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亚心形四爿藻氢酶的稳定性及初步纯化 
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摘  要: 亚心形四爿藻 Tetraselmis subcordiformis 是一种具有高产氢能力的海洋绿藻，在厌氧环境中经暗诱导调控，可

进行一定时间的连续产氢。氢酶是亚心形四爿藻进行光合产氢的关键酶，本文研究了在厌氧环境中连二亚硫酸钠、β-

巯基乙醇和丙三醇等试剂对氢酶的稳定性影响，考察了硫酸铵分级沉淀对氢酶的纯化效果及回收情况。结果表明，连

二亚硫酸钠和丙三醇均能对氢酶起到较好的保护作用。60％~70％饱和度硫酸铵沉淀出的蛋白样品比酶活较高，且所含

其他蛋白较少，可用于氢酶的进一步纯化。 
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Stability of the hydrogenase from Tetraselmis subcordiformis  
and its preliminary purification 
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Abstract:  Tetraselmis subcordiformis, a marine green alga, can produce hydrogen by photobiologically hydrolyzing seawater with 
hydrogenase. In this study, the preliminary purification of the enzyme was explored by ammonium sulfate precipitation, and the 
impact of sodium dithionite, β-mercaptoethanol and glycerol on the enzyme stability during the process was investigated. The 
experimental results illustrated that sodium dithionite provided significant protection on the hydrogenase by depleting oxygen, while 
glycerol, a protectant against the structure instability of the enzyme, also presented protection. Crude enzyme with specific activity of 
0.557 U/mg protein was extracted using 60%−70% saturated ammonium sulfate solution supplemented with 200 mmol/L sodium 
dithionite and 5% glycerol, and the hydrogenase recovery yield was about 30%. 
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氢是一种理想的二次能源载体[1-2]。国际氢能组

织预测，随着制氢、储氢和氢能使用技术的发展，

到 2050 年左右氢能将在全球能源构成中占据至关

重要的地位。生物制氢技术由于具有低成本、可再

生、清洁无污染等优点，受到了人们的关注[3-6]。 

绿 藻 制 氢 是 生 物 制 氢 领 域 中 的 一 个 重 要 方

向 [7-11]。绿藻利用可逆氢化酶产氢，催化效率高，

不需要大量的 ATP，生产过程洁净，可以实现光能

的自组织收集，能量的自发积累及定向快速转化，

被国际能源局认为是生物制氢最有应用前景的途径

之一。绿藻在光合作用Ⅱ过程中能将水分解成氧气、

质子和电子，电子经过光合系统Ⅰ的电子传递链及

铁氧化还原蛋白传递给氢酶，氢酶将质子还原为氢

气。氢酶在这个过程中起着关键作用，但氢酶对氧

气非常敏感，在有微量氧气存在时就会失活[12]。目

前国内有多家科研单位对绿藻制氢进行研究，但与

绿藻氢酶分离纯化相关的工作极少见到报道。 

亚心形四爿藻是一种海洋单细胞产氢绿藻，其

产氢能力与国际上目前研究最深入的淡水莱茵衣藻

的水平相当[13-14]。为了提取亚心形四爿藻体内的可

溶性氢酶，进行氢酶催化机理及失稳失活机制等方

面的基础研究，本文报道了厌氧条件下几种试剂对

氢酶的稳定性影响，并考察了硫酸铵分级沉淀对氢

酶的纯化效果。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
藻种：亚心形四爿藻由辽宁省水产研究所提供，

在本实验室纯化培养。 

仪器：GC-960T 气相色谱  (上海海欣色谱仪

器厂)。 

1.2  方法 
1.2.1  藻种的培养 

采用灭菌天然海水 (取自大连周边海域) 加入

康维方营养盐配制的培养基，每升海水培养基中各

种盐含量为：NaNO3 100 mg，NaHCO3 168 mg，

NaH2PO4·H2O 20 mg， EDTA-Na 45 mg， H3BO3 

33.6 mg，FeCl3·6H2O 1.3 mg，MnC12·4H2O 0.36 mg，

ZnC12 0.021 mg，CoCl2·6H2O 0.02 mg，CuSO4·5H2O 

0.02 mg，(NH4)6Mo7O24·4H2O 0.009 mg。亚心形四爿

藻置于 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。 

1.2.2  氢酶的诱导 

取 3 L 生长对数后期、浓度约 2×106 cells/mL 的

亚心形四爿藻，1 500 r/min 离心 2 min。倒掉海水后，

取鲜重为 10 g 藻细胞，重新悬浮于 100 mL 灭菌海

水中，置于密闭玻璃瓶中。通氮气 10 min，排除容

器中氧气后，在黑暗中诱导 4 h。 

1.2.3  厌氧环境的构建 

氢酶对氧气非常敏感，1％左右的氧气即使其失

活。因此自暗诱导开始，所有实验步骤均需在厌氧

的环境中进行 (图 1)。将密封的样品放入厌氧袋中，

反复充 N2、抽真空 3 次后，开始纯化操作。需要离

心的样品放在配有密封盖的离心管中，拿出厌氧体

系离心。如无特殊说明，所使用的试剂中均加入一

定浓度连二亚硫酸钠，以除去溶氧。 

 
图 1  氢酶纯化厌氧系统 
Fig. 1 Anaerobic system used for hydrogenase isolation and 
purification. 1: N2 bottle; 2: vacuum pump; 3: manual valve; 4: 
vacuum bag; 5: vortex mixer. 
 
1.2.4  细胞破碎 

在厌氧环境中，将藻液分装于密封离心管中，

4 000 r/min 离 心 3 min，弃 上 清 后 重 悬 于 10 mL 

50 mmol/L 的 Tris-HCl 缓冲液 (pH 7.9) 中。在重悬

液中加入 10 g 预冷玻璃珠 (直径约 1 mm)，用涡旋

振荡器最大强度混旋 5 次，每次 1 min，两次之间在

冰上静置 1 min。13 000 r/min 离心 10 min，取上清

弃沉淀。 

1.2.5  氢酶活性检测 

氢酶活性的测定在 6 mL 密闭容器中进行。以
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50 mmol/L 磷酸钾缓冲液 (pH 6.8) 作反应缓冲液，

用被连二亚硫酸钠还原的甲基紫精作电子供体。反应

系统包括终浓度为 5 mmol/L 甲基紫精和 100 mmol/L 

Na2S2O4，通高纯 N2 排除氧气 5 min 后，用注射器加

入 0.1 mL 样品。在 25℃水浴中振荡孵育 20 min 后，

用气相色谱检测氢气组分含量。 

1.2.6  蛋白含量测定 

使用 Bradford 法测定总蛋白含量。取 100 µL 样

品，加入 2 mL 显色液 (95％乙醇 25 mL，85％磷酸

50 mL，35 mg 考马斯亮蓝 G250，加水至 500 mL)，

室温下反应 5 min 后，测定在 595 nm 处的光吸收值。

以 2 mL 显色液加入 100 µL 50 mmol/L Tris-HCl 缓

冲液 (pH 7.9) 的处理作为空白对照，用牛血清白蛋

白作标准蛋白。本步骤在空气环境中进行。 

1.2.7  硫酸铵分级沉淀 

在厌氧袋中，向上清中加入固体 (NH4)2SO4，

依次至 20％、30％、40％、50％、60％、70％、

80％饱和度，同时磁力搅拌均匀。每次沉淀在 4℃、

13 000 r/min 离心 10 min，将沉降出的蛋白溶于 1 mL 

50 mmol/L Tris-HCl (pH 7.9) 中，上清继续进行硫酸

铵沉淀。 

1.2.8  聚丙烯酰胺凝胶电泳 

聚丙烯酰胺凝胶电泳方法参见文献[15]。分离胶

浓度为 15％，用考马斯亮蓝 R-250 染色。本步骤在

空气环境中进行。 

2  结果与讨论 

2.1  氢酶的稳定性研究 
为了能够在氢酶纯化过程中进行活性跟踪，保

证氢酶稳定性是非常重要的。针对其特性，考察了

几种试剂对氢酶的保护效果。 

2.1.1  连二亚硫酸钠对氢酶的影响 

即使放在厌氧袋中，试剂中仍有溶氧存在，这

将严重影响氢酶的稳定性。为了消除溶氧，应在所

有试剂中加入强还原剂连二亚硫酸钠。考察了不同

浓度连二亚硫酸钠对藻细胞破碎液上清液中氢酶活

性的影响，结果如图 2 所示。若不加连二亚硫酸钠，

上清液的氢酶活性仅为 0.0024 U/mg 蛋白。将连二

亚硫酸钠浓度增加到 10 mmol/L 和 20 mmol/L 时，

氢酶活性均有大幅度提高，分别达到 0.091 U/mg 蛋

白和 0.169 U/mg 蛋白。此后再增加连二亚硫酸钠则

没有明显效果。 

 

图 2  不同浓度连二亚硫酸钠对溶液中氢酶活性的影响 
Fig. 2  Effects of sodium dithionite on hydrogenase activity in 
solution. 
 

氢酶的硫酸铵沉淀过程中，在缓冲液中含有

20 mmol/L 连二亚硫酸钠的条件下，氢酶活性损失现

象仍然十分严重。这可能是因为在系统中加入大量

硫酸铵的同时也带入了氧气。因此，需要增加缓冲

液中的连二亚硫酸钠浓度。图 3 显示了以 80％饱

和度硫酸铵沉淀时，连二亚硫酸钠浓度对氢酶活

性的影响。可以看出，连二亚硫酸钠浓度需达到

200 mmol/L，方可有效保护氢酶活性，再增加则没

有明显效果。 

 

图 3  不同浓度连二亚硫酸钠对硫酸铵沉淀时氢酶活性

的影响 
Fig. 3  Effects of sodium dithionite on hydrogenase activity 
during ammonium sulfate fractionation. 
 
2.1.2  β-巯基乙醇对氢酶的影响 

β-巯基乙醇是提取蛋白时常用的保护剂，也是

一种还原剂，其作用是保护蛋白质上自由的巯基不

被氧化，从而避免蛋白的聚集或变性。分别考察

了 细 胞 破 碎 后 上 清 液 中 不 含 连 二 亚 硫 酸 钠 和 含

20 mmol/L 连二亚硫酸钠时，不同浓度 β-巯基乙醇
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对氢酶活性的影响。如图 4 所示，在上清液中不含

连二亚硫酸钠时，随 β-巯基乙醇浓度的增大，氢酶活

性也随之增大，但加入 20 mmol/L β-巯基乙醇尚不能

完全消除体系中的溶氧，上清液的氢酶活性仅达

0.005 U/mg 蛋白。这说明 β-巯基乙醇的还原性远低

于连二亚硫酸钠，不适宜用于建立厌氧环境。当上

清液含 20 mmol/L 连二亚硫酸钠时，溶氧被消除干

净，氢酶活性达到 0.17 U/mg 蛋白左右 (图 5)，这时

加入各浓度 β-巯基乙醇对氢酶活性均没有影响。 

 

图 4  溶液不含连二亚硫酸钠时不同浓度 β-巯基乙醇对

氢酶活性的影响 
Fig. 4  Effects of β-mercaptoethanol on hydrogenase activity 
with no sodium dithionite in solution. 

 

图 5  溶液中含 20 mmol/L 连二亚硫酸钠时不同浓度 β-
巯基乙醇对氢酶活性的影响 
Fig. 5  Effects of β-mercaptoethanol on hydrogenase activity 
with 20 mmol/L sodium dithionite in solution. 
 
2.1.3  丙三醇对氢酶的影响 

由于实验条件限制，很难将整个厌氧纯化系统

放置于 4℃环境中，因此氢酶的硫酸铵分级沉淀步骤

是在室温下进行的。为保证氢酶的稳定性，考虑在

缓冲溶液中加入一定浓度的丙三醇。丙三醇能提供

极性环境，维持蛋白质离子键的稳定；且丙三醇的

羟基能与蛋白质的极性氨基酸残基形成氢键，从而

使蛋白质的结构得到加固，增强蛋白质功能的稳定

性。破碎细胞后，在上清液中加入 10％丙三醇，静

置 12 h，每隔 2 h 检测氢酶活性。如图 6 所示，与

对照组相比，加入丙三醇的样品氢酶活性随时间的

延长下降较为缓慢，室温放置 12 h 后氢酶活性为原

来的 71％，而未添加丙三醇的对照组 12 h 后活性仅

剩下 55％。 

 

图 6  10％丙三醇对氢酶的保护作用 
Fig. 6  Protection effect of 10% glycerin to hydrogenase. 1: 
buffer is 50 mmol/L Tris-HCl (pH 7.9) containing 20 mmol/L 
Na2S2O4 and 10% (V/V) glycerin; 2: control group, buffer is 
50 mmol/L Tris-HCl (pH 7.9) containing 20 mmol/L Na2S2O4. 
 

此后考察了硫酸铵沉淀过程中不同浓度丙三醇

对氢酶的影响。在蛋白溶液中分别加入 3％、5％、

10％、15％丙三醇 (V/V)，并以 80％饱和度硫酸铵

沉淀，13 000 r/min 离心 10 min。将获得的蛋白溶于

1 mL 相应缓冲液中，检测其氢酶活性及蛋白含量。

结果如表 1 所示，缓冲液加入丙三醇的样品沉淀出

的蛋白比酶活均高于对照组，加入 5％、10％浓度

丙三醇的效果尤其明显。加入 15％丙三醇的样品离

心后没有蛋白沉淀出来，这是因为加入高浓度丙三

醇导致溶液密度增大，影响蛋白析出。加入 10％丙

三醇的样品离心后沉淀出的蛋白在离心过后有小部

分悬浮起来，也是溶液密度增大所致。因此，在硫

酸铵沉淀过程中加入 5％丙三醇可以起到最佳效果。 
 
表 1  不同浓度丙三醇对氢酶的保护作用 
Table 1  Protection effect of different concentration glycerin 

Buffer Specific activity (U/mg) 

Tris-HCl (control) 0.256 

Tris-HCl+3% glycerin 0.262 

Tris-HCl+5% glycerin 0.277 

Tris-HCl+10% glycerin 0.280 

Tris-HCl+15% glycerin − 
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2.2  硫酸铵分级沉淀对氢酶的纯化 

在采用优化的氢酶稳定性条件基础上进行了硫

酸铵分级沉淀，所用粗酶液的总酶活为 17.28 U，总

蛋白含量为 97.65 mg，比酶活为 0.176 U/mg 蛋白。

实验结果表明，各饱和度沉淀出的蛋白样品均具有

一定的氢酶活性。其中 50％~60％、60％~70％、

70％~80％饱和度沉淀出的蛋白，氢酶活性远高于其

余组分，三者回收的氢酶占上清中氢酶总量的 68％。

其中 60％~70％饱和度沉淀获得的样品具有最高活

性，占总量的 30％ (图 7)。对氢酶活性最高的几个

组分进行分析，检测蛋白含量，计算蛋白比酶活，

结果如表 2 所示。60％~70％饱和度沉淀样品比酶

活最高，为 0.557 U/mg 蛋白；与上清液相比，氢酶

被纯化了 3.16 倍，适合用于进一步纯化。 

 
表 2  硫酸铵沉淀对氢酶的纯化 
Table 2  Purification of hydrogenase with ammonium sulfate precipitation 

Saturation percentage of 
ammonium sulfate solution Total activity (U) Total protein 

(mg) 
Hydrogenase 

yield (%) 
Specific activity 
(U/mg protein) 

Purification 
(fold) 

50%−60% 3.59 11.82 20.78 0.304 1.73 

60%−70% 5.23  9.39 30.27 0.557 3.16 

70%−80% 2.93  6.17 16.96 0.475 2.70 

 

 

图 7  不同饱和度硫酸铵沉淀回收氢酶量 
Fig. 7  Hydrogenase recovery of different ammonium sulfate 
saturation. 

3  结论 

本文首先考察了不同试剂对氢酶的稳定性影

响。结果表明，20 mmol/L 和 200 mmol/L 连二亚硫

酸钠能消除系统中的溶氧，分别对溶液中氢酶和硫

酸铵沉淀过程中氢酶具有较好的保护作用；各浓度

β-巯基乙醇对氢酶活性均没有明显影响；5％ (V/V)

丙三醇能在硫酸铵沉淀过程中增加氢酶的稳定性。

然后用硫酸铵分级沉淀法，在厌氧环境中对亚心形

四爿藻氢酶进行了初步纯化。60％~70％饱和度硫

酸铵沉淀出的蛋白具有较高比酶活，且所含其他蛋

白较少，可用于氢酶的进一步纯化。 
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