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[摘要 ] 　进化化学作为化学和生物学的交叉学科 ,系在实验室中应用达尔文进化论 ,通过定向分子

进化来发明与改良功能生物大分子 ;可用于获得接头、催化性多聚核酸、催化抗体等功能性生物大

分子。该文综述了这一领域的主要进展及其在药物研究与开发 (如先导化合物的发现和新型诊断

与治疗方法的设计)中的应用。
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Evolutionary chemistry———inventing and improving f unctional biomacro2
molecules by harnessing Dar winian evolution ; and its application in drug

research and development
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[ Abstract] 　Evolutionary chemistry was proposed as a new field at the crossroads of chemistry and bi2
ology in which functional bio2macromolecules such as aptamers , catalytic polynucleotides , and catalytic

antibodies were invented and improved via directed molecular evolution by harnessing Darwinian evolu2
tion in laboratory. Progress in the field is briefly reviewed and possible application of evolutionary

chemistry in drug research and development such as discovery of lead compounds and design of new di2
agnosis and therapeutic method is also reviewed.
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　　所有自然界存在的酶均是基于自然选择的达尔

文进化的产物[1 ]。受自然界中达尔文进化成就的

启发 ,科学家们开始掌握和应用这一进化理论 ,在实

验室中完成达尔文进化 ,这不仅包括生物机体与细

胞水平 ,还包括在单个的生物大分子水平上。

达尔文进化主要包括重复进行的三个过程 :选

择、扩增和变异[2 ]。

选择 ,不管是自然的或人工的 ,均是一个从“不

富有者 ( the have2nots)”群体中分离“富有者 ( the

haves or the fecund)”的扬弃过程。在实验室中 ,富

有者则是那些能满足实验人员所附标准要求的分

子[3 ]。

扩增 ,就是产生子代 ;更确切地说 ,就是备份遗

传基因。在实验室中 ,实验人员将选择与扩增关联 ,

仅使那些能满足所附标准要求者产生子代。确切地

说 ,不是所选分子本身 ,而是它们的基因被扩增[4 ]。

变异 ,就是引入变种。定向分子进化的功效在

于巨大数量的力量和分子多样性[1 ,4 ]。

贯穿于达尔文进化全过程的是适应 ,即适者生

存。自然选择只不过是保持基因原有功能的机制 ,

而进化的发生主要是重复基因获得了的新功能的结

果。

生物学中两大不同的分支———群体遗传学和生

物技术有了富有成果的结合 ,其共同的兴趣在于应

用优化药物、抗体和酶连续的变异、选择和遗传所导

致的适应性增加[1 ]。只有当基因型和表型相关联

时 ,进化才有可能发生 ,这就是所谓的“强制进

化”[2 ]、定向分子进化 [3 ]、离体遗传学 [4 ]、离体选

择[5 ]或离体进化[6 ]。
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定向分子进化就是在分子水平上应用达尔文进

化 ,通过多轮的选择、扩增和变异 ,可以促使群体生

物大分子向任意功能目标进化 ,从而获得或改良功

能大分子。定向分子进化可以满足生产全新的工业

试剂与新药[3 ]。

离体进化实验研究进化群体对控制的选择压力

所作的基因型和表型应答。研究揭示 ,与自然进化

一样 ,人工进化群体表现出适应性反应 :在进化过程

中随着变异体发生变异而波动。尽管进化群体中多

样性增加 ,在 (核)酶周边区域 ,表型中度改变而基因

型改变占支配地位 ;在核心区域则极少有突变 ,此处

多样性极低[7～10 ]。结果表明 ,进化群体在局部适应

性优化中被限止。为获得更高的适应性 ,须经过考

察更广泛的变异体 ,或从更早期的群体中重新开始

进化过程 ,或者通过不断积累周边区域的中性突变 ,

使群体跨过一些较不利的中间体 ,达到更好的适应

性改善[1 ,7 ]。通过改变或加强选择的限制条件 ,可

以达到获得或拓宽生物大分子的功能 (如催化活

性) ,甚至增加其专一性。

在生物大分子进化领域中主要有核酸 (DNA和

RNA)分子进化和蛋白质分子进化。可以用于研制

“智能配体或接头 (aptamer)”[6 ]、核酸药物[5 ]、核酸

酶[6 ]、脱氧核酸酶[11 ]、受体和抗体酶[8 ,9 ]。

1　核酸分子进化

核酸分子进化基础是 DNA 的 PCR 与 3SR 技

术和 RNA的变温扩增技术 RT2PCR[3 ,4 ,11 ] ,新的序

列变异体则通过应用 PCR的突变形式产生[11 ]。以

随机或半随机化学合成寡核苷酸来建立序列变异体

库 ,再应用自然选择或非自然选择来分离含所需性

质的分子 ;这种分离系基于其特殊的配体结合性质、

催化性质或其他可使分子富集的性质。无限期的、

连续多轮的选择和扩增使得离体定向进化成为可

能[4 ] ,成功的关键在于起始库的选择和选择压力或

限制条件的合理设计 ,起始库中含有 1011～1015个

不同序列[3 ,7 ] ,典型的重复轮数为 3～15轮。

离体选择或离体进化常被认为是 1990 年发明

的[5 ,12 ] ,但核酸的定向进化可追溯到 60 年代

Spiegelman等对噬菌体 Qβ复制酶的重复离体复制

实验[13 ] ,离体进化实验包括许多不同的目的和不同

的选择策略。在定向进化实验中 ,不管哪类大分子

作离体选择 ,第一步就要组建一个差异分子群体

(库) ,这包括三种策略[3 ] : ⑴总括策略 :即设计包括

定义限制的所有可能变异体的全序列大分子 ; ⑵猎

枪 (shotgun)策略 :即设计随机差异的序列大分子 ,

用于猎取具有新型性质的分子 ;⑶聚焦策略 :即以具

有某一特性的分子为母序列 ,引入随机突变 ,精炼或

改良特定的分子性质。

指数富集式配体系统进化 (systematic evolution

of ligands by exponential enrichment , SEL EX)已被

广泛用于分离能与靶蛋白或小分子高亲和力结合的

RNA和 DNA分子 ,这些分子被称为“智能配体或接

头”[6 ]。能与蛋白靶分子作用的接头可用硝酸纤维

素滤膜捕获或以初始聚丙烯酰胺凝胶分离 ,而能与

小分子结合的接头则可用亲和层析分离[5 ]。该技

术可用于研制核酸药物[5 ] ;还可用于研制新的核

酶。一方面 ,可以利用其结合基态底物的性质 ,加上

突变、扩增重筛其催化性质 ;另一方面 ,应用类似于

生产催化抗体或抗体酶的工艺 ,直接筛选能与过渡

态类似物结合的“催化性智能配体或接头 (catalytic

aptamer)”[6 ]。

离体选择和离体进化已超越其研究基础情节 ,

已拥有了发现有治疗应用前景的先导化合物和设计

新型诊断方法的成果[5 ]。

1 . 1　接头

1 . 1 . 1　核酸药物

最近研制了三种能增加接头与靶分子亲合性的

方法[5 ] :⑴悬挂能引导与靶分子特定部位结合的小

分子 (如弱的抑制剂) ;⑵交联酶的自杀性底物 ,使与

靶分子共价结合 ;⑶杂合光敏核苷酸。

为使接头更适应作药物 ,需增加核酸的分子稳

定性并减小分子 ,采用的方法有[5 ] : ⑴以 DNA分子

库代替 RNA分子库 ; ⑵引入化学修饰 (包括前取代

和后取代策略) ;⑶进行构象限制性最小化 :分割重

要的功能残基和支架残基 ,以化学连接链取代支架

残基[如取代环 (loop)区和引入刚性连接链 ] ;特别

是二硫键策略 :系在核苷酸中引入化学活性基团

———巯基 ,利用二硫键将接头部位特异地交联 ,不致

引起接头大的构象变化。

接头在体活性包括[5 ] : ⑴阻断基因表达 ,如可

阻断许多胞外细胞素的功能 ;⑵抑制酶的代谢作用 ;

⑶调节复杂的代谢过程。其给药系统同反义药物。

1 . 1 . 2　对传统药物研制的影响

1 . 1 . 2 . 1　鉴定药物作用靶标[5 ] 　离体选择能准确

定义核酸靶分子的序列和结构 ;定义 DNA靶分子 ;

也能帮助定义核酸以外的靶分子 ,因为接头不仅能

作渊源或功能相关的蛋白靶分子的特异性探针 ,也

能作相同靶分子的不同状态或构象的探针。

1 . 1 . 2 . 2　药物设计　事实上 ,即使接头自身不适于

作药物 ,也可以用作药物模型。具体体现在 :

⑴“反向药物发现”法[5 ]。一方面 ,通过绘制氨

基糖苷类药物结构与核酸序列的相关图谱 ,可以提
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供老药可能的新作用靶 ;另一方面 ,通过与基因库中

全序列的相同序列比较 ,可以发现许多潜在的作用

靶。氨基糖苷以外的小分子化合物也能作反向药物

发现法的候选对象 ,这不仅可用于发现抗核酸药物 ;

而且 ,通过确定接头∶配体络合物的结构 ,可提示蛋

白∶药物络合物中的作用特性 ,如堆集作用和氢键网

络。

接头与小分子结合的选择性和结构特性使人相

信 ,离体选择将有助于形成药物发展规划的新基础 ;

描绘化合物结构与核酸序列关系的数据库的无穷作

用最终必将在从头设计特异性抗核酸药物的研究中

得到证实。筛选化学组合库与反向药物发现法结

合 ,将在细胞或病毒基因组的研究中产生幸运的“成

功 (hits)”:产生分子识别“码 (codes)”———这一合理

药物设计的基础[5 ]。

⑵核酸模拟物[5 ]。正如肽模拟物可在选择噬

菌体肽库或蛋白结构所发现的活性肽的结构基础上

设计合成一样 ,核酸模拟物也可在接头的序列和结

构基础上设计合成。

⑶对化学组合库设计的影响[5 ]。从某种意义

上讲 ,核酸分子库实际上是可复制的化学库。

其可复制性和易得性使得分子可通过多轮的选

择、扩增和变异 ,来促使活性化合物之间的竞争 ,而

得到进化 ,精制得到少数几个对某一靶标分子具有

最大亲和力或效力或所需的分子性质的个体分子。

借鉴这一特性 ,在普通的化学组合库中通过链接一

个供筛选的标签、一个地址 (locale)或一个编码的可

复制或不可复制的标签[14 ] ,普通有机分子库也能重

新合成与重复筛选 ,这种化学库实际上也具备了可

复制性。

对于化学库中覆盖率问题 ,离体选择实验揭示 ,

功能性全覆盖甚至能从有限的分子库获得 ;对于先

导化合物的发现 ,较小数量的柔性单体与较大数量

的刚性单体一样有效。抗精氨酸接头、抗碱性成纤

维细胞生长因子 (bF GF)接头和催化性接头等离体

选择和进化实验证实了“短基元专制 ( t yranny of

short motifs)”的真实性。假若不同序列产生的结构

和功能多样性与不同的化学基团产生的结构和功能

多样性等效 ,则化学库中结构多样性越大 ,就越有可

能选择到高亲合性的候选药物 ,这正是许多化学库

的设计基础[5 ]。

1 . 2　催化性多聚核苷酸

通过离体选择和离体进化人工合成新型核酶正

使核酶实际的催化潜力得以揭示。特别是组合化学

方法在发现现代细胞代谢不再应用的核酶功能中起

着中心作用 ,离体选择和离体进化已被广泛用于生

产甚至可催化非磷中心的反应的核酶 ,同样 ,这些方

法已被用于分离生产迄今自然界尚未发现的 DNA

酶即脱氧核酸酶[11 ]。

要筛选催化性多聚核苷酸 ,就须有一种能鉴定

可加速所需化学转化的分子的方法。迄今为止 ,成

功的选择方法可分为三类[11 ] : ⑴自修饰区分 :如磷

酸酯的裂解或连接反应 ,活性分子的分子量增大 ,利

用凝胶层析分离 ;此外 ,抗生物素蛋白和生物素之间

的相互作用常被用于以亲和层析方法分离所需分

子 ,即将底物挂上生物素标签 ,而以固化有抗生物素

蛋白 (常用链霉菌抗生物素蛋白)的凝胶作填充剂进

行亲和层析 ;⑵与过渡态类似物的结合 :以类似于分

离催化抗体的方法[15 ] ,间接生产新的催化性多聚核

酸 ;⑶催化洗脱 :即利用共价连接或对底物亲合性的

方法 ,将核酸固定在固相载体上 ,然后通过调节洗脱

剂到允许反应的条件 ,洗下活性分子。此外 ,一种在

体选择的方法 ,系将生物体的生存命运与其催化多

聚核酸的功能联系起来 ,该选择适用于分离有在体

高活性的核酶。

核酸酶结合与定位 (二价)金属离子作为结构单

元 ,并催化化学转化 ;也能利用其他有机分子作为辅

酶 ,但普遍地将核酸酶归类为金属酶。选择的单链

DNA也采取特异的三级结构 ,具有真正金属酶的功

能 ,其结构与反应机理也相似[11 ]。但是 ,最近的研

究结果表明 , (二价)金属离子并非 RNA酶和 DNA

酶必需的辅酶 ,但可以利用辅助因子来扩展适用范

围 ,提高催化效力 ;另一个增加核酸催化效力的方法

是在其核苷中引入功能基团如咪唑基和吡啶基

等[16 ]。

1 . 2 . 1　核酸酶[6 ,11 ,16 ]

包括改良天然核酸酶和生产新的核酸酶。已成

功生产出 RNA 裂解酶、RNA 连接酶、RNA 磷酸化

酶 (激酶样核酸酶) 、单核苷酸聚合酶、单核苷酸合成

酶[17 ]、DNA裂解酶、联苯异构化酶、卟啉金属化酶、

氨酰基转移酶、酰胺裂解酶、酰胺合成酶、肽合成酶、

N2烷基化与 S2烷基化酶和 Diels2 Alder环合酶。

1 . 2 . 2　脱氧核酸酶

一种简单而经常发生的 DNA结构是一个由 4

个鸟苷组成的 4倍体结构 (鸟苷四倍体) ,这一生物

学相关的 DNA 结构在许多 DNA 接头中显示为关

键结构单元 ,如抗人血栓素接头和抗 HIV gp120 接

头 ,有稳定 DNA结构的作用[11 ]。DNA接头结合小

分子的性质可利用作底物或辅酶[18 ] ,这一特性必将

能利用于扩展多聚核苷酸酶适用的催化反应范围和

增大其催化效力 ; Roth 和 Breaker[18 ]首次成功地利

用离体选择以组氨酸作为催化 DNA的反应组分催
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化 RNA的裂解反应。已成功生产出 RNA裂解酶、

DNA 连接酶、DNA 氧化裂解酶和卟啉金属化

酶[11 ]。

由此可见 ,制造“设计”的 RNA 疗法和生化试

剂是切实可行的。这些新的催化性多聚核酸及其制

备方法 ,在核酸研究中开辟了全新的方向。

2　蛋白质分子进化

Brenner和 Lerner [19 ]发展的一种编码组合化学

方法 ,将化学合成的多样性和遗传的功效联系在一

起 ,提供了一种非常有效的、多用途的药物筛选方

法。该方法系平行合成具有双“臂”的双用途的分子

库 ,其中一臂是能结合某一靶标的功能大分子 ;另一

臂则是可给功能臂编码的遗传大分子 ,典型的是

DNA。这一方法在理论上可适用于任何类型的分

子库[3 ,19 ]。

催化抗体 ,又称为抗体酶 ,在生物医学和有机合

成中均具有良好的应用前景 ;其传统的制备方法就

是利用过渡态稳定化作用设计的半抗原诱导产生胚

系抗体在体进化 ,筛选得到对过渡态稳定类似物有

高亲和力的抗体 ,这样的抗体对化学转化具有酶样

的催化作用 ,其关键在于半抗原的设计与合成[14 ]。

目前已报道的产生催化抗体的方法有 :自身免

疫[15 ]、反应免疫[20 ]和过渡态稳定化[15 ]。半抗原的

设计策略包括 :过渡态稳定类似物策略[15 ]、诱导与

转换策略[15 ]和互补电荷策略[21 ] ;作者[22 ]最近提出

了潜过渡态策略 ,并应用这一新策略成功诱导产生

了具有较高梭曼水解酶活性的抗体酶。值得指出的

是 ,反应免疫法已成功应用于诱导产生有广泛底物

特异性的醛缩酶样抗体 ;事实上 ,已有这类商品化的

催化剂上市[23 ]。

把底物转化与离体选择优势直接结合 ,将能进

化具有广泛的底物、反应和反应条件的酶。从含有

变异体的巨大抗体库中直接选择有增强催化活性变

异体的策略包括[23 ] :⑴应用基于机理的抑制剂从噬

菌体表达库中共价捕获活性分子 ; ⑵以固相载体从

噬菌体表达库中催化捕捉或释放抗体酶 ; ⑶基于补

足营养缺陷型的在体选择。其中 , Schultz 等[23 ,24 ]

提出了一种可在生物扩增体系中离体进化蛋白催化

剂的通用方法。该方法系将交联有生物素的底物通

过一个柔性连接臂共价地和位置特异地连接在一种

可表达蛋白催化剂的丝状噬菌体的 p Ⅲ包被蛋白

上 ,利用催化洗脱和活性催化剂能在分子内将底物

转化为产物的原理 ,以固化有链球菌抗生物素蛋白

的填料的柱层析从含有变异体的蛋白 (抗体)库中选

择分离活性催化剂。该方法是以葡萄球菌核酸酶为

模型进行开发 ;此外 ,基于催化特异反应 (如糖基转

移、序列特异性蛋白水解或磷酸化 ,聚合反应等)的

能力 ,而非基于与已知酶的序列或结构同源性 ,该方

法还可以功能性克隆天然酶。

检验种系蛋白发育历史 ,从广义角度支持以外

显子重组产生新型蛋白骨架 ,延续自然选择和点突

变改善其功能的方案 ;在免疫应答中 ,重组和选择基

因片段 ,继而体细胞超突变 ,能在缩短的时间内重演

这些过程[8 ]。Schultz 等[23 ]的研究表明 ,在免疫应

答中 ,许多胚系抗体能采取与抗原结合的多种构型 ,

半抗原与胚系抗体的结合可对抗体结合部位的变化

进行塑模和印迹 ;远离结合部位的体细胞突变能进

一步精炼和稳定优化的活性部位的构型 ,导致抗体

成熟为与抗原有最大亲和力和互补性的成熟抗体。

单个胚系抗体利用上述构型多样性的能力依赖于抗

原对胚系抗体起始的适应和驱动抗原2抗体结合的
作用力性质。免疫系统赖以解决分子识别的策略有

许多种 ,除了产生多样性抗体库和体细胞突变外 ,还

有构象多样性和多底物特异性。上述相同的要素可

能在酶进化早期起着重要的作用。可以设想 ,由于

每个蛋白分子都能采取许多不同的活性部位或结合

部位的拓扑结构 ,以响应配体结合和遍及整个蛋白

结构的突变 ,使得相对有限数量的蛋白分子库也有

足够的方式进化 ,并具有多种底物特异性和催化作

用。明确遍及整个可变区的突变在影响亲合性和特

异性中的重要性是利用任何组合化学方法优化生物

分子功能研究都必不可少的[23 ]。

催化抗体研究无论在半抗原的设计策略、抗体

酶的产生方法 ,还是在适用反应范围和应用等方面

都取得了新进展。最近已成功地诱导产生了可催化

磷酸二酯键水解[25 ]和糖苷键水解[26 ]的催化抗体 ,

其中后者采用了脾细胞离体半抗原直接免疫法 ;借

用抗体导向酶前药治疗 (ADEPT)的原理[27 ] ,Black2
burn等提出了抗体导向抗体酶前药治疗 (ADAPT)

方法 ,利用抗体酶的抗体 (导向)和酶 (催化)的双重

功能及易于人源化的特性 ,克服 ADEPT中免疫交

联物的免疫原性 ,发展新的导向治疗方法[28 ]。此

外 ,在有机合成与药物合成中 ,催化抗体已成功地应

用于有紫杉醇样 ( taxol2like ) 作用的天然产物

epothilones的全合成 ,用于构建其中三个手性中心。

另一方面 ,在体噬菌体表达肽库的选择则为确

定靶器官或组织特异的肽分子提供了一种好方法 ,

为靶向化学治疗提供了一种新策略。在体噬菌体表

达肽库的方法 ,系将噬菌体库静脉注射到动物机体

内 ,然后从靶器官回收噬菌体 ,选择分离其表达的肽

分子。这一方法已被成功地用于鼠模型中肿瘤血管
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靶向给药的癌症治疗 ,从在体噬菌体表达肽选择分

离出肿瘤血管特异的肽分子 ,然后以其中的两个肽

分子为靶向分子 ,分别与多柔比星交联 ,其交联物均

能与药物导向至靶部位 ,显著地提高了药物的疗效 ,

并减小了药物的毒性。

总之 ,进化化学即在实验室中进行达尔文进化 ,

使科学家能发明和改良生物大分子 ,制造受体与抗

体 ,发现新的靶分子、功能分子和药物及发展新的治

疗方法和治疗途径 ,进化化学将在生物医学和药物

研制中发挥越来越大的作用。
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