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卢元  清华大学化学工程系助理教授、博士生导师。研究的焦点在于发展和应用无

细胞合成等世界最前沿的技术，突破天然生命体系的限制，高效合成和精准改造核

酸、蛋白质等生物大分子，以解决生物制造、人类与动物健康等领域最具挑战性的

科学与工程难题。目前已在 Proc Natl Acad Sci USA等杂志上发表 30多篇高影响学

术杂志论文，拥有 5 项国际授权专利、12 项国内授权专利。研究成果得到了相关

领域国内外同行专家的广泛关注和高度评价，并产生了日益增大的国际影响力。更

多信息请浏览课题组网站：http://LuLab.org。 
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摘  要 : 无细胞非天然蛋白质合成作为蛋白质研究的新兴手段，已成功用于表征蛋白质分子间、蛋白质与核酸分

子间相互作用等基础科学研究及医药蛋白、蛋白质材料等工业生产领域。无细胞非天然蛋白质合成系统不需维持

细胞的生长，无细胞膜阻碍，可依据研究目的添加基因元件或化学物质从而增强工程设计和过程调控的自由性；

也可赋予蛋白质新的特性、结构及功能，如可实现蛋白翻译后修饰、反应手柄引入、生物物理探针及多聚蛋白质

合成等。文中系统地综述了目前应用于无细胞蛋白质合成系统中的非天然氨基酸嵌入方法，包括全局抑制及基于

正交翻译体系的终止密码子抑制、移码抑制、有义密码子再分配和非天然碱基等方法的研究进展，及非天然氨基

酸在蛋白质修饰、生物物理探针、酶工程、蛋白质材料以及医药蛋白质生产等领域的应用进展，并分析了该体系

的发展前景及广泛工业化应用的机遇与挑战。 

关键词 : 无细胞合成生物学，蛋白质工程，非天然氨基酸，非天然蛋白质  
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Recent advances in cell-free unnatural protein synthesis 

Wei Gao1,2, Ning Bu2, and Yuan Lu1 

1 Department of Chemical Engineering, Tsinghua University, Beijing 100084, China 

2 College of Life Sciences, Shenyang Normal University, Shenyang 110034, Liaoning, China 

Abstract:  Cell-free unnatural protein synthesis (CFUPS) as an emerging approach for protein engineering research, has been 

successfully applied in basic scientific studies (e.g., protein-protein interaction, protein-nucleic acid interaction) and industrial 

production (e.g., pharmaceutical proteins, protein materials). CFUPS can improve the engineering freedom and the process 

control by allowing free addition of genetic elements and chemicals as research purposes. It also can give protein novel 

characteristics, structures and functions, including post-translational modification of proteins, incorporation of reaction 

handles, synthesis of biophysical probes and polymeric protein. This article systematically reviews the unnatural amino acid 

incorporation methods (global suppression, stop codon suppression, frameshift suppression and unnatural base-pairs) and the 

application advances of unnatural amino acids in protein modifications, biophysical probes, enzyme engineering, biomaterials 

and biopharmaceutical protein production. The opportunities and challenges of the CFUPS system development and the wide 

application of industrialization are also illustrated with details. 

Keywords:  cell-free synthetic biology, protein engineering, unnatural amino acids (UNAAs), unnatural proteins 

蛋白质作为重要的生物大分子，是所有生物体

维持结构、功能的必需物质。自然状态下，20 种

天然氨基酸 (Natural amino acids, NAAs) 可产生

结构功能多样的天然蛋白质，但这些天然蛋白质

已不能满足蛋白质工程及蛋白药物生产等领域的

研究需要，而带有新型侧链基团的非天然氨基酸 

(Unnatural amino acids, UNAAs)[1]的嵌入可赋予

蛋白质新的化学性质、结构及功能[2]，打开了新

蛋白质工程的大门，为生物研究、生物治疗学及

合成生物学提供了新的途径，已成为这些领域中

关键的新兴应用[3]。在基础科学研究领域，将其

用于蛋白质结构及动力学研究，利用原核生物无

细胞蛋白表达系统实现了真核生物蛋白翻译后

修饰[4]；一些可交联的 UNAAs 已被嵌入蛋白质

来表征蛋白质之间配体-受体 [2]及蛋白质与核酸

之间的相互作用[5]；增强蛋白质的光学及热学稳

定性，用于构建纳米开关[1]等。在工业化生产研

究领域，非天然蛋白质可作为新型生物高分子材

料、蛋白药物及共价大分子抑制剂，为材料科学

和医药蛋白的开发与生产创造了新的契机，如蛋

白质聚合物[6]、硒蛋白[7]、磷酸化蛋白质[8]及抗体

-药物结合物[9]的合成等。因此，合成嵌入 UNAAs

的非天然蛋白质是蛋白质工程发展中具有革命

性的一步。 

探究历史，非天然蛋白质的合成[10]具有里程

碑意义的进展要追溯到 1989 年，Schultz 团队首

先通过琥珀抑制的方法将合成的 UNAAs 嵌入到

β-内酰胺酶中，并发现嵌入多种不同 UNAAs，可促

进对蛋白质结构及功能的研究[11]。自此，蛋白质

中嵌入 UNAAs 的方法得到了快速发展。目前较

成熟的方法主要包括两大类，分别是基于天然翻

译体系的全局抑制方法及基于正交翻译体系 

(Orthogonal translation systems, OTSs) 的琥珀抑

制、移码抑制、有义密码子再分配及非天然碱基

对的嵌入方法[12]。 

最初，非天然蛋白质主要依托细胞体系，但

需要维持细胞自身良好的生长状态，以合成目标

蛋白。由于细胞内代谢通路复杂，而目标蛋白合

成途径非细胞内主反应，导致产物产量较低，纯

化步骤繁琐；且某些 UNAAs 不易穿过细胞膜屏

障进入细胞，并会对细胞产生不同程度的毒性，

从而降低了细胞对 UNAAs 的利用率，限制
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UNAAs嵌入效率；同时，由于细胞膜的阻碍，反

应的可调控性能较差。这些导致体内 UNAAs 的

嵌入效率较低，特别是在多位点 UNAAs 嵌入时

尤为明显。但随着无细胞蛋白合成系统的出现及

日渐成熟 [13-15]，无细胞非天然蛋白质合成系统 

(Cell-free unnatural protein synthesis, CFUPS) (图 1) 

应运而生。CFUPS以外源 DNA或 mRNA为模板，

向反应体系中添加底物、能量物质、多种辅因子

和非天然组分，包括 OTS中的正交氨酰 tRNA合

成酶/正交 tRNA (o-aaRS/o-tRNA) 对及 UNAAs

等，在细胞提取物提供的多种酶的作用下合成非

天然蛋白质。其中细胞提取物来源已从原核细胞

扩大至真核细胞及哺乳动物，包括大肠杆菌[16]、

酵母细胞 [17]、小麦胚芽细胞 [18]、昆虫细胞 [19]和

兔网织红细胞[20]。CFUPS 与细胞非天然蛋白质

合成相比具有诸多的优点 (表 1)[12-13]：该系统生

产周期短，整个生产过程仅需 1−2 d；无细胞膜

阻碍，规避了 UNAAs选择性问题且不会对细胞

产生毒性作用，利于重新分配遗传密码[2]和精细

调控反应进程，进一步扩大蛋白质功能[12]。虽然

CFUPS 已得到极大发展，但同一条肽链上不同

UNAAs 的多位点嵌入，仍是该领域的瓶颈，在

CFUPS 和细胞体系均只能实现 2−3 个位点的嵌

入[24-25]；而同一条肽链上同种 UNAAs的多位点

嵌入已取得很大进展，均能实现 10个或 10个以

上 UNAAs[6,22-23]的嵌入，但 CFUPS中非天然蛋白

质表达水平远远高于细胞体系。如 Yanagisawa团

队利用 CFUPS 实现了单一位点包含 BocKme1 

(Nε-(叔丁氧羰基)-Nε-甲基-1-赖氨酸)的人组蛋白

H3 的高于细胞体系约 10 倍的表达 [21 ]；另外

Yanagisawa团队[21]也对基于 E. coli的细胞及无细

胞体系中人组蛋白 H3 变体的表达量进行比较，

结果发现当嵌入 2个 BocKme1时，CFUPS的 H3

变体表达量高于细胞体系约 70倍。因此，CFUPS

已逐渐成为强大的非天然蛋白质合成平台，目前

已成功从实验室投入到实际生产应用中，用于抗

体-药物结合物[9]、潜在的疫苗和显像剂、装饰性

病毒样颗粒的生产 [26]及酶的开发改造 [27]等工业

加工过程，但目前还未达到无细胞天然蛋白质合

成的 100 L 的生产规模[28]，因此要实现 CFUPS

的工厂化应用，仍需更多科研工作者的不懈努力。 

本文首先介绍了 CFUPS 中 UNAAs 的不同嵌

入方法，主要包括基于天然翻译体系的全局抑制

方法和基于 OTSs的终止密码子抑制、移码抑制、

有义密码子再分配和非天然碱基对方法，以及它

们应用的优势及挑战，接着对 CFUPS的主要应用

进行回顾，最后分析了当前 CFUPS嵌入方法面临

的挑战及可能的应对策略。 

 

 
 

图 1  无细胞非天然蛋白质合成系统 

Fig. 1  Cell-free unnatural protein synthesis system. 
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1  无细胞体系 UNAAs 嵌入的方法 

CFUPS 作为合成生物学新兴的研究手段，

已发展为强大的 UNAAs 嵌入平台，用来改进天

然蛋白质的结构及功能特性[2]。目前，该体系采

用的 UNAAs 嵌入方法主要包括基于天然翻译体

系的全局抑制，以及基于 OTSs的终止密码子抑

制、移码抑制、有义密码子再分配和非天然碱基

对的方法，本节会对这些方法的发展应用进行详

细论述。 

1.1  全局抑制 

全局抑制  (Global suppression) 是最早发展

的 UNAAs嵌入方法 (图 2 A-a, b)，其利用天然蛋

白质翻译体系合成嵌入 UNAAs的非天然蛋白质。

全局抑制以一种 (或多种) 特定氨基酸的营养缺

陷型菌株为宿主菌，向反应体系中补充菌株所缺

陷氨基酸的非天然类似物，在天然翻译机制的背

景下，这种非天然类似物即可取代该天然氨基酸

的位点，在全局范围内实现 UNAAs 嵌入，从而

改变蛋白质的理化性质及功能 (图 2A)[2]。早在

60多年前，Cohen及其同事成功在大肠杆菌细胞

内用蛋氨酸类似物 SeMet全局替代 Met[30]。但分

子量大或带电荷的 UNAAs很难穿过细胞膜屏障，

这大大限制了体系对 UNAAs 的利用率，且某些

UNAAs 本身或一定量的累积会对细胞产生毒性

作用，甚至使细胞致死[31]。因此研究者们发展了

无细胞膜阻碍的 CFUPS，在使用 CFUPS 嵌入

UNAAs 时，首先要制备营养缺陷型细胞的提取

物[31]，再添加反应所需的 NAAs (除去被替换的

NAA) 及 UNAAs。若未除尽体系中所有将被替换 

 

 
 

图 2  无细胞体系中 UNAAs 嵌入方法 

Fig. 2  Methods of UNAAs incorporation in cell-free system. 
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的 NAA，即会引起该种 NAA与其非标准类似物

之间的竞争，使 UNAAs与 NAAs按照两者的浓

度比率嵌入蛋白质 [12]。Singh-Blom 等使用色氨

酸枯竭型 CFUPS，表达了具有生物活性的含有

色氨酸类似物 5-氟色氨酸或 6-氟色氨酸修饰的

链霉抗生物素蛋白，且嵌入效率高达 100%[31]，

为 UNAAs 的广泛嵌入提供了新的可能。全局抑

制利用天然翻译机制，不需进化翻译组分和改变

目标蛋白遗传信息，即可实现多个位点一种 (或

多种) UNAAs的高效嵌入，且不会生成截短的蛋

白质；另外，基于无细胞体系的开放性和自由性，

无 UNAAs 的毒性及运输问题，可提高体系对

UNAAs 的利用效率。但较难实现位点特异性

UNAAs嵌入。 

1.2  终止密码子抑制 

在蛋白质工程领域，有时需要对一个 (或几个) 

位点进行特定的修饰，以监测及表征蛋白质的某

些结构及功能特性，但全局抑制无法实现 UNAAs

的位点特异性嵌入，因此研究者们发展了一套位

点特异性嵌入 UNAAs 的方法。Schultz 及其同事

首先在大肠杆菌提取物中，将 UNAA嵌入蛋白质

中被琥珀终止密码子取代的有义密码子位点[11]，

称为终止密码子抑制 (Stop codon suppression) 方

法 (图 2 B-a)。在天然翻译体系中，64个三联密

码子中的 3 个终止密码子赭石  (UAA)、乳白 

(UGA) 和琥珀 (UAG) 通常不编码任何氨基酸，

而是与释放因子识别，终止翻译过程。但在某些

生物体天然翻译机制中，终止密码子可编码特定

的氨基酸 [32]，如詹氏甲烷球菌 Methanococcus 

jannaschii的终止密码子 (UAG) 可编码酪氨酸[33]，

研究者们由此发展了终止密码子抑制的方法，即

用 3个终止密码子编码 UNAAs，从而合成非天然

蛋白质[12]。应用该方法进行 UNAAs 嵌入常基于

詹氏甲烷球菌的 OTS，包括某种 UNAA及与其正

交的 o-tRNA/o-aaRS 对，有时还包括正交延伸因

子 (o-EF-Tu) 及正交核糖体 (o-Ribosome)。为实

现及提高 UNAAs 嵌入的精准度，关键的一点是

进化 OTS，使其可不再识别 NAAs，只特异性识

别正交的 UNAA[35]。OTSs的正交性越强，NAAs

在 tRNAC U A 上的交叉装载的频率越低，提高

UNAAs 嵌入效率[12]。但在原核生物中，释放因

子 1 (RF1) 会特异性识别琥珀密码子 (UAG)，与

o-tRNA产生竞争，从而产生截短的蛋白质，使嵌入

效率降低。考虑到这些因素，Lajoie 构建了一株将

基因组中所有编码 UAG终止密码子 (321个 TAG) 

突变成 TAA，且敲除 prfA基因的重组大肠杆菌，

在该菌株中琥珀密码子与 OTS完全正交，并不被

本体的翻译机制识别，且不会产生截短的蛋白质，

从而进一步提高了 UNAAs嵌入效率[36]。Hong等在

去除 RF1重编码的大肠杆菌 CFUPS中成功实现单

位点和多位点对 -炔丙氧基 - L -苯丙氨酸  ( p - 

propargyloxy-L-phenylalanine, pPaF) 的嵌入，与含

有 RF1的 CFUPS相比，单一位点嵌入 pPaF的超

折叠绿色荧光蛋白 (Superfolder green fluorescent 

protein, sfGFP) 产量高出 2.5 倍[22]。此外，热敏

RF1突变体的热失活以及利用抗体抑制 RF1已成

功应用于 CFUPS系统[37]。但宿主菌 RF1的敲除，

通常会影响细胞提取物活性，降低 CFUPS蛋白产

量，限制其广泛应用。而最近，Jewett 利用菌株

改造工程，以 C321.ΔA[36]为出发菌，构建了 5种

核酸酶 (rna、rnb、mazF、endA 和 rne)、两种蛋

白酶 (ompT 和 lon) 以及 8 种影响氨基酸、能量

和氧化还原稳定性的基因 (gdhA、gshA、sdaA、

sdaB、speA、tnaA、glpK和 gor) 功能单一或组合

失活的重组菌株，建立了 RF1敲除的高产 CFUPS

平台，其中，C321.ΔA.759 粗提物中单位点 4-乙

酰基-L-苯基丙氨酸 (4-Acetyl-L-phenylalanine, 

pAcF) 嵌入的 sfGFP 表达量比通用的 BL21 Star 

(DE3)粗提取物提高 92%，高于 MCJ.559 (C13.∆A 

endA csdA- (C13: 13 TAG再编码为 TAA)) 粗提物
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145%[38]，实现了高嵌入效率及高非天然蛋白质产

量的双重目标。终止密码子抑制在一定程度上扩

大了生物体遗传编码，与重编码菌株细胞提取物

手段相结合，可有效提高 UNAAs 嵌入效率。但

终止密码子数量有限，导致可嵌入的 UNAAs 数

量有限，此外，OTSs 的正交性也是限制 UNAAs

嵌入效率的主要因素。因此扩大 UNAAs 的遗传

编码和进化 OTSs 是提高嵌入效率的必然选择。 

1.3  移码抑制 

为实现单 (或多) 位点特异性 UNAAs嵌入，

研究者们发展了移码抑制 (Frameshift suppression) 

(图 2 B-b) 的嵌入方法，扩大了 UNAAs的密码子

库，提高了嵌入效率，也解决了单一蛋白中多个特

异位点 UNAAs嵌入问题。移码抑制是基于含有一

个扩大的反密码子环的移码抑制 tRNA (Frameshift 

suppressor tRNA) 导致密码子被超过 3个核碱基的

反密码子解码的现象[12]。通过该方法，四碱基[39]

甚至五碱基密码子[40]已被成功地用于 CFUPS 中

非天然蛋白质合成。Hohsaka 及其同事在 CFUPS

中用 CGGG四联密码子成功将丹酰化非天然氨基

酸(Dansylated non-natural amino acids)嵌入链霉

亲和素，这也是第一次将相对较大的丹酰化氨基

酸嵌入蛋白质，且比琥珀抑制具有更高的嵌入效

率[41]。此外，该方法适用的细胞粗提物来源已从

大肠杆菌扩展到昆虫[19]和兔网织红细胞[42]。通过

使用不同的四联密码子和它们的同源预氨酰化

tRNAs 的方法，已将 2 个 [39]或 3 个 [43]不同的

UNAAs 成功嵌入目标蛋白。目前移码抑制的密

码子也扩展至五联密码子，Hohsaka 等在大肠杆

菌 CFUPS中使用五联密码子 CGGUA，并添加预

氨酰化的 tRNAUACCG，成功在链霉菌抗生物素蛋

白 mRNA 的 Tyr54 位点嵌入对-硝基苯丙氨酸

(p-nitrophenylalanine, nitroPhe)，产生了全长的链

霉菌抗生物素蛋白，且 CGGN1N2 (N表示任意核

糖核苷酸) 的另外 15个密码子也被其互补的预化

学酰化的移码抑制 tRNA 成功解码[40]。尽管移码

抑制已很大程度扩展了 UNAAs 的遗传编码，但

天然核糖体识别四联或五联反密码子 tRNA 的能

力有限，解码效率不高，同时可能会导致蛋白质

组的错读与蛋白质的错误合成，产生截短的蛋白

质，因此需要对天然的核糖体进行改造，使它朝

着更有效解码四联体密码子的方向进化[44]。 

 
表 1  无细胞及细胞非天然蛋白质合成系统比较 

Table 1  Comparison of cell-free and cellular protein synthesis system 
Characteristics Cell-free system Cellular system 

Design-build-test cycle 1−2 days 1−2 weeks 

Cell membrane permeability of UNAAs No hindrance Difficult for UNAAs with charges or 
bulky groups 

Toxicity of unnatural components at high concentrations Low High 

Regulation of transcription and translation Easy Hard 

Different UNAAs in the same peptide chain 3[25,43] 2[24,29] 

Yield (mg/L)a 430 44.5 

Downstream process Easier Redundancy 

a: refers to the expression of human histone H3 with single BocK36me1 in E. coli-based and cell-free unnatural protein 
synthesis system[21]. 
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1.4  有义密码子再分配 

鉴于遗传密码的简并性和 tRNA 反密码子对

密码子识别的摆动性，30–40 个有义密码子足以

编码生物体的遗传信息，因此，超过 20个有义密

码子是潜在的可重新分配的密码子[45]，这种为有

义密码子重新分配其他 NAAS (或 UNAAs) 的方法

即为有义密码子再分配 (图 2 B-c)，目前使用该方

法已成功将 150多种 UNAAs嵌入蛋白质中[44]。如

在酵母线粒体中将 CUN密码子 (N代表 A、U、

G、C) 从编码亮氨酸转变为编码苏氨酸 [45]，这

种重编码也需要突变新的正交 tRNA/aaRS 对。

而 CFUPS 在遗传密码再分配领域具有一定优

势，纯化组分[46]和天然 tRNAs 缺失的细胞粗提

物的无细胞翻译系统[47]，均可选择性地提供纯化

的 tRNAs，从而基本上创建一个可自定义遗传密

码的平台，其中选中的密码子保留“空白”以重新

分配 UNAAs[48]。Iwane 等[49]构建了含有 32 个

tRNASNN (S = G或 C) 的体外转录物的 CFUPS，

利用预先装载 UNAAs 的 tRNASNNs 代替可装载

NAAs的冗余 tRNASNNs，实现了 3个冗余密码子

的再分配，并成功表达了由 20 个 NAAs 和 3 个

UNAAs组成的线性肽的 32聚体。或者，Terasaka

等突变 50S 核糖体亚基的肽基转移酶中心位点，

消除其利用某些天然 tRNAs进行翻译的能力[50]。

将这种核糖体与含补偿位点突变的 tRNA 一起使

用，可进行遗传密码重编码，为遗传密码重写和

非天然蛋白质合成提供潜在新策略。 

1.5  非天然碱基对 

上述的 UNAAs 嵌入方法均依赖于天然碱基组

成的密码子-反密码子相互作用，使用无义抑制

tRNA[51]或四联抑制 tRNA[52]嵌入 UNAAs，但是天

然碱基数量有限，使这些方法在多种不同的UNAAs

嵌入蛋白质的效率受到限制，且翻译过程中抑制

tRNA 与释放因子或天然 tRNA 之间的竞争也会降

低 UNAAs嵌入效率[53]。在这些方面，使用非天然

碱基对(Unnatural base-pairs，UBPs) (图 2 B-d) 扩大

UNAAs的遗传编码更有优势[18]，UBPs是人工设计

合成的可行使或模拟天然核酸功能、而又具有相对

独立性的人造碱基对，在翻译过程中，可将 UNAAs

分配给含有非天然碱基的额外密码子[18]在蛋白特

定位点嵌入 UNAAs。Bain 研究组成功实现了非天

然碱基对 isoG-isoC的 DNA的体外复制和转录[54]，

并借助人工合成含有反密码子 CU(isoG)的 tRNA，

在体外翻译系统中成功将 3-碘化酪氨酸嵌入到一

段小肽中[55]。Hirao开发了 2-氨基-6-(2-噻吩基) 嘌

呤 (用 s 表示) 和吡啶-2-酮 (用 y 表示) 的 UBPs 

(s-y)，该 UBPs可通过聚合酶链式反应 (Polymerase 

chain reaction, PCR) 嵌入 DNA 或 RNA 的特异位

点，可在 T7转录的大肠杆菌 CFUPS中将 3-氯酪氨

酸 (3-chlorotyrosine) 嵌入到人Ras蛋白的32位点[18]。

Romesberg 团队发展出了一对较为优异的非天然

碱基对 dNaM-dTPT3[54]，其复制的保真性已基本接

近天然碱基[56]。但非天然碱基有时结构不稳定，会

在异构体间相互转换，且某些在复制和转录过程中

仍有较低保真性[57]，导致正确的模板数量较少，从

而影响 UNAAs 嵌入效率，因此，提高 UBPs 本身

的化学稳定性及其与模板复制、转录及翻译过程中

各组分的正交性尤为重要[58]。 

2  正交翻译体系优化 

迄今，通过 OTSs嵌入到目标蛋白中的 UNAAs

已达 150 余种，在蛋白质的标记、稳定性改变、

定位监测、酶活性提高及细胞信号传导等方面有

着广泛的应用[44]。OTSs 包括某种 UNAA 及与其

正交的 o-tRNA/o-aaRS 对、延伸因子及核糖体。

为提高嵌入效率，必须确保这些组分与宿主翻译

机器的正交性 (指 o-tRNA 不携带任何 NAAs；

o-aaRS不能氨酰化任何内源性 tRNAs；o-aaRS不

能接受任何 NAAs作为底物)，o-tRNA/o-aaRS对

通常来源于亲缘关系遥远的生物[59]，通过定向进

化以改善其与 UNAAs 的兼容性，实现特异位点

嵌入。而进化的 o-aaRS酰化活性通常低于其天然
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祖先，非天然蛋白质的合成可基于 OTSs，使用终

止密码子抑制、移码抑制、有义密码子再分配和非

天然碱基对的方法在特异位点高效嵌入 UNAAs。

因为 CFUPS与 OTSs的兼容性要明显优于细胞系

统，所以正交翻译方法通常应用在无细胞非天然

蛋白质合成体系中。但与其天然祖先相比，工程

化的 o-aaRSs 通常表现出较低的酰化活性，尤其

是对非同源抑制 tRNA[45,60-61]，而 CFUPS 的开放

环境允许定量添加纯化的 o-aaRS、o-tRNA 和

UNAAs，可通过调整正交翻译组分浓度来提高

UNAAs 嵌入效率；在真核 CFUPS 中添加大肠杆

菌来源的 OTSs时，增加 Mg2+浓度有助于 UNAAs

嵌入[62]。此外，细胞生长过程中 o-aaRS和 o-tRNA

的过表达及 UNAAs 的补充常导致细胞毒性，而

CFUPS不需依赖完整的活细胞，也就规避了这一

问题，可优先高效合成嵌入 UNAAs 的非天然蛋

白质，甚至难溶性蛋白质[5]。 

虽然目前 OTSs在 CFUPS中已得到了很好的

应用，但由于正交翻译组分在不同嵌入方法间的

适应性不同，为提高 UNAAs 嵌入效率，需更有效

进化包括 o-aaRSs、o-tRNAs、核糖体及 EF-Tu在内

的 OTSs。首先需开发更有效的 o-aaRS/o-tRNA 进

化筛选及表达优化平台，提高 o-aaRS与 o-tRNA的

正交性和表达水平，以提高非天然蛋白质产量[45]。

另外，终止密码子抑制中，需提高抑制 tRNA 与

终止密码子的识别效率，抑制或去除 RF1与终止

密码子的识别，提高抑制 tRNA 的通读效率[23]。

移码抑制中，可进化核糖体的 16S rRNA 及模板

链上的核糖体结合位点，以提高对四联或五联密码

子的解码效率，避免出现蛋白质组错读的现象[63]。

为进一步提高有义密码子再分配 UNAAs 的嵌入

效率，可寻找并利用具有开放密码子 (基因组中

未使用的密码子 ) 的天然物种或创建合成生物

体，还可开发有义密码子重新分配筛选方法来测

试 o-tRNA/o-aaRS 对的正交性，以开发出正交性

强或完全正交的 o-tRNA/o-aaRS对[45]。使用 UBPs

时，由于非天然碱基对本身结构不稳定，因此，

提高非天然碱基对稳定性及其与模板复制、转录

及翻译过程中各组分的正交性是提高 UNAAs 嵌

入效率的主要途径。这些优化将是非天然蛋白质

合成领域的重大进步，也将为基于正交翻译体系

CFUPS创造更广阔的应用前景。 

3  无细胞合成非天然蛋白质的应用 

3.1  蛋白质修饰 

蛋白质位点特异性修饰 (图 3) 是蛋白质标

记和选择性添加结构元素的基本技术，已经成为

探测蛋白质结构和功能以及产生具有增强的或新

的特性蛋白质的有力工具。蛋白质修饰的理想状

态是获得均一的同质混合物，但通常的偶联反应

涉及用亲电试剂修饰赖氨酸、半胱氨酸或丝氨酸

的亲核侧链[64]，通常会产生不同性质蛋白质缀合

物的异质混合物；另外，也可通过酶催化的生物反

应或化学反应用化学标签[65]修饰特定多肽序列，

或用半合成方法表达蛋白质连接 (Expressed protein 

ligation, EPL)[66]，将正交化学反应官能团引入蛋

白质中，以精确控制结合位点和化学计量比，但

后续处理过程较复杂。而 CFUPS平台的应用可基

本解决这些问题。将含有酮基、叠氮基、炔基和

磷酸基等正交化学反应性侧链的 UNAAs 嵌入蛋

白质的特异位点，可合成结构明确的蛋白质缀合

物[4]，除实现对结合位点和反应化学计量比的精

确控制外，也可优化蛋白质缀合物的物理和生物

学性质 [59]，是一种极具吸引力的蛋白质修饰方

式。如 Ohno 基于大肠杆菌 CFUPS，将酵母琥珀

抑制 tRNATyr/突变的酪氨酰-tRNA 合成酶对作为

3-叠氮基酪氨酸 (3-azidotyrosine) 的载体，以大

鼠钙调蛋白 (CaM) 为模型蛋白，分别获得了在

72、78、80或 100氨基酸位点处携带叠氮基酪氨

酸的几个非天然 CaM分子，用三芳基膦和生物素

的缀合化合物对这些蛋白进行翻译后修饰，产生

了位点选择性生物素化的 CaM分子[67]。 
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图 3  CFUPS 中 UNAAs 应用 

Fig. 3  Applications of UNAAs in CFUPS. 

 
另外，应用 UNAAs 对蛋白质进行翻译后修

饰 (Post-translational modifications, PTMs)，也是

UNAAs在蛋白质修饰方面的一个重要应用。天然

存在的 PTMs 会影响蛋白质结构稳定及功能，有

时也会对相应修饰蛋白的定位及相互作用产生影

响，此外，不同 PTMs 信号之间会相互干扰，导

致每种 PTMs 不能执行其特定的功能[68]，而应用

CFUPS 嵌入 UNAAs 可作为这种问题的有效解决

手段[12]。这种方法可将同质天然 PTMs 模拟物嵌

入蛋白质中，对药物蛋白质的生产来讲，可规避细

胞体系常伴随着的批次间的变化，如通过 CFUPS

将特定的 PTMs (例如单糖基化和二糖基化的

UNAAs) 共翻译成蛋白质[69]；或引入具有反应性

手柄的 UNAAs，对已合成的蛋白质进行翻译后修

饰，如磷酸酪氨酸类似物[70-71]等。 

3.2  蛋白质中的 UNAAs 探针 

UNAAs作为高灵敏度的生物物理探针 (图 3)，

可结合到重组蛋白质的特定位点，用于目标蛋白

质的定量检测及结构和功能的精确分析[31,72]。由

于在细胞提取物制备过程中损害了细胞本身的氨

基酸代谢途径，并且可以使用特异性抑制剂，使

同位素标记的干扰最小化[73]；也可经过透析，去

除部分内源的氨基酸，以减少对同位素标记的

UNAAs 的稀释。因此，相比细胞体系，CFUPS

可以在使用最少量昂贵氨基酸条件下进行稳定的

同位素标记，产生的含有同位素标记 UNAAs 的

蛋白质，可用于 FT-IR、NMR表征及 MS定量检

测[12]。除 13C/15N 标记的氨基酸外，19F[74]取代的

UNAAs也可用于无背景 NMR研究[31,75]；此外，

重原子取代的氨基酸的使用也大大促进了 X射线

晶体结构测定[76]。Abe 以脱硫弧菌黄素单核苷酸

(FMN)结合蛋白作为模型蛋白，应用基于小麦胚

芽的 CFUPS，将 3-叠氮基-L-酪氨酸(3-azido-L- 

tyrosine)嵌入 FMN结合位点的 Tyr35残基位点，

并通过荧光素-三芳基膦衍生物对该 UNAA 进

行特定的化学修饰，检测辅因子结合蛋白的结

构变化 [77]。 

另一类重要的生物物理探针即荧光 UNAAs。

荧光探针的高灵敏度性使其成为蛋白质工程中普

遍使用的研究方法[12]。荧光 UNAAs 可用于快速
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测定蛋白质产量，无放射性标记，因此不需要液

体闪烁计数及在磷光屏上曝光 [78]。如将荧光性

UNAA (BODIPYFL) 嵌入烟碱型乙酰胆碱受体，

可以对蛋白进行单分子荧光检测[79]。在特异位点

嵌入荧光探针也可用于探测蛋白质定位、构象和

蛋白质之间相互作用的信息[80]，将 4-氰基苯丙氨

酸和 4-乙炔基苯丙氨酸等 UNAAs 嵌入到蛋白质

中，利用这些氨基酸的固有荧光研究蛋白质分子

内过程，如构象变化和蛋白质折叠[81]。Kirill使用

体外预先装载 BODIPY-tRNACys
CCU将BODIPY荧

光团引入钙调蛋白 (CaM)，同时，通过琥珀抑制

方法在相同的多肽上嵌入对叠氮基苯丙氨酸

(p-azido-l-phenylalinine，pAzF)及其与四甲基罗丹

明二苯并环辛烯  (TAMRA-DIBO) 的翻译后缀

合，通过一个翻译后衍生步骤成功引入两个荧光

标记，并通过单分子 FRET分析监测 CaM在暴露

于 Ca2+或螯合剂时构象的显著变化[82]。引入多种

荧光 UNAAs 还可实现对蛋白质构象和完整性的

研究[12]。Anderson等使用琥珀抑制和四碱基解码

的混合方法，可通过 FRET监测蛋白质完整性[83]；

Nataka 及其同事使用荧光 UNAAs 相关光谱筛选

MMP-9抑制剂[84]；Sisido小组通过将一对供体淬

灭剂 UNAAs 嵌入链霉亲和素中，得到了局部蛋

白质结构的信息[85]；此外，嵌入 UNAAs 也可监

测生物素在链霉亲和素上的结合结果[72,86]。 

3.3  蛋白质进化 

传统的酶或蛋白质工程依赖于用其余的 19 种

NAAs 中的一种取代某一位点的某种氨基酸来改

变酶或蛋白质的功能特性[87]，嵌入 UNAAs 的工

程技术开始产生具有更高稳定性和改变催化性质

的酶[87]。近年，残基特异性和位点特异性嵌入方

法正在成为产生具有改变或改善功能酶的优选方

法。嵌入 UNAAs 能够提高半胱氨酸蛋白酶底物

结合灵敏度[88]。细菌磷酸三酯酶以很快的速率催

化农药氧磷的水解，并被认为接近其进化极限。

Ugwumba等[89]为了测试是否可以通过嵌入UNAAs

来改善其自然进化的更新率，及探测外周活性位

点残基在催化循环过程非化学步骤中的作用 (底

物结合和产物释放)，在 CFUPS 中，用非天然的

L-(7-羟基香豆素-4-酰)乙基甘氨酸(Hco)和 L-(7-

甲基香豆素-4-酰)乙基甘氨酸(Mco)以及天然的亮

氨酸、苯丙氨酸和色氨酸取代 309 位天然存在的

酪氨酸。动力学分析表明 Hco的 7-羟基，特别是

当其处于去质子化状态时，有助于促进底物转化的

限速产物释放步骤，提高其天然活性 8−11倍。这

些结果表明，UNAAs为已有的酶工程和进化提供

了新的有价值功能空间。 

3.4  蛋白质药物 

过去十年中，基于非天然蛋白质药物的研究

在生物医药领域受到高度关注，且已被应用于临

床规模药物蛋白及疫苗的生产 [90]。例如利用

UNAAs形成共价的蛋白质-蛋白质和蛋白质-小分

子连接，形成均匀的抗体-药物结合物，能够增强

对靶向细胞的有效性[91]。此外，Patel及其同事创

造了含有炔丙基甘氨酸的萤光素酶变体以及携带

pAzF的 scFv与 IM9蛋白的融合构建体。然后研

究人员将 IM9-scFv 融合蛋白与萤光素酶偶联，

并将所得的偶联物用于体内检测 B 细胞淋巴瘤

细胞[92]。Swartz 及其同事开发了一种用于生产

装饰性病毒样颗粒的新型流水线，可用作潜在

的疫苗和显像剂 [26]。此外，抗体药物结合物 

(Antibody-drug conjugates, ADCs) 目前已经成为

靶向高效递送细胞毒性药物治疗肿瘤的有效方

法，已有超过 40种 ADCs处于临床开发阶段[93]，

且有两个高效靶向递送细胞毒性药物治疗肿瘤的

ADSs已通过监管部门的审批[94]。Zimmerman 等

在 CFUPS 中成功表达含有 pAzF 的曲妥珠单抗变

体，随后将其与带有 DBCO的 MMAF药物部分偶

联，合成位点特异性 ADC，产量达到约 250 µg/mL，

且经细胞毒性测试为有效[9]。Ugwumba等用非天
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然氨基酸 Hco标记西尼罗河病毒非结构蛋白酶，

该酶对蛋白抑制剂及小配体分子非常敏感，可用

于探测蛋白质鉴定新的抑制剂，使其成为发现新

药的有力工具[95]。这些进展表明了 CFUPS在生产

新型治疗药物 (图 3) 方面是实用且有效的，目前

已成为新药研发过程中快速而有效的工具之一。 

3.5  蛋白质材料 

UNAAs 嵌入产生新型序列明确的聚合物以

用于生物材料合成的多功能应用。Albayrak 和

Swartz报道了在 CFUPS中含有 2个或 3个位点特

异性嵌入 UNAAs 的蛋白质的直接聚合，其允许

铜催化的叠氮化物-炔烃环加成形成线性或分支

的蛋白质聚合物[6]。Maza 等合成 9 种 UNAAs，

通过与荧光团或衍生树脂反应分析不同的生物复

合物的最佳连接臂长度，优化了制备生物复合物

的参数[96]。Katti等将 3种具有较长侧链的 UNAAs 

((±)-2-氨基庚二酸、5-氨基戊酸和 DL-2-氨基辛酸) 

作为改性剂修饰钠蒙脱石 (Na-MMT) 粘土，X射

线衍射结果表明，在用 3 种 UNAAs 修饰后，

Na-MMT 粘土的层间距离增加；细胞培养实验显

示用 3种氨基酸修饰的 Na-MMT粘土仍保持了原

有的生物相容性[97]。 

4  结论与展望 

无细胞非天然蛋白质合成系统作为灵活嵌入

非天然氨基酸的强大技术平台，已成为细胞内非

天然蛋白质合成的重要补充手段之一。无细胞非

天然蛋白质合成解决了 UNAAs 的跨膜及胞内运

输障碍、细胞生长毒性问题，目前已成功合成蛋

白药物、病毒样颗粒、膜蛋白和蛋白质材料等多

领域的非天然功能蛋白质，在指导细胞内非天然

蛋白质合成体系及研究蛋白质间相互作用、开发

蛋白质药物、新型蛋白材料方面发挥着至关重要

的作用。将来无细胞非天然蛋白质合成系统需要

朝着 4 个方面发展，分别是：1) 开发更有效的

OTSs，提高非天然氨基酸的嵌入效率；2) 实现在

目标蛋白的多个位点嵌入多种 UNAAs，扩大非天

然蛋白质的种类；3) 解决 UNAAs多样性带来的

生物不相容性，使非天然蛋白质的产量得到大幅

度的上升；4) 进一步降低非天然蛋白质合成的成

本，使其能够带来可观的经济效益，促进工业化

应用。最大限度去开发无细胞非天然蛋白质合成

平台的潜力，使其能够更好地应用于科学基础研

究及工业生产研究。 
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