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酶的分子改造及其在医药领域的应用

毛 杨，杜怡萱，高向东*
(中国药科大学生命科学与技术学院，南京 210000)

摘要：酶是由活细胞产生的、对其底物具有高度特异性和高度催化效能的蛋白质或核糖核酸。酶作为

一种优秀的生物催化剂，具有高专一性、反应条件温和、绿色环保等优点。然而天然酶存在稳定性

差、活性低等问题，因此对酶的改造显得尤为重要。本文回顾了定向进化、理性及半理性设计等传统

的发展较为成熟的酶分子改造技术；同时，简述了机器学习在扩展酶改造设计技术上新的可能性；并

简要介绍了酶在医药领域中的应用，主要包括药物制备、生化分析和疾病诊断与治疗；希望能为酶的

改造及应用提供更广阔的视野。
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Enzyme molecular modification and its application in medicine
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Abstract: Enzymes, proteins or ribonucleic acids, produced by living cells, exhibit high substrate specificity
and catalytic activity. As excellent biocatalysts, they offer advantages such as high specificity, mild reaction
conditions, and environmental friendliness. However, natural enzymes suffer from poor stability and low
activity levels, so the modification of enzymes is particularly important. This paper reviews traditional and
well-developed enzyme molecular modification techniques, including directed evolution, rational and semi-
rational design. Meanwhile, machine learning offers new possibilities in expanding enzyme modification
techniques. Furthermore, this paper also provides a brief overview about the application of enzymes in medical
field including drug production, biochemical analysis, disease diagnosis and treatment. This review is hoped to
improve the vision of enzyme molecular modification and its application.
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酶是由活细胞产生的、对其底物具有高度特异

性和高度催化效能的蛋白质或核糖核酸，又被称

为生物催化剂[1]。作为生物催化剂，酶在生物体的

诸多过程中发挥着重要作用。Babbi等 [ 2 ]通过对

《京都基因与基因组百科全书》中收录的生物学

通路分析发现，共有6 904种蛋白质参与了320条
KEGG通路，而其中酶蛋白占比为32%，共有

2 258种。由此可见，酶在生物体生命活动过程

中的重要性。因此，基因发生突变导致酶活性

降低或缺乏可能会导致一些疾病的发生，如苯

丙酮尿症是一种由编码苯丙氨酸羟化酶基因突

变造成酶活性缺陷的常染色体隐性遗传病，患者

体内苯丙氨酸异常积累导致脑功能障碍[3]。所以通

过对酶分子化学结构及催化机制的研究将有助于

理解疾病的发病机制，更好地将酶应用于疾病的

治疗。

除了在生物体中具有重要作用，酶在工业生产

中也有广泛应用。漆酶可用于造纸工业中对纸浆

进行生物漂白[4]；β-半乳糖苷酶在乳制品工业中用

于生产无乳糖产品[5]；脂肪酶也被应用于洗涤剂、

食品、造纸以及动物饲料等行业[6]。酶催化反应高

水平的区域立体选择性和高效性使酶在工业生产

中的应用前景十分广阔，但是仍然存在一些限制

酶应用的问题。在酶与底物的相互作用过程中，

酶易受到环境中温度、pH值、金属离子等影响，

导致其分子结构的改变以及反应速率的减慢。此

外，工业生产中需要的酶是高热稳定性、高pH稳
定性和有机溶剂耐受性，显然天然酶不具备这些

优点。因此，亟需通过对酶分子在其氨基酸序列

水平上进行工程设计，以优化关键特性，如表达

量、稳定性、底物范围和催化效率，甚至解锁其

在自然界中没有的新催化活性，从而获得高产率

酶的突变体[7]。本文就定向进化、理性与半理性设

计以及机器学习几种酶分子改造技术及其在医药

领域的应用进行综述。

1 酶催化反应的化学基础

酶因能加速化学反应而在工业生产中被广泛应

用，最高能将反应速率加速107倍以上[8]。科学家

们也一直在寻求了解酶催化反应的详细机理以及

显著提高酶催化效率的因素。酶催化的第一个理

论是“lock and key”模型，认为酶与底物的相互

作用就像钥匙和锁一样具有严格的互补关系[9]。此

后，Kosh land [ 1 0 ]对锁钥模型进行修改，提出

“induced-fit”理论，认为酶分子与底物的结合是

动态的契合，当酶接近底物时，酶分子受底物分

子的诱导，其构象发生有利于同底物结合的变

化，在此基础上进行互补契合。紧接着又出现了

“transition-state”理论，该理论认为，酶优先与过

渡态中间体结合，而不是底物或产物，通过降低

过渡态的自由能，从而减少活化所需的能量，实

现加速反应[11]。上述理论是将酶作为一个选择性

识别和结合其底物的结构支架，当底物结合和适

当定位以后，酶被认为创建出一个反应的微环

境，其性质与在本体溶剂中有着显著不同，并且

有利于反应比在溶液中更快地进行[12]。

近年来，研究人员不再将酶视为一个刚性结构

支架，转而提出酶是一个灵活的分子，内部运动

在酶催化反应中起着积极的作用[13]。通过对肽基

脯氨酰顺反异构酶等催化完全不同生化反应的三

类酶的计算研究发现，在不同酶折叠的远端区域

存在蛋白质运动，这些运动与介导酶活性位点-底
物相互作用的变化类似，从而影响反应机制。在

酶催化的动态过程中，酶分子的原子位置在催化

过程中以时间依赖性方式发生变化；并且这种时

间依赖性的尺度范围很广，从皮秒和纳秒到微秒

和毫秒[14]。此外，多种技术为各个时间尺度上的

酶分子动力学运动提供了深刻的见解，包括核磁

共振实验[15]、单分子技术[16]、氢氘交换[17]、中子

散射[18]和计算技术[19]等。但是内部运动在加快酶

促反应速率中的作用仍不完全清楚，需要进一步

研究。

2 酶分子改造

酶作为生物催化剂，具有反应条件温和、绿色

环保等优点，但天然酶存在催化底物类型有限、

立体区域选择性不高等缺点。随着重组DNA技术

的发展，能够对基因进行改造并在合适的宿主中

大量表达，从而获得比天然来源更多的酶。测序

技术的发展使得对酶分子中的氨基酸残基进行改

造及其与酶功能之间的相关性研究成为可能。因

此，对天然酶进行设计改造，提升其工业应用属
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性，具有重要的基础研究意义及应用价值。目前

已经建立的酶分子优化的策略包括定向进化、理

性设计、半理性设计，以及近年来出现的机器

学习。

2.1 定向进化

酶的定向进化技术是模仿自然进化中基因突变

与自然选择的过程，通过向基因引入突变，并直

接或间接对突变体进行筛选，经过多轮迭代，最

终得到酶活性提高、底物特异性改进、酶热稳定

性提高等符合预期的突变体[20]。2018年，Arnold等
三位教授也因在定向进化领域的贡献获得了诺贝

尔化学奖[21]。定向进化的关键是构建突变体文库

并从中筛选满足特定需求的目标突变体，目前常

用的引入突变的方法包括随机诱导突变[22]、易错

PCR和体外DNA重组[23]等。定向进化作为传统酶

分子改造技术，在生物催化剂立体选择性等参数

改造中已取得了一定成就。Longwitz等[24]通过在乳

酸乳球菌多药耐药性调节因子中引入非典型氨基

酸硼酸苯丙氨酸而产生硼酸依赖性肟合酶，然

后通过诱导突变和定向进化，筛选获得具有足

够催化活性和立体选择性的突变体，从而弥补

小分子催化剂硼酸没有立体选择性的缺点。此

外，在西格列汀的生产工艺中，Savile等[25]通过计

算机设计和定向进化相结合获得转氨酶变体，用

于合成手性胺，在经过11轮进化筛选后，最终催

化剂包含27个突变，并且能够耐受工艺中的高温

和各种有机助溶剂，大大提高了生产效率。定向

进化除了在酶催化领域的应用以外，在抗体和高

亲和力配体的筛选中也具有重要作用。Grindel
等[26]通过将mRNA展示技术和定向进化的手段获得

程序性死亡配体1(programmed cell death-ligand 1，
PD-L1)的亲和体M1，并且在后续的细胞功能检测

中，发现M1在低微摩尔浓度下能够抑制PD-L1的
信号传导。由此可见，定向进化已被应用于酶和

蛋白质进化的各个领域，其核心问题在于如何构

建精准突变体库、提高进化效率、提高筛选与选

择速度。

2.2 理性设计

理性设计是通过预测酶分子活性位点并考察特

定位点突变对其稳定性、折叠及与底物结合等方

面的影响，从而针对性地对酶进行改造和模拟筛

选[27]。虽然定向进化在酶分子改造中取得了一定

的成就，其关键挑战是建立一个能有效地识别所

需的表型并以高通量的方式分析目标产物的通用

平台，因此想要得到更优化的酶的结构序列往往

伴随着的是更大的筛选工作量[20]。在理性设计中

会基于蛋白质的三维结构，结合酶催化机制，以

理性的方式选取拟改造活性位点及构建单元，通

过定点突变构建更小的突变体文库来克服筛选瓶

颈，从而准确地预测蛋白质结构和产生自然界没

有的新酶[28]。在自然界中二氧化碳的固定依赖于

光系统Ⅰ——一种巨大的膜蛋白复合物。有研究

设计出一种33 kDa的微型光催化CO2还原酶，该酶

含有一个发色团的光敏蛋白域和两个铁硫簇的催

化域，最终使光驱动CO2到甲酸转换的量子效率达

到1.43%，并且能够在大肠杆菌中过表达[29]。此

外，手性杂环化合物在药物合成和材料领域中具

有重要作用。Li等[30]通过对柠檬烯环氧水解酶底物

结合口袋活性位点进行计算设计，重构其活性中

心氢键网络，打破原有依赖水分子对环氧底物的

开环机制，实现了其催化环氧化合物的鲍德温环

化反应与去对称化反应，并合成了多种手性氮/氧
杂环化合物，可用于构建系列天然产物以及潜在

药物前体。Tian等[31]通过对HAD磷酸酶的底物偏

好进行理性设计得到了几种变体，分别表现出对6-
磷酸葡萄糖、6-磷酸果糖和6-磷酸甘露糖三种磷酸

化糖增强的特异性和催化效率。

理性设计构成了从头蛋白质设计的基础，并且

由于生成的文库尺寸较小，是一种有吸引力的策

略。但是它可能需要对蛋白质结构、机制和序列

有广泛的了解，才能产生更好的变体[32]。

2.3 半理性设计

半理性设计是随机突变酶分子中对酶性质起重

要作用的一些位点或特定区域，以快速获得具有

改变酶性质的突变酶。在不影响突变效应的前提

下，该方法可以缩小突变库的大小，显著提高酶

分子改造的效率[33]。半理性设计常用策略包括组

合活性中心饱和突变(combinatorial active-site
saturation test，CAST)[34]、迭代饱和突变(iterative
saturation mutagenesis，ISM)[35]和理性聚焦迭代突

变技术(focused rational iterative site-specific
mutagenesis，FRISM)[36]等。CAST核心是基于序列
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或结构信息，借助计算机模拟在酶催化活性中心

周围选取与底物有直接相互作用的氨基酸残基来

构建突变库。一般情况下，单轮突变难以达到预

期效果，常需要多轮叠加突变。Yu等 [ 3 7 ]利用

CAST/ISM策略对P450单加氧酶P450-BM3进行迭

代饱和突变，经过3轮筛选使其催化苯乙烯环氧化

的对映体选择性大大提高。FRISM的核心是鉴定

酶分子中的突变残基和在突变位点上引入合适的

氨基酸，区别于CAST/ISM，FRISM一般不会构建

饱和诱变文库，每个位点的突变只涉及3~5个氨基

酸 [ 3 8 ]。Li等 [ 3 9 ]利用FRISM技术将糖基转移酶

UGT74AC2生成三个区域互补变体，能够分别催化

黄酮类化合物水飞蓟宾生成3-O-葡萄糖苷、7-O-葡
萄糖苷和3,7-O-双葡萄糖苷混合产物。此外，Lei
等 [ 4 0 ]也通过理性聚焦迭代位点特异性突变的策

略，将催化狄尔斯-阿尔得反应的酶MaDA1中五个

氨 基 酸 残 基 进 行 F R I S M 实 验 ， 最 终 得 到

MaDA1_M3变体，能够将催化效率提高34倍且具

有良好的立体选择性。

半理性设计通过选定一定区域中的氨基酸位点

进行突变，与定向进化相比降低了突变库的大

小；相较于理性设计，不需要对酶分子结构与功

能之间的关系有精确的了解。但是，半理性设计

在一定程度上还是依赖于变体文库的构建和突变

体的筛选，虽然取得了巨大成果，仍然需要大量

的计算和实验工作。

2.4 机器学习

随着新一代测序技术、高通量筛选方法、蛋白

质改造数据库和人工智能的发展，以数据驱动的

机器学习(machine learning，ML)成为优化生物催

化剂的新方法。机器学习是通过输入特定的数据

集，识别现有的数据模式，以预测以前没有但和

数据集具有相似属性的分子。其中，输入的数据

被称为训练集，ML的本质是在训练集中查找可用

属性，包括酶分子序列、空间结构和理化性质

等。机器学习的两种主要类型是无监督学习和监

督学习。在无监督学习中，目标是将高维数据压

缩成较少的维数，或者找到数据聚类。在监督学

习中，一个或多个目标属性被指定为标签，目标

通过学习产生一个能预测非标签数据的函数[41]。

目前多种算法已被用于ML，包括随机森林(random

forests，RF)[4 2 ]、支持向量机(support vector
machine，SVM)[43]、决策树(decision tree，DT)[44]

以及K最近邻(K-nearest neighbor，KNN)[45]等。ML
可用于数据库中对蛋白质结构与功能的注释以及

用于发现所需功能的酶和蛋白质。如在代谢工程

中利用脂肪酰基还原酶(alcohol-forming fatty acyl
reductases，FAR)、在细胞内利用酰基辅酶A和酰

基载体蛋白(acyl carrier protein，ACP)产生脂肪

醇，但是酶活性是高通量生产的主要瓶颈。

Greenhalgh等[46]通过ML驱动的方法设计出在底物

ACP上具有增强活性的FAR。此外，聚对苯二甲酸

乙二醇酯(polyethylene terephthalate，PET)水解酶

一般只在高温时才会表现出水解能力，在较低温

度以及中性pH条件下活性较弱。Lu等[47]通过基于

蛋白质序列结构的ML设计出一种突变型，最大水

解活性提升了38倍，并能够在较低温度以及中性

pH环境中保持高活性的PET水解酶，大大提高了

其对PET垃圾的降解能力。不仅如此，ML还被用

于预测蛋白质溶解性[48]、最适反应温度[49]以及酶

的催化残基框架[50]等。

机器学习在酶分子的改造中表现出强大的潜

力，但是目前尚存在许多挑战。由于ML对数据的

严重依赖性，目前最丰富的是蛋白质结构和序列

数据库，但是关于酶分子反应机理、底物的特异

性、对映体的选择性及辅因子等的数据库尚少。

此外，还有许多在实验中性能不佳的突变体数据

丢失，导致机器学习缺少阴性数据。因此，在未

来构建更全面、更均衡、更高质量的数据库对于

机器学习的发展尤为重要。

3 酶在生物医药领域中的应用

3.1 药物制备

酶作为生物催化剂，就其催化的化学反应类型

而言，包括氧化还原、水解、异构化以及基团转

移等，结合生物催化的优点使其高度适用于药物

制备中许多化学转化反应[51]。根据全球工业酶市

场的分析报告，在2024‒2030年的预测期内，全球

工业酶市场预计将以6.8%的复合年增长率增长；

其中食品和饮料行业占据主导地位，但由于制药

行业的发展，预计其份额占比会出现增长趋

势[52]。目前已有多种酶被应用于制备药物中间体

毛 杨, 等. 酶的分子改造及其在医药领域的应用 · 1243 ·



和药物合成。L-酪氨酸苯酚裂解酶可以催化邻苯二

酚、丙酮酸和氨生成左旋多巴，后者是治疗帕金

森氏病的首选药物[53]。Pei等[54]通过对芽孢杆菌属

中获得的醛酮还原酶AKR3-2-9进行催化位点的分

析发现，其能够催化抗抑郁药度洛西汀关键中间

体合成。Zhang等[55]通过对亚胺还原酶进行结构改

造从而实现利用该酶的变体完成多个药物分子以

及中间体的高效合成。

此外，随着合成生物学的发展，利用微生物细

胞工厂制备药物成为可能。Zhang等[56]通过对酵母

菌细胞进行基因重编程以实现30多个酶促反应，

改造后的酵母菌能够生产文多林和长春花碱。这

两种物质是合成抗癌药物长春碱的重要前体。

Yang等[57]通过采用五种工程酶和四种辅酶多酶级

联反应实现了抗艾滋病药物伊斯拉曲韦的合成。

目前，酶已经成功取代了许多基于传统化学催化

剂的药物合成，并且随着酶工程技术的发展，其

在合成抗生素、氨基酸以及核苷酸等生物小分子

药物方面扮演着越来越重要的角色。

3.2 生化分析及疾病诊断

近年来，由于酶促反应的专一性和高效性使其

在生化分析和疾病诊断中应用广泛。酶法分析是

以酶为分析工具，旨在测量生化物质的活性和浓

度，大多数酶法测定基于荧光或分光光度法终点

信号的检测[58]。因为酶法分析在测定中的高灵敏

度、高特异性和快速反应，使其在疾病诊断中具

有重要价值，其在疾病诊断中的应用主要分为两

方面。一方面是对机体酶活性及浓度的测定，某

些疾病的发生会导致其改变。天冬氨酸转氨酶

(aspartate aminotransferase，AST)血清水平可用于

诊断心脏和肝脏病变，在肝损伤的情况下AST血清

水平会上升[59]。明胶酶是将明胶转化为多肽和小

分子物质的蛋白水解酶。明胶酶的催化产物可进

一步用于各种代谢途径。Gopcevic等[60]发现，明

胶酶A和明胶酶B可作为急性心肌梗死早期检测的

标志物。丁酰胆碱酯酶(butyrylcholinesterase，
BChE)是一种丝氨酸水解酶，可催化体内酯的水

解。Zivkovic等[61]发现，BChE活性降低是创伤诱

发的急性全身炎症反应的早期指标。另一方面，

除了对酶本身的检测，酶法分析还可以用于分析

体内特定的物质，如基于酶的生物传感器的发

展。目前已开发了大量酶的生物传感器来提供有

关患者健康状况的诊断信息。Calabria等[62]开发了

基于化学发光系统测定葡萄糖氧化酶催化葡萄糖

氧化产生过氧化氢，从而定量检测血液样本中的

葡萄糖的方法。Tiwari等[63]开发了一种基于共价固

定化脲酶的电化学尿素生物传感器，可用于体液

中尿素浓度的检测。

目前，酶在实验室的生化分析和临床疾病诊断

中有重要作用，但是在诊断市场上对酶的需求和

供应之间存在差距，需要开发更好的疾病诊断分

析方法和更好的酶和酶生产系统，弥补供需之间

的缺口[64]。

3.3 疾病治疗

酶是生物系统的催化剂，对于体内能量代谢、

信息传递及增殖分化有重要作用，其活性的变化

与疾病的发生密切相关。目前在人体中共发现

1 494种酶与2 539种遗传疾病有关[65]，因此酶是疾

病治疗的重要靶点，同时也可以直接作为药物用

于疾病治疗[66]。目前，酶类药物已成为生物药物

的重要组成部分，已被广泛用于代谢缺陷症、心

血管疾病、炎症感染、癌症等疾病的治疗[67]。

现在越来越多的酶类药物被批准用于疾病的治

疗，如苯丙酮尿症中过量的苯丙氨酸，能够被苯

丙氨酸氨解酶(phenylalanine ammonia lyase，PAL)
催化成无毒无害的反式肉桂酸和氨，反式肉桂酸

被进一步代谢最后以马尿酸的形式随尿液排出。

由于PAL催化反应生成无毒化合物，所以PAL被认

为是治疗苯丙酮尿症的一种药物[68]。此外，溶酶

体酸性脂肪酶缺乏症 ( lysosomal ac id l ipase
deficiency，LALD)由于其基因突变导致酸性脂肪

酶不能在溶酶体中降解低密度脂蛋白、胆固醇酯

和三酰甘油，导致胆固醇酯和三酰甘油在体内蓄

积引起内脏器官黄瘤样病变[69]，而重组人溶酶体

酸性脂肪酶成为首款治疗LALD的药物[70]。表1总
结了部分用于疾病治疗的酶类药物。酶类药物由

于高度的底物靶向性和亲和力，不会作用于其他

底物而降低了不良反应；另外，酶类药物用量

少，降低了药物使用风险[71]。但酶类药物也存在

容易失活和半衰期短等缺点[67]。为了发挥其最大

效能，需要与酶的化学修饰、靶向递送和借助药

物载体等手段相结合使用。
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4 挑战及展望

生物技术和酶分子设计技术的发展，大大提高

了酶在医药领域的应用，但是仍然存在许多挑

战。目前，在BRENDA酶数据库中共记录酶的数

量有8 423种(截止至2024年4月)，但是其中应用于

疾病治疗的不到一百种[80]。虽然在食品、农业、

工业、环境保护等领域应用的酶数量可能远高于

医药领域，但是毫无疑问，仍然有大量酶尚未被

开发利用。因此，如何挖掘和设计改造更多可利

用的酶分子将是一个重要课题。

当前人工智能发展十分迅速，加速了酶分子定

向进化和理性设计等手段的融合，利用人工智能

和开发新的机器学习模型已成为酶分子改造的重

要趋势。如针对L-天冬酰胺酶(L-asparaginase，
ASP)半衰期短的问题，Zhang等[81]通过基因工程设

计了一种类弹性蛋白多肽(elastin-like polypeptide，
ELP)融合的L-天冬酰胺酶(ASP-ELP)。这是一种由

人工智能模型AlphaFold2预测的核壳结构四聚体，

能够克服ASP半衰期短的局限性。此外，新一代人

工智能模型AlphaFold3已经推出，其对蛋白质等其

他生物分子结构和相互作用的预测达到了一个前

所未有的准确度[82]。未来利用人工智能构建高性

能的生物催化剂具有巨大潜力，同时也会极大地

促进酶分子的应用。
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