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Baeyer-Villiger 单加氧酶的蛋白质改造及其催化氧化反应研究新进展 
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(a浙江大学化学系  杭州 310027) 

(b中国科学院上海生命科学研究院  上海 200031) 

摘要  Baeyer-Villiger 单加氧酶(BVMO)作为一种重要的生物催化剂, 可以催化各种有机酮/醛化合物的 Baeyer-Villiger

氧化反应, 以及一些含硫、硒、硼等杂原子底物的氧化反应. Baeyer-Villiger 单加氧酶催化的氧化反应具有选择性高、

反应条件温和、高效等优点, 已成为不可或缺的有机合成工具, 被广泛应用于各种手性化合物的合成中. 近年来利用生

物信息学分析和基因挖掘技术, 从众多微生物中找到了多种新型的 BVMO; 另外利用蛋白质工程技术对已知的野生型

BVMO 进行改造, 从而扩大底物范围, 提高热稳定性和反应活性, 改善酶的立体、区域和化学选择性. 这些都进一步扩

大了 Baeyer-Villiger 单加氧酶催化氧化反应的应用范围. 以不同底物结构的 Baeyer Villiger 氧化反应为主线, 综述了近

5 年来国内外对野生型以及蛋白质工程改造的 BVMO 催化氧化反应研究的新进展.  
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Recent Developments in Protein Engineering and Catalytic  
Oxidations of Baeyer-Villiger Monooxygenase 
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(a Department of Chemistry, Zhejiang University, Hangzhou 310027) 
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Abstract  Baeyer-Villiger monooxygenase (BVMO) is an important biocatalyst for Baeyer-Villiger oxidation of various or-
ganic ketone/aldehyde compounds, and sulfur, selenium, or boron-containing heteroatoms compounds. As an indispensable 
tool, BVMO-catalyzed oxidation displays some advantages, such as high selectivity, mild reaction conditions and high effi-
ciency, leading to wide applications into the synthesis of chiral compounds. In recent years, bioinformatics analysis and ge-
nome mining have been used to find more novel BVMOs from microorganisms. Besides natural substrates, these BVMOs can 
accept various organic compounds showing wide substrate scope. Meanwhile, protein engineering has been widely used to 
improve the catalytic performance of BVMOs, such as the expanded substrate scope, high thermostability and activity, high 
stereo-, regio- and chemo-selectivities. Based on the Baeyer-Villiger oxidation reaction with different substrate structures, the 
recent advancements in the research on the catalytic oxidation of wild type and protein-engineered BVMOs in the past five 
years are summarized. 
Keywords  Baeyer-Villiger monooxygenase; Baeyer-Villiger oxidation; biocatalysis; asymmetric synthesis; protein 
engineering 

 

酶催化合成手性化合物是当前合成化学领域的研

究热点之一. 其中Baeyer-Villiger单加氧酶(Baeyer-Villi- 

ger monooxygenase, BVMO)是一种重要的生物催化剂, 

可以催化各种有机酮/醛化合物的 Baeyer-Villiger (BV)

氧化反应, 以及一些含硫、硒、硼等杂原子底物的氧化

反应. BVMO 拥有广泛的多样性, 根据其黄素辅因子性

质不同主要分为 Type I 型和 II 型 BVMO. 其中 Type I

型属于 B 家族黄素单加氧酶, 依赖黄素腺嘌呤二核苷酸

(FAD)作为辅因子和 NAPDH 作为还原剂, 目前重组可

用的 BVMO 大多属于这一类; Type II 型属于 C 家族黄

素单加氧酶, 依赖 NADP 和黄素单核苷酸(FMN)[1]. 

BVMO 不但拥有优异的立体选择性和区域选择性, 还
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具有反应条件温和、高效、对环境友好等生物催化剂的

共同优点. 因此 BVMO 无可争议地成为绿色不对称

Baeyer-Villiger 氧化反应的最佳催化剂, 广泛用于手性

氧化产物的合成[2]. BVMO 主要参与生物体内的次级代

谢, 说明在无细胞条件下也能进行催化, 有工业应用的

潜质. 随着生物信息技术和基因挖掘技术的发展, 来自

微生物基因组的众多新型 BVMO 被发现和表征, 极大

地丰富了BVMO酶的种类和应用范围; 同时, 随着蛋白

质工程技术的不断进步, 利用理性设计、定向进化等方

法将已知的野生型 BVMO (表 1)改造成特定催化属性的

突变型 BVMO, 也是目前较为热门的研究方向, 有力地

推动了BVMO研究和合成应用的发展[3]. 以不同底物结

构的 Baeyer-Villiger 氧化反应为主线, 综述了近 5 年来

国内外对野生型以及蛋白质工程改造的 BVMO 催化氧 

表 1  BVMO 以及其来源 
Table 1  Name of BVMOs and sources 

Entry BVMO 名称 来源 中文名 

1 BVMOLepto
 Leptospira biflex  

2 CPMOComa Comamonas testosterone 环戊酮单加氧酶 

3 
4 

BVMOCm 
BVMOPp 

Cyanidioschyzon merolae 
Physcomitrella patens 

 

5 hFMO5 Human  
6 PAMO Thermobifida fusca 苯丙酮单加氧酶 
7 HAPMO Pseudomonas fluorescens ACB 4-羟基苯乙酮单加氧酶 
8 BVMO9 Rhodococcus jostii RHA1  
9 BVMO15 Rhodococcus jostii RHA1  
10 STMO Rhodococcus rhodochrous 类固醇单加氧酶 
11 BVMOAFL456 Aspergillus flavu NRRL3357  
12 BVMOAFL838 Aspergillus flavu NRRL3357  
13 BVMOAFL210 Aspergillus flavu NRRL3357  
14 BVMOAFL619 Aspergillus flavu NRRL3357  
15 BVMO4 Dietzia sp. D5  
16 CHMOJS666 Polaromonas sp. strain JS666 环己酮单加氧酶 
17 CPDMO Pseudomonas sp. HI-70 环十五酮单加氧酶 
18 CAMO Cylindrocarpon radicicola ATCC 11011 环烷酮单加氧酶 
19 OTEMO Pseudomonas putida NCIMB 10007  
20 CHMOArthro Arthrobacter sp 环己酮单加氧酶 
21 CHMOAcineto Acinetobacter sp 环己酮单加氧酶 
22 CHMOPhi1 Rhodococcus sp. Phi1 环己酮单加氧酶 
23 BVMO-P1-D08 —  
24 BVMO-CDX-003 —  
25 BVMO-P3-C07 —  
26 BVMO-P1-C06 —  
27 2,5-DKCMO Pseudomonas putida 2,5 二酮莰烷单加氧酶 
28 BVMOOcean Oceanicola batsensis DSM 15984  
29 BVMOParvi Parvibaculum lavamentivorans DSM 13023  
30 3,6-DKCMO Pseudomonas putida 3,6 二酮莰烷单加氧酶 
31 CDMO Rhodococcus ruber SC1 环十二酮单加氧酶 
32 CHMOTm Thermocrispum municipale DSM 44069 环己酮单加氧酶 
33 MtmOIV Streptomyces argillaceus 光神霉素单加氧酶 
34 PenE Streptomyces exfoliatus  
35 PntE Streptomyces arenae  
36 PtIE Streptomyces avermitilis  
37 BVMOAR Acinetobacter radioresistens  
38 FMO CcsB Aspergillus clavatus NRRL 1  
39 BVMOBo Bradyrhizobium oligotrophicum  
40 BVMOAm Aeromicrobium marinum  
41 SMO Pseudomonas putida CA-3 苯乙烯单加氧酶 
42 YMOA Yarrowia lipolytica  
43 CHMOTm Thermocrispum municipale DSM 44069  
44 BVMOAf1 A. fumigatus Af293      
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化反应研究的新进展. 

1  直链酮底物 

BVMO 催化直链酮底物的 BV 氧化, 对以生物催化

的方式生产石油工业相关产品有重大意义. 直链酮底物

的烷基链长度会影响 BVMO 对底物的接受程度, 常见

的环己酮单加氧酶(CHMO)在氧化至多 3 个碳原子的烷

基链时, 表现出高效率和高选择性[2]. Rial等[4]在2017年

发现 BVMOLepto(来源于 Leptospira biflex)能对无取代直

链酮和有支链的直链酮进行生物氧化, 优先生成正常的

内酯产物. 它可以高效转化小于 6 个碳的直链酮, 对于

碳链较长的底物(例如 2-甲基-4 辛酮、2-壬酮、4-壬酮), 

只有在较低底物浓度(0.1mg/mL)时才有较高的转化率. 

而来自真核生物的 BVMOCm(来源于 Cyanidioschyzon 

merolae)和 BVMOPp(来源于 Physcomitrella patens)对 2-

壬酮和 3-壬酮等长链酮能实现完全转化[5]. 己酮可可碱

1 是一种广泛使用的药物, hFMO5(来源于 Human)对这

种具有羰基的药物有很强的体外氧合活性, 可以将其氧

化成相应的乙酸酯, 反应具有高度的区域选择性(30∶

1)[6] (Scheme 1).  

 

图式 1   hFMO5 催化己酮可可碱的区域选择性 BV 氧化反应 

Scheme 1  Regioselective BV oxidation reaction of pentoxifyl-
line catalyzed by hFMO5 

为了提高催化效率, 工程化改造的 BVMO 也被用

于氧化直链酮底物. 例如, Mihovilovic 等[7]在 2015 年开

发了一种利用 BVMO 将乙酰丙酸酯 4 氧化为 3-羟基丙

酸 6 衍生物的方法. 其中 CPMOComa(来源于 Comamonas 

testosterone, 环戊酮单加氧酶)的F156L突变株对乙酰丙

酸酯(甲、乙、丁酯)类底物的转化率有明显的提升, 是

生物转化扩大生产过程中的最佳选择(Scheme 2). 为了

改善 CHMOAcineto(来源于 Acinetobacter sp.的环己酮单加

氧酶)转化 2-丁酮的催化活性以及对丙酸甲酯的区域选

择性, Fraaije 等[8]对酶上底物结合位点附近的多个残基

和 NADP＋结合位点进行饱和突变, CHMOAcineto 的最佳

突变株 T56S/I491A 对 2-丁酮的转化率为 73%, 产物中

丙酸甲酯的得率为 43%, 均优于野生型(26%). 后续的

研究表明, 以 2-丁醇为原料用醇脱氢酶产生丁酮并以

BVMO 转化为甲酸丁酯和乙酸乙酯的方法也是可行 

的[9]. Carvalho 等[10]在使用 PAMO(来源于 Thermobifida 

fusca 的苯丙酮单加氧酶 )四突变株 (P253F/G254A/ 

R258M/L443F)对 2-辛酮进行转化时, 其活性远超野生

型, 证明了活性位点的重塑可以改善PAMO对长链脂肪

族底物的结合.   

 

图式 2  CPMOComa催化乙酰丙酸烷基酯的 BV 氧化反应 

Scheme 2  Bayer-Villiger oxidation reaction of alkyl levulinate 
catalyzed by CPMOComa 

此外, BVMO 催化直链酮的氧化反应也被组合进细

胞内的多步级联反应中, 用于生产重要的工业酸. 2013

年, Park 等[11]利用多步酶法以油酸 7 为原料催化合成 ω-

羟基羧酸 13. 以水合酶和醇脱氢酶将不饱和脂肪酸前

体中的双键氧化为酮 ,  再使用不同区域选择性的

BVMO 催化氧化成酯, 水解后得到 α,ω-二羧酸 12 或 ω-

羟基脂肪酸 13 (Scheme 3). 2016 年他们[12]通过使用新的

脂肪酸双键水合酶和大肠杆菌细胞, 提高了脂肪酸向细 
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图式 3  通过多步酶催化反应将不饱和脂肪酸转化为 α,ω-二

羧酸或 ω-羟基脂肪酸 
Scheme 3  Conversion of unsaturated fatty acids to α,ω-dicar- 
boxylic acids or ω-hydroxy fatty acids by multi-step enzymatic 
reactions 
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胞内级联酶转运的速率, 从而实现了一锅法将植物油进

行氧化裂解, 最终转化为 C9 羧酸的级联反应, C9 羧酸

是一种潜在的抗真菌剂. 2018 年 Seo 等[13]利用 1,9-壬二

酸仲醇脱氢酶、BVMO、长链伯醇脱氢酶和醛脱氢酶成

功将脂肪酸通过酶/全细胞环境转化为工业相关的C9羧

酸(9-羟基壬酸、正壬酸等). 

2  含芳香基团的酮底物 

HAPMO(来源于Pseudomonas fluorescens ACB的4-

羟基苯乙酮单加氧酶)是最早发现对含有芳香基团的酮

类有催化活性的 BVMO[14], 其催化 3-苯基 2-丁酮(14)动

力学拆分时产物 15 的 ee 值可达 99% (Scheme 4). 2011

年, Fraaije 等[15]从微生物 Rhodococcus jostii RHA1 的基

因组中找到 22 种 Type I 型 BVMO, 其中 BVMO9(来源

于 Rhodococcus jostii RHA1) 和 BVMO15( 来 源 于

Rhodococcus jostii RHA1)与 HAPMO 的底物范围相类

似, 对多种芳香酮都表现出高活性.  

 

图式 4  HAPMO 催化 3-苯基 2-丁酮的动力学拆分反应 
Scheme 4  Kinetic resolution reaction of 3-phenyl 2-butanone 
catalyzed by HAPMO 

含芳香基团的酮类底物中, 其酮基团和芳香环的距

离对 BVMO 的催化活性也有影响. 2014 年 Opperman 

等[16]使用 BVMOAFL456、BVMOAFL838、BVMOAFL210 和

BVMOAFL619(来源于 Aspergillus flavu NRRL3357)转化 4-

苯 基 -2- 丁 酮 16 等 底 物 , 其 中 BVMOAFL456 和

BVMOAFL619 的活性随着羰基和苯环距离的增加而下降, 

而另外两种 BVMO 的活性变化则相反. 此外他们还发

现, 如果苯环的对位上有羟基或甲氧基取代, 也会导致

反应转化率下降(Scheme 5).  

 

图式 5  BVMO 催化芳香酮的 Baeyer-Villiger 氧化 
Scheme 5  Bayer-Villiger oxidation reaction of aromatic ketone 
catalyzed by BVMO 

与 HAPMO 相比, PAMO 同样可以转化芳香酮底物, 

在反应活性、立体选择性及热稳定性上都更有优势[17], 

但 PAMO 的底物范围狭窄, 一般只能接受体积小的底

物 ,  对较大的底物其反应活性和立体选择性都比较 

差[18]. 蛋白质工程可以克服 PAMO 的这种缺点, 从而扩

大其底物范围. 例如, PAMO 的 M446G 突变能接受数种

野生型 PAMO 无法转化的大体积底物, 如 1-茚酮(18). 

该突变株在催化 1-茚酮的 BV 氧化反应时, 有很高的区

域选择性, 只生成异常内酯 1-异苯并二氢吡喃酮(19) 

(Scheme 6)[19]. 此外在 PAMO 的 P253 和 L443 这两个氨

基酸残基上引入苯丙氨酸, 也能增加PAMO对一些含有

芳环的底物的活性[20]. 由于 STMO(来源于 Rhodococcus 

rhodochrous 的类固醇单加氧酶 )的活性位点结构和

PAMO 非常相似, 因此, Fraaije 和 Mattevi 等[21]推测并验

证, STMO 对 PAMO 的天然底物苯丙酮也能起到催化氧

化的作用, 针对 STMO 上疏水和亲水残基, 并结合其他

几种 BVMO 相关结构特征进行定向进化 , 筛选出

STMO 的 V72I 突变对苯丙酮的反应活性是野生型的 3

倍.  

 

图式 6  通过 PAMO M446G 催化 1-茚酮的 BV 氧化反应 
Scheme 6  Bayer-Villiger oxidation reaction of 1-indone cata-
lyzed by PAMO M446G 

除了芳香酮的 BV 氧化, BVMO 还能催化含有苯基

的醛氧化反应. BVMO4(来源于 Dietzia sp. D5)对含有苯

基的醛类具有较高的活性, 可以将 2-苯基丙醛(20)转化

为 2-苯基丙酸(21)和相应的酯产物, 酯产物最终水解生

成 1-苯基乙醇(22), 底物低浓度时生成等量的酯和酸, 

高浓度时反应趋向于生成酯, 而使用 4 倍量的酶时, 产

物趋向于生成酸(Scheme 7). 除此之外, BVMO4 还能氧

化长链的脂肪醛, 例如辛醛和癸醛[22].  

 

图式 7  BVMO 催化 2-苯基丙醛的 BV 氧化  
Scheme 7  Bayer-Villiger oxidation reaction of 2-phenylpro- 
pionaldehyde catalyzed by BVMOs 

3  单环及双环类酮底物 

3.1  单萜类底物 

单萜是高性能再生聚合物的单体原料 [23], 在

BVMO 生物氧化研究中, 往往用于酶的区域选择性研

究(Scheme 8). 许多野生型的 BVMO 本身就拥有很高的
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区域选择性 , 往往只生成一种区域异构体 . 例如 , 

CHMOJS666(来源于 Polaromonas sp. strain JS666 的环己

酮单加氧酶)能缓慢将(＋)-香芹酮 23 完全转化为相应的

异常内酯(0∶100)[24]. CPDMO(来源于 Pseudomonas sp. 

HI-70 的环十五酮单加氧酶)在转化这类底物时, 几乎只

产生一种区域异构体, 并有着优异的立体选择性(ee＞

99%). 其中(－)-薄荷酮 24 是首次被 BVMO 转化, 只生

成 正 常 的 产 物 [25]. CAMO( 来 源于 Cylindrocarpon 

radicicola ATCC 11011 的 环 烷 酮 单 加 氧 酶 ) 和

OTEMO(来源于 Pseudomonas putida NCIMB 10007)在

转化这类底物时, 后者有更强的区域选择性, OTEMO

在转化(－)-二氢香芹酮(25)和(＋)-薄荷酮(26)时只产生

正常内酯产物[26].  

 

图式 8  BVMO 催化萜烯酮的区域选择性氧化 
Scheme 8  Regioselective oxidation reaction of terpeneone cat-
alyzed by BVMO 

在许多情况下, BVMO 缺乏完美的区域选择性. 

BVMO 催化氧化的区域选择性主要取决于活性位点的

手性环境和迁移取代基的电子效应, 对活性位点的残基

进行突变, 可以改进 BVMO 的区域选择性. Bornscheuer

等[27]利用理性设计得到 CHMOArthro 的 F299A/F330A/ 

F485A 突变株来转化(＋)二氢香芹酮 27, 使底物倒置结

合, 产物中正常和异常内酯的比例为 99∶1, 而野生型

酶只生成异常产物. 为了证明这种设计的适用性, 他 

们[27]又将突变引入有相似活性位点的 CHMOAcineto, 从

中筛选出 CHMOAcineto F246V/F277A/F432A 突变株, 这

种突变株只产生异常内酯(0∶100), 再次完全反转了相

应野生型酶的区域选择性(Scheme 9). 类似的区域选择

性反转的结果在 CHMOPhi1(来源于 Rhodococcus sp. 

Phi1)酶中也得以实现, 野生型 CHMOPhi1 催化时只形成

异常产物, 而 CHMOPhi1 F299A/F330A/F485A 突变株则

只生成正常产物[23].  

3.2  环丁酮及其衍生物 

环丁酮类底物是少数几种仅使用过渡金属催化 BV

氧化即可获得高立体选择性产物的底物[28], 相应的酯

产物具有广泛的生物学特性, 可用作香料和香气成分以 

abnormal normal

CHMOArthro F299A/F330A/F485A

CHMOArthro

CHMOAcineto F246V/F277A/F432A

CHMOAcineto

CHMOPhil

CHMOPhil F299A/F330A/F485A

O
O

O
O

O

+BVMO

27

O2+NADPH H2O+NADP+

28 29

normal
29
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28

 

图式 9  几种CHMO及其突变株催化(＋)二氢香芹酮的BV氧

化反应 
Scheme 9  Bayer-Villiger oxidation reaction of (＋)-dihydro- 
carvone catalyzed by CHMO and variants 

及生物燃料, 也是合成很多具有复杂结构的天然产物的

重要中间体. 使用BVMO转化前手性环丁酮, 过程更环

保 , 适用性也更高 . 来自美国 Codexis 公司的 6 种

BVMO[29]和 CHMOJS666
[24]可以催化 3-取代环丁酮的去

对称反应获得 γ-丁内酯衍生物 , 其中 BVMO-CDX- 

003[29]转化 3-取代环丁酮时获得 R 构型产物(ee＝98%), 

而 BVMO-P3-C07[29]和 BVMO-P1-C06[29]则主要生成 S

构型产物[29]. Mihovilovic 和 Bornscheuer 等[26]在 2016 年

以 1,3-丁二烯为起点, 用CAMO和OTEMO催化 3-取代

前手性环丁酮的去对称氧化反应, 最终生成(R)-(－)- 

Taniguchi 内酯(30) (Scheme 10).  

 

图式 10  以 1,3-丁二烯为起点通过 BVMO 生成 Taniguchi 内

酯 
Scheme 10  Synthesis of taniguchi lactone by BVMO with 1,3- 
butadiene as the starting material 

3.3  环己酮及其衍生物 

环己酮及其衍生物是非常重要的化工原料, 也是目

前 BVMO 研究中使用最广泛的底物之一.  

3.3.1  4-取代环己酮 

4-取代环己酮本身并无手性, 但在 BVMO 催化的

去对称氧化过程中能生成手性产物. 通过对 BVMO 酶

的特定位点进行定向进化可以增强或逆转 BVMO 的立

体选择性. 2004 年由 Reetz 等[30]首次报道了相关研究. 

他们利用 CHMO 突变株 F432S 催化 4-羟基环己酮, 反
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应的立体选择性由野生型的 ee＝9% (R)翻转至 ee＝79% 

(S). 之后他们通过 4-甲基-环己酮[31]和 4-羟基-环己酮的

QM/MM计算研究探讨了BVMO的催化机理, 发现反应

的立体选择性可能与去质子化的黄素氢过氧化物以及

阴离子形式的 Criegee 中间体有关[32]. 许多天然与非天

然有机烯烃化合物, 其相应的双键具有 E-或 Z-构型. 

Reetz等发现野生型CHMOAcineto在全细胞环境下催化 4-

亚甲基环己酮衍生物 31 的去对称反应时, 产物中 E 构

型和 Z 构型比例为 96∶4. 之后他们通过 3 轮的 ISM 

(Iterative Saturation Mutagenesis, 迭代饱和突变)进化策

略, 筛选出最佳 CHMOAcineto 的突变株 F432I/T433G/ 

L143M/F505C, 它能完全反转这类底物的立体选择性

(E∶Z＝4∶96), 同时其转化率可达 98%[33] (Scheme 11). 

PAMO 野生型无法接受 4-取代环己酮作为底物, 通过定

向 进 化 筛 选 出 来 的 PAMO (I67A/R258A/A442P/ 

S444A/P286R/L443F/Y502F)突变株可以催化 4-(溴代亚

甲基)-环己酮, 4-甲基环己酮的去对称反应[34], PAMO 的

Q93N/P94D 突变株在转化 4-烷基环己酮时也展现出很

高的对映选择性[35]. 此外例如 CAMO[26]、CHMOJS666
[24]、

CPDMO[25]以及 OTEMO[26]这些野生型 BVMO 也都能

催化 4-取代环己酮的去对称反应, 并具有优异的立体选

择性, 其中OTEMO在转化4-甲酸乙酯-环己酮时, 可以

获得 ee 值＞96%的立体选择性, 超越所有已知野生型

BVMO[26].  

 

图式 11  由CHMOAcineto及其突变株催化4-亚甲基环己酮衍生

物的去对称反应 
Scheme 11  Diastereoselective desymmetrization of 4-methyl- 
ene cyclohexanones by WT CHMOAcineto and mutants 

3.3.2  2-取代环己酮 

通过 BVMO 催化 2-取代环己酮的动力学拆分反应, 

能提供高纯度的手性内酯产物. 与上述 4-取代环己酮类

似, 通过对活性位点周围的特定残基进行定向进化可以

控制拆分反应的立体选择性. Reetz 等[35]在 2010 年根据

变构效应对 PAMO 远离底物结合口袋的位点进行饱和

突变, 经筛选 400 个突变株得到 PAMO Q93N/P94D 突

变株, 这种突变株在催化 2-取代环己酮的不对称动力学

氧化拆分反应时有优异的立体选择性. Berghuis 等[36]在

2014年发现CHMO W492A突变株在转化2-取代环己酮

时比起野生型有更高的(S)-构型立体选择性. 与 Fre(来

源于 Escherichia coli 的黄素还原酶 )共同表达的

2,5-DKCMO (2,5 二酮莰烷单加氧酶)在转化 2-苯基环己

酮时, 其选择性因子 E＞200(R)[37]. CHMO 的热稳定型

突变株 DS4 (Y411C, A463C)对 2-甲基环己酮进行拆分

时能得到 98% (R)的底物 ee 值, 远超野生型的立体选择

性[38]. 此外 CPDMO[25]、CAMO[26]以及 OTEMO[26]这些

野生型 BVMO 也能催化 2-取代环己酮的动力学拆分反

应, 后 2 种酶的转化产物优势构型相同, 但 CAMO 的立

体选择性更佳.  

3.3.3  其他环己酮衍生物  

ε-己内酯 36是一种非常重要的工业原料, 广泛用于

聚合物生产, 每年产量可达数万吨. 化学法通常用过氧

乙酸作为氧化剂进行生产, 但存在有毒性并在生态学和

安全性上有诸多缺点. 近几年 Gröger, Bornscheuer 和

Liese 等课题组聚焦于此, 发明了一系列以环己醇为起

点生产 ε-己内酯 36 的级联反应(Scheme 12). 通过使用

PDH( 多 元 醇 脱 氢 酶 )[39] 、 ADH( 醇 脱 氢 酶 )[40] 和

LK-ADH(来源于 Lactobacillus kefir 的醇脱氢酶)等酶催

化剂[41], 利用空气中的氧气可以将环己醇 34 氧化为环

己酮 35, 同时将NADP＋还原为NADPH, 再使用CHMO

将环己酮氧化为 ε-己内酯衍生物. 该过程不需要额外的

共底物进行辅因子再生 . 2015 年 , 他们 [42]又利用

CAL-A(南极假丝酵母的脂肪酶 A)使 ε-己内酯衍生物开

环聚合 , 有效地解决了产物抑制的问题 . 2017 年 , 

Rudroff等[43]建立了Michaelis-Menten参数的模型, 证明

了这个级联反应的瓶颈在于反应中 BVMO 的活性. 而

Kohl 等[44]在这类级联反应中对 CHMO 和 ADH 使用共

表达策略, 比起单独表达能实现更高效的辅因子循环, 

从而获得更高的转化率.  

 

图式 12  以环己醇为原料利用醇脱氢酶和CHMO生产 ε-己内

酯的多步酶法级联反应 
Scheme 12  Multi-step cascade reaction using cyclohexanol as 
starting material to produce ε-caprolactone by ADH and CHMO 

一般来说, 烯酮不会被 BVMO 转化, Alphand 等[45]

在 2014 年发现 2 种新型 BVMO 可以转化烯酮为不饱和

内酯 . BVMOOcean(来源于 Oceanicola batsensis DSM 

15984)可以在环己(庚、辛)烯酮 38 的羰基与非烯属碳原

子之间插入氧原子, 生成共轭烯内酯 37, 而 BVMOParv 

(来源于 Parvibaculum lavamentivorans DSM 13023)则
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可以在羰基和双键之间插入氧原子生成烯醇内酯 39 

(Scheme 13). 另外这两种酶在全细胞环境中转化3-甲基

环己酮和 4-甲基环己酮获得高光学纯度的内酯产物(ee 

98%).  

 

图式 13  BVMOOcean和 BVMOParv对 α,β不饱和环酮的生物转

化 
Scheme 13  Biotransformation of α,β-unsaturated cyclic ketones 
catalyzed by BVMOOcean and BVMOParvi 

α,α-二烷基环酮的 BV 转化具备生成季碳手性中心

内酯的潜力. Procter 等[46]发明了一种以 CHMOAcineto 作

为催化剂, 对带有 α-季碳手性中心的外消旋五元或六元

环酮 40 进行动力学拆分的反应. 这种反应同时具备高

立体选择性和化学选择性, 可以用于生产含有季碳手性

中心的不饱和内酯, 并通过 SmI2 介导的环化作用生成

高立体选择性的 1,4-环庚 (辛 )二醇 42 (ee＞99%) 

(Scheme 14).  
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图式 14  具有 α-季碳手性中心的外消旋环酮在 CHMOAcineto

和 SmI2的催化下生成 1,4-环庚(辛)二醇 
Scheme 14  A biocatalytic-chemical approach to complex, me-
dium-sized cycloheptane/cyclooctanone-1,4-diol 

3.4  双环酮底物 

3.4.1  莰酮及其衍生物 

莰酮是一种双环单萜类的化合物, 在自然界存在 2

种对映异构体, (＋)莰酮 43 来源于樟树, (－)莰酮 44 可

在植物精油中发现. 目前已知有三种 BVMOs 参与莰酮

降解途径, 分别是 2,5-DKCMO (2,5-二酮莰烷单加氧

酶)、3,6-DKCMO 酶(3,6-二酮莰烷单加氧酶)以及

OTEMO. 前 2 者属于 Type II 型的 BVMO, 这类 BVMO

的辅因子是比起 NADPH 便宜很多的 NADH, 因此有较

高的工业应用价值 [ 1 ] .  其中 2,5 -DKCMO 能转化 

(－)莰酮 44, 但转化率不如(＋)莰酮 43, 而 3,6-DKCMO

在转化这 2 种底物时差异不大, 对(－)莰酮 44 转化率要

稍好一些[47]. 而 OTEMO 对(＋)莰酮 43 的转化率高于

(－)莰酮 44[37]. 除此以外, CDMO(来源于 Rhodococcus 

ruber SC1 的环十二酮单加氧酶)[48]和 CAMO[49]也能转

化这类底物, 前者还能转化降樟脑 45, 且有优异立体选

择性.  

对 BVMO 和相关辅酶基因采取共表达策略, 是一

种增强反应活性的手段. 例如, Lau 等[37]在 2013 年将来

自 2,5-DKCMO 和 3,6-DKCMO 的 3 个关于莰酮降解的

功能性基因和 Fre 的基因串联, 在无细胞环境下转化

(＋)莰酮 43/(－)莰酮 44, 发现 2,5-DKCMO 的反应活性

增加了近 20 倍. 而将 Fre 基因与 2,5-/3,6-DKCMO 共表

达, 能显著增强这 2 种酶对莰酮和降樟脑的转化能力, 

但如将 2 种基因融合到同一个阅读框架进行表达, 则会

降低转化率[50].  

 

3.4.2  双环[3,2,0]-庚-2-烯-6-酮 

消旋双环[3.2.0]-庚-2-烯-6-酮(46)是一种常用于研

究 BVMO 的立体和区域选择性的经典底物(Scheme 15). 

该底物不容易发生副反应, 以插入氧原子位置不同而产

生普通/异常产物的比例来衡量酶的区域选择能力(表

2).  
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图式 15  BVMO 催化双环[3,2,0]庚-2-烯-6-酮发生 BV 氧化反

应 
Scheme 15  Bayer-Villiger oxidation reaction of bicyclo[3,2,0]- 
hept-2-en-6-one catalyzed by BVMOs 

野生型PAMO在转化这种底物时, 产物中正常内酯

48 和异常内酯 47 的比例约为 3∶1. 而 PAMO 的

A435Y、A442G 和 Q152F 这 3 种突变株[19]则展示了与    
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表 2  各种 BVMO 催化[3.2.0]-庚-2-烯-6-酮的 BV 氧化反应区域选择性 
Table 2  Regioselectivity of Bayer-Villiger oxidation of [3.2.0]-hept-2-en-6-one catalyzed by BVMOs 

Entry BVMO 46 Conv./% n∶aa Ref. 

1 CHMOAcineto rac-46 ＞99 60∶40 [38] 
2 CHMO DS2 (N286C, A293C) rac-46 87 60∶40 [38] 
3 CHMO DS3 (T415C, A463C) rac-46 ＞99 60∶40 [38] 
4 CHMO DS4 (Y411C, A463C) rac-46 28 65∶35 [38] 
5 CHMO T415C rac-46 ＞99 62∶38 [38] 
6 CHMOTm rac-46 100 49∶51 [54] 
7 BVMOAFL210 rac-46 56 87∶13 [16] 
8 BVMOAFL456 rac-46 53 94∶0 [16] 
9 BVMOAFL838 rac-46 — 62∶13 [16] 
10 PAMO  rac-46 — 73∶27 [19] 
11 PAMO Q152F rac-46 — 30∶70 [19] 
12 PAMO A435Y rac-46 — 29∶71 [19] 
13 PAMO A442G rac-46 — 30:70 [19] 
14 PAMO Q152F/S441A/A442G rac-46 — 23∶77 [19] 
15 STMO rac-46 — 65∶35 [55] 
16 PASTMO rac-46 — 66∶34 [55] 
17 PACHMO rac-46 — 39∶61 [55] 
18 PAMEMO1 rac-46 — 76∶24 [55] 
19 2,5-DKCMO-1-Fred rac-46 100 57∶43 [37] 
20 2,5-DKCMO-2-Fred rac-46 100 52∶48 [37] 
21 3,6-DKCMO-Fred rac-46 53 40∶60 [37] 
22 2.5-DKCMO rac-46 — 57∶43 [37] 
23 OTEMO rac-46 ＞90 70∶30 [26] 
24 CAMO rac-46 ＞90 53∶47 [26] 
25 CPMO rac-46 ＞90 97∶3 [26] 
26 BVMOCm (＋)-46 100 73∶27 [5] 

 BVMOCm (－)-46 100 88∶12 [5] 
27 BVMOPp (＋)-46 100 76∶27 [5] 
 BVMOPp (－)-46 66 62∶4 [5] 

28 BVMOPp Y160H (＋)-46 100 72∶28 [5] 
 BVMOPp Y160H (－)-46 100 95∶5 [5] 

29 OTEMO (－)-46 — 51∶49 [52] 
30 OTEMO F255V/F443V rac-46 95 91∶9 [52] 
31 OTEMO W501A (－)-46 — 3∶97 [52] 
32 BVMOLepto rac-46 94 50∶50 [4] 

a n: Normal product, a: Abnormal product. 

野生型相反的区域选择性(48∶47＝1∶3), 其中 PAMO 

A435Y 转化所得的异常产物 47 还有着优异的立体选择

性(ee 90%). 而 CHMO[51]、PAMO 的 V54I 和 I67T 突变

株 [19]、CAMO[26]以及 BVMOLepto(来源于 Leptospira 

biflex)[4]等酶则是等量产生 2 种区域异构产物(1∶1). 此

外, OTEMO 的 F255A/F443V 突变株在转化这种底物时

能产生 90%的正常产物 48, 而 W501V 突变株能产生

98%的异常产物 47, 这 2 种突变株大幅提升了 OTEMO

的区域选择性(野生型为 1∶1)[52]. 现如今测序和生物信

息技术逐渐发展成熟, 大量新型的 BVMO 已经被发现, 

这种底物也用于判断微生物是否有 BVMO 活性. Al-

phand 等[53]在 2015 年使用来自 46 个属的 107 个真菌来

转化该底物, 发现其中 86 种有活性, 证明在真菌中

BVMO 基因序列是普遍存在的. 

4  多环以及大分子底物 

多环酮及大分子底物往往是生产抗生素以及激素

的原料或前体. 研究这类化合物的生物转化, 可以为药

物研发和生产提供技术支持. Kurina-Sanz 等[56]在 2016

年发现一种曲霉属的微生物(A. parasiticus)可以转化脱

氢表雄甾酮(DHEA) 49, 通过 D 环的 BV 氧化反应形成

内酯产物, 也可以通过生物氧化途径降解可的松 51 的

侧链, 完全转化为肾上腺甾酮 52, 这说明该微生物中应

该有 BVMO 活性(Scheme 16).  

Rohr 等[57]在 2013 通过分析对比 MtmOIV(来源于

Streptomyces argillaceus ATCC 12956 的光神霉素单加氧

酶)的晶体结构后, 将底物识别和催化相关的位点逐一

突变为丙氨酸, 在转化前光神霉素 B (Premithramycin  
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图式 16  微生物 A. parasiticus 催化 DHEA 与可的松的转化 
Scheme 16  Transformation of DHEA and Cortisone catalyzed 
by A. parasiticus growing cells. 

B) 53 时, 发现 P84A 和 F89A 突变相比野生型分别提高

了 1.5 和 5 倍的催化活性, 而 P84A/F89A 突变的催化活

性只能提高 3 倍, 这说明合并多个位点的优势突变其催

化特性未必优于单个位点的优势突变.  

 

Zhu 等[58]在 2015 年利用 1-脱氧-11-氧代戊酸(1- 

deoxy-11-oxopentalenic acid) 54 来考察 PenE(来源于

Streptomyces exfoliatus) 、 PntE( 来 源 于 Streptomyces 

arenae)以及 PtlE(来源于 Streptomyces arenae)的区域选

择性, 前 2 种 BVMO 主要生成异常内酯产物(戊烯内酯

D, 55), 而 PtlE 则生成正常内酯(新戊烯内酯 D, 56). 此

外他们利用理性设计得到 PntE 的 13 种突变株, 发现其

中最佳的突变株 L185S 能逆转野生型 PntE 的区域选择

性, 生成正常内酯(Scheme 17).  

亚胺培南(Imipenem) 57 是一种碳青霉烯类的抗生

素, 通过检测 NADPH 消耗实验, 确认了 BVMOAR(来源

于 Acinetobacter radioresistens)可以转化这种 D 环上带

有 N 和 S 元素的底物. 亚胺培南会因碳青霉烯环的 BV

氧化而插入氧原子, 从而失去抗生素特性, 它是除四环

素以外第二种可以用 BVMO 灭活的抗菌素(Scheme 

18)[59]. 

细胞松弛素 E (Cytochalasin E) 63 是一种血管生成

抑制剂, 2011 年 Tang 等[60]在微生物 Aspergillus clavatus 

NRRL 1 的序列中找到可能参与细胞松弛素生物合成的

ccs 基因簇, 其序列和 CPDMO 表现出高度的同一性

(41%)且有 BVMO 的指纹序列, 于是假定 FMO CcsB(来 
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图式 17  PtlE 和 PntE 及其突变株催化 1-脱氧-11-氧代戊酸的

区域选择性氧化 
Scheme 17  Regioselective oxidation of 1-deoxy-11-oxopen- 
talenicacid catalyzed by wild type PtlE, PntE and L185S mutant 
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图式 18  BVMO 催化亚胺培南的区域选择氧化反应 
Scheme 18  Regioselective oxidation of imipenem catalyzed by 
BVMO 

源于 Aspergillus clavatus NRRL 1 ccs 生物基因簇)的催

化能力与CPDMO相似, 这种BVMO可能导致两个连续

的 BV 氧化, 从而生成细胞松弛素 E 63 (Scheme 19). 

2014 年, 他们[61]通过 FMO CcsB 催化细胞松弛素 Z16

的转化, 证实了上述假设. FMO CcsB 的发现提供了将

酮转化为碳酸盐的潜在合成策略.  

5  含杂原子底物 

BVMO 除了催化羰基的亲核氧化以外还能实现杂

原子的亲电氧化[62], 主要以含硼、硒、硫等杂原子的有

机化合物为主. 酶催化杂原子底物有机反应一般分为 2

种, 在杂原子处发生酶促转化, 以及在有机底物的其他

官能团中发生酶促转化, 本综述中主要讨论前者.  

5.1  含硼有机化合物 

早在 1985 年, Walsh 等[63]就发现了 Type I 型的

BVMO 可以转化含硼有机化合物. Gonzalo 等[64]相继发

现了 PAMO 可以将苯基硼酸氧化成苯酚, HAPMO 可以

氧化多种含硼苯乙酮衍生物、乙烯基硼化合物以及外消

旋含硼化合物[62]. PAMO 在转化 3-取代的含硼苯乙酮衍

生物时, 硼氧化要优先于酮的 BV 氧化和环氧化[65].  
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图式 19  BVMOs 参与细胞松弛素 E 的生物合成途径 
Scheme 19  Involvement of BVMOs in the biosynthetic path-
ways of cytochalasin E 

Fraaije 等[66]在 2011 年开发了一种以非手性芳族、乙烯

基硼化合物以及外消旋硼化合物作为底物 , 利用

BVMO 对其中的碳硼键进行氧化并通过消除硼酸来得

到相应醇的方法. 在利用 PAMO 及其 M446G 突变株进

行催化时, 所有底物都产生了硼氧化反应, 仅 4-取代的

底物出现了酮的 BV 氧化, 而使用 HAPMO 则同时观察

到 2 种氧化反应的发生, CHMO 倾向于碳硼键氧化, 但

反应活性低下. 另外 PAMO 在有机含硼化合物 64 的动

力学拆分中, 在无细胞环境且 pH 为 7.5 的条件下, 产物

65的 ee值可达91% (S) (Scheme 20). 关于有机硼化合物

生物转化的报道相对比较少, 主要是因为这些化合物可

能对酶产生抑制作用[67].  

 

图式 20  PAMO 催化含硼化合物的动力学拆分 
Scheme 20  Enzymatic kinetic resolution of racemic boron- 
compounds catalyzed by PAMO 

5.2  含硫有机化合物 

通过化学方法很难实现硫醚的选择性亚砜化, 因此

酶介导的选择性亚砜化在过去几十年来都是有机化学

家关注的热点之一[65]. 该反应的主要问题是如何避免

进一步氧化生成无手性的砜(Scheme 21)[68]. 苯烷基硫

醚作为含硫的模型底物, 能够通过 BVMO 转化为相应

的亚砜和砜 , 广泛地用于 BVMO 研究中 . 例如 , 

BVMOAFL210
[16]、BVMOAFL619

[16]和 BVMO4[22]对这类底

物都有较强的活性 , 但其催化属性各有不同 . 其中

BVMOAFL210 能进一步将产生的亚砜氧化为相应的砜, 

而 BVMO4 则优先选择未取代的芳族硫化物, 除此以外

也能转化在对位(甲基, 氟)或间位(氯)上含有小取代基

的底物[22]. Bornscheuer 等[69]在 2017 年发现一种新的

BVMO, 即 YMOA(来源于 Yarrowia lipolytica), 它对硫

醚和亚砜都有转化能力, 甚至可以转化 DMSO. 对其进

行理性设计得到的 YMOA V121T 突变株能够增加砜产

物的形成, 而 YMOA C480F 和 YMOA A483L 突变株则

只产生亚砜产物. 表明可以通过对 BVMO 的理性设计

来控制硫醚类底物在反应中的氧化程度.  

 

图式 21  BVMO 催化硫醚类化合物的氧化反应 
Scheme 21  Heteroatom oxidation reaction of thioethers cata-
lyzed by BVMOs 

苯甲基硫醚 66 体积相对较小, 一些野生型 BVMO

对这种底物本身就有很强的活性和立体选择性. 例如, 

CHMOTm(来源于 Thermocrispum municipale DSM 44069

的环己酮单加氧酶)在转化这种底物时主要生成 R 构型

产物 (ee 97%)[70], 而 BVMOAf1(来源于 A. fumigatus 

Af293)在转化这种底物时产率较高(3 h 后转化 88%), 只

生成 S 构型亚砜(ee＝99%)[71]. CHMOAcineto和 FDH(甲酸

脱氢酶)共表达时, 显著提高了细胞对NADPH的再生能

力, 获得高立体选择性的亚砜产物(ee 99%)[72]. 但有些

BVMO, 如 PAMO, 对硫醚氧化的选择性并不好, 一般

都得到低 ee 值甚至消旋的产物[22], 因此也涌现出许多

通过定向进化和理性设计来改进 BVMO 对硫醚类底物

立体选择性的研究. 例如, Reetz 等[73]在 2014 年将 ISM

策略用于PAMO的定向进化, 提高其对硫醚类底物的立

体选择性 . 在筛选结果中发现 PAMO I67Q/P440F/ 

A442N/L443I 突变株转化苯甲基硫醚 66 和其他硫醚时

能获得高立体选择性的 R 构型亚砜产物(ee＞95%). 值

得注意的是, 构成这 4 倍体突变的 4 种单倍体 PAMO 突

变株都是 S 构型选择性的, 而这个 4 倍体突变的转化产

物则是 R 构型, 再次证明了同一催化属性的突变集中后

其作用未必是叠加的. 另外以PAMO为骨架进行亚域交

换产生的嵌合酶 PASTMO[55]和 PAMEMO1[55], 与野生
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型 STMO 相比, 在转化苯甲基硫醚 66 时也体现出了更

高的立体选择性.  

通过调整 BVMO 底物结合位点附近的氨基酸残基, 

可以让改造后的酶转化原本野生型无法接受的大体积

底物, 从而扩大底物谱. 例如, PAMO M446G[19]、PAMO 

M446A[74]以及 PAMO I67S 突变株[74], 这三种 PAMO 突

变株通过将活性位点附近的氨基酸残基突变为体积较

小的氨基酸, 减小了空间位阻, 使其能够转化像苄基苯

基硫醚 67 这样的大体积底物, 并有着优异的立体选择

性[55]. SMO(来源于 Pseudomonas putida CA-3 的苯乙烯

单加氧酶)对硫醚类底物本身就有较高的立体选择性, 

但其对苯并[b]噻吩 68 和 2-甲基苯并[b]噻吩 69 这 2 种

底物的反应速率极低, 可能是因为这 2 种底物有较强的

刚性和更大的杂环结构. 而这种酶的工程酶 SMO R3-11

上的 β 链在酶构型上有显著的变化, 改变了活性位点, 

扩大了结合口袋, 其转化这 2 种底物的活性分别是野生

型 SMO的 10.1倍和 5.6倍[75]. 此外, 利用Type I BVMO

指纹序列对微生物基因组进行基因挖掘发现的

BVMOBo( 来 源 于 Bradyrhizobium oligotrophicum) 和

BVMOAm(来源于 Aeromicrobium marinum)也对多种体

积庞大的前手性硫醚(如吡唑硫醚等), 具有出色的立体

选择性和活性[76].  

5.3  含硒有机化合物 

受到硫化物立体选择性氧化的启发, 并考虑到硫和

硒类似的化学性质, BVMO 研究也进一步拓展到含硒有

机化合物. Brondani 等[77]在 2011 年发现 PAMO 在转化

一些对位和间位含硒的苯乙酮衍生物时, 发现底物的酮

部分保留完整, 主要生成相应的硒亚砜. 次年, 他们通

过 PAMO 催化芳环中没有取代基的有机硒苯乙基化合

物 70 动力学拆分反应, 获得了 ee 值高达 98％的 S 构型

底物(Scheme 22)[78].  

 

图式 22  PAMO 催化的含硒芳香化合物的动力学拆分反应 
Scheme 22  Oxidative kinetic resolution of selenium-containing 
aromatic compounds catalyzed by BVMOs 

6  总结与展望 

综上所述, 随着近年来 BVMO 相关研究的不断深

入, 其催化的反应类型不断得到扩展, 底物结构也日渐

丰富, BVMO 的催化活性和立体选择性都得到了显著提

高. 特别是, 通过 BVMO 的特征序列从各类微生物

DNA中快速筛选可能存在的BVMO序列, 并通过克隆、

重组等方法获取的新型 BVMO 不断涌现. 随着越来越

多 BVMO 的晶体结构被构建, 基于晶体结构分析以及

生物计算的理性设计已经成为研究的主要方向, 用于改

进野生型 BVMO. 虽然 BVMO 在选择性、反应条件绿

色化和催化效率等方面优于传统的化学氧化, 但要在工

业领域大范围应用还存在诸多困难. 由于 BVMO 对辅

因子的依赖性, 在有机合成中利用BVMO变得复杂, 特

别是在无细胞环境下利用纯酶进行反应时, NAD(P)H 的

消耗成为一项不得不考虑的成本因素, 发展新的辅酶再

生系统, 利用相对低廉的辅助底物来再生 NAD(P)H 将

是非常重要的课题; 而通过全细胞环境介导的生物转化

中, 减少反应的副产物, 寻找更廉价的诱导剂以及进一

步提高酶的活性, 也是今后探索的方向; 除此之外, 还

存在酶稳定性不足以及底物/产物抑制作用等其他问题. 

因此, 随着环境友好型工艺取代传统化学工艺的迫切性

不断增加, 未来如何将实验室规模的 BVMO 研究成果

放大到大规模工业生产中将是一个非常有价值的挑战.  
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