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随着全球工业的迅猛发展，对能源的需求量大

幅增加，由于不可再生的矿物能源储量有限，导致

能源危机逐渐映现，因此，开发可再生的洁净新能

源成为亟待解决的全球性问题。H2由于其能量密度

高，燃烧后只生成水，不造成任何污染，成为 理

想的可再生能源之一。在各种制氢方法中，绿藻制

氢以太阳能为能源，以水为原料，通过光解水制取

H2，是目前生物制氢技术研究的热点。 

绿藻产氢现象由Gaffron [1]首次发现，此后，许

多科学工作者从不同的角度开展了绿藻产氢研究。

目前已知的具有产氢能力的绿藻集中在团藻目和

绿 球 藻 目 ， 包 括 莱 茵 衣 藻 （ Chlamydomonas 

reinhardtii）、Chlamydomonas moewusii、夜配衣藻

（Chlamydomonas noctigama）、Chlorella fusca、斜

生栅藻（ Scenedesmus obliquus ）、 Scenedesmus 

vacuolatus、Chlorococcum littorale、Chlorococcum 

submarinum、 Lobochlamys segnis和亚心形扁藻

（Platymonas subcordiformis）[2～4]等。 

尽管绿藻产氢优势突出，但相对于产业化的目

标来讲，仍有很多技术问题需要解决，特别是产氢

效率低以及氢化酶耐氧性差等问题，因此，绿藻产

氢代谢和氢化酶反应机理研究引起了广泛关注。分

子生物学技术是研究绿藻产氢代谢机理、鉴定基因

功能和进行藻株改良的重要手段。由于绿藻中莱茵

衣藻的基因组得到过大规模的测序，遗传学背景比

较清晰，同时还具有培养容易、生长速度快、氢化

酶活性高等特点，近年来，各国科学家主要以莱茵

衣藻为研究对象，在绿藻产氢代谢和氢化酶结构与

功能方面进行了大量的分子生物学研究。作者就该

领域的 新研究动态进行了综述。 

1 氢化酶的分子生物学研究 

1.1 绿藻氢化酶的结构 
氢化酶是催化产氢反应的关键酶，根据其活性

中心包含金属原子的不同，可以分为Fe氢化酶和

Ni-Fe氢化酶两种。目前发现的绿藻氢化酶主要是可

逆Fe氢化酶。其中，莱茵衣藻的氢化酶 先得到了

分离鉴定，为 47.5 ku大小的单体可逆Fe氢化酶[5～7]。

随后，C. fusca[8]、C. moewusii[9]、C. littorale[10]以及

亚心形扁藻[11]中也相继发现了可逆Fe氢化酶。而在

斜生栅藻[12]中，则有研究表明可能同时存在可逆Fe

氢化酶和Ni-Fe氢化酶两种氢化酶。 

与梭菌（Clostridium pasteurianum）的单体Fe

氢化酶相比，绿藻Fe氢化酶的C末端（包括HC催化

反应中心）序列同源性较高，而N末端序列发生大

片段缺失，失去了所有的[FeS]簇结构域，这表明在

绿藻中，电子是直接从硫氧还蛋白传递到催化反应

中心的[13]。酶活性研究则表明，藻类Fe氢化酶的催

化效率要远远高于细菌氢化酶，似乎这种高度缺失

的结构更有利于电子的转移[13]。 

绿藻Fe氢化酶基因比较复杂，从结构上来讲，

其一般由多个内含子及外显子序列组成。以斜生栅

藻为例，其Fe氢化酶基因就由 5 个内含子和 6 个外
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显子组成，全长cDNA由 2 609 对碱基组成，编码大

约 448 个氨基酸[13]。现已知绿藻氢化酶的结构如表

1[13]所示。绿藻Fe氢化酶基因的复杂性还表现在一

种绿藻中可能同时含有多种Fe氢化酶。 unschiers

等[14]曾在斜生栅藻中扩增得到了一种完全不同类

型的Fe氢化酶基因，该氢化酶基因的表达不受厌氧

调控，而呈组成性表达。Forestier等[15]和Zhang等[16]

在莱茵衣藻中也扩增到与HydA1 不同的基因

HydA2，其编码蛋白（505aa，49 ku)比HydA1（441aa，

47.5 ku）略大，二者氨基酸序列的相似度达 68％，

并且与厌氧菌的氢化酶高度相似，保留了催化中心

所有的保守基元。与斜生栅藻不同的是，莱茵衣藻

的这两个Fe氢化酶都有很强的专一性，受无氧条件

的诱导表达和缺氧时间、培养基中有无乙酸和硫盐

等生长条件的调控，但为不同的启动子和调控机理

所调控[15, 17]。目前，这些不同类型的Fe氢化酶的生

物学功能还在进一步研究中。

 

表 1  藻类 Fe 氢化酶的结构特征 

Tab. 1  Structural characteristics of algal Fe-hydrogenase from C. reinhardtii (Cr HydA1 and Cr HydA2), S. obliques 

(So HydA1), and C.fusca (Cf HydA). The respective genbank accession numbers are AF289201, AY055756,  

AJ271546, and AJ298227 

氢化酶 

性质 

外显子 

个数 

内含子 

个数 

编码区 

碱基对数 

5'UTR 

碱基对数 

3'UTR 

碱基对数 

编码蛋白质 

残基数 

信号肽 

残基数 

TATA 框 

位置 

Cr HydA1 8 7 1494 158 747 497 50 5'UTR 上游 187bp

Cr HydA2 10 9 1515 139 873 505 62 5'UTR 上游 24bp

So HydA1 6 5 1344 154 1100 448 35 5'UTR 上游 25bp

Cf HydA 6 5 1310   436 21 5'UTR 上游 25bp
注: Cr HydA1. 莱茵衣藻氢化酶HydA1；Cr HydA2. 莱茵衣藻氢化酶HydA2；So HydA1. 斜生栅藻氢化酶HydA1；Cf HydA. C.fusca氢化酶 

 

1.2 绿藻Fe氢化酶的表达 
2002 年，Happe等[17]将莱茵衣藻的氢化酶基因

hydA1 克隆到大肠杆菌中进行了表达，尽管利用

Western blot检测到了HydA1 蛋白的大量表达，但是

并未检测到其催化活性，说明HydA1 蛋白的活性表

达可能还需要辅助因子的后期修饰。此后不久，

Posewitz等[18, 19]发现hydEF基因的突变，会导致莱茵

衣藻Fe氢化酶的活性丧失，HydG对实现HydA1 和

HydA2 活性至关重要。Posewitz[20]通过在大肠杆菌

（Escherichia coli）中共表达莱茵衣藻的HydEF、

HydG和HydA1 基因，首次得到了一个有活性的

HydA1 酶，但该活性HydA1 酶的表达并不十分稳定
[21]。而在丙酮丁酸梭菌（Clostridium acetobutylicum）

中表达藻源HydA1 酶，虽然可以得到稳定活性表达

的HydA1 酶，但是表达量却很低[22]。King等[22]通过

将丙酮丁酸梭菌来源的HydE、HydF和HydG与莱茵

衣藻的HydA1 共转化大肠杆菌细胞发现，HydA1 氢

化酶不但可以得到稳定表达活性，氢化酶的表达量

也得到了大大提高。 

值得注意的是，由于细胞壁的存在，所有体内

表达策略在进行蛋白质表达以及折叠的调控研究

上都存在很大的局限性，若要深入研究绿藻氢化酶

的成熟机理，则必须打破细胞壁的限制。2007 年，

Boyer等[23]报道了一种在大肠杆菌来源的无细胞体

系中实现绿藻氢化酶的异源活性表达的方法，使得

深入认识绿藻氢化酶等复杂蛋白质表达以及折叠

的调控机理成为可能。 

1.3 绿藻Fe氢化酶的氧敏感性 
Fe氢化酶氧化还原电位低，催化活性高且不需

要消耗ATP，与Ni-Fe氢化酶和固氮酶相比，优势明

显，其 大的问题是对氧极为敏感，遇氧迅速失活，

与绿藻的光合作用形成矛盾，限制了绿藻制氢研究

的发展。近年来，科学家们为深入揭示Fe氢化酶的

氧敏感性机理进行了一系列的研究，发现藻类Fe氢

化酶与细菌Fe氢化酶一样，其氧敏感性源自其催化

中心位点[2Fe2S]的可逆氧化作用[24]。目前对细菌氢

化酶结构的研究已经表明，O2可能通过一些由多肽

折叠形成的气体通道到达催化位点[25, 26]。由于藻类

Fe氢化酶的晶体还难以获得，目前对而其结构的研

究主要是通过同源建模的方法进行。通过对莱茵衣

藻HydA1 和HydA2 的同源建模发现，在其表面也存

在可能的气体通道[15]，并且这些氢化酶的气体通道

孔径大于H2与O2的分子直径[9]。这些通道的孔径大

小并不相同，有人认为孔径较大的为O2通道，而较
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小的为H2通道[27]。一些初步研究已经表明，氢化酶

的耐氧性的确与其氨基酸序列密切相关[28]。King等
[29]利用定点突变技术对莱茵衣藻HydA1 气体通道

的相应氨基酸进行了替换，减小了气体通道的孔

径，发现其氧耐受性可提高一倍左右，证明通过改

造绿藻氢化酶的遗传信息来改良其耐氧性是完全

可能的，并且将成为绿藻产氢研究中一个极具前景

的研究方向。 

2 绿藻产氢代谢的分子生物学研究 

2.1 绿藻产氢代谢途径 
目前，绿藻产氢途径主要可以分为直接生物光

解途径和间接生物光解途径。在直接生物光解途径

中，绿藻通过捕获太阳光，利用光能经由光合反应

将水分子光解，获得低电位的还原力，并 终还原

Fe氢化酶释放出氢气[30]（图 1）。间接生物光解途径

可以分为两个阶段，在第一个阶段中，绿藻细胞在

有氧条件下通过光合作用固定二氧化碳，合成细胞

物质，而在第二个阶段中，在无氧条件下，这些细

胞物质会通过酵解产生还原力，用于Fe氢化酶的还

原和氢气的释放[30]（图 2）。直接生物光解途径面临

的 主要的问题仍然是Fe氢化酶的氧抑制问题，而

在间接生物光解途径中， 主要的问题则是由于一

些未知原因，产氢能力只能维持在光合放氧的基线

水平，产氢潜力得不到完全释放[31]。近年来的研究

多以发掘功能基因、寻找调控靶点为主，在这种情

况下，对莱茵衣藻DNA插入突变库进行筛选，成为

鉴定代谢相关的重要功能基因的 为有效的策略[18, 

32~36]，并相继发现了与绿藻产氢密切相关的多种基

因。 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 1  直接生物光解产氢途径 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图2  间接生物光解产氢途径 

  

2.2 绿藻产氢代谢的重要相关基因 
2.2.1  叶绿体硫渗透酶基因 SulP 

硫元素作为绿藻生长的必需元素，可以直接影

响到绿藻生理代谢过程。研究表明，莱茵衣藻细胞

在无硫培养的状态下，其光合放氧速率会迅速大幅

下降，而呼吸速率则变化较小，有助于造成厌氧环

境，因此，无硫培养技术成为目前主要的绿藻制氢

技术之一[37]。由此看来，硫代谢可通过影响光合作

用来影响绿藻的产氢代谢，因而对硫代谢途径进行

适当调控完全可能提高产氢代谢的效率。在莱茵衣

藻的硫代谢过程中，Chen等[38]首先发现了叶绿体硫

渗透酶基因SulP，其编码的蛋白是ABC型叶绿体膜

硫转运复合物的重要组成部分，该复合物位于叶绿

体表面，对硫的运输与富集起重要作用。研究发现，

SulP的突变可以引起光系统II的修复能力下降 [39, 

40]，由此看来，该基因极有可能成为代谢调控的一

个重要靶点，例如可通过代谢工程量化控制该硫渗

透酶活性，使得在密闭培养时，微藻细胞光合作用

的速率与呼吸作用相匹配，既保证微藻的正常生长

又保证整个体系的厌氧或微氧环境，理论上实现活
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改组技术（gene shuffling）是一种试管内

分子

性氢化酶的持续表达和高效持续光照产氢将是完

全可行的[9]。目前，在Sulp的抑制实验中，发现细

胞会表现出明显的硫缺乏状态，其中一些antiSulP

衣藻植株甚至已经实现了光照条件下的持续产氢[37, 

41]。 

2.2.2 异淀粉酶基因 sta7 

2004 年，Posewitz等[18]对莱茵衣藻突变库进行

了产氢能力筛选，得到一个产氢功能缺失突变株

sta7-10。对该藻株的突变基因sta7 进行分离发现，

其编码产物与其他植物的异淀粉酶高度同源，同时

对突变株sta7-10 检测还发现，该突变株的不可溶性

淀粉含量仅不到野生型含量的 5%，并且氢化酶的

转录速度与降解速度出现明显异常，产氢量远低于

野生型。 

关于异淀粉酶在淀粉合成中的功能，目前存在

三种解释，一种认为它的作用是修饰支链淀粉前体

的某些分支位点，有助于淀粉晶体的形成；另一种

则认为该酶的作用是降解可溶性葡聚糖，而这些可

溶性葡聚糖的存在会竞争性抑制淀粉晶体的形成；

还有一种认为该酶的作用与控制淀粉核的形成有

关。不管哪一种解释，毫无疑问，异淀粉酶会直接

影响到淀粉晶体的形成。由于在厌氧诱导的藻细胞

中，存在两种电子供给途径，除了PS II光解水的途

径之外，内源物质主要是淀粉等的降解也可以为氢

化酶提供大量电子[37]，因而推测在异淀粉酶突变株

中淀粉晶体含量的下降，会直接影响到产氢电子的

供给，进而影响H2的产量。当然，氢化酶的转录本

的降解速度的加快也可能是影响H2产量的原因。如

果可以明确异淀粉酶影响绿藻产氢的具体机制，就

有可能通过调控该异淀粉酶的活性的方法来调控

绿藻淀粉含量，增加莱茵衣藻产氢持续时间与产氢

量，因此异淀粉酶研究也将成为绿藻产氢代谢调控

研究的一个重要方面。 

2.2.3  Tla1 基因及其类似功能基因 

光反应所产生并传递的电子是产生H2的原初

还原力，因而藻株光合作用效率的高低制约着其

大产氢量。天线色素体在光合作用中负责光能的吸

收和传递，在绿藻中由大约 750 个叶绿素分子组成，

其中，仅有大约 122 个叶绿素分子是光反应所必须

的，而多余的色素分子目前并未发现有重要的生理

学功能[36]。一般来讲，在强光照射条件下（如太阳

光直接照射下），天线色素吸收的约有 90%以上的

光能以荧光和热能的形式浪费掉。而在实际的微藻

培养中，藻体天线色素含量过高，往往还会给藻体

的高密度培养造成困难，从而大大降低了培养体系

的光转化效率和光合生产力[40]。     

自 20 世纪中叶起，减小天线色素体能够增加

微藻培养体系的光能利用效率和光合生产力的假

设就相继得到理论论证[40, 42]。2001 年，Polle等[43]对

莱茵衣藻随机插入突变文库进行叶绿素突变体筛

选时发现，其中一株PS II中天线色素体的大小不到

野生型的一半，但光合速率却是野生型的 3 倍，影

响叶绿素天线色素体大小的Tla1 基因也因此得以

发现[36]。同年，Masuda等[44]在杜氏盐藻（Dunaliella 

Salina）中又发现，叶绿素a氧化酶基因（CAO）和

Lhcb的表达在光介导的天线色素体大小变化过程

中也具有非常重要的作用。Tla1 基因及其类似功能

基因的发现表明，天线色素复合体的大小是可以通

过改变微藻遗传信息来调控的，对其进行研究将有

助于解决绿藻产氢过程中的光利用效率低的问题，

可用于绿藻的规模培养，以增加生物量积累、碳固

定和产氢量。 

3 分子生物学技术在绿藻制氢中的应 

用前景 

随着对绿藻氢化酶以及产氢代谢机理了解的

越发深入，分子生物学技术在绿藻氢化酶的改造以

及产氢代谢调控中的优势也变得越发明显。以现代

分子生物学技术为主要手段，主动地改造基因、调

控代谢的研究正逐渐成为未来制氢微藻研究的主

流。 

3.1 蛋白质改良研究 
氢化酶对O2的敏感性是由其催化位点的结构

和催化位点对O2的亲和能力这两个因素决定的。目

前已经得到多种细菌氢化酶的三维晶体结构[45]，并

且预测了H2和O2进出催化中心的通道，但绿藻氢化

酶的三维晶体结构还未得到诠释。尽管King等[29]通

过设计莱茵衣藻Fe氢化酶气体通道结构，取得了一

些进展，但是由于缺乏对Fe氢化酶基因及其编码蛋

白产物的三维结构及功能等方面信息的了解，现有

的知识基础还不足以对Fe氢化酶进行完全理性化

分子设计，因此定向突变技术的应用还有待于绿藻

Fe氢化酶三维结构及功能的进一步研究。 

基因

进化技术，目前该技术已广泛应用于蛋白质工

程领域，并在改造多种酶的特异性、抗性、活性以

及稳定性等方面取得了巨大的成功[39]。由于在进化

过程中不同物种的同源基因保留了极其丰富的功
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到具

有耐

究 
关代谢中的许多关键功能基

因已

基础上，通过代谢工程

手段

相耦合也是绿藻产氢代谢工

程研

能库，基因改组技术可以通过基因家族在分子水平

上的重组，创造分子的多样性，有利于迅速筛选到

理想的变异，并且有利于深化分子结构与功能关系

研究。该技术与定点突变技术相比不需要对蛋白产

物的三维结构及功能有深入的了解，而相对于化学

诱变的方法又能将突变局限在特定基因内，并且能

大大提高良性突变的概率，因此，基因改组技术十

分适用于当前研究水平的绿藻Fe氢化酶改良研究。

目前，Nagy等[46]已经将其应用于梭菌属（Clostridia）

的氢化酶改造，建立了shuffling突变基因库，并从

中筛选到了催化活性明显提高的重组藻株。 

除此以外，如果能在自然界微生物中筛选

氧性的氢化酶基因资源，并实现其在绿藻中的

活性表达及与光合作用的偶联，也有望大大提高绿

藻产氢的氧耐受性，目前对氢化酶资源的筛选工作

尚在进行中[47]。 

3.2 代谢工程研

虽然绿藻产氢相

经得到发掘和功能鉴定，但是，其大都通过影

响其他代谢来间接影响产氢代谢，若要实现对绿藻

产氢代谢通路的有效调控，仍尚需更为直接有效的

调控靶点的揭示。而通过对突变库进行功能筛选的

方法来发掘基因，效率相当低。如果能将高通量的

比较蛋白质组学分离技术以及基因差异显示技术

应用到研究中，将有可能会大大加快重要代谢功能

基因的筛选进程，从而有助于我们更快更深入的了

解绿藻的产氢代谢机理。 

在发掘重要功能基因的

有目的的对绿藻产氢代谢的关键点进行调控

研究，例如过表达某些限速酶如淀粉异构酶，或者

利用反义核酸技术或基因剔除技术等抑制或失活

某些基因如硫酸通透酶和 Tla1、CAO 和 Lhcb 等天

线色素大小相关基因的表达等等，可以实现微藻的

氢代谢途径向利于产氢的方向转变，有助于得到高

效产氢的工程藻株。 

与废水废气处理

究的一个重要方面。目前，已有研究将Chlorella 

kessleri 的HUP1 基因在莱茵衣藻Stm6 中表达，使

莱茵衣藻可以同时利用外源六碳糖和H2O产生H2，

比Stm6 的产氢量提高了 50%，同时提供了利用绿藻

处理含糖废物联合高效产氢的可能[48]。 

绿藻光解水制氢在制氢领域具有巨大的发展

潜力，但产氢效率低、氢化酶耐氧性差是限制其发

展的两大主要问题。分子生物学技术凭借其可对遗

传物质直接进行操作的得天独厚的优势，已经在了

解绿藻光解水制氢机理研究中发挥了巨大作用。随

着认识的深入，提高氢化酶耐氧性和调控绿藻产氢

相关代谢的研究将成为未来研究的重要方向，从而

将为大量现代分子生物学技术的应用提供更为广

阔的空间。 
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