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摘要  深红红螺菌(Rhodospirillum rubrum)在不同培养条件下分别有多种酶参与氢的代谢. 为研
究 R. rubrum在人工光照条件下氢代谢途径及各代谢途径对光合产氢的贡献, 分别构建了 3个缺
失突变株: Fe-固氮酶缺失单突变株、Fe-固氮酶和Mo-固氮酶双缺失突变株以及吸氢酶和 Fe-固氮
酶双缺失突变株. 比较 R. rubrum野生型菌株、吸氢酶缺失单突变株及所构建 3个突变株的固氮
酶活性及光合氢产量. 结果表明, 在人工光照条件下, Mo-固氮酶和 Fe-固氮酶是 R. rubrum产氢
的关键酶; 除 Fe-和 Mo-固氮酶外还有第 3 种途径参与氢代谢, 该代谢途径产生的氢气量较小. 
Mo-固氮酶、Fe-固氮酶和第 3种途径对光合产氢的贡献率分别为 93.5%, 4.9%和 1.5%; 吸氢酶消
耗 13.3%的氢气. 甲酸裂解氢酶活性测定表明, 第 3 种产氢途径并非由甲酸裂解氢酶介导, 而可
能是一种未知酶参与人工光照条件下 R. rubrum的氢代谢. 
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深红红螺菌(Rhodospirillum rubrum)是一种紫色

非硫光合细菌, 广泛应用于生物固氮研究 [1~3], 同时
也是首个被发现能够利用多种有机酸进行产氢的光

合细菌 [3~5]. 在光合细菌中有多种酶参与氢代谢 [6~8], 
R. rubrum中的氢代谢途径更加多样[9,10]. 固氮酶是R. 
rubrum 产氢的关键酶, 固氮酶催化将质子还原成氢
气伴随着生物固氮过程. 在纯氮气分下, Mo-固氮酶
只有 25%的电子用于质子的还原, 因此Mo-固氮酶的
产氢效率比固氮效率低[11]. Mo-固氮酶催化的生物固
氮反应计量式为(Mo-固氮酶或 Fe-固氮酶催化的反应
都需要 ATP): N2+8H++8e−+16MgATP → 2NH3+ 
H2+16MgADP+16Pi.  

在 R. rubrum中存在两套固氮酶系统, 根据活性
中心原子种类的差异可分为Mo-固氮酶(由 nifHDK编
码)和 Fe-固氮酶(由 anfHDGK 编码)[12~14]. Fe-固氮酶
在化学性质、物理性质和催化活性上与 Mo-固氮酶都 

存在差异. Fe-固氮酶比 Mo-固氮酶具有更高的质子
还原能力, 在纯氮气气分下, Fe-固氮酶将 75%的电子
用于质子还原而 25%的电子用于氮气还原. Fe-固氮
酶催化质子和氮气还原的电子分配化学计量式为: N2 
+ 24e− + 24H+ → 2NH3 + 9H2. 然而, 无论是Mo-固氮
酶还是 Fe-固氮酶, 在不存在固氮酶的底物-氮气时, 供
给固氮酶的所有电子都将用于质子的还原. 在培养体
系中存在 CO时, 发现了 R. rubrum的另外一条氢产生
途径, 其化学计量式为: CO+H2O → CO2+H2

[15,16]; 此
外以丙酮酸作为碳源黑暗培养 R. rubrum时发现该菌
也具有产氢活性 , 推测此条件下的产氢是细胞释放
过多还原力的一种方式[16~18]. 

R. rubrum 中的吸氢酶为异源二聚体[1,19], 能够
将氢气催化成为质子和电子; 催化中心位于大亚基
(由 hupL编码), 而小亚基 (由 hupS编码)介导电子从
活性中心转移到外源电子受体 [20]. 在限氮光合培养 
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过程中, 吸氢酶随固氮酶一同表达[10].  
尽管在各种培养条件下多种酶参与 R. rubrum的

氢代谢 , 但是在人工光照条件下的氢代谢途径及每
条代谢途径对产氢的贡献尚未有定论 . 本研究通过
阻断 R. rubrum主要氢代谢途径发现在人工光照条件
下至少有 3 种酶参与氢气产生, 1 种酶参与氢气的吸
收. 

1  材料与方法 
(ⅰ) 菌株及培养条件.  本研究所用到的菌株及

质粒见表 1. 将 R. rubrum接种于 SMN培养基中, 于
30℃振荡培养[21]. 固氮酶脱阻遏 MG培养基(苹果酸-
谷氨酸钠培养基 )包含 7 mmol/L 谷氨酸钠和 30 
mmol/L苹果酸[13]. 4 mL SMN对数生长期培养物接种
于装有 120 mL MG培养基的 125 mL厌氧瓶中, 厌氧
瓶由橡胶塞密闭后置于光照条件下培养 , 光照强度
为 2000~2500 lux (光照由超反射灯泡提供); 培养温
度控制为 30~32℃. 为方便收集氢气避免厌氧瓶中压
力过大造成厌氧瓶破裂, 在厌氧瓶顶部预留有 1 mL
的空隙, 50 mL气密注射器插入橡胶塞达到厌氧瓶上
层空间用于气体的收集. 
 

表 1  菌株和质粒 
菌株和质粒 基因型 来源 

R. rubrum 
UR2 野生型; Smr [21] 
UR801 ∆hupL::aacC1, Smr Gmr [23] 
UR802 ∆anfDG::aacC1, Smr Gmr 本研究

UR206 nifH::kan, Smr Kmr [22] 
UR803 nifH::kan ∆hupL::aacC1, Smr Kmr Gmr 本研究

UR804 nifH::kan ∆anfDG::aacC1, Smr Kmr Gmr 本研究

质粒 
pRYZ1 pSUP202 带有 2.7-kb ΔhupL::aacC1 片段, 

Apr Cmr Gmr 
[23] 

pRYZB pSUP202带有 3.3-kb ΔanfDG::aacC1 片段, 
Apr Cmr Gmr 

本研究

 
克隆载体的宿主 E. coli DH5α和接合转移供体 E. 

coli S17-1于LB培养基中 37 ℃振荡培养. 抗生素的使
用浓度为(μg/mL): R. rubrum, 硫酸链霉素(Sm), 100; 
庆大霉素 (Gm), 10; 卡那霉素(Km), 12.5; 奈啶酮酸
(Nx), 20; 氯霉素(Cm), 5; E. coli, 氨苄霉素(Ap), 100; 
氯霉素, 25; 庆大霉素, 5; 卡那霉素, 50; 四环素(Tc), 
12.5. 

(ⅱ) anfDG 缺失突变株的构建.  R. rubrum 缺 

失突变株的筛选策略为同源双交换. 以基因组 DNA
为模板分别克隆 1.2-kb anfDG 的 5′侧翼(带有引入的
BamHⅠ和 SacⅠ酶切位点)和 3′侧翼(带有引入的 SacⅠ
和 SphⅠ位点). 克隆 anfDG 5′侧翼所用引物为 5′-CGG 
ATCCGCGCTTCGTACCAAACGG-3′和 5′-CGAGCTCT 
GGTTGCGTGCTCCTTAACG-3′; 克隆 anfDG 3′侧翼所
用引物为5′-CGAGCTCAATCGCCTCGTCCTC GG-3′和
5′-GGCATGCTCCATGTCGGTGAACAGGG-3′. 

将克隆并测序的 5′侧翼和 3′侧翼插入到载体
pSUP202的 BamHⅠ和 SphⅠ位点, 得到载体 pRYZA, 
然后将来自 pUCGM的片段 aacC1 (编码 Gmr)插入到
pRYZA的 SacⅠ位点得到自杀载体 pRYZB (图 1). 将
pRYZB转入到 E. coli S17-1, 并通过接合转移方式将
pRYZB转入到 R. rubrum UR2和 UR206 (nifH)中[22]

. 
培养 7~10 d后筛选NxrGmrCms R. rubrum双交换菌落
(Cmr由 pSUP202编码). 所有突变株通过菌落 PCR验
证, 并将ΔanfDG::aacC1 和 nifH::kanΔanfDG::aacC1
突变株分别命名为 R. rubrum UR802和 UR804. 将带
有 ΔhupL::aacC1 的载体 pRYZ1[23]转移到 R. rubrum 
nifH突变株 (UR206)中, 筛选得到 hupLnifH 双突变
菌株并命名为 R. rubrum UR803. 
 

 
图 1  突变 Fe-固氮酶的自杀载体 

 
(ⅲ) 固氮酶活性测定.  R. rubrum 固氮酶活性

测定采用乙炔还原法[9]. 从厌氧瓶中取 1 mL R. ru-
brum培养液并注入到 9 mL充满脱氧氩气的血清瓶中, 
然后向血清瓶中注入 1 mL乙炔开始反应, 整个反应
过程在光照条件下进行 5 min; 0.2 mL 30% (质量体积
比)的三氯乙酸终止反应. 取血清瓶中的气体混合物
并用气相色谱检测: 氢离子火焰检测器; 填充柱填料
为 GDX-502; 载气为氮气. 
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(ⅳ) 甲酸裂解氢酶活性测定.  将甲酸作为反应
底物测定 R. rubrum的产氢速率表示甲酸裂解氢酶活
性. 反应在 10 mL血清瓶中进行, 分别在光照或黑暗
条件下反应 10 min. 在血清瓶中加入 100 μL反应缓
冲液: 50 mmol/L pH 7.0的磷酸钾缓冲液, 20 mmol/L
的甲酸钠 , 将血清瓶用橡胶塞密闭并充入脱氧氩气
后, 将 900 μL R. rubrum培养物注入到血清瓶中开始
反应, 反应 10 min后 0.2 mL 30% (质量体积比)的三
氯乙酸终止反应 . 取出血清瓶气相样品注入气相色
谱中进行测定, 气相色谱检测条件为: 热导检测器, 5 
Å分子筛进行气体分离, 载气为氩气. 

2  结果  

2.1  野生型 R. rubrum及其突变株的固氮酶活性 

为确定吸氢酶或 Fe-固氮酶的缺失是否会影响 R. 
rubrum固氮酶活性, 测定了 R. rubrum野生型菌株及
其突变株所催化的乙炔还原活性随培养时间的变化

规律. 野生型 R. rubrum的固氮酶活性在培养 18~20 h
出现, 并在 40~60 h 固氮酶活性达到最大(760 nmol 
C2H4·mL−1·h−1·A6 0 0

−1).  吸氢酶缺失单突变株和
anfDGhupL 双突变菌株的固氮酶活性变化规律与野
生型相似, 最高固氮酶活性可分别达到 790 和 760 
C2H4·mL−1·h−1·A600

−1(图 2). 结果表明, hupL 或 anfDG 
的缺失不会显著影响 R. rubrum 的固氮酶活性; 然而, 
Mo-固氮酶缺失突变株 (包括 nifH 和 nifHhupL 突变株)
在发酵过程中的固氮酶活性都显著下降, 最高固氮酶活
性分别降低为野生型 R. rubrum 固氮酶活性的 5.8%和
5.5%, Mo-固氮酶和 Fe-固氮酶双缺失 R. rubrum的固氮
酶活性已低于检测线 (<10). 比较野生型 R. rubrum及其
突变株的固氮酶活性和氢产量, 结果表明 R. rubrum 氢 
 

 
图 2  R. rubrum野生型及其突变株的固氮酶活性随培养

时间变化曲线 

产量与固氮酶活性密切相关(图 2和 3). 

2.2  Mo-固氮酶和 Fe-固氮酶双缺失 R. rubrum的 
产氢 

为进一步确定除 Mo-固氮酶和 Fe-固氮酶外, 是
否还有其他代谢途径参与人工光照条件下 R. rubrum
的氢代谢, 本研究构建了 R. rubrum Mo-固氮酶和 Fe-
固氮酶双缺失突变株 , 并在同一培养条件下研究了
野生型菌株及其突变株的产氢 (图 3). 

 

 
图 3  R. rubrum野生型及其突变株在人工光照 

条件下的氢产量 
 
Mo-固氮酶和 Fe-固氮酶双缺失 R. rubrum在人工

光照条件下能够产生 9 mL/L 气体. 气相色谱检测该
气体混合物, 结果表明, 在R. rubrum nifHanfDG突变
株产生的气相混合物中除能检测到氧气和氮气外 , 
还能检测到氢气. 由于 R. rubrum UR804培养体系留
有 1 mL的上层空间, 因此该双突变菌株的氢产量为
8 mL/L (9 mL气相混合物减去 1 mL空气). 在气相混
合物中能够检测到氧气和氮气 , 是由于 R. rubrum 
nifHanfDG 产生氢气量较小 , 不能将空气完全置换
(在 R. rubrum 野生型菌株所产生的气体中只能检测
到氢气, 由于野生型菌株氢产量较高, 1 mL空气被大
量氢气所置换). 该结果表明在 R. rubrum中除 Mo-固
氮酶和 Fe-固氮酶外, 还存在第 3 种途径参与氢气的
产生. 尽管 R. rubrum nifHanfDG突变株能够产生氢
气, 但是该菌株的氢产量比 R. rubrum 野生型及 Fe-
固氮酶缺失单突变株的氢产量要小得多 . 拥有完整
吸氢酶活性的 R. rubrum Mo-固氮酶和 Fe-固氮酶双
缺失突变株能够产生氢气, 表明缺失吸氢酶、Mo-固
氮酶和 Fe-固氮酶的三缺失突变株可能产生较大体积
的氢气. 因此, 我们试图构建吸氢酶、Mo-固氮酶和
Fe-固氮酶三缺失突变株, 然而可能由于 3 个基因同
时缺失导致菌株致死而没有筛选得到.  
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2.3  人工光照条件下 R. rubrum的氢代谢途径 

R. rubrum UR2 和 UR801 在光照强度为 2000~  
2500 lux的人工光照条件下的氢产量分别为(2251±80)
和(2598±92) mL/L, 表明在该条件下吸氢酶可吸收总
氢产量的 13.3%. 此前研究结果表明, 当光照强度为
40000~60000 lux时, R. rubrum吸氢酶缺失突变株的
氢产量为野生型菌株的 1.56 倍[23], 表明此光照条件
下吸氢酶的吸氢量高于较低光照强度下的吸氢酶吸

氢量; 由于低于饱和光照强度时, 吸氢酶缺失突变株
的氢产量随光照强度的增加而增加 , 而野生型的氢
产量不随光照强度增加而增加, 因此 UR801 在光照
强度为 2000~2500 lux 条件下的氢产量比 40000~ 
60000 lux条件下的氢产量低. R. rubrum UR206 (nifH)
和 UR803 (nifHhupL) 在含钼的 MG培养基中的氢产
量分别可达到(128±17)和(167±9) mL/L, 表明在 R. 
rubrum中 Fe-固氮酶的合成不受钼元素的抑制. 根据
野生型菌株及其突变株的氢产量可计算得到 R. ru-
brum 中参与氢代谢的各途径对氢产量的贡献(表 2). 
Mo-固氮酶、Fe-固氮酶和第 3种途径在实验条件下对
产氢的贡献分别为 93.5%, 4.9%和 1.5%; 吸氢酶对氢
产量的贡献为−13.3%. 

2.4  R. rubrum 中甲酸裂解氢酶活性 

除固氮酶系统外, 在 R. rubrum中还存在第 3种
途径参与氢气的产生 , 但是还需要更多的实验数据
确证第 3 种途径中产氢关键酶的类型. 在 R. rubrum
中存在 3 种氢酶活性, 且 3 种氢酶活性相互独立[16]. 
CO-诱导氢酶在 CO 存在时才具有活性, 在本研究培
养体系中不存在 CO, 因此参与产氢的第 3 种途径非
CO-诱导氢酶介导, 推测参与 R. rubrum nifHanfDG双
缺失突变株产氢的酶可能为甲酸裂解氢酶, 因此, 在
黑暗 /光照和存在 /缺乏甲酸钠条件下分别测定 R. 
rubrum UR2及 UR804的甲酸裂解氢酶活性(图 4(a)). 
无论甲酸钠存在与否, 在 R. rubrum UR804中都检测
不到甲酸裂解氢酶活性, 表明 R. rubrum UR804 在
MG 培养基中的产氢并非由甲酸裂解氢酶催化. 但是, 

R. rubrum UR2在相同条件下的甲酸裂解氢酶活性与
R. rubrum UR804不同, 甲酸的添加对光照条件下的
R. rubrum UR2的甲酸裂解氢酶活性无显著影响, 但
是对黑暗条件下的甲酸裂解氢酶活性却影响显著 . 
黑暗条件下存在甲酸时 R. rubrum UR2的甲酸裂解氢
酶活性为不存在甲酸时活性的 6.4倍. 由于 R. rubrum
的产氢与固氮酶活性密切相关 , 因此测定了甲酸存
在与否、光照/黑暗条件下的 R. rubrum UR2与 UR804
的固氮酶活性(图 4(b)).  

甲酸存在与否对光照条件下 R. rubrum UR2的固
氮酶活性无显著影响. 黑暗条件下甲酸不存在时 R. 
rubrum UR2 的固氮酶活性可以达到 35±5 nmol 
C2H4·mL−1·h−1·A600

−1(光照条件下固氮酶活性的
7%~8%) , 然而, 甲酸存在时黑暗条件下的固氮酶活
性降低为 0, 表明甲酸的存在可显著影响黑暗条件下
的固氮酶活性. 比较黑暗条件下野生型 R. rubrum的
固氮酶活性及氢产量 , 可发现甲酸存在时黑暗条件
下 R. rubrum UR2的产氢并非由固氮酶催化, 可能是
由甲酸裂解氢酶催化; 然而在 R. rubrum UR804中的
结果与野生型中不同 , 可能的原因是固氮酶的失活
影响了甲酸裂解氢酶活性. 因此, 第 3 种产氢途径的
关键酶需要更多的实验数据证实. 

3  讨论 
本研究结果表明, 在人工光照条件下至少有 3种

酶参与 R. rubrum的氢产生过程: Mo-固氮酶、Fe-固
氮酶和第 3 种酶 , 每种酶对产氢的贡献不尽相同 . 
Mo-固氮酶是人工光照条件下参与产氢的关键酶, 提
高 Mo-固氮酶的活性有益于光合氢产量的提高. Fe-
固氮酶作为产氢的关键酶已有报道[14,24], Rhodobac-
ter capsulatus nifHDKhupL双突变株的氢产量比野生
型显著提高[24]; 然而 R. rubrum nifHhupL产生的氢气
分别只有野生型菌株和 hupL 突变株的 7.4%和 6.4%. 
R. rubrum Fe-固氮酶缺失突变株较低的氢产量可能
是由于其较低的表达量所致. 尽管 Fe-固氮酶产生的
氢气量较小, 但是 Fe-固氮酶在产氢过程中同样起重 

 
表 2  人工光照条件下 R. rubrum的氢代谢途径及各代谢途径的产氢比例 a) 

氢气产生或消耗 
 

吸氢酶 Mo-固氮酶 Fe-固氮酶 
其余途径 总氢产量 

公式 YUR2−YUR801 Y UR801−YUR803 YUR2−YUR802 YUR801−YMo-N2ase−YFe-N2ase YUR801 
氢产量(mL/L) −347 +2430 +128 +40 2598 

比例 −13.3% +93.5% +4.9% +1.5% 100% 
a) Y, 氢产量; +, 产生氢气; −, 消耗氢气 
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图 4  R. rubrum野生型与 nifHanfDG突变株在甲酸存在/
缺乏、光照/黑暗条件下的甲酸裂解氢酶活性(a)和 

固氮酶活性(b) 
L指光照条件, D指黑暗条件, F指存在甲酸 

 

要作用. R. rubrum nifH和 nifHanfDG的固氮酶活性和
氢产量的研究进一步支持 Fe-固氮酶是产氢的关键酶
之一(图 2和 3). 与 nifHanfDG突变株相比, R. rubrum 
nifH 突变株具有较高的固氮酶活性和产氢活性, 表
明 Fe-固氮酶参与氢代谢及其对产氢的贡献. 

R. rubrum nifHanfDG 突变株能够产氢, 表明除 

Mo-固氮酶和 Fe-固氮酶外还存在另外一种途径参与
氢气的产生 . 人工光照条件下多种酶参与氢代谢途
径使第 3种酶的证实变得更加复杂. 在 R. rubrum中
存在 3种氢酶活性, 分别为 CO诱导氢酶、甲酸裂解
氢酶和 Fe-氢酶[8,16,25]. R. rubrum Mo-固氮酶和 Fe-固
氮酶双缺失突变株的产氢并非由 CO-诱导氢酶和 Fe-
氢酶介导, 由于 CO-诱导氢酶和 Fe-氢酶的活性必须
分别由 CO 和丙酮酸诱导[25]. 尽管, 我们推测第 3 种
参与产氢的酶是甲酸裂解氢酶 , 但是结果不支持此
观点. R. rubrum nifHanfDG 突变株氢产量较低增加
了研究该途径关键酶的困难, 我们试图构建缺失Mo-
固氮酶、Fe-固氮酶和吸氢酶的三缺失突变株以期提
高该菌株氢产量 , 可能由于三基因同时缺失导致致
死, 无法筛选得到三缺失突变株. 因此, 需要更多的
实验证实参与氢代谢的第 3种途径关键酶. 一旦参与
氢代谢的第 3种途径的关键酶被证实, 该酶活性的加
强即意味着 R. rubrum氢产量的提高.  

此外 , 吸氢酶能够消耗固氮酶或其他途径产生
的氢气 , 吸氢酶的失活能够提高依赖固氮酶的光合
氢产量[10, 23]. Kern报道 R. rubrum hup–突变株在 28 d
发酵周期内可将氢产量提高 3 倍[10], 而 R. rubrum UR 
801只提高了 1.15倍. 由于饱和光照强度内 R. rubrum 
hupL 突变株的氢产量随光照强度的增加而增加, 而
野生型不随光照强度增加而增加(未发表结果), 因此, 
低光照强度下 R. rubrum hupL 的氢产量比饱和光照
强度下低. 

总之 , 至少有三种酶参与人工光照条件下 R. 
rubrum的产氢过程, Mo-固氮酶、Fe-固氮酶和第三种
未知酶; 吸氢酶参与氢的消耗过程. 
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