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聚卜经基丁酸 ( P HB)降解的研究和展望

高海军 陈 坚 堵 国成 华兆哲 伦世仪

(生物工程学院 )

各种各样废弃的塑料对环境造成了巨大的危害
,

据统计
,

全世界每年对塑料的需求量为

l x l 护 t 〔’ ]
,

倾入海洋的塑料垃圾达数 l x l护 t
,

陆上的更是难以计数
。

1 9 9 5 年我国的塑料需

求量为 6 x l o 6 t
,

其中对环境有威胁的地膜为 8 8 义 10 ` t
,

包装用品为 ( 1 50 ~ 2 0 0 ) x l o ` t 〔 2 ]
.

美

国
、

日本的塑料垃圾占垃圾总量的 7肠
.

许多国家已开始考虑用可生物降解塑料代替部分石

化塑料
,

陆续颁布了一些法规禁用某些塑料制品
,

如意大利 已立法规定 自 19 91 年起所有包

装用塑料都必须是生物可降解的
〔’

,

3〕
.

我国也 已开始考虑禁用塑料方便餐盒等不可降解的塑

料制品
。

聚 卜轻基丁酸 ( P ol y
一

件h y dr o x y b ut yr at e 简称 P H B )是微生物合成的一种具有热塑性的

聚酷
,

2 0 年代对石油危机的认识使其作为一种可再生塑料的研究得以兴起
,

70 年代 P H B 的

研究扩展到聚轻基烷酸 ( P o l y
一

各h y d r o x y a l k a n o a t e s
简称 P H A )

.

由于投资
、

成本
、

提取等方

面的原因使 P H B 逐渐成为众 多可生物降解塑料的研究热点
,

特别是英 国 I C I 公司
、

奥地利

生物技术有限公司等已将 P H B 的研究推向工业化
,

生产出微生物合成的热塑性塑料
。

P H B 以 D
一

3
一

轻基丁酸 为单体
,

具有热塑性
、

生物可降解性
、

生物相容性 4j[
.

以及光学活

性
、

压电性等特殊性能
,

在工业
、

医学
、

农业
、

科研 s[] 等领域有广阔的应用前景
。

特别是其具有

的生物可降解性
,

已使之成为替代石化合成塑料
、

减少塑料废物污染的最有潜力的材料
。

作

者从降解机制和降解条件等方面对 P H B 生物可降解性的研究状况进行综述
,

以期为进一步

开展这方面研究提供参考
。

1 降解机制
1

.

1 胞内降解

胞内 P H B 的代谢是个循环过程
。

通过对真养产碱杆菌 ( A l ca il ge ne : eu t or P h us )6[ ]
、

生枝

动胶菌 ( Z o o l g e a r a m i g e ar ) 和拜氏固氮菌 ( A z o t o b a c t e r be i je r i n c k i i ) [ , ] 等菌株的研 究
,

发现

P H B 的代谢主要过程如图 1所示
,

不同的菌种间可能略有差异
。

图 1 中第 4 步到第 7 步是降解过程
。

首先 ( 第 4 步 )胞内无定形 P H B 颗粒在解聚酶作用

下降解
,

形成单体和二聚体的混合物 sj[
。

只有在真养产碱杆菌中才形成 D
一

3
一

轻基丁酸 ( D
一

3
-
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H) Be ] [
.

二聚体随之在二聚体水解酶作用下

形 成 单 体
。

从 巨 大 芽胞 杆 菌 (B c ai l l u s

me g at e r i u m) 和 深 红 红 螺 菌

(尺h o d
o sP i r iz l u mr ub r u m) 〔

,” ] 中已分离得到

降解酶
。

对巨大芽胞杆菌进一 步研究 〔川表

明
,

P H B 的降解需要一个与 P H B 颗粒相连

的热不稳定的因子
,

以及 3 个可溶性组分
,

即热稳定性蛋白活性因子
、

P H B 解聚酶和水

解 酶
,

P H B 在 这 些 因子 共 同 作 用下 生 成

8 0 % 一 8 5写 D
一

C )
一

3H B 和 1 5 % ~ 2 0 %的二

聚体
,

二聚体在水解酶作用下进一步降解
。

从生枝动胶杆菌和深红红螺菌〔’ 2〕中提取 的

二聚体水解酶不仅可降解 ( R
,

R ) 构型二聚

体
,

还可降解 ( R
,

S ) 二聚体
,

后者还 可降解

( S
,

R )二聚体
,

但都比 ( R
,

R )二聚体降解得

O
_ , , 三狡酸循环

N A D H 柠橄酸 淆

漏又丫
0 个吝0

乙酞乙酸 C o A

石、

乙酸乙酸

O 丁 C o A

3 一 酮硫解醉

还原酶

咒~
伊 l田 )

图 1 l, H “ 的代谢过程
、
几

一 ~ 抑制

慢
,

二聚体降解酶同时也能作用于链较 长的低聚体
。

P H B 链的降解是以外式 ( ex
一

f a s hi o
n) 从

轻基端开始
,

链越长作用越快
。

R
一

3
一

轻基丁酸氧化成乙酞乙酸 (第 5 步 )是在脱氢酶作用下进行的
,

从产碱杆菌困
、

拜氏

固氮菌
仁’ 〕和生枝动胶菌

「’ 3 〕
中分离的脱氢酶都具有相似的最适 p H

、

K
。

值和抑制剂
,

N A D
十

是辅助因子
,

而 N A D H 和乙酞乙酸是抑制剂
。

由乙酞乙酸生成乙酸乙酞 C o A (第 6 步 )有两种不同的机制
。

在真养产碱杆菌和拜氏乳

杆菌中
,

这一过程由 3
一

酮酞 C o A 转移酶作用
,

唬拍酞 C o A 提供 C o A 7[]
。

在生枝动胶菌中
,

则

由 A T P 提供能量
,

在乙酞乙酞 C O A 合成酶作用下完成仁’ ` ]
。

在 P H B 的代谢中
,

最关键的酶是 3
一

酮硫解酶
,

它既参与合成
,

(由两个乙酞 C o A 合成乙

酸 乙酞 C O A )
,

又参与分解
。

催化合成时可被高浓度的 C o A 抑制
,

催化分解时
,

为乙酞乙酞

C o A 抑制
,

C o A 激活
。

根据微生物的代谢原理
,

可以知道 P H B 是受三梭酸循环两级调控的
,

P H B 的降解和合

成的平衡就是 C O A 和乙酞 C o A 之间的平衡
。

表 1 P H B 解聚酶性质的比较

菌 种 分子量 ( x l0
3

) 亚单位分子量 ( x lo
“

) 最适温度 最适 p H 抑制剂 水解产物

A
.

fa e e a li
s .

A E 12 2 [ 29 ]
5 5 9

.

0 P M S F
二聚体

、

三聚体

A
.

fa e e a li
s .

T I仁2 7 ] 4 8一 50 7
.

5 P M F S
二聚体

、

三聚体

C。
心

n l o n a s s p
.

二3 2〕 4一 45 3 0 9
.

2 D T E 单体

P
.

le m o ig n e i [ 3 3 ] 4 5一 49 5 4 ~ 5 8
P M S F

D T E

单体
、

二聚

体
、

三聚体

P M F S

— 氟化磺酸苯甲烷 D T E

—
二硫赤鲜搪醉

1
.

2 胞外降解

P H B 的胞外降解有两种机制
,

一种是在无菌条件下通过水解进行仁” 〕
。

这 种机制对于
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P H B在医疗方面的应用 (如作为药物的缓适载体
、

手术缝线等 )特别重要
。

在 自然环境中
。

是

另一种机制— 酶降解机制
。

许多细菌和真菌可分泌外胞解聚酶 〔’ `
,

” 〕
,

有些甚至可以利用

P H B 作 为 唯 一 碳源生 长
。

如 粪 产碱杆 菌 ( A l e a l i g e n e s

fa
e c a l i s笋

,日]
、

勒 氏 假单 胞 杆 菌

(尸 s e u c zo m o u a s ze m o i g n e i ) [” 〕 、

德氏 假单胞菌 ( p s e u d o m o n d s d e l a if e l d i i ) [ , 。 ] 和单纯 青霉

( p e n i c i l l i u m s i m P l i c i s s m u m )〔
, ’ ]

。

几种细菌和真菌产生的解聚酶的性质如表 1所示
。

粪产碱杆菌中有两种胞外聚体解聚酶
,

P ( 3
一

H B )解聚酶 〔’ 6 〕和寡聚体水解酶 〔” 〕
。

解聚酶

分子量约 5 0 0 0 0
,

既可降解 P ( 3
一

H B)
,

又可降解水溶性寡聚体
,

但对短链寡聚体活性较低
,

不

能作用于二聚体
,

它以内式 ( en d 。 一

f a s
h io n) 作用于轻基端第二个醋键 [ ’ 6〕

,

产生二聚体和少量

的单体
。

寡聚体水解酶仅作用于水溶性寡聚体
,

但活性比解聚酶要高 10 倍
,

链越长作用越

快
,

但不能作 用于聚体
; 它以外式作用于梭基端

,

生成单体
。

对二聚体来说
,

仅是 ( R
,

R )和

( R
,

S )两种构型能被作用
,

前者较快
。

勒氏假单胞菌 ( P
.

le m io g en l’) 也有两种聚体解聚酶
,

P H B 解聚酶和二聚体水解酶
。

不同的菌株情况略有差异
,

有些是诱导型酶
,

有些是组成型

酶滋 ]
。

Y
.

O d a 〔 , “ 〕
等发现在含有易利用底物的培养基中

,

p a e e i l o m 夕c e s l i l a c i n u s D 2 18 J’L 乎不

分泌 P H B 解聚酶
,

而在仅以 P H B 为碳源的培养基 中
,

解 聚酶可达相当高的量
,

表 2 列 出

1 0d 后
,

含 P H B 培养基 中
,

其它碳源对 P H B 解聚酶形成的影响
。

并且
,

应指 出的是
,

仅是

P H B 解

聚酶可以分泌到胞外
,

降解胞外 P H B
,

形成

三聚体
、

二聚体和单体的混合物
,

前者在细胞

壁 中的二聚体水解酶作用下形成单体
,

进 入

细胞
。

解聚酶也是以内式作用于轻基端的第

二或第三个醋键
,

但对寡聚体和聚体 有相 同

的活力 [” ]
,

二聚体水解酶则可作用于 ( R
,

R )

和 ( S
,

R )构型的二聚体
。

表 2 其它碳源对 P H B 解聚酶形成的影响

其它成分
P H B 解聚酶 培 养液中蛋白质 菌丝体重

(
u

/
n l l ) ( “ g / n i

l ) ( n 、 g / m l )

无 4 2 2 1
.

0 1
.

4

可溶淀粉 0
.

0 2 2 1
.

1 3
.

1

乳搪 0
.

0 7 3 3
.

5 0
.

8

葡萄糖 0
.

06 1 5
.

5 2
.

2

2 P H B 在环境中的降解
影响 P H B 降解速度的因素较多

,

包括环境类型
,

微生物种群及活力
,

水分
,

温度
,

塑料制

品的厚度
,

表面组织形态
,

孔隙度
,

制品中的第二组分
,

如填充料
、

颜料等卿
·

2`〕
。

表 3 列出了不

同条件下 P H B 降解的一个典型例子
。

在 自然环境中
,

能降解 P H B 的微生物范 围很广
,

包括细菌
、

放线菌和霉菌等
。

环境中的

p H
、

温度等不同
,

降解 P H B 的主导微生物也不同
。

J
.

M er g ae rt d 等
〔2 ’ 〕在土壤中发现有 29 5

种微生物可降解 P H B
,

包括 1 05 种革兰 氏阴性菌
,

36 种革兰氏阳性菌
,

68 种放线菌和 86 种

霉 菌
;
在 酸性 土 壤 中

,

革 兰 氏 阴 性 菌 很 少 ; 高 温 时
,

霉 菌多 属烟 曲霉 ( A s p er g ill us

fu m i g a t u s )
,

而低温时多属马昆德拟青霉 ( P a e e i l o m y c e s m a qr u a n d i i ) (砂土
、

粘 土中 ) 或青霉

( P e n i c i l l i u m ) (其它土壤中 )
。

Y
.

D io 等 , `〕在研究了环境对 P H B 降解的影响后认为
:

在一定范围内 P H B 降解速度与

温度正相关
,

其降解分为两个阶段
:

第一 阶段
,

分子 量下降
;
第二阶段

,

是在分子 量下降至

1 3 0 0 0 后开始腐蚀
。

表 4 是 P H B 及两种共聚体的生物降解情况
。

在共聚体中
,

正常情况下
,

降解过程的速度随 4
一

轻基丁酸组分的增加而加快
。
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表 3 P H B 在不同环境条件下的生物降解 表 4 P H B 及共聚体的生物降解

环境条件
l mn 、
厚膜消失 降解速度 5即 m厚膜消失 降解速度

所需时间 ( 周 ) ( 拌 m/ 周 ) 所需时间 (周 ) ( 产 m/ 周 )

( ) d2 08 0 18 0

训训++P ( 3 H B
一 e o

一

4 H B ) +

厌 气活性 污泥

河 口堆积物

好气活性污泥

土壤 ( 2 5 亡 )

海水 ( 1 5 亡 )

O
.

5

7

0 l

5 0

1 0 0

0 l

7

5

1

P H B

P ( 3 H B
一

e o一

3 H V ) 一 + 甲

n“二J行潇,̀今̀11` .工门O
ù
日0

d
且ōh

75

3 50

l 3

2
.

分子量未变

分子量下降

开始腐蚀

+丫

环境中有许多微生物能降解 P H B
,

但每种的数量并不一定很多
,

活力不一定很高
。

当

P H B 出现在环境中后
,

经过一定的迟滞期
,

能降解 P H B 的微生物会逐渐增多
,

活力升高
,

降

解速度会逐渐加快 [ , 5 ]
。

Y
.

O d a 〔, ` 1等发现在培养基中加入 p H B 后
,

p a e c i l o m 少c e s l i l a c i n u s 开

始分泌 P H B 解聚酶
,

并且活力逐渐升高
,

d6 后达到一稳定值
。

微生物分泌的解聚酶
,

不仅对底物 表 5 各种 P H A 膜的有氛降解情况

有专一性
,

而且还具有很强的立体异构 类型 构象 P H B 含量 分子量 降解性

专 一性
,

通常对 只有 R
一

构象的聚体 (共 P H B ( )R
1。。 巧 0 00 。 +

聚体 ) 有 良好的降解性
,

而含 S
一

构象的 P H B ( R ) ,。。 s。。。。。 +

聚体则较差
。

表 5列出从河水沉淀中培 P H B (R
,

5) 10 。 一

养 出的 混 合菌群对 P H A 膜的 降解情 P H B ( R
,

s ) 1 0。 一

况
。

P H B ( s ) 1 0 0

通常情况下
,

P H B 厌氧降解比有氧 P ( H B
一 e 。 一

H v ) ( R ) 5 3 / 3 7 1 5 0 0 0 。 +

降解快 [ 2 5
,

, , , ,

真养产碱杆菌在厌氧条件 P ( H B
一

e 。
一

H v ) ( R ) s 。 / 2 。 +

下
,

主要代谢产物是乙酸和 R
一

3
一

轻基丁 P (H B co
一

H v) ( )R 70 3/ 。 十

酸
,

乙酞 C o A 转变成 乙 酸的同时生成 P ( H B
一

e 。 一 “ v ) ( R ) 94 / ; 3 6。。。。 +

A T P
.

而在有氧情况下
,

乙酞 C o A 完全 p ( H N c 。
一

H H ) ( R ) 5 9 / 3 2 1。。。。。 -

分解成 c o
Z

和 H必
,

产生 12 个 A T P, 这 + 可降解 一 不可降解

是 一 种 对 P H B更 为 经 济 的 利 用
。

与

P H B相 比较
,

有较长侧链的 P H A 在环境中降解速 度较慢
,

因为低分子量的有机化合物离子

化速度 比结构复杂的要快 28[
·

2 , ] ,

并且长侧链的重 复单元增加 了 P H A 的疏水性
,

抑制或阻碍

了微生物在聚体表面的生长
。

因此我们可以通过改变重复单元
、

立体构象等来控制聚合物的

生物降解速度
。

3 展 望
随着石化合成塑料污染的加剧

,

人们正积极地进行各种生物可降解塑料的研究
,

内容涉

及其生产的可行性
、

可用性和降解性
。

目前对 P H B 降解的研究不仅是在降解的机制和现象上
。

利用遗传工程手段
,

将 P H B

胞外降解酶基因进行克隆表达的实验 已见于报道
,

如 aS it o
等

仁3” l
分析了粪产碱杆菌的 P H B

胞外解聚酶结构基因的序列
,

并将其克隆到大肠杆菌中
。

结果发现重组菌可以较高水平的表

达这个酶
,

约为普通 菌株的 10 %
,

同粪产碱杆菌所分泌的解聚酶一样
,

该酶为一个 4 88 个氨

基酸的前体和一个 27 个氨基酸的单肤组成
。
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随着对 P H B 降解研究的一步步深入
,

降解的内部机制逐步展现在人们面前
。

笔者以为

深入进行 以 P H B 为代表的生物 可降解塑料的生物可降解性的评价
,

以及开发高效的降解

P H B 的微生物制剂
,

并应用于垃圾处理和使用农膜的农田中
,

将是这一研究领域的发展方

向
。
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