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摘要：内蒙古自治区二连盆地、海拉尔盆地是我国重要的煤层气产区，其中生物成因煤层气是煤层

气的重要来源，但复杂物质转化产甲烷相关微生物群落结构及功能尚不清楚。【目的】研究煤层水中

的微生物代谢挥发性脂肪酸产甲烷的生理特征及群落特征。【方法】以内蒙古自治区二连盆地和海拉

尔盆地的四口煤层气井水作为接种物，分别添加乙酸钠、丙酸钠和丁酸钠厌氧培养；定期监测挥发

性脂肪酸降解过程中甲烷和底物的变化趋势，应用高通量测序技术，分析原始煤层气井水及稳定期

产甲烷菌液的微生物群落结构。【结果】除海拉尔盆地 H303 煤层气井微生物不能代谢丙酸外，其他

样品均具备代谢乙酸、丙酸和丁酸产生甲烷的能力，其生理生态参数存在显著差异，产甲烷延滞期

依次是乙酸<丁酸<丙酸；最大比产甲烷速率和底物转化效率依次是丙酸<乙酸<丁酸。富集培养后，

古 菌 群 落 结 构 与 煤 层 气 井 水 的 来 源 显 著 相 关 ， 二 连 盆 地 优 势 古 菌 为 氢 营 养 型 产 甲 烷 古 菌

Methanocalculus (相对丰度 13.5%–63.4%)和复合营养型产甲烷古菌 Methanosarcina (7.9%–51.3%)，海

拉尔盆地的优势古菌为氢营养型产甲烷古菌 Methanobacterium (24.3%–57.4%)和复合营养型产甲烷古

菌 Methanosarcina (29.6%–66.5%)；细菌群落则与底物类型显著相关，硫酸盐还原菌 Desulfovibrio 

(12.0%–41.0%) 、 互 营 丙 酸 氧 化 菌 Syntrophobacter (39.6%–75.5%) 和 互 营 丁 酸 菌 Syntrophomonas 

(8.5%–21.9%)分别在乙酸钠、丙酸钠和丁酸钠处理组显著富集。【结论】煤层气井水微生物可降解挥

发性脂肪酸(乙酸、丙酸和丁酸)并具有产甲烷潜力；乙酸可能被古菌直接代谢产甲烷，而丙酸和丁酸

通过互营细菌和产甲烷古菌代谢产甲烷。Desulfovibrio、Syntrophobacter 和 Syntrophomonas 分别在乙
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酸、丙酸和丁酸代谢过程中发挥了重要作用。这些结果为煤层气生物强化开采提供了一定的微生物资

源基础。 

关键词：生物成因煤层气，挥发性脂肪酸，产甲烷，厌氧培养，高通量测序，互营代谢 

 
 
 
 
 

煤层气是煤化过程中由地质作用和(或)微生

物降解产生的非常规天然气，主要成分是甲烷(含

量一般大于 90%)，其次是二氧化碳和氮气，部分

煤层气中含有微量气态烃(C2–C4 烷烃)[1–2]。生物成

因煤层气约占煤层气储量的 15%–30%，是煤层气

的重要组成部分，它可以分为原生煤层气和次生

煤层气[3–4]。原生煤层气产生于煤化作用早期，由

于早期煤层含气性较差，大部分原生煤层气泄露

到空气中而难以保存，次生煤层气主要来自煤炭

生物降解 [3–4]。煤炭由复杂多变的杂环化合物组

成，主要包括芳香族和木质素衍生的氮、硫、氧

化合物[5–6]。一般观点认为，生物成因煤层气由水

解细菌、发酵细菌、互营细菌和产甲烷古菌等各

种不同功能微生物，通过多种生化代谢反应，降

解煤炭有机质组分，产生甲烷和二氧化碳[5–6]。微

生物通过延胡索酸激活、羟基化、甲基化和羧基

化等厌氧代谢新机制，降解转化煤炭化合物，并

产生中间代谢产物挥发性脂肪酸(如乙酸、丙酸和

丁酸)[5–6]。标准热力学状态下，挥发性脂肪酸的厌

氧降解是热力学不利的反应( G△ o’>0) (表 1)，需要

互营细菌和产甲烷古菌耦联，才能完成产甲烷代

谢[7]。已有报道表明，在地下煤层中可以实时通过

微生物代谢产生生物成因煤层气，未来可通过生

物强化进行煤炭的生物气化开采利用[2]。但是，对

于煤层水微生物是否能够代谢挥发性脂肪酸产生

甲烷，以及哪些微生物能够参与此过程，目前还

鲜有报道。 

内蒙古自治区二连和海拉尔盆地的煤层气

总储量高达 2.8×1012 m3，占全国可开采资源总量

的 9.6%，是国内主要的煤层气矿区[9]。两地的煤

炭成熟度较低，属于利于产生生物气的低变质 

煤 炭 。 二 连 盆 地 煤 炭 的 镜 质 组 反 射 率 ( R ° ) 为

0.33%–0.88%，褐煤占 95%以上，整体属褐煤的变

质阶段，海拉尔盆地多数煤层(伊敏组和大上端)

的煤炭 R°<0.7%，属于褐煤-气煤的变质阶段[10–11]。

两地地下径流活跃，水循环条件良好，且煤层水矿

化度不超过 6.4 g/L，适宜煤层微生物生长繁     

殖[10,12]。煤层气组分及甲烷碳氢同位素特征是判定 

 

表 1.  挥发性脂肪酸降解的吉普斯自由能变化[7–8] 

Table 1.  The Gibbs free energy of volatile fatty acid degradation[7–8] 
Substrate Reaction G△ o’ /(kJ/mol) 

Anaerobic oxidation  

CH3COOH CH3COO–+H++2H2O→2CO2+4H2 +95 

CH3CH2COOH CH3CH2COO–+2H2O→CH3COO–+CO2+3H2 +72 

C4H8O2 C4H7O2
–+2H2O→2CH3COO–+H++2H2 +48 

Methanogenesis 

CH3COOH CH3COOH+2H2O→CH4+HCO3
–  –36 

CH3CH2COOH CH3CH2COO–+H2O→7/4CH4+5/4HCO3
–+1/4H+ –56.4 

C4H8O2 C4H7O2
–+H++H2O→5/2CH4+3/2CO2 –88.5 
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生物成因煤层气的重要指标[6]，生物成因煤层气多

属于干气，微生物代谢的同位素分馏作用，导致

生物成因煤层气甲烷的碳同位素偏轻[4]。二连盆地

和海拉尔盆地的煤层气甲烷含量分别为 75%–92%

和 10.4%–87.1%，二连盆地的 δ13CH4 为–60.3‰– 

–65.3‰[10,12–13]。群落结构分析显示该地的煤层水

中存在产甲烷古菌，模拟培养也证实了煤层气井水

中的微生物具备降解煤炭产甲烷代谢能力[13–14]。这

些证据都表明二连盆地和海拉尔盆地实时产生煤

层气的可能性。 

在煤层气开采过程中，会带出地下煤层的缝

隙水，其中蕴藏的微生物在一定程度上反映地下

煤层微生物特征[15]。因此，本研究以二连和海拉

尔盆地的煤层气井水作为接种物，分别以乙酸、

丙酸和丁酸盐作为碳源，通过厌氧模拟培养和色

谱分析，阐明不同煤层水降解挥发性脂肪酸产甲

烷的潜力和效率；应用高通量测序和生物信息学

方法，分析挥发性脂肪酸代谢产甲烷过程的主要

细菌和古菌群落特征。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

接种物：二连盆地位于我国内蒙古自治区中

部，海拉尔盆地分别位于我国内蒙古自治区东北

部。从二连和海拉尔盆地的煤层气井收集新鲜煤

层水，并保存到无菌的塑料瓶中(2.5 L/瓶)，快

递运输到实验室后 4 °C 保藏，并在 7 d 内进行  

培养。 

1.2  厌氧模拟培养实验 

在 N2 保护下，分装煤层水样品到厌氧试管中，

氮吹 20–30 min 后，添加 0.5 g/L 半胱氨酸盐酸盐，

再添加乙酸钠、丙酸钠和丁酸钠，对煤层水中的

产甲烷体系进行预培养。进一步采用稳定期的产

甲烷菌液作为接种物(接种量为 20%)，进行传代培

养。传代培养选择无机盐培养基(g/L)[14]：NaCl 0.5，

MgCl2·6H2O 0.5，CaCl2·2H2O 0.1，NH4Cl 0.3，KCl 

0.5，KH2PO4 0.2，半胱氨酸盐酸盐 0.5。具体实

验设计如下：(1) 不添加任何碳源的对照组；(2) 

添加乙酸钠(终浓度 0.02 mol/L)；(3) 添加丙酸钠

(终 浓度 0.02 mol/L)； (4) 添加丁酸钠 (终浓度  

0.02 mol/L)；空白对照组 3 个重复，实验组 5 个重

复，培养前调 pH 7.0–7.2。样品置于 35 °C 静止暗

培养，定期检测甲烷产量及底物消耗量；采集稳

定期的产甲烷菌体，用于微生物群落结构分析。

产甲烷菌系的生长特征，可以通过最大比甲烷产

生速率(μmax)来比较分析[16]，本文中的 μmax 根据

Originpro 8.5 中的 Slogistic 1 功能模块计算(Origin 

Lab, USA)。 

1.3  甲烷含量测定 

采用气相色谱(安捷伦 7820A，美国)定时测定

气体组分；色谱配置 Porapak Q 型不锈钢柱(内径

2 mm，长度 3 m)，进样口温度、柱温和检测器(TCD)

温度分别为 105 °C、80°C 和 130 °C，载气为高纯

氢气(99.999%)，柱流量为 30 mL/min，采用 VICI

样品针取上空气体 0.2 mL，采用校正面积归一法

测定气体相对含量；进一步通过甲烷与氮气的相

对比例计算甲烷摩尔量。 

1.4  挥发性脂肪酸测定 

气相色谱仪(安捷伦 7890A，美国)定期检测菌

液中的短链挥发性脂肪酸含量，其配置及设定参

数为：InertCap-FFAP (长度 30 m，内径 320 μm)

型色谱柱，程序升温柱箱，即 80 °C 保持 1 min，
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然后以 18 °C/min 的速度，升温至 180 °C，保持

2.5 min；进样口(气化室)温度 210 °C，进样分流比

1:10 ； 氢 火 焰 离 子 检 测 器 (FID) ， 检 测 器 温 度

250 °C。高纯氮气(99.999%)为载气，高纯氢气

(99.999%)为燃气，空气流速 350 mL/min，氢气流

速 27 mL/min，尾吹氮气 36 mL/min。 

1.5  微生物群落结构测定 

收集原始煤层气井水(50 mL/井)及稳定期的

产甲烷菌液(2 mL 瓶)，15000 r/min 离心 5 min，弃

上清，获得沉淀菌体。使用细菌基因组抽提试剂

盒(上海生工，中国)提取菌体 DNA。通过 Nano Vue 

Plus 超微量分光光度计(GE，美国)测定 DNA 浓度

和纯度。分别扩增细菌和古菌 16S rRNA 基因，其

中细菌通用引物为 bac341F/bac806R[17]，古菌通用

引物为 arch519F/arch915R[18](表 2)。PCR 扩增程

序：95 °C 5 min；94 °C 60 s，57 °C 45 s，72 °C    

60 s，34 个循环；72 °C 10 min，16 °C 5 min。在

Hiseq-PE 250 测序平台测序，测序数据处理流程：

剔除长度<200 bp 且平均质量(Q)得分<30 的序列，

嵌合体的检测及剔除使用 Usearch V8 的功能

Uchime，参考序列数据库为 SILVIA；质量控制完

成后，使用 QIIME (V1.9.0)进行分析，以序列相似

度 97%为一个操作分类单元(OTU)，使用 RDP 数

据库进行物种注释 [19]。提交测序数据到 NCBI 

(National Center for Biotechnology Information)，古

菌和细菌的测序数据的序列号分别为 SUB5613336

和 SUB5594810。 

2  结果和分析 

2.1  煤层水微生物降解挥发性脂肪酸产甲烷趋势

与特征 

从二连盆地和海拉尔盆地各收集了 2 口煤层

气井水样品，编号分别为 JM2 和 JM4、H301 和

H303。厌氧模拟培养 85 d 后，除海拉尔盆地的煤

层水 H303 不能代谢丙酸钠产甲烷以外，四口井的

煤层水都可以降解乙酸、丙酸和丁酸，并产生甲

烷(图 1)。它们利用相同底物产甲烷的延滞期类似，

乙酸钠代谢产甲烷的延滞期平均为(5.7±0.4) d，其

次是以丁酸钠组的产甲烷延滞期为(10.3±2.8) d，丙

酸钠代谢产甲烷的延滞期最长，达到了(63.8±2.5) d  

(表 3)。煤层水微生物利用丁酸钠的最大比产甲烷

速率(μmax)最高，平均为(0.44±0.09) d–1，其次为乙

酸钠[μmax 为(0.27±0.17) d–1]，而丙酸钠 μmax 只有

(0.1±0.03) d–1 (表 3)。煤层水微生物代谢挥发性脂

肪酸产甲烷的转化效率也存在差异，其中丙酸钠

平均转化率最低，只有 78.4%±17.5%，其次为乙

酸钠(转化率为 89.3%±15.3%)，丁酸钠几乎被完全

转化(转化率 101.9%±14.52%) (表 3)。 

2.2  古菌群落结构 

测序培养前后的古菌 16S rRNA 基因，共获得

有效序列条数 922740 条，每个样品的平均有效测

序条数为 17410，可分为 309 个 OTU (表 4)。其中

丙酸钠组的 OTU 数最大(81±11 个)，乙酸钠和丁

酸钠组的 OTU 平均只有 63 个(表 4)，但是不同处

理组之间的香农指数非常接近(表 4)。 

 

表 2.  本研究所涉及引物序列 

Table 2.  Primers used in this study 

Primer Forward primer (5′→3′) Reverse primer (5′→3′) 

bac341F/bac806R CCTAYGGGRBGCASCAG GGACTACNNGGGTATCTAAT 

arc519F/arc915R CAGCCGCCGCGGTAA GTGCTCCCCCGCCAATTCCT 
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图 1.  煤层水微生物代谢挥发性脂肪酸产甲烷趋势 

Figure 1.  Methane production from volatile fatty acids degradation by coalbed microbiota. A: H301; B: H303; C: 
JM2; D: JM4. 

 

表 3.  煤层水菌群代谢挥发性脂肪酸产甲烷的生理特征 

Table 3.  Physiological properties of coalbed microbiota during methanogenic degradation of volatile fatty acids 
Coalbed 
water 

Substrate 
Net 
methane/μmol 

Substrate 
consumption/μmol 

Maximum specific 
growth rate /d–1 

Lag 
phase/day 

Percent 
conversion/% 

H301 Acetate 207.7±19.1 208.65±6.17 0.59±0.04 6 99.5±7.8 

H301 Propionate 293.1±86.4 230.46±0 0.09±0.01 62 72.7±21.4 

H301 Butyrate 472.7±74.4 162.94±0 0.29±0.03 12 116.1±18.3 

H303 Acetate 211.9±42.1 223.5±1.2 0.16±0.02 5 94.9±19.1 

H303 Propionate – – – – – 

H303 Butyrate 411.8±27.2 173.07±0 0.46±0.02 6 95.2±6.3 

JM2 Acetate 201.5±12.3 225.54±4.82 0.29±0.03 6 89.3±4.9 

JM2 Propionate 359.9±49.0 228.83±6.18 0.13±0.01 67 89.8±11.5 

JM2 Butyrate 436.1±70.6 162.94±0 0.54±0.03 12 107.1±17.3 

JM4 Acetate 166.9±33.3 224.94±0 0.14±0.02 6 74. 2±14.8 

JM4 Propionate 266.7±65.3 213.82±0 0.08±0 62 71.3±17.5 

JM4 Butyrate 382.8±36.7 162.94±0 0.46±0.01 12 93.9±9.0 

–: no growth. 
 

PCA 聚类分析发现，古菌群落与煤层水的

来源显著相关，无论是否添加挥发性脂肪酸，

海拉尔盆地的煤层水样品 H301 和 H303 组分布在

左侧，二连盆地的煤层水样品 JM2 和 JM4 组分

布在右侧 (图 2)。添加不同类型的挥发性脂肪

酸，海拉尔煤层水的古菌群落结构相似度明显

高于二连盆地(图 2)，表明二连盆地的古菌群落

更易受到底物富集影响。 
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表 4.  煤层水初始状态及富集培养后的古菌测序信息 

Table 4.  Sequencing information of the archaeal 
communities in the original coalbed water and the 
enrichment cultures 
Coalbed 
water 

Treatment OTU Sequence Shannon index

H301 Initail state 36 5338 1.23 

H301 Control 84±10 16894±2224 1.69±0.09 

H301 Acetate 72±6 18546±534 1.34±0.04 

H301 Propionate 79±3 18659±2394 1.5±0.12 

H301 Butyrate 55±5 15646±5864 1.2±0.18 

H303 Control 84±8 19466±2206 1.24±0.06 

H303 Acetate 59±14 16477±2043 1.03±0.01 

H303 Propionate 73±15 19287±884 1.23±0.11 

H303 Butyrate 61±2 12265±7092 1.27±0.04 

JM2 Control 73±22 14676±721 0.95±0.27 

JM2 Acetate 68±8 18471±703 1.41±0.13 

JM2 Propionate 88±11 20805±833 1.63±0.05 

JM2 Butyrate 61±12 17147±7181 1.31±0.14 

JM4 Initail state 36 3458 1.04 

JM4 Control 73±6 15287±1025 1.42±0.07 

JM4 Acetate 57±9 9517±3449 1.31±0.12 

JM4 Propionate 83±8 23166±1285 1.33±0.05 

JM4 Butyrate 63±27 20024±6681 1.05±0.11 

 
 

图 2.  古菌群落结构的 PCA 分析  

Figure 2.  PCA analysis of archaea community 
structure. Black, red, blue and orange represent H301, 
H303, JM2 and JM4 respectively. : initial state; □: ◇

control group; ●: acetate group; : propionate; ▲: ★

butyrate group.  

 

群落结构分析发现，海拉尔盆地 H301 的优势

古菌为 Methanobacterium (相对丰度 86.6%)，二连

盆地 JM4 的优势古菌为 Methanocalculus (相对丰

度 64.3%)和 Methanobacterium (相对丰度 30.8%) 

(图 3)，它们都具有还原 CO2 产生甲烷的能力[20]。

添加挥发性脂肪酸富集培养后，Methanobacterium  

 

 
 

图 3.  不同煤层水及富集物中的古菌群落结构(只展示了相对丰度≥1%的 OTU) 

Figure 3.  Archaeal community structure of coalbed production water and treatments. OTUs with relative 

abundance≥1% were shown in the figure. 
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仍然是海拉尔煤层水中的优势古菌之一，相对丰

度为 24.3%–57.4%，此外复合营养型的产甲烷古

菌 Methanosarcina 相 对 丰 度 也 达 到 了

29.7%–66.5%，这两种古菌的丰度超过了 75.1% 

(图 3)。富集培养后，Methanocalculus 仍然是二连

盆地煤层水中的优势古菌之一(13.5%–63.4%)，复

合 营 养 型 Methanosarcina 相 对 丰 度 升 高 到

7.9%–51.3% ， 这 两 种 微 生 物 的 丰 度 之 和 为

21.4%–88.7% (图 3)。除 H301 的丙酸钠组外，添加

丙酸钠后，Methanofollis 在三口井的相对丰度都升

到 了 15.6%–45.6% ( 图 3) 。 在 乙 酸 钠 组 中 的

Methanoarcina 丰度都明显高于丙酸钠、丁酸钠和

对照组(图 3)，表明 Methanoarcina 直接参与了乙酸

钠的产甲烷代谢反应。 

2.3  细菌群落结构 

在细菌域中，有效测序条数为 741507，单个样

品平均测序条数为 13482，细菌总共划分成 1832 个

OTU (表 5)。H301、JM2、JM4 的初始状态和丁酸

钠处理组中的香农指数值为 2.75–3.47，而丙酸钠

处理的香农指数则分布于 1.46–2.65 (表 5)。 

初始状态的 H301、JM2、JM4 细菌群落结构

相似度较高，聚集在一起，而 H303 的初始细菌群

落则明显偏离(图 4)。厌氧培养后，不同处理组的

细菌群落聚成四类：添加不同碳源的 H303 组聚为

一类(图 4)，H301、JM2、JM4 的乙酸钠和丁酸钠

组聚为一类，并且与原始煤层水的细菌群落结构

最为接近(图 4)，但是添加丙酸钠后的群落结构明

显偏离初始状态，并聚为一簇(图 4)。不添加底物

的对照组聚为一簇，部分与乙酸钠和丁酸钠组重

叠(图 4)。 

原始煤层水中细菌群落组成差别明显，H301 的

优势细菌是 Hydrogenophaga (21.4%)和 Rhizobium 

(25.6%)，H303 的优势细菌是 Paludibacter (39.2%) 

表 5.  煤层水初始状态及富集培养后细菌测序数据  

Table 5.  Sequencing information of the bacterial 
communities in the original coalbed water and the 
enrichment cultures 
Coalbed 
water 

Treatment OTU Sequence 
Shannon 
index 

H301 Initial state 270 17173 3.2 

H301 Control 312±21 17339±12 2.83±0.08 

H301 Acetate 387±65 17323±26 2.76±0.14 

H301 Propionate 275±33 17355±6 1.83±0.09 

H301 Butyrate 338±38 17333±22 3.04±0.1 

H303 Initial state 313 17059 2.75 

H303 Control 351±50 17338±14 2.84±0.16 

H303 Acetate 335±15 17334±17 2.83±0.14 

H303 Propionate 347±36 17336±11 2.88±0.16 

H303 Butyrate 309±11 17351±6 2.75±0.0009

JM2 Initial state 230 17317 2.91 

JM2 Control 346±74 17295±22 2.54±0.59 

JM2 Acetate 345±35 17330±23 2.76±0.3 

JM2 Propionate 254±17 17353±6 1.46±0.15 

JM2 Butyrate 501±222 17305±32 3.47±0.86 

JM4 Initial state 397 17099 3.2 

JM4 Control 347±24 17326±4 2.53±0.13 

JM4 Acetate 428±129 17272±90 2.98±0.21 

JM4 Propionate 326±37 17327±31 2.65±0.06 

JM4 Butyrate 350±37 17312±57 3.02±0.28 

 

 
   

图 4.  细菌群落结构的 PCA 分析 

Figure 4.  PCA analysis of bacteria community 
structure. Black, red, blue and orange represent H301, 
H303, JM2 and JM4 respectively. ◇: initial state; □: 
control group; ●: acetate group; : propionate; ▲: ★

butyrate group.  
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和 Pseudomonas (18.0%) ， JM2 的 优 势 细 菌 是

Methylomonas (44.0%) ， JM4 的 优 势 细 菌 是

Methylomonas (24.4%)和 Hydrogenophaga (13.4%) 

(图 5)。富集培养后，乙酸钠处理组的优势细菌为

Desulfovibrio (12.0%–41.0%) (图 5)。除此之外，

JM4 的 乙 酸 钠 处 理 组 中 的 Candidatus 

Endomicrobium 相对丰度升到 18.9%±5.4%，它在

原始煤层水和对照组中的丰度均低于 1% (图 5)。

除不具有丙酸代谢能力的 H303，丙酸钠组的优势

细菌是互营丙酸降解菌 Syntrophobacter，它的相

对丰度为 39.6%–75.5% (图 5)。丁酸钠组中的优势

细菌为 Desulfovibrio (相对丰度 14.7%–30.8%)和

互 营 丁 酸 氧 化 菌 Syntrophomonas ( 相 对 丰 度

8.5%–21.9%) (图 5)[21]。 

 

 
 

图 5.  细菌群落结构(只展示相对丰度≥5%的 OTU 类群) 

Figure 5.  Bacteria community structure. OTUs with relative abundance≥5% were shown in the figure. 
 
 

3  讨论和结论 

本研究发现二连和海拉尔盆地的煤层水微生

物具有代谢乙酸、丙酸和丁酸产甲烷的潜力。在

产甲烷条件下，理论上有两条途径可以代谢乙酸

产生甲烷：乙酸营养型产甲烷古菌直接裂解乙酸，

将乙酸甲基碳转换为甲烷；另外一条途径是通过

乙酸互营氧化，先产生氢和二氧化碳，再通过氢

营养型产甲烷古菌转化为甲烷，这需要互营乙酸

氧化菌和氢营养型产甲烷古菌共同参与[8, 22]。古菌

群落结构分析显示，添加乙酸钠培养后，氢营养

型产甲烷古菌相对丰度明显降低，而复合营养型 

产甲烷古菌 Methanosarcina 则被明显富集(图 2)，

细菌群落中也未发现互营乙酸氧化细菌(图 5)。因

此，我们推测乙酸主要被产甲烷古菌直接转化为

甲烷。但是，氢营养型产甲烷古菌也存在于乙酸

钠处理组，表明乙酸互营氧化产甲烷途径可能也

参与了乙酸代谢。至于这两种途径对乙酸代谢产

生甲烷的贡献率，还有待于进一步研究。丙酸和

丁酸代谢产甲烷过程，必须通过互营细菌和产甲

烷古菌的合作[8,22]。研究发现丙酸代谢产甲烷的延

滞期和产甲烷速率都低于丁酸代谢产甲烷(图 1)，

这可能与互营代谢的热力学特征有关，丙酸互营降

解的第一步较丁酸降解，在热力学上更不利(表 1)。
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此外，丙酸钠处理组的细菌群落与其他处理组和初

始状态的群落结构相似度最低(图 4 和图 5)，表明

煤层微生物为了适应丙酸代谢，需要剧烈调整群

落结构，这可能也会影响丙酸代谢速率。 

添加乙酸、丙酸和丁酸处理后，煤层水细菌

和古菌群落结构变化趋势显著不同，古菌群落结

构与样品来源地有关(图 2)。如海拉尔煤层水中

优势古菌是 Methanobacterium，添加挥发性脂肪

酸后，优势古菌仍然是 Methanobacterium (图 3)。

类 似 的 趋 势 也 发 生 在 二 连 盆 地 煤 层 水 中 ，

Methanocalculus 是原始煤层水样品和富集培养

后的优势古菌，此外 Methanosarcina 的丰度在所

有处理组都显著增加(图 3)。细菌群落变化与挥

发 性 脂 肪 酸 添 加 类 型 有 关 ， 在 乙 酸 钠 组 中 ，

Desulfovibrio 丰度显著上升，Desulfovibrio 在硫

酸盐还原条件下，具有化能异养潜力，可以不完

全代谢复杂碳水化合物，如代谢乳酸产生乙酸，

Desulfovibrio 也可以与产甲烷古菌共培养，代谢

乳酸、乙醇等简单化合物产生甲烷 [23–24]。部分

Desulfovibrio 具有利用 H2 作为电子供体的能力，

当它与 Methanosarcina barkeri 共培养条件下，

虽 然 不 能 直 接 利 用 乙 酸 或 甲 醇 ， 但 是

Methanosarcina 或 Methanosaeta 代谢乙酸和/或

甲醇过程中产生的 H2，却可以被 Desulfovibrio

利 用 [25–26] 。 因 此 ， 在 乙 酸 钠 组 中 出 现 的

Desulfovibrio，可能会竞争性利用乙酸氧化产生

的低浓度 H2 生长。在丙酸钠和丁酸钠组中富集

的 Desulfovibrio，可能也是通过类似的策略获得

了生长。互营丙酸降解菌 Syntrophobacter 在丙

酸钠组中被显著富集，而在丁酸钠组，互营代谢

C4–C18 脂 肪 酸 的 Syntrophomonas 被 显 著 富    

集[8,22]，表明煤层水微生物通过互营方式代谢丙

酸和丁酸。 

煤炭生物气化需要不同功能的微生物参与完

成，前人研究发现在煤层中存在丰富多样的细菌

和古菌[6]。模拟培养也证明煤层微生物具有产甲烷

代谢功能，但是这些研究多采用煤炭或产甲烷前

体物作为底物，评价不同煤阶煤炭的产气潜力及

产甲烷途径[14,27–29]。挥发性脂肪酸是煤炭降解的

重要中间代谢产物及限速步骤[22]。但是迄今为止，

关于煤层微生物代谢挥发性脂肪酸研究鲜有报

道。本研究通过厌氧模拟培养和微生物群落分析，

证实了来自地下煤层中的煤层气井采出液中，存

在互营挥发性脂肪酸代谢产甲烷菌系。这些研究

进一步证实了通过激活或强化原位煤层中的微生

物代谢功能，进行煤层气生物强化开发的可行性，

并且对煤层中微生物功能微生物群落的分析和产

甲烷潜力的评估，也为下一步开展生物强化煤层

气开采研究提供了理论依据。 
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Methanogenic potential and community structure of 
coalbed-methane production water microbiome 

Shouchao Lai1,2, Xiaoyu Fang1,2, Bo Tu1,2, Hao Chen3, Ze Deng3, Guizhong Li3, 
Zhenhong Chen3, Hui Zhang1,2, Lei Cheng1,2* 
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2 Key Laboratory of Development and Application of Rural Renewable Energy, Ministry of Agriculture, Chengdu 610041, 
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3 Research Institute of Petroleum Exploration & Development, Langfang 065007, Hebei Province, China 

Abstract: Biogenetic coalbed methane is a significant composition in Erlian and Hailar basins. However, little 
information is available how biogenetic coalbed methane is generated. [Objective] To evaluate the methanogenic 
potential of volatile fatty acids by the coalbed-methane production water microbiome, and to observe the shift of 
microbial community structure involved. [Methods] Simulation experiments were performed by inoculating 
coalbed-methane production water from four coalbed methane wells of Erlian and Hailar basins. Acetate, propionate 
and butyrate were selected as substrates. Methane production and substrate utilization were measured over time. The 
microbial communities of coalbed methane production water and enrichment cultures after incubation were analyzed 
through high-throughput sequencing of 16S rRNA gene. [Results] With the exception of H303 coalbed water without 
propionate degradation, all coalbed water microbiomes had the ability to degrade acetate, propionate and butyrate 
under methanogenic degradation. The maximum specific methane production rate, substrate conversion ratio and 
lag-phase period exhibited great difference in different volatile fatty acid group. The maximum specific methane 
production rate and substrate conversation ratio was highest in the butyrate group and the lag-phase was the shortest 
with acetate addition. High-throughput sequencing analysis reveals that the archaeal community structure of 
enrichment cultures was significantly correlated with the source of coalbed water. The predominant archaeal groups of 
Erlian basin were hydrogenotrophic Methanocalculus (13.5%–63.4%) and Methanosarcina (7.9%–51.3%). The 
predominant archaea of Hailar basin were hydrogenotrophic Methanobacterium (24.3%–57.4%) and Methanosarcina 
(29.6%–66.5%). The enriched bacterial community structure is significantly correlated with substrates, 
sulfate-reducing Desulfovibrio (12.0%–41.0%), syntrophic propionate-degrading Syntrophobacter (39.63%–75.45%) 
and syntrophic butyrate-degrading Syntrophomonas (8.5%–21.9%) were enriched in acetate, propionate and butyrate 
group, respectively. [Conclusion] The coalbed-methane production water microbiome possessed potential of 
methanogenic volatile fatty acid degradation, among which acetate was probably fermented by methanogens, 
propionate and butyrate are consumed by syntrophic bacteria Syntrophobacter and Syntrophomonas respectively. This 
result will contribute to the development research of microbial enhanced methane recovery from coalbed. 

Keywords: biogenetic coalbed methane, volatile fatty acid, methanogenesis, anaerobic incubation, high-throughput 

sequencing, syntrophic metabolism 
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