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摘   要：无细胞转录翻译系统(cell-free transcription and translation, TXTL)，简称无细胞系统，即

基于细胞提取物在体外快速表达蛋白质的系统。该系统绕过了细菌转化、克隆筛选和细胞裂解等

过程，更精准便捷地控制反应底物，减少细菌对蛋白质产生的影响，具有多功能性和灵活性等优

点。近年来，TXTL 作为一个新兴平台在 clusterd regularly interspaced short palindromic repeat 
(CRISPR)技术研究中应用广泛，实现了对 CRISPR/Cas 系统快速、便捷地表征，比如高特异性的

向导 RNA (guide RNA, gRNA)以及抗 CRISPR 蛋白的筛选。同时，基于 TXTL 的 CRISPR 生物传

感器与生物材料、基因回路等结合，开发并用于病原体中核酸标志物等的检测，相关试剂冻干后

也提高了便携性，实现高灵敏度的即时检测(point-of-care testing, POCT)。传感器与可编程的电路

元件等技术的结合为全细胞生物传感器(whole cell biosensor, WCB)提供了一种非生物的替代品，提

高了生物安全性，加速了其通过监管机构的批准应用。本文重点介绍并讨论了近些年利用 TXTL
对 CRISPR 系统的表征及在生物传感器中的应用，希望能更好地推动 CRISPR 技术和 TXTL 在生

物传感器方面的发展。 
关键词：无细胞系统(TXTL)；CRISPR/Cas 系统；即时检测；生物传感器  
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Application of cell-free transcription and translation system in 
CRISPR technologies and the associated biosensors 

YAO Xia, HU Xiaoyu, WANG Xiaoqi, GE Jingyan* 

College of Biotechnology and Bioengineering, Zhejiang University of Technology, Hangzhou 310014, Zhejiang, 
China 
 
Abstract: Cell-free transcription and translation (TXTL) system is a cell extract-based system 
for rapid in vitro protein expression. The system bypasses routine laboratory processes such as 
bacterial transformation, clonal screening and cell lysis, which allows more precise and 
convenient control of reaction substrates, reduces the impact of bacteria on protein production, 
and provides a high degree of versatility and flexibility. In recent years, TXTL has been widely 
used as an emerging platform in clusterd regularly interspaced short palindromic repeat 
(CRISPR) technologies, enabling more rapid and convenient characterization of CRISPR/Cas 
systems, including screening highly specific gRNAs as well as anti-CRISPR proteins. 
Furthermore, TXTL-based CRISPR biosensors combined with biological materials and gene 
circuits are able to detect pathogens through validation of related antibiotics and nucleic 
acid-based markers, respectively. The reagents can be freeze-dried to improve portability and 
achieve point-of-care testing with high sensitivity. In addition, combinations of the sensor with 
programmable circuit elements and other technologies provide a non-biological alternative to 
whole-cell biosensors, which can improve biosafety and accelerate its application for approval. 
Here, this review discusses the TXTL-based characterization of CRISPR and their applications 
in biosensors, to facilitate the development of TXTL-based CRISPR/Cas systems in biosensors. 
Keywords: cell-free transcription and translation (TXTL); CRISPR/Cas system; point-of-care 
testing (POCT); biosensor 

 
无细胞转录翻译系统(cell-free transcription 

and translation, TXTL)主要利用活细胞提取物

成分，通过加入转录翻译机制所需要的原料及

DNA 模板，使蛋白质在体外快速合成[1-3]。该

系统主要由 3 个部分组成：细胞提取物(核糖体、

RNA 聚合酶及其他转录和翻译辅助蛋白)、用于

蛋白质合成的补充辅因子反应混合物(氨基酸、

多肽、能源、代谢辅因子等)和从质粒 DNA 或

聚合酶链式反应(polymerase chain reaction, 
PCR)获得的线性模板(图 1)。目前，已经开发出

多种基于真核生物和原核生物细胞提取物的

TXTL，如实验室中最常用的微生物模式菌株大

肠杆菌[4]、酿酒酵母[5]等系统，植物中的小麦胚

芽系统，动物中的兔网织红细胞，中国仓鼠卵

巢细胞以及昆虫系统[6-7]。其中，基于大肠杆菌

提取物的 TXTL 因其易于生产、蛋白表达量高

的特点而得到最为广泛的应用，但是在翻译后

修饰和其他复杂蛋白质合成方面存在局限性；基

于动物细胞的 TXTL 具有翻译后修饰功能，可以

表达膜蛋白等其他复杂蛋白，但是蛋白产量较低

且生产成本更高，因此应用较少。尽管各种无细

胞系统各有利弊，近年许多公司如 Arbor Science、
Creative Biolabs、Promega 已经在不断改进技术

实现蛋白质的高表达和 TXTL 的商业化。随着 
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图 1  无细胞系统的组成 
Figure 1  The components of cell-free transcription and translation system. 
 
技术的发展，TXTL 已逐渐成为一种多功能工

具，特别是利用大肠杆菌细胞提取物构建的无

细胞蛋白合成系统 (cell-free protein synthesis, 
CFPS)[8] ， 已 被 广 泛 用 于 clusterd regularly 
interspaced short palindromic repeat (CRISPR)系
统的表征、基因回路设计[9]、生物传感器的开

发[10-11]等合成生物学领域中。 
CRISPR/Cas 系统，一种来自细菌的适应性

免疫防御系统[12]，可以识别并抵御携带遗传信

息的入侵核酸序列，如噬菌体和质粒[13-14]。近

年来该技术发展迅速，几乎可以用于靶向所有

的基因组[15-16]，成为了一种革命性的基因编辑

工具[17-19]。目前已经报道了许多基于 CRISPR
技术的检测方法，相关的生物传感器在病原体

等核酸检测方面呈现了高灵敏度、快速反应等

优良的性能[20-22]。然而，CRISPR 检测技术的灵

敏度和准确度受 CRISPR系统自身元件的影响，

如 gRNA 和原始间隔邻近基序 (protospacer 
adjacent motif, PAM)位点的特异性。在实验室

中，对这些元件的表征需要烦琐的实验步骤(细
菌培养转化以及蛋白纯化)，耗时较长。TXTL
作为一个快速、精确的体外蛋白表达平台，可以

实现 1−16 h 内从 DNA 转录翻译为蛋白质，无需

活细胞参与和冗长的实验过程，极大提高了

CRISPR 系统的表征和元件验证的速度，如 PAM
位点的快速筛选[23-25]、向导 RNA (guide RNA, 
gRNA)的设计表达[26-28]和抗 CRISPR 蛋白的表征

筛选 [9,29-30]。在此基础上，研究人员还开发出

TXTL与CRISPR相结合的生物传感器，将CRISPR
系统与核酸开关、基因回路、试纸材料等结合，

使 CRISPR 传感器的应用能力极大提高，不再局

限于实验室和专业仪器人员，检测对象除了核酸

外，也可以检测小分子物质[31]，极大地扩展了

CRISPR 检测系统的应用范围和传感器的灵活度。 
无细胞生物传感器通常由检测对象、检测

手段和信号输出组成，需优化系统稳定性和鲁棒

性[32-33]。其中，检测手段的选择影响了检测对象

的类别和信号输出的范围。目前，基于 CRISPR/ 
Cas13的 specific high-sensitivity enzymatic reporter 
unLOCKing (SHERLOCK)[21]、SHERLOCKv2[34]

和 heating unextracted diagnostic samples to 
obliterate nucleases (HUDSON)[35]技术已经显示

出 CRISPR/Cas 系统在核酸检测方面的巨大潜

力。以 TXTL 作为反应平台，将 CRISPR 传感器

与生物材料结合，开发出基于纸张[22]和可穿戴式

材料[36]的 CRISPR 生物传感器，便于实际应用；

也可以与可编程的 gRNA[26-28]和 toeholdswitch[37]

等工程化基因回路结合，使得传感器呈现布尔
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逻辑，易于调控。 
因此，本综述聚焦 TXTL 与 CRISPR 技术

的结合，首先整理了近年 TXTL 对 CRISPR 系统

各部分的表征，然后对在生物传感器方面的应用

进行归纳总结。最后，我们将讨论如何突破实验

室仪器和专业人员的限制，拓展传感器应用场

景，实现便携快速的即时检测 (point-of-care 
testing, POCT)。 

1  利用无细胞系统表征 CRISPR/ 
Cas 系统 

CRISPR/Cas 系统作为细菌和古生菌的适

应性防御系统，依赖一种特定 RNA 引导的核

酸酶，靶向并切割特定的 DNA 或 RNA，从而

识别来自同一入侵者的再次攻击[38]。该系统根

据其结构和功能的差异性分为 2 大类，包括 6 种

类型和 33 个亚型[12]。本节将重点总结基于大

肠杆菌提取物 TXTL 对 CRISPR 系统中各部分

的检测表征，包括 PAM 序列的表征、gRNA 的

设计和快速筛选、不同 Cas 蛋白的表达和抗

CRISPR 蛋白的筛选等。 

1.1  PAM 序列 
整个 CRISPR 系统有超过 30 种不同的 Cas

蛋白，除Ⅲ型外，其余的 CRISPR/Cas 系统都

需要一个 PAM 或 PAM 相关序列才能有效地切

割目标 DNA[24,39]。PAM 序列是一段短的 DNA
序列，通常为 2−6 个碱基对，一般在 Cas 蛋白

切割位点下游，参与切割前的定位识别过程。

因此，解析 Cas 蛋白特异性识别的 PAM 序列是

揭示其特征的关键步骤之一，且对预测系统的

脱靶效应也至关重要[40]。 
目前，体外检测方式一般需要克隆和纯

化系统中的 Cas 蛋白和对 gRNA 进行体外转录

(in vitro transcription, IVT)，纯化过程可能引起

Cas 蛋白的失活、IVT 的多步骤等问题，亟需

开放高通量、大规模并精准性的快速筛查方   
法[23,25]。2018 年，美国明尼苏达大学的 Noireaux
课题组构建了 PAM 文库，利用 TXTL 原位表达

Cas 蛋白、gRNA 和文库，对带有特异的 PAM 序

列的核酸进行切割后，采用 PCR 扩增和下一代

测序技术进行测序，从而确定 Cas 蛋白对 PAM
序列的识别程度(图 2A)[9]。同时期，德国亥姆

霍兹研究学院的 Beisel 课题组通过在 PAM 序

列下游引入启动子和报告基因 deGFP 序列，

利用荧光强度分析 Cas 蛋白的切割效率和速

度，极大地加快筛选新型 CRISPR-Cas 工具的

作用模式 [23]。近日，该课题组又开发了基于

TXTL 的多亚基效应物Ⅰ型 CRISPR 系统的 PAM
表征工具“PAM-DETECT”[41] (图 2B)，对 Ⅰ型
CRISPR 系统中不同亚类和 CRISPR 转座子

(CRISPR-associated transposons, CASTs)的 PAM
位点进行表征，发现了 I-B 型 CRISPR 转座子

的一个新的分支 RoCAST，进一步完善了体外

的高通量表达 PAM 序列方式。 

1.2  gRNA 的表征和设计改造 
在 CRISPR/Cas 系统中，gRNA 可以引导

Cas 蛋白对目标核酸序列进行识别和切割，其

序列可分为 2 个部分：可变的间隔(spacer)序列

和保守的 scaffold 序列[42]。spacer 序列与靶向的

目标序列互补，且识别序列与 Cas 蛋白活性相

关，因此，设计并筛选出一条高特异性的 gRNA
是决定 CRISPR 系统灵敏度和脱靶率的关   
键[43]。目前，TXTL 在筛选 gRNA 方面已逐渐

成为一亮眼的工具。2018 年，Noireaux 课题组

根据不同的 PAM 序列(NGG、NAG)分别设计了

靶向 deGFP序列上游的启动子、核糖体结合位点

(ribosome binding site, RBS)和 deGFP 基因序列

不同位置的 gRNA，以在 TXTL 系统中反应 16 h
后 deGFP 的荧光强度作为指示，进行高通量筛

选，快速得到高特异性的 gRNA[9] (图 3)。 
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图 2  利用 TXTL 对 PAM 位点进行表征与筛选[9,41] 
Figure 2  Schematic representation of characterization and screening of PAM sites using a cell-free 
system[9,41]. A: Schematic of a TXTL-based cleavage assay to determine the PAM sequences recognized by 
Cas nucleases. B: DNA components added to a TXTL reaction to perform PAM-DETECT. The cascade genes 
can be encoded on separate plasmids, as shown here, or as an operon. 
 

 
 
图 3  利用 TXTL 快速表征和筛选 gRNA[9] 
Figure 3  Schematic representation of characterization and screening gRNAs in a cell-free system[9]. 
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另外，为了实现对 CRISPR 系统的时序性

调控，研究人员相继报道有关 gRNA 的设计方

案。目前较为常见的是在 gRNA/crRNA 前的 5′
端或 3′端添加序列后，将其改造成 RNA/DNA
响应的核酸开关。2018 年，我国清华大学的 Li
课题组通过在单向导 RNA (single guide RNA, 
sgRNA)的 scaffold 序列的第一个颈环和 3′末
端分别添加额外的序列，设计了一种与目标

RNA 杂 交 后 才 能 与 Cas9 结 合 的 sgRNA 
(mRNA-sensing gRNA, msgRNA)[28] (图 4A)，
可用作 RNA 传感器，实现了利用 CRISPR/Cas9
响应输出正交检测多个 mRNA 输入。2020 年，

英国华威大学的 Jaramillo 课题组提出了一种简

单且长度更短的 sgRNA 设计(RNA-interacting 
guide RNA, igRNA)[26]。他们通过在 sgRNA 的

5′末端添加额外序列，使 spacer 序列在无目标

RNA 的情况下呈双链状态，无法与靶标 DNA
结合，从而使需要特异性 RNA 序列激活的基

因的靶向成为可能，并可应用于体外传感器

和诊断工具的开发(图 4B)。2021 年，Beisel 课
题组改造了 crRNA，使其成为可以响应不同

核酸序列的 gRNA 开关(图 4C)，并用来检测在

阿拉伯糖或铁离子存在的生长条件表达的内

源性 RNA，使 Cas12 的靶向活性依赖于细胞代

谢和应激，从而使传感器与细胞状态绑定[27]。

该设计具有普适性，也可以应用于分子检

测、抗耐药基因等领域。得益于碱基互补配

对原则，这些设计对目标序列具有高度特异

性，但它们的灵敏度和最低检测限度仍有待

探索。 

 

 
 
图 4  gRNA 被设计为核酸开关的不同方法[26-28] 
Figure 4  The different approaches of gRNA designed as riboswitches[26-28]. A: Schematic representation of 
gRNA in its inactive state, RNA trigger and activated gRNA after hybridization with the RNA trigger. B: 
Schematic representation of the structure of msgRNA with RNA trigger sensing region embedded and 
expected structural change of msgRNA in the presence of trigger. Trigger RNA interacted with the region of 
msgRNA and anti-mRNA sensing region was displaced by mRNA. msgRNA structure refolds with mRNA 
tagging along at the 3′ end. C: Architecture and intended conformational states of the gRNA switch. In the 
absence of an RNA trigger (Off state), the clamp base pairs with the Cas12a handle, disrupting its formation 
and subsequent recognition by Cas12a. In the presence of an RNA trigger (On state), the base pair with the 
RNA trigger, leading to an energetically favorable conformation wherein the Cas12a handle re-folds and can 
be recognized by Cas12a. 
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1.3  Cas 蛋白的表达 
在 TXTL 中最先得到表达的是研究较为广

泛和完善的 Cas9/dCas9 蛋白[9]，随后 V-A 型的

Cas12a 蛋白也在 TXTL 中得到表达和检测[27]。

Cas12a 与 Cas9 不同，Cas12a 识别目标序列 5′
端的 PAM 序列 TTN，而 Cas9 识别 3′端的

NGG[43]。先前的研究表明 Cas12a 的催化失活变

体 dCas12a 能够在细胞中进行可编程的基因抑

制[44]，但抑制效果比 Cas9 更弱。 
除了对 CRISPR 系统中单核酸酶进行表达之

外，TXTL 还实现了对多核酸酶的表达。比如，

来自大肠杆菌 K12 品系的 I-E 型 CRISPR/Cas 系

统 (EcCascade)主要由 8 个 cas 基因 (cas3、

casA、casB、casC、casD、casE、cas1和 cas2)
和 CRISPR 阵列构成[45] (图 5)。CasA-E 蛋白会

组合成一个复合体 cascade，结合 crRNA 沉默

目标序列，并引导 Cas3 行使切割功能。相较

于Ⅱ型系统，I-E 型系统需要表达的蛋白更多，

在 胞 内 会 更 难 表 征 [46] 。 但 在 TXTL 中 ，

Noireaux 课题组将 cascade 序列基因克隆在 T7
启动子后即可实现表达。为了验证其功能，他

们在体系中加入 crRNA 序列和靶向基因序列

(P70a-deGFP)的质粒，实现了对目标基因的有

效抑制，且抑制效果比 Cas9 更强[9]。 

1.4  抗 CRISPR 蛋白的表达 
抗 CRISPR 蛋白是噬菌体用以对抗细菌和

古生菌 CRISPR 系统的蛋白。越来越多的

CRISPR 系统被发现意味着有更多的抗 CRISPR

蛋白，而不同的抗 CRISPR 蛋白抑制 CRISPR
系统的不同部分[30]。例如，一些抗 CRISPR 蛋

白与 Cas蛋白结合，阻断其靶向和结合 DNA的

能力，一些抑制 Cas 蛋白聚集潜在的新的间隔

序列，还有一些与 Cas 蛋白结合，抑制其切割

结合的目标 DNA[29]，进一步影响 CRISPR 系统

调控基因和水平转移的能力[47-49]。但是目前发

现的抗 CRISPR 蛋白缺乏明显的共性特征，这

使得研究抗 CRISPR 蛋白变得更加困难。 
胞内验证一抗 CRISPR 蛋白需要将其基因

克隆到一个表达载体上，并转化到细胞中再进

行检测。因此，当面对一个蛋白库的验证时，

这个过程无疑是费力和复杂的。而在 TXTL
中，只需要放入含抗 CRISPR 蛋白基因的质粒

或线性 DNA 片段，同时 CRISPR 系统靶向荧光

报 告 基 因 ， 通 过 检 测 荧 光 强 度 便 可 对 抗

CRISPR 蛋白进行功能表征和验证，因此，

TXTL 为潜在的抗 CRISPR 新蛋白的快速的表

征和挖掘提供了平台。2018 年，Noireaux 课题

组率先实现了在 TXTL 中 CRISPR 蛋白的表达

和功能性验证，将当时胞内验证的活性最高的

抗 CRISPR 蛋白 AcrIIA2 和 AcrIIA4[50]在 TXTL
中成功进行表征，发现这 2 种蛋白可以阻遏

Cas 蛋白靶向 deGFP 基因序列，使得绿色荧光

蛋白正常表达[9]。整个表达过程仅需 18 h，极大

地减少了抗 CRISPR 蛋白表达的时间，且证实

了 TXTL 是快速表征抗 CRISPR 蛋白的平台。

在此基础上，该课题组又对抗 CRISPR 蛋 
 

 
 
图 5  I-E 型 CRISPR/Cas 系统的组成[45] 
Figure 5  The components of the type I-E CRISPR/Cas system[45]. 
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白库进行测试，将不同的 Cas 蛋白与抗 CRISPR
蛋白库组合，根据荧光强度的变化识别出抗

CRISPR 蛋白的不同活性和特异性。根据这个

方法，2019 年加拿大多伦多大学的 Maxwell 课
题组使用 TXTL 测试了预测的基因片段中是否有

抗 CRISPR 蛋白基因的存在，最后在 67 个基因片

段中得到了 3 个针对 Cas12a 的抗 CRISPR 蛋白基

因(AcrVA1、AcrVA4 和 AcrVA5)[29]。 

2  以无细胞系统为基础的CRISPR
生物传感器 

生物传感器是以生物成分为主要功能元件，

用于快速检测各种痕量分析物的分析工具[32]。

CRISPR/Cas 系统基于其特异性识别核酸序列

的特性，与生物传感器的理念相结合已被广泛

用于核酸检测中。但是，检测过程一般需要依

靠实验室器材和专业人员操作，在实际诊断和

检测环境中缺少将样品处理、核酸扩增、Cas
反应、信号检测等功能模块集成的仪器，且难以

保持 Cas 蛋白和 gRNA 的稳定活性[51]。TXTL 作

为体外表达蛋白的反应环境，为 CRISPR 生物

传感器实现实地体外诊断 (in vitro diagnosis, 
IVD)提供了一个良好的平台，且通过冻干等技

术使传感器附于生物材料上，便于运输和携带，

常温下从质粒或 DNA 片段转录翻译为蛋白质

使得检测系统可以最大限度保持活性，突破实

验室专业设备和场地的限制。虽然在检测灵敏

度方面仍不及传统的实验室 CRISPR检测技术，

但是这些方法实现了对原始样本如唾液[22]和血

液 [52]直接进行检测并呈现可视化结果，说明

TXTL 的引入为 CRISPR 生物传感器的实地应

用提供了极大的可行性(表 1)。本节将重点讨论

传统的 CRISPR 生物传感器及引入 TXTL 后拓

展 CRISPR 检测工具箱的进展。 
 

表 1  传统的 CRISPR 生物传感器与基于 TXTL 的 CRISPR 生物传感器性能比较 
Table 1  Comparison of the classical CRISPR biosensors and the TXTL-based CRISPR biosensors 
Classification System Key components Sensitivity Reaction 

time (h) 
Sample Amplification 

strategy 
Signal output References 

Classic 
CRISPR 
biosensors 

SHERLOCK Cas13,  
DNA/RNA 

aM 2.0–5.0 Pretreated RPA/RT-RPA Fluorescence 
lateral-flow device 

[53] 

SHERLOCK v2 Cas13, mutli 
DNA/RNA 

zM 0.5–43.0 Pretreated RPA/RT-RPA Fluorescence 
lateral-flow device 

[34] 

SHERLOCK v2 
+HUDSON 

Cas13, mutli 
DNA/RNA 

aM <2.0 Raw with 
heating 

RPA/RT-RPA Fluorescence [35] 

TXTL-based 
CRISPR 
biosensors 

Gene circuits: 
Toehold switch 

Cas9, toehold 
switch 

pM 3.0 Pretreated None Naked-eyed [22] 

Paper-based 
biosensors 

Toehold switch- 
based RNA sensor 
and cell-free 
system embedded 
into the paper 

pM 3.0 Pretreated NASBA Naked-eyed [22] 

Wearable 
devices 

Wearable material 
with freeze-dried, 
cell-free synthetic 
circuits 

fM 1.5 Raw RT-RPA Colorimetric, 
fluorescence or 
luminescence 

[36] 

Gene circuits: 
gRNA design  

Cas12a-gRNA 
switch 

– – – – – [27] 

–: Not available. 
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2.1  传统的 CRISPR 生物传感器 
在核酸诊断中，CRISPR/Cas12 和 Cas13 系

统目前发展与应用较为成熟。Cas12a 属于二类

CRISPR/Cas Ⅴ型 [54]，其最大的特点是靶向目

标双链 DNA 时，激活单链 DNase 活性，能够

非特异、无差别地反式切割附近的单链 DNA
分子[55]。基于这种特性，在运用 Cas12 的生物

传感器中大多引入了荧光报告基团和淬灭基团

的报告单链 DNA，当靶标激活 Cas12a 后，切

割报告单链 DNA，释放荧光信号，从而达到

快速灵敏的核酸分子检测。Cas13 与 Cas12 在

切割原理上类似，但 Cas13 的靶标为 RNA，因

此，在检测 RNA 病毒方面有更多的应用。 
SHERLOCK 技术是一种基于 CRISPR/Cas13

的核酸检测技术[35,53]，具有灵敏度高、反应快

速的特点，能够检测寨卡 [20]、登革热 [35]、

COVID-19[18]等病毒(图 6A)。来自美国麻省理

工学院的张锋课题组对该技术进行了优化并引

入了 4 种不同的 Cas 酶(PsmCas13b、LwaCas13a、
CcaCas13b、AsCas12a)，根据其不同切割活性

选择适配的荧光报告分子，从而实现了对多种

类型病毒的同时检测，推出 SHERLOCKv2 技

术[34] (图 6B)。麻省理工学院 Sabeti 课题组在开

发 SHERLOCK 检测时引入 HUDSON 技术[35] 

(图 6C)，仅通过简单的化学或预热处理，在裂

解病毒的同时灭活被释放的核酸酶，减少了

RNA 提取的需要，不仅使样品处理更简洁，

同时也提高了检测的便携度。 
 

 
 
图 6  基于 CRISPR/Cas13 的传统生物传感器[22,34-35,51] 
Figure 6  Schematic representation of CRISPR/Cas13-based biosensors[22,34-35,51]. A: The first SHERLOCK 
system. B: Four-channel multiplex detection of SHERLOCK system. C: HUDSON eliminates the nucleic 
acid extraction and purification procedures. 
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但是，目前基于 SHERLOCK 开发出的相

关技术反应组分中需要蛋白质纯化和 RNA 的

合成，这些实验操作增加了制备传感器的成

本。此外，将传感器的反应混合物冻干，并在

运输过程中维持其活性较难，目前尚未取得广

泛的商业化[56]。因此，尽管 CRISPR 传感器核

酸检测灵敏度高，在实际应用中仍缺乏合适的

平台进行集成化的表达，TXTL 作为体外合成

蛋白质的平台，能够为 CRISPR 传感器的便携

实地应用提供极大的便利。 

2.2  与材料相结合的 CRISPR 无细胞传感器 
随着 CRISPR 系统的生物传感器逐步发

展，科学家们尝试将其运用到实际检测中，将

TXTL 试剂与表达 CRISPR 元件的核酸混合，

冻干附于各种生物医学工程材料上，如纸质、

可穿戴柔性材料，通过加入水激活传感器，更

好地实现运输过程中的稳定和实地快捷方便的

检测。早在 2016 年，美国麻省理工学院的

Collins 课题组将无细胞试剂附于纸面并冻干，

提出了一种基于纸质传感器的核酸检测法 [22]  
(图 7A)。利用响应寨卡病毒 RNA 的 toehold 
switch[37]核糖开关，一旦目标 RNA 出现，

toehold switch与其结合，释放 RBS 区域序列，

触发 lacZ 基因的表达，水解试纸上的氯酚红-β- 
D-吡喃半乳糖苷 (chlorophenol red mono-β-D- 
galactopyranoside, CPRG)底物，使试纸颜色由

黄色变成紫色。由于 toehold switch 可以特异性

检测 RNA 序列，因此试纸上的颜色变化能够

辨别出寨卡病毒，甚至 2 种不同的寨卡病毒毒

株，且灵敏度可达皮摩尔 (picomolar, pM)级
别。2021 年，美国杨百翰大学的 Bundy 课题组

开发出基于纸质的人类唾液 SARS-CoV-2 RNA
的核酸诊断平台，在无细胞反应体系中加入了

小鼠 RNA 酶抑制剂 (murine RNase inhibitor, 
mRI)，使得在唾液状态下稳定反应，进一步提

高了试纸即时检测的能力。并且他们利用

NanoLuc 生物发光报告基因使结果可视化，可

用于快速和低成本的核酸检测[20]。 
除此之外，将传感器整合到可穿戴设备

中，可以扩大无创监测生理疾病状态、接触病

原体和毒素的机会。2021年，Collins课题组开

发了 3 种使用冷冻干燥后可穿戴的、基于无细

胞系统的设备 (wearable freeze-dried cell-free, 
wFDCF)[36]。第一种是将比色基因回路嵌入到

由柔性弹性体制成的流体排芯和密封组件包围

的纤维素基质中，通过毛细作用迅速吸进液

体。使用 lacZ 作为基因回路的输出，其表达促

进水解 CPRG，使材料由黄色变成紫色(图 7B)。
第二种是将第一种传感器固定在可穿戴织物

中，将电路的输出改为绿色荧光蛋白的荧光信

号，通过嵌入的光纤对荧光蛋白进行激发和发

射检测(图 7C)。第三种是基于 CRISPR/Cas12a 
SHERLOCK 的可穿戴口罩传感器，由于咳

嗽、说话或呼吸时病毒会在口罩内部聚集，因

此该口罩携带有 4 个模块化组件：一个储存水

的容器、一个大面积样品收集垫、一个用于微

流控的分析装置(内含冻干的无细胞试剂)和一个

横向检测试纸条。毛细作用可将液体和病毒颗

粒洗到样品收集垫上，然后经过等温扩增，

Cas12a SHERLOCK 传感器检测和切割探针，

最后在试纸条上显色(图 7D)。使用时只需按下

按钮，便可在穿戴条件下检测 SARS-CoV-2，
该口罩的检测灵敏度达到了飞摩尔(femtomolar, 
fM)数量级。这些设计展现出无细胞生物传感

器在可穿戴材料和实际应用中的巨大潜力。 

2.3  基因电路在 CRISPR 无细胞传感器中

的应用 
为了更好地扩展传感器的功能，许多研究

引入了基因电路来更好地实现对信号的调控和

不同条件下的响应，如非相干 1 型前馈回路 
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图 7  材料在无细胞传感器中的应用[22,36] 
Figure 7  The application of materials in cell-free biosensors[22,36]. A: Schematic representation of a positive 
zika diagnosis. A synthetic trigger sequence is appended to an RNA fragment through reverse transcription. 
The presence of a strain-specific PAM leads to the production of either truncated or full-length trigger RNA, 
which differentially activates a toehold switch and makes the paper show purple color. B: Schematic 
representation of the layer-by-layer assembly of the wearable devices. Each layer is fabricated from skin-safe 
silicone elastomer. The FDCF reactions are embedded in a cellulose matrix placed within each chamber. An 
array of assembled reaction chambers showing the elasticity (center) and flexibility (right) of the devices. C: 
Fiber optic-embedded textiles allow excitation and emission detection of rehydrated lyophilized biosensors. 
D: Schematic representation of the sensor components in the interior mask. Puncture of the water blister 
reservoir results in flow through wicking material, moving viral particles collected from the wearers 
respiration from the sample collection zone to downstream freeze-dried reactions. The final output is 
visualized by an LFA strip that is passed externally through the mask. 
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(incoherenttype-1 feedforward loop, IFFL)、核

酸开关(toehold switch)以及 CRISPR 系统中经

编程改造后的 gRNA。 

IFFL 存在于自然系统中，具有产生基因表达

脉冲的能力，是一种被广泛研究的电路设计[57]。

简单而言，IFFL 电路通过第一条途径激活一个

基因 (tetR)和另一个基因 (deGFP)的表达，而

tetR 的表达会抑制 deGFP 的表达。如果 deGFP
在被激活和被抑制的时间上有一个延迟，那么

就可以看到该基因的表达脉冲 [58] (图 8A)。
2015 年，康奈尔大学的 Lucks 课题组率先实现

了 IFFL电路在 TXTL中的表达调控[59]，通过测

试得到了 IFFL 电路中 3 个原件的最佳浓度，避

免了过量的 DNA 使 TXTL 表达量饱和。在

deGFP 蛋白的 C 端加入 ssrA 降解标签，能够

被 ClpXP 蛋白降解，产生小脉冲。2021 年，

课题组联合浙江工业大学国际基因工程机器大

赛(international genetically engineered machine 
competition, IGEM)竞赛团队 ZJUT_China，构

建了基于 RNA 响应的 CRISPR/Cas9 系统，目

标 RNA 与 gRNA 碱 基 互 补 配 对 形 成

RNA-gRNA 复合体，结合并引导 Cas9 蛋白切

割 IFFL 线路中的 tetR 基因，导致下游 deGFP
基因的表达，通过荧光强度反正目标 RNA 的

含量，获得了 CRISPR/Cas 系统的 RNA 生物传

感器[60]。 
Toehold switch是一种可编程的核酸开关，

由 2 条 RNA 组成，其中一条 RNA 能通过形成茎

环结构结合基因序列从而阻止其翻译过程，而

另一条可以与形成茎环结构的 RNA 互补，从而

解除对基因表达的阻遏效果 [37]。 2016 年，

Collins 团队运用 toehold switch 来识别经

CRISPR/Cas9 系统切割后的序列，对不同的寨

卡菌株进行区分，最后通过 lacZ 基因表达水解

CPRG 在附有 TXTL 的试纸中将黄色变为紫色[22] 

(图 8B)。2021 年，Bundy 团队设计出能特异性

结合SARS-CoV-2 RNA的 toehold switch，利用添

加 mRI 的 TXTL 冻干试纸能快速检测到唾液样

本中的核酸并产生生物发光信号[20]。 
如前文提到的，gRNA 的编程化设计极大

地拓展了对 CRISPR/Cas 系统的时序性调控，

在 gRNA/crRNA 前的 3′或 5′端添加序列后，可

将其变成 RNA/DNA 响应的核酸开关，如对

CRISPR/Cas9 系统中 gRNA 的设计改造而提出

的 msgRNA[28]，igRNA[26]序列可用于构建更为

复杂的基因电路；对 CRISPR/Cas12a 系统中的

crRNA 设计改造而用以检测细胞内源性 RNA
的传感器[27]。 

3  存在的问题与展望 
TXTL 是推动基于 CRISPR/Cas 系统传感器

开发的有利平台。传统的 CRISPR 生物传感器

在构建过程中需要进行大量实验，来获得合适

的 PAM 位点和高特异性的 gRNA，而利用

TXTL 作为反应平台，能在短时间内实现蛋白

表达，这一特性使对 CRISPR 系统中不同元件

的表征与优化时间大大缩短，提高了实验效

率。TXTL 在 CRISPR 传感器方面的应用相比

于传统的核酸扩增与诊断技术有较多优势，可

将样品处理到信号检测等过程模块集成，冻干

附于生物材料中，仅加入水即可激活，便于运

输和携带，无需离心机、酶标仪等仪器，无需

专业操作；灵敏度较高，可以实现微量病毒检

测；结果读取方便，荧光信号可视化；能与更

多的学科结合，发展潜力较大。 
尤其，TXTL 最大的优势在于能够在资源

有限的国家和农村地区提供快速便捷的检测。

传统的核酸检测技术需要解决的一个重要问题

是温度——许多诊断试剂需要全程冷链运输及

冷藏以维持蛋白或其余成分的活性，这对实际 
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图 8  工程化基因电路在 TXTL 中的应用[22,58,60] 
Figure 8  Application of engineered genetic circuits in cell-free system[22,58,60]. A: Incoherent feed forward 
loop circuit. The transcriptional factor sigma 28 activates the expression of tet repressor that represses deGFP, 
and activates the expression of deGFP through another. B: The detection of zika virus using toehold switch. 
C: Schematic design of gene circuits from team ZJUT-China in 2021 iGEM competition. 
 



 
 

姚夏 等/无细胞系统在 CRISPR 技术和生物传感器中的应用研究进展  

 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

99 

 

的现场应用造成了很大的障碍。而 Collins课题

组报道的冻干无细胞生物传感器实现了常温的

运输和保存，并且可以稳定 3 个月及以上[22]。 
但是，基于 TXTL 的 CRISPR 传感器也有

一些问题需要解决。在试剂制备成本方面，目

前尚未建立无细胞表达系统的制备标准[4]，就

商业化最完善的大肠杆菌无细胞试剂而言，不

同批次及菌株的试剂在表达蛋白活性方面有较

大差异，且成本较高。以 Arbor Science 公司的

myTXTL Sigma 70 Master Mix Kit 产品为例，

一次反应的成本在 60 元以上[61]，因此实验成本

投入也相应较大。在传感器储存方面，冻干试剂

虽能提高便携度，但是在一年之后活性会大大

降低，若要长时间保存还需要其他的保护措施；

在检测对象方面，尽管有一些策略如添加 aTF 
(allosteric transcription factor) 元件拓展实现

CRISPR 传感器对小分子的检测[31]，但是仍缺

少有效的方案在抗生素、金属离子等领域进行

检测；在分子诊断方面，尽管最近发现的 Cas14a
蛋白不受 PAM 位点序列的限制，在单核苷酸多

样性(single nucleotide polymorphisms, SNP)检
测方面有更灵活的应用[51]，但目前应用较多的

CRISPR系统由于 gRNA需要识别 PAM位点或原

间隔物侧翼位点(protospacer flanking sequence, 
PFS)，因此对待检测物的核酸序列有所限制；

在样品处理方面，该系统只适用于简单样品的

检测，如血液和尿液可以通过加热(HUDSON)
的办法去除样品中的蛋白等物质，而复杂的样

品中某些成分可能会影响整个系统的表达。虽

然目前已经有一些方案去解决这个问题，如

Bundy 课题组的工作表明 RNase 抑制剂的加入

可以大大减少样本的干扰，尤其是血液样本[52]，

但更加复杂的样本在 POCT 中依然有较大难

度。另外，尽管基因线路和逻辑门的引入能对

检测过程中复杂的信号转换、放大和输出实现

整合，但是其中相关信号的正交性和系统的鲁

棒性仍然有待探索和提高。相信随着 TXTL 的

不断发展，未来这些问题都能够得到改善和解

决，生物传感器也将变得更加便捷和商业化。 
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