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人工环氧酶重塑混源萜类天然产物合成路径

孙玉莉，叶宇轩

（西湖大学，浙江省功能分子精密合成重点实验室，浙江 杭州 310030）

摘要：烯烃不对称环氧化是构建手性含氧结构的重要反应，在生物活性分子合成中具有广泛应用。经典小分子催

化体系已能够高效实现多类烯烃的不对称环氧化，但对于缺乏近端导向基团、处于相似化学环境中的多个烯烃，

实现位点选择性和立体选择性的协同控制仍具有挑战。近期，上海交通大学李健团队与中国医学科学院药用植物

研究所张卫东团队通过定向进化将P450BM3改造为高区域选择性和对映选择性的人工环氧酶EPO6，实现了法尼

醇内部C6=C7双键的选择性不对称环氧化，并完成十克级产物制备。在此基础上，作者将酶催化与多烯环化等化

学转化相结合，以显著缩短的路线完成多种混源萜类天然产物的合成。该工作为化学–酶法协同的复杂分子高效

合成提供了新的研究范式。本文介绍该人工环氧酶的开发及其在天然产物全合成中的应用，重点分析酶催化独特

的分子识别能力如何突破传统化学催化中的位点选择性限制，并讨论生物催化如何通过创造传统方法难以实现的

逆合成切断，拓展复杂分子的合成设计空间。
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Artificial Epoxidase Streamlines Meroterpenoid Synthesis
SUN Yuli，YE Yuxuan

（Westlake University， Zhejiang Key Laboratory of Precise Synthesis of Functional Molecules， Hangzhou 310030， Zhejiang， China）

Abstract: Asymmetric epoxidation of alkenes is an important transformation for constructing chiral oxygenated 

motifs and has been widely applied in the synthesis of complex natural products and pharmaceuticals. Although small-

molecule catalysts have enabled highly efficient asymmetric epoxidation of diverse alkenes, simultaneous control over 

site- and stereoselectivity remains challenging. Recently, the groups led by LI Jian at Shanghai Jiao Tong University 

and ZHANG Weidong at the Institute of Medicinal Plant Development, Chinese Academy of Medical Sciences, 

engineered P450BM3 into a highly regio- and enantioselective artificial epoxidase, EPO6. The evolved enzyme 

selectively epoxidizes the internal C6=C7 alkene of farnesol and enables decagram-scale preparation of the 

corresponding chiral epoxide. By integrating this biocatalytic transformation with chemical reactions, the authors 
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substantially streamlined the synthesis of a number of terpenoid natural products. This work illustrates that engineered 

enzymes can provide transformations with selectivity profiles complementary to those of small-molecule catalysts, 

thereby creating unconventional retrosynthetic disconnections and expanding the design space for complex-molecule 

synthesis. This article discusses the development of the artificial epoxidase and its application in natural product 

synthesis, with particular emphasis on how enzyme-mediated molecular recognition can overcome site-selectivity 

limitations encountered in conventional chemical catalysis.

Keywords: Chemoenzymatic Synthesis; P450BM3; Farnesol; Asymmetric Epoxidation

烯烃的不对称环氧化反应是有机合成中构建

手性含氧片段的重要转化之一，能够将潜手性或

前手性烯烃转化为光学活性的环氧化物，并可通

过区域选择性和立体专一性的开环反应进一步转

化为 1，2-二醇、氨基醇、卤代醇等多类手性砌块。

该反应在复杂天然产物和手性药物的合成中已展

现出重要的应用价值［1-3］。经过数十年的发展，化

学家已开发出 Sharpless不对称环氧化［4］、Shi不对

称环氧化［5］和 Jacobsen-Katsuki环氧化［6］等经典方

法，分别适用于烯丙醇类底物、非官能化烯烃以

及顺式共轭烯烃的不对称环氧化，为复杂分子的

合成提供了强有力的工具。

其中，法尼醇（farnesol）是萜类天然产物全

合成中最常用的起始原料之一，具有三个化学环

境各异的烯烃单元（图 1）。凭借 Sharpless不对称

环氧化等经典方法，化学家已能够实现对法尼醇

的头端烯烃（C2=C3）与末端烯烃（C10=C11）的

选择性不对称环氧化［7-9］，相应手性中间体也被广

泛应用于萜类天然产物的高效合成［10-13］。然而，法

尼醇内部双键（C6=C7）的不对称环氧化至今仍缺

乏有效的解决方案，2012年，Miller课题组首次报

道了法尼醇内部烯烃选择性环氧化的化学催化剂，

但区域选择性仅为 43%，对映体过量值为 10%

（75% ee）［14］，同时，以法尼醇内部烯烃为关键官

能团化位点的萜类天然产物，其合成不得不依赖

繁琐的片段偶联策略来规避选择性难题，导致合

成路线冗长、效率低下。因此，发展一种能够高

效、高选择性地实现法尼醇内部双键不对称环氧

化的方法，不仅是合成方法学上的重要挑战，也

是推动混源萜类天然产物高效合成的迫切需求。

随着合成生物学的蓬勃发展，研究人员逐渐

将目光转向生物催化策略［15-17］，以化学-酶法协同

的方式突破传统化学方法的局限性，为法尼醇内

部双键的选择性环氧化提供了全新思路。2025年，

上海交通大学李健教授团队与中国医学科学院药

用植物研究所张卫东教授团队在 Science杂志上发

表 了 一 篇 突 破 性 研 究 论 文 ， 题 为 “Artificial 

farnesol epoxidase enables a concise synthesis of 

meroterpenoids”［18］。该研究首次将定向进化改造

的 P450 酶应用于法尼醇（farnesol） 内部双键

（C6=C7）的不对称环氧化反应，实现了产物的十

克级规模制备的同时仍能保持优异的区域选择性

和对映选择性。在此基础上，该策略被成功应用

于 11种重要混源萜类天然产物的全合成，且合成

步骤较既有路线缩短 35%-65%，展现出极具吸引

力的应用前景。本文将对上述研究成果进行系统
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阐述，并结合本课题组相关研究进展提出若干思

考，以期为化学-酶法合成技术的发展及其对逆合

成分析逻辑的启示提供参考。

为发掘适用于长链底物环氧化反应的酶催化

剂，该研究团队注意到 P450BM3-CYP4C7嵌合体具

有催化长链底物羟基化与环氧化的潜力，遂以

P450BM3为切入点，对实验室现有酶库进行了系统

筛选。结果显示，P450BM3的F87A突变体对法尼醇

内部双键不对称环氧化过程表现出中等的区域选

择性（57%），对映体过量值为 75% （75% ee）

（图 2）。为进一步提升催化性能，作者基于

P450BM3的晶体结构，选择底物结合口袋附近的关

键残基进行系统性的定点饱和突变与迭代轮选。

首先，针对 L75、 V78、 M177、 L181、 I263 和

L437等大体积疏水残基开展位点饱和突变，结果

表明多数突变导致活性或选择性下降，但 M177C

突变体（命名为 EPO2）的选择性显著提升。随

后，作者以EPO2为母体，对催化口袋内的小残基

A74、A82 和 A330 进行迭代饱和突变，获得了选

择性进一步优化的 EPO5。鉴于 EPO5 催化口袋的

构象相比原始酶已发生显著重塑，作者重新审视

了此前被认定为“无效”的残基 L75、 V78、

L181、I263和L437，在EPO5骨架基础上进行新一

轮突变，最终筛选出最优变体EPO6。该突变体能

够高效催化法尼醇内部双键的不对称环氧化反应，

实现 93% 的区域选择性，对映体过量值为 94%

（94% ee）。基于上述结果，该进化过程揭示了

P450BM3活性口袋中不同残基对区域选择性和对映

 
图图2　环氧化酶的开发及环氧化物中间体的合成

Fig. 2　Development of the artificial epoxidase and streamlined synthesis of epoxide intermediates

 
图图1　法尼醇不对称环氧化

Fig. 1　Asymmetric epoxidation of farnesol
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选择性的差异化贡献。F87位点位于血红素近端，

其突变（F87A）可改变底物在口袋中的取向，使

法尼醇内部双键更易接近活性氧物种，从而初步

赋予内部环氧化偏好，但单独 F87A突变的选择性

有限。M177位于底物通道附近，M177C突变通过

减小侧链体积、改变局部疏水环境，可能缓解了

内部双键周围的空间位阻，使底物以更有利于

C6–C7 环氧化的构象结合，从而提升化学选择

性。A74、A82 和 A330 等小残基位于催化口袋内

部，对其进行迭代饱和突变可精细调节口袋形状

和体积，逐步优化底物结合姿态，使反应中心更

精准地对准内部双键。值得注意的是，L75、V78、

L181、I263和L437等大体积疏水残基在初始骨架

中突变通常不利，但在EPO5已优化的口袋环境中

重新突变 V78 却能进一步增益，说明该残基的作

用具有显著的上位效应，即其功能取决于口袋的

整体构象背景。总体而言，EPO6的高选择性并非

单一关键残基决定，而是通过多轮迭代突变对活

性口袋形状、体积和疏水/极性平衡进行协同重塑

的结果，体现了定向进化中“累积有益突变、逐

步优化构象互补”的典型规律。值得注意的是，

该反应体系可在十克级规模上稳定制备 6，7-环氧

法尼醇，这得益于其采用的亚磷酸盐/亚磷酸脱氢

酶偶联再生策略。在该体系中，Na ₂HPO ₃·5H ₂O

（亚磷酸钠）作为牺牲底物，经 PTDH 催化将

NADP⁺还原为NADPH，实现辅酶的原位再生。该

设计避免了NADPH的化学计量消耗，显著降低辅

酶成本，是 P450BM3催化体系实现十克级制备的关

键工艺保障。上述结果充分表明，定向进化策略

能够有效重塑酶对底物的精确识别能力，显著拓

展了酶催化在复杂分子合成中的应用潜力。获得

高光学纯度的 6，7-环氧法尼醇后，作者进一步将

其作为关键手性砌块，重新设计多个已报道天然

产物关键中间体的合成路线。与此前路线相比，

三个代表性关键化合物的合成分别由 10步、21步

和11步缩短至1步、4步和3步。

值得注意的是，后续的化学转化中 TMS促进

的级联环化策略是解决大位阻侧链环化能垒问题

的核心手段（图 3）。作者在底物尾部引入烯丙基

TMS基团，利用TMS基团在环化终止步骤中的双

重作用：一方面，TMS作为 β-硅基碳正离子的稳

定基团，可显著降低终止步骤的过渡态能垒，促

进大位阻侧链参与环化；另一方面，TMS基团可

通过后续脱硅或转化为其他官能团，为天然产物

合成提供多样化的修饰。实验表明，在 EtAlCl₂催

化下，含 TMS底物的环化效率达到 65%，而不含

TMS 的底物在相同条件下不到 15%，总环化效率

提升约四倍。由此，在该合成策略中，酶促环氧

化、中间体转化与关键串联环化三个环节相互衔

接、功能互补。首先，EPO6催化的法尼醇内部双

键环氧化在路线早期即引入手性中心，以高区域

选择性和对映选择性提供关键手性环氧中间体，

为后续骨架构建奠定立体化学基础。其次，该环

氧中间体经同系化与 Suzuki偶联等化学转化，快

速装配为具有不同侧链结构的多烯环化前体，实

现了从简单线性萜类向复杂多环骨架的过渡。最

后，TMS促进的EtAlCl₂催化级联环化作为骨架构

建的核心步骤，有效克服了大位阻侧链的环化能

垒，将多烯前体高效转化为反式十氢萘骨架，并

同时控制C9位构型。三者协同，酶催化在早期精

准引入手性、化学催化在后期高效构建骨架与调

整官能团，共同实现了复杂混源萜类天然产物的

短步骤、高选择性合成。该策略首次实现了

Emindole DA的选择性全合成，突破了传统方法仅

能得到Emindole SA产物的局限。为进一步验证该

化学-酶法策略的普适性，作者将其拓展至吡喃酮

类 混 源 萜 天 然 产 物 的 合 成 。 以 9 步 完 成 了

Subglutinol B 的全合成，较文献报道的 14–25 步

大幅缩减。借助类似策略共完成了 11种天然产物

的合成，合成路线均大幅缩短。这一结果表明，

工程化 P450环氧酶能够从源头上重新定义混源萜

类分子的逆合成切断，极大地拓展了化学–酶法

合成在混源萜类天然产物全合成中的应用空间。

综上所述，该研究实现了一类新型 P450环氧

酶开发，突破了化学方法在惰性烯烃选择性环氧

化方面的底物限制。在此基础上，作者将酶促环

氧化与羰基烯化、Suzuki偶联及 TMS促进的级联

环化等化学转化有机结合，以显著缩短的路线完

成了包括 Emindole SA/DA 和 Subglutinol B 在内的

多种混源萜类天然产物的合成，为化学-酶法协同

的复杂分子高效合成提供了新的研究范式。尽管

前景广阔，化学-酶法合成要进一步发挥其在复杂
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分子构建中的潜力，仍面临若干关键挑战。当前

许多化学–酶法研究仍以“反应替代”为主要思

路，即在既有化学合成路线中寻找能够替代某一

化学步骤的酶催化剂，以更加温和、高效或高选

择性的方式完成相同或相近的转化［19］。经典案例

是 Hughes 团队通过定向进化获得高性能转氨酶，

以生物催化不对称胺化替代传统铑催化不对称氢

化，实现西格列汀手性胺中间体的工业化生产［20］。

这一策略充分体现了生物催化在效率、选择性和

可持续性方面的优势，但其逆合成逻辑总体上仍

建立在已有化学反应和合成路线基础之上。更进

一步的策略，则是利用酶独特的反应性和分子识

别能力，实现经典化学方法难以完成的转化，从

而直接获得传统路线难以高效制备的关键合成中

间体，并由此重新设计后续合成路线。本文所评

述的工作正体现了这一理念：P450人工环氧酶实

现了传统化学催化难以完成的法尼醇内部双键选

择性不对称环氧化，使多个复杂天然产物的关键

中间体能够从简单原料直接获得，从源头上大幅

缩短了后续合成路线。类似地，本课题组与胡鹏

飞团队合作完成的河豚毒素化学-酶法合成［21］，也

利用酶催化获得传统化学方法难以高效制备的关

键手性中间体，进而实现整体合成路线的显著简

化。这些工作表明，复杂分子合成将进一步走向

化学-酶法协同逆合成。

因此，未来化学-酶法合成更具潜力的发展方

向，是在逆合成分析阶段即战略性地引入酶催化

反应，将酶催化与经典化学反应共同纳入合成路

 
图图3　混源萜类化合物的简化合成

Fig. 3　Streamlined synthesis of meroterpenoids.
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线设计，充分利用二者在反应性和选择性上的互

补性，从而探索传统化学逆合成分析难以触及的

合成路径。Renata课题组在氧化型混源萜合成中的

工作为此提供了代表性范例［22］，他们将化学酶法

与自由基方法相结合，并未在传统仿生环化路线

中寻找酶替代步骤，而是在设计之初即将 P450催

化的 C3 选择性羟化识别为发散合成的关键分支

点，从这一酶促中间体出发，通过后续化学转化

完成了多个目标分子，充分体现了酶催化引入到

逆合成分析后对合成效率的实质性提升。目前，

这一方向目前仍面临两个关键瓶颈。其一，即使

目标反应已有相应的天然酶或工程酶，实现对具

体底物合成的高效、高选择性催化通常仍需要经

历酶筛选和多轮定向进化。传统定向进化高度依

赖大规模实验筛选，开发周期长、工作量大等局

限，人工智能的发展为突破这一瓶颈提供了新的

可能。例如，赵惠民团队开发的 EZSpecificity［23］

通过构建大规模酶-底物三维复合体数据库，实现

了对酶-底物特异性的高准确率预测，表明人工智

能有望提高酶-底物匹配与有利突变预测的效率，

从而加速定向进化进程，使研究者能够针对具体

底物合成更快获得具有活性与选择性的催化剂。

其二，与现代有机化学丰富的反应工具箱相比，

酶催化能够覆盖的反应类型仍然有限，许多具有

重要合成价值的化学转化尚缺乏相应的生物催化

体系。拓展酶催化反应空间，一方面需要进一步

挖掘天然酶的潜在反应性，通过酶功能重塑赋予

天然酶新的催化功能。例如，本课题组通过挖掘

烯还原酶的潜在催化能力，将其由天然还原酶重

塑为去饱和化酶，实现饱和羰基化合物的选择性

脱氢，为酶催化反应空间的拓展提供了新的路

径［24-25］。另一方面则需要借助人工智能辅助的从头

酶设计，围绕目标反应的过渡态几何创建自然界

中全新蛋白质骨架与活性位点，从源头上突破天

然酶反应类型的限制［26］。近年来基于 RFdiffusion

等生成式模型的从头设计工作［27］，已能够在少量

设计变体中鉴定出具有全新活性的酶，展示了这

一路线在创制非天然催化功能方面的潜力。

未来，随着酶功能重塑、AI辅助从头设计与

定向进化的协同发展，酶催化的反应空间有望同

步扩展，使研究者能够围绕特定逆合成切断快速

获得所需的酶催化剂。届时，生物催化将不再局

限于优化某一步反应的辅助工具，而有望成为与

经典有机反应并列的逆合成工具箱，为复杂分子

的路线设计提供新的反应逻辑和更广阔的合成

空间。
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