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摘　 要：酶分子的生物学功能很大程度上是由其三维空间结构和所处溶剂环境共同决定的。 因此，优化酶分子的结构性质以

及探索其性质最优的溶剂环境是改善酶分子功能以及进行理性设计的一个可行途径。 从实际应用的角度来看，分子设计方

法可以为酶工程提供一种有效的解决方案。 目前，酶分子设计有两个重要的研究方向，包括提高酶分子的催化活力和优化其

稳定性。 同时，对酶分子设计方法的研究也有助于对蛋白质生物学机理的探索。 在近些年的学术界酶分子设计案例中，生物

信息学方法得到广泛的应用。 本文系统地总结基于生物信息学的酶分子设计方法的背景、策略和一些经典案例。
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　 　 酶分子设计是以其分子结构与功能规律作为基

础，通过生物化学、分子生物学以及生物信息学等手

段，在基因和蛋白质层面上对现有酶分子进行改造

优化，制造和设计出改良的酶分子，以满足工业生

产、生活以及科研的需要。 酶是生物体内一种重要

的分子，在细胞内部行使着重要的生物学功能。 例

如，酶作为蛋白质的一种重要类型，通常是一种具有

高效催化效率和底物选择特异性的天然生物催化

剂。 酶分子设计是在深入了解其空间结构与生物学

功能关系的基础上，改造和设计酶以获得具有特定

物理和化学性质的新分子。 在漫长的分子进化历程

中，自然界已经进化出种类多样的酶，但天然酶一般

只是在自然条件下才发挥出其良好的生物学功能。
在实际生活中，酶以及相关制剂在造纸、酿酒、纺织

以及皮革等相关工业领域都有着广泛的应用。 另

外，酶制剂一般可以用可再生资源进行生产，最终又



可以通过自然界的微生物进行降解，具有绿色环保

的特点，在提倡可持续发展的今天有着非常重要的

应用意义。 但在实际工业生产中的高温高压以及非

水相溶剂（例如，酿酒中用到的酶制剂在酒精以及

高温环境中）等非常温环境下酶的稳定性与催化活

性一般会有所下降，甚至在一些情况下酶的活性可

能会消失。 因此，当代酶工程的研究趋势之一就是

探寻耐高温、耐酸碱、耐盐等可以适应工业需求的

酶。 根据实际需要，通常需要对蛋白质以及酶进行

改造和优化设计，同时了解其发挥生物学功能所需

要的生物环境，使其能够在工业环境或者特定条件

下仍然可以发挥甚至提高其生物学功能。 在自然界

中也存在一些可以适应工业需求的酶，这些酶一般

存在于嗜高温、嗜酸碱以及高盐的细菌中。
从工业应用的角度来讲，酶及其相关制剂的研

发主要考虑两个因素。 一是酶制剂的分子特性参

数，包括耐热性、耐酸碱性、非水溶剂稳定性、抗氧化

性、底物特异性、酶的催化活力效率以及酶表面活性

剂的耐受性等；二是酶发酵水平的高低，即生产酶的

工业成本的高低。 本文主要讨论酶的分子特性参

数。 从分子层面上来看，酶分子所具有的生物学功

能有很大程度上是由其三维空间结构以及其所处的

溶剂环境条件共同决定的。 因此，酶分子三维空间

结构构象、生物学功能信息以及所处溶剂环境条件

对准确的酶分子设计提供了基础性的数据支撑。 近

年来，随着 Ｘ 射线晶体衍射、冷冻电镜以及核磁共

振等实验技术快速和稳定的发展，越来越多的包括

蛋白质在内的一系列复杂分子的三维结构得到准确

解析，这些分子结构一般可以通过在蛋白质结构数

据库（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｒｃｓｂ．ｏｒｇ）中检索获得。 另外，在
ＡｌｐｈａＦｏｌｄ 数据库（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ．ａｌｐｈａｆｏｌｄ．ｅｂｉ．ａｃ．ｕｋ）
中也提供了大量预测的蛋白质结构［１］。 近些年，也
有报道使用 ＡｌｐｈａＦｏｌｄ 和机器学习算法进行分子对

接的研究［２］。 这些分子三维结构对相应的生物学

机理解释提供了更加精细的信息，这也进一步促进

了理性药物开发和蛋白质分子设计的发展。 在我们

课题组前期的工作中，对几种酶进行了研究，包括漆

酶［３－４］和几丁质酶［５－６］等，另外我们课题组也分别在

两个实例中对特定的酶进行改造，提高了酶的催化

活力［７］，以及提高了酶的热稳定性［８］。 国内外都有

不少分子设计相关的网站和工具可以使用，例如美

国密歇根大学结构生物信息学课题提供的 ｈｔｔｐｓ： ／ ／
ｚｈａｎｇｇｒｏｕｐ．ｏｒｇ ／ ｒｅｓｅａｒｃｈ ／ ＃ＰｒｏｔｅｉｎＤｅｓｉｇｎ 网站上就有

不少基于蛋白质受体的分子设计工具。
从分子的角度来看，酶分子可以和多种分子相

互作用，包括多肽、多糖、金属离子以及小分子等，另

外酶和其他蛋白质之间也会相互作用。 同时，一部

分的蛋白质是生物体内重要的酶［９］。 酶分子的催

化作用一般具有专一性、高效性、以及作用条件较为

温和等特点。 通常来讲，依靠结构信息的酶功能机

理解释，一般可以使用数学模型来描述酶分子结构

和其催化活性以及稳定性之间的相关关系。 这些数

学模型的基本假设是酶分子结构中包含了决定其物

理、化学及生物学等方面性质的大部分信息，而这些

理化性质则进一步决定了酶分子的生物活性和稳定

性。 简而言之，酶分子结构以及生物化学性质与其

生物活性也存在一定程度上的相关性。 另外，溶剂

环境对酶分子功能也有影响。 因此，结构和溶剂环

境是构成分析酶分子生物学功能模型的重要参

数［１０］。 目前常见的结构参数包括疏水性、电荷极

性、几何构型（例如立体和拓扑信息等）、构象表面

特征以及理化性质等。 基于结构的分子设计的原

理，就是完成结构特征的数字化或者特征特化，同时

不断优化相应的结构特征，以提高酶分子催化活性

和稳定性。 本文从酶分子三维结构以及所处溶剂的

视角对酶分子设计进行系统性总结和讨论。

１　 酶分子设计简介

　 　 通常来讲，酶分子设计的目的是获得特定需求的

新酶分子，或者获得比已有酶具有更优良特性的新分

子，或者设计出从基因层次上更容易表达的酶，或者

探索可以展示出其最优生化性能的溶剂环境条

件［１１］。 溶剂环境对酶性能有影响，简单来说酶的催

化活力在非极性溶液和水性介质溶液中有显著差异，
这是由于酶在非极性溶液环境中的介电常数较水介

质溶液中的介电常数低。 在非极性溶液环境中两个

带电荷基团之间的静电作用比在极性溶液环境中显

著增高。 酶分子设计的原理就是让其从一种状态到

另外一种状态（例如，设计出更适合特定需求的状态）
转变的过程。 在自然界中也存在这种酶分子在不同

状态之间根据不同溶液环境自动化转变的过程，其中

比较著名的例子之一是脂肪酶。 脂肪酶隶属于羧基

酯水解酶类，能够逐步地将甘油三酯水解成甘油和脂

肪酸。 脂肪酶一般存在于含有脂肪的动物、植物和微

生物的组织中。 同时，脂肪酶也广泛地应用于药品、
食品生产以及生物化学产品等实际应用方面［１２］。

来源不同的脂肪酶，在氨基酸序列、组成以及结

构上存在一定的差异，但一般相同类型的脂肪酶的

三维结构是比较相似的，即脂肪酶之间存在进化层

面上较强的弱同源性。 脂肪酶的活性部位一般由丝

氨酸（Ｓ）、天冬氨酸（Ｄ）、以及组氨酸（Ｈ）等氨基酸
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残基组成。 脂肪酶属于丝氨酸蛋白酶类，这个主要

由三个氨基酸组成的活性区域一般也称为 Ｓ－Ｄ－Ｈ
三联体催化部位。 脂肪酶的催化部位一般包埋在分

子结构内部，结构表面则被一小段特定的氨基酸残

基形成的螺旋盖状结构覆盖（此结构又称为脂肪酶

活性口袋的“盖子”），对三联体催化部位起保护作

用。 脂肪酶活性影响的关键相关因素之一是活性口

袋的开闭。 通常认为，酶分子处于活性口袋打开的

状态（即激活状态 Ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｓｔａｔｅ）时，才能更易于在

与底物的碰撞过程中发生结合和反应。 在图 １ 中清

晰地以三维结构形式展示一种脂肪酶活性口袋的开

闭状态。 从 ＰＤＢ［１３］ 结构数据库中下载了一种脂肪

酶的两种状态结构，其 ＰＤＢ 号分别为 １ＤＴ３ 和

１ＥＩＮ［１４］。 在 Ｐｙｍｏｌ［１５］软件中对两个酶结构通过使

用结构比对命令进行结构重叠。 其中，图 １ａ 中红色

和黑色圆分别是这个酶激活和非激活状态时活性口

袋的大小。 蓝色和红色箭头分别表示结构重叠的两

个结构（见图 １ａ）分开后的两个结构（见图 １ｂ，１ｃ）。
从图 １ａ 中可以看到，１ＤＴ３ 为酶活性口袋未激活时

的种状态，颜色主要渲染为红色；１ＥＩＮ 为此酶活性

口袋的打开状态，颜色主要渲染为绿色显示。

图 １　 脂肪酶活性口袋的开闭状态

Ｆｉｇ．１　 Ｏｐｅｎ ａｎｄ ｃｌｏｓｉｎｇ ｓｔａｔｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｌｉｐａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｐｏｃｋｅｔ

　 　 在这个脂肪酶中，活性结合位点为 １４６ 位的丝

氨酸（Ｓ１４６）、２０１ 位的天冬氨酸（Ｄ２０１）以及 ２５８ 位

的组氨酸（Ｈ２５８）。 这三个结合位点氨基酸残基在

图 １ａ 中渲染为黄色。 通过结构重叠的结果，可以看

到这个脂肪酶的开闭状态主要差异在于一个二级结

构以a－螺旋为主的区域（即脂肪酶活性口袋的盖

子，在图 １ａ 中渲染为褐色），这个区域在这个酶中的

位置为 ８５ 到 ９２ 的氨基酸片段“ＳＩＥＮＷＩＧＮ”。 当脂

肪酶结构处于催化活性激活状态时，其活性口袋明

显比非活性状态时更大（相应活性口袋区域在图 １
中标注为黑色和红色圈）。 图 １ｂ 为脂肪酶打开活

性口袋状态时的脂肪酶表面图，其中黄色区域为活

性氨基酸残基。 图 １ｃ 为脂肪酶活性口袋关闭状态

时的表面图，虽然此时活性氨基酸也标注为黄色但

是因为其被包埋在结构内部所以无法观测到。 当脂

肪酶分子处于水溶液中时，盖子的疏水性氨基酸朝

内，从而关闭活性口袋。 而当脂肪酶处于油水界面

时，疏水氨基酸会朝界面处油脂分子结合，从而打开

了活性口袋，这个过程增强了底物和酶活性中心的

催化活力。 大多数脂肪酶在脂质与水的界面上时会

自动打开这个盖子从而使脂肪酶的活性提高。 当脂

肪酶处于非活化状态时，这个盖子又可以自动关闭

以保护活性部位。 例如在纯水介质中，脂肪酶中盖

子主要是关闭的，而在疏水层的存在下（例如油脂

界面处），盖子会逐渐打开以激活催化活性。
与脂肪酶类似，自然界中的不少酶都存在这种

活性口袋的开闭状态。 例如，胃蛋白酶也存在生物

活性激活和非激活两种状态。 从生物化学的角度来

看，胃酸可以激活胃蛋白酶。 同时，胃蛋白酶非激活

状态结构可以让其贮存在其合成部位而没有引起细

胞或组织自我消化与水解的潜在危险，待细胞需要

其功能时再进一步被激活。 从分子三维结构的角度

来看，胃蛋白酶原处于没有活性状态结构时也主要

是因为活性中心未暴露出来。 一般通过调整胃蛋白

酶所处环境的 ｐＨ 值、以及对一些特定多肽链的剪

切修饰等方法使酶的活性中心形成或暴露出来，进
而激活其酶活性。 胰蛋白酶原也有类似的活化机

制。 另外还有其他类似例子，例如 Ｌｉｕ 等报道昆虫

中的一种酶可以在蜕皮液中被激活从而在特定时期

发挥其生物学活性［１６］。
一些酶在不同的溶剂环境中（例如油水界面、

溶剂的酸碱性），其活性口袋区域可能处于关闭和

打开的两种重要的不同状态。 这个核心活性区域的

关闭和激活打开现象也为酶分子设计提供了一些思

路，在需要提高酶分子的活性时打开其活性区域或

者在保持结构稳定性的同时尽量扩张其活性空腔区

域，并探索促进酶分子打开和关闭其活性口袋的最

优溶剂环境。

２　 酶分子设计工具之分子对接

　 　 分子对接是分子之间空间结构与能量的双重匹

配过程。 分子对接是酶分子设计中的重要方法之

一。 分子对接这一概念的历史最早可以追溯到 １９
世纪由 Ｆｉｓｃｈｅｒ 等学者提出的受体学说。 受体学说

认为，其他分子会与酶分子即受体会发生类似钥匙

与锁之间的识别关系，这种分子识别关系主要依赖

两者之间空间与能量的相互作用。 通常情况下，可
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以与酶相互作用（即可对接）的分子包括小分子、金
属离子、多糖以及多肽等，以及蛋白质和蛋白质之间

也可以对接。 不同类型的分子与酶对接一般使用不

同的对接力场体系，即使用不同的对接程序完成这

个对接过程。 小分子（包括多糖）和酶分子对接一

般使用 ＡｕｔｏＤｏｃｋ Ｖｉｎａ［１７］。 酶分子和其他蛋白质大

分子之间的对接一般使用 Ｚｄｏｃｋ［１８］。 多肽和酶分子

对接一般使用 Ｆｌｅｘｐｅｐｄｏｃｋ［１９］。 网络上还有不少其

他可以实现类似功能的程序和网站。 不同的对接体

系一般所使用的能量函数不同，在通常情况下不同

能量函数之间不可混用。
分子对接在酶分子设计中主要用于衡量酶分子

和底物（或者酶分子和其他分子）之间的可匹配性。
分子对接一般是从两个维度进行，第一个维度是计

算结合亲和力的大小；第二个维度是计算分子复合

物的结合模式构象。 一般而言，活力更好的酶与相

应底物的亲和力更强；另一方面，分子对接过程中，
也可以分析活性通道中改变哪些氨基酸可以更好地

减少底物对接过程中的空间位阻效应。 空间位阻效

应主要指底物进入酶分子活性空腔过程中的空间阻

碍作用。 酶分子催化反应中空间位阻效应会降低其

催化活性。 通常来讲，底物进入受体活性通道中的

空间位阻效应越小，那么相应酶分子的活性则越高。
空间位阻效应的原理是每个原子在分子中占有一定

的空间。 如果原子太接近了，相邻的原子就会形成

重叠的电子云表现为斥力。 另外，对接结果中对酶

分子－底物相互作用的关键氨基酸分析，也可以对

设计更强亲和力的酶分子提供一定的线索。 一般可

以设计不同的结构突变体，之后不同的结构突变体

分别和底物进行对接，通过对接的亲和力分数大小

以及结构构象判断突变是否比原始结构更加优良。
图 ２ 为 ＡｕｔｏＤｏｃｋ Ｖｉｎａ 软件的使用界面。 学术

界通常使用 ＡｕｔｏＤｏｃｋ Ｖｉｎａ 等一些开源软件对酶分

子和小分子进行对接。 在进行分子对接前，酶分子

的结构文件格式需要进行初始化，例如酶分子结构

文件一般需要经过去水、加氢原子、加电荷等处理后

存为 ｐｄｂｑｔ 格式。 类似地，小分子配体也需要经过

前处理并存储为 ｐｄｂｑｔ 格式。 ＡｕｔｏＤｏｃｋ Ｖｉｎａ 在分子

对接过程中还需要指定一个对接区域盒子（Ｂｏｘ），
使盒子包括酶分子的活性口袋（见图 ２），可以把一

些与配体有相互作用的氨基酸残基选择出来作为设

定 ｂｏｘ 的参考。 盒子的位置和大小一般通过指定盒

子的中心位置（ｘ，ｙ，ｚ）以及盒子的长宽高来确定的

（见图 ２）。 酶活力直接相关的区域称为酶的活性口

袋或者活性中心。 通常又将活性中心分为结合部位

和催化部位。 结合部位负责与底物结合，决定酶的

专一性。 催化部位负责底物键的断裂和新键形成，
决定酶的催化能力。 酶的活性部位位于空腔之内，
底物分子（或者一部分）结合到空腔内并发生催化

作用。 空腔是疏水性较高的区域，非极性氨基酸多，
但也含有极性氨基酸，以便与底物结合并发生催化

反应。 其疏水性质产生一个微环境，提高与底物的

结合能力有利于催化。 空腔的活性位点对于不需要

辅酶的酶来说就是几个氨基酸，而对于需要辅酶的

酶来说辅酶或者辅酶的一部分也可能是活性部位的

组成部分。 酶与底物结合主要依靠氢键、盐键、范德

华力、疏水作用等作用力。 酶的活性中心一般具有

一定的柔性和可运动性。

图 ２　 ＡｕｔｏＤｏｃｋ Ｖｉｎａ 程序分子对接界面

Ｆｉｇ．２　 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｏｃｋｉｎｇ ｉｎｔｅｒｆａｃｅ ｏｆ ＡｕｔｏＤｏｃｋ Ｖｉｎａ ｐｒｏｇｒａｍ
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　 　 图３ 为酶分子 １ＩＥＰ（转移酶的一种） ［２０］ 分别和

小分子伊马替尼（ Ｉｍａｔｉｎｉｂ）以及布洛芬（ Ｉｂｕｐｒｏｆｅｎ）
进行分子对接的结果。 伊马替尼（图 ３ａ 上小分子）
是全球首个获得批准的肿瘤发生相关信号传导抑制

剂。 布洛芬（图 ３ｂ 上小分子）也为酶的一种抑制

剂，在生物体内有镇痛、抗炎等作用。 可以通过对接

结果来判断两个抑制剂对蛋白 １ＩＥＰ 作用效果的差

异。 这里对复合物的模型的模拟是使用 ＡｕｔｏＤｏｃｋ
Ｖｉｎａ［２１］软件进行分子对接得到的。 在图 ３ａ 中，黄

色小分子为伊马替尼在对接前的初始结构，红色小

分子为对接后的结果。 蛋白质 １ＩＥＰ 和布洛芬对接

结果在图 ３ｂ 中（图 ３ｂ 中红色为对接后的布洛芬），
其亲和力数值为－８．５ ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ。 而酶 １ＩＥＰ 和伊马

替尼对接的亲和力数值为－１０．５ ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ。 从亲和

力的数值上来说，小分子伊马替尼对酶 １ＩＥＰ 相互作

用更好一些。 在这个实际例子中可以根据对接结果

的能量来判断蛋白质和小分子相互作用的强弱。

图 ３　 使用 ＡｕｔｏＤｏｃｋ Ｖｉｎａ 软件进行分子对接例子

Ｆｉｇ．３　 Ｅｘａｍｐｌｅｓ ｏｆ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｏｃｋｉｎｇ ｕｓｉｎｇ ＡｕｔｏＤｏｃｋ Ｖｉｎａ

　 　 图 ４是以球形对酶分子的活性空腔进行展示。
此图为使用 Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ Ｓｔｕｄｉｏ ２０１９（福州大学海洋酶

工程重点实验室购置的正版 Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ Ｓｔｕｄｉｏ 软件，
ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ．３ｄｓ．ｃｏｍ）绘制而成。 此酶分子的活性

空腔区域可以用一个球状结构进行表示。 球状结构

的酶活性口袋一般用（ｘ，ｙ，ｚ，ｒ）的一组 ４ 个数值组

成的向量表示。 其中坐标（ｘ，ｙ，ｚ）表示该球体的球

心位置，以及 ｒ 表示球体的半径。

图 ４　 酶活性空腔的展示

Ｆｉｇ．４　 Ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｅ ｃａｖｉｔｙ

　 　 找到酶分子的空腔是分析其结合位点的关键步

骤之一［２２］，一般通过把酶分子结构以表面的形式显

示的方式寻找空腔［２３］。 在图 ５ 中，使用 Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ
Ｓｔｕｄｉｏ 软件画出的酶分子 １ＩＥＰ 的 ６ 种表面形式（表
１ 详细列出 ６ 种表面信息），包括疏水表面（见图

５ａ）、电荷表面（见图 ５ｂ）、氢键受体和供体表面（见
图 ５ｃ）、溶剂可及性表面（见图 ５ｄ）、芳香环表面（见
图 ５ｅ）以及离子化表面（见图 ５ｆ）。
　 　 分子对接不仅仅在酶分子设计领域有着广泛应

用，也常常用于一些蛋白质功能的机理解释。 例如，
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生物杀虫剂有效成分通常是一些化学小分子物质，那
么实用的杀虫剂就需要可以抑制虫子中的一些受体

分子（通常为蛋白质），但是同时需要对人体内相应的

受体分子的没有抑制作用或者抑制作用相对弱一些。

在这种情况下，可以对杀虫剂的有效成分小分子与昆

虫以及人体内相应的蛋白质进行分子对接，并进行亲

和力和构象分析。 通常来讲，设计良好的杀虫剂小分

子对昆虫中相应蛋白质的亲和力会更强一些。

表 １　 不同类型的蛋白质表面

Ｔａｂｌｅ １　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｓｕｒｆａｃｅｓ

类型 主要表示形式

疏水表面 根据受体残基的疏水性创建一个表面，从蓝色表示亲水到棕色表示疏水。

电荷表面 创建由受体的原子电荷着色的表面。
氢键表面 创建一个氢键类型的表面，受体供体为绿色，受体为青色。

溶剂可及性表面 通过受体残基的溶剂可及性（从蓝色暴露到绿色，用于掩埋）创建表面着色。
芳香表面 为芳香环边缘创建一个蓝色表面，为芳香环面创建一个橙色表面。

离子化表面 通过受体残基的离子化能力创建一个着色的表面，从蓝色表示碱性到红色表示酸性。

图 ５　 蛋白质不同表面形式

Ｆｉｇ．５　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｕｒｆａｃｅｓ

　 　 除了计算酶分子和底物结合亲和力外，分子对

接结果还可以用于详细地分析活性区域以及相互作

用关键氨基酸，这在酶分子设计中可以对关键氨基

酸突变体设计提供一些设计思路。 分子对接是研究

底物和酶的重要手段之一。 某个底物能够激活生物

酶、靶点、受体信号的传递，这些都可以通过分子对

接方法进行相应的分析。
通常来讲，分子对接是进行酶分子设计的重要

手段之一。 但是，酶分子的实际应用不是简单的与

配体分子结合完成的。 通过生物实验的分离手段将

蛋白质分离后，其体外活性状态和其在生物体里（细
胞膜上或细胞液里）是不太一样的。 作为酶分子设
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计，做完分子对接后不是结束，后面组织、动物的实

验、或者工业实际应用，这一系列的问题都需要研究

通了。 生物体各系统是相互连贯的，而且多系统平

行。 因此，基于分子对接的酶分子设计或者底物设

计后续都要进行详细的实验验证。

３　 酶分子设计工具之动力学模拟

　 　 酶分子设计中另外一个常用到的方法是分子动

力学模拟（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｙｎａｍｉｃｓ ｓｉｍｕｌａｔｉｏｎ） ［２４ － ２５］。 经

典分子动力学的模拟过程一般是从一个定义好的构

型开始，这个构型可以是分子对接好的复合物也可

以只是一个蛋白质单体，之后使用牛顿运动方程来

计算蛋白质原子的动态轨迹。 对于酶分子体系中的

每一原子，所受的合力根据其与其他粒子之间的相

互作用来计算，这些相互作用通常以力场的形式进

行描述。 分子力场有时也被称为势函数。 一般分子

力场势函数包括以下几个部分：描述分子内成键作

用的项；键伸缩能：构成分子的各个化学键在键轴方

向上的伸缩运动所引起的能量变化；键角弯曲能：键
角变化引起的分子能量变化；二面角扭曲能：单键旋

转引起分子骨架扭曲所产生的能量变化；交叉能量

项：上述作用之间耦合引起的能量变化。 一个可靠

的分子力场对准确模拟出酶相应的动态变化构象具

有关 健 性 的 作 用。 目 前 常 用 的 分 子 力 场 是

ＣＨＡＲＭＭ 和 Ａｍｂｅｒ 等力场［２６］。 同时，分子力是分

子动力学模拟中的参数之一，分子力以粒子的质量

为加速度， 再加上粒子以前的位置和速度，这就决

定了一小段时间步长之后粒子的新位置。 目前常用

的分 子 动 力 学 模 拟 软 件 包 有 Ａｍｂｅｒ （ ｈｔｔｐ： ／ ／
ａｍｂｅｒｍｄ．ｏｒｇ）和 Ｇｒｏｍａｃｓ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｇｒｏｍａｃｓ． ｏｒｇ）
等。 通常来讲，长时间的分子动力学模拟（例如，１０
纳秒以上的模拟过程）对理解酶生物学功能背后的

原理以及酶分子设计非常有用。 通常来讲，模拟的

时间长度越长，相应的结果越可靠。 近些年新版本

Ａｍｂｅｒ［２７］软件（例如版本 ２１）通常通过 ＣＰＵ 多线程

以及 ＧＰＵ 等技术来提高模拟的速度进而缩短了分

子模拟程序运行时间。
在分子动力学模拟中也需要考虑酶分子所处的

溶剂环境因素，这样才能更准确地模拟出相应的动

态结果。 科学界已经证实一些酶分子变性后在去除

变性因素仍然可以恢复其之前的三维结构。 这表明

酶分子的序列及其所处的溶剂环境也一定程度上决

定其三维空间结构。 所以，在动力学模拟中，常常通

过调整不同的参数（例如溶剂的 ｐＨ 值）以及不同的

溶剂化环境（例如，水溶液、有机溶液或者水和有机

溶剂的混合体系）的方式来获得酶分子特定的动态

三维结构。 酶在有机相中催化反应过程有其特点：
例如，疏水性底物或者产物的溶解度增加；可以一定

程度抑制有水参与的副反应；酶一般不溶于有机容

易易于回收；一定程度减少微生物污染等。 因此，进
行动力学模拟时，需要指明酶所处的溶剂环境。 在

溶剂环境和结构确定的条件下，动力学模拟一般可

以模拟出酶的动态结构。
目前，经典分子动力学模拟 Ａｍｂｅｒ 网站［２７］ 提供

软件的下载和使用教程。 但可能由于动力学模拟需

要的计算量较大等原因，Ａｍｂｅｒ 网站目前还没有提

供可以直接提交数据就计算的网络服务器。 在用

Ａｍｂｅｒ 软件过程中，进行结合自由能计算与能量分

解通常用 ＭＭ－ＰＢＳＡ ／ ＧＢＳＡ 方法。 为了更深入地表

示蛋白和氨基酸残基之间的相互作用，一般研究工

作中会用相互作用能量和氨基酸残基数的一个关系

图表示，可以把每个残基对结合能的贡献算出来。
从使用的角度来说，分子动力学模拟一般主要分为

能量最小化（Ｍｉｎｉｍｉｚａｔｉｏｎ）、体系加热（Ｈｅａｔｉｎｇ）、平
衡（Ｅｑｕｉｌｉｂｒｉｔｉｏｎ）、数据采集（Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ）以及结果分

析等几个主要步骤。 同时要注意动力学模拟前需要

进行前体系溶剂化，并在体系中加抗衡离子等准备

步骤。 分子动力学模拟常用的时间单位是皮秒（符
号 ｐｓ）以及纳秒（符号 ｎｓ）。 经过一定时间长度的模

拟，通常可以获得上千个甚至数量更多的酶结构构

象。 结果分子中，一般通过聚类算法把这些构象进

行分类并筛选出具有代表性构象以此来观察酶的动

态结构［２８］。
在生物体内或者生物反应体系中，每个酶分子

结构都不是静止的，基本都像个小机器，有一定的构

象变化。 但结构生物学目前的晶体衍射实验手段通

常只能获得静止的三维结构图片。 ＮＭＲ 实验方法

可以获得一定范围内酶的动态结构。 为了揭示相应

分子机制，就要不断获得中间态的三维空间结构照

片，获得的动态帧数越多则相应机制解释得越精准。
动力学模拟可以用于模拟酶催化过程中的构象变化

以及计算这个成果中的自由能变化，找出酶催化过

程的关键氨基酸残基。 动力学模拟也可以用于模拟

酶与不同底物的结合状态，以及探索可能的催化机

理。 因此，基于分子动力学模拟得到的分子动态结

构是分子设计的重要信息之一，成为现有 ＮＭＲ 实验

方法获得酶动态结构的一种重要补充方法。

４　 小分子相关资源

　 　 从 小 分 子 数 据 库 ＰｕｂＣｈｅｍ［２９］ 中 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／
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ｐｕｂｃｈｅｍ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ）可以获得各种小分子的结

构文件和相应分子功能信息。 另外，ＰＤＢ（ｈｔｔｐｓ： ／ ／
ｗｗｗ．ｒｃｓｂ．ｏｒｇ）数据库中存储的虽然主要为蛋白质的

结构信息，但是其中不少蛋白质为复合物结构，在这

些复合物结构中也存在小分子结构，即也可以从

ＰＤＢ 数据库的蛋白质的复合物中获得小分子的结构

数据。 ＰＤＢ 数据库中同时存储着蛋白的突变数据，
这些突变体的不同突变位点对应着不同的性质，这
些突变位点数据为酶分子设计提供了重要参考信

息。 可以用序列比对和结构叠加等方法把这些位点

对应到目标酶上，从而可以根据模板的突变位点和

性质信息系完成初步的酶分子设计和优化。 对于未

知结构和结合位点的酶，可以使用一些预测工具，例
如密歇根大学的结构生物信息学实验室 ｈｔｔｐｓ： ／ ／
ｚｈａｎｇｇｒｏｕｐ．ｏｒｇ 网站，进行结构和功能位点的预测，这
样可以根据相应的预测结果进行分析。

除了从 ＰｕｂＣｈｅｍ 和 ＰＤＢ 等数据库直接下载小

分子外，小分子的结构也可以采用 ＣｈｅｍＯｆｆｉｃｅ［３０］ 以

及 Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ Ｓｔｕｄｉｏ 等软件进行直接绘制得到，并可

通过能量最小化等步骤优化其三维结构。 特别是对

一些比较新颖的小分子结构，一般从数据库中难以

直接获得其三维结构。 这种情况下，通过绘图软件

获得小分子的三维结构是可行的途径之一。 配体分

子与受体酶分子之间相互作用关系通常分为激活、
抑制、以及拮抗三种作用关系。 激活作用主要是指

配体提高了酶分子相应的活性。 与此相反，抑制作

用是指配体抑制了酶分子的活性。 受体拮抗剂，也
叫阻断剂，指能与受体结合，并能阻止激动剂产生效

应的一类配体物质。 拮抗作用系指两种以上分子合

并使用后，使激动剂作用反而减弱或消失，多数情况

下有拮抗作用的分子不宜配对使用。
一般而言，直接通过分子对接和分子动力学的

方式难以直接判断小分子对酶分子是激活、抑制、以
及拮抗三种作用中的哪一种。 为了分析具体的相互

作用类型，一般是通过实际的生物实验来判断小分

子和酶分子之间的作用关系。

５　 酶分子设计常用策略

　 　 目前，学术界关于酶分子设计通常采用定点突

变（Ｓｉｔｅ－ｄｉｒｅｃｔｅｄ ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ）的方法进行设计的主

要两个方向为提高酶分子的催化活性以及提高其稳

定性。 在分子设计中，提高酶分子的催化活性和提

高酶分子稳定性一般采用两种不同的策略。 提高酶

分子催化活性一般是以酶分子－底物的复合物（可以

是实验解析的复合物构象，也可以为分子对接的到

的复合物结果）中距离底物 ３－５ Å 距离范围内的酶

分子氨基酸进行突变，即在酶分子的活性口袋及其

附近进行位点突变；而提高酶分子稳定性则一般选

取远离酶分子活性中心区域的氨基酸进行突变。 有

时会进行多个位点协同突变，以期同时提高酶分子

的活性和稳定性。 提高酶分子的稳定性是让其更好

地适合工业应用。 虽然目前学术界已经筛选出了数

量众多以及种类多样的酶分子，但是在工业应用的

环境一般都是处于高温高压以及强酸强碱条件下，
大多数酶分子在这种情况下可能会失活或者不太稳

定。 因此，需要对酶分子进行设计和改造，使其在特

定条件下仍然可以起到一定的生物学功能甚至可以

提高其生物学功能。
表 ２ 中列出了用于酶分子设计不同目标的策

略。 从生物物理学的角度来看，提高酶的热稳定性

的分子设计策略一般是通过增加酶分子中化学键的

数量，包括共价键和非共价键的数量来提高酶分子

的热稳定性以及耐酸碱性等。 构成酶分子的原子间

通过共用电子对作用形成的化学键为共价键，共价

键一般包括肽键以及二硫键等。 非共价键包括主要

包括氢键、范德华力、盐键、疏水作用力、芳环堆积作

用、卤键等。 这些共价键和非共价键的化学键的数

量增多一般有利于提高酶分子的稳定性。 另外，酶
分子制剂也需要一定的稳定性以方便储存、运输以

及在实际在复杂环境中使用。 同时，降低酶分子聚

集性也是提高其稳定性的一个方面。 因此，提高稳

定性是酶分子设计中需要考虑的一个重要因素。
酶分子一般可以和许多功能类似的小分子分别

对接。 在这种情况下，可以分析这些小分子之间的

共性，一般可以通过药效团（Ｐｈａｒｍａｃｏｐｈｏｒｅ） ［３１］的方

式进行的。 药效团是特征化的小分子三维结构要素

的组合，可以分为两种类型。 一类是具有相同药理

作用的类似物，它们具有某种基本结构，即相同的化

学结构部分，如磺胺类药物、局麻药、受体阻断剂、拟
肾上腺素药物等；另一类是一组化学结构完全不同

的分子，但它们以相同或类似的机理与同一受体键

合，产生同样或者类似的药理作用，如己烯雌酚的化

学结构比较简单，但因其立体构象与雌二醇相似，也
具有雌激素样作用。 对药效团的分析可以找出底物

和蛋白质结合的关键区域，发现其中的规律，这为酶

分子设计提供一定的线索。 同时，生物实验中一般

通过易错 ＰＣＲ 的方法可以获得酶分子的突变体并

进行筛选。 易错 ＰＣＲ 一般通过调节体系中的 Ｍｇ２＋、
Ｍｎ２＋以及 ｄＮＴＰ 浓度来提高 ＰＣＲ 过程中的突变率。
在易错 ＰＣＲ 过程中，增加突变频率可以通过在每一

轮 ＰＣＲ 反应中使用低保真的 ＤＮＡ 聚合酶，改变
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ｄＮＴＰ 浓度（例如，使其中 １ 种 ｄＮＴＰ 浓度高于其他 ３
种），同时可以一定程度地提高二价阳离子 Ｍｇ２＋、
Ｍｎ２＋等在溶液中的浓度来达到。 同时，这是一个累

计的过程，可以通过多轮的易错 ＰＣＲ 过程调节最终

的突变率。 另外，随机突变也是酶分子设计的常用

策略之一。

表 ２　 用于酶分子设计的不同目标

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｏｂｊｅｃｔｓ ｉｎ ｅｎｚｙｍｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｅｓｉｇｎ

具体选项 设计内容

a⁃螺旋
考虑改变酶局部构象，定点突变考虑突变为a⁃螺旋最强生成的氨基酸，例如 Ｇｌｕ、Ｍｅｔ、Ａｌａ 和 Ｌｅｕ；避免采用a⁃螺旋最

强破坏的氨基酸，例如 Ｇｌｙ 和 Ｐｒｏ。

b⁃折叠 考虑突变为b⁃折叠最强生成的氨基酸，例如 Ｇｌｙ、Ａｌａ 和 Ｓｅｒ。

b⁃转角 考虑突变为最强b⁃转角生成的氨基酸 Ｇｌｙ、Ｐｒｏ、Ａｓｐ 和 Ｓｅｒ；避免采用最强破坏的氨基酸，例如 Ｉｌｅ、Ｖａｌ 和 Ｌｅｕ。

亲水氨基酸
考虑酶催化底物的亲疏水性，为增加酶分子相应区域的亲水性，可以增加亲水性氨基酸的数量。 亲水性氨基酸包括

苏氨酸（Ｔｈｒ）、丝氨酸（Ｓｅｒ）、半胱氨酸（Ｃｙｓ）、天冬酰胺（Ａｓｎ）、谷氨酰胺（Ｇｌｎ）、酪氨酸（Ｔｙｒ）。

疏水氨基酸
为增加酶分子相应区域的疏水性，可以增加疏水性氨基酸的数量。 疏水性氨基酸包括甘氨酸（Ｇｌｙ）、丙氨酸（Ａｌａ）、缬
氨酸（Ｖａｌ）、亮氨酸（Ｌｅｕ）、异亮氨酸（Ｉｌｅ）、苯丙氨酸（Ｐｈｅ）、色氨酸（Ｔｒｐ）、甲硫氨酸（Ｍｅｔ）、脯氨酸（Ｐｒｏ）。

酸性氨基酸
考虑酶催化底物酸碱性，为增加酶分子相应区域的酸性，可以增加酸性氨基酸的数量。 酸性氨基酸包括天冬氨酸

（Ａｓｐ）、谷氨酸（Ｇｌｕ）。

碱性氨基酸
为增加酶分子相应区域的碱性，可以增加碱性氨基酸的数量。 碱性氨基酸包括赖氨酸（Ｌｙｓ）、精氨酸（Ａｒｇ）、组氨酸

（Ｈｉｓ）。

减少空间位阻
在活性通道中选取一些非关键氨基酸，把这些氨基酸突变为丙氨酸或者甘氨酸等侧链较小的氨基酸，从而有利于底

物进入酶活性口袋，这样很可能可以一定程度上提升酶催化活性。

　 　 酶分子设计中常常也会考虑以增加二硫键

（Ｄｉｓｕｌｆｉｄｅ ｂｏｎｄ）的方式来提高稳定性。 二硫键是连

接不同肽链或同一肽链中，两个不同半胱氨酸残基

之间的化学键。 二硫键是一种比较稳定的共价键，
在酶分子中主要起着稳定肽链空间结构的作用。 一

般而言，一个酶分子中二硫键数目越多，则酶分子对

抗外界因素影响的稳定性就愈大。 在酶分子设计

中，也常常以提高酶分子整体二硫键数量的方式来

提高酶分子的稳定性。 一个区域打算设计为其他不

同的二级结构，那么可以从容易形成特定二级结构

的氨基酸中选取。 二级结构是分子设计中的重要内

容。 例如，１９８８ 年杜邦公司宣布，成功设计并合成了

由四段反平行a－螺旋组成为蛋白质。 另外，酶分子

相应区域的亲疏水性和酸碱性也是分子设计的考虑

因素。 在农业科学的研究中，常常以开发酶或者蛋

白质抑制剂的方式来设计农药分子。 因此，抑制剂

的开发也是酶学研究中的内容之一。 凡是能降低酶

促反应速度的物质统称为抑制剂。 表 ３ 中详细列出

了酶分子设计的常见策略。

表 ３　 酶分子设计中常用策略

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｏｍｍｏｎ ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｅｎｚｙｍｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｅｓｉｇｎ

设计目标 解决方案

提高酶分子稳定性（热稳定性、
耐酸碱性以及耐非水相环境等）

通过增加酶分子结构的刚性来提高稳定性。 通过 Ｂ 因子等指标来定位提高稳定性的关键区域；引入或

者增加二硫键；增加分子内氢键数量；改善内部疏水堆积；增加表面盐桥。 一般是在空间距离上比较接

近的氨基酸设计为能增加分子键的氨基酸。

提高酶分子和底物亲和力

减少底物进入活性空腔的位阻，扩大活性空腔；替换活性空腔电荷基团；对多肽链的剪切修饰等方法使

酶的活性中心形成或暴露出来，激活或者增强其酶活性；酶分子截短，酶的某些区域并非酶所必须，随
机或者特定地截短基因的改造也许可以改善酶的性质。

抑制酶活性

抑制酶活性主要用于农业中农药等的开发过程。 增加酶结构总体钢化性、活性口袋构象变化、去除激

活剂以及降低中间过渡态的稳定性等。 抑制剂与酶必需基团以共价键结合方式往往会导致不可逆的

抑制；而抑制剂与通过非共价键的方式与必须基团集合往往为可逆抑制。

设计特定区域二级结构
设计螺旋时，应选择 Ｌｅｕ、Ｇｌｕ 等容易形成螺旋的氨基酸；设计折叠结构时，应该选择 Ｖａｌ、Ｉｌｅ 等容易形成

折叠的氨基酸；设计转角时可以选择 Ｐｒｏ⁃Ａｓｎ 氨基酸对，因为这个氨基酸对容易形成转角。
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　 　 酶分子的聚合情况有时也是影响其功能的一个

重要方面。 一个酶分子的结构域数量一般是以其一

条链中所含结构域的个数进行确定的。 一般而言，
酶分子的结构文件中有几条链，那么这个酶分子就

是几聚体。 例如，漆酶（Ｌａｃｃａｓｅ）就有双聚体和三聚

体两种类型［３２］。 酶分子为几聚体的情况也可以做

为分子设计的内容之一。 例如，陈等［３３］ 就通过突变

氨基酸阻止蛋白质的二聚化来设计阻止肿瘤和炎症

发生的靶点。
酶分子设计的过程（见图 ６），首先需要通过结

构预测算法（例如，Ｉ－ＴＡＳＳＥＲ［３４］ ）或者搜索数据库

（例如 ＰＤＢ 和 ＡｌｐｈａＦｏｌｄ 数据库）等方法建立所研究

对象的结构模型，在此基础上进行结构－功能－应用

的关系研究，然后提出设计方案，通过实验验证后进

一步修正设计，这往往需要几次循环才能达到目的。
一般的分子设计工作通常可以按以下几个主要步骤

进行：
１）通过结构生物学实验或者同源建模等方法构

建目标酶分子的三维结构模型；
２）找出对所要求的性质有重要影响的位置和区

域。 提高酶催化活力一般是选取靠近活性口袋的氨

基酸，而提高酶稳定性一般选取远离活性口袋的氨

基酸。 提高酶稳定性选取远离酶活位置一般是为了

在提高酶稳定性的基础上不影响酶的活性，同时二

级结构区域一般选择为 ＬＯＯＰ；
３）对上一步中所选出位点上改变残基所得到的

突变体，一方面使突变体酶分子产生具有所要求的

性质，同时考虑残基的体积、疏水性等性质的变化所

带来的影响；
４）预测突变体的结构。 同时计算突变后的自由

能的改变量 ΔΔＧ ＝ ΔＧ（天然） － ΔＧ（突变），从能量

变化的角度来判断突变体是否符合要求，其中 ΔＧ
为折叠态和伸展态之间的吉布斯自由能差；

５）定性或定量计算优化所得到的突变体结构是

否具有所要求的性质。
一般而言，能否成功地进行酶分子设计，除了要

求有较为合理的设计方案外，一般还需要在研究过

程中探索相应酶所具有的结构化学和物理化学参数

等，最终设计出来的结构是否符合需求需要通过实

际生物学实验来进一步验证。

图 ６　 酶分子设计一般流程

Ｆｉｇ．６　 Ａ ｇｅｎｅｒａｌ ｆｌｏｗｃｈａｒｔ ｆｏｒ ｅｎｚｙｍｅ ｄｅｓｉｇｎ

６　 酶分子设计经典案例

　 　 表 ４ 中列出了酶分子设计相关的生物信息学软

件资源。 这些软件资源广泛的应用酶分子设计的研

究中。 近些年来国内外不少课题组都研发一些经典

的酶分子设计案例。 例如，Ｘｉａ 等通过比较三种酶

结构（嗜冷酶 ＶＰＲ、嗜中温酶 ＰＲＫ 和嗜热酶 ＡＱＮ），
并进行了多副本分子动力学模拟［３５］。 然后进行了

连续静电学计算和静电表面势的比较，实验结果表

明，静电特性差异有助于三种酶对不同温度的适应，

从而为进一步的酶工程、诱变以及分子设计研究提

供了基础［３５］。 在这个案例中，Ｘｉａ 等直接从 ＰＤＢ 数

据库中获得蛋白质晶体结果，之后使用 ＧＲＯＭＡＣＳ
软件进行多副本的分子动力学模拟，这样有助于较

为准确的模拟出酶催化过程的动态过程。 同时，作
者采用 ＶＭＤ 软件进行结构图形显示和分析。 在多

种分子作用力的比较中，静电作用为三种酶性质差

异的主要因素。
Ｔａｎｇ 等［３６］通过改进的标准化 Ｂ 因子指标以及

二级结构的 ＬＯＯＰ 方法来定位提高酶热稳定性的关

键区域，同时采用环嫁接策略提高枯草杆菌蛋白酶
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的热稳定性。 Ｂ 因子指标是晶体学中原子状态的

“模糊度”，其数值越大则相应部分构象就越不稳定

或者柔性越强。 因此，酶结构中 Ｂ 高因子区域的氨

基酸突变后，酶稳定性容易提高。 在这个案例中，
Ｔａｎｇ 等［３７］采用 Ｓｗｉｓｓ⁃Ｍｏｄｅｌ 网站对目标蛋白进行结

构建模，并用 Ｐｙｍｏｌ 软件进行 Ｂ 因子计算，之后采用

Ａｍｂｅｒ 软件进行分子动力学模拟。 Ｂ 因子法是这个

工作中筛选突变区域的主要标准。 筛选好相应区域

后，突变刚性更强的氨基酸残基，作者通过这种增加

了酶结构总体的刚性的方式进而提高了酶的热稳

定性。
Ｌｉｎ 课题组通过使用 ＡｕｔｏＤｏｃｋ 软件进行分子对

接以及 Ａｍｂｅｒ 软件进行分子动力学模拟等方法，筛
选出了谷氨酸突变为丙氨酸的突变策略，分别提高

了两种酶的催化活力［３８－３９］。 Ｌｉｎ 课题组主要采用定

位酶活性口袋附近氨基酸的策略，对底物结合以及

进入活性口袋的过程进行优化，进而进行突变提高

了酶活性。
Ｎｉｋｏｌａｉｖｉｔｓ 等［４０］ 对多酚氧化酶进行系统性研

究，对酶活性位点附近几个关键氨基酸残基进行突

变，并最终筛选出其中一种有效突变体（Ｇ２９２Ｎ，即
序列中 ２９２ 位的甘氨酸突变为天冬酰胺），这种突

变体可以提高酶活。 Ｌｙｕ 等［４１］ 通过基因工程改造

短乳杆菌提高谷氨酸脱羧酶的生产效率，和野生菌

株相比， 改造后的菌株生产效率有显著提高。
Ｎｉｋｏｌａｉｖｉｔｓ 和 Ｌｙｕ 这两个案例采用的策略和软件和

Ｌｉｎ 课题组的方法类似。

表 ４　 酶分子设计相关资源

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｒｅｌａｔｅｄ ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ ｆｏｒ ｅｎｚｙｍｅ ｄｅｓｉｇｎ

名称 资源特点

ＰＤＢ

ＰＤＢ 数据库通过链接 ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ．ｒｃｓｂ．ｏｒｇ 进行访问。 ＰＤＢ 数据库主要存储通过实验方法（Ｘ 射线晶体衍射、
核磁共振、电子显微镜方法等）解析出来的蛋白质的实际结构信息。 在这些结构信息中，有不少为酶分子的复

合物结构以及突变位点信息。 ＰＤＢ 数据库目前存储了约 １９ 万多个分子结构，但是相对于其他序列数据库，有
不少功能重要的序列仍然在 ＰＤＢ 数据库没有实验结构。

ＡｌｐｈａＦｏｌｄ
ＡｌｐｈａＦｏｌｄ 数据库可以通过链接 ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ．ａｌｐｈａｆｏｌｄ．ｅｂｉ．ａｃ．ｕｋ 进行访问。 ＡｌｐｈａＦｏｌｄ 数据库目前存储了超过

２ 亿个的蛋白质结构。 进行酶分子设计的不少结构可以从 ＡｌｐｈａＦｏｌｄ 数据库直接获得。 ＡｌｐｈａＦｏｌｄ 数据库存储

的结构数量多，预测精度也较为可靠，不过其中存储的大部分为预测的结构。

Ｉ－ＴＡＳＳＥＲ
Ｉ－ＴＡＳＳＥＲ 是一种经典的蛋白质结构预测算法，可以准确地预测蛋白质的三维结构信息。 Ｉ⁃ＴＡＳＳＥＲ 可以通过

链接 ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｚｈａｎｇｇｒｏｕｐ．ｏｒｇ ／ Ｉ－ＴＡＳＳＥＲ 访问。

ＰｕｂＣｈｅｍ
ＰｕｂＣｈｅｍ 是一个有机小分子生物活性数据，可以通过 ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｐｕｂｃｈｅｍ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ 访问。 酶分子设计中

用到的一些底物信息可以从 ＰｕｂＣｈｅｍ 数据库中下载。

ＡｕｔｏＤｏｃｋ
ＡｕｔｏＤｏｃｋ（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ａｕｔｏｄｏｃｋ．ｓｃｒｉｐｐｓ．ｅｄｕ）主要用于小分子和蛋白质的分子对接。 其用户图形化界面（ＧＵＩ）工具

为 ＡｕｔｏＤｏｃｋ Ｔｏｏｌｓ（ＡＤＴ），其高通量的筛选的版本为 ＡｕｔｏＤｏｃｋ Ｖｉｎａ。 ＡｕｔｏＤｏｃｋ 方法的使用主要通过下载该软

件到用户本地的电脑上进行安装和使用。

Ｚｄｏｃｋ
Ｚｄｏｃｋ 为大分子和大分子的对接程序，例如可以用蛋白质和蛋白质对接，以及蛋白质和 ＲＮＡ 对接。 Ｚｄｏｃｋ 可以

通过下载软件到本地电脑上使用，也可以通过在线网站 ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｚｄｏｃｋ．ｕｍａｓｓｍｅｄ．ｅｄｕ 使用。

Ｆｌｅｘｐｅｐｄｏｃｋ
Ｆｌｅｘｐｅｐｄｏｃｋ 主要用于蛋白质和多肽对接。 可以通过 ｈｔｔｐ： ／ ／ ｆｌｅｘｐｅｐｄｏｃｋ．ｆｕｒｍａｎｌａｂ．ｃｓ．ｈｕｊｉ．ａｃ．ｉｌ 在线使用。 也可

以通过下载的程序包使用。

Ａｍｂｅｒ

Ａｍｂｅｒ（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ａｍｂｅｒｍｄ．ｏｒｇ）为经典的动力学模拟软件之一。 其力场在多个主流的动力学模拟软件包中都得

到应用。 学术免费版本的 Ａｍｂｅｒ 可以通过 ＭＰＩＣＨ 以及增加 ＣＰＵ 等方式提高计算速度。 商业版的 Ａｍｂｅｒ 可
以通过 ＧＰＵ 显卡加速的方式提高计算速度。 目前 Ａｍｂｅｒ 程序主要提供 Ｌｉｎｕｘ 运行的版本，在 Ｗｉｎｄｏｗｓ 系统中

运行 Ａｍｂｅｒ 程序还较为困难。

Ｇｒｏｍａｃｓ
Ｇｒｏｍａｃｓ（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ．ｇｒｏｍａｃｓ．ｏｒｇ）可以用于蛋白质、核苷酸、糖等分子的模拟，可以进行分子动力学、随机动力

学或者路径积分方法模拟。 Ｇｒｏｍａｃｓ 是一个功能强大的分子动力学的模拟软件，其在模拟大量分子系统的牛

顿运动方面具有较大的优势。 Ｇｒｏｍａｃｓ 有提供可以在 Ｌｉｎｕｘ 以及 Ｗｉｎｄｏｗｓ 系统中运行的软件版本。

ＤＳＳＰ
ＤＳＳＰ（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｓｗｉｆｔ．ｃｍｂｉ．ｕｍｃｎ．ｎｌ ／ ｇｖ ／ ｄｓｓｐ）是用于从蛋白质结构中推导出各个氨基酸残基二级结构构象分类

的一种方法，是一种经典的二级结构定义和推导算法。

Ｐｓｉｐｒｅｄ
Ｐｓｉｐｒｅｄ（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｂｉｏｉｎｆ．ｃｓ．ｕｃｌ．ａｃ．ｕｋ ／ ｐｓｉｐｒｅｄ）是一种蛋白质二级结构预测算法。 可以从序列上直接预测其对应

的蛋白质二级结构，并且可以对每一个氨基酸残基预测结果进行可靠性评估。
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　 　 在以上这些例子中，分子对接、分子动力学模拟

以及生物物理学等方法都可以综合地应用于酶分子

设计中。 另外，分子对接和分子动力学模拟除了可

以用于筛选突变位点之外，也常常用于分子作用机

理的解释。 分子设计方法不仅仅局限于本文所论述

的这些策略，也可以考虑其他不同的方法。 例如

Ｐａｔｉｌ 等采用利用超声波对微生物培养过程中形成的

细胞束进行疏松，促进了菌体生长，产酶量提高以及

提高了酶活［４２－４３］。 但是使用超声波对酶机构的影

响，目前还没有明确的结论。 另外，通过酶固定化的

方法也是提高酶活力的方法之一［４４］。 例如，将酶固

定在纳米颗粒上可以减少酶解旋，通常可以提高酶

稳定性和催化性能。 酶经过固定化处理后通常稳定

性可以提高。 例如，Ａｓｌａｎｉ 等［４５］ 通过固定化胰蛋白

酶提高其活性和稳定性。 一些酶需要和金属离子结

合才能发挥其催化活性，例如漆酶是催化氧化反应

的一种多铜离子氧化酶，漆酶通常使用氧分子和铜

离子来启动催化过程。 因此，在一些酶分子设计中

可能还需要考虑金属离子的相互作用。
目前，开展酶分子设计的研究一般需要结合实

验验证进行，所以相应的研究成果一般发表在实验

类的杂志或者一些综合类的杂志中，例如这里所讨

论的一些案例发表在 Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ、
Ｅｎｚｙｍｅ ａｎｄ Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 以 及 Ａｐｐｌｉｅｄ
Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ａｎｄ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 等杂志上。

７　 总　 结

　 　 随着学术界对酶分子理解不断加深，酶分子设

计逐渐成为国内外不少课题组的研究内容之一。 酶

分子设计是在深入了解其序列、结构以及功能关系

的基础上进行的一种理性设计和改造方案，甚至可

以设计出自然界中还未存在的新结构。 酶的催化活

性通常取决其活性口袋特点，通常而言在酶总体结

构适合的范围内其活性口袋越大则酶活力可能越

高。 在合理范围内，扩大酶活性口袋通常有两个方

向，其一是设计更好的突变体；其二，改变酶所处的

溶剂环境，不同的溶剂环境会导致酶活性口袋的打

开或者关闭。
酶分子活性通常受其三维结构构象的显著影

响。 因此，酶分子设计一般是在其结构基础上进行

的改造，这是一个系统性过程。 酶分子是一个复杂

的体系，不少酶分子具有多靶点、整体性等特点。 酶

分子行使其生物学功能过程中一般由多个部分协同

发挥作用，重要和不重要部分只是相对而言的。 同

时，也可以通过优化酶分子所处的溶剂环境以及固

定化等方法提高酶的稳定性和催化活力和稳定性。
通过虚拟的氨基酸突变等技术设计更高催化活力、
高稳定以及选着性的酶是一种通用的方法。 近些年

生物信息学技术的发展，使酶分子设计方法在国内

外不少课题组都有一些基于计算方法的成功案例。
随着 ＰＤＢ 以及 ＡｌｐｈａＦｏｌｄ 等数据库提供的蛋白质结

构数量越来越多，基于结构的酶分子设计在未来将

很可能会得到较为广泛的应用。
简而言之，酶分子是一种重要的生物分子，目前

酶分子设计的主要方向有提高热稳定性、酸碱稳定

性、抗氧化性、提高酶的催化活力、提高催化底物专

一性、耐非水溶剂环境以及减少副作用等。 由于酶

分子结构、功能以及所处溶剂环境的复杂性，特定的

酶需要进行具体和详细分析后才能更好地设计出新

酶。 随着生物技术的不断发展，酶分子在学术研究

和工业生产中已经有越来越广泛的应用。 酶分子设

计目的就是为蛋白质工程提供设计方案，使酶及其

制剂产品更好地为生活和工业生产服务。 因此，掌
握酶和蛋白质的相应机理并进行合理的设计是科学

研究与商业研发的一个重要方向。 通常来讲，酶分

子设计是在其三维结构的基础上进行结构－功能－溶
剂环境－应用关系的研究。 酶分子设计之后，一般通

过实验验证后进一步修正和优化设计。
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［Ｊ］． Ｐｒｏｔｅｉｎｓ， ２０２０， ８８（８）：１０５０－１０５４． ＤＯＩ：１０．１００２ ／
ｐｒｏｔ．２５８７３．

［１９］ＬＯＮＤＯＮ Ｎ， ＲＡＶＥＨ Ｂ， ＣＯＨＥＮ Ｅ， ｅｔ ａｌ． Ｒｏｓｅｔｔａ Ｆｌｅｘ⁃
ＰｅｐＤｏｃｋ ｗｅｂ ｓｅｒｖｅｒ⁃⁃ｈｉｇｈ ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｏｆ ｐｅｐｔｉｄｅ⁃
ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ［Ｊ］． Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄｓ Ｒｅｓｅａｒｃｈ， ２０１１， ３９
（Ｗｅｂ ｓｅｒｖｅｒ ｉｓｓｕｅ）： Ｗ２４９ － Ｗ２５３． ＤＯＩ： １０． １０９３ ／ ｎａｒ ／
ｇｋｒ４３１．

［２０］ ＮＡＧＡＲ Ｂ， ＢＯＲＮＭＡＮＮ Ｗ Ｇ， ＰＥＬＬＩＣＥＮＡ Ｐ， ｅｔ ａｌ．
Ｃｒｙｓｔａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｋｉｎａｓｅ ｄｏｍａｉｎ ｏｆ ｃ⁃Ａｂｌ ｉｎ ｃｏｍｐｌｅｘ
ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｍａｌｌ ｍｏｌｅｃｕｌｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ ＰＤ１７３９５５ ａｎｄ ｉｍａｔｉｎｉｂ
（ＳＴＩ－５７１）［Ｊ］． Ｃａｎｃｅｒ Ｒｅｓｅａｒｃｈ， ２００２， ６２（１５）：４２３６－
４２４３．

［２１］ＫＡＤＵＫＯＶＡ Ｍ， ＣＨＵＰＩＮ Ｖ， ＧＲＵＤＩＮＩＮ Ｓ． Ｄｏｃｋｉｎｇ ｒｉｇｉｄ
ｍａｃｒｏｃｙｃｌｅｓ ｕｓｉｎｇ Ｃｏｎｖｅｘ⁃ＰＬ， ＡｕｔｏＤｏｃｋ Ｖｉｎａ， ａｎｄ ＲＤＫｉｔ
ｉｎ ｔｈｅ Ｄ３Ｒ ｇｒａｎｄ ｃｈａｌｌｅｎｇｅ ４［Ｊ］． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｏｍｐｕｔｅｒ－Ａｉ⁃
ｄｅｄ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｄｅｓｉｇｎ， ２０２０， ３４（２）：１９１－２００． ＤＯＩ：１０．
１００７ ／ ｓ１０８２２－０１９－００２６３－３．

［２２］ＳＰＩＴＺＥＲ Ｒ， ＣＬＥＶＥＳ Ａ Ｅ， ＪＡＩＮ Ａ Ｎ． Ｓｕｒｆａｃｅ⁃ｂａｓｅｄ ｐｒｏ⁃
ｔｅｉｎ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｏｃｋｅｔ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ［Ｊ］． Ｐｒｏｔｅｉｎｓ， ２０１１， ７９（９）：
２７４６－２７６３． ＤＯＩ：１０．１００２ ／ ｐｒｏｔ．２３１０３．

［２３］ＣＨＩＫＨＩ Ｒ， ＳＡＥＬ Ｌ， ＫＩＨＡＲＡ Ｄ． Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｌｉｇａｎｄ ｂｉｎｄ⁃
ｉｎｇ ｐｏｃｋｅｔ ｄａｔａｂａｓｅ ｓｅａｒｃｈ ｕｓｉｎｇ ｌｏｃａｌ ｓｕｒｆａｃｅ ｄｅｓｃｒｉｐｔｏｒｓ
［Ｊ］． Ｐｒｏｔｅｉｎｓ， ２０１０， ７８（９）：２００７－２０２８． ＤＯＩ：１０．１００２ ／
ｐｒｏｔ．２２７１５．

［２４］ＳＥＬＶＡＲＡＪ Ｃ， ＤＩＮＥＳＨ Ｄ Ｃ， ＰＡＮＷＡＲ Ｕ， ｅｔ ａｌ． Ｓｔｒｕｃ⁃
ｔｕｒｅ⁃ｂａｓｅｄ ｖｉｒｔｕａｌ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ａｎｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｙｎａｍｉｃｓ ｓｉｍｕｌａ⁃
ｔｉｏｎ ｏｆ ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ Ｇｕａｎｉｎｅ⁃Ｎ７ ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ
（ｎｓｐ１４） ｆｏｒ ｉｄｅｎｔｉｆｙｉｎｇ ａｎｔｉｖｉｒａｌ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ ａｇａｉｎｓｔ ＣＯＶＩＤ⁃
１９［ Ｊ］． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂｉｏｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ Ｄｙｎａｍｉｃｓ，
２０２１， ３９（１３）：４５８２－４５９３． ＤＯＩ：１０．１０８０ ／ ０７３９１１０２．２０２０．
１７７８５３５．

［２５］ ＤＯ Ｐ Ｃ， ＬＥＥ Ｅ Ｈ， ＬＥ Ｌ． Ｓｔｅｅｒｅｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｙｎａｍｉｃｓ
ｓｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ ｒａｔｉｏｎａｌ ｄｒｕｇ ｄｅｓｉｇｎ［Ｊ］． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｈｅｍｉｃａｌ
Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｎｄ Ｍｏｄｅｌｉｎｇ， ２０１８， ５８ （ ８）： １４７３ － １４８２．
ＤＯＩ：１０．１０２１ ／ ａｃｓ．ｊｃｉｍ．８ｂ００２６１．

［２６］ＢＥＵ Ｔ Ａ， ＦＡＲＣＡＳ Ａ． ＣＨＡＲＭＭ ｆｏｒｃｅ ｆｉｅｌｄ ａｎｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｄｙｎａｍｉｃｓ ｓｉｍｕｌａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｐｒｏｔｏｎａｔｅｄ ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｉｍｉｎｅ ［ Ｊ］．
Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｏｍｐｕｔａｔｉｏｎａｌ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ， ２０１７， ３８（２７）：２３３５－
２３４８． ＤＯＩ：１０．１００２ ／ ｊｃｃ．２４８９０．

［２７］ＨＯＦＦＭＡＮＮ Ｆ， ＭＵＬＤＥＲ Ｆ Ａ Ａ， ＳＣＨＡＦＥＲ Ｌ Ｖ．
Ａｃｃｕｒａｔｅ ｍｅｔｈｙｌ ｇｒｏｕｐ ｄｙｎａｍｉｃｓ ｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｉｍｕｌａｔｉｏｎｓ ｗｉｔｈ
ＡＭＢＥＲ ｆｏｒｃｅ ｆｉｅｌｄｓ［Ｊ］． Ｔｈｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｐｈｙｓｉｃａｌ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ
Ｂ， ２０１８， １２２（１９）：５０３８－ ５０４８． ＤＯＩ：１０． １０２１ ／ ａｃｓ． ｊｐｃｂ．
８ｂ０２７６９．

［２８］ＸＩＡＯ Ｘｉｕｃｈａｎ， ＺＥＮＧ Ｘｉａｏｊｕｎ， ＹＵＡＮ Ｙｕａｎ， ｅｔ ａｌ． Ｕｎ⁃

５４２第 ４ 期 　 苏绍玉，等：酶分子设计常用策略和进展



ｄｅｒｓｔａｎｄｉｎｇ ｔｈｅ ｃｏｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ
ｐａｔｈｗａｙ ｏｆ ｂｅｔａ２ ａｄｒｅｎｅｒｇｉｃ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｖｉａ ａ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｍｏｌｅｃｕ⁃
ｌａｒ ｄｙｎａｍｉｃｓ ｓｉｍｕｌａｔｉｏｎ［ Ｊ］． Ｐｈｙｓｉｃａｌ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ Ｃｈｅｍｉｃａｌ
Ｐｈｙｓｉｃｓ， ２０１５， １７ （ ４ ）： ２５１２ － ２５２２． ＤＯＩ： １０． １０３９ ／
ｃ４ｃｐ０４５２８ａ．

［２９］ＫＩＭ Ｓ， ＣＨＥＮ Ｊｉｅ， ＣＨＥＮＧ Ｔｉｅｊｕｎ， ｅｔ ａｌ． ＰｕｂＣｈｅｍ ２０１９
ｕｐｄａｔｅ： Ｉｍｐｒｏｖｅｄ ａｃｃｅｓｓ ｔｏ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｄａｔａ ［ Ｊ ］． Ｎｕｃｌｅｉｃ
Ａｃｉｄｓ Ｒｅｓｅａｒｃｈ， ２０１９， ４７（Ｄ１）：Ｄ１１０２－Ｄ１１０９． ＤＯＩ：１０．
１０９３ ／ ｎａｒ ／ ｇｋｙ１０３３．

［３０］ ＢＵＮＴＲＯＣＫ Ｒ Ｅ． ＣｈｅｍＯｆｆｉｃｅ Ｕｌｔｒａ ７． ０ ［ Ｊ］． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ
Ｃｈｅｍｉｃａｌ Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｎｄ Ｃｏｍｐｕｔｅｒ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ， ２００２，
４２（６）：１５０５－１５０６． ＤＯＩ：１０．１０２１ ／ ｃｉ０２５５７５ｐ．

［３１］ＳＣＨＡＬＬＥＲ Ｄ， ＰＡＣＨ Ｓ， ＢＥＲＭＵＤＥＺ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｅｘｐｌｏｉ⁃
ｔｉｎｇ ｗａｔｅｒ ｄｙｎａｍｉｃｓ ｆｏｒ ｐｈａｒｍａｃｏｐｈｏｒｅ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ［Ｊ］． Ｍｅｔｈ⁃
ｏｄｓ ｉｎ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙ， ２０２１， ２２６６：２２７－２３８． ＤＯＩ：１０．
１００７ ／ ９７８－１－０７１６－１２０９－５＿１３．

［３２］ＳＬＡＧＭＡＮ Ｓ， ＺＵＩＬＨＯＦ Ｈ， ＦＲＡＮＳＳＥＮ Ｍ Ｃ Ｒ． Ｌａｃｃａｓｅ⁃
ｍｅｄｉａｔｅｄ ｇｒａｆｔｉｎｇ ｏｎ ｂｉｏｐｏｌｙｍｅｒｓ ａｎｄ ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｐｏｌｙｍｅｒｓ： Ａ
ｃｒｉｔｉｃａｌ ｒｅｖｉｅｗ ［ Ｊ ］． Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ａｎｄ Ｂｉｏｌｏｇｙ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，
２０１８， １９（４）：２８８－３１１． ＤＯＩ：１０．１００２ ／ ｃｂｉｃ．２０１７００５１８．

［３３］ ＣＨＥＮ Ｘｕｅｈｕｉ， ＹＡＮ Ｈｕｉｗｅｎ， ＬＩＵ Ｄａｎ， ｅｔ ａｌ． Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ
ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ＡＡ９８ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｃｅｌｌｓ ｍｅｄｉａｔｅｄ ｂｙ ＣＤ１４６ ［ Ｊ］． ｉＳｃｉｅｎｃｅ， ２０２１， ２４ （ ５）：
１０２４１７． ＤＯＩ：１０．１０１６ ／ ｊ．ｉｓｃｉ．２０２１．１０２４１７．

［３４］ ＺＨＥＮＧ Ｗｅｉ， ＺＨＡＮＧ Ｃｈｅｎｇｘｉｎ， ＢＥＬＬ Ｅ Ｗ， ｅｔ ａｌ． Ｉ⁃
ＴＡＳＳＥＲ ｇａｔｅｗａｙ： Ａ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｐｒｅｄｉｃ⁃
ｔｉｏｎ ｓｅｒｖｅｒ ｐｏｗｅｒｅｄ ｂｙ ＸＳＥＤＥ［Ｊ］． Ｆｕｔｕｒｅ Ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ Ｃｏｍ⁃
ｐｕｔｅｒ Ｓｙｓｔｅｍｓ， ２０１９， ９９：７３－ ８５． ＤＯＩ：１０． １０１６ ／ ｊ． ｆｕｔｕｒｅ．
２０１９．０４．０１１．

［３５］ＸＩＡ Ｙｕａｎｌｉｎｇ， ＳＵＮ Ｊｉａｎｈｏｎｇ， ＡＩ Ｓｈｉｍｅｎｇ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎｓｉｇｈｔｓ
ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｅｌｅｃｔｒｏｓｔａｔｉｃｓ ｉｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ａｄａｐｔａｔｉｏｎ： ａ
ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｐｓｙｃｈｒｏｐｈｉｌｉｃ， ｍｅｓｏｐｈｉｌｉｃ， ａｎｄ ｔｈｅｒ⁃
ｍｏｐｈｉｌｉｃ ｓｕｂｔｉｌｉｓｉｎ⁃ｌｉｋｅ ｓｅｒｉｎｅ ｐｒｏｔｅａｓｅｓ ［ Ｊ ］． ＲＳＣ Ａｄ⁃
ｖａｎｃｅｓ， ２０１８， ８ （ ５２）： ２９６９８ － ２９７１３． ＤＯＩ： １０． １０３９ ／
Ｃ８ＲＡ０５８４５Ｈ．

［３６］ＴＡＮＧ Ｈｅｎｇ， ＳＨＩ Ｋｅ， ＳＨＩ Ｃｈｅｎｇ， ｅｔ ａｌ． Ｅｎｈａｎｃｉｎｇ ｓｕｂ⁃
ｔｉｌｉｓｉｎ ｔｈｅｒｍｏｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｔｈｒｏｕｇｈ ａ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｎｏｒｍａｌｉｚｅｄ Ｂ⁃ｆａｃ⁃
ｔｏｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｌｏｏｐ⁃ｇｒａｆｔｉｎｇ ｓｔｒａｔｅｇｙ［Ｊ］． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂｉｏｌｏｇ⁃
ｉｃａｌ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ， ２０１９， ２９４（４８）：１８３９８－ １８４０７． ＤＯＩ：１０．
１０７４ ／ ｊｂｃ．ＲＡ１１９．０１０６５８．

［３７］ＷＡＴＥＲＨＯＵＳＥ Ａ， ＢＥＲＴＯＮＩ Ｍ， ＢＩＥＮＥＲＴ Ｓ， ｅｔ ａｌ．
ＳＷＩＳＳ⁃ＭＯＤＥＬ： Ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｍｏｄｅｌｌｉｎｇ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ

ａｎｄ ｃｏｍｐｌｅｘｅｓ ［ Ｊ］． Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄｓ Ｒｅｓｅａｒｃｈ， ２０１８， ４６
（Ｗ１）：Ｗ２９６－Ｗ３０３． ＤＯＩ：１０．１０９３ ／ ｎａｒ ／ ｇｋｙ４２７．

［３８］ＳＵ Ｂｉｎｇｍｅｉ， ＷＵ Ｄｏｎｇｙａｎ， ＸＵ Ｘｉｎｑｉ， ｅｔ ａｌ． Ｄｅｓｉｇｎ ｏｆ ａ
ＰＬ１８ ａｌｇｉｎａｔｅ ｌｙａｓｅ ｗｉｔｈ ｆｌｅｘｉｂｌｅ ｌｏｏｐｓ ａｎｄ ｂｒｏａｄｅｒ ｅｎｔｒａｎｃｅ
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