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微生物环氧水解酶催化机制及应用研究进展

曹菲1，2，李永泉1，2，毛旭明1，2

（1 浙江大学药物生物技术研究所，浙江 杭州 310058；2 浙江省微生物生化与代谢工程重点实验室，浙江 杭州 310058）

摘要：微生物来源的环氧水解酶（epoxide hydrolases，EHs，EC 3.3.2.3）能不对称水解外消旋环氧化物生成手性

环氧化物和邻二醇，催化效率高且区域、立体选择性强，有利于合成高纯度的手性化合物。因此，微生物EHs成
为了手性药物合成的一种非常重要的生物催化剂，也是一种强有力的生物合成元件。近 10年来，随着基因组学、

分子生物学、化学生物学、结构生物学等技术的快速发展，研究者又从多种微生物体内发现了多种具有潜在应用

价值的EHs。与此同时，研究者也对微生物来源的EHs的酶学特性、生物大分子结构与催化机理进行了深入的研

究。本文介绍了几种目前研究比较透彻的EHs催化机制，并综述了近 10年来最新发现的微生物来源EHs，这些

EHs具备潜在的应用价值。此外，本文总结了EHs的应用进展，重点介绍了EHs在合成生物学领域的应用。利用

酶的定向进化等技术提高EHs催化性能和串联多个合成元件高效合成手性产物，是当前主要的研究趋势。
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Recent development in catalytic mechanisms and applications of
microbial epoxide hydrolases
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Abstract: Microbial epoxide hydrolases (EHs, EC 3.3.2.3) catalyze the enantioselective ring opening of racemic

epoxides to the chiral epoxides and vicinal diols. EHs have high catalytic efficiency and chemical-, region-, and stereo-

selectivity without cofactors, and are conducive to the synthesis of high-purity chiral compounds by biotransformation.

Since they were discovered, EHs have become very important catalysts and powerful biosynthetic elements for the

green synthesis of chiral drugs in industry. In the last 10 years, with the rapid development of genomics, molecular

biology, chemical biology and structural biology, researchers have found a variety of EHs from various microorganisms

with potential applications. At the same time, researchers have also paid a lot of attention to the enzymatic properties,

protein structure and catalytic mechanism of microbial EHs. This review introduces the currently well-understood
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catalytic mechanism of microbial EHs, such as ArEH from Agrobacterium radiobacter and limonene 1, 2-EH from

Rhodococcus erythropolis. Moreover, it summarizes 30+ microbial EHs with potential values, which were newly

discovered in the last decade based on genome mining of microorganisms, along with the cognate biosynthetic

pathways for natural product production. At least 15 crystal structures of new microbial EHs have been elucidated,

helping people further understand the catalytic mechanisms at atomic levels and laying the foundation of their

evolutions and applications. In addition, the applications of EHs in the field of pharmaceuticals and synthetic biology

are also highlighted. Nowadays, researchers are mainly focusing on the improvement of catalytic activity, specificity

and efficiency, as well as enantio-purity and yield of the products from microbial EHs with two main strategies: random

or rational mutations of enzymes and strains, and artificial design of enzyme cascades within chassis cells. In the

future, the synthesis of chiral drugs catalyzed by EHs will commence on the evolution of enzymatic activity, and

assembly of multi-enzyme instead of single-enzyme in a cell factory for efficient biocatalysis.

Keywords: microorganisms; epoxide hydrolases; catalytic mechanism; synthetic biology; chiral drugs

环氧水解酶（epoxide hydrolases，EHs）是一

类非常重要的生物催化剂，能选择性水解外消旋

环氧化物生成具有高度手性选择性的环氧化物和

邻二醇［1-3］，在制药工程、生物工程、化学工程等

领域有广泛的应用。微生物来源的EHs大多属于α/

β折叠酶［4］，相比于动植物来源的EHs，它的优点

是容易大量制备、催化效率高且立体选择性

强［5-6］，同时催化反应不需要辅酶的参与［6-7］。因

此，微生物来源的 EHs 在生物催化领域被视为一

类非常有价值的生物催化剂［8-10］。

近 10年来，随着基因组学、分子生物学等领

域的快速发展，又有许多微生物 EHs 通过基因组

挖掘被发现［11-28］。同时越来越多需要EHs参与的复

杂天然产物合成途径被解析［29-41］。还有部分病原微

生物中也发现了新的EHs，这些EHs参与微生物生

长代谢，可以作为药物靶点［42-49］。这些新发现的微

生物 EHs 在手性化合物合成中具有潜在的应用价

值。与此同时，研究者也对 EHs 的酶学特性、蛋
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白质结构与催化机理进行了深入的研究。

21世纪以来，合成生物学领域发展十分迅速，

EHs作为一类重要的工程酶同时也是一类强有力的

合成元件。许多研究者改变了手性药物中间体的

合成思路，从简单的单酶催化到将合成元件（含

EHs）流水线式组装入微生物细胞工厂，从头合成

或从中间体通过一系列反应最终得到产物［50-51］。运

用合成生物学理念，改变 EHs 应用方法，有利于

降低底物成本、提高酶利用率，从而进一步降低

手性药物中间体生产成本。本文作者介绍了微生

物来源的 EHs催化机制，总结了近 10年来发现的

新型微生物来源的EHs，还介绍了目前EHs在生物

催化和合成生物学领域应用的进展。

1 微生物来源的环氧水解酶

1.1 酶学特性

微生物来源的 EHs 能不对称水解外消旋环氧

化物生成有价值的手性化合物，具有优良的酶学

特性，已经成为手性药物中间体合成领域重要的

生物催化剂。EHs的催化效率高［5］，底物区域与立

体选择性高［6］，反应不需辅酶或辅基参与，同时

产物的手性控制强［6-7］。来源于放射形土壤农杆菌

（Agrobacterium radiobacter AD1） 的 EH （ArEH）

研究得比较透彻。 1997 年，Rink 等［52］ 报道 A.

radiobacter AD1 能在以环氧氯丙烷为唯一碳源的

培养基上生长，原因是体内的ArEH能将环氧氯丙

烷水解为 3-氯-1，2-丙二醇，然后通过卤代醇脱卤

酶将其转化为缩水甘油，缩水甘油进一步被中心

代谢转化为甘油。研究者通过克隆ArEH基因，在

Escherichia coli BL21（DE3）中大量表达与纯化，

测定了 ArEH 的酶学特性。研究发现：①ArEH 底

物选择性高，底物谱分析表明环氧氯丙烷和环氧

溴丙烷是最好的底物；②ArEH催化速率高，ArEH

与环氧氯丙烷反应的 Km远小于 50 mmol/L，vmax约

为 38 U/mg蛋白，催化常数 kcat值约为21 s−1。

1.2 EHs催化机理

大部分微生物 EHs 属于 α/β折叠水解酶家族，

因其含有的核心结构域和帽子结构域两个功能性

的结构单元都由α螺旋和 β折叠组成［53］，活性位点

位于核心和帽子结构域之间的主要疏水环境中。

ArEH 是具代表性的、研究比较透彻的一种 α/β折

叠型 EH。以 ArEH 为代表的 EHs 活性位点由催化

三联体残基构成，包括活性结构域中的亲核残基

Asp、His 和羧酸残基 Asp/Glu；帽子结构域中 Tyr

为反应提供质子。现在比较公认的 EHs 催化的反

应历程是通过两步法进行的。例如，ArEH的催化

反应机理为：①Asp107亲核攻击环氧化物上的碳

原子将环打开，形成共价酯中间体，Tyr152 提供

质子形成醇；②Asp246 辅助 His275 活化水分子，

使酯中间体水解形成邻二醇，并使产物与酶

分离［54-55］。

也有一些EHs与上述ArEH有不同的结构与催

化机制，例如红平红球菌Rhodococcus erythropolis

DCL14 来源的柠檬烯 1，2-环氧水解酶（limonene-

1，2-epoxide hydrolase，LEH）。LEH 类 EHs 与 α/β

折叠型EHs区别是：LEH分子量较小，不具备 α/β

折叠结构，由 α螺旋和 β折叠弯曲形成疏水口袋。

LEH 活性位点由 Arg99、Asp101 和 Asp132 构成，

其催化反应机理为：① Arg99 分别与 Asp131、

Asp246 的羧基形成氢键，稳定电荷， Tyr53、

Asn55 和 Asp132 与水分子形成氢键，将水分子定

位于有利于亲核攻击底物的氧环；②Asp101为环

氧化物的氧提供质子形成醇，Asp132吸引水分子

中的质子，辅助亲核攻击环氧化物环碳原子直接

形成二醇，而不形成酯中间体［56-57］。不同菌种来源

的EHs基本都与上述两类EHs具有相似性，目前尚

未有文章报道有新类型的微生物EHs。

1.3 微生物来源的新型EHs

近 10年来，随着基因组学和分子生物学技术

的发展，不断地有新微生物 EHs 被发现（表 1）。

2010—2019年，至少在 30余种微生物中发现了新

的能催化不同底物的 EHs，并且至少有 15个微生

物EHs已经完成蛋白质结构解析。表 1中总结了近

10年报道的新发现的 EHs或具备 EH活性的菌株，

罗列了 EHs 能催化的底物以及生成的产物。通过

总结EHs来源菌株发现，挖掘新型微生物EHs的主
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要方法有：①筛选能催化生成手性环氧化物或二

醇的菌株，并进一步鉴定相应的 EHs（表 1 编号

1～19）；②表征微生物天然产物的合成途径中的

后修饰酶（表 1编号 20～34）；③分析鉴定能引起

人或动物疾病的病原微生物体内的药物靶标。此

外，这些 EHs 催化的底物既包含结构简单的环氧

化物，也包含结构复杂的天然产物，说明微生物

EHs具有宽泛的底物谱。这些新发现的EHs在手性

药物中间体、复杂天然产物合成中具备很好的应

用开发前景。

表表1 2010—2019年微生物中新发现的EHs

Tab. 1 Newly discovered microbial EHs in 2010—2019

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

4R9L

4NZZ

5JPU

6IX4

未报道

vEH-Am

未报道

未报道

未报道

McEH

SpoF

SgrF

BMEH

CMEH

AmEH

TpEH1

Rhodococcus erythropolis

DCL14
Bacillus megaterium

Rhodococcus erythropolis

Aspergillus usamii E001

Dentipellis sp. KUC8613

Agromyces mediolanus

Aspergillus tubingensis TF1

Aspergillus niger ZJUTZQ208

Rhodobacterales bacterium

HTCC2654

Caulobacter crescentus

Salinospora tropica CNB-440

Streptomyces griseus IFO

B. megaterium QMB 1551

Cupriavidus

metallidurans-CH34

Agromyces mediolanus

ZJB120203

Tsukamurella paurometabola

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

编号
环氧水

解酶①
菌株 底物 产物

参考

文献
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17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

未报道

AbEH

EphD

3RGA

5CXO

6FXD

AurD

CtvD

NcsF2

PenJ

AsqB

MonBⅠ/Ⅱ

SalBⅠ/Ⅱ/Ⅲ

AuaⅠ

Galactomyces geotrichum

ZJUTZQ200

Aspergillus

brasiliensis CCT 1435

Mycobacterium tuberculosis

Streptomyces lasaliensis

Streptomyces albus

ATCC 21838

Pseudomonas fluorescens

Calcarisporium arbuscula

Aspergillus terreus var. aureus

Streptomyces carzinostaticus

ATCC 15944

Penicillium sp.

Aspergillus nidulans

Streptomyces cinnamonesis

Streptomyces albus DSM

41398

Stigmatella aurantiaca

Sg a15

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

[26]

[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

[35]

[36]

[37]

[38]

续表

编号
环氧水

解酶①
菌株 底物 产物

参考

文献
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31

32

33

34

NsnG

Alp1U

Lom6

TsrI

Nocardiopsis sp.

CMB-M0232

Streptomyces ambofaciens

Salinispora pacifica

Streptomyces laurentii

 

 

 

 

[39]

[40]

[41]

续表

编号
环氧水

解酶①
菌株 底物 产物

参考

文献

①环氧水解酶的名称来源于PDB ID （Protein Data Bank：http：//www.rcsb.org/） 或者参考文献中的蛋白名称。

2 微生物EHs的应用

2.1 基于生物转化的手性药物中间体合成

手性环氧化物及邻二醇制备主要有化学合成

法［58-59］和生物催化法［60-61］。化学合成手性环氧化物

目前存在着反应条件苛刻、选择性差、重金属催化

剂昂贵、环境不友好等问题［62］。而微生物来源的

EHs制备成本低、酶催化效率高且不需辅酶与辅基

参与反应［7］。更为重要的是，EHs对对映体选择性

很高，能不对称水解外消旋环氧化物制备光学纯的

环氧化物和邻二醇，生成多种有重要价值的手性药

物中间体［62-63］，例如（R）-环氧氯丙烷［64-66］、手性苯

基乙二醇［67］、（S）-芳基缩水甘油醚等［68-69］。

许多研究者通过对反应条件的摸索与优化［70］，

结合随机突变［71-72］、迭代饱和突变［73-74］、定点突变

等［75-77］酶的定向进化技术，对不同来源的微生物

EHs加以优化改造提升催化活性、对映选择性以及

产 物 产 率 等 性 质 。 Saini 等［70］ 从 Streptomyces

griseus NBRC 13350基因组中发现了一种新的EH，

该EH能将消旋苯基缩水甘油醚（PGE）动力学分解

为（R）-PGE。通过催化条件摸索与优化，当反应中

细胞与底物比20：1（质量比）、pH 7.5、20 ℃、体系

含10%二甲基甲酰胺（体积分数）时，（R）-PGE产

率为34%，e.e.达到99%。

按照随机突变策略，Jin等［78］使用 60Co γ射线

和紫外线照射诱变 EH 生产菌株 Aspergillus niger

ZJB-09103，筛选到了阳性突变菌株的 EH，其活

性达到 33.7 U/g，是野生型菌株 EH活性的 2.7倍。

突变株催化生成（S）-环氧氯丙烷所需的反应时间缩

短了 2.5倍，e.e.达到 99%，收率约为 17.6%。运用

酶的定向进化技术，Zou等［73］通过迭代饱和突变

ArEH，发现T247K/I108L/D131S突变的ArEH与野

生型酶相比，对环氧氯丙烷的催化效率提高了 4.5

倍，对环氧氯丙烷的对映体选择性提高了 2.1倍，

50℃条件下热稳定性提高了8倍。使用突变的ArEH

对外消旋环氧氯丙烷进行动力学拆分，（R）-环氧氯

丙烷收率为 40.2%，且 e.e. 大于 99.9%，生产率达

到1410 g/（L·d）。

2.2 基于合成生物学理念的新型手性化合物合成

方法

微生物来源的 EHs 不仅在手性药物中间体有

重要的应用，随着近年来合成生物学领域的快

速发展，EHs 作为一个重要的合成元件，未来在

微生物底盘细胞中重构化合物合成途径［51，79-80］、

基因簇异源表达、天然产物组合生物合成［81-82］

等方面展现出非常广阔的应用潜力。目前，以

微生物 EHs 为合成元件组装化合物的生物合成途

径，已经在以大肠杆菌为代表的原核底盘细

胞［80］和以酵母菌为代表的真核底盘细胞中有了
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较好的应用［51］。

大肠杆菌蛋白表达量高，遗传操作简便。许

多研究者以大肠杆菌为底盘，将 EHs 与其他催化

元件进行串联，从而合成手性药物中间体。Yu

等［80］设计了一套不对称催化串联反应，该反应路

线为过氧化酶OleTJE将底物苯丙酸脱羧氧化为苯

乙烯，单加氧酶P450-BM3将苯乙烯氧化成（R）-氧

化苯乙烯，最后通过 Aspergillus niger 来源的水解

酶ANEH将氧化苯乙烯开环水解生成R型苯乙二醇

类产物。该串联反应可对至少 9种底物实现较高的

转化率和对映选择性。此外，Sun等［50］设计了一

种新的三步一锅法级联系统。该系统采用环氧水

解酶、甘油脱氢酶和ω-转氨酶，将外消旋苯乙烯

氧化物不对称合成（R）-苯基甘氨醇。还构建了

AlaDH/L-Ala的辅助因子自给系统用于再生昂贵的

辅助因子NAD+和去除副产物丙酮酸，并用阳离子

树脂吸附去除产物使反应的热力学平衡朝产物生

成的方向发展。最终，由外消旋苯乙烯氧化物成

功制备光学纯的（R）-苯基甘氨醇，产率高达81.9%，

e.e.达 99％。Liu等［83］开发了从（S）-环氧化物一步

合成光学纯的 1，2-氨基醇的方法。该研究设计了

一种非天然生物催化级联反应，通过偶联环氧水

解酶 SpEH、酒精脱氢酶 MnADH 和 ω -转氨酶

PAKω-TA，将级联反应路线构建在大肠杆菌BL21

（SGMP）体内。另外，研究者通过过表达谷氨酸

脱氢酶 GluDH使得细胞可以同时释放辅助因子和

氨基供体，建立了胞内辅因子和供体自足系统。该

工程菌 SGMP催化的产物 e.e.大于 99%，从（S）-环

氧苯乙烷到 1，2-氨基醇的转化率为 99.6%；另外 4

种（S）-环氧化物转换为 1，2-氨基醇的转化率在 65%

～96.4%。

除了上述以大肠杆菌为底盘设计串联反应外，

Yuan等［51］首次尝试在真核生物酿酒酵母体内建立

以苯乙烯为中间体生产苯乙二醇的人工生物合成

途径。该研究使用苯丙氨酸氨裂合酶 PAL 和阿魏

酸脱羧酶 FDC 将苯丙氨酸脱氨基/脱羧生成苯乙

烯；对苯乙烯进行（S）-选择性环氧化，得到（S）-苯

乙烯；再用苯乙烯单加氧酶 SMO 催化氧化生成

（S）-环氧乙烷；最后，用鞘氨醇单胞菌 HXN-200

或马铃薯的环氧水解酶SpEH/StEH对（S）-环氧乙烷

进行区域选择性水解，生成（S）-苯基乙二醇或（R）-

苯基乙二醇。该研究证明，包含立体特异性环氧

水解的级联反应可以在真核宿主酿酒酵母中功能

性表达。小型摇瓶研究表明，经过工程改造的酵

母细胞工厂在培养96 h后，可生产约100～120 mg/L

的（S）-苯基乙二醇或（R）-苯基乙二醇。

3 展 望

21世纪以来，基因组学的飞速发展使人们获

取了大量微生物基因组信息，而其中蕴藏着大量

具有环氧水解功能的催化酶基因。经过 20年左右

的努力，随着生物信息学、分子遗传学等领域的

发展，已有数个 EHs 被发掘并成熟应用于不对称

催化领域。当前，利用微生物 EHs 生物催化合成

手性药物中间体已经成为了一种主流的工业生产

方法。从庞大的微生物基因组中挖掘新型 EHs 的

工作始终在进行中，天然产物生物合成研究构筑

了 EHs 应用于合成生物学的坚实基础。值得注意

的是，近年来又有许多新颖的微生物 EHs 从天然

产物生物合成途径中被鉴定出来。在生物合成中，

EHs往往作为一种重要的后修饰酶，介导环氧底物

的开环反应，开环后的产物还可以被其他后修饰

酶进一步催化，从而得到结构复杂的天然产物。

因此，EHs 为天然产物结构多样性提供了丰富前

体。此外，EHs介导的反应常常具有高度的区域、

立体选择性，这相比于化学合成具有很大的优势，

十分具有成为生物催化剂或合成生物学元件的潜

力。因此，在未来从微生物天然产物生物合成途

径中挖掘EHs仍然是一项非常具有开创性的工作，

这帮助人们不断充实 EHs 的底物谱、扩充备选的

EHs生物催化及合成生物学元件库。

EHs 结构生物学方面的研究帮助研究者更加

清晰地了解了 EHs 的催化机制，尤其是其独特的

手性选择性，这为未来酶的定向改造与产业化应

用提供了坚实的理论基础。目前，许多微生物

EHs 生物大分子结构已经被解析，几个代表性的

EHs 催化机理已经研究得比较清楚，例如 ArEH、

LEH 等。然而，新颖的微生物 EHs数量仍在不断

增加，其中有不少 EHs 具备特殊的结构与功能，

识别独特而复杂的底物。作为一项基础性研究工

作，利用结构生物学手段解析新型微生物 EHs 结
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构仍需要研究者们不断地投入大量的工作。为了

将 EHs 进行产业化应用，必须通过不断提高 EHs

催化效率、稳定性和对映体产物纯度等酶学特性

来降低生产成本。研究者基于酶的定向进化策

略，通过反应体系优化、随机突变、定点突变、

迭代饱和突变等技术，得到了众多具有优良活性

的工程酶。这项工作是 EHs 走上产业化之路必不

可少的环节。

21世纪新兴的合成生物学研究给传统的基于

生物催化生产手性药物中间体的生产方式带来了

冲击。其理念是将不同来源的生物合成相关的代

谢途径模块化、元件化，并在底盘细胞上组装；

人工设计目的产物的生物合成途径，提高代谢途

径的效率，从而实现手性药物中间体的高效生物

合成和规模化生产。基于合成生物学理念，已有

研究将 EHs 作为合成元件与上游和下游催化元件

串联组装入细胞工厂（大肠杆菌、酵母等），组成

一条相对完整的代谢通路，用于高效合成手性药

物中间体。未来，催化元件性能的不断提升、底

盘细胞内供给系统的不断优化，将会进一步提升

产物生成效率，手性药物中间体生产成本会逐步

降低。这可能会使合成生物学生产方法逐渐取代

单酶催化法，成为手性药物中间体生产的主流

方法。
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