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摘   要：作为细胞结构与功能的中心参与者，蛋白质一直是生命科学研究的中心主题。分析蛋白

质序列变异对其结构、功能的影响，是研究蛋白的重要手段之一。近年一种称为深度突变扫描(deep 
mutational scanning, DMS)的技术被广泛应用于蛋白研究领域，其通过高丰度 DNA 文库在蛋白特定

区域平行引入成千上万种突变，经筛选后，利用高通量测序为每一种突变打分，从而揭示序列与

功能之间的相关性。深度突变扫描以其高通量、快速简易、节省人工等特点，已经成为蛋白质功

能研究以及蛋白工程改造的一种重要方法，目前已在蛋白进化、抗体改造、致病突变鉴定等蛋白

研究的多个领域广泛应用。本综述简要概括了深度突变扫描技术的原理，重点介绍了其在哺乳动

物细胞中的应用，同时分析了目前的技术瓶颈，旨在为相关研究提供参考。 
关键词：深度突变扫描；文库构建；高通量测序；哺乳动物细胞  
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Abstract: As central players in cellular structure and function, proteins have long been central 
themes in life science research. Analyzing the impact of protein sequence variation on its 
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structure and function is one of the important means to study proteins. In recent years, a 
technology called deep mutational scanning (DMS) has been widely used in the field of protein 
research. It introduces thousands of mutations in parallel in specific regions of proteins through 
high-abundance DNA libraries. After screening, high-throughput sequencing is employed to score 
each mutation, revealing sequence-function correlations. Due to its high-throughput, fast and easy, 
and labor-saving features, DMS has become an important method for protein function research 
and protein engineering. This review briefly summarizes the principle of DMS technology, 
highlighting its applications in mammalian cells. Moreover, this review analyzes the current 
technical bottlenecks, aiming to facilitate relevant research. 
Keywords: deep mutational scanning; library construction; high-throughput sequencing; 
mammalian cells 

 
 

蛋白氨基酸序列变异可影响蛋白的结构与

功能。对蛋白氨基酸序列进行突变扫描可帮助

了解蛋白序列 (sequence)与功能 (function)的相

关性，但如何进一步深度理解蛋白质序列中每

个氨基酸和功能之间的关系仍是一个棘手的问

题。近年随着基因合成、基因编辑、高通量测

序(high-throughput sequencing, HTS)等技术的

出现，解析蛋白序列——功能相关性的新研究

方法不断出现，其中以深度突变扫描最具代表

性。深度突变扫描 (deep mutational scanning, 
DMS)又称饱和突变筛选(saturated mutagenesis 
screen)，是一种高通量地研究蛋白序列——功

能相关性的实验方法，以高效和相对低的成本

大规模地量化遗传变异的影响[1-2]。自 2010 年

后，Fowler 等[3]、Ernst 等[4]和 Hietpas 等[5]发表

的几篇代表性论文开启了深度突变扫描技术，

自此此项技术得到快速发展。本文将深入介绍

深度突变扫描技术，并着重探讨以哺乳动物细

胞为平台的深度突变扫描应用。 

1  DMS 实验流程 
开展 DMS 实验首先要创建一个靶蛋白的

突变文库，以展示其结构及功能多样性；接着

建立合适的选择系统对蛋白文库进行筛选；最

后通过高通量测序分析不同序列变异在功能筛

选前后出现频率的变化，从而将蛋白序列与功

能相关联。下面将简要介绍 DMS 的实验流程，

包括突变文库的构建、选择系统的建立、高通

量测序及数据分析[6] (图 1)。 

1.1  突变文库的构建  
构建饱和突变文库是 DMS 实验的起点。根

据研究目的不同，可构建以下 2 种突变文库：

(1) 单位点文库(single-site library)，对蛋白全长

或某个区域的所有氨基酸进行逐一突变，由野

生型突变为另外 19 种氨基酸，文库复杂度为

N*19 (N 代表待突变氨基酸位点数量)；(2) 多
位点文库(multi-site library)，同时对多个氨基酸

位点进行饱和突变，此类文库复杂度为 20N[7-8]  
(图 2)。在突变文库构建、引入、表达过程中，

研究者力求覆盖所有的序列可能性，使之得以

呈现并被筛选，这是 DMS 实验能否成功的关

键。突变文库变异序列的引入通常先从引物(寡
核苷酸)合成开始，后续通过 PCR 过程将变异

序列引入质粒或 PCR 产物中用于后续文库表

达。突变引物也可以通过 PFunkel 等[9]方法直接

引入到质粒载体中，形成质粒突变文库。此外，

含变异序列的寡核苷酸还可以作为同源重组模

板被引入到基因组(见 3.1)。 
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图 1  深度突变扫描实验流程   A：突变文库构建. B：突变文库引入不同的选择系统. C：表型筛选. D：

高通量测序. E：数据分析及可视化 
Figure 1  DMS experiment workflow. A: Mutant library construction. B: Introduction of mutational libraries 
into different selection systems. C: Phenotype selection. D: High-throughput sequencing. E: Data analysis 
and visualization. 
 

 
 
图 2  深度突变扫描文库设计   单位点文库对蛋白全长或某个区域的所有氨基酸进行 NNK 简并碱基

逐一替换. 多位点文库同时对多个氨基酸位点进行饱和 NNK 简并碱基替换 
Figure 2  DMS library design. Single-site library is generated by the one-by-one substitution of all 
individual amino acids with NNK degenerate codons. Multi-site library is generated by simultaneous 
substitution of multiple amino acids with NNK degenerate codons. 
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在单位点突变文库构建过程中可通过在对

应氨基酸位点引入 NNK (或 NNS、NNB)简并碱

基实现所有 20 种氨基酸变异的表达，每一个氨

基酸位点需要设计一条引物[10]。多位点文库则

通过直接在突变位点连续引入多个 NNK 简并

碱基，通常通过合成单一引物完成。利用 NNK
简并碱基引入变异序列，引物设计简单，合成

成本低廉，可覆盖所有 20 种氨基酸。但存在以

下缺点：(1) 不同氨基酸代表性存在偏差，例如

在 NNK 简并性下亮氨酸(leucine, Leu)出现的概

率为 9.375% (3/32)，而酪氨酸(tyrosine, Tyr)的
概率为 3.125% (1/32)，两者相差 3 倍；(2) 会
出现终止密码子，且出现频率会随着 NNK 数目

的增加而累积，当文库含有 20 个 NNK 简并碱

基时，有约一半的文库含有终止密码子。这导

致有效文库的比例下降。近年出现的三联核苷

(trimer phosphoramidites)引物合成工艺部分解

决了以上问题，但合成成本较为昂贵[11]。 
此外，高通量引物合成技术近年来被大量

应用于 DMS 领域[12-14]。芯片合成技术即基于微

阵列的寡核苷酸合成技术，采用了多通道合成

方式。利用该技术可在微阵列芯片上一次性合

成成千上万种不同的寡核苷酸序列[13]。基于芯

片的引物合成可实现突变文库的高度定制化，

生成更精准的文库，既可以引入所有 20 种氨基

酸序列，也可以实现固定氨基酸组合的引入[15]。 

1.2  选择系统的建立及突变文库的引入 
目前 DMS 实验所涉及的选择系统大致可

以分为三类：(1) 非细胞系统(acellular system)；
(2) 非哺乳动物细胞系统(non-mammalian cell 
system)；(3) 哺乳动物细胞系统(mammalian cell 
system)[16]。3 种选择系统在库容、生理病理相

关性方面有各自的优缺点。 
1.2.1  非细胞系统 

常用的非细胞系统包括噬菌体展示 [4,17]、

mRNA 展示[18-20]、核糖体展示[21]等系统。非细

胞系统的主要优势在于其文库规模较大，但局

限是多进行基于亲和力表型进行筛选，难以开

展基于功能的筛选。噬菌体展示系统是最常用

的非细胞系统，其文库丰度可达 109[22]。Fowler

等[3]通过噬菌体展示技术对人类 Yes 相关蛋白

65 (human Yes associated protein 65, hYAP65) 
WW 结构域突变文库进行了展示，利用同源肽配

体进行结合筛选，对筛选前后的突变文库进行

Illumina 测序，绘制出 WW 结构域的序列——功

能地形图，该结果与已知的 WW 结构域特征相

一致。此外，mRNA 展示系统、核糖体展示系

统可通过体外转录翻译展示突变文库，文库丰

度可达到更高水平(>1013)。 
1.2.2  非哺乳动物细胞系统 

非哺乳动物的细胞系统包括细菌、酵母系

统，突变文库可以质粒形式转化进入细胞，文

库规模受限于转化效率(细菌约 109，酵母约

107)[23-24]。细菌、酵母系统常基于展示技术、细

胞生长、报告基因表达等进行选择。Kim 等[25]

通过酵母细胞融合蛋白报告系统对蛋白降解子

(degron) Deg1 进行 DMS，将来自酵母细胞

Matα2 蛋白的 Deg1 变异序列与酵母 Leu2 蛋白

融合生成 Deg1-Leu2 蛋白，将编码融合蛋白的

质粒转入酵母中。Deg1 中增加蛋白稳定性的突

变将导致融合蛋白的累积，从而增加亮氨酸的

产生，促进营养缺陷型酵母(‒Leu)的生长。经

条件培养基选择后会富集含有可增强 Deg1 稳

定性的突变。最终通过对选择前后的变异序列

进行高通量测序，完成了对 Deg1 序列 3 万多种

变异的稳定性评分。 
1.2.3  哺乳动物细胞系统 

基于哺乳动物细胞是开展疾病相关蛋白

DMS 研究的最佳系统。在下文做详细介绍(见 3)。 
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1.3  高通量测序及数据分析 
高通量测序技术的快速发展及应用是 DMS

技术得以建立的基础 [26]。常用的测序方法有

Illumina 测序、Nanopore 测序、PacBio 公司的单

分子实时测序(single molecule real-time sequencing)
等[27-28]。Illumina 测序由于其成本、技术成熟度、

市场占有率等优势成为 DMS 研究中最常用到

的测序平台。 
DMS 数据分析是将氨基酸序列变异与功

能相关联的重要步骤。最简单的分析是将筛选

后群体的频率与筛选前群体的频率进行比较，得

到每种氨基酸变异的富集比。但通过这样简单处

理所得到的数据可能存在一定偏差，需要利用生

物信息分析工具进行进一步的精确分析。 
常用的 DMS 数据分析工具有：Enrich[29]、

dms_tools[30]、DiMSum[31]等，它们可将原始测

序数据转化为突变功能评分，并生成可视化数

据。Enrich 是一个分析 DMS 数据的统计框架，

适用于多数常见的实验设计，能读取来自任何

测序平台的 FASTQ 格式数据，识别蛋白突变信

息并使用含有重叠序列的双端(paired-end)测序

读数进行纠错。在此基础上 Fowler 等[32]开发了

Enrich2，增加了更复杂的统计分析，适用于基

于细胞生长和结合筛选的 DMS 数据分析。

dms_tools 可以在给定单个选择压力下推断每个

序列位点对氨基酸的偏好或者评估这些偏好在

不同选择压力下的变化程度，推断突变的影响。

DiMSum 以 R/Bioconda 软件包的形式免费提供

给使用者，用于从原始测序文件中获得可靠的突

变适应度评分和误差评估，并在分析中采取补救

措施。DiMSum 创新点在于使用了可解释的误差

模型(interpretable error model)，能提供更为准确

的误差分析。目前，Cenik 等[33]新开发出一种基

于饱和诱变实验的软件工具包——satmut_utils 
(saturation mutagenesis utilities)，可用于对 DMS

数据进行分析，相比于 Enrich2、dms_tools、
DiMSum 等软件需要特定的输入要求和实验设

计，satmut_utils 设计更为灵活，可扩展到多种

实验设计。 

2  基于非哺乳动物细胞平台的

DMS 
基于非哺乳动物细胞平台的 DMS 利用非

细胞系统或非哺乳动物细胞系统开展对蛋白结

构、进化的相关研究，文库丰度较高。 
2.1  蛋白质结构预测 

蛋白结构测定通常依赖于 X 射线晶体衍

射、核磁共振及冷冻电镜等技术平台。DMS 的

出现为研究人员深入了解并预测蛋白结构提供

了新的辅助工具[34-35]。Adkar 等[36]建立了细菌

毒素蛋白 CcdB 的单位点突变(single-site mutant)
文库，通过细菌存活实验及高通量测序分析了

这些变异对蛋白毒性的影响。DMS 结果表明

CcdB 中每个突变的功能评分(rank score)与已

知结构中该残基距蛋白表面的距离相关。仅仅

依据 DMS 数据，在不需要表达、纯化蛋白的情

况下实现了对 CcdB 结构模型的准确预测。此

外，DMS 数据也可用来确定蛋白质的三维结构。

这种蛋白质三维结构的确定依赖于突变之间遗

传相互作用即上位性的量化以及突变位点间的

非独立相互作用。已有相关研究通过 DMS 产生

的突变遗传相互作用数据来预测蛋白质或其结

构域中残基对之间的结构接触，进而模拟出蛋

白质或其结构域的二级结构或三级结构[37-38]。

例如，Olson 等[20]分析了含 56 个氨基酸的蛋白

G 结构域 B1 (protein G domain B1, GB1)结构域

的所有单一和几乎所有成对突变，通过与免疫球

蛋白 G 片段可结晶(immunoglobulin G-fragment 
crystallizable, IgG-FC)的结合对选择前后的突

变体进行 DMS，成功预测了残基的空间距离，
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绘制出该结构域的二级和三级结构。 
DMS 还可以揭示一些与疾病相关的固有

无序蛋白(intrinsically disordered protein, IDP)
的结构特征，例如神经退行性疾病相关 TDP-43
蛋白 [39]、阿尔兹海默病相关 β-淀粉样蛋白

(amyloid β-protein, Aβ)[40]，为绘制蛋白质结构图

谱提供了低成本实验策略[41]。对于具有多种构

象的固有无序蛋白来说，可能只有少数构象与

功能相关。Newberry 等[42]在酵母细胞中对固有

无序蛋白 α 突触核蛋白(α-synuclein)的 2 600 个

突变进行了生长表型筛选，DMS 结果分析表明

α 突触核蛋白的活性构象是一个长且不间断的

两亲性螺旋。通过筛选在某种特定应激环境下

的蛋白突变体，DMS 提供了一种简便的方法来

分析蛋白构象如何响应细胞环境变化的。 

2.2  蛋白进化研究 
突变是进化的核心，产生有益遗传突变的

能力是生物进化的关键[43]。适应度地形(fitness 
landscape)是适应度在所有可能的序列空间中

的功能分布，是多种进化理论的基础。适应度

地形可以描述蛋白基因型与适应度的相关性，

阐明进化轨迹。了解突变适应度分布是理解进

化动力学、遗传变异、有害突变累积的基础，

但其绘制需要对大量蛋白突变体适应度进行量

化，这是一项艰巨的任务[44]。 
DMS 的出现从一定程度上解决了这一难

题，利用该技术可通过人为模拟的小规模自然选

择实现对数万个突变的适应度进行量化，目前已

经成功构建出多种蛋白的适应度地形模型[4,45]。

TEM-1 β-内酰胺酶是研究蛋白质突变进化和适

应度效应的常用模型，已有多个实验室分析了

该酶基因突变对其进化的影响。TEM-1 可水解

β-内酰胺类抗生素(如氨苄西林)，导致对青霉素

类抗生素的耐药性。细菌在这些抗生素存在环

境下生存和繁殖的能力取决于细胞内 TEM-1的

活性。Firnberg[46]和 Stiffler[47]课题组分别利用

DMS 对 TEM-1 β-内酰胺酶基因的突变适应度

效应进行了测定，提供了突变和抗生素耐药性

的适应度地形图，可帮助预测该基因在不同选

择条件下进化的潜力和局限性。Stiffler 课题组

的 DMS 结果表明，相对于选择强度(抗生素浓

度)，波动的选择条件更可能选择出具有更高酶

活性的 TEM-1。 

2.3  病毒研究 
DMS 也是研究病毒变异的重要工具[48-49]。

新冠病毒(SARS-CoV-2)通过其刺突糖蛋白的受

体结合结构域(receptor binding domain, RBD)与
细胞受体血管紧张素转化酶 2 (angiotensin 
converting enzyme 2, ACE2)特异性结合完成对

细胞的感染[50]。2020 年美国华盛顿大学 Jesse D. 
Bloom 课题组对 RBD 结构域 331 至 531 位共计

201 个氨基酸位点进行了突变扫描，逐个地将

每个氨基酸位点突变成另外 19 种非野生型氨

基酸，构建了一个包含 3 819 种(19×201)序列变

异的突变文库，将文库引入酵母细胞表达变异

RBD，使其展示在细胞表面[51]。将经荧光标记的

ACE2 蛋白分子与文库酵母细胞孵育结合，利

用流式分选收集表达高亲和力 RBD 变异的酵

母细胞。最后通过高通量测序分析不同变异的富

集程度，从而获得每一种变异与 ACE2 的亲和力

指数，绘制出 RBD 结构域突变热图。该课题组

将结果以交互模式呈现在网址 https://jbloomlab. 
github.io/SARS-CoV-2-RBD_DMS，为新毒株感

染力预测、疫苗设计、抗体药物设计提供了重

要信息。 

3  基于哺乳动物细胞平台的DMS 
哺乳动物细胞是开展 DMS 实验的重要平

台，在哺乳动物细胞中蛋白(尤其是跨膜蛋白)
可保持其天然构象，受糖基化、磷酸化等化学
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修饰与调控，可介导信号转导并产生下游生化

效应，产生疾病相关表型。 

3.1  哺乳动物细胞 DMS 突变文库的构建 
在哺乳动物细胞内进行 DMS 关键在于如

何将文库高效引入哺乳动物细胞中，目前有两

种常见的方法。第一种方法基于质粒，将突变

文库克隆到质粒载体中，而后将质粒文库引入

哺乳动物细胞系(如 HEK293T 细胞)中实现文库

的瞬时或稳定整合表达[52-53]。在质粒文库制备

过程中，历经细菌转化、质粒扩增、细胞转染等

步骤，文库规模不断缩小，仅可达 105。第二种

方法利用 CRISPR/Cas9 系统将变异文库引入哺

乳动物细胞系，如人 HEK293T 细胞[54]、HAP1
细胞[55]或小鼠 Ba/F3细胞[56]等[57]。CRISPR/Cas9
系统中 gRNA引导Cas9蛋白靶向基因组位点并产

生双链断裂，随后利用同源定向修复(homology- 
directed repair, HDR)原理将含有文库变异序列

的供体模板引入断裂位点，实现哺乳动物基因组

特定区域的饱和编辑[58]。CRISPR/Cas9-HDR 方

法尚存在一定的局限性：(1) 需要优化 CRISPR
系统的靶向效率 [59]；(2) 整合细胞和非整合细

胞难以分辨；(3) 受当前单链寡核苷酸(single- 
stranded oligodeoxynucleotides, ssODNs)合成长

度的限制，只能在有限的区域引入突变(<200 bp)。 
本课题组近年致力于基于哺乳动物细胞系

(以易转染 HEK293T 细胞为主)的高丰度文库构

建策略的开发，并积极尝试将构建策略应用于

基于哺乳动物细胞平台的 DMS[60-61]。课题组相

继开发了 dsDNA-HR、in-vitro-ligation 两种瞬时

纳米抗体文库构建策略，高通量测序结果显示

两种方案皆可在 HEK293T 细胞中表达上百万

种不同的纳米抗体序列[61]。同时，课题组新开

发了一种 in-vitro-ligation-PCR 策 略，结合

piggyBac 系统，实现了突变文库在哺乳动物细

胞的稳定整合。进一步通过绿色荧光蛋白发色

团(chromophore) DMS 实验证实了此策略的可

行性，为未来基于哺乳动物细胞的 DMS 实验提

供了操作简单且丰度更高的文库构建方案(图 3)。 

3.2  以哺乳动物细胞为平台的 DMS 应用 
3.2.1  抗体改造 

抗体以高亲和力和高特异性等特性成为近

年增长最快的药物种类，用于从癌症到自身免

疫性疾病、病毒感染等多种重大疾病的治疗[8]。

抗体 DMS 的一个重要方向是通过对抗体互补决

定区(complementarity determining region, CDR)进
行突变，对抗体亲和力进行优化[59]。哺乳动物

细胞抗体优化平台具有其独有的优势，即抗体

可被糖基化，与其最终的药物形式更为接近。

Reddy 等[62]使用含简并密码子的 ssODNs 突变

文库，通过 CRISPR/Cas9 介导的 HDR 机制将

文库引入曲妥珠单抗的 CDRH3 区域，利用

FACS 对文库表达细胞进行筛选，鉴定出了结合

力更强的抗体序列。Powers 等[53]对抗表皮生长

因子受体(anti-epidermal growth factor receptor, 
anti-EGFR)抗体 225 的人源化版本进行了 DMS，
首先利用简并密码子生成单氨基酸替换文库并

克隆到载体中，并将载体转染至哺乳动物细胞

293c18 中建立了含有 1 000 多种突变的抗体展

示文库，利用 FACS 筛选表达高亲和力抗体的

细胞，通过高通量测序最终鉴定了 67 个可增强

亲和力的点突变。  
3.2.2  致病性突变鉴定  

蛋白序列突变可导致疾病的发生[63]。2015 年

美国医学遗传学与基因组学会根据突变的潜在

影响将突变分为 5 类，包括致病性(pathogenic)、
可能致病性(likely pathogenic)、意义未确定

(uncertain significance)、可能良性(likely benign)
和良性(benign)[64]。目前大多数基因错义突变

(missense mutation)都被归类为意义未确定突变

(variants of uncertain significance, VUS)，是具有 
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图 3  绿色荧光蛋白发色团深度突变扫描实验   通过 PCR 将 NNK 简并密码子引入绿色荧光蛋白发色

团对应位点，利用 in-vitro-ligation-PCR 策略即在体外进行文库的酶切、连接和 PCR 扩增，并结合

piggyBac 系统，实现了突变文库在 HEK293T 细胞的稳定整合. 利用流式分选获得可产生绿色荧光的细

胞，最后通过高通量测序分析所富集的发色团编码序列 
Figure 3  GFP chromophore DMS experiment. The NNK degenerate codons were introduced into the 
corresponding site of the GFP chromophore by PCR, and the in-vitro-ligation-PCR strategy was used to 
construct mutational library through restrict digestion, ligation and PCR amplification, and by employing the 
piggyBac system, the mutant library was integrated into HEK293T cells genome. Green fluorescent cells 
were obtained by flow cytometry, and the enriched chromophore coding sequences were analyzed by 
high-throughput sequencing. 
 
未知病理影响的基因突变[65]。这些不确定性给

基因突变注释和疾病诊断带来重大挑战，DMS
可以对错义变异导致的疾病相关功能后果进行

前瞻性评估 [66-67]。乳腺癌易感基因 1 (breast 
cancer susceptibility gene 1, BRCA1)是重要的抑

癌基因，BRCA1 胚系突变将显著提高女性乳腺

癌、卵巢癌的发病风险[68-69]。约 10%的女性携

带 BRCA1 错义突变，但目前仍有许多突变被列

为“意义未明”，给患癌风险评估带来了巨大挑

战。2018 年 Jay Shendure 课题组对位于 BRCA1
基因 13 个外显子上的近 4 000 种单核苷酸变异

(single nucleotide variants, SNVs)进行了 DMS，
对每一种 SNV 根据其对细胞同源重组修复能

力的影响进行功能评分[70]。该研究共鉴定出约
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400 个不影响 BRCA1 功能的 SNVs，以及约  
300 个可影响 BRCA1 基因表达及功能的 SNVs。
这些功能评分与已知的致病性变异或良性变异

的临床评估相一致，表明 DMS 在 BRCA1 大规

模 SNVs 功能注解上的可靠性。 
PPARG 为过氧化物酶体增殖物激活受体 γ 

(peroxisome proliferator-activated receptor γ, 
PPARγ)编码基因，与孟德尔脂肪营养不良

(Mendelian lipodystrophy)以及 2 型糖尿病患病

风险增加相关。Majithia 等[71]在 THP1 细胞中引

入了 PPARG 深度突变文库，根据 PPARγ 下游

靶点 CD36 的表达水平进行流式细胞分选，分

析了所有可能突变对 PPARG 蛋白功能的影响，

他们对 55 个新错义突变进行了分类，并鉴定出

了 6 个新致病性突变。 
3.2.3  耐药突变鉴定 

耐药性的产生是许多癌症治疗策略失败的

重要原因[72]。DMS 可以分析靶蛋白不同突变对

靶向药物的适应度，鉴定耐药性突变，为患者

带来更为精准的诊疗信息[73]。Bolon 等[56]运用

CRISPR-Cas9 系 统 在 白 血 病 相 关 癌 基 因

BCR-ABL1 中引入突变，利用 DMS 方法系统地

研究了不同突变对小鼠 Ba/F3 细胞增殖及对酪

氨酸激酶抑制剂敏感性的影响。他们鉴定出了

临床上所报道的所有 BCR-ABL1 病理性突变，

获得了与临床流行率高度相关的结果。 
BRAF 基因突变出现在多种肿瘤中，在黑

色素瘤中突变频率特别高，高频致癌突变常发

生在激酶结构域 (kinase domain)。维罗非尼

(vemurafenib)是 BRAF V600E 的选择性抑制剂，

对黑色素瘤有显著抑制作用，可提高患者的生

存率。然而，BRAF V600E 突变患者易出现维

罗非尼继发性耐药。Wagenaar 等[74]利用 DMS 鉴

定出BRAF V600E基因的一个继发性突变L505H
可导致维罗非尼耐药。BRAF V600E/L505H 双

突变可导致更高的激酶活性(较 V600E 更高)，并

对不作用于 L505位点的 BRAF 抑制剂较为敏感。 

4  DMS 与机器学习 
DMS 实验虽然实现了对序列——表型相关

性的高通量量化分析，但在很多情况下受限于

实验通量 DMS 尚不足以覆盖所有序列可能性。

如何利用有限的 DMS 数据对蛋白序列——表

型相关性进行全景式预测、描述？机器学习的

深度介入与迭代是必由之路[75-76]。机器学习通

过收集高质量的训练数据构建能够预测基因 
型——表型关系的模型，为蛋白质工程提供了

一种强大的计算方法。近年机器学习已在抗体

优化[77]、酶工程设计[78]、蛋白进化[79]等蛋白质

工程领域得到了广泛应用。例如，Mason 等[62]

利用哺乳动物细胞展示技术对曲妥珠单抗

(trastuzumab)的 CDRH3 区域进行了 DMS，并

将 DMS 数据库用于训练神经网络 (neural 
network)。他们利用训练后的神经网络从包含近

1 亿种抗体变异序列的文库中预测了近千种候

选抗体分子，并随机选取其中的 30 种变异抗体

分子进行了后续验证，结果表明所有的 30 种抗

体均可特异性结合 HER2 分子。此外，Taft 等[80]

通过将 DMS 和机器学习相结合研究 SARS- 
CoV-2 RBD 结构域的变异规律以及这些变异介

导免疫逃逸的可能性，开发出深度突变学习

(deep mutational learning, DML)工具，为新毒株

感染力预测、疫苗设计、抗体药物设计提供了

重要预测工具。表 1 列举了上文中出现的典型

DMS 实验。 

5  总结与展望 
目前 DMS 技术已广泛应用于蛋白功能研

究和工程改造等多个领域，有助于深入认识氨 
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表 1  深度突变扫描相关蛋白研究  
Table 1  DMS for protein research 
Protein/Gene Selection system Selection methodology Variant space References 
hYAP65 WW domain Phage display Peptide ligand binding Whole WW domain,  

>600 000 mutations 
[3] 

Protein G  
domain B1 (GB1) 

mRNA display Binding affinity screening Whole GB1 domain [20] 

Protein degradation 
signal Deg1 

Yeast  Growth rate screening Deg1 residues 3‒34,  
>30 000 mutations 

[25] 

CcdB Bacterial  Cell toxicity screening Whole gene, >1 200 single-site 
mutations 

[36] 

α-synuclein Yeast  Growth phenotypes screening 2 660 single point mutations [42] 
TEM-1 β-lactamase Bacterial  Antibiotic resistance Whole gene, 4 997 mutations [47] 
SARS-CoV-2 spike 
glycoprotein 

Yeast display ACE2 binding affinity screening Receptor binding domain,  
201 positions  

[51] 

Anti-EGFR antibody Mammalian cell 
display 

FACS screening based on antigen 
affinity 

CDRs, 1 060-point mutations [53] 

BCR-ABL1 Mammalian cell Cells growth effect screening 311‒319 positions   [56] 
Therapeutic antibody 
trastuzumab 

Mammalian cell 
display 

FACS screening based on antigen 
affinity 

About 1×104 variants [62] 

BRCA1 Mammalian cell Homology-directed DNA repair 
function screening 

13 exons  [70] 

PPARG Mammalian cell FACS based on the expression 
level of CD36 

Whole gene, 9 595 mutations [71] 

BRAFV600E Mammalian cell Drug resistance 77 amino acids surrounding 
binding site 

[74] 

 
基酸序列变异如何影响蛋白功能，协助设计出

更好的疫苗、改造抗体药物、鉴定致病性突变

等。该技术以其高通量、低成本、节省人力等

优势推动了肿瘤、病毒、代谢性疾病等医学研

究领域的发展。但目前并不是所有蛋白都可以

开展 DMS 研究，需要根据蛋白已知功能设计有

效的筛选体系。对于一些功能未知的蛋白，设

计合理的高通量功能筛选方法是较为困难的。

对于一些需要在组织、器官水平才能表现出功

能的蛋白，目前还鲜有相关 DMS 研究。此外，

如何合理设计突变文库，如何将突变文库高效

地引入哺乳动物细胞，如何设计有效的筛选方

案，如何利用机器学习协助处理并理解 DMS
数据，如何更好地将实验室 DMS 数据与临床数

据相关联，这些都将是未来 DMS 研究应当重视

的问题。 
DMS 技术还处在快速发展阶段，随着高通

量测序技术的发展、生物信息工具的开发以及

人工智能的引入，该技术未来将有更为广泛的

应用前景。同时，随着数据库共享以及数据可

视化技术的发展，将为领域外研究人员读取、

理解、应用 DMS 数据提供更多的便利，加速其

研究创新。 
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