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微生物酶的分子改性和人工进化的研究进展

王正祥 刘吉泉 诸葛健
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摘 要 运用分子生物学技术对微生物来源的酶进行分子改性和人工进化在过去几年中取得了令人瞩目的进展。

本文综述了用于酶分子改性和人工进化的主要分子生物学方法，如易错234技术、5+6体外随机拼接技术等及其
在酶的分子进化和改性中应用成就。
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微生物来源的酶已在大量工业过程中得到成功应用，通

常，工业应用的微生物酶制剂主要通过对微生物的分离培养

和筛选来获得。通过筛选还获得了能够在一些特殊工业过

程如高温、高盐、有毒介质、非水相等中应用的若干微生物

酶。由于在自然界中大量存在的微生物至今并未获得成功

的分离培养，因此，人类所发现的微生物来源的酶的种类和

数量是极其有限的。通过分子生物学技术改造现有酶（蛋白

质工程）或对未知微生物所产生的微生物的酶进行筛选将成

为微生物酶研制和开发的热点。

蛋白质工程技术包括通过对已知酶分子一级结构的改

变来创造新的蛋白质。蛋白质工程技术之所以得以实现，依

附于两大技术的发明，一是定点诱变技术，另一是蛋白质分

子的三维立体结构的计算机辅助分析。但这一技术一般仅

适用于对那些结构已被解析的蛋白质家族的蛋白质，并且由

于对蛋白质一级结构的改变，往往同时带来对靶酶的结构和

功能的负面影响。事实上，通过不同方法对酶分子的修饰所

导致的特定区域氨基酸残基组成的改变而导致的蛋白质构

象改变往往不能通过计算机辅助分析进行预测。酶分子编

码基因的随机拼接技术（5+6:;<==)>?@）以及运用分子生物
学技术对未知微生物的酶基因的克隆和筛选已为新酶的发

现带来新的机遇和新的途径。

! 真核细胞通过外显子随机拼接获得蛋白质进化

与原核细胞基因不同，真核细胞基因中含有大量的内含

子，一个基因的编码序列往往被大量内含子分隔开。真核细

胞通过对转录产物A4+6的剪切和拼接过程将内含子切
除。编码序列（外显子）通过拼接成为一完整的编码序列，即

成熟A4+6。在大多数基因中，一个外显子通常编码某个蛋
白质的某一功能区。因此，通过内含子间的重组过程有可能

将相互独立的不同外显子拼接入某个基因中并形成全新的

蛋白质，从而导致蛋白质分子的快速进化。若干大分子的进

化过程已证实了这一点，如血凝蛋白的分子进化、人类主要

组织相容性抗原系统的多样性、免疫球蛋白超家族及其多样

性等。因此，通过模拟真核细胞中5+6随机拼接这一蛋白
质进化过程便有可能创造新的酶分子。

" 酶分子改性和人工进化的常用技术

"#! 通过基因嵌合获得改性的嵌合酶（融合酶）
通过对一蛋白质家族的氨基酸组成序列进行比较，不难

发现特定氨基酸残基或某一肽链区为不同蛋白质功能所必

需。通过对其基因的突变可以证实对某一蛋白质不同的结

构0功能区的序列组合的预测，通过对这些功能区的交换而
形成的嵌合基因是确定某一特定结构0功能区的有效方法之
一。当然，嵌合酶技术多可用于创造具有新功能的改性的

酶。乙酰乙酰载运蛋白去饱和酶能够在特定链长的脂肪酸

的特定位点上引入双键。植物油中之所以含有高比例的高

不饱和脂肪酸，主要是因为其含有一组具有不同底物特异性

的乙酰乙酰载运蛋白去饱和酶。通过基因嵌合技术已确定

了多个决定底物特异性的乙酰乙酰载运蛋白去不饱和酶的

功能区和结构基础［!］。同样，运用基因嵌合技术已确定了

3&%)4(5($+&6&%)4(+,0+,#1%$%&BCD%D和.)*7"(,4%*#+0%6+0#8
+EF1%%的二苯双氧酶的底物特异性功能区并组建具有更
宽底物特异性的嵌合酶［$］。有趣的是，3&%)4(5($+&6)/#4+
的92,G和$+"H基因编码的儿茶酚$，#0双加氧酶在氨基酸
组成和序列上具有81I的同源性，通过基因嵌合技术获得
的儿茶酚$，#0双氧酶不但具有与原酶相同的催化活性和特
异性，而且在高温下更稳定［#］。这一结果显示，通过基因嵌

合技术还可以对酶的其他生化性质进行改进。另外，人类重

要的#个糖蛋白激素;3J、CKH、;LKH皆由!亚单位和"亚
单位组成并且三者的氨基酸组成具有高度同源性但与J0蛋
白耦合受体结合时则显示完全不同的高度特异性。通过对

决定其受体结合特异性的!亚单位的30末端置换，含有;C0
KH这段区域的;3J嵌合蛋白显示出;CKH活性［1］。由此
可以看出，通过用相关蛋白的特定区域替换某一蛋白的特定

区域的蛋白质人工进化的巨大潜力。通过相关蛋白质分子

的氨基酸序列的随机拼接有可能成为创造具有崭新活性的



蛋白质的一项极有效的技术。

!"! 用易错#$%技术进行随机突变获得蛋白质人工进化
酶分子改性的另一项实用技术是通过向相应编码基因

的!"#分子中随机引入碱基，再经筛选获得所需的突变株。
这一技术所依附的实验技术是易错多聚酶链反应，通过易错

$%&可以获得蛋白质分子的随机突变体。
枯草芽孢杆菌蛋白酶’是一类丝氨酸蛋白酶，除具有

典型的蛋白酶活性外，在有机溶剂中还具有催化肽键形成的

催化活性。运用易错$%&技术获得了一个枯草芽孢杆菌蛋
白酶’突变体，其氨基酸组成中有()个氨基酸残基被替换，
在有机溶剂中催化肽键形成的催化活性提高(*)倍以上。
需要指出的是，此法在进行相应基因的体外突变时，往往出

现有益突变远较有害突变少，如此，一个基因突变体中如出

现大量有害突变和少量有益突变，则一般仅能形成无活性酶

分子；同样，如果突变位点过少，则野生型序列在整个体系中

占绝对优势，此将不利于后续的筛选和鉴定工作［*］。易错

$%&技术由+,-./等发明，改变反应体系中的 0/12和

3"4$5浓度便可有效地控制这一技术所引导的点突变
率［6］。

上述方法的局限性是显而易见的。因此，根据外显子随

机拼接、基因嵌合及易错$%&的通用原理建立起来的!"#
随机拼接技术（!"#57-889:./）［;］将使酶分子体外人工进化
更为快捷和便利。

!"& ’()体外随机拼接技术
根据分子生物学的基本原理可知，!"#分子是由两条

互补的双链组成，!"#合成时需要在*<端有一互补的引物，
才能引导!"#复制。在$%&技术中，这一引物经人工设计
与合成。通过获得的特定引物，经$%&后可对经引物限定
的一段!"#序列进行体外扩增。!"#体外随机拼接技术
依赖$%&，又不完全等同于传统的$%&技术，所以，!"#体
外随机拼接又称为有性$%&。此法的一般过程为：将一组
不同来源的基因!"#或来自同一基因的具有不同突变部位
的突变体!"#用!"#酶=进行随机切割，形成较小的

!"#片段以获得!"#分子的随机切割片段混合体，以此混
合体在不加引物的情况下直接进行$%&。!"#酶=切割的

!"#片段通过相互间的同源性进行随机互补并以此为引
物，经$%&扩增，获得!"#分子的复制，由此获得大量

!"#不同区域间的随机重新组合的新!"#突变体，完成这
一$%&随机扩增后，再加入特定引物进行最后的$%&扩
增，便可获得全长基因的$%&产物。将$%&产物在一定寄
主细胞中表达并筛选出希望突变体，如此进行多次循环［;］。

!>内酰胺酶是一种水解头孢类抗生素的微生物酶，

?@,AA,B［C，D］等运用!"#体外随机拼接技术对!>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!"#序列用于下次循环。经过E次循环获得一个赋予宿
主细胞对头孢霉素抗性性能提高(6)))倍的突变体。为了
减少非必需突变，将野生型!"#和突变体!"#混合进行

!"#体外随机拼接（形象地称之为“回交”$%&）循环，使突
变体中减少了F个沉默突变并获得1个新的突变体。同样，
这一技术已在改进鲸鱼绿色荧光蛋白的荧光信号强度中获

得理想结果，荧光信号强度提高了F*倍。此外，通过此技术

将!>半乳糖苷酶的G>硝基苯岩藻糖苷酶的活性提高了6)
倍。

通过!"#体外随机拼接技术还可将来自于不同序列
的、相互独立的、更为优良的性能组合到一个新的酶分子中。

这一技术已成功地将枯草芽孢杆菌蛋白酶对特定底物的专

一和对过氧化氢稳定的性能组合到一个新突变酶分子中。

& 微生物酶分子的人工进化

&"* 热稳定性的人工进化
在一般工业过程中，高温可以提高底物的溶解度，降低

反应基质的粘度，减少微生物污染以及提高伴随发生的非酶

促反应的速率。因此，在微生物酶分子的改性和人工进化研

究中，大量的研究目标是提高酶分子的热稳定性。一般而

言，单一位点上的有益突变可以将酶分子的解链温度（!A）
提高("1H。$I-BJ等通过随机突变，向4F噬菌体溶菌酶
中引入了((个点突变使其热稳定性提高)KC"(KFH［()］。

LJB-M:等则在对大肠杆菌核酸酶L(的研究中发现，引入;
个点突变后，其!A提高FK1H，同时发现，对某一氨基酸残
基进行点突变后，!A提高了;KCH

［((］。同样，NOP,@等通过
随机突变将#>淀粉酶的!A提高了((H，在D)H下的半衰
期提高了近()倍［(1］。进一步对其氨基酸残基组成和顺序
进行分析发现，改性的#>淀粉酶中仅发生一个氨基酸残基的
改变。在赋予卡那霉素抗性的卡那霉素核苷转移酶中引入

1个点突变，则其!A提高了(*H。

&"! 适应人工环境的酶分子热稳定性或活性的人工进化
有机溶剂的使用可提高某些底物的溶解性或者增加底

物间的相互反应速率。但在自然界存在的酶分子，通常在有

机溶剂和水>有机混合溶液中失去原有的催化活性。提高随
机突变和筛选从枯草芽孢杆菌蛋白酶’获得的一个突变株
能够在6)Q二甲基甲酰胺溶液中保持与在水溶液中相等的
酶活；同样，通过随机突变和基因重组将G>硝基苯酯酶在

E)Q二甲基甲酰胺水溶液中的酶活提高了())倍以
上［(E，(F］。某些酶在较低温度下保持较高的酶活同样为若干

应用过程所必需。RJ.O等通过人工进化方法从嗜中温枯草
芽孢杆菌蛋白酶S$"<在()H时的酶活提高()Q，在(H时
的酶活提高E)Q，而更高温度下的酶活保持不变［(*］。
在洗涤剂用酶的研究和应用中，改变和消除酶活性和稳

定性对金属离子的依赖性也极为重要，因为，几乎所有洗涤

剂中都含有金属螯合剂。用于洗涤剂中的蛋白酶一般皆需

要金属离子来维持其活性和稳定性。SBPJ.等首先将枯草
芽孢杆菌蛋白酶的钙离子结合区进行缺换突变，产生了高度

不稳定的枯草芽孢杆菌蛋白酶突变体，再随机引入()个氨
基酸残基到这一钙离子结合区获得新的突变体，在低浓度游

离钙离子溶液中的酶活半衰期提高(1K*倍，进一步进行随
机突变和筛选，获得更为稳定的非钙离子依赖性枯草芽孢杆

菌蛋白酶突变体。钙离子依赖性在#>淀粉酶和糖化酶的活
力和稳定性维持中也同样存在。运用人工进化方法已成功

地将糖化酶的酶活和稳定性维持的钙离子依赖性消除并已

成功地开发出商业用酶。

&"& 底物特异性和通过对新底物催化活性的人工进化
在这类酶分子人工进化研究中，通过突变降低酶分子的
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!!值一般皆可有效地提高酶的催化效率。"#$%&和

’()*+()$在研究中得到一个"#$%&#’()*%+,$-+%.+蛋白酶’的
突变体，其针对,-结合位点上带有蛋氨酸的多肽的活性明
显提高而其催化常数不变［-.］。在对/0123多聚酶向

423多聚酶活性的人工进化研究中发现了相似的结果。同
样，在改变腺苷酸环化酶的一级底物活性的研究中得到鸟苷

酸环化酶活性提高567倍的突变体，而原有的腺苷酸环化酶
的活性仅存58；在同一研究中还获得既保持原腺苷酸环化
酶活力不变，又使鸟苷酸环化酶活力提高9倍的突变体，由
此拓宽了酶的底物范围。:%;<*等运用423体外随机拼接
技术对大肠杆菌!=半乳糖苷酶的底物特异性进行人工进化，
经过0个循环，获得更高果糖底物特异性酶活。进一步研究
发现，突变体酶分子中的.个氨基酸残基被置换，其中9个
位于底物结合口的功能区9内，另外9个则既不位于底物结
合口也不位于酶活中心［-0］。

!"# 对映体立体选择性的人工进化
转氨酶已被成功用于从前体酮基化合物生产手性胺类

化合物。转氨酶也用于拆分含有不正确的立体化学性质的

胺的消旋胺混合物。>;?@%;!和’(AB<对一个催化!=四酮
转变成胺的转氨酶进行人工进化，从-CCCC个克隆中筛选获
得-C个突变体，其对映体选择性从.78提高到DC8以
上［-E］。

# 结束语

通过随机引入点突变到某一423分子中的传统方法有
化学诱变法、物理诱变法、致突变宿主细胞法、有毒核苷酸掺

入法等，这些方法在特定情况下仍然是一些有用的技术。对

于那些酶分子的三级结构已经比较清楚，通过寡核苷酸盒

,F1技术对特定区域的核苷酸序列进行定点突变和一段序
列的置换也是极有效的方法，如蛋白酶的抗氧性能就是通过

这一方法获得改性的。然而，所有这些人工进化方法都离不

开对某一酶分子编码基因423的获得。因此，通过分子生
物学技术对那些尚不能进行人工分离培养或尚未被人类所

认识的、但在自然界中确实存在的微生物酶基因的直接筛选

和克隆同样是十分重要和诱人的［-D，GC］。
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