
 艾佳莹 等 | 骨化二醇及骨化三醇生物合成研究进展 

Chinese Journal of Biotechnology    
http://journals.im.ac.cn/cjbcn Jun. 25, 2024, 40(6): 1601-1619 
DOI: 10.13345/j.cjb.230664 ©2024 Chin J Biotech, All rights reserved 

 

                           

资助项目：国家重点研发计划(2023YFF1103702)；国家自然科学基金(21878233)；天津市合成生物技术创新能力提升行

动(TSBICIP-KJGG-009-04) 
This work was supported by the National Key Research and Development Program of China (2023YFF1103702), the National 
Natural Science Foundation of China (21878233), and the Tianjin Synthetic Biotechnology Innovation Capacity Improvement 
Project (TSBICIP-KJGG-009-04). 
*Corresponding author. E-mail: shuhongmao@tust.edu.cn 
Received: 2023-09-26; Accepted: 2024-01-02 

1601 生 物 工 程 学 报  

                                                               

骨化二醇及骨化三醇生物合成研究进展 

艾佳莹 1,3，高吉凯 2,3，殷子扬 1,3，毛淑红 3* 

1 工业发酵微生物教育部重点实验室，天津 300457  
2 天津市工业微生物学重点实验室，天津 300457  
3 天津科技大学生物工程学院，天津 300457 
 

艾佳莹, 高吉凯, 殷子扬, 毛淑红. 骨化二醇及骨化三醇生物合成研究进展[J]. 生物工程学报, 2024, 40(6): 1601-1619. 
AI Jiaying, GAO Jikai, YIN Ziyang, MAO Shuhong. Biosynthesis of calcifediol and calcitriol: a review[J]. Chinese Journal of 
Biotechnology, 2024, 40(6): 1601-1619. 

摘   要：维生素 D3 是对人体健康十分重要的维生素，可以促进肠道对钙的吸收、防止佝偻病等。

骨化二醇[25(OH)VD3]和骨化三醇[1α,25(OH)2VD3]是维生素 D3 的两种活性衍生物，在防治骨质疏

松及调节人的生理功能方面发挥着重要作用。目前，骨化二醇及骨化三醇的生产以化学合成居多，

但化学合成具有产物产量低、副产物多以及对环境不友好等缺点。因此开发一种绿色、安全、对

环境友好的生物催化合成途径显得尤为重要。本文综述了骨化二醇及骨化三醇的生物催化合成途

径，并介绍了该途径中的关键酶 P450 酶，包括 P450 单加氧酶(cytochrome P450 monooxygenases, 
CYPs)和 P450 过加氧酶(unspecific peroxygenases, UPOs)。其中研究较为广泛的是 P450 单加氧酶，

通过解析其催化作用机制，分析不同氧化还原伴侣适配以及关键氨基酸残基对酶催化活性的重要

影响。此外，对利用 H2O2 驱动的 UPOs 的催化机理、高效异源表达策略以及 H2O2 的原位再生等

方面也进行了总结，UPOs 优势在于既不需要昂贵的辅因子也不需要氧化还原伴侣的参与，是十分

有前景的生物催化剂。本文为进一步开发或改造相关 P450 酶来高效生产 VD3 活性衍生物提供了重

要的参考。 
关键词：骨化二醇；骨化三醇；P450s；生物催化合成 
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AI Jiaying1,3, GAO Jikai2,3, YIN Ziyang1,3, MAO Shuhong3* 

1 Key Laboratory of Industrial Fermentation Microbiology, Ministry of Education, Tianjin 300457, China 
2 Tianjin Key Laboratory of Industrial Microbiology, Tianjin 300457, China 
3 College of Biotechnology, Tianjin University of Science and Technology, Tianjin 300457, China 
 
Abstract: VD3 is a crucial vitamin for human health, as it enhances calcium absorption in the 
intestines and prevent rickets. Calcifediol (25(OH)VD3) and calcitriol (1α,25(OH)2VD3) are two 
derivatives of vitamin D3 that play an important role in preventing and treating osteoporosis, as 
well as regulating human physiological functions. Currently, the production of calcifediol, and 
calcitriol primarily relies on chemical synthesis, which has disadvantages such as low product 
yield, numerous by-products, and environmental unfriendliness. Therefore, developing a green, 
safe, and environmentally friendly biocatalytic synthesis pathway is of utmost importance. This 
article mainly reviews the biocatalytic synthesis pathways of calcifediol, and calcitriol. The 
P450 enzymes, including P450 monooxygenases (cytochrome P450 monooxygenases, CYPs) 
and P450 peroxygenases (unspecific peroxygenases, UPOs), are crucial for the production of 
calcifediol and calcitriol. The catalytic mechanism of the extensively studied P450 
monooxygenases, the selection of suitable redox partners, and the key residues involved in the 
enzyme’s catalytic activity are analyzed. In addition, the review explores H2O2-driven UPOs, 
including their catalytic mechanism, strategies for high heterologous expression, and in situ 
regeneration of H2O2. UPOs are regarded as highly promising biocatalysts because they can 
facilitate reactions without the need for expensive cofactors and redox partners. This review 
offers insights into the engineering of P450 for the efficient production of vitamin D3 
derivatives. 
Keywords: calcifediol; calcitriol; P450s; biocatalysis synthesis 

 
 

骨 化 二 醇 [25(OH)VD3] 和 骨 化 三 醇

[1α,25(OH)2VD3]是维生素 D3 的主要活性形式。

人体肝脏和肾脏中存在的细胞色素 P450 酶，可

将 维 生 素 D3 转 化 为 25(OH)VD3 和

1α,25(OH)2VD3
[1]。已有研究表明在角质形成细

胞中可以同时表达 25 羟化酶 (CYP27A1 和

CYP2R1)和 1 羟化酶(CYP27B1)[2]。 
维生素 D3 衍生物除骨化二醇和骨化三醇

外，还包括马沙骨化醇、帕立骨化醇、度骨化

醇、卡泊三醇、阿法骨化醇和他卡西醇等[3-5]，

它们作为十分重要的外源补充剂，已被临床用

于治疗慢性肾功能衰竭、甲状旁腺功能亢进、

骨质疏松症[6]、银屑病[7]和白癜风[8]等。其中，

骨质疏松是老年人的常见疾病，主要表现为骨

密度下降、骨组织结构破坏等[9]，导致老年人

容易发生骨折。目前我国人口老龄化发展迅速，

开发相关药物如骨化二醇、骨化三醇等用于预

防和治疗骨质疏松具有非常重要的意义[10-13]。

同时，骨化二醇和骨化三醇在维持生理功能方

面也有着非常重要的作用，例如骨化二醇是保

持骨骼健康的重要营养素 [14]，也是检测Ⅱ型糖

尿病合并肾病的重要指标[15]；骨化三醇具有调
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节血浆钙和磷酸盐稳态的作用，能促进细胞的

分化、抑制细胞的增生[16]。骨化三醇在结肠直

肠癌[17]、乳腺癌、前列腺癌中表现出抗肿瘤活

性，同时对于调节眼部疾病相关炎症因子也发

挥着重要作用[18]，并且其通过抑制过度的自噬

和氧化应激可以改善血管生成，为糖尿病血管

并发症的治疗提供了新的途径[19]。 
骨化二醇及骨化三醇目前在国内外已有多

家企业进行生产。如市场上的骨化三醇产品有

正大制药生产的“盖三淳”以及上海罗氏制药有

限公司生产的“罗盖全”等。生产骨化二醇的国

内企业有浙江花园生物；国际企业有荷兰帝斯

曼等[20]。 
优化骨化二醇及骨化三醇的化学合成方法

虽然可以降低生产成本提高收率，但在该过

程中仍需使用化学试剂，对环境可能造成危

害，因此如何绿色且高效地合成骨化二醇和

骨化三醇是目前研究的热点问题之一，基于

此本文综述了骨化二醇和骨化三醇的生物合

成现状，包括 P450 单加氧酶(cytochrome P450 
monooxygenases, CYPs)及非特异性过氧化物酶

(unspecific peroxygenases, UPOs)催化 VD3 生成

骨化二醇及骨化三醇等方面，为进一步提高骨

化二醇和骨化三醇的生物合成效率提供了重要

的参考。 

1  骨化二醇及骨化三醇的合成  
1.1  骨化二醇及骨化三醇的化学合成  

目前，化学合成法生产 25(OH)VD3 及

1α,25(OH)2VD3 已得到广泛研究。25(OH)VD3

的化学合成路线包括先开环法和后开环法[14]，先

开环法(图 1)以麦角甾醇为起始原料，通过优化维

生素 D2 生产方法并结合 Schaefer 等[21]文中提及

的后 5 步反应来合成 25(OH)VD3，其总收率最

高可达 19.8%；后开环法(图 2)同样以麦角甾醇

为起始原料，但先进行羟基硅醚化保护，再 
 

 
 
图 1  先开环法合成 25(OH)VD3

[14]   流程图中数值如 97%，代表的是该步骤收率为 97%，其中 22%
指后 5 个步骤的总收率为 22% 
Figure 1  Synthesis of 25(OH)VD3 by ring opening first[14]. The value in the flow chart such as 97% 
indicates that the yield of this step is 97%, while the value 22% represents the total yield of the last five 
steps. 
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图 2  后开环法合成 25(OH)VD3

[14]   流程图中数值如 85%，代表的是该步骤收率为 85%；TBS 是叔丁

基二甲基硅基，LAH 是四氢铝锂，TBAF 是四丁基氟化铵 

Figure 2  Synthesis of 25(OH)VD3 by post-opening method[14]. The value in the flow chart such as 85% 
indicates the yield of the corresponding step. TBS is tert-butyldimethylsilyl, LAH is lithium aluminum 
hydride, and TBAF is tetrabutylammonium fluoride. 
 

 
 

用苯肼保护共轭双键等，最后通过去保护、开

环、异构等步骤得到 25(OH)VD3，此时开环收

率较低，可借鉴 Reichenbächer 等[22]或 Doi 等[23]

所用的光照开环法，预计 25(OH)VD3 的总收率

可达到 35%−41%。除上述两种方法外，孙彬[24]

提供了以 5,7,24-三烯胆固醇为原料生成 25-羟
基 -7-脱氢 胆 固 醇 进 而 通 过 光 照 反 应 合 成

25(OH)VD3 的两种合成路线(图 3)，收率在 60%
以上。 

1α,25(OH)2VD3 的化学合成路线包括全合

成与半合成。全合成(图 4)是以 CD 环、A 环以

及侧链为起始原料，CD 环先与侧链进行连接，

再与 A 环发生 Wittig 反应或 Suzuki-Miyaura 偶

联以制备 1α,25(OH)2VD3，但产物总收率不足

10%[25]。半合成则是对结构类似物直接进行修

饰，包括以维生素 D2
[26]、豆甾醇、25-羟基胆

固醇和薯蓣皂苷元为原料合成目标产物[25]。 
化学合成方法有其优势，但也有不足之处，

大多数化学合成路线较为复杂，使用的部分化学

试剂较为昂贵且会对环境造成污染，同时目标产

物收率较低，而生物催化可以简化合成步骤，反

应条件也较为温和，原料易获取，因此开发一种

绿色、安全、高效的生物合成路线十分必要。 

1.2  骨化二醇及骨化三醇的生物合成概述 
目前主要使用细胞色素 P450酶来催化 VD3

生成目标产物，包括 CYPs 和 UPOs。P450 单 
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图 3  以 5,7,24-三烯胆固醇为原料合成 25(OH)VD3 的两种方法(A)和(B)[24]   DMAP 是 4-二甲氨基吡啶，

PTAD 是 4-苯基-1,2,4-三唑啉-3,5-二酮，NBS 是 N-溴代丁二酰亚胺，THF 是四氢呋喃，hv 是紫外 
Figure 3  Two methods (A) and (B) for the synthesis of 25 (OH) VD3 from 5,7,24 triene cholesterol[24]. DMAP 
is 4-dimethylaminopyridine, PTAD is 4-pheny-1,2,4-triazoline-3,5-dione, NBS is N-bromosuccinimide, THF is 
tetrahydrofuran, and hv is ultraviolet. 
 

 
 
图 4  全合成法合成 1α,25(OH)2VD3

[25] 
Figure 4  Total synthesis of 1α, 25(OH)2VD3

[25]. 



 
ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  生物工程学报  Chin J Biotech 
 
 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

1606 

 

加氧酶在原核生物、真核生物甚至病毒广泛存

在，研究较为深入的可以催化 VD3 的 P450 单

加氧酶主要来源于自养无枝酸菌 (Amycolata 
autotrophica)、自养假诺卡氏菌 NBRC 12743 
(Pseudonocardia autotrophica NBRC 12743)、巨大

芽孢杆菌DSM319 (Bacillus megaterium DSM319)
等[27-29]。在催化过程中，大多数微生物单加氧

酶依赖氧化还原伴侣(常用的氧化还原伴侣有

POR、Fdr/Fdx、AdR/Adx4-108 等)来提供氧化还

原当量[30]。UPOs 是一类高度糖基化的硫代血

红 素 酶 ， 归 类 于 血 红 素 硫 酸 盐 过 加 氧 酶

(heme-thiolate peroxidases, HTP)超家族，主要存

在于双核菌亚界(Dikarya)和高等真菌界的子囊

菌门 (Ascomycota)和担子菌门 (Basidiomycota)
中[31]。有研究发现 UPOs 也可催化阿法骨化醇

生成骨化三醇，包括来自茶树菇 (Agrocybe 
aegerita)的 AaeUPO 以及来自真菌灰盖拟鬼伞

(Coprinopsis cinerea)的 CciUPO 等[32]。UPOs 优势

在于只需加入 H2O2 即可启动反应[33]，相比于

P450 单加氧酶，其不需要使用昂贵的辅因子

NAD(P)H，不需要电子传递蛋白且区域选择性

更高 [30,34-35]，是十分有前景的生物催化剂。目

前深入研究的 P450 单加氧酶和 UPOs 如表 1 和

表 2 所示。 

2  P450 单加氧酶催化 VD3 生成

骨化二醇及骨化三醇 
2.1  P450 单加氧酶催化机制解析 

大多数 P450 催化系统由两个功能部分组

成，首先为含有半胱氨酸配体配位的血红素催

化中心 Heme 区域，然后是含有黄素单核苷酸

(flavin mononucleotide, FMN)或黄素腺嘌呤二

核 苷 酸 (flavin adenine dinucleotide, FAD) 的
NAD(P)H 结合区域。而 P450 催化循环需要由

NAD(P)H 作为电子供体促使反应启动[45-46]，在这

一过程中催化循环一般分为 6 个步骤进行(图 5)：
(1) 三价铁还原。首先，底物(RH)取代水配体

与 P450 酶结合，产生与底物结合的 P450，在

与 O2 结合前，该酶活性中心的 Fe3+接受氧化还

原伴侣传递的第 1 个电子，将其还原成更易于

与氧结合的 Fe2+[47]。(2) 分子氧的结合[48]。P450
酶活性中心的亚铁血红素与分子氧结合后，形

成较稳定的中间体铁超氧态化合物 P-Fe(II)-O2。

(3) 第二次还原及质子化。P-Fe(II)-O2 经第 2 个

单电子还原和质子化，形成铁氢过氧复合物

P-Fe(III)-O-OH (compound 0 即 Cpd 0)[49]。(4)
高活性氧合铁中间体的形成。P-Fe(III)-O-OH 经

进一步的质子化后，产生 1 个水分子和 1 个高

活性氧合铁中间体(Cpd 1)，该中间体氧化能力

较强。(5) 氧化底物。根据底物氢提取机制，

底物中的 1 个氢原子被 Cpd 1 提取出来，形成

Cpd 2 和底物自由基 R·，再通过自由基重组，

形成羟基化产物(ROH)[45]。(6) 取代。水或新的

底物将目标产物取代后，使得目标产物脱离复

合态，完成一次循环。至此，细胞色素 P450 完

成了羟基化作用。 

2.2  氧化还原伴侣的适配提高酶的催化活性 
P450 单加氧酶的催化依赖氧化还原伴侣来提

供氧化还原当量。根据氧化还原伴侣的不同，P450
可分为 I−X 这 10 类，其中来源于原核生物的 class I
类和真核生物的 class II 类研究较为广泛[48-51]。目

前 class I 类 P450 单加氧酶较为常用的氧化还原

伴侣为恶臭假单孢氧还蛋白及还原酶(Pdx/PdR)，
菠菜来源铁氧还蛋白及还原酶(Fdx/FdR)，牛来

源铁氧还蛋白及还原酶(Adx/AdR)，还包括不动

杆菌 OC4 来源的氧还原伴侣 AciBC 以及红球

菌来源的 Thc-CD 等。已报道催化 VD3 的不同

P450 单加氧酶适配的氧化还原伴侣如表 3 所示。 
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表 1  不同来源的 P450 单加氧酶催化 VD3 及其衍生物得到的产物、产量及催化方式 
Table 1  The product, yields, and catalytic methods of VD3 and its derivatives catalyzed by P450 monooxygenases 
from various sources 
Source Enzyme Substrate Product  Production of 

calcifediol 
(mg/L) 

Production 
of calcitriol 
(mg/L) 

Catalytic 
method 

References 

Streptomyces 
sclerotialus  
FERM BP-1370 

Streptomyces sclerotialus 
FERM BP-1370 P450 

1α(OH)VD3 Calcitriol – 0.051 Whole-cell 
conversion 

[36] 
25(OH)VD3 – 0.020  

Streptomyces 
roseosporus 
FERM BP-1574 

Streptomyces roseosporus 
FERM BP-1574 P450 

1α(OH)VD3 Calcitriol – 0.050 Whole-cell 
conversion 

[36] 
25(OH)VD3 – 0.025 

P. autotrophica 
FERM BP-1573 

P. autotrophica FERM 
BP-1573 P450 

VD3 Calcifediol 8.300 0.170 [37] 
Calcitriol 

Amycolata 
autotrophica 

P450VD25 VD3 Calcifediol 20.000 – [27] 

Streptomyces 
griseolus 

CYP105A1 VD3 Calcitriol – – In vitro 
conversion 

[38] 

CYP105A1-R73V/R84A Calcifediol 
Calcitriol 

– – Whole-cell 
conversion 

[39] 

Pseudonocardia 
autotrophica 
NBRC 12743 

Vdh (CYP107BR1) – – In vitro 
conversion 

[28] 

Vdh-K1 – – Whole-cell 
conversion 

[28] 
VdhT107A Calcifediol 573.000 – [40] 

Bacillus 
megaterium 
DSM319 

CYP109E1 Calcifediol 
Calcitriol 

– – In vitro 
conversion 

[41] 

Calcifediol – – Whole-cell 
conversion CYP109E1-I85A 45.000 – 

Bacillus 
megaterium 
DSM319 

CYP109A2 16.000 – In vitro 
conversion 

[29] 

54.900 – Whole-cell 
conversion CYP109A2-T103A 69.600 – [42] 

Bacillus lehensis 
G1 

CYP107CB2 Calcifediol – – In vitro 
conversion 

[43] 
1α(OH)VD3 Calcitriol – – 

– indicates not mentioned. 
 
Kawauchi 等 [27]将变铅青链霉菌(Streptomyces 
lividans)作为 P450VD25 宿主细胞成功催化

VD3 生成 25(OH)VD3，表明 P450VD25 可与变

铅青链霉菌中已有的氧化还原伴侣即铁氧还

蛋白和还原酶系统共同作用来催化底物。

Sawada 等 [38]通过 NADPH-Fdr-Fdx-CYP105A1
电 子 传 递链成功在体外催化 VD3 并生成

1α,25(OH)2VD3。Fujii 等 [28]通过 NADPH-Fdr- 

Fdx-Vdh 电子传递途径对 VD3 进行体外催化

反应，生成 25(OH)VD3、1α,25(OH)2VD3 以及

少量 26(OH)VD3；当 Vdh(CYP107BR1)以红串

红球菌 (Rhodococcus erythropolis)作为宿主细

胞，且与氧化还原伴侣 ThcC 和 ThcD 共表达时，

25-羟化酶的活性可提高约 6 倍。郑裕国等[52]

也成功使用 NADH-FdR-Fdx-Vdh 电子传递链

系统催化 VD3 生成 25(OH)VD3。 
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表 2  不同来源的 UPOs 催化阿法骨化醇生成骨化三醇[44] 
Table 2  UPOs from different sources catalyze alfacalcidol to produce calcitriol[44] 
Source Enzyme Substrate Product Yield (%) 

Coprinopsis cinerea Cci UPO Alfacalcidol Calcitriol 45.00 

Agrocybe aegerita Aae UPO 99.65 

Chaetomium globosum Cgl UPO 45.00 

Marasmius rotula Mro UPO 55.00 

Marasmius wettsteinii Mwe UPO 48.00 

Collariellavirescens Cv UPO 45.00 

Myceliophthorafergusii Mfe UPO 75.00 

Myceliophthorahinnulea Mhi UPO 42.00 

Myceliophthorathermophila Mth UPO 44.00 

Thielaviaterrestris Tte UPO 47.00 

Humicolainsolens Hin UPO 45.00 

Coprinus verticillatus Cve UPO 55.00 

Coprinellus radians Cra UPO 45.00 

Psathyrellaaberdarensis Pab UPO 45.00 

 

 
 
图 5  P450 单加氧酶催化机制[45] 
Figure 5  Catalytic mechanism of P450 monooxygenase[45]. 
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表 3  适配不同氧化还原伴侣的 CYPs 的产物 
Table 3  Products of VD3 and alfacalcidol catalyzed by CYPs coupled with different redox partners 
Enzyme Substrate Redox partners  Product References 
P450VD25 VD3 Ferredoxin and reductase system of S. lividans  25(OH)VD3 [27] 
CYP105A1 VD3 Fdr/Fdx 1α,25(OH)2VD3 [38] 
Vdh VD3 Fdr/Fdx 25(OH)VD3 

1α,25(OH)2VD3 

26(OH)VD3 

[28] 
ThcC/ThcD 

VdhT107A VD3 AciB(Fdx)/AciC(FdxR) 25(OH)VD3 [40] 
CYP109E1 VD3 AdR/Adx4-108 25(OH)VD3 

1α,25(OH)2VD3 
[41] 

CYP109A2 VD3 BmCPR/Fdx2 25(OH)VD3 [29] 
CYP107CB2 VD3/Alfacalcidol Ferredoxin and ferredoxin-NADP+ reductase from 

Spinacia oleracea  
25(OH)VD3 
1α,25(OH)2VD3 

[43] 

 
2016 年，Abdulmughni 等使用 NADPH-AdR- 

Adx4-108-CYP109E1 电子传递系统在体外成功

催化 VD3
[41]。2017 年，该团队在选择 CYP109A2

的氧化还原伴侣时，VD3 终浓度为 200 μmol/L，

发现氧化还原伴侣 BmCPR-Fdx2 (VD3 转化率

为 36%)，比 AdR-Adx4-108 (VD3 转化率为 20%)
催化 VD3 的效果更好[29]，说明同一种酶与不同

的氧化还原伴侣共同作用时，其催化活性相差

非常大。Ang 等从 B. lehensis G1 中分离纯化出

CYP107CB2，发现其与来自菠菜的铁氧还蛋白

和铁氧还蛋白 NADP+还原酶共同作用时，可以

将 VD3和 1α(OH)VD3分别催化生成 25(OH)VD3

和 1α,25(OH)2VD3
[43]。 

在对 P450 单加氧酶的研究过程中，本课题

组成功克隆并表达了 CYP109E1，在构建体外

酶催化电子传递链时，选用了 Adx4-108 分别与

Fpr 和 BmCPR 进行组合来催化 VD3，发现

NADPH-BmCPR-Adx4-108-CYP109E1 催化 VD3 生

成 25(OH)VD3 效果更好，其转化率为 50.1%[53]，

但随后进行的重复实验以及全细胞催化实验，

结果均表明使用 Fpr-Adx4-108 催化终浓度为  
200 μmol/L 的 VD3 效果要优于 BmCPR-Adx4-108，

且全细胞发酵法催化 24 h 后，使用 Fpr-Adx4-108可

生成 0.74 mg/L 的 25(OH)VD3，而 BmCPR-Adx4-108

则生成 0.32 mg/L 的 25(OH)VD3。这进一步证

明了合适的氧化还原伴侣可以有效提高 VD3 的

产量。 
基于上述结果可知，选择合适的氧化还原

伴侣对于提高 CYPs 酶的催化活性及特异性至

关重要。随着相关技术发展，会有更多潜在 P450

单加氧酶的氧化还原伴侣被挖掘出来，可以通

过对这些氧化还原伴侣进行不同的组合，找到

与相应羟化酶更适配的氧化还原伴侣。 

2.3  P450 单加氧酶的构效分析及分子改造 
P450 酶的应用为绿色、高效合成骨化二醇

和骨化三醇等 VD3 衍生物提供了一条新路径。

但天然的 P450 单加氧酶在催化 VD3 羟基化的

反应中存在活性低、稳定性差和催化特异性差

等问题。随着大量羟化酶晶体结构得到解析，

利用分子对接等手段，对酶进行理性设计和定

向改造，可提高酶的催化效率、酶的稳定性以

及对底物的催化特异性。 
2.3.1  突变关键残基提高 P450 单加氧酶的催化

活性 
P450 单加氧酶是球状的三角形蛋白，大多

数酶包括 α 螺旋和 β 折叠，部分酶还有 310 螺
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旋[50,54-55]。核心催化结构域包含 1 个四螺旋束 
(3 个平行螺旋 D、L、I 和反平行螺旋 E)、螺旋

J 和 K、2 个 β 折叠的部分区域，以及 1 个作为

血红素配体的末端环[50]。以 CYP109E1 为例[55]，

其包含 13 个 α 螺旋、2 个 310 螺旋和 10 个 β 折

叠，血红素辅助因子结合在 I 和 L 螺旋之间  
(图 6A)。其活性口袋附近有 6 个 P450 常见的底

物识别位点(SRSs)[55]，BC 环(SRS1)，F 和 G 螺

旋的一部分(分别为 SRS2 和 SRS3)，I 螺旋的中

间部分(SRS4)，连接螺旋 K 和 β5 的区域(SRS5)
和 β9–β10 (SRS6) (图 6B)。通过对酶晶体结构

的研究，可对常见底物识别位点、氧化还原伴

侣结合位点或催化中心的关键氨基酸残基进

行突变，以提高 P450 单加氧酶的催化活性。 
Sawada 等[38]发现 Arg73 和 Arg84 是影响

CYP105A1 活性的关键残基[56]，对其进行定点

突变，提高酶催化活性。经研究发现 Arg84 会

影响瞬态结合位点的位置与构象[56-57]，当 Arg84
突变到 Ala 或 Val 时，可稳定 P450 的氧化态[54]，

而Arg73会影响VD3在催化中心的位置与构象[57]，

同时突变 Arg73 和 Arg84 得到的双突变体对

VD3 的羟基化活性显著高于单突变体，因此筛

选出最佳突变体 CYP105A1-R73V/R84A[39]，以

S. lividans TK23 为宿主细胞进行全细胞催化，

在反应 24 h 后，VD3 生成 25(OH)VD3 的转化率

可达到 38.9%，1α,25(OH)2VD3 的转化率可达到 
 

 

 
 
图 6  CYP109E1 整体结构和活性位点[41,55]   A：整体结构从 N′端(蓝色)到 C′端(红色)以不同颜色进行

表示. 血红素区域用红色表示，β 折叠用灰色表示. B：将 VD3 与 CYP109E1 进行分子对接(洋红色)，并

与 Vdh-VD3 的对接模型进行对比(绿色). 血红素区域用红色表示，用于定点突变的氨基酸用橙色棒表

示，其中 I85 位于 BC 环(SRS1)、I168 和 V169 位于 F 螺旋(SRS2)、I241 位于 I 螺旋(SRS4)、K187 位

于 G 螺旋(SRS3) 
Figure 6  Overall structure and the active site of CYP109E1[41,55]. A: Overall structure of CYP109E1 with 
different colors from the N′ terminus (blue) to the C′ (red) terminus. Heme areas are indicated in red and β 
folds in gray. B: Molecular docking of VD3 with CYP109E1 (magenta) and comparison with docking model 
of Vdh-VD3 (green). Heme areas are indicated in red. Amino acids such as I85 (BC-loop, substrate 
recognition site 1, SRS1), I168 and V169 (F-helix, SRS2), I241 (I-helix, SRS4) and K187 (G-helix, SRS3) 
selected for site-directed mutations are shown as orange sticks. 
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10.6%[39]。同时该研究发现突变体 CYP105A1- 
R73V/R84A 对 1α,25(OH)2VD3 的 C26(27)位也

存在羟基化能力并生成 1α,25(R),26(OH)3D3，该

物质具有较高的抗增殖作用且钙化作用显著低

于 1α,25(OH)2VD3，因此 1α,25(R),26(OH)3D3

将是一种非常具有潜力的抗癌药物[39]。 
Fujii 等[28]以 R. erythropolis 作为宿主细胞

表达 Vdh 时，对该酶进行了随机突变，并筛选

出最佳突变体 Vdh-K1 (T70R，V156L，E216M
和 E384R)，该突变体对 VD3 的羟基化活性比野

生型高了 21.6 倍[28]。 
Jóźwik 等鉴定并分析了来源于 B. megaterium 

DSM319 中的 P450 单加氧酶 CYP109E1，通过

分析无底物的 CYP109E1 晶体结构发现在血红

素远端有一个漏斗状的、开放的活性口袋[55]。

将 CYP109E1 与 VD3 进行分子对接，将 4 个位

点 I85、I241、I168 和 V169 定点突变为丙氨酸，

分别对应于 Vdh 中的 I88、I235、L171 和 V172，
实验结果表明 I85A 为 CYP109E1 的最优突变点，

可以将 25(OH)VD3 的产量提高到 45 mg/L[41]。而

本课题组根据 CYP109E1 与 VD3 对接的结果在

酶活性口袋以及血红素催化中心附近挑选了

R69、R294 以及 R177 等位点突变成丙氨酸并

进行发酵验证，发现突变体 R294A 的酶催化活

性几乎丧失，而 R69A 和 R177A 也没有显著提

高酶的催化活性[53]。未来需要进一步分析出现

该结果的原因，并寻找新的可能提高酶催化活

性的关键氨基酸残基。 
2017 年，Abdulmughni 等鉴定并分析了同样

来源于 B. megaterium DSM319 中的 CYP109A2，
通过对其晶体结构的解析[29]，将 CYP109A2 的

4 个氨基酸位点(T103 以及邻近的残基 P104、
R105 和 A106)进行定点突变，发现只有突变体

T103A 可以提高 VD3 的转化率，在反应的 24 h
中近 90%的底物(终浓度为 200 μmol/L)被转化，

产物浓度提高到 69.6 mg/L，若继续补充底物反

应至 48 h，产物浓度可达到 282.7 mg/L[42]。 
通过突变 P450 单加氧酶氧化还原伴侣结

合位点的关键残基，也可以提高酶催化活性。由

于突变体 Vdh-K1 在 R. erythropolis中的表达水平

较低，Yasutake 等[40,58]将 Vdh 的 Fdx 结合位点的

T107 突变成丙氨酸，使 VdhT107A在 R. erythropolis
中能够良好地表达并高效生产 25(OH)VD3；对

VdhT107A 的晶体结构进行研究发现，VdhT107A 与

VD3 结合呈封闭构象且 VdhT107A 的 Fdx 结合位

点比野生型 Vdh 携带更多的正电荷，更有利于

与带负电荷的 Fdx 相结合，从而提高酶的催化

活性；在体外重组实验中，VdhT107A 与来源于不

动杆菌属 OC4 (Acinetobacter sp. OC4)的 AciB 
(Fdx)和 AciC (FdxR)蛋白共同催化 VD3，其 25-羟
基化活性约是野生型 Vdh 的 80 倍，同时动力学

分析也表明 VdhT107A 提高了与 Fdx 的结合亲和

力。在经乳酸链球菌肽处理的 R. erythropolis 
JCM3201-GlcDH 中共表达 VdhT107A 进行生物

催化时，其转化效率最高，仅 2 h 就产生了近

300 μg/mL 的 25(OH)VD3，说明 VdhT107A 比野

生 型 Vdh 以 及 突 变 体 Vdh-K1 更 适 合 在       
R. erythropolis 中催化 VD3 生产 25(OH)VD3

[40]。 
上述研究证明利用解析出的酶晶体结构，

借助分子对接等手段进行分析，对关键残基进

行突变，可以显著提高酶的催化活性。 
2.3.2  定点突变改变酶的稳定性 

在工业生产过程中使用的酶，不仅要具有

高活性，其稳定性也十分重要。为提高其稳定

性，可以对酶进行分子改造，也可以通过外部

条件优化来提高酶的稳定性。 
目前对 CYP105A1 催化活性研究较为广

泛，但对其稳定性研究较少。2022 年 Takita 等比

较了 CYP105A1 及其 5 种突变体 R73A/R84A、

M239A、R73A/R84A/M239A (=TriA)、TriA/E90A
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和 TriA/E90D 的稳定性，由非变性 PAGE 分析

结果得到 CYP105A1 易发生自结合，包括低聚

化和聚集，对酶的稳定性影响极大；通过圆二

色性分析发现 M239A 突变会降低酶的稳定性，

可能是因为该突变导致酶的局部构象发生变

化，影响了 Arg193-Glu232 之间的相互作用，

从而使该酶活性降低[59]。Fujii 等[28]发现纯化的

Vdh 活性不稳定且受盐离子影响，在反应体系中

分别加入 NaCl、KCl、硫酸铵或磷酸钾等可以提

高对 VD3 的 25-羟基化活性，并且实验结果表明

NaCl 或 KCl 的最佳浓度为 100 mmol/L。 
2.3.3  关键氨基酸突变提高酶的区域选择性和

底物特异性 
不同的 P450 单加氧酶对 VD3 具有不同的

催化特性。CYP109A2 对 VD3 进行催化时，其自

身区域选择性较高，催化产物主要为 25(OH)VD3

且仅有 1 种副产物，CYP105A1 和 Vdh 催化 VD3

生成 3 种产物，而 CYP109E1 催化 VD3 得到的

产物多达 7 种[29]。副产物较多不利于产物的分

离鉴定而且会使目标产物的产量较低，达不到

工业生产要求。 
2010 年 Yasutake 等探究了野生型 Vdh-WT

和突变体 Vdh-K1 (T70R、V156L、E216M 和

E384R)的晶体结构，发现 Vdh-WT 呈开放构象

且与 VD3 的结合亲和力非常低，而 Vdh-K1 呈

封闭构象且与 25(OH)VD3 具有较高的结合亲和

力，并且突变体 Vdh-K1 中 384 位上的酸性残

基 Glu 被碱性氨基酸 Arg 取代可能增加了封闭

构象的稳定性，但 Vdh-K1 并没有提高底物特

异性[60]。 
CYP109E1 在体外催化 VD3 得到的产物高

达 7 种，以 B. megaterium MS941 作为宿主细胞

进行全细胞转化来积累 VD3 衍生物并进行核磁共

振分析，发现该酶对 VD3 及副产物 24S(OH)VD3

均有 C25 位羟基化活性，同时 25(OH)VD3 与

24S、25(OH)2VD3 产量相当[41]。在选择 I85、
I168、V169 和 I241 进行定点突变后，发现 I85A
为最优突变点，I85 位于靠近血红素的 SRS1 中

(图 6B)，突变该位点会影响酶的活性与区域选

择性，结果表明 I85A 不仅可以提高 25(OH)VD3

的产量，而且副产物 24S、25(OH)2VD3 的产量

也有所降低[41]。同时 V169A 和 I241A 也显著降

低了 24S(OH)VD3 中间体向 24S、25(OH)2VD3

的转化率[41]。这些结果表明，CYP109E1 的氨

基酸 I85 侧链对于 VD3的区域选择性至关重要，

V169 和 I241 对 CYP109E1 的底物特异性具有

关键作用[41]。 

2.4  催化方式对产物生产的影响 
目 前 常 用 的 催 化 方 式 包 括 体 外 酶 催     

化[28-29,38,41,43]和全细胞催化，其中全细胞催化又

可细分为两类，即发酵法[28,36-37,39,42]和静息细胞

催化[40,61-62]。 
体外酶催化在实验室规模应用较多，可以同

时检测不同氧化还原伴侣与该酶共同催化底物

的效果，如已知的 CYP105A1[38]、CYP107BR1[28]、

CYP109E1[41]、CYP109A2[29]以及 CYP107CB2[43]

均可在体外成功催化 VD3 生成骨化二醇或骨化

三醇，但该方法纯化蛋白步骤烦琐，若酶保存不

当或反复冻融都会对酶的活性产生不利影响，因

此不适合工厂、企业等进行大规模生产应用。 
全细胞催化则是以完整的菌体对底物进行

催化，成本较低，可以避免酶的分离纯化[61-62]，

是非常有前景的产业化生产方式。其中发酵法

在菌体生长和底物催化阶段均使用营养丰富培

养基，CYP105A1-R73V/R84A[39]、Vdh-K1[28]、

CYP109E1-I85A[41]以及 CYP109A2-T103A[42]等

已成功通过发酵法催化 VD3 生成骨化二醇或骨

化三醇，并且 CYP109A2-T103A 催化 VD3 生成

骨化二醇的产量可达 69.6 mg/L[42] (表 1)。静息

细胞催化则是在底物催化阶段更换为基本盐缓
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冲体系[40,61-62]，使菌体不再生长，可以更好地进

行底物催化，如 Kang 等[61-62]在 75 L 发酵罐中，

使用最佳生物转化培养基(15 mmol/L Trizma 碱、

25 mmol/L 琥珀酸钠、2 mmol/L MgSO4、0.08%  
β-环糊精、0.1% NaCl、0.2% K2HPO4 和 0.03% 
MnCl2)以及最优培养条件(曝气率为 0.2 vvm、静息

细胞浓度为 4.7%且反应温度为 33 ℃)，利用假诺

卡氏菌 KCTC 1029BP (Pseudonocardia sp. KCTC 
1029BP)的静息细胞催化 VD3，骨化二醇产量可

达 356.2 mg/L。 
相较于静息细胞催化，发酵法的生产工艺

更为简单、便捷，但产物滴度较低且副产物较

多，目标产物的分离纯化更为困难[41]；而静息

细胞催化通常需要在第二阶段将细胞浓缩后在

基本盐缓冲体系中进行催化，产物滴度较高且

副产物少，在目标产物的分离纯化方面更有优

势[37,61]。本课题组在对 CYP109E1 的研究过程中，

以大肠杆菌 BL21 为宿主细胞进行了发酵法以及

静息细胞催化 VD3 的比较，使用 20 mmol/L 磷酸

钾缓冲溶液作为重悬液培养时，其催化效果并

不理想，反应 24 h 后，25(OH)VD3 产量仅为

0.012 mg/L，该实验结果表明发酵法催化 VD3

的效果优于静息细胞。这也表明不同酶的最适

生产方式不同，选择合适的催化方式可大幅度

提高目标产物的产量。 

然而，全细胞催化过程中仍存在急需解决

的问题，例如蛋白的表达量、氧化还原伴侣与

单加氧酶的比例不适配，这一问题或可通过使

用蛋白支架得到解决。 

3  UPOs 催化 VD3生成骨化二醇

及骨化三醇 

3.1  催化机制及其优势 
UPOs 血红素上含有 1 个基态水分子，当催

化循环开始时，H2O2 先将血红素上的基态水分

子进行取代并形成中间体(compound 0, Cpd 0)，
再重排生成关键中间体铁-氧阳离子自由基络

合物(compound 1)，Cpd 1 具有较强的氧化作用，

随后 Cpd 1 从底物中得到 1 个电子和 1 个质子，

生成质子化化合物氢氧化铁配合物和底物自由

基 R·，其迅速重组形成羟基化产物(R-OH)-铁酶

复合物(compound 2)，产物复合物随着羟基化产

物的释放而解离，水分子与血红素铁配位，至

此完成一次循环(图 7)[31,35,63]。由此可见，UPOs
的优势在于其既不需要昂贵的辅因子 NADPH
也不需要氧化还原伴侣参与催化反应，只需加

入 H2O2 即可启动反应[33]。 

3.2  提高 UPOs 的表达量和催化活性 
目前，UPOs 的异源表达效果不佳，UPOs

难以在大肠杆菌中实现异源表达，原因是原核

宿主无法进行糖基化修饰，只有少数 UPOs 可

以在毕赤酵母和酿酒酵母等真菌中进行异源表

达，但其活性较低 [30,64-65]。更换启动子或信号

肽等方法有助于实现 UPOs 的异源表达和分泌，

通过对酶的关键位点进行突变可进一步提高酶

的催化活性。 
Püllmann 等[66]对 UPOs 的最适信号肽和启

动子进行了探究，发现对于 AaeUPO*酶，使用

信号肽 Gma-UPO 比 Aae-UPO*效果更好，酶的

活性提高了 1 倍多；MthUPO 的最适信号肽为

Sce-α-Galactosidase 和 Ani-α-Amylase，而

M ro UP O 和 Mw e U P O 通过其天然信号肽

Mro-UPO SP 即可表达；TteUPO 最适信号肽为

Sce-Prepro 和 Sce-Invertase 2，当使用信号肽

Sce-Prepro 和启动子 PCAT1 时，可检测到其活性

明显增加。该团队还使用质粒 pPAP003 和 PCAT1

启动子构建毕赤酵母表达系统，对 AaeUPO*、
MroUPO、CglUPO、MthUPO 和 TteUPO 进行表

达时，除 TteUPO 其余产量均显著提高，相比 
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图 7  UPOs 催化机制，以 AaeUPO 为例[35]   Glu196 在 H2O2 驱动催化过程中起酸碱催化剂的作用 
Figure 7  Catalytic mechanism of UPOs, taking AaeUPO as an example[35]. Glu196 in AaeUPO was used as 
an acid-alcohol catalyst which plays an important role when activity of AaeUPO was driven by H2O2. 
 
于酿酒酵母表达系统，MroUPO、CglUPO 和

MthUPO 产量分别提高了 3、15 和 5 倍，其中

MthUPO 的产量高达 24 mg/L[66]。虽然更改信号

肽或启动子对酶的活性有显著影响，但信号肽

与启动子的适配性也需要特别注意[66-67]。同年，

Püllmann 等还对 11 个启动子和 17 个信号肽进

行重组得到了 187 个组合，经筛选得到了

AaeUPO*、MfeUPO、MthUPO 和 TteUPO 的最

适启动子为 PHpFMD，MhiUPO 的最适启动子为

PHpMOX 。当 AaeUPO*使用 PHpFMD 启动子和

Gma-UPO信号肽时，其蛋白产量可达到12.6 mg/L，
而 TteUPO 使用 Ani-α-Amylase 信号肽和 PHpFMD

启动子时，其产量可达 21.9 mg/L，均高于之前

所报道的产量[67]。 
张武元等[68]通过对 AaeUPO 的 5 个位点

V57A/L67F/V75I/I248V/F311L 进行突变，得到

突变体 Pada-I 过氧化物酶，其活性显著提高。

纯化后的 Pada-I 与过氧化物(如 H2O2、过氧化

叔丁醇、四氢呋喃过氧化物等)在丙酮-缓冲液反

应体系中可将维生素 D3 催化生成阿法骨化醇，

若继续添加 Pada-I 与过氧化物可进一步生成骨

化三醇。 
Babot 等[32]发现来自真菌 C. cinerea 的 Cci 

UPO 具有较高的区域选择性，催化 VD3 只生成

25(OH)VD3。通过解析该酶晶体结构，探究其

高区域选择性的原因，可以为其他 UPOs 的分

子改造提供一定的理论基础。 

3.3  H2O2 在 UPOs 催化 VD3 生成骨化二醇

和骨化三醇中的作用 
UPOs 催化过程中以 H2O2 作为电子受体和

氧供体，由 H2O2 将氧原子引入到底物中，进而

对底物进行催化反应 [33]。其中 AaeUPO、Cci 
UPO、Cgl UPO等均可与H2O2共同作用催化 VD3

或阿法骨化醇生成骨化二醇或骨化三醇 [32,44,69] 
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(表 2)。 
UPOs 对 H2O2 浓度比较敏感，其浓度过高

会破坏血红素活性中心，因此如何提供适量

H2O2 是十分重要的问题[63,70]。目前，可以通过

光化学法和电化学法将 O2 还原成 H2O2，但存

在化学催化剂、相关设备昂贵且对环境具有潜

在危害等问题，并未广泛使用；也可使用多酶

级联催化法通过氧化酶将 O2 还原成 H2O2，实

现 H2O2 的原位再生[63]。其中，多酶级联催化

法突出优势为不需要光电、其他设备的使用，

对环境影响也较小。目前，仍需要开发新的、对

环境友好的、原料设备价格较低的提供 H2O2 原

位再生的方法，进一步提高 UPOs 的催化活性。 

4  总结与展望 
通过 P450 酶催化 VD3 生成骨化二醇和骨

化三醇是一种反应条件更为温和且对环境更为

友好的生产方式。与 P450 活性、稳定性以及催

化特异性相关的研究有利于 P450 酶的工业化

应用，本文概述了关于 P450 单加氧酶的催化机

制、氧化还原伴侣的适配以及相关的分子改造

等进展，这些策略为提高 P450 的催化活性提供

了重要的参考。然而，利用 P450 单加氧酶催化

VD3 生产骨化二醇和骨化三醇的过程中仍然存

在一些瓶颈，如全细胞催化过程中辅因子

NADPH 供应不足、氧化还原伴侣与 CYPs 比例

不适配等。NADPH 作为电子供体是 P450 酶催化

过程中的限速步骤，利用基因工程等手段异源表

达六磷酸葡萄糖脱氢酶(glucose hexaphosphate 
dehydrogenase, ZWF)、甲酸脱氢酶等在宿主细

胞 内 构 建 辅 因 子 再 生 系 统 以 提 供 充 足 的

NADPH 是解决限速步骤的关键；另外，通过蛋

白支架等手段来调配 CYPs 与氧化还原伴侣之

间的比例是非常有效的。这些策略能为进一步

提高 VD3 向骨化二醇和骨化三醇的生物转化提

供一些新思路。 
值得注意的是，在生物法催化 VD3 中，UPOs

似乎比 P450 单加氧酶更具优势，其不需要添加

昂贵的辅因子参与反应，也不需要氧化还原伴

侣的参与，同时利用 H2O2 驱动的 UPOs 具有更

高区域选择性，是更为理想的生物催化剂。但

目前可用的 UPOs 并不充足，而且 UPOs 的异

源表达仍是一个重大挑战。 
总体来说，虽然生物法催化 VD3 存在很多

限制性因素，但相较于化学合成的复杂步骤和

低产率，以维生素 D3 作为底物通过生物法转化

为骨化二醇和骨化三醇可能是较有前景的策略。 
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