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摘要 在工业生物催化过程和生物细胞工厂构建方面，蛋白质定向进化被广泛地应用于酶的分子改造．蛋白质定向进化不仅

可以针对某一目的蛋白进行改造，还可以改善代谢途径、优化代谢网络、获得期望表型细胞．为了获得更高效的突变效率，

快捷、高通量的筛选方法，提高蛋白质定向进化的效果，研究者不断开发蛋白质体内、体外进化方法，取得了新的进展和应

用．本文介绍了最近发展的蛋白质定向进化技术的原理、方法及特点，总结了突变文库的筛选方法和蛋白质定向进化的最新

应用，最后讨论了蛋白质定向进化存在的挑战和未来发展方向．
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1859年，达尔文在《物种起源》中提出了生
物进化论学说，揭示了生物在遗传、变异、生存斗

争和自然选择中是不断发展变化的．近代生物学的

发展使人们认识到蛋白质进化大多是由于某些点突

变或修饰的积累[1]，而在自然条件下，蛋白质性质

或功能的改变通常需要很长时间．早期人们采取了

各种诱变手段以期能够对蛋白质性能进行改造，如

最早在 1982年，Winter 等[2]报道了通过基因定位

诱变获得改进的酪氨酸 tRNA 合成酶．1983 年，
Ulmer [3]在 《科学》 (Science)上提出蛋白质工程
(protein engineering)一词，指按照人们的需求，通
过对蛋白质信息和功能的分析，设计改造蛋白质分

子．但当人们试图基于蛋白质结构对其进行改造

时，由于结构生物信息的匮乏以及蛋白质结构的复

杂性，合理设计进行得十分困难，蛋白质工程的发

展受到了严重制约[4]．

蛋白质定向进化的发展拓宽了蛋白质工程的设

计范围，可在未知目标蛋白质结构信息和作用机制

的情况下对蛋白质进行改造[5]．蛋白质定向进化发

展初期，科学家主要将其用于筛选和控制(或影响)
所需表型．20世纪中期，蛋白质定向进化被引入
实验室用于再现和研究自然进化进程．近年，定向

进化更多地被用来改善蛋白质性能，改进蛋白质药

物的稳定性、半衰期、免疫原性，开发酶的新底物

利用以及改进或拓展新的代谢途径等[5]．最近的研

究表明，蛋白质定向进化被成功地应用在代谢途径

的关键酶设计、新底物催化功能的开发、创造全新

功能蛋白质以及筛选和鉴别预期功能蛋白质中[6-7]，

在代谢工程和合成生物学领域发挥了重要作用．

1 蛋白质定向进化策略

蛋白质定向进化的本质是构建分子多样性文库

以及从文库中筛选到性状有改进的突变体[8]，根据

文库构建原理的不同，可分为随机进化、半理性进

化和理性进化三种策略，其大致思路均为由某一靶

基因或一族相关的家族基因起始，通过对编码基因

进行突变或重组，创建分子多样性文库；筛选文库

获得能够编码改进性状的基因，作为下一轮进化的

模板；在短时间内完成自然界中需要成千上万年的

进化[9]，从而获得具有改进功能或全新功能的蛋白

质．表 1总结了最新发展的蛋白质定向进化方法及
其特点．
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Fig. 1 The main experimental steps of an in vitro random directed evolution process
图 1 蛋白质体外随机进化的一般流程

1援1 随机进化

蛋白质分离纯化和结构解析的相关技术及软件

的快速发展，产生了海量的蛋白质结构信息．然而

截至目前，蛋白质有效突变点的预测仍然十分困

难，因而随机进化(random evolution)仍是十分有效

的蛋白质定向进化手段．最近发展的随机进化方法

主要分为体外随机进化(其技术流程如图 1所示)和
基于重组的体内随机进化，前者包括非重组的体外

随机进化和基于重组的体外随机进化．表 2显示了
不同进化方法的具体技术及其特点，其中非重组的

Table 1 New options of protein directed evolution and the advances and challenges
表 1 蛋白质定向进化的最新方法、优势及存在的问题

随机进化 半理性突变 理性进化

方法 TRINS

序列饱和突变技术 (sequence saturation

mutagenesis，SeSaM)

重叠延伸 PCR(prolonged overlap extension

PCR，POE-PCR)

CASTing

定点饱和突变 (gene site saturation

mutagenesis, GSSM)

ISM

盒式诱变(Cassette mutagenesis)

计算机建模(Computational Modeling)

从头设计(De novo)

优势 增加突变多样性

针对每个或多个密码子

增强生物鲁棒性

避免终止密码子

减小文库大小

增加阳性突变比例

指导和模拟实验

实现从头设计

优化反应途径

发展方向 突变多个连续密码子

有益突变的评价标准(功能、结构、突变率)

同源模型的选择

突变区域的确定

计算机算法的优化(能量函数、力场等)

劣势 突变文库通常较为庞大，筛选困难 文库大小随突变点的增多而成指数级

增长，突变体超多 109时很难筛选

大大减少了实验需进行的筛选工作，

但通常得到的蛋白质活性不高

宿主菌

转化

筛选

突变文库

进化蛋白

分析

测序

突变基因

目的基因

构建含有突变

基因的文库

突变引入

(epPCR、TRINS等)
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Fig. 2 Routine of different random evolution
图 2 不同随机进化的基本技术流程

(a)易错 PCR，改变 PCR反应条件，产生随机突变. (b)点饱和突变，将模板 DNA的特定位点突变为所有 20种氨基酸. (c) DNA重组，将一
组同源基因用核酸酶玉消化，得到的随机产物互为引物和模板进行 PCR扩增，当来源不同的片段之间相互形成模板时，即发生重组. (d)串
联重复插入，将一组基因用 CircLigase消化，再使用连接酶将其连接成环，并以此作为模板进行 PCR反应，不同的串联重复序列发生随机
连接，得到目的文库.

体外随机进化，如易错 PCR(error-prone polymerase
chain reaction，epPCR)等的方法和应用已有详细综

述[10]，本文将重点介绍最新发展的基于重组的体外

随机进化及体内随机进化．

非重组的体外随机进化 基于重组的体外随机进化 基于重组的体内随机进化

方法 epPCR

SeSaM

DNA重组

StEP

TRINs

重组工程

MAGE

MIPE

改进性质 蛋白活性

pH/热稳定性

底物抑制

催化效率

pH/热稳定性
反馈抑制

蛋白活性

产物得率

底物选择性

催化效率

目标蛋白 青霉素 G酰化酶[11]

麦芽糖淀粉酶[12]

cAMP受体蛋白[13]

吲哚 -茁-1, 4-x木聚糖酶[14]

纤维二糖水解酶[15]

cAMP受体蛋白[16]

酯酶[17]

转氨酶[18]

胺氧化酶[19]

核酸酶[20]

红色荧光蛋白[21]

Table 2 Research progress of random evolution strategies
表 2 随机进化的方法及其特点

(a) (b) (c) (d)

PCR组装

PCR反应
Dnase玉消化

PCR组装

Dnase玉消化

扩增

CircLigase
环化

1援1援1 基于重组的体外随机进化

1994年，Willem[22]提出了一种基于重组的体

外随机进化方法：DNA 重组(DNA shuffling)．与
epPCR 相比，DNA shuffling可被用来进行多个同
源基因的重组，且由于该法在片段组装过程中有可

能引入点突变，因此也可用以指导单一序列的进

化．Zhao 等 [23]提出交错延伸 (staggered extension
process，StEP)方法，即通过多轮 PCR反应，进行

不同模板的转换，最终得到含有多个亲本信息的产

物．StEP改进了 DNA shuffling实验周期长、有益
突变率低等问题．

最近发展的串联重复插入 (tandem repeat
insertions，TRINS)是一种通过滚环复制将原始基因
以串联重复序列的形式(有时不只一个重复)插入到
目的基因中的方法．图 2d展示了 TRINS的基本流
程[8]．尽管 TRINS局限于使用特定的短序列片段，
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计算机算法

基于结构分析基于三维结构或

同源建模分析
基于性质

突变位点获得 SCHEMA[27]

HotSpot Wizard[28]

ProSAR[29]

QSAR[30]

ASRA[31]

SCOPE[32]

文库构建方法 GSSM[33]

ISM[34]

CASTing[35]

外显子重排

改进性质 对映选择性[36]

热稳定性[37]

底物特异性[38]

配合基 -受体

但它能够鉴定蛋白质中的特定区域[24]，并且 TRINS
通过模拟自然进化中的复制插入 (insertion-by-
duplication)机理，避免了文库的过分膨胀，当高
通量筛选条件受限时，TRINS将发挥十分重要的
作用．

1援1援2 基于重组的体内随机进化

基于重组的体外随机进化方法均是通过 PCR
获得，仅能改造某一个基因．早期发展的基于重组

的体内随机进化方法，如重组工程(recombineering)
虽然能够十分有效地达到蛋白质进化的目的[25]，但

也难以对代谢途径或网络进行操作．近年迅速发展

的体内重组方法则能够平行操作多个基因，同时进

化代谢网络中的多个关键蛋白酶，从而在短时间内

获得表型优良的突变株．

2009 年，Harris 等 [26]提出多元基因组工程

(multiplex automated genome engineering, MAGE),
能够对多个基因进行修饰，达到进化代谢途径甚至

整个细胞性能的目的．MAGE基于 ssDNA同源重
组的原理，将合成的 ssDNA导入细胞并定位在染
色体的特定位点，使得到的每个细胞都含有一组不

同的突变，重复进行此过程可以快速且连续地获得

丰富的序列多样性异质群，最后鉴定细胞基因型和

表型．优化条件后，使用MAGE技术可在 2～2.5 h
内对目标细胞群体引入至少 30%的基因修饰．
Harris等用长度为 90-mer的核糖体结合位点(RBS)
文库(DDRRRRRDDDD；D=A，G，T；R=A，G)
对 1-脱氧 -D-木酮糖 -5-磷酸还原异构酶合成途径
(DXP 合成途径)中 20 种基因的 RBS区域进行置
换，优化不同基因的表达水平．同时，为提高

DXP合成途径通量，将其溢流代谢途径中 4个基
因(ytjC、fdhF、aceE、gdhA )的开放阅读框(ORF)分
别引入了两个无义突变．经过 35轮 MAGE循环，
从多达 150亿种突变体文库中筛选到了将番茄红素
的产能提高 5倍的突变株．

MAGE技术大大提高了基因组进化效率，且
其进化对象广，可以对基因组的任一序列进行突

变．然而由于 MAGE技术需要高重组效率，其应
用范围目前仅局限于大肠杆菌(E. coli)中．针对这
一问题，本课题组提出了多元质粒工程(multiplex
iterative plasmid engineering，MIPE)技术 [21]．参考

MAGE技术的原理，以单链 ssDNA 介导的 姿-red
重组，可以同时修改质粒上的多个位点．通过酶切

共筛选技术，提高了多片段重组效率，6 bp的酶切
位点可以被反复利用，无限循环．MIPE技术的突

变过程和筛选过程严格分开，这使它能够应用到没

有高效重组系统的宿主中．我们利用MIPE技术对
红色荧光蛋白(red fluorescent protein，RFP)上的 7
个关键位点进行突变，仅用 3天时间，获得了不同
光谱特性和不同光强的 RFP 突变体，这显示了
MIPE技术在蛋白质定向进化中的巨大应用潜力．
1援2 半理性进化

尽管随机进化策略十分有效，但仍存在突变文

库大、阳性突变少、难以筛选等问题．半理性进化

(semi-rational evolution)策略则借助了生物信息学方
法，在分析大量的蛋白质序列比对信息，二级结构

数据，甚或是在同源建模得到目的蛋白三维空间构

象的基础上更有针对性地对蛋白质进行改造，不但

提高了阳性突变率，而且大大缩小了突变文库容

量，更易于筛选．

半理性进化的关键是通过计算机模拟获得潜在

的有益突变位点，再利用适当的饱和突变技术构建

合适的突变文库，表 3所示为不同的计算机算法以
及结构分析方法．此外，对于结构较为复杂的蛋白

质，可将其分为不同的结构单元，并在其内部独立

进化，组合筛选最佳进化单元，得到完整蛋白质．

1援3 理性进化

理性进化策略主要是在计算机中(in silico)完
成 [39]．通过计算机建模(computational modeling)预
测蛋白质活性位点，考察某基因突变对目标蛋白稳

定性、折叠以及与底物结合的影响[40]，从而对蛋白

质进化进行设计指导和模拟筛选实验，提高实验的

成功率．

Table 3 Computational algorithm and mutation library
construction method for semi鄄rational evolution
表 3 半理性进化的计算机算法和文库构建方法
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在代谢工程中，虽然反应能垒对途径的影响十

分重要[41]，但随机进化和半理性进化策略均不能直

接解决这一问题，从头设计则能够对这些因素加以

考虑．从头设计首先根据量子力学建模得到目的催

化反应[42]，额外考虑某个具有高能垒的反应，推测

其过渡态，定位所需的催化侧链并结合反应的优化

过渡态[43]．利用 QM/MM模型[44]分析得到包含过渡

态和涉及结合、催化的蛋白质功能团的理论蛋白质

突变文库，再利用 Rosetta、ORBIT、PyMol 等软
件，在大量稳定的蛋白支架中搜索能够支持这些理

想活性位点的蛋白质主链群，最终经过优化处理的

基因序列即可进行实验验证[45]．这种方法能够在数

百个潜在的模板酶侧链中自动挑选合适的算法搜索

催化侧链过渡态，并将其定位到合适位置[46-47]，在

一些研究中，单一蛋白质或最佳活性位点也可以进

行手动选择[48-49]．

从头设计对于酶进化轨迹的分析有助于增强人

们对蛋白质自然进化的理解，从实验中获得的反馈

信息也可以更好地辅助完善理性设计．此外，利用

计算机预测可以建立代谢途径、分析代谢网络，从

而使用工程学方法选出重要的酶加以进化，以达到

整个途径或网络的优化目的．

1援4 蛋白质定向进化文库的筛选策略

传统的筛选策略是根据表型观察的筛选，通过

对细胞的生长率、生存率或底物消耗、产物生成速

率等的观测筛选出目的菌株，例如琼脂平板克隆筛

选或粗酶裂解液的酶活检测等方法．然而，表型观

察筛选法不能定量且对微小变化不灵敏，因此传统

筛选方法在很大程度上限制了突变文库大小以及筛

选能够达到的通量．后续发展的各类表面展示技术

(surface display)及流式细胞分选技术(flow cytometer,
FCM)[50]大大提高了筛选通量．表面展示技术具有

高效、灵敏等特点，其中以噬菌体表面展示(phage
display)[51]和酵母表面展示 (yeast surface display)[52]最

为常用，为蛋白质突变体库高通量筛选，尤其在抗

体蛋白的研究中提供了很好的选择．各类展示技术

的原理大体相似，即将表达的多肽以融合蛋白形式

展现在核糖体、病毒或细胞表面，并使其保持相对

独立的空间结构和生物活性，借以研究多肽的性

质、相互识别和作用，筛选特定功能的多肽结构，

实现蛋白质的定向进化．流式细胞分选技术能够实

现单细胞的依次高速通过激光聚焦监测点，经激发

光激发后产生荧光信号，根据光信号的变化来判断

该细胞的大小、形态以及荧光强度，并可以将需要

得到的细胞亚群从中分选出来．除此之外，由于

FCM进行筛选时，若标记底物与文库结合，则相
应的细胞就被带上荧光标记，而未结合的荧光底物

则可通过多次洗涤去除[44]．因此，FCM不仅可以
根据荧光强度分选出目标蛋白，还可以经过多轮筛

选达到富集的效果．近年，微流控技术 (droplet
microfluidic technology)[53]受到许多学者的关注．虽

然与 FCM相比其筛选速度约低一个数量级，且体
系组装复杂、稳定性较差，但其功能灵活多样、价

格低廉，因而有潜力得到广泛应用[54]．

2 蛋白质定向进化的应用

2援1 改善酶催化效率

蛋白质定向进化可以有效地提高酶活性[55]、解

除抑制作用[56]．2012年，Liao 等[55]利用 epPCR方
法对植酸酶进行进化后，与出发菌相比，突变酶的

比活力增强了 61%，酶与底物亲和力增加了 53%，
催化效率提高了 84%．Chen等[57]将蛋白质分子动

力学与定向进化结合，在统计天冬氨酸激酶(AK3)
家族的序列信息后，确定了与天冬氨酸激酶运动和

耦合作用相关的残基．随后对这些残基进行点

突变，新得到了 12 个对赖氨酸抑制效果不敏感
的 AK3突变株，以及 6株减弱了天冬氨酸脱氢酶
玉-高丝氨酸脱氢酶(AK1-HD1)变构抑制作用的突
变株．

2援2 提高酶稳定性

蛋白酶的稳定性主要体现在对 pH值的稳定性
和热稳定性两方面[58-60]，其对生物催化效率有着重

要影响．酶稳定性的提高是蛋白质定向进化的重要

应用之一．

2012年，Liu等[61]为获得耐酸性的地衣芽孢杆

菌 琢-淀粉酶(BLA)，利用 epPCR对 BLA进行了定
向进化，并得到了两个重要的突变位点：T353I和
H400R．相比较与野生菌株，单一位点突变株
Thr353Ile、 His400Arg 以 及 双 位 点 突 变 株

Thr353Ile/His400Arg 在 pH 4.5 的条件下的 Kcat/Km

值分别提高了 3.5 倍、 6.0 倍和 11.3 倍，且
Thr353Ile/His400Arg突变株更耐受低 pH条件，同
时其热稳定性没有明显改变．

2013 年，Zheng等[62]用 epPCR 对天然坎皮纳
斯类芽孢杆菌(Paenibacillus campinasensis)家族 -11
木聚糖酶(XynG1-1)进行了随机突变，并从第二轮
突变库中获得了最适 pH值显著提高(pH 7.0～9.0)
的突变株 XynG1-1B43(V90R/P172H)．随后，利用
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定点突变方法进行单氨基酸置换(D16Y)，同时引
入一个二硫键(T84C-T182C)，这使得最终突变株
XynG1-1B43cc16 (V90R/P172H/T84C-T182C/D16Y)
的最适温度提高 10℃，达到 60℃～70℃．
2援3 改变底物特异性

木糖是自然界中第二大丰富的可再生能源，利

用木糖发酵生产乙醇有重大的经济潜能，但主要用

于生产乙醇的酿酒酵母不能够有效利用木糖．将树

干毕赤酵母中的木糖还原酶(PsXR)和木糖醇脱氢酶
(PsXDH)引入酿酒酵母，经过两步氧化还原反应可
以使木糖转变为木酮糖，从而被利用．但由于

PsXR和 PsXDH均特异性依赖 NADPH[63]，因此这

种改造导致了细胞内还原力不平衡，降低了乙醇得

率并生成大量副产物木糖醇．为消除胞内的氧化还

原不平衡，人们试图将依赖 NADPH 的 PsXR 和
PsXDH改造为 NADH依赖性．

PsXDH的底物特异性改造[64]取得了一定的效

果，而对 PsXR的改造没有显著效果．Liang等[65]

为解决这一问题，分析了 PsXR的序列信息，发现
其与纤细念珠菌木糖还原酶(CtXR)有 76%的同源
结构，而 CtXR的结构以及其与辅酶的相互作用已
经被研究得十分详细，且 PsXR与 CtXR的序列比
对结果也显示了作用于辅酶的氨基酸残基十分保

守．Liang等利用同源建模获得了 6个 PsXR中参
与辅酶相互作用的重要的残基．将每一轮突变得到

的最佳突变株作为下一轮突变的模板，经过几轮点

饱和突变，最终得到了特异性常数之比(Kcat/Km)NADH/
(Kcat/Km)NADPH 达 42 的突变菌株．虽然突变株中
PsXR 对 NADH 和 NADPH 的亲和力都有所减弱，
但已经成功改变了 PsXR对辅因子的结合特异性．
2援4 创造新型催化活性蛋白酶

随着合成生物学的快速发展，设计目标生物体

性状，甚至构建新型蛋白质成为了蛋白质定向进化

的重要发展方向．

乙二醛酶域是乙二醛酶系统的重要组成部分，
催化 S-D-乳酰谷胱甘肽水解生成 D-乳酸和谷胱甘
肽，其在结构上与其他金属水解酶如 茁内酰胺酶
以及芳基硫酸酯酶水解酶有相似之处．为在现有的

蛋白支架上改变酶的催化活性，Park等[66]同时对金

属水解酶的催化活性位点和结合位点进行了分析，

并对其活性位点的环状区域进行了碱基的插入或删

除，从而将 茁内酰胺酶活性引入到了乙二醛酶域
的 琢茁/茁琢金属水解酶支架上．最终得到的进化蛋
白 evMBL8完全不表现水解酶活性，但具有 茁内

酰胺酶活性，且其催化头孢噻肟水解的(Kcat/Km)app

值为每秒 1.8伊102 mol/L，表达 evMBL8 的 E. coli
对头孢噻肟的耐药性提高了 100倍．尽管 evMBL8
的 茁内酰胺酶活性低于天然 茁内酰胺酶，但此案
例仍成功显示了蛋白质新功能可以通过定向进化的

方法获得．除此之外，蛋白质定向进化不仅能够成

功构建酶的新型催化功能，还可以获得非天然的催

化反应，如催化具有非天然底物的反应等[67]．且结

合蛋白质随机进化策略可以进一步提高其催化效率.

3 展 望

随着蛋白质定向进化的快速发展，其已成为代

谢工程与合成生物学不可或缺的工具，在人类健

康、环境、能源等多个方面均具有重要的应用．定

向改进蛋白酶可以改善细胞代谢途径，优化细胞性

能．目前，定向进化取得的成果大多为改进单个蛋

白，因而其在代谢工程中的应用也多局限在某些已

知代谢通路的个别蛋白质中．近年来，基于重组的

体内定向进化技术得到了很快的发展，有望实现在

代谢途径、网络和细胞水平上进行改造．除了前文

提及的 MAGE、MIPE等体内重组技术有望成为蛋
白质定向进化的新技术外，最近发展的 Clustered
regularly interspaced short palindromic repeats
(CRISPR)/CRISPR-associated Cas9 (CRISPR/Cas9) [68]

基因组定点编辑技术也具有体内蛋白质定向进化应

用潜力．CRISPR/Cas9应用宿主范围广，成功地应
用于人类细胞、斑马鱼和小鼠以及细菌的基因组精

确修饰，修饰类型包括基因定点 InDel突变、基因
定点敲入、多位点同时突变和小片段的缺失[69]．因

此，CRISPR/Cas9理论上能够实现基因内多个位点
的定点修饰或饱和突变．由于其突变效率高、制作

简单及成本低的特点，将会是应用前景广阔的基因

组定点改造分子工具和蛋白质定向进化新技术．

无论定向进化某个特定蛋白还是细胞全局，筛

选效率均是其最大的限制因素，尽管理性设计能够

对结果做出一定的预测，降低了蛋白质定向进化对

筛选效率的依赖性，但仍需繁复的实验验证．并且

对于新型功能蛋白质的获得而言，从头设计方法得

到的酶活性较低，如设计磷酸丙糖异构酶及分支酸

变位酶十分困难等[70-71]．因而，除了发展先进的定

向进化技术外，开发高突变效率的进化策略和易行

通用的高通量筛选方法仍是未来蛋白质定向进化亟

待解决的问题．
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Abstract Protein directed evolution is widely used to improve enzymes, particularly for industrial biocatalytic
processes and construction of cell factories. It is an efficient and powerful tool to improve and optimize natural
proteins in order to generate robust biocatalysts for practical applications. In addition, optimization of metabolic
pathways, regulation of functional regulatory systems, and development of desired complex phenotypes in
industrial host organisms have all been achieved by way of protein directed evolution. Numerous in vivo and in
vitro methods have been developed for the efficient evolutionary effects, especially in high mutation rate and
rapidly high-throughput screening capabilities. Some of the methods have only recently been applied for general
use and are just beginning to find greater application. In this review, we summarize some of the new methods for
mutant libraries generation, including random evolution, semi-rational evolution and rational evolution. And
current state-of-the-art screening techniques in protein directed evolution are also reviewed. Advancements are
discussed with respect to the state of the art in diversity generation and high-throughput screening capabilities.
Meanwhile, limitations and remaining challenges are also pronounced.

Key words protein directed evolution, random evolution, semi-rational evolution, rational evolution, screening
DOI: 10.16476/j.pibb.2014.0059

* This work was supported by grants from The National Basic Research Program of China (2011CBA00804, 2012CB725203), The National Natural

Science Foundation of China (21206112, 21390201), Hi-Tech Research and Development Program of China (2012AA022103, 2012AA02A702) and

The Innovation Foundation of Tianjin University (1308).

**These authors contributed equally to this work.

***Corresponding author.

Tel: 86-22-27406582, E-mail: zww@tju.edu.cn

Received: May 13, 2014 Accepted: July 13, 2014

131· ·


