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细胞工厂的优化                                                               

微胶囊固定化混合菌群发酵产氢——构建一种虚拟“细

胞工厂”的尝试 

马茜岚，林东强，姚善泾 
浙江大学化学工程与生物工程学系，杭州 310027 

摘  要: 采用硫酸纤维素钠 (NaCS)/聚二甲基二烯丙基氯化铵 (PDMDAAC) 微胶囊体系，固定混合产氢菌群，构建

成一个能高效产氢的虚拟“细胞工厂”。经过菌群活化预处理，激活了产氢活力，进一步通过 NaCS/PDMDAAC 微胶

囊固定化，形成适宜的内部微环境，有效增强了菌群对温度的适应能力，提高了底物浓度，氢气产量比游离细胞增长

30％以上，菌体浓度提高 2 倍到 3.2 g/L。连续 15 批培养，囊内菌体浓度显著提高，发酵时间缩短，氢气产率保持在

1.73~1.81 mol H2/mol glucose，平均产氢速率提高了 198.6％。同时还发现发酵产物中有较高比例的丁酸和乙酸，由此

可以使该虚拟“细胞工厂”成为一个多产物联产体系。 

关键词 : 生物制氢，NaCS/PDMDAAC 微胶囊，固定化细胞，虚拟“细胞工厂”  

Immobilization of mixed bacteria by microcapsulation for  
hydrogen production―a trial of pseudo “Cell Factory” 

Qianlan Ma, Dongqiang Lin, and Shanjing Yao 

Department of Chemical and Biological Engineering, Zhejiang University, Hangzhou 310027, China 

Abstract:  Sodium cellulose sulfate (NaCS)/Ploy-dimethyl-dially-ammonium-chloride (PDMDAAC) microcapsules were used as 
a novel pseudo “Cell Factory” to immobilize mixed bacteria for hydrogen production under anaerobic conditions. Compared to free 
cells, the hydrogen production was increased more than 30% with NaCS/PDMDAAC microcapsules as the pseudo “Cell Factory”. 
The biomass was increased from 1.5 g/L in free cell culture to 3.2 g/L in the pseudo “Cell Factory”. This pseudo “Cell Factory” 
system showed the excellent stability during 15 repeated-batches. The hydrogen yield maintained 1.73−1.81 mol H2/mol glucose. The 
fermentation cycle was shortened from 48 h to 24 h, resulting in an increase of 198.6% in the hydrogen production rate. There were 
high percentage of butyric acid and acetic acid in the culture broth, which meant that the pseudo “Cell Factory” established in the 
present work could be used for the multi-product system. 

Keywords:  hydrogen, NaCS/PDMDAAC microcapsule, immobilized cells, pseudo “Cell Factory” 

氢能作为一种清洁能源受到人们的普遍关

注[1-4]，生物制氢则是生物炼制的一个重要内容，目

前主要有光发酵[5-6]和暗发酵[7-8]。暗发酵表现出显著

的优越性 [9]：菌种产氢能力强、生长速度快；发酵



马茜岚等: 微胶囊固定化混合菌群发酵产氢——构建一种虚拟“细胞工厂”的尝试 1445 

 

Journals.im.ac.cn 

过程无需光源，不受光照条件制约；可利用不同底

物，原料来源广、价格低廉，并可以协同治理环

境污染[10-11]。从工业化角度来看，混合菌群发酵比

纯菌种发酵培养条件简单，操作方便，且可以利用

不同菌群的协同效应扩大底物范围、提高产氢效

率[12]，但混合菌群发酵的复杂程度显著增加，研究

还远远不够。 

目前暗发酵研究主要基于游离细胞，但游离细

胞的连续培养常由于高稀释率而导致细胞溢出，采

用固定化培养是较好的方法，可保持高菌体浓度，

降低操作成本。固定化体系本身易于产生厌氧环境，

非常适用于对氧气敏感的暗发酵产氢细菌。在众多

固定化体系中，微胶囊固定化倍受关注，一层微囊

外膜包裹着合适的液体环境，内部各种细胞协调生

长和代谢，实现各种生化反应，外膜承担着隔离、

保护和物质传递的功能。因此，微胶囊体系就像一

个虚拟的“细胞工厂”，从外界吸收营养成分，通过

内部复杂的代谢反应，合成特殊产物，最后排放到

膜外。硫酸纤维素钠  (Sodium cellulose sulfate，

NaCS)/聚二甲基二烯丙基氯化铵  (Ploy-dimethyl- 

dially-ammonium-chloride，PDMDAAC) 微胶囊体系

具有生物相容性好、制备方法简单、物理化学性质

稳定、机械强度好等优点[13-15]，前期曾采用该体系

进行了多种细胞固定化培养研究[16-21]，产物包括乙

醇、乳酸、谷氨酸、1,3-丙二醇、苏云金杆菌、溶栓

酶等，发现该体系尤其适用于厌氧培养。以上工作

均为单菌体系，应用于混菌固定化，构建虚拟“细

胞工厂”将是新的突破。 

因此，本文将尝试采用 NaCS/PDMDAAC 微胶

囊体系来固定化混合产氢菌群，构建虚拟的“细胞

工厂”，利用不同菌群的协同作用，提高产氢性能。

作为探索研究，将主要考察菌群改造方法、摇瓶条

件下混合菌群的产氢特性，探讨微胶囊固定化混菌

“细胞工厂”以及连续产氢的可行性。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
混合产氢菌群富集自厌氧活性污泥，厌氧活性

污泥取自杭州市四堡污水处理厂的初级厌氧消化

池。NaCS 的制备参照文献 [22]。PDMDAAC，Mw= 

200 000~300 000。 

发酵培养基 (g/L)：胰蛋白胨 4；牛肉膏 2；酵

母汁 1；NaCl 2；MgCl2 0.1；FeSO4·7H2O 0.1；L-半

胱氨酸 0.5；K2HPO4 1.5；葡萄糖为碳源，除了考察

葡萄糖浓度对产氢影响的部分实验，其余实验的培

养基中葡萄糖浓度均为 20。添加维生素液 10 mL/L，

微量元素液 10 mL/L。调节 pH 值为 7，121℃灭菌

20 min。 

维生素液 (g/L)：谷氨酸 0.01；抗坏血酸 0.025；

核黄素 0.025；柠檬酸 0.02；叶酸 0.01；对氨基苯甲

酸 0.01；肌酸 0.025；吡多醛盐酸盐 0.05。 

微 量 元 素 液  (g/L) ： MnSO4·7H2O 0.01 ；

ZnSO4·7H2O 0.05；H3BO3 0.01；CaCl2·2H2O 0.01；

NaMnO4 0.01；CoCl2·6H2O 0.2；KAl(SO4)2 0.01。 

1.2  产氢菌群的活化预处理 
首先对厌氧活性污泥进行了高温预处理，蒸汽

灭菌锅内 121℃高温加热 8 min，自然冷却至室温。

取高温处理的污泥 10 mL 于 300 mL 可密封摇瓶中，

添加 100 mL 培养基，37℃、100 r/min 厌氧培养。

48 h 后，取 10 mL 发酵液作为种子液，其余条件同

上，进行第 2 批次培养。以此类推，连续 5 批进行

预培养，富集产氢菌群。 

1.3  微胶囊固定化 
发酵菌群的微胶囊化在无菌环境下进行，具体

操作如下：取预培养后的菌液 20 mL，菌体浓度约

0.5 g/L，用无菌水稀释至 100 mL，添加 NaCS 配置

成 4％  (W/V) 的 NaCS 溶液；PDMDAAC 配制成

8％ (W/V) 溶液；用注射器针头将配好的含菌 NaCS

溶液逐滴滴至搅拌中的 PDMDAAC 溶液，继续温和

搅拌；反应约 30 min，收集制备好的微胶囊，用无

菌水充分洗去微胶囊表面残余的 PDMDAAC，即得

到包埋了发酵产氢菌的 NaCS/PDMDAAC 微胶囊，

平均直径为 2.8 mm。 

1.4  培养方法 
单批次发酵：300 mL 可密封摇瓶中添加 100 mL

培养基，接种 50 mL 包埋了发酵产氢菌的微胶囊或

10 mL 含有等量产氢菌的种子液，通氮气 3 min 排尽

空气后，接氢气收集器，封闭体系，以排水法收集
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发酵气体。一般情况下，40℃、120 r/min 厌氧培养

48 h。考察温度对固定化和游离细胞产氢能力影响

时，摇瓶发酵分别在 25℃、30℃、35℃、37℃、40℃、

45℃六个温度下进行。实验过程中，气体体积、组

成和液相产物成分根据实验需求定期测定。 

多批次发酵：第 1 批发酵结束后，将摇瓶中的

发酵液倒出，保留 NaCS/PDMDAAC 微胶囊，并添

加 100 mL 新鲜培养基，进行下一批发酵，其余操作

同单批次发酵，连续发酵 15 批。 

1.5  分析方法 
氢气含量：发酵产生气体收集于氢气收集器中，

读取气体体积后矫正为 25℃和 1 atm 时气体体积。

从取样口取气相样品检测氢气浓度，使用福立 9790

气相色谱仪检测，柱长 4 m，填料为 5A 分子筛

+GDX-50，热导池检测器，高纯氮气作载气，流速

为 40 mL/min，柱温 40℃，热导池和进样器温度为

80℃，进样量 1 000 μL。 

可溶性发酵产物：使用安捷伦 6820 气相色谱仪

检测，色谱柱型号 HP-Innowax 19091N-213 30 m× 

0.32 mm，氢火焰检测器，高纯氮气作载气，柱流量

3 mL/min，分流比 50，进样口和检测器温度均为

250℃，进样量 0.4 μL。柱升温程序：50℃保持 3 min，

15 /min℃ 升温至 200℃，200℃保持 2 min。 

葡萄糖含量：用 DNS 法测定。 

菌体浓度：取 20 个微胶囊，破碎，沉降去除并

洗涤微胶囊碎片，将释放的内容物适量稀释，用紫

外分光光度计在 600 nm 处测定发酵液的吸光值，用

单位体积发酵液干重和吸光度值的对应关系，计算

得到菌体浓度。 

pH 值：Thermo Orion pH 计测定发酵液的 pH值。 

2  结果与分析 

2.1  产氢菌群的富集和活化 
在我们前期工作中[23]，已经采用热处理、酸处

理和碱处理等方法，对初始的活性污泥进行了产氢

菌群的富集。经平板培养和镜检，不同处理方法得

到的菌群很相似。随机选取 10 个菌落进行 16S rRNA

序列分析，发现序列完全相同。通过 NCBI 的 blastN

序 列 比 对 进 行 同 源 性 分 析 ， 发 现 与 肠 杆 菌属 

Enterobacter 的序列同源性为 99％以上。文献报道

的许多产氢微生物是梭菌属 Clostridia，这可能与本

文活性污泥来源和预处理方法有关。由此说明，本

文富集的菌群是以肠杆菌属为主的新产氢菌群，在

我们的前期工作中已有详细的说明[23]。 

经检测，厌氧活性污泥经高温处理后发酵气体

中只含有氢气和二氧化碳，没有检测到甲烷，说明

高温处理比较有效，已去除了污泥中的产甲烷菌[23]。 

2.2  固定化细胞和游离细胞产氢能力的比较 
图 1 和图 2 比较了游离细胞和微胶囊固定细胞

的氢气产量和菌体浓度随时间的变化曲线。前期研

究表明，营养成分可以有效进入微胶囊内，氢气可

以排出囊外。微胶囊的机械强度良好，培养过程未

发现菌体泄漏。由图 1 可知，游离细胞和固定化细

胞都在培养 8 h 左右开始产生氢气，前 32 h 氢气

产量的变化曲线非常相似，然而游离细胞在 32 h

后产氢变缓，固定化细胞则持续产氢直至发酵结束，

微胶囊固定化后氢气产量比游离细胞增长了 30.3％。

将产氢速率定义为氢气产量变化曲线的斜率，则

固定 化 细 胞 和 游 离 细 胞 的 最 大 产 氢 速 率 分 别

11.32 mL/h 和 10.86 mL/h，固定化细胞略高于游离

细胞。结果表明，微胶囊构成的虚拟“细胞工厂”

内，具有合适的微环境，各种产氢菌群的协调生长，

提高了产氢活力，延长了产氢时间。从图 2 的菌体

浓度变化曲线可以看出，微囊化固定后的菌体浓度

高达 3.2 g/L，远远高于游离培养时的 1.5 g/L。 

 

图 1  固定化和游离细胞氢气产量的变化曲线 
Fig. 1 Time course of hydrogen evolution by immobilized and 
free cells. 
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2.3  培养温度的优化 
图 3 是不同培养温度条件下固定化细胞和游离

细胞的氢气产率。在 25 ~37℃ ℃范围内，随着温度

升高，固定化细胞和游离细胞的氢气产率都逐步提

高。从 37 ~45℃ ℃，游离细胞的氢气产率随着温度

的进一步提高而迅速下降，而固定化细胞的氢气产

率在 40℃时达到最大值 1.45 mol H2/mol glucose。不

同培养温度下，固定化细胞的氢气产率均高于游离

细胞，尤其在 40℃和 45℃，固定化细胞的氢气产率

比游离细胞分别提高了 29.5％和 103.6％。 

 

图 2  固定化和游离细胞菌体浓度的变化曲线 
Fig. 2  Time course of biomass by immobilized and free cells. 

表 1 列出了不同温度下固定化和游离细胞产氢

能力的比较。由表中数据可知，在发酵过程中，氢

气含量始终在 40％~50％之间。氢气产量和氢气产

率的变化规律一致，随着温度升高而逐渐增长，游

离细胞在 37℃时达到最大值，而固定化细胞在 40℃

时达到最大值，可见固定化后菌群的耐受温度有所

提高。因此，微胶囊构成的虚拟“细胞工厂”可适应

于较高的培养温度，增强了胞内各种酶的活力，氢气

产量、氢气产率和葡萄糖转化率都得到了显著提高。 

 

图 3  温度对固定化和游离细胞氢气产率的影响 
Fig. 3  Hydrogen yield of immobilized and free cells under 
different temperatures. 

 
表 1  不同温度下对固定化和游离细胞产氢能力的比较 
Table 1  Hydrogen production performance of immobilized and free cells under different temperatures 

 Temperature 
(°C) 

H2 evolution 
(mL) 

H2 yield 
(mol H2/mol glucose) 

H2 content in 
biogas (%) 

Glucose 
conversion (%) Final pH

25 190.58 0.98 52.78 78.21 4.10 

30 247.21 1.16 50.23 85.81 4.12 

35 289.36 1.28 42.98 90.76 3.98 

37 308.55 1.37 50.67 90.38 4.12 

40 321.34 1.45 52.18 89.21 4.02 

Immobilized 
cells 

45 222.75 1.12 55.56 75.12 4.20 

 

25 135.74 0.80 47.83 68.19 4.05 

30 206.67 1.05 53.21 78.97 4.12 

35 247.21 1.14 41.89 87.43 4.23 

37 285.45 1.28 50.32 89.88 4.08 

40 229.78 1.12 49.21 82.78 4.18 

Free cells 

45  94.69 0.55 52.91 68.66 4.09 
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2.4  葡萄糖浓度的影响 

表 2 是在不同葡萄糖浓度培养基中，固定化和

游离细胞产氢能力的比较。当葡萄糖浓度低于 20 g/L

时，随着葡萄糖浓度的提高，固定化和游离细胞氢

气产量逐步上升，当葡萄糖浓度高于 20 g/L 时，固

定化细胞的氢气产量虽有上升，但增幅变小，而游

离细胞的氢气产量有所下降。在相同葡萄糖浓度下，

固定化细胞的氢气产量均高于游离细胞。在 5~20 g/L

的葡萄糖浓度范围内，固定化和游离细胞的底物转

化率分别在 90％和 85％附近，而更高的葡萄糖浓度

则导致底物转化率的快速下降。随着葡萄糖浓度的

提高，发酵 pH 值逐步下降，说明混合菌群在产氢的

同时产生酸性副产物，抑制了氢气的产生。固定化

细胞在葡萄糖浓度低于 20 g/L 时，氢气产率维持在

1.40~1.50 mol H2/mol glucose 之间，即使在葡萄糖浓

度达到 30 g/L时，氢气产率仍可达到 1.27 mol H2/mol 

glucose，高于同等条件下游离细胞的 36.6％。这是

由于微胶囊内葡萄糖的消耗速率大于扩散速率，囊

内葡萄糖浓度一直保持在较低浓度，可以有效避免

发酵过程中的底物抑制，这和陈国等[24]的研究结果

一致。由此可见，20 g/L 葡萄糖浓度是产氢细菌的

较适底物浓度，微胶囊包裹的虚拟“细胞工厂”可

以缓解底物抑制，提高氢气产率，在较高葡萄糖浓

度条件下保持混合菌群的产氢活性。

 
表 2  葡萄糖浓度对固定化和游离细胞产氢能力的影响比较 
Table 2  Hydrogen production performance of immobilized and free cells under different glucose concentrations 

 Glucose 
concentration (g/L) 

H2 evolution 
(mL) 

H2 yield 
(mol H2/mol glucose)

H2 content in 
biogas (%) 

Glucose 
conversion (%) Final pH 

5  79.76 1.40 51.27 91.25 4.59 

10 167.34 1.46 48.84 92.39 4.30 

15 251.09 1.50 52.45 89.78 4.15 

20 319.94 1.42 53.18 90.21 3.98 

25 328.21 1.35 55.21 78.37 4.01 

Immobilized cells 

30 341.87 1.27 50.12 72.21 3.79 

       

5  70.21 1.25 53.83 87.21 4.43 

10 134.84 1.21 51.37 83.34 4.57 

15 195.81 1.23 46.21 85.39 4.19 

20 260.78 1.22 50.19 82.78 4.18 

25 246.52 1.05 47.31 75.32 4.05 

Free cells 

30 249.76 0.93 50.12 72.17 3.74 

 
2.5  多批次发酵 

考察了 NaCS/PDMDAAC 微胶囊虚拟“细胞工

厂”的产氢稳定性和可持续性，进行了多批次摇瓶

发酵实验，结果见图 4。由图可知，氢气产量和氢

气产率在前 5 批发酵过程中均逐步上升，在第 5 批

之后分别稳定于 400~420 mL 和 1.73~1.81 mol 

H2/mol glucose。对于前 5 批发酵，微胶囊中的菌体

浓度从约 0.5 mg/L 上升到约 5 g/L，之后稳定在 5 g/L

左右。由于菌体浓度大幅提高，发酵时间由最初的

48 h 缩短至 24 h，因此平均产氢速率从 5.89 mL/h

提高至 17.59 mL/h，提高了 198.6％ (图 5)。可见，

采用微胶囊固定化混合菌群，大大提高了菌体浓度，

缩短了发酵时间，提高了单位时间的氢气产量，显

示出虚拟“细胞工厂”的优势。 

2.6  液相可溶性发酵产物分析 
考察微胶囊固定化混菌产氢的同时，还测定了

发酵液中的其他产物。表 3 列出了固定化多批次摇

瓶发酵中主要可溶性发酵产物的种类和含量。在前

5 批发酵中，可溶性发酵产物产量逐步增加，到第 5

批后，总产量稳定在 4.76~5.45 g/L，主要可溶性产

物为丁酸和乙酸，分别占可溶性产物的 37％~45％

和 32％~42％。乙醇含量较低，占可溶性产物的

14％~27％，产物中没有检测到一般产氢发酵中都存

在的丙酸。 
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图 4  固定化产氢细菌多批次摇瓶发酵的氢气产量和产率 
Fig. 4  Hydrogen evolution and hydrogen yield with 
immobilized cells during repeated batch operation. 

 

图 5  固定化产氢细菌多批次摇瓶发酵的平均产氢速率

和每批发酵时间 
Fig. 5  Average hydrogen production rate and fermentation 
time with immobilized cells during repeated batch operations. 
 

氢气产生过程中可溶性产物的组成可用于表征

菌群的产氢能力，产丁酸和乙酸的过程通常被认为

有利于氢气的产生。Yan 等[25]研究表明，产乙醇将

消耗代谢过程中的自由电子，不利于产氢；产丙酸

则直接消耗氢气。对于本文构筑的虚拟“细胞工厂”

体系，丁酸和乙酸含量高达 73％~86％，发酵过程

有利于氢气的产生。 

微胶囊固定化细胞进行发酵，菌群存在于微胶

囊内，过滤出微胶囊后，得到澄清的发酵液，便于

后期处理，可将各种有价值的副产物进行分离和收

集，实现多产物联产，提高经济效益。 

表 3  固定化产氢细菌多批次摇瓶发酵中的可溶性发酵

产物 
Table 3  Soluble metabolite production during hydrogen 
production with immobilized cells in repeated batch 
operations 

Batch EtOH/
SMP (%)

HAc/ 
SMP (%)

HBu/ 
SMP (%) 

TVFA/ 
SMP (%) 

TVFA
(g/L) 

SMP
(g/L)

1 25 35 40 75 2.84 3.78

2 23 40 37 77 3.24 4.21

3 25 33 42 75 3.26 4.34

4 14 41 45 86 4.48 5.21

5 17 42 41 83 4.13 4.98

6 23 38 39 77 3.87 5.02

7 16 39 45 84 4.29 5.11

8 23 37 40 77 3.67 4.76

9 21 41 38 79 4.26 5.39

10 15 42 43 85 4.43 5.21

11 20 38 42 80 4.07 5.09

12 18 37 45 82 4.00 4.88

13 20 40 40 80 4.36 5.45

14 27 34 39 73 3.80 5.21

15 26 32 42 74 3.84 5.19

EtOH: ethanol; HAc: acetic acid; HBu: butyric acid; TVFA: total 
volatile fatty acid, TVFA=HAc+HBu; SMP=TVFA+EtOH; SMP: 
soluble microbial product, SMP= EtOH+TVFA. 

3  结论 

本文采用 NaCS/PDMDAAC 微胶囊体系，固定

化混合产氢菌群，构建了虚拟的“细胞工厂”，实现

菌群协同作用，提高了氢气产率。结果表明，微胶

囊固定化能够很好地保持菌群的产氢能力，同时表

现出一定的促进作用。培养温度和底物浓度都对产

氢能力有较大影响，微囊固定化后菌群的耐受能力

有所提高，表现出高产氢活性，最适发酵温度为

40℃，最佳葡萄糖浓度为 20 g/L。实现了连续 15 批

培养，微胶囊表现出良好的机械强度和稳定性，实

现了细胞的再利用，提高了囊内菌体浓度，缩短了

发酵时间，大大提高了产氢速率。同时发现发酵液

中存在一定量的丁酸和乙酸，可作为副产物回收。

结果证实 NaCS/PDMDAAC 微胶囊固定化混合产氢

菌群可实现高效产氢，具有较好的工业应用潜力，

相关深入的机制探讨有待于进一步开展。 
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