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摘  要 : 无细胞蛋白表达系统是一种将目的蛋白在体外进行表达的新技术和新方法，已广泛应用到蛋白质组

学、蛋白质结构和功能等领域的研究中。在无细胞蛋白表达系统中，细胞抽提物的制备是关键因素之一。通过

对大肠杆菌细胞抽提物制备过程中离心速度、预孵化和透析等参数的考察，利用绿色荧光蛋白作为报告蛋白，

可以得到一个细胞抽提物制备的简化方案。采用相对低的转速 (12 000×g，10 min)，简易空孵化即可制备出活

性高的细胞抽提物，用于无细胞体系蛋白表达，其表达的绿色荧光蛋白产量为 209 μg/mL。与传统的大肠杆菌

细胞抽提物 S30 相比较，新方案将使时间与成本节省 62％，产量是传统方法的 2.6 倍，使无细胞蛋白表达技

术的操作快速、高通量的优势更加明显。 
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Abstract:  Cell-free protein expression system is a new method to express target protein in vitro and has been widely 
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applied to the study of protein structure, protein function and other related fields. Preparation of cell extract is one of the 
key factors that affect the efficiency of the cell-free system. To improve the efficiency and economical feasibility of 
cell-free protein synthesis, we discussed the parameters during the preparation of the cell extract. These parameters include 
centrifugation speed, pre-incubation, and dialysis. We used the green fluorescent protein as the reporter protein, and 
obtained a simple procedure for the preparation of Escherichia coli cell extract. A simple centrifugation step (12 000×g, 10 
min) followed by a brief incubation was sufficient for the preparation of an active cell extract to support protein expression 
with higher productivity (209 μg/mL). Compared to the traditional E. coli S30 procedure, the processing time was reduced 
by 62%, and the productivity was increased by 2.6 times. The new procedure will make the advantage of cell-free 
technology more obvious, and promote its wider application. 

Keywords:  protein synthesis, cell-free expression system, cell extract, Escherichia coli, in vitro 

表达蛋白的传统方法是采用重组载体,在宿主

菌体内表达，这种方式有诸多缺点：表达量低、细

胞毒性大、易形成包涵体等[1]。利用无细胞系统体

外表达蛋白，克服了上述缺点，具有操作快速、高

通量、表达量高和不形成包涵体等优点[2-4]。无细

胞系统体外表达蛋白[5]，可根据具体需要，介入对

表达条件的调控和修饰，如加入脂质、表面活性剂

等物质[6]。细胞抽提物是无细胞蛋白表达系统中的

一个重要组分，其活性高低直接影响目的蛋白的产

量。细胞抽提物的制备成本高、步骤繁琐，传统的

制备方法费时费力。尽管如此，对于无细胞体系，

大部分研究主要集中在提高蛋白产率[7-10]，延长反

应时间[11-12]等方面，对于细胞抽提物制备方法的研

究较少。 

大肠杆菌细胞抽提物的传统制备方法是 1984

年由 Pratt[13]建立的，称之为 S30 抽提物，是目前绝

大多数研究者所采用的方法。Swartz 等[14]研究简化

了 S30 制备的步骤，但依旧较繁琐。Kim 等[15]采用

无细胞体系表达氯霉素氨酰转移酶，简化了抽提物

的制备。本文在前人[5,14-15]的研究基础上，致力于

研究简单高效的抽提物制备方法，即采用大肠杆菌

BL21 (DE3) Codon-Plus RIL 菌株，考察不同制备方

法对绿色荧光蛋白 (Green fluorescent protein，GFP) 

表达的影响，得到一个简化方案：采用相对低的离

心速度 (12 000×g，10 min) 和简易空孵化即可制

备出活性高的细胞抽提物，其表达的 GFP 产量为

209 μg/mL。与传统 S30 相比，新方案节省了 62％

的时间与成本，并使 GFP 产量提高至 2.6 倍。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
质粒 pET28a (+)-GFP 用作无细胞体系的模板。

E. coli BL21 (DE3) Codon-Plus RIL 菌株用于细胞

抽提物的制备。透析管  (MWCO=15K) 购自

Spectrum 公司；培养基、三羟甲基氨基甲烷 (Tris 
(hydroxymethyl) aminomethane，Tris)，乙酸和乙酸

钾购自生工生物工程 (上海) 股份有限公司；磷酸

烯醇式丙酮酸和磷酸激酶购自罗氏公司；质粒抽提

试剂盒购自 Qiagen 公司；其他试剂购自 SIGMA- 
ALDRICH 公司。 

S30 缓 冲 液 A/B ： 10 mmol/L Tris- 乙 酸 
(pH 8.2)，14 mmol/L 乙酸镁，60 mmol/L 乙酸钾，

1 mmol/L 二硫苏糖醇，0.5 mL/L 2-巯基乙醇 (仅缓

冲液 A 中含有)。 
预 孵 化 缓 冲 液 ： 293 mmol/L Tris- 乙 酸 

(pH 8.2)，9.2 mmol/L 乙酸镁，13.2 mmol/L 腺嘌呤

核苷三磷酸 (pH 7.0)，84 mmol/L 磷酸烯醇式丙酮

酸 (pH 7.0)，4.4 mmol/L 二硫苏糖醇，20 种氨基酸

均 40 mmol/L，6.7 U/mL 磷酸激酶。 

1.2  方法 
1.2.1  大肠杆菌细胞抽提物的制备 

本实验采用 5 种流程制备大肠杆菌细胞抽提
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物，分别是：标准 S30、较简 S30、S12、较简 S12

和最简 S12 抽提物。 
标准 S30 抽提物的制备参照 Pratt[13]的方法。将

种子液接到 2×YT 培养基，30 ℃培养。待 OD600 达

到 0.6，加入异丙基硫代半乳糖苷  (Isopropyl 
β-D-1-thiogalactopyranoside，IPTG)。OD600≈3 时，

离心收菌。将每克湿菌体用 20 mL S30 缓冲液 A 在

4 ℃下冲洗 3 次，在液氮中浸 2 min 后保存于−70 ℃，

1~3 d。将细胞用 S30 缓冲液 A 解冻重悬，4 ℃下离

心收集，每克菌体重悬于 1.27 mL 的 S30 缓冲液 B
中。130 MPa 的压强下，高压破碎菌体 3 次。立即

离心 2 次 (4 ℃，30 000×g，30 min)，取上清。加

入 0.3 倍体积的预孵化缓冲液，37 ℃孵育 80 min。
之后将粗提物装入透析管中，每 7 g 湿菌在 750 mL 
S30 缓冲液 B 中 4 ℃下透析 4 次，每次 45 min。4 ℃、

4 000×g 离心 10 min，吸取上清，分装至离心管中，

在液氮中浸 2 min，贮存于−70 ℃。较简 S30 抽提

物的制备参照 Swartz 等[14]的方法，与标准 S30 相

比不同之处是：空孵化并缩短透析时间 (上清 37 ℃
下孵育 80 min，粗提物透析 40 min)。S12 抽提物的

制备与标准 S30 相比不同之处是：收集的菌体用

S30 缓冲液 A 重悬 1 次，浸液氮后保存，之后将细

胞在 S30 缓冲液 B 中解冻重悬便破碎，离心 1 次 
(4 ℃，12 000×g，10 min)。较简 S12 抽提物的制备

与 S12 相比不同之处是：空孵化并简易透析 (37 ℃
孵育 80 min，粗提物透析 40 min)。最简 S12 抽提

物的制备与较简S12相比不同之处是：简易空孵化，

即上清孵育 30 min 便分装贮存。 

1.2.2  无细胞体系蛋白表达 

无细胞体系采用批量式，在 1.5 mL 离心管中，

30 ℃、180 r/min 反应 4 h。60 μL 的反应体系在

Kigawa 等[16]的基础上作了修改：10.7 mmol/L 乙

酸镁， 2.5 μg/mL 肌酸激酶， 20 μg/mL 模板

pET28a(+)-GFP，1 mmol/L IPTG，24％ (V/V) 细胞

抽提物。采用 5 种细胞抽提物分别进行无细胞蛋白

表达，同种抽提物的体系分 2 组：加入和未加模板，

共 10 组反应体系。  

1.2.3  无细胞体系反应产物的分析 

无细胞体系的反应物经丙酮沉淀后用聚丙烯酰

胺凝胶电泳 (Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide 

gel electrophoresis，SDS-PAGE) 上样缓冲液溶解，

37 ℃水浴 5 min。上样，进行 SDS-PAGE 电泳。电

泳结束后将凝胶置于紫外下观测荧光，随后采用考

马斯亮蓝染色。 
GFP 蛋白带有 His 标签，因此可进行 Western 

blotting 检测：将电泳后的凝胶转到膜上，经过封

闭和抗体孵育，最后显色。 

采用荧光分析仪测量反应后体系的荧光强度

来得到 GFP 蛋白的表达水平。 

2  结果与分析 

2.1  不同细胞抽提物对 GFP 表达量的影响 
由 SDS-PAGE 电泳  (图未显示 )和 Western 

blotting 检测 (图 1) 可知，10 组抽提物的无细胞体

系中，加入模板的体系均有 GFP 蛋白表达，未加

模板的体系均无表达。采用蛋白凝胶电泳分析软

件，结合蛋白标准的上样量，得到“最简 S12 抽提

物”的表达水平为 209 μg/mL。 

将电泳凝胶在染色前置于紫外下观测荧光 

(图未显示)：只有 9 号体系能明显观察到荧光。这

表明“最简 S12 抽提物”活性最好，其反应体系的

GFP 表达量最高。2、4、6、8、10 体系未加模板，

无 GFP 表达，故未见荧光。1、3、5、7 号体系由

于 GFP 表达量较少，故不能明显观察到荧光。 

 

图 1  GFP 蛋白的 Western blotting 检测图 
Fig. 1  Western blotting analysis of GFP expressed in 
cell-free systems with different cell extracts. Cell-free 
systems containing different cell extracts with (+), or 
without (−) DNA template. 1, 2:  standard S30 extract; 3, 
4: the simpler S30 extract; 5, 6: S12 extract; 7, 8: the 
simpler S12 extract; 9, 10: the simplest S12 extract. 
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利用荧光分析仪测量反应后体系的荧光强度

得到无细胞体系的相对荧光强度 (图 2)。由结果可

见抽提物的产量由大到小顺序是：最简 S12＞较简

S30＞较简 S12＞标准 S30>S12。 

2.2  细胞抽提物的不同制备方法对工作量的

影响 
我们分析了不同制备方法消耗时间的差别：标

准 S30 耗时最多，约 11 h；最简 S12 流程最简单快

速，耗时约 4 h，相比标准 S30，节省了 62％的时

间和成本，产量也提高到 2.6 倍，尤其适合于自动

化和高通量的蛋白质组学等领域。 

 

图 2  不同无细胞体系中 GFP 的表达量柱状图 
Fig. 2  Production yield of GFP synthesized in different 
cell-free systems. A: the standard S30 extract; B: the 
simpler S30 extract; C: S12 extract; D: the simpler S12 
extract; E: the simplest S12 extract. 

强化细胞抽提物效率是提高无细胞蛋白表达

体系产量的一个关键和重要因素。本研究将为无细

胞技术的发展提供理论基础。S12 比 S30 的表达量

高，可能是因为相对低的离心速度保留了较多的功

能蛋白，有利于无细胞体系蛋白的表达。至于不同

离心转速、预孵化和透析改变了什么，不同细胞抽

提物的活性物质含量的差别等，还有待进一步深入

研究。 
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