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Abstract： Microbial diversity of mixed culture can result in substantial heterogeneity in
physiological and biochemical behaviors such as responses against stress. Such differences can
cause "cask effect" during H2 production，and thereby restrict the overall production capacity. In
this study，butyric acid stress combined with selective chemical inhibitors was used as the selection
pressure to evolve mixed culture in continuous operation. By the adaptive evolution，H2 production
capacity via mixed culture can be enhanced by removing the bacteria causing "cask effect" and
enriching functional H2-producing bacteria obtaining beneficial evolution. The enhancement was
primarily driven by increased acid tolerance，weakened competing pathways，higher activity of
hydrogenase and NADH-ferredoxin oxidoreductase （NFOR）.
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摘要： 厌氧发酵产氢菌群中微生物的多样性造成了其在生理生化行为上的异质性，如对有机酸
胁迫响应的不一致性，这种异质性形成产氢过程中的“短板效应”，限制了菌群整体发酵能力。 以
外源丁酸胁迫结合选择性化学抑制剂作为复合选择性压力，在连续流中对产氢菌群进行适应性
进化，其目的在于消除菌群中导致“短板效应”的微生物，同时富集带有有益进化的产氢细菌，从
而强化厌氧菌群的整体发酵效能。 分析表明，进化菌群产氢效能的提高主要归因于耐酸能力的
提高 、 竞争途径的弱化 、 氢化酶和 NADH-铁氧还蛋白氧化还原酶 （NADH-ferredoxin
oxidireductase）活性的提高。
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厌氧发酵细菌由于缺乏完整的电子传递体系，
代谢过程中底物脱氢产生的电子需要有适当的途

径进行宣泄，以维持胞内的氧化还原平衡，从而保
证代谢过程的顺利进行。 通过氢化酶的作用，以铁
氧还蛋白作为电子载体，催化质子接受电子产生分
子氢，可以作为宣泄电子和维持胞内氧化还原平衡
的一种调节机制 [1]。 厌氧混合菌群中同时存在着产
甲烷菌等耗氢微生物，因此目前大多数研究采用热
处理等方式以杀死混合菌群中的耗氢微生物，同时
保留以芽孢形式存在的梭菌属产氢发酵细菌 [2]。 梭
菌属产氢发酵细菌有着较高的氢气产率，氢分子形
成不仅可以基于丙酮酸脱羧作用 （pyruvate -
ferredoxin oxidoreductase PFOR）， 而且可以来自于
NADH 的氧化 （NADH-ferredoxin oxidoreductase，
NFOR）[3]。 研究表明，在梭菌产氢代谢过程中，氢气
的产率取决于丁酸和乙酸的生成水平，而醇类和乳
酸的积累会导致较低的氢产率。 然而，丁酸的积累
会反馈抑制产氢产酸过程，某些梭菌由于缺乏足够
的耐受能力，就会停止代谢或者转换代谢途径生成
醇类或者乳酸 [4]。 但是不同梭菌的生理生化行为存
在差异，其各自的耐受阈值和响应机制不尽相同 [5]。
因此厌氧菌群的微生物多样性和基因型的不确定

性会形成其内在的异质性，在产氢过程中就会形成
“短板效应”，从而限制了菌群整体的发酵能力。 因
此如能消除混合菌群中对丁酸敏感以及富集具有

较好丁酸耐受能力的产氢梭菌，消除“短板效应”，
提高菌群整体水平的丁酸耐受力和持续生产力，定
能强化混合菌群的发酵制氢能力。
本课题研究中以外源丁酸胁迫结合竞争性途

径抑制剂作为复合选择性压力，在连续流中对产氢
发酵菌群进行适应性进化，在提高菌群整体耐酸水
平的同时，弱化产氢竞争途径，强化菌群整体水平的
产氢能力，并在关键酶学水平对进化机制进行阐释。

1.1 接种物来源及培养基成分
混合菌群取自于苏州洁净公司厌氧消化系统

中的厌氧污泥 。 污泥的 TS 为 13.24% ，VS 为
86.46%。 将厌氧污泥在 100 ℃下干热灭菌 1 h，这样
可以完全杀死污泥里的产甲烷菌和其它细菌的营

养细胞，并能保留芽孢形式的产氢梭菌。 经过热处
理的厌氧污泥即为本实验的接种物。 培养基中，葡

萄糖为唯一碳源，NH4Cl 为唯一氮源， 添加 KH2PO4

和 FeCl2·4H2O， 使 m （Glucose） ∶m （NH4Cl） ∶m
（KH2PO4）∶m（FeCl2·4H2O）=100∶5∶1∶0.3，其它微量营
养成分质量浓度（mg/L）：MgSO4·7H2O 200；NaCl 20；
CaCl2·2H2O 10；L-cysteine 10；Na2MoO4·4H2O 0.5；
MnSO4·7H2O 0.5；H3BO3 0.5；ZnCl2 0.5；CuCl2 0.5；
CoCl2 ·2H2O 0.5；Biotin 0.05；Riboflavin 0.05；
Nicotinic acid 0.05。
1.2 连续流中厌氧产氢菌群的适应性进化
将经过热处理的厌氧污泥接种至含有 4 L 培养

基的厌氧发酵罐（7 L容量）。通入 N2 5 min后，反应
器首先在分批模式下启动，初始接种量和葡萄糖含
量分别为 4.0 g/L和 5.0 g/L。 定时检测产氢情况，当
氢气顺利生成后启动连续流。 反应器搅拌速度为
150 r/min，温度控制在 35 ℃。 pH采用 6 mol/L KOH
控制在 5.6。 水力停留时间（HRT）最终维持在 8 h
（Phase I）。 在稳定运行的反应器中引入外源丁酸胁
迫作为选择性压力，并在反应器达到稳态的基础上
逐步增加质量浓度， 最终胁迫质量浓度为 25 g/L
（Phase II）。然后逐步提高进水葡萄糖质量浓度直到
底物除去率低于 80%（Phase III）。 最后在进化体系
中引入 4-甲基吡唑（醇脱氢酶抑制剂）以及草氨酸
盐（乳酸脱氢酶抑制剂），形成复合胁迫压力。
1.3 污泥细胞提取物、透性化细胞及总 DNA制备
收集 60 mL 污泥混合液洗涤 、离心 ，然后悬

浮于 3 mL 含有 10 mmol/L 二硫苏糖醇 （DTT）的
0.1 mol/L Tris/MES（pH 7.2）缓冲液。 将污泥悬浮液
置 Tissuelyzer II破碎仪破细胞，然后 4 ℃下 40 000 g
离心 30 min以去除细胞碎片和污泥杂质，上清液即
为污泥细胞提取物。 污泥透性化细胞制备按照 O’
sullivan和 Condon提出的方法并做少许修改[6]。污泥
悬浮液加入体积分数 10%甲苯，并在液氮中冻融两
次 。 污 泥 总 DNA 的 提 取 采 用 Mobio 公 司 的
PowerSoil DNA isolation kit 试剂盒， 并按照说明书
操作。
1.4 氢化酶 （hydrogenase）、NFOR、 膜 ATPase
（membrane ATPase）活性测定

Membrane ATPase 活性测定反应体系 （1 mL）：
50 mmol/L Tris-maleate，10 mmol/L MgSO4，0.2 mol/L
ATP，100 μL 透性细胞悬浮液。 酶活定义为每分钟
释放 1 μmol 磷酸根离子所需要的酶量。

NADH-ferredoxin oxidoreductase （NFOR）活性

材料与方法1

貏貟貣



食品与生物技术学报 2013 年第 32 卷第 5 期

黄振兴，等： 适应性进化策略强化厌氧产氢菌群的发酵效能研究论文

测定反应体系 （1 mL ） ： 50 mmol /L Tris -MES ；
2 mmol/L DTT； 7 mmol/LMNADH； 4 mmol/L acetyl-
CoA； 2 mmol/L 2，3，5-氯化三苯基四氮唑（TTC）；
101 325 Pa CO； 10 μmol/L FAD； 200 μL 细胞提取
物。 酶活定义为每分钟生成 1 μmol TF 所需要的酶
量。

Ferredoxin-NAD+ oxidoreductase（FNOR）活性测
定反应体系（1 mL）： 50 mmol/L Tris-MES， 2 mmol/
L 甲基紫晶 ， 60 mmol/L 亚硫酸钠 ， 5 mmol/L
NAD+，101 325 Pa CO， 10 mmol/L DTT， 200 μL cell
extract。 酶活定义为每分钟释放 1 μmol NADH所需
要的酶量。

Hydrogenase 活性测定反应体系 （ 1 mL ） ：
50 mmol/L Tris-MES， 2 mmol/L 甲基紫精， 60 mmol/L
亚硫酸氢钠，100 μL 细胞提取物。 酶活定义为每分
钟释放 1 μmol氢气所需要的酶量。
1.5 PCR-DGGE 表征进化过程中微生物群落的
动态变化

采用细菌通用引物 F341 与 R534 对污泥总
DNA进行扩增，其中引物 F341的 5’端带有 GC夹[7]；
PCR 反应采用 25 μL 的反应体系， 扩增条件为：
94℃预变性 4 min，94 ℃变性 1 min，65 ℃退火 1 min，
之后每个循环降低 0.5 ℃，72 ℃延伸 1 min，20 个循
环， 然后再以 94℃变性 1 min，55℃退火 1 min，72℃
延伸 1 min，进行 10个循环，最后 72℃终延伸 6 min。
PCR 产物用质量分数 1%的琼脂糖凝胶电泳进行检
测。 采用突变凝胶电泳（DGGE）对扩增产物进行分
离，用 SYBR Green I染色后拍照观察。 将 DGGE指
纹图谱与发酵参数结合分析群落进化过程。
1.6 分析方法
污泥生物量以挥发性悬浮物（VSS）计，按照国

标法测定；葡萄糖含量利用生物传感器测定；气相
产物采用气相色谱仪测定；液相产物采用液相色谱
仪测定；TF 采用分光光度计测定；NADH 含量采用
酶法进行测定 [8]；磷酸根离子含量采用多参数水质
分析仪测定，发酵液总碳含量用 TOC测定仪测定。

2.1 在连续流中，以丁酸作为选择性压力对厌氧污
泥进行适应性进化

如图 1 所示，和已有研究结果一致，厌氧菌群
在低负荷（Phase I）运行条件下，液相产物主要为丁

酸和乙酸， 两者碳含量占液相产物总碳的 90%以
上。 DGGE图谱分析表明， 此时的微生物多样性显
著。 在此基础上逐渐引入外源丁酸胁迫，胁迫终质
量浓度为 25 g/L （Phase II）。 在此稳态基础上的
DGGE分析表明微生物多样性显著降低， 说明一些
酸敏感微生物由于缺乏足够的酸耐受能力，其生长
受到抑制，在连续流中被淘汰出反应器或者丧失了
其生长优势。 但是代谢产物分析表明，丁酸胁迫在
低负荷下并没有诱导醇类等竞争性产物生成，反应
器中的代谢产物主要还是丁酸和乙酸。 这可能是因
为梭菌产醇或者产乳酸途径的引发需要足够 ATP
库或者较高的底物浓度[4]。 因此，在外源丁酸胁迫的
基础上， 逐渐提高培养基中的葡萄糖质量浓度，直
到底物降解率下降到 80%以下，其目的在于充分激
发某些梭菌以产醇途径的转化来应对丁酸胁迫的

可能性（Phase III）。 在此条件下反应器达到稳态后，
发现有大量的丁醇、乙醇和乳酸生成，这说明某些
梭菌在低负荷下可以依赖自身一定的耐酸机制来

抵御酸胁迫，但是高负荷下其又通过产醇和产乳酸
途径的转换来响应。 这种现象会造成高负荷下产氢
过程的短板效应， 从而限制了厌氧菌群的产氢能
力。 同时 DGGE结果表明，当有机负荷提高以后，微
生物的多样性有所增加。 这可能是由于在丁酸胁迫
压力和低负荷条件下，某些梭菌由于缺乏足够的耐
酸能力，其生长能力在厌氧菌群中处于劣势但是并
没有完全淘汰出反应器，当有机负荷提高后，其又
可通过产醇或者产乳酸来抵御丁酸胁迫并恢复其

生长优势，从而展现在 DGGE 图谱中。 为了消除以
上存在的不利现象，在进化过程中继续引入（醇脱
氢酶抑制剂）以及草氨酸盐（乳酸脱氢酶抑制剂）来
抑制产醇和产乳酸途径，两种抑制剂的最终浓度为
12 mmol/L 和 20 mmol/L。 当反应器达到稳态后
（Phase IV），分析发现，乙醇、丁醇以及乳酸生成受
到明显抑制， 乙酸和丁酸再次成为主要的代谢产
物。 此阶段的 DGGE 指纹分析表明，微生物的多样
性大幅降低，只存在 3 种较为明显的条带。 这是因
为在高负荷下那些依赖代谢途径转化来抵御丁酸

胁迫的梭菌，由于其响应策略受到化学抑制剂的阻
碍而无法进行， 这时其胞内的 pH 动态平衡或者氧
化还原平衡将被打破， 其生长能力受到严重抑制，
从而在连续流中被淘汰出反应器。 通过以上的适应
性进化过程，具有较强丁酸胁迫耐受力，且是不依

结果与讨论2
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赖于代谢途径转换的产氢菌可以在反应器中得到

富集。

图 1 适应性进化过程中代谢产物的碳分布以及微生物群落
的演替

Fig. 1 Carbon distribution and bacterial community
succession during the adaptive evolution

2.2 适应性进化策略对厌氧产氢的强化作用
为了验证适应性进化策略对产氢发酵的作用，

本课题研究中分别对原污泥和进化污泥在高浓度

有机物条件下的产氢潜力进行研究。 两种污泥的发
酵产物含量变化如图 2 所示。 随着时间变化，产物
含量越来越高，32 h 之后葡萄糖含量都在 200 mg/L
以下，降解率都接近于 100%。 碳平衡都达到 98%以
上，说明没有重要的产物测定遗漏。由图 2（b）可见，
在原污泥的发酵过程中，4 h 的时候开始出现醇类
产物，此时有机酸含量为 0.88 g/L（12.6 mmol/L）。 发
酵结束时，总的醇类产量为 6.49 g/L，主要包括乙醇
（3.05 g/L），丁醇（2.48 g/L）和丙酮（0.96 g/L），没有
乳酸的生成；同时总酸的产量为 7.07 g/L，包括丁酸
（50.0 mmol/L）和乙酸（44.5 mmol/L）。 由于醇类积
累， 氢气产率和产生速率分别仅 1.43 mol-H2/mol-
Glucose 和 0.168 L/（L·h）。 相比较的是在进化污泥
的发酵过程（图 2（a））中，氢气产率和生成速率增加
了 56.5%， 分别达到了 2.25 mol-H2/mol-Glucose 和
0.263 L/（L·h），乙酸/丁酸增加到了 1.33，丁酸和乙
酸产量分别达 83.3 mmol/L 和 111.2 mmol/L。 此外，
进化污泥的发酵过程中出现了少量琥珀酸，意味着
在厌氧菌群的进化过程中可能有新的代谢途径得

到了诱导。 最近研究表明，一些厌氧菌特别是一些
梭菌属的微生物具有分支的 TCA循环。这样的 TCA
循环一方面可以提供谷氨酸等氨基酸合成的前体

物质，充足的氨基酸库有助于一些氨基酸依赖型耐
酸系统的运行[9]；另一方面依赖分支 TCA 循环，琥珀

酸可以在一些胁迫环境下正向或者反向合成，这对
细胞保持 NAD+/NADH 平衡起到一定的作用[10]。 因
此在进化污泥的发酵过程中琥珀酸的形成，一方面
可能是因为进化污泥中氨基酸依赖型耐酸系统的

诱导而形成，另一方面也可能是由于耐丁酸微生物
为了保持自身的 NAD+/NADH 平衡而形成的一种
辅助调节机制。

图 2 进化污泥和原污泥的发酵性能比较
Fig. 2 Comparison of fermentation performances between

evolved cultures and original cultures at a high
initial glucose concentration of 30 g/L
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2.3 进化机制在酶学水平的解析
以上结果表明，进化污泥和原污泥在高有机负

荷下的代谢表现存在明显差异。 为了阐释其内在差
异，作者对产氢和耐酸性相关酶学水平的表现进行
了研究，以解析其进化机制。 将原污泥与进化污泥
分别接种至发酵罐中，反应条件参照 2.2节。在发酵
产氢过程的指数期取样测定。 结果发现，两种产氢
菌群在酶学水平上存在着显著差异。 如图 3 所示，
在进化污泥中 ， 氢化酶 、Membrane ATPase 以及
NFOR 的比酶活分别为 260 U/g，200 U/g 及 36 U/g，
而原始污泥中其比酶活仅分别为 128 U/g，126 U/g
以及 29 U/g。 Membrane ATPase 是微生物主要的耐
酸机制之一，其高活性说明进化污泥有着较好的耐
酸潜力以保证其在高负荷下丁酸和乙酸的持续生

成。 此外，丁酸和乙酸的生成过程中，其产生的电子
需要及时得到宣泄，而进化污泥产醇和产乳酸途径
的削弱，电子则主要依赖释氢作用宣泄，因此氢化
酶和 NFOR 的高活性可以保证负荷提升之后的高
产氢效率。 原污泥中的某些梭菌由于相对低的耐酸
能力和释氢活性，其不仅造成了菌群整体水平的活
性降低，而且当负荷提高之后，耐受机制无法应对
发酵过程中产生的酸胁迫，就会通过代谢途径转化
来维持代谢活性， 从而在产氢过程中导致短板效
应，氢气产率大大降低。 但是在进化污泥和原始污
泥中都存在着相当的 FNOR活性。

图 3 产氢和耐酸性相关酶活水平的比较
Fig. 3 Comparison of enzymatic activity involved in H2

and acid tolerance

FNOR 是产醇途径中代表性的一种酶， 其与
NFOR 分别催化电子在铁氧还蛋白和 NAD+之间的

相互传递， 如公式 （1） 所示。 但是基于 NFOR 的
NADH 氧化产氢热力学上是不可行的，其已被证实
可以被丁酸合成途径中巴豆酰辅酶 A 的还原放能
反应所驱动，在梭菌中此耦合反应由丁酰辅酶 A 脱
氢酶复合物（ETF/BCD）所介导，如公式（2）所示[11-12]。
因此 NFOR 与 FNOR 很有可能是一种铁氧还蛋白
氧化还原酶催化的正逆反应，只是其反应过程并不
一致。 NFOR 需要 ETF/BCD 介导的放能反应驱动，
其测定过程必须要加入乙酰辅酶 A 或者巴豆酰辅
酶 A， 所以此方向的活性很大程度上取决于丁酸合
成途径的活性。 而在 FNOR反应方向下不需要任何
其它反应参与，所以比酶活取决于细胞提取物中酶
本身的含量和催化活性。 以上分析说明，此酶的反
应方向或活性取决于丁酸合成活性，反过来说丁酸
积累不仅会导致酸胁迫效应，而且会反馈抑制基于
NFOR的 NADH氧化，从而造成 NAD+再生压力。 这
也很好地解释了为什么是丁酸而不是乙酸、乳酸等
其它有机酸能够激活产醇等竞争性途径。

Ferredoxin+NADH Ferredoxin2-+NAD++H+

（1）
Ferredoxin+2NADH+crotonyl-CoA

Ferredoxin2-+2NAD++butyryl-CoA （2）

Ferredoxin2-+2H+ H2 （3）

1）在连续流中，通过适应性进化手段，消除了
厌氧菌群中对丁酸敏感以及依赖代谢途径转换来

抵御丁酸胁迫的产氢梭菌，有效抑制了产氢菌群整
体水平上的代谢异质性，从而显著弱化了产氢菌群
在发酵过程中的短板效应。

2）相较于原始污泥，进化污泥在利用高浓度底
物产氢过程中竞争性途径活性大大减弱，而丁酸和
乙酸的持续生成力更强，从而获得了较高的氢气产
率。

3）耐酸机制和产氢作用相关酶活分析表明，较
于原始污泥，进化污泥的 Membrane ATPase、氢化酶
以及 NFOR 活性更强，其保证了在高负荷下厌氧菌
群氢气、乙酸以及丁酸的持续生产力。

结 语3

NFOR
FNOR

NFOR
Etf/Bcd

Hydrogenase
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