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摘  要  由于化石资源日益枯竭和塑料污染加剧，迫切需求环境友好可降解的“绿色塑料”. 由细菌合成的具有良好生物

降解性和生物相容性的聚羟基脂肪酸酯（polyhydroxyalkanoates，PHAs）被认为是最有前景的“绿色塑料”之一. 概述

PHAs的结构、材料特性和应用、生物合成代谢路径以及发酵方式，指出高昂的生产成本是限制PHAs大规模生产和应用

的关键问题；总结以降低PHAs生产成本为目标的PHAs生物合成研究进展，包括PHAs合成菌株的基因工程和代谢工程

优化、在开放条件下使用富集菌群发酵以及采用极端微生物合成特定PHAs. 以低品质废弃生物质为原料，在开放条件下

利用富集菌群合成PHAs的研究尤其受到关注，是废弃生物质高值资源化利用的一条重要途径. 未来的研究中需进一步

提升PHAs生产菌株的合成能力以及生产工艺的效率；有关基于富集菌群的PHAs生产，需对菌群结构和功能调控进行

深入研究，构建稳定高效的PHAs合成菌群和工艺流程，以实现PHAs的低成本合成和广泛应用. （图3 表2 参71）
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Abstract  Due to the depletion of fossil fuel resources and serious plastic pollution, there is an urgent need 
for environmentally friendly “green plastics”. Polyhydroxyalkanoates (PHAs) synthesized by bacteria are 
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随着社会发展和生活水平提高，由化石资源生产的聚乙烯

（PE）等传统塑料已广泛应用于国民生产生活的各个方面，

但塑料的大量使用导致了严重的塑料污染问题（“白色污染”

和“微塑料”污染）. 为解决塑料污染问题，聚乳酸（PLA）、

聚丁二酸丁二醇酯（PBS）、聚（丁二酸-co-己二酸丁二醇酯）

（PBSA）和聚羟基脂肪酸酯（PHA）等生物可降解塑料受到

广泛关注和研究. 在化石资源日益枯竭以及环境污染的双重

压力下，基于生物质原料通过微生物合成的PHAs，由于其结
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构多样性和良好的生物降解和相容性而被认为是最具发展潜

力的“绿色塑料”. 
许多微生物被证实在碳源过剩但其他生长因素受限

（缺氮、磷、低氧、紫外辐射等）时可合成聚羟基脂肪酸酯

（ployhydroxyalkanoates，PHAs）并储存在体内.  1925
年，法国科学家Lemo igne 在巨大芽孢杆菌（Bac i l l us 
megaterium）中发现了可溶于氯仿的类脂肪包涵体，后证实

为聚3羟基丁酸（poly-β-hydroxybutyric acid，PHB），随后不

同的PHAs进入人们的视野. 从被发现到现在，人们对PHAs
的结构、物理特性、生物合成途径等进行了广泛的研究. 虽然

PHAs在生物降解和生物相容性上要比传统塑料具有优势，但

是PHAs的生产成本高于传统塑料，限制了PHAs的工业化生

产和应用. 为了降低PHAs生产成本，研究人员试图探索新的

发酵模式（混合菌发酵、极端微生物发酵）以降低发酵原料和

发酵过程的成本. 同时，基因工程和代谢工程技术也用于提高

细菌的PHAs合成能力和积累效率以降低生产成本. 本文系统

总结了PHAs的结构、物理特性和生物合成途径，对PHAs新发

酵模式、PHAs基因工程和代谢工程等的最新研究进展进行了

系统阐述，可为PHAs生物合成的相关研究提供指导. 

1  PHAs的结构、材料特性和应用

PHAs在微生物细胞中以球状颗粒存在，颗粒内部是由

PHAs分子链构成的疏水内核，外部覆盖有亲水性酶和蛋白. 
许多细菌，如Cupriavidus、Pseudomonas、Alcaligenes、
Bacillus、Aeromonas等 [1]，能在碳源充足但生长受限（缺少氮

或磷等生长必需元素）条件下合成PHAs. 
1.1  PHAs的结构和分类

1926年，PHB在Bacillus megaterium中被发现，这是第一

个被确认的PHAs. 50年后，相继发现其他的PHAs成员，如聚

3羟基戊酸（poly-3-hydroxyvalerate /P(3HV)）、聚3羟基己酸

（poly-3-hydroxyhexanoate / P(3HHx)）、聚3羟基癸酸（poly-
3-hydroxydacnotae/ P(3HD)）等 [2]. PHAs具有相同的结构通式

（图1），分子量在几万到几百万[3]. 不同的PHAs单体如3-羟基

脂肪酸、4-羟基脂肪酸、5-羟基脂肪酸以及芳香族脂肪酸等单

体的出现，以及各种单体组成的共聚PHAs（无规共聚PHAs、
嵌段共聚PHAs和接枝共聚PHAs）的出现，极大地丰富了PHAs
成员. 迄今为止，已有150多种PHAs单体被确认 [4]. 
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图1  PHAs结构通式. 其中m  =  1、2、3、4或5；n为聚合度. R为可变基

团，可为饱和或不饱和，直链或含侧链及取代基的脂肪族或芳香族基团. 
Fig. 1  General structural formula of PHAs. m = 1, 2, 3, 4 or 5; n: 
The degree of polymerization; R: Variable group, which is saturated 
or unsaturated aliphatic group with straight chain or sider chain and 
substituent, or aromatic group.

虽然PHAs结构多样，但PHAs可以按单体碳链的长度分为

两大类. PHB等短链PHAs（short-chain-length，sclPHA）的

单体由3-5个碳原子组成，PHO（poly-hydroxyoctanoate）等

中链PHAs（medium-chain-length，mclPHA）的单体由6-14个
碳原子组成 [5]. 通常一种微生物只合成上述一种类型的PHAs，
因为PHAs聚合酶只偏好scl-羟酰基辅酶A和mcl-羟酰基辅酶

A中的一种作为底物. 但也有研究发现一些PHAs聚合酶可以同

时接受两种羟酰基辅酶A作为底物合成scl-mcl PHA [6]. 
1.2  PHAs的材料特性和应用

PHAs的结构多样性导致了其材料特性的多样性，因此可

根据应用目的选择合成特定结构的PHAs. Scl-PHAs通常是具

有高结晶度和硬质热塑性的材料，而mcl-PHA是更加具有柔

韧性的类似橡胶的聚合物[7]. 同时具有短链和长链单体的共聚

PHAs会拥有更加“折中”的材料特性. 
PHAs具有可生物降解性和生物相容性，可被自然环境

中的许多微生物降解为H2O和CO2 [8].  一些微生物能分泌胞

外PHAs解聚酶降解PHAs，天然积累PHAs的微生物也能合

成PHAs解聚酶，在碳源匮乏时将PHAs降解为低聚物和单体

用作碳源和能源. 目前已报道的PHAs解聚酶总共大约有600
种[9]. PHAs的降解速率取决于解聚酶和PHAs聚合物中酯键间

的可及性，降解速率会随PHAs的理化性质如结晶度、分子量、

物理形态、表面积、单体类型等以及环境条件而不同. 不同微

生物的PHAs解聚酶也会表现出不同的活性和底物特异性. 
热学性质是影响聚合物应用的一个至关重要的因素. 单

体结构不同的PHAs有完全不同的热学性质.  例如，PHB的

熔化温度（Tm：178 ℃）和分解温度（Td：200 ℃）[9]十分相

近，导致后续加工过程的难度上升. P（3HP）的玻璃转化温

度（Tg：-20 ℃）和熔化温度（Tm：80 ℃）差异较大，其在

加工过程中能保持稳定 [11].  几种由短链PHAs单体构成的共

聚PHAs也表现出不同的热学性质，例如P(3HB-20%3HV)，
P(3HB-75%4HB) 和P(3HP-67%4HB)的Tm分别为145 ℃、51 
℃和64.8 ℃. 共聚物的热学性质优于短链均聚PHAs，因此可

向PHB聚合物中添加共聚单体（如3HV或3HP）来改进PHB的
热学特性. 随着P（3HB-3HP）中3HP的比例（物质的量比）从

0增加到67%，共聚物的Tm从175 ℃逐渐降低到50 ℃. 中长链

PHAs的结晶度通常低于40%，玻璃转化温度（Tg）在-50 ℃
到-25 ℃间，熔点温度（Tm）在38 ℃到80 ℃[12]. 由于中长链

PHAs的玻璃转化温度（Tg）低于室温，其在一定的温度下表

现出类似于天然橡胶的弹性体性能. 在温度接近或高于熔化

温度（Tm）时，中长链PHAs会表现出无定形和黏性. 低熔点

温度和低结晶速度对聚合物加工和利用会造成一定的限制，

可通过将中长链PHAs和其他聚合物交联、共混或接枝以改进

其热学特性. 
PHAs的机械特性也具有多样性. PHB具有60%-80%的

结晶度、43 MPa的高抗拉强度和3.5 GPa的杨式模量，与常

见的聚丙烯和聚乙烯相似 [13]. PHB老化后会变得脆、硬，为了

增加PHB的弹性和韧性，许多不同的单体被引入PHB中形成

共聚物，例如P(3HB-3HV)、P(3HB-4HB)、P(3HB-3HP)和
P(3HB-3HHx)，成功地改善了聚合物的结晶度、刚度和老化问

题. P(3HP)具有0.3 GPa的杨氏模量、27 MPa的拉伸强度和

600%的断裂伸长率. P(4HB)是具有强弹性的热塑性材料，杨

氏模量为180 MPa，断裂伸长率为1000%. 具有4HB单体的共

聚PHAs的韧性会得到提高，随着4HB的比例的提高，P(3HB-
4HB)共聚物会从刚性材料转变为具有高韧性的弹性材料. 中
长链PHAs是弹性体，具有低的结晶度（< 40%）、低的拉伸强

度和高的断裂伸长率.  根据单体结构和组成的不同，中长链

PHAs会呈现出柔软有弹性甚至黏性. 少量的中长链PHAs单体

（< 5mol%）加入P(3HB)等短链PHAs中形成的共聚物，在常

规的热塑加工过程中表现出更好的柔韧性和热稳定性. 
传统塑料早已是生产生活的必需品，在不同的产业（农

业、食品包装和医疗等）中已有广泛应用. PHAs在热学性质和
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机械特性上和传统塑料十分接近甚至完全相同. 因此，PHAs
可替代传统塑料在一般生产生活中的应用（食品包装和日

化用品添加成分）. 由于PHAs具有生物相容性（生物体低排

斥），在医疗领域将具有非常广泛的应用. PHAs的生物可降

解性使其在自然环境中中能被快速分解，不会造成环境问题. 
所以，PHAs具有比传统塑料更加广泛的应用前景. 

2  PHAs代谢

2.1  PHAs相关的酶
目前发现的PHAs代谢过程相关的酶主要包括催化羟

酰基辅酶A转化为PHAs的PHAs聚合酶（PhaC），PHAs解
聚酶（PhaZ）和低聚PHAs水解酶（PhaY），Phasins蛋白

（PhaP，PhaI，PhaF，ApdA，GA14，Mms16）[14]，调控蛋白

（PhaR，PhaQ）[15-16]，PHAs聚合酶活化蛋白（PhaM）[17]

等. 在这些酶中，PHAs聚合酶是PHAs合成过程的关键酶，

影响着单体组成、分子量和PHAs的合成效率. PHAs聚合酶

能接受广泛的底物以合成多种结构的PHAs，但具有立体特

异性，仅接受R构型的单体 [18]. 根据酶亚基构型和偏好的底物

碳链长度可以将PHAs聚合酶分为4种类型 [18].  Cupriavidus 
necator、Aeromonas caviae、A. hydrophila和A. punctata
中存在的Class Ⅰ  PHA聚合酶，亚基（PhaC）分子量为

60 000 -65 000，以同型二聚体的形式发挥活性 [19 -20, 22 ]. 
Pseudomonas putida和P. aeruginosa中的Class Ⅱ PHAs
聚合酶具有大约60 000的单亚基PhaC，也是以同型二聚体

的形式表现活性 [20, 22].  PhaC亚基有两种不同的类型，分别

由phaC1和phaC2基因编码. ClassⅠ PHAs聚合酶更偏好短

链单体（C3-C5），而Class Ⅱ PHAs聚合酶偏好中长链单体

（C6-C14）. Class Ⅲ PHAs聚合酶包含有两个不同的亚基

PhaC（约40 000）和PhaE（约20 000或40 000），通常存在

于Allochromatium vinosum和Desulfococcus multivorans [19, 

23]. Class Ⅲ PHAs聚合酶催化scl-PHA的合成，两个亚基都具

有催化活性，PhaC 亚基和Class Ⅰ和Ⅱ聚合酶中的亚基具有

21%-28%的氨基酸序列相似性，被认为是催化亚基，而PhaE
亚基和已知的PHAs聚合酶相似低，其具体作用方式未知. 
Class Ⅳ PHAs聚合酶含有PhaC亚基（约40 000）和PhaR亚

基（约20 000），催化合成长链PHAs，通常存在于Bacillus中
如B. megaterium和B. cereus [24]. 

在C. necator和Ralstonia pickettii中发现PhaY，类似

于PHAs解聚酶（PhaZ）,  更加偏好于3HB的低聚物而不

是P(3HB) [25].  Phasins蛋白（14 000-24 000）是一类两亲

蛋白（amphiphilic proteins），在PHAs合成中起结构和调

节功能 [26]，能通过稳定PHAs颗粒的疏水面和在细胞分裂

中分离PHAs颗粒来控制PHAs颗粒的数量和大小 [14].  目前

已发现多种Phasins蛋白，如分别存在于C. necator和B. 
megaterium [14]、P. putida [14]、P. oleovorans和P. putida 
KT2442 [14]、Rhodospirillum rubrum [14]、Rhodococcus 
ruber [27]和Magnetospirillum gryphiswaldese [28]中的PhaP、
PhaI、PhaF、ApdA、GA14和Mms16. 
2.2  PHAs合成代谢路径

微生物合成PHAs可分为两个步骤，首先通过固有碳源代

谢路径将结构相关或无关的碳源转化为各种羟酰基辅酶A，
然后PHAs聚合酶催化羟酰基辅酶A的聚合反应合成PHAs. 
在已知的150多种PHA单体中，许多并不是微生物的固有代谢

产物，需要外源添加分子结构相关的底物，经过一些简单的

转化步骤产生对应的羟酰基辅酶A. 当然，结构不相关的碳源

也能通过天然存在的或者人工构建的生物合成途径产生所需

的PHAs单体，例如糖酵解途径、TCA循环、脂肪酸生物合成

和降解途径、氨基酸生物合成途径、卡尔文循环和丝氨酸循

环等. 图2总结了不同PHAs单体的合成路径. 下面对一些典型

PHAs的代谢途径进行简述. 
2.2.1  聚3羟基丁酸（P3HB）    C. necator是积累P(3HB)的
代表物种. 在P(3HB)的生物合成途径中，两分子的乙酰辅酶A
在β-酮硫解酶（PhaA）的催化下缩合为乙酰乙酰辅酶A. 乙酰

乙酰辅酶A被依赖NADPH的乙酰乙酰辅酶A还原酶（PhaB）
还原为3羟基丁酰基辅酶A，然后在PHA聚合酶（PhaC）的作

用下聚合为P(3HB). 和其他PHAs合成途径相比，P(3HB)合成

途径较为简单. 
2.2.2  含有3HV单体的PHAs　　C. necator能利用丙酸、戊

酸或正戊醇合成P(3HB-co-3HV). 乙酰辅酶A和丙酰辅酶A在
phaA的催化下缩合为3-酮戊酰辅酶A，在PhaB的催化下3-酮
戊酰辅酶A被还原为3-羟基戊酰辅酶A，最后在PHA聚合酶作

用下合成PHV或P(3HB-co-3HV). 这个过程中的PHA聚合酶

和P(3HB)合成中的聚合酶相同，所以最后合成的PHAs中常含

有3HB作为共聚单体. 一些微生物可以利用结构无关底物获

得丙酰辅酶A. 例如，在突变株C. necator R3中，L-缬氨酸和

L-异亮氨酸具有较高的代谢通量，而从L-缬氨酸和L-异亮氨酸

生物合成途径的中间体可以合成丙酰辅酶A，因此突变菌株可

以从无关的碳源（如果糖或葡萄糖酸）生产具有物质的量比

4%-7% 3HV的P(3HB-co-3HV). 
2.2.3  中长链PHAs　　包括假单胞菌在内的多种细菌可通过

β-氧化途径和/或脂肪酸从头生物合成途径合成mcl-PHA[29]. 
β-氧化途径分别通过烯酰基辅酶A水合酶（PhaJ或MaoC）
和酰基辅酶A脱氢酶（FadG）催化烯酰基辅酶A和3-酮酰基

辅酶A产生具有不同碳长度的各种羟基酰基辅酶A，例如3-
羟基己酰基辅酶A和3-羟基辛酰基辅酶A，并将其聚合成mcl-
PHAs [29].  和β-氧化途径不同的是，在脂肪酸原位合成途径

中会合成许多不同碳链长度的羟酰基 -ACPs，然后在acyl-
CoA:ACP转酰酶（PhaG）的作用下转化为羟酰基辅酶A. 上
述两个代谢途径能为PHAs合成提供丰富的不同碳链长度的

单体，同时也导致了PHAs产物的复杂性. 有研究通过阻断脂

肪酸β氧化或脂肪酸原位合成途径进行均质mcl-PHAs的合

成. 除此之外，脂肪酸原位合成和脂肪酸β氧化途径可以相互

连接.  从脂肪酸原位合成途径产生的酰基 -ACP能在硫脂酶

（thioesterase）的催化下转化为脂肪酸进入脂肪酸β氧化途

径. 基于这种代谢策略构建的大肠杆菌能利用葡萄糖酸合成

2.3%（w）的中长链脂肪酸 [30]. 
2.2.4  聚4羟基丁酸（P4HB）    合成P(4HB)通常需要在底物

中添加结构相关的前体，如4HB、4-氯丁酸、1,4-丁二醇或者γ-
丁内酯.  为了利用结构无关的碳源合成P(4HB)，有研究在大

肠杆菌中构建了克氏梭状芽孢杆菌的厌氧琥珀酸降解途径 [31]. 
琥珀酰辅酶A在琥珀酸半醛脱氢酶的催化下转化为琥珀酸半

醛，琥珀酸半醛又在4HB脱氢酶的催化下转化为4HB，然后在

PHA聚合酶作用下合成P(4HB) [30]. 虽然，成功利用葡萄糖合

成了P(3HB-co-4HB)，但4HB的物质的量比仅为2.8%. 为了进

一步提高4HB的比例，敲除了编码半醛脱氢酶的内源性基因

sad和gabD，阻止琥珀酸半醛转化为琥珀酸，将4HB的比例

提高到了11% [32]. 
2.2.5  聚3羟基丙酸（P3HP）    目前P3HP有3种生物合成
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途径，即甘油途径、丙二酸单酰辅酶A途径和β -丙氨酸途

径 [33]. 将Clostridium butyricm的甘油脱水酶基因dhaBlcb、

Salmonella enteric的丙醛脱氢酶基因pudPse和Ralstonia 
eutropha的phaCRe基因转入大肠杆菌中，工程菌能利用纯甘

油合成P3HP，最高产量为1.4 g/L [34]. Wang等人过表达大肠

杆菌的accABCDEc基因以提高丙二酸单酰辅酶A的浓度，同时

向大肠杆菌中转入prpEEc（丙酰辅酶A合成酶基因），该重组

菌可以利用丙二酸单酰辅酶A途径从葡萄糖合成P3HP [35]. 在
大肠杆菌中表达L-天冬氨酸脱羧酶基因panDEc及其成熟因子

panMEc，3-羟基酸脱氢酶基因ydfG，丙酰辅酶A合成酶基因

prpEEc，P. putida的β-丙氨酸-丙酮酸转氨酶基因pp0596，以
及R. eutropha的PHA聚合酶基因phaC1Re，该重组菌株可利

用β-丙氨酸途径从葡萄糖和甘油合成P3HP [36]. 

3  PHAs的发酵方式

尽管PHAs合成菌拥有良好的PHA合成能力，但是没有

合适的发酵方式，也不能达到理想的结果.  优化的发酵方法

可以最大化产品浓度（PHA，g/L）、产率（PHA/C，g/g）和

生产速率（PHA，g L-1 h-1），并降低副产物的合成以降低回

收和纯化的成本. PHAs的生产方式主要有批次发酵（batch 
fermentation）和连续发酵（continuous fermentation）[37]. 

批次发酵工艺过程简单、易于操作，但是PHAs的生产效

率低. 批次发酵开始投加的碳源和氮源的浓度受到发酵物种

生理承受限度的限制，在发酵过程也难以保持“碳源过量，生

长因素受限”的条件，导致PHAs合成效率较低 [38]. 在发酵过

程中补充碳源的批次补料发酵（fed-batch）能够很好地解决

批次发酵的底物限制问题. 在批次补料发酵中，底物浓度低于

阈值（或溶解氧突然升高）时，将补充新底物，该过程可以重

复进行. 批次补料发酵方式可以在初期提供营养全面的基质以

调高微生物量，接着提供营养限制条件，以促进PHAs的合成

和积累，这种灵活的操作方式已被广泛使用[39]. 
PHAs生产目前鲜有采用连续发酵方式的，但已有一些相

关研究. 连续培养的恒化条件可以通过设置稀释率来精确控

制，以控制生物过程参数（如细胞比生长速率、底物消耗速

率、产物生成速率等）在恒定的发酵条件下，可以合成具有恒

图2  不同PHAs单体的合成路径. 2,3DHBA-CoA：2,3-二羟基丁酰辅酶A；2,3DHIV：2,3-二羟基异戊酸；2AcLA：2-乙酰乳酸；2H3KBA-CoA：2-羟
基-3-酮丁酰辅酶A；2H3MV：2-羟基-3-甲基戊酸；2H4MV：2-羟基-4-甲基戊酸；2HB：2羟基丁酸；2HIV：2-羟基异戊酸；2K3DX：2-酮-3-脱氧木酸；

2K3MV：2-酮-3-甲基戊酸；2K4 MV：2-酮-4-甲基戊酸；2KB：2-酮丁酸；2KIV：2-酮基异戊酸；3H4MV-CoA：3-羟基-4-甲基戊酰辅酶A；3HB-CoA：3-
羟基丁酰辅酶A；3HP：3-羟基丙酸；3HPAL：3-羟基丙醛；3KV-CoA：3-酮戊酰辅酶A；4HB：4-羟基丁酸；4HPLA：4-羟基苯乳酸；4HPhPyr：4-羟基

苯丙酮酸；4M2PE-CoA：4-甲基-2-戊烯酰辅酶A；AcAc-CoA：乙酰乙酰-辅酶A；Ac-CoA：乙酰辅酶A；CiMA：柠苹酸；F1,6BP：1,6二磷酸果糖；GA：
乙醇酸；LA：乳酸；MMA-CoA：甲基丙二酰辅酶A；PA-CoA：丙酰辅酶A；PEP：磷酸烯醇式丙酮酸；PhLA: 苯乳酸；SSA：琥珀酸半醛. 实线箭头：单

个反应；虚线箭头：多个反应. 
Fig. 2  Synthesis pathways of different PHAs monomers. 2,3DHBA-CoA: 2,3-Dihydroxybutyryl-CoA; 2,3DHIV: 2,3-Dihydroxyisovalerate; 
2AcLA: 2-Acetolactate; 2H3KBA-CoA: 2-Hydroxy-3-ketobutyryl-CoA; 2H3MV: 2-Hydroxy-3-methylvalerate; 2H4MV: 2-Hydroxy-4-methylvalerate; 
2HB: 2-Hydroxybutyrate; 2HIV: 2-Hydroxyisovalerate; 2K3DX: 2-Keto-3-deoxyxylonate; 2K3MV: 2-Keto-3-methylvalerate; 2K4MV: 2-Keto-4-
methylvalerate; 2KB: 2-Ketobutyrate; 2KIV: 2-Ketoisovalerate; 3H4MV-CoA: 3-Hydroxy-4-methylvaleryl-CoA; 3HB-CoA: 3-Hydroxybutyryl-CoA; 3HP: 
3-Hydroxypropionate; 3HPAL: 3-Hydroxypropionaldehyde; 3KV-CoA: 3-Ketovaleryl-CoA; 4HB: 4-Hydroxybutyrate; 4HPLA: 4-Hydroxyphenyllactate; 
4HPhPyr: 4-Hydroxyphenylpyruvate; 4M2PE-CoA: 4-Methyl-2-pentenoyl-CoA; AcAc-CoA: Acetoacetyl-CoA; Ac-CoA: Acetyl-CoA; CiMA: Citramalate; 
F1,6BP: Fructose-1,6-bisphosphate; GA: Glycolate; LA: Lactate; MMA-CoA: Methylmalonyl-CoA; PA-CoA: Propionyl-CoA; PEP: Phosphoenolpyruvate; 
PhLA: Phenyllactate; SSA: Succinate semialdehyde. Solid arrows: Single reaction; Dashed arrows: A series of reactions.
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定单体分数的PHAs. 例如，P. putida在批次发酵中，所产生的

mcl-PHAs的单体组分随着时间而变化，但是在连续发酵过程

中可保持恒定 [40]. 连续发酵根据反应器级联的不同可分为单

级（one-stage）和多级（multi-stage）连续发酵. 单级连续发

酵在一个恒化反应器中进行PHAs的合成和积累，但是单级系

统难以提供营养限制条件，PHAs的合成效率较低. 相比于单

级系统，多级连续发酵系统可在首个恒化器中提供全面的营

养条件以提升细胞量，在后面的级联恒化器中设置营养限制

条件，这同时满足了细胞量的提高和营养限制条件，而使得其

PHAs的积累效率要高于单级连续发酵系统[1]. 
目前，连续发酵方式在混菌合成PHAs中有所应用. 例如，

Bhalerao等人利用从市政污泥中富集的PHAs合成菌群，利用

酵母工业废水在连续发酵模式下进行PHAs的合成和积累，获

得了较高的PHAs积累（65% DCW）和生物量增长速率，基于

理论计算的PHAs产量（270 t/a）显著高于批次发酵模式 [41]. 

4  PHAs合成前沿研究进展

PHAs具有良好的物理化学性质，是传统塑料的强有力替

代材料，但目前较高的生产成本阻碍了其进一步的商业应用. 
为了降低PHAs的成本，研究人员开展了大量的研究，主要包

括利用基因工程手段改造生产菌种、极端条件发酵、利用低

品质原料进行混菌发酵等等. 图3总结了降低PHAs生产成本

的相关研究方向. 
 4.1  PHAs合成菌的基因工程和代谢工程优化

合成生物学和CRISPRi/CRISPR-Cas9等基因表达调控

和基因编辑技术已用于提升微生物的PHAs合成效率. 用来改

善PHAs合成的研究工作包括核糖体结合位点（RBS）优化、

启动子工程、染色体整合、细胞形态工程、细胞生长行为重编

程以及下游加工. 
4.1.1  用于增强PHAs合成的核糖体结合位点优化和启动子

工程　　表达与PHAs合成相关的基因如phbCBA操纵子和一

些同源基因，可以在细胞中积累各种PHAs单体和聚合物. 这
些相关基因的转录水平会显著影响PHAs的合成水平. 优化核

糖体结合位点和启动子是调节基因转录水平的有效方法.  Li
等人在大肠杆菌中导入来自C. necator的phaCBA操纵子，以

合成PHB. 设计了RBS文库，这些RBS文库对操纵子中的3
个基因都有确定的表达强度控制，可使工程大肠杆菌在0%-
92% CDW（细胞干重）范围内积累PHB，表明优化核糖体结

合位点能够提高PHB的合成能力 [42].  Zhao等人将一个强启

动子P16整合到P. mendocina NK-01的phaC基因的上游，

敲除了编码PHA解聚酶的phaZ基因，获得了重组菌株NKU-
△phaZ-16C1.  摇瓶发酵结果显示，和没有插入启动子的

NKU-△phaZ相比，NKU-△phaZ-16C1的PHAs合成效率提高

了17%-23%[43]. 
4.1.2  应用CRSIPR/Cas9或者CRISPRi提升PHAs合成能

力　　CRISPR/Cas9基因编辑技术已经普遍应用于大肠杆

菌以改善PHAs合成. Jung等人使用CRISPR/Cas9技术敲除

和副产物形成相关的4个基因（pflb、ldhA、adhE和fnr），同

时过表达pntAB催化NADH和NADPH的相互转换，显著提

升了大肠杆菌的细胞生长和PHAs合成 [44]. 除了大肠杆菌外，

CRSIPR/Cas9技术也应用于非模式物种以提高其PHAs的合

图3  降低PHAs合成成本的研究. 
Fig. 3  Studies on reducing the cost of PHAs production.
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成能力. 例如Qin等人采用CRSIPR/Cas9技术敲除了极端嗜盐

菌Halomonas bluephagenesis TD01的prpC基因，△prpC变

种合成的共聚物中3HV组分含量增加了约16倍 [45]. 
4.1.3  使用CRISPRi改造细胞形态以提高PHAs合成

　　PHAs在细胞中以颗粒状内涵体积累，较小的细胞只能

提供有限的PHAs积累空间，因此可通过增大细胞体积以提

高PHAs的积累. 增加细胞大小的研究集中于和细胞分裂、细

胞壁和细胞骨架蛋白有关的基因（mreB、ftsZ、sulA、minC、

minD）的表达调控.  Jiang等人构建了缺失mreB和ftsZ的H. 
campaniensis LS21菌株，细胞长度和大小增加，PHB的产量

提高了80% [46]. 
CRISPRi已用于改造大肠杆菌和青霉菌细胞形态以增强

PHAs合成. lhadi和同事设计了5个与CRISPRi相关的sgRNA，
靶向大肠杆菌染色体ftsZ和mreB上的5个不同位置，降低了

ftsZ和mreB的表达水平，导致了细胞的伸长和增大 [47]. 通过组

合各种sgRNA，进一步增强了这种效果. 通过组合抑制ftsZ和
mreB在不同表达水平，观察到了各种形态包括各种大小的葫

芦、棒、球菌、纺锤形、多角度和椭圆形. 这些研究表明，PHB
含量取决于细胞体积，与细胞体积成正比，可占细胞干重的

40%至80%. 
4.1.4  调节细胞生长和形态以便于下游回收　　 在下游工艺

中，微生物的浓缩、分离以及PHAs的提取的复杂程度显著影

响生产成本. 有研究通过调节细胞的生长行为和形态以更加

经济地回收细胞. 抑制ftsZ基因的表达会使细胞异常生长并形

成丝状细胞，在为PHAs的积累提供更多细胞内空间的同时有

利于细胞的沉淀和回收.  在曝气和搅拌停止的时候，丝状大

肠杆菌能够更快地聚集沉淀 [48]. 破坏大肠杆菌中调节细胞分

离的minC和minD基因，细胞的分裂模式从二分裂改变为多

分裂，这种生长方式增加了细胞的长度，有利于细胞的沉淀分

离[49]. 
4.2  利用极端微生物生产PHAs

研究发现在许多极端环境下生存的极端微生物中也存在

PHAs颗粒. 极端微生物所要求的特殊环境条件（高盐、高温、

低温、极端pH等）天然地避免了杂菌的干扰，这种优势能够显

著减低生产成本. 应用嗜盐微生物合成PHA的研究报道较多

（表1）. 
采用嗜盐菌合成PHAs具有一些特有的优势：（1）不需维

持灭菌环境；（2）低品质物料发酵产酸，使用碱调节pH后产

生大量的盐，嗜盐菌能够很好适应高盐环境；（3）嗜盐菌在

低渗环境中易于破裂，通过简单离心和沉淀操作分离PHAs颗
粒，可简化PHAs的回收过程. 

在合成 P H A s的几种极端微生物中，H a l o f e r a x 
mediterranei的研究最为广泛，因为其可合成P(3HV-3HB)而
无需补充结构相关的前体（如戊酸等）.  Ghosh等人使用海

藻水解液作为H. mediterranei的底物合成PHAs，利用含有

体积分数25%海藻水解液的物料，可达到最好的PHAs合成

效果，PHAs平均体积生物量生产率0.052 ± 0.008 g L-1 h-1，

细胞中PHAs质量分数含量最高为55%. 所得产物为P(3HV-
3HB)，3HV:3HB物质的量比为8%:92% [50].  Stanley等以葡

萄糖作为底物，利用Halomonas venusta KT832796分别在

批次（batch）、批次投料（fed-batch）和高浓度单次脉冲进

料（high concentration single pulse）3种发酵方式下合成

PHAs，结果表明在高浓度单次脉冲进料的发酵方式下，H. 
venusta KT832796的PHAs合成效率最好，PHAs的产率为

0.248 g L-1 h-1，细胞中PHAs的质量分数含量为19.4% [51]. 
合成生物学和代谢工程技术也已用于改造极端微

生物以合成功能性的P H A s .  Yu等人敲除H a l o m o n a s 
bluephagenesis 的本源phaC基因，表达来自Aeromonas 
hydrophila 4AK4的PHAs合酶(PhaC)和烯酰辅酶A水合酶

（PhaJ），以合成P(3HB-3HHx)、P(3HB-3HHxE)和P(3HB-
3HHx-3HHxE). 优化了本源酰基辅酶A合成酶（FadD）的表

达框架和核糖体结合位点，重组的H. bluephagenesis TDR4
能利用葡萄糖和5-己酸的混合物合成含有35 mol% 3HHxE的
PHBHHx，PHBHHx的生产效率为0.1 g L-1 h -1 [53]. 
4.3  混合菌群发酵

目前，PHAs的商业化生产均采用单一物种（野生菌种或

工程菌种）发酵而成，其成本在2.2-5 €/kg，而传统塑料的成

本低于1 €/kg，高生产成本限制了PHAs广泛应用. 维持无菌

发酵条件和使用高价原料是导致单一菌种发酵高成本的两

个主要原因.  由于自然界多种革兰氏阳性菌和阴性菌都具有

PHAs合成能力，使用自然形成的混合菌群可以在开放环境中

进行发酵，不需要严格的无菌措施，同时菌群可以利用低品

质廉价的富含碳源的原料（纤维素水解液 [59]、市政污泥发酵

液 [60]、啤酒废水 [61]、粗甘油[62]）. 基于以上两点，利用混合菌群

生产PHAs在降低生产成本方面有明显优势. 
利用混菌发酵生产PHAs主要包括3个阶段，即原料预处

理、菌群富集和PHAs生产. 第一阶段：将富含碳源的低品质原

料经过厌氧发酵转化为富含脂肪酸的发酵液作为下一步的碳

表1  嗜盐菌合成PHAs 
Table 1  Synthesis of PHAs by halophiles

极端菌
Extreme microorganism

碳源
Carbon source PHAs 生产规模和PHAs产率

Production scale and PHAs yield
参考文献

Reference 
Haloferax mediterranei 海藻水解液 Seaweed hydrolysate P (HB-HV) 40.4 L continuous cultivation; 0.052 g L-1 h-1 [50]
Haloferax mediterranei 葡萄糖 Glucose P (HB-HV) 2 L batch reactor; 0.248 g L-1 h-1 [51]

Haloferax mediterranei 橄榄油工业废水 
Olive oil industrial wastewater P (HB-HV) Shake flask; 0.2 g/L PHAs [52]

Haloferax bluephagenesis TDR4 葡萄糖，5-己酸 
Glucose, 5-caproic acid

P (3HB-co-22.75% 
3HHxE) 7 L two-stage batch feeding 0.1 g L-1 h-1 [53]

Halomonas TD01 葡萄糖 Glucose PHB Continuous cultivation; 64 g/L PHAs [54]

Halomonas campaniensis LS21 人工合成碳源 
Synthetic carbon source PHB 26% CDW (wild strain); 70% CDW 

(engineered strain) [55]

Natrinema pallidum JCM 8980 淀粉 Starch P (HB-HV) Shake flask; 53.14% CDW [56]

Halogeometricum 
borinquense strain E3

含25%甘蔗水解液的NaCl合成基质
NaCl synthetic matrix containing 
25% sugarcane hydrolysate

P (HB-HV) Shake flask; 3 mg g-1 h-1 [57]

Bacillus megaterium uyuni S29 葡萄糖 Glucose PHB Shake flasks; 2.2 g/L PHB; 0.10 g L-1 h-1 [58]
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源. 第二阶段：使用含脂肪酸的物料富集PHAs合成菌，富集的

方法通常为饱食—饥饿方法（feast-famine）或者好氧动态补

料方法（aerobic dynamic feeding）. 在碳源交替充足和缺乏

的状态下，使具有PHAs积累能力的物种占据竞争优势，获得

具有PHAs合成能力的目标菌群. 第三阶段：利用富集的菌群

和脂肪酸碳源合成PHAs. 三阶段方法可以将PHAs生产和生

物废弃物的传统发酵产酸耦合，实现废弃物的资源化，带来显

著的环境效益和经济效益. 但是还存在一些需要解决的问题：

（1）低品质生物废弃物厌氧发酵产生的各种脂肪酸的比例不

稳定，会导致PHAs的单体组成不稳定，发酵液中脂肪酸以外

的成分可能影响PHAs合成菌群的活性；（2）混合菌群中物种

复杂，具有不同PHAs合成能力的物种共存，物种间存在碳源

竞争，可能造成碳源利用率低，在富集阶段构建功能稳定的菌

群十分重要；（3）和纯菌相比，混菌可能具有更强的抵抗细胞

水解的能力，需要研究从混菌中提取纯化PHAs的技术，混菌

产生的PHAs的复杂性也增加了纯化的难度. 
目前对于混菌发酵的研究工作主要集中在3个方面.  第

一，研究不同低品质原料发酵的可行性；第二，优化混菌发酵

过程工艺；第三，研究混菌物种间的相互作用. 许多低品质生

物废弃物，包括啤酒废水 [61]、甘蔗废渣 [63]、污泥发酵液 [60]、牛

粪发酵液 [64]、纤维素水解液 [59]、粗甘油 [62, 65]和木材废料 [66]等

已被用于PHAs生产研究（表1）. 有部分研究探讨了PHAs合
成菌群富集的方法.  经典的富集方法是饱食—饥饿（FF）模

式，碳源的充足和缺乏两种状态的交替会提供基于碳源竞争

的选择压力，以选择具有更强碳源利用能力的PHAs合成菌群. 
Chen等认为混菌中的物种PHAs合成能力有强、弱和无3种水

平，基于碳源竞争的选择压力无法排除PHAs合成能力较弱的

物种. 基于能快速利用碳源合成PHAs的物种在发酵液中沉降

速度更快的考虑，在FF模式的饱食阶段后，增加短暂的排放

上层发酵液的步骤，以逐步排出沉降速度较慢的PHAs合成

能力较弱的物种，达到构建具有更加强大的PHAs合成菌群的

目的. 这种改进后的菌群富集方式被称为好氧动态排放方法

（aerobic dynamic discharge，ADD）. 采用FF方法和ADD方

法在同种条件下进行富集菌群，ADD方法的富集周期更短，菌

群的PHAs积累能力更强 [67]. 
富集菌群用于PHAs的积累生产，菌群的生物量会影响

PHAs的生产水平. 如何在保存良好PHAs合成能力的同时增

加PHAs合成菌群的生物量是一个重要问题.  Huang等提出

采用扩展培养的方式以解决这个问题. 在富集培养阶段后面

添加若干个小阶段，每个阶段含有A和B两个反应器，分别含

有碳源和除碳源外的营养元素，菌群在A中获得碳源并积累

PHAs，在B中获得其他生长元素并利用体内PHAs进行生长，

在反复培养过程中生物量不断提高，且同时保存了PHAs合
成积累的能力. 基于扩展培养，微生物的生物量提高了52倍，

达到17.22 g/L的细胞浓度，并且PHAs合成效率（COD PHA/
COD VFA）为0.49 g /g [69]. 

通过追踪富集过程中菌群结构的变化可以解析富集机

制. Wen等利用混酸在经典FF模式下对活性污泥进行PHAs
合成菌群的富集，对PHAs合成的关键基因phaC进行定量检

测以表征菌群的PHAs合成水平，同时对菌群结构进行实时跟

踪. 结果表明，随着富集的进行，3种不同属的物种交替占据优

势地位（Thauera、Paracoccus和Comamonadaceae），但是

phaC的量并未有很大变化且菌群PHAs合成功能保持稳定，

表明菌群存在功能冗余现象. 对于优势菌种的交替，作者认为

是由于噬菌体对优势物种的攻击所造成的[71]. 

表2  PHAs混合菌发酵总结

Table 2  Summary of PHAs fermentation with enriched bacterial consortia 

底物
Substrate

菌群富集策略
Consortium enrichment

PHAs生产策略
PHAs production

产物组成
Product 

composition
 (mol:mol, r/%)

PHAs含量
PHAs content

PHAs合成效率
PHAs synthesis 

efficiency
参考文献
Reference

污泥发酵液
Sludge fermentation 
broth

FF策略；混酸（乙酸，丙酸，丁酸）
Feast-famine; mixed VFAs (acetate, 
propionate, butyrate)

批次发酵
Batch — 59.47% CDW (PHA/COD) 0.17 

g /g [60]

啤酒废水发酵液
Brewery wastewater 
fermentation broth

FF策略；碳源：乙酸钠
Feast-famine; 
carbon resource: sodium acetate

由DO控制的脉冲进料
Pulse feeding 
controlled by DO

PHB:PHV =
59:41 44.8% CDW (C/C) 0.76 mol/ 

mol [61]

甘蔗渣发酵液
Bagasse 
fermentation broth

FF策略；甘蔗发酵液
Feast-famine; bagasse 
fermentation broth

批次发酵
Batch HB:HV = 77:23 (PHA/VSS, g/g) 

49%
(COD/COD) 
0.169 g g-1  h-1 [63]

牛粪发酵液
Fermented dairy 
manure

FF策略；稀释2.5倍的发酵液
Feast-famine; 2.5 times diluted 
fermentation broth 

DO控制的脉冲补料
Pulse feeding 
controlled by DO

HB:HV = 51:49 (PHA/VSS, g/g) 
22.5%-90.7%

(C/VSS) 0.1-0.19 
mol g-1 min-1 [64]

粗甘油
Crude glycerol

FF策略；粗甘油
Feast-famine; crude glycerol 

批次发酵
Batch HB:HV = 60:40 80% CDW (C PHA/C) 0.7 

mg/mg [65]

木材发酵液
Wood fermentation 
broth

FF策略；木材发酵液
Feast-famine; wood fermentation broth

批次发酵
Batch HB:HV = 94:6 (PHA/VSS, g/g) 

50.3%
(COD/COD VFA) 
0.71 g/g [66]

食物发酵液
Food fermentation 
broth

ADD策略；混酸（乙酸、丙酸、丁酸、戊酸）
Aerobic dynamic discharge; VFAs 
(acetate, propionate, butyrate, valerate)

DO控制的脉冲补料
Pulse feeding 
controlled by DO

— (PHA/MLSS, g/g) 
33.4% — [68]

混酸
Mixed VFAs

FF策略；混酸（乙酸，丙酸，丁酸，戊酸）
Feast-famine; VFAs (acetate, propionate, 
butyrate, valerate)

6次脉冲进料
Six times pulse feed HB:HV = 41:5 69% (m/m) (C PHA/C VFA) 

1.0 mol/mol [69]

混酸
Mixed VFAs

FF策略；混酸（乙酸，丙酸，丁酸）
Feast-famine; VFAs (acetate, propionate, 
butyrate)

扩展培养策略
Extended cultivation 
strategy

— 71.4% CDW (COD/COD VFA) 
0.49 g /g [70]

CDW：细胞干重.  CDW: Cell dry weight.
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5  结论与展望

许多细菌能合成PHAs，这些细菌的多个代谢途径均能产

生PHAs单体，包括糖酵解途径、TCA循环、脂肪酸生物合成

和降解途径、氨基酸生物合成途径、卡尔文循环和丝氨酸循环

等，导致了PHAs单体的多样性. PHAs合成途径中的一些聚合

酶也可以催化多种单体聚合产生各种共聚PHAs，使PHAs结
构、性质和功能具有多样性，应用领域十分广泛. 

针对典型PHAs合成菌的代谢途径和发酵方法的研究，已

取得了一定成果，但由于高生产成本的限制，PHAs一直无法

扩大生产和应用. 未来的研究目标是如何以低成本生产出高质

量的PHAs. 有3个突破方向：基于代谢工程和基因工程技术

对生产菌株进行优化改造，利用极端菌生产，利用廉价生物废

弃物和富集菌群生产. 但是，上述3个方向还需更系统和深入

的研发工作. 
基于代谢和基因工程技术对生产菌株的优化改造方面，

目前大部分研究集中在模式生物大肠杆菌，今后需针对典型

PHAs合成物种建立高效的代谢调控和基因编辑技术，构建可

适用于成分较为复杂的低品质原料的PHAs高效生产菌株，发

掘具有优良抗污染能力的PHAs合成物种并进行功能优化. 利
用极端菌的PHAs合成，需进一步深入研究极端菌的PHAs合
成分子机制，优化合成通路，拓展底物利用范围，提升PHAs
合成能力以及可利用的廉价原料种类. 

从环境保护以及年产生量巨大的生物废弃物高值资源化

利用角度考虑，以各种生物废弃物为原料生产PHAs将成为

PHAs合成研究的重点. 如何高效地富集或构建PHAs合成菌

群，如何调控菌群的PHAs合成方式，如何应对原料组分波动

实现品质稳定可控的PHAs的生产，是混菌发酵面临的问题. 
目前的研究主要集中在菌群富集和探讨利用各种生物废弃物

生产PHAs的可行性方面，今后需对PHAs菌群富集影响机制、

菌群结构和功能鲁棒性、菌群各物种功能以及物种间相互关

系、菌群结构和功能对生物及非生物环境因子的响应机制、人

工合成PHAs合成微生物组等开展系统和深入的研究，建立有

效的菌群调控手段，实现低品质生物废弃物的PHAs生产. 
随着化石资源的不断减少和塑料污染的加剧，研究“绿色

塑料”PHAs以替代传统塑料不仅贡献于保护环境，也是实现

人类可持续发展的基础. 
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