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摘要:【目的】评估不同类型煤炭生物降解转化为甲烷的潜力，研究原位煤层的微生物群落结构特征。【方
法】分别在原位模拟、补加烃降解产甲烷菌系和补加碳源下厌氧培养煤样，利用气相色谱监测甲烷产生趋
势，及高通量测序技术研究原位煤层的细菌和古菌群落。【结果】10 个样品中有 3 个高成熟度煤样可以被
厌氧降解转化为甲烷。通过生物强化和添加外源底物可以促进 HF 煤样的产甲烷潜力。其中 SL 煤样中的
古菌类群主要是氢营养型产甲烷菌 Methanoculleus 和乙酸营养型产甲烷菌 Methanosaeta 为主，细菌类群主要
属于 Firmicutes ( 54. 4% )、Proteobacteria ( 30. 9% )、未 培 养 微 生 物 ( 10. 8% )、Caldiserica ( 1. 5% ) 及
Thermotogae (1. 3%)。【结论】不同成熟度煤样降解产气潜力不同，在部分原位煤层中可能存在参与烃降解
与甲烷产生的功能菌。
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煤层气( coal-bed methane，CBM)是一种蕴藏量
非常大的新型清洁能源，在过去 20 年，煤层气资源
评价表明在各国多处盆地都有较大的气藏资源。煤
层气从形成过程上可分为热力学成因气和生物成因
煤层气。热力学成因是地层中有机质在高温 ( ＞
50℃ )和高压下形成的具有挥发性物质，以甲烷、
CO2 和水蒸气的形式释放出来，是物理化学反应过

程［1 － 2］。生物成因煤层气形成是煤储层自然发生并
持续进行的微生物过程，这种微生物作用主要是在
缺氧条件下，由各类不同代谢类型的厌氧微生物

(细菌和古菌)协同作用而完成的，但目前我国煤层
生物气尚未得到有效开发利用［3 － 5］。

如何有效加快煤的生物转化，促进“煤增溶”
( coal solubilization)［6］，改善煤层渗透性，延长煤井
开采寿命，采用人工方法进行地下煤层厌氧降解产
气问题，已成为国内外研究的热点［7 － 8］。

近年来，加拿大、德国及美国的科学家也进行了
相应生物模拟实验，主要以泥碳、褐煤等作为材料，
样品的镜质体反射率(R0)在 0. 2% － 0. 7%之间，属
于低成熟度煤样。低成熟度煤样中含有大量的易被
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微生物降解的有机化学组分，在相对低温和浅埋藏
的地层条件下易被厌氧细菌分解而产生生物
气［9 － 12］。而这就给我们提出了一些新的问题，即高
熟煤中是否也存在能够降解原煤产甲烷的微生物群
落? 高熟煤的生化甲烷潜力有多大? 其产气机理与
低成熟度的煤有何异同［13 － 14］?

本研究通过厌氧模拟培养，分析不同成熟度煤
的厌氧降解生气潜力，研究添加外源菌种和碳源情
况下，微生物对原煤降解产甲烷的影响，并采用高通
量 454 测序的方法研究了原位煤藏中的微生物多
态性。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 样品采集和预处理:选取我国次生生物气主
要集中的富煤区进行采样(见表 1)，采样过程中将
煤样装入已灭菌的密封袋中，低温运输(4℃ )至实
验室，4℃低温保藏，用于后续实验室富集培养。用
灭菌的研钵处理各煤样，充分研磨过 80 目筛，取
10 g充分研磨样品于 120 mL 无菌厌氧瓶中，抽真
空、充 N2，反复 3 次，便于煤炭吸附气脱出，用于厌
氧富集培养。在超净工作台下，用灭菌的工具剥去
煤样外层，将煤心样品保藏在 － 80℃ 冰箱，用于
DNA 提取等分子生物学分析。

表 1． 煤层样品采集信息
Table 1． The summary of collected coal samples

Sample

names

The depth

of coal /m

Coal-bed

temperature /℃
HF ～ 200 15
SL ～ 300 20
ZC ～ 380 13
YJG ～ 80 20
XL ～ 200 20
ZJM ～ 150 20
NLM ～ 190 15
SM ～ 140 20
WJT ～ 189 17
AEB ～ 1278 5

1. 1. 2 主要试剂和仪器:甲醇、乙酸钠试剂购自
Sigma 公司。带阀门的气密性采样针购自美国 VICI
公司。TaKaRa Taq 试剂盒购自 TaKaRa 公司。胶回
收纯化试剂盒购自 Qiagen 公司。气相色谱 GC-2010

是 Shimadzu 公司产品。气相色谱-稳定同位素质谱
联用仪( IRMS)，是 Thermo 公司产品，其中同位素比
率分析仪型号为 MAT 253 型。核磁共振分析仪
(Rec Core-3010)是中国石油勘探开发研究院廊坊
分院自主研发设备。454 GSFLX Titanium 测序仪是
Roche 公司产品。其它常规试剂主要购买自上海生
物工程技术有限公司和中国国药集团。
1. 2 无机盐培养基制备

采用 Hungate 厌氧操作技术，配制无机盐富集
培养基。无机盐厌氧富集培养基成分如下:NaCl
0. 5 g、MgCl2·6H2O 0. 5 g、CaCl2·2H2O 0. 1 g、NH4Cl

0. 3 g、KCl 0. 5 g、KH2PO40. 2 g ［15］，称量化合物并依
次溶解，加水至 1 L。煮沸后稍冷却，加入 0. 5 g 半
胱氨酸盐酸盐，并调节 pH 于 7. 5 左右，加入氧化还
原性指示剂刃天青 ( 0. 1%，W /V ) 1 mL，通 N2

(2. 0 m3 / h)保护下，保持微沸约 20 min，冷却后在
N2 保护下分装，121℃灭菌 30 min。接种前补加无
菌无氧试剂 NaHCO3、Na2 S·9H2O，及微生物生长所
必 须 的 VB12 ( 2 mL /L ) 及 微 量 元 素 溶 液
(2 mL /L)［16］。
1. 3 厌氧富集培养

将充分研磨的不同地区煤样(共 10 组，见表 1)
各约 10 g，装入的无菌厌氧瓶中，通入混合气 N2 /
CO2(80 ∶ 20，V /V)，并加入无机盐培养基 50 mL，塞
入异丁基瓶塞，且用铝盖封口，用于煤样无机盐富集
培养。

选取 HF、XL 及 NLM 3 组供试煤样进行生物强
化和底物刺激试验。各称取约 10g 充分研磨的煤
样，在厌氧条件下加入 40mL 无机盐培养基，分别添
加 35℃培养条件下正十六烷烃降解产甲烷菌系
(AHB)［15］，接种量 10% (V /V)。对照组设置为与
实验组相同条件但不含煤样，为生物强化试验组。

各称取约 10 g 充分研磨的 3 组供试煤样，在无
机盐培养基基础上，分别添加 H2 /CO2 ( 80 ∶ 20，
V /V)、乙酸钠(终浓度 10 mmol /L)及甲醇(终浓度
10 mmol /L)，用于底物刺激试验。

以上 3 组厌氧富集培养温度设置 15℃、35℃ 2
个温阶，每组煤样 3 个重复，避光静置培养。厌氧
富集培养试验的试验方案类型及处理条件详见表
2。
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表 2． 实验处理方案和样品种类
Table 2． Identication of source materials and experimental conditions

Sample or treatment Description
Mineral salt enrichments 50mL mineral salt medium + 10g coal(10 sample groups)

Bioaugmentation; microcosm with

coals，and AHB enrichments

Experimental group:10g coal ( 3 sample groups)，50mL mineral salt medium with 10mL AHB enrichment

inoculum
Control group:50mL mineral salt medium ，10mL AHB enrichment inoculum

Biostimulation;microcosm with

coals，nutrients

50mL mineral saltmedium，10g coal(3 sample groups)with additionof H2 /CO2 (80 /20，V /V)

50mL mineral salt medium，10g coal(3 sample groups)with methanol( final concentration 10mmol / L)
50mL mineral salt medium，10g coal(3 sample groups)with sodium acetate ( final concentration 10mmol / L)

AHB enrichment inoculum indicates inoculation withmesophilic anaerobic hydrocarbons degradation enrichments．

1. 4 气体组分分析及甲烷碳同位素测定
采用气相色谱 GC-2010 测定气体组分中甲烷

和二氧化碳含量。配备有 TCD 检测器和 Porapak Q
不锈钢填充柱，进样口、柱箱和检测器的温度分别是
50 ℃、50 ℃和 70 ℃，高纯氢 (99. 999% )作载气，流
速为 50 mL /min。用带阀门的气密性采样针采集
0. 2 mL 上空气体分析，采用面积归一化测定气体组
分中氮气、甲烷和二氧化碳的相对百分含量，并换算
成气体物质的量。

甲烷的碳同位素测定采用气相色谱-稳定同位
素质谱联用仪，采用程序性升温进样方法。初始温
度 35℃，保持 6 min，15℃ /min 升温速率上升至

80℃，以 5℃ /min 升温速率上升至 200℃，保持
5 min，分流比为 10∶ 1。由中国石油大学油气资源与
探测国家重点实验室完成甲烷的碳同位素测定。
1. 5 煤样理化性质测定

利用显微镜光度计测试供试煤炭显微组分分析
和镜质组反射率，分别采用国家标准 GB /T 8899-
1998 和 GB /T 6948-2008;孔隙度、渗透率分析通过
核磁共振分析仪测试完成。
1. 6 煤炭中微生物 DNA 提取、高通量测序
1. 6. 1 引物:煤样中本源细菌和古菌 16S rRNA 本
研究使用的引物序列详见表 3。

表 3． 本研究所涉及到的引物序列
Table 3． Primers in this study

Primers Sequence of up-stream primer (5'→3') Sequence of downstream primer (5'→3')
Bac27F /Bac907R ACACAGAGTACGGRAGGCAGCAG ACACAGAGCCGTCAATTCMTTTRAGTTT
Arc8F /Arc 958R ACACATATTCCGGTTGATCCTGCC ACACATATYCCGGCGTTGAMTCCAATT
Arc109F /Arc915R ACKGCTCAGTAACACGT GTGCTCCCCCGCCAATTCCT

1. 6. 2 煤炭中微生物 DNA 提取:称取 0. 5 g 煤样
(充分研磨后)，对煤样中微生物 DNA 具体提取步
骤参照文献［17］。利用 1% 琼脂糖凝胶电泳检测
后，用于后续分子生物学分析。
1. 6. 3 高通量测序:细菌 16S rRNA PCR 扩增引物
对 Bac27F /Bac907R［17］，煤样古菌 16S rRNA 采用引

物 对 Arc 8F /Arc 958R［18 － 19］，其 中 划 线 的
ACACATAT 为 8 个随机组合的核苷酸标签序列(表
3)。PCR 扩增体系采用 TaKaRa Taq 试剂盒。细菌
16S rRNA PCR 扩增程序:94℃ 3 min;94℃ 30 s，
53℃1. 5 min，72℃ 1. 5 min，28 个循环;72℃ 10 min。

古菌 16S rRNA PCR 程序:94℃ 4 min;94℃ 30 s，
56℃ 30 s，72℃ 1 min，34 个循环;72℃ 10 min［19］。

PCR 产物用 1. 2% 琼脂糖凝胶电泳检测，对目的片

段割胶纯化。胶回收纯化步骤参照试剂盒的说明进
行。对纯化后的 PCR 产物进行后续高通量 454 测
序。高通量 454 测序在 Roche 454GSFLX Titanium

平台上进行。通过分类地位鉴定的 RDP 在线分类
工具对数据进行分析，使用 Online Classifer 工具确
定分类地位，并计算在不同分类水平上，获得样本所
拥有的分类种类及所占比例。

2 结果和讨论

2. 1 煤样的物理和化学性质分析

选取的不同煤样的物理化学性质分析结果见表
4。从表上可以看出，所选的 10 处煤样，从成熟度上

可以分为低变质煤(R0 ＜ 0. 6% )，包括有 YJG、SM、

9031



Qiao He et al． / Acta Microbiologica Sinica(2013)53(12)

ZJM 和 NLM，中等变质煤(0. 6% ＜ R0 ＜ 2. 0% )，有
WJT、AEB、ZC、XL、SL 及 HF。煤层微生物多样性和
种类与煤层煤样的湿度、孔隙度及渗透率等有密切

关系［20］。煤炭的化学组成和结构非常复杂，又极不
均一，成熟度越高，可供本源微生物直接利用的可溶
性有机质、挥发性组分就越低［20］。

表 4． 煤炭理化性质分析结果
Table 4． The physical and chemical properties of coal samples obtained from different sites

Sample

name
Vitrinite Inertinite Exinite Mineral

Organic

matters

type

Porosity /

%

Permea-

bility /

mD

Hydrocarbon

generation

potential

Vitrinite

reflectance /

%
HF 77 19 － 4 Ⅲ 2. 52 － gas-formation 1. 91
SL 80. 2 16. 3 － 3. 5 Ⅲ 0. 35 － gas-formation 1. 32
ZC 82. 6 16. 3 － 1. 1 Ⅲ 2. 17 0. 05 gas-formation 1. 3
YJG 6. 3 85. 5 6. 9 1. 3 Ⅲ 27. 59 0. 07 poor 0. 5
XL 91. 7 8. 3 － － Ⅲ 11. 08 204. 12 oil-formation 1. 31
ZJM 70. 7 20 9 0. 3 Ⅲ 14. 76 0. 07 oil-formation 0. 56
NLM 75. 8 18. 6 5. 3 0. 3 Ⅲ 25. 32 0. 37 oil-formation 0. 56
SM 7. 4 78. 9 12. 5 1. 2 Ⅲ 26. 17 0. 01 oil-formation 0. 55
WJT － － － － Ⅲ 24. 17 － oil-formation 0. 8
AEB 71 7. 6 18. 9 2. 5 Ⅲ 1. 88 － poor oil-formation 1. 11

“ －”indicates the data was not detected．

2. 2 无机盐厌氧富集培养结果
选择表 4 中所示的 10 处不同成熟度的煤样，在

15℃、35℃ 2 个温阶条件下，经过 200 d 左右无机盐
厌氧富集，仅 SL、ZC 和 HF 这 3 个样品可以检测到
生化甲烷的积累(图 1，表 5)。这反映出供试样品
自身的特殊性(如所含生物量)及富集培养方案(如
培养基盐浓度设置、培养温度)或许存在一定差异，
在没有添加外源接种物、有机营养物前提下，仅利用
本源微生物降解原煤基质产气这一过程较难。

Scott 等认为以煤样 R0 ＜ 0. 3%为原生生物气的
界限值，而热成因气开始生成的 R0值为 0. 5%，次生
生物气成因煤阶主要为褐煤 ( R0 = 0. 2% ) － 焦煤

(R0 = 1. 5% )
［6］。国内外关于煤炭降解富集培养，

主要是选取低成熟度煤炭，并添加外源底物刺激或
者添加悬浮接种物的办法［13，2 0 － 21］。本次试验在不
添加接种物和有机营养的前提下，煤样中内源微生
物也能在简单的无机盐培养基中生长代谢产生生物
气 (图 1，表 5 )。 HF ( R0 = 1. 91% )、SL ( R0 =
1. 32% )和 ZC(R0 = 1. 3% )3 处煤样都属于中等变
质煤(表 4)，煤化程度高，易被本源微生物利用的有
机质(如挥发酸类及长链脂肪酸类)含量少。
2. 3 生物强化对不同煤样厌氧降解产气的影响

选取不同地域、煤炭物理和化学性质皆有较大
差异的 HF(R0 = 1. 91% )、XL(R0 = 1. 31% )及 NLM
(R0 = 0. 56% )这 3 处煤样，添加本课题组富集驯化

的正十六烷烃厌氧降解产甲烷富集物作为外加菌
种，经过 186 d 生物强化富集培养，降解产气趋势见
图 2。在 15℃培养条件下，添加外源接种物的 HF、
XL 和 NLM 3 组分别较无机盐条件下培养，产气趋
势显著上升。XL、NLM 2 处煤样在无机盐富集条件
下不产生甲烷(图 1)，而在 186 d 添加外源接种物
组分别有 0. 12 mmol、0. 10 mmol CH4 产生，与不含
煤样的 CK 组产气趋势和产气量相比，添加 XL、
NLM 煤样对富集产气有一定抑制作用。HF-AHB

组比 CK 组产气的启动时间缩短，产气趋势加快，但
186 d 两组间产气积累量相差不大。

35℃培养条件下，HF-AHB 组在 186 d 时产气
量较对照组高 0. 025 mmol，同比增长 12. 9%，产气
速率比对照组及同温阶无机盐培养 HF 组的显著增
大。与 15℃生物强化组产气趋势类似，XL-AHB、
NLM-AHB 2 组产气量低于对照组，在 45 d 厌氧培
养后，HF、XL、NLM 各组产甲烷过程进入稳定期。

可能是因为在中温阶段外源接种物与煤样中本源微
生物在封闭环境中，随着可利用的有机质减少，降解
过程不能持续进行，微生物代谢进入停滞期。

选取地理位置、物化性质不同的 3 处样品，经过
不同温阶培养，在投加外源菌的情况下产气潜力上
有差异，这或许与煤样组分、内源菌、外源菌及其适
应性等多种因素有关。因此想要通过外源菌强化开
采气藏，就必须合理优化菌群结构，以更好适应地层
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图 1． 无机盐富集培养产甲烷试验产气趋势图
Figure 1． Time course of methane production from mineral salt

medium enrichments． Methane production from coal samples，with

HF sample (■ )，SL sample (● )，ZC sample (▲ ) and others

(△) ． Others indicates the samples except from HF，SL and ZC

three samples． The enrichments were incubated at 15℃ ( A) and

35℃ ( B) ． Values are the mean of three replicates indicating the

amount of methane accumulated in the head spaces of the culture

bottles，error sbars (where visible) represent the standard deviation，

the same below．

复杂环境。通过加入外源接种物能够提高产气量，
这为外源菌强化煤层气开采提供一定的理论依据。
同时表明，添加外源接种物以后能够刺激微生物含
量低、原本不产气的煤样在不同程度上产生生物气。
2. 4 底物刺激对不同煤样厌氧降解产气的影响

选择 HF、XL 及 NLM 3 处煤样，分别添加产甲
烷古菌生长所必需底物(H2、乙酸钠和甲醇)。通过
210 d 厌氧富集培养，在 2 个温阶培养下，添加 H2、
乙酸钠的 HF 煤样各组产气增加趋势明显，说明 HF
煤样本源微生物可能以氢营养型和乙酸营养型产甲
烷古菌为主。在 15℃、35℃ 温度条件下，XL 和
NLM 煤样在添加相应底物后，210 d 培养过程中均
未产气(未列出)，在无机盐条件下富集培养，XL、
NLM 两组也均未有甲烷的积累产生(图 3)，这可能
是由于该 2 处煤样所在煤层本源微生物含量低，不

图 2． 添加外源接种物生物强化试验产气趋势图
Figure 2． Methane production of bioaugmentation experiment

with addition of a microbial consortium during incubation time．

Culture temperature at 15℃ ( A)，at 35℃ ( B ) respectively，

NLM-AHB( ■ )，XL-AHB ( ● ) and HF-AHB ( ▲ ) with

anaerobic hydrocarbons degradation enrichments respectively，

CK group (  ) indicates the anaerobic cultures with only

addition of anaerobic hydrocarbons enrichments and without any

coal samples．

是生物成因气富集成藏区有关。
从图 4 可以看出，无机盐培养条件下，HF 煤样

15℃培养较 35℃条件下产气量高 4. 45 μmmol / g，结
合 HF 煤样取样所在煤层温度(15℃ )，可能与该地
层原位微生物最适生长温度有关。采用生物强化
法，即添加外源厌氧烃降解接种物，在 35℃培养条
件下产气量高于 15℃，这主要可能是因为添加的外
源接种物最适生长温度为 35℃中温条件，外源微生
物更加适于参与煤样的降解，与不添加外源接种物
的 无 机 盐 组 相 比，甲 烷 产 量 显 著 增 加 约
8. 72 mmol / g。15℃培养条件下采用生物强化手段
甲烷产量较无机盐培养差异不明显。

HF 煤样在添加外源碳源刺激情况下，其产气量
较无机盐组均有不同程度增加。35℃培养条件下，
添加 H2 刺激组最为明显，较无机盐组产气量高出
30. 87 μmmol / g，增加约 2. 3 倍。添加 H2 /甲醇 /乙
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图 3． 添加不同底物微生物厌氧降解产气趋势图
Figure 3． Methane production of biostimulation experiments by

adding different nutrients during cultivation over time． The

incubation temperature at 15℃ ( A) and 35℃ ( B)，H2 -utilized

(■)，NaAc-utilized (● ) and methanol-utilized (▲ ) indicates

the medium with the H2，NaAc and methanol addition respectively．

酸钠 3 组产气量均高于无机盐富集培养(图 4)。乙
酸钠刺激组，35℃ 培养条件产气量高于 15℃ 条件
下，可能该地层以中温乙酸营养型产甲烷古菌为主，

但这一观点提出还需要相关分子生物学实验结果予
以支撑。
2. 5 气体组分及甲烷碳同位素分析

对生成的气体进行分析，其所产气体成分主要
为 CH4 和 CO2，没有检测到重烃气体。文献报道模
拟实验产生的甲烷碳同位素比值的变化范围在
( － 40‰) － ( － 111‰)，δ13 CCH4值受生气母质、形成

机制、生气环境等因素影响［22］。从所产生的气体组

成和 δ13 CCH4值，可看出各处理组产生的甲烷属厌氧
生物降解气。从实验结果上看，无机盐富集组在没
有外源菌介入情况下，煤炭内源菌可以启动煤炭的
生物降解产生生物气。所产生的生物气也呈现一定

图 4． HF 煤样不同组处理生气潜力比较
Figure 4． Comparison of methane generated in different groups (HF

sample) ．

规律，如 HF、ZC 两处煤样，所在煤层温度为 15℃，
无机盐 15℃富集培养较 35℃富集培养，所产生的生
物气更“轻”，产生这种原因可能与微生物最适生长
温度、降解基质有关;SL 煤样所在煤层温度为 20℃，
无机盐 15℃和 35℃富集培养产生的生物气碳同位
素比值差异不大。生物强化组中，所产生 δ13 CCH4较
重，为( － 44. 07‰) － ( － 48. 47‰)，产生这种差异
的原因可能与石油烃所生成的生化甲烷较煤层偏
重［22］，人工驯化菌种结构单一，只能利用煤炭某一
种基质，而原位甲烷菌更能适应煤层环境，对同位素

偏轻基质更易利用。测定各处理组 δ13 CCH4见表 5。

表 5． 煤炭富集实验甲烷碳同位素测试结果
Table 5． Final results of δ13 CCH4 coals enrichments

Treatments Sample name
δ13 CCH4 /(‰ PDB)
15℃ 35℃

HF － 54. 85 － 49. 73
Mineral salt SL － 48. 71 － 49. 80
enrichments ZC － 78. 07 － 66. 94

CK － 44. 07 － 44. 19
Bioaugmentation NLM-AHB － 47. 72 － 48. 47

XL-AHB － 47. 29 － 47. 41
HF-AHB － 48. 37 － 47. 95
H2 － utilized － 60. 28 － 59. 83

Biostimulation NaAc-utilized － 52. 27 － 54. 39
methnol-utilized － 62. 48 － 61. 16

The values are the mean of three replicates respectively．

2. 6 高通量测序结果分析
选取 HF、SL 和 ZC 3 个样品，由于 HF、ZC 提取

样品所含生物量低等原因，仅 SL 样品通过 454 测序
质量检测，这与无机盐培养条件下，SL 在 15℃、35℃
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表 6． SL 煤样微生物多样性指数覆盖率表

Table 6． Comparison of diversity estimators and

coverage for SL coal sample

Domain
No． of

sequences

No． of

OTUs

Average

read length
Converge Chaol

Archaea 1866 158 491 0. 971 236. 79
Bacetria 8500 448 523 0. 912 769. 08

图 5． 高通量 454 测序古菌群落(A)细菌群落(B)系统分类学分析
Figure 5． Phylogenetic classication for the pyrosequencing analysis with archaeal composition (A) and bacterial composition (B) ．

富集产气趋势及产气量均高于 HF、ZC 2 组，也间接
反映了 SL 煤样所含生物量较高。将 454 高通量测
序得到的原始序列通过 RDP 数据库剔除低质量序
列，去除引物序列和标签序列，分别获得 1866 条古
菌序列、8500 条细菌序列。以序列相似性≥97%作
为 OTU 分类标准，细菌和古菌分别可分为 448、158
个 OTUs。其测序结果信息见表 6。通过 RDP 10 数
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据库 Classifier，以置信度 95%计算各优势菌群相对
数目［23］。SL 煤样中古菌类群都属于广古菌门，其
中 85. 4%的序列属于 Methanoculleus，这个属的产甲
烷古菌是氢营养型的，能还原二氧化碳产生甲
烷［24 － 25］(见图 5-A)，其次乙酸营养型产甲烷古菌
Methanosaeta，占总序列数目 10. 2%，该 2 种类型的
产甲烷古菌在我国鄂尔多斯盆地煤层、煤层水微生
物学研究中都有所报道［19，26］。未培养古菌类群占
4. 1%，甲烷绳菌属 Methanolinea 占 0. 1%［27 － 28］，极
端嗜盐微生物类群 Haloferax 属占 0. 1% (图 5-A)。

SL 样品检测到的细菌主要类群依次为厚壁菌
门 Firmicutes ( 54. 4% )、变 形 菌 门 Proteobacteria
(30. 9% )、未培养微生物(10. 8% )、新发现的细菌
门 Caldiserica ( 1. 5% ) 及 热 袍 菌 门 Thermotogae
(1. 3% )。其中，厚壁菌门主要是以氨基酸杆菌属
Acidaminobacter 为 主，占 厚 壁 菌 门 序 列 总 数 的
88. 3% (图 5-B)。检测到的变形菌门微生物类群主
要包括互营菌科 Syntrophaceae 下 Smithella 属和
Desulfovibrio 属，分别占变形菌门细菌序列总数的
44. 9%和 31%。在多处煤层气盆地中都有报道变
形菌门微生物是主要细菌类群［19 ，2 6，29］。微生物对
难降解化合物的互营代谢已成为近几年国际上研究
的热点，目前认识到的具有互营代谢能力的厌氧细
菌划分在 3 个门 (厚壁菌门、变形菌门及热袍菌
门)，3 个纲(δ 变形菌纲、梭菌纲及热袍菌纲)，8 个
目，10 个科，16 个属中［30］。

关于难降解化合物(如原油、芳香族化合物等)
的微生物厌氧降解研究中，Jones 等发现在中温原油
降解产甲烷富集物中的细菌克隆文库中，Syntrophus
spp． 是主要的微生物类群，占总文库的 18%［31］。
Gray 等通过 qPCR 技术研究证实 Syntrophusspp． 的
倍增时间(36 d)与甲烷的产生趋势吻合，推测这类
微生物在原油降解产甲烷过程中起着重要的作
用［32］。早先研究报道在煤藏［19 ，33］、油藏［15，34］和煤
焦油废水［35］中都有互营菌报道。具有互营代谢功
能的细菌在 SL 煤样中占有较高丰度，这或许说明在
煤藏厌氧环境下，该类微生物有可能是参与原煤降
解产气的关键微生物类群。

3 讨论

从内源菌无机盐富集、底物刺激及生物强化 3

个角度来研究原位煤样次生生物气产气速率及产
量，为研究在人为干预下不同成熟度原煤的产气规
律及潜力提供理论支持。在研究初期，国内外研究
学者一致认为埋藏浅、空隙大的低煤阶原煤是生物
成因气的主要来源［20 ，36］，中、高煤化度的烟煤和无
烟煤中的有机质因已失去生物活性，可能不存在次
生生物气生成的物质条件，但本次试验得出高成熟
度的原煤(如 HF 样品 R0 = 1. 91% )依然能够在厌
氧条件下，不添加外源接种物和有机营养情况下，通
过无机盐培养基富集煤内源菌生长，并利用煤中有
机质降解产生生化甲烷，这就提出不同成熟度的煤
是否都能被微生物作用降解产生生物气的疑问。国
外实验室通过添加外源营养刺激(底物刺激)及添
加外源接种物(生物强化，降解氯代物富集培养物
WBC-2)，提出厌氧降解煤产甲烷过程是一个生化与
微生物群落相互间作用的过程，添加外源接种物能
够刺激原本不产生物气的样品产生生物气［21］，同样
地通过人工干预手段提高微生物对难降解化合物作
用产气研究也应用于原油降解［37］。添加实验室驯
化的产甲烷条件下原油厌氧降解富集物(AHB)，接
种物大部分细菌克隆属于 5 个系统进化类群:未培
养 的 WWE1 ( 4. 8% － 36. 7% )、 Clostridiales
(8. 9% － 22. 8% )、Spirochaetales(7. 2% － 10. 1% )、
Thermotogaceae ( 4. 8% － 6. 3% ) 和 Proteobacteria
(5. 1% － 6. 3% )，古菌以乙酸营养型产甲烷古菌
(Methanosaeta、Methanomicrobia)和氢营养型甲烷古
菌 Methanomicrobiaceae 为主［15］，我们发现稳定的烃
降解富集物的介入能够不同程度上刺激本源微生物
对煤样厌氧降解产气能力(如 HF 煤样)。通过添加
底物刺激，发现 HF 煤样在添加 H2 或乙酸钠后，产
气趋势明显，该地区样品可能主要以这 2 类产甲烷
古菌为主，但这一观点还需要分子生物学手段进一
步提供支撑。基于传统微生物 DNA 提取手段或者
试剂盒来说，很难成功从煤炭中提取到高质量的
DNA，并用于后续分子生物学分析。这主要是因为
其所含的生物量低，以及煤炭中含有较高浓度的腐
植酸、富里酸、金属离子及抑制因子。在本试验起
初，通过古菌常用引物对(Arc 109F /Arc 915R) (表
3)未能获得 16S rRNA PCR 产物，这与生物量、PCR
扩增效率和引物的偏好性有直接关系［19 ，38］。
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4 结论

本文首次结合地域及矿藏特点，选定 10 处不同
生气潜力及成熟度(R0 )煤样进行厌氧富集培养试
验。虽然早在 20 世纪末，国外学者提出过利用本源
菌强化煤层气开采的想法［6］，但迄今为止国内外鲜
见该方面研究成果报道。生物强化法，驯化适应性
强、能够降解大分子物质的功能菌系，对于增强原位
低产气量及难勘探开发利用的煤藏或许是条有效途
径。

454 测序分析结果得出 SL 样品细菌类群主要
以厚壁菌门 Firmicutes 和变形菌门 Proteobacteria 为
主，可能原位地质微生物与氢营养型为主的产甲烷
古菌通过互营代谢作用产生甲烷，互营菌可能在煤
藏厌氧环境下降解产甲烷过程中起着重要。目前报
道的煤层产甲烷古菌以 CO2 还原型为主，并且还存
在乙酸营养型产甲烷古菌，但也有学者认为甲基营
养型代谢方式是低成熟度煤岩转化生成甲烷的重要
代谢途径［39］。随着高通量 454 测序技术的普及，可
以更加全面认知煤层微生物群落结构、功能菌群特
征等，这将为更加深入地研究微生物煤层甲烷降解
代谢提供指导。
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Methane-generating potential of coal samples with
different maturity

Qiao He 1，Chen Ding1，Guizhong Li3，Hao Cheng3，Lei Cheng1，2，Hui Zhang1，2*
1 Biogas Institute of Ministry of Agriculture，Chengdu 610041，China
2 Key Laboratory of Development and Application of Rural Renewable Energy，Ministry of Agriculture，Chengdu 610041，
China
3 Langfang Branch，PetroChina Exploration and Development Research Institute，Langfang 065007，China

Abstract:［Objective］ To evaluate coal bed methane production potential and characterize the in situ microbial
communities of coal bed． ［Methods］ Coal samples were incubated under anaerobic conditions: mimicking coal bed
condition，supplementing with methanogenic hydrocarbon degrading consortium，or adding with exogenetic substrate．
Methane production was observed over time using gas chromatograph，and the in situ bacterial and archaeal communities
were revealed using pyrosequencing． ［Results］Enrichment incubation revealed that 3 of total 10 coal samples microcosms
produced methane; bioaugmentation and substrate addition could enhance methane production of coal sample HF．
Hydrogenotrophic Methanoculleus and acetoclastic Methanosaeta dominated the archaeal community of coal sample SL，
while the bacterial domain was mainly composed of Firmicutes (54. 4% )，Proteobacteria (30. 9% )，uncultured bacteria
(10. 8% )，Caldiserica (1. 5% ) and Thermotogae (1. 3% ) ． ［Conclusion］ The methane production potential of coal
bed samples with different maturity is different; the in situ coal bed microcosms are likely involved in hydrocarbons
degradation and methane production．
Keywords: coal-bed methane，biostimulation，bioaugmention，high-throughput sequencing
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