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摘　要：催化元件以及由多个催化元件组成的合成途径的设计与组装为人工合成体系的建立奠定了基础，

是合成生物学的重要研究内容。除从自然生物中挖掘大量的天然酶和途径可供人工合成体系使用外，将计

算生物学、蛋白质工程以及组合生物合成等技术相结合，理性地、有目的地进行催化元件和途径的人工设

计与组装，将提供新功能酶以及新物质合成途径。介绍了催化元件和合成途径人工设计与组装的研究策略

和最新进展。
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Design of the enzymes and assembly of the novel synthetic pathways
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Abstract: Design of enzymes, as well as assembly of synthetic pathways, which are composed of multiple enzymes, 
are the basis for constructing artificial synthetic system, therefore they are important issues in synthetic biology. The 
researchers are demanded not only to explore the reservoirs of the natural enzymes but also design the new functional 
biocatalysts and assemble the novel synthetic pathways by combining the multidisciplinary theories and techniques, 
such as computational biology, protein engineering, combinatorial biosynthesis and so on. The research strategies and 
recent progress in artificial design and assembly of enzymes and synthetic pathways are reviewed here.
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自从 2000 年在 Nature 杂志上报道合成转录调

控震荡网络及构建基因拨动开关的研究以来
[1-2]

，

合成生物学研究在全球范围内得到关注。在合成新

生命领域，美国著名科学家 Venter 所领导的研究团

队创造了一个由化学合成的基因组控制的人造支原

体细胞
[3]
，为人造生命提供了可能。在对现有生物

体系设计和改造的应用领域中，已建立了多种制备

重要药物、精细化工产品以及生物燃料等的人工合

成体系，其中加州大学伯克利分校 Keasling 教授研

究组所研究的抗疟疾药物青蒿素前体合成系统即将

实现商业化
[4]
。

合成生物学研究的基础是对生物元件进行有序

组装，以实现复杂的、新的生物功能。其中催化元件，

即功能酶分子，是合成生物学研究中重要的基本生

物元件之一；由多个催化元件构成的催化途径，可

以为细胞提供能量、传递及处理各种信号、合成或

降解其他生物分子等。虽然在人工合成途径组装中

可以跨物种的应用天然酶基因资源来重构特定的代

谢途径，但是，由于现有的酶的功能还不能直接满

足合成生物学的一些特殊要求，如在异源宿主中表

达量低、生理条件不适应、上下游酶活性不匹配等，

都使得人工设计的合成途径无法实现预想功能。因
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此通过对催化元件的人工设计和组装来提供具有新

功能的元件成为人工合成途径构建的基础。由于许

多有重要应用价值的化合物是天然催化途径所不能

产生的或者产生途径目前还不清楚，例如美国能源

部列举的来自于生物质的 12 种重要化学品中只有

一半的天然合成途径是已知的
[5]
。因此，对新功能

元件的挖掘及人工设计和组装合成途径将有望快速

获得重要产品。本文介绍了催化元件和途径的人工

设计与组装的研究策略和最新进展。

1　催化元件的人工设计与组装

催化元件的人工设计和组装主要包括以下三

点：(1) 人工预测自然界中未发现的天然酶和已经

发现的天然酶的新活性；(2) 从头设计具有新功能

的酶；(3) 对天然酶和从头设计的人工酶进行功能

优化。

1.1　新酶功能的探测

自然界是获得催化元件的一个重要来源，目前

已经表征的酶仅占自然界中酶的少部分，还有大量

的天然酶没有被发现或者表征。随着测序成本的降

低，蛋白质序列信息急剧增加，通过生物信息学分

析方法对这些未表征功能的蛋白质进行功能注释可

以为人工途径设计提供新的催化元件。最常用的方

法是通过序列相似性比对推断可能的功能
[6]
，但由

于蛋白质序列存在同源异途进化现象，在选择性的

压力下获得不同的功能。因此，仅依靠基于序列比

对并不能准确地预测蛋白质功能，结合蛋白质的特

异位点信息以及结构数据信息可以增加功能预测的

准确性
[7]
。由于目前完成全基因组测序的生物只是

少部分，当我们想从一些没有测序的生物中获得它

可能存在的某种酶时，可以从该物种的已经完成全

基因组测序的近源物种出发，设计探针引物，把可

能存在的酶钓取出来。Keasling 研究组采用这种方

法获得了在酵母细胞中合成青蒿酸的关键酶——来

源于黄花蒿的细胞色素 P450单加氧酶 (CYP71AV1)。
他们通过搜索紫菀目的两种植物向日葵和莴苣的表

达序列标签数据库，找到了一些细胞色素 P450 单

加氧酶的表达标签，然后根据这些标签设计引物成

功地从黄花蒿中得到了 CYP71AV1[8]
。

虽然很多天然酶都已被表征，但是我们获得的

只是通过生化实验验证的酶对少数几种底物催化能

力的相关知识。目前通过虚拟筛选小分子数据库，

可以鉴定一个已知结构酶家族的可能底物，具体过

程是通过分子对接技术将这些小分子对接到活性位

点，并基于它们作用的能量情况给予评分。例如在

探索来源于喜温海洋杆菌 (Thermotoga maritima) 酰
胺水解酶超家族中未表征的酶 Tm0936 的底物特异

性时，加州大学圣弗朗西斯科分校 Hermann 等
[9]

首先从 KEGG 数据库中寻找该超家族催化反应的

可能底物，然后将这些化合物转换成它们各自的高

能反应中间体形式，最后进行分子对接。在筛选了

4 000 多个潜在的底物后，分子对接结果表明

Tm0936 可能催化硫代腺苷 -L- 高半胱氨酸脱氨基

生成 S- 次黄嘌呤苷 -L- 高半胱氨酸，并经生化实验

得到验证。这项研究表明，采用基于结构的分子对

接技术可以用于预测未表征酶的功能。

1.2　从头设计产生新酶

从头设计新酶是指针对一些天然酶无法催化的

重要化学反应，通过人工设计催化位点和蛋白质骨

架的方法获得能够催化这些反应的新酶。这种方法

可以为人工合成生物体系提供新的催化元件。华盛

顿大学的 David Baker 研究组在从头设计新酶这一

领域取得了许多重要进展。

Baker 研究组采用下列步骤设计新功能酶：第

一步是计算化学反应中涉及的所有中间体和过渡态

的结构；第二步是采用量子力学计算和一般化学原

理相结合的方法设计由蛋白质功能基团组成 ( 氢键

供体和受体、阳离子和阴离子、芳香环等 ) 的活性

位点，并且以有利于催化的方式将这些功能基团定

位于反应中间体和过渡态的周围；第三步是设计一

个能在折叠后形成的口袋中包含这些活性位点的蛋

白质序列。有两种方法可以实现第三个步骤：第一

种方法是从头蛋白质设计，他们设计出由不同数目

的二级结构元件构成的、非常稳定的铁氧还蛋白和

Rossman 折叠，并通过实验进行了验证；第二种方

法是通过搜索具有结合口袋的已知结构的蛋白质，

寻找能够与活性位点几何兼容的蛋白质主链位置。

为了实现这个目的，他们开发了一个叫做 Rosetta-
Match 的程序，该程序使用几何散列方法识别能够

与活性位点兼容的主链位置
[10]
。

Baker 研究组已经成功地应用上述方法获得许

多新功能酶，并用于催化天然酶无法催化的化学反

应。例如应用传统的酸 - 碱催化机制设计得到能够

催化 Kemp 消除反应的酶，Kemp 反应是苯异恶唑

开环生成邻羟基苯甲腈的反应，反应机制是双分子

消去反应
[11]
。该新功能酶通过天冬氨酸、谷氨酸的

侧链羧基作为碱基，或者组氨酸 - 天冬氨酸、组氨酸 -
谷氨酸二联体中的咪唑基作为碱基催化底物碳原子
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的去质子化，在设计的 59 个蛋白质中，有 8 个能

够催化 Kemp 消除反应，其中两个活力最高的蛋白

质，一个活性位点是谷氨酸，另一个是组氨酸 - 天
冬氨酸二联体

[12]
。另一个成功的例子是获得了能够

催化 4- 羟基 -4-(6- 甲氧基 -2- 萘基 )-2- 丁酮发生 C-C
键断裂生成 6- 甲氧基 -2- 萘醛和丙酮的逆 - 醛缩酶

(Retroaldolase)。该酶利用赖氨酸作为活性位点与底

物上的酮基形成一个希夫碱作为电子陷阱用于促进

键的断裂，在设计的 72 个蛋白质中，有 32 个具有

活力
[13]
。在成功地应用 Rosetta 计算设计方法得到

的两个催化键裂解的、自然界中不存在的新酶后，

随后他们设计了一个能够催化键形成的新酶，该酶

能够催化立体选择性的 Diels-Alder 反应。Diels-
Alder 反应是有机合成的基础，由共轭双烯与含有

烯键或炔键的化合物相互作用反应生成六元环，形

成两个碳碳键和四个新的手性中心，天然酶无法催

化这个双分子反应。他们通过前线轨道理论设计了

该酶的活性位点，用谷氨酰胺或者天冬酰胺的羰基

氧作为氢键受体来提高最高占据轨道的能量和稳定

过渡态的正电荷积累，用来自于丝氨酸、苏氨酸或

者酪氨酸的羟基作为氢键供体来降低未占用的最低

分子轨道的能量和稳定过渡态中的负电荷积累。在

设计的 84 个蛋白质中，有 50 个蛋白质是可溶表达

的，其中有 2 个蛋白质能够催化 Diels-Alder 反应
[14]
。

从头设计产生新酶的成功是酶研究领域的重要

进展，不仅可以加深我们对酶催化机制的认识
[15-18]

，

而且能为代谢途径的人工合成提供新功能的催化元

件。虽然目前获得的新酶活力较低，但可以通过定

向进化等方法有效提高酶活力，例如通过定向进化

使催化 Kemp 消除的酶活力提高了 200 倍以上
[12]
。

1.3　催化元件的功能优化

在构建体内或者体外人工代谢途径时，现有的

催化元件往往不能满足特殊要求，例如一些酶不能

在异源宿主中可溶性表达，或者在体内具有副反应，

热稳定性差，不耐酸碱，活力低等。目前可以利用

多种方法对催化元件进行功能优化，例如密码子优

化、酶的模块组装、定向进化等。

合成途径的构建经常需要组装一系列来自于不

同生物来源的催化元件。因为密码子偏好性，很多

酶在异源宿主中不能有功能的表达，特别是对于在

亲缘关系比较远的宿主中表达时更是如此。通过一

些密码子分析工具，例如 Gene Designer[19]
，可以很

好地解决表达水平上的密码子偏好性问题。植

物基因在大肠杆菌中很难进行有活力的表达
[20]
，

Keasling 课题组成功表达了一个来源于黄花蒿中的

经过密码子优化过的紫穗槐 -4,11- 二烯 (amorpha-
4,11-diene) 合成酶，催化法呢基焦磷酸发生自身环

化生成紫穗槐 -4,11- 二烯，用于生产抗疟疾药物青

蒿素的前体
[21]

；塔夫茨大学 Pfeifer 研究组和麻省

理工学院 Stephanopoulos 研究组合作在大肠杆菌中

运用密码子优化、改变 N- 末端转膜序列，以及与

来自于紫杉中的细胞色素 P450 还原酶融合表达等

方式，在大肠杆菌中成功表达出了具有活性的植物

细胞色素 P450 单加氧酶，用于合成治疗癌症的重

要药物紫杉醇的前体紫杉二烯 -5a- 醇 (taxadien-5a-
ol)[22]

。

由于天然酶在序列、结构和功能等不同层次中

均具有一定程度的模块性，通过酶的模块组装技术

可以对催化元件的功能进行优化，特别是在扩宽酶

的底物特异性方面。拥有 B 型构象 ( 两个 Rossmann
折叠区域通过柔性连接组成的一种拓扑结构 ) 的糖

基转移酶在结构上具有较强的模块性，其 N- 末端

及 C- 末端结构域分别负责结合糖受体底物与糖供

体底物。汉城国立大学 Park 等
[23]

将具有不同糖受

体底物与糖供体底物特异性的糖基转移酶卡那霉素

糖基转移酶 (kanamycin GT) 和万古霉素糖基转移酶

(vancomycin GT) 进行了重组，获得了底物选择性

明显拓宽的嵌合体。

当我们不清楚一些催化元件的结构及作用机理

时，可以通过定向进化技术对它们进行功能优化，

包括提高热稳定性
[24]

和耐酸性
[25]
，提高底物的化

学、区域和对映体选择性
[26]
，删除不需要的生物化

学活性 ( 例如副反应 )[27]
，这在构建人工代谢途径

中得到了多方面的应用。瓦格宁根大学 Machielsen
等

[28]
对来自于嗜热细菌火球菌属 (Pyrococcus furiosus)

的醇脱氢酶采用定向进化的方法，提高了该酶在低

温时的催化活力，其中一个突变体在 30℃时催化

2,5- 己二酮还原成 2,5- 己二醇的活力是野生型的 10
倍；加州理工大学的 Arnold 研究组通过使用定向

进化技术改变了来自于巨大芽孢杆菌 (Bacillus 
megaterium) 的细胞色素 P450 BM3 的区域选择性，

使其能够对正烷烃的末端进行羟基化，例如可以

羟基化乙烷生成乙醇，具有使用石油化学品作为

原料生产运输燃料的潜力
[29]

；加州大学洛杉矶分

校 Liao 研究组对来源于闪烁古球菌 (Archaeoglobus 
fulgidus) 的牻牛儿基牻牛儿基二磷酸合酶编码基因

进行定向进化，从超过 2 000 个突变体的突变库中

筛选获得了 8 个活力增加的突变体，提高了在大肠
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杆菌中产番茄红素这一人工合成途径的效率，其中

一个突变体使番茄红素产量增加一倍
[30]
。

2　催化途径的人工设计与组装

2.1　计算机设计合成途径

催化途径人工设计的第一步是获取相关催化元

件的信息，一些综合性蛋白质和代谢数据库可以提

供许多催化元件的相关信息，例如 BRENDA[31]
、 

KEGG [32]
、 Metacyc [33]

和 Swiss-Prot [34]
。近期，还专

门开发了一些用于代谢途径设计的数据库，例如

BNICE(Biochemical Network Integrated Computational 
Explorer)，它可以用于发现两个化合物之间的可能

存在的代谢路径
[35]
，在芳香族氨基酸生物合成的

研究中使用 BNICE 发现在分支酸与苯丙氨酸、酪

氨酸和色氨酸之间有超过 40 万种理论上的生物化

学途径
[36]

；麻省理工学院 Prather 研究组开发了一

个包括与酶催化相关的 600 多种保守结构的数据

库，叫做 ReBit(Retro-Biosynthesis 工具，http://www.
retro-biosynthesis.com)，输入一个分子或者功能基

团结构，输出所有能够与这个结构发生反应或者产

生这个结构的相关酶类
[37]

；明尼苏达大学开发的生

物催化 / 生物降解数据库 (UM-BBD) 利用一系列广

义的反应规则逐步设计代谢途径，特别适用于设计

外源物质的降解途径
 [38]

。

运用前面所述的数据库工具针对于一个给定的

化合物可以获得大量可能的代谢途径，但关键在于

如何选出最可行的代谢途径，即采用什么方法来评

价一种途径是可行的。一种方法是参考自然界中已

经存在的一些代谢途径来过滤除去不太可能实现的

途径，UM-BBD 采用的就是这种方法来选择一些最

有可能实现的代谢途径。另一种策略是计算代谢途

径的热动力学情况，通过计算每个步骤中的 Gibbs
能量变化给予评分

[39]
。此外，还有其他一些方法用

于评价代谢途径的可行性，例如 DESHARKY 方法
[40]

通过对代谢负担进行定量，以此为度量来评价一个

催化途径的可行性。随着这些数据库的不断完善，

可以为催化途径的人工设计和组装提供强有力的支

持。

2.2　体外催化途径的组装

目前体内代谢途径组装取得了一些重大进展，

除了 Keasling 研究组在酵母中构建了一条非天然的

代谢途径合成青蒿酸这一成功例子外，最近加州大

学伯克利分校 Chang 研究组在大肠杆菌中构建了一

条高效产丁醇的代谢途径，也有望应用于规模生

产
[41]
。然而，在实际操作过程中并不是所有的人工

设计途径都能在生物体内表现出预期的效果，原因

大多有以下几点：基因回路的表现难以预测、生物

体系的复杂性难以把握、基因元件的兼容性不佳或

者目标产物与宿主的相互抑制等。针对在细菌或酵

母体内进行代谢途径组装的一些缺点，范德比尔特

大学 Forster 和哈佛医学院 Church 共同提出了在活

细胞体外进行代谢途径组装的设想
[42]
。相比于调控

一个活细胞的代谢，体外的无细胞合成体系显得更

具灵活性及可操作性。无细胞合成体系是指通过组

合一系列酶及辅酶来构建复杂的生化代谢网络获得

目标产物
[43]
。体外代谢途径的组装不仅能在一定程

度上克服体内途径组装的弱点，而且还拥有产量高、

纯度高以及反应速度快等优点，目前已经成为合成

高价值化合物和生物能源的一种新选择
[44]
。

在体内进行合成途径构建时，数以千计的蛋

白质都被用于微生物本身的复制和代谢，只有非常

少量的蛋白质起到了合成目标产物的作用，但是如

果利用体外体系，所有引入体系的酶或辅酶都能够

相对直接地用于目标产物的生成，从而在效率上更

优
[45]
。设计一条体外的多酶代谢途径一般需要经过

五个步骤
[46]

：(1) 代谢途径的拆解及组合；(2) 酶的

选择；(3) 酶的优化；(4) 目标产物试生产；(5) 体系

的优化。

最近体外催化途径组装在生物产氢这一研究领

域取得了较大的突破。美国橡树岭国家实验室

Woodward 等
[47]

首次利用葡萄糖 -6- 磷酸作为反应

起点，在体外成功组装了一条生物产氢的催化途径，

最终每摩尔葡萄糖 -6- 磷酸经过一系列反应得到了

11.6 摩尔氢气。然而，葡萄糖 -6- 磷酸作为反应起

始点存在以下几个弱势：葡萄糖 -6- 磷酸比较昂贵；

游离的磷酸作为最终产物会结合 Mg2+
，从而影响部

分酶的活力
[48]

；磷酸积累造成的 pH 值变化过大，

不利于体系的平衡
[49]
。弗吉尼亚理工大学Zhang等 [50]

为了解决这些问题，将葡聚糖作为反应起始点，在

原有途径基础上引入了从葡聚糖到葡萄糖 -6- 磷酸

的两步反应，由于葡聚糖价格更低 ( 约 0.15 $/kg)、
更易获得，因此新途径能有效降低生产成本 (2 
$/kg)，可以预见，通过使用更为廉价的淀粉等固体

多糖可以进一步降低成本，为生物产氢工业化奠定

基础。

利用聚酮合酶的模块性进行体外组装成产聚酮

类抗生素成为近年来的研究热点，一方面通过对来

源于不同模块中的催化功能域进行组装可以合成
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许多新的、非天然的化合物，为微生物药物的筛选

提供丰富的化合物资源；另一方面在体外组装避免

了基因工程菌在合成抗生素时产生的自我抑制情

况
[51]
。斯坦福大学 Khosla 等

[52]
针对 I 型聚酮合酶

中最简单的 6- 脱氧红霉素内酯 B 合成酶进行了模

块分解和再组装，将第三个重复模块中的酮还原酶

用其他模块中的相同部分进行替换并测试其活力，

发现重复模块中的每个部分都有其特殊性，并不能

进行简单替代。加州大学圣地亚哥分校 Moore 研究

组首次在体外构建了 II 型聚酮类化合物的完整合成

途径，该体系利用苯甲酸及丙二酰 CoA 作为反应

底物，在消耗 ATP 及 NADPH 的状态下得到了天然

抗生素 —— 肠球菌素
[53]
。加州大学洛杉矶分校 Ma

等
[54]

在体外利用真菌中的 LovB 聚酮合酶构建了降

血脂药物洛伐他丁的合成途径，他们首先尝试将

LovB 聚酮合酶以及 LovC 烯醇还原酶在酿酒酵母中

表达纯化后，以丙二酰辅酶 A 作为底物合成洛伐他

丁，但是由于 LovC 的错误修饰而无法得到目标产

物；随后用 LovC 的同功酶 MlcG 代替它，成功地

合成了洛伐他丁。在聚酮类化合物碳骨架延伸的过

程中需要丙二酰辅酶 A 等昂贵的底物，德州大学奥

斯汀分校 Hughes 等 [55]
为降低成本，在体外利用来

源于天蓝色链霉菌 (Streptomyces coelicolor) 中的丙

二酰辅酶 A 生成酶 MatB 合成了丙二酰辅酶 A，该

方法能够满足体外酶法合成聚酮类化合物时对丙二

酰辅酶 A 的需求。

3　结语与展望

合成生物学作为一门新兴交叉学科，无论在加

深我们对于生命本质的认识，还是在生物工程应用

领域，都已经取得重要进展。由于现有的天然催化

元件和途径无法满足合成生物学的一些特殊要求，

催化元件和途径的人工设计和组装成为必要。在获

得满足标准化、通用性要求的催化元件后，进一步

应用这些元件来设计和组装完整的催化途径，有望

合成具有重要应用价值的化合物。目前已经开发了

许多方法辅助催化元件及途径的设计，成功地实现

了催化途径在体内及体外的组装。虽然催化元件和

途径的研究近年来取得了快速进展，但是仍有许多

问题需要解决，例如，迄今为止，采用从头设计得

到的新功能酶非常少，并不能满足研究需要，对酶

功能快速优化和组装的技术以及从头设计的研究需

要进一步发展。综上所述，随着催化元件和途径人

工设计与组装研究的不断深入，必将极大推动合成

生物学这一领域的发展。
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