
!" 卷 # 期

$%%$ 年 & 月

生 物 工 程 学 报

!"#$%&% ’()*$+, (- .#(/%0"$(,(12
’()*!" +(*#

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
,-). $%%$

收稿日期：$%%$/%!/$0，修回日期：$%%$/%#/!!。

"通讯作者。12)："3/40!/"43##$5；678："3/40!/"434$0#；9/:7;)：<;=2>?@A @?-* 2?-* BC

沼泽红假单胞菌乙酸光合放氢研究
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摘 要 依据光合 细 菌 生 长 代 谢 特 性 和 有 机 废 水 降 解 主 要 产 物 类 型，!! 种 有 机 物 被 用 于 沼 泽 红 假 单 胞 菌

（ 3"(4(5&%)4(6($+& 5+,)&/*#&）D 菌株的光合产氢研究，其中，乙酸反应体系产氢活性最高。在此基础上，研究了该菌

株的生长与产氢动力学行为，探求了影响该菌株光合放氢的主要限制性影响因素。结果表明，该菌株产氢与生长

部分相关。种子培养基和菌龄对产氢活性有明显影响。细胞最适产氢和生长所需要的光照强度和温度基本一致。

当种子来源于硫酸铵高菌龄预培养物或谷氨酸钠对数期预培养物时，该菌株产氢活性显著增加，产氢延滞期明显

缩短。氧浓度和接种量对产氢活性也有显著影响。供氢体和氮源浓度直接决定细胞的生长与光放氢活性。在低

于 &% ::()E< 乙酸钠和 !4 ::()E< 谷氨酸钠时，产氢活性随底物浓度的增加而增强。谷氨酸钠浓度高于 !4::()E<
时，由于游离 +F#

G 的出现，产氢活性受到抑制，但却明显刺激细胞的生长。在标准状况下，该菌株的最大产氢速率

可达 !5H# :<·<I !·JI !。
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光合细菌从有机物产生分子氢是由固氮酶催化

的依赖光的厌氧电子传递过程。近年来，光合细菌

的光合作用和固氮作用研究取得了可喜成就［!，$］。

而由光合作用和固氮作用联合催化进行的光合细菌

的放氢研究则有待深入。将太阳能利用、氢能开发

和有机废水净化处理有机结合的制氢技术，被认为

是一种低成本、低能耗的氢能生产绿色技术［0，#］。乙

酸，是微生物代谢，尤其是有机物厌氧发酵中的一个

重要中间产物，它可被几乎所有的紫色非硫细菌类

群所同化，但被认为不是球形红杆菌（ 3"(4(7+0/%*
&5"+%*(#4%&）和荚膜红杆菌（3"(4(7+0/%* 0+5&),+/)&）
的有效氢供体，或认为其产氢效率较低［4 M 5］。为此，

研究开发能利用乙酸光合放氢体系，探索合理可行

的产氢技术路线，将为有机废水光合产氢提供理论

依据。沼泽红假单胞菌（ 3"(4(5&%)4(6($+& 5+,)&/*#&
）菌株的乙酸产氢鲜有研究。作为产氢研究中重要

的限制性影响因素———接种物来源，氢供体和谷氨

酸浓度对细胞生长、产氢和培养基 NF 的影响，氧浓

度对产氢的影响等还未见系统报道。本文就此展开

了初步探讨。

! 材料和方法

!"! 菌株来源

D 试验菌株为本实验室分离所得。以本实验室

保存的 3"(4(5&%)4(6($+& 5+,)&/*#& 为对照［!%］，D 菌

株鉴定为沼泽红假单胞菌。该菌株可在 $% M #%O
范围内，利用乙酸、丙酸、丁酸、苹果酸、乳酸、琥珀

酸、苯甲酸等有机物生长。细胞内光合色素组分齐

全，可有效吸收太阳光谱中的可见光和红外光。

!"# 培养基和培养条件

生长培养基（PQ）［!!］：含有 !H3# RE< 乙酸钠和

!H0$ RE< 硫酸铵。光照厌氧培养在 $%%% M 0%%% )8，
0%O条件下。产氢培养基（FQ）用谷氨酸钠代替 PQ
中的（+F# ）$ ST#。调 NF 至 3H"。作为接种物，其培

养条件同 PQ。光照强度和培养温度等条件详见文

中说明。每个处理均作 $ 次重复。

!"$ 产氢试验

离心收集细胞菌体，重新悬浮于无碳源和氮源



的新鲜培养基中。然后接种于盛有 !"" #$ 产氢培

养基的 !%" #$ 玻璃瓶中，用加有铝盖的橡皮塞密

封。按照下列装置连接后，置于卤钨灯下光照培养。

以排水取气法定时记录产氢量。产氢量均以标准状

况下气体的体积表示。氢含量用 !"% 型气相色谱仪

测定。检测器为热导池，氩气为载气。以外标法计

算氢气的浓度和含量。

图 ! 产氢试验装置

&’()! *+, -.-/,# 0123’(456/’12 315 +.751(,2 8+1/1851740/’12
!) 95(12 (6-；:) ;+1/1<’15,60/15；%) =>: 6<-158/’12 012/6’2,5；

? )@.751(,2 (6- 01AA,0/15；B )@: C1A4#, #,6-45’2( <1//A,

!"# 细胞生长的测定

在 D8,0/56 E6F !G" 型微孔板分光光度计上测定

波长 HH"2# 处的吸光度值。

!"$ 有机酸分析

用 I=GJ"" 型气相色谱仪分析。检测器为 &KL，

氮气为载气。进样量 :!$。

!"% &’#
( 测定

离心样品，收集上清液，在室温下添加 M6>@
后，马上插入 ;M@%N! 型电极（上海大中仪器厂），搅

拌 B#’2 后读数。从标准曲线上查找相应的 M@?
O 浓

度。

) 结 果

)"! 不同种类供氢体中细胞生长与产氢能力的比

较

选用有机酸钠盐及葡萄糖作为电子供体进行细

胞生长与产氢能力测试（表 !）。结果表明，乳酸、苹

果酸、琥珀酸和柠檬酸是该菌株生长合适底物，培养

液 8@ 由 HPJ 很快上升至 QPB R JP"，但产氢速率较

低。丙酮酸也是该菌生长的良好碳源和供氢体，其

产氢速率也较低。但培养液 8@ 几乎一直维持在中

性。以葡萄糖和葡萄糖酸作为氢供体，反应体系约

在 !H + 即出现产气现象，8@ 很快由 HPJ 分别降至

HPB 和 ?PB 左右，这可能是底物降解产酸所致。虽有

大量气体产生，但氢气含量较低。只有在乙酸和丁

酸氢供体产氢体系中，该菌株表现出高产氢活性，其

产氢速率分别为 !%PB #$S（$·+）和 !"PH #$S（$·+）。

由此可见，供氢体种类在某种程度上直接影响着产

氢活性的高低，选择廉价易得氢供体用于产氢可降

低成本。该菌株能利用乙酸和丁酸产氢的特性具有

潜在应用价值。

表 ! !"#$#%&’($#)#*+ %+,(&-./& 在不同有机物中的

生长与产氢能力比较
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)") 生长与产氢动力学

为探求批式培养中该菌株光合放氢与生长的关

系，首先对乙酸体系进行了生长与产氢动力学研究。

结果表明（图 :），当培养基起始 !" 为 "P: R "P%、种

子来源于 @E Q: + 预培养物，细胞很快进入对数生

长期，产氢现象则出现于接种 %" + 后。产氢高峰发

生在 %H R GH + 间。GH + 后产氢速率开始下降，但总

产氢量仍呈增加趋势。

图 : # ) $%&’()*+( W 菌株生长与产氢动力学

&’(): L.26#’0- 13 +.751(,2 851740/’12（!）

627 0,AA (51X/+（"）13 # ) $%&’()*+(

)"@ 种子培养基和菌龄对产氢的影响

以 IE 预培养 !J +、?J +、HB +、Q: +、GH +、!:" +，

及 @E 预培养 :? +、HB +（以 +.:?+ 和 +.HB+ 表示）的

QJ?? 期 杨素萍等：沼泽红假单胞菌乙酸光合放氢研究



细胞做为种子来源，研究了接种物来源和菌龄对产

氢的影响。培养基起始 !" 为 !"# $ !"%。从图 % 明

显看出，以 &’ ( 和 )’ ( 菌龄细胞作为接种物，产氢

量低，延滞期也较长，)’( 后才开始产氢。以 *+ (、,*
( 和 &#! ( 菌龄细胞作为种源，产氢量明显提高，产

氢延滞期也缩短，#) ( 即开始产氢，反应体系总产氢

量基本一致。与 &’ ( 和 )’ ( 接种物相比，高菌龄接

种物的产氢量和产氢效率增加近 +!-左右。与 ./
预培养物相比，来自 0/ 同样菌龄细胞的产氢延滞

期明显缩短，但产氢能力基本处于同一水平。

图 % 种子培养基和菌龄对产氢的影响

1234% 56789:6;: <7 =:>29= ;<=?<@2A2<6 B6> ?C:;98A9C:
A2=: <6 (D>C<3:6 ?C<>9;A2<6

!"# 接种量对产氢的影响

调整种子液 !" 为 !"+ $ !"*，分别进行 &-、

+-、&!-、&+-、#!-接种量的产氢研究。结果表明

（图 )），接种量直接影响菌株产氢活性。随接种量

增加，产氢量显著提高，产氢延滞期也明显缩短。以

&!-接种，产氢量在 ,*( 后仍呈上升趋势。故 &!-
接种量为本实验条件下合适的选择。

图 ) 接种量对产氢的影响

1234) E77:;A <7 26<;98BA2<6 F<89=: <6 (D>C<3:6 ?C<>9;A2<6

!"$ 温度对菌体生长和产氢的影响

实验设置 #!G、#+G、%!G、%+G、%HG和 )!G*
种测试温度。培养 &#! ( 后测定 !" 和产氢量。由

图 + 可知，在光照强度 +!!! 8I，温度 #! $ %HG范围

内，细胞的生长和产氢活性均随温度的上升而上升。

%! $ %HG范围内，细胞生长旺盛，产氢量也逐渐接近

峰值，从而表现出生长与产氢温度的一致性。)!G
条件下，接种初期细胞生长良好，也具有产氢能力。

但细胞在较高温度和光照下长时间培养后，光合色

素会发生“漂白”，产氢速率为零。最适生长温度和

产氢温度基本一致的特性可大大简化工艺，实用性

较强。

图 + 温度对生长和产氢的影响

1234+ 56789:6;: <7 A:=?:CBA9C: <6 ;:88 3C<JA(
B6> (D>C<3:6 ?C<>9;A2<6

!K:88 >:6@2AD；"L=<96A <7 0# ?C<>9;A2<6

!"% 光照强度对产氢的影响

实验设置 &!!! 8I、%!!! 8I、)!!! 8I、+!!! 8I、++!!
8I、*!!! 8I、&!!!! 8I 和 &)!!! 8I ’ 种光照强度。起始

!" 为 !"# $ !"%。接种物为 *+ ( 菌龄细胞。结果表

明（图 *），在温度为 %+G，光强为 #!!! $ *!!! 8I 范围

内，细胞产氢量随光强的增加而提高。最适光照强

度范围为 )!!! $ ,!!! 8I。大于 ,!!! 8I 光强时，产氢

量开始下降。较高温度下的 &)!!! 8I 的光照强度成

为光合放氢的限制性条件。光合细菌的光合放氢是

一种与光合磷酸化偶联的固氮酶催化过程。当光强

超过极限值时，光合器官吸收了超过光合作用所需

要的能量会引起 MN5 系统的过量激发，使光合效率

下降，产生光抑制。

图 * 光照强度对产氢的影响

1234* E77:;A <7 823(A 26A:6@2AD <6 (D>C<3:6 ?C<>9;A2<6

!"& 氧对产氢的影响

实验设置 + 个梯度，&%! =O 容器分别分装培养

’’) 生 物 工 程 学 报 &’ 卷



基 !" #$、%" #$、&" #$、’" #$、!"" #$。结果表明

（图 ’），微量氧的存在有助于提高产氢活性。装样

量为 !" #$ 时无产氢现象。(" #$ 的装样量，产氢

活性有提高，但产氢延滞期较长，总产氢量较低。’"
) !%" #$ 的装样量，细胞产氢延滞期明显缩短，产

氢量显著提高。而当反应器完全充满培养基时，产

氢起始较晚，总产氢量也稍有下降。这可能是因为

微量氧的存在使细胞以呼吸的方式代谢产生更多的

*+,。当氧耗尽细胞进入厌氧状态产氢时，代谢多

余的能量则用于产氢。但氧可阻遏或钝化固氮酶，

所以含氧高的反应体系不出现产氢现象。

图 ’ 氧对产氢的影响

-./0’ 122345 62 678/39 69 :8;<6/39 =<6;>45.69

!"# 供氢体浓度对生长、产氢和 $% 的影响

设置乙酸钠浓度分别为 !" ##6?@$、(" ##6?@$、

&" ##6?@$、’" ##6?@$ 和 !"" ##6?@$，谷氨酸钠浓度

为 & ##6?@$，进行了基质利用动力学、产氢动力学和

生长动力学测定。结果表明（图 A，B），当供氢体浓

度为 !" ##6?@$ 时，底物在 ’% : 内完全消耗，表现为

=C 的快速上升，生长速率和产氢速率均因底物的耗

尽和 =C 的增加而下降。当乙酸钠浓度在 (" ) &"
##6?@$ 之间时，反应体系表现出最高产氢活性，产

氢速率的增加与底物消耗速率呈正相关关系。但

(" ##6?@$ 的乙酸钠对培养液的 =C 影 响 大 于 &"
##6?@$，=C 上升速度明显，细胞生长速率在 !%" : 也

开始下降，这可能是由于底物完全消耗所需要的时

间不同所致。大于 ’" ##6?@$ 的乙酸钠添加量成为

该体系产氢的限制性影响因素，但却促进了细胞的

生长，表现在培养 BD : 后底物消耗速率曲线有明显

下降。由此可知，(" ) &" ##6?@$ 的乙酸钠是该反应

体系产氢适宜底物浓度。为保证反应体系正常产

氢，应控制底物浓度来调整细胞还原力在产氢与生

长之间的分配，达到持续产氢的目的。也可通过调

整 =C 来连续产氢。

图 A 不同浓度乙酸钠对产氢的影响

-./0A 122345 62 E435E53 4694395<E5.69
69 :8;<6/39 3F6?>5.69

图 B 不同浓度乙酸钠对细胞生长的影响

-./0B 122345 62 E435E53 4694395<E5.69
69 43?? /<6G5:

图 !" 不同浓度氮源对产氢的影响

-./0!" H92?>3943 62 /?>5E#E53 4694395<E5.69
69 C% 3F6?>5.69

!"& 不同氮源浓度对生长与产氢的影响

设置谷氨酸浓度分别为 & ##6?@$、’ ##6?@$、!"
##6?@$、!& ##6?@$ 和 %" ##6?@$，乙酸钠浓度为 ("
##6?@$ 研究了氮源浓度对细胞生长和产氢的影响。

BAII 期 杨素萍等：沼泽红假单胞菌乙酸光合放氢研究



结果表明（图 !"），# $ !" %%&’() 范围内的谷氨酸浓

度为产氢适宜浓度，在这一范围内，随氮源浓度的增

加，产氢活性和产氢量均有明显增加，即使是在产氢

高峰过后，产氢量仍然在缓慢增加。与此同时，细胞

得率也随氮源浓度的增加而增加。当谷氨酸浓度为

!# %%&’() 时，产氢体系中出现了游离 *+,
- ，*+,

-

的出现会抑制固氮酶活性，从而使依赖于固氮酶的

光放氢作用受到抑制，表现为产氢活性开始下降，但

细胞生物量却显著增加。

! 讨 论

光合细菌的光合放氢是在光合磷酸化提供能量

和有机物降解提供还原力情况下，由固氮酶催化完

成。所以，但凡影响光合磷酸化和固氮反应的因素

均可调控光合放氢过程，诸如 *+,
- 、光照强度、供

氢体种类、温度、.+ 等。.+ 对产氢的影响在所有产

氢微生物几乎是一致的。供氢体种类对产氢的影响

因种而异，这可能与菌株选择吸收不同有机物能力

及代谢途径有关。虽然不同菌株对光照强度和温度

有选择性，但选育生长和产氢所需光照和温度一致

的产氢菌株可大大简化工艺。除此之外，接种物来

源、菌龄和接种量也是影响菌株产氢活性的重要因

素。来自 /0 高菌龄和来自 +0 对数期菌龄的接种

物，可使产氢延滞期明显缩短，显著提高产氢活性和

总产氢量。这是因为菌龄和接种量直接影响菌株的

生理状态、生长状态和代谢产物组成。这一点往往

在许多研究中被忽略。本文研究还发现，菌龄对光

照强度的敏感性问题与产氢活性有直接关系。对于

同一菌龄的接种物，光照强度成为产氢的限制性影

响因素。微量氧的存在有助于提高产氢活性。另

外，培养基中供氢体和氮源的浓度是产氢的主要影

响因素，是产氢工艺中应重点探讨的问题。由此看

出，光合细菌的光合放氢和调控精密而复杂。由于

产氢是机体营养不平衡条件下产物，所以，对其产氢

条件的探求有其独特性和复杂性，单从某种因素着

手进行研究并不能完全反映真正的产氢代谢活动。

本文从生物因素和环境因子两方面进行了乙酸光合

放氢条件的研究，旨在为富含乙酸的有机废水光合

产氢技术提供合理可行的工艺参数和理论依据。
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