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中国酶学基础研究四十年回顾
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摘要 20世纪 70年代以来，我国学者做出了许多出色的、有关酶学的基础研究工作.在纪念《生物化学与生物物理进展》创
刊 40周年之际，作者选择性介绍了我国科学家在酶学领域所取得部分有代表性、系统性的研究成果．
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《生物化学与生物物理进展》(下称《进展》)创刊
于 1974年，至今已经 40年了．在纪念《进展》创刊
40周年之际，应编辑部的邀请，我将对与之相平
行的这 40年中我国酶学基础研究的主要成果作一
简略的介绍.

1 蛋白质功能基团的化学修饰与其生物活

性间的定量关系

蛋白质的生物活性决定于其特定的化学结构，

蛋白质的化学结构发生改变，可以导致蛋白质生物

功能的改变．例如，化学修饰试剂与酶的某些必需

基团发生化学反应，有时可以造成酶活性的丧失．

在相当长的历史时期中，化学修饰曾经是研究蛋白

质结构与功能关系的唯一手段，在蛋白质(特别是
酶)的结构与功能研究中，发挥了十分重要的作
用．20世纪 60年代以前，科学家们用化学修饰方
法就蛋白质结构与功能的关系做了大量研究，积累

了大量数据，但整体上仍局限于定性描述．主要原

因是构成蛋白质的常见氨基酸有 20种，每种蛋白
质分子又由成百上千个氨基酸组成，而当时所使用

的化学修饰剂专一性不够，常常能和不止一类基团

发生作用，并能同时和一个蛋白质分子上多个同类

基团发生作用．因此，在进行化学修饰实验之后，

通常无法确定究竟是哪种基团或哪几个基团上发生

的修饰导致了该蛋白质的生物活性变化．

20世纪 60年代初期，相继发表的两篇论文基

本解决了这一难题，一篇是 Ray和 Koshland[1]发表

的动力学方法，另一篇是邹承鲁[2]发表的基于统计

学的方法．Ray和 Koshland的动力学方法基于对
化学修饰反应和酶活性丧失反应的动力学分析，比

较两者的一级反应速度常数，可以对活性必需基团

的性质和数目作出判断．然而，这一方法的应用有

一定局限性，在反应很快、速度不易测定，或反应

复杂不属一级反应时都无法应用．邹承鲁基于统计

学的方法则根据对基团化学修饰程度和活性丧失程

度的比较，基本原理如下：如果在修饰反应中同时

包括 i个必需基团，在修饰过程中保留活性的分子
只能是那些所有必需基团都未遭破坏的分子，因此

活性剩余分数应为必需基团剩余分数的 i次方．在
此基础上，邹承鲁根据在蛋白质化学修饰反应中常

见的一些情况，提出了必需基团修饰与酶活性丧失

的定量关系式，并由此得出一系列作图法，用于判

断必需基团的性质和个数．其后，邹承鲁和许根

俊、周海梦等对该方法进行了一系列实验验证[3-6]；

1991年，王志新[7]用概率论的方法，给出了邹承鲁

作图法严格的理论证明．20世纪 70年代以后，邹
承鲁提出的方法逐渐得到国际上广泛采用．1979
年，Dixon和Webb[8]在其著名的酶学教科书《酶》第



王志新：中国酶学基础研究四十年回顾2014; 41 (10)

三版中，详细介绍了邹承鲁的方法，并将这一方法

称为“邹氏作图法”．1980年，英国著名酶动力
学专家 Cornish-Bowden在其专著《酶动力学基础》
一书中，也专门介绍了邹氏作图法，并且在 2012
年该书的第四版中依然保留了这一内容，并对邹承

鲁做了一个简短的介绍：“他在《中国科学》上发表

的论文是一个范例———一个不能与外界交流的科研

工作者是如何在资源匮乏的条件下，运用自己的聪

明才智取得成就”[9]．1987年，邹承鲁、许根俊、
孙玉琨、杜雨苍、赵康源、周海梦合作完成的“蛋

白质功能基团的修饰及其生物活性之间的定量关

系”研究荣获国家自然科学奖一等奖．

2 酶活性不可逆改变的动力学理论研究

酶活性抑制动力学的研究不仅对于阐明酶的作

用机制、代谢途径的调节等生命科学的基础理论问

题，而且在应用领域，如药理毒理学方面都具有重

要意义，但大多数教科书中介绍的都是可逆抑制动

力学，而对于不可逆抑制动力学则很少提及．1965
年，邹承鲁[10-11]首先对单底物酶的不可逆抑制动力

学进行了系统的理论研究，提出了底物和抑制剂竞

争的概念不但适用于可逆抑制动力学，而且也可用

于不可逆抑制动力学，并且建立了定量的判据来区

别不可逆抑制剂的类型．根据邹承鲁导出的抑制剂

存在下的底物反应动力学方程，仅由一次实验即可

得到酶活性不可逆抑制的表观动力学常数．由于该

理论是以中文在《生物化学与生物物理学报》上发

表，加之其他种种因素的影响，论文发表后并未引

起国内外同行的重视．“文化大革命”结束后，邹

承鲁开始了对该动力学理论的实验验证工作．1982
年，邹承鲁和他的研究生田维熙首次将这一理论的

实验验证结果发表在美国的 Biochemistry 杂志上，
很快就引起了国外同行的重视[12]．迄今为止，该论

文已经被引用了几百次，该理论也被广泛地应用于

酶作用机制的研究．20世纪 80、90年代，邹承鲁
领导的研究组对酶活性不可逆抑制动力学的理论和

实验进行了深入研究，包括双底物酶反应系统的不

可逆抑制动力学、乙酰胆碱脂酶的不可逆抑制及其

重活化动力学、胰蛋白酶不可逆和慢可逆抑制动力

学、变性剂对酶的失活和复活动力学的影响等[13-29].
近年来，国内一些研究组还把这一方法推广到酶原

激活、酶的磷酸化和去磷酸化以及慢紧结合抑制剂

筛选的研究中[30-36]．经过邹承鲁研究组以及国内外

同行的共同努力，酶活性不可逆抑制动力学已经形

成了一个完整的理论体系．在近年来出版的许多酶

学教科书中，都开始以较大的篇幅介绍这一理论

成果．

3 酶活性部位的柔性

作为一种重要的生物大分子，酶最大的特点是

具有催化活性，参与各种生理过程中的生化反应，

因此对酶作用机制的研究具有非常重要的理论意义

和应用价值．酶通常以蛋白质为基元(核酶除外)，
而蛋白质大都具有特定三维结构，该空间结构中结

合底物并发挥催化活性的部位就是酶的活性部位．

对酶活性部位的柔性研究始于 20世纪 80年代初
期，有关研究工作最初的设想是通过比较在变性过

程中酶分子的空间结构和催化活性的变化，探讨酶

的结构和功能之间的关系[37]．此后 10多年的研究
结果显示，在较低浓度的变性剂作用下，很多酶分

子的整体结构并无明显变化，但已丧失了生物活

性，而酶分子发生整体结构变化所需的变性剂浓度

通常更高．也就是说，酶分子活性的丧失早于其空

间结构的去折叠，即酶分子活性部位的结构变化早

于分子整体的结构变化．在此基础上，邹承鲁等[38-46]

率先提出了“酶活性部位的柔性”假说，认为酶分

子活性部位的结构与其整体结构相比具有更大的柔

性．大量的研究显示，酶活性部位虽然具有特定的

结构，但也必须具备一定的柔性，才能充分发挥其

催化活性．蛋白质的特定空间结构可以为酶活性部

位关键氨基酸残基提供支持，使这些残基具有特定

的空间位置、分布和排列．此外，由于蛋白质本身

并非一成不变，具有一定可运动性，为酶活性部位

具有柔性提供了良好的结构基础[47]．最近，赫荣乔

等[48]发现，能够与多种底物反应的蚯蚓蛋白酶和枯

草杆菌酶，在与其底物作用时，底物诱导形成的适

合底物结合的酶构象具有相对稳定性，从而降低了

这些酶对其他底物的识别和反应速度．

4 分子伴侣和折叠酶

20 世纪 80 年代后期，英国华威大学的 John
Ellis教授拓展了“分子伴侣”这一概念，将能够
辅助大分子复合物在翻译后正确组装的一些蛋白质

统称为分子伴侣，使人们对蛋白质折叠的认识发生

了巨大转变．生物体内还有一类通过催化特定异构

反应而辅助蛋白质正确折叠的酶，称为折叠酶．当

时，折叠酶和分子伴侣被认为是两种机制不同的帮

助蛋白．1994年，邹承鲁和王志珍[49]在研究蛋白
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质二硫键异构酶催化胰岛素的 A、B链生成天然胰
岛素的基础上，率先提出了“蛋白质二硫键异构酶

既是酶也是分子伴侣”的假说．由于二硫键的形成

与肽链的折叠是两个密切关联又互相影响的过程，

要证明 PDI固有的分子伴侣活性，首先必需把它
与其二硫键异构酶活力区分开来．为此王志珍等[50]

选用了不含二硫键的蛋白作为靶蛋白，研究了 PDI
对盐酸胍完全变性的靶蛋白复性过程和复性效率的

影响，首次用实验验证了 PDI的确具有与其二硫
键异构酶活力相独立的、固有的分子伴侣功能．王

志珍等[51-60]还采用化学修饰的方法，制备了丧失二

硫键异构酶活力的 PDI，通过对含有二硫键的“生
理靶蛋白”的研究，巧妙地区分了蛋白质二硫键异

构酶的分子伴侣和二硫键异构酶两种活性，最终得

到“蛋白质二硫键异构酶的折叠酶活性是由异构酶

和分子伴侣两种活性共同组成的，只有两种活性的

协同作用才使它发挥折叠酶的作用，帮助肽链折叠

和催化二硫键形成”的结论． John Ellis [61]在 1997
年发表的综述中把蛋白质二硫键异构酶列入了分子

伴侣的名单．蛋白质二硫键异构酶具有分子伴侣活

性已为国际同行所接受，王志珍组在 20世纪 90年
代发表的几篇为蛋白质二硫键异构酶的分子伴侣活

性奠定基础的论文至今依然被国内外同行引用．近

年来，蛋白质二硫键异构酶作为分子伴侣在许多的

生理和病理过程中发挥重要作用，如内质网中以

PDI和它的氧化酶 Ero1为核心的蛋白质氧化折叠
网络，Erp44 等 PDI 家族蛋白及过氧化酶 Prx4、
Gpx7/8等在蛋白质平衡与糖尿病、衰老等生命活
动密切相关．

5 糖代谢关键酶的研究

果糖 -1, 6-二磷酸酯酶是糖代谢过程中的关键
酶．自 20世纪 80年代，许根俊领导的研究小组对
果糖 -1, 6-二磷酸酯酶的动力学、作用机制、别构
调节机理和构象的动态变化与活性的关系进行了系

统的研究，发现了该酶在逆反应中存在磷酰化的中

间物，说明该酶的催化机制遵循乒乓机制；通过动

力学研究，提出了能合理解释所有动力学数据的酶

双循环催化机制；发现了别构部位和催化部位信息

传递的分子基础，提出了在天然状态下，该酶的活

性部位是不完善的观点；发现了 AMP对酶活性的
双重调节，即在碱性 pH 时的激活作用和中性 pH
时的抑制作用．此外，许根俊等[62-64]还克隆了蛇肌

果糖 -1, 6-二磷酸酯酶的基因，并解析了该酶的晶

体结构，研究了其结构和功能的关系、催化机制及

调节机制．这是当时国内对一个多亚基酶进行的最

为系统、完整的研究．

20世纪 80年代初发现的集两个酶活性于一体
的双功能酶———6- 磷酸果糖 -2- 激酶 / 果糖 -2, 6-
二磷酸酯酶．果糖 -6-磷酸和果糖 -1, 6-二磷酸之
间反应在糖代谢中起重要作用，和域型糖尿病的治
疗有关．反应的底物有一个循环变化的过程，被称

为底物循环．果糖 -2, 6-二磷酸是这个循环的重要
调节物，它的合成与分解依赖果糖 -6-磷酸 -2-激
酶 /果糖 -2, 6-二磷酸酯酶的调控．许根俊等[65-68]通

过动力学和位点定向诱变的方法对不同种系的果

糖 -6-磷酸 -2-激酶 /果糖 -2, 6-二磷酸酯酶进行了
结构与功能研究，发现了该酶在催化过程中有一个

非必需的活化基团在起作用，确定了精氨酸是底物

结合的必需基团，镁离子有调节作用，以及两个催

化过程都遵循双底物双产物有序机制．

许根俊和李林等发现，6- 磷酸果糖 -2- 激酶 /
果糖 -2, 6-二磷酸酯酶的磷酸化与去磷酸化的形式
分別表现出磷酸酯酶和激酶的活性，在酶学研究中

尚属首次．该酶存在多种同工酶形式，其中肝脏型

和心肌型酶存在一个磷酸化位点，属于一个磷酸化

部位调节多个功能部位的模式，而且两种形式酶由

于磷酸化位点分别位于 N端和 C端，调节性质截
然相反．李林等对该双功能酶的催化、调节机理进

行了一系列研究，发现 C端 25个残基对酯酶活性
有显著的抑制效应，并阐明了该 C端肽段在两个
结构域(N端激酶结构域和 C端酯酶结构域)相互作
用关系中的重要功能；通过定点突变与配基结合实

验，揭示了鸡肝双功能酶中的激酶的 ATP激活机
制或 ATP结合的负协同机制及其结构基础[69-71]．

6 氨基酰鄄tRNA 合成酶及其与相关 tRNA
相互作用的研究

在蛋白质生物合成过程中，涉及到许多不同的

蛋白质、核酸大分子之间的相互作用，其中氨基

酰 -tRNA合成酶与相关 tRNA之间的精确识別和相
互作用，是蛋白质合成过程的第一步，也是最重要

的一步．氨基酰 -tRNA 合成酶催化产物氨基酰 -
tRNA是蛋白质合成的原料，涉及到由 mRNA翻译
为蛋白质的忠实性，对合成的蛋白质进行质量控

制．1984年，王应睐等[72]以大肠杆菌亮氨酰 -tRNA
合成酶和精氨酰 -tRNA 合成酶为靶标，开始了
“酶与核酸相互作用”研究．王应睐和王恩多系统

992· ·



王志新：中国酶学基础研究四十年回顾2014; 41 (10)

地研究了精氨酰 -tRNA 合成酶的酶动力学性质，
重要氨基酸残基对该酶功能的影响，以及酵母与大

肠杆菌精氨酰 -tRNA合成酶对 tRNAArg的交叉识别

和结晶的菡本参数．他们还首次报道大肠杆菌亮氨

酰 -tRNA 合成酶的 CP1 结构域为酶编校结构域，
鉴定了与编校功能有关的关键氨基酸残基，阐明了

该酶删除错误的氨基酰 -tRNA的编校机制[73-74]．

2000年以来，王恩多领导的研究组[75-84]对其他

来源的氨基酰 -tRNA 合成酶与 tRNA 的相互作用
进行了深入研究，取得了一系列重要发现，包括：

a．发现 tRNALeu 高级结构“拐角”区域 D 环和
T追C环间的三级碱基对相互识别的重要作用，而
tRNALeu的 3忆 CCA 端在亮氨酰 -tRNA 合成酶分子
内的摆动平衡酶的氨基酰化和编校活力；b．研究
了来自超嗜热菌(Aquifex aeolicus)唯一的异源二聚
体 琢茁亮氨酰 -tRNA合成酶，发现 茁亚基与 tRNA
结合，酶的 CP1 结构域肽段编校误氨基酰化的
tRNA和小螺旋，鉴定了 AatRNALeu在酶的氨基酰

化和编校过程中起关键作用的碱基；c．阐明了无
编校结构域运动型支原体亮氨酰 -tRNA合成酶的
催化和编校机理；d．发现了亮氨酰 -tRNA合成酶
编校非对应氨基酸的模块式途径，揭示了不同亮氨

酰 -tRNA合成酶的 CP1结构域行使编校功能的结
构基础；e．发现人胞质亮氨酰 -tRNA合成酶的 N
端延伸结构域与精氨酰 -tRNA合成酶的 C端延伸
结构域相互作用，这种相互作用应该是形成多合成

酶复合体的结构基础；f．揭示了精氨酰 -tRNA合
成酶结合血红素并抑制其催化活力的机理；g．研
究了人细胞质类脯氨酰 -tRNA合成酶编校结构域
的 ProX对氨基酰 -tRNA的质量控制；h．在体内
鉴定了酵母氨酰 -tRNA合成酶与 tRNALeu相互作用

的关键氨基酸残基和核苷酸残基，这些关键残基的

突变由于影响到酶的合成和编校活力而导致酵母生

长变慢或死亡．

7 分子酶学工程

吉林大学分子酶学工程教育部重点实验室是教

育部首批确认的重点实验室之一，经过近 30年的
发展，已成为我国分子酶学工程研究的重要基地．

所取得的主要成果包括：a．张今等[85-89]提出了“酶

突变库”的思想，建立了酶法体外随机 -定位诱变
的方法，对 L- 天冬氨酸酶、琢天冬氨酰二肽酶、
大肠杆菌操纵子 otsBA 的定向进化取得了明显结
果，发现天然核酶可以转换为脱氧核酶和肽酶，为

脱氧核酶和肽酶的分子设计提供了新途径；b．罗
贵民等[90-93]首先利用环糊精的疏水腔为底物结合部

位，硒巯基为底物催化基团，制备出系列双硒桥联

环糊精，其过氧化物酶活性为当时国际上公认最好

的模拟物活性的 4.3倍，利用组合化学 -肽库、蛋
白质工程、生物印迹等获得了多种活性超过天然酶

的模拟酶，通过半抗原过渡态诱导技术制备出两种

含有铁卟啉辅基的抗体酶，具有辣根过氧化物酶和

Cyt P450催化活力；c．程玉华、曹淑桂等[94-95]系统

地考察了溶剂等微环境因素对酶结构和活性的影

响；d．冯雁等[96-97]从极端环境微生物中克隆和表

达了多种水解酶(肽酶、脂肪酶、酯酶、纤维素酶
等)，系统地研究酶分子的结构域功能关系，探讨
了酶分子催化、稳定化与进化机制；e．李正强
等 [98]首创了一种新型酶分子组装新技术———

“Fish-in-net”酶固定化技术，构建了高效的生物催
化反应器，极大地提高了酶的催化活力和稳定性．

本文主要介绍了 20世纪 70年代以来我国科学
家在酶学领域所取得几个有代表性的、系统性的研

究成果．在这 40年间，国内还有许多出色的、有
关酶学的基础研究成果，由于篇幅有限，不能在此

一一介绍．
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Abstract Since 1970s', Chinese enzymologists have obtained a lot of distinguished achievements on the basic
research on enzymes. At the celebration of the 40th anniversary of Progress in Biochemistry and Biophysics, this
paper is attempted to review the selected achievements from the systematically enzymic research in China.
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