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Cell-Free Protein Synthesis Kit For VHH
REF: EG26310-S/M

储存条件
-80℃保存，有效期 12 个月。
本试剂盒采用干冰运输。试剂盒开封后，请将蛋白表达反应组分（A 液、
B 液）置于 -80℃保存。为避免反复冻融导致蛋白合成活性下降，建
议将 A 液和 B 液按单次使用量分装，经液氮速冻后储存于 -80℃。

产品组成
组分 规格 S 规格 M

Solution A 300 μl 2×750 μl

Solution B 600 μl 3×1 ml

CFPS-Control Plasmid I 2 μg 2 μg

CFPS-Control Plasmid II 2 μg 2 μg

产品简介
Cell-Free Protein Synthesis Kit For VHH 是一款专为纳米抗体

(VHH) 体外表达优化的无细胞蛋白合成试剂盒，基于基因工程改造的
大肠杆菌提取物构建偶联转录 - 翻译系统，以 T7 RNA 聚合酶驱动目
标基因的高效表达；本试剂盒针对 VHH 分子小、富含二硫键、易聚
集等特点，优化了氧化还原环境、分子伴侣组分及反应缓冲液配方，
可在数小时内获得可溶性好、折叠正确、保留抗原结合活性的 VHH 
蛋白，支持质粒 DNA 或线性 DNA 模板，兼容微孔板高通量筛选与放
大制备，广泛适用于 VHH 快速表达验证、突变体筛选、蛋白制备及
功能学研究等场景。

适用范围
产品仅限于专业人员的科学研究用，不得用于临床诊断或治疗，

不得用于食品或药品。

操作说明
1. 基因构建

CFPS-Control Plasmid I 为本试剂盒配套的 sfGFP 表达阳性对
照，用于检验试剂盒反应体系功能是否正常。

CFPS-Control Plasmid II 为 本 试 剂 盒 配 套 的 VHH 表 达 阳 性 对
照质粒，同时可用作通用克隆载体骨架。质粒携带 T7 启动子驱动的
VHH 表达框，用户可根据实验需求，通过同源重组方式替换其中的
VHH 编码序列及标签序列，构建目标蛋白表达质粒。该质粒（DNA
序列详见质粒图谱，官网可下载）功能元件分布如图 1 所示，各元件
说明如下：

translation enhancer：编码 MSKIK 氨基酸序列，位于翻译起始
区，通过增强核糖体招募与翻译起始复合物组装效率，显著提升目标
蛋白的表达产量；

GFP11：基于分裂 GFP (split-GFP) 技术的荧光检测标签，本身
无荧光，与 GFP1-10 片段（本试剂盒未包含，需另行采购）互补后
重构完整 GFP 并发射荧光，可用于蛋白表达水平的快速定量检测，
无需电泳或 Western Blot；

Strep II： 八 氨 基 酸 亲 和 纯 化 标 签（WSHPQFEK）， 与 Strep-
Tactin/Strep-Tactin XT 树脂特异性结合，较 His 标签具有更高的结
合亲和力、更低的非特异性背景，且洗脱条件温和（生物素竞争洗脱），
可最大程度保留蛋白活性，推荐作为 VHH 纯化的首选标签。

用户构建自定义 VHH 表达载体时，建议对 VHH 基因进行大肠杆
菌密码子偏好性优化，以提升翻译效率与蛋白表达量。可选用 CFPS 
Control Plasmid II 作为质粒骨架，该载体 N 端携带 MSKIK 翻译增
强元件（该序列会融合保留在成熟蛋白中），搭配 C 端 GFP11 标签，
可显著改善 VHH 蛋白的表达稳定性。用户可根据实验需求自主选择
标签类型，如 6× His、TwinStrep、Fc 标签等。

图 1  CFPS-Control Plasmid II 功能元件

2.模板制备
本试剂盒支持质粒 DNA、线性 PCR 产物及 RCA（滚环扩增）产

物三种类型的 DNA 模板用于 VHH 表达。初次表达或条件优化阶段推
荐使用质粒模板，其表达稳定性高、重复性好；线性 PCR 产物无需
克隆步骤，操作灵活快捷，适合高通量筛选场景；RCA 产物可通过等
温扩增快速获得大量 DNA 模板，适合需放大制备的反应体系。各类
模板的具体操作流程及注意事项详见《无细胞蛋白表达试剂盒技术手
册》。

3.无细胞蛋白表达
按反应体系总体积及 A 液：B 液 =1:2 (v/v) 的比例计算各组分用量，

在冰浴条件下依次将试剂加入反应容器（如 2 ml 离心管）中，轻柔
吹打混匀。全程操作需佩戴手套及口罩，使用无核酸酶 (nuclease-free)
的移液器吸头与反应容器，避免核酸酶污染导致模板降解。

反应体系配制可参照下表；反应容器可选用 2 ml EP 管、96 孔酶
标板或 96 孔深孔板，体系装量 50 μl，板面覆盖透气膜。轻柔混匀后
置于恒温摇床，在 26℃ 、200 rpm 条件下开展体外蛋白表达。通常
反应 4~8 h 蛋白表达量即可达到峰值，也可选择过夜反应 16 h。

表 2 反应体系的配制
组分 终浓度 50 μl体系 100 μl体系

Solution A 30% 15 μl 30 μl

Solution B 60% 30 μl 60 μl

模板 5~10 μg/ml 5~10 μg/ml 5~10 μg/ml

无核酸酶水 \ 补足至 50 μl 补足至 100 μl

ver. 1. 1
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4. 检测
反应结束后，可取约 1 μl 反应液（检测总蛋白）或反应上清（检

测可溶性蛋白）进行 SDS-PAGE 电泳，分析目的蛋白的表达情况。
本试剂盒中 VHH 的典型表达量为 0.1~0.5 mg/ml；若表达量偏低或
电泳染色效果不佳时，目的蛋白条带可能不明显，易造成“未表达” 
的误判。遇此情况，建议对样品进行纯化富集后再电泳检测。

图 2  CFPS-Control Plasmid II 表达产物 SDS-PAGE 电泳参考图

若表达载体携带 GFP11 标签，可采用灵敏度更高的 split-GFP 技
术进行快速荧光检测：向 10 μl 无细胞反应体系中加入 2 μl GFP1-10
蛋白（本试剂盒不含该组分，需单独向本公司采购），于 26℃孵育
4~6 h。反应完成后检测荧光信号以评估表达水平；GFP 检测激发波
长 485 nm，发射波长 528 nm。

5.纯化
取 100 μl CFPS 反 应 上 清， 加 入 50 μl 预 平 衡 的 Strep-Tactin

磁珠，4℃旋转孵育 2 h。将反应管置于磁力架上，待磁珠完全吸附后
弃去上清。用 100 μl 洗涤缓冲液洗涤磁珠 3~6 次，每次磁力架分离
后弃上清。最后加入 50 μl 洗脱缓冲液，室温孵育 3~5 min，磁力架
分离后收集上清，即为纯化的 VHH 蛋白。具体操作参见磁珠产品的
使用说明书。

6.亲和力测试
完成无细胞表达后，可直接取反应上清（粗样品），无需纯化，

借助表面等离子体共振（SPR）或生物层干涉（BLI）技术开展 VHH 
分子结合活性初筛与亲和力动力学表征。可采用标签捕获模式，将 
VHH 捕获至传感器表面，洗去 CFPS 体系带来的非特异性干扰组分
后，测定其与抗原的相互作用，获取结合速率常数（ka）、解离速率
常数（kd）及平衡解离常数（KD）等动力学参数。  

操作提示：
1. 优先取用反应上清，避免反应沉淀组分，降低非特异性结合背

景；粗样品建议适当稀释后再上样，降低无细胞提取物基质带来的折
射率干扰与非特异吸附。

2. 选用匹配标签的捕获传感器 / 芯片（Strep-Tactin 捕获芯片 / 
传感器，或抗 His 捕获芯片 / 传感器）。

3. 粗样品适用于快速初筛及亲和力相对排序，可有效对比不同 
VHH 分子的结合活性差异。若需求更高质量、可用于正式定量分析的
动力学参数，建议采用经 Strep-II、His 或 Fc 标签纯化后的 VHH 蛋
白样品开展实验。

4. 具体仪器参数、传感器水化、捕获 - 结合 - 解离 - 再生流程，
请参照对应 SPR/BLI 设备官方操作手册。

图注：
CFPS-Control Plasmid II 在无细胞蛋白合成体系
中表达产物的 SDS-PAGE 电泳参考图谱。
泳道 1：反应总蛋白；
泳道 2：可溶性组分；
泳道 3：纯化样品。


