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重要甾体化合物的化学酶法合成研究进展
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摘要：甾体化合物因其多功能生物活性和理化特性备受生物医药行业的高度重视，被誉为自然界的“生命之钥”。

随着植物甾醇代谢途径的不断解析，国内逐渐形成了“植物甾醇原料-甾体药物中间体-甾体药物”的工业合成路

线。日益发展的甾药行业需要不断开发新的合成技术推进甾体药物自上而下高效合成。基于生物信息学、合成生

物学、代谢工程以及酶工程的快速发展，甾体化合物的合成技术也取得了重大突破。本文对重要甾体化合物的最

新合成进展，包括甾体药物中间体的多样化合成、复杂甾体的化学酶法合成和酵母从头合成植物甾醇原料等方面

进行了综述，特别强调了近年来P450羟化酶、3-甾酮-Δ1-脱氢酶、还原酶以及酶级联参与的化学酶法在高效简易

合成复杂甾体药物中的代表性工作；在此基础上，也从新一代甾药中间体的开发、新型甾体生物催化剂的挖掘、

以分枝杆菌为底盘的甾体合成途径的构建等方面对甾体化合物未来的研究机会和挑战进行了展望。
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Abstract: Steroids exhibit a range of biological activities and are commonly described as the ‘key to life’  in nature. 

Steroidal-based medications have emerged as the second largest pharmaceutical category following antibiotics, owing 

to their remarkable bioactivities such as anti-infective, anti-inflammatory, anti-allergic, and antitumor properties. This 

category encompasses more than 400 drug compounds, representing approximately 17% of FDA-approved 

medications. The synthesis of steroidal products continues to attract significant attention due to their diverse 

bioactivities and physicochemical characteristics in pharmaceutical applications. With the increasing demand for 

steroidal drugs and the fluctuating availability of sapogenin resources, the use of Mycobacteria to convert inexpensive 

phytosterols to produce key intermediates for steroid drugs has been established as the most mature and sustainable 
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industrial route. However, the complex structure of steroids, particularly their highly oxygenated skeleton, poses 

challenges for the well-established semi-synthesis route of complex steroid medications. Recent strides in 

bioinformatics and genetics have significantly advanced the studies on synthesis of steroidal compounds. This review 

highlights recent advancements in the synthesis of high-value steroids, including the diverse steroid drug intermediate 

production via external steroidal modifying enzymes expression in engineered Mycobacteria, chemo-enzymatic 

synthesis of complex steroids, and yeast-based de novo synthesis. It specifically highlights the significant achievements 

in the chemo-enzymatic synthesis, which combines the precise site- and stereoselectivity of enzymatic transformations 

with the efficiency of chemosynthesis, enabling the concise synthesis of complex steroidal products. Recent 

advancements in chemoenzymatic strategies, especially those involving P450 hydroxylase, 3-sterone-Δ1-

dehydrogenase, reductase, and enzyme cascades, have significantly contributed to the efficient and straightforward 

synthesis of complex steroid medications. On this basis, the future research opportunities and challenges are also 

discussed, aiming to provide a reference for the efficient development of more value-added steroid compounds, 

including the development of new generation steroid intermediates, the discovery of novel steroid biocatalysts, and the 

establishment of steroid synthesis pathways in mycobacteria.

Keywords: steroids; chassis strains; chemoenzymatic; regio- and stereoselective; enzyme cascade

甾体化合物是一类含有“环戊烷并多氢菲”

母核结构的重要天然产物，在食品、医药、农业

等领域有着广泛的应用，甾体药物因具有优良的

抗感染、抗炎、抗过敏、抗肿瘤等生物活性，在
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化学药物体系中占据重要地位［1］。目前全球生产

的甾体类药物已超过 400 种，约占 FDA 批准药物

的 17%，主要包括甾体激素类药物、甾醇类药物、

甾体皂苷类药物、强心苷类药物和甾体生物碱，

年销售额超过 1000亿美元，是现今仅次于抗生素

的第二大类药物家族［2-3］。甾体药物的合成一直是

学术界和工业界的研究热点，此前“薯蓣-双烯”

的化学半合成路线存在严重弊端，限制了甾体的

规模化生产。随着对甾体药物需求的不断增加以

及植物甾醇代谢途径的逐渐解析，具有来源广泛、

价格低廉等优点的植物甾醇开始广泛应用于孕激

素和皮质激素等甾体药物的生产，目前微生物转

化植物甾醇生产的高附加值甾药中间体，作为甾

药产业的基石，成为最先进的甾药制备技术 ［4］。

然而，复杂多样的甾体药物的高效合成仍面临巨

大挑战，现有甾体化合物生物合成面临酶催化元

件效率不高、化学半合成步骤烦琐且产率低等问

题。随着生物信息学、合成生物学以及酶工程的

快速发展，甾体修饰元件逐渐被挖掘和改造，极

大简化了复杂甾体的半合成路线，此外，研究者

们还致力于开发甾体化合物的从头合成，从而真

正实现甾体药物的绿色制造。本文对近几年甾药

中间体的多样化生产、复杂甾体药物的化学酶法

合成以及植物甾醇在酵母中的从头合成等方面的

研究工作进行了系统综述（图1）。

1 甾药中间体的多样化生产

随着分枝杆菌甾醇降解途径中关键酶系及其催

化机理的解析，代谢工程和合成生物学等策略应用

于甾体药物关键中间体生产菌株的构建，目前已实

现甾药关键中间体 C19-甾体（4-AD、4-ADD、9-

OH-AD、TS）、C22-甾体（4-HBC、 1-4-HBC、 9-

OH-HBC）以及甾醇母核降解甾体（HIL、HIP）的

高效生产［2，5-9］。从这些分子出发，结合化学半合

成或微生物转化，已实现肾上腺皮质激素、孕激

素等几乎所有甾体激素药物的生产。基于分枝杆

菌代谢途径解析及理性代谢工程改造生产上述甾

药中间体的工作取得了重要进展且已被研究者系

统综述［4-6］，本部分主要对近几年以工程化的分枝

杆菌为底盘宿主，引入外源基因，实现甾药中间

体的多样化生产的工作进展进行归纳。

分枝杆菌除了具有降解植物甾醇的能力外，

其特殊的细胞壁结构使其在发酵过程中具有非常

强的甾体底物耐受性。鉴于分枝杆菌无与伦比的

甾体生产性能，近年来研究人员也尝试以工程化

分枝杆菌为底盘细胞，高效表达外源的甾体修饰

酶基因，从而实现对上述甾药前体（4-AD、4-

ADD、4-HBC 等）的定向修饰，以获得新型多样

化的甾药中间体。

2017年，Fernández-Cabezón等［10］将来自睾酮

假单胞菌和新月弯孢霉的甾体 C17β还原酶基因

（17β-HSD）分别在耻垢分枝杆菌中进行过表达，

利用静息细胞转化的方式以高产率转化植物甾醇

合成睾酮（testosterone，TS）。2019年，王敏课题

组［11］将来自齿垢密螺旋体的 5α-还原酶基因进行

优化，并成功在工程改造的产 4-AD的分枝杆菌中

表达，实现了从廉价植物甾醇到 5α-androstene-3，

17-dione（5α-AD）的一锅法生物合成；2021 年，

该课题组将不同来源的C17β脱氢酶在生产 4-ADD

的分枝杆菌中表达，并结合辅因子再生工程，构

建了宝丹酮（boldenone，BD）的一步生物合成策

略［12］。2021 年，Felpeto-Santero 等［13］将来自米根

霉的 11α-羟基化酶（CYP509C12）基因优化后导

入工程改造的耻垢分枝杆菌中，完成了重要羟化

甾药中间体（11α-OH-AD 和 11α-OH-ADD）的绿

色发酵生产。随后，该课题组采取类似策略，在耻

垢分枝杆菌中共表达来自于新月弯孢霉的甾体C14α

羟化酶（CYP103168）和其还原酶（CPR64795）基

因，将廉价植物甾醇一步转化为抗癌甾药前体

14α-OH-AD和 14α-OH-ADD［14］。2023年，王敏课

题组［15］在高产 4-AD 的新金色分枝杆菌中导入不

同真菌来源的甾体C14α-羟化酶基因，并共表达电

子传递系统，同样实现了原料植物甾醇到 14α-OH-

AD的一步规模化生物转化，且产量达到 0.22 g/L，

该工作为 14α-OH-AD工业化生产提供了模式菌株，

充分展示了分枝杆菌作为真菌来源基因表达底盘

的巨大应用潜力。

2021年，苏正定课题组［16］将红球菌来源的高

活性甾体C9α羟基化酶基因（kshA）整合至分枝杆

菌基因组中，发现其代谢产物 9α-OH-AD的积累量

得到显著提高。2022年，Donova团队［17］将来自于
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巨大芽孢杆菌的 P450基因CYP106A1和CYP106A2

在工程化耻垢分枝杆菌中分别进行异源表达，均

成功实现了15β-OH-AD的绿色合成。

在胆固醇的代谢途径中，甾体侧链裂解酶

P450scc 可催化胆固醇合成孕烯醇酮，2022 年，

魏东芝团队［18］报道来源于哺乳动物的 P450scc

（CYP11A1）亦可催化 4-HBC侧链断裂生成甾药重

要中间体黄体酮（PG），随后将 CYP11A1 导入高

产 4-HBC的新金色分枝杆菌中，进一步结合蛋白-

辅助蛋白嵌合体构建、辅因子工程等策略，首次

实现了植物甾醇到黄体酮的绿色可持续发酵生产，

产量达 235 mg/L。同年，该团队以产 4-AD的新金

色分枝杆菌为底盘菌株，异源表达来自巨大芽孢

杆菌的 P450-BM3的突变体（mP450-BM3），结合

辅因子 NADPH 再生体系，构建了从植物甾醇到

7β-羟基雄甾-4-烯-3，17-二酮（7β-hydroxyandrost-

4-ene-3，17-dione， 7β -OH-AD）的绿色生产菌株，

产量达 164.52 mg/L［19］（图 2）。上述研究结果表

明，对工程化的分枝杆菌底盘细胞进行合理设计

改造后可以赋予其新的甾体修饰功能，重组工程

图图1　部分甾体前体、重要甾药中间体和甾体药物的结构

Fig. 1　Structures of some steroidal precursors, key intermediates and steroidal drugs
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菌株可利用植物甾醇或其他廉价甾体化合物为原

料，高效合成更多高附加值的甾药中间体，从而

简化复杂甾体的合成路线。

2 复杂高氧化态甾药的化学酶法合成

基于分枝杆菌转化植物甾醇高效生产系列甾

药中间体，甾药的生产也形成了以上述关键中间

体为前体，结合化学半合成或微生物转化规模化

生产的成熟工业路线。然而，复杂高氧化态甾药

的半合成仍面临以下挑战：一是关键甾药中间体

的骨架基本只含有甾体母核，缺乏重要取代基团，

因此制备复杂甾体药物需要对合成前体进行羟基

化、脱氢/还原、酯化和烷基化等特定修饰；二是

由于甾体骨架中以惰性C—H键为主，其半合成依

赖于烦琐的预官能团化和基团保护等冗长复杂的

操作，导致合成效率低且环境污染严重；三是由

于甾体富含C-sp3的立体构型，化学催化官能团化

往往难以实现较高的区域选择性和立体选择性，

产生多种立体异构体导致分离和纯化收率低下。

随着生物信息学和酶工程的快速发展，酶催

化已成为解决化学合成难题的有力工具，可为目

标分子提供更经济高效的合成策略。酶催化可以

避免预官能团化、基团保护等其他烦琐的步骤，

同时实现特定的区域选择性和立体选择性。此外，

酶易于进行定向进化，从而产生活性显著提升或

具有“非天然”功能的生物催化剂［20-23］。因此，酶

催化通过提供手性起始单元或催化后期官能团化

等，在设计复杂天然产物的非天然合成路线方面

具有广泛的应用。化学酶法则结合了无与伦比的
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生物催化和精巧的化学合成，在高效合成生物活

性天然产物及其类似物以探索其构效关系等应用

中具有巨大的潜力［24-30］。基于甾体羟化酶、酮还原

酶和脱氢酶的发现和改造，使得甾体合成中的三

个重要反应（区域选择性和立体选择性羟基化、

脱氢和酮还原）可利用生物催化的方式高效进行，

鉴于化学酶法的合成优势，近年来研究者开始探

索将上述生物催化与精巧的化学合成相结合来设

计复杂甾体药物的人工合成路线，并取得了一系

列重要进展。

2.1 P450 羟化酶参与的化学酶法合成

定向羟化是甾体工业的核心技术之一，是合

成高附加值甾体药物的关键步骤。羟基化可以增

加甾体化合物的极性，影响其细胞分泌、毒性及

跨细胞膜的外排作用，所以与极性较低的非羟基

化甾体相比，羟化甾体通常表现出更高的生物活

性［31-32］。此外，羟基作为一个合成“抓手”，能够

为化学合成提供关键中间体，有助于将更复杂的

取代基引入甾体骨架中。对未活化的C—H键进行

定向羟基化被认为是有机化学中最具挑战的反应，

而生物催化羟基化具有较高的区域选择性和立体

选择性，且反应条件温和、环境友好，随着基因

组学和转录组学的进步，甾体骨架的羟化酶已陆

续被挖掘并鉴定，极大促进了甾体生物羟化的

进程［33-36］。

9α-羟基化是甾体的重要羟基化修饰之一，C9

位羟基的引入为甾体 C9 位的卤化提供了关键前

体，可用于制造地塞米松、倍他米松等高附加值

的甾体药物［37］。甾体C9α羟基化是由 3-甾酮-9α-羟

基化酶（KSH）催化，双组分 Rieske 型非血红素

单加氧酶KSH由末端加氧酶KshA和铁氧还蛋白还

原酶 KshB 组成，主要来源于分枝杆菌和红球菌，

目前多个 KSH 被鉴定并用于高附加值甾体的合

成中［38-39］。

开环甾体是一大类高度氧化的甾体化合物，

其中 9，11-开环甾醇含独特的断裂四环碳骨架，具

有抗组胺、抗增殖、抗炎等多种生物活性［40-41］。

2021 年，Marek Kõllo 等［42］建立了化学酶法合成

9，11-开环甾醇的路线。该策略以商业化的氢化可

的松（hydrocortisone，1）为起始底物，以过表达

来自红球菌的 kshA5和 kshB基因的大肠杆菌作为生

物催化剂，通过全细胞催化实现了化合物 1和 2的

高效选择性羟化得到化合物 3和 4，结合一步化学

氧化裂解，化合物3和4有效地转换为相应的9，11-

开环甾体 5和 6（图 3）。该高效绿色的化学酶法路

线为合成结构多样化的 9，11-开环甾醇提供了参考

依据。

C19-OH甾体是一类活性多样的天然产物，具

有重要的药学价值，甾体 C19 位羟基化也是合成 
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C19去甲甾药的关键步骤［43-44］。由于C19-甲基的空

间位阻效应及自身反应惰性，化学合成难以实现

C19位的羟基化修饰，2018年，朱敦明和吴恰庆团

队［45］报道了第一例来源于Thanatephorus cucumeris 

NBRC 6298的甾体 C19位羟化酶（STH10），可催

化脱氧可的松C19位和C11位的羟基化。在此工作

前提下，本课题组和周强辉团队［46］合作开发了一

种高效普适的策略用于合成系列重要 C19羟化甾

体。以真菌Thanatephorus cucumeris NBRC 6298为

生物催化剂，通过优化发酵条件和底物结构修饰，

成功打造了由廉价甾体原料 17-乙酰皮质酮（7b）

直接克级制备 C19-羟化可托多松（8）的方法。化

合物 8可经一步化学脱羟基或侧链的氧化断裂形成

甾体药物的关键中间体 9和 10，而此前合成 9和 10

则需要八步以上化学反应且产率低下。在此高效

生物催化甾体 C19 羟化方法的基础上，我们结合

3～8 步化学转化，完成了六种 19-羟化孕甾烷

（11～15b）的首次合成，并对甾体 sclerosteroid B

的结构进行了修正（图 4）。该化学酶法合成策略

相比于目前的化学全合成方法更加高效经济，在

工业生产中更具潜力，后续结合酶工程改造等手

段，扩展 C19 羟化酶的底物谱，将极大推进 C19-

OH甾体及复杂高附加值活性甾体的高效合成。

C14官能团化甾体，包括自然界中广泛存在的

C14α-OH和C14β-OH甾体，具有重要的生物活性，

部分已被成功应用于临床治疗中［47-48］。甾体C14位

C（sp3）—H键的反应惰性及空间位阻效应导致该位

置的官能团化极具挑战。2019年，张学礼团队［49］

在菌株新月弯孢霉（C. lunatus NRRL 2380）中鉴

定甾体C14羟化酶（P450lun），通过在酿酒酵母中

异源表达，P450lun对 4-AD显示出很好的C14羟化

区域选择性，但是对C17含取代基的甾体底物区域

选择性很差。受到前期化学酶法在高效合成复杂甾

体中的启发，2023年，本课题组和周强辉团队［50］

进一步开发了一种高效的C14官能团化甾体的化学

酶法合成策略。我们从新月弯孢霉（C. lunatus 
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CGMCC 3.3589）中挖掘鉴定到一个新型的具有高

催化活性和底物宽泛性的甾体 C14α - 羟化酶

（CYP14A），基于 RoseTTaFold 从头预测和分子对

接，建立了CYP14A甾体底物的结合模型，进一步

结合定点饱和突变和组合突变策略，获得了催化

效率和区域特异性显著提高的突变体。

以该高效绿色的生物催化剂为平台，获得了

一系列 C14α-OH甾体，为合成高附加值甾体药物

提供了重要的羟化中间体。将上述 C14α-OH甾体

进行一步化学消除转化为相应的∆14烯烃，基于烯烃

基团的活泼性，通过自由基加成和亲电加成反应实现

了甾体C14位的高效多样官能团化（环氧化、β-OH、

F、Cl、N3、 Seph、 alkyl、NCO、 cylcopropane）。

利用该高效的化学酶法合成策略，以羟化甾体

底物（17）为前体，实现了天然产物 periplogenin

的 7 步 简 洁 无 保 护 基 合 成 和 强 心 苷 药 物

（+）-digitoxigenin 及其三种非对映异构体的高效合

成，充分展示了该策略在复杂甾体合成中的强大

应用潜力［图 5（a）和（b）］。与此同时，戈惠明团

队［51］也报道了 C14β-OH 甾体的化学酶法合成策

略。他们利用真菌微生物转化 4-AD合成高效合成

C14α-OH-AD（23），并以此为底物偶联化学合成

建立了两类强心苷天然产物（+）-digitoxigenin 和

bufogenin B的化学酶法合成路线［图5（c）］。

2.2 3-甾酮-Δ1-脱氢酶参与的化学酶法合成

3-甾酮-Δ1-脱氢是甾体药物合成过程中最重要

的反应之一，双键的引入通常会增强甾体药物活

性或赋予其新的生理活性。例如，泼尼松龙的抗

炎能力是氢化可的松的 4倍，是可的松的 5倍［52］。

鉴于化学脱氢效率低且区域-立体选择性差，在生

物制药行业中通常借助生物催化的手段将双键引

入到甾体母核中，3-甾酮-Δ1-脱氢酶（KstD）是负

责甾体Δ1-脱氢的关键酶，并得到了广泛的研究和

应用［53-54］。据报道，多种含 KstD的真菌和细菌可

催化不同甾体底物的C1（2）位脱氢，其中节杆菌

（Arthrobacter simplex）和诺卡氏菌（Nocardioides 

simplex）因其优越的生物转化效率在工业界广泛

应用［55-56］。2018 年，郭灿城团队［57］以 9α-OH-AD

（29）为起始原料，利用 A. simplex和 N. simplex为

生物催化剂，分别以 22.9%和 38.5%的总收率完成

了重要甾体药物倍他米松（30）和氟轻松丙酮酯

（31）的化学酶法合成［图 6（a）和（b）］。此化学酶

法合成路线革新了倍他米松和氟丙酮的生产模式，

在成本、安全性和环境友好方面具有显著优势。

随着基因组学和转录组学的发展，不同微生

物来源的KstD酶逐渐被挖掘鉴定，并将其在其他

模式底盘宿主（芽孢杆菌、大肠杆菌、毕赤酵母

等）中进行异源表达和催化应用，从而避免了野

生菌生物转化过程中的副产物积累。此外，对已

鉴定的KstD进行酶工程改造，使得这类生物催化

剂展示出更强的有机溶剂耐受性和优异的甾体Δ1-

脱氢活性［58-60］。2022 年，Wang 等［61］从丙酸杆菌

中纯化了一种新型的Δ1-脱氢酶（PrKstD），其具有

高效的催化活性和底物谱宽泛性，可催化18种甾体

化合物的Δ1-脱氢，并有效转化高浓度氢化可的松

（80 g/L）生成泼尼龙松，转化率高达90%以上。同

年，陈芬儿团队［62］通过对来自 M. smegmatis mc2 

155的KstD（MsKstD1）进行酶工程改造，得到的

4 突变体 KstD（MK4）成功阻断了甾体底物与酶

的非催化空腔结合，从而提高了其催化效率。

2024 年，该团队［63］将高效催化剂 KM4 应用到

16β-甲基皮质激素的合成中，结合Mn 催化氧化还

原水合等化学合成手段，实现了二丙酸倍氯米松

（beclomethasone dipropionate，33）、丙酸氯倍他米

松（clobetasol propionate，34）和二丙酸倍他米松

（betamethasone dipropionate，35）的简洁不对称合

成，该化学酶法合成路线的实用性和简洁性也为

其他相关甾体合成提供了指导［图6（c）］。

2.3 还原酶参与的化学酶法合成

甾体药物的合成过程常涉及酮基的高区域和

立体选择性还原，醇脱氢酶（ADH，也称酮还原

酶，KRED）是工业规模合成药物中间体最广泛使

用的生物催化剂之一，可以实现非甾体醛或非甾

体酮的立体还原（图 7）。在从非甾体起始原料全

合成 C19-去甲基甾体的过程中，36的立体选择性

还原为合成多种激素避孕药（去氧孕烯、炔诺孕

酮、孕二烯酮）提供了关键手性前体。但只有 13-

（R）-乙基二甲酚可用于合成避孕激素，然而化学还
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原 36通常导致产率低且对映选择性差。生物催化

还原则具有较高的区域-立体选择性，其中酮还原

酶（KRED1-Pglu）可还原 36，提供所需的立体异

构体（13R，17S）-仲二酮（37），具有出色的立体选

择性（>98% ee）［64］。2019年，马延和团队［65］筛选

到一种新的酮还原酶（RasADH），并通过活性位

点的饱和突变获得了突变体（F12），可以高达

94%的产率催化 36生成 37，进一步结合化学合成

可实现避孕药的简洁合成。

脱氢表雄酮（DHEA，39）是一种重要的内源

性甾体激素，也是合成甾体激素类药物的重要中

间体［66］。2016年，Fryszkowska等［67］设计了一条从 
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图图5　C14官能团化甾体的化学酶法合成

Fig. 5　Chemoenzymatic synthesis of C14-functionalized steroids

949



合成生物学 第 5 卷

4-AD（22）转化为 DHEA（39）和醋酸去氢表雄

酮（DHEA acetate，40）的化学酶法合成途径。该

策略的关键是将5-雄烯-3，17-二酮（5-AD，38）高区

域和立体选择性地还原为 39，作者筛选了近400个

来自鞘氨醇单胞菌（Sphingomonas wittichii）的商

业化酮还原酶，最佳还原酶可催化 38到 39的 99%

的非对映选择性转化，且该酶在高底物浓度

（150 g/L）下表现出优异的鲁棒性和溶剂稳定性。

该化学酶促路线使用廉价的植物甾醇降解产物（4-

AD）作为起始材料，4-AD到 5-AD异构化以及最

终的乙酰化过程均适合进一步工业化放大生产。

黄体酮（PG，43）是合成甾药的重要前体，

以植物甾醇降解的中间体 4-HBC（41）为前体进

行化学半合成是 43的工业生产路线之一。然而分

枝杆菌转化植物甾醇合成 41 的产率低下，此外，

41到 43化学合成效率低且涉及有毒试剂参与。为

了解决合成 43的上述两大问题，2021年，本课题

组［2］解析了一个参与植物甾醇代谢途径的双功能

还原酶mnOpccR，其参与植物甾醇降解途径产生41

的两个独立分支。通过在新金色分枝杆菌中阻断产

4-AD的分支途径同时强化表达mnOpccR，构建了

从植物甾醇到36的高产菌株，转化率达93%。结合

TEMPO氧化，实现了41到43的高效转化。这一微

生物转化与化学合成相结合的策略，为43的工业化

规模生产提供了一条更绿色、经济、可持续的路线。

2.4 酶级联参与的化学酶法合成

不同生物催化剂之间往往具有很好的兼容性，
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相较于传统化学反应，多酶催化过程更容易实现

一锅法（one-pot）反应。近年来，在设计甾体药

物的合成路线时，研究者尝试将酶级联策略应用

于甾体的化学酶法合成途径中，从而开发出更加

绿色可持续的甾体合成工艺。

在熊脱氧胆酸（UDCA）的合成历程中，随着

甾体修饰酶（如 3α-HSDH、7α-HSDH、7α-HSDH、

12α-HSDH-和 7β-羟化酶）的相继鉴定，开发了从

胆酸（CA）或鹅去氧胆酸（CDCA）到 UDCA 的

多条酶级联和化学酶法合成途径［68-74］。近几年，许

建和团队［75-79］基于酶工程改造、辅因子工程等策

略建立了从CDCA合成UDCA的高效多酶级联合成

工艺，UDCA的产量可达 942 g/（L·d）。随后，结合

酶固定化工程，实现了UDCA高达 88.5 g/（L·d）的

惊人产量。

群勃龙（17β-hydroxyestra-4，9，11-trien-3-one，

50）是一种强效蛋白同化激素，由于在C11和C12

之间存在双键，具有更强的合成代谢作用而成为

睾酮的替代品。2022年，李爱涛团队［80］将工业用

甾体C11α羟化酶与合适的 17β-酮基还原酶相结合，

实现了从 46到 49的C11-羟基化/17β-酮还原的级联

生物催化，关键中间体 49 经化学脱水在 C11-C12

处引入双键合成群勃龙。该策略的关键是挖掘甾

体底物 46的C11α-羟化酶，他们通过筛选实验室中

的P450-BM3突变体文库，发现突变体LG-23对 46

和 48分别显示出 90%和 78%的C11α羟化选择性。

为了进一步提升C11羟化的区域选择性，在分子动

力学（MD）模拟的指导下进行了酶工程改造，突

变体LG-23/T438S对两种底物都表现出优异的活性

且转化率大于95%。结合已报道的17β-酮基还原酶

（17β-HSDcl），构建了将 46 转化为 49 的重组大肠

杆菌底盘（LG-23/T438S+HSDcl），实现了 46到 49

的一锅法转化。利用甲苯磺酸对 49进行化学脱水，

得到群勃龙（50），最后以 90 %的收率实现 50 到

醋酸群勃龙（51）的克级酯化，该酯化衍生物已

被广泛应用于兽药领域。近期，利用上述类似合
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成策略，李爱涛团队［81］实现了脱氢诺龙醋酸酯

（54）的高效生产。通过一锅生物催化 52的C7β-羟

基化/17β-酮还原产生C7β-羟基诺龙（53）。53经化

学脱水和酯化合成 54，总产率为 93%，为C7为官

能团化甾体药物如氟维司群、替勃龙和米勃龙的

关键前体的高效合成提供了关键中间体。

将酶级联体系与流式生物催化反应器相结合，

2023年，黄则度团队［82］以高时空产率实现了宝丹

酮（BD）和其前药宝丹酮十一烯酸酯（boldenone 

undecylenate）的化学酶法不对称合成。该策略以

4-AD为合成前体，通过筛选可将 4-AD和 1，4-AD

高 效 转 化 为 TS 和 BD 的 甾 体 C17β - 还 原 酶

（17β -CR）以及可将 4-AD 和 TS 高效转化为 1，4-

AD和BD的 3-酮基-Δ1-脱氢酶（ReKstD），构建了

在大肠杆菌的生物催化级联反应体系，实现了 4-

AD到 BD的一锅法级联转化。此外，基于分子动

力学模拟和酶工程改造，得到了效率显著提升的

ReKstD 突变体 ReM2，通过调整反应条件，增强

两种酶的溶剂耐受性并结合辅因子再生手段，将

BD的时空产率提高到 1.09 g/（L·h）。将上述一锅法

级联反应在流式反应器中进行，最终BD的时空产

量达到 10.83 g/（L·h），这也是迄今为止报道的BD

生物催化合成的最高记录。最后，通过串联流动

式的酯化反应，以98.9%的转化率和75%的产率实

现了宝丹酮十一烯酸酯的高效简洁合成（图8）。

上述酶级联催化表明，在开发新的化学酶法

合成路线中、酶工程可对天然催化剂进行有效改

造，赋予其新的催化功能以满足合成要求。与传

统的全化学合成法相比，酶催化简化了反应步骤

且减少了副产物的产生，成本降低的同时更加绿

O

H

H

O

O

H

H

O
HO

O

H

H

OH
HO

O

H

H

OH O

H

H

OH

O

H

H

O

O

O

H

H

O

O

H

H

OH

OH O

H

H

OAc O

H

H

OH

O

H

H

OH

biocatalysis

90%

110%

dehydration

esterification

chemocatalysis

H

O

H

H

O
O

H

HH

O

O

H

HH

OH O

H

HH

OH

O

H

HH

O
R

O

4-AD
98.9%

(46, 1.1g)

(48, 1.01g)

(49, 1.01g)

E. coli (LG-23/T438S+17β-HSDcl)

(47, 1.01g)

trenbolone

(50, 0.91g)

trenbolone acetate

(51, 1.0g)

Acetic anhydride

19-norandrostenedione

(52, 1.01g)

P450 BM3 (LG-23)

17β-HSDcl/V161G

C7β-hydroxynandrolone
(53, 1.01g)

dehydronandrolone acetate

(54, 1.01g)

C7-functionalized

steroidal drugs

17β-CR

E.coli (17β-CR+ReKstD/ReM2)

Kst D 17β-CR

Kst D
BD

[10.83 g/(L·h)]

flow mode

Et
3
N,DMAP

(+)-boldenone undecylenate

R=CH
2
CH(CH

2
)

8

One pot reation

Superior productivity

Short reaction time

(batch mode: 5 h

flow mode: 30 min)

图图8　酶级联参与的甾药的化学酶法合成

Fig. 8　Enzyme cascades in chemoenzymatic synthesis of steroids

952



第 5 卷 www.synbioj.com

色环保高效。此外，克级规模化甾体药物的合成

也证明了化学酶法合成在实际工业应用中的巨大

潜力以及流式生物催化反应器在高附加值化合物

生产中的切实可行性。

3 酵母从头合成甾体原料

在微生物中从简单碳源出发自给自足合成甾

体化合物，是甾体药物生产技术革新的重大方向，

有望真正实现甾体药物的绿色生物制造。麦角甾

醇合成途径是酵母中天然甾醇合成途径，与胆固

醇和植物甾醇的生物合成共享许多中间体。因此，

酵母作为合适的宿主，通过构建异源甾醇途径可

用于高附加值甾体的从头合成。2003 年，Dumas

团队［83］通过改变酵母内源的麦角甾醇合成路线，

实现了氢化可的松的微生物全合成；数年后，

Brocard-Masson 等［84］基于多拷贝基因整合表达，

将氢化可的松的产量提升到了 120 mg/L，充分展

现了微生物全合成甾体化合物的巨大应用潜力。

随着合成生物学和代谢工程技术的快速发展，在

酵母底盘中重塑甾醇生物合成途径，已实现多种

甾醇和甾体化合物从葡萄糖等简单碳源的从头生

物合成［85-87］。

7-脱氢胆固醇（7-dehydrocholsterol，7-DHC）

是生产维生素D3的关键药物中间体，具有广泛的应

用前景。2015年，元英进院士课题组［88］首次在酿

酒酵母实现了从葡萄糖到7-DHC的从头合成，开启

了7-DHC在酵母中的全合成研究；随后，基于启动

子工程策略使 7-DHC 的产量达到 250.8 mg/L［89］；

2021年，该课题组通过关键酶的亚细胞定位解决

代谢流失衡，进一步将 7-DHC 的产量提高到

360.6 mg/L［90］。2022年，刘龙课题组［91］通过重建

代谢网络，优化代谢通量分布等手段，同样构建

了高效生产 7-DHC 的酵母底盘，摇瓶产量为

365.5 mg/L；同年，该课题组基于基因过表达和内

质网工程等手段，将工程酿酒酵母中 7-DHC的发

酵产量提高到 455.6 mg/L，在 5L 发酵罐中达到

2870 mg/L［92］。与此同时，周景文课题组［93］也

实现了 7-DHC 在酵母中的从头合成，摇瓶产量

649.5 mg/L，在 5L 发酵罐中为 2.0 g/L。2023 年，

于洪巍团队［94］通过组合调控内源性竞争途径、前

体供应和转化以及关键途径酶的亚细胞重定位，

构建了新的 7-DHC的酵母生产菌株，摇瓶产量为

370.68 mg/L，在5 L发酵罐中的产量为1.56 g/L。

薯蓣皂苷（diosgenin）是合成各种甾体药物的

重要原料，主要从人工栽培的薯蓣属植物中提取

得到，2021年，张学礼团队［95］解析了薯蓣皂苷的

生物合成途径并通过在工程酵母中异源表达来自

植物、动物和酵母的目的基因，实现了薯蓣皂苷

在酵母中的从头合成，产量为 10 mg/L。次年，通

过优化合成途径、微调途径中的基因表达和消除

竞争途径，进一步开发了有望规模化生产薯蓣皂

苷的酵母菌菌株，高密度分批补料发酵使得产量

达到 2.03 g/L，是迄今为止报道的酵母从头合成薯

蓣皂苷的最高产量［96］。

植物甾醇是甾体药物合成的另一重要原料，

2016 年，元英进院士团队［97］利用解脂耶氏酵母

（Yarrowia lipolytica）为底盘，葵花籽油为碳源，

引入外源 7-脱氢胆固醇还原酶（DHCR7），建立了

菜油甾醇（campesterol）的酵母生产菌株，产量达

（453±24.7）mg/L。次年，该课题组［98］基于关键基

因的强化表达，使得菜油甾醇的产量提升至

942 mg/L。2020 年，Xu 等研究者［99］ 通过代谢工

程、菌株进化和发酵工程重建了可生产多种植物

甾醇的酵母菌株，各植物甾醇的产量分别为：油

菜甾醇（约 7 mg/L）、β-谷甾醇（约 2 mg/L）、22-

羟基油菜甾醇（约 1 mg/L）和 22-hydroxycampest-

4-en-3-one（约 4 mg/L）。2023 年，该课题组在酵

母中恢复甾醇酰基转移酶的活性同时增强上游FPP

供应，构建了可产 18.4 mg/L 菜油甾醇的酵母菌

株［100］。2020 年，孟永宏团队［101］通过异源引入

DHCR7，同样实现了菜油甾醇在解脂耶氏酵母中

从头合成，并在 5 L的生物反应器中培养最优的工

程菌 144 h，获得了 837 mg/L 的菜油甾醇产量。

2021 年，饶志明课题组［102］ 基于过表达异源

DHCR7与内源启动子工程策略，构建了产菜油甾

醇的酿酒酵母菌株，通过 5 L发酵罐进行补料分批

发酵，实现了 916.88 mg/L 菜油甾醇的发酵生产。

近期，张学礼团队［103］基于高效的CRISPR/Cas9技

术对工业酵母Cyberlindnera jadinii进行代谢途径改

造，获得的工程菌株可在摇瓶发酵中合成92.1 mg/L

的菜油甾醇，随后通过高密度补料分批发酵，菜
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油甾醇产量达到807 mg/L。

除了植物甾醇原料外，孕烯醇酮（pregnenolone）

在酵母中的从头合成也早在 1988年已实现［104］，但

一直没有取得突破性进展。2019 年，元英进院士

团队［105］在上述构建的产菜油甾醇的工程解脂耶氏

酵母中引入哺乳动物来源的甾醇侧链裂解酶

CYP11A1及其电子传递链，成功创建了一株孕烯

醇酮产量为 78.0 mg/L的解脂耶氏酵母工程菌。上

述工作展现了酵母从头合成甾体化合物的可行性，

但普遍存在甾体化合物产量低的问题，难以实现

工业应用。若能通过有效平衡酵母中甾体合成代

谢通路网络、挖掘并强化表达甾体转运蛋白等手

段，建立甾体高产高耐受的酵母菌株，将有望实

现甾体原料的规模化从头生产，彻底革新甾体原

料的生产方式，实现甾体化合物的绿色生物制造。

4 总结和展望

基于微生物代谢途径解析，分枝杆菌转化植

物甾醇生产甾药中间体已实现工业化生产，基于

分枝杆菌调控机制的研究，魏东芝团队［106-111］也取

得了一系列进展，但植物甾醇降解途径的调控机

制与部分关键酶的催化机理尚未完整阐明。上述

问题的攻克，将建立更高效的工程化工业菌株，

同时实现植物甾醇的可控降解，开发出更适用于

高效合成甾体药物的新一代甾药中间体。此外，

以工程化的分枝杆菌为底盘，导入外源甾体修饰

基因，目前实现了更多高附加值的甾药中间体的

绿色合成，但外源甾体修饰酶尤其是甾体羟化酶

多为来源于真菌的膜蛋白，其在分枝杆菌中表达

效率低下。因此基于生物信息学、计算生物学及

深度学习技术，挖掘开发细菌来源的高活性甾体

修饰酶，增强外源元件和底盘细胞的适配性，将

建立更适用于工业化生产的甾体中间体生产菌株，

为复杂甾体药物的合成提供多样化前体，简化其

生产路线。

化学酶法合成具有高区域-立体选择性、高产

率、环境友好等优势，为药物合成路线的设计和

安全的工艺开发提供了全新途径。酶催化不仅用

于全合成中的单一步骤，而且还以复杂的级联方

式应用，可显著缩短合成路线或避免不必要的副

反应，在复杂活性药物的合成方面显示出了巨大

的潜力。挖掘和开发具有新功能、高催化活性和

鲁棒性的甾体生物催化剂是推动化学酶策略应用

的关键。随着发现/创造的催化工具越来越多样，

结合化学合成的精巧设计，将实现复杂天然产物

非天然合成路线的定制，推动甾体药物及其类似

物更高效、简洁、规模化的合成。

从简单碳源出发直接合成甾体药物的可行性

已在酵母中证实，并实现了薯蓣皂苷、菜油甾醇、

7-脱氢胆固醇等多种重要甾体的从头合成。尽管酵

母作为底盘菌株可创建甾醇合成途径，对接其自

身的甾醇转化途径，并具有遗传操作成熟等优势，

但酵母对高浓度疏水甾体底物的耐受性差且对异

源蛋白的分泌能力低，利用其从头合成甾体化合

物的产量一直很难满足工业化需求，限制了在制

药和工业生产中的广泛应用。相比酵母而言，分

枝杆菌作为生产甾体化合物的工业菌株，可实现

甾体化合物的规模化生产。在分枝杆菌底盘中构

建甾醇合成途径，并结合该菌自身的甾醇转化功

能，将有望实现在分枝杆菌中从头合成目标甾体

化合物，真正实现甾体化合物的工业化绿色制造，

随着甾醇合成途径的完整解析和代谢工程的快速

发展，这一方向的发展未来将带来重大的实际成

果。我国是甾体原料药及制剂的主要供应国，产

量占世界 1/3 以上，但却不是甾体药物生产的强

国，很大程度都受限于甾体合成技术的落后，研

究者应以甾体绿色合成为主，多种合成途径并进

的方式，推动我国甾体药物行业的发展。
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