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两种光强条件下亚心形扁藻各生长阶段的产氢能力

刘润国,虞星炬,金美芳,张 卫

(中国科学院 大连化学物理研究所 海洋生物产品工程组,辽宁 大连 116023)

摘要: 海洋亚心形扁藻( Platy monas subcordif ormis )在光照生长后, 经过暗培养诱导其可逆产氢酶,然后转

移到光照下可产生氢气。在 300 mL 产氢反应器中对海洋亚心形扁藻产氢情况的考察表明,不同的光强条件

可导致扁藻产生不同的生长曲线,而在不同的培养阶段, 扁藻的产氢能力也有很大的差别。其他培养条件相

同, 高光照强度( E= 13 000 lx )条件下,扁藻生长较快, 而且可以获得更大的产氢能力, 300 mL 密度为 3 106

个/ mL、叶绿素质量浓度为 5. 8 mg/ L 的藻液最大产氢浓度可达 17. 5% , 比低光照强度( E= 5 000 lx )时提高

了 32% ,叶绿素含量降低了 61%。根据产氢前后以及暗诱导后扁藻生理状态的考察结果, 可以推测出是不

同生长阶段扁藻的生理状态差异导致了其产氢能力的变化。
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氢作为能源具有应用范围广、转化效率高、清洁

可再生等优点, 从能源的资源量、对环境的影响以及

世界经济可持续发展考虑, 预计氢能将在 21世纪的

能源结构中逐渐占据主导地位[ 1] 。因此迫切需要一

种资源丰富、生产过程清洁、经济技术指标合理的制

氢新技术。利用地球上储量最丰富的能源形式    
太阳能和最大的氢源    水, 高效快速地转化为可

用氢源,将是完成这一目标的理想路线。

研究发现, 部分光合作用微生物体内含有吸光

色素和氢酶,可突破光催化剂禁带波长的限制,更有

效地利用太阳能制取氢能 [ 2]。这些微生物主要包括

光合细菌和微藻
[ 3~ 6]
。一些微藻可以利用太阳能和

水制取氢气,基本不受原料限制, 正逐渐成为太阳能

光解水制氢研究的热点之一 [ 2, 7, 8]。微藻产氢包括蓝

藻固氮酶制氢和绿藻可逆产氢酶制氢, 其中绿藻可

逆产氢酶效率较高, 是目前国际上公认最有潜力的

太阳能制氢方法之一[ 9~ 12]。作者研究发现, 经过光

照培养的海洋亚心形扁藻 ( P latymonas subcor di

f ormis ) ,暗培养诱导可逆产氢酶的表达后, 在一定

浓度羰基氰化物间氯苯腙 ( Car bony l cyanide m

chloropheny lhydrazone , CCCP)的作用下进行光照

可产生氢气[ 13]。而扁藻的光照培养作为扁藻产氢的

原料供给及能量储存阶段, 在扁藻转化太阳能为氢

能的过程中起着重要的作用。为进一步阐明光照培

养阶段对海洋亚心形扁藻产氢的影响及其产氢过程

中的生理生化变化规律, 作者研究了不同生长阶段

亚心形扁藻的产氢能力以及产氢前后叶绿素、可溶

性总糖以及水溶性蛋白的变化, 以期进一步深入了

解扁藻的产氢机理。

1 材料与方法

1. 1 材料

亚心形扁藻 ( P latymonas subcord if ormis ) : 由

辽宁省水产研究所提供,经划板法 3次纯化。

海水:取自辽宁大连临海, 过滤后 121 ! 高温灭
菌处理。

培养: 3 L 三角瓶, 2 L 培养藻液,在光照培养室

培养。

1. 2 培养基

亚心形扁藻优化培养基: 2. 0 mg FeCl3、0. 36 mg

MnCl2、33. 6 mg H3 BO3、45. 0 mg EDTA、35. 0 mg

NaH 2PO4、100 mg NaNO3、0. 21 mg ZnCl2、0. 20 mg

CoCl2、0. 09 mg ( NH4 ) 4Mo7O24、0. 20 mg CuSO4、

800 mg NaHCO3、45. 0 mg NH 4Cl、0. 1 g VB12和

1. 0 g VB1 ,海水 1 L[ 14]。

1. 3 培养方法

扁藻置于 3 L 的三角烧瓶中进行培养, 培养体

积 2 L,接种密度3 105 个/ mL, 12层无菌纱布封口,
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培养温度 25 ! , 光源为两组日光灯, 表面光强分别

为: ( a) 5 000 lx 和( b) 13 000 lx ,光暗比均为 14∀ 10,

初始 pH 值为 8. 2。藻细胞密度用血球计数板在

Olympus BH 2 光学显微镜(日本 Olympus 株式会

社)下计数。

1. 4 H 2 的产生、收集和检测

取不同生长阶段的扁藻培养液, 2 000 r/ m in 离

心 3 min 收集细胞, 细胞密度用离心上清液调整至

( 280~ 320) 104 个/ mL。加入 1# 康威方营养盐

(体积比) [ 14] , 然后用 1 mol/ L 稀盐酸调整藻液 pH

值到 8. 2。取 300 mL 标准血浆瓶,内装 300 mL 藻

液,以翻口橡皮塞密封瓶口, 输液器与藻液上部空间

紧密连接,充氮气 10 min,放置于25 ! 中暗培养32 h

诱导可逆产氢酶表达,然后加入 0. 3 mL 15 mmo l/ L

的 CCCP 溶液( CCCP 溶于 DMSO 中) , 混匀 10 min

后,放在光强为 13 000 lx、150 r/ min 的回旋震荡条

件下光照放氢。输液器另一端放入倒置的刻度试管

中,用排水取气法收集气体直至 8~ 10 h 后放氢结

束。用 SRI 8610C 气相色谱仪(美国 SRI科学仪器

公司)进行气体分析, 分离柱用长 2 m 的 13X 分子

筛,载气为氩气,热导式检测器的检测温度为 80 ! 。

1. 5 几种胞内化合物含量的检测

叶绿素、可溶性总糖和水溶性蛋白的检测都是

基于已调整细胞密度为( 280~ 320) 104 个/ mL 的

扁藻藻液。

叶绿素含量采用丙酮酒精提取比色法测定, 取

5 mL 样品藻液, 4 000 r/ min离心 5 m in,弃上清, 加

入 5 mL 丙酮酒精溶液( V 丙酮 ∀V 酒精= 2 ∀ 1) , 冰水浴

中 400 W、超声时间 5 s,间隔 3 s,超声次数 15次下

破碎细胞,静置 1 h, Jasco V 530 型紫外分光光度计

(日本 Jasco公司)测定 663 和 645 nm 下吸光度, 按

公式 Ca+ b= 8. 02 A 663nm+ 20. 20 A 645nm计算叶绿

素质量浓度( mg/ L ) [ 15]。

可溶性总糖含量采用蒽酮比色法测定, 取 5 mL

样品藻液, 4 000 r/ min 离心 5 m in, 弃上清, 加入

5 mL三蒸水, 同样条件下破碎细胞, 放入 80 ! 水浴

中 2 h,静置 4 h, 4 000 r/ m in离心 5 min,取上层清

液 0. 1 mL,加入 3 mL 蒽酮试剂, 90 ! 保温 15 min,

620 nm比色, 同样方法制作标准曲线, 计算可溶性

总糖质量浓度( mg/ L ) [ 15]。

蛋白质含量的检测采用 G 250考马斯亮蓝比色

法测定,同可溶性总糖的检测一样对样品进行前处

理至破碎细胞, 4 000 r/ m in 离心 5 min, 取上清液

0. 1 mL,加入 5 mL G 250 溶液, 混匀显色 2 m in,

595 nm 比色, 同样方法制作标准曲线, 计算水溶性

蛋白质量浓度( mg/ L ) [ 15] 。

2 结果与讨论

2. 1 两种光强条件下扁藻各生长阶段的产

氢情况

图 1为两种光强条件下, 各生长阶段的扁藻用

于诱导产氢的试验结果。( a)与( b)的培养条件除光

照强度不同外,其他条件一致 , 其中 ( b)条件下的

光照强度为 13 00 0 lx , 要高于 ( a) 条件下的光照

强度5 000 lx。由图可见, 高光强下扁藻的生长

速度明显快于低光强, 其最大比生长速率分别为

图 1 两种光强条件下亚心形扁藻生长动力学及不同生长阶

段其产氢能力的变化

F ig . 1 Comparison of photo bio lo gical hydr ogen production

and oxygen evolution at differ ent g r owt h phases of

Platymonas subcordif ormis gr ow ing under t wo kinds

of light int ensity

a. 5 000 lx, b. 13 000 lx
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7. 7 105 和 2. 6 105 个/ ( mL ∃ d) , 最高的生物密

度分别为 4. 5 106 和 3. 5 106 个/ mL。

从图 1还可看出,扁藻的生长阶段规律明显, 包

含适应期、对数生长期、平台期这三个典型的细胞培

养生长阶段,而在不同生长阶段, 其产氢能力有着很

大的差别。在图 1a 中, 光照强度较低, 扁藻生长较

慢,在其适应期和对数生长前期, 产氢能力慢慢增

加,并在对数生长中后期快速增加直至在对数生长

末期( 13 d)达到最大值,此时 300 mL 密度为 3 106

个/ mL、叶绿素质量浓度为 15 mg/ L 的藻液产氢浓

度为 13. 3% ,其后进入平台期, 产氢能力逐渐下降。

而在图 1b中,光照强度较高, 扁藻生长很快,但培养

直至进入平台期之前,产氢能力很弱, 第 9 天产氢能

力迅速增加并在第 11天超过 a)条件下的产氢能力

最大值。二者相比, 高光照强度条件下, 单位细胞叶

绿素的含量较低, 但扁藻生长快, 可用较少的时间

( 11 d)获得较大的氢气量, 300 mL 密度为 3 106

个/ mL、叶绿素质量浓度为 5. 8 mg/ L 的藻液产氢浓

度达 17. 5% ,效率更高。

由此可见, 在其他培养条件一致的情况下,在一

定范围内提高光照强度, 不仅可以加快扁藻的生长

速率,而且还可获得更高的产氢能力。

2. 2 两种光强条件下扁藻各生长阶段的叶

绿素含量与产氢关系

由图 2可见,随着扁藻的生长,单位细胞的叶绿

素含量呈下降趋势, 而扁藻产氢前后及暗诱导后的

叶绿素浓度变化不大。高光照强度、高生长速率下,

叶绿素的初始含量要大大低于低光照强度、低生长

速率的扁藻。对比二者的产氢能力, 高光照强度下

叶绿素含量最低的阶段产氢能力最强。

扁藻的光自屏蔽效应导致了随着光路通径的延

伸,入射光迅速衰减,是制约扁藻生长和产氢阶段光

能供应的重要因素之一[ 16, 17]。本试验表明, 利用一

定的高光照强度,虽然损伤了叶绿素, 但同时可以降

低单位细胞的叶绿素含量, 从而减弱扁藻的光自屏

蔽效应,最终提高扁藻的生长速率。且在高光照强

度的培养条件下,扁藻的产氢能力有一定的提高。

图 2 两种光强下不同生长阶段的扁藻产氢前后及暗诱导后

叶绿素质量浓度比较

F ig . 2 Compar ison o f chlo rophy ll concent rations befo re and

aft er H 2 production, as w ell as after dark adaptation

at different g row th phases of Platymonas subco rd i

f ormis g rowing under tw o kinds o f light intensity

a. 5 000 lx; b. 13 000 lx

2. 3 两种光强条件下扁藻各生长阶段的可

溶性总糖含量与产氢关系

由图 3可见, 扁藻产氢前后可溶性总糖含量变

化十分明显。随着扁藻的生长, 其可溶性总糖的浓

度呈增加趋势,并于平台和死亡期达到最大, 产氢阶

段消耗大量的累积总糖, 可溶性总糖含量降到了较

低的水平。扁藻产氢暗诱导阶段需要维持细胞的正

常生理生化活性, 这需要能量的供应,可溶性总糖在

暗诱导阶段的显著消耗说明培养阶段产生的可溶性

总糖是其能量的来源之一。光照产氢阶段的能量供

应除了试验供应的光能,也有可溶性总糖的消耗产能。

图 3 两种光强下不同生长阶段的扁藻产氢前后及暗诱导后

可溶性总糖浓度比较

F ig . 3 Comparison of dissolv ed sugar concentrations before and

after H2 production, as well as after dark adaptation at

different g rowth phases of Platymonas subcordif ormis

growing under two kinds of light intensity

a. 5 000 lx, b. 13 000 lx
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2. 4 两种光强条件下扁藻各生长阶段的水

溶性蛋白质含量与产氢关系

从图 4可见,低光照强度下, 扁藻的培养前期,

单位细胞水溶性蛋白的含量最高, 其后含量保持一

定的水平,平台期的含量有稍小的下降。而高光照

强度下,单位细胞水溶性蛋白的含量保持在较为稳

定的水平,总体也有略微的下降。二者相比,高光照

强度下培养的扁藻, 单位细胞水溶性蛋白的含量明

显低于低光照强度下培养的扁藻。

图 4 两种光强下不同生长阶段的扁藻产氢前后及暗诱导后

水溶性蛋白质含量比较

Fig . 4 Compa rison of so luble protein concent rations befor e

and after H2 production, as w ell as after dark induce

ment at differ ent g rowth phases o f P latymonas sub

cordif ormis g rowing under two kinds of light intensity

a. 5 000 lx; b. 13 000 lx

以上结果表明, 同一接种细胞浓度的不同光强

条件或不同培养阶段的扁藻,产氢能力显著不同, 而

获得产氢最大能力的阶段也并不恒定。优化扁藻培

养基,保持适宜的温度、pH 条件, 一定范围内提高光

照强度,可以大大提高扁藻的生长速率。而提高光

照强度,还可以降低藻液的叶绿素含量, 减弱扁藻的

自屏蔽效应,提高扁藻的产氢能力。

高光照强度下培养的扁藻,叶绿素、水溶性蛋白

的含量明显低于低光照强度下培养的扁藻。在产氢

过程的暗诱导和产氢阶段, 藻液中的可溶性总糖被

大量消耗以保持扁藻细胞正常的生命活动。如果保

持藻液中可溶性总糖在一定的水平, 从而减弱扁藻

细胞在厌氧状态下的衰亡速度, 将有可能延长扁藻

的产氢时间,从而进一步提高扁藻的产氢能力。

由此可以看出, 扁藻的产氢过程中, 产氢能力的

大小不仅取决于可逆产氢酶的诱导, 也与产氢时扁

藻的生理生化特性有着重要的关系。准确确定扁藻

细胞的生理生化性质, 深入了解不同培养条件及不

同培养阶段下的扁藻产氢情况, 从而确定扁藻产氢

的最优条件, 可从宏观和微观方面共同考察。宏观

方面,可以分析微藻细胞的叶绿素、可溶性总糖(或

淀粉)、水溶性蛋白、脂类含量或者元素组成。微观

上从分子水平入手,考察可以产氢酶的诱导情况及产

氢过程中微藻细胞内部的生理生化状态, 包括微藻细

胞的物质、能量代谢等,是取得研究进展的重要途径。

3 结论

对两种不同光强条件扁藻的产氢情况以及此过

程中细胞的一些生理生化特性进行了研究,发现不

同的培养条件和生长阶段对扁藻的产氢能力影响甚

大。在生长较慢的低光照强度下, 产氢能力的最大

值表现在培养阶段的对数生长期末期, 而在生长较

快的高光照强度下, 表现在平台期。作者力求找到

一个产氢效率较高、产氢能力较强的培养条件和生长

阶段。结果表明, 高光照强度 ( E = 13 000 lx )

的条件下培养,减弱了扁藻细胞的自屏蔽效应, 细胞

密度在较短时间内到达平台期, 达 4. 5 106 个/ mL,

产氢能力也在此阶段到达最大值, 300 mL 密度为

3 10
6
个/ mL、叶绿素质量密度为5. 8 mg/ L 的藻液

最大产氢浓度可达 17. 5%,与低光照强度(E= 5 000 lx)

相比,最大产氢浓度提高了 32% ,单位细胞叶绿素含

量降低了 61% ,此培养条件和生长阶段是较为合适

的。
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subcordif ormis cells at different growth phases under two kinds

of light intensity
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Key words:P latymonas subcordif ormis ; gr ow th phases; rever sible hydro genase; hydro gen

Abstract:A marine g reen m icroalg a, Platymonas subcor dif ormis, w as able to g enerate H 2 photo synthet i

cally w hen exposed to light after a period of anaer obic, dark incubat ion. The g row th cur ves w ere dif ferent

at dif ferent kinds of light intensity, and the ability of H 2 product ion varied signif icant ly at differ ent gr ow th

phases. A t higher light intensity ( E= 13 000 lx ) , the m icroalg a g rew faster, and gave a higher H 2 yield. At

the stat ionary phase, the ability of H 2 product ion r eached the max imum hydrogen concentr at ion of 17. 5%

col lected in 300 mL Culture at 3 10
6
cells/ mL. At low er light intensity ( E= 5 000 lx ) , the H 2 yield de

creased by 24% w ith the maxim imum hydrogen concentrat ion of 17. 5% , and the chlorophyll concentrat ion

reduced by 61% . The results indicated that the physio logical status o f alg al cel ls has a signif icant effect on

the ability of H 2 product ion. Therefor e opt imizat ion of physiolog ical parameters is requir ed to max imize hy

drogen product ion in green algae.
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