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4 种海洋绿藻光合放氢特征的研究

管英富 , 邓麦村 , 虞星炬 , 金美芳 , 张 卫

（中国科学院 大连化学物理研究所，辽宁 大连 116023）

摘要：四爿藻（Tetraselmis sp . ）、微绿球藻（Nannochloropsis occulata）、小球藻（Chlorella vulgaris）和

扁藻（Platymonas subcordiformis）的放氢特点各不相同。在暗厌氧培养阶段，四爿藻和微绿球藻不

释放氢气，小球藻和扁藻释放微量的氢气。随后的光照培养阶段中，4 种海藻在天然海水中都

释放氢气，四爿藻和小球藻在无硫海水中不释放氢气，而微绿球藻在无硫海水中释放的氢气

比在天然海水中的少，扁藻在无硫海水中释放的氢气为天然海水中的 10 倍。在 4 种藻中，亚心

型扁藻的光合放氢能力最高。解偶联剂 CCCP（carbonyl cyanide m - chlorophenylhydrazone）对该 4
种藻的光合放氢的影响各不相同，并初步推测了扁藻光合放氢的速度限制因素。
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光生物产氢以太阳能为能源，以水或有机废物为

原料，是潜在的可再生氢能的生产方法之一，目前研

究主要集中在光合细菌和微藻的放氢 [1 ]。其中绿藻可

逆性氢酶光解水放氢的理论量子效率高 [2 ]，最有可能

用来利用自然界中最丰富的资源（太阳光和水）生产

可再生氢能。许多淡水绿藻，如衣藻（Chlamydomonas
reinhardtii） [3 ,4 ] , 小球藻（Chlorella fusca） [5 ]，栅藻

（Scenedesmus obliquus） [6 ]以 及 绿 球 藻 （Chlorococcum
littorale） [7 ]等都能放氢，但对海水绿藻氢代谢的研究

还比较少。利用海洋微藻光解水大规模制氢，将节约

相对匮乏的淡水资源，可有效利用丰富的海水资源，

使该技术更具吸引力。

由于绿藻可逆性氢酶的氧抑制现象，绿藻的放氢

现象不能持续进行。Melis 等 [4 ]发现，无硫培养能降低

莱茵衣藻（Chlamydomonas reinhardtii 124）的光合放氧

能力，而对呼吸耗氧没有显著影响，从而使光照条件

下的衣藻培养液维持厌氧状态，实现了该衣藻的持续

放氢。研究发现，不同绿藻的光合放氢速度可能受到

氢酶活性以及电子、质子在光合作用系统、细胞色素

和可逆氢酶之间的传递速度等因素的抑制 [8 ，9 ]。所以，

获得更多的产氢藻种，研究其放氢特性，是获得高产

氢藻株并实现其产氢功能调控的起点。

四 爿 藻 （Tetraselmis sp . ）、 微 绿 球 藻

（Nannochloropsis occulata）、小球藻（Chlorella vulgaris）
和扁藻（Platymonas subcordiformis）是中国常用的海洋

饵料，容易实现大规模培养。 本文在天然海水、无硫

海水和含有解偶联剂 CCCP 的天然海水 3 种条件下，

比较了 4 种海洋绿藻在暗培养和光照培养下的放氢

特征。

1 材料与方法

1. 1 实验材料

四爿藻（Tetraselmis sp . ）、微绿球藻（Nanno -
chloropsis occulata）、小球藻（Chlorella vulgaris）由澳大

利 亚 CSIRO 微 藻 研 究 中 心 提 供 ， 亚 心 型 扁 藻

（Platymonas subcordiformis）由辽宁省海洋水产研究所

提供。所有藻种都在实验室纯化培养。海水取自大连

周边海域，砂滤后以 121℃高温灭菌。冷却到室温后，
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表 1 4 种海洋绿藻在暗培养阶段的放氢量（ × 10 - 9 L）

Tab.1 Hydrogen production in dark stage by four marine

green algae

培养条件 四爿藻 微绿球藻 小球藻 扁藻

海水 0 0 163 288
无硫海水 0 0 205 237

图 1 小球藻的光合放氢

Fig . 1 Photo - hydrogern production by Chlorella vulgaris
-◆ - 天然海水；-■ - 无硫海水；-Δ - 天然海水 +
CCCP

图 2 微绿球藻的光合放氢

Fig . 2 Photo - hydrogern production by Nannochloropsis
occulata

-◆ - 天然海水；-■ - 无硫海水；-Δ - 天然海水 +

CCCP

加入营养盐， 每升海水培养基中的各种盐含量为

1. 3 mg FeCl3, 0. 36 mg MnCl2, 33. 6 mg H3BO3, 45. 0 mg
EDTA , 20. 0 mg NaH2PO4 , 100 mg NaNO3 , 0. 21 mg
ZnCl2 , 0. 20 mg CoCl2, 0. 09 mg (NH4) 4 Mo7 O24, 0. 20 mg
CuSO4 , 0. 1µg VB12 和 1. 0µg VB1 。扁藻置于 2 L
的三角烧瓶中，放在 25℃，日光灯光源，表面光照

度为 4 500 lx，光暗比为 14 h：10 h 的条件下培养到

对 数 生 长 后 期 。 微 绿 球 藻 和 小 球 藻 细 胞 浓 度 用

A 550值测量，扁藻、四爿藻细胞浓度用血球计数板在

Olympus BH - 2 光学显微镜下计数。

1. 2 天然海水中的产氢实验

离心收集对数生长后期的绿藻，用新鲜培养基

离心洗涤 2 次，微绿球藻和小球藻的细胞浓度调整

到 10 6 个 / mL， 四爿藻和扁藻的细胞浓度分别调整

到 1. 3 × 10 6 个 / mL 和 1. 5 × 10 6 个 / mL。 取容积为

300 mL 的培养瓶，内装 295 mL 藻液，密封瓶口，充氮

气 5 min，放置到 25℃中暗培养 30 h 以诱导可逆氢

酶 [3 ,10 ] ， 然后放在光照度为 160 µE m / (m2·s)、150
r / min 的回旋震荡条件下光照放氢。用排水取气法收

集并测定气体体积。 气体分析用 SRI 8 610C（美国

SRI 科学仪器公司生产）气相色谱仪（13X 分子筛柱长

2 m，氩气为载气，热导式检测器的检测温度为 80℃）

分析。取同样数量的藻液，在暗诱导 30 h 后加入 10

µmol / L 的 CCCP，5 min 后光照放氢。

1. 3 无硫海水中的产氢实验

用去离子水配置无硫的 Fleming 海水和营养盐，

其中硫酸盐用氯化物取代，121℃高压灭菌 20 min。离

心收集对数生长后期的 4 种绿藻细胞，用灭菌后的无

硫培养基悬浮、离心洗涤，并重复 3 次，按上述方法

实验。

2 结果与讨论

2. 1 暗培养阶段的放氢

在天然海水和无硫海水中，四爿藻和微绿球藻

在暗培养阶段都不释放氢气，小球藻和扁藻则都释放

氢气。小球藻在无硫海水中释放的氢气量比天然海水

中高，而扁藻在无硫海水中释放的氢气量比天然海水

中低（表 1）。

2. 2 光合放氢

2. 2. 1 小球藻

天然海水中小球藻的光合放氢在 1 h 内停止，持

续时间短，光合放氢量是 暗 培 养 阶 段 放 氢 的 近 5

倍。无硫海水中，小球藻在光照下不释放氢气。10

µmol / L 的 CCCP 使天然海水中小球藻的光合放氢量

下降约 60%（图 1，表 1）。

2. 2. 2 微绿球藻

无硫海水中，微绿球藻在第 1 h 内没有释放氢

气，在 1 ～ 2 h 之间释放出微量氢气，2 h 左右光合放

氢结束。在天然海水，微绿球藻的光合放氢持续时

间约 3 h，放氢速度基本维持不变，放氢量为无硫海

水中的 3 倍；天然海水中，加入 10µmol / L 的 CCCP
使其光合放氢持续 3 h，放氢量提高 1 倍（图 2）。可

见，无硫培养部分抑制微绿球藻的光合放氢，CCCP
促进微绿球藻的光合放氢。
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图 3 四爿藻的光合放氢

Fig . 3 Photo - hydrogern production by Tetraselmis sp .
-◆ - 天然海水；-■ - 无硫海水 ；-Δ - 天然海水 + CCCP

图 4 扁藻的光合放氢

Fig . 4 Photo - hydrogern production by Platymonas
subcordiformis

-◆ - 天然海水；-■ - 无硫海水；-Δ - 天然海水 + CCCP

2. 2. 3 四爿藻

在无硫海水中和在含 10µmol / L 的 CCCP 天然海

水中，四爿藻不进行光合放氢。天然海水中，在光照前

1 h 四爿藻没有释放氢气，1 h 后开始释放氢气，4 h 后

光合放氢停止（图 3）。CCCP 和无硫培养都抑制四爿

藻的光合放氢。

2. 2. 4 扁藻

天然海水中扁藻的光合放氢在 3 h 左右停止。无

硫海水中扁藻的光合放氢经过 1 h 的滞后期后，开始

放氢，到 7 h 接近最大值，光照放氢量是天然海水中

的约 10 倍。天然海水中，加入 10µmol / L 的 CCCP 使

其光合放氢在 7 h 内达到 0. 329 mL（图 4，表 1）。亚心

型扁藻在暗培养阶段放氢很少，所产生的氢气绝大部

分来自光照培养阶段，说明亚心型扁藻需要吸收利用

光能才能释放更多的氢气。无硫海水中扁藻的光照放

氢量比天然海水中可高一个数量级，说明与淡水莱茵

衣藻类似，可依靠无硫培养促进扁藻的光合放氢。10

µmol / L 的解偶联剂 CCCP 并不延长光合放氢时间，但

使扁藻的光合放氢量提高 100 倍，可能是 CCCP 抑制

了扁藻类囊体膜上质子的渗透 [11 ]，从而为氢酶提供了

更高浓度的质子。该现象有待于深入详细的研究。初

步说明扁藻的类囊体膜上的跨膜质子梯度是光合放

氢的速度限制因素，但还需要对该过程做详细的研

究。四种绿藻放氢特征的显著差别也有待于对绿藻光

合放氢机理的深入研究而予以揭示。

3 结论

通过对 4 种海洋绿藻光合放氢的比较，发现海洋

扁藻具有较高的放氢能力。

通过对其光合放氢的调控，无硫培养使扁藻的光

合放氢提高 10 倍。天然海水中加入解偶联剂 CCCP 使

其光合放氢提高 100 倍，初步分析为扁藻类囊体膜上

的跨膜质子梯度是扁藻光合放氢的限速因子。
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Abstract: The characters of hydrogen evolution by Tetraselmis sp ., Nannochloropsis occulata , Chlorella vulgaris and
Platymonas subcordiformis are distinct . In dark and anaerobic stage , no hydrogen was evolved by Tetraselmis sp . and
Nannochloropsis occulata , and tiny amount of hydrogen was evolved by Chlorella vulgaris and Platymonas subcordiformis .
In photo - hydrogen production stage , all of the four algal strains evolved hydrogen in natural seawater . No hydrogen was
evolved by Tetraselmis sp . and Chlorella vulgaris in sulfur - deficiency seawater , less hydrogen was evolved by Nan-
nochloropsis occulata in sulfur - deficiency seawater than that of in natural seawater About ten - folds of hydrogen was e-
volved by Platymonas subcordiformis in sulfur - deficiency seawater than that of in natural seawater . There are different
effects on photo - hydrogen production by uncoupler CCCP（carbonyl cyanide m - chlorophenylhydrazone）in the four algae
and the possible limiting step was suggested .
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