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高效产氢细菌新种———.#/$-(*(+0-)$"#0’&12 !" # $%&
的分离鉴定及其产氢效能

邢德峰 任南琪" 李秋波
（哈尔滨工业大学市政环境工程学院 哈尔滨 %7$$1$）

摘 要：为获得高效产氢发酵细菌，采用改进的厌氧 JDFK;L+培养技术，从生物制氢反应器 MN8O中分离一株产氢细
菌 P=%。对该株细菌进行了形态学特征、生理生化指标、%"N /*06和 %"N=#3N /*06间隔区序列分析等研究。结果表
明与最相近的种属 !"#$%&’(’)* +,"")"#$’ 和 -+,%./.,&#0.+%,&’)* ,"#/1.%)* 等的 %"N /O06基因序列同源性为 1!Q以下。
%"N=#3N /O06间隔区基因序列比对分析显示保守区域仅为 LO066(;和 LO06R(+序列，其它可变部位没有同源性区域，

鉴定为新属 2%3./#"#1,/0.+%,&’)* SC)。该株细菌为专性厌氧杆菌，代谢特征为乙醇发酵，葡萄糖发酵产物主要为乙
醇、乙酸、J# 和 MT#。在 CJ!U$和 3"V条件下最大产氢速率是 #5U3--’( J# 9（K A/I ,+((·E）。经鉴定和产氢效能分析

表明该菌株是一新属的高效产氢细菌。
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生物制氢技术是解决能源危机和环境污染问题

的重要手段之一，由于其具有双重功效和可持续性

特点，日益受到世界各国的重视［%］。提高产氢效率

是生物制氢技术工业化亟待解决的难题。筛选出高

效产氢细菌是加快实现生物制氢工业化的有效途

径。为了获得高效产氢发酵细菌，国外研究者分离

了大量的产氢发酵细菌，分离的产氢发酵菌株多数

集中在梭菌属和肠杆菌属［# Y 7］。ZD-;/等［"］从树叶
榨出物中分离到阴沟肠杆菌（ 2/%,&#0.+%,& +"#.+.,）
RR8=[8$5，该菌株在 3"V、培养液 CJ值 "U$条件下，
最大产氢速率为 #1U"3--’( J# 9（K A/I ,+((·E），是目
前报道的产氢能力最高的细菌。O;,E-;F等［2］从厌
氧污泥中分离到产气肠杆菌（2/%,&#0.+%,& .,&#1,/,$）
J\%$%和其突变体 6]=#，在 32V培养液 CJ值 2U$
的条件下最大产氢速率分别为 3% --’(J# 9（^ 培养

液·E）和 75--’(J# 9（^培养液·E）。
由于制氢反应器的生长条件与静态培养不同，

尤其是产酸发酵过程中反应系统的 CJ均较低，因
此目前所分离的高效发酵细菌虽然具有较高的产氢

能力，但在反应器内往往不能达到其最佳产氢和生

长条件，高效产氢细菌不能成为微生物群落中的优

势种群，只能采取固定化方式，限制了其产氢效能，

增加了运行成本。为了进一步完善发酵法生物制氢

技术和提高系统的产氢能力，仍然需要分离既具有

高效产氢能力和又能成为优势生长的菌株。因而，

从实际运行的反应器中分离高效产氢细菌更具有现

实意义和工程应用价值。本文报道了从连续流运行

的生物制氢反应器分离到一株高效产氢细菌 P=%
（2%3./#"#1,/0.+%,&’)* SC)）菌株，并对其进行了生理
生化、分子生物学鉴定和产氢特性研究。

& 材料和方法

&’& 仪器和试剂
用于本试验的设备主要为低温冷冻离心机

（[>MZ_60 6((+K/; #%O）、紫外分光光度仪（\0RM6_
J>!RTN）和 ‘MO扩增仪（‘>12$$）。采用 4M%##型气
相色谱仪和 NM="型气相色谱仪分析细菌发酵产
物。试验所用 245.6 *06酶、C_*%5=8载体和感受
态细胞（2$+3,&’+3’. +#"’ @_%$1）购于 8;Z;O;公司。
&’( 厌氧培养方法
培养基与无菌水的制备，以及全部实验操作采

用改进的 JDFK;L+厌氧技术［5］，以高纯氮气为气相，
用厌氧螺口试管分装液体和固体培养基，37V常规
培养。

&’) 细菌的分离纯化和培养基
采用改良的细菌分离培养基进行产氢细菌的分



离试验［!］。从连续流生物制氢反应器 "#$%中取出
& ’ ()*产氢发酵活性污泥，放入充满氮气的三角瓶
中，加入数颗玻璃珠，在摇床上振荡 &+，将污泥中菌
胶团打碎，用无菌水进行倍比稀释，再接种于固体培

养基中，制成滚管，培养 , ’ &-.。挑取单菌落转接
入液体培养基中。重复以上操作若干次，直至管内

菌落和显微镜下的细胞形态一致认为是纯菌株，进

一步用电镜确认。将分离纯化的发酵细菌转接于液

体培养基中，/01，&(-23)45振荡培养 / ’ ,.，用 &)*
无菌注射器从其气相中取样，检测其气相成分中是

否有氢气存在。如果有即为产氢菌。

!"# 细菌生长测定和生理生化分析
细菌的生长用紫外分光光度计，在 6--5)处测

定样品的吸光度值，作为菌浊。不同菌浊的细菌干

重测定是将样品在 0---23)45下离心，弃上清液，用
无菌纯水洗细菌沉淀 (次，7-1干燥 &(+，用精密电
子天平称其重量。形态学鉴定和碳源利用指标测定

参照文献［&-］的方法。
!"$ 发酵产物测定
挥发酸和醇类测定：8"&((型气相色谱仪，柱长

()，担体 89:&-/。6- ’ 7- 目，氢火焰检测器，氮气
作载气，流速 6-)*3)45，氢气流速 0-)*3)45，空气流
速 ;!-)*3)45。气化室 (&-1，柱和检测室 &!-1。
取 &)*培养液，离心 0--- 23)45，取上清液进样。
氢气和二氧化碳测定：发酵气体的组分采用 #"<

!型气相色谱仪，柱长 ()，担体 =>2?@?A B，0-37- 目。
热导池检测器，用氮气为载气，流速为 ;-)*3)45。
!"% !%& ’()*和 !%&+,-& ’()* ./&序列测定
细菌 9CD提取［&&］，用于 &6# 29CD扩增的 ="%

反应引物为通用引物：正向引物 E#F73(-：0G<
D8D8$$$8D$""$88"$"D8</G；反向引物 E#%&0;&3
&0((：0G<D"88"$D""$$8$$D"8D"$< /G，分别对应于
大肠埃希氏菌（ ! H "#$%）&6# 2%CD 的 7 ’ (, 和 &6#
2%CD的 &0(( ’ &0;& 碱基。&6#<(/# 2%CD I$# 的扩
增引 物 为 =#D&;763&0-0：0G<8888$8DD8$"8$D<
D"DD88</G；=*D(-!3&7!：0G<88$D"$$D8D$8$$$"D<
8$$"</G。分别对应于 ! H "#$% &6# 2%CD 的 &;76 ’
&0-0和 (/# 2%CD的 &7! ’ (-!碱基。="%反应体系
（0-"*）：&- J KLMMN2（)O( P）0"*，(Q0))>R3* .C$= 0"*，
(-@)>R3*引物各 &"*，!& ’() 9CD 酶 -Q(0"*。="%
扩增条件：!01 0)45；!;1 &)45，6-1 /-#，,(1
&)45，/-个循环；,(1 7)45。用 @S9&7<$载体克隆，
测序由上海博雅生物科技有限公司进行。:<&菌种
&6# 29CD和 &6#<(/# 2%CD I$#序列在 8N5E?5A的注

册号分别为 DT;/;,(-和 DT006/77。
!"0 !%& ’()*序列分析和系统树

&6# 29CD和 &6#<(/# 29CD I$#序列同源性分析
采用 C"EI的 KR?UVC以及 9CDSDC软件进行多重序
列比对。通过 EIWX9I$、=YT*I= 和 SX8D 等软件，
以 CN4O+K>2<Z>4545O 法和自展评估绘制 &6# 2%CD 系
统发育树。

!"1 产氢能力的测定
采用间歇试验测定产氢能力，将对数生长时期

的产氢细菌按等量接入盛有 0-)* 液体培养基的
(0-)*锥形瓶中，置于恒温气浴摇床中，在 /61条件
下，&(-23)45 振荡培养，定时测其产气量、@Y 值、菌
浊和氢气含量。

, 结果

,"! 产氢细菌的分离纯化
在连续流生物制氢反应器，产氢效能较高时取

泥，进行产氢细菌分离，经过发酵产物的筛选产氢量

比较高的细菌，不产氢的淘汰。经过 0次纯化，获得
了一株产氢能力较好的产氢细菌菌株 :<&。该菌株
在固体培养基上生长时，为乳白色圆形菌落，表面光

滑，边缘整齐。细胞为革兰氏阳性杆菌，细菌长短多

变（-Q;") ’ -Q0") J (") ’ 6")），无荚膜，无内生芽
孢，专性厌养生长。透射电镜观测，发现菌体周生鞭

毛（图 &<D），扫描电镜观测菌体有表面呈现凹凸不
平（图 &<E）。

图 ! 菌株 2+!的电子显微镜形态
F4OH& XRN[V2>5 )4[2>O2?@+U >M UV2?45 :<&

DH $2?5U)4UU4>5 NRN[V2>5 )4[24>O2?@+（&---- J）；EH #[?5545O NRN[V2>5 )4<

[2>O2?@+（7--- J）

,", 细菌生长测定和生理生化分析
菌株 :<&的生长以 *+6--的吸光度值表示，通过

细菌对数时期单位内数量的增长计算生长代时为

/Q7+。富集培养基的最大生长量为 &Q- J &-&-个3)*
培养液。可以利用柠檬酸生长，牛乳石蕊试验、甲基

红试验、伏<普试验（\>ONU<=2>A?LN2）、明胶试验均为
阳性，硝酸盐试验和 Y(#试验均呈阴性。
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!"# 发酵产物测定
菌株 !"#在以葡萄糖为碳源时液相末端发酵产

物主要为乙醇和乙酸还有少量的丙酸和丁酸，为典

型的乙醇型发酵细菌。图 $ 所示在该菌生长过程
中，液相末端发酵产物的含量逐渐增加，乙醇和乙酸

含量在对数生长期迅速增加，细菌此时代谢活动旺

盛，由于生长繁殖需要能量和合成物质，因此底物通

过细菌的分解代谢被大量利用。在培养 $%&后生物
量达到最大 !"’((为 #)#*。此后，由于营养物质和
代谢产物成为生长限制性因子导致细菌种内竞争，

细菌进入衰亡期，细菌代谢活性低下，液相末端发酵

产物增加平缓。培养 +%&后乙醇和乙酸的含量达到
最大分别为 ,,*’)*-./0和 ,((*)’-./0，占总挥发酸
和醇含量的 *%)’1。

图 ! 菌株 $%&生长过程中的液相末端发酵产物
23.4$ 035637 897 :8;-89<=<3>8 ?;@76A< @: B<;=39 !"# 76;39. .;@C<&

该菌株的发酵气体主要为氢气和二氧化碳，通

过气相色谱分析氢气含量，计算累计产生气体中的

氢气含量即为累计产氢量。图 ,所示菌株 !"#从接
种培养基后，细菌迅速增长，伴随物质和能量代谢活

动产氢量迅速上升，菌株的产氢量增加过程同生长

过程一致，较高的代谢活性和生物量的增长是产氢

量增加的直接原因。在培养 ,’&后累计产氢量增长

图 # 菌株 $%&的生长和产氢效能
23.4, D&8 .;@C<& @: !"# =97 &E7;@.89 ?;@76A<3@9

缓慢，最大累积产氢量为 $(#F-0/0培养液，与目前
报道产氢细菌比较属于高效产氢细菌。

!"’ 温度对细菌生长和产氢量的影响
将处于对数生长期的 !"#菌株按 G1接种到等

量培养液中，在 #$(;/-39，不同温度下振荡培养。在
培养 ,’&后测定细胞的生长和累计产氢量。图 +所
示，温度对 !"#菌株的生长和产氢能力影响显著，在
,’H左右时达到最大生长状态和最大累计产氢量。
在高于或者低于此温度时，菌株的生物量和产氢效

能都相对较低。由于温度较低或较高会延长菌株的

增殖代时，影响细胞内酶类活性，因此物质和能量代

谢水平相对最适生长温度大为降低。

图 ’ 温度对菌株 $%&的生长和产氢效能的影响
23.4+ I::8A< @: <8-?8;=<6;8 @9 <&8 .;@C<& @: !"# =97 &E7;@.89 ?;@76A<3@9

!"( )*对细菌生长和产氢量的影响
调整培养液的初始 ?J值后，等量接种对数期

生长的细菌，在 ,’H条件下振荡培养。图 G 表明，
不同 ?J值下，细胞生长和产氢效能不同，?J值 +)G
时菌株 !"# 获得最大生物量，!"’((为 #)G’。?J值

+)(时菌株 !"#获得最大累积产氢量 $,,’-0/0培养
液，最大产氢速率是 $%),--@K J$ /（. 7;E A8KK·&）。当

?J值 G L F时对最大生物量影响不大，但是累积产
氢量的差别较大，可见在菌株 !"#，所能耐受的生态
幅情况下，其代谢速率和水平不同。当 ?J值达 ,)G

图 ( )*值对菌株 $%&生长和产氢效能的影响
23.4G I::8A< @: ?J @9 <&8 .;@C<& @: !"# =97 &E7;@.89 ?;@76A<3@9

’$F 微 生 物 学 报 ++ 卷



时，其生长非常微弱，但是仍有氢气的产生。由上可

见，菌株 !"#的最适累积产氢 $%为 &’(，最佳生长
$%值为 &’)。
!"# $#% &’()和 $#%*!+% &’() ,-%序列分析
扩增菌株 !"# 的 #*+ ,-./ 全序列和 #*+"01+

,2./ 34+序列后进行克隆测序，通过 .563的 789:;.
序列比对进行同源性分析。结果表明，该细菌 #*+
,-./ 全序列与 !"#$%&’(’)* +,"")"#$’ 和 -+,%./.,&0
#1.+%,&’)* ,"#/2.%)* 等最相近的种属 #*+ ,2./基因
序列同源性为 <&=以下。#*+"01+ ,2./ 34+序列比
对分析显示保守区域仅为 ;2.//89和 ;2./38>序列，其

它可变部位没有同源性区域。结合形态学特征和生

理生化鉴定认为该菌株为一新种，即 3%4./#"#2,/0
1.+%,&’)* :$? !"#。通过 63@A-34和 B%CD3B等软件，
以 .>EFG7H,"IHEJEJF 法和自展分析绘制 #*+ ,2./ 系
统树（图 *），将与菌株 !"# 同源性较高的种属进行
序列比对绘制系统发育树，发现菌株 !"#在进化上
与大多数的梭菌属（!"#$%&’(’)*）处于不同分支，而只
有纤维梭菌（!"#$%&’(’)* +,"")"#$’）似乎与其进化具有
同源性。由于菌株 !"#，没有内生芽孢，#*+ ,2./系
统进化上与梭菌属同源性小于 <K=，因此是一类不
同于梭菌属的细菌。

图 # 菌株 .*$的 $#% &/()系统树
LEF?* BGM8HF>J>;EN ;,>> HO :;,9EJ !"# 79:>P HJ #*+ ,2./ :>QR>JN>:

!"# ,>O>,: ;H ;G> E:H89;>P :;,9EJ O,HS GMP,HF>J $,HPRNEJF ,>9N;H, ? .RS7>,: EJ $9,>J;G>:>: ,>$,>:>J; ;G> :>QR>JN>: 9NN>::EHJ JRS7>, EJ
T>J69JU? 4G> JRS7>, 9; >9NG 7,9JNG $HEJ;: E: ;G> $>,N>J;9F> :R$$H,;>P 7M 7HH;:;,9$? 69,，#= :>QR>JN> PEV>,F>JN>?

+ 讨论
早在 #<世纪，人们就已经认识到细菌和藻类具

有产生分子氢的特性［#0］。迄今为止，已报道的产氢

生物类群主要包括光合生物（厌氧光合细菌、蓝细菌

和绿藻）、非光合生物（严格厌氧细菌、兼性厌氧细菌

和好氧细菌）和古细菌类群［#1］。直到 0(世纪 <(年
代后期，人们直接以厌氧活性污泥作为天然产氢微

生物，以碳水化合物为供氢体，通过厌氧发酵成功制

备出氢气［#&］。任南琪等［#)］以厌氧活性污泥为菌种

来源，以废糖蜜为原料，采用两相厌氧反应器制备出

氢气，开创了利用非固定化菌种进行生物制氢的新

途径，首次提出乙醇型发酵产氢理论［#*］。由于此技

术采用的是混合菌种，在运行中方便操作和管理，大

大提高了生物制氢技术工业化的可行性。

高效产氢细菌是提高产氢效能的重要因素之

一，本文从连续流运行的制氢反应器中分离到一株

具有较强的产氢能力、生长能力和耐酸能力的新种

属菌株 !"#，它的发酵类型为乙醇发酵，为乙醇型发
酵产氢理论找到了直接证据。产氢菌株 !"#在产乙
醇的同时还伴随氢气的释放，与不能产生氢气的酵

母菌乙醇发酵的代谢途径相比是不同的。该菌株在

温度为 1*W，$% 值为 &’( 时，最大比产氢速率为
0X’1SSH8 %0 Y（F P,M N>88·G），同目前所报道的高效产
氢菌株相比，属于耐酸的高效产氢细菌。由于其来

源于生物制氢反应器厌氧活性污泥，因此能够适应

工业化制氢反应器内部的特殊生境，在产氢细菌微

生物群落的特异生态位下，可以通过人工调控使之

成为优势种群，从而发挥更大的产氢效能，由此可

见，该菌株具有更大的现实意义和应用价值。同时

该类细菌的发现，以及通过研究其生理生化特性、功

能基因表达和产氢效能，进一步揭示产氢细菌的产
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氢分子机理，为构建改造工程菌株和实现生物强化

产氢提供了宝贵的出发菌株和信息。
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