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摘  要：【背景】针对煤燃烧过程中碱金属钠对燃煤设备和气化效率的影响，以及酸洗过程中产生

酸性废水等问题。【目的】提出利用微生物脱除煤中有机钠的新方法。【方法】从内蒙古乌兰察布

市察哈尔右翼前旗黄旗海分离、筛选一株脱除煤中有机钠的菌株，通过形态特征、生理生化特性

以及 16S rRNA 基因序列分析对菌株进行鉴定，构建其系统发育树，通过单因素试验探究细菌最适

的生长条件并绘制其生长曲线，确定煤中有机钠最佳的脱除条件，并在最佳条件下评估其脱除效

果。【结果】筛选到一株能够脱除煤中有机钠的菌株，经鉴定为水生鞘氨醇单胞菌。该菌株的最佳

生长条件为：温度 30 ℃、初始 pH 8.0、接种量 3%、装液量 100 mL、摇床转速 150 r/min、最佳碳

源为葡萄糖(4 g/L)、最佳氮源为蛋白胨(13 g/L)；煤中有机钠的最佳脱除条件为：初始 pH 8.0、装

液量 80 mL、煤浆浓度 5 g/L、接种量 7%。该条件下菌株 CSW-1 对煤中有机钠的脱除率为 23.79%。

【结论】首次提出细菌脱除煤中有机钠的新方法，为煤炭的高效清洁利用提供了新思路。 

关键词：煤；有机钠；水生鞘氨醇单胞菌；筛选；脱除效率 
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Abstract: [Background] The alkali metal sodium affects coal burning equipment and 
gasification efficiency in the coal combustion process and acid wastewater is produced in the 
pickling process. [Objective] To propose a novel method for removing organic sodium from 
coal by microorganisms. [Methods] A bacterial strain, which was isolated and screened out 
from Huangqihai, Chahar Right Front Banner, Ulanqab, Inner Mongolia, was identified based 
on morphological, physiological, and biochemical characteristics and the 16S rRNA gene 
sequence, and a phylogenetic tree was constructed. The optimal growth conditions of the strain 
were investigated by single factor tests, and the growth curve was plotted. The optimal removal 
conditions of organic sodium in coal by the strain were determined, and the removal effect was 
evaluated under the optimal conditions. [Results] A strain that can remove organic sodium from 
coal was screened out and identified as Sphingomonas aquatilis. The strain showed the best 
growth performance in the medium with glucose (4 g/L) as the carbon source, peptone (13 g/L) 
as the nitrogen source, and initial pH 8.0 when it was cultured at 30 ℃ and 150 r/min with the 
inoculum quantity of 3% and liquid loading of 100 mL. The optimal removal conditions of 
organic sodium from coal were as follows: initial pH 8.0, liquid loading of 80 mL, coal slurry 
concentration of 5 g/L, and inoculum quantity of 7%. Under the conditions, the removal 
efficiency of organic sodium from coal by strain CSW-1 was 23.79%. [Conclusion] A novel 
method for removing organic sodium from coal by microorganisms is proposed for the first 
time, which provides a new idea for the efficient and clean utilization of coal. 
Keywords: coal; organic sodium; Sphingomonas aquatilis; screening; removal efficiency 
 

煤中碱金属钠的存在对燃烧、气化和配煤

炼焦产生了许多负面影响，如燃煤锅炉尾部受

热面的结渣、玷污、积灰和腐蚀[1-2]，以及在配

煤炼焦过程中影响焦炭的反应性和热强度等[3]。

煤中的有机钠主要来源于成煤过程中无机钠的

迁移及成煤植物[4-5]，是碱金属钠的重要组成部

分。按照逐级萃取的方法，利用乙酸铵提取以

羧酸盐形式存在的有机钠，以配位结构出现在

煤含氮或含氧官能团上的有机钠只能通过稀盐

酸萃取[6-7]。然而该工艺过程会产生含氯化物和

硫酸盐的酸性废水，增加了工业成本，不利于

经济效益的提升。Hulston 等[8]发现机械热压脱

水 提 质 技 术 (mechanical thermal expression, 
MTE)显著降低了煤中水溶性的钠元素，而有机

结合的钠元素基本不受影响。因此，亟待寻找

一种能够有效、绿色且经济的脱除煤中有机钠

的替代技术。 
与传统的湿法冶金工艺相比，生物冶金技
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术因其良好的选择性、经济性和环保性而受到

越来越多的关注。该技术广泛应用于提升矿物质

量、回收有价元素和去除有害金属等[9-10]。学者

们对微生物脱除煤中的硫元素进行了大量研究。

杨水兰等[11]研究了茫崖诺卡氏菌脱除云南补木

嘎高硫煤中硫元素的最优工艺条件，在该条件下

云南补木嘎高硫煤的脱硫率为 70.18%。Ye 等[12]

利用煤自身存在的原生微生物和外来微生物脱

除煤中的硫元素，经过 36 d 的生物脱硫处理，

原生微生物对黄铁矿的去除率为 77.68%，外来

微生物对黄铁矿的去除率为 87.88%。Hu 等[13]

采用两步生物浸出法分别去除煤中的有机硫和

无机硫，结果发现煤中有机硫的去除率在 80%
以上。可以发现，利用生物冶金技术处理煤中的

硫元素取得了理想的效果。然而，尚无学者将微

生物浸出技术应用于脱除煤中的有机钠元素，

因此，筛选能够脱除煤中有机钠的优势菌株并

研究细菌对煤中有机钠的脱除效果，对降低有

机钠元素在煤炭利用中的危害具有重要价值。 
从内蒙古自治区乌兰察布市察哈尔右翼前

旗黄旗海的土壤样品中分离、筛选对煤中有机

钠有作用效果的菌株，通过形态特征、生理生

化特性和 16S rRNA 基因序列分析对菌株进行

鉴定，通过单因素试验探究细菌最适的生长条

件，以及煤中有机钠最佳的脱除条件，并在最

佳条件下评估其脱除效果，以期该菌株在煤炭

高效清洁利用中发挥其应用价值。 

1  材料与方法 
1.1  样品 

采样点位于内蒙古自治区乌兰察布市察哈

尔 右 翼 前 旗 黄 旗 海 (40°46′10ʺ−41°01′05ʺN, 
113°06′45ʺ−113°27′40ʺE)，平均海拔 1 316.8 m，

该区域的盐度偏高，属于强碱性咸水湖，其含

水层矿化度小于 1 g/L，为 HCO3-Mg-Na 型水，

该水域土壤样品的物相分析如图 1 所示。其无

机矿物组成主要是石英、钾长石和富钠钙长石。 
煤样取自山西省汾西县正善煤矿二号煤。

原煤经破碎、筛分后，以−125 μm 粒级的煤样

作为试验对象，所有样品在密封条件下储存以

防止氧化。通过浮选法将煤样中的灰分降低至

3.01%，煤灰的物相分析如图 2 所示，其无机矿

物组成主要是石膏和石英，表明煤中基本不存

在含钠的无机矿物。 
 

 
 
图 1  土壤中无机矿物的 X 射线衍射图谱 
Figure 1  X-ray diffraction pattern of inorganic 
minerals in soil. 
 

 
 
图 2  煤灰中无机矿物的 X 射线衍射图谱 
Figure 2  X-ray diffraction pattern of inorganic 
minerals in coal ash. 



 
陈转明 等 | 一株煤中有机钠脱除菌的分离、优化及其作用效果 1553 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

1.2  培养基 
富集培养基：牛肉膏蛋白胨培养基按参考

文献[14]配制。复筛培养基(g/L)：牛肉膏 3.0，
蛋白胨 10.0，钠长石 5.0、10.0、15.0、20.0，
pH 7.4−7.6。适应性试验培养基(g/L)：牛肉膏

3.0，蛋白胨 10.0，煤 5.0、10.0、15.0、20.0，
pH 7.4−7.6。种子液培养基(g/L)：葡萄糖 4.0，
蛋白胨 13.0，氯化钠 5.0，pH 8.0。各液体培养基

对应的固体培养基中分别加入 20.0 g/L 的琼脂。 

1.3  主要试剂和仪器 
牛肉膏和蛋白胨，北京博奥星生物技术有

限公司；葡萄糖，天津福晨化学试剂有限公司；

氯化钠和琼脂，天津市北辰方正化学试剂厂；

细菌 DNA 提取试剂盒，上海玉博生物科技有限

公司；PCR 聚合酶 KOD OneTM PCR Master Mix，
TOYOBO 公司。 

恒温加热磁力搅拌器，常州国华电器公司；

可见光分光光度计，上海菁华科技仪器有限公

司；智能光照培养箱，宁波江南仪器制造厂；

立式高压蒸汽灭菌锅，上海三申医疗器械有限

公司；离子计，上海仪电科学仪器股份有限公司；

测序仪和 PCR 仪，Applied Biosystems 公司。 

1.4  菌株的富集与初筛 
取 10 g 土壤样品加入 90 mL 无菌水中，在

磁力搅拌器上搅拌 20−30 min 至细菌与土壤充

分分离，静置 30 min，用移液枪吸取土壤悬液，

利用平板稀释涂布法在牛肉膏蛋白胨固体培养

基上涂布并置于 30 ℃恒温培养箱中，12 h 后将

平板倒置，24 h 后开始观察菌落的生长情况[15]。

根据菌落形态和颜色的差异挑取少许菌苔在牛

肉膏蛋白胨固体培养基上进行平板划线，待菌

苔长出后，检查其形态特征是否一致。若发现

杂菌，须再次进行纯化，直到显微镜下的菌落

形态不再发生改变。取纯化后的菌落接于牛肉

膏蛋白胨培养基中，30 ℃、150 r/min 富集培养

24 h，将富集菌液置于 4 ℃冰箱中供后续试验

使用。 

1.5  菌株的复筛 
取不同稀释倍数(10−4、10−5、10−6)的富集

菌液涂布于以钠长石为唯一钠源的复筛固体培

养基上，钠长石的添加量依次为 5.0、10.0、15.0、
20.0 g/L，并置于 30 ℃恒温培养箱中培养 48−72 h，
观察菌落的生长情况，挑取在不同添加量钠长

石的培养基中稳定生长的细菌接种于复筛培养

基中，继续进行驯化培养。 

1.6  菌株的适应性试验 
取不同稀释倍数(10−4、10−5、10−6)的经过

驯化培养的菌液涂布于菌株的适应性试验固体

培养基上，煤的添加量依次为 5.0、10.0、15.0、
20.0 g/L，并置于 30 ℃恒温培养箱中培养 48−72 h，
观察菌落的生长情况，挑取在不同添加量煤样

的固体培养基中稳定生长的细菌接种于适应性

试验培养基中，继续进行适应培养。 

1.7  煤中有机钠脱除试验 
取 1 g 煤样置于适应性试验培养基中，设

置初始 pH 7.5，装液量为 100 mL，于 121 ℃灭

菌 20 min，待培养基冷却后，试验组分别接入

5 mL 菌液，于 30 ℃、150 r/min 培养 10 d 后测

定发酵液中的 Na+浓度。 

1.8  菌株的鉴定 
1.8.1  形态特征观察 

将菌液进行稀释平板涂布，观察其菌落的

形状、颜色和表面形态等。取少量菌苔进行革

兰氏、鞭毛、荚膜、芽孢染色，在光学显微镜

下观察其菌体特征[16]。 
1.8.2  生理生化特性分析 

根据《常见细菌系统鉴定手册》[17]中生理

生化检测方法对菌株的生理生化特性进行测定。 
1.8.3  16S rRNA 基因扩增及测序 

将筛选得到的菌株进行活化培养，利用细
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菌 DNA提取试剂盒提取菌株的全基因组 DNA。

利用通用引物 27F (5'-AGAGTTTGATCCTGG 
CTCAG-3')和 1492R (5'-GGTTACCTTGTTAC 
GACTT-3')对样品 DNA 进行扩增。PCR 反应体

系：灭菌水 20 μL，KOD OneTM PCR Master Mix 
25 μL，DNA 模板(4 ng/μL) 2 μL，正、反向引

物(10 μmol/L)各 1.5 μL。PCR 反应条件：98 ℃ 
2 min；98 ℃ 10 s，55 ℃ 8 s，68 ℃ 2 s，35 个

循环；68 ℃ 1 min。利用 1%琼脂糖凝胶电泳检

验 PCR 产物，利用测序仪对 PCR 产物进行测

序。PCR 产物条带理论大小约为 1 500 bp，采

用引物 722F (5'-AACACCAGTGGCGAAGGC-3')
和 907R (5'-CCGTCAATTCCTTTRAGTTT-3')从
中间往两端对 PCR 产物进行测序。测得的序列

与 NCBI 数据库中的模式菌株基因序列进行

BLAST 比对，选取相关序列在 MEGA 11.0 软

件中进行系统发育树的构建。 

1.9  生长特性试验 
1.9.1  温度 

取培养 24 h 的菌液接于装液量为 100 mL
的牛肉膏蛋白胨培养基中，初始 pH 7.5，分别

在培养温度为 20、25、30、35、40 ℃的摇床中

150 r/min 培养 60 h，取上清液在可见光分光光

度计中测定菌液的吸光度(OD600)，测定 3 次，

取平均值。 
1.9.2  初始 pH 

取培养 24 h 的菌液接于装液量为 100 mL
的牛肉膏蛋白胨培养基中，初始 pH 值分别为

3.0、4.0、5.0、6.0、7.0、8.0、9.0、10.0、11.0，
30 ℃、150 r/min 培养 60 h，取上清液在可见光

分光光度计中测定菌液的吸光度(OD600)，测定

3 次，取平均值。 
1.9.3  接种量 

取培养 24 h 的菌液按体积分数 1%、3%、

5%、7%、9%、11%分别接于装液量为 100 mL

的牛肉膏蛋白胨培养基中，30 ℃、150 r/min 培

养 60 h，取上清液在可见光分光光度计中测定

菌液的吸光度(OD600)，测定 3 次，取平均值。 
1.9.4  装液量 

取培养 24 h 的菌液分别接于装液量为 40、
60、80、100、120、140 mL 的牛肉膏蛋白胨培

养基中，30 ℃、150 r/min 培养 60 h，取上清液

在可见光分光光度计中测定菌液的吸光度

(OD600)，测定 3 次，取平均值。 
1.9.5  摇床转速 

取培养 24 h 的菌液接于装液量为 100 mL
的牛肉膏蛋白胨培养基中，分别在转速为 100、
125、150、175、200 r/min 的摇床中培养 60 h，
取上清液在可见光分光光度计中测定菌液的吸

光度(OD600)，测定 3 次，取平均值。 
1.9.6  碳源 

取培养 24 h 的菌液接于装液量为 100 mL
的牛肉膏蛋白胨培养基中，该培养基中分别以

牛肉膏、葡萄糖、蔗糖、柠檬酸和甘露醇作为

唯一碳源，考察不同碳源对细菌生长的影响，

30 ℃、150 r/min 培养 60 h，取上清液在可见光

分光光度计中测定菌液的吸光度(OD600)。同时

考察不同碳源浓度下细菌的生长情况，测定 3 次，

取平均值。 
1.9.7  氮源 

取培养 24 h 的菌液接于装液量为 100 mL
的牛肉膏蛋白胨培养基中，该培养基中分别以

蛋白胨、麦芽浸粉、(NH4)2SO4、KNO3、NH4Cl
和(NH4)2HPO4 作为唯一氮源，考察不同氮源对

细菌生长的影响，30 ℃、150 r/min 培养 60 h，
取上清液在可见光分光光度计中测定菌液的吸

光度(OD600)。同时考察不同氮源浓度下细菌的

生长情况，测定 3 次，取平均值。 

1.10  生长曲线的测定 
取 3 mL 培养 24 h 的纯菌液接于装液量为



 
陈转明 等 | 一株煤中有机钠脱除菌的分离、优化及其作用效果 1555 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

100 mL 的种子液培养基中，培养基初始 pH 值

为 8.0，30 ℃、150 r/min 进行培养。分别于

1、2、3、6、9、12、15、24、28、32、36、
48、52、56、60、72、76、90 h 取 5 mL 菌液

于 2 400 r/min 离心 10 min，取上清液在可见光

分光光度计中测定培养液的吸光度(OD600)，设

置平行试验。 

1.11  有机钠脱除条件优化 
在菌株的最佳生长条件下，通过单因素试

验确定煤中有机钠的最佳脱除条件。(1) 初始

pH：取 5%的菌液接于装液量为 100 mL 不含

NaCl 的种子液培养基中，初始 pH 值分别为 6.0、
7.0、8.0、9.0，煤浆浓度为 10 g/L。(2) 装液量：

取 5%的菌液接于初始 pH 值为 8.0 不含 NaCl
的种子液培养基中，装液量分别设置为 60、80、
100、120 mL，煤浆浓度为 10 g/L。(3) 煤浆浓

度：取 5%的菌液接于装液量为 80 mL 不含 NaCl
的种子液培养基中，设置煤浆浓度分别为 5、
10、15、20 g/L，初始 pH 值为 8.0。(4) 接种量：

分别取 1%、3%、5%、7%的菌液接于煤浆浓度

为 5 g/L、初始 pH 值为 8.0、装液量为 80 mL
不含 NaCl 的种子液培养基中。煤中有机钠的脱

除试验在 30 °C、150 r/min 的摇床中进行，并

在 0、2、4、6、8、10 d 进行取样，取样 3 次，

通过离子计测定发酵液中 Na+浓度，确定菌株

脱除煤中有机钠的最佳条件。 

1.12  有机钠脱除效果评估 
在细菌脱除煤中有机钠的最佳条件下评估

有机钠的脱除效果，原煤和浸渣中有机钠的含

量按照参考文献[18]测定，有机钠的脱除效果按

公式(1−3)计算。 

HAc-coal 1 (HAc-coal) 2 (HAc-coal) 1 (HAc-coal)(%)= / 100w w wη − ×  
             (1) 

HCl-coal 1 (HCl-coal) 2 (HCl-coal) 1 (HCl-coal)(%)= / 100w w wη − ×  

              (2) 

+ 1 (HAc-coal) 1 (HCl-coal)Total-Na

2 (HAc-coal) 2 (HCl-coal) 1 (HAc-coal) 1 (HCl-coal)

(%)=[ ]
[ ] / [ ] 100

+
+ +

w w

w w w w

η −

×
 

(3) 
式中： 1 (HAc-coal)w 为乙酸铵从原煤中提取的有机

钠的质量分数； 1 (HCl-coal)w 为盐酸从原煤中提取的

有机钠的质量分数； 2 (HAc-coal)w 为乙酸铵从浸渣

中提取的有机钠的质量分数； 2 (HCl-coal)w 为盐酸

从浸渣中提取有机钠的质量分数。 

2  结果与讨论 
2.1  菌株的分离与筛选结果 

经过多次的分离纯化，共获得 27 株在形

状、颜色及表面形态等方面存在差异性的菌株。

将这 27 株细菌在以钠长石为唯一钠源的固体

培养基上进行驯化培养，然后在不同添加量煤

样的培养基中进行适应性培养，取稀释倍数为

10−4、10−5、10−6 的发酵液涂布于不同煤种的固

体培养基上，观察其生长状况，取生长状况较

好的细菌接于适应性试验培养基中，重复进行

试验，直到筛选出能够在不同煤种固体培养基

中稳定生长的菌株。利用筛选出的 7 株细菌进

行煤中有机钠的脱除试验并测定发酵液中的

Na+含量，结果如表 1 所示。菌株 CSW-1、CSZ-1、
LXX-3 的发酵液中 Na+含量较高，其含量均在

100 mg/L 以上，说明这 3 株菌对煤中有机钠有 

 
表 1  发酵液中的钠离子浓度 
Table 1  Sodium ion concentration in zymotic fluid 
Strains No. Concentration of Na+ (mg/L) 

CSW-1 138.65 
CSZ-1 115.89 
CLX-2 67.65 
LLX-1 92.06 
SYE-4 39.78 
LXX-3 104.90 
CZZ-2 89.67 
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较好的脱除效果。其中，菌株 CSW-1 的脱除效果

最好，其培养液中的 Na+浓度达到 138.65 mg/L。
因此，选择菌株 CSW-1 作为最佳菌株，并用于

后续细菌的生长条件优化和煤中有机钠的脱除

试验。 
2.2  菌株鉴定结果 
2.2.1  形态学特征 

菌株 CSW-1在固体培养基上菌落形态及显

微镜下的菌体特征见表 2。通过平板观察，菌落

呈圆形、黄色、边缘完整、不透明，表面湿润

且光滑。光学显微镜下观察到细菌存在荚膜，

无芽孢、鞭毛，革兰氏染色后菌体呈红色，表

明筛选菌株为革兰氏阴性菌。 
2.2.2  生理生化特性 

菌株 CSW-1 的生理生化特性见表 3。该菌

株在代谢过程中不能分解含硫有机物产生 H2S，
细菌的 Voges-Prokauer 测试呈现阴性，表明细菌

不能分解葡萄糖产生丙酮酸。细菌能够产生淀粉

水解酶和过氧化氢酶，但不能分泌明胶酶来分解

明胶。此外，细菌不能分解蛋白胨中的色氨酸产

生吲哚，也不能利用柠檬酸盐作为其碳源。 
2.2.3  16S rRNA 基因序列分析 

菌株 CSW-1经 16S rRNA基因扩增和测序， 
 

表 2  菌株 CSW-1 的形态学特征 
Table 2  Morphological characteristics of strain 
CSW-1 
项目 Project 结果 Result 
形状 Form 圆形 Circular 
颜色 Color 黄色 Yellow 
边缘 Margin 完整 Entire 
透明度 Transparency 不透明 Opacification 
表面形态 Surface texture 湿润且光滑 Moist and smooth 
革兰氏染色 Gram staining G– 
芽孢 Spore – 
鞭毛 Flagellum – 
荚膜 Capsule + 
+：有；–：无；G–：革兰氏阴性 
+: Yes; –: No; G–: Gram-negative. 

表 3  菌株 CSW-1 的生理生化特性 
Table 3  Physiological and biochemical characteristics 
of strain CSW-1 
项目 Project 结果 Result 
硫化氢 Hydrogen sulfide – 
明胶液化 Gelatin liquefaction – 
过氧化氢酶 Catalase + 
淀粉水解 Starch hydrolysis + 
Voges-Prokauer – 
柠檬酸盐 Citrate – 
吲哚 Indole – 
+：阳性；–：阴性 
+: Positive; –: Negative.  

 
获得的基因序列大小约为 1 500 bp，将所得的

序列在 NCBI 数据库中进行 BLAST 比对后使用

MEGA 11.0 软件的 neighbor-joining 方法构建系

统发育树(图 3)。菌株 CSW-1 与水生鞘氨醇单胞

菌(Sphingomonas aquatilis) NBRC 16722 的亲缘

关系最近，相似度高达 100%，结合形态特征和

生理生化特性与其同属近缘模式种的比较[19-20]，

进一步确定菌株 CSW-1 为水生鞘氨醇单胞菌。 

2.3  生长特性试验结果 
2.3.1  温度的影响 

在细菌新陈代谢的过程中，酶的活性、细

胞质膜的流动性以及物质的溶解等会受到温度

的影响[21-22]。在不同温度条件下对菌株 CSW-1
进行培养，稳定生长期测得的菌液吸光度(OD600)
与温度的关系如图 4 所示，该菌株的 OD600 值随

温度的升高呈先增大后减小的趋势。当温度为

20、35、40 ℃时，菌株的OD600 偏低，细菌生

长缓慢。低温条件下细菌的生物膜处于凝固状

态，生长所需要的营养物质不能正常运输；温

度偏高时，细菌中的核酸、蛋白质等会发生变

性，抑制微生物的生长[23]。在 25−30 ℃的温度

条件下，菌株的 OD600 整体偏高，说明该条件下

细菌的生长状况良好。当温度为 30 ℃时，菌株

的 OD600 达到最大值，此时该菌株的代谢速度最 
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图 3  基于 16S rRNA 基因序列构建菌株 CSW-1 的系统发育树   发育树节点数值表示 bootstrap 值；发

育树标尺为 0.01，表示平均每个核苷酸位置有 0.01 个差异；括号中序号为 GenBank 登录号 
Figure 3  Phylogenetic tree of strain CSW-1 was constructed based on 16S rRNA gene sequence. The node 
value of phylogenetic tree represents the bootstrap value. The scale was 0.01, representing the difference of 
each nucleotide position was 0.01. The serial number in parentheses is the GenBank accession number. 
 
快。因此，选择 30 ℃作为菌株 CSW-1 的最佳

生长温度。 
2.3.2  初始 pH 的影响 

初始 pH 直接影响到膜电位、质子动力、

酶的活性，从而影响细菌对底物的利用[24-25]。 
 

 
 
图 4  温度对菌株 CSW-1 生长的影响 
Figure 4  Effect of temperature on the growth of 
strain CSW-1. 

在不同初始 pH条件下对菌株 CSW-1进行培养，

稳定生长期测得的菌液吸光度(OD600)与初始

pH 的关系如图 5 所示，该菌株的 OD600 值随初

始 pH 的升高呈先增大后减小的趋势。初始

pH<6.0 时，菌株的 OD600 偏低，细菌的生长受 
 

 
 
图 5  初始 pH 对菌株 CSW-1 生长的影响 
Figure 5  Effect of initial pH on the growth of 
strain CSW-1. 
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到抑制。当培养基的初始 pH 值在 6.0−11.0 时，

菌株 CSW-1 能稳定生长，当初始 pH 值为 8.0
时，菌株的 OD600 达到最大值，此时该菌株的

代谢速度最快。因此，选择 8.0 作为菌株 CSW-1
的最佳初始 pH。 
2.3.3  接种量的影响 

接种量的大小与培养基中细菌的生长速度

紧密相关。在不同接种量条件下对菌株 CSW-1
进行培养，稳定生长期测得的菌液吸光度

(OD600)与接种量的关系如图 6 所示。该菌株的

OD600 随接种量的升高呈先增大后减小的趋势。

菌株 CSW-1 在接种量为 3%时的 OD600 达到最

大值，接种量为 1%次之。当接种量大于 3%时，

OD600 呈现明显的下降趋势，接种量的增大导致

培养基底物消耗过快限制了细菌的生长。因此，

选择 3%作为菌株 CSW-1 的最佳接种量。 
2.3.4  装液量的影响 

细菌培养过程中装液量直接影响培养液中

的溶氧量 [ 2 6 ]。在不同装液量条件下对菌株

CSW-1 进行培养，稳定生长期测得的菌液吸光

度(OD600)与装液量的关系如图 7 所示，该菌株

的 OD600随装液量的升高呈先增大后减小的趋势。

装液量在 40−100 mL 时，菌株的 OD600 随装液量 
 

 
 
图 6  接种量对菌株 CSW-1 生长的影响 
Figure 6  Effect of inoculum quantity on the growth 
of strain CSW-1. 

的增加而升高，随着装液量的继续增大，培养液

中的溶氧量减少，导致细菌的 OD600 呈现下降的

趋势。在装液量为 100 mL 时，培养液的 OD600

达到最大值。因此，选择 100 mL 作为菌株 CSW-1
的最佳装液量。 
2.3.5  摇床转速的影响 

摇床的转动干扰锥形瓶中培养液与空气的

接触，影响微生物与氧气的接触[27]。在不同的

转速条件下对菌株 CSW-1 进行培养，稳定生长

期测得的菌液吸光度(OD600)与摇床转速的关系

如图 8 所示。摇床转速在 100−150 r/min 时，菌 
 

 
 
图 7  装液量对菌株 CSW-1 生长的影响 
Figure 7  Effect of liquid loading on the growth of 
strain CSW-1. 
 

 
 
图 8  摇床转速对菌株 CSW-1 生长的影响 
Figure 8  Effect of rotating speed on the growth of 
strain CSW-1. 



 
陈转明 等 | 一株煤中有机钠脱除菌的分离、优化及其作用效果 1559 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

株的 OD600 随摇床转速的增加而升高。摇床转速

增大，锥形瓶中培养液的振荡加剧，促进细菌

与氧气的接触，影响细菌的生长。摇床转速在

150−200 r/min 时，菌株的 OD600 呈缓慢减小的

趋势。转速过大时会产生较大的剪切力而对细

菌造成机械破坏，影响细菌的生长。在摇床转

速为 150 r/min 时，培养液的 OD600 达到最大值。

因此，选择 150 r/min 作为菌株 CSW-1 的最佳

摇床转速。 
2.3.6  碳源的影响 

碳源可直接通过细胞外的酶分解后被微生

物吸收，组成细胞壁、细胞膜、细胞质、细胞

核等细胞物质[28]。在不同的碳源种类与浓度条

件下对菌株 CSW-1 进行培养，稳定生长期测得

的菌液吸光度 (OD600)与碳源种类和碳源浓度

的关系如图 9 所示。菌株 CSW-1 对牛肉膏、

葡萄糖、蔗糖和甘露醇的利用效果较好，在以

葡萄糖为唯一碳源的培养基中的生长状态最

佳，基本不利用柠檬酸作为其生长的碳源。说

明该菌株对单糖的利用能力最强，其次是有机

醇、二糖等，对有机酸的利用效果最差，确定

葡萄糖作为菌株 CSW-1 的最佳碳源。在葡萄

糖添加量分别为 1、2、3、4、5 g/L 时，培养液

中的 OD600 随葡萄糖添加量的增加而增加，葡

萄糖浓度较高会抑制细菌的代谢与生长[29]。因

此，最终选择 4 g/L 作为菌株 CSW-1 的最佳碳

源浓度。 
2.3.7  氮源的影响 

氮源是构成生物体蛋白质、核酸和其他氮

素化合物的材料[30]。在不同的氮源种类与浓度

条件下对菌株 CSW-1 进行培养，稳定生长期测

得的菌液吸光度(OD600)与氮源种类和氮源浓度

的关系如图 10 所示。菌株 CSW-1 在加入有机氮

源培养基中的 OD600明显高于加入无机氮源的培

养基。其中，该菌株对蛋白胨的利用能力最强，

其次是麦芽浸粉，确定蛋白胨作为 CSW-1 生长

的最佳氮源。在蛋白胨添加量分别为 4、7、10、
13、16 g/L 时，培养液中的 OD600 随蛋白胨添

加量的增加而增加，在 13 g/L 时细菌浓度达到

最大值。当蛋白胨添加量大于 13 g/L 时，细菌 

 

 
 
图 9  碳源对菌株 CSW-1 生长的影响   A：碳源种类. B：碳源浓度 
Figure 9  Effect of carbon source on the growth of strain CSW-1. A: Type of carbon source. B: Concentration 
of carbon source. 
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图 10  氮源对菌株 CSW-1 生长的影响   A：氮源种类. B：氮源浓度 
Figure 10  Effect of nitrogen source on the growth of strain CSW-1. A: Type of nitrogen source. B: 
Concentration of nitrogen source. 
 
浓度基本趋于稳定。因此，最终选择蛋白胨添

加量为 13 g/L 作为菌株 CSW-1 生长的最佳氮源

浓度。 
2.4  生长曲线 

生长曲线反映微生物在正常液体培养基下

的生长过程，在最佳生长条件下，通过测定不

同培养时间的菌液吸光度(OD600)来探究细菌的

生长情况，菌株 CSW-1 的生长曲线如图 11 所

示。该菌株在 0−6 h 处于调整期，6−48 h 处于

对数生长期，菌株 CSW-1 呈快速增长的趋势，

48−72 h 为生长的稳定期，72 h 后进入衰退期。 

2.5  菌株脱除煤中有机钠条件优化 
在菌株 CSW-1的最佳培养条件下进行脱除

煤中有机钠的条件优化试验，如图 12 所示，在

细菌的浸出过程中，体系中的 Na+浓度在浸出

初期出现下降的趋势，培养液中游离的 Na+作

为细菌唯一的无机盐来源，供细菌生长、繁殖

所需，出现短暂的下降。随着浸出过程的进行，

细菌大量繁殖，浸出体系中营养物质匮乏，细

菌及其代谢产物作用于煤分子，导致有机钠元

素的溶出，培养液中游离的钠元素增多。在浸

出后期，体系中脱除的 Na+可能吸附到细菌的

代谢物中；当溶液中 Na+浓度超过特定值时，

Na+通过细胞膜上的载体，以顺化学梯度扩散的

方式进入细胞。此外，Na+与有机溶剂(如葡萄

糖)的偶联吸收也能促进 Na+在细胞内的吸收；

Na/H 交换蛋白将胞外钠转运到细胞内，在质膜 
 

 
 
图 11  菌株 CSW-1 的生长曲线 
Figure 11  Growth curve of strain CSW-1. 
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两侧保持合适的 Na+浓度[31-32]，导致培养液中

的 Na+浓度出现下降的趋势。初始 pH 对细菌脱

除煤中有机钠的影响如图 12A 所示。初始 pH
值为 8.0 时细菌对煤中有机钠的脱除效果最好，

发酵液中的 Na+浓度最高达 159.92 mg/L。装液

量对细菌脱除煤中有机钠的影响如图 12B 所

示。装液量为 80 mL 时微生物的作用效果最好，

发酵液中的 Na+浓度最高达 159.89 mg/L。煤浆

浓度对细菌脱除煤中有机钠的影响如图 12C 所

示。煤浆浓度为 15 g/L 时发酵液中的 Na+浓度

最高，但与煤浆浓度为 5 g/L 时的 Na+浓度相差

较小，在考虑经济性的前提下，最终选择煤浆

浓度为 5 g/L。接种量对细菌脱除煤中有机钠的

影响如图 12D 所示，接种量为 7%时发酵液中 
 

 
 
图 12  菌株 CSW-1 脱除煤中有机钠的条件优化   A：初始 pH 对煤中有机钠脱除的影响. B：装液量

对煤中有机钠脱除的影响. C：煤浆浓度对煤中有机钠脱除的影响. D：接种量对煤中有机钠脱除的影响 
Figure 12  Optimization of conditions for removing organic sodium from coal by strain CSW-1. A: Effect of 
initial pH on organic sodium removal from coal. B: Effect of liquid loading on removal of organic sodium in 
coal. C: Effect of coal slurry concentration on removal of organic sodium in coal. D: Effect of inoculum 
quantity on removal of organic sodium in coal. 
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的 Na+浓度整体偏高。因此，最终确定煤中有机

钠的脱除条件为：初始 pH 8.0，装液量 80 mL，

煤浆浓度为 5 g/L，接种量 7%。 
2.6  菌株对煤中有机钠的脱除效果 

在煤中有机钠的最佳脱除条件下，菌株

CSW-1 处理前后煤中有机钠元素的含量如表 4
所示。原样中的醋酸铵溶钠(HAc-coal)、盐酸溶

钠(HCl-coal)和总有机钠(Total-Na+)的含量分别为

308、768 和 1 076 μg/g；经细菌处理之后的煤样

中醋酸铵溶钠(HAc-coal)、盐酸溶钠(HCl-coal)
和总有机钠(Total-Na+)的含量分别为 199、621
和 820 μg/g。菌株 CSW-1 处理前后煤样中的醋

酸铵溶钠(HAc-coal)、盐酸溶钠(HCl-coal)和总

有机钠的脱除率如图 13 所示。煤样中 HAc-coal 
 

表 4  菌株 CSW-1 处理前后煤中有机钠元素的

含量 
Table 4  Content of organic sodium in coal before 
and after treatment with strain CSW-1 
Item 原煤中 

In raw coal (μg/g) 
浸渣中 
In residues (μg/g) 

w(HAc-coal) 308 199 
w(HCl-coal) 768 621 
w(Total-Na+) 1 076 820 

 

 
 
图 13  菌株 CSW-1 对煤中有机钠的脱除效果 
Figure 13  Removal effect of strain CSW-1 on 
organic sodium in coal. 

的脱除率为35.39%、HCl-coal的脱除率为19.09%、

煤中有机钠的总脱除率为 23.79%。微生物的作

用促进了煤中芳香族结构的破坏，煤分子中含

氮或含氧官能团上有机钠元素的配位结构被破

坏，导致煤分子中有机钠元素的溶出[33-34]。此

外，随着细菌代谢产物(如有机酸)的积累，发酵

液中的氢离子与煤分子中含氮或含氧官能团上

的钠离子发生质子交换，促进煤中有机钠元素

的释放[35]。 

3  结论 
经过富集、分离、纯化和筛选，从土壤样

品中筛选出一株脱除煤中有机钠的最佳菌株

CSW-1，通过观察形态学特征发现该菌株的菌

落在固体培养基上呈黄色的圆形、边缘完整、

不透明、表面湿润且光滑。光学显微镜下观察

到细菌无芽孢、鞭毛，存在荚膜，属于革兰氏

阴性菌。生理生化特性结果显示该菌株在代谢

过程中不能分解含硫有机物产生 H2S，细菌的

Voges-Prokauer 测试呈现阴性，细菌不能分解葡

萄糖产生丙酮酸。能够产生淀粉水解酶和过氧

化氢酶，但不分泌明胶酶来分解明胶。此外，

该菌株不能分解蛋白胨中的色氨酸产生吲哚，

也不能利用柠檬酸盐作为碳源。通过 16S rRNA
基因序列分析可知菌株 CSW-1为水生鞘氨醇单

胞菌，通过单因素试验确定该菌株的最佳生长

条件为：温度 30 ℃，初始 pH 8.0，接种量 3%，

装液量 100 mL，摇床转速 150 r/min，最适碳源

为葡萄糖(4 g/L)，最适氮源为蛋白胨(13 g/L)，
在该条件下绘制了细菌的生长曲线并对煤中有

机钠的脱除条件进行了优化，确定煤中有机钠

的最佳脱除条件为：初始 pH 8.0，装液量 80 mL，

煤浆浓度为 5 g/L，接种量 7%。在该条件下，

菌株 CSW-1 对煤中有机钠的脱除率为 23.79%。

本研究提出一种利用生物冶金技术脱除煤中有
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机钠的新方法，对于降低煤中钠元素在煤炭燃

烧、气化和配煤炼焦过程中产生的危害，以及

传统有机钠脱除工艺中产生酸性废水等问题提

供了一种新的研究手段。 
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