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摘要 生物大分子指生物体内存在的DNA、蛋白质、多糖等物质，其对生物体正常生命活动至关重要 . 从头合成和设计技

术在生物大分子的合成和结构设计上具有自由度高、前体简单等特点，能够按照特定研究目的对生物大分子进行全新设计

和高效合成 . 近年来，从头合成与设计技术在人造基因组合成、新型蛋白质类药物设计、糖缀合物合成等领域已开始受到重

视 . 基于生物大分子从头合成和设计技术，可以定向制备全新设计的DNA或全新的基因表达产物，以及具有识别功能的糖

链或糖缀合物，将大大推进诸如细胞因子模拟物、基因治疗递送载体等生物活性物质的开发，为人工生物系统的构建、罕

见疾病的治疗等提供新的解决方法 . 本文就DNA、蛋白质和多糖的从头合成和设计进行了综述，阐述了相关方法及应用，

最后概括分析了三者之间的关系 .
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相比于系统生物学“从大到小”对生物的模拟

和改造，合成生物学则是“从小到大”地对生物系

统进行根本性的创新设计，旨在创造全新的人造生

物系统 . 利用合成生物学方法和理论可以对生物系

统进行有目的地设计、改造甚至重新合成，在解释

生物体内复杂合成过程机理、解决关系民生的重大

生物技术问题等方面具有重要战略意义 .

在生物体中生物大分子是指 DNA、蛋白质、

多糖等，这些物质对生命体的正常生理活动具有不

可或缺的作用 . 在上述生物大分子的组成结构中都

存在一种或多种的重复单体，且单体间以磷酸二酯

键、肽键、糖苷键等进行连接 . 这类物质所具有的

一种或多种单体的简单前体特点，尤其是DNA和

蛋白质所具有的模板合成特征，为实现以小分子体

系合成生物大分子以及分子结构的设计提供了理论

可能 .

从头合成 （de novo synthesis） 指由简单小分

子（例如糖或氨基酸）合成复杂大分子，而非大分

子部分降解后再生的过程 . 而从头设计 （de novo

design） 则是在分子的结构及组成均未知的情况

下，辅以计算机模拟等技术对分子的结构组成进行

全新设计的过程 . 在实际研究中两者的关系密不可

分，前者为后者的研究提供了合成基础，例如从头

设计的蛋白质需要以特定DNA进行转录表达；而

后者研究出的先进成果则可为前者的定向研究提供

扎实参考 . 基于目前对利用从头合成与设计技术定

向制备生物活性物质的热门研究，本文对 DNA、

蛋白质、多糖从头设计与合成的相关进展进行了归

纳综述，对相关合成和设计方法及应用进行总结及

展望（图 1），为生物大分子的人工合成创新提供

理论依据 .
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1 从头设计和合成DNA

DNA作为生物体的遗传信息载体，决定着生

物体特异的生理特征 . 对 DNA 的结构设计及修饰

可以定向地改变基因表达产物的特征，有利于构建

符合相关研究或生产需求的人工生物分子及系统 .

然而研究一个具有全新功能的DNA需要对碱基序

列进行大规模的修改和重排，因此从头合成和设计

技术在研究合成全新 DNA 上具有一定的优越性，

在新型蛋白质开发［1］、基因编辑工具类似物开

发［2］、人工全基因组合成［3-4］等热点研究领域具有

巨大潜力 .

1.1 从头合成DNA
在DNA的从头合成体系中，主要分为寡核苷

酸合成和基因合成两个阶段，分别负责寡核苷酸序

列合成和寡核苷酸片段之间的组装 .

1.1.1 寡核苷酸的合成

寡核苷酸合成是DNA从头合成过程中的基础，

旨在通过一定方法对零散的脱氧核苷酸进行按序合

成，合成方法的成本、准确性、合成长度、合成数

量等都是考察的重要指标 . 目前寡核苷酸的从头合

成方法有固相亚磷酰胺合成法、微阵列介导合成

法、酶促合成法等 .

a. 固相亚磷酰胺合成法

固相亚磷酰胺合成法最早由Beaucage等［5］提

出，图 2a 为该法的机理图 . 该法的具体步骤为：

（1） 5'羟基脱保护 . 使用酸催化法使固定在固相上

的核苷酸的二甲氧基三苯甲基（DMT）脱离，使

5'羟基具有反应活性 . （2）添加核苷酸 . 待添加的

核苷酸的3'羟基经亚磷酰胺活化后与四唑活化剂混

合，得到的核苷-亚磷酸活化体再与之前 5'羟基活

化的核苷酸进行缩合 .（3）“带帽”反应 . 少数未参

与缩合反应的5'羟基活化核苷酸通过乙酰化以防止

其继续参与反应 . （4）磷酸基团氧化 . 采用碘溶液

将三价磷酸三酯氧化为五价磷酸三酯［6］ .

相关学者还对固相亚磷酰胺合成法的方法及产

物进行了优化改进 . Hayakawa等［7］研究了咪唑衍

生物的酸式盐对亚磷酰胺法合成低聚DNA的促进

作用，其通过比较发现N-苯基咪唑三氟甲磺酸盐、

N-对乙酰基苯基咪唑三氟甲磺酸盐、苯并咪唑三

氟甲磺酸盐及N-甲基苯并咪唑三氟甲磺酸盐可作

为固相亚磷酰胺法的启动及促进因子，这些促进因

子还可减少方法中亚磷酰胺的使用量及反应剩余的

核苷酸含量 . Satheesh等［8］根据亚磷酰胺法的机理

Fig. 1 Schematic diagram of the advances in de novo synthesis and de novo design of biomacromolecules
图1 生物大分子从头合成和设计的进展示意图
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开发出一种基于DMT和乙酰丙酸保护基团、可聚

合在DNA链上的支化功能物质，并运用该支化因

子成功合成出具有 3 个支化臂的梳状单链 DNA，

相较于非共价连接及树枝状的支化DNA更适合应

用于生物传感器、多色成像等领域 .

固相亚磷酰胺合成法在DNA的从头合成中是

研究和使用较早的一种方法，且广泛应用于目前的

自动化寡核苷酸合成仪器，其合成的DNA聚合度

约为100～400，但在合成成本上较高 . 此外，该法

在循环合成过程中会产生部分未参与反应的5'羟基

活化核苷酸，从而导致最终合成的全长DNA占比

偏低，且合成产物中可能还会出现一些结构错误，

因此该法还需进一步改进 .

b. 微阵列介导合成法

微阵列介导合成法是一种基于亚磷酰胺法的改

进方法，其与固相亚磷酰胺合成法的主要不同在于

保护基团的脱去方式 . 目前，脱保护方法中存在光

控法、电化学法、“喷墨”法等 .

光控法运用了基于掩模的光刻技术选择性地让

光不稳定的核苷-亚磷酰胺脱去保护而进行循环过

程，即运用光线对合成过程进行控制［9］ . 电化学法

采用紧邻的阴阳两极产生具有去保护活性物质，进

而耦合到进行合成反应的玻璃板上以使DMT基团

脱去保护而控制寡核苷酸的合成［10］ . 如图2b所示，

Levrie等［11］提出使用金电极作为亚磷酰胺法的固

相载体，同时基于4-氨基苯乙醇的电化学还原将羟

基引入金电极表面，使这些羟基可作为寡核苷酸合

成序列的起始点，相较于传统电化学法去除了合成

玻璃板的使用，提升了电化学微阵列的效率 . 此

外，相关学者还采用在微阵列上集成“喷墨”技术

（递送亚磷酰胺相关物质）进行寡核苷酸的合成，

同时还利用酶法对合成过程进行错误校正［12-13］ .

微阵列介导合成法与固相亚磷酰胺合成法相

比，虽然合成错误率比后者略高，但在单位长度寡

核苷酸的生产成本上要大大低于后者，是目前工业

上寡核苷酸批量生产的主要方法 .

c. 酶促合成法

酶促合成法相较于传统化学法拥有高效性、专

一性、副产物少等特点，因而在近几年成为生物大

分子合成领域的研究热点，受到研究人员的广泛

关注 .

如图2c所示，Palluk等［14］利用聚合酶-核苷酸

缀合物进行寡核苷酸的从头合成，其合成步骤主要

分为两步：（1）序列扩增 . 首先一个末端脱氧核苷

酸 转 移 酶 （terminal deoxynucleotidyl transferase，

TdT） 与 单 个 脱 氧 核 糖 核 苷 三 磷 酸

（deoxyribonucleoside triphosphate，dNTP） 进行缀

合，而后将缀合物加入到寡核苷酸底物中，通过5'

端和 3'端的缩合使底物长度增加一个核苷酸单位 .

（2）产物脱离 . 剩余的 TdT-dNTP 缀合物被灭活或

清除，此外通过设定脱离环境（二硫苏糖醇或β-巯

基乙醇，365～405 nm光照射，肽酶）使寡核苷酸

链与TdT分离，以便于后续扩展使用 . 该法添加一

个核苷酸的时间经测定为10～20 s，且可通过迭代

过程进行核苷酸序列的编码，为酶法寡核苷酸合成

仪的研发提供了理论基础 .

Ramandan 等［15］ 研究了人源 DNA 聚合酶 λ、

DNA聚合酶μ以及TdT在酶法从头合成DNA中的

效果，发现这3种聚合酶均可在没有模板的情况下

体外合成寡核苷酸链，其中DNA聚合酶 λ在寡核

苷酸的合成中对 Mn2+存在依赖性，且其结构上的

Phe506氨基酸残基对合成活性至关重要 . Veneziano

等［16］采用不对称式聚合酶链反应，结合LongAmp

Taq 聚合酶合成了长度为 15 kb 以上的单链 DNA，

提升了酶法合成 DNA 的最大长度 . 目前寡核苷酸

的酶法从头合成相较于微阵列介导合成法，在经济

成本及可控程度还未得到很好地控制，解决这些问

题将有望成为新一代寡核苷酸合成技术 .

1.1.2 基因组装

由于寡核苷酸在长度上存在限制，远远达不到

一般DNA基因长度的要求，因此采用多种方法对

多个寡核苷酸片段进行组装合成则显得尤为重要 .

类似于寡核苷酸的合成，目前的基因组装方法大多

基于酶促组装，但由于组装过程将会合成出具有正

确及错误序列的基因片段混合物，因此对于组装后

序列的错误校正以及降低组装错误率也显得格外

重要 .

Jin等［17］设计一个名为DATEL的DNA片段组

装系统，该系统基于 Taq、 PfuDNA 聚合酶和

TaqDNA连接酶，采用变性-退火-裂解-连接的循环

组装策略，最终的准确率为74%～100%，可在1～

2 h 内组装 2～10 个 DNA 片段 （图 3a） . Potapov

等［18］采用 Golden Gate 组装体系（IIs 型限制性内

切酶法）对24个不同DNA片段进行成功组装；在

错误检测中，研究者对四碱基对的连接效率进行量

化，同时在典型条件下评估了 T4 和 T7 DNA 连接

酶可能出现的错配组合，基于这些数据对 Golden

Gate组装体系的准确性进行系统评估，最终得到的
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准确率为 （84±5）%，略低于预测的 91% （图

3b） . Andreou等［19］基于Golden Gate体系开发了名

为Mobius组装的通用DNA组装方法，其与Golden

Gate 体系基本兼容，且利用发色蛋白对组装的准

确性进行评估，简化了组装步骤 . 与Golden Gate体

系相比，Gibson 组装法［20］具有更低的组装难度，

其可直接使用 PCR 扩增后的片段进行多段组装，

最大组装片段也可达到 80 kb 以上（图 3c），但由

于没有限制性位点，所以在合成片段的载体转移及

复杂体组装上不如Golden Gate体系；近年来相关

研究者针对Gibson法在高GC碱基对含量基因片段

的组装能力及降低错误率等方面作了改进优

化［21-22］ . 由此可见，Gibson 组装法、Golden Gate

体系以及其他基于酶促反应的基因组装方法各有优

势，而与自动化技术的结合将有助于开发出基于电

脑编码和合成的DNA合成仪 .

Fig. 2 Three synthesis methods of oligonucleotides［5，11，14］

图2 三种寡核苷酸合成方法［5，11，14］

（a）固相亚磷酰胺合成法，DMT：4，4'-双甲氧基三苯甲基；（b）电化学微阵列-金相亚磷酰胺合成法；（c）基于TdT-dNTP缀合物的酶促合

成法，TdT：末端脱氧核苷酸转移酶，TdT-dNTP：末端脱氧核苷酸转移酶-脱氧核糖核苷三磷酸缀合物，PPi：焦磷酸.
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1.2 从头设计DNA
1.2.1 基因组设计

从头设计DNA在基因组合成设计上具有天然

优势，但是由于基因组设计的工作量大，因此如何

高效协作地完成基因组的设计工作是亟待解决的关

键问题 .

其中，Richardson 等［23］描述了酿酒酵母的基

因组设计方法，其通过使用BioStudio软件来对基

因组进行大规模计算机辅助设计，大大提升了基因

组的设计效率 . 同时，该软件提供了通用的组装策

略，并使用共享语言来对设计序列进行协调修改，

为团队协作设计酵母基因组提供了扎实的工作框

架 . 可见，以此为借鉴开发一类允许团队合作和统

一框架策略的基因组设计软件将可以大大提高基因

Fig. 3 Three gene assembly methods［17-18，20］

图3 3种基因组装方法［17-18，20］

（a）DATEL组装法；（b）Golden Gate组装法；（c）Gibson组装法.
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组设计的效率与全面性 .

1.2.2 mRNA结构预测

mRNA 作为翻译阶段的核心大分子，其二级

结构的复杂度、稳定性直接影响翻译过程的进

行［24-25］ . 因此在 DNA 的从头设计中，预测对应

mRNA的二级结构将会有助于提升所设计DNA的

合理性 .

Bellaousov 等［26］ 介绍了名为 RNAstructure 的

RNA二级结构预测软件，该软件最早开发于 1998

年［27］，目前结合 web 服务器可对自由能最小化、

最大期望精度结构、双分子二级结构等方面进行预

测，是mRNA 结构预测领域功能齐全、及时更新

的软件 . 此外，近年来相关研究学者对mRNA结构

预测的算法和模型作了进一步优化和完善，提高了

mRNA结构预测的准确性，这将为DNA的从头设

计提供充分可信的设计参考［28-29］ .

1.2.3 密码子优化

密码子被认为是异源蛋白质表达水平的关键因

素，密码子优化可使蛋白质进行高效大量表达，对

相关工程基因的异源表达意义明显［30］ . 因此，对

密码子进行优化，包括消除稀有密码子、密码子配

对优化等，也是DNA从头设计过程中重要的研究

方向之一 . Chin等［31］开发了密码子优化在线工具

（codon optimization online，COOL），其特点在于

可提供多个目标的密码子优化方案，并通过密码子

适应指数、单体密码子使用频率、密码子上下文配

对、隐藏终止密码子等多个方面基因序列进行优

化，具有较好的优化水平 . Papamichail等［32］对密

码子上下文配对优化进行了统计分析，从统计学对

优化的复杂程度进行考察，并开发了一项具有较好

精确性和有效性的密码子上下文评估算法，用于评

估基因序列的合理程度 . 可见，基因序列中存在复

杂多样的密码子组合，因此基于计算机算法和经验

模型对密码子进行优化是受到认可的研究手段 .

1.3 从头合成和设计DNA的应用

DNA的从头合成和设计在构建人工生物系统、

研究基因表达差异性等方面具有根本性优势，可通

过特定的基因组设计合成工具和统一的染色体间连

接策略来实现对生物体基因组的定制设计和多团队

协作合成，还可针对工程基因的表达效率进行基因

序列从头设计优化，这对人造生命合成等前沿研究

领域意义重大 .

Gibson 等［4］对含有 582 970 bp 的生殖支原体

基因组进行了完整化学合成，该工作的成功完成对

构建原核生物基因组具有重要意义，也为后续更高

等级生物的基因组合成提供了方法上的参考 . 此

外，近年来在DNA从头设计领域取得的又一代表

性 成 果 为 真 核 生 物 酿 酒 酵 母 （Saccharomyces

cerevisiae） 全基因组项目 （Sc2.0），Sc2.0 首次实

现了人工设计和合成真核生物全基因组，在基因组

设计与合成方面取得重要进展［33-35］ . 其中，Xie

等［36］对酿酒酵母的 5号染色体进行了从头设计和

合成，研究者以天然酿酒酵母 5 号染色体（wtV）

的核苷酸序列为参考，从头设计并组装合成了人工

酿酒酵母 5 号染色体 （synV），且运用 CRISPR-

Cas9基因编辑工具对合成过程中产生的突变和错

位进行校正，最后运用全基因组测序、RNA测序

和培养实验验证了 synV的序列准确性、表达差异

性和菌体适应性，同时 synV还能被环化，可作为

模型用于人体环状染色体紊乱机制的研究 . 由此可

见，原核及真核生物基因组的设计合成已得到初步

实现，而以此为模型研究人体基因组的设计合成将

能大大提高研究的准确性 .

2 从头合成和设计蛋白质

蛋白质作为生物体内基因表达的主要产物之

一，其通过酶、抗体、膜蛋白等形式深刻影响着生

物体的生理系统及活动 . 到目前为止，对于蛋白质

结构的研究大多与天然蛋白质的修饰有关，这虽然

可以从一定程度上定向增强或减弱蛋白质的某些功

能和理化特性，但不能从根本上对蛋白质进行优

化 . 在蛋白质从头设计中，骨架结构和对应序列都

是未知的，因此基于这种情况的设计是相当困难

的，但同时也拥有最高的自由度，这为天然蛋白质

功能及人工蛋白质的机理及开发研究提供了先进方

法，在人工物质的设计合成上具有里程碑的

意义［37］ .

由于蛋白质的合成需要DNA作为编码设计模

板，定向地改变或重设氨基酸序列则需要对DNA

进行对应修饰和重设，因此DNA从头合成和设计

技术的日渐成熟和完善大大提升了蛋白质从头设计

和合成的可能性，同时也降低了设计成本和难度 .

2.1 从头合成蛋白质

近年来，蛋白质的从头合成也得到了快速发

展，这对制备蛋白质或多肽类药物等生物活性物质

至关重要 . 类似于 DNA 中的固相亚磷酰胺合成法

的原理，在短肽的合成方面，目前广泛使用的是基

于叔丁氧羰基（Boc）和9-芴甲氧羰基（Fmoc）保
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护策略的多肽固相合成法 （solid phase peptide

synthesis，SPPS），且具有较完善的合成体系［38］ .

而在类似于基因组装的多肽间连接方面，目前进展

较为显著 .

2.1.1 多肽硫酯法

多肽硫酯法是由 Johnson等［39-40］提出的天然化

学连接法（图 4a），主要合成原理为具有C端硫酯

的多肽与具有N端半胱氨酸残基的多肽进行反应，

以 形 成 天 然 肽 键 ， 并 发 现 4- 巯 基 苯 基 乙 酸

（MPAA）可以使合成反应的速度提升一个数量级 .

该法的成功发现在多肽的合成领域具有里程碑式的

意义 .

2.1.2 多肽酰肼法

Fang等［41-42］提出了使用多肽酰肼法进行蛋白

质的从头化学合成（图4b），该方法首先采用Boc/

Fmoc-SPPS法合成多肽酰肼，之后在NaNO2氧化剂

作用下产生叠氮化多肽，然后在 MPAA 作用下形

成多肽硫酯，最后再与半胱氨酸残基端多肽进行连

接以合成更长的多肽或蛋白质；此外，还可采用脱

硫方法使半胱氨酸残基转变为丙氨酸残基（图4c）
［43］ . 与多肽硫酯法相比，该法可制备酸敏感性修饰

的蛋白质片段，也避免了高腐蚀性氟化氢的使用，

良好地替代了多肽硫酯法，被目前相关领域研究人

员所广泛使用 .

2.2 从头设计蛋白质

2.2.1 基于Rosetta软件的设计方法

一般来说，蛋白质的空间结构决定着其有效活

性及稳定性 . 在蛋白质的从头设计中，蛋白质的整

体骨架结构取决于设计理念，而设计合成后的蛋白

质的表征结构往往和预测结构存在一定差异，因此

如何高效地预测蛋白质的空间结构则是决定蛋白质

有效与否的重要前提 .

Fig. 4 Two methods of native chemical ligation of peptides and the free-radical-based specific desulfurization method for
cysteine［39-43］

图4 两种多肽天然化学连接法和基于自由基的半胱氨酸特异性脱硫法［39-43］

（a）多肽硫酯法；（b）多肽酰肼法；（c）基于自由基的半胱氨酸特异性脱硫法. Boc/Fmoc-SPPS： 叔丁氧羰基保护策略/ 9-芴甲氧羰基保护

策略-多肽固相合成法；MPAA：4-巯基苯基乙酸；Cys：半胱氨酸残基；Ala：丙氨酸残基.
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由于分子结构模拟的复杂性，蛋白质的结构设

计与序列预测基本采用计算机模拟的方法，其主要

依靠初始设定的骨架结构和启发式算法来产生大量

可能结果，并对这些结果进行比对筛选 . 其中，

Rosetta 是一套用于蛋白质结构计算建模和分析的

软件，其基本工作流程如下：a. 定义初始的骨架结

构；b. 计算具有接近前者骨架结构的序列集；c. 根

据包装质量、氢键模式、可折叠性、能量大小等指

标对序列集进行缩小；d. 从头合成所需的蛋白质序

列并表征结构和效力［44］ . 在近些年的研究中，该

软件已广泛应用于蛋白质的从头设计，在细菌蛋

白［45］、跨膜蛋白［46］、酶［47-48］、多肽［49］、蛋白质

寡聚体［50］等生物分子的设计合成工作中起到重要

作用 .

此外，相关学者还将此软件与其他理论方法及

模型相结合，强化了结构设计与序列预测 . André

等［51］采用Rosetta能量函数结合 fold-dock法［52］对

异二聚体卷曲螺旋结构进行了准确预测，且通过模

拟发现由卷曲螺旋引起的折叠能量图景具有几种等

能量状态，其中独立的卷曲螺旋结构的能量图景更

加收敛于目标结构的能量，这两种方法的结合可以

有效地分析折叠图景及结构特异性 . Ludwiczak

等［53］将Rosetta与分子动力学相结合以强化蛋白质

的结构设计与对应序列筛选，该组合方法比现有方

法产生的序列多20%～30%，提升了序列预测的多

样性和与天然序列的相似性 .

2.2.2 功能结构的设计

天然存在的蛋白质往往存在一些特殊的结构特

征，这些结构对某些特定的蛋白质功能具有决定性

作用 . 因此如何从头设计和合成出具有这些特殊结

构特征的蛋白质，对拓展从头设计蛋白质的应用范

围影响重大 .

对此，相关学者采用计算模拟方法对蛋白质中

拓扑结构的定向设计和合成作了研究 . Huang等［54］

从头设计了具有原子级精度的四重对称、耐高温且

可逆折叠的 TIM 桶状蛋白质，经从头设计的模型

结构与天然结构的相似度较高，同时通过表征验证

其与其他天然存在该结构的蛋白质不属于同一家

族，该结构的成功合成为酶的定制化提供了新的路

径 . Doyle等［55］对串联重复蛋白的从头设计进行了

开发和验证，其通过全新定义重复单元间的几何关

系成功地设计出具有闭合结构的左旋α-螺旋桶状串

联重复蛋白，并通过了 X 射线晶体结构验证 .

Thomas等［56］以开发亲脂性生物活性分子和带电分

子的受体为目的，从头设计了 α-螺旋桶状蛋白

（αHB），该蛋白质的优势在于可通过调节疏水通道

的尺寸以适应特定靶分子的结合，同时由于其结构

中存在热稳定及低复杂的重复序列，因而该蛋白质

在其疏水通道中能耐受较多的突变，可见其可作为

小分子识别结合、储存释放的潜力载体 . Noguchi

等［57］对 β-螺旋桨家族蛋白的结构进行了计算设

计，研究人员首先制作了 Tako8 的完美对称同源

物，之后采用不同的计算方法对Tako8重新设计以

产生 Ika8 四重对称蛋白，该蛋白质能够由各个重

复单元自组装而成，其在生物纳米技术及WD40蛋

白折叠及进化模型的研究上具有应用潜力 . 可见，

相关蛋白质超二级结构的存在会使蛋白质具有载体

和催化活性等优良特性，因此对功能结构的从头设

计也是一个重要研究方向 .

2.3 从头合成和设计蛋白质的应用

由于从头设计手段可以在一定程度上自由定义

蛋白质的骨架结构和序列，同时蛋白质又是调节和

响应生物体内生理活动的主要物质形式，因此研究

日渐深入的从头设计和合成方法将有希望开发出具

有减毒增效或保效、靶向捕获或释放等优良功能的

人工蛋白，其在生物医药等领域拥有巨大应用

潜力 .

2.3.1 药物开发领域

肿瘤及癌症治疗一直是医学领域的热门研究方

向，近年来对相关蛋白质抗肿瘤、抗癌等功能的机

理研究以及新型蛋白质的设计方法与合成过程研究

受到研究者的广泛关注［58］ .

Gallardo 等［59］从头设计了一种具有生物活性

的淀粉样蛋白生成肽VASCIN，研究者通过小鼠皮

下黑色素瘤表征实验表明VASCIN会抑制依赖血管

内皮生长因子受体2（VEGFR2）的肿瘤细胞生长，

但对其他组织无毒性，即具有靶向释放的能力 .

VASCIN 毒 性 的 主 要 机 理 为 ， VASCIN 导 致

VEGFR2 的功能丧失，进而导致细胞生长受到影

响 . Silva等［60］对细胞因子白介素2（IL-2）和白介

素15 （IL-15）的模拟物（Neo-2/15）进行了设计，

其设计出一种全新结构来保留模拟物中细胞因子的

功能，但完全消除了与 IL-2Rα链 （CD25） 及 IL-

15Rα链（CD215）的相互作用，且这2种模拟物在

95℃下煮沸 1 h后仍能有效驱使T细胞存活，可见

其稳定性十分优秀；这类细胞因子模拟物的成功设

计和合成对癌症药物的减毒增效具有十分重要的意

义 . Chevalier等［61］以靶向治疗为设计理念，设计
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并表征了 22 600 个平均含有 40 个残基的微蛋白，

以靶向作用于甲型H1流感血凝素及肉毒杆菌神经

毒素B；经筛选后的微蛋白对靶物质作用明显，在

80℃下处理 1 h后未检出活性损失，且得益于小尺

寸，这些微蛋白几乎不会引起免疫反应 . 可见，人

工药用蛋白模拟物已经开始逐步从理论研究向应用

研究靠近，同时从头合成和设计技术也能赋予产物

靶向释放、减毒增效、提升环境耐受性等优良特

性，这对高效蛋白质类药物的开发具有重要意义 .

2.3.2 生物工程领域

生物材料及生物分子合成研究已在人造器官、

人造抗生素等方面取得较大的进展 . 从头设计蛋白

质可以人为地改变蛋白质的功能及应用范围，这将

进一步推进生物工程产品的研究与开发 .

Zheng 等［62］对具有高韧性、生物降解性等材

料特性的蛛丝蛋白（spider silk proteins，SSP）进

行分析后，基于基因工程及蛋白质从头设计技术对

SSP 进 行 重 组 设 计 以 获 得 重 组 蛛 丝 蛋 白

（recombinant spider silk proteins，RSSP），其中包

括蛛丝蛋白激发肽、蛛丝蛋白嵌段共聚物、全长蛋

白质等；由于RSSP的序列可预测性、其免疫原性

可得到较好地控制，且还可用于设计具有多尺度自

组装能力的RSSP，在仿生材料的开发上具有一定

潜力 . Rapson 等［63］对金属蛋白的模拟作了研究，

其通过金属中心、有机环、蛋白骨架、材料格式的

设计顺序成功设计出重组丝蛋白（AmelF3），其可

结合血红素及相关金属元素，可应用于光捕获复合

物、催化、传感器等领域 . Bozhüyük等［64］提出一

种新的针对非核糖体多肽合成酶 （nonribosomal

peptide synthetase，NRPS）的修饰策略，即用重新

定义的交换单元作为功能单元，最终成功设计出可

合成出多种新型非核糖体多肽的新型NRPS，经进

一步优化后有望通过非核糖体的手段合成一些具有

特定功能的生物分子 .

此外，基于多肽酰肼合成法，相关学者对合成

镜像蛋白及蛋白质晶体学进行了研究 . Weinstock

等［65］合成了具有 312个氨基酸残基的镜像分子伴

侣蛋白（DapA），提升了从头化学合成蛋白质的长

度 . Wang 等［66］ 以合成镜像 DNA 聚合酶为目的，

利用该法成功合成了具有174个氨基酸残基的镜像

非洲猪瘟病毒聚合酶X （ASFV pol X），这在一定

程度上建立了手性的生物分子系统，对镜像生物大

分子的研究具有重要意义 . Pan等［67］利用该法合成

出K27位多聚泛素化二联蛋白质（diUb）和三联蛋

白质（triUb），其中 triUb 具有 228 个氨基酸残基，

并得到了 2.1 Å分辨率的X射线衍射结构，为生物

结构的研究提供了参考 .

由此可见，蛋白质从头合成和设计技术推进了

相关仿生材料、功能酶、镜像蛋白等内容的研究，

可合成一般基因重组技术所无法合成的相关蛋白质

或多肽，在开发功能性蛋白质材料、探索镜像生物

系统等方面具有巨大潜力 .

3 从头合成和设计多糖

不同于DNA与蛋白质，多糖在合成过程中不

存在严格意义上的模板，因此在从头合成和设计的

可控性上远不及前两者 . 然而多糖对于生物体的正

常生理活动而言也必不可少，具体可以表现为储存

能量的肝糖原、支撑生物骨架的壳多糖和纤维素

等 . 此外，糖基化反应作为糖蛋白、脂多糖等生物

大分子的生成手段，与疾病的产生机理密切相关，

受到研究者的广泛关注［68］ . 因此，开发适宜的从

头合成与设计方法对于开发具有优良性质和功能的

多糖及糖缀合物影响深远 .

3.1 从头合成多糖

从头合成作为以小分子体系构建大分子体系的

方法，在多糖的合成领域同样受到广泛关注 . 目前

对于多糖的合成方法主要为酶促合成法和化学合

成法 .

3.1.1 酶促合成法

在自然界中，酶促合成法是许多微生物产生天

然产物的方法，同时合成酶在众多领域内应用广

泛，例如用于合成寡核苷酸的TdT、用于酶促糖基

化反应的Leloir型转糖基酶等［69］ . 利用酶优异的催

化效率及专一性，辅以定向调控优化，可以为天然

多糖的从头合成提供一条高效路径，同时也成为合

成生物学的一个重要研究方向［70］ .

Park等［71］对来自奈瑟氏球菌的新型淀粉蔗糖

酶进行了克隆和表征，该酶可利用蔗糖作为简单前

体从头合成直链淀粉，其产率最高达到24%，为直

链淀粉的生产提供参考 . Song等［72］考察了来自柠

檬明串珠菌的葡聚糖合成酶的合成特性，从表征结

果中发现合成产物具有 58% 的 α-1，6 糖苷键和

42% 的 α-1，3 糖苷键，同时还发现该酶可发生基

于麦芽糖的受体反应生成聚合度为3～5的葡寡糖 .

Grimaud等［73］利用蔗糖作为底物，分别利用葡聚

糖蔗糖酶及交替糖合成酶进行酶促合成，得到了聚

合度范围为29～170的三嵌段葡聚糖共聚物，这为
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交替多糖的开发应用提供了方法基础 （图 5a） .

Wen等［74］对酶法从头合成低聚糖的自动化进展进

行了阐述，指出酶法合成的自动化研究将有助于人

造高尔基体、自动化固相酶法合成系统的开发，最

终达到基于多糖酶法合成仪的高效生产水平（图

5b） . 可见目前研究者在多糖的酶促合成中趋向于

研究不同菌种来源的酶的合成特性、多糖结构及分

子量定向控制等方面，以达到多糖的选择性高效

生产 .

3.1.2 化学合成法

类似于寡核苷酸合成中的亚磷酰胺法，多糖的

化学合成主要针对单体间的糖苷键进行方法研究 .

尽管化学合成法在合成产物的分子质量上远不及酶

促合成法，但可在一定程度上对多糖链结构进行人

为调控［75］，且不会像酶促合成法受限于酶种类的

影响 .

Fig. 5 Three methods of de novo glycan synthesis［73-74，76］

图5 三种从头合成聚糖的方法［73-74，76］

（a）三嵌段葡聚糖酶促合成法；（b）低聚糖酶促自动合成法；（c）阿拉伯半乳聚糖的化学合成法.
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Wu等［76］首次合成出含有 92个糖单体且高度

支化的阿拉伯半乳聚糖，研究者首先采用一锅糖基

化策略［77］合成出主链、分支所需的寡糖或多糖片

段，之后进行立体选择性β-糖基化，最后对A链及

B 链进行链内组装及链间偶联得到完整多糖（图

5c） . 该研究在以化学合成法合成人工定义结构的

多糖方面是一项重要进展 . Wang等［78］采用磷酸和

微波分别作为催化剂和辅助手段，以D-甘露糖作

为底物从头合成出重均分子质量为2.457 ku的聚甘

露糖，实现了甘露糖的低分子质量聚合 . Kanazawa

等［79］同样以磷酸作为催化剂，在 110℃氮气氛围

下以天然戊醛和6-脱氧己糖作为底物，通过固态缩

聚反应得到重均分子质量范围为 2.7～12.0 ku、高

度支化的多糖，底物转化率为47%～81%；该反应

整个过程中混合物均成粉末状，为多糖的固态合成

提供了实际参考 . 可见，化学合成法能够在物理场

作用以及温度变化较大的反应条件下进行，且在多

糖结构上具有一定的选择性 .

3.2 从头设计多糖

在多糖或糖缀合物的设计中，由于存在大量可

能出现的单体糖残基和缀合物配体种类，因此从头

设计方法的构建便变得较为困难 .

Trott 等［80］开发了名为 AutoDock Vina 的设计

模拟软件，较 AutoDock 4 在计算速度、预测准确

性上有显著提高，该软件也可用于部分多糖或糖缀

合物结构的设计预测，但在糖蛋白的设计上没有

有 效 的 解 决 办 法 . Labonte 等［81］ 采 用

RosettaCarbohydrate软件对多糖及糖缀合物进行结

构预测，软件以糖残基为中心，对糖苷键、侧链构

象、环形式等参数进行分析建模，并具有一定的模

拟糖基化功能 . 可见，和蛋白质从头设计中广泛使

用的Rosetta软件相比，构建多糖和糖缀合物的从

头设计方法具有更高的复杂性和难度，仍需研究者

进行进一步的计算开发 .

3.3 从头合成和设计多糖的应用

纯粹的多糖由于受自身基团的限制，较难在功

能上实现多样化，而结合其他大分子将大大拓展多

糖的应用范围 . 其中，糖缀合物指糖链以共价键的

形式与蛋白质、多肽、脂质、核酸及抗体等生物分

子连接而成的一类物质，其反应机理为糖基化反

应 . 对于生命体而言，糖链或糖缀合物具有细胞识

别、转运物质等功能，其对生命科学中病理和药理

学研究至关重要 . 因此，对目前糖缀合物研究近况

的认识将有助于利用从头合成与设计技术定向制备

具有更优特性的糖链或糖缀合物，同时推进多糖从

头合成和设计技术的发展 .

Yang等［82］描述了33种复合天然糖苷从头合成

的O-糖基化反应过程，详细分析了每种反应的糖

基化条件及结果，为目前糖缀合物的从头合成和设

计提供了十分重要的机理参考 . Li等［83］对金催化

的糖基化反应机理进行了阐述，并对基于相关糖缀

合物合成验证了该方法的可行性，为从头合成和设

计糖缀合物提供了催化条件 . Hjuler等［84］介绍了一

种由脱保护的碳水化合物形成糖缀合物的三段法，

具体为将具有缀合位点及保护作用的化合物连接到

低聚糖的还原端，其次通过脱保护以暴露缀合位

点，最后根据需要发生缀合反应 . 由于缀合位点拥

有较好的反应自由性，该糖缀合物可应用在生物成

像、糖-蛋白质相互作用研究等方面 . Kong等［85］开

发出一种以D-甘露糖作为简单前体合成四糖，进

而与白喉毒素突变体载体蛋白进行缀合 . 该缀合物

在体外实验中能与荚膜多糖转运蛋白抑制剂产生协

同作用，结合细菌表面多糖，进而诱导免疫系统产

生抗体用于杀灭细菌，推进了糖缀合物的抗菌疫苗

开发 . Nam等［86］对具有优异基因转染效率的聚乙

烯亚胺（polyethyleneimine，PEI）进行了改造，其

将低分子质量的PEI和靶向配体分别与羧甲基壳聚

糖的氨基和羧甲基进行缀合以获得HPOCP共聚物；

对该物质进行表征和细胞实验后表明，基因 -

HPOCP复合物拥有较好的结合力、保护与释放能

力以及较低的细胞毒性，具有作为基因治疗中基因

递送载体的潜力 . 由此可见，糖缀合物在生物材

料、疫苗、基因治疗等领域具有潜力，而对多糖定

向从头合成的研究将有助于合成出具有更优载体能

力、抗菌活性等特点的糖缀合物 .

4 总结与展望

随着从头合成和设计技术的不断发展，将可以

根据自身设计理念合成出全新的 DNA 或基因组，

或者使其进行表达生成全新的表达产物 . DNA从头

合成和设计的成熟研究在一定程度上加速了蛋白质

的从头合成和设计，为氨基酸序列设计的可行性提

供了重要保障，进而可以开发出诸如白介素2模拟

物、镜像蛋白等对医药、生物领域影响重大的人工

产物 . 此外，多糖尤其是具有识别功能的糖链或糖

缀合物是生命科学领域中病理和药理学研究的核心

内容，结合从头合成和设计技术将可以批量定向制

备具有优良生物活性的糖链或糖缀合物，有利于推
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动诸如HPOCP等基因治疗药物递送载体及其他功

能物质的开发 . 从长远角度看，从头合成和设计技

术未来将与自动化技术甚至人工智能技术深度融

合，有望以“一键合成”的简单操作合成复杂的生

物大分子，而深度融合的成果将使自然科学研究向

前迈进一大步 .
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Advances in De Novo Synthesis and De Novo Design of Biomacromolecules*
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Guangxi University, Nanning 530004, China)

Abstract Biomacromolecules refer to the substances such as DNA, proteins, polysaccharides, etc. in living

organisms, which are essential for the normal life activities of organisms. De novo synthesis and design

techniques have high degree of freedom and simple precursors in the synthesis and structural design of

biomacromolecules, enabling new design and efficient synthesis of biomacromolecules for specific research

purposes. Recently, de novo synthesis and design techniques have begun to receive attention in the fields of

artificial gene combination, novel protein drug design, glycoconjugate synthesis, etc. Based on the de novo

synthesis and design of biomacromolecules, the newly designed DNA or novel gene expression products, as well

as glycosylation or glycoconjugates with recognition functions, can be targeted prepared. Simultaneously, the

techniques will greatly advance biologically active substances such as cytokine mimics, gene therapy delivery

vehicles, providing a new solution for the construction of artificial biological systems and the treatment of rare

diseases. This paper reviews the de novo synthesis and design of DNA, protein and polysaccharides, expounds the

related methods and applications, and finally summarizes the relationship between three kinds of substances.
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