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高效产氢菌株 Enterococcus sp. LG1 
的分离及产氢特性 
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(湖南大学环境科学与工程学院  长沙  410082) 

 
 

摘  要: 采用 Hungate 厌氧培养技术分别从厌氧污泥、好氧污泥及河底泥中分离出 12 株厌氧产氢

细菌, 并对其中的 Enterococcus sp. LG1(注册号: EU258743)进行了研究。结果表明, 该株细菌为专

性厌氧菌, 经革兰氏染色结果为阴性。通过 16S rDNA 碱基测序和比对证实, 该菌株是目前尚未

报道过的 1 个新菌种, 初步确定其细菌学上的分类地位。同时, 以灭菌预处理的污泥为底物培养

基, 对该菌的产氢能力及污泥发酵过程中底物性质变化(SCOD、可溶性蛋白质、总糖和 pH 值等)
进行了探讨。实验结果显示, 产氢菌 Enterococcus sp. LG1 的发酵过程中只有 H2 和 CO2 产生, 无
CH4 产生。产气量最高为 36.48 mL/g TCOD, 氢气含量高达 73.5%, 为已报道文献中以污泥为底物

发酵制氢中之最高。根据污泥发酵产物分析得知, 该菌的发酵类行为典型的丁酸型发酵。 
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Isolation and Characterization of a New High Efficient 
H2-producing Bacterium Enterococcus sp. LG1 

LI Yu-Liang  LI Xiao-Ming*  GUO Liang  ZHOU Yi  ZENG Guang-Ming   
YANG Qi  LIAO De-Xiang 

(College of Environmental Science and Engineering, Hunan University, Changsha 410082) 

Abstract: 12 strains of H2-producing bacteria were isolated and purified from anaerobic sludge, aerobic 
sludge and river bottom sludge by Hungate method. A new species of high efficient hydrogen production 
bacterium Enterococcus sp. LG1 (registration number: EU258743 ) was studied deeply. It was showed that 
the Enterococcus sp. LG1 was an anaerobic and Gram-negative bacterium. Sequence analysis of this type of 
clones showed that it was affiliated with the genus Enterococcus and it was not reported yet in other paper at 
present. Meanwhile, batch tests of anaerobic fermentative hydrogen production by Enterococcus sp. LG1 
were investigated by using sterilization pretreated sludge as substrate. The changes of soluble COD, protein, 
carbohydrate and pH value during hydrogen fermentation were monitored. It was found that only hydrogen 
and carbon dioxide were produced by this strain and no methane was detected during fermentation. The 
maximal hydrogen yield was 36.48 mL/g TCOD and the hydrogen concentration in the gas phase was 73.5%. 
The Enterococcus sp. LG1 was a butyrate fermentation bacteria analyzed by metabolites. 
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氢能被誉为未来的“清洁能源”[1]。它本身可

再生 , 燃烧时只产生水 , 而不产生热和污染物 , 可
实现真正的“零”排放。同时, 氢以水的形式大量
存在于地球上, 储量十分丰富。能量密度是汽油的
2.75 倍高, 热转化率也很高。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和发酵细菌制氢[2]。前两

种方式要消耗大量的电能及天然气、煤和石油等化

工燃料。因此, 后者更有工程实践的价值。其中发
酵产氢速度快, 反应器设计简单, 且能够利用可再
生资源和废弃有机物进行生产, 相对于光合产氢更
容易在短期内实现[3]。 

与此同时, 在污水处理中产生的大量剩余污泥, 
如果不做无害化处理, 会给环境带来污染。目前常
用的污泥处理方法有焚烧法、填埋法、土地利用等

方法, 但这些方法都对生态环境和人类健康具有长
期潜在的危害性。合理地处置、处理、资源化利用

污泥, 已经成为城市经济发展和可持续性发展的一
个重大问题。 

1  实验材料与方法 

1.1  实验材料 
种泥分别来自厦门市污水处理厂厌氧污泥、长

沙市第二污水处理厂的好氧污泥及长沙市湘江河底

泥; 纯种菌为笔者培养筛选出的产氢菌属 Enteroco- 
ccus sp. LG1。 

液体培养基(g/L)：葡萄糖 20.0, 胰蛋白胨 1.0, 
蛋白胨  3.0, 牛肉膏  2.0, 酵母汁  1.0, NaCl 3.0, 
K2HPO4 1.0, 2-半胱氨酸 0.5, 微量元素和维生素(抗
坏 血 酸  0.025, 叶 酸  0.01, NiCl2·6H2O 0.001, 
CaCl2·2H2O 0.01, ZnCl2 0.02)各 10.0 mL/L, 刃天青
(0.2％) 1 mL; pH 6.0。 

固体培养基(g/L): 琼脂 20~25, 其他成分同液
体培养基。 

实验用的污泥取自长沙市第一污水厂剩余污泥, 
污泥性质如表 1所示。 

1.2  分析方法 
污泥厌氧发酵过程中产生的气体体积采用定期

排饱和食盐水法进行测定[4]。用 1 mL气密性注射器
取气体样 , 气体样含量采用气相色谱法 (安捷伦

6890N色谱分析仪, TCD检测器)测定。用 10 mL注
射器对反应瓶中的污泥进行取样。测定污泥的挥发

性酸 VFA(安捷伦 6890N 色谱分析仪, FID 检测器); 
pH值(WTW muti340i pH计); 蛋白质、总糖浓度[5]; 
总化学需氧量 (TCOD)和可溶解性化学需氧量
(SCOD)：标准重铬酸钾法[6]。 

 
表 1  污泥性质 

Table 1   Characters of raw sludge 

pH 7.0~7.4 

TCOD(mg/L) 8284~12182 

SCOD(mg/L) 42~336 

TS(g/L) 12.0~14.7 

VS(g/L) 7.2~9.2 

蛋白质(mg/L) 0~60 

总糖(mg/L) 0~13.9 

 
1.3  实验方法 
1.3.1  产氢菌的分离及提纯：分别取厦门市污水处

理厂厌氧污泥、长沙市第二污水处理厂的好氧污泥

及长沙市湘江河底泥, 按下述的提纯方法进行纯化

处理, 共分离得到产氢菌 12株。将其分别接种于剩

余物泥中 , 测其产氢效果 , 得到一株高效产氢菌

Enterococcus sp. LG1。 

 细菌提纯程序：①在 80℃温度下热预处理 2 h, 

以降低产 CH4菌的生物活性; ②用已灭菌的器皿将

颗粒污泥捣碎; ③利用 Hungate 滚管技术[7]对已接

种的污泥进行产氢菌的分离和纯化, 先在固体培养

基上培养, 然后把菌落接种于液体培养基中, 再取

1 mL菌液, 稀释 106倍, 再接到固体培养基中, 重复

3次; ④测定 3次提纯细菌的产氢量, 选择产氢效果

最好的菌株。 

1.3.2  产氢菌的鉴定：菌种的鉴定通过以下步骤：

①DNA 提取; ②电泳检查 DNA; ③16S rDNA 的
PCR扩增; ④序列测定。 

16S rDNA的 PCR扩增方法：正向引物 BSF8/20: 
5 ′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3 ′ ,  反向引物
PLA: 5′-GGTACTTAGATGTTTCAGTTC-3′, 分别
对应于 E. coli 16S rRNA 的 8~27 和 23S rRNA 的
209~189 位。测序由上海博亚生物技术有限公司完
成。PCR扩增采用 PTC-100热循环仪(美国MJ公司)。
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反应体系 100 μL: 10×buffer(10 μL); 引物 BSF8/20  DNA提取; ②电泳检查 DNA; ③16S rDNA的 PCR
扩增; ④序列测定。测定结果表明, 本实验中的菌种
是肠球菌属 LG1(Enterococcus sp. LG1), 其注册号
为 EU258743。图 2为肠球菌 LG1的系统发育树。 

3 μL (0.6 μmol); 引物 PLA 3 μL(0.6 μmol); dNTP  
8 μL (200 μmol); Taq 酶 0.5 μL(5 U/μL); 模板 
1 μL(0.05 μg/μL)~1.0 μg/μL); 双脱氧水 74.5 μL。反
应程序为 94℃ 4 min; 94℃ 1.5 min, 55℃ 1 min;   

 

72℃ 1.5 min, 30个循环; 72℃ 10min。采用低熔点
琼脂糖的方法切胶回收目的片段, 并电泳检测 PCR
产物的纯化[5]。 

测定结果显示本实验中的菌种是肠球型产氢菌

属 Enterococcus sp. LG1, 其 16S rDNA 序列在

GenBank中的注册号为 EU258743。 
1.3.3  产氢菌的污泥发酵：取 11支三角锥形瓶, 各
装实验用污泥 100 mL, 1×105 Pa灭菌 30 min备用。
其中 1支作为空白, 测定初始污泥性质。其余 10支
各接种 10 mL 的纯种菌液, 以 N2吹脱瓶中的氧气 

 
图 1  生物产氢反应装置 
Fig. 1  Overall schematic of the hydrogen production reactor 

5 min, 凡士林密封 , 在设置为 35℃±1℃ , 转速 1: 污泥取样口; 2: 气体取样口; 3: 气体收集装置; 4: 发酵装置 
1: Sludge sampling orifice; 2: Gassampling orifice; 3: Gas collec-
tion device; 4: Fermentation device 

120 r/min~140 r/min 的往复水浴恒温振荡器上连续
运行 (实验装置如图 1所示)。实验中, 各组实验均  

2.1.2  菌种的形态特征：Enterococcus sp. LG1为革
兰氏阴性菌, 在液体培养基中呈现球状。固体培养
基上生长时, 产生白色菌落, 边缘整齐, 不透明, 表
面光滑。这种菌分裂生殖, 能够降解污泥中的糖和
蛋白质 , 同时产生氢气。菌体照片由 TEOL 
TSM-6360LV电镜拍摄, 如图 3所示。 

设置 10 个相同条件的反应瓶, 同时开始运行, 每隔
3 h~4 h按编号依次取出 1瓶, 记录产气量, 测定气
体成分和反应瓶中污泥底物的各项指标(SCOD、可
溶性蛋白质、总糖和 pH 值等)。试验反应装置如图
1所示。 

2  结果与分析 2.2  菌种的产氢特性 
Enterococcus sp. LG1的氢气产量如图 4所示：

将 Enterococcus sp. LG1接种于经过灭菌的污泥中, 
2.1  菌种的鉴定及其性质 
2.1.1  菌种的鉴定：菌种的鉴定通过以下步骤：① 

 

 
 

图 2  基于 16S rDNA 序列的肠球 Enterococcus sp. LG1 菌株的系统发育树 
Fig. 2  Phylogenetic tree of strain Enterococcus sp. LG1 based on 16S rDNA sequence 
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图 3  Enterococcus sp. LG1 扫描电镜图片 
Fig. 3  Scanning electron microscopy (SME) of Enterococcus sp. LG1 

 

 
 
图 4  污泥厌氧发酵氢气产量变化 
Fig. 4  Change of hydrogen yield in the anaerobic fermen-
tations of sludge 
 
在 35℃±1℃、120 r/min~140 r/min的往复水浴恒温
振荡器上恒发酵。菌种氢气产量为 35.5 mL, 氢气含
量高达 73.5%, 且在发酵过程中没有监测到 CH4 气

体, 平均产氢率为 36.48 mL H2/g TCOD。 
从图中可知, 氢气产量在发酵起始阶段增长缓

慢 , 这是由于菌种量少 , 且对污泥的性质不适应 , 
生长受到抑制, 同时污泥中分子有机物居多, 需要
先水解为小分子有机物, 细菌才能利用所致。随着
发酵过程的进行, 菌体数量成对数增长, 污泥中大
分子有机物被水解, 污泥中营养物质显著增加, 氢
气产量迅速增加, 并于发酵 24 h达到最大值 35 mL。
在维持一段时间后, 菌体数量的增加, 营养物质减
少, pH 下降, 有机酸浓度的增加等, 氢气产量开始
下降。最后, 由于氢气是发酵过程的中间环节, 故产
生的氢气又被产氢菌消耗。 

目前, 在国内外已有一些关于污泥制氢菌的报

道, Guo 等[8]厌氧污泥中筛选出的 Pseudomonas sp. 
GZ1 (EF551040), 以好氧污泥为底物, 其氢气的最
大转化率为 15.02 Ml H2/g TCOD。Wang CC[9]等筛

选出 C. bifermentans, 以普通活性污泥为底物最大
的产氢转化率为 13.4 mL H2/g TCOD, 本试验中的
Entero cocc us  sp .  LG1 ,  氢气的最大转化率为 
36.48 mL H2/g TCOD, 远远高于已报道的其它 
菌属。 

2.3  菌种的发酵类型 
根据液相末端发酵产物组分含量的不同, 产酸

反应器中存在的发酵类型主要有 3种：丁酸型发酵、
丙酸型发酵和乙醇型发酵[5]。丙酸型发酵气体产量

很少, 仅产生 CO2, 无 H2的产生。乙醇型发酵是在

一定条件下, 碳水化合物的产酸发酵末端产物主要
形成了以乙醇、乙酸、H2和 CO2为主, 并有少量丁
酸和丙酸的发酵类型[10]。丁酸发酵中主要末端产物

为丁酸、乙酸、H2、CO2 和少量的丙酸。发酵葡萄
糖产氢时, 其反应式如下: 

5C6H12O6 + 12H2O + 2NAD+ + 16ADP + 16Pi →
4CH3CH2CH2COO− + 2CH3COO− +10HCO3

− + 
2NADH + 8H+ +10H2 +16ATP 

本试验液相末端发酵产物组分含量如表 2所示, 
产氢发酵产生的挥发性酸(VFA)中只有乙酸和丁酸。
在上述 3种条件下, 乙酸和丁酸均是 VFA的主要组
成成分, 所以该菌是典型的丁酸型发酵。 

2.4  污泥产氢过程中底物变化情况 
2.4.1  污泥可溶解性化学需氧量(SCOD)变化：污泥

发酵产氢过程中可溶性有机物(SCOD)的变化情况

如图 5所示, 原污泥 SCOD为 312 mg/L, 经过灭菌 
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表 2  污泥产氢后污泥中挥发性酸(VFA)含量(µg/L) 
Table 2   The concentration of the volatility fat acid 

(VFA )in the sludge(µg/L) 

VFA(µg/L) 含量 
甲酸 Formyl acid 0 
乙酸 Acetic acid 8372.698 
丙酸 Propionic acid 0 
丁酸 Butyric acid 3129.317 
戊酸 Valeric acid 0 

 

 
 
图 5  污泥发酵过程中 SCOD 浓度变化 
Fig. 5  Change of SCOD concentration in anaerobic   
fermentations of sludge 
 
预处理之后, SCOD上升为 2912 mg/L。污泥发酵产
氢开始后, SCOD稍有下降, 但很快便又继续上升至
最高点 3536 mg/L, 这比污泥发酵开始前增加了
21.4％, 这时氢气的产量也开始快速增加, 发酵过
程高速进行。发酵的后期, SCOD 有着明显的下降 
趋势。 

Bryant(1967)[5]认为, 有机物的厌氧发酵会经历
4 个阶段：①水解阶段 (hydrolysis); ②产酸发酵
(acidogenic fermentation) 阶 段 ; ③ 产 氢 产 乙 酸
(H2-producing acetogenesis) 阶 段 ; ④ 产 甲 烷

(methanogenesis)阶段。本实验以剩余污泥为底物 , 
污泥中含有大量的复杂有机物, 细菌不能利用, 因
此在污泥发酵的起始阶段 SCOD 有所下降, 但随着
发酵过程的水解阶段开始, 大分子的有机物被细菌
水解为小分子可溶得有机物 [11,12], 故而污泥中的
SCOD开始上升, 并快速上升到了最高点 3536 mg/L。
同时在最高点时, 细菌量也达到了峰值, 对污泥中
可溶性有机物的需求也达到了最大, 因此, SCOD出
现下降的趋势。 

同时 , 从图中看出 , 污泥在产氢结束后其
SCOD 含量仍然很高, 仍具有较高的可生化性, 可

以后续利用, 如产甲烷等。 
2.4.2  污泥中可溶蛋白质、总糖浓度变化：污泥发

酵制氢的过程中可溶性蛋白质及总糖的变化规律如

图 6、图 7所示。  
 

 
 
图 6  污泥发酵过程中可溶性蛋白质浓度变化 
Fig. 6  Change of soluble protein concentration in anaero-
bic fermentations of sludge 
 

 
 
图 7  污泥发酵过程中总糖浓度变化 
Fig. 7  Change of carbohydrate concentration in anaerobic 
fermentations of sludge 
 

原污泥中可溶性蛋白质的含量为 41.79 mg/L, 总
糖的含量为 25.81 mg/L。经过灭菌的预处理之后, 可
溶性蛋白质及总糖的含量分别上升到了 319.23 mg/L
和 236.88 mg/L。污泥发酵过程开始后, 可溶性蛋白
质及总糖的含量迅速上升, 并在发酵 16 h时达到峰
值, 分别为 1511.87 mg/L和 1311.58 mg/L。在发酵
过程的后期, 虽然各自的量偶有上升, 但总体的趋
势是下降的。 

目前, 关于污泥发酵产氢过程中蛋白质和总糖
等营养物质变化的研究, 国内外报导的很少。Caimu
等[13]研究混合菌发酵厌氧污泥产氢时蛋白质浓度变
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化情况, 他们认为蛋白质是微生物产氢的主要营养
物质, 在污泥发酵的初期, 细菌首先将污泥内的大
分子蛋白质及糖类物质水解为了小分子的污泥, 故
污泥中的可溶性蛋白质及总糖的含量迅速上升, 并
很快达到峰值。随着发酵过程的深入, 细菌开始以
发酵污泥中的可溶性有机物作为营养物质加以利用

制氢时, 污泥中的可溶性有机物的量开始明显下降, 
因此, 可溶性蛋白质和总糖的含量呈现下降趋势。 

120 r/min~140 r/min 的往复水浴恒温振荡器上连续
运行, 氢气的最高产量为 35.5 mL, 氢气含量高达
73.5%, 且在发酵过程中没有监测到 CH4气体, 平均
产氢率为 36.48 mL H2/g TCOD, 远远高于已报道的
其它菌属。 
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