
科技导报 !""# 年 第 !$ 卷 第 %%期 !总第 !&& 期"

段学军!黄春晓

中原工学院能源与环境学院!郑州 !"###$

!!!借鉴滚管法#从煤矿矿井及甲烷处理水稻田土壤中分离纯化#获得一株可在以甲烷为唯一碳源的培养基上正常生长且具有较
高甲烷氧化活性的噬甲烷细菌#暂命名为 )*+#经对该菌进行形态观察$,-./.0 生理生化分析$123 4./5含量分析和 %67 8*9: 序列
同源性比较#鉴定该菌为甲烷甲基单胞菌!!"#$%&’(’)*+ ,*-+.&/#.+"#并对 )*+ 菌株进行了生长量$对甲烷消除作用的分析% 试验结
果表明#该菌株可以使甲烷含量在一周内比初始甲烷浓度降低 ;$!以上% 利用其良好的甲烷消除能力#用于煤矿瓦斯治理是可行的%
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受煤炭地质赋存条件! 井工开采方式等客观因素
的制约"我国煤矿瓦斯灾害严重"成为当前煤矿安全生
产最薄弱的环节# 如何遏制煤矿重特大瓦斯事故的多
发势头!实现煤矿安全状况的稳定好转"是我国煤矿企
业! 各级政府相关部门以及相关领域科研工作者的共
同使命[H\$
目前" 治理瓦斯主要采用的技术是单一的风排措

施或建立瓦斯抽放系统 [Q\"向大气排放煤层气造成严重
的大气污染"所以"如何寻找新的瓦斯治理方法"有效

降低瓦斯浓度" 提高煤矿生产的安全性" 减少生产成
本" 亟待研究解决$ 用生物技术治理矿井瓦斯始于 Q#
世纪 I# 年代末"俄罗斯科学院的科学家开始研究利用
生物技术有效控制煤矿中煤层和采空区甲烷含量的可

能性$ 甲烷氧化菌是能以甲烷为唯一碳源和能源生长
的一类细菌"分布广泛"目前世界上正在研究利用其消
除矿井下甲烷"防治煤矿中的瓦斯爆炸[TB!\$
本文针对目前煤矿瓦斯灾害严重% 重特大事故频

发的严峻形势" 从长期甲烷处理水田土壤中分离筛选
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获得的一株噬甲烷细菌!对其进行生理鉴定"部分长度
的 !"# $%&’ 序列分析及在系统发育中的地位!并初步
对该菌株对甲烷的消除作用进行了研究! 为选择合理
技术有效地控制煤矿中煤层和采空区的甲烷含量!利
用生物技术提高煤矿瓦斯灾害防治技术水平! 有效地
控制重特大煤矿瓦斯灾害事故!促进煤矿安全生产!提
供了必要的技术基础#

8 材料和方法
848 噬甲烷细菌的筛选与分离
分离源为经过河南省鹤煤集团二矿矿井和经甲烷

处理的河南新安暗棕稻田土$
!% 无机盐&((%培养基
无机盐 &((%培养基 &)’*+!%为 (()#,-’./0, 120!

34350’0/0, 620!7/08,- 620"!70/8,- 62.-!&/-&,9 !26!
:;359 626<!&4&,9 !26!&/-35 620<!:;#,-’./0, 6266-!
=%>’ 626!!微量元素液 !6 ?*!土壤浸出液 !66 ?*!琼
脂 !@ )!用 - ?A5’*+! &4,/调节 B/值至 .C<D$ 将上述组
分的好氧性培养基分装于可密封的厌氧试管中!每管
< ?*!塞上异丁基胶塞!灭菌备用$
取新鲜水稻田土壤! 以 !66 倍稀释液用灭菌注射

器接种 620< ?*于装有 "6!左右溶化的 < ?* ((培养
基的密闭厌氧试管中!在旋涡混合器上混匀!滚管!注
入用 (E55;F+G# 型 (E55BA$; 气体无菌过滤器滤过的甲
烷 - ?*!置 9<!培养 . H)然后挑取单菌落!移入装有
< ?* ((液体培养基中! 同法注入 - ?* 甲烷培养!重
复多次直至纯化$

0% 加富 (( 培养基
在 ((培养基中分别加入 62!I甲醇!制备平板!涂

布菌悬液!倒置平板!在皿盖上加大块吸附有甲烷的无
菌棉花!置 96"3 培养 0J9 H!用于菌株的平板培养与保
存$
845 分离菌株形态观察
吸取培养液!滴一滴于铜网上!再滴加负染剂!用

吸水纸吸干多余液体! 置于透射式电镜下观察细菌细
胞形态)培养液经离心沉淀"固定"包埋"切片等过程
后! 在 K=(L!066=M 型电镜下分离菌株进行观察和拍
摄C"D$
84< 分离菌株生理鉴定
采用 NEA5A) 公司生产的 G& &格兰氏阴性菌 %

(EO$A854P;>( 测试板!在 NEA5A) Q" 孔平板上!除对照孔
不含碳源外! 每孔都含有 P;P$4RA5ES? TEA5;P 缓冲营养培
养基和不同碳源!被鉴定的菌细胞悬浮于微孔中!培养
.0 U 后用 NEA5A) 细菌自动鉴定仪检测供试菌株的代谢
指数! 采用计算机软件 (EO$A*A) 9 &NEA5A) VWOX!/4Y#

Z4$H!3’%完成菌株的鉴定$
84> 分离菌株 ?@A ;)*B 测定
细菌总 %&’ 提取采用氯仿苯酚混合提取法制备!

%&’溶于 6X! ##3溶液中$ 确定解链温度 !?采用热变

性解链法$ G[3摩尔百分含量&G\3 ?A5$%按照经验公
式 62!##3 G\3I]02--^!?+<92Q_计算C.D$
846 分离菌株 8C! DE7F的 GA-扩增!序列测定及比对
从加富 ((培养基平板中直接挑取一环菌体!加入

!11 !* 无菌重蒸 /0, 中!旋涡混匀后!沸水浴 0 ?EW!
!0 111 $’?EW‘!离心 < ?EW! 上清液直接用于 83a$ !"#
$%&’ 引物 C@D为<%‘’G’G> >>G’> 33>GG 3>3’G‘9%
和 <%‘’’GG’ GG>G’ >33’G 33G3’‘9%$扩增反应体
积 <6 !*CQD!反应条件为 Q<!预变性 < ?EW!Q-!变性
! ?EW!<<!退火 ! ?EW!.0!延伸 0 ?EW!共进行 0Q 个循
环!83a反应在 8>3‘066型热循环仪上进行CQ‘!6D$ 反应
结束后取 < !*反应液在 !6 )’*‘!的琼脂糖凝胶上进行

电泳检测C!!D$83a产物的纯化和测序由生物技术公司完
成$ 将所得序列通过 N54bP程序与 G;WN4Wc中核酸数据
进行比对分析C!0D$
84C 菌株消耗甲烷能力的测定
用 !66 ?* 血清瓶! 内装 !6 ?* 的 (( 培养基!接

种培养 9 H 的菌种!加 !6 ?* 甲烷培养!以 !60G 型气
相色谱氢焰检测器检测甲烷消耗量$ 以 !66$纯甲烷气
体作标准气体!在 !66 ?* 血清瓶中加入不同量的标准
甲烷气体!获得不同浓度的标准气体!然后制作甲烷含
量与峰高的标准曲线! 样品中甲烷含量根据标准曲线
进行换算 $ 甲烷检测条件为 (&0 0< ?*d?EW!/0 "6&
.6 ?*d?EW!空气 "66&.66 ?*d?EW!层析柱温 9@!!担体
G%M‘<60!出峰时间 !. b$ 用甲烷浓度占初始甲烷浓度
的百分比表示菌株对甲烷的利用率$
842 以甲烷为碳源的菌体生长量的测定
在装有 -X< ?* (( 培养基的密闭厌氧试管中!接

入 6X< ?* 已培养 9 H 的菌种!密封!然后加 - ?* 的纯
甲烷气体!置于试管架上于 96"3 摇瓶培养!每隔一定
时间用紫外光栅分光光度计在 "66 W? 波长测其光密
度!重复两次!绘制分离菌株的生长曲线$

5 结果与分析
548 噬甲烷菌的富集!分离和纯化
经多次富集"转接"滚管"菌落挑取"扩大培养"甲

烷氧化能力检测! 获得多株能在好氧条件下以甲烷作
为碳源"生长良好的细菌菌株$ 其中!以命名为 e%- 的
菌株氧化甲烷的能力最强! 同时可以在加富 (( 培养
基上良好生长$
545 分离菌株的细胞形态学
单菌落培养 - H 后!取样!采用透射电子显微镜观

测菌株 e%- 的细胞形态为杆状或略弯! 大小为 ^6X-&
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!"#$ !%!&’"!"("!$ !%!单生鞭毛!可运动"见图 ’#!革兰
氏染色阴性! 从负染照片中观察到该菌株细胞表面具
有花纹状特征"图 )$% 在滚管琼脂上形成的菌落为圆
形!直径仅为 ’*) %%!易挑起!通常单个出现!菌落周
缘和表面有胡萝卜色素类物质%

!’& 分离菌株生理鉴定
将 +,- 菌株细胞悬浮液接种到 ./ 种碳源的 01#

2324 板微孔中! 培养 5) 6 后! 测定菌株代谢指数% 经
012324细菌鉴定系统分析代谢指数!该菌株属甲烷甲基
单胞菌!其与标准菌株的相似率大于 ./7%
!’( 分离菌株的 )*+ ,-.!含量
由热扫描曲线得出 ,89’菌株的 !%值为 5/$% 由

公式计算得 ,:; 中的 <=9 %23%为 /(7! 符合甲烷甲
基单胞菌的 <=9 %23%含量特征%
!’$ %/0 1234的序列测定与比对
测定了分离菌株的部分长度 ’#> ?,:;"约 #/! @A$

序列!见图 (%将所测序列通过 03BCD程序与 <EF0BFG 中
核酸数据进行比对分析% 结果表明! 该菌株序列与

"#$%&’()(*+, )#$%+*-.+ 相似程度为 .H%& 结合分离菌
株的生理生化特性和 ’#> ?,:; 序列比对分析结果!可
以确定所分离的噬甲烷菌株为甲烷甲基单胞菌’"#$%&!
’()(*+, .+/,0’+$0,$%
!’/ 52(菌株的生长量测定及其对甲烷的消除作用
菌株 +,- 在 II 培养基上以甲烷为唯一碳源进行

培养时的生长曲线见图 -J 甲烷利用情况见图 /% 由于
甲烷在水中的溶解度很低等原因! 该菌株在培养基中
的生长较一般好氧细菌慢!直到第 5 K 左右才出现最大
生长量!吸光度达到 !"-).% 每天检测 ’次!气相甲烷的
初始浓度百分比从初始的 ’!!%持续降低!培养 H K 后!
血清瓶中甲烷的浓度已经降到 ’-"#%%气相色谱仪的检
测再次证实了该分离物确实可以利用甲烷! 并且其利
用甲烷的能力较高%

图 % 菌株 52( 的电镜扫描图!"%"6"
789’ % 0:;<<8<9 =.=:>1-< ,8:1-91;?@ -A B>1;8< 52( C"%"6D

图 ! 菌株 52( 的电镜负染切片图!"%$6"
789’ ! 3=9;>8E= B>;8<=F :=..B -A B>1;8< 52( C"%$6G

图 & !"#$%&’(’)*+ ,*-+.&/#.+ 52( %/0 1234 的
部分基因序列

789’ & H;1> -A <I:.=->8F= B=JI=<:= -A %/0 1234 8<
!"#$%&’(’)/+ ,/-+.&/#.+ 52(

图 ( 52( 菌株的生长曲线
789’ ( )1-K>@ :I1E= -A !"#$%&’(’)/+ ,/-+.&/#.+ 52(
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图 6 >?@ 菌株的甲烷消除率
A#+4 6 B$C(D%$ :C#*#EDC#)% )F C($ GCHD#% >?@

< 结论
瓦斯事故是威胁煤矿安全的头号大敌! 如何实施

综合治理"遏制重特大瓦斯事故的发生!已成为全社会
的主要任务之一 # 相关研究表明 ! 甲烷氧化细菌
$!"#$%&’#(’)$*% 是一类以甲烷为唯一碳源和能源生长
的细菌 ! 它们 能通过以甲 烷单加氧酶 $!"#$%&"
+’&’’,-."&%*"!!!/%开始的一个酶系在分子氧作用下
将甲烷直接氧化成甲醇! 再由其他酶最终代谢成 0/1

和水2345!本文分离获得的菌株可以甲烷为唯一碳源而繁
衍!3 周内甲烷气的去除率达 67!! 具有较高的甲烷利
用能力# 利用生物技术!进一步对该菌株进行煤矿井下
瓦斯消除功能性研究!以控制煤矿井下甲烷含量!在理
论上是完全可行的# 本研究的深入将大大推动微生物
技术在煤矿瓦斯治理中的应用! 为煤矿瓦斯防治提供
全新方法与重要材料#
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