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摘要 甾体化合物是仅次于抗生素的第二大类药物, 其医药市场需求巨大. 由于甾体分子结构复杂且构型多样, 
因此其生物合成凭借高效精准的催化优势, 成为极具潜力的绿色合成模式. 本文聚焦于甾体生物合成途径关键 

酶的研究, 综述了甾醇、激素、甾体皂苷、强心苷及胆汁酸等主要甾体分子的生物合成的研究进展, 重点阐述 

了关键酶及催化过程的优化改造策略和成效, 同时对未来甾体类产物绿色生物制造领域的发展和技术突破进行 

展望. 
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甾体类化合物是一种重要的具有生物活性的物 

质, 它不仅是合成甾醇、胆汁酸、维生素D、神经甾 

体、类固醇激素等的重要物质基础, 更具有重要的生 

理学与医学意义 [1,2]. 在药物领域, 全球获准授权的甾 

体药物有400余种, 在医药领域的市场需求仅次于抗生 

素, 而且未来的需求还会增加. 除此之外, 甾体在环 

境 [3]、化工 [4]、农业 [5]等领域, 也有着广阔的应用前 

景. 部分甾体类药物属于激素类药物, 对机体具有重 

要调控作用, 被开发成为抗真菌、抗炎、抗过敏、抗 

肿瘤药 [6]. 如氢化可的松用于抗炎治疗, 地塞米松在癌 

症和重症感染治疗中表现出显著疗效 [7,8]. 甾体类药物 

大多是从具有甾体骨架的天然产物出发, 经过结构改 

造得到. 甾体药物的工业化生产主要有化学合成法和 

微生物转化法两种. 目前, 主要是以植物源中分离的 

皂素物质作为主要原料, 通过化学手段制备药物重要 

的中间产物, 存在着生产成本高、合成路线长、副产 

物处理困难和环境污染大等诸多问题, 化学合成法已 

逐渐难以满足甾体工业化生产的需求 [9,10]. 而微生物 

转化则是利用特定酶催化底物, 将其转化为附加值更 

高的产物, 这一过程实质上是一种酶催化, 其特异性 

和手性选择性都很高, 能够很好地解决目前化学合成 

中存在的问题. 
近年来, 随着“模块设计-路径组装-系统优化”等合 

成生物学技术的不断发展, 研究者们利用先进的生物 

学工具以及人工智能技术来预测和设计新的甾体分 

子, 对新型甾体类化合物进行结构改造与组装, 大大简 

化了复杂甾体的合成路径 [11]. 此外, 研究者们还致力 

于开发甾体化合物的从头合成路线, 以实现甾体类药 

物的“绿色化”生产. 甾体类天然产物是一类具有环戊 

烷并多氢菲核心骨架的四环三萜化合物, 共有的核心 
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母核结构是由A, B, C三个完整封闭的六元环和一个五 

元环D环组成的, 通过在甾体母核基础上C17位引入不 

同侧链, 形成五类重要的天然甾体分子, 包括甾醇类、 

激素类、甾体皂苷类、强心苷类、胆汁酸类(图1), 这 

些类型甾体分子的代表性产物都展现出重要研究意义 

和研究价值. 
甾体分子的生物合成过程依据其结构特性可以分 

为两部分, 首先是共有母核结构的形成, 这种复杂保守 

的多环结构的生物合成过程是长期趋同进化的结果, 
其合成酶及反应具有高度的相似性; 其次不同类型的 

甾体分子在C17侧链修饰(如烷基、酮基、内酯环、羧 

基、糖基化等)上表现出显著差异, 其本质是由酶催化 

的高度特异性所决定, 各类氧化酶、羟化酶、转移酶 

等通过精准识别底物位点, 驱动了甾体分子的特异性 

修饰, 从而形成不同结构和功能的甾体分子(图2). 尽 

管对甾体合成路径中的关键酶(如CYP450家族、3β- 
羟基类固醇脱氢酶等)的催化机制研究已有系统阐 

释 [12,13], 但如何通过酶工程改造突破天然催化效率瓶 

颈、实现复杂甾体的高效生物合成, 仍是当前绿色制 

药领域的研究热点. 因此, 本文聚焦于甾体合成路径 

中关键酶的工程化策略, 重点阐述了形成不同甾体结 

构及其衍生物的转化酶的挖掘与改造, 揭示它们如何 

图 1 甾体结构分类 
Figure 1 Classification of steroid structures   
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共同作用于生物大分子的形成与修饰, 从而为理解各 

甾体类化合物合成的基本机制提供更为丰富的视角. 

1 甾体生物合成共有路径与关键酶研究 
进展 

甾体类化合物的合成起始于一条由乙酰辅酶A 
(Acetyl-CoA)到环阿屯醇(CAS)的代谢路径(图3). 该核 

心路径可系统划分为三个连续的代谢阶段: 从乙酰辅 

酶A开始, 经过经典的甲羟戊酸(MVA)通路, 再经过异 

戊烯基焦磷酸(isopentenylpyrophosphate, IPP)的合成, 
形成C5的重要前体物——异戊烯基焦磷酸. 第二阶段 

是C10与C15前体的组装: IPP发生可逆异构化, 生成二 

甲基烯丙基焦磷酸(dimethylallylpyrophosphate,  
DMAPP). 随后, IPP与DMAPP在牻牛儿基焦磷酸合成 

酶(GPPS)的催化下, 依次发生头尾缩合反应: 先生成 

C10中间产物——牻牛儿基焦磷酸(GPP), 然后IPP再 

进一步和法尼基焦磷酸合成酶(FPPS)进行缩合, 得到 

C15产品法尼基焦磷酸(FPP). 第三阶段是C30骨架(鲨 

烯)的形成与环氧化: 第三阶段通过鲨烯合成酶(squa
lene synthase, SQS )的“头对头”缩合, 除去焦磷酸, 同 

时进行分子内的重组, 得到鲨烯(squalene). 随后, 鲨烯 

在鲨烯环氧酶(squalene epoxidase, SQE)的催化下, 以 

氧气为氧源, 在鲨烯分子的特定双键上进行环氧化反 

应, 生成具有环氧结构的2,3-氧化鲨烯(2,3-oxidosqua
lene). 此2,3-氧化鲨烯作为关键的代谢分支点, 经羊毛 

甾醇合酶(LSS)催化主要生成动物固醇(如胆固醇)的 

前体羊毛甾醇; 而经环阿屯醇合酶(CAS)催化则主要 

生成植物固醇(如β-谷甾醇)及甾体皂苷、强心苷等复 

杂甾体的共同前体环阿屯醇(cycloartenol synthase, 
CAS). 

1.1 MVA途径中的关键酶——HMGR 

3-羟基-3-甲基-戊二酰辅酶A还原酶(HMGR)作为 

甲羟戊酸(MVA)途径中的关键限速酶, 其活性不仅对 

植物甾醇的生物合成具有决定性作用, 还在植物正常 

生长发育进程中发挥着核心调控功能. HMGR的C末 

端催化结构域具有很强的保守性, 可以分为L, N, S三 

图 2 甾体类化合物合成路径 
Figure 2 Synthetic pathways of steroid compounds  
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个亚区. L区和S区包含HMG-CoA和NADP(H)的结合 

位点各两个, 它们在HMGR的催化结构域(第426~888 
位氨基酸)上形成一个紧密的四聚体(图4) [14]. 此外, 
HMGR包含一个重要的甾醇感应结构域(SSD), 该结 

构域在MVA途径的反馈调节和酶降解过程中发挥关 

键作用. SSD内多个保守氨基酸残基是感知MVA途径 

下游产物(如法尼基焦磷酸FPP和氧化甾醇)的关键位 

点. 研究证实, 对S215A, L219F等残基进行突变, 会导 

致HMGR降解速率发生显著变化 [15]. 基于HMGR的结 

构特性, Ro等人 [16]构建了N端结构域截短的HMG1p 

图 3 共有前体的合成路径 
Figure 3 Synthetic pathways of common precursors of steroids  
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(tHMGR), 并在酿酒酵母(Saccharomyces cerevisiae)中 

内源过表达tHMGR. 结果表明, 紫穗槐二烯的产量增 

加了近5倍, 充分验证了该改造策略的有效性. 除结构 

改造外, 多样化的工程策略也被用于优化HMGR性能. 
在酶源筛选方面, 研究者通过广泛比对不同物种来源 

的HMGR, 发现粪肠球菌(Enterococcus faecalis)的 

HMGR酶(EfHMGR)具有良好的催化活性, 在单倍体 

酵母菌株和工业酵母菌株中分别使角鲨烯产量提升59 
倍和8.7倍 [17]. 在糙脉孢菌(Neurospora crassa)中, 采用 

融合表达策略将HMGR与磷酸转乙酰化酶(PTA)、木 

酮糖-5-磷酸酮酯(XPK)融合表达, 成功促使类胡萝卜 

素产量达到野生型菌株的3倍(4.5 mg/g DW) [18]. 魏东 

芝课题组 [19]创新性地采用多策略联合优化方法, 将 

HMGR与ERG20等关键酶类进行融合, 并通甾醇响应 

型启动子(ERG8p)及泛素化修饰体系, 对HMGR表达 

进行动态调控, 最终番茄红素产量达到10.2 g/L. 这些 

研究将为HMGR在生物合成中的深入利用奠定基础. 

1.2 角鲨烯合酶和环氧角鲨烯合酶的研究 

早期关于角鲨烯合成酶的研究多为基因的克隆与 

功能鉴定 [20~22]. 近年来, 随着生物技术的发展, 该研究 

逐渐延伸到酶工程、亚细胞调控和合成生物学等多个 

方面. 在酵母、植物和细菌等多个微生物体系中, 角鲨 

烯产量中均取得显著提升, 利用基因过表达、敲除、 

关键酶的活性位点突变、与下游合酶融合表达、转录 

因子调控及实验室适应性进化等方法, 有效提高了角 

鲨烯和环氧角鲨烯的产量. Gao等人 [23]首次从云南重 

楼(Paris polyphylla)克隆了角鲨烯合酶基因PpSQS1, 
并通过体外酶活实验证明该蛋白具有催化法尼基焦磷 

酸(FDP)的活性. 该课题组通过qRT-PCR实验表征, 
PpSQS1在地下茎组织中高表达, 与甾体皂苷的积累部 

位一致, 这一发现揭示PpSQS1参与植物甾体皂苷生物 

合成途径 .  研究者通过截短苹果树角鲨烯合成酶 

(CvSQS)的C端部分氨基酸, 构建了截短的CvSQS蛋 

白, 并证实了其保留了将FPP转化为角鲨烯的活性 [23], 
为后续酶工程改造提供了重要思路. 在亚细胞水平的 

研究中 ,  研究人员通过过氧化物酶体靶向信号(如 

SKL)将SQS靶向至相应的细胞器, 有效地降低了细胞 

质中的代谢负担. 与此同时, 利用线粒体定位技术, 将 

MVA代谢路径关键酶定位到细胞线粒体中, 解除细胞 

图 4 HMGR酶结构. 图片修改自文献[14](开放获取) 
Figure 4 The structure of HMGR enzyme. Adapted from ref. [14] (Open access)  
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质中NADPH的竞争, 使其产率提高了40% [24]. 在微生 

物体系统方面, Huang等人 [25]首次报道了Mortierella 
alpine来源的角鲨烯合酶(SQS), 并进行了生物学分析. 
他们以Asp186, Lys201等关键氨基酸为靶点, 通过基因 

截短和定点突变来提高酶的催化选择性. 如E186K基 

因的突变可将该酶的催化效率提升3.4倍, 同时对FPP 
的亲和度提升至原来的2倍, 该策略为实现角鲨烯的 

高效生物合成提供了重要的科学依据. 值得注意的是, 
黄柄藻角鲨烯合成酶(AfSQS)具有特殊的空间结构特 

征. 虽然其催化结构域与人和锥虫来源的结构域类似, 
但其C端含有一个特殊的、高度极性的螺旋结构域, 
该结构域可能涉及蛋白质-蛋白质的相互作用以及与 

细胞膜的结合 [26]. 近年来, 陈坚院士团队 [27]在过氧化 

物酶体工程方面取得重大突破, 通过将角鲨烯生物合 

成路径涉及的关键酶引入过氧化物酶体中(使用如 

CRMV, GKSKL等靶向肽段), 使角鲨烯的产量显著提 

高至1.94 g/L(190.6 mg/g DCW), 较对照株增产63%. 在 

此基础上, 利用丙氨酸扫描法替换角鲨烯环氧化酶 

(SQE)活性位点附近的氨基酸, 以减小空间位阻并增 

强底物结合能力. 由此获得的V249H/L343A突变体显 

著提高了麦角固醇的合成能力. 在5 L的生物反应器 

中, 麦角甾醇产量可达3.34 g/L, 较野生型提高了 

64% [28]. 未来研究有望进一步利用多种组学数据资源 

以及人工智能技术的辅助设计方法提升细胞工厂的设 

计效率, 而且还能为实现更为精确和高效的构建过程 

提供强大支持. 

1.3 环阿屯醇酶的研究 

环阿屯醇(CAS)是胆固醇等其他甾体类化合物的 

重要前体物, 环阿屯醇合成酶(CAS)可选择性地将2,3- 
氧化鲨烯环化为环阿屯醇, 经2,3-氧化鲨烯在C-20位 

置发生脱氢反应, 得到含有正碳离子的甾醇中间体. 
随后, 将C-20上的负电性转移到C-9上, 引发该位点的 

环化反应, 最终生成环阿屯醇 [29]. 
拟南芥(Arabidopsis thaliana)中的AtCAS1基因 

是植物界中首个从2,3-氧化角鲨烯环化酶(oxidosqua
lene cyclase, OSC)家族中成功克隆的功能基因. 同时, 
环阿屯醇是一种重要的生物活性物质, 在植物次级代 

谢中起着重要的作用 [30]. 研究人员成功克隆了来自 

红树林植物Rhizophora stylosa Griff和Kandelia can
del的环阿屯醇酶基因RsCAS和KcCAS, 并对其进行 

了酶活力分析. 进化树显示, 这两个基因是双子叶植 

物环阿屯醇酶的新成员. 这些发现不仅为红树林植物 

甾醇合成调控奠定基础, 也为探索红树林植物抗逆性 

的机制开辟了新的途径 [31]. Fan等人 [32]对平贝及珠参 

属植物进行了初步研究, 发现 CAS参与了皂苷的合 

成. 此外, 还发现了3个OSC候选基因 (AaOSCR12, 
AaOSCL6, AaOSCL10), 通过酵母及烟草异源表达, 
发现仅AaOSCR12能够将2,3-氧化角鲨烯制成环阿屯 

醇. 对比AaOSCR12与无活性的AaOSCL10, 研究人员 

对AaOSCL12进行了53个氨基酸差异分析, 利用Al
phaFold2建模锁定249~761区域为关键结构域. 通过 

对10个保守位点进行突变, 确定6个关键催化位点 

(257H, 369N, 448T, 507V, 558P, 616Y), 使其完全失 

活, 进而构建了AaOSCL10-6M, 其合成率为0.9%. 在 

此基础上, 该菌株的481位氨基酸位点存在空间位阻 

效应, 且该位点的催化活性较AaOSCL10-6M提高了 

104倍. 在酶改造方面, 研究人员利用定向进化技术, 
获得了一株能高效合成羊毛甾醇88%、帕克醇12% 
的突变株, 并发现His477位点突变显著改变了酶的催 

化特性以及产物选择性 [33]. Lodeiro等人 [34]在此基础 

上, 利用同源建模与定点突变技术构建了羊毛甾醇合 

酶, 并对其进行了突变, 获得了99%羊毛甾醇合成酶. 
这些研究将为环阿屯醇酶的功能改造提供新思路, 并 

为进一步优化植物甾醇合成途径提供重要的理论 

支撑. 

2 不同类别甾体专有路径及关键酶的研究 
进展 

2.1 甾醇类化合物关键酶的研究 

甾醇作为甾体类天然产物的重要分支, 其分子结 

构以环戊烷多氢菲(甾核)为骨架, 特征性地包含C-3位 

羟基以及C-17位连接的8~10碳脂肪侧链(图1). 根据侧 

链结构差异, 甾醇可分为植物甾醇、动物甾醇和真菌 

甾醇三大类. 所有甾醇的生物合成均始于共同前体 

2,3-环氧角鲨烯, 经甾核环化、侧链修饰、双键异构 

化及氧化还原反应等步骤, 最终形成各类甾醇的特异 

性结构. 不同类型甾醇的合成依赖特定酶促反应, 形 

成不同的合成过程(图5). 因此, 深入解析和改造生物 

合成途径中的关键酶, 是提升目标甾醇产量的核心 

策略. 
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2.1.1 植物甾醇生物合成关键酶的研究 

植物甾醇种类繁多、功能多样, 在植物的生长发 

育过程中发挥重要作用 [35], 其合成以2,3-环氧角鲨烯 

为起始物, 经环化、甲基化修饰、双键异构化等得到 

C24-烷基甾醇(如菜油甾醇、β-谷甾醇、豆甾醇)(图5). 
途径中关键酶种类繁多, 这里主要对途径中的关键酶 

24-甲基转移酶(sterol C-24 methyltransferase, SMT), 
甾醇-C22-去饱和酶(cytochrome P450 family 710 sub
family A, CYP710)和Δ 7-甾醇双键还原酶(Δ 7-sterol 
reductase, DHCR7)等酶的研究进展进行阐述. 

SMT是甾醇结构中重要的C-24位的甲基化修饰, 
是植物固醇代谢途径中的重要限速酶. 这一过程不仅 

会改变植物固醇的分子结构, 而且会对细胞膜流动 

性、信号传导和抗逆性产生重要作用 [36,37]. SMT是一 

类由S-腺苷甲硫氨酸(SAM)组成的具有“Rossmann折 

叠”功能的蛋白. 目前, 已从巴黎多叶(Paris polyphyl
la) [36]、雷公藤(Tripterygium wilfordii) [37]、拟南芥 [38]等 

多种植物中成功克隆并实现异源表达. 近期, Xiao等 

人 [39]研究进一步揭示了SMT亚型的功能特异性: 拟南 

芥SMT2/SMT3双突变体仅缺失C-24乙基甾醇(β-谷甾 

醇与豆甾醇), 而C-24甲基甾醇(如菜油甾醇)合成以及 

油菜素内酯生物合成未受影响. 研究者通过在酿酒酵 

母中异源表达植物SMT, 并结合甾体骨架合成酶(如 

2,3-氧化鲨烯环化酶), 可高效从头合成复杂甾醇, 使 

产率提高10倍以上 [39]. 
CYP710属于细胞色素P450超家族, 能在β-谷甾醇 

C-22位插入一个Δ 22-双键, 生成豆甾醇. CYP710是 

P450家族中的一员, 其家族中含有多个重要的功能区 

域(如螺旋K, I和血红素结合基序) [40]. 其典型结构包含 

一个内质网膜锚定的跨膜螺旋域(TMH)和胞质催化 

域 ,  近期研究表明番茄(Solanum lycopersicum)  
CYP710A11的TMH对其功能不可或缺, 截除该域会导 

致酶活性丧失 [41]. 目前, CYP710基因已从拟南芥、番 

茄 [42]、烟草(Nicotiana tabacum) [43]、日本皂荚(Gledit
sia japonica Miq) [44]等多种植物中克隆, 并在大肠杆菌 

或酵母系统中成功表达. Aboobucker等人 [45]证实了玉 

米(Zea mays)CYP710A8基因其在豆甾醇合成中的核 

心作用. 在合成生物学应用中, 通过在酿酒酵母中重 

图 5 主要甾醇的生物合成路径 
Figure 5 Biosynthetic pathways of major sterols  
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构包含CYP710A1和2,3-氧化鲨烯环化酶的协同路径, 
已实现豆甾醇的高效从头合成, 产量可达2.15 g/L [46]. 
同时 ,  M e n g 等人 [ 4 4 ] 过表达特定 C Y P 7 1 0 ( 如 

CYP710A157)还能提升酵母对高碱胁迫(500 mmol/L 
Na 2CO 3)的耐受性, 为抗碱性工程菌的培育奠定基础. 

DHCR7是植物甾醇合成途径中的关键酶, 催化 

Δ 7-甾醇双键还原生成Δ 5双键, 是菜油甾醇合成的关键 

酶. 目前, DHCR7已在拟南芥、水稻(Oryza sativa)和酿 

酒酵母等物种中被成功鉴定与表征. 近期研究表明, 在 

中国舌鳎(Cynoglossus semilaevis)中, DHCR7 主要在 

雌性肝脏特异性表达且定位于胞质, 其转录受转录因 

子E2F1的显著激活调控 [47]. 在合成生物学应用中, 
Zhou等人 [48]利用CRISPR/Cas9技术将酿酒酵母内源的 

ERG5基因替换为不同来源的DHCR7, 其中表达巴沙 

鱼(Pangasianodon hypophthalmus)DHCR7的菌株 

Zw507菜油甾醇产量达216.93 mg/L; 将基因拷贝数增 

至3份后, 产量进一步提升至302.27 mg/L, 并在5 L发 

酵罐中实现了916.88 mg/L的高效合成. Yang等人 [49]的 

研究进一步拓展了应用范围 ,  通过评估不同来源 

DHCR7合成24-亚甲基胆固醇的能力, 发现非洲爪蟾 

(Xenopus laevis)DHCR7活性最优(178 mg/L), 其基因 

组多拷贝整合使产量增至225 mg/L. 

2.1.2 动物甾醇生物合成关键酶的研究 

动物甾醇(如胆固醇)以2,3-环氧鲨烯为起始, 经过 

多个氧化去甲基过程, 得到7-脱氢胆固醇(7-DHC), 再 

经过Δ 7-甾醇还原酶(DHCR7)的双键还原, 最后将其转 

化为胆固醇. 该途径涉及多种关键酶, 本节重点综述 

Δ 24-甾醇还原酶(DHCR24), DHCR7及相关甾醇合成基 

因(ERG)簇的研究进展. 
Δ 24-甾醇还原酶(DHCR24)催化胆固醇合成通路 

的限速步骤, 利用NADPH还原Δ 24双键. 研究者已从家 

鸡(Gallus gallus) [50]、家牛(Bos taurus) [51]、热带爪蟾 

(Xenopus tropicalis) [51]等物种中克隆其基因用于异源 

表达. Guo等人 [50]筛选11个来源的DHCR24进行了初 

步的研究, 发现鸡源GgDHCR24在酿酒酵母中能够产 

生1.07 g/L的7-DHC. Dong等人 [51]证实牛源BtDHCR24 
在解脂耶氏酵母(Yarrowia lipolytica)中表现出优异的 

表达适应性, 并通过代谢改造获得3.5 g/L的高效表达, 
该研究突出了其与宿主适配关系的重要意义. 

DHCR7不但是植物甾醇合成途径中的关键酶, 还 

是胆固醇生物合成的终端限速酶. 在酶学方面, Chen 
等人 [52]对牛源BtDHCR7进行了合理的改造, 通过对其 

催化结构和催化位点上的芳香族残基进行定点改造, 
在电子传递链(ETE)上引入了极性残基, 最终获得高效 

突变体M u D H C R 7 ( M 4 ) ,  使胆固醇产量提升至 

191 mg/L(为野生型的5.93倍). Bi等人 [53]则将后角鲨烯 

途径中多个酶(DHCR24, ERG2-ERG3, ERG27- 
ERG26-ERG25)与ePTS1进行了融合, 靶向过氧化物酶 

体作为特异性合成区室, 将7-DHC摇瓶中的滴度达到 

640.77 mg/L. Guo等人 [54]通过共表达脂滴(LD)靶向的 

ERG2/3与DHCR24模块, 同时表达内质网(ER)靶向的 

ERG1/11/24模块, 并进一步将ERG25/26/27模块靶向 

LD, 最终将7-DHC滴度提高至360.6 mg/L. 鉴于Fe 2+是 

7-DHC合成途径中ERG1, ERG3, ERG11, ERG25等关 

键酶的重要辅助因子(促进酶-底物复合物形成), Wei 
等人 [55]通过优化痕量元素Fe 2+和Mg 2+的培养基浓度来 

调控7-DHC的产量, 显著提高了7-DHC的效价(提升 

41.4%). 

2.1.3 真菌甾醇生物合成关键酶的研究 

以麦角甾醇为代表的真菌固醇, 其代谢途径与植 

物固醇类似, 但其主要特点是需经过一系列麦角固醇 

合成途径(ERG)所编码的一类酶来实现. 
近年来, 对烟曲霉(Aspergillus fumigatus) [56]、米曲 

霉(Aspergillus oryzae) [57]及帚枝霉(Sarocladium terrico
la) [58]中的ERG基因家族成员进行了大量的生物活性 

分析. Li等人 [56]在烟曲霉中发现报道了两个位于内质 

网膜上, 但在细胞存活过程中起着关键作用的Erg24A/ 
B, 发现若双基因共失活则会导致菌体死亡, 而单基因 

缺失仅部分抑制麦角甾醇合成并破坏离子稳态. Shang 
等人 [ 5 7 ]则在米曲霉中鉴定出同源酶A o E rg 2 4 A /  
AoErg24B(同样定位于ER), 并证实过表达AoErg24A可 

使麦角甾醇产量提升1.6倍. 
在作用机制解析方面, Jordá等人 [59]揭示了ERG基 

因受铁离子的精密双向调控: 在缺铁条件下, 转录因子 

Upc2/Ecm22激活ERG基因表达; 而在铁充足时, 血红 

素依赖因子Hap1会招募Tup1共抑制子阻遏转录. 这种 

调控网络能够动态平衡麦角甾醇合成, 有效防止角鲨 

烯、羊毛甾醇等有毒中间体的积累. 
在合成生物学应用中, 研究者通过酶工程策略显 

著提升麦角甾醇产量. Derkacz等人 [60]构建了白色念珠 
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菌ERG11 K143R点突变体, 使麦角甾醇含量提高1.9倍且 

不影响菌体生长. Liang等人 [61]则采用了更深入的计算 

驱动理性设计: 利用Rosetta Cartddg虚拟饱和突变和 

Discovery Studio(DS)软件, 对Erg11p活性位点及羊毛 

甾醇配体5 Å范围内的残基进行丙氨酸扫描和定点饱 

和突变, 成功锁定关键残基F384. 由此获得的F384E突 

变体在5 L发酵罐中实现了3.07 g/L的高产. 

2.2 激素类化合物关键酶的研究 

甾体激素(类固醇激素)是一大类以环戊烷多氢菲 

作为骨架结构的天然活性物质, 尽管甾体激素的甾核 

结构相同, 但是C3, C11, C17等位点不同的取代基决 

定着不同类型的甾体激素具有不同的生物学作用. 其 

中, C17位点的官能团构型尤为关键, 它既是鉴别甾体 

激素类别的主要标志物, 又是决定分子识别和功能发 

挥的重要因素 [62]. 根据生理功能和作用部位的不同, 
甾体激素主要可分为性激素(孕激素、雄激素和雌激 

素)和肾上腺皮质激素(糖皮质激素和盐皮质激素)两 

大类. 
在激素类化合物的生物合成路径中, 胆固醇和部 

分植物甾醇(菜油甾醇、β-谷甾醇、豆甾醇等)可以作 

为前体分子, 在细胞色素P450酶系的催化作用下转化 

为孕烯醇酮, 随后通过一系列酶的修饰最终产生具有 

不同生理活性的甾体激素(图6). 激素类产物参与调节 

图 6 主要甾体激素的生物合成路径 
Figure 6 Biosynthetic pathways of major steroid hormones  
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生长发育、生殖、代谢及免疫稳态等一系列生命过 

程. 由于传统的甾体激素类化合物的合成过程存在步 

骤繁琐、条件苛刻以及环境污染等问题, 但基于生物 

催化的合成策略有显著优势, 例如反应条件温和、催 

化效率高、绿色环保等, 这些优势使其成为甾体激素 

化合物合成的重要替代方案. 

2.2.1 性激素合成关键酶的研究 

性激素主要包括孕激素(如孕酮)、雄激素(如睾 

酮)和雌激素(如雌二醇), 它们在生殖系统发育、第二 

性征建立及代谢稳态维持中发挥重要作用. 
孕酮(progesterone)的合成直接依赖于P450scc和 

3β-羟基类固醇脱氢酶(3β-hydroxysteroid dehydrogen
ase, 3β-HSD)的连续催化 [63]. 为提升孕酮及其前体的 

生物合成效率, 目前已有多种工程策略被成功应用: 
其中, Liu等人 [64]在新金色分枝杆菌中, 融合表达突变 

型人源CYP11A1与肾上腺皮质铁氧还蛋白还原酶并 

同时使用以光驱动NADPH再生的InP纳米颗粒系统, 
从而使得孕酮产量达到(0.235±0.05) g/L并较之前相比 

提升84倍; 周景文团队 [52]在酿酒酵母中分步改造7-脱 

氢胆固醇还原酶(7-dehydrocholesterol reductase)、 

P450scc的电子传递残基, 使得碳流电子传递组件与 

NADPH再生途径得到优化, 实现了胆固醇(1.78 g/L) 
和孕烯醇酮(0.83 g/L)的高水平生产. Li等人 [65]则在通 

光藤(Marsdenia tenacissima(Roxb.)Wight et Arn)中筛 

选并克隆P450scc编码基因(MtCYP150与MtCYP108) 
和3β-HSD编码基因(MtHSD5与MtHSD6), 将其异源表 

达于酿酒酵母底盘细胞后, 结合胆固醇合成途径强化 

(如过表达HMGR)、电子传递链优化及分批补料发酵, 
最终在5 L罐实现孕酮产量达到1.06 g/L. 当前研究聚 

焦于发掘新型酶资源、深入探究酶的催化机制并整合 

电子传递的优化、辅因子的再生及先进发酵工艺等方 

向, 从而发展更高效的孕酮生物合成体系. 
睾酮(testosterone)则直接取决于前体雄烯二酮(an

drostenedione)经17β-羟基类固醇脱氢酶(17β-hydroxys
teroid dehydrogenase, 17β-HSD)催化的C17位特异性还 

原生成, 其催化特性也是影响睾酮产量与纯度的关键. 
为此, Guevara等人 [66]采用靶向基因敲除策略, 构建红 

球菌Chol-4四基因突变株, 敲除3-酮甾醇Δ1-脱氢酶(3- 
ketosteroid Δ1-dehydrogenase)和3-酮甾醇-9α-羟化酶 

(3-ketosteroid 9α-hydroxylase)等基因阻断雄烯二酮分 

解代谢途径, 同时异源表达弯孢菌(Curvularia lunata) 
来源的17β-HSD并优化辅因子再生, 最终实现了从4- 
雄烯-3,17-二酮中以61%的摩尔转化率生产睾酮. 同 

时, Ding等人 [67]基于同源建模与分子动力学模拟, 对 

17β-HSD3进行G186R/Y195W突变, 使毕赤酵母(Pi
chia pastoris)的睾酮产量达到了3.98 g/L, 较野生型提 

升了297%; 此外, Ortega-de Los Ríos等人 [68]利用 

CRISPR-Cas9技术敲除构巢曲霉(Aspergillus nidulans) 
的类固醇11α-羟化酶基因来消除副产物, 同时过表达 

弯孢菌17β-HSD, 可将超过80%的雄烯二酮(0.1 g/L)转 

化为睾酮; 近年来也有研究团队尝试整合多步的反应 

过程, 例如, Wei等人 [69]开发了创新双功能酶系统, 筛 

选微生物源酮还原酶KR-2实现4-雄烯二酮一步还原 

为睾酮, 并通过间歇真空法移除抑制性副产物丙酮, 在 

优化体系(65.8 g/L 4-雄烯二酮, 10%异丙醇)中反应52 
小时后, 使睾酮产量达65.42 g/L, 展现出了睾酮生物合 

成的良好工业应用前景. 

2.2.2 肾上腺皮质激素合成关键酶的研究 

肾上腺皮质激素包括糖皮质激素和盐皮质激素, 
分别以皮质醇、醛固酮为代表, 它们在应激反应和电 

解质平衡调节等过程中起关键作用. 
皮质醇(cortisol)的生物合成涉及多种细胞色素 

P450酶的联合作用, 其中细胞色素P450 17A1(cyto
chrome P450 17A1, CYP17A1)是决定皮质醇前体生成 

的一种关键限速酶. 首先是对单酶和电子传递效率进 

行优化, 其中Chen等人 [70]对人源CYP17A1(hCY
P17A1)进行密码子优化, 在此基础上共表达猪源的 

CPR YP以及热带假丝酵母来源的G6PDH c, 从而在毕赤 

酵母中实现底物(孕酮)转化效率达46.88%; 后续该团 

队 [71]基于牛源CYP17A1构建的R347A突变体, 共表达 

细胞色素P450还原酶CPR YP、葡萄糖-6-磷酸脱氢酶 

ZWF C和转运蛋白TP CH, 最终实现了17α-羟基孕酮 

(17α-hydroxyprogesterone, 17α-OHP)的产量达到 

(0.2348±0.0101) g/L. Du等人 [72]在毕赤酵母CPR YP- 
ZWF C-TP CH系统基础上, 开发了CYP17A1-A105Y突变 

体, 完全消除了16-羟基化活性, 使17α-OHP产量最终 

达到了(0.106±0.0032) g/L. 除此之外, Pan等人 [73]在大 

肠杆菌中构建了P450三模块反应系统(hyg4), 包含 

17AM, 21M和11BM, 进一步优化培养条件和反应参 

数后, 实现了从孕酮到皮质醇的一步合成, 最终使皮 
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质醇总产量达到16.82 μmol/L. 综上, 从单酶工程和电 

子传递网络的优化, 再到全细胞工厂的系统性整合, 构 

建起较为完整的皮质醇合成路径, 不断突破着皮质醇 

的生物合成瓶颈. 
醛固酮(cortisol)的18-位点特异性氧化是由醛固酮 

合成酶(cytochrome P450 11B2, CYP11B2)催化完成的, 
其酶工程的探索和改造在近些年也取得了突破性的进 

展. Valentín-Goyco等人 [74]对11β-羟化酶(cytochrome 
P450 11B1, CYP11B1)中第320位氨基酸进行V320A和 

A320V突变, 并通过酶活性测定和结合动力学等监测 

手段, 揭示了CYP11B2实现从11-脱氧皮质酮(11-deox
ycorticosterone)到醛固酮连续3步转化的关键是该酶的 

慢解离特性. 之后, Takeda等人 [75]证实了通过DNA甲 

基化可以负调控CYP11B2和CYP11B1的表达、影响 

转录因子的结合活性以及与甲基 -CpG结合蛋白2 
(methyl-CpG binding protein 2, MECP2)相互作用机制, 
从而调控醛固酮合成. Brixius-Anderko等人 [76]发现肾 

上腺皮质铁氧还蛋白通过变构效应促进CYP11B2活 

性位点的底物结合构象, 从而有利于18-羟基皮质酮合 

成, 进而为后续的酶工程改造和生物合成提供结构 

基础. 

2.3 甾体苷类化合物关键酶的研究 

2.3.1 甾体皂苷类化合物关键酶的研究 

甾体皂苷是一类重要的糖基皂苷, 具有独特的螺 

甾烷结构. 其分子由糖和苷元两部分构成. 甾体皂苷 

分子中含有27个碳原子, C17位含氧螺杂环, 根据螺甾 

烷骨架中C-25的立体构型及环合方式的差异, 可将分 

为螺甾烷醇类、异螺甾烷醇类、及呋甾烷醇类三大结 

构类型 [77], 其中, 螺甾烷型皂苷在自然界中分布最为 

普遍, 主要在百合、薯蓣科以及一些中药里含有这种 

成分, 如重楼皂苷、知母皂苷、薯蓣皂苷等. 目前, 科 

研人员已从近200种植物中发现了甾体皂苷类成分 [78], 
这些成分在植物中的分布特点与其组织特异性表达密 

切相关, 在药理作用方面, 甾体皂苷类药物具有良好的 

保护心血管的作用, 可有效降低血压, 降低心脏病发生 

风险 [79~81]. 
甾体皂苷的合成由胆固醇等特异性修饰反应生成 

甾体皂苷, 关键酶包括细胞色素P450氧化酶(CYP450) 
(图7)以及糖基转移酶(SGTase) [82]. Cheng等人 [83]通过 

基因组分析, 从植物、动物和酵母的基因组鉴定出 

DzinCYP90G6和DzinCYP94D144, 证明它们是薯蓣皂 

苷元代谢产物中的关键P450酶, 并重构了其生物合成 

通路, 使其产率达到10 mg/L. 该研究团队随后在多个 

rDNA区导入了一个胆固醇22-羟基化酶VcCYP90B27, 
并将其与多个P450酶的编码序列进行了随机组合, 对 

CYP(P450)和P450(P450s)的比值进行了优化, 将薯蓣 

皂苷的含量由毫克提升至克量级, 为工业化生产提供 

了新的途径 [84]. 

2.3.2 强心苷类化合物关键酶的研究 

强心苷类化合物结构主要由三部分构成: C-3位的 

糖基、甾体母核、C-17位不饱和内酯环. 天然强心苷 

类化合物的结构分类可按照C-17位不饱和内酯环特征 

进行分类, 主要分为两大类型: 一类是C-17位连接六元 

不饱和内酯环(α-吡喃酮结构)的乙型强心苷; 另一类是 

C-17位连接五元不饱和内酯环(α-呋喃酮结构)的甲型 

强心甾 [85]. 强心苷类药物的最关键的药理效应为显著 

提升心肌收缩力, 基于此特性, 在临床治疗中长久以来 

被作为强心类药物应用 [86]. 
自然界中强心苷类化合物的来源具有广泛的多样 

性, 主要来源于植物和动物两大类别, 植物来源的强心 

苷类成分主要以糖苷类形式存在 [87], 动物来源的强心 

甾主要为蟾蜍二烯内酯类(乙型强心甾) [88]. 强心苷类 

化合物在植物中的生物合成途径主要是 :  甲羟戊 

酸→胆固醇→孕烯醇酮→孕酮→强心甾类 [89~91]. 强心 

甾-3-O-糖苷主要是从植物中分离提取或者通过糖基 

化修饰获得. 随着合成生物学与生物信息学的快速发 

展, 许多新挖掘到的糖基转移酶已成为当今研究热 

点 [92]. 在植物中, 糖基转移酶(UGT)基因家族广泛存在 

且数量庞大. 目前拟南芥的基因组中已鉴定出多达107 
个UGT基因. 其中, 部分基因的功能已经得到了明确的 

解析 ,  例如UGT73C6, UGT78D1, UGT74F2和 

UGT75C1等 [93,94]. 已报道的UGT序列同源性相对较 

低, 蛋白结构以及末端结构域高度相似, UDP-葡萄糖 

(UDP-glucose, UDP-glu)主要与保守序列PSPG最后一 

位的谷氨酰胺互作 [94]. 2008年, Thorson团队 [95]对糖苷 

转移酶OleD的关键氨基酸残基进行替换ASP(A242V/ 
S132F/P67T), 以改变其底物特异性和催化效率, 三重 

突变体表现出显著提高的催化效率和底物广谱性, 在 

对其底物杂泛性的研究中首次报道了对洋地黄毒苷元 

的C-3位糖基化, Wen等人 [96]首次从药用植物马利筋 
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(Asclepias curassavica)中发现了一种新型植物甾体糖 

基转移酶UGT74AN1. 该酶表现出显著的C-3位区域 

选择性糖基化能力, 可高效催化多种结构类型的强心 

甾苷元(包括甲型五元内酯环和乙型六元内酯环甾体). 
在地高辛的生物合成中(图8), Carroll等人 [97]通过对毛 

地黄叶片和根组织的转录组测序和分析, 首次鉴定出 

毛地黄中地高辛生物合成途径的甾体侧链裂解酶- 
DlCYP87A4, 通过蛋白质结构建模和定点突变实验, 
鉴定出DlCYP87A4中两个关键氨基酸A355和L357, 
解决了地高辛生物合成途径中一个长期存在的谜题, 
为未来地高辛类似物的生物合成和药用价值的拓展奠 

定了基础. 

2.4 胆汁酸类化合物关键酶的研究进展 

胆汁酸的核心结构特征主要由一个甾体核心和 

一个五碳侧链组成, 胆汁酸的侧链通常连接一个羧 

基(COOH), 胆汁酸分子按侧链连接的基团结构不同 

可分为游离型和结合型, 游离型胆汁酸主要包括胆 

酸(cholic acid, CA)、脱氧胆酸(deoxycholic acid, 
D C A )、鹅脱氧胆酸 ( c h e n o d e o x y c h o l i c  A c i d ,  
CDCA)和石胆酸(lithocholic acid, LCA); 结合型胆 

汁酸则包括甘氨胆酸(glycocholic acid, GCA)、甘氨 

鹅脱氧胆酸(glycochenodeoxycholic acid, GCDCA)、 

牛磺胆酸(taurocholic acid, TCA)和牛磺鹅脱氧胆酸 

(taurochenodeoxycholic acid, TCDCA)等 [98]. 胆汁酸 

作为胆固醇衍生的甾体化合物, 其来源以肝脏合成 

和肠道微生物转化为核心, 通过肠肝循环实现高效 

再利用. 胆汁酸是脂质、葡萄糖及能量代谢的“信号 

枢纽”, 并通过调控菌群与宿主之间的作用从而影响 

全身健康 [99]. 
胆汁酸类化合物的合成途径主要包括经典途径和 

替代途径. 在经典途径中, CYP7A1催化胆固醇转化为 

7α-羟基胆固醇, CYP7A1通过3β-羟-δ-C27-类固醇脱羟 

酶(3β-HSD)转变为7α-羟-4-胆甾-3-酮基 ,  继而被 

CYP8B1催化形成CA和CDCA [100]. 其中, CYP7A1是 

此通路的限速酶(图9), 也是该途径的起始酶 [101]. 在替 

代途径中, CYP27A1同样作为起始酶, 催化胆固醇转 

化为27-羟基胆固醇, 随后通过氧化甾醇7α-羟化酶 

(CYP7B1)催化7α-羟化, 最终生成CDCA. 在高脂饲料 

饲喂的胆石动物模型中, 研究者筛选出与胆石病相关 

的候选基因, 其中CYP7A1, CYP8B1和CYP7B1的表 

达显著下调, 推测它们可能是胆酸盐形成的重要调控 

因子 [102]. 目前研究较为成熟和深入的是C-3′, C-7′和 

C-12′位的羟基等异构化胆汁酸, 这些异构化胆汁酸的 

合成与功能也在不断深入. 研究表明, 不同动物体内胆 

汁酸的种类差异显著, 例如, 啮齿动物能够进行C-6′位 

的羟基化及差向异构, 从而生成鼠胆酸(muricholic 
acid, MCA)和猪胆酸(hyocholic acid, HCA)等胆汁酸. 
这些成分的不同与动物的饮食习惯、肠道微生物的种 

类、合成胆汁酸的物质和动物的生存特点有关. 未来 

可能会发现其他位置发生异构化或衍生化反应所形成 

的新型胆汁酸. 

图 7 甾体皂苷元的生物合成路径 
Figure 7 The biosynthetic pathway of steroidal saponins  
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图 8 地高辛生物合成途径的关键步骤 
Figure 8 Key steps of the digoxin biosynthetic pathway  

图 9 主要胆汁酸的生物合成途径 
Figure 9 Biosynthetic pathways of major bile acids  
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3 挑战与展望 

近年来, 甾体化合物的生物合成研究已有较大的 

发展, 但要实现其产业化还面临着重重困难. 首先, 复 

杂甾体化合物的生物代谢通路研究中还面临着诸多瓶 

颈: 复杂的皂苷、强心苷和特殊的胆汁酸异构体, 其下 

游的多步羟基化、糖基化和内酯环的生成等分子机理 

还不明确, 缺少对其催化机理和调节网络的系统认识, 
从而无法对通路进行精确改造. 其次, 催化活性较低、 

依赖复杂的电子转移链、底物特异性强、异源表达难 

度大和稳定性不高等问题亟待突破. 羟化酶、脱氢酶 

和糖基转移酶等也面临着底物谱窄、区域/立体选择 

性差等问题. 此外, 在改造过程中, 长链甾体类化合物 

的生物合成过程需要耗费大量的物质(如乙酰-CoA、 

NADPH等)和能源(ATP), 导致机体的代谢负荷过重. 
其中, 角鲨烯、羊毛甾醇等中间产物的累积会对生物 

体造成一定的危害, 而辅酶平衡失调和代谢流量分配 

不均则会影响最终产物的生物合成. 目前大部分甾体 

类化合物产品的产能还处于毫克到克级过渡阶段, 距 

离千吨级生产需求还有很大的距离, 而高成本、长流 

程和高污染的化学合成法迫使微生物制造技术加速 

迭代. 
甾体化合物的生物合成已经由单纯的酶法化修饰 

到“分子-通路-细胞”的多级智能化调控的新阶段. 在此 

过程中, 通过人工智能与合成生物学的深度结合, 实现 

对甾体的深度挖掘、优化设计与调控, 从而打破目前 

的产能局限, 为甾体类药物、甾体皂苷类农药和化学 

品等行业的发展提供新的思路 [103], 实现从实验室研 

究向工业化的过渡, 促进我国甾体生产的绿色创新和 

产业发展. 未来, 人工智能与合成生物学的深度融合 

将进一步推动关键催化酶的深度挖掘、优化设计和调 

控, 突破甾体生物制造现有产能极限, 为医药(如甾体 

激素药物)、农业(如甾体皂苷农药)及化工领域提供新 

的解决方案 [103], 完成基础研究到产业化应用闭环模式 

贯通, 推动绿色生物制造技术的革新与产业升级.   
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Steroid compounds represent the second largest class of pharmaceuticals after antibiotics, with substantial demand in the medical 
market. Due to the complex molecular architecture and diverse stereochemistry of steroids, their biosynthesis, with its highly efficient 
and precise catalytic advantages, has emerged as a highly promising green synthesis approach. This article focuses on the study of key 
enzymes involved in the biosynthetic pathways of steroids, providing a comprehensive review of recent advances in the biosynthesis 
of major steroid molecules such as sterols, hormones, steroid saponins, cardiac glycosides, and bile acids. Emphasis is also placed on 
the catalytic roles of key enzymes, the mechanisms of enzymatic reactions, and strategies for enzyme optimization and engineering, 
along with achieved outcomes. This article offers prospects for future developments and technological breakthroughs in the 
sustainable microbial production of steroidal compounds. 
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