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摘  要: 本研究以河底泥为来源, 使用产氢培养基进行初筛, 再利用小管产氢试验进行复筛, 得
到 5 株产氢能力较好的菌株。对产氢量最高的菌株 FML-C1 进行 16S rDNA 序列分析, 鉴定为阴沟

肠杆菌, 确定了其分类地位。培养基优化采用 Plackett-Burman 试验设计筛选出影响产氢的 3 个主

要因素: 葡萄糖、缓冲液和还原剂。利用最陡爬坡路径逼近最大响应区, 采用中心复合试验设计

(CCD)及响应面分析法(RSM)进行回归分析, 建立产氢培养基优化的二次模型。模型求解产氢最佳

培养基为葡萄糖 21.5 g/L、缓冲液 13.6 mL/L 和还原剂 10.0 mL/L, 最大理论产氢量 2367.83 mL/L。
5 批验证试验结果平均值与预测值接近 , 表明该模型与实际情况拟合良好 , 实际最大产氢量

2347.40 mL/L, 较优化前产氢量提高 127.42%。 
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Abstract: This research adopted silt as the sample, and the five highest hydrogen production performing 
strains contained in the sample were isolated. The strain whose hydrogen production was the highest was 
identified as Enterobacter cloacae by the analysis of 16S rDNA sequencing and comparison. It is showed by 
Plackett-Burman Experimental Design that only glucose, citric buffer and reducing agent had significant ef-
fects on hydrogen production by Enterobacter cloacae FML-C1. The path of steepest ascent was undertaken 
to approach the optimal response region of those three factors. Central Composite Design (CCD) and Re-
sponse Surface Methodology (RSM) were employed to investigate the interaction of the variables and to as-
certain the optimal values of the factors, which finally led to the maximum hydrogen production (VH2). The 
theoretical optimal medium conditions were: glucose 21.5 g/L, citric buffer 13.6 mL/L, reducing agent  
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10.0 mL/L. The five tentative tests matched this model well. The final VH2 was up to 2347.4 mL/L, which 
was 127.42% enhanced in comparison to the original. The result shows that PB experiment design and RSM 
analytical method work well in selecting factors which have significant influences on the hydrogen produc-
tion and, moreover, achieve the ideal optimal result. 

Keywords: Biological hydrogen, Screening, Anaerobic fermentation, Culture optimization, Response sur-
face 

生物制氢是利用可再生能源通过生物的转化作

用制取氢气。这一途径既缓解了能源危机, 又消除
了环境污染, 是一种理想的产能方式[1−4]。其中, 由
于厌氧发酵自身所具有的优点 [5], 成为近些年来研
究的热点。 

产氢菌株是生物制氢的核心,高效产氢菌株的

筛选不但是生物制氢最基础的研究课题,也为产氢

菌株遗传育种和生理生化的研究提供了重要的微生

物资源。发酵产氢其实质是产氢产酸细菌降解有机

物质释放出 H2。结合 Gray 和 Gest 1965 年在
《Science》提出的产氢理论[6], 及 Tanisho 1995 年
所提出的细菌产氢发酵途径的分类方法 [7], 可将细
菌产氢途径分为 3 类 : 丙酮酸途径、甲酸途径和
NADH/NAD+平衡调节途径[8]。 

Plackett-Burman 设计法和响应面分析法是 20

世纪中后期发展起来的优化试验条件统计学方法 , 

优化效率高, 应用广泛。培养基的成分配比对于产

氢细菌的生长代谢有重要的影响, 而目前对于产氢

培养基研究绝大多数只围绕其中某种成分对产氢效

果的影响来展开, 利用统计学方法对产氢菌的培养

基进行系统优化以提高单菌产氢能力的研究鲜有报

道。基于以上几点, 本文采用改进的 Hungate 厌氧

培养方法, 筛选到的 1株天然兼性厌氧发酵产氢细

菌(FML-C1), 并对其产氢培养基进行了系统的优化

研究。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌种: 浐以西安市东郊 河深层底泥为混合菌

种来源, 产氢菌株 FML-系列由本实验室保藏。 
1.1.2  液体产氢培养基(g/L): 葡萄糖 10, 酵母粉 2, 
蛋白胨 2, NaCl 4, MgSO4·7H2O 0.1, FeSO4·7H2O 0.1, 
L-半胱氨酸 0.5, 柠檬酸盐缓冲液 10 mL, 微量元素
液[MnSO4·7H20 0.01, CaCl2·2H2O 0.01, ZnSO4·7H2O 
0.05, NaMoO4 0.01, H3BO3 0.01, CoCl2·6H2O 0.2, 

AlK(SO4)2 0.01] 10 mL, 维生素液(抗坏血酸 0.025, 
钴铵素 0.01, 叶酸 0.01, 肌酸 0.025) 10 mL, 0.2% 
Na2S 1 mL, 美兰指示剂(6%葡萄糖 10 mL, 0.1 mol/L 

NaOH 0.6 mL稀释到 10 mL, 0.5%亚甲基蓝 0.3 mL
稀释到 10 mL, 三者等量混合) 10 mL, 初始 pH 6.0~ 
6.4。 

固体产氢培养基 : 液体产氢培养基 , 琼脂粉
1.5%~2%。 

1.2  实验方案 
1.2.1  菌种初筛: 将天然来源的深层河底泥装入充
满氩气的三角瓶中 , 加入玻璃珠 , 充分振荡均匀 , 
过滤除去其中的悬浮物和颗粒性杂质。将经过预处

理的样品用无菌水进行倍比稀释 , 采用改进的
Hungate厌氧操作方法, 制成滚管培养[9]。待菌落长

出后, 用无菌毛细管挑取单菌落, 转接入固体培养
中, 重复以上操作若干次, 直至管内菌落形态和显
微镜下的细胞形态一致时, 认为是获得纯菌株[10]。 
1.2.2  产氢菌的复筛: 将分离纯化得到的菌株接入
装有液体产氢培养基的杜氏小管中(如图 1 所示), 
35°C恒温水浴静置培养 24 h, 用无菌注射器从气相
产物中取样, 检测气相成分中是否有氢气存在, 筛
选产氢菌。 

 

 
图 1  杜氏小管产氢装置图 
Fig. 1  Schematic of Durbam tube 
注: 1: 培养前的情况; 2: 培养后产气. 
Note: 1: Before cultivation; 2: Hydrogen production after cultiva-
tion. 
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再将产氢菌种接入装有液体发酵培养基的三角

瓶中, 35°C、150 r/min恒温气浴振荡培养 1 d~2 d, 检
测气相产物中的氢气含量。根据单位培养基产氢量

(VH2, mL/L)衡量不同菌株的产氢能力, 筛选产氢能
力相对较高的菌株。对这些菌株重复进行 3 次产氢
能力测定后, 最终确定实验所需产氢细菌。 
1.2.3  产氢菌 FML-C1 形态学观察: 对 FML-C1进行

扫描电镜观察。扫描电镜样品制备方法参照文献[11]。 
1.2.4  16S rDNA 的 PCR 扩增和序列分析: 采用蛋
白酶/SDS法制备总 DNA模板[12]。采用 1对细菌通
用引物(27f: 5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′, 
1492r: 5′-GGTTACCTTGTTACGACTT-3′), 进行
PCR扩增。反应体系: 取 DNA 模板 5 ng, STR 缓
冲液 2 μL, 引物各 100 ng, dNTPs 2 μL, Taq DNA 聚
合酶 0.1 μL, 补无菌水至 20 μL。温度循环参数: 94°C 
1 min, 55°C 1 min, 72°C 1.5 min, 30 个循环; 72°C  
5 min。琼脂糖电泳回收检测。PCR扩增及 16S rDNA
测序及序列分析由北京三博远志生物技术有限责任

公司完成。将测定的序列用 Blast 软件在 GenBank
中与已知的 16S rDNA 进行比较, 初步确定菌株在
分类学中的位置。 
1.2.5  Planckett-Burman 设计法筛选该菌株产氢培

养基重要因素: 根据微生物生长所需要的营养要素
的基本原则和发酵影响因素的一般规律, 结合相关
的文献资料[13,14], 本实验选取 7 个因素进行考察(见
表 2), 响应值为单位培养基产氢量(VH2, mL/L)。 
1.2.6  中心复合试验设计: 对单因素实验筛选到的
关键因子进一步研究, 以获得影响该产氢菌发酵产
氢的最优培养基。 

1.3  分析方法 
1.3.1  产气量的测定: 采用排水法收集气体(图 2), 
累积产氢量按下述公式计算[15]: 

 0 i i iV V x V x= + ∑  (1) 

其中: V是累积产氢量(mL); V0是反应器液面上空的

体积(mL); Vi是第 i次抽出气体的体积(mL); xi是第 i
次抽出气体中氢气的含量。 
1.3.2  菌浊的测定 : 将发酵液进行适当的稀释后 , 
采用美谱达 V-1100型可见分光光度计在波长 600 nm
处测定发酵液的吸光度值 OD600。 
1.3.3  气相末端产物的测定 : 将发酵气体干燥后
使用 Agilent 7890A G3440A 型气相色谱分析气体
组分。热导检测器(TCD), Proapak Q 不锈钢填充  

 

图 2  生物制氢反应装置示意图 
Fig. 2  Schematic of biohydrogen production system 
注: 1: 产氢反应器; 2: 气体收集器; 3: 气体测量器; 4: 气体取样阀. 
Note: 1: Reaction vessel; 2: Gas collection; 3: Dosimeter; 4: Sam-
ple collection valve. 
 
柱 ,  80/100 目, 2 m×3 mm, 氩气作载气, 流速为 
20 mL/min。汽化温度、柱温、检测器温度分别为
150°C、35°C、200°C。 

以外标法确定 H2标准曲线, 由于温度对气体体
积影响十分显著, 因而要确保在恒温环境中完成实
验。本实验气体检测环境温度为 27°C。确定 H2峰

面积与体积含量的关系为 y = 56317 x+ 870.83, R2 = 
0.9946。 
1.3.4  产氢动力学模型: 使用修正的Gompertz方程
式描述产氢过程[16]。 

 ( )mexp exp 1
R e

H P t
P

λ
⎧ ⎫⎡= − − + ⎤
⎨ ⎬⎢⎣ ⎦⎩ ⎭

⎥   (2) 

其中, H是累积产氢量(mL); λ是产氢延迟时间
(h); P 是产氢潜势 (mL); Rm 是最大产氢速率

[mL/(L·h)]; e = 2.718281828; 在此研究中, Ps(特定
的产氢潜势)和 Rm分别定义为 mL/L和[mL/(L·h)]。 

2  结果与分析 

2.1  产氢细菌的筛选 
经初筛和复筛, 实验得到 5 株产氢能力较好的

菌株, 见表 1。 
筛选得到的 5 株产氢细菌 , 其单位体积产氢

量为 892 mL/L±140 mL/L, 与文献数据相比 , 该未
驯化的天然来源的菌株具有较大的优化空间。其

中以菌株 FML-C1 的产氢能力相对最高。静态产

氢试验时, 接种 3 h后 FML-C1开始有气泡产生。24 h
后用气相色谱对产气菌的气相产物进行分析, 氢气
含量达到 56.51%。间歇产氢试验中, FML-C1的产氢

总体积达到 1 0 3 2 . 2 0  m L / L ,  氢气转化率为 
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表 1  筛选后的产氢菌株的产氢能力对比 
Table 1  The hydrogen production ability of hydrogen production bacteria after screening 

实验数值 
Experiment 

参考文献[10] 
Reference[10] 

菌种 
Strain 

氢气体积 
Hydrogen production VH2 (mL/L culture) 

菌种 
Strain 

氢气体积 
Hydrogen production VH2 (mL/L culture) 

FML-C1 1032.2 B49 887.2 

FML-EH21 939.8 H1 404.4 

FML-D1 914.2 LM12 407.6 

FML-ES12 869.5 LM11 391.2 

FML-DPH 805.4 B51 348.8 
 

0.83 mol H2/mol葡萄糖。在目前国内外的研究报道
中, 只有 Van Niel等研究的十几种产氢菌对葡萄糖
的最大转化率在 1.2 以上[10,17−19], 对分布范围较广
的转化率在 1.0左右的菌株的研究优化未见报道。 

2.2  产氢菌株 FML-C1 的鉴定 
该产氢菌株在固体产氢培养基平板 35°C 培养

18 h 后, 单菌落呈乳白色, 边缘光滑, 湿润(见图
3)。扫描电镜观察菌株 FML-C1 呈杆状, 1.2 μm~ 
2.4 μm(见图 4)。16S rDNA 序列同源性比较发现,  
 
 

 

图 3  菌株 FML-C1 的菌落形态 
Fig. 3  Colony of strain FML-C1 

 

图 4  菌株 FML-C1 的菌体形态 
Fig. 4  Morphological characteristics of strain FML-C1 
 

FML-C1 和 Enterobacter cloacae 同源性最高, 达到
99%。根据菌株形态特征及 16S rDNA序列分析结果, 
初步鉴定菌株为 Enterobacte sp.。 
2.3  Planckett-Burman 设计法筛选该菌株产氢培

养基重要因素 
对表 2所列因素进行两水平 Planckett-Burma实

验 , 以氢气产量 VH2 (mL/L)为响应值。Planckett- 
Burman实验设计表及结果分析见表 2和表 3。 

 
 

表 2  Planckett-Burman 实验设计与结果 
Table 2  Planckett-Burman experimental design and results 

运行序
Run 

葡萄糖 
Glucose 

x1 

酵母粉 
Yeast  
extract 

x2 

初始 pH 
Initial pH 

x3 

微量元素
Trace ele-

ment 
x4 

缓冲液 
Citric 
buffer 

x5 

维生素液
Vitamin 
solution 

x6 

还原剂 
Reducing 

agent 
x7 

氢气体积 
VH2 (mL/L )* 

1 −1 1 −1 1 1 1 1 698.7 
2 −1 1 1 −1 1 −1 −1 588.5 
3 1 −1 −1 −1 1 −1 1 758.4 
4 1 −1 1 −1 −1 1 1 854.0 
5 1 −1 −1 1 1 1 −1 703.3 
6 −1 −1 1 1 −1 1 −1 653.3 
7 1 1 1 −1 1 1 −1 807.3 
8 1 1 1 1 −1 −1 1 744.8 
9 −1 −1 1 1 1 −1 1 643.8 

10 −1 −1 −1 −1 −1 −1 −1 582.3 
11 −1 1 −1 −1 −1 1 1 687.7 
12 1 1 −1 1 −1 −1 −1 684.4 

Note: *: Testing temperature is 27°C. 
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表 3  Planckett-Burman 实验设计的因素水平及效应分析 
Table 3  The level of factors and the results of regression analysis for Planckett-Burman design 

水平 Level 项目 
Item −1 1

系数 
Coefficient 

t值 
t-value 

Pro>|t| 显著性 
Significant level 

Intercept   700.54 91.67 0 *** 
x1 Glucose (g/L) 5 15 58.16 7.61 0.002 *** 

x2 Yeast extract (g/L) 1 2 1.36 0.18 0.868  
x3 pH 5 7 14.74 1.93 0.126  

x4 L-Cys (g/L) 0.2 0.5 −12.49 −1.63 0.177  
x5 Trace element (mL/L ) 5 10 −0.54 −0.07 0.974  
x6 Citric buffer (mL/L ) 5 10 33.51 4.38 0.012 ** 

x7 Reducing agent (mL/L ) 3 7 30.69 4.02 0.016 ** 

Note: *: Stand for significant level variance. 
 

由表 3 可看出: 葡萄糖、缓冲液和还原剂依次
是影响产氢量的 3 个显著性因素, 因此可选取这 3
个因素进一步实验。该实验置信水平为 95%, 一次
多项式拟合方程为: 

Y=700.54+58.16x1+1.36x2+14.74x3−12.49x4− 
0.54x5+33.51x6+30.69x7, R−Sq=0.9614          (3) 
2.4  最陡爬坡实验 

最陡爬坡实验设计及结果, 如表 4所示。 
2.5  响应面分析实验设计优化培养基 

根据 Planckett-Burman 设计法试验和最陡爬坡
试验确定的实验因素与水平后, 采用中心复合试验
设计对产氢发酵培养基进行三因素二水平的响应面 

 
分析实验(表 5、6)。根据下述公式分别进行编码转
化: 其中 x1=(X1−20)/5; x6=(X6−13)/3; x7=(X7−9.5)/2.5。 
 

表 4  最陡爬坡试验设计及结果 
Table 4  Design of the path of steepest ascent and re-

sults 

运行序
Run 

葡萄糖 
Glucose  

X1 

缓冲液 
Citric 

buffer X6 

还原剂 
Reducing 
agent X7 

氢气体积
VH2 

(mL/L) 
1 15.00 10.00 7.00 1254.50 

2 20.00 13.00 9.50 1426.50 

3 25.00 16.00 12.00 1396.50 

4 30.00 19.00 14.50 1367.50 

5 35.00 22.00 17.00 1303.50 
 

 

表 5  23 全因子中心复合试验设计及结果 
Table 5  Experimental design and results of the 23 full factorial central composite design 

葡萄糖 
Glucose (g/L) 

柠檬酸缓冲液 
Citric buffer (mL/L) 

还原剂 
Reducing agent (mL/L) 运行序

Run 编码值 
x1 

转换值 
X1 

编码值 
x6 

转换值 
X6 

编码值 
x7 

转换值 
X7 

氢气体积 
VH2 (mL/L) 

1 0 20 0 13 1.681793 13.704483 2035.2 
2 −1.68179 11.59105 0 13 0 9.5 1972.5 
3 −1 15 1 16 −1 7.5 1872.7 
4 0 20 0 13 0 9.5 2388.8 
5 0 20 0 13 0 9.5 2345.6 
6 0 20 0 13 0 9.5 2286.4 
7 −1 15 −1 10 1 12 1916.1 
8 1 25 −1 10 1 12 1997.9 
9 0 20 0 13 −1.68179 5.295525 1965.6 

10 1 25 −1 10 −1 7.5 1902.3 
11 0 20 −1.68179 7.95463 0 9.5 2036.4 
12 0 20 0 13 0 9.5 2366.7 
13 1 25 1 16 −1 7.5 1967.8 
14 −1 15 −1 10 −1 7.5 1985.2 
15 −1 15 1 16 1 12 1974.0 
16 1 25 1 16 1 12 2267.0 
17 0 20 1.681793 18.04538 0 9.5 2034.2 
18 1.681793 28.40895 0 13 0 9.5 2123.4 
19 0 20 0 13 0 9.5 2354.3 
20 0 20 0 13 0 9.5 2377.9 
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表 6  23 全因子中心复合试验回归分析表 
Table 6  The results of 23 full factorial central composite design regression analysis for VH2 

项目 
Item 

系数 
Coefficient 

系数标准误 
Coefficient standard error 

t值 
t-value 

Pro>|t| 

Intercept 2354.0 16.41 143.546 <0.001 

x1 46.92 10.88 4.312 0.002 

x6 20.23 10.88 1.859 0.093 

x7 39.84 10.88 3.661 0.004 

x1* x1 −112.76 10.59 −10.646 <0.001 

x6* x6 −117.23 10.59 −11.068 <0.001 

x7* x7 −129.57 10.59 −12.233 <0.001 

x1* x6 48.65 14.22 3.422 0.007 

x1* x7 45.33 14.22 3.188 0.010 

x6* x7 46.75 14.22 3.289 0.008 

 
用 Minitab15 对实验数据进行二次多项式回归

拟合, 得到氢气产量对上述三因素的三元二次拟合

回归方程为:  

Y=2354.02+46.92x1+20.23x6+39.84x7−112.76x1
2− 

117.23x6
2−129.57x7

2+48.65x1x6+45.33x1x7+46.75x6x7, 

R−Sq=0.9750, R−Sq(调整)=0.9525             (4) 

方差分析显著性检验表明, 方程(4)的 F=43.35> 

ω9,5,0.05=4.78, 方程回归性显著。且能够较好地反映

真实值和预测值之间的关系, 因此该模型可用于预

测该产氢菌的产氢量预测。 

利用 Excel 求解方程(4)的极值。根据编码转换

公式, 求得 X1=21.5 g/L, X6=13.6 mL/L, X7=10.0 mL/L, 
即为该模型极值点 , 此时得到理论最大产量为
2367.83 mL/L。 

根据中心复合试验结果绘出响应面分析图及其

等高线图, 见图 5。该实验所考察的 3个变量对产氢
量均有显著性影响, 且交互作用明显。 

2.6  FML-C1 菌种的验证实验 
确定的优化培养基(g/L): 葡萄糖 21.5, 柠檬酸

盐缓冲液 13.6 mL, 0.2% Na2S 10.0 mL, 其他成分与
液体培养基相同。在上述优化条件进行验证实验, 测
得 VH2为 2326.40 mL/L±21 mL/L(N=5), 与模型理论 

 

 

图 5  葡萄糖、缓冲液和还原剂对产氢量的响应面分析图和等高线图(第 3 个因素保持值为 0) 
Fig. 5  Response surface and corresponding contour plots for the effects of glucose, citric buffer and reducing agent 

(the value of the third factor is zero) 
注: A: 葡萄糖; B: 缓冲液; C: 还原剂. 
Note: A: Glucose; B: Citric buffer; C: Reducing agent. 
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最大值非常接近, 可见该模型可以较好地预测实际
发酵情况。 

实验结果表明, 菌体生长与产氢过程同步, 属
伴随生长型(如图 6所示)。根据修正的 Gompertz方
程, 菌体生长的迟滞期很短(λ=3.4 h), 测得 4 h累积
气体中氢气的含量为 17.83%。对数生长期(6 h~16 h)
有较高的产气速率 , Rmax=24.93 mmol H2/g dry 
cell/h。发酵至 28 h时产气总量 4160.8 mL/L和氢气
的产量 2347.4 mL/L 都达到最大 , 此时菌体的
OD600=3.36, 气相产物中氢气含量为 57.83%, 转化
率为 1.11, 与优化前相比, 氢气产量提高了 127.42%, 
转化率提高了 33.74%。 

 

 

图 6  C1 间歇产氢发酵过程 OD600 与 VH2 相关性曲线 
Fig. 6  Correlation of OD600 and VH2 in C1 batch fermenta-
tion experiment 

 

3  讨论 

本研究采用改进的 Hungate 厌氧操作方法, 对
从河底泥中筛选到的 1株产氢细菌, 进行 16S rDNA
序列分析, 初步鉴定为阴沟肠杆菌。 

使用响应面分析法能够有效地提高菌株的产氢

量和转化率。进行培养基优化后, 该菌的产氢能力
达 24.93 mmol H2/g dry cell/h, 与 Kumar[20]分离得到

的高产氢菌株 Enterobacter cloacae IIT-BT08 产氢
能力相当。菌株的转化率为 1.11, 与 Van Neil 报导
的高产氢菌株 C. saccharolyticus (DSM 8903)的转化
率相比较, 仍有一定差距。在肠杆菌属中, Yokoi[21]

分离得到的 Enterobacter aerogens HO-39的转化率
为 1.0, Rachman[22]分离得到的 Enterobacter aerogens 
HU-101改良菌株 AY-2的转化率为 1.17, 与之相比, 
菌株 FML-C1仍是一株具有高产氢潜能的菌株。 

目前所报导的产氢菌主要有 2 类: 梭菌属和肠

杆菌属 , 通过对生物产氢途径的代谢流分析 , 
Manish分析了这 2类菌种的代谢差异[23]。因此, 产
氢菌产氢能力的差别可能主要是由于不同菌株的代

谢差异造成的。微生物代谢机理的研究, 是提高产
氢转化率、降低生产成本、实现中试产业化的基础, 
因此, 这是一项重要的且需要长期开展的研究。 
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