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化学原理驱动的光生物不对称催化研究进展
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摘要：手性选择性的调控一直是合成化学的重要研究主题。酶是绿色、高选择性的天然手性催化剂，但在绿

色生物合成中的应用受限于进化形成的分子结构和催化机制，光催化通过捕获光子能量实现底物分子的化学

键活化，是引发自由基反应的重要策略，融合光化学和酶的光生物催化正成为不对称催化合成的新兴合成工

具。利用蛋白质改造、定向进化等先进分子生物学技术，基于光化学的化学原理挖掘辅酶的非天然催化功能，

探索光催化剂与酶的协同耦合作用新模式，理性设计人为定义功能的人工光酶，能突破天然酶催化的底物谱

和反应类型，有效弥补天然光酶的稀缺性，拓展生物催化的化学边界和合成空间。本文综述了化学原理驱动

光生物催化不对称反应的最新研究进展，依据光和酶之间的耦合模式和催化机制，将文献分为外源光催化剂

与天然酶耦合、电子供体-受体复合物激发驱动的光酶催化、辅酶直接光氧化还原和光酶能量转移催化四种不

同类型，分别详细探讨其分子活化机制和立体化学调控的化学原理。此外，本文也对光生物不对称催化存在

的辅酶类型单调、催化效率低等挑战进行了总结，并从天然酶库的深度挖掘、人工光酶类型的拓展、酶的从

头设计和全细胞催化等角度展望了未来的发展方向，通过化学和生物融合实现高价值功能分子的绿色生物制

造，推动合成化学的可持续发展。
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Abstract: Stereochemical control is an important long-standing research topic in synthetic chemistry. Enzymes, as 

green and highly selective natural chiral catalysts, face constrains in synthetic applications due to their evolution-
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defined molecular structure and catalytic mechanism. Photocatalysis represents an important strategy to initiate free 

radical reactions by capturing photon energy to activate the chemical bonds of substrate molecules. As an emerging 

synthetic tool for asymmetric synthesis, photobiocatalysis merges the advantages of photochemistry and enzyme. 

Unfortunately, photoenzymes are rather rare in nature. Thus far photoenzymes identified are DNA photolyases, light-

dependent protochlorophyllide reductases and blue light-responsive algal photodecarboxylases. Utilization of advanced 

molecular biotechnologies such as protein engineering and directed evolution under the guidance of chemical 

mechanisms of photocatalysis enables us to explore unknown photocatalytic functions of natural coenzymes, synergize 

photocatalysts and enzymes, and rationally design artificial photoenzyme with defined functions. The past few years 

have witnessed remarkable advances in these aspects, significantly surpassing the spectrum of substrates and reactions 

of enzyme catalysis, compensating for the scarcity of natural photo-enzymes and expanding the chemical boundaries 

and synthetic space of biocatalysis. This review summarizes the latest research progress in chemically-driven 

photoenzymatic asymmetric reactions. Based on their merging modes, the review categorizes the integration of light 

and enzyme into four classes: coupling of exogenous photocatalysts and native enzymes, photobiocatalysis driven by 

excitation of electron donor-acceptor complex, direct photoredox catalysis by coenzymes, and energy transfer 

photobiocatalysis. The chemical mechanism of bond activation by photocatalysis and synergistic control of 

stereoselectivity by enzyme in these photobiocatalytic systems are discussed in detail. In the end of this review, we also 

delineate the present challenges of asymmetric photobiocatalysis including the monotonicity of native photoactive 

cofactors and low catalytic efficiency for abiological reactions. This review also proposes future directions from the 

perspectives of new natural enzyme mining, expansion of artificial photoenzymes, enzyme de novo design, and whole-

cell catalysis, which are anticipated to foster green bio-manufacturing of high-value functional molecules through the 

fusion of chemistry and biology and push forward the sustainable development of synthetic chemistry.

Keywords: photobiocatalysis; asymmetric catalysis; artificial photoenzyme; directed evolution; enantioselective 

synthesis

手性是自然界的基本属性之一，手性化合物

在生命过程中发挥着独特的功能［1-2］。生命体中含

有的核酸、蛋白质和糖类等生物大分子都具有手

性特征，这使得小分子药物的不同对映体与生物

受体之间存在显著不同的识别作用，进而极大影

响其生物活性、毒副作用和临床效果［3］。此外，

手性分子也广泛应用于农药、食品添加剂、化妆

品和功能材料等领域［4-5］。因此，高效、精准地创

制单一对映体分子一直是有机合成化学的重要研

究课题。不对称催化可以通过亚化学计量催化剂
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的手性传递在产物结构中引入一个或多个手性中

心，是制备光学活性手性分子的理想方法，是有

机合成领域的研究热点之一［6］。过渡金属催化、

有机催化和酶催化已经成为不对称催化手性合成

的三大基石性工具。21世纪以来，先后有 3次诺贝

尔化学奖授予不对称催化合成领域研究的开拓者

（2001年［7］、2018年［8］和2021年［9-12］）。

随着可持续化学的理念不断深入人心，开发

新型绿色不对称催化体系愈发受到关注［13］。酶是

由活细胞产生的一类生物大分子催化剂，可在温

和条件下高效、高选择性催化生物体内各种化学

反应，是理想的绿色催化剂，早在百年前已被用

于有机合成［14］。然而，天然酶的结构和功能由生

命体的生存条件经自然进化选择决定，一般只适

用于天然的底物和生化反应，难以满足非天然高

值化合物绿色生物合成的多样性需求。近年来，

合成生物学、分子生物学和酶工程技术的蓬勃发

展极大降低了酶的制备成本，同时也为在分子层

面精准重塑蛋白结构提供了便捷可靠的技术。定

向进化技术的兴起和发展，极大推动了酶在不对

称有机合成领域的应用［15-16］。酶的定向进化既能优

化酶的构效关系，也能创造新的反应性和催化功

能。例如，通过定向进化，天然血红蛋白的功能

从催化加氧反应拓展至催化卡宾和氮宾转移反应

实现C－H的不对称烷基化［17］和胺化［18］。从化学

视角来看，酶的天然功能主要取决于 20种天然氨

基酸单体以及与之协同适配的辅酶（辅因子）。定

向进化并没有增加氨基酸单体或辅酶的多样性，

而这从根本上限制了酶促反应的拓展。在酶的蛋

白骨架结构中引入非天然辅因子，是设计新生化

反应和发展人工新酶的重要思路。目前已知的人

工新酶主要通过金属辅因子的替换、生物定点偶

联法或超分子特异性锚定人工辅酶、非天然氨基

酸编码人工辅酶等手段来构建，同时结合理性定

点突变或定向进化，已经在氧化还原、加成、环

化等一系列不对称非天然反应中表现出优异的立

体化学调控性能，是当下生物催化研究的热点

方向［19］。

光化学反应通过光子能量的输入实现底物分

子的电子能级跃迁进入激发态引发反应，可以解

决许多经典热化学难以完成的成（断）键问题，

是和热化学反应并行的有机合成范式。光化学反

应具有悠久的研究历史，早在 100多年前，有机化

学家Ciamician［20］已展示了太阳光促进的光环加成

反应。早期的光化学反应主要依赖于紫外光直接

激发底物分子，容易带来竞争性副反应。近年来，

在可持续化学理念的驱动下，随着金属配合物［21］、

4CzIPN［22-23］、DPZ［24］、吖啶盐［25］、二芳基酮类［26］

等小分子光催化剂的开发和广泛应用，光催化有

机合成迎来了蓬勃发展，迅速成为有机化学的研

究热点。性能各异的各种光催化剂层出不穷，光

催化分子活化模式不断创新，例如光致氧化还原、

金属和光协同催化、光致氢转移、能量转移催化

等。可见光催化合成的研究越来越强调对反应选

择性尤其是立体化学的调控。然而，由于光化学

反应主要基于高活性、短寿命的自由基中间体，

对映选择性的调控具有显著的挑战，仍是光催化

合成领域的难点问题之一［27］。

光生物催化有效结合了酶促反应精准选择性

和光催化丰富反应性两方面的优势，为解决自由

基反应手性选择性控制难题提供了理想的工具。

然而，天然光酶极其稀少，目前仅发现光裂合

酶［28-29］、原叶绿素酸酯还原酶［30］及脂肪酸脱羧

酶［31］等寥寥几种。在光催化有机合成化学蓬勃发

展的刺激下，同时受益于基因工程、蛋白质工程、

酶工程技术等生物技术的发展，融合光催化化学

原理和酶催化高选择性调控优势的新型光生物催

化逐渐兴起，并在 C－C、C－O、C－N等重要成

键有机反应中展现出了诱人的应用潜力［32-33］。

光生物催化有机合成领域的发展十分迅速，

已经有相关文献综述［32-34］。与这些文献不同，本文

则将视角专注于光生物催化反应的化学原理和手

性诱导，综述光生物不对称催化领域的最新研究

进展。根据光和酶的耦合模式和驱动反应的化学

原理，将全文分成外源光催化剂与天然酶耦合、

电子供体 - 受体复合物 （electron donor-acceptor 

complex，EDA complex）激发光酶催化、辅酶直

接光氧化还原和能量转移光酶催化四个部分（图1）。

选取具有手性选择性的代表性文献，讨论和总结

催化体系的构建模式、反应机制和立体化学的来

源等合成化学关注的问题，并展望光生物催化不

对称反应的未来发展方向。
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1 外源光催化剂与酶耦合驱动的不对称
生化反应

外源光催化剂和天然酶催化的耦合是构建光

生物催化体系较为直接的一种模式，其特点是体

系中存在两个协同或串联的催化循环，通常以光

催化循环产生的高活性物种为驱动力，通过电子

传递或中间体转移来驱动酶催化循环的进行

（图 2）。此外，外源光催化剂循环也可以生成稳定

的中间产物，并作为酶催化的特异性底物发生下

一步转化，从而避免了额外的分离纯化步骤，提

高了反应的效率。目前已报道有机染料［35］、纳米

材料［36］、钌（Ⅱ）和铱（Ⅲ）配合物［37］、卟啉

类［38］等光催化剂，生物酶包括单加氧酶、过氧化

物酶等天然酶［39］。本小节依据光催化剂传递中间

物种的不同，分为电子传递促进、自由基中间体

传递促进和中间产物传递促进的酶促反应三个部

分展开讨论。

1.1 电子传递促进的酶促反应

光催化剂一般具有较为优异的光物理和光化

学活性，通常比底物分子具有更长的吸收波长和

更大的消光系数，更容易受光激发，进而提升其

氧化还原性质与底物分子发生电子或能量转移。

电子转移介导的光致氧化还原已成为光催化最常

见的机理之一。氧化还原酶也普遍存在于生命体

内，一般以价态可变的金属或非金属分子为辅酶

图图1　不对称光生物催化的几种主要模式

Fig. 1　The main working modes of asymmetric photobiocatalysis

图图2　外源光催化剂与酶催化耦合驱动的不对称生化反应

Fig. 2　Enzyme-photosensitizer coupled systems catalyzed asymmetric biochemical reactions
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（辅因子），而这些天然酶的催化循环需要另外的

级联系统提供电子实现辅因子的再生。例如，烯

烃还原酶黄素天然辅因子催化过程中需要消耗辅

因子 NADPH，形成的 NADP+在葡萄糖/葡萄糖脱

氢 酶 （GDH） 级 联 系 统 的 催 化 下 原 位 再 生

NADPH［40］。将外源光催化剂的氧化还原循环作为

电子供体泵与天然氧化还原酶耦合，能使用非天

然的牺牲还原剂，改变天然酶的电子传递链并强

化反应的驱动力。例如，Paul和 Park等［41］设计了

烟酰胺腺嘌呤二核苷酸（NADH）的一系列人工类

似物辅因子，能与具有光氧化还原活性的氮掺杂

碳纳米点（N-CD）组合，实现光驱动的天然老黄

酶（old yellow enzyme，OYE）催化烯烃不对称还

原反应。从合成化学角度看，这类光生物催化体

系虽然重构了电子供给链，但并没有改变氧化还

原酶的性质，所催化的反应依旧是基于酶天然的

功能。相比之下，将光催化和氧化还原酶的底物

和反应杂泛性拓展相结合，则为开发全新的光生

物催化不对称反应提供了机会。

2018年，Hyster课题组［42］发展了Rose Bengal

（RB）和烟酰胺依赖型烯烃还原酶 NtDBR 协同催

化的不对称自由基脱乙酰氧和脱卤反应。RB的激

发态具有强氧化性（E1/2
red［RB*/RB•−］=+0.81 V，能

将辅酶 NADPH 单电子氧化而生成还原性物种

RB•−。另外，还原酶通过空腔内氨基酸残基与α-乙

酰氨基酮类底物的氢键作用形成缔合态，提高了

底物的氧化电势，从而适配RB•−的还原性发生单电

子转移，促使乙酰氧根阴离子脱离后生成 α-羰基

碳自由基中间体。该中间体是在蛋白的手性空腔

中原位生成，通过 NADPH 的对映选择性氢转移

（hydrogen atom transfer，HAT）生成手性还原产物

和NADP•，光学纯度高达 94% ee。NADP•与RB通

过单电子转移反应生成还原性阴离子自由基RB•−和

NADP+，后者由葡萄糖脱氢酶GDH/葡萄糖的级联

催化再生还原型辅酶 NADPH［图 3（a）］。进一步

探究表明，该体系也可催化 α-溴酰胺的不对称自

由基脱卤氢化。该策略通过引入外源性光氧化还

原催化剂捕获光子能量，从而打破氧化还原过程

电子传递的热力学能垒，拓宽了天然烯烃还原酶

的底物杂泛性，展示了光驱动下天然氧化还原酶

催化新生化反应的巨大潜力，后也被证明该策略

同样适用于乙烯基吡啶类［43］和酮类［44］底物的对

映选择性还原。

上述体系中，激发态的光催化剂先从黄素或

烟酰胺类辅酶获得一个电子生成还原性物种，后

通过电子转移还原蛋白空腔内的氧化型底物分子。

除了这一路径，激发态的光催化剂也可以将还原

型底物直接单电子氧化生成活性自由基引发后续

的不对称加成反应。基于这一思路，近期，Hyster

课题组［45］将外源性光氧化还原催化剂Ru（bpy）3Cl2

与烯烃还原酶结合，发展了氨基酸与乙烯基吡啶

的氧化还原中性脱羧偶联，以最高达 92% 的产率

及 98% ee 实现了高对映选择性脱羧烷基化反应

［图 3（b）］。该文作者研究表明，Ru（bpy）3Cl2被吸

附结合至蛋白空腔内，受光激发发生单电子转移

促使氨基酸发生脱羧氧化，α-氨基自由基与乙烯基吡

啶反应经自由基加成生成苄基自由基，而随后与还原

型辅酶FMNhq（flavin mononucleotide hydroquinone）

发生氢原子转移。该步骤是立体选择性决定步骤，

这得益于FMNhq在蛋白空腔内具有专一性的结合位

点和空间取向。

氮自由基是一种高活性和丰富反应性的中间

体，可以通过各种前体化合物便捷地生成，可用

于氢氨基化、C－H氨基化和氢原子攫取反应，在

含氮化合物的合成中具有重要的应用价值［46-47］。然

而，由于氮自由基容易发生快速的攫氢反应，而

相比之下形成 C－N 键则是一个动力学更慢的过

程，这给发展氮自由基的选择性胺化反应带来了

显著的挑战。同时，基于氮自由基的胺化反应还

存在着立体化学调控的难题。2023年，Hyster课题

组［48］利用外源性Ru（bpy）3Cl2和黄素依赖型烯烃还

原酶YqjM（ene-reductase from Bacillus subtilis）的

协同催化，首次实现了光生物催化分子内不对称

氢胺化反应。这一新生化反应由Ru（bpy）3
2+的三重

态激发态被辅因子FMNsq单电子还原引发，生成的

Ru（bpy）3
+将电子传递至氧肟酯底物分子，促使后

者脱去苯甲酸阴离子形成氮自由基。氮自由基与

分子内的烯烃经历 6-endo-trig环化形成苄基自由基

中间体，后夺取黄素辅因子结构中的氢原子，最

终实现分子内不对称氢胺化反应（图4）。通过定向

进化改造酶空腔，所获得的不同突变体可实现除

6-endo-trig外的5-exo-trig、7-endo-trig及8-endo-trig
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图图3　外源光催化剂和天然酶电子传递介导协同催化

Fig. 3　Synergistic catalysis with exogenous photocatalysts and native enzymes via electron transfer
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分子内环化反应。此外，当使用烯烃还原酶GluER

（ene-reductase from Gluconobacter oxydans） 时 ，

该文作者还成功实现了分子间不对称氢胺化反应。

电子传递介导的酶促反应突破了酶受限于其

天然催化活性的局限性，通过加入外源性光催化

剂可有效扩展其催化功能。虽然这一策略在一定

程度上受光催化剂与蛋白之间电子转移速率的限

制，但对于天然酶的反应性和功能性扩展具有重

要意义。

1.2 自由基中间体传递促进的酶促反应

光催化和酶催化耦合的另一种方式是通过活

性自由基中间体的传递。2023 年，Yang 和 Liu［49］

合作报道了有机染料Rhodamine B（RhB）和 5ʹ-磷

酸吡哆醛（pyridoxal 5′-phosphate，PLP）依赖型色

氨酸合成酶光-酶协同催化策略，实现了三氟硼酸

钾盐与 β-羟基-α-氨基酸的不对称自由基C－C偶联

反应，以优异的区域选择性和立体选择性制备了

一系列不含保护基的高附加值多手性中心非天然

氨基酸（图 5）。在光催化循环中，RhB受光激发

后进入激发态，促进烷基三氟硼酸盐底物发生单

电子氧化生成烷基自由基中间体。与此同时，色

氨酸合成酶则通过已知 PLP 辅酶催化途径将丝氨

酸和其他 β-羟基-α-氨基酸转化为亲电性氨基丙烯

酸酯。两活性中间体在色氨酸合成酶的空腔发生

C－C 自由基加成生成氮杂烯丙基自由基中间体，

该步骤是产物立体化学决定步骤。随后经历电子

转移/质子转移（ET/PT）或质子耦合电子转移

（PCET）及水解获得目标氨基酸产物。值得强调的

是，PLP辅酶在游离状态与RhB的组合并不能表现

出反应活性，这说明蛋白的空腔对亲电性氨基丙

烯酸酯活性中间体的形成和加成反应的选择性至

关重要。这一协同催化策略的特点是光催化剂和

酶分别活化不同的底物并通过活性自由基中间体

进行耦合，使得反应的活性不再简单依赖于光催

化剂光化学性质与酶空腔缔合的底物之间的严格

适配，具有更大的调控空间。该反应不仅为构建

一系列连续多手性中心的非天然氨基酸提供了全

新的策略，也为光-酶协同催化探索未知的新反应

体系及新型不对称自由基催化反应体系的研究提

供了一种新思路。

近期，黄小强、梁勇和田长麟［50］合作报道

了有机染料 Eosin Y 和焦磷酸硫胺素（thiamine 

diphosphate，ThDP）依赖型酶的协同光生物催化

新体系，通过蛋白质工程将ThDP依赖的苯甲醛裂

解酶改造为自由基酰基转移酶（RAT），并将其用

于芳香醛与邻苯二甲酰亚胺活性酯之间的不对称

自由基酰化反应。ThDP是一类广泛存在于生命体

的辅酶，通过亲核催化机理促使亲电性酰基前体

化合物形成亲核性碳负-烯胺中间体，即Breslow中

间体，从而与各种亲电试剂发生碳碳键偶联反

应［51］。在合成化学中，ThDP可用于催化经典的安

息香缩合反应。这些反应通常是双电子离子型反

应，Breslow中间体的立体选择性单电子反应的研

究较少［52］，而在酶催化反应中尚未见报道。该文

作者基于光催化剂和关键中间体氧化还原电势的

理性分析，利用激发态 Eosin Y 对 Breslow 中间体

的单电子氧化形成活性自由基阴离子，通过与邻

苯二甲酰亚胺活性酯单电子还原生成的烷基自由

基偶合，实现了高对映选择性自由基-自由基偶联

图图4　光生物催化不对称分子内氢胺化反应

Fig. 4　Photobiocatalytic asymmetric intramolecular hydroamination reaction
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反应（图 6）。该研究首次将ThDP依赖型天然酶改

造用于催化非天然自由基偶联反应，且催化剂负

载量和立体选择性效果明显优于小分子有机氮杂

环卡宾催化，底物的普适性也显著优于天然酶，

扩展了天然酶的催化功能，为光-酶协同催化的新

反应发展和自由基反应的手性控制提供了新思路。

1.3 中间产物传递介导的酶促反应

光催化和酶催化还可以通过稳定中间产物的

传递进行耦合。相比较于电子传递及自由基中间

体传递驱动的酶促反应，中间产物传递介导的酶

促反应一般以酶的天然底物专一性和催化功能为

基础。光催化与酶催化步骤相对独立但互相兼容，

一般不涉及酶催化热力学的改变。目前报道较多

的接力模式是光生中间产物参与后续酶催化反应，

充分发挥酶的底物专一性和高对映选择性优势以

实现重要手性分子的制备。例如，周少林等［53］报

道了 Ir（Ⅲ）-硫醇和脂肪酶三元协同催化的脂肪胺

动态动力学拆分酰胺化反应，利用 Ir（Ⅲ）-硫醇的

光催化单电子转移促进脂肪胺外消旋化，将脂肪

酶Novozym 435不适配的构型底物转化为其识别的

相反构型，从而实现全部底物的对映选择性转化。

2018 年，赵惠民和 Hartwig［54］ 合作报道了

［Ir（dmppy）2（dtbbpy）］PF6或FMN与烯烃还原酶协

同催化立体汇聚式碳碳双键不对称还原［图 7

（a）］。受激发后的光催化剂可通过能量转移活化使

Z型烯烃转化为E型烯烃分子，烯烃还原酶选择性

图图5　光催化剂-色氨酸合成酶协同催化构建非天然氨基酸

Fig. 5　Stereoselective unnatural amino acid synthesis by synergistic catalysis with photocatalyst and tryptophan synthetase
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识别 E型烯烃，进而催化其不对称碳-碳双键直接

还原，实现了顺反烯烃异构体混合物的不对称还

原，并以高产率、高选择性催化合成了包括巴氯

酚、菲尼布特在内的药物及生物活性分子手性前

体的合成。2020年，赵惠民教授课题组［55］进一步

使用乙二胺四乙酸等作为牺牲还原剂，无需还原

型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸 （nicotinamide 

adenine dinucleotide phosphate，NADPH）即直接

实现了光催化烯烃E/Z异构化与烯烃还原酶的高效

协作催化不对称还原。

2019年，何延红和官智小组［56］报道了金属光

催化剂 Ru（bpy）3Cl2 与小麦胚芽脂肪酶（wheat 

germ lipase，WGL）接力催化吲哚与酮的对映选择

性氧化交叉偶联反应用于合成手性吲哚酮［图 7

（b）］。首先，Ru（Ⅱ）光催化剂在氧气环境下催化

2-苯基吲哚的过氧化反应生成 3-假吲哚过氧化氢中

间体，脱水转化为强亲电性亚胺酮中间体。该中

间体具有一定的稳定性，可进入 lipase活性空腔并

被残基催化三联体Asp（或Glu）-His-Ser活化形成质

子化亚胺离子，同时 lipase活性空腔可活化酮形成

烯醇阴离子，通过亲核进攻亚胺离子中间体生成

手性吲哚酮，该步骤是反应的立体化学决定步骤。

值得一提的是，上述吲哚亚胺中间体和酮亲核试

剂并非脂肪酶的天然底物，但其催化三联体能通

过氢键作用活化酮的烯醇异构化，且无需天然辅

酶的参与，这展示了天然脂肪酶的功能杂泛性，

为新反应的设计和发展提供了启发。

2020 年，MacMillan 和 Hyster 课题组［57］合作

研究以［Ir（dF（CF3）ppy）2（dtbbpy）］PF6为光氧化还

原催化剂，酮还原酶 Lk-ADH（Lactobacillus kefir 

alcohol dehydrogenase）为酶催化剂，在胺及硫醇

催化剂存在条件下实现了外消旋 β-取代酮的动力

学拆分还原，制备了一系列单一构型的 γ-取代醇化

合物［图 7（c）］。反应的过程如下：胺催化剂与底

物的酮羰基缩合反应生成烯胺中间体，被受光激

发的 Ir光催化剂氧化为烯胺自由基阳离子，再经历

去质子化后形成 5π电子烯胺自由基中间体。随后

该自由基中间体与亲电性硫醇催化剂发生非立体

选择性的氢转移过程回到原料或其对映体，由此

实现了底物的消旋化。体系中的酮还原酶以

NADPH为氢源，将R-构型羰基化合物选择性还原

为双手性中心醇，S-构型羰基化合物则继续参与反

图图6　光催化剂-苯甲醛裂解酶协同催化自由基偶联反应

Fig. 6　Synergistic catalysis with photocatalyst and benzaldehyde lyase for radical-radical coupling reaction
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应循环逐渐被消耗，最终得到单一构型的取代环

己醇类化合物。该策略具有良好的普适性，可与

转氨酶及醇脱氢酶其他类型酶匹配，并可用于药

物分子LNP023的合成。通过光氧化还原催化使得

手性立体中心消旋化，并与酶催化体系结合合成

特定构型的 γ-取代醇（胺），突破了静态和动态立

体中心的传统定义，为更多类型的光-酶协同不对

称催化构建非天然反应体系提供了新思路。近期，

图图7　中间产物传递介导的不对称光生物催化

Fig. 7　Asymmetric photobiocatalysis mediated by intermediate product transfer
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朱敦明、吴洽庆团队［58］以Eosin Y作为光催化剂，

Ralstonia sp. 细菌的脱氢酶 RasADH 为酶催化剂，

高效、高立体选择性合成了一系列取代手性 1，2-

氨基醇产物［图 7（d）］。激发态曙红Y光催化剂可

通过单电子转移直接实现 N-芳基甘氨酸和醛的高

效脱羧自由基偶联。光催化和酶催化两个循环以

生成的外消旋氨基醇化合物为媒介接力，在

RasADH 催化下以最高达 99% ee 值生成 S-构型手

性 1，2-氨基醇产物。该策略无需外源添加辅酶循

环体系即可实现脱羧自由基偶联与去消旋化过程

的高效协作，为自由基偶联反应与生物活性分子

合成途径的结合提供了思路。近期，Borowiecki

等［59］以 9-芴酮作为光催化剂，来自红球菌的醇脱

氢酶为酶催化剂，高效、高立体选择性实现了仲

醇类化合物的去外消旋化，以最高达 92% 的产率

及 99.9% ee 值生成手性醇类化合物。该策略以氧

气作为氧化剂实现仲醇的氧化，醇脱氢酶则催化

原位生成的羰基化合物转化为手性醇类化合物。

基于中间产物传递的光-酶协同催化的优点在

于减少分离和纯化步骤，简化操作并提高反应效

率。另外，还能通过优化两个催化循环的动力学

来控制中间产物的浓度，这有时候能避免中间产

物的过量积累而影响酶活。例如，过加氧酶能催

化H2O2促进的C－H键对映选择性羟基化，但高浓

度H2O2容易导致酶的辅基结构的分解而降低酶活。

Hollmann等［60］以Au-TiO2为光催化剂，与重组过加

氧酶 rAaeUPO耦合构建协同光生物催化体系实现了

乙苯的选择性羟化制备光学活性R-苯乙醇。Au-TiO2

能将甲醇和氧气可控地转化原位生成H2O2并保持合

适的浓度，从而避免 rAaeUPO催化过程中被高浓度

H2O2降解，保持了较高的活性和酶稳定性。

化学光催化与酶催化的耦合体系具有简单、灵

活的特点，已被应用于多种不同类型有机反应及酶

催化剂，产物往往能获得优异的手性选择性。由于

耦合体系中催化剂之间的电子、自由基中间体、中

间产物的转移速率主要是基于热运动，对整体反应

效率有显著影响，因此如何提高催化剂之间介质的

传递效率是该策略需要重点关注的问题。

2 电子供体-受体复合物激发驱动的不

对称反应

EDA 复合物形成于缺电子的电子受体和富电

子的电子供给体之间的偶极-偶极相互作用。电子供

给体通常为含孤对电子的化合物或富 π电子的化合

物，电子受体常见于缺电子的杂环、卤代烃等。当

这两种分子相遇时，产生较长波长的显著吸收峰。

在相应波长的光照下，电子发生转移分别形成自由

基阳离子和自由基阴离子两个活性物种，是重要的

光化学自由基反应引发策略［图8（a）］［61］。2013年，

Melchiorre等［62］报道了手性仲胺催化脂肪醛与烷基

卤代物之间的对映选择性α-烷基化反应，其关键步

骤是手性仲胺与醛缩合生成富电子烯胺与卤代烃之

间形成EDA复合物，在光照条件下发生电荷转移生

成芳基和烯胺自由基正负离子对，前者脱去卤素负

离子生成烷基自由基与后者发生不对称碳碳键形成

反应［图 8（b）］。EDA复合物激发催化的特点是不

依赖催化剂自身的吸收，而与催化剂和底物的电子

密度有关。形成的EDA复合物的吸收往往在可见光

图图8　EDA催化

Fig. 8　EDA catalysis
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区，因此可以在十分温和的条件下发生反应，克服

了底物和催化剂本身需要在紫外区激发的限制。

EDA光催化通过电子供体-给体的独特电子转

移机制实现温和条件下的光生自由基的形成，极

大推动了自由基合成化学的发展，新型EDA催化

反应模式不断见诸报道［63］。烯烃还原酶一般以黄

素或烟酰胺为辅因子，该辅因子的还原态可与缺

电子底物形成EDA复合物。近年来，基于此EDA

复合物激发驱动的光生物催化不对称反应得到了

持续的发展［64］。本小节依据EDA复合物激发驱动

的光生物催化不同反应类型，分为卤代羰基化合

物的不对称脱卤还原、烯烃的不对称氢烷基化、

C（sp3）—C（sp3）的不对称偶联、烯烃的不对称烃

基羟基化四个部分进行综述。

2.1 αα-卤代羰基化合物的不对称脱卤还原

2016年，Hyster等［65］首次报道了烟酰胺依赖

型短链脱氢酶LKADH在可见光条件下催化 α-卤代

内酯类化合物的不对称自由基脱卤氢化反应［图 9

（a）］。机理研究表明，α-卤代内酯可与烟酰胺辅因

子 NADPH 形成 EDA 复合物，可见光照下碳卤键

从NADPH获得一个电子发生裂解生成 α-烷基自由

基并离去卤素负离子，该自由基中间体从辅因子

NADPH•+中夺取氢原子而终止反应。由于 EDA 的

形成和氢转移都发生在酶的手性空腔中，反应的

立体选择性决定步骤为 NADPH•+的氢转移，因此

该反应具有优异的对映选择性和较好的底物普适

性，以 81%产率及 96% ee值生成不对称自由基脱

卤氢化产物。该文作者通过使用另一种脱氢酶

RasADH，获得了对映选择性相反的氢化产物。该

研究揭示了烟酰胺依赖的脱氢酶具有与其天然催化功

能完全不同的反应性，具有开创性的意义。2022年，

吴起、徐鉴等［66］报道了一种黄素依赖型环己酮单加

氧酶CHMO（cyclohexanone monooxygenase）催化

的光化学不对称自由基脱卤氢化反应，将 α-卤代-

α-氟代酮转化为光学活性的氟代酮［图 9（b）］。该

策略通过理性聚焦迭代点突变策略构建了突变体

库，筛选获得的最佳突变体能以 99% 产率及 98% 

ee 值获得目标产物。作者通过模拟计算提出了

α-碳自由基的氢化步骤是通过电子转移/质子转移

机制（ET/PT）分别从辅酶和溶剂中获得电子和质

图图9　卤代羰基化合物的不对称脱卤还原

Fig. 9　Asymmetric reductive dehalogenation of halogenated carbonyl compounds
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子完成的，这与 Hyster等提出的不对称 HAT 过程

有显著的不同。

2.2 烯烃的不对称氢烷基化

在上述烟酰胺或黄素依赖型光酶的 EDA催化

反应中，α-碳自由基常常以氢转移作为反应的终止

步骤。当周围有烯烃反应物时，碳自由基有可能

发生对不饱和碳碳键的自由基加成，生成新的碳

自由基再发生氢化。基于这一思路， 2019 年，

Hyster等［67］进一步发展了黄素依赖型烯烃还原酶

（ene-reductases）催化的可见光下分子内不对称自

由基环化反应，以高达 99%的产率和 98% ee值选

择性合成了一系列五、六、七和八元环内酰胺

［图 10（a）］。该反应中，黄素辅酶与 α-氯酰胺底物

分子形成EDA复合物，光照条件下发生电荷转移

生成碳自由基，该自由基可与分子内烯烃加成形

成内酰胺自由基中间体，再夺取黄素分子上的氢

原子完成分子内烯烃的不对称氢烷基化生成 β-手

性内酰胺产物。随后，赵惠民等［68］将该策略拓展

至更具挑战的分子间反应。他们利用烯烃还原酶

催化实现 α-卤代羰基化合物与末端烯烃的不对称

自由基氢烷基化反应，以高达 99% 的产率及 99% 

ee值合成了一系列 γ-手性羰基化合物［图 10（b）］。

机理研究表明，α-卤代羰基化合物可与黄素辅因子

（FMNH−） 形成电子供体 - 受体复合物 （EDA 

complex），在可见光激发下通过单电子转移脱卤可

生成α-羰基自由基。α-羰基自由基对烯烃加成，后

图图10　烯烃的光生物催化不对称氢烷基化

Fig. 10　Asymmetric photobiocatalytic hydroalkylation of alkenes
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以极高的立体选择性从黄素辅酶中夺氢完成不对

称氢烷基化。最近，赵惠民等［69］还报道了烯烃还

原酶催化氮杂芳烃上的远端碳中心自由基的对映

选择性反应。他们以溴甲基氮杂芳烃和α-甲基苯乙

烯类分子为底物，利用酶活性空腔的不对称环境有

效控制氮杂芳烃中超过六个化学键或超过0.6 nm自

由基中心的手性，以高达 95%的产率及 99% ee值

构建了一系列具备 γ 立构中心的氮杂芳烃［图 10

（c）］。机理研究表明，天然辅因子FMNhq和底物溴

甲基氮杂芳烃两者之间可形成EDA complex，复合

物被可见光激发后经单电子转移形成氮杂苄基自

由基，氮杂苄基自由基随后与 α-甲基苯乙烯加成

形成自由基中间体，该中间体经氢原子转移生成

目标产物，反应选择性控制步骤为手性氢原子转

移，烯烃还原酶活性空腔内残基产生的氢键和空

间效应对选择性的控制至关重要，通过对酶活性

空腔的改造可实现氮杂芳烃远程立体中心的高效

控制。

除了 α-卤代羰基类底物，其他类型的缺电子

底物如邻苯二甲酰亚胺活性酯也能与还原型辅酶

形成EDA复合物。2022年，赵惠民教授课题组和

王斌举教授课题组［70］合作报道了一种新型光酶催

化分子间不对称自由基加成反应，以最高达 91% 

的 ee 值成功合成一系列 α -羰基取代手性化合物

［图 10（d）］。该策略以N-羟基邻苯二甲酰亚胺酯为

自由基前体，经半理性聚焦迭代点突变构建酶库

并筛选得到最佳酮还原酶 KRED 突变体。自由基

前体可与KRED活性空腔中的NADPH辅因子形成

EDA复合物，可见光照射下自由基前体基团离去

后形成自由基，该自由基与α位取代吸电子基的末

端烯烃加成后经历立体选择性的氢原子转移

（HAT）生成目标产物。近期，饶义剑教授团队［71］

通过对黄素依赖型烯烃还原酶 GluER 的定向进化

改造，以高达 99%的产率及 99% ee值实现了一系

列手性苯并含氧杂环化合物的不对称合成。该研

究中黄素与底物分子可形成EDA复合物，其在可

见光激发下经单电子转移脱卤形成自由基，该自

由基与分子内烯烃加成后经历选择性氢原子转移

高效合成手性苯并氧杂䓬酮、色满酮和茚酮类化

合物，为光酶催化合成药物活性分子手性骨架提

供了一种新途径。

2023年，徐鉴和贾义霞［72］合作研究以黄素依

赖型烯烃还原酶为催化剂，重氮化合物为自由基

前体，以高达 95%的产率及 96% ee实现了 α-甲基

苯乙烯的不对称自由基氢烷基化，发展了一种光

酶催化构建手性碳碳键的新策略［图 11（a）］。该

策略通过体系中形成的EDA复合物在可见光激发

下的单电子转移实现重氮自由基前体的活化，离

去氮气分子形成自由基，与 α-甲基苯乙烯加成并

发生立体选择性加氢烷基化实现手性碳碳键的构

建。该研究将重氮化合物引入光酶催化体系，进

一步丰富了光生物催化可适配反应类型。近期，

徐鉴教授课题组［73］进一步将苯磺酰氯引入光酶催

化体系，报道了一种自由基介导的黄素依赖型烯

烃还原酶催化立体选择性氢化磺酰化反应，以高

达 92%的产率及 98% ee值合成了一系列 β-磺酰基

图图11　光酶催化不对称自由基氢烷基化

Fig. 11　Photoenzymatic asymmetric radical hydroalkylation
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手性砜化合物［图 11（b）］。机理研究表明，该策

略通过辅因子黄素与苯磺酰氯形成 EDA 复合物，

苯磺酰氯获得电子后形成苯磺酰自由基，苯磺酰

自由基与末端烯烃加成后经立体选择性氢原子转

移实现选择性氢化磺酰化反应合成手性砜。

2.3 烯烃的不对称烃基羟基化

在上述光酶 EDA复合物催化烯烃的氢烷基化

反应中，最终碳自由基都是以氢转移中止得到还

原型产物，这主要得益于 FMNsq的N－H较弱的键

能（58 kcal/mol，1 kcal=4.2 kJ）［74］。最近，Hyster

等［74］通过筛选和突变黄素依赖型烯烃还原酶，建

立了碳自由基的氧化中止模式，从而顺利地将光

酶 EDA复合物催化策略扩展至烯烃的不对称烃基-

羟基化反应。他们以α-卤代羰基化合物及α-甲基苯

乙烯类分子作为底物，黄素依赖型烯烃还原酶MorB

（morphinone reductase from Pseudomonas putida）

作为光酶，以高达 95%的产率及 90% ee值合成了

一系列手性叔醇类化合物（图 12）。机理研究表

明，反应通过黄素辅因子与 α -卤代羰基形成的

EDA复合物在光照下发生单电子转移引发，烷基

自由基中间体随后与末端烯烃加成形成苄基自由

基，后被FMNsq单电子氧化形成苄基碳正离子，被

水捕获后生成手性叔醇类化合物。由于羟基化是

反应的对映选择性决定步骤，该步骤的手性诱导

比氢转移还原中止具有更大的挑战。尽管该文作

者对MorB进行多轮定向进化，部分产物的 ee值仍

在中等水平。

2.4 CC（（spsp33））——CC（（spsp33））的不对称偶联

除了以烯烃类底物作为自由基加成的反应伙

伴外，光酶 EDA复合物策略也可以用于 C（sp3）－

C（sp3）的不对称亲电试剂交叉偶联。 2022 年，

Hyster教授课题组［75］报道了以 α-卤代羰基化合物

和硝基烷烃作为反应底物组合的光酶催化非天然

偶联反应策略，在可见光激发下以最高达 98% 的

产率及 98% ee值实现了 α-卤代羧酸衍生物与硝基

烷烃之间的 C（sp3）－C（sp3）亲电试剂交叉偶联，

扩展了光酶催化的反应类型（图 13）。两种亲电试

剂的立体选择性交叉偶联对过渡金属催化也具有

显著的挑战。在该光生物催化系统中，尽管亚硝

酸盐更容易还原，但由于α-氯酰胺具有与FMNhq形

成EDA复合物的独特能力，还原过程具有选择性。

在可见光激发下，α-卤代羰基底物发生单电子还原

产生自由基中间体，后与质子化硝基烷烃加成后

生成硝基阴离子自由基中间体。随后，该自由基

断裂 C－N 键脱去亚硝基阴离子并生成烷基自由

基，烷基自由基通过立体选择性氢原子转移得到

图图12　烯还原酶的EDA催化烯烃不对称烃基-羟基化

Fig. 12　Asymmetric carbohydroxylation of alkenes via EDA catalysis with ene-reductase
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最终手性交叉偶联产物。研究表明，适当提高反

应缓冲液的 pH有助于提高收率，该文作者认为这

是因为 pH增大条件下提高了活性亚硝酸盐物种的

浓度。在此基础上，2023年 Hyster教授课题组［76］

进一步实现了高化学选择性和对映选择性的硝基

烷烃 C-烷基化反应，以最高达 96% 的产率及 92% 

ee值合成得到一系列手性三级硝基化合物。与上

述脱硝基亲电试剂交叉偶联反应不同的是，作者

通过对Geobacillus kaustophilus来源的OYE进行突

变得到了三级突变体GkOYE-G7，能在反应环境中

促使硝基阴离子自由基中间体发生单电子氧化。

机理研究证实，α-氯代酰胺、质子化硝基烷烃和黄

素辅因子（FMNhq）可形成四元 EDA 复合物，随

后经历单电子还原、自由基选择性加成及单电子

氧化生成目标产物。

表 1 总结了目前已报道的 EDA 复合物激发驱

动的光酶催化不对称反应的主要案例，EDA光催

化策略显著拓宽了光酶不对称催化可适用反应类

型，展示了天然酶的非天然光催化活性。虽然到

目前为止的例子都基于黄素和烟酰胺两类天然辅

酶作为 EDA 复合物中的电子供体，但合成化学

EDA催化方向研究的不断深入推进也给光酶催化

受体类型的拓展带来启发，反应类型也得到了极

大丰富。显然，EDA复合物激发驱动的光生物催

化已经成为一类典型的酶促非天然底物分子活化

模式，并具有广阔的发展空间和应用前景。另外，

其他天然辅酶、辅酶中间体或非天然辅酶在 EDA

催化中的应用则有待挖掘。

3 辅酶光氧化还原直接驱动的酶促不对
称反应

EDA 激发光酶催化策略极大拓展了天然黄素

图图13　光酶EDA催化C（sp3）－C（sp3）不对称亲电试剂交叉偶联

Fig. 13　Asymmetric C(sp3)－C(sp3) cross-electrophile coupling catalyzed by photoenzyme EDA

表表1　　EDA复合物激发驱动的光酶催化不对称反应总结

Table 1　　Summary of photoenzymatic asymmetric reactions driven by EDA complex excitation

反应类型

α-卤代羰基化合物的不对称脱卤还原

烯烃的不对称氢烷基化

烯烃的不对称烃基羟基化

不对称C(sp3)－C(sp3)亲电试剂偶联

作者/年份

Emmanuel/2016

Peng/2022

Biegasiewicz/2019

Huang/2020

Li/2023

Huang/2022

Zhu/2023

Duan/2023

Chen/2023

Ouyang/2023

Fu/2022

Fu/2023

酶的类型

烟酰胺依赖型短链脱氢酶LKADH

黄素依赖型环己酮单加氧酶CHMO

黄素依赖型烯烃还原酶GluER

黄素依赖型烯烃还原酶OYE1

黄素依赖型烯烃还原酶OYE1

烟酰胺依赖型酮还原酶KRED

黄素依赖型烯烃还原酶GluER

黄素依赖型烯烃还原酶OYE1

黄素依赖型烯烃还原酶OYE1

黄素依赖型烯烃还原酶MorB

黄素依赖型烯烃还原酶CsER

黄素依赖型烯烃还原酶GkOYE
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及烟酰胺依赖型烯烃还原酶的非天然光催化活性，

但这一策略要求底物须与辅因子形成EDA复合物，

这对辅因子与底物之间的电荷匹配有较高的要求，

一般是缺电子性底物，这一定程度限制了这一策

略的普适性。黄素是一种广泛存在于天然酶中的

氧化还原辅因子，在天然酶催化中一般以基态形

式参与热化学反应。实际上，由于其多环共轭的

分子结构，黄素本身具有较好的光物理性质，在

400～520 nm 左右的可见光区域有显著的吸收，

450 nm处消光系数［77］可达 11 300 L/（mol·cm）。激

发 态 的 黄 素 表 现 出 更 强 的 氧 化 还 原 性 质

（FADH2*，E1/2
* =−2.26 V vs. SCE）［78］。如前所述，

虽然目前已知的天然光酶屈指可数，但巧合的是，

自然进化却在大多数情况下选择了黄素或者烟酰

胺作为光活性的辅酶。最古老的光酶是DNA光裂

合酶［79］，是一种黄素依赖型酶，负责修复DNA中

的嘧啶环丁烷二聚体。在这一反应中，还原型黄

素腺嘌呤二核苷酸（FAD）辅因子（FADhq
−）作为

光催化剂通过单电子转移还原引发嘧啶二聚体

［2+2］逆反应，后由 FADsq对产生的自由基负离子

进行氧化［80-81］。本节将讨论黄素和烟酰胺依赖型直

接受光激发引发底物的单电子氧化或还原不对称

自由基反应。

3.1 CvCvFAPFAP 催化

2017 年 ， Beisson 课 题 组 在 研 究 小 球 藻

（Chlorella variabilis）产烃过程中发现一种新的脂

肪 酸 光 脱 羧 酶 （fatty acid photodecarboxylase，

CvFAP）。CvFAP可吸收蓝光催化长链脂肪酸脱羧

生成烷烃或烯烃，其底物活性空腔大小决定了十

六碳、十七碳脂肪酸转化效率最高（图 14）［31］。之

后的详尽机理研究表明，CvFAP 晶体结构显示其

含有黄素腺嘌呤二核苷酸（FAD），FAD可被蓝光

激发进入激发态（FAD*），激发态 FAD*夺取脂肪

酸分子的电子形成 FAD·−，脂肪酸底物则形成相应

烷基自由基，后从 FAD·−反向夺取电子，通过精氨

酸给质子生成产物烷烃［82］。

此后，脂肪酸光脱羧酶 CvFAP 备受关注，

CvFAP催化各种转化不断被报道。2019年Hollman

课题组［83］通过加入烷烃分子占据催化空腔，进一

步提升了 CvFAP催化短链脂肪酸脱羧效率，拓宽

了 CvFAP 的底物适用范围。2021 年，吴起课题

组［84］报道了工程化CvFAP催化羧酸类底物的脱羧

氘代。该策略使用氘水作为氘源且无需外源性硫

醇添加剂，以高产率和高氘代率成功制备多种氘

代化合物。同年，他们还报道了工程化 CvFAP选

择性催化反式脂肪酸脱羧，展示出顺式和反式脂

肪酸分离的新思路［85］。Scrutton课题组［86］则报道

了使用含工程化 CvFAP的活细菌将生物质和工业

废物中的脂肪酸脱羧转化为丙烷。近期，吴淑可

教授与Bornscheuer教授［87］合作开发了一种非天然

三酶级联生物催化体系，一锅法将苯丙氨酸转化

为乙苯，通过对光脱羧酶 CvFAP进行结构引导的

半理性突变获得的突变体可将产率提高 6.3倍，由

此建立的双细胞催化体系能以 82%的收率将 L-苯

图图14　天然脂肪酸光脱羧酶催化脱羧反应

Fig. 14　Natural fatty acid photodecarboxylase catalyzed decarboxylation
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丙氨酸转化为乙苯，进一步将串联反应与发酵体

系结合，可由生物基甘油一锅法生产乙苯。

在不对称催化方面，2019年，吴起课题组［88］

报道了首例工程化 CvFAP催化对映选择性反应的

例子，通过 CvFAP催化 α-氨基酸和 α-羟基酸的动

力学拆分，以最高达 99% 的 ee 值制备了一系列

α-羧酸手性化合物［图15（a）］。作者通过晶体结构

引导蛋白质工程策略扫描活性空腔内残基，以此

缩小辅因子与底物结合空腔，进而使得光照激发

后的黄素辅因子FAD更易与S构型羧酸盐发生单电

子转移脱羧，而 R 异构体则无法发生，由此实现

α -羧酸手性化合物的制备。该策略无需辅因子

NADPH的参与及预处理底物。最近，吴起、王志

国、徐维华等［89］利用集中理性迭代定点突变

（focused rational iterative site-specific mutagenesis，

FRISM）策略进一步改造 CvFAP，获得的高度立

体互补变体可有效实现草酸酯或草氨酸光驱动动

力学拆分，以最高达 99%的 ee值实现手性仲醇或

胺的制备。古阳、周佳海、高锦明［90］的合作研究

通过工程化 CvFAP实现了仲羧酸和叔羧酸的光酶

催化直接脱羧，也可催化α取代羧酸的光驱动动力

学拆分［图 15（b）］。分子动力学模拟实验表明，

突变体G2可有效提高羧酸盐与辅因子FAD之间的

电子转移效率，且能有效识别 S构型底物分子实现

脱羧及其动力学拆分。该研究扩展了 CvFAP催化

动力学拆分可适用底物范围及其潜在应用空间，

为工程化 CvFAP催化构建手性骨架及生物活性分

子提供了合成工具。

3.2 烯烃还原酶催化

激发态黄素除了直接与还原性底物发生单电

子转移实现底物的氧化生成活性自由基中间体外，

也可从外源性牺牲还原剂夺取单电子形成FMNsq
·−，

FMNsq
·−将电子传递至氧化性底物分子形成自由基

阴离子活性中间体并引发后续反应。 2020 年，

Hyster团队［91］使用黄素依赖型烯烃还原酶作为催

化剂，Tricine 作为牺牲还原剂，实现了光生物催

化 α-卤代酰胺的还原脱卤环化，以最高达 97% 的

产率及 96% ee 合成了一系列手性羟吲哚化合物

（图 16）。该反应的机理如下：黄素在光照激发下

从 Tricine获取单电子，后传递电子给 α-卤代酰胺

底物分子，促使卤素负离子离去形成羰基 α-碳自

由基中间体，该自由基中间体与分子内的苯环发

生立体选择性环化加成。蛋白的手性环境赋予这

一步自由基加成反应优异的手性选择性，是反应

图图15　CvFAP催化动力学拆分

Fig. 15　CvFAP catalyzed kinetic resolution
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的立体化学决定步骤。生成的去芳构化自由基中

间体则在 FMN的氧化下失去电子得到芳构化的光

学活性吲哚酮化合物。该策略展示了一种天然光

酶催化非天然反应的全新机制，提供了一种

C（sp3）－C（sp2）的不对称自由基偶联新策略。

FMN在催化循环中发挥了氧化剂和还原剂的双重

功能，这与前述的很多体系中 FMN的氢原子转移

催化机制有显著的不同。

2020年，Hyster等［92］报道了一例烯烃还原酶

ERED催化的丙烯酰胺立体选择性还原反应（图17）。

丙烯酰胺与ERED的天然底物相似，却无法通过天

然机制还原，作者预计这类底物可以被ERED识别

限制在活性位点上。通过筛选，OYE1表现出最好

的对映选择性，通过添加外源 FMN进一步提高了

OYE1 的产率，位点饱和突变得到变体 OYE1-

F269G能获得 100%收率和 80% ee。该反应由激发

态FMNhq促使丙烯酰胺烯烃的单电子还原引发，产

生苄基羰基 α-自由基阴离子和中性FMNsq。自由基

阴离子的质子化形成稳定的 α-酰基自由基，可以

通过来自 FMNsq的 HAT 生成还原产物。氘取代实

验证实了机理中的质子化步骤，在氘化缓冲液中

进行反应时，β位点的氘化程度为 90%。然而，在

图图16　黄素依赖型烯烃还原酶催化还原脱卤环化

Fig. 16　Flavin-dependent ene-reductases catalyzed asymmetric radical hydrodehalogenations

图图17　直接激发黄素辅因子催化烯烃的不对称氢化

Fig. 17　Direct excitation of flavin dependent ene-reductases for asymmetric hydrogenation
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使用氘代葡萄糖进行反应时，α位点的氘化程度较

低，这表明 FMNsq中 N5－H 键的酸化作用带来明

显的氘洗脱。这一直接激发机制也可以用于还原

裂解C－F键。该策略扩展了黄素依赖型烯烃还原

酶可还原的非天然烯烃类底物分子，推动了酶催

化杂泛性的进一步发展。最近，黄小强和王斌举

等［93］利用烯烃还原酶实现了一系列环状和开链烯

胺的不对称还原，提供了一种替代过渡金属催化

氢化的绿色生物合成方法。

近期，黄小强、王斌举和田长麟［94］合作报道

了烯烃的不对称自由基氢芳基化反应。该反应以

黄素依赖型烯烃还原酶为催化剂，通过可见光直

接激发黄素辅因子实现反应，以最高达 99% 的产

率及 98% ee 值制备了一系列手性氢芳基化产物

（图 18）。机理研究表明，烯烃还原酶黄素辅因子

被激发后形成激发态 FMNox
*，在蛋白活性空腔内

氧化富电子芳烃形成芳基自由基阳离子。该中间

体可与空腔内末端烯烃加成，生成前手性自由基

中间体，随后该自由基中间体经历电子和质子

（或氢原子）转移生成目标手性氢芳基化产物。该

策略展示了一种新型氧化还原中性催化循环，通

过可见光直接激发黄素蛋白，激发态黄素引发底

物的单电子氧化及自由基加成，显著拓展了烯烃

还原酶的催化模式和在不对称合成中的应用。近

期，叶俊涛、丁蓓、戴少波［95］的合作研究以黄素

依赖型的烯还原酶（GluER）作为酶催化剂，报道

了一例单电子氧化引发的光酶催化策略，以最高达

90%的产率及98% ee值合成了一系列手性砜类化合

物。该策略利用芳基或烷基亚磺酸钠盐为自由基前

体，磺酰基自由基中间体与烯烃加成后形成前手性

自由基中间体，该自由基中间体随后经历氢原子转

移实现非环状烯烃的对映选择性氢磺酰化反应。

图图18　黄素依赖型烯烃还原酶催化烯烃的不对称自由基氢芳基化反应

Fig. 18　Flavin-dependent ene-reductases catalyzed asymmetric radical hydroarylation of alkenes
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4 能量转移驱动的酶促不对称反应

受光激发的光催化剂分子，既可以与底物发

生电子转移引发氧化还原反应，也可以通过电子

的交换（Dexter能量转移机制）激发底物进入三重

态而引发反应，即能量转移催化（energy transfer，

EnT）。能量转移催化为各种具有挑战性的光化学

反应提供了一种温和高效的合成策略［96-97］，目前已

被用于［2+2］环加成［98］、电环化［99］、去消旋

化［100］等多种光化学合成反应。能量转移反应一般

依赖于优异的三重态光敏剂（PC），具有较高的系

间窜越（ISC）效率和较高的三重态（T1）能量。

由于对称性禁阻的原因，三重态的寿命比单重态

（S1）长，因而可以通过 EnT促使邻近的底物从基

态（S0）进入三重态而自身回到基态。底物分子的

三重态具有很高的能量，一般可以认为后续的反应能

快速自发完成而不需要额外的活化能［图19（a）］。因

此，上述化学原理使得三重态反应的立体选择性

调控要求保证EnT的过程在手性环境中发生，也就

是说要将底物提前与手性催化剂络合。目前已报道

的对映选择性能量转移催化的体系主要有手性小分

子-光敏剂协同催化和手性光敏剂超分子催化两种策

略。例如，Yoon小组［101］报道了Ru（bpy）3［PF6］2和

手性 PyBox-Sc协同催化 2-羟基查耳酮与二烯及苯

乙烯的不对称分子间［2+2］反应［图 19（b）］。

Sc3+与 2-羟基查耳酮的配位可有效降低其三重态能

量（从约 54 kcal/mol到约 33 kcal/mol），从而有效

克服游离底物的背景反应。Bach课题组利用含有

内酰胺的分子骨架设计的手性二芳基酮光催化剂，

可通过底物与光催化剂之间的氢键相互作用，催

化内酰胺或酰胺类底物的高对映选择性［2+2］环

加成［102］、 aza Paternò -Büchi 反应［103］、去消旋

化［104］等能量转移反应［图 19（b）］。能量转移作为

一种重要的活化机制，其效率非常依赖于底物和

催化剂的邻近性；建立两者特异性和空间导向性

的分子识别是该过程手性诱导的一种有效思路，

而次级键作用作为一种重要的手段，还往往能引

起底物三重态能量的降低。目前已知的催化剂往

往需要底物中有特殊的导向基团。相比较于小分

子手性催化剂，酶骨架可通过氢键、π-π堆积、疏

水相互作用等非共价相互作用诱导底物，有望提

供一种普适性更好的手性调控工具。然而，目前

已知的天然光酶或光化学辅酶，都是通过光致电

子转移活化底物。能量转移催化活性机制在天然

酶催化中尚未见报道，需要依赖于人为理性设计

引入三重态光敏剂构建人工酶。

基因密码子拓展技术（genetic code expansion）

是一种在蛋白中引入非天然氨基酸的方法［105-106］。

在经典的遗传密码中，生物体的蛋白质合成是通过

核酸序列编码的20种天然氨基酸完成的，64个密码

子编码了20种氨基酸和终止密码子。遗传密码扩展

使用正交的氨基酰基-tRNA合成酶（aaRS）-tRNA来

图图19　能量转移驱动的不对称反应

Fig. 19　Asymmetric reaction driven by energy transfer

1041



合成生物学 第 5 卷

实现对于琥珀终止密码子UAG向非天然氨基酸的

共翻译［107-108］。首先，非天然氨基酸在正交的氨基

酰基-tRNA合成酶的作用下得到携带该非天然氨基

酸的 tRNA，该 tRNA可以识别UAG密码子。翻译

蛋白过程中，原先的UAG终止密码子不能终止翻

译，而是将非天然氨基酸插入多肽链，并被其他

的终止密码子所终止，由此得到含定点插入非天

然氨基酸的蛋白质。常用非天然氨基酸的侧链基

团含酮羰基、叠氮、端炔、四嗪等可进行生物正

交反应的官能团，利用该方法可以实现蛋白质表

面修饰、抗体偶联药物的定点偶联、蛋白荧光标

记等过程［109-110］。

二苯甲酮是光化学合成中优异经典的能量转

移光敏剂，系间窜越的效率接近 100%，三重态能

量达 69.1 kcal/mol［111］，可通过能量转移使底物从

基态跃迁至激发态发生光反应。2018年，王江云

团队［112］使用基因密码子扩展技术将二苯甲酮非天

然氨基酸（BpA）插入荧光蛋白骨架的发色团位

置，构建了一种新型人工光敏蛋白（PSP）。在

PSP表面化学修饰引入三联吡啶镍配合物，进一步

构建了人工光敏金属酶。通过二苯甲酮基团和镍

配合物的协同催化驱动了二氧化碳的还原。在此

基础上，2021年，钟芳锐、吴钰周与王江云［113］的

合作研究将该光敏镍酶进一步改造，实现了酶促

芳卤与水的交叉偶联反应，并可以拓展至芳卤与

氮亲核试剂的C－N偶联（图 20）。瞬态吸收光谱

等机理实验表明，该光生物催化偶联反应的关键

是PSP的二苯甲酮光敏基团通过能量转移活化促进

芳基镍物种的还原消除。值得强调的是，基因编

码插入的非天然氨基酸具有位点的精准性，由此

可以调控 PSP 光敏蛋白与 NiⅡ（bpy）辅因子之间的

空间距离，提高 PSP 与 NiⅡ（bpy）辅因子之间能量

传递的效率和交叉偶联反应的产率。

由于底物三重态中间体具有活性高、寿命短

的特点，能量转移催化的手性具有显著的挑战性，

而酶的三维超分子环境则为三重态手性诱导提供

了极佳的手段。2022 年，吴钰周、钟芳锐与陈

希［114］的合作研究以及 Green 小组［115］同时报道了

基因编码人工三重态光酶催化的对映选择性

［2+2］环加成反应。两项研究工作都是使用基因

密码子扩展技术将二苯甲酮非天然氨基酸光敏剂

插入合理选定的蛋白骨架中。在吴钰周等的研究

中，他们选择文献中已被用于构建人工金属酶的

多药耐药性调节剂 LmrR［116-117］ 作为蛋白骨架。

LmrR是一个晶体结构明晰、热稳定性较好的二聚

体蛋白，在两个单体界面形成了显著的手性空腔。

作者通过基因密码子扩展技术构建了含非天然催

化活性中心的人工光酶TPe1.0，随后通过 4轮突变

迭代优化TPe反应活性空腔的关键残基，由此获得

最佳突变体。此外，在二苯甲酮的苯环上 3′位置引

图图20　人工光敏脱卤金属酶催化芳卤交叉偶联反应

Fig. 20　Cross-coupling of aryl halides catalyzed by artificial photosensitizer metalloenzyme
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入氟原子，有助于提升光酶的催化活性和对映选

择性，引入所得到的最优突变体 TPe4.0可高效催

化吲哚衍生物的分子内［2+2］光环加成反应，以

最高达 97%的产率及 99%的 ee值构建得到一系列

手性环丁烷并吲哚啉类产物［图 21（a）］。作者解

析了TPe与底物之间的蛋白晶体结构，提出反应优

异的手性选择性来源自光敏剂及空腔内氨基酸残

基与底物之间形成的氢键等多重弱键相互协同

作用。

Green小组的研究将二苯甲酮非天然氨基酸插

入之前已经报道的计算机从头设计的蛋白骨架

Diels-Alderase DA_20_00。DA_20_00 的活性位点

包括设计的氨基酸残基（Tyr121和Gln195），其可

用于促进 Diels-Alder 反应，同时也可能用于

［2+2］-环加成的催化。这些残基嵌入一个大的疏水

空腔中，可容纳体积庞大的芳香光敏剂。作者首

先通过基因密码子拓展技术构建新型光酶催化剂

（EnT1.0），使用喹诺酮的分子内［2+2］-环加成作

为模板反应，通过定向进化后得到一种高对映选

择性光酶催化剂（EnT1.3）。EnT1.3 以最高达 300

的 TON 值及 99% 的 ee 值实现了不对称［2+2］光

环加成反应［图 21（b）］，同时还可以拓展用于喹

诺酮的分子间对映选择性［2+2］环加成。值得强

调的是，虽然构建 TPe4.0和 EnT1.3的蛋白骨架不

同，针对的底物类型也有显著差异，但两个光酶

催化的光环加成反应同时表现出比二苯甲酮化学

催化剂显著更高的空气耐受性，这说明蛋白空腔

的微环境有可能起到了隔绝氧气的独特微妙作用。

上述研究基于有机合成、基因工程、酶理论

计算和结构生物学等交叉研究背景，将小分子光

敏剂二苯甲酮通过基因密码子拓展技术插入到蛋

白的手性空腔中，构建了含非天然催化活性中心

的人工光酶。通过将三重态能量转移的光催化机

制与蛋白质的精细超分子腔相结合，集成了化学

光催化剂的高效反应性和生物催化剂的精准选择

性两者的优势，为有机分子激发态反应的手性选

择性调控提供了有效的手段，也从根本上拓展了

酶催化的反应性。

由于基因密码子拓展技术依赖于人工进化的

正交氨基酰基-tRNA 合成酶（aaRS）-tRNA 来完成

目标非天然氨基酸的定点插入蛋白骨架，是一个

耗时耗力的工作。因此，该技术适用于构建含某

一特定非天然氨基酸的人工光酶分子库，并结合

定向进化技术优化蛋白空腔的微环境，但难以用

于高效筛选大量不同的非天然氨基酸，对引入过

渡金属类光催化剂或者结构复杂的有机光敏基团

图图21　人工光酶能量转移催化不对称［2+2］环加成反应

Fig. 21　Artificial photoenzymes catalyzed asymmetric [2+2] photocycloaddition

1043



合成生物学 第 5 卷

也有较大挑战，而这一问题可以通过化学修饰的

策略来解决。实际上，通过蛋白化学改造构建人

工金属酶已有几十年的研究历史，已经建立比较

成熟的理论体系和技术手段，包括蛋白质定点共

价偶联技术、超分子导向策略等［118-119］。这些研究

极大拓展了生物酶在有机合成化学中的应用。但

是，将化学光催化剂引入蛋白构建非天然光酶的

研究仍十分有限。2015年，Lewis教授课题组［120］

结合化学修饰和基因密码子扩展技术将吖啶盐

（Acr+-Mes）共价连接定点引入到寡肽酶（POP，

prolyl oligopeptidase from Pyrococcus furiosus） 活

性空腔内构建出非天然光敏活性中心，该策略以优

异的反应性和化学选择性氧化生成亚砜。2023年，

该小组［121］基于相同策略在脯氨酰寡肽酶蛋白骨架

结构中共价引入 Ir（Ⅲ）联吡啶复合物非天然金属

辅因子构建了一种人工金属酶（ArM），在可见光

照射下通过能量转移催化共轭烯烃和喹诺酮衍生

物的不对称［2+2］环加成（图 22）。POP 活性空

腔残基与金属多吡啶配合物之间的疏水、静电相

互作用对人工金属酶 ArM的光物理化学性质及催

化功能有显著影响，不过作者并未深入研究针对

此人工金属光酶的高效定向进化策略，反应的立

体化学选择性有待提高（9.2∶1 dr和14.5% ee）。

5 总结与展望

总体而言，光生物催化集成了光催化丰富反

应性和酶催化优异选择性两方面的优势，为高值

有机化合物的手性合成提供了新颖的策略。不对

称光生物催化在近五年的发展十分迅速，这在很

大程度上受到了小分子不对称催化和光催化有机

合成等领域的化学原理启发。从上述研究进展可

见，不对称光生物催化的策略主要包括化学光催

化与天然酶催化耦合、天然辅酶EDA复合物激发

催化、辅酶直接光氧化还原和能量转移光酶催化。

这些创新性策略基于化学催化与生物酶催化的交

叉融合，拓宽了酶催化的底物谱和反应类型，实

现了许多单一化学催化剂和生物酶都无法完成的

对映选择性反应。近年来，随着基因工程、蛋白

质工程等生物学技术的不断发展以及酶突变体的

高通量筛选和定向进化技术的广泛应用，人们可

以更高效地改造酶催化活性空腔内的关键氨基酸

残基，建立并优化蛋白与底物的非共价作用提升

酶促新生化反应的活性和选择性。

作为一门多学科交叉融合领域，光生物催化

仍处于发展初期，存在诸多待解决的挑战。化学

光催化与天然酶催化的耦合策略受限于天然辅因

子的电子特性及催化中心之间的电子转移效率，

图图22　人工光酶催化分子间/分子内不对称［2+2］光环加成（PMP：对甲氧基苯基）

Fig. 22　Artificial photoenzyme catalyzed asymmetric inter/intra-molecular [2+2] photocycloaddition (PMP: p-methoxyphenyl)
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EDA复合物激发及辅酶直接光氧化还原反应驱动

的酶促不对称反应策略依赖于天然辅因子与底物

分子的电子性质。不过天然酶库是一个巨大宝库，

基于化学原理的指导和合成需求的导向，化学催

化和天然酶耦合的光生物不对称催化体系有广阔

的空间等待挖掘。其他天然辅酶或辅酶反应中间

体的光催化活性（例如形成EDA复合物的可能性）

有待进一步挖掘。另外，虽然能量转移驱动的人

工三重态光酶不依赖自然进化的辅酶结构，具有

更高的设计灵活性，但目前可引入的人工光敏辅

酶及反应类型仍然十分有限。多样性非天然光敏

氨基酸的表达具有一定技术难度，且成本相对较

高。如何高效构建多样性非天然光催化活化中心，

低成本快速实现最适突变体的高通量筛选，并显

著提高光酶在非天然反应中的催化效率，值得深

入研究，而蛋白计算从头设计理论和技术的发展

有望为全新人工酶的开发提供革命性的工具。更

进一步，通过探索光酶不对称催化的生物兼容性，

将已报道光酶不对称催化模式拓展至全细胞催

化［122-123］，有望构建光微生物细胞工厂，实现高价

值功能分子的规模化生物制造，推动合成化学的

绿色可持续发展。
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