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酶定向进化技术及其在化学品生物转化中的应用  
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摘  要：定向进化可有目的地按照需要改造蛋白质分子中的氨基酸残基或结构域，从而定向改造蛋白

质的性质，使其成为具有人们预期功能的新型蛋白质，应用于不同化学品生物转化反应中。本文简要

的介绍了酶定向进化技术及其在化学品生物转化中的应用。 
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微生物通过一步或一系列的酶促反应来分解、

合成或修饰某些化合物的过程称之为生物转化

（biotransformations）[1]。化学品的生物转化以其一

般化学催化法难以比拟的高效性、高选择性和环境

友好性得到了社会的青睐，并在现代生物技术的推

动下迅速发展，新的催化剂和催化途径层出不穷，

创造了较为可观的社会效益。同时，作为生物转化

基础的生物技术，其重要组成——酶的定向进化技

术也取得了从无到有，由发展缓慢到突飞猛进的进

展，迅速成为近年化学品生物转化的发展重点之

一。该技术最大的优势是，在实验室中模拟自然选

择过程来进化人工环境中的酶[2]，使其在自然界需

要几百万年才能完成的进化过程缩短到几年、几个

月甚至更短，加速了选择所需性能的酶的进化过

程，而且通常不需要事先了解酶的空间结构和催化

机制，理论上适用于任何蛋白质分子。基因突变文

库的构建——库容量大小及突变质量等是蛋白质

定向进化的基础，高效筛选方法的确立——高灵敏

度、低筛选成本、相对较少工作量等是定向进化成

功与否的关键。目前，该技术已在化学品生物转化

中应用于提高酶的活性、专一性和稳定性等方面，

并已取得了一定的成果。本文将结合酶定向进化的

各种方法，对该技术在化学品生物转化中的应用，

主要是生物转化过程中重要酶的性质变化做简要

介绍。 

1 基因突变文库的构建 
1.1 易错PCR 

易错 PCR（error-prone PCR）[3,4]是指在扩增目

的基因的同时引入碱基错配， 导致目的基因随机

突变。由此基础发展出的连续易错 PCR(Sequential 
error-prone PCR)是以前一轮易错 PCR 产物为模板，

进入下一轮循环，从而提高突变发生几率的方法。

在该方法中， 遗传变化只发生在单一分子内部，

属于无性进化（asexual evolution）。 
1.2 DNA 改组 

DNA 改组[5,6]（DNA shuffling）又称有性 PCR
（sexual PCR）。首先对经随机诱变得到的一组有益

突变体，或天然存在的基因家族的一组序列相关的

DNA 序列进行 DNA 酶 I(DNase I)消化产生一系列

随机切割的 DNA 片段，然后无引物 PCR 合成。重

复循环，PCR 产物将越来越接近切割前的目的基因

的长度，最后有引物合成全长基因，增加错配几率，

构建基因突变文库。 
1.3 饱和突变 
    位点专一饱和突变（ site specificsaturation 
mutagenesis）[1,7]是通过定制简并寡核苷酸，在一个

特定位点引入所有可能的密码子，生成全部 19 种

氨基酸进行替换，这种简并的寡核苷酸引物通过

PCR 反应整合到目的基因中去。该方法可扩展到整

个基因序列，从而生成完全饱和基因文库。 
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1.4 交错延伸 
交错延伸(Stagger extension process，StEP) [8]是

在PCR反应中把常规的退火和延伸合并为一步，缩

短其反应时间，合成短的新生链，经变性的新生链

再作为引物与体系内同时存在的不同模板退火而

继续延伸，此过程反复进行，直到产生完整的基因

长度的方法。 
    除以上方法外，基因突变文库构建方法还有：

体外随机引发重组[9]、随机插入-删除链交换突变

（ random insertional-deletional strand exchange 
mutagenesis，RAISE）、基于 Y 连接的构件改组

（Y-ligation based block shuffling，YLBS）、随机引

物体外重组（random priming in vitro recombination，
RPIR ）、 临 时 模 板 随 机 嵌 合 生 长 （ random 
chimeragenesis on transient templates，RACHITT）、
设计的寡核苷酸装配（ assembly of designed 
oligonucleotides ， ADO ）、合成改组（ synthetic 
shuffling）、单向重组（mutagenic and unidirectional 
reassembly ， MURA ）， 非 同 源 随 机 重 组

（nonhomologous random recombination，NRR）以

及用于产生杂合酶的递增截短（ incremental 
truncation for creation of hybrid enzymes，ITCHY）

等[10]方法。 
2 突变体库的筛选方法 
2.1 琼脂板涂布法 

琼脂平板法是一种传统的筛选方法，利用营养

缺陷型或添加抗生素的培养基、高温、酸碱性环境

等特殊条件培养突变菌。通过宿主菌的生长与不生

长、培养基颜色变化、特定反应的出现等，判断是

否具有目的基因。 
2.2 微孔板悬浮法 

微孔板悬浮法也被广泛使用于突变体筛选，并

且已从96孔发展到384孔甚至更多，此方法挑取具

有活性的克隆接种于微孔板，加入对pH指示剂、对

硝基苯酚或伞形酮衍生物等显色底物，用普通或荧

光酶标仪进行检测。 
2.3 流式细胞计数法 

流式细胞计数法[11]是将细胞荧光染色，通过高

速流动系统，排成单行的细胞逐个流经检测区进行

测定。通过流式细胞计数仪，能够在一天之内对高

达 109 的突变文库进行筛选，并可以对选择的阈值

和富集进行精细的调节同时施加阳性选择压力，准

确快速、保持细胞活力和可在无菌条件下进行。 
2.4 展示技术 

展示技术是将目的基因克隆到特定表达载体

中，使其表达产物多肽片段或蛋白质，并以融合蛋

白的形式将肽段和蛋白质展示于活的噬菌体或细

胞表面，进而通过亲和富集法筛选表达有特异肽或

蛋白质的个体，从而将含有所需性质的多肽的个体

从大量突变体中分离出来的筛选技术。展示技术包

括噬菌体、细胞表面和 mRNA 展示技术[12,13]等。 
各种展示技术由于适用于高通量筛选，已经在

药物筛选尤其是单克隆抗体确定抗原表位及新型

疫苗的研究方面得到了广泛应用，其在化学品生物

转化中具有巨大的应用潜力。 
3 酶定向进化技术在化学品生物转化中的应用 

Reetz 等[14]利用易错 PCR，极大地提高了绿假

单胞菌脂肪酶对对映体的选择性。最后得到立体选

择性显著提高的突变体，对(S)-2-甲基癸酸的对映体

选择值 E 从 1.1 提高到>51。同时也筛选到立体选择

性完全相反的突变体，R-型的立体选择性(E= 30) ，
以提高绿假单胞菌脂肪酶的立体专一性，提高了对

应化学品(S)-2-甲基癸酸或(R)-2-甲基癸酸的生物转

化效率。 
孔荣等[15]用易错 PCR 法提高了 D-海因酶催化

底物海因水解的活性为亲本重组酶的 1.3 倍，催化

底物对羟基苯海因水解的活性为亲本重组酶的 2.4
倍，为定向进化通过增加酶活，促进化学品生物转

化的实例。 
 Kikuchi等[16]借助DNA改组方法提高了根癌农

杆菌 N-氨基甲酰-D-氨基酸酰胺水解酶的氧化稳定

性和热稳定性，使 N-氨基甲酰-D-氨基酸酰胺水解

这一生物转化过程更易应用于工业环境。 
Williams 等[17]用 DNA 改组方法改变了由 1,6-

二磷酸己酮糖醛缩酶催化形成C-C键合成的立体化

学。得到的醛缩酶在以非天然的 1,6-二磷酸果糖为

底物时立体定向性提高了 100 倍。 
Stephens 等[18]运用易错 PCR 改善来自嗜热真

菌的木聚糖酶（XynA）的碱性和热稳定性。筛选

得到最耐热变异 G41 在 80 摄氏度 90 分钟后保留

75％的活性。最佳碱稳定的变异 G53 在 pH 10 保留

93％的活性。为了便于 N 一甲酰- D -氨基酸酰胺水

解酶（DCase）生物转化法生产化学品 D-氨基酸，

Yu 等[19]使用 DNA 改组提高了可溶性 DCase 酶 7
摄氏度的热稳定性。同时其动力性能和高溶解度并

没有受到影响。Zhang 等[20]提出了整个基因组的改

组方法并利用其提高了乳酸菌( lactobacillus) 的耐

酸性。以上三例是以定向进化改进酶稳定性，进而
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应用于化学品生物转化的实例。 
Lin 等 [21]利用定向进化技术的易错 PCR 和

DNA 改组，筛选枯草芽孢杆菌内切 β- 1 ,4 -葡聚糖

酶（Cel5A）突变体库，改善了一些 Cel5A 变种的

催化活性。其中，突变酶（M44 -11 ，S75 和 S78）
显示出 2.03 至 2.68 倍对于羧甲基纤维素钠（CMC）
的酶活增加，而 M44 - 11 表现出更广泛的 pH 值和

较高的热稳定性。 
    May 等[22]运用易错 PCR 技术并结合饱和突

变，将节杆菌 D-海因酶的对映体选择性反转为 L-
选择型，将筛到的突变酶的相应基因和 L-N-氨甲酰

水解酶基因、海因消旋酶基因在大肠杆菌中共表

达，作用于 D，L-5-(2-甲硫基乙基) 海因，90%的

底物得以转化生成 L-Met，大幅度地提高了化学品

L-Met 的产量，是定向进化技术在化学品生物转化

领域的又一突破。 
 为了实现酶法生产可以作为单体来生产聚酯、

聚醚、聚氨酯等聚合物的一种具有双官能团的化学

品 1,3-丙二醇 (1,3-PD)，我们利用易错 PCR 技术突

变源于 Klebsiella pneumoniae 编码 1,3-丙二醇氧化

还原酶（PDOR）的 dhaT 基因，获得了比基因工程

菌 E. coli BL21(DE3)/PET-15b-dhaT 所得酶活高约 5
倍的进化菌 E. coli BL21(DE3)/PET-15b-dhaT’-24 

[23]。 
4 小结 

上世纪 90 年代初，美国科学家 Arnold 发明了

在试管内对目的酶基因进行快速改造的方法，称之

为随机突变 (Random Mutagenesis) [24]。在接下来的

20 年间，定向进化技术在基因突变文库的建立和突

变体筛选方法方面均获得了日新月异的发展。除了

基因突变文库的随机突变方法——易错 PCR，DNA
改组，饱和突变等以外，基于蛋白质三维结构信息

及计算机模拟的理性和半理性设计也被应用于基

因突变文库的构建。另外，突变体筛选方法的突变

体展示技术——噬菌体、细胞表面、核糖体和

mRNA 展示技术等由于可实现突变体的高通量筛

选，在酶定向进化上有着非常广阔的应用前景。 
目前，酶的定向进化作为改造蛋白质的有效手

段已被广泛应用于提高酶的活性、专一性和稳定性

改造等方面，并迅速成为化学品生物转化的常用工

具之一，其对工业、农业、环境保护、药物研制等

方面也产生了重要影响。而突变体库的筛选是定向

进化技术的重点，目标在于找到一种能够将稀少的

有益突变体从巨大的突变库中挑选出来的有效的

筛选方法，关键是将基因的表型和能通过定量表征

的筛选手段紧密联系，即在保证基因突变文库的容

量和质量基础上，对应反应特征确定快速、简便、

灵敏度高的筛选方法。如能突破瓶颈，在酶的高通

量筛选方法方面有新的新展，此项技术将更加完

善，将对化学品的生物转化做出更大贡献。 
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