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摘  要：【背景】煤地质产甲烷微生物菌群可以代谢煤基质产生甲烷，对于实现煤层气资源的

再利用具有重要意义。【目的】检测产甲烷菌群在保藏过程中群落结构的动态变化以及在产气

实验中甲烷气的生成情况，以验证保藏方法的可行性，同时为煤层气的微生物增产奠定基

础。【方法】分别于不同温度条件下比较 3 种菌种保藏方法，即甘油/L-半胱氨酸法、富营养法

和煤基-基础盐法。通过产气实验检测不同保藏条件下产甲烷菌群的活力。同时，采用 454 高

通量测序技术测定 16S rRNA 基因序列，分析 25 °C 条件下煤基-基础盐菌种保藏过程中微生物

群落结构的变化。【结果】比较了 9 组菌种保藏方法，发现菌种最佳保藏条件为 25 °C 的煤基-

基础盐保藏。在该条件下保藏的产甲烷菌群活性最高，甲烷生成量最大。以无烟煤为碳源进行

产气实验时甲烷生成量为 12%−25%，而以褐煤为碳源时甲烷生成量可达 24%−73%。在 25 °C

的煤基-基础盐菌种保藏条件下，保藏初期细菌的主要优势菌为假单胞菌属(Pseudomonas)，而

古菌的主要优势菌为甲烷八叠球菌属(Methanosarcina)。随着保藏时间的增加，细菌的群落结构

变化显著，发酵细菌及产氢产乙酸细菌成为优势细菌，古菌的群落结构则相对稳定。【结论】

菌种保藏的最佳条件为 25 °C 的煤基-基础盐，保藏的产甲烷菌群能长期维持在较高的活性状

态，具有较好的产甲烷能力。 
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Preservation and methane production of methanogenic microbial 
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(3. Yi’an Lanyan Coal and Coal-bed Methane Simultaneous Extraction Technology Co. Ltd.,  

Jincheng, Shanxi 048000, China) 

Abstract: [Background] Methanogenic microbial consortia from coal geological environment can 
metabolize coal matrix to produce methane, which is of great significance for realizing the 
reutilization of coalbed methane (CBM) resources. [Objective] In order to prove the feasibility of the 
methods of culture preservation, community dynamics of methanogens was analyzed and the yeild of 
methane was tested during the preservation process. Meanwhile, the results would give theoretic 
basis for microbial enhanced CBM. [Methods] Three culture preservation methods involving 
glycerol/L-cysteine, eutrophication, and coal-basic salt method were compared at different 
temperatures. Microbial methanogenic activity in different preservations was tested by gas 
production. In addition, the compositions of microbial community in coal and basic salt preservation 
at 25 °C were studied by 454 high-throughput sequencing technology for 16S rRNA genes of bacteria 
and archaea. [Results] The preservation methods of 9 groups were compared, and the best culture 
preservation was the coal and basic salt preservation at 25 °C. Under this condition, the microbial 
methanogenic activity and the methane production were the highest. The yeild of methane was 12% 
to 25% and 24% to 73% using anthracite and lignite as carbon sources, respectively. In the coal and 
basic salt preservation test, the dominant bacteria and archaea in the early period were Pseudomonas 
and Methanosarcina at 25 °C, respectively. The structure of bacterial community changed 
dramatically with preservation time. The dominant bacteria changed to fermentative bacteria and 
acetogenic bacteria. The composition of dominant archaea was relatively stable. [Conclusion] The 
best preservation was coal and basic salt preservation at 25 °C, in which microbial activity of 
methanogens could be sustained at a better status and methanogens had good methane production 
ability. 

Keywords: Coalbed formation water, Methanogens, Microbial consortia preservation 

煤层气(Coalbed methane，CBM)是一种在煤层

中自生自储存在的非常规天然气，是天然气的重要

补充来源。目前，煤层气的开发及利用受到了世界

各国的重视，我国也大力提倡开发及利用煤层气。

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[1]，造成了部分煤层气井产量持续走

低或接近衰退期的现状，如何实现煤层气的再生与

增产已成为当今煤层气开发的重要研究内容。 

根据成因来分，煤层气可以分为热成因和生物

成因煤层气[2-3]。其中，生物成因煤层气是在混合微

生物菌群的作用下通过降解煤来产生。据报道，世

界上大约有 20%的天然气属于微生物成气[4]。然而

到目前为止，微生物是如何在厌氧条件下降解煤，

有哪些功能微生物参与其中还并不是很清楚。近年

来，国内外有许多研究人员在实验室条件下通过利

用微生物作用于煤成功地模拟了煤层气的生成[5-8]，

这对于实现煤层气的大规模生产及探究生物成气

的机理都具有重要的指导作用。产甲烷菌群作为实

验室生物模拟产气的接种菌源，其菌群的稳定性和

产甲烷功能性对产气而言非常重要。因此，在对产

甲烷菌群的研究和应用中，探索产甲烷菌群的保藏

条件就显得非常必要。目前，有关微生物菌种的保
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藏多为单一菌种的保藏。其保藏方法主要有：甘油

冷冻保藏法、液体石蜡保藏法、真空冷冻干燥保藏

法、冷冻保藏法及载体保藏法等。生物煤层气是由

多种厌氧混合菌共同作用代谢煤基质产生，有关煤

层气产甲烷菌群的保藏涉及多种厌氧混合菌种的

保藏。在保藏过程中，保持菌群结构的稳定，避免

关键菌种的丢失，选择合适的环境防止保藏菌种活

性的过快衰减，这些对于应用其进行产甲烷的生产

及研究尤为重要。而截至目前，关于该混合产甲烷

菌群的大量长期保藏还鲜有报道。产甲烷菌群一般

可以分为外源产甲烷菌群和煤层本源产甲烷菌群。

虽然外源产甲烷菌群容易获得，但存在与煤层环境

适应的问题，且难以了解煤层中产甲烷菌群的真实

结构特征，容易造成对煤层生物成气机理的模糊认

识。而原沉积煤层中的本源产甲烷菌群对煤环境的

适应性更强，能够在模拟产气实验中保持活力并迅

速繁殖，有利于煤的生物气化及微生物成气机理的

研究。 

本文以从山西寺河矿煤层气井收集到的含产

甲烷菌群的产出水作为待保藏出发菌源，通过产甲

烷菌群的 2次富集驯化培养后，再借鉴以上提到的

多种菌种保藏方法，设计了 3种驯化后产甲烷菌群

的保藏方案，并分别于设定的温度条件下进行了菌

种的密封厌氧保藏。经过基于高通量测序监测菌种

保藏过程中菌群结构的特征及其动态变化和以各

保藏试验保藏的菌种进行生物气模拟实验，以验证

保藏方法的可行性，从而为大量高效地保藏煤层产

甲烷菌群提供依据。 

1  材料与方法 

1.1  样品采集 

1.1.1  煤样 

实验用无烟煤采自山西沁水盆地寺河煤矿，采

样后大块无烟煤经粉碎机粉粹至 5−10 cm3小煤块，

于空气中堆放半年以上，用作产甲烷菌群基础盐保

藏的基质。小块无烟煤进一步粉碎至粉状，用于产

甲烷菌群富集驯化培养及产气实验。 

实验用褐煤采自云南昭通煤矿，采样后褐煤经

粉碎机粉碎至粉状，用于产气实验。 

1.1.2  产甲烷菌群样品 

实验保藏用产甲烷菌群的出发菌源为山西寺

河矿区 121煤层气井中的产出水样，该水样含有煤

层本源产甲烷菌群。产出水在煤层气产气井排水口

进行收集，收集好的水样置于冰上，快速运回实验

室备用或置于 4 °C短时间保存。 

1.2  主要试剂和仪器 

EasyTaq polymerase，北京全式金生物技术有限

公司；DNA 胶回收试剂盒、甘油、L-半胱氨酸、

Proteinase K，生工生物工程(上海)股份有限公司；

SDS (十二烷基磺酸钠)，北京索莱宝科技有限公司；

琼脂糖凝胶 DNA回收试剂盒，中科瑞泰(北京)生物

科技有限公司。 

YQX-П型厌氧手套箱，上海跃进医疗器械厂；

PCR仪，美国 Bio-Rad公司；气相色谱仪，日本岛

津公司。 

1.3  产甲烷菌群保藏 

1.3.1  营养液的制备 

基础盐液配方(g/L)：酵母粉 2.0，KH2PO4 1.5，

K2HPO4 2.9，NH4Cl 1.8，MgCl2 0.4。 

LB 培养液配方(g/L)：胰蛋白胨 10.0，氯化钠

5.0，酵母提取物 5.0。 

1.3.2  产甲烷菌群的富集驯化培养 

在厌氧手套箱中，将煤层产出水样加入到

500 mL厌氧瓶中，加入等体积的灭菌基础盐液，再

加入终浓度为 0.04%的除氧 L-半胱氨酸及适量无烟

煤粉，轻轻混匀，迅速密封厌氧瓶，并于 25 °C条

件下静置培养。期间每周用无菌注射器从厌氧瓶

瓶顶插入进行气体的自动收集，收集到的气体取

0.5 mL进行气相色谱分析，并计算甲烷生成的相对

含量。待产气稳定后，取 100 mL的富集培养液加

入到新的无菌厌氧瓶中，同样再加入等体积的灭菌

基础盐液、除氧 L-半胱氨酸及适量无烟煤粉，密封

厌氧瓶进行菌群的 2次富集驯化培养。在 2次富集

驯化培养期间，用上述同样方法进行气体的收集及
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甲烷气含量的测定。其中，产甲烷菌群 2次富集驯

化后的培养液拟作为以下菌种保藏试验中的待保

藏菌源。 

1.3.3  菌种保藏试验 

(1) 甘油/L-半胱氨酸保藏 

在厌氧手套箱中，将 1.3.2 部分驯化后的产甲

烷菌群培养液加入到 500 mL的厌氧瓶中，然后再

加入等体积的灭菌甘油和除氧 L-半胱氨酸溶液。其

中，甘油的最终质量分数为 15%，L-半胱氨酸的终

浓度为 0.04%。将瓶中液体混匀后分别置于−80、4、

25 °C条件下密封静置保存。 

(2) 富营养保藏 

在厌氧手套箱中，将 1.3.2 部分驯化后的产甲

烷菌群培养液加入到 500 mL的厌氧瓶中，然后再

加入等体积的灭菌 LB 培养液，再加入终浓度为

0.04%的除氧 L-半胱氨酸混匀，密封厌氧瓶分别置

于−80、4、25 °C条件下静置保存。 

(3) 煤基-基础盐保藏 

于自制发酵罐中加入 1/4体积的 1.3.2部分驯化

后的产甲烷菌群培养液，然后加入等体积的灭菌基

础盐液，再加入终浓度为 0.04%的除氧 L-半胱氨酸

及 60 g/L 的小块无烟煤，从罐底通入高纯氮气

30 min以维持罐内厌氧环境后，密封各自制发酵罐，

分别静置于−80、4、25 °C 条件下保存。在保存的

过程中，每隔半年时间从发酵罐内取出一半体积的

培养液，加入等体积的灭菌基础盐液(含终浓度为

0.04%的除氧 L-半胱氨酸)，接着密封保藏。 

1.4  产气实验 

向 1 L 厌氧瓶中加入 250 g 煤粉(褐煤或无烟

煤)、350 mL基础盐液及 0.408 mg刃天青，1×105 Pa

灭菌 30 min。在厌氧手套箱内向 1 L厌氧瓶中加入

800 μL无菌的 20% L-半胱氨酸，然后向厌氧瓶中持

续通入高纯氮气，至培养基颜色近无色，密封厌氧

瓶待用。 

在厌氧手套箱中，在上述 1 L厌氧瓶中(含无烟

煤)接种各保藏试验在菌种保藏 35 d 后的保藏液进

行产气实验，菌种的接种量为 50 mL。密封各产气

实验用厌氧瓶，于厌氧箱中静置培养 1−3个月，期

间每周从厌氧瓶瓶顶插入无菌注射器进行气体的

自动收集，收集到的气体取 0.5 mL进行气相色谱分

析，并计算甲烷生成的相对含量。 

在厌氧手套箱中，在上述 1 L厌氧瓶中(含无烟

煤)分别接种25 °C条件下基础盐保藏试验在菌种保

藏 42、70、105、209、369、459 d后的保藏液，接

种量为 50 mL。密封厌氧瓶，于厌氧箱中静置培养

1−3 个月，期间每周从厌氧瓶瓶顶插入无菌注射器

进行气体的自动收集，收集到的气体取 0.5 mL进行

气相色谱分析，并计算甲烷生成的相对含量。 

在厌氧手套箱中，在上述 1 L厌氧瓶中(含褐煤)

分别接种 25 °C 条件下基础盐保藏试验在菌种保藏

687、710、742、758、771、804、839 d后的保藏液，

接种量为 50 mL。密封厌氧瓶，于厌氧箱中静置培

养 1−3 个月，期间每周从厌氧瓶瓶顶插入无菌注射

器进行气体的自动收集，收集到的气体取 0.5 mL进

行气相色谱分析，并计算甲烷生成的相对含量。 

1.5  煤基-基础盐保藏过程中微生物菌群结构的

动态变化 

1.5.1  微生物总基因组 DNA 的提取 

25 °C条件下产甲烷菌群煤基-基础盐保藏过程

中分别于 35、42、70及 105 d进行样品采集。将采

集的各样品于 12 000 r/min条件下离心 1 min，收集

菌体细胞用于微生物总基因组 DNA 的提取。基因

组 DNA 的提取参照杨秀清等[9]的报道。简言之，

收集的菌体细胞用小型珠磨式研磨器破碎，经 SDS

与 Proteinase K消化、酚-氯仿抽提、异丙醇沉淀、

75%乙醇洗涤沉淀后，加入灭菌双蒸水溶解沉淀即

得微生物总基因组 DNA。0.7%的琼脂糖凝胶电泳

检测提取基因组 DNA的长度及完整性。 

1.5.2  16S rRNA 基因片段的扩增 

用提取的基因组 DNA 作模板，进行细菌 16S 

rRNA基因V1−V3区及古菌 16S rRNA基因V3−V4

区片段的扩增。细菌 16S rRNA基因 V1−V3区 PCR

扩增引物采用 27F (5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCA 

G-3′)[10]和 518R (5′-ATTACCGCGGCTGCTGG-3′)[11]。
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PCR反应体系为：10×EasyTaq buffer (含Mg2+) 5 μL，

dNTPs (2.5 mmol/L) 4 μL，上、下游引物(10 μmol/L)

各 2 μL，EasyTaq polymerase (5 U/μL) 1 μL，基因组

DNA 0.5 μL，加无菌双蒸水至 50 μL。PCR反应条

件：95 °C 5 min；95 °C 1 min，55 °C 45 s，72 °C 45 s，

35 个循环；72 °C 10 min。古菌 16S rRNA 基因

V3−V4区 PCR扩增引物采用 344F (5′-ACGGGGY 

GCAGCAGGCGCGA-3′)[12]和 0691R (5′-GGATTAC 

ARGATTTCAC-3′)[13]。PCR 反应体系同细菌 16S 

rRNA基因 V1−V3区。PCR反应条件：95 °C 5 min；

95 °C 45 s，55 °C 30 s，72 °C 45 s，35个循环；72 °C 

10 min。细菌和古菌的 PCR反应产物均用 1.5%琼脂

糖凝胶电泳检测，以验证 PCR扩增片段长度的正确

性，随后用胶回收试剂盒对目的产物进行纯化，具

体步骤参照说明书。最后将纯化后的产物进行

Roche 454 FLX高通量测序。高通量测序的原始数

据提交至 NCBI (National center for biotechnology 

information)的 SRA (Short read archive)数据库中。 

1.5.3  高通量测序数据处理 

样品测序完成后，用开头的标签序列进行区

别，每条序列读长(Read)均进行质量检测。使用

Mothur软件去除接头序列、引物二聚体和低复杂性

序列[14]；在去除预处理的靶序列后，使用 Mothur

的聚类软件校正序列的错误；最后使用 Chimeras. 

uchime去除嵌合体序列。通过使用 Uclust将类似序

列聚类为操作分类单位(Operational taxonomic unit，

OTU，97%相似性)，处理后的序列通过软件 RDP

分类器进行物种分类。同时基于 OTU数量的结果，

评估样品的 α多样性，指标包含 Chao1指数、辛普

森指数(Simpson index)和香农指数(Shannon index)，

并且通过稀释曲线分析来确定每个样品中序列的

相对丰度。 

2  结果与分析 

2.1  产甲烷菌群的富集驯化及产气 

在进行产甲烷菌群的保藏试验之前，首先对原

始煤层产出水样中的产甲烷菌群以无烟煤为碳源

进行了菌群的 2次富集驯化培养。在第 2次富集驯

化培养期间以收集到的气体体积量对培养时间进行

绘图分析，其产气曲线如图 1所示。在接种后 34 d

产甲烷菌群处于潜伏期，无气体产生；40−56 d，产

甲烷菌群进入了快速产气阶段，产气总量达 1.056 L；

其中甲烷气含量为 624.89 mL；随后，在经历一

小段产气停止期后，在培养的第 69天，产甲烷菌

群进入了 2 次产气阶段，此时甲烷气的含量最高

达到了 50.70%，随即停止富集驯化培养，厌氧瓶

中的培养液立即用作产甲烷菌种保藏试验中的保

藏菌种。 

2.2  菌种保藏试验中产甲烷菌群活力的检测 

煤层产出水样经 2次富集驯化培养后得到的含

产甲烷菌群的培养液进行了 3种方案的菌种保藏试

验。其中，为了检测各菌种保藏试验中产甲烷菌群

的活力，在各菌种保藏试验的第 35 天，分别以各

保藏液为接种剂、以无烟煤为碳源进行了产气实

验。在产气培养的 3个月内，间断进行甲烷气含量

的测定，以最高产甲烷含量为代表进行分析。各组

产气实验结果如表 1所示。结果表明，4 °C及 25 °C

条件下进行的甘油/L-半胱氨酸保藏试验保藏的产

甲烷菌群活性较低，在产气实验中有微量的甲烷气

生成。−80 °C条件下甘油/L-半胱氨酸保藏的菌种不

利于后续的产气实验，几乎没有甲烷气生成。25 °C

条件下进行的富营养保藏试验，其保藏的菌种在产

 
 

图 1  煤层产出水样 2 次富集产气曲线 
Figure 1  Gas production curve for the second enrichment 
of coalbed formation water 
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气实验中没有甲烷生成，但生成氢气，而−80 °C

及 4 °C条件下的富营养保藏菌种在产气实验中没

有气体产生。煤基-基础盐菌种保藏试验中，25 °C

条件下保藏的菌种在产气实验中产生较高含量的

甲烷气，−80 °C及 4 °C条件下的菌种在产气实验

中要么不产气，要么只产氢气。综合以上分析结

果，25 °C条件下的煤基-基础盐菌种保藏方法相

对而言是较为适合厌氧产甲烷菌群的一种菌种保

藏方法。 

以 25 °C条件下煤基-基础盐保存的第 42、70、

105、209、369 和 459 天的产甲烷菌群分别为接种

剂进行产气实验。各实验产甲烷结果如图 2所示。

结果表明，以无烟煤为碳源进行产气培养，各实验

的产甲烷量各不相同，在 12%−25%之间。 

以 25 °C 条件下煤基-基础盐保存的第 687、

710、742、758、771、804 和 839 天的产甲烷菌群

分别为接种剂进行产气实验。各实验产甲烷结果如

图 3所示。结果显示，以褐煤为碳源进行产气培养，

各实验中甲烷的生成量普遍较高，介于 24%−73%。

综合以上结果，表明 25 °C条件下煤基-基础盐保藏

的产甲烷菌群在 3年内都具有较高的产甲烷活性，

进而也证明了25 °C条件下煤基-基础盐保藏煤层产

甲烷菌群的可行性及可靠性。 
  

 
 

图 2  无烟煤培养条件下的产气结果 
Figure 2  The result of gas production from cultivate with 
anthracite 
注：1−6：以25 °C条件下煤基-基础盐保存的第42、70、105、

209、369和 459天产甲烷菌群进行的产气实验. 
Note: 1−6: Gas production experiments inoculated with 
methanogenic microbial consortia from coal and basic salt 
preservation test under 25 °C at 42, 70, 105, 209, 369, and 459 days, 
respectively.  

 
2.3  基因组 DNA 的提取及 16S rRNA 基因片段

的扩增 

提取 25 °C 条件下煤基-基础盐产甲烷菌群保

藏过程中各时期菌群的基因组 DNA，经琼脂糖凝

胶电泳检测，提取的基因组 DNA主带均较完整，

且条带大小均在 23 kb左右，满足后续的实验要求。

用细菌 16S rRNA基因 V1−V3区通用引物及古菌 

表 1  产气实验结果 
Table 1  The result of gas production experiments 

保藏方案 

Preservation method 

保藏温度 

Preservation temperature (°C)

甲烷含量 

Methane content (%) 

氢气含量 

Hydrogen content (%) 

甘油/L-半胱氨酸保藏 

Glycerol/L-cysteine preservation 

−80 0.00 0.00 

4 11.00 0.00 

25 9.81 0.00 

富营养保藏 

Eutrophication preservation 

−80 0.00 0.00 

4 0.00 0.00 

25 0.00 5.46 

煤基-基础盐保藏 

Coal-basic salt preservation 

−80 0.00 0.00 

4 0.00 12.31 

25 35.25 3.23 
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图 3  褐煤培养条件下的产气结果 
Figure 3  The result of gas production from cultivate with 
lignite 
注：1−7：以 25 °C 条件下煤基-基础盐保存的第 687、710、

742、758、771、804和 839天产甲烷菌群进行的产气实验. 
Note: 1−7: Gas production experiments inoculated with 
methanogenic microbial consortia from coal and basic salt 
preservation test under 25 °C at 687, 710, 742, 758, 771, 804, and 
839 days, respectively.  

 

 

16S rRNA 基因 V3−V4 区通用引物分别进行 PCR

扩增，扩增产物经琼脂糖凝胶 DNA 回收试剂盒回

收特异性片段后进行电泳检测，细菌 16S rRNA基

因 V1−V3区条带大小均在 500 bp左右，无杂带污

染，扩增产物可用于 Roche 454 FLX高通量测序。

古菌 16S rRNA基因V3−V4区条带大小均在 350 bp

左右，无杂带污染，扩增产物可用于 Roche 454 FLX

高通量测序。 

2.4  高通量测序的序列分析 

如表 2所示，所有样品测序完成后，细菌共得

到 97 403条优质序列可用于后续分析，优质序列读

长数在 18 381−27 408，包含的 OTU 数目在

3 132−5 794；古菌共得到 118 045条优质序列可用

于后续分析，优质序列读长数在 25 694−34 384，包

含的 OTU数目在 144−495；同时对每个样品的优质

序列按序列相似度 97%进行OTU聚类和后续分析，

用 Chao1、Shannon、Simpson指数来衡量所检测样

品中细菌和古细菌多样性和丰度。Chao1 指数在生

态学中常用来估计物种总数，表征群落的丰富程

度，Chao1指数值越大，说明该群落的丰富度越高。

Shannon 指数和 Simpson 指数用来反映群落的多样

性，Shannon 值越大，说明该群落的多样性越高；

而 Simpson指数值越大，则说明该群落的多样性越

低。由表 2可以看出，从 25 °C条件下基础盐保藏

试验中采集的样品，随着采样时间的推迟，细菌的

Shannon 指数呈增长趋势，Simpson 指数呈降低趋

势，说明驯化的产甲烷菌群在煤基-基础盐菌种保藏

的过程中，细菌的多样性逐渐增加。所有样品的丰

度稀释曲线不能达到稳定期，而 Shannon 多样性稀

疏曲线几乎都达到饱和状态(数据未显示)，表明尽管

进一步的测序可以产生新的物种类型，但样品中的

大部分微生物多样性已经被揭示。 

 
表 2  高通量测序数据 

Table 2  Data processing results after high-throughput sequencing 

Strains Items 
Samples ID 

1 2 3 4 

Bacteria Reads 27 408 18 381 25 800 25 814 

OTUs 3 995 3 132 5 221 5 794 

Shannon index 5.569 5.414 6.731 7.043 

Simpson index 0.053 0.045 0.005 0.004 

Chao1 index 11 838 9 704 16 339 16 791 
Archaea Reads 25 694 34 384 30 292 27 675 

OTUs 144 186 183 495 

Shannon index 1.250 0.498 0.816 1.672 

Simpson index 0.455 0.873 0.679 0.556 

Chao1 index 399 473 504 841 

注：1−4：25 °C条件下煤基-基础盐保存的第 35、42、70和 105天产甲烷菌群样品. 
Note: 1−4: Samples of methanogenic consortia with different sampling time in coal and basic salt preservation test under 25 °C at 35, 42, 70, 
and 105 days, respectively. 
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2.5  序列号 

研究获得的 Roche 454 FLX高通量测序结果全

部提交至 NCBI SRA (Sequence read archive)数据

库，获取登录号为 SRA485238。 

2.6  Roche 454 FLX 高通量测序分析产甲烷菌

群保藏过程中微生物菌群结构及动态变化 

为研究产甲烷菌群在25 °C条件下煤基-基础盐

保藏过程中微生物群落结构的特征及其动态变化，

以对煤基-基础盐保藏过程的前 105天为代表在菌种

门水平(图 4)和属水平(图 5、6)上进行了统计分析。

结果表明，煤基-基础盐菌种保藏过程中不论在门水

平上还是属水平上，菌群结构均发生了显著变化。

在菌种保藏的第 35 天样品中，变形菌门

(Proteobacteria)在检测到的细菌门类中占据主导地

位，所占百分比为 92.06%，检测到的其他菌门还包

括厚壁菌门 (Firmicutes， 7.66%)、放线菌门

(Actinobacteria，0.22%)和拟杆菌门(Bacteroidetes，

0.04%)等(图 4)。这一发现与先前在煤层气田产出水

中的报道类似[10,15]。细菌属类水平的鉴定主要为假

单胞菌属(Pseudomonas，85.17%)(图 5)。但随着菌

种保藏时间的延续(35−105 d)，微生物的菌群结构 

 
 

 
 

图 4  不同保藏时间段门类水平上细菌群落丰度分布 
Figure 4  Distribution of bacterial community abundance 
sampling in different preservation time at the phylum level 
注：1−4： 25 °C 条件下煤基-基础盐保存的第 35、42、70

和 105 天产甲烷菌群样品；丰度小于 0.1%的序列被归类为

“其他”. 
Note: 1−4: Samples of methanogenic consortia with different 
sampling time in coal and basic salt preservation test under 25 °C 
at 35, 42, 70, and 105 days, respectively; Abundance of sequences 
of less than 0.1% was classified as ‘Others’. 

 
 

图 5  不同保藏时间段属类水平上细菌群落丰度分布 
Figure 5  Distribution of bacterial community abundance 
sampling in different preservation time at the genus level 
注：1−4：25 °C 条件下煤基-基础盐保存的第 35、42、70

和 105天产甲烷菌群样品；丰度小于 0.1%的序列被归类为

“其他”. 
Note: 1−4: Samples of methanogenic consortia with different 
sampling time in coal and basic salt preservation test under 25°C at 
35, 42, 70, and 105 days, respectively; Abundance of sequences of 
less than 0.1% was classified as ‘Others’. 

 

 
 

图 6  不同保藏时间段属类水平上古菌群落丰度分布 
Figure 6  Distribution of archaeal community abundance 
sampling in different preservation time at the genus level 
注：1−4：25 °C 条件下煤基-基础盐保存的第 35、42、70

和 105天产甲烷菌群样品；丰度小于 0.1%的序列被归类为

“其他”. 
Note: 1−4: Samples of methanogenic consortia with different 
sampling time in coal and basic salt preservation test under 25 °C 
at 35, 42, 70, and 105 days, respectively; Abundance of sequences 
of less than 0.1% was classified as ‘Others’. 

 
 
发生了很大变化，优势菌种所占比例明显下降，在

细菌门类水平上，Proteobacteria逐渐减少，Firmicutes

显著增加，Bacteroidetes、Synergistetes、Chloroflexi

也有所增加(图 4)。在细菌属类水平上，最初的主要

优势菌——假单胞菌属(Pseudomonas)随着时间变
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化，其所占比例也逐渐减少，在保藏的 105 d后降

为 2.77% (图 5)，而梭菌属(Clostridium)、气单胞菌

属(Aeromonas)、Ornatilinea等所占比例却明显增大

(图 5)。相对于细菌的菌群结构，古菌菌属结构动态

相对处于稳定的状态。在菌种保藏的初期(35 d)，甲

烷八叠球菌目(Methanosarcinales)占主导地位，包括

甲烷八叠球菌属(Methanosarcina，69.67%)和甲烷鬃

毛菌属 (Methanosaeta， 28.65%) (图 6)，其中

Methanosarcina 为主要的优势菌属。随着保藏时间

的延长，Methanosarcina 所占比例明显增加，仍为

主要优势菌属。 

3  讨论与结论 

在科研和生产实践中，关于菌种的保藏多涉及

单一菌种的保藏，都主要是通过借鉴低温、缺氧、

干燥或饥饿等手段以降低保藏菌种的生理代谢活

性，从而延长菌种的保藏时间[16-18]。而有关混合

菌群的保藏一般比较困难，相关的研究报道也非

常少[19]。混合菌群的保藏，不仅需要保证菌群结构

的完整性，而且也需要选择合适的条件以确保保藏

混合菌群的功能活性。在微生物降解煤生产甲烷的

生物成气过程中，涉及到的功能微生物可能多达上

百种，关于产甲烷菌群的保藏就会更加困难。在本

研究中，我们参考了几种纯种微生物菌种的保藏方

法，比如：甘油/L-半胱氨酸法参考了甘油冷冻保藏

法，通过添加甘油对煤地质微生物进行保护，同时

添加 L-半胱氨酸以维持厌氧环境；富营养保藏法

本意是想尽可能为煤层微生物提供充足的养分，让

其最大限度地保持结构和功能的稳定；煤基-基础

盐法主要参考了土壤微生物常用的保藏方法——

沙土管保藏法，通过添加块状无烟煤及 L-半胱氨酸

来模拟煤层原位产甲烷菌群的厌氧生存环境。3 种

菌种保藏方法分别在不同设定温度条件下对煤层

产甲烷菌群进行了厌氧保存，结果表明，25 °C 条

件下煤基-基础盐保藏的混合菌群其产甲烷活性最

高，且产甲烷功能活性也较稳定。区别于传统菌种

保藏方法抑制微生物的活性，25 °C条件下的煤基-

基础盐菌种保藏在本质上既是产甲烷菌群富集驯

化的过程，又是煤层微生物降解煤产甲烷的过程。

该方法通过提供合适的环境促使保藏微生物菌群

始终维持在较高的活性状态，明显有别于对传统菌

种保藏原理的认知。在 25 °C煤基-基础盐产甲烷混

合菌群的保藏试验中，采用了块状无烟煤作为菌种

保藏的基质，这不仅可以为所要保藏的菌种提供生

长所必需的碳源，同时也可以作为菌种粘附介质以

保持菌群的稳定性；25 °C煤基-基础盐保藏罐内 L-

半胱氨酸的添加可以为菌种提供厌氧环境，进而有

利于产甲烷菌群的生长繁殖；而保藏基础盐液的间

断加入，能够使菌群的活性长时间维持在较高水

平。在此保藏体系中，产甲烷菌群在煤基质的促使

下得到了很好的驯化，有利于保藏菌种在后续产气

实验中迅速增殖并稳定发挥产甲烷的活力。此外，

该保藏方法是在 25 °C条件下进行的，不需要超低

温设备，也不需要特殊设备，方便快捷且适合不同

量菌种的长期保藏。 

在以 16S rRNA 基因高通量测序为基础进行煤

基-基础盐保藏过程中产甲烷菌群结构的动态变化分

析中，保藏体系中代表性产甲烷菌群的获取尤为重

要。有研究发现，在微生物降解煤有机质的固液体

系中，一部分微生物趋向于吸附在煤基质表面以直

接获得能源物质，从而导致了体系中微生物在固、

液相中出现分布不均匀的情况[20-21]。然而，由于煤

基质的理化性质复杂，直接从煤基质中提取微生物

的总基因组 DNA 会造成多种酶促反应抑制因子的

污染[21]，从而无法对其中微生物的遗传信息进行解

析。本文在参考学者们前期工作的基础上[10,22]，对

保藏液相体系中的微生物进行了基于 16S rRNA 基

因的高通量测序分析，以此来代表反映煤层气产甲

烷菌群在整个保藏体系中的结构特征。 

微生物降解煤生成甲烷是一个复杂的过程，

它需要发酵细菌、产氢产乙酸菌及产甲烷古菌共

同协作完成[23]。不同的功能菌可以降解复杂的大

分子物质产生代谢产物，这些中间代谢产物又被
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降解成一些简单的化合物供产甲烷古菌利用来产

生甲烷。在 25 °C条件下的煤基-基础盐产甲烷菌

群保藏过程中，随着菌种保藏时间的延长，细菌门

类 Proteobacteria逐渐减少，而 Firmicutes显著增加，

这与先前的研究结果类似[24]。Firmicutes 在煤层气

盆地的菌群结构中往往占有很少的部分，而其却在

实验室产气培养中发挥着重要的作用。在细菌属类

水平上，Pseudomonas 在菌种保藏初期占据主导地

位，随着时间的延长，其所占百分比急剧下降但仍

然存在。同时，保藏体系中相应的 Clostridium、

Citrobacter、Aeromonas、Proteocatella、Proteiniphilum

等菌属的丰度都有所增加，这些菌属都属于发酵

细菌或是产氢产乙酸菌，经共同协作参与煤的降

解过程。例如：Pseudomonas是一种严格需氧的革

兰氏阴性细菌，被广泛发现于土壤、水、植物和

别的环境中，能够降解烷烃、烯烃和多环芳烃[25]；

Clostridium是一种特殊的厌氧菌，是 pH中性溶剂、

混合酸及乙醇的生产者，也是同型乙酸发酵者[24]；

Citrobacter属于兼性厌氧菌，可利用柠檬酸盐作为

唯一的碳源通过发酵葡萄糖产生酸和 H2/CO2；

Proteiniphilum属于专性厌氧菌，可以水解一些含氮

化合物产生乙酸和丙酸[26]。Pseudomonas 的检出

表明在进行菌种保藏试验时，单纯地从罐底通入

高纯氮气并不能保证罐内处于严格的厌氧状态。

培养液或煤基质中可能会残留微量的氧气，随着

保藏时间的延长，罐内氧气含量急剧降低，致使

优势菌属 Pseudomonas的丰度逐渐下降。从保藏体

系中进行取样时也会带入微量的氧气，这可以解释

Pseudomonas 在保藏后期依然被检出微量的情况。

各时期保藏体系中检出的主要优势古菌属均为

Methanosarcina，它具有广泛的可利用底物，除了

能够还原 H2/CO2 及分解甲基化合物，也能够分解

乙酸[27]。但在有关煤开采的研究中，降解乙酸途径

是主要的一种产甲烷途径，因为乙酸盐比氢气更易

获得[28]。同时，在菌种的同期保藏体系中检出的细

菌属都主要以产酸细菌为主。因此，保藏体系中检

测到的Methanosarcina产甲烷途径应属于乙酸型产

甲烷途径。此外，Methanosarcina 可以在间歇氧气

存 在 的 条件 下 存 活 [24] ， 这 可能 也 是 促使

Methanosarcina 在保藏体系中生长繁殖占优势的原

因之一。 
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