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  摘要  聚-4-羟基丁酸 [ P( 4HB) ] 是由微生物在非平衡生长条件下胞内积累的高分子聚酯 , 具有高柔韧性、生物

相容性、生物可降解性、热塑性等特点。P( 4HB) 作为可吸收材料可用于制备医用可植入器件 , 如制备补片、心脏瓣

膜和人造血管等治疗心血管疾病 ; 制备手术缝合线 ; 制备软组织修复材料 ; 用于药物缓释体系。研究表明 , 生物发酵

合成的 P( 4HB) 是一种优良的医用生物材料。
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  聚羟基脂肪酸酯 ( PHA) 是一类由许多原核生

物在非平衡生长( 如缺氮、磷、氧、铁等) 条件下在细

胞内积累的碳源和能源贮存物质, 其在自然界中可

被微生物和酯酶、脂肪酶降解为二氧化碳和水, 并且

具有热可塑性、生物相容性、光学活性和压电特性等

特点。随着化学合成塑料大量废弃造成的环境污染

日益严重, PHA 被认为是替代常规塑料的理想材

料
[ 1 ]

。同时, PHA 作为一种新型生物工程材料, 在

医学、药学、精细化工中也极具应用前景。聚-4 -羟
基丁酸[ P( 4HB) ] 因具有独特优异的物理、力学、生

物相容和生物可吸收性能, 可以作为新型医用生物

材料开发为高附加值的医用产品而备受关注 [ 2 ] 。

近年来, 国内外对 P( 4HB) 的微生物合成及其作为

医用生物材料的应用研究比较活跃, 笔者介绍了这

方面的研究情况。

1 P( 4 HB) 的生物合成

S. Nakamura 等
[ 3 ] 首次将 4-羟基丁酸 ( 4HB) 单

体引入聚-3-羟基丁酸 [ P ( 3HB ) ] 中。 P ( 3HB ) 是

PHA 家族中最常见的一种, 包括真氧产碱杆菌、广

泛产碱菌、拜氏固氮菌、不动杆菌属、哈氏弧菌等在

内的许多细菌均可以在体内合成 P ( 3HB) , 其生物

合成途径也最清楚
[ 4 ]

。糖类底物经糖酵解产生乙

酰-CoA, 乙酰-CoA 经由三步反应合成 P( 3HB) 。第

一步, 由 β-酮基脂酰 CoA 硫解酶( 由 phaA 编码) 催

化两个乙酰-CoA 分子缩合产生乙酰乙酰 CoA; 第二

步, 由依赖于 NADPH 的乙酰乙酰 CoA 还原酶 ( 由

phaB 编码) 催化立体选择性反应, 将乙酰乙酰 CoA
转化为 ( R ) -3-羟基丁酸 CoA; 第三步, 依赖 PHA 聚

合酶( 由 phaC 编码) 将( R ) -3-羟基丁酸 CoA 单体聚

合产生 P( 3HB) , 同时释放一个分子的游离 CoA[ 5 ]
。

存在于这些细菌中的 PHA 聚合酶还能利用 4HB、3 -
羟基戊酸和 5-羟基戊酸作底物合成含相应单体组

分的 PHA。之后, 许多研究者在培养基中添加 4 HB
或相关化合物( 如 γ-丁内酯、1, 4-丁二醇、γ-氨基丁

酸等) , 利用不同微生物代谢能力产生 4HB-CoA, 获

得不同比例 4HB 单体的 P( 3HB-co-4HB) 共聚物或

纯合的 P( 4HB) , 但是野生细菌体内合成的P( 4 HB)
的分子量小于 5×105 g / mol。研究发现

[ 6 - 7 ] , 将 PHA
合成基因导入大肠杆菌, 重组大肠杆菌体内积累的

PHA, 其分子量较野生型细菌体内 PHA 有显著的提

高, 含 4HB 的 P( 3HB-co-4HB) 的分子量可达 4×106

g / mol。这可能是由于大肠杆菌中不存在降解 PHA
系统的缘故。

H. E. Valentin 等
[ 7 ]

将谷氨酸脱羧酶, 谷氨酸琥

珀酸半缩醛转氨基酶、4-羟基丁酸脱氢酶、乙 酰

CoA、4-羟基丁酸 CoA 转移酶构建到一个重组质粒

上, 与含有 phaA、phaB、phaC 的重组质粒共转化大

肠杆菌。重组大肠杆菌可以利用γ-氨基丁酸或谷

氨酸合成 P ( 3HB-co-4HB) 。为了利用类黄色产氢

噬胞菌合成不含 3 HB 组分的纯合 P( 4HB) , M. H.
Choi 等

[ 8 ] 开发设计出三阶段培养法。第一阶段, 用

丰富培养基促进细胞生长获得最大细胞生物量, 细

胞内仅合成少量的 P( 3HB) ; 第二阶段, 在限氮合成

培养 基 中 添 加γ-丁 内 酯 为 底 物, 菌 体 只 合 成

P( 4HB) ; 第三阶段, 在含γ-丁内酯的氮足量合成培

养基中继续培养, 菌体内少量的 P ( 3 HB ) 被胞内

PHA 解聚酶降解, 而 P( 4HB) 被完整保留, 因此获得

纯合的 P ( 4HB ) 。携带克氏梭菌中编码 4HB-CoA
转移酶的基因 orfZ 和真氧产碱杆菌 H16 中 phaC 的

重组大肠杆菌 XL - Blue 在含葡萄糖和 4-HB 两种

底物的培养基中培养时, 菌 体内 可以 合成 纯合 的
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P ( 4HB) , 其占菌体干重的比例可达到 40 . 8% 。

Song Shuishan 等 [ 1 - 2 ] 在 20 L 规模的发酵罐中批量

生产了 P( 4HB) 。但由于微生物合成 P( 4HB) 所需

的前 体 化 合 物, 尤 其 是 4 HB, 价 格 昂 贵, 造 成

P( 4HB) 的生产成本过高。宋水山等
[ 9 ]

构建了含从

TCA 中间代谢物到 4HB-CoA 代谢途径的有关基因

和 PHA 聚合酶基因的重组质粒, 其转化大肠杆菌 ,
该重组大肠杆菌可以利用葡萄糖为唯一碳源合成纯

合的 P( 4HB) , 培养基中不需要添加 4 HB 或其相关

化合物, 大大降低了 P( 4 HB) 的生产成本。

在酿酒酵母细胞膜上发现存在 PHB, 但其合成

途径尚未完全阐明。早期研究显示 [ 1 0 ] , 在酿酒酵母

中表达上述细菌的 PHB 合成酶系, 可由乙酰 CoA 产

生 3 HB 单体, 进而聚合生成 P ( 3HB ) 。近来发现 ,
在酿酒酵母中也存在 P( 3 HB-co-4 HB) 的合成途径。

3HB 来源于 乙酰 CoA, 4HB 来源于 γ-氨 基丁 酸

( GABA) 。GABA 可由两个途径获得: 第一, 在培养

基中添加外源 GABA; 第二, 三羧酸循环中的 α-酮戊

二酸经谷氨酸脱氢酶催化生成谷氨酸, 再经谷氨酸

脱羧酶催化生成 GABA。P( 3HB-co-4 HB) 的合成经

三步完成: 第一步, GABA 由γ-氨基丁酸转氨基酶催

化生成丁二酸半醛; 第二步, 丁二酸半醛由 γ-羟基

丁酸脱氢酶催化还原反应生成 4HB; 第三步, 4 HB
单体和 3 HB 单体由 P( 3 HB-co-4HB) 合成酶催化聚

合反应, 生成 P ( 3HB-co-4 HB ) 共聚物。添加外源

GABA 和失活丁二酸半醛脱氢酶( 阻断丁二酸半醛

向丁二酸的转化通路) 可提高共聚物中 4 HB 的比

例。因 此 可研 究 利 用酿 酒 酵 母 技术 平 台 生 产

PHB [ 1 1 - 1 2 ]
。

2 P( 4 HB) 的特性

2. 1 力学性能

P( 4HB) 的柔韧性非常强, 其拉伸强度和弹性

接近于超高分子量聚乙烯, 是聚羟基乙酸 ( PGA) 、

聚-L-乳酸( PLLA) 等目前医用可吸收材料的 100 多

倍
[ 1 3 - 1 4 ]

。

2. 2 加工性能

P( 4HB ) 的熔点为 60℃, 玻璃化转变温度为

- 51℃, 表明其具有较宽的加工窗口, 即使加工温度

达到 200℃时, P( 4 HB) 仍很稳定
[ 1 3 ]

。P( 4HB) 作为

一种热塑性工程塑料, 可以通过重复的加热和冷却

过程, 使之软化和硬化。

P( 4HB) 易溶于丙酮或其它极性溶剂中, 可以

较容易地用包被涂层、相分离技术等手段制作多孔

器材和微球
[ 1 4 ]

。P( 4HB) 制备成型产品后, 其强度、

硬度、延展性仍保持不变, 特别是保持了极好的生物

相容性。以该材料制备的医用产品的可吸收性可从

几周持续到一年。

P( 4HB) 对大气中或制品中残留的水分不敏

感, 不易发生自然水解, 因此具有比目前人工合成易

被水解的 PGA、PLA 制品更长的货架期
[ 1 4 ]

。

2. 3 生物相容性

P( 4HB) 在体内降解产生 4HB, 而 4 HB 本身是

一种人体内天然代谢产物, 存在于大脑、心脏、肺、肝

脏、肾脏及肌肉中。因此, 在体内可被迅速代谢。此

外, 4HB 的 pKa 值低, 极易内酯化, 因此其产生的酸

性比α-羟基酸类的 PGA 和 PLLA 所产生的酸性小。

P( 4HB) 在体内降解产生 4 HB 是一个渐进的过程,
而不像其它人工合成的可吸收材料那样发生突然的

变化。其在体内能够保持稳定的力学性能
[ 1 4 ] 。

3 P( 4 HB) 在医学上的应用

3. 1 补片材料

心血管疾病 ( 包括儿童先天性心脏病 ) 是目前

世界范围内发病率和死亡率都较高的疾病之一。补

片修复缺陷等外科手术是其有效的治疗手段之一。

理想的补片材料应具有较强的耐用性、抗感染、合适

的降解速率、无毒、无免疫原、易于制备、良好的柔韧

性 [ 1 3 ] 。目前手术中常用的补片材料主要是人工合

成的聚四氟乙烯( PTFE) , 此类材料缺乏生物活性。

而利用活体组织或组织支架作为外科补片材料对治

疗更为有利
[ 1 6 ]

。

D. P. Martin 等 [ 1 4 ] 成功地利用 P ( 4HB ) 作为支

架材料, 制备自体心脏组织。以 P( 4HB) 为原料, 通
过结合盐浸和溶剂蒸发共同作用, 制备出了孔隙率

大于 95% 、孔径为 180～240 μm 的 P ( 4 HB) 补片。

在绵羊模型中, 这些支架先被接种于自体内皮细胞、

平滑肌细胞、成纤维细胞, 之后植入绵羊体内。在为

期 24 周的研究中, 支架上逐渐生成新组织, 形成血

管, 并且新血管中未发现血栓, 也没有出现变狭窄或

者扩张现象。20 周时, 未接种细胞的对照补片有轻

微的膨胀, 再生组织较少
[ 1 6 ]

。

K. Mendelson 等 [ 1 5 ] 以包被 P ( 4HB) 的 PGA 多

孔材料为支架, 接种来自绵羊自体的内皮前体细胞

和间质干细胞, 在层流条件下体外培养 5 天后, 植入

到羊的肺动脉壁上。植入 2 周后, 在正在降解的聚

合物周围可检测到肉芽组织、早期血管翳及微血管

的形成。植入 4 周后, 补片中含有氨基葡聚糖、胶
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原, 其多孔表面覆盖有衍生自宿主动脉的血管翳

[ 其中包含了α-平滑肌肌动蛋白(α-SMA) 阳性细胞

和层状弹性蛋白 ] 。聚合物支架几乎完全降解, 代

之以含有活细胞的纤维组织。研究结果显示, 接种

细胞的补片植入到羊肺动脉中, 形成了分层的有活

力的组织, 并很好地整合到天然动脉壁上。

P( 4HB) 作为补片材料还有另外一个优点, 即

缝合 PTFE 补片后, 缝 合处经 常出现 流血, 而 P
( 4HB) 可有效减少补片植入的邻近区域的血液渗

漏。扫描电子显微镜( SEM) 观察发现, 缝合线穿过

两种材料后, 在 PTFE 补片缝合线处留下了一个孔

洞, 使血液渗漏; 而 P( 4HB) 补片可以自动封闭, 阻

止了血液的渗漏。P( 4HB) 的这个特性使之具有更

广泛的应用范围。研究结果表明
[ 1 4 ] , 将 P( 4HB) 组

织支架用作心血管补片材料具有较好的可行性。

3. 2 心脏瓣膜

采用各种瓣膜替代物置换自体心脏瓣膜是治疗

心脏瓣膜病的重要手段。但目前临床应用的瓣膜替

代物均有一定缺陷: 如机械瓣膜术后需终身抗凝, 且
易引起各种并发症; 异种生物瓣膜抗疲劳能力差, 易
钙化; 同种生物瓣膜来源有限。基于此, 组织工程心

脏瓣膜日益受到关注 [ 1 7 ] 。其中 PHA 类聚合物, 特

别是 P( 4HB) , 获得了引人瞩目的成果
[ 1 8 ]

。

在绵羊心脏瓣膜组织重构研究中, S. P. Hoer-
strup 等

[ 1 8 ]
利用多孔支架材料 P( 4HB) / PGA 构建了

心脏三尖瓣瓣膜模型。体外环境中, P( 4 HB) / PGA
支架比单纯的 PGA 支架具有更好的稳定性, 更长的

组织成熟时间, 脉动流条件下培养, 可形成适合植入

条件的组织工程心脏瓣膜结构。植入后, 可行使正

常的生理功能。超声心动图证明, 植入物未使管腔

变窄, 也未形成任何血栓或动脉瘤。植入幼龄绵羊

8 周后, 支架复合物完全降解; 20 周后, 支架被新形

成的瓣膜替代, 并且与天然瓣膜非常相似。该瓣膜

的抗拉特性与天然瓣膜没有差别; 小叶结构的组织

学分析显示新结构形成了 3 个分离的组织层: 胶原

纤维层, 富含氨基葡聚糖 ( GAGs) 的松散组织层, 弹

性蛋白层( 天然瓣膜小叶中的特征性结构 ) ; 随着羔

羊的生长, 瓣膜从植入时的 19 mm 增加至 23 mm
( 20 周后) 。这也表明为正在发育中的儿童植入瓣

膜将成为可能, 并且不需更换。

A. Balguid 等
[ 1 9 ]

将 P ( 4HB) / PGA 复合支架接

种人的隐静脉肌成纤维细胞, 在低氧 ( 含氧量 7 % )
及 /或含有胰岛素的条件下培养。其氨基葡聚糖的

含量接近天然瓣膜, 存在弹性蛋白和α-平滑肌肌动

蛋白。这说明, 细胞在培养前后未发生表型改变。

组织强度仍与天然主动脉瓣相当, 而模量甚至高于

天然瓣膜小叶。培养 4 周时, 可达到与天然成人主

动脉瓣相同的力学性能。

P( 4HB) 也可用于制备杂种瓣膜。去细胞的细

胞外基质作为支架植入体内会造成瓣膜小叶物理和

生化特性的损伤。研究者将猪主动脉瓣膜去除细

胞, 通过电纺丝技术包被成纤维细胞生长因子 /壳聚

糖 / P( 4HB) , 接种鼠间质干细胞。培养 14 d 后, 细

胞数目、4 -羟脯氨酸含量、胶原含量及力学强度明显

优于对照物。这是第一次利用间质干细胞结合缓释

技术和电纺丝技术制备杂种心脏瓣膜
[ 2 0 - 2 1 ]

。人骨

髓干细胞也可接种于 PGA / P( 4HB) 支架上。3～4
周后细胞遍布于瓣膜支架各层, 取代支架, 并形成沿

血流方向走向的成纤维样细胞层, 其力学性能与自

体瓣叶相仿
[ 2 2 - 2 3 ]

。

3. 3 人造血管

血管移植是一种常见的临床手术, 用于修复或

替代老化的血管。大直径血管典型的替代品是人工

合成的聚酯纤维等。小直径血管通常从患者身上采

集, 既给患者带来痛苦, 又易老化。开发组织工程血

管材料是解决小直径血管移植限制的有效方法。与

心脏瓣膜研究相似, P( 4 HB) 和 PGA 复合物也开始

用于血管移植支架的研究。这种复合物被制作成管

状支架, 之后接种成肌纤维细胞、内皮细胞等进行培

养制备
[ 1 6 ]

。

R. A. Pullens 等 [ 2 4 ] 在 PGA /P( 4HB) 支架上接种

肌成纤维细胞, 培养 3～4 周后, 再接种上皮细胞, 然
后在 EGM - 2 培养基中共培养 1～2 周, 可形成融合

的上皮细胞层。虽然胶原含量较少, 结构较薄, 但仍

具有良好的力学性能。另有研究表明, 静止培养 4 d
后转入到脉动流体条件下培养, 可形成有组织的片

层结构, 其表面光滑, 细胞沿流体流动方向定向排

列。至 21 d 时, 细胞团块和胶原组分均持续增加,
其耐破强度在 28 d 时超过 300 mmHg。M. Stekelen-
burg 等

[ 2 5 ]
将接种绵羊血管平滑肌细胞的 P( 4HB)

支架分为两组。一组放入模拟血管搏动、血液流动

环境的生物反应器中培养, 并逐渐增加压力; 另外一

组在静态条件下培养。2 周后观察发现在生物反应

器中培养的人造血管具有连续的完全疏水的分层组

织, 其细胞外基质、DNA 和蛋白质含量比静态培养

组显著增加。F. Opitz 等
[ 2 6 ]

利用包被 P ( 4HB ) 的
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PGA 支架接种病人隐静脉肌成纤维细胞。动态强

度条件下, 体外培养 28 d 后, 其爆破压力达到 ( 903
+ / - 123) mmHg。细胞与材料的动态共培养有利

于形成有功能的组织工程血管。

血管支架的安全应用要求支架能够快速扩张 ,
使局部缺血的风险最小化。金属支架具有高扩张速

度, 但缺乏粘弹性。研究表明
[ 2 7 ] , PLLA 和 P( 4HB)

管状支架复合物可快速充气扩张, 显示了足够的力

学性能, 适于组织工程血管应用。包括电纺丝在内

的新技术和表面修饰方法的应用, 将进一步改进支

架的力学性能, 拓展其在心血管组织工程中的应

用 [ 1 3 ] 。

3. 4 缝合线

P( 4HB) 可以拉伸至其原始长度的 10 倍, 拉伸

过程中, 聚酯链变成定向, 形成特别强的纤维。其强

度大于聚丙烯缝合线 ( 410～460 MPa) , 与商业化可

吸收缝合线相当, 如 MaxonT M ( 540～610 MPa ) 和

PDSⅡT M ( 450～560 MPa ) [ 1 4 ] 。在人体内, 该纤维可

长时间保持高强度和高柔韧性。P( 4HB) 缝合线纤

维具有较低的拉伸弹性模量 ( 670 MPa ) , 明显低于

其它单纤丝缝合线, 如 MaxonT M ( 2 930 MPa ) 、PDS
ⅡT M ( 1 380 MPa ) 、BiosynT M ( 1 000 MPa) [ 1 4 ] 。美国

FDA 批准的第一个用于临床的 PHA 类产品, 是 P
( 4HB ) 制 备 的 可 吸 收 缝 合 线, 商 品 名 是

TephaFLEX　 , 于 2007 年上市。

3. 5 药物缓释与软组织修复

P( 4HB) 在药物缓释、软组织修复方面有一定

的应用潜力。Wu Qiong 等 [ 1 3 ] 证明 P( 4HB) 在药物

缓释中具有非常有利的力学性能、生物相容性, 而且

具有适当的降解速率。

P( 4HB) 等可吸收材料, 可用作培养角质细胞

的组织工程支架, 进而用于替代受损伤的皮肤。G.
Peschel 等 [ 2 8 ]

用 P( 4HB) 、P( 3HB) 及结合少量多糖

的复合物, 如透明质酸 ( HA) 、壳聚糖 ( CH) 、果胶和

海藻酸, 制备而成的多孔薄膜显示了良好的力学性

能。实验表明, P ( 4HB) -多糖薄膜保持了 P( 4HB)
的高柔韧性, 然而 P( 3HB) 及其多糖薄膜显示出硬

而脆的性质。人类皮肤角质形成细胞的体外增值实

验表明, 融合 HA 或 CH 的 P( 4HB) 和 P( 3HB) 多孔

薄膜表面可明显促进角质细胞的生长。生成细胞数

目依 次 为 P ( 4HB ) / HA > P ( 4 HB ) / CH > P
( 3HB) / HA > P( 3HB) / CH > P ( 3HB) /果胶 > P
( 3HB) /海藻酸。SEM 和激光共聚焦 SEM 观察发

现, 细胞生长存在差异。在 P( 3HB) 及其复合物薄

膜上, 细胞呈簇状生长; 而 P( 4HB) 及其复合物上,
细胞形成融合的细胞层。角质细胞仅在 P( 4HB) 薄

膜上大量形成丝状, 这表明 P( 4HB) 具有极好的生

物相容性。对于非多孔的 PHB 薄膜来说, 细胞的增

值率随着疏水性的降低而增加, 依次为: P( 4HB) >
P( 3HB) / P( 4HB) 复合物 > P( 3HB) 。

4 结论

P( 4HB) 具有良好的生物相容性、力学性能、适

当的体内降解速率等特性使之在医学材料领域具有

广泛的应用范围。P( 4HB) 作为新型可吸收生物材

料, 比现有材料具有更好的柔韧性, 可伸长至原始长

度的数倍, 可开发出诸多新产品。与 PGA 等其它生

物材料形成的复合物进一步拓展了其应用范围。

FDA 批准 P ( 4HB) 医用缝合线的上市标志着 P
( 4HB) 作为医用材料应用于临床的开始, 随着研究

的深入, 以 P( 4HB) 为基础的更多医用材料将进入

临床应用。
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MICROBIAL SYNTHESIS AND MEDICAL APPLICATION OF POLY-4-HYDROXYBUTYRATE
Zhang Yanfeng1 , Tian Li2 , Song Shuishan1

( 1. Biology Institute, Hebei Academy of Sciences, Shijiazhuang  050051, China;
2 . The First Affiliated Hospital of Hebei Medical U niversity, Shijiazhuang 050031, China )

  ABSTRACT  Poly-4-hydroxybutyrate [ P( 4HB) ] was synthesized as a polyester intracellularly by microorganisms under unbal-
anced growth conditions. It was characterized by flexibility, biocompatibility, biodegradability, thermoplastic, etc. As a absorbable
material, P( 4HB) could be used to prepare the implantable medical devices, such as patch, heart valves, vascular grafts for cardio-
vascular disease etc. , suture for surgical operation, agents for soft tissue repair and drug release. P( 4HB) from microbial production
was an excellent material for biomedical application.

KEYWORDS poly-4-hydroxybutyrate, microbial synthesis, tissue engineering

英国研究人员开发出回收利用塑料的新技术

  英国沃里克大学近日研发出一种新技术 , 可以分解绝大

多数种类的塑料 , 以供循环利用 , 而且经济效益比较高。

由于技术和经济成本等方面的限制 , 目前只有约 12%
的塑料垃圾被真正循环利用 , 其它的不是被填埋就是被焚

烧。而新技术通过在缺氧状态下对塑料垃圾进行高温分解 ,

可对家庭塑料垃圾进行循环利用。

研究人员已建成一个小型回收装置 , 将放入的各种塑料

垃圾分解后可获得多种有用材料 , 例如可用于生产润滑剂的

蜡、可用于生产某些塑料制品的对苯二酸 , 以及可用作活性

吸附剂的碳等。这项技术不仅有助于环保 , 而且经济效益比

较高。 ( 中聚网 )
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