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摘要 � 蛋白质定向进化在蛋白质工程中取得了令人瞩目的成就,其核心技术 � � � 随机突变库构建

技术已成为近年来体外定向进化研究的热点。在概述定向进化基本原理基础上,对几种随机突变

技术进行了介绍、分类和比较,并对突变库的特征及构建策略予以分析和描述。
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� � 纷繁复杂的蛋白质构成了生命的全部,它们在

漫长的自然进化过程中产生和发展,自然界赋予了

其精美的结构和独特的功能。但随着生物技术的发

展,人们已不满足于自然进化的恩赐,希望将漫长的

蛋白质改造过程缩短到数年、数月、甚至数天, 以满

足人们特殊的需要。随机突变技术和定向筛选技术

所组成的定向进化技术的出现, 是实现这一愿望的

有效途径,其原理是对目的基因进行突变、重组、表

达和筛选,在试管内模拟蛋白质的自然进化过程,获

取人们需要的、具有特定性质和功能的蛋白质
[ 1]
。

该技术近年来得到了迅猛发展,据统计,仅Nature(含

系列)杂志每年以近 100篇(2001年 99篇, 2002年 94

篇) 的篇幅报道其最新的研究成果 ( http:��www.
nature. com)。鉴于目前报道的随机突变技术种类繁

多,为便于选择,我们根据其突变机理的差异对它们

进行分类、概述和比较。

1 � 基于 PCR错配而实现的随机突变

1�1� 高错误倾向 PCR

高错误倾向 PCR ( error�prone PCR, EP�PCR)是利
用低保真度Taq DNA聚合酶,或者改变 PCR反应体

系的条件,在新链DNA聚合过程中随机引入错配碱

基,经多轮 PCR扩增,构建序列多种多样的突变库。

由于不改变基因长度,突变频率控制在适度范围,能

有效地获得有益突变体
[ 2]
。尽管 EP�PCR只能产生

点突变,但其基本原理已广泛应用于蛋白质定向进

化改造中。

1�2� 一分子 PCR

日本Ohuchi等
[ 3]
首次建立了一分子 PCR( single

molecular PCR,SM�PCR)技术,将 DNA 模板稀释到每

个PCR反应体系中仅含一个 DNA模板分子,属于一

种极端条件下的高错误倾向 PCR。实验利用绿色荧

光蛋白基因为模式分子,在 Taq 聚合酶标准错配率

为0�8  10
- 5�碱基�循环时,由于反应条件偏离得到

2�5 10
- 5�碱基�循环的错配频率,提高了突变效率。

另外,如果采用高保真度 DNA聚合酶进行 SM�PCR,
结合体外无细胞蛋白质表达系统, 可以对突变库实

现快速高通量筛选,在定向进化中也具有良好的应

用前景
[ 4]
。

2 � 基于 DNA同源重组而实现的随机突变

美国人Stemmer基于 DNA同源重组原理于1994

年首先提出了 DNA洗牌技术, 随后由该技术发展起

来的新的随机突变技术不断被报道。

2�1� 有性 PCR

有性 PCR ( Sexual�PCR)是对一组相关基因用

DNase I 或超声波进行切割产生随机大小的 DNA 片

段,再用无引物 PCR将其连接成为接近目的基因长

度的DNA分子,再利用基因两端序列为引物扩增全

长基因
[ 5]
。突变库经历了DNA 片段的重新组装, 与

高错误倾向PCR有本质的不同。该方法由多个亲本

参与进化,引入了重组、缺失、重复等多种突变类型,

并且可以迅速积累有益突变,使表达蛋白的平均活

性明显提高。

2�2� 随机引物体外重组
随机引物体外重组 ( random�priming in vitro
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recombination, RPR)是用随机引物在 DNA 模板上扩

增DNA片段,再用类似有性 PCR的方法组装成全长

基因
[6]
。该方法对模板 DNA需求量小,并可对较短

的DNA分子进行优化,在扩增 DNA片段时可同时引

入错配碱基,产生点突变,获取比有性 PCR更广泛的

突变库。

2�3� 交错延伸
交错延伸( staggerd extension process, StEP)是在

PCR反应体系中, 加入一组相关亲本 DNA 作模板,

在随后的多轮变性和短暂复性、延伸过程中, 使延伸

片段在不同的具有部分同源序列的 DNA模板间跳

转,最终形成全长杂合基因突变库
[ 7]
。该方法的基

因重组程度可通过控制反应条件和时间予以调节,

仅需在一个反应管中进行,简化了有性 PCR操作。

2�4� 临时模板随机嵌合
临时模板随机嵌合 ( random chimeragenesis on

transient templates,RACHITT)技术与以上介绍的 DNA

洗牌技术不同,它是将随机切割的 DNA片段杂交到

另一个同家族DNA临时模板上, DNA片段经过在模

板上重新排序、修剪、缺口连接等形成全长 DNA 新

链,消化掉临时模板,获得高度重组的基因文库
[ 8]
。

其优点是重组率高,可以获得小于5 bp的重组片段,

且突变子具有较高的继承性,从而得到更多的活性

克隆。

上述几种基于同源重组的突变技术都源自 DNA

洗牌的基本原理, 一般认为是 DNA洗牌的不同形

式,它们的区别列于表 1。

表 1� 几种基于同源重组的随机突变技术比较

突变技术 优点 缺点

Sexual�PCR 多个亲本基因参与进化,迅速积累有益突变,消除有害突变 亲本要求较高同源性

RPR 对模板DNA需求量少,方便引入点突变 需随机引物,扩增片段有局限性

StEP 操作简单,在同一反应管中进行,无需DNA 片段纯化过程 最适PCR反应条件难以把握

RACHITT
重组率高,可获得小于 5 bp的重组片段,降低 PCR反应引入的有害突

变

�核酸外切酶不完全切割影响文库质量, 事前需

获得单链 DNA模板和重组片段

3 � 基于非同源重组而实现的随机突变

由于DNA洗牌固有的同源重组特性,在非同源

或低同源基因重组上的应用受到限制, 因此近年来

发展出了许多基于非同源重组产生基因变异的方

法,也成为蛋白质定向进化的重要手段。

3�1� 渐进式切割产生杂合酶
渐进式切割产生杂合酶 ( incremental truncation

for the creation of hybrid enzymes, ITCHY)是利用核酸

外切酶 III对基因片段进行消化,通过控制切割速度

和时间,或者通过切割前随机插入 ��phosphothioate
修饰的核甘酸的方法,产生依次相差一个碱基的一

系列DNA片段,随后将一个基因的5!�随机片段与另
一个基因的 3!�随机片段连接, 产生杂合基因文

库
[9]
。该技术可以在无同源性或低同源性的两个基

因间产生重组,突破了 DNA洗牌仅能在高同源基因

间重组的限制。尽管 ITCHY引入的移码突变降低了

文库平均活性,但核酸外切酶渐进式切割产生 DNA

片段变异的原理被广泛应用。

3�2 � SCRATCHY文库
SCRATCHY是将 ITCHY和 DNA洗牌结合起来

的一种方法, 首先使用 ITCHY 在两个低同源性基

因间建立广泛的杂合基因文库,随后该文库被作为

亲本基因进行 DNA洗牌
[10]
。SCRATCHY突破了单

一DNA洗牌较高同源性要求的限制, 可在低同源

性基因间产生多次交叉重组, 甚至在高同源性基因

应用上也可构建平均每个序列比单独 DNA 洗牌多

1�5个交叉点的突变库。该方法比单一 DNA洗牌

有更广阔的应用范围。

3�3 � 随机多重组 PCR

随机多重组 PCR ( random multi�recombinant

PCR,RM�PCR)首先是将需要重组的 DNA片段进行

随机平末端连接, 再用一组特异引物扩增 DNA片

段二聚体, 二聚体混合物经过一次无引物 PCR连

接成不同长度的 DNA 分子, 最后电泳回收所需长

度的片断
[ 11]
。它实现了多个非同源 DNA片段的随

机重组,并通过对二聚体混合物的选择限定, 建立

了两个不同的基因文库: 随机洗牌文库实现了DNA

片段的随机组合; 选择拼接文库则在不改变 DNA
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片段排列次序情况下产生了片段的随机缺失。

3�4 � 外显子洗牌
Kolkman等

[ 1]
于 2001年建立了以外显子为单

元进行自由重组的外显子洗牌 ( exon shuffling )技

术,首先用嵌合寡核苷酸引物分别扩增需要参与洗

牌的外显子或外显子组, 混合预扩增产物, 经过无

引物 PCR反应连接成不同组装形式的完整长度的

DNA分子, 形成外显子洗牌文库。通过控制参与

洗牌的外显子范围, 可产生不同特性的突变库, 它

可以加入更多的理性设计,甚至可以完全避免点突

变,因此可应用于医药等某些特殊领域。

4 � 基于 DNA长度改变而实现的随机突变

高错误倾向 PCR以及基因重组产生的随机突

变并没有充分模拟自然进化过程中的全部变异类

型,基于 DNA片段长度改变的基因突变方法也成

为蛋白质定向进化技术的重要补充。

4�1 � DNA片段的随机重复与缺失
荷兰 Pikkemaat 等

[ 12]
报道了一种产生 DNA片

段随机缺失与重复的方法,它利用质粒为载体, 同

一基因的 3!�端和 5!�端分别用核酸外切酶 BAL�31
渐进式切割, 随后将两组随机长度 DNA 片段进行

连接,在连接点上产生了 DNA片段的重复或缺失。

该方法可以在基因全长范围内随机产生重复或缺

失,通过调整切割程度, 还可以理性地控制变异区

段的大小和位点。

4�2 � 随机插入�缺失突变
随机插入�缺失突变 ( random insertion�deletion

mutagenesis, RID)的步骤是,先将目的基因环化并降

解为单链, 用 Ce( IV)�EDTA 随机切开成线性单链
DNA,并在其一端连接准备插入的 DNA片段, PCR

扩增后再经环化、酶切等操作, 获取突变库
[ 13]
。该

方法独特的地方是, 删除位点随机, 且外源 DNA片

段插入位点和删除位点相同, 插入和删除片段大小

可以控制。通过酶切位点特异性, 还可以对特定部

位进行突变,非常适合小范围变异的产生。

上述几类随机突变技术在方法、应用上各有独

特之处,为便于比较,将它们的区别列于表 2。

表 2 � 几类随机突变技术的比较

突变技术 原理及主要技术 突变类型 特点 应用

高错误倾

向 PCR

PCR 过程中的碱基错

配, 使用低保真 DNA

聚合酶

点突变 操作简单,由单个基因创建低水

平高丰度基因文库

应用范围最广,可用于单一起始亲本基因的进化,还可

与其他进化技术很好地配合使用

DNA洗牌 随机切割,同源序列重

组,无引物 PCR

缺失、重复、颠

倒、重组等多种

形式

操作比较简单,由多个同源基因

重组创建突变库,良性突变比例

较高

适合对高同源性的同家族、同功能蛋白质改造,还可以

对由高错误倾向 PCR得到的一组良性克隆进行新一

轮进化和筛选

非同源重

组

核酸外切酶渐进切割,

嵌合引物扩增 DNA 片

段,无引物 PCR

缺失、重复、颠

倒、重组、移码

等多种形式

突破 DNA 洗牌高同源性限制,

产生更多交叉重组,但容易产生

移码突变,降低文库活性

适于基因序列非同源或低同源性的蛋白质改造,应用

嵌合引物可以融入更多理性设计

DNA 长度

改变

核酸外切酶渐进切割,

应用限制性内切酶和

DNA连接酶

特定片段的插

入、缺失、重复

在基因局部产生变异,可以控制

变异方式和水平

适用于基因序列和蛋白质空间结构有一定了解的蛋白

质改造

5 � 突变库的分析及构建策略

5�1 � DNA洗牌文库与随机点突变文库
DNA洗牌文库分析以及数学模型的建立对控

制反应条件和预测重组结果具有重要意义。Joern

等
[ 14]
用探针杂交分析方法对 DNA洗牌文库每个基

因平均含有的交叉点数量、文库对亲本基因的偏爱

性以及交叉点产生的位置偏爱性进行了分析和实

验证实。目前更为完善的热动力学数学模型可以

追踪全部 DNA片段在整个 DNA 洗牌循环中的状

态,预测所有反应条件对 DNA洗牌过程的影响
[ 15]
。

实验结果与模拟分析表明, DNA 洗牌的反应条件

对突变库的特性有显著的影响(见表 3)。

高错误倾向 PCR得到的随机点突变库的适合

度和丰度由引入错配碱基数量的多少来调节, 温和

的突变产生高适合度、低丰度的文库,剧烈的突变

产生低适合度、高丰度的文库。大多数点突变带来

中性和有害突变,只有少数点突变产生有益的基因

克隆,但随机点突变库突变位点范围广泛,具有产

生更多新颖克隆的潜力。

DNA洗牌文库具有很强的继承性, 其活性特

征围绕在亲本基因周围; 而随机点突变库的特征是
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表 3 � DNA洗牌反应条件对突变库的影响

影响因素 交叉点数量 文库平均适合度 文库丰度 其它说明

亲本数量增加 增加 降低 增高 亲本数量的增加使获得个别高适合度克隆的潜力增强

亲本同源性提高 增加 提高 降低 交叉点偏好发生于高同源区段两侧,亲本同源性降低大大提高文库亲

本基因的偏好性

平均 DNA 片段

长度减小

增加 降低 增高 过小的 DNA 片段要求较低的退火温度,引起非同源错配,产生混乱的

基因文库

退火温度降低 增加 降低 增高 过低的退火温度引起 DNA片段的非同源重组,迅速降低文库适合度

没有方向性。两种文库对同一基因的两个独立活

性的适合度典型分布如图 1所示,图中实线圈代表

基因初始活性范围, 虚线圈代表活性 A 和 B都得

到提高的活性范围
[ 16]
。如果对蛋白质多个特性同

时进行筛选, DNA 洗牌文库的潜力明显高于随机

点突变库。

图1 � DNA洗牌文库和随机点突变文库对两个独立活性适合度的典型分布图

5�2 � 突变库构建策略
在实际应用中, 希望得到中等适合度和丰度的

突变库,适合度与丰度相平衡, 适合度与蛋白质筛

选通量相匹配。虽然不同的蛋白质有不同的要求,

但一般来说,随机点突变控制突变频率在每个序列

2~ 3个碱基或 1个氨基酸残基变异的水平, 可以

获得适当活性的基因文库
[ 17]

; DNA 洗牌文库则可

以依据实践经验和数学模型控制反应条件得到适

当的突变频率。

由单一亲本基因起始进行定向进化的典型策

略有两种,一种是运用随机点突变技术构建起始基

因文库, 选择最好的克隆进入下一轮随机点突

变
[ 18]

; 另一种是运用随机点突变技术构建起始基

因文库后,选择适合度高于某一域值的所有良性克

隆,以此为亲本构建 DNA洗牌文库。前者构建的

突变库大部分克隆适合度低于亲本基因,需要高通

量筛选方法予以配合,定量筛选最好克隆也需较大

工作量,同时有害突变容易积累。后者则可以在起

始突变库的基础上, 将多数良性克隆并行向前进

化,避免丢掉局部的良性突变, 同时快速消除有害

突变,积累有益突变。

对于多个原始亲本如蛋白质家族的定向进化,

可以应用家族 DNA洗牌方法构建突变库
[ 19]
。DNA

洗牌最终获得高适合度克隆后, 可采用回交的策

略,将其与某一原始亲本基因再进行一次 DNA洗

牌, 消除无贡献突变和影响其它特性的有害

突变
[20]
。

5�3 � 突变库构建中的理性设计
蛋白质理性设计与定向进化有着本质的区别,

但两者的结合似乎有着更强大的威力
[ 21]
。随着晶

体X射线衍射及核磁共振技术的发展, 结合计算

机辅助设计,人们已有相当的能力对蛋白质进行理

性改造,理性设计的思想也逐渐融入蛋白质的定向

进化之中。

建立非同源重组基因文库多数是以蛋白质结

构同源为依据的, 需要依靠更多的理性设计为指

导。如外显子洗牌技术, 可以通过对参与洗牌的外

显子进行理性筛选、对嵌合引物进行理性设计等,

控制突变库的特性
[ 1]
。一些高丰度、低水平突变库

的筛选会受到相应筛选技术通量的限制,通过对蛋

白质结构的理性思考和计算, 可以区分有利于进化

的可能位点,有目的地进行突变, 从而大大降低文

库丰度,减轻筛选工作量
[22]
。

总之,构建突变库的方法多种多样、各有特点,
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在实际应用中需要根据具体问题因地制宜地加以

选择和灵活应用。蛋白质体外定向进化的另一重

要环节 � � � 高通量文库筛选技术也在不断改进,尤

其是体外无细胞翻译系统的发展和应用更推动了

蛋白质体外定向进化技术的快速发展。蛋白质体

外定向进化技术已成功地应用于酶活力的提高、药

物蛋白特性的改进、新代谢途径的获取等众多领

域,它把人类的智慧融入蛋白质世界的进化和发展

之中,必将创造出更多的新颖蛋白质造福于人类。
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Comparison of Several Directed Evolution Techniques and

Strategy of Library Construction

Jia Xiangdong � Chen Defu � Chen Xiwen � Guo Shaoying
( Department of Biochemistry and Molecular Biology Nankai University � Tianjin � 300071)

Abstract � The directed evolution has been applied successfully in the field of protein engineering. Its key

technique through constructing gene library by random mutation has recently become a focus in the directed evolution

area. we summarized the principle of directed evolut ion and introduced several random mutation techniques and

classified them according to their mutation principles. Characteristics of mutant libraries were compared and strategy of

library construct ion was also discussed.

Key words � Directed evolut ion � Random mutant library � Base mismatch � DNA recombination
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