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Abstract 
Hydrogen produced by leguminous plants during nitrogen fixation and hydrogen-oxidizing bacte-
ria which are dependent on hydrogen constitutes the microbial community structure, which has 
an important impact on soil fertility and nutrient cycling. This paper introduces the research 
background and definition of hydrogen-oxidizing bacteria. At present, the research on hydro-
gen-oxidizing bacteria includes separation and identification, determination and analysis of 
16SrRNA and design of experimental schemes in domestic and foreign laboratories. 
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摘  要 

豆科植物在固氮过程中产生的氢气与其依赖于氢气而生长的氢氧化细菌构成了豆科植物根际所特有的微
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生物群落结构，对土壤肥力与养分循环产生重要的影响。本文介绍了氢氧化细菌的研究背景、定义等；

目前国内外实验室对氢氧化细菌的研究包括分离鉴定、16SrRNA的测定分析以及实验方案的设计。 
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1. 氢氧化细菌 

1.1. 研究背景 

根瘤菌可以侵入豆科植物形成共生体–根瘤，根瘤通过一系列的生化反应将大气中游离态氮分子还

原成结合态的氨分子[1]，氨分子作为可吸收的氮元素被作物吸收利用，这样不但减少化肥的使用，还可

以提高作物的产量。非豆科作物与豆科作物的增产效益被认为是土壤中残留的氮造成的，但研究表明大

约 75%的增产效益不能用现有的理论解释[2]。生物每固定 1 mol N2 可释放 1.5 mol H2，在总的固氮反应

中能量消耗占到总反应的 35%。虽然固氮作用产生了大量的 H2，但是在豆科作物根际土壤附近很少监测

到有 H2 释放出，产生这种现象的原因：1) 有些植物根瘤中含有能氧化氢气的吸氢酶，此类作物的 H2 会

在根瘤内部被氧化，从而回收部分损失的能量；2) 而大部分与豆科作物共生的根瘤菌并没有吸氢酶，这

就会导致固氮产生的大量 H2 被释放到根际土壤中，此时 H2 的消失可能是根际周围与植物生长发育关系

密切的大量的微生物的作用。Mclearn 等人对此进行了研究，将 H2 处理的土壤样品经高温高压灭菌后，

发现氧化氢气的能力消失了，这就说明 H2 的氧化是由微生物造成的；土壤中加入苯来特后氧化效率没有

明显降低，但是加入链霉素后氧化效率明显降低，说明根瘤附近氧化 H2 的是细菌[3]。董忠民等通过对豆

科植物根瘤固氮过程中放氢作用的研究和根际微生物的分析，提出了不含吸氢酶的根瘤菌在固氮过程中

释放的 H2 能够促进根际氢氧化细菌的生长并进一步促进植物生长的理论，即“氢肥理论”[4]。对根际氢

氧化细菌进行研究，可以丰富根际微生物的种质资源，揭示与豆科作物的轮作、间作效益的分子基础，

为开拓农业可持续发展提供新思路。 

1.2. 氢氧化细菌定义 

氢氧化细菌是根际促生菌的一类[5]，它利用根瘤固氮过程中释放的氢气获得能量和还原力，同化大

气中的二氧化碳，进行自养或兼性自养生长，合成细胞物质进行化能自养生活[1]。 

1.3. 氢氧化细菌特征 

在含有 H2 的条件下氢氧化细菌能够生长和繁殖，多分布于豆科地、沼泽，稻田。最适生长温度一般

在 28℃~32℃，高于 40℃生长受到阻抑；最适生长 pH 一般为 6.3~7.7。大部分氢氧化细菌属于革兰氏阴

性菌，但也发现一些属于革兰氏阳性菌，如脂肪杆菌、芽孢杆菌[6]。氢氧化细菌能以 H2 为能量，将 CO、

3HCO− 、CO2 等无机碳源转化成菌体细胞所需的碳源物质，例如胞外多糖，卵磷脂，胞内多糖等[7]。有

些氢氧化细菌还可以还原 2NO−、 3NO−，具有反硝化能力。 
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2. 研究现状 

2.1. 氢氧化细菌的分离与培养 

由于氢氧化细菌进行自养、异养或兼性异养生长，对培养基的要求比较简单。在培养时采用 MSA 培

养基，铵盐、磷酸盐对氢氧化细菌的影响较大[8]；微量元素对氢氧化细菌影响不大；有研究表明有些氢

氧化细菌的氢化酶与微量元素镍存在特异性关系，因而它们的生长需要微量的镍[9]。对氢氧化细菌进行

分离时，传统采用配气法，即在密闭容器中按照 85:5:10 的比例通入 H2，O2，CO2，此方法存在一定的局

限性：① 当氢气浓度 ≥ 5%时易爆炸，而配气法提供的氢气浓度较高，因此存在一定的安全风险。② 氢
氧化细菌分离培养时间较长，所以当氢气耗尽后需要重新配气，操作繁琐。③ 实验室的筛选条件与自然

环境有很大的差异，对于分离与研究自然状态下氢氧化菌群造成一定的影响[10] [11]。针对存在的问题进

行改进，将电解磷酸缓冲液产生的气体，与空气泵通入的空气进行混合，再将混合气体通入串联的并装

有土壤与石英砂混合物的试管[4]。此方法操作简单，无安全隐患；分离条件与自然环境接近，便于筛选

出自然条件下的氢氧化细菌，这对于研究自然状态下土壤中氢氧化细菌种群的生理生化特性具有重要的

意义。研究表明，改变通入培养基的三种气体的比例，对氢氧化细菌的分离有很大的影响。 

2.2. 氢氧化细菌检测与鉴定 

2.2.1. 氢氧化细菌的检测 
(一) 化能自养生长实验 
检测菌株是否能在以 H2 作为唯一能源的无机盐培养基上自养生长，这种方法比较可靠[12]。 
(二) 菌株氧化氢能力测定 
利用气相色谱法检测菌株的氧化氢能力，根据氢气的减少量确定是否有吸氢酶的存在。实验过程中

要注意密封，防止氢气的泄露，否则会造成实验误差大。 
(三) 氢化酶能力检测 
采用氯化三苯基四氮唑法(TTC)试验来检测吸氢酶的活性[13]，是常用的一种检测方法，但易出现假

阳性[14]。分离出的单菌落约有 65%~90%能够降低 TTC 的合成，显示阳性结果，但只有 30%~65%的单

菌显示有氧化氢气的能力。 
(四) 基因杂交实验 
基因杂交检测是否含有吸氢酶基因，只可以测得一小部分的基因。可能的原因：DNA 探针仅包含了

全部可能的氢化酶基因的一小部分，分离菌的基因多样化不能被 DNA 探针检测到。但对于自养生长的细

菌效果较好[15]。 
在对氢氧化细菌的检测过程中应将几种方法结合起来使用，以确保实验结果的可靠性。 

2.2.2. 氢氧化细菌的鉴定 
对检测得到的细菌进行鉴定，传统的生理生化特性测定要求测试项目多，费时费力，不适合做大量

细菌的分类鉴定，可是作为细菌鉴定的经典方法仍不可忽视。高通量细菌鉴定因其具有稳定性高，成本

低以及检测周期短等的优势已经成为目前的主流方法。现在的研究并未对已经发现的氢氧化细菌进行系

统分类，它们分属于不同的种属，目前已知的氢氧化细菌分属于副球菌属，芽孢杆菌属，假单胞菌属，

分支杆菌属，产喊菌属，诺卡氏菌属，氢噬胞菌属，棒杆菌属，黄单胞属，螺旋状菌属，勒米诺氏菌属，

邻单胞菌属，脂肪杆菌属，伯克霍德菌，地杆菌属等[16] [17] [18] [19]。 

2.3. 菌株促进植物生长的机制的探讨 

根际促生菌(plant growth-promoting rhizobacteria PGPR)定殖于植物根系，通常产生抗生素、ACC 脱
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氨酶、铁载体和 HCN 等物质[20]，直接促生吲哚乙酸(IAA)或是抑制拮抗根际的病原菌，调整作物根际

有益微生物数量，从而实现农作物的稳产、高产。 
氢氧化细菌作为根际促生菌的一种，合成的吲哚乙酸可以吸附在种子和根的表面被植物所利用，同

时也可以和植物内生的吲哚乙酸共同作用刺激细胞增殖和生长，或诱导 ACC 合成酶的活性，导致植物中

ACC 的增加[21]。植物中 ACC 是乙烯合成的前体物质，从种子或根部渗出的 ACC 会被细菌利用，并在

ACC 脱氨酶的作用下能将 ACC 分解成为 α–酮丁酸和氨。ACC 水平的降低导致了植物中乙烯含量的减

少，从而延缓果实的成熟、促进幼苗的生长。 
微生物经过长期的进化，可以通过分泌铁载体获取 Fe3+，或者通过其他多种机制从极低浓度环境中

获得 Fe3+。铁元素常以二价或三价的形式存在于含铁的化合物中，铁元素也是生命体的必需元素。细胞

最佳的生长条件需要 1 µM 的 Fe3+，而生物体生存的环境多是氧化环境，Fe2+极易被氧化成 Fe3+并以氧化

铁或氢氧化铁不溶性的多聚体的形式存在，因此很难被微生物利用。PGPR 通过分泌各种对 Fe3+具有较高

亲和力的铁载体，结合根周围可被利用的大多数的 Fe3+，有效阻止病原微生物在植物根际的繁殖[22] [23]。 

2.4. 对分离菌株进行序列分析 

rDNA 分子具有高度保守性，在所有细胞生物中都存在，在长期的进化中，16SrDNA 的总碱基数有

所不同，保守的部分使不同序列很容易相互对齐进行比较。基因序列分析技术是建立系统分类的主要技

术，有人建议 DNA 相关性 ≥ 70%，16SrDNA 序列差异 ≤ 1%~1.5%的细菌属于同一种，这使细菌的种有

一个稳定和统一的标准[24]。利用菌株与某种菌的同源性以及在系统发育树上的置信度对细菌进行分类。

序列同源性分析法具有准确快速的优越性，可以准确鉴定细菌到属，但对属下种间遗传距离非常近的细

菌却不能将分类地位确定到种的水平。 

3. 实验方案 

在微生物的研究领域中，99%以上的微生物都是目前未(难)被纯培养的[25]，可以采用分子学方法对

其进行检测。依据国内外目前研究的进展，可进行如下方面的实验：采集豆科植物在固氮过程中能释放

氢气的根际土壤，采样时取 0~10 cm 处的表层土在 4℃条件下并在一周之内处理，土壤在实验室中风干

48 小时，并在制备土壤微生物之前通过振动筛摇床 AS 200 R 过筛(2 mm 筛目大小)，测定土壤的土质，

pH，全碳和全氮[26]。将电解磷酸缓冲液产生的气体，与空气泵通入的空气进行混合，再将混合气体通

入装有土壤与石英砂混合物的试管，调节产生的氢气量为 525 ppmv，接近固氮植物释放的氢气量，处理

时间约 20 天。处理之后进行细菌的筛选培养并测量土壤的土质，pH，全碳和全氮，分析氢气处理后的

土壤的理化性质是否有明显的变化；之后对细菌进行分离，纯化后的细菌进行气相色谱分析，筛选具有

明显吸氢能力的细菌。将细菌 16SrRNA 基因的 V4 区 PCR 扩增，对筛选的细菌通过 qPCR 进行细菌的

16SrRNA 和 hhyL 基因的定量。通过测定土壤理化性质的变化与 16SrRNA 和 hhyL 基因的定量，以此为

依据判断在经过处理后土壤微生物含量是否发生变化。 
或者通过改变氢气的浓度来进行实验，从而判断不同氢气浓度对于土壤中微生物的核型的影响。并

进行核糖体 DNA 扩增片段限制性内切酶分析(ARDRA)，通过部分克隆序列测定构建细菌克隆文库的系

统发育树。通过实验分析在哪个氢气浓度时氢氧化细菌含量多，从而在该氢气浓度下筛选具有较强吸氢

能力的氢氧化细菌，进行细菌对作物的促生实验。促生实验可采用盆栽的方法，具有操作简单，实验条

件易于控制的优点。取大田土壤一份用于对照组，一份用于试验组。试验组将筛选到的具有较强吸氢活

性的细菌制备菌液添加在土壤中。每个试验设置 3 个对照，且设置一定的浓度梯度。可以通过测量植物

的根茎等生理指标来判断筛选到的细菌对植物是否有明显的促生长机制，以便将氢氧化细菌制成菌剂，
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将实验室结果应用于实际农业生产中。 
或将已经筛选到的对氢气有较强氧化能力的细菌，测定此细菌的全基因组，通过一定的实验操作，

合成氢氧化细菌的特异的引物，对氢气处理前后的土壤进行筛选具有较强吸氢能力的细菌。 

4. 展望 

将含有氧化细菌的根际豆科植物引入农业生产，不仅可以保持土壤肥力，保证现代农业的可持续发

展，还可以增加效益，增加满足人类对食物的需求。然而，国内外关于氢氧化细菌特性的研究尚未进行

深入的学术研究。主要原因是培养条件不能满足微生物对营养和环境条件的要求。由于氢氧化细菌的独

特特性和大多数土壤细菌不能耕种土壤，氢氧化细菌的分离是困难的，到目前为止没有太多的结果。对

于少数实验室来说，氢氧化细菌的分离、培养和鉴定只是世界上研究的少数几个实验室，虽然氢氧化细

菌的研究尚处于起步阶段，但有充分的理由相信，氢氧化工程菌的未来通过筛选和改造将广泛应用于农

业，大大提高作物的产量和质量。同时还可以从根本上解决土壤、水和食物污染，人类生存和健康问题，

具有非常重要的研究价值。 
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