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摘要：生物质厌氧发酵产氢过程中积累的大量酸性物质，会对厌氧微生物产生抑制作用，进而制

约氢气的持续产生。作者采用不同浓度丁酸对污泥进行胁迫，结果表明：当丁酸胁迫质量浓度为

６ｇ／Ｌ时，污泥厌氧发酵 过 程 中 丁 酸、乙 酸 以 及 氢 气 产 量 最 高，分 别 达 到１　０７１ｍｍｏｌ／ｍｏｌ，４６２
ｍｍｏｌ／ｍｏｌ和３　６９０ｍＬ／ｍｏｌ，比对照组分别提高了１１０％，５４％和６５％；此外，产氢过程中谷氨酸

脱羧酶（ｇｌｕｔａｍｉｃ　ａｃｉｄ　ｄｅｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ，ＧＡＤ）、脱 氢 酶 以 及 ＤＮＡ 总 量 活 性 最 高 达 到 １１．６

μｍｏｌ／（ｇ·ＴＳ·ｈ），６　９８２．１２μｇ　ＴＦ／（ｇ·ＴＳ·ｈ），１４．７２ｎｇ／ｍＬ，相 对 于 对 照 组 分 别 提 高 了

４８％，５０％，１０．７％；同 时，经 过 酸 胁 迫 后，厌 氧 污 泥 胞 外 聚 合 物（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ　ｐｏｌｙｍｅｒｉｃ　ｓｕｂ－
ｓｔａｎｃｅｓ，ＥＰＳ）含量有明显提高，与空白对照组相比松散型多糖和蛋白质以及紧密型多糖和蛋白

质分别提高了１４７％，３４．８％，３５％，２１．６％。因此，适宜浓度的丁酸胁迫可激发厌氧污泥的相关

耐酸响应机制（Ａｃｉｄ　ｔｏｌｅｒａｎｃｅ　ｒｅｓｐｏｎｓｅ，ＡＴＲ），进而提高污泥的耐酸性能，并最终提高厌氧产

氢效率。
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　　随着经济的高速发展，环境污染与能源短缺已

成为影响当今社会发展的两大问题。因而，开发可

再生的绿色能源迫在眉睫，其中氢气以其能量密度

高，能 够 洁 净 燃 烧 被 认 为 是 最 理 想 的 替 代 能 源 之

一。在各种氢气的制取方法中，生物制氢又以自身

的种种优 势 获 得 学 者 们 广 泛 的 关 注［１］。生 物 制 氢

可分为厌氧光合制氢和厌氧发酵制氢，与光合制氢

相 比，厌 氧 发 酵 制 氢 过 程 具 有 微 生 物 比 产 氢 速 率

高、不受光照时间限制、可利用的有机物范围广、工

艺简单等优点［２－３］，因此不仅可 以 产 生 具 有 清 洁 性

的氢气能源，而且还可以利用具有可生化性的废弃

物为原料，在降低成本的同时也实现有机废弃物的

资源化处置。
厌氧发酵制氢过程中，伴随生物质酸化过程的

进行所产生的乙酸、丁酸、丙酸、乳酸等酸类物质将

导致有机酸积累，进而使厌氧发酵体系ｐＨ下降、导
致细菌中各种酶活性受到抑制甚至失活，从而严重

制约了生物制氢过程的持续进行［４］。目 前，国内外

对于该问题解决方案的研究包括有：对原料进行预

处理；减 弱 代 谢 物 积 累 所 造 成 的 反 馈 抑 制；对 发 酵

条件进一 步 优 化 等。但 这 些 方 法 均 需 要 消 耗 大 量

的人力物力，所达到的效果也不甚理想。因此如何

提高污泥的耐酸性能，从本质上减轻或解除有机酸

积累所引起的反馈抑制越来越受到研究者的重视。
研究表明，微生物可以在多种生物化学水平上

产生相应的耐酸应答反应，其中包括谷氨酸脱羧酶

（ｇｌｕｔａｍａｔｅ　ａｃｉｄ　ｄｅｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ，ＧＡＤ）、ＡＴＰ 酶、
ＤＮＡ修复、改变细胞膜组成等。其中，ＧＡＤ因广泛

存在于各类微生物细胞中，发挥作用重要而受到关

注［５－６］。本课题组前期 研 究 表 明，利 用 有 机 酸 对 污

泥进行预处理，即将胁迫后的厌氧污泥接入厌氧处

理过程，可有效提高太湖蓝藻厌氧发酵产氢量和产

酸水平［７－９］。
作者通过 研 究 经 丁 酸 胁 迫 后 的 厌 氧 污 泥 对 生

物制氢过程的促进作用，并以产氢过程中胞外聚合

物 （ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ　ｐｏｌｙｍｅｒｉｃ　ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ，ＥＰＳ）、
ＤＮＡ总量、ＧＡＤ等生物化学指标的变化，初步阐述

了丁酸胁迫后的厌氧产氢过程中的耐酸响应机制，
为提高厌氧产氢效率提供理论依据。

１ 材料与方法

１．１　厌氧活性污泥来源

厌氧活 性 污 泥 为 本 课 题 组 前 期 研 究 获 得［７］。

１．２　实验步骤

１．２．１　 污泥活化　取经高温灭菌的污泥２００ｇ培

养于１Ｌ反应瓶中，加入５ｇ葡萄糖和２０ｍＬ营养

液［９］。用０．０６ｍｏｌ／Ｌ的 ＫＨ２ＰＯ４ 和 Ｎａ２ＨＰＯ４ 缓

冲溶液定容至４００ｍＬ，调节ｐＨ至６．０。污泥连续

活化３次后备用。

１．２．２　 胁迫实验　将活化 后 的 污 泥 洗 净，在 含 有

不同浓度丁酸的反应瓶中分别添加２０ｇ污泥，１．８
ｇ葡萄糖以及１０ｍＬ营养液，ｐＨ值调至５．５，用去

离子水定容至１００ｍＬ。放置于３７℃摇床振荡（１００
ｒ／ｍｉｎ）培养１２ｈ。

１．２．３　发酵实 验　将 胁 迫 后 的 污 泥 洗 净，其 他 步

骤同胁迫实验，培养５６ｈ，分析厌氧发酵产酸产氢、

ＧＡＤ活 性，脱 氢 酶（ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＤＨＡ）活 性 以

及ＤＮＡ含量的变化。同时对污泥发酵产氢过程中

ＥＰＳ的变化进行分析。

１．３　分析方法

取发酵结束 后 的 污 泥 清 水 洗 涤 若 干 次，取０．７
ｇ污 泥 加 入３ｍＬ　ＰＢＳ缓 冲 液，超 声 清 洗 机 超 声５
ｍｉｎ后５　０００ｒ／ｍｉｎ，４℃离 心１５ｍｉｎ，取 上 清 液 即

得到松散结合型ＥＰＳ（Ｌ－ＥＰＳ），剩余沉淀 用 于 提 取
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结合紧密型ＥＰＳ（Ｔ－ＥＰＳ）［１０］。测定ＥＰＳ中多糖及

蛋白质含量 见 文 献［１１］，气 体、有 机 酸、以 及 ＧＡＤ
活性检测见文献［１２］，ＴＳ和ＶＳＳ检测见文献［１３］，

ＤＨＡ活性检测见文献［１４］。

２ 结果与分析

２．１　丁酸对厌氧污泥产氢发酵过程的影响

图１为不 同 质 量 浓 度 丁 酸 胁 迫 对 厌 氧 污 泥 发

酵产酸产 氢 过 程 的 影 响。实 验 中 以 每 摩 尔 葡 萄 糖

所产生的有 机 酸 和 氢 气 的 摩 尔 量 表 征 丁 酸 胁 迫 对

污泥发酵产酸产氢过程的影响。由图１可知，随着

有机酸质量浓度的提高，经胁迫后的产氢过程中氢

气及有机酸产量均有所提高。其中，当丁酸质量浓

度为６ｇ／Ｌ时，产氢过程乙酸、丁酸产量可分别达到

４６２，１０７１ｍｍｏｌ／ｍｏｌ，氢 气 产 量 达 到３　６９０ｍＬ／

ｍｏｌ；与空白对照组相比，分别提高了１１０％，５４％，

６５％。当丁酸胁迫浓度高于６ｇ／Ｌ时，发酵产氢过

程中有机酸产量和氢气产量均明显降低，并逐渐出

现乳酸积 累 的 现 象。而 当 丁 酸 胁 迫 质 量 浓 度 继 续

增加至１２ｇ／Ｌ时，乙酸、丁酸以及氢气产量急剧下

降，分 别 仅 为 ８７ ｍｍｏｌ／ｍｏｌ，１７ ｍｍｏｌ／ｍｏｌ，４２５
ｍＬ／ｍｏｌ；而 乳 酸 开 始 大 量 积 累，高 达９６５ｍｍｏｌ／

ｍｏｌ，这表明过 高 浓 度 的 有 机 酸 胁 迫 厌 氧 污 泥 时 将

导致厌氧发酵过程不完全。

图１　丁酸胁迫对污泥发酵产酸产氢的影响
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　　研究表明，微生物细胞内存在着各类耐酸应答

机制，如 利 用 尿 酶 产 生 碱 性 物 质，或 是 将 细 胞 内 的

酸性物质排出以保持细胞内部ｐＨ 值的稳定，从而

提高 微 生 物 的 耐 酸 性 能，使 得 发 酵 过 程 顺 利 进

行［５］。本研究表明，厌氧污泥经过适当浓度的丁酸

胁迫后，产氢发酵过程中有机酸以及氢气产量有一

定程度的提高，这应该是由于厌氧污泥的耐酸性能

有所提高，进而使其中的厌氧微生物菌群能够抵御

大量酸性物质所造成的伤害。
２．２　 丁酸胁迫对厌氧产氢过程生理生化指标的影

响

ＤＨＡ是一类 催 化 物 质 氧 化 还 原 反 应 的 酶，该

酶活性能直接表示微生物对基质降解能力的强弱，
从而可 在 很 大 程 度 上 反 应 了 污 泥 的 活 性 状 态［１５］。
ＧＡＤ是一种广 泛 存 在 于 微 生 物 体 内 的 重 要 酶［１６］，
它不仅参与微生物的代谢活动，而且还能在微生物

抵御外界不良环境中的一些应激效应中发挥作用，
其活性可通过ＧＡＤ催化谷氨酸脱去羧基生成γ－氨
基丁酸（γ－ａｍｉｎｏｂｕｔｙｒｉｃ　ａｃｉｄ，ＧＡＢＡ）的能力来表示。
同时，厌氧污泥中微生物菌群的ＤＮＡ质量浓度与产

氢发酵过程之间存在一定的关系［１７］，见图２。

图２　丁酸胁迫对污泥厌氧产氢过程中生理生化指标的影响
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ｄｕｒｉｎｇ　ｔｈｅ　ａｎａｅｒｏｂｉｃ　ｈｙｄｒｏｇｅｎ　ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ｐｒｏｃｅｓｓ

　　图２为不同质量浓度丁酸胁迫对污泥内ＤＮＡ
质量浓度、ＤＨＡ以及ＧＡＤ活性的影响。从图２可

知，随着丁 酸 胁 迫 质 量 浓 度 的 提 高，污 泥 ＤＨＡ和

ＧＡＤ的活性也呈现出先升高后降低的趋势。当丁

酸胁迫质量浓度为６ｇ／Ｌ，ＤＨＡ和ＧＡＤ的活性最

高 达 到 ６　９８２．１２μｇ　ＴＦ／（ｇ·ＴＳ·ｈ）和 １１．６

μｍｏｌ／（ｇ·ＴＳ·ｈ），与空白组相比活 性 提 高１００％
和４９％。而 当 丁 酸 质 量 浓 度 高 于６ｇ／Ｌ时，ＤＨＡ
和ＧＡＤ活性呈 现 下 降 趋 势，尤 其 当 胁 迫 质 量 浓 度

增 加 到 １２ｇ／Ｌ 时，ＤＨＡ 和 ＧＡＤ 活 性 下 降 为

２　０１３．４μｇ　ＴＦ／（ｇ·ＴＳ·ｈ）和６．４μｍｏｌ／（ｇ·ＴＳ
·ｈ），与空白对照组相比分别降低了４２％和２０％。
而当丁酸胁迫质量浓度为６ｇ／Ｌ时，厌氧污泥中所
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提取的ＤＮＡ质 量 浓 度 也 提 高 至１４．７２ｎｇ／μＬ，与

空白对照组 相 比 增 加 了１１％。但 当 酸 胁 迫 浓 度 继

续提高时，厌氧污泥中ＤＮＡ质量浓度大幅度下降。
这表明，厌氧污泥内ＤＮＡ质量浓度的变化与污 泥

活性的改变有一定的关系。并且，当污泥厌氧发酵

产气量达到最高值时，污泥中ＤＮＡ质量浓度也 达

到最高值［１７］。
低质量浓 度 的 有 机 酸 胁 迫 可 以 提 高 污 泥 的 耐

酸性能［１８］，但若 酸 胁 迫 质 量 浓 度 过 高，则 会 导 致 污

泥ＤＨＡ和ＧＡＤ活性大幅度下降，污泥活性迅速降

低，导 致 产 氢 产 酸 量 下 降，这 可 能 是 由 于 高 质 量 浓

度的 酸 会 对 细 菌 产 生 不 可 恢 复 的 伤 害，例 如：酸 性

环境对 酶 分 子 结 构 的 破 坏，对 ＤＮＡ 稳 定 性 的 威

胁［１９］。因此，适宜质量浓度丁酸对污泥进行胁迫可

以提高其耐酸性能，使污泥在较酸性的环境下保持

正常代谢活动并保证厌氧发酵更为顺利的进行，提

高污泥对生物质的利用率。然而，污泥耐酸性能的

提高是多种酸应答机制协同作用的结果，尚需对于

其他耐酸响应机制进行深入研究。

２．３　酸应答效应中污泥ＥＰＳ的变化

ＥＰＳ是微生物中的一个重要组分，当微生物处

于不利环境中，ＥＰＳ会做出相应的改变来适应改变

的环境，最大程度的降低外界环境对细胞所造成的

损伤，维 持 微 生 物 的 正 常 代 谢 活 性［２０］。ＥＰＳ分 为

Ｌ－ＥＰＳ和Ｔ－ＥＰＳ，两者可通过自身含量或结构的改

变保护污泥免受不良环境的危害［２１－２２］。

　　图３为６ｇ／Ｌ丁酸胁迫对生物产氢过程中厌氧

污泥ＥＰＳ表达的影响。由图３可知，在发酵产氢过

程中ＥＰＳ质量浓度逐渐增加，当产氢发酵进行到第

１２小时左右时污泥ＥＰＳ各组分质量分数达到最高

值，其中空白组Ｔ－ＥＰＳ多糖和蛋白质质量分数达到

２１６．６６μｇ／（ｇ·ＶＳ）、７０．５５μｇ／（ｇ·ＶＳ），Ｌ－ＥＰＳ
中多糖和蛋白质质量分数达到１３．６９μｇ／（ｇ·ＶＳ）、
３．２１μｇ／（ｇ·ＶＳ），经 过 丁 酸 胁 迫 后 这 种 现 象 更 为

明显，Ｔ－ＥＰＳ中 多 糖 和 蛋 白 质 含 量 可 达 到２９３．８４

μｇ／（ｇ·ＶＳ）、８５．７９μｇ／（ｇ·ＶＳ），Ｌ－ＥＰＳ中两物质

可 分 别 达 到３３．８４μｇ／（ｇ·ＶＳ）、４．３３μｇ／（ｇ·
ＶＳ），其后污泥ＥＰＳ各组分含量又出现不同程度的

降低。这可 能 是 由 于 在 发 酵 初 期 微 生 物 生 长 较 缓

慢，此时发 酵 体 系 内 营 养 物 质 大 部 分 被 污 泥 吸 附，
由此造成ＥＰＳ组分含量的较快增加，而污泥适应了

新 的 发 酵 体 系 后，开 始 利 用 营 养 物 质 进 行 代 谢 活

动，当营养物 质 利 用 殆 尽 时，污 泥 便 会 消 耗 自 身 的

ＥＰＳ，以维持基本的代谢活动［４］。

图３　丁酸胁迫对厌氧产氢过程中ＥＰＳ组分分布的影响
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　　与 空 白 对 照 组 相 比，胁 迫 组Ｌ－ＥＰＳ和 Ｔ－ＥＰＳ
中 多 糖 和 蛋 白 质 质 量 分 数 分 别 提 高 了 １４７％、

３４．８％、３５％、２１．６％，而且Ｌ－ＥＰＳ中多糖和蛋白质

提高率明显较大，这可能是由于酸胁迫促使污泥通

过扩大Ｌ－ＥＰＳ与营养物质的接触范围，尽可能的实

现营养物质的最大化利用［２１］，并与其他酸应答机制

配合以降 低 酸 性 环 境 对 污 泥 所 造 成 的 伤 害。但 目

前关于Ｌ－ＥＰＳ、Ｔ－ＥＰＳ的 研 究 多 集 中 于 污 泥 脱 水

性、沉降性、絮凝等方面［２２－２４］，而在污泥酸应答效应

方面的报道还比较少，对于三者之间存在的关联性

的研究还需要深入进行。

３ 结　语

　　厌氧污泥（微生物菌群）经丁酸胁迫后，其耐酸

性能活性发 生 改 变，并 且 产 氢 过 程 中 乙 酸、丁 酸 质

量浓 度 以 及 产 氢 量 有 明 显 提 高；同 时，产 氢 过 程 中

厌氧污泥中 的 ＧＡＤ、ＤＨＡ活 性 以 及ＤＮＡ质 量 浓

度也呈现相应升高趋势；并且，经丁酸胁迫后，厌氧

污泥在产氢过程中的ＥＰＳ各组分含量均有所提高，
其中Ｔ－ＥＰＳ中的多糖和蛋白质质量分数 分 别 比 空

白组提 高 了３５％和２１．６％，Ｌ－ＥＰＳ中 的 多 糖 和 蛋

白 质 质 量 分 数 分 别 比 空 白 组 提 高 了 １４７％ 和

３４．８％。
因此，在厌 氧 产 氢 过 程 中，厌 氧 微 生 物 菌 群 的

酸应 答 机 制 可 在 有 机 酸 胁 迫 后 被 激 活，并 通 过

ＤＨＡ、ＧＡＤ、ＤＮＡ总量 甚 至ＥＰＳ组 成 变 化 等 多 种
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耐酸响应方式的表达，以抵御发酵产氢过程中有机

酸积累对微生物活性可能造成的损害。然而，尚需

对上述各应答方式间的关联进行深入探讨，以进一

步阐明微生物菌群耐酸响应的生物化学机制。
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会　议　消　息

会议名称（中文）：第三届中国西安国际ＤＮＡ和基因组活动周

会议名称（英文）：Ｔｈｅ　３ｒｄ　Ｗｏｒｌｄ　ＤＮＡ　ａｎｄ　Ｇｅｎｏｍｅ　Ｄａｙ
所属学科：生物物理学、生物化学及分子生物学，遗传与发育生物学，生物技 术 与 生 物 工 程，生 物 信 息 学，生 物 及

医药化工

开始日期：２０１２－０４－２５　　　　　　　结束日期：２０１２－０４－２８
所在国家：中华人民共和国 　　　　　　所在城市：陕西省 西安市

具体地点：中国西安曲江国际会议中心

主办单位：中国医药生物技术协会、中国国际贸易促进委员会西安市分会、国家外国专家局国外人才信息研究中心

承办单位：百奥泰国际会议（大连）有限公司

议题：专场１：基因组最新研究及技术

　　专场２：系统生物学

　　专场３：ＲＮＡ生物学及应用

　　专场４：基因组药物发现平台及基因治疗

　　专场５：人类遗传学，基因组及疾病

　　专场６：人类基因组学和个体化医学

　　专场７：其它组学及应用

　　专场８：非人类功能基因组学及其它组学

摘要截稿日期：２０１２－０３－３０　　　　参会报名截止日期：２０１２－０４－２５
联系人：张雪 　　　联系电话：０４１１－８４７９９６０９－８２６　　　传真：０４１１－８４７９９６０９－８２６
Ｅ－ＭＡＩＬ：ｕ－ｗｏｒｌｄ０１＠ｂｉｔｃｏｎｆｅｒｅｎｃｅｓ．ｃｎ
通讯地址：大连市高新园区汇贤园１号 　　　　　邮政编码：１１６０２５
会议网站：ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｄｎａｄａｙ．ｃｏｍ／ｃｎ／ｄｅｆａｕｌｔ．ａｓｐ
会议背景介绍：基因———人类最伟大的科学发 现 之 一。为 纪 念Ｊａｍｅｓ　Ｗａｔｓｏｎ和Ｆｒａｎｃｉｓ　Ｃｒｉｃｋ在 自 然 杂 志 上 发

表ＤＮＡ双螺旋结构５２周年，美国政府确定在２００３年以后的每年４月２５日为国家ＤＮＡ节（４月为基因月），并举行

了多种多样的庆祝活动。为促进生命科学领域的科学信息交流，举办国际ＤＮＡ和基因组活动周、主办高级讨论会及

大型国际会议，并期望把这一具有历史性意义的 活 动 推 向 除 基 因 学 以 外 的 更 广 泛 的 领 域，搭 建 更 广 阔 的 交 流 与 合 作

平台，促进生命科学领域的快速发展。


