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摘  要：卤代化合物在农业化学、制药、材料等领域有着较高的应用价值，但是传统的化学合成手

段往往使用有毒试剂，并可能引发环境污染问题。此外，传统方法还面临区域选择性和立体选择性

不足的挑战，导致制备过程较为复杂。相比之下，酶促卤化技术因其高效的催化性能、温和的反应

条件以及出色的区域和立体选择性潜力，被认为是绿色卤化工业中更具前景的选择。目前已经表征

了多种卤化酶，包括遵循亲电芳香取代机制的亚铁血红素依赖型卤过氧化物酶、钒依赖型卤过氧化

物酶和黄素依赖型卤化酶，遵循自由基机制的非血红素铁/α-酮戊二酸依赖型卤化酶和遵循亲核机制

的 S-腺苷-L-甲硫氨酸依赖型卤化酶。本文综述了各类卤化酶的关键活性位点与催化卤化机理，以及

一系列为了提高其应用价值而进行的酶工程改造，最后简要讨论了其工业应用现状。作为一类有前

景的生物催化剂，卤化酶可以高效地实现酶促合成及化学酶法合成多种卤代化合物，改善传统化学

合成带来的环境污染问题，深入理解其催化机制与改造研究在合成领域具有重要的价值。 
关键词：亲电卤化酶；自由基卤化酶；亲核卤化酶；定向进化 
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Abstract: Halogenated compounds are widely used in agricultural chemical, pharmaceutical, 
and material industries. The chemical synthesis of these compounds ordinarily needs harsh 
conditions and noxious reagents, generating harmful by-products and products lacking 
regioselectivity. Halogenase-catalyzed halogenation with high efficiency, mild reaction 
conditions, outstanding stereoselectivity, and environmental friendliness demonstrates a 
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promising prospect. Different types of halogenases have been characterized, including 
heme-dependent haloperoxidases, vanadium-dependent haloperoxidases, and flavin-dependent 
halogenases catalyzing electrophilic halogenation, non-heme iron/α-ketoglutarate-dependent 
halogenases catalyzing radical halogenation, and S-adenosine-L-methionine-dependent 
halogenases catalyzing nucleophilic halogenation. This review outlines the catalytic 
mechanisms of various halogenases and the engineering modifications for application and briefs 
the industrial application status of these enzymes. Halogenases can efficiently achieve 
enzymatic as well as chemoenzymatic synthesis of a variety of halogenated compounds, and 
significantly ameliorate the environmental issues caused by traditional chemical synthesis. 
Relevant mechanism and engineering research hold important value in the field of synthesis. 
Keywords: electrophilic halogenases; radical halogenases; nucleophilic halogenases; directed 
evolution 

 
卤素取代基(F、Cl、Br 和 I)是一种可以改

变天然化合物生物活性和物理化学性质的化学

官能团[1]，其取代效果可以归因于碳-卤素键长、

范德华半径在内的空间效应、电子效应、碳-卤
素键的极性以及 pKa 值效应等[2]。卤素原子对

化合物代谢、氧化、热稳定性以及脂溶性等物

理化学性质的影响具有潜在的应用价值，卤素

的引入对分子生物活性的改变同样具有重要的

应用前景。 
近年来，卤代有机化合物广泛应用于农业

化学、制药和材料等行业，是有机合成领域金属

催化交叉偶联反应中重要的中间体[3]。2010 年以

来新推出的农业化学产品(除草剂、杀菌剂、杀

虫剂和杀线虫剂)中，约 96%含有卤素原子[4]。

以 DuPont 公司生产的除草剂氯丙嘧啶酸为例，

它 通 过 靶 向 一 组 独 特 的 植 物 生 长 素 受 体

cylindrical 起作用，对大多数阔叶杂草和灌木具

有很高的活性，低剂量使用效果显著，其吡啶

基团的 3 位氯原子对其除草活性至关重要：3 位

氟或溴取代化合物活性较低，而无卤素类似  
物的活性显著降低[5]。卤代有机化合物还表现

出抗肿瘤[6]、抗病毒[7]、抑菌[8]、抗炎[9]、抗氧

化[10]、降血糖[11]、降血脂[12]、抗抑郁[13]、调节

激素水平[14]等活性。2023 年美国食品药品监督

管理局(Food and Drug Administration, FDA)批
准的 55 种新药中，有 14 种含有氟原子，占所

有批准药物的 25%，如果不考虑生物制剂，这

个比例达到了 37%[15]。卤代有机化合物还可  
以应用于气体传感器[16]、软材料[17]、聚合物科

学[18]等材料科学领域。在有机半导体研究中，

卤代化合物如八溴代的萘二酰亚胺(naphthalene 
diimides, NDI) 和苝酰亚胺 (perylene diimide, 
PDI)用于构建 n 型有机场效应晶体管(organic 
field-effect transistors, OFETs)，相对于无卤素类

似物，其电子迁移率和空气稳定性显著提高[19]。 
在卤代有机化合物应用需求不断增加的情

况下，传统化学合成法使用路易斯酸和有毒试

剂[20]，存在反应条件苛刻、环境污染严重等问

题，而且反应的区域选择性很差，会产生多种

区域异构体和副产物，限制了反应效率。研究

人员尝试通过改变 C−H 键的酸度来赋予选择

性，或使用导向基团控制功能化位点，但底物的

范围和获得区域异构体的种类会受到影响[21]。

与化学合成不同的是，酶促卤化在溶剂水中发

生，反应条件温和，相对而言更加环境友好，

且常具有催化高效性、高区域选择性和立体选

择性。挖掘生物次级代谢中新的天然卤代化合

物，开发卤化酶并对其进行定向改造，从而利

用酶促反应将卤素加到天然或合成骨架上是比

较有前景的选择。自然界存在着大量的卤代次

生代谢产物。迄今为止，已报道了 5 000 多种

卤化天然产物，其中大多来自海洋生物[22]，大
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部分是氯代和溴代化合物，也存在 100 多种含

碘天然化合物和 10 余种含氟天然化合物[23]。天

然卤代有机物的结构多样性离不开多种卤化酶

的精细催化，近些年各类卤化酶的发现以及结

构与机制的深入研究为有机卤代化合物的高效

绿色合成奠定了坚实的基础。 
首先得到表征的卤化酶是卤过氧化物酶

(haloperoxidases, HPOs)，除了在萘吡酮霉素生

物合成途径中发现的钒依赖型卤过氧化物酶

(vanadium haloperoxidases, VHPOs)[24]，这类酶

往往显示出非常低的区域选择性 [25]。20 世纪 
90 年代末研究人员发现了黄素依赖型卤化酶

(flavin-dependent halogenases, FDHs)，FDH 能

够在底物的特定位置(即使从能量角度来看这

个位置相对于其他位置明显不利)高区域选择

性、立体选择性地进行 C−H 卤化，包括吲哚[26]、

吡咯[27]、酚类[28]甚至未活化的烃类[29]在内的多

种底物都可以被 FDH 识别与结合。FDH 在区

域选择性、立体选择性卤化中的优良表现以及

底物骨架的多样性使得其被广泛地改造及应

用[30]。遵循自由基机制而非上述亲电反应的非

血红素 Fe/α-酮戊二酸依赖型卤化酶[nonheme 
iron- and α-ketoglutarate (α-KG)-dependent 
halogenases, NHFeHals]可以高区域选择性及立

体选择性地卤化未活化的 sp3 杂化碳中心，是脂

肪族底物酶促卤化的有力工具[31]。以往发现的卤

化酶大多数催化氯化与溴化，还有少量碘化，S-
腺 苷 -L- 甲 硫 氨 酸 (S-adenosine-L-methionine ，

SAM)依赖型卤化酶的发现与表征填补了氟化

酶的空白 [32]。本文对各类卤化酶的催化机制  
进行系统的描述，并结合关键活性区域综述这

些生物催化剂在制备合成中的工程改造及应用

潜力。 

1  卤化酶的催化机制 
向有机化合物分子中引入卤素 (X)生成

C−X 键的反应称为卤化反应。生物体中催化卤

化反应的酶根据其催化机制分为以下几类：遵循

亲电芳香取代机制的亚铁血红素依赖型卤过氧

化物酶、钒依赖型卤过氧化物酶和黄素依赖型

卤化酶，遵循自由基机制的非血红素 Fe/α-KG
依赖型卤化酶和遵循亲核机制的 SAM 依赖型

卤化酶[31]。 
1.1  亲电芳香取代机制 
1.1.1  亚铁血红素依赖型卤过氧化物酶  

1966 年 Hager 等[33]第 1 次发现具有卤化功

能的酶，即真菌 Calariomyces fumago 来源的氯

过氧化物酶(chloroperoxidase, CPO)，该酶以过

氧化氢为电子受体，催化氯离子的氧化反应生

成次氯酸。CPO 的晶体结构显示，血红素位于

CPO 的 N 端和 C 端结构域之间，其远端形成一

个类似过氧化物酶的极性活性位点，Glu183 的侧

链从远端螺旋 F 延伸，紧邻过氧化物结合位点(图
1B)[34]；静息状态的血红素与 H2O2 反应时，

Glu183 上的负电荷羧酸基团会接受来自过氧化

物的质子并传递给离开的羟基，失去氢氧根后，

FeIV-卟啉化合物形成；随后，FeIV-卟啉化合物通

过 2 个电子氧化卤化物生成结合酶的卟啉-FeIII- 
OX 中间体[25] (图 1A)；血红素上方有 1 个小的

通道，由 C、F 和 H 螺旋和 101−110、263−269
环区形成，连接蛋白表面与血红素远端侧，小

分子底物可以由此通道进入活性中心，有较大

侧链的底物将不能进入活性中心，只能与释放

的次卤酸进行反应。 
CPO 为亚铁血红素依赖型 HPOs，这类酶

大部分为氯代和溴代过氧化物酶，只有极少数

具有碘代或氟代活性。该类酶的催化共性是以

过氧化氢和卤化物作为共底物，游离的次卤酸

盐作为卤化物种对芳香性和富含电子的底物进

行卤化。自 CPO 发现以来，在植物、细菌、真

菌、动物中都鉴定到了类似的 HPOs，其中，

从 哺 乳 动 物 中 鉴 定 到 的 髓 过 氧 化 物 酶

(myeloperoxidase, MPO)[37] 、 乳 过 氧 化 物 酶

(lactoperoxidase, LPO)[38]、嗜酸性粒细胞过氧

化物酶(eosinophil peroxidase, EPO)[39]、甲状腺

过氧化物酶(thyroid peroxidase, TPO)[40]和过氧
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物酶(peroxidasin, PXDN)[41]等 HPOs 的血红素

辅基与蛋白质共价连接，这与之前的发现有所

不同。 
除 PXDN 外，其他几种酶的结构均已得到

精确的表征[35,42-44]，它们都有含血红素活性中

心的过氧化物酶结构域以及与 CPO类似的通往

活性中心的底物扩散通道，不同的是血红素基

团通过酯键与蛋白主体共价结合，导致血红素

取向的弯曲(图 1C)；此外，血红素远端保守的

组氨酸以类似于细胞色素 c 过氧化物酶的机制参

与催化。MPO 可以通过酶结合的血红素-FeIII-OX
中间体直接与小分子牛磺酸反应，而较大的底

物无法接触到血红素中间体，只能在活性位点

外与自由扩散的次卤酸[hypohalous acids, HOX 
(X=Cl, Br, F, I)]反应[36] (图 1D)。这类亚铁血红

素依赖型卤过氧化物酶没有严格的底物结合位

点，且存在自由扩散的 HOX，仍类似于化学合

成，缺乏区域特异性与立体选择性。 
 
 

 
 

图 1  HPOs 的催化机制与结构特征[25,34-36]   A：HPOs 的催化机制示意图。B：CPO 的晶体结构(PDB
登录号：1CPO)。蛋白主体显示为蓝绿色，小分子底物进入活性中心的通道用深蓝色标出，红色杆状

显示的为血红素。C：EPO 的活性中心(PDB 登录号：8OGI)。红色杆状显示的为血红素。D：MPO 催

化不同大小底物卤化的 2 种途径。 
Figure 1  Mechanism and structures of HPOs[25,34-36]. A: The mechanism of HPOs. B: Crystal structure of 
CPO (PDB ID: 1CPO). The protein is shown in turquoise, the channel for small molecule substrates entering 
the active center is outlined in dark blue, and the heme group is represented by red sticks. C: Active center of 
EPO (PDB ID: 8OGI). The heme group is shown in red stick. D: Two pathways for MPO-catalyzed 
halogenation of substrates with different sizes. 
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1.1.2  钒依赖型卤过氧化物酶 
1984 年，第 1 个 VHPO AnI 从瘤状囊叶藻

(Ascophyllum nodosum)中得到分离，该酶不含

血红素，铁和其他金属离子的添加不会影响其

活性[45]，它可以氧化碘化物，反应有钒存在时

也能够氧化溴化物和硫氰酸盐，此外，透析产

生的脱辅基酶活性会显著下降，而使用含有钒

酸盐的缓冲液进行反应，脱辅基酶活性可以逐

渐恢复[46]。这些都说明作为 VHPO 的辅基，钒

酸盐的结合对酶的催化活性是必要的。与亚铁

血红素依赖型卤过氧化物酶不同，VHPO 催化

中心的金属价态在卤化过程中并没有变化，所

以对氧化失活不敏感。许多 VHPO 酶还具有极

高的热稳定性，能抵抗高浓度的有机溶剂如甲

醇、乙醇、丙酮等，并且在浓硫酸胍或 SDS 溶

液中依然能够保持较高的活性，如珊瑚藻

(Corallina officinalis)中发现的钒依赖型溴过氧

化物酶 (vanadium-dependent bromoperoxidases, 
CoVBPO)，红藻 VHPOs 的高稳定性可能是其

高度对称多聚体中的强相互作用维持的[47]。不

同于亚铁血红素依赖型 HPOs 以及在藻类、真菌

和其他细菌中发现的其他 VHPOs，来自链霉菌的

NapH1 基因编码的钒依赖型氯过氧化物酶

(vanadium-dependent chloroperoxidases, VCPO)在
萘吡酮霉素生物合成中催化一类具有高区域和

立体选择性的氯化环化反应[48]。以上这些特性

都展现出 VHPOs 广阔的应用前景。 
NapH1 及其同源蛋白 NapH3 的高分辨率晶

体结构在 2022 年被报道[49]，NapH1 为同源二

聚体，每个单体由 N 端螺旋束、C 端螺旋束和

约 100 个残基组成的环状连接区域组成，C 端

螺旋 12 通过 H494 与钒酸盐配位，螺旋偶极相

互作用帮助其结合，钒酸盐辅基进一步通过与

K372、R379 和 R488 之间的电荷相互作用得到

稳定，这些活性位点的特征在 VHPOs 中高度保

守(图 2C)；NapH1 的 K324 向钒酸盐辅基和螺

旋 12 上的 S427 延伸。K324 突变体可以催化生

成次溴酸盐，但无法催化 naphthomevalin 的氯

或溴环化，这表明 K324 对立体特异性氯化至

关重要；S427A 突变体表现出降低的次溴酸盐

生成活性，说明 S427 和钒酸盐之间的氢键对卤

化物氧化很重要；K324 和 S427 在所有来自链

霉菌生物合成途径、催化对映选择性卤化反应

的 VHPO 酶中是保守的，而其他的 VHPOs 的

结构表征中都缺少赖氨酸残基，并且 1 个保守

的组氨酸取代了 S427 的位置。 
密度泛函理论 (density functional theory, 

DFT)计算显示，过氧化氢插入钒酸盐活性中

心后形成钒-羟过氧中间体，卤化物直接从该

中间体转移 OH+，形成酶结合的次卤酸复合

物，然后释放(图 2A)[51]。Gérard 等 [50]具体解

析了不等弯孢 (Curvularia inaequalis)来源的

钒依赖型卤过氧化物酶 (vanadium-dependent 
chloroperoxidases from Curvularia inaequalis, 
CiVCPO)通过 HOX 中间体对吲哚衍生物进行

卤化的过程(图 2D)，甲基苯并吲哚与 CiVCPO
结合的 KD 值[(0.66±0.05) μmol/L]证明了底物与

酶的强结合；分子对接显示甲基苯并吲哚在距

离钒酸盐辅基活性位点 11.2 Å 的小而开放的口

袋中与 CiVCPO 结合，这个距离意味着活性位

点形成的 HOX 中间体不需要运输就能直接与底

物反应；500 ns 的分子动力学(molecular dynamics, 
MD)模拟显示底物在结合口袋内有一定的流动

性，靠近通道末端钒酸盐辅因子所在的位置；

DFT 计算表明卤素转移反应对极性环境和局部

电场强度和方向敏感，在 CiVCPO 中已发现这

样的电场，并且其与 C−X 键对齐，这可以降低

卤素转移能障；此外，活性实验表明 HOX 不能

直接在溶液中卤化吲哚衍生物。 
1.1.3  黄素依赖型卤化酶 

20 世纪 90 年代，Kirner 等[52]在荧光假单胞

菌(Pseudomonas fluorescens)的硝吡咯菌素

pyrrolnitrin 的合成途径鉴定到了 PrnA，这是第

1 个鉴定出的具有明确体外活性的 FDHs，研究

人员从粗提物中各种不同的辅酶因子中筛选出 
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图 2  VHPOs 的催化机制与结构特征[25,47,49-50]   A：VHPOs 的催化机制示意图。B：CoVBPO 六聚体

(PDB 登录号：1QHB)。每个单体分别显示为翠绿色、蓝绿色、军绿色、深蓝色、浅蓝色和燕麦色。C：

NapH1 的活性中心(PDB 登录号：3W36)。钒辅因子显示为灰色杆状。D：CiVCPO 卤化底物的示意图。 
Figure 2  Mechanism and structures of VHPOs[25,47,49-50]. A: The mechanism of VHPOs. B: CoVBPO 
hexamer (PDB ID: 1QHB). Each monomer is shown in distinct colors: emerald green, teal, army green, navy 
blue, light blue, and oatmeal. C: Active center of NapH1 (PDB ID: 3W36). The vanadium cofactor is shown 
in grey sticks. D: Diagram of CiVCPO halogenating substrates. 

 
能够恢复 PrnA 色氨酸 7 位氯化活性的黄素腺嘌

呤二核苷酸(flavin adenine dinucleotide, FAD)。
PrnA 的结构已得到清晰的表征，二聚体蛋白的

每个单体由 N 端的黄素依赖型单加氧酶类似的

“盒子”状黄素结合结构域和 C 端的“金字塔”状
的底物结合域(图 3B)组成，氯离子被结合在

FAD 的对面，靠近通往色氨酸的通道入口，它

对黄素过氧化物进行亲核攻击，生成羟基化

FAD 和次氯酸(HOCl)，HOCl 形成后进入 1 个

10 Å 的通道，向色氨酸移动(图 3A)，Lys79 位

于黄素和色氨酸结合位点之间，距离色氨酸上

的氯化位点约 4 Å，在已知和预测的黄素依赖

型卤化酶中保守，其突变体酶活性完全丧失[26]。

参与蝴蝶霉素生物合成的 RebH 和 PrnA 具有

55%的序列同源性，同样催化色氨酸的 C7 位置

发生氯化，二者的结构也高度相似[54]。 
关于 HOCl 是否直接氯化色氨酸吲哚环的

争论，之前由于关键活性位点赖氨酸残基的作

用 尚 不 明 确 ， Yeh 等 [55] 提 出 存 在 中 间 体

Lys79-εNH-Cl 于 C7 处对吲哚环进行亲电芳香

取代的假说。2022 年 Barker 等[56]采用 MD 模拟

和 DFT 计算的方法研究了机制 1 (HOCl 直接氯

化底物)和机制 2 (在底物氯化之前形成氯赖氨

酸中间体)的合理性，事实上，机制 2 可以被排
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除，因为无论对于哪一种质子化状态，其能垒

都显著高于机制 1。 
FDHs 根据底物特征被分为 2 类：一类催化

游离小分子底物上的氯化反应，如 RebH 和

PrnA，另一类作用于通过柔性磷泛酰巯基连接

到载体蛋白上的底物，如 PltA[27]和 SgcC3[57]。

第一类 FDHs 中，RebH 和 PrnA 是色氨酸-7-卤
化酶，ThaI 和 BorH 是色氨酸-6-卤化酶，PyrH
是色氨酸-5-卤化酶[58-60]。晶体结构显示，吲哚

的 C-5、C-6、C-7 与保守赖氨酸残基的靠近导

致了卤化的区域选择性。第二类 FDHs 显示出

完全不同的底物结合结构域。PltA 的 C 端结构

域封闭了位于结合 FAD 约 10 Å 远的 Lys73，可
以选择性地阻止吡咯-2-羧酸盐这种小分子底物

的结合和卤化，较大的吡咯基-S-PltL 偶联底物

不能通过 FAD 结合位置进入，又不存在其他通

往卤化位点的通道，所以需要相应的构象变化

(如 C 端结构域的移动)打开通往卤化位点的通

道，从而允许载体蛋白连接的吡咯基部分的进

入[27]。与之类似的是，CmlS C 端的 21 个残基 

 

 
 

图 3  FDHs 的催化机制与结构特征[23,26,28,53]   A：FDHs 的催化机制示意图。B：PrnA 的晶体结构(PDB
登录号：2AQJ)。N 端结构域显示为灰色，C 端结构域显示为蓝绿色。C：PltM 的晶体结构(PDB 登录

号：6BZA)。C 端螺旋显示为蓝绿色，与底物结合相关的残基显示为深蓝色杆状。D：AetF 的晶体结构

(PDB 登录号：8JZ3)。灰色、蓝绿色、深蓝色分别为 NADP+、FAD、底物结合结构域。 
Figure 3  Mechanism and structures of FDHs[23,26,28,53]. A: The mechanism of FDHs. B: Crystal structure of 
PrnA (PDB ID: 2AQJ). N-terminal domain is shown in gray and C-terminal domain shown in teal. C: Crystal 
structure of PltM (PDB ID: 6BZA). C-terminal helix is shown in teal, and blue sticks representing residues 
associated with substrate binding. D: Crystal structure of AetF (PDB ID: 8JZ3). Binding domains of NADP+, 
FAD, and substrate are shown in gray, teal, and blue. 
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构成了 1 个随机卷曲，小分子底物进入卤化活

性位点的通道被其阻挡[29]。PltM 的底物结合口

袋则表现出更独有的特征，该酶可以氯化、溴

化以及碘化广泛的具有电子供体基团的苯基化

合物，即使某个羟基被中等电子吸引基团(如
醛、酮和羧酸)取代也不影响其活性，底物的苯

环与 Phe90 几乎正交堆叠，该残基可能有助于

定向底物进行卤化(图 3C)，由于底物结合位点

足够大并且相对靠近蛋白质表面，允许更大的

底物如白藜芦醇、儿茶素等进入，并且可以容

纳二碘化，但因为仍受到 C 端区域螺旋的限制，

只能添加最多 2 个卤素[28]。 
以往发现的所有的 FDHs 都属于双组分体

系，需要额外的黄素还原酶来再生 FAD，近年

来发现的 Bmp5[61]、AoiQ[62]、AetF[53]等单组分

FDH 在单个多肽链中同时具有卤化酶和还原酶

活性，可以简化反应过程并提高卤化效率(图
3D)。AetF 从蓝藻(Aetokthonos hydrillicola)中分

离出来，催化 L-色氨酸在 C5 和 C7 上连续溴化，

生成 5-溴色氨酸和 5,7-二溴-L-色氨酸，且 AetF
可以使用 Cl−、Br−、I−等多种卤素进行卤化，

AetF 还可以通过去对称化、非对映选择性卤化

和卤环化催化对映选择性卤化反应[53]。虽然血

红素和钒依赖的 HPOs 也可以催化底物的卤环

化反应，但通常会产生外消旋体混合物，因为

反应利用的是酶产生的游离 HOX[63]。AetF 对

芳香族化合物和杂环化合物都具有较高的活

性，对其结构的表征表明 AetF 广泛的底物谱可

能归因于较大的底物结合口袋，底物识别残基

与 5-Br-Trp 之间的相互作用网络对 AetF 的二溴

化活性至关重要[64]。 
1.2  自由基机制 

目前所有已知的自由基酶促卤化反应都是

由 NHFeHals 催化的[23]。1998 年，Sitachitta 等[65]

在巨大鞘丝藻(Calothrix magnifica)来源的巴布

酰胺的生物合成途径中首次发现卤化酶的自由

基机制。Vaillancourt 等[66]纯化出的来自丁香霉

素生物合成途径的 SyrB2 共价连接在 SyrB1 硫

醇化结构域的磷酸盐臂上，且在 O2、α-酮戊  
二酸 (α-ketoglutarate, α-KG)和氯离子存在下 
氯化 L-Thr-SyrB1 为 4-Cl-L-Thr-SyrB1 ，这   
为 NHFeHals 的脂肪族卤化酶活性提供了直接

证据。 
SyrB2的结构展现为反平行 β“三明治”或杯

状折叠，这是 NHFeHals 的共同特征。α-KG 的

双齿结合及精氨酸与苏氨酸的氢键相互作用在

NHFeHals 中保守，仅 α-KG 结合的 SyrB2 有   
2 个通道通向活性位点，遮盖活性位点的环区

具有一定的流动性，一旦铁和氯离子结合，    
2 个环区和 1 个 β-发夹的移动就会使蛋白质围

绕活性位点闭合；apo 状态的 SyrB2 铁配位位

点被 2 个组氨酸、1 个氯离子、α-KG 和 1 个水

分子占据 (图 4B)，氯离子位于由 Ala 118、
Phe 121 和 Ser 231 组成的疏水口袋中，Ala 118
在空间上留出了氯离子结合铁的位置，对卤化

活性很重要，该残基在 NHFeHals 中高度保守，

α-KG通过C5羧酸与Thr 113、Arg 248和Trp 145
之间的氢键固定在活性位点，Arg 254 位于

α-KG 上方 2.9 Å 处，可能有助于定位 C1 羧酸；

SyrB2 的底物 L-Thr 连接在 SyrB1 蛋白的磷酸泛

酰巯基乙胺臂上，通过 α-KG 上方的狭窄通道

进入活性位点，从铁到通道边缘的距离约为  
17 Å，与伸展的磷酸泛酰臂的长度(约 20 Å)相
近，L-Thr-SyrB1 的结合会导致 SyrB2 活性位点

结合的水被氧气替代，氧气进入铁中心后，

α-KG 氧化脱羧，形成高能量的 FeIV-oxo 中间  
体[69]。铁穆斯堡尔光谱鉴定实验验证了 SyrB2
同源蛋白 CytC3 的 FeIV-oxo 中间体在氢原子提

取过程中的关键作用[70]，该中间体会从底物中

提取 1 个氢原子，随后产生的底物烷基自由基

与氯原子结合，生成氯化的 L-Thr-S-SyrB1 并再

生还原性的 FeII 中心(图 4A)。 
使用自由基卤化机制，NHFeHals 可以区域

选择性地在未活化的脂肪族碳上卤化底物。在

发现 WelO5 之前，所有的自由基卤化酶都需要

与载体蛋白的磷酸泛酰巯基乙胺臂共价连接，
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包括 CytC3[70]、BarB1[71]、BarB2[72]、CmaB[73]、

KthP[74]、HctB[75]等。WelO5[67]、AmbO5[77]、

SaDAH[78]、BesD[68]等独立型 NHFeHals 的表征

揭示了这些自由基卤化酶结合游离分子的机制。 
来自 Welwitindolinone 生物合成途径的

WelO5 可以催化生物碱 12-表 -费歇尔吲哚    
U (12-epi-fischerindole U)的脂肪碳原子 C13 氯

化生成 12-表-费歇尔吲哚 G[67]。WelO5 的结合

口袋以疏水性氨基酸为主，与底物的大尺寸和

疏水性相符(图 4C)；WelO5 特有的结构是 1 个

C 端外部 α-螺旋，底物结合后它会移动 9 Å 的

距离盖住活性位点，此时 C13 距离 FeII 活性中

心仅 4.5 Å，其 pro-R 氢原子正对 FeII，与反应

的立体选择性一致；氧气结合后 Ser189 会与铁

周围配体发生相互作用，它被突变为 Ala 后产生

了羟基化产物，这是因为只有配体重排发生，侧

链的氢键限制含氧基团靠近 C13，才能抑制羟基

化并保证卤素配体的顺式转移[67]。量子力学/分子

力学 (quantum mechanics/molecular mechanics, 
QM/MM)计算表明 O2 结合后 Ser189 通过氢键

将 FeIV=O 结构引导为相对于 His164、氯离子和

铁原子组成的平面的赤道构象而非轴向构象，

五配位的 HO-FeIII-Cl 复合物形成时羟基配体仍

然维持赤道构象，因此相对于氯配体，距离轴

向的底物自由基更远，这种构象可以解释野生

型 WelO5 极高的氯化选择性和 WelO5_S189A
突变体的羟化活性[79]。 

独立型 NHFeHals 除了卤化生物碱，也可

以卤化小分子氨基酸和核苷。BesD 催化 L-赖氨

酸 γ 位氯化，它有 1 个小且含多个氢键的极性

口袋，这些氢键作用于赖氨酸的羧基(H134、
W238、R74)和胺基(E120、N219、T221、D140)，
对应其游离、极性的赖氨酸底物，而非与蛋白

质结合的氨基酸或大的疏水吲哚环(图 4D)；
His134 高度保守，它与赖氨酸的羧基形成氢键，

负责定位赖氨酸与铁中心复合物，其突变导致

羟基化明显多于卤化；Asn219 可能通过氢键定

向 α-KG，以使氧气结合位点远离底物；在类似

于 WelO5 的 α 螺旋盖子的结构中，W238 位于

结合的赖氨酸上方，形成疏水相互作用并关闭活

性位点，将赖氨酸固定在活性位点进行催化[68]。

DFT 计算表明，BesD 采取与天然反应氯化相同

的机制催化赖氨酸的溴化和叠氮化，氢原子提

取仍然是速率决定步骤，且引入的不同卤素配

体对反应速率影响不大，这意味着 BesD 催化

卤化能够扩展到其他卤素离子[80]。 
AdeV 催化游离核苷类底物 2′-脱氧腺苷单

磷酸(2′-deoxyadenosine monophosphate, 2ʹ-dAMP)
氯化生成 Cl-2ʹ-dAMP，其底物结合口袋是 1 个

长而窄的亲水通道，空间上正好容纳 2ʹ-dAMP
及其类似物，AdeV 无法氯化喷司他丁、脱氧腺

苷(2′-deoxyadenosine, 2ʹ-dA)等，事实上喷司他

丁与 AdeV/FeII/Cl/α-KG 复合物对接时以与

2ʹ-dAMP 相似的结合模式结合到底物结合口

袋，推测 AdeV 对喷司他丁失去活性可能是由

于七元环与 F271 之间的平行 π 堆叠相互作用的

减弱，2ʹ-dAMP 的磷酸基团对其结合到底物结

合口袋至关重要，而 2ʹ-dA 缺乏磷酸基团，无

法被 AdeV 识别[81]。 
1.3  亲核机制 

第一个发现也是研究最深入的亲核卤化酶

是来自卡特利链霉菌(Streptomyces cattleya)的
5ʹ- 氟 -5ʹ- 脱 氧 腺 苷 合 成 酶 (5ʹ-fluoro-5ʹ- 
deoxyadenosine synthase, 5ʹ-FDAS)。5ʹ-FDAS 催

化 F− 对 S- 腺 苷 甲 硫 氨 酸 (S-adenosyl-L- 
methionine, SAM)的亲核攻击，生成 5ʹ-氟-5ʹ-脱
氧腺苷 (5ʹ-fluoro-5ʹ-deoxyadenosine, 5ʹ-FDA)和
L-甲硫氨酸(图 5A)，5ʹ-FDAS 在 SAM 的 C5 碳

上以反式立体化学生成 5ʹ-FDA，符合亲核取代

(SN2)机制[83]。5ʹ-FDAS 还可以催化氯化[84]。 
F−的完全脱水需要大约 400 kJ/mol 的能量，

这对酶来说是非常高的活化能，5ʹ-FDAS 通过

降低氟的水合作用焓催化氟化，F 原子位于由

Phe 156 至 Ser 158 的主链和 Phe 156、Tyr 77、
Thr 80 和 Ser 158 的侧链组成的口袋中，从产物

结构的氟甲基推断，F−通过与 S158 的羟基和酰
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胺基团形成氢键与酶发生极性接触，以此降低

脱水的自由能(图 5C)；SAM 结合在 1 个单体的

C 端结构域和邻近单体的 N 端结构域之间的界

面上，其结合后与蛋白质之间广泛的氢键和范

德华力会推动结构域闭合，形成包埋的结合位

点(图 5B)，且 SAM 以一种高能构象结合，核

糖环的 C2-O2 和 C3-O3 键呈现扭转角 1°的重叠

构象；推断 F 原子在 SAM 之前与 5ʹ-FDAS 结

合，SAM 结合时完成脱水，产生亲核的 F−，F−

对齐 SAM 的 C−S 键，由 T80 或 SAM 的正电荷

硫原子稳定，SAM 的 O3 与 Ser 158 的羟基形成

氢键，引导脱水的 F−定向发生 SN2 反应[82]。 
 
 

 
 
 

图 4  NHFEHALS 的催化机制与结构特征[31,66-68]   A：NHFeHals 的催化机制示意图。B：SyrB2 的活

性位点(PDB 登录号：2FCT)。铁显示为深蓝色，氯离子显示为绿色，水显示为天蓝色。C：apo 状态的

WelO5 (PDB 登录号：5IQS，显示为灰色)及其结合 12-epi-Fischerindole U 后(PDB 登录号：5IQV，显示

为蓝绿色)的晶体结构叠加。底物结合后深灰色螺旋移动到湖绿色的位置，apo 及 holo 蛋白的铁分别显

示为浅红色与深红色，氯离子显示为绿色，一氧化氮显示为紫色。D：BesD 的活性位点(PDB 登录号：

6NIE)。铁显示为红色，氯离子显示为绿色。 
Figure 4  Mechanism and structures of NHFeHals[31,66-68]. A: The mechanism of NHFeHals. B: Active site 
of SyrB2 (PDB ID: 2FCT). Iron is shown in dark blue, chloride ion is shown in green, and water is shown in 
sky blue. C: Overlay of apo WelO5 (PDB ID: 5IQS, displayed in gray) and WelO5 with 12-epi-Fischerindole 
U (PDB ID: 5IQV, displayed in teal). Upon substrate binding, the dark gray helix moves to a turquoise 
position. The iron in the apo and holo protein displayed in light and dark red. Chloride ion is shown in green, 
and nitric oxide shown in purple. D: Active site of BesD (PDB ID: 6NIE). Iron is shown in red, and chloride 
ion is shown in green. 



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

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

1812 

 

同样采取亲核机制的 SalL 氯化 SAM 生成

5ʹ-氯-5ʹ-脱氧腺苷和 L-甲硫氨酸，该酶不能利用

氟化物[85]。基于密度泛函紧束缚近似 3/分子力

学(density functional tight binding 3/molecular 
mechanics, DFTB3/MM)计算的平均力势表明，

SalL 催化氟化的能垒比氯化高 13.5 kcal/mol[86]。

SalL 的晶体结构显示出与 5ʹ-FDAS 相同的单体

折叠和溶液中的三聚体状态，但甘氨酸取代了

5ʹ-FDAS 中的 S158，导致脱水能力的降低，从

而无法处理氟化物，同时它还导致了卤化物结

合口袋的扩大，这与 SalL 识别更大离子半径

(氯离子，1.67 Å；溴离子，1.82 Å；碘离子，

2.06 Å；氟离子，1.19 Å)卤素的活性相符[82]。

QM/MM 计算表明 SalL 催化氯化的机制在于

活性位点提供的过渡态的静电稳定而非脱溶

剂化 [87]。此外，ClA1 的晶体结构说明它和

SalL 迥异的氯化活性可能与保守精氨酸的侧链

构象差异有关[88]。 

2  卤化酶的工程改造 
卤化酶功能以及结构已得到清晰的表征，

是非常有前景的生物催化剂，但其应用仍然局

限于分析和半制备规模，主要是由于酶产量低、

稳定性差、对非天然底物催化效率受限，此外，

因为卤化酶对于其自然宿主的生存或生长并非

必需，所以其活性的进化压力很小。因此，大

多数天然来源的卤化酶只有经过酶工程改造才

能够广泛应用于生物合成。 
2.1  提高卤化酶的产量、稳定性与反应性 

首先，作为工业反应中的生物催化剂，卤

化酶应当展现出良好的产量、稳定性与反应性。

黄素依赖型卤化酶 RebH 与 GroEL/ES 的共 
 

 
 

图 5  SAM 依赖型卤化酶的催化机制与结构特征[82]   A：SAM 依赖型卤化酶的催化机制示意图。B：

5ʹ-FDAS 的 SAM 结合位点(PDB 登录号：1RQP)。3 个单体分别显示为香槟金、深灰色和蓝绿色。C：

5ʹ-FDAS 的底物结合位点(PDB 登录号：1RQR)。 
Figure 5  Mechanism and structures of SAM-dependent halogenases[82]. A: The mechanism of 
SAM-dependent halogenases. B: SAM-binding site of 5ʹ-FDAS (PDB ID: 1RQP). Three monomers are 
shown in champagne gold, dark gray, and teal. C: Substrate-binding site of 5ʹ-FDAS (PDB ID: 1RQR). 



 
 

牛欣越 等 | 卤化酶催化机制及定向改造研究进展 
 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

1813 

 

表达使得其产量从 15 mg/L 增加到 111 mg/L，

黄素还原酶 RebF 与 MBP 标签的融合使其产量

从 3 mg/L 增加到 33 mg/L，这些改造后的酶显

示出与野生型类似的酶促反应动力学，并且以

上策略可以应用于各类 FDHs，以用于制备规模

的芳香底物的区域选择性卤化[89]。 
将卤化酶固定在固体载体上可以提高其在工

业应用中的稳定性和可重复利用性，固定化策略

通过定制化设计适配不同尺寸的蛋白质，有效减

少酶浸出，同时维持高效的反应物与产物传质效

率 [90] 。 交 联 酶 聚 集 体 (cross-linked enzyme 
aggregates, CLEAs)方法可以将粗酶的固定化、

纯化和稳定化合并为 1 个步骤，避免了酶产品中

惰性载体的存在[91]，并显著改善酶的 pH 稳定性、

热稳定性、储存稳定性和可重复使用性[92]。 
被广泛应用于酶工程的是模拟自然进化过

程的定向进化技术，该方法通过突变体库筛选

的迭代循环定向选择所需特定突变体[93]。Lewis
团队[94]采用易错 PCR (error-prone PCR, epPCR)
技术构建多代的随机突变，进行色氨酸卤化反应

与热筛选，发现了 RebH 突变体 3-LSR (S130L，

N166S，Q494R)，3-LSR Tm 值 18 ℃的增幅表明

酶的热稳定性显著提高，且 3-LSR 催化反应可

以在 40 ℃持续 30 h，而同样的温度下野生型

RebH 反应开始后数小时内就开始沉淀为非活

性聚集物；此外，RebH N470S 突变体的氯化产

率是野生型的 2.5 倍[95]。Besse 等[96]受到热稳定

的 Thal 突变体倾向于在溶液中形成二聚体的启

发，设计了 1 个通过二硫键共价连接，且在二

聚体界面引入 2 个半胱氨酸残基的 Thal 突变体

Thal CC，其热稳定性显著提高。 
同时，开发新的卤化酶也是很有前景的途

径，Lingkon 等[57]发现色氨酸-6 卤化酶 BorH 具

有广泛的底物谱，能够氯化和溴化各种带有或

者不带有吲哚基团的芳香底物，其最佳反应温

度为 45 ℃，高于大多数其他野生型卤化酶的热

参数，在 100 mg 规模使用 0.2 mol%的 BorH
对色氨酸进行氯化，粗产量达到了 52%，表明

使用 BorH/BorF 进行工业规模的生物转化是可

行的。 
2.2  改造卤化酶的区域选择性 

精确的区域选择性控制对于卤代有机化合

物的工业合成十分关键。色氨酸-7-卤化酶 PrnA
的突变体 F103A 可以催化产生 7 位和 5 位 2:1
比例氯代的混合产物[97]，该研究将酶底物结合

口袋的大的芳香族氨基酸残基突变为丙氨酸，

利用结构导向的位点定向突变首次改变了卤化

酶的区域选择性。类似的方法被用来改变 PrnA
对 2-氨基苯甲酸的位点选择性，使得 5 位卤代

优先于 3 位卤代 (从野生型的 84:16 变为

38:62)[98]。Lee 等[99]从链霉菌中分离出一种新的

色氨酸 6-卤化酶 SatH，它在全细胞反应系统中

的溴化能力优于先前报道的所有色氨酸卤化

酶，通过基于结构的蛋白质突变研究，揭示了

SatH 中的 A78/V79 和 PyrH 中的 G77/I78 是决

定色氨酸 6-和 5-卤化酶区域选择性差异的关键

残基，将 A/V 残基替换为 G/I 残基改变了 SatH
的区域选择性(5 位 63%，6 位 37%)。 

这些例子表明卤化酶的区域选择性可以改

变，但观察到的选择性较低，定向进化的策略

不仅可以用来产生具有更高活性和稳定性的系

列突变体，还可以有效改变卤化酶的区域选择

性。Moritzer 等[57]改造的 Thal-RebH5 突变体实

现了 L-Trp 卤化的区域选择性调控，氯化和溴

化位点从 C6 改变为 C7。Lewis 团队[95]结合

epPCR 及质谱筛选氘代探针底物上选择性的改

变，发现了特异性对吲哚氮原子邻位、间位和

对位进行氯化的 RebH 突变体 0S、8F 和 10S。
总之，通过基于结构的理性工程和随机突变结

合高通量筛选几乎完全实现了对非天然底物如

3-吲哚丙酸和色胺以及天然底物色氨酸的卤化

区域选择。 
2.3  扩展卤化酶的卤素类型 

当前的卤化酶研究主要集中在氯化和溴化

上，碘化酶和氟化酶的报道较少。从蓝藻病毒

中分离出的新型黄素依赖型病毒卤化酶 VirX1 能
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够对多种底物进行区域选择性卤化，且更倾向于

碘化底物而非溴化、氯化[100]，对这种碘偏好性机

制的研究将有利于碘化酶的进一步开发。 
Jiang 等[101]对氯酶 SalL 进行改造使其具有

氟酶功能，丙氨酸扫描发现残基 Tyr70 对于这

一转化过程至关重要，位点饱和诱变试验表明

Y70A/C/S/T/G 均表现出明显的氟化活性，并且

与 Y70T 单突变体相比，Y70T/W129F 双突变体

催化生成 5ʹ-FDA 的产量增加了 76%；QM/MM
计算显示，Y70T 与 Y70T/W129F 突变体口袋周

围的静电势在不断增加，这可能有助于带负电

荷卤素离子的结合；Y70T 和 Y70T/W129F 突变

体活性口袋变小也增加了体积较小的氟原子发

生反应的概率。 
此外，将氟化与其他反应结合也是可行的

策略。Yu 等[102]设计并合成了氟乙基硒代腺苷- 
L- 硒 代 蛋 氨 酸 (fluoroethyl Se-adenosyl-L- 
selenomethionine, FEt-SeAM)，创建了卤代甲基

转移酶(halide methyltransferase, HMT)及其突

变体与甲基转移酶的级联反应，氟乙基化了多

个 O-、N-、S-和 C-亲核试剂，对于 DnrK 和

NovO 等不易识别 FEt-SeAM 的甲基转移酶，可

以通过突变 SAM 结合口袋中的保守疏水残基

为更小的氨基酸提高其活性。Li 等[103]开发了一

种光酶促氢氟烷基化反应，将含氟基团整合到

烯烃中，这种方法利用含氟单元与酶之间的相

互作用实现立体控制，通过酶促氢原子转移在

含氟基团的 β、γ 或 δ 位置实现高对映选择性。 
2024 年研究人员基于新催化机制的酶促不对

称氟化反应，发现来自绿色链霉菌(Streptomyces 
viridochromogenes)的 (S)-2-羟基丙磷酸酯环氧

化酶 [(S)-2-hydroxypropylphosphonate epoxidase, 
SvHppE]能够催化不对称氟转移反应，通过定向

进化得到了能够以 30%产率和 96.5:3.5 对映比

的催化效率生成目标氟化产物的 SvHppE_ 
N134W_E141D_Y102C 三突变体，该突变体可

以接受多种 N-氟酰胺衍生物作为底物并将其转

化为相应的氟化产物，该研究表明非血红素铁

酶中的铁-氟中间体能够与碳自由基反应生成

碳-氟键[104]。 
2.4  扩大卤化酶的底物谱 

通过工程改造扩大卤化酶的底物范围对非

天然底物的酶促卤化具有重要意义。独立型

NHFeHals HalD 的口袋较小，由 I250、I253 和

W254 组成，导致 HalD 偏好于催化短链的鸟氨

酸而非赖氨酸。与之相对，HalB 的底物结合口

袋由 M246、M249 和 F250 组成，可以容纳赖

氨酸，将 HalD 的 W254 突变为苯丙氨酸后，该

酶对赖氨酸的 Km 值下降到原来的 1/10，kcat 值

明显提高 [105]。Sana 等 [106]以 RebH 的突变体

3‐LSR 为亲本筛选得到 M1 和 M2 这 2 个突变

体，它们对吲哚-5-羧酸、5-溴吲哚、5-氯吲哚、

5-氟吲哚、吲哚-6-羧酸、7-溴-5-甲基吲哚等一系

列吲哚衍生物的溴化与氯化活性都很高。此外，

RebH 的突变体 3-SS (G112S、N470S)和 4-V 
(G112S、N470S、A442V)能够卤化分子更大的

底物，4-V 可以催化育亨宾这种吲哚类生物碱

的单氯化，且转化水平足以进行制备性规模的

卤化[107]。Shepherd 等[98]利用结构导向的突变扩

展了色氨酸卤化酶 PrnA 和 PyrH 的生物催化范

围，使得这些酶能够卤化一系列新的芳香族底

物，包括常用的染料、香料、药物工业的中间

体邻氨基苯甲酸。 
“底物漫步”策略也可以有效扩展卤化酶的

可接受底物范围。Lewis 团队[108]利用液相色谱-
质谱联用技术检测了色氨酸卤化酶 RebH、

Thal、工程化 RebH 突变体(0K、4V、6TL 和 10S)
对 93 种化合物的反应活性，结果表明 RebH 能

够卤化其中 67%的化合物，包括胺、醇、酯、

酰胺、磺胺、腈、硫醚、吡啶、吡咯、喹诺酮

和唑类，Thal 和 6TL 也可以卤化 40%左右的化

合物，10S 和 0K 转化率超过 1%的化合物只有

23%−24%，4V 具有最广谱的底物范围，这些卤

化过程大多数具有高度的区域选择性。 
Sana 等[109]利用改造的卤化酶在体外卤化

了一系列肽和蛋白质的 C 端，他们筛选得到了
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最优底物 HaloTryp 标签，即包含(G/S) GW 基

序的肽，结合理性设计的 PyrH-Q160N 突变体，

HaloTryp 标签促进了几种模型蛋白的位点特异

性卤化(转化率 40%−90%)。将卤化酶的底物范

围扩展到肽和蛋白质，将有助于高度调控合成

后或者表达后的卤代，可能会引入新的物理化

学性质，在改变蛋白/多肽类药物的细胞透性方

面具有很好的应用价值。 
C2ʹ-卤化是增强核苷类似物类药物活性的

重要修饰，AdaV 可以催化 dAMP 的 C2ʹ-卤化，

dGMP 卤化酶 VaNTH 和 CtNTH 的发现扩大了

核苷卤化酶的催化范围。次级配位层残基通过

调节结合模式赋予核苷卤化酶核苷酸特异性，

Ni 等[110]通过突变改变了一系列核苷卤化酶的

底物特异性。 
2.5  增强卤化酶的对映选择性 

卤化酶对映选择性的研究和改造有利于在

工业合成中引入相应的对映选择性转化和级联

反应。RebH 突变体 4-V 对带有大的叔丁基的

4,4ʹ-亚甲基二苯胺表现出高对映选择性，但对

其他底物(包括甲基和丙基取代的亚甲基二苯

胺)的对映选择性都较低，Lewis 团队[111]基于亚

甲基二苯胺在酶活性位点结合的对接构建了 1 组

4-V 的突变体，改善了较小取代基底物的对映

选择性，这显示出氨基酸结合口袋突变对去对

称化活性和对映选择性的影响。在制备规模利

用 RebH 突变体 3-T (W455R, N467S, S469G, 
S467T)对带有多种取代基的 3-(3-氨基苯基)-2-
喹 唑 啉 -4(3H)- 酮 进 行 卤 化 ， 产 率 范 围 为

17%−92%，并且几乎所有产物都表现出高对映

选择性[112]。这种顺式选择性卤化的高对映选择

性表明，经工程改造的 FDHs 可以容纳卤化位

点周边非典型的底物空间取向。 
与其他 FDHs 很不同的是，AetF 还可以利

用 NaI 实现催化剂控制的 C−H 碘化和对映选择

性环碘醚化，以良好的产率和高对映选择性得

到四氢呋喃，因其同时具有卤化酶和还原酶活

性，AetF 在简化对映选择性生物催化卤化方面

具有很高的应用潜力，其对缺乏电子底物的活

性使得苯乙烯底物的卤环化也成为可能[113]。 
2.6  其他开发卤化酶的尝试 

基于不同的机制，可以改造其他类型的酶

使之具有卤化活性。Jiang 等 [114]对海栖热袍菌

(Thermotoga maritima)中的 SAM 依赖型羟基

腺 苷 转 移 酶 (SAM-dependent hydroxide 
adenosyltransferase, HATase) 进 行 突 变

(W8L/V71T)将其转化为卤素酶，M1、M2 和

M4 突变体分别催化氯化、溴化和碘化，M4 突

变体保留了 HATase 的热稳定性，可以在 80 ℃
催化碘化反应，QM/MM 计算表明这些突变体

中卤离子的定位使其可以对 SAM 的 C5 位进行

亲核攻击，从而赋予了卤代能力。此外，将

Fe/α-KG依赖型羟化酶的非极性残基 V225突变

为 天 冬 酰 胺 可 以 倍 增 其 卤 化 活 性 ， 但

D144G/V225N 突变体的活性和选择性都很低，

使用非定向的基于文库的方法结合荧光筛选引

入其他 12 个突变后，Neugebauer 等[115]获得了

自由基卤化酶 Chi-14，其活性与野生型卤化酶

相当，并在卤化选择性上有所提高。 
很有意思的是，将卤化酶整合到其他生物

合成途径可以增加所得产物的多样性与产量。

最早的报道是将编码不同区域选择性的色氨

酸卤化酶的基因与编码蝴蝶霉素和星形孢菌素

生物合成的基因簇进行组合重构，得到一系列不

同区域异构的氯代的吲哚咔唑化合物[116]。由东方

拟无枝酸菌(Amycolatopsis orientalis)产生的糖

肽类抗生素氯东方菌素 A (A82846B)是半合成

抗生素奥利万星的前体，但是在 A82846B 的工

业生产过程中会产生 2 种主要杂质 A82846A 
(63.6%) 和 A82846C (12%) ，它们的结构与

A82846B (24.4%)相似，Wang 等[117]将 A82846B
和万古霉素合成途径中编码卤化酶的基因 chal
整合到 A. orientalis SIPI18099 中，结果表明增

加 chal 基因的拷贝数可以使 A82846B 的比例得

到提高，并且在扩大的工业生产规模中，含有

3 个 chal 基因拷贝的重组菌株 A. orientalis 



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

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

1816 

chal-3 中 A82846A 和 C 的比例分别降低到

11.6%和 0.2%，A82846B 的产量(2.2 g/L)比原先

的 780 mg/L 提高了 2.8 倍。 

3  卤化酶的应用 
聚焦于催化机制及工程改造的卤化酶研究

为卤代有机化合物的绿色合成提供了丰富的酶

工具。近年来手性环氧氯丙烷(epichlorohydrin, 
ECH)合成工艺的优化体现了酶促生物合成替

代传统有机化学合成的可行性。ECH 在药物化

学领域有着广泛的应用，但其化学合成工艺中

高温及强酸的使用会造成环境不友好问题，且

手性拆分过程的理论产率小于 50%[118-119]。 
2010 年 Wu 等[120]利用 CPO 催化 3-氯丙烯发生

氧化反应合成(R)-ECH，首次实现了 ECH 的酶

促生物合成，产率为 67.3%，e.e.值高达 97.5%。

将卤化酶整合到 2组分或 3组分生物或化学催化

系统中可以实现药物的一锅法克级规模合成，

为工业应用提供了可行方案。郑裕国团队[121]设

计了依次利用卤化酶、卤醇脱卤酶、环氧化物

水解酶实现甘油氯化、1,3-二氯- 2-丙醇脱卤环

化、环氧氯丙烷水解拆分，最终合成光学纯 R
或 S 型 ECH 的 3 步生物催化法，致力于解决原

有化学合成中强酸高温氯化、贵金属催化剂拆

分等过程造成的“三废”排放及能耗问题，但目

前只实现了利用卤醇脱卤酶 HheC 突变体

P175S/W249P 与环氧化物水解酶 AmEH 突变体

W182F/S207V/N240D 双酶串联催化合成(S)-环
氧氯丙烷技术，因为国内外目前尚无甘油的生

物催化氯化的报道，该课题组为此建立了大型

卤化酶库以进行甘油氯化酶的鉴定表征及改造

研究。 
将酶促卤化与交叉偶联反应相结合也是有

机化合物骨架搭建的有力方案。钯催化的交叉

偶联反应在温和条件下与广谱的有机卤化物和

亲核试剂形成碳-碳和碳-杂原子键，是制药工业

中最常用的反应之一，通常使用混合的有机/水
相碱溶剂[122-123]。为了实现酶促卤化与合成多样

化有效的结合，需要探索水相的反应系统。

Crowe 等[124]开发了一系列水相条件，使得游离

的色氨酸、肽和天然产物能够进行铃木反应、

赫克反应、薗头偶合反应及布赫瓦尔德-哈特维

希反应。Latham 等[125]将 FDH 催化区域选择性

碳-氢键活化与钯催化的铃木-宫浦交叉偶联反

应相结合，实现了多个芳香骨架(苯甲酰胺、异

喹啉和吲哚)的区域选择性芳基化(在此之前这

些反应无法单独使用化学催化或生物催化方法

实现)，该研究使用 CLEAs 进一步提高了酶的

催 化 效 率 ， 并 采 用 聚 二 甲 基 硅 氧 烷

(polydimethylsiloxane, PDMS)膜隔开 CLEA 固

定化的 PyrH、RebH、RadH、SttH 与钯催化剂，

实现了生物催化剂的有效循环利用，提高了整

体产率，并有效降低了所需钯负载量。与之类

似，Craven 等[126]将 FDH 催化的卤化反应与钯

催化的氰化反应结合，使用无毒的氰化钾作为

氰化源，通过一锅法催化过程将腈基添加到芳

基骨架的特定位置，卤化反应的转化率达到

93%，氰化反应的转化率大于 99%，后续与腈

水合酶进行级联反应，区域选择性地以 80%的

产率(1.98 g)生成酰胺。因此，采用 FDH-氰化-
腈水合酶级联策略可以实现吲哚以至于更复杂

的药物骨架克级规模的酰胺化合成。 
代谢工程结合共培养方法可以实现结构多

样化的卤代色氨酸衍生物的从头高效合成。通

过使用人工烟酰胺辅助因子，或构建葡萄糖脱

氢酶、黄素还原酶和 FDH 三酶融合体系，可

以解决大肠杆菌天然黄素还原酶表达不足的

问题，帮助辅因子再平衡，从而进行连续化卤

化[127-128]。Reed 等[129]从去除降解机制、去除反

馈调节、生物合成途径酶的过表达等思路出发

改造得到菌株 sKR-Trp4，该菌株在含有低浓度

葡萄糖的最小规模培养基中培养 24 h 后，能够

产生超过 200 mg/L 的色氨酸。热稳定性较好的

分别表现 5、6、7 位卤化活性的 XsHal、Thal
和 RebH 被转化到 E. coli sKR-Trp4 菌株，所得

到的卤代色氨酸的产量高达 0.3–0.7 g/L，即使



 
 

牛欣越 等 | 卤化酶催化机制及定向改造研究进展 
 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

1817 

与生长培养基中的残留氯化物存在竞争，这些

菌株对溴色氨酸的选择性也高达 96%；研究人

员还发现 RgnTDC、 iaaM、TnaA、KynA 和

McbB 等 5 种酶能够将卤代色氨酸转化为相应

的下游产物，RgnTDC 和 iaaM 能够转化所有位

置的卤代色氨酸，其余几种酶的多功能性稍差，

利用这些下游酶对不同卤化底物的混杂性可以

创造不同的卤化色氨酸衍生物；由于卤代色氨酸

分子合成后会分泌出胞外，该课题组利用共培养

方法将卤化色氨酸过量生产菌株与下游转化菌

株结合，实现了从头合成超过 26 种不同的卤代化

合物，其中有 6 种全新的化合物，还有 15 种化合

物首次得到合成。 
此外，卤化酶的催化活性值得深入挖掘，

具有很高的应用潜力。事实上，除了碳-卤素

(C−X)键，VHPOs 还可以催化氮-卤素(N−X)键
的形成，Sharma 等[130]发现 VHPO 可以区域选

择性地卤化一系列取代的苯甲脒盐酸盐产生相

应的 N′-卤代苯甲酰亚胺，反应能够达到克级规

模，且不影响产率(91%)的同时催化剂负载量可

以减少到 0.002 5 mol%。其中，小珊瑚藻

(Corallina pilulifera)来源的 VBPO 催化盐酸苄

脒的 N-溴化反应，该反应还可以应用于非自然

生物催化氮-氮键的形成，相应的 N-酰基苯甲脒

高产率和化学选择性地生成对应的 1,2,4-恶二

唑，这种方法的合成潜力在杜氏肌营养不良症

药物阿塔鲁伦的化学酶合成中得到了进一步的

证明。 

4  展望 
自 1959 年首次发现卤化酶以来，随着生物

合成途径的解析、宏基因组学的发展与酶工程

技术的创新，卤化酶在规模合成中的应用显示

出不凡的前景，它可以减少有毒试剂及副产物

的排放和金属催化剂的使用，包括 FDHs 在内

的大量卤化酶可以对多种类型的底物进行区域

选择性卤化，少数酶还可以催化对映选择性卤

环化反应[131]，卤代有机化合物的绿色生物合成

成为可能。近些年开发的与天然产物和生物分子

相容的水相交叉偶联反应系统促进了一系列相对

高效、环保的化学酶法合成策略[126]。Younes 等[63]

对 CiVCPO 参与的化学酶法催化卤代内酯化及

卤代醚化与已建立的化学合成方法进行半定量

比较发现，产量相当时，在催化剂用量、溶剂

的环境友好性、副产物毒性等方面，化学酶合

成都要优于纯化学合成。此外，将卤化酶整合

到生物合成途径或化学酶级联反应中还可以产

生结构及活性多样化的化合物组合。然而，化

学酶合成仍有一些不足与受限之处：酶的底物

范围仍然较窄；卤素利用具有偏好性，能催化

碘化和氟化的酶较为稀有；目前没有合成方法

能够直接对不活泼 C−H 键进行多卤化，现有的

多卤化方法通常作用于 π 键或活化的 C−H 键，

很少能够实现对卤化程度的化学选择性控制；

在制药工程和农业化学领域，许多底物在水中

的溶解度很低。为了适应这些底物，不得不进

化出耐受有机溶剂的卤化酶。 
许多研究集中于通过理性或随机突变改造

卤化酶。通过生物化学、晶体学等方法对卤化

酶分子特征、空间结构和氨基酸残基功能进行

表征可以指导其理性设计，构建人工随机突变

体文库并进行多轮筛选的定向进化技术对于获

得稳定性更好、选择性和作用范围更广泛的卤

化酶突变体也至关重要。同时，机器学习方法

能够给出可靠的预测，有效地缩短筛选进程。

2 0 2 2 年报道的分子动力学 /易于进攻构象
(molecular dynamics/near attack conformations, 
MD/NACs)模型可以预测卤化酶突变体对不同

底物的位点选择性[132]。Büchler 等[133]利用算法

辅助的酶进化方法改造出可以卤化非天然底物

索拉芬 A 的 WelO5 (与 WelO5 有 95%的序列同

源性，仅 15 个氨基酸不同)突变体。反应条件 
的变化也可以改变酶的催化性质，Wilson 等[134]

尝试通过改变 α-KG 辅因子用量和酶的负载量

实现 SyrB2 对非天然底物 α-氨基丁酸单/双/三
氯化比例的调控，提出了选择性多卤化的可行
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方案。人工卤化酶的研究有力地扩大了非天然

反应的催化范围，但还需要解决区域选择性问

题[135]。采用宏基因组学的手段进行基因组挖掘以

发现新型卤化酶也在不断进行，Lewis 团队[136]

开 发 的 序 列 相 似 性 网 络 (sequence-similarity 
networks, SSNs)为卤化酶基因组挖掘工作提供

了指导，通过 SSNs 选择序列，随后使用探针

底物进行高通量活性检测与质谱筛选的策略

可以有力地加速卤化酶的开发。针对新型卤化

酶进行卤素-酶-底物复合物结构研究、MD 模

拟、QM/MM 计算和光谱学研究[137]可能会揭示

更多关键机制，并最终帮助进一步改进卤化酶

的功能以满足实际应用。 
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