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摘  要: 定向进化方法作为新兴的高效蛋白质工程手段，其内容包括蛋白质突变体文库的构建和有效突变体

的快速筛选。高通量筛选方法是定向进化方法的重要组成部分，是成功获得有效突变体的关键。筛选的突变体

数量越多，获得有效突变体的几率越大。以下介绍了目前已经成功应用于或有潜力应用于定向进化改造蛋白质

的几种高通量筛选工具。高通量筛选工具的不断设计与开发将推动蛋白质工程领域的技术革新。 
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Design and application of high-throughput screening tools: a 
review 

Shuangyan Tang, Chaoning Liang, and Peixia Jiang 
Institute of Microbiology, Chinese Academy of Sciences, Beijing 100101, China 

Abstract:  As an efficient and promising protein engineering strategy, directed evolution includes the construction of 
mutant libraries and screening of desirable mutants. A rapid and high-throughput screening method has played a critical 
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role in the successful application of directed evolution strategy. We reviewed several high-throughput screening tools 
which have great potential to be applied in directed evolution. The development of powerful high-throughput screening 
tools will make great contributions to the advancement of protein engineering. 

Keywords:  high-throughput screening, directed evolution, mutant libraries 

  
定向进化是近年发展起来的十分高效的蛋

白质改造手段[1]。定向进化方法的内容包括从一

个或者多个亲本酶出发，经过基因突变和重组人

工构建蛋白质突变体文库，然后通过合适的筛选

方法快速从突变体文库中筛选出符合要求的突

变体[2]。鉴于突变的随机性，定向进化法尤其适

用于对仅掌握有限的结构和功能信息的蛋白质

进行改造，以获得某方面特性显著提高的突变

体。即使在已知结构的蛋白质改造上，以定向进

化法改造所得到的结果在很多情况下也是人们

根据已有的蛋白质结构功能关系的知识所无法

预知的。定向进化法弥补了传统理性设计方法的

不足，极大地拓展了蛋白质工程学的研究与应用

范围。在定向进化策略中，突变体文库的多样性

和高通量筛选方法的建立是成功的关键。突变体

文库越大，突变体数量越多，则越有希望筛选到

所需要的突变体。对于这些庞大的突变体文库，

高通量的筛选是必需的。目前，构建数量庞大的

突变体文库的方法已日趋成熟，而最大瓶颈是缺

乏高通量的筛选方法。很多蛋白质目前还无法用

定向进化方法进行改造就是因为缺乏高通量的

筛选方法。本文将对现阶段一些已经应用或有潜

力应用于定向进化中的高通量筛选方法进行综

述。本文将侧重于介绍小分子化合物的特异性识

别和高通量筛选方法，这些方法通常可用于改造

合成这些小分子化合物的酶 (酶对底物的特异

性和专一性使之成为最适合合成精细化学分子、

手性分子等的催化剂)，或者结合这些小分子化

合物的蛋白质如提高抗原抗体亲和力等。 

1  体内筛选方法 

体内筛选方法指根据蛋白质功能与细胞表

型之间的关联关系来进行筛选。体内筛选方法具

有成本低、快捷等优势，但筛选结果也受到诸多

因素的影响，如细胞生长情况、蛋白表达量及折

叠情况、底物通透性等。 

1.1  营养缺陷型菌株筛选法 
营养缺陷型菌株是通过诱变处理获得的，在

营养上表现缺陷的菌株，即丧失合成某一物质 

(如氨基酸、维生素、核苷酸等) 的能力，因而它

们在基本培养基上不能生长，必须补充某些物质

才能正常生长。营养缺陷型菌株的筛选一般要经

过诱变、抗生素淘汰野生型、缺陷型菌株的检出

和鉴定等步骤来获得。由于营养缺陷型菌株只有

在添加了特别成分的培养基中才能生长，因此可

以用来对合成这种成分的酶或者合成途径进行

高通量筛选。营养缺陷型菌株已经成功运用在多

例酶的定向进化筛选中[3-9]。如 Pfleger 等在对合

成甲羟戊酸的操纵子上 3个酶的相对表达量进行

改造以提升甲羟戊酸产量的研究中，即用到了营

养缺陷型筛选方法[7]。该研究中构建的筛选细胞 

(大肠杆菌) 依赖甲羟戊酸生长，并同时表达荧光

蛋白基因，当甲羟戊酸被合成时，细胞方可在基
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本培养基上生长，且合成甲羟戊酸的浓度可通过

细胞的荧光强度来体现。用该营养缺陷型细胞筛

选甲羟戊酸操纵子突变体文库，成功获得了高产

突变体。Boersma 等采用天冬氨酸营养缺陷型细

胞筛选法改造来自芽胞杆菌的脂肪酶 A[8]。在基

本培养基中加入天冬氨酸(S)-(+)-1,2-O-异亚丙基

甘油醚作为底物，当底物被脂肪酶 A 水解产生天

冬氨酸时，细胞方能在培养基中生长。通过该方

法可筛选到催化活性提高的脂肪酶 A。为了筛选

到立体选择性也同步提高的酶突变体，同时在上

述培养基中加入了与底物立体结构相反的酶抑

制剂膦酸(R)-(-)-1,2-O-异亚丙基甘油醚，并在逐

轮的筛选中提高该抑制剂的浓度，最后筛到的酶

突变体对(S)-(+)-底物的立体选择性显著提高。

Kagamiyama 等在用定向进化方法改造谷草转氨

酶以增强其合成支链氨基酸亮氨酸、异亮氨酸、

缬氨酸的催化效率中，成功运用支链氨基酸转氨

酶的缺陷型细胞作为筛选工具[9]。谷草转氨酶催

化天冬氨酸的氨基转移到 α-酮戊二酸形成草酰

乙酸和谷氨酸及其逆反应。支链氨基酸转氨酶则

催化支链氨基酸生物合成最后一步反应，在该酶

缺乏的情况下，缺陷型细胞不能在不加支链氨基

酸的基本培养基上生长。经过筛选，谷草转氨酶

合成缬氨酸和异亮氨酸的效率分别提高了 105 和

7×104倍，而对其天然底物的催化效率下降 20倍。 

1.2  酵母双杂交或三杂交筛选法 
酵母双杂交法利用酵母的转录调控机制来

进行筛选[10-13]。如酵母 GAL4 转录调控蛋白具有

两个功能域：DNA 结合功能域和激活功能域。

将两个功能域的编码基因分别接上不同的蛋白

质编码序列，一个是已知蛋白质序列，另一个是

未知的、将进行筛选的蛋白质序列 (突变体文

库)，构建成融合表达载体。当两个蛋白质能相

互作用时，GAL4 的 DNA 结合功能域和激活功

能域也相互靠近，重组成有活性的转录激活子，

开启受其调控的启动子表达下游的报告基因，因

此通过报告基因的表达可筛选出能和已知蛋白

相互作用的蛋白质。酵母双杂交体系常被用于

抗体抗原相互作用等多种突变体文库的筛选当

中[12-13]。 

当两种蛋白质之间的相互作用是由小分子

化合物所介导时，酵母双杂交体系被拓展为酵母

三杂交体系，该体系可用于筛选蛋白质与小分子

化合物之间的相互作用[14-18]。如 Zhao 研究组在

改造人的雌激素受体蛋白的配体结合特异性时

采用了酵母三杂交方法进行筛选。雌激素受体蛋

白的配体结合结构域 (与 GAL4 DNA 结合功能

域形成融合蛋白) 与小分子化合物结合后会发

生构象改变，进而与核受体共激活因子  (与

GAL4 激活功能域形成融合蛋白) 相互作用，从

空间上拉近 GAL4 两个功能域进而开启调控的

启动子表达报告基因。用该方法筛选获得了分别

与药物类似物 4,4′-二羟基二苯基乙二酮[16]、睾丸

酮[17]或皮质酮[18]结合能力显著提高的雌激素受

体蛋白突变体。 

酵母三杂交体系还被进一步用来设计小分

子化合物的水解酶活性的高通量筛选方法。如头

孢菌素酶可水解头孢菌素，用化学方法将头孢菌

素同时与氨甲叶酸和地塞米松相连，氨甲叶酸可

与二氢叶酸还原酶 (与 DNA 结合蛋白 LexA 融

合) 结合，地塞米松可与糖皮质激素受体 (与
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B42 激活功能域融合) 结合，因此氨甲叶酸-头孢

菌素-地塞米松形成化合物桥将 DNA 结合蛋白

LexA 和激活功能域拉近，激活酵母 GAL1 启动

子表达下游报告基因。当头孢菌素酶将头孢菌素

水解时，化合物桥被破坏，从而关闭了报告基因

的表达，通过该系统可以成功筛选出头孢菌素酶

的活性，亦为筛选其他化合物水解酶或合成酶提

供了模式筛选系统[15]。 

1.3  转录调控因子筛选法 
调控蛋白是结合特定的 DNA 调控序列，通

过控制基因开启和关闭来调节基因转录的蛋白。

调控蛋白通常与特定小分子化合物结合后发生

构象变化，从而改变其与相应 DNA 调控序列的

亲和力，激活或者阻遏该启动子下游基因的转

录。当酶催化生成的小分子化合物可以诱导特定

调控蛋白使之启动下游报告基因的转录和表达

时，该调控蛋白可以用作该小分子化合物的信号

分子，将该化合物在细胞内的浓度与报告基因的

表达强度关联起来。在对这些小分子化合物的合

成酶进行定向进化改造时，这些信号分子将有潜

力作为高通量筛选工具，提高化合物的生物合成

效率。 

然而，自然界缺乏能分别对各种不同小分子

化合物产生诱导反应的调控蛋白。因此人们通过

对调控蛋白进行改造，使之改变原有的配体结合

特异性，转而受特定的化合物诱导而启动下游报

告基因表达，即定制特定小分子化合物的信号分

子[19-21]。通过改造调控蛋白来定制的不同化合物

的信号分子将可以用作高通量筛选工具来筛选

这些化合物的生物合成途径突变体以提升其生

物合成效率[22]。目前已有多例调控蛋白配体结合

特异性成功改造的报道，如受 3-羰基己酰基高丝

氨酸内酯所诱导的 LuxR 调控蛋白被改造成为

受不同长度碳链的直链酰基高丝氨酸内酯所诱

导[23]，受四环素诱导的调控蛋白 TetR 被改造为

受四环素类似物 4-去二甲氨基-6-脱氧-6-去甲基

四环素所诱导[24]。这些研究证明通过改造调控蛋

白定制小分子化合物信号分子这种高通量筛选

工具是有效可行的。 

1.4  Riboswitch 筛选法 
细胞中另外一种能将小分子化合物浓度和基

因转录后调控关联在一起的分子是Riboswitch [25]。

Riboswitch 是结合小分子，参与调控基因表达及

细胞代谢的 RNA 分子，它们广泛分布于细菌中，

在真菌和植物中也存在。Riboswitch 通常位于

mRNA 的 5′非翻译区，也有位于 3′非翻译区或内

含子区域的。其结构包括适配子和表达模块。当

Riboswitch 和小分子化合物结合后，RNA 构象发

生变化，在转录、翻译或者 mRNA 水平上开启

或者关闭蛋白质的合成[25-27]。与改造调控蛋白的

思路相似，人们也试图通过改造使 Riboswitch 与

特定的小分子化合物结合而调控基因表达，从而

设计小分子化合物的信号分子。如人们用定向进

化改造的方法成功获取了结合 1,3-二甲基黄嘌

呤、3-甲基黄嘌呤或硫胺后能高强度激活下游基

因表达的 Riboswitch[28-29]。这些 Riboswitch 可将

相应小分子化合物在细胞内的浓度用报告基因

的表达强度呈现出来，因此也是潜在的高通量筛

选工具。 

1.5  细胞内荧光标记筛选法 
荧光标记是首选的高通量筛选标记，因为它

可以用流式细胞分选仪进行筛选。流式细胞分选
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仪的分选速度可达 25 000 个细胞/s 以上，这使之

成为设计高通量筛选方法的首选。用荧光标记底

物、产物或者酶的筛选方法用于定向进化研究也

日趋增多。 

由于缺乏高通量的筛选方法，糖基转移酶的

定向进化改造一直受到限制。在唾液酸转移酶转

移活性的定向进化改造中，Aharoni 等首先设计

了连有荧光基团的受体底物，该底物能自由出入

大肠杆菌细胞，但当细胞中重组唾液酸转移酶将

唾液酸基团转移到该受体底物上后，糖基化荧光

产物由于其分子大小及电荷原因不能透过细胞

膜而滞留在细胞内，因此可以用流式细胞分选

法来筛选转移活性提高了的唾液酸转移酶突变

体[30]。 

荧光共振能量转移近年来也被用在小分子

化合物的检测中[31-32]，该方法既可应用于体内筛

选，也可应用于体外筛选。两个荧光基团，一个

基团 (供体) 的发射光谱和另一个基团 (受体) 

的激发光谱有重叠部分，当它们的空间距离缩小 

(＜10 nm) 时，供体基团激发的能量被受体基团

吸收，使得供体的荧光强度减小而受体的荧光强

度增强。Fehr 等将大肠杆菌的麦芽糖结合蛋白的

N 端与 C 端分别与橙色荧光蛋白 (供体荧光基

团) 和黄色荧光蛋白 (受体荧光基团) 融合，当

该融合蛋白结合麦芽糖时，构象变化使得两个荧

光基团靠近，从而发生荧光能量转移，该融合蛋

白被成功用作麦芽糖的信号分子测定麦芽糖的

浓度[33]。人们还根据类似原理设计了分别结合葡

萄糖[34]、核糖[35]、蔗糖[36]等的信号分子。这些

信号分子均有潜力用于高通量筛选这些小分子

糖；且该原理亦有潜力应用于设计不同小分子化

合物的信号分子。 

2  体外筛选方法 

尽管体内高通量筛选方法应用广泛，它们仍

然受到细胞生长压力以及底物跨膜转运等问题

的限制。体外高通量筛选方法则可克服这些方面

的限制因素，与体内筛选方法相互补充。体外通

量比较高的筛选方法是各种展示技术，即运用

DNA 重组技术在噬菌体、细菌、真菌等表面展

示外源蛋白 (突变体文库)，筛选蛋白与蛋白或者

蛋白与小分子之间相互作用。 

2.1  噬菌体展示技术 
噬菌体展示技术比较成熟，首先将多肽或蛋

白质的编码基因克隆入噬菌体外壳蛋白结构基

因的适当位置，使之与外壳蛋白融合表达，融合

蛋白随子代噬菌体的重新组装而展示在噬菌体

表面。被展示的蛋白保持天然的折叠结构，可以

被靶分子识别并结合，或者催化底物生成产物。

该方法的一大应用是筛选抗体突变体文库以获

得与抗原结合特异性更高的抗体突变体。首先将

抗体突变体文库展示在噬菌体表面上，将抗原固

定在酶标板等固相介质上，加入携带了抗体突

变体的噬菌体进行结合，然后通过淘洗去除结

合特异性差的抗体，最终得到高结合特异性抗

体 [37-38]。该方法也被应用在酶的定向进化改造

中，如 Love 等用噬菌体展示的筛选方式对大肠

杆菌糖基转移酶进行了定向进化改造。将糖基转

移酶的供体底物和受体底物分别用同位素和生

物素进行标记，反应产物用捕捉生物素的膜将标

记的受体捕捉到膜上，洗膜后进行放射性计数，

放射性强则代表供体底物已被糖基转移酶有效
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地转移到了受体底物上[39]。 

2.2  细胞表面展示技术 
细胞表面展示技术是通过将靶蛋白 (外源

蛋白) 基因序列与特定的载体蛋白基因序列融

合后导入细胞，从而使靶蛋白表达并定位在细胞

表面的技术。常见的载体蛋白有细菌外膜蛋白、

胞外附属结构 (如鞭毛) 蛋白等，常用的宿主细

胞有大肠杆菌和酵母细胞等。细胞表面展示技术

也常被用来筛选蛋白与蛋白间的相互作用，特别

是抗原抗体间相互作用。尽管由于细胞膜脆性等

问题，细胞展示没有噬菌体展示方法应用广泛，

但其优势是细菌等细胞大小使其可以采用荧光

显微镜或者流式细胞分选法来进行筛选。本筛选

方法已被成功应用于筛选与抗原高特异性结合

的抗体突变体[40]以及酶催化活性的定向进化改

造当中[41]。 

2.3  核糖体展示技术 
核糖体展示技术也是一种筛选功能性蛋白

间相互作用的新技术，正确折叠的蛋白质及其 

mRNA 同时结合在核糖体上，形成 mRNA-核糖

体-蛋白质三聚体，该结构使目的蛋白的基因型

和表型联系起来，当目的蛋白能与靶分子高特异

性结合时，可以快速获得其基因型。该技术虽然

尚未得到广泛应用，但也已有一些成功的应用案

例[42-44]。 

本文着重介绍了用于小分子化合物特异性

识别和高通量筛选的方法。小分子化合物产品遍

及食品、医药、化工等诸多领域，其高通量筛选

方法的建立对催化合成小分子化合物的酶的改

造研究以及小分子化合物的生物合成途径研究

都具有重要的意义。同时，高通量筛选方法的研

究也是定向进化方法学研究的重要组成部分，因

此设计和开发新的高通量筛选方法兼具理论和

应用价值。 
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