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摘  要 : 文中介绍用于工业酶研究特别是用于指导酶工程的主要计算化学方法，包括分子力学力场和分子动力学

模拟、量子力学以及量子力学/分子力学结合模型、连续介质静电模型以及分子对接等。文中从以下两个角度分

别概要地介绍这些方法：一是方法本身的基本概念、原始计算结果、适用条件和优缺点等；二是通过计算得到有

价值的信息，指导突变体和突变库设计。 
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Abstract:  We review major computational chemistry techniques applied in industrial enzyme studies, especially approaches 
intended for guiding enzyme engineering. These include molecular mechanics force field and molecular dynamics simulation, 
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quantum mechanical and combined quantum mechanical/molecular mechanical approaches, electrostatic continuum models, 
molecular docking, etc. These approaches are essentially introduced from the following two angles for viewing: one is about 
the methods themselves, including the basic concepts, the primary computational results, and potential advantages and 
limitations; the other is about obtaining valuable information from the respective calculations to guide the design of mutants 
and mutant libraries. 

Keywords:  molecular mechanics, molecular dynamics, quantum mechanics/molecular mechanics, electrostatic continuum model, 
enzyme engineering 

酶的工业应用已有百年历史，酶催化具有高

效、高特异性和高选择性、环境友好等优点，在

食品、农业、医药、化工等不同行业广泛应用[1-2]。

由于工业应用环境远远不同于酶在自然界所处的

生命环境，天然酶的性质、催化功能等和其应用

环境通常不匹配，或者不是最优的。此时，需要

借助酶工程对酶的天然氨基酸序列进行改造，以

改进其性能[3]。最常用的酶工程策略是构建突变

库进行筛选，即实验室定向进化[4]。有效的定向

进化的必要前提之一是：相对于潜在有益突变体

在库中所占的比例而言，接受筛选的突变库的库

容 (即库中包含的突变体数) 要足够大。突变体

库的库容常常受到筛选方法、可用资源等客观条

件的限制。此时要解决的关键问题是如何提高突

变库中有效突变体的占比。对酶序列、结构与重

要特性的关系的深入了解，有助于发现突变热点，

限定突变范围，实现优质突变库设计。计算化学

方法是获取这方面认识的重要手段。有研究表明，

相对于随机突变库，基于计算设计的蛋白质突变

库可以将有效突变体占比提高多个数量级[5]。对

一些困难的酶工程或蛋白质工程课题而言，计算

可带来的大幅度改进可能足以决定课题的最终成

败，而不再仅仅局限于效率的提升。实际上，计

算化学、计算生物学方法已成功实现从头设计具

有天然酶不具备的催化功能的人工酶。由于本专

辑中已有其他综述专门讨论对氨基酸序列进行自

动优化设计的方法，本文将主要介绍对给定氨基

酸序列的酶进行模拟和分析的计算方法。当然，

研究者可以用这些方法分别研究野生型和突变

体，再对结果进行比较。 

长期以来，对蛋白质特别是酶的研究一直是

计算化学研究的重要前沿[6-8]。主要方法包括基于

经典分子力学力场的分子动力学模拟  (经典

MD)[9]、量子力学 (QM)[10]以及量子力学/分子力学 

(QM/MM) 结合方法[8,11-12]、分子间复合物预测即

分子对接 (Docking)[13]、定量分析静电和溶剂效

应的可极化连续介质模型  (PCM) 如泊松-玻尔

兹曼模型 (PB)[14]，以及一些基于几何性质的模型

等。本文将从以下两个角度分别概要地介绍这些方

法：一是关于方法本身，包括基本原理、原始计算

结果、适用条件和 (潜在) 优缺点等；二是如何用这

些方法获得工程相关信息，如更深入理解催化相

关机制、对不同突变体相对于野生型的性质或功

能变化进行理论预测或解释，从而指导定向进化

所需的优质突变库设计，或者基于对原始计算结

果的分析建议特定的突变位点和突变类型等。 

1  基于经典分子力学力场 (MM) 的分子

动力学模拟 (MD) 

1.1  方法简介 
我们暂不考虑酶催化所涉及的化学变化，仅

考虑由于分子热运动引起的酶构象变化、酶与反

应物 (或产物) 之间非共价复合物的形成与解离

等过程。在这些过程中，分子的电子状态没有发

生变化 (例如没有共价键的断裂或生成)，适用分

子力学力场模型。所谓分子力学力场，是用经验

的数学函数来表示分子体系势能对几何构型 (即

组成分子体系的所有原子的空间坐标) 的依赖关
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系 (图 1A)。换言之，如果我们用 X 代表所有原

子的空间坐标，VMM (X)代表分子力场势能，则当

分子从一种构象 X1 变到另一种构象 X2 后，其势

能变化： 

∆VMM=VMM(X2)–VMM(X1)。 

依据热力学理论，分子中的原子一直在进行

热运动，即 X 在随时间不断变化；此外，当我们

进行实验观察时，样品总是由大量分子组成 (单

分子实验例外)，不同分子处于不同构象态。所以，

从动力学角度，我们需要考虑构象随时间的变化；

从热力学角度，我们需要考虑分子具有不同构象

的概率分布。分子动力学模拟 (MD) 是考察这两

个方面性质的最直接的模型(图 1B)。在进行 MD

模拟时，我们从某个初始构象出发，在每个时间

点根据当前构象和势能函数计算出作用在每个原

子上的力 (力是势能函数对原子坐标的负导数)，

数值积分牛顿运动方程，得到下一个时间点的构

象；重复该过程，即得到构象随时间演化的轨迹。 
 

 

 
 

图 1  分子力学力场(A)和分子动力学模拟(B) 
Fig. 1  Molecular mechanics force field (A) and molecular 
dynamics simulation (B). 

其间，可采用特殊算法模拟环境因素 (如温度、

压强等) 对分子运动的影响。根据热力学原理，

当时间间隔足够长，同一分子在不同时间点的构

象与热力学平衡态下不同分子的构象这二者的概

率分布是相同的 (即时间平均等价于系综平均)。

因此，如果 MD 模拟的时间足够长，模拟获得的

构象集合可以作为在特定热力学平衡态下分子构

象分布的样本。基于此原理，我们可以基于 MD

得到的时间轨迹分析体系热力学平衡态下的任意

可观察性质。 

MD 提供了一种以原子分辨率全面解析构象

变化动力学变化过程和重要微观量热力学分布的

强大计算工具，这对阐释酶等复杂生物大分子机

器的设计原理和工作机制尤为重要。由于目前大

分子结构的实验解析方法还只能提供时空平均的

静态结构，MD 模拟在相关研究中有不可替代的

功能。在此前提下，MD 工具本身还在不断改进

完善之中。在方法学上，MD 的主要局限来源于

两个方面：一是分子力场模型的精度问题；二是

模拟时间有限难以实现对构象空间的充分采样问

题。对于第一个问题，近年来分子力场已有较大

改进，对生物大分子特别是蛋白质体系构象平衡

的热力学描述准确度提高了，成功模拟了多种蛋

白分子从头折叠到天然结构的过程[15-16]。在模拟

时间方面，由于计算机软硬件发展，目前可以用

常规计算硬件 (如课题组用多核服务器) 完成对

通常大小的体系 (如数百个残基的酶分子在水溶

液中的体系) 微秒量级的模拟。在此时间尺度下，

可观察到结构域或环区开合等过程。如果可用计

算资源更多，对底物结合/解离等过程的直接模拟

也可以实现。如果要研究时间尺度在模拟可及范

围之外的过程  (如别构蛋白的大尺度功能变化

等)，可以采用增强采样方法[17]，但使用者对 MD

理论要有较为深入的了解。 

目前绝大部分 MD 模拟应用涵盖的时间尺度
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为纳秒到微秒，对构象空间的采样多被限制在初

始结构附近 (对单结构域蛋白而言，通常是均方

根位移在 3–4 Å 幅度内的结构涨落)。故而需要使

用合理的初始结构作为 MD 的输入，模拟结果才

有意义。多数情况下人们使用实验测定的晶体结

构或者基于同源蛋白比较建模得到的结构作为

MD 的初始结构。在模拟酶和底物复合物时，常

常需要根据空酶或酶与其他分子复合物的结构对

复合物初始结构进行建模，方法包括使用分子对

接或用底物直接替换晶体结构中的其他小分子 

(如抑制剂)。进行 MD 模拟前还需要构建能刻画

体系中所有化学单元的分子力场。当被模拟的体

系中包括底物小分子时，常会遇到 MD 软件包中

提供的标准分子力场不覆盖该底物小分子的情

况。此时可使用能自动生成小分子力场的工具软

件[18-19]。在使用软件自动生成的力场进行长时间

MD 模拟之前，应人工核对力场文件并用其进行

短时间模拟试算。 

1.2  在酶研究中的应用 
从 MD 模拟得到的信息可以不同方式应用于

指导酶工程改造[20]。例如，通过比较常温和高温

MD 模拟，可以预测酶分子哪些区域的结构稳定性

对环境温度可能最为敏感。在这些区域引入脯氨酸

点突变、二硫键等，有可能提升酶的耐热性[21-24]。

提高稳定性的另一策略是设计能形成更多的表面

氢键和盐键的突变体[25-26]。在实验验证这类突变

体之前，可平行模拟野生型和突变体，理论上评

估突变是否可能达到预期效果[27-28]。除温度外，

MD 还可以用于分析环境 pH、溶剂等的变化对蛋

白构象及其稳定性的影响[29-30]。 

除稳定性外，MD 还被应用于预测有可能显著

影响与底物结合/产物释放相关的构象动力学的热

点残基，为设计能改变底物选择性、反应选择性、

产物释放速率等的突变或突变库提供依据[31-32]。

用 MD 研究底物/反应选择性的方法之一是比较 

(初始结构) 不同的酶-底物复合物的模拟结果，

预测亲和力更高 (或反应活性更高) 的底物或结

构状态。计算亲和力 (或反应活性) 的严格定量

方法是自由能计算[33-34]。由于自由能计算计算量

大，目前大多数应用中使用了定性方法预测：对

相对亲和力的定性判别可以小分子–大分子复合

物结构的稳定性、平均分子间相互作用能等为依

据；对反应活性的定性判别依据则包括催化和反

应官能团之间相对几何构型分布等[35]。这类定性

判别结果可用作设计定向进化序列文库的依据。

此外，MD 模拟也可以用于分析底物结合/产物解

离孔道周边的热点残基[36-37]。这类应用涉及对小

分子从蛋白质解离的解离路径的模拟，如存在模

拟时间尺度不足的困难，可使用增强采样技术来

克服[38-39]。 

2  量子力学 (QM) 以及量子力学/分子力

学 (QM/MM) 结合模型 

2.1  方法简介 
要模拟酶催化中的化学步骤，如共价键生成

和断裂、电子转移、不同电子态之间的跃迁等，

需要使用量子力学 (QM) 模型。目前计算化学中

常用的 QM 模型分为从头算 (ab initio)、密度泛

函理论(DFT)、半经验方法等几种类型[40]。其中，

半经验方法计算代价最低。但它们是非第一性原

理方法，计算结果的可靠性对特定体系和问题的

依赖性高。从头算和 DFT 方法都属于第一性原理

方法，具普适性。实际 DFT 模型中可能比从头算

包含了更多具经验性的理论近似，但 DFT 能以非

常高的计算效率来处理电子相关能。此外，对很多

化学反应问题，最好的 DFT 模型对反应程中能量

变化等关键参数的计算误差已能小至约 1 kcal/mol

左右，其结果已经足以作为判别特定催化机制、

反应路径化学上是否合理的依据。 

给定分子的几何构型后，可用 QM 计算其能
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量。这被称为单点计算 (即只处理几何构型空间

中的一个点)。QM 模型更多被用于分子几何构型

的优化，即从一个初始构型出发经连续改变后找

到一个局部稳定结构 (能量比相邻结构低)，也可

以用于发现连接反应物和产物的最低能量路径和

路径上的过渡态。这类计算中要考虑和比较不同

的几何构型，一般要进行数十到上千次的单点计

算，计算量较大。节省计算量的一种常用策略是

先使用效率高、精度有限的 QM 模型进行大范围

的反应路径搜索优化，在搜寻到的最低能量构型/

路径附近再使用更高精度的模型完成构型优化，

或进行单点计算。 

目前，将第一性原理 QM 方法应用于整个酶

分子计算量大，基本仅限于单点计算，还缺乏实

用性。对大分子常用的是 QM/MM 模型 (图 2)[11]。

在此模型中，分子体系被划分为至少两部分：直

接参与化学反应的部分用 QM 模型处理，其余部

分用分子力学 (MM) 处理。有多种不同的策略可

以处理 QM-MM 间的边界和相互作用[41]。在第一

性原理 QM/MM 模型中，QM 计算花费的代价远

超 MM。因此，对 QM 区域大多使用构型优化的方

法来预测或模拟其几何结构，对 MM 部分可使用分

子动力学模拟采样[42]。这意味着计算结果可能对体

系 QM 区的初始结构比较敏感。此时需要用不同初 
 

 
 

图 2  量子力学 (QM)/分子力学 (MM) 模型 
Fig. 2  Quantum mechanical (QM)/molecular mechanical 
(MM) model. 

始结构模型进行计算以获得可靠结果。如果 QM

部分使用半经验方法[43]或经验价键理论[44-45]，则

可能通过较长时间的 QM/MM MD 采样更充分地

探索构象空间，降低初始结构的影响。  

2.2  方法应用 
QM 模型[10]和 QM/MM 模型[41]都被广泛应用

于酶催化反应化学机制的理论预测和检验。其结

果可以帮助我们判别哪些关键残基参加了化学反

应过程，找到反应的限速步骤，建立反应中间物

和过渡态的结构模型，分析它们如何与酶环境相

互作用等。相对于 QM 团簇模型，QM/MM 模型

能更真实地模拟化学反应中心所处的酶环境。

QM/MM 已被广泛应用于从理论上预测/检验酶催

化的化学机制，分析预测环境氨基酸残基对催化

过程的可能影响[46]。原则上，这些结果可用于指

导以提升催化活力、改变特异性或选择性为目标

的定向进化突变库设计。更有挑战性的研究，是

基于从 QM 或 QM/MM 预测的过渡态结构模型从

头设计新的活性中心，得到全新的人工酶[47]。 

3  静电连续介质模型 

3.1  方法原理 
酶催化几乎总是在特定溶液环境中完成的。

溶剂效应对酶的性质有至关重要的影响。计算化

学处理溶剂效应的模型分为两类：一类是显溶剂

模型，例如，在分子力学力场或 QM 模型中，每

个溶剂分子和其中的每个原子是被显式地包含在

模型中的；另一类是隐溶剂模型或连续介质模型
[48]，模型中不包含溶剂分子和原子，而是用所谓

的“溶剂平均场”来处理溶剂效应。显溶剂模型的

优点是能够以完全一致的方式处理溶质和溶剂，

真实地模拟溶质-溶剂间氢键、盐键等特异性相互

作用。其缺点是溶剂分子数目多，耗费的计算量

大。此外，溶剂随机涨落对体系总能量的贡献很

大，必须进行长时间的模拟采样平均才能消除涨
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落的影响。隐溶剂模型刻画的是溶剂的平均效应，

溶剂的热力学涨落已经被平均了。 

为简化处理，在隐溶剂模型中我们通常把非

极性溶剂效应  (疏水效应 ) 与极性溶剂效应分

开。经验表明，非极性溶质的溶剂化自由能与其

溶剂可接近表面积 (SASA) 成正比。因此，对这

部分常使用 SASA 溶剂化模型。该模型中的参数

包括计算 SASA 所需的原子半径、溶剂分子半径 

(水分子为 1.4 Å)，以及溶剂化自由能正比于 SASA

的比例常数。这些参数一般是通过拟合小分子溶

剂化自由能的实验值来确定的。 

考虑极性溶剂效应最常用的模型把被溶剂占

据的区域视为具有特定介电常数 (水为 78.4) 的连

续介质，溶质区域则视为被低介电常数 (常用值为

2–8) 或真空 (介电常数为 1) 介质占据 (图 3A)。

连续介质会被溶质区的电荷分布所产生的静电场

极化，由此产生的极化电荷分布又会在溶质区产

生静电场，作用于溶质电荷上。极化电荷产生的

电场被称作反应场。因此，静电连续介质模型又

被称为反应场模型。在溶剂区中无游离离子的连

续介质模型中，空间静电势与空间电荷分布之间

的关系满足泊松方程。对包含游离离子的溶液环

境而言，离子的空间分布会受到空间静电势的影

响。考虑这一因素，空间静电势与空间电荷分布

之间的关系满足泊松-玻尔兹曼方程 (PB 方程)。

PB 方程是关于三维空间中静电势分布与电荷和

电介质分布之间关系的偏微分方程，可以用数值

方法求解。求解酶等大分子体系 PB 方程的最常

用数值方法是有限差分法 (FD)，合称为 FDPB 模

型 (图 3B)[14]。用 FDPB 可以基于溶质的空间电

荷分布计算三维空间的静电势，进而计算静电自

由能等其他性质。在小分子体系的 QM 计算中，

反应场往往用分子表面的面电荷分布产生的电场

来等效替代，相应模型称为可极化连续介质 

(PCM) 模型。 

 

 
图 3  连续介质静电模型 (A) 和有限差分泊松-玻尔

兹曼 (FDPB) 方法 (B) 
Fig. 3  Electrostatic continuum model (A) and the finite 
difference Poisson-Boltzmann (FDPB) method (B). 

 
MM/PBSA 模型[49]是一种把显溶剂模型和隐

溶剂模型结合起来的方法：用显溶剂分子力场模

型进行分子动力学模拟，对溶质构象空间进行抽

样；再对 MD 得到的溶质构象用隐溶剂模型进行

溶剂化自由能计算，用溶质的分子力场能量 

(MM) 和溶剂化自由能  (PBSA) 之和来评估溶

质构象的稳定性。该方法的好处是：用 PBSA 代

替 MM 的溶剂部分，消除溶剂涨落；对显溶剂

MD 得到的溶质构象集合进行 PBSA 计算，避免

PBSA 结果对单一溶质构象的依赖性。 

3.2  方法应用 
连续介质模型的重要应用之一是研究酶分子
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中带电氨基酸侧链基团的质子化状态。软件

PROPKA 通过求解 PB 方程计算不同质子化状态

的静电自由能来预测各可解离基团的 pKa[50]。酶

分子的表面静电势分布是影响酶的底物选择性的

重要因素。给定酶分子的空间结构和质子化状态，

用 FDPB 方法可以计算酶分子的表面静电势分

布，也可以预测氨基酸残基突变或环境 pH 改变、

离子浓度变化等对表面静电势的影响[14]。 

在用 QM 簇模型研究酶催化的化学步骤时，

常常需要使用 PCM 模型来模拟环境对反应区的

静电影响。如果反应过程涉及电荷分布的重大变

化，不使用连续介质的真空 QM 计算结果是不合

理的，甚至可能导致错误的定性结论。在 QM/MM

模型中，反应中心周围一般包含用 MM 方式处理

的显溶剂分子，一般不需要考虑连续介质反应场。

但如果反应前后体系的净电荷发生变化 (如氧化

还原电势计算)，则很可能需要考虑体系边界以外

的溶液环境对反应自由能的贡献，此时可使用连

续介质模型对 QM/MM 结果进行修正。 

作为一种兼顾效率和精度的方法，MM/PBSA

可以用于分析蛋白质-蛋白质、蛋白质-小分子复

合物的亲和力[49]。为实现误差抵消，常规的做法

是：对复合物进行显溶剂的分子动力学模拟，得

到构象集合；对每一个复合物构象，分别计算复

合物整体、组成复合物的每个单体的 MM/PBSA

能量；用整体的 MM/PBSA 能量与单体 MM/PBSA

能量之差对全部构象的平均值来近似估计结合自

由能。该方法可用于分析影响底物亲和力的热点

残基，也可以用于预测突变体的底物选择性变化。 

4  其他方法 

4.1  分子对接 
分子对接  (Docking) 泛指基于单体的结构

预测复合物结构 (和亲和力) 的计算过程。小分

子与蛋白质对接是基于结构进行药物虚拟筛选的

核心工具，为此已开发了多种算法[13]。这些算法

和模型同样可应用于底物-酶复合物的对接。药物

虚拟筛选需要考虑大量不同小分子，出于计算效

率考虑，分子对接计算中往往不考虑受体的结构

变化 (或仅仅考虑侧链的结构变化)。与虚拟筛选

不同，在底物-酶对接研究中往往只需要考虑一种

或数种不同底物，原则上可以更充分考虑酶的结

构变化。实现这一点的最直接方法是通过 MD 等

构象采样方法得到多样的酶结构，分别与底物进

行对接。在底物-酶对接中，往往还可以利用底物

与催化官能团的相对空间排布来筛选 /评价对接

结果。 

4.2  基于几何结构预测小分子孔道 
大量实验研究发现，一些远离活性中心的突

变对酶的催化性能可产生很大影响。其中一些位

点可能是通过改变底物结合/产物释放孔道发挥

作用，孔道大小、孔道周边残基的物理化学性质

等可以改变底物/产物的通过速率，影响底物选择

性等。用孔道预测的方法可以找到相关的热点残

基，为定向进化库设计提供依据。目前有数种基

于几何结构的方法可以预测蛋白质表面凹坑、内

部空腔、连接不同区域的孔道等[51-53]。这些方法

使用静态空间结构作为输入，多采用几何学和图

论方法实现预测，计算效率高。 

4.3  活性中心比较方法 
目前，蛋白质三维结构数据库 (PDB) 中已

积累了大量不同结构类型、不同家族的酶的三维

结构数据。如果我们比较不同的酶，会发现其中

一些尽管整体结构序列不相似，但活性中心相似

程度较高 (典型例子如丝氨酸蛋白酶共有的催化

三联体活性中心)。活性中心结构比较方法 [54-55]

能够用于自动检索与当前酶活性中心相似的其他

酶的活性中心。把多个相似的活性中心在三维空

间中叠合到一起，分析不同活性中心之间的异同

能够为突变位点选择提供有价值的信息。 
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5  总结 

为表述清晰，我们对上述方法的介绍是分类

进行的。在实际应用中，不同类型的方法互相并

不排斥。它们可以多种方式结合起来使用，以更

好地回答我们所关心的问题。例如，在酶-底物复

合物模拟中，分子对接可以用来获得模拟的初始

构象；MD 模拟得到的构象集合，可以用于孔道

预测分析、分子对接、QM/MM 模拟等；可以建

立刻画 QM 或 QM/MM 模型得到的过渡态的 MM

模型，用于长时间的经典 MD 模拟，以分析构象

涨落对化学过程的影响，或用于模拟大量突变体，

实现基于 MD 模拟的突变体虚拟筛选；我们已经

提到的 MM/PBSA 方法，是 MD 与连续介质模型

的结合等。 

用计算化学方法对蛋白质等生物大分子体

系的研究已有 40 多年的历史。这些方法在自身

不断发展的同时，在工业酶研究中也越来越广泛

地得到使用。我国在计算化学与工业酶工程这两

个学科方向的研究队伍均日益扩大，研究能力快

速提升。随着这两个学科方向的交叉结合日渐紧

密，计算化学在酶工程中的应用将会不断拓宽和

深入。蛋白质工程、定向进化等技术曾经对工业

酶研究产生了巨大的影响。计算方法的未来发

展，特别是新酶设计方法的突破，将有望为进

入合成生物学时代的工业酶研究带来新的技术

突破。  
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