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Flow cytometry detects surface and internal antibodies of cells, which has been used in immunophenotyping and  lymphocyte function analysis, 
receptor occupancy analysis and pathway analysis in the development of drugs for cancers and immune diseases. 
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Avoid the formation of impurity bis-(4-nitrobenzyl) carbonate

purity >95%, overall yield 26%
The phosphoric acid has been proved efficient for global deprotection, and ethanol was 
added to precipitate plazomicin in phosphate salt, which could simplify the operation.
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Using EDCI as a condensation agent, the two-step 
synthesis of 4 can be achieved a good yield of 87%.

DIPEA as acid-binding agent was used instead of TEA to 
avoid the formation of nucleophilic impurities.

K2CO3 was used instead of NaOH to reduce 
the formation of hydrolytic impurities.
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Due to the steric effect of the 4-methylbenzenesulfonate group, the ratio of E/Z for compound 
3 was increased from 3∶1 to 40∶1, and the total yield was increased from 43％ to 59％.
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Epristeride was prepared with an overall yield of 50.9％ and a purity of 99.93%.  
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This method enhanced the soluble expression of SAM1 effectively, when small
ubiquitin-related modifier protein(SUNO) was fused at N-teminal of SAM1.
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analysis potential functions of 
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• The data of clinical chemistry analysis and histopathology assessment at 24 h showed that the animal acute liver injury model was
successfully established.

• The expression profile of lncRNA in the liver of DILI SD rats suggested that 902 lncRNAs changed more than 2-fold(P<0.05) 
compared with the liver of normal SD rats, of which 566 were up-regulated and 336 were down-regulated.

• lncRNA target gene(mRNAs) analysis and regulatory pathway  analysis showed that mRNAs mainly participated in the occurrence or 
development of DILI by regulating energy homeostasis, oxidoreductase activity, immune system pathways, cytochrome P450 enzyme
activity, cell proliferation and apoptosis.
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  专论 Perspectives

生物转化甾醇制备甾体药物中间体研究进展

吴杰群，徐顺清，王  鸿，苏为科，储消和*
(浙江工业大学长三角绿色制药协同创新中心，浙江杭州 310014)

摘要：甾体激素类药物在制药行业至关重要，在医疗领域的应用范围不断扩大。甾体药物中间体是生产甾体激素类药物

不可缺少的关键原料，因此其制备工艺的研究一直是甾体药物研究领域的热点之一。本文主要综述了利用生物转化甾醇

制备甾体药物中间体的研究进展，并对该领域存在的问题进行总结和分析，展望了生物转化甾醇制备甾体药物中间体的

未来发展趋势，为其进一步发展提供借鉴。

关键词：甾醇；生物转化；甾体药物中间体
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Progress in the Preparation of Steroid Drug Intermediates by 
Microbial Transformation of Sterols

WU Jiequn, XU Shunqing, WANG Hong, SU Weike, CHU Xiaohe*
(Collaborative Innovation Center of Yangtze River Delta Region Green Pharmaceuticals, Zhejiang University of Technology, Hangzhou 310014)

ABSTRACT: Steroidal compounds are very important to pharmaceutical preparations and widely used in the 
medical field. Steroid drug intermediates are essential for producing these compounds. Therefore, research on the 
preparation of steroid drug intermediates has been one of the hot spots in the field of steroid drugs. This article mainly 
reviews the research progress of microbial transformation of sterols to prepare steroidal drug intermediates, summarizes 
and analyzes the problems with the field of steroidal drug intermediates, and discusses the future development trend.

Key Words: sterol; microbial transformation; steroid drug intermediate
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甾体激素类药物对人类身体机能起着重要的调

节作用，在医疗领域应用范围不断扩大，已经广泛

用于消炎、避孕，以及治疗心血管疾病、肿瘤、人

体器官移植排异、内分泌失调和老年性疾病等 [1]，

是临床上非常重要的治疗药物。

甾体类化合物是一类包含特殊结构甾烷核的萜

类脂质，其甾烷核由 4 个烷烃环组成 (图 1)，是制

备甾体激素类药物的重要原料。甾体类化合物在自

然界中广泛存在，文献报道的已有 250 多种。这些

甾体类化合物广泛存在于植物 (如植物甾醇、薯蓣

皂苷和油菜素甾醇)、动物(如胆固醇、皮质类激素、

糖皮质激素、盐皮质激素、性激素、雄激素、雌激素、

胆汁酸、维生素 D 和神经甾体，以及昆虫中的蜕皮

甾体)、酵母和真菌(如麦角固醇和麦角甾醇)中 [2—3]。

O

O

H

H H

ADD

O

O

H

H H

AD

O

H

H H

OH

1,4-HBC

O

H

H H

OH

4-HBC

Microbial 
Transformation

HO HO

HO HO

Sterols O

H

H

OH

OH

9-OH-4-HBC

O

O

H

HOH

9-OH-AD

A B

C D1
2

3
4

5
6

7
89

10

11
12 13

14 15

16

17
图1

图2

O

O

H

H H

AD

O

O

H

H H

ADD
O

O

H

HOH

9-OH-AD

O

H

H H

OH

O

H

H H

OH

4-HBC 1,4-HBC
O

H

H

OH

OH

9-OH-4-HBC

图3

O

OH

H

H H

TS
O

OH

H

H H

BD
O

OH

H

H H

O

O
HO

可的松

O

OH

H

H H

O

O
HO

泼尼松

O

OH

H

F H

HO

O OH

地塞米松

图4

黄姜类薯蓣植物
酸水解

汽油提取
薯蓣皂素

开环、氧化

铬酐

O

O

O

H

H

双烯等

大豆等谷物
萃取结晶

植物甾醇
微生物发酵

O

H

H
O
4-雄烯二酮、雄二烯二酮、

9-羟基雄烯二酮等

甾体药物原料药
及中间体

图5

O

O

H

H H

AD
O

O

H

H H

ADD

HO
胆固醇

HO HO HO
谷甾醇 豆甾醇 麦角甾醇

侧链完全切割氧化

3-甾酮-Δ1-脱氢酶

侧链不完全切割氧化

O

H

H H

OH

4-HBC
O

H

H H

OH

1,4-HBC

O

O

H

HOH

9-OH-AD
O

O

H

HOH

9-OH-ADD
O

H

H

OH

OH

9-OH-4-HBC
O

H

H

OH

OH

9-OH-1,4-HBC

CO2 + H2O CO2 + H2O

甾核降解 甾核降解

3-甾酮- 9α -羟化酶 3-甾酮- 9α -羟化酶3-甾酮- 9α -羟化酶3-甾酮- 9α -羟化酶

图6

3-甾酮-Δ1-脱氢酶

3-甾酮-Δ1-脱氢酶

3-甾酮-Δ1-脱氢酶

基因组学阐明
相关基因功能

代谢工程研究
甾体代谢途径

转录组学、蛋白组学
研究基因转录和表达

高通量筛选技术
筛选优良菌株

发酵转化工艺优化

寻找新酶
修饰甾体

用非甾醇原料
从头合成甾体

构建第二代

基因工程菌从

甾醇制备甾体

高底物转化率
高产物选择性
一步发酵法

新甾体中间体

图 1   甾体类化合物的甾烷核结构

Fig.1   Sterol Nucleus Structure of Steroids

甾体类化合物虽然在自然界中广泛存在，但相

对于巨大的医疗市场需求，其产量还是相对不足的。

当前甾体类化合物主要来源于各种甾体中间体，它

们是一些包含甾烷核的分子 ( 图 2)，主要有 4- 雄
烯 -3,17-二酮(AD)、1,4-雄二烯 -3,17-二酮(ADD)、

9- 羟基 -4- 雄烯 -3,17- 二酮 (9-OH-AD)、22- 羟基 -
23,24- 二降胆 -4- 烯 -3- 酮 (4-HBC)、22- 羟基 -
23,24- 二降胆 -1,4- 二烯 -3- 酮 (1,4-HBC) 和 9,22-

二羟基 -23,24-二降胆 -4-烯 -3-酮(9-OH-4-HBC)等。

收稿日期：2019-07-08
作者简介：吴杰群(1981—)，男，博士，从事工业微生物菌种的代

谢工程改造研究。
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通过对甾体中间体进行化学合成或者生物催化修饰

制备各种甾体药物原料如睾酮 (TS)、宝丹酮 (BD)、

可的松、泼尼松和地塞米松等 (图 3)，这些甾体药

物原料可进一步生产成为甾体激素类药物并应用于

临床医疗。

在生物催化技术制备甾体中间体技术开发之

前，传统生产工艺制备甾体中间体的主要方法是从

薯蓣属植物中提取薯蓣皂苷等类固醇中间体原料，

然后经多步化学合成制成甾体中间体。也有研究者

直接从动、植物组织液中提取甾体中间体或者由非

甾体化合物经过多步化学法直接合成，这些制备甾

体中间体的生产工艺比较复杂，产率低，能耗高，

对环境污染严重，不能满足甾体中间体工业可持续

发展的要求 [1]。

随着甾体激素类药物需求日益激增，传统植物

来源薯蓣皂苷资源逐渐枯竭，研究者不断寻求其他

甾体化合物的生产制备途径。利用可以降解甾醇的

微生物生物催化制备甾醇类化合物是生产制备甾体

中间体和甾体药物的有效途径。当前油脂工业副产

物中蕴藏着极为丰富的植物甾醇资源，这些副产物

常常被当作废弃物处理，这无疑是对自然资源的极

大浪费。利用微生物转化技术将这些廉价的甾醇资

源转化成有价值的甾体药物中间体 (图 4)，这将会

大大促进甾体药物工业的发展。

1   生物转化甾醇制备甾体中间体的优势

利用微生物对含有甾烷母核的甾醇化合物如植

物甾醇分子 ( 主要有胆固醇、谷甾醇、豆甾醇和麦

角甾醇 ) 的特定部位进行分子修饰，这些分子修饰

常常具有立体选择性，并且可以在一个催化反应中

同时完成几步分子修饰，最终形成各种甾体中间体。

这些分子修饰通过化学合成几乎很难完成，但是在

生物催化过程中可以较容易地实现。与化学合成方

法制备甾体中间体相比，生物催化与转化的制备条

件比较温和，不存在容易造成甾体分子降解的条件

(高温或者极端 pH 值 )，底物转化率高；同时分离

提取工艺简单，产生的污染物较少，对环境更加友

好，满足可持续性发展的需求。
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Fig.3   Steroid Drug Raw Materials
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2   生物转化甾醇制备甾体中间体的催化机制

研究发现有些微生物可降解甾醇类物质并将其

作为碳源，首先甾醇的侧链被微生物降解，然后经

过多步催化反应降解为 CO2 和 H2O。微生物选择性

降解甾醇侧链涉及多种酶参与的连续催化反应，整

个催化过程复杂。

微生物对甾醇的降解利用主要涉及甾醇的摄

取、C17 位的脂肪族侧链氧化切割和 C4 位氧化、

C1 位脱氢和 C9 位羟基化、甾核的氧化和降解 [4]。

具体过程如图 5 所示：(1) 疏水性甾醇分子与细胞

表面直接接触，通过细胞表面的多个转运系统逐渐

被吸收进入细胞，进一步参与细胞代谢途径。(2)
在微生物体内多种酶的共同参与下，C17 位的脂肪

族侧链经 7 步 β- 氧化反应被氧化切割而缩短，最终

氧化为酮基。在此过程中 C3 位的羟基在氧化酶的

作用下氧化为酮基，C4 位在脱氢酶的作用下形成

一个烯键，进而形成甾体中间体 AD。若在此过程

中 C17 位的侧链被不完全氧化切割则形成异丙基，

异丙基进一步被羟化酶羟基化，则最终形成甾体中

间体 4-HBC。(3) 在 3- 甾酮 -Δ1- 脱氢酶的作用下，

AD 的 C1-C2 位脱氢形成烯键得到 ADD，ADD 进

一步在 3- 甾酮 -9α- 羟化酶的作用下 C9 位被羟

基化形成 9- 羟基 -1,4- 雄二烯 -3,17- 二酮 (9-OH-
ADD)。AD 也可以在 3- 甾酮 -9α- 羟化酶的作用下，

C9 位被羟基化形成 9-OH-AD，9-OH-AD 在 3- 甾
酮 -Δ1- 脱氢酶的作用下 C1-C2 位脱氢形成烯键得到

9-OH-ADD。4-HBC 在 3- 甾酮 -Δ1- 脱氢酶的作用

下，C1-C2 位脱氢形成烯键得到 1,4-HBC，1,4-HBC

在 3- 甾酮 -9α- 羟化酶的作用下 C9 位被羟基化形成

9,22- 二羟基 -23,24- 二降胆 -1,4- 二烯 -3- 酮 (9-OH-
1,4-HBC) ；4-HBC 也可以在 3- 甾酮 -9α- 羟化酶的

作用下，C9 位被羟基化形成 9-OH-4-HBC，再在 3-

甾酮 -Δ1- 脱氢酶的作用下 9-OH-4-HBC 的 C1-C2 位

脱氢形成烯键得到 9-OH-1,4-HBC。(4)9-OH-ADD

和 9-OH-1,4-HBC 在 C1 和 C4 位有 2 个烯键，同时

C9 位有羟基，在此结构下甾核的 A 环和 B 环会发

生自发开环，通过 3 步催化反应逐步降解为 CO2 和

H2O。因此，在微生物对甾醇的降解过程中一般不

会有 9-OH-ADD 和 9-OH-1,4-HBC 等甾体中间体的

积累 [5—6]。

3   生物转化甾醇制备甾体中间体的研究现状

利用微生物转化植物甾醇制备甾体中间体主要

经历 2 个发展阶段。第一阶段是传统微生物转化植

物甾醇制备甾体中间体，首先从自然界中筛选可以

降解植物甾醇产生甾体中间体的微生物，然后对微

生物的发酵转化工艺不断优化，从而不断提高微生

物催化法制备甾体中间体的生产水平，其进展主要

包括甾醇原料的挖掘和微生物菌种筛选与诱变两方

面。第二阶段是采用分子生物学技术构建工程菌生

物转化植物甾醇制备甾体中间体。随着微生物对甾

醇降解代谢途径中各个基因功能的不断解析，研究

者已初步绘制了完整的甾醇代谢图谱。在此基础上

通过对代谢途径过程中的关键基因进行强化表达或

对旁路副产物途径的酶基因进行弱化或者敲除，提

高底物转化率和产品纯度，简化提取工艺，从而降

低生产成本。

3.1   甾醇原料挖掘

利用具有甾烷核结构的廉价化合物作为甾醇底

物原料生产甾体中间体是目前常用的方法。但是随

着植物来源的薯蓣皂苷原料的日益枯竭，人们开始

不断开拓新的植物甾醇资源。植物甾醇主要来源于

油脂的生产废渣及其他工业废弃物，如豆油、油菜

籽、制糖废渣及造纸废水等，甾体微生物利用这些

废弃物中的甾醇底物可以生产制备甾体中间体。表

1 对新发现的甾体中间体生产制备的原料进行了总

结。Perez 等在甘蔗泥中发酵培养分枝杆菌，该微

生物的转化液中能检测到甾体中间体 AD 和 ADD，

表明分枝杆菌可将甘蔗泥中的植物甾醇转化为甾体

中间体，为甾体中间体的生产制备开辟了新的原料

途径 [7]。Aurasorn 等用水稻胚芽和小麦胚芽乙醇提

取物作为植物甾醇原料生物转化制备 AD 和 ADD，

产量分别达到 (180±27) 和 (31±11.4)mg/L，底物转

化率 65％ [8]。Pattana 等对微生物转化法制备 AD

和 ADD 的植物甾醇来源进行了筛选，筛选出几种

含植物甾醇的植物油作为生产基质。结果表明，使

用菜籽油时 AD 和 ADD 产量最高，椰子油和棕榈
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图 5   微生物对甾醇的降解代谢过程

Fig.5   Degradation and Metabolism of Sterols by Microorganisms
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油产量较低，可能是油中植物甾醇种类和结构影响

着底物转化效率，该研究为植物甾醇的来源提供了

新的途径 [9]。

表 1   新发现的甾醇原料

Tab.1   Newly Discovered Sterol Raw Materials
微生物 甾醇底物 产物 参考文献

分枝杆菌 甘蔗泥 AD、ADD [7]
分枝杆菌 水稻胚芽和小麦胚芽乙醇提取物 AD、ADD [8]
分枝杆菌 菜籽油、椰子油、棕榈油 AD、ADD [9]

3.2   菌种筛选和诱变

微生物菌种的筛选对于工业微生物的发展起着

至关重要的作用。多年来研究人员已经从环境中筛

选出了很多能产生甾体中间体的微生物，并且对微

生物的甾醇转化能力进行研究 ( 表 2)。Pattana 等

研究了从土壤中筛选到的 13 株微生物转化植物甾

醇的能力，发现 2 株分枝杆菌可以将谷甾醇转化为

AD 和 ADD，总转化率 81.83％ [10]。Lin 等从玉米

粉和大豆粉中分离到 1 株串珠镰刀菌，可将植物甾

醇转化为 AD、ADD[11]。Alok 等从 64 株真菌中筛

选到 1 株能够将谷甾醇生物转化为 AD 的微生物，

该菌株具有出色的转化能力 [12]。Preeti 等从土壤中

分离出 1 株诺卡菌，该菌能够选择性地切割胆甾

醇的侧链产生 ADD，底物转化率可达到 90％ [13]。

Priti 等筛选到 1 株金黄杆菌，可实现胆固醇向 ADD

的生物转化 [14]。Liu 等筛选到 1 株戈登菌，可将胆

固醇转化为以 ADD 为主的 5 种代谢产物，转化率

达到 87.2％ [15]。

诱变育种是菌种改良的重要途径。微生物在

选择性氧化降解甾醇侧链的过程中，胞内 3- 甾酮 -

9α- 羟化酶和 3- 甾酮 -Δ1- 脱氢酶同时存在会导致

甾体母核自发开环，从而使底物转化率降低。如果

通过化学或者物理诱变过程得到能降解甾醇侧链而
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表 2   微生物菌种筛选研究进展

Tab.2   Advances in Screening of Microbial Strains
筛选来源 微生物 底物 产物 参考文献

土壤 分枝杆菌 谷甾醇 AD、ADD [10]
玉米粉、大豆粉 真菌 植物甾醇 AD、ADD [11]

- 真菌 谷甾醇 AD [12]
土壤 诺卡氏菌 胆固醇 ADD [13]
- 金黄杆菌 胆固醇 ADD [14]
- 放线菌 胆固醇 AD、ADD [15]

不降解甾体母核结构的突变菌种，底物转化率会

得到极大提高。对于甾体微生物的诱变育种，已有

研究者进行了许多工作，见表 3。付磊等对分枝杆

菌 HCCB004 进行紫外 - 激光复合诱变，筛选到 1

株可以将植物甾醇转化为 4-HBC 的突变菌株，而

出发菌株不产生 4-HBC[16]。Liu 等对 1 株能够转化

植物甾醇的分枝杆菌进行大气室温等离子体诱变

(ARTP) 处理后，筛选到 1 株代号 ZADF-4 的新金

色分枝杆菌突变体，该菌株的 AD 和 ADD 产量达

到 (6.28±0.11) 和 (0.82±0.05)g/L，转化率从 48.3％
提高到 60.3％ [17]。Donova 等将分枝杆菌进行化学

诱变和紫外诱变，筛选到 1 株可以产生以 9-OH-AD

作为主要转化产物的突变株，摩尔转化率 50％，该

菌株不能降解 9-OH-AD，但能降解 ADD[18]。

表 4   甾体基因工程菌研究进展

Tab.4   Advances in Steroid Genetically Engineered Bacteria
底物 微生物 基因改造途径 产物 参考文献

植物甾醇 分枝杆菌 3-甾酮-Δ1-脱氢酶突变和表达 ADD、AD [19]
植物甾醇 分枝杆菌 失活或强化3-甾酮-Δ1-脱氢酶表达 AD、ADD [20]

AD 节杆菌、毕赤酵母
节杆菌表达3-甾酮-Δ1-脱氢酶，

毕赤酵母表达17β-羟甾体脱氢酶
BD [21]

植物甾醇 分枝杆菌 强化3-甾酮-Δ1-脱氢酶表达 ADD [22]
AD 芽孢杆菌 在芽孢杆菌中异源表达分枝杆菌3-甾酮-Δ1-脱氢酶 ADD [23]
AD 大肠埃希菌 在大肠埃希菌中异源表达分枝杆菌3-甾酮-Δ1-脱氢酶 ADD [24]
AD 芽孢杆菌 在芽孢杆菌中异源表达节杆菌3-甾酮-Δ1-脱氢酶 ADD [25]
AD 大肠埃希菌 在大肠埃希菌中异源表达放线菌3-甾酮-Δ1-脱氢酶 ADD [26]
AD 棒杆菌 在棒杆菌中异源表达分枝杆菌3-甾酮-Δ1-脱氢酶 ADD [27]

植物甾醇 分枝杆菌 加强表达分枝杆菌3-甾酮-Δ1-脱氢酶 ADD [28]

植物甾醇 分枝杆菌
敲除3-甾酮-Δ1-脱氢酶基因kstD，

强化3-甾酮-9α-羟化酶基因ksh表达
AD、9-OH-AD [29]

AD 芽孢杆菌 在芽孢杆菌中异源表达3-甾酮-9α-羟化酶和葡萄糖脱氢酶 9-OH-AD [30]
植物甾醇 分枝杆菌 甾体代谢工程改造 4-HBC [31]

植物甾醇 分枝杆菌 甾体代谢工程改造
AD、ADD、9-OH-AD、4-HBC、

1,4-HBC、9-OH-HBC
[32]

植物甾醇 分枝杆菌 细胞甾醇转运系统改造 9-OH-AD [33]
植物甾醇 分枝杆菌 σ因子基因sigD敲除，强化甾体代谢关键基因choM2表达 9-OH-AD [34]

表 3   微生物菌种诱变研究进展

Tab.3   Advances in Mutagenesis of Microbial Strains
微生物 诱变方法 底物 产物 参考文献

分枝杆菌 紫外-激光复合诱变 植物甾醇 4-HBC [16]
分枝杆菌 ARTP 植物甾醇 AD、ADD [17]
分枝杆菌 化学诱变和紫外诱变 谷甾醇 AD、9-OH-AD [18]

3.3   甾体微生物的基因工程改造

采用传统微生物转化法生产甾体中间体，底物

转化率低、产品纯度不高、提取分离困难、产品质

量不可控，因此生产成本比较高。为了解决上述问

题，当前甾体生物转化技术的开发逐步从传统微生

物诱变转向代谢工程定向改造，相关研究进展如表

4 所示。

3.3.1   3- 甾酮 -Δ1- 脱氢酶基因工程改造

研究表明，通过基因工程技术在微生物中过量

表达 3- 甾酮 -Δ1- 脱氢酶基因 kadD，可增强 3- 甾
酮 -Δ1- 脱氢酶 KSDD 的表达，使甾核的 C1-C2 位

形成烯键产生新的甾体中间体如 ADD、1,4-HBC 和

BD 等，进而开发出新的甾体药物原料。若将 3- 甾
酮 -Δ1- 脱氢酶基因 kadD 敲除，甾体中间体将不能

进一步形成 C1-C2 位脱氢的双烯甾体中间体，从而

避免甾核被进一步自发开环降解为 CO2 和 H2O，提
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高甾体中间体的产量。

Shao 等对新金分枝杆菌突变体进行测序分析，

发现该菌的 3- 甾酮 -Δ1- 脱氢酶基因出现了 Val366

到 Ser366 的氨基酸突变，突变菌可以大幅度提高

甾醇转化过程中 ADD/AD 的产生比率，将 3- 甾
酮 -Δ1- 脱氢酶基因在分枝杆菌中加强表达后，ADD

的纯度得到提高 [19]。Wei 等对分枝杆菌中 3- 甾酮 -
Δ1- 脱氢酶基因进行敲除后，几乎没有 ADD 生成；

加强 3- 甾酮 -Δ1- 脱氢酶基因的表达后，AD/ADD

比率从 1 ∶ 2.4 提高到 1 ∶ 51.5，ADD 纯度得到

大幅度提高，表明 3- 甾酮 -Δ1- 脱氢酶是控制 AD/
ADD 比率的关键因素 [20]。Tang 等利用节杆菌中

3- 甾酮 -Δ1- 脱氢酶和重组毕赤酵母 GS115 中表达

的 17β- 羟甾体脱氢酶组合转化 AD 制备 BD，通过

优化 AD 向 BD 转化的条件，5.0 g/L AD 转化获得

了 4.2 g/L BD，产率 83％，该研究为生物转化制备

BD 提供了一种有效的方法，也可用于生产其他难

以直接获得的甾体化合物 [21]。Wei 等采用基因工程

技术对分枝杆菌中的 2 个 3- 甾酮 -Δ1- 脱氢酶同工

酶基因 kstDM 和 kstDA 进行加强表达，促使 AD 转

化为 ADD，使得甾醇过程中的 ADD 纯度得到提高，

ADD 摩尔产率达到 98.60％ [22]。Zhang 等将分枝

杆菌中参与类固醇代谢的 3- 甾酮 -Δ1- 脱氢酶基因

ksdD 在芽孢杆菌中异源表达，该工程菌株可以催化

AD 转化为 ADD，重组枯草杆菌催化 AD 的转化率

达到 65.7％，比对照组高 18 倍左右，同时极大地

缩短了转化时间 [23]。

Shao等在大肠埃希菌中异源表达分枝杆菌3-甾
酮 -Δ1- 脱氢酶基因 ksdD，实现了 AD 向 ADD 的生

物转化，ADD 产量可达 5.7 g/L[24]。Li 等在芽孢杆

菌中异源表达节杆菌 3- 甾酮 -Δ1- 脱氢酶基因 ksdD，

重组菌酶活性与节杆菌相比提高了 30 倍左右，并

且枯草杆菌重组 ADD 的转化水平提高了 10 倍左

右 [25]。Wang 等在大肠埃希菌中异源表达放线菌 3-

甾酮 -Δ1- 脱氢酶基因 ksdD，实现了 AD 向 ADD 的

生物转化，在优化的转化条件下，ADD 转化率达

96％ [26]。Zhang 等在棒杆菌中异源表达分枝杆菌 3-

甾酮 -Δ1- 脱氢酶基因 ksdD，重组菌的酶表达水平高

于原始菌的 1.6 倍，实现了 AD 向 ADD 的生物转化，

ADD 转化率约 83.87％，而原始菌仅为 3.56％ [27]。

张乐乐等在分枝杆菌 Mycobacterium neoaurum 
JC-12 中加强表达甾醇降解过程中的关键酶 3- 甾
酮 -Δ1- 脱氢酶 KSDD 以提高 ADD 的产量，ADD

产量从 4.86 g/L 提高到 5.94 g/L，5 L 发酵罐培养

ADD 产量达到 10.28 g/L[28]。Yao 等从新金分枝杆

菌 ATCC 25795 中鉴定出 3 种 3- 甾酮 -Δ1- 脱氢酶

同工酶，3 种酶都被敲除后微生物转化甾醇产生

9-OH-AD 的产量提高到 6.02 g/L，可能是 3- 甾酮 -
Δ1- 脱氢酶敲除后 9-OH-AD 不能进一步形成 9-OH-
ADD，从而避免甾核被进一步降解为 CO2 和 H2O，

提高了 9-OH-AD 的产量 [29]。

3.3.2   3- 甾酮 -9α- 羟化酶基因工程改造

研究表明通过基因工程技术在微生物中过量表

达 3- 甾酮 -9α- 羟化酶基因 ksh，可以增强 3- 甾酮 -

9α- 羟化酶 KSH 表达，在甾核的 C9 位形成羟基，

从而形成新的甾体中间体如 9-OH-AD、9-OH-HBC

和 9-OH-1,4-HBC，进而开发出新的甾体药物原料。

Yao 等在新金分枝杆菌 ATCC 25795 加强 3-

甾酮 -9α- 羟化酶基因 ksh 表达后，9-OH-AD 的产

量提高到 7.33 g/L[29]。Zhang 等成功克隆了新金杆

菌 JC-12 中的 3- 甾酮 -9α- 羟化酶基因 ksh，并在

枯草芽孢杆菌加强表达，以重组枯草芽孢杆菌细

胞进行细胞静息转化，该菌可将 AD 转化为 9-OH-
AD，同时在该菌中共表达葡萄糖脱氢酶 GDH，构

建了辅酶Ⅰ再生系统，可以将 AD 羟基化过程中

产生的氧化型辅酶Ⅰ (NAD ＋) 还原成还原型辅酶

Ⅰ (NADH)，再次被羟基化过程循环利用，有效地

催化了 AD 生物转化为 9-OH-AD 的过程，转化率

为 90.4％，生产率为 0.45 g·L-1·h-1[30]。

3.3.3   构建代谢工程甾体微生物

微生物体内的甾醇代谢途径需要多步酶催化反

应以及多个基因的协同作用，因此对单个基因进行

基因工程改造很难得到性质优良的基因工程菌株。

利用代谢工程技术构建不同的基因工程菌，通过对

不同的生物催化反应过程进行组合，构建出有特定

催化功能的基因工程菌来进行生物催化，制备出不
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同结构和功能的甾体中间体。越来越多的研究者根

据甾醇代谢途径对多个相关基因进行改造，加强主

链代谢途径基因的表达，弱化或者敲除侧链代谢基

因的表达，使得代谢途径向合成目标甾体中间体的

方向进行，以提高底物转化率以及单一甾体中间体

的纯度、提升甾体中间体的生产制备水平。

Xiong 等采用修饰分枝杆菌中甾醇分解代谢途

径的策略生产甾体药物中间体 4-HBC ；对甾醇代谢

途径中关键基因进行基因工程改造，强化表达海藻

糖跨膜转运蛋白基因 mmpL3，增加细胞膜通透性，

提高细胞对甾醇分子的摄取速度；强化代谢关键基

因 choM1、choM2、cyp125 和 fadA5 的表达，提高细

胞内甾醇代谢效率，以提升细胞的 4-HBC 生产能力，

最终 4-HBC 产量达到 7.59 g/L，产量提高 20.3％ [31]。

Xu 等对甾醇代谢途径中具有 17β- 羟类固醇脱氢

酶和 β- 羟基酰辅酶 A 脱氢酶双功能酶的编码基

因 hsd4a 进行工程改造，工程菌株的 3 种 4-HBC

类似物产率可达到 0.127、0.109 和 0.074 g·L-1·h-1，

同时证实 hsd4a 在甾醇分解代谢中发挥双重功能，

缺失 hsd4a 导致 4-HBC 及其类似物的产生，说明

hsd4a 在甾醇侧链降解中起着关键作用 [32]。He 等

对分枝杆菌的甾醇转运系统进行基因工程改造，将

结核分枝杆菌中的甾醇转运系统在新金分枝杆菌中

重建，共表达能量代谢关键基因 mceG 和 2 个膜蛋

白基因 yrbE4A、yrbE4B，重组菌的 9-OH-AD 产量

达到 5.7 g/L，提高了 20％ [33]。Xiong 等研究表明，

σ 因子会对微生物降解甾醇为 9-OH-AD 的转化产

生负调控，缺失 σ 因子基因 sigD 后 9-OH-AD 的产

量提高 18.9％，在此基础上加强甾醇代谢关键基因

choM2 的表达，重组菌的 9-OH-AD 产量从 8.37 g/L

提高到 10.27 g/L，提高了 22.5％ [34]。

3.4   产生新的甾体中间体

微生物除了能降解甾醇产生甾体中间体外，生

物体内一些特殊的酶类还能使甾体中间体发生羟化

反应、脱氢反应、羰基化反应和氢化反应等，可对

甾体中间体分子进一步修饰产生新的甾体中间体，

从而开发出新的甾体药物原料。相关研究进展见表

5。Xiong 等利用白僵菌对 AD 进行生物转化，发现

白僵菌可以对 AD 进行不同位点的羟基化修饰，产

生 TS 等甾体中间体，为生物法制备 AD 衍生化甾

体中间体提供了新的途径 [35]。Manosroi 等利用芽

孢杆菌和节杆菌实现了黄体酮向 ADD 的生物催化，

利用羟丙基 -β- 环糊精复合体转化工艺，ADD 产量

达到 2.82 g/L，转化率 98.44％，产量提高 35 倍 [36]。

Hosseinabadi 等应用 1 株曲霉转化 ADD，生成了

3 个新的甾体中间体 BD、11α- 羟基 -1,4- 雄二烯 -
3,17- 二酮 (11α-OH-ADD) 和 12β- 羟基 -1,4- 雄二

烯 -3,17- 二酮 (12β-OH-ADD)，该研究为以甾体中

间体为底物制备新的甾体中间体提供了借鉴 [37]。

表 5   新的甾体中间体研究进展

Tab.5   Advances in New Steroid Intermediates
微生物 底物 催化反应 产物 参考文献

白僵菌 AD 羟基化 TS等 [35]
芽孢杆菌、节杆菌 黄体酮 侧链切割、脱氢反应 ADD [36]

曲霉 ADD 羟基化 BD等 [37]

3.5   甾体中间体转化条件研究

微生物选择性降解植物甾醇侧链和对不同部位

的酶催化修饰是在细胞内多种酶的共同作用下进行

的。要实现酶对甾醇分子的催化修饰，细胞内的酶

类就必须与甾醇分子直接接触。但是甾醇底物一般

具有较强的疏水性，在水中的溶解度非常低，几乎

不溶于水，再加上甾体酶类属于胞内酶，甾醇底物

只有扩散进入细胞与酶接触才能进行催化反应。微

生物细胞壁和细胞膜的存在影响底物与酶的有效接

触，造成转化率偏低、发酵时间延长。因此，如何

提高甾醇底物的溶解性，加速底物和产物分子的传

递，构建合理、有效的生物转化体系是提高甾体转

化反应效率的关键因素 [38]。近年来，国内外的科

研人员对甾体中间体转化条件进行了系统研究 ( 表

6)，具体如下。

3.5.1   发酵乳化体系研究

为了解决发酵转化过程中甾醇底物的低溶解性

问题，研究人员对发酵乳化体系进行了大量的研究，

主要是使用表面活性剂和促溶剂增加底物溶解性，

从而加速甾醇底物的转化。

表面活性剂和促溶剂可以增加底物的溶解性。
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表面活性剂在水中形成“胶束”，难溶性底物根据自

身的化学性质，以不同方式与胶束相互作用，底物

分子分散在胶束中，从而使溶解度增大。将表面活

性剂与甾体底物混合制成乳浊液，可在一定程度上

提高底物的有效溶解度。环糊精是一种环状寡聚糖，

易溶于水，其疏水性空腔能够通过范德华力及氢键

作用与疏水性分子结合，其作为促溶剂能与甾体化

合物形成镶嵌复合物，增大其溶解度，加速底物向

细胞内转移，从而加速微生物转化反应。Rodrigo

等对植物甾醇转化的无溶剂转化体系进行了优化研

究，研究表明在无溶剂植物甾醇微分散体中，添加

表面活性剂 DK-Ester P160，可以有效提高植物甾醇

的转化效率，该转化体系是一种高效、环保的甾醇

转化技术 [39]。Malaviya 等对微生物发酵甾醇过程中

的乳化体系进行优化，研究了油、表面活性剂和水

相的比例对甾醇转化的影响，形成的微乳液增溶了

疏水甾醇底物的溶解度，同时使得细胞壁的结构变

弱、细胞的通透性加强，从而提高细胞对甾醇分子

的摄取速度，加速转化过程 [40]。卵磷脂可改变细胞

膜脂质成分的结构，增加膜的通透性，从而提高了

甾醇侧链转化的速率。Wang 等研究了分枝杆菌转

化胆固醇过程中卵磷脂对发酵转化速率的影响，卵

磷脂有助于溶解胆固醇，产生稳定的卵磷脂胆固醇

悬浮液，可用于增强生物转化的速率和底物转化率，

而且卵磷脂对微生物生长无影响 [41]。

3.5.2   改变细胞壁 (膜 )的通透性

微生物对甾醇的降解是一个缓慢的过程，其

原因不仅在于底物和产物的溶解度很低，还在于它

们进出微生物细胞的速度很慢。因为甾体转化酶属

于胞内酶，甾体分子必须穿过细胞壁和细胞膜与酶

反应，所以细胞壁和细胞膜的通透性对甾体转化成

功与否非常重要。一些表面活性剂及细胞膜生物合

成抑制剂等可以改变细胞壁和细胞膜的完整性和通

透性，从而能影响疏水性及亲水性物质在细胞内外

的渗透运输，进一步影响微生物对甾醇降解代谢的

速率。

Malaviya 等对细胞内甾醇的转运效率影响因素

进行了研究，考察了在乙胺丁醇、青霉素、多黏菌

素和杆菌肽存在下细胞壁通透性的变化对谷甾醇生

物转化为 AD 的影响。结果表明杆菌肽可以增加细

胞壁对疏水性甾醇的渗透性，增加细胞内甾醇的转

运，从而提高 AD 的产量。杆菌肽可以作为一种有

效增强细胞壁渗透性的添加物，加速微生物对甾醇

的转化 [42]。不同的碳源也能影响微生物细胞壁的

组成，研究发现甘油能提高分枝杆菌细胞壁的疏水

性，使用甘油为碳源时，细胞壁比以葡萄糖和果糖

为碳源的薄 40％。Yin 等对分枝杆菌转化甾醇制备

甾体中间体的发酵培养基碳源进行了优化，发现葡

萄糖有利于菌体的生长，但不利于甾体的转化，丙

醇和异丙醇作为唯一碳源有利于甾体的转化 [43]。

3.5.3   甾体发酵转化参数和转化策略优化

当前许多研究者对甾体微生物的发酵转化参

数和策略进行了研究，通过优化发酵转化条件来提

高甾体中间体生产制备的水平。Xu 等研究了微生

物转化植物甾醇过程中温度对甾核降解的影响。结

果表明培养温度从 30 ℃提高到 37 ℃，甾核降解率

从 39.9％降至 17.6％，推测可能是 3- 甾酮 -9α- 羟
化酶的活性受到抑制，减少了 9-OH-ADD 和 9-OH-
1,4-HBC 的生成，避免了甾体进一步降解为二氧化

碳和水，这些研究为减少植物甾醇的降解提供了一

种简便方法 [44]。Zhang 等对 1 株新金分枝杆菌降

解植物甾醇生物转化制备 AD 进行了研究。对生物

表 6   甾体中间体转化条件的研究进展

Tab.6   Advances in Research on Steroid Intermediate 
Transformation Conditions

底物 微生物 转化条件优化 产物 参考文献

植物甾醇 分枝杆菌 表面活性剂增溶 AD [39]
植物甾醇 分枝杆菌 乳化体系优化 AD [40]
胆固醇 分枝杆菌 表面活性剂增溶 AD、ADD [41]
谷甾醇 分枝杆菌 细胞通透性优化 AD [42]
谷甾醇 分枝杆菌 培养基碳源优化 AD、ADD [43]

植物甾醇 分枝杆菌 培养温度优化

AD、ADD、

4-HBC、
1,4-HBC

[44]

植物甾醇 分枝杆菌 发酵参数响应面优化 AD [45]
AD 类诺卡菌 发酵参数优化 ADD [46]

植物甾醇 分枝杆菌 发酵策略优化 ADD [47]

胆固醇
节杆菌、

分枝杆菌
发酵策略优化 ADD [48]

胆固醇 分枝杆菌 固定化细胞转化 ADD [49]
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转化过程的发酵参数进行了响应面优化，AD 的最

大产量可达到 5.96 g/L，最大转化率为 94.69％，增

加了 10.66％ [45]。Luthra 等在优化缓冲剂成分、诱

导剂、底物、温度、pH 值、细胞量和环糊精类型

等转化条件的基础上，应用类诺卡菌实现了从 AD

向 ADD 的转化，ADD 产量得到提高 [46]。Shao 等

对分枝杆菌发酵转化植物甾醇制备 ADD 的发酵工

艺进行优化，采用三阶段发酵策略，以果糖为初始

碳源，以葡萄糖为原料进行补料两段发酵以维持菌

株的代谢，后期补加植物甾醇发酵转化制备 ADD，

产量达到 18.6 g/L，发酵周期从 168 h 缩短到

120 h[47]。Rong 等通过有机硅空心球 (OSHS) 提

高了 β- 谷甾醇的溶解分散性，实现其向 11α-OH-
ADD 的生物转化，转化率提高至 87.11％，产物的

产量提高了 1.5 倍 [48]。

3.5.4   固定化细胞转化技术制备甾体中间体

由于甾醇底物在水中的溶解度低，目前多采

用有机溶剂或表面活性剂等溶媒来增加底物溶解

度，但这些溶媒会对微生物产生毒害作用，而采用

细胞固定化技术可以减少溶媒的毒性。同时细胞固

定化技术可以实现甾体中间体的半连续化生产，利

于产物的分离以及细胞的重复使用。Lee 等将有甾

醇转化能力的分枝杆菌细胞进行固定化，利用固定

化细胞转化技术实现了胆固醇向 ADD 的生物转化，

ADD 的转化率达到 77％，固定化细胞的半衰期长

达 45 d，细胞利用率得到提高，而且产物分离提取

容易 [49]。

4   生物转化甾醇制备甾体中间体面临的挑战

当前生物转化甾醇制备甾体中间体面临许多机

遇和挑战 (图 6)，主要是利用合成生物学和系统生

物学途径对甾体中间体制备的技术路线进行优化设

计，从而实现甾体中间体制备技术的长久发展。

4.1   甾体转化工艺急需优化

由于甾醇底物的高度疏水性，甾醇底物很难进

入微生物细胞被生物催化。目前，生物转化甾醇的

发酵工艺还处于两步 ( 生长和转化 ) 两相 ( 水相和

溶媒相 ) 发酵阶段，发酵工艺比较复杂，整体生产

水平较低。行业内急需对甾体生物发酵的转化工艺

图 6   甾体中间体制备面临的机遇和挑战

Fig.6   Opportunities and Challenges in the Preparation of Steroid Intermediates
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进行优化，对甾醇底物进行修饰和改造，增加其水

溶性。同时对微生物进行细胞通透性改造，提高对

底物的摄取率，并对发酵工艺和乳化体系不断优化，

早日实现高底物转化率、高选择性产物的一步 ( 生

长和转化同时进行 ) 一相 ( 水相 ) 发酵，从而提高

甾体中间体的生产水平。

4.2   构建第二代甾体基因工程菌

现在对微生物降解植物甾醇制备甾体中间体的

研究已有了较快的发展，已经从传统的微生物生物

催化制备甾体中间体发展到根据甾醇代谢途径构建

基因工程菌生物催化制备甾体中间体的阶段，甾体

中间体的生产水平得到了较大提高，但是产生的甾

体中间体种类还是较少，主要聚焦于 AD、ADD、

9-OH-AD、4-HBC、1,4-HBC 和 9-OH-HBC 等少数

种类。这些中间体的种类目前不能满足甾体药物的

发展，因此应该加快寻找新的甾体修饰酶，利用生

物技术产生新的甾体化合物。

4.3   从非甾醇原料从头合成甾体中间体

目前利用合成生物学和系统生物学方法已经成

功构建了许多基因工程菌，并成功应用于高附加值

化合物的工业化生产，然而在甾体工业中构建从头

合成甾体药物的基因工程菌的探索较少。研究者在

酿酒酵母中重现了内源的甾醇生物合成代谢途径，

利用简单碳源 ( 例如半乳糖、乙醇 ) 在重组菌株中

产生甾醇底物，产生的甾醇底物作为类固醇多酶异

源合成途径的前体物质，再引入哺乳动物类固醇生

物合成途径合成孕酮和氢化可的松获得成功 [50—52]。

从简单的非甾体物质 ( 如简单碳源 ) 直接生物合成

甾体中间体，目前也有少量报道。如天津大学合

成生物学前沿科学中心采用解脂耶氏酵母为底盘细

胞，以葡萄糖、油脂等为碳源实现甾体药物重要中

间体孕烯醇酮、菜油甾醇的生物全合成 [53—54] ；在

酿酒酵母中实现 7- 脱氢胆固醇的生物全合成 [55]。

随着国家环保战略的实施，环保因素已成为制

约传统甾体原料药合成产业发展的瓶颈。开发甾体

药物及其中间体的新型生产技术、降低成本与生产

污染、提高附加值与生产效率，是我国甾体药物产

业发展的迫切需求。基于合成生物学原理，构建以

淀粉、葡萄糖等初级原料为起始前体从头合成甾体

激素的人工细胞，是当前甾体激素产业的绿色发展

和可持续发展的最有效技术路线。国内近期的研究

主要集中在关键催化模块优化和植物甾醇降解体系，

对从头合成甾体激素的人工细胞的构建尚处于萌芽

阶段。复杂天然产物从头合成人工细胞构建的研究，

如萜烯类、生物碱和黄酮类物质等，在国内外都呈

现井喷式发展，尤其基于合成生物学技术在微生物

体内重构长路径复杂天然产物合成路径的研究突飞

猛进，比如近期阿片类药物 (吗啡 )和大麻素的全

生物合成充分展示了从头合成人工细胞的巨大潜力

和切实的可行性 [56—57]。甾体激素作为具有复杂结构

的重大医药产品，其生物合成的未来趋势必将是以

合成生物技术创制从头合成细胞为发展方向。通过

对关键酶定向改造、底盘细胞和重构路径适配性研

究、适应全新人工细胞的过程技术开发等相关研究，

甾体从头合成技术必将取得突破。我国在甾体激素

研究方面已有良好的研究基础和能力，特别是以强

大甾体激素产业为支撑，应尽快建立起具有我国独

立知识产权的技术体系和研究生态，进一步突破当

前甾体激素产业发展瓶颈，往绿色、高效的方向发展，

将使我国在该领域达到国际先进水平。
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