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生物催化剂与酶概念的发展
�
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摘� 要:回顾了酶的研究历史. 综述了各种新兴�酶� ,特别是酶性 RNA和酶性 DNA的研究进展.

对各种� 酶�与生物催化剂的概念的归属问题进行了探讨.
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The Development of the Concepts of Biocatalyst and Enzyme
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Abstract:The research history of enzyme and the research progress of all kinds of new � enzymes�, es-

pecially the research progress of ribozyme and deoxyribozyme are reviewed. In addition, the problem of

how to classify all kinds of � enzymes�and biocatalysts is discussed.
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1 � 酶

酶是一种生物催化剂,它具有催化效率高、作用专一性强和反应条件温和等显著特点.

它和人们的衣食住行休戚相关,在生产实践和基础理论研究中都起着非常重要的作用.更重

要的是一切生命活动都是由代谢的正常运转来维持,而酶正是促进代谢中的各种化学反应

在常温、常压和中性条件下得以迅速进行的重要物质. 因此,对酶本质的探讨,一直是生物科

学研究中的焦点问题之一.

人们对酶的认识起源于酿酒、造酱、制饴和治病等生产与生活实践.我国人民在几千年

以前就开始利用酶. 公元前 21 世纪夏禹时代, 人们就会酿酒, 古时候酿酒用的酒母称为

�酶�, �酶�古通�媒�,后来在中文中就用�酶�来表示催化反应的媒介物质. 公元前 12世纪,

�周礼�上即有造酱、制饴的记载.当然, 那时候对酶的本质还缺乏认识.西方国家对酶的突破

性认识始于19世纪对酿酒、发酵等过程进行的许多研究. 1810年 Jaseph Gay-Lussac发现酵母
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可将糖转化为酒精. 1833年 Payen 和Persoz 从麦芽抽提液中得到一种对热敏感的物质,它可

使淀粉水解成可溶性糖, 他们称它为淀粉糖化酶( diastase) [ 1] .尽管它还只是一个很粗的酶制

剂,但由于他们采用了简单的提纯方法,并指出了它的催化特性和热不稳定性, 因而开始涉

及到酶的一些本质性问题,故一般认为是他们首先发现了酶. 1835~ 1837年 Berzelius提出催

化作用的概念, 该概念的提出对酶学的发展相当重要, 因为对酶的研究,一开始就与它具有

催化作用联系在一起. 1878年德国人 K�hne创造了 enzyme 一词, enzyme 这一词来自希腊文,

其意为�在酵母中�. 1913年Michaelis M 总结前人工作,根据中间产物学说提出酶促反应动

力学原理 � 米氏学说,这对酶反应机理的研究是一个重要突破.

关于酶的化学本质, 本世纪 20年代初德国著名化学家Willst�tter 认为酶不一定是蛋白
质.原因是他将过氧化物酶纯化达 12 000倍, 酶制剂活性很高, 但却检测不到蛋白质(其实

这是由于受当时蛋白质检测水平的限制) . 由于他的权威地位,这种观点较流行
[ 2]
. 1926年

美国化学家Sumner J B结晶了第一个酶(脲酶) ,并提出它由蛋白质组成.但直到 Northrop和

Kunitz于 1936年得到胃蛋白酶、胰蛋白酶和胰凝乳蛋白酶的结晶, 并证明它们是蛋白质以

后,酶的蛋白质属性才普遍被人们所接受
[ 3]
.

2 � 酶性 RNA

从1833年Payen和 Persoz发现第一个酶起, 直到 20世纪 80 年代初期, 发现的酶已逾

4 000种,这些酶都是生物体自然产生的具有催化能力的蛋白质. 因此,长期以来人们认为只

有某些蛋白质才具有生物催化功能.然而,人类对任何事物的认识都会经历一个逐步发展的

过程. 20世纪 60~ 70年代,一些著名的哲人生物学家就曾推测生命发展的早期,核酸也可能

具有类似酶的活性, 如 Woese
[ 4, 5]

, Crick
[ 5]
, Orgel

[ 5, 6]
, Miller

[ 6]
, Klug

[ 4]
等. 80 年代初, Cech 和

Altman 等人的杰出工作证实了上述猜测: 1981年 Cech 等发现原生动物四膜虫 26S rRNA 前

体具有自我剪切功能[ 4] , 并于 1986年证明其内含子 L-19�S具有多种催化功能; 1983年 Alt-

man等发现大肠杆菌 RNaseP的核酸组分M1RNA 具有该酶活性,而该酶的蛋白质部分 C5 蛋

白并无酶活性
[ 5]
.他们二人因此共同荣获了 1989年的诺贝尔奖.具有酶活性的 RNA被称为

ribozyme.随着自然界更多功能的 ribozyme 的揭示, 发现 ribozyme 一般具有保守的锤头结构

(hammer-head structure ) [ 7] . 一些实验室利用这一特性设计并合成出一系列新的 r-i

bozyme[ 8~ 10] ,而结合运用体外选择( in vitro selection)技术[ 11, 12]获得了更多不同功能的高效

ribozyme, � RNA世界�( RNA world)的概念也随即被提出
[ 13]

. 现在可以把所有的 ribozyme分成

3类: 自我剪接 ribozyme、自我剪切 ribozyme 以及催化分子间反应的 ribozyme. Ribozyme的底物

也由RNA扩大到DNA、糖类、氨基酸酯.这些事实表明了 ribozyme的普遍性. Ribozyme的催化

活性依赖于 RNA的结构,具有很高的底物专一性,这与酶的催化行为极其相似.迄今所发现

的天然 ribozyme可催化 3种反应,而人工合成的 ribozyme可催化 12种反应[ 14] (见表 1) .
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表 1� Ribozyme和 deoxyribozyme 催化的反应

Table 1 � The reactions catalyzed by ribozyme and deoxyribozyme

反 � 应

Reaction

Ribozyme

天然( 3) � 非天然( 12)

Deoxyribozyme

天然( 2) � 非天然( 4)

1 � 磷酸酯转移 + � � � +

2 � 磷酸酯水解 + � � � + � � � � +

3 � 乙酸萘酯水解 + * � � � �

4 � 多核苷酸连接 � � � � + � � � � +

5 � 多核苷酸磷酸化 � � � � +

6 � 单核苷酸聚合 � � � � +

7 � 氨酰基转移 � � � � +

8 � 酰胺键剪切 � � � � +

9 � 酰胺键形成 � � � � +

10� 肽键形成 � � � � +

11� N-烷基化

� � S-烷基化 � � � � +

12� 卟啉金属化 � � � � + � � � � +

13� Diels-Alder反应 � � � � +

14� 氧化性 DNA剪切 � � � � +

15� PADD与�-NP 氧化 + * * � � � �

� � � � � 注:除* (王身立等[24~ 30] )以及* * (佘华[ 34] )外,均引自文献[ 18] .

3 � 酶性 DNA

沿着 Cech、Altman开拓的思路,生物化学家们设计了含有 DNA的 ribozyme,即以不同数

目的脱氧核糖核苷酸取代 ribozyme 保守序列中的核糖核苷酸.尽管这种取代会导致酶活性

的降低[ 15] ,但也另有实验表明 ribozyme中核糖磷酸骨架并非严格必要[ 16] , 这为 DNA也具有

酶活性的研究提供了思考的线索, 所以这方面的工作具有启发意义. Dervan
[ 17]
设计了一些

DNA结合分子( DNA binding Molecule, 即在 DNA一端接上一个小分子) ,可以作为 RNase 并

断裂 DNA;在 DNA片段5�端连上 EDTA. Fe, 可选择性断裂 DNA双链,起到限制酶的作用.

Komiyana[ 18]也设计了一个 5�端连接乙二胺( ethylenediamine)的 DNA片段作为RNase水解 tR-

NAphe. Li和Nicolaon [ 19]报道一段人工合成的双链回文结构 DNA( palindromic duplex DNA)在没

有蛋白质的情况下, 能够促成另外两个单链片段连接起来, 新链与双链中的一条是同向平行

互补的,从而形成三螺旋 DNA( triplex DNA) . 作者称之为�化学自我复制�( chemical sel-f repl-i

cat ion) ,这提示这段双链回文 DNA起着连接酶的作用.另外,离子诱导 DNA水解也提示 DNA

可能具有自催化水解的作用[ 20] .

1994年 deoxyribozyme 的概念终于出现了. 美国加州大学 Lajolla 分校的 Joyce G F 和
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Breaker R R利用体外选择技术得到了一个 35 bp 的单链多聚脱氧核糖核苷酸,在 Pb2+ 存在

的条件下, 该 DNA 能水解特定位置上插入腺苷酸 ( rA)的 DNA, 即 rA-G之间的磷酸二酯

键[ 21] , Joyce 据此提出了� DNA世界�( DNA world)的概念. 1995年是 deoxyribozyme 的研究蓬勃

开展的一年.在这一年里Usman 等人[ 22]化学合成了一个由 14个脱氧核糖糖核苷酸组成的

单链 DNA片段,它具有类似 ribozyme的锤头结构, 能够较弱地水解 RNA 磷酸二酯键. 同年,

Cuenound [ 23]从许多随机序列池中筛选到一些具有 2个保守序列的 DNA,这种DNA能催化两

个DNA片段的连接,其中一个片段的 3�磷酸上接有活化该片断的咪唑基.而且他们根据这

种DNA的序列设计出由 47个脱氧核糖核苷酸组成的单链 DNAE47,在 Zn2+ 存在的条件下它

可以连接两个单链 DNA底物,其连接速率比由单链互补模板催化的连接反应的起始速率高

3 400倍,比无模板背景连接至少高 10
5
倍.也是在这一年里,王身立等

[ 24, 25]
独立地发现绿豆

基因组DNA具有催化乙酸萘酯水解的酯酶活性, 随后他们又发现小牛胸腺和蜘蛛[ 26]、鱼

精[ 27]、鸡[ 28]和人胚[ 29]基因组 DNA均具有酯酶活性, 并对其检测方法进行了探讨[ 30] . 另外,

戴君惕等
[ 31, 32]

发现小麦 DNA也有酯酶活性.

1997年,石东乔[ 33]发现 DNA具有促进二甲基对苯二胺( PADD)与 �-萘酚(�-NP)显色的

作用. 随后佘华[ 34]证明DNA在这一过程中表现出一种氧化-还原酶类性质, 并对 DNA的氧

化性、还原性以及氧化-还原酶类性质进行了探讨. 关于 DNA 的基本化学属性,人们很早就

知道 DNA具有还原性,因为在 DNA的结构中,其核糖能被氧化[ 35] .且因为 DNA的氧化性损

伤与突变的形成、癌的发生以及机体的衰老密切相关, 而备受研究者的关注[ 36] .随着研究的

进展, 发现在DNA的结构中不仅核糖可被氧化,某些碱基亦可被氧化损伤: 如胞嘧啶可被氧

化生成异径尿酸 ( isodialuric acid) [ 37] , 鸟嘌呤可被氧化生成 8-羟鸟嘌呤 ( 8-hydroxygua-

nine) [ 38, 39] .一般认为 DNA 的各种氧化性损伤是由活性氧 ( reactive oxygen species, ROS) , 如

�OH、HO2�、O-
2 、H2O2等引起的

[ 40]
. 但对 DNA的氧化性人们认识不多.直到 1991年才有 Is-

lam I等报道, DNA的碱基可被一种基于 pyrrolo[ 1, 2- a] benzimidazole( PBI)的抗肿瘤药物还

原性甲基化[ 41] . 1997年, Skibo EB等又证实 DNA的磷酸骨架亦可被这种抗肿瘤药物及其衍

生物还原性甲基化. 这提示DNA在某些条件下也会表现其氧化性[ 42] .

而关于 DNA的氧化还原酶类性质早在本世纪 60 年代就有研究. 1966年 Sigel H 等报

道,腺嘌呤核苷、DNA和 Cu2+ 的复合物具有过氧化物酶样的催化活性, 这种复合物可催化

H2O2的分解, 且证实DNA在其中起非常重要的作用[ 43] . 1967年, 他们又发现利用 DNA复合

物的这一性质可鉴别天然 RNA、天然 DNA和变性单链 DNA, 因为只有天然 DNA的复合物才

表现出这项性质
[ 44]

.氧化还原反应在本质上是由反应底物的氧化还原电位差所驱动的一种

反应. DNA不仅自身具有氧化还原性, 还能催化其它物质的氧化还原反应, 其机制十分复

杂. Geyer C R等[ 45]认为底物的空间构象、中间状态的稳定以及一般酸碱催化对 DNA的总催

化功能有非常重要的作用. Li Y等
[ 46]
则进一步证实 DNA 的一般催化原则就是提高底物的

碱度( basicity) ,从而提高底物的离子化 pK值;并且通过 DNA本身的磷酸基稳定底物上不断

增加正电荷的某些基团. Roth A等[ 47]也认为辅因子(如组氨酸的咪唑基)能提高 DNA 的催

化功能是因为其提高了 DNA的一般酸碱催化能力. 1991年 Gaucheron F 等提出在 DNA与嵌

入剂( intercalator)的催化性反应中鸟嘌呤的N7 起了非常重要的作用[ 48] ,而 Netto L E等则认

为DNA参与了肼类衍生物( hydrazine derivatives)的催化性氧化反应[ 49] . 1999 年, Travascio P

等[ 50]第一次详尽报道了具有过氧化物酶活性的催化性 DNA, 它能催化氯高铁血红素-氢过
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氧化物( hemin-hydrogen peroxide covalent complex)的分解, 并对其催化效率、底物结合位点和

催化位点进行了详尽研究,发现它是一段富含鸟嘌呤的序列,其中鸟嘌呤折叠形成的鸟嘌呤

四聚体构成催化活性中心.

在PADD与 �-NP 的反应过程中, DNA也可能具有类似上述的催化机制.因为具有平面

结构的多环芳烃是一类优良的嵌插型 DNA 结合分子[ 51] , DNA 催化作用的第一步就是与

PADD和 �-NP 结合,导致两底物在空间位置上的接近;与此同时DNA折叠成特定的构象, 形

成底物反应的微环境; DNA上的一些相关基团, 特别是某些关键碱基(如鸟嘌呤)则提高了

反应微环境中的碱度,从而促进了嗜碱性的 PADD与 �-NP反应的进行.因为 DNA 的双螺旋

结构在底物结合和微环境的折叠形成过程中起重要作用, 而碱基则负责反应微环境中碱度

的提高, 直接催化 PADD 与 �-NP 的反应; 所以任何破坏这两者的因素, 都会导致 DNA 对

PADD与 �-NP 反应的催化能力的大大降低.

此外还有一系列的研究[ 52]亦表明 DNA 具有催化活性.如今在美国国家生物技术信息

中心( nat ional center for biotechnology information, NCBI)的公共数据库 PubMed中可查到有关

deoxyribozyme 的文献数百篇,仅仅是标题中含有� deoxyribozyme�、� DNA enzyme�或� DNAzyme�

的文献就有40多篇.国内外对 deoxyribozyme 的研究均有综述[ 14, 53, 54] . 迄今所发现的天然 de-

oxyribozyme催化2种反应,而人工合成的 deoxyribozyme可催化 4种的反应[ 14] (见表 1) .

4 � 其它� 酶�

在 ribozyine 和 deoxyibozyme 概念出现的前后, 生物工程酶、人工酶、抗体酶、模拟酶等概

念相继涌现.生物工程酶是酶学和以 1973年开创的 DNA 重组技术为主的现代分子生物学

技术相结合的产物,主要包括三个方面: ( 1)用基因工程技术大量生产的酶; ( 2)修饰天然酶

基因产生的遗传修饰酶(突变酶) ; ( 3)设计新酶基因,合成自然界不曾有的新酶. 人工合成的

蛋白质或多肽类非天然催化剂属人工酶, 1977年 Dhar 等首先报道合成了具有溶菌酶活性的

多肽. 而 80年代后期出现的抗体酶,则是抗体的高度选择性和酶的高效催化能力巧妙结合

的产物,其本质上是一类具有催化活性的抗体分子, 在可变区赋予了酶的活性, 所以也称为

催化性抗体.所谓摸拟酶,就是利用有机化学方法合成的一些比酶简单具有催化功能的非蛋

白质、非核酸分子,它们可以模拟酶对底物的络合和催化过程,既可达到酶催化的高效性,又

可克服酶的不稳定性. 1980年 Breslow 等仔细分析了环糊精与底物结合的特点,改进设计后,

观察到 3-反式-二茂铁基-丙烯酸的对硝基苯酯的水解被环糊精加速了百万倍,其加速的倍

数完全可与酶相比拟了[ 3] .博莱霉素( bleomycin , BLM)是一种糖肽,它有 15种天然类似物.

Hecht S M [ 55]和 Takashi[ 56]认为 BLMA2是一个表现出基本酶功能的最小天然分子; 邹国林

等[ 57]对 BLMA5进行了详尽的研究,提出它是一种生物催化剂的观点.

5 � 生物催化剂与各种� 酶�

综上所述,可以看出生物工程酶、人工酶、抗体酶、模拟酶、ribozyme 和 deoxyribozyme除了

在催化功能上与传统酶极其相似外,在来源和化学本质上又各有特点.以上各种类似传统酶

的化合物,特别是 ribozyme 和 deoxyribozyme的出现对酶的传统概念提出了严峻挑战.为了明

确生物催化剂和酶的概念,当 ribozyme 和 deoxyribozyme出现以后,就应当将生物催化剂作为

属概念,把酶、ribozyme 和 deoxyribozyme 作为种的概念,这样酶、ribozyme 和 deoxyribozyme都属
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于生物催化剂. 随着科学的发展, 假如今后再发现生物体中存在的非蛋白质、非 RNA 和非

DNA的具有催化功能的其它生物分子, 可取用新名词,仍归于生物催化剂这一范畴,而不必

去更改已有的酶定义.至于生物工程酶、人工酶、抗体酶则可以作为亚种概念,因为它们的名

称在酶字前面都加有定语,其意义是明确的, 它们都是具有催化功能的蛋白质, 与天然酶的

区别在于它们的产生含有人为加工的成分.人工合成的 ribozyme和 deoxyribozyme可称为人

工 ribozyme和人工 deoxyribozyme , 属亚种概念. 模拟酶是非蛋白质、非 RNA 和非 DNA 的物

质,可称为模拟生物催化剂.对上述概念的内涵进行明确定义,就可对其外延进行界定,避免

造成概念混乱[ 58, 59] .当然,要解决好这些问题, 需要科学家们仔细地斟酌和商榷, 以达到共

识.
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