
书书书

闫　敏，李　磊，张　强，等．青霉菌株Ｆ３６对不同来源风化煤的降解特性［Ｊ］．江苏农业科学，２０１８，４６（１０）：２９１－２９４．
ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０１８．１０．０７０

青霉菌株 Ｆ３６对不同来源风化煤的降解特性
闫　敏１，２，李　磊１，张　强１，２，冯悦晨１，孙　捷１，武文丽１

（１．山西省农业科学院农业环境与资源研究所，山西太原０３００３１；２．山西省土壤环境与养分资源重点实验室，山西太原 ０３００３１）

　　摘要：以３个不同来源的风化煤样为研究材料，筛选了具有降解作用的微生物菌株Ｆ３６并进行鉴定。在液体培养
条件下，从风化煤样的各腐殖酸含量及结构的变化上分析菌株对其的降解特性。菌株Ｆ３６对３个风化煤样均有降解
作用，经鉴定为青霉属。液体培养条件下，菌株Ｆ３６对３个风化煤样的降解作用是相似的，在１９０～２８０ｎｍ的吸光度
值较对照则呈现一直增加的趋势，波长越短，增加的幅度越高，其中菌株 Ｆ３６对 ＹＦ０６号风化煤的降解作用较强。红
外光谱分析显示，菌株Ｆ３６对３个风化煤样的作用集中在羧基官能团上，表现为水溶性腐殖酸的增加；对风化煤ＹＦ０１
和ＹＦ０６的作用集中在碳链的缩短上，表现为失质量率较高。青霉菌株Ｆ３６具有较强降解风化煤的能力，主要表现在
失质量率和腐殖酸类物质含量上，且因风化煤样的不同而存在差异，可以指导进一步的转化生产。
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　　风化煤是煤层的露头部分长期氧化、风化、水解形成的一
种低级别煤［１］，其共生的矿物质较多，富集着较多的微量元

素，且含有大量再生腐殖酸（ＨＡ）和多种含氧活性官能团［２］，

是腐殖酸的重要来源之一。腐殖酸不仅用于工业、医药和环

保等领域［３－４］，而且广泛用于农业［５－７］。随着腐殖酸应用的

深入研究，风化煤中的腐殖酸具有广阔的开发利用前景。我

国风化煤贮藏量丰富，集中分布于山西、新疆、内蒙古、黑龙

江、云南等地区［８］，但其理化性质却存在明显差异，这直接影

响风化煤的降解效果。随着微生物转化技术处理煤炭成为了

国内外研究的热点，大量的研究表明，利用微生物可显著提高

风化煤的降解效果，但受到风化煤样品、微生物菌株及其发酵

工艺等的影响，同一微生物菌株因不同风化煤样而存在明显

的转化差异，不同微生物菌株对同一风化煤样也存在明显的

转化差异，即微生物菌株对不同的风化煤样存在不同的降解

特性，同时发酵工艺的优化可以提高降解率，这就使得微生物

菌种与风化煤之间匹配及降解特性的研究显得十分重要。本

研究以３个不同来源的风化煤样为研究材料，其总腐殖酸、游
离腐殖酸和黄腐酸的含量存在明显差异，筛选出具有降解作

用的微生物菌株Ｆ３６，并在液体培养条件下，从各腐殖酸含量
及结构的变化上分析菌株对其的降解特性，为优化其发酵工

艺、提高风化煤的降解效率及进一步应用提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　供试材料
供试菌株Ｆ３６以风化煤为唯一碳源，分离自菜园土壤，保

存于笔者所在实验室。供试３种风化煤的理化性质见表１。
表１　３种风化煤的理化性质

风化煤编号
总腐殖酸含量

（％）
游离腐殖酸含量

（％）
黄腐酸含量

（％）
水分含量

（％）
有机质含量

（％） ｐＨ值 产地

ＹＦ－０１ ５５．６４ ５５．１０ ０．６８ １４．２９ ５９．４０ ３．７３ 内蒙古乌海

ＹＦ－０６ ４１．３２ １．１２ ３．０３ １５．２２ ４５．９９ ７．１１ 山西左权

ＹＦ－０９ ２８．２０ ２５．６４ ０．５７ １７．８０ ３７．１８ ４．８１ 山西灵石

　　以上检测由中国腐殖酸工业协会腐殖酸质量检测中心
（太原）完成。

供试培养基有固体定性培养基和液体培养基２种，其中
固体定性培养基［９］：Ｎａ２ＨＰＯ４４．０ｇ，ＫＨ２ＰＯ４１．０ｇ，ＮａＣｌ
０．２ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．２ｇ，ＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ０．０５ｇ，酵母浸出粉

６．０ｇ，去离子水 １０００ｍＬ，琼脂 １５～２０ｇ；液体培养基［９］：

（ＮＨ４）２ＳＯ４２．６ｇ，Ｋ２ＨＰＯ４１．０ｇ，ＫＨ２ＰＯ４０．５ｇ，ＭｇＳＯ４·
７Ｈ２Ｏ０．２ｇ，ＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ０．０１ｇ，去离子水１０００ｍＬ，风化煤
１０．０ｇ，ｐＨ值６．０。
１．２　风化煤在固体平板上的定性降解测定

将纯化的菌种Ｆ３６接种到固体定性培养基上，２８℃下培
养；待菌丝基本长满平板表面后，将灭菌的３个风化煤样均匀
洒在菌苔上，继续培养，每天观察并记录风化煤颗粒的变化

情况。

１．３　风化煤降解菌株的鉴定
形态学鉴定：将菌株Ｆ３６采用ＰＤＡ平板、显微镜（乳酸石

炭酸棉兰染色）对菌落、菌丝、孢子等结构进行观察，并参照

文献［１０－１１］进行鉴定。
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分子生物学鉴定：将纯化的菌株Ｆ３６活化培养后，委托生
工生物工程（上海）股份有限公司进行测序。将１８ＳｒＤＮＡ测
序结果提交到ＮＣＢＩ数据库并进行ＢＬＡＳＴ比对。
１．４　风化煤液体降解特性的研究

将菌株Ｆ３６活化后，接种到液体培养基中，每５０ｍＬ培养
基接 种 量 为 １／４个 平 板，２８℃ 下 培 养 ７ｄ后 离 心
（１２０００ｒ／ｍｉｎ）１５ｍｉｎ，上清液稀释 １２．５倍后测定 １９０～
２８０ｎｍ（间距５ｎｍ）的吸光度；测定上清液中黄腐酸、水溶性
腐殖酸的含量［１１］。同时，将上清液先用６ｍｏｌ／ＬＨ２ＳＯ４调节
ｐＨ值至１，形成絮状沉淀，然后离心（１２０００ｒ／ｍｉｎ）１５ｍｉｎ，沉
降物在７５℃下烘干，即得固体水溶性组分并进行 ＦＴ－ＩＲ分
析［９－１０］。液体培养沉降物在７５℃下烘至恒质量，计算损失
的质量，失质量率为培养基中加入的风化煤质量与沉降物质

量（包括菌体和未分解的风化煤）之间的差值与原加入风化

煤的质量之比，用百分数表示，同时做不接种的空白对照

（ＣＫ），重复３次。
１．５　数据分析

试验数据采用 Ｍｉｎｉｔａｂ１４软件进行统计分析，采用
Ｔｕｋｅｙｓ进行多重比较。文中图采用 Ｅｘｃｅｌ绘制，图中数据表
示为３个重复的“平均值±标准差”。

２　结果与分析

２．１　菌株Ｆ３６对３个风化煤样在固体定性培养基上的降解
作用

菌株 Ｆ３６在固体定型培养基上生长，待菌丝基本长满平
板后加入３个风化煤样继续培养３ｄ，培养基被染成了棕黄
色，说明菌株对３个风化煤样均出现了不同程度的溶媒现象
（图１）。

２．２　菌种鉴定
２．２．１　形态学鉴定　菌株Ｆ３６菌落在ＰＤＡ的呈现橙色的色
素，分生孢子梗顶端不形成膨大的顶囊，经过多次分支，产生

几轮对称或不对称的小梗，形如扫帚，称为帚状体，分生孢子

为球形、椭圆形或短柱形（图２、图３），初步判定为青霉属。

２．２．２　分子生物学鉴定　将测得的１８ＳｒＤＮＡ基因序列（图
４）在ＮＣＢＩ上进行同源性检索，结果表明，所测序列与青霉属
（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｓｐ．）同源性为９９％。综合形态特征和１８ＳｒＤＮＡ
基因序列同源性两方面分析，该菌株鉴定为青霉属

（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｓｐ．）。
２．３　风化煤液体降解特性的研究
２．３．１　液体培养下降解物紫外分析　从图５可以看出，在液
体培养条件下，菌株Ｆ３６对３个风化煤样培养的上清液的吸
光度曲线即菌株对３个风化煤样的降解特性是相似的。接种
微生物处理的吸光度曲线与不接种的处理相似，但吸光度显

著增强，并且波长越短，增加的幅度越高，其中菌株 Ｆ３６对
ＹＦ０６号风化煤的降解作用较强。这说明培养过程中风化煤
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中有大量的物质，极有可能是腐殖酸类物质转化为水溶性状

态，所溶解出来的物质组成也受到接种的影响，吸收低波长紫

外光的物质显著增加。

２．３．２　液体培养下降解物红外分析　液体培养后风化煤
ＹＦ０１降解物的红外光谱分析结果（图６）表明，接种菌种 Ｆ３６
与对照相比，谱图的形状基本相似，在１６２０ｃｍ－１处的峰形减
弱，１５４０ｃｍ－１处的有一小峰，１４００ｃｍ－１（脂族 Ｃ—Ｈ变形振
动）处的峰形明显减弱且呈现４个肩峰，１２４０ｃｍ－１峰形有明
显的减弱，１１２０、９１０、６００～７６０ｃｍ－１处发生了不同程度的位
移，而在 ８５０ｃｍ－１处有加强峰。说明可能是碳链缩短、羧基
官能团和芳香共轭双键含量存在差异，结构较复杂且另含有

其他官能团，降解作用较强，对于失质量的效果应较为突出。

　　液体培养后风化煤 ＹＦ０６降解物的红外光谱分析结果
（图７）表明，接种菌种 Ｆ３６与对照相比，谱图的形状基本相
似，在１５４０ｃｍ－１处有１个明显的新峰，可能 Ｆ３６对 ＹＦ０６的
降解产生的新的 Ｃ Ｃ、 Ｃ Ｎ、 Ｎ Ｏ双键类官能团物质。
这一情况与菌株Ｆ３６对ＹＦ０１号风化煤样的降解作用是一致
的，且有加强的作用。

　　图８显示了液体培养后，风化煤 ＹＦ０９降解物的红外光
谱分析结果。接种菌株Ｆ３６与对照相比，谱图的形状变得复
杂且有明显的加强作用。１４００、１２４０～１０１０、９１２、８５８～
４６８ｃｍ－１没有明显的特异峰，但各峰均有明显的加强，特别
是在１４００、１２４０～１０１０ｃｍ－１处加强，表明其降解产物中有
趋于棕腐酸类物质，有利于更好地利用，并且降解作用应在失

质量和水溶性腐殖酸类物质的含量上具有较好的效果。

２．３．３　液体培养下风化煤的降解特性　从风化煤液体培养
后的失质量率（图９）变化看出，接种 Ｆ３６后各风化煤的失质
量率明显高于对照。对照风化煤ＹＦ０１、ＹＦ０６、ＹＦ０９的失质量
率分别是４．７％、４．３％、１０．９％；接种菌株 Ｆ３６后的失质量率
约为２３７％、２０．５％、３１．９％，且接种 Ｆ３６后，对风化煤 ＹＦ０１
的降解效果最好。

　　从风化煤液体培养后的上清液中水溶性腐殖酸含量的变
化看出，接种Ｆ３６后各风化煤培养液中水溶性腐殖酸的含量
相较于对照均明显提高。ＹＦ０１、ＹＦ０６、ＹＦ０９对照风化煤的培
养液中水溶性腐殖酸含量分别是１．２６％、０．２９％、１．５５％；接
种菌株Ｆ３６后的培养液中水溶性腐殖酸含量约为 ３．６９％、
１７４％、３．１５％。其中，接种Ｆ３６的培养液对风化煤 ＹＦ０６的
降解效果增强幅度最大，而风化煤 ＹＦ０１的培养液中水溶性
腐殖酸的含量最高（图１０）。
　　从风化煤液体培养后的上清液中黄腐酸含量的变化可以
看出，接种Ｆ３６后各风化煤培养液中黄腐酸含量相较于对照
均明显提高。ＹＦ０１、ＹＦ０６、ＹＦ０９对照风化煤的培养液中黄腐
酸的含量分别是０．５４％、０．３１％、０．５９％；接种菌株 Ｆ３６后的
培养液中黄腐酸的含量约为１．３０％、０．７６％、１．４４％。其中，
接种Ｆ３６的培养液对３个风化煤样的降解效果差异不大，而
风化煤ＹＦ０９的培养液中黄腐酸的含量最高（图１１）。
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３　讨论与结论

我国风化煤储量巨大，约为 １０００亿 ｔ，且煤种丰富［８］。

风化煤作为腐殖酸的重要来源之一，其总腐殖酸含量１０％～
６０％，且不同风化煤样间存在明显的差异。笔者根据总腐殖
酸、游离腐殖酸和黄腐酸的含量以及 ｐＨ值的差异，选取
ＹＦ０１、ＹＦ０６和 ＹＦ０９号风化煤作为研究材料，其中风化煤
ＹＦ０１和ＹＦ０９的总腐殖酸和游离腐殖酸含量基本接近，但风
化煤ＹＦ０１中腐殖酸类物质含量都较高，而风化煤ＹＦ０９中腐
殖酸类物质含量都较低；风化煤ＹＦ０６的总腐殖酸含量较高，
但游离腐殖酸含量较低。以期从３个差异较大风化煤样入
手，解析它们对菌株Ｆ３６降解作用的响应，为青霉菌株Ｆ３６的
降解机理的进一步研究和生产提供依据。

随着利用微生物转化煤类物质研究的广泛开展，越来越

多的微生物菌种进入了研究的范围，主要包括白腐菌、曲霉、

木霉、青霉、链霉菌、假单胞菌及芽孢杆菌等属的微生物。本

研究中的降解微生物是青霉，对３个风化煤样均具有不同程
度的降解作用。这些微生物以煤中腐殖酸类物质作为碳源和

能源，使其发生降解，并且对煤类物质中的缩合芳香结构有较

明显的选择性降解作用［１２］，所以也使得降解效果存在明显的

差异，不同微生物与不同煤样的作用有一定的匹配关系。韩

威等对８种微生物对２３个煤样的研究表明，菌种对煤样的生
物溶媒效果差异较大［１３］；张昕等研究了４种真菌降解山西临

汾和内蒙古风化煤后的失质量率，其平均差异在 １０％左
右［９］；冯晓霄等研究的微生物菌株对新疆低阶煤的转化率为

５０％左右［１４］；王春颖等通过优化工艺参数使风化煤的降解率

达到２９．２８％［１５］。本研究中菌株 Ｆ３６对失质量率的差异在
１０％以上，液体培养后腐殖酸类物质也存在差异。红外光谱
分析表明，菌株Ｆ３６对３个风化煤样的作用集中在羧基官能
团上，表现为水溶性腐殖酸含量的增加，而且在羧基振动上变

化较多，结构复杂，可能存在多种腐殖酸类物质，有利于降解

产物的利用；而且对风化煤ＹＦ０１和ＹＦ０６的作用集中在碳链
的缩短上，表现为失质量率较高；这一结果和液体培养后３个
风化煤样在失质量率和水溶性腐殖酸含量的变化结果相一

致。因此，可以从菌株 Ｆ３６对３个风化煤的降解特性差异的
角度进一步对其降解机理和降解效果进行研究。
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