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微生物增产煤层气菌种的驯化

林　 海,隋梦琪,汪　 涵

(北京科技大学 土木与环境工程学院,北京　 100083)

摘　 要:采用厌氧培养方法,从厌氧污泥样品中富集出了产甲烷菌群,仅以煤为碳源对其进行驯化,
得到了可以利用煤产甲烷的厌氧菌群。 研究了该菌种利用煤产气的规律及常规碳源对菌种产气的

影响。 结果揭示:驯化后菌种对煤的利用能力显著提高,适应期由 15 d 缩短到 6 d;产气量也显著

增加。 菌种产气具有规律性,产气周期共 28 d,可分为 3 个阶段:适应期、产气期和稳定期。 100 mL
底物质量浓度为 20 g / L 的培养液总产气量达到 182 mL,气体中的甲烷浓度约为 16% 。 单日产气

量呈先增加后减少的趋势,其中 15 ~ 17 d 的产气量最大,达到 20 mL / d。 菌种可以利用乙酸钠和甲

醇产气,乙酸钠对菌种利用煤产气的增加效果更显著。
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Domestication of microbially enhanced coalbed methane microorganism
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Abstract:A methanogenic strain was obtained from anaerobic sludge. The strain was cultivated anaerobically with coal
as solo carbon resource. The methanogenesis regulation of coal consumed by the strain and the influence of convention-
al carbonaceous substrates on gas production were investigated. It is found that adaptive phase is decreased from 15
days of original strain to 6 days of acclimated strain. The gas production is greatly raised as well. A 28 days’ gas pro-
duction cycle can be divided into three phases,adaptive phase,gas-producing phase and stable phase. The total amount
of gas produced by 100 mL substrate is 182 mL which comprises 16% methane. Daily gas production increases at the
beginning and then decreases. During 15th day to 17th day,gas production reachs the peak amount of 20 mL / day. The
strain can also make use of sodium acetate and methanol to produce gas. However,sodium acetate has a better prompt-
ing effect on gas production of coal consumed by the strain.
Key words:coalbed methane;methanogen;increase production;microorganism domestication

　 　 煤层气的排放不但浪费了资源,也加重了全球气

候变暖。 近年来,随着世界能源局势持续紧张,人们

已经认识到煤层气是一种热值高、污染少、安全性好

的清洁、经济的能源,治理思路也逐渐由“抽排”转向

“利用” [1]。 20 世纪 70 年代以来,世界上一些主要产

煤国家纷纷涉足这一领域,在勘探开发理论与开采应

用技术方面进行了大量的研究与试验工作,取得了突

出的成就,使这一产业得到了快速发展[2]。 近年来

我国井下煤层气抽采利用活跃,煤层气抽采量逐年增

大,然而抽采率和利用率低的现状大大限制了我国井

下煤层气工业的发展,造成每年大量煤层气资源的排

空浪费[3]。
目前国内外采取的煤层气增产技术[4-6] 主要有:

水力压裂改造技术、煤中多元气体驱替技术和定向羽

状水平钻井技术等。 1999 年,Scott 就已提出了微生

物增产煤层气 (Microbially Enhanced Coalbed Meth-
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ane)的概念,并将其定义为将厌氧微生物种群及其所

需营养物质注入到煤层中[7]。 他指出,这一技术不

但存在产出新煤层气的资源潜力,同时微生物的降解

作用可以增加煤层的渗透性,有利于煤层气的开采。
该技术在我国尚属萌芽阶段,许多学者和研究单位已

经注意到此先进技术的重要性。
本实验为微生物增产煤层气技术的基础研究,对

厌氧污泥中的产甲烷菌群进行富集活化和仅以煤为

碳源的驯化,得到可以利用煤产甲烷的厌氧微生物菌

群,并研究该菌群对常规碳源的利用情况,为该技术

的后续研究提供参考。

1　 试　 　 验

1． 1　 样　 　 品

煤样采自于河南某煤矿,粉末状,属软褐煤,具有

富氢、富氧、富氮等基本特征,生物化学活性好,有利

于微生物产气实验。 菌种为采自北京小红门污水处

理厂厌氧消化罐的厌氧污泥。
1． 2　 培养基

富集培养基:KH2PO4(0． 4 g / L),K2HPO4(0． 4 g /
L),KCl(0． 2 g / L),NaCl (2． 0 g / L),NH4Cl(1． 0 g /
L),MgCl2(2． 0 g / L),酵母浸入液(1． 0 g / L),乙酸

钠(2． 0 g / L),刃天青(0． 1% )1 mL / L,维生素溶液

10 mL / L,微量元素溶液 10 mL / L。 培养基 pH 值调

节至 7． 0。
驯化培养基:KH2PO4(0． 4 g / L),K2HPO4(0． 4 g /

L),KCl(0． 2 g / L),NaCl (2． 0 g / L),NH4Cl(1． 0 g /
L),MgCl2(2． 0 g / L),乙酸钠(2． 0 g / L),酵母浸入液

1． 0 g,煤 0． 5 ~ 2． 5 g,刃天青(0． 1% )1 mL / L,维生素

溶液 10 mL / L,微量元素溶液 10 mL / L。 培养基 pH
值调节至 7． 0。

微量 元 素 溶 液: MgSO4 · 7H2O ( 3． 0 g / L ),
NaCl(1． 0 g / L),FeSO4(0． 1 g / L),MnSO4(0． 5 g / L),
CaCl2(0． 1 g / L),CuSO4(0． 01 g / L),CoCl2(0． 1 g / L),
KAl ( SO4 ) 2 ( 0． 01 g / L ), NiCl2 ( 0． 1 g / L ),
Na2MoO4 ( 0． 05 g / L ), ZnSO4 ( 0． 1 g / L ), H3BO3

(0． 05 g / L),氨三乙酸(1． 5) [8]。
维生素溶液:生物素 2 mg / L,叶酸 2 mg / L,盐酸

吡哆醇 10 mg / L,核黄素 5 mg / L,硫胺素 5 mg / L,尼
古酸(烟酸)5 mg / L,泛酸钙 5 mg / L,对氨基苯甲酸

5 mg / L,硫辛酸 5 mg / L,钴胺素(维生素 B12)0． 1 mg /
L。

微量元素溶液和维生素溶液配好后用 ϕ0． 22 μm
的微孔滤膜过滤除菌, 放入 4 ℃ 的冰箱中储存

待用。 　

无氧 Na2S (1% ) 和 NaHCO3 (5% ) 混合液的配

制[9]:在 50 mL 的厌氧瓶中配制 40 mL 溶液,加入干

燥 Na2S 0． 4 g,无水 NaHCO3 2． 0 g,插入高纯氮气针

头,驱除空气 5 ~ 10 min 后,用注射器注入已除氧的

蒸馏水 40 mL,抽出氮气针头的同时塞紧胶塞,用铝

盖密封,120 ℃灭菌 20 ~ 30 min。
培养基在接种前,每 100 mL 的培养基加入 2 mL

的无氧 Na2S(1% )和 NaHCO3(5% )混合液作为还原

剂。
培养基的除氧及分装:将配制好的液体培养基倒

入一个平底三角烧瓶中并在电热炉上加热,同时通入

高纯氮气(99． 99% )驱除空气,当气体通过煮沸的培

养基表面约 10 min 完全无氧时(刃天青由紫红色变

为无色),迅速分装入血清瓶。 移入时用无菌注射

器,采用平头兽用针头,将注射器和针头放入煮沸的

培养基内部,同时用氮气吹培养基容器和瓶,旋紧瓶

塞。 120 ℃灭菌 15 min。
1． 3　 培养方法

1． 3． 1　 菌种的富集

为恢复产甲烷菌的产气活性,对取回的菌种进行

富集培养。 采用无氧操作向血清瓶中分装 100 mL 培

养基和 2 mL 的还原性溶液,接入 10 mL 的污泥上清

液,在 35 ℃,130 r / min 下培养 15 d,采用排水法收集

气体,然后用气相色谱检测是否有 CH4 产生。 一次

富集培养完成后,将富集培养液转入新的液体培养基

中再富集,转接 4 次。
1． 3． 2　 富集菌种产气

为考察未经驯化菌种对煤的适应和利用情况,将
10 mL 富集菌种接种到 100 mL 驯化培养基中,加入

粒径<200 目的煤样 2． 5 g,在 35 ℃,130 r / min 的条

件下排水产气。 与驯化后的菌种进行产气规律的对

比。
1． 3． 3　 菌种驯化

采用逐级连续传代驯化法[10] 对富集得到的混合

菌株进行仅以煤为碳源的驯化。
驯化初始底物的质量浓度为 5 g / L,以 5 g / L 的

底物为浓度梯度向上递增,每批次菌液传代转接量为

10% ,直至底物的质量浓度为 25 g / L。 共分为 7 个批

次,每个批次周期为 28 d,并采用排水法收集气体,记
录每日产气量。 取最后驯化阶段的培养液进行扩大

富集培养,得到可以仅利用煤为碳源的产甲烷菌优势

混合菌群。 具体操作见表 1。
1． 3． 4　 驯化菌种的产气实验

以煤为碳源进行驯化后混合菌产气规律的研究,
将 100 mL 富集培养基按无氧操作的方法分装到
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125 mL 的血清瓶中,在通氮气的条件下接入 2 g 煤

样( <100 目) 并加入 2 mL 还原性溶液,然后接种

10 mL 菌种,在 35 ℃,140 r / min 下培养,平行两组。
另取一个血清瓶不加煤作为空白。 采用排水法收集

气体,记录每天产气量及累计产气量,并用气相色谱

测定气体中的甲烷浓度。

表 1　 菌种驯化

Table 1　 Microorganism domestication

驯化次数
煤样加入量 /

(g·L-1)

煤样粒

径 / 目
驯化时

间 / d

1 5 <200 28

2 5 <200 28

3 10 <200 28

4 15 <150 28

5 20 <150 28

6 25 <100 28

7 25 <100 28

1． 3． 5　 常规碳源对菌种产气的影响实验

有研究表明,厌氧生物处理过程中加入易生物降

解的有机物可提高难降解有机物的生物降解

性[11-12]。 本实验旨在研究添加不同碳源对菌种利用

煤产甲烷的影响。
　 　 (1)乙酸钠对菌种产气量的影响实验。 向血清

瓶中加入 100 mL 培养基,分别加入煤 2 g,乙酸钠

0． 5 g,再加入还原剂混合液 2 mL,并在通氮气的情况

下各接入 10 mL 菌种。 在 35 ℃,140 r / min 的条件下

培养 28 d,采用排水法收集气体,记录每天和累计产

气量。
(2)甲醇对菌种产气量的影响实验。 向血清瓶

中加入 100 mL 培养基,分别加入煤 2 g,甲醇 0． 4 g,
然后加入还原剂混合液 2 mL,并在通氮气的情况下

接入 10 mL 菌种。 在 35 ℃,140 r / min 的条件下培养

28 d,采用排水法收集气体,记录每天和累计产气量。
(3)乙酸钠投加量对菌种产气的影响实验。 向

血清瓶中加入 100 mL 培养基和 2 g 煤,分别加入

0． 2,0． 5,1． 0 g 乙酸钠,再加入还原剂混合液 2 mL,
并在通氮气的情况下接入 10 mL 菌种。 在 35 ℃,
140 r / min 的条件下培养 28 d,采用排水法收集气体,
每天记录产气量。
1． 4　 检测方法

采用 HP6890 气相色谱仪进行气体产物的分析。
载气:He 8． 3 mL / min;分流比:2． 5 ∶ 1;色谱柱:30 m×
0． 53 mm×40 μm PLOT Q,30 m×0． 53 mm×25 μm
PLOT5A MS;进样器温度:150 ℃;检测器:TCD 热导

检测器;柱温:30 ℃。

2　 结果与讨论

2． 1　 菌种的富集和驯化

由图 1 可以看出,随驯化次数的增加,菌种的累

计产气量呈逐渐上升至趋于平缓的趋势。 未经驯化

时,菌种利用煤的产气量为 30 mL,驯化到第 7 次时,
产气量已达到 260 mL。 这说明驯化对提高产气量作

用明显,驯化效果较好。

图 1　 菌种的驯化结果

Fig． 1　 Results of domestication efficiency

同时随着驯化次数的增加,菌种的适应期显著缩

短,未经驯化时 15 d,第 5 次驯化时已缩短到 6 d,说
明菌种已经可以很好地适应煤并利用其产气。 继续

驯化,适应期不再缩短,说明要大量产气,需经过 6 d
的适应期。

这种现象可用菌种 3 段产甲烷理论来解释:在煤

层气的微生物产出过程中,产甲烷菌不具有直接分解

煤颗粒的能力,要生成甲烷需有一个前期阶段,即主

要依靠水解发酵菌和还原菌分解类脂化合物和大分

子聚合物,如纤维素和蛋白质等;接着微生物进一步

脱去长链酸中的氢而生成氢、甲酸、乙酸、二氧化碳和

醇等[13],产甲烷菌由此取得碳源和营养而生存,并以

此为基质进行生物化学和新陈代谢作用产生甲

烷[14]。
2． 2　 驯化后菌种的累积产气及单日产气规律

由图 2 可见,产气周期内完整培养液的累计产气

总量达到 182 mL,甲烷浓度约为 16% 。 空白的产气

量为 116 mL,即说明菌种可以利用煤产气,为 66 mL。
煤层气的累计产出具有规律性,可归结为 3 个阶段:
第 1 阶段为 6 d 的适应阶段,称为适应期,是菌种对

煤的适应和分解阶段,菌种产气量很小或基本不产

气;第 2 阶段为 21 d 左右的产气阶段,称为产气期,
是菌种利用分解物产气的阶段,产气量随时间逐渐增

加;第 3 阶段从第 27 d 开始,为稳定阶段,称为停滞

期,产气量基本稳定,不再增加,是产气逐渐终止的阶

1631



煤　 　 炭　 　 学　 　 报 2012 年第 37 卷

段。 这与微生物周期内的生长情况相对应,也反映出

菌种活性的变化。 与王爱宽等[15] 对煤中本源产甲烷

菌的模拟产气研究结果是吻合的。

图 2　 驯化后菌种累积产气量曲线

Fig． 2　 Curves of gas production rate after domestication

菌种的单日产气量呈先增加后减少的趋势,在一

个产气周期内,15 ~ 17 d 的产气量最大(图 3)。 在产

气初期,随着产甲烷菌数量的增加、活性的增强,代谢

速度加快,单日产气量也逐渐上升;但随着代谢产物

和有毒物质逐渐累积,代谢速度开始逐渐降低,产气

量也逐日减少。 因此,单日产气量也从一定程度上反

映出菌种的生长状况和活性。

图 3　 菌种的单日产气规律曲线

Fig． 3　 Curve of everyday gas production rate after domestication

2． 3　 碳源对菌种产气的影响

图 4 为乙酸钠对菌种产气量的影响,可以看出,
菌种可利用乙酸钠产气,28 d 的产气量达到 170 mL,
且产气规律与菌种利用煤的相似。 煤和乙酸钠联合

作为碳源比仅以煤为碳源的产气量显著增加。 实验

结束时,联合碳源的产气量达到了 240 mL,比仅以煤

为碳源增加了 58 mL。 且加入乙酸钠后,加速了前期

的产甲烷速率。
分析原因可能有:首先,菌种本身可以利用乙酸

钠,从而使总产气量增加;其次,乙酸钠为菌种产甲烷

过程的中间产物,它的加入增加了菌种可利用的底物

浓度,促进了培养基中微生物反应向甲烷生成的方向

进行,使产气量大大增加;再次,乙酸钠的加入促进了

菌种对煤的利用,使总产气量增加。
由图 5 可见,菌种可利用甲醇产气,28 d 的产气

图 4　 乙酸钠对比产气曲线

Fig． 4　 Curves of gas production rate of sodium acetate

量达到 128 mL。 产气规律与利用煤的相似。 煤和甲

醇联合作为碳源比仅以煤为碳源的产气量有所增加,
但增加量不大,实验进行到 28 d 时,联合碳源的产气

量达到了 204 mL,比仅以煤为碳源增加了 22 mL,促
进产气效果远不如乙酸钠。

图 5　 甲醇对比产气曲线

Fig． 5　 Curves of gas production rate of carbinol

原因可能有两方面:首先,甲基化合物是产甲烷

菌可利用合成甲烷的底物,可以促进甲烷细菌的生

长,故加入甲醇之后产气量有所增加;但醇类本身对

菌种具有毒性作用,它的加入也会抑制菌种的生长,
从而影响产气量。

图 6　 乙酸钠投加量对菌种产气的影响曲线

Fig． 6　 Curves of gas production rate with sodium acetate increase

由图 6 可见,随着乙酸钠投加量的增加,产气量

也逐渐增加。 投加 0． 2,0． 5,1． 0 g 乙酸钠的产气量

分别达到 190,240,262 mL。 添加 0． 5 g 相对添加

0． 2 g 乙酸钠的产气量增加 50 mL,增幅较大;添加
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1． 0 g 相对添加 0． 5 g 乙酸钠的培养基产气量增幅较

小,为 22 mL。 说明乙酸钠的投加对菌种产气量地增

加并不是呈直线上升的。 综合成本和产气量考虑,每
100 mL 培养基投加 0． 5 g 乙酸钠是合适的,即 5 g / L。

3　 结　 　 论

(1)产甲烷菌经 7 次驯化后,对煤的利用能力显

著提高,适应期由 15 d 缩短到 6 d;产气量也显著增

加,由未经驯化时的 30 mL 增至 260 mL。 单次驯化

效率随驯化次数的增加呈现先增加后降低的趋势,第
4 次驯化效率最高,为 62 mL。

(2)产气具有规律性,产气周期共 28 d,可分为 3
个阶段:适应期、产气期和稳定期。 100 mL 底物质量

浓度为 20 g / L 的培养液总产气量达到 182 mL。 甲烷

浓度约为 16% 。 单日产气量呈先增加后减少的趋

势,其中 15 ~ 17 d 的产气量最大,达到 8 mL。
(3)菌种可以利用乙酸钠和甲醇产气,乙酸钠对

菌种利用煤产气的增加效果更显著。 随着乙酸钠加

入量的增加,产气量也逐渐增大,当添加量为 1． 0 g /
100 mL 培养基时,产气量相对于只以煤为碳源的培

养基增加了 80 mL。
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