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工业生物技术                                                               

氮、锰、硫缺乏对蛋白核小球藻 Chlorella pyrenoidosa
光合产氢及其生长的影响 

张磊，桑敏，李爱芬，张成武 
暨南大学 水生生物研究中心 热带亚热带水生态工程教育部工程研究中心，广州 510632 

摘  要: 本实验通过研究缺氮、缺锰和缺硫对蛋白核小球藻 Chlorella pyrenoidosa 产氢的影响，发现缺氮、缺锰及缺硫

条件下该藻均能产氢，但在缺氮条件下产氢量最高，约为 88.613 μL H2/mg Chla，分别是对照组、缺锰和缺硫实验组产

氢量的 4.61 倍、1.92 倍和 3.63 倍。通过对光合、呼吸及生长的比较研究，发现缺锰对该藻光合、呼吸及生长的影响要

小于缺氮和缺硫；与正常培养条件相比，缺锰、缺硫抑制藻细胞的光合放氧和生长，对呼吸影响小，而缺氮不仅最大

程度抑制光合放氧和生长，同时使呼吸作用增强，这为进一步优化该藻产氢条件及研究其产氢机制提供了线索。 
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Effects of nitrogen, manganese, and sulfur deprivation on  
photo-hydrogen evolution and growth of Chlorella  
pyrenoidosa 

Lei Zhang, Min Sang, Aifen Li, and Chengwu Zhang 

Engineering Research Center of Tropical and Subtropical Aquatic Ecological Engineering, Miristry of Education, Institute of Hydrobiology, Jinan 
University, Guangzhou 510632, China 

Abstract:  We studied the hydrogen evolution (HE) of green alga Chlorella pyrenoidosa grown in normal (nutrients sufficient) 
media and nitrogen, manganese or sulfur deprived medium. The results showed that photo-hydrogen evolution could occur under 
all conditions hereinbefore, but the efficiency of HE was maximum under nitrogen deprivation, and the total hydrogen yield was 
88.613 μL H2/mg Chla, which was 4.61, 1.92, 3.63 times of control, manganese deprivation, sulfur deprivation groups, respectively. 
We also measured the growth, the photosynthesis and respiration of the alga. The data demonstrated that manganese deprivation had 
less influence than nitrogen and sulfur deprivation on the growth, the photosynthesis and respiration of C. pyrenoidosa. Compared 
with the normal (nutrients sufficient), manganese and sulfur deprivation inhibited the photosynthesis and growth of the alga while 
bringing small impact on respiration. Nitrogen deprivation, however, greatly restrained the photosynthesis and growth while 
enhancing the respiration. Those data provide clues for the further study on both the conditions optimization and mechanism of 
hydrogen evolution. 
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能源是人类社会生存与发展的重要物质基础。

随着化石燃料的日益消耗殆尽，寻求并开发清洁无

污染的绿色替代能源已成为科技工作者关注的重要

课题 [1]。氢作为一种理想的可再生能源，具有燃烧

热值高、无污染和适用范围广等优点，已成为绿色

能源开发的一个重要方向[2-3]。 

绿藻体内具有可逆氢酶，能将光合作用中产生

的部分质子还原为氢气[4]。早在 1942 年，Gaffron

和 Rubin 就证实了绿藻斜生栅藻 Scenedesmus 

obliquus 可通过光合作用产氢 [5]，此后陆续报道其

他许多绿藻具有光合产氢特性[6-7]。研究已知，绿藻

的可逆氢酶对氧气十分敏感，1.5％的氧浓度即可使

其迅速失活 [8]。因此，人们对绿藻产氢研究更多关

注其产氢机制以及如何提高产氢效率。目前研究较

多的是莱茵衣藻 Chlamydomonas reinhardtii 光合产

氢，Dennis 报道，莱茵衣藻在缺磷和缺硫条件下，

光合放氧能力显著下降[9]。2000 年，Melis 教授提出

了缺硫两步法制氢技术，将绿藻光合放氧与产氢过程

从时间上分开，显著提高了藻细胞的产氢效率[10]。

研究证实，硫、氮和锰等营养元素缺乏时，对微藻

的光合作用具有较大影响[11-12]。氮素是组成氨基酸

的必要成分之一，它的缺乏将直接限制光合膜蛋白

以及包括叶绿素在内的其他色素分子的合成， 终

影响光合放氧能力[11]。锰通过参与光解水过程，将

直接影响光合放氧 [12]。蛋白核小球藻 Chlorella 

pyrenoidosa 是 绿 藻 门 Chlorophyta 小 球 藻 属

Chlorella 中的一种单细胞绿藻，本实验室已有研究

证实了缺硫条件能促进其光合产氢[13]，因此，本研

究对比了氮、锰或硫缺乏的营养条件对蛋白核小球

藻光合产氢及其生长的影响，以期为微藻光合制氢

技术的研发提供基础数据。 

1  材料和方法 

1.1  实验藻种 
蛋白核小球藻 C. pyrenoidosa 由暨南大学水生

生物研究中心藻种室提供。 

1.2  藻细胞培养 
使用 TAP[14]培养液，将活化后的藻细胞接种至

2 L 的三角瓶，培养温度为 (24±1)℃，光照强度约

为 100 μmol/(m2·s)，光暗时间比为 12 h/12 h，培养

至对数生长末期转入产氢诱导实验。  

1.3  产氢实验与诱导条件 
以 TAP 培养液为产氢对照组，分别设置缺氮 

(TAP-N)、缺锰 (TAP-Mn) 和缺硫 (TAP-S) 三个实

验组。收集各实验组对数生长末期藻细胞，用培养

液洗涤 2 次后定容至 250 mL 反应器内 (藻液体积

250 mL，上部空间 24 mL)，充氩气 20 min 后封闭反

应器，暗诱导 32 h 后放入光照强度约为 80 μmol/(m2·s) 

的光照培养箱内，每隔 24 h 测定产氢量。 

1.4  氢气含量测定 
采用排水法读取气体体积，用气相色谱检测气体

组成，产氢过程中的氢气含量由气体组成百分比乘以

气体体积测得。气相色谱仪型号为上海科创  GC 

9800，色谱柱为 TDX-01，TCD 热导检测器，汽化

室温度为 70℃，柱温为 50℃，检测器温度为 70℃。 

1.5  光合与呼吸速率测定 
光 合 与 呼 吸 速 率 使 用 氧 电 极  (Hansatech 

Oxygraph，英国) 法测定。取 2 mL 藻液加入反应杯，

100 r/min 持续搅拌，在温度为 25℃及 440 μmol/(m2·s) 

的饱和光强下稳定 1 min 左右后测量光合速率，每

次记录 5 min，呼吸速率在黑暗条件下同等方法测

得 [15]。  

1.6  叶绿素 a 含量测定 
叶绿素 a 含量的测定参照文献[16]方法进行。 

2  结果 

2.1  氮、锰、硫缺乏对蛋白核小球藻产氢能力的

影响 
图 1 是蛋白核小球藻在 4 种条件下的产氢结果。

由图 1 可以看出，4 种条件下蛋白核小球藻均能进

行光合产氢，不同条件下藻的产氢能力有明显差异。

对照组藻液的光合产氢持续时间 短，约 48 h，

TAP-Mn 和 TAP-S 产氢可持续 72 h，TAP-N 产氢持续

时间 长，达 96 h。表 1 是蛋白核小球藻在 4 种条件

下的产氢总量。在 3 种诱导产氢条件中，TAP-N 组产

氢量 高，为 88.613 μL H2/mg Chla，是对照组产氢

量的 4.61 倍。TAP-Mn 的产氢量为 46.256 μL H2/mg 

Chla，TAP-S 产氢量 低，为 24.380 μL H2/mg Chla，

是 TAP-N 的 27.5％。以上结果显示，缺氮可以较

大程度地提高蛋白核小球藻的产氢效率。 
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图 1  不同条件下蛋白核小球藻产氢的比较 
Fig. 1  Comparison of hydrogen evolution by C. pyrenoidosa 
under different conditions. Control: TAP; TAP-N: nitrogen 
deprived TAP; TAP-Mn: manganese deprived TAP; TAP-S: 
sulfur deprived TAP.  

 
表 1  不同条件下蛋白核小球藻的产氢总量 
Table 1  Total hydrogen yield of C. pyrenoidosa under 
different conditions 

 TAP TAP-N TAP-Mn TAP-S

Hydrogen yield 
(μL H2/mg Chla) 19.232 88.613 46.256 24.380

 
2.2  氮、锰、硫缺乏对蛋白核小球藻光合与呼吸

速率的影响 
图 2 所示的是蛋白核小球藻在光合产氢过程中

光合与呼吸速率的变化趋势。将蛋白核小球藻在不

同条件下的光合放氧进行比较可知，缺氮和缺硫条

件对藻细胞光合放氧具有明显的抑制作用，而前者

较后者更为强烈。将蛋白核小球藻转入产氢诱导

后，4 种条件下前 24 h 内藻细胞的光合放氧强度

都保持稳定。TAP 组光合放氧速率从 24 h 后开始

迅速增加，48 h 左右达到 大， 大值为 74.619 μmol 

O2/(mg Chla·h)，之后慢慢回落，约 120 h 后回到初始

值以下；TAP-Mn 组藻细胞的光合放氧速率则在前

48 h 内保持相对稳定，从 48 h 后开始迅速增加，72 h

后增至 大， 大值为 73.652 μmol O2/(mg Chla·h)，

之后缓慢回落；而 TAP-N 和 TAP-S 组藻细胞的光

合放氧速率却从 24 h 后开始下降，分别于 72 h 和

96 h 降至 低，为 16.927 μmol O2/(mg Chla·h)和

12.551 μmol O2/(mg Chla·h) (表 2)。 

由图 2 亦可看出，在封闭 120 h 内，TAP、

TAP-Mn 和 TAP-S 组的呼吸耗氧速率变化趋势相

似，先上升后下降，其中 TAP 和 TAP-S 组在 48 h

左右呼吸达到 大值，分别为 35.319 μmol O2/(mg 

Chla·h)和 17.797 μmol O2/(mg Chla·h)；TAP-Mn 组

呼吸 大值出现 72 h 左右，呼吸强度为 27.892 μmol 

O2/(mg Chla·h)。而  TAP-N 组的呼吸耗氧速率在

产氢实验过程中一直处于增强状态，从初始值为

2.200 μmol O2/(mg Chla·h) 增至 120 h 的 40.183 μmol 

O2/(mg Chla·h) (表 3)，且 72 h 后一直较大程度高于

其他实验组，说明缺氮条件在其胁迫后期对蛋白核

小球藻的呼吸具有一定的促进作用。

    

    

图 2  蛋白核小球藻光合产氢过程中光合与呼吸速率的变化 
Fig. 2  Changes of photosynthesis (P) and respiration (R) rate in C. pyrenoidosa grown in different mediums at the progress of 
photo-hydrogen evolution. Alga was grown in TAP medium (A) and nitrogen deprived TAP medium (B), manganese deprived TAP 
medium (C), sulfur deprived TAP medium (D). Measurements were taken with an oxygraph system (Hansatech Instruments) at 25°C, 
beginning with the record of dark respiration (5 min) and followed by the light-saturated rate of photosynthesis (another 5 min).  
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表 2  蛋白核小球藻在不同条件下的光合速率 
Table 2  Photosynthesis rate of C. pyrenoidosa under different 
conditions 

Photosynthetic rate (μmol O2/(mg Chla·h))
Obturation time (h) 

TAP TAP-N TAP-Mn TAP-S

0 44.532 44.532 44.532 44.532

24 45.845 44.703 41.694 45.230

48 74.619 21.741 46.417 38.008

72 68.358 16.927 73.652 19.951

96 51.604 16.936 64.121 12.551

120 34.823 16.989 51.579 14.455

 
表 3  蛋白核小球藻在不同条件下的呼吸速率 
Table 3  Respiration rate of C. pyrenoidosa under different 
conditions 

Respiration rate (μmol O2/(mg Chla·h))
Obturation time (h) 

TAP TAP-N TAP-Mn TAP-S

0 2.200 2.200 2.200 2.200

24 11.664 10.624 11.454 12.663

48 35.319 18.635 24.437 17.797

72 24.779 23.658 27.892 17.412

96 16.741 32.817 13.724 8.315

120 17.151 40.183 14.176 6.870

 
绿藻产氢的关键因素之一在于厌氧环境的形成

和维持，当藻细胞的光合放氧速率低于其呼吸耗氧

速率时，藻液体系随即进入理论上的厌氧状态[10]。

蛋白核小球藻在不同条件下的光合和呼吸速率变化

结果表明，在其产氢过程中，TAP 和 TAP-Mn 组藻

细胞的光合放氧速率一直较大程度高于其呼吸耗氧

速率 (图 2A、2C)，因而未能形成较好的厌氧环境；

而 TAP-N 组光合放氧速率约 48 h 左右与呼吸耗氧速

率持平，之后保持稳定状态，但却一直低于日益增

强的呼吸耗氧速率 (图 2B)，据此推测其形成厌氧环

境的时间约为 48 h 左右；而 TAP-S 组形成厌氧环境

的时间较 TAP-N 长，藻细胞的光合放氧速率 72 h 后

才与呼吸耗氧速率相接近 (图 2D)。 

2.3  氮、锰、硫缺乏对蛋白核小球藻生长的影响 
蛋白核小球藻培养液在产氢过程中叶绿素 a 含

量变化如图 3 所示。由图 3 可以看出，蛋白核小球

藻在 TAP 培养液中正常生长，经过 120 h 产氢实验

后，培养液中的叶绿素 a 含量为 70.995 mg/L，比初

始含量提高了 4.03 倍。氮、锰、硫缺乏对蛋白核小

球藻的生长具有不同程度地抑制作用，3 个实验组

藻液叶绿素 a 的含量明显低于 TAP 组，其中缺氮和

缺硫对蛋白核小球藻的生长影响 大，经过 120 h

产氢实验，藻液的叶绿素 a 含量分别从初始的

20.796 mg/L 和 19.781 mg/L 升到 26.237 mg/L 和

22.449 mg/L。蛋白核小球藻在 TAP-Mn 培养液中有

增长，叶绿素 a 含量由实验初期的 19.81 mg/L 提高

到 53.099 mg/L，是初始含量的 2.68 倍。 

 

图 3  蛋白核小球藻在光合产氢过程中叶绿素 a 含量的

变化 
Fig. 3  Changes of chlorophyll a content in C. pyrenoidosa at 
the progress of photo-hydrogen evolution. 

3  讨论 

封闭、充氮气和暗诱导可为藻培养体系提供一

个相对低氧甚至厌氧的环境[17]。在这种前提条件下，

蛋白核小球藻在 TAP 以及 TAP-N、TAP-Mn 和 TAP-S

中均能进行光照产氢。在 初的暗诱导阶段，4 种

培养液中藻细胞的光合放氧能力均未发生显著变

化，文献报道莱茵衣藻[9]在硫缺乏 24 h 后光合放氧

能力下降 75％，与莱茵衣藻相比，蛋白核小球藻对

营养元素缺乏的胁迫条件耐受能力较强。恢复光照

后，不同实验组藻细胞的响应有所差异，TAP 组随

着光照条件的恢复，藻细胞的光合放氧速率迅速增

大，48 h 达到 大值，致使该体系中氧浓度迅速增

加，氢酶受到抑制导致产氢过程停止，产氢过程从

封闭开始仅持续了约 48 h。 

锰元素是 TAP 培养液中的一种微量元素[14]，它

作为光合膜上光系统Ⅱ放氧蛋白辅基，通过参与光

解水反应影响藻类的光合放氧[12]。本实验证实锰的

缺乏对蛋白核小球藻的光合放氧能力产生了一定影

响，产氢期间 TAP-Mn 的光合放氧速率与 TAP 相比

明显降低。缺氮和缺硫条件均能明显抑制蛋白核小

球藻的光合放氧能力，其中，TAP-S 组的光合放氧
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速率在封闭后 72 h 与其呼吸速率相近，而产氢仅持

续 72 h，推测可能是缺硫对藻体的生理状态影响较

大，因而产氢过程未能持续更久。国内外已有研究

报道，缺氮可限制藻细胞的光合作用和生长[11,18]，

本实验中 TAP-N 组蛋白核小球藻的光合放氧速率

下降迅速，在 48 h 左右就降到和其呼吸耗氧速度持

平，这为蛋白核小球藻光合产氢创造了一个理论上

的厌氧环境，促进了光合产氢。呼吸作用的增强为

光合产氢提供持续性的电子供给[19]，避免产氢后期

由于 PSⅡ功能的衰弱而造成光合电子传递链的低

效，这也是蛋白核小球藻在 TAP-N 中产氢比 TAP-S

效率高的原因之一。与 TAP-N 和 TAP-S 相比，在

TAP-Mn 中蛋白核小球藻的光合放氧受到的抑制较

弱，究其原因，可能是藻细胞在一定时间内还有一

定量的锰离子存在，这个推测还尚需进一步缺锰传

代实验验证。 

叶绿素 a 含量的动态变化可以反映藻细胞的生

长状况。在缺氮和缺硫的条件下，蛋白核小球藻的

叶绿素 a 含量随着产氢过程的进行保持相对稳定，

在 TAP-Mn 和 TAP 中藻液的叶绿素 a 含量有较大幅

度提高，说明缺锰条件对蛋白核小球藻生长影响较

小，而缺氮和缺硫明显抑制了蛋白核小球藻的生长，

这和 Hase 等[20]报道的缺硫使莱茵衣藻停止生长的

结果一致。以上结果表明，缺氮条件能显著抑制蛋

白核小球藻的光合放氧及其生长，促进其呼吸作用，

对藻细胞的光合产氢具有较大促进作用。 

绿藻产氢是一个微妙而复杂的过程，消除氧气

对氢酶活性的抑制作用是关键[17]。Melis 教授利用了

缺硫能抑制藻细胞光合作用的机理，将莱茵衣藻转

入缺硫培养基中，约 24 h 后藻细胞的光合作用强度

开始低于其呼吸作用，藻体系进入厌氧状态，诱导

氢酶光合产氢，其结果显示该方法具有较高的产氢

效率[10]。然而，本实验中的 TAP-S 组在封闭后的

初 48 h 内，光合产氢效率低于 TAP 组。推测其原

因可能是随着产氢过程的进行，TAP 中藻细胞数量

增多且生理状态保持良好，光合电子传递比缺硫活

跃[21]，而在缺硫条件下，藻的光合放氧能力虽有所

下降，但藻细胞的生理状态欠佳，细胞几乎停止分

裂生长，造成产氢能力低下。上述结果提示，硫元

素缺乏对不同藻种光合产氢的影响有差异。近年来

亦有研究者探索绿藻新的产氢方法，如 Markov 在

2006 年报道高光强胁迫亦可抑制莱茵衣藻光合放氧，

而促进产氢反应，产量可达 5.3 mL H2/(g dw·h)[22]。

中国科学院大连化学物理研究所张卫研究组利用解

偶联剂 CCCP 调控扁藻 Platymonas subcordiformis

产氢亦有较好结果，使扁藻的光合放氢量提高了近

100 倍[7]。因此探索新的产氢方法将是今后绿藻产氢

的研究热点之一。氮元素是培养基中的大量元素，

本研究结果显示对于蛋白核小球藻，缺氮法比缺硫

法更具产氢效率，如果从诱导产氢的培养基成本考

虑，缺氮法比经典缺硫法更经济，值得注意。本研

究小组下一步将利用高效产氢藻株，进一步探讨氮

元素缺乏对微藻光合产氢的影响以及藻细胞光合产

氢的作用机制。 
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