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一个新的产氢细菌的鉴定及产氢特性的研究

陈双雅 东秀珠"

（中国科学院微生物研究所 北京 7###$#）

摘 要：利用 G*>+3-0滚管技术从福建省漳州垃圾处理厂厌氧消化器的颗粒污泥中分离到一株产氢的细菌 H78。菌
株 H78为严格厌氧的革兰氏阳性杆菌，菌体大小为 #I8!; J #IC!; K "I8!; J 8I#!;，以侧生鞭毛运动。在孢肉培养
基上产生端生的卵圆形芽孢。温度生长范围 78L J !8L（最适温度 9#L J 9CL）；MG 范围 8I# J $I!（最适 MG 5I9 J
5I$）。该菌株不水解明胶和七叶灵，不还原硫酸盐，牛奶变酸但不凝固，发酵多糖和少数的单糖、双糖和寡糖；发酵
葡萄糖的最终产物为乙酸、丁酸、G" 和 NO"。PQ N含量为 "BI$;&’R。75S TU.)序列分析表明，该菌株属于梭菌的

簇"，与 !"#$%&’(’)* +,&,+)%&’-’.)*较为接近（相似性为 BCI7R）。通过生理特征和 75S TU.)序列的同源性分析，表明
菌株 H78应是梭菌属簇"中的一个新种，命名为 !"#$%&’(’)* (/-")0’’。菌株 H78保藏在中国普通微生物菌种保藏中
心，保藏号为 )S7I9!$B。菌株 H78的最佳产氢温度为 9!L、MG为 CI#。当葡萄糖浓度为 #I!R时，氢气产率可达到
7I!7;&’ G" 1;&’葡萄糖。该菌可利用下列底物产酸产氢，括号内为产氢率（底物浓度 7R）：果糖（7I##;&’ G" 1;&’）、麦

芽糖（"I7C;&’ G" 1;&’）、蔗糖（7I5B;&’ G" 1;&’）、菊糖（!IC#;&’ G" 1;&’）、糖原（8I!B;;&’ G" 1+）、淀粉（CI9!;;&’ G" 1+）。
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氢能源以其燃烧值高、清洁无污染、适用范围广

等诸多优点，成为新世纪最理想的能源。制氢的方

法包括热化学分解法、电解水和生物制氢。生物制

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，其反应条件温和，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。可进行生物制氢的微生物包括光合细菌、

藻类和发酵细菌等。光合细菌和藻类都利用光能产

氢，它们的特点是以小分子有机物为电子供体和还

原当量，光能利用率低，并且光合反应器的成本和技

术要求高，不利于应用和推广；而发酵细菌通过分解

有机物，将其中的能量转化为氢能。与光合产氢相

比，发酵产氢的优点是不需要光照，甚至有些细菌可

以分解纤维素类、淀粉等大分子物质产氢，有可能实

现废物的资源化和减少环境污染。人们已经从土

壤、沉积物、厌氧反应器、白蚁等分离到了多个利用

淀粉［7，"］、木聚糖［9，!］、几丁质［8］及微晶纤维素［9］产氢

的菌株，其中主要是厌氧的梭菌，并对其产氢特性进

行了研究。

我们在分离发酵产氢微生物的过程中，利用

G*>+3-0滚管技术从福建省漳州垃圾处理厂厌氧消

化器的颗粒污泥中分离到一株产氢的厌氧发酵细

菌，本文报道该菌株的分离及其生物学特性和产氢

特性。

! 材料和方法

!"! 菌株和培养条件
菌株 H78分离自福建省漳州垃圾处理厂厌氧消

化器颗粒污泥。分离和培养的基础培养基采用预还

原的 /WXP［5］，在厌氧条件下（7##R."）于 9CL培养。
按照 G*>+3-0 厌氧操作方法进行滚管分离获得单
菌落［C］。

!"# 形态观察
菌株 H78于 /WXP液体培养基中 9CL厌氧培养

7=，在 O’F;M*,6YG" 光学显微镜下观察细胞形态和

革兰氏染色反应，在 G65##) 透射电镜（GZ/)NGZ）下
观察细菌菌体的形态和结构；在孢肉培养基［5］中

9CL厌氧培养至 "7=观察芽孢的形成。
!"$ 生理特性测定
生长实验均在 /WXP液体中进行。生长测定采

用上海第三分析仪器厂 C8"分光光度计，测定波长
为 5##>; 时的 12 值。用 7;&’1H .3OG 或 7;&’1H



!"#溶液调整 $%&’培养液至不同的 (!值，接种后
于 )*+培养 ),以测定最适生长 (!。在带有温控仪
的水浴中进行最适生长温度的测定，接种后培养

- . -/,后检测 !"011。在 $%&’ 液体中加入不同量

的 23"#，接种后于 )*+培养 ),检测 23"#耐受浓度。
将对数期的菌液以 -4的接种量接种至 $%&’液体
培养基中，于 )*+恒温培养，每隔 -5取出菌液 )67
测定 !"011，共测定 815，绘制生长曲线，计算生长代
时。底物利用实验参照文献［0］。
!"# （$% &）’()*含量测定
按 93:6;:［<］的方法提取基因组 =2>，溶于

1?- @ AA"溶液，用 =B<11 C(DEF:G(5GFG6DFD:（HDEI63J）
测定 =2> 的 热 变 性 温 度（ #6），计 算 它 的

（’ K "）6G#4［L］。
!"+ !,- ./01的 2&3扩增与测序
以基因组 =2>为模板 %"M扩增 -0A :=2>，扩

增引物采用细菌通用引物 8*N（OPQ>’>’$$$’>$""R
>$’’"$">’Q)P）和 -O/-M （ OPQ>>’’>’’$’>$"Q
">’""Q)P）（上海生工生物工程有限公司合成），它
们分别对应于大肠杆菌（$%&’()*&’*+ &,-*）-0A :=2>
< . 8*位和 -O8O . -O/-位的核苷酸。%"M仪为 $5D:Q
6G#SJD >6(#TF:GJ !（H3:JCFD3, $5D:6G#SJD "G:(G:3Q
FTGJ）。%"M反应体系选用 8O"7反应体系：-1 @ %"M
缓冲液（含 9U"#8 8166G#R7）8?O"7，8?O66G#R7 ,2$%
9TVF;:D 8?O"7，-1"6G#R7 引物各 8?O"7，#+. =2> 聚
合酶 1?8"7，=2>模板 -"7，去离子水 -)?<"7。%"M
扩增条件：L/+ O6TJ；L/+ 1?O6TJ，OO+ -6TJ，*8+
-?O6TJ，共 )1个循环；*8+ -16TJ。扩增的 %"M产物
在 1?*4琼脂糖凝胶上进行电泳分离，经 B2WXQ-1
%"M %:G,;EF %;:TYTE3FTGJ ZTF（A3JUGJ 3J, 2AH"）纯化。
将纯化的 %"M产物连接到载体 (B"6Q$（上海生工
生物工程有限公司）上，转化 $ [ &,-* =!O#。提取有
-0A :=2>插入的质粒并测序，序列测定由上海博亚
公司完成。菌株 7-O 的 -0A :=2> 序列在 ’DJH3JI
核酸序列数据库中的注册号为 >&))*O-L。
!", 系统发育树的构建
将菌株 7-O 的 -0A :=2>序列输入 ’DJH3JI 核

酸序列数据库进行比较，将与之同源性最高的 -*株
细菌和梭菌属簇!中的其它 / 株细菌的 -0A :=2>
序列，采用 =2>9>2 \/?1软件进行 -0A :=2>同源
性分析，并以梭菌属簇$中的 /-,%0)*1*23 45(66*67**
为树根构建系统发育树，分支聚类的稳定性用 HGGFQ
CF:3(方法进行评价。

!"4 代谢产物测定
将菌株 7-O 接种于 $%&’培养基中，同时以接

种于不含葡萄糖的 %&培养基和未接种的 $%&’培
养基作为对照，)*+培养 *85 后，用气相色谱 ’"Q
-/H（A5T63,];）检测细菌发酵葡萄糖的产物，载气均
用 28。有机酸检测用 NW= 检测器，挥发酸检测条
件：柱温 881+，进样器温度 8O1+，检测器温度
8<1+。非挥发酸检测条件：柱温 -O1+，进样器温度
-<1+，检测器温度 811+。氢气的检测用 $"=检测
器。检测条件：柱温 )1+，进样器温度 O1+，检测器
温度 -11+，$"=室 -11+，电流 *16>。
!"5 葡萄糖的测定
采用费林试剂测糖法［-1］。

6 结果和讨论
从福建省漳州垃圾处理厂厌氧消化器的颗粒污

泥中分离到一株产氢细菌 7-O，它在系统发育学和
生理生化特征上均不同于梭菌属簇!中已描述
的种。

6"! 菌株 7!+ 的鉴定和系统发育学分析
6"!"! 形态特征：菌株 7-O 为革兰氏阳性菌，在
$%&’液体培养基中呈杆状，菌体大小为 1?O"6 .
1?*"6 @ 8?O"6 . O?1"6，侧生鞭毛（图 -）；在孢肉培
养基中 )*+培养 8-,产生端生的卵圆形芽孢。)*+
培养 8,，在 $%&’ 滚管琼脂表面的菌落直径约为
1?O66 . -?166，白色，圆形，光滑有光泽，边缘整齐，
半透明，微凸起。

图 ! 菌株 7!+的透射电镜照片（!8888 9）
NTU[- $:3JC6TCCTGJ D#DEF:GJ 6TE:GU:3(5 GY CF:3TJ 7-O（-1111 @）

6"!"6 生理生化特征：菌株 7-O为严格厌氧中温细
菌，生长温度范围 -O+ . /O+，最适温度为 )1+ .
)*+；(!范围 O?1 . <?/，最适 (!为 0?) . 0?<。适合
生长的 23"# 浓度范围为 16G#R7 . 8?O6G#R7。生长不
需要微量维生素。不利用无机氮源，如（2!/）8 A /̂、
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!"#$%和 !&!’(。()*在液体 +,-.中培养时，葡萄
糖的最终发酵产物为乙酸、丁酸、"/ 和 $’/，代时为

012#3。
该菌株能分解多糖如菊糖、淀粉和糖原；而只利

用少数的单糖、双糖和寡糖，包括果糖、葡萄糖、蔗

糖、麦芽糖、棉子糖、海藻糖和松三糖；发酵纤维二糖

和水杨苷能力较弱；不利用赤藓糖、山梨糖、核糖、木

糖、阿拉伯糖、甘露糖、半乳糖、乳糖、蜜二糖、鼠李

糖、苦杏仁苷、山梨醇、甘露醇和核糖醇等；不水解明

胶和七叶灵；不凝固牛奶，不还原 !’4
( ，不产生吲哚和

脲酶。菌株 506和相关梭菌的鉴别特性见表 0。

表 ! 菌株 "!#和相关梭菌的鉴别特性
+&7%8 0 9:;;8<8=>:&% ?3&<&?>8<:@>:?@ 78>A88= !"#$%&’(’)* (+,")-’’ 506 &=B <8%&>8B !"#$%&’(’)* @C8?:8@ := >38 ?%D@>8<!

0 /& (7 #& 6& E& )& F&

,<GBD?> ;<GH ,-. IJK IJ5（@;） JIK IJ（KC%@） 5IJ IJ5;（@） IJK（5） JI5（;@8）

（. L $）HG%M /N1F /E O /) (( /E O /F /) /F /F /# O /E

.8%&>:= 3PB<G%P@:@ 4 4 !Q 4 L 4 4 4

R>&<?3 3PB<G%P@:@ L L 4 B L 4 L !Q

J?:B C<GBD?8B ;<GH

.&%&?>G@8 4 L L L L A B L L

5&?>G@8 4 L L L L B L L

S&==G@8 4 L L L L A L L L

T=D%:= L 4 !Q B 4 4 4 4

S8%8U:>G@8 L 4 !Q B 4 4 B B

+<83&%G@8 L B !Q B 4 4 L B

VP%G@8 4 4 L L 4 4 B B

S:%W 4 $ !Q $ $ 4 4 $

’C>:?DH +（*） (2 O () (2 O () 0/ () () () () ()

01 R><&:= 506；/1 ! X ./&/.)%&’,’0)* 9RS /E(2+；(1 ! X -’10+1%’’ 9RS 02//F+；#1 ! X 2+’3+&’104’’ 9RS )N0+；61 ! X /)&/1%’2)%5&’0)* !$TSI 02E6N+；E1 ! X

0/&1’$ J+$$ /6)))+；)1 ! X $/&%/6#,#&*+ 9RS 0/N/；F1 ! X %+&%’)* 9RS /#F61 L X ,G@:>:Y8；4 X !8Z&>:Y8；L AX [8&W%P CG@:>:Y8；BX \&<:&7%8；$（H:%W）X

$D<B；!QX !G> <8CG<>8BX JX J?8>&>8；IX ID>P<&>8；K G< ; X KG<H&>8；] G< 8X ]>3&=G%；5 G< % X 5&?>&>8；CX ,<GC:G=&>8；@X RD??:=&>8X ^CC8<_?&@8 &=B %GA8<_

?&@8 %8>>8<@ :=B:?&>8 H&‘G< &=B H:=G< ;8<H8=>&>:G= C<GBD?>@，<8@C8?>:Y8%PX & X 9&>& ;<GH $&>G +% /" X［00］；7 X 9&>& ;<GH SGD=>;G<> +% /" X［0/］X

$%!%& 系统发育分析和（. L $）HG%M含量：菌株

506的 0ER <9!J 全序列长 060/ 7C，在 .8=I&=W中的
核酸序列号为 J-(()60N。以 0ER <9!J（长 0#(F7C）
同源性为基础构建了包括菌株 506 在内的 /( 株相
关细菌的系统发育树（图 /）。系统发育分析和
（. L $）HG%M含量（/N1FHG%M）表明菌株 506属于低

.$ 革兰氏阳性细菌的梭菌属簇!中的成员，

0ER <9!J序列同源性与 ! X ./&/.)%&’,’0)* 的最高，
为 N)10M，与梭菌属簇!中的其它种的同源性在

N21EM O NE16M之间。
梭菌属包括了严格厌氧或耐氧的产芽孢细菌，

通常革兰氏阳性（至少在生长早期），不能还原硫酸

盐。由于属的定义过于简单，使得它成为细菌中最

大和最异源的属。$G%%:=@等［0(］根据 0ER <Q!J基因

序列同源性分析揭示了梭菌属高度的异源性，并将

其分为 0N 个系统发育群（簇! O 簇"#）。其中，
簇!是梭菌属最大的群，该群的梭菌在生理上有很
大的差异，包括了只利用糖或只利用蛋白质或二者

皆分解的种；有低温、中温及高温的种，群内种间的

同源性高于 N2M，最高达到 NNM。
以 0ER <9!J同源性为基础的系统学分析表明

菌株 506属于梭菌属簇!，而且和 ! X ./&/.)%&’,’0)*
的同源性达 N)10M，但本研究中菌株 506发酵葡萄
糖的终产物除了 "/ 和 $’/ 外，只有丁酸和乙酸，而

! X ./&/.)%&’,’0)* 发酵葡萄糖产生大量乳酸，说明二
者代谢途径不同，应分属于不同的种。另外，菌株

506和 ! X ./&/.)%&’,’0)* 等相近菌株发酵糖的范围
也有明显差异（表 0），如该菌株利用菊糖、海藻糖和

(0## 期 陈双雅等：一个新的产氢细菌的鉴定及产氢特性的研究



图 ! 以 "#$ %&’(同源性为基础的系统发育树

!"#$% &’()*#+,+-". -/++ 012+3 *, 4567 089:/1#;+,- *: 4<= />?@ 2+AB+,.+2

C’+ -/++ /**-+3 D"-’ ! $ "#$%%&%’&& D12 .*,2-/B.-+3 0( -’+ ,+"#’0*/9E*",",# ;+-’*3 D"-’ 0**-9

2-/18 F1)B+2 .1).B)1-+3 :/*; 4GGG -/++2$ C’+ ,B;0+/2 1- +1.’ .)B2-+/",# ,*3+ ",3".1-+ -’+ 8+/.+,-1#+

*: 0**-2-/18 2B88*/-",#，1,3 ", -’+ 0/1.H+-2 1:-+/ +1.’ 01.-+/"1) ,1;+ 1/+ 4<= />?@ 1..+22"*, ,B;9

0+/2 ", I+,J1,H$（J1/，KL 2+AB+,.+ 3"F+/#+,.+）

松三糖，不发酵乳糖、半乳糖和甘露糖；而相近菌株

均发酵乳糖、半乳糖和甘露糖。综合生理特性、

4<= />?@ 序列的相似性及 IM 含量差异，菌株 N4K
应当是不同于梭菌属已知种的新种，因此命名为污

水梭菌（!()*+,&-&./ -$#(.0&&），在中国普通微生物菌

种保藏中心的保藏号为 @=4O657P。

!)! 菌株 *"+的产氢特性

!)!)" 最佳产氢条件：接种不同 8Q的 C&RI（葡萄

糖 4L）培养基，6ST培养 43后测定氢浓度，结果表

明，初始 8Q 为 SOG 时可得到最大产氢量。接种

8QSOG的 C&RI（葡萄糖浓度 4L）培养基，分别在不

同温度下培养 43后测定产氢量，结果显示菌株 N4K
在 65T培养时产氢量最大。因此，菌株 N4K的最佳

产氢条件为初始 8Q为 SOG，培养温度 65T。

!)!)! 不同底物浓度条件下的产氢效率：配制不同

葡萄糖浓度的 C&RI培养基，接种后 6ST培养 43，测

定氢浓度和葡萄糖剩余量，计算不同底物浓度条件

下菌株 N4K 的产氢率。表 % 显示，葡萄糖浓度为

GO<L 时 可 得 到 4GGL 转 化，此 时 产 氢 率 为

GOP4;*) Q% U;*) 葡萄糖；而葡萄糖浓度由 GO7L V

%OGL递增时，浓度越高，葡萄糖利用率越低，产氢率

也越低；菌株 N4K在 GO5L葡萄糖培养时，产氢率可

达到 4O54;*) Q% U;*) 葡萄糖。以 GO< L的葡萄糖为

底物时，每克干细胞的产氢量为 4%7OP<;;*) Q% U# 干

细胞。菌株 N4K可利用下列底物产酸产氢，产氢率

（底物浓度 4L）如下：果糖（4OGG;*) Q% U;*)）、麦芽糖

（%O4S;*) Q% U;*)）、蔗糖（4O<P;*) Q% U;*)）、菊糖

（5OSG;*) Q% U;*)）、糖原（ KO5P;;*) Q% U#）、淀粉
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（!"#$%%&’ () *+）。

表 ! 不同初始葡萄糖浓度对菌株 "#$产氢的影响
,-.’/ ) 011/234 &1 56535-’ +’72&4/ 2&62/638-35&6 &6

9:;8&+/6 <8&;7235&6 .: 438-56 =>?

@6535-’ +’72&4/ 2&62/638-35&6

*（+*=）
A’72&4/ 2&647%<35&6

*（+*=）

(:;8&+/6 :5/’;4 8-3/

*（%&’ () *%&’）

)B C"D B")C

>? C"D B"#?

>) !"> B"$#

>B C"D B"??

E !"# B"C?

C C"B B"D>

$ $"B >"$>

>D!C年，F-87./ 等［>$］用聚丙烯酰胺凝胶固定

! G "#$%&’(#) @HI #E$!，)$9产氢率为 B"C#%&’ () *%&’

葡萄糖。J8&44/-7 和 K-L52［>?］利用 >$=的批量反应器

培养 ! G *+,$-#&’+.#) 时，在生长稳定期的产氢率为

>"?%&’ () *%&’ 葡萄糖。,-+7295 等
［>，)］也报道了菌株

! G "-’/-&’.(0’ MN)>J的产氢情况。该菌株不但能利

用葡萄糖产氢，还能利用淀粉产氢，二者的转化效率

分别为 >C"$%%&’ () *+ 葡萄糖和 >)")%%&’ () *+ 淀

粉；每克干细胞从葡萄糖的产氢量为 C>"!%%&’ ()。

虽然菌株 =>? 发酵 >O葡萄糖的产氢率低于

! G *+,$-#&’+.#) 和! G "-’/-&’.(0’ MN)>J，但该菌株发

酵低浓度葡萄糖的产氢率却有很大提高，而且每克

干细胞从葡萄糖的产氢量高于 ! G "-’/-&’.(0’

MN)>J。由于该菌株在低于 <(?"B 时不生长，而底

物发酵产酸会导致 <(降低，因此推测，在控制 <(
条件下连续培养，可提高葡萄糖的转化率；而控制葡

萄糖进量，有可能达到最大产氢率；另外，其利用淀

粉产氢的特点，为利用廉价资源制氢提供了可能。

由此，可以认为菌株 =>?具有生物制氢的潜在价值。
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