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诱变育种选育高效产氢细菌

郑国香
,

任南琪
,

林海龙
,

李永峰
哈尔滨工业大学市政环境学院

,

哈尔滨 巧以卫刹

摘 要 从自行研制的 引田 反应器中分离出一株产氢发酵细菌
,

以其为出发菌株
,

进行紫

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 、下
。

在培养条件分别为
士 ℃

,

初始 为
,

葡萄糖浓度为 岁, 其单位体积产氢量 卜、 为 的 耐玩
,

产氢能力比对照提高
,

最大产氢速率为 吨
·

如
· ,

匕对照高出 发酵液相末端产物是以乙醇和乙酸为主的典型

乙醇型发酵代谢类型
。

高效产氢耐酸突变体
一

的释氢能力和产氢速率明显高于野生菌株
,

显示了较强的

商业应用潜力
,

也可为以后进一步探讨研究乙醇型细菌的制氢机制及代谢途径提供物质材料
。

关键词 生物制氢 突变体 紫外线和亚硝酸 产氢能力
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引 言

发酵法生物制氢问世以来
,

发酵过程中无需光

照
、

可实现废物回收
、

低成本以及无污染等优点
,

逐

渐引起学者的关注
。

但反应系统中发酵细菌的产氢

能力不高是制约产氢发酵工业发展 的影响因素之

一
。

为解决这一难题
,

国内外研究者陆续分离和筛

选菌株以期盼获得高效产氢细菌
,

如 〕从

树叶榨出物中分离到一株阴沟肠杆菌
一

功
,

在 和 ℃条件下
,

最大产

氢速 率 为 凡
·

御 一
·

〔‘ 价 等人

从 自行研制的 的活性污泥 中分离到一

株产氢细菌
,

其最大产氢速率在 一 从

℃ 卜护 」。

以上提到的菌株都是从 自然环境中分

离到的具有较高产氢能力的野生型细菌
。

而 以人工

诱变基因突变为基础的诱变育种方法
,

如利用物理

紫外辐射 和化学 亚硝基肌
、

亚硝酸等 诱变获得

突变体
,

一直是发酵工业 中的各种优 良高产菌株筛

选的主要途径
,

也是研究微生物生理代谢机制的传

统方法
。

目前
,

发酵法生物制氢技术中
,

发酵产氢细

菌突变体获得的方法主要有质子 自杀法〔’一 和烯丙

基乙醇方法 , 」,

筛出的突变体拥有比野生型更强的

产氢能力
。

国内外关于应用紫外线和亚硝酸复合诱

收稿 日期 又
、

基金项目 国家重点基础技术研究发展计划 拭」 双〕

国家自然科学基金项 目 叫 〕

变方法筛选高效产氢细菌未见报导
。

本实验针对如

何进一步提高细菌的产氢能力进行 了诱变育种研

究
。

采用紫外和亚硝酸复合诱变的方法对出发野生

菌 进行诱变选育
,

经过传代

和稳定性考察后得到一株高效产氢突变菌株
一 。

材料与方法

材料

出发菌株

出发菌株 由哈尔滨工业

大学环境技术中心提供
,

革兰氏染色为阳性
,

代谢类

型为乙醇型厌氧产氢细菌
。

液体培养基 留

葡萄糖
,

蛋白陈
,

牛肉膏
,

酵母汁
,

,

蜿 儿
, 一

半胧氨酸
,

几
·

践
,

邵几
·

从
,

维生素与微量元素各

刃天青 值调整为
,

参照文献 〕
。

分离培养基 胰蛋白陈
,

琼脂 一 ,

其他成分如液体培养基
。

化学试剂

醋酸缓冲液
、

亚硝酸钠溶液和磷酸氢二钠溶液

无氧无菌 紫外诱变过程及平板的配制操作及培养

在厌氧箱中进行
。
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仪器及设备

上海跃进仪器厂生产的厌氧操作培养箱

紫外分光光度计 国产 型气相色谱仪

低温 高速 离 心 机 型 号 为

肠 〕二 汕
。

分析方法

挥发酸和醇类测定 使用国产 型气相色

谱仪和 色谱数据处理机及软件
。

取 培

养液
,

同时加人 溶液 滴
,

离心 《 而
,

取上清液 拜 进样
,

气相色谱仪柱为 奶 不

锈钢螺旋柱
,

内装担体
一

团 一 目

气
,

氢火焰检测器
,

氮气作载体
,

流速 了而

氢气流速为 止了而 空气流速为 江了而 汽化

室温度 ℃ 柱和检测室温度 ℃
。

氢气和二氧化碳测定 使用
一

型气相色谱

仪
,

柱长
,

担体为
一 , 一 目

,

热导池检测

器
,

氮气作载气
,

流速为 而
,

柱和检测室温度

℃
。

产氢量和产氢能力的测定阁

产氢能力实验采用间歇试验装置
,

如图 所示
。

将产氢细菌按 丁 浓度接菌
,

反应有效体积为
·

产氢能力用单位体积产氢量 氏 和最大产

氢速率 口、 来表示
·

筛出的菌株扩大培养是在恒

温空气浴摇床振荡培养
,

培养条件控制在温度 士

℃
,

摇床转数为 一
。

进水与取样 气体取样口 气体计量

瓶 气体释放 空气浴 反应瓶

图 产气间歇实验装置示意图

阮 , 玫
一

即记 助。

师 。 ’

菌浊和细胞干重的测定

细胞浓度用 紫外分光光度计测定
,

在 以

下测定样 品的吸光度值
,

一单位的光密度相当于

几 干物质
。

葡萄糖含量测定采用氧化酶法 葡

萄糖试剂盒
。

诱变流程

梯度稀释涂皿
,

活菌记数

紫外诱变过程 厌氧斜面升厌氧管
,

液体培养 一礴 的 离心
,

菌体洗涤弓生理盐水悬浮斗

”外灯
,

“距 , 耐紫外照射
,

时‘司分别“ ’
· · ·

‘
·

‘’

梯度稀释涂皿
,

活菌记数

亚硝酸诱变过程 菌悬液 塑丝鱼壑缈丝竺巴少竺三翌垫鲤鲤少曳保温
、 、

巧
、

丽而硫蔽丽丽蔽藏编丽厂梯度稀释涂平板
,

活菌记数

结果与讨论

紫外线辐射后突变株的选择

紫外线是一种使用最早
、

沿用最久
、

应用广泛
、

效果明显的物理诱变剂
,

能够被 强烈吸收
,

从

而引起 构型发生多种多样 的变化 如断裂
、

交

联
、

改变遗传学性质等
,

进一步引起突变
。

由于不

同菌种对紫外线敏感程度不 同
,

本实验通过不同紫

外线辐射时间对产氢细菌 〔 的死亡率和正突变

率的双重影响来确定最佳紫外辐射强度
,

结果见图

。

随紫外线照射时间的增加
,

细菌死亡率也逐渐增

加
,

当紫外辐射时间达到 时
,

出发菌株 的

死亡率在
,

这时细菌的正突变率相对最大为
,

因此确定紫外线最佳辐射时间为
。

紫

外线诱变筛选突变菌株的过程可参考文献
,

随

机挑取直径较大的单菌落放人液体中培养 一 ,

测量总气体及氢气含量
,

初选出 株突变菌株 表

所示
,

经过连续传代后测其产氢能力和产氢速率
,

考察突变体的遗传稳定性
,

发现大多数突变菌株显

示 出不稳定的产氢遗传特性
,

产氢能力和产氢速率
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都有所下降
。

综合对比后
,

最后筛选 出 株产氢能

力和产氢速率相对稳定的突变株
,

分别命名为
, 一

和
一 。

其中
, 一

的单位体积产氢量和

最大产氢速率分别为 和 犯 ’
· ,

分别比野生菌株

产氢速率高出 和

为下一轮诱变的出发菌株
。

一 , 一一一一一一一
目

一

的产氢能力和最大
,

因此确定
一

作

一代卜一 致死率 一 一正突变率

经紫外辐射筛选出的
一

为初发菌株
,

经亚硝

酸分别处理
、 、 、

巧
、

后
,

其致死率和正突

变率结果见表
。

随着处理时间的增加
,

菌体死亡

率也增加
。

当亚硝酸处理时间为 巧 时
,

野生菌

株 的死亡率达到
,

正突变率为
,

菌体的死亡率较高而且可以保障很高的突变菌株的

出现
,

因此确定 巧而 是最佳处理剂量
。 ’

表 亚硝酸处理时间对 致死率的影响

认〕 氏 日 叹 师

’ 比

亡、凡

处理时间

八卫

稀释度

平均菌落

数 个

菌浓度

李
·

瓣俐探洲

‘,,‘

︸

夯
曦

巧

今

一亡
毒

李
·

讲限侧

护 护 护 护
个川

一 ’

︵们川一
告伪二‘一户一占一山一内‘一

人簇︵日

图 紫外辐射时间对 死亡率与正突变率的影响

玉 哪 以

表 紫外筛选突变体产氢能力稳定性

」 〕 罗 耐
场

复筛产氢能力 二次复筛产氢能力
菌种

卜气 口, 、 瓶 、

‘,乙,‘︶,勺‘,‘,﹄介、︺︸、︸勺‘,‘气‘︶勺、︼,乙,‘勺乙,‘,凸勺‘,,

、
一

即
一

丹
一

几
一

浑
一

几
产一

︸了了‘,,了勺一产,︸

注 玖、 单位体积产氢量 口比 最大产氢速率

叮
·

紫外线与亚硝酸复合诱变高效产氢突变株的

选择

亚硝酸最佳处理剂量的选择

亚硝酸是一种常用的毒性较小的诱变剂
,

可 以

直接用于正在复制或未复制的 分子
,

脱去碱基

中的氨基变成酮基
,

改变碱基氢键的电位
,

引起转换

而发生变异 还可以引起 两条单链之间的交联

作用
,

阻碍双链分开
,

影响 复制
,

从而导致突

变
。

致死率

正突变率

紫外线与亚硝酸复合处理突变株的选择

将经亚硝酸处理 巧而 的菌株
一

悬浮液梯

度稀释后
,

均匀涂布于筛选培养基中
,

置于厌氧箱

中
, 士 ℃培养 一 后

,

挑选大且边缘有气泡 出

现的单菌落富集培养 后转接
,

进行间歇实验以

测定产氢能力和产氢速率
,

在大量的突变体中筛选

出 株产氢能力明显高于
一

的突变菌株
,

分别命

名为
一 , 一

和
一 。

经过连续的传代进行遗

传稳定性考察
, 一

产氢能力稳定
,

见表
。 一

的单 位 体 积 产 氢 量 和 最 大 产 氢 速 率 分 别 为

的 口 和
· ,

比其出发菌株
一

分

别提高了 和
,

比野生菌 提高了

表 紫外 十 亚硝酸复合处理筛选突变体产氢能力稳定性
护

面罗 洲 」 脚

场 加

复筛产氢能力 二次复筛产氢能力
菌种 、 口、 ,、 口、

’
一

、飞
一

一

、
一

为 《刃

如

注 、 单位体积产氢量 耐 口性 最大产氢速率
·

帅
·
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和
,

获得突变株
一

的诱变谱系图谱

见图
。

一 一

一 一 一

上
一

末端产物增长缓慢
,

培养 后
,

葡萄糖并未完全消

耗
, 一

的主要发酵液相末端产物乙醇和乙酸达到

最大
,

即为 留 和 岁
,

分别为总挥发酸总

量的 和
,

没有监测到丁酸和丙酸 图
。

对比之下
,

对照 的液相末端产物的组成

除了乙醇和乙酸外
,

还有少量丙酸和丁酸 图
,

发酵末期
,

乙醇和乙酸达到最大值
,

分别为挥发酸总

量的 和 微生物的代谢产物含量及 比

例可以直接或间接的反映微生物的主要代谢类型及

代谢途径
。

从液相末端产物的组成及 比例分析
,

突

变体的主要代谢类型没有发生根本变化
,

仍为典型

的乙醇型厌氧发酵产氢菌
。

突变体
一

产生 的生

物气中氢气的比例在 一 之间 图
,

平均

氢含量是对照 一 图 的

倍
,

在发酵撕
,

温度 ℃
,

细胞浓度为 崖拓留
,

州
田 时获得最大产氢速率 〕 ’ 场

·

对照

的最大产氢速率
·

如
·

是在培养

黝
,

温度 ℃
,

细胞浓度为 留
,

声 以 时获得

的
,

落后于 、不
。

︸一‘
·

四侧十侧袋纂界

图 突变体 们不 的诱变谱系

、飞

产氢突变株 与野生菌 产氢动力学

对比

在葡萄糖浓度为 岁
,

温度 ℃
,

初始

的静态培养条件下
,

探讨了突变体
一

和对照

的生长释氢行为对比 图 和图 所示
,

在发

酵产氢过程中
,

定时测定生物气量
、

氢气含量
、

发酵

液的 值
、

测取液相末端产物
、

菌体细胞干重
、

葡

萄糖等参数
。

对比分析
,

发现突变株和对照菌株的

生长曲线
、

变化及液相末端产物浓度随发酵时间

的波动变化趋势没有很明显的区别
,

即随着发酵时

间的进行
,

底物 葡萄糖 消耗逐渐增加
,

相应地 自身

细胞浓度增长也逐渐加快
,

当菌体生 长处于对数生

长期时
,

细菌代谢旺盛
,

通过分解利用大量底物合成

物质和提供能量
,

以保证菌体的生 长繁殖
,

这一期

间
,

乙醇和 乙 酸的含量增长迅速 图 和 图
。

随着挥发酸的逐步积累
,

发酵液的 值也在逐渐

下降
,

当 降到 时
,

细菌的生长和产氢

几乎停止
。

而突变株
一

和对照 的差异在

于突变体
一

消耗底物 的平均速率 留

明显快于对照 梦
· ,

扭
一

的细

胞生长速度和产氢相应地快于对照
,

当培养时间为

时
,

突变株
一

获得最大生物量 闷 几
,

同时

产氢量也达到最大 而对照菌株明显滞后于
一 ,

培养 才获得其最大生物量 肠 几
,

产氢量达到最大
。

随着葡萄糖的逐渐消耗
,

挥

发酸的逐步积累
,

导致环境 迅速下降
,

当 降

为 时
,

较低的 已经成为 妞
一

和对照

的菌体生长和发酵产氢的限制因子 图 和图
。

代谢活性降低
,

菌体生长受到抑制
,

相应的液相

一一丈卜一

几几几
︻曰

·

明胆翔柳架属

曰已叫占甲

‘”

一 —乙 醇

一太 一 乙 酸

一叫已卜一

一 一

一 一
一米 一米 一

滋
萎 、 、 一十 一书。

丫 ‘ , 一叫卜一 , 一 ,
’ 一

干奋士‘丁

⋯
八

⋯
,

乙
·

妙异
︸

气碧长一井崔

‘︶︸工︶

⋯⋯
冲‘︸飞︶

图 间歇实验中突变株
一

的发酵生长产氢示意图

『。 田 峡 耐
住 ”
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一··

城侧干娜淞里磊

‘︸、︸气勺山

⋯
。

︵八曰

葡萄糖
细胞

氢突变菌
,

这将为揭示乙醇型发酵细菌的代谢途径

和产氢机理
,

进一步为特异生物工程菌的构建和改

造实现工程上的生物强化
,

为提高产氢能力提供重

要的物质材料
。

司
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图 间歇实验中对照 的发酵生长产氢示意图

脚
〔 姨 耐

加

结 论

复合诱变是一种较好的诱变手段
,

用于微生物

菌种改良
、

植物育种等方面得到了很好的诱变效果
。

物理
、

化学交替诱变相结合
,

使诱变产生的突变体后

代遗传基础 比较复杂
,

在世代分离选择中通过优 良

基因的重组和累加
,

可能会出现综合性状优良的突

变体
‘ 」。

实验结果证实
,

利用紫外线和亚硝酸复合处理
, ,

成功获得一株高效产氢细菌

突变体
一 。

在温度 ℃
,

初始
,

葡萄糖

浓度为 几 的间歇培养条件下
,

其单位体积最大

产氢量 、 可达到
·

耐
,

产氢能力比

对照 、
·

耐
,

提高
·

在

,

发 酵 时 间 为 得 到最 大 产 氢速 率 为

几
·

刁
· ,

比对照提高
。 一

是

一株典型的以乙醇和乙酸为发酵液相末端产物的产
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