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摘  要  在高温水体中分离得到 2株具有较高产氢活性的微生物菌株 Z-16和 C-32。根据两菌株的 16S rDNA 序列分析, 初步

鉴定菌株 Z-16 为 Enterobacter sp. ,菌株 C-32 为 Clostridium sp. 。研究了起始 pH 值、反应温度、碳源等对菌株放氢活性的影响。

菌株 Z-16 的最适产氢条件为:反应系统起始 pH710, 反应温度 35e , 以蔗糖为产氢底物。在最适条件下,菌株 Z-16 的氢转化率

为2168mol H2Pmol蔗糖。菌株 C-32 的最适产氢条件为:反应系统起始 pH 810, 反应温度35 e ,以麦芽糖为产氢底物。在最适条

件下,菌株 C-32 的氢转化率为 2171mol H2Pmol 麦芽糖。以葡萄糖为碳源时, 菌株 Z-16 和菌株 C-32 的氢转化率分别为 2135 和

2148mol H2Pmol葡萄糖。
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Abstract  Two hydrogen- producing bacterial strains were newly isolated and identified as Enterobacter sp. Z- 16 and Clostridium

sp. C- 32 by 16S rDNA sequence analysis. Various parameters for hydrogen production, including substrates, initial pH and

temperature, have been studied. The optimum condition for hydrogen production of strain Z-16 were achieved as: initial pH7. 0,

temperature 35 e , sucrose as the favorite substrate. In comparison, The optimum condition for hydrogen production of strain C-

32 were obtained as: initial pH8. 0, temperature 35 e , maltose as the favorite substrate . Under batch fermentative hydrogen

production conditions, the maximal hydrogen conversion rate for strain Z- 16 and strain C-32 were 2. 68 mol H2Pmol sucrose and

2. 71mol H2Pmol maltose, respectively. Using glucose as substrate, the hydrogen conversion rate of strain Z-16 and strain C-32

were 2. 35 and 2. 48 mol H2Pmol glucose, respectively. This research suggest a good application potent ial of strain Z-16 and C-

32 in the future biological hydrogen production.
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  氢作为一种无污染的清洁燃料, 受到世界各国

的重视。氢在燃烧过程中不产生含碳化合物, 只生

成水。氢的能量密度高, 每千克氢的热值为 143MJ,

约为石油热值的 3倍
[1]
。氢燃料电池和其它氢利用

技术的快速发展促进了对氢能的开发利用。在各种

制氢方式中,微生物厌氧发酵产氢方法比较适合大
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规模的工业制氢, 我国在这方面取得了较好的进

展
[ 2]
。国外学者对生物制氢也进行了较多的研究,

Morimoto等
[ 3]
研究了混合微生物的产氢, Hussy 等

[ 4]

研究了利用蔗糖和甜菜糖液进行连续流制氢。

产氢菌株是生物制氢的核心,高效产氢菌株的

筛选不但是生物制氢最基础的研究课题, 也为产氢

菌株遗传育种和生理生化的研究提供了重要的微生

物资源。迄今, 已报道了许多产氢菌株,大部分为兼

性厌氧肠杆菌、厌氧梭菌及少数其他种属的菌

株
[ 3- 10]

。本文报道了兼性厌氧产氢菌 Enterobacter

sp. Z-16和专性厌氧产氢菌 Clostridium sp. C-32的

筛选鉴定及其产氢特性。

1  材料与方法

111  培养基和缓冲液

生长培养基: 葡萄糖 10gPL, 蛋白胨 6gPL, 酵母
膏2gPL, NaCl 5gPL,MgSO4#7H2O 013gPL, L-半胱胺酸

1gPL, FeSO4#7H2O 011gPL, pH 值为 712 ; 121 e 灭菌

20min。

产氢缓冲液: 先配制不同 pH 值 ( 510, 610, 710,
810)的磷酸缓冲液( 50mmolPL) , 然后加入不同浓度
的产氢底物。

112  菌株的分离及鉴定
11211  兼性厌氧菌的分离纯化:取水样 100LL,接种

于含 50mL 生长培养基的 140mL 血清瓶中, 血清瓶

抽气充 Ar, 然后以翻口橡胶塞密封, 置于摇床( 120

rPmin) , 37 e 厌氧培养,一段时间后于102G型气相层

析仪检测各瓶产氢量,挑选产氢量较高的样品,利用

平板划线的方法分离产氢量较高的菌株。

11212  专性厌氧菌的分离纯化:取水样 100LL,接种

于含 50mL 生长培养基的 140mL 血清瓶中, 血清瓶

抽气充Ar,然后以翻口橡胶塞密封, 37 e 厌氧培养,

培养一段时间后于 102G型气相层析检测各瓶产氢

量。确定有氢气产生后, 首先在普通生长培养基平

板上面划线会发现几乎无菌长出,初步判断为专性

厌氧菌,然后使用血清瓶平板(含 2%琼脂的生长培

养基)划线,并抽气充 Ar, 37 e 厌氧静置培养。反复

划线分离专性厌氧产氢菌。

11213  菌株鉴定:

(1)形态观察和生理生化实验: 以电子显微镜

( JEPL, JEM-2100)观察菌株的微观形态结构。对两

菌株进行革兰氏染色,并进行观察。对兼性厌氧菌

Z-16 辅以氧化酶和吲哚实验, 并采用美国 BD

( Becton, Dickinson and Company) 公司生产的 BBL

Crystal
TM
型细菌鉴定系统进行分类鉴定。对专性厌

氧菌 C-32辅以芽孢染色法进行形态观察。

( 2) 16S rDNA 的 PCR 扩增和序列分析: 采用蛋

白酶PSDS 法制备总DNA模板
[ 11]
。采用一对通用引

物(正向引物 F : 5c-GAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-
3c, 反向引物 R: 5c-AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3c)

进行 PCR扩增。PCR 反应程序: 94 e 预变性 5 min;

95 e 30s, 56 e 30s, 72 e 115min, 循环 32 次; 72 e
7min; 4 e 保温。PCR 产物胶回收后,分别与pMD18-T

Vector ( TaKaRa) 连接, 转化大肠杆菌 ( Escherichia

coli) DH5A,在含氨苄青霉素、X-gal 和 IPTG的 LB 平

板上筛选白色菌落,碱裂解法提取质粒 DNA, 验证

阳性克隆,由上海英骏生物技术有限公司完成测序。

将测定的序列用 BLAST 软件在 GenBank 中与已知

的 16S rDNA 进行同源性比较,初步确定菌株在分类

学中的位置。

113  菌株产氢特性
将两菌株接种于50mL 生长培养基中活化1次,

再接种于 1000mL 生长培养基中扩大培养, 培养至

对数生长期,离心( 4000 @ g, 8min)收集菌体细胞, 然

后重新悬浮于不同条件产氢缓冲液中,调节菌悬液

浓度至 OD 600 = 016, 取 10mL 菌悬液置于容积为

140mL 的血清瓶中,每个条件设置 3个重复,抽气充

Ar,厌氧培养, 以翻口橡皮塞密封, 置于摇床温育

( 120rPmin) ,定时取血清瓶中 50LL 气样于 102G型气

相层析仪测定 H2 含量,并进行产氢比较。

11311  不同 pH 条件下菌株产氢特性:在反应系统起

始pH值为510、610、710、810的磷酸缓冲液(50mmolPL) ,
加入终浓度为 50mmolPL 葡萄糖,测定反应系统起始 pH

对菌株产氢的影响,并进行产氢比较。

11312  不同温度条件下菌株产氢特性:将反应系统温

度设置为25e 、30 e 、35e 、40 e ,两菌株各自使用最适

pH的磷酸缓冲液, 加入终浓度为50mmolPL葡萄糖,测

定不同反应温度对菌株产氢的影响,并进行产氢比较。

11313  不同碳源条件下菌株产氢特性:以终浓度为

50mmolPL 的葡萄糖、麦芽糖、乳糖、蔗糖及浓度为
2%的可溶性淀粉为反应系统中的碳源, 分别加入到

两菌株最适 pH 的磷酸缓冲液中,在各自最适产氢

温度条件下测定不同碳源对两菌株产氢的影响, 并

进行产氢比较。

2  结果与分析

211  产氢菌株的鉴定

将分离纯化得到的两株菌进行革兰氏染色并镜

153支晓鹏等:产氢菌 Enterobacter sp. 和 Clostridium sp. 的分离鉴定及产氢特性



检观察,发现菌株 Z-16呈阴性, 菌株 C-32 呈阳性。

菌株 Z-16吲哚实验及氧化酶实验均呈阴性,细菌鉴

定仪显示该菌株属于 Enterobacter 属。菌株 C-32芽

孢染色法染色后镜检可观察到芽孢生成。透射电镜

观察发现菌株Z-16呈杆状(图1-A) , 菌株 C-32呈杆

状(图 1-B)。16S rDNA序列同源性比较发现菌株 Z-

16和 Enterobacter hormaechei 的同源度最高, 达到

97%,菌株 C-32和 Clostridium butyricum 的同源度最

高, 为 99%。根据菌株形态特征, 生理生化特征和

16S rDNA 序列分析结果初步鉴定菌株 Z-16 为

Enterobacter sp. ,菌株 C-32为 Clostridium sp.。

图 1 菌株 Enter obacter sp. Z-16 和菌株 Clostridium sp. C-32 透射电镜照片

Fig. 1 Electron microscope photographs of Enter obacter sp. Z-16 and Clostridium sp. C-32

A: Z-16 ( 40000@ ) , B: C-32 ( 20000@ ) .

212  产氢特性
21211  不同初始 pH 条件下菌株产氢特性: 反应系

统 pH值是影响微生物代谢的重要因素, 微生物产

氢过程中也伴随生成有机酸, 导致系统 pH 降低。

反应系统为 140mL 血清瓶,菌株 Z-16在初始 pH 为

710 条件下产氢量最高可达 2616mL, 转化率为
2135mol H2Pmol葡萄糖。菌株C-32在初始pH 为810

条件下产氢量最高达到 2718mL, 转化率为 2148mol
H2Pmol葡萄糖。在 pH= 510条件下, 菌株 Z-16的不

产氢,菌株 C-32可产氢 313mL。在 pH= 610条件下
菌株 Z-16产氢量为 115mL,菌株 C-32可达 1115mL。
实验表明在酸性条件下, 菌株 Z-16产氢量明显低于

菌株 C-32,菌株 Z-16更易受到低 pH 影响而抑制产

氢(图 2)。

21212  不同温度条件下菌株产氢特性:温度是影响

菌株产氢的重要条件。设置 25 e 、30 e 、35 e 、40 e

4个温度条件,进行不同温度条件下放氢研究, 反应

系统为 140mL 血清瓶。结果为:产氢菌株均在 35 e
时产氢量最高, 在一定温度范围内升高温度 ( [

35 e )均可以提高菌株的放氢量。菌株 Z-16在 40 e

条件下产氢量可达 1819mL, 在 30 e 条件下可产氢
1611mL, 40 e 条件下产氢量略大于 30 e 条件下; 而

菌株 C-32在 40 e 条件下产氢量为 1716mL,在 30 e

条件下产氢量则为 1913mL, 40 e 条件下产氢量略小

于 30 e 条件下(图 3)。实验表明两株菌在不同的温

度条件下具有不同的产氢特性。

图 2  不同初始 pH 条件下菌株产氢特性(葡萄糖浓度: 50mmolPL; 菌体密度: OD 600= 016; 反应温度: 35 e ;厌氧培养)

Fig. 2 Effects of starting pH on the H2-production of strains Z-16 and C-32

A: Z-16; B: C-32.

21213  不同碳源条件下菌株产氢特性: 分别以葡萄 糖、可溶性淀粉、蔗糖、乳糖及麦芽糖为碳源进行产
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图 3  不同温度条件下菌株产氢特性 (葡萄糖浓度:

50mmolPL ;菌体密度: OD 600= 016;厌氧培养)

Fig. 3  Effects of temperature on the H2-production of

strains Z-16 and C-32

A:Z-16; B: C-32.

氢研究,反应系统为 140mL 血清瓶, 在最适 pH 和温

度条件下。结果表明,菌株 Z-16以蔗糖为碳源时产

氢量达到最高, 转化率达到 2168mol H2Pmol蔗糖,乳

糖最低,转化率只有 1117 H2Pmol乳糖; 菌株 C-32以

麦芽糖为碳源时产氢量最高, 转化率达 2171 H2Pmol

麦芽糖,最低也为乳糖,转化率为 1154 H2Pmol乳糖。

表明乳糖不适于作为此两株菌产氢的碳源。以葡萄

糖(单糖)为碳源, 转化率最高也可以达到 2135mol
H2Pmol葡萄糖和 2148mol H2Pmol 葡萄糖, 可见葡萄

糖的转化为H2的效率是最高的。以可溶性淀粉为

碳源,菌株 C-32的产氢量明显高于菌株 Z-16, 表明

菌株 C-32对可溶性淀粉有较好的利用率(图 4)。

3  讨论

本研究通过常规分离方法和厌养分离方法在同

一样品中获得了两株产氢菌 Enterobacter sp. Z-16和

Clostridium sp. C-32, 对其产氢进行了研究和比较。

研究发现: 菌株 Z-16 和菌株 C-32的最适产氢初始

pH分别为 710和 810,表明两株菌对产氢的pH 要求

是不同的, 只有在合适的 pH 条件下才达到最高产

氢量;最适产氢温度都为 35 e , 表明保持合适的温

度是菌株正常代谢和达到最高产氢量的必须条件;

蔗糖是菌株 Z-16的理想产氢底物之一, 其氢转化率

达到 2168mol H2Pmol蔗糖; 麦芽糖作为菌株 C-32的

产氢底物时,其氢转化率为 2171mol H2Pmol 麦芽糖。

图 4 不同碳源条件下菌株产氢特性(可溶性淀粉浓度 2% ,

其他碳源浓度均为 50mmolPL;起始 pH 分别为 710 和 810;

菌体密度: OD 600= 016;反应温度: 35e ;厌氧培养)

Fig. 4  H2-production of strains Z-16 and C-32

by using different organic substrates

A: Z-16; B:C-32.

以葡萄糖为碳源时, 菌株 Z-16和菌株 C-32 的氢转

化率分别为 2135和 2148 mol H2Pmol葡萄糖,兼性厌

氧菌略低于专性厌氧菌。产氢菌株利用葡萄糖产氢

的转化率与Morimoto 等
[ 3]
和 Kumar等

[6]
研究得到的

结果相近。菌株 C-32在利用可溶性淀粉产氢方面

优于菌株 Z-16。研究表明两株产氢菌可作为生物

制氢研究中的优良菌种, 在生物制氢中有较好的应

用前景。
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