合成裂解酶并对

HA：BDDE进行消化来改变材料结构特性。有趣的

是，在此过程中水凝胶大小和颜色的变化可以通

过肉眼直接观察到。目前有 3种在水凝胶中大规模

引入 CFE 系统的常用方法：①CFE 系统和水凝胶

聚合物直接结合；②先将水凝胶冻干，再使用含

水的 CFE系统重构水凝胶；③先将 CFE系统冷冻

干燥，再使用含水 （液体） 的水凝胶重构。

Whitfield等［115］通过以上 3种方法测试了 12种具有

不同结构和化学特征的水凝胶与CFE系统结合的能

力，结果表明CFE系统与大部分水凝胶材料都是可

以结合的，并且在某些情况下，作为基质的水凝胶

借助分子拥挤效用，反而可以增加CFE系统表达。

更重要的是，这些结果启发了人们通过CFE系统表

达功能性的酶来激活材料性质变化，从而开发出基

于CFE系统和水凝胶结合的智能材料的思路。

随着研究的深入，以生物材料为基质，结合

CFE 系统的生物传感器的开发也成为了可能。研

究人员将编码基因电路的 CFE系统冻干并嵌入纸

或其他潜在材料中，制成了无细胞纸基生物传感

器。这些生物传感器可以在室温下保存几个月之

久［102-103， 117］，并在加入水或其他液体样品激活后，

可以通过预先编程好的程序产生可监测的信号输

出，以此来检测相关分子（例如汞）或某些疾病

的生物标志物［43， 118］。除此之外，无细胞生物传感

器还可以用来检测病毒RNA，如工程化的基于无细

胞的生物传感器可以区分不同的埃博拉病毒［102］和寨

卡病毒株［119］，并且可以用来检测冠状病毒，例如

SARS-CoV和2019 n-CoV［120］。针对2020年爆发的新

型冠状病毒（COVID-19）肺炎疫情，Liu等［121］将基

于 CFE系统的纸基生物传感器评述为新开发的检

测SARS-CoV-2的有效方法。CFE系统与材料结合

的这项应用具有十分深远的意义——通常情况下，

传染性疾病对于世界上较贫困地区人的健康威胁

更大，而使用基于 CFE系统的生物传感器这一更

廉价和便携的测试工具，可以彻底改变检测和处

理这些致命疾病的方式，以此减少它们对人类健

康的威胁，从而挽救更多的生命［18］。

在一些创新性的工作中，CFE 系统还被用于

制造自组装蛋白质微阵列，并将其作为核酸可编

程蛋白质阵列（NAPPA）技术［122］，蛋白质原位阵

列（PISA）技术［123］和其他基于蛋白质阵列的方

法［124-126］——此概念通过使用 His标签进一步扩展

到蛋白质合成和选择性固定［127-129］。目前这些系统

已成功应用于药物发现和蛋白质工程［128， 130］。例如

Benítez-Mateos 等［131］最近描述了一种便携式工具

包，只需将DNA、固定材料和CFE系统混合，即

可将CFE系统和蛋白质固定化集成在一起（in one

pot），具体地说，它们通过开发一组可与CFE系统

和固体材料一起使用的质粒，从而协调蛋白质合

成和固定，并按需制造基于蛋白质的生物材料。

这项技术完全便携，因为它不需要专门的设备或

基础设施，所以可以扩展到通过合成和固定相应

酶和抗体的结合蛋白来制造功能性生物材料。目

前，该合成生物平台已成为按需制造治疗、诊断

和传感生物材料的多功能工具。

总而言之，CFE 系统为材料的智能化和功能

化提供了一条全新的路径（图 4）。可以想象，当

CFE 系统拓展到更多生物材料的设计中后，将赋

予生物材料愈加丰富的特性从而满足市场不断增

长的新需求。

2.4 无细胞策略加速新型生物材料的开发

合成生物学的研究思路是使用工程上常用的

迭代设计-构建-测试（DBT）循环，尽可能节约生

物设计、生产和应用的时间［132］。然而，尽管人们

开发了许多合成生物学工具，例如基因拷贝数调

整［133］和组合转录调控［134］来加速DBT循环，由于

细胞本身的复杂性，该研究思路仍面临众多挑战。

相比之下，凭借可以直接使用线性DNA（即 PCR

产物）作为转录模板，进而绕过费时费力的基因

克隆和细胞转化步骤；没有细胞膜和细胞壁的边

界从而有利于监测和控制转录、翻译过程的开放

系统等优势［135］，无细胞原型设计策略可以更轻松

地集成到设计周期中［52］。除此之外，无细胞表达

蛋白质的流程也非常适合自动化，已有研究成功
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地利用声学液体处理机器人，快速地建立了大规

模、小体积（≤10 μL）的原型无细胞反应体系，

并将其用于表征非模型微生物宿主基因表达的调

控元件（启动子、转录因子）［136］，以此建立代替

传统组织培养和流式细胞的检测方法［137］。同时，

微流体技术［138］、液滴阵列技术［139］也已应用于实

现基于无细胞策略的高通量筛选。通过以上方法

还可以大批量测试调控元件或代谢酶，并为生物

材料的合成提供更优化的路径［52］。除此之外，

CFE 系统还可以用来高通量筛选生物分子，研究

表明CFE系统在筛选有毒或不溶性蛋白质［140］、减

少所需时间［141］和反应体积［142］等方面，有着显著的

优势。使用体外无细胞策略以高通量形式筛选和进

化生物分子的技术可分为体外展示和芯片技术两大

类，这些技术都拓宽了CFE系统对生物分子高通量

筛选方面的应用［143］。同时将这些数据输入到生物数

据库中，用于机器学习，可加速新材料的发现和设

计从而筛选、设计出具有更优性能的生物材料［144］。

目前，各种基础和应用科学都需要将非天然氨

基酸（UNAA）引入蛋白质［145］。在前沿应用中，

引入UNAA会产生具有新的功能和结构特征的蛋白

质，这是传统的 20种天然氨基酸无法实现的［146］。

由于具有克服传统方法中UNAA难以跨越细胞膜运

输、非天然生物成分的细胞毒性和低效率等问题，

CFE系统已被公认为是高效整合UNAA的强大测试

和生物制造平台［130］。除此之外，如上文所述，CFE

系统还拥有作为良好的高通量筛选平台并加快非天

然蛋白质工程的设计-构建-测试循环的能力［147］。所

有的这些优势都会将CFE系统发展为强大的、简单

的、灵活的合成非天然蛋白质的平台。例如

Albayrak等［148］设计的基于无细胞平台的UNAA引

入技术，可用于蛋白质和小分子聚合物的合成，进

而制造一类新的支架或生物材料。总的来说，无细

胞策略已为生物材料的高通量筛选提供了一个强大

的生物平台，该平台在生物材料设计周期方面的优

势，极有可能加速一系列新型生物材料的筛选、设

计与合成（图5）。

3 总结与展望

人类对于材料需求的迅速增加直接导致了森

林的过度砍伐、对化石燃料的过分依赖，以及遗

留大量自然难以降解的材料垃圾［145］。因此，迫切

需要一种绿色、低成本、可持续的材料合成策

略［52］，而无细胞合成生物材料的策略则有望成为

以上难题的重要解决方案。于此，本文首先介绍

了 CFE系统以本地食物垃圾为原料生产生物塑料

以及乳酸的例子，并总结了 CFE系统在能源高效

利用和适应更苛刻反应条件方面的优势，以凸显

CFE 系统用于可持续生物材料制造的巨大潜力。

接着，本文展示了基于材料的CFE系统性能提升，

例如多种增加 CFE 系统蛋白质产量的 DNA 凝胶、

图图4 无细胞策略赋予材料新功能及应用

Fig. 4 Cell-free strategy endows materials with new functions for various applications
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保存在多孔材料上的冷冻干燥的 CFE系统以及类

似人造生命的“人造细胞”，并相信这些借助材料

的 CFE系统设计在未来可能大大提升 CFE系统的

合成效率［131］、降低成本并展现新的应用前景。随

后，本文列举了 CFE系统赋予各种材料智能化和

功能化的策略，通过与水凝胶等材料结合，可以

制造出具有外界刺激响应性的智能水凝胶以及可

以在室温下存储的生物传感器，从而大大拓展了

材料的应用范围［29］。最后，本文展示了CFE系统

对于加快生物材料设计开发的DBT循环以及帮助

非天然氨基酸引入方面所具有的显著优势，并期

待其为新型生物材料的开发提供一个快速、高效

的平台。

虽然 CFE 系统已经在不同场景中获得了引人

注目的成就［43］，研究人员也已证明CFE系统是克

服传统细胞固有局限性的有效工具，但是挑战依

然存在。其一是成本［32］，因为无细胞本身作为无

法自我复制的系统，并且需要额外补充酶、能源

物质和辅因子等，而这种较为昂贵的生产成本成

为限制其发展的首要原因［40］。其二，CFE系统的

寿命即反应持续时间较短［32］，并且作为一个年轻

的系统，人们对其基本特征和工作原理还缺乏深

刻的理解，在非常依赖实际操作数据支持的工程

生产中，CFE 系统的使用仍然缺乏经验。其三，

在与材料相结合的应用中，CFE 系统的生物材料

制造能力尚未得到充分评估和理解，并且用于进

行无细胞反应的材料也未能得到充分利用［29］。反

映在更具体的实例中，无细胞与材料相结合的挑

战仍有很多，例如在已有研究中，Lee等［101］虽然

向 CFE系统中添加丝素蛋白并提高了 CFE系统的

产量，但是却并没有达到改善无细胞反应其他性

能的预期目标。而基于材料的冷冻干燥的 CFE系

统，除了耐用性和稳定性存在挑战外，还存在现

有制取细胞裂解物方法昂贵且属于劳动密集型、

不利于全球性推广的问题［103］。其四，蛋白质的翻

译后修饰在很多基于蛋白质的生物材料中非常重

要，这些修饰包括糖基化、磷酸化、泛素化、亚

硝基化、甲基化、乙酰化等等，而 CFE系统本身

翻译后修饰的能力较弱，所以仍需要更多的方法

来进一步改善其在此方面的能力［32］。其五，还存

在非天然氨基酸多样性带来的生物不相容性以及

嵌入效率低等问题［145］。所以，虽然CFE系统在生

物材料研究中已获得较为广泛的应用，但如果想

让该领域在实际生产中获得更大的经济效益和社

会效益，人们仍有很长的路要走。幸运的是，研

究人员已经开始着手制定各种方案来解决以上挑

图图5 无细胞策略用于加速生物材料的DBT循环

Fig. 5 Cell-free strategy is used to accelerate the DBT cycle of biomaterials
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战，例如制定 CFE系统的定量评价机制以及用于

定性评价的基本属性特征、开发通用的无细胞模

型、设计更稳定的能源供给及辅因子回收系统

等等［29-30］。

CFE 系统作为一个新兴的研究方向，尽管有

着众多不成熟的地方以及有待进一步解决的问题，

但相信其具备的独特优势一定会为生物材料的创

新设计及应用提供强大的支撑。随着相关研究的

进一步深入，可以基于 CFE系统更快速地开发新

型生物材料，并且以更低的成本、环境友好的方

式生产出来，从而保护人们赖以生存的地球环境；

同时，不断开发出的与无细胞结合的智能材料，

例如病毒检测生物传感器等，将在极大程度上保

障人类的健康。总而言之，无细胞策略在生物材

料研究中的应用，作为一个有前景、有意义的新

兴方向，非常值得研究人员进一步地探索与挖掘，

不仅为了阐述更多存在于细胞中的生命机理，更

为了保护我们深爱的地球家园以及家园里生活的

每一个值得珍惜的生命。
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