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摘要: 在自然环境中分离到一株具有高产氢活性的微生物菌株, 经细菌鉴定仪及 16S rRNA基因序列分析, 鉴定

该菌株为 Enterbacter sakazakiiHP。分析了起始 pH值、反应温度、碳源、起始糖浓度、起始氧浓度及菌体密度等

因素对菌株产氢活性的影响。研究表明, 该菌株发酵产氢较适合的条件为: 以葡萄糖为产氢底物, 起始 pH 值

8 0, 菌体密度 OD 600= 0 7, 反应温度 35 , 糖浓度为 0 1m o l/L, 氧浓度为 0% 的条件下, 此时产氢菌株的最高

产氢活性为 5 34 mo lH2 /h mg dw, 氢的得率为 1 94 mo lH2 /m ol葡萄糖。
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Isolation and Characterization of a H2 producing StrainEn terbacter sakazakiiHP
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Abstract: A H 2 p roducing bacteria l stra inwas new ly isolated and iden tif ied asEn terbac te sakazaki iHP by 16S rDNA sequence analysis and

detection by BBLCRYSTAL AUTOREADER Variou s factors, includ ing substrates and its concentrat ion, in it ial pH, temperatu re and oxy

gen, on the hydrogen product ion ofE sakazakii HP have been stud ied extens ively Among several sugars, glucosewas the favorite substrate

for hyd rogen p roduct ion The opt imum cond it ion for hyd rogen product ion by Enterbacte sakazakii HP was ach ieved as: in itial pH8 0, cel l

densityOD 6 00 = 0 7, temperatu re 35 , glucose concen tration 0 1 m ol/L, oxygen concentrat ion 0% U nder batch ferm en tat ive hyd rogen

production cond itions, the m axim al hyd rogen production act ivity and hydrogen yieldwere obtained as5 34 molH 2 /h mg dw and 1 94mo l

H2 /mo l glucose, respectively The research resu lts suggest thatEn terbac ter sakazaki iHP is an ideal cand idater for b iological hydrogen p ro

duction

K ey words: En terbacter sakazakii HP, Isolat ion and iden tif icat ion, H yd rogen p roduct ion

据 2004年世界能源统计年鉴的最新数据, 世

界石油总储量为 1 5万亿桶, 仅能够生产使用 40

多年; 全球煤炭储藏量 1万亿吨仅够开采 200多

年。而使用化石燃料生成大量的 CO 2、 SO 2等又会

给地球带来温室效应和酸雨等, 引发严重的环境

问题
[ 1]
, 因而开发可再生的清洁能源成为保持世

界经济可持续发展的必然选择
[ 2]
。氢由于其本身

无色、无嗅、无毒且燃烧后仅生成水而被认为是

理想的清洁能源。氢的能量密度高, 每千克氢的

热值为 143M J, 约为石油热值的 3倍
[ 3]
; 它可以气

态、液态或固态金属氢化物的形式储存, 能适应

储运及各种应用环境的不同要求
[ 4]
。

氢的制备包括化石燃料制氢、电解水制氢和

生物质制氢等方式。生物制氢主要包括光合生物

制氢
[ 5, 6 ]
和发酵细菌制氢

[ 7~ 9]
。到目前为止, 已筛

选到许多产氢微生物, 包括专性厌氧菌、兼性厌

氧菌、好氧菌、光合细菌和蓝、绿藻等
[ 10]
。在这

些产氢微生物中, 兼性厌氧菌对氧环境具有较高

的适应性, 在解除氧的抑制后能迅速恢复产氢活

性, 因而被认为比严格的专性厌氧菌更适用于生
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物制氢
[ 11]
。20世纪 90年代后, 人们开始利用厌

氧活性污泥进行产氢, 以废水中的碳水化合物作

为供氢体, 通过厌氧发酵制取氢
[ 12~ 15]

, 从而使生

物制氢的成本大大降低, 并使生物制氢技术走向

应用化。目前, 发酵法生物制氢技术在国际上仍

处于实验室研究和中试阶段, 在提高微生物产氢

能力及开发廉价生产原料、改进发酵工艺等方面

仍有很多需要解决的问题。

本文报道了高产氢耐热菌株 Enterbacter sakaza

kiiHP的分离鉴定及其放氢特性。

1 材料与方法

1 1 菌株的分离及鉴定

采集高温环境水样, 取 100 L在生长培养基

(酵母粉 3g /L, 蛋白胨 6g /L, 葡萄糖 10g /L, M g

SO4  7H2 O 0 3g /L, pH 7 0 ) 平板上涂布, 于

37 温箱培养 12h后分离单菌落, 将单菌落分别

接种于 50mL生长培养基, 在 140mL血清瓶中培

养, 血清瓶以翻口橡胶塞密封。培养一段时间后

检测各菌株是否产氢。将所有产氢菌株再分别接

种于 450mL生长培养基中培养至对数生长期, 低

速离心收集菌体并将菌体重新悬浮于放氢缓冲液

(N a2HPO 4  12H2O 14 33g /L, KH 2 PO 4 3 63g /L,

M gSO4  7H 2O 0 37g /L, 葡萄糖 20g /L ) 中, 调节

菌液 OD 600 = 1 0, 然后将 10mL菌液移至 140mL血

清瓶中, 以翻口橡皮塞密封好后, 反复抽气充氩

气 (A r)。 12h后于 102G型气相层析仪测定各菌

株的产氢量, 挑选产氢量最高的菌株做进一步

分析。

以光学显微镜 ( O lympus, CH 30 Japan ) 观

察细胞的形态再以透射电子显微镜 ( JEPL, JEM

2100 Japan) 观察细胞的微观形态结构。利用细菌

鉴定仪 ( BBLCRYSTAL
TM

USA ) 对细菌的生理生

化特性进行分析, 确定细菌的种属; 根据细菌 16S

rRNA基因中的特异保守序列设计 PCR引物 (引物

1: 5!GAG AGT TTG ATC CTG GCT CAG 3!; 引物

2: 5!AAG GAG GTG ATC CAG CCG CA 3!), PCR

扩增该产氢菌株 16S rRNA基因, 测序后将序列与

GenBank中已知 16S rRNA基因序列进行比较, 确

定菌株在分类学中的位置。

1 2 菌株生长曲线的测定

将活化好的菌株接种于 50mL生长培养基, 接

种量 1% (体积比 ) , 于 35 摇床振荡培养, 摇床

转速设为 120r /m in, 共培养 36瓶。每小时取 3瓶

于分光光度计 ( 722光栅分光光度计 ) 测菌液

OD 600的吸光值。

1 3 菌体干重测定

产氢菌培养物经离心和生理盐水洗涤后, 再

悬浮于生理盐水中, 分别调节菌体浓度至 OD 600为

0 33、 0 62、 0 97、 1 21、 1 52、 1 71, 各 取

200mL离心, 将沉淀溶于少量蒸馏水中, 置于称

量瓶中于 105 烘至恒重。

1 4 菌株放氢活性的测定

产氢菌株接种于 50mL生长培养基中活化 2

次, 再接种于 1000mL生长培养基中扩大培养, 培

养至对数生长期后期, 低速离心 ( 4000 r /m in) 8

m in后收集菌体细胞, 然后重新悬浮于不同条件的

放氢缓冲液中, 利用分光光度计调节菌液浓度后,

取 10mL菌悬液置于容积为 140mL的血清瓶中, 充

A r赶出瓶中空气后以翻口橡皮塞密封, 定时检测

菌株在不同条件下的放氢活性: ( 1) 通过调整 Na2

HPO4  12H2O及 KH 2PO4在放氢缓冲液中比例, 将

产氢系统起始 pH值调为 7 0、 8 0、 8 5, 以测定

反应系统起始 pH 值对菌体放氢的影响。 ( 2) 以

0 1mol /L的葡萄糖、D木糖、蔗糖及浓度为 2%的

可溶性淀粉为反应底物中的供氢体, 测定不同底

物对菌体放氢的影响。 ( 3) 将菌体密度调节至

OD 600 = 0 33、 0 69、 1 01、 1 23、 1 49, 以测定

菌体密度对放氢的影响。 ( 4 ) 将产氢系统置于

25 、 30 、 35 、40 、45 下反应, 以测定温

度对菌株放氢的影响。 ( 5) 将产氢系统起始糖浓

度 调 节 为 0 05mol /L、 0 1mo l/L、 0 2mol /L、

0 4mol /L, 以测定不同起始糖浓度对产氢的影响。

( 6) 充 A r赶出血清瓶中空气并以翻口橡皮塞密封

后, 用注射器抽出一定量的瓶内气体, 再向瓶中

注入不同体积氧气, 将产氢系统气相起始氧浓度

调节为 0%、 1 0%、 5 0%、 7 5%、 10 0%, 以

测定不同起始氧浓度对菌株放氢的影响。

2 结果与分析

2 1 产氢菌株的鉴定及其生理生化特性

水样经过多次平板涂布、划线后, 分离纯化

得到产氢活性较高的菌株。该菌株经革兰氏染色

呈阴性, 吲哚实验及氧化酶实验也均呈阴性; 可
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在有氧或无氧条件下生长, 属于兼性厌氧菌; 在

透射电镜下观察菌体细胞呈短杆状, 有鞭毛。

通过细菌鉴定仪对菌种进行鉴定, 结果显示

该菌株的生理生化特性与 Enterbacter sakazakii的相

似性达 99 55%。提取菌株总 DNA后扩增其 16S

rRNA基因, 所得序列与 GenBank中已知基因序列

进行比较, 结果表明该菌株 16S rRNA基因与 En

terbacter sakazak ii的 16S rRNA基因相似性达 97%。

根据菌株形态结构及生理生化特征、细菌鉴定仪

鉴定结果以及菌株 16S rRNA基因序列分析结果,

初步确定该菌株为 Enterbacter sakazak iiHP。

2 2 菌株生长曲线的测定

由菌株在培养不同时间的菌体密度制作生长

曲线, 结果显示, 该菌株在培养 1h后进入对数生

长期, 培养 6h后进入稳定期, 9h后进入衰亡期。

2 3 起始 pH值对菌体放氢的影响

反应系统 pH 值是影响微生物代谢的重要因

素。经气相色谱 ( VAR IAN, CP3800 USA ) 分析,

该菌株在产氢的代谢过程中会产生一些有机酸,

主要是乙酸和丁酸, 导致系统 pH值降低。在系统

起始 pH值较高时, 菌体表现出较高的放氢活性,

前 6h的平均产氢速率可达 5 06 mo l/h mg dw,

且 放 氢 时 间 持 续 较 长, 氢 转 化 率 达 1 94

mo lH2 /mol葡萄糖。从实验结果来看, 在批次发

酵产 氢中, 菌株 产氢的 最适 起始 pH 值 为

8 0 (图 1)。

图 1 反应系统起始 pH对菌体放氢的影响

糖浓度: 0. 1m ol /L, 菌体密度: OD 600 = 0 7, 反应温度: 35 , 氧浓度: 0% , A: 菌体放氢总量, B: 菌体放氢速率

pH7 0, pH 8 0, pH 8. 5

2 4 碳源对菌体放氢的影响

不同菌株在代谢过程中对碳源的利用情况不

同, 分别以葡萄糖、D木糖、蔗糖及可溶性淀粉

为产氢底物。结果表明, 该菌株以葡萄糖为碳源

时放氢活性最高, 前 6h的平均产氢速率可达

5 34 mol /h mg dw, 氢转化率为 1 93mo lH2 /mo l

葡萄糖。其次是蔗糖、D木糖, 最后是可溶性淀

粉 (图 2)。因此选择葡萄糖为碳源作进一步的研究。

图 2 不同碳源对菌体放氢的影响

可溶性淀粉浓度 2% , 其他碳源浓度均为 0 1m ol /L, 起始 pH: 8 0, 菌体密度: OD 600 = 0 7, 反应温度: 35 , 氧浓度: 0% ,

A: 菌体放氢总量, B: 菌体放氢速率

葡萄糖, 淀粉, 蔗糖, D木糖

2 5 细胞密度对放氢活性的影响

菌体细胞密度对该菌株反应前期放氢速率的

影响不十分明显, 但不同菌体密度的反应体系最

终产氢总量表现出显著的差异。在本实验所设计

的不同菌体密度的放氢体系中, 当菌体密度为

OD 600 = 0 33时前 6h的平均产氢速率较低, 放氢
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活性不高, 当反应体系菌体密度为 OD 600 = 0 7、

1 0或 1 2、 1 5时, 放氢速率相差不多, 可达

5 17 mo l /h mg dw。因此, 综合考虑菌体的放氢

速率和放氢总量, 以菌体 OD 600 = 0 7左右时为最

适放氢菌体密度。

2 6 温度对菌体对放氢活性的影响

温度是影响微生物生长代谢的重要因素, 对

于该产氢微生物来说, 在一定的温度范围内, 升

高温度可以提高菌株的放氢速率, 但同时也加快了

细胞的代谢使细胞耗能增加。实验表明, 该菌株在

35 时前 6h平均产氢速率为 3 5 mo l/h mg dw,

最终氢转化率为 1 55 molH 2 /mo l葡萄糖, 产氢活

性比其他温度高 (图 3)。所以, 该菌株的最适放

氢温度为 35 。

图 3 温度对菌体放氢的影响

葡萄糖浓度: 0 1mo l/L, 细胞密度: OD 600 = 0 7, 起始 pH: 8 0, 氧浓度: 0% , A: 温度对菌体放氢总量的影

响 B: 温度对菌体放氢速率的影响

25 , 30 , 35 , 40 , 45

2 7 不同糖浓度对菌株放氢活性的影响

以葡萄糖做为该产氢菌株的碳源, 不同的糖

浓度对菌株的生长代谢会产生一定的影响。当糖

浓度过高时, 反应系统渗透压增高, 对菌株生长

不利且会造成浪费; 当糖浓度过低时, 不能满足

菌株代谢所需能量。从实验结果来看, 该菌株在

葡萄糖浓度为 0 1mo l/L的培养基中氢转化率为

1 57mo lH 2 /mol葡萄糖, 前 6h平均产氢速率为

3 02 mo l /h mg dw。综合考虑菌体对原料的利用

率及放氢活性, 葡萄糖浓度为 0 1mo l /L时优于其

他浓度。

2 8 起始氧浓度对菌株放氢活性的影响

对多数产氢微生物来说, 氧气对其产氢都有

一定的影响。这是因为微生物放氢所需氢酶对氧

气非常敏感
[ 16, 17]

。该菌株在反应体系氧气含量为

0%时氢转化率为 1 52 mo lH 2 /mo l葡萄糖, 前 6h

平均产氢速率为 3 64 mo l/h mg dw (图 4) , 随

着氧气含量的增加, 菌株放氢活性逐渐降低。

图 4 起始氧浓度对菌株放氢的影响

起始 pH值: 8 0, 葡萄糖浓度: 0 1 /L, 菌体密度: OD 600 = 0 7, 反应温度: 35 A: 菌株放氢总量, B: 菌株放氢速率

0% , 1 0% , 5 0% , 7 5% , 10 0%

3 讨论

选育高产氢活性的微生物菌株是构建高效生

物制氢系统的关键。与目前所报道的多数产氢微

生物相比较, 本研究所获得的菌株具有以下 4方

面的优点: ( 1) 产氢活性较高, 前 6h平均产氢速
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率可达 5 34 molH2 /h mg dw; ( 2) 可以在温度

较高的环境中生存 ( 55 ) ; ( 3) 对氧的耐受性

强, 可在氧含量为 10%的环境中生长并产氢; ( 4)

能利用多种有机物进行发酵放氢, 如对淀粉的发

酵转化可用于处理淀粉类废水; 对木糖的利用可

以更充分的降解纤维素类物质, 实现对生物质资

源更有效地利用等。本研究中分离得到的耐热菌

株 E sakazak iiHP在以葡萄糖为产氢底物, 反应系

统起始 pH值为 8 0, 菌体密度 OD 600 = 0 7, 反应

温度 35 , 糖浓度 0 1mo l/L, 氧气分压 0%的条

件下, 产氢活性较高, 氢的转化率可达 1 94

mo lH 2 /mol葡萄糖。本研究表明, 菌株 E sakazakii

HP在生物制氢研究中有良好的应用前景。

参考文献

[ 1] 卢 元, 张 翀, 邢新会 生物加工过程, 2004, 2: 41

~ 45

[ 2] D resselh ansM S, Tho m as I L Natu re, 2001, 414: 332~ 337

[ 3] 袁振宏, 吴创之, 马隆龙, 等 生物质能利用原理与技术 北

京: 化学工业出版社, 2005

[ 4] 元英进, 史春梅, 韩金玉 现代化工, 1995, 15 ( 7 ) : 8

~ 11

[ 5] Matsun aga T, H atano T, Y am ada A, et al B iotechnology and B i

oeng ineering, 2000, 68 ( 6 ): 647~ 651

[ 6] Ben emann JR JApp lPhyco,l 2000, 12 ( 3 5) : 291~ 300

[ 7] D as D, V ez iroglu T N Int JH ydrogen En erg, 2001, 26 ( 1 ) :

13~ 28

[ 8 ] W oodw ard J, Orr M, C ordray K, et al Natu re, 2000, 405

( 6790) : 1014~ 1015

[ 9 ] M ichael W W A, Edw ard I S Science, 1998, 282: 1842

~ 1843

[ 10] Tak abataka H, Su zuk i K, In b eom K, et al B ioresource Tech

nology, 2004, 95: 151~ 158

[ 11 ] M inna L, Jin li H, X iaob in W, et a l R esearch in M icrob iolo

gy 2005, 156: 76~ 81

[ 12 ] Jiunn J L B iotechn ology and B ioengineering, 2000, 68: 269

~ 277

[ 13] 任南琪, 王宝贞, 马 放 中国环境科学, 1995, 15 ( 6) :

401~ 406

[ 14] 樊耀亭, 李晨林, 侯红卫, 等 中国环境科学, 2002, 22

( 4 ) : 370~ 374

[ 15] U eno Y, H aruta S, Ish iiM, et a l Appl M icrob iol B iotechno,l

2001, 57: 555~ 562

[ 16 ] H appe R P, Roseboom W, Pierik A J, et a l Nature, 1997,

385: 126

[ 17] Van der Zw aan JW, C orem ans JM C C, B ouw ens E C M, e t

a l B ioch im B iophys 1990, 1041: 101~ 110

论文规范化与标准化

论文中计量单位的表示方法

为执行国务院发布的 ∀关于在我国统一实行法定计量单位的命令 # 的规定, 计量单位和单位符号按

国家技术监督局发布的 ∀量和单位# GB3100- 3102- 93执行。单位符号均用英文小写 (正体 ), 不允许

随便对单位符号进行修饰。现将本刊常用计量单位和符号介绍如下, 希望作者参照执行。

时间: 年用 a; 日用 d ; 小时用 h; 分钟用 m in ; 秒用 s等表示。

溶液浓度: 用 mol/L, 不用 M (克分子浓度 ) 和 N (当量浓度 ) 等非许用单位表示。

旋转速度: 用 r/m in , 不用 rpm。

蒸汽压力: 用 Pa或 kPa、MPa表示。

光密度: 用 OD (斜体 ) 表示。

生物大分子的分子量: 蛋白质用 D或 kD, 核酸用 bp或 kb表示。

图表中数值的物理量和单位: 用量和单位的比值表示数值, 即物理量符号 (斜体 ) 与单位 (正体 )

之间用斜线隔开, 例如: t / h (表示时间, 单位是小时 )。

带数值的计量单位: 计量单位不能省略, 例如: 20cm ∃ 0. 3cm , 不能写成 20 ∃ 0. 3cm; 3 ~ 5 不

可写成 3 ~ 5 ; 3% ~ 6%不可写成 3 ~ 6%等。
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