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　　摘要：筛选到１株对云南省昭通褐煤降解效果较好的菌株 Ｈ３，经分子生物学鉴定，该菌株与青霉菌 Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ
ｇｒｉｓｅｏｐｕｒｐｕｒｅｕｍ的相似度为９６％。通过正交试验筛选Ｈ３菌株生物降解昭通褐煤产游离腐殖酸的主要影响因素，结果
表明，煤样粒度会明显影响Ｈ３菌株对煤的生物降解，并且当粒度小于０．０７４ｍｍ、反应温度为３０℃、反应时间为７ｄ
时，菌株Ｈ３对褐煤的降解效果最好，经降解后褐煤中游离腐殖酸含量为７０．３４％，提高３５．８７％，降解率达到５６．２５％。
通过工业分析、Ｘ射线衍射仪（ＸＲＤ）、傅里叶红外光谱仪（ＦＴ－ＩＲ）分析了微生物降解前后褐煤性质的变化，结果表明经
Ｈ３菌株降解后昭通褐煤的水分和固定碳含量略有上升，而挥发分和灰分含量略有下降，煤中一部分芳香环可能被真菌破坏，
使其微晶结构发生变化。同时，经过微生物降解后的褐煤，部分碳碳双键和碳氮单键消失，说明原煤部分官能团被破坏。
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　　我国煤炭资源较丰富，其中低阶煤含量占煤炭
总储备量的 ５０％，低阶煤包含褐煤、长焰煤、弱黏
煤、不黏煤、气煤、焦煤等［１］。目前，直接燃烧利用

低阶煤存在严重的能效和环境问题，因此实现低阶

煤的清洁高效利用意义重大。低阶煤是一种富含

腐殖酸的资源，其中腐殖酸的含量为１０％ ～８０％，
从中提取的腐殖酸具有较高的生化活性，属于高附

加值产品，目前已在农业、工业、医药卫生、环境保

护、炭材料制备等领域中广泛应用［２－３］。提取低阶

煤腐殖酸所用的传统化学方法污染大、成本高。

生物技术方法是一种环境友好型办法，近年来

利用微生物降解煤获取腐殖酸的方法应用也越来

越广泛［３］。Ｃａｎ等利用 ＲＢＫ７细菌菌株对哈萨克
斯坦褐煤进行降解，从中提取了腐殖酸并应用于香

菜种植，发现提取的腐殖酸对土壤肥力和发芽率有

改善作用［４］。Ｙａｎｇ等采用 ＰｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｄｅｃｕｍｂｅｎｓＰ６
纯化酯酶降解褐煤，结果表明酯酶对褐煤有解聚作

用，可产生腐殖酸［５］。Ｍｉｓｚｋｉｅｗｉｃｚ等利用尖孢镰刀
菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍｏｘｙｓｐｏｒｕｍ）１１０１菌株降解氧化剂预处
理的褐煤，结果显示尖孢镰刀菌１１０１菌株能够提高
褐煤的液化程度和游离腐殖酸含量［６］。

煤种、菌种的选择及匹配情况是影响微生物降

解煤效果的重要因素；除此之外，在煤和菌种确定

的情况下，微生物降解煤的主要影响因素有煤粒

度、菌接种量、溶煤时间、溶煤温度、环境温度

等［７－８］。Ｋａｎｇ等采用４种细菌对神木褐煤进行了
生物降解试验，通过单因素试验、正交试验，得到最

佳条件下煤的生物降解率可达５３．６％［９］。Ｓａｂａｒ等
从巴基斯坦低阶煤样品中分离得到１株真菌（ＡＤ－
１菌株），对ＡＤ－１菌株介导的煤降解反应进行优
化，表明 ＡＤ－１菌株在１．５％葡萄糖和０．５％加煤
率的条件下培养１１ｄ可以释放出煤样中大量的有
机物［１０］。尹艳通过正交试验优化了多黏类芽孢杆

菌降解褐煤的工艺条件，得到煤样粒度、菌液用量、

降解时间、煤浆浓度等各因素的最优水平［１１］。

腐殖酸按照存在形态可分为游离腐殖酸和

（钙、镁）结合腐殖酸［１２］。结合态腐殖酸生物活性

较低，在农业等领域中无法直接应用，只有游离腐

殖酸才具有固氮、解磷、释钾的良好作用［１３］，因此提

高煤质腐殖酸中水溶性游离腐殖酸含量有着重要

意义。云南省昭通市褐煤储存量很丰富，其中所含
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的煤质腐殖酸资源有待利用。本研究从云南省昭

通市褐煤煤田周边土壤中分离菌种，筛选出对褐煤

有较好液化效果的真菌进行分子生物学鉴定，然后

通过正交试验优化影响生物降解试验的因素，并对

褐煤降解前后进行物化性质分析，以期为该地区褐

煤资源的利用提供基础数据。

１　材料与方法

１．１　真菌的筛选鉴定
本试验采用的褐煤样品来源于云南省昭通市

的露天褐煤，其中总腐殖酸、游离腐殖酸含量分别

为３７．５５％、３４４７％。从取回昭通褐煤样品中分离
真菌，将分离得到的真菌利用孟加拉红琼脂培养

基［１４］培养，菌种长满平板后，在菌体表面均匀地撒

上０．３ｇ褐煤样品，将平板倒置，于２８℃培养箱中
培养，每隔２４ｈ观察１次微生物对煤的降解情况。
采用真菌ＤＮＡ抽提试剂盒（ＨＰＦｕｎｇａｌＤＮＡＫｉｔ，产
品编号为 Ｄ３１９５，ＯＭＥＧＡ公司）提取真菌 ＤＮＡ，进
行聚合酶链式反应（ＰＣＲ）扩增。扩增条件：９５℃变
性 １０ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５７℃ 复性３０ｓ，７２℃延
伸 ６０ｓ，３０个循环；７２℃延伸５ｍｉｎ。ＰＣＲ扩增后
产物经１％琼脂糖凝胶电泳检测，将胶回收试剂盒
［生工生物工程（上海）股份有限公司］切胶纯化的

ＰＣＲ产物送至广州赛哲生物科技股份有限公司测序。
将菌株的基因序列与美国国家生物技术信息中心

（ＮＣＢＩ）网中ＧｅｎＢａｎｋ序列数据库进行比较，选取与
之同源性最高的５种菌株的基因序列，采用 ＭＥＧＡ
７０软件构建系统发育树，比较其序列同源性。
１．２　褐煤生物降解条件优化

根据前期单因素试验的结果采用正交试验进

一步筛选昭通褐煤降解的最优条件。选用培养４８ｈ
的菌种进行平板溶煤试验，设置煤样粒度（Ａ）、反应
温度（Ｂ）、反应时间（Ｃ）等３个影响因素，每个因素
分别设置 ３个水平，不考虑各因素的交互作
用［１５－１６］。如表１、表２所示，正交试验采用 Ｌ９（３

４）

正交表。测定反应前后褐煤的降解率、游离腐殖酸

含量，根据 ＧＢ／Ｔ３５１０７—２０１７《矿物源腐殖酸肥料
中可溶性腐殖酸含量的测定》［１７］测定褐煤中游离腐

殖酸的含量，降解率（η）的计算方法如下：

η＝
ｍ０－ｍ１
ｍ０

×１００％。

式中：ｍ０为反应前褐煤质量，ｇ；ｍ１为反应后褐煤质
量，ｇ。

表１　正交试验因素及水平

水平

因素

Ａ：煤样粒度
（ｍｍ）

Ｂ：反应温度
（℃）

Ｃ：反应时间
（ｄ）

１ ［０．１５０，０．５］ ２８ ３

２ ［０．０７４，０．１５０） ３０ ５

３ （０，０．０７４） ３５ ７

表２　正交试验设计

试验号 Ａ Ｂ 空列 Ｃ

１ １ １ １ １

２ １ ２ ２ ２

３ １ ３ ３ ３

４ ２ １ ２ ３

５ ２ ２ ３ １

６ ２ ３ １ ２

７ ３ １ ３ ２

８ ３ ２ １ ３

９ ３ ３ ２ １

　　使用直径为１５ｃｍ的大平板，将菌种划线培养
７２ｈ后，菌丝布满整个平板，撒入０．８ｇ不同粒径的
干燥褐煤煤样，分别放在２８、３０、３５℃的恒温培养箱
中，按正交试验设计要求反应３、５、７ｄ。反应结束
后，用去离子水冲洗掉平板上残留的煤样，冲洗液

于１００００ｒ／ｍｉｎ条件下离心１０ｍｉｎ，随后收集沉淀
物，于７０℃恒温箱中干燥至恒质量，分析褐煤的降
解率和游离腐殖酸含量。

１．３　褐煤生物降解前后理化性质的分析
用去离子水将平板上生物降解后的残煤冲洗

下来，在１００００ｒ／ｍｉｎ条件下离心１０ｍｉｎ，将离心管
中的沉淀物于１００℃干燥３ｈ后收集样品。将原煤
和残煤样品研磨至粒度为７５μｍ，制备好煤样送至
江苏地质矿产设计研究院进行工业分析。煤样研

磨至粒度为 ４８μｍ，于１０５℃真空干燥２ｈ，采用德
国布鲁克公司Ｄ８Ａｄｖａｎｃｅ型 Ｘ射线衍射（ＸＲＤ）仪
分析原煤和降解后残煤矿物组成；将样品与溴化钾

粉按质量比１∶１２０的比例混合，研磨成片剂样品，
采用德国布鲁克公司 ＶＥＲＴＥＸ８０Ｖ型傅立叶变换
红外光谱仪（ＦＴ－ＩＲ）对原煤和残煤样品进行分析，
扫描范围为４０００～４００ｃｍ－１，分辨率为４ｃｍ－１，扫
描３２次［１８］。

２　结果与分析

２．１　真菌的筛选鉴定
从昭通褐煤中分离出 Ｈ３菌株，将倒置平板于
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３０℃恒温培养箱培养７２ｈ后加煤培养，观察结果如
图１所示。Ｈ３菌株菌落呈乳白色，菌丝不断扩大直
到覆盖整个培养皿，生长后期变成暗绿色。待菌落

长满培养皿，均匀撒入０．３ｇ褐煤煤样（煤样过２００

目筛，于７０℃烘箱中干燥３ｈ预处理），７２ｈ后观察
褐煤降解情况，可以看到菌株生长状况良好，其中

Ｈ３菌株平板上出现了明显的液滴（如图１－ｂ中箭
头所示），说明该菌株对昭通褐煤具有降解效果。

　　对Ｈ３菌株进行分子生物学鉴定，利用 ＰＣＲ扩
增ＩＴＳ区域，测序后与 ＧｅｎＢａｎｋ中的已知序列进行
对比，结果如图 ２所示，Ｈ３菌株与 Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ

ｇｒｉｓｅｏｐｕｒｐｕｒｅｕｍ的部分序列相似率为 ９６％，期望值
为０，与原物种序列相似度为９９％，由此可以确定
Ｈ３菌株为青霉属真菌。

２．２　正交试验
由表３、表４分析可知，试验结果的影响因素表

现为Ａ＞Ｃ＞Ｂ，即煤样粒度对该试验影响最大，其
次为反应时间，反应温度影响最小。在试验条件下

Ａ、Ｂ、Ｃ３个因素的最优水平组合为 Ａ３Ｂ２Ｃ３，即煤样
粒度小于０．０７４ｍｍ、反应温度为３０℃、反应天数为
７ｄ，在该条件下经降解后褐煤中游离腐殖酸含量为
７０．３４％，相较原煤（据“１．２”节测得原煤中游离腐
殖酸的含量为３４．４７％）提高３５８７％，降解率达到
５６．２５％。

煤样粒度为 ０．１５０～０．５００ｍｍ、０．０７４～
０．１５０ｍｍ时，反应产生的游离腐殖酸含量基本相
同，在煤样粒度小于０．０７４ｍｍ时，游离腐殖酸含量
大幅增加；煤样粒度越小，煤样与菌丝体接触的面

积就越大，更容易与煤反应，加速降解作用，产生腐

殖酸［１９］。由观察结果可知，游离腐殖酸含量随着温

度上升而下降，笔者推测２８℃可能是Ｈ３菌株的最
佳生长温度，因此在２８℃时降解效果最佳，随着温
度升高降解效果减弱。降解时间达到７ｄ，游离腐殖
酸含量相比之前最高，表明随着降解时间增长，游

离腐殖酸含量不断提高，提高幅度逐渐减少，可能

随着时间的延长培养基内营养物质不足，从而无法

满足菌体降解煤的需要［２０］。

２．３　生物降解前后煤的物化性质
对褐煤原煤以及最佳试验条件处理后的残煤

进行工业分析，如表５所示，反应后褐煤的灰分和挥
发分含量都有所降低，固定碳含量增加，说明微生

物会降解煤产生一部分腐殖酸碳，从而使固定碳含

量增加。

　　如图３所示，反应前后峰的位置没有变化，说明
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表３　正交试验结果

试验号
因素

Ａ Ｂ 空列 Ｃ 游离腐殖酸含量（％） 降解率（％）

１ １ １ １ １ ６７．３２ ５２．５０

２ １ ２ ２ ２ ５３．２１ ５２．５０

３ １ ３ ３ ３ ３９．７１ ３５．００

４ ２ １ ２ ３ ４８．２４ ５１．２５

５ ２ ２ ３ １ ５３．２２ ６５．００

６ ２ ３ １ ２ ５８．９７ ４３．７５

７ ３ １ ３ ２ ６４．９６ ６８．７５

８ ３ ２ １ ３ ７０．３４ ５６．２５

９ ３ ３ ２ １ ６２．５３ ６３．７５

均值１ ５３．４１３ ６０．１７３ ６５．５４３ ５２．７６３

均值２ ５３．４７７ ５８．９２３ ５４．６６０ ５９．０４７

均值３ ６５．９４３ ５３．７３７ ５２．６３０ ６１．０２３

极差 １２．５３０ ６．４３６ １２．９１３ ８．２６０

表４　正交试验方差分析结果

因素 自由度 偏差平方和 偏差均方值 方差比

煤样粒度 ２ ３１２．４２ １５６．２１ ２．５８

反应温度 ２ ６９．８９ ３４．１７ ０．５６

反应时间 ２ ２７９．７５ １３９．８８ ２．３１

误差 ２ １２１．１８ ６０．５９

总和 ８ ７８３．２５

其矿物组成无明显变化，但是反应后的峰强度变化

较大，据Ｊｉａｎｇ等的研究［２１］可初步判定褐煤经过降

解后，结晶度变高。从表６可以看出，反应前后褐煤
的片层间距从０．１７１８ｎｍ增加至０．１７２３ｎｍ，增加
的数值很小，基本不变；反应前后的层片堆砌厚度

（Ｌｃ）从原来的１．０８７６ｎｍ上升至１．１１６９ｎｍ，层片
表５　菌株Ｈ３降解褐煤前后煤的物化性质分析结果

样品
水分含

量（％）
灰分含

量（％）
挥发分

含量（％）
焦渣特征

（特征代号１～８）
固定碳含量

（％）

原煤 １０．４７ １４．７５ ５７．０９ ２ ３６．５８

残煤 １１．３４ １４．００ ５６．７０ ２ ３７．２４
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表６　菌株Ｈ３降解前后煤的微晶结构参数

样品
衍射峰对应的衍射角θ

（°）
层片间距

（ｎｍ）
衍射峰的半高宽β

（ｒａｄ）
层片平均堆砌厚度

（ｎｍ）
层片直径

（ｎｍ）

原煤 ２６．６４４ ０．１７１８ ０．１４９ １．０８７６ ２．１２９

残煤 ２６．５６５ ０．１７２３ ０．１４５ １．１１６９ ２．１８６

原来的２．１２９ｎｍ转变为２．１８６ｎｍ，Ｌａ随煤化程度
的增加而增大。综上所述，褐煤降解前后煤的微晶

结构的变化可能是微生物降解过程中降解平均堆

砌厚度增高，Ｌｃ为１．２ｎｍ时，芳香层片的堆砌层数
为３～４层，反应前后的层片直径（Ｌａ）由了一部分芳
香环，使其微晶结构发生变化［２２－２３］。

　　如图 ４、表 ７所示，结合 Ｃｈｏｕｄｈｕｒｙ等的研

究［２４－２５］对比反应前后褐煤的 ＦＴ－ＩＲ分析结果可
知，褐煤降解前后出峰的位置基本未发生变化。其

中，原煤中碳碳双键吸收峰消失，可能是在微生物

转化过程中双键断裂，结合氧生成了 Ｃ—Ｏ等含氧
官能团；原煤仲酰胺的Ｃ—Ｎ吸收峰消失，也说明降
解后的褐煤部分官能团被破坏［２６－２８］，证明 Ｈ３菌株
对褐煤有一定的降解作用。

表７　原煤和残煤中的官能团

波数（ｃｍ－１） 原煤中可能的官能团 波数（ｃｍ－１） 残煤中可能的官能团

３４２０ 酚羟基—ＯＨ，强而宽的吸收峰 ３４４０ —ＯＨ的伸缩振动峰

２９２０，２８５１ 环烷烃或脂环烃的—ＣＨ２ ２９２１ Ｃ—Ｈ的不对称伸缩振动峰

１６０２ 羧基或醛和酮基中 Ｃ Ｏ １６１２ 羧基或醛和酮基中 Ｃ Ｏ特征伸缩振动峰

１３８０ Ｃ—Ｈ的变形振动 １３７６ —ＣＨ２—的对称弯曲振动峰

１２６０ 仲酰胺的Ｃ—Ｎ １０４１ Ｃ—Ｏ的伸缩振动

１１０７ Ｃ—Ｏ伸缩振动

１０２４ Ｃ Ｃ

３　结论

本研究分离鉴定了１株对云南昭通褐煤有降解
效果的菌株Ｈ３，采用正交试验对 Ｈ３菌株降解褐煤
的工艺参数进行了优化并对降解前后煤的物化性

质进行了分析，得到结论如下：

（１）菌株Ｈ３在固体平板上菌落呈乳白色，生长
后期菌丝变绿，系统发育分析结果表明该菌株与

Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｇｒｉｓｅｏｐｕｒｐｕｒｅｕｍ序列相似率为９６％，因此
将其命名为ＰｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｇｒｉｓｅｏｐｕｒｐｕｒｅｕｍＨ３，固体平板
溶煤试验结果表明该菌株对褐煤具有较好的降解

效果。

（２）正交试验结果表明菌株降解褐煤产生游离
腐殖酸的最佳条件为煤样粒度小于０．０７４ｍｍ、反应
温度为３０℃、反应时间为７ｄ，在该条件下褐煤中游
离腐殖酸含量为７０．３４％，提高３５．８７％，降解率达
到５６．２５％。

（３）经菌株 Ｈ３降解后褐煤的灰分和挥发分含
量都降低，固定碳含量增加，在降解过程中产生了

一部分芳香环，使得其微晶结构发生变化。同时，

经过微生物转化后的褐煤，碳碳双键和碳氮单键消

失，证明原煤部分官能团被破坏。
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