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酶 体 外 定 向 进 化 ( Ⅲ)
展 示 技 术 及 其 应 用
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(华侨大学材料科学与工程学院 , 福建 泉州 362021)

摘要　利用展示技术构建的蛋白质/多肽的突变体库 ,可以通过高通量进行高效地分析和筛选 ,因此特别适用

于改造蛋白质.文中综述噬菌体、细胞表面、核糖体、mRNA 等展示技术的原理和方法 ,以及其在酶定向进化

中的应用.

关键词　展示技术 , 酶 , 定向进化 , 噬菌体 , 细胞表面 , 核糖体 , mRNA

中图分类号　Q 349 + . 5 ; Q 785 ; Q 55 文献标识码　A

随着定向进化的不断发展和广泛应用 ,研究者们改进和创造了许多获得突变体〔1〕、筛选或选择的新

方法〔2〕 ,极大地提高了实验效率 ,扩大了研究范围 ,成功地进化了很多以前无法克隆表达的目标物质.获

得具有优良性质的基因或蛋白 ,已不再是阻碍基因进化速度的关键 ,而如何快速地从庞大的突变库中筛

选出人们需要的目的产物 ,才是至关重要的.因此 ,定向进化技术把筛选放在首位———寻找灵敏度高、快

速、简便的筛选方法.目前 ,各种展示技术由于特别适用于高通量筛选 ,已经在药物筛选方面得到了广泛

应用 ,而实际上它在改造酶方面也有巨大的应用空间.常规的利用活体表达外源基因的方法 ,在很大程

度上限制了突变库容及筛选能达到的通量.新发展起来的噬菌体、细胞表面、核糖体和 mRNA展示技术

克服了这些缺点 ,在酶定向进化上有广阔的应用前景.

1　噬菌体展示技术

1982年 ,Dulbecco首次提出在病毒表面展示外源抗原决定族或肽的这一概念. Smit h〔3〕第一次证

实 ,丝状噬菌体 M13的 fd基因组能通过基因工程手段 ,将外源抗原决定族与其次要外壳蛋白融合并展

示在噬菌体表面.几年后 Smit h〔4〕又证明 ,被表达在噬菌体外壳上的抗原决定族能够被特异性抗体所识

别.其原理是 ,将编码外源肽或抗体的可变区 DNA 片段整合到噬菌体或噬菌粒的基因组中 ,以融合形

式与噬菌体的表面蛋白共同表达于噬菌体表面 ,以利于配体的识别和结合.插入的 DNA 片段对噬菌体

的生物学特性无大的影响 ,经过“吸附2洗脱2扩增”过程筛选 ,富集外源肽或特异性抗体 ,从而筛选出人

们所需的目的片段.噬菌体展示系统有噬粒、λ噬菌体、T4噬菌体、T7噬菌体 ,以及一些真核病毒 ,最常

用的还是M13噬菌体.插入M13噬菌体 f d基因中进行噬菌体展示的最大酶是青霉素酰化酶 (86 kDa) ,

每个噬菌体上一个拷贝〔5〕.而较小的 DNA 片段 ( ≤30 kDa)在一个噬菌体上可以有 3 ,4 个拷贝〔6〕.在

M13噬菌体展示系统中 ,大分子肽因危及壳蛋白的功能 ,不能被有效展示 ,使这个系统的应用受到很大

的限制.噬粒展示系统的发展解决了这个问题1 它利用辅助噬菌体的表面衣壳蛋白 ,大大减弱了由融合

蛋白带来的影响 ,允许展示一些在单一噬菌体系统中不能展示的多肽〔7〕.目前已经证明 ,在噬粒系统中 ,

M13的 5个外壳蛋白 (g3p ,g6p ,g7p ,g8p ,g9p)均可展示功能多肽〔8〕 ,但报道的大部分酶都用 g3p 进行
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展示.而且 ,目前已设计成功模拟天然 M13噬菌体衣壳蛋白功能的人工衣壳蛋白 ,为此项技术增加了新

的功能 ,如外源蛋白在噬菌体蛋白 C端的融合表达〔9〕.考虑到一些胞内酶和较大的蛋白质难以穿过细

胞膜 ,可以将其克隆到裂解性的噬菌体中 ,如λ噬菌体、T4噬菌体.

噬菌体展示技术实现了物质的遗传型和表现型之间的转化 ,使人们容易对其进行一系列的生化和

遗传操作 ,如噬菌体2酶可以利用聚乙二醇 ,简便地从受感染的大肠杆菌培养液中分离出来.它具备库容

量大、表达无偏差、筛选简便等优点 ,在生物学的许多领域得到广泛应用 ,如筛选酶抑制剂、构建噬菌体

抗体库、构建 cDNA文库、对蛋白质功能性表位的图谱分析及酶进化研究. 1991年 ,McCafferty〔10〕就成

功展示了碱性磷酸酶 ,证明了可以在噬菌体表面展示有活性的酶.此后 ,陆续有一些成功的例子报道 ,如

β2内酰胺酶、谷胱甘肽转移酶、溶菌酶、核苷酸转移酶 ,以及抗体酶等. Sumilion〔11〕等将枯草杆菌蛋白酶

309展示在丝状噬菌体 f d表面 ,合成抑制剂类似物进行亲和筛选 ,得到了底物特异性改变的酶.

2　细胞表面展示技术

细胞表面展示技术是将目的蛋白基因与细胞表面结构蛋白融合 , 使目的蛋白活性表达并锚定于细

胞表面的一项技术.该技术主要用来研究细胞表面结构、细胞表面蛋白的识别和相互作用.现在已经用

于外源蛋白展示的体系 ,有大肠杆菌中的多种外膜蛋白、鞭毛蛋白、菌毛蛋白、脂蛋白等.在葡萄球菌表

达系统中 , 借助葡萄球菌蛋白 A (SpA) 的信号肽和细胞表面结合区 ,可将外源肽输送到细胞表面的外

侧.链球菌系统中的原纤维 M蛋白的类似区域 ,也可使重组受体暴露在细胞表面. M6蛋白也被尝试用

于乳酸菌的展示表达 ,作为外源蛋白载体的 ,还有冰成核蛋白 (丁香假单胞菌的外膜蛋白 , IPN) .酵母表

达体系中 , 将目的蛋白与α或 a凝集素融合可表达细胞表面 , 芽胞杆菌也可作宿主细胞.β2内酰胺酶、
果聚糖蔗糖酶、脂肪酶、葡糖淀粉酶、纤维素酶等 ,都被成功地展示在细胞表面.

Georgiou 等〔12〕对大肠杆菌表面展示系统作了改进.他们将大肠杆菌主要脂蛋白导肽的最初 9个氨

基酸作为导向序列 ,与外膜蛋白 A (Op m A) 跨膜结构域 (氨基酸 46～159 , 相当于 B2链 B3～B7) 及外

源蛋白组成三元融合蛋白.该融合蛋白可将外源蛋白携带至外膜 , 至于外源蛋白能否展示则与其本身

性质有关.用此方法 ,可使β2内酰胺酶 (B la) 、单链抗体 ( scFv) 和外切葡聚糖酶 ( Ex ogl ucanase) 在细菌

表面得到展示.外切葡聚糖酶的分子量达 54 kD.但是更大的二聚体蛋白 , 如碱性磷酸酯酶 Pho A (86

kD)则未被展示.

展示在微生物细胞表面的酶 ,可以通过加入荧光性底物 ,采用流式细胞仪进行高通量筛选 ,其速度

可达 3 万细胞 ·s - 1 ,该技术大大加快了酶定向进化的效率〔13〕.另外 ,还有一种很有潜力的筛选方

法———酪胺结合物法〔14〕.只有经山葵过氧化物酶修饰的且具有水解酶活性的大肠杆菌 ,才能裂解酪胺

酯 ,从而使生物素聚集、荧光染色.该方法已经被应用到酯酶的高通量筛选中〔15〕 ,它也是筛选利用细胞

表面展示的水解酶、蛋白酶、磷酸酯酶的较好方法.然而 ,由于大肠杆菌等原核细菌缺乏在内质网内对蛋

白质有效折叠所需的折叠酶和分子伴侣 ,因此噬菌体和原核细胞表面展示技术对于真核蛋白质的表达

存在不可预测的表达偏差.另外 ,它只能通过亲和力来筛选克隆 ,故其应用受到一定的限制.

酵母表面展示系统是最常用的真核展示系统.虽然其转化效率比较低 ,但它能展示较大蛋白质 ,且

能对蛋白质进行翻译后加工和修饰.第一个通过此系统表达的异源蛋白是α2半乳糖苷酶. Kieke〔16 ,17〕 ,

Holler〔18〕和 Shusta〔19〕等利用此技术 ,对 TCR ( T细胞受体)进行了直接的体外进化 ,分别得到了亲和力

和热稳定性均高于天然 TCR的突变体. TCR的结构与抗体相似.但是 ,用其他展示系统对其进行的定

向进化 ,一直没有成功.

还有一个例子〔20〕就是 ,利用该系统构建了一种脂肪酶表达活性中心的基因突变库 ,获得了底物特

异性改变的突变体.其成功之处在于 ,在脂肪酶基因和α2凝集素 C端插入一段丝氨酸/甘氨酸的重复序

列 ,使融合蛋白中的脂肪酶活性中心能够更好地与底物作用 ,增强了脂肪酶的水解活性. 展示在酵母表

面的蛋白质的位置、成分及结构等 ,对酵母的影响也很大 ,有时会导致其生理生化特性发生变化.这不仅

增加了突变库的多样性 ,又提供了新的筛选表型.例如 ,用 n2壬烷可以筛选出了一种能耐有机溶剂的酵
母〔21〕.

细胞表面展示表达体系 ,可以看作是能自我增殖的蛋白质/酶固定化的载体 ,可用来开发基因工程
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疫苗、全细胞固定化酶、生物传感器、组织再生生物吸附系统和选择性离子结合介质等.除了能表达蛋白

外 ,还可用细胞表面展示技术表达多糖等其他大分子 , 细菌表面的糖蛋白可用作外源多糖表面表达的

载体.虽然 ,近年来细胞表面展示表达体系发展很快 , 但也存在一些问题. (1) 表达体系仅能表达单链

多肽 , 对多个亚单位的蛋白不适合. (2) 融合目的蛋白常伴随着细胞表面变化 , 从而导致生长缺陷. (3)

外源蛋白对于细胞表面天然蛋白功能的作用 ,以及其可接近性的情况还知之甚少.

3　核糖体展示技术与 mRNA展示技术

核糖体展示技术与 mRNA展示技术由于在体外无细胞翻译体系中进行 , 用 mRNA 的可复制性 ,

使靶基因 (蛋白) 得到有效富集 ,不受细胞转化效率的限制.它大大提高了文库容量和筛选通量 (1012～

1014 ) ,而且能够增加表达的蛋白质溶解度.这两种技术的一般步骤 ,如图 1所示.

图 1　核糖体展示与 mRNA展示步骤〔22〕

3 . 1　核糖体展示技术

核糖体展示技术的原理很简单 ,即用一定量的核糖体翻译没有终止子的 mRNA 文库 ,在肽段已经

翻译出来并折叠成三级结构 ,但末端还在核糖体中.即最后一个氨基酸还与肽酰2t RNA 连接着 ,可对蛋

白质2核糖体2mRNA复合体进行分析或筛选.在合适的条件下 ,该复合体的稳定性能保持 10 d以上〔23〕.

核糖体展示技术最早于 1994 年被 Matt heakis〔24〕用来筛选能与单克隆抗体 D32. 39 (能与一种具有 13

个残基的鸦片样物质———强啡肽 B结合)的肽段.从含 1012个 DNA 分子的突变文库中 ,筛选出的肽段

与该抗体的亲合能力由原来的 0. 29 nM提高到 7. 2～140 nM ,且这些肽段与强啡肽 B的氨基酸序列和

亲和力都不同.由于在短肽中采用 PCR技术获得的开放阅读框中的突变体数量太少 ,限制了核糖体展

示技术在筛选中的广泛应用.大部分不能用体内展示的序列 ,都可以利用核糖体展示技术进行筛选.该

技术被广泛用于筛选多肽、蛋白质、疫苗、抗体等 ,值得注意的是 ,它还可以用于合成表面具有多结合位

点的蛋白质〔25 ,26〕.由于设计时不含半胱氨酸 ,故这种大分子还可能适用于胞内或蛋白质组学的研究.

在体外进行的以酶活性作为筛选依据的第一个成功例子就是用核糖体展示的 ,即应用合成的β2内
酰胺酶的不可逆抑制剂———生物素2氨苄青霉素2砜进行酶活性选择 ,一轮后可使有益突变体有效富集

(100∶1)〔27〕. Takahashi〔28〕等用一种无细胞的麦牙蛋白合成系统 ,将二氢叶酸还原酶基因展示在核糖体

上 ,并用固定在琼脂糖珠上的二氢叶酸还原酶的底物类似物甲氨蝶呤进行亲和筛选.经过 3轮筛选后 ,

得到了 4个酶活与野生型一样的突变株.核糖体展示技术为直接依据酶活性进行体外定向进化 ,提供了

新方法.
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3. 2　mRNA展示技术

和核糖体展示相似 ,mRNA展示技术也是以 mRNA和多肽复合体作为筛选的基本单元.区别之处

在于 ,复合体中 mRNA与蛋白质通过一个小分子衔接子共价连接 ,如嘌呤霉素.且该复合体的产生完全

在体外 ,因此很容易构建大型突变文库 (含 1012～1013个独立序列) .另外 ,利用 mRNA 展示技术 ,还可

分析鉴定蛋白质功能及小分子药物.应用 m2RNA展示的多肽大部分都是 10～110个氨基酸残基 ,较大

的蛋白如分子量为 24 kDa的λ蛋白磷酸酶也有研究 ,但活性比较低〔29〕.尽管如此 ,应用 mRNA 展示技

术的文献比核糖体展示技术的少 ,开发出来的筛选系统也比较少.这两种体外展示技术的应用取得了很

多成果 ,但它们都需要大量核糖体来翻译蛋白质.然而 ,核糖体能将蛋白质完全翻译并正确折叠的机率

很小.在 mRNA展示技术中 ,由于翻译完的蛋白质折叠成球状在核糖体通道的一端 ,嘌呤霉素2DNA/

mRNA却在另一端 ,这就需要将蛋白质2嘌呤霉素2DNA/ mRNA 与核糖体分离.然而 ,现在还没有任何

依据能判断分离何时发生 ,因此这个问题很难解决.

4　结束语

组合生物工程学是以分子展示技术为基础的新方法 ,它的快速发展 ,大大加快了酶定向进化的研

究 ,开发了很多新功能酶.但相对酶可产生的突变体库来说还远远不够 ,找到快速高效的筛选/选择的策

略才是酶定向进化的关键问题.通过酶活性进行筛选/选择 ,显然比利用酶与靶物质之间的亲和力来进

行筛选困难得多.因此 ,建立一种能与酶活性相关联的亲和筛选方法非常重要.目前 ,一般是选用抑制

剂、底物、产物或酶促反应中间过度态类似物作为靶物质〔30〕.存在的问题是有些有高的亲和力 ,酶活却

不高.另外 ,对一些无明显可借鉴表型的突变体如何进行筛选 ,也是今后生物学家们需要研究的方向.
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Directed Evolution of Enzymes in Vitro ( Ⅲ)
Display Technology and Its Appl ication

Xia Qirong　 Fang Baishan 　 Hong Yan
(College of Material Science and Engineering , Huaqiao University , 362021 , Quanzhou , China)

Abstract 　With the ability of conveniently assaying and analyzing a large number of mutated proteins in a high2through2
put way , display systems of libraries of mutated proteins or peptides on phage or some biological resources have been used

to improve proteins and enzymes. In this article , we review recent studies on display technology , which include not only

the principles and methods of phage display , cell2surface display , ribosome display and mRNA display , but also their ap2
plication in aspect of directed evolution of enzymes.
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