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一株 PHB降解菌株的分离及其 PHB降解特性研究 

 
王玉蝶，高美荣，马颖超，隋丽英 
(天津科技大学海洋与环境学院，天津 300457) 

 

摘  要：从海水鱼循环水养殖系统中分离筛选出一株降解聚-3-羟基丁酸酯(PHB)的菌株 W7，结合其形态学、生理生

化特性、16S rDNA 序列比对和系统发育树分析进行物种鉴定，确定菌株 W7 为深海弯曲菌属(Thalassolituus)。将菌株

W7 接种于以 PHB 为唯一碳源的液体培养基中，研究培养基不同初始 pH、盐度和温度对其降解 PHB 能力的影响。结

果表明：菌株 W7 为革兰氏阴性菌，无鞭毛，无色透明，呈弯曲状，少量呈短棒状，能利用 β-羟基-D，L-丁酸和 L-乳酸

等碳源，在盐度 10～50、pH 5～8、28 ℃条件下能生长。菌株 W7 与食碱深海弯曲菌 Thalassolituus alkanivorans 

TMPB967 (OK489464)同源性为 98.75%，为具有 PHB 降解能力的深海弯曲菌属菌株。菌株在培养 1 d 后，培养液 pH

均降至 5.5 左右；除盐度 50 组外，PHB 解聚酶相对酶活力均在培养 3 d 时达到峰值；在 28 ℃、pH 7.2 和盐度 30 条件

下培养 5 d，PHB 降解率最高达到(79.70±0.52)%。本研究获得了一株高效降解 PHB 的 Thalassolituus W7 并研究了菌

株的 PHB 降解特性，为该菌株应用于海水环境中 PHB 的生物降解提供依据。 

关键词：聚-3-羟基丁酸酯(PHB)；生物降解；深海弯曲菌属；PHB 降解率；PHB 解聚酶相对酶活力 
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Isolation of a PHB Degrading Bacterium Strain and Characterization  

of PHB Degradation Conditions 

WANG Yudie，GAO Meirong，MA Yingchao，SUI Liying 

(College of Marine and Environmental Sciences，Tianjin University of Science and Technology，Tianjin 300457，China)

Abstract：In our present study，a poly-3-hydroxybutyrate(PHB)-degrading bacteria strain W7 was screened from a marine 

fish recirculating aquaculture system. The taxonomy identification was then performed by combining its morphology，

physiological and biochemical characteristics，as well as 16S rDNA sequence alignment and phylogenetic tree analysis，and 

strain W7 was identified as Thalassolituus. The effects of initial pH and salinity of culture medium and incubation tempera-

ture on PHB degradation rate were finally investigated by inoculating strain W7 into liquid medium containing PHB as a sole

carbon source. The results showed that strain W7 was identified as Gram-negative bacteria，with colorless and transparent 

colony and curved or rods-shaped cell without flagella. Strain W7 could utilize carbon sources such as β-hydroxy-D，L-

butyric acid and L-lactic acid，and grow in salinity range of 10-50，28 ℃ and pH 5-8. Strain W7 belonged to genus Thalas-

solituus which exhibited 98.75%  similarity with T. alkanivorans TMPB967(OK489464). This is the first documented Tha-

lassolituus strain within this genus that exhibits the capacity of PHB degradation. The pH of medium decreased to approxi-

mately 5.5 after one day incubation，while the relative PHB depolymerase activity reached its peak at day 3 except for that at

salinity 50 which peaked at day 4. The highest PHB degradation rate was achieved after 5-day incubation at 28 ℃，pH 7.2 

and salinity 30，reaching(79.70±0.52)%. In summary，our study identified strain W7 belonging to Thalassolituus with high 

PHB degradation capacity，which supports the applications of this strain in PHB biodegradation in marine environments. 
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一次性塑料产品的使用导致大量塑料垃圾的产

生，据统计每年约有 800 万吨塑料垃圾进入海洋，给

海洋环境特别是海洋生物的生存造成威胁[1]。可生物

降解塑料可以通过微生物、物理和化学作用降解，其

物理特性与石油衍生物塑料相似，可以代替石油衍生

塑料，从而减少塑料污染。聚-3-羟基丁酸酯(PHB)

是一类可生物降解的聚羟基链烷酸酯(PHA)，是原核

生物在限制性条件下(如过量碳和低磷、低氮、低氧

等条件)以聚合物的形式储存于细胞内的碳源和能源

物质[2-3]。PHB 是 3-羟基丁酸(3-HB)聚合物，细胞内

PHB 由一层蛋白质和磷脂层包被，处于无定形态，而

经有机溶剂提取的 PHB 则以晶体聚合物的状态存 

在[4]。PHB 的生物降解包括生物腐蚀、生物破碎和同

化过程[5]。在解聚过程中微生物产生的胞外酶破坏

PHB 聚合体中间的酯键，将 PHB 降解成为可溶于水

的小分子片段，产物通常仅是 3-HB 单体、或单体和

二聚体、或低聚物的混合物[6]。也有研究[7]表明，PHB

的降解产物为 3-HB、乙酰乙酸和少量乙酸，而在同

化过程中这些产物又可通过生物膜进入细胞，进而参

与代谢循环，这些产物在有氧条件下也可能被进一步

氧化为 CO2 和水。 

目前已从淡水环境中分离得到多种 PHB 降解

菌，其中包括曲霉(Aspergillus)、青霉(Penicillium)、

毛霉(Mucor)
[8]和拟青霉菌(Paecilomyces)

[9]属的真

菌 、 贪 铜 菌 (Cupriavidus) 、 丛 毛 单 胞 菌

(Comamonas)、假单胞菌(Pseudomonas)
[10]、嗜麦芽

窄 食 单 胞 菌 (Stenotrophomonas)
[11] 以 及 芽 孢 杆 菌

(Bacillus)
[12] 属的细菌。从海洋环境中分离得到的

PHB 降解菌属于产微球茎属(Microbulbifer)、芽孢杆

菌属(Bacillus)和食烷菌属(Alcanivorax)
[13-14]等，针

对海洋环境中的 PHB 降解菌株的分离和研究较少。 

近年来，PHB 被广泛应用于生物医学材料和食

品包装领域。虽然海洋环境中的 PHB 可以通过微生

物进行降解，但是较低的降解速率限制了其大量应

用，因此需要在海洋环境中获得更多高效的 PHB 降

解菌菌株，并深入了解其降解特性。深海弯曲菌属

(Thalassolituus)是 2004 年在海洋环境中发现的烷烃

降解菌，可以利用脂肪烃及其氧化衍生物和乙酸酯生

长，是石油烃污染海水中的优势菌属。该菌属多在以

十四烷、十六烷或混合石油烃为唯一碳源的培养基中

分离获得[15-16]，但尚未发现深海弯曲菌属降解 PHB

的报道。 

本文从海水鱼循环水养殖系统中分离得到一株

降解 PHB 的深海弯曲菌 W7，并对其降解 PHB 的特

性进行初步研究，旨在为其在海水环境中生物降解

PHB 的应用提供参考依据。 

1 材料与方法 

1.1 PHB降解菌分离与纯化 

本研究获得的菌株分离纯化于天津海发珍品实

业公司海水鱼循环水养殖系统。在 200 mL 水样中添

加 0.03 g PHB〔英国 GoodFellow 公司，平均粒径

(6.15±2.21)μm〕，28 ℃充气富集培养 7 d。取 10 mL

富集培养水样置于 200 mL 以 PHB 为唯一碳源的液

体培养基中，28 ℃、200 r/min 培养 5～6 d，进行 PHB

降解菌的分离与纯化。PHB 培养基含有人工海盐

(10.0 g/L)、NH4Cl(0.2 g/L)和 PHB(1.0 g/L)，添加

NaCl 调至盐度 30，制备固体培养基需添加琼脂

(15.0 g/L)。培养液稀释后涂布接种于 PHB 固体培养

基中，继续培养 4～6 d。利用点植法将 W7 菌株接种

于 PHB 固体培养基中培养 5 d，测量降解圈直径与菌

落直径。在 PHB 平板上挑取产生明显透明圈的菌

落，菌株命名为 W7。 

1.2 菌株形态及分子生物学鉴定 

将菌株 W7 接种于 PHB 液体培养基中培养，取

10 μL 对数生长期的菌液置于载玻片上，滴加 2.5%戊

二醛溶液固定，过夜。用 0.5 mol/L 乙酸铵洗掉外部

盐分，并用 1×PBS 冲洗，最后用浓度梯度递增的乙

醇溶液脱水。在扫描电子显微镜(美国 FEI Apreo 公

司)下观察菌株细胞形态。 

收集对数生长期的菌株 W7，用细菌 DNA 提取

试剂盒〔天根生化科技(北京)有限公司〕提取菌株

的全基因组 DNA，利用细菌通用上游引物 27F：5′-

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′ 和 下 游 引 物

1 492R：5′-GGTTACCTTGTTACGACTT-3′进行 PCR
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扩增。PCR 反应条件为：94 ℃预变性 5 min；94 ℃变

性 1 min，56 ℃退火 1 min，72 ℃延伸 2 min，35 个循

环；72 ℃延伸 10 min。PCR 产物送北京六合华大基因

科技有限公司测序，将序列在 NCBI 数据库中进行比

对，采用 DNAMAN 和 Mega X软件 Clustal W算法

进行基因序列比对，使用最大似然法构建系统发育

树，自展重复抽样次数为 1 000 次。 

1.3 菌株生理生化特性分析 

将菌株 W7 在 PHB 固体培养基中 28 ℃培养

3 d，制备细菌悬浮液。分别使用 GEN Ⅲ OmniLog 

Ⅱ Combo Plus自动微生物鉴定系统(美国 Biolog公

司)和 API 20E试剂条(法国生物梅里埃公司)进行菌

株生理生化特性分析。 

1.4 菌株降解 PHB的特性分析 

1.4.1 菌株培养 

将菌株 W7 接种至 PHB 液体培养基中活化培养

2 d，按 3%接种量接种于 120 mL 培养基中。在设定

的初始 pH(pH 分别为 6、7.2 和 8，盐度 30 和温度

28 ℃)、温度(温度分别为 20 ℃、28 ℃和 37 ℃，盐度

30 和 pH 7.2)和盐度(盐度分别为 10、30 和 50，温度

28 ℃和 pH 7.2)条件下培养，相同条件下未接种菌株

的培养基为空白对照。 

1.4.2 PHB 解聚酶酶活力的测定 

每天取 8 mL 培养液于 4 ℃、12 000 r/min 离心

20 min，收集上清液。将 0.1 g PHB 颗粒溶于 10 mL

氯仿并与 0.5 g/L 十二烷基硫酸钠溶液混合，用蒸馏

水定容至 100 mL，超声处理 30 min，75 ℃加热搅拌

90 min除去氯仿，得到 PHB乳化液。取 3 mL PHB乳

化液，置于恒温水浴锅中加热 20 min，加入 3 mL 上

清液，40 min 后使用紫外分光光度计(上海美普达仪

器有限公司，UV-3100 型)测定 650 nm 处的吸光度

(A650)。PHB 解聚酶相对酶活力单位定义为：每分钟

引起 A650 降低 0.1所需的酶量[11]。 

1.4.3 PHB 降解率的测定 

准确称取 10 mg PHB 颗粒标准品 (英国

GoodFellow 公司，纯度 98% )，加入 2 mL 浓硫酸，沸

水浴 1 h，迅速冷却至室温。用 5 mmol/L 稀硫酸将酸

化后的 PHB 标准品分别稀释至 0.025、0.05、0.1、

0.2、0.4 mg/mL，利用 1260 Infinity 型高效液相色谱

(HPLC)仪(美国安捷伦公司)和 Aminex HPX-87H

型离子排阻有机酸柱(300 mm×7.8 mm)(美国 Bio-

Red 公司)进行 PHB 标准曲线的测定。HPLC 条件：

洗脱剂为 5 mmol/L稀硫酸，流量 0.7 mL/min，上样量

20 μL，柱温 65 ℃，检测波长 210 nm
[17]。每天取 8 mL

培养液于 4 ℃、12 000 r/min 离心 20 min，收集沉淀并

烘干，酸化和稀释操作与上述步骤相同。通过 PHB

标准曲线计算沉淀物中 PHB 的含量，利用差减法计

算 PHB 降解率[18]。 

1.5 数据统计 

采用单因素方差分析和 Tukey’s 多重比较对实

验结果的统计学显著性进行检验，P＜0.05 为差异有

统计学意义(SPSS 26软件)。 

2 结果与分析 

2.1 菌落和菌株形态 

菌株 W7 在 PHB 固体培养基培养 2 d 后，菌落

呈圆形、无色、透明、湿润、中央隆起、边缘整齐，直

径 2～3 mm，菌株为革兰氏阴性菌〔图 1(a)和图

1(b)〕。培养 5 d 后降解圈直径与菌落直径分别为

(1.28±0.08) cm 和(0.72±0.08) cm，比值为 1.98±

0.16。扫描电子显微镜观察后发现，对数生长期细菌

呈弯 曲 的弧形 ，少 量呈短棒状〔图 1(c) 和图

1(d)〕，细胞大小为 0.42～0.74 µm×1.5～6.0 µm 

(n＝30)，无鞭毛，且细菌在半固体培养基中只沿穿

刺线呈现明显生长。 

 

     (a) 透明圈       (b) 革兰氏染色     (c) 菌株 W7 的形态(低倍)      (d) 菌株 W7 的形态(高倍) 

图 1 菌株 W7在 PHB为唯一碳源的琼脂平板上培养 5 d后呈现的透明圈、革兰氏染色结果和扫描电子显微镜下菌株 W7的形态 

Fig. 1 Transparent circle on PHB agar plate after 5 d culture，gram staining result and cell morphology of strain W7 observed  

     under scanning electron microscope  
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2.2 菌株 16S rDNA序列比对分析 

将菌株 W7 的 16S rDNA 序列与 NCBI 数据进

行 Blast 比对，构建系统发育树，菌株 W7 和 T. al-

kanivorans TMPB967聚为一支(图2)。利用 DNAMAN 

进行序列比对，菌株 W7 与食碱深海弯曲菌 T. al-

kanivorans TMPB967(OK489464)同源性为 98.75% 。

结合形态学观察、16S rDNA 序列比对以及系统发育

树分析，确定菌株 W7 为深海弯曲菌属。 
 

 

图 2 基于菌株 W7 16S rDNA序列构建的系统发育树  

Fig. 2 Phylogenetic tree constructed based on the 16S rDNA sequence of strain W7 

2.3 菌株 W7生理生化特性分析 

菌株 W7 对 β-羟基-D，L-丁酸、L-乳酸、丙酮酸

甲酯、吐温-40、丙酸和乙酸呈现较强的代谢能力，对

葡糖醛酰胺和乙酰乙酸可能存在一定的代谢能力。

化学敏感性测试表明，菌株 W7 可在 pH 6.5～8、盐度

10～50 条件下生长，乳酸钠、利福霉素 SV、氨曲南和

丁酸钠抗性结果为阳性。API 20E试剂条测试结果显

示，菌株 W7 对尿素酶、明胶酶和氧化酶等反应均呈

阴性。 

2.4 PHB降解特性分析 

在不同盐度、初始 pH 和温度条件下培养菌株

W7，所有培养基 pH均在 12 h 内快速降低，大部分培

养基 pH 在 1 d 左右达到最低，此后培养基 pH 趋于

稳定(pH 5.5～6.0)。各组间几乎不存在显著性差异

(P＞0.05)(图 3)。 

 

           (a) 盐度               (b) 初始 pH               (c) 温度 

图 3 不同盐度、初始 pH和温度培养条件下培养基 pH变化 

Fig. 3 pH changes in culture medium under different salinity levels，initial pH conditions and incubation temperatures 

在盐度为 30 和盐度为 10 的培养基中培养菌株

W7(温度 28 ℃，初始 pH 7.2)，解聚酶相对酶活力在

3 d时达到峰值，且在盐度为 30时解聚酶相对酶活力

峰值最大，显著高于其他盐度(P＜0.05)；在盐度为

50 时 4 d 达到峰值〔图 4(a)〕。随着培养时间的延

长，解聚酶相对酶活力呈现下降趋势。PHB 降解率在

0.5 d时达到 20%左右，在随后 5 d时间内降解率逐渐

增加。在盐度为 30 的条件下培养 5 d，PHB 降解率最

高，为(79.70±0.52)% ，显著高于盐度为 50 组(P＜

0.05)。 

在不同初始 pH 的培养基中培养菌株 W7(温度

28 ℃，盐度 30)，PHB 解聚酶相对酶活力变化趋势和

数值没有显著差异(P＞0.05)，均在 3 d 时达到最高

值〔图 5(a)〕。0.5 d 以内 PHB 降解率较高；0.5～2 d

酶活性较低，PHB 降解率增加缓慢；2 d 后，PHB 降

解率逐渐增加〔图 5(b)〕；5 d时，初始 pH 7.2 和 pH 
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8 培养基的降解率显著高于 pH 6 的(P＜0.05)。 

 

(a) 相对酶活力 

 

(b) PHB 降解率 

图 4 不同盐度下菌株 W7相对酶活力及 PHB降解率变化 

Fig. 4  Changes of relative enzyme activity and PHB deg-
radation rate of strain W7 under different salinity

conditions 

 

(a) 相对酶活力 

 

(b) PHB 降解率 

图 5  不同初始 pH 下菌株 W7 相对酶活力及 PHB 降解

率变化 

Fig. 5  Changes of relative enzyme activity and PHB deg-
radation rate of strain W7 under different initial 

pH conditions 

  在不同温度下培养菌株 W7(pH 7.2，盐度 30)，

相对酶活力在 3 d时达到最高，其中 28 ℃最高，20 ℃

最低(P＜0.05)〔图 6(a)〕。在 0～1 d 时，PHB 降解

率快速增加，4 d 时达到最大降解率，其中 28 ℃降解

率最高，显著高于 37 ℃组(P＜0.05)〔图 6(b)〕。 

 

(a) 相对酶活力 

 

(b) PHB 降解率 

图 6 不同温度下菌株 W7相对酶活力及 PHB降解率变化 

Fig. 6 Changes of relative enzyme activity and PHB deg-
radation rate of strain W7 under different incuba-
tion temperatures 

3 讨 论 

结合分子生物学和形态学分析鉴定，菌株 W7 属

于深海弯曲菌属(Thalassolituus)，与食碱深海弯曲菌

(T. alkanivorans)聚为一支，此前未见关于深海弯曲

菌属菌株降解 PHB 的报道。该属已报道的有效菌种

有 T. marinus
[19]、T. alkanivorans

[20]、T. oleivorans
[21]、

T. hydrocarboniclasticus、T. maritimus 和 T. pacifi-

cus
[22]，均为革兰氏阴性菌，需氧生长，有鞭毛，呈弯

曲杆状。其中，T. alkanivorans 模式菌株细胞大小为

0.35～0.6 μm×2～4 μm，可在 pH 6～9(最适 pH 6～

7)、盐度 0～80(最适盐度 50)条件下生长，为烷烃类

专属降解菌。T. hydrocarboniclasticus 在 MA 平板中

的菌落呈白色、光滑、圆形、不透明、边缘整齐，直径

为 1～2 mm，其最适生长条件为 25 ℃、pH 7～8 和盐

度 30，对过氧化氢酶、氧化酶、尿素酶和明胶酶反应

呈阳性[19]。在本研究中，菌株 W7 为革兰氏阴性菌，
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在 PHB 和 LB 固体培养基中为无色、光滑、圆形、透

明的菌落，可在 pH 5～8、盐度 10～50 条件下需氧生

长，但未观察到鞭毛，且菌株在半固体培养基中只沿

穿刺方向生长，不具有运动能力。综合菌株 W7 独特

的 PHB 降 解 能力和 无鞭毛 的 特 性 ，且与 T. al-

kanivorans 同源性为 98.75%，接近于种属新物种的临

界值，推测该菌株可能为新种。确定新菌种需进一步

开展GC含量、DNA-DNA杂交率和全基因组分析等。 

PHB 可在淡水和海水环境中被微生物降解，但

在海水中的降解率降低。草酸青霉(Penicillium oxali-

cum)PHBd-1 在淡水中能快速、有效降解 PHB，4 d 内

PHB 降解率高达 90% [23]。在不外加碳源、37 ℃、盐度

30 条件下，Microbulbifer sp.在 5 d 时 PHB 降解率为

75% ，10 d 后 PHB 降解率接近 97% [24]。Suzuki 等[25]

从海滩分离获得 Nocardioides marinisabuli，该菌株

30 ℃ PHB 降解速率为(318±75) µg/(cm
2
·d)。Cho 

等 [13]在海洋环境中分离得到 Bacillus sp.，14 d 后

PHB 降解率接近 98% 。本研究中的菌株 W7 在盐度

30 、28 ℃培 养 5 d 时 PHB 降 解 率 可达(79.70±

0.52)%，但在盐度 10 和 50 条件下降解率较低，因此该

菌株是海水环境中高效降解 PHB 的菌株。 

微生物通过分泌胞外 PHB 解聚酶使环境中的

PHB 降解为 3-HB 单体、二聚体或寡聚体[7]，这些降

解产物可再次进入细胞内用于自身生长。虽然本研

究在菌株 W7 培养液中未检测到 3-HB，但是菌株

W7 在培养液中培养 1 d 后，其 pH 降至 5.5 左右，推

测是由菌株 W7 通过分泌 PHB 解聚酶使 PHB 降解

为寡聚体，菌株 W7 在有氧条件下进一步将寡聚体或

3-HB 降解后产生 CO2
[7]，从而使 pH 降低，然而菌株

W7 的降解产物尚不清楚。 

培养液初始 pH 对于解聚酶活性影响较小，不同

初始 pH 条件下最大相对酶活力无显著差异，可能与

海水的缓冲作用有关。在盐度 50 条件下，菌株 W7

由于生长受到抑制，最大相对酶活力出现较盐度 10

和盐度 30 延迟 1 d，可能由于盐度较低抑制菌株生

长，抑制解聚酶活性。在不同温度条件下降解 PHB，

3 d 时 28 ℃的相对酶活力显著高于 37 ℃和 20 ℃的，

说明温度过高或过低可能抑制细胞的生长，从而导致

PHB 解聚酶相对酶活力降低。 

4 结 论 

本研究从海水鱼循环水养殖系统中分离获得一

株 PHB 降 解 菌 W7 ，该 菌 株 属 于 深 海 弯 曲 菌

Thalassolituus，为革兰氏阴性菌，弯曲杆状，无鞭毛，

能利用 β-羟基-D，L-丁酸和 L-乳酸等碳源。菌株

W7 生长和解聚酶相对酶活力受环境 pH 影响较小，

但受环境盐度和温度的影响较大，环境盐度和温度过

高或过低均会抑制菌株 W7 的生长和解聚酶相对酶

活力。在 28 ℃、pH 7.2 和盐度 30 条件下培养 5 d，

PHB 降解率可以达到 79% 。 
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