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摘要 :本文在对聚羟基烷酸 ( PHA)的结构和性质介绍的基础上 ,从实际工业应用的角度综述了国内外近年来有关它的生

物合成、提取及应用的研究进展。
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　　聚羟基烷酸 ( PHA) 作为生物可降解高分子 ,可

由多种微生物作为胞内碳源和能源的储藏物生物合

成。由于它具有生物降解性及生物相容性等特点 ,

近年来有关 PHA 的研究已引起工业界的广泛重视。

因此 ,许多关于 PHA 的研究集中在它的高效生产和

应用。本文就国内外在 PHA 的生物合成、提取及应

用方面的一些研究进展作一介绍。

一、PHA 的结构和性质

1 　聚 - 3 - 羟基丁酸 ( P (3HB) )均聚物

P(3HB)含有重复的 ( R) - 3 - 羟基丁酸单元 ,

是自然界中可由多种微生物合成的生物聚酯 (其结

构如图 1) 。众所周知 ,革兰氏阴性细菌 Ralstonia

eut ropha (以前称为 A lcaligenes eut rophus) 可以利

用多种碳源 (例如 ,糖、有机酸等) 积累到细胞干重

80 %以上的 PHA。从细胞中分离到的 P(3HB)的结

晶度为 55～70 % ,而细胞内的 P (3HB) 的分子是无

定形的 ,并且以水不溶的胞内物质存在。由微生物

合成的 P(3HB)的重均分子量为 1 ×104～3 ×106Da

( 道尔顿) ,多分散指数为 2 左右 ,玻璃态转变温度

( Tg)及熔化温度 ( Tm) 分别为 4 及 177 ℃(见表 1) 。

P (3HB) 的机械性能与聚丙烯相似 ,例如 ,它的抗拉

强度为 43MPa ,与聚丙烯 (38MPa) 接近。然而 ,它

的断裂伸长 (5 %) 比聚丙烯 (400 %) 低得多。因此 ,

P (3HB)是比聚丙稀更脆的塑料。另一方面 ,虽然 P

(3HB)无法在实际中得到应用 ,但是它的材料性能

通过与其它生物可降解聚合物 ,例如聚丙交酯、聚已

酸内酯的共聚而得到提高[1 ] 。

图 1 　PHA 的结构简式

(R 为甲基时 ,为 P(3HB)的结构简式 ;R 为乙基时 ,为聚 - 3 - 羟基戊

酸 P(3HV)的结构简式)

2 　超高分子量的 P(3HB)

重组大肠杆菌 E. coli 能够在 p H6. 0～6. 5 的

条件下合成超高分子量的 P(3HB) ,其分子量达 3～

20 ×106Da[2 ] 。科学家已成功将这种超高分子量的

P(3HB)制成延伸膜 ,并且发现延伸膜的机械性能得

到显著提高[3 ,4 ] 。这种膜的断裂伸长及抗拉强度提

高到 35 %和 400MPa (见表 1) 。此外 ,当这种延伸膜

经过退火处理后 ,它的机械性能得到进一步提高。

因此 ,使用基因工程技术有可能使 P (3HB) 的性能

得到改善 ,并有可能使其在工业上得到应用。

表 1 　生物合成和化学合成高分子的一些性质

聚合物 Tm
( ℃)

Tg
( ℃)

结晶度
( %)

抗拉强度
(MPa)

断裂伸长
( %)

P(3HB) 177 4 60 43 5

超高分子量
P(3HB) 185 4 80 400 35

P(3 HB - 共聚
- 6mol %3HV) 133 - 8 45 17 680

P(3 HB - 共聚
- 10mol %3HV) 127 - 1 34 21 400

P(3 HB - 共聚
- 16mol %3HV) 150 - 7 45 26 444

P(3 HB - 共聚
- 20mol %3HV) 145 - 1 56 20 50

聚丙稀 176 - 10 50 - 70 38 400

低密度聚乙烯 130 - 36 20 - 50 10 620
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3 　R - 3HB 与羟基烷酸 ( HA)的共聚物

提高 P (3HB) 物理性能的另一种方法是在 P

(3HB)中引入不同的 HA 单体。许多种微生物能够

合成 (R) - 3HB 与其它 HA (C3 到 C12) 单体的共聚

物。迄今为止 ,研究得较多并应用于商品化的产品

是 (R) - 3HB 与 ( R) - 3HV 的共聚物 ,即 P (3HB -

共聚 - 3HV) 。由表 1 可见 ,通过引入 20 %mol 的 R

- 3HV ,聚合物的熔点及玻璃化温度分别降到

145 ℃和 - 1 ℃。相反 ,它的断裂伸长增加到 50 %。

显然 ,P (3HB - 共聚 - 3HV)比 P(3HB)更有韧性。

二、PHA 的生物合成

1 　传统的 PHA 合成方法

PHA 通常通过两阶段的流加培养方式生产 ,即

细胞生长期和 PHA 合成期。在细胞生长期 ,使用营

养丰富基质以得到高细胞产量 ;在随后的 PHA 合成

期 ,通过限制某些营养物质 ,例如 N、P、O、Mg ,使细

胞生长受限制 ,从而达到使微生物的代谢转移到

PHA 的合成[5 ] 。

糖类物质 ,例如葡萄糖和蔗糖是 PHA 合成最常

用的碳源 ,因为它们的价格相对较便宜。由葡萄糖

合成 P(3HB) 的最高产率为 4. 63g/ l. h , P (3HB) 的

浓度及在干细胞中的含量分别为 142 g·L - 1 和

73 %[6 ] 。对于 P (3HB - 共聚 - 3HV) 的生产 ,需要

加入丙酸或戊酸作为 ( R) - 3HV 合成的前体物质。

文献报道的 P(3HB - 共聚 - 3HV)的最高产率为 2.

88g/ l. h[7 ] 。

2 　使用植物油或脂肪酸合成 PHA

脂肪油或它们的衍生物脂肪酸也是合成 PHA

的较好碳源因为它们是不太昂贵且可再生的原料。

此外 ,由脂肪酸合成 PHA 的产率系数 (例如 ,丁酸的

产率系数为 0. 65～0. 95kg/ kg) 比由葡萄糖合成的

(0. 32～0. 48kg/ kg) 高得多[8 ] 。然而 ,由植物油或

脂肪酸合成 PHA 仍然存在一些问题有待解决。其

中一个主要问题是微生物相对较低的生长速率 ,并

且细胞内 PHA 的含量较低。尽管由月桂酸合成

PHA 的含量达到细胞干重的 50 % ,但是科学家仍有

许多工作要做 ,比如 ,筛选和开发能够高效利用植物

油的菌种及发酵技术。

3 　使用农业或食品废物 (水)合成 PHA

农业或食品废物能够作为合成 PHA 的廉价碳

源和氮源。木糖在这些废物中的含量仅次于蔗糖 ,

但是由于微生物对其利用率较低 ,因而 PHA 的产率

较低。木糖通过乳酸菌的厌氧发酵产生的乳酸和乙

酸能够被大多数合成 PHA 的微生物高效利用 ,因而

它们是合成 PHA 的有效碳源。有文献报道 , R .

eut ropha 利用乳酸及乳酸/ 乙酸混合物合成 PHB 的

产率分别可达 1. 1 及 1. 3g·L - 1 [9 ,10 ] 。

金大勇等比较了 A lcaligenes eut rophus 利用不

同短链脂肪酸合成 PHA 的能力 ,并研究了有机废水

厌氧酸化产有机酸与 A . eut rophus 合成 PHA 的组

合系统[11～13 ] 。结果表明 ,丁酸是 A . eut rophus 合

成 PHA 的最佳碳源 ;在 p H5. 7、温度 40 ℃、停留时

间 10 h ,葡萄糖废水的酸化率接近 100 % ,其中丁酸

的质量含量占总酸的 68 % , A . eut rophus 合成 PHA

的质量浓度可达 10 g·L - 1 。

三、PHA 的提取

PHA 是微生物的胞内产物 ,目前限制 PHA 大

规模工业化应用的一个主要原因是它的提取成本较

高 ,因此需要开发高效的方法将其从细胞内提取出

来。人类开发的提取 PHA 的方法主要有 ,有机溶剂

萃取法、酶裂解法、次氯酸钠分解法、次氯酸钠 - 氯

仿法以及机械破胞法等 ,已有文献对这些方法的特

点和优缺点作了介绍[14 ] 。由于这些方法存在很多

缺点且难以工业化应用 ,因此有必要开发新的从微

生物体内提取 PHA 的方法。

Chen 等人研究了表面活性剂水溶液提取 PHA

的新方法 ,并详细研究了该方法的微生物细胞破胞

过程、微生物发酵时间和干燥方式对提取的影响、清

洁提取 (即为了减少废水的产生 ,将提取过程产生的

废液多次回用) 及提取动力学等[15～19 ] 。结果表明 ,

使用表面活性剂水溶液的方法不但可以得到较高纯

度和较好收率的 PHA (分别为 98 %和 93 %以上) ,

而且产生的废水可以反复回用 (回用次数达到 20

次) ,特别是它的操作比较简单。这些研究对于推动

PHA 的工业化生产和应用具有一定的指导意义。

四、PHA 的应用

由于 PHA 具有生物降解性、生物相容性等特殊

性能 ,在医药领域具有极为广阔的应用前景 ,例如将

其用作为外科缝线、骨骼和血管的替代品及用作为

药物缓慢释放的载体等[20 ] 。

国内也有一些研究人员对用 P (3HB - 共聚 -

3HV)聚合物为载体 ,采用乳化溶剂蒸发的方法制备

黄体酮的缓释微球进行了研究[21 ] 。结果显示 ,当用

明胶为乳化剂时 ,可以制得分散、较圆且表面光滑的

微球 ;明胶浓度及搅拌转速不但影响微球的粒径 ,而

且影响药物包埋率 ;药物包埋率还受聚合物在有机

相中的浓度、药物加入量及制备温度的影响。研究
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微球体外释放行为时发现 ,当聚合物质量占有机相

的 1/ 10、加入黄体酮的质量为聚合物质量的 0. 6、温

度 40 ℃时 ,制得的微球具有较好的缓释效果。
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　　Abstract : The structure and characteristics of polyhydroxyalkanoates ( PHA) are introduced , and the recent

advances in the biosynthesis , recovery and application of PHA are reviewed.
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摘要 :含有日本血吸虫谷胱甘肽 S - 转移酶基因的质粒 p GEX - 5X - 1 在大肠杆菌 BL21 (DE3) 菌株中得到表达。37 ℃[ 1 ]

下用 1 % 乳糖诱导谷胱甘肽 S - 转移酶 ( GST) 的最适表达时间为 3h。盐析粗提酶液并以 Habig 法[ 2 ]监测 GST 的活性 ,用

p H6. 0 ,饱和度为 30 %硫酸铵去除杂蛋白 ,并调 p H7. 5 ,饱和度 70 %硫酸铵使 GST 大量析出并保持活性。用透析法脱盐 ,并用

Sephadex - G50 凝胶对 GST 进行了初步纯化。初步探讨了 GST 的保存方法。

关键词 :谷胱甘肽 S - 转移酶 ;基因表达 ; GST 的纯化
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　　谷胱甘肽 S - 转移酶 (glutathione - S - t rans2
ferases , GSTs)是一组具有多种生理功能的蛋白质 ,

是人体重要的生物转化酶之一 ,主要存在细胞液中。

GSTs能催化还原型的谷胱甘肽 (glutathione , GSH)

的巯基 ( - SH)结合到疏水的化合物上 ,使亲电子的

化合物变成亲水的物质 ,易于从胆汁或尿液中排泄 ,

从而达到解毒的目的[3 ] 。GSTs 在机体有毒化合物

的代谢、保护细胞免受急性毒性化学物质攻击中起

到重要作用[4 ] 。此外 , GSTs 还有抑制细胞癌变的

功能[5 ] 。目前 , GST 主要是从哺乳动物的肝脏中采

取柱层析或用 GSH 亲和层析提取 ,但有操作复杂 ,

酶不稳定 ,回收率不高等缺点[6 ] 。本文将在大肠杆

菌中大量表达的 GST 蛋白质 ,通过盐析 ,透析 ,凝胶

过滤等一系列纯化步骤初步纯化得到大量具有生物

活性的 GST。

1 　材料与方法

1. 1 　菌种和试剂 :

菌种 BL21 (DE3) 、p GEX - 5X - 1 由武汉大学

药学院基因工程实验室提供。测定 GST 的活性所

用 CDNB (1 - 氯 - 2 ,4 - 二硝基苯)购自上海生工生

物工程有限公司 (纯度 99. 0 %) ,配制前用无水乙醇

重结晶 2 次 ,干燥后测熔点为 53 ℃～54 ℃。硫酸

铵 :市售 ,分析纯 ;Sephadex - G50 : Pharmacia 公司

产品。

1. 2 　质粒的提取与鉴定

从保存菌种 BL21 (DE3) p GEX - 5X - 1 的平板

上挑取单菌落于 5 mL 含 Amp (100μg·mL - 1)的LB

液体培养基中于 37 ℃,250 rpm 振荡培养过夜[1 ] 。

碱裂解法提取质粒 ,用 EcoR I 在 37 ℃酶解 3 h 后 ,

以λ- Hind III/ EcoR I 为对照 ,用 1 %琼脂糖凝胶电

泳检测。

1. 3 　诱导蛋白的鉴定及 GST 诱导表达条件的测定

1. 3. 1 　菌体生长密度对诱导蛋白活力的影响

将BL21 (DE3) p GEX - 5X - 1 单菌落接种于 5

mL 含 Amp (100μg·mL - 1) 的 LB 液体培养基中 ,

37 ℃振荡过夜培养后 ,以 1 :10 的接种量分别接种于

6 管含 Amp 的 LB 液体培养基中继续培养。自第 1

到第 5 管 ,以 0. 5 h 为间隔 ,监测菌体生长密度 ,测

定菌液 OD600值 ,并添加质量分数 10 %的乳糖至终

浓度为 1 %[1 ] 。3 h 后 ,离心收集菌体 ,反复冻融破

碎细胞后离心收集上清 ,以 Habig 法测定 OD340作为

GST的活性 ,确定添加诱导剂时培养液的最佳

OD600值。

1. 3. 2 　最佳诱导时间的测定

根据上步实验结果 ,选择 OD600约为 1. 0 的培

养菌液添加乳糖培养。自加入乳糖开始计时 ,每隔

1 h 取 1 mL 样品 ,收集菌体 ,煮沸裂解后进行 15 %

SDS - PA GE 检测。

1. 4 　GST 的提取与纯化

氨基酸和生物资源 2004 ,26 (3) :33～37

A mi no Aci ds & Biotic Resources


