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特约综述

　 　 苏现波(１９６３—)ꎬ男ꎬ河南孟津人ꎬ二级教授ꎬ博士生导师ꎮ １９８５ 年 ７ 月本科毕业

于焦作矿业学院煤田地质与勘查专业ꎬ１９８８ 年 ７ 月毕业于中国矿业大学(北京)煤油

气地质与勘查专业ꎬ获硕士学位ꎮ １９８８ 年 ７ 月至今工作于河南理工大学ꎮ 现任河南

理工大学非常规天然气研究院院长、河南省煤层气工程科技创新型团队学术带头人、
中国煤炭学会与中国地质学会煤炭地质专业委员会委员、煤炭工业技术委员会非常

规天然气专家委员会委员、全国往复式内燃燃气发电设备标准化技术委员会委员、河
南省煤矿安全生产专家组专家、«煤田地质与勘探»杂志编委等ꎮ

苏现波教授主要从事 ３ 个领域的科研工作ꎮ 在煤层气领域ꎬ较早从事煤层气地

质学研究工作ꎬ于 １９９８ 年提出的“虚拟储层”开发煤层气技术ꎬ发展到现今的“煤系三气联合开发技术”ꎬ为我

国煤层气的开发开辟了一条新途径ꎻ研制了智能煤层气专用电潜泵和智能煤层气抽气机(开关磁阻电机驱

动)ꎮ 在煤矿瓦斯治理领域ꎬ研发了煤矿瓦斯地质灾害预警系统ꎬ实现了矿井、采区、工作面煤与瓦斯突出危险

性动态预测及防突措施优化ꎻ２００４ 年创立的煤矿井下水力压裂技术ꎬ已经成为部分突出矿井瓦斯区域治理不

可取代的技术ꎬ结合研制的“钻冲压一体化增透装备、瓦斯抽采钻孔固液两相封孔装置、瓦斯抽采孔修复增透

装备、瓦斯抽采孔智能排水排渣气驱装置、深孔煤样密闭取样装置”等ꎬ形成了一套具有自主知识产权的煤矿

瓦斯抽采技术体系ꎮ 率先开展“煤层气生物工程”领域的研究ꎬ在国家自然科学基金的持续资助下ꎬ研究走在

国内外前列ꎬ并形成了该领域的研究团队ꎬ将为煤层气开发增产和生物采煤提供一种新途径ꎮ 承担国家、省部

级和企业委托科研项目近 ６０ 项ꎬ其中纵向项目 ２０ 余项ꎬ横向项目 ３０ 余项ꎬ鉴定项目成果 １４ 项ꎮ
苏现波教授为河南省学术和技术带头人ꎬ曾获“２００４ 年度煤炭工业优秀科技人才”、“２０１１ 年度河南省科

技领军人物”等荣誉称号ꎮ 获国家知识产权局第十八届中国专利优秀奖、中国煤炭工业协会科技进步特等奖、
中国煤炭工业协会科技进步一等奖、国家安全生产监察管理总局科技进步一等奖等省部级科技奖励 ６ 项ꎻ授权

国家发明专利 ４０ 项ꎻ出版学术专著 ５ 部ꎬ发表学术论文 １００ 余篇ꎬＳＣＩ、ＥＩ 收录论文 ５０ 余篇ꎮ
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煤层气生物工程研究进展
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摘　 要:煤层气生物工程是将营养液或经过驯化、改良的菌种注入地下煤层或通过地面发酵产气的方

式ꎬ把煤的部分有机组分转化为甲烷ꎬ实现微生物强化煤层气产出的一种特殊发酵工程ꎮ 该工程作为

多学科交叉的新兴边缘学科ꎬ涉及到能源、环境和新材料三大领域ꎬ具有多重效益ꎬ越来越受到关注ꎬ
详细总结了国内外煤层气生物工程 １０ 余年的发展历程ꎬ首先从煤层(水)的生物多样性、厌氧发酵系

统产气机制和控制因素等方面系统分析了煤层气生物工程的微生物学基础ꎻ以研究厌氧发酵系统中

气固液菌为核心ꎬ整合其他学科的研究方法ꎬ初步形成了煤层气生物工程自身的研究方法ꎬ最后提出

１
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了煤层气生物工程的实施方案及发展趋势ꎮ 生物多样性为煤层生物甲烷的生成提供了菌种来源ꎬ根
据发酵系统中气固液菌的变化规律将发酵过程区分为 ４ 个阶段ꎬ系统中的底物和环境因子控制了微

生物群落结构ꎬ影响了生物甲烷的产量ꎬ甲烷的成因区分为乙酸营养型、氢营养型、甲基营养型 ３ 种ꎬ
这一认识初步构成了煤层气生物工程的理论基础ꎮ 分子生物学、地球化学与煤化学等的结合为该学

科的发展提供了方法支撑ꎮ 地面发酵池产气工程除了获取生物甲烷这一洁净能源外ꎬ还可以与褐煤

提质、高硫煤微生物脱硫和新材料合成相结合ꎬ使得经济效益最大化ꎻ地下煤层气生物工程以其增气、
增解、增透作用可大幅度提升煤层气井的产量ꎬ并获取液相有机物ꎬ同时可以实现二氧化碳的甲烷化ꎬ
二氧化碳矿化对采空区可起到固化作用ꎬ减排效果显著ꎮ 煤层气生物工程以其理论性、方法性和实用

性正在成为一个全新的领域ꎬ将有力推进中国煤层气大规模商业化开发进程ꎮ
关键词:煤层气生物工程ꎻ煤层生物甲烷ꎻ厌氧发酵ꎻ微生物强化煤层气产出ꎻ二氧化碳减排ꎻ新材料
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０　 引　 　 言

煤层气作为一种非常规天然气的重要储备能

源ꎬ主要有热成因和生物成因ꎮ 其中生物成因的煤

层气在世界范围内得到了广泛的关注ꎬ如美国的圣

胡安盆地[１]、澳大利亚雪梨盆地[２]、日本北海道[３]、
中国的沁水盆地部分区块与淮南地区等存在混合成

因的煤层气藏[４]ꎻ还有生物成因为主的煤层气藏ꎬ

２
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如美国的粉河盆地[５]、澳大利亚的苏拉特盆地[６]、
中国新疆准南米泉地区等[７]ꎮ 所有这些地区的煤

层气均能够通过其同位素地球化学特征来证实生物

成因气的存在ꎬ而大部分地区由于生物气所占比例

有限ꎬ目前的判识标准还无法确定其存在ꎮ 生物气ꎬ
特别是次生生物气的最显著特点是其生成的持续

性ꎬ在合适的环境下这类气体可以持续的生成ꎬ甚至

于在煤层气开发过程中还在生成ꎮ 因此ꎬ有可能大

部分煤层气富集区ꎬ尤其是与地下水运移聚集相关

的富集区ꎬ都会有生物气的贡献ꎮ 近期在几乎所有

的煤层中都检测出了产甲烷菌ꎬ无论是赋存热成因

气还是生物成因气的煤层都存在不同类型和丰度的

产甲烷菌ꎬ在漫长的地质演化过程中或多或少会产

生一些生物气ꎬ更说明生物气生成的普遍性ꎮ 因此ꎬ
有学者提出了微生物强化煤层气产出 (Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ
Ｅｎｈａｎｃｅｄ ＣＢＭꎬＭＥＣＢＭ)的理念[８]ꎬ即将营养物质

或含产甲烷菌群的营养液注入到煤层ꎬ通过厌氧发

酵将煤的一部分转化为甲烷ꎬ由此提升煤层气井的

产量ꎮ 近年来煤厌氧发酵生产生物甲烷的研究取得

了长足进展ꎬ对这一领域的关注度与日俱增ꎮ 这些

研究基本上可以概括为 ３ 个方面:生物甲烷的生成

条件研究、产甲烷菌群的特征研究以及强化生物甲

烷的产出研究ꎮ 不少学者主要针对温度、ｐＨ、Ｅｈ、菌
种接种量、本源 /外源菌、煤的添加量、煤的粒径、微
量元素进行了单因素和多因素的影响评价ꎬ基本确

定了试验室厌氧发酵产甲烷的最优参数[６ꎬ９－１１]ꎮ 有

机物在厌氧发酵生成甲烷的过程中涉及到水解酸化

反应、产氢产乙酸反应和产甲烷化反应ꎬ需要依赖于

各个发酵阶段的微生物共同作用[１２]ꎬ这也使得煤层

气领域内的微生物生态学得到了广泛的发展ꎮ ２００７
年 ＳＨＩＭＩＺＵ 等[３] 首次报道了日本北海道煤层气田

微生物多样性研究ꎬ随后全球范围内的煤层气田和

排采水中的微生物多样性也相继报道[１３－１５]ꎮ 也有

学者通过生物驯化、生物刺激和生物强化等来研究

强化生物甲烷的产出[１０ꎬ１６－１８]ꎬ一方面通过驯化提高

微生物对极端环境的适应性ꎬ添加目标微生物所需

营养物质使其细胞代谢更为活跃、增强所需的代谢

功能[１９ꎬ２０]ꎻ另一方面是通过生物手段ꎬ如利用降解

能力极强的真菌对煤进行预处理[２１－２３] 或通过双氧

水、高锰酸钾强氧化剂等化学手段预处理煤ꎬ增加了

煤中可被微生物利用的物质在液相体系中的

量[２４－２５]ꎬ从而促进生物甲烷的产出ꎮ 此外煤与生物

质共降解近年来成为研究的热点[２６－２７]ꎬ生物质中含

有的糖类和蛋白质是煤中所欠缺的ꎬ适当地加入到

煤中ꎬ在一定程度上能够促进微生物的生长代谢ꎬ提

高生物甲烷的产量ꎮ 工程应用方面在美国、澳大利

亚等国家先后进行了工业试验ꎮ 澳大利亚 Ａｐｅｘ 公

司在联合国能源署的资助下ꎬ在 Ｓｙｄｎｅｙ 盆地尝试注

入微生物进行煤层气开发先导性试验初有成效[２８]ꎮ
美国 Ｌｕｃａ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ 公司于 ２００６ 年在粉河盆地

的 ２６０ 口煤层气井中注入营养液现场试验ꎬ平均每

口试验井产气量比预期增加 ４５ ＭＣＦ(１ ２６０ ｍ３)ꎬ试
验井能恢复到历史峰值产气量的 ５０％[２９]ꎮ Ｃｉｒｉｓ
Ｅｎｅｒｇｙ 公司于 ２０１２ 年在粉河盆地开始中试规模现

场试验ꎬ通过向 Ａｎｔｅｌｏｐｅ Ｖａｌｌｅｙ ４ 口井注入产甲烷

菌培养液ꎬ３ 个月后ꎬ周围 １３ 口废弃的煤层气井重

新产气ꎬ单井产气 ２ ０００ ~ ４ ０００ ｍ３ / ｄ[１８]ꎮ Ｎｅｘｔ Ｆｕｅｌ
公司在印度尼西亚的 １６ 口煤层气井进行营养液注

入现场试验ꎬ产量也有所提升[３０]ꎮ 我国在这一领域

的研究基本上与国际同步ꎬ２００８ 年就开始了相关的

探索ꎬ主要是在政府各类基金的资助下开展的试验

室研究ꎬ基本上和国际的研究内容相似ꎻ个别单位在

几个地区进行了现场试验ꎬ但由于缺乏对试验条件

的优化和菌种的驯化ꎬ收效甚微ꎮ ＭＥＣＢＭ 之所以

逐渐受到各国政府和企业的重视ꎬ就是因为其潜在

的增产能力ꎬ将有力推动中国煤层气商业化开发

进程ꎮ
鉴于这一技术的工程意义ꎬ笔者将其定义为

“煤层气生物工程 ( Ｃｏａｌｂｅｄ Ｇａｓ Ｂｉｏｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇꎬ
ＣＧＢ)”ꎬ是一种特殊的厌氧发酵工程ꎬ即采用现代

工程技术手段ꎬ利用微生物的某些特定功能ꎬ把煤部

分转化为煤层气和与之伴生的液相有机物的一种新

技术ꎮ 煤层气生物工程是一个多学科交叉、融合而

形成的技术性和应用性较强的新兴边缘学科ꎬ涉及

到微生物学、地球化学、地下水动力学、煤层气工程、
石油化工工程、矿业工程和材料工程等学科(图 １)ꎬ
主要内容包括上游的菌种的选育、培养基的优化、灭
菌、扩大培养和接种ꎬ中游发酵过程参数的控制和下

游产品的分离提纯与新产品的合成等方面ꎬ核心是

上中游ꎮ ＣＧＢ 具体可概括为:将上游驯化培养出的

优良菌种作为压裂液(生物压裂液)注入地下原始

煤层或煤矿采空区ꎻ进入中游厌氧发酵阶段ꎬ将煤

的一部分转化为以甲烷为主ꎬ还含有一定量重烃、
氢气、氮气和二氧化碳等气体(生物煤层气)ꎻ同时

也生成种类繁多的类石油液相化工产品ꎬ可被抽

出分离提纯利用ꎮ 这些气液相物质中部分可以作

为原材料合成新产品ꎬ如高硫煤生成的硫化氢合

成纳米黄铁矿、生成的或后期注入的二氧化碳合

成纳米方解石等ꎬ这是下游的任务ꎮ 可见ꎬ煤层气

生物工程涵盖了资源、环境和材料 ３ 大领域ꎬ其实

３

中国煤炭行业知识服务平台 www.chinacaj.net



２０２０ 年第 ６ 期 煤 炭 科 学 技 术 第 ４８ 卷

施具有多重意义:①实现生物采煤、生物采残煤ꎻ
②生成洁净的甲烷和氢气—增气ꎻ③生成各种各

样的类石油液相产品—增液ꎻ④降低煤的亲甲烷

能力—增解ꎻ⑤增加煤储层的孔裂隙度—增透ꎻ⑥

二氧化碳甲烷化—减排ꎻ⑦二氧化碳矿化—埋存、
固化采空区ꎻ⑧微生物脱除煤中的有机硫—环保ꎮ
正是由于煤层气生物工程具有如此多的优点ꎬ才
越来越受到关注ꎮ

图 １　 煤层气生物工程研究体系

Ｆｉｇ.１　 Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｆｒａｍｅｗｏｒｋ ｏｆ Ｃｏａｌｂｅｄ Ｇａｓ Ｂｉｏｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ

　 　 前人大量的研究为煤层气生物工程这一新兴边

缘学科的形成和发展做出了贡献ꎬ但是作为一个诞生

到现在不足 １５ 年历史的全新研究领域ꎬ目前针对这

一领域的系统概括与总结还不多见ꎮ 笔者将对煤层

气生物工程的内涵和外延进行系统的介绍ꎬ希望能够

成为推动中国煤层气产业化进程的一条新途径ꎬ在新

能源、新材料和温室气体减排等多方面获取效益ꎬ实
现低碳经济的可持续发展ꎮ

１　 煤层气生物工程的微生物学基础

自然界中细菌在适宜的环境条件下才能够生

存和繁衍ꎬ就产甲烷菌而言其活跃的最佳温度是 ３５
~ ４５ ℃ꎬ生存的上限是 １１０ ℃ [３１] ꎮ 因此ꎬ在正常地

温下(地表温度 １５ ℃、地温梯度 ３ ℃ / ｈｍ)ꎬ煤储层

埋深在 ６００ ~ １ ０００ ｍ 时是产甲烷菌活动最强烈的

深度ꎬ其生存的最大深度可达 ２ ０００ ｍ 左右[３２] ꎮ 由

此可见ꎬ生物成因的煤层气离不开微生物的代谢ꎬ
无论是煤层中的原位微生物ꎬ还是实验室厌氧发酵

系统中群落结构都是生物产气的微生物基础ꎬ也是

煤层气生物工程的上游内容ꎮ 同时生物成因煤层

气的生成遵循经典厌氧发酵“四阶段”理论ꎬ煤作为

一种复杂有机物ꎬ在微生物作用下转化成甲烷需要

水解菌群、产酸发酵菌群、产氢产乙酸菌及产甲烷

菌等多种微生物的共同作用ꎮ 因此ꎬ深入探讨煤层

环境中的微生物多样性以及生物成气的产气机制

与影响因素很有必要ꎬ这也是煤层气生物工程的中

游核心内容ꎮ
１.１　 煤层(水)中微生物多样性

近年来在进行煤、富含有机质的页岩等厌氧发酵

产甲烷试验时ꎬ着重探讨了与产甲烷有关的细菌和古

菌的类型和特征ꎬ发现细菌多样性高于古细菌[３３－３４]ꎮ
２００７ 年ꎬＳＨＩＭＩＺＵ 等[３] 首次报道了日本北海道煤层

中的微生物多样性ꎬ通过地球化学方法测定了煤层气

中的气体组成及稳定同位素ꎬ同时利用１６Ｓ ｒＲＮＡ基

因测序技术ꎬ查明了煤层中微生物的群落结构[３]ꎮ
研究发现该地区的煤层气主要为热成因气ꎬ但产出水

中存在氢营养型产甲烷囊菌属(Ｍｅｔｈａｎｏｃｕｌｌｅｕｓ)和甲

基营养型产甲烷叶菌属(Ｍｅｔｈａｎｏｌｏｂｕｓ)ꎬ同时也检测

出与产甲烷菌互养的细菌ꎬ而且发现产出水具有氢营

养型和甲基营养型产甲烷能力ꎮ 这一结果说明ꎬ该地

４
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区确有生物成因气ꎬ但目前的成因判别标准难以识

别ꎮ 随着 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因测序技术的应用和普及ꎬ较
多学者利用该技术在全球范围内对煤层和煤层水的

微生物多样性进行了广泛研究ꎮ 澳大利亚东部和美

国 Ｐｏｗｅｒ Ｒｉｖｅｒ 盆地煤层及产出水的微生物群落结构

存在显著差异[３５－３６]ꎮ 其中ꎬ澳大利亚东部煤层中的

细菌群落主要以变形菌门(Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ)和厚壁菌

门(Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ)为主ꎬ厚壁菌门中主要为梭菌目细菌

(Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉａｌｅｓ)ꎻ古菌包含古球菌属(Ａｒｃｈａｅｏｇｌｏｂｕｓ)和
热球菌属(Ｔｈｅｒｍｏｃｏｃｃｕｓ)ꎬ而没有检测到产甲烷菌ꎮ
Ｐｏｗｅｒ Ｒｉｖｅｒ 盆地中的细菌群落的优势菌群为放线菌

门(Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ)和变形菌门(Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ)ꎬ古菌

群落包括 Ｍｅｔｈａｎｏｔｈｒｉｘ 和 Ｍｅｔｈａｎｏｓａｒｃｉｎａꎮ 此外ꎬ在澳

大利亚的 Ｇｉｐｐｓｌａｎｄ 盆地煤层产出水中检测到甲烷杆

菌属(Ｍｅｔｈａｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ)的存在ꎬ细菌同样以变形菌门

和厚壁菌门为主[１４]ꎮ 也有学者对原煤、原煤富集液

以及煤层水富集液的微生物多样性进行了研究ꎬ例
如ꎬ美国伊利诺伊盆地东部煤层产出水和富集培养液

中的产甲烷菌都以甲烷粒菌属(Ｍｅｔｈａｎｏｃｏｒｐｕｓｃｕｌｕ)
为主ꎬ该地区的细菌包括 α 变形菌纲(α－Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅ￣
ｒｉａ)、厚壁菌门(Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ)、梭菌纲(Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉａ)和螺

旋菌属(Ｓｐｉｒｏｃｈａｅｔｅｓ)ꎻ在新西兰的 Ｗａｉｋａｔｏ 煤田的原

煤中检测到的产甲烷菌包括甲烷八叠球菌目(Ｍｅｔｈａ￣
ｎｏｓａｒｃｉｎａｌｅｓ)和甲烷杆菌目(Ｍｅｔｈａｎｏｂａｃｔｅｒｉａｌｅｓ)ꎬ细菌

包括变形菌门(Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ)、厚壁菌门(Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ)
和拟杆菌门(Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ) [３７]ꎮ 值得一提的是加拿

大 Ａｌｂｅｒｔａ 盆地原煤中只检测到细菌基因序列ꎬ而在

原煤培养液中检测到大量的细菌和古菌ꎬ且原煤与富

集培养液中的细菌群落存在较大差异ꎬ培养液中的古

菌以甲烷八叠球菌(Ｍｅｔｈａｎｏｓａｒｃｉｎａ)为主[３８]ꎬ这说明

原煤中存在古菌ꎬ只是原始的煤层环境条件难以满足

古菌大量繁殖ꎬ而在实验室培养基中其活性得以

激活ꎮ
近年来国内对于煤层气田微生物多样性的报道

日趋增多ꎬ如鄂尔多斯盆地的部分煤矿区煤中存在产

甲烷菌和细菌ꎬ细菌以放线菌门(Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ)和变

形菌门 ( Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ) 为主ꎬ 古菌以甲烷囊菌属

(Ｍｅｔｈａｎｏｃｕｌｌｅｕｓ)和甲烷八叠球菌属(Ｍｅｔｈａｎｏｓａｒｃｉｎａ)
为主[１５]ꎮ 苏现波等[３４]研究了中国 １０ 个代表性矿区

的煤中微生物的多样性ꎬ采集样品基本构成了一个相

对完整的煤阶系列ꎬ有低煤阶烟煤(内蒙古乌兰图嘎

Ｃ７)、中煤阶烟煤(义马常村 Ｃ１ꎬ柳林沙曲 Ｃ３ꎬ霍州李

雅庄 Ｃ２ꎬ宿州祁东 Ｃ６ꎬ平顶山四矿 Ｃ１０)、高煤阶烟

煤(鹤壁四矿 Ｃ４ꎬ首山一矿 Ｃ９)和无烟煤(晋城赵庄

Ｃ５ꎬ焦作九里山 Ｃ８)ꎮ 结果表明在已知有生物成因

煤层气的地区微生物种类较多、且丰度高ꎬ在未发现

生物成因气的地区也存在部分产氢菌与产甲烷菌ꎬ但
种类 相 对 单 一ꎮ 细 菌 群 落 主 要 以 厚 壁 菌 门

(Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ)、变形菌门(Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ)为主ꎬ普遍存在的

产甲烷菌主要有甲烷囊菌属(Ｍｅｔｈａｎｏｃｕｌｌｅｕｓ)、甲烷杆菌

属(Ｍｅｔｈａｎｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ)、甲烷叶菌属(Ｍｅｔｈａｎｏｌｏｂｕｓ)ꎮ
从表 １ 和表 ２ 来看ꎬ煤层中分布广泛的细菌群落

主要是变形菌门 ( Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ)、放线菌门 ( Ａｃｔｉ￣
ｎｏｂａｃｔｅｒｉａ)、拟杆菌门(Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ)和厚壁菌门(Ｆｉｒ￣
ｍｉｃｕｔｅｓ)ꎻ古菌群落主要以广古菌门(Ｅｕｒｙａｒｃｈａｅｏｔａ)
为主ꎮ

表 １　 煤层中已发现的细菌

Ｔａｂｌｅ １　 Ｒｅｐｏｒｔｅｄ ｂａｃｔｅｒｉａｓ ｉｎ ＣＢＭ ｆｉｅｌｄｓ

细菌类型 菌科(属) 底物 产物 盆地 / 地区 文献来源

变形菌门

Ｓｙｎｔｒｏｐｈｕｓ

Ｒｈｅｉｎｈｅｉｍｅｒａ

Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ

Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ

Ａｒｃｏｂａｃｔｅｒ

Ｆｅｒｒｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ

Ｄｅｓｕｌｆｏｆｕｓｔｉｓ

Ｄｅｓｕｌｆｏｎｅｍａ

Ｐｅｌｏｂａｃｔｅｒ

长链脂肪酸

芳香化合物

长链烷烃

Ｈ２ / ＣＯ２

甲酸

乙酸

醇类

柠檬酸盐 Ｈ２ / ＣＯ２

萘

芳香烃

ＣＯ２ / Ｈ２Ｓ

苯甲酸

酯类

甲苯

碳水化合物

Ｈ２ / ＣＯ２

乙酸

Ｉｌｌｉｎｏｉｓ Ｂａｓｉｎ 文献[４０]

当阳盆地 文献[４１]

粉河盆地 文献[４２]

鄂尔多斯盆地 文献[４]

鄂尔多斯盆地 文献[４]

当阳盆地 文献[４１]

Ｉｌｌｉｎｏｉｓ Ｂａｓｉｎ 文献[４３]

Ｉｌｌｉｎｏｉｓ Ｂａｓｉｎ 文献[４３]

鄂尔多斯盆地 文献[４４]

放线菌门

Ｇｏｒｄｏｎｉａ

Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ

Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓ

Ｂｒｅｖｕｎｄｉｍｏｎａｓ

二苯并噻吩 对苯基苯酚

— —

沁水盆地 文献[３４]

义马矿区 文献[３４]

Ｓｙｄｎｅｙ Ｂｓａｉｎ 文献[４]

鄂尔多斯盆地 文献[４]
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续表 １

细菌类型 菌科(属) 底物 产物 盆地 / 地区 文献来源

拟杆菌门

Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ

Ｐｒｏｌｉｘｉｂａｃｔｅｒ

Ｐｒｏｔｅｉｎｉｐｈｉｌｕｍ

Ｓｅｄｉｍｉｎｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ

Ｍａｃｅｌｌｉｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ

糖类

碳水化合物

挥发性脂肪酸

丙酸

琥珀酸

Ｈ２ / ＣＯ２

乙酸

Ｈ２ / ＣＯ２

蛋白质 氨基酸

醇类糖类 Ｈ２ / ＣＯ２

单糖、二糖 乙酸、丁酸

鄂尔多斯盆地 文献[４]

焦作矿区 文献[３４]

Ｂｏｗｅｎ Ｂａｓｉｎ 文献[３４]

Ｓｙｄｎｅｙ Ｂｓａｉｎ 文献[３４]

鹤壁矿区 文献[３４]

厚壁菌门

Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ

Ｓｐｏｒｏｍｕｓａ

Ａｃｉｄｏａｍｉｎｏｃｏｃｃｕｓ

Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃｕｓ

Ｔｉｓｓｉｅｒｅｌｌａ

淀粉

纤维素

几丁质

木聚糖

含甲基芳香化合物

氨基酸

单糖

ＣＯ２

甲醇

甲酸

ＣＯ２ / Ｈ２Ｓ

粉河盆地 文献[４５]

Ｓｙｄｎｅｙ Ｂｓａｉｎ 文献[４２]

日本北海道 文献[３]

Ｉｌｌｉｎｏｉｓ Ｂａｓｉｎ 文献[４３]

鹤壁矿区 文献[３４]

１.２　 产气机制

目前ꎬ普遍采用微生物降解复杂有机物产甲烷

的代谢模型来解释煤的生物降解产甲烷ꎮ 即ꎬ复杂

有机物(煤)中的聚合物或单体化合物首先被发酵、

分解为脂肪酸、有机酸、醇类等化合物ꎻ然后这些中

间代谢产物被进一步降解ꎬ形成产甲烷菌所需的底

物ꎬ如二氧化碳、氢气和乙酸等简单化合物ꎻ最后在

产甲烷菌的作用下产生甲烷(图 ２)ꎮ

图 ２　 煤厌氧发酵产甲烷的生成机制

Ｆｉｇ.２　 Ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｃｏａｌ ｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ ｔｏ ｂｉｏｍｅｔｈａｎｅ
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表 ２　 煤层中已发现的产甲烷菌

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｒｅｐｏｒｔｅｄ ｍｅｔｈａｎｏｇｅｎｓ ｉｎ ＣＢＭ ｆｉｅｌｄｓ

产甲烷菌类型 底物 产甲烷菌 盆地 / 地区 文献来源

氢营养型
Ｈ２ / ＣＯ２

Ｍｅｔｈａｎｏｃｕｌｌｅｕｓ

Ｍｅｔｈａｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ

Ｍｅｔｈａｎｏｃｏｒｐｕｓｃｕｌｕ

Ｍｅｔｈａｎｏｂａｃｔｅｒｉａｌｅｓ

Ｍｅｔｈａｎｏｔｈｅｒｍｏｃｏｃｃｕｓ

Ｍｅｔｈａｎｏｔｈｅｒｍｏｂａｃｔｅｒ

日本北海道 文献[３]
Ｇｉｐｐｓｌａｎｄ 盆地 文献[１４]

粉河盆地 文献[４６]
临汾矿区 文献 [３４]

印度某煤矿 文献[４７]
粉河盆地 文献[３６]

日本北海道 文献[３]
沁水盆地 文献[３４]
淮北煤田 文献[３４]

伊利诺伊盆地 文献[４８]
Ｗａｉｋａｔｏ 煤田 文献[３７]
Ａｌｂｅｒｔａ 盆地 文献[３８]
粉河盆地 文献[３６]

印度某煤矿 文献[４７]
义马矿区 文献[３４]
沁水盆地 文献[３４]
胜利煤田 文献[３４]

乙酸营养型
乙酸

Ｈ２ / ＣＯ２

Ｍｅｔｈａｎｏｒｉｘ

Ｍｅｔｈａｎｏｃｏｃｃｕｓ

Ｍｅｔｈａｎｏｓａｅｔａ

Ｍｅｔｈａｎｏｂｒｅｖｉｂａｃｔｅｒ

Ｍｅｔｈａｎｏｍｉｃｒｏｂｉｕｍ

Ｍｅｔｈａｎｏｌｉｎｅａ

义马矿区 文献[３４]
鹤壁矿区 文献[３４]
胜利煤田 文献[３４]
焦作矿区 文献[３４]
粉河盆地 文献[３６]

鄂尔多斯盆地 文献[１５]
湖北宜昌某煤矿 文献[４９]

粉河盆地 文献[３６]
义马某矿 文献[３４]
鹤壁矿区 文献[３４]

平顶山矿区 文献[３４]
临汾矿区 文献[３４]
粉河盆地 文献[３６]

印度某煤矿 文献[４７]
胜利煤田 文献[３４]
焦作矿区 文献[３４]

甲基营养型

甲胺

甲酸

甲醇

Ｍｅｔｈａｎｏｍｅｔｈｙｌｏｖｏｒａｎｓ

Ｍｅｔｈａｎｏｌｏｂｕｓ

鹤壁矿区 文献[３４]
淮北煤田 文献[３４]

日本北海道 文献[３]
鄂尔多斯盆地 文献[４]
Ｃｏｏｋ Ｉｎｌｅｔ Ｂａｓｉｎ 文献[５０]

粉河盆地 文献[４６]
临汾矿区 文献[３４]
柳林矿区 文献[３４]
胜利煤田 文献[３４]

多种营养型

乙酸

甲酸

甲胺

甲醇

Ｍｅｔｈａｎｏｓａｒｃｉｎａｌｅｓ

Ｍｅｔｈａｎｏｓａｒｃｉｎａ

Ｗａｉｋａｔｏ 煤田 文献[３７]
Ａｌｂｅｒｔａ 盆地 文献[３８]
日本北海道 文献[３]

湖北宜昌某煤矿 文献[４９]
鄂尔多斯盆地 文献[４]

粉河盆地 文献[９]
义马矿区 文献[３４]
沁水盆地 文献[３４]
胜利煤田 文献[３４]
焦作矿区 文献[３４]

平顶山矿区 文献[３４]

７
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　 　 基于此ꎬ一般采用高通量测序技术、气质联用法

(ＧＣ－ＭＳ)、紫外分光光度法对煤厌氧发酵产甲烷过

程微生物菌群特征、液相产物、酶活性等进行测试ꎬ
并从发酵产气 ４ 个阶段揭示生物甲烷生成机制ꎮ
１.２.１　 水解阶段

水解菌群是发酵能够进行的前提ꎬ而且水解阶

段的效率直接影响整个发酵系统的运行ꎮ 这些菌群

能够通过释放胞外水解酶将高分子聚合物、芳香化

合物等复杂有机物水解成可被微生物利用的简单有

机物ꎬ为下一阶段微生物代谢提供底物ꎮ 碳水化合

物的水解是通过微生物胞外酶的作用水解成单糖ꎮ
脂肪在脂肪酶的催化下水解成甘油和脂肪酸ꎬ脂肪

酸在厌氧条件下较难降解ꎬ从而容易积累ꎮ 在蛋白

质水解酶的催化下ꎬ蛋白质水解使分子中的肽键断

裂ꎬ生成各种氨基酸ꎮ
生物沼气池或煤厌氧发酵系统中常见的水解菌

群 主 要 包 括: Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒꎬ Ｌｙｓｉｎｉｂａｃｉｌｌｕｓꎬ
Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓꎬ Ｂａｃｉｌｌｕｓꎬ Ｃｏｍｍｏｎａｓꎬ Ｅｘｉｇｕｏｂａｃｔｅｒｉｕｍꎬ
ＳｅｄｉｍｅｎｔｉｂａｃｔｅｒꎬＳｐｏｒｏｔｏｍａｃｕｌｕｍꎬＰｒｏｔｅｉｎｉｂｏｒｕｓꎬＰｒｏｔｅｉ￣
ｎｉｐｈｉｌｕｍꎮ 其中能够降解烃类和多种芳香化合物的

菌 属 有: Ｔｉｓｓｉｅｒｅｌｌａꎬ Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒꎬ
Ｓｅｄｉｍｅｎｔｉｂａｃｔｅｒ[５１－５３]ꎮ Ｂａｃｉｌｌｕｓ 能够产生一种脂肽型

的生物表面活性剂ꎬ能够增强纤维素酶的热稳定性ꎬ
促进大分子物质的水解[５４]ꎻＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ 是一种降

解能力极强的菌属ꎬ对短链及长链烷烃、芳烃均有降

解能力ꎬ同时也能参与碳水化合物的发酵[５５－５６]ꎮ
Ｐｒｏｔｅｉｎｉｂｏｒｕｓ 和 Ｐｒｏｔｅｉｎｉｐｈｉｌｕｍ 能够水解蛋白质和脂

类物质[５７－５８]ꎮ 在发酵初始阶段ꎬ各类蛋白荧光峰

(高(低)激发波长类酪氨酸(类色氨酸)、紫外区类

富里氨酸)强度较低ꎬ煤表面附着的大量菌群ꎬ在适

宜的环境条件下能够大量生长繁殖ꎮ 这些微生物可

以分泌胞外聚合物ꎬ不仅增加了微生物细胞的体积ꎬ
同时促进了微生物细胞对煤的吸附作用ꎬ从而更容

易参与煤的水解ꎬ也为后续煤发酵产酸过程的顺利

进行奠定了物质基础ꎮ 在生物发酵的第 １ ~ ３ ｄꎬ
ＡｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒꎬＣｏｍａｍｏｎａｓꎬＳｅｄｉｍｅｎｔｉｂａｃｔｅｒ 的丰度较高

(图 ３)ꎬ它们能对煤中芳香烃和环烷烃起到降解作

用ꎻＳｐｈａｅｒｏｃｈａｅｔａ 相对丰度并不高ꎬ但是有报道表明

该属可降解碳水化合物产生乙醇、乙酸、乳酸、氢气

和二氧化碳[５９]ꎬ是煤大分子降解中的主要功能菌

属ꎮ 还有一小部分 ＰｒｏｔｅｉｎｉｂｏｒｕｓꎬＩｎｔｅｓｔｉｎｉｍｏｎａｓ 能够

对煤中大分子结构进行降解ꎬ变成多环和单环芳烃

(ＰＡＨｓ)及其衍生物ꎬ并且煤分子结构在空间的排

列逐渐变得不规则ꎬ芳香环逐步打开ꎬ在断开处引入

羧基、羟基等含氧基团ꎬ形成链状[６０]ꎮ 发酵体系中

ｐＨ 变化不大ꎬ化学需氧量(ＣＯＤ)开始呈上升趋势ꎬ
类色氨酸被分解转化ꎬ除少量氮气外基本没有气体

产出ꎮ 而此时的古菌群落中主要以 Ｍｅｔｈｎａｏｃｕｌｌｅｕｓ
和Ｍｅｔｈａｎｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ 为主ꎬ但是由于没有充足的底物

影响了其活性ꎮ

图 ３　 不同产气阶段细菌群落在菌属水平的变化

Ｆｉｇ.３　 Ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｏｎ ｇｅｎｕｓ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｂｉｏｒｅａｃｔｏｒｓ

１.２.２　 产酸发酵阶段

在产酸发酵阶段ꎬ部分有机化合物氧化后产生

的电子ꎬ传递给另外一部分有机物ꎬ水解阶段产生的

可溶性小分子物质被微生物吸收进一步转化为简单

的有机物 (挥发性脂肪酸、氢气、二氧化碳、醇类

等)ꎮ 这些物质迅速水解产酸产氢ꎬ而产甲烷菌数

量增殖相对缓慢ꎬ不能及时完全利用产生的氢气ꎬ所
以气相中有氢气的积累并且被检测出ꎮ 参与这一阶

段的菌属主要包括 ＣｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍꎬＭａｃｅｌｌｉｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓꎬＴｉ￣
ｓｓｉｅｒｅｌｌａꎬＰｅｔｒｉｍｏｎａｓꎬＡｎａｅｒｏｖｏｒａｘꎬＴｅｒｒｉｓｐｏｒｏｂａｃｔｅｒꎮ 产

酸菌 Ｍａｃｅｌｌｉｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ 是该阶段的优势菌种ꎬ能够把

第一阶段产生的大分子可溶性有机质类物质如短链

纤维素进行发酵ꎬ产生丙酮酸ꎬ并且发生延胡索酸反

应ꎬ从而产生小分子乙酸、丙酸和丁酸等脂肪酸[６１]ꎮ
Ｐｅｔｒｉｍｏｎａｓ 是一种能够利用多种碳源的菌ꎬ以元素

硫和硝酸根作为电子受体ꎬ产物为硫化物和氨[６２]ꎮ
Ａｎａｅｒｏｖｏｒａｘ 能够利用乙酸、丁酸、氢气和氨气发酵ꎬ
也能够利用 ４－氨基丁酸和 ４－羟基丁酸作为生长基

质[６３]ꎮ Ｔｅｒｒｉｓｐｏｒｏｂａｃｔｅｒ 利用多种糖类产乙酸和二氧

化碳ꎬ同时也能利用亚硫酸盐作为电子受体释放硫

８

中国煤炭行业知识服务平台 www.chinacaj.net



苏现波等:煤层气生物工程研究进展 ２０２０ 年第 ６ 期

化氢[６４]ꎮ 这也是在发酵前期检测出硫化氢的原因

之一ꎮ 此外ꎬ由于地杆菌属 Ｇｅｏｂａｃｔｅｒ 能够互营氧化

乙酸和乙醇ꎬＤｅｓｕｌｆｏｓｐｏｒｏｓｉｎｕｓ 和 Ｄｅｓｕｌｆｉｔｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ 具

有发酵有机物的能力可以分解丙酸、苯甲酸、乙醇和

芳香族化合物[６５]ꎬ发生了较多的种间电子转移过

程ꎬ导致此阶段的二氧化碳与氮气快速产出ꎮ 由于

产甲烷繁殖一代的时间相对较长ꎬ在此过程中酸性

物质与煤中碳源被其有效利用ꎬ总有机碳含量迅速

下降ꎬ辅酶 Ｆ４２０活性增长迅速ꎬ并达到最大活性值ꎮ
此外在发酵产酸阶段烃类物质代谢较为频繁ꎬ

主要是直链和支链烃类的分解、利用与再分解的过

程较为显著ꎮ 因为烃类是较容易被微生物利用的物

质ꎬ其键能相对较弱ꎬ在利用酸类物质的过程中ꎬ主
要产出小分子酸为丁酸ꎮ 直链烷烃发生延胡索酸加

成反应或者羧化反应并进一步合成脂肪酸ꎬ随后通

过一系列反应转化为丙酮酸[６６]ꎮ 而单一侧链烷烃

和喹啉类物质则向其他物质进行转化ꎮ 同时ꎬ糖类

也通过酵解途径(ＥＭＰ) 转化为丙酮酸[６７]ꎮ 一方

面ꎬ丙酮酸继续在丙酮酸铁氧还蛋白酶的作用下发

生脱羧反应ꎬ羟乙基结合到酶的焦磷酸硫胺素上生

成乙酰 ＣｏＡꎬ同时放出氢气和二氧化碳ꎬ而乙酰辅酶

Ａ 与 ＮＡＤＨ 结合生成乙酸、丁酸等物质ꎮ 另一方

面ꎬ丙酮酸在相关生物酶的作用下ꎬ其进一步转化为

α－乙酰乳酸、３－羟基－２－丁酮ꎬ最终生成 ２ꎬ３－丁二

醇[６８]ꎮ 这一转化结果使得糖类和烷烃类物质产量

降低ꎬ丙酮酸和喹啉类产量先增加后降低ꎮ 煤在微

生物作用下ꎬ含有的腐植酸物质被转移到液相ꎬ
ＨＣＯ－

３呈下降趋势ꎬＣＯ２－
３ 开始被检出ꎬ且含量较高ꎮ

该阶段可能发生的生化反应主要有:
２Ｃ３Ｈ６Ｏ３ ＋ ２Ｈ２ Ｏ→ＣＨ３ ＣＨ２ ＣＨ２ ＣＯＯＨ＋ ２Ｈ２ ＋ ３Ｈ＋ ＋

２ＨＣＯ－
３
＋２Ｈ２ 　 ΔＧ＝ －５６.２ ｋＪ / ｍｏｌ (１)

３Ｃ３Ｈ６Ｏ３→２ＣＨ３ＣＨ２ＣＯＯＨ＋ＣＨ３ＣＯＯＨ＋ＨＣＯ－
３
＋Ｈ＋

ΔＧ＝ －１６４.８ ｋＪ / ｍｏｌ (２)
１.２.３　 产氢产乙酸阶段

产氢产乙酸菌是厌氧降解过程中重要的类群ꎬ
在营养生态位上位于产酸发酵菌群和产甲烷菌群之

间ꎬ在功能生态位上起到承上启下的作用[６９]ꎮ 但是

也有部分产酸发酵菌群同样具有产氢产乙酸的功

能ꎬ能将产酸发酵菌群产生的丙酸、丁酸等挥发性有

机酸(ＶＦＡｓ)和乙醇等进一步降解为乙酸、二氧化碳

和氢气ꎬ为后续的产甲烷菌提供直接利用的底

物[６９]ꎮ 混合样品中属于互养菌门中的微生物分别

有胺小杆菌属 Ａｍｉｎｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ、产氢产乙酸菌属 Ｓｅｄ￣
ｉｍｅｎｔｉｂａｃｔｅｒ、脱硫代硫酸盐弧菌属 Ｄｅｔｈｉｏｓｕｌｆｏｖｉｂｒｉｏ 和

Ｓｙｎｅｒｇｉｓｔａｃｅａｅꎬ它们是厌氧系统中重要的氨基酸降

解和产氢产乙酸的功能细菌[７０－７３]ꎬ该类微生物在连

接发酵型细菌和产甲烷菌中起重要作用ꎮ
在这个阶段由于底物的充足ꎬ菌群丰度较高ꎬ优

势菌群为 ＰｒｏｔｅｉｎｉｂｏｒｕｓꎬＥｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒꎮ 另外ꎬ脱硫杆

菌 Ｄｅｓｕｌｆｉｔｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ 利用溶液中的乙酸和 ＳＯ２－
４ 发生

还原反应ꎬ主要产物是 ＨＳ－ [６５]ꎮ 而 Ｍｅｔｈａｎｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ
属于氢营养型甲烷菌ꎬ介于其对底物利用的局限性ꎬ
导致该阶段甲烷产率并不明显ꎮ 此外该阶段有大量

的酸性物质生成ꎬ芳环上取代基脂肪链被不断分解ꎬ
降解成羟基、羰基和酯类ꎬ同时又有脂肪链物质被分

解产生[４８]ꎻ另一方面ꎬ乙偶姻、２ꎬ３－丁二醇又被缓慢

异化生成 ２ꎬ３－丁二酮ꎬ最终生成乙酸[７４]ꎬ这是该阶

段乙酸缓慢增加的 ２ 个根本原因ꎮ 该阶段可能发生

的生化反应主要有:
ＣＨ３ＣＨ２ＣＨ２ＣＯＯＨ＋２Ｈ２Ｏ→２ＣＨ３ＣＯＯＨ＋２Ｈ２ ＋Ｈ

＋ 　
ΔＧ＝ ＋４８.１ ｋＪ / ｍｏｌ (３)
Ｃ７Ｈ６Ｏ２＋６Ｈ２Ｏ→３ＣＨ３ＣＯＯＨ＋２Ｈ２＋Ｈ

＋＋ＣＯ２

ΔＧ＝ ＋５３.０ ｋＪ / ｍｏｌ (４)
Ｃ４Ｈ６Ｏ４＋４Ｈ２Ｏ→ＣＨ３ＣＯＯＨ＋３Ｈ２＋Ｈ

＋＋３ＨＣＯ－
３

ΔＧ＝ ＋５６.１ ｋＪ / ｍｏｌ (５)
ＣＨ３ＣＨ２ＯＨ＋２ＨＣＯ－

３→ＣＨ３ＣＯＯＨ＋２ＨＣＯＯＨ＋Ｈ＋＋
Ｈ２Ｏ　 ΔＧ＝ ＋７.０ ｋＪ / ｍｏｌ (６)
ＣＨ３ＣＨ２ＯＨ＋Ｈ２Ｏ→ＣＨ３ＣＯＯＨ＋２Ｈ２＋Ｈ

＋

ΔＧ＝ ＋９.６ ｋＪ / ｍｏｌ (７)
ＣＨ３ＣＨ２ＣＯＯＨ＋３Ｈ２Ｏ→ＣＨ３ＣＯＯＨ＋３Ｈ２＋Ｈ

＋＋ＨＣＯ－
３

ΔＧ＝ ＋７６.１ ｋＪ / ｍｏｌ (８)
１.２.４　 产甲烷阶段

１９７４ 年ꎬＢｒｙａｎｔ 首次提出了产甲烷菌这一概

念[７５]ꎮ ２００１ 年ꎬ«伯杰氏系统细菌学手册»将产甲

烷菌放在广古菌门(Ｅｕｒｙａｒｃｈａｅｏｔａ)中ꎮ 产甲烷菌在

地球碳循环中扮演着重要角色ꎬ是有机物厌氧降解

的末端功能类群ꎬ能够将有机碳转化为甲烷ꎮ 它广

泛存在于各种厌氧环境中ꎬ如海水沉积物、湖泊沼泽

及动物瘤胃、盲肠等自然生态系统环境中ꎻ也存在于

废水、稻草秸秆、禽畜粪便等非自然生态环境中ꎮ 产

甲烷菌分类形式多样ꎬ传统的分类是基于微生物的

形态结构、生理生化特性等进行的ꎮ 鉴于产甲烷菌

生长条件苛刻ꎬ生长速率一般较低ꎬ生物量也较少ꎬ
培养方法特别ꎬ其所能利用的底物种类较少ꎬ且染

色、形态特征也比细菌易变和难确定ꎬ给传统分类法

带来极大的挑战[７６]ꎮ 迄今为止ꎬ仅有 ２００ 多种产甲

烷菌被分离鉴定出来ꎬ归属于 ３ 纲 ５ 目 １０ 科 ２９ 个

属ꎮ 其 中 ５ 目 分 别 为 甲 烷 杆 菌 目

( Ｍｅｔｈａｎｏｂａｃｔｅｒｉａｌｅｓ )、 甲 烷 球 菌 目

９
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( Ｍｅｔｈａｎｏｃｏｃｃａｌｅｓ )、 甲 烷 微 菌 目

(Ｍｅｔｈａｎｏｍｉｃｒｏｂｉａｌｅｓ)、甲烷八叠球菌目(Ｍｅｔｈａｎｏｓａｒ￣
ｃｉｎａｌｅｓ)、 甲烷火菌目 (Ｍｅｔｈａｎｏｐｙｒａｌｅｓ ) [７７]ꎮ 随着

Ｈｕｎｇａｔｅ 厌氧操作技术的发展ꎬ对于产甲烷菌的研

究越来越多ꎬ在不同的生态环境下ꎬ产甲烷菌落存在

明显差异ꎬ其代谢过程也随着环境的不同而体现出

多样性ꎮ
产甲烷阶段是厌氧发酵的最后一个环节ꎬ生理

代谢明显区别于其他菌群ꎮ 产甲烷菌细胞能够形成

钠离子或质子跨膜梯度ꎬ驱动细胞膜上的 ＡＴＰ 合成

酶将 ＡＤＰ 转化成 ＡＴＰ 以获得能量ꎬ并通过利用细

胞内一系列特殊的酶和辅酶将二氧化碳或甲基化合

物中的甲基转化生成甲烷[７８]ꎮ 参与该过程辅酶

Ｆ４２０的活性因发酵体系内碳源的减少及过酸性物质

的积累而降低至最小值ꎮ 根据底物类型的不同ꎬ可
以将该过程分为 ３ 类:氢营养型、乙酸营养型和甲基

营养型[７９－８１]ꎮ 其中ꎬ氢营养型途径是以氢气或甲酸

作为主要的电子供体还原二氧化碳产生甲烷ꎬ并涉

及到电子歧化途径ꎬ例如甲烷短杆菌(Ｍｅｔｈａｎｏｂｒｅｖｉ￣
ｂａｃｔｅｒ)ꎻ乙酸营养型是乙酸被裂解产生甲基基团和

羧基基团ꎬ羧基被氧化生成氢气作为电子供体用于

还原甲基基团生成甲烷ꎬ如甲烷丝菌属(Ｍｅｔｈａｎｏｓａｅ￣
ｔａ)ꎻ甲基营养途径是以简单甲基化合物作为底物ꎬ
以外界提供或氧化甲基化合物自身产生的还原当量

作为电子供体还原甲基化合物中的甲基基团生成甲

烷ꎬ如甲烷球菌属(Ｍｅｔｈａｎｏｃｏｃｃｕｓ) [８２]ꎮ 通过这 ３ 种

途径产甲烷的过程中ꎬ每消耗 １ ｍｏｌ 底物所产生

ＡＴＰ 的顺序为:氢营养型 >甲基营养型 >乙酸营

养型[７８]ꎮ
在此发酵阶段ꎬ氢营养型产甲烷菌可以利用氢

气还原二氧化碳生成甲烷ꎻ乙酸营养型产甲烷菌主

要以乙酸为发酵底物生成甲烷ꎻ甲基营养型产甲烷

菌具有细胞色素和一个质子移位电子传输链ꎬ能够

主要利用甲酸、甲醇、甲胺类物质为底物进行厌氧发

酵产甲烷ꎮ 进入产甲烷高峰期后ꎬ群落中甲烷微球

目的甲烷卵圆形菌属(Ｍｅｔｈａｎｏｃａｌｃｕｌｕｓꎬ８０.２８％)占

据绝对优势ꎬ热原体目某属 ( Ｔｈｅｒｍｏｐｌａｓｍａｔａｌｅｓ ＿
ｎｏｒａｎｋꎬ１０.５８％)其次ꎮ 另外ꎬ甲烷八叠球菌目的甲

烷八叠球菌属(Ｍｅｔｈａｎｏｓａｒｃｉｎａ)和嗜甲基产甲烷菌

属(Ｍｅｔｈａｎｏｍｅｔｈｙｌｏｖｏｒａｎｓ)分别占 ２.８３％和 ０.７４％ꎮ
甲烷 杆 菌 属 ( Ｍｅｔｈａｎｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ) 和 甲 烷 囊 菌 属

(Ｍｅｔｈａｎｏｃｕｌｌｅｕｓ) 丰度明显减少ꎬ甲烷八叠球菌属

(Ｍｅｔｈａｎｏｓａｒｃｉｎａ)数量迅速增加并占据主导地位ꎬ而
体系间的反应热出现下降趋势ꎬ降为初始反应热的

２.０５％ꎮ 同时ꎬ相对活跃的微生物菌群使得煤结构

中直链、支链烷烃及苯酚类物质脱落进入发酵液ꎬ使
得发酵液 ＣＯＤ 增大ꎮ 甲酚上甲基发生羟基化反应

生成对羟基苯甲醇或者对甲基苯甲醛ꎬ并进一步转

化为对羟基苯甲酸和苯酚[８３]ꎻ乙苯首先被氧化为１－
苯乙醇ꎬ并进一步氧化为芳香酮苯乙酮ꎬ在苯甲酰乙

酰酶 Ａ 的作用下苯乙酮通过羧化反应生成苯甲酰

乙酸乙酯[８４]ꎮ 这一转化特征使得直链、支链烷烃、
甲醇类、甲氧基乙酸、辛酯五氟丙酸、非癸酯等有机

物含量增加ꎬ苯酚类、乙酮类含量降低ꎬ并生成三氯

乙酸、十六烷基酯、４－溴苯甲醛、三氟乙酰基－鲸蜡

烷、２ꎬ６ꎬ１０ꎬ１５－四甲基十七烷等新生有机物ꎮ 在产

甲烷后期ꎬ虽然还是 Ｍｅｔｈａｎｏｓａｒｃｉｎａ 与 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ
占优势ꎬ但此时二氧化碳浓度降低、乙酸浓度突然升

高ꎬ原因在于 Ｍｅｔｈａｎｏｓａｒｃｉｎａ 既可以进行乙酸营养

型产甲烷ꎬ又可以进行氢营养型产甲烷ꎬ此时的

Ｍｅｔｈａｎｏｓａｒｃｉｎａ 改变生理特性ꎬ由乙酸营养型变为氢

营养型(图 ４)ꎮ 该时期内ꎬ直链烷烃在生物酶作用

下发生延胡索酸加成反应或羧化反应进一步合成脂

肪酸ꎬ随后转化为丙酮酸[８５]ꎬ导致烷烃类有机物相

对含量减少ꎬ且 １ꎬ２ꎬ５－二氮唑－３－羧酸开始生成并

逐步开始积累ꎬ使 ｐＨ 有所降低ꎮ 二甲胺、ＮꎬＮ－二
甲基乙酰胺、Ｎꎬ２ꎬ３－三甲基－丁烯酰胺等酰胺类物

质可能是由含氮氨基侧链与有机酸或者直链烷烃结

合生成ꎬ酰胺类水解生成 ＮＨ ＋
４ 或者氨ꎬ在经厌氧氨

氧化菌所分泌的联氨脱氢酶作用下产生氮气[８６]ꎮ ３
种成因类型的生化反应如下:

１)氢营养型ꎮ
４Ｈ２＋Ｏ２→ＣＨ２＋２Ｈ２Ｏ　 ΔＧ＝ －１３５ ｋＪ / ｍｏｌ (９)
４ＨＣＯＯＨ→ＣＨ４→＋３Ｏ２＋２Ｈ２Ｏ　 ΔＧ＝ －１３０ ｋＪ / ｍｏｌ

(１０)
４Ｏ＋２Ｈ２Ｏ→ＣＨ４＋３ＣＯ２ 　 ΔＧ＝ －１９６ ｋＪ / ｍｏｌ (１１)

　 　 ＣＯ２ ｇ( ) ＋ Ｈ２Ｏ ｌ( ) → ＨＣ Ｏ３
－ ｌ( ) (１２)

２ＣＨ３ＣＨ２ＯＨ ｌ( ) ＋ ＨＣＯ －
３ ｌ( ) → ２ＣＨ３ＣＯＯ － ｌ( ) ＋

Ｈ ＋(ｌ) ＋ ＣＨ４(ｇ) ＋ Ｈ２Ｏ(ｌ) (１３)
２)甲基营养型ꎮ

４ＣＨ３ＯＨ→３ＣＨ４＋ＣＯ２＋２Ｈ２Ｏ　 ΔＧ＝ －１０５ ｋＪ / ｍｏｌ
(１４)

ＣＨ３ＯＨ＋Ｈ２→ＣＨ４＋Ｈ２Ｏ　 ΔＧ＝ －１１３ ｋＪ / ｍｏｌ (１５)
２(ＣＨ３) ２Ｓ＋２Ｈ２Ｏ→３ＣＨ４＋ＣＯ２＋２Ｈ２Ｓ

ΔＧ＝ －４９ ｋＪ / ｍｏｌ (１６)
４ＣＨ３ＮＨ２＋２Ｈ２Ｏ→３ＣＨ４＋ＣＯ２＋４ＮＨ３

ΔＧ＝ －７５ ｋＪ / ｍｏｌ (１７)
２(ＣＨ３) ２ＮＨ＋２Ｈ２Ｏ→３ＣＨ４＋ＣＯ２＋２ＮＨ３

ΔＧ＝ －７３ ｋＪ / ｍｏｌ (１８)
０１
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４(ＣＨ３)Ｎ＋６Ｈ２Ｏ→９ＣＨ４＋３ＣＯ２＋４ＮＨ３

ΔＧ＝ －７４ ｋＪ / ｍｏｌ (１９)
４ＣＨ３ＮＨ３Ｃｌ＋２Ｈ２Ｏ→３ＣＨ４＋ＣＯ２＋４ＮＨ４Ｃｌ

ΔＧ＝ －７４ ｋＪ / ｍｏｌ (２０)
３)乙酸营养型ꎮ
ＣＨ３ＣＯＯＨ→ＣＨ４＋ＣＯ２ 　 ΔＧ＝ －３３ ｋＪ / ｍｏｌ (２１)

图 ４　 不同产气阶段古菌群落在菌属水平的变化

Ｆｉｇ.４　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ａｒｃｈａｅａ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｏｎ ｇｅｎｕｓ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｂｉｏｒｅａｃｔｏｒｓ

１.３　 影响因素

煤在微生物作用下转化形成甲烷、氢气等气体

产物是一个多阶段的、复杂的连续性过程ꎬ不同的影

响因素如煤阶、温度、ｐＨ、Ｅｈ、微量元素等一方面决

定了微生物群落的多样性ꎬ另一方面也影响了煤厌

氧发酵产甲烷系统的稳定性和效率ꎮ
１)煤阶ꎮ 煤阶对菌群丰度和多样性的影响最

显著ꎬ一般来说ꎬ低阶煤中含植物演化来的、可被菌

群利用的氢氧氮物质含量高、营养物质丰富ꎻ同时ꎬ
在煤化作用过程中ꎬ有机物生成了大量的湿气和液

态烃类ꎬ这些物质都为细菌的生命活动奠定了基础ꎬ
随着煤阶的升高ꎬ煤中的含氢氧的侧链逐渐减少ꎬ微
生物可利用的成分减少[８７]ꎮ 苏现波等[３４] 发现煤中

古菌群落和细菌群落的多样性与丰度在一定程度上

随着煤阶的升高呈下降趋势ꎮ ＲＯＢＢＩＮＳ 所做的工

作也得出了相同的结论ꎬ分析了不同煤阶对微生物

的群落影响后发现细菌群落中拟杆菌目(Ｂａｃｔｅｒｏｉｄ￣
ａｌｅｓ)的包含的细菌、暗杆菌属(Ｐｅｌｏｂａｃｔｅｒ)和古菌群

落中 产 甲 烷 菌 ( Ｍｅｔｈａｎｏｓａｅｔａ ) 与 煤 阶 存 在 负

相关[８８]ꎮ
煤阶同样影响着厌氧发酵系统的性能ꎬＧＵＯ

等[４]以不同煤阶的煤为发酵底物进行了厌氧发酵

产气试验ꎬ发现随着煤阶的升高甲烷产量有逐渐下

降的趋势ꎮ 同样的结论也被 ＲＯＢＢＩＮＳ[８８] 所证实ꎬ

认为高阶煤中芳香烃含量较高限制了生物甲烷的产

出ꎮ 夏大平等[８９] 以不同煤阶的煤为发酵底物进行

厌氧发酵产氢ꎬ发现煤阶较低的长焰煤产气总量为

３６３ ｍＬꎬ贫煤产气总量为 ３０ ｍＬꎮ 从这些研究可发

现ꎬ煤的生物甲烷产量随着煤阶升高而降低ꎮ 然而ꎬ
ＦＡＬＬＧＲＥＮ 等[９０] 的研究表明生物甲烷产量与煤阶

呈正相关ꎬＷＡＷＲＩＫ 和 ＨＵＡＮＧ 等[９１－９２]则认为生物

甲烷产量与煤阶没有明确的相关性ꎬ认为煤厌氧发

酵生成甲烷过程中微生物群落和水解阶段的代谢过

程是制约生物甲烷产出的重要因素ꎮ
２)微量金属元素ꎮ 微量金属元素作为微生物

生长所必需的元素[９３]ꎬ在厌氧代谢过程中能够参与

多种关键酶的合成(表 ３)ꎮ 有学者研究了厌氧发酵

系统中添加微量元素前后微生物的群落变化ꎬ发现

添加铁、钴、镍后引起细菌群落中拟杆菌门丰度升

高ꎬ螺旋菌门丰度降低ꎬ古菌群落的影响主要表现在

甲基营养型的产甲烷菌向乙酸营养型产甲烷菌转

变[９４]ꎮ 苏现波等[３４]通过煤中微量元素的含量评估

煤层原位微生物群落结构时发现铁镍元素对细菌群

落的影响大于钴元素ꎬ在一定程度上钴元素含量与

产甲烷菌的丰度和多样性呈正相关ꎮ
表 ３　 铁、钴、镍在厌氧代谢过程中参与反应

和转化的酶中的作用[９３]

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｒｏｌｅ ｏｆ ＦｅꎬＣｏ ａｎｄ Ｎｉ ｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ
ａｎｄ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｉｎ ａｎａｅｒｏｂｉｃ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ[９３]

微量元素 功能

铁
氢化酶、甲烷单加氧酶、一氧化氮还原酶、过氧化物歧

化酶、硝酸盐还原酶、固氮酶

镍
一氧化碳脱氢酶、乙酰辅酶、含甲基还原酶、辅酶

Ｆ４３０、脲酶、维持 ＤＮＡ 和 ＲＮＡ 的稳定、氢化酶

钴 Ｂ１２ 酶、一氧化碳脱氢酶、甲基转移酶

　 　 微量元素也对厌氧发酵系统的效率以及稳定

性起着重要调控作用[９５－９６] ꎮ ＭＯＥＳＴＥＤＴ 等[９７] 通

过向厌氧发酵系统中添加不同种类的微量元素研

究对生物甲烷的促进效应ꎬ研究表明微量元素的

适当添加可使甲烷产量增加 ３７％ꎬ添加不足或浓

度过高都会限制甲烷产量ꎮ 夏大平等[９８] 发现二价

铁离子在较低浓度范围(３ 倍低浓度)内对生物产

气促进作用逐渐增大ꎬ而镍离子的添加存在明显

的低促高抑现象ꎮ
３)温度ꎮ 温度通过直接影响微生物生长代谢

和间接改变微生物代谢环境来影响物种丰度和多样

性ꎮ 现有的研究发现ꎬ大多数煤层温度在 ２５ ~ ３０
℃ꎬ为煤层中微生物多样性提供了比较适宜的温度ꎮ
其他生境中耐高温的菌群也先后被发现ꎬ１９９１ 年在
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深海热泉沉积物中发现一株 Ｍｅｔｈａｎｏｐｙｒｕｓ 能在 １１０
℃下生长的产甲烷菌[３１]ꎬ２００４ 年从丹麦一处海湾

沉积物中分离纯化出 ４５ ℃下生长的产甲烷菌[９９]ꎮ
一般认为ꎬ产甲烷菌代谢活动的最适温度在 ３５ ~ ４５
℃ꎬ随着开采深度的增加ꎬ煤层的温度逐渐增高ꎬ一
些耐高温高压的极端微生物需驯化培育才能满足煤

层气生物工程的需求ꎮ 由于不同地区的菌种有所不

同ꎬ产甲烷最佳温度区间略有差异ꎮ 国内学者通过

不同温度(１０ ~ ７５ ℃)煤的厌氧发酵初步得出一定

范围内生物甲烷产率随温度升高而增大ꎬ３０ ~ ５５ ℃
范围内甲烷产率较大ꎬ同时利于甲烷生成[１００－１０３]ꎮ
但是对于较窄区间的温度对生物甲烷产出的影响一

直没有定论ꎬＧＲＥＥＮ 等[９]在利用粉河盆地煤层水富

集的菌液降解次烟煤的试验过程中ꎬ发现当温度从

２２ ℃升高至 ３８ ℃时ꎬ产甲烷速率提高了 ３００％ꎬ也
有学者认为在 ２５ ℃和 ３５ ℃时甲烷产量最大[１０４]ꎬ
经过不断的尝试多选取 ３５ ℃作为室内煤厌氧发酵

的最适温度[１５－１７]ꎮ
４)ｐＨ 值ꎮ ｐＨ 作为一种重要的环境因子ꎬ不仅

能影响微生物酶的活性ꎬ而且也影响微生物代谢过

程和生理生化特性ꎬ因此也对整个微生物群落产生

了一定的影响[１０５]ꎮ 有学者对不同梯度的 ｐＨ 值环

境中的微生物群落进行了调查ꎬ发现当 ｐＨ 值从 ５.５
升至６.５过程中ꎬ放线菌门(Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ)成为发酵

系统中的优势菌门[１０５]ꎮ 另一方面ꎬｐＨ 值能够改变

细胞膜电荷来影响微生物本身对营养物质的摄入ꎬ
从而影响底物利用率ꎬ因此不同 ｐＨ 值的发酵系统

中甲烷生成量变化有着明显区别ꎬ有研究者认为ꎬ碱
性条件下的厌氧发酵系统抑制了产甲烷菌的活

性[１０６]ꎮ 也有部分学者认为产甲烷最佳 ｐＨ 中偏碱

性[１０７]ꎮ 苏现波等[１０８]在进行以低阶煤为发酵底物ꎬ
不同 ｐＨ 值条件下的产气试验发现 ｐＨ 值在 ７ ~ ８
时ꎬ低煤阶煤的甲烷生成量达到最大值ꎬ随着 ｐＨ 偏

向酸性或碱性ꎬ甲烷生成量大幅度减少ꎮ 相同的变

化趋势也被 Ｇｕｐｔａ 所证实ꎬ此外ꎬ还发现利用矿井水

富集液进行厌氧发酵产甲烷时的最适 ｐＨ 值为 ７.０~
７.５[１０]ꎬ林海等[１０９]发现最佳产气的 ｐＨ 值为 ７.０ꎮ 后

续的报道也表明当 ｐＨ 值超出产甲烷菌等微生物的

适宜范围时ꎬ甲烷生成量极少[１１０－１１５]ꎮ
５)Ｅｈꎮ 氧化还原电位是指微生物生长环境氧

化还原情况的宏观体现ꎮ 氧气、氧化类物质都会引

起氧化还原电位的升高ꎬ不同微生物对其生长环境

的氧化还原电位都有不同要求ꎮ 反应系统中的 Ｅｈ
值比溶解氧浓度更能准确全面地反映体系的状态ꎮ
在将氢气和二氧化碳生物转化为甲烷的试验中发现

在 Ｅｈ 为－３７０ ~ －５００ ｍＶ 范围内时甲烷菌生长速率

和甲烷产量最佳[１１６]ꎮ 在以低煤阶煤为降解底物进

行生物模拟产气试验ꎬ氧化还原电位在－２８４ ｍＶ 时

最适合甲烷的生成ꎬ此时产气总量和甲烷的浓度最

大ꎬ得出氧化还原电位是低阶煤生物甲烷化的重要

影响因素之一[１１７－１２０]ꎮ
６)矿化度与地下水动力条件ꎮ 地下水直接或

间接地为煤层中极端微生物的生长代谢提供了物质

基础ꎮ 地下水的径流补给为细菌和古菌群落输送大

量有机营养物质ꎬ从而使煤层中的微生物群落结构

呈现多样性ꎮ 然而极高的矿化度并不利于细菌生

长ꎬ矿化度越高ꎬ对微生物的抑制性越强ꎬ直接影响

生物甲烷的产率ꎮ 有学者在探索盐度对厌氧发酵产

甲烷的影响时发现在不添加氯化钠的情况下ꎬ低煤

阶煤生成的甲烷量最大ꎻ随着盐度增高ꎬ甲烷生成量

逐渐减少ꎬ至盐度为 ２５ ０００ ｍｇ / Ｌ 时ꎬ甲烷生成量急

剧减少[１０８]ꎻ其他学者的研究也表明随着盐度增高ꎬ
煤厌氧发酵生成的甲烷产量和甲烷浓度也有逐渐下

降的趋势[１２１－１２７]ꎮ
从地下水动力条件看ꎬ地下水露头区向深部滞

留区的补给是一个缓慢而持续的过程ꎬ同时也是把

浅部的营养物质逐渐向深部运移的过程ꎮ 对于地下

水补给区而言ꎬ严格厌氧的环境难以形成ꎬ不利于生

物气的生成ꎻ滞留区地下水矿化度会增加ꎬ有浅部带

来的营养物质可能途中被大量利用了ꎬ也是不利于

生物气生成ꎮ 只有径流带ꎬ既具有厌氧环境ꎬ也有丰

富的营养物质供给ꎬ是生物气生成的最佳场所ꎬ这也

是粉河盆地目前煤层气开发的重点在盆地的斜坡带

的原因之一[１２８]ꎮ
７)煤粒度与比表面积ꎮ 研究表明当煤中微生

物含量高或暴露固体比表面积小时ꎬ其有机物的可

生物转化率受到制约[１２９]ꎮ 煤层中暴露的煤表面

积、溶解性、渗透性及微生物量共同制约着煤次生生

物气生成速率和生成量ꎮ 煤粒度的减小与比表面积

的增加使得微生物与煤表面充分接触ꎬ进而增加对

煤的降解强度ꎬ且生成较多的生物甲烷ꎮ 有学者研

究证实褐煤的粒径越小ꎬ产气量越大[１１４]ꎮ 国外学

者在研究生物降解次烟煤产甲烷过程中ꎬ将煤粒度

由 １ ７００ μｍ 减小至 １０６ μｍ 时ꎬ甲烷生成率增加了

２００％[９ꎬ１２９]ꎬＧＵＰＴＡ 也得出煤的粒径在－６０ ~ １５ μｍ
甲烷产量最大[１０]ꎮ

８)显微组分ꎮ 煤自身的显微组分对生物甲烷

的形成具有一定的控制作用ꎬ宋金星等[６０] 以长焰煤

与气煤为研究对象ꎬ通过评估这 ２ 种煤中不同显微

组分的产甲烷能力来研究显微组分对生物甲烷代谢
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的影响ꎬ发现镜质组相对于原煤和惰质组ꎬ甲烷产量

最高ꎬ更有利于被微生物降解利用ꎮ
９)孔隙空间ꎮ 微生物的活动需要一定的孔隙

空间ꎬ致密岩性不利于微生物繁殖ꎬ细菌的平均大小

为 １~１０ μｍꎬ要求沉积岩的孔隙有 ３~３０ μｍ 以上的

空间才能有效地繁殖扩散ꎮ 因此ꎬ对于煤储层而言ꎬ
煤体结构相对完整的硬煤储层ꎬ压裂过程中能够形

成支撑裂缝的地区适合于煤层气生物工程的实施ꎻ
对于渗透性极差ꎬ且不可改造的软煤储层ꎬ实施煤层

气生物工程难以起到增产作用ꎻ采空区是最佳的实

施场所ꎮ

２　 煤层气生物工程研究方法

２.１　 微生物形态学分析

利用光学显微镜、荧光显微镜可以将分离纯化

的菌落做成的薄片ꎬ可以观察菌的革兰氏染色效果ꎬ
菌的大小、形态、菌之间的间隔数、部分生理生化特

征ꎬ甚至单位面积内的菌数总量ꎮ 另外ꎬ荧光显微镜

可以观测到产甲烷菌及产酸菌的荧光特性ꎬ这 ２ 大

类菌种在荧光下会发出蓝绿色荧光ꎬ更清楚地观察

菌的形貌特征ꎮ
２.２　 厌氧操作

１)煤层本源菌群的富集、鉴定ꎮ 新鲜煤样采后

立即装入低温厌氧罐及时运往实验室保存备用ꎮ 将

配制好的液体培养基在 １２１ ℃下灭菌 ３０ ｍｉｎꎬ冷却

后置于厌氧工作站(ＤＧ２５０)备用ꎮ 将新鲜煤样取出

后破碎成小块ꎬ置于液体培养基中ꎬ密封后置于煤样

采集时的煤层温度条件下恒温震荡培养箱中培养富

集 ２０ 天ꎮ 为了恢复煤中菌群的活性ꎬ按照以下培养

基对菌群进行富集培养(１.０ ｇ / Ｌ、ＮＨ４Ｃｌꎬ０.１ ｇ / Ｌ、
ＭｇＣｌ２􀅰６Ｈ２ Ｏꎬ０. ４ ｇ / Ｌ、Ｋ２ ＨＰＯ４ 􀅰３Ｈ２ Ｏꎬ０. ２ ｇ / Ｌ、
ＫＨ２ＰＯ４ꎬ酵母膏 １ ｇ / ＬꎬＬ－半胱氨酸盐 ０.５ ｇ / Ｌꎬ０.２
ｇ / Ｌ、Ｎａ２Ｓꎬ２.０ ｇ / Ｌ、ＮａＨＣＯ３ꎬ２.０ ｇ / Ｌ 乙酸钠ꎬ０.１ ｇ /
Ｌ 胰 蛋 白 胨 )ꎬ 微 量 元 素 液: ( ＣｏＣｌ２ 􀅰 ６Ｈ２ Ｏꎬ
ＮｉＣｌ２􀅰６Ｈ２ＯꎬＭｎＣｌ２􀅰４Ｈ２ＯꎬＣｕＣｌ２􀅰２Ｈ２ＯꎬＡｌＣｌ３􀅰
６Ｈ２ Ｏꎬ ＺｎＣｌ２ꎬ Ｎａ２ ＷＯ４ 􀅰２Ｈ２ Ｏꎬ Ｈ３ ＢＯ３ꎬ Ｎａ２ＳｅＯ３ꎬ
Ｎａ２ＭｏＯ４􀅰２Ｈ２Ｏ)ꎻｐＨ＝ ７ꎮ

２)培养基优化ꎮ 培养基包括 ４ 个部分:①无机

盐:这部分主要含有 Ｋ、Ｎａ、Ｃａ、Ｍｇ、Ｐ、Ｃｌ、ＮＨ４
＋ꎬ这些

以量级 ｇ / Ｌ 浓度的无机盐对细胞的代谢功能和生命

活动至关重要ꎮ 其中 Ｋ２ＨＰＯ４和 ＫＨ２ＰＯ４作为一种常

见的缓冲液ꎬ能够为微生物对环境的突变提供缓冲ꎮ
②有机氮:通常添加酵母膏、胰蛋白胨作为有机氮和

维生素的来源ꎬ而且有研究表明酵母提取物对某些金

属阳离子有螯合作用ꎬ从而增加了煤的溶解度和生物

降解ꎬ这些物质的添加量也在 ｇ / Ｌ 级别ꎮ ③微量元

素:主要包括 ｍｇ / Ｌ 级别的 Ｍｎ、Ｃｏ、Ｆｅ、Ｚｎ、Ｗ、Ｃｕ、Ｓｅ、
Ｍｏ、Ｂꎮ 这些元素能够参与合成产甲烷微生物代谢所

需的酶如氢化酶、辅酶 Ｆ４２０等ꎮ ④还原剂ꎮ 添加 Ｌ－半
胱氨酸盐、Ｎａ２Ｓ 等还原剂是为了创造和维持厌氧还

原环境ꎬ有助于各类厌氧菌群的生长代谢ꎮ
为了降低煤层气生物工程现场实施的成本ꎬ同时

避免 ＭＥＣＢＭ 过程中生成的沉淀堵塞煤层气运移通

道ꎬ进一步改进和优化培养基显得尤为重要ꎮ 因此ꎬ
首先通过多组平行试验在不影响产气量的前提下精

确制定培养基的必要成分ꎬ排除不必要的成分ꎮ 然后

再对最终确定的物质设置不同梯度的浓度ꎬ通过正交

试验和响应面曲线法探寻这些物质含量的下限值ꎮ
３)高效菌种的筛选与驯化ꎮ 按照液体培养基

组成进行固体培养基配制ꎬ放入 １２１ ℃高压灭菌锅

２０ ｍｉｎꎬ取出培养基ꎬ并在超净工作台上向已灭菌的

各培养皿中分别倒入 ２０ ｍＬ 左右的培养基ꎮ 常温下

静置、冷凝形成固体培养基ꎬ将消毒灭菌的固体培养

基放入已预先开启的厌氧工作站ꎬ在厌氧状态下将

本源菌接种到固体培养基上ꎬ设置多个培养皿作为

平行样ꎬ并用已灭过菌的涂布棒涂抹均匀ꎮ 接种完

毕后ꎬ将培养皿取出ꎬ放入厌氧罐内ꎬ连接厌氧罐与

多功能智能厌氧工作系统ꎬ使罐内充满惰性气体

(氦气或氩气)用于驱除氧气制造严格的厌氧环境ꎮ
最后ꎬ将厌氧罐放入 ３５ ℃电热恒温培养箱中培养一

周ꎮ 然后在厌氧工作站选择生长状态良好的菌落ꎬ
使用接种环挑取至新的培养皿ꎬ将形状状态相似菌

落放入同一培养皿继续培养ꎬ以此循环待培养出生

长状态良好的菌落进行保留和鉴定ꎮ 有研究者以风

化煤为唯一碳源筛选出了能降解该煤的纯菌

株[１３０]ꎬ也有学者利用难降解的化合物为碳源和能

源筛选出了降解煤化工废水的菌株[１３１]ꎮ
将富集好的本源菌菌液扩大培养ꎬ主要原理是

降低培养基内可供产甲烷菌直接利用的营养物质

(碳源)ꎬ迫使产甲烷菌利用来自煤的营养物质ꎬ提
高煤的利用率ꎮ 进行第 １ 次驯化试验时ꎬ将扩大培

养基(与富集培养基相同)的碳源浓度降低至 ３ / ４ꎬ
按 １ ∶ １０ 的固液比置于已灭菌的空白三角瓶内ꎬ１５
ｄ 为一周期ꎬ通过产气数据评估驯化效果ꎮ 第 ２ 次

驯化按相同方法ꎬ在第 １ 次驯化培养基碳源浓度的

基础上继续降低至 １ / ２ꎬ以此类推ꎬ最终选出能够高

效利用煤的产甲烷菌ꎬ发现累积甲烷产量大幅提升ꎮ
未经驯化时ꎬ每克煤的累计产甲烷总量 ４.２６ ｍＬꎬ驯
化到第 ５ 代时ꎬ产气量已达到 ９.２６ ｍＬꎮ 林海等[１０９]

对污泥中富集菌群驯化后ꎬ褐煤产气量提高近
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３０％ꎬ产气周期也大幅缩短ꎮ 也有学者利用逐级传

代驯化的方法大幅提升了褐煤的甲烷产气量[１３２]ꎮ
４)菌种的保藏[１３３]ꎮ 短期保藏法:在厌氧工作

站内ꎬ取液体培养菌株中的对数期的菌液 １. ６ ~
１.８ ｍＬ注入 ２ ｍＬ 规格螺开菌种保藏管内ꎬ置于充满

氩气的 １００ ｍＬ 或 ５００ ｍＬ 玻璃瓶内ꎬ橡胶塞塞紧管

口ꎬ从厌氧工作站取出后放入融化的石蜡中ꎬ封住瓶

口ꎮ 置于 ４ ℃的冰箱保存ꎬ每隔 ６ 个月活化一次ꎬ每
次活化收集检测甲烷气体ꎬ观察生长情况ꎮ

长期保藏法:将 １０ ｍＬ ８０％的甘油加入 ０.０５ ｇ
半胱氨酸颗粒和 ４０ ｍＬ 的 ２４％ Ｎａ２ Ｓ 溶液ꎬ高温高

压灭菌 ３０ ｍｉｎꎮ 在厌氧工作站取对数生长后期的产

甲烷菌液 １.３ ｍＬꎬ注入 ２ ｍＬ 规格的螺开菌种保藏

管内ꎬ加入 ０.２ ｍＬ 上述无氧甘油ꎬ旋紧管盖ꎬ用力摇

匀ꎬ然后将保藏管置于充满 Ｎ２的 ５００ ｍＬ 玻璃瓶内ꎬ
胶塞密封ꎮ 从厌氧工作站取出后放入融化的石蜡中

封住瓶口置于－８６ ℃的超低温冰箱中保藏ꎮ １８ 个

月活化一次ꎬ每次活化收集检测甲烷气体ꎬ观察生长

情况ꎮ
２.３　 分子生物学

目前ꎬ对生物成因气的微生物学机理的认识还

不够深入ꎬ沿用生物沼气领域内大分子有机物的降

解机理ꎮ 煤作为一种特殊的有机物ꎬ厌氧条件下的

生物降解机理以及生物甲烷是否存在其他生成途径

需要深入研究ꎮ 因此ꎬ许多学者需要引入基因组学、
代谢组学和蛋白组学ꎬ有助于深入探讨煤制生物甲

烷的代谢机制ꎮ
高通量测序技术是目前应用最普遍的新一代测

序技术[１３４－１３５]ꎮ 它在分析微生物的群落结构时有着

独特的优势ꎬ关键在于能够产生测序覆盖深度非常

高的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因的测序数据ꎬ用来估计微生物

群落的物种构成ꎬ能更加真实地揭示原位环境中微

生物群落的复杂性和多样性[１３６－１３７]ꎻ同时测序数据

还能够给出一定生物统计学信息ꎮ 维恩图(Ｖｅｅｎ)、
主成分分析法(ＰＣＡ)等都是用来评估微生物群落

结构的主要分析方法ꎮ ＰＩＣＲＵＳｔ 是基于现有的微生

物基因组数据库进行比对分析ꎬ从而预测和分析样

品中功能基因的组成ꎮ
宏基因组测序技术在研究中国不同地区的煤层

微生物多样性得到了广泛的应用[３４]ꎮ 为了辨别不

同煤阶中微生物的 ＯＴＵ 的差异ꎬ绘制了四维韦恩图

(图 ５)ꎮ 根据煤阶将煤样分为 ４ 组(根据 Ｒｏ大小从

低到高对煤样进行分组)ꎬ发现古菌群落比细菌群

落更易受煤阶影响ꎮ
主成分分析法(ＰＣＡ)被用来分析菌群之间的

图 ５　 基于 ＯＴＵ 的不同煤样中的四维韦恩图和古菌韦恩图[３４]

Ｆｉｇ.５　 Ｖｅｎｎ ｄｉａｇｒａｍ ｓｈｏｗｉｎｇ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｓｈａｒｅｄ ａｎｄ ｕｎｉｑｕｅ
ＯＴＵ ｂｅｔｗｅｅｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ ｆｏｒ ｂａｔｅｒｉａｌ ａｎｄ ａｒｃｈａｅａ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ

相似性ꎬ样本之间的相似度越高ꎬ图中的聚合度越

高ꎮ 总体而言ꎬ２ 个轴解释了细菌群落中 ５９％的物

种差异性(图 ６ａ)ꎬ古菌群落中 ２ 个轴解释了 ３９％的

物种差异性(图 ６ｂ)ꎮ ＰＣＡ 分析表明ꎬ细菌群落总

体上比古菌群落更为分散ꎬ这说明细菌群落比古菌

群落更容易受区域差异的影响ꎮ
为进一步解析微生物构成与基因功能的关系ꎬ

将基因组序列在数据库 Ｋｙｏｔｏ Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ Ｇｅｎｅｓ
ａｎｄ Ｇｅｎｏｍｅｓ(ＫＥＧＧ)进行读取比对ꎬ并根据功能分

析结果绘制群落结构的基因功能丰度图(图 ７)ꎮ 对

比细菌群落与古菌群落之间的功能丰度发现在细菌

群落ꎬ膜运输、细胞运动、外源物质降解能力、能量代

谢、和信号传导参与这些代谢的基因功能丰度较高ꎻ
在古菌群落参与碳水化合物代谢、能量代谢、细胞的

复制与修饰相关的基因功能丰度较高ꎮ 这是由于细

菌群落包含各种行使不同发酵功能的菌群ꎬ参与的

生长代谢比较复杂ꎬ对于古菌群落ꎬ产甲烷菌代谢相

对单一ꎬ与细菌群落相比同类型的基因功能丰度

较低ꎮ
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图 ６　 基于 ＯＴＵ 的不同煤样中细菌细菌群落和古菌群落的 ＰＣＡ 分析[３４]

Ｆｉｇ.６　 Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ (ＰＣＡ) ｂａｓｅ ｏｎ ＯＴＵｓ ｆｏｒ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ

图 ７　 细菌群落和古菌群落的基因功能丰度

Ｆｉｇ.７　 Ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｈｅａｔ ｍａｐ ｏｆ ｇｅｎｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｉｎ ｂａｃｔｅｒｉａ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ａｎｄ ａｒｃｈａｅａ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ

　 　 蛋白质组学是后基因组时代的热点研究领域ꎮ
煤厌氧发酵产甲烷的代谢机制是在活性酶的催化作

用下进行的ꎬ因此产气机制的探讨离不开酶学机制

的研究ꎮ 蛋白质组学的研究在各个领域得到了广泛

应用ꎬ研究重点已经逐渐从定性研究转移到了定量

研究ꎮ 确定生物体不同状态下的差异表达蛋白质是

定量蛋白质组研究的重要方向之一ꎬ对理解蛋白质

功能以及整个代谢过程起到了重要作用ꎮ 对于当前

产气机制的研究局限在不同产气阶段菌群的演化ꎬ
并没有理清哪个菌种哪个蛋白结构组成的酶起到了

关键催化作用ꎬ因此这也是今后需要深入研究的范

畴ꎮ 蛋白质组学和代谢组学可以从系统生物学角度

分析酶和代谢物组分ꎬ深层次揭示煤制生物甲烷的

代谢机制ꎮ
２.４　 气液固的测试内容和测试方法

２.４.１　 气体产量及成分测定

煤厌氧发酵过程中产出的气体是要获得的主

要产品ꎬ对其成分组成进行检测是最基本的要求ꎬ
一般采用气相色谱仪对混合气体的组成进行

检测ꎮ
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２.４.２　 液相测试技术

１)液相有机物测定ꎬ一般采用气相色谱－质谱

联用技术来测定挥发性有机物的含量ꎬ这种检测是

定性、半定量的ꎬ要实现精确定量ꎬ就必须制作标样ꎮ
对于一些难以挥发的大分子有机物ꎬ如一些糖类、丙
酮酸、杂环化合物、多环芳烃、嘧啶类化合物等ꎬ则需

要采用高效液相色谱－质谱仪进行检测ꎮ 对于挥发

性脂肪酸ꎬ可基于外标法ꎬ利用气相色谱－质谱联用

仪对其进行测定ꎮ
２)无机离子测试ꎬ厌氧发酵过程的一些无机离

子也参与了微生物产甲烷代谢活动ꎬ其检测有 ２ 种

方法ꎬ其一是相对渐变的离子色谱法ꎬ可用于阴阳离

子的测试分析ꎬ如 ＳＯ２－
４ 、ＮＯ－

３、ＮＨ
＋
４ꎮ 另一种检测方

法是化学法ꎬ有相关的标准可以依据双指示剂法

(ＣＯ２－
３ 、ＨＣＯ－

３)、纳氏试剂法(ＮＨ＋
４ )、硝酸银法(Ｃｌ－)

与 ＥＤＴＡ 容量法(Ｃａ２＋、Ｍｇ２＋)进行检测ꎻ③其他液相

测试ꎬ煤发酵产甲烷过程中的 ＣＯＤ 质量浓度、辅酶

Ｆ４２０活性与反应热可基于重铬酸钾法、紫外可见分光

光度法与微量热法进行测试ꎮ
２.４.３　 固相测试方法

１)煤的物质组成ꎮ 在煤的形成过程中ꎬ由于成

煤环境、温度和压力的不同ꎬ导致煤的性质有较大差

异ꎬ通过工业分析(水分、灰分、挥发分、固定碳、发
热量)和元素分析(Ｃ、Ｈ、Ｏ、Ｎ、Ｐ、Ｓ)可大致了解煤

的性质ꎮ 煤的工业分析和元素分析可参照 ＧＢ / Ｔ
２１２—２００１«煤的工业分析方法»与 ＧＢ ４７６—９１«煤
的元素分析方法»标准进行测试ꎮ 煤显微组分的观

测和鉴定参照 ＧＢ / Ｔ ８８９９—２０１３«煤的显微组分组

和矿物测定方法»ꎬ镜质体反射率测试方法参照

ＧＢ / Ｔ １５５９１—１９９５«商品煤反射率分布图的判别方

法»ꎮ
２)煤的结构ꎮ Ｘ 射线衍射(ＸＲＤ)与拉曼光谱是

分析煤结构的常用方法ꎬＸＲＤ 主要用于物相分析和晶

体结构的测定ꎮ 拉曼光谱是一种无损的分析技术ꎬ可
以分析煤晶体结构中 Ｃ—ＣꎬＣ 􀪅􀪅ＣꎬＮ—ＯꎬＣ—Ｈ 等单

一化学键的变化情况ꎬ也可以分析基团的振动情况等ꎮ
３)煤的形貌观测ꎮ 一般来说ꎬ煤具有复杂的表

面结构ꎬ特别是在燃烧、液化、气化过程中将发生变

化ꎬ煤的发酵过程也不例外ꎮ 可通过光学显微镜观

察煤厌氧发酵产甲烷前后显微组分表面的变化ꎮ 相

比于光学显微镜ꎬ扫描电子显微镜分辨率更高ꎬ可以

观测煤表面细菌的形貌、作用前后煤体形貌的变化、
新生成的物质等ꎮ 原子力显微镜(ＡＦＭ)相对于扫

描电子显微镜具有许多优点ꎬ利用 ＡＦＭ 可对煤发酵

产甲烷过程中的微生物细胞的表面形态进行观察ꎬ

同时也包括对蛋白质、ＤＮＡ、ＲＮＡ、核酸与蛋白质复

合物等生物大分子结构与性质的研究以及实现对生

物分子表面的各种相互作用力的测量ꎮ
４)煤的官能团ꎮ 在有机物分子中ꎬ组成化学键

或官能团的原子处于不断振动的状态ꎬ其振动频率

与红外光的振动频率相当ꎮ 用红外光照射有机物分

子时ꎬ分子中的化学键或官能团可发生振动吸收ꎬ不
同的化学键或官能团吸收频率不同ꎬ在红外光谱上

将处于不同位置ꎬ从而可获得分子中含有何种化学

键或官能团的信息ꎮ 采用傅立叶红外光谱仪可对发

酵产甲烷过程中的煤官能团结构进行分析ꎮ
５)煤的表面元素ꎮ Ｘ 射线光电子能谱(ＸＰＳ)是

一种研究固体材料表面的先进技术ꎬ可以对表面元

素进行定性定量并提供其价态信息ꎬ通过对样品产

生的光子能量和化学位移大小的测定ꎬ可以了解煤

样中元素的组成和状态ꎮ
６)煤的孔隙分析ꎮ 目前煤的孔隙结构测试方

法包括气体吸附法(低温氮吸附、低温 ＣＯ２吸附)、
压汞法、显微 ＣＴ 法及小角 Ｘ 射线散射法ꎮ 其中ꎬ氮
吸附法和压汞法的原理相对简单ꎬ可对孔隙特征进

行表征ꎮ 利用显微 ＣＴ 成像技术能够直接观测到煤

岩的孔隙结构、形态以及连通性ꎮ 压汞、氮吸附法是

较为常用的联合测试方法ꎬ其中压汞试验的测试范

围较广ꎬ理论上可以覆盖纳米级和微米级等多个尺

度的孔隙ꎻ低温氮吸附试验则主要用于测试纳米级

孔隙( < ５０ ｎｍ)ꎬ但无法测试到 < ２ ｎｍ 的孔隙ꎬ而
ＣＯ２吸附方法可弥补这一缺陷ꎮ 小角 Ｘ 射线衍射

(ＳＡＸＳ)能够确定煤颗粒内部密闭的微孔ꎬ可以得到

微区尺寸和形状、非均匀长度等统计参数ꎬ同时实现

对煤岩内微结构的动态研究ꎮ
２.５　 增产效果评价

在进行煤层气生物工程试验时ꎬ通过向煤层注

入营养物质或菌液ꎬ以达到增产煤层气的目的ꎬ为了

查明微生物作用能力和增产效果ꎬ可以利用煤层气

的同位素地球化学特征变化来判别ꎬ具体方法下:
１)原位条件下的厌氧发酵产气试验ꎮ 采集试

验区煤层和煤层水作为试验用的煤、菌、液ꎬ通过培

养基优化ꎬ在储层温度下进行厌氧发酵产甲烷试验ꎮ
分别测试发酵过程中气固液菌的变化情况ꎬ由此确

定各阶段甲烷的成因类型ꎬ根据甲烷的碳氢同位素

建立成因类型判识模板(图 ８)ꎮ
２)原始气液菌特征ꎮ 现场采集试验区煤层气

井原始气体ꎬ测试气体的成分组成(甲烷、二氧化

碳、氮气、氢气、重烃等)和甲烷的碳氢同位素值ꎬ查
明该地区煤层气的原始地球化学特征ꎬ确定其成因
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图 ８　 实验室厌氧发酵与自然界不同类型

生物成因煤层甲烷碳氢同位素的差异性

Ｆｉｇ.８　 Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ａｎａｅｒｏｂｉｃ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｗｉｔｈ
ｔｅｍｐｌａｔｅ ｏｆ ｈｙｄｒｏｃａｒｂｏｎ ｉｓｏｔｏｐｅｓ ｏｆ ｂｉｏｇｅｎｉｃ ｃｏａｌ ｓｅａｍ

ｍｅｔｈａｎｅ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｅｎｅｓｉｓ ｉｎ ｎａｔｕｒｅ

类型ꎮ 对该区煤层气井原始水样进行常规水质分

析、水中有机质类型及含量分析、菌群分析ꎮ
３)产气过程中气液菌特征ꎮ 根据产气实际情

况ꎬ定期或不定期采集气液样品ꎬ分别测试气体的成

分和甲烷碳氢同位素值、测试液相体系中有机和无机

物的成分、测试菌群ꎬ由此与原始的气液菌组成对比ꎬ
判别有没有生物气的生成ꎬ是哪一种成因的ꎮ 最直观

的是将甲烷的碳氢同位素测试结果放到图 ８ 的模板

中ꎬ看是否偏离了原来的范围ꎬ由此确定生物气的生

成情况ꎬ在根据气液菌特征确定具体成因类型ꎮ 可以

根据碳氢同位素的变化定量计算生物气的贡献ꎮ
Ｂ ＝－ ２６.２ｌｇＲｏ － ３４.１２ 　 (Ｒｏ<１.３％) (２２)
Ｂ ＝ ２５.８５ｌｇＲｏ － ４３.０８ 　 (Ｒｏ≥１.３％) (２３)

Ｃ ＝ Ａｘ ＋ Ｂ(１ － ｘ) (２４)
Ｄ ＝ Ａｙ ＋ Ｂ(１ － ｙ) (２５)

ｘ ＝ Ｃ － Ｂ
Ａ － Ｂ

(２６)

ｙ ＝ Ｄ － Ｂ
Ａ － Ｂ

(２７)

ｙ
ｘ

＝ Ｄ － Ｂ
Ｃ － Ｂ

(２８)

式中:Ａ 为生物成因煤层气 δ１３Ｃ１值ꎻＢ 为热成因煤层气

δ１３Ｃ１值
[１３８]ꎻＣ 为原始混合成因煤层气 δ１３Ｃ１值ꎻＤ 为微

生物增产后煤层气 δ１３Ｃ１值ꎻｘ 为原始条件下生物成因

煤层气所占百分比ꎻｙ 为增产后生物成因煤层气所占百

分比ꎻＲｏ为镜质组反射率ꎻｙ / ｘ 为增产评价系数ꎮ

３　 煤层气生物工程应用前景

煤层气生物工程涵盖了资源、环境和材料三大

领域ꎬ具有广阔的应用前景ꎬ地面和地下工程的实施

可实现其多重目标ꎮ 其中地面发酵池产气工程类似

于现有的沼气池或垃圾填埋厌氧发酵工程ꎬ地下工

程是将营养物质或菌液作为压裂液注入到未采的煤

层或采空区ꎬ促使煤的厌氧发酵产甲烷ꎮ
３.１　 多重效应

１)增气ꎮ 煤层气生物工程实施的首要目的就

是增加煤层气井的产量ꎬ是通过生成新的煤层气来

增加单井控制范围内煤层气的资源量ꎮ 而且经过驯

化的菌群产气效果更好ꎮ 经过以褐煤为碳源的逐级

传代驯化后ꎬ累积甲烷产量大幅提升ꎮ 未经驯化时ꎬ
每克煤的累计产甲烷总量 ４.２６ ｍＬꎬ驯化到第 ５ 代

时ꎬ产气量已达到 ９.２６ ｍＬ(图 ９)ꎮ 这说明驯化对提

高产气量作用明显ꎬ驯化效果较好ꎮ 同时随着驯化

次数的增加ꎬ菌种的适应期显著缩短ꎬ说明菌群已经

可以很好地适应以煤为底物的发酵环境并利用其产

气ꎮ 因此在相对适宜的煤层环境中注入驯化后的微

生物菌液ꎬ在一定程度上有效提升了甲烷产量ꎬ实现

煤层气井的增气增产ꎮ

图 ９　 褐煤在微生物驯化后甲烷产量的变化

Ｆｉｇ.９　 Ｍｅｔｈａｎｅ ｙｉｅｌｄ ｏｆ ｌｉｇｎｉｔｅ ａｆｔｅｒ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ａｃｃｌｉｍａｔｉｏｎ

２)增液ꎮ 煤厌氧发酵产甲烷的同时ꎬ也产生了

种类繁多的液相有机物ꎬ这些副产品通过排采水排

出ꎬ浓度达到一定程度后可以分离提纯利用ꎮ 为了

探究不同煤阶在微生物作用后的产液潜力ꎬ以淮南、
鹤壁、赵固煤样为降解底物ꎬ对应地区的菌群为菌种

来源进行了厌氧发酵模拟试验ꎬ并对试验结束后的

发酵液进行 ＧＣ－ＭＳ 分析ꎮ 表 ４ 中整理了置信水平

>９０％的化合物ꎮ 淮南、鹤壁、赵固煤样发酵系统中

液相产物总量分别为 ２４３.７２、１９８.０１、２００.１１ ｍｇ / Ｌꎬ
主要由烷烃、芳烃、胺类、酸类、酯类和醚类等物质ꎮ
烷烃是这 ３ 种发酵系统含量最高的有机物ꎬ分别为

１２６.０３、１１４.３４、１２２.０７ ｍｇ / Ｌꎮ 淮南发酵系统由于煤

阶较低、降解比较充分ꎬ有机物种类比较丰富ꎬ芳烃

总量为 １９.５５ ｍｇ / Ｌꎬ胺类物质总量为３１.４９ ｍｇ / Ｌꎬ酯
类物质总量为 ５４.０８ ｍｇ / Ｌꎮ 鹤壁发酵系统中剩余以

胺类和酯类物质为主ꎬ含量分别为 ３１. ００、３０. ０７
ｍｇ / Ｌꎻ赵固以芳烃、胺类和酯类为主ꎬ含量分别为

２１.８２、３７.９２、２３.８５ ｍｇ / Ｌꎮ 另外除在淮南煤样的发
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表 ４　 产气结束后发酵系统中的液相物质

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｌｉｑｕｉｄ ｐｈａｓｅ ｃｈｅｍｉｃａｌｓ ｉｎ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ ａｔ ｅｎｄ ｏｆ ｇａｓ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ

分类 物质
液相物质浓度 / (ｍｇ􀅰Ｌ－１)

淮南 鹤壁 赵固

直

链

烷

烃

十四烷 １７.２９ １４.０１ １１.６６
十八烷 ８.１３ ３.２７ １３.９２
十九烷 ６.５３ ８.７２ ９.８３
二十烷 １２.７５ １１.７２ １６.３３

二十一烷 １１.１６ １５.６４ １３.７８
二十六烷 — — ３.７１
二十四烷 １１.３９ １３.４６ ７.８９
三十烷 ４.７８ ７.５１ ４.９５

三十一烷 ７.７６ ３.８３ —
三十二烷 ９.６８ — １２.３６

支

链

烷

烃

４ꎬ６－二甲基十二烷 ４.５４ ８.６３ １０.３６
３－甲基三十三烷 ５.２２ — —
１１－甲基二十五烷 ３.８２ — —
２－甲基三十二烷 ３.９８ ２.６ —
４－甲基二十烷 ５.１４ — —

１１－甲基二十六烷 ３.８２ — —
３ꎬ６－二甲基癸烷 ５.０２ — —
２－甲基二十八烷 ５.０２ — —

２ꎬ６ꎬ１１－三甲基十二烷 — ７.９７ —
２－甲基辛烷 — ２.５９ ５.８３

３－甲基十七烷 — ２.７７ —
２－甲基十八烷 — ３.１５ —
５－甲基十四烷 — ５.７２ ８.３６
３－甲基二十烷 — — ３.０９
１０－甲基二十烷 — ２.７５ —

胺

类

物

质

十四烷胺 ４.８７ — —
３－羟基－ＮꎬＮ－二甲基丙酰胺 ７.８７ ８.７３ １０.６７

Ｎ－(２ꎬ２－Ｄｉｃｈｌｏｒｏ－１－ｈｙｄｒｏｘｙ－ｅｔｈｙｌ)－２ꎬ２－ｄｉｍｅｔｈｙｌ－ｐｒｏｐｉｏｎａｍｉｄｅ ９.１１ ９.４７ １２.５８
甲基酰胺 ４.０６ ６.６８ ８.０２
二甲胺 ５.５８ ６.１２ ６.６５

酯

类

物

质

Ｏｘａｌｉｃ ａｃｉｄꎬ　 ｂｉｓ　 (６－ｅｔｈｙｌｏｃｔ－３－ｙｌ) 　 ｅｓｔｅｒ — — ５.８５
Ｐｒｏｐａｎｏｉｃ ａｃｉｄꎬ２ꎬ２－ｄｉｍｅｔｈｙｌ－ꎬｃｈｌｏｒｏｍｅｔｈｙｌ ｅｓｔｅｒ ８.７７ ３.０１ —

Ｐｒｏｐａｎｏｉｃ ａｃｉｄꎬ２－ｃｈｌｏｒｏ－ꎬｐｅｎｔｙｌ ｅｓｔｅｒ ８.０５ ３.９６ ４.５６
Ｏｘａｌｉｃ ａｃｉｄꎬ６－ｅｔｈｙｌｏｃｔ－３－ｙｌ ｈｅｐｔｙｌ ｅｓｔｅｒ １１.８２ — —

Ｂｕｔａｎｏｉｃ ａｃｉｄꎬ３－ｏｘｏ－ꎬ２ꎬ２ꎬ２－ｔｒｉｃｈｌｏｒｏｅｔｈｙｌ ｅｓｔｅｒ ８.７８ — ３.６２
Ｉｍｉｄｏｄｉｃａｒｂｏｎｉｃ ａｃｉｄꎬｄｉｅｔｈｙｌ ｅｓｔｅｒ １６.６６ ７.１６ —

Ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄꎬｃｈｌｏｒｏ－ꎬ１－ｍｅｔｈｙｌｂｕｔｙｌ ｅｓｔｅｒ — ４.６７ ４.３１
Ｃｈｌｏｒｏａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄꎬｃｙｃｌｏｈｅｘｙｌ ｅｓｔｅｒ — ４.３３ —
Ｂｏｒｉｃ ａｃｉｄꎬｅｔｈｙｌ－ꎬｄｉｄｅｃｙｌ ｅｓｔｅｒ — ４.０９ —

Ｍｅｔｈｏｘｙａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄꎬｔｅｔｒａｄｅｃｙｌ ｅｓｔｅｒ — ２.８５ —
Ｃｈｌｏｒｏａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ ３－ｍｅｔｈｙｌｂｕｔｙｌ ｅｓｔｅｒ — — ２.８５

Ｅｔｈａｎｅｄｉｏｉｃ ａｃｉｄꎬｂｉｓ(１－ｍｅｔｈｙｌｐｒｏｐｙｌ) ｅｓｔｅｒ — — ２.６６

芳香化

合物

甲苯 ４.６５ ５.３２ ４.９６
苯酚 ５.６２ ２.９７ ３.４６

３ꎬ４－二甲基苯甲醛 ４.６３ — —
２ꎬ３－Ｐｙｒｉｄｉｎｅｄｉｃａｒｂｏｘｙｌｉｃ ａｃｉｄ — ２.９８ —

Ｇｌｙｃｙｌ－ｄｌ－ａｌａｎｉｎｅ — ２.５７ —
Ｆｏｌｉｃ Ａｃｉｄ ４.６５ ３.１２ ２.０１

Ｆｕｍａｒａｍｉｃ ａｃｉｄ — — ３.１８
Ｐｈｅｎｙｌｐｈｏｓｐｈｏｒｉｃ ａｃｉｄ — — ２.６６

２ꎬ３－Ｐｙｒｉｄｉｎｅｄｉｃａｒｂｏｘｙｌｉｃ ａｃｉｄ — ２.９８ —
Ｆｕｍａｒａｍｉｃ ａｃｉｄ — ２.６６ —

醚类物质
Ｔｅｔｒａｅｔｈｙｌｅｎｅ ｇｌｙｃｏｌ ｍｏｎｏｄｏｄｅｃｙｌ ｅｔｈｅｒ ７.２１ — —

Ｂｏｒｏｎ ｔｒｉｆｌｕｏｒｉｄｅ ｅｔｈｅｒａｔｅ ５.３６ — —
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酵系统中检测出醚类物质外ꎬ其余两发酵系统中均

未检测出ꎮ 这些种类丰富的有机物为化工产品的提

纯提供了物质基础ꎮ
３)增解ꎮ 为了探究微生物作用前后煤的亲甲

烷能力的变化ꎬ以 ２５０ ~ １８０ μｍ(６０ ~ ８０ 目)淮南和

鹤壁的煤粉为发酵底物ꎬ以这 ２ 个地区富集的本源

菌为菌种来源进行厌氧发酵模拟试验ꎬ利用 ＩＳＯ－
３００ ( Ｔｅｒｒａ Ｔｅｋ ＵＳＡ) 等 温 吸 附 仪ꎬ 根 据 ＧＢ / Ｔ
１９５６０—２００８«煤的高压等温吸附试验方法»标准对

产气前后煤样进行等温吸附测试(表 ５)ꎮ 试验结束

后发现淮南、鹤壁煤样在微生物作用后兰氏体积都

有不同程度的降低(图 １０)ꎬ２ 个煤样的兰氏体积分

别降低了 ６.５１％和 ２.６２％ꎮ 这说明经过厌氧发酵

后ꎬ煤的亲甲烷能力降低ꎬ有助于煤层气解吸ꎬ实现

煤层气井的增解增产ꎮ
表 ５　 生物产气前后煤的等温吸附数据

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｉｓｏｔｈｅｒｍａｌ ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ ｄａｔａ ｏｆ ｃｏａｌ
ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｂｉｏｇａｓ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

样品 ＶＬ / (ｃｍ３􀅰ｇ－１) 变化率 / ％ ＰＬ / ＭＰａ 变化率 / ％

淮南－１ １７.１５３

淮南－２ １６.０３６
－６.５１

１.０９６

１.１６７
６.０８

鹤壁－１ ２６.８８２

鹤壁－２ ２６.１７８
－２.６２

１.０９７

１.００５
－８.３８

图 １０　 不同煤样微生物作用前后的等温吸附曲线

Ｆｉｇ.１０　 Ｉｓｏｔｈｅｒｍａｌ ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅｓ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ
ａｆｔｅｒ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏａｌ ｓａｍｐｌｅｓ

　 　 ４)增透ꎮ 为了探究微生物能否改善煤储层的

渗透率ꎬ挑选淮南、鹤壁、赵固 ３ 个地区厚度不小于

１００ ｍｍ 强度较高不易碎的大块煤样用于钻取规格

为 ø５０ ｍｍ×Ｌ５０ ｍｍ 煤心ꎬ并进行了煤柱的厌氧发酵

产气试验ꎬ对微生物作用前后的煤心进行渗透率和

压汞测试ꎬ如图 １１ 所示ꎮ 产气结束后淮南、鹤壁、赵
固的煤柱的渗透率都有不同程度的增加ꎬ淮南和鹤

壁的平均增幅分别为 ３７％和 ４９％ꎬ赵固的平均增幅

超过了 ２００％(表 ６)ꎮ 这说明微生物作用能够有效

改善煤储层渗透性ꎮ 厌氧发酵前后淮南、鹤壁和赵

固煤的总孔容和大孔孔容不同程度的增加(表 ７)ꎬ
说明煤经微生物代谢生气过程中发生部分降解ꎬ且
主要影响的是大孔隙ꎬ这与产甲烷菌的微米级大小

是一致的ꎮ 即微生物作用后裂隙和大孔隙度得以

增加ꎬ从而提升了储层的渗透率ꎬ实现了增透

增产ꎮ

图 １１　 微生物作用后煤的孔隙与渗透率变化

Ｆｉｇ.１１　 Ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ｐｏｒｅ ｖｏｌｕｍｅ ａｎｄ
ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ａｎａｅｒｏｂｉｃ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ

表 ６　 微生物作用前后煤心的渗透率变化

Ｔａｂｌｅ ６　 Ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｃｏａｌ ｃｏｒｅ ｂｅｆｏｒｅ
ａｎｄ ａｆｔｅｒ ａｎａｅｒｏｂｉｃ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ

样品
渗透率 / １０－３ μｍ２

原始 微生物作用
增幅 / ％

淮南－１ ２.２５２ ２.８２８ ２５

淮南－２ １.５２９ ２.２４９ ４７
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续表 ６

样品
渗透率 / １０－３ μｍ２

原始 微生物作用
增幅 / ％

淮南－３ １.４４４ ２.０２０ ４０

鹤壁－１ ０.０３３ ０.０６１ ８０

鹤壁－２ ０.０５９ ０.０８１ ３７

鹤壁－３ ０.０６６ ０.０８６ ３０

赵固－１ ０.０５０ ０.１０９ １１３

赵固－２ ０.０１６ ０.０８８ ４２１

赵固－３ ０.０８４ ０.２４５ １８８

　 　 ５)减排ꎮ 在以往煤的厌氧发酵产气试验中发

现二氧化碳的含量并不高ꎬ在试验后期基本上不再

生成ꎬ一方面由于其在发酵时溶解度较大ꎻ另一方面

是因为二氧化碳持续被氢营养型的产甲烷菌利用ꎮ

因此ꎬ在生物甲烷产气后期注入一定量的二氧化碳

可以使甲烷产率回升ꎮ 第 １ 个产气周期内ꎬ甲烷在

整个产气过程中呈先升后降的变化趋势ꎬ在第 １ 天

产量仅为 ０.０４ ｍＬ / ｇꎬ随后一直持续上升ꎬ在第 １０ 天

达到峰值 ０.５ ｍＬ / ｇꎬ波动上升一段时间后ꎬ在第 １６
天有明显的下降趋势ꎮ 二氧化碳的变化趋势与甲烷

相一致ꎬ在第 １５ 天降低至 ０.０１ ｍＬ / ｇ 保持小幅度的

波动ꎬ第 １ 阶段甲烷累计总产量为 ５.２６ ｍＬ / ｇꎮ 在第

３６ 天向发酵系统注入 ２００ ｍＬ 二氧化碳后ꎬ甲烷的

产量开始逐渐回升ꎬ产气周期持续约 １０ ｄꎬ累计产甲

烷量为 １.４ ｍＬ / ｇꎬ二氧化碳持续降低(图 １２)ꎮ 试验

表明在厌氧发酵系统的产气末期通入一定量的二氧

化碳能够实现生物甲烷化ꎬ为煤层气生物工程的减

排增产提供了试验支撑ꎮ
表 ７　 不同煤样的不同孔径占比

Ｔａｂｌｅ ７　 Ｒａｔｉｏｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｏｒｅ ｓｉｚｅｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏａｌ ｓａｍｐｌｅｓ

样品

大孔

孔体积 /

(ｃｍ３􀅰ｇ－１)

比例 /
％

中孔

孔体积 /

(ｃｍ３􀅰ｇ－１)

比例 /
％

小孔

孔体积 /

(ｃｍ３􀅰ｇ－１)

比例 /
％

微孔

孔体积 /

(ｃｍ３􀅰ｇ－１)

比例 /
％

总体积 /

(ｃｍ３􀅰ｇ－１)

淮南 ０.０２３ ４ ５０.８６ ０.００３ ０ ６.５２ ０.０１１ ０ ２３.９１ ０.００８ ６ １８.６９ ０.０４６ ０

淮南－ｓ ０.０３２ ９ ５６.７２ ０.００３ １ ５.３４ ０.０１２ ３ ２１.５５ ０.００９ ５ １６.７２ ０.０５７ ８

鹤壁 ０.０３３ ０ ５７.６９ ０.００２ ４ ４.１９ ０.０１１ ２ １９.５８ ０.０１０ ６ １８.５３ ０.０５７ ２

鹤壁－ｓ ０.０３７ ４ ６１.９２ ０.００２ ５ ４.１３ ０.０１０ ９ １８.０４ ０.００９ ６ １５.８９ ０.０６０ ４

赵固 ０.０１９ ６ ４６.８８ ０.００４ ６ １１.００ ０.０１０ ２ ２４.４０ ０.００７ ４ １７.７０ ０.０４１ ８

赵固－ｓ ０.０３４ ６ ５８.６４ ０.００２ ９ ４.９１ ０.０１１ ２ １８.９８ ０.０１０ ３ １７.４５ ０.０５９ ０

　 　 注:微孔(３ ｎｍ <孔径<１０ ｎｍ)ꎻ小孔(１０ ｎｍ <孔径<１００ ｎｍ)ꎻ中孔(１００ ｎｍ <孔径<１０００ ｎｍ)ꎻ大孔(孔径>１０００ ｎｍ)ꎻ原始煤样－ｓ 为生物处理

后对应的煤样ꎮ

图 １２　 二氧化碳生物甲烷化

Ｆｉｇ.１２　 Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｃａｒｂｏｎ ｄｉｏｘｉｄｅ
ｉｎｔｏ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｍｅｔｈａｎａｔｉｏｎ

　 　 ６)新材料生成ꎮ 在煤的厌氧发酵产甲烷过程

中ꎬ适当加入二氧化碳能够实现生物甲烷化ꎬ与此同

时二氧化碳以 ＨＣＯ－
３、ＣＯ２－

３ 的形式存在于发酵体系

中ꎬ通过调节发酵系统中的 ｐＨ 值促进 ＨＣＯ－
３ 的电

离ꎬ并加入氧化钙等含 Ｃａ２＋的物质ꎬ通过探索发酵系

统中各项参数及微生物的种类确定纳米方解石的最

佳合成方法ꎮ
ＣＯ２(ｇ)＋Ｈ２Ｏ(ｌ)→ＨＣＯ－

３(ｌ) (２９)
ＨＣ Ｏ－

３(ｌ)→Ｈ＋(ｌ)＋ＣＯ２－
３ (ｌ) (３０)

ＣＯ２－
３ (ｌ)＋Ｃａ２＋(ｌ)→ＣａＣＯ３↓(ｓ) (３１)

在高硫煤在厌氧发酵产甲烷时ꎬ伴随一定量的

硫化氢产出ꎬ在发酵系统中添加含铁化合物、零价

铁、纳米铁氧化物等来合成纳米黄铁矿ꎮ 通过添加

物的种类和含量及发酵系统参数的调控ꎬ探索纳米

黄铁矿的生成途径ꎬ不仅实现了硫化氢废气处理ꎬ同
时生成了纳米材料ꎮ

Ｈ２Ｓ(ｇ)→Ｈ＋(ｌ)＋ＨＳ－(ｌ) (３２)
ＨＳ－(ｌ)→Ｈ＋(ｌ)＋Ｓ２－(ｌ) (３３)

Ｓ２－→Ｓ－ (３４)
２Ｓ－＋Ｆｅ２＋→Ｆｅ Ｓ２↓(ｓ) (３５)

７)生物脱硫与硫化氢的成因ꎮ 高硫煤的脱硫ꎬ
特别是有机硫的脱硫一直是煤炭清洁利用的一个技

术难题ꎬ迫不得已在煤炭利用后ꎬ对其产生的含硫气

０２
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体进行处理ꎬ如电厂的烟道脱硫ꎬ由此产生的脱硫石

膏又成了一种固体废弃物ꎮ 在以往的煤厌氧发酵产

甲烷过程中发现ꎬ不仅生成了甲烷、二氧化碳和氮

气ꎬ同时也生成了一定量的硫化氢ꎬ由于含量较低没

有引起足够的重视ꎮ 为了探讨生物硫化氢的成因ꎬ
以不含硫的培养基富集本源菌群ꎬ并且对比了不同

培养基中的微生物群落结构(图 １３)ꎮ 在含硫的培

养基中发现了 ６ 种硫酸盐还原菌( ＳＲＢ) 分别是:
Ｄｅｓｕｌｆｏｖｉｂｒｉｏ、Ｄｅｓｕｌｆｏｓｐｏｒｏｓｉｎｕｓ、Ｄｅｓｕｌｆｉｔｉｂａｃｔｅｒ、Ｄｅｓｕｌｆｏ￣
ｔｏｍａｃｕｌｕｍ、Ｄｅｓｕｌｆｉｔｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ 和 Ｄｅｓｕｌｆｏｍｉｃｒｏｂｉｕｍꎻ在
不含硫的培养基中仅以高硫煤为硫源ꎬ令人意外的

是仍有 ＳＲＢ 的存在ꎬ但仅有 Ｄｅｓｕｌｆｏｖｉｂｒｉｏꎮ 随后利用

不含硫的培养基进行高硫煤的厌氧发酵产气试验ꎬ
产气过程生成了大量的硫化氢气体ꎮ 在产气进行第

３ 天时生成的硫化氢达到峰值 ３６３×１０－６ꎬ随后持续

下降并在产甲烷高峰到来之前降至最低点ꎻ在第 １５
天左右硫化氢的浓度又开始呈上升趋势(图 １４)ꎮ
硫化氢一般是硫酸盐还原菌(ＳＲＢ)的代谢产物ꎬ但
发酵系统中除高硫煤外ꎬ不含任何含硫物质ꎬ于是在

这个试验基础上提出一系列的科学问题:ＳＲＢ 是否

参与了非硫酸盐还原途径产硫化氢的生成ꎬ硫化氢

还有哪些成因? 各种成因的优势菌群有哪些? 代谢

机理是什么?

图 １３　 基于菌属水平不同培养基富集的微生物分类

Ｆｉｇ.１３　 Ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｅｄｉａｓ

　 　 通过对试验过程中的硫化氢浓度变化规律、煤
中有机硫含量的降低、液相物质检测出的硫醇硫醚ꎬ

初步认为厌氧发酵系统中硫化氢的成因分为 ２ 个阶

段:水解产酸发酵阶段含硫氨基酸的脱硫作用ꎬ产甲

１２
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烷阶段甲基营养型产甲烷菌的作用ꎮ
含硫氨基酸(半胱氨酸)→ＮＨ３＋Ｈ２Ｓ＋有机酸(乙酸)

(３６)
２ (ＣＨ３)２－Ｓ＋３Ｈ２Ｏ→３ＣＨ４＋ＨＣＯ－

３＋２Ｈ２Ｓ＋Ｈ
＋ (３７)

对于发酵系统中不同阶段哪些关键菌群所起的

作用、ＳＲＢ 是否参与非硫酸盐还原途径、有机硫在

此过程中扮演的角色等并不清晰ꎬ需要进一步探索ꎬ
但可以肯定的是厌氧还原条件下可以实现高硫煤有

机硫脱除的ꎮ 因此这也构建了煤层生物硫化氢成因

机制与高硫煤脱除的研究框架:以不同地区、不同时

代、不同煤阶的高硫煤为研究对象ꎬ以这些煤或同源

煤层水中的本源菌群为菌种源ꎬ通过分析煤厌氧发

酵过程中气固液菌的变化ꎬ以产甲烷量最大化为目

标ꎬ查明此过程中形态硫的转化规律以及硫化氢的

生成条件和成因类型ꎬ揭示其生成机制ꎮ

图 １４　 高硫煤在厌氧发酵过程中的产气变化趋势

Ｆｉｇ.１４　 Ｇａｓ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｔｒｅｎｄ ｏｆ ｈｉｇｈ
ｓｕｌｆｕｒ ｃｏａｌ ｉｎ ａｎａｅｒｏｂｉｃ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ

３.２　 地面发酵池产气工程

地面发酵池产气工程可建设专门的发酵设施ꎬ
也可利用山沟、洼地等地形优势ꎬ做防渗处理后作为

发酵场所ꎬ这与垃圾填埋发酵产气—发电工程类似ꎮ
无论是哪一种设施ꎬ都要能够回收气相和液相物质、
便于下一步煤的加工利用ꎮ 地面发酵池工程主要结

合褐煤的提质和高有机硫煤的脱硫实施的ꎬ附带合

成一些新产品ꎮ 褐煤资源丰富而且是相对其他煤阶

煤最易被微生物降解的ꎬ因此是产甲烷菌的最佳煤

种ꎮ 生成的生物甲烷经提纯除杂后被利用ꎬ伴生的

液相产物是重要的化工原料ꎬ经化学提纯后被利用ꎮ
另一方面ꎬ褐煤本身因水分高而热值低ꎬ在运输、利
用前往往需要进行干燥脱水处理ꎬ首先将其部分转

化为清洁的甲烷和类石油产品ꎬ降低了煤中水分含

量、提高了碳含量、增加了热值ꎬ从而提高了煤炭质

量ꎻ同时ꎬ产气后的残煤可以加工成煤基木炭ꎬ形成

高热值、洁净环保的燃料ꎬ实现了褐煤的加工升值ꎮ
为了增加产气效果和后期煤基木炭的生产ꎬ可在褐

煤中添加一定量的生物质ꎬ实现褐煤与生物质的联

合厌氧发酵(图 １５)ꎮ
高硫煤中有机硫的脱除一直是难点ꎬ不得不采

用后处理手段ꎬ在煤被利用后处理其生成的含硫气

体ꎬ如电厂的烟道脱硫ꎮ 如前所述ꎬ高有机硫煤在厌

氧发酵产甲烷过程中ꎬ有机硫是可以在细菌的作用

下转化为硫化氢被脱除的ꎬ生成的硫化氢的脱出相

对容易ꎬ且可以资源化的ꎮ
在材料合成方面ꎬ一部分液相产物可以作为合

成新型化工产品的原材料ꎮ 另外ꎬ在发酵的后期ꎬ首
先通入一定量的二氧化碳ꎬ为氢营养型产甲烷菌提

供底物ꎬ将部分二氧化碳还原为甲烷ꎬ实现温室气体

减排ꎻ待这一产气工程基本结束后ꎬ同时注入二氧化

碳和含钙离子的溶液ꎬ并调整 ｐＨ 为碱性ꎬ在合理控

制生成条件下合成纳米方解石ꎬ这是一种用途广泛

的新材料ꎬ在后期的残煤深加工过程中通过洗选回

收该产品ꎮ 对于高硫煤的厌氧发酵系统ꎬ除了实现

上述二氧化碳减排和矿化以外ꎬ发酵过程中生成的

硫化氢的利用可分为 ２ 个阶段—生成阶段和生成后

阶段ꎮ 硫化氢在厌氧发酵生成阶段ꎬ就向煤中添加

含铁化合物、纳米金属ꎬ使之与铁结合生成纳米黄铁

矿ꎬ实现硫化氢的即生即转、不再排出ꎮ 对于生成的

硫化氢ꎬ采用弱碱溶液从气体中脱出后ꎬ将溶解态的

硫化氢合成为纳米黄铁矿ꎬ实现其资源化ꎮ 纳米黄

铁矿是太阳能电池领域的重要材料ꎮ

图 １５　 地面煤层气生物工程

Ｆｉｇ.１５　 Ｃｏａｌｂｅｄ Ｇａｓ ＢｉｏＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ ｉｎ ｇｒｏｕｎｄ

３.３　 地下煤层气生物工程

根据地下煤层气生物工程实施的场所ꎬ可区分

为未采区原始状态下的煤层和采空区残煤ꎮ 对于未

采区的煤层气生物工程可以有 ２ 种实施方式:
１)将以营养液为主的压裂液注入煤层激活煤

层本源微生物进行生物代谢产甲烷ꎬ实现了煤层气

的增产ꎮ 这一技术适合于一些有法律限制的国家和

地区ꎬ一些国家是不允许外来微生物注入的ꎮ
２)将驯化后的微生物菌液作为生物压裂液注

入煤层ꎮ 这 ２ 种方式实施过程中都可以伴注二氧化

２２
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碳ꎬ增加氢营养型甲烷菌作用下甲烷的生成量ꎮ 工

程实施采用的井型多样化ꎬ目前的煤层气井型都可

以实施ꎬ如直井、丛式井和水平井ꎻ每种井型可作为

独立的生产系统运行ꎬ也可以多井联合运作ꎬ即一口

井作为注入井ꎬ周边数口井作为产出井ꎮ 井身结构

的选取可根据煤层地质条件与经济成本进行选择ꎮ
这种工程实施与常规煤层气工程相比唯一的差别就

是将过去的普通压裂液改为生物压裂液ꎬ而伴注二

氧化碳也是一种成熟技术ꎮ 因此ꎬ在工程实施上没

有难度的ꎬ且通过合理优化培养基菌液ꎬ其成本不会

高出原来的压裂液ꎬ经济上也具备技术可行性

(图 １６)ꎮ
中国煤矿采空区分布十分广泛ꎬ由于采煤工艺

和地质条件的限制ꎬ煤炭回采率一般不超过 ５０％ꎻ
同时还有附近的一些薄煤层、沉积岩中的分散有机

质等ꎬ也就是说ꎬ采空区及其上下围岩中可能还有一

层原始煤的有机质可以被利用ꎬ微生物代谢的底物

丰富ꎮ 采空区煤层气生物工程的可操作性和适用性

最为广泛:首先采空区的冒落带、裂隙带有大量的自

由空间ꎬ渗透性非常好ꎬ利于菌液的注入和扩散ꎬ
为微生物的活动提供了更大的空间ꎻ其次采空区

是一个理想的厌氧发酵场所ꎬ为厌氧微生物生长

代谢提供了相对适宜的还原环境ꎻ最后ꎬ不需要压

裂ꎬ直接向采空区灌入菌液和二氧化碳即可ꎮ 在

菌液注入后ꎬ观测动态产气情况ꎬ一旦产气ꎬ就采

用负压抽采ꎮ 产气的后期再注入一定量的二氧化

碳和含钙离子的物质ꎬ二氧化碳和采空区积水中

的钙离子、以及注入的钙离子结合生成方解石ꎬ对
采空区起到固化作用ꎬ防止地面沉降ꎻ同时又实现

了二氧化碳的矿化埋存ꎬ具有改善生态环境和大

气环境双重意义ꎮ
无论是未采区还是采空区煤层气生物工程ꎬ注

入的二氧化碳除了具有上述功能外ꎬ还有一种置换

甲烷产出的作用ꎮ 利用煤的亲二氧化碳能力强于甲

烷、利用分压分体积原理ꎬ都会增加煤吸附二氧化碳

的量ꎬ驱使甲烷解吸产出ꎮ 另外ꎬ二氧化碳是以液态

注入的ꎬ到地下后气化时的体积膨胀ꎬ将会产生微裂

缝增加煤储层的渗透率ꎮ

图 １６　 井下煤层气生物工程

Ｆｉｇ.１６　 Ｕｎｄｅｒｇｒｏｕｎｄ ｃｏａｌｂｅｄ ｇａｓ ｂｉｏｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ

４　 煤层气生物工程发展趋势

煤层气生物工程一经诞生就以其强有力的生命

力在飞速发展ꎬ然而ꎬ必定是一个全新的研究领域ꎬ
涉及到资源、环境、材料三大领域和多个学科ꎬ还有

大量的科学问题和技术难题需要解决ꎬ主要表现在

以下 ６ 个方面ꎮ
４.１　 高效产甲烷菌群的培育

目前实验室采用常规的培养基ꎬ在最佳的温度

下进行的厌氧发酵产气试验ꎬ对于产气机理的探讨

是有益的ꎬ但不能满足煤层气生物工程现场实施的

需求ꎮ 培养基中的各种营养物质的优化和工程实施

没有难度ꎬ难题主要在产甲烷菌上ꎮ 产甲烷菌活动

的最佳温度是 ３５~４５ ℃ꎬ而我国目前煤层气开发比

较活跃的地区的储层温度一般不超过 ３０ ℃ꎬ产甲烷

菌在这一储层温度下代谢能力急剧下降ꎬ产气效果

变差ꎮ 因此ꎬ要做到煤层气生物工程的普适性ꎬ就必

须培育低温、高效产甲烷菌种ꎬ这是首要任务ꎮ
４.２　 煤降解率的提升

产甲烷菌充足的底物来自于水解阶段煤的降

解ꎬ降解率越高ꎬ底物就越丰富ꎬ越利于产甲烷ꎮ 以

往人们采用了很多方法ꎬ如强酸、强碱、真菌等来预

处理煤ꎬ取得了一定的效果ꎬ但这些方法在现场实施

存在难度ꎮ 采用强酸、强碱处理ꎬ会造成储层的酸

敏、碱敏伤害ꎬ还会使得储层的 ｐＨ 变化ꎬ严重影响

产甲烷菌的代谢ꎮ 白腐菌处理更不可取ꎬ其繁殖会

严重堵塞裂缝ꎬ造成储层伤害ꎮ 近期关于二氧化碳

萃取对煤结构的影响以及对生物甲烷生成的影响的

研究取得了可喜的进展ꎬ即那些处于超临界环境的

煤储层ꎬ注入的二氧化碳对煤的萃取作用ꎬ加大了煤
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的降解ꎬ同时改变了煤的表面结构ꎬ促使生物降解的

进行ꎬ将是促使生物煤层气增产的有效途径之一ꎮ
但是ꎬ毕竟处于超临界状态的煤储层ꎬ在目前的煤层

气开发范围内ꎬ这种温压条件还是不多见的ꎬ对于深

部高温高压下的储层肯定是一种有效的途径ꎮ 因

此ꎬ必须加强水解阶段的研究ꎬ培育出降解能力强的

水解菌种是迫切需要解决的问题ꎮ 同时ꎬ还要探索

其他能够实施的、有效增加煤原地“液化”量的、且
不影响产甲烷菌群活动的方法ꎮ
４.３　 微生物代谢生理生化机制分析

目前煤层气生物工程领域的微生物学研究基本

上借鉴了沼气领域的理论和方法ꎬ煤在微生物的作

用下是否和生物质的产甲烷过程相同ꎬ是否严格按

照 ４ 个阶段进行ꎬ都有待探讨ꎮ 从目前的研究看ꎬ有
其相同的部分ꎬ也有不同的一面ꎮ 但是ꎬ对于煤厌氧

发酵产甲烷过程中微生物代谢的生理生化机制的探

讨基本上还没有起步ꎬ这是最根本的问题ꎬ这一问题

不解决ꎬ其他都无据可依ꎮ 因此ꎬ迫切需要借助各方

力量ꎬ尽快开展蛋白组学和代谢组学领域的研究ꎮ
４.４　 工程试验的必要性

目前的实验室对产气条件的研究、培养基的优

化、菌种的驯化等ꎬ都有了比较明确的认识ꎬ要使这

一领域的研究更进一步ꎬ就要进行工程试验ꎬ从试验

中发现问题解决问题ꎬ从而使得这一学科逐渐完善ꎮ
澳大利亚现在正在进行一系列的试验ꎬ预计未来 ２~
３ 年内会有突破性进展ꎮ 为了保持我国在这一领域

的领先地位ꎬ迫切需要进行现场工程试验ꎮ 合理优

选出最佳的采空区和未采区ꎬ进行工程试验ꎬ是促使

这一领域发展的关键ꎮ
４.５　 煤炭微生物脱硫

以往的煤炭微生物脱硫多采用氧化硫铁杆菌将

硫铁矿类的硫化物氧化为硫酸盐硫ꎬ达到脱硫目的ꎮ
这一技术脱除的是无机硫ꎬ且是在氧化环境下进行

的ꎬ对于有机硫目前物理的、生物的还没有有效的办

法ꎬ化学的成本高、严重影响煤质ꎮ 在进行高硫煤厌

氧发酵产甲烷试验时ꎬ发现生成了一定量的硫化氢ꎬ
但又非已知的硫酸盐还原成因ꎬ其潜在的生成机制

还需要深入探讨ꎮ 这将是一种煤中有机硫有效脱除

的新途径ꎬ其潜在效益显著ꎬ是一个极具价值的探索

领域ꎮ
４.６　 新材料合成

新材料合成是煤层气生物工程的一个延伸领

域ꎮ 其中的褐煤提质与煤基活性炭的制作是一个具

有潜在工业价值的领域ꎬ最近笔者已经初步完成了

实验室工作ꎮ 采空区注二氧化碳ꎬ实现其矿化埋存ꎬ

达到固化采空区的目的ꎬ从技术上没有难度ꎬ是可以

实施的ꎮ 纳米黄铁矿和方解石的微生物生成机理要

进行深入研究ꎬ低成本、高效的合成工艺要进一步探

索ꎮ 这一技术的突破将为温室气体减排、煤炭洁净

利用提供创新性技术ꎮ 另外ꎬ可进一步延伸到脱硫

石膏的黄铁矿化ꎬ即利用硫酸盐还原菌将石膏还原

为硫化氢ꎬ硫化氢合成纳米黄铁矿ꎮ

５　 结　 　 语

微生物强化煤层气产出(ＭＥＣＢＭ)经过 １０ 余年

的发展ꎬ成为现今具有自身的理论体系、方法体系和

实用性的一门新兴边缘学科———煤层气生物工程ꎬ
正以其潜在的优势飞速发展ꎮ 煤厌氧发酵的影响因

素和甲烷的生成机制基本查明ꎬ为煤层气生物工程

的实施奠定了理论基础ꎻ该学科的研究方法基本形

成ꎬ特别是增产效果评价方法的建立ꎬ为工程实施提

供了强有力支撑ꎻ现行的经济技术条件下无论是地

面还是井下煤层气生物工程的实施都是可行的ꎮ
中国煤层气勘探开发历经 ４０ 年ꎬ除了个别省份

实现了商业化运作外ꎬ大部分省份还处于艰难的探

索中ꎬ已经施工的 １８ ０００ 口左右的煤层气井中ꎬ只
有 １ / ３ 实现了商业达产ꎬ寻求新的增产技术是当务

之急ꎮ 煤层气生物工程的诞生无疑为中国煤层气井

增产提供了一条新途径ꎬ除了增气、增解、增透实现

煤层气井的增产外ꎬ注入的二氧化碳被微生物还原

为甲烷、二氧化碳与甲烷的竞争吸附对甲烷的驱替ꎬ
也有利于增产ꎻ采空区煤层气生物工程的实施ꎬ实现

了生物采残煤和二氧化碳的甲烷化与矿化ꎬ可见这

一工程实施的环境效益显著ꎮ 还可以延伸到煤炭脱

硫、纳米黄铁矿和方解石的微生物合成等领域ꎮ
煤层气生物工程是一个全新的研究领域ꎬ还有

大量的科学问题需要解决、技术难题需要攻关ꎮ 本

文仅对现阶段这一领域的研究现状进行了系统的总

结ꎬ初步厘定了这一学科的内涵和外延ꎬ并对下一步

迫切需要研究的问题进行了展望ꎬ抛砖引玉ꎬ希望能

够对这一学科的发展有所裨益!
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用研究[Ｊ] .河南理工大学学报:自然科学版ꎬ２０１３ꎬ３２(３):
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[２６] 　 李亚平ꎬ郭红光ꎬ韩　 青ꎬ等.水稻秸秆与煤共降解增产煤层生

物甲烷试验研究 [ Ｊ] .煤炭科学技术ꎬ ２０１８ꎬ４６ ( ４): ２１５－

２２１.　
ＬＩ ＹａｐｉｎｇꎬＧＵＯ ＨｏｎｇｇｕａｎｇꎬＨＡＮ Ｑｉｎｇꎬｅｔ ａｌ. Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｒｅ￣
ｓｅａｒｃｈ ｏｎ ｅｎｃｈａｎｉｎｇ ｂｉｏｇｅｎｉｃ ｍｅｔｈａｎｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｉｎ ｃｏａｌ ｓｅａｍ ｂｙ
ｃｏ－ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｉｃｅ ｓｔｒａｗ ａｎｄ ｃｏａｌ [ Ｊ] . Ｃｏａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ
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ｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏａｌ ａｎｄ ｓｔｒａｗ ｔｏ ｅｎｈａｎｃｅ ｂｉｏｇｅｎｉｃ ｃｏａｌｂｅｄ ｍｅｔｈａｎｅ
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[２８] 　 ＦＡＩＺ ＭꎬＳＴＡＬＫＥＲ ＬꎬＳＨＥＲＷＯＯＤ Ｎꎬｅｔ ａｌ.Ｂｉｏ－ｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔ ｏｆ
ｃｏａｌｂｅｄ ｍｅｔｈａｎｅ ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ ｉｎ ｔｈｅ Ｓｏｕｔｈｅｒｎ Ｓｙｄｎｅｙ Ｂａｓｉｎ [Ｊ] .Ａｐ￣
ｐｅａ Ｊｏｕｒｎａｌꎬ２００３ꎬ４３(１):５９５－６１０.

[２９] 　 苏佳纯ꎬ肖　 钢.利用微生物促进煤层间 ＣＯ２甲烷化的新方法

[Ｊ] .煤炭转化ꎬ２０１３ꎬ３６(４):９０－９３.
ＳＵ ＪｉａｇａｎｇꎬＸＩＡＯ Ｇａｎｇ.Ａ ｐｒｏｐｏｓｅｄ ｐａｔｈｗａｙ ｔｏ ｓｔｉｍｕｌａｔｅ ｂｉｏｇｅｎｉｃ
ｍｅｔｈａｎｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｆｒｏｍ ｃｏａｌ ａｎｄ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｃａｒｂｏｎ ｄｉｏｘｉｄｅ [ Ｊ] .
Ｃｏａｌ Ｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎꎬ２０１３ꎬ３６(４):９０－９３.

[３０] 　 孙　 斌ꎬ李金珊ꎬ承　 磊ꎬ等.低阶煤生物采气可行性:以二连
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盆地吉尔嘎朗图凹陷为例 [ Ｊ] .石油学报ꎬ２０１８ꎬ３９ ( １１):
１２７２－１２７８.
ＳＵＮ Ｂｉｎꎬ ＬＩ Ｊｉｎｓｈａｎꎬ ＣＨＥＮＧ Ｌｅｉꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｆｅａｓｉｂｉｌｉｔｙ ｏｆ
ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｇａｓ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｉｎ ｌｏｗ－ｒａｎｋ ｃｏａｌ:ａ ｃａｓｅ ｓｔｕｄｙ ｏｆ Ｊｉｅｒｇａｌａｎ￣
ｇｔｕ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ Ｅｒｌｉａｎ Ｂａｓｉｎ [Ｊ] .Ａｃｔａ Ｐｅｔｒｏｌｅｉ Ｓｉｎｉｃａꎬ２０１８ꎬ３９
(１１):１２７２－１２７８.

[３１] 　 ＫＵＲＲ ＭꎬＨＵＢＥＲ ＲꎬＫ ＮＩＧ Ｈꎬｅｔ ａｌ.Ｍｅｔｈａｎｏｐｙｒｕｓ ｋａｎｄｌｅｒｉꎬｇｅｎ
ａｎｄ ｓｐ ｎｏｖ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ａ ｎｏｖｅｌ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｈｙｐｅｒｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｉｃ ｍｅｔｈａ￣
ｎｏｇｅｎｓꎬｇｒｏｗｉｎｇ ａｔ １１０℃ [ Ｊ] . Ａｒｃｈｉｖｅｓ ｏｆ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ１９９１ꎬ
１５６(４):２３９－２４７.

[３２] 　 ＰＥＤＥＲＳＥＮ Ｋ.Ｅｘｐｌｏｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｅｅｐ ｉｎｔｒａｔｅｒｒｅｓｔｒｉａｌ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｌｉｆｅ:
ｃｕｒｒｅｎｔ ｐｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅｓ [Ｊ] .ＦＥＭＳ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ Ｌｅｔｔｅｒｓꎬ２０００ꎬ１８５:
９－１６.

[３３] 　 ＰＡＲＫＥＳ Ｒ ＪꎬＣＲＡＧＧ Ｂ ＡꎬＷＥＬＬＳＢＵＲＹ Ｐ.Ｒｅｃｅｎｔ ｓｔｕｄｉｅｓ ｏｎ
ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ ｉｎ ｓｕｂｓｅａｆｌｏｏｒ ｓｅｄｉｍｅｎｔｓ:ａ ｒｅ￣
ｖｉｅｗ [Ｊ] .Ｈｙｄｒｏｇｅｏｌｏｇｙ Ｊｏｕｒｎａｌꎬ２０００ꎬ８(１):１１－２８.

[３４] 　 ＳＵ ＸꎬＺＨＡＯ ＷꎬＸＩＡ Ｄ. Ｔｈｅ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ｈｙｄｒｏｇｅｎ － ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ
ｂａｃｔｅｒｉａ ａｎｄ ｍｅｔｈａｎｏｇｅｎｓ ｗｉｔｈｉｎ ａｎ ｉｎ ｓｉｔｕ ｃｏａｌ ｓｅａｍ [ Ｊ] .Ｂｉｏ￣
ｔｅｃｈｎｏｌ ｆｏｒ Ｂｉｏｆｕｅｌｓꎬ２０１８ꎬ１１:２４５.

[３５] 　 ＬＩ ＤꎬＨＥＮＤＲＹ ＰꎬＦＡＩＺ Ｍ.Ａ ｓｕｒｖｅｙ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ
ｉｎ ｓｏｍｅ Ａｕｓｔｒａｌｉａｎ ｃｏａｌｂｅｄ ｍｅｔｈａｎｅ ｒｅｓｅｒｖｏｉｒｓ [ Ｊ] . Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ
Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｏａｌ Ｇｅｏｌｏｇｙꎬ２００８ꎬ７６(１ / ２):１４－２４.

[３６] 　 ＫＬＥＩＮ Ｄ ＡꎬＦＬＯＲＥＳ Ｒ ＭꎬＶＥＮＯＴ Ｃꎬｅｔ ａｌ.Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｒｏｍ Ｐａｌｅｏｃｅｎｅ Ｆｏｒｔ Ｕｎｉｏｎ Ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｃｏａｌｓ ｖｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｐｒｏｄｕｃｅｄ ｗａｔｅｒｓ:ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ＣＢＭ ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ [ Ｊ] . Ｉｎｔｅｒｎａ￣
ｔｉｏｎａｌ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｏａｌ Ｇｅｏｌｏｇｙꎬ２００８ꎬ７６(１ / ２):３－１３.

[３７] 　 ＦＲＹ Ｊ ＣꎬＨＯＲＳＦＩＥＬＤ ＢꎬＳＹＫＥＳ Ｒꎬｅｔ ａｌ.Ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ
ａｎｄ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｉｎ ａｎ ｉｎｔｅｒｂｅｄｄｅｄ ｃｏａｌ ｄｅｐｏｓｉｔꎬ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ａ
ｐｒｅｖｉｏｕｓｌｙ ｄｅｅｐｌｙ ｂｕｒｉｅｄ ｓｅｃｔｉｏｎ (１.６ ~ ２.３ ｋｍ) ａｂｏｖｅ １５０ Ｍａ
ｂａｓｅｍｅｎｔ ｒｏｃｋ [ Ｊ] . Ｇｅｏｍｉｃｒｏｂｉｏｌ Ｊｏｕｒｎａｌꎬ ２００９ꎬ ２６ ( ３): １６３－

１７８.　
[３８] 　 ＰＥＮＮＥＲ Ｔ ＪꎬＦＯＧＨＴ Ｊ ＭꎬＢＵＤＷＩＬＬ Ｋ.Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ

ｗｅｓｔｅｒｎ Ｃａｎａｄｉａｎ ｓｕｂｓｕｒｆａｃｅ ｃｏａｌ ｂｅｄｓ ａｎｄ ｍｅｔｈａｎｏｇｅｎｉｃ ｃｏａｌ ｅｎ￣
ｒｉｃｈｍｅｎｔ ｃｕｌｔｕｒｅｓ [ Ｊ] . Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｏａｌ Ｇｅｏｌｏｇｙꎬ
２０１０ꎬ８２(１ / ２):８１－９３.

[３９] 　 ＳＵ ＸꎬＺＨＡＯ ＷꎬＸＩＡ Ｄꎬｅｔ ａｌ.Ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ Ａｃｃｌｉｍａ￣
ｔｉｏｎ ｔｏ Ｌｉｇｎｉｔｅ Ｂｉｏｍｅｔｈａｎｉｚａｔｉｏｎ [ Ｊ] . Ｅｎｅｒｇｙ ＆ Ｆｕｅｌｓꎬ２０２０ꎬ３４
(３):３２２３－３２３８.

[４０] 　 ＺＨＡＮＧ ＪꎬＰＡＲＫ Ｓ ＹꎬＬＩＡＮＧ Ｙꎬｅｔ ａｌ.Ｆｉｎｄｉｎｇ ｃｏｓｔ－ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｎｕ￣
ｔｒｉｅｎｔ ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｅｖａｌｕａｔｉｎｇ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ｂｉｏ￣
ｇａｓｉｆｙｉｎｇ ｂｉｔｕｍｉｎｏｕｓ ｃｏａｌ ｔｏ ｍｅｔｈａｎｅ ｅｘ ｓｉｔｕ[Ｊ] .Ａｐｐｌｉｅｄ Ｅｎｅｒｇｙꎬ
２０１６ꎬ１６５: ５５９－５６８.

[４１] 　 ＷＥＩ ＭꎬＹＵ ＺꎬＪＩＡＮＧ Ｚꎬｅｔ ａｌ.Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｎｄ ｂｉｏｇｅｎｉｃ
ｍｅｔｈａｎｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｏｆ ａ ｔｈｅｒｍｏｇｅｎｉｃ－ｇａｓ ｃｏａｌ ｍｉｎｅ [ Ｊ] . Ｉｎｔｅｒｎａ￣
ｔｉｏｎａｌ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｏａｌ Ｇｅｏｌｏｇｙꎬ２０１４ꎬ１３４ / １３５:９６－１０７.

[４２] 　 ＧＡＬＬＡＧＨＥＲ Ｌ ＫꎬＧＬＯＳＳＮＥＲ Ａ ＷꎬＬＡＮＤＫＡＭＥＲ Ｌ Ｌꎬｅｔ ａｌ.
Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｃｏａｌ ｏｘｉｄａｔｉｏｎ ｏｎ ｍｅｔｈａｎｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ
ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｉｎ Ｐｏｗｄｅｒ Ｒｉｖｅｒ Ｂａｓｉｎ ｃｏａｌ [ Ｊ ] .
Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｏａｌ Ｇｅｏｌｏｇｙꎬ２０１３ꎬ１１５:７１－１７８.

[４３] 　 ＪＩ ＺꎬＬＩＡＮＧ ＹꎬＰＡＮＤＥＹ Ｒꎬｅｔ ａｌ.Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｉｎｇ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍ￣
ｍｕｎｉｔｉｅｓ ｄｅｄｉｃａｔｅｄ ｆｏｒ ｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ ｏｆ ｃｏａｌ ｔｏ ｍｅｔｈａｎｅ ｉｎ ｓｉｔｕ ａｎｄ
ｅｘ ｓｉｔｕ [ Ｊ] . Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｏａｌ Ｇｅｏｌｏｇｙꎬ ２０１５ꎬ １４６:
１４５－１５４.

[４４] 　 ＢＡＯ ＹꎬＨＵＡＮＧ Ｈ ꎬＨＥ Ｄꎬｅｔ ａｌ.Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｅｎｈａｎｃｉｎｇ ｃｏａｌ－ｂｅｄ
ｍｅｔｈａｎｅ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｐｏｔｅｎｔｉａｌꎬｃｏｎｓｔｒａｉｎｔｓ ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ:ａ ｍｉｎｉ－

ｒｅｖｉｅｗ[Ｊ] .Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｎａｔｕｒａｌ Ｇａｓ Ｓｃｉｅｎｃｅ ＆ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇꎬ２０１６ꎬ
３５:６８－７８.

[ ４５ ] 　 ＳＴＲＡＰＯＣ Ｄꎬ ＭＡＳＴＡＬＥＲＺ Ｍꎬ ＤＡＷＳＯＮ Ｋꎬ ｅｔ ａｌ.
Ｂｉｏｇｅｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ｏｆ Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ Ｃｏａｌ－Ｂｅｄ Ｍｅｔｈａｎｅ[Ｊ] .Ａｎｎｕａｌ Ｒｅ￣
ｖｉｅｗ ｏｆ Ｅａｒｔｈ ＆ Ｐｌａｎｅｔａｒｙ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ２０１１ꎬ３９(１):６１７－６５６.

[４６] 　 ＢＡＲＮＨＡＲＴ Ｅ ＰꎬＤＥ ＬＥ Ｎ Ｋ ＢꎬＲＡＭＳＡＹ Ｂ Ｄꎬｅｔ ａｌ.Ｉｎｖｅｓｔｉｇａ￣
ｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏａｌ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ａｎｄ ａｒｃｈａｅａｌ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｆｒｏｍ ａ
ｄｉｆｆｕｓｉｖｅ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｓａｍｐｌｅｒ (ＤＭＳ) [ Ｊ] . Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ
Ｃｏａｌ Ｇｅｏｌｏｇｙꎬ２０１３ꎬ１１５:６４－７０.

[４７] 　 ＳＩＮＧＨ Ｄ ＮꎬＫＵＭＡＲ ＡꎬＳＡＲＢＨＡＩ Ｍ Ｐꎬｅｔ ａｌ.Ｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎ－ｉｎｄｅ￣
ｐｅｎｄｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ａｒｃｈａｅａｌ ａｎｄ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｆｏｒ￣
ｍａｔｉｏｎ ｗａｔｅｒ ｉｎ ａｎ Ｉｎｄｉａｎ ｃｏａｌ ｂｅｄ ｔｏ ｅｎｈａｎｃｅ ｂｉｏｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ
ｏｆ ｃｏａｌ ｉｎｔｏ ｍｅｔｈａｎｅ [ Ｊ] . Ａｐｐｌ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌꎬ２０１２ꎬ９３
(３):１３３７－１３５０.

[４８] 　 ＳＴＲＡＰＯＣ ＤꎬＰＩＣＡＲＤＡＬ Ｆ ＷꎬＴＵＲＩＣＨ Ｃꎬｅｔ ａｌ.Ｍｅｔｈａｎｅ－ｐｒｏ￣
ｄｕｃｉｎｇ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｉｎ ａ ｃｏａｌｂｅｄ ｏｆ ｔｈｅ Ｉｌｌｉｎｏｉｓ Ｂａｓｉｎ
[Ｊ] .Ａｐｐｌ Ｅｎｖｉｒｏｎ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌꎬ２００８ꎬ７４(１２):２４２４－２４５５.

[４９] 　 ＷＥＩ ＭꎬＹＵ ＺꎬＺＨＡＮＧ Ｈ.Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｎｄ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｉｎ ａ
ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｓｍａｌｌ－ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｃｏａｌ ｍｉｎｅ ｏｆ Ｃｅｎｔｒａｌ Ｃｈｉｎａ [ Ｊ] .
Ｅｎｅｒｇｙ Ｆｕｅｌｓꎬ２０１３ꎬ２７(７):３８２１－３８２９.

[５０] 　 ＳＴＲＡＰＯＣ ＤꎬＡＳＨＢＹ ＭꎬＷＯＯＤ Ｌꎬｅｔ ａｌ.Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｉｏｎ
ｏｆ ｍｅｔｈｙｌ / ｍｅｔｈａｎｏｌ－ｕｔｉｌｉｓｉｎｇ ｍｅｔｈａｎｏｇｅｎｉｃ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ａ ｓｕｂｓｕｒ￣
ｆａｃｅ ｂｉｏｇａｓ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ [ Ｃ ] / / Ａｐｐｌｉｅｄ ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ
ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｂｉｏｌｏｇｙ ｉｎ ｏｉｌｆｉｅｌｄ ｓｙｓｔｅｍｓ. Ｂｅｒｌｉｎ: Ｓｐｒｉｎｇｅｒꎬ ２０１０:
２１１－２１６.

[５１] 　 ＨＡＲＭＳ ＣꎬＳＣＨＬＥＩＣＨＥＲ ＡꎬＣＯＬＬＩＮＳ Ｍ Ｄꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｉｓｓｉｅｒｅｌｌａ
ｃｒｅａｔｉｎｏｐｈｉｌａ ｓｐ ｎｏｖꎬａ ｇｒａｍ ｐｏｓｉｔｉｖｅꎬａｎａｅｒｏｂｉｃꎬｎｏｎ－ｓｐｏｒｅ ｆｏｒｍ￣
ｉｎｇꎬｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ ｆｅｒｍｅｎｔｉｎｇ ｏｒｇａｎｉｓｍ [ Ｊ] . Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ
Ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ Ｂａｃｔｅｒｉｏｌｏｇｙꎬ１９９８ꎬ４８(３): ９８３－９９３.

[５２] 　 ＭＡＲＡ ＫꎬＤＥＣＯＲＯＳＩ ＦꎬＶＩＴＩ Ｃꎬｅｔ ａｌ.Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ａｎｄ ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ ｓｔｒａｉｎｓ ａｂｌｅ ｔｏ ｄｅｇｒａｄｅ ｄｉｅｓｅｌ
ｆｕｅｌ [Ｊ] .Ｒｅｓ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌꎬ２０１２ꎬ１６３(３):１６１－１７２.

[５３] 　 ＢＲＥＩＴＥＮＳＴＥＩＮ ＡꎬＷＩＥＧＥＬ ＪꎬＨＡＥＲＴＩＧ Ｃꎬｅｔ ａｌ.Ｒｅｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｏｆ Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｈｙｄｒｏｘｙｂｅｎｚｏｉｃｕｍ ａｓ ｓｅｄｉｍｅｎｔｉｂａｃｔｅｒ ｈｙｄｒｏｘｙ￣
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