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 紫外诱变筛选耐氧性 Chlamydomonas moewusii 
产氢藻株*
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+
 

(中国科学院 青岛生物能源与过程研究所, 山东 青岛 266101) 
 

摘 要:为解决绿藻中氢化酶对 O2极为敏感的问题, 以具有高产氢催化活性的绿藻 Chlamydomonas 
moewusii野生株作为出发藻株, 通过紫外辐射, 结合甲硝唑及外加氧法进行耐氧性产氢突变株的诱
变和筛选, 得到 4株耐氧性及产氢活性均显著提高的突变藻株Mu-1、Mu-2、Mu-3、Mu-4，并进行
了相应的氢化酶体内活性、呼吸活性与光系统 II光化学活性分析. 结果表明，4株突变藻株的氢化
酶体内活性约为野生株氢化酶体内活性的 1.69、2.86、1.06和 1.80倍, 突变株经 1%O2(v/v)处理后, 
残留活性分别从野生株的 (20%±2.47)提高到 (34.4±4.88)%、 (32.5±2.85)%、 (55.6±3.30)%和
(43.1±8.73)%; 而Mu-1和Mu-2两株藻在生长过程中的光合作用与呼吸作用均未发现明显变化. 
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在众多传统及新型的制氢方法中, 绿藻光合制
氢由于具有催化效率高, 能量消耗低, 生产过程清
洁等突出优点, 成为制氢领域的重要研究方向 [1]. 
绿藻光合产氢现象首先由 Gaffron 在 Scenedesmus 
obliquus中发现[2]. 随着对绿藻制氢研究的逐步深入, 
绿藻光合产氢的基本代谢途径已经得到证实[3]. 作
为催化产氢反应的关键酶, 大多数绿藻的氢化酶属
于[Fe]氢化酶[4], 具有高产氢催化活性, 其中, 绿藻
Chlamydomonas moewusii中氢化酶在已知绿藻氢化
酶中活性最高[5], 然而绿藻氢化酶活性和氢化酶的
表达都对 O2 极为敏感 , 在 Chlamydomonas 
reinhardtii 中, 2%的 O2(v/v)在很短时间内就能够使
氢化酶活性丧失 50%以上, 从而无法实现光照下持
续产氢[6]. 在绿藻氢化酶中, H簇在产氢过程中直接
接受从铁氧还蛋白传递的电子, 虽然 H 簇的还原位
点位于氢化酶内部, 但它仍然允许O2和 CO的进入, 
从而阻止了质子与该位点的结合, 抑制产氢[4]. 

获得高耐氧性产氢藻株是实现绿藻光照持续产

氢最直接有效的方式之一, 对氢能的开发和应用具
有极为重要的意义. 由于目前对绿藻氢化酶的认识
还不够深入, 绿藻制氢和光合作用的调控也极为复

杂, 其作用机制和调控机制难以在短期内阐明. 因
此本研究采用传统的紫外（UV）诱变育种方法对已
知氢化酶活性最高的绿藻 C. moewusii进行诱变, 结
合甲硝唑(MNZ)外加氧法筛选具有高产氢活性和高
耐氧性的突变藻株, 并对突变藻株的突变位点进行
分析. 

1 材料和方法 

1.1 实验材料 

C. moewusii 野生株(WT)购自武汉水生所淡水
藻种库. 叠氮化钠购自 Sigma 公司, 甲硝唑购自纯
度为 99%, Acros公司. 其余试剂均为国产分析纯. 
1.2 C. moewusii的培养 

细胞培养使用灭菌的 TAP 培养基, 光照强度为
100 µmol/(m2⋅s), 温度为25 ℃, 连续24 h光照, 静置
培养, 每天摇动 3 次. 紫外诱变和甲硝唑处理后的
藻细胞, 使用灭菌的 TAP 自养培养基培养, 即培养
基中不加乙酸和乙酸钠. 
1.3 紫外诱变 

C. moewusii野生株在TAP培养基中培养至对数
生长末期, 用 15 W的紫外灯照射进行诱变, 分别照
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射 0、5、10、20、30 min, 每个时间点两个重复, 诱
变后接种于灭菌的 TAP 自养培养基中, 置于光照下
自养培养 7天. 
1.4 甲硝唑外加氧法对突变藻株的筛选 

将突变后的藻细胞悬液(107 个/mL)转入厌氧环
境下室温暗诱导 4 h, 随后置于 4 ℃条件下暗诱导过
夜. 分别配制甲硝唑和叠氮化钠溶液，通 N2使溶液

达到厌氧, 随后将厌氧的甲硝唑和叠氮化钠溶液加
入到藻细胞悬液中, 使其终浓度分别为 40 mmol/L
和 1 mmol/L, 藻细胞终浓度为 2×106个/mL. 加入
叠氮化钠是为了抑制藻细胞体内过氧化氢酶的催化

活性. 在黑暗条件下, 藻细胞悬液上空加入一定浓
度的 O2, 剧烈振荡 4～5 min, 高强度光下(光强约为
250 µmol/(m2⋅s))照射 6 min. 光照后, 用 TAP自养培
养基洗涤重悬, 光照下自养培养 7 天, 以消除天线
色素和光合电子传递链引起的致死突变[7]. 

存活的藻细胞涂布平板(TAP 培养基+1.5%琼
脂), 光照下培养 7 天后, 挑取单克隆于已灭菌的
TAP培养基中, 培养 4天, 温度为 25 ℃, 连续 24 h
光照(100 µmol/(m2⋅s)), 用于耐氧产氢测定. 
1.5 突变株的耐氧产氢测定 

用甲基紫精-气相色谱法对突变株耐氧产氢能

力进行测定. 该方法以甲基紫精作为电子供体, 检
测藻细胞在黑暗条件下的产氢能力[7-8]. 将培养至对
数生长末期的藻细胞离心重悬, 使藻液叶绿素含量
达到 200 µg/mL, 置于厌氧瓶中室温下暗诱导过夜. 
将 2 mL厌氧诱导后的藻液用不同O2浓度处理 2 min 
（其中, 无氧处理藻株在黑暗条件下的产氢活性即
为氢化酶的产氢活性）, 黑暗下剧烈振荡. 随后, 将
1mL藻液加入到装有 1mL 50 mmol/L缓冲液 (含 10 
mmol/L甲基紫精、0.2% Triton X-100的磷酸缓冲液) 
和 200 µL 100 mmol/L连二亚硫酸钠溶液的厌氧瓶
中. 黑暗条件下 37 ℃水浴 20 min. 用气相色谱检测
厌氧瓶气相中的H2产量. 仪器为山东鲁南瑞虹化工
仪器有限公司生产的 SP-6890 气相色谱, 采用热导
检测器及 0.5 nm的分子筛色谱柱, 载气为氮气, 气

化室温度为 100 ℃, 检测器温度为 100 ℃, 柱温

为 50 ℃, 流速为 25 mL/min, 进样量为 1 mL. 产氢
速率以单位叶绿素单位时间内的产氢量表示, 单位
为 mmol/(µg⋅h), 每个 O2浓度 3个重复. 
1.6 叶绿素荧光及放氧的测定 

使用双通道 PAM-100荧光仪, 通过叶绿素荧光
的变化测定 PSⅡ的光化学活性, 以最大可变荧光与
最大荧光产量的比值(Fv/Fm)表示, 它代表了 PSⅡ

最大光量子产量, 即最大的 PSⅡ光合转化效率. 定
点取样得到的藻细胞悬液, 经过 10 min 暗诱导后, 
取 1 mL加入到比色杯中, 按照仪器使用说明进行测
定[8]. 

线粒体呼吸耗氧与叶绿体光合放氧活性通过

Chlorolab 2液相氧电极在 25 ℃测定. 取出 2 mL样
品在空气中放置 5 min, 加入 40 µL 0.5 mol/L 的
NaHCO3, 再经过 2 min的暗诱导后, 分别测定在黑
暗条件下藻液的呼吸耗氧速率及在饱和光作用下的

光合放氧速率[8]. 耗氧及放氧速率以单位叶绿素单
位时间内 O2变化量表示. 

2 实验结果与讨论 

2.1 紫外线对 C. moewusii的诱变致死曲线 

紫外线照射使 DNA 分子形成嘧啶二聚体, 引
起双链结构扭曲变形, 阻碍碱基间的正常配对, 导
致基因突变和染色体畸变. 作为一种传统有效的育
种方法, 紫外诱变被广泛应用于微藻突变体的获得
[9]. 将经过不同时间紫外照射后的藻液稀释, 用血
球计数板进行细胞计数, 每个样品 3 个平行, 用平
均值计算致死率, 结果如图 1所示. 由图 1可知, 紫
外线对 C. moewusii野生株有较强的致死作用, 在照
射时间大于 10 min后致死率基本达到 80%并趋于稳
定. 考虑到后期的筛选工作, 本实验选择 20 min作
为紫外诱变的照射时间.  
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图 1 UV处理时 C. moewusii野生株的致死曲线 

Fig.1 Killing curve for C. moewusii wild type subjected to UV 

treatment 

 

2.2 甲硝唑和外加氧浓度对 C. moewusii 的

筛选作用 

处于还原态的甲硝唑能够在无 CO2的条件下与
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O2 反应, 产生超氧自由基和过氧化氢, 杀死细胞, 
而当细胞中氢化酶被诱导合成后, 可与甲硝唑竞争
来源于铁氧还蛋白的电子用于产氢, 从而减少甲硝
唑的毒性作用[7]. 本实验选用 1%、2%、5%、10%的
O2作为选择压力, 经过处理, 4个浓度下藻细胞基本
都有存活. 因此,以本轮筛选得到的存活藻株为出发
藻株, 以 21%的 O2作为选择压力进行第 2 轮筛选. 
结果显示, 经过第 2 轮筛选后, 仅有 25%的被处理
藻液中仍有藻细胞存活, 并且都出现在第 1 轮选择
压力较高的条件下（5%和 10%）, 这可能是由于第
1轮筛选时, O2浓度较高的情况下, 存活的藻细胞对
O2的耐受性相对较高, 更有可能在更高的O2浓度下

存活. 
2.3突变株耐氧产氢结果 

C. moewusii经过紫外诱变及两轮甲硝唑和外加
氧筛选, 得到的单克隆经甲基紫精-气相色谱法进

行耐氧产氢测定, 从 30多株突变中获得了 4株耐氧
性显著提高的突变藻株, 结果见表 1. 由表 1可以看
出, 得到的 4株突变株(Mu-1、Mu-2、Mu-3、Mu-4)
耐氧性明显提高, 1% O2 处理后的氢化酶产氢活性

均有增长. Mu-3无氧处理后的氢化酶活性与野生株
（WT）相比无太大差别, 而其余 3株突变株都有较
大提高. 4株突变株经过 1% O2处理后, 氢化酶残留
活性从野生株的(20.00 ± 2.47)%, 提高到(34.40 ± 
4.88)%～(55.60 ± 3.30)%, 与野生株经过 1%O2处理

后的残留氢化酶活性相比, H2 产量提高了(2.37 ± 
0.34)～(4.03 ± 0.79)倍. 其中, Mu-2氢化酶耐氧性
与野生株相比虽然提高不大, 但其无氧处理后的产
氢活性明显高于野生株和其它突变株, 是野生株的
（2.86 ± 0.24）倍. 而Mu-3耐氧性提高最大, 经过
1%的外加氧处理后残留活性最高, 是野生株的 2倍
多, 但它的产氢量提高较少, 无氧处理后的氢化酶
产氢活性基本没有变化. Mu-4经过 1% O2处理后的

产氢活性最高. 可见 4 株突变株的突变位点并不相
同. 

以往的研究表明, 利用甲基磺酸乙酯化学诱变
可以有效改良微藻及细菌的产氢性状. Flynn 等[7]曾

通过化学诱变进行 C.reinhardtii 高耐氧性产氢藻株
的筛选, 得到的突变株 141F2 产氢活性提高了 2.15
倍, O2 I50 (指经过一定浓度的 O2处理后，氢气产量

与无氧处理相比下降了 50%，此时所用的 O2含量即

O2 I50)从 0.37%提高到 2.20%. 邬小兵等[10]随后将这

一方法应用到诱变筛选兼性厌氧菌 Klebsiella 
oxytoca HP1高耐氧性产氢菌株上, 结果得到的突变

株在 21%O2条件下产氢活性是出发菌株的 11倍. 本
研究利用紫外诱变方法, 同样获得了产氢活性和耐
氧性均大幅提高的突变藻株, 说明物理诱变也是提
高微藻产氢活性和耐氧性的有效手段, 并且通过紫
外诱变筛选产氢表型正向突变的几率相对较高, 大
于 10%. 

 
表 1 突变藻株的产氢活性及耐氧性 

Table 1 Hydrogen evolving activities and O2-tolerence of algal 

mutants 

藻株 
无氧处理后 

产氢活性 1) 

1% O2处理后 

产氢活性 1) 

1% O2处理后 

残留活性 2)/ % 

WT 1 1 (20.00±2.47) 

Mu-1 (1.69±0.10) (2.37±0.34) (34.40±4.88) 

Mu-2 (2.86±0.24) (3.78±0.33) (32.50±2.85) 

Mu-3 (1.06±0.13) (2.51±0.44) (55.60±3.30) 

Mu-4 (1.80±0.02) (4.03±0.79) (43.10±8.73) 

1)由于每次耐氧产氢活性测定时, 暗诱导时间、测定条件等不能保持完全

一致, 为使不同批次实验具有可比性, 将同批次实验中突变株产氢量与

野生株产氢量相比较, 以相对活性的形式表示 

2)表示的是同一藻株在 1%的外加氧处理后氢化酶活性占无氧处理条件

下氢化酶活性的百分比 

 

2.4 突变株Mu-1和Mu-2的光合作用与呼吸
作用 

由于甲硝唑筛选的非特异性, 对于筛选得到的
高耐氧性突变株, 可能会发生以下几种突变[7]: ⑴
氢化酶基因的突变; ⑵光合作用的抑制突变; ⑶细
胞内耗氧代谢(如呼吸作用)的突变. 可能导致第3种
突变的原因包括呼吸速率提高、除 O2 系统的过表

达、或细胞膜(或叶绿体膜)对 O2的通透性下降. 为
探讨突变株的可能突变类型, 本研究对 Mu-1 与
Mu-2 生长过程中光合活性以及呼吸活性进行了测
定, 结果如图 2所示. 图 2(a)、(b)分别表示 Mu-1、
Mu-2 和野生株在生长过程中线粒体呼吸耗氧速率
和叶绿体光合放氧速率的变化, 可以看出, 3株藻的
整体变化趋势基本相同, 在培养 24 h 时, 放氧速率
和耗氧速率均达到最大, 随后几天可能是由于藻细
胞密度上升, 影响了光能利用率, 导致光合放氧及
耗氧速率均下降. PSⅡ光化学活性在整个生长过程
中呈上升的趋势(见图 2(c)), 3 株藻之间无明显的差
异. 

由此可知, 突变藻株Mu-1和Mu-2的光化学活
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性, 以及细胞的耗氧速率和放氧速率在整个生长过
程中与野生株相比均未发生明显改变,  说明两株
突变株中 , 光合系统与呼吸系统并未发生突变 . 
Ruhle等[11]通过分析光合速率/呼吸速率比值的变化, 
得到在正常条件下能够进行光合产氢的突变藻株, 
其中, 插入突变打破了产氧速率与放氧速率的平衡, 
使处于密闭体系的藻液能在光照条件下建立厌氧环

境，从而进行光合产氢. 此外, 已有研究表明, 氢化
酶的氧耐受性和催化活性与其编码的核酸序列相关, 
如McTavish等[12]置换了Azotobacter vinelandii [NiFe]
氢化酶上的某个氨基酸, 提高了酶的耐氧性; King
等[13]对 C.reinhardtii 氢化酶的定点突变, 改变了相
应的氨基酸, 发现耐氧性提高了 1倍左右. 因此, 本
研究认为Mu-1和Mu-2耐氧性及产氢活性的改变很
可能与氢化酶的基因发生突变有关. 
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(c) PSII光化学活性  
图 2 C. moewusii 野生株、Mu-1和Mu-2在生长过程中的细

胞呼吸耗氧、光合放氧及 PSⅡ光化学活性 

Fig.2 O2-consumption rate, photosynthetic O2-evolution rate  

and PSⅡ photochemical activity  in C. moewusii wild type, 

Mu-1 and Mu-2 during growth 

 

3 结语 

本研究经过紫外诱变筛选得到 4株 C. moewusii
突变株, 与野生株相比, 耐氧性都得到显著提高, 
并且除 Mu-3 外，其余三株突变株无氧处理时的产
氢活性均有明显增长. 说明紫外诱变可作为耐氧性
产氢藻株的有效育种手段 . 突变类型分析表明 , 
Mu-1 和 Mu-2 很可能发生了氢化酶基因突变. 本实
验结果为进一步研究氢化酶的结构功能关系, 奠定
了材料基础, 如果可以深入研究获得的突变株与野
生株在基因型等方面的差异, 将有助于了解认识氢
化酶的结构功能关系.  
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Screen of O2-Tolerance Phenotypes in H2-Producing Strains of 

Chlamydomonas moewusii by ultraviolet radiation 
Zhang Yan-ting  Fan Xiao-lei  Li Xiao-ping  Guo Rong-bo 

(Qingdao institute of Bioenergy and Bioprocess Technology, Chinese Academy of Sciences, Qingdao 266101, 
Shandong, China) 

Abstract: The [Fe]-hydrogenases, which mediate a light driven hydrogen evolution in green algae, are extremely sensitive to O2. In 

this study, four mutants of Chlamydononas moewusis trains (Mu-1, Mu-2, Mu-3 and Mu-4) with increased O2-tolerance and 

H2-evolving activities were generated by ultraviolet radiation mutagenesis and screened following exposure to increasing amounts of 

O2 with metronidazole (MNZ). The selected strains were characterized by two types of assays, including their hydrogenases activities 

in vivo, and respiration activities and photosystem II activities of algal cells. The hydrogenase activities in vivo of the four mutants 

were 1.69, 2.86, 1.06 and 1.8 times more than that of the wild type (WT), respectively. The residual activities of the mutants after 

treatment with 1% O2 (v/v) improved to (34.4±4.88) %, (32.5±2.85) %, (55.6±3.30) % and (43.1±8.73) % respectively, while it was 

(20±2.47) % in WT. In addition, there were no obvious differences in respiration and photosynthesis during the growth of Mu-1, Mu-2 

and WT. 

Key words: hydrogen production; sensitivity analysis; ultraviolet radiation; algae
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