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摘要：【目的】揭示芦岭煤田微生物群落组成，并分析其潜在的产甲烷类型及产甲烷途径。【方法】采集

芦岭煤田的煤层气样品和产出水样品，分别分析样品的地球化学性质特征；利用 Illumina HiSeq 高通量

测序技术分析产出水中的微生物群落结构；采用添加不同底物的厌氧培养实验进一步证实芦岭煤田生物

成因气的产甲烷类型。【结果】该地区煤层气为生物成因和热成因的混合成因气；古菌 16S rRNA 基因

分析表明在产出水中含有乙酸营养型、氢营养型和甲基营养型的产甲烷菌。丰度较高的细菌具有降解煤

中芳香族和纤维素衍生化合物的潜力。厌氧富集培养结果表明，添加乙酸盐、甲酸盐、H2+CO2 为底物

的矿井水样均有明显的甲烷产生。【结论】芦岭煤田具有丰富的生物多样性，该地区同时存在三种产甲

烷类型。本研究为利用微生物技术提高煤层气的采收率，实现煤层气的可持续开采提供科学依据。 
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煤层气作为一种高效、清洁的能源，被世界

各国广泛开采利用。自从 20 世纪 80 年代生物成

因气的概念被提出来以后，研究人员不断地检测

到世界各地的煤层气田存在生物成因气，甚至在

某些煤层气田，生物成因气是该地区煤层气的主

要来源[1–3]。因此，深刻分析煤层气田中的微生物

群落结构对于进一步了解生物成因气的产生过

程，以及煤的生物转化产甲烷的代谢途径等具有

重要作用。 

自 2007 年开始至今，已有多个国家和地区的

研究学者对煤层气田微生物群落特征进行了探

究。Shimizu 等[4]发现日本北海道煤层气田产出水

中存在氢营养型产甲烷菌(Methanoculleus)和甲基

营养型产甲烷菌(Methanolobus)，同时也检测出产

甲烷菌的互养细菌，而且检测到产出水具有氢营

养型和甲基营养型产甲烷能力，说明该地区具有

产生生物成因气的潜力。Li 等从澳大利亚东部 3

个煤层气田采集产出水及煤样，16S rRNA 基因文

库研究结果显示，细菌以变形菌门和厚壁菌门为主，

厚壁菌门中主要为梭菌目细菌。古菌包含厌硫球菌

属(Sulfophobococcus)、古球菌属(Archaeoglobus)和热

球菌属(Thermococcus)，而没有检测到产甲烷菌[5]。 
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Midgley 等在澳大利亚 Gippsland 盆地煤层气田的

产出水中检测到细菌和古菌的存在；细菌同样以

变形菌门和厚壁菌门为主，古菌只检测到甲烷杆

菌属产甲烷菌(Methaobacterium)[6]。Strapoć 等对

美国伊利诺伊盆地东部煤层气田的产出水中微生

物进行了系统的分子生物学和地球化学研究后得

出，该地区的生物成因气主要是氢营养型，产甲

烷菌主要是甲烷粒菌属(Methanocorpusculu)。该地

区 的 细 菌 包 括 α-Proteobacteria 、 Firmicutes 、

Clostridia 和 Spirochaetes[7]。这些研究讨论了煤田

生物成因气的潜在来源。随着高通量测序技术的

迅速发展，越来越多的煤田微生物被发现。但是功

能微生物在煤的降解产甲烷代谢方面的分析较少，

微生物参与煤中有机物的降解代谢途径不明确。 

以芦岭煤田为代表的淮北煤层气田是我国煤

层气勘探开发的热点区域之一，该地区生物成因

气的形成途径、相关微生物多样性的研究未见报

道。本研究从芦岭煤层气田采集煤层气样和产出

水样，通过地球化学与微生物学相结合方法，综

合评价了芦岭煤层气的成因类型、生物成因气的

产生途径以及产出水中古菌、细菌和真菌的群落

多样性，并采用厌氧培养和培养后测序相结合的

方法来研究甲烷的代谢途径。 

1  材料和方法 

1.1  研究区概况 

研究地点选取安徽宿州市芦岭煤层气田，位于

淮北煤田南部(图 1)，是我国煤层气地质条件和地

面环境最好的地区之一。芦岭煤田可以进行开采

的煤层较多，主采煤层为 8#、9#、10#煤层，可以

开采的厚度较大，呈现出东厚西薄、浅部厚深部

薄的渐变趋势，煤层结构比较稳定，而且整个区

域都可以开采，煤层的平均厚度为 8.96 m，两级

厚度为 0.30–17.75 m，东侧地区相较其他区域更

厚，平均厚度 10.58 m。 

 
图 1.  芦岭煤层气田的位置示意图 

Figure 1.  Location of the coal bed methane field associated with Luling in China. 
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1.2  样品采集 

产出水的采集在生产井的排水口完成。在 4 个

煤层气井分别采取一个水样(LL2–LL5)。现场测定

pH、温度、电导率、溶解氧和电势等参数。每个

取样点分别通过 0.45 μm 和 0.22 μm 的针头过滤器

过滤水样 60 mL 至灭菌的棕色瓶中装满以防氧气

进入，用于测定产出水的理化性质。另取 3 L 产

出水现场过滤至直径 25 mm、孔径 0.22 μm 的纤

维素酯膜上(平均每张膜 1 L 水)。将水样及滤膜置

于冰盒内并立即送往实验室。水样置于 4 °C 保存，

滤膜置于–20 °C 下保存并于 48 h 内提取 DNA。 

煤层气气样的采集采用排水集气法。首先将

灭过菌的集气瓶提前装满配置好的无菌饱和食盐

水并倒立于同样装有饱和食盐水的水槽中。导气

管一端与煤层气井排气口处相连接，另一端插入

水槽中。当导气管口有气体逸出 3 min 左右，把导

气管伸进倒立的集气瓶中。当气体体积达到集气

瓶 3/5 体积时，移出导气管。在水下用无菌聚乙烯

塞子塞住集气瓶口，然后倒置存储于取样箱内，

运回实验室测定气体稳定同位素及气体组分。采

集 3 口煤层气井中的样品，并根据所采地区煤号

分别标记为 8、9、10。 

1.3  水样理化性质测定 

采 用 便 携 式 水 质 测 定 仪 (Hach Company, 

Loveland，CO，USA)现场测定水温、pH 和电导

率。水样中的阳离子浓度(Na+，K+，Ca2+，Mg2+

等 ) 采 用 电 感 耦 合 等 离 子 体 发 射 光 谱 仪

(PerkinElmer SCIEXICP-MS，USA)测定。产出水

中阴离子浓度(SO4
2–，Cl–，NO3

–，NO2
–等)通过离

子色谱(Metrohm Ltd，Herisau, Switzerland)来测

定 。 TOC 、 TN 通 过 连 续 流 动 分 析 仪 (SEAL 

AutoAnalyzer，Germany)来测定。 

1.4  气体组分及稳定同位素测定 

气 样 依 照 国 标 天 然 气 构 成 分 析 (GB/T 

13610-2003)方法测定，使用仪器为气相色谱仪

(Agilent Technologies 7800，Santa Clara，CA，

USA)，氦气作为载气，用氢火焰(FID)和热导检测

器(TCD)进行测定。甲烷和二氧化碳稳定同位素组

成 使 用 稳 定 同 位 素 质 谱 仪 (Isotope Ratio Mass 

Spectrometer，IRMS)测定。 

1.5  DNA 提取及高通量测序 

使 用 FastDNA SPIN kit for soil (MP 

Biomedicals，CA，USA)试剂盒按照其操作说明提

取微孔滤膜上的基因组 DNA。每个采样点有 3 组

微孔滤膜样品作为重复。将 4 个采样点的样品分

别提取后，每个样点的 3 组重复混为 1 个样品，

总体积为 50 μL。用 1%的琼脂糖凝胶电泳定性检

测 基 因 组 DNA 的 提 取 效 果 ， 并 用 NanoDrop 

ND-2000 (Thermo Scientific，USA)定量检测 DNA 

的浓度，将提取得到的 DNA 保存于–20 °C 的冰

箱备用。 

选取 4 个样品(LL2–LL5)进行扩增子测序，

对于扩增子测序，扩增细菌 V4–V5 区域、古菌

V4 区域和真菌 ITS2 区域，用细菌、古菌和真菌

的通用引物[8–9]进行 PCR 扩增，反应条件为：95 °C 

2 min；95 °C 30 s，55 °C 30 s，72 °C 60 s，循环

30 次；72 °C 5 min。利用 GeneJET PCR Purification 

Kit (Fermentas，USA)对目标 PCR 产物进行纯化。

并按照 Illumina Hiseq 测序说明书构建 PE 文库，

加接头后用 Illumina Hiseq2500 PE250 进行扩增子

测序。 

1.6  测序数据分析 

测序原始数据先用 Trimmomatic 软件[10]进行
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剪切和质控(设置 50 bp 的窗口，从 5′端过滤掉

Q<20 的序列)。经过质量控制后的序列用 FLASH

软件 [11]进行双端序列拼接(最小重叠长度设置为

10 bp，最大错配比设置为 0.2)，拼接后的连续序

列再次质控以去除包含模糊碱基对及包含低质量

(Q<25)的序列。用 Usearch 软件在 97%相似度水平

上对序列进行 OTU 聚类，并同时去除嵌合体。以

QIIME[12] 为 平 台 ， 基 于 Bayesian 算 法 的 RDP 

Classifier 用 于 将 代 表 性 序 列 与 Silva 数 据 库

(https://www.arb-silva.de)比对。使用 Mothur 软件

用来计算 α 多样性指数。在进行典型相关分析

(CCA)前，使用 R 软件(Version 3.2.0)中的 Envfit

函数对单个理化因子进行初步筛选，再对微生物

群落做 CCA 分析，研究环境因素对微生物群落组

成的影响。  

1.7  产甲烷菌厌氧培养基的配制 

产甲烷菌的厌氧培养所包含的基础培养基、

微量元素、维生素等按照 Strąpoć 等[7]的方法配制。

1 L 富集培养基包含 100 mL 基础培养基，10 mL

微量元素，10 mL 维生素，10 mmol/L HEPES buffer 

(pH 7.5)，0.001%刃天青，1 mL 0.2% Fe(NH4)2 (SO4)2

以及 40 mL 1.25% cysteine-1.25% Na2S。以上述

配制方法及各组分含量配制 10×浓缩富集培养基

备用。 

1.8  接种产出水及产甲烷的测定 

在厌氧培养箱(Xingmiao YQX-11，Shanghai)

中将 4 个产出水样品等体积混合后，分装 20 mL

于每个 100 mL 无菌无氧的厌氧培养瓶中。培养基

里添加半胱氨酸、刃天青视作厌氧指示剂。将配

置完成的 10×浓缩富集培养基分别取 3 mL 加到厌

氧瓶里。为确定产甲烷途径，分别向厌氧瓶里添

加底物：30 mmol/L 乙酸盐，30 mmol/L 甲基化合 

物(甲酸钠)，30 mmol/L BES (bromoethanesulfonate)，

H2+CO2 (H2︰CO2︰N2 为 3:1:2，V/V/V；105Pa)，

其中，BES 是 methyl-coenzyme M 还原酶的抑制

剂，能够有效抑制产甲烷古菌的产甲烷作用[13–14]。

对照组为添加与底物相同体积的无菌水，空白组

为高温灭菌过的产出水混合样及与对照组相同体

积的无菌水。除底物为 H2+CO2 的实验组外，其他

厌氧培养瓶的顶空均充入 N2。厌氧培养瓶用丁基

胶塞塞紧瓶口后再使用配套的钳口瓶铝盖扣紧后

移出厌氧操作箱，放置在 35 °C 的培养箱中避光培

养。每组实验设置 3 个平行。每隔 1 周使用气相

色谱(Agilent Technologies，Santa Clara，CA，USA) 

TCD 检测器检测 1 次甲烷浓度。测定的气相色谱

条件是：柱室温度 120 °C，汽化温度 120 °C，检

测器温度 160 °C。 

1.9  培养后产出水 DNA 提取及高通量测序 

厌氧富集培养直至没有明显甲烷产生时，实

验提取培养后产出水中微生物群落的 DNA 进行

高通量测序，方法为：取 1.5 mL 富集后产出水用

离心机在 14000×g 条件下离心 10 min，离心后去

除上清液 1 mL。同样使用 FastDNA SPIN kit for 

soil (MP Biomedicals，CA，USA)试剂盒按照其操

作说明提取浓缩液的基因组 DNA。PCR、测序、

测序分析方法参见 1.5 和 1.6 部分。需要指出的是，

真菌经过培养后大量死亡，提取 DNA 后经 PCR

扩增仍无法检测到，不再进行后续分析。 

2  结果和分析 

2.1  产出水理化性质 

产出水理化性质见表 1。产出水中主要的离子

为 Na+、Cl–、Ca2+、K+，同时也含有 Mg2+、SO4
2–、
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NO3
–、NH4

+、Al3+。Cl–和 Na+的浓度与 Shimizu

报道的日本煤层气产出水相近。K+、Ca2+、Mg2+、

NO3
–、NH4

+的浓度与美国 Powder River Basin 的煤

层气产出水却有明显的差异[15]。 

2.2  煤层气稳定同位素比率 

所采集 3 个气体样品甲烷碳稳定同位素值

δ13C(CH4)是–53.2‰––50.5‰ (表 2)。将稳定同位

素比率交叉作图后(图 2)，得出芦岭煤层气田的煤

层气是混合成因气，即热成因气和生物成因气共

同存在。同时，3 种样品之间的稳定同位素比率

结果相近，说明芦岭煤田主产煤层 8#、9#、10#

煤层的煤层气属于同一成因类型和生物成因气

形成途径。 

 
表 1.  产出水样理化性质 

Table 1.  Physicochemical parameters of water samples 
Parameters LL2 LL3 LL4 LL5 

T/°C 2.40 7.40 7.50 6.90 

pH 8.21 9.00 8.62 8.60 

Conductivity 
/(Ms/cm) 

9.60 6.61 6.53 7.00 

Potential/mV –67.20 –111.20 –91.60 –89.50 

DO/(mg/L) 4.46 4.16 3.76 1.87 

TOC/(mg/L) 69.26 58.03 56.52 66.28 

TN/(mg/L) 27.55 33.26 22.34 29.90 

NO3
–/(mg/L) 0.14 6.50 0.30 2.22 

NH4
+/(mg/L) 16.94 12.82 9.73 11.38 

Al3+/(mg/L) 0.53 0.62 0.45 0.49 

Ca2+/(mg/L) 14.38 4.37 84.75 89.20 

K+/(mg/L) 10.65 14.64 2.87 2.92 

Mg2+/(mg/L) 6.94 3.21 9.01 10.19 

Na+/(mg/L) 2031.00 1815.00 1553.00 1570.00 

F–/(mg/L) 8.92 10.67 3.31 4.70 

Cl–/(mg/L) 1551.09 459.25 885.17 1158.83 

SO4
2–/(mg/L) 27.28 24.11 30.70 29.02 

表 2.  煤层气气体同位素组成 

Table 2.  Stable isotope analysis of coal bed methane 
gas samples 

Number δD(CH4)/‰ δ13C(CH4)/‰ δ13C(CO2)/‰ 

8 –182.9 –50.5 –14.9 

9 –188.4 –52.1 –16.0 

10 –189.9 –53.2 –12.6 
 

 
 

图 2.  煤层气成因类型鉴定图谱 

Figure 2.  A plot of genetic type for coal bed methane 
gas samples. 

 

2.3  微生物群落多样性 

本 研 究 采 用 Illumina HiSeq 测 序 共 得 到

143647 条细菌 16S rRNA 基因有效序列，161050 条

古菌 16S rRNA 基因有效序列和 261900 条真菌

ITS 基因有效序列。细菌序列的平均长度是 373 bp，

古菌序列的平均长度是 382 bp，真菌序列的平均

长度是 324 bp。四个样品的细菌序列数从 26855

到 42903，包含的 OTU 数目从 231 到 298；古菌

序列数从 30759 到 54007，包含的 OTU 数目从 448

到 658；真菌序列数从 60945 到 69443，包含的

OTU 数目从 233 到 528。测序覆盖率均达 99%以

上，说明通过 Hiseq 测序数据几乎涵盖样品中全

部的序列，表明本次 HiSeq 测序足以体现样品中

的微生物信息。 
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2.4  产出水中微生物群落结构分布 

2.4.1  细菌群落组成：在细菌门的分类水平上，

超过 20 个门被检测出，其中优势菌门为变形菌门 

(Proteobacteria) 。 根 据 平 均 相 对 丰 度 ， 主 要 有

Proteobacteria (66.3%)、Cyanobacteria (12.6%)、

Firmicutes (10.9%) 、 Bacteroidetes (5.7%) 、

Actinobacteria (1.2%)和 GN02 (1.4%)(图 3)。除变

形菌门外，4 个样点的次优势菌门不尽相同，其

中 LL3 为 Cyanobacteria (38.9%)，LL5 为 Firmicutes 

(31.6%) 。 在 属 水 平 上 ， 优 势 属 为 假 单 胞 菌 属

(Pseudomonas) 。 根 据 平 均 相 对 丰 度 ， 主 要 有

Pseudomonas (15.8%)、Hydrogenophaga (14.1%)、

Dechloromonas (3.7%) 、 Methylomonas (3.5%)、

Rhodobacter (93.2%)和 Flavobacterium (2.3%)。 

2.4.2  古菌群落组成：绝大部分检测到的古菌属

于广古生菌门(Euryarchaeota)。在属水平上的分布

见图 4。不同样点的古菌在属水平上有明显差异，

LL2 优势菌属为甲烷杆菌属(Methanobacterium，

61.0%)，LL3 和 LL4 的优势菌属为 Aenigmarchaeum，

分别占比 61.4%和 21.5%，LL5 的优势菌属为甲烷

球形菌属(Methanosphaera，51.6%)。甲烷八叠球

菌属(Methanosarcina)在 4 个样点中均有分布，平

均丰度为 0.33%。 

2.4.3  真 菌 群 落 组 成 ： 真 菌 群 落 以 子 囊 菌 门

(Ascomycota)为优势菌，4 个样品在真菌群落分布

上 存 在 较 大 的 差 异 ( 图 5) 。 其 中 ， 子 囊 菌 门

(Ascomycota)在 LL2 和 LL5 样品中为优势门，分

别占比 63.9%和 46.6%，担子菌门(Basidiomycota)

在 LL2 样品中占比 26.1%，绿藻菌门(Chlorophyta)

在 LL5 样品中占比 18.7%。而其余两个样品 LL3

和 LL4 在真菌群落上的丰度较低，未被分类的比

例均高达 90%以上。真菌群落在属的水平上相对

丰 度 较 低 ， 其 中 优 势 属 包 括 ( 按 平 均 丰 度 ) 

Gibellulopsis (2.6%)、Fusarium (1.8%)、Alternaria 

(1.0%)、Sarocladium (1.0%)。 

2.4.4  环境因子对微生物群落组成的影响：为了

研究环境因素对微生物群落组成的影响，采用典

型相关分析(CCA)对环境因素和微生物群落结构 

 

 
 

图 3.  细菌群落在门水平上的分布情况 

Figure 3.  The distribution profile of bacterial community at phylum level. Others, all the phyla with relative 
abundance low than 1%. 
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图 4.  古菌群落在属水平上的分布情况 

Figure 4.  The distribution profile of archaea community at genus level. Others, unclassified. 

 

 

 
图 5.  真菌群落在门水平上的分布情况 

Figure 5.  The distribution profile of fungi community at phylum level. Others, unclassified. 

 

组成进行统计分析(图 6)。对微生物群落组成影响

较大的前 3 个理化因子在图中展示。其中，温度

对微生物群落结构门水平上的群落分布和组成

(Envfit，r2=0.45，P<0.05)有显著影响。 
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图 6.  环境因子和微生物群落组成的典型相关分析 

Figure 6.  Canonical correlation analysi of microbial 
communities related to encironmental factors. 
 

2.5  产出水的生物成因气产气特征 

通过 77 d 的培养实验发现，产出水在添加不

同的底物后均能产生甲烷。且只有在添加乙酸盐

为底物下培养的实验组有较高速率的甲烷产生，

在培养 14 d 以后开始大量产生甲烷，并且 35 d 后

甲烷生成量已稳定，而添加其他底物的实验组甲

烷生成量明显较低，如图 7 所示。 

 

 

 
图 7  产出水在不同底物下富集培养过程中甲烷的

产生 

Figure 7.  Methane production from the water 
samples supplemented with different substrate. 

2.6  培养后产出水的微生物群落多样性 

为了验证厌氧培养实验结果，并对培养前后

微生物群落结构变化有更深入的了解，在厌氧培

养第 49 天时，我们采集了培养后的产出水样进行

高通量测序。Illumina HiSeq 测序共获得 348443 条

细菌 16S rRNA 基因有效序列，259252 条古菌 16S 

rRNA 基因有效序列，真菌经过富集后不再检出。

细菌序列的平均长度是 370 bp，古菌序列的平均

长度是 363 bp。本次测序覆盖率均达 99%以上，

说明通过 Hiseq 测序数据几乎涵盖样品中全部的

序列。测序样品编号及各组甲烷产量见表 3。 

2.7  培养后产出水中微生物群落结构分布 

2.7.1  细菌群落组成：经过厌氧培养后，在细菌门

的 分 类 水 平 上 ， 其 中 优 势 菌 门 为 厚 壁 菌 门

(Firmicutes)。根据平均相对丰度，主要有 Firmicutes 

(67.4%) 、 Proteobacteria (9.4%) 、 Bacteroidetes 

(8.8%)、Tenericutes (5.2%)、Spirochaetes (3.2%)和

Synergistetes (3.0%) (图 8)。在属水平上，优势属由

于培养所用底物不同而有明显的差异，比如，醋酸

杆 菌 属 (Acetobacterium) 在 以 甲 基 化 合 物 为 底 物

(YP4)的厌氧瓶中得到富集。发酵型细菌(Fusibacter)

在所有样品中均得到富集，并在除 YP4 以外的其

他厌氧瓶中成为优势属。光合细菌(PSB-M-3)在所

有样品中均有一定程度的富集，尤其在未添加底物

的原产出水(YP1)和以 H2+CO2 为底物的厌氧瓶

(YP5)中相对丰度较高，分别为 12.1%和 14.2%。 
 

表 3.  测序样品编号及甲烷产量 

Table 3.  Sample name for sequencing 

Sample ID YP1 YP2 YP3 YP4 YP5 

Substrate Original 
water 

BES Sodium 
acetate 

Sodium 
formate 

H2+CO2

Methane yield/
(μL/L) 

117.91 0 3176.2 430.29 365.06
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图 8.  细菌群落在门水平上的分布情况 

Figure 8.  The distribution profile of bacterial community at phylum level. Others, all the phyla with relative 
abundance low than 1%. 
 

2.7.2  古菌群落组成：经过厌氧培养后，绝大部

分检测到的古菌属于广古生菌门(Euryarchaeota)。

其中在属水平上的分布见图 9。可以看出，甲烷

八叠球菌属(Methanosarcina)在添加了产甲烷抑

制剂 BES(YP2)的对照组中没有得到富集，在以

乙 酸 盐 为 底 物 的 厌 氧 瓶 中 (YP3)相 对丰度高达

95.1%。甲烷鬃菌属(Methanosaeta)在未添加底物

的 原 产 出 水 (YP1)和 H2+CO2 为 底 物 的 对 照 组

(YP5)中大量富集，成为优势属，相对丰度分别

为 45.2%和 56.4%。 

 
图 9.  古菌群落在属水平上的分布情况 

Figure 9.  The distribution profile of archaea community at genus level. Others, unclassified. 
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3  讨论 

3.1  环境因素对产出水中微生物群落的影响 

本研究是首次关于芦岭煤田煤层气井产出水

理化性质和微生物群落多样性的研究。研究表明

该地区煤层气井产出水的一些理化性质与其他地

区煤层气井产出水并不相同。温度是造成该地区

微生物群落组成差异的主要因素。微生物测序结

果表明，即使在煤层气产出水这种高盐、偏碱性

的环境下，仍有大量的细菌、古菌和真菌生存。 

煤层气井产出水水质具有微碱性，具有较低

的溶氧量。这为产甲烷菌制造了一个良好的厌氧

环境。水中存在一定的 TOC 为厌氧产甲烷菌提供

了初始的碳源和能源。然而产出水中硫酸盐的含

量很高，硫酸盐还原菌与产甲烷菌存在竞争关系，

在硫酸盐还原菌的初始阶段产甲烷菌的活性并不

高。随着硫酸盐被利用，有机酸同时被消耗，氧

化还原电位降低，这将有利于产甲烷菌活性的提

高，因而在硫酸盐被消耗的后期，产甲烷活动得

到增强。 

3.2  微生物群落结构多样性分析 

产 出 水 中 的 优 势 细 菌 分 布 在 变 形 菌 门

(Proteobacteria)、蓝细菌门(Cyanobacteria)、厚壁

菌门(Firmicutes)、拟杆菌门(Bacteroidetes)和放线

菌门(Actinobacteria)，这些微生物被报道均可参与

煤的微生物降解，为产甲烷菌提供能够直接使用

的小分子碳源[16]。螺旋体门(Spirochaetes)在煤降

解初期裂解大分子化合物，其中一些细菌在牛瘤

胃胃液中能够降解植物源聚合物，如木聚糖、果

胶和阿拉伯半乳聚糖[17]。绿弯菌门(Chloroflexi)也

是在煤中常见的细菌，通常参与煤的降解[18]。在

属的水平上，假单胞菌(Pseudomonas)作为丰度最

高的细菌，在许多煤层中都曾检测到。假单胞菌

是一类有机烃降解细菌，某些菌株可分泌表面活

性剂，加速煤中有机物的分解释放[19]。嗜氢菌属

(Hydrogenophaga)在产出水中的丰度较高，在其他

煤层气田的产出水中也有检测到，如德国鲁尔盆

地内一处废弃煤矿，并在以煤为底物的产甲烷菌

的厌氧培养中表现出一定的活性[20]，可以降解利

用联苯类有机物[21]，因此嗜氢菌属可能是以发酵

细菌的角色参与产甲烷活动。Dechloromonas 属同

样是煤层中常见的细菌，能够降解苯、甲苯、苯

乙烷和二甲苯[22]。综上所述，产出水中的细菌通

过降解煤中的大分子物质供产甲烷菌使用的方式

参与产甲烷过程。 

产 出 水 中 古 菌 的 优 势 门 是 广 古 生 菌 门

(Euryarchaeota)。与其他煤层气田相比不同的是， 

Aenigmarchaeum 在该地区有不同程度的分布，甚

至在 LL3 样品中成为优势属。然而到目前为止鲜

有 对 该 菌 的 报 道 ， 一 篇 最 近 的 报 道 指 出

Aenigmarchaeum 存在于营养匮乏的水域中[23]，其

分 布 和 功 能 值 得 进 一 步 探 究 。 甲 烷 杆 菌 属

(Methanobacterium)在 LL2 样品中丰度最高，是一

类氢营养型产甲烷菌，可以利用 H2、CO2 小分子

为底物生成甲烷。甲烷球形菌属(Methanosphaera)

在 LL5 样品里丰度最高，是一种甲基营养型产甲

烷 菌 。 除 此 之 外 ， 氢 营 养 型 的 甲 烷 螺 旋 菌 属

(Methanospirillum) 、 混 合 型 的 甲 烷 八 叠 球 菌 属

(Methanosarcina) 、 乙 酸 营 养 型 的 甲 烷 鬃 菌 属

(Methanosaeta) 、 甲 基 营 养 型 的 甲 烷 叶 菌 属

(Methanolobu) 、 甲 烷 食 甲 基 菌 属

(Methanomethylovorans)也在产出水样中检测到。

虽然这些产甲烷菌所占比例较小，但也说明了该

地区存在不同的产甲烷途径。 
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测序结果表明，真菌也能在这种高盐的环境

下得以生存。不断有新的证据证明有些耐盐或嗜

盐真菌可以在某些极端高盐环境中生存[24–26]。真

菌中的优势菌是子囊菌 (Ascomycota)。子囊菌中

的优势属格孢属(Alternaria)、曲霉属(Aspergillus)、

Cladosporium 和青霉属(Penicillium)，这些属也是

在农业、工业、木材加工、污水处理厂中常见的

真菌[27]。其中，曲霉属、青霉属因能产酸而具有

引发生产设备腐蚀的可能性[28]，Cladosporium 经

常出现在已被腐蚀的金属表面[29]，表明这种微生

物也与腐蚀相关。然而，我们尚不能找到真菌在

产甲烷过程中所处的地位，但该研究为真菌在常

规煤层气微生物多样性研究中作为常被忽略的物

种提供了初步的了解。 

3.3  生物成因气的生成途径 

为了进一步验证产甲烷类型，对产出水进行

了厌氧培养实验，结果表明添加乙酸盐为底物的

实验组，35 °C 培养下能够高速率产生甲烷；而添

加甲酸盐和 H2+CO2 为底物的厌氧培养虽然甲烷

产生量较少，但都有一定程度的甲烷生成，说明

该地区三种产甲烷途同时存在。不添加底物的原

产出水经过长时间的培养后也有微量甲烷的生

成，证明了煤层气产出水微生物具有产甲烷能力，

添加产甲烷菌能够利用的小分子物质，可大大缩

短产甲烷时间，并提高产甲烷量。有趣的是，以

甲基化合物为底物的培养瓶最先产气；以 H2+CO2

为底物的厌氧瓶产气最慢，这可能是由于芦岭煤

矿中含有的 Dechloromonas 能够利用 H2 作为电子

供体[30]，使得氢营养型产甲烷菌能够利用的氢分

压降低，导致产甲烷速率和甲烷产量降低。 

3.4  培养前后微生物多样性变化 

经过厌氧培养后，产出水中细菌和古菌的群

落结构产生明显变化。优势菌门变为厚壁菌门

(Firmicutes)，梭菌纲(Clostridia)是其主要类型。梭

菌都为厌氧细菌，是典型的发酵细菌。它们能够

生产醇类，如丁醇[31]，能够降解芳香族化合物，

如甲苯[32]。醋酸杆菌属(Acetobacterium)在以甲基

化合物为底物(YP4)的厌氧瓶中得到富集，其原因

是醋酸杆菌属能够以单糖和芳香族烃类单分子作

为底物，用氢气作为电子供体来生产乙酸[33]，并

能在产甲烷菌存在情况下降解大分子碳水化合物

生 成 二 氧 化 碳 和 甲 烷 [34] 。 甲 烷 八 叠 球 菌 属

(Methanosarcina)经厌氧培养后得到富集，成为优

势菌属，Methanosarcina 属于兼性产甲烷型菌，底

物利用范围广泛，如甲醇、二甲胺、三甲胺以及

乙酸，并且它是能利用有机物乙酸、甲醇及甲胺

类化合物并产生甲烷、CO2 及胺的唯一物种，因

此具有非常重要的生态学意义[35]。这些能够利用

多种底物的产甲烷古菌的富集进一步表明芦岭煤

田存在三种不同的产甲烷类型。 

4  结论 

通过高通量测序技术对淮北煤田产出水的微

生物群落结构多样性进行分析发现芦岭煤田中的

细菌群落以变形菌门、蓝细菌门、厚壁菌门、拟

杆菌门为主；古菌群落以广古生菌门为主。同位

素分析表明芦岭煤田煤层气中含有生物成因气。

进一步通过添加不同底物的厌氧培养实验证明该

地区含有乙酸营养型、氢营养型、甲基营养型的

产甲烷类型。微生物群落结构在厌氧培养后发生

明显变化，细菌的优势菌门从变形菌门变为厚壁

菌门，古菌丰度有显著的降低，真菌含量低于检

测水平。该研究将为利用微生物增产煤层气、实

现煤层气的可持续开采提供参考。后续研究还需
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关注煤中有机成分的降解过程，采用同位素标记

法对降解过程的中间产物及主要微生物进行深入

的分析。 
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Microbial community and the type of methanogenesis associated 
with biogenic gas in Luling Coalfield, China 

Yafei Liu, Bobo Wang, Hongxun Zhang, Zhisheng Yu* 
College of Resources and Environment, University of Chinese Academy of Sciences, Beijing 100049, China 

Abstract: [Objective] The aim of this study was to study microbial community structures and type of methanogenesis 

associated with biogenic gas in Luling Coalfield, China. [Methods] We detected microbial distribution of the 

formation water by high-throughput pyrosequencing and bioinformatic analysis. Anaerobic culture was also used to 

verify the type of methanogenesis. [Results] The composition and stable isotopic ratios of gas samples implied a 

mixed biogenic and thermogenic methane. Archaeal 16S rRNA gene analysis revealed the survival of the acetoclastic, 

methylotrophic, and hydrogenotrophic methanogen in the produced water. Most detected bacteria could degrade 

aromatic and cellulose-derived compounds in coal. The activity and potential of methanogens of the related bacteria 

were confirmed by the obvious methane production in enrichments supplemented with acetate, formate or H2+CO2. 

[Conclusion] Acetoclastic and methylotrophic as well as hydrogenotrophic methanogenesis was responsible for the 

methanogenesis in Luling coalfield. These results would provide theoretical basis to improve the coal bed methane 

production using microbial technology and realize the sustainable exploitation of coal bed methane. 

Keywords: coal bed methane, acetoclastic methanogenesis, methanogens 
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余志晟，中国科学院大学资源与环境学院教授，博士生导师。研究领域是能源与环境科

学，在生物质能源和环境修复方面做了大量工作。主要业绩包括：(1) 在国内较早开展了

纤维素类废弃物热解和水解脱毒方法，在国际上首次克隆到内醚糖激酶基因，成功构建

了国际上第一例完全发酵内醚糖产乙醇的基因工程菌株，并阐明了产乙醇菌株对热解液

毒物的应答机制。(2) 阐明了国内不同地质煤层的生物甲烷成因类型，首次发现了甲基营

养型甲烷形成的煤层气田，揭示了即使在热成因气为主的瓦斯气中也存在生物成因气，

也证明了我国地下深层页岩气存在生物甲烷的潜能。(3) 揭示了饮用水厂处理过程与污水

处理厂发泡与污泥膨胀发生时，微生物的动态变化规律。在 Water Research、Biotechnology 

for Biofuels、Bioresource Technology 等期刊发表论文 50 余篇。 


