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计算机辅助糖苷酶分子设计与改造研究进展
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摘要: 糖苷酶作为一种重要的生物催化剂ꎬ 在工业生物催化领域有着广阔的应用前景. 但天然糖苷酶存在催化活

性低、 热稳定性和底物选择性差等缺点ꎬ 严重限制了它在规模化生产中的推广应用. 近年ꎬ 有关糖苷酶催化机制

与结构功能关系的研究备受关注ꎬ 特别是计算机辅助酶设计在相关研究领域发挥着越来越重要的作用. 我们综述

了糖苷酶分子设计改造过程中应用的计算机辅助方法: 包括同源比对、 分子对接以及动力学模拟ꎻ 阐述了这些计

算方法在糖苷酶的结构与功能关系解析、 酶催化分子机制、 酶催化性能改造方面的应用现状. 最后ꎬ 对开发智能

精准的计算分析方法的新发展趋势进行了展望.
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　 　 糖苷酶 ( Ｇｌｙｃｏｓｉｄｅ ｈｙｄｒｏｌａｓｅꎬ ＧＨꎬ ＥＣ３. ２. １)
是广泛存在于动物、 植物、 微生物体内的一类

水解酶ꎬ 根据其水解底物的不同ꎬ 可分为淀粉酶

(ＥＣ３.２.１.１)、 纤维素酶 ( ＥＣ３. ２. １. ４)、 木聚糖酶

ＥＣ３.２.１.８)、 β￣葡萄糖苷酶(ＥＣ３.２.１.２１)等 １９５ 种

酶. 目前ꎬ 碳水化合物活性酶数据库(ｗｗｗ. ＣＡＺｙ.
ｏｒｇ)根据氨基酸序列相似度大于 ３０％的原则ꎬ 可将

糖苷酶具体分为 １６７ 个家族 ＧＨ１￣ＧＨ１６７ꎻ 根据其催

化功能的活性中心结构域的不同ꎬ 又可将这些家族

归纳为 ＧＨ￣Ａ—ＧＨ￣Ｒ１８ 个族. 同一家族的糖苷酶由

于具有相似的活性中心结构ꎬ 所以往往具有相同的

催化机制ꎬ 根据催化反应时底物糖环构象的立体化

学行为ꎬ 将糖苷酶的催化反应机制分为底物构象保

持型和底物构象反转型[１－２](见图 １).

图 １ 糖苷酶催化机制

Ｆｉｇ.１ Ｒｅａｃｔｉｏｎ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ ｇｌｙｃｏｓｉｄａｓｅｓ

　 　 糖苷酶在工业、 生物医药、 食品等领域有着重

要的应用价值ꎬ 如木质纤维素的生物降解、 疾病治

疗及糖苷化合物的生物催化转化[３－４] . 然而ꎬ 大多

数天然糖苷酶的催化活性、 稳定性及底物选择性难

以满足实际应用要求ꎬ 需通过有效的酶工程策略对

其结构和功能进行改造优化[５] . 传统的定向进化技

术虽在酶分子改造领域取得了很多进展ꎬ 但它往往

建立在多轮有益突变叠加的基础上ꎬ 存在突变体库

大、 筛选工作量大的问题[６] . 随着计算机技术和先

进算法的不断开发与完善ꎬ 以及蛋白质序列、 结构
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等生物信息的不断丰富ꎬ 计算机辅助酶分子设计已

成为酶工程研究的重要手段[２ꎬ７] . 计算机辅助酶设

计结合了计算化学和生物信息学的方法ꎬ 通过理论

计算便可获得传统实验技术难以得到的数据ꎬ 在蛋

白质结构与功能、 酶分子改造等研究领域发挥着越

来越重要的作用[８－９] . 利用同源比对、 分子对接以

及动力学模拟等计算机辅助方法ꎬ 人们可以更深入

地研究糖苷酶的结构特征、 酶催化过程中的构象变

化ꎬ 进而理解其催化机制和构效关系ꎬ 最终实现糖

苷酶的定向设计与改造ꎬ 从而为促进其工业应用奠

定基础.

１ 计算机辅助生物信息同源比对

随着 Ｇｅｎｂａｎｋ 数据库基因序列和蛋白质结构数

据库 ＰＤＢ(Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｄａｔａ Ｂａｎｋ)中结构信息的不断丰

富ꎬ 同源比对成为研究糖苷酶结构与功能关系的有

效策略. 同源比对通常包括多序列比对、 系统进化

分析和结构比对分析. 基于糖苷酶家族的系统进化

分析ꎬ 对同源序列或结构进行比较ꎬ 可分析进化上

的远近、 鉴定保守性氨基酸及共同进化的重要氨基

酸. 表 １ 总结了近年来同源比对应用于糖苷酶设计

改造的部分报道.

表 １ 基于同源比对的糖苷酶设计改造部分实例

Ｔａｂｌｅ １ Ｓｏｍｅ ｅｘａｍｐｌｅｓ ｏｆ ｇｌｙｃｏｓｉｄａｓｅ ｄｅｓｉｇｎ ａｎｄ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ

Ｇｌｙｃｏｓｉｄａｓｅｓ Ｆａｍｉｌｉｅｓ
(ＧＨ) Ｍｅｔｈｏｄｓ Ｒｅｓｕｌｔｓ Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

Ｃｅｌｌｕｌａｓｅ ＧＨ５ Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ａｎｄ ｓｉｔｅ￣
ｄｉｒｅｃｔｅｄ ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ

Ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ａ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｏｓｉｔｉｏｎ ｔｏ ｅｎｚｙｍｅ
ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ａｎｄ ｏｂｔａｉｎｅｄ ａ ｖａｒｉａｎｔ ｗｉｔｈ
ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｃａｔａｌｙｔｉｃ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ

[１０]

Ｍｉｃｒｏａｌｇａｌ ｃｅｌｌｕｌａｓｅ ＧＨ９ Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｉｎ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ
ｗｉｔｈ ｍｕｔａｔｉｏｎａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ
ａｃｔｉｖｅ ｓｉｔｅｓ

Ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｅ ｓｉｔｅｓ [１１]

β￣ｇｌｕｃｏｓｉｄａｓｅ ＧＨ３９ Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ａｎｄ ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ
ａｎａｌｙｓｉｓ

Ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｅ ｓｉｔｅｓ [１２]

Ｘｙｌａｎａｓｅ ＧＨ１１ Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｈｏｍ￣
ｏｌｏｇｕｅ ｘｙｌａｎａｓｅｓ

Ｏｂｔａｉｎｅｄ ａ ｖａｒｉａｎｔ ｗｉｔｈ ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｔｈｅｒ￣
ｍｏｓｔａｂｉｌｉｔｙ

[１３]

Ｇｌｙｃｏｓｉｄａｓｅｓ ＧＨ１６ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｉｌｙ ａｎａｌｙ￣
ｓｉｓ

Ｃｌａｒｉｆｉｅｄ ｔｈｅ ｓｕｂｆａｍｉｌｙ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ
ＧＨ１６

[１４]

　 　 多序列比对分析和系统进化分析方法已成为研

究糖苷酶序列保守性和活性位点的标准工具. Ｐａｃｈｌ
等[１５]对 ＧＨ５ 家族芦丁糖苷酶 ＡｎＲｕｔ 和其同源酶进

行系统进化分析ꎬ 发现同源性较高的糖苷酶(见图

２ꎬ 红色编号)ꎬ 进一步多序列比对确定了 ＡｎＲｕｔ 参
与底物结合和发挥催化功能的关键活性位点(见图

３ꎬ 红色位点).

图 ２ ＧＨ５ 家族芦丁糖苷酶 ＡｎＲｕｔ 的系统进化分析[１４]

Ｆｉｇ.２ Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＧＨ５ ｆａｍｉｌｙ ＡｎＲｕｔ
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图 ３ ＡｎＲｕｔ 与同源酶的多序列比对

Ｆｉｇ.３ Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ＡｎＲｕｔ ａｎｄ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｅｎｚｙｍｅｓ

　 　 结构比对分析是酶结构分析的重要手段. 通过

对同源蛋白的三维结构进行叠合比较ꎬ 可分析引起

同源蛋白功能差异的结构基础. Ｓｃｈｉａｎｏ 等[１６] 对

ＧＨ７ 家族超嗜热内切葡聚糖酶 ＲｅＣｅｌ７Ｂ 与同源结

构的比对分析表明ꎬ ＲｅＣｅｌ７Ｂ 结构表面的 ｌｏｏｐ 环刚

度较高(见图 ４ꎬ 蓝色结构)ꎬ 且存在较多的糖基化

位点(见图 ４ꎬ 绿色位点)ꎬ 从而揭示了其较高耐热

机制的结构基础.

图 ４ ＧＨ７ 内切葡聚糖酶 ＲｅＣｅｌ７Ｂ(橘色)与同源酶

ＴｒＣｅｌ７Ｂ(绿色)的结构叠合比对ꎬ 结构

差异大的 ｌｏｏｐ 结构分别用蓝色和品红色表示

Ｆｉｇ.４ Ｓｔｕｃｔｕｒａｌ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ＧＨ７ ｅｎｄｏｇｌｕｃａｎａｓｅ
ＲｅＣｅｌ７Ｂ (ｏｒａｎｇｅ) ａｎｄ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｅｎｄｏｇｌｕｃａｎａｓｅ ＴｒＣｅｌ７Ｂ

(ｇｒｅｅｎ)ꎬ ａｎｄ ｌｏｏｐ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｗｉｔｈ ｌａｒｇｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ａｒｅ ｈｉｇｈｌｉｇｈｔｅｄ ｉｎ ｂｌｕｅ ａｎｄ ｍａｇｅｎｔａ ｆｏｒ

ＲｅＣｅｌ７Ｂ ａｎｄ ＴｒＣｅｌ７Ｂꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

２ 计算机辅助结构预测与分子对接

２.１ 计算机辅助结构预测

蛋白质结构解析是目前最有效的获取蛋白结构

的技术手段ꎬ 但存在结构解析周期长、 成本高等缺

点[１７] . 相比实验方法ꎬ 计算机辅助结构预测弥补了

上述不足ꎬ 它利用已知目标氨基酸序列来构建空间

结构模型. 在研究尚未获得晶体结构的酶时ꎬ 大多

数研究者以已解析的同源结构为模板ꎬ 模拟预测其

三维结构模型ꎬ 进而在此基础上进行结构分析及分

子设计[３ꎬ５ꎬ１８] . 常用的结构预测方法主要有同源建

模法、 从头计算法和穿线法[１９] . 其中ꎬ ＳＷＩＳＳ￣ＭＯＤ￣
ＥＬ 同源建模已成为预测蛋白质结构的首选方法ꎬ
它只需从 ＰＤＢ 蛋白质结构数据库找到与目标序列

一致度大于 ３０％的已知蛋白质结构的同源序列作

为模板ꎬ 即可通过建模软件构建目标蛋白的结构模

型. 基于同源蛋白的结构建模流程可参见图 ５.

图 ５ ＳＷＩＳＳ￣ＭＯＤＥＬ 同源建模流程

Ｆｉｇ.５ Ｗｏｒｋｆｌｏｗ ｏｆ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｕｓｉｎｇ ＳＷＩＳＳ￣ＭＯＤＥＬ

２.２ 计算机辅助分子对接

分子对接技术通过受体结构和配体结构间的几

何互补、 能量匹配来实现酶￣底物复合物的对接. 对

于结构模拟获取的三维结构ꎬ 可利用分子对接软件

进一步分析其结构特征、 预测糖苷酶行使催化功能
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的关键位点. Ｄａｄｈｅｅｃｈ 等[２０]通过同源建模、 建立对

接模型并进行酶与底物相互作用力分析ꎬ 揭示了 ４
种家族的土曲霉来源的 β￣葡萄糖苷酶 ＡｔＢｇｌ 参与底

物纤维二糖水解的保守性氨基酸残基(见图 ６)ꎬ 为

进一步设计具有高催化效率的 β￣葡萄糖苷酶提供

了位点改造规律. Ｚｈａｎｇ 等[２１] 对大肠杆菌 β￣葡萄糖

醛酸苷酶进行分子对接ꎬ 进一步结构分析和定点突

变ꎬ 发现突变后的 ５５９ 位丝氨酸(Ｓ)是酶催化过程

中的关键残基ꎬ 突变体 Ｇ５５９Ｓ 相比野生酶活性提高

２~６ 倍.

图 ６ 不同家族 β￣葡萄糖苷酶 ＡｔＢｇｌ 与纤维二糖的分子对接[２０]

(绿色直线箭头代表相互作用力)
Ｆｉｇ.６ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｏｃｋｉｎｇ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ β￣ｇｌｕｃｏｓｉｄａｓｅｓ ｗｉｔｈ ｃｅｌｌｏｂｉｏｓｅ[２０]

(ａ) ＧＨ１ ＡｔＢｇｌꎻ (ｂ) ＧＨ３ ＡｔＢｇｌꎻ (ｃ) ＧＨ５ ＡｔＢｇｌꎻ (ｄ) ＧＨ１７ ＡｔＢｇｌ

３ 催化机制分析与分子设计

酶结构的构象变化对其行使催化功能是必要

的. 然而ꎬ 酶结构的柔性赋予酶催化机制的复杂性ꎬ
加大了人们认识酶催化过程中构象变化的难度. 分

子动力学模拟技术基于经典分子力学力场模拟生物

大分子的原子运动ꎬ 可从不同角度指导酶设计改

造. 通过模拟酶在催化过程的构象变化ꎬ 不仅有助

于分析决定酶催化功能的结构基础ꎬ 同时也促进了

人们对糖苷酶催化机制的理解.
３.１ 分子动力学模拟辅助分析糖苷酶催化机制

分子动力学模拟技术用于预测决定酶催化分

子机制的关键位点. 来源于费氏新萨托菌 Ｎｅｏｓａｒ￣
ｔｏｒｙａ ｆｉｓｃｈｅｒｉ 的 ＧＨ１ 家族 β￣葡萄糖苷酶 ＮｆＢＧＬ 具

有较高的催化活性ꎬ 在木质纤维素的生物转化、
生物燃料的合成等方面展现出潜在的工业用途.
为阐明决定该酶高催化活性的分子机制ꎬ Ｓｈａｎ￣
ｍｕｇａｍ 等[２２]基于该酶的同源结构ꎬ 对其进行了分

子动力学模拟. 随后通过模拟 Ｔｙｒ３２０ 突变体酶和

野生酶与底物 ｐＮＰＧ 的相互作用差异ꎬ 发现底物

结合口袋的 Ｔｙｒ３２０ 位点与底物 ｐＮＰＧ 的吡喃糖环

之间存在氢键和 π￣σ 相互作用(图 ７) . 由此发现

底物结合口袋的 Ｔｙｒ３２０ 是决定该酶高催化活性的

关键位点.
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图 ７ 分子动力学模拟分析 Ｔｙｒ３２０ 位点在酶催化过程中的作用机制[２２]

(蓝色虚线和橘色实线分别代表酶与底物间的氢键和 π￣σ 相互作用)
Ｆｉｇ.７ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｙｎａｍｉｃｓ ｓｉｍｕｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ Ｔｙｒ３２０ ｉｎ ｔｈｅ ｓｔａｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｅｎｚｙｍｅ ｃａｔａｌｙｓｉｓ[２１]

(Ｂｌｕｅ ｄｏｔｔｅｄ ｌｉｎｅ: Ｈ￣ｂｏｎｄｉｎｇꎬ ｏｒａｎｇｅ ｓｏｌｉｄｅ ｌｉｎｅ: π￣ｓｉｇｍａ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ)

３.２ 分子动力学模拟辅助糖苷酶分子设计

工业酶通常需要具备较高的热稳定性、 催化活

性和底物特异性ꎬ 因此提高天然酶的催化性能对促

进其工业应用具有重要意义. 利用分子动力学模拟

对加深认识酶结构与功能间的关系ꎬ 加快糖苷酶的

设计改造进程发挥着重要作用. 例如ꎬ 分子动力学

模拟用于预测决定底物选择性的关键位点[２３－２５] . 来

自哈茨木霉 Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ ｈａｒｚｉａｎｕｍ 的 ＧＨ７ 家族内切

葡聚糖酶 ＴｈＣｅｌ７Ｂꎬ 在木质纤维素的降解中发挥重

要作用. Ｓｏｎｏｄａ 等[２６]基于该酶的晶体结构解析ꎬ 利

用分子动力学模拟揭示了酶分子与不同底物多糖的

结合亚位点及其氢键相互作用网络(见图 ８)ꎬ 为该

图 ８ 分子动力学模拟揭示 ＴｈＣｅｌ７Ｂ 的－２ 至＋２ 亚位点与不同多糖的结合模式及氢键相互作用[２６]

Ｆｉｇ.８ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｙｎａｍｉｃｓ ｓｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｒｅｖｅａｌｓ ｔｈｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｍｏｄｅｓ ａｎｄ ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｂｏｎｄｉｎｇ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ ｏｆ
ｔｈｅ －２ ｔｏ ＋２ ｓｕｂｓｉｔｅｓ ｏｆ ＴｈＣｅｌ７Ｂ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ[２６]

(ａ)ｃｅｌｌｏｔｅｔｒａｏｓｅꎻ (ｂ) ｘｙｌｏｔｅｔｒａｏｓｅꎻ (ｃ) ｍａｎｎｏｔｅｔｒａｏｓｅ

酶的选择性识别改造提供了理论依据.
　 　 此外ꎬ 分子动力学模拟还可用于分析决定结

构稳定性与催化活性的关键因素ꎬ 用于指导糖苷

酶的催化功能改造. Ｕｎａｌ 等[２７]和 Ｇｏｄｏｙ 等[２８] 通过

分子动力学模拟计算 ＧＨ４５ 家族内切葡聚糖酶

ＰｃＣｅｌ４５Ａ 在 ３ 种不同温度下的 ＲＭＳＦ 值、 溶剂可
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及表面积ꎬ 发现 Ａｓｎ９２ 位点与周围氨基酸的相互

作用是维持结构稳定的重要因素. 在酶的分子设

计中ꎬ 借助分子动力学模拟可以帮助人们解析酶

活性与热稳定性的结构基础ꎬ 定位引起功能差异

的关键区域ꎬ 并通过引入合适突变达到酶分子改

造的目的.

４ 多尺度组合模拟指导糖苷酶结构改造

近年来ꎬ 量子力学(ＱＭ)及量子￣分子力学组合

模型(ＱＭ / ＭＭ)化学计算方法的引入ꎬ 为酶催化理

论研究提供了精准的预测和验证工具. 目前ꎬ 量子

化学计算模型主要分为密度泛函理论(ＤＦＴ)、 从头

算和半经验方法几类. 全酶环境下的 ＱＭ / ＭＭ 模拟

体系(图 ９)通常对活性中心区域进行 ＱＭ 计算ꎬ 对

全酶进行分子力场 ＭＭ 计算ꎬ 可从原子水平对糖苷

酶的设计改造进行精确的计算指导ꎬ 使得人们对糖

苷酶结构特征的认识达到了前所未有的原子

水平[２９－３１] .
　 　 首先ꎬ ＱＭ / ＭＭ 模拟在研究糖苷酶过渡态的形成

机制过程中发挥了重要作用[３２－３５] . 基于 ＤＦＴ 的 ＱＭ/
ＭＭ 分子动力学模拟在糖苷酶催化机制研究中的应

用ꎬ 加深了人们对酶催化过程中构象变化的理解ꎬ

图 ９ 量子力学(ＱＭ) /分子力学(ＭＭ)模型

Ｆｉｇ.９ Ｑｕａｎｔｕｍ ｍｅｃｈａｎｉｃｓ (ＱＭ) / Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｍｅｃｈａｎｉｃｓ (ＭＭ) ｍｏｄｅｌ

及底物糖环的构象动力学对催化机制的影响[３６] . 另

外ꎬ 随着 ＱＭ / ＭＭ 多尺度模拟在糖苷酶催化机制研

究中的深入ꎬ 进一步促进了糖苷酶的结构改造.
Ｒａｉｃｈ 等[２ꎬ３７]对 ＧＨ７２ 家族 β￣内切葡聚糖酶与底物

复合物进行 ＱＭ / ＭＭ 动力学模拟ꎬ 解释了底物糖基

２￣ＯＨ 与亲核试剂(Ｇｌｕ２７５)间氢键相互作用对反

应自由能垒的影响(见图 １０). 通过比较具有氢键

图 １０ ＧＨ７２ 家族 β￣内切葡聚糖酶的亲核试剂 Ｇｌｕ２７５ 与 ２￣ＯＨ 氢键对过渡态自由能的影响[５ꎬ３６]

Ｆｉｇ.１０ Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ￣ｓｔａｔｅ ｆｒｅｅ ｅｎｅｒｇｙ ｏｆ ｔｈｅ ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｃａｔａｌｙｚｅｄ ｂｙ ＧＨ７２ ｅｎｄ ｏ￣β￣ｇｌｕｃａｎａｓｅ ｗｈｅｎ ｔｈｅ
２￣ＯＨ ｎｕｃｌｅｏｐｈｉｌｅ(Ｇｌｕ２７５) ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｉｓ ｓｗｉｔｃｈｅｄ ｏｆｆ[５ꎬ３６]

和不具有氢键的两个异构体发生反应所需的自由

能ꎬ 发现当氢键相互作用去除时ꎬ 反应所需的自由

能增加了 １１ ｋｃａｌ / ｍｏｌ. 这项研究证实了 ２￣ＯＨ 与亲

核试剂间的氢键对催化反应的重要作用ꎬ 为进一步

设计优良酶分子提供了启示. 通过 ＱＭ / ＭＭ 模拟跟

踪酶催化过程中细微的原子运动ꎬ 可以揭示很难用

实验技术捕捉到的机理细节ꎬ 指导糖苷酶进行分子

设计与改造以提升其催化性能.

５ 结语和展望

采用酶工程策略对天然糖苷酶进行改造是推进

其工业应用的重要手段ꎬ 但如何降低酶分子改造的

盲目性、 提高分子设计的成功率及效率一直是亟待

解决的技术难点. 计算机辅助技术在糖苷酶分子设
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计与改造中的广泛应用ꎬ 大大提高了糖苷酶的定向

改造效率ꎬ 使糖苷酶的催化性能达到了新的高度.
但目前计算模拟仍存在预测精确度较差、 运算速度

慢、 成本高的问题. 随着计算机运算能力的提升和

新算法在酶工程中的渗入ꎬ 计算模拟技术在糖苷酶

分子设计与改造中的运用将更加便捷、 成熟. 这将

使糖苷酶的结构预测、 催化机制研究、 构象动力学

模拟以及分子设计改造更加理性和准确. 由于不同

计算分析方法具有的优势各有不同ꎬ 因此在开展酶

分子设计与改造时ꎬ 结合具体改造目的而综合运用

多种计算辅助方法可能会成为今后酶分子改造的重

要方向.
当今ꎬ 各种计算辅助设计正在蓬勃兴起ꎬ 基于

数据分析的计算设计为酶分子改造提供了新的动

能[３８] . 机器学习算法指导酶分子改造已逐渐成为酶

工程新的发展趋势. 相信ꎬ 随着人工智能在酶工程

研究中的渗入[３９]ꎬ 人类将会更快捷地设计出各种

满足应用需求的工业酶制剂.
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ｔｉｏｎ ｉｎ ｌｙｔｉｃ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｍｏｎｏｏｘｙｇｅｎａｓｅｓ[Ｊ]. ＡＣＳ Ｃａ￣
ｔａｌｙｓｉｓꎬ ２０１９ꎬ ９(６): ４９５８－４９６９.
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ｔｒａｎｓｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ. Ｉｎｓｉｇｈｔｓ ｆｒｏｍ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ａｎｄ ｑｕａｎ￣
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(２): １２１０－１２２３.

[３９] Ｃｈｅｎ Ｋꎬ Ａｒｎｏｌｄ Ｆ Ｈ. Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ ｎｅｗ ｃａｔａｌｙｔｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ
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２１３.

Ｒｅｃｅｎｔ Ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｉｎ Ｃｏｍｐｕｔｅｒ￣ａｉｄｅｄ Ｄｅｓｉｇｎ ａｎｄ
Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ ｏｆ Ｇｌｙｃｏｓｉｄａｓｅｓ

ＣＨＥＮＧ Ｒｕｉ￣ｃｈｅｎ１ꎬ ＬＩＵ Ｙａｎ￣ｌｉ２∗ꎬ ＤＡＩ Ｄａ￣ｚｈａｎｇ１∗
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Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｇｌｙｃｏｓｉｄａｓｅ ｉｓ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｂｉｏｃａｔａｌｙｓｔ ｔｏ ｐｒｏｄｕｃｅ ｈｉｇｈ ｖａｌｕｅ ｃｈｅｍｉｃａｌｓ ｆｏｒ ｐｒｏｍｉｓｉｎｇ ｉｎｄｕｓｔｒｉａｌ ａｎｄ ｂｉｏ￣
ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｃａｌ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ. Ｈｏｗｅｖｅｒꎬ ｔｈｅｒｅ ａｒｅ ｓｔｉｌｌ ｍａｎｙ ｐｒｏｂｌｅｍｓ ｉｎ ｌａｒｇｅ￣ｓｃａｌｅ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｎａｔｕｒａｌ ｇｌｙｃｏｓｉ￣
ｄａｓｅｓꎬ ｓｕｃｈ ａｓ ｌｏｗ ｃａｔａｌｙｔｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙꎬ ｐｏｏｒ ｔｈｅｒｍｏｓｔａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｓｕｂｓｔｒａｔｅ ｓｅｌｅｃｔｉｖｉｔｙ. Ｉｎ ｒｅｃｅｎｔ ｙｅａｒｓꎬ ｔｈｅ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｎ
ｃａｔａｌｙｔｉｃ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ａｎｄ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ￣ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｏｆ ｇｌｙｃｏｓｉｄａｓｅ ｂｅｃｏｍｅｓ ａ ｈｏｔ ｔｏｐｉｃ. Ｔｈｅ ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎ ｓｉｌｉｃｏ
ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ ｔｏ ａｉｄ ｅｎｚｙｍｅ ｄｅｓｉｇｎ ａｎｄ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｒｅ ｃｒｅａｔｉｎｇ ｎｅｗ ｏｐｐｏｒｔｕｎｉｔｉｅｓ ｆｏｒ ｅｎｚｙｍｅ ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ. Ｉｎ ｔｈｉｓ
ｐａｐｅｒꎬ ｃｏｍｍｏｎｌｙ ｕｓｅｄ ｉｎ ｓｉｌｉｃｏ ｍｅｔｈｏｄｓ ｓｕｃｈ ａｓ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ａｌｉｇｎｍｅｎｔꎬ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｏｃｋｉｎｇ ａｎｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｙｎａｍｉｃｓ
ｓｉｍｕｌａｔｉｏｎ ａｒｅ ｒｅｖｉｅｗｅｄ. Ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｏｌｅｓ ｔｈａｔ ｉｎ ｓｉｌｉｃｏ ｍｅｔｈｏｄｓ ｐｌａｙ ｉｎ ｒｅｌａｔｅｄ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｆ ｇｌｙｃｏｓｉｄａｓｅｓ ａｒｅ ｓｙｓｔｅｍ￣
ａｔｉｃａｌｌｙ ｓｕｍｍａｒｉｚｅｄꎬ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｕｎｄｅｒｓｔａｎｄｉｎｇ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｇｌｙｃｏｓｉｄａｓｅｓꎬ ｉｎｖｅｓ￣
ｔｉｇａｔｉｎｇ ｃａｔａｌｙｔｉｃ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ ａｎｄ ｃａｔａｌｙｔｉｃ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓꎬ ａｓ ｗｅｌｌ ａｓ ｄｅｓｉｇｎｉｎｇ ａｎｄ ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ ｇｌｙｃｏｓｉｄａｓｅｓ ｆｏｒ ｉｍｐｒｏ￣
ｖｉｎｇ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ. Ｔｈｒｏｕｇｈ ｉｎ￣ｄｅｐｔｈ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ａｂｏｖｅ ｍｅｔｈｏｄｓꎬ ｉｔ ｉｓ ｆｏｒｅｓｅｅａｂｌｅ ｔｈａｔ ｃｏｍｐｕｔｅｒ￣ａｉｄｅｄ ｍｅｔｈｏｄｓ
ｗｉｌｌ ｂｅｃｏｍｅ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｍｅａｎｓ ｏｆ ｇｌｙｃｏｓｉｄａｓｅ ｍｏｌｅｃｕｌｅ ｄｅｓｉｇｎ ａｎｄ ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ. Ｔｈｉｓ ｐａｐｅｒ ａｌｓｏ ｐｒｏｓｐｅｃｔｓ ｔｈａｔ ｔｈｅ
ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｉｎｔｅｌｌｉｇｅｎｔ ａｎｄ ａｃｃｕｒａｔｅ ｉｎ ｓｉｌｉｃｏ ｍｅｔｈｏｄｓ ｗｉｌｌ ｂｅｃｏｍｅ ａ ｎｅｗ ｔｒｅｎｄ ｔｏ ａｃｃｅｌｅｒａｔｅ ｔｈｅ ｄｉｒｅｃｔｅｄ ｅｖｏｌｕ￣
ｔｉｏｎ ｏｆ ｅｎｚｙｍｅ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: ｃｏｍｐｕｔｅｒ ｓｉｍｕｌａｔｉｏｎꎻ ｇｌｙｃｏｓｉｄｅ ｈｙｄｒｏｌａｓｅꎻ ｅｎｚｙｍｅ ｄｅｓｉｇｎꎻ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇꎻ ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｍｏｄｉｆｉｃａ￣

ｔｉｏｎ
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