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分子进化工程是继蛋白质工程之后的第三代
基因工程

。

它通过在试管里对以核酸为主的多分子
体系施以选择压力

,

模拟 自然界中生物的进化历
程

,

以达到创造新的基因
、

新的蛋白质的 目的
。

达尔文用
“

适者生存
、

不适者被淘汰 ”的 自然选
择学说阐述了生物进化的原因

。

本世纪 年代以

来
,

实验表明
,

这种生物 自然种群层次式的进化机
理可在试管里分子层次上模拟

。

实现达尔文式进化
的必备条件是增殖

、

突变和选择
。

任何具备前两者
的实体不论在整体层次还是在分子层次

,

只要有选
择作用

,

其群体必定产生达尔文式进化并最终出现
最适应所处环境的类型

。

一
、

试管进化体系的建立

年
,

米尔斯 等首次在试管里实现了

达尔文式分子进化
。

他们 曾研究一种称为 的

噬菌体
,

建立了含有 阳
、

阳 复制酶及
四种合成 的底物核昔三磷酸的多分子体系

。

由于复制酶时很容易产生差错
,

因此复制中总伴有
突变发生

。

米尔斯的办法是
,

每当 阳 在试管里
复制到 分钟时

,

就取出一定量反应混合物转移
到另一试管中

,

再补充酶和底物后
,

继续复制
,

如此
往复

,

以求试管里多分子体系不会因扩增而不稳
定

。

另外
,

通过缩短复制时间作为选择压力
,

使产生
的 分子越变越短

。

到第 次复制时
,

它的链长
仅为原来的

,

只剩下 两端
,

以作为复制酶
识别并控制起始复制所必需的序列

,

同时其复制速
率提高了 倍

。

从对实验全过程的跟踪分析中发
现

,

变异型的产生过程与达尔文强调的 由于选择保
存和积累有利变异而引起的渐进适应过程相符

,

因

此称之为
“

试管里的达尔文式分子进化
” 。

该实验启
迪人们借改变多分子体系的条件来设计不同的选
择作用

,

以获得具有预期功能的变异型
,

从而使试
管进化不仅提供了分子进化机理的模型

,

而且由于
是在事先不必知道任何结构和功能关系 的基础上

就获得目标分子
,

因此也成为生物工程的一种全新
技术

。

实现试管里的达尔文式进化需要三个连续往
复的化学过程 扩增

、

突变和选择
。

扩增可产生携带
有遗传信息的分子的众多拷贝 突变是在基因型水
平上引进变异

,

这种变异为选择提供原材料 选择
是在表型水平上通过适者生存

、

不适者淘汰的方式
固定变异

。

这三个过程必须紧密相联
,

以便使那些
被选择的分子得以扩增

,

并不断引进新的变异
,

进
而进行新的选择

。

试管进化体系的建立包括两个阶段 选择与扩
增的结合和扩增与突变的结合

。

年
,

奥利芳特
一 卜 和斯特拉尔 认为

,

在试管里将选
择与扩增相结合会极大地加强选择的分离和富集
作用

。

索斯达克 估计
,

有可能从 个不
同分子中选出一个目标分子

。

年
,

金斯勒
和沃格尔斯坦 首次实现了这一设

想
。

年
,

他们又用此法确定了人类 蛋白质
在 顺序 上 的 结 合部 位

。

年
,

埃林顿
日 等对含化学合成的 种随机顺序的分
子群进行了五轮选择与扩增

,

得到 了与几种有机染
料专一性结合的 日

,

并确定了 顺序上与有
机染料专一结合的部位

。

年
,

乔伊斯
等借改变反应条件使 伴有突变发生

,

不仅使试
管中选择与扩增相结合

,

而且使扩增与突变相结
合

。

由此他们建立了四膜虫 匕 丫 一 型 的

试管里进化体系
,

并称之为
“

试管里的定向进化
” 。

这种在 一 年间建立起来的
“

试管里
的定向进化

”的基本方法是
用化学方法合成含诸核昔酸序列变异体的

分子库
,

分子库越大 所含分子数受 目前实验条件
限制仅为

,

涉及功能的序列变异越多样则越理
想
给分子库施加压力

,

以选择出功能符合实验
者要求的分子
对选择出来的数量极微的顺序进行扩增

,

其
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中 通过 户 扩增
,

通过由 而来的
的转录而扩增

。

这些扩增方法适用于任何顺
序

,

而米尔斯等建立的体系 中
,

用 阳 复制酶受
顺序特点的限制

。

因此
,

新体系使试管进化的研究
和应用范围大为扩大

。

二
、

试管进化研究的现状

美国国家航空和航天局在星际探险和搜索生
命时对生命所下的定义是 生命是能够经历达尔文
式进化的一种 自我维持的化学系统

。

在生命的化学
系统中起决定作用的是四种生物大分子 核酸

、

蛋
白质

、

多糖和脂类
。

生命体奏的 自复制
、

自组装和 自
调节无不与之相关

。

试管里的定向进化
,

即分子进
化工程就是模拟这些生物大分子的进化历程

,

以获
得新型的催化剂

、

酶和新药
。

近年来的研究主要限
于核酸

,

尤其是 匕
。

的定向进化
实现 定向进化首先要解决 的增殖问

题
。

目前通用的方法是建立逆转录一转录系统
,

该
系统涉及两种酶

,

即逆转录酶和 聚合酶
。

需要
有一对引物

,

其中一个引物附加有转录启动子 另
外还要加人合成 的四种 丁户 和合成 的

四种 户
。

这种定向进化系统一开始就要有足够
的异质性

,

并且在增殖中不断引进变异
,

否则选择
就无对象

。

建立异质性群体目前有三种方法
鸟枪法

,

使大分子的所有位点发生变异
,

适
用于寻找新的特性分子

,

但要选择的分子库往往过
大

。

覆盖法
,

使随机变异仅发生在所选定的区
域内

,

此法需对大分子结构与功能有较多 了解
,

其
选择 目的要十分明确

。

集中法
,

当希望获得已知大分子的某种改
进性能时

,

可用这种分子的一组突变体
,

该方法最
为常用

。

改变实验条件使增殖中总伴有变异发生
。

由于

新的变异是在原有经选择的基础上发生的
,

因而具
有倾向性

。

重复随机突变是在实验体系内实现达尔
文式进化的关键

。

增殖和突变方法在建立后就可用
多种选择方法来研究 的定向进化

。

年
,

乔伊斯 的实验室建立 了 四 膜虫
一 型 的进化体系

。

乔伊斯等以其
‘

个变异株为起始群体
,

通过与 靶序列接触
,

获
得能与其结合的 分子

,

经过选择性扩增
,

并且
改变正常的反应条件以在扩增中引人新的变异

、

产

生具有更强结合和分解能力的分子
。

进化九代后
,

就从原来仅在 ℃对 有极微弱剪切作用的
匕 中

,

得到在 ℃对 有剪切作用
,

其活
性提高 倍的 匕 变异体

。

随后研究表明
,

该 匕 进化十代后
,

裂解 的能力提高了

倍 进化 代后
,

提高了 万倍
。

乔伊斯等还

使从四膜虫 匕 一 型 进化到第九代所
得到的 变异型的模板在大肠杆菌中表达

,

结

果发现能抗 病毒的人侵
。

此外
,

该酶作用的底
物由 变为 具有重大的医疗价值

。

例如
,

用

它来切除人侵病毒中的有害
,

达到彻底消灭人

侵病毒的 目的
。

年
,

乔伊斯等还用同样方法获
得了底物不变

,

但反应条件改变的 匕 变异

型
。

他们得到的 匕 由原来催化反应必需有
’

和
’ ,

变为只要有 而无
’

和 均

可
。

匕。 一直是试管进化研究的热点
。

年
,

格林 和索斯达克 用试管进化
方法改善了 匕 缺失型的功能

。

他们用
的 匕。 来 自一种 自我切割的 型内

含子
。

这种 匕 分子量很小
,

虽然可进一步缺
失非必需区域

,

但片段缺失后酶活性严重下降
。

他

们用试管进化方法得到了分子量更小的突变体
,

这

些突变体比原来的 匕 在 多聚酶活性和
自我复制速率方面都有很大提高

。

随后索斯达克等
又从 碎片组成的巨大分子库中分离出一种新
的

。

这种酶通过催化结合在模板上的两个
分子的

’一经基和
’一磷酸根反应

,

而把两个

分子连接起来
,

就象我们所熟知的蛋白类酶催
化 的合成一样

。

该酶还可以催化
’一 ’

双磷酸
键的形成

。

实验表明
,

这种新 匕 的催化效率
比未经进化的 匕 提高了 。万倍

。

目前普
遍认为

,

索斯达克等用试管进化方法获得具有模板
和复制酶功能的 分子的工作

,

对生命起源的
“
原基因说

”和吉尔伯特 匕 的 “ 世界说
”

将是极大的支持
。

达尔文的重复选择
、

增殖和突变的法则已成为

科学家手中的有力工具
。

包括索斯达克在内的一些
学者正利用它重建分子进化的过程

。

人们推测
,

在
几十亿年的进化历程中

,

曾具有过一些酶的性
质

,

如 酶活性
、

多聚酶活性
、

户酶活性
等

,

后来丢失了
。

现在人们正通过分子进化工程方
法重新使其获得这些性质

,

希望以此产生更多新的
有益性状

,

并真正重视生命起源与生物进化的分子
里程

。

的定向进化
户 是目前生物技术中应用最广的 体外

扩增技术
,

人们已将其用于 的定向进化
,

从中

选出有特殊性能的 分子
。

目前虽有一些能溶解血栓的蛋白质药物
,

可用

来治疗心肌梗塞
、

脑血栓等疾病
,

但是蛋白质药物
易使这类病人产生过敏反应

,

因而其使用受到 限
制

。

于是人们设想利用不易产生过敏反应的

八



来开发抗凝血药物
。

年
,

图尔 丁。。 的实验室
通过试管里的定向进化获得了能抑制凝血酶活性
的 分子

。

他们构建了 条不同序列的单链
,

并把这些 分子与固定于固体支持物表
面的凝血酶相接触

,

其中绝大部分 未与凝血
酶结合

,

而从支持物上被洗脱下来
,

只有极少数
分子能与凝血酶结合

。

将这部分 回收
,

并
用 尸 扩增

,

然后经固相化的凝血酶选择
,

如此重
复 次

,

最终得到 了高度富集的可结合凝血酶的
。

经猴子和拂拂动物试验表明
,

这类 具有
有效的抗凝血作用

。

埃林顿和索斯达克则利用类似分离
“

适
体
” 的方法

,

从一个 的巨大分子库
中

,

通过定向进化得到 了能与配体结合的 称
为 闪 适体

。

配体与 的结合有赖于 分
子适当折叠结构的形成

。

试验表明
,

有些配体不与
日 结合而只与 结合

,

同时 可用来催化
某些化学反应

。

他们认为
,

与筛选催化性抗体方法
相似

,

通过对过渡状态结合体的精心选择出来的

适体能够作为新型的催化剂
。

这类 适体
在开发治疗用药物方面比 更有发展前途

。

蛋白质的定向进化
蛋白质是细胞主要的功能分子

,

它的定向进化
有很大的理论与实用价值

。

然而
,

蛋白质的增殖和
突变不是人选分子 自身

,

而是它们的遗传基因
。

如

何将两者统一呢 年代末发展起来的噬菌体显示
技术为此提供了思路

。

和 是一类含单链环状 的丝状噬菌
体

,

基因 编码吸附蛋 白
,

该蛋白 端附着于
噬菌体末端

,

端伸展在外
。

将外源基因重组插人
到基因 编码蛋白质的 端附近

,

表达产物成为融
合蛋白

,

外源蛋白以独立的空间结构伸展在 的

端
。

如果将外源基因经诱变或随机合成构成一个
突变或随机库

,

然后将所有此类基因插人噬菌体的

基因 位置
,

外源蛋白就在噬菌体末端被显示
。

利

用亲和反应吸附噬菌体就可以选择出结合力强的

外源蛋白及外源基因
。

噬菌体显示技术已用于从肤库和突变库中选
择多种蛋白质

。

利用该技术
,

并建立复杂的实验系
统为每代提供变异

,

使选择
、

增殖和突变能沿一个
方向不断进行下去

,

就可以在试管里实现蛋白质的
定向进化

。

年
,

美国两位科学家则用一种巧妙的方法
解决了试管里的蛋白质进化的问题

。

他们把含有枯
草杆菌蛋白酶信息的每一个基因变种插人到一种
宿主菌体内

,

然后将进化出的枯草杆菌蛋白酶和这

种细菌群体分泌出的酶比较
。

为了对这种枯草杆菌
蛋白酶变种的催化能力估计

,

他们将细菌菌体培养
在琼脂培养基上

,

接着观察围绕它们形成的晕一活
性蛋白质降解的标志

。

再将这些活性群体转移到含
二甲基甲酞胺 的培皿中

。

最后
,

他们选
出能形成最大晕的群体作为优胜者

,

扩增其基因并
用于下一次选择

。

第二
、

三代逐步增加 浓度
,

结果进化出来的枯草杆菌蛋白酶在 中的活性
比原先酶 的 活性提高 了 倍

。

年
,

威廉
川 和斯泰姆 利用诱变的 杂

混 方法
,

进化得到 了一
种新的内酞胺酶

。

其他实验室也在努力寻找试管里
进化蛋白质定向进化的方法

。

化学家们希望通过试
管里进化研制出能够在大范围内使用的多功能酶

,

以便把它们用作工业上的催化剂
。

三
、

分子进化工程展望

分子进化工程是通过模拟生物进化历程的定
向进化技术

,

借以创造新的基因
、

蛋白质乃至新的

物种
。

目前试管中进化方法不足之处是进化实体限
于核酸

,

蛋白质的定向进化研究还刚刚起步
。

年
,

布伦纳 和勒纳 提出
“

编码组
合法

” ,

企图将其应用到任何种类的大分子
。

此外
,

在如何扩大分子群使所含分子数超过 如何设
计更严格的实验条件以加大选择强度 如何简化操
作

,

缩短实验周期等方面也需改进
。

然而
,

它一经问

世就受到 了普遍的关注
,

因为分子进化工程突破了
以往基因工程和蛋白质工程的主要局限

,

即必须知
道产物基因序列或蛋白质序列及其结构与功能的
相关性 其产品均为蛋白质

,

加工工艺复杂
,

成本昂
贵

,

且由于蛋白质分子量大
,

对于某些类型的病人
难以使用

。

分子进化工程为我们开辟了广阔的前景
。

科学

家们可以通过试管里分子进化获得新型的催化剂
、

酶和新药
。

化学家们希望通过试管进化研制出大范
围使用的多功能酶

,

以作工业上的高效催化剂
。

利

用分子进化工程还可以改良物种
,

培育出更多优 良
的微生物

、

农作物和饲养动物
。

此外
,

利用试管进化
能在实验室里揭示生物分子的详细进化历程

,

对探

讨生命起源及生命进化的分子机制有着十分重要
的意义

。

总之
,

以试管进化为基础的分子进化工程将为
生物工程开辟一个崭新的

、

富有魅力的领域
。
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