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摘要:氢化酶是微生物代谢产氢过程中的关键酶, 也是目前生物制氢领域的研究热点。本文综述了厌氧发酵产氢微生物中氢

化酶的分类及特点,以及[ Ni- Fe]、[ Fe- Fe]和[ Fe- S cluster- free]三种氢化酶晶体结构和活性中心结构; 阐述了多种微生物

来源的氢化酶结构的研究进展,对几种典型氢化酶的结构及活性中心进行了对比分析, 并根据当前研究热点, 对氢化酶的研

究方向进行了展望。本文阐述的内容信息量丰富且具有一定的实用性, 对于氢化酶相关领域研究具有重要的意义。
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Abstract: Hydrogenase is the key enzyme and plays an important role in the process of biohydrogen production, which is an interesting topic in

this research field. In the paper, the classification of hydrogenase was described. According to lots of research results, the recent reports of

crystal structure and active site structure of the three kinds of hydrogenases, [ Ni- Fe] , [ Fe- Fe] and [ Fe- S cluster- free] , were quoted

and contrasted. Moreover, some new approach and direction for hydrogenases were indicated. This review is informative and useful. The over

all presentation is good for the relative studies on hydrogenases.

Key Words:Hydrogenase; Crystal Structure; Anaerobe bacteria; Advance

能源对于人类的生存、繁荣与发展是至关重要

的。目前人类主要利用煤和石油等化石燃料作为初

级能源,而这些能源却给人类带来全球气候改变, 环

境污染,生态变异和健康问题。解决这些问题并实

现人类的可持续发展目标, 必然离不开可替代的清

洁能源,以构筑新的能源体系。可再生清洁能源中,

氢能源是极具潜力的未来替代能源之一
[1, 2]
。

氢化酶 ( hydrogenase) ,也称为氢酶, 是一类存在

于微生物体内的生物酶, 它能可逆催化氢气的氧化

还原反应。1931年, Stephenson 等人将微生物体内

可以分解甲酸产生氢气的物质称为氢化酶。40多

年以后,人们才首次从巴氏梭菌中分离得到纯化的

氢化酶。此后的很长一段时间内,氢酶的研究并未

引起人们的重视,直到能源危机和环境污染等问题

的出现,清洁型能源的研发迫在眉睫,氢化酶的潜在

重要性才逐渐被人们所认识。

目前,多种微生物来源的氢酶的分子结构、催化

机理都在不同程度上得到了阐明。随着人类对能源

需求急剧增加,利用微生物制取氢气已成为研究的

热点问题,而对氢酶结构及活性中心的研究将为生

物制氢技术提供重要的理论基础。

1 氢酶的分类

根据氢酶的催化特性,可将氢酶分为吸氢酶、放

氢酶和双向氢酶等类型。根据氢酶所含金属原子的

种类可将氢酶分为 [Ni- Fe]氢酶、[ Fe- Fe]氢酶和

[Fe- S cluster- free]氢酶。具体的类型、分类依据

及各自的特点如表 1所示。
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表 1 氢化酶的分类

Table 1 Classification of hydrogenase

分类依据 类型 特点 备注

根据氢酶的催

化特性的不同

划分

( 1)吸氢酶

( 2)放氢酶

( 3)双向氢酶

特定催化吸氢反应

特定催化放氢反应

根据细胞内生理条件的不同而化不同的反应

在细胞外几乎所有的氢酶都具有双

向催化特性, 在细胞内氢酶主要具

有单向催化特性[3] 。

根据氢酶活性

中心所含金属

原子的种类不

同划分

( 1) [ Ni- Fe]氢酶

( 2) [ Fe- Fe]氢酶

( 3) [Metal- free] 或[ Fe

- S cluster- free]氢酶

分子中结合Ni和 Fe两种金属原子( Ni- Fe) ,有的还含

有 Se 原子(Ni- Fe- Se)。

分子中结合Fe 一种金属原子 ( Fe- Fe) , Fe 氢酶一般具

有较高的催化产氢活性。

这种氢酶分子中含有非催化活性的功能性铁原子[4]。

绝大多数氢酶含有金属原子;目前

研究的氢酶多数属于 Fe 氢酶和

NiFe氢酶。

2 氢化酶的分子结构与活性中心

自1931年氢酶被发现以来,科学家们陆续发现

许多微生物含氢酶
[ 5]
。1974 年 Chen 等

[ 6]
首先从巴

氏梭菌中分离纯化了可溶性氢酶,随后有多种氢酶

从不同的微生物中得到纯化。目前已有数十种微生

物氢酶被分离纯化, 如 Dseulfovibrio gigas, Megaspha

era elsdenii, Rhizobium japonicum, Chromatium vinosum,

Rhodospirillum rubrum, Thiocapsa rosepersicina, Dseulfo

vibrio vulgaris等。[Ni- Fe]氢化酶是在细菌和弧菌

中发现的,由大小不同的两个亚基组成。活性中心

在大亚基上, 具有连接到铁原子上的两个 CN分子

和一个 CO分子,小亚基上具有[ Fe- S]簇
[ 7]
。[ Fe-

Fe]氢化酶是在细菌和真核生物中发现的, 它的活性

中心是两个Fe原子组成的双金属中心,每个铁原子

上连有三个CO分子和两个 CN分子,活性中心是通

过Fe上的一个硫代半胱氨酸与近端的[ 4Fe- 4S]簇

相连而连接在酶分子上的
[ 8]
。2006年 Pilak 等

[ 9]
人

报道了[ Fe- S cluster- free] 氢化酶的晶体结构。

2. 1 [ Ni- Fe]氢酶的晶体结构与活性中心

近年来,随着科学技术的飞速发展,氢化酶结构

和功能的研究也取得了巨大进展。1995年, Fontecil

la- Camps在 Nature 上发表了[ Ni- Fe]氢化酶的晶

体结构
[ 7,10]
。迄今为止已有多种细菌的[ Ni- Fe]氢

酶的晶体结构被阐明, 包括 Desulfovibrio gigas、Desul

fovibrio fructosovorans、Desulfovibriovulgaris、Desulfovibrio

desulfuricans和 Desulfomicrobium baculatum 等。通过

对比分析可知, 已阐明的氢酶分子的折叠具有很高

的相似性, 不同的是这些氢酶活性中心 Ni、Fe 二原

子上非蛋白配体的结构上存在差异
[ 11]
。

2. 2 唯铁氢化酶的结构

1998年, Peters 等
[ 8]
人在 Science上发表了巴氏

梭菌唯铁氢化酶的晶体结构。研究表明在催化位点

中包含五个[ Fe- S]簇, 其中一个是特殊的 H 簇。H

簇中含有两个明显的有机金属Fe原子,通过两个配

体 CO和 CN实现金属和碳的结合。1999年, Fonte

cilla- Camps等
[ 12]
人得到了分辨率为 1. 6A的脱硫

弧菌唯铁氢化酶的晶体结构。

Cohen等
[ 13]
人在研究唯铁氢化酶中氢气扩散通

道时,于 2005年在Structure 上报道的巴氏梭菌唯铁

氢化酶的晶体结构。巴氏梭菌唯铁氢化酶空间结构

中具有包裹在内部的 H 簇和[ Fe- S]簇, 而且有一

些连接到两个主要气体通道的氨基酸残基在外部溶

液(底物)和分子内部包裹的 H 簇的联系上起到了

重要作用。Michael等
[ 14]
人以巴氏梭菌为研究对象,

阐述了糖氧化产氢的电子传递过程。丙酮酸氧化后

电子通过铁氧还蛋白( Fd)传递给氢化酶, 到达 H 簇

至少要经过七个[ Fe- S]簇
[15]
。

2. 3 [ Fe- S Cluster- free]氢化酶的晶体结构与活

性中心

[ Fe- S Cluster- free]氢化酶( Hmd)是一个同型

二聚体, 分子尺寸约为 90 50 40 ,分子结构中

间具有一个球状单元,两边线形地连接在两个外周

单元上, 每个外周单元由 或 结构组成并属于

Rossmann折叠蛋白家族。2006年 Pilak 等
[ 9]
人报道

的[ Fe- S cluster- free]氢化酶 (Hmd, EC 1. 12. 98.

2)的晶体结构。Hmd由三个球状的单元组成: 两个

同样的由类似于亚基 N- 末端的 Rossmann 折叠组

成的外周单元; 一个由上述两个亚基的 C- 末端缠

绕组成的中心单元。

Hmd氢化酶的活性位点裂隙位于 Hmd 分子中

心球形单元和外周单元之间。有的 Hmd 氢化酶的

活性位点裂隙是开放的如 M . jannaschii Hmd裂隙结

构, 有的是闭合的如 M . kandleri Hmd裂隙结构。在

结构测定过程中开放式结构可以检测到一个U- 型

电子密度,而在 M . jannaschii Hmd的闭合结构中则

是被完全包埋的。
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3 研究展望

氢气是理想的清洁能源, 所以氢能的研究开发

已成为诸多科学家关注的焦点之一, 而氢化酶又是

微生物代谢产氢过程中极为重要的一种酶。因此,

从那些方面开展对氢化酶的研究才能对生物制氢产

业产生最有力的推动, 这是科研工作者们需要思考

的问题。

微生都具有不同程度的产氢能力, 因此利用发

酵产氢微生物, 将葡萄糖等生物质转化为氢气在技

术上本身没有问题。而一直困扰其应用过程的是经

济性的问题,即如何降低发酵制氢的成本,使之可以

和石化能源催化制氢的经济性相比拟, 或者可以与

其他生物能源过程相竞争。核心问题是如何提高糖

的转化率,如何降低底物成本,如何在生物反应器水

平上实现高效产氢
[ 16]
。

目前报道的发酵产氢微生物主要是梭菌属细菌

和肠杆菌属细菌, 产氢能力通常可以达到 30 mmol

H2 g- drycell h[ 17]。据报导, 从厌氧产甲烷污泥中

分离到自絮凝产气肠杆菌( Enterobacter aerogenes )HU

- 101 和突变体 AY- 2,产氢速率为 58 mmol H2 L-

culture h和101. 5 mmol H2 L- culture h, 是目前报导

的最高产氢速率值。HU- 101 和 AY- 2 是最先被

发现具有凝集现象的发酵产氢细菌, 它们的分泌物

能让菌体絮凝。本课题组分离得到了产乙醇杆菌

( Ethanoligenens) YUAN - 3T, 其最大产氢能力达到

27. 6 mmol H2 g- drycell h, YUAN- 3具有十分良好

的菌体细胞自凝集特性
[ 18]

, 这对于减少菌株的流失

和降低生物制氢成本等方面具有重要意义。有关自

凝集产氢细菌的报道目前世界上还很少见, 具有自

凝集特性的产氢细菌将为生物制氢领域开辟出一个

重要的研究方向。因此深入开展YUAN- 3和HU-

101等高效优质菌株中的氢化酶的结构与功能的研

究具有重要意义。
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