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摘要:酶催化生物体内化学反应,是生命代谢形成运转的动力。与传统观点认为酶具有专一性催化功能相对,近
年来生物信息与实验分析都证实了酶具有多种混杂催化功能是普遍存在的现象。在过去的几十亿年里,古老酶

一直不断演化以适应变化的环境,形成现代功能多样的酶蛋白家族。基于独特底物结合模式和动态蛋白结构的

催化功能混杂性是酶蛋白适应性演化的基础。酶的混杂活性有望被开发应用于药物酶法合成及环境修复领域。

本文就酶催化功能混杂性的普遍性、分子机理、可进化性等方面的相关研究进展进行综述。

关键词:酶暋混杂性暋分子进化暋环境适应暋蛋白动态性
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Abstract:Enzymes,whichcatalyzechemicalreactionsinvivo,areconsideredasthedriving
forcesfortheformationoflifemetabolism.Comparedwiththetraditionalviewthatenzymes
havespecificcatalyticfunctions,bioinformaticsandexperimentalanalysisinrecentyearshave
confirmedthatenzymeshavingavarietyofhybridcatalyticfunctionsareuniversalphenomena.
Overthepastseveralbillionyears,ancientenzymeshaveevolvedtoadapttochangingenviron灢
ments,formingamodernanddiversefamilyofenzymeproteins.Catalyticfunctionalpromiscui灢
tybasedonuniquesubstratebindingpatternsanddynamicproteinstructureisbelievedtobe
thebasisfortheadaptiveevolutionofenzymeproteins.Theenzymaticmiscibilityoftheenzyme
isexpectedtobeexploitedinthefieldsofdrugenzymaticsynthesisandenvironmentalremedia灢
tionfields.Inthispaper,wesummarizedtherelatedresearchprogressesontheuniversality,

molecularmechanism,andevolvabilityofenzyme飊catalyzedfunctionalpromiscuity.
Key words:enzyme,promiscuity, molecular
evolution,environmentaladaptation,proteindy灢
namics

0暋引言

暋暋酶催化生物体内化学反应,是生命形成运转的重

要动力来源。传统观点认为酶催化化学反应是非常

精确专一的,然而越来越多的研究表明酶可以具有多
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种兼职功能,酶蛋白具备除其生理活性以外其他活性

的特性称为酶催化功能的混杂性(Enzymepromiscu灢
ity)。事实上,酶的混杂性是新功能酶演化的基础,
对生物体适应环境具有重要意义。Jensen[1]于上世

纪70年代提出祖先酶蛋白可能具有多种催化功能,
在过去的几十亿时间里生物体内的酶蛋白一直处于

演化过程中,伴随着基因复制、突变和环境选择,新的

催化功能可能在几年甚至几个月的时间内出现,例如

细菌对抗生素的耐药性及对环境人工合成化学品的

生物降解。Jensen的模型(图1)强调了酶的多功能

性是新功能演化的重要起点,基于此,许多科学家认

为酶的混杂性具有普适性,即绝大部分(或者全部)酶
蛋白都可能具有多种功能[2飊3]。当前有关酶的混杂性

研究除尝试阐释其对生物适应性进化的贡献外,还关

注其开发利用前景,通过蛋白质工程手段在实验室内

定向进化酶的混杂催化功能,以推进其在环境治理、
工业催化等领域的应用。本文就酶催化功能混杂性

的普遍性、分子机理、可进化性等方面的相关研究进

展进行综述。

图1暋基于混杂活性的酶新功能演化示意

暋暋Fig.1暋Schematicrepresentationofnewfunctionalevolu灢
tionofenzymesbasedonpromiscuousactivity

1暋酶的混杂催化功能

暋暋酶具有混杂催化活性是生物适应环境的基础,为
适应环境,生物体内的酶将处于不断演化状态。根据

Jensen提出的酶演化模型,现代酶由具有多种功能

的祖先蛋白进化而来,与此同时每个现代酶都有可能

作为演化模板参与生物适应环境演化过程。因此,具
有混杂活性很可能是酶蛋白的共性特征。进化生物

化学家 Copley[3]推测每个酶蛋白可能催化10种以

上的反应,细菌体内有约2000个基因,这样一个细

菌细胞可能具有20000种混杂活性,这就赋予了细

菌更新演化适应多变环境的潜能。事实上,大规模的

生物信息学统计和生化实验研究都表明现有的酶蛋

白家族成员存在催化功能多样性特征。

暋暋按照催化反应类型,酶可分为六类:氧化还原酶、
转移酶、水解酶、裂解酶、异构酶和连接酶,对应于国

际酶学委员会编号EC1~6。Baier等[4]挑选统计了

5个酶蛋白超家族(脱卤酶、谷胱甘肽转移酶、氨基水

解酶、毬飊内酰胺酶和烯醇酶)成员的催化功能,每个蛋

白家族包含13000~91000条蛋白序列,发现尽管同

一蛋白超家族成员具备相近的蛋白折叠模式,其功能

可能包含了所有六类催化反应 (图 2)。Furnham
等[5]构建了379个蛋白超家族的系统发育关系,在此

基础上分析所有蛋白超家族内成员催化功能的变化,
其研究表明尽管一类催化反应可能会主导某一蛋白

超家族(81%的催化功能的变化是在同类化学反应内

部发生不同程度的调整),但是不同催化反应类型之

间的转换,即EC大类编号发生变化也时有发生。大

规模计算生物学统计说明相同折叠模式结构的蛋白

其催化功能并非处于固化状态,而是动态可变的。

图2暋5种酶蛋白超家族成员的催化功能分化[4]

暋暋Fig.2暋Functionaldivergenceinfiveenzymeproteinsu灢
perfamilymembers[4]

暋暋在实验验证研究方面,为表征酶催化功能多样

性,多个研究组挑选蛋白超家族内具有代表性的数十

个酶蛋白进行重组表达并测定其对多样底物的催化

活性。所研究的蛋白超家族包括谷胱甘肽转移酶[6]、

毬飊酮酸裂解酶[7]、毬飊内酰胺酶[8]和脱卤酶[9]超家族,结
果都表明上述超家族酶蛋白成员在体外普遍能催化

多种底物反应。以脱卤酶为例,Huang等[9]表达脱

卤酶超家族的217个蛋白,同时用167种磷酸化底物

进行活性筛选,发现平均每个酶蛋白可作用15灡5个

底物,且其中50个酶能作用40个以上的底物,另外

有一个酶能对143个底物分子起作用。

2暋酶混杂活性的分子基础

暋暋由于未经过自然压力的充分选择,相较于其生理

活性,酶的混杂活性往往效率较低。例如从海洋细菌

中发现一种脯氨酸肽酶具有混杂水解有机磷化合物

的活性,其肽酶催化效率常数(kcat/Km)是磷酸三酯

酶的100余倍[10]。通常酶行使混杂功能使用与天然

功能相同的活性中心,催化机制也可能接近[11]。混
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杂活性的形成机制一方面可促进从分子层面理解酶

蛋白的演化过程,另一方面也为蛋白质工程研究者提

供理论依据。

2.1暋底物结合模式

暋暋混杂底物与酶的结合方式往往是非最优化的,即
酶飊底物复合物构象无法最大程度降低反应活化能,
从而导致酶的混杂活性相对较低。限制酶与底物相

互作用的因素包括电离状态[12]、底物结合方式[13]

等。来源于苏云金芽孢杆菌毬飊内酰胺酶AiiA可混杂

催化农药对氧磷水解,将 AiiA 与对氧磷复合物进行

分子动力学模拟发现,对氧磷与活性中心的结合构象

不利于活化水分子攻击磷酸三酯键[14]。定向进化使

得 AiiA残基Phe68的构象发生变化,这种构象细微

调整形成堆积效应让底物对氧磷更加适宜与活性中

心相互作用,进而其催化效率得到1000倍的提高。
人血清酯酶PON1水解内酯的同时也能混杂水解磷

酸三酯。内酯水解发生在 PON1蛋白闭合状态,残
基 His115、Glu53与负责进攻内酯键的羟基发生作

用。分子对接发现与内酯的结合不同,混杂底物对氧

磷体积较大,只能与底物腔开放状态的 PON1蛋白

结合并嵌入至活性中心,处于开放状态的蛋白残基

His115不再参与催化反应[15]。

2.2暋蛋白结构的动态性

暋暋混杂活性还可能与蛋白质结构的动态性相关,即
酶蛋白分子可能具有多种构象,这些不同构象的分子

可能具有不同的催化活性[3,16]。该现象最早被 Lu
等[17]在对胆固醇氧化酶催化过程的单分子实验观察

到,他们发现由于活性中心构象的柔性,单个胆固醇

氧化酶分子之间的催化速率存在500倍的差异。后

续研究证实酶的确是以蛋白混合物状态存在的,混合

物中各分子在部分区域具有不同构象[18飊20],仅一部分

构象的蛋白分子能高效结合、催化某一底物。蛋白结

构动态性观点认为酶的混杂活性不高是因为混杂底

物只能与极少一部分构象的蛋白发生结合、反应[21]。
如图3,突变引起的酶催化功能的改变可被看做是由

一种构象占优势的酶分子混合体转变为另一种构象

占优势的新的混合体,这种不同构象蛋白分子组分变

化源于突变引起的构象自由能变化(混合体中能量低

的构象倾向于占较高的比例)[16]。Campbell等[22]和

Kaltenbach等[23]在体外构建了酯酶逐步向有机磷水

解酶转变的系列突变,通过比较进化轨迹中不同阶段

突变酶的蛋白结构,证实远离催化中心位点的改变会

扰动蛋白的动力学构象组分,处于演化中期的多功能

酶蛋白关键区域的B飊factor值越高,对应于构象形式

越多样。

暋暋(a)AnenzymewithcatalyticfunctionE1canbeengi灢
neeredtoexecutefunction E2throughalterationof which

statehasadominantpopulation

暋暋(b)Aproteinstatewithlowerenergyontheenergyland灢
scapehasahigherpopulation

暋暋图3暋不同构象酶蛋白分子组分变化引起的功能变化示

意图[16]

暋暋Fig.3暋Schematicdiagramoffunctionalchangescaused

bychangesinthemolecularcompositionofdifferentconfor灢
mationalenzymaticproteins

3暋酶混杂活性的可进化性

暋暋酶蛋白的混杂活性具有可进化性(evolvability)。
蛋白质演化是固定并遗传有益于适应环境突变表型

的过程,在进化过程中很多突变属于中性突变并不影

响表型,即具有鲁棒性(robustness),另一方面单个

或几个碱基的改变可能形成完全不同的表型,即具有

可变性(innovability),鲁棒性与可变性在蛋白进化

过程中共存,共同组成蛋白质的可进化性[11]。T湲th飊
Petr湲czy等[24]认为“鲁棒飊可变暠矛盾二元体都对酶蛋

白的进化具有积极作用,鲁棒性的意义可能在于为适

应潜在环境的其他改变提供进化起点[25]。蛋白质可

进化性及其在适应性进化过程中的意义理论体系仍

然处于形成发展阶段,有待具体实验数据反复验证。
例如酶蛋白在进化过程中,天然活性与混杂活性之间

的变化规律是如 Khersonsky等[11]描述的天然活性

往往在进化初期对突变不敏感,还是如 Kaltenbach
等[26]观察到的混杂活性的提升需以天然活性的快速

损失为代价? 蛋白质结构的稳定性是利于进化还是

阻碍进化[27飊28]? 追踪表征蛋白质功能分化过程可为

研究其可进化性提供直接数据。

暋暋在实验室内获取处于不同进化阶段的蛋白变体

对象是研究其功能演化的关键。目前主要有两类方

法:一是基于生物信息学手段模拟计算祖先蛋白序

列,如 Nguyen等[29]重建30亿年跨度的厚壁菌腺苷
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酸激酶祖先序列,揭示祖先蛋白适应远古高温环境的

分子基础及进化轨迹;另一种方法属于现代蛋白质工

程技术,通过构建随机突变文库,在人工设计的选择

压力下模拟自然界蛋白进化过程,从突变文库中筛选

处于不同进化阶段的蛋白模型[30],Bloom 等[27]应用

易错PCR构建P450氧化酶突变文库,比较具有不同

稳定性母本蛋白的突变体对各类底物的催化效率,阐
释了该酶稳定性与可进化性之间的关系。从生物化

学角度研究不同来源蛋白适应进化的过程与机制将

会有助于充实蛋白质进化理论内涵,更可加深对整个

生物体适应环境分子基础的认知。

4暋展望

暋暋达尔文进化论在宏观层面展示了生物表型演化

的客观规律。随着生物学的发展,人们逐渐认识到表

型是基因及其编码产物的表现形式,酶分子作为生命

代谢流运转的引擎,其演化过程对生物适应环境发挥

关键作用。从这个意义上讲,酶混杂催化功能的研究

是达尔文进化论在分子层面的精细解读。当前国际

对酶的混杂性研究仍然处于理论形成阶段,美国与以

色列科学家在该领域已有深厚理论积累,在揭示酶演

化过程中的异位显性[31飊32]、可进化性[24]、结构动态

性[25]对功能分化影响方面做出了先锋性研究。国内

对酶的混杂性领域研究涉足较少,一些文献将酶的混

杂性与酶非水相催化、酶对非关键基团差异的同类型

底物催化概念混淆。基于本文论述,酶混杂性研究将

集中突破以下几方面:一是结合结构生物学与催化机

制的大规模蛋白超家族生物信息学研究,阐释酶分子

功能、结构和机理的演化轨迹;二是实验室模拟自然

进化,人工创造酶蛋白不同演化阶段分子并表征其生

化、生物物理学特性,以探讨其内在规律与机理;三是

酶混杂活性的应用,蛋白质工程技术改良酶的混杂活

性,并推进其在工业、环境领域的应用,尤其在药物分

子特殊化学键的酶法合成及环境污染物的降解修复

方面具有重要的开发潜力。
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