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摘　 要：蛋白质酶是生物体内最重要的生物分子之一。 对酶的功能进行系统研究具有重要的科学研究价值和工业应用意义，
近年来，以计算机技术为基础的酶功能预测的方法不断发展与完善。 基于此背景，本文总结了基于计算方法的酶功能分析与

预测的主要方法，包括酶结合位点、分子对接、动力学模拟以及分子设计等内容。 同时，本文也对相应的发展趋势进行讨论和

展望。
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　 　 蛋白质是细胞生命活动的主要承担者之一，是
生物生长发育、遗传繁殖以及行使生物学功能的主

要物质基础［１］。 蛋白质酶是一种重要的生物分子，
在科学研究以及工业应用中都扮演着重要的角

色［２］。 近十几年来，随着蛋白质和酶序列数据的大

规模快速增长，其功能分析以也从传统分子生物学

实验转向实验结合计算机技术协同进行的路径，以
此来结合实验和计算模拟的双重优势，以期更好地

探索酶以及其他生物分子相应的生物分子机制［３］。
随着蛋白质和酶功能预测方法的研究得到广泛关

注，相应的计算和分析方法在生物信息学领域持续

不断发展和应用。 例如，基于三维空间结构和功能

的基础知识对酶分子进行设计和改造也是近几年

的研究热点之一［４］ 。 酶分子的设计有两个重要的

研究方向：提高酶的亲和力以及稳定性。 酶的亲

和力一般是指酶和底物的结合能力，也就是酶的

催化活力。 酶的稳定性包括热稳定性、以及耐酸

耐碱性等。 在一些经典的酶分子设计案例中，新
突变体可以同时优化酶的活力和稳定性。 在我们

课题组的前期工作中，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［５］ ，以及提高

了酶的热稳定性［６］。
酶与蛋白质的三维空间结构是分析其功能的重

要信息之一。 通常来说，酶和蛋白质的三维结构在

很大程度上决定了其生物学功能。 在 ＰＤＢ 结构数

据库［７］中，不少酶分子含有两条或多条多肽链，每
一条多肽链通常都有完整的三级结构，称为酶结构

的亚基 （Ｓｕｂｕｎｉｔ）。 亚基之间的结合力主要是疏水

作用，其次是氢键和离子键等作用力。 酶分子中各

亚基的空间排布及亚基接触部位的布局和相互作

用称为酶的四级结构。 酶功能的分析和其四级结

构有着紧密联系。 在结构生物学界，通常使用 Ｘ
射线衍射法、核磁共振以及电镜等实验手段来解

析其结构以及测定相应功能，但结构生物学的实

验成本太高以及耗时太长，进而难以开发出高通

量的结构与功能的实验测定方法。 从总体上看，
酶功能分析从上个世纪以来一直是生物信息学家

们面临的巨大科学挑战之一，科学家们付出了巨

大努力进行探索，进展十分迅速但是仍然存在不

少科学问题亟待解决。
简而言之，数以万种的物种已实现顺利测序，而

相应的蛋白质和酶序列却没有得到高质量的功能注

释，若直接投入湿实验分析需要投入大量的人力、经
费及时间等资源［８］。 因此，正逢高性能计算技术的

飞速发展，学术界与工业界皆希望借助计算机与模

拟技术来实现蛋白质以及酶的结构与功能自动分析

与预测，以取代繁琐的手工预测或者成为现有人工

注释的互补性方法。 这已成为新兴的生物信息学科

的重要研究方向之一。 科学家们正在使用序列搜

索、结构匹配和机器学习等尖端技术，通过结构已知

的蛋白质和未知蛋白质的对比分析等方法来预测和

分析未知酶和蛋白质的结构以及功能特点，从而一

定程度上解决酶功能分析的难题。 基于此，本文对

酶功能分析与预测方法进行系统性总结。

１　 蛋白质功能预测的主要方法

　 　 随着国际上对蛋白质和酶功能的持续关注，国
际蛋白质功 能 预 测 竞 赛 （ Ｃｒｉｔｉｃａｌ Ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ ｏｆ
Ｆｕｎｃｔｉｏｎ Ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ，ＣＡＦＡ）应运而生。 ＣＡＦＡ 的竞赛

网站为 ｈｔｔｐｓ：／ ／ ｗｗｗ． ｂｉｏｆｕｎｃｔｉｏｎｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ． ｏｒｇ ／ ｃａｆａ ／ 。
ＣＡＦＡ 竞赛的目标是大批量地测试现有计算方法预

测功能的性能，主要是系统性地测试不同算法预测

ＧＯ（Ｇｅｎｅ Ｏｎｔｏｌｏｇｙ）词条的能力。 ＧＯ 词条预测一般

包括分子功能、细胞过程以及细胞组分等预测和评

价。 另外，ＣＡＦＡ 竞赛也系统性测试不同方法对结

合位点（Ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅ）的预测性能。 ＣＡＦＡ 竞赛设计

原则为对不同方法非偏向性（Ｕｎｂｉａｓｅｄ）的评价。 这

个竞赛内容包括两个类型：１）真核生物类型的预

测；２）原核生物类型的预测。 不同的类型都提供一

定的测试样本，参与者在规定时间内对样本进行预

测并得到结果反馈给组织者，组织者将根据一定的

指标对结果进行评价。 ＣＡＦＡ 竞赛中对蛋白质功能

分析的方法可以归为以下几类［９］：
１．１　 基于同源性的功能预测方法

　 　 这种方法的理论基础是同源蛋白质以及酶通常

具有相似的功能。 由大量分子生物学研究可知，序
列相似的蛋白以及酶具有较高的同源性具有类似的

生物学功能。
一般而言，可以使用 ＢＬＡＳＴ［１０］ 和 ＣＬＵＳＴＡＬ［１１］

等比对工具找寻潜在的同源序列，从而进行蛋白质

或者酶同源性的比对及识别。 其主要方法是通过上

述序列对比工具寻找与未知功能的蛋白质或酶相近

的序列，从而把已知酶（或者蛋白质）序列的功能映

射到未知功能的酶序列上，这样完成基于序列比对

的功能信息注释。
但需要注意的是，紧密相关的酶并非总是具有

相同的功能，例如旁系同源酶可以进化出差距较大

的功能，故而同源性方法虽然简单但需要有较多的

专家或者背景知识介入。 一般而言，这种方法比较

适用于与功能已知的酶有较高同源性的新酶的功能

预测，在序列保守区稳定的酶功能分析中也可以使

用这个方法。 并随着序列之间相似性的降低，依靠

序列相似性建立起来模型的误差可能将增加。 现如

今，还没有明确的序列相似性阈值可用于界定酶功

能的相似性。
在图 １ 中，列出了对三条漆酶（Ｌａｃｃａｓｅ）包括

１ＫＹＡ、３ＰＸＬ 以及 ３Ｘ１Ｂ 序列的多序列比对结果。
这里的多序列比对由 ＣＬＵＳＴＡＬ 软件产生，并通过

Ｂｉｏｅｄｉｔ［１２］软件编辑。 文献中报道漆酶中有 １０ 个组

氨酸（Ｈｉｓ）会与 ４ 个铜原子进行相互作用［１３］，因此

漆酶中一般有 １０ 个组氨酸为保守氨基酸。 在这个

例子中，我们通过多序列比对结果分析，找出了与铜

离子相互作用的 １０ 个组氨酸（图 １ 中红色三角形标

注位置）。 从图中可以看出，三条漆酶的序列是不

太相似的，但是 １０ 个保守的组氨酸功能位点恰好比

对上。 通过本例进一步论证了可以通过序列比对寻

找酶中的保守和关键区域。 在这个多序列比对中，
虽然其他位置也有共同的组氨酸比对上，但是其他

位置的组氨酸并非是铜离子相互作用的组氨酸。 通

过序列寻找同源序列以及分析功能目前已经是学术

界通用的一种方法。
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图 １　 ３ 个漆酶序列的多序列比对

Ｆｉｇ．１　 Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｌａｃｃａｓｅｓ

１．２　 基于序列基序（Ｍｏｔｉｆ）的功能预测方法

　 　 基序有时也称为模体，一般是指蛋白质结构域

（Ｄｏｍａｉｎ）中表示特定氨基酸序列的亚单元，是与特

定的功能相关的多肽短片段，并体现结构域的多种

生物学作用。 序列基序是生物序列中具有一定生物

学功能的短片段，具有生物学意义的多重序列中出

现的子序列。 序列基序可以是完全不变的，也可以

是部分非保守区域可变的。 编程中的正则表达式与

生物序列中的基序有类似的概念，不少数据库（例
如 Ｐｒｏｓｉｔｅ［１４］）采用正则表达式进行基序表示。

　 　 基序可以用来预测蛋白质在细胞中合成后被

送到哪里，即蛋白质的亚细胞定位。 总的来说，基
于基序的酶功能预测分析方法可以归为一种序列

局部特征分析的方法。 序列局部特征分析方法又

称为从头预测方法，该方法不依赖于蛋白质序列

的全局比对，而是通过统计一组已知的具有相同

功能的蛋白质序列的组成及生化特性等局部特征

并建立分类模型，将具有相近或相似特征的序列

看作同源序列再划为同一类，从而进行蛋白质和

酶功能预测。
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图 ２　 蛋白 １Ｎ５５ 中包含的一个功能模体 ＰＳ００１７１
Ｆｉｇ． ２　 Ａ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｍｏｔｉｆ ＰＳ００１７１ ｉｎ １Ｎ５５ ｐｒｏｔｅｉｎ

　 　 一些数据库，例如 Ｐｆａｍ［１５］ （ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｆａｍｉｌｉｅｓ
Ｄａｔａｂａｓｅ） 以及 Ｐｒｏｓｉｔｅ，可以用于分析蛋白质以及酶

的结构域和基序， 这为深入分析酶功能分析提供一

定的依据。 考虑到序列突变以及随机性的情况，通
过多序列比对识别基序可能比直接通过正则表达式

匹配的方法更可靠，可以获得更少的假阳性。 因为，
多序列比对可以分析多条酶序列之间共同的保守区

域和模体，这样得到的结果通常更加可靠。 若一个

模体在同一个多序列比对的多个酶中同时出现，则
其为真阳性的概率显然更高。

在图 ２ 中，把蛋白质 １Ｎ５５（ＰＤＢ 号）的序列输

入网站 ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｍｙｈｉｔｓ．ｓｉｂ．ｓｗｉｓｓ ／ ｃｇｉ－ｂｉｎ ／ ＰＦＳＣＡＮ 进

行模体搜索，搜索到 １Ｎ５５ 序列中的 ＡＹＥＰＬＷＳＩＧＴＧ
（序列位置为 １６６－１７６）匹配上 Ｐｒｏｓｉｔｅ 数据库中的

模体 ＰＳ００１７１，这与已有的文献报道基本一致［１６］。
图 ２ 中这个模体对应的区域标注为红色。
１．３　 基于三维结构的功能预测方法

　 　 由于蛋白质三维结构（也包括酶的结构）通常

比其序列更为保守，因此结构相似性是两种或两种

以上酶功能相似的良好指标。 针对许多酶没有实验

结构的情况，可以采用预测的三维模型。 在许多情

况下，代表活性位点或结合位点的特定基序的三维

结构可以被靶向结构比对，这种情况下可以不用整

个蛋白质结构的信息。 通过已知靶点的模板数据库

的结构比对，可以使用新的蛋白质和酶结构来预测

特定的功能位点。
　 　 结构比对可以用于判断两个蛋白质或者酶之间

是否有相似的功能。 在图 ３ 中，列出了 ＳＣＯＰｅ［１７］数

据库中两个蛋白质 ｄ１ｗ０ｍａ＿和 ｄ２ｖｘｎａ＿之间结构比

对的结果， 在图中 ｄ１ｗ０ｍａ＿与 ｄ２ｖｘｎａ＿分别以红色

和绿色渲染。 这两个蛋白（ ｄ１ｗ０ｍａ＿和 ｄ２ｖｘｎａ＿为
ＳＣＯＰｅ 数据库中蛋白质的名称）同属于 ＳＣＯＰｅ 数据

库中的同一个家族（家族编号为 ｃ．１．１．１），同属于磷

酸丙糖异构酶。 一般而言，在 ＳＣＯＰｅ 数据库中属于

同一个家族的蛋白之间，是具有结构以及功能上的

相似性的。 从图 ３ 中，可以清晰地看出，这两个蛋白

质之间结构是非常相似的。

图 ３　 ２ 个磷酸丙糖异构酶之间的结构比对

Ｆｉｇ．３　 Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ｔｗｏ ｔｒｉｏｓｅ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ｉｓｏｍｅｒａｓｅｓ

　 　 蛋白质结构分类（ＳＣＯＰｅ）数据库主要是根据蛋

白质结构域的结构和氨基酸序列的相似性对蛋白质

结构域进行人工分类。 这种分类的动机是确定蛋白

质和酶的进化关系。
１．４　 基于基因组背景的功能预测方法

　 　 基于基因组背景的方法一般广泛应用于预测蛋

白质以及酶的进化关系，也称为系统发育树的方法。
两个或多个酶在多个物种的蛋白质组中频繁共同出

现。 这可能表示这些酶之间具有生物学功能上的关

联性或者一致性，这与机器学习算法中的关联分析

类似。 同源性的方法可以用于识别蛋白的分子功

能，而基因组背景的方法可以用于预测蛋白参与的

细胞或者生物学过程。 例如，参与物种中参与信号

转导的蛋白可能具有相似的基因组背景。
１．５　 基于机器学习的功能分析算法

　 　 除了以上提到的 ４ 种方法之外，学术界还常常

通过从序列层次上直接预测蛋白质或者酶的功能。
这类方法一般直接通过机器学习［１８］ 算法进行建模。
这类方法一般可以分为以下几个主要步骤： 类标签

定义、特征提取和筛选、训练模型和实际分类预测

等。 其中，类标签定义就是把功能预测问题转化为

一个分类问题。 特征提取，就是构造和酶功能分类

相关的一些序列和结构参数，这个过程主要涉及序

列特征的定义和提取，常用的特征包括氨基酸组成、
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二级结构、溶剂表面可及性、结构域、序列模体等；特
征选择主要是对特征提取阶段提取的特征集进行数

值化，同时去除噪声和去冗余等操作。 这部分的内

容在数据建模过程中称为特征工程；之后，利用机器

学习方法建立一个分类模型，并对模型的准确率进

行评估，最终使用该模型对未知功能的酶序列进行

功能预测。
这类基于机器学习的算法与前面四种方法有一

定的互补性。 然而这类方法也有一定的局限性，特
定分类问题的特征选取策略、以及正负样本比例选

取策略对分类模型的性能都有一定的影响。 在实际

建立分类模型时常常发现，已知的具有某一功能的

酶序列较少（正样本） 、已知的不具有该功能的蛋白

质序列不确定，训练模型时正样本和负样本集比例

不平衡对模型的实际预测性能的影响也比较大。 另

外，不少酶可能同时具有多个功能，简单将功能预测

问题看成二分类或者简单多类分类问题，会忽略个

体酶功能多样性的特点。

２　 通过分子对接分析酶与底物相互

作用

　 　 一般可以通过结构分析、模板信息以及文献调

研等方式分析出酶的结合位点（Ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅｓ），之后

结合 活 性 口 袋 信 息 进 行 进 一 步 的 分 子 对 接

（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｏｃｋｉｎｇ）。
分子对接是在找到酶结合位点后进一步分析其

与底物相互作用的一种方法，也就是通过计算模拟的

方法推测出酶与底物之间的构象关系。 分子对接是

分子模拟的重要方法之一，是两个或多个分子之间通

过空间匹配和能量匹配的相互识别，形成分子复合

物，并对复合物结构进行预测的过程。 其核心概念是

对受体和配体分子形成复合结构进行预测。 分子对

接方法在药物设计、材料设计等领域均具有广泛的应

用。 且由于在整体上考虑配体与受体的结合效果，可
以较好地避免了局部作用优、整体欠佳的情况。

配体与受体相互作用是分子识别的过程，主要

包括静电作用、氢键作用、疏水作用、范德华作用等。
通过计算，可以预测两者间的结合模式和亲和力，从
而进行药物的虚拟筛选。 从对接方法的角度来，分
子对接可以分为以下三类：１）刚性对接；２）半柔性

对接；３）全柔性对接。 刚性对接是指在对接的过程

中，参与对接的受体与配体分子构象不发生变化，仅
改变分子的空间位置与姿态。 如锁匙模型，受体和

配体均为刚性，进行刚性对接。 刚性对接通常用于

考察大分子之间的对接，如蛋白质－蛋白质（例如，
酶与抑制剂之间的对接）之间的作用和蛋白质－核
酸之间的作用。 半柔性对接是指允许对接过程中配

体（例如，小分子）构象发生一定程度的变化，但通

常会固定大分子的构象，也即受体刚性，配体柔性。
全柔性对接是指允许研究体系的构像发生自由变

化，由于变量随着体系的原子数呈几何级数增长，因
此柔性对接方法的计算量非常大，消耗计算机时很

多，适合精确考察分子间识别情况。 如诱导契合模

型，其受体和配体均为柔性。 不少软件 （ 例如

Ａｕｔｏｄｏｃｋ ｖｉｎａ［１９］ ）通过设置，可以进行半柔性或者

全柔性对接。 不过，由于全柔性的时间耗时长，所以

在实际的全柔性对接中也仅仅选择受体上的几个关

键氨基酸进行可以自由旋转的全柔性对接。 表 １ 中

列出了几个经典以及具有代表性的分子对接程序。

表 １　 几种代表性的分子对接程序

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｅｖｅｒａｌ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｏｃｋｉｎｇ ｐｒｏｇｒａｍｓ

对接方法 适用体系 主要特点 网址

Ａｕｔｏｄｏｃｋ 大分子与小分子之间对接
Ａｕｔｏｄｏｃｋ 软件的 ｖｉｎａ 版本适用于高通量

小分子筛选，需要下载本地化使用。
ｈｔｔｐ： ／ ／ ａｕｔｏｄｏｃｋ．ｓｃｒｉｐｐｓ．ｅｄｕ

Ｚｄｏｃｋ 大分子与大分子之间对接
简单易用，可以直接通过网站提交使用，

也可以下载本地化使用。
ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｚｌａｂ．ｕｍａｓｓｍｅｄ．ｅｄｕ ／ ｚｄｏｃｋ

ＦｌｅｘＰｅｐｄｏｃｋ 蛋白质与多肽之间对接
可以直接在网站上提交，也可以通过

下载 Ｒｏｓｅｔｔａ 软件使用这个算法。
ｈｔｔｐ： ／ ／ ｆｌｅｘｐｅｐｄｏｃｋ．ｆｕｒｍａｎｌａｂ．ｃｓ．ｈｕｊｉ．ａｃ．ｉｌ

　 　 分子对接在生物信息学中有诸多的应用。 计算

机辅助药物设计的方法学可以分为基于配体的药物

设计和基于受体的药物设计。 基于受体的药物设计

方法是通过受体的特征及受体和药物之间的相互作

用方式来进行药物设计的方法。 主要方法为分子对

接和从头设计。 分子对接的应用范围包括：１）虚拟

筛选；２）机理解释；３）先导优化。 一般可以通过分子

对接进一步深入地分析蛋白质酶的生物学功能。 分

子对接模型最早可以追溯到 １８９４ 年 Ｆｉｓｃｈｅｒ 提出的

锁匙模型。 锁和钥匙相互识别的首要条件是它们在

空间形状上要完美匹配，但药物分子和靶蛋白之间

的识别比锁匙模型更为复杂，再结合过程中，受体和
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配体需要适应对方，已达到诱导契合。 实验和计算

得到的模型与生物体中真实的蛋白结构都存在一定

误差，因此在对接过程中的一些区域采取柔性对接，
这样处理有可能修正相应的结构误差。

“酶－蛋白质”与“酶－核酸”大分子间的对接最

常用的为 Ｚｄｏｃｋ［２０］ 和 Ｒｏｓｅｔｔａ［２１］ 等程序。 这些程序

可以从单个酶结构出发，用计算的手段确定酶与底

物的复合物的空间结构。 Ｚｄｏｃｋ［２０］ 是一种基于快速

傅里叶变换的刚性蛋白对接程序，由波士顿大学

Ｗｅｎｇ 研究组创建，Ｗｅｎｇ 研究组相继开发出优化程

序 ＲＤＯＣＫ 和单独的打分程序 ＺＲＡＮＫ。 Ｚｄｏｃｋ 采用

快速傅里叶转化，根据蛋白质间形状匹配（去溶剂作

用、静电作用）搜索分子间结合模式的刚性对接。 主

要预测领域为：蛋白－蛋白相互作用；抗原抗体相互

作用；酶－ＤＮＡ 相互作用的结合预测等。
Ｚｄｏｃｋ 软件的使用流程如下：产生对接构象，使

用 Ｚｄｏｃｋ 软件进行打分，形状互补性越好，打分越

高；过滤聚类对接构象，通过计算静电、范德华力、去
溶剂化能等，使用 ＺＲＡＮＫ 对对接构象进行冲打分，
能量值越低，结构越稳定，得分越低。

ＦｌｅｘＰｅｐＤｏｃｋ ［２２］是基于 Ｒｏｓｅｔｔａ 软件包中开发出

的一种蛋白质与多肽对接方法，这种方法可以提供

一种高分辨率的多肽分子对接。 ＦｌｅｘＰｅｐＤｏｃｋ 方法

的网站为 ｈｔｔｐ： ／ ／ ｆｌｅｘｐｅｐｄｏｃｋ． ｆｕｒｍａｎｌａｂ．ｃｓ．ｈｕｊｉ． ａｃ． ｉｌ ／
ｉｎｄｅｘ．ｐｈｐ。 Ａｕｔｏｄｏｃｋ ｖｉｎａ 算法主要用于大分子和小

分子对接（例如，酶和底物之间的对接）。 分子对接

完成之后，可以分析酶和底物之间的相互作用关系。
例如可以通过 Ｌｉｇｐｌｕｓ［２３］ 等软件进行相互作用的可

视化以及分析等。
对于分子对接而言，可以分为酶－小分子、酶与

其他大分子、以及酶与多肽之间的对接过程。 由于

对接体系的不同，由于使用到的能量函数不同，所以

研究人员需要选择特定的程序进行对接。 目前还未

形成一个统一的能量体系或者计算公式，以及未存

在可以智能地选择特定对接能量体系的程序。 另

外，对接过程中，界面氨基酸（Ｉｎｔｅｒｆａｃｅ ｒｅｓｉｄｕｅｓ）以及

结合口袋的选择往往是决定对接结果与实验结果是

否接近的一个关键因素，目前这个部分主要依靠科

研人员根据实验背景以及经验选择，所以具有一定

的不确定性以及可以改进的空间。

３　 通过分子动力学模拟进一步深入解

释酶作用机理

　 　 分子对接得到的复合物（例如酶和底物的复合

物）是一种静态的结构。 另外，结构生物学目前通过

实验手段大多数情况下也只能获得静止的蛋白质和

酶的三维结构构象。 为了深入揭示相应生物分子机

制，就要不断获得中间态的三维结构构象信息，获得

的这种情况的三维动态构象越多，相应分子机制则

解释得越精准及深入。 分子动力学就是通过计算机

模拟得到这种中间态构象的一种计算模拟方法。
分子动力学模拟一般主要分为体系准备、能量

最小化、加热、平衡、采样以及后续动态结构分析等

步骤。 动力学模拟是研究酶的作用机制的重要方法

之一。 常 用 的 分 子 动 力 学 方 法 有 Ａｍｂｅｒ［２４］、
Ｇｒｏｍａｃｓ［２５］ 以及 Ｎａｍｄ［２６］ 等。 为了更深入地表示蛋

白和氨基酸残基的相互作用，一般文献中会用相互

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。 每个分子结构

不是静止的，基本都像个小机器，有一定的变化，通
过动力学模拟的方法可以一定程度上分析这种动态

状态。 虽然经过几十年的发展，分子动力学模拟还

是存在一些待改进的方面和可持续发展的方向。 例

如，大多数的分子动力学模拟软件包的命令行数量

较多以及使用也相对复杂，另外模拟时间一般较长，
对计算机的软件和硬件要求都相对较高。 未来若能

开发出使用更加简单易用的分子动力学模拟软件，
也许是可以让更多实验科学使用分子动力学方法的

可行途径之一。
在酶机理的解释中，分子动力学模拟往往是关

键的一个重要步骤。 但是动力学模拟由于计算量大

以及后续的分析需要较为专业的计算模拟基础知

识，对于实验科学家而言，应用起来有一定的门槛。
更重要的是，由于计算量大，目前学术界较为缺少可

以直接提交数据就可以进行动力学模拟的网站和服

务器。 生物信息学界开发并提供更多的可以直接提

交数据就可以全自动进行动力学模拟的程序和网站

也许是具有发展前景的一个重要方面。

４　 酶分子设计是功能分析的实际应用

　 　 学术界分析以及预测酶的功能是为了进一步改

进其功能。 酶分子设计是酶工程和科学研究的主要

内容之一。 酶工程就是科学家们在了解酶空间结构

及其功能关系，并且在熟练掌握基因操作技术的基

础上，设计和改造酶，借以改善酶的物理和化学性质

以满足特定的科学研究以及工业应用的需求。 例

如，提高酶的热稳定性、酶的专一性等，使之更好地

为人类所用。 酶分子设计就是为有目的的酶质改造

提供设计方案。 按照改造部位多与少可分为三类：
小改、中改以及大改。 小改一般是指可通过几个位
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点的定位突变或化学修饰来实现；中改一般是对来

源于不同蛋白的结构域进行拼接组装以达到酶性质

的优化组合；大改则是完全从头设计新的酶。 提高

酶的亲和力是酶分子设计的一个重要方面。 一般可

以把一些非关键氨基酸突变为丙氨酸或者甘氨酸，
以减少小分子进入相应位置的空间阻力。 另外，考
虑到酶中与底物距离较近的氨基酸可能为关键氨基

酸。 所以学术界常常以分子对接结果为输入；在对

接结果的复合物中，选择底物（通常为小分子） ３ －
５Ａｎｇｓｔｒｏｍ 范围的氨基酸；把选择的氨基酸突变为另

外 １９ 种氨基酸重新计算结合能量，若所计算得到的

结合能变小，那么这个突变则可以通过实验的方法

进一步验证。 提高酶的热稳定性是酶分子设计的另

外一个重要方向。 对提高酶热稳定性有一个经验性

策略： 把远离酶活性位点的无规则卷曲（ＬＯＯＰ）区

域的甘氨酸突变为谷氨酸。 这个策略的主要原理为

谷氨酸相比甘氨酸刚性更强，以及可以形成更多的

分子键。 另外，可以考虑把一些空间距离比较近的

氨基酸同时突变为 ＣＹＳ 让酶形成更多二硫键。 在没

有合适的方案情况下，也可以采用随机突变的方法

寻找合适的突变位点，一般可以通过易错 ＰＣＲ 的实

验方式进行随机突变。 有时为了同时提高亲和力和

热稳定性，会采用双靶点或者多靶点共同改进以提

高酶的性能。

５　 总　 结

　 　 酶功能分析中一般综合利用基于同源性方法、
模体、三维空间结构、基因组以及蛋白质组上下文、
文献调研以及实验等进行酶功能的基础分析。 之后

分析复合物结构，根据相应体系选择合适的对接程

序进行复合物结构的构象预测。 分子对接完成之

后，利用分子动力学模拟算法进行深入分析和机理

解释。 酶是一个复杂的体系，不少酶具有多靶点、整
体性以及动态性等特点。 酶行使功能过程中一般由

多个部分协同发挥作用，重要和不重要的区域都只

是相对而言的。
分子对接可以分析酶与底物的相互作用关系。

动力学模拟可以更深入地解释相应的作用机理。 简

而言之，分子对接和动力学模拟在酶功能分析方面

都有重要应用，但也都存在一定的可改进空间。 功

能分析是酶分子设计的基础。 酶分子设计通常采用

点突变或者改变相应氨基酸片段提高酶亲和力与热

稳定性，这需要对酶结构的每个基团以及功能结构

域系统分析和准确定位。 酶分子设计时一般需要准

确分析出活性位点，之后常常采用在重要区域（例

如，Ｌｏｏｐ 区）再设计提高其催化效率和亲和力。 酶

分子设计的策略还包括通过对底物、产物的分子通

道和路径再设计来减少产物抑制，同时减少空间位

阻来提高催化效率和亲和力；通过对蛋白质内部氢

键、盐桥、二硫键再设计来改善蛋白质的热稳定性；
采用多种方法拓宽蛋白质分子的最适温度和 ｐＨ 范

围；若可以同时提高酶的热稳定性和亲和力则为优

良的分子设计策略。
本文系统性地总结了酶功能分析和预测的主要

方法，包括酶结合位点、分子对接、分子动力学模拟

以及分子设计等。 由于近些年来学术界在酶结构预

测方面的持续进展，特别是 ＡｌｐｈａＦｏｌｄ 等高精度结构

预测方法的出现，可以让更多的实验人员依靠计算

方法获得相对可靠的蛋白质结构。 这让基于结构的

酶功能分析成为未来发展的一种方法。 综上所述，
功能分析也许会是未来学术界对酶研究的一个重要

方面。
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