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摘   要：作为合成生物学与绿色生物制造等领域的底层核心技术，蛋白理性设计可有效解决天然

功能元件性能不足等共性挑战，创制高性能人工酶元件。值此天津工业生物研究所  (Tianjin 
Institute of Industrial Biotechnology, TIB) 创立 10 周年之际，文中回顾了研究所在工业蛋白理性设

计领域的系列重要工作进展。从酶设计方法学研究、新酶反应设计到生物催化应用等方面进行了

分析讨论，并展望了本领域未来发展方向。望借此搭建学术界和产业界与酶理性设计的桥梁，促

进新技术、新策略的开发应用，加速融合人工酶的基础研究与产业应用，推动我国生物制造领域

的科技创新升级。 

关键词：蛋白质工程；理性设计；催化机制；人工酶；生物催化  

·前沿基础研究· 



 
 

曲戈 等/工业蛋白质理性设计与应用 
 

 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

4069 
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Abstract: As one of the underlying core technologies in the fields of synthetic biology and green 
bio-manufacturing, rational protein design is able to effectively solve generic challenges, e.g., improving 
insufficient performance of natural enzymes, and creating high-performance artificial enzymes. On the 
occasion of the 10th anniversary of the founding of the Tianjin Institute of Industrial Biotechnology 
(TIB), Chinese Academy of Sciences, this paper reviews the important progress of TIB achieved in 
rational design of industrial proteins, from the development of enzyme design methodology, the design 
of new enzyme reactions, to the applications of biocatalysis, and prospects future trends of this field. It 
is hoped that this will build a bridge between academia and industry on the rational design of enzymes, 
promote the development and application of new technologies and strategies. This will help merging the 
basic research and industrial application, thereby advancing the bio-manufacturing technological 
innovation. 
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工业酶作为生物制造产业的“芯片”，处于

生物产业的核心地位并广泛应用于包括食品、

饲料、纺织、材料、发酵、能源、精细化学品

和化学药品制造等重要工业领域。2021 年全世

界酶制剂市场规模约 70 亿美元，并以 4%年速

率增长，支撑着其下游数十倍甚至数百倍的相

关产业[1]。与国际先进水平相比，我国高性能

生物催化剂无论在种类还是数量上均存在明显

差距，导致目前产品成本高、品种数量少、产

业竞争力不强等不利局面。因此，发展蛋白质

工程改造技术对于我国生物产业的发展和经济

模式的转变都具有特别重要的战略意义[2]。 
蛋白质工程可追溯到 20 世纪 70 年代的定

点突变技术 (site-specific mutagenesis, SSM)[3]。

其后 50 年的发展历程中涌现了一批改造方法

与技术体系[4-6]，并呈现先“两极分化”、后“合二

为一”的发展趋势 (图 1)：其一是从一维序列入

手 (sequence-based)，利用随机方式在编码蛋白质

的 DNA 序列中引入突变，构建随机突变体文库，

并经筛选等方式获得性能提升的蛋白质[7]。优点

是只需蛋白质序列信息而不依赖其三维结构，典

型的技术包括易错 PCR (error-prone polymerase 
chain reaction, epPCR)[8]、DNA 重组 (DNA 
shuffling) 等[9]；与此同时，另一条发展趋势基

于蛋白质三维结构 (structure-guided)，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“小而精”的突

变体文库来克服筛选瓶颈。其经典策略包括组

合活性位点饱和突变 (combinatorial active-site 
saturation test, CAST)[10]、迭代饱和突变 (iterative 
saturation mutagenesis, ISM)[11-12]等。近年来随

着计算技术的突飞猛进，数据驱动 (data-driven) 
的蛋白质计算设计逐渐融合了上述两种基于序

列和结构的蛋白质改造策略的优点，经由先进 
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图 1  蛋白质工程发展之路 
Figure 1  Developmental of protein engineering. 
 
算法指导的计算机虚拟筛选及从头设计，极大

程度上缩减了蛋白质改造的工作周期[13-15]。 
过去 10 年，中国科学院天津工业生物技术

研究所 (以下简称“天津工业生物所”) 先后在

“十二五”和“十三五”发展规划中将工业蛋白理

性设计列为研究所重点培育方向之一，并率先

牵头成立了工业酶国家工程实验室 (后更名为

工业酶国家工程研究中心)，全面开展酶分子改

造和工业酶应用等方向的关键技术研发。通过

生物学与化学、晶体结构学、计算科学和工程

学等学科的交叉与融合，解决生物催化剂活性

低、工业环境下应用性能差等问题，实现医药

中间体、天然食品香料、高值精细化学品和新

型聚合物的高效生物合成，促进工业酶在化工、

纺织、食品、制药、环境等领域中的应用，降

低资源、能源消耗与污染物排放，促进节能减

排与产业提升，为推动我国绿色生物制造研究

和产业发展提供了有利支撑。下文将着重介绍

天津工业生物所在酶设计方法开发、新酶设计

应用等方面取得系列重要进展与突破。 

1  创新工业酶理性设计技术体系 
如果将酶蛋白比喻为生物制造的“芯片”，先

进的酶设计方法则被认为是保障芯片供给的“光

刻机”。天津工业生物所聚焦高效、通用的酶设

计新方法、新策略、新技术的研发，相继在精简

密码子设计、拟突变位点的精准定位、聚焦突变

技术，以及基于结构的系列设计策略等方面取得

进展，为酶理性设计提供了新思路、新工具。 

1.1  精简密码子设计与精准定位拟突变位

点技术体系 
蛋白质的序列空间极为庞大，其所覆盖的可

能突变体数目 K 的计算公式如公式 (1) 所示[16]，

其中 M 代表所突变的位点数目；C 为选用的氨

基酸构建单元 (密码子) 数目，例如采用 20 种

天然氨基酸作为构建单元，则 C 即为 20；X 代

表序列总长度。例如，当考虑一条由 300 个氨

基酸组成的目标酶时，如果随机突变一个氨基

酸位点，则产生约 5 700 个不同的突变体，如

果同时发生两个位点突变，则有约 1 600 万个

突变体，而如果是 3 个位点同时替换则会产生

约 300 亿个突变体。从公式 (1) 不难看出，蛋

白质序列空间与两个因素直接相关：拟选用的

密码子数目 C，以及拟突变的位点数目 M。因

此，如何通过开发实用的关键技术，去掉冗余

无效的密码子 (降低 C 值)，并理性定位要改造

的氨基酸残基位点 (减小 M 值)，对于克服筛

选瓶颈具有重要科学研究与应用价值。 
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K=(C‒1)MX!/[(X‒M)!M!]              (1) 
目前常用的简并密码子有 NNK (N 代表 4 种

碱基，K 代表碱基 A 和 C) 及 NDT (D 代表碱

基 A、C 和 T) 等，前者对应 32 个密码子，编

码 20 种氨基酸；后者对应 12 个密码子，编码

12 种氨基酸。为有效降低 C 值，可基于酶催化

机制解析、位点保守性分析、分子动力学模

拟、Rosetta 设计软件等技术，理性选取天然氨

基酸种类  (如极性/非极性、疏水/亲水、大位

阻 /小位阻等 )，进而精简拟选用的密码子数

目，此谓之精简密码子设计。例如，笔者课题

组以柠檬烯环氧水解酶和 P450 单加氧酶为研

究对象，以理性设计的精简密码子 (≤3 种氨

基酸) 为构建单元，并与传统 NNK、NDT 等

多种简并密码子设计方法构建的突变体文库进

行比较分析发现，在相同筛选工作量下，理性

设计的精简密码子获得有益突变体数量显著增

高，并基于统计学 (Patrick/Firth 及 Nov 计算) 
分析得到理论支持[17]。这项工作不但证明了精

简密码子设计与高覆盖度的筛选可加速有益突

变体的获取，同时建立了精简密码子设计体系

模型，揭示了密码子设计原则。 
理性设计通常聚焦于酶催化口袋的活性位

点，能否正确识别活性位点是减小 M 值的关

键。基于酶催化过程的动态特征，以及酶结构

自身的运动特性，笔者课题组证明了蛋白-配
体相互作用指纹图谱技术[18-19]、构象动力学分

析[20]、B-因子分析[21]等技术手段可用于高效定

位活性位点。并在环氧水解酶底物特异识别[18]、

羧酸还原酶催化活性提升[19,22]、醇脱氢酶立体

选择性改造[20,23]等方面取得成功。通过这一系

列工作，为关键氨基酸残基的精准定位奠定了技

术基础，同时也为酶理性设计提供了理论基础。 

1.2  理性聚焦迭代突变技术 
组合活性中心饱和突变 /迭代饱和突变

(Combinatorial active-site saturation test/Iterative 
saturation mutagenesis, CAST/ISM) 作为经常使

用的半理性设计策略，尽管一定程度上克服了

筛选瓶颈，但仍需建立“小而精”突变体文库，

未完全摆脱对建库的依赖。2019 年，吴起和

Manfred T. Reetz 教授等以南极假丝酵母脂肪酶

B 催化外消旋醇与外消旋酸的酯交换反应 (双手

性中心) 为模型，在活性位点引入体积大小差异

的 3种氨基酸 (A/L/F) 及相似氨基酸作为构建单

元，并经 2−4 轮酶分子进化，成功获得能够催化

合成 4 种特异手性产物的系列突变体，且目标产

物的立体选择性均>90%，并提出理性聚焦迭代

突变技术 (focused rational iterative site-specific 
mutagenesis, FRISM)[24]。随后，Manfred T. Reetz
与孙周通研究员进一步开拓了 FRISM 技术体

系，提出通过理性设计位点突变方案 (图 2A)，替

代过去特定位点的饱和突变，进而避免突变体文

库的构建[25]，将定向进化与理性设计融为一体，

是饱和突变这一传统定向进化模式的重要补充。 
黄酮类糖苷是一类具有多种生物活性的化

合物。化学法合成特定糖苷反应需要多步的保

护与去保护步骤，合成途径较为繁琐[27]。利用

糖基转移酶进行糖基化反应，具有合成步骤

少、反应条件温和等特点，但对于含有多羟

基的黄酮类化合物，目前筛选到的糖基转移

酶常获得不同比例的混合糖苷，如何控制糖

基转移酶的区域选择性，获得单一糖苷产物

极富挑战。孙媛霞团队与笔者团队合作，采

用 FRISM 策略，融合序列保守性分析、晶体

结构信息以及 Rosetta 酶设计等方法，对罗汉

果来源糖基转移酶 UGT74AC2 进行理性设计 
(图 2B)。野生型糖基转移酶能够催化黄酮类化

合物水飞蓟宾并生成 3-O-葡萄糖苷、7-O-葡萄

糖苷以及 3,7-O-双葡萄糖苷混合产物 (产物比

例 22%︰39%︰39%)。利用理性聚焦设计策 
 



 
ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  生物工程学报  Chin J Biotech 
 
 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

4072 

 

 
 

图 2  FRISM 策略指导酶理性设计[25-26]   拟突变位点所对应氨基酸构建单元的理性选取[25] (A) 及其

指导的糖基转移酶区域选择性改造案例[26] (B) 
Figure 2  FRISM guided rational enzyme design[25-26]. Rationally chosen amino acids as building blocks for 
targeted residues[25] (A), and a case study of regioselectivity engineering towards a glucosyltransferase[26] (B). 

 
略，仅测试不到 100 个突变体，即成功获得能

分别催化水飞蓟宾 C3 (94%)、C7 (>99%) 以及

C3,7 位 (>99%) 羟基化的突变体，其对含氮和

硫底物的催化功能也得以实现[26]。 
同样采用 FRISM 策略，孙媛霞团队针对

磷酸酶的底物特异性进行理性设计。通过分子

对接、B-因子分析等方式理性选取关键氨基酸

位点，并引入相应突变，增强酶与底物的氢键

相互作用，获得了一系列对 6-磷酸葡萄糖、6-磷
酸果糖及 6-磷酸甘露糖特异选择性催化的突变

体。其特异性提高了 12 000 倍，成功实现了利用

麦芽糊精和蔗糖合成甘露糖、果糖等产物[28]。

此外，吴起团队利用 FRISM 策略对脂肪酸光

脱羧酶的底物结合区域及活性区域进行突变位

点设计，提升了对短链、中链、长链等多种脂

肪族及芳香族羧酸的脱羧反应活性，拓展了光

脱羧酶脱羧氘化反应底物特异性[29]。 
上述工作证明了相比于传统饱和突变，

FRISM 策略更加聚焦位点及构建单元的理性选

取，进而显著减少了筛选工作量，体现了

FRISM 策略指导理性设计的重要性。 

1.3  镜像设计策略 
如果两个分子互为镜像对称，则称之为手

性分子，许多天然产物及医药中间体均是手性
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分子。如何通过酶催化获得单一手性分子，是

理性设计的重要研究方向。由于酶立体选择性

偏好与其口袋几何构型有直接关联，特定的口

袋几何构型决定了催化产物的手性。因此，通

过“外科手术”式精准调控催化口袋活性位点，

使其能够镜像识别潜手性底物，进而达到高立

体选择性催化的目的同样充满挑战。 
以腈水解酶催化合成手性氨基酸为例，尽

管目前已有文献报道腈水解酶可催化 3-取代戊

二腈去对称化水解合成手性 γ-氨基丁酸类化合

物，然而天然腈水解酶催化 3-烷基或 3-芳基戊

二腈生成  (S)-和/或  (R)-构型产物的对映体过

量值较低[30-31]。在不损失酶活的基础上实现其

立体选择性的翻转仍然是一大挑战。基于此，

朱敦明、吴洽庆课题组通过对来源于集胞藻属 
(Synechocystis sp.) PCC6803 的腈水解酶 (SsNIT) 
底物结合口袋进行镜像分析发现，两个影响立

体选择性的关键氨基酸残基W170与V198处于互

为镜像位置，其体积差异较大且分别与底物潜手

性碳原子的两个取代基团有相互作用 (图 3)。通

过置换这两个氨基酸残基的位置，实现了该酶

对 3-异丁基戊二腈水解反应立体偏好性的翻转。

进一步采用定点突变及组合突变技术重塑其底物

结合口袋，获得了高立体选择性 (>99% ee) 及
活性的突变体 E8[32]。 

这项工作证明了镜像设计策略可以很好地

调控酶的立体选择性，并可用于腈水解酶及其

他酶催化潜手性化合物去对称化反应的立体选

择性改造，为获得立体偏好性互补的酶催化剂

提供了一种新方法。 

1.4  脯氨酸诱导设计策略 
随机突变与理性设计分别从序列和结构的

角度出发，在酶工程领域都取得了巨大成功 
(图 1)。然而无论是序列还是结构，其本质都是 

 

 
 
图 3  镜像设计策略 (A) 及其指导的腈水解酶立体选择性改造 (B)[32] 
Figure 3  Mirror-image strategy (A) and its guidance on stereoselectivity engineering of nitrilase (B)[32]. 
 



 
ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  生物工程学报  Chin J Biotech 
 
 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

4074 

 

进化的产物，而酶之所以能够被人为进化，是因

为它具有一定程度的可进化性 (evolvability)；不

同类型酶的改造难度并不一致，也从侧面反映

了酶的可进化性不尽相同。然而如何精准定位

酶蛋白关键氨基酸残基位点，通过位点突变解

锁其可进化能力并赋予人工酶新颖的催化特性

的问题，仍缺乏有效解决手段。 
目前已知酶蛋白的可进化性与其结构稳定

性有一定对应关系。在此基础上，笔者课题组

开发了脯氨酸诱导环  (loop) 区域工程测试 
(proline-induced loop engineering test, PiLoT) 的
新酶设计方法。为验证 PiLoT 方法的可行性及

优越性，选取醇脱氢酶 TbSADH 及其非天然潜

手性酮底物为研究对象，通过 PiLoT 定位该酶

催化口袋远端位点的第 84 位脯氨酸残基 (P84) 
为改造热点，在其结构稳定性可容忍的范围之

内调控酶分子动力学 (dynamics) 特性，进而提

升酶分子的构象可塑性，有效地在酶催化口袋

之外的区域引入构象变化。经计算机虚拟突变

分析及后续迭代突变实验，获得了催化活性及

立体选择性均大幅提升的组合突变体 P84S/I86L
及 ΔP84/A85G，两者对应的 ee 值分别为>99% (S) 
及 97% (R) (图 4)。吉布斯自由能的变化 (ΔΔG) 

进一步表明突变体所增强的可进化能力是以降

低稳定性的方式获得的。通过分子动力学模拟分

析，揭示了 P84 位点突变诱导的催化口袋重塑是

导致相关突变体立体选择性控制的分子基础[33]。 
这项工作通过精准调控脯氨酸位点的稳定

性与可进化性之间的平衡，即牺牲稳定性而使

酶获得了可进化性，赋予其新的催化性能。由

于脯氨酸的特殊刚性结构，蛋白质二级结构交

界处较为频繁地使用脯氨酸。因此可以预见，

PiLoT 在指导其他酶改造中也将发挥重要作用。 

2  新酶设计应用 
目前，天津工业生物所已搭建完成了较为

成熟的酶设计平台，从上游的酶序列挖掘、催

化机制解析，到计算设计，再到下游的实验反

馈，不但能够快速获得高性能人工酶，同时还

为其催化新反应应用铺平了道路。 

2.1  医药中间体合成关键酶设计 
如何通过理性设计精准构筑药物分子中的

多个手性中心，并获得单一构型的产物是酶设

计领域的重要研究方向。左炔诺孕酮、孕二烯

酮 2018 年零售药物销售额位列全球前 200 名

内，其销售总额逾 20 亿美元，是两种非常重 

 

 
 
图 4  基于 PiLoT 方法改造醇脱氢酶对非天然底物的特异识别[33] 
Figure 4  PiLoT-guided engineering of alcohol dehydrogenase towards non-natural substrate[33]. 
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要的小分子避孕药物。(13R,17S)-ethyl secol 是
合成这两种药物的关键中间体。该分子含有 2 个

相同的羰基及 1 个季碳原子，因此可能有 10 种

构型的还原产物 (图 5A)。从 20 世纪 60 年代至

今，科学界一直没有解决该分子合成过程中立

体选择性差、转化效率低、产物复杂的难题。 
针对此挑战，朱敦明、吴洽庆课题组首先

筛选评估了天津工业生物所酶库中的上百种羰

基还原酶，选定来源于雷尔氏菌 (Ralstonia sp.) 
的羰基还原酶 RasADH 作为研究对象。利用结

构指导的迭代设计策略，获得了优势突变体

RasADH F12 (I91V/I187S/I188L/Q191N/F205A)，

该突变酶对模式底物的活力提高了 183 倍，目标

产物 (13R,17S) 的比例由 37.3%提高至>99.5%，

双羰基还原产物比例由 18.8%降低至<0.1%[34]。

为阐明突变体 F12 性能提升的分子机制，作者

对 F12 和该酶野生型晶体结构进行了解析和比

较 (图 5A)。发现尽管两者空间结构高度相似，

然而在 α6-螺旋区域存在较大差异 (图 5B)，突

变体 F12 所包含的 5 个突变位点中，有 4 个位

点 (I91V, I187S, I188L, F205A) 均集中在此区

域，通过提供相应的范德华力及疏水作用力等

相互作用，促进了立体选择性催化合成 (13R, 
17S)-产物 (图 5C)[34]。 

 

 
 
图 5  野生型羰基还原酶及其突变体 F12 晶体结构[34]   A：野生型酶与突变体结构比较；B：α6-helix
局部结构；C：F12 在 α6-螺旋区域的突变位点示意图 
Figure 5  Crystal structures of wild-type and mutant F12[34]. (A) Superposition of the crystal structures of wild-type 
and mutant F12. (B) A magnification of the α6-helix region. (C) A detailed active site view of F12 α6-helix. 
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这项工作为人工酶理性设计实现多手性复

杂分子的精准构筑提供了理论基础，并且利用

最优突变体实现了公斤级底物的转化，为工业

化应用奠定了基础。此外，同样基于结构指导

的设计策略，研究所还在人工酶催化合成手性

氨基丁醇[35-36]、手性 β-氨基酸[37]等方面取得系

列研究进展，为酶法合成药物分子的手性砌块

提供了新的思路。 

2.2  一碳利用途径关键酶设计 
改造一碳利用途径关键酶，助力实现“双

碳”目标，推动我国绿色生物制造升级，是工

业酶理性设计的重要任务之一。 
作为细胞生命中能量与物质代谢的枢纽，

乙酰辅酶 A 是一碳利用途径的重要节点。天然

生物合成乙酰辅酶 A 途径涉及 8–10 步以上的

反应，且合成效率较为低下。江会锋团队利用

新酶设计技术，从头设计了羟基乙醛合酶和乙

酰磷酸合酶，并基于此构建了甲醛经 3 步反应

到乙酰辅酶 A 合成的人工途径  (synthetic 
acetyl-CoA pathway, SACA 途径)[38]。人工设计

的 SACA 途径突破了生物体固有代谢网络限

制，具有化学驱动力强、不需要能量输入、与

中心代谢正交和没有碳损失等优点，是首条乙

酰辅酶 A 的人工生物合成途径，为生物一碳利

用合成蛋白质、糖类、脂肪酸、天然产物等奠

定了元件与途径基础。 
此外，围绕一碳化合物甲醛的生物转化利

用，朱蕾蕾课题组对关键碳链延长酶、甲醛裂

合酶，进行了系统的分子改造并取得了突破性

进展，大幅提升了其甲醛耐受性 (1 mol/L 甲醛) 
并在此基础上设计构建了化学酶法转化甲醛为

乳酸[39]和乙醇酸[40]的新转化路径，为一碳化合

物的转化利用提供了新模式；大幅提升了甲醛

裂合酶的底物亲和力 (<5 mmol/L 甲醛) 和 C3
产物选择性，为“CO2 人工合成淀粉”提供了高

效人工酶元件[41]。 

2.3  天然产物合成关键酶设计 
植物天然产物肉桂基 -(6′-O-β-吡喃木糖

基)-O-β-吡喃葡萄糖苷 (肉桂醇甙 E) 作为一种

天然肉桂醇甙类似物，具有保护神经、护肝、

抗癌、老年痴呆防治等功效，目前主要通过濒

危药用植物玫瑰红景天提取，效率低下且破坏

生态环境。刘涛团队与笔者团队合作，通过精

准定位及理性设计长春花来源糖基转移酶

CaUGT3 的 UDP-葡糖结合关键位点，成功将

其改造为木糖基转移酶，并经组合突变进一步

提升催化活力。随后将该突变体及其他异源基

因导入宿主大肠杆菌体内，构建了肉桂醇甙 E
的人工细胞工厂，在 5 L 生物反应器中其产量

达 782.0 mg/L[42]。 
氢化可的松作为自然界天然存在的糖皮质

激素分子，具有抗病毒、消炎、抗过敏及抗休

克等重要药理学作用，也可作为其他类固醇药

物的合成前体。当前氢化可的松的工业化生产

多采用化学法合成，常伴有副产物且得率较

低。氢化可的松的生物合成途径中难度最大的

一步，是控制对其 C11 位置的不对称羟化反

应，仅生成 β-羟基产物。然而天然 P450 羟化

酶的立体选择性较差，可同时产生 α-及 β-羟基

产物。张学礼团队与笔者团队合作，对蓝色犁

头霉来源的 P450 羟化酶开展理性设计，成功

将其催化 β-立体选择性提升至 86%；同时将该

突变体导入酿酒酵母，并进行代谢工程改造，

最终构建的酿酒酵母人工细胞生物转化合成氢

化可的松的产量达 1.06 g/L，是目前酵母体系

生物转化合成氢化可的松的最高水平[43]。 

2.4  抗生素母核合成途径关键酶设计 
作为一类重要的商业化抗生素药品，β-内

酰胺类抗生素占据了全球抗生素市场一半以上

的份额。而青霉素类和头孢类抗生素是两类主
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要的 β-内酰胺类抗生素，这些抗生素母核的工

业化生产主要依靠化学法或酶法，缺少在细胞

工厂内从头合成的方法[44]。如果能在合成生物

学常用底盘细胞，如酿酒酵母中实现 β-内酰胺

类母核的从头合成，对于抗生素的生产及研发

新一代抗生素药物具有重要意义。 
笔者团队通过人工酶设计与人工途径重

构，获得人工酰化酶 (图 6，红色箭头)，实现

了 7-氨基头孢烷酸 (7-amino cephalosporanic 

acid, 7-ACA) 的从头合成，产量超过 6 μg/g 干

细胞重量 (dry cell weight, DCW)；随后，利用

基因挖掘获得新酶元件，实现 6-氨基青霉烷酸 
(6-amino penicillanic acid, 6-APA) 的从头合

成，产量超过 5 μg/g DCW；最后，创造性设

计了人工扩环酶  (图 6，蓝色箭头)，实现了

6-APA 一步酶催化合成 7-氨基去乙酰氧基头孢

烷酸 (7-amino desacetoxy cephalosporanic acid, 
7-ADCA)，产量约为 1.7 μg/g DCW。基于上述 

 

 
 
图 6  新酶设计助力酿酒酵母从头合成 β-内酰胺母核[45] 
Figure 6  Biosynthesis of β-lactam nuclei in yeast via enzyme design[45]. 
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人工酶，成功构建了酿酒酵母细胞工厂，实现

了头孢菌素 C、7-ACA、6-APA 和 7-ADCA 在酿

酒酵母中的从头合成，为酿酒酵母作为细胞工

厂合成 β-内酰胺类抗生素打下良好的基础[45]。 
2.5  DNA 合成关键酶设计 

DNA 合成是生命科学、生物医学、材料

学及信息存储等众多领域的关键共性技术。当

前 DNA 合成主要依赖化学合成法，其合成长

度及成本存在难以逾越的极限，无法满足生物

制造领域日益增长的需求。酶促 DNA 合成则

在合成速度、长度、效率及成本等方面拥有化

学合成无法比拟的潜力。因此，开发不依赖模

板的高性能 DNA 聚合酶是解决下一代人工

DNA 合成技术的核心问题。 
末 端 脱 氧 核 苷 酸 转 移 酶  (terminal 

deoxynucleotidyl transferase, TdT) 是常用的

DNA 聚合酶，然而天然 TdT 酶的底物结合口袋

空间体积较小，对 3′端带氧氨基保护的非天然

核苷酸识别能力较差，无法满足合成需求[46]。

为了实现寡核苷酸的高效可控合成，江会峰团

队首先通过生物信息数据库的筛选与功能测

试，获得来源于白喉雀的末端脱氧核苷酸转移

酶 ZaTdT，该酶对天然核苷酸底物初步展现出

较好的催化活性。通过分子动力学模拟等手

段，解析了该酶催化活性较已知同类酶大幅提

升的分子机制，同时结合结构指导的酶理性设

计技术，经过单点突变及组合突变，成功使该

酶对修饰核苷酸底物的催化效率提升了 3 个数量

级。改造后的人工酶可用于二步循环酶促 DNA
合成技术，合成DNA 的平均准确率高达 98.7%，

与商业化的 DNA 化学合成法准确率相当[47]。 
这项工作所开发的高性能人工 DNA 合成

酶，不仅为核酸元件的设计再造提供有利工

具，还有可能从根本上重塑 DNA 合成与编辑

技术的发展面貌。 

3  总结与展望 
本文探讨与总结了酶设计改造领域的发展

历史与发展趋势，并回顾了天津工业生物所过

去 10 年在酶理性设计领域所取得的重要进展。

全面地开展酶理性设计方法学研究及新酶反应

催化应用，对克服酶序列空间引发的筛选瓶

颈，提出了多种解决方案，开辟了全新的酶设

计应用场景。 
当前人工智能 (artificial intelligence, AI) 技

术发展如火如荼，如何搭上 AI 技术的顺风车，

加速酶理性设计与定向进化的融合，是蛋白质

工程领域的重要发展趋势之一。在“十四五”期
间，研究所继往开来，积极推动“人工酶的智能

塑造技术”前沿探索。通过聚焦核心工业酶的设

计原理等基本科学问题，研究蛋白功能与氨基

酸序列进化关系，并开发由序列到功能的端对

端一步设计策略和高度契合酶改造场景的人工

智能新算法，快速构建高性能核心生物催化

剂。为绿色生物制造提供核心元件支撑，同时

为克服我国生物制造产业的底层技术供给瓶颈

提供新思路。 
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