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摘　 要：为研究不同煤阶煤制生物甲烷产量与微生物代谢功能之间的耦合关系，选择褐煤、长焰煤、气
煤和焦煤 ４种不同煤阶煤样，通过对发酵过程中生物甲烷含量以及其代谢功能进行测试，同时借助修

正的 Ｇｏｍｐｅｒｔｚ模型，对不同煤制生物甲烷的成气潜力、代谢功能丰度以及两者之间的相关性进行了

分析。 研究结果表明，以长焰煤为底物的煤制生物甲烷试验中累积产气量明显高于其他试验组，且生

物甲烷产量较褐煤、气煤和焦煤分别增加了 １０．８２％、３８．８８％和 ７３．４９％。 修正的 Ｇｏｍｐｅｒｔｚ模型拟合结

果得出，长焰煤试验组的生物甲烷产气潜力最大，且随着底物煤阶的升高，滞后时间也在逐渐增加。
长焰煤试验组参与微生物代谢功能的相对丰度明显高于其他试验组，这与生物产气结果几乎完全相

符，且参与辅酶转运与代谢和碳水化合物运输和代谢这 ２ 种代谢功能与最大甲烷生成潜力之间存在

良好的线性关系（Ｒ２ ＝ ０．７２７，Ｒ２ ＝ ０．９４５）。 功能基因预测结果显示，长焰煤试验组中参与氨基酸形成

与转化的天冬氨酸 ４－脱羧酶、谷氨酸脱氢酶、天冬氨酸转氨酶和肌氨酸氧化酶以及参与脂肪酸合成

的 ３－氧酰基－［酰基载体蛋白］还原酶和乙酰辅酶 Ａ羧化酶丰度较其他试验组有大幅度的增加，且其

生物膜合成相关的功能基因丰度也最大，这为发酵系统中挥发性脂肪酸（ＶＦＡ）的合成提供更多的前

体物质，同时也增强了微生物对环境压力的抵抗力和耐受力。
关键词：煤阶；厌氧发酵；生物甲烷；动力学模型；代谢功能
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０　 引　 　 言

厌氧消化最早是在生物有机体的自然生理过程

中引入的，现已被战略性地应用于煤层生物气资源

的开采与利用。 研究表明，煤的生物利用度可能会

限制生物气生成的速率和产量［１－２］。 因此，目前大

部分研究主要集中在如何增加煤的溶解性以及解聚

性。 然而，煤层生物气生成的主要条件不仅包括底

物煤，还存在较复杂的生物化学反应，即水解、酸化、
产酸和产甲烷等决定性步骤［３］。 根据条件的不同，
每个步骤都有可能成为限制生物气生成速率和产量

的关键［４］。 例如，产酸细菌与水解部分有关，可作

用于聚合物（主要是多糖和蛋白质）产生短链脂肪

酸（如乙酸、丁酸），使这些小分子酸类物质用于由

产甲烷古菌驱动下的进一步甲烷的生成［５］。 值得

注意的是，任何上述成分或者含量发生变化都会导

致厌氧消化过程出现差异。
据统计，大多数煤制生物甲烷的研究主要集中

于煤的固体结构及液相产物变化对最终甲烷生成的

影响［６－９］。 然而，厌氧微生物中的功能基因和一些

相关酶的表达对底物（即碳水化合物、蛋白质等）代
谢以及最终生物甲烷的生成至关重要［１０－１１］。 而现

阶段关于这一主题的研究内容很少。 尽管对于煤阶

与微生物群落结构和分布特征之间的相关性已得到

初步证实［１２］。 但转化过程中功能性酶的基因表达

和甲烷产量之间的联系仍然不清楚。
鉴于基因组学技术的快速发展，目前可以实现

在复杂条件下对参与生物甲烷生成的关键基因和功

能酶的鉴定［１３］。 因此，基于煤的生物产气潜力与关

键基因和功能表达的耦合关系，分析了不同煤阶煤

制生物甲烷过程中的产气特征，同时评估了以不同

煤阶煤作为厌氧发酵底物下的甲烷生成潜力。 之后

通过 １６Ｓ ｒＲＮＡ基因功能预测技术分析了不同煤阶

煤制生物甲烷过程中参与底物代谢的相关基因功能

表达水平。 研究将煤的生物产气特征与微生物基因

功能表达进行了有机结合，为生物成因煤层气的潜

在生成机制提供新的见解。

１　 试　 　 验

１．１　 试验材料

试验煤样选择内蒙古胜利煤田、河南义马千秋

煤矿、山西大同泉岭煤矿和河南平顶山煤矿新鲜的

褐煤、长焰煤、气煤和焦煤，煤样工业分析和元素分

析分别按照国家标准 ＧＢ ／ Ｔ ３０７３２—２０１４ 和 ＧＢ ／ Ｔ
３１３９１—２０１５进行，测试结果见表 １。 试验前将煤样

粉碎至 ８０～１００目（０．１５～０．１８ ｍｍ），并在 ６０ ℃下干

燥２４ ｈ，密封保存。

表 １　 煤样的工业分析与元素分析

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｏｘｉｍａｔｅ ａｎｄ ｕｌｔｉｍａｔｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｏａｌ ｓａｍｐｌｅｓ

煤样
工业分析 ／ ％

Ｍａｄ Ａａｄ Ｖｄａｆ ＦＣａｄ

元素分析 ／ ％

ｗ（Ｃ） ｗ（Ｈ） ｗ（Ｏ） ｗ（Ｎ） ｗ（Ｓ）

褐煤 ７．２４ １２．７３ ４４．６９ ３５．３４ ６８．４９ ５．８１ ２２．１７ ２．５６ ０．９７

长焰煤 ２．９８ ９．９１ ３６．４３ ５０．６８ ７３．４４ ５．１９ １８．１２ １．０１ ２．２４

气煤 ２．３３ ３．３３ ３２．１５ ６２．１９ ９０．６７ ４．３２ ３．３６ ０．６２ １．０３

焦煤 ２．０９ ８．３２ ２２．３１ ６７．２８ ８０．２６ ３．８５ １２．９４ １．０７ １．８８

１．２　 生物产气试验

培养基配制方案按照文献［１４］进行准备。 将

配制好的培养基放入高温灭菌锅内于 １２１ ℃灭菌 ３
ｈ，灭菌结束后按照 ３ ∶ １ 的比例倒入驯化的菌液

（来源为矿井水），利用 Ｎ２驱替瓶内空气 ３ ｍｉｎ，用封

口膜密封，放置在 ３５ ℃恒温培养箱中富集 ４ ｄ。 将

２０ ｇ粉碎后的煤样加入 ２５０ ｍＬ 锥形瓶内，同时加

入富集 ４ ｄ的菌液 ２００ ｍＬ，利用 Ｎ２驱替瓶内空气 ３
ｍｉｎ，搅拌均匀后放入 ３５ ℃恒温培养箱进行为期

３２ ｄ的产气实验，每组实验设置 ３ 个平行样。 用

集气袋收集气体，甲烷定量分析使用气相色谱仪

（Ａｇｉｌｅｎｔ ７８９０ＧＣ）。 分别用 ＨＭ、ＣＹＭ、ＱＭ 和 ＪＭ
表示以褐煤、长焰煤、气煤与焦煤为底物的生物产

气试验。
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１．３　 甲烷生成动力学

修正的 Ｇｏｍｐｅｒｔｚ 模型通常用于模拟厌氧发酵

过程中 ＣＨ４的累积生成特征，使用该模型（式（１））
评估和对比不同煤阶煤制生物甲烷过程中 ＣＨ４生成

动力学，该等式描述如下：

ｙ＝Ａｅｘｐ －ｅｘｐ
μｍｅ
Ａ

æ

è
ç

ö

ø
÷ （λ－ｔ）＋１é

ë
ê
ê

ù

û
ú
ú{ } （１）

其中：ｙ 为累积甲烷产量，ｍＬ ／ ｇ；Ａ 为累积甲烷产

量潜力，ｍＬ ／ ｇ；μｍ为最大比甲烷产量，ｍＬ ／ （ｇ·ｄ）；
λ 为滞后期，ｔ，为 ＣＨ４首次产生所用的时间，也表示

微生物适应环境所用的时间。
１．４　 微生物代谢功能预测

４ 个试验组的发酵液的全基因组 ＤＮＡ 是用

Ｅ．Ｚ．Ｎ．ＡＴＭ Ｍａｇ－Ｂｉｎｄ Ｓｏｉｌ ＤＮＡ Ｋｉｔ 试剂盒提取的。
使用 Ｑｕｂｉｔ ２．０ 评估 ＤＮＡ 浓度，以确保达到测序要

求。 在测序之前，每个发酵液中的聚合酶链反应产

物以等摩尔量标准化，用于构建聚合酶链反应扩增

子文库。 之后所有样本被送到上海生工进行测试，
根据说明使用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＭｉＳｅｑ（２×３００ ｂｐ）系统进行

文库构建，最终利用 ＰＩＣＲＵＳｔ 软件分析不同发酵液

的代谢功能与功能基因差异。

２　 结果与讨论

２．１　 煤制生物气产气特征分析

对不同煤阶煤厌氧发酵过程中的累积产气量与

甲烷产量进行了分析，结果如图 １所示。

图 １　 累积产气量与甲烷产量生成特征

Ｆｉｇ．１　 Ｃｕｍｕｌａｔｉｖｅ ｂｉｏｇａｓ ａｎｄ ｍｅｔｈａｎｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ

　 　 从图 １可以看出，ＣＹＭ的累积产气量明显高于

其他试验组（图 １ａ），且生物甲烷产量较 ＨＭ、ＱＭ 和

ＪＭ分别增加了 １０．８２％、３８．８８％和 ７３．４９％（图 １ｂ）。
前人的研究证实，煤的生物产气量会随着煤阶增加

而逐渐降低。 这是因为与低阶煤相比，高阶煤的杂

原子含量较低，芳香结构缩合度较高［１５］，导致其生

物利用度降低。 然而，ＦＡＬＬＧＲＥＮ等［１６］的研究表明

高阶煤可能比低阶煤具有更高的甲烷生成潜力。 同

时，有学者证实沥青比干酪根更具微生物转化甲烷

潜力［１７］。 这表明煤阶高低不是生物甲烷产量潜力

的有利指标。 煤中的金属元素含量、黏土矿物以及

导电性对发酵环境也有重要的影响。 产生的影响

如下：
１）金属元素。 ①释放金属离子，是厌氧发酵中

厌氧微生物的必要营养来源［１８］；②有助于 ＤＮＡ 复

制、关键酶的形成［１９］；③降低了发酵体系中 Ｈ２Ｓ 的

含量［２０］。
２）黏土矿物。 具有较高的比表面积和规则

的孔道结构，吸水性和膨胀性较好。 黏土吸水使

其层间距增大，可提高微生物与煤的有效接触，
且黏土中的无机矿物对微生物产甲烷有促进作

用 ［２１］ 。 同时，起到 ｐＨ 缓冲作用，从而稳定厌氧

发酵系统。
３）导电性。 激活细胞间的信号传递，可在细菌

和氢营养型产甲烷菌之间形成间直接电子转移的通

道。 ＳＵ等［２２］研究证实在内蒙古区块采集的褐煤中

高的金属元素含量（是长焰煤的 ９ 倍）会对微生物

生长有毒害作用，同时也会抑制酶的活性甚至失活，
这是导致褐煤的煤制生物甲烷量下降的原因之一。
同时，煤中黏土矿物的含量会随着煤阶的增加而增

多［２３］，长焰煤中黏土矿物含量较褐煤有所增加，有
利于生物甲烷的生成。 先前的研究表明，羧基在低

阶煤中含量丰富，并且随着煤阶的升高而缓慢下

降［２４］，羧基是降解的优先目标，与芳香族和脂类

Ｃ—Ｃ键相比，其键离解能相对较低，可被微生物优

先利用，同时高阶煤顽固的芳香结构不利于煤的生

物降解［２５］。 综上所述，长焰煤可作为煤制生物甲烷

的优势底物。
另外，前人的研究已经证实，煤的生物产气可

分 ３ 个重要阶段，即①缓慢增长→快速增长阶段；
②快速增长→缓慢增长阶段；③缓慢增长→产气

停止阶段。 从图 １ａ 中可以发现，产气量越大的试
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验组 ３ 个阶段越明显，且 ＨＭ 和 ＣＹＭ 在 １６ ～ ２４ ｄ
产气量增幅较大，而 ＱＭ 与 ＪＭ 的累积产气量没有

较明显上升期。
２．２　 甲烷的动力学模型

改进的 Ｇｏｍｐｅｒｔｚ 模型能够有效预测厌氧发酵

的动力学强度［２６］。 滞后期（λ）表示微生物适应发

酵环境动态变化所需的延迟响应时间［２７］。 随着底

物煤阶的升高，滞后期也在逐渐的增加（表 ２），这可

能是由于高阶煤中较顽固的芳构化结构。 培养基中

微生物的驯化需要延长的滞后期，高 λ 表明微生物

适应反应环境的能力低，沼气和 ＣＨ４的产生时间较

长，说明高煤阶煤制生物甲烷会明显延长厌氧发酵

时间。 然而，ＨＭ显示最低的 λ，但理论甲烷总产量

较 ＣＹＭ低 １９．３０％，结合 ＫＯＣＨ 等［２８］的结论，这可

能的原因是由于 ＶＦＡ积累，使得 ｐＨ下降，进而破坏

了产甲烷菌活性。

表 ２　 生物甲烷产气潜力预测

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｂｉｏｍｅｔｈａｎｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ

底物 μｍ ／ （ｍＬ·ｄ－１） Ａ ／ ｍＬ λ ／ ｄ Ｒ２

ＨＭ ３．３７±０．２１ ８３．３３±３．３４ １０．６６±０．４８ ０．９９０ ２

ＣＹＭ ２．６６±０．３８ １０３．２６±１０．５６ １２．３５±１．６６ ０．９７０ ６

ＱＭ ２．３０±０．２３ ７８．１０±６．４２ １４．２２±１．２４ ０．９８６ ６

ＪＭ ２．１２±０．１３ ７２．０６±４．４８ １７．６１±０．９０ ０．９９６ ０

２．３　 代谢功能的差异特征

在不同煤阶煤的厌氧发酵产甲烷过程中，ＣＹＭ
参与微生物代谢功能的相对丰度明显高于其他试验

组（图 ２），这意味着以长焰煤作为发酵底物，可明显

改善有机物如碳水化合物、氨基酸和其他化合物的

生物转化。 众所周知，厌氧发酵过程中碳水化合物

和氨基酸被生物代谢成挥发性脂肪酸是重要的且必

经的决定步骤，因此，微生物代谢功能的增强与高挥

发性脂肪酸的产生是一致的。
研究分析了主要参与甲烷生成的 ４种代谢功能

图 ２　 基于 ＫＥＧＧ数据库的微生物群落代谢功能

Ｆｉｇ．２　 Ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＫＥＧＧ ｄａｔａｂａｓｅ

（次生代谢物生物合成、运输和分解代谢；辅酶转

运与代谢；碳水化合物运输和代谢；氨基酸转运与

代谢）丰度与最大甲烷生成潜力之间的线性关系

（图 ３）。 从图 ３ 可以看出，参与辅酶转运与代谢和

碳水化合物运输和代谢这 ２ 种代谢功能与最大甲

烷生成潜力之间存在良好的线性关系（Ｒ２ ＝ ０．７２７，
Ｒ２ ＝ ０．９４５）。 为了更准确地反映这些代谢功能

的差异 性，对 其 相 关 的 表 达 基 因 进 行 了 对 比

分析。
２．３．１　 氨基酸代谢

通常氨基酸的代谢是指其形成和转化。 因此，
通过根据氨基酸的形成和转化相关基因的相对丰度

来进行预测分析，相关功能基因描述见表 ３，分析对

比结果如图 ４所示。
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图 ３　 代谢功能与最大甲烷生成潜力之间的线性关系

Ｆｉｇ．３　 Ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｍａｘｉｍｕｍ ｍｅｔｈａｎｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ

表 ３　 氨基酸代谢相关功能基因描述

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｄｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｏｆ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｇｅｎｅｓ

ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ

Ｋ 基因类别 描述

００２６５ ｇｌｔＢ 谷氨酸合酶（ＮＡＤＰＨ ／ ＮＡＤＨ）
０９７５８ ａｓｄＡ 天冬氨酸 ４－脱羧酶

００２６１ ｇｄｈＡ 谷氨酸脱氢酶

００８１３ ａｓｐＣ 天冬氨酸转氨酶（ＮＡＤ（Ｐ） ＋）
１１３５８ ｙｈｄＲ 天冬氨酸转氨酶

００８３０ ＡＧＸＴ
丙氨酸乙醛转氨酶 ／丝氨酸

乙醛转氨酶 ／丝氨酸丙酮酸转氨酶

０００５８ ｓｅｒＡ Ｄ－３－磷酸甘油酸脱氢酶

００３０４ ｓｏｘＤ 肌氨酸氧化酶，δ亚单位

００３０５ ｓｏｘＧ 肌氨酸氧化酶，γ亚单位

０１７５３ ｄｓｄＡ Ｄ－丝氨酸脱水酶

图 ４　 氨基酸形成与转化相关功能基因丰度对比

Ｆｉｇ． ４　 Ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｇｅｎｅｓ
ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ

　 　 不同煤阶煤发酵过程中与氨基酸形成相关的酶

的基因丰度差异较大（图 ４）。 ＣＹＭ 中参与谷氨酸

合成的 ｇｌｔＢ 的相对丰度最高［２９］。 此外，ＣＹＭ 中能

够将含氮基团转移到 Ｌ－丙氨酸的 ａｓｄＡ［３０］的相对丰

度比 ＨＭ、ＱＭ 和 ＪＭ 分别高 １５．６９ 倍、４．７９ 倍、３．２７
倍。 另一方面，与氨基酸转化相关的酶的基因在不

同底物条件下也发生了变化。 ｇｄｈＡ 基因在 ４ 组试

验组中的整体丰度较低，该基因与谷氨酸脱氢酶有

关［３１］，谷氨酸脱氢酶能将谷氨酸脱氢酶转化为

α－酮戊二酸，这有利于丙酮酸合成，其整体变化趋

势与甲烷产量成正比关系。 ＣＹＭ 中较高的编码天

冬氨酸氨基转移酶和参与草酰乙酸合成的 ｙｈｄＲ 基

因和 ａｓｐＣ基因丰度，有利于乙酸和丙酸的产生，为
产甲烷菌提供更充足的营养源。 ＣＹＭ中同时也存在较

高丰度的 ＡＧＸＴ 基因（参与丙酮酸的直接合成），为
ＶＦＡ和 Ｈ２ ／ ＣＯ２的生产提供了更多的发酵前体物。

如图 ４ 所示，对氧化还原酶和磷酸甘油酸变位

酶（糖酵解酶）至关重要的以及有助于丝氨酸形成

的 ｓｅｒＡ基因相对丰度与煤阶几乎成反比关系，即煤

阶越低，则 ｓｅｒＡ 基因丰度越高，这可能与低阶煤中

含有较高残余糖类物质有关。 在 ＣＹＭ 中有较丰富

的 ｓｏｘＤ基因和 ｓｏｘＧ 基因，其编码与甘氨酸形成相

关的氧化还原酶，并作用于供体化合物的氨氮基团。
显然，这 ２个基因的丰度与甲烷测试结果成正相关
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关系。 此外，编码能够将 Ｄ－丝氨酸水解为丙酮酸的

Ｄ－丝氨酸脱水酶的 ｄｓｄＡ 基因丰度在 ＣＹＭ 中有强

的活跃性，进而促进发酵体系中脂肪酸的生成。
２．３．２　 脂肪酸生物合成

在有机物厌氧发酵过程中，脂肪酸生物合成途

径与 ＶＦＡ的形成密切相关。 因此，进一步分析了脂

肪酸生物合成途径中与 ＶＦＡｓ 产生相关的功能基

因，相关功能基因描述见表 ４。 ｆａｂＧ 基因在整体功

能占比最大，该基因已被报道与酰基还原酶的编码

有关，酰 基 还 原 酶 以 烟 酰 胺 腺 嘌 呤 二 核 苷 酸

（ＮＡＤ＋）或烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸（ＮＡＤＰ ＋）作
为电子受体［３２］，并且在脂质代谢和脂肪酸合成中起

重要作用。

乙酰辅酶 ａ 羧化酶对应于 ４ 个同源基因 ａｃｃＡ、
ａｃｃＢ、ａｃｃＣ、ａｃｃＤ 和 ｂｃｃＡ。 其中，ａｃｃＡ、ａｃｃＢ、ａｃｃＣ、
ａｃｃＤ的相对丰度处于较高水平，并且在 ＣＹＭ 中的

相对丰度高于其他试验组（图 ５）。 ＫＲＩＶＯＲＵＣＨＫＯ
等［３３］得出，碳水化合物、蛋白质和脂肪等主要底物

被乙酰辅酶 ａ通过常见的代谢途径降解，它也是脂

肪酸生产的前体物质。 ａｃｃＡ、ａｃｃＢ、ａｃｃＣ 和 ａｃｃＤ 参

与了代谢模块中的碳水化合物代谢、能量代谢和脂

质代谢，ａｃｃＡ和 ａｃｃＤ可以生成 Ｃ—Ｃ 键，而 ａｃｃＣ 可

以在化学连接模块中生成 Ｃ—Ｃ 和 Ｃ—Ｈ 键。 然

而，与其他乙酰辅酶 ａ 羧化酶相比，ｂｃｃＡ的相对丰度

较低，它们在煤代谢过程中的贡献率相对较低，可以

推断底物煤的加入可能会破坏这 ２种基因的表达。
表 ４　 脂肪酸生物合成相关功能基因描述

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｄｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｏｆ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｇｅｎｅｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ

Ｋ 基因类别 描述

０００５９ ｆａｂＧ ３－氧酰基－［酰基载体蛋白］还原酶

０１９６２ ａｃｃＡ 乙酰辅酶 Ａ羧化酶羧基转移酶亚单位 α

０２１６０ ａｃｃＢ 乙酰辅酶 Ａ羧化酶生物素羧基载体蛋白

０１９６１ ａｃｃＣ 乙酰辅酶 Ａ羧化酶，生物素羧化酶亚单位

０１９６３ ａｃｃＤ 乙酰辅酶 Ａ羧化酶羧基转移酶 β亚单位

图 ５　 脂肪酸生物合成相关功能基因丰度对比

Ｆｉｇ．５　 Ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ
ｇｅｎｅｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ

２．３．３　 细胞膜合成

此外，在 ＣＹＭ中的群体感应基因的相对丰度最

高。 群体感应是一种调节系统，可以展示细菌的细胞

密度信息，并表达相应的调节基因。 群体调控包括毒

力因子产生、抗生素合成、细胞运动、孢子形成和生物

膜形成［３４－３５］。 本研究中，与胞外多糖合成和生物膜

形成相关的 ｃｒｐ基因［３６］相对丰度在 ＣＹＭ中显著增加

（图 ６），该基因描述见表 ５。 生物膜的形成对于保护

细胞免受外界侵袭，提高细胞对环境压力的抵抗力和

耐受性非常重要，同时更多的胞外多糖表明有更多的

底物为产酸细菌提供了产生挥发性脂肪酸的途径，这
也是 ＣＹＭ中甲烷产量较多的主要原因之一。

图 ６　 生物膜合成相关功能基因丰度对比

Ｆｉｇ．６　 Ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｇｅｎｅｓ
ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｂｉｏｆｉｌｍ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ

表 ５　 细胞膜合成相关功能基因描述

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｄｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｏｆ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｇｅｎｅｓ ｒｅｌａｔｅｄ
ｔｏｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｃｅｌｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ

Ｋ 基因类别 描述

１０９１４ ｃｒｐ
ＣＲＰ ／ ＦＮＲ家族转录调节因子，

环腺苷酸受体蛋白

２．３．４　 不同煤阶煤制生物甲烷代谢功能的差异讨论

在酶水解过程中，水解厌氧菌和兼性细菌，如
梭状芽孢杆菌、肠杆菌和链球菌［３７］ ，产生胞外水解

酶（糖苷酶、肽酶或酯酶） ［３８］，它们破坏煤的大分子

基质［３９］，释放蛋白质、脂质、核酸和较小的水溶性有

机单体（糖、肽、氨基酸、长链脂肪酸和甘油酯）。
４２１
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随着煤阶的降低，煤中的木质素含量会呈现增

加的趋势，然后木质素因其在厌氧条件下不可降解

性（归因于胞外酶所需氧气的缺乏），降低了木质纤

维素的比表面积，进而抑制其它有机组分的生物降

解以及 ＣＨ４ 形成［４０－４１］。 褐煤中的木质素含量较其

他煤阶有所增加，无法为厌氧微生物提供更充足的

生存空间，使得产生的相关基因功能酶有所降低。
另外，木质素分解产物，如酚醛和酚酸，也可能对产

甲烷菌有毒［４２］。
有研究证实，底物中所含有的可溶性 Ｃａ２＋离子

可占据特定的木质素表面官能团，防止了胞外酶吸

附到木质素上，进而增加了厌氧发酵系统的高效性

和稳定性［４３－４４］。 褐煤中降低的 Ｃａ２＋与较高的木质

素含量，使得胞外酶更多的吸附于木质素表面，从而

降低了胞外酶的生物利用性，这是褐煤煤制生物甲

烷产量以及检测的代谢相关酶含量低于长焰煤的原

因之一。

３　 结　 　 论

１）以长焰煤为底物的生物甲烷试验出现不随

煤阶增加而产气总量减少的结果，其生物甲烷产量

也呈现最大值。
２）随着底物煤阶的升高，滞后期也在逐渐的增

加，即高煤阶煤制生物甲烷实验表现出较低的微生

物适应反应环境的能力。
３）高的煤制生物甲烷产量，其参与微生物代谢

功能的相对丰度也最高，且参与辅酶转运与代谢和

碳水化合物运输和代谢这 ２种代谢功能与最大甲烷

生成潜力之间存在良好的线性关系。
４）生物甲烷产量越高，发酵体系中参与氨基酸

形成与转化、脂肪酸和生物膜合成相关的功能基因

丰度也会提高。
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