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刘卫东  博士，中国科学院天津工业生物技术研究所副研究员，主要从事酶类催

化剂的机理研究及性能改造工作。利用 X 射线晶体学手段，对有潜在应用价值的

酶类催化剂进行催化机制研究；在此基础上，通过理性、半理性设计以改进酶的

效能，如拓展底物谱、提高酶活、耐温性能等，以增强工业应用潜能。在 Nat 

Commun、Angew Chem 等 SCI 期刊上发表研究论文 20 余篇。 
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摘  要: 工业酶是绿色生物制造的“芯片”，支撑着下游数十倍甚至百倍的产业。解析工业酶结构与功能关系是对

其设计改造并应用于工业生产的基础。近年来随着蛋白结构解析技术和计算模拟技术的发展，酶结构与功能的

构效关系得到更加深刻的认识，使得酶理性设计，甚至是从头设计成为可能。文中围绕酶结构的可塑性及其催

化功能的多样性，综述工业酶结构与功能构效关系的研究进展及应用，并展望该领域的未来发展前景。 
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Structure-function relationships of industrial enzymes 

Kun Zhang*, Ge Qu*, Weidong Liu, and Zhoutong Sun 

Tianjin Institute of Industrial Biotechnology, Chinese Academy of Sciences, Tianjin 300308, China 

Abstract:  Industrial enzymes are the “chip” of modern bio-industries, supporting tens- and hundreds-fold of downstream 
industries development. Elucidating the relationships between enzyme structures and functions is fundamental for industrial 
applications. Recently, with the advanced developments of protein crystallization and computational simulation technologies, 
the structure-function relationships have been extensively studied, making the rational design and de novo design become 
possible. This paper reviews the progress of structure-function relationships of industrial enzymes and applications, and 
address future developments. 
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作为生物催化剂，酶催化具有反应条件温和、

专一性高及环境友好等优势。天然酶已形成无数错

综复杂的结构，来行使类型多样的催化反应[1]。酶

的结构决定其功能，对绝大多数酶来说，其催化功

能 (如底物特异性、催化效率) 通常依赖于酶催化

口袋中的一小部分氨基酸残基[2]，但其他特性如热

稳定性等可能涉及远端氨基酸残基[3]。随着越来越

多的晶体结构得到解析，以及通过随机突变、(半)

理性设计[4]等定向进化技术获得大量的催化特性

优化的工业酶[5]，人们可以更好地理解酶结构与功

能之间的关系。近年来基于晶体结构解析与计算分

析，科学家们可以更加深入地了解酶的催化机制及

对应的结构特征，为促进其工业应用奠定了基础。

基于该领域的最新进展，本文首先着重介绍酶结构

的可塑性及相应催化特性的多样性，之后介绍酶结

构对催化特性的影响和构效关系研究方法，最后探

讨展望该领域的发展前景。 

1  酶结构的可塑性 

酶能够在温和条件下催化特异化学反应，能

否与底物选择性结合是酶执行催化功能的主要决

定因素。酶结构的特定空间排列，是形成酶-底物

过渡态复合物的前提条件。氨基酸彼此之间通过

酰胺键连接在一起形成多肽链骨架，并卷曲折叠

成有规则的二级结构，包括 α-螺旋、β-折叠、β-

转角及无规卷曲等。多个二级结构借助非共价力，

如疏水相互作用、氢键、离子键和范德华力，进

一步折叠组装形成有功能的三级结构 (图 1)。由

于非共价键相对较弱，三级结构容易受到外界环

境的影响 (如温度、pH、底物诱导等) 发生构象

变化，因此酶结构具有可塑性，进而影响其催化

功能和分子特性。 
 

 
 

图 1  蛋白质结构组装：从左到右分别为一级序列、二级结构和三维结构 

Fig. 1  Protein structure assembly, from left to right, they are primary sequence, secondary structure and three-dimensional 
structure. 
 
 

1.1  酶骨架可塑性 

酶骨架的构象不是刚性、静止的，而是柔性、

动态的。酶与底物分子相互作用时酶构象有时发生

轻微改变，有时则发生剧烈变构，酶骨架的可塑性

保障了功能的有效实施。以羧酸还原酶为例，它能

催化羧酸到醛的还原反应，来源于赛格尼氏杆菌 

Segniliparus rugosus 的羧酸还原酶 SrCAR 的晶体结

构表明，腺苷化结构域和硫酯化结构域存在大尺度

的变构效应，以实现利用同一个催化口袋先后催化

腺苷化及硫酯化反应[6-7]。曲戈等的进一步研究表明，

SrCAR 的K629 和K528 分别在腺苷化和硫酯化阶段

扮演着重要角色：在腺苷化阶段，K629 位于腺苷化

结构域催化口袋中心；而硫酯化阶段发生了变构，

K629 移出催化口袋，K528 取而代之并负责催化硫酯

化反应 (图 2A)。将这两个位点突变为丙氨酸后，突

变体 K629A 和 K528A 均丧失了对模式底物的催化能

力[8]。此外，结构域或拓扑结构发生大尺度变构在酶

催化功能演变中发挥重要作用[9]。例如卤代链烷酸脱

卤素酶 (Haloalkanoic acid dehalogenase，HAD) 超家

族根据功能不同分为磷酸酯酶、ATP 酶、脱卤素酶和

糖磷酸酶，其不同成员之间 Cap 结构域 (Cap domain) 

的差异造成了功能和底物的特异性 (图 2B)[10]。 
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图 2  酶骨架可塑性对其催化功能的影响. (A) SrCAR 从腺苷化阶段变构到硫酯化阶段. 虚线箭头表示腺苷结构域 

(A domain) 与硫酯结构域 (T domain) 的变构方向，源自文献[8]. (B) 经典 HAD 结构域示意图：黄色，含有催化

残基 Asp 的链；蓝色，在所有 HAD 超家族成员中保守的核心链；灰色，在祖先酶结构中可能没有发生的结构元素；

绿线，C1 Cap 域的插入点；橙色线，C2 Cap 域插入点。虚线，表示不完全存在于 HAD 超家族所有成员中的二级

结构元素。源自文献[10]. (C) TmCel12A E134C 突变体和底物纤维二糖的晶体结构，其 A 链与其他已知的 GH12-

家族酶叠加，红色显示，表明 TmCel12A 具有独特 loop (A3-B3)源自文献[11]. 

Fig. 2  The plasticity of enzyme skeleton affects the catalytic functions. (A) Rotation of SrCAR from adenylation to 
thiolation state. The dashed arrows indicate the motions of adenylation domain (A domain) and thiolation domain (T 
domain), adapted from Ref.[8]. (B) Schematic diagram of classic HAD domain: yellow, a chain containing the catalytic 
residue Asp; blue, a core chain conserved among all HAD superfamily members; gray, a structural element that may not 
occur in the ancestral enzyme structure; green line, C1 The insertion point of the Cap domain; the orange line, the C2 Cap 
domain insertion point. The dashed line indicates the secondary structural elements that are not completely present in all 
members of the HAD superfamily, adapted from Ref.[10]. (C) The crystal structure of the TmCel12A E134C mutant and 
the substrate cellobiose, the A chain of which is superimposed with other known GH12-family enzymes. The unique loops 
(A3-B3) in TmCel12A are shown in red color, adapted from Ref.[11]. 
 
 

酶骨架的可塑性同时赋予了催化功能的混杂

性 (Promiscuity)。来自南极假丝酵母的脂肪酶 B 

(Candida antarctica lipase B, CALB) 同时具有甘

油三酯水解和催化 Aza-Michael 加成反应功能[12]。

同时，骨架可塑性也会影响酶的热稳定性，通过对

来源于海栖热袍菌 Thermotoga maritime 的纤维素

酶 TmCel12A 与同家族其他糖苷水解酶的晶体结

构比较可以发现，该酶含有两个较长且高度扭转的 

β-链 B8 和 B9，以及特有的环结构 A3-B3 (图 2C)。

该环包含 R60 和 Y61，这两个氨基酸通过氢键和

堆叠作用力稳定底物，这些结构特征影响了该酶的

高热稳定性[13]。 

1.2  酶催化口袋的可塑性 

相对于整个蛋白骨架，酶催化口袋大多包含

loop 结构，因此口袋的可塑性更强，方便我们利

用 (半) 理性设计技术，通过重塑催化口袋来调控

酶的催化功能。 

柠檬烯环氧水解酶 LEH 可不对称催化 1,2-环

氧己烷合成手性 1,2-环己二醇。野生型 (Wild type, 

WT) LEH 的立体选择性较差，倾向于 (S, S) 选择

性。孙周通等经定向进化重塑酶催化口袋，获得的

立体选择性提高及反转的最优突变体 SZ348 和

SZ529，ee 值分别达到 99% (S, S) 和 97% (R, R)；

晶体结构解析显示 WT 和两个突变体之间的整体

结构差异非常小，但突变体 SZ529 和 SZ348 相对

于 WT 的催化口袋构型发生了明显变化，尤其是

手性反转的口袋构型变化比较明显 (图 3A)[14-15]，

并通过计算解析阐明了催化口袋的形状变化对其

底物特异性和立体选择性的控制机制，并为 LEH

及相关工业用酶针对特异底物和不对称催化的定

向设计改造提供了重要的理论基础[16]。 

酶催化口袋氨基酸残基变构可影响催化活性。
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以嗜热厌氧菌 Thermoanaerobacter brockii 来源的

醇脱氢酶 TbSADH 为例，基于其晶体结构，分别

在 30 ℃和 60 ℃下对该酶进行分子动力学 

(Molecular dynamics, MD) 模拟，结果表明催化口

袋内的 A85、I86、L294 及 C295 位点的运动自由

度较差[17]。经虚拟突变分析，锁定 85 及 86 位点

为重点改造对象，通过在这两个位点引入合适突

变，最优突变体 (A85G/I86L) 相应 loop 区域柔性

增强，相较 WT，突变体催化口袋明显变大 (图 3B)，

进而实现了非天然前手性酮 (如重要医药中间体 

(4-氯苯基) 吡啶-2-甲酮) 的不对称还原[17-18]。 
 

 
 

图 3  酶催化口袋的可塑性. (A) 重塑 LEH 突变体催化

口袋，源自文献[15]. (B) TbSADH WT (灰色) 和突变体

T15 (青色) 催化小口袋的快照，源自文献[17]. 

Fig. 3  The plasticity of enzyme catalytic pocket. (A) 
Reshaping the catalytic pocket of LEH, adapted from 
Ref.[15]. (B) The snapshots of the small pocket of 
TbSADH WT (gray) and T15 (cyan), adapted from 
Ref.[17]. 

另外，酶催化口袋 loop 区域的可塑性影响酶

催化功能的混杂性。里氏木霉 Trichoderma reesei

可分泌纤维二糖水解酶 TrCel7A 和内切葡聚糖酶

TrCel7B，尽管这两个酶具有大约 50%的氨基酸序

列一致性且三维结构高度相似，然而两者功能相

差很大，主要由覆盖其底物结合区域的 loop 环结

构不同所造成[19]。 

2  酶结构对其催化特性的影响  

2.1  酶结构对稳定性的影响 

酶的稳定性包括热稳定性、抗氧化稳定性、pH

稳定性和非水相溶剂耐受性等[20]。其中，二硫键、

离子相互作用、氢键网络、极性相互作用等对酶的

稳定性有重要影响 (图 4)。 

二硫键对酶的稳定性具有重要影响。来源于瘤

胃厌氧真菌新美丝杆菌 Neocallimastix frontalis 

GH11 家族的木聚糖酶，其整体结构为典型的 GH11 

β-jelly-roll 折叠。催化区域 N 端的 11 个氨基酸为该

酶特有结构，此片段通过氢键、芳香环堆叠作用及

一个二硫键 (C4/C172) 固定在催化口袋。截短实验

证明这 11 个氨基酸的存在与该酶的活性及热稳定

性直接相关，并且 C4 和 C172 位点之间的二硫键是

维持此片段结构的关键因素 (图 4A)[21]。 

离子相互作用对酶结构稳定性也有重要作用。

枯草芽孢杆菌酯酶 Bacillus subtilis esterase 突变体

BSE V4 在 30 ℃的半衰期较 WT 提高了 5.6 倍，同

源建模和分子对接发现，突变体相较于 WT 形成

了新的氢键和离子键 (红色虚线，图 4B)，有利于

提高突变体的热稳定性[22]。酶结构中的氢键网络

是维持结构稳定的重要因素。芽孢杆菌脂肪酶  

Bacillus lipase R153H 突变体的热稳定性较 WT 提

高了 72 倍，结构分析表明 H153 和 R106 形成了额

外氢键 (图 4C)[23]。来源于长野芽孢杆菌 Bacillus 

naganoensis 的普鲁兰酶，在其稳定性改造实验中，

突变体 D787C 能够在 pH 4.0 下保持 90%活性。进

一步分析发现 D787C 的氢键网络相对于 WT 发生  
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图 4  酶结构对其稳定性的影响. (A) 源于 Neocallimastix patriciarum GH11 家族的木聚糖酶及底物的复合体晶体结

构，两个二硫键分别用 DS1, DS2 表示，源自文献[21]. (B) BSE V4 突变体模型及突变位点形成的氢键和离子键，源

自文献[22]. (C) 突变体 R153H 中形成的额外氢键，His153/O (粉红色) 与 Arg106/NE 和 Arg106/NH 2 (青色)，源

自文献[23]. (D) 枯草芽孢杆菌脂肪酶 A 晶体结构展示。催化活性位点 S77 用绿色表示，其他氨基酸残基用从疏水 

(橙色) 到亲水 (蓝色) 着色，源自文献[24]. 

Fig. 4  The enzyme structure affects its stability. (A) The complex structure of Neocallimastix patriciarum GH11 family 
xylanase and its substrate, disulfide bonds are depicted by DS1 and DS2, respectively, adapted from Ref.[21]. (B) The BSE 
V4 mutant model, hydrogen bonds and ionic bonds are shown by dashed lines, adapted from Ref.[22]. (C) The structure of 
R153H variant. Stick representation of additional hydrogen bond formation between H153 (pink) and R106 (cyan) is 
displayed by yellow dashed line, adapted from Ref.[23]. (D) Representation of the crystallographic structure of B. subtilis 
lipase A. The active site S77 is shown in green, and the other surface residues are colored from hydrophobic (orange) to 
hydrophilic (blue), adapted from Ref.[24]. 
 
 

了重组，导致相近的 α-螺旋和 loop 区变构，影响

底物分子与酶催化口袋的相互作用。同时 D787C

所在的 loop 区变得更加刚性，增加了突变体在酸

性条件下的稳定性[25]。 

酶特定位点氨基酸残基的极性/非极性对其在

非水相溶剂中的稳定性具有重要调节作用。基于分

子动力学模拟枯草芽孢杆菌脂肪酶 A (Bacillus 

subtilis lipase A) 离子液体耐受性机制研究，发现

在底物结合口袋处引入带正电荷的氨基酸有利于

提高其对 15 vol%[Bmim] [TfO]离子液体的抗性，

可能原因是带正电的氨基酸阻碍了[Bmin]+离子在

催化口袋的聚集。同时，将该酶蛋白表面的氨基酸

突变为极性氨基酸可更好地稳定表面水分子网络，

进而提高其离子液体耐受性 (图 4D)[24]。 

酶结构刚柔性对其活力和稳定性具有重要影

响。B 因子 (又称为 Debye-Waller 因子，温度因子

或原子位移参数) 是描述由热运动引起的 X 射线

散射或相关中子散射的衰减的参数，能提供蛋白质

分子局部的运动信息，反映蛋白质分子由于热振动

和构象变化而引起的振动程度，可用于鉴定原子、
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侧链甚至整个区域的柔性[26]。借助 B 因子可研究

生物大分子的内部运动和热力学稳定性，近期研究

表明，降低酶结构柔性，有利于提高其稳定性[27]；

而增加催化口袋柔性可在一定程度上提高酶活  

性[28]。近年来基于 B 因子开发的 B-FIT 定向进化

策略，成功应用于热稳定性等酶性能改造[29]。 

2.2  酶结构对催化选择性的影响 

酶的立体/区域/化学选择性是其相较于化学

催化剂的突出优势之一，酶的催化选择性受酶的

结构，尤其是其催化口袋几何构象影响。 

酶催化口袋的柔性对其立体选择性具有重要

的调节作用。来源于克非尔乳杆菌 Lactobacillus 

kefir 的短链醇脱氢酶 A94F 和 Y190F 突变体，通

过诱导催化口袋的构象变化，扩大结合口袋，促

进在该区域容纳较大的硫原子并增强其催化 3-硫

代环戊酮还原的选择性 (图 5A)[30]。 

酶催化口袋氨基酸的位阻效应是决定其催化

口袋形状的重要因素，同样可影响催化选择性。

通过引入小体积氨基酸，可以降低来源于谷氨酸棒

杆菌苏氨酸脱氨酶 (Corynebacterium glutamicum 

threonine deaminase，CgTD) 底物进入通道入口处

氨基酸的位阻效应[31]。并且其突变体 F114A/R229T

催化 3-苯基-L-丝氨酸脱氨活力相较于 WT 提高了

18 倍 (图 5B)。与之相反，通过引入大位阻氨基

酸，理性设计 CALB 的醇基结合口袋的 A281 和

A282 位点，能缩小 CALB 的醇基结合口袋体积，

使得双醇底物能够进入，但不接受单酯底物，达

到选择性合成单酯的目的[32]。 

酶催化的选择性也受其底物进入通道的影响，

底物进入通道的形状往往决定其催化选择性[33]。

例如，人胰脂肪酶的底物结合口袋在酶表面较浅的

凹陷处，仅可容纳链长约 8 个碳原子的脂肪酸[34]；

而褶皱假丝酵母脂肪酶的底物结合口袋是 22 Å 长

的隧道，能容纳链长达 17 个碳原子的脂肪酸 (图

5C)[35]，这些延伸结合位点的大小差异与底物特异

性有关，特别是与它们水解的脂肪酸链长相关。 

酶催化口袋的氨基酸残基与底物之间的相互

作用也是影响催化选择性的重要因素。通过拉伸

分子动力学模拟计算解析腈水合酶立体选择性，

结果表明 (R)-甘露腈必须打破和 βHis37 残基之

间的氢键才能进入腈水合酶的催化口袋，提高腈

水合酶的  (S)-选择性 [36]。通过分子动力学模拟

TbSADH 突变体 I86A 结构与功能的关系，发现该

位点突变后，酶催化口袋的形状发生明显变化，

底物与口袋非共价键相互作用增强 (绿色膜状，

图 5D)，从而反转了 TbSADH 的立体选择性[37]。 

 
 

图 5  酶结构对催化选择性的影响. (A) 构象动力学解析醇脱氢酶催化 3-硫代环戊酮还原的立体选择性，源自文献

[30]. (B) CgTD WT 和 F114A/R229T 突变体的底物进入通道，源自文献[31]. (C) 人胰脂肪酶的底物结合口袋，源自

文献[3]. (D) 底物与突变体 TbSADH I86A 结合口袋非共价键相互作用 (绿色膜状)，源自文献[37]. 

Fig. 5  The enzyme structure affects its catalytic selectivity. (A) Origins of stereoselectivity in evolved ketoreductases catalyzed 
3-thiocyclopentanone reduction, the substrate-binding loop is highlighted by the open (green), intermediate (purple), and closed 
(blue) conformations, adapted from Ref.[30]. (B) Substrate access channel of CgTD WT and the mutant F114A/R229T, adapted 
from Ref.[31]. (C) Substrate binding pocket of human pancreatic lipase, adapted from Ref.[3]. (D) Non-covalent interactions 
(green surface) for the substrate in the binding pocket of the mutant TbSADH I86A, adapted from Ref.[37]. 
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2.3  酶结构对催化活力的影响 

酶的催化活性由其三维结构决定。来源于瘤胃

厌氧真菌新美丝杆菌 Neocallimastix frontalis GH11

家族的木聚糖酶具有高活性，有较好工业应用潜

力。基于晶体结构解析，对该酶催化口袋关键位点

进行突变，筛选获得双突变体 W125F/F163W，其

活力比 WT 提高了 20%；此外，该酶在毕赤酵母

系统中表达会比大肠杆菌中表达表现出更高的耐

热性和活性，研究发现 N 端的糖基化是造成这一

差异的主要原因[38]。 

酶结构同样决定底物专一性。来自海栖热袍

菌 Thermotoga maritima 的超嗜热内切葡聚糖酶

Cel5A，能催化以葡萄糖和甘露糖为主链的不同底

物的多糖水解，被应用于木质纤维素生物燃料的合

成。为研究该酶多重底物专一性，对其进行晶体结

构解析，发现了 Cel5A 催化 β-葡萄糖苷和 β-甘露

糖苷的高度保守的氨基酸残基 E253 和 E136，同时

还发现了一个特殊的开放式活性区，该区域可容纳

具有支链的多糖底物，在这个开放活性区域中，底

物葡萄糖或甘露糖的第 2 个碳上的氢氧基团不和

活性区周围的氨基酸产生空间位阻，因而使其对不

同的底物均具有较好活力[39]。表 1 总结了近年来 

 
表 1  酶结构改造优化催化性能部分实例 

Table 1  Optimization of enzyme catalytic performance by structural modification  
Enzymes Targets Properties Reference

Maltooligosyltrehalose 
synthase 

Loops near the active sites Thermostability [40] 

Endoglucanase Disulfide bond Thermostability [41] 

Cellulases  Structure-guided recombination Thermostability [42] 

Ketoreductase LbCR Rigidification of flexible loops around active site Thermostability and activity [43] 

α-L-Arabinofuranosidase TIM barrel domain Thermal and alkaline stability [44] 

Glycoside hydrolases Altering the loop conformation Activity [45] 

Xylanase SpyTag/SpyCatcher system Thermal and inhibitor tolerance [46] 

Cyclodextrin 
glucanotransferases 

A loop structure involved in substrate binding Product specificity and thermal stability [47] 

Cytochrome P450 2D6 Combinatorial libraries of ancestors for directed 
evolution 

Substrate specificity and thermal stability [48] 

Pullulanase Hydrogen-bond based approach Acidic adaptation [49] 

Trypsin Higher proportion of random coils and reduced 
steric hindrance 

Cold-adaption [50] 

Leucine dehydrogenase Hydrophobic and rigidity of substrate entrance 
tunnel 

Higher enzymatic activity and stability [51] 

GH2 beta-glucuronidase Deletion of C-terminal region Stability, activity, and expression level [52] 

TESADH Catalytic pocket Enantioselectivity [53] 

CALB Alcohol binding pocket Reversed enantioselectivity [54] 

P450(LaMO) Binding active pocket Stereospecificity and product selectivity [55] 

P450-BM3 Binding active pocket Chemoselectivity [56] 

P450-BM3 Binding active pocket Chemoselectivity  [57] 

CALA 217-245 Helix-loop-helix motif Substrate chain-length selectivity [58] 

Hemoprotein Closest residues facing the iron of the heme 
cofactor 

Activity and selectivity [59] 
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通过酶结构改造优化其催化性能的部分报道。 

此外，酶结构改造还能够使其具有天然酶所

不具备的催化功能 (表 2)。例如，定向进化来源

于巨大芽孢杆菌 Bacillus megaterium 的 P450-BM3

使其具有羟化苯酚生成对羟基苯酚活力，且产物

区域选择性>93%[60]；γ-内酰胺酶 Sspg 可定向进

化为对苯基缩水甘油酸底物具有高立体选择性的

酯酶 (E 值>300)[61]。 

 

表 2  酶结构改造赋予新功能部分实例 

Table 2  Structural modification gain new function 
Enzymes Targets/Mutations Properties Reference

P450-BM3 A82F, A82F/A328F, V78F/A82F/A328F Dihydroxylation of benzene to hydroquinone [60] 
Lactamase Sspg Q192S-L223Y Esterase activity [61] 
Lactonase Y99L Phosphotriesterase hydrolysis activity improvement [62] 
4-Oxalocrotonate 
tautomerase 

M45Y/F50V Aldolase activity in the self-condensation [63] 

α-Amino acid 
dehydrogenases 

Lysine and asparagine in the active site Amine dehydrogenases activity [64] 

CALB  S105A, H224A and I189A Aza-Michael addition activity [65] 

 

3  酶结构与功能关系研究方法 

3.1  结构解析方法 

常用的研究蛋白结构方法有 X 射线晶体衍射 

(X-ray crystallography)、核磁共振 (Nuclear magnetic 

resonance，NMR) 以及冷冻电镜  (Cyro-electron 

microscope，Cyro-EM) 3 种[66]。X-射线晶体衍射

技术通过研究蛋白质晶体的衍射图谱，获得相应

的结构信息，是目前最常用的解析蛋白结构的技

术手段。截止 2019 年 5 月，蛋白质结构数据库

PDB (Protein data bank) 共收录了 152 151 个生物

大分子晶体结构，其中有 13.5 万个结构是通过 X-

射线衍射获得，1.2 万个结构通过核磁共振获得，

另外 0.3 万个结构则由冷冻电镜技术获得，这些海

量晶体结构数据为研究酶的构效关系提供了很好

的研究基础。 

3.2  构效关系的计算分析方法 

保守性分析是研究蛋白质构效关系的有效方

法。超蛋白家族中同源蛋白的比较分析能够为酶结

构与功能关系研究提供有价值信息。Mustguseal

网络服务器可根据公共数据库中结构与序列的可

用信息，自动构建功能多样性酶家族的大量晶体结

构[67]。通过结构比对分析，可分析进化上的远亲、

保守性氨基酸残基、亚家族特异性氨基酸残基及共

同进化的氨基酸残基。以磷脂酶 A2 超蛋白家族为

例，通过保守分析和氨基酸共进化网络分析鉴定其

重要氨基酸残基，揭示了 14 个高度保守的位点和

3 组共进化的氨基酸残基[68]。 

分子动力学模拟是一种经典动力学模拟分子

运动的方法，是研究构效关系的有利工具。它的最

大优势在于能揭示酶数据库中存储的静态结构之

外的信息，还可通过提供分子动态相互作用直接指

导 酶 设 计 。 借 助 于 近 似 攻 击  (Near attach 

conformation, NAC) 理论，MD 还可对突变体文库

进行虚拟筛选，通过评估 NAC 构象的出现频率，

对设计的突变体进行排名、选择、识别和评估[69]。 

此外，量子力学 (Quantum mechanics，QM) 

及量子力学/分子力学 (QM/MM) 组合方法通过

计算分子键能、几何构型、标准生成焓、偶极矩

及电荷分布等性质，对酶的催化机制和反应过程

进行计算解析，也是研究酶构效关系的主要应用

方法[70-71]。 
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4  总结与展望 

在自然界中经过数亿年进化，酶分子形成了复

杂的结构以行使功能。1965 年，David Phillips 首

次解析了溶菌酶的晶体结构[72]，使科学家们能够

从结构的角度去理解酶的功能。 1977 年，

McCammon 首次将分子动力学模拟应用于生物大

分子[73]，为酶结构内部运动对功能的影响研究提

供信息。随后，通过 Frances H. Arnold、Manfred T. 

Reetz 等定向进化领域先驱开发的一系列酶设计改

造技术[74-79]，获得了大量催化功能和特性优化的突

变酶，为酶结构与功能关系研究提供了素材。近年

来，依赖计算模拟技术的进步，以 David Baker 为

代表的科学家们开始从头设计蛋白质并赋予其新

功能，已经取得了卓有成效的进展[80-81]。此外，基

于酶的晶体结构解析，在计算机模拟技术协助下，

开发高效进化策略，例如 FRISM (Focused rational 

iterative site-specific mutagenesis) 技术 [82]和机器

学习[83-84]等，都是探究酶构效关系及设计改造的有

利工具。 

可以预见，随着人们对酶结构与功能关系认识

的不断深入，设计满足工业生产需求的工具酶将变

得更为普遍 (关于工业酶设计改造方面的相关进

展，笔者已在他文进行过评述[85-87])。同时当今人

工智能技术正蓬勃发展，如何把握这一历史发展机

遇，促使酶构效关系研究更加智能化、精准化，是

未来本领域的一个重要研究方向。 
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