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摘　要：对生物制氢的理论研究进行了评论性的回顾。讨论了光合成生物制氢系统、光分解生物制

氢系统、水气交换反应生物制氢系统、光合—发酵杂交生物制氢系统和厌氧发酵生物制氢系统、离

体氢酶生物制氢系统等 6 个生物制氢系统。乙醇型发酵生物制氢理论（双碳发酵产氢学说或理

论）是生物制氢理论的新发展。
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0 前　言

能源对于全球的生存、繁荣与发展是至关重要

的，目前人类主要利用煤和石油等化石燃料作为初

级能源，而这些能源能够给人类带来全球气候改变，

环境污染生态变异和健康问题
［1］
。氢气作为清洁

可再生的能源而被人们所接受。氢气在能源转换的

电化学和燃烧过程当中不产生含碳化合物的散射，

而这些含碳化合物是造成环境污染和气候变暖的主

要因素，氢气则不产生这些含碳物质。氢气燃料电

池和其他氢气利用技术提供了可再生能源和可持续

能源利用之间的基本联系，然而以化石燃料为基础

的经济向以氢气为基础的经济转换，还面临着许多

理论上的挑战和技术上的困难。这些问题包括不同

生物制氢工艺中的微生物氢代谢和产氢量及产氢速

率问题，氢气生产、储藏、运输和分配
［2～6 ］
。氢气可

以由水的电解富含氢有机化合物的热裂解和生物制

氢等工艺来生产。目前氢气主要是通过水的电裂解

来生产，不可避免的要消耗不可再生能源和造成环

境污染。氢气的生物生产主要通过微生物的代谢过

程制造氢气，这成为极具吸引力的新的热点研究领

域，主要因为生物制氢工艺可以利用诸如高浓度有

机废水、含碳水化合物物质等一系列可再生资源来

生产氢气［
3 ～6 ］。

我们从 20世纪 90年代就开始了发酵法生物制

氢技术的研究。直到 2002 年以后，发酵法生物制氢

在国际上才引起广泛的注意
［7，8］
。本文在阐述生物

制氢各项工艺理论与实践的同时，重点讨论发酵法

生物制氢的机理与工程应用
［9～14 ］
。

1 生物制氢系统

1.1　光合成生物制氢系统

氢的利用水的光合成是一个可以将太阳能转换

成可以利用的、能够储存的化学能的生物学过程，其

化学反应方程式为：

2H 2 →

1

 O 2 H 2 ＋O 2

光合成的方法在植物和藻类有着相同的生物学

过程，不同之处在于伴随这一过程的是藻类产生氢

而不是含碳生物质。光合成涉及光吸收的 2个光合

成系统：水裂解和释氧的光系统 II或  PSII 和生成还

原剂用来 CO 2还原的光系统 I或  PSI 。在这 2 个系

统中，2 个光子（每一系统一个光子）用来从水中转

移 1 个电子和 CO 2还原或 H 2的形成。在植物中，因

不存在氢化酶系统只有 CO 2还原的发生；在藻类（原

核藻类和真核藻类都是如此）中因具有氢化酶系

统，在一定的条件下产生氢分子
［15］
。
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绿藻的厌氧条件下氢气生产接种后需要几分钟

到几小时的时间，主要在黑暗中需要诱导合成或活

化涉及氢代谢的酶类，包括可逆氢化酶系统。氢化

酶利用铁氧还原蛋白提供的电子结合 H ＋质子形成

和释放氢分子。H 2 的合成支持持续不断的电子流

通过电子传递链的流动，这一过程能够产生  ATP 的

合成
［16］
。

当进行绿藻  Chlam ydom  onas reinhardtii 培养并

剥夺无机元素硫的供给时，在有光条件下 24 h 内 O 2

的合成和 CO 2的还原固定显著降低，硫缺乏 22 h 后，

呼吸作用加强，培养在有光条件下，表现为厌氧并开

始合成 H 2
［5］
。基于这种原理，持续的 H 2 生产工艺

在  Chlam ydom  onas reinhardtii 中已经建立起来。氢

气生产速率为每 100 h 为 7.95 m m ol   H 2 /L，相当于

0.07 m m ol H 2 /（L·h）［
18］。

1.2　光分解生物制氢系统

蓝细菌可以通过下面 2个步骤释放氢：

　　6 H 2 O  ＋ 6 CO →

1

2 C 6H 12O 6 ＋6 O 2

　　 C 6H 12O 6 ＋6 H 2 →

1

 O 12 H 2 ＋6 CO 2

蓝细菌是一类品种繁多、伴随地球历史而生的

光能自养型微生物，具有光合作用的叶绿素分子和

辅助色素分子，能够进行氧的光合成。蓝细菌的许

多物种都含有能够进行氢代谢和分子氢合成的酶

类。包括固氮酶催化分子氢作为还原 N 2成为氨的

副产品 H 2的生产。氢化酶可以催化由固氮酶形成

的 H 2的氧化，也可以催化氢的合成，因而是一种可

逆双向的酶类。已进行了蓝细菌的 14 个属的众多

物种在不同条件下的氢气生产
［7］
。氢气产率差异

很大，因菌种和条件不同而异。其中  Anabaena 菌种

氢的产量比较高。 A. variabilis 的突变体  PK84 可以

产生 6. 91 nm ol   H 2 /μg 蛋白质（350 m  L 培养基

中）［
7］。当  A. variabilis 培养在氮饥饿条件时，H 2 的

产率提高到 12.6 μg 蛋白质/h（350 m  L 培养基中）。

培养基中的总蛋白质浓度是 28.2 μ g / m   L 时，1L 培

养基含有 28.200 μg 蛋白质，将产生 355  320 nm ol 

H 2 /（L·h）
［17］
。

1.3　水—气交换反应生物制氢系统

 Rhodospirillaceae 科的某些光异养型细菌可以

生长在 CO 为唯一碳源的生长环境中，产生  ATP 并

伴随着 H 2和 CO 2的释放
［19～22 ］
，伴随着 H 2的释放由

CO 向 CO 2的氧化转变，是通过下面的水—气交换反

应来完成的：

CO（g） ＋H 2O（1 →） CO 2（g） ＋H 2（g）

ΔG
0
＝-20 （ kJ/m  ol ）

这一反应由酶代谢途径中的蛋白质介导反应

的，只发生在低温低压的条件下。热动力学研究表

明，这一反应有利于 CO 的固定和 H 2的合成，因为

反应平衡强烈的倾向于反应的右侧。

CO 氧化过程中，化学计量意义上的 CO 2和 H 2

含量产生了，吸附和氧化 CO 的酶是氧化还原酶（一

氧化碳脱氢酶），吸附于膜的酶复合体的一部分
［22］
。

在黑暗中， Rubrivivax  gelatinosus  CBS 是一种完成
CO—水—气交换反应，并且 100％转化空气中 CO 2

成为化学计量意义上的相接近的量 H 2；在有光条件

下，当 CO 是唯一碳源时，也同化 CO 成为细胞物质，

即使是存在有机碳源作为底物时，该菌也自发利用

两种底物，由此表明 CO 固定代谢途径是完全有功

能的，既是存在更加有利的底物时也是如此
［5］
。

CO 固定进行 H 2的生产率是 0.8 m m ol / （ m on ·g

细胞），上面用 20％ CO 充盈。因为 CO 吸收率和转

化率大约为 1.34 g CO  / （h·g细胞干重），即 48 m m ol 

 CO  / （h·  g dcw ）。2.0 的 OD 660 值产生 2.0 g R.

 gelatinosus  CBS  cdw   / l 。 这相对应的是 96   m m ol 

H 2 /（2 g cdw ·h），即96   m m ol H 2 /1 h 的氢气产量
［5］
。

1.4　光合—发酵杂交生物制氢系统

这一生物制氢系统包括光和细菌和非光和细

菌。可以强化生物制氢系统的产氢量。多种碳水化

合物可以被  C. butyricum 消化降解，这种细菌不用

光照就可以降解碳水化合物生产氢。产生的有机酸

可以作为光和细菌的底物产生氢。厌氧细菌降解碳

水化合物获得电子和能量，因为反应仅仅能向负的

自由能方向进行，由厌氧细菌降解产生的有机酸不

可能继续降解合成氢气。利用厌氧细菌，葡萄糖不

可能完全的降解形成氢气和 CO 2。光和细菌可以利

用光能克服正向自由能反应（细菌可以利用有机酸

生产氢气。这 2种细菌的结合不仅可以还原光能来

满足光和细菌的能量需求，也可以增加氢气产量。

紫色非硫细菌生产分子氢，这一过程是由固氮

菌在缺氮条件下由光能和还原有机物（有机酸）被

固氮酶催化形成的。

C 6H 12O 6 ＋6 H 2 → O 12 H 2 ＋6 CO 2

一般而言，光异养细菌的产氢率在细胞固定化

时比自由存在时要高出许多。因此细胞固定化研究

和工艺报道的很多。 Rhodopseudom  onas capsulate 和

 Rhodobactor  spheroids 的连续培养生产氢气的产率

是 40  ～50 m m ol  H 2 /（L·h）［
23］、80  ～100 m  L H 2 /（L

·h）［
24］
， Rhodobactor  spheroids 的固定化培养产氢

率为 1.3  ～3.6  ～4.0   L H 2 /（L·h）。生产率大大提
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高。

1.5　厌氧发酵生物制氢系统

氢气也可以通过厌氧细菌发酵富含碳水化合物

的底物生产。光合成和光降解生产获得的氢气为纯

氢，发酵法生产的氢气为混合气体，含有 H 2、CO 2和

少量的 CO、H 2 S 和 CH 4。厌氧制氢的细菌主要为

 Enterobacter ， Bacillus 和  Clostridium 的许多种类。

任南琪等
［24］
发现了新一类的发酵产氢细菌，这些细

菌的 16 Sr DNA 碱基顺序已经测定，并登记  Gen-

 Bank ，可能成为新的一类细菌，我们暂时命名为
 Biohydrogenbacterium  genus  sp.，如  Rennanqilyf 1，

 Rennanqilyf 3 和 B49等菌种。极大丰富了生物制氢

的微生物种质资源，发酵类型称之为乙醇型发

酵
［9，24］
。这些细菌偏爱碳水化合物作为产氢发酵的

底物。葡萄糖、六碳糖的同聚物、淀粉、半纤维素和

纤维素的多聚物都可以作为发酵底物。发酵产氢途

径决定了 H 2的产量。当乙酸作为末端产物时，理论

上每  m ol 葡萄糖可以产生 4 摩尔的分子 H 2，方程式

如下：

C 6H 12O 6 ＋2 H 2 →

1

 O 2 CH 3 COOH   ＋ 4 H 2 ＋2 CO 2

当丁酸作为末端产物时，理论上每摩尔葡萄糖

可以产生 2 m ol 的分子 H 2，方程式如下：

C 6H 12O →

1

6 CH 3CH 2CH 2 COOH   ＋ 2 H 2 ＋2 CO 2

较高的氢气产量与末端产物为乙酸相联系，我

们认为，高的氢气产量与末端产物为乙酸和丁酸代

谢联系在一起，较低的氢气产量与末端产物为丙酸

和还原形式的乙醇和乳酸的代谢相联系。

1.6 离体氢酶生物制氢系统
 P. furiosus 氢酶在焦磷酸硫胺素、 NADP 、磷酸戊

糖循环反应体系中，将 6-磷酸葡萄糖转化成11.6 m ol 

6-磷酸葡萄糖获得了 11.6 m ol   H 2，接进了 1 m ol 葡

萄糖产生 12 m ol H 2的理想值，比一般微生物利用葡

萄糖产生 1.92  ～2.88 m ol H 2 高出近 5倍［24］。

2 发酵生物制氢机理

2.1 丁酸型发酵（ Butyric  acid- type  ferm entation ）产

氢途径

发酵中主要末端产物为丁酸、乙酸、H 2、CO 2和

少量的丙酸。丁酸型发酵主要是在梭状芽孢杆菌属

（  Clostridium ）的作用下进行的，如丁酸梭状芽孢杆

菌（ C.  butyricum ）和酪丁酸梭状芽孢杆菌（C .

 tyrobutyricum ）。从氧化还原反应平衡来看，以乙酸

作为惟一终产物是不理想的，因为产乙酸过程中将

产生大量  NADH   ＋ H ＋，同时，由于乙酸所形成的酸

性末端过多，所以常因 pH 值很低而产生负反馈作

用。由以上两方面原因，出现产乙酸过程与丁酸循

环机制耦联（即呈现丁酸型发酵）就不难理解了。

在这一循环机制中，尽管葡萄糖的产丁酸途径中并

不能氧化产乙酸过程中过剩的  NADH   ＋ H ＋，但是，

因为产丁酸过程可减少  NADH   ＋ H ＋的产生量，同时

可减少发酵产物中的酸性末端，所以对加快葡萄糖

的代谢进程有促进作用。从丁酸型发酵的末端产物

平衡分析，丁酸与乙酸摩尔数之比（M Bu /M Ac）约为 2

∶1，其反应式如下
5C 6H 12O 6 ＋12 H 2 O  ＋ 2 NAD ＋＋16 ADP   ＋ 16 P 

→

1
i

4 CH 3CH 2CH 2 COO 
－
＋2 CH 3 COO 

－
＋10 HCO －3

＋2 NADH   ＋ 8 H ＋＋10 H 2 ＋16 ATP 

Δ G°＇ ＝--252.3 kJ/m  ol 葡萄糖　（ p H ＝7 ，
 T ＝298.15 K ）

2.2 丙酸型发酵（ Propionic  acid- type  ferm entation ）

产氢途径

含氮有机化合物（如酵母膏、明胶、肉膏等）的

酸性发酵，难降解碳水化合物，如纤维素，在厌氧发

酵过程常呈现丙酸型发酵。与产丁酸途径相比，产

丙酸途径有利于  NADH   ＋ H ＋的氧化，且还原力较

强。丙酸型发酵的特点是气体产量很少，甚至无气

体产生，主要发酵末端产物为丙酸和乙酸。

丙酸杆菌属（ Propionibacterium ）等的丙酸的

产生不经乙酰  Co A 旁路，而是由丙酮酸发酵形成，

其中包括部分  TCA 循环机制。此外，由于丙酸杆菌

属无氢化酶，因而无 H 2产生。在丙酸型发酵中，产

乙酸过程中所释放的过量  NADH   ＋ H ＋通过与产丙

酸途径耦联而得以再生，丙酸和乙酸摩尔产率比值

（M Pr/M Ac）理论上为 1。

C 6 H 12 O 6 ＋H 2  O  ＋ 3 ADP → CH 3  COO -
＋

CH 3CH 2 COO 
-
＋HCO －3 ＋3 H ＋＋H 2 ＋3 ATP 

Δ G°＇ ＝-286.8   kJ/m  ol 葡萄糖 （ p H ＝7 ，

 T ＝298.15 K ）
2.3 乙醇型发酵（ Ethanol- type  ferm entation ）产氢

途径

在经典的生化代谢途径中，所谓乙醇发酵是由

酵母菌属等将碳水化合物经糖酵解（ EMP ）或 ED 途

径生成丙酮酸，丙酮酸经乙醛生成乙醇。在这一发

酵中，发酵产物仅有乙醇和 CO 2，无 H 2产生。任南

琪等［
5］对产酸反应器内生物相观察，并未发现酵母

菌存在，也未发现运动发酵单孢菌属（G -
细菌，不产

芽孢的杆菌，杆径粗大，（1 ～2 ）μm ×（2 ～5 ）μm）。
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试验中发现，发酵气体中存在大量 H 2，因而这一发

酵类型并非经典的乙醇发酵。他将这一发酵类型称

作乙醇型发酵，主要末端发酵产物为乙醇、乙酸、

H 2、CO 2及少量丁酸。这一发酵类型中，通过如下发

酵途径产生乙醇（图 1）。从发酵稳定性及总产氢量

等方面综合考察，乙醇型发酵仍不失为一种较佳的

厌氧发酵及产氢途径。

图 1　细菌乙醇型发酵， Ethanoltype ferm  entation 

　　从乙醇、乙酸和丁酸的产生途径来看，大多数发

酵细菌均是将丙酮酸经脱羧产生乙酰  Co A 的同时，

释放 H 2。而丙酸和乳酸发酵均不产生 H 2。由此可

见，作为产酸相和作为生物制氢系统的最适液相末

端发酵产物相同，均可选择乙酸、乙醇及丁酸。也就

是说可选择乙醇型发酵或丁酸型发酵。但从两种发

酵类型来看，乙醇型发酵的最适末端发酵产物的稳

定性较好，工程控制条件易获得，同时，乙醇型发酵

可承受较大的有机负荷，有机物处理能力较高。所

以，在工程应用中选择乙醇型发酵较适宜。

考虑到乙酸和乙醇的在体系内和细胞内相互转

换，我们也可以称乙醇型发酵理论为“双碳发酵产

氢学说或理论”，目前，纯菌种分离鉴定和代谢分析

为这种理论找到了物质基础
［24］
。

3 结　语

生物制氢技术通过发酵或光合微生物的作用，

将有机物分解，获得氢气。生物制氢与传统的物理

化学方法相比，有清洁、节能等许多突出的优点。自

20世纪 70年代以来，生物制氢的实用性及可行性

才得到高度重视。人们开始从获取氢能的角度进行

各种生物制氢和产氢技术的研究。随着现代生物技

术的发展，生物制氢技术必得到极大发展。
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 BIO  HYDROGEN ：Ⅰ. THE PROGRESS  OF 

 FOUNDM ENTAL RESEARCH 

 REN  Nan- qi ， LI Yong- fe ng ， ZHENG  Guo- xia ng ， LIN  Hai- lo ng ， ZHANG  Rui 
（ Municipaland   Environm ental Engineering   Sch  ool ， Harbin   Institute of Technology ， Harbin 150090 ， China ）

 Abstracts ： This paper  reviewed  the  progress  of  the  aspect  s of  fundam  ental  research  on  biohydrogen  prod  uc-

 tion.  There are six  system  s of  biohydrogen  pro  duction  which  include  biophotolysis ， organic  degradation  of  light ，

 hydrogen  synthesis via the  water- gas  shift re  action  ofphotoheterotrophic bacteria ， hybrid  system  ofphoto- ferm enta-

 tion ， anaerobic ferm entation  and  in  vitro hydrogen  production  by  hydrogenase.  The  theory ofetha  nol- type  ferm enta-

 tion  is the  im portantprogress  on  the  biohydro  gen  production.

 Key  w ords ： Biohydrogen ； Hydrogen  production  system ； Ferm entation ； Ethanol- type  ferm entation.
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