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摘  要 : 酶祖先序列重建是指通过计算机算法推导来自灭绝生物的祖先酶的氨基酸序列的技术。通常可分为 6 个

步骤，依次为现代酶的核酸/氨基酸序列收集、多序列比对、系统发育树构建、祖先酶序列的计算机推测、基因

克隆、酶学性质表征。该方法广泛应用于研究分子在行星时间尺度上对环境条件不断变化的适应性和进化机制。

随着酶在生物催化领域中扮演越来越重要的角色，该方法逐渐成为研究酶序列、结构和功能关系的有力手段。同

时，祖先酶大多具有温度稳定性、突变稳定性等特性，使其成为进一步定向进化的理想蛋白质支架。文中综述了

酶祖先序列重建的计算机算法、应用和常用计算机软件，并结合最新研究进展，展望其在酶定向进化领域中的应

用前景。 
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Enzyme ancestral sequence reconstruction and directed 
evolution 

Kun Zhang, Yifei Dai, Jindi Sun, Jiachen Lu, and Kequan Chen 
College of Biotechnology and Pharmaceutical Engineering, Nanjing Tech University, Nanjing 211816, Jiangsu, China 

Abstract:  The amino acid sequence of ancestral enzymes from extinct organisms can be deduced through in silico approach 

termed ancestral sequence reconstruction (ASR). ASR usually has six steps, which are the collection of nucleic acid/amino 

acid sequences of modern enzymes, multiple sequence alignment, phylogenetic tree construction, computational deduction of 

ancestral enzyme sequence, gene cloning, and characterization of enzyme properties. This method is widely used to study the 

adaptation and evolution mechanism of molecules to the changing environmental conditions on planetary time scale. As 

enzymes play key roles in biocatalysis, this method has become a powerful method for studying the relationship among the 

sequence, structure, and function of enzymes. Notably, most of the ancestral enzymes show better temperature stability and 

mutation stability, making them ideal protein scaffolds for further directed evolution. This article summarizes the computer 

algorithms, applications, and commonly used computer software of ASR, and discusses the potential application in directed 

·综    述·



 
ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  生物工程学报  Chin J Biotech 

 
 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

4188 

evolution of enzymes. 

Keywords:  ancestral sequence reconstruction, directed evolution, ancestral enzyme, enzyme structure-function relationships, 

biocatalysis 

自然界中，酶经过亿万年的进化，形成复杂

又精巧的结构以行使其功能[1-2]。了解其如何进化

成现在的结构与功能有助于我们更好地了解地球

早期地质生物化学演化 [3]、物种的起源与进化 [4]

和结构与功能关系的演化[5-6]等。祖先序列重建技

术 (Ancestral sequence reconstruction，ASR)，为

解决部分这些基本问题提供了新的思路[7]，特别

是酶祖先序列重建技术。该技术通常可分为 6 个

步骤，即搜集同源序列集、序列集多序列比对、

系统发育树构建、计算机工具推测祖先序列、实

验室克隆、酶学性质表征 (图 1)。ASR 使得研究

人员能够 (1) 重建和“复活”，即在体内或体外合

成灭绝的酶，以研究它们与现代酶的差异；(2) 识

别在时间尺度上改变酶功能的关键氨基酸变化；

(3) 从垂直的角度研究酶序列，结构与功能的关

系 [8]等。同时，前寒武纪时期地球的极端环境如

高温和原始细胞仅依赖于少数酶系的假设，祖

先酶通常具有更好的热稳定性 [9-10]、高异源表达

量 [11-13]、低 pH 活力[14]、高活性[9]、催化混杂性 

(Catalytic promiscuity)[15-16]等，更符合现代绿色生

物制造对工业酶的需求[17]。除此之外，祖先酶还

有突变耐受性，在酶定向进化技术广泛应用于工

业酶定制的背景下[18]，祖先酶相较于现代酶展现

出更好地作为突变亲本和蛋白质支架的能力[19]。

基于此，本综述介绍了酶祖先序列重建技术的发

展历程和常用工具，重点讨论了其在酶定向进化

领域的应用前景。 

1  酶祖先序列重建的发展历程及其应用  

1.1  酶祖先序列重建算法的发展历程 

从已知的现存蛋白质序列中推导出古代 /祖

先蛋白质序列相对合理的近似值的设想最初是由

Pauling 和 Zuckerkandl 在 20 世纪 60 年代提出  

 
 

图 1  酶祖先序列重建技术流程 
Fig. 1  Process of ASR of enzymes. 

 
(图 2)[20]。然而，它一直是一个理论概念，直到

20 世纪 90 年代，随着生物信息学的进步，蛋白

质序列的日益增加和分子生物学的进步使得祖先

序列编码的蛋白质能够在实验室中分子克隆。

1990 年，Stackhouse 等首次报道了酶祖先序列  

的实验室重建，作者使用最大简约法 (Maximum 

parsimony，MP) 重建了生活于上新世 (530 万年

前至 258.8 万年前) 的沼泽水牛和河牛共同祖先

的核糖核酸酶和两个可能是现代核糖核酸酶进化

过程中的中间产物序列，并在实验室中表征了它

们的性质[21]。MP 算法重建的祖先蛋白序列被定

义为能够通过最少的点突变转化为其后代序列的

序列，后续使用 MP 算法又复活了祖先溶菌酶[22]

和祖先糜酶[23] (表 1)。1995 年，Yang 等在其设计

的 PA M L 软件包中实现了通过最大似然法 

(Maximum likelihood，ML) 重建祖先序列 [24]，

自此 MP 算法逐渐被淘汰。1997 年，Zhang 等比  

较了 MP、ML 和他们开发的基于距离的贝叶斯 

算法 (Distance-based Bayesian) 推断祖先氨基 
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酸序列的准确性[25]。在 ML 算法中，使用进化的

统计模型来计算序列中与树的最深节点相关联的

每个位置上的每种氨基酸的可能性。祖先序列被

定义为其中每个残基在其相关位置存在的可能性

最大的残基集合。贝叶斯算法则将与系统发育树

拓扑、分支长度和替换模型相关的不确定性集成

到祖先序列计算中[7]。当氨基酸序列的离散度较

低时，这 3 种方法都能给出可靠的推断。然而，

当序列分歧程度较高时，ML 和基于距离的贝叶

斯算法比 MP 算法给出更准确的结果。2002 年，

Zhang 等利用基于距离的贝叶斯算法和 MP 算法

重建高等灵长类动物核糖核酸酶的祖先序列并在

实验室中表征其酶学性质。作者研究发现，MP

算法推测的祖先序列与贝叶斯推论获得祖先序列

大体一致[26]。2006 年，Williams 等将真实祖先序

列的热力学性质与由 MP、ML 和贝叶斯算法推断

的“祖先序列”的性质进行比较。作者发现 MP 和

ML 算法高估了“祖先序列”的热稳定性，而贝叶斯

算法则不会高估“祖先序列”的热稳定性[27]。Hall

等比较了 ML 和贝叶斯算法的理论精度，发现贝

叶斯算法推断的 DNA 序列比 ML 算法推断的

DNA 序列更准确，但对于推断的蛋白质序列则相

反[28]。2012 年，Hobbs 报道了分别使用 ML 和贝

叶斯算法从芽孢杆菌的最后一个共同祖先中重建

结构复杂的核心代谢酶 3-异丙基苹果酸脱氢酶。

这种酶的贝叶斯版本也是嗜热的，但表现出异常的

催化动力学[29]，说明贝叶斯版本比其 ML 版本的

祖先序列包含更多的序列错误。 

综上所述，ML 和贝叶斯算法是目前祖先序

列重建的首选算法，尤其是 Yang 等开发的 PAML

软件包中的 Codeml 模块[24]，然而两者的优劣，

不同的研究对象具有不同的结论，目前尚无广泛

认可的证据说明二者的优劣。 

1.2  酶祖先序列重建的应用 

酶祖先序列重建首先被用作探索进化假说和

进化过程的工具[22,30]，继而被用作地球生物学的

重要研究手段，研究分子在行星时间尺度上对不

断变化的环境的适应性[31]。2010 年，Harms 等探

讨了酶祖先序列重建作为重要手段，研究酶的历

史突变对其功能多样化的影响的优势及示范性案

例[6]。作者提出通过对祖先酶的序列重建和生化

性质评估，有望对塑造蛋白质进化的物理化学决

定因素和蛋白质结构的历史决定因素提供新的见

解[6]。2013 年，Risso 等对 A 类 β-内酰胺酶进化

中的几个前寒武纪节点进行了序列重建、异源表

达和生化特征分析。这些结果支持前寒武纪生命

是嗜热的推论，蛋白质在自然进化过程中从催化

底物杂乱无章的“多面手”进化成“专家”的观点 

(图 3)。作者还强调了前寒武纪蛋白质在实验室中 

 

 
 

图 2  祖先序列重建算法的发展历程 
Fig. 2  The history of ASR algorithm. 
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图 3  实验室序列重建的前寒武纪 β-内酰胺酶的稳定性和混杂性[32] 
Fig. 3  The stability and promiscuousness of Precambrian β-lactamase reconstructed in the laboratory[32]. (A) A tree 
derived from phylogenetic analysis of 75 modern lactamase sequences. (B) The biophysical and chemical properties of 
Precambrian lactamase.  

 
序列重建在生物技术领域的潜力。因为高稳定性

和催化混杂性是蛋白质支架在分子设计和定向进

化方面的有利特征[32]。 

后续一系列研究表明，序列重建的祖先酶 

通常表现出高稳定性[10,33]、高活性[34]、底物混杂

性[11,35]和催化混杂性等[36]，这些特征有助于酶的

进一步进化[37]，并引起了广泛的关注[8,17,19,37-39]。

基因组和后基因组时代的序列数据库的指数增

长，加上系统发育学和生物信息学的进步，已经

将 ASR 转变为几乎例行的计算程序。因此，酶祖

先序列重建技术有成为常规的挖掘和设计性能优

异的工业酶的工具的发展趋势[9,12,40-42]。如 2018 年，

Gumulya 等通过 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。

CYP3 家族的脊椎动物祖先体中的 P450 酶 

(CYP3_N1) 比现存人体中的 CYP3A4 对溶剂的

耐受性更强，同时以相当的效率催化相似的底物

范围。此外，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[9]。为了确定祖先 CYP3 是热稳定

性的推断的稳健性，作者进一步构建了祖先序列

预测中不确定性最大的 10 个位点的祖先酶库，在

1 023 个突变样本中，77%的突变体能够正常表

达，大多数突变体表现出类似的热稳定性，其中

222 个突变体的热稳定性明显高于 CYP3_N1。作

者提出即使只使用最近祖先的序列数据也可以

设计出耐热蛋白质。2019 年，Chaloupkova 等描

述了酶祖先序列重建具有获得多功能催化剂的

潜力[43]。 

除此之外，酶祖先序列重建还被用于探究宇

宙生命共同祖先的环境温度[44]；生物分子机器复

杂性的进化[45]；酶催化功能的起源与进化，如尿

酸酶[46]、解毒酶[47]；揭示抗癌药物格列卫选择性

的详细原子机制[48]；促进蛋白质结晶[49]；提高苯

丙氨酸/酪氨酸解胺酶疗法的潜力[50]；CMGC 组激

酶特异性的进化机制[15]和调控进化[51]；代谢途径

进化的大规模分析[52]；丝氨酸-苏氨酸激酶变构激

活的起源[53]等 (表 1)。 

2  酶祖先序列重建常用工具 

2.1  多序列比对 

序列的搜集和选择是 ASR 的第一步，通常 
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表 1  酶祖先序列重建的应用部分实例 
Table 1  Some case studies of using ASR 

Enzyme ASR protocol Biological significance 
Published 

year 
References

RNase MP Reconstruct the evolutionary history of RNases 1990 [21] 

Lysozyme MP Explore the theory of molecular evolution 1990 [22] 

Chymase MP Explore the origin and evolution of chymase 1996 [23] 

RNase Bayesian and 
MP 

RNase role in the related antiviral activity 2002 [26] 

Alcohol dehydrogenase PAML Global ecosystem change 2005 [31] 

Thioredoxin PAML Understand the evolution of thioredoxin 2011 [14] 

3-isopropylmalate 
dehydrogenase 

PAML and 
MrBayes 

Origin and evolution of thermophily 2012 [29] 

Glucosidase PAML  Molecular mechanisms and evolutionary forces of 
glucosidase 

2012 [30] 

Nucleoside diphosphate kinase PAML Environmental temperature of the universal common 
ancestor of life 

2013 [44] 

β-lactamase Bayesian Ancient properties of biomolecules as well as the 
intracellular and extracellular environments hosting these 
proteins 

2013 [32] 

Malate and lactate 
dehydrogenase 

PAML How are new genes created? 2014 [54] 

Bacterial ribonuclease H1 PAML How the diverse thermostabilities of bacterial 
ribonuclease H1 

2014 [33] 

Uricase PAML Evolutionary history and metabolic insights of ancient 
mammalian uricases 

2014 [46] 

CMGC protein kinase Lazarus Evolutionary mechanisms of kinase plasticity 2014 [15] 

Imidazole glycerol phosphate 
synthase 

PhyloBayes 3.0 Origin and evolution of complex enzyme 2014 [55] 

Tyrosine kinase PAML Molecular mechanism of 3000-fold difference in Gleevec 
affinity between Src and Abl  

2015 [48] 

Lactate and malate 
dehydrogenase 

PAML Biochemical and evolutionary mechanisms of altered 
substrate specificity 

2016 [56] 

Hydroxynitrile lyase PAML To test the hypothesis that ancestral enzymes were more 
promiscuous than their modern descendants 

2016 [16] 

Tryptophan synthase PRANK Whether primordial enzyme complexes from extinct 
species displayed a similar degree of functional 
sophistication 

2016 [57] 

Adenylate kinase PAML Characterize the molecular mechanisms underlying 
thermoadaptation of enzyme catalysis 

2017 [58] 

Ligninolytic peroxidase PAML Analyzing the evolutionary pathway leading to the most 
efficient lignin-degrading peroxidases characterizing 
Polyporales species 

2017 [59] 

Transaminase PAML Date mining of new enzymes 2017 [42] 

Chalcone isomerase FastML Vertical explore enzyme structure-function relationship 2018 [60] 

Pyruvate decarboxylase PAML To further the understanding of bacterial enzymes 2018 [61] 

Diterpene cyclase MEGA7 The potential of ancestor sequence reconstruction to 
produce remodeling cyclase with enhanced stability, 
activity 

2018 [11] 

Ketol-acid reductoisomerase Bayesian-based 
tool  

Engineering highly functional thermostable proteins 2018 [9] 

    待续
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    续表 1

Enzyme ASR protocol Biological significance 
Published 

year 
References

Vertebrate CYP3 P450 FastML Engineering highly functional thermostable proteins 2018 [9] 

Cyclohexadienyl dehydratase PAML Reveals the molecular evolution process behind the 
emerging enzymes. 

2018 [62] 

Carboxylic acid reductase FastML, 
PAML, and 
Ancescon 

Date mining of new enzymes 2019 [40] 

Methyl-parathion hydrolase PAML Characterize the functional evolution of 
methyl-parathion hydrolase 

2019 [63] 

Nucleoside diphosphate kinase PAML Discuss the biological adaptation to the climatic changes 2019 [4] 

Endoglucanases PAML Date mining of new enzymes 2019 [64] 

Kinase Phylobot To study the evolution of kinase regulation 2019 [51] 

Dehalogenase PAML Exploring the Evolutionary Mechanism of enzyme 
promiscuous 

2019 [43] 

L-arginine Oxidase FastML Elucidate how enzymes attain their characteristic 
functions 

2019 [65] 

L-arginine Oxidase FastML Excellent catalytic performance and soluble expression 
properties of ancestral enzymes 

2019 [41] 

Triosephosphate isomerase PAML The evolution of enzyme obligated oligomer 2019 [66] 

Flavin-containing 
monooxygenase 

PAMLX Demonstrates the power of ancestral-sequence 
reconstruction as a strategy for the crystallization of 
proteins. 

2020 [49] 

Fungal laccase PAML Date mining of new enzymes and directed evolution 2020 [12] 

Ser-Thr kinase PAML Ancient origins of allosteric activation in a Ser-Thr 
kinase 

2020 [53] 

Phenylalanine/tyrosine 
ammonia lyase 

Mega7 and 
PAML 

Exploring the therapeutic potential of modern and 
ancestral phenylalanine/tyrosine ammonia lyases 

2020 [50] 

3-isopropylmalate 
dehydrogenase 

PAML Engineering highly functional thermostable proteins 2020 [67] 

Tryptophan synthase FastML Analysis of allosteric communication in a multienzyme 
complex 

2020 [45] 

 

以目标序列作为“Query”在 NCBI、Uniprot 等数

据库中搜索同源序列，导出同源性序列以待进一

步多序列比对  (Multiple sequence alignment，

MSA) 分析。MSA 是生物信息学许多领域的核

心，已经发展出连串的软件及比对结果修饰工具 

(表 2)，其中使用较多的软件为 ClustalW[68]和

MUSCLE (Multiple sequence comparison by 
log-expectation)[69]。虽然 ClustalW 更加常用，但

MUSCLE 更为精确，且对于常规大小的数据集，

其运行速度是 ClustalW 的 25 倍。软件直接输出

的比对结果一般不能直接用于构建系统发育树，

需要借助修饰软件或者手动去除长尾序列等进一

步的修饰，如 trimAl[70]，一个自动比对修剪的工

具，可以从比对中去除排列不佳的区域以提高后

续分析的质量。 

用于 MSA 的序列丰度和准确的序列比对结

果对系统发育树的精确构建具有重要的影响。平

均氨基酸一致性百分率可用于评估多序列比对结

果的可靠性。Ogden 和 Rosenberg 的研究表明，

当该值大于 50%时，那么序列比对准确性对系统

发育树构建的影响就微乎其微[71]。 

2.2  系统发育树的构建 

系统发育树 (Phylogenetic tree，PT) 是由分

支和连接的节点组成的，代表不同物种与它们祖

先的关系或基因蛋白质序列与其祖先序列的关

系。树内部节点代表“假定的祖先”，分支的长度

代表祖先和它后代之间的变异程度。构建系统发

育树的软件和算法有很多，其中 Mega 是使用最

为广泛的软件，涵盖了邻接法、最大简约法、最
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大似然法等算法[72]。MrBayers 是广泛认可的使用

贝叶斯推论 (Bayesian inference) 构建系统发育树

的软件[73]。Ogden 等和 Hall 等使用更接近生物学

进化过程的模拟数据，比较了多种不同建树方法构

建的树与正确的树的接近程度，同时考察了系统发

育树拓扑结构和分支长度的准确性。两项研究结果

表明，贝叶斯推论法比最大似然法稍准确，然后是

最大简约法，而邻接法是准确性最低的方法[71,74]。 

系统发育树构建是祖先序列重建技术的关键

步骤，系统发育树算法的基本原理、可靠性检验方

法和常用软件使用可以参考由陈士超等翻译的美

国 Barry G. Hall 著作的《轻松构建系统发育树使用

操作方法和理论》[75]和相关文献综述[76]。 

2.3  祖先序列重建 

ML 和贝叶斯算法是目前 ASR 最常使用的计

算机算法，其中由著名华裔科学家、伦敦大学统

计遗传学教授杨子恒开发的 PAML 软件包[24]是目

前应用最广泛的祖先序列重建软件 (表 2)，并免

费提供给学术研究使用。PAML 并不是最好的系

统发育树构建软件，但在系统发育树的基础上可

以非常有效地进行：进化参数估计、进化假说检

验、分歧时间估计和正选择估计等。CodeML 是

PAML 软件包下的一个程序，在估算蛋白编码序

列同义替换的非同义替换速率、检测序列是否已

经受正选择和 ASR 中受到广泛的认可。使用

CodeML 进行序列重建需要已经比对好的序列文

件和树文件，还需要一个配置好的控制文件。 

MrBayers是基于贝叶斯算法重建祖先序列的

常用软件，它需要输入比对好的 Nexus 格式文件和

一些指令来执行它的工作。祖先序列重建计算机算

法的更多理论基础可以参考 Merkl 等的综述[7-8]。 

除此之外，还有系列 ASR 综合工具被开发出

来，如 PhyloBot[77]、FastML[78]和基于 Mega 的软

件包 (表 2)，它们将 ASR 所需的软件 (多序列比

对、系统发育树构建、祖先序列重建 ) 集成到   

一个用户界面中，还包括可视化工具，极大地简化

了重建过程。如 2016 年，Hanson-Smith 等开发的

基于网络的工具 PhyloBot[77]。它专门为不熟悉生

物信息学的科学家设计，可以在网络浏览器上运

行，不需要在用户的电脑上安装。用户只需上传

FASTA 格式的蛋白质序列集合，为作业创建一个

唯一的名称，并指定外类群 (Outgroup)，然后使用

网站默认的设置即可启动作业。外类群的定义是与

内类群序列关系远于内类群序列内部相互关系的

一条或多条序列。Mega 软件中也整合了 ASR 工具 

(Ancestors) 和时间进化树分析工具  (Computer 

timetree)。2020 年，Carletti 等建立了一个来自灭绝

有机体的序列重建蛋白质的网络数据库[79]。它包含 

 

表 2  祖先序列重建常用工具 
Table 2  Common tools for ASR 

Name Web site Function References

ClustalW https://www.genome.jp/tools-bin/clustalw MSA [68] 

MUSCLE http://www.drive5. com/muscle MSA [69] 

trimAl http://trimal.cgenomics.org Automated alignment trimming [70] 

CD-HIT http://cd-hit.org 
Clustering and comparing large sets of 
protein or nucleotide sequences 

[80] 

Mega https://www.megasoftware.net MSA-PT-ASR [71] 

MrBayers http://nbisweden.github.io/MrBayes/index.html PT-ASR [72] 

PAML http://abacus.gene.ucl.ac.uk/software/paml.html ASR [24] 

PhyloBayes 3 http://www.phylobayes.org PT-ASR [81] 

FastML https://fastml.tau.ac.il ASR [78] 

PhyloBot http://www.phylobot.com. MSA-PT-ASR [77] 

Revenant http://revenant.inf.pucp.edu.pe A database of resurrected proteins [79] 
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来自文献的 84 个序列重建蛋白质的精选集合，每种

蛋白质都有广泛的注释，包括结构、生化和生物物

理信息。上述综合工具的开发与运用，一定程度上

降低了 ASR 应用所需的计算机技术门槛。 

3  酶祖先序列重建与定向进化  

3.1  现代酶融合祖先酶氨基酸残基 

2001 年，Miyazaki 等开发了一种基于 ASR

方法的耐热酶理性设计方法 (图 4)，作者将推断

的 3-异丙基苹果酸脱氢酶的祖先氨基酸残基引入

现代嗜热酶中，在测试的 7 个突变体中，有 5 个

突变体表现出比野生酶更高的热稳定性，且突变

对酶的催化活性没有明显影响[82]，这一实验结果

与原核生物共同祖先是极端嗜热的假说是一致

的。该团队进一步将祖先氨基酸残基引入中温酶

异柠檬酸脱氢酶，以验证该方法的普适性[83]。5 个

突变酶中有 4 个比野生型异柠檬酸脱氢酶具有更

高的热稳定性，实验结果表明，在现代蛋白质序

列中加入祖先氨基酸残基提高蛋白质的热稳定性

具有广泛适用性。2006 年，Watanabe 等进一步探

究了嗜热酶 3-异丙基-苹果酸脱氢酶的非保守氨

基酸位点引入祖先氨基酸残基的效果。在测试的

12 个突变体中，至少有 6 个表现出比原始酶更高

的热稳定性。结果表明，祖先残基对热稳定性的

影响并不取决于位点残基的保守程度，这表明这

些突变蛋白的稳定性与序列保守无关，而与引入

的残基的古老程度有关[84]。后续使用该方法成功

提升了多种酶的稳定性和活性，如漆酶的 pH 稳

定性和热稳定性[85]、甘油激酶的热稳定性[86]、木

质素过氧化物酶的热稳定性和比酶活[87]、8-淀粉

酶的热稳定性和活力[88]、漆酶和多功能过氧化物

酶的热稳定性[89]、甘氨酰-tRNA 合成酶的热稳定

性和活力[90]，人工 L-苏氨酸 3-脱氢酶的热稳定性

和活性[91]。 

3.2  祖先酶作为定向进化的支架 

传统酶基因挖掘一般采用菌种筛选、功能宏

基因组等技术。菌种筛选以特定催化活性为导向，

筛选的成功率受通量筛选方法效率的限制，功能

宏基因组方法依赖实体样品，研发周期长，成本

高[92]。ASR 与其他工程方法不同，它基于对非保

守功能空间的概率搜索来生成新序列，在给定准

确的序列比对输入的情况下，使每个输出都具有

很高的功能性。如果输入数据集有足够的变化，

得到的祖先通常会与现有序列有很大差异，甚至 

 

 
 

图 4  现代酶融合祖先酶氨基酸残基提高其稳定性或活性 
Fig. 4  Fusion of modern enzyme with ancestral enzyme amino acid residues to improve its stability or activity. 
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同源性<30%。这使得研究人员可以发现其他方法

无法获得的有益突变，包括协调的突变集。这些

可以改变由蛋白质全序列状态决定的特征，包括

在热或其他压力下的稳定性[40]。因此，祖先酶作为

支架为新的酶活性的进化提供了强有力的起点[93]。

表 3 总结了文献报道中祖先酶较现代酶的优势特

性的部分实例 (表 3)。 

2020 年，Gomez-Fernandez 等报道了祖先酶

序列重构与定向进化结合的应用实例。作者重建

了几个可以追溯到 5 亿2.5 亿年之间的真菌漆酶

的祖先序列。与现代漆酶不同的是，序列重建的

中生代漆酶很容易被酵母分泌，具有相似的动力

学参数，更广泛的稳定性和明显的 pH 活性。作

者进一步对祖先酶进行了定向进化，以提高其催

化 1,3- 环 戊 二 酮 的 氧 化 速 率 [12] ， 获 得 的

P163R-V165R 双突变体的氧化速率是祖先亲本的

1.6 倍。 

4  结论与展望  

祖先序列重建在分子生物学和蛋白质工程中

的广泛应用一直很缓慢，部分原因是这种方法需

要大量的计算专业知识。同时，ASR 在一定程度

上不可避免地存在不确定性，因为不可能确定哪

个序列在历史上是真实存在的，而只能推断最可

能的祖先序列。目前的研究表明，ASR 在表型水

平上得到了很大程度的验证，且重建的祖先蛋白

往往表现出更好的热稳定性，低 pH 活力，较高

的表达水平。随着序列数据量的指数增长，加上

系统发育学和生物信息学的进步，尤其是具有交

互界面的综合性网站的开发，已经大大减少了该

方法使用所需的计算机专业知识。此外，全基因

合成成本的不断降低和标准的分子生物学方法的

进步也大大促进了酶祖先序列重建的应用。祖先

酶的序列重建技术，在研究分子进化与酶结构与

功能关系的同时，向挖掘耐高温、高活性的新酶

发展是未来趋势。随着定向进化技术与半理性设

计技术的发展，祖先酶的稳定性，尤其是突变稳

定性成为其独特优势，可以有效避免酶定向进化

中的酶活力与稳定性不能兼得的问题。此外，详

细的计算构象分析支持，通过改变其构象状态的

集合，祖先蛋白可能进化为新的或更优异的现代

功能酶。因此笔者相信，在不远的将来，不仅现 

 
表 3  祖先酶与现代酶酶学性质比较 
Table 3  Comparison of the properties of ancestral enzymes and modern enzymes 

Enzymes Ancestral enzymes compared with modern enzymes References

Carboxylic acid reductases AncCARs had a Tmup to 35 °C higher, with half-lives up to nine times longer than the 
greatest previously observed 

[40] 

L-arginine oxidase Improved thermal stability [65] 

Ketol-acid 
reductoisomerases 

Ancestral enzyme showed an 8 fold higher specific activity than the cognate 
Escherichia coli form at 25  °C, which increased 3.5 fold at 50  °C. 

[9] 

Cytochromes P450 60T50 of 66  °C and enhanced solvent tolerance [9] 

Diterpene cyclases Increased thermostability and substrate acceptance [11] 

3-isopropylmalate 
dehydrogenase 

Thermally stable and catalytic properties adapted to low-temperature reactions [67] 

Phenylalanine/tyrosine 
ammonia lyases 

All ancestral enzymes displayed increased thermostability [50] 

β-lactamase Ancestral β-lactamases display denaturation temperature enhancements ( 35 °C) and 
enhanced substrate promiscuity 

[32] 

ω-transaminase Ancestral transaminases demonstrated novel and superior activities up to 20 fold. In 
most cases, the ancestral proteins were also easier to overproduce, and demonstrated 
comparable or improved thermostability 

[42] 

Laccase The ancestral laccases were readily secreted by yeast, with similar kinetic parameters, 
a broader stability, and distinct pH activity profiles 

[12] 
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存的酶，它们序列重建的祖先酶也可以在实验室

的工作台上进行定向进化，并且很快就能收获酶

祖先序列重建与定向进化结合带来的研究成果。 
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