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厌氧细菌 !".#$-$.’()$"#.’&/0 .*(-+$#/0 从葡萄糖的产氢特性研究

陈双雅，牛莉莉，东秀珠"

（中国科学院微生物研究所 微生物资源国家重点实验室 北京 0$$$7$）

摘 要：为了了解影响厌氧发酵产氢细菌 !"#$%&%#’()%"$#’*+, #-(&.%$+, I’ 产氢效率的因素，采用生理学方法对其进

行了研究。结果表明：乙醇型发酵菌 ! D #-(&.%$+, I’ 的最适产氢温度为 %’J，最适产氢的起始 )K 为 7L$。该菌发

酵葡萄糖和阿拉伯糖产氢的能力较强，氢气产率分别为 0L99;=, K# 3;=, 葡萄糖和 0L9$;=, K# 3;=, 阿拉伯糖。酵母粉

是菌株 I’ 生长和产氢所必须的生长因子；)K 影响菌株的生长和葡萄糖利用率；氢压则影响电子流的分配，从而改

变代谢产物乙酸和乙醇的比例；当产氢菌与甲烷菌共培养以维持发酵体系低的氢压时，可使氢的理论产量提高约 !
倍；培养基中乙酸钠浓度 M "$;;=,3N 明显抑制产氢。另外，一个只利用蛋白类物质的细菌能够促进菌株 I’ 对葡萄

糖的利用，进而提供氢产量，为生物制氢的工业化生产提供理论参考。
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氢能源以其燃烧值高、清洁无污染、储量大、后

续性强、储存形式多等诸多优点，被认为是未来最理

想的能源（.,55BB2> #$ %- D，0---）。在众多的制氢技

术中，厌氧发酵产氢技术可利用农业废料、城市垃

圾、工业有机废水、废料和其它生物质制取氢气，不

但产氢成本可以大幅度降低，而且反应条件温和，具

有废物利用、节省能量消耗、净化环境和生态平衡的

重要意义（/2>2;5>>，0--"）。

发酵复杂有机质产氢的微生物有多种，包括严

格厌 氧 的 /-(0$’*1*+, 和 2+,*&("(""+0，兼 性 厌 氧 的

3&$#’()%"$#’ %#’(.#&#0 和 30"4#’*"4*% "(-*，以及好氧菌

如 !-"%-*.#&#0 和 5%"*--+0 等 （ P5><+ Q R2>?C)S5，
0--7）。虽然目前厌氧发酵细菌的产氢效率较光合

产氢的低，但通过优化厌氧发酵条件和对发酵菌进行

代谢工程改造，厌氧发酵制氢将具有很大的应用潜力。

厌氧葡萄糖发酵产氢主要有两种代谢类型———

丁酸型发酵（方程式 0）和乙醇型发酵（方程式 #）：

."K0#T" U .K%（.K#）# .TTKV #K# V #.T# （0）

."K0#T" V K#T U .K%.TTKV .K%.K#TKV #K# V #.T# （#）

目前厌氧发酵最大理论产氢率是 !;=, K# 3;=,
葡萄糖（方程式 %），即当葡萄糖发酵的产物只有乙

酸时，化学反应为：

."K0#T" V #K#T U # .K%.TTKV !K# V #.T# （%）

因此，在生产实践中，如果葡萄糖能够全部转化

为乙酸，则能够提高氢的转化率。虽然丁酸型发酵

和乙醇型发酵的产氢效率都是 #;=,K# 3;=, 葡萄糖，

但根据丁酸和乙醇分别转化为乙酸的标准自由能变

（方程式 ! 和 9），显然乙醇比丁酸更容易转化为乙

酸，因此乙醇型代谢类型更有改造前景。

.K%（.K#）# .TTKV #K#T # # .K%.TTKV #K#

!WXY U V !7L%Z[3;=, （!）

.K%.K#TKV K#T# .K%.TTKV #K#

!WXY U V -L"Z[3;=, （9）

厌氧发酵产氢过程很容易受环境因子，如 )K、

温度、氮源、产物浓度的影响，通过调控这些因素可

能能够提高厌氧产氢反应的产氢效率。本实验室分

离到一个新的发酵葡萄糖产氢的乙醇型发酵的严格

厌氧细菌菌株 !"#$%&%#’()%"$#’*+, #-(&.%$+, I’（.G2>
Q \=>?，#$$!），它可能是一个经代谢途径改造后具

有潜力的发酵产氢生产菌株。本文对影响该菌株产

氢的因素，包括培养条件，培养基成分，产物抑制等进

行了实验，旨在为提高发酵产氢效率寻找可行的途径。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌株：菌株 ! D #-(&.%$+, I’ 分离自北京西

南章造纸厂废水污泥，菌株 6’($#*&*74*-+, %"#$%$*.#&#0
1/0$’ 分离自清华大学啤酒废水厌氧反应器（.G2>



! "#$%， &’’(），!"#$%&’(%)#"*+,- .’*-+)+),- ")*
+(,(- 由荷兰 ./%0$1$%0$ 大学微生物系 )2/34 56 7 6
*6教授惠赠。

!"!"# 培养基：/ 6 "0’&1%#,- 89 生长和产氢所用的

培养基是预还原的 :;<（=#>?3/$，+@AA），甲烷菌的

培养采用一种寡营养的互营菌培养基（)2/34 "# %0 6，
+@@&），重要成分是磷酸盐缓冲液、’B’(C的酵母粉

和 ’B’&(C的蛋白胨，以及维生素和微量元素。除

培养甲烷菌的气相为 =& DEF&（G’D&’）外，其余的实验

均以 +’’CH& 为气相。所有试验均在 &,3I 试管中

进行，培养基为 , J (3I。除特别说明，培养温度均

为 ,9K。

!"!"$ 主要试剂和仪器：酵母粉、蛋白胨和维生素

购于 FL1M#? 试剂公司。气相色谱 <EN+OP 购于日本

岛津（)Q13/?RS）公司。

!"# 最适培养条件的测定

接种 T= O J +’ 的不同 T= 值的 :;< 培 养 基

（+C葡萄糖），,9K培养 ,? 后测定氢浓度以确定最

适初始 T=；接种 T= 9B& 的 :;< 培养基（+C 葡萄

糖），分别置于 &’K，&(K，&GK，,+K，,OK，,9K，

,@K，O&K和 OAK培养 ,? 后测定氢浓度以确定最适

培养温度。

!"$ 培养基成分对产氢的影响

分别配制含 +C阿拉伯糖、果糖、半乳糖、木糖、

蔗糖、麦芽糖和纤维二糖以及不同葡萄糖浓度的 :;
培养基，接种培养 ,? 后测定氢浓度以确定不同底物

和葡萄糖浓度对产氢的影响；以 :;< 培养基为基

础，调整氮源含量，使其分别含 ’B&C酵母粉或 +C
酵母粉；’B+C蛋白胨或 ’B(C蛋白胨；接种培养 ,?
后测定氢浓度以确定氮源对产氢的影响。

!"% 代谢产物对产氢的影响

!"%"! 乙酸钠和乙醇对产氢的影响：分别配制含

’ J &(33#>DI乙酸钠和 ’ J A’’33#>DI 乙醇的 :;< 培

养基（+C葡萄糖，T=9B(），接种培养 ,? 后测定氢浓

度以确定不同浓度的乙酸钠和乙醇对产氢的影响。

!"%"# 氢分压对产氢的影响：通过产氢菌与甲烷菌

共培养的方式以保持培养体系内低的氢压。每管接

种产氢菌 ’B+3I 和甲烷菌 ! 6 .’*-+)+),- &3I，同时

以不接种甲烷菌为对照。,9K培养，检测 E=O 的生

成和代谢产物的变化。

!"& 菌株间的协同作用对产氢的影响

在含有维生素和 +C葡萄糖的、添加或不添加

酵母膏和D或蛋白胨的互营菌培养基中，同时接种

/ 6 "0’&1%#,- 89 和 2*’#"+&+3$+0,- %)"#%#+1"&"4 -P+’9

各 ’B+3I，培养 ,? 后测定氢浓度、葡萄糖的消耗和

产物的浓度。

!"’ 代谢物测定方法

用气相色谱检测细菌发酵葡萄糖的产物。分离

柱为填充了 <"UNO’+（A’ J G’ 目）的不锈钢柱。载

气均为 H&。有机酸和乙醇的检测用 VW" 检测器。

挥发酸测定参数：柱温 &&’K，进样室温度 &(’K，检

测器温度 &G’K；非挥发酸测定参数：柱温 +(’K，进

样室温度 +G’K，检测器温度 &’’K；乙醇测定参数：

柱温 +,’K，进样室温度 +9’K，检测器温度 &’’K；

气体的检测用 -E" 检测器，测定参数：柱温 ,’K，进

样器温度 (’K，检测器温度 +’’K，-E" 室 +’’K，电

流 9’35。 葡 萄 糖 的 测 定 采 用 斐 林 试 剂 比 色 法

（)#3#%X1，+@(&）。

# 结果和讨论

/ 6 "0’&1%#,- 89 是一个严格厌氧、中温生长的

革兰氏阳性细菌，发酵葡萄糖产生 +3#> 的乙酸、乙

醇和 =&。生长环境的温度、T=、生长因子，以及产物

都可能显著影响其代谢过程。

图 ! 控制 () 对 ! * "#$%&’()* +, 产氢的影响

V1%6+ YMM0Z2 #M T= #$ QX?[#%0$ T[#?SZ21#$ \X / 6 "0’&1%#,- 89

#"! 培养温度和起始 () 对 ! * "#$%&’()* +, 产氢

的影响

将 / 6 "0’&1%#,- 89 分别在 T= 为 O J +’ 培养基

培养后测定氢产量，结果显示其产氢的最适初始 T=
为 GB’，高于其最适生长 T=AB( J 9B’；最适产氢温度

为 ,9K，和最适生长温度相同（图 +）。在最适生长

条件下，产氢效率为 +B((3#> =& D3#> 葡萄糖，达到理

论值（&3#>D3#> 葡萄糖）的 99B(C。

由于在厌氧发酵产氢过程中积累的有机酸会引

起 T= 的降低从而抑制产氢菌的生长，并降低葡萄

糖的利用和产氢。因此我们通过调节发酵液的 T=
来观察 T= 对产氢的影响。

接种 / 6 "0’&1%#,- 89 至 T=9B( 的含不同葡萄

糖浓度的 :;< 培养基，以滴加 H/F= 的方式维持 T=

O,& E=YH )QS/$%NX/ "# %0 6 D/)#% !+)*’(+’0’1+)% 5+&+)%（&’’A）OA（&）



至 !"#，连续 $ %，以不调节 &’ 的含不同葡萄糖浓度

的 ()* 培养基为对照，测定氢气产量和葡萄糖消

耗。结果（图 +）显示，不调节 &’ 时，+,葡萄糖为底

物时产氢量最高；而维持培养基中性时，葡萄糖利用

率可提高至 -,（未显示数据），同时产氢量提高 +倍。

!"! 不同底物对产氢的影响

葡萄糖、蔗糖、淀粉及纤维素等是研究发酵产氢

的 主 要 基 质。 ./ 等［0］（ -11- 年 ）在 研 究

!"#$#%&’($#)#*+& %+,(&-./2 ($ 利用不同基质产氢时

发现，双糖（乳糖和蔗糖）的产氢效率要远远低于单

糖（葡萄糖、半乳糖和果糖）的产氢效率。本试验选

择 0 3 ’,#*1+-() 4! 可利用的单糖和双糖作为底物

研究其浓度对产氢的影响。结果是当起始 &’ 为

5"1 时，菌株产氢效率分别为 +"##678 ’- 9678 葡萄

糖，+"#1678 ’- 9678 阿拉伯糖，+"1678 ’- 9678 果糖，

1":678 ’- 9678 半 乳 糖，1"!678 ’- 9678 木 糖，-"-678
’- 9678 蔗糖，-"1678 ’- 9678 麦芽糖和 -"$678 ’- 9678
纤维二糖。本试验结果表明，0 3 ’,#*1+-() 4! 发酵

葡萄糖和阿拉伯糖产氢的能力较强，发酵果糖、半乳

糖和木糖产氢的能力较弱。

!"# 氮源对产氢的影响

为了检测不同有机氮源对 0 3 ’,#*1+-() 4! 产

氢的作用，以不加蛋白胨和酵母粉的 ()* 为基础培

养基，测定分别添加不同浓度的蛋白胨和酵母粉对

菌株产氢的作用。结果如图 - 显示，酵母粉而不是

蛋白胨对 0 3 ’,#*1+-() 4! 的产氢是必须的，而且

1"-,酵母粉已足够。

图 ! 氮源对 ! $ "#$%&’()* %& 产氢的影响（’( &")，#&*）

;<=3 - >??@AB 7? C<BD7=@C 27EDA@2 7C /F%D7=@C &D7%EAB<7C GF 0 3

’,#*1+-() 4!3 +" HI2<A 6@%<E6；-" J%%<C= 1"+, (@&B7C@；K" J%%<C=

1"#, (@&B7C@；$" J%%<C= 1"-, )@I2B @LBDIAB；#" J%%<C= +, )@I2B

@LBDIAB；:" J%%<C= 1"#,(@&B7C@ IC% +, )@I2B @LBDIAB 3

!"+ 产物对 ! $ "#$%&’()* %& 产氢的影响

产物抑制是葡萄糖发酵的一个重要影响因素，

试验研究了乙酸钠、乙醇和氢分压对产氢的影响。

!"+", 乙酸钠浓度对 0 3 ’,#*1+-() 4! 产氢的影

响：乙酸和其它有机酸的累积对生长的抑制在微生

物发酵中普遍存在，但耐受力在不同菌种之间差异

很大（MI2N7 ’- +, 3，-111）。研究表明乙酸的解离态

和非 解 离 态 均 可 作 为 生 长 的 解 偶 联 剂（OIC= P
OIC=，+05$）。虽然乙酸抑制作用普遍存在，据报道

+0-66789M 乙 酸 钠 抑 制 菌 株 2+,$/3’,,(,#&/.(%-#.
&+33"+.#,4-/3(2 的生长和产氢（QIC R<@8 ’- +, 3，-11K），

而 5 3 ’-"+*#,/3(& 可耐受 $#166789M 乙酸钠（O<@=@8
P MSEC=%I/8，+05+）。

试验结果表明（图 K），T :166789M RIJA 对菌株

4! 的产氢没有影响，U :166789M RIJA 明显抑制其

产氢；5166789M RIJA 使菌株 4! 产氢降低至 51,，

+5166789M RIJA 完全抑制其生长和产氢。生长试验

证实，0 3 ’,#*1+-() 4! 能 耐 受 -, 的 RIV8（ 约

K$-66789M）生长，因此推测 RIJA 的抑制实质是乙酸

根离子的抑制作用。

图 # 乙酸钠浓度对 ! $ "#$%&’()* %& 产氢的影响

;<=3K >??@AB2 7? RIJA A7CA@CBDIB<7C 7C /F%D7=@C &D7%EAB<7C GF

0 3 ’,#*1+-() 4!3

!"+"! 乙醇对 0 3 ’,#*1+-() 4! 发酵产氢的影响：

试验结果表明（图 $），T -!166789M（+"-#,）乙醇不

会对 0 3 ’,#*1+-() 4! 产氢发生影响。说明乙醇不

是发酵产氢的最主要抑制因子。

图 + 不同乙醇浓度对 ! $ "#$%&’()* %& 产氢的影响

;<=3$ >??@AB 7? @B/IC78 A7CA@CBDIB<7C 7C /F%D7=@C &D7%EAB<7C

!"+"# 氢分压对 0 3 ’,#*1+-() 4! 产氢的影响：在

厌氧发酵过程中，氢的浓度是影响还原当量［’］分

配、进而改变发酵产物类型的一个重要因素。氢压

低时，发酵代谢更倾向于生成氧化还原电势高的产

物如乙酸，而氢压高时则倾向于生成氧化还原电势

较低 的 产 物 如 醇 类、丙 酸 和 乳 酸 等（HI=8@F P
HD7%N7DG，+000），因而产生少量的氢。所以，要提高

#K-陈双雅等：厌氧细菌 03’-+*+’.#6+3-’./() ’,#*1+-() 从葡萄糖的产氢特性研究 3 9微生物学报（-11:）$:（-）



氢 的 产 量 就 必 须 保 持 体 系 中 低 的 氢 分 压

（!"##$%&$’( ) *$%$+"%%，,--,）。

已知氢营养型的产甲烷菌能将体系中的氢分压

保持在很低的水平（.-/"），因此本试验通过产氢菌

01 与甲烷菌 ! 2 "#$%&’&’(% 共培养的方式研究了降

低氢分压对产氢量的影响。

氢压对产氢菌生长的影响：接种 -3.+4 的 ) 2
*+#,-./(% 01 至 5!136 的 /78 培养基中，气相分别

为 .--9!,，.--9 :;, 和 .--9 <,。培养 =>，测定

01?--和葡萄糖的利用。结果表明，) 2 *+#,-./(% 01
在 = 种气相中的生长和葡萄糖的消耗没有明显差

别。而且在 <,为气相的条件下生长活跃的菌株，加

入 !, 不改变其生长速率和葡萄糖的降解速率。

产氢菌与甲烷菌共培养降低氢压对产氢的影

响：在含有 .9葡萄糖的互营菌培养基中，同时接种

) 2 *+#,-./(% 01 和 ! 2 "#$%&’&’(%，培养 => 后测定葡

萄糖的消耗和产物的生成。其中 !, 的产量根据

@+A# !, 合成 .+A# 甲烷的化学计量学，以甲烷生成

量进行计算。表 . 显示，当 ) 2 *+#,-./(% 01 与 ! 2
"#$%&’&’(% 共培养时，葡萄糖的消耗和 01 单一培养

时 的 无 显 著 差 异， 但 根 据 共 培 养 物 产 生 的

..3-++A#B4 的甲烷计算其 !, 产量为 @@3-++A#B4，比

01 纯培养的氢的产量提高 @ 倍多。同时共培养物的

乙酸产量提高，乙醇下降。

由于生成 .+A# 乙醇较生成 .+A# 乙酸多消耗

.+A# !,，而试验中氢的理论产量的提高与乙醇的降

低所包含的氢的质量数相符，证明降低氢的分压，改

变了电子的流动方向，使生成更多的乙酸和较少的

乙醇，从而提高氢的产量。

表 ! 产氢菌与甲烷菌共培养对产氢的影响

C"&#$ . DEE$’F AE ’AG’H#FIJ"FIA% AE KL>MAN$%G5MA>H’I%N &"’F$MIH+ "%> +$FK"%AN$% A% KL>MAN$% 5MA>H’FIA%
DO5$MI+$%F ’（P’$F"F$）B（++A#B4） ’（DFK"%A#）B（++A#B4） ’（8#H’AQ$ ’A%QH+5FIA%）B（++A#B4）’（!,）B（++A#B4） ’（:!@）B（++A#B4）

01 ,=3-6 ,.3= ,6 .- R
01 S ! 2 "#$%&’&’(% =.3T 13= ,1 （@@） ..3-

"#$ 菌株间的协同作用对菌株 %& 产氢的影响

2$#/*&,&34&+(% .’*/./&-*,*5 C*.-1 是分离自清华

废水处理器颗粒污泥丙酸富集物的一株革兰氏阴性

杆菌，不利用葡萄糖，能够分解蛋白胨和酵母膏产生

乙酸和丙酸，但不产氢。C*.-1 能够促进丙酸互营

菌对丙酸的降解（:K$% ) UA%N，,--6）。本实验测定

了在不同氮源存在时，菌株 C*.-1 对 ) 2 *+#,-./(%
01 产氢的作用，以推测 ) 2 *+#,-./(% 01 所必须的营

养因子。

从表 , 给出的试验结果发现，在无酵母膏而含

有维 生 素 和 蛋 白 胨 的 培 养 基（=）和（?）中，2 2
.’*/./&-*,*5 C*.-1 显著提高 ) 2 *+#,-./(% 01 的产氢

量，可达到对照的 =3?, 倍和 ,31V 倍；而在含有酵母

膏的培养基（.）、（,）和（1）中则没有这种促进作用；

比较处理（=）和（6）可知，维生素对于这种刺激作用

是必须的；而蛋白胨的浓度与 C*.-1 对菌株 01 的促

进作用成正相关（培养基 = 和 ?）。

表 " ! ’ "#$%"%&’$($) ()!*& 对 * ’ $+,(’"%-. %&
产氢（+" ,,-./0）的影响

C"&#$ , DEE$’F AE 2 2 .’*/./&-*,*5 C*.-1 A% FK$

!, 5MA>H’FIA% &L ) 2 *+#,-./(% 01

W$>I" XFM"I% 01 :A’H#FHM$ AE XFM"I% 01
"%> XFM"I% *.-1

（.）Y S -369 / S .9 7S .9 8 @-3@ @-3-
（,）Y S .9 7S .9 8 =?3= =T3-
（=）Y S -369 / S .9 8 V3,- ==3=
（@）Y S .9 8 =3TT @3-6
（6）-369 / S .9 8 ?3-- T3?@
（?）Y S -3-69 / S .9 8 T3?- ,@3-
（1）.9 7 S .9 8 =.3= =,3V

Y：YIF"+I% QA#HFIA%；/：/$5FA%$；7：7$"QF $OFM"’F；8：8#H’AQ$2

试验测定了处理（?）中葡萄糖的消耗和各产物

的浓度，发现 2 2 .’*/./&-*,*5 C*.-1 的加入促进了菌

株 01 对葡萄糖的利用率，从而提高了氢的产量（表

=）。但 C*.-1 并没有提高菌株 01 的 !, 转化率，原

因是葡萄糖代谢生成了更多的乙醇。

表 1 菌株 ()!*& 与 * ’ $+,(’"%-. %& 共培养对葡萄糖代谢和产氢的影响

C"&#$ = DEE$’FQ AE ’AG’H#FIJ"FIA% AE 2 2 .’*/./&-*,*5 C*.-1 "%> ) 2 *+#,-./(% 01 A% KL>MAN$% 5MA>H’FIA%
XFM"I% P’$F"F$ 5MA>H’FIA%B（++A#B4） DFK"%A# 5MA>H’FIA%B（++A#B4） 8#H’AQ$ :A%QH+5FIA%B（++A#B4） !, /MA>H’FIA%B（++A#B4）

C*.-1 .. R R R
01 ,?3? ,.3= ,-3= T3?-
01 S C*.-1 =T3, 1@3= 6636 ,@3-

?=, :!D< XKH"%NGL" */ .+ 2 B)’/. !&’$#6&#+#-&’. 7&,&’.（,--?）@?（,）



从上述试验亦可推测，! ! "#$%&’()* "# 的产氢

需要酵母粉，因为在酵母粉缺乏但蛋白胨存在时，

+ ! ’,"(’(-&"%". $%&’# 的刺激作用显著；但这种刺激

作用需要维生素，因此推测 + ! ’,"(’(-&"%". $%&’# 分

解蛋白胨产生了类似酵母粉中除维生素以外的某些

营养因子，如氨基酸和肽等。但我们用 (’ 种单一氨

基酸，或氨基酸组合试图代替 $%&’#，但都不能产生

对 "# 产氢的促进作用。因此 "# 所需的具体生长促

进因子还需进一步研究。该结果说明自然界中微生

物物种间的协同代谢作用普遍存在。
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