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重要活性维生素 25-羟基维生素 D3生产技术研究进展
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摘要：25-羟基维生素 D3（25-hydroxyvitamin D3，25（OH）VD3）是维生素 D3（vitamin D3，VD3）在人和动物体内

发挥作用的主要存在形式，具有比 VD3更高的生物效价，且能大大减轻肝脏代谢负担，因而成为具有重要发

展前景的食品和饲料添加剂。目前主要通过从天然原料和食品加工副产物中提取天然甾醇，再经多步化学

反应实现小规模生产。但这一生产路线存在原料来源受限、天然甾醇分离纯化难度大、后续化学合成步骤

多和产率低等缺点。近年来随着合成生物学的快速发展，已涌现多种生物催化生产和利用合成生物学技术

构建工程酵母生产等新技术。作者首先介绍了化学全合成和化学半合成法的优缺点，综述了以 VD3为原料

通过生物催化合成 25（OH）VD3的研究进展，重点介绍了工程酵母生物合成 25（OH）VD3的最新技术，对其工

业化生产技术的发展前景开展较深入的探讨。
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Abstract: 25-Hydroxyvitamin D3 (25-hydroxyvitamin D3, 25(OH)VD3) is recognized as the primary active 

metabolite of vitamin D3 (VD3) in humans and animals. Compared with VD3, higher physiological potency 

is exhibited, and the metabolic burden on the liver is significantly reduced, making it regarded as an 

important food and feed additive with growing market demand. At present, 25(OH)VD3 is primarily 

produced on a small scale through chemical derivatization using sterols isolated from natural raw materials. 

However, several limitations are associated with this production process, including restricted raw material 

sources, the high cost of natural sterol separation and purification, and low overall yield due to the 

numerous chemical synthesis steps involved. With the rapid advancement of synthetic biology, various 

promising technologies have been developed, including the biotransformation of intermediates in the VD3 

synthetic pathway and even one-step production from glucose using engineered yeast. In this review, the 

advantages and disadvantages of total or semi-synthesis methods were introduced first, followed by a 

summary of the biotransformation of 25(OH)VD3 from VD3, and a detailed discussion is provided on the 

latest advances in the biosynthesis of 25(OH)VD3 from glucose using engineered yeast. It is expected that 

this work will facilitate the exploration of promising industrial strategies for 25(OH)VD3 in the future.
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25（OH）VD3是 VD3在人和动物体内主要的血

液循环代谢物［1］，其生物效价是 VD3 的 3~5 倍［2］。

25（OH）VD3在促进人和动物骨骼生长发育中具有

重要作用，缺乏 25（OH）VD3会导致进行性骨质流

失、佝偻病和骨折［3］。此外，25（OH）VD3还在生殖、

免疫、代谢和心血管等系统中发挥保护功能［4-7］。

血清中 25（OH）VD3水平过低不仅会增加呼吸道感

染的风险［8-10］，还与 COVID-19 的预防及治疗密切

相关［11-12］。在畜牧养殖行业中，以 25（OH）VD3 代

替 VD3作为饲料添加剂，可以有效提高动物血清中

25（OH）VD3的水平，更高效地发挥其生理作用［13］。

例如，25（OH）VD3在家禽饲料中作为日粮添加剂，

不仅能够显著促进其生长［14］，还能有效提高家禽的

免疫力和繁殖能力［15］。

目前 25（OH）VD3的生产规模相对较小，主要

依赖于生物 -化学耦合法，即从生物组织中提取甾

醇原料，再经连续化学反应合成。此类原料在自然

个体中的含量较低，提取工艺复杂，难以满足日益

增长的工业生产需求。如何低成本、大规模地获得

合成原料仍是 25（OH）VD3工业化生产所面临的挑

战。此外，现有的化学合成技术因步骤烦琐、转化

率低且副产物多，不仅增加了生产成本，还带来了

环境污染等诸多问题，限制了 25（OH）VD3工业化

生产的进一步发展。

随着合成生物学的发展，利用重组表达动物或

微 生 物 来 源 的 VD3 羟 化 酶 催 化 VD3 转 化 为

25（OH）VD3的新方法逐渐建立。生物催化法具有

反应条件温和、成本低廉、环境友好等优点。如图 1

所示，为进一步摆脱对甾醇原料的依赖，以葡萄糖

为起始原料，通过从头合成获得 25（OH）VD3的光

催化前体 25-羟基 -7-脱氢胆固醇（25-hydroxy-7-

dehydrocholesterol，25-OH-7-DHC），是一种有望替代

传统生物-化学耦合法的新型合成策略。作者进一

步介绍了 25（OH）VD3的 4种生产技术及研究进展，

并对其研究方向进行了展望。

1　化学全合成

化学全合成的思路包括分别合成 A环和 CD环

两部分，再通过缩合或偶联等方法将两部分组装起

来形成目标产物。Kabat等［16］以 2-环戊烯酮为原料，

经过 9步反应制得 A 环，然后与 CD 环进行偶联，最

终通过 1-脱氧环丙基乙烯基醇在溶剂中进行分解

重排，获得 25（OH）VD3的产率为 13.5%。在化学全

合成过程中，CD 环的高效合成是研究的关键。

Marczak等［17］开发了一种 7步合成 CD 环的方法，采

用双 Mukaiyama-Michael共轭加成法，最终 CD 环的

总产率为 7%。但该合成途径副产物较多，导致产

率低且分离难度大。为了解决这一问题，Michalak

等［18］开发了新的 CD 环合成路径，经过 6步反应，最

终产率提高至 31%。目前，化学全合成法仅限于文

献报道，所需试剂和催化剂价格较高，且 A环和 CD

环分别合成后再进行偶联，反应步骤烦琐，总产率

通常低于 10%，无法实现工业化生产。

2　以天然甾醇为原料化学合成

25（OH）VD3的化学半合成通常是从天然产物

或食品加工副产物中分离提取结构相近的天然甾

醇，再经过一系列化学反应合成活性 VD3。由于

各种原料具有不同的甾醇结构，因此需要采用不

同的合成策略，如图 2所示。一般的合成流程是先

合成 25-OH-7-DHC，再通过光催化开环和热异构

化生成 25（OH）VD3。

2.1　天然甾醇原料的获取

麦角固醇是合成 25（OH）VD3的原料之一，在

酵母和真菌中含量较为丰富，工业上主要通过酵

母菌菌体和各种真菌废弃菌丝体分离纯化获

得［19］。有研究者尝试从抗生素废菌渣中提取麦角

图 1　25（OH）VD3生产技术方法概述

    Fig. 1　Overview of production technology and method of 

25（OH）VD3
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固醇。经过条件优化，从青霉素菌丝体中提取的

麦角固醇纯度可达 70%，提取率为 95%［20］。有研

究表明，从红曲菌废渣中一次性综合提取红曲色

素、粗蛋白质、麦角固醇和壳聚糖，其中麦角固醇

得率为 4.16%［21］。

羊毛脂和猪脑中胆固醇含量较为丰富，因此

作为原料被广泛应用于工业生产胆固醇［22］。从羊

毛脂衍生物羊毛醇中提取的胆甾醇产品纯度高于

90%，产率可达 77%。猪去氧胆酸甲酯也是一种

有潜力的合成原料，可从提取胆红素后的“废料”

猪胆粉中继续提取，纯度大于 98%［23］。薯蓣皂苷

元则主要由薯蓣植物经酸水解获得［24］，可利用赤

霉菌糖苷酶将黄姜薯蓣皂苷转化为薯蓣皂苷元，

转化率可达 60%［25］。以薯蓣皂苷元为原料的主要

优势在于其产量高、价格低廉。

2.2　以 25-羟基胆固醇为中间化合物的合成途径

25-羟基胆固醇是合成 25（OH）VD3的重要中

间化合物。如图 2中的蓝色路径所示，提取的胆固

醇、薯蓣皂苷元、24-脱氢胆固醇以及猪去氧胆酸

甲酯都要先经过一系列化学反应转化为 25-羟基胆

固醇。王建塔等［26］以胆固醇为原料，经 4步反应合

成了 25-羟基胆固醇，产率为 62.7%。彭逸华等［27］以

猪去氧胆酸甲酯为原料合成 25-羟基胆固醇，产率

为 20.6%。金灿等［28］报道了一种以 24-脱氢胆固醇

为 原 料 ，以 25- 羟 基 胆 固 醇 为 中 间 体 合 成

25（OH）VD3的 8 步反应工艺路线，总产率为 34%，

目前已实现工业化生产。林静容等［29］利用薯蓣皂

苷元的完整骨架，经 16步反应合成了 1α，25-二羟基

维生素 D3的光化学前体，产率为 7.6%。该途径中

间体为 25-羟基胆固醇，表明薯蓣皂苷元也具有合

成 25-OH-7-DHC 的潜力。但合成途径冗长、总产

率较低，有待开发更高效的合成方法。

2.3　其他 25-OH-7-DHC 的合成途径

以 C-7 位 已 有 双 键 的 甾 醇 为 原 料 合 成

25-OH-7-DHC 时，通常不经过中间体 25-羟基胆固

醇，如图 2所示。有研究者［30］从麦角固醇出发，提出

了一种 8步反应法，最终获得的 25-OH-7-DHC总产

率为 30%。该合成条件非常温和，但后续分离纯化

操作困难。此外，麦角固醇经光催化开环和热异构

后可转化为维生素 D2（vitamin D2，VD2）。直接以

VD2 为合成原料的优势在于省去了光催化步骤。

以 VD2为底物，通过臭氧破坏侧链上的双键结构，

再与有机磷修饰侧链发生 Wittig反应，还原和去除

保护基团得到 25（OH）VD3
［31］。然而，反应的总产率

仅为 25%，且使用了污染环境的磷试剂，无法在工

业生产中应用。以 5，7，24-三烯胆固醇为原料，采

图 2　从原料到 25（OH）VD3的合成思路概述

Fig. 2　Overview of synthetic ideas from raw materials to 25（OH）VD3
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用 4 步 法 合 成 25-OH-7-DHC，反 应 产 率 高 达

72.4%［32］。但由于该原料较难获取，不适于大规模

工业化生产。相比之下，与其结构相似的 7-脱氢胆

固醇（7-dehydrocholesterol，7-DHC）具有成熟的工

业生产链，因此以 7-DHC为原料可有效降低成本并

具有显著的工业化优势。有研究者以 7-DHC 为原

料，用溴化铜催化 C-25位酯化反应，再经 LiAlH4还

原得到 25-OH-7-DHC［33］。但反应的选择性差，导致

副产物多，该方法仍需进一步优化。

2.4　25-OH-7-DHC 的开环与异构化

25-OH-7-DHC 转化为 25（OH）VD3 与 7-DHC

转化为 VD3的过程类似，都需要经过光催化开环和

热异构化两步。光催化步骤会无选择性地产生副

产物光甾醇和速甾醇，导致目标产物产率较低，产

物分离困难。已有研究者通过优化反应条件和升

级反应器等工艺来解决这一问题。刘建刚等［34］通

过控制转化率、反应温度等条件，减少了 7-DHC 光

催化过程中副产物的生成，最终 VD3 的总产率为

34%。Fuse 等［35］使用光微反应器替代传统的间歇

反应器，采用两步连续流动法高效合成 VD3，产率

为 32%。Niu 等［36］成功制备了具有高发射效率的

光致发光颗粒涂覆的基板，使 UVB 发射强度增加

约 11 倍，同时降低了不利于反应的 UVC 辐射，使

VD3 的产率提高了 42%。结果也表明，增强 UVB

照射有助于减少副反应的发生。

表 1 显示了已报道的化学半合成 25（OH）VD3

（包括 25-OH-7-DHC）的原料和产率。化学半合成法

是目前工业生产中广泛使用的方法，但由于化学催

化无法实现甾醇侧链的一步羟基化，需要进行多次

的官能团保护与脱保护，导致反应步骤多、产率低。

反应过程及原料提取中使用到大量的酸碱试剂和

催化剂等有害成分，也会造成环境污染。化学半合

成法依赖天然甾醇的供应，这不仅导致生产成本较

高，还存在原料受时空限制和依赖进口等问题。

3　以 VD3为原料生物合成

以 VD3为原料的生物合成法可经一步催化反

应直接获得 25（OH）VD3，见图 3。合成方法的优

化一般从以下 3 方面着手：VD3羟化酶及辅酶系统

的选择、VD3 羟化酶的定向进化和催化条件的

优化。

3.1　VD3羟化酶及辅酶系统

VD3的 C-25位羟化酶广泛存在于自然界中，绝

大 多 数 属 于 细 胞 色 素 P450 酶（cytochrome P450 

enzymes，CYP450s）家族，用于生产 25（OH）VD3 的

CYP450s重组系统见表 2。

电子传递链对 CYP450s的催化效率至关重要，

大多数 CYP450s必须依赖一种或多种氧化还原分

子伴侣。因此，在体外构建催化系统时需要添加辅

因子 NAD（P）H 和电子传递链，在全细胞系统中也

需要共表达辅助电子传递的氧化还原伴侣蛋白。

目前，广泛使用的人工电子传递链有铁氧还蛋白

（Fdx）- 铁氧还蛋白还原酶（FdxR）和肾上腺素

（Adx）-肾上腺素还原酶（AdxR）等［45-46］。CYP450s

催化反应时，电子的传递方向一般是 NAD（P）H→
FdxR→Fdx→P450［47］ ，见 图 4。 此 过 程 中 ，

CYP450s、电子传递链、辅因子 NAD（P）H和底物之

间的相互选择非常重要。找到最适的组合方式可

以显著提高酶的催化效率和区域选择性［48-49］。有研

究表明，在磺酰脲R7402的代谢中，CYP105A1与浅

灰链霉菌中铁氧还蛋白 Fd-2的共同催化活性是与

菠菜 Fdx 共同催化活性的 15 倍左右［48］。有研究者

将 CYP105A1在大肠杆菌中表达并纯化，比较了以

图 3　以 VD3为原料生物合成 25（OH）VD3的示意图

    Fig. 3　Schematic diagram of biosynthesis of 25（OH）VD3 

from VD3

表 1　化学半合成法的原料及产率

Table 1　Raw materials and yield of chemical semi-synthesis 

method

原料

麦角固醇

24-脱氢胆固醇

VD2

5，7，24-三烯胆固醇

反应

步骤

8

8

7

4

25（OH）VD3

产率/%

30

34

25

—

25-OH-7-DHC

产率/%

—

—

—

72.4

参考

文献

［30］

［28］

［31］

［32］

注：“—”表示文献中未提及。
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Fd-2和菠菜 Fdx作为电子供体对 VD3催化性质的影

响［50］。结果显示，两者中 CYP105A1的电子传输效

率几乎相同，表明整体电子传输效率的关键步骤可

能因底物而异。Fu 等［51］在 CYP105A1 的体外重组

系统中引入了不动杆菌（Acinetobacter）的电子传递

链 AciB （Fdx）-AciC（FdxR），结果显示与 NAD（P）H

相比，电子传递链更倾向于优先利用 NADH，表明

电子传递蛋白对辅因子有选择偏好性。

即使宿主细胞自身可以表达内源性氧化还

原伴侣蛋白，CYP450s 和氧化还原伴侣蛋白的共

表达仍是增强其催化性能所必需的。自养假诺

卡氏菌（Pseudonocardia autotrophica）中天然存在

CYP450s 电子供体系统，然而有研究表明将 Vdh

单独表达时，其对 VD3 的 C-25 位羟化活性较弱；

当与氧化还原伴侣蛋白 ThcC 和 ThcD 共表达时，

C-25 位羟化活性提高了约 6 倍［52］。

与上述生物供电子系统不同，有研究者创新

性地构建了电化学 P450 系统［47］，如图 4 所示。筛

选到最适合的有机介质中性红，使用氨基十一烷

基磷酸改变氧化铟锡电极表面的亲水性，有效抑

制了氧气分子被还原成活性氧，延缓电极表面酶

的失活并避免了电子流的浪费。在此系统下采用

Vdh 粗提物电解 30 min，25（OH）VD3 产量是常规

NAD（P）H 系统产量的 2倍。

非 CYP450s虽然在 VD3羟化酶中占比较小，但

体外催化试验证明，其具有优异的区域选择性，同

时无需构建复杂的电子传递链。使用来自真菌灰

盖拟鬼伞（Coprinopsis cinerea）的过氧化物酶，以

0.05 mmol/L 的 VD3为底物，体外催化 60 min 内完

全转化为 25（OH）VD3，区域选择性达到 100%［53］。

相较于 CYP450s，该过氧化物酶不依赖复杂的电子

供体系统，具有良好的区域选择性，是一种有潜力

的工业生物催化剂。

有 研 究 报 道 了 一 种 来 自 厌 氧 反 硝 化 菌

Sterolibacterium denitrificans 的类固醇 C-25 位羟化

酶 S25DH，该酶属于 DMSO 还原酶家族的钼酶，能

够在无氧条件下催化羟基和氧原子转移反应［54］。

在 2-羟丙基 -β -环糊精和电化学再生电子受体

K3［Fe（CN）6］的存在下，Sterolibacterium denitrificans

粗提物可以在胆固醇诱导条件下高效催化 VD3转

化为单一产物 25（OH）VD3，底物转化率超过 99%。

但 S25DH 难以从野生菌中富集，且对氧敏感、不稳

定，同时野生菌粗提物中含有多种同工酶，这在很

大程度上限制了其应用。因此有研究者利用 β变

形杆菌纲中具有反硝化功能的陶厄氏菌（Thauera 

aromatica）构建了 S25DH 的异源表达平台，成功

表达了 4 种具有不同底物特异性的 S25DH 同工

酶［55］。其中，S25DH1是 4种同工酶中将 VD3羟化为

表 2　生产 25（OH）VD3的 CYP450s重组系统概述

Table 2　Overview of recombinant CYP450s systems for production of 25（OH）VD3

宿主菌

酿酒酵母

红串红球菌

链霉菌

巨大芽孢杆菌

酶

CYP2R1

Vdh

Vdh（T107A）

CYP105A2

CYP105A1（R73V/R84A）

CYP109E1

CYP109E1（I85A）

CYP109A2

CYP109A2（T103A）

CYP27A1

转化时间/h

24

16

2

72

48

24

24

48

48

48

产量/（mg/L）

0.385

342

573

20

7.8

24.5

45.0

143

282.7

80.81

转化率/%

9.6

10~17

71.5

10

38.9

31.4

55.0

24.8

49

70

生产强度/（mg/（L∙h））
0.016

21.38

286.5

0.278

0.163

1.021

1.875

2.979

5.890

1.684
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图 4　经典 CYP450s电子传递链和电化学 P450系统

Fig. 4　Classical CYP450s electron transport chain and 

electrochemical P450 system 
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25（OH）VD3的最佳催化剂，在陶厄氏菌中催化产量

较野生菌提高了 6.4倍。通过陶厄氏菌粗提物转化

VD₃，不仅提升了 VD₃转化率且缩短了催化时间，同

时降低了对氧环境的敏感性。此外，由于陶厄氏菌

中缺乏类固醇降解酶，利用其粗提物进行 VD3转化

时无须额外添加 AgNO3等降解抑制剂，降低了催化

成本，同时也降低了类似复杂物分离的难度。

另外，研究发现粉蓝烟草等多种茄科植物组

织的脂质中含有 7-DHC、VD3和 25（OH）VD3等，表

明其体内可能含有其他 VD3代谢相关酶［56］。Tang

等［57］以 VD3 为唯一碳源，从土壤中分离得到一株

蜡样芽孢杆菌。通过优化催化条件和溶剂体系，

最 终 在 5 L 生 物 反 应 器 中 获 得 830 mg/L 的

25（OH）VD3，产率为 41.5%。以上研究均表明还

有新的 VD3羟化酶等待开发。

3.2　VD3羟化酶的定向进化

底物与酶的结合方式、酶的构象（开放或闭合）

以及酶的局部柔性都对催化活性有较大影响。对

于一些羟化酶来说，VD3并不是最适天然底物，意味

着底物结合口袋并不是针对 VD3的最佳结构，这为

通过改变酶结构来提高酶活性提供了可行性。

随机突变结合高通量筛选获得高产突变体是

定向进化中常用的手段。Fujii等［52］在自养假诺卡

氏菌的 Vdh 酶中引入随机突变，筛选出与活性相

关的 8 个氨基酸位点，最终得到一个活性提高了

21.6 倍的最佳 4 位点组合突变体 Vdh-K1（T70R/

V156L/E216M/E384R）。Yasutake 等［58-59］使用 X 射

线衍射法测定了 Vdh-WT 及 Vdh-K1 与底物结合

的结构。结果表明，4个氨基酸的取代使酶构象从

开放状态变为闭合状态，增强了与氧化还原伴侣

蛋白的亲和力。

计算机技术的高速发展为酶的半理性设计带

来突破性进展。通过分子模拟和分子对接，可以更

加高效和准确地分析酶的结构以及酶与底物的结

合位置。有研究者通过分子动力学模拟和调控分

子动力学模拟，比较了 Vdh突变体 Vdh-K1在结构、

结合自由能以及酶与底物之间相互作用力等方面

的变化。通过半理性设计，构建了新的 Vdh突变体

VdhT107A，其羟化活性约为野生型的 80 倍［39，60］。

Winn 等［61］通过丙氨酸扫描突变 CYP105A1 底物结

合口袋的 3个精氨酸残基，发现了两个酶活性增强

的突变体 R73A 和 R84A。Hayashi等［62］在此基础上

构建了双突变体 R73V/R84A，以 1α（OH）VD3 为底

物，测得其 25-位羟基化突变体的 Kcat/Km值比野生型

高 435倍。有研究者通过分子对接和丙氨酸扫描突

变，发现 CYP109E1的 I85A突变体对 VD3的 C-25位

选择性增强［42］。同时，通过丙氨酸扫描突变筛出

CYP109A2 的高活性突变体 T103A，配合反应条

件优化后，25（OH）VD3 的产量提高了 5 倍，达到

282.7 mg/L［43］。

3.3　催化条件的优化

VD3难溶于水，而全细胞催化系统要求底物能

较好地溶解在体系中并尽可能多地跨膜进入细胞。

因此，最常用的优化方法是添加环糊精和表面活性

剂等物质，使 VD3与这些物质复合形成乳浊液以提

高其溶解度。在红串红球菌中表达 Vdh时发现，当

体系中存在质量分数 0.05%的部分甲基化 β-环糊精

（partially methylated β-cyclodextrin，PMCD）溶液时，

与不添加 PMCD的对照组相比，其 C-25位羟化活性

显著增强约 10倍［52］。在放线菌进行 VD3羟化时，通

过加入不同表面活性剂与 β-环糊精共同作用，最终

使羟化产物的产量提高了 2倍［63］。此外可以通过直

接改变宿主细胞膜通透性使 VD3更容易进入细胞。

Imoto等［38］使用靶向 lipid II的羊毛硫抗生素乳酸链

球菌素处理红串红球菌细胞，形成乳酸链球菌

素-lipid II复合物，在红串红球菌细胞膜上形成直径

为 2.0~2.5 nm 的孔洞，有利于 VD3-PMCD 复合物进

入细胞内部。反应 16 h 后 ，VD3 的羟基化率为

52.5%，比未添加乳酸链球菌素的对照组提高了 2.8

倍。 Yasutake 等［39］将此复合物与高活性突变体

VdhT107A结合，转化效率提升约 14倍。

4　以葡萄糖为原料生物合成

无论是化学合成法还是生物合成法，目前均以

天然甾醇或VD3为底物。但天然提取法对时空条件

的要求或半合成法对原料的高纯度要求都促使人

们寻找更为可控且成本更低的生产方式。近年来

合成生物学的迅速发展为许多天然产物合成提供

了新的思路和方法，有希望以更为廉价的葡萄糖为

原料，不受时空因素影响而获得 25（OH）VD3的稳定

产出。

酿酒酵母具有良好的生物安全性，且体内具备

合成萜烯和甾醇的甲羟戊酸（mevalonate，MVA）

途径 ，是合成 25（OH）VD3 理想的底盘细胞［64］。

Hohmann等［65］描述了一种在酿酒酵母中从头合成
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25-OH-7-DHC 的方法，通过敲除 erg5 和 erg6 基

因 ，同 时 引 入 24- 脱 氢 胆 固 醇 还 原 酶（24-

dehydrocholesterol resuctase， DHCR24），酿酒酵

母可产生重要前体 7-DHC。通过表达胆固醇 C-25

位羟化酶，将 7-DHC 催化转化为 25-OH-7-DHC。

此外，还在大肠杆菌中表达并纯化了 CYP46A1［66］。

体外重组催化试验表明，CYP46A1可催化 7-DHC

转化为 24-OH-7-DHC 和 25-OH-7-DHC，其中 25-

OH-7-DHC 为主要产物。这表明 CYP46A1 是一

种有潜力的催化酶。

酿酒酵母中合成 25-OH-7-DHC 涉及多条代谢

途径的协同作用，如图 5 所示。其中，MVA 途径是

细胞利用葡萄糖合成萜类化合物的主要代谢途径，

围绕该途径的研究为人工合成天然产物提供了坚

实基础。例如，通过对 MVA 途径关键酶 tHMG1进

行定向进化，阻断竞争代谢途径，可以引导代谢流

向目标产物，从而提高代谢通量。Guo等［67］以酿酒

酵母为底盘细胞，从 11种来源的 DHCR24中筛选出

7-DHC 产 量 最 高 的 原 鸡（Gallus gallus）来 源 的

DHCR24，逐步调整 DHCR24的转录水平，使 7-DHC

的 累 积 量 增 加 27.5%。 阻 断 竞 争 路 径 ，增 加

DHCR24 的拷贝数，删除参与脂质代谢的 NEM1 基

因以促进脂滴积累，最终在 5 L 生物反应器中使

7-DHC产量达到 1.07 g/L。

近年来，代谢途径区室化逐渐成为研究热点。

许多参与萜类合成代谢的酶定位于细胞的内质网。

有研究者尝试过表达 INO2 调控内质网大小，上调

内质网上相关酶的转录水平，从而提高目的产物的

产量［68］。Guo等［69］通过重新定位角鲨烯途径的亚细

胞位置，共表达靶向脂滴的 DHCR24、ERG2/3 和

ERG25/26/27，以及靶向内质网的 ERG1/11/24，将 7-

DHC 的产量提高至 360.6 mg/L。Qu 等［70］通过 7 个

基因过表达，敲除缺氧基因的血红素依赖性抑制剂

ROX1以促进细胞生长，敲除 NADP+依赖性谷氨酸

脱氢酶 GDH1 增强代谢流，进一步提高 7-DHC 产

量。此外还利用 CRISPRi系统筛选出了 ERG6启动

子的最佳结合位点，最终在 3 L 生物反应器中使 7-

DHC产量突破 1 328 mg/L。

重要中间产物 7-DHC 具有的脂溶性特性使其

在细胞中的存储空间成为限制产量的因素之一。

此外，7-DHC 合成途径中涉及大量脂溶性中间产

物，此类物质的过量积累对细胞具有一定的毒害作

用。为脂溶性物质提供充足的储存空间，不仅可以

有效引导代谢流向目标产物，还能降低因过度积累

而导致的细胞毒性。针对脂滴改造的研究已取得

一些进展。例如，过表达 DGA1基因可增大脂滴体

积，从而提高脂溶性产物的产量［71］；在脂滴表面构

建蛋白质支架，能够将部分代谢途径整合至脂滴表

图 5　酿酒酵母中合成 25-OH-7-DHC 的途径概述

Fig. 5　Overview of the pathway for the synthesis of 25-OH-7-DHC in Saccharomyces cerevisiae
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面，促进产物生成后高效转运至脂滴内，提高产物

积累量［72］。目前对于脂滴功能的应用仍受限于对

其内环境的认知不足，脂滴的氧化还原平衡、代谢

物进出机制等关键问题尚需进一步研究。未来，根

据代谢途径中各组分的特点，利用合成生物学技术

分别将其优化组装于适配的细胞器中，实现多细胞

器协同合作，或将成为高效合成目标产物的探索

方向。

5　展望

随着国民健康意识的提升以及畜牧业的高质

量发展，25（OH）VD3的市场需求逐渐增长，呈现持

续向好的发展趋势。目前，工业生产主要采用生

物-化学耦合法，尽管 25（OH）VD3体外酶催化和全

细胞催化合成均取得了一定进展，但实现大规模

工业化应用仍面临诸多挑战。如何利用简单的廉

价碳源在细胞中从头合成 25（OH）VD3，已成为研

究难点和热点。25-OH-7-DHC 作为 25（OH）VD ₃

的光催化前体，其生物全合成路径已取得初步进

展，但仍需持续寻找更高效的 C-25位羟化酶，同时

优化代谢途径，通过亚细胞和细胞水平的整体调

控 来 提 高 碳 代 谢 流 效 率 。 生 物 全 合 成

25（OH）VD3的关键在于开发酶催化方法以替代现

有的光催化方法，这需要挖掘更多具有相关催化

活性的新型酶，建立更高效、更环保的合成体系。
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