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摘   要：卤化物是农业、制药业和化学工业的重要原料，主要以化学法合成，该法具有环境不

友好和合成条件苛刻等劣势。天然卤化物生物合成途径的关键酶为卤化酶，包括卤过氧化物酶

(haloperoxidase，HPO)、α-酮戊二酸依赖型卤化酶(α-ketoglutarate dependent halogenase，KG-Hal)、
S-腺苷甲硫氨酸依赖型卤化酶(S-adenosylmethionine-dependent halogenase)和黄素依赖型卤化酶

(flavin-dependent halogenase，FDH)。其中，黄素依赖型卤化酶因其分布广泛、具有底物特异性和

卤化位点选择性，是最具开发潜力的卤化酶。因此，本文对黄素依赖型卤化酶的结构、类型、催

化机制及其应用研究进展进行综述，对利用基因分析和基因筛选方法寻找新型黄素依赖型卤化酶

进行了展望。本综述有助于拓展黄素依赖型卤化酶的类型及其催化机制的知识，推动黄素依赖型

卤化酶及其酶工程的研究，为新型卤化物的合成提供技术思路。 
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Abstract: Halides are important raw materials in agriculture, pharmaceutical industry, and chemical 
industry. They are mainly synthesized with chemical methods which, however, cause environmental 
pollution and have strick requirement for the reaction conditions. The key enzymes for the biosynthesis 
of natural halides are halogenases, including haloperoxidase (HPO), α-ketoglutarate dependent 
halogenase (KG-Hal), S-adenosylmethionine-dependent halogenase, and flavin-dependent halogenase 
(FDH). Among them, FDHs are the most promising halogenases owing to their wide distribution, 
substrate specificity, and halogenated regioselectivity. Therefore, we reviewed the structures, types, 
catalytic mechanisms, and applications of FDHs and summarized the use of gene analysis and gene 
screening to search for new FDHs. This review is expected to expand the knowledge of the types and 
catalytic mechanisms of FDHs, boost the research on FDHs and related enzyme engineering, and 
provide technical ideas for the synthesis of new halides. 
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卤化物是农业、制药业和化学工业领域重

要的原料化合物[1]，27%的小分子药物和 80%

以上的农用化学品都含有卤族元素[2](图 1[3])。

然而，卤化物传统化学合成法存在环境不友好、

反应条件苛刻、使用路易斯酸 [4]和有毒试剂 [5]

等问题。此外，化学合成法无卤化位点选择性，

会导致许多副产物产生，合成效率低下[1]。而

酶促生物合成反应条件温和，反应过程具高选

择性和特异性，符合生态环境建设与发展战略，

是今后努力的方向。 

生物体内卤化物的合成关键酶为卤化酶。

根据 NCBI 数据库的报道，迄今为止卤化酶大

部分来源于细菌，其次为真菌和病毒，极少部

分来自原生动物、古细菌及动植物。目前，根

据卤化酶辅因子不同可将其分为 4 类：卤过氧

化物酶(haloperoxidase，HPO)、α-酮戊二酸依赖

型卤化酶(α-ketoglutarate dependent halogenase，
KG-Hal) 、 S- 腺 苷 甲 硫 氨 酸 依 赖 型 卤 化 酶

(S-adenosylmethionine-dependent halogenase)和黄

素依赖型卤化酶(flavin-dependent halogenase，
FDH)[6]。研究表明，卤化酶(如 HPOs 和 FDHs)
多 采 用 亲 电 卤 化 机 制 [7] ， 少 数 卤 化 酶 ( 如
KG-Hals)采用自由基卤化机制，而采用亲核卤

化机制的卤化酶(如 S-腺苷甲硫氨酸依赖型卤

化酶) 为罕见[8–9]。因此，相较于 KG-Hals 和

S-腺苷甲硫氨酸依赖型卤化酶而言，HPOs 和

FDHs 的研究更为全面。但是，由于 HPOs 在催

化过程中会产生游离的次卤酸(HOX，X 包括

Cl、Br 和 I)，所以其在一定程度上缺乏卤化位

点选择可控性[10]。不过，目前已有一些研究报

道了具有卤化位点选择可控性的钒依赖型卤过

氧化物酶(V-HPO)[11–12]，但所有研究都没有给出 
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图 1  重要的农用药物、医用药物中的天然卤化产物[3] 
Figure 1  Important agrochemicals, pharmaceuticals and halogenated natural products[3]. 
 

这种位点选择可控性的合理解释。因此，FDHs
因其分布广泛、底物特异性和卤化位点选择性更

强，成为近年来该类酶的研究热点。 
FDHs 属于黄素依赖型单加氧酶超家族，大

多数属于双组分黄素依赖型单加氧酶系统，该

系统包括黄素氧化还原酶和单加氧酶 2 种组

分，其中黄素还原酶的作用是将还原的黄素提

供给单加氧酶，而单加氧酶利用还原的黄素来

激活分子氧[13]。因此，大多数 FDHs 需要黄素

还原酶先将黄素腺嘌呤二核苷酸(FAD)还原成

还原性黄素腺嘌呤二核苷酸(FADH2)后，再被分

子氧氧化生成过氧黄素中间体，该中间体再与

卤离子反应生成 HOX，而 HOX 必须通过酶中

一个长 10 Å 的隧道到达活性位点的保守赖氨

酸残基处，并与之反应生成亲电卤化剂。 终，

卤化产物由亲电卤化剂与底物反应生成 (图
2A)。FDHs 催化反应的底物是富电子芳香族或

烯醇基团[14]，大多数 FDHs 在催化卤化反应过

程中具有底物特异性和位点选择性，底物专一

性较强，即每类 FDHs 对应催化一组底物(吲哚、

吡咯、酚类和脂肪族化合物等)[15](图 2B[16])，只

有少数 FDHs 具有宽泛的底物专一性，能够识

别多种底物进行卤化反应[17]。 
近年来 FDHs 广泛应用于酶工程，同时为了

提高其作为生物合成中工具酶的能力，研究者也

在不断提高其稳定性并致力于拓宽其底物范围。
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本文综述了 FDHs 的分类及作用机制，并简要说

明了 FDHs 在改善天然产物生物活性方面的应

用，阐释了 FDHs 基因分析和基因筛选，以期能

够寻找更多结构新颖、生物功能独特的 FDHs。 

 
图 2  FDHs 的催化机制(A)及分类(B)[16] 
Figure 2  Catalytic mechanism (A) and classification (B) of FDHs[16]. A: catalytic mechanisms of FDHs. 
FADH2, reduced flavin adenine dinucleotide. B: the classification of FDHs which have been reviewed on the 
UniProt database (according to Phintha et al.[13] and the updated data from UniProt database). The different 
colors indicate the substrate classification of FDHs (pink, indole FDHs; blue, pyrrole FDHs; yellow, phenolic 
FDHs; green, aliphatic FDHs; gray, FDHs that can use diverse substrates), and the red dots indicate that the 
3D structure of enzyme has been reported in PDB. 
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1  FDHs 结构 
所有 FDHs 的晶体结构都有 2 个独立结合

域，即 N 端黄素结合域和 C 端底物结合域[18](图

3A)，黄素结合域保守，而底物结合域结构多样，

表现出各种长度和折叠变化[16]，这也使得 FDHs

具有底物宽泛性。 

1.1  黄素结合域 
大部分 FDHs 的黄素结合域都有 2 个高度

保守的特征序列 GxGxxG 和 WxWxIP[15]，它们

是 FDHs 鉴定依据和发挥功能的重要基团。

GxGxxG 协助黄素辅因子与酶结合，WxWxIP
可阻断黄素辅因子附近的底物结合，从而防止

卤化酶失去催化卤化反应能力而只发挥单加氧

酶作用[19]。但研究发现并不是所有 FDHs 的黄素

结合域都具有这 2 个保守序列，如 Agarwal 等[20]

在海洋交替假单胞菌(Pseudoalteromonas spp.)中
发现的卤化酶 Bmp5 没有 WxWxIP 序列。此外，

GxGxxG 还负责卤离子的结合[21]。卤离子结合

位点在所有 FDHs 中都相对保守，但没有明确

的保守残基与之对应，比如在荧光假单胞菌属

(Pseudomonas fluorescens)的 PrnA 中氯离子与

苏氨酸残基(T348)和甘氨酸残基(G349)的酰胺

氮原子结合[22]，而 P. fluorescens BL915 的 PyrH
中氯离子则与苏氨酸残基(T365)结合[21]。 

1.2  底物结合域 
FDHs 的多样性主要归因于其 C 端底物结

合域结构多样[16]。底物结合域可以分为催化区、

π-堆积区和骨架结合区 [23]。其中，催化区是

FDHs 的活性中心，普遍含有保守赖氨酸残基

(图 3B)，如白链霉菌属(Streptomyces albogriseolus)
的 Thal 中的催化区保守赖氨酸残基为 K79[23]、

P. fluorescens Pf-5 的 PltA 和 PltM 中为 K73[24]

和 K87[25]，以及海洋蓝藻噬菌体 Syn10 的 VirX1
中为 K79[17]。此外，以色氨酸(Trp)为底物的 FDHs
在其催化区还有保守谷氨酸残基(E358)[23]。π-堆 

 

 
 

图 3  FDHs 的结构(A)和功能位点(B)示意图 
Figure 3  Schematic diagram of FDHs structure (A) and functional sites (B). A: the picture shows the 3D 
structure of tryptophan halogenase PrnA (PDB ID: 2AQJ) with domains in different colors (FAD binding 
domain and substrate binding domain are colored yellow and grey respectively). B: cartoon representation of 
PrnA and magnification of the functional sites. The small molecules (FAD, Cl and tryptophan) binding with 
PrnA are depicted as spheres and sticks. The functional sites of PrnA are marked by corresponding amino 
acid residues and their locations. Val-187 (V187), Leu-337 (L337) and Ile-350 (I350) are the FAD binding 
sites. Lys-79 (K79), Glu-346 (E346), Phe-450 (F450) and Phe-454 (F454) are the L-trytophan binding sites. 
K79 is the active site, which plays roles in guiding and activating HOCl. 
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积区的作用是固定需要结合的底物。而骨架结

合区决定了 FDHs 与何种底物相结合，其在未

与底物结合的情况下构象十分多样，如 Thal 中
骨架结合区在未结合底物时部分结构松散无 
序[22]，而 PltA 中皆为有序排列的二级结构[24]。 

2  FDHs 催化不同底物的机制 
2.1  催化吲哚类化合物的 FDHs 

该类 FDHs 大多数使用游离的吲哚类化合

物(如 Trp、吲哚和前支链铵等)为底物，少数如

小双孢菌(Microbispora sp. ATCC PTA-5024)的
MlbH 只能以肽链中的 Trp 残基作为底物。以

Trp 为底物的 FDHs，即 Trp 卤化酶研究 为充

分[26]，它可以催化 Trp位点选择性卤化(图 4[16])，
对来自 P. fluorescens 的 Trp 卤化酶 PrnA 催化机

制的深入研究表明，其催化过程主要是 FADH2

与 O2 反应生成过氧黄素，过氧黄素又与氯离子反

应产生 HOCl 后，由 HOCl 参与游离 Trp 亲电芳香

取代[22]。来自伦茨氏菌属(Lentzea aerocolonigenes)
的 Trp 卤化酶 RebH 具有与 PrnA 类似的结构，

但其催化机制与 PrnA 不同，其参与 Trp 亲电芳

香取代的是 HOCl 与活性位点赖氨酸残基(K79)
反应生成的赖氨酸氯胺[27]。随后，来自粗孢链

霉菌属(Streptomyces rugosporus)的 PyrH[21]、S. 
albogriseolus 的 ThaL[23]、毒三素链霉菌属

(Streptomyces toxytricini)的 SttH[28]、黑紫色链霉

菌属(Streptomyces violaceusniger)的 Tar14[29]和

聚球藻属(Synechococcus elongatus PCC 7942)
的 BorH[30]也被相继发现，其催化机制较为相

似，只是催化 Trp 卤化位点有所不同。但是， 

 

 
 

图 4  Trp 卤化酶位点选择性卤化[16] 
Figure 4  Regioselective halogenation of tryptophan halogenases[16] (according to Phintha et al.[16] and the 
updated data from UniProt database). 
 
 
 
 
 



 

 

 

2944 Wu Shiyu et al. | Acta Microbiologica Sinica, 2022, 62(8) 

 actamicro@im.ac.cn,  010-64807516 

 

MlbH 较为特殊，它不能利用游离 Trp，只能以

肽链内部Trp 残基作为底物[31]。除此之外，Neubauer
等[32]还在短波单胞菌属(Brevundimonas sp. BAL3)
中发现一种特殊的 Trp 卤化酶 BrvH，其不能卤

化 Trp，只能以吲哚作为卤化反应底物。 

2.2  催化吡咯类化合物的 FDHs 
吡咯卤化酶催化游离的吡咯或与肽基载

体蛋白相连的吡咯-2-羧基硫酯进行卤化 [16]。

来自微生物的含卤代吡咯天然产物都是从 L-脯
氨酸 (Pro)开始进行生物合成的 [33](图 5[34])。
Dorrestein 等[35]在 P. protegens Pf-5 中发现的

PltA 催化经 Pro 氧化生成的非核糖体肽硫醇化结

构域 PltL(吡咯-S-PltL)二氯化。随后，Pang 等[24]

报道了 PltA的三维结构。根据Buedenbender等[36]

对 FDHs 的分类，即以游离小分子为底物的变

体 A 类酶家族和以与酰基载体蛋白结合的硫酯

为底物的变体 B 类酶家族。前者包括 Trp 卤化

酶，其 C 端为有序排列的二级结构，并在与底

物结合时可以将底物完全包裹；后者 C 末端二

级结构较少，排列相对无序，卤化活性位点明

显更为开放，可以容纳通过磷酸泛酰巯基乙胺

连接体与酰基载体蛋白结合的底物[37]。Pang 等[24]

发现 PltA 虽以吡咯-S-PltL 作为底物，但其 C
端为有序排列的二级结构，其 C 端的螺旋结构

使得底物结合位点相对封闭但并不完全封闭，

这可能是为了选择性对抗某些小分子底物(例

如吡咯 -2-羧酸酯 )的结合和卤化。不过，吡    
咯-S-PltL 结构较大，它并不能通过黄素结合通

道直接进入底物结合位点，而且 PltA 上也不存

在其他可使吡咯-S-PltL 进入的通道，因此为使

吡咯-S-PltL 进入，其 C 端区域可能在催化过程中

发生空间结构变化。Gamal 等[34]在 2 株不同的假

单胞菌(Pseudoalteromonas)中发现了高度同源的

吡咯二卤化酶 Mpy16 和吡咯四卤化酶 Bmp2，
它们的吡咯结合位点靠近赖氨酸催化残基

(Mpy16 中为 K72，Bmp2 中为 K74)侧链。Bmp2
是第一个具有四溴化活性的卤化酶，与之前发

现的单溴化或者二溴化酶相比，其催化活性与

该吡咯卤化酶中保守的关键氨基酸残基酪氨酸

残基(Y302)、苯丙氨酸残基(F306)和丙氨酸残基

(A345)突变有关[34]。 

2.3  催化酚类化合物的 FDHs 
目前，已发现有 3 种酚类卤化酶，分别为

催化游离酚的卤化酶、催化嵌入载体蛋白中酚

醛的卤化酶，以及兼具卤化与脱羧作用的酶[16]。

已知结构的酚类卤化酶只有来自 P. protegens 
Pf-5 的 PltM 和来自番红软骨霉菌属(Chondromyces 
crocatus)的 CndH。PltM 具有多重卤化活性，是

唯一能够使用 Cl、Br 和 I 3 种卤族元素合成不

同卤化物的 FDH (图 6A[25])。此外，PltM 还具

有底物宽泛的特性，既可以酚类和苯胺衍生物

为底物，也可用于较大类药物分子和一些天然 

 

 
 

图 5  卤代吡咯类天然产物合成途径[34] 
Figure 5  Synthetic pathway of halogenated pyrrole natural products[34]. ACP: acyl carrier protein. 
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产物的卤化，例如特布他林、非诺特罗、白藜

芦醇和儿茶素等[25]。CndH 又称为软骨绿素卤

化酶，负责软骨绿素生物合成途径中的卤化反

应。目前尚无其体外酶促反应研究的相关报道，

推测其反应过程为：第一步，CndH 的 FAD 须

由两个电子还原为 FADH2，该过程可能依赖于

NAD(P)H 或 NAD(P)H 的某种还原酶[38]；第二

步，O2 与黄素结合，其中一个氧原子质子化，

产生亲电羟基；第三步，羟基与氯形成羟基氯

化物，羟基氯化物可以进入酶分子内部并到达

卤化位点(K76)，而 O2 中未参与第二步反应的

氧原子与质子形成 H2O；第四步，羟基氯化物

将 K76 转为氨基氯化物[27]，随后这种氨基氯化

物将芳香底物转化为 Wheland 复合体，经去质

子化形成卤化芳香产物[22](图 6B[36])。 

2.4  催化脂肪族类化合物的 FDHs 
目前唯一已知结构的脂肪族FDH是来自委内

瑞拉链霉菌属(Streptomyces venezuelae)的 CmlS，
初由 Piraee 等[39]在氯霉素生物合成中发现，是

少数几种可卤化烷基的酶之一。Podzelinska 等[37]

研究了 CmlS 晶体结构，发现其 C 端为二级结构

的有序排列，且末端残基会阻止底物与活性位点

结合，这与 Buedenbender 等[36]归纳的变体 A 类酶

类似，但其氨基酸序列又与 CndH 高度相似，应

属于变体 B 类酶。随后 Podzelinska 等[37]对 CmlS
的底物进行推测，由于 CmlS 的 C 端结构极大地

限制了其与底物结合，虽然氯霉素生物合成过程

中涉及氨酰基中间体产生，但是该中间体结构较

大，不能作为 CmlS 底物，由此可以推测氯霉素合

成中的卤化反应应当发生在中间体合成之前，其

底物应为简单的酰基化合物或其衍生物。此外，

Piraee 等[39]发现氯霉素生物合成操纵子编码一种

CmlK 酶，该酶与酰基辅酶 A 合成酶具有序列同

源性，它与 CmlS 应是形成氯霉素上二氯乙酰基所

必不可少的酶。因此，CmlS 可能直接卤化游离酰

基(例如乙酸酯、乙酰乙酸酯或丙二酸酯)或卤化

CmlK 产生的辅酶 A 硫酯(图 7)，再经由后续酶作

用 终形成氯霉素[37]。 

 
图 6  PltM 催化间苯三酚卤化(A)[25]和 CndH 催化反应机制(B)[36] 
Figure 6  Halogenation of phloroglucinol catalyzed by PltM (A)[25] and catalytic mechanism of CndH (B)[36]. 
A: PltM catalyzes phloroglucinol to monohalotriphenol or polyhalotriphenol; B: the FAD of CndH is reduced 
to FADH2 by an unknown mechanism and then modified by molecular oxygen resulting in the hydroxylation 
of a chloride anion bound near the flavin. The hydroxychloride produced diffuses through a tunnel to Lys-76, 
which facilitates halogenation. The halogenated chondrochloren precursor is most likely bound to a carrier. 
The structure of this precursor is not known. 
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图 7  CmlS 的催化机制[37] 
Figure 7  Catalytic mechanism of CmlS[37]. In the reaction of acetoacetyl-CoA and CmlS, Glu-44 (E44) of 
CmlS provides acid to neutralize the nitranion-leaving group of the chloramine intermediate (pKa

LG≈30). 
Tyr-350 (Y350) of CmlS can stabilize enol intermediates. 

 
2.5  催化其他化合物的 FDHs 

采用生物信息学方法，Gkotsi 等[17]在感染

蓝藻的噬菌体(简称噬蓝体) Syn10 中发现了第

一个能利用多种底物的卤化酶 VirX1。结构分

析表明，与典型 Trp 卤化酶相比，其 C 端结构

域没有用以关闭底物结合位点的 α-螺旋所形成

的“盖”状结构，因而其底物结合位点更为宽阔。

此 外 ， VirX1 还 有 一 个 额 外 的 环 状 结 构

(P432-Q442)，它通过 H 键影响黄素、底物和酶

的三聚体结构，进一步打开底物结合位点，从

而拥有更广泛的底物适应性[17]。经过实验验证，

VirX1 具有良好的溴化活性和碘化偏好性以及

很强的底物宽泛性(图 8)，可以对普通化学合成

方法不易碘化的底物进行碘化，比如(聚)杂环、

氮杂螺环或红菲咯啉[17]。但是， 近 Zhang 等[40]

发现 VirX1 表现的碘化能力可能是反应过程中

产生的过氧化氢引起的化学碘化反应，因此

VirX1 的碘化能力还有待进一步考证。目前

VirX1 催化机制并不清楚。 

3  FDHs 的应用研究 
卤化作用会对天然产物的生物活性产生影

响，因此，将卤化酶引入到天然产物代谢途径

中可能会改善天然产物的活性，甚至会使一些

无生物活性的天然产物变为有活性[41]，这为工

业化生产有价值的卤化天然产物提供了可行

性。目前，对卤化酶的应用研究中 Trp 卤化酶

的研究较为深入，主要用于吲哚生物碱以及肽

类抗生素的生产[42](表 1)。 

3.1  在吲哚生物碱合成中的应用 
吲哚生物碱是一类含有吲哚结构的生物

碱，某些吲哚生物碱还包括异戊二烯基团，因

此被称为萜烯吲哚或赛洛甘宁色胺生物碱，其

生物化学前体多为 Trp[43]，此外还包括吲哚和

色胺等[44]。吲哚生物碱类天然产物生物活性较

好，是药物的重要来源[45]，但是其结构复杂，

人工合成难度较大，因此研究者们将目光转向

生物合成，尤其是酶催化。Runguphan 等[46]将

来自 S. rugosporus LL-42D005 的 PyrH 与来自

L. aerocolonigenes 的 RebH 基因和黄素还原酶

RebF 基因整合到长春花(Catharanthus roseus)
毛状根细胞中，产生了 5-Cl-Trp、7-Cl-Trp 以及

Br 代 Trp， 终在细胞中经 Trp 脱羧酶以及其

他反应得到可分离的卤化生物碱类似物。这项

研究证明了卤化酶在有价值天然产物异源生物

合成中的作用，而这些天然产物通常具有潜在

药用价值。然而，Trp 并不是许多天然吲哚生物

碱的直接前体，大约 3 000 种单萜吲哚生物碱

的直接前体是色胺，如果能在吲哚生物碱合成 
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图 8  VirX1 的多种底物[17] 
Figure 8  Diverse substrate scope of VirX1[17]. The conversion rate of the compound halogenated by VirX1 
is in parentheses. 

 

表 1  Trp 卤化酶的应用 
Table 1  Applications of tryptophan halogenases 
Compounds Enzymes References 
Indole alkaloids RebH [46] 

RebH mutant (Y455W) [47] 
Precursor  
compounds of  
indole alkaloids 
(typtophan and 
tryptamine) 

RebH mutant (S2P/M71V/K145M/E423D/E461G/S130L/N166S/Q494R) [48] 
RebH mutants (G112S/N470S; A442V) [49] 
RebH mutants (I52H/L380F/F465C/N470S/Q494R/R509Q;  
I52M/S110P/S130L/N166S/L380F/S448P/Y455W 
F465L/N470S/Q494R/R509Q; N470S) 

[50] 

Bifunctional fusion enzymes (reductase RebF and halogenase RebH) [51] 
PrnA mutant (F103A) [52] 
PrnA mutant (E450K) [53] 
ThaL mutant (V52I/V82I/S360T/G469S/S470N) [23] 
ThaL mutant (S359G/K374L/I393V) [54] 
The SttH mutant (L460F/P461E/P462T) [28] 
Bifunctional fusion enzymes (reductase Fre and halogenase XanH)  [55] 

Peptide antibiotics PrnA [60] 
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途径中绕过 Trp，直接卤化色胺，那么其合成效

率将会大大提高[47]。于是，Glenn 等[47]将色胺特

异性 RebH突变体(Y455W)转化至 C. roseus毛状

根细胞中，结果氯色胺的产量比使用 Trp 作为

底物时增加了 3 倍，且成功得到了卤化生物碱

12-chloro-19,20-dihydroakuammicine。 

迄今为止，已有多种 FDHs 及其突变体用

于吲哚生物碱前体化合物的合成，这为吲哚生

物碱类药物工业化奠定了基础。Poor 等[48]发现

热稳定型 RebH 突变 体 (S2P/M71V/K145M/ 
E423D/E461G/S130L/N166S/Q494R) 可 以 卤 化

非天然底物甲基色胺和 tryptoline，而 Payne 等[49]

发现的底物宽泛型 RebH 突变体(G112S/ N470S; 
A442V)可以卤化三环色氨酸、大吲哚和咔唑。

Andorfer 等 [50] 发 现 RebH 突 变 体

(I52H/L380F/F465C/N470S/Q494R/R509Q; 
I52M/S110P/S130L/N166S/L380F/S448P/Y455
W/F465L/N470S/Q494R/R509Q; N470S)可以定

向卤化色胺的 5、6 或 7 位，随后他们还发现了

双功能融合酶系统——卤化酶 RebH 和黄素还

原酶 RebF 可以增加体内 7-Cl-Trp 的产量[51]。

除 RebH 外，来自 P. fluorescens 的 PrnA 和 S. 
albogriseolus 的 ThaL 也是应用于吲哚生物碱前

体合成的常用酶。PrnA 突变体(F103A)可以氯

化吲哚和色氨酸 2、3 和 5 位[52]，而底物宽型

PrnA 突变体(E450K)能卤化多种苯胺，且具有

较强的卤化活性[53]。Moritzer 等[23]发现 ThaL 突

变 体 (V52I/V82I/S360T/G469S/S470N) 能 卤 化

Trp的 6和 7 位。Minges 等[54]发现热稳定型 ThaL
突变体(S359G/K374L/I393V)在 25 ℃下可以高

效卤化 Trp 的 6 位。此外，Shepherd 等[28]发现

来 自 S. toxytricini 的 SttH 突 变 体

(L460F/P461E/P462T)可以氯化 Trp 的 5 和 6 位。

近，Kong 等[55]还发现双功能融合酶系统——
来自黄灰链霉菌属(Streptomyces flavogriseus)的

XanH 和来自大肠杆菌(Escherichia coli)的黄素还 
原酶 Fre 能在体外高效卤化 Trp。2018 年 Fräbel
等[56]在本氏烟草(Nicotiana benthamiana)中成功

生产了一组卤化靛蓝前体，为化石燃料资源合

成提供了一种生物技术替代方案。他们将 3 种

Trp 卤化酶(RebH、SttH 和 PyrH)和细胞色素

P450 (2A6)突变体 (L241C/N297Q)的基因与编

码细菌 Trp 酶(TnaA)的基因相结合，以吲哚代

替 Trp 为底物，使吲哚转化为卤代吲哚，而卤

代吲哚作为 P450 突变体的底物形成卤代吲哚

氧基， 终卤代吲哚氧基经植物糖基转移酶转

化为卤代靛蓝[56]。 
虽然 FDHs 的使用使得吲哚生物碱前体化

合物产量提高，但是大部分吲哚生物碱的合成

途径尚不够清晰，许多代谢酶还未知。因此，

吲哚生物碱的生物合成研究还需进一步深入。 
3.2  在肽类抗生素合成中的应用 

肽类抗生素是一类广泛存在于自然界各种

生物中的活性肽，其具有抗菌、抗病毒、抗原

虫、抑杀癌细胞以及调节免疫等作用，有望成

为继传统抗生素之后一类新的治疗药物[57–58]。

杀氯霉素 (pacidamycin)是由天蓝淡红链霉菌

(Streptomyces coeruleorubidus AB11383F-64)产
生的一种尿嘧啶肽类抗生素，其结构特殊，具

有较强的抗革兰氏阴性菌铜绿假单胞杆菌

(Pseudomonas aeruginosa)活性[59]。研究发现自

然界并不存在天然的卤化尿嘧啶肽类抗生素，

但是 Roy 等[60]发现杀氯霉素的合成酶对 Trp-7-
卤化酶具有一定的亲和力，于是他们将卤化酶

基因 prnA 引入 S. coerleorubidus 中，这使得杀

氯霉素的吲哚环 3 位发生氯化，从而获得氯酸

霉素(chloropacidamycin)。而氯化位点又易于发

生其他取代反应，这就便于对氯酸霉素进行进

一步的改造，使用温和的交联耦合方法即可合

成结构多样的天然产物。 
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FDHs 卤化反应的位点选择性有助于获得

所需的卤化天然产物。然而，当底物位点选择

特异性不高时，就会导致生成不需要的卤化和

未卤化化合物的混合物。因此，还需改善 FDHs
位点选择性或控制其反应中间体转运，增强

FDHs 合成卤化物的专一性，以期获得更多次级

代谢物的卤化类似物[61]。 

4  展望 
随着时间的推移以及研究的深入，FDHs

已经成为具有开发潜力的卤化酶，它的应用使

绿色卤化合成和天然产物活性的改善成为可

能。然而，FDHs 的酶工程尚在发展阶段，依然

有很多问题限制着它们的广泛应用，这些限制

因素包括：(1) 酶的热稳定性较差；(2) 酶的底

物范围较窄；(3) FDHs 对卤素使用的偏好性，

如现有天然 FDHs 偏好使用 Cl 和 Br，而能利用

I 和 F 的 FDHs 极为稀少。目前，通过易错 PCR
可以获得热稳定性得以大大提高的卤化酶突变

体，交联酶体的构建也能够增强卤化酶的热稳

定性。但是对于解决酶的底物范围较窄以及卤

素使用偏好性等问题还寄希望于对已知 FDHs
的深入研究、分子改造和新颖 FDHs 的发现。 

目前，大部分已知 FDHs 还缺少对它们的

关键结构和催化机制的解析，为继续深入研究

已知的 FDHs，应对以下方面予以关注：(1) 对
酶、FAD 和底物三元复合体进行解析；(2) FDHs
活性中心保守赖氨酸残基的功能以及其如何与

卤离子作用；(3) 卤化过程中中间体如何产生。 
近年来，宏基因组学的发展对 FDHs 进行

基因分析和基因筛选，为发现更多的 FDHs 基

因资源提供了可能。以 FDHs 的 N 端保守特性

设计简并引物，直接对环境 DNA 样本进行基因

筛选，可以探索新的 FDHs。Hornung 等[62]从   
6 个以酚类或吡咯为底物的 FDHs 高度保守 

区域推导出一对简并引物，并对 550 株放线菌

进行筛选，发现 103 株菌具有潜在卤化酶基因，

随后又通过构建进化树对这些卤化酶基因进化

关系进行了分析，并对具有卤化酶基因的菌株

发酵产物进行谱学分析， 终筛得了全新的卤

化物。Bayer 等[63]通过已知序列的非 Trp 卤化酶

设计了 FDHs 简并引物，在加勒比海和地中海

海绵中扩增出 36 个不同的 FDHs 基因片段，经

表达及后续分析，发现其中 4 个 FDHs 与耐药

蛋白和细菌细胞膜上的药物外排蛋白具有高度

同源性。Xiang 等[64]利用 Hornung 等[62]设计的

FDHs 简并引物，在土壤样本中筛选到一株具有

FDHs 基 因 的 游 动 放 线 菌 Actinoplanes sp. 
HBDN08，对其发酵产物进行分离并得到具有抗

氧化活性和抗肿瘤活性的 3ʹ,8-dichlorogenistein
和 8-chlorogenistein。此外，来自噬蓝体 Syn10
的具有多种底物特性的 VirX1 也是经基因筛选

方法得到的[17]。 
虽然有许多研究者使用 Hornung 等[62]设计

的简并引物从自然界中找到潜在的 FDHs，但是

由于这对简并引物是基于酚类或吲哚 FDHs 序

列推得的，所以其对使用其他底物的 FDHs 的

通用性和严谨程度还需考量。我们从 NCBI 数

据库中选择了 19 个以吲哚、吡咯、酚类和脂肪

族等为底物的 FDHs 序列(NCBI 登录号分别为：

BorH：AGI62217.1；Thal：ABK79936.1；RebH：

BAC15758.1 ； PrnA ： AAB97504.1 ； PyrH ：

AAU95674.1 ； SttH： ADW94630.1 ； Tar14：

AHH53512 ； BrvH ： EDX81295.1 ； VirX1 ：

AGH56623.1； MlbH： ETK34063.1； MalA：

AGA37261.1 ； PltM ： AAY92056.1 ； Bmp2 ：

AKJ75108.1；CndH：CAQ43074.1；ComH：

AAK81830 ； CalO3 ： AAM70353 ； CmlS ：

AAK08979.2；Mpy 16：AFP87533.1；PltA：

AAD24884.1)，取前 300 个左右的氨基酸 N 段
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保守序列进行比对，发现由 Hornung 等[62]设计

的这对简并引物在各类 FDHs 中具有较好的通

用性和保守程度，可以用于发掘各类潜在的

FDHs，这也进一步说明了 FDHs 的 N 端保守  
性为筛选新的 FDHs 提供了可能。但是，对这

19 个 FDHs 氨基酸序列构建系统发育树(图 9)，
发现 FDHs 按类别聚集，表明不同种类底物的

卤化酶序列之间存在差异，那么根据卤化酶的

底物种类重新设计引物会使得筛选结果更为严

谨。此外，在构建系统发育树时也追溯了酶的

生境来源，发现不同生境来源的酶有聚类趋向，

海洋来源的 FDHs 多为吡咯卤化酶和酚类卤化

酶，土壤来源的 FDHs 多为吲哚卤化酶(图 9)，
我们推测这与酶的环境适应性有关。 

土壤微生物是天然产物的重要来源，也是各

类 FDHs 的发掘场所，但随着对各类新药需求与

日俱增，人们开始在不同生境中进行探索。目前，

已经有越来越多的 FDHs 在海洋生境中经基因

筛选得以发现[32]。此外，沙漠、热泉、冰川、

极地等极端环境也可能是新颖 FDHs 的来源，但

目前研究相对较少，这可能与极端环境来源微生

物难培养或未培养情况以及许多未知的影响因

素相关。不过，生物信息学的发展为解决这些难

题打开了突破口。利用 Antismash 以及 NCBI 中
的蛋白分析，本实验室在分离自甘肃临泽沙漠的一

株热丁香链霉菌SPC6 (Streptomyces thermolilacinus 
SPC6)中预测到了化合物 streptochlorin 合成基因

簇以及其合成途径中的 FDH，经基因中断和基

因敲除试验验证了推测结果，但该酶的催化机制

尚待进一步研究。 
 

 
 

图 9  用 MEGA 7 构建的不同来源及不同类 FDHs 系统发育树 
Figure 9  Phylogenetic trees of different sources and types of FDHs constructed using MEGA 7 inferred by 
the neighbor-joining method. The NCBI assession numbers of each FDHs is given in parentheses. The 
numbers at the tree branch points indicate the percent bootstrap support for 1 000 iterations. The scale 
represents evolutionary distance. Different colors indicate the source of the enzyme (brown: soil; blue: ocean; 
gray: widely available). 
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未来 FDHs 酶工程还需要更为深入的研究，

运用生物信息学结合传统生物化学、分子生物学

以及酶学等方法，将可以挖掘到更多新颖的 FDHs，
也有助于更全面地理解其结构和作用机制，为

FDH 酶工程的进一步发展与应用奠定基础。 
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