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摘  要 : 筛选是制约酶定向进化改造的瓶颈。为解决这一难题，近年来一系列基于组合活性中心饱和突变 

(Combinatorial active-site saturation test，CAST) 及迭代饱和突变 (Iterative saturation mutagenesis，ISM) 的半理

性设计新方法被开发出来，包括单密码子饱和突变 (Single code saturation mutagenesis，SCSM)、双密码子饱和突

变 (Double code saturation mutagenesis，DCSM) 和三密码子饱和突变 (Triple code saturation mutagenesis，TCSM)。

通过构建“小而精”的高质量突变体文库，对特定靶点进行组合突变，并成功应用于多种生物催化剂的立体/区

域选择性及催化活力等多参数的改造。文中综述了近年来定向进化技术的最新进展及其在生物催化剂定向改造中

的应用。 
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Recent advances in directed evolution 
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Abstract:  Screening is the bottleneck of directed evolution. In order to address this problem, a series of novel semi-rational 

designed strategies have been developed based on combinatorial active-site saturation test and iterative saturation mutagenesis, 

including single code saturation mutagenesis, double code saturation mutagenesis and triple code saturation mutagenesis. By 

creation of “small and smart” high qualified mutant libraries and combinatorial mutagenesis of specific sites, these new 

strategies have been successfully applied in multiparameter optimization, e.g. stereo/regioselectivity and activity. This review 

summarized recent advances in directed evolution and its applications in biocatalysis field. 

Keywords:  directed evolution, saturation mutagenesis, stereoselectivity, biocatalysis 

自 20 世纪后半叶以来，随着分子生物学和蛋

白分离纯化技术的进步，蛋白质在生物技术、工

业生产、医药食品、基因治疗和环境保护等领域

扮演了越来越重要的角色 [1-2]。但作为生物催化

剂，天然酶存在诸如立体/区域选择性差、底物谱

窄、催化效率低、稳定性差及产物抑制性等问   

题[3-4]，严重阻碍了生物催化剂的广泛应用。 

为加快对生物催化剂——酶已有性能的改造

提升及新功能开发应用，近 20 年来涌现了一系列

蛋白质定向进化技术，如饱和突变、易错 PCR 和

DNA 混组等。通过在实验室条件下模拟自然进化 

过程，从构建的突变体文库中筛选到能满足特定

需求的目标突变体 [3-4]，大大拓展了酶的应用范

围。如改造后的氧化酶可直接使用氧分子作为电

子受体，实现二氧化碳的高效固定[5]；CRISPR-Cas9

蛋白可识别的序列范围也更大、更精准[6]；重组

酶可高效识别 HIV 病毒基因两侧特异性位点并将

其从宿主基因组中切除[7]；能催化卡宾反应的仿

生金属酶[8]和实现转氨酶法合成西他列汀的工业

化应用[9]，都得益于定向进化技术的发展应用。

当今的定向进化技术整合了有理设计、适度的随

机突变和高效筛选，可在已知或未知目标蛋白质

结构信息及催化机制的情况下，对蛋白质进行针

对性改造。然而，蛋白定向进化技术在上述领域 

中的应用潜力还远没有被挖掘，其主要挑战在  

于如何设计构建高质量的多样性突变体文库和  

建立高效、快速的筛选方法 [10-11]。本文主要从   

突变体文库的构建方面综述蛋白质定向进化领  

域涌现的新方法及其应用，并对发展前景进行  

展望。 

1  定向进化策略 

根据突变体文库构建方法的不同，定向进化

可分为非理性设计、半理性设计和理性设计 3 种

策略。其大致思路是通过模拟自然进化，对目的

基因进行重复多轮的突变、表达和筛选，从而在

短时间内完成自然界中需要成千上万年的进化，

最终获得性能改进或具有新功能的蛋白质[12]。 

1.1  非理性设计 (Non-rational design) 

非理性设计即随机进化策略，优点是不需要

对酶序列及结构有深入了解，仅需通过随机突变

和 片 段 重 组 的 方 法 模 拟 自 然 进 化 。 1978 年 ，

Michael Smith 首 次 提 出 定 点 突 变 技 术 

(Site-specific mutagenesis)，开启了蛋白质改造与

设计的大门[13]。自此以后，一系列经典的基因突

变 方 法 被 开 发 应 用 ， 主 要 包 括 饱 和 突 变 

(Saturation mutagenesis ， SM) 、 易 错 PCR 

(Error-prone polymerase chain reaction，epPCR) 及
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DNA 重组 (DNA shuffling)。 

epPCR 概念由 Leung 团队于 1989 年提出[14]，

然而首次将 epPCR 应用于酶改造却是 3 年后由

Hawkins 等进行的体外抗体筛选[15]。其基本原理

是通过改变 PCR 反应体系的反应条件或使用低保

真的 DNA 聚合酶，增加碱基随机错配率，从而

造成多点突变，产生序列多样性的突变体文库，

因其不需要蛋白结构信息、操作简单而被研究者

广泛采用。然而该技术的应用受到以下几方面制

约：聚合酶的碱基偏好性 (通常 AG>TC)、突变

效率低且缺少后续突变 (每轮每基因仅 3–5 个突

变) 等[16]。Arnold 团队于 1993 年开创性地使用多

轮 epPCR (sequential epPCR)，连续反复地对枯草

杆菌蛋白酶进行随机突变，逐步提高了突变体在

有机溶剂 DMF 中的稳定性[17]。通常情况下需要

至少连续 4 轮的 epPCR 逐步积累正向突变，才能

获得酶性能显著提高的目的突变体。 

1994 年，Stemmer 团队开发了 DNA shuffling

技术，主要用于单基因或多基因的重组，不仅可

加速有义突变的积累，还能组合两个或多个已优

化的参数，并成功提高了 β-内酰胺酶的活性[18]。

该技术利用 DNase 将一组带有有义突变位点的同

源基因切成随机片段 (通常 10−50 bp)，使用 PCR

使之延伸重组获得全长基因。优点是操作简单，

不需要蛋白结构信息，容易获得有义突变；缺点

是要求基因序列间至少具有 70%的一致性。 

20 世纪 80 年代 Wells 团队提出寡核苷酸饱和

突变(Oligonucleotide-based saturation mutagenesis，

OSM)[19]，可实现单点饱和突变。Reetz 等利用寡聚

核苷酸重组技术实现了多位点饱和突变(Assembly 

of designed oligonucleotides ， ADO)[20] 。 接 着

Schwaneberg 团 队 开 发 了 序 列 饱 和 突 变 技 术 

(Sequence saturation mutagenesis，SeSaM)[21]，能

较好地克服 DNA 聚合酶的碱基偏好性并提高突

变效率；但因其操作繁琐、试验周期长而较少被

采用[16]。此外，饱和突变技术还可与 epPCR、DNA 

shuffling 等技术组合使用，迅速积累有义突变，

得到最佳突变组合的酶基因。如 Reetz 团队率先

综合利用这 3 项传统技术，成功提高了脂肪酶的

对映体选择性[22-23]。 

1.2  理性设计 (Rational design) 

理性设计是一种智能改造手段，依赖计算机

技术 (in silico) 模拟自然界蛋白质的进化轨迹，

通过计算机虚拟突变，筛选可快速准确预测目标突

变体。通过一系列基于生物信息学开发的算法和程

序[24]，预测蛋白质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

对蛋白质进行针对性地改造和模拟筛选[25]。 

在当前第 3 次酶改造浪潮中，基于计算机辅

助设计和大尺度的分子动力学模拟可高效、快捷

地改造和筛选生物催化剂[26-27]，不仅可高精度地

预测蛋白结构[28]，还可从头设计自然界中不存在

的新酶[29]，以及对现有酶进行改造，赋予其新功

能。如改造后的细胞色素 C 氧化酶可提高碳–硅

键形成的催化效率[30]；赋予 30 亿年来逆转录酶

原 本 不 存 在 的 校 对 功 能 [31] ； 从 头 设 计 能 催 化

Kemp 消除反应的新酶[32]，及新的(β/α)8 TIM 桶蛋

白[33]等。 

尽管新酶设计已取得一定成功，但依然面临

诸多挑战：首先，其成功率较低；其次，计算工

作繁重，对计算机资源依赖非常高；再次，设计

出的新酶结构和稳定性较差，催化活性往往偏低。

主要是因为对酶序列/结构/功能之间关系的认识

还不够深入。 

1.3  半理性设计 (Semi-rational design) 

半理性设计主要借助生物信息学方法，基于

同源蛋白序列比对、三维结构或已有知识，理性

选取多个氨基酸残基作为改造靶点，结合有效密

码子的理性选用，通过构建高质量突变体文库，

有针对性地对蛋白质进行改造[10]。常见的半理性

策略如表 1 所示。 
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表 1  半理性设计常用策略 

Table 1  Strategies of semi-rational design 

Strategies Requirements Applications Reference

SCOPE Exon shuffling Enhancing rat DNA polymerase beta (Pol β) and African 
swine fever virus DNA polymerase X 

[34] 

FRESCO Structural model and MD simulations Improving the thermostability of a limonene epoxide 
hydrolase 

[35] 

REAP Phylogenetic analysis Engineering polymerases to accept dNTP-ONH2 [36] 

3DM Multiple sequence alignments Increasing the enantioselectivity and activity of an esterase [37] 

ProSAR Sequence-activity data set Improving the productivity of a halohydrin dehalogenase [38] 

MORPHING Structural model Increasing the stability of a versatile peroxidase [39] 

KnowVolution Structural model Reducing oxygen dependency and increasing specific 
activity of a glucose oxidase 

[10, 40] 

SCHEMA Structural model Recombination of β-lactamases TEM-1 and PSE-4 [41] 

B-FIT X-ray data Increasing the thermostability of a lipase [42] 

CAST Structural model Expanding the substrate acceptance of a lipase [43] 

 
 

近年来，结合非理性和理性设计的半理性设

计，兼顾了序列空间多样性 (Sequence space) 和

筛选工作量，是一种应用非常广泛的定向进化技

术[44-45]。通过 Web of Science 数据库检索主题“相

应技术名称” AND “biocatalysis”，自 2005 年至今 

(截止 2017 年 4 月 25 日)，生物催化领域应用 DNA 

shuffling 和 epPCR 的文献数目共计 57 篇，应用

从头设计 (de novo design) 的有 62 篇，而使用 SM

的有 140 篇 (图 1)。由此可见，生物催化领域中

半理性设计策略占据了主导地位。 

1.3.1  组合活性中心饱和突变和迭代饱和突变 

通 过 对 来 自 铜 绿 假 单 胞 菌 Pseudomonas 

aeruginosa 的脂肪酶及其他酶改造发现，对手性

选择有义的突变主要集中在酶催化口袋区域。

Reetz 团队由此提出了组合活性中心饱和突变策

略 (Combinatorial active-site saturation test，

CAST)[43]：基于序列和/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，通过理性分组进行单轮或

多 轮 迭 代 饱 和 突 变  ( I t e r a t i v e  s a t u r a t i o n 

mutagenesis，ISM)。一般情况下单轮突变难以达

到预期目标，需要进行多轮叠加突变。为减少筛

选规模，通常将 2−4 个氨基酸残基分为一组。这

些残基在空间上彼此靠近，往往具有协同作用。

Kazlauskas 团队统计分析并比较了位于活性中心 
 

 
 

 

图 1  定向进化三大策略(无理、半理性和理性设计)在生

物催化领域的文献发表(数据来自 Web of Science，采

用主题查询方式，自 2005 年至 2017 年 4 月 25 日) 

Fig. 1  The number of publications on directed 
evolution (non-, semi- and rational design) in the field of 
biocatalysis. Data were collected from Web of Science 
since 2005 to April 25, 2017, using Topic search. DS: 
DNA shuffling; epPCR: error-prone PCR; SM: saturation 

sutagenesis; de novo：de novo design. “+” represents 

AND biocatalysis; Dashed line denotes the trend of 
publication numbers. 
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和远离活性中心的氨基酸位点突变对酶的活性、

底物选择性、对映体选择性及稳定性的影响，指

出前者更有利于改造酶的底物选择性及对映体选

择性，从统计学的角度进一步支持了 CAST 方法

的可靠性[46]。因此 CAST 方法广泛应用于酶的立体

/区域选择性、底物谱、催化效率等参数的改造[47-48]。 

以 4 位点 (A、B、C 和 D) 的 ISM 系统为例

(图 2A)，一共有 24 条进化路径，其中每个位点

可包括 1 至多个氨基酸残基，对每个位点分别进

行饱和突变，产生 4 个不同的突变体文库。在进

行下一轮迭代突变时，已进行过突变的位点保留。

因此理论上 4 个位点全部完成迭代突变共需 4 轮，

即构建 64 个突变体文库。然而实际上由于仅选取

每轮迭代筛选到的最优突变体进行下一轮突变，

所以构建的突变体文库数目远小于理论值。为了

防止进入进化路线中局部最优的“死胡同” (红色

虚线，图 2B)，可从上轮筛选中选取性能次好的突

变体作为模板，进行后续的迭代突变[4,49]。 

 
 

 
 

 
图 2  ISM 系统进化路径与能垒分布[4] 

Fig. 2  Representation of ISM system featuring all of the evolutionary pathways and energy barrier distributions[4]. (A) 
ISM scheme for 4-site system involving 24 upward pathways. (B) Experimental fitness-pathway landscape featuring all 
24 pathways of a four-site ISM system using an epoxide hydrolase as catalyst in the kinetic resolution of a racemic 
epoxide. Green line: typical trajectory in which every mutant library in the four-step sequence contains an improved 
mutant (no local minima). Red line: typical trajectory in which at least one library along the four-step sequence is 
devoid of an improved mutant (local minimum). 
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2  单密码子和三密码子饱和突变 

筛选工作是酶定向改造中最重要的瓶颈[26,48]。

基于 CAST/ISM 的半理性设计方法试图通过建立

针对特定改造靶点的高质量突变体文库来解决筛

选问题[50]。虽然获得了极大成功，然而随着拟突

变位点数目的增加，筛选规模呈指数级增长。以

NNK 简并密码子为例，设定 95%文库覆盖度，如

果同时突变 10 个位点时，需筛选 3.4×1015 个转化

子，即使采用 NDT 为简并密码子，仍需筛选

1.9×1011 个转化子 (表 2)。因此需要设计开发更加

高效的建库策略来解决酶定向进化的筛选问题。 

为降低筛选规模，仅使用单密码子对酶催化

口 袋 进 行 扫 描 ， 称 之 为 单 密 码 子 饱 和 突 变 

(SCSM)[51-52]。基于酶催化口袋的理化性质 (如亲

疏水性)以及已有信息，理性选取某一特定的氨基

酸密码子作为建构单元，重塑酶催化口袋，达到

提高或反转立体选择性目的 [52]。以同时突变 10

个位点为例，在 95%覆盖度下，筛选规模从 NNK

的约 3×1015 或 NDT 的 2×1011 (表 2)，降至约 3 000。

该方法的难点在于单密码子的选择，并缺少多密

码子间的协同作用。 

为进一步降低筛选工作量，基于蛋白序列(多

重序列同源比对确定保守位点) 及结构 (晶体结

构或同源建模) 的相关信息，结合酶的催化性质

及已知实验数据支持，理性选择 3 种氨基酸密码

子作为饱和突变的建构单元，然后将拟突变的多

个位点进行理性分组 (3−4 个氨基酸残基分为一

组)，该策略称之为三密码子饱和突变 (TCSM)。

仍以同时突变 10 个位点为例，突变体文库容量约

为 3.14×106 ； 而 如 果 将 该 10 位 点 分 为 3 组 

(4+3+3)，并分别构建突变体文库，那么突变体文

库的总体规模则可降至 1 152 (768+192+192)。由

此可见，选取合适的简并密码子，将多个拟突变

位点理性分为若干组并分别构建突变体文库，结

合 ISM 策略可有效减少转化子筛选量[53-54]。 

综上所述，定向进化技术从诞生发展至今，

经历了从随机到半理性的过程，同时借助计算机

技术向理性方向发展。在此过程中依据基础和应

用研究的需要，涌现了一系列实用的新技术，主

要是为了平衡因不同建库策略所带来的序列多样

性和筛选工作量问题，重在提高文库构建的质量。

定向进化发展过程中的重要事件总结如图 3 所

示，未来走向基于计算机技术的理性设计是必然，

但任重而道远，半理性设计依然会成为未来 10 年

内的主流技术。 
 
 

表 2  95%覆盖度下基于 NNK 或 NDT 简并密码子的筛选规模 (摘自文献[48]) 
Table 2  Oversampling necessary for 95% coverage as a function of NNK and NDT codon degeneracy (cited 
from ref [48]) 

Number of amino acid 
positions at one site 

NNK (20 aa) NDT (12 aa) 

Codons Transformants needed Codons Transformants needed

1 32 94 12 34 

2 1 028 3 066 144 430 

3 32 768 98 163 1 728 5 175 

4 1.05×106 3.14×106 20 736 62 118 

5 3.36×107 1×108 2.49×105 7.45×105 

6 >1×109 >3.2×109 >2.9×106 >8.9×106 

7 3.4×1010 1×1011 3.5×107 1.1×108 

8 1×1012 3.3×1012 4.2×108 1.3×109 

9 >3.5×1013 >1.0×1014 > 5.1×109 >1.5×1010 

10 >1.1×1015 >3.4×1015 > 6.1×1010 >1.9×1011 
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图 3  定向进化技术大事记 

Fig. 3  Events in directed evolution. 

 
 

3  定向进化新技术在立体选择性等方面的

应用 

以柠檬烯环氧水解酶 (LEH) 催化环氧己烷

合成手性环己烷-1,2-二醇为模式反应。借助计算

机模拟选取 LEH 疏水口袋与底物直接相互作用

的 10 个氨基酸残基(L74/F75/M78/I80/L103/L114/ 

I116/F134/F139/L147)作为改造靶点，理性选取疏

水的缬氨酸 (V) 和苯丙氨酸 (F) 分别作为构建

单元，对所选取的 10 个位点进行 SCSM 组合扫

描及迭代饱和突变。总筛选约 4 000 个转化子，

成功获得了立体选择性提高和反转的突变体，将

ee 值从野生型的 2% (S,S)-构型提高到了 92%，而

(R,R)-构型的达到 96%[52]。为进一步降低筛选规

模，提高建库质量，重新选取 10 个氨基酸残基 

(M32/L35/L74/M78/I80/V83/L103/L114/I116/L147) 

作为改造靶点，随机分为 3 组(A: I80/V83/L114/I116; 

B: L74/M78/L147; C: M32/L35/L103) (图 4)。理性选

取 V-F-Y 为氨基酸密码子作为构建单元，进行

TCSM 建库和迭代饱和突变。在库 A 中直接获得

了 (S,S)-构型 ee 值提高至 99%突变体和反转突变 

(R,R)-构型达到 89%，通过 1−2 步 TCSM 迭代饱

和突变分别访问 B 库和/或 C 库，(R,R)-构型的 ee

值可达到 97%，总筛选规模约 1 000 个转化子[53]。

同样以 LEH 为例，采用 TCSM 方法同时对立体选

择性、热稳定性和催化活力进行共进化，通过

TCSM 设计和建库，虽然催化效率略有降低，但

成功将 ee 值提高至 94% (S,S)和 80% (R,R)，同时

热稳定性提高了 5−10 ℃，首次实现了立体选择性

和热稳定性的共进化[55]。 

为进一步验证 TCSM 的通用性，以嗜热厌氧

菌 Thermoanaerobacter brockii 来源的醇脱氢酶

(TbSADH) 不对称催化 α,α′碳骨架非常近似的羰

基还原为手性醇。尝试化学法难以催化的反应，

如四氢呋喃-3-酮、四氢噻吩-3-酮还原为手性醇 

(分别用于合成抗艾滋病药物安普那韦、膦沙那韦

和第三代抗生素硫培南类药物)。野生型 TbSADH

对四氢呋喃-3-酮的立体选择性仅有 23%且偏向于

R-构型。通过 TCSM 设计和建库，分别理性选取 

 
 

 
 
 

图 4  LEH 结合口袋 10 个位点的选取及随机分组 

Fig. 4  Ten residues lining the binding pocket of LEH, 
assigned to three randomization sites: A (blue), B (green), 
and C (yellow). Substrate 1 is shown by grey sticks. 
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缬氨酸-天冬酰胺-亮氨酸  (V-N-L) 和缬氨酸-谷

氨酰胺-亮氨酸 (V-Q-L) 作为 R-和 S-构型改造的

构建单元，将 5 个拟突变位点理性分为两组，用

来构建和筛选 R-和 S-选择性的突变体文库，分别

筛选 576 个转化子后即获得了系列提高的 R-和 S-

选择性突变体，ee 值达到 95%−99%[54]。 

TCSM 的另一个应用实例是对来自巨大芽孢

杆菌自给型细胞色素 P450-BM3 单加氧酶的定向

进化改造。基于野生型 P450-BM3 的晶体结构及

前期对酶结合口袋的研究，通过理性选择突变位

点及构建密码子单元，Li 等成功地改造了该酶的

区域选择性、立体选择性和底物适配性，并结合

醇脱氢酶 (ADH) 设计级联反应，以惰性石油基

化合物环己烷为原料，可按设计一锅法分别合成相

应 (R,R)-型、(S,S)-型或消旋型手性二醇产物[56]。 

因此，SCSM 和 TCSM 策略的设计可大幅提

高建库质量和降低筛选规模，在保证 95%文库覆

盖度的情况下，与使用 NNK 密码子相比，筛选

工作量降低了 1012 倍。并加速对酶的立体选择/

区域选择性改造，已成功应用于对柠檬烯环氧水

解酶 (LEH)[53,55]、醇脱氢酶 (ADH)[54,57]和细胞色

素 P450 单加氧酶[56]的改造。 

4  结语及展望 

近年来定向进化技术广泛应用于生物催化剂

改造，但筛选工作是限制酶定向进化改造的瓶颈。

探索高质量突变体文库的构建及筛选新方法是定

向进化领域的重要研究内容。基于 CAST/ISM 的

原理，孙周通等开发了系列快速半理性设计方法，

如 SCSM 和 TCSM，通过建立“小而精”的高质量

突变体文库来解决筛选问题，为有机化学和生物

技术中酶的改造和应用提供了新策略。 

TCSM 解决了定向进化一直存在的筛选瓶

颈，总体筛选规模可控制在 1 000 左右，单文库

可控制在 500 左右，甚至更低 (<200)。使定向进

化不再依赖于筛选方法，可应用于酶的立体选择

性、区域选择性及底物适配性等多参数并行改造，

快速高效设计生物催化剂应用于药物前体催化，

解决化学法难以催化的反应等。不难想象，TCSM

将会受到有机催化、生物催化、代谢工程与合成

生物技术等领域研究人员更多的关注与应用。此

外 ， 作 者 也 尝 试 了 利 用 双 密 码 子 饱 和 突 变

(DCSM)[58]，即采用两个密码子作为构建单元重塑

酶催化口袋。同样以 LEH 的立体选择性改造为

例，与 SCSM 和 TCSM 进行了系统的比较研究，

拓展了定向进化技术工具箱[58]。然而无论哪种密

码子饱和突变策略，均依赖酶的保守位点、三维

结构和/或已有知识，可根据改造对象和应用目的

选择合适突变策略及对其进行组合应用。 

除了构建“小而精”的突变体文库可有效克服

筛选瓶颈外，将突变体筛选工作转移至计算机进

行虚拟筛选，也是快速获得目标突变体的有效方

式。2015 年，Dick Janssen 和 David Baker 团队合

作，将 LEH 催化中心附近的 11 个位点突变为疏

水性残基，并利用分子动力学模拟等计算机技术

对突变体文库进行虚拟筛选，最终仅通过实验构

建验证 37 个突变体即获得成功[59]。组合使用基

于计算机设计大规模初筛和实验室小规模二次筛

选将成为解决筛选瓶颈的重要策略，同时随着基

因合成成本的降低，结合突变体文库的全合成建

库策略，可以有效减少密码子引入的偏好性和提

高文库序列多样性，将成为定向进化技术重要的

发展方向。 
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