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一个新的高温产氢菌及产氢特性的研究

牛莉莉，刘晓黎，陈双雅，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 1$$$%$）

摘 要：利用 HC>?6I3滚管技术从西藏山南地区热泉淤泥中分离到一株高温产氢的厌氧发酵细菌 2!#。菌株 2!#革
兰氏染色反应为阴性，但 JKH裂解试验证实其为革兰氏阳性杆菌。菌体大小为 $L-!; & $L,!; M .L#!; & -!;，不
运动，不产芽孢 。其生长温度范围为 .#N & ",N，最适生长温度为 "$N & "#N，生长 (H范围为 9L$ & %L%，最适生长
(H为 -L$ & -L9，代时 .$;*>。有机氮源是 2!#菌株的必需生长因子。菌株 2!#利用淀粉、纤维二糖、蔗糖、麦芽糖、
糊精、果糖、糖原和海藻糖等底物生长并发酵产氢，发酵葡萄糖的终产物为乙酸、乙醇、H# 和 /K#。O P /含量为

.1L#;=+Q。系统发育分析表明菌株 2!#与 !"#$%&’$()"*+% )#,#$# 和 -(,&$(%(.&$ */0*)+1 位于同一分支，生理生化特征
也表明菌株 2!#应是 !"#$%&’$()"*+%属的一个新菌株，在中国普通微生物菌种保藏中心的保藏号为 ’R1L9$.,。菌
株 2!#的最佳产氢初始 (H为 -L#，最佳产氢温度为 "#N，其氢转化率为 1L$";=+ H# 4;=+葡萄糖，最大产氢速率为

#!L$;;=+ H# 4?ST4U。#$;;=+4V的W?# P和 #;;=+4V的 53# P可分别提高菌株 2!#的产氢量 #$Q和 #.L.Q，而 X*# P对其

产氢无明显的作用。当菌株 2!#和热自养甲烷热杆菌（2#."(/&."#$%&’().#$ ."#$%(+.&.$&3"*)+1）Y#!9共培养时，由于降
低了氢分压，使其葡萄糖利用率和氢产量分别提高 1倍和 #L%倍，发酵产物乙酸和乙醇的比例也从 1提高到 1L-。
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氢能体系将为人类社会提供清洁、高效、可持续

发展、充足的能源，从而缓解能源危机和环境污染问

题［1］。氢气可以通过石油燃料的转化和水的电解产

生，但这些方法本身需要耗费大量的能源，而使产氢

成本昂贵［#］。生物发酵制氢是具有吸引力的产氢技

术，尤其当废水或其它生物质作为原料时，不仅使产

氢成本可以大幅度降低［.］，而且还可实现废物的资

源化。生物制氢主要包括光合制氢和厌氧发酵制

氢。与光合制氢相比，厌氧发酵产氢由于不需要光

源、可利用多种底物，速率较高，及生产条件要求简

单而使成本更低［!］。高温产氢过程除了热力学上有

利于氢转化及发酵速度快两个显著的优点外，还有

其它中温产氢所无法比拟的优点，如高温条件为产

氢菌创造了选择压力，在一定程度上阻止了耗氢菌

的生长或阻止与产氢菌竞争底物的反应；另外高温

过程不易被其它杂菌污染；而且，超高温菌分泌的各

种胞外酶，可水解大分子有机物如淀粉、纤维素、半

纤维素、木聚糖及多肽等，简化了生物质的降解［9］。

因此高温产氢可能更有生产潜力。

我们在研究混合培养物的产氢特性过程中，利

用 HC>?6I3滚管技术从西藏山南地区热泉淤泥中分
离到一株高温产氢的厌氧发酵细菌，本文报道该菌

株的分离、生物学特性和对产氢特性的研究。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌株和培养条件：嗜热自养甲烷热杆菌
（2#."(/&."#$%&’().#$ ."#$%(+.&.$&3"*)+1）Y#!9 由荷兰
T6?3>*>?3>大学微生物系 RI6;B ’D [ D WD教授惠赠。
菌株 2!#分离自西藏山南地区热泉淤泥。分离和培
养的培养基采用以 1Q（T4\）葡萄糖为碳源的预还
原基础培养基［"］，并添加酵母膏和蛋白胨各 $L#Q
（T4\）作为生长因子。在厌氧条件下（1$$Q X#）于

"$N培养。按照 HC>?6I3厌氧操作方法［-］进行滚管
分离获得单菌落。

!"!"# 主要试剂和仪器：SX’ 聚合酶，(]/;82 载
体，2! SX’连接酶，SX’凝胶回收试剂盒均来自上
海申能博彩生物科技有限公司，其它试剂均为分析

纯。本实验所用的主要仪器有 K+G;(CB80H# 光学显



微镜，!"#$$%透射电镜，&’( 分光光度计，气相色谱
)*"+,- 和 )*"+,*（./012345），6/7819:;<7 %1=:0>89<

! ?*@仪。
!"# 形态观察
菌株 6,(于液体培养基中 #$A厌氧培养 B/后，

观察细胞形态、革兰氏染色反应及菌体结构。

!"$ 生理特性测定
生长实验均在葡萄糖为底物的液体培养基中进

行。生长测定波长为 #$$<1处的 !" 值。最适生长
=!测定用 +19:CD E2F! 或 +19:CD !*: 溶液调整培
养液至不同的 =!值，接种后于 #$A培养。最适生
长温度的测定在带有温控仪的水浴中进行。底物利

用实验参照文献［G］进行。
!"% 代谢产物测定
用气相色谱检测细菌发酵葡萄糖的产物，E( 为

载气。有机酸检测用 HIJ检测器，挥发酸检测条件：
柱温 (B$A，进样器温度 (’$A，检测器温度 (G$A；
非挥发酸检测条件：柱温 +’$A，进样器温度 +G$A，
检测器温度 ($$A。氢气、甲烷及二氧化碳的检测
用 6*J检测器，检测条件：柱温 B$A，进样器温度
’$A，检测器温度 +$$A，6*J室 +$$A，电流 &$1%。
!"& 葡萄糖的测定
采用 B，’"二硝基水杨酸（JE.）测糖法［K］。

!"’ （() *）+,-.含量测定
按 L28158 的方法［+$］提取基因组 JE%，并溶于

$M+ N ..*溶液，用 JOG$$ 分光光度仪（-7PQ12<）测
定 JE%的热变性温度（#$）

［++］，计算（) R *）19:S。

!"/ !’0 1234的 5*6扩增与测序
以基因组 JE%为模板 ?*@扩增+#. 8JE%，扩增

引物采用细菌通用引物 (&H（’T"%)%)666)%6**?
%6))*6*%)"BT） 和 +’,+@（ ’T"%%))%))6)%6*(
*%)**"BT）（上海生工生物工程有限公司合成），它
们分别对应于大肠杆菌（%&’()*+’(+, ’-.+）+#. 8JE% G
U (&位和 +’(’ U +’,+位的核苷酸。?*@反应体系
（(’ "D）：+$ N ?*@ 缓冲液（含 LV*:( ($119:CD）

(M’"D，(M’119:CD 3E6?混合液 (M’"D，+$"19:CD引物
各 (M’"D，#,/ JE%聚合酶 $M("D，JE%模板 +"D，去
离子水 +BMG"D。?*@ 扩增条件：K,A ’10<；K,A
$M’10<，’’A +10<，&(A +M’10<，共 B$ 个循环；&(A
+$10<。扩增的 ?*@ 产物在 +S琼脂糖凝胶上进行
电泳分离，经 JE%凝胶回收试剂盒回收纯化。将纯
化的 ?*@ 产物连接到载体 =O*1"6上，转化大肠杆

菌（%&’()*+’(+, ’-.+）J!’#。提取有+#. 8JE% 插入的
质粒并测序，序列测定由上海博亚公司完成。

!"7 系统发育树的构建
将菌株 6,(细胞的+#. 8JE%序列在 )7<-2<Q核

酸序列数据库中进行序列同源性比较，通过

*DO.6%D W、-IFXJI6和LX)%等软件进行多重序列
比对分析，并以 E70V/Y98"Z90<0<V法构建系统发育树，
分支聚类的稳定性用 -99>[>82=方法进行评价。

表 ! 菌株 8%#和相关细菌的鉴别特性
62Y:7 + J0\\787<>02: P/282P>780[>0P[ Y7>]77< 6,( 2<3 87:2>73 [=7P07[

*/282P>780[>0P .>820< 6,(
#()*$-0*,’(+1$

’).)*)
J.L G#G(6 2

2,.-*,$,3-*
+45+’1&

%*L BKG(6 Y

*7:: ]03>/（"1） $M& U $MK $M’ U $MG $M# U $MG
*7:: :7<V>/（"1） BM( U &M$ +M’ U +BM$ +$ U +$$
)821 872P>09< R R R
.=987 ^ ^ ^
（) R *）19:S B+M( B+M$ (’M# _ $MB
!( =8935P73 , , ,
L9>0:0>; ^ R ^

)89]>/ =!C9=> ’M$ U GMG
C&M$ U &M’

’M, U KM’C
GM(

#M( U KM(C
&M’ U GM+

)89]>/ >71=C9=>（A） B( U #KC
#$ U #(

,G U &’C
##

B& U &’C
#$ U #’

?8935P>[ \891 ):5P9[7 %X %H（7） %XD（Y0Y‘0‘）
O>0:042>09< 9\ [5Y[>82>7[

L2:>9[7 R R E@
.5P89[7 R E@ R
J7a>80< R E@ R
@0Y9[7 R ^ E@
@2\\0<9[7 R ] ^ E@
L2<<9[7 ^ ^ R
)2:2P>9[7 R ] R ^
W;:2< ^ ^ E@
*2[210<9 2P03[ ^ ^ E@
.2:0P0< R ^ E@
):;P789: ^ ^ E@
R b ?9[0>0‘7；^ b E7V2>0‘7；R ]b c72Q:; =9[0>0‘7；E@b <9> 87=98>73；

E51Y78[（/;389V7<）87=87[7<> 2Y5<32<>（,）b %b %P7>2>7；X 98 7b X>/2<9:；
Hb H9812>7；Db D2P>2>7；0Y b 0[9Y5>;82>7；Yb <"Y5>;82>7；0‘ b I[9‘2:782>7；‘b
<"‘2:782>7b O==78"P2[7 2<3 :9]78"P2[7 :7>>78[ 0<30P2>7 12d98 2<3 10<98
\7817<>2>09< =8935P>[，87[=7P>0‘7:;b 2 b J2>2 \891 X<V:7 )3 ,. b（+KK#）［+(］；
Y b J2>2 \891 */80[9[>919[ )3 ,. b（+KK#）［+B］b

# 结果和讨论

#"! 分离菌株的鉴定和系统发育学分析
#"!"! 形态特征：菌株 6,( 为短杆状，大小为
$M&"1 U $MK"1 N BM("1 U &"1，单生或成对，不运
动，不产芽孢。革兰氏染色反应为阴性，但 eF!裂
解试验证实其为革兰氏阳性细菌。固体培养基上的

菌落形态为圆形，白色半透明，菌落中央颜色深，边

缘整齐。

#"!"# 生理生化特征：菌株 6,(为严格厌氧的高温
细菌，生长温度范围为 B(A U #KA，最适生长温度
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为 !"# $ !%#；起始 &’%(#范围 ()" $ *)*，最适起始
&’%(#为 +)" $ +)(。不利用无机氮源，如（,’-）% ./-、

,’-01和 ,2,/3 等，而有机氮源酵母膏或蛋白胨是

必需的。发酵葡萄糖的最终代谢终产物为乙酸、乙

醇、’% 和 0/%。代时为 3"456。菌株 7-% 和相关细
菌的鉴别特性见表 8。
!"#"$ 系统发育分析和（9 : 0）4;1<：菌株 7-%的
8!. =>,?全序列长 8(8!@&，在 9A6B26C 中的核酸序
列号为 >D%"+E(*。以8!. =>,?（长 8-"+@&）同源性
为基础，构建了包括菌株 7-%在内的 8"株相关细菌
的系 统 发 育 树（图 8）。系 统 发 育 分 析 和
（9 : 0）4;1<含量（38)% 4;1<）表明菌株 7-% 属于
低 90含量的革兰氏阳性细菌的梭菌第!群，并与
群中的 !"#$%&’$()"*+% )#,#$# 和-(,&$(%(.&$ */0*)+1 关
系密切，位于同一分支中。菌株 7-% 的8!. =>,?和
! ) )#,#$# >.F *!*%7 相似性为 8""<，与 - ) */0*)+1
?0F 3E*%7相似性为 EE)+<。但菌株 7-%不运动，发
酵葡萄糖产物为乙酸和乙醇；而 ! ) )#,#$# 细胞运动，
葡萄糖的发酵产物除乙酸和少量的乙醇外，还有甲

酸。所以菌株 7-%应定为 !"#$%&’$()"*+% 属中的一
个新的菌株，在中国普通微生物菌种保藏中心的保

藏号为 ?.8)("3E。但该菌株目前尚不能定种，还需
要与模式种进行 >,?G>,? 同源性杂交，根据同源
性作进一步分析。

图 # 菌株 %&!和相关细菌的#’( )*+,系统发育树
H5IJ8 8!. =>,? KLM1;IA6AN5O N=AA ;P QN=256 7-% 26R =A12NAR @2ONA=52J

7LA RA6R=;I=24 S2Q =AO;6QN=TONAR @M TQ56I NLA 6A5IL@;=GU;5656I 4ANL;R

26R NLA @;;NQN=2& V21TAQ O21OT12NAR P=;4 8""" N=AAQJ 7LA 6T4@A=Q 2N A2OL

O1TQNA=56I 6;RA 56R5O2NA NLA &A=OA6N2IA ;P @;;NQN=2& QT&&;=N56I，26R 56 NLA

@=2OCANQ 2PNA= A2OL @2ONA=521 624A 2=A 8!. =>,? 2OOAQQ5;6 6T4@A=Q 56

9A6B26CJ（B2=，%< QAWTA6OA R5VA=IA6OA）J

!"! 菌株 %&!的产氢特性
影响厌氧发酵产氢的因素有很多，如 &’值、温

度、氢分压、营养因子等，通过调控这些因素有可能

提高厌氧产氢反应的产氢效率。

!"!"# 菌株 7-%的生长和产氢关系：将对数期的菌
液以 8<的接种量接种至液体培养基中，于 !"#培
养，每隔 ")(L测定生长液的 23!""，共测定 8%L，绘制
生长曲线并计算生长代时。同时测定氢的产生，绘

制产氢曲线并计算最大产氢速率。图 % 显示菌株
7-%接种后，几乎无生长延滞期而迅速进入对数生
长期，同时氢的产量随之提高；但 -L后菌体开始自
溶而导致 23 值下降。尽管菌株自溶，但产氢量持
续增加直到 *L后趋于稳定。这可能是氢化酶和铁
氧还蛋白氧化还原酶等参与放氢反应的酶系在细胞

自溶后短时间内仍能催化放氢反应。

图 ! 菌株 %&!的生长曲线和产氢过程
H5IJ% 7LA I=;SNL OT=VA ;P QN=256 7-% 26R LMR=;IA6 &=;RTON5;6J

图 $ 有机氮源对菌株 %&!产氢的影响
H5IJ3 XPPAON ;P 65N=;IA6 Q;T=OAQ ;6 LMR=;IA6 &=;RTON5;6 @M QN=256 7-%J

!"!"! 温度和 &’ 对产氢量的影响：接种不同 &’
的预还原的基础培养基，以 8<葡萄糖为碳源，!"#
培养 8R后测定氢浓度。结果表明，初始 &’为 +)%
时可获得最大产氢量。将菌株 7-%接种后，分别在
不同温度下培养 8R 后测定产氢量，结果显示在
!%#培养时菌株 7-%产氢量最大。
!"!"$ 有机氮源对产氢的影响：将菌株 7-%分别接
种至含不同浓度酵母膏和蛋白胨的 8<葡萄糖的培

%*% ,YZ [5G15 #. (, J \4).( 5*)$&’*&,&6*)( 7*/*)(（%""!）-!（%）



养基中，!"后测定氢气产量（图 #）。实验表明，菌株
$%&只在含酵母膏或蛋白胨的培养基中才能产氢，
在酵母膏和蛋白胨浓度分别为 ’(&)* + !(’’*和
’()* + !(’*时产氢量最高。但是高于 &*的酵母
膏和蛋白胨则对产氢有明显的抑制作用，酵母膏的

抑制作用更为明显。

!"!"# 金属离子对产氢的影响：金属离子是微生物
生理代谢和产氢反应必不可少的营养因子，它们是

厌氧微生物合成的必需微量元素，与细菌的辅因子、

转运系统及脱氢酶相关。,-.和 ,/0［!%］研究了微量
元素对污泥菌群厌氧发酵产氢的影响，结果表明镁

离子、钠离子、锌离子和铁离子对产氢影响较大，尤

其是镁离子。

本实验在 !*葡萄糖的基础培养基中分别添加
不同浓度的 1234&·56&7、89:7%·;6&7 和 <-34&·

;6&7，以测定 #种金属离子对菌株 $%&产氢的影响。
试验表明，12& = 和 89& = 对菌株 $%& 产氢有影响，最
适的 12& =和 89& =浓度分别是 &’>>?4@,和 &>>?4@,，
可分别提高产氢量 &’*和 &#(#*，而 <-& =对产氢无
明显的影响。已发现的氢酶有铁氢酶和镍铁氢酶，

根据实验结果可推测菌株 $%&的氢酶为铁氢酶，其
具体的特性有待进一步研究。

!"!"$氢分压对产氢的影响：在厌氧发酵过程中，氢
分压是影响产氢效率的一个重要因素。氢压高时，

代谢的电子流更容易流向乳酸、乙醇、丙酮、丁醇或

丙氨酸等还原型产物，伴随着这些产物的形成，产氢

率会大大减少［!)］。而低的氢压更倾向于生成氧化

还原电势高的乙酸。所以要提高氢的产量就必须保

持气相中低的氢分压［!5］。

! ( "#$%&’(")"%)*#+,(- A&%)能够在 5’B利用 6&

和 37& 合成甲烷，并可将氢分压降至 !’C # /D>。为了
检测氢分压对菌株 $%&产氢的抑制作用，构建了产
氢菌 $%&和 ! ( "#$%&’(")"%)*#+,(- A&%) 的人工共培
养物。将在 6& @37& 上培养 %" 生长活跃的 ! (
"#$%&’(")"%)*#+,(- A&%) 和在 !*葡萄糖的液体培养
基上培养 !" 的菌株 $%& 以 #’ E ! 的比例接种到含
!*葡萄糖的新鲜基础培养基中（<&，!’’*），并将该
共培养物在 5’B培养 &" 后，测定代谢产物和葡萄
糖消耗。试验表明，共培养物产生 F’>>?4 36% 且检

测不到 6&，说明产氢菌产生的 6& 完全被甲烷菌利

用。由于产生 !>?4 36% 需要 %>?4 6&，因此推算菌株

$%&与 ! ( "#$%&’(")"%)*#+,(- A&%)共培养时，氢的理
论产量为 #&’>>?4 6&，与产氢菌 $%&纯培养时产生

!!%>>?4 6& 相比，氢的理论产量可提高 &(F倍。同
时氢分压对葡萄糖的消耗和代谢产物的比例也有影

响，产甲烷菌使产氢菌的葡萄糖消耗提高了一倍，并

且乙酸与乙醇的比例由 ! E !提高到 !(; E !。说明减
小氢分压，改变电子流的方向，使代谢产物的比例改

变，即产生更多的乙酸和较少的乙醇，从而提高氢的

产量。

与 ! G "#$%&’(")"%)*#+,(- A&%) 共培养时，菌株
$%&的形态和细胞数量发生了变化（图 %）。与菌株
$%&单一培养相比，共培养 %FH后菌株 $%&的细胞数
量相对较少，且形态完整（图 %IJ）。而产氢菌菌株
$%&在 %FH纯培养物中细胞完全自溶（图 %IK）。结
果表明氢压降低时，尽管产氢菌细胞量低于纯培养，

但由于细胞不自溶而能够实现较高的氢转化率。共

培养物中菌株 $%&不易自溶的原因可能是细胞密度
降低或甲烷菌提供了某种因子抑制了其自溶反应，

其机理有待于进一步探讨。

图 # 共培养对产氢菌细胞形态和数量的影响
8-2G % LMM9ND ?M N?INO4D-P/D-?. Q-DH ! G "#$%&’(")"%)*#+,(- A&%) ?. N944

>?RSH?4?20 /." TO/.D-D0 ?M UDR/-. $%& G J：N?INO4D-P/D-?. ?M UDR/-. $%& /."

A&%) M?R %FH；K：N944 /OD?40U-U ?M NO4D-P/D-?. ?M UDR/-. $%& /MD9R %FH SOR9

NO4DOR9!UDR/-. ! G "#$%&’(")"%)*#+,(- A&%)；"UDR/-. $%& G

菌株 $%& 是乙酸乙醇型高温高效产氢菌。在
5&B，S6;(&的条件下，其氢转化率为 !(’5>?4 6& @>?4
葡萄糖，最大产氢速率为 &%(’>>?4 6& @2VW@H。<-94
等［!;］报道了两株高温产氢菌 . ( -’,,#’%)/0"+,(- 和
1 ( $/2++ 的最大产氢速率分别为 !!(;>>?4 6& @2VW@H
和 )(!>>?4 6& @2VW@H，二者的转化率分别为 )(X>?4
6& @>?4蔗糖和 #(#>?4 6& @>?4葡萄糖。1 ( $/2++ 的氢转
化率是最大产氢理论值 %>?4 6& @>?4葡萄糖的 F#*，
是至今文献报道中产氢最高的一株菌。这与高温产

氢及代谢产物只有乙酸和 6& 有关。菌株 $%&的产氢
速率虽较高，但是转化率有待通过降低氢分压和改造

代谢途径等手段提高。另外，菌株 $%&可利用多种底
物产氢，如葡萄糖、淀粉、纤维二糖、蔗糖、麦芽糖、糊

精、果糖、糖原和海藻糖等。因此在以工业废水为基

质的生物制氢方面具有很好的利用前景。

#F&牛莉莉等：一个新的高温产氢菌及产氢特性的研究 G @微生物学报（&’’5）%5（&）
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