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陈国强  清华大学生命学院化工系教授。《生物工程学报》第3–5届副主编。长期

从事微生物合成生物学、微生物PHA材料合成及以极端细菌为基础的“下一代工业

生物技术”的研究，获得相关授权专利35项和45项公开专利。开发的技术已经在数

家公司用于大规模生产微生物塑料聚羟基脂肪酸酯 PHA。曾连续6年获得清华大

学学生“良师益友”的光荣称号。在国际学术期刊上共发表微生物技术和生物材料

相关论文350多篇，论文在Web of Sciences上被引用19 000余次 (H指数为67)。 
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摘  要: 聚羟基脂肪酸酯 (Polyhydroxyalkanoate，PHA) 是微生物合成的可降解高分子材料，种类及性能多样，应

用前景广阔，然而其大规模生产受制于它较为高昂的生产成本。30 年来，代谢工程的应用日益广泛，通过代谢流

调控、代谢通路改造引入新通路等方法，微生物合成 PHA 的效率得到了很大提高，也丰富了 PHA 的单体种类、结

构多样性和底物多样性；同时通过改变细胞形态和 PHA 颗粒大小等方法实现了更加高效的下游生产处理，降低了

PHA 生产成本。近年来，基于极端微生物，尤其是嗜盐菌的“下一代工业生物技术” (Next generation industrial 

biotechnology，NGIB) 发展迅速。NGIB 实现了 PHA 生产过程的开放性和连续性，节约能源和淡水，简化了 PHA

的生产过程。结合代谢工程技术，盐单胞菌可以作为多种 PHA 的低成本生产平台，将有望提高 PHA 的市场竞争力

和推进其商业化。 

关键词: 聚羟基脂肪酸酯，合成生物学，代谢工程，下一代工业生物技术 
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Thirty years of metabolic engineering for biosynthesis of 
polyhydroxyalkanoates 

Xinyu Chen*, Mengyi Li*, and Guo-qiang Chen 

School of Life Science, Department Chemical Engineering, Tsinghua University, Beijing 100084, China 

Abstract:  Polyhydroxyalkanoate (PHA) is a family of biodegradable polyesters synthesized by microorganisms. It has various 

monomer structures and physical properties with broad application prospects. However, its large-scale production is still hindered 

by the high cost. In the past 30 years, metabolic engineering approach has been used to tune the metabolic flux, engineer and 

introduce pathways. The efficiency of PHA synthesis by microorganisms has been significantly improved, and the diversity of 

PHA monomer, structure and substrate have also been enriched. Meanwhile, by changing cell morphology and PHA particle size, 

more efficient downstream production process has achieved and PHA production costs have been reduced. In recent years, “Next 

generation industrial biotechnology” (NGIB) based on extremophiles, especially halophilic Halomonas spp., has been rapidly 

developed. NGIB has achieved the opening and continuous production of PHA, which simplifies the production process and saves 

energy and fresh water. Combined with metabolic engineering, Halomonas spp. can be transformed into low-cost production 

platform of numerous PHA. It is expected to improve the market competitiveness and promote the commercialization of PHA. 

Keywords:  polyhydroxyalkanoates, synthetic biology, metabolic engineering, next generation industrial biotechnology 

 
 

聚羟基脂肪酸酯  (Polyhydroxyalkanoates，

PHA) 是一类生物合成的高分子聚酯的统称，是

部分微生物 (主要是细菌) 在营养或代谢不平衡

的条件下合成的一种储能物质[1]。PHA 具有良好

的生物可降解性和生物相容性，被公认为绿色环

保型高分子材料；且由于其种类和性能的多样性，

可被应用于大宗塑料、医学材料、生物燃料甚至

饲料等诸多领域而受到广泛关注[2-5]。近年来随着

代谢工程技术的发展，关于 PHA 的微生物合成也

有了新的突破。本文介绍了近 30 年应用代谢工程

技术拓展 PHA 的多样性、改造 PHA 合成相关通

路、提高 PHA 合成效率、进行 PHA 的低成本生

产等方面的进展，重点介绍以嗜盐单胞菌为底盘

的“下一代工业生物技术”并提出展望。 

1  PHA 多样性及合成途径 

1.1  PHA 的单体组成及分类 

自 20 世纪 20 年代首次在微生物细胞内发现

PHB (聚 3-羟基丁酸，最常见的 PHA) 以来[6]，不

断有新的 PHA 在不同的微生物菌体中被合成出

来，目前已有超过 150 种 PHA 被研究报道[7]。PHA

化学本质上是一种高分子聚酯，在细胞体内 PHA

聚合酶 (PhaC) 的催化下，一定碳链长度的羟基

脂肪酸相互连接形成酯键，最终形成不同类型、

不同分子量的 PHA 聚酯[8]。 

根据组成单体碳链长度的不同，PHA 可以分

为短链 PHA (Short chain length PHA，SCL PHA)

和中长链 PHA (Medium chain length PHA，MCL 

PHA)，其中短链 PHA 的单体碳链长度一般为    

3–5，而中长链 PHA 的单体碳链长度在 6–14 之间。

一般来说，天然微生物只能积累 SCL PHA 或 MCL 

PHA 中的一类。 

根据组成单体种类的多少，PHA 可以分为均

聚物 (Homopolymer) 和共聚物 (Copolymer)，后者

可进一步细分为随机共聚物 (Random copolymer) 

和嵌段共聚物 (Block copolymer)。 

此外，由于 PHA 单体的侧链 R 基团十分多

样，理论上可以引入具有双键或三键、卤素、氨

基、苯环等功能基团的单体[9-10]，而这些基团又

允许通过后期无限可能性的化学修饰增加新的官

能团，形成所谓的“功能 PHA”。功能 PHA 能够改

善材料性能，并带来诸如温敏、光敏、pH 值调节
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等特殊材料功能[11-14]。 

因此，取决于 PHA 的单体种类及比例、聚合

形式、侧链基团、分子量等，形成了丰富的 PHA

结构，由此带来了材料性能上的多样性，包括 PHA

热力学性能、生物相容性和生物可降解性及其他

性能，拥有广阔的应用前景。 

PHA 的结构通式、多样性示意见图 1。 

1.2  PHA 的生物合成途径 

微生物合成的 PHA 在很大程度上依赖于所

供给的碳源，简单地说，这些碳源可以分为相关

碳源和非相关碳源两类。PHA 生物合成过程中有

多条代谢途径能够合成羟基脂酰辅酶 A 单体，这

些途径又与体内的中心代谢途径相耦联，形成一

个巨大的代谢网络。不同细菌利用的碳源不同，

所使用的 PHA 合成途径不同，合成 PHA 的种类

也不同，这种差异与特定微生物中起作用的代谢

途径有关。 

目前，在自然条件下细菌中已经报道的 PHA

单体的合成途径一共有 14 种[9]。其中，最常见也

是代谢工程改造研究最为成熟的，是与 SCL PHA

合成相关的乙酰辅酶 A 直接合成 PHB 途径，以

及与 MCL PHA 合成相关的 β 氧化循环途径和脂

肪酸从头合成途径 (图 2)。 

2  代谢工程技术在 PHA 生产中的应用 

2.1  生物代谢通路的基因编辑工具 

精确的基因编辑技术使研究者可以根据需求

对基因特定位点进行改造，从而在基因水平上对

代谢通路进行调节。20 世纪 90 年代，研究人员

将可以特异性识别三联碱基对的锌指蛋白与核酸

酶 FokⅠ进行偶联，开发出了锌指蛋白核酸酶技术 

(Zinc finger nucleases，ZFNs)。但因其识别的 DNA

序列数量有限，很大程度上也被限制了应用[18-19]。

随后，根据改造的黄单胞菌属的 TAL 蛋白可以

特异性识别 DNA 中一个碱基的特点，研究人员

又开发出了类转录激活因子效应物核酸酶技术 

 

 
 
图 1  PHA 结构通式及多样性 
Fig. 1  General molecular formula and PHA diversity. 
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图 2  PHA 的主要生物合成途径[6,15-17] (PhaA：-酮基硫解酶 (-ketothiolase)；PhaB：NADPH/NADH 依赖型乙

酰乙酰辅酶 A 还原酶  (NADPH/NADH-dependent acetoacetyl-CoA reductase)：PhaC：PHA 聚合酶  (PHA 

synthase)；PhaG：3-羟基脂酰-ACP:CoA 酰基转移酶 (3-hydroxyacyl-ACP:CoA transacylase)；PhaJ：(R)-烯脂

酰辅酶 A 水合酶 [(R)-enoyl-CoA hydratase]；FabG：3-酮脂酰-ACP 还原酶 (3-ketoacyl-ACP reductase)) 
Fig. 2  Main PHA biosynthetic pathways[6,15-17]. 
 
(Transcription activator-like effector nucleases，

TALENs)。此技术理论上可以对任意基因序列进

行编辑，但因其操作较为烦琐，应用同样受到了

限制[19-20]。近年来，随着成簇规律间隔短回文重

复序列 /成簇规律间隔短回文重复序列关联蛋白

(Clustered regulatory interspaced short palindromic 

repeats/CRISPR-associated protein，CRISPR/Cas)

的发现，基因编辑技术有了重要突破[21-22]。CRISPR/Cas 

是细菌和古菌中普遍存在的天然免疫系统，研究人

员对其加以利用，开发出新一代基因编辑技术

CRISPR/Cas9，可对靶向基因位点进行剪切[23-24]。

与之前的技术相比，CRISPR/Cas9 更加灵活、高

效、廉价且操作简便。基于 CRISPR/Cas9 开发出

的 CRISPRi (CRISPR interference) 和 CRISPRa 

(CRISPR activation) 技术可以在不改变 DNA 的

情况下可逆地抑制或上调基因表达，大大扩展了
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CRISPR/Cas9 工具箱[25-26]。 

将各种技术结合使用可以满足多种基因调节

需求，为研究带来极大的便利。这些基因编辑工

具已经在调节 PHA 相关代谢通路、导入外源代谢

途径、改变细胞形态等各方面发挥出巨大的作用，

为增强 PHA 生产助力[27]。 

2.2  代谢工程增强 PHA 生产 

2.2.1  代谢流调控增加 PHA 产量 

在生物获取的物质和能量一定的情况下，将

这些物质和能量更多地引向 PHA 相关通路，理论

上可以积累更多的 PHA。在 PHA 发现之初，研

究者就通过控制培养条件对 PHA 的合成、降解等

特性进行研究，以求得到更高的产率[28-31]。而后

通过提供不同的前体在多种细菌中发现了不同种

类的 PHA[32]。直到 1989 年在罗氏真氧菌 Ralstonia 

eutropha 中首次鉴定了 PHA 生物合成操纵子

phaCAB，自此开始了针对 phaCAB 等 PHA 合成

相关基因的调控[33-34]。 

PHA合成相关基因稳定的强表达对于把底物

引向 PHA 合成方向、提高底物转化率从而增加

PHA 积累是至关重要的，其中又以 PHA 聚合酶

PhaC 最为关键。PhaC 决定着合成的 PHA 的诸多

特性，包括产率、单体类型和组成、分子量及多

分散性[35]。为增强 PhaC 的活性和改变底物特异

性，研究人员已经在 PhaC 的编辑上进行了很多

研究。在近年 PhaC 的晶体结构被解析之前[36-38]，

编辑 PhaC 的方法主要依赖于随机诱变和筛选以

及基于序列同源性的结构预测[39-41]。例如，通过

对假单胞菌 Pseudomonas sp. 61-3 的随机诱变和

筛选，研究者发现 Glu130、Ser325、Ser477 和

Gln481 是决定 PhaC 底物特异性和活性的重要残

基。与野生型相比，Glu130Asp、Ser325Thr、

Ser477Gly 和 Gln481Lys 的突变体有更强的聚合

活性，可以使 PHB 产量增加 400 倍[42-44]。 

之后又开发出了很多方法调控 PHA 合成相

关基因的表达。比如将大肠杆菌 Escherichia coli 

JM109 基因组上 phaCAB 的拷贝数从 11 增加至

50，可以使 PHB 积累量从 0.1 g/L 增加至 1.30 g/L。

这项实验结果表明，更高的 PHA 合成基因拷贝数

可带来更高的 PHA 产量[45]。此外还可以用强诱导

转录系统过表达 PHA 合成基因，研究人员开发了

一种由噬菌体聚合酶衍生的类 T7 诱导系统，实验

表明该系统在诱导后有较强的转录活性[46]。在盐

单胞菌 Halomonas bluephagenesis 的基因组上整

合该类 T7 启动子驱动的 phaCAB 基因，诱导 44 h

后，PHA 产量达到了 69 g/L，而同样条件下野生

型只积累了 50 g/L PHA。 

插入或删除基因也是一种增强 PHA 生产的

常用策略，但是这种方法往往只注重局部的通路

设计而忽略对细胞生长产生的不利影响。在现代

计算机技术的帮助下，结合代谢流建模对细菌生

产途径进行电脑模拟有助于设计和优化通路以达

到最优的产品生产[47]。例如，现在已经建立了恶

臭假单胞菌 Pseudomonas putida 代谢流的电脑模

拟模型，用于预测底物向 PHA 合成酶及前体转化

的最佳流量。初步的模拟分析显示，敲除葡萄糖

脱氢酶(Gcd) 的菌株与野生型相比，PHA 积累量

可增加 100%。在实验中，敲除 Gcd 的 P. putida

表现出了更高的 PHA 产量 (+80%) 和胞内 PHA

含量 (+50%)，同时生成的副产物也更少，而且细

菌生长几乎没有受到影响。这样构建的重组菌在

所有工业生产相关评价标准下都是最优的[48]。同

样地，根据初步模型预测，P. putida KT2440 中过

表达丙酮酸脱氢酶亚基 (AcoA) 的同时敲除 Gcd

可以使 PHA 产量增加 120%，实际实验中 PHA 产

量增加了 121%[47]。 

2.2.2  构建重组通路利用廉价原料生产 PHA 

得益于近几十年来在生物化学和分子生物学领

域对 PHA 生物合成愈加透彻的理解，以及对许多细

菌中 PHA 合成基因的成功克隆，多种细菌通过代谢

工程改造成为了高性价比的 PHA 生产平台。其中

最具有代表性的例子就是带有来源于 R. eutropha 的 
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phaCAB 操纵子的 E. coli，这种改良的 E. coli 拥

有能与原始 R. eutropha 相媲美的高 PHB 产量和

产率 [49-51]。通过导入适合的 PhaC，E. coli、      

R. eutropha、Pseudomonas sp.等菌种还可被用来

更高效地生产 SCL-co-MCL PHA[52-55]。除细菌

外，酵母和一些植物也被成功改造，可进行 PHA

生产[56-57]。 

同时构建重组代谢通路避免使用昂贵的相关

碳源也是利用代谢工程降低 PHA 生产成本的重

要思路。例如，最初聚 3-羟基丁酸-3-羟基戊酸

(PHBV) 生产需要添加丙酸或戊酸钠生成 3HV 的

中间体丙酰辅酶 A[58-59]，为了避免使用这些高价

格的前体，研究人员构建了通过 α-酮丁酸和甲基

丙二酰辅酶 A 生产丙酰辅酶 A 的通路，以用更廉

价的非相关碳源生产 PHBV[60-62]。类似地，生产

聚 3-羟基丁酸-4-羟基丁酸 (P34HB) 通常需要使

用 γ-丁内酯或丁酸[59,63]，作为更经济的选择，可

以利用克氏梭菌 Clostridium kluyveri 的琥珀酸半

醛脱氢酶 (SucD) 和 4HB 脱氢酶 (4HbD) 从葡

萄糖生产 4HB[64-65]。通过导入编码 β-呋喃果糖苷

酶的 sacC 基因，可在 R. eutropha NCIMB11599

和 R. eutropha 437-540 中构建蔗糖利用通路。β-呋

喃果糖苷酶被分泌到培养基中，将蔗糖水解为葡

萄糖和果糖以供细胞生长。在含 20 g/L 蔗糖的无

氮培养基中生长的 R. eutropha NCIMB11599 可获

得占细胞干重 73%的 PHB[66]。 

此外还有许多利用菌种独特代谢通路使用各

种廉价原料进行 PHA 生产以求降低成本的研究，

比如蔗糖蜜、木薯和玉米淀粉、木质纤维素水解

物、乳清以及废弃物中提取的碳源等[59,67-71]。近

年来也出现了很多针对利用气体碳源如 CO、

CO2、CH4 等生产 PHA 的研究，例如甲烷氧化菌

Methylosinus trichosporium、R. eutropha、聚球菌

Synechococcus sp. 等一系列天然 PHA 生产菌都有

以气体一碳底物作为碳源生产 PHA 的能力[72-74]。 

2.2.3  改造 β 氧化途径利用脂肪酸高效合成不同

链长 PHA 

β氧化途径是 PHA合成的 3条主要途径之一，

选用脂肪酸作为底物来提供短链和中长链单体生

产 PHA 是经常采取的方法[75-79]，对 β氧化途径进

行改造对于促进 MCL PHA 或短中长链共聚 PHA 

(SCL-co-MCL PHA) 的合成具有重要意义。在

1994 年首次报道了豚鼠气单胞菌 Aeromonas 

caviae 能利用烷酸和油生产聚 3-羟基丁酸-3-羟基

己酸 (PHBHHx) 的随机共聚物[80]。β氧化是这个

过程中的主要通路，脂酰辅酶 A 脱氢酶 (FadE) 

催化脂酰辅酶 A 生成烯酰辅酶 A 的反应是 β氧化

过程中的限速步骤。有研究表明，在 E. coli 中过

表达 FadE 可以使烯酰辅酶 A 的量增多，再表达

PhaJ 和 PhaC 可以使重组菌积累更多的 PHA[81]。 

然而在 β 氧化过程中细胞可能会将大部分脂

肪酸转化为乙酰辅酶 A 用于细胞生长，从而将昂

贵的脂肪酸浪费在能用葡萄糖等廉价底物生产的

乙酰辅酶 A 上[64-65,82]。因为 β氧化的存在，脂肪

酸转化为 PHA 的效率低，导致 MCL PHA 生产成

本升高。因此，改造 β氧化途径也是提高 PHA 生

产效率的一种可行策略。 

敲除 P. putida 或嗜虫假单胞菌 Pseudomonas 

entomophila 内 β氧化途径中 3-羟基脂酰辅酶 A 脱

氢酶 (FadB) 及 3-酮脂酰辅酶 A 硫解酶 (FadA)

可以使大多数脂肪酸转变成 3-羟基脂酰辅酶 A 用

于合成 PHA，而不是被氧化成乙酰辅酶 A，从而

显著提高底物到 MCL PHA 的转化率[82-85]。据报

道，部分敲除 β 氧化途径或者利用丙烯酸抑制   

β 氧化可以获得与底物添加脂肪酸链长相同或更

长的单体，底物中各种脂肪酸的比例还可以影响

PHA的组成成分[85-86]。部分敲除 β氧化的 P. putida 

KT2442 可作为可控的 PHA 生产平台，通过添加

预定比例的脂肪酸精确调节 PHA 的单体比例，并

以此合成了随机和嵌段共聚物聚 3-羟基丁酸-3-羟

基己酸 [P(3HB-co-3HHx)]，单体组成和材料性能
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稳定[87-88]。类似地，通过部分敲除 β 氧化途径和

导入乙酰辅酶 A 直接合成 PHB 途径，重组      

P. entomophila LAC32 被成功开发成 SCL-co-MCL 

PHA 的合成平台，并合成了聚 3-羟基丁酸-3-羟基

癸酸 [P(3HB-co-3HD)]、聚 3-羟基丁酸-3-羟基十

二酸  [P(3HB-co-3HDD)] 等多种新型 PHA[89]。

Pseudomonas spp.脂肪酸氧化突变体还可以生成

包含 3-羟基己酸 (3HHx)、3-羟基辛酸 (3HO)、

3-羟基癸酸 (3HD) 和 3-羟基十二酸 (3HDD) 的

均聚、无规共聚或嵌段共聚的中链 PHA[10]。但值

得注意的是，只使用脂肪酸培养的 β氧化缺陷菌可

能会生长缓慢或只积累少量的 MCL PHA[86,90-91]。 

2.2.4  设计引入新通路生产非天然 PHA 

以各种经过充分研究的通路作为基础，可以

从目的产物出发设计构建新的生产通路。例如，

乳酸和乙醇酸的共聚物 (PLGA) 是一种应用广

泛的可生物降解、高生物相容性的医用聚合物。

在导入了新月柄杆菌 Caulobacter crescentus 的 

 

 
 
图 3  敲除部分 β氧化以增强 PHA 生产[82] (Acyl-CoA： 

脂酰辅酶 A ； Enoyl-CoA ：烯酰辅酶 A ； (S)-3- 

hydroxyacyl-CoA：(S)-3-羟基脂酰辅酶 A；3-ketoacyl- 

CoA：3-酮脂酰辅酶 A；(R)-3-hydroxyacyl-CoA：(R)-3-

羟基脂酰辅酶 A) 
Fig. 3  Deleting β-oxidation related genes for enhanced 
PHA production[82]. 

Dahms 途径并敲除了磷酸烯醇式丙酮酸-糖磷酸

转移酶系统中葡萄糖转运体亚基 (PtsG) 后，重

组 E. coli 可以以木糖为原料生产乙醇酸。这种   

E. coli 可以同时利用葡萄糖生产乳酸并用木糖生

产乙醇酸。之后用一种进化的丙酰辅酶 A 转移酶

将乳酸和乙醇酸在体内转化为 CoA 中间体。最后

利用进化的 PHA 聚合酶将这些 CoA 中间体聚合

成 PLGA[92]。如图 4 所示，用相似的方法还合成

了聚 2-羟基丁酸 -3-羟基丁酸、聚乳酸 -羟基乙   

酸-3-羟基丁酸-4-羟基丁酸等多种聚合物，以及一

些芳香族聚酯[93-97]。通过编辑 L-苯丙氨酸生物合

成途径，可以使 E. coli 利用葡萄糖有效生产含苯

乳酸(PhLA) 的聚合物。在这条通路中，磷酸烯醇

式丙酮酸 (PEP) 和赤藓糖-4-磷酸 (E4P) 依次转

化为 3-脱氧-D-阿拉伯庚酮糖酸-7-磷酸 (DAHP)、

预苯酸、苯丙酮酸、PhLA、PhLA-CoA[97-98]；同

时构建了由 L-苯丙氨酸合成肉桂酰辅酶 A 的通

路，作为辅酶 A 的供体[97]。 

3  PHA 的低成本生产 

经过近 30 年的产业化探索，PHA 的大规模

应用仍然面临困难。相较于传统石油基塑料制

品，PHA 严重受制于它高昂的生产成本。为降低

PHA 的生产成本，从而提升其在材料市场上的竞

争力，近年来，研究人员在运用代谢工程技术改

造 PHA 生产菌株以简化下游加工过程上取得了

一些新进展。 

3.1  形态学工程 

工业生物技术通常涉及在大型发酵罐中进行

微生物发酵，然后进行下游加工处理，即从发酵

培养液中分离出微生物生物质，再分离提取胞内

产物或上清液产物。而实现分离通常需要昂贵且

耗能大的连续离心、微过滤或费时的重力沉淀等。 

PHA的生产成本高昂的一个重要因素就是细

菌细胞及胞内产物 PHA 的下游加工过程花费较

高。由于大多数菌株细胞的大小在 0.5–2.0 μm 之 
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图 4  引入新通路构建多种单体 PHA 生产途径[93-96] ((R)-citramalate：(R)-柠苹酸；2-ketobutyrate：2-酮丁酸；

2-hydroxybutyrate-CoA：2-羟基丁酰辅酶 A；3-hydroxybutyrate-CoA：3-羟基丁酰辅酶 A；Citrate：柠檬酸；

Succinyl-CoA：琥珀酰辅酶 A；Succinate：琥珀酸；4-hydroxybutyrate-CoA：4-羟基丁酰辅酶 A；Lactate：乳

酸；Lactyl-CoA：乳酰辅酶 A；Xylose：木糖；Xylonolactone：木糖酸内酯；Xylonate：木糖酸；2-keto-3-deoxy-xylonate：

2-酮基-3-脱氧木糖酸；Glycolaldehyde：乙醇醛；Glycolate：乙醇酸；Glycolyl-CoA：羟乙酰辅酶 A) 
Fig. 4  Introducing new pathways to produce PHA with various monomers[93-96]. 

 
间，较小的细胞不仅增加了细菌生物量与培养液的

分离难度，同时也限制了每个细胞中 PHA 颗粒的

储存量。通过形态学工程改造 PHA 生产菌株，有

助于提供更大的细胞空间来积累 PHA 颗粒；还有

助于加速细胞沉淀，使细菌细胞易于通过重力与培

养液分离，从而有效降低 PHA 的生产成本[99-101]。 

细胞的形态受许多基因调控影响，包括细胞

壁装配相关基因 mreB (编码细胞骨架肌动蛋白

MreB) 、 mreC ( 编码杆状细胞形状决定蛋白

MreC) 、 mreD ( 编码杆状细胞形状决定蛋白

MreD)、rodZ (编码细胞骨架蛋白 RodZ)、rodA (编

码杆状细胞形状决定蛋白 RodA)、pbp2 (编码青霉

素结合蛋白 PBP2)、pbp3 (编码青霉素结合蛋白

PBP3)、细胞分裂相关基因 ftsZ (编码细胞分裂蛋

白 FtsZ)、ftsA (编码细胞分裂蛋白 FtsA)、sulA (编

码细胞分裂抑制蛋白 SulA)、minC (编码 Z 环定位

蛋白 MinC) 和 minD (编码 Z 环定位蛋白 MinD)

等[102]。在这些基因中，已在大肠杆菌或嗜盐菌中

成功操作 mreB、ftsZ、sulA、minC 和 minD 基因

来改造细胞形态，简化下游生物加工过程。 

SulA 是一种细胞分离抑制蛋白，当与细胞分

裂的 Z 环相互作用时，SulA 的过表达会阻止细胞

分裂，从而将正常的杆状大肠杆菌转变成丝状细

胞[103]。丝状化增加了细胞体积，为 PHA 颗粒的

积累提供了更多空间  (图 5)。相比于野生型     

E. coli，过表达 SulA 抑制 Z 环形成的丝状细胞能

够比野生型多储存 27%的 PHB[101]。 

MreB 是一种细菌细胞骨架肌动蛋白，用以维

持许多细菌的杆状形态[104]，也被认为是用于扩大

细胞体积的合适靶标。当在 mreB 缺失突变体中回

补表达 mreB 后，细胞形态变为更大的球形，并且

观测到在重组大肠杆菌中 PHB 的积累量可增加

100%以上[99]。 

由 MinD 募集到细胞极的 MinC 是与 FtsZ 相互

作用以抑制 Z 环组装的蛋白质[105]。类似于 SulA 诱

导大肠杆菌丝状细胞的形成，在 H. bluephagenesis 
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图 5  过表达 SulA/MinCD 导致细胞丝状生长[102] 
Fig. 5  Overexpression of SulA/MinCD leads to filamentary growth[102]. 

 
TD08 的生长静止期中，过表达 MinCD 抑制剂可

诱导产生丝状细胞 (图 5)，使 PHA 含量从 69%增

至 82%[106]。并且观测到细胞形成了数百微米的相

互缠绕的纤维网络，其中较短的细胞在重力作用

下一起包装和沉淀，与正常的离心分离相比，可

以更轻松地将细胞从培养液中分离出来，这大大

简化了生物质的下游加工过程 [106]。此外，当

MinCD 在敲除了 PHA 颗粒相关蛋白 (PhaP) 的

H. bluephagenesis 菌株中过表达时，观测到最大

可积累的 PHA 颗粒大小达 10 μm[100]。 

3.2  自絮凝 

生物自絮凝是指某些微生物自发展现出受控

聚集的能力，形成大量且高度致密的细胞絮凝物，

从而降低从培养基中回收生物质的难度，有利于

实现简单经济的下游处理[107-108]。例如，当删除

了盐单胞菌 Halomonas campaniensis LS21 编码电

子转移链中两个电子转移黄素蛋白亚基的 etf 操

纵子后，细胞表面电荷减少和细胞疏水性增加，

细胞趋于自絮凝；在停止搅拌和通气后，大多数

细胞迅速絮凝并沉淀至生物反应器的底部，整个

过程持续不到 1 min 且没有能量消耗，从而减少

了下游分离的能量消耗[109]。此外，自絮凝还拥有

诸如发酵培养基循环再使用等其他优点。收集完

沉淀的细胞团后，无需灭菌或接种，培养基上清

液即可再次使用；无废水发酵工艺可以至少循环

运行 4 次而不产生废水[109]。 

4  下一代工业生物技术 (Next generation 

industrial biotechnology，NGIB) 

4.1  现代工业生物技术面临的问题 

随着分子生物学、生物化学和合成生物学的

快速发展，工业生物技术已经发展成为生产化学

品和材料更有效的手段。然而，与化学工业相比，

目前的工业生物技术在生产化学品、材料和生物 
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表 1  近 30 年来代谢工程在 PHA 微生物合成中的主要研究进展 
Table 1  Advances in metabolic engineering of PHA microorganism biosynthesis in recent 30 years 
Years Types Manipulations Effects Microorganisms References
1988 Constructing 

recombinant 
pathways 

+phaCAB operon from  
R. eutropha 

Producing PHA in E. coli E. coli [50] 

1997  +sucD and 4hbD from 
Clostridium kluyveri 

Producing P34HB from glucose E. coli [64] 

2002  +Acinetobacter phaBCA and 
E. coli sbm and ygfG, ΔprpC

Producing PHBV with significant HV 
incorporation from glycerol 

Salmonella 
enterica 

[60] 

2014  +E. coli poxB L253F V380A, 
R. eutropha prpE, phaCABRe, 
ΔprpC ΔscpC 

Producing P(3HB-co-5.5 mol% 3HV) 
from glucose 

E. coli [61] 

2014  Introducing sacC to construct 
sucrose utilization pathway 

Producing 73 wt% PHB from nitrogen 
free medium containing 20 g/L sucrose

R. eutropha  [66] 

2004 Flux tuning for 
higher PHA 
accumulation 

+phaABRe, phaJ4Pa, position 
325 and 481 mutated 
PhaC1Ps 

Accumulated more P(3HB-co-3HA) E. coli [42] 

2005  +phbABRe, phaJ4Pa, phaC1Ps 
E130D 

Accumulating 10-fold higher PHB 
from glucose; producing more 
P(3HB-co-3HA) copolymer grown  
on dodecanoate 

E. coli [43] 

2006  +phaABRe, phaJ4Pa, phaC1Ps 
S477R 

Shifting in substrate specificity to 
smaller monomers containing a  
3HB unit 

E. coli [44] 

2014  Pathway design guided by 
modeling simulation 

An increase of 121% PHA 
accumulation 

P. putida [47] 

2015  Increasing the copy number 
of phaCAB 

Enhancing PHB accumulation from 
0.1 g/L to 1.30 g/L 

E. coli [45] 

2017  Overexpressing phaCAB by 
T7-like promoter 

Enhancing PHB accumulation from 
50 g/L to 69 g/L 

H. bluephagenesis [46] 

1998 Modification of 
β-oxidation 
pathway 

+phaC1 from P. aeruginosa 
in fadR deletion mutant, 
adding acrylic acid 

Accumulating 60 wt% PHA from 
decanoate 

E. coli [86] 

2009  ΔfadBA Producing PHA with 71 wt% P3HHp 
from heptanoate 

P. putida [83] 

2010  +fadE and phaC Improved PHA production E. coli [81] 
2010 ΔfadBA ΔfadB2x ΔfadAx 

ΔPP2047 ΔPP2048 ΔphaG
Producing PHD or P(3HB-co-84 mol% 
3HDD) from decanoic acid or 
dodecanoic acid 

P. putida [85] 

2011  ΔfadBA ΔPSEEN 0664 
ΔPSEEN 2543 

Producing 90 wt% PHA with 99 mol% 
3HDD 

P. entomophila [82] 

2018  ΔfadBA ΔPSEEN 0664 
ΔPSEEN 4635 ΔPSEEN 
4636 ΔphaG 
ΔphaC1-phaZ-phaC2 

Producing novel SCL-co-MCL PHA 
including P(3HB-co-3HD), 
P(3HB-co-3HDD) and 
P(3HB-co-3H9D) 

P. entomophila [89] 

2012 Producing 
non-natural 
polyesters 

ΔldhA, +phaC1437, pct540, 
cimA3.7, leuBCD, panE from 
Lactococcus lactis Il1403 and 
phaAB from R. eutropha 

Producing P(2HB-co-3HB-co-LA) 
with small amounts of 2HB and LA 
monomers from glucose 

E. coli [93] 

2016  Introducing Dahms pathway 
in ptsG deletion mutant 

Producing PLGA from glucose and 
xylose 

E. coli [92] 

2016  +ilvBNmut, ilvCD, panE, 
pct540 and phaC1437 

Producing PHA containing 
2-hydroxyisovalerate 

E. coli [94] 

     (待续)
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     (续表 1)

Years Types Manipulations Effects Microorganisms References
2017  Δsad ΔgabD ΔglcD, 

+p68pcH5Z and 
pMCS-ycdW-aceAK 

Producing 
P(GA-co-LA-co-3HB-co-4HB) from 
glucose 

E. coli [96] 

2018  Manipulating 
L-phenylalanine 
biosynthesis pathway 

Producing PhLA-containing 
polyesters 

E. coli [97–98] 

1993 Morphology 
engineering 

+ftsZ Accelerating cell division, high cell 
density with 127 g/L PHB 

E. coli [103] 

2014  +sulA Filamentary cells, PHB storage 
increased by 27% compared to wild 
type 

E. coli [101] 

2014  +minCD Filamentary cells, enhancing PHA 
content from 69% to 82% 

H. bluephagenesis [106] 

2015  +mreB in mreB deletion 
mutant 

Larger spherical cells, an increase of 
over 100% PHB accumulation 

E. coli [99] 

2019  +minCD in phaP deletion 
mutant 

Accumulating PHA granules up to  
10 μm 

H. bluephagenesis [100] 

2018 Self-flocculation Δetf Most cells rapidly flocculate and 
precipitate to the bottom in less than 
1 min 

H. bluephagenesis [109] 

 

燃料等方面仍然存在生产成本较高、竞争力不足

的问题。工业生物技术需要通过微生物的大规模

发酵培养生产产品，因此在发酵过程中，如何廉

价高效地避免杂菌污染是长久以来人们关注的重

点。发酵过程中一旦沾染了杂菌，轻则降低物料

利用率和产物收率，严重时则必须从头开始生产

流程，带来极大的经济损失。在生产前对发酵设

备进行灭菌处理是现在普遍采取的方法，然而这

些方法也带来了不可忽视的高能耗成本，同时依

然无法完全规避杂菌污染风险。因此必须进一步

发展“下一代工业生物技术”，以更少的淡水消耗、

节能和持久的开放式发酵为基础，克服目前工业

生物技术的缺点，将目前的工业生物技术转化为

具有竞争力的工艺。其中，以抗污染的极端微生

物作为代谢改造及发酵培养的底盘菌株将会是

NGIB 成功的关键。 

4.2  基于极端微生物的 NGIB 及其优势 

极端微生物可以在大多数微生物都无法增殖

的苛刻条件下 (诸如极端 pH、极端温度或高渗透

压) 生长，正因如此，它们在发酵过程中对杂菌

有更强的抵抗能力。选择在极端条件下生长良好

的稳健菌株作为底盘菌，并通过代谢工程导入新的

通路或添加新的基因元件，可以使这种能力进一步

增强，使其适合开放连续式的大规模发酵生产。 

以 PHA 生产为例，结合多种生物工程技术，

可以将极端微生物开发成优秀的 PHA 生产底盘菌，

这不仅将简化生产流程也会显著降低 PHA 生产成

本。嗜盐单胞菌H. bluephagenesis和H. campaniensis

就是其中两个很好的例子，其能够在高盐浓度、

高 pH 条件下快速生长，使得它们拥有其他微生

物难能媲美的抗污染能力。据报道嗜盐菌在未经灭

菌的海水培养基中可以持续开放发酵至少两个月

而不被杂菌污染[110]。野生型 H. bluephagenesis

能在 pH 8.0–9.0 含有 60 g/L NaCl 的葡萄糖培养

基中快速生长并积累高达细胞干重 80%以上的

PHA[111]。极端嗜盐古菌 Natrinema ajinwuensis 

RM-G10 也能在 pH 7.0 的 200 g/L NaCl 组成的高

盐培养基中积累 60%以上的 PHA[112]。除嗜盐菌

外，嗜热菌也被用作生产 PHA 的经济宿主。例如，

嗜热的沙氏芽孢杆菌 Bacillus shackletonii K5 菌

株可以在 45 ℃和 pH 7.0 条件下合成高达其细胞

干重 73% (9.76 g/L) 的 PHB[113]。 
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4.3  对基于极端微生物的 NGIB 进行的代谢改造 

下面将以 H. bluephagenesis 为例，分享改造

NGIB 菌株的经验，希望能起到抛砖引玉的作用。 

从 新 疆 艾 丁 湖 分 离 出 的 中 度 嗜 盐 菌       

H. bluephagenesis 可以在高盐浓度、高 pH 的含葡

萄糖矿质培养基中快速生长并能利用多种碳源积

累丰富的 PHB。Zhao 等在 H. bluephagenesis 基因

组上整合了类 T7 表达系统调控 phaCAB 基因，显

著增强了 phaCAB 的转录，提高了 PHB 产量[46]。

Qin 等在 H. bluephagenesis 中构建及优化了

CRISPR/Cas9 和 CRISPRi 系统，为高效基因组编

辑奠定了基础[114]。Ling 等通过阻断电子传递途径

改变了 H. bluephagenesis 中 NADH 和 NAD+的比

例，增加了 PHB 的积累[115]。此外 H. bluephagenesis

还被改造为能生产 P34HB、PHBV 等 PHA 的底盘

菌，Ye 等在 H. bluephagenesis 中构建两条 4HB

合成途径的同时敲除了与 4HB竞争的琥珀酸半醛

脱氢酶，以葡萄糖为单一碳源在 7 L 发酵罐中非

无菌开放发酵 60 h 得到了干重 26.3 g/L 的菌体和

占干重的 60.5%的 P34HB，其中 4HB 摩尔比为

17.04%[116]。尹进等插入甲基丙二酰辅酶 A 变位酶

和脱羧酶 (ScpAB)，并敲除了 2-甲基柠檬酸合成

酶 (PrpC) 后获得了能以葡萄糖为单一碳源稳定

生产 3HV 含量为 5–12 mol%的 PHBV 的菌株[45]。 

4.4  NGIB 面对的挑战 

尽管嗜盐菌已被设计成为 PHA 生产菌，其依

然存在一些有待解决的问题，比如高盐造成的钢

制设备锈蚀、诱导系统成本高、高盐废水处理和

基因操作不便等问题 [117-118]。借助合成生物学和

代谢工程技术，部分阻碍嗜盐菌进一步工业开发

的问题得到了一定的缓解，比如 H. bluephagenesis

适应高 pH 环境 (pH>8.5)，而在这样的碱性条件

下钢制品耐锈蚀能力较强；多种诱导体系也逐步

引入菌株中以实现用温度、光线、pH 或溶氧等方

法实现低成本诱导[119-122]。相信在未来会有更多

问题得到解决，使 NGIB 得到更广泛的应用。 

5  总结与展望 

PHA因其具有良好的生物可降解性和生物相

容性，以及种类和性能的多样性，受到广泛关注。

随着越来越多的新型功能 PHA 被开发出来，PHA

的应用面将进一步扩大。然而生产成本和热力学

性能依然是制约 PHA 大规模生产和商业化的最

大难题。 

通过合成与系统生物学、代谢工程、下一代

生物工业技术等手段，以极端微生物作为 PHA 的

低成本生产平台菌株，可通过无需灭菌的开放式

连续发酵，大大简化生物制造过程。同时，利用

代谢工程和合成生物学技术对生产菌株进行改

造，使更多的代谢流转向 PHA 合成，可以提高底

物转向 PHA 的转化率；对菌株进行形态学、自絮

凝改造，可以简化 PHA 下游提纯加工流程，从而

大幅度降低 PHA 的生产成本。另一方面，还需要

不断开发能够改善 PHA性能的新单体 (及最优的

单体比例)、新结构和加工工艺等，使 PHA 热力

学性能可以接近甚至超越石油基塑料，进一步促

进 PHA 的应用与推广。 
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