
从他汀类药物的发现、发展和创新看生物制造的重要性
汤晓玲 a,b , 俞佳薇 a,b , 耿宇恒 a,b , 王嘉瑞 a,b , 郑仁朝 a,b , 郑裕国 a,b,*
a Key Laboratory of Bioorganic Synthesis of Zhejiang Province, College of Biotechnology and Bioengineering, Zhejiang University of Technology, Hangzhou 310014, China
b Engineering Research Center of Bioconversion and Biopurification of the Ministry of Education, Zhejiang University of Technology, Hangzhou 310014, China

摘要

先进工业的快速发展正在引发化学品生产模式的变革。生物制造是在细胞及其组分介导下进行物质加
工与合成的绿色先进生产方式，具有原子经济性高、副反应少、过程需求适应性强及环境友好等优势，可
以革新加工原料供给、强化和优化生产过程、提升产品质量。生物制造的重要性在他汀类药物的发现、发
展和创新过程中得到了有力体现。他汀类药物作为治疗和预防心脑血管病的基石，开创了心脑血管病治
疗的新纪元，在人类医药发展史上具有重要意义。从微生物发酵生产第一代他汀类药物、生物合成生产
第二代他汀类药物到化学-酶法合成第三代他汀类药物，可以看到生物制造技术对他汀类药物的巨大推
动力，对变革生产路线与生产工艺、降低碳排放、提高生产效率具有重要意义。随着前沿生物制造技术的
发展及与多学科的交叉融合，生物制造技术将形成他汀类药物新的生产力，进一步推动其健康可持续
发展。
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1. 引言

随着先进工业的快速发展，传统化学制造过程的劣势

日益明显，特别体现在生产成本、制造步骤和三废排放等

方面[1]。一般来说，药物的分子结构日益复杂，具有多

个手性活性中心和功能基团，其合成过程冗长，需不断进

行保护/去保护和分离。此外，手性化学品的光学纯度要

求高，需要反复富集，势必导致低生产率及大量副产物和

污染物的产生，因此制造过程往往无法达到工业化的

要求。

生物制造是指利用生物体机能进行物质加工与合成的

绿色生产方式[2]。相较于传统的化学路线，生物制造具

有高原子经济性、严格的区域、立体和化学选择性、副反

应少和过程可控等优点。生物制造的应用涵盖化学、制

药、农业、食品和环保等多个领域。作为一场新型的“工

业革命”，生物制造正在改变着物质的生产方式，实现生

产原料、制造工程、产品性质的重大革新，促进经济和社

会的可持续发展。事实上，生物制造已被许多国家列为科

技发展的战略重点[3]。

先进技术的涌现、工程工艺的革新以及市场需求的推

动共同促进了生物制造的发展和应用。例如，青霉素被意

外发现后，其抗菌活性得到鉴定，纯化工艺得到建立，并

随着微生物学技术的进步，其培养条件得到了优化。当这

些技术被有序地动态嵌入到工程系统中时，青霉素实现了
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规模化生产，被开发成为治病救人的重大药物[4]。同

样，技术进步、工程创新的推动和市场需求的拉动，使

阿维菌素[5]和井冈霉素[6‒7]等重要化合物从被发现到

被成功研制成对付寄生虫病和水稻纹枯病的新药 [8]，

价格进入“平民阶段”。在本文中，从他汀类药物的发

现、发展和创新阐述了生物制造的重要性及使经济发展

向绿色低碳、无毒低毒、可持续发展模式转型的推动

作用。

2. 他汀类药物的发现与发展

随着现代社会人类生活方式的改变，心脑血管疾病的

发病率和死亡率不断增加，成为威胁人类健康和生命的一

大原因。据相关报道，我国心脑血管疾病患者人数已达

3.3亿人，居世界首位，患病率仍在上升。高脂血症是心

脑血管疾病的危险信号。它主要表现为高水平的低密度脂

蛋白（LDL）——一种胆固醇转运蛋白——积聚在血管壁

上并引起动脉硬化，导致各种心血管相关疾病。临床证

明，降低体内低密度脂蛋白水平，可以有效控制缺血性心

脑血管疾病的风险。

他汀类药物是治疗高脂血症相关疾病最重要的药物，

占有较大的市场份额。人体胆固醇合成过程中，羟基甲基

戊二酰-辅酶A（HMG-CoA）还原酶（HMGCR）是限速

酶，它可以催化HMG-CoA还原为重要的胆固醇中间体甲

烷酸 [9]。他汀类药物的结构类似于 HMG-CoA，但对

HMGCR有更高的亲和力。他们通过阻断细胞内甘油三酯

生物合成途径，防止动脉内部斑块的积聚，并通过竞争性

抑制HMG-CoA来减少胆固醇合成。同时，他汀类药物促

进LDL受体的活性，加速LDL的分解代谢，起到消除血

清胆固醇的作用[9‒10]。自 20世纪 70年代发现第一个胆

固醇合成抑制剂美伐他汀以来，他汀类药物迅速发展，相

继实现微生物发酵生产第一代他汀类药物、生物合成生产

第二代他汀类药物到化学-酶法合成第三代他汀类药物，

成为治疗心脑血管疾病发展史上的里程碑式药物 [10]

（图1）。从热力学的角度来看，第一代他汀类药物没有焓

变优化，第三代他汀类药物表现出更有利的结合焓，表明

它们比之前的他汀类药物家族表现出更高的热力学稳定性

[11‒12]。

在第一代到第三代他汀类药物的制造过程中，生物制

造技术发挥了关键作用。生物制造的核心技术如菌株选

育、微生物发酵、酶筛选和改造以及生物催化转化等，为

他汀类药物的开发提供了强有力的技术支持（图2）。

3. 第一代他汀类药物的生产

3.1. 第一代他汀类药物

微生物是药物生产的巨大宝库。青霉素和链霉素等抗

生素、放线菌素D等抗肿瘤药物以及洛伐他汀和阿卡波糖

等酶抑制剂的许多药物，最初都是从微生物中发现的。

1976年，首次在柠檬青霉菌（P. citrinum）的发酵液中发

现美伐他汀[13]，该类药物通过抑制HMGCR活性和降低

体内胆固醇含量来控制低胆固醇血症[14‒15]。在美伐他

图1. 他汀类药物的发展历史。
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汀用于治疗患有杂合子家族性高胆固醇血症和合并高脂

血症的患者时，能够显著降低约 30%的血清胆固醇，为

治疗这种致命疾病提供了新的思路[16]。因此，美伐他汀

成为20世纪80年代第一个被鉴定并首次用于临床的他汀

类药物的活性化合物。然而，在长时间高剂量使用美伐

他汀治疗狗的实验中发现，美伐他汀增加了实验中狗患

恶性淋巴瘤的比例，因此该药物在 1990年代初期被撤出

市场[10]。在这之后又在红曲霉（Monascus）代谢产物中

发现了一种可强烈抑制胆固醇合成的活性物质，并被命

名为红曲霉素K（MK）。该物质能够降低胆固醇水平并

优先降低低密度脂蛋白胆固醇（LDL-C）水平[17]。另一

种具有类似美伐他汀结构的化合物甲维诺林，是在土曲

霉（A. terreus）中发现的[18]，并在后来被命名为洛伐他

汀[10]。1987年，洛伐他汀被美国食品药品监督管理局批

准上市。同年销售额超过2.6亿美元，是年销售额最高的

药物[19]。第一代他汀类药物美伐他汀和洛伐他汀是从微

生物中发现的，且随着微生物的筛选和鉴定、高效育种、

代谢工程和智能发酵调控等技术的发展，其生产规模得

到进一步扩大，在高脂血症相关疾病治疗史上取得了

突破。

图2. （a）第一代、第二代和第三代他汀类药物的生产路线概述。（b）在25 °C和pH = 7.0下，他汀分子与固定化人工膜相结合的ΔH和ΔS的热力学参

数[12]。（c）在25 °C和pH = 8.0下，他汀分子与HMGCR结合的ΔG、ΔH和−TΔS的热力学参数 [11]。ΔH代表结合焓，ΔG代表吉布斯自由能，ΔS代
表熵变，ΔG = ΔH−TΔS。
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3.2. 从微生物中生产第一代他汀类药物

第一代他汀类药物最初在真菌中被发现，这些真菌可

产生具有复杂化学结构的代谢产物，用于生产高价值的产

品。土曲霉、红曲霉、青霉、斑纹孢霉、链霉、拟青霉、

木霉和平菇等真菌的代谢产物中都含有他汀类药物的活性

成分[20‒26]。其中，红曲霉和土曲霉是主要的宿主菌株。

3.2.1. 生产菌株

在中国，红曲霉的发酵产物用作食品和保健品已有

1000多年的历史，后来扩展到美国、日本、韩国、泰国

和印度尼西亚等其他国家[26]。红曲霉的次生代谢产物含

有多种活性物质，因此赋予了该菌种多种功能，包括降低

血脂和血压水平、调节血氨和抗肿瘤活性。代谢产物中的

重要成分包括桔霉素、红曲素、二氢莫纳可林、γ-氨基丁

酸和二聚酸[27‒29]。红曲霉中的他汀类成分非常复杂。

除了众所周知的MK之外，还包括莫那可林 J（MJ）、莫

那可林L、莫那可林X、二氢莫纳可林K和二氢莫纳可林

L [10]。研究人员采用外源诱导的策略，通过高效液相色

谱法和桔霉素相关基因分析方法，筛选获得了一株MK产

量较高的菌株[30]。当用薯蓣培养该菌株时，MK的产量

略有增加[31]，并对发酵过程进行了优化。然而，红曲霉

的洛伐他汀生产水平仍然较低，限制了其工业化发展。除

红曲霉外，土曲霉已被证明能以更高的产量生产他汀类药

物的活性成分[32]。作为最初被发现的洛伐他汀的强效生

产菌，其生产工艺不断得到改进，成为了洛伐他汀的最佳

生产菌株，被广泛用于第一代他汀类药物的工业生产。为

了提高土曲霉的产量，进行了包括诱变育种、代谢工程和

发酵调控的大量研究，以满足工业生产的要求。

3.2.2. 提高第一代他汀类药物生产的策略

（1）诱变育种。由于利用从自然环境中分离的野生土

曲霉生产他汀类药物的能力较低，因此进行了随机诱变以

提高其生产潜力。物理诱变主要涉及紫外线（UV）照射

和高辐射重离子束，而化学诱变通常包括乙基甲磺酸

（EMS）、N-甲基-N'-亚硝基-N-硝基脲和亚硝酸[32‒35]。

在最近的一项研究中，经过数轮UV辐射诱变育种，土曲

霉的洛伐他汀产量增加了两倍，并且菌株对洛伐他汀的耐

受性显著增强[34‒35]。Mukhtar等[36]通过联合应用UV

辐射和亚硝酸获得了一株高产洛伐他汀的菌株。与野生型

相比，该菌株的洛伐他汀产量增加了 3.5 倍。Vilches 

Ferrón等[33]通过EMS诱变后获得了一株新菌株，其洛伐

他汀产量是野生型的4倍。此外，还有将物理诱变与化学

诱变相结合的方法。Sreedevi等[37]使用UV辐射和EMS

诱变获得突变株，其最高产突变株的产量为 663 mg∙L−1，

是原始菌株的1.8倍。

（2）代谢工程。基于对他汀类药物生物合成代谢途径

分子机制的理解，代谢调控已成为提高微生物生产力的有

效策略[20]。Hasan等[38‒39]通过替换启动子的方法来维

持关键酶的表达水平处于最适状态，将洛伐他汀的产量提

高了 40%以上。与此同时，过表达关键酶乙酰-CoA羧化

酶并且阻断竞争途径，如地曲霉素类物质的生物合成，以

减少代谢流的分散。基于此，洛伐他汀的产量进一步提高

了 80%。Askenazi等[40]通过综合评估基因表达相关代谢

产物的生产，将全局基因表达模式与特定代谢产物的生产

相关联。采用这种方法，成功地构建了高产菌株，洛伐他

汀的产量提高了9倍。

（3）发酵调控。发酵过程是微生物生产目标产品的一

个极其重要的环节，直接关系到生产效率和产品质量。高

效的发酵调控对于提高微生物生产力具有重大意义。研究

表明，由土曲霉生产的洛伐他汀产量受到碳、氮等营养物

质的影响。其他诸如搅拌、温度、pH值和水分含量等环

境因素也会影响洛伐他汀的产量。因此，为了进一步提高

洛伐他汀的产量，建立了发酵调控策略[41‒42]。研究人

员考虑了洛伐他汀生产菌株的生长和代谢之间的协同作

用，以调节全局发酵[36,43‒44]。Mukhtar等[36]优化了高

产菌株的各种培养条件，并将其扩展到实验室规模的发酵

罐中，使洛伐他汀的产量增加了 8倍。Ansari等[43]研究

了气泡柱生物反应器中气泡大小等流体动力学行为对土曲

霉生长和洛伐他汀产量的影响。当气泡直径为0.18 cm时，

洛伐他汀的最高产量达到了443 mg∙L−1。在此条件下，洛

伐他汀的产量分别比气泡直径为0.36 cm和0.09 cm时高了

1.7倍和3.5倍。Raina等[44]通过丁内酯诱导首次提出了洛

伐他汀产量的增加与其生物合成基因 lovB和 lovF的转录

水平变化之间的相关性。丁内酯的加入可以刺激土曲霉产

生代谢产物，并显著增加洛伐他汀的产量。在他们的研究

中，向浸没培养物中外源添加 100 nmol∙L−1的丁内酯 I，

洛伐他汀的产量与对照组相比增加了2.5倍。上述代谢调

控不仅显著提高了微生物生产第一代他汀类药物的生产

力，还促进了他汀类药物的工业化进程。

4. 第二代他汀类药物的生产

第二代他汀类药物是第一代他汀类药物的衍生物，包

括普伐他汀和辛伐他汀。普伐他汀是美伐他汀的羟基衍生

物，最初从喂养美伐他汀ML-236B（与美伐他汀密切相

关的化合物，最初从桔青霉中分离出来）的狗的尿液中分
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离出来，这表明普伐他汀可以由美伐他汀产生。普伐他汀

选择性抑制肝脏和小肠中的胆固醇合成，而外周细胞的胆

固醇合成基本上不受影响[45]，因此普伐他汀适用于高胆

固醇血症的一级和二级预防。1991年，普伐他汀被证明

可以显著降低心脏病的发病率，该他汀类药物很快被批准

在欧洲和美国上市。

辛伐他汀是洛伐他汀的甲基化衍生物。辛伐他汀与洛

伐他汀的化学结构之间的差异在于辛伐他汀的C8位丁酸

侧链的α-碳原子比洛伐他汀多一个甲基基团[46]。与洛伐

他汀相比，辛伐他汀在降低LDL-C方面表现出更强的活

性，副作用更少。结果表明，两剂洛伐他汀的临床活性与

一剂辛伐他汀相当[47]。随着生物技术的应用和生产工艺

的创新，辛伐他汀的成本已经显著降低，而其药效却有所

提高。2006 年，辛伐他汀成为全球第二畅销的他汀类

药物。

由于第二代他汀类药物与第一代具有高度的结构相似

性，通过将微生物发酵和高效生物转化相结合，实现了他

汀类药物传统生产工艺的转型，降低了生产成本，并实现

显著的节能减排。

4.1. 普伐他汀生产的两步发酵工艺

普伐他汀在6β位有一个羟基（‒OH），这是对美伐他

汀骨架的结构修饰。由于常规合成方法对普伐他汀的羟基

化并不容易，因此只有少数化学方法被报道用于生产普伐

他汀[48]。普伐他汀的合成可以通过微生物发酵和生物转

化两步过程实现。随着发酵工程技术的发展，对生产美伐

他汀的微生物菌株进行了优化，以进行高密度发酵，从而

通过美伐他汀的羟基化转化为普伐他汀（图3）。

到目前为止，已经研究了各种微生物，包括放线瘤

菌、微孢子菌、链霉菌和假诺卡菌[49‒51]，以确定它们在

6β位对美伐他汀进行羟基化形成普伐他汀的能力。通过广

泛的筛选，毛霉早期被发现对美伐他汀的羟基化有效，转

化率在30%~90%之间。然而，毛霉对美伐他汀非常敏感，

美伐他汀内酯形式的底物浓度达到0.05%以上便无法耐受。

为了克服这一限制，进行了高产菌株的培育。研究人员对

黄链霉进行了多轮UV诱变，并采用高通量筛选策略获得

了耐美伐他汀菌株S33-1。此外，还建立了在线监测方法

以维持美伐他汀的浓度在最佳水平。结果表明，在美伐他

汀浓度保持恒定的情况下，美伐他汀向普伐他汀的生物转

化率达到了91% [52]。在另一种替代方案中，尝试在反应

体系中间歇性添加美伐他汀，并以马杜拉放线菌作为生物

催化剂，以增加普伐他汀的产量。结果表明，普伐他汀的

产量达到了0.8 mg∙L−1。通过进一步调节马杜拉放线菌的

发酵过程，细胞生物量和转化率均得到了提高[53]。

4.2. 普伐他汀生物合成的关键酶

尽管多种微生物具有将美伐他汀转化为普伐他汀的活

性，但负责转化的关键酶不同。到目前为止，细胞色素

P450（CYP450）单加氧酶和一种新的水解酶系统，已被

证明对普伐他汀的生产有效。CYP450是一种含有血红素

的酶，属于广泛分布于自然界的单加氧酶类。CYP450可

以催化多种类型的反应，如羟基化、环氧化、醇和醛氧

化、O-去烷基化、N-去烷基化、氧化脱卤和氧化C‒C键

断裂[54]。因此，它参与了真核生物和原核生物中许多重

要的代谢途径。从东方拟无枝酸菌中鉴定并克隆了一种新

的CYP450基因。当用它转化美伐他汀时，除了在底物的

正确C6位置进行羟基化外，还得到了其立体异构体6-epi-

普伐他汀，这表明该酶的立体选择性不理想。因此对该酶

进行了分子修饰。基于结构-功能关系分析，确定了酶活

性位点的电子密度和构象景观对酶催化过程中的立体化学

具有影响。随后采用易错聚合酶链反应（PCR）策略筛选

获得了一株P450突变体，其普伐他汀与6-epi-普伐他汀的

比例从 3∶97 增加到 96∶4。此外，研究人员通过插入

P450突变体改造了产生抗生素的产黄青霉（P. chrysoge‐

num），以构建普伐他汀的一步发酵路径[55]。通过敲除青

霉素生物合成基因、增强美伐他汀基因簇的表达以及降低

产黄青霉中的酯酶活性，他汀类前体物质美伐他汀的产量

显著增加。在此基础上，通过将 P450突变体与Rhf还原

酶融合并随机整合到工程菌株中，在 10 L补料分批发酵

中，普伐他汀产量达到6 g∙L−1 [55‒56]。

图3. 普伐他汀生产的两步发酵工艺。美伐他汀首先通过微生物发酵生产，然后生物转化为普伐他汀。CYP450：细胞色素P450。
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在放线菌中发现的另一种将美伐他汀转化为普伐他汀

的羟化酶需要烟酰胺腺嘌呤二核苷酸（NADH）或还原型

烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸酯（NADPH）作为辅因子。

与正常的CYP450单加氧酶相比，这种羟化酶不依赖美伐

他汀诱导，并且不会被一氧化碳（CO）灭活，因此在普

拉伐他汀生产中显示出工业潜力。

4.3. 用洛伐他汀生产辛伐他汀

传统的辛伐他汀生产主要涉及侧链合成和直接甲基

化。洛伐他汀经历多个反应步骤，包括水解、内酯化、对

C11和C13位羟基的三甲基硅烷化保护、α-二甲基丁酰氯

的酰化和去保护等。随后，在C8丁酸酯侧链的α-碳上加

入一个甲基基团，得到辛伐他汀，如图 4 [57‒60]所示。

这种化学合成的缺点包括综合收率低（50%~80%），对甲

苯、锂金属、二甲基酰胺和溴甲烷等有毒试剂的需求过

量，以及产生大量液体废物[61‒64]。

随着生物制造技术的发展，生物催化转化作为生产辛

伐他汀的一种手段已被引入工业生产。从化学结构上看，

辛伐他汀与洛伐他定相比只在丁酸酯侧链的C8位置多一

个甲基[61]。因此理论上，洛伐他汀可以通过甲基转移酶

一步转化为辛伐他汀。甲基转移酶已经得到开发并应用于

高效催化红霉素制备克拉霉素，为构建辛伐他汀生物合成

新途径提供了重要的指导。然而，迄今为止尚未发现对洛

伐他汀具有理想催化活性的甲基转移酶，辛伐他汀的一步

生物合成仍在探索中。

在土曲霉的洛伐他汀生物合成途径中，乙酸和丙二酸

的二碳和三碳单位通过由 lovB/lovC编码的聚酮合酶和由

lovA编码的P450加氧酶缩合成MJ。同时，由 lovF编码的

二酮合酶催化乙酸和丙二酸合成甲基丁酸侧链，由 lovD

编码的酰基转移酶将其转移到MJ的C8位羟基上，从而生

成洛伐他汀。另一方面，MJ可以通过酰基转移酶以α-二

甲基丁酰-N-乙酰半胱氨酸硫酯为酰基供体直接转化为洛

伐他汀（图 4）。因此，MJ 是洛伐他汀和辛伐他汀的前

体。洛伐他汀生物合成途径的中断或洛伐他汀的水解为辛

伐他汀的生产提供了重要的底物。

当前研究已经证明阻断二酮合酶或酰基转移酶的活性

会导致 MJ 的积累。然而，现有菌株的发酵水平仍然较

低，无法满足辛伐他汀的工业生产需求。近几十年来，辛

伐他汀主要由洛伐他汀经化学水解和酶催化合成。洛伐他

汀通过微生物发酵产生后，水解形成MJ，在酰基转移酶

的作用下进一步酰化为辛伐他汀[65‒67]。研究人员从土

曲霉中获得了一种对酰基底物和酰基受体具有广泛的特异

图4. 辛伐他汀的合成途径，包括化学途径和生物合成途径。TBS：叔丁基二甲基硅烷；Mel：碘甲烷。
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性的酰基转移酶LovD，并对其进行了改善催化性能的改

造。在大肠杆菌（E. coli）中表达酶后，建立了由MJ合

成辛伐他汀的全细胞催化生物合成系统[68]。同时，一种

活化的可渗透膜的底物α-二甲基丁酰（DMB）-S-甲基-巯

基丙酸酯被发现是酰基转移酶的有效酰基供体。因此，在

不依赖化学保护的情况下，底物转化率可达到99%，最终

产品的提取收率达到90%，纯度为98% [64]。

以上述辛伐他汀的合成途径为灵感，研究人员还专注

于探索洛伐他汀水解生成MJ的生物步骤，以取代化学水

解过程，从而实现更高的原子经济性和更大的环境友好性

[69]。近年来，从产黄青霉中鉴定出一种新的酯酶PcEST；

相比于以往报道的水解酶，它对洛伐他汀体外水解生成MJ

的催化效率高了近232倍。当在具有工业生产洛伐他汀能

力的土曲霉中过表达PcEST时，通过一步发酵和转化洛伐

他汀高效产生MJ，收率约为95%。通过进一步与酰基转移

酶的联合应用，有望完全通过生物方法实现辛伐他汀的生

产，解决化学步骤所带来的瓶颈问题（图4）。

4.4. 辛伐他汀生产中涉及的关键酶

4.4.1. 洛伐他汀水解酶PcEST

具有工业应用潜力的洛伐他汀水解酶非常有限。早在

1997年，默克公司就分离和纯化了一种特异的洛伐他汀

酯酶。2004年，Morgan等[70]报道了另一种特异性洛伐

他汀酯酶EcBla4。然而，报道的洛伐他汀酯酶的高Km值

限制了它们在 MJ 生产中的应用。而当洛伐他汀酯酶

PcEST从产黄青霉中被鉴定和表征时，其对洛伐他汀的高

活性使得一步法生产MJ成为了可能。对PcEST进行定向

进化后，有益突变体Q140L的溶解度提高了2.2倍，全细

胞活性提高了18倍，并且T10
50值增加了3 °C（T10

50定义为在

热处理10 min后，初始酶活性减少50%的温度）[71]。揭

示了PcEST及其突变体的催化机制和结构-功能关系：催

化三联体、活性位点周围的氢键网络以及特异底物结合通

道共同决定了PcEST对洛伐他汀水解的催化效率。在此基

础上，进一步对PcEST进行了理性设计，并获得了突变体

D106A，该突变体具有更高的可溶性表达和热稳定性

[72]。以携带PcEST突变体的土曲霉为宿主菌株，生成的

洛伐他汀完全转化为MJ，以更有效的方式实现了MJ的一

步生物法生产。

4.4.2. 酰基转移酶LovD

酰基转移酶在将MJ转化为洛伐他汀或辛伐他汀的关

键步骤中起着重要作用，因此其开发和应用对于构建第二

代他汀类药物的生物合成途径具有重大意义。2006 年，

研究人员从曲霉中克隆了编码酰基转移酶的 lovD基因，

并在大肠杆菌中进行过表达。该酶能够选择性地将α-甲

基丁酰基转移至MJ的C8羟基，从而产生洛伐他汀。随后

发现，LovD可以通过酰基-CoA硫酯直接催化MJ的酰化

反应，因此，可利用α-二甲基丁酰基-S-甲基硫代乙酸酯

作为底物合成辛伐他汀。研究人员将LovD中的两个半胱

氨酸残基替换为丙氨酸残基，提高了酶的催化性能。突变

体经过高密度发酵，在 18 h内将 45 mmol∙L−1的MJ钠盐

转化为辛伐他汀钠盐[61,68,73]。此外，对天然酶LovD进

行改造，使其能够接受游离的非天然酰基供体α-二甲基

丁酰基-S-甲基巯基丙酸酯，并且不再需要酰基载体蛋白。

所得突变体在合成辛伐他汀方面的效率是野生型LovD的

1000倍[74]。最终，建立了一个用于合成辛伐他汀的全细

胞生物催化平台。在生物制造中，使用LovD催化生产辛

伐他汀具有许多优点，如减少了叔丁基二甲基氯化硅烷、

碘甲烷和正丁基锂等有毒有害物质的使用。由于反应在常

温常压下进行，因此能源效率得到提高。唯一的副产物3-

巯基丙酸甲酯可以回收利用，主要废液可以在生物处理设

施中进行生物降解。

5. 第三代他汀类药物的生产

第三代他汀类药物包括罗伐司汀、阿托伐他汀、氟伐

他汀和匹伐他汀。与第一、二代他汀类药物相比，第三代

他汀类药物具有更好的降脂效果，半衰期较长，对肝脏、

肾脏毒性更少，目前是预防和治疗高脂血症的首选药物，

并在国际市场上拥有重要地位，年销售额快速增长。阿托

伐他汀钙最初由辉瑞制药有限公司在美国推出，并以商标

名Lipitor获得美国FDA批准。该药物连续9年成为世界医

药市场的销售冠军，并是人类医药销售历史中唯一一种销

售额超过 1000亿美元的单一化合物药物。罗伊司瑞林和

匹伐他汀具有更好的肝脏选择性和肌肉安全性，小剂量使

用能有效降低LDL-C水平。此外，它们被肝脏代谢较少，

因此具有较低的肝毒性。

第三代他汀类药物均含有以手性二醇结构为主要药效

团的通用侧链[75]，该侧链的合成对这些他汀类药物的生

产具有重要意义。然而，由于手性二醇侧链中含有两个手

性羟基，可生成4个差向异构体，因此手性中心的独立立

体选择性构建极其困难，合成成本占他汀类材料总成本的

一半。长期以来，第三代他汀类药物的合成极具挑战性。

在过去的几十年中，科学家相继开发了多种合成手性二元

醇侧链的化学方法，包括单羰基还原法、二羰基还原法、

醛酮还原偶联形成法和环氧化物不对称开环法[76‒78]。
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然而，这些方法普遍存在对映体和非对映体过量值低、贵

金属催化剂成本高、反应条件苛刻等问题。例如，在阿托

伐他汀的合成过程中，使用廉价易得的4-氯乙酰乙酸乙酯

（A3）作为起始原料，经过催化合成(S)-4-氯-3-羟基丁酸

乙酯（A4），再进一步催化合成(R)-4-氰基-3-羟基丁酸乙

酯（A5），A5 是位于 5'-位置的第一个 R 构型手性中心。

A3到A5的化学脱卤氰化需要三个步骤：三甲基甲硅烷基

保护、氰化钠氰化、去保护。产品收率仅为 56.7% [76]。

在A5到A7的过程中（在 3'-位置第二个手性中心的构建

中），试剂硼烷在低温条件下使用。目标产物的对映体破

坏率（de）值始终低于98%，为了提高光学纯度，需要多

次纯化步骤，导致生产效率低[77‒78]。

随着酶工程的发展，对阿托伐他汀合成的关键合成步

骤进行了重构，以满足工业需求，相应的酶也被开发应用

于构建第三代他汀类药物的合成，包括羰基还原酶（CR）

和卤水合醇脱卤酶（HHDH）。CR是构建手性二醇侧链手

性羟基的重要酶，因为它催化氧化底物上烟酰胺环的不对

称氢转移[79]。HHDH能够通过一种分子内亲核取代机制

有选择地催化环氧化物转化为 O-卤代醇[80]。在 CR 和

HHDH的共同应用下，通过简单的反应步骤，在温和的反

应条件下，成功地构建了手性二醇侧链的两个手性中心，

并具有高的生物合成效率。

在阿托伐他汀合成中，CR应用于将A3还原为A4 [81]，

再通过HHDH进行生物脱卤反应，生成手性二元醇单元的

第一个手性中心[82]。接着，A5被转化为 6-氰基-(5R)-羟

基-3-羰基己酸叔丁酯（A6），然后被还原为6-氰基-(3R,5R)-

叔丁基二羟基己酸酯（A7）[图（5）] [83‒84]，该化合物与

2,2-二甲氧基丙烷（DMP）反应得到(4R,6R)-6-氰甲基-2,2-二

甲基-1,3-二氧杂环己烷-4-叔丁基乙酸酯（A8）。通过上述

三步生物催化合成，所有手性中心均已建立。相对于传统

化学步骤，A8的酶催化路线省去了硼烷、氢氧化钾、甲

醇、四氢呋喃和液氮的使用。通过氢化、母核羧化、水解

和重结晶等附加步骤，手性二醇侧链成功用于阿托伐他汀

钙的合成。通过以上方式，成功地建立了阿托伐他汀钙的

工业生产线[83]。

最近，利用含 2-去氧核糖-5-磷酸醛酮缩酮酶（DE‐

RA）催化的羟醛缩合反应构建了新的他汀类药物合成路

线[85‒86]（图 6）。结合HHDH应用，预计能获得光学纯

度高的超级他汀，如罗伐司汀和阿托伐他汀。已经从不同

的微生物中报道和表征了一些DERA，包括芽孢杆菌、丁

酸高热型菌、耶尔森氏菌、空气生气球菌、温泉菌和变形

链球菌[87‒91]。然而，大多数野生型酶对乙醛的亲和力

较低，限制了它们的应用[92]。因此，需要进一步研究才

能实现该途径的实际应用。

5.1. 参与第三代他汀类药物生产的关键酶

5.1.1. 第三代他汀类药物合成关键酶HHDH

为了将关键的生物催化步骤引入第三代他汀的化学酶

图5. 阿托伐他汀钙的合成路线。引入了羰基还原酶（CR）和卤醇脱卤酶（HHDH）催化的步骤，用于构建A5和A7手性中心。AKR：醛酮还原酶；

DMP：2,2-二甲氧基丙烷。
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法系统中，研究人员致力于鉴定和筛选具有催化潜力的新

型HHDH，建立了基于叠氮离子与Fe3+显色反应的HHDH

活性高通量筛选技术，并对Parvibaculum lavamentivorans 

DS-1 中的 HHDH 进行了筛选和突变 [93 ‒ 94]。在从

2500个菌落中快速筛选后，获得了两个突变体，F176M

和A187R，其相对活性分别比野生型高2.1倍和1.8倍。通

过改变两个氨基酸残基的协同突变，双重突变体F176M/

A187R展现出 2.8倍的催化活性提升[93]。通过对酶催化

口袋和产物进出通道的改造，大大提高了其工业应用性能

[95]。对于来自放射性农杆菌（HheC）的 HHDH，通过

分子对接和动力学模拟等手段，锚定了关键氨基酸残基并

进行了改造，经过筛选得到的突变体活性增加了15倍。

5.1.2. 第三代他汀类药物合成关键酶CR

基因挖掘策略在发现基于蛋白质数据库的新酶方面显

示出良好的实际应用前景。一系列CR被筛选出来以有效

用于合成第三代他汀中间体[97]。由于在阿托伐他汀的合

成路线中，试剂 2,4-二硝基苯肼和A6形成了一个红褐色

肼衍生物，其颜色与A6的浓度呈正相关，因此创造了一

种高通量筛选方法，通过使用 2,4-二硝基苯肼和A6之间

的颜色反应以提高 CR 在 A6 到 A7 的反应步骤中的活性

[98]。对辅酶结合区和底物催化口袋附近的关键氨基酸残

基进行了合理的设计。通过酶工程技术，获得了一种对辅

酶具有高亲和力以及优异的催化活性和立体选择性的新型

CR，从而在构建阿托伐他汀钙的手性中心方面具有良好

的工业性能。

此外，醛酮还原酶（AKR）也可以像CR一样将A6

还原为A7 [99]。Luo等[100]根据同源建模和分子对接的

方 法 ， 对 Kluyveromyces lactis 来 源 的 醛 酮 还 原 酶

（KlAKR） 进行了理性设计。突变体 KlAKR-Y295W-

W296L（M1）的最高催化效率达到12.37 s‒1∙(mmol∙L)‒1，

比野生型KlAKR高出11.25倍。为了进一步提高其催化性

能，对 M1 进行了半理性设计，得到了突变型 KlAKR-

Y295W-W296L-I125V-S30P-Q212R-I63W（M8）。M8的催

化效率值为36.31 s−1∙(mmol∙L)−1，比出发酶M1高出1.9倍

[101]。为了实现原位辅因子的再生，研究者构建了一个

强的M8和来自西伯利亚微生物Exiguobacterium sibiricum

（EsGDH）的葡萄糖脱氢酶（GDH）的共表达系统，开发

了一种具有增加底物负荷和降低细胞培养负担的生物催化

方法[83]。在这些优化条件下，M8与EsGDH一起作为辅

因子再生剂，能够在 1.5 h内将高达 80 g∙L−1的A6完全转

化为A7，时空产率为660 g∙L−1∙d−1 [101]。

5.2. 生产过程强化

通过具有恒定溶解氧反馈调节的补料分批发酵模式，

建立了表达 CR 和 HHDH 的重组菌株的高密度发酵策略 

[102]。在 50 L间歇式生物反应器中补充Zn2+后，细胞生

物量增加，最大HHDH活性增加9.80% [103]。Liu等[104]

在 500 L和 5000 L发酵罐中对含有CR的重组大肠杆菌进

行发酵，生物量和比活性分别达到约9.7 g∙L−1干细胞重量

（DCW）和 15 750 U∙g−1 DCW，以及 11.0 g∙L−1 DCW 和

19 210 U∙g−1 DCW。所得细胞成功应用于A7的高效生产。

在含有400 g∙L−1底物的5000 L生物反应器中，在30 °C下

放大合成A7，时空产率为13.7 mmol∙L−1∙h−1∙g−1 DCW。

Zhang等[105]使用含有CR和GDH的重组大肠杆菌细

胞高效地生产A7。反应12 h后，底物转化率达到98.8%，

收率为 95.6%，底物浓度为 350 g∙L−1时对映体过量（ee）

值大于99.0%。此外，采用分批补料策略将底物浓度提高

到400 g∙L−1。反应12 h后，产物收率提高到98.5%，时空

收率为 1182.3 g∙L−1∙d−1，这是文献中CR-GDH偶联体系

的最高值。

此外，Xue等[106]和Wan等[107]研究了包括生物还

图6. 阿托伐他汀和瑞舒伐他汀与酶促醛醇反应的合成路线。
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原A3、生物去卤A4和氰化（图 7）在内的单元反应的热

力学。通过上述三个酶催化的步骤耦合，从A3到A5的转

化得到了显著改善。当A3的输入量为 280 kg∙m−3时，底

物转化率达到100%，A5的ee值大于99%。与先前文献报

道的最先进的辉瑞-科德西斯技术相比，多酶“一锅法”

（one-pot）催化工艺的底物用量和时空产率翻了一番。

固定化技术被广泛应用于提高酶或重组细胞的稳定性

和重复使用性。例如，Wang 等 [111]最先开发了采用

Celite-聚乙烯亚胺-戊二醛（GA）固定化细胞表达催化合

成手性A7的CR。在他们的工作中，固定化细胞的稳定性

得到了提高。特别是在热稳定性方面，固定化细胞的半衰

期在50 ℃下延长至120 min，比游离细胞提高了两倍。应

用固定化重组细胞实现了每年200 t A8的生产。通过计算

可知，与全化学合成相比，在该过程中原材料的消耗减少

了88.6%，能源消耗减少了70%以上，总生产成本降低了

约 54% [77‒78,83,111]。为了增加生物催化剂的稳定性和

可回收性，Qiu等[112]和Liu等[113]利用活性炭吸附、金

属-有机框架聚咪唑框架（ZIF-8）涂层和GA交联的组合

固定技术。他们将此固定化方法应用于共表达GDH和CR

的重组大肠杆菌细胞。在优化条件下，固定化细胞的活性

恢复率达到 82.6%。固定化生物催化剂可用于 9个批次，

实现每克固定化细胞催化获得 23.75 g总产物，非对映异

构体过量为99.5%以上。此外，开发了基于CR和NADP+

固定化策略的自给自足生物催化剂，催化剂成本持续

下降。

5.3. 结晶技术和质量控制

结晶技术是产品精制过程中的重要步骤。然而，均质

多晶现象的普遍存在，使得产品的单晶制备难度较大。为

了解决产品纯度问题，研究人员建立了阿托伐他汀钙前体

合成工艺，该前体由(4R,6R)-6-氨基乙基-2,2-二甲基-1,3-

二噁烷-4-叔丁基乙酸酯（A9）和母体核融合而成。通过

优化阿托伐他汀钙前体的水解和盐处理过程（包括脱氟、

环氧化、甲氧化和杂质降解），成功地制备了高纯度的阿

托伐他汀钙晶体[116‒118]，为建立阿托伐他汀钙质量保

证体系提供了技术支持。

在第三代他汀类药物生产中，酶催化反应在生物制造

过程中起着主要作用[119]。这种反应满足绿色化学的要

求，因为该反应在温和的反应条件下，利用水作为反应介

质，于常温下进行反应。这种方法避免了传统有机合成中

常用的功能化激活、保护和去保护等步骤[120]。基于酶

设计和修饰的核心技术、高度的化学-酶耦合和反应与分

离的良好匹配，可以建立高效生产目标产品的化学酶合成

过程，从而利用现代生物制造技术实现成功的产业化。

6. 结论与展望

从第一代他汀类药物的微生物发酵、第二代他汀类药

物的生物转化到第三代他汀类药物的化学酶法合成，可以

清楚地看到生物制造贯穿他汀类药物研发的全过程。随着

药物分子的复杂性和工业标准的提高，传统的合成工艺已

不能满足工业化的要求。此外，经济社会发展面临资源减

少、环境污染加剧等严峻挑战。因此，迫切需要在原料供

应、加工方式、产品升级等方面进行绿色转型，实现协调

可持续发展。生物制造是生物产业技术与工程的核心融

合。其应用范围涵盖从资源、技术到产业的价值链，包括

医药、农业、能源、材料、环保等领域的现代生物技术。

迄今为止，包括他汀类药物在内的多批次化学品，通

过生物制造实现了绿色生产工艺，为现代工业化进程提供

了很好的范例。展望未来，随着生物信息学、合成生物

学、蛋白质工程等前沿生物技术的进步，以及系统工程、

过程工程、信息技术、管理科学等多学科的融合，生物制

造有望向更智能的流程迈进，实现深度机器学习设计、多

参数在线监测、工业流程智能调控。例如，成簇规律间隔

的短回文重复序列（CRISPR）干扰筛选等基因编辑技术

的发展，为以精确和高通量的方式绘制复杂的原核遗传网

络提供了一种强大的工具[121‒122]。它的应用极大地促

进了微生物细胞工厂的工程化和规范化，以实现高效的化

学生产。随着微生物微滴培养系统和基于凝胶微滴的高通

量筛选等技术的出现，可以构建微生物筛选、培养和适应

性进化的一体化平台，促进高产微生物的筛选和培养效率

[123‒124]。多组学分析的进步使得能够重新设计更强大

的方法来破译生命密码，这将直接消除筛选步骤，为生物

制造提供更大的便利[125]。同样，随着生物信息学的发

展，可以很容易地重新设计具有优异催化性能的酶，以拓

宽其在生物制造中的应用[126]。此外，生物过程的智能

控制和新型生物反应器的开发应用将是必然趋势，将共同

推动生物制造产业的高质量发展和升级。

图7. 通过A3生物还原、A4生物脱卤和氰化反应的组合，以“一锅法”

合成A5。
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