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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：搪什酶作为一种氓耍的生物催化剂，在 「.业生物催化领域有符广阔的应用前景. 似天然糖苷酶存在催化活 

性低、热稳定性和底物选抒性差等缺点，严限制了它在规投化生产中的推广应用 . 近年，有关糖苷酶催化机制 

与结构功能关系的研究备受关注，特別足-il'算机辅助酶设 if在相关研究领域发挥着越来越重要的作用.我们综述 

了糖卄酶分子设计改造过柷中应用的计算机辅助方法：包拈冋源比对、分子对接以及动力学模拟；阐述了这些计 

箅方法在糖讦酶的结构 1 功能关系解析，酶催化分子机制，酶催化忭能改造方面的应⑴现状 . 最后，对开发智能 

精准的汁算分析方法的新发展趋势进行广展银.
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糖背酶（Glycoside liydrolase, G H , K C 3. 2.1) 

是广泛存在于动物、植物、微生物体内的一类 

水解酶，根据其水解底物的不同，可分为淀粉酶 

(K C 3.2.I.1)、纤维素酶（K C 3.2. 1.4)、木聚糖酶 

E C 3.2.1.8)、jS-葡萄糖苷酶（E C 3.2.1.21)等丨95 种 

酶.目前，碳水化合物活性酶数据库（w w w .C A Z y . 

org)根据氨基酸序列相似度大于30 %的原则，可将

糖背酶具体分为167个家族 G H 1-G H 167;根据其催 

化功能的活性中心结构域的不同，又可将这些家族 

归纳为G H -A —G H -R 18个族.同一家族的糖苷酶由 

于具有相似的活性中心结构，所以往往具有相同的 

催化机制，根据催化反应时底物糖环构象的立体化 

学行为，将糖背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 (见图1).
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围 l 糖苷•酶催化机制

Fig. 1 Reaction mechanisms of glycosidases

糖卄酶在T .业、生物医药、食品等领域有着重 

要的应用价值，如木质纤维素的生物降解、疾病治 

疗及糖背化合物的生物催化转化+4 .然而，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，耑通过有效的酶丁程策略对

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，但它往往 

建立在多轮有益突变叠加的基础上，存在突变体库 

大、筛选T .作量大的问题(> .随着计算机技术和先 

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

成为酶工程研究的重要手段计算机辅助酶设 

计结合了计算化学和生物信息学的方法，通过理论 

计算便可获得传统实验技术难以得到的数据，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[M ]. 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，人们可以更深人 

地研究糖苷酶的结构特征、酶催化过程中的构象变 

化，进而理解其催化机制和构效关系，最终实现糖 

苷酶的定向设计与改造，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 G e n b a i i k数据库基因序列和蛋白质结构数 

据库 P D B ( Protein Data B a n k )中结构信息的不断丰 

富，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，对同源序列或结构进行比较，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

Glycosiclases
Families

( G H )
Methods Results Reference

Cellulase G H 5 Multiple sequence alignment and site- Identified a specific position to enzyme

directed mutagenesis properties and obtained a variant with 

improved catalytic efficiency

[10]

Microalgal cellulase G H 9 Phylogenetic analysis in combination 

with mutational analysis of conserved

Identified the active sites [11]

active sites

ii2]
/3-glucosidase G H 3 9 Structural alignment and mutagenesis 

analysis

Identified the active sites

Xylanase G H 1 1 Structure and sequence analysis of hom- Obtained a variant with improved ther- [13]

ologue xylanases mostability

Glycosiclases G H 1 6 Sequence similarity evolutionarily analy- Clarified the subfamily classification of [14]

G H 1 6

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 G H 5 家族芦丁糖苷酶— R u t和其同源酶进 

行系统进化分析，发现同源性较高的糖苷酶（见图

2 ,  红色编号），进一步多序列比对确定了 /b R u t 参 

与底物结合和发挥催化功能的关键活性位点（见图

3 ,  红色位点）.
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图 2 G H 5 家族芦丁糖苷酶如 R u t的系统进化分析 l4] 

Fig.2 Phylogenetic analysis of G H 5  family /1/iRut
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E50 R108 H153 N209-E210 H282-Y284 E319

AnRut GGW LEQES G IT V L R IPT TY ID T H S L PG G PIN E PA D NLVFDTHHYY FVGEWAI

BAE61018 GGWLVQEA GVGVLRIPTTY VDVHSLPGC； PMNEPTD NLVFDVHTYY FTGEW AI

BAG70961 GGWLVQKS GVNVLRIPTTY ID IH S L P G G PIN E PV D NLV FD IH NY Y FVGEW SI

AMD11613 GGWLHQEA GINVLRIPTGY VDIHSAPGG PLNEPVD NIV FD V H H Y Y FTG EW SI

CaExg GGW FVLI-F GLNFVRIPIGY IDLHGAPGS LLNEPLC； NVVVDHHHVQ VAGEWSA

图 3 / b R u t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，可分析引起 

同源蛋白功能差异的结构基础. S c h i a n o等116]对 

G H 7 家族超嗜热内切葡聚糖酶 Z?eCel7B 与同源结 

构的比对分析表明，Z?eCeI7 B 结构表面的 l o o p环刚 

度较高（见图4 ,蓝色结构），且存在较多的糖基化 

位点（见图4 ,绿色位点），从而揭示了其较高耐热 

机制的结构基础.

图 4 G H 7 内叻葡聚糖酶办 O I 7 B (橘色）与同源酶 

7>Cel7B(绿色）的结构叠合比对，结构 

差异大的 loop结构分别用蓝色和品红色表示 

Hg.4 Stuctural comparison Ijetween G H 7  endoglucanase 

/?eCel7B (orange) and homologous endoglucanase TrCelTB 

(green) ，and loop structures with large structural 

differences are highlighted in blue and magenta for 

/?e017B ami 7 V 0 1 7 B ，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，但存在结构解析周期长、成本高等缺 

点;17].相比实验方法，计算机辅助结构预测弥补了

上述不足，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，大多 

数研究者以已解析的同源结构为模板，模拟预测其 

三维结构模型，进而在此基础上进行结构分析及分 

子 设 计 .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，S W I S S -M O D - 

E L 同源建模已成为预测蛋白质结构的首选方法， 

它只需从 P D B 蛋白质结构数据库找到与目标序列 

一致度大于3 0 %的已知蛋白质结构的同源序列作 

为模板，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 S W I S S - M O D E L同源建模流程 

Fig.5 Workflow of homolog\r modeling using S W I S S - M O D E L

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，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. D a d h e e c h等:M 1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，揭示了4 

种家族的土It丨丨霉来源的P 葡萄糖苷酶/1/B g l参与底 

物纤维二糖水解的保守性氨基酸残基（见图6)，为 

进一步设计具有高催化效率的少葡萄糖苷酶提供

了位点改造规律. Z h a n g等[21对大肠杆菌f 葡萄糖 

醛酸苷酶进行分子对接，进一步结构分析和定点突 

变，发现突变后的559位丝氨酸（S )是酶催化过程 

中的关键残基，突变体 G 559S 相比野生酶活性提高 

2〜6 倍.

(b )G H 3  AtBgl

(c )G H 5  AtBgl (d )G H 1 7  AtBgl

图 6 不同家族 /3-葡萄糖苷酶 A B gl与纤维二糖的分子对接％ 

(绿色直线箭头代表相互作用力）

Fig.6 Molecular docking of different /S-glucosidases with cellobiose 20 

(a) G H 1  ,4/Bgl； (b) GH3.4/Bgl； (c) GH5.4/Bgl； (d) GH17/1/Bgl

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，酶结构的柔性赋予酶催化机制的复杂性， 

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，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，不仅有助 

于分析决定酶催化功能的结构基础，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 yve〇s«r- 

toryrtyisc/!e r i的 G//1家族 y8-葡萄糖苷酶 /y/BGL具 

有较高的催化活性，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，S h a n- 

m u g a m 等 ^ 1基于该酶的同源结构，对其进行了分 

子动力学模拟.随后通过模拟 T F 3 2 0突变体酶和 

野生酶与底物pNPG的相互作用差异，发现底物 

结合口袋的 Tyr320位点与底物 p N P G 的吡喃糖环 

之间存在氢键和77-0•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 T y r 3 2 0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別代表酶 1J底物间的氢键和 w 相 互 作 )

Fig.7 Molecular dynaniics sinuilation analysis of the role ol Tvr320 in the stabilization of the enzyme catalysis 

( Blue dotted line： H-honding, orange* solide line： 7T-si<ima 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，因此提高天然酶的催化性能对促 

进其T 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，加快糖苷酶的 

设计改造进程发挥着重要作川.例如，分子动力学

模拟用于预测决定底物选择性的关键位点.来 

自哈茨木霉7Wc/i〇(ferma /w reianum的 G /f7家族内切 

葡聚糖酶7'/!C d 7B ，在木质纤维素的降解中发挥重 

要作用. S o n m l a等 & 基于该酶的晶体结构解析，利 

J H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)，为该

R108

1)172
Y170 yE m mi:

( W 木四糖

D.98 ^ T 2 "：

(c)

N142 \ ^ j

E2〇̂ S
W329

K10S

Y 1 7 0 /
1)172 E1%i p 174

l H212

丨冬丨8 分子动力学模拟揭示 77?0 丨7丨；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 dvnamics simulation reveals tlie hinding modes and hydrogen bonding interactions of 

the - 2  to +2 suhsites of ThCel7I5 with different polysaccharides 

(a)cell()tetraose； ( b) xylotrlraose； ( c) mannoletraose

酶的选择性识別改造提供了理论依据. 酶的催化功能改造. U m d 等 271和 G r n l o y等 >  通过

此外，分子动力学模拟还可用于分析决定结 分子动力学模拟计算 G H 4 5 家族内切葡聚糖酶

构稳定性与催化活性的关键W 素，用于指导糖苷 P t.C e145A 在 3 种不同温度下的 R M S F 值、溶剂可
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及表面积，发现 A s n 9 2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，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，定位引起功能差异 

的关键区域，并通过引人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，量子力学（Q M )及量子-分子力学组合 

模型（Q M / M M )化学计算方法的引人，为酶催化理 

论研究提供了精准的预测和验证工具.目前，量子 

化学计算模型主要分为密度泛函理论（D F T )、从头 

算和半经验方法几类.全酶环境下的Q M / M M 模拟 

体系（图 9)通常对活性中心区域进行Q M 计算，对 

全 酶 进 行 分 子 力 场 计 算 ，可从原子水平对糖苷 

酶的设计改造进行精确的计算指导，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[29-3丨]•

首先，Q M / M M 模拟在研究糖背酶过渡态的形成 

机制过程中发挥了重要作用[3M 5].基于 D F T 的 Q M / 

M M 分子动力学模拟在糖苷酶催化机制研究中的应 

用，加深了人们对酶催化过程中构象变化的理解,

QM/MM model

MM region: enzyme and 

solution environment, 

conformational changes

图 9 量子力学（Q M ) / 分子力学（M M )模型 

Fig.9 Quantum mechanics ( Q M  )/Molecular 

mechanics ( M M )  model

及底物糖环的构象动力学对催化机制的影响:36:. 另 

外，随着 Q M / M M 多尺度模拟在糖苷酶催化机制研 

究中的深人，进一步促进了糖苷酶的结构改造. 

R a i d 等 ~ 7]对 G H 7 2 家族 /S-内切葡聚糖酶与底物 

复合物进行Q M / M M 动力学模拟，解释了底物糖基 

2 - 0 H 与亲核试剂（G l u 2 7 5  )间氢键相互作用对反 

应白由能垒的影响（见图10).通过比较具有氢键

2-O H  • • -Nucleophile <»n 2-O H  * Nucleophile off

图 10 G H 7 2 家族 /S-内切葡聚糖酶的亲核试剂 Glu275 2 - O H 氢键对过渡态 ft由能的影响 

Fig. 10 Changes of transition-state free energy of the glycosylation reaction catalyzed by CA\12 end o-/3-glucanase when the

2 - O H  nucleophile( Glu275) interaction is switched off 3,36

和不具有氢键的两个异构体发生反应所需的肖由 

能，发现当氢键相互作用去除时，反应所需的自由 

能增加了 11 kcal/ m o l.这项研究证实了 2-0H 与亲 

核试剂间的氢键对催化反应的重要作用，为进一步 

设计优良酶分子提供了启示.通过Q M /M M 模拟跟 

踪酶催化过程中细微的原子运动，可以揭示很难用 

实验技术捕捉到的机理细节，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 

其丁.业应用的重要手段，但如何降低酶分子改造的 

肓0 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，大大提高了糖苷酶的定向 

改造效率，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人，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，因此在开展酶 

分子设计与改造时，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，各种计算辅助设计正在蓬勃兴起，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，随着人工智能在酶工程 

研 究 中 的 渗 人 ，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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Recent Progress in Computer-aided Design and 
Engineering of Glycosidases

CHENG Rui-chen1 , LIU Yan-li"* , DAI Da-zhang'"
(1. School of Chemistry and Chemical Engineering, Beijing Institute of Technology  ̂Beijing 100081 , China；

2. School of Biomedicine, Beijing City University  ̂Beijing 100094, China)

Abstract： Glycosidase is a significant biocatalyst to produce high value chemicals for promising industrial and bio

technological applications. H o w e v e r, there are still m a n y  problems in large-scale application of the natural glycosi

dases , such as low catalytic activity, poor thermostability and substrate selectivity. In recent years, the research on 

catalytic m e c h a n i s m and structure-function relationship of glycosidase b e c omes a hot topic. T h e utilization of in silico 

techniques to aid e n z y m e design and modification are creating n e w opportunities for e n z y m e engineering. In this 

paper, c o m m o n l y used in silico methods su(th as homology alignment, molecular docking and molecular dynamics 

simulation are reviewed. T h e different roles that in silico methods play in related research of glycosidases are system

atically s u m m a r i z e d, including understanding the relationship between structure an d function of glycosidases, inves

tigating catalytic processes and catalytic m e c h a n i s m s, as well as designing and engineering glycosidases for impro

ving performance. Through in-depth analysis of the above m e t h o d s, it is foreseeable that computer-aided methods 

will b e c o m e an important m e a n s of glycosidase molecule design and engineering. This paper also prospects that the 

development of intelligent and accurate in silico methods will b e c o m e a n e w trend to accelerate the directed evolu

tion of e n z y m e molecules.

K e y  words： computer simulation； glycoside hydrolase； e n z y m e design； molecular engineering； structural modifica

tion


