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一株耐盐性阴沟肠杆菌生长产氢对微量元素的需求 
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摘要: 用单因素分析法研究在培养基中缺乏铁、镁、微量元素液、维生素液时对阴沟肠杆菌 XA-2 生

长的影响。实验发现, 铁和镁对该菌的生长影响显著, 而缺乏微量元素液、维生素液对该菌的生长影

响不明显。缺铁培养时该菌在稳定期的菌浊浓度 OD600nm 为 1.2586,缺镁培养时菌浊浓度为 0.6988, 仅

为完全培养时菌浊浓度的三分之一, 其中, 镁对该菌生长的影响更显著。产氢实验表明, 各因素对产氢

情况的影响显著, 依次为: 铁>镁>维生素液>微量元素液。当该菌利用缺铁培养基产氢时, 其累计产氢

量仅为 44 mL/L , 铁元素的缺乏严重影响该菌的产氢活动。 
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微生物制氢作为一种新兴的制氢方法, 越来越
受到人们的关注, 在氢生产及其应用研究开发中的
地位也越来越显著, 世界上许多国家都投入了大量
的人力物力对生物制氢技术进行开发研究。目前, 报
道的发酵产氢细菌较多, 如梭菌属(Clostridium )[1-3]

和肠杆菌属(Enterobacter)[4-7]。前者中几乎所有的都

是严格厌氧菌, 而后者是主要的兼性厌氧菌成员。因
为对氧气没有严格厌氧菌敏感, 兼性厌氧菌比严格
厌氧菌更适合应用产氢。 

阴沟肠杆菌(Enterobacter cloacae)是肠杆菌科肠
杆菌属的重要成员之一, 是存在于人和动物肠中的
一种条件致病菌[8]。关于阴沟肠杆菌发酵产氢报道较

少, 仅 Kummar[9]等报道从淡水环境中分离获得的阴

沟肠杆菌 IIT-BT 08可利用多种碳源产氢, 并对该菌
的产氢机理进行了初步的研究[10]。 

随着沿海经济发展, 高盐有机废水的排放量不
断增加。淡水菌受盐度影响生长受到抑制, 而不能用
于高盐有机废水处理。因此, 筛选获得耐盐性菌是高
盐有机废水处理的前提条件。前期作者从废水处理

厂的活性污泥中分离到一株阴沟肠杆菌 XA-2。该菌
的最适生长条件要求宽泛 , 具有良好的盐耐受性 , 
且具有较高的产氢性能, 可作为利用海水养殖有机
废水生物制氢的候选菌株, 具有较好的应用前景。 

微生物在处理高盐有机废水产氢过程中, 为了
满足微生物生长产氢对微量元素的需求, 处理废水
的同时提高产氢效率, 有必要研究微量元素对微生

物生长产氢的影响。有研究报道金属离子等因素对

发酵产氢情况有一定的影响 [11-12]。因此, 本文分析
铁、镁、微量元素液、维生素液四种因素对阴沟肠

杆菌 XA-2生长和产氢情况的影响, 以期为利用该菌
进行微生物制氢的应用积累资料。  

1  材料与方法 

1.1  菌种来源  
从废水处理厂的活性污泥中通过富集培养、菌

种初筛、复筛、分离纯化获得的菌株 XA-2, 根据
Biolog微生物鉴定系统和 16S rDNA序列分析, 将菌
株 XA-2定名为阴沟肠杆菌 XA-2。 

1.2  培养基 
发酵培养基成分如下(g/L): 葡萄糖 20; 胰蛋白

胨 4; 牛肉膏 2; 酵母汁 1; NaCl 30; K2HPO4 1.5; 
MgCl2 0.1; FeSO4·7H2O 0.1; L-半胱氨酸 0.5。此外, 
每 1L培养基加入 10 mL微量元素和维生素液以满足
微生物的生长需要。微量元素液成分如下(g/10 mL): 
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MnSO4·7H2O 0.01;  ZnSO4·7H2O 0.05;  H3BO3 0.01; 
CaCl2·2H2O 0.01; Na2MnO4 0.01; CoCl2·6H2O 0.2。维
生素液成分如下: L-抗坏血酸 0.025; 柠檬酸 0.02; 
磷酸吡哆醛  0.05; 对氨基苯甲酸  0.01; 生物素 
0.01; 维生素 B1 0.02; 核黄素 0.025。起始 pH值调
至 8.0左右。再加入 1.5～2.0 g琼脂粉制成固体培养
基。培养基在 112 ℃, 灭菌 20 min, 备用。 

缺乏元素是指在配制培养基时不加入缺乏的元

素, 其他元素按照发酵培养基的成分依次加入。如缺
铁培养基是指在配制发酵培养基时 , 不加入
FeSO4·7H2O, 其他成分都加入的培养基。本文中所
做的培养基元素缺乏实验包括缺铁、缺镁、缺微量

元素液、缺维生素液。 

1.3  实验设计 
1.3.1  菌株 XA-2在缺乏元素条件下的生长曲线 

挑取单菌落接入充满缺乏元素培养基的厌氧管

中, 37 ℃恒温培养 24 h, 将其按 1:100的比例将 1 mL
新鲜菌液接入装有 100 mL 缺乏各元素的血清瓶中, 
充入高纯氮气 , 用翻口胶塞和封口膜密封 , 37 ℃ , 
150 r/min恒温振荡培养, 每隔 1h, 同一条件每次取
3 个样品测定 OD600nm光吸收值, 以 OD600nm光吸收值

为纵坐标, 生长时间为横坐标, 绘制的曲线为生长曲
线, 曲线中的每一个点为 3个样品的平均值。 
1.3.2  缺乏元素对菌株 XA-2产氢的影响 

按 1﹕100的比例将 1 mL新鲜菌液接入装有 100 
mL 液体培养基的培养瓶中, 充入高纯氮气, 用翻口
胶塞和封口膜密封, 同时接入导气管, 用产气瓶排水
法收集气体, 将培养瓶置于恒温气浴摇床中, 37 ℃, 
150 r/min 振荡培养, 在产气停止后测定终了 pH、
OD600nm 光吸收值和氢气含量。产氢实验在常温常压

下进行, 每个培养条件进行三次重复。 

1.4  测定方法 
用 UV-1800 紫外分光光度仪(日本岛津)测定样

品在 600 nm处的吸光值(OD600nm)代表菌浊, 即细胞
浓度。使用 DELTA 320 pH计(梅特勒托利多)测定 pH
值。氢气含量用 GC 6820 气相色谱仪(安捷伦)测定, 
TCD检测器, 柱箱温度 40 ℃, 气化室 250 ℃, 检测
器 200 ℃, N2为载气, 流速 65 mL/min。 

2  结果与分析 

2.1  菌株 XA-2 在缺铁、缺镁条件下的生长

曲线 
生长实验结果表明, 该菌经过 8 h的延迟期后进

入指数生长期, 而指数生长期持续的时间因缺乏元
素的不同而不同, 随后进入稳定期。菌株 XA-2在缺
铁培养基中的生长情况如图 1所示, 在接种后的 8～
12h, 该菌在缺铁培养基和完全培养基的生长情况基
本保持一致, 说明在大部分的指数生长期中缺铁对
该菌的生长基本无影响, 而 12 h 后, 指数生长后期, 
铁元素的缺乏开始对该菌的生长造成影响, 14h后进
入稳定期该影响越来越显著。该菌最终在完全培养

基的菌浊浓度 OD600nm达到 1.8546, 而在缺铁培养基
的菌浊浓度大幅下降, 菌浊浓度为 1.2586, 表明铁
元素对该菌的生长尤其是生长后期造成很大的影

响。缺镁条件下该菌的生长情况见图 1, 从图中可知
镁元素对菌株 XA-2 的生长体中都造成显著的影响, 
8～14 h的指数生长期生长速率增加趋势不明显, 在
进入稳定期后, 最终菌浊浓度 OD600nm为 0.6988, 此
时的细胞生长量仅为完全培养基的三分之一。从图 1
可以看出, 虽然该菌在缺铁、缺镁培养基中同完全培
养基中的进入生长周期各时期的时间相同, 但菌浊浓
度都与正常情况有大幅下降, 说明缺铁和缺镁对该菌
的生长都造成很大影响, 镁元素的缺乏更加显著。 

 
图 1  阴沟肠杆菌 XA-2在缺铁、缺镁条件下的生长曲线 
Fig. 1  Growth curves of E. cloacae XA-2 without Fe or Mg 

in culture medium 
  

2.2  菌株 XA-2 在缺微量元素液、缺维生素

液条件下的生长曲线 
当发酵培养基中缺乏微量元素液时, 如图 2 所

示, 菌株 XA-2在接种后 8～22 h内基本处在指数生
长期, 到 19 h 才进入到稳定期, 与完全培养基中的
生长情况相比, 指数期与稳定期之间的界限并不明
显, 总体的菌浊浓度都有所下降, 直到 19 h 后才接
近一致, 此结果表明微量元素液对该菌指数生长期
的生长有一定的影响。从图 2 可以看出, 当发酵培
养基中缺乏维生素液时 , 对该菌的生长影响不大 , 
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只是在接种后 10～16 h内菌浊浓度有小幅降低, 17 h
后菌浊浓度跟正常情况下一致。综上所述, 当培养基
中缺乏微量元素液和维生素液时, 对该菌的生长影
响不明显, 当缺乏微量元素液时指数生长期延长。 

 
图 2  阴沟肠杆菌 XA-2 在缺乏微量元素液、缺维生素液

条件下的生长曲线 
Fig. 2  Growth curves of E. cloacae XA-2 without trace nu-

trients solution or vitamin nutrients solution in cul-
ture medium 

  

2.3  缺乏元素对菌株 XA-2 产氢的影响 
图 3表示阴沟肠杆菌XA-2在缺乏元素条件下产

氢的累计产氢量 , 从图中可以看出 , 该菌利用完全
培养基产氢时的累计产氢量为 515 mL/L, 不管缺乏
如图所示的何种元素, 累计产氢量都没有使用完全
培养基产氢时高。各元素对产氢的影响显著性依次

为: 铁>镁>维生素液>微量元素液, 当该菌利用缺铁 

培养基产氢时, 其累计产氢量为 44 mL/L, 与正常相
比 , 铁元素的缺乏严重影响该菌的产氢活动 , 原因
在于该菌在指数生长后期产氢, 而铁是产氢途径中
所需铁氧还蛋白的重要组成部分, 也是细胞色素、铁
硫蛋白等的结构元素或辅助因子 , 因此 , 铁在产氢
过程中具有极其重要的作用 , 缺乏时 , 就会对产氢
造成显著影响。从表 1 中可以具体看出该菌在缺乏
元素时的产氢情况 , 缺铁时的氢含量最低 , 而缺微
量元素液时的氢气含量与正常相比相差不大, 终了
pH和菌浊浓度也在一定程度反映出缺乏元素对产氢
的影响。 

 

图 3  阴沟肠杆菌 XA-2在缺乏元素时的产氢情况 
Fig. 3  Hydrogen production of E. cloacae XA-2 without 

certain elements in culture medium  
A: 微量元素液; B: 维生素液 
A: trace nutrients solution; B: vitamin nutrients solution 

 

表 1  当培养基缺乏元素时的产氢性能参数 
Tab. 1  Hydrogen production data in element absence cases of culture medium 

缺乏元素 
气体总量 

(mL/L 培养基) 
氢气含量 

(%) 
终了 pH 终了菌浊浓度 

(OD600nm) 
缺铁 604 7.36 4.13 1.1726 
缺镁 789 11.44 3.85 0.9783 

缺微量元素液 1982 20.08 4.12 1.5124 
缺维生素液 1078 15.51 4.08 1.1739 
完全 2333 21.76 4.15 1.6582 

 

3  讨论 

本文所用阴沟肠杆菌 XA-2 是一株耐盐性较强, 
耐盐范围广的发酵产氢菌。多数报道产氢菌皆是在淡

水条件下发酵产氢[13-14], 海水条件下产氢报道较少。
阴沟肠杆菌在海水条件下产氢尚未见报道。本文所用

培养基盐度为 30‰, pH在 8左右, 这与海水条件接近, 

为该菌利用海水养殖有机废水发酵制氢奠定基础。 
铁在微生物产氢发酵代谢中具有重要的作用 , 

它参与微生物产氢代谢中重要的辅酶铁氧还原蛋白

的合成, 它可以形成 Fe—S 原子簇为产氢反应提供
电子, 并激活氢酶。不同价态铁离子对厌氧发酵产氢
的影响各有不同 , 有研究表明 [15]二价铁离子最佳 , 
不同浓度的二价铁离子对厌氧发酵产氢的影响也不
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同, 高浓度的铁离子反而会对产氢造成不利影响。阴
沟肠杆菌是甲酸型产氢类型的代表菌株之一, 当铁
元素缺乏时甲酸氢解酶系的合成会受到影响[16]。本

实验的结果表明当铁元素缺乏时, 严重地影响阴沟
肠杆菌 XA-2的产氢过程, 这与文献报道的阴沟肠杆
菌的产氢代谢具有铁依赖性,需要大量的铁元素才能
正常进行的结果相近。      

本文研究表明, 缺镁对阴沟肠杆菌的生长有明
显影响, 该菌对镁的依赖性显著。因为镁是微生物生
长的必要物质, 它可以维持磷酸化酶、烯醇化酶等的
活性, 它可以与 ATP形成 Mg2+-ATP复合物, 从而在
糖和 ATP 代谢中发挥作用。微量元素液中含有锰、
锌、硼、钙等一些金属离子和其他微量元素, 它们是
一些酶作用必需的微量元素, 在微生物代谢中也起
着重要的作用。本文结果表明, 该菌的生长对微量元
素液与维生素液的需求并不是必需的, 但是缺乏维
生素液对该菌的产氢有较明显的影响, 可能是因为
维生素液中含有的一些水溶性维生素主要参与细胞

内氧化还原、氢原子(电子)转移、转氨基脱羧作用及
作为羟基化反应的辅助因子[17], 从而影响产氢过程。
综上所述, 铁、镁、微量元素液和维生素的缺乏都是
影响发酵细菌的生长及产氢的重要因素。 
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Influence of trace elements on cell growth and hydrogen 
production of the salt-tolerant Enterobacter cloacae 
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Key words: Enterobacter cloacae; Biohydrogen production; iron; magnesium 
 

Abstract: The consequences of lack of iron, magnesium, trace nutrients and vitamin nutrients solution on the cell 

growth of Enterobacter cloacae XA-2 was researched by using single factor test. The results showed that iron and 

magnesium had significant effect on the growth of bacteria. Deficiency of trace nutrients, vitamin nutrients solution 

in medium had little effect on the growth of the strain. The absorbance at 600 nm of the strain in stationary phase 

was 1.2586 without iron and 0.6988 without magnesium in medium. The magnesium absence value was only 

one-third of complete medium. Compared with iron, magnesium had more significant effect on the growth of the 

bacterium. Hydrogen production experiments showed that the influence order of factors on hydrogen production 

was as follow: Fe>Mg>Vitamin nutrients>trace nutrients. In iron absence medium, cumulative hydrogen production 

was 44 mL/L medium. Iron deficiency had significant effect on hydrogen production of the strain. 
 

(本文编辑: 张培新) 
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