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微生物制氢工艺优化与生物反应的调控 *
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摘要：氢作为一种清洁高效的可再生能源日益受到人们的重视。本文从微生物制氢的条件与代谢调控方面探讨了生物制氢的最

新进展。目前常用产氢细菌进行了总结，分析了细菌的培养方式和工艺方法，探讨了影响生物制氢的各种因素（pH，温度，基质，离

子浓度，反应器等）。在此基础之上，阐述了分子生物学技术在生物制氢中的应用及系统代谢调控。最后，对生物制氢今后的主要

研究方向及前景进行了展望。
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随着世界经济的快速发展和人口的迅速增加，大量开采和

使用矿物能源带来的能源短缺和环境污染问题，已促使人类更

多地关注对可再生能源和清洁能源的开发和利用。寻找新的可

替代能源和开发可再生能源体系是实现社会可持续发展的必

然选择[1]。氢气素有清洁能源之称，在燃烧时只生成水，不产生

任何污染物，是一种十分理想的载能体。与传统的能源相比，能

量密度高，是普通汽油的 3 倍，热转化效率高，输送成本低，被

能源界公认为最具有潜力的新能源之一[2]。
目前，制氢的方法很多，包括传统的理化法制氢和生物法

制氢。传统的理化法制氢有矿物燃料制氢，水电解制氢，太阳能

制氢，热化学循环制氢和等离子制氢等。生物法制氢可分为厌

氧光合制氢和厌氧发酵制氢两大类。生物法可以利用大量的废

水和废渣等废弃物，把废水或废渣的处理和能源回收结合起

来，和理化法相比，具有成本低，潜力大的特点，应用前景广阔，

已再次成为国际上热衷探索和研究的课题[3]。

1 生物制氢的影响因素

国内外学者在这方面做了大量的工作，发现不同温度、pH
值、培养时间、连续培养时底物流速、接种量、光照强度、搅拌速

度等对不同菌种在发酵不同的底物时的氢气产量均有影响。目

前，对细菌发酵产氢的研究大部分集中在底物种类及其浓度、
温度、pH 值等方面。
1.1 菌株的筛选和改良

目前研究报道较多的制氢微生物主要涉及光合细菌和发

酵细菌两类，产氢微生物的研究报道见表 1。从表中可以看出，

发酵细菌居多，而光合细菌的研究报道较少。
采用基因工程技术对优势产氢菌种进行改造，提高其产氢

效率、扩大其可利用底物范围，保证了高效产氢性能的稳定遗

传。Akihito Yoshida[12]等研究了 1 株转基因改良大肠杆菌 SR15
利用葡萄糖为基本原料进行生物制氢的实验，结果发现，1mol
葡萄糖氢气产量由野生菌的 1.08mol 提高到 1.82mol，产氢速

度 （以干细胞计，13.4mmol/h·g） 是原来的 1.4 倍。Toshinari
Maeda[13]等将重组子在大肠杆菌中表达，研究其对发酵产氢的

影响，结果发现重组菌产氢速度是野生型的 4.6 倍，1mol 葡萄糖

氢气产量由野生型的 0.65mol 提高到 1.3mol。Xiaoguang Liu[14]

等利用代谢工程突变技术，删除乙酸激酶基因 (the acetate ki-
nase gene, ACK)，使丁酸产量由野生型梭菌的 0.34g/g 葡萄糖

提高到突变型梭菌的 0.42g/g 葡萄糖，氢气产量也比野生型梭
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菌提高了 50%以上。Hongxin Zhao [15] 等将甲酸盐氢裂解酶

(FHL) 基因组 hycABCDE 的 A5431-bp DNA 片段编码植入产

气 微 生 物 IAM1183 染 色 体 内 ， 其 中 ， 三 个 变 异 菌 株 I-
AM1183-A、IAM1183-O 和 IAM1183-AO 的 产 氢 量 分 别 为

0.73、0.78 和 0.83mol/mol 葡萄糖，而野生型 IAM1183 产氢量

仅为 0.65 mol/mol 葡萄糖，突变体的代谢产物包括乙酸盐、乙

醇、2，3- 丁二醇和琥珀酸盐都比野生型有所提高。S. Manisha[16]

等对大肠杆菌生物制氢进行了新陈代谢通量分析(MFA)，结果

野生型产氢量为 0.17 mol/mol 葡萄糖，删除乳酸脱氢酶基因的

菌株产氢量上升到 0.23 mol/mol 葡萄糖，MFA 发现乙醇和醋

酸盐对产氢是必要的，而琥珀酸和乳酸对产氢没什么影响。

表 1 产氢微生物的种类

Table 1 Types of hydrogen-producing microorganisms

中文名

Chinese name
拉丁名

Latin name
分类

Sort
参考文献

Reference
出版时间

Publish time

荚膜红细菌 Rhodobacter sphaeroides

光合细菌

Photosynthetic bacteria

[4] 2007

万尼氏红螺菌 Rhodospirillum vannielii [3] 2007

紫色非含硫菌 W-1S Rhodovulum Sulfidophilum W-1S [5] 2008

深红螺菌 Rhodospirilumrubrum [6] 2007

沼泽红假单胞菌 Rhodopseudomonas palustris [5] 2007

巴氏梭菌 Clostridium

发酵细菌

Fermenting bacteria

[4] 2007

高温梭菌 C. thermolacticum [5] 2007

丁酸梭状杆菌 Clost ridium butyricum [5] 2007

丙酮丁醇梭菌 Clostridium acetobutylicm [1] 2008

丁酸梭状杆菌 Clostridium butyricum W5 [7] 2008

类腐败梭状芽孢杆菌 Clostridium paraputrificum M221 [8] 2004

酪丁酸梭菌 Clostridium tyrobutyricum JM1 [9] 2008

酪丁酸梭状芽孢杆菌 clostridium butyricum [5] 2007

产气肠杆菌 Enterobacter aerogenes [10] 2008

热解糖高温厌氧杆菌 Thermoanaerobacterium sp. [11] 2007

乙醇杆菌 Ethanoligenens sp. B49 [32] 2007

大肠杆菌 Escherichia coli [34] 2009

丙酮丁醇梭菌 C. acetobutylicum M121 [36] 2007

1.2 pH 值

在发酵制氢过程中，若 pH 值过高会有大量的甲烷形成，

导致产氢率较低。但是过低的 pH 会使细胞体内的 pH 值偏离

正常生理条件（一般为 6-7），而失去产氢活性。发酵制氢微生物

一般在酸性环境下产氢(pH=4.5-6.5)，而光合细菌在 pH 高于 7
时依旧产氢[17]。有研究表明 pH=5.5 是发酵产氢微生物的最适

pH[18]。而 Samir Kumar Khanal[19]的研究则认为当起始 pH=4.5 时

产氢潜力达到最大，但是产氢率最低；当起始 pH 较高时，虽然

有较高的产氢率但产氢的持续时间会变短，认为最适 pH=5.
5-5.7。Wen-Hsing Chen[20]等用 ASBR 研究 pH 对发酵制氢的影

响时，证明 pH=4.9 是最适 pH。

表 2 发酵产氢的最适 pH 值[11]

Table 2 The optimal pH of fermentative hydrogen production

细菌 Bacteria 最适 pH Best PH

Clostridium sp. 4.5-6.0

Thermoanaerobacterium sp. 6.5-7.0

Enterobacter aerogenes 6.0-6.5

Citrobacter sp. 7.0

Rhodobacter sp. 7.5
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1.3 温度

发酵产氢过程中，温度可直接对氢气的产量、产氢系统的

稳定性产生影响。发酵产氢可以在多种温度下进行：20℃，

30℃，35℃和 55℃，氢气的产量随着温度升高而提高[17]。任南琪

等[21]进行的混合菌产氢实验表明，在 29℃-35℃下，产氢率随温

度升高而提高。
此 外 还 有 一 些 关 于 对 菌 种 高 温 预 处 理 的 报 道。Bita

Baghchehsaraee[22]等分别对活性淤泥和厌氧淤泥在 60℃，80℃
和 95℃下进行预处理。预处理的菌种主要代谢物为乳酸，产生

的氢气量高于未处理菌种。处理温度从 65℃升到 95℃时氢气

产量增加了 15%。
1.4 发酵产氢基质

发酵产氢的连续性依赖于使用的基质，基质的理化性质在

很大程度上决定了发酵过程的效率。目前发酵制氢使用的基质

的种类主要有：纯培养基（葡萄糖，蔗糖，淀粉，纤维素），能源作

物，固体废弃物（食物残渣等）和工业废水。
因为纯培养基比较简单，代谢过程研究的比较清楚，因而

主要用于理论研究。但是因为纯培养成本太高，很难用于产业

化生产。曾有过利用能源作物制氢的报道。例如 Ntaikou I[23]等
的研究证明 Ruminococcus albus 可以利用能源作物 （高粱）里

的自由糖，纤维素和半纤维素产生氢气。Muhammad Farhan A-
rooj[24]等则利用淀粉作为基质进行了研究。
1.5 金属离子浓度

任南琪等[21]在研究几种金属离子浓度对一株高效产氢细

菌产氢能力的影响时发现，Fe2+、Ni2+、和 Mg2+ 对产氢有促进作

用。铁是大多数细菌生长的必要因素；镍是某些酶的必要成分，

但浓度较高时有较强的毒性；镁不仅是许多酶的辅助成分和细

胞壁、细胞膜的组分，而且它对一些重金属(如钴)的毒性有抵抗

作用。
Heguang Zhua [25] 研究了以乳酸钠为基质时亚铁离子

(0-3.2mg/L) 对光合发酵产氢的影响。结果表明当缺乏 Fe2+ 时

Rhodobacter sphaeroides 的产氢量大量减少。当铁离子浓度从

0-1.6 mg/L 逐渐上升时，氢气产量逐渐增加。
1.6 混合细菌发酵产氢过程中彼此之间的协同作用

混合细菌产氢量较纯菌大，产氢能力较纯菌强，这是因为，

多种类细菌间发生了协同效应，使代谢产物不易积累，相互创

造有利的生存环境，使各菌的代谢活性充分发挥，提高了产氢

能力，增加了产氢量[26]。但是实际操作过程中发现，混合细菌发

酵制氢过程中彼此之间的抑制、发酵末端产物对细菌的反馈抑

制等现象使得效果不明显甚至出现产氢效率偏低的问题。

2 生物反应的调控

通过实际运行形成与所开发的高效产氢菌种相配套的生

物反应器技术，在分子生物学水平上，阐明生物产氢系统中微

生物种群结构、功能及其结构变化规律，从而建立相应的调控

方法。
国内外学者在这方面做了大量的研究。Jamila Obeid[29]等通

过批培养方式建立了光合细菌 Rhodobacter capsulatus 的产氢

动力学模型，研究了底物利用率、生物量构成形式以及产氢量，

模型的建立有助于生物产氢自动化控制和生物制氢质量与数

量最佳参数的确定。Jianlong Wang[30]等基于发酵产氢过程多种

影响因素设计实验方案，使用软件分析各影响因素，提出了一

种分析发酵产氢过程的最优实验设计。Xu Li[31]等研究了光照强

度和培养方式对 Rhodobacter sphaeroides ZX-5 产氢能力的影

响，结果发现，摇瓶培养、光照强度 7000-8000 lux 条件与静置

培养、光照强度 4000-5000 lux 条件相比，氢气最大产量和产氢

平均速率分别提高了 59%和 56%。Xu Wang[32]等用二维流体动

力学模拟了气 - 液 - 固三相在延伸的粒状淤渣床反应器的生物

制氢情况(EGSB)，模型显示在流体力学和产氢能力二者间存在

定性关系，液压保留时间(HRT)是生物制氢的一个临界因子。
You-Kwan Oh [33] 等通过代谢反应模型分析了 Citrobacter a-
malonaticus Y19 产氢代谢途径，当细胞的比生长速率作为目标

函数时，模型很好地描述了 Citrobacter amalonaticus Y19 的一

次性培养参数；当产氢率作为目标 函 数 时 ，H2 产 量 达 到

8.7mol/mol 葡萄糖。Shiue-Lin Lia[34]等对厨房废弃物厌氧氢气发

酵的间歇 - 连续搅拌器(I-CSTR)进行了工艺性能评价，研究发

现，工艺过程中第三周期比第二周期产氢速率高 27mmol/L/
天，到第四周期，产氢速率为 118 mmol/L/ 天，达到最大值，而液

压保留时间开始下降。ZhenPeng Zhang[35]等研究了 pH5.5、温度

37℃条件下生物膜污泥和粒状污泥两个反应器的液压保留时

间(HRT)和葡萄糖浓度对产氢的影响，结果发现，两种反应器中

氢气产量在 0.4-1.7 mol/mol 葡萄糖之间，在相同的 HRT 和葡

萄糖浓度条件下，在生物膜反应器和颗粒反应器中产氢率分别

为 7.6 和 6.6 L-H2/L·h，均达到了最大值。Jianzheng Li[36]等研究

发现在厌氧隔板反应器中，产氢具有更好的操作稳定性和微生

物活性，使得培养基转化率和产氢能力都有所提高。此反应属

于乙醇发酵类型，乙醇在三个隔板中的含量分别为 1254、
2053、和 2761mg/L。第一个隔板的产氢量最小，但驯化期最长，

第二和第三个隔板的产氢量较高，但驯化期较短。在稳定的操

作条件下，产氢量为 32.051L/d，产氢率为 0.13 L/d MLVSS d，

培养基转化率为 0.13 L/d COD。Xiao Wu[37]等研究了液体猪肥

发酵产氢，通过厌氧连续培养，在 37±1℃、pH5.0 条件下，液压

保留时间 (HRT) 从 24h 降到 8h，产氢量从 0.05 L/h/L 升高到

0.15 L/h/L；并且发现 HRT 在 12h 时，产氢量最大，产氢速率最

快。Dong-Hoon Kim[38]等通过早期将批培养转化为连续培养，研

究产氢细菌的持续发酵产氢。第一阶段，H2 产量为 0.5mol
H2/hexose，从批培养转化为连续培养后，产氢量持续在 12h，但

是丙酸盐产量有所下降。第二阶段，在持续产氢 10 天的时候，

氢气产量出现波动，但是最终稳定在 0.8 mol H2/hexose，乙醇

生产数据显示在第二阶段氢气产量早期波动是由于产氢微生

物的自解机制产生的。Liliana[39]等利用有机固体废物和有机废

水发酵产氢，试验中使用非厌氧微生物群为接种物，采用两种

厌氧系统，一个是容积为 19.4L 的固体床反应器耦合(PBR)，另

一个是容积为 3.85L 的上流式厌氧污泥床(UASB)。当液压保留

时间 (HRT) 为 24h 时，在 UASB 中产氢比例达到 51%v/v 和

127NmL H2/gvs，在 HRT 为 50 天、有机负荷率为 16gvs 时，在

PBR 中产氢比例达到 47%v/v 和 99 NmL H2/gvs。S. Jayalaksh-
mi[40]等研究了厨房废弃物发酵产氢，在斜推流反应器中固态厌

氧培养 21 天、pH5.6、温度 100℃条件下，能够获得 40%VS 消

化物并且在原来基础上增加了 72mL H2/g VS，反应器中主要
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的可溶性代谢物为丁酸 (45-50%)、乙酸 (20-30%) 和丙酸

(10-20%)。E. Navarro[41]等利用代谢通量分析(MFA)研究 Syne-
chocystis sp. PCC6803 的氢光致产生，它以文献资料和多种基

础通量评估系统中多种不同生长条件下的产氢情况，将一系列

的生物技术和数学分析相结合，用于找到一个可行的产氢操作

范围，以避免氧气的抑制。
目前主要应用的生物反应器有连续搅拌反应器 (CSTR)和

上流式厌氧污泥床(UASB)。Zhang H[27]等进行了不饱和喷淋床

反应器的研究。Dong-Yeol Lee[28]等利用生物膜反应器(MBR)和
CSTR 反应器在同等条件下进行了比较，结果证明 SRT 为 90
天时，MBR 的氢气产量为 2.43-2.56 H2 /L / 天，是 CSTR 氢气

产率的 2.6 倍。

3 研究重点和方向

目前，虽然关于生物制氢的研究很多，但是只有很少实验

性大规模生产，还没有产业化应用的报道。目前关于生物制氢

的研究主要集中在以下几个方面：

3.1 高产菌株的选育

微生物在产氢方面存在较大差异，筛选合适的发酵产氢微

生物是制氢的关键之一。由于菌种筛选工作量大，任务繁重，目

前还未能找到一种或一类能够实现持续高效稳定的产氢微生

物。
目前国外的研究方向主要集中在通过基因工程改菌种性

能。基因工程的方向主要为：

1） 通过纤维素酶和半纤维素酶的高效表达增加基质的使

用率；

2) 可以耐受氧气的氢化酶的高效表达；

3）减少抑制氢气产生所需的物质生成的代谢过程[42]。
3.2 发酵细菌产氢的稳定性和连续性

利用发酵型细菌产氢虽然在我国取得了长足的进步，但是

产氢的稳定性和连续性问题一直是困扰制氢工业化的一个很

大障碍。目前国内外利用固定化技术对生物发酵产氢的研究较

多，但大多数仍然以纯菌种为主，由于纯菌种的固定化处理对

技术要求高，抗污染能力低，难以满足实际应用，因而增加了生

物制氢的难度与成本。通过菌种固定化、酶固定化技术处理底

物发酵产氢具有广阔的前景[43]。
3.3 原料利用种类的研究

目前关于发酵基质的研究很多，所用的原料大多数为糖和

淀粉，包括含有这些简单碳水化合物的有机废水作为底物，所

培养出来的产氢菌底物利用范围有限，将其用于降解其他类物

质时，底物转化效率和产氢速率受到极大影响，这成为了厌氧

产氢微生物进行更加广泛工业化应用的一个瓶颈。
因为氢气是甲烷的一个原料，在发酵制氢过程中氢气常被

产甲烷细菌等消耗产生甲烷，这大大减少了氢气的产量。同时，

因为氢气只能从碳水化合物制得，很多基质都无法在生物制氢

中应用。如果诸如蛋白质和脂肪等基质可以应用，生物制氢的

效率可以得到很大提高。同时基质的处理方法应更廉价、有效。
据报道，原料的浓度对氢气的产量也会有影响。Zhi Li[44]等在研

究 pH 和基质浓度对以葡萄糖为原料的厌氧发酵的影响时，把

葡萄糖浓度分为 5.0g、7.5g、10.0g、20.0g/L 葡萄糖进行了研究。

结果表明 7.5g/L 葡萄糖为最适浓度。
3.4 菌种预处理

菌种预处理的目的主要是除去产甲烷微生物等的活性。目

前关于菌种预处理的研究主要集中在酸处理，热处理，超声波

处理等。Bo Hu，Shulin Chen 用三氯甲烷处理菌种，证明在处理

颗粒基质时三氯甲烷更加有效[45]。
生物制氢所用的原料是城市污水、生活垃圾、动物粪便等

有机废物，在获得氢气的同时净化了水质，达到保护环境的作

用。因此无论从环境保护，还是氢内燃机巴士，从新能源开发的

角度来看，生物制氢都具有很大的发展前途与科研投入价值。
从目前研究状况来看，经过国内外科研机构多年来对生物

制氢系统的不断深入研究，积累了大量的生物信息与数据，如

何从系统生物学的研究思路，运用相关研究工具，对现有知识

进一步挖掘与重建，构建生物制氢系统模型，研究制氢微生物

的代谢调节机制，建立生物制氢系统生物学平台，将为进一步

合理设计及大规模工业化应用提供平台与支持，对突破现有生

物制氢研究水平，提升制氢系统能力具有重要的研究意义。
目前报道的最大的氢气产量为 7.1 mol H2/mol 葡萄糖[17]，

依然有很大的空间有待于进一步提高，纵观整个生物制氢系

统，对于产业化应用最大的瓶颈是氢气的产量和产氢率。厌氧

发酵生物制氢较光合法生物制氢更易实现大规模工业化生产，

是一项集环境效益、社会效益和经济效益于一体的新型环保产

业，我们在此方面正在进行相关的系统生物学研究，结合混合

制氢的技术，构建以生物制氢系统为基础研究平台，指导混合

发酵体系的设计的生物制氢反应器处理有机废物产氢，实现废

物利用，改善环境的有效手段，是制氢工业的发展方向，将拥有

着广阔的社会和经济前景。
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