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摘要 作为少数可以用于不对称催化C−C键合成/裂解的几类酶之一, 羟腈裂解酶因其可在相对温和的条件下

实现氰醇或β-硝基醇的高对映体选择性合成而受到了合成化学家的青睐. 有赖于分子生物学手段和蛋白质工程

的快速发展, 近年来羟腈裂解酶在不对称合成中的应用得到进一步扩展. 本文就近年来耦合蛋白质工程改造后的

羟腈裂解酶催化不对称羟氰化和硝基-羟醛缩合在生物活性分子的合成中的代表性应用进行总结, 并展望了未来

羟腈裂解酶的发展方向.
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1 引言

解构目标化合物C–C键进行逆合成设计, 依然是

目前最为有效的合成策略
[1]. 相较于已高度发展的化

学合成方法, 酶促催化生成C–C键的反应通常在温和

条件下进行, 并具备很高的化学选择性、区域选择性

和立体选择性, 从而避免了合成过程中繁琐操作且对

环境不友好的保护-脱保护过程, 在很大程度上降低了

反应的能耗和副反应发生的可能. 因此, 近年来通过生

物催化构建C–C键的策略为合成设计的绿色化和高效

化带来了历史性机遇
[2~4]. 作为少数可用于不对称催化

C–C键合成/裂解的生物酶之一, 羟腈裂解酶(hydroxy-
nitrile lyase, HNL, E.C.: 4.1.2. X,X=10, 11, 46, 47)自
发现就受到了有机化学家的持续关注, 并在底物的拓

展方面做出了有益的尝试.
羟腈裂解酶广泛存在于生氰植物, 近年来来源已

扩展至细菌及少数节肢动物. 在生理条件下, 羟腈裂

解酶参与腈类化合物的降解, 多为植物提供有效的化

学防御机制. 对于合成化学家而言, 羟腈裂解酶的逆

向反应(醛酮的不对称羟氰化或不对称Henry反应)可
用于获取手性α-氰醇或手性β-硝基醇.而手性氰醇或β-
硝基醇中的羟基、氰基/硝基可在保留手性的前提下

经简单化学转化, 进而制备出一系列重要的药物合成

元件. 例如, 通过简单的亲核取代, 氰醇的羟基可发生

酯化、醚化, 或将氰醇转化为叠氮腈
[5]
、氨基腈

[6]
及氟

代腈
[7]
等. 同样, 氰基可通过LiAlH4或硼烷进行还原转

化为氨甲基
[8], 或通过DIBAL-H还原为醛基

[9]. 由于上

述特性, 手性氰醇及β-硝基醇已成为合成方法学中制

备手性α-羟基酸、β-氨基醇、α-羟基酮等合成单元的

重要手性中间体, 具备广阔的合成应用潜力(图1). 值

得注意的是, 虽然近20年来已经发展出一些催化α-氰
醇/氰醇酯生成的化学合成方法, 如利用手性连萘二酚
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衍生物、非天然二肽或钛/铱金属配体, 在路易斯酸如

钛酸异丙酯的催化下, 实现了醛/酮与TMSCN的不对

称硅氰化, 但这些配体通常合成步骤冗长、反应条件

较为严苛(−78~−20℃), 并且立体选择性不够理想(一
般情况下80%~90% ee), 在一定程度上限制了化学法

在氰醇合成中的大规模应用
[10~15]. 国际上著名精细化

工或制药公司如Merck、BASF、DSM依然以羟腈裂

解酶生物催化作为制备手性氰醇的主要手段
[16].

如今, 尽管羟腈裂解酶催化的醛和酮的不对称羟

氰化已成为合成方法学的重要内容
[17]. 但在水的存在

下, 醛酮化合物会与氰化氢自发发生无选择性的加成

且反应速率高度依赖于反应体系的pH, 从而造成了无

选择性的化学自发反应与酶促反应的竞争, 进一步影

响了氰醇产物的光学纯度
[18]. 由于羟氰化为碱催化过

程, 当且仅当反应体系水相pH<5时, 无选择性自发羟

氰化反应才得以抑制
[18]. 为此, 酶促不对称羟氰化制

备手性氰醇的策略依据其时间发展经历了以下三个阶

段: (1) 20世纪60年代早期, 不对称羟氰化通常在水相

中采用低温、低pH进行反应, 然而限于当时研究人员

普遍认为酶催化反应只能在纯水相中进行, 氰醇产物

的光学纯度并不理想; (2) 20世纪80年代, Effenberger
课题组

[19]
提出在两相中采用低温、低pH进行反应, 此

时醛/酮与HCN的自发加成反应被极大程度地抑制, 氰

醇产物的光学纯度显著提高, 极大地拓展了其应用范

围; (3) 20世纪90年代, Effenberger课题组
[20]

将纯化的

苦杏仁羟腈裂解酶吸附在微晶纤维素上, 并置于被缓

冲液饱和的有机溶剂中催化反应, 使得自发反应被进

一步抑制的同时也提高了固定化酶的传质效率; 在国

内则由林国强课题组
[21,22]

率先采用脱脂植物种仁的策

略, 即利用疏水有机溶剂首先对含有羟腈裂解酶的组

织进行脱脂脱水处理, 此时羟腈裂解酶相当于固定化

在酶源生物组织残骸上, 并可直接用于微水相反应.
该方法进一步简化了酶制剂的制备步骤, 在适当酶源

下以苯甲醛为代表的系列芳香族醛的生物转化能达到

很高的转化率和95%以上的ee值. 然而, 上述策略对羟

腈裂解酶的耐酸和有机溶剂耐受性依然提出了较高要

求, 且天然羟腈裂解酶底物谱通常相对较窄, 难以适应

携带特定基团的底物, 羟腈裂解酶在合成化学上的应

用通常需联合蛋白质分子改造或反应工程以实现其价

值. 本文总结了近年来羟腈裂解酶在化学合成应用方

面的进展, 着重介绍了采用酶促不对称羟氰化及不对

称Henry反应过程中所面临的关键科学问题, 探讨了

对应的解决方案, 并结合本实验室的研究进展对当前

存在的挑战和未来的研究前景进行了展望.

2 羟腈裂解酶的酶源开发

2.1 羟腈裂解酶的新酶鉴定

目前已被发现的生氰植物多达3000种, 真正实现

重组克隆的HNL却相对较少. 这主要是由于羟腈裂解

酶在自然界是趋同进化的产物. 不同生物来源的羟腈

裂解酶其结构和序列差异很大. 在自然生理条件下表

达的羟腈裂解酶往往只占其来源宿主总蛋白的很小部

分, 且通常由数个分子量接近却性能差别很大的羟腈

裂解酶同工酶组成, 因而存在活力低、无法与自发反

应竞争导致产物光学纯度低下等问题. 除最早广为人

知的天然苦杏仁羟腈裂解酶(PaHNLs)和通过重组克

隆表达的巴西橡胶树羟腈裂解酶(HbHNL)和木薯羟腈

裂解酶(MeHNL)外, 目前研究人员已成功鉴定并实现

了数十种羟腈裂解酶的重组表达. 表1总结了目前已

实现重组表达的羟腈裂解酶的部分催化特性.

2.2 羟腈裂解酶的高通量筛选方法

为了高效地从自然资源中筛选生氰酶源或对已有

图 1 羟腈裂解酶催化的不对称C–C键形成反应及其对应
产物的化学转化(网络版彩图)
Figure 1 Asymmetric C–C bond formation reaction catalyzed by
hydroxynitrile lyases and the chemical transformation of the corre-
sponding products (color online).
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酶进行定向进化, 研究人员已逐渐由早期的高效液相

色谱(HPLC)或气相色谱(GC)分析发展出羟腈裂解酶

的高通量筛选方法. 其中最为经典的就是依据芳香族

氰醇/醛的紫外差谱性质, 通过紫外-可见分光光度法

进行高通量筛选(图2a). 由于苄位羰基与芳环系统共

轭极大程度地增加了底物的紫外吸收, 而对应氰醇产

物的紫外吸收峰则因为氰基和羟基的吸电子效应降低

了苯环上的电子云密度从而使得化合物的紫外波谱整

体发生蓝移, 因而可以通过在苯甲醛的波峰段监测氰

醇的裂解
[17,48]. 尽管该法灵敏度高, 且在实验室易于

操作, 但底物结构的限制使得这一缺陷也很明显. 由

于差谱法的灵敏度完全取决于羰基化合物与氰醇两者

之间紫外特征吸收峰的差异, 因此一旦待检氰醇与羰

基化合物的紫外特征吸收峰差距很小或目标反应底

物/产物间没有共轭发色基团时, 该法就不再适用.
由于利用醛的特性测定HNL的裂解活力会受到底

表 1 已实现异源表达的羟腈裂解酶举例
a)

Table 1 Examples of recombinant HNL and their propertiesa)

立体选择性/酶 来源 表达宿主 耐受pH范围 催化Henry反应 天然底物 可接受底物 参考文献

(R)-PaHNL1 苦杏仁(Prunus amyg-
dalus) P. pastoris 4~11 否 苯甲醛/(R)-扁桃腈 取代苯甲醛 [23,24]

(R)-PaHNL5 苦杏仁(Prunus amyg-
dalus)

P. pastoris/
A. niger 2.5~11 否 苯甲醛/(R)-扁桃腈

芳香醛/简单脂
肪醛/甲基酮

[25~27]

(R)-PmHNL 日本梅(Prunus mune) P. pastoris 3~9 未知 苯甲醛/(R)-扁桃腈 芳香醛/脂肪醛 [28]

(R)-LuHNL 亚麻(Linum usitatissi-
mum)

P. pastoris/
E. coli >4 未知 丙酮/丙酮氰醇 脂肪醛 [29~32]

(R)-EjHNL 枇杷(Eriobotrya
japonica) P. pastoris 3~9 未知 苯甲醛/(R)-扁桃腈

简单取代苯甲
醛/脂肪醛

[33]

(R)-AtHNL 拟南芥(Arabidopsis
thaliana) E. coli 5~6.5 未知 苯甲醛/(R)-扁桃腈

芳香醛/脂肪醛/
甲基酮

[34,35]

(R)-ChuaHNL 花莲章氏马陆(Cham-
berlinius hualienensis) P. pastoris 2.5~9 未知 苯甲醛/(R)-扁桃腈 芳香醛 [36]

(R)-PlamHNL 火车马陆(Parafontar-
ia laminate) E. coli >3.5 未知 苯甲醛/(R)-扁桃腈 芳香醛 [37]

(R)-GtHNL 苔原颗粒球菌(Granu-
licella tundricola) E. coli >4 是 苯甲醛/(R)-扁桃腈 芳香醛 [38]

(R)-AcHNL 荚膜酸杆菌(Acidobac-
terium capsulatum) E. coli >4 是 苯甲醛/(R)-扁桃腈 芳香醛 [38]

(R)-DtHNL1 兔脚蕨(Davallia
tyermannii)

P. pastoris/
E. coli 2.5~7 未知 苯甲醛/(R)-扁桃腈 芳香醛/脂肪醛 [39]

(R)-PeHNL 西番莲(Passiflora
edulis)

P. pastoris/
E. coli 未知 未知 苯甲醛/(R)-扁桃腈 芳香醛/脂肪醛 [40]

(R)-PcHNL5 巴达木(Prunus
communis) P. pastoris 2.5~6.5 未知 苯甲醛/(R)-扁桃腈 芳香醛/脂肪醛 [41]

(R)-NdHNL 南天竹(Nandina
domestica) E. coli 3~6.5 未知 苯甲醛/(R)-扁桃腈 取代苯甲醛 [42]

(S)-HbHNL 橡胶树(Hevea brasi-
liensis

P. pastoris/S.
cerevisiae/E. coli 4~6.5 是 丙酮/丙酮氰醇

芳香醛/脂肪醛/
甲基酮

[43]

(S)-MeHNL 木薯(Manihot
esculenta)

P. pastoris/S.
cerevisiae/E. coli 3.5~6.5 是 丙酮/丙酮氰醇

芳香醛/脂肪醛/
甲基酮

[44]

(S)-SbHNL 高粱(Sorghum bicolor) P. pastoris 3.5~6.5 未知
4-羟基苯甲醛/(R)-
4-羟基扁桃腈

芳香醛 [45]

(S)-BmHNL 斑籽(Baliospermum
montanum) E. coli 4~6 是 丙酮/丙酮氰醇

芳香醛/脂肪醛/
甲基酮

[46,47]

a) 加粗的为近10年内新鉴定的羟腈裂解酶
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物结构的限制 , 鉴于HCN是氰醇的通用裂解产物 ,
HCN的高通量检测就成为高通量检测HNL的目标.
Agarwalla课题组

[49]
设计了荧光底物可偶联测定水相

体系中的游离HCN, 但由于荧光底物本身就是醛类化

合物并有可能成为HNL的一个潜在竞争性抑制剂, 同

时该体系的检测限较高, 因此该法仅能在中性条件下

测定扁桃腈的裂解反应(图2b). Eggert课题组
[50]

则利用

N-氯代琥珀酰亚胺氧化HCN, 并与异烟酸和巴比妥酸

反应产生紫色的发色物质, 从而允许在600 nm下快速

监测反应的进程(图2c). 目前应用较多的是Krammer课
题组

[51]
基于Feigl-Anger实验(图2d)衍生出一种三明治

夹层平板显色法, 用以检测以大肠杆菌为宿主重组

HNL酶促氰醇裂解产生的HCN.
然而, 上述高通量筛选方法均依赖于监测氰醇裂

解的去羟氰化反应,并非真实需求的羟氰化反应. Glie-
der课题组

[52]
曾报道利用2-氯扁桃腈筛选得到的氰醇

裂解能力大幅度提升的突变体酶却在2-氯苯甲醛的羟

氰化过程中收效甚微. 为建立更准确地测定羟氰化反

应的高通量筛选方法, 本课题组
[53]

利用商品化2-氨基

苄胺肟与醛在酸性条件下自发关环产生荧光发色物质

的原理, 成功构建了高通量测定羟氰化反应残留醛的

方法. 该方法操作简单, 检测限可达μM水平(图2e). 由
于酸性条件下, 亚胺阳离子的反应活性大幅度提升, 使
得在显色剂2-氨基苄胺肟加入后, 即可瞬时完成醛进

一步关环反应. 此外, 通过对28种结构各异的醛类化

合物进行测试和粗酶反应测试表明, 发色反应与GC分
析呈现出很好的数据一致性.

3 羟腈裂解酶的合成应用

3.1 氰醇的合成应用
3.1.1 取代苯甲醛的酶促羟氰化

取代的苯甲醛在羟氰化后生成对应的光学纯取代

扁桃腈, 可广泛应用于医药领域的手性合成子构建. 其
中最具代表性的是(R)-2-氯-扁桃腈(2), 该氰醇经简单

酸水解后产生的(R)-2-氯-扁桃酸(3)是重磅抗凝血药物

氯吡格雷(Clopidogrel, 4)的关键中间体
[18] (图3). 然而,

由于2-氯取代在苯环上引入了空间位阻并由于吸电子

效应提升了醛基的自发羟氰化反应活性, 采用脱脂杏

仁粉催化该反应的氰醇产物光学纯度一直不够理

想
[27]. 尽管Glieder课题组经过理性设计和随机突变改

造了苦杏仁羟腈裂解酶PaHNL5, 并获得一系列突变

体(A111G[25]
或L1Q/N3I/I108M/A111G/4E10[52]), 使得

突变体酶可在2 h内实现3 M 2-氯苯甲醛(1)的基本转化

(最高转化率94.6%, ee=98.6%). Steiner课题组
[54]

将荚

膜酸杆菌来源的(R)-GtHNL在大肠杆菌进行重组表达,
并通过随机突变和组合突变的方法筛选了10000个突

图 2 已开发的羟氰化高通量检测方法图示. 基于酶促氰醇
裂解反应方向可分为: (a) 利用紫外差谱法测定芳香醛/酮;
或将反应产生的氰化氢与(b)荧光探针、(c) N-氯代琥珀酰
亚胺、异烟酸和巴比妥酸反应，或进行(d) Feigl-Anger测试
反应产生发色物质. (e) 从酶簇氰醇合成反应方向，则可利
用2-氨基苄胺肟(2-aminobenzamidoxime, ABAO)与醛的关环
发色反应测定酶促反应残留的醛(网络版彩图)
Figure 2 Schematic of available high throughput screening methods
for activity assays of hydroxynitrile lyases. Based on the cyanohydrin
cleavage, high throughput screening can be carried out either by (a)
determination of the formed aromatic aldehydes/ketones, or quantifica-
tion of the HCN by (b) fluorescenceprobe, (c) N-chlorosuccinimide/
isonicotinic acid/barbituric acid based colorimetric reaction, (d) Feigl-
Anger assay. (e) Based on the cyanohydrin synthesis reactions, 2-
aminobenzamidoxime (ABAO) cycling assay can be used for
quantification of residual aldehydes after enzymatic reactions (color
online).
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变株, 最终获得了一个三点突变A40H/V42T/Q110H,
使得对0.5 M上载量的1第一次实现了彻底羟氰化(转
化率>99%, ee>99.4%). Asano课题组

[37]
则通过理性设

计得到了火车马陆(Parafontaria laminate)羟腈裂解酶

(R)-PlamHNL单点突变体N85Y, 在水相中催化转化

50 mM醛1的羟氰化反应取得了较优的反应效果, 转化

率达到91%, ee=96%.
除了苯环2-取代位置外, 对位取代的苯甲醛同样

具备重要的合成价值. 作为国内酶促羟氰化的开拓者,
林国强课题组

[55]
通过对一系列生氰植物进行筛选, 发

现产自我国新疆的巴达木(Prunus communis)是一种优

秀的羟腈裂解酶酶源, 其脱脂巴达木种仁粉对于许多

大位阻尤其是3-取代、4-取代苯甲醛均表现出较高的

催化活性和立体选择性. 其中, 通过脱脂巴达木粉在微

水相中反应, 可将4-甲硫基-苯甲醛(5)实现羟氰化, 反

应12 h, 产率为86%、ee=96%. 以对应氰醇(6)出发, 最
终以9步线性总收率26%和10步18%线性总收率实现

了广谱兽用抗生素甲砜霉素(Thiampenicol, 7)和氟苯

尼考(Flurfenicol, 8)的化学-酶法全合成(图4). 野生巴

达木羟腈裂解酶的其中一个同工酶被成功纯化并测定

了其N端碎片序列, 但由于其完整序列信息未知, 重组

表达并未实现
[56]. 为了进一步拓展巴达木羟腈裂解酶

(PcHNL)的合成应用, 本课题组
[41]

通过保守区域设计

简并引物的方法克隆了巴达木的4个羟腈裂解酶同工

酶(PcHNL1, PcHNL2, PcHNL4, PcHNL5). 其中,
PcHNL5对一系列取代苯甲醛均具备极佳的反应效果.
在优化的柠檬酸钠缓冲液(pH 5.0)/甲基叔丁基醚两相

体系中, PcHNL5可实现400 mM的醛5的彻底羟氰化,
反应4 h, 产率为94%, ee>99%. 在此基础上, 通过对

PcHNL5进行定点饱和突变得到单点突变体L343F, 其

pH 2.5的半衰期长达110 h, 并能在12 h完成1 M醛5的
羟氰化, 其转化率为97%, ee>99%[55].

3.1.2 杂环芳香醛的酶促羟氰化

含杂环的光学纯氰醇同样被大规模应用于构建药

物或天然产物合成. 较苯甲醛而言, 大多数杂环芳香醛

的自发反应活性随杂原子吸电子效应的增强而提高.
因而, 杂环芳香醛的酶促不对称羟氰化对羟腈裂解酶

的反应活性提出了更高的要求.
手性四氢异喹啉广泛存在于天然产物并可作为药

物砌块. Rominger课题组
[57]

在微水相条件下利用苦杏

仁羟腈裂解酶PaHNL将取代呋喃2-甲醛羟氰化并偶联

金催化剂, 最终实现了四氢异喹啉的制备(图5). DSM
公司开发的CF3COOH-BH3可快速还原2-呋喃醛对应

的(R)-氰醇(10),通过橡胶树羟腈裂解酶HbHNL羟氰化

后随即进行在位硼烷还原, 对应的光学纯β-氨基醇12
可轻易完成千克级别的制备

[58].
韩世清课题组

[59]
利用脱脂枇杷粉在微水相中完

成了7-乙基-苯并呋喃2-甲醛(14)的羟氰化, 并以此出

发构建了β-受体阻断剂(S)-丁呋洛尔((S)-Bufuralol, 16,
图6)的化学-酶法合成路线(4步, 线性总收率23.3%). 但
由于呋喃2-甲醛通常较苯甲醛具备更高的自发反应活

性, 且加上7-乙基和苯并环的介入, 大幅度降低了羟腈

裂解酶的反应活性, 即使在微水相中, 反应获得的氰醇

ee仅达70%. 本课题组
[60]

通过理性设计创制的PcHNL5
突变体工具箱, 获得单点突变L331V, 实现了200 mM

图 3 (R)-2-氯-扁桃腈及其在氯吡格雷的合成应用(网络版
彩图)
Figure 3 Synthesis of (R)-2-Cl-mandelonitrile, the key chiral inter-
mediate for Clopidogrel (color online).

图 4 (R)-4-甲硫基-扁桃腈及其在甲砜霉素/氟苯尼考的合
成应用(网络版彩图)
Figure 4 Synthesis of (R)-2-hydroxy-2-(4-(methylthio)phenyl)aceto-
nitrile, the key chiral intermediate for thiampenicol and florfenicol
(color online).
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7-乙基-苯并呋喃2-甲醛的羟氰化, 反应12 h, 转化率为

94%, ee=95%.

3.1.3 大位阻芳香醛的羟氰化

为了应对化学合成需求的日益多样化, 功能性基

团或合成需求的保护/脱保护基团的引入常造成化学

反应路线和酶反应活性低下的问题. 在针对复杂非天

然底物转化所设计的化学酶法合成新路线中, 构建高

效的酶促反应, 往往成为最具挑战性的技术瓶颈. 目

前, 基于酶三维结构信息进行的理性设计, 仅需要在

酶活性口袋进行少量的点突变, 就可能获得底物特异

性显著变化的目标酶, 成为目前改造羟氰裂解酶以提

高其对大基团底物的活性和选择性的有效方法.
(S)-3-苯氧基-扁桃腈是合成手性农药氰氯菊酯

(Cypermethrine, 19)的合成中间体(图7)[61]. 然而, 目前

已知的所有(S)-HNL野生型对3-苯氧基苯甲醛活力均

远低于其天然底物苯甲醛. Effenberger课题组通过理

性设计木薯羟腈裂解酶MeHNL得到了单点突变体

W128A[62], 对3-苯氧基的时空产率可达57 g L−1 h−1,
ee=95%[63]. 基于图2d的高通量筛选方法, Schwab课题

组
[51]

筛选了包括50万个HbHNL的随机突变体的文库,
并获得了催化3-苯氧基-苯甲醛的有益突变D111L/
W128A/S132A.

苯二氮平类药物(Benzodiazepine, 22)是一类中枢

神经抑制剂, 目前常作为临床镇静催眠剂, 亦用于癫

痫、焦虑等症的治疗. 然而, 由于该底物的醛基并未

参与苯环共轭体系, 其无选择性地自发反应较强, 且

苯并[d][1,3]二氧五环的引入大幅度提升了底物的空

间位阻, 大幅降低了酶对于该底物的活性. 为实现该底

物的顺利羟氰化 , 本课题组
[ 6 0 ]

利用理性设计的

PcHNL5小巧突变体工具箱, 获得单点突变L331G, 实

现了500 mM底物醛20在反应12 h后的基本转化, 其反

应转化率95%, ee由野生型的33%提升至95% (图8).
β2-肾上腺素受体激动剂是一类广泛应用于治疗

哮喘及慢性阻塞性肺疾病的药物. 理论上, 经2-取代-
苯并[d][1,3]二 烷-6-甲醛(23)羟氰化获得的氰醇经腈

基还原, 即可获得典型β2-肾上腺素受体激动剂(26~28)
的通用前体氨基醇25. 尽管Effenberger课题组

[64]
利用

羟基纤维素固定化的苦杏仁羟腈裂解酶PaHNL在微

水相中实现了四氢-苯并[d][1,3]二 烷-6-甲醛和2-甲
基-四氢-苯并[d][1,3]二 烷-6-甲醛的不对称羟氰化,
但是由于双羟基保护基团如甲醛及乙醛保护不易脱

图 5 取代呋喃醛的羟氰化及其在四氢异喹啉衍生物的合
成中的应用(网络版彩图)
Figure 5 Asymmetric hydrocyanation of the substituted furfurals to
access the key intermediate for tetrahydroisoquinolines (color online).

图 6 7-乙基-苯并呋喃-2-甲醛的羟氰化及在(S)-丁呋洛尔
的合成应用(网络版彩图)
Figure 6 Asymmetric hydrocyanation of 7-ethylbenzofuran-2-carbal-
dehyde to access the key chiral intermediate for (S)-bufuralol (color
online).

图 7 (S)-3-苯氧基-扁桃腈及其在氰氯菊酯的合成应用(网
络版彩图)
Figure 7 Synthesis of (S)-3-phenoxymandelonitrile, the key chiral
precursor of cypermethrine (color online).

图 8 2-(苯并[d][1,3]二氧五环)乙醛的羟氰化及在苯二氮平
的合成应用(网络版彩图)
Figure 8 Asymmetric hydrocyanation of 2-(benzo[d][1,3]dioxol-5-yl)
acetaldehyde to access the key chiral precursor of benzodiazepine (color
online).
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除, 在后续合成转化脱保护时需要在盐酸中的回流反

应脱除缩醛保护基, 而苄位上的羟基则因形成碳正离

子而造成手性中心的彻底消旋化. Hunter课题组
[65]

通

过条件控制和反应中间体筛选发现, 通过增大苯并

二 烷环C2位上的位阻: 仅当双羟基用丙酮(异丙叉)
保护后, 该保护基才能在弱酸水溶液中轻易脱除, 此

时不足以产生碳正离子, 苄位羟基的外消旋化可以得

到有效抑制. 但可能是因为酶源问题, 并无任何有关

羟腈裂解酶催化上述2,2-二甲基-苯并[d][1,3]二 烷-6-
甲醛的报道. 为攻克上述难题, 本课题组

[60]
通过基于

PcHNL5与天然底物苯甲醛的复合物晶体结构进行理

性设计构建的小巧突变体文库成功获得一单点突变体

L331A, 针对2,2-二甲基-四氢-苯并[d][1,3]二 烷-6-甲
醛的羟氰化催化常数(kcat/Km)达到了野生型的2526倍.
在200 mM底物上载时, L331A突变体反应16 h即可完

成反应(转化率96%, ee>99%), 显著高于野生型(转化

率<1%, ee=55%). 以对应光学纯氰醇出发, 经氢化铝

锂还原制得β-氨基醇, 以3步54%线性总收率实现了光

学纯(R)-沙美特罗((R)-Salmeterol, 26)的化学酶法克级

合成(图9).

3.1.4 脂肪醛的羟氰化

脂肪氰醇可广泛用于构建精细化工原料或天然产

物砌块. 尽管大多数HNL的天然底物为苯甲醛/扁桃

腈, 但目前也已鉴定出不少可催化脂肪醛底物的(R)-
HNL (如PmHNL、PaHNL、PcHNL); (S)-HNL(如
HbHNL和MeHNL), 对脂肪醛具备一定催化效果.

羟基特戊醛(29)经羟氰化后生成对应的(R)-氰醇

(30), 经酸水解自发脱水内酯化即可制得合成维生素

B5 (33)及其功能衍生物(32, 34)的重要前体(R)-泛内酯

(31, 图10)[66]. 该合成路线的主要挑战是羟基特戊醛本

身除自发无选择性羟氰化反应外, 在有机溶剂或在水

相pH>3时会发生自发二聚形成缩醛
[67].

G l i ede r课题组
[ 6 8 ]

通过对苦杏仁羟腈裂解酶

PaHNL5进行活性口袋的定点饱和突变, 从而筛选到

一个单点突变体V317A. 该突变体较野生型大幅度提

升了酶对醛29的羟氰化反应活力. 在pH 2.5的柠檬酸

缓冲液体系中, 醛29倾向于向单体形式存在, 此时羟氰

化自发反应也近乎停止, 以PaHNL5V317A作为催化剂,
在200 mM底物上载量条件下, 反应可在6 h完成完全

转化(转化率=100%), 其氰醇产物ee=97%. 此外, Wink-

ler课题组
[69]

尝试将兔角蕨羟腈裂解酶DtHNL1固定化

为交联酶聚集体(cross-linked enzyme aggregate, CLEA),
用以尝试羟基特戊醛的羟氰化, 然而其ee仅20%.

(R)-2-羟基-4-苯基丁腈(36)经简单酸水解即可制

得(R)-2-羟基-4-苯基丁酸(37), 37是作为血管紧张肽转

换酶(angiotensin converting enzyme, ACE)抑制剂的关

键合成子, 广泛用于合成“普利”(prils, 38~41)类药物

(图11)[70]. Glieder课题组
[71]

通过理性设计PaHNL5获
得单点突变V360I, 可实现苯丙醛(35) 3 M上载量的羟

氰化反应, 转化率98%, ee=95.3%. 而通过定向进化获

得的突变体GtHNLA40H/V42T/Q110H, 可转化0.5 M的醛35,
其转化率94.7%, ee=98.5%[54]. 本课题组

[60]
通过理性设

计构建的PcHNL5突变体工具箱中筛选到单点突变

图 9 2-取代苯并[d][1,3]二 烷甲醛的羟氰化及在典型β2-
受体激动剂的合成应用(网络版彩图)
Figure 9 Asymmetric hydrocyanation of 2-ethylbenzofuran-2-carbal-
dehyde for the synthesis the classic β2-adrenergic receptor agonists
(color online).

图 10 3-羟基特戊醛的羟氰化及在维生素B5衍生物关键前
体(R)-泛内酯的合成应用(网络版彩图)
Figure 10 Asymmetric hydrocyanation of hydroxypivaldehyde to
access the (R)-pantolactone, the key precursor of vitamin B5 derivates
(color online).
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L331V, 在醛35上载量为1 M时, 反应12 h转化率为

95%, ee=99%.

3.2 β-硝基醇的合成应用

除了酶促不对称羟氰化外, 部分羟腈裂解酶可利

用硝基烷烃作为亲核试剂催化不对称Henry反应 .
Griengl课题组

[72]
利用HbHNL催化苯甲醛(42)与硝基

乙烷的Henry反应, 反应得到的anti-硝基醇43与syn-41
比例达到9:1, 且产物anti-43相较于syn-43的对映体过

量值(ee)超过95%, 由于配体催化的不对称Henry反应

在控制C2位手性中心的立体选择性一直是Henry反应

的难点, HbHNL成为第一例可直接较好控制双手性中

心的不对称Henry反应案例. 由(1S,2R)-43出发, 经Pd/C
催化氢化硝基和胺甲基化, 即可直接获得(+)-麻黄碱

((+)-ephedrine, 44, 图12).
后续发现细菌来源的GtHNL和AcHNL均可催化

硝基乙烷与苯甲醛的不对称Henry反应,由于GtHNL和
AcHNL的立体选择性与HbHNL相反, 由二者催化苯甲

醛(42)与硝基乙烷的Henry反应即可制得相反构型的

硝基醇43, 且利用GtHNL和AcHNL的突变体A40H可
显著提升其催化效率. 在反应过程24 h后, anti-硝基醇

43与syn-41比例达到2:1, 对应C1的ee值=85%[73].
醛与硝基甲烷经羟腈裂解酶催化Henry加成产生

的β-硝基醇可在同样经化学氢化还原制备得到β-氨基

醇. 目前, 除醛与硝基烷烃的Henry加成反应外, Padhi
课题组

[74]
采用动力学拆分的方案在两相反应体系中

利用羟腈裂解酶催化β-硝基醇的去硝醇裂解反应制备

相反构型的β-硝基醇, 由于羟腈裂解酶催化去硝醇裂

解反应的活力远大于Henry加成反应, 反应可在相对

较短的时间内完成, 从而避免了以往合成过程中由于

反应时间过长而积累无选择性自发硝醇裂解/合成的

消旋化反应. 其反应适应性可进一步拓展至其他位阻

型底物, 如合成肾上腺素激动剂甲氧胺(Methoxamine,
47)、北美龟草素(Chelonin A, 48)等多甲氧基取代苯

甲醛(图13). 进一步通过定向进化筛选到的AtHNL突
变体F179N, 其催化裂解(R)-2-硝基-1-苯乙醇对比(S)-
扁桃腈的催化偏好性(kcat/Km)达到了野生型的13倍[75].

4 羟腈裂解酶参与的级联反应

为了适应绿色合成的需求, 更多的化学家开始尝

试利用多酶级联或酶/化学级联的方案构建在位多步

骤的转化. 由于氰醇不稳定, 通常需将羟基保护合成氰

醇酯. Schallmey课题组
[76]

同时串联MeHNL对4-甲氧基

苯甲醛 (49 )的羟氰化反应和南极假丝酵母脂肪酶

CALA催化的酯交换反应, 在一锅法微水相体系中实

现了对应(S)-O-苯甲酸酯(51)的级联合成(图14), 49的
整体转化率达到83%, ee=98%. Ley课题组

[77]
则设计了

流化床级联方案, 通过南极假丝酵母脂肪酶CLAB水
解氰基甲酸乙酯(52)在位生成HCN, 继而与芳香醛53
混合经固定化的AtHNL合成(R)-氰醇54, 随后与另一

管路提供的乙酸酐、吡啶在位衍生化保护羟基, 最终

图 11 苯丙醛的羟氰化及在ACE抑制剂“普利”类药物关键
前体(R)-2-羟基-4-苯基丁腈的合成应用(网络版彩图)
Figure 11 Asymmetric hydrocyanation of hydrocinnamaldehyde to
access the (R)-2-hydroxy-4-phenyl-3-butene nitrile, the key precursor of
“prils”, the ACE inhibitors (color online).

图 12 苯甲醛与硝基乙烷的不对称Henry加成及其在麻黄
碱的合成(网络版彩图)
Figure 12 Asymmetric nitroaldol addition of benzaldehyde and the
synthesis of ephefrine (color online).
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得到O-乙酰化保护的氰醇55 (图15), 其最高线性总转

化率>99%, ee>99%.
尽管光学纯扁桃腈可在保持对应手性中心不消旋

的情况下经酸水解获得对应立体构型的扁桃酸
[78], 但

该反应依然需要浓盐酸的引入. 为进一步构建扁桃酸

的绿色合成途径, Stolz课题组
[79]

利用共表达MeHNL
和来源于荧光假单胞菌(P. fluorescens EBC 191)的腈

水解酶的大肠杆菌整细胞在柠檬酸钠缓冲液(pH 5.0)/
异丙醚两相体系中, 成功实现了(S)-扁桃酸从100 mM
上载苯甲醛的双酶级联合成, 转化率96.4%, ee>99%.
遗憾的是, 由于荧光假单胞菌腈水解酶存在腈的不彻

底水解问题, 其最终水解产物中有41.7%为(S)-扁桃酰

胺. 类似地, Stolz课题组
[80]

与Sheldon课题组
[81]

都分别

将MeHNL和腈水解酶固定化为CLEA, 以脂肪醛和

KCN为底物 , 实现了一系列脂肪酰胺的合成 , 其

ee>95% (图16).
近年来, 光催化反应的迅猛发展使得光催化偶联

其他反应催化制备功能化合物成为绿色合成化学发展

的热门话题. 利用光催化剂可在紫外激发下产生自由

基, 进而实现烃类的C–H键活化(O功能化). Schmidt课
题组

[82]
利用蒽醌磺酸钠(sodium anthraquione sulfonate,

SAS)在422 nm紫外线激发下催化氧化苯取代甲苯(59)
获得对应取代芳香醛(53), 进一步添加PaHNL或固定

化的MeHNL, 顺利实现了一系列芳香烷烃的C–H双功

能化(图17). 其反应最高转化率>99%, ee>99%, 并能实

现氰醇的克级制备.

5 总结与展望

羟腈裂解酶发现至今已历百年, 伴随蛋白质工程

和反应工程的发展, 生物催化制备手性氰醇和手性β-
图 13 醛与硝基乙烷的不对称Henry加成或动力学拆分去
硝醇反应制备手性β-硝基醇(网络版彩图)
Figure 13 Asymmetric nitroaldol addition of benzaldehyde and the
synthesis of ephefrine (color online).

图 14 一锅双酶级联合成(S)-O-苯甲酰-4-甲氧基扁桃腈
Figure 14 One-pot bienzymatic synthesis of (S)-4-methoxymandelo-
nitrile benzoate.

图 15 酶/化学合成(R)-O-乙酰-氰醇
Figure 15 Chemo-enzymatic cascade synthesis of O-acetylated cya-
nohydrins.

图 16 双酶级联合成α-羟基酸/α-羟基酰胺
Figure 16 One-pot bienzymatic synthesis of α-hydroxy acids/α-
hydroxy amides.

图 17 光-化学/酶催化C–H活化合成手性氰醇
Figure 17 Photo-chemo-enzymatic approach for C–H bond transfor-
mation to prepare chiral cyanohydrins.
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硝基醇目前已逐步成熟. 对于创制新型高值复杂生物

活性化合物的化学-酶法合成路线, 缩短合成步骤和大

幅提升合成效率需要逆合成分析与蛋白质工程、基因

工程和化学工程的有机结合.
目前, 大量研究已经聚焦于羟腈裂解酶对于醛类

底物的转化利用. 对于酮类底物的应用则报道较少(仅
见甲基酮的转化). 然而, 对于含有叔醇手性中心的复

杂功能性化合物的合成而言, 酮氰醇同样极具合成价

值
[79]. 由于目前已有不少羟腈裂解酶-醛/氰醇复合物

晶体结构的报道, 基于结构-功能关系的酶口袋结构微

调则有望于成为打开生物催化酮不对称羟氰化/Henry

反应大门的钥匙. 鉴于当前基于深度学习的蛋白质从

头设计(如Rosetta)技术已日渐成熟, 未来可能可以通

过从头设计实现羟腈裂解酶对其他氰基供体如

TMSCN的利用; 或实现其他不饱和键与亲核试剂的不

对称加成反应(如Strecker反应). 此外, 通过逆转录文库

和高通量筛选等手段将有助于进一步鉴定更多的羟腈

裂解酶, 拓展现有羟腈裂解酶工具箱, 耦合光催化自由

基产生的原理于黄素依赖型羟腈裂解酶(如PcHNL5、
PaHNL5等)则可能激发羟腈裂解酶的催化紊乱性、通

过定向进化技术进一步拓展和强化羟腈裂解酶的催化

性能和合成适用范围.
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Abstract: As one of the few biocatalysts which can catalyze asymmetric C–C bond formation, hydroxynitrile lyases
have emerged as attractive biocatalysts in terms of their high chemo- and enantioselectivity for the synthesis
cyanohydrins and β-nitro alcohols under mild conditions. With the enabling technology on molecular biology and
protein engineering, the application of hydroxynitrile lyases in asymmetric synthesis has been greatly expanded. We
herein summarized the basic traits and principles of biocatalytic asymmetric hydrocyanation and nitroaldol reactions. In
addition, the representative examples of recent biocatalytic asymmetric synthesis of bioactive compounds via
hydrocyanation or nitroaldol reaction as key steps are exemplified, and the future directions are briefly discussed.
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