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摘  要：【背景】(S)-乙偶姻是一种重要的精细化学品，开展其绿色高效合成具有重要的应用价值。

【目的】祖先酶可能具有较好的热稳定性。论文以筛选高活性和稳定性的祖先羰基还原酶为目标，

并探究其酶学性质，实现(S)-乙偶姻的高效酶法合成。【方法】基于祖先序列重建法的基因挖掘策

略筛选双乙酰还原酶，并对其进行了酶学性质表征，构建不对称还原双乙酰合成(S)-乙偶姻的反应

体系。【结果】获得了一种可以不对称还原双乙酰合成(S)-乙偶姻的祖先羰基还原酶 AncBDH1，并

在 Escherichia coli 中实现可溶性表达。序列保守性分析显示，AncBDH1 含有短链醇脱氢酶家族的

特征基序，且与已报道羰基还原酶的同源性均较低。对 AncBDH1 进行了镍柱纯化和酶学性质表征，

显示其仅可利用 NADH 为辅酶，最适反应 pH 值为 7.0，最适反应温度为 60 ℃，催化活性不依赖

金属离子，并且表现出对二甲基亚砜等有机溶剂的良好耐受性。AncBDH1 可以在 12 h 内将 200 mmol/L
双乙酰完全转化为(S)-乙偶姻。【结论】发现了一个具有较高的最适温度及有机溶剂耐受性的祖先

羰基还原酶 AncBDH1，并实现了(S)-乙偶姻的高效酶法合成，为(S)-乙偶姻的酶法合成奠定了一定

的研究基础。 
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Abstract: [Background] (S)-Acetoin is a class of important fine chemicals with wide applications. 
Efficient and sustainable synthesis of (S)-acetoin is of special interest. [Objective] Due to the high 
thermostability, ancestral carbonyl reductases are promising in industrial biocatalysis. This study 
aims to mine an ancestral carbonyl reductase with high activity and thermostability, characterize its 
enzymatic properties, and establish an efficient enzymatic catalysis system for the synthesis of 
(S)-acetoin. [Methods] The gene mining strategy based on ancestral sequence reconstruction was 
adopted to identify ancestral carbonyl reductases. The enzyme properties were characterized, and 
the purified ancestral carbonyl reductase was used for the establishment of the (S)-acetoin synthesis 
system. [Results] An ancestral carbonyl reductase AncBDH1 was identified and heterogeneously 
expressed in Escherichia coli in the soluble form, and it displayed a high activity in the asymmetric 
reduction of diethyl into (S)-acetoin. The sequence of AncBDH1 contained the conserved motifs of 
short-chain dehydrogenase/reductase superfamily and exhibited low similarity with the sequences 
of other reported carbonyl reductases. AncBDH1 was purified by nickel-affinity chromatography 
for enzyme characterization. It displayed high dependence on NADH instead of NADPH as a 
cofactor, with the optimum performance at pH 7.0 and 60 ℃. The activity of AncBDH1 was not 
dependent on metal ions and AncBDH1 could tolerate organic solvents such as dimethyl sulfoxide. 
AncBDH1 completely reduced 200 mmol/L diethyl into (S)-acetoin within 12 h. [Conclusion] This 
study provides a novel ancestral carbonyl reductase AncBDH1 with tolerance to high temperature 
and organic solvents and capable of catalyzing the synthesis of (S)-acetoin, laying a certain research 
foundation for the biocatalytic synthesis of (S)-acetoin. 
Keywords: ancestral sequence reconstruction; gene mining; carbonyl reductase; (S)-acetoin 
 

(S)-乙偶姻是一种具有特殊奶油香气的食

用香料，广泛应用于食品、烟草、酒类和化妆

品行业[1-2]。此外，(S)-乙偶姻也可以作为手性

中间体，用于手性药物的合成[3]。目前，(S)-乙
偶姻的生物合成方法主要包括水解酶立体选择

性拆分外消旋乙偶姻和羰基还原酶不对称还原

双乙酰[4]。尽管水解酶拆分路线具备较高的效

率，但是存在 50%理论最大收率的瓶颈，而由

羰基还原酶催化的双乙酰不对称还原反应具有

100%理论最大收率，具有较大的应用潜力[5]。

然而，现有的羰基还原酶存在稳定性低及立体

选择性和区域选择性不佳的问题，容易将合成

的(S)-乙偶姻进一步还原得到 2,3-丁二醇[5]。因

此，开发具有较高稳定性和选择性的羰基还原

酶具有重要的研究意义。 
酶 祖 先 序 列 重 建 (ancestral sequence 

reconstruction, ASR)是指通过计算推导来自灭

绝生物酶氨基酸序列的技术[6]，由于已灭绝的
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生物处于进化的早期，且往往生存于极端环境，

因此祖先酶可能具有较高的热稳定性[7]、催化

活性[8]、催化混杂性[9]等。基于祖先序列的基因

挖掘策略已逐渐成为一种获得具有高稳定性和

宽底物谱特性酶的有效方法，并用于单加氧酶、

内酯水解酶、羟腈裂解酶和醇脱氢酶等的基因

挖掘[7-9]。2018 年，Gumulya 等[10]通过 ASR 技

术获得了能够承受高温和长时间反应的 P450
酶和酮醇酸还原异构酶，与现存的大肠杆菌来

源的酮醇酸还原异构酶相比，祖先酶的比活力

提高了 8 倍，热稳定性也更好。目前，已经开

发出了多种祖先序列重建的软件和方法，如

MEGA X (https://www.megasoftware.net)、FastML 
(https://fastml.tau.ac.il)和 FireProt (https://loschmidt. 
chemi.muni.cz/fireprotasr/)等，可以实现祖先序

列的自动重建。尽管祖先酶具有显著的优势，

但是祖先酶的可溶性表达水平不如当代酶，且

多数祖先酶往往活力较低[11]。为了解决上述问

题，本研究团队提出了定向挖掘祖先酶的策略，

通过基于当代酶比对筛选确定有活性的进化

分支，从进化分支中找到具有较高可溶性和活

性祖先酶的概率较高。通过该方法成功筛选获

得了具有较高热稳定性和宽泛底物特异性的

醇脱氢酶 A64，其在 50 ℃的半衰期比当代酶高

352 倍[12]。 
本研究采用祖先序列重建的策略设计 5 个

祖先羰基还原酶，并在大肠杆菌中进行异源表

达。功能筛选发现，AncBDH1 对双乙酰具有

最高的催化活性和选择性。为更好地了解

AncBDH1 的性能特征，本研究对其进行纯

化，表征最适 pH、最适温度、金属离子依赖

性、有机溶剂耐受性和底物特异性等酶学性

质，并考察 AncBDH1 在生物催化合成(S)-乙偶

姻的效果。本研究将为(S)-乙偶姻的生物合成

提供高效的生物催化剂。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  菌种、质粒、基因 

大肠杆菌 (Escherichia coli) BL21(DE3)和
pET28a 质粒为本实验室保藏；祖先酶基因由

天霖生物科技(上海)有限公司合成。 
1.1.2  培养基 

LB 培养基(g/L)：酵母提取物 5.0，胰蛋白

胨 10.0，氯化钠 10.0，121 ℃灭菌 20 min。 
1.1.3  主要试剂和仪器 

氯化胆碱、尿素、丙酮、双乙酰、苯乙

酮、2-丁酮、2,3-戊二酮、2,4-戊二酮、2,3-己
二酮、2,5-己二酮和 2,4-己二酮均购自上海毕得

医 药 科 技 有 限 公 司 ； T4 DNA 连 接 酶 、

PrimeSTAR 高保真酶、限制性内切酶(Nde I、
BamH I) ， 宝生物 工 程 ( 大连 ) 有限公 司 ；

NAD(P)H 和 NAD(P)+，邦泰生物工程(深圳)有
限公司；IPTG、卡那霉素、氨苄青霉素，生

工生物工程(上海)股份有限公司。 
PCR 仪和蛋白电泳仪，伯乐生命医学产品

(上海)有限公司；酶标仪，美国伯腾仪器有限公

司；气相色谱仪，岛津仪器(苏州)有限公司；超

声波破碎仪，宁波新芝生物科技股份有限公司。 

1.2  方法 
1.2.1  祖先羰基还原酶序列的构建 

首先选择 Arthrobacter sp. TS-15 的羰基还

原酶 PseDH 的氨基酸序列(GenBank 登录号为

WP_142940122.1)[13]，在 NCBI 数据库中进行

BLAST，从中选取相似性>40%的 110 条序列进

行多序列比对和进化树分析。通过FireProt在线

工具进行祖先序列重建，并从靠近 PseDH 所在

分支选择 5 条祖先羰基还原酶序列。所选序列

交由天霖生物科技(上海)有限公司合成并亚克

隆至 pET28a 质粒的 Nde I 和 BamH I 之间，构建

重组质粒 pET28-ancbdh1-5，将重组质粒转化至
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Escherichia coli BL21(DE3)菌株中。 
1.2.2  引物及 PCR 扩增方法 

本实验所用引物为 F (5′-aaaaggagcgattta 
catATGATCCGTGTAGAAGGTAAAATTGC-3′ ，
下划线为 Nde I 的酶切位点)和 R (5′-gagctcgactct 
agaggatccTCAGTTGACCAATGCGGG-3′，下划

线为 BamH I 的酶切位点)。以合成的质粒为模

板，进行 PCR 扩增。PCR 反应体系(50 μL)：
上、下游引物(20 μmol/L)各 2 μL，质粒模板

(10 ng/μL) 1 μL，10×PrimeSTAR 缓冲液(Mg2+ 
plus) 5 μL，dNTPs (25 mmol/L) 4 μL，PrimeSTAR
高保真酶 1 μL，ddH2O 35 μL。PCR 反应条件：

95 ℃ 10 min；96 ℃ 45 s，60 ℃ 30 s，72 ℃ 60 s，
共 30 个循环；72 ℃ 10 min。 
1.2.3  粗酶液的制备 

将 1.2.1 中构建的菌种接种至 30 mL LB 培

养基中，37 ℃、180 r/min振荡培养，待 OD600

达 0.6 时加入 30 μL IPTG 诱导(母液浓度为 
100 mmol/L)，于 30 ℃继续诱导培养 8 h。4 ℃、

8 000 r/min 离心 5 min，倒掉发酵液上清，向

菌体中加入生理盐水洗涤 1 次，再加入 10 mL
磷酸钠盐缓冲液(100 mmol/L, pH 7.0)，使用超

声波破碎仪破碎细胞(功率 285 W，工作 1 s，间

歇 3 s，共 10 min)，将破碎液在 4 ℃、8 000 r/min
离心 20 min，所得上清即为粗酶液。可用于蛋

白纯化、酶活力测定及生物转化。 
1.2.4  酶活力测定及酶学性质表征 

将包括 0.5 mmol/L NADH 和 NADPH、    
1 mmol/L 双乙酰、100 mmol/L pH 7.0 磷酸钠缓

冲液的 200 μL 测活体系充分混匀，30 ℃保温 
2 min，加入 10 μL 酶液(约为 1 mg/mL)，检测

340 nm 下光吸收值的变化。酶活力单位(U)定
义为：在上述条件下，每分钟催化氧化 1 μmol 
NAD(P)H 所需要的酶量。蛋白质含量测定采用

Bradford法，以小牛血清白蛋白BSA为标准品。

酶活力的计算公式参考醇脱氢酶 KpADH[14]。 

采用上述酶活力测定方法，考察在不同 pH
缓冲体系中 AncBDH1 活力的变化，所采用的

缓冲体系包括柠檬酸钠缓冲液(pH 5.0–6.0)、磷

酸钠缓冲液(pH 6.0–8.0)、甘氨酸氢氧化钠缓冲

液(pH 8.0–10.0)；将活力测定体系分别保温于

25–75 ℃，考察反应温度对 AncBDH1 活力的影

响；向反应体系中添加 1 mmol/L 的 Mg2+、Zn2+、

Ni2+、Cu2+、Co2+、Fe2+、Ca2+、Mn2+和 EDTA，

考察金属离子对 AncBDH1 活力的影响；向反

应体系中添加 5% (体积比)的曲拉通 X-100、十

二烷基硫酸钠、吐温 80、二硫苏糖醇、巯基乙

醇、甲醇、乙醇、二甲基亚砜、四氢呋喃等，

考察有机溶剂对 AncBDH1 酶活力的影响。 
1.2.5  双乙酰及乙偶姻的检测方法 

通过岛津气相 GC2014 进行底物和产物的

分析，色谱柱为 CP7502-Chirasil-DEX CB，进

样口和检测器温度为 280 ℃，柱温设置为

50 ℃保温 2 min，以 10 ℃/min 升至 180 ℃保温

2 min，进样量为 1 μL，分流比为 50。双乙酰

的保留时间为 4.1 min，(R)-乙偶姻保留时间为

8.1 min，(S)-乙偶姻的保留时间为 8.9 min[15]。 
1.2.6  祖先羰基还原酶 AncBDH1 不对称还原

双乙酰合成(S)-乙偶姻 
将 0.5 g诱导后的重组菌E. coli BL21/pET28- 

ancbdh1 充分重悬于 9.5 mL 磷酸钠缓冲液中

(100 mmol/L, pH 7.0)，超声破碎获得破碎液。

向破碎液中加入 50 mg 来源于巨大芽孢杆菌

Bacillus megaterium的葡萄糖脱氢酶BmGDH (实验

室自行制备)[16]，0.8 g 葡萄糖，10 μL 100 mmol/L 
NAD+，0.172 g 双乙酰(溶解于 0.5 mL 乙醇)，总

体积为10 mL。将上述体系于30 ℃、180 r/min条

件下振荡反应，反应过程中用1 mol/L NaOH滴定

控制反应 pH 值为 7.0。每隔一段时间取样 50 μL，
加入 450 μL 去离子水和 500 μL 乙酸乙酯萃取，

取上层有机相经无水硫酸钠干燥，进行GC分析。 
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2  结果与分析 
2.1  祖先羰基还原酶的挖掘 

鉴于来源于 Arthrobacter sp. TS-15 的羰基

还原酶 PseDH 具有区域选择性还原 1-苯基-1,2-
丙二酮为(S)-1-羟基-1-苯基-2-丙酮的能力，其

对映体过量值 (enantiomeric excess ， e.e. 值 )
为>99%[13]。尽管尚无关于 PseDH 对双乙酰底

物的报道，但其对多种双酮底物均表现出一定

的催化能力，且仅还原其中一个羰基，因而是

通过不对称还原双乙酰合成(S)-乙偶姻的优良

出发酶。然而，PseDH 的热稳定性较差，仅在

15–25 ℃具备较高的稳定性，在温度超过 30 ℃
即发生快速失活，而在 40 ℃时 PseDH 的半衰期

仅为 0.78 h[13]，这极大限制了 PseDH 在合成手性

(S)-乙偶姻中的应用。由于祖先羰基还原酶具有

较高的稳定性，在工业生物合成中具有更好的

应用开发潜力。因此，本研究以 PseDH 为对象

去筛选还原双乙酰合成(S)-乙偶姻的祖先羰基还

原酶，筛选具有较高活性和稳定性的祖先酶。 
通过软件预测，选择其中 5个祖先羰基还原

酶，编号为 AncBDH1−AncBDH5，AncBDH1 与

AncBDH2−5 之间的序列相似性在 73.0%–93.8%，

氨基酸长度为 272–274 aa，蛋白质的分子量为

28.6–29.2 kDa (表 1)。经测定，5 个祖先羰基还

原酶对双乙酰均具备催化活性，其中 AncBDH1
的活力最高，为 3.2 U/mg，并且产物为(S)-乙

偶姻，e.e.值为>99%。AncBDH4 与 AncBDH1
的序列相似性为 93.8%，对双乙酰的比活力为

1.2 U/mg。AncBDH3 对双乙酰的比活力最低，

仅为 0.3 U/mg，e.e.值为 72% (S)。鉴于 AncBDH1
具有最高的催化活力和对映选择性，因此选择

其为进一步的研究对象。 
序列分析显示，AncBDH1 的长度为 274 aa，

含有短链醇脱氢酶家族的保守基序，如包含 N 端

参与NADH识别和结合的Rossmann折叠结构域、

富含 loop 区的底物结合结构域和非保守的 C 端。

多序列比对显示，AncBDH1 与其余 4 个祖先羰

基还原酶具有相对保守的二级结构域(图 1)，均

含有TGXXXGXG (X代表任意一种氨基酸)序列，

催化四联体 Asn119-Ser141-Tyr155-Lys159。进一

步比较 AncBDH1 与已报道酶的序列同源性，发

现其与探针酶 PseDH 的序列相似性为 69.7%，且

具有相同的催化残基，较高的序列相似性证明

AncBDH1具有与PseDH相似的催化性能。AncBDH1
还含有 30.3%与 PseDH 不同的催化残基，这也表

明 AncBDH1 具有不同的催化性能。除此之外，

相似性最高的酶为来自 Bacillus sp. SG-1 的 3-羰
基酰基载体蛋白还原酶 FabG (3-oxoacyl-ACP 
reductase，登录号为 WP_006837618.1)，相似

性为 39.3%。因此，本研究发现的AncBDH1具

有较高的序列新颖性。 

2.2  祖先羰基还原酶 AncBDH1 的蛋白纯化 
为研究祖先羰基还原酶 AncBDH1 的酶学 

 
表 1  祖先羰基还原酶的筛选结果 
Table 1  Screening result of ancestral carbonyl reductases 
祖先酶 
Ancestral enzyme 

相似性 
Identity (%) 

氨基酸长度 
Protein length in amino 
acids (aa) 

蛋白分子量 
Protein molecular 
weight (kDa) 

比活力 
Specific activity 
(U/mg) 

对映体过量值 
Enantiomeric 
excess (e.e., %) 

AncBDH1 100.0 274 28.6 3.2 >99 
AncBDH2 82.1 273 29.2 0.5 >99 
AncBDH3 73.0 274 28.8 0.3 72 
AncBDH4 93.8 274 29.0 1.2 >99 
AncBDH5 89.3 272 28.8 0.7 >99 
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图 1  祖先羰基还原酶的多序列比对图   三角形示意催化四联体 Asn119-Ser141-Tyr155-Lys159 
Figure 1  Multiple sequence alignment of ancestral carbonyl reductases. Triangle represents the catalytic tetrad, 
Asn119-Ser141-Tyr155-Lys159. 
 
性质，对重组 AncBDH1 进行镍柱纯化和脱盐处

理，最终得到浓度为 1.0 mg/mL 的纯酶。对粗酶

和纯酶进行 SDS-PAGE 分析发现，AncBDH1 纯

酶仅有一条带(图 2)，且分子量约为 31.0 kDa，
与理论大小 28.6 kDa基本相符(2.4 kDa分子量为

载体引入)。AncBDH1 纯酶对双乙酰的比活力为

8.5 U/mg，是粗酶的 2.65 倍。辅因子依赖性测定

显示，AncBDH1 仅可在 NADH 存在下具有催化

活力，不能以 NADPH 为辅因子，与探针酶 PseDH
具有相同的辅因子依赖性。尽管 PseDH 对双乙酰

的活力未知，但其对双乙酰类似底物 1-苯基-1,3-丙
二酮的比活力为 55.5 U/mg[13]。由于自然压力进

化的作用，祖先酶经进化为当代酶后催化多样性

往往会降低、催化效率会提升，因此 AncBDH1
的催化效率会略低于探针酶 PseDH，然而其可能

具备较高稳定性。因此，本研究进一步考察祖先

羰基还原酶 AncBDH1 的最适温度及稳定性。 

2.3  催化反应的 pH 和温度对 AncBDH1
催化活力的影响 

缓冲液的 pH 会通过影响氨基酸的电离， 

 
 
图 2  祖先羰基还原酶 AncBDH1 的表达效果及纯

酶蛋白电泳图    M：蛋白分子量标准； 1：

AncBDH1 破碎上清；2：AncBDH1 破碎沉淀；3：
AncBDH1 纯酶 
Figure 2  SDS-PAGE analysis of the expression 
level and purified ancestral AncBDH1. M: Protein 
molecular weight marker; 1: Supernatant of 
AncBDH1; 2: Precipitant of AncBDH1; 3: Purified 
AncBDH1.  
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从而影响蛋白质的空间构象和催化活性。测定

在不同缓冲液[柠檬酸钠缓冲液(pH 5.0–6.0)，
磷酸钠缓冲液(pH 6.0–8.0)，甘氨酸氢氧化钠缓

冲液(pH 8.0–10.0)]中 AncBDH1 的催化活力，

结果见图 3A。AncBDH1 的最适反应 pH 值为

7.0，当 pH 值低于 7.0 时，催化活力会快速下

降，pH 6.0 时其相对活力仅有 69%，进一步降

低 pH 值至 5.0，相对活力降低至 18%。当 pH
值高于 7.0 时，催化活力也呈下降趋势，但是

下降速度较酸性条件下缓和。在 pH 8.0 时其相

对活力为 80%，进一步增加 pH 值至 10.0，其

相对活力为 38%。探针酶 PseDH 的最适反应

pH 值为 6.5[13]，与其相比 AncBDH1 的最适 pH
更靠近生理条件。在 pH 8.0–10.0时，PseDH仅

保留有微弱的活力，因此 AncBDH1 具备更宽

的 pH 范围，这也与 KpADH 的祖先醇脱氢酶

A64 类似 [12]。鉴于该酶的最佳反应 pH 值为

7.0，因此后续采用 pH 7.0 为最佳反应 pH。 
温度会通过影响蛋白的构象和底物的传质

速率影响酶催化的效率。因此，考察 25–75 ℃
下 AncBDH1 的活性变化情况，结果如图 3B 所

示。AncBDH1 在 60 ℃时表现出最高的催化活

力。当温度超过 60 ℃时，相对活力快速下降，

在 70 ℃时其相对活力仅为 12%。当温度低于

60 ℃时，其活力下降较为缓慢，在 50 ℃时仍

保留有 93%的相对活力，30 ℃时相对活力为

50%。探针酶 PseDH 的最适温度仅为 35 ℃[13]，

因此 AncBDH1 的最适温度比 PseDH 的最适温

度高 25 ℃。以上证明，AncBDH1 具有更高的

抵抗高温的能力，这也跟 AncBDH1 特殊的祖

先序列存在相关性。 

2.4  金属离子和有机溶剂对 AncBDH1 催化

活力的影响 
少数的短链醇脱氢酶家族的羰基还原酶需

要依赖二价金属离子，如 Mg2+和 Mn2+，这主要

是因为二价金属离子会参与活性中心结构的维

持或通过与底物结合，从而影响羰基还原酶的催

化活力。因此，考察不同二价金属离子和乙二胺

四乙酸(ethylene diamine tetraacetic acid, EDTA)等
对 AncBDH1催化活力的影响。实验中，以不添

加金属离子所测得的酶活力为 100%对照，结果

见图 4A。未发现可以显著激活 AncBDH1 的金

属离子，Mg2+、Ca2+和 Mn2+可轻微提高其催化

活力，相对活力分别为 105%、107%和 109%。

添加金属离子 Cu2+和 Fe2+可显著降低其催化活

力，相对活力分别为 13%和 10%。但是，添加

EDTA 时，AncBDH1 的相对活力为 96%。因

此，证明该 AncBDH1 不依赖金属离子。 
 

 
 
图 3  pH (A)和温度(B)对祖先羰基还原酶 AncBDH1 催化活力的影响 
Figure 3  Influence of pH (A) and temperature (B) on the catalytic activity of AncBDH1.  
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图 4  金属离子(A)和有机溶剂(B)对祖先羰基还原酶 AncBDH1 催化活力的影响   
Figure 4  Influence of metal ions (A) and organic solvent (B) on the catalytic activity of ancestral carbonyl 
reductase AncBDH1. 
 

进 一 步 考 察 十 二 烷 基 硫 酸 钠 (sodium 
dodecyl sulfate, SDS)、二硫苏糖醇(dithiothreitol, 
DTT)等添加剂和有机溶剂等对 AncBDH1 催化

活力的影响，结果如图 4B 所示。表面活性剂

Triton X-100 和 Tween-80 可以提高 AncBDH1
的催化活力，相对活力分别为 124%和 132%，

说明表面活性剂的存在有利于底物的分散和蛋

白构象的稳定。添加 DTT和巯基乙醇也可以轻

微提高 AncBDH1 的催化活力，相对活力分别

为 115%和 112%。SDS 的加入可以显著降低

AncBDH1 的催化活力，相对活力为 25%。因此，

在 AncBDH1 制备的过程中要尽量避免 SDS。有

机溶剂甲醇、乙醇、二甲基亚砜 (dimethyl 
sulfoxide, DMSO)和四氢呋喃对 AncBDH1 的活

力影响较少，相对活力分别为 107%、115%、

94%和 105%。尤其是发现祖先羰基还原酶对高

极性 DMSO 表现出较高的耐受性，在含有 5% 
DMSO 存在条件下，仍然表现出 94%的相对活

力，证明 AncBDH1 具有较好的溶剂稳定性。 

2.5  祖先羰基还原酶AncBDH1 的底物特异性 
为研究 AncBDH1 不对称还原多种前手性

酮的能力，对其底物特异性进行考察。选取多

种烷基酮、芳香酮、烷基二酮类的底物，结果

见表 2。结果表明，AncBDH1 对测试的 9 种底

物均具有催化活力，尤其是对底物丙酮的比活力

达 13.3 U/mg，对苯乙酮的比活力为 1.2 U/mg，
具备较好的催化活力。AncBDH1 对多种二酮底

物均表现出的一定的催化能力，如对 2,3-戊二

酮和 2,4-戊二酮的比活力分别达到 6.5 U/mg 和

3.2 U/mg。对己二酮底物也表现出较高的催化

能力，如对 2,3-己二酮的比活力为 4.4 U/mg，对

2,5-己二酮和 3,4-己二酮的比活力分别为 2.1 U/mg
和 0.9 U/mg。由此可见，AncBDH1 具有相对较

广的底物谱，可以对多种烷基酮、芳香酮和烷

基二酮类底物具有较高的催化效果，尤其是对

含有 ω-1 位羰基的底物。 

2.6  应用祖先羰基还原酶 AncBDH1 合成

(S)-乙偶姻 
为验证祖先羰基还原酶AncBDH1的应用范

围，实现 AncBDH1 在(S)-乙偶姻合成中的应

用。首先考察利用酶法不对称还原双乙酰底物

合成(S)-乙偶姻中的应用效果(图 5)。为降低辅 
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表 2  祖先羰基还原酶 AncBDH1 的底物谱 
Table 2  Substrate spectrum analysis of ancestral 
carbonyl reductase AncBDH1 
底物 
Substrate 

结构 
Formula 

比活力 
Specific 
activity (U/mg) 

丙酮 
Acetone  

13.3±0.5 

苯乙酮 
Acetophenone 

 

1.2±0.2 

双乙酰 
Biacetyl 

 

8.5±0.4 

2-丁酮 
Butan-2-one  

4.5±0.3 

2,3-戊二酮 
Pentane-2,3-dione 

 

6.5±0.3 

2,4-戊二酮 
Pentane-2,4-dione  

3.2±0.2 

2,3-己二酮 
Hexane-2,3-dione 

 

4.4±0.3 

2,5-己二酮 
Hexane-2,5-dione 

 

2.1±0.2 

3,4-己二酮 
Hexane-3,4-dione 

 

0.9±0.2 

 
酶的成本，提高反应的经济性，实验引入来自巨

大芽孢杆菌的葡萄糖脱氢酶进行辅酶再生[17]。结

果发现，当底物浓度为 200 mmol/L 时，AncBDH1
可以快速将双乙酰底物转化为(S)-乙偶姻。对反

应的过程进行跟踪，发现在反应 8 h 时转化率

即达到 96.8%，进一步延长反应时间到 12 h，
转化率达到 99.9%。此时，产物的手性测试显

示产物为(S)-乙偶姻，且 e.e.值为>99.9%，反应

过程中未发现 2,3-丁二醇的生成。上述结果表

明，AncBDH1 是一个出色的生物催化剂，可以

用于不对称还原双乙酰合成(S)-乙偶姻。 

 
 
图 5  利用祖先羰基还原酶 AncBDH1 不对称还原

双乙酰合成(S)-乙偶姻 
Figure 5  Asymmetric reduction of diethyl into 
(S)-acetoin employing ancestral carbonyl reductase 
AncBDH1.  
 

3  讨论与结论 
采用祖先序列重建的策略，筛选获得了

一种祖先羰基还原酶 AncBDH1，并成功将其在

大肠杆菌中实现了可溶性表达。序列和家族分

析显示 AncBDH1 属于短链醇脱氢酶家族，具

有保守的催化四联体、辅酶结合结构域，并且

与同源酶的序列一致性均较低，证明了该酶的

新颖性。酶学性质表征显示，AncBDH1 的最适

反应 pH 值为 7.0，最适反应温度为 60 ℃，未

发现可以显著提高活力的金属离子，表面活性

剂可以提高 AncBDH1 的催化活力，并且

AncBDH1 对 DMSO 等极性相对较高的溶剂表

现出了较高的溶剂稳定性。AncBDH1 对多种双

酮底物均表现出了催化活性，具有较宽的底物

谱。利用 AncBDH1 为生物催化剂进行了双乙

酰底物不对称还原反应，12 h 可将 200 mmol/L
双乙酰完全转化为(S)-乙偶姻，是一个具有高效

合成(S)-乙偶姻潜力的新型羰基还原酶。 
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