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计算机辅助蛋白结构预测及酶的计算设计研究进展*

A BriefOverviewofComputationalProteinStructure
PredictionandEnzymeDesign

崔颖璐,吴暋边**
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(中国科学院微生物研究所,微生物生理与代谢工程院重点实验室,北京暋100101)
(CASKeyLaboratoryofMicrobialPhysiologicalandMetabolicEngineering,InstituteofMicro灢
biology,ChineseAcademyofSciences,Beijing,100101,China)

摘要:随着不可再生资源的日益减少以及化学催化所带来的环境污染问题的日益严重,应用低污染的生物催化

技术改造或取代传统化工工艺已经成为可持续发展的研究热点。酶作为一种重要的生物催化剂,具有高效无污

染、专一性较强等优点,在化工、医药等领域具有巨大的应用潜力和良好的发展前景。但由于新功能酶的开发速

度较慢,使其应用受到严重限制。酶的理性设计是新酶发现的一个重要来源,随着计算机技术的发展,蛋白质结

构预测方法和新功能酶计算设计策略得到迅猛的发展,已成为酶功能改造的有力工具和新的研究前沿。本文就

蛋白质结构预测方法、新功能酶计算设计方法和策略以及未来发展趋势进行简要介绍和讨论。
关键词:生物催化暋三维结构预测暋计算酶功能设计
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Abstract:Withthedwindlingofthenon飊renewableresourcesandincreasinglyseriousproblems
ofenvironmentalpollutioncausedbychemicalcatalysis,enzyme飊basedtechnologieswithlow
pollutionemissionarepoisedtotransformthetraditionalchemicalindustryandbecomehighly
importantinthestrategyofsustainabledevelopment.Asimportantbiologicalcatalysts,en灢
zymeshavegreatapplicationpotentialandgooddevelopmentprospectinthefieldsofchemical
industryandmedicineduetotheirabilitytocatalyzereactionswithhighcatalyticefficiencyand
specificity.However,theapplicationscopeofenzymesisrestrictedbythelowdiscoveryrate.A灢
longwiththedevelopmentofcomputertechnology,computationalproteinstructureprediction
andenzymedesignarebecomingpowerfultoolsoftailoringenzymesforspecificbiotechnologi灢
calapplications.Thisreviewaddressesvariousstrategiesoftheproteinstructurepredictionand
“insideout暠enzymedesignmethods.Finally,thechallengesofcomputationalenzymedesignare
reviewed.
Keywords:biomolecularcatalysis,structureprediction,computationalenzymedesign

0暋引言

暋暋随着我国工业化、城镇化的加速发展和经济全球

化的不断深入,高污染、高能耗的化学催化所带来的

环境问题日益严峻和突出。加大能源结构调整力度,
利用低污染生物催化剂代替化学催化剂以满足工业

生产需求已经刻不容缓,受到全社会的广泛关注。酶

作为天然生物催化剂,相比于传统化学催化剂具有高

效无污染、专一性较强等优点,在工业生产、食品医药

等领域具有巨大的应用潜力和良好的发展前景[1]。
大量研究发现,经过长期的自然进化,酶已适应所处

的细胞微环境,但对于一些苛刻的工业生产条件仍缺

乏相对耐受性,如高浓度有机溶剂、极端pH 值、高温
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及化学变性剂等[2飊4]。因此,对酶分子选择性、稳定性

等理化性质进行改造,提高催化效率,不仅是科学研

究的重点,也是工业生产的迫切需求。迄今为止,利
用定向进化策略提高酶活性、稳定性、有机溶剂耐受

力,以及改变底物范围、创造新功能酶等方面已经获

得一定成效[5飊6]。但是,由于突变体文库构建数量庞

大,并且需要多轮定向进化,定向进化方法难以完成

对序列空间的全面搜索。除此之外,突变技术中固有

的密码子简并性和碱基突变倾向性使突变文库多样

性受到极大限制。随着计算生物学、分子生物学、结
构生物学及各种辅助检测技术的发展,分子改造也经

历了从定向进化到计算机辅助改造的演变过程,计算

机辅助蛋白结构预测以及新功能酶设计策略得到前

所未有的重视和发展,成为生物学最为热门的研究领

域之一[7飊8]。

1暋Denovo三维结构预测

暋暋蛋白质的生物学功能很大程度上由其三维结构

决定,结构预测是了解酶功能的一种重要途径。早在

2005年《Sicence》杂志就将蛋白质折叠问题称为125
个还没有解决的问题之一[9]。目前,实验中获得蛋白

质三维结构的方法主要是利用 X射线衍射方法或核

磁共振方法。但是,这种方法成本高昂。更重要的

是,近年来,随着蛋白质工程技术的不断发展,发现新

蛋白质序列的速度远超过结晶蛋白质的速度,目前仅

有不到6万的蛋白质结构被录入蛋白质数据库,而检

测到的蛋白质序列已超过700万。此外,20世纪90
年代发现一部分蛋白质由于缺乏与其他生物分子的

相互作用而无法折叠为确定结构,被称为无序蛋白,
更增加了解析蛋白质三维功能的复杂性[10]。因此,
面对基因组测序计划中已掌握的大量蛋白质一级序

列,了解和主宰蛋白质错综复杂的折叠规律逐渐成为

当今生物学的核心问题[11]。

1.1暋折叠驱动力

暋暋最近,Koga等[12]在《Nature》杂志上报道关于设

计二级结构毩飊螺旋和毬飊折叠的一般规律。通过对蛋

白质数据库结构的系统分析,疏水相互作用被认为是

蛋白质折叠的主要驱动力。暴露于溶剂表面的疏水

氨基酸无法与溶剂形成氢键,不利于蛋白质稳定。为

降低蛋白内部疏水核心空隙占有率,同时增大范德华

相互作用,疏水氨基酸的侧链极易在非原子重叠的情

况下在蛋白内部发生分子间聚集,形成疏水簇(hy灢
drophobiccluster),以 此 稳 定 蛋 白 质 的 三 维 结

构[13飊14]。相比之下,极性氨基酸更易位于蛋白质表面

与水分子相互作用。氢键键能一般为 1~7kcal/

mol,比一般的共价键、离子键和金属键键能小,但强

于静电相互作用。因此,这些极性基团在折叠后需以

氢键形式稳定折叠结构,否则过大的脱离溶剂能将不

利于折叠进行[15]。Vogt等[16]对16个家族中具有不

同热稳定性的蛋白质进行极性原子表面积、蛋白氢键

和盐桥分析,发现80%的家族中,蛋白质的热稳定性

与氢键数目呈正比。除疏水相互作用和氢键之外,盐
桥相互作用、骨架角度倾向性、二硫键以及芳香环毿飊
毿相互作用和阳离子飊毿相互作用等因素也对蛋白质

折叠具有较大贡献。

1.2暋预测方法

暋暋随着计算机技术的发展,越来越多的蛋白质结构

预测程序为研究者提供了蛋白质结构与功能认知的

参考和依据,尤其是在1994年发起的 CriticalAs灢
sessmentof Techniquesfor Structure Prediction
(CASP)竞赛的推动下发展了很多计算机预测蛋白

质结构的方法。20世纪70年代,Anfinsen等[17]在

实验基础上提出,蛋白在体外的一定条件下解聚失活

后可自动折叠恢复空间结构与活性,其天然构象对应

自由能最低时的结构。基于 Anfinsen提出的热力学

假说,蛋白质结构预测方法通常分为以下3类:针对

高相似序列的同源模建方法[18],针对低相似序列的

折叠识别方法[19],以及不依赖模板而利用物理学原

理直接进行计算的从头预测方法[20]。自 CASP7开

始,又将前两种方法统称为模板依赖模型方法(Tem灢
plate飊BasedModeling,TBM)。最近的CASP竞赛结

果表明,多种预测方法联用结果相比于单一预测方法

更为准确[21]。

暋暋近些年,一些结构预测软件精度逐步上升。高精

度模型可以直接适用于许多领域,例如由美国华盛顿

大学的Baker实验组开发的 Rosetta,由密歇根大学

张阳实验室开发的I飊TASSER (IterativeThreading
AssembleRefinement)[22],由加利福尼亚大学 An灢
drejSali编写并维护的 Modeller[23],以及开源编码

蛋白质序列搜索程序 HHsearch[24]等。除这些结构

预测软件,Shaw 课题组通过 Anton计算机对12个

小型蛋白进行动力学模拟,观测到400次以上的可逆

折叠、去折叠过程,其结构与实验结构的 RSMD值在

4.5痄之内[25]。

暋暋Baker实验室提供的Rosetta[26]主要使用从头预

测和比对模建(comparativemodeling)联用的方法,
具有很高的准确度,在 CASP大赛中一直名列前茅,
从2002年的CASP5开始便成为竞赛中最好的自动

预测服务器之一(图1)。与固定蛋白骨架的结构预

测不同,Rosetta预测方法从超过10000蛋白构象片
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段开始计算,采用的主要策略称为“片段插入法暠。对

于每个需要预测的序列,首先从已知蛋白质结构数据

库(BLAST、PSI飊BLAST、3D飊Jury)中搜索与目标蛋

白相关的蛋白质片段并随机组合,形成一个粗粒化蛋

白质构象空间片段库。对于每个插入片段,选择一个

包含3个或9个氨基酸的连续窗口,这些氨基酸的扭

转角度被取代为已获得的已知结构片段的扭转角度。
对于所有未知结构蛋白序列的3个或9个氨基酸窗

口通过与已知结构蛋白组成的无重复数据库匹配进

行打分。对于具有结构同源体的结构域,则需要遵循

比较模建方法。

暋暋图1暋Rosetta在CASP11大赛中T0806denovo结构预

测结果(左)与晶体结构(PDBID:5CJA)(右)对比

暋暋Fig.1暋Rosettadenovostructureprediction (left)for
CASP11targetT0806,thecrystalstructure(PDBID:5CJA)
isshownforcomparison(right)

暋暋窗口匹配后,按照精确程度,可分为骨架结构预

测和全原子结构预测。为缩小搜索空间,骨架结构预

测方法将氨基酸侧链设置为质心原子,通过迭代方程

来确定蛋白骨架的几何构象,随后利用联合序列优化

计算来预测序列最低势能,并预测结构设计是否匹配

序列设计的最低势能态。每次序列设计中都引入固

定主链近似,一轮设计完成后,需对整个蛋白做结构

优化,然后再进行下一轮的固定主链序列设计,直到

结果收敛。在全原子结构预测中,则对所有目标蛋白

侧链构象进行采样,组成旋转异构体库,其中包含侧

链的扭转角度等信息。随后采用离散组合优化方法

确定侧链采样中能量低、结构紧凑的旋转异构体,通
过 MonteCarlo模拟退火方法将侧链的构象组装到

目标蛋白骨架上,并对骨架结构进行微调,达到骨架

结构和侧链结构相适应的目的。2005年,Baker团

队[27]基于 MonteCarlo算法,辅助片段组装技术和

能量最小化构象技术,得到预测精度为1.6痄的蛋白

结构。

暋暋近年来,Rosetta蛋白结构预测平台不断发展,其
主要进展除修饰能量函数外,还体现在3个方面[21]:
(1)基础模拟方法:用 Pfam、PSI飊BALST、PsiPred、

TMHMM 等二级结构方法增加跨膜区域片段,减少

片段选择误差,而片段取代后的重叠区域用局部运动

或骨架转角来解决;(2)从结构库中去除不理想的蛋

白构象(如能量较高的堆积结构等),提高近天然构象

几率;(3)对给定目标序列的多种独立构象聚类,通过

识别最小能量值多样化蛋白质家族,一定程度上补偿

能量函数带来的不精确性。

2暋酶的计算设计

暋暋近年来,生物酶学飞速发展,生物学家逐步将酶

进化理论和折叠理论结合起来,利用计算机辅助设计

特定改进酶的催化功能或其他优良特性(高稳定性、
可溶性、耐酸碱性、高表达量等),以适应某些工业生

产要求,降低工业成本[28]。2008年,Baker团队首次

利用计算机辅助成功设计出 Retro飊Aldol酶[29]和

Kemp消除反应酶[30],为酶的计算设计奠定良好的

基础。针对酶的计算设计改造,Baker以及 Houk研

究组发展了一种“Inside飊out暠设计策略[8]。这种策略

主 要 基 于 量 子 化 学 计 算 方 法 来 确 定 活 性 中 心

theozyme(完成催化反应所需必要氨基酸)过渡态的

稳定构象,设计突变 QM 区域附近的氨基酸,从而促

进新酶theozyme在 TS状态下的催化反应进行,同
时实现折叠稳定性(图2)。

暋暋图2暋“Inside飊out暠策略的关键步骤(以 Kemp消除反应

为例)[8]

暋暋Fig.2暋Keystepsinthecomputationalinside飊outdesign

protocol(shownherefortheKempelimination)[8]
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暋暋首先,“Inside飊out暠策略在催化机理基础上,通过

量子化学方法计算理想的活性中心过渡态构象。通

过RosettaMatch[31]搜索蛋白质数据库中既可以保持

过渡态紧密结合又不破坏过渡态催化作用的功能集

团。对于一个既定反应,该策略将生成大量蛋白基

序,每个基序由多种功能基团构成。随后,通过对每

个基序的能量进行评估,生成一系列蛋白基序构象。
另一个可以替代RosettaMatch的软件是 Houk研究

组开发的SABER[32]。SABER通过搜索蛋白质结构

库中合适的功能催化位置,确定催化口袋中可以容纳

新型底物的氨基酸突变位置。当theozyme确定性能

优良的蛋白骨架后,通过 RosettaDesign模块[33]固定

催化作用中的关键氨基酸,对其他氨基酸进行最优结

构计算。氨基酸侧链的旋转异构体则通过 Monte
Carlo模拟退火方法进行多轮采样,包括侧链、骨架、
配体构象以及受体刚性结构的最小化等。采样过程

保持对蛋白几何结构的限制,为减弱限制力可能造成

的能量升高,对最后一轮最小化放开所有限制,调节

pKa值,获得最优构象后组装至蛋白骨架。

暋暋 最 后,根 据 过 渡 态 的 能 量 和 位 置 取 向,遵 循

Rosetta能量,配体结合打分、氢键、活性位点几何构

象、堆积打分等方式,对优化后的结果进行评估排序,
筛选出最优设计后进行实验鉴定活性,并结合定向进

化等方法提高活性。经过排序设计后的序列通常与

野生型模板蛋白相比有超过10%的区别。然而,这
些经过循环设计和结构优化后的新功能蛋白的构象

非常容易陷入能量势阱,在相邻位置可能会存在其他

极小值,从而无法获得能量最小值构象。此时一般需

要引入动力学模拟或蒙特卡洛模拟增大构象采样,调
整不合理结构,获得更低能量的构象(图3)。

图3暋能量函数引导的蛋白质折叠示意图[34]

暋暋Fig.3暋Foldingoccursviaalternativemicroscopictrajec灢
toriesonpotentialenergysurface[34]

暋暋与传统的改造方法相比,Rosetta这种新型改造

和设计方法是从设计底物反应到设计结构模型再到

最终序列的逆过程,具有灵活性和创造性。目前基于

Rosetta“Inside飊out暠策略已成功设计出可以催化

Kemp消除反应的酶[30],Retro飊Aldol酶[29],双烯合

成酶[35],以及水解有机磷的含Zn金属酶[36]。但是,
虽然Rosetta软件有非常高效的氨基酸序列搜索和

优化能力,其能量函数仍然相对简单。针对能量函数

的缺陷,中国科技大学的刘海燕研究员利用对于非冗

余PDB数据库的搜索统计,采用自适应参数搜索策

略,构建了改进的统计能量函数,在充分考虑残基局

部结构特征影响的同时,兼顾空间相对位置影响,尽
可能减小统计误差[37]。此外,一些研究中利用分子

动力学模拟方法辅助 Rosetta计算以提供更加精确

的活性位点信息,并且支持引入自由能计算弥补

Rosetta能量函数的缺陷,例如结合自由能、热力学积

分以及自由能微扰方法等[38]。2010年,德国普朗克

生物物理化学研究院的 Groot团队对核糖核酸酶的

109个突变体进行自由能计算,其结果与实验值的绝

对误差在0.8kal/mol之内[39]。另外,已有研究基于

MD经验价键(EVB)方法预测 Kemp消除反应[40]和

二氢叶酸还原酶 DHFR的催化活性[41]等,其结果与

实验值比较一致。另一个比较成功的例子是北京大

学来鲁华课题组基于 “蛋白质关键残基嫁接暠策略发

展的 URANTEIN 搜索算法,该算法可以从PDB数

据库中计算筛选出适合与铀结合的蛋白质结构并进

行计算设计改造,在选出的10种蛋白质中,4种蛋白

质改造后与铀酰离子结合能力达到纳摩尔,随后何川

教授课题组针对其中一种蛋白质进行优化改造,得到

高亲和性、选择性的铀结合蛋白,实现海水中低浓度

铀的高效选择性吸附,为解决海水提铀领域中长久以

来的难题开辟一条新途径[42]。我们课题组在与荷兰

格罗宁根大学以及 Enzypep公司合作中,采取一种

“高低结合暠的计算策略,利用 Rosetta设计结合动态

分子动力学模拟进行虚拟筛选成功设计一个经过高

度改造的多肽酰胺酶突变体PAM12A(包含12个突

变点)[43]。通过实验验证,该突变体显示出极高的热

稳定性(熔解温度达到76曟),并且可以在乙腈、丙酮

等多种无水溶剂环境中保持数天的稳定活性。此外,

PAM12A可以催化包括甲酯化、羟胺化、甲胺化、胺
化在内的多种不同的多肽修饰反应,且不受多肽本身

序列和C端原功能基团的限制。目前国际上蛋白酶

改造和设计的前沿团队包括美国华盛顿大学的Bak灢
er团队,加州理工的 Mayo团队等。

3暋总结与展望

暋暋设计具有特定结构或功能的蛋白质一方面可以
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揭示蛋白质结构与功能关系的规律,另一方面可以创

造具有潜在应用价值的蛋白质。自1997年 Mayo课

题组成功设计锌指蛋白[44]以来,蛋白质的三维结构

预测以及计算设计技术方法领域取得长足的发展,

2003年 Kuhlman等[45]的工作将骨架结构重新构建

拓展蛋白设计目标,获得天然不存在的蛋白结构,成
为全新折叠领域的里程碑。随着算法的改进和计算

机科学的快速发展,蛋白设计技术方法也在经历着不

断发展和完善的过程。然而,尽管目前已有一些计算

设计酶的成功案例,但依然存在成功率较低和酶活性

低等缺点,酶的计算设计受限于对酶分子催化机理的

理解和空间构象的整体把握,一旦出现偏差,就很难

获得理想的改造酶。并且,在引入自由能计算后,计
算量庞大,速度较慢,无法对所有突变组合进行逐一

计算,仍然需要人工排查结构不合理的改造酶。相信

随着蛋白质数据库逐渐丰富,势能函数的优化以及分

子动力学模拟的发展,计算的准确率以及相关性也会

随之提高,并促进理性设计方法和非理性方法的融

合,加快新型高效生物催化剂的发现及功能改造

进程。
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