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综  述                                                               

厌氧发酵产氢微生物的研究进展 

宋丽, 刘晓风, 袁月祥, 闫志英, 廖银章 
中国科学院成都生物研究所, 成都 610041 

摘  要: 厌氧发酵法生物制氢在国内外受到了普遍关注, 对产氢起核心作用的微生物又成为了研究的重点课题。论述了

厌氧发酵产氢微生物的研究进展, 分别对厌氧产氢细菌的发酵类型、产氢能力、菌种选育、基因改良等进行了介绍, 结

合国内外研究现状, 对厌氧发酵产氢微生物研究目前存在的问题进行了总结和展望。 
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随着经济的发展, 能源问题越来越引起人们的

关注和重视。氢能作为一种无污染、可再生的理想

燃料, 被认为是最有吸引力的替代能源[1]。制氢的方

法很多 , 包括物理化学法和生物法 , 物理化学法主

要有太阳能制氢、水分解法制氢、水电解制氢、水

煤气转化制氢及甲烷裂解制氢等[2−5]。这些方法存在

着生产工艺复杂 , 需要大量基础能源 , 以及制氢成

本高等特点。而生物法制氢通过微生物的作用, 将
有机物分解, 获得氢气。可以利用诸如高浓度有机

废水、固体生物质等一系列可再生资源来生产氢气, 

达到除废和产能的双重目的 , 具有广泛的应用前 
景[6]。 

生物制氢过程可分为光合生物制氢和厌氧发酵

制氢两大类。光合生物制氢所利用的是光合生物 , 

包括某些藻类和光合细菌, 厌氧发酵制氢利用的则

为厌氧化能异养菌。与光合制氢相比, 发酵法生物

制氢技术具有一定的优越性[7,8]: (1)发酵产氢细菌的

产氢能力较高, 光合细菌和发酵细菌产氢能力的综

合比较表明 , 迄今为止, 发酵产氢菌种的产氢能力

要高于光合细菌, 而且发酵产氢细菌的生长速率一
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般比光合细菌快。(2)发酵法生物制氢利用有机底物

分解制取氢气 , 它不需要光能源 , 不但可以实现持

续稳定产氢, 而且反应装置的设计、操作及管理简

单方便。(3)可利用的有机物范围广且成本低廉, 可
利用有机废水(如糖蜜废水、啤酒废水), 有机固体

废物(如畜禽粪便、城市垃圾)、植物(如农作物秸秆、

凤眼莲)等。(4)兼性的发酵产氢细菌更易于保存和

运输。因此, 在生物制氢方法中, 厌氧发酵制氢法

更具有发展潜力。而厌氧产氢微生物是厌氧发酵制

氢过程中的核心, 也成为了生物制氢的重要研究内

容, 很多研究者针对活性污泥的混菌驯化、纯菌选

育及氢酶基因改良 , 发酵工艺优化等方面做了大 

量的工作。本文对厌氧发酵产氢的发酵类型、菌种

选育与基因改良等方面进行了总结、分析和阐述 , 

同时还分析了当前的存在的问题并提出了以后的

研究方向, 以期对厌氧发酵产氢微生物的研究有所

帮助。 

1  厌氧发酵产氢细菌的发酵类型 

复杂碳水化合物经水解后生成单糖, 单糖通过

丙酮酸途径实现分解, 产生氢气的同时伴随挥发酸

或醇类物质的生成。微生物的糖酵解经过丙酮酸途

径主要有 EMP(Embden-Meyerhof-Parnas)途径、又称

糖酵解途径或二磷酸己糖途径 ) 、 HMR(Hexose 

monophosphate)途径、ED (Entner-Doudoroff )途径(又

称 2- 酮 -3- 脱 氧 -6- 磷 酸 葡 萄 糖 裂 解 途 径 ) 和

PK(phosphoketolase)途径、又称磷酸酮解酶途径 )4

种。丙酮酸经发酵后转化为乙酸、丙酸、丁酸、乙

醇或乳酸等(图 3)[9]。丙酮酸是物质代谢中的重要中

间产物, 在能量代谢中发挥着关键作用。由于微生

物种群的差异导致丙酮酸的去路不同, 因此产氢能

力不同。 

在丙酮酸不同去路的代谢途径中, 目前发现通

常丁酸发酵、混合酸发酵和细菌乙醇发酵可以产生

氢气(表 1)[10]。目前报道的产氢细菌多数为丁酸发酵

和混合酸发酵 , 梭菌属 (Clostridium)为丁酸发酵中

的主要产氢细菌, 肠杆菌为混合酸发酵中的主要产

氢细菌。细菌乙醇发酵也可分为产氢和不产氢两类

细菌 , 目前报道的产氢细菌较少 , 主要为梭菌属

(Clostridium)细菌、瘤胃球菌属(Ruminococcus)、拟

杆菌属(Bacteroides)等。 

2  厌氧发酵产氢微生物的存在方式 

生化反应体系中的微生物存在方式通常有两种: 

游离悬浮态和附着固定态。研究表明固定化系统比

悬浮系统的产氢效果好, 因为固定化系统内可以保

持更高的生物量。为了达到固定化的目的, 目前国

际上主要采用载体固定化细胞技术。Tanisho 等[11,12] 
以聚氨基甲酸乙酯泡沫作为 Enterobacter aerogenes 

E.82005 菌株的载体, 产氢结果表明反应器的持续

产氢率和最大产氢率分别从悬浮态的 1 . 5  mo l 

H2/mol 葡萄糖和 2.5 mol H2/mol 葡萄糖提高到固定 

 

图 1  细菌的碳水化合物产氢发酵途径 
Fig. 1  Fermentative pathway of hydrogen production bacterium on carbohydrate 
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表 1  与产氢相关的细菌发酵类型 
Table 1  Bacterial metabolic pathway of hydrogen production 

Fermentative type Most end products Typical microbe 

Butyric acid fermentation Butyric acid, acetic acid, carbon dioxide, hydrogen, Clostridium, C.butyricum, Butyriolbrio 

Mixed acid fermentation Latic acid, acetate, ethanol, formic acid, 
carbon dioxide, hydrogen Escherichia, Proteus, Shigella, Salmonella 

Bacterial ethanol fermentation Ethanol, acetic acid, carbon dioxide, hydrogen Clostridium, Ruminococcus 

 
态的 2.2 mol H2/mol 葡萄糖和 3.5 mol H2/mol 葡萄

糖。Kumar 等 [13,14]利用椰子壳固定 Enterobacter 

cloacae IIT-BT08, 在连续流运行中获得了 62 mmo1H2/ 

L-culture·h 的最高比产氢速率。然而, 由于载体基质

在反应体系内占据一定的有效空间, 限制了产氢菌

浓度提高 , 因此 , 反应体系比产氢速率的进一步提

高也因生物持有量不足而受到限制, 较难在工业制

氢工业化中应用。鉴于载体的这一不足, 研究者开

始考虑利用能够自絮凝的产氢微生物, 使之能够自

己形成絮凝、颗粒, 从而达到自固定化。 

Rachman 等[15,16]从厌氧污泥中分离到自絮凝产

气肠杆菌(Enterobacter aerogenes) HU-101 和突变体

AY-2, 能在没有任何载体下形成絮凝体, 在 37oC 和

pH 7.0 的条件下, 实现了菌株 AY-2 非固定化连续产

氢 , 产氢速率为 58 mmo1H2/L-culture·h 和 101.5 
mmol H2/L-culture·h。这为产氢细菌的非固定化提供

了新的思路。因此筛选可以形成絮体或颗粒的产  
氢细菌 , 将会利于产氢纯菌种的非固定化连续流 

产氢。 

3  厌氧产氢微生物的培养方式 

目前, 利用厌氧发酵进行微生物产氢的方式大体

上可分为两种类型: 一是利用纯菌进行微生物产氢, 

二是利用厌氧活性污泥或其它混合物, 以混合培养方

式进行产氢。通常 Enterobacter sp.主要用于纯培养, 而

Clostridium sp.则是混合培养中的优势微生物[17]。 

3.1  纯培养 
纯培养主要是利用单一的产氢细菌, 发酵基质

产氢。就目前来看, 纯培养主要是进行发酵产氢的

理论研究, 包括产氢菌的鉴定分类、适应的环境、

代谢功能、酶学性质以及产氢能力等[18−22], 在实际

应用中难以实现。 

3.2  混合培养 
混合培养主要是利用厌氧活性污泥, 在酸性条

件下抑制产甲烷阶段的进行转为发酵产氢。国内外

研究者利用混合微生物发酵不同种类的基质进行产

氢作了大量的研究[22−27]。目前研究结果表明:与利用

纯菌产氢相比, 利用混合菌系进行厌氧生物制氢具

有明显的优势: 由于菌种间的协同作用, 导致纯菌

的产氢能力不如混合菌种, 其中厌氧活性污泥具有

最大的产氢能力; 厌氧产氢微生物来源广泛, 除了

污水处理厂的活性污泥和厌氧消化污泥外, 各种土

壤中也含有大量的产氢微生物；混合细菌可利用的

底物比较广泛, 除了常用的葡萄糖、蔗糖外, 甚至还

利用固体废弃物和有机废水如酿酒废水、淀粉加工

废水等。因此, 从应用角度出发, 利用厌氧活性污泥

作为发酵产氢的接种物 , 进行发酵产氢的研究 , 是

人们关注的焦点。 

4  菌种选育 

4.1  天然厌氧发酵产氢细菌分类及其产氢能力 
发酵产氢微生物可以在发酵过程中分解有机物

产生氢气 , 研究表明 , 能够进行发酵产氢的微生物

有许多 , 包括梭菌属 (Clostridium)、脱硫弧菌属

(Desulfovibrio)、埃希氏菌属(Escherichia)、丁酸芽孢

杆菌属(Trdiumbutyricum)、固氮菌属(Azotobacter)、
柠 檬 酸 细 菌 属 (Citrobacter) 、 克 雷 伯 氏 菌 属

(Klebsiella)、肠杆菌属(Enterobacter)、鱼腥蓝细菌属

(Anabaena) 、 产 水 菌 属 (Aquifex) 、 醋 微 菌 属

(Acetomicrobium)、甲烷球菌属(Methanococcus)等[28,29]。

其中研究比较多的是梭菌属、脱硫弧菌属和肠杆菌

属 , 前两个属中都有氢酶晶体结构的报道 , 目前的

研究主要集中在这两个属。不同种类的微生物对同

一有机底物的产氢能力不同, 通常严格厌氧菌高于

兼性厌氧菌[30]。另外, 同种微生物不同菌株的产氢

能力也存在差异。 
随着对厌氧产氢技术的进一步研究, 厌氧发酵

产氢已从实验室研究逐步开始了实际应用研究, 而

产氢微生物的产氢能力不高成为限制厌氧发酵制氢

技术发展的重要因素。为了解决这一问题, 国内外
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的研究者纷纷进行产氢细菌的分离和筛选工作, 以

期得高效的厌氧产氢菌种。见表 2 总结了部分已分

离到的产氢细菌及其产氢能力。Kumar[34](2000)从树

叶榨出物中分离得到一株阴沟肠杆菌(Enterobacter 

cloacae)IIT-BT08, 在 36oC 和 pH 6.0 的条件下, 得到

的最大产氢速率为 29.63 mmol H2/(g-drycell·h)。Oh

等[32] (2003)分离的柠檬酸杆菌属(Citrobacter sp.)Y19 最

大产氢速率达到了 32.3 mmol H2/(g-drycell·h)。林    

明 [33,34](2002)从生物制氢反应器的厌氧活性污泥中

分离到一株高效产氢菌株 B49, 最大产氢速率为

32.28 mmol H2/(g-drycell·h)。 

表 2  发酵产氢细菌的产氢能力 
Table 2  Hydrogen production ability of fermentative 

hydrogen-producing bacterium 

 No. 
hydrogen 
production 

n ratea 

Hydrogen
conversion

rate b 

Refer
ences

Enterobacter 
aerogenes HO-39 32.92  31 

Citrobacter sp. Y19 32.3 2.49 32 

Ethanoligenens sp. B49 32.28 2.34 33, 34
Enterobater 
cloarcae IIT-BT08 29.63 2.25 13 

Clostridium 
beijeribnckii AM21B 21.25  35 

Clostridium sp. No.2 20.3 2.0 36 
Enterobacter 
aerogenes E.82005 17.0  37 

Rhodopsedomo 
nas palustris P4 29.9 2.76 38 

a: mmo1 H2/g-drycell, b: mo1 H2/mol glucose 
 

此外开展嗜酸或具有较强耐酸能力的产氢细菌

研究成了一个具有重要意义的研究课题。由于 pH 是

厌氧发酵产氢过程中主要的限制因素, 而厌氧发酵

产氢主要副产物是有机酸, 使得发酵后期反应体系

内的 pH 急剧下降, 影响了细胞的生长, 从而抑制了

发酵产氢细菌连续产氢, 因此常常需要采取一定方

法调节 pH, 工业中常采用加碱中和法, 这不仅存在

成本高的问题, 而且引入了其他的物质导致反应器

生态系统受到破坏。Yokoi[31]分离到 1 株较耐酸的产

氢细菌(产气肠杆菌 HO-39),能在 pH 为 4 的条件下厌

氧生长,最大产氢能力达到 1 mol H2/mol 葡萄糖。林

明等[33,39]筛选得到 1 株高效厌氧产氢细菌 B49, 其

最大比产氢速率 QH2 为 25.0 mmol/g·h, 并具有良

好的耐酸性,在 pH 3.3 仍能生长, 最适 pH 值约为

3.9~4.2。以上均采用自然筛选方式获得, 卢文玉等[40]

运用 He-Ne 激光辐照产气肠杆菌 (Enterobacter 

aerogenes), 筛选到一株遗传性状稳定的高产氢耐酸

突变株, 在 pH 3.0 时仍能生长。表明了通过诱变选

育、改变筛选模式等方式是未来获得耐酸菌株的较

好途径。 

4.2  菌种改良 
4.2.1  诱变育种 

为了突破野生型细菌的产氢能力, 通过诱变育

种进行高效产氢细菌的改良是一个突破口。目前 , 

研究者作了大量关于发酵产氢细菌诱变选育的研究, 

如: 紫外诱变、化学诱变、激光诱变等。 

利用紫外诱变获得高产菌株的研究 , 崔有贵 

等 [41]阐述了以甜菜废蜜配制而成的有机废水为底

物的制氢反应器中产氢细菌的诱变育种技术 , 探

讨了把工业微生物育种技术应用于生物制氢工艺

上的可能性。李永峰等 [42]研究表明利用紫外线诱

变发酵产氢细菌 , 筛选高效产氢细菌是可行的并

得到了几株菌 , 其中 BY492 的比产氢率较原始菌

增加 8.4%。任南琪等 [43]通过紫外诱变选育得到两

株高产突变株 , 其产氢能力和产氢速率较原始菌

株分别提高 29.71%、22.22%和 38.18%、4.78%。

郑国香等 [44]紫外诱变获得的高效稳定产氢突变体

的产氢能力比对照菌株提高 40%~65%。任南琪等
[45]利用紫外线诱变获得一株高效产氢突变菌株

UV-d48,其单位体积产氢量和最大产氢速率比对照

菌株分别提高了 65.1%和 56.4%; 其氢气产率是对

照菌株的 1.54 倍。  

为了进一步提高诱变效应 , 郑国香等 [46] 采   

用紫外和亚硝酸复合诱变选育 , 经过连续传代得 

到一株遗传稳定性很好的高效产氢突变株 YR-3。 

产氢能力比对照提高 70.5%, 最大产氢速率为    

36.6 mmo1/g·drycell·h 比对照高出 55.1%。 

此外, 卢文玉等[40]运用 He-Ne 激光辐照产气肠

杆菌(Enterobacter aerogenes), 筛选到一株遗传性状

稳定的高产氢突变株, 产氢量和产氢速率比原始菌

分别提高了 48%和 32%。说明激光诱变育种技术可

以在产氢微生物领域中应用。 

4.2.2  基因改良 

通过基因工程手段进行高效产氢细菌的遗传改

良 , 是突破野生型细菌的产氢能力的另一个突破

口。目前, 国内外关于产氢发酵细菌遗传改良的研



宋丽等: 厌氧发酵产氢微生物的研究进展  937 

 

Journals.im.ac.cn 

究还处于设想阶段, Kalia[47]通过全基因组或部分基

因进行氢代谢相关基因序列比对, 筛选出多株可能

的产氢细菌。如极端嗜热菌 A quif ex aeolicus, 能够

降解高氯酸盐的 W olinella succinogenes 等 13 株细

菌。Liu[48]诱变 Clostridium tyrobutyricum, 使 pta 基

因失活, 通过编码 pta 酶, ack 基因和 ak 酶提高丁酸

产量。结果表明, 诱变改变了代谢途径和基因表达, 

提高了丁酸产量和产氢量。Chittibatu 等[49]采用重组

Escherichia coliBL21 为产氢微生物, 皮革厂废水为

底物, 试验中最大产氢率是 66 mmol/(L·h), 和野生

型 Enterobacter cloacae IIT-BT08 相比, 重组型 E. 

coli BL21 的产氢率高于野生型。这些研究将会大大

推动目标菌株的获取效率, 是一个值得重视的研究

方向[50]。美国能源部自 1994 年起开展微生物基因组

计划 , 期待通过代谢下程进行微生物改造 , 揭示细

菌间的协同关系。现己经完成了 8 个与产氢相关的

能源微生物基因组测序工作, 但还没有实现产氢能

力的大幅度提高。 

能够产氢的微生物都含有氢酶, 氢酶是产氢代

谢中的关键酶 , 在整个能量代谢过程中 , 氢酶是限

速步骤, 起着关键的作用。它催化氢气与质子相互

转化的反应: H2→2H++2e−。对于氢酶的分类、结构、

活性中心、催化机理都进行了较多的研究, 最近氢

酶基因的研究及对菌种的改造成为了研究热点。由

于氢酶是厌氧发酵中起主要作用的酶。要想进一步

提高产氢的速率和产率, 通过基因水平的研究进行

菌种改造是可行的方法。很多学者已经开始了这方

面研究的工作, 已经有超过 100 种的氢酶基因序列

可以在基因库内获得。Vignais[51]的综述中也对氢酶

的研究进展进行了详细报道。国内学者在吸氢酶

(hup)基因方面做了不少研究。其中, 李强等[52]通过

光合菌 SDH2 hup T 基因的突变与构建固氮工程菌, 

研究了 hup T 基因的调节作用; 罗永华等[53]也进行

了 hup 基因同源性的分子检测, 取得了很好的效果；

陈志锋等[54]进行了酒色着色菌(Chromatium vinosum)

结合态氢酶大小亚基结构基因 hup SL 的克隆和序列

分析, 发现 vinosum 中确实存在着一种尚未报道的

hup 膜结合态氢酶, 为通过缺失突变等方式改造氢

酶和构建高效光合产氢菌株提供了依据。虽然许多

氢酶的基因已被测序, 但其具体的调控机制仍不清

楚, 有待进一步的研究。 

5  厌氧产氢微生物的研究存在的主要问题

与前景 

随着生物制氢技术的进一步深入研究, 厌氧产

氢微生物的研究在机理及实际应用开发等方面取得

了一定的进展 , 但仍处于实验室研究开发阶段 , 要

将其转化为可实用的应用技术尚需不懈努力。从产

氢的发展趋势上看, 重点是选育高产氢的优势菌种

和菌群 , 菌种的改良 , 探索影响菌种和菌群的产氢

适宜条件, 产氢相关酶的酶学研究、产氢微生物的

保存与运输、产品化、消除副产物抑制等方面, 以

提高产氢率, 使生物制氢绿色能源生产技术更具有

开发潜力和巨大的优越性。 

欲使厌氧发酵产氢技术有所突破, 使厌氧产氢

技术有较广阔的应用前景, 在未来厌氧产氢微生物

的研究中, 应进一步深入研究一下几个方面。 

(1) 高产菌株的选育。优良的菌种是生物制氢成

功的首要因素, 如何才能培养出适应性和代谢能力

强的产氢细菌是产氢的关键。目前, 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, 需要

加强多种方式筛选和基因工程改良等方面的研究 , 

建立一个快速选育高效产氢细菌的模式。利用诱变

或分子生物学手段获得具有特殊功能的产氢菌株 , 

如耐酸、耐盐菌株。 

(2) 探索菌种和菌群的产氢适宜条件。系统研究

影响厌氧产氢微生物的限制因素, 选择最佳产氢工

艺, 提供适宜产氢菌产氢的生态位, 以达到高产、稳

定和持续产氢。 

(3) 维持混合微生态体系的稳定高产 目前国内

外利用固定化技术对生物质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。而实际

上, 生物制氢技术要达到工业上的发展其所利用的

底物将会是一个十分复杂的混合体, 利用单一菌种

的处理将很难达到实际应用的要求 , 因此 , 采用混

合菌种固定化技术处理底物发酵产氢具有广阔的前

景, 在传统工艺技术基础上渗入现代生物学技术。 

(4) 分析产氢机理。进一步深入、准确地表达氢

气的代谢途径及调节机制 , 酶的作用过程 , 能为提

高产氢效率及其他方面的应用和研究提供基础, 尤
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其是转化机制方面的研究。 

(5) 厌氧发酵产物的抑制作用消除与利用。产氢

的稳定性和持久性是发酵产氢中一直存在的问题。

要从根本上提高产氢的稳定性和持久性, 必须要消

除丙酸、丁酸等代谢产物的反馈抑制作用。要实现

持续稳定的产氢, 就必须消除代谢物对产氢微生物

的影响。利用其它一些物理、化学(如预处理和膜技

术)和生物(如共培养技术的方法)对生物制氢的发酵

副产物进行更深一步的利用, 在提高产氢效率的同

时, 能最大化的降解有机物质, 并通过物理、化学和

生物的方法对厌氧发酵副产物进行回收和利用, 以

免造成二次污染, 同时也降低了成本。 

(6) 开发不同基质的产氢潜能。目前培养厌氧微

生物 , 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。对适合于厌氧产氢基质的研究偏少, 如何利用

碳水化合物以外的大量有机废弃物作为厌氧产氢的

基质仍需进一步研究。利用资源丰富的工农业废弃

物、城市污水、养殖厂废水等可再生资源, 同时注

重以污染源为原料进行产氢的研究, 既可降低生产

成本又可净化环境。 

(7) 开发高效厌氧产氢菌剂。厌氧产氢技术研究

的最终目的是将其运用到规模化工业生产中去。要

实施大规模工业化生产, 除了研制厌氧产氢控制系

统, 评估工程投资、运行费用与产氢效率的关系, 实

验室反应器模型放大到工程实践中的偏差外, 产氢

菌剂的开发也是一个重要内容, 这就涉及到厌氧产

氢微生物的生理生态学, 菌株之间的协同作用、菌

剂的配伍、厌氧菌种的保藏技术等研究函待加强。 
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