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酶的定向进化

蒋本国  范圣第  刘宝全 

(大连民族学院生物工程系  大连  116600)

摘  要  酶的定向进化是发展迅速的重要生物工程技术之一 是改进酶的热稳定性 耐酸碱性

耐有机溶剂性 底物特异性 立体选择性等性质 使酶更适于工业应用的重要途径 定向进化也是

研究抗体酶的主要途径 本文综述了酶的定向进化的意义 策略与主要技术手段以及对成功的酶定

向进化的基本要求 并综述了在最近几年内 酶的定向进化研究所取得的的主要进展
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Abstract  The directed enzyme evolution is one of  the important bioengineering technologies that

was developed rapidly, it is also the necessary way through which the traits of enzymes such as

thermostabilities, pH tolerance,activities in organic solvents,substrate specificities and enantioselectivities,

are improved and to make enzymes more suitable to industrial uses,it is also the main way for anzyme

researches.In this paper the significance,the strategy and the main technology ways,the basic demand of the

directed enzyme evolution were reviewed, and the main progresses in the directed enzyme evolution

achieved in recent years were also reviewed.
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酶作为生物催化剂其专一性和高效性是一般催化剂所不能比拟的 将酶催化用于工业生产

必然会引发一场新的变革[1] 但是天然酶的许多性质不适应工业生产的条件[2] 酶的定向进化是

为满足这种需求而改变酶的结构和性质的有效途径

天然蛋白质分子的进化依赖于自然选择和变异法则 近年发展起来的酶定向进化技术使人

们可能开发出天然酶蛋白分子不具备的 在自然条件下也不要求其具有的功能[3] 选择特殊环

境 如火山 极地 深海中的高热温泉 碱湖及盐湖来源的酶 利用酶定向进化技术重新设计

及改进酶分子的结构和性质 可以逐步接近和满足将酶催化用于工业生产的需要[4] 本文主要

介绍在实验室里为酶的成功定向进化使用的方法和策略,以及在最近几年内酶的定向进化所取得

的重要研究进展

1 酶定向进化的策略与途径
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1.1 对酶实行定向进化的重要意义

天然的生物催化剂存在着无法适应工业化生产中非自然条件的限制 天然酶用于工业生产

时 经常不能很好地适应环境的转变 较差的溶解性 不稳定性以及苛刻的酶促反应条件 使

其不适于大规模应用[5] 酶在活细胞的复杂条件下 底物或产物之一可能会强烈抑制酶生物催

化过程的活力 相反 生物技术需要酶是稳定的(这一点与细胞内蛋白质需要快速更新[6]不协调)

在非水溶液中是活性的(这一点可能在绝大多数生物环境中是不需要的)以及酶能够接受不同的

底物(在自然界中不存在的底物) 这就需要对酶进行定向进化 克服这些不足

1.2 酶的定向进化策略

在实验室中重新设计酶同样可以用进化这个手段 但与自然进化相比 需要将进化的时间

规模缩减到数月 甚至是数周[7] 自然界中运行的进化机制保证了对不断变化着的环境的适应

性,进化既不朝任何特定的方向运行 也不存在一个目标 相反 酶分子定向进化实验有特定的

目标,要求通过简捷的途径 即通过随机变异 重组等手段 使蛋白质获得不同的能力 得到比

较理想的酶功能[8]

1.3 酶定向进化的主要途径

定向进化的遗传差异性产生于变异和/或重组 将改变的基因克隆进入质粒 在合适的宿主

生物(细菌或酵母)中表达 改进酶的克隆表达在高通量筛选中鉴别与挑选 然后将编码这些改

进酶的基因分离出并在下一轮定向进化中循环 定点突变自 1980年起用于产生具有增进性质的

酶[9] 并利用蛋白质工程和计算机模拟技术 预测和嵌入特殊的氨基酸调整酶的三维结构 改

进最适 pH 最适温度 稳定性 底物专一性 使用具有预先设计的寡核苷酸引物的相应 DNA

导致具有理想特性的酶的表达 几种目前比较常用的酶人工进化技术在过去几十年中发展起来
[10] 大大强化了基因调控的能力 酶分子改良的一项实用技术是通过向相应 DNA 分子随机引

入碱基 再经筛选获得所需的突变株 这一技术所依靠的是易错 PCR 改变反应体系中的 Mg2+

和 dNTPs 浓度便可有效的控制所引入的点突变率 通过易错 PCR 可以获得酶分子的随机突变

体 然后多重这样的小步幅取代变异(每次 1 2 个氨基酸)以相继式或组合式累积起来 获得理

想的酶功能[11] 易错 PCR 在应用上存在一定的限制 一是相当慢 二是仅引入点突变 三是涉

及的基因片段太短(少于 800碱基对) 称作无性 PCR[10]

另一种途径是在基因的相对小的区域中定向高水平的随机变异[12] 在完整基因上的变异可

以发现意想不到的结果 定向的变异可能产生新的氨基酸取代物组合 这种组合是小步幅取代

达不到的 因为小步幅取代中某些中间产物可能并不是有利的

定向进化产生差异性的另一途径是体内同源基因的随机拼接 或家族重排[13] 两个或多个

父辈基因的重组用于产生预期性质的 进化的奇异基因组 重组序列通过渐进进化与具有类似

结构和功能的共同祖先相联系 在序列空间上表现出很大的跨越 能够产生功能改良蛋白质[14]

DNA 随机重组 允许不同父代序列材料的混合 称作有性 PCR[10] 体内重组也能产生新的令

人感兴趣的奇异酶[15] 但是与体外方法得到的结果相比 其差异性受到限制

其它几种方法如 外显子 DNA随机重组[16] 随机前体重组(RPR)[17] 增长剪截 (ITCHY)[18]

随机插入与删除(RID)[19] 序列同源独立蛋白质重组(SHIPREC)[20] 增长剪截(ITCHY)和 DNA
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随机重组相结合(SCRATCHY)[21]以及交错延伸(StEP)[22]等 是相继发展起来的较新的酶定向进

化技术手段

1.4 成功的酶定向进化的基本要求

对成功的定向进化有四个要求 (1)期望的功能必须在物理上是可能的 (2)这个功能也必须

是生物的 进化的 可行的 (3)必须能够使变异库足够复杂, 使其含有稀有的有用变异[23] (4)

必须可以针对预期的功能进行快速的筛选[24]

在酶的性质中 特异选择性特征往往难以改进 但可以比较容易地除去(如产物抑制) 非

选择性特征易于改进 但可能难于除去[25] 改进生物功能从不要求的特征 诸如在非自然环境

中的稳定性或活性 或者是对新底物的活性 常常只需小的序列变化 就可以得到较大的改进

空间 功能改进也可以累积[26]

2 酶定向进化研究进展

酶的定向进化研究主要集中于改进酶的底物特异性 提高催化反应活性 提高热稳定性

提高对有机溶剂的耐受能力以及旋光异构专一性等重要特性方面 并用于抗体酶的研究 在这

些方面的努力已经取得明显的进展 本文择要列举最新的研究结果如下

2.1 改进酶的底物特异性

Kichise 等[27]采用体外进化实验,首次获得了高活性的 细菌合成生物降解性聚酯 聚羟

基烷酸酯(PHA)的关键酶 选择豚鼠气单胞菌(Aeromonas caviae FA440)的合成酶(PhaC(Ac))为目

标酶进行进化 方法是集中在 PhaC(Ac)基因的一个小的区域中,由易错 PCR 介导随机突变,然后

用聚酯累积方式筛选具有更高活性的酶

Witkowski 等[28]对脂肪酸生物合成中的β-酮酯酰合成酶采用随机突变获得的突变体中 以谷

氨酸取代活性位点上的亲核性半胱氨酸(Cys-161) 完全抑制了缩合反应 但却促进了丙二酰脱

羧反应进行 使反应速度提高两个数量级以上 与此对应 用丝氨酸 丙氨酸 天冬酰胺 甘

氨酸和苏氨酸取代半胱氨酸(Cys-161)对缩合反应不利 对丙二酰脱羧反应也没有明显的影响

Zaccolo等[29]对抗生素抗性基因的定向进化 强化卡那霉素磷酸转移酶的热稳定性 并改变

了β-内酰胺酶的底物专一性

为获得分子多样性 在可以获得两个或多个适当的同类基因的情况下 家族 DNA 重排已

经扩展为非常有力的方法 如疱疹单纯病毒 1 和 2 的胸腺嘧啶激酶基因的四轮重排后 进行筛

选 改变了底物的专一性 产生了两个高活性的突变体[30] 家族 DNA 重排优于单一基因重排

为筛选和选择提供了更多样的序列空间 家族 DNA重排已经被广泛接受

Wada等[31]使用易错 PCR进化改变 Neu5Ac醛缩酶的催化功能 可以用于 D-和 L-糖 一种

进化的醛缩酶表现出催化丙酮酸与 N-乙酰-L-甘露糖胺缩合形成 L-唾液酸 并保留了其天然的

合成 D-唾液酸的活力

2.2 酶催化反应活性的改变

Wong等[32]用定向进化使 KDPG(D-2-酮-3-脱氧-6-磷酸葡萄糖酸酯)醛缩酶的活性对非磷酸化

甘油醛增加 获得一定成功 野生型的酶显示了 50000/1(磷酸甘油醛/甘油醛)的醛缩反应活性比

率 用一个纈氨酸取代一个活性位点上的谷氨酸 取得了催化磷酸甘油醛反应活性下降 20倍
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对甘油醛活性上升两倍的结果

β-内酰胺酶是一种水解头孢类抗生素的微生物酶 Stemmer等[13]运用 DNA体外随机拼接技

术对β-内酰胺酶进行改造 每次循环后 从中筛选出数百个酶活提高的突变体 DNA序列用于下

次循环 经过 3次循环获得一个赋予宿主细胞对头孢菌素抗性提高 16000倍的突变体

使用 E.coli表达体系 Arnold等[33]将节杆菌(Arthrobacter sp) DSM9771的乙内酰脲酶由 D-

选择性转变为 L-选择性 并使催化活性增加 他们发现一个保守型的纈氨酸对丙氨酸的突变构

成了活性增长的绝大部分,虽然对反应的机理不是很清楚 但使用定向进化的方法得到了好几个

活性增加 5倍以上的突变体

2.3 提高酶热稳定性的定向进化

E.coli 的匀霉素 B(hygromycin B)磷酸转移酶的突变基因文本(HPHmut)可在 75� 下用定向进

化方法分离出 硫磺矿硫化叶菌(Sulfolobus solfataricus)的耐热菌株 HPHmut 转化株表现出较高

的热耐受力 在 65� 保温 30min后 仍然具有可测量的明显的残留活性 在 S. solfataricus MT4

菌株体内试验中 到 82� 这个酶仍具有活性 可能是在细胞内有协调一致的溶质作用 分子伴

侣以及其它抗热因素存在 使这个酶能保证在体内避免热变性并发挥作用[34]

通过由家族 DNA 重排得到的 2048b-糖苷酶杂交体库的组建 对激烈火球菌(Pyrococcus

furiosus) Ce1B和硫磺矿硫化叶菌(Sulfolobus solfataricus) LacS两个高温稳定的糖苷水解酶族的

结构相容性进行了研究 检验了杂交体的热稳定性 水解乳糖的能力和对葡萄糖抑制的敏感性

在 70� 进行了三个循环的筛选 分离出三个突出的杂交酶(杂交体 11 18和 20) 与初始的 Ce1B

和 LacS相比 其水解乳糖的能力分别提高 1.5 3.5倍和 3.5 8.6倍[35]

Komeda 等[36]利用随机突变(易错 PCR)后筛选 重复两次进化 D-氨基酸酰胺酶 获得了热

稳定性的变异酶 BFB40 最适温度提高了 5 Km值不变 Vmax值增强约 3倍

2.4 对不同溶剂中的溶解性的改进

在有机溶剂存在下 酶的稳定性及催化活性常常剧减 Song 等[37]尝试使用定向进化方法研

究在有机溶剂存在下 提高磷脂酶 A的稳定性和催化活性 使用易错 PCR和 DNA重排后筛选

的方法 分离出三个具有明显稳定性及催化活性的突变体(SA8 SA17 和 SA20)(例如在含

30%DMSO 1%卵磷脂凝胶中实验) 第二轮突变库筛选之后 与野生的酶比较 所获得的突变

体显示出在所有有机溶剂中的稳定性明显增加

Moore 等[38]使用随机突变和筛选从枯草芽孢杆菌蛋白酶 E 获得了一个突变株 能够在

60%DMF水溶液中使酶活性提高 1000倍以上

Yang等[39]主要使用 3个循环的易错 PCR及 DNA随机重组以及点定向突变 使结核分支杆

菌(Mycobacterium tuberculosis)的还原酶 Rv2002 产生了惊人的酶分子溶解性的改进 大多数可

溶性的突变体带有 3 5个突变 所有的突变位于保守区域之外 并远离底物结合部位 因此这

些突变体保留了原有功能 此工作使用了一个新的定向进化策略 其中编码蛋白质的基因进行

随机重组 将溶解性的突变体挑选出来 将目标蛋白接到 GFP(绿色荧光蛋白)的 N 末端 只有

当上游目标变异蛋白正常折叠 GFP才能正常折叠并放出绿光

2.5 对映立体选择性的提高
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旋光异构选择性是酶的一个最重要的也是难于处理的性质 May等[33]改进了 E.coli中 L-Met

的生产过程 通过随机突变 饱和突变和筛选 D-乙内酰脲酶的旋光异构选择性发生了反转(从

eeD=40%变为 eeL=20%) 催化活性提高了 5倍 值得注意的是旋光异构选择性的反转 只有一

个单一氨基酸取代就足够了 包含一个单一氨基酸取代的高 D-选择性突变体(eeD=90%)也已得

到

Reetz等[40]使用定向进化改进绿脓杆菌(Pseudomonas aeruginosa)的脂酶 提高拆分能力 从

旋光选择性系数 1.1提高到 11.3 仅仅经过四代突变就取得了如此巨大的提高 第五代易错 PCR

产物 经过与热点区域密集突变耦合 产生了旋光异构选择性系数达到 25.8 的酶 对应 91%ee

和 18%的转化率

Gavin 等[41]利用定向进化改变 1,6-二磷酸万寿菊糖醛缩酶的立体化学过程 经过三轮 DNA

随机重组和筛选 醛缩酶显示了 80 倍的改进(kcat/Km) 对非天然底物 1,6-二磷酸果糖 在立体

专一性方面也有 100倍的改进

2.6 抗体酶的定向进化研究

抗体催化剂[42,43](abzymes)一般用过渡态类似物免疫方法产生 第一个体外进化的抗体催化

剂 由 Fujii 等[44]使用经典的免疫方法完成 他们进行了关键残基的限制性随机突变[45~47] 大多

数注意力集中在活性 专一性和酶在某工艺过程的稳定性方面 近来的工作利用 DNA 杂交热

力学与重组过程中的退火 对这一模型的更进一步改进取得了重要的进展[48]

Sandro 等[49]依靠合成的化学信息库 进行体外定向蛋白质进化 利用人结合抗体数据库

HuCAL-scFv 的抗体编码基因 选择高效率的抗体催化剂 HuCAL-scFv 被筛选 并进行定向

选择 寻找抗体催化剂 得到的结果显示出芳基磷酸酯酶活性 再经易错 PCR 等进一步选择循

环 使催化效率改进 10倍

3 为酶的定向进化研制的仪器及测定技术

酶的定向进化对结构 —功能研究而言 每个基因中 1 2 个核苷改变(一个氨基酸变化)是特

别理想的 而对于定向进化研究而言 每个基因中 2 7个核苷改变(1 4 个氨基酸变化)是经常

使用的 Daugherty 等[50]发展的用于酶的定向进化实验的 GeneMorph 成套仪器 可以针对特殊

应用选择突变频率 GeneMorph成套仪器是高效 快捷的酶定向进化实验设备

创造具有特殊性能的生物催化剂为目的的高通量筛选 是以定向进化为手段 创造或修饰

酶的所有实验中的关键技术 Reymond 等[51]发展了一系列的以荧光产物敏感技术为核心的酶测

定方法 提供了测定手性分子中在化学上不活泼的功能基团的新手段 这些方法具有无先例的

敏感性和选择性 这些分析方法适用于微滴定板和高度小型化装置 也可以用过渡态类似物免

疫库筛选的方式 分离具有特殊催化性能的抗体

4 结语

酶的定向进化是用于解决酶工程中重大问题的关键技术 在酶的定向进化方面仍然有许多

工作要做 在酶的性质改进上还主要集中在某一单一性质上 如耐热 耐有机溶剂 旋光异构

选择性等 再如许多天然酶是固定在膜上 有些酶需要辅助因子或复杂的辅助蛋白 已有的研
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究成果尚缺乏处理这些复杂情况的成功方法 显然只有通过产生分子多样性的创新策略和高通

量筛选技术 才能使进化产生多功能酶成为可能 进而建立起完整 高效的生物合成途径 另

一方面 将生物催化剂用于工业用途的手段和方法的创新研究也是必要的

酶的定向进化使酶的催化性能达到和接近工业用途的要求逐渐成为可能 近年来的研究工

作已经取得了非常显著的进展 使人们看到了获得适于工业用途的生物催化剂的曙光 但是要

真正达到这一点 仍然需要新的理论与技术的突破
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