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生物制氢技术的发展及应用前景
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摘 要: 介绍了生物制氢技术的几个基本方法. 生物制氢技术作为一种可再生能源生产技术，主要包括暗发

酵、光发酵、光解水和光暗发酵耦合生物制氢 4 种方法，菌种选育、工艺形式、工艺调控以及暗光发酵的耦合

方式对高效、持续和稳定产氢至关重要. 对生物制氢技术近年的发展及现状进行了总结，并结合生物制氢领

域存在的问题，展望了其发展前景.
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Abstract: Bio-hydrogen production technology as a renewable energy production technology mainly includes
dark-fermentation，photo-fermentation，photolysis of water and the combination of dark- and photo-fermenta-
tion. The screening of strain，forms and regulation of process and forms of coupling are important to high effi-
cient，continuous and stable hydrogen production. This paper summarizes the development of current bio-hy-
drogen technology，analyzes the problems in its theoretical and technical studies，and introduces the applica-
tion prospect of bio-hydrogen technology.
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目前，化石能源短缺，石油价格日益攀升，亟

需寻求可再生、高效、清洁能源来替代. 氢气作为

清洁能源的首选，是未来理想的燃料之一. 在不同

的制氢方法中，生物制氢技术作为一种低成本、低
能耗的绿色能源生产技术，可以结合有机废水处

理和清洁能源生产而备受关注.
本文对生物制氢技术的发展及现状进行了分

析，指出目前生物制氢领域存在的主要问题，并对

生物制氢的前景进行了展望. 研究结果对于促进

生物制氢技术的发展和加快生物制氢技术的产业

化步伐具有重要的意义.
微生物制氢过程可以分为:(1) 暗发酵制氢;

(2)光生物制氢 ( 光解水制氢和光发酵制氢);

(3)光暗发酵耦合制氢. 光解水和光发酵生物制

氢是依赖光能供应的过程，暗发酵生物制氢是不

需要光能的过程. 这几种制氢过程主要涉及 3 种

微生物类群:暗发酵细菌，光解微生物( 绿藻和蓝

细菌)和光发酵细菌.

1 暗发酵生物制氢技术

暗发酵生物制氢是利用厌氧发酵产氢细菌在厌

氧条件下将有机物分解转化为氢气，此过程不需要

光能供应. 能够进行暗发酵产氢的微生物种类繁多，



包括一些专性厌氧细菌、兼性厌氧细菌及少量好氧

细菌
［1］，例 如 梭 菌 属 (Clostridium)、类 芽 孢 菌 属

(Paenibacillus)、肠杆菌科(Enterobacteriaceae)等.
目前，已知的暗发酵产氢过程主要包括甲酸

分解产氢、丙酮酸脱羧产氢以及 NADH/NAD 平

衡调节产氢 3 种途径. 以葡萄糖为例，其暗发酵产

氢过程为:首先，葡萄糖经糖酵解途径生成丙酮

酸、ATP 和 NADH;然后，丙酮酸被丙酮酸铁氧化

还原蛋白酶氧化成乙酰辅酶 A、CO2 和还原性铁

氧化还原蛋白(丙酮酸脱羧过程);或者经丙酮酸

甲酸裂解酶而分解成乙酰辅酶 A 和甲酸，生成的

甲酸再次被氧化为二氧化碳，并使铁氧化还原蛋

白还原(甲酸裂解过程);最后，还原性铁氧化还

原蛋白在氢化酶和质子的作用下生成氢气. 在产

氢代谢过程中，不同的生态环境和不同的生物类

群导致代谢的末端产物也不尽相同. 根据末端代

谢产物的不同，可以产生不同的发酵类型. 传统的

暗发酵生物制氢可以分为丁酸型发酵和丙酸型发

酵
［2］. 1990 年以来，任南琪等通过对糖蜜废水的

连续流制氢研究，发现并提出了新的乙醇型发酵

产氢途径
［3 － 5］. 研究表明，当末端产物为乙醇时，

氢气产量较高
［6］. 特别指出的是 E. harbinense sp.

B49［7］、E. harbinense sp. Y3［8］
及 E. harbinense sp.

lyf3［9］
等高效产氢发酵细菌从 CSTR 反应器的活

性污泥中成功地陆续分离，进一步证实末端产物

以乙醇和乙酸为主的代谢类型可以得到较高的氢

产率和产量. 乙醇和乙酸的耦联反应可保持 NAD
+ /NADH 的平衡关系，从而使乙醇型发酵得以有

序地进行并具有较强的稳定性.
1. 1 高效产氢新菌种的选育

为了寻求高效产氢微生物，获得较高的产氢

能力，国内外研究者们分离纯化了大量新菌种，主

要是兼性的肠杆菌科(Enterobacteriaceae)、专性厌

氧的梭菌科 (Clostridiaceae) 以及 一 些 高 温 菌 属

(Thermoanaerobacterium)等.
Kumar 等

［10］
分离得到的阴沟肠杆菌 E. cloacae

IIT －BT08，静态培养时其最大产氢能力为每摩尔己

糖 2. 7 mol. 之后又报道了产气肠杆菌 E. aerogens
DM11 静态培养时的最大产氢能力可达每摩尔己糖

2. 80 mol［11］. 我国研究者在高效产氢暗发酵细菌的

选育工作中也取得一定的成绩. 林明
［12］

从正在运行

的生物制氢反应器的厌氧活性污泥中分离出产氢细

菌 B49，其代谢类型为乙醇型，干细胞产氢能力为

25 ～28 mmol /(g·h). 任南琪等
［8 －9］

陆续又从 CSTR
反应器中分离出高效乙醇型产氢细菌 Ethanoligenens
harbinense sp. R3 和 Ethanoligenens harbinense sp. Y3，

在以葡萄糖为底物时，它们的最大产氢能力分别为

干细胞产氢 35. 74 mmol /(g·h)和每摩尔葡萄糖产

氢 2. 81 mol，产氢能力在国际上现有的高效野生产

氢菌株中居于前列. 该课题组还从温泉中分离出一

株能有效利用木糖发酵产氢的高温菌 T. thermosac-
charolyticum W16，每摩尔木糖产氢 2. 19 mol，最大产

氢速率为 10. 7 mmol /(L. h)［13］.
1. 2 暗发酵生物制氢工艺形式

为了满足高有机负荷和高生物量的要求，研究

人员对多种新的工艺进行了研究. Alzate-Gaviria
等

［14］
研究发现，利用 UASB 反应器处理城市垃圾和

人工混合污水制氢，在 pH =5. 7 ±0. 2、水力停留时间

24 h 的条件下，干细胞产氢量可达 127 mL/(g·d);

Chang 等
［15］

采用有效容积为300 mL 的固定床反应

器，以蔗糖为底物，研究了水力停留时间在 0. 5 ～
5. 0 h，不同填料对生物产氢的影响. 结果表明:以

膨胀土为填料，水力停留时间为2 h 时，最大氢气产

率为 0. 42 L /(L·h);以活性炭为填料，水力停留

时间为 1 h 时，最大氢气产率为1. 32 L /(L·h) .
Lin 等

［16］
利用硅胶树脂做载体，以蔗糖为底物，在

流化床中进行生物制氢研究，发现在一定范围内，

蔗糖浓度的升高和水力停留时间的降低都有利于

产氢的增加. 在蔗糖质量浓度为 40 g /L，水力停留

时间为 2. 2 h 时，每 摩 尔 蔗 糖 最 大 氢 气 产 量 为

(4. 98 ±0. 18)mol. Wu 等
［17］

报道了在膨胀床反应

器运行中，当水力停留时间为 2 h 时，临界流速为

0. 85 cm/s，获得的最大产氢速率为每 m3
反应器

0. 93 m3 /h，每摩尔蔗糖最大氢气产量可达 2. 67 mol.
我国暗发酵生物制氢技术发展较快，任南琪

教授领导的课题组对碳水化合物( 含糖废水) 为

底物以自絮凝的厌氧活性污泥为氢气生产者的发

酵产氢进行了近 20 年的研究，研制出了 CSTR 型

和 EGSB 型两种高效生物制氢反应器，并于 1999
年完成了世界上首例中试研究，每立方米反应器

每天稳定产氢 5. 7 m3 . 2005 年，又完成了世界上

首例“废水发酵生物制氢示范工程”，采用的生物

制氢装置(CSTR 型)有效容积 65 m3，日产氢能力

350 m3，成功完成了与氢燃电池耦合发电的工程

示范，日产氢量可用满足 60 ～ 80 户使用.
1. 3 暗发酵生物制氢工艺运行与调控

影响生物制氢反应器工艺运行的因素很多，

如温度、pH、原料(底物)和水力停留时间等等.
温度是影响微生物生长代谢的重要因素之

一. 大部分产氢微生物属于嗜温菌，厌氧菌的最

适生长温度在嗜温菌生长温度范围的上限，但不

同发酵产氢微生物的产氢温度也存在较大的差
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异. Kumar 等
［18］

证 明 Enterobacter cloacae IIT －
BT08 在 36 ℃时具有最大的产氢速率. Jung 等

［19］

对 Citrobacter sp. Y19 的研究表明，其最适的细胞

生长和产氢温度为 30 ～ 40 ℃ . 从节能的角度考

虑，有研究者进行了常温发酵产氢的研究，如 Lin
等

［20］
采用厌氧恒化器，在温度 15 ～ 34 ℃ 范围内

进行了活性污泥的产氢研究，与(35 ± 1) ℃条件

下的产氢过程相比，常温条件下(15 ～ 25 ℃)反应

器的氢气产量和氢气体积分数均远低于后者，因

此尚未看出常温发酵制氢的优势. 也有少数报道

控制最佳产氢温度为高温范围，如 55 ℃时，可以

达到较好的产氢效能
［21］.

pH 值 对 发 酵 产 氢 的 影 响 往 往 与 细 胞 内

NADH/NAD 动态平衡和产氢菌的生理条件有关.
pH 值会影响产氢微生物细胞内氢化酶活性和

(或)代谢途径，另外还会影响细胞的氧化还原电

位、基质可利用性、代谢产物及其形态等. 多数文

献报道
［22 － 25］，严格的丁酸梭菌产氢最佳 pH 是

6. 0 ～ 6. 5;而产气肠杆菌的产氢最佳 pH 在 5. 5 ～
6. 0 ［26］. Monot 等

［27］
研究了细胞内 pH 值对发酵

产物的影响，结果表明，高 pH 值条件下的发酵产

物以酸类物质为主，低 pH 值条件下的发酵产物

往往是丙酮和丁醇等物质. 利用混合细菌发酵产

氢的最佳 pH 范围的报道分歧较大. 大部分研究

表明
［28 － 33］，厌氧发酵产氢细菌产氢的最佳 pH 范

围在 5. 5 左右. 而任南琪等报道的乙醇型发酵最

佳产氢 pH 4. 2 ～ 4. 5［34］.
发酵法生物制氢过程的可持续性取决于产氢

原料(底物)，而整个工艺的效率取决于底物的物

理化学性质. 目前的理论研究通常使用纯底物(主

要是葡萄糖、蔗糖、淀粉和纤维素)，而生产性应用

则需要更为复杂的底物. 研究发现，糖蜜废水较适

于暗发酵产氢
［35］，淀粉产氢也具有较好的应用前

景
［36］. 也有少数报道以有机废弃物

［37 － 40］，如豆腐

渣、生活垃圾作为厌氧发酵产氢的底物，这类产氢

试验还仅限于小批量的间歇试验阶段，另有报

道
［41 － 42］

以结晶纤维和麦秆作为发酵产氢底物，这

些研究为降低生物制氢成本做出了极大的贡献.
对于连续流运行的发酵产氢反应器，水力停

留时间是重要的调控因子. 从目前的研究看，厌氧

反应器控制的水力停留时间通常为 2 ～ 24 h，并且

水力停留时间的差异与反应器结构形式的差异密

切相关. 文献［43］指出:应用连续流搅拌槽式反

应器(CSTR)，最佳产氢的水力停留时间通常控制

在 2 ～ 12 h;序批式厌氧反应器
［44］

最佳产氢的水

力停留 时 间 通 常 控 制 在 4 ～12 h; 填 充 式 反 应

器
［45 － 46］

最佳产氢的水力停留时间通常控制在2 ～
6 h;添加载体的竖向流反应器最佳水力停留时间

很短，为 0. 5 ～ 2. 0 h［47］. EGSB 反应器在连续流生

物制氢中显示出很多优势，在反应器停留时间为

1. 5 ～2. 0 h时，每摩尔葡萄糖可产氢 3. 47 mol ［35］.

2 光生物制氢技术

2. 1 光解水生物制氢技术

光解水生物制氢主要是指绿藻和蓝细菌，在厌

氧光照条件下，利用自身特有的产氢酶系，将水裂

解为氢气和氧气的过程，此过程没有 CO2 的产生.
其产氢机理和绿色植物光合作用机理相类似，但放

氢机制却截然不同. 这两种微生物生长的营养需求

较低，只需空气(CO2 和 N2 分别作为碳源和氮源)、
水(电子和质子)、简单的无机盐和光，能直接光解

水产生氢气，将太阳能转化为氢能. 绿藻在光照和

厌氧条件下的产氢则由氢酶催化，而蓝细菌的产氢

则由固氮酶和氢酶的共同催化下完成. 两种生物所

需的电子和质子均来自于水的裂解.
绿藻和蓝细菌含有 2 个位于类囊体膜上的光

合系统 PS I 和 PS II，PS I 的作用主要是生成还原

剂用来还原 CO2，PS II 的功能是水的裂解和氧的

释放. 绿藻类囊体膜上的捕光色素吸收光能后被

迅速传递到 PS II(P680)的反应中心，然后将水分

解为 H +
和 O2，并释放电子. 氧气透过叶绿体膜进

入线粒 体，被 线 粒 体 呼 吸 作 用 消 耗，同 时 固 定

CO2 . 质子被 ATP 合成酶泵到基质，以确保膜内外

的质子梯度. 电子按氧化还原电位依次升高的顺

序，经过类囊体膜上的质体醌、细胞色素等一系列

电子传递链，传递至光系统 PS I (P700)，在光照

条件下进行能级跃迁，传递给铁氧还蛋白(Fd)，

最终传给 Fe － Fe 氢酶的活性中心(HC) ［48］. 在氢

酶的催化下，基质中的质子和从膜上传来的电子

结合生成氢气，产氢过程仅仅维持几秒至几分

钟
［49 － 50］. 氧分子的存在，对氢酶活性产生强烈抑

制，氧分压达到 2% 时，氢化酶将失去活力，影响

到产氢速率和产氢效率
［51］. 其原因是氧接近［Fe］－

氢化酶或［NiFe］－ 氢化酶的催化位点，致使氢不

能与 H2 － channel 结合，导致氢化酶失活
［52］. 许多

研究者致力于通过不同方法来增加氢酶对氧气的

耐受能力，来延长产氢时间，提高氢气产量.
2000 年，美国 Melis 等通过“剥夺”莱因绿藻

(Chlamydomonas reinhardtil)培养物中的硫来使该

藻类的 CO2 固定、放氧过程和碳消耗、产氢过程相分

离，从而细胞在光照条件下通过光呼吸消耗氧气，形

成厌氧环境以使氢酶产氢顺利进行，以间接避免氧
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气对产氢的抑制，但是改造后的绿藻产氢量只达到

理论产氢量的 15%［53］. 根据这种研究思想，两步法

制氢工艺被成功的应用，每升莱茵衣藻产氢速率可

达到约 3 mL/h，产氢时间长达 70 h［54 －55］. Seribert
等

［56］
人根据氢酶的可逆催化特性，通过化学诱变成

功筛选到 2 株耐氧性高出野生藻株 10 倍左右的诱

变藻株，克服了 H2 和 O2 生成的不可兼容性，避免氧

气对氢酶的抑制，是绿藻产氢领域的重大突破. 然

而，在实际产业化和商业化应用中仍面临许多技术

问题. 研究表明:光照条件下，氢酶所需的还原力除

水外，内源性有机物质如淀粉等也可作为产氢的还

原力，绿藻白天进行光合作用积累的有机物在黑暗

条件下也可通过氢酶发酵产氢，但产氢效率较低
［57］.

而蓝细菌产氢则是在固氮酶和氢酶的共同催

化下进行的，其中固氮酶催化产氢，氢酶吸收产生

的氢气. 有 异 形 胞 的 蓝 细 菌 主 要 通 过 固 氮 产

氢
［58］，可分为营养细胞和异形胞两种. 营养细胞

含光系统 I(PS I)和光系统 II(PS II)，可进行 CO2

的还原和 H2O 的光解，释放 O2 并产生还原性物

质. 产生的还原性物质可通过厚壁孔道运输到异

形胞，用于异形胞的固氮和产氢. 在缺氮条件下，

蓝藻丝状体由普通细胞经过细胞壁加厚形成一种

特化细胞即异形胞. O2 被加厚的细胞壁有效地阻

止进入，为异形胞提供了局部低氧或厌氧环境，利

于产氢. 正常的营养细胞在厌氧条件下生长时，异

形胞内的固氮酶系统可产生固氮酶并固氮. 异形

胞没有 PS II，只含 PS I，所以不能进行水的光解

放氧和 CO2 的固定，使异形胞维持在无氧或缺氧

的环境. 异形胞的光合磷酸化为固氮酶提供能量，

确保固氮产氢过程的顺利进行
［59］. 一种丝状好氧

固氮蓝藻如鱼腥藻，其细胞具有异形胞和营养细

胞 2 种类型
［60］. 大多数藻类都是通过固氮催化释

放氢气，在异形胞与营养细胞的共同作用下，光解

水释放 H2 和 O2，即固氮放氢的过程. 无异形胞单

细胞蓝藻的产氢主要由固氮酶催化，大部分无异

形胞的蓝藻由于没有异形胞而失去了对氧气的防

护能力，只能在光暗交替情况下释放 H2
［61］.

2. 2 光发酵生物制氢技术

光发酵生物制氢是在厌氧光照条件下，光发酵

细菌利用小分子有机物、还原态无机硫化物或氢气

做供氢体，光驱动产氢，产氢过程没有氧气的释放.
光发酵细菌只含有光合系统 PS I，不含有 PS II，所

以同绿藻和蓝细菌相比，在产氢的同时不产生氧

气，不存在氧气对产氢酶的抑制，产氢纯度和产氢

效率高，可以简化工艺过程. 光发酵生物制氢是与

光合磷酸化相偶联的，由固氮酶催化的放氢过程.

同时由于所需 ATP 来自光合磷酸化，所以固氮放

氢所需要的能量来源不受限制，这也是光发酵细菌

产氢效率高于暗发酵细菌的主要原因.
无论在间歇还是连续培养产氢过程中，菌种

都扮演着重要的角色，其性能的优良直接影响到

生物制氢技术的成败. 因此，获取高效产氢的光发

酵细菌一直是研究者关注的焦点.
Willison 通过化学诱变的方法，筛选到 Rho-

dopseudomonas capsulata B10 菌株的膜结合氢酶

缺陷株，生长迅速，该变异株在 DL － 苹果酸、L －
苹果酸和 D － 苹果酸中的产氢量比野生型菌株提

高 10% ～ 70% ［62］. Kim［63］
研 究 了 Rhodobacter

sphaeroides KD131 的吸氢酶 Phb － /Hup －
突变株，

产氢量明显提高，为野生型的 1 倍左右. Tao［64］
从

废水池塘中分离获得一株光发酵细菌 ZX － 5，具

有较强的产氢能力，在以琥珀酸盐、苹果酸盐、乙
酸钠和丁酸钠为碳源时，细胞生长都很好，底物转

化效率分别为 81. 4%、78. 9%、69. 0% 和 74. 6%，

最大氢气产率分别是 94、92、90 和 110 mL/(L·h).
任南琪等

［65］
从淡水池塘底泥中分离获得光发酵

细菌 Rhodopseudomonas faecalis RLD － 53，该光发

酵细菌具有较强的转化乙酸为氢气的能力，每

mol 乙酸盐氢气产量可达 2. 64 ～ 2. 84 mol. 郑耀

通等
［66］

在鱼塘内分离到一株生长快的耐氨光发

酵细菌 Rhodobacter sphaeroides G2B，并结合处理有

机废水进行产氢研究
［67］.

目前，除采用传统选择培养和遗传诱变技术

之外，遗传工程技术改造产氢菌株和构建多功能

基因工程菌是未来发展的方向. 通过诱变或敲除

吸氢酶基因，消除菌株的吸氢现象，采用基因重组

等手段构建基因工程菌也是一种可行性比较强的

提高产氢能力的方法. Kim 等
［68］

通过基因重组

R. rubrum ( pRKhydA 和 pRKhydC) Fe － 氢 酶 基

因，在丙酮酸盐存在的情况下，氢气产量增加了约

3 倍，也说明了 Fe － 氢酶对丙酮酸具有明显的依

赖性. Kars 等
［69］

通 过 缺 失 突 变 重 组 获 得 了 R.
sphaeroides O. U. 001 的 hupSL 缺 失 突 变 株，在

15 mmol /L苹果酸盐和 30 mmol /L 乙酸钠的培养

基中每升培养基分别产氢 2. 42 L 和 0. 25 L，较野

生型(1. 97 l L 和 0. 210 L)明显提高约 20% .
国内外研究者相继展开了各种生活废水、工

业废水、农副产品废弃物等作为产氢底物的研究，

以降低光发酵产氢的成本.
已有一些研究者模拟有机废水成分进行了光

发酵产氢试验的研究. Takabatake 等
［70］

研究了乙

酸、丙酸和丁酸作为混合碳源同时添加碳酸盐去除
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氨的产氢试验. 我国的余汉青等
［71］

研究了 Rhodop-
seudomonas capsulata 利用混合挥发酸作为电子受

体进行连续流产氢试验，当乙酸钠、丙酸盐、丁酸钠

的质量浓度为 1. 8，0. 2，1. 0 g /L 时，最大氢气产率

为 37. 8 mL /(g·h)，底物转化效率 45% . 台湾的张

嘉修等
［72］

人也研究了 Rhodopseudomonas palustris
WP3 －5 使用乙酸钠和丁酸钠共同作为碳源用于

氢气生产，最大氢气产率达 39. 5 mL /h，最大累计

氢气体积 2 738 mL，氢气产量 51. 6% . 我国尤希凤

等
［73］

人研究了 Rhodobacter sphaeroides 菌株利用猪

粪废水的产氢能力及对猪粪废水的处理能力，猪粪

废水的 COD 从 5 687，3 500，1 214 mg /L 分别下降

到 3 586，2 135，723 mg /L，产氢速率分别为 27. 3，

18. 5，15. 0 mL /(L·d) . Tao 等
［64］

人在使用 ZX － 5
处理废水时，COD 去除率可达 80%，每克 COD 氢

气产量 500 mL.
上述研究表明，使用光发酵细菌对废水进行

处理的同时，既得到清洁能源氢气、降低制氢成

本，又实现了废弃物的资源化.

3 暗 － 光发酵耦合生物制氢技术

利用厌氧暗发酵产氢细菌和光发酵产氢细菌

的优势和互补协同作用，将二者联合起来组成的产

氢系统称为光 －暗发酵耦合生物制氢技术，包括暗

－光发酵细菌两步法和混合培养产氢 2 种方法.
3. 1 暗 －光发酵细菌混合培养生物制氢

暗发酵细菌能够将大分子有机物分解成小分

子有机酸和醇，以获得维持自身生长所需的能量

和还原力，解除电子积累而快速释放部分氢气. 由

于产生的有机酸不能被暗发酵细菌继续分解而大

量积累，导致暗发酵细菌产氢效率低下，成为暗发

酵细菌产氢大规模应用面临的瓶颈问题
［74］. 而光

发酵细菌能够利用暗发酵产生的小分子有机酸，

消除有机酸对暗发酵制氢的抑制作用，进一步释

放氢气. 同时光发酵细菌不能直接利用纤维素和

淀粉等大分子的复杂有机物，对廉价的废弃的有

机资源的直接利用能力和产氢能力较差. 所以，充

分结合暗 － 光发酵两种细菌各自的优势，将二者

耦合到一起形成一个高效产氢体系，不仅可以减

少光能需求，而且可以提高体系的产氢效率，同时

还可扩大底物的利用范围.
目前，光发酵生物制氢技术的研究程度和规

模还基本处于试验室水平，暗发酵生物制氢技术

已完成中试研究
［75］，要实现工业化生产仍需进一

步提高转化效率，降低制氢成本. 纯菌种生物制氢

规模化面临诸多困难，而且自然界的物质和能量

循环过程，特别是有机废水、废弃物和生物质的降

解过程，通常由 2 种或多种微生物协同作用. 因

此，利用微生物进行混合培养或混合发酵产氢己

越来越受到重视.
暗 －光发酵细菌混合培养是将不同营养类型和

性能的微生物菌株共存在一个系统中，构建高效混

合培养产氢体系，利用这些细菌的互补功能特性，提

高氢气生产能力及底物转化范围和转化效率.
Miyake 等

［76］
验证了混合产氢途径的可行性，暗

发酵 细 菌 Clostridium butyricum 和 光 发 酵 细 菌

Rhodobacter sphaeroides RV 联合氢气产量高达每摩

尔葡萄糖 7 mol，而且降低了光发酵细菌产氢所需的

能量. Yokoi 等
［77］

报道了 C. butyricum 和 Rhodobacter
sp. M －19 混合培养利用淀粉最大产氢量达到每摩

尔葡萄糖 6. 6 mol，比单一厌氧菌利用淀粉的产氢量

高 4 倍. 郑耀通和闵航
［78］

认为共固定光 － 暗两种发

酵细菌的混合培养方式是处理高浓度有机废水持续

产氢的最佳工艺模式. Asada 等
［79］

采用乳酸菌 Lacto-
bacillus delbrueckii NBRC13953 和 Rhodobacter sphae-
roides RV 共固定在琼脂凝胶中产氢，每摩尔葡萄糖

最大氢气产量为 7. 1 mol. 丁杰等
［80］

利用固定化光发

酵细菌 Rhodopseudomonas faecalis RLD － 53 和游离

的 C. butyricum 进行混合培养产氢，并对产氢过程中

的一些关键性因素进行分析研究，实现了一个较高

的氢气产量，每摩 尔 葡 萄 糖 产 氢 4. 13 mol. Fang
等

［81］
人研究了 Clostridium butyricum 和 Rhodobacter

sphaeroides 以细胞数量比 1 ∶5. 9 的比例混合培养，每

毫升培养基氢气产量最大为 0. 6 mL，同时应用 FISH
技术对混合培养产氢体系中 2 种菌进行了相对定

量，认为该技术对于细菌在混合系统中的定量是有

效的方法. 然而，由于混合培养的 2 种类型的细菌在

生长速率、种间差异等上存在着很大差别，实现其启

动和运行是很难实现的.
3. 2 暗光发酵两步法生物制氢

相对于混合培养产氢，两步法产氢更容易实

现，2 种菌在各自的环境中发挥作用. 第一步是暗

发酵细菌发酵产生氢气，同时产生大量的可溶性

小分子有机代谢物，第二步是光发酵细菌依赖光

能进一步的利用这些小分子代谢物，释放氢气.
Nath 等

［82］
尝 试 使 用 Rhodobacter sphaeroides

O. U. 001 来光发酵 Enterobacter cloacae DM11 的代

谢产物，整个过程的氢气量比单一过程的高. Tao
等

［83］
证实了通过暗 － 光发酵细菌两步法试验，利

用蔗糖作为底物，能够显著增加氢气产量，每摩尔

蔗糖氢气产量最大达 6. 63 mol. Liu 等
［84］

通过使用

游离的乙醇型发酵细菌 B49 和固定化光发酵细菌
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R. faecalis RLD －53 两步法利用葡萄糖进行产氢，

每摩尔葡萄糖产氢量达 6. 32 mol. Chen 等
［85］

通过

使用暗发酵细菌 Clostridium pasteurianum CH4 利用

蔗糖 作 为 底 物 时 每 摩 尔 蔗 糖 可 以 产 生 氢 气

3. 8 mol，通过 Rhodopseudomonas palustris WP3 － 5
对上 述 发 酵 液 进 一 步 处 理，每 摩 尔 蔗 糖 产 氢

10. 02 mol，同时 COD 去除率达到 72% . 当使用光

纤反应器进行光发酵试验时，2 个过程氢气产量进

一步增加到每摩尔蔗糖产氢 14. 2 mol，COD 去除率

几乎接近 90%，显示了很好的氢气生产能力和

COD 处理效果. Lo 等
［86］

对难降解大分子物质淀粉

进行酶解处理后，经过暗 －光发酵 2 个过程即三步

法氢气生产过程，使 COD 去除率达到 54. 3%，每摩

尔葡萄糖产氢 3. 09 mol，这一试验结果说明:暗 －
光发酵的两步法氢气生产过程可以结合一定的预

处理方法实现难降解大分子有机物的产氢，降低产

氢原料成本，增加底物转化效率，为实现生物制氢

的商业化生产奠定基础. 然而，两步法产氢过程中，

需要 2 个反应器，增加了占地面积和处理步骤，而

且光发酵过程的氢气生产速率和细菌生长速率同

暗发酵相比较低，是规模化生产的限制因素.

4 存在问题

生物制氢技术虽然发展较快，然而，该技术存

在的一些主要问题限制了其产业化的步伐.
1)暗发酵生物制氢虽然具有产氢稳定、速率

快等优点，但是，由于挥发酸的积累而产生反馈抑

制作用限制了其产氢量. 同时其生产和储运设施

不够完善，严重制约其大规模应用.
2)光生物产氢技术，光能转化效率低下问题

一直困扰着广大研究者. 运用基因工程手段改造

光发酵细菌的光合系统或人工诱变获取高光能转

化效率的光发酵产氢菌株，深入研究光能转化机

制包括光能吸收、转化和利用方面的机理，提高光

能的利用率，以加快生物产氢的工业化进程.
3)成本问题制约了生物制氢技术的工业化

应用. 廉价底物的开发利用对降低生物制氢的成

本至关重要. 重点开展以工农业废水、城市污水、
畜禽废水等可再生资源以及秸秆等含纤维素类生

物质为原料进行暗发酵和光发酵产氢的研究，既

可降低生产成本又可净化环境.
4)暗 － 光发酵耦合系统的协同系统的生态

共融性问题. 暗光发酵 2 种细菌在生长速率、酸的

耐受力等方面存在巨大差异，而且暗发酵产酸速

率快，致使体系 pH 急剧下降，严重抑制光发酵细

菌的生长，产氢效率降低，这也是混合培养产氢的

瓶颈问题. 如何使二者充分利用各自优势，发挥互

补功能，解除彼此间的抑制及产物的反馈抑制，提

高氢气生产能力、底物转化范围和转化效率，是亟

需解决的问题. 需要研究者不断的分离筛选同一

生态位的光发酵和暗发酵细菌或改进产氢条件，

优化产氢系统，使二者能够更好地发挥协同产氢

作用，使之能够在同一系统中共存，实现真正意义

上的底物的梯级利用，深度产氢.

5 前景分析

人类赖以依存的化石能源将消耗殆尽，而氢

气正是目前最理想的清洁燃料之一. 目前，氢燃料

汽车、氢燃料电池等都是以氢气作为化石能源的

替代品. 人类对氢燃料的需求也将越来越多，石

油、化工、电力、化纤等行业都大量使用氢，强大的

市场需求必将加快氢气工业产业化发展的步伐.
氢气必将成为后化石燃料时代的能源主要供应方

式之一.
氢气作为能源是现代经济与可持续发展的需

要. 目前，从煤、石油和天然气等化石燃料中制取

氢气已初具规模，但从长远观点看，不符合可持续

发展的需要. 成本高是生物制氢技术没有产业化

的主要问题，我国可用于生物制氢的原料非常多，

如利用工业废弃物、城市污水、生活垃圾、动物粪

便等有机废物以及秸秆等含纤维素类生物质发酵

制氢，可大大降低生产成本. 暗光发酵耦合生物制

氢技术可将废水处理、太阳能利用和清洁能源生

产三者有机结合，并形成一种新型的环保企业. 因

此，无论从环境保护，还是从新能源开发、可持续

发展的角度来看，发酵法生物制氢技术都具有很

大的发展潜力.
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