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摘要： 甾体类药物具有重要生理功能， 在传统中药与现代医学中均占据重要地位。 许多中药， 如薯蓣、 熊胆、 蟾酥

等， 富含甾体类活性成分， 衍生药物包括维生素 Ｄ、 甾体激素、 胆汁酸类药物， 展现出抗炎、 免疫调节、 降血脂等多

种药理活性。 传统甾体类药物的生产依赖化学合成和动植物提取， 但存在合成过程复杂、 成本高、 资源有限等问题。
目前， 生物合成逐渐成为一种替代方案。 本文聚焦甾体类药物生物合成的研究进展， 重点总结了维生素 Ｄ３、 雄烯二

酮、 牛磺熊去氧胆酸的合成路径， 阐述了代谢途径与关键酶的挖掘、 酶工程改造、 代谢工程优化、 发酵工艺改进的研

究成果。 同时， 对尚未开发的珍稀甾体类化合物在生物合成领域的未来发展方向进行了展望， 以期为其进一步发展提

供参考。
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　 　 甾体类化合物是许多中药的关键活性成分。 夹竹桃中

的植物强心苷可用于治疗心力衰竭； 蟾蜍二烯酸类化合物

是名贵中药蟾酥的主要成分， 具有抗肿瘤、 强心作用； 熊

胆中的胆汁酸类化合物可护肝利胆； 薯蓣中的甾体皂苷是

甾体激素药物的重要前体； 人参、 三七等药材富含甾体皂

苷， 具有抗肿瘤、 心脑血管保护作用。 此外， 维生素 Ｄ、
甾体生物碱、 昆虫激素等甾体化合物广泛存在于中药中，
具有抗炎、 免疫调节、 降血脂等活性。 这些化合物为现代

药物开发提供了重要的分子基础。
甾体类药物获取方法主要包括从天然产物中提取、 化

学合成、 生物合成。 天然提取方法虽然纯度较高但是产量

有限； 化学合成甾体类化合物存在生产成本高、 工艺复杂、
环境污染等问题。 如以薯蓣皂素等天然甾体为原料制备雄

烯二酮的半化学合成法， 该法合成步骤长， 生产效率低，
污染严重［１］ 。 生物合成方法通过生物技术手段生产甾体类

化合物， 具有绿色环保、 可持续发展的优势， 从而备受

关注。
目前， 甾体类药物的生物合成主要方法有 ２ 类， 第一

类是利用廉价且易得的天然原料为底物， 通过酶促反应或

全细胞催化技术将其高效转化为目标化合物； 第二类则针

对底物获取困难的情况， 采用从头合成技术， 利用宿主细

胞的自身代谢产物合成目标化合物。 本文旨在综述典型的

甾体药物的生物合成， 通过对现有研究成果的系统整理与

分析， 以期为更多甾体类药物的生物合成研究提供借鉴。
１　 代表性甾体类药物

１􀆰 １　 生物转化

１􀆰 １􀆰 １　 甾体激素　 目前， 大部分的类固醇激素类药物的合

成策略都是先采用生物合成法得到中间体， 再通过化学修

饰法得到终产物。 Ｃ⁃１９ 中间体可用于化学合成几乎所有种

类的类固醇激素， 过程见图 １。 而其中研究较为广泛的就

是雄烯二酮。

图 １　 甾体激素药物生物合成途径
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雄烯二酮属于天然类固醇， 它是大多数药用活性类固

醇生物合成中的前体化合物， 是应用最广泛的 Ｃ⁃１９ 中间体

之一［２］ 。 全球雄烯二酮化合物的市场规模极大， 因此， 从

更廉价的甾醇底物生产雄烯二酮具有巨大的商业潜力。 而

植物甾醇因其较低的成本及易于转化为类固醇中间体的特

点， 已成为首选底物， 其中豆甾醇、 β⁃谷甾醇、 菜油甾醇

是植物界中较为丰富的甾醇成分［３］ 。
Ｗｏｖｃｈａ 等［４］从甾醇降解菌株偶发分枝杆菌 ＡＴＣＣ⁃６８４２

中分离得到一系列在甾醇降解途径不同阶段受到阻断的突

变体， 能有效生成雄烯二酮的突变型分枝杆菌。 Ｄｉａｓ 等［５］

研究微生物将工业废料中的甾醇转化为雄烯二酮的过程，
结果表明， 某些分枝杆菌能选择性地降解甾醇的侧链生成

雄烯二酮， 该研究奠定了植物甾醇作为制备雄烯二酮重要

起始原料的基础。
此后， 一系列的宿主菌株被用于合成雄烯二酮。 Ｖｉｄａｌ

等［６］利用高浓度 β⁃谷甾醇培养基进行菌株筛选， 成功从分

枝杆菌属中分离出适于植物甾醇生物转化的优势菌株。
Ｍａｌａｖｉｙａ 等［７］通过生物信息学技术在数据库中筛选出米曲

霉和构巢曲霉 ＦＧＳＣＡ４ 作为具有潜在合成雄烯二酮能力的

菌株。 目前已报道多种微生物能够代谢植物甾醇生成雄烯

二酮。 然而， 这些微生物的代谢途径尚未被系统解析， 相

关机制的深入研究将是未来工作的重点。
雄烯二酮的从头合成也有报道。 Ｚｈａｎｇ 等［８］ 利用解脂

耶氏酵母实现了从头合成雄烯二酮， 产量达 （７􀆰 ７１±０􀆰 ２１）
ｍｇ ／ Ｌ。 然而， 就工业化生产来讲， 从头合成雄烯二酮还需

克服产量太低、 路线复杂、 中间产物产生等难点。
睾酮也是一种合成类固醇激素药物的重要 Ｃ⁃１９ 中间

体。 Ｈａｍａｄａ 等［９］首次报道了绿色地钱细胞悬浮液能够立体

选择性地还原雄烯二酮的 Ｃ⁃１７ 位的羰基， 生成睾酮作为主

要代谢产物。
从雄烯二酮到睾酮仅需要一步 Ｃ⁃１７ 位羰基还原的酶催

　 　 　 　

化反应。 Ｐａｊｉｃ 等［１０］ 发现， 裂殖酵母细胞浆中存在还原型

辅酶Ⅰ （ｎｉｃｏｔｉｎａｍｉｄｅ ａｄｅｎｉｎｅ ｄｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ， ＮＡＤＨ） 和还原

型烟 酰 胺 腺 嘌 呤 二 核 苷 酸 磷 酸 （ ｎｉｃｏｔｉｎａｍｉｄｅ ａｄｅｎｉｎｅ
ｄｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ， ＮＡＤＰＨ） 依赖性的羟基类固醇脱

氢酶， 能催化雄烯二酮转化为睾酮。 Ｇｕｅｖａｒａ 等 ［１１］ 在赤

红球菌 Ｃｈｏｌ⁃４ 中诱导从真菌来源的 １７β⁃羟基类固醇脱氢

酶发生过表达， 该工程菌株能够转化雄烯二酮产生睾

酮， 见图 ２。

图 ２　 雄烯二酮与睾酮转化途径

１􀆰 １􀆰 ２　 胆汁酸　 胆汁酸中富含多种活性成分， 包括熊去氧

胆酸、 鹅去氧胆酸、 脱氧胆酸、 石胆酸、 牛磺胆酸、 甘氨

胆酸， 在胆汁淤积性肝病、 胆石症、 脂肪肝、 胆管炎等疾

病的治疗中具有重要价值［１２⁃１３］ 。
熊胆是一种珍贵的中药材， 其主要活性成分为熊去氧

胆酸或其结合型胆汁酸———牛磺熊去氧胆酸。 两者可用于

治疗胆汁淤积性肝病、 胆结石、 原发性胆汁性胆管炎等疾

病， 并在保护肝细胞、 延缓肝纤维化方面发挥重要作用。
熊去氧胆酸已获得美国食品药品监督管理局的批准用于治

疗原发性胆汁性肝硬化， 在改善患者生存率和延缓疾病进

展方面具有显著作用［１４］ 。
熊去氧胆酸生物合成有 ２ 条路径， 第一条是以鹅去氧

胆酸为底物， ７α⁃羟基类固醇脱氢酶催化鹅去氧胆酸生成 ７⁃
酮石胆酸， ７β⁃羟基类固醇脱氢酶催化 ７⁃酮石胆酸生成熊去

氧胆酸； 第二条是以石胆酸为底物， 通过 Ｐ４５０ 单加氧酶在

７ 号位引入羟基， 直接生成熊去氧胆酸［１５］ ， 见图 ３。

图 ３　 合成熊去氧胆酸的 ２ 种途径

　 　 ７α⁃羟基类固醇脱氢酶在许多微生物中有发现， 广泛存

在于肠道菌群中。 目前已报道的 ７α⁃羟基类固醇脱氢酶来源

于真杆菌株 ＶＰＩ１２７０８［１６］ 、 大肠杆菌 ＨＢ１０１［１７］ 、 沙地梭菌

ＡＴＣＣ９７１４［１８］ 、 脆弱杆菌 ＡＴＣＣ２５２８５［１９］ 、 异常梭状芽胞杆

菌［２０］等。 Ｔａｎｇ 等［２１］从黑熊粪便样本中克隆得到的一种编

码新型嗜酸性 ７α⁃羟基类固醇脱氢酶。 Ｊｉ 等［２２］ 从黑熊肠道
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宏基因组中克隆出一个编码 ７α⁃羟基类固醇脱氢酶的新基

因。 Ｌｏｕ 等［２３］表征了一种具有良好工业应用潜力的新型热

稳定性 ７α⁃羟基类固醇脱氢酶。
与 ７α⁃羟基类固醇脱氢酶类似， ７β⁃羟基类固醇脱氢酶

通常也在微生物和动物的肝脏和肠道菌群中被发现。 目前

已报道的 ７β⁃羟基类固醇脱氢酶来源于消化链球菌菌株 ｂ⁃
５２、 产气真杆菌 ＡＴＣＣ２５９８６［２４］ 、 异常梭状芽胞杆菌 ＡＴＣＣ＃
２７５５５［２５］ 、 瘤胃球菌［２６］ 、 卵磷脂酶⁃脂肪酶阴性的梭菌［２７］ 、
雄性兔肝微粒体［２８］ 、 嗜麦芽黄单胞菌［２９］ 、 产气真杆菌

ＤＳＭ３９７９［３０］ 、 乳杆菌［３１］等。
Ｐ４５０ 单加氧酶也有发掘。 Ｚｈｏｕ 等［３２］ 从木贼镰刀菌

ＨＧ１８ 中筛选出一种新的 Ｐ４５０ 羟化酶， 并成功在毕赤酵母

中异源表达， 毕赤酵母对石胆酸的全细胞催化证实了该酶可

以催化 ７ 位进行 β⁃羟基化， 为后续新的合成路线开辟道路。
１􀆰 ２　 从头合成

１􀆰 ２􀆰 １　 角鲨烯　 角鲨烯是所有甾体类化合物的共同前体。
角鲨烯在生物体内通过 ２ 种主要途径合成， 一种是甲羟戊

酸途径， 另一种是甲基赤藓糖途径， 见图 ４。 甲羟戊酸途径

是通 过 羟 甲 基 戊 二 酰 辅 酶 Ａ （ ｈｙｄｒｏｘｙ ｍｅｔｈｙｌｇｌｕｔａｒｙｌ
ｃｏｅｎｚｙｍｅ Ａ， ＨＭＧ⁃ＣｏＡ） 还原酶等一系列关键酶的协同催

化， 将乙酰辅酶 Ａ 转化为角鲨烯［３３］ 。 甲基赤藓糖途径通过

１⁃脱氧⁃Ｄ⁃木酮糖⁃５⁃磷酸合酶等关键酶， 将丙酮酸和甘油醛⁃
３⁃磷酸转化为异戊烯焦磷酸和二甲基烯丙基焦磷酸， 继而

通过焦磷酸异戊烯转移酶合成泛醇焦磷酸， 最终由角鲨烯

合酶催化生成角鲨烯［３４］ 。 甲基赤藓糖途径存在于绝大多数

细菌以及植物细胞的叶绿体中， 代谢产物进一步用于植物

体内的甾体类化合物生物合成过程［３５］ 。

图 ４　 角鲨烯合成的 ２ 种途径

甾体类化合物的从头合成过程中， 角鲨烯作为关键的

共同前体， 其合成量对最终产物的产率至关重要。 因此，
许多代谢工程改造策略旨在提升角鲨烯的含量， 以提高甾

体类化合物的合成效率。
１􀆰 ２􀆰 ２　 维生素 Ｄ　 维生素 Ｄ 是一种重要的脂溶性维生素，
可以促进钙、 磷的吸收以及骨骼和牙齿的矿化， 还能增强

机体对感染和自体免疫疾病的抵御能力［３６］ 。 维生素 Ｄ 有 ２
种形式， 分别为维生素 Ｄ３ 和维生素 Ｄ２［３７］ 。 目前市场上维

生素 Ｄ 的补剂主要是维生素 Ｄ３。 ７⁃脱羟基胆固醇在紫外线

照射下能够有效转化为维生素 Ｄ３。 因此， ７⁃脱羟基胆固醇

是为生物合成的目标产物［３８］ 。
Ａｖｒｕｃｈ 等［３９］阻断了酵母合成麦角固醇的途径， 结果发

现酿酒酵母积累了大量前体甾醇化合物， 为维生素 Ｄ３ 生物

合成开发提供了潜在的来源。 Ｌａｎｇ 等［４０］ 通过异源表达小鼠

和人类的 Ｃ⁃８ 甾醇异构酶、 Ｃ⁃５ 甾醇去饱和酶及甾醇 Ｃ２４⁃还
原酶基因， 并失活 ＥＴＳ 相关基因（ＥＴＳ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅ， ＥＲＧ） ５、
ＥＲＧ６， 成功获得了能够合成 ７⁃脱羟基胆固醇的酵母菌。 酿

酒酵母是 ７⁃脱羟基胆固醇合成的理想宿主， 其内源性麦角

甾醇代谢途径可提供充足的前体化合物， 通过外源表达关

键基因 ＤＨＣＲ２４， 并借助其自身的甾醇代谢相关基因， 即可

实现 ７⁃脱羟基胆固醇的高效从头合成。 后续研究主要集中

于关键基因 ＤＨＣＲ２４ 的筛选与改造， 以及宿主酿酒酵母代

谢途径的优化。
２　 甾体类化合物生物合成常用策略

２􀆰 １　 代谢通路以及关键酶挖掘　 代谢途径和关键酶的挖掘

是合成生物学中的起始步骤。 对未报道的酶， 首先获取目

标生物的全基因组信息， 再结合转录组、 蛋白组、 代谢组

的差异表达与富集分析， 初步筛选出可能的目标基因集合，
验证其功能， 见图 ５。 在雄烯二酮的生物合成研究中，
Ｒｏｄｒíｇｕｅｚ⁃Ｇａｒｃíａ 等［４１］对新金分枝杆菌 ＮＲＲＬＢ⁃３８０５ 的完整

基因组进行测序， 为后续的关键基因挖掘奠定了基础。
Ｗａｎｇ 等［４２］通过全基因组测序和酶学分析研究能够降解植

物甾醇生成雄烯二酮的新金分枝杆菌 ＨＧＭＳ２ 菌株， 发现了

５ 组关键催化酶， 为雄烯二酮合成菌株的工程改造提供了

新的见解。 在熊去氧胆酸的合成中， Ｈｕａｎｇ 等［４３］ 基于结构

引导的基因组挖掘方法， 发现了一种新的 ＮＡＤＨ 依赖性 ７β⁃
羟基类固醇脱氢酶， 它能提高 ７⁃酮石胆酸和 ＮＡＤＨ 的催化

效率。
将酶的序列进行基因库和蛋白库中的序列比对， 构建

系统发育树， 将相近的酶归为同一集合， 最终通过功能筛

选实验， 确定活性和性能最佳的酶。 在合成 ７⁃脱羟基胆固

醇时， Ｇｕｏ 等［４４］对 ７ 种脊椎动物、 ２ 种植物、 １ 种无脊椎动

物、 １ 种真菌， 总计 １１ 个来源的 ＤＨＣＲ２４ 基因进行筛选，
结果发现鸡的 ＤＨＣＲ２４ 基因中 ７⁃脱羟基胆固醇活性最高。
２􀆰 ２　 酶工程改造

２􀆰 ２􀆰 １　 定向进化　 酶的定向进化是模拟自然进化过程， 在

体外进行酶基因的人工随机突变。 该过程首先建立突变基

因文库， 随后在人工控制下， 通过定向选择筛选出具有优
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注： ａ 表示未报道功能的基因挖掘流程， ｂ 表示已知功能基因的筛选挖掘流程。

图 ５　 基因挖掘路流程示意图

异催化特性的酶突变体［４５］ 。 Ｈｕａｎｇ 等［４６］ 采用定向进化策略

筛选出 ＮＡＤＰ＋依赖性、 高催化效率、 高底物浓度的耐受性

的 ７α⁃羟基类固醇脱氢酶， 最佳突变体对鹅去氧胆酸和

ＮＡＤＰ＋的催化效率分别提高了 １０、 １４ 倍。 Ｚｈｅｎｇ 等［４７］ 提出

了一种多目标定向进化策略用于提高 ７β⁃羟基类固醇脱氢酶

的活性、 热稳定性和最适 ｐＨ 值。 Ｗａｎｇ 等［４８］ 对来自瘤胃球

菌的 ＮＡＤＨ 依赖性的 ７β⁃羟基类固醇脱氢酶进行了机器学

习引导的蛋白质工程改造， 结合随机森林、 高斯朴素贝叶

斯分类器、 高斯过程回归等方法， 得到了最佳变体。
２􀆰 ２􀆰 ２　 理性设计　 酶的理性设计是一种基于酶的三维结构

信息、 催化机制和底物特性， 系统地、 理论性地设计酶的

优化方案的方法。 与传统的随机突变法相比， 理性设计更

加依赖于对酶结构的深入理解， 并基于这些知识预测突变

对酶性能的影响。
在雄烯二酮生物合成中， Ｄｉｎｇ 等［４９］ 通过分子对接和分

子动力学模拟揭示了雄烯二酮与 １７β⁃羟基类固醇脱氢酶 ３
的底物结合口袋及结合方式， 通过合理的设计策略调控关

键残基的疏水性和极性， 最终获得的变体的睾酮产量达

３􀆰 ９８ ｇ ／ Ｌ。
在熊去氧胆酸的生物合成中， Ｋｉｍ 等［５０］ 展示了载脂蛋

白⁃７α⁃羟基类固醇脱氢酶结构， 该结构具有开放构象的内

在柔性特性， 为 ７α⁃羟基类固醇脱氢酶反应机制提供了新的

见解。 Ｓａｖｉｎｏ 等［５１］解析了产气荚膜梭菌的 ７β⁃羟基类固醇

脱氢酶晶体结构并进行诱变实验， 结果表明， 酶结构中存

在一个保守的 ＮＡＤＰＨ 结合位点与酶的独特立体选择性相关

联。 Ｇｒｏｂｅ 等［５２］改造了细胞色素 Ｐ４５０ 单加氧酶 ＣＹＰ１０７Ｄ１，
使其能够立体和区域选择性地羟基化石胆酸的 Ｃ⁃７ 位， 从

而产生熊去氧胆酸。
２􀆰 ２􀆰 ３　 半理性设计　 酶的半理性设计是一种结合了理性设

计与随机突变的优势的酶工程方法。 它通过对酶的结构和

功能进行有限的理性分析， 并结合实验数据来指导突变的

设计， 进而优化酶的性能。 相比全理性设计， 半理性设计

通常不要求对酶的详细结构进行全面预测， 而是依赖已有

的知识、 经验以及计算方法优化酶的特性。 Ｐａｎ 等［５３］ 对从

亚洲黑熊的肠道微生物组中克隆得到 ７α⁃羟基类固醇脱氢酶

的 Ｔｈｒ１５ 和 Ａｒｇ１６ 残基的辅因子结合位点， 并设计其突变，
从突变体筛选出了显示与底物的结合更强的优秀个体。

３ 种酶工程改造策略比较见图 ６、 表 １。

图 ６　 定向进化、 理想设计、 半理性设计策略步骤

２􀆰 ３　 代谢工程策略

２􀆰 ３􀆰 １　 推拉阻断策略　 代谢工程优化中， 推拉阻断策略通

过基因过表达和敲除来实现代谢流的优化， 可分为推动策

略、 拉动策略、 阻断策略。 推动策略通过上调相关酶的表

达来增加底物向途径前体的通量流动； 拉动策略通过过表

达末端酶以增强末端产品的生成； 阻断策略阻断竞争性途

径， 消除对途径中间体的消耗， 进一步优化代谢流向目标

产物［５４］ ， 见图 ７。
在 ７⁃脱羟基胆固醇生物合成中， Ｇｕｏ 等［４４］ 过表达所有

甲羟戊酸途径基因来增加前体库， 并敲除 ＥＲＧ５、 ＥＲＧ６ 基

因阻断竞争性麦角固醇生物合成途径， 以减少前体的消耗。
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　 　 　 表 １　 定向进化、 理想设计、 半理性设计策略比较

特性 定向进化 理性设计 半理性设计

设计依据 完全基于随机变异 基于结构与功能信息 结合结构信息与随机变异

依赖性 不依赖于结构数据 高度依赖结构数据 适度依赖结构数据

变异范围 突变范围广泛，变异随机 精确选择特定位点突变 选择关键位点进行随机突变

筛选效率 非常高，但筛选到的变异可能不理想 较低，依赖于精确设计 较高，通过结合随机突变加速筛选

适用性 不需要任何结构信息，适用于未知酶 对于已知结构的酶优化效果好 适用于已知结构信息但不完全的酶

实验复杂性 低，直接通过高通量筛选获得变异 高，需要计算机模拟与分子动力学 中等，需要结合随与定点突变

图 ７　 推拉阻断策略在 ７⁃脱羟基胆固醇生物合成中的应用

Ｑｕ 等［５５］过表达关键基因 ＤＨＣＲ２４ 及一系列途径相关基因，
再抑制竞争性内源甾醇代谢途径基因表达， 最终将 ７⁃脱羟

基胆固醇的滴度提高至 １ ３２８ ｍｇ ／ Ｌ。
２􀆰 ３􀆰 ２　 辅因子工程　 辅因子在生化反应中充当氧化还原载

体和能量转移剂， 是参与酶催化反应的关键因素之一， 其

供应量很大程度的影响反应的效率与产量。
在 ７⁃脱羟基胆固醇的生物合成中， 针对异源表达催化

酶 ＤＨＣＲ２４ 的辅因子供给不足的问题有 ２ 种策略， 一种是增

强宿主内源辅因子合成途径， 提高辅因子水平； 另一种是构

建辅因子再生循环系统。 Ｓｕ 等［５６］ 引入水形成 ＮＡＤＨ 氧化酶

和替代氧化酶， 促进辅因子 ＮＡＤＨ／ ＮＡＤ＋的再生循环， 解决

氧化还原失衡的问题， 使 ７⁃脱羟基胆固醇产量提高了

７４􀆰 ４％ 。 Ｘｉｕ 等［５７］ 过表达葡萄糖⁃６⁃磷酸脱氢酶、 线粒体

ＮＡＤＨ 激酶、 ６⁃磷酸葡萄糖酸脱氢酶来增强酿酒酵母的

ＮＡＤＰＨ 再生， 并引入来自肺炎链球菌的 ＮＡＤＨ 氧化酶和荚膜

组织胞浆菌的替代氧化酶基因以实现 ＮＡＤＨ 的工程化再生。
在雄烯二酮的生物合成中， Ｚｈｏｕ 等［５８］ 提出了一种创新

的辅因子工程策略， 构建了基于柠檬酸和丙酮酸的无效循

环， 有效降低细胞内 ＡＴＰ 和丙酰辅酶 Ａ 水平， 并提升

ＮＡＤ＋ ／ ＮＡＤＨ 比值和细胞活力， 最终使雄烯二酮的转化率

从 ６０􀆰 ６％ 提高至 ９７􀆰 ３％ 。

２􀆰 ３􀆰 ３　 空间工程　 空间工程通过模拟多酶复合体和利用细

胞内区室化作用， 优化途径的空间分布和组织结构。 与原

核生物相比， 真核生物具备丰富的膜结构和细胞器， 为许

多膜依赖性酶提供了理想的反应环境。 因此， 在真核生物

中构建代谢途径时， 需要考虑酶的空间定位问题， 以确保

酶在适宜的细胞区室中发挥最大活性， 从而有效促进目标

代谢产物的合成。
在 ７⁃脱羟基胆固醇生物合成中， Ｇｕｏ 等［５９］ 为解决代谢

流不平衡的问题， 重建代谢途径分区， 优化角鲨烯酶的亚

细胞定位， 从而促进 ７⁃脱羟基胆固醇的合成。 Ｘｉｕ 等［６０］ 利

用内质网区室化策略重塑 ７⁃脱羟基胆固醇的合成途径。 Ｂｉ
等［６１］采用亚细胞器改造策略， 选择过氧化物酶体作为 ７⁃脱
羟基胆固醇生产的制造细胞器， 并重新定位过氧化物酶体

中的后角鲨烯合成途径， 实施多种策略以增强区室化效应，
最终在 １０Ｌ 台式发酵罐中 ７⁃脱羟基胆固醇产量达 ４􀆰 ２８ ｇ ／ Ｌ。
Ｘｉｕ 等［５７］通过重建后角鲨烯途径， 将 ７⁃脱羟基胆固醇产量

提高了 ２８􀆰 ７％ 。
２􀆰 ４　 发酵工程优化　 培养基是否适宜微生物的生长或代谢

产物的积累， 直接影响最终产品的得率。 微生物菌体的生

长、 初级代谢产物的合成及次级代谢过程的生物合成机理

极为复杂， 受多个因素的影响， 包括培养基成分、 培养温

度、 ｐＨ 值、 发酵时间、 菌种的理化特性、 发酵工艺等。 因

此， 优化微生物培养基的组成， 确保其能够提供最佳的生

长和代谢环境尤为重要。
传统培养基优化方法分为 ４ 步。 第一步是单因素优化，

单一的改变某一培养基成分来观察其对菌体生长以及发酵

产物生产的影响， 筛选出显著影响因素。 第二步是 Ｐｌａｃｋｅｔｔ⁃
Ｂｕｒｍａｎ 实验， 一种用于筛选影响某个响应变量的关键因素

的统计实验设计方法， 常用于初步的因素筛选， 一般用来

筛选出关键影响因素。 第三步是最陡爬坡实验， 筛选到的

关键因素进行最陡爬坡实验， 确定关键因素的取值区间。
第四步是响应面法， 确定了关键因素以及其取值区间， 则

进行响应面法试验， 预测最佳的关键因素取值。 在雄烯二

酮的生物转化中， Ｚｈａｎｇ 等［６２］ 通过部分因子设计和响应面

分析法对新分离的突变株新金分枝杆菌 ＺＪＵＶＮ⁃０８ 进行工艺

优化， 在最优工艺条件下产量达 ５􀆰 ９６ ｇ ／ Ｌ。 此外， 利用机

器学习算法对大量实验数据进行建模与分析， 能够有效识

别影响发酵过程的重要因素， 并预测不同培养基成分对微

生物生长及代谢产物生成的影响， 从而实现更加精准和高

效的培养基优化。
不同的发酵策略可以通过调控环境条件 （如温度、 ｐＨ
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值、 溶氧量等） 或发酵过程本身 （如补料策略、 分批发酵、
双相发酵等） 来提高生产效率、 增加产物产量、 降低成本

或改善产品质量。 常见的发酵策略包括补料、 连续发酵、
双相发酵等。

在雄烯二酮的生物合成中， Ａｒａｂｉ 等［６３］ 利用有机单相

和有机⁃水双相体系， 成功通过微藻的全细胞催化， 将雄烯

二酮还原生成睾酮。 Ｚｈｏｕ 等［６４］通过重复分批发酵， 将生物

转化周期从 ３０ ｄ 缩短至 １７ ｄ， 且生产效率较亲本菌株提升

了 １３􀆰 ７５ 倍。
７⁃脱羟基胆固醇是脂溶性胆固醇， 在水中溶解度低，

不适用于一般的发酵工艺策略。 Ｋｅ 等［６５］通过引入双相发酵

系统， 促进 ７⁃脱羟基胆固醇的分泌和富集， 使得 ７⁃脱羟基

胆固醇的产量达到 ２８􀆰 ２ ｍｇ ／ ｇ， 相较于原始菌株提高

了 ４１􀆰 ４％ 。
在熊去氧胆酸的生物合成中， Ｓｈｉ 等［６６］ 以廉价且易得

的鸡胆粉为原料， 通过全细胞催化工艺， 实现了理想的牛

磺熊去氧胆酸与牛磺鹅脱氧胆酸比例的产物生成。 Ｘｕ
等［６７］开发了一种特殊的深槽静态工艺来促进从牛磺鹅脱氧

胆酸到牛磺熊去氧胆酸的转化， 以最佳发酵条件进行转化

产量达到 ３５ ｇ。
３　 结语与展望

传统中药中富含多种甾体类化合物， 例如强心苷类、
甾体皂苷类、 牛磺熊去氧胆酸等， 这些天然产物及其衍生

物已在临床治疗中得到广泛应用。 然而， 当前甾体类化合

物的生物合成领域仍面临诸多难题与挑战， 亟待进一步的

研究探索与工艺优化。
以熊去氧胆酸为例， 早期在代谢通路挖掘和酶工程优

化方面取得了显著进展， 但在代谢工程策略的系统应用和

后续发酵工艺优化领域仍存在较大空白。 维生素 Ｄ３ 的生物

合成虽然取得了一定研究进展， 但关键酶 ＤＨＣＲ２４ 的功能

改造尚未得到充分研究。 未来的工作应聚焦于酶的优化改

造及其催化效率的提升。 此外， 雄烯二酮的生物转化已达

到较高产量， 但其合成关键通路和核心酶的挖掘与优化仍

有提升空间， 以进一步利用酶工程和代谢工程技术实现更

高效的生产。 同样， 对于一些稀有甾体类化合物， 例如蟾

蜍二烯酸类化合物， 目前的研究仍停留在代谢通路挖掘阶

段， 具体的生物合成路径尚未明确， 未来在这一领域的深

度挖掘具有广阔前景。
近年来， 随着高通量筛选技术、 机器学习驱动的酶改

造技术以及智能化过程控制等新兴技术的不断引入， 甾体

类药物的生物合成与发酵工艺逐步向规模化放大迈进。 这

些技术进展将为甾体类药物的高效合成与规模化生产提供

切实可行的解决方案， 推动中药及相关领域的持续创新与

发展。
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