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摘要 � 酶工程的研究已经发展到分子水平,在体外通过基因工程、化学、物理等手段改造酶分子

结构与功能,大幅提高了酶分子的进化效率和催化效率,生产有价值的非天然酶。对酶工程学若

干�热点 和前沿课题的研究、应用进行了概述, 分析了国际上酶工程研究及应用技术、手段、方

法,包括体外分子进化、核酶和抗体酶的设计、酶分子的定向固定化技术、酶蛋白分子的化学修

饰、融合酶、人工合成及模拟酶等技术,并展望了酶工程的技术进步和应用的新进展。
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� � 酶,一大类以蛋白质为主体的生物催化剂, 具

有在常温常压和近中性 pH 等温和条件下,高效率

地进行区域或对映体选择性催化的特点。迄今,从

生物界已发现和定性了近 3000种酶, 分属氧化还

原、转移、水解、裂合、异构、连接六大酶类, 对许多

酶的纯化、结构、功能、动力学性质获得了深入了

解。随着对其不断深入的认识和社会发展的实际

需求,酶的应用范围已遍及食品工业、农业、医药卫

生行业、环保、能源开发和生命科学等各个方面。

但在粗放的工业条件下, 例如高温、高压、重金属离

子、氧化剂、极端 pH 等, 天然酶常常会遭到破坏,

从而使酶的生产和使用受到极大限制。目前工业

上直接利用酶制剂时还存在一些缺点, 如稳定性

差、使用效率低,不能在有机溶剂中使用,寿命不长

等,造成了使用酶的成本升高。近年来, 特别是随

着蛋白质工程的 ( protein engineering )应用, 即把分

子生物学、结构生物学、计算生物化学结合起来,根

据蛋白质结构与功能关系的知识, 经过计算机辅助

的分子设计,按照人类的需要, 产生性能优良的酶

分子,本文根据国际酶工程研究和国内外酶工程产

业的现状、发展趋势, 结合现今国际上相关的工作

进展,从酶分子设计改造、人工合成与工程应用的

角度, 进行分析、总结、展望,旨在为酶工程的研究

及应用提供一些技术思路、模式和策略。

1 � 酶分子的定向改造和进化

酶分子设计可以采用定点突变 ( sited directed

muta genesis ) 和体外分子定向 进化 ( in vitro

molecular directed evolution)两种方式对天然酶分子

进行改造
[ 1]
。定点突变需要知道酶蛋白的一级结

构及编码序列,并根据蛋白质空间结构知识来设计

突变位点。体外定向进化是近几年新兴起来的一

种蛋白质改造新策略,它可以在尚不知道蛋白质的

空间结构,或者根据现有的蛋白质结构知识尚不能

进行有效的定点突变时, 借鉴实验室手段在体外模

拟自然进化的过程 (随机突变、重组和选择) ,使基

因发生大量变异, 并定向选择出所需性质或功能,

从而使几百万年的自然进化过程在短期内得以

实现。

1�1 � 定点突变
定点突变技术可以随心所欲地在已知 DNA序

列中取代、插入或缺失一定长度的核苷酸片段。该

方法与使用化学因素、自然因素导致突变的方法相

比, 具有突变率高、简单易行、重复性好的特点。

图 1为 overlap extension PCR介导定点突变的基本过

程,其中 C和 D是相互匹配、并含有特定突变点的

一对引物。利用定点突变技术对天然酶蛋白的催

化性质、底物特异性和热稳定性等进行改造已有很

多成功的实例
[ 2~ 6]

,酶性质随着经定点突变而改变

如表 1所示 ,然而, 定点突变技术只能对天然酶蛋

白中少数的氨基酸残基进行替换, 酶蛋白的高级结

构基本维持不变, 因而对酶功能的改造较为有限。
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同时,由于已有的结构与功能相互关系的信息远远

不能满足当今人们对蛋白质新功能的要求, 因此目

前采用体外分子定向进化的方法来改造酶蛋白的

研究越来越多, 并已在短短几年内取得了令人瞩目

的成就。

图 1� overlap extension PCR介导定点突变

表 1 � 酶性质随着定点突变而改变

Table 1 � Enzyme characteristic change following by

sited directed muta genesis

酶

修饰

修饰部位
原氨基酸残基-

新氨基酸残基

酶性质的改变

酪氨酰�TRNA合成酶 51 苏!丙
对底物ATP

的新合力

51 苏!脯 提高 100倍

��内酰胺酶 70~ 71 丝,苏!苏,丝 完全失活

70~ 71 苏,丝!丝,丝 恢复活性

二氢叶酸还原酶 27 天冬!天胺
活性降低为正

常酶的 0�1%

1�2 � DNA shuffling
DNA shuffling 方法不仅可以对从随机突变文

库中筛选出来一组突变基因人为进化, 还可以将具

有结构同源性的几种基因进行体外重组,共同进化

出一种新的蛋白质。DNA shuffling 的基本过程如

图2所示。通过这种方法产生的多样性文库, 可以

有效积累有益突变, 排除有害突变和中性突变, 同

时也可实现目的蛋白质多种特性的共进化
[ 7~ 11]

。

��酰胺酶是一种水解头孢类抗生素的微生物酶。
Stemmer等运用 DNA shuffling 对 ��内酰胺酶进行了
体外分子进化。经过 3轮 DNA shuffling 循环,获得

了一个赋予宿主细胞对头孢霉素抗性性能提高

16 000倍的突变体。近年来, 在 DNA shuffling 的基

础上又延伸出了以下新技术:

图 2� DNA shuffling 介导的随机突变

Fig. 2� DNA shuffing procedure

( 1) Family shuffling 当DNA shuffling用来重组一

系列进化上相关的基因时,就称为 Family shuffling。

一个突出的例子是, 当将 4种头孢菌素酶基因进行

Family shuffling 时, 酶活最高可增加 540倍, 而单基

因 shuffling 只增加 8倍。

(2) STEP ( staggered extension process)重组
[ 12]
。

STEP 重组是一种简化的 DNA shuffling 方法。它不

是由短片段组装全长基因, 而是在 PCR反应中,将

含不同点突变的模板混合,随之进行多轮变性、短

暂复性及延伸反应, 在每一轮中, 那些部分延伸的

片段可以随机地杂交到含不同突变的模板上继续

延伸,由于模板转换而实现不同模板间的重组, 如

此重复直至获得全长基因片段。

(3)随机引物体外重组( random priming in vitro

recombination RPIR)
[ 13]
。RPIR法是用一套随机序列

引物,产生互补于模板不同位点的短 DNA 片段库

(由于碱基错配,这些短 DNA片段含有少量的点突

变) , 然后进行类似于 DNA改组的全长基因装配反

应,获得突变文库。RPR法的特点是可用单链DNA

或mRNA作模板, 不受模板长度限制,无序列偏爱

性等。

( 4 ) 临 时 模 板 随 机 嵌 合 生 长 ( random

chimeragenesis on transient templates, RACHITT )
[ 14]
。
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RACHITT 技术是与 DNA shuffling 概念上明显不同

的、改进的基因家族改组技术。它不包括热循环、

链转移或交错延伸反应, 而是将随机切割的基因片

段杂交到一个临时 DNA模板上进行排序、修剪、空

隙填补和连接的过程。其中的悬垂切割步骤可使

比DNase 消化片段更短的短片段得以重组, 明显提

高重组的频率和密度。

2 � 核酶和抗体酶的设计

2�1 � 核酶的设计
不但 RNA分子具有催化功能, 包括近年发现

的某些 DNA 分子也具有催化功能, 将其统称为核

酶 ( ribozyme) ,进一步的研究发现核酶的一种多功

能的生物催化剂,不仅可以作用于 RNA和 DNA,而

且还可以作用于多糖、氨基酸酯等底物, 核酶还可

以同时具用信使编码功能和催化功能, 实现遗传信

息的复制、转录和翻译,是生命化过程中最简单、最

经济、最原始的、催化核酸自身复制和加工的方式。

可以根据核酶核酸序列的高度特异性, 通过生化或

基因技术人工设计合成催化其自我切割和断裂的

核酸组成 ,根据病毒基因的全部序列,设计并合成

出防治有这些病毒引起的人、畜和植物病毒病的核

酶,如能够防治流感、肝炎、艾滋病和烟草花叶病

等,核酶也可以用来治疗某些遗传病和癌病, 还可

以用作研究核酸图谱和基因表达的工具
[15]
。

2�2 � 抗体酶的设计
利用抗原抗体相互作用的原理来模拟酶的催

化作用,以一些底物过渡态中间物的类似物作为半

抗原,诱导合成与其构象互补的相应的抗体, 从而

得到能够催化上述物质进行活性反应的酶。人们

将这种具有催化活性的抗体称为抗体酶 ( abzyme)

又称催化抗体 ( catalytic antibody)。抗体酶在本质

上是免疫球蛋白,不同的是在其易变区人工赋予了

酶的催化活性, 抗体是目前已知的最大的多样性体

系,有极高的亲和力, 与抗原结合的结合部位和酶

的结合部位相似,但无催化活性。制备抗体酶的方

法主要有诱导法、拷贝法、插入法、化学修饰法和基

因工程法。抗体酶的催化效率远比模拟酶高。从

原理上讲,只要能找到合适的过渡态类似物, 几乎

可以为任何化学反应提供全新的蛋白质催化剂

∀ ∀ ∀ 抗体酶,这为人工合成酶和模拟酶开创了一条

崭新的途径,目前抗体酶催化合成反应、交换反应、

闭环反应、异构化反应、氧化还原反应等。此外,与

模拟酶相比,抗体酶已经用于酶作用机理的研究,

手性药物的合成和拆分, 抗癌药物的制备。目前人

们正致力于进一步提高抗体酶的催化效率, 期望在

深入了解酶的作用机理, 以及抗体和酶的结构和功

能的基础上,能够真正按照人们的意愿,构建出具

有特定催化活性和专一性的、催化效率高的、能满

足各种用途需要的抗体酶。

3 � 酶分子的定向固定化技术

固定化酶因其优越性而在药物生产、临床诊

断、发酵及食品工程、分析生物技术等领域应用十

分广泛。但是, 在大多数情况下,酶固定化以后由

于酶蛋白通过几种氨基酸残基在固定化载体上的

附着( attachment)造成活性部分或全部失去, 引起了

固定化酶蛋白无序的定向和结构变形的增加

(图 3a)。现在的新技术已经寻找到几条不同的途

径应用于酶蛋白的固定化,使酶蛋白能够以有序方

式附着在载体的表面,实现酶的定向固定化而使酶

活性的损失降低到最小程度(图 3b) , 涉及的定向

固定化方法有如下几种: ( 1)借助化学方法的位点

专一性固定化; ( 2)磷蛋白的位点专一性固定化;

( 3)糖蛋白的位点专一性固定化; ( 4)抗体(免疫球

蛋白)的位点专一固定化。

此外,融合蛋白技术的发展也为酶固定空间取

向的控制提供了新的方法。FMN: NAD( P) H 氧化

还原酶( FMN: NAD( P) H oxidoreductase)和荧光素酶

( luciferase)是催化细菌生物发光的两种酶。Min

等
[ 16]
将生物素羧化载体蛋白 ( biotin carboxy carrier

protein, BCCP) 分别融合在荧光素酶和 FMN: NAD

(P) H氧化还原酶的N 末端,通过生物素( biotin)和

亲和素 ( avidin)的相互作用,将这两个体内生物素

化的融合蛋白定向固定在亲和素包被的琼脂糖颗

粒上,在低酶和高 NADH 浓度的条件下,定向共固

定酶的生物发光能力是游离酶的 8倍, 其稳定性也

大大提高。Hengsakul等
[ 17]
在大肠杆菌碱性磷酸酶

的 C末端融合了一个含有 10个氨基酸的短肽 ∀ ∀ ∀
链霉结合肽( streptag) ,获得 EAP streptag 融合蛋白。

通过链霉结合肽和链霉亲和素( streptavidin)的特异

结合,使酶分子按一定的空间取向固定在链霉亲和

素包被的羧甲基葡聚糖( carboxymethylated dextran,

CMD)上。为最大限度地保持固定化酶的活性构

型,还可以通过基因操纵, 在链霉结合肽与酶分子

之间插入一小段亲水肽作为连接臂( linker) , 以增
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加酶分子与载体间的距离, 减少空间位阻。固定

后,该融合蛋白的回收活力是不加连接臂同样酶蛋

白的 8�4倍。这种酶固定过程中空间取向的控制
是制备高质量固定化酶的前提

[ 18]
, 还具有以下一

些优点: ( 1)每一个酶蛋白分子通过其一个特定的

位点以可重复的方式进行固定化; ( 2)蛋白质的定

向固定化技术有利于进一步研究蛋白质结构; ( 3)

这种固定化技术可以借助一个与酶蛋白的酶活性

无关或影响很小的氨基酸来实现。这种有序的、定

向固定技术在生物芯片、生物传感器、生物反应器、

临床诊断、药物设计等方面都有应用。

图 3� 酶蛋白的固定化

Fig. 3� Enzyme immobilization
a:无序固定化; b:定向固定化

4 � 酶分子的化学修饰

在应用过程中,有时会因酶的稳定性差、活力

不够理想及具有抗原性等缺点而使其应用受到一

定的限制,为此常需对酶进行适当再修饰加工, 以

改善酶的性能。酶的修饰可分为化学修饰和选择

性遗传修饰两类,遗传修饰已在上文定点突变中有

详细的叙述。对自然酶的化学结构进行修饰以改

善酶的性能的方法很多。例如, ��淀粉酶一般有
Ca

2+
、Mg

2+
、Zn

2+
等金属离子, 属于杂离子型, 若通

过离子置换法将其他离子都换成 Ca
2+

, 则酶的活

性提高3倍,稳定性也大大增加;胰凝乳蛋白酶与

水溶性大分子化合物右旋糖酐结合,酶的空间结构

发生某些细微改变, 使其催化活力提高 4倍; 还有

对抗白血病药物 ∀ ∀ ∀ 天冬酰胺酶的游离氨基进行

修饰后, 该酶在血浆中的稳定性也得到很大的

提高。

5 � 构建具有双催化活性的融合酶

生化反应常常需要多酶顺序催化来进行, 称为

顺序酶反应( sequence enzyme reaction)。大量的研

究表明,通过基因融合构建具有双酶活力的融合蛋

白,可有效提高顺序酶反应的总转化效率
[ 19]
。D�

氨基酸的合成需要 D�乙内酰脲酶 ( D�hydantoinase,
HYD)和 N�氨甲酰酶 ( N�carbamylase, CAB)的顺序

催化作用, 是顺序酶反应的典型应用。Kim等
[20]
将

两种不同来源的D�乙内酰脲酶分别与N�氨甲酰酶
融合,构建 CAB�HYD和 CAB�HYD1两种融合蛋白。

CAB�HYD和 CAB�HYD1都同时具有 D�乙内酰脲酶
和N�氨甲酰酶活力, 但 CAB�HYD1 的性能优于

CAB�HYD。与原多酶反应相比,两融合酶具有更高

的将乙内酰脲衍生物转化成相应氨基酸的能力。

一般情况下融合酶蛋白保留单酶的原本活力, 且与

游离酶具有相似的催化动力学性质。在生物传感

器中已成功地得到应用。

6 � 人工合成酶( synzymes)

通常,将人工合成的具有类似酶活性的蛋白或

高聚物称之为人工合成酶, 概括起来包括以下两

大类:

6�1 � 人工设计合成酶蛋白
该方法关键在于找到组建蛋白质结构的方法,

获得自然界原先并不存在的、具有全新结构和功能

的酶蛋白。全新设计的过程大致如图 4所示: 在确

定设计目标后, 先根据一定规则产生初始序列, 经

过结构预测和构建模型, 对序列进行初步的修改,

然后进行多肽合成, 再经结构检测,确定是否与原

定目标相符,并根据检测结果,指导进一步的设计。

通常,要完成一个蛋白质的全新设计,要经过反复

多次设计!合成 !检测 !再设计的过程。尽管目

前对蛋白质全新设计的理论基础, 即蛋白质折叠规

律的认识还不够深入,酶蛋白全新设计还处在探索

阶段,但是,其应用前景非常诱人, 值得深入探索和

研究。

6�2 � 高分子聚合物材料模拟酶
人工合成高分子聚合物材料可模拟酶的功能,

即人工合成酶。它在结构上必须具有 2个特殊部

位,即一个是底物结合位点,一个是催化位点, 而构

建底物结合位点比较容易,构建催化位点却比较困

难。如果在分子中设计一个一个反应过渡态的结

合位点,则该位点常常会同时具有结合位点和催化

位点的功能,从而提高催化效率。人工合成酶通常

也遵循Michaelis Menten方程。例如,高分子聚合物
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图 4� 蛋白质全新设计过程

Fig. 4� Procedure of protein design

聚4�乙烯基吡啶�烷化物等,具有糜蛋白酶的功能,

具有氧化还原酶、参与光合作用的酶和各种水解酶

等功能。近来, 国际上又发展起一种分子压印

( molecular imprint ing ) , 又称 为 生物 压印 ( bio�
imprinting)技术。该技术可以借助模板在高分子物

质上形成特异的识别位点和催化位点。目前, 此项

技术已经获得广泛的应用,例如分子压印的聚合物

可用作生物传感器的识别单元等模拟酶可用于催

化反应,抗体和受体结合位点的模拟物可用于识别

和检测系统。

表 2� 天然酶和人工合成酶催化连续氧化还原反应的比较

Table 2 � Comparison of nature enzyme and synzyme

天然酶 人工合成酶

转换频率(TOF, min) 100~ 2000 1~ 10

总转换数(TTN,对催化剂而言) 2# 107 5# 105

总转换数(对辅助因子而言) 6# 105 ∀

空间时间产量∃STY,kg�( L%d)& 0�05~ 0�5 0�5~ 1�0
对映体过剩( cc, % ) ∋99% 96%

溶剂 水 有机溶剂

底物范围 狭窄 宽广

� � 迄今为止, 天然酶的转换频率 ( turnover

frequency TOF)仍然高于人工合成酶。随着辅助因

子价格的降低和再生技术的改进, 天然酶的辅助因

子再生问题在某些情况下已经解决。而对人工合

成酶而言,通常并不存在辅助因子的再生问题, 但

是,辅助底物的成本可能成为问题。天然酶可以利

用非常廉价的氢源 (氢气、甲酸、葡萄糖等 ) ,而人

工合成酶常常要依靠更昂贵的氢源 (如甲硼烷

等)。人工合成酶的空间时间产率( space time yield,

STY) , 可以大大高于天然酶催化的反应。这一结

果的原因是,在膜反应器内,人工合成酶的�活性中

心 的浓度能够达到非常之高。这样就可以补偿了

转换频率低的缺点。至于对映体过剩 ( enantiomeric

excess) ,天然酶在大多数情况下,优于人工合成酶。

而在使用有机溶剂和各种各样底物方面,人工合成

酶要比天然酶优越得多, 表 2比较了人工合成酶与

天然酶在连续氧化还原反应系统中的反应能力

情况。

7 � 展 � 望

相对于其它各种功能蛋白质, 酶的结构与功能

研究还处于幼年期, 如何能够对酶蛋白实施分子改

造,使它们的性能得到改善,是具有挑战性的课题。

虽然分子酶工程学的进一步发展还要依赖于各种

酶分子结构生物学数据的完善以及蛋白质空间结

构预测和蛋白质结构和功能关系的深入研究, 然而

分子酶工程应用在生物技术领域尤其是生物分析

技术上有广阔的技术发展空间,包括酶试剂盒、酶

联免疫( ELISA)、酶标基因探针、酶传感器等, 已经

在临床诊断、生物工艺过程分析与监控、环境监测、

检疫、生命科学研究等方面逐渐取代传统的技术方

法,还有 20世纪 90年代建立的新构思 ∀ ∀ ∀ 应用代

谢工程,扩大宿主有机体的底物范围,使其在工业

过程中能够更经济地利用原材料等。相信随着基

因组、后基因组时代的到来和重组酶生产技术的开

发,特别是随着从极端环境微生物或不可培养微生

物获得新酶蛋白的开发, 将加速人类改造酶蛋白旧

功能和开发新功能的步伐、对于酶的应用必将产生

重大而深远的意义。
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Current Researches and Applications of the Molecular Enzyme Engineering
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Abstract � In vitro enzyme structure and function can be reconstructed in molecule level by means of genet ic

engineering as well as method of chemic and physics to improve enzyme efficiency and make valuable enzyme for

industry application. Recent researches together with development and application advances of the molecular enzyme

engineering are reviewed and discussed in this article including the technology of invitro molecular directed evolut ion,

designation of ribozyme, abzyme, enzyme sited immobilization, fusion enzyme and synzymes etc. Further more the

progress and application of enzyme engineering are also prospected.
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