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现代生物技术推动塑料中聚对苯二甲酸乙二酯绿色降解的
研究进展

李磊1，2，高鑫2，齐宏斌2，李超2，路福平1，2，3，毛淑红1，2，3，秦慧民1，2，3

（1 工业发酵微生物教育部重点实验室，天津 300457；2 天津科技大学生物工程学院，天津 300457；3 工业酶国家工程

实验室，天津 300457）

摘要：聚对苯二甲酸乙二酯（PET）因其耐用、可塑性强、安全性好等特点而广泛应用于食品包装和服装产业等

领域，同时由于疏水性强、结晶度高等原因难以被微生物或酶降解利用，造成PET废弃物的不断积累，带来严重

的环境和社会问题。部分高质量的PET净片可以再用到食品包装中，但绝大多数废弃PET通过常规的机械回收方

法被降级利用，不能做到绿色高效回收。因此，解决“白色污染”，探索安全高效的生物降解方法成为急需攻克

的重大研究课题。本文以石油基塑料的现状为背景，以PET的生物降解为切入点，综述了PET的生物降解研究现

状，以宏基因组学、蛋白质组学为基础，重点总结了微生物和新酶基因的挖掘方法，并通过结构分析，以追溯不

同来源的 PET降解酶特性，利用定向改造和智能计算策略提高酶特性以及 PET的降解效率。在改造降解酶的同

时，探索对PET原材料的可降解性改良，提出了“双向改造”的思想。塑料降解酶新酶挖掘与工程改造、多酶催

化体系开发以及塑料的可持续性能的改良等领域将成为塑料绿色降解的主流趋势，其为探索PET高效生物降解提

供了新思路。
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Abstract: Polyethylene terephthalate (PET) has been widely used in the food packaging and clothing industries due

to its good durability, high plasticity, and safety. However, PET is difficult to be degraded by microorganisms or
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enzymes due to its high hydrophobicity and high crystallinity, which has led to severe environmental and social problems

globally. Some of the high-quality PET can be reused in food packaging, but the majority of waste PET is downgraded

through conventional mechanical recycling ways and cannot be recycled in a green and efficient manner. The proportion

of recycled plastics that relies on recycling and green degradation is decreasing year by year, and only a small percentage

of plastic can be recycled, accounting for 17.6% of annual plastic use. Thus, exploring a safe and efficient biodegradation

for plastic to solve “white pollution” has become a major research issue that needs to be pursued urgently. Herein, this

paper reviews the current status of research on PET biodegradation, focusing on the mining methods of microbes and

genes encoding novel enzyme based on macrogenomics and proteomics. The characteristics and mechanism of plastic-

degrading enzymes from different sources were elucidated through an analysis of the crystal structures. Importantly, the

activity and degradation efficiency of the plastic-degrading enzymes were improved by directed evolution and smart-

computing strategy. This provides insights into the structural modification of plastic-degrading enzymes and introduces

some frontier research fields. The idea of “two-direction modification” is proposed to improve the degradability for PET

raw materials using modifying degradation enzymes. Furthermore, new enzymes mining and modification for plastic

degradation, the development of multi-enzyme catalytic system and the improvement of sustainable performance of

plastic will significantly stimulate the new ideas for exploring efficient biodegradation of PET in the future.

Keywords: polyethylene terephthalate; gene mining methods; biodegradation; directed modification; smart-

computing strategy

塑料类产品是人类生产和生活的必需品，为

人类的日常生活带来了诸多便利，因其成本低、

绝缘性好、可塑性强等优点被广泛使用。由于人

类对塑料的需求急剧上升，在过去 25年里，全球
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塑料产量翻了两倍［1］。Borrelle等对 173 个国家的

塑料使用进行定量评估，2016年全球废弃塑料量

有 1900万～2300万吨，到 2030年预计达到 5300万

吨/年［2］。同时，国内塑料的生产与处理情况亦日

益严重， 2020 全年塑料丢弃量高达 3840 万吨

（图 1）。由于不合理处置，大多数的塑料垃圾被倾

倒在陆地和海洋中。早在 21世纪初，塑料就占到

海洋垃圾的 60%～80%，某些地区甚至高达 90%～

95%［3］。显然“白色污染”已经成为一种全球的威

胁，严重影响到全球海洋及生态系统。此外，废

弃在陆地上的塑料暴露在氧气和强烈的阳光下，

经过衰变和裂解会形成微塑料，被鸟类和鱼类误

食后，通过食物链被人体摄入从而带来极大的

危害［4］。

从塑料加工生产的原材料来看，由天然或者

生物大分子组成的高聚物可作为天然塑料，这类

塑料虽然能被微生物降解，但是占比较小［5］，仅

占塑料市场的25%～30%左右；另一类是单体经聚

合反应形成的高分子聚合物合成塑料，这类塑料

种类繁多、广泛应用于各个领域，但很难被降解。

塑料产品中使用较为广泛的聚对苯二甲酸乙二酯

（polyethylene terephthalate，PET），是由对苯二甲

酸二甲酯与乙二醇酯交换或以对苯二甲酸与乙二

醇酯化先合成对苯二甲酸双羟乙酯，再经缩聚反

应形成，属于结晶型饱和聚酯，根据所用领域的

不同对 PET 结晶度调整；2013 年全球产量高达

5600万吨［6］。因其成本低、耐用性好以及优良的

食品包装性能，PET成为最受欢迎的塑料之一，全

球有一半以上的合成纤维和塑料瓶属于PET。PET

塑料的骨架上存在芳香化合物对苯二甲酸（TPA）

难以被降解，因此，PET塑料的回收方式及有效降

解成为其绿色发展的卡脖子问题。

传统的 PET处理的方法主要包括填埋、回收、

焚烧、化学降解等［7-8］，还会造成降级使用、工艺

复杂、二次污染大等问题，利用新兴的合成生物

学技术手段探索塑料的生物降解能避开这些缺点，

通过代谢将其转化为水、二氧化碳、生物质等进

入地球循环系统；20多年来，对 PET生物降解的

研究一直是全球热门问题［5］。大多数可生物降解

的塑料都是聚酯塑料，尽管 PET 主链中含有对苯

二甲酸酯以及 PET的半结晶性质会影响自身降解，

但在利用生物降解方面潜力依然很大。利用微生

物代谢或者多酶级联反应将 PET 解聚成单体，同

时也可进一步反应生成高附加值产品；通过对酶

元件和新型改良 PET 材料利用计算机模拟进行

“双向改造”，达到预期的降解效果。本文重点综

述了包括宏基因组学在内的多种酶的筛选与挖掘

方法、PET的双向改造以及相关酶的计算机智能设

计与改造情况，同时还总结了降解 PET 的微生物

和酶的研究进展。

1 塑料降解微生物及新酶基因筛选与挖
掘方法

过去几十年间用于挖掘微生物和新酶基因的

常规培养方法一直被延用，利用该方法发现了迄

今大多数的塑料降解酶，但这种方法限制了挖掘

新的塑料降解酶的筛选速度［9-12］。首先选取环境样

本，在塑料作为唯一碳源的培养基中富集培养，

分离出可利用塑料的功能性菌株，再进行全基因

组测序和基因文库构建，然后通过克隆筛选，选

出可降解塑料的优良微生物菌株，并鉴定相关酶

系，进行序列比对追溯其同源性，最后对该微生

物改良驯化或对酶进行表征［图 2（b）］［13］。但这种

图图1 2020年中国塑料生产及处理情况

Fig. 1 Plastic production and processing in China in 2020

(The data in the figure come from the National Bureau of Statistics. In

2020, the output of plastic products in China was 76.032 million tons,

and the consumption of plastics was 90.877 million tons. Compared

with 2019, this was a 12.2% increase. Plastic waste was 38.4 million

tons. Green recycling accounts for 17.6% of the total waste)
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方法限制了挖掘新的塑料降解酶的筛选速度，据

估计地球上只有不到 1%的微生物被培养，大数据

时代新型挖掘方法的综合利用改变了这一现状，

大大拓宽了塑料降解酶的筛选范围［14］。

1.1 宏基因组学法

近年来，宏基因组学方法已经成为探索微生

物的有力工具，这是一种在基因组水平上分析微

生物群落的战略方法，从污染环境中识别和筛选

宏基因组在宏基因组研究中至关重要；宏基因组

学法的使用有助于从环境样本中发现新基因，对

功能和系统发育基因进行大规模表征，以及分离

以前未培养但无处不在群体的成员，提高了研究

微生物群落及其复杂性和动态的分辨率，以揭示

其遗传潜力和功能多样性［15-16］。应用该技术手段，

现已从多种宏基因组样本中筛选出很多能编码降

解各种类型塑料的基因［图2（a）］。

在利用宏基因组学法筛选过程中，通常以序

列为基础或者以功能为基础进行筛选，以序列为

基础的筛选是通过对生物信息数据库中的序列同

源性以及功能基因比较来筛选目的基因［17］，但是

已知的塑料降解酶生物信息数据库的大小和功能

基因标注的水平的缺陷限制了筛选和挖掘；序列

同源性的大小只能作为参考，并不能保证两种降

解酶活性的相似性，需要通过对其功能和酶学性

质的表征来验证，也可能会因为序列相似性较差

而遗漏一些新的塑料降解酶［18］。Sulaiman等［19］以

序列为基础从放线菌的宏基因组文库中发现了一

种叶枝堆肥-角质酶（LCC），在 pH 8.0、50 ℃条件

下，其活性很高，并得出了嗜热放线菌是 PET 水

解酶最有前途的微生物来源的结论。LCC 不仅可

以 作 为 理 解 PET 降 解 酶 分 子 机 制 的 良 好 模

型，而且还可能适用于表面改良和 PET 降解。

图图2 塑料降解酶筛选与挖掘方法

Fig. 2 Schematic diagram of screening and mining methods for plastic-degrading enzymes
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Gaytán等［20］从垃圾填埋场衍生的宏基因组中检索

到了许多与编码具有降解聚氨酯（PU）塑料活性

的已知酶的基因序列相似的基因序列。

以功能为基础筛选时从基因文库出发查找所

需表型并检测其活性，在挖掘新酶方面远超于序

列筛选，挖掘全新的酶基因组时，这些酶的序列

与现有的同源酶差异较大，因此高通量筛选方法

将会大大提高筛选速率［21-22］。替代表达系统可用于

确保功能性酶表达，例如具有二硫键的塑料降解

酶的功能性表达不适合在普通大肠杆菌中构建，

需要在毕赤酵母中构建［23］。质粒文库因其覆盖范

围小不适合功能筛选，而基因文库的规模和覆盖

范围在功能筛选方面起重要作用。此外，噬菌体

来源的基因文库筛选的有毒塑料降解酶不仅有利

于在大肠杆菌中异源表达，而且有利于酶学性质

的表征。Danso等［24］使用 hiddenMarkov模型算法，

从宏基因数据库中对 504个可能的PET水解酶候选

基因进行挖掘，筛选出 4种候选酶，并异源表达验

证了这些酶的功能，最后筛选出 PET 水解酶

（PET2），证实了这种算法的有效性。通过从堆肥

中构建宏基因组文库，筛选并异源表达了新型酯

酶EstC7，EstC7表现出突出的活性和对聚已二酸/

对苯二甲酸丁二酯（PBAT）芳香酯键水解的强烈

偏好，这也说明从极端自然生态系统的微生物中

挖掘新型水解酶的巨大潜力［25］。

宏基因组样本来源在塑料降解酶的挖掘中起

着决定性作用，这些样本中的微生物构成了用于

生物修复的巨大酶库，其中绝大多数的微生物存

在于高度复杂的生态系统中［26］。通过对全球海陆

环境的宏基因组进行分析，发现编码 PET 水解酶

的基因分布广泛，但具有低频性，说明此类 PET

水解酶在环境中自然进化较慢。相比于自然环境，

在聚合物含量高的地方发现塑料降解酶的概率更

大，Mayumi 等［27］利用靶向宏基因组学筛选降解

酶，将微生物在塑料产品中孵育，分离出酶学性

质 好 的 解 聚 酶 。 Jacquin 等［28］ 提 出 了 塑 料 圈

“plastisphere”的概念，即：微生物在这里适者生

存，利用环境即可筛选。但此类基因文库还需进

一步开发。最近，科学家将宏基因组学挖掘方法

与 13C同位素标记法共用，可以直接研究酶或微生

物对塑料的降解过程［29］。

1.2 蛋白质组学法

蛋白质组学可以对蛋白质直接检测和量化表

达，在广泛的微生物种群中用于生物技术应用的

新酶挖掘方面表现出巨大潜力［30］。Schneider等［31］

利用蛋白质组学对真菌产生的生物降解酶进行定

性和定量分析，揭示真菌和细菌在垃圾分解过程

中的各自作用；蛋白质组学在生物聚合物降解酶

挖掘中的可行性已经被证明，激发了研究者应用

蛋白质组学挖掘生物降解酶的动力。利用蛋白质

组学挖掘塑料降解酶首先将微生物置于含有塑料

的培养基里生长，因为塑料可以不同程度地诱导

功能微生物表达具有塑料水解活性的酶，蛋白质

组学之所以广泛用于塑料降解酶的挖掘是由于相

关微生物和塑料一起孵育时，会刺激塑料降解酶

的表达［32］；然后微生物培养产生的蛋白质被提取

并消化成小肽进行测序，利用生物信息学分析进

行蛋白质鉴定，由于塑料无法进入微生物体内，参

与解聚的酶需要释放到体外，所以胞外蛋白是塑料

降解酶筛选的主要目标；最后对筛选的目标酶进行

结构解析、酶动力学表征等［图 2（c）］；Tesei等［33］

把 PBAT作为黑色真菌（Knufia chersonesos）的唯

一碳源，对分泌类聚酯酶进行筛选，蛋白质组学

揭示了多种组成型表达的蛋白质，并对蛋白质进行

功能分析和结构预测。Zadjelovic等［34］利用蛋白质

组学对营养缺乏的海洋微生物进行筛选，发现了有

生物降解能力的 α/β水解酶，这种酯酶的异源过表

达证明了水解天然和合成聚酯的非凡能力。通过对

假产碱假单胞菌（Pseudomonas pseudoalcaligenes）

分泌蛋白进行蛋白质组学筛选鉴定，发现了新型

酯酶 PpEst，这是首次利用蛋白质组学筛选鉴定

PBAT降解酶的报告［35］。Jhong等［36］在抗微生物肽

（AMP）的挖掘中，从大规模转录组和蛋白质组数

据出发，为 AMP 提供全面的功能和物理化学分

析，通过对 AMP 数据库中 AMP-蛋白质相互作用

的信息的分析、“神秘”区域检测的抗菌效力分

析、AMP目标物种的注释以及转录组和蛋白质组

数据集进行检测，以期对AMP进行功能分析和发

现新抗菌药物。这些研究为蛋白质组学挖掘塑料

降解酶提供了坚实的理论研究基础和重要参考。

由于生物信息学数据库规模的局限性以及高
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纯度蛋白质提取困难，利用蛋白质组学从复杂环

境样品中挖掘塑料降解酶仍然具有挑战性；尽管

近年来蛋白质组学引导的塑料降解酶挖掘被广泛

应用，但该挖掘方法仍然处于起步阶段，目前所

有的报道都是对单微生物的诱导培养。

2 塑料降解酶与微生物的研究现状

PET是通过酯键聚合而成的水解型塑料，但由

于产品的结晶程度不同，对其内部酯键的水解难

易程度也不同［37］；现已筛选出多种具有降解 PET

性能的微生物和酶，微生物分泌的胞外解聚酶对

酯键进行水解，把 PET 降解成小分子聚合物，然

后被微生物进一步分解成水和二氧化碳。酶对PET

降解时，要考虑 5个因素：①最适反应温度最好超

过玻璃化温度（Tg）；②吸水性与温度、结晶度和

聚合物链的取向高度相关；③结晶度；④聚合物

链的取向是否有序；⑤表面拓扑结构，这取决于

聚合物链的结晶度和取向。一些来自真菌和放线

菌的脂肪酶、酯酶［38］以及角质酶［39］被报道，这

些酶具有水解非晶态 PET 及修饰 PET 膜表面的功

能，酯酶作用于短链酰基酯，角质酶作用于中链

酰基酯（高达C8～C10），而脂肪酶作用于中长链酰

基酯。

2.1 角质酶

天然或合成的脂肪族聚酯产品如PET、对苯二

甲酸丁二醇酯-己二酸共聚物（BAT）在室温下可

被各种酯键水解酶水解，Müller等［40］首次报道了

PET可被聚酯酶水解的可能。真菌角质酶包括来自

植物病原菌、非植物病原真菌以及放线菌的角质

酶，Kleeberg等［41］首次纯化了来自真菌和嗜热子

囊菌（Thermobifida fusca）的蛋白，该酶可以解聚

BAT，并确定了蛋白的氨基酸序列。随后Baker等［42］

对聚酯降解进行研究，发现角质酶在聚酯的水解

中起着重要作用。胡小平等［43］从嗜热芽孢杆菌属

中分离出聚脂酶，并且从嗜热菌（Thermobifida

alba AHK119）中克隆出一个新的角质酶，由

两个串联角质酶基因组成。Ribitsch等［44］从T. alba

DSM43185克隆出角质酶；此外，Acero等［45］在嗜

热菌（Thermobifida cellulosilytica DSM44535）里

发现了编码角质酶（Tc_Cut1、Tc_Cut2）的基因，

其蛋白质的氨基酸序列与此前在T. fusca NTU22中

发现的角质酶 Tfu_0883和 Tfu_0882相同，科研人

员还测定了角质酶的活性，Tc_Cut1 的活性大于

Tc_Cut2，在 50 ℃下，Tc_Cut1 对 37% 结晶度的

PET水解作用可以持续 120 h。迄今为止报道的所

有嗜热菌属都存在串联角质酶基因，虽然同源性

较高，但活性差异很大，即便是来源于不同种属

的角质酶基因也有很高的同源性，角质酶的起源

种属可能是嗜热菌属，拥有聚酯降解性角质酶的

种属在传代过程中不断进化从而产生了差异。特

异腐质菌（Humicola insolens）（HiC）、门多萨假单

胞菌 （Pseudomonas mendocina） 和腐皮镰孢菌

（Fusarium solani）来源的角质酶被用来催化低结晶

度的 PET，HiC 在 70 ℃下反应 96 h 转化率可达到

100%，而另外两种酶在 50 ℃下就会失活［46］。绿圆

跳虫（Sminthurus viridis AHK190）来源的角质酶

（Cut190） 突 变 体 Cut190/Q138A （Cut190/S226P/

R228S/Q138A）在 65 ℃下反应 15 h 可将结晶度为

14.1%的PET超纤维完全水解［47］；包括HiC在内的

很多角质酶已经被报道有水解结晶度较大 PET 的

能力，这说明高结晶度的 PET 有被水解的潜力。

来源于植物堆肥的角质酶LCC在 70 ℃条件下催化

24 h，可降解 25%无定形PET薄膜，LCC与TfH聚

酯 水 解 酶 有 一 定 的 同 源 性［48］， 而 T. fusca

DSM43793 来源的角质酶 TfH 在 55 ℃条件下催化

3周，可使结晶度为10%的PET膜质量损失50%［49］

（表 1）。角质酶的独特性质取决于这些蛋白质结构

缺乏覆盖在活性位点的盖子，所以活性位点经常

暴露在溶液中，PET水解是聚合物链的灵活性和角

质酶结构相互作用的结果。

2.2 酯酶与脂肪酶

酯酶是与对硝基苯酚（p-NP）的短链酰基酯表

现出更高的活性的一类酶，被认为优先水解PET的

非定形区域，结晶度的增加会限制聚合物链的摆

动，并降低酶对聚合物链攻击概率；Ribitsch等［50］

从嗜盐耐热双歧杆菌（Thermobifida halotolerans

DSM44931）发现了可降解 PET 的酯酶，可在
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50 ℃条件下与 PET 相互作用，并且与放线菌来

源 的 角 质 酶 有 高 度 同 源 性 。 嗜 热 链 霉 菌

（Thermobifida insolens）产生一种分子量大约为

20～21 kDa 的脂肪酶在 pH 8.5、80 ℃下展现出最

大活性，该酶的活性位点由 Ser140、Asp195 和

His208 组成，T. insolens 的结构与 F. solani 的酶有

较高的同源性［51-52］。嗜热丝状真菌的脂肪酶由

269个氨基酸组成，分子量为 31.7 kDa，其蛋白结

构已经被解［53］。米曲霉（Aspergillus oryzae）产生

的脂肪酶被对苯二甲酸双酯（BHET）诱导后，可

水解对苯二甲酸二乙酯（DP），并且提高该酶对

PET的亲和力［54］。

2.3 PETPET水解酶

PET 水解酶与许多来自非嗜热细菌的水解酶

（PET降解能力尚未见报道）具有 65%以上的序列

同 源 性 ， 其 中 来 自 德 氏 嗜 酸 菌 （Acidovorax

delafieldii BS-3） 的解聚酶显示出最高同源性

（82%）［55］。Yoshida 等［56］将 Ideonella sakaiensis 在

结晶度为 1.9%的PET上进行培养，可在 30 ℃下生

长40 d，并从中克隆出PET水解酶（PETase）基因，

PETase与放线菌来源的角质酶有 45%～53%的氨基

酸序列相同，I. sakaiensis来源的PETase（IsPETase）

在迄今为止报道的所有 PET 降解酶中在温和条件

下具有最高的 PET降解活性，在 30 ℃下仅需 3周

即可完全降解PET，但其低热稳定性限制了有效和

实用的PET酶促降解能力。

尽管 PET 降解酶类的挖掘和研究处于刚刚起

步阶段，但是在晶体解析催化机理方面发展却很

迅速，目前已经有多类酶的结构被解析，在定向

改造方面发挥了极大的作用。科研人员已经对

I. sakaiensis 来源的 PETase 晶体结构进行了报道，

PETase属于典型的 α/β-水解酶折叠类型，包含 1个

扭曲的中央 β-折叠，由 9 个 β-链组成，中间夹有

6个 α-螺旋，经过与其他角质酶的同源性比对，发

现PETase的催化三联体为S131-H242-D177，PETase

的活性口袋比其他角质酶的更宽，所以 PET 可以

轻易进入 PETase的活性位点，科研人员还对底物

结合和催化机制进行了研究［57-59］。郭瑞庭等通过对

PETase晶体结构与底物和产物类似物复合体的结

构分析，发现PETase中W156在同源酶对应位点是

高度保守的，而PETase的W156可以展现出多个摆

动构象，185位点的残基会影响W156自身的灵活

性，进而影响底物结合模式［60］；此外还分析了

PETase 与底物和产物类似物的结合，推动了对

PETase 反应机理的理解，PET 主要通过疏水相互

作用与口袋结合，PET的羰基位于催化中心，其中

O原子面向氧阴离子孔，W156处于B构象（S185）

时可为PET的TPA部分提供T堆积力，通过发生经

表表1 PET降解酶研究进展

Tab. 1 Research progress of PET degrading enzymes

降解塑料类型

PET

降解酶来源

Fosmid基因文库

Sphagnum magellanicum

Thermobifida alba AHK119

T. alba DSM43185

T. cellulosilytica DSM44535

Humicola insolens

Sminthurus viridis AHK190

T. fusca DSM43793

T. halotolerans DSM44931

T. insolens

Thermomyces lanuginosus

Acidovorax delafieldii BS-3

Ideonella sakaiensis 201-F6

T. fusca KW3

降解酶名称

LCC

EstC7

Est119

Tha_Cut1

Tc_Cut1

HiC

Cut190

TfH

Thh_Est

pulA

TLL

PETase

IsPETase

TfCut2

最佳降解温度/℃

50

50

45～55

88.7

50

70

65

55

50

80

37

30

30

70

文献
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[43]

[44]

[45]

[46]

[47]

[49]
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[53]
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典水解反应，连续形成酰基酶中间体，水分子进

行第 2 次亲核攻击以裂解酯键，其余苯甲酸基与

W156发生较强的 π堆叠作用，底物被分解并最终

从活性中心释放出来。 Perz 等［61］ 从肉毒梭菌

（Clostridium botulinum ATCC3502）克隆了两个编

码酯酶（Cbotu_EstA、Cbotu_EstB）的基因，而且

还得到了酶 Cbotu_EstA 的晶体结构。晶体结构的

解析在同源性的追溯方面也意义重大，T. alba

AHK119来源的Est119角质酶晶体结构被解析，科

研人员将 Est119 序列与水解角质的酯酶进行比对

分析，发现芳香聚酯酶属于角质酶家族［62］。

Est119 还与链霉菌（Streptomyces exfoliates）来源

的脂肪酶结构进行比对分析，通过结构比对发现

Est119是一种 α/β水解酶，9条 β链被 8条 α螺旋包

围，并发现该酶是一种没有盖子的角质酶。通过

对晶体结构分析，还可以得到辅因子对活性及其

空间构象的影响；S. viridis AHK190来源的角质酶

突变体Cut190-S176A与Ca2+结合后得到非活性形式

的晶体结构，分析Cut190的底物识别机制，并且通

过突变分析了Ca2+的作用；Ca2+在第1位点（Ser76、

Ala78、Phe81和Asn133）的结合是Cut190独有的，

这直接关系到酶的激活与否，但第2位点（Glu220、

Asp250和 Glu296）的结合在 Est119和其他角质酶

中很常见，影响着酶的热稳定性［63-64］。Bollinger等

发现并解析了能降解 PET的聚酯水解酶（PE-H），

该酶为 α/β水解酶折叠类型，中间由 9条 β链组成，

两侧有 7 个 α螺旋，PE-H 中有两个二硫键，连接

C214-C251和C258-C302，该结构在Ⅱ型 PET降解

酶中较为常见，高度保守的残基 S171、D217、

H249构成了PE-H的催化三联体［65］。

2.4 塑料降解微生物的鉴定

Yoshida 等 ［56］从环境中的 PET 上筛选出 I.

sakaiensis 201-F6，该菌可以把PET作为碳源和能源

物质，生成无害的 TPA 和乙二醇（EG）。Fusarium

oxysporum和 F. solani 是可以生长在含有 PET 的培

养基中的丝状真菌，但是研究者并没有对其生长

水平进行检测［66-67］。De Castro团队［68］对环境中降

解PET的微生物筛选时，发现H. insolens具有很好

降解 PET 的潜能，并且与南极假丝酵母协同作用

比 单 独 使 用 转 化 效 率 高 2.2 倍 。 Streptomyces

scabies中的基因 sub1编码的蛋白可降解 PET生成

TPA，在添加Triton后其活性明显增强，且 37 ℃下

至少稳定 20 d［69］。Farzi 等［70］评估了链霉菌属对

PET的降解和动力学表征，利用GC-MS分析了生

物降解过程（图 3）。在海洋微生物 Pseudomonas

aestusnigri VGXO14T基因组中鉴定出的新型羧酸酯

水解酶有聚酯降解能力，可在30 ℃下对无定形PET

降解［65］。Beaulieu等［71］筛选的 S. scabies具有显著

的稳定性和降解 PET 的能力。此外，P. citrinum、

T. reesei以及B. cepacia被鉴定出也具有降解PET的

能力［72-74］（表2）。

图图3 微生物降解PET过程

Fig. 3 Process of microbial PET degradation
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3 双向改造

塑料工业应用的目的是让降解最大化、污染

最小化，双向改造基于工业应用的思想，对可塑

性降解酶和可降解塑料进行同步改造，以期获得

高效产品。在双向改造过程中，不仅可以从酶制

剂自身出发对自身进行改造和设计，还可以在保

证塑料产品适用性的前提下，对其原材料进行绿

色设计，从而达到工业应用的要求。

3.1 PETPET降解酶的改造升级

塑料降解酶因稳定性差、催化效率低等原因

限制了其规模化生产与应用［75-77］，通过利用包括人

工智能、同源模拟、液滴微流控在内的现代生物

技术、半理性设计、随机突变等来克服 PET 降解

酶现存的这些弊端，也可应用多酶共固定化、级

联反应技术来提高产率，使其应用于规模化生产。

3.1.1 PET降解酶的传统改良方法

利用基因随机突变和重组方法对酶进行定向

进化，然后与酶理性修饰方法相结合，通过各种

组合选择出适合的方法来避免定向进化和理性设

计的限制，液滴微流控的技术手段极大提高了随

机突变筛选效率；全细胞催化、金属离子的存在、

共固定化以及多酶级联反应［78］等方面在提高 PET

降解酶活性也有积极作用。

杜文斌等开发了一种荧光液滴分选（FADS）

管道，可用于对 PET 降解微生物或酶的高通量筛

选，也可广泛用于发现新的 PET 降解微生物和各

种环境中的酶以及定向进化［79］。通过利用定点诱

变对嗜热细菌 T. fusca来源的角质酶基因进行基因

修饰，获得的双重突变体 G132A/T101A改善了酶

的疏水性和底物结合位点，使得突变体催化 PET

的活性大大提高［80］。对Fusarium solanipisi来源的

角质酶（FsC）进行基因改造时，利用丙氨酸替代

活性中心位点附近的氨基酸残基，扩大了底物结

合口袋，突变体 FsC-L81A对 PET的水解活性提高

了 5倍［81］。王泽方等把 PETase导入到毕赤酵母中

进行表达，再分泌到细胞表面进行全细胞催化，

发现 PETase 的催化效率是游离酶的 36 倍，且 pH

和热稳定性都有显著提高［82］。Carniel等［83］发现南

极假丝酵母脂肪酶（CALB）和角质酶（HiC）共

同存在情况下会促进 PET 水解，双酶级联反应会

加速PET的水解生成TPA。

金属离子的添加会影响酶的热稳定性，尽管

在 α-淀粉酶中已经探索了Ca2+诱导酶的热稳定性和

活性，但对降解 PET角质酶的机制仍然知之甚少。

Miyakawa等［84］首次发现了降解 PET角质酶中Ca2+

对于酶结构稳定性和活性的影响，并对 S. viridis

AHK190来源的角质酶突变体Cut190-S226P进行研

究，研究了Ca2+结合以及自由态下的突变体结构，

并发现了该突变体较好的热稳定性。Sulaiman

等［48］也发现了在添加了Ca2+和Mg2+后，这些角质

酶的活性和热稳定性增加。向聚酯水解酶 TfH、

BTA2、Tfu_0882、Tf_Cut1 和 Tf_Cut2 添加 Ca2+ 、

Mg2+时，这些聚酯水解酶的熔点温度提高了 10.8～

14.1 ℃［85］。在 Clostridium botulinum 来源的酯酶

（Cbotu_EstA）中发现了与Zn2+结合相关的结构域，

并发现该结构域附近的残基突变不会改变锌的结

合能力，如突变体 Cbotu_EstA-S199A 不仅没有改

变锌的结合能力，反而催化活性提高了 7 倍［86］。

科研人员分析了不同的二价阳离子（Zn2+、Mn2+和

Mg2+）对聚酯水解酶Cut190与Ca2+相比的活性和热

稳定性的影响，发现 Zn2+可以很容易地取代 Ca2+，

但 Cut190在 Zn2+存在下的酶活性非常低［87］。除金

属离子外，磷酸根离子也可以提高 PET 降解酶的

热稳定性［40］。

表表2 PET降解微生物研究进展

Tab. 2 Research progress of microorganisms in

PET degradation

降解塑

料类型

PET

微生物名称

Aspergillus oryzae CCUG33812

Clostridium botulinum ATCC3502

Pseudomonas aestusnigri VGXO14T

Fusarium oxysporum

Fusarium solani

Streptomyces scabies

Penicillium citrinum

Trichoderma reesei

Burkholderia cepacia

Candida antarctica

最适降解

温度/℃

30

50

30

30

30

37

30

37

37

60
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3.1.2 基于PET降解酶结构的改造

在所有对酶修饰的措施中，从酶结构解析基

础上进行改造以提高其活性的研究较为普遍；

Austin等［88］将PETase的结构与T. fusca来源的角质

酶结构进行比对，发现 PETase结合位点附近存在

多个裂隙，会影响底物与酶的结合，将 PETase两

个活性位点残基突变为角质酶中保守的结合裂缝

氨基酸残基，缩小了PETase结合位点的裂隙大小，

从而改善了PET的降解［图 4（a）］。Son等［89］基于

结构生物信息学对 I. sakaiensis 来源的 IsPETase 进

行蛋白质工程改造，通过使用分子对接把 IsPETase

与 4种 PETase进行比对，获得使 Loop环结构更稳

定的三重突变体 S121E/D186H/R280A，该酶的熔

点温度提高了 8.81 ℃，PET降解活性在 40 ℃下提

高了14倍；他们继续对 IsPETase结构进行优化，获

得四重突变体S121E/D186H/S242T/N246D，该突变

体较野生型相比底物结合位点得到了优化，在37 ℃

下，突变体的活性比野生型提高 58倍［90］。Maurer

等［91］从 T. cellulosilytica来源的角质酶（Thc_Cut1）

结构出发进行改造，拓展了 Thc_Cut1 的底物谱，

使得该酶可以解聚人工尼龙和聚酰胺。

通过对结构进行改造是提高酶热稳定性的一种

方法。Nakamura等［92］利用同源模拟工具对PET降

解酶 PET2的结构进行比对，最终发现对表面电荷

进行修饰突变成带正电荷的氨基酸、添加二硫键以

及提高骨架稳定性，可以使PET2 7M（7重突变体）

的熔点温度从 69 ℃提高到 75.7 ℃［图 4（b）］。

Marty等使用分子对接和酶表面分析来研究底物结

合模式，最后发现把二硫键加入 LCC中去取缔金

属离子结合位点附近的氨基酸残基，使得 LCC的

熔点温度提高了 9.8 ℃［93］。将二硫键引入到聚酯水

解酶 Tf_Cut2 催化位点附近，Tf_Cut2 的熔点温度

提高了 25 ℃，半失活温度提高了 17 ℃，并且在

70 ℃处理 48 h，该酶的催化效率较原来提高了

1倍［94］。在PET降解酶中引入疏水蛋白来改变酶的

结构以及酶与底物的结合能力已经被广泛应用于

这类研究中。Ribitsch 等［95］把水解 PET 的角质酶

与疏水蛋白融合来改变活性中心的构象，疏水蛋

白是一种可以改变表面物理化学性质的小真菌蛋

白，可以显著提高角质酶对 PET 的水解水平，说

明偶联疏水蛋白或者两性分子可以提高酶分子疏

水性。孙岩等对 PETase进行了广泛的分子模拟来

分析酶的结构转化和酶与底物的相互作用，把活

性位点附近的残基突变成谷氨酸和赖氨酸，会改

变酶的表面电荷分配，使得其活性位点附近的疏

水性增大，从而提高了底物与酶的结合效率［96］。

刘兵等［97］将 PETase的结构与 F. solani来源的角质

酶进行催化三联体位点结构的比对分析，发现

BHET 对 PETase 的催化三联体存在明显竞争，利

用 PETase 与 BHET 的分子对接证实了以上观点，

提供了 PETase改造的理论研究基础。Ren等［98］通

过利用分子模拟工具比对 T. fusca KW3 来源的

Tf_Cut2 和 LCC 结构，把第 62 位的氨基酸换成

LCC对应的氨基酸残基，发现Tf_Cut2-G62A与对

苯二甲酸单酯（MHET）结合效率大大降低，水解

PET的活性提高了 2.7倍；因为 PET降解酶除了会

与PET结合外，该类酶的水解产物BHET和MHET

也会与 PET 竞争酶的活性中心，从而抑制 PET 降

解。郭瑞庭团队［60］解析了一种来自 PET消耗型微

生物 I. sakaiensis的新型 PETase以及与底物和产物

类似物复合体的结构。通过结构分析，诱变和活

性测量，提出了底物结合模式，并阐明了对催化

图图4 PET降解酶基于结构的改造

Fig. 4 Structure-based modification of PET

degrading enzyme
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至关重要的特征，为 PETase在塑料生物转化中的

进一步工程设计和应用提供指导。

3.1.3 PET降解酶的人工智能设计

近年来，大数据时代人工智能的发展，很大

程度上减少了实验重复操作的工作量，并且比传

统的方法更加高效、准确；计算机稳定性设计方

法在过去的 20年里从选择性地解决边际稳定性的

某些方面的方法开始，发展到现在更加全面，人

工智能设计通过将系统发育分析与原子设计相结

合，在保持蛋白质主要分子活性的同时，溶解性、

热稳定性和抗聚集性也有了显著改善［99］。

尽管在氨基酸序列的从头设计方面取得了重

大突破，但当前的计算机蛋白质设计仍存在明显

的局限性，为了克服这些短板，需要计算模型来

补充当前的模型和实验工具来为理论提供广泛的

反馈。刘海燕等开发了一种用于蛋白质设计的神

经网络能量函数模型，补充和完善了已有模型的

缺点［100］。Guerois 等［101］开发了一种计算机算法

——FOLDEF，可以快速定量估计蛋白质和蛋白质

复合物稳定性的相互作用，该能量函数使用最少

的计算资源，因此可以很容易地用于蛋白质设计

算法以及蛋白质结构和折叠途径预测领域。Meng

等开发了一种新的突变设计工具——Premuse，用

来整合基于自然序列进化的首选突变序列比对和

定量选择，使用 Premue对 I. sakaiensis 201-F6来源

的 IsPETase进行计算，最后从1486个同源序列中筛

选出双点突变体W159H/F229Y，在 40 ℃下，PET

的降解活性增加了近 40倍［102］。崔颖璐等［103］设计

了一个蛋白质工程的贪婪累积策略——GRAPE，

利用聚类算法和贪婪算法优点，大幅规避了不同

突变位点间的负协同作用，短时间内最大限度地

探索序列空间叠加路径，提高了来自 I. sakaiensis

的 PETase的热稳定性，通过聚类分析结合计算得

出有益突变的贪婪积累，重新设计出一种变体

DuraPETase，该突变体的表观熔融温度较野生型

提高 31 ℃，可以在温和条件下将 2 g/L微塑料完全

生物降解为水溶性产物。Marty团队利用计算机辅

助酶工程技术，对 PET水解酶 LCC重新设计，实

现了在不到 10 h 的时间内将酶催化的 PET 解聚，

提高了 90%的转化率［93］。Knott等［104］从对苯二甲

酸单酯水解酶（MHETase）的结构、生化和生物

信息学的方法出发，利用计算机分析MHETase与

PETase的协同作用，研究了该酶体系对 PET 的催

化级联反应，发现双酶体系下的水解效率比只有

PETase存在情况下提高了 3倍，这给双酶PET降解

系统提高了研究方向。科研人员通过动力学模拟

和分子分层计算方法（ONIOM）分析了MHETase

的催化机制，利用高理论水平和广泛抽样的结合

生成了稳健的计算预测，这些信息可以更详细了

解 MHETase 催化功能以及开发更高活性的突

变体［105］。

智能计算已经发展到以原子级精度进行从头

设计各种结构的地步，迄今为止，几乎所有的蛋

白质工程都涉及对天然蛋白质的修饰［106］（图 5）。

一系列的计算设计模型在实验中展现出极大利好，

在蛋白质改造领域拥有广阔前景。

3.2 PETPET原材料的绿色设计

塑料制品因耐用而被广泛使用，但自身降解

也变成极大的挑战，绝大多数塑料即使被降解后

也逃离不了被填埋的命运，号称可“生物降解”

塑料最后也和普通塑料一样降解不彻底，最后也

被填埋进入生态环境，给人类健康带来隐患。Xu

等为了制造出真正可降解、不留隐患的塑料，所

以直接将能降解塑料的聚酯酶作为原料，添加到

塑料生产的过程中，将数十亿个被包裹起来的酶

与塑料树脂珠进行混合，用于塑料生产，只要加

上水和热量，这些酶就会发挥功效降解塑料，说

明通过使用具有活性位点暴露在表面的酶来设计

酶-保护剂-聚合物的复合物是可行的［107］。利用这

一技术所生产出的新型塑料，98% 可降解成小分

子，且不会产生微塑料等对环境有害的物质。通

过把合成 PET的石油基原材料TPA、EG等转变成

生物质来源的原料，最后合成生物 PET （Bio-

PET），不仅减少了对原始 PET的依赖，也提高了

Bio-PET降解率。目前已知的途径都不能利用中间

体直接生产TPA，但是有科学家提出莽草酸途径可

用于生产对甲苯甲酸，随后将其转化为 TPA［108］。

更加可持续、环保的原材料木质素可以作为原料，

利用生物乙醇途径生产Bio-PET的原材料［109］。Lee

等［110］还发现利用对二甲苯可实现 TPA 的生物合
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成。EG占Bio-PET聚合物重量的30%，很多科学家

利用微生物从可再生植物原料中获得了EG［111］；和

TPA一样，EG也能利用生物质直接获得，可以通过

纤维素脱水、木糖醇氢解和废弃秸秆加氢而形

成［112］。科研人员利用塑料薄膜A（30%淀粉、70%

塑料和添加剂）和塑料薄膜B（95%以上塑料、少

量添加剂）作为底物研究黄粉虫（yellow meal

worms）对改良塑料的降解，发现A类塑料在 25 d

内被完全降解［113］；Ganesan等应用酶嵌入聚合物的

表面浇注方法，把南极念珠菌脂肪酶包埋在塑料薄

膜中，嵌入了 2%～8% 重量脂肪酶的聚己内酯

（PCL）塑料薄膜，随着脂肪酶含量和孵育天数的增

加，塑料薄膜的失重增加［114］。通过将薄膜分割成更

小的碎片，加速嵌入酶降解的速度，这可作为微塑

料生物降解的模型实验，具有特定嵌入酶和包埋法

生产的各种可生物降解塑料将有助于解决全球环境

问题，这些方法也可以为PET的绿色设计所借鉴。

4 前景与展望

近年来，科研人员发现了许多可降解 PET 的

酶和微生物，在 PET 的酶法降解与催化机制方面

取得了重大进展［115-117］，合成生物学和蛋白质工程

的快速发展为发现、表征和修饰 PET 降解酶提供

了 一 系 列 强 大 的 工 具 ， 包 括 Toulouse White

Biotechnology（TWB）在内的多家公司已经具备

完整的 PET 降解工业链。尽管降解技术和资源发

展迅猛，但聚酯水解酶对 PET 的有效水解仍然为

生物催化 PET 废物回收技术的进一步发展提出了

许多挑战，现存许多问题还有待突破：PET水解酶

只能水解非晶体部分，而对于晶体部分的水解效

率极低，所以还无法降解高结晶度的产品；从PET

塑料到高附加值产品高效转化的代谢路径还有待

构建，另外还有一系列问题需进一步解决。

（1）开发新型 PET 聚酯水解酶筛选方法：目

前基于琼脂平板的筛选方法灵敏度和通量相对较

低，所以需要开发高效的高通量筛选方法来更高

效和准确地识别新的塑料降解酶，如液滴微流控

的分选手段极大推动了新酶挖掘和突变体的筛选，

这一技术手段的更新将有望从源头上解决高晶体

产品的降解工作；人工智能在挖掘微生物和酶方

面也有很大潜能，以 Python 爬虫为代表，目前，

该应用主要集中在公众热点问题的分析中，但这

图图5 智能计算策略

Fig. 5 Schematic diagram of smart-computing strategy
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一技术的优点使得 Python网络爬虫在文献分析中

显现出巨大优势。这一技术手段无疑将为塑料降

解微生物及新酶基因筛选与挖掘提供重要的参考

价值。

（2）PET聚酯水解酶结构-功能关系解析：因

为对塑料降解酶的结构与功能的理解相对缺乏，

所以现在的很多合理的设计方法都是经验性的，

精确预测突变位点还很困难，计算机辅助模拟和

人工智能的发展可能会对酶结构-功能关系的认识

不断增加，有望以更具预测性和精确性的方式指

导PET聚酯水解酶的改造工作。

（3）多酶催化/全细胞催化体系构建：PET在被

降解过程中会产生BHET和MHET等中间产物，会

与 PET 竞争酶的底物结合位点，影响酶的降解效

率，发展多酶级联反应和共固定化技术不仅可以做

到高效降解，还可以在酶的循环利用方面取得重大

突破；全细胞体系的构建可以很大程度上提高降解

酶的 pH和稳定性，寻找合适的宿主微生物在应对

工业塑料降解环境中发挥高效降解将有很大前景。

（4）构建高附加值产品转化代谢路径：因为

塑料结构复杂和解聚条件差异性等原因导致解聚

产物众多从而产生二次污染，现有技术还不能做

到 PET 绿色回收，建立高附加值产品转化代谢路

径不仅可以做到保护生态环境，而且能带动经济

循环发展，通过定向挖掘可以利用解聚产物的微

生物，如何应用合成生物学构建合适的代谢路径，

将有望做到真正的零污染、高回收。

（5）可降解塑料的研发创新：现行塑料降解

条件苛刻、降解过程复杂等诸多因素影响降解效

果，尤其是对于高结晶度的产品，在不改变实用

性的前提下，寻找合适的方式向塑料中添加碳源

等添加剂、基于仿生思想设计新型可降解塑料在

此后的塑料降解研究中也可作为一个探索方向。

（6）其他方面的创新突破：目前 PET 降解酶

可在大肠杆菌、毕赤酵母等宿主中进行可溶性表

达，但是 PETase 等水解酶异源表达水平还较低，

利用现代生物技术克服异源表达中蛋白质之间的

相互作用有望突破这一瓶颈；利用传统的物理化

学诱变手段来筛选具有特殊功能的塑料降解菌也

是一个研究方向；此外，可以开发对 PET 的预处

理方式来改善提高降解效率。
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