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摘   要：胞磷胆碱(cytidine-5′-diphosphate choline, CDP-choline)是磷脂酰胆碱和乙酰胆碱的前体，

参与形成细胞膜磷脂双分子层并能够稳定神经递质系统，对脑损伤引起的功能和意识障碍、帕金森

病、抑郁症以及青光眼等均有疗效，在临床医学和保健品领域已有应用。胞磷胆碱的化学合成工艺

需要采用昂贵且有毒的试剂且会产生各种副产物，工业化生产成本高，正逐步被生物合成法替代。

生物合成法分为微生物发酵法和生物催化法两种：微生物发酵法原料相对低廉，但转化率低、分离

纯化工艺繁杂；生物催化法分为细胞高密度培养和体外催化合成 2 个阶段，合成工艺繁杂，但转化

率高、提取成本相对较低，是目前工业化生产的主要方式。本文综述了胞磷胆碱的化学合成和生物

合成进展，重点介绍胞磷胆碱的代谢途径及生物催化合成工艺，以期为胞磷胆碱的工业化生产提供

思路。 
关键词：胞磷胆碱；化学合成；生物合成；生产策略 
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Abstract: Cytidine-5′-diphosphate choline (CDP-choline) plays a crucial role in the formation of 
the phospholipid bilamolecular layer in cell membranes and the stabilization of the 
neurotransmitter system, acting as a precursor to phosphatidylcholine and acetylcholine. 
CDP-choline has been found effective in treating functional and consciousness disorders resulting 
from brain injury, Parkinson’s disease, depression and glaucoma, and other conditions. As such, 
CDP-choline is widely utilized in clinical medicine and health care products. The conventional 
chemical synthesis process of CDP-choline is gradually being replaced by biosynthesis due to the 
expensive and toxic reagents involved, the production of various by-products, and the high cost of 
industrial production. Biosynthesis of CDP-choline offers two strategies: microbial fermentation 
and biocatalysis. Microbial fermentation utilizes inexpensive raw materials but results in a 
relatively low conversion rate and requires a complex separation and purification process. 
Biocatalysis, on the other hand, involves two stages: the growth of a living “catalyst” and the 
conversion of the substrate. Although the synthetic process in biocatalysis is more complex, it 
offers a higher conversion ratio, and the downstream processing technique for extraction is 
relatively less costly. Consequently, biocatalysis is currently the primary strategy for the 
industrial production of CDP-choline. This review aims to summarize the progress made in both 
chemical synthesis and biosynthesis of CDP-choline, with particular focus on the metabolic 
pathway and the synthetic processes involved in biocatalysis, in order to provide insights for the 
industrial production of CDP-choline. 
Keywords: cytidine-5′-diphosphate choline; chemical synthesis; biosynthesis; production strategy 

 
胞 磷 胆 碱 (cytidine-5′-diphosphate choline, 

CDP-choline)又名胞苷-5′-二磷酸胆碱、胞二磷胆

碱等，是一种核苷衍生物，由核糖、胞嘧啶、焦

磷酸和胆碱组成，分子式为 C14H26N4O11P2，分

子量 488.3，结构式如图 1 所示。胞磷胆碱钠是

胞磷胆碱稳定的钠盐衍生物，是其商品化的主要

形式。胞磷胆碱是细胞膜主要成分磷脂酰胆碱的

重要前体，参与细胞膜的磷脂双分子层的形成，

对于稳定细胞区室化、刺激受损神经元细胞膜的

修复和再生等具有重要的作用[1]。此外，胞磷胆碱

也是乙酰胆碱的前体物质，可以增加神经递质的

水平。因此，胞磷胆碱在缺血、出血所引起的细

胞膜功能紊乱和神经退行性疾病中，有明显的临

床治疗效果，广泛用于治疗创伤性脑损伤、急性

缺血性卒中、认知障碍、帕金森和老年痴呆等[2]，

现已被中国药典收录作为细胞代谢改善药[3]。美

国和欧盟分别于 2009年和 2014年批准胞磷胆碱

作为膳食补充剂，在食品市场，胞磷胆碱被称为
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“脑营养素”。随着我国人口老龄化的加剧，人们

对脑功能保护和改善的需求增加，胞磷胆碱在医

药和保健品领域的市场需求量逐步扩大。 
20 世纪 60 年代，日本武田公司首次开发出作

为神经保护药物的胞磷胆碱，并以商品名尼可林

(Nicholin, Citicoline)上市。1988 年，胞磷胆碱被引

进我国，至今国内已有上百家胞磷胆碱钠制剂的

生产企业和 6 家获得国家药品监督管理局药品审

评中心(Center for Drug Evaluation, CDE)批准的原

料药生产企业。然而，受技术因素限制，目前只

有苏州正济药业、开平牵牛生化制药有限公司和

新乡制药股份有限公司这 3 家原料药生产企业能

够规模化生产胞磷胆碱。胞磷胆碱的生产策略有

化学合成法和生物合成法两种，自 1956 年

Kennedy 等确定了胞磷胆碱的分子结构之后[4]，其

化学合成工艺的建立与优化便拉开了序幕，但由

于化学合成法效率较低、成本高且污染环境，不

是生产胞磷胆碱的首选技术方案。生物合成法利

用微生物或细胞中的酶为催化剂生产胞磷胆碱，

具有转化效率高、反应条件温和、安全环保等优

点，成为了胞磷胆碱的主要生产方式。本文对胞

磷胆碱的化学合成与生物合成策略进行了综述，

重点关注生物催化法与微生物发酵法的合成途

径和研究进展，旨在为胞磷胆碱的高效生产提供

参考。 

1  胞磷胆碱的生理活性 
胞磷胆碱是细胞膜的关键成分磷脂酰胆碱 

 

 
 

图 1  胞磷胆碱的分子结构式 
Figure 1  The structure of CDP-choline. 

的重要前体[5]，可以调节膜的流动性、抵抗膜的

氧化损伤，如刺激受损神经元细胞膜的修复和

再生。此外，胞磷胆碱还可提高胞内神经递质乙

酰胆碱的水平。胞磷胆碱进入体内后被水解为胞

苷和胆碱，胆碱穿过血脑屏障，和乙酰辅酶Ａ

在胆碱乙酰化酶催化下合成乙酰胆碱，提高神

经系统兴奋性，改善因缺乏乙酰胆碱而导致的记

忆力减退、注意力不集中、反应迟钝和语言功

能下降等与认知功能有关的症状[6-7]。除合成乙

酰胆碱外，胞磷胆碱还被证实可以提高神经递质

多巴胺、去甲肾上腺素和血清素的水平，有助于

稳定神经递质系统，促进大脑的能量代谢[8]。研究

表明，胞磷胆碱还能通过抑制膜磷脂分解成花生

四 烯 酸 ， 减 少 炎 症 、 活 性 氧 物 质 (reactive 
oxygen species, ROS)的形成和神经元损伤[9]，避

免神经细胞凋亡或死亡[10]。此外，胞磷胆碱还

是大脑代谢的激活剂，可以降低血管的阻力、增

加脑血流量，从而改善脑部的血液循环，尤其

可使脑干部位血流量增加[11]。总之，胞磷胆碱

具有神经保护和神经修复特性，能有效治疗颅脑

损伤或脑血管意外引起的神经系统后遗症等。动

物学实验和临床研究证实，胞磷胆碱是一种安全

性较高的药物，副作用较少且轻微[12-13]。基于它

的生理活性，胞磷胆碱已被广泛用于治疗脑血

管疾病[14]，如血管性痴呆[15-16]、急性缺血性卒  
中[17]和阿尔茨海默病[18]等。胞磷胆碱辅助治疗

帕金森患者具有良好的疗效，对延缓认知障碍

的发展、改善运动迟缓以及一定程度的震颤也

具 有积极作用[19]，是现有药物的极佳补充[20]。

胞磷胆碱不仅对弱视、斜视、青光眼有改善作

用[21-25]，还可以缓解抑郁、降低发病率[26]、减轻

一氧化碳中毒患者的症状[27]。此外，胞磷胆碱可

促进多发性硬化髓鞘再生，可能是治疗髓鞘多

发性硬化的新候选药物[28-29]，同时对肾脏[30-31]、

肺[32]、肝脏[33]等也有一定的保护作用(图 2)。 
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图 2  胞磷胆碱的临床应用 
Figure 2  The clinical applications of CDP-choline. 

2  胞磷胆碱的化学合成法 
20世纪50年代，Kennedy等以胞苷酸(cytidine 

5′-monophosphate, CMP) 和 磷 酸 胆 碱 (choline 
phosphate)为底物，将 N,N-二环己基碳二亚胺

(N,N-dicyclohexylcarbodiimide, DCC)作为缩合

剂，聚合吡啶等溶剂合成胞磷胆碱[4,34]，开创了

胞磷胆碱的化学合成工艺，但是收率仅为 46%。

研 究 人 员 用 对 甲 苯 磺 酰 氯 (p-toluenesulfonyl 
chloride, PTSC)替换 DCC 作为缩合剂[35-38]，并进

行工艺优化，收率提高到 60%[35]。余中华[39]使

用草酰氯替代 PTSC 作为缩合剂，成本降低了

87%，促进胞磷胆碱化学合成法的工业化。具体

工 艺 流 程 为 ： 以 氯 化 磷 酰 胆 碱 钙 (calcium 
phosphorylcholine chloride)为底物，在吡啶中溶

解，加苯共沸除水后，加入草酰氯反应 0.5−2 h，
最后加入 CMP 制备获得胞磷胆碱[39]。 

缩合剂和原料价格是决定化学合成工艺成

本的重要因素。为了降低原料成本，部分工艺以

CMP 和磷酸胆碱的前体或盐为底物，如上述方

法用到的氯化磷酰胆碱钙等。Sun 等采用核苷磷

酰哌啶(nucleoside phosphoryl piperidine)为原料

代替 CMP，在 40 ℃条件下，利用酸性活化剂

4,5-二氰基咪唑(4,5-dicyanoimidazole, DCI)和无

水 N-甲基吡咯烷酮(N-methylpyrrolidone, NMP)
与磷酰胆碱偶联，待反应溶液冷却到室温后，

过滤分离粗产物，收率可达 82%[40-41]。杨邵华等

以胞苷(cytidine)、三氯氧磷和磷酸胆碱为原料

代替 CMP，首先将胞苷和三氯氧磷进行磷酸

化，然后直接缩合磷酸胆碱得到中间体，最后

经过水解得到粗品胞磷胆碱；进一步采用离子交

换树脂处理，精制得到成品胞磷胆碱，总收率

达到 80%以上[42]。夏然等以廉价易得的二氯磷

酰吗啉 (morpholinophosphonic dichloride) 为原

料，加入乙二醇反应，得到乙二醇酯磷酰吗

啉；再和 CMP 缩合，得到乙二醇酯磷酰胞苷

酸；最后采用三丁胺对乙二醇酯磷酰吗啉的乙

二醇酯开环，得到胞磷胆碱，总收率为 78%[43]。

上述方法收率有了显著提高，但部分工艺繁杂，

副产物较多，胞磷胆碱成品的纯度并未达到原料

药的标准。 
提高 CMP 偶联反应效果，可以有效减少副

产物、简化纯化工艺并提高胞磷胆碱的纯度。

比如，将 CMP 转换为活性磷酸[44]或磷酰胺[45]

等活性中间体。Depaix 等在 40 ℃条件下，使用

2-氯-1,3-二甲基咪唑六氟磷酸盐(2-chloro-1,3- 
dimethylimidazolinium hexafluorophosphate, DMP) 
和咪唑 (imidazole, Im)在水和乙腈溶液中活化

CMP 生成磷酰咪唑中间体，磷酰咪唑中间体和

氯化磷酰胆碱钙缩合得到胞磷胆碱。该方法条

件温和，无二聚体的形成，分离后产品收率为

34%[46] 。 Ghezal 等 使 用 N,N′- 羰 基 二 咪 唑

(N,N′-carbonyldiimidazole, CDI)将 CMP 转换成

活性酯，再和氯化磷酰胆碱钙缩合生成胞磷胆

碱，去除了大量可溶性杂质[47]。上述两种方案

虽然提高了产品纯度，但是收率低且使用的 CDI
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价格昂贵，无法进行工业化生产(图 3)。陈建峰

等使用乙酰氯和反应过程中产生的黏稠物进行

反应，乙酰氯加水后容易除去，工艺中的全部

溶剂可以回收利用，成本可控且产品纯度达到

98%，符合原料药要求[48]。李长松等对磷酸胆碱

盐进行保护，将 CMP 转换成单钠盐或钾盐，然

后两者进行缩合反应，有效避免了二聚体的产

生，再通过直接结晶，得到高纯度的胞磷胆

碱，工艺收率 91%，所得成品符合中国药典规

定的原料药标准[49]。 
胞磷胆碱最早的化学合成工艺采用缩合剂一

步法直接缩合 CMP 和磷酸胆碱，但由于缩合剂

昂贵且存在收率低和反应条件剧烈等问题，无

法进行工业化推广。随后，开发出以性价比高的

缩合剂和底物为原料的多步胞磷胆碱合成工艺，

虽然降低了合成成本，但是产品纯度较低、步 

 

 
 

图 3  不同底物化学合成胞磷胆碱的反应   以下为关键物质：草酰氯(C2Cl2O2)；吡啶(C5H5N)；四氢呋

喃(THF)；三氯氧磷(POCl3)；磷酸三乙酯[(C2H5)3PO4]；三乙胺(C6H15N)；乙二醇[(CH2OH)2]；三丁胺

(C12H27N)；乙腈(CH3CN)；甲醇(CH3OH)；乙醇(C2H5OH)；二甲基甲酰胺(DMF)；氯化锌(ZnCl2)；氢氧

化钠(NaOH) 
Figure 3  Chemical synthesis of CDP-choline using different substrates. The following are key substances: 
Oxaloyl chloride (C2Cl2O2); Pyridine (C5H5N); Tetrahydrofuran (THF); Phosphorus oxychloride pyridine 
(POCl3); Triethyl phosphate ((C2H5)3PO4); Triethylamine (C6H15N); Ethylene glycol ((CH2OH)2); 
Tributylamine (C12H27N); Acetonitrile (CH3CN); Methanol (CH3OH); Ethyl alcohol (C2H5OH); 
Dimethylformamide (DMF); Zinc chloride (ZnCl2); Sodium hydroxide (NaOH). 
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骤繁琐、反应试剂仍较为昂贵且有毒。目前，

工业化的胞磷胆碱化学合成工艺是以胞苷酸和

氯化胆碱(choline chloride)为底物的优化合成工

艺，大量有机溶剂造成的环保压力以及低合成

效率限制了化学合成法的应用与发展(表 1)。
因此，胞磷胆碱的化学合成策略被生物合成法

逐步替代。 

3  胞磷胆碱的生物合成法 
生物合成法选择性强、高效、环境友好且

极具市场竞争力，是胞磷胆碱工业和制药应用的

优良选择[50]。近年来，对胞磷胆碱生物合成法

的研究较多，生物催化法(即体外酶催化法/全细

胞催化法)和微生物发酵法是目前主要的生物合

成制备方法。 

3.1  生物催化法 
胞磷胆碱的生物合成反应为：1 分子的磷

酸胆碱与 1 分子的胞苷 5′-三磷酸 (cytidine 
5′-triphosphate, CTP)在磷酸胆碱胞苷酰转移酶

(choline phosphate cytidylyltransferase, CCT)的催

化下，生成 1 分子胞磷胆碱和 1 分子焦磷酸盐

(inorganic pyrophosphate, PPi)。磷酸胆碱和 CTP
价格较高且不稳定，促使研究者们寻找价格更

低且化学性质稳定的前体来作为底物，以降低

生产成本，如氯化胆碱、CMP 和乳清酸。因

此，目前的生物催化法按底物组成可分为 2 种：

一种是以磷酸胆碱(氯化胆碱)和 CMP 为核心底

物(图 4A、4B)；另一种是以磷酸胆碱(氯化胆碱)
和乳清酸为核心底物(图 4A、C)。而无论是哪种

合成反应，都涉及 CCT，研究证明 CCT 是途径

中的限速酶[51]，提高 CCT 的催化活性对提升

胞磷胆碱生物合成效率极其重要。 
3.1.1  生物催化法——合成关键酶 CCT 的筛选及

改造 
CCT 是胞磷胆碱合成反应的关键酶，筛选

出酶学性质优良的 CCT 是提高催化效率的一种

策略。胡晨龙比较了酿酒酵母 (Saccharomyces 

cerevisiae S288c)、具核梭杆菌 (Fusobacterium 

nucleatum) 和 肺 炎 链 球 菌 (Streptococcus 

pneumoniae)来源的 CCT 在大肠杆菌的异源表达

情况，结果表明，F. nucleatum 与 S. pneumoniae

来源的 CCT 催化效果相近，并且远优于 S. 

cerevisiae 来源的 CCT 的催化效果[52]。范晓光等

进一步研究发现 F. nucleatum ATCC 25586 来源

CCT 的比酶活是 S. cerevisiae S288c 来源 CCT 的

3.12 倍[53]。 
 

表 1  不同化学法生产胞磷胆碱的比较 
Table 1  Comparison of CDP-choline production using various chemical methods 
Substrates Time Conversion (%) Steps References 
CMP, choline phosphate 1956 46 1 [34] 
CMP, choline phosphate 
CMP, choline phosphate 
CMP, choline phosphate 
CMP, calcium phosphorylcholine chloride 
CMP, calcium phosphorylcholine chloride 
Nucleoside phosphoryl piperidine, choline phosphate 
CMP, calcium phosphorylcholine chloride 
CMP, morpholinophosphonic dichloride 
CMP, calcium phosphorylcholine chloride 
Cytidine, POCl₃, choline phosphate 
CMP, choline chloride phosphate 

1971 
1971 
1975/2007 
2014 
2014 
2015 
2016 
2016 
2017 
2021 
2021 

60 
54 
35−40 
NA 
74 
82 
NA 
78 
34 
80 
93.7 

1 
1 
1 
2 
5 
1 
4 
3 
2 
2 
3 

[35] 
[36] 
[37-38] 
[39] 
[47] 
[40-41] 
[48] 
[43] 
[46] 
[42] 
[49] 

NA: Not available. 
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对 CCT 进行分子改造是高效稳定催化生产

胞磷胆碱的另一策略。Zheng 等通过对比不同

的宿主和启动子对 S. cerevisiae BY4742 来源的

CCT 表达的影响，选择 BL21(DE3) (pET28a-CCT)

组合构建高活性的CCT，酶活性达到(204±5.17) U/g

细胞湿重[54]。在此基础上，缪榕新将人工智能

领域的机器学习模型应用于酶改造过程，首先

对潜在的催化位点进行定点饱和突变，构建并

筛选了 441 个保持催化活性的突变体，获得   

1 个性能最为优异的预测模型并进行区域性易

错 PCR 建库，在 319−349 区间上获得了 1 个相

对酶活为野生型 1.81 倍的最高突变菌株

K340T，在工业多酶级联催化过程中产率相较

于原体系提高了 34.53%[55]。催化体系中添加

NaOH 或氨水维持 pH 以及添加乙酰磷酸作为磷

源供体，联合乙酸激酶(acetate kinase, ACK)构建

ATP 循环系统，导致反应后期积累高浓度的磷酸

盐和乙酸盐。盐的积累使得 CCT 活性被抑制，

最终导致产量和产物积累速率的降低。因此，

利用耐盐酶、酶固定化或在线产品分离来缓解

酶抑制尤为重要[56]。最近的研究表明，修饰表

面残基可使酶产生耐盐性[57]，Wang 等[58]根据天

然嗜盐酶的特征，对 CCT 进行理性突变：通过

同源建模模拟 CCT 的结构，选择蛋白质表面最

易变化的残基位置作为突变点，替换为酸性氨

基酸。将耐盐 CCT 应用到胞磷胆碱的生产工艺

中，最高可合成(161±3.5) mmol/L (82.2 g/L)胞

磷胆碱，是生物合成法目前报道的最高产量。

该耐盐系统有效解决了反应体系中盐积累带来

的抑制问题，具有巨大的工业应用潜力[58]。 

晶体结构的确定有助于 CCT 潜在突变位点

的选择，正确选择位点可以极大地提高改造效

率，以便于完成酶的理性设计与定向进化，然

而目前对该酶的晶体结构解析仅有大鼠来源的

CCTα，因此通过理性设计的方法进行人为改造

较为困难。未来的研究将集中于解析 CCT 的晶

体结构，以进一步提高突变的有效性。同时，

可以寻找 CCT 酶活保护剂，使其在反应过程中

保持酶活，提高能量利用效率。 
3.1.2  生物催化法——以磷酸胆碱(氯化胆碱)和
CMP 为核心底物 

磷酸胆碱和 CTP 是胞磷胆碱生物合成的两

个关键底物，但由于磷酸胆碱和 CTP 价格昂

贵，大部分的研究以它们的前体作为底物。如

氯化胆碱在胆碱激酶(choline kinase, CKI)催化

下合成磷酸胆碱(图 4A)。虽然该方法降低了生

产成本，但是关键酶 CKI 的活性普遍不高，在

大肠杆菌、酵母以及昆虫细胞中进行过表达时

可溶性蛋白表达水平低，难以用于大规模工业

化生产[59]。王骏之等通过融合谷胱甘肽 S-转移

酶 (glutathione S-transferase, GST)标签、构建

CKI 和 CCT 共表达系统提高了 S. cerevisiae 

S288c 来源的 CKI 的表达水平，含有 CCT-CKI

融合蛋白的大肠杆菌 Rosetta (DE3)/ pET28a- 

CCT-CKI 中 CKI 酶活达到 1.94 U/mg，且大部分

蛋白在细胞内可溶表达[60]。乔玮博等通过对野生

型 S. cerevisiae 的 CKI 进行突变，在具有更高酶

活性的突变体 CKIKG79-80DE、CKIS368D、

CKIK569E 的 N 端引入来源于丁香假单胞杆菌

(Pseudomonas syringae)的 inKN 标签，反应 6 h

胞磷胆碱产量最高可达 130 mmol/L (66.4 g/L)，

转化率为 92.8%，远高于野生型[59]。为了缓解体

外生物合成胞磷胆碱过程中盐的积累导致的反

应受限， Zheng 等增加 S. cerevisiae S288C 

(NP_013234.1)来源的 CKI 酶表面酸性残基的数

量，提高了其耐盐性，最高可合成(151±3.2) mmol/L 

(77.1 g/L)胞磷胆碱[61]。 

CTP 是合成胞磷胆碱的另一个关键底物，有
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两个合成途径：补救合成途径和从头合成途径。

补救合成 CTP 一般是以 CMP (或胞苷)为底物，

经过 2 次(或 3 次)磷酸化生成 CTP (图 4B)。因

此，以 CMP 和氯化胆碱(磷酸胆碱)为底物生产

胞磷胆碱的多酶催化体系应运而生，该体系包

括 CCT、CKI、胞苷一磷酸激酶(CMP kinase, 
CMK)和胞苷二磷酸激酶(CDP kinase, NDK)。
CMP 在 CMK 的催化下合成胞苷 5′-二磷酸

(cytidine-5′-diphosphocholine, CDP)，接着 NDK
催化 CDP 生成 CTP。 

CTP 的合成需要消耗 ATP，生成副产物

ADP 来供应能量。 Kimura 等开发了 CGS 
(CMP-glucose-S. cerevisiae) 工 艺 ， 该 工 艺 以

CMP 和氯化胆碱为底物，通过糖酵解途径提供

ATP，在酵母细胞中合成胞磷胆碱[62]。除了外源

添加和利用葡萄糖糖酵解产生 ATP 外，工业上

还可通过构建 ATP 循环系统实现 ATP 再生，从

而降低生产成本。Liu 等开发了 CAE (CMP- 
acetyl phosphate-Escherichia coli)工艺，该工艺

利用 E. coli 来源的乙酸激酶和乙酰磷酸构建

ATP 循环系统，并联合 E. coli 来源的 CMK、

NDK 和 S. cerevisiae 来源的 CCT、CKI 催化 CMP
和氯化胆碱生成胞磷胆碱[56]。同时，由于 CMP
浓度高时会分解为尿苷和尿嘧啶等[62]，从而使

CMP 的转化率下降，该研究通过流加 CMP 有

效提高了转化率、减少副产物的生成，反应中

还使用对酶活性影响更小的 KOH 代替 NaOH 调

节 pH， 24 h 后，胞磷胆碱最高产量达到

(124.1±2.7) mmol/L (63.6 g/L)[56]。另外，也有以

ATP 和多聚磷酸盐，如六偏磷酸钠作为磷源供

体，联合多聚磷酸激酶 (polyphosphate kinase, 
PPK)的 ATP 循环系统[53,63]。 

CMP 作为主要原料是相对昂贵的，尤其是

对于大规模工业生产而言。因此，部分研究使用

胞苷为原料，在胞苷激酶(cytidine kinase, CK)

的催化下合成 CMP[64-65]。范晓光等以胞苷、氯

化胆碱和 ATP 为底物，利用来源于类球红细菌

(Rhodobacter sphaeroides)的 PPK 和来源于嗜热

栖热菌(Thermophilic thermophiles)的尿苷激酶

(uridine kinase, UDK)，实现胞苷的磷酸化并为

合成胞磷胆碱的多酶催化体系提供能量。反应

6 h，产生 27.4 mmol/L (14 g/L)胞磷胆碱，胞苷

的摩尔转化率达到 91.5%[53]。徐庆阳等构建了一

株可利用胞苷、氯化胆碱作为底物催化生产胞

磷胆碱的重组基因工程菌 E. coli CKI-CCT- 
CMK-NDK-UDK，其中 E. coli 来源的 UDK 可 
催化胞苷生成 CMP，反应 30 h 合成 15 g/L 胞磷

胆碱[66]。 
3.1.3  生物催化法——以磷酸胆碱(氯化胆碱)和
乳清酸为核心底物 

相较于补救合成 CTP 的路径，利用从头合成

途径生产CTP更为经济合理。乳清酸是CTP从头

合成途径的关键中间产物，乳清酸在乳清酸磷酸

核 糖 转 移 酶 (orotate phosphoribosyltransferase, 
OPRT) 的 催 化 下 与 5′- 磷 酸 核 糖 焦 磷 酸 (5- 
phosphoribosyl-1-pyrophosphate, PRPP)生成乳清

酸核苷酸(orotidylic acid, OMP)，再在乳清酸核

苷脱羧酶 (orotidine-5′-phosphate decarboxylase, 
ODC)作用下发生脱羧反应合成尿苷酸(uridine 
5′-monophosphate, UMP)，接着 UMP 在尿嘧啶

核苷酸激酶(UMP kinase, UMPK)和核苷二磷酸

激酶(UDP kinase, UDPK)的连续作用下经过 2 次

磷酸化生成尿苷 5′-三磷酸(uridine 5-triphosphate, 
UTP) (图 4C)，最后，UTP 在 CTP 合成酶(CTP 
synthetase, CTPS)的催化下合成 CTP。因此，合

成胞磷胆碱另一种常见的体系是以乳清酸和磷

酸胆碱(氯化胆碱)为底物，搭配 OPRT、ODC、

UMPK、UDPK、CTPs、CCT 和 CKI 的多酶催

化体系。 
1997 年，Fujio 等研发了制备胞磷胆碱的全
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细胞催化工艺——乳清酸-葡萄糖-产氨棒杆菌-
大肠杆菌 (orotic acid-glucose-Corynebacterium 
ammoniagenes-E. coli, OGCE)，该工艺以乳清

酸、氯化胆碱和葡萄糖为原料底物，首先利用

产氨棒杆菌(Corynebacterium ammoniae)的静息

细胞将乳清酸转化为 UTP，将葡萄糖分解产生

ATP，再使用重组大肠杆菌过表达 CTPs、CCT
以及 CKI，将 UTP 和氯化胆碱转化为胞磷胆

碱，32 ℃反应 23 h 后，产物的积累量、摩尔得

率分别达到 21.6 mmol/L (11 g/L)、45.7%，证明

了一次性混合反应生产胞磷胆碱的可行性[67-68]。

在此基础上，Liu 等[56]和 Zheng 等[54]对 OGCE
中的 CTPs、CCT 和 CKI 进行宿主和密码子等参

数的优化；通过对比发现大肠杆菌宿主菌株

BL21(DE3)、pET24a 中 T7 启动子和产自乳酸乳

杆菌(Lactobacillus lactis)的 CTPs 活性更优，因

此选择菌株 BL21(DE3) (pET24a-llpyrG)作为酶

源，该菌株表达的 CTPs 活性为(98.1±4.27) U/g
细胞湿重；对 CCT 和 CKI 也进行了类似的比

较，最终选择菌株 BL21(DE3) (pET28a-CCT)
和 Rosetta (DE3) (pET28a-CKI)，CCT 和 CKI
活 性 分 别 为 (204±5.17) U/g 细 胞 湿 重 和   
(208.9±9.15) U/g 细胞湿重。此外，还降低了菌

株培养时对数期氧供，控制催化体系 pH 8.5，反

应24 h后，胞磷胆碱产量提高到(37.6±1.1) mmol/L 
(19.2 g/L)[54,56]。 

PRPP 是合成 CTP 的关键中间体，通过   
5-磷酸核糖(ribose 5-phosphate, R-5-P)在磷酸核

糖 焦 磷 酸 激 酶 (phosphoribosyl pyrophosphate 
synthetase, PRPPs)的催化下合成。OGCE 工艺

中，R-5-P 是以葡萄糖为原料，通过磷酸戊糖途

径生成。除此之外， R-5-P 也可由 D-核糖

(D-ribose)在核糖激酶(ribokinase, RIK)的催化下

合成(图 4D)。Zheng 等设计并优化了一条新的

胞磷胆碱体外多酶生产工艺——ORAE，该工

艺通过 RIK、PRPPs 和 OPRT 这 3 种酶将 D-核
糖转化为 OMP，然后加入乳清酸将 OMP 转换

为 UMP；再以 UMP、氯化胆碱为底物，在

UMPK、NDK、CTPs、CKI 和 CCT 的催化下将

其转化为胞磷胆碱，并应用了高效的乙酸激酶

和乙酰磷酸构建的 ATP 再生模块，最终胞磷胆

碱产量为 6 g/L[69]。除了 OGCE 和 ORAE 工艺中

以 OMP 为前体合成 UMP 外，日本协和发酵工

业株式会社以尿嘧啶为底物，在尿苷磷酸化酶

(uridine phosphorylase, UDP)和 UDK 的催化下生

成 UMP，再通过一系列酶催化反应制备胞磷胆

碱(图 4E，蓝色箭头)，产量为 12.1 g/L[70]。 
上述生物催化生产胞磷胆碱的策略，主要是

利用筛选改造酶、优化生产工艺、建立辅因子循

环体系以及设计更经济的合成途径等手段，来降

低生产成本、提高产量和转化率。除了生物催化

法，微生物发酵法在培养细胞的同时进行胞磷胆

碱的合成，由于活细胞能够不断产生酶和 ATP，
生产工艺相对生物催化法更为简便，因此也备受

关注。 

3.2  微生物发酵法 
微生物发酵法包括从头发酵法和添加前体

物发酵法。胞磷胆碱的发酵，一般以氯化胆碱、

CMP 或胞苷作为底物，极少数方法以氯化胆碱、

葡萄糖为底物，利用微生物细胞内的嘧啶从头合

成途径提供 CTP。因此下文也将微生物发酵法

称为前体发酵法。大肠杆菌和毕赤酵母(Pichia 
pastoris)作为合成胞磷胆碱的表达宿主是一个

较新、值得研究的领域。对工程菌进行改造以

获得高产菌株，是前体发酵法的研究重点，主

要包括以下几个策略：(1) 筛选、表达与优化

胞磷胆碱合成关键酶 CCT、CKI；(2) 过表达胆

碱转运蛋白，如大肠杆菌的 BetT 或酵母的

ScHnm1，增加外源胆碱运输[71-75]；(3) 通过表

达或敲除代谢途径的基因来加强 CTP 的积累， 
 
\ 
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图 4  不同底物生物合成胞磷胆碱的途径   以下为关键酶和物质：胆碱激酶(CKI)；磷酸胆碱胞苷酰转

移酶(CCT)；胞苷激酶(CK)；胞苷一磷酸激酶(CMK)；胞苷二磷酸激酶 (NDK)；乳清酸核苷脱羧酶

(ODC)；尿嘧啶核苷酸激酶(UMPK)；核苷二磷酸激酶(UDPK)；CTP 合成酶(CTPS)；乳清酸磷酸核糖转

移酶 (OPRT)；尿苷激酶 (UDK)；尿苷磷酸化酶 (UDP)；葡萄糖激酶 (GK)；葡萄糖 -6-磷酸脱氢酶

(G6PD)；磷酸核糖焦磷酸激酶(PRPPs)；核糖激酶(RIK)；5-磷酸核糖异构酶(RpiA)；磷酸葡糖酸脱氢酶

(PGD)；6-磷酸葡糖酸内酯酶(PGLS)；胞磷胆碱(CDP-choline)；胞苷酸(CMP)；胞苷-5′-二磷酸(CDP)；
胞苷-5′-三磷酸(CTP)；乳清酸核苷-5′-单磷酸(OMP)；尿苷-5′-单磷酸(UMP)；尿苷-5′-二磷酸(UDP)；尿

苷-5′-三磷酸(UTP)；5-磷酸核糖焦磷酸(PRPP)；6-磷酸葡萄糖(G-6-P)；5-磷酸核糖(R-5-P)；5-磷酸核酮

糖(RU5P)；三磷酸腺苷(ATP)；二磷酸腺苷(ADP)；磷酸腺苷(AMP) 
Figure 4  The biosynthetic pathway of CDP-choline using different substrates. The following are key enzymes 
and substances: Choline kinase (CKI); Choline phosphate cytidylyltransferase (CCT); Cytidine kinase (CK); 
CMP kinase (CMK); CDP kinase (NDK); Orotidine-5′-phosphate decarboxylase (ODC); UMP kinase (UMPK); 
UDP kinase (UDPK); CTP synthetase (CTPs); Orotate phosphoribosyltransferase (OPRT); Uridine kinase 
(UDK); Uridine phosphorylase (UDP); Glucokinase (GK); Glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PD); 
Phosphoribosyl pyrophosphate synthetase (PRPPs); Ribokinase (RIK); Ribose 5-phosphate isomerase A (RpiA); 
Phosphogluconate dehydrogenase (PGD); 6-phosphogluconolactonase (PGLS); Cytidine-5′-diphosphate choline 
(CDP-choline); Cytidine 5′-monophosphate (CMP); Cytidine-5′-diphosphocholine (CDP); Cytidine 
5′-triphosphate (CTP); Orotidylic acid (OMP); Uridine 5′-monophosphate (UMP); Uridine 5′-diphosphate 
(UDP); Uridine 5-triphosphate (UTP); 5-phosphoribosyl-1-pyrophosphate (PRPP); D-glucose 6-phosphate 
(G-6-P); Ribose 5-phosphate (R-5-P); Ribulose 5-phosphate (RU5P); Adenosine triphosphate (ATP); Adenosine 
diphosphate (ADP); Adenosine monophosphate (AMP). 
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降低 CTP 的支路代谢；(4) 阻断底物 CMP、磷

酸胆碱、产物胞磷胆碱的降解；(5) 调节能量

代谢，增加细胞内 ATP 水平；(6) 优化关键底

物浓度、培养条件。 
外源性胆碱的运输可能是胞磷胆碱合成的

一个限制性步骤[76]，而进入细胞的胆碱量取决

于转运蛋白[77]，大肠杆菌自身含有胆碱转运蛋

白 BetT，可以从外部获取胆碱[75]，是潜在的胞

磷胆碱生产的新菌种。胡晨龙以野生型大肠杆

菌 K12 MG1655 为出发菌株，在其基因组上整

合了 S. pneumoniae 来源的 CKI 和 CCT，同时通

过整合T. thermophiles来源的胞嘧啶核苷激酶编

码基因 udk、枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)来
源的胞苷酸激酶编码基因 cmk 和二磷酸核苷激

酶编码基因 ndk，加强了胞苷到 CTP 的代谢，

以此构建的工程菌 MG6 以胞苷和氯化胆碱为底

物，摇瓶发酵 32 h 制备胞磷胆碱 41.3 mg/g 细 
胞湿重[52]。除过表达关键酶 CCT、CKI 外，胡

志浩等[78]和张玮琪等[79]利用不同的策略对大肠

杆菌进行了改良。胡志浩等敲除了胞磷胆碱、

胆碱、磷酸胆碱、CTP 和 UMP 降解途径中胞   
苷-5′-二磷酸-二酰基甘油焦磷酸酶的编码基因

cdh、胞苷 -5′- 二磷酸醇水解酶的编码基因

ushA 、 尿 苷 -5′- 单 磷 酸 磷 酸 酶 的 编 码 基 因

umpH/umpG 等，过表达 BetT，敲除阻遏蛋白编

码的基因 purR、argR 等以解除嘧啶核苷合成的

反馈抑制和反馈阻遏，最终 5 L 发酵罐产 20 g/L
以上胞磷胆碱[78]。张玮琪等敲除了 CTP 的降解

及利用基因，包括 dCTP 脱氨酶基因 dcd、磷酸

核苷激酶基因 ndk、核糖核苷三磷酸还原酶基

因 nrdD 和三磷酸核苷焦磷酸水解酶基因

mazG，促进底物氯化胆碱高效进入细胞内，并

将 S. cerevisiae 来源的 ScCCT 酶 111 位的 Val 氨
基酸残基突变为 Ala，构建获得的重组大肠杆

菌以氯化胆碱、葡萄糖为底物发酵生产的胞磷胆

碱水平可达 28.3 g/L[79]。王硕等发现，CDPC-01
菌株(天津科技大学代谢工程实验室提供)在发

酵后期，大量的 Cl−会影响细胞膜合成，抑制三

羧酸循环、糖酵解过程，为了消除 Cl−对菌体活

力的影响，对底物氯化胆碱溶液进行了预处理，

即采用 A201 强碱性阴离子交换树脂吸附 Cl−得
到胆碱溶液，再向溶液中加入磷酸制备磷酸胆碱。

最终 5 L 罐中胞磷胆碱产量达到了 32.2 g/L，为目

前国内发酵法生产胞磷胆碱的最高水平[80]。 
迄今为止，研究人员以毕赤酵母为底盘合

成了多种蛋白质、小分子药物和食品添加剂[81-83]，

Ren 等[76]的研究指出毕赤酵母活细胞是发酵合

成胞磷胆碱的可行宿主，过表达酵母胆碱转运

蛋白 ScHnm1 极大地提高了胆碱底物的利用

率，提高细胞内 ATP 水平能够促进胞磷胆碱的

合成。据报道，过表达酵母胆碱转运蛋白

ScHnm1 和溶血素 [84-86]可以改善胆碱底物的运

输。Ren等[76]在利用CMP和磷酸胆碱(氯化胆碱)
作为底物对胞磷胆碱合成途径进行代谢工程改

造时，通过过表达酵母胆碱转运蛋白 ScHnm1、
添加柠檬酸盐、过表达线粒体内的 ATP 合成酶

(mitochondrial ATP synthase small subunit, sATP6)
以及对关键底物和培养条件进行正交优化，最

终合成胞磷胆碱 6 g/L[76]。在此基础上，2021 年，

Ren 等[87]通过敲除 5′-核苷酸酶(5′-nucleotidase, 
5′-NT)和胞嘧啶核苷脱氨酶(cytidine deaminase, 
CDA)等的编码基因来阻断 CMP 和 UMP 的分支

通路，并优化底物浓度，该菌株可以产生 29.7 g/L
的胞磷胆碱，较前期工作提高了 400%；同时，

CMP 对胞磷胆碱的摩尔产率也从 40%提高到

84.7% (表 2)；与已报道的通透化酵母细胞相比，

工程活酵母细胞具有更高的胞磷胆碱产量和更

强的合成能力。 
微生物发酵周期较长，导致产能有限，设

备利用率比较低。为此，宋臻[88]提出一种新式灌 
 



 
 

唐雅倩 等 | 胞磷胆碱的合成策略及研究进展 
  

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

1655 

  

表 2  不同生物合成法生产胞磷胆碱的比较 
Table 2  Comparison of CDP-choline production using various biosynthesis methods 
Substrates Time  CDP-choline production (g/L) References 
Biological catalysis    
Choline chloride, orotic acid, glucose 
Choline chloride, CMP, glucose 
 
Choline phosphate, CMP 
 
Choline phosphate, CTP, glucose 
Choline phosphate, CMP 
 
Choline chloride, orotic acid, glucose 

2021 
2017 
 
2018 
 
2015 
2019 
 
1997 

19.2 
63.6 
(conversion=83.8%) 
82.2 
(conversion=84.2%) 
NA 
77.1 
(conversion=85.3%) 
11.0 

[54] 
[56] 
 
[58] 
 
[60] 
[61] 
 
[67] 

Choline chloride, D-ribose, orotic acid 2021 6.0 [69] 
Precursor fermentation 
Choline chloride, cytidine, glucose 
Choline chloride, cytidine, glucose 
 
Choline phosphate, CMP, glucose 
Choline chloride, glucose 
Choline chloride, glucose 

 
2021 
2020 
 
2020 
2017 
2023 

 
41.3 mg/g 
14.0 
(conversion=91.5%) 

6.0 
20.0 
28.3 

 
[52] 
[53] 
 
[76] 
[78] 
[79] 

Choline chloride, glucose 
Choline phosphate, CMP, glucose 

2023 
2021 

32.2 
29.7 

[80] 
[87] 

NA: Not available.  
 

流系统，该灌流系统包括补料系统、循环过滤

系统、出料系统、自动控制系统和其他辅助系

统[在线清洗系统(cleaning-in-place, CIP 系统)和
在线灭菌系统(sterilization in-place, SIP 系统)]，
利用物料循环和切向过滤的原理，将生物发酵

产物不断分离出来。灌流系统在胞磷胆碱合成

工艺中的应用，实现了连续培养的过程，极大

提高了产能和产量，有助于增加企业市场竞争

力和企业效益[88]。 
前体发酵法原料相对低廉，且活细胞可以持

续产生酶和 ATP，使生物转化过程工艺简单。然

而，由于底物进入细胞的障碍[62]以及微生物复杂

的代谢调控机制，胞磷胆碱的产量和转化率都较

低，目前国内报道的最高产量仅为 32.2 g/L[80]。

生物催化法采用两步法制备胞磷胆碱，即在加入

底物进行生物催化反应前，先进行细胞培养，再

对细胞破碎或者通透化处理，整体工艺较为复

杂。值得肯定的是，生物催化法利用酶对底物进

行催化，专一性强且高效，目前报道的最高产量

可达 82.2 g/L，转化率为 84.2%[58]。除此之外，

生物催化法的优化有效降低了生产成本，如催化

体系中 ATP 循环系统的构建以及新途径的引

入。总之，在工业生产中，生物催化法制备胞

磷胆碱更有优势，但在产量、转化率、成本控

制和后续的分离提纯等方面，依然需要进一步

探索与提高。 

4  结论与展望 
胞磷胆碱可以改善脑组织代谢、调节脑血管

张力及保护脑神经，因此在临床上应用广泛，

受到了越来越多的关注。2022 年，根据药融云

的数据，胞磷胆碱成品药的全国医院销售额接

近 20 亿元，是我国脑保护类临床用量最大的神

经激活剂[89]。目前，胞磷胆碱的工业化生产策
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略主要为生物催化法，虽然已经开发出了多种利

用廉价原料的生物合成途径，但其产量与转化

率都有进一步提升的空间。未来，随着胞磷胆

碱生物合成和代谢调控的深入研究、合成关键

酶结构的全面解析、酶的理性设计与定向进化

的逐步开展以及合成工艺的持续优化，必将为

胞磷胆碱的规模化生产提供更广阔的思路。  
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