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摘   要：【目的】研究煤中矿物质黄铁矿对生物产气的影响。【方法】本研究以陕西榆林煤作为

生物产气底物，以实验室前期驯化的产甲烷微生物作为出发菌群，通过在厌氧体系中添加不同质

量的黄铁矿进行煤生物模拟产气试验。利用气相色谱仪、液相色谱仪、酶标仪、傅里叶红外光谱

仪和 Illumina 高通量测序平台研究产气过程中 CH4 含量、总挥发性脂肪酸(volatile fatty acids, VFAs)   
浓度、辅酶 F420 含量、产气前后煤中有机官能团和微生物群落结构的变化。【结果】添加适量黄

铁矿在产气前期(15–22 d)能促进 CH4 生成，而产气后期(29–50 d)会抑制产气，而且添加 0.5%黄铁

矿的在前中期的产气量比对照组高 48.1%，累计产气量达到 193.67 μmol/g-coal。生物产气实验组

反应液中的 VFAs 和辅酶 F420 浓度整体均高于对照组，说明添加黄铁矿促进了反应体系中产酸细

菌和产甲烷菌的活性。添加黄铁矿后煤中的醇和酚羟基，–NH–和–NH2 更易被微生物利用。黄铁

矿添加对细菌和古菌的群落多样性有影响，其中古菌影响较大。添加少量黄铁矿可以提升拟杆菌

门(Bacteroidota)的群落丰度，而添加黄铁矿较多时可以提升细菌中的芽孢杆菌门(Bacillota)的群落

丰度。黄铁矿对体系中的嗜蛋白菌属(Proteiniphilum)、硫还原菌属(Desulfurella)和 JGI-0000079-D21
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细菌影响最为显著。添加黄铁矿后，古菌中的海拉古菌门 (Halobacterota)和甲烷八叠球菌属

(Methanosarcina) 丰 度 变 化 较 大 ， 黄 铁 矿 对 体 系 中 的 产 甲 烷 古 菌 属 Methanosarcina 、

Methanomassiliicoccus 和 Methanobacterium 影响最为显著。【结论】添加少量黄铁矿会对煤的生

物产气具有促进作用，同时会影响发酵过程中微生物群落的组成。 

关键词：煤生物产气；黄铁矿；挥发性脂肪酸；辅酶 F420；微生物群落结构 

Influence of pyrite on biogenic coal bed methane production 
and microbial community structure 

LI Xiaoyu1, HE Huan1*, ZHANG Qian1, ZHAO Han2, REN Hengxing2, CHEN Linyong2, 
ZHU Shuyun3, XU Zhimin3, HUANG Zaixing1 

1 Key Laboratory of Coal Processing and Efficient and Clean Utilization of Ministry of Education, School of 
Chemical Engineering and Technology, China University of Mining and Technology, Xuzhou 221116, Jiangsu, 
China 

2 State Key Laboratory of Coal and CBM Co-Mining, Shanxi Jincheng Anthracite Mining Group Co., Ltd., 
Jincheng 048000, Shanxi, China 

3 School of Resources and Geosciences, China University of Mining and Technology, Xuzhou 221116, Jiangsu, 
China  

 
Abstract: [Objective] To investigate the coal’s pyrite on the biological gas production. 
[Methods] In present work, we took the coal obtained from Yulin City, Shaanxi Province as 
substrate and the methanogenic microorganisms domesticated by our laboratory as inoculation 
flora. The simulation biological gas production of coal was carried out by dosing different 
content of pyrite into the anaerobic system. The changes of CH4 content, total volatile fatty 
acids (VFAs) concentration, coenzyme F420 content, organic functional groups of coal before 
and after gas production and microbial community structure were investigated by gas 
chromatograph, liquid chromatograph, microplate reader, Fourier infrared spectrometer and 
Illumina high-throughput sequencing platform. [Results] The addition of pyrite could promote 
the production of CH4 in the early stage of gas production (15–22 d), while inhibited the 
production of CH4 in the late stage (29–50 d). The gas production of 0.5% dosage pyrite in the 
early and middle stages was 48.1% higher than that of the control group, and the cumulative 
gas production reached 193.67 μmol/g-coal. The concentrations of VFAs and coenzyme F420 in 
the experimental group were higher than those in the control group, indicating that the addition 
of pyrite promoted the activities of acid bacteria and methanogens in the reaction system. After 
adding pyrite, alcohol and phenol hydroxyl, –NH– and –NH2 in coal were more easily utilized 
by microorganisms. Adding pyrite could influence the community diversity of bacteria and 
archaea, and greater effect on the latter. Adding a small amount of pyrite could improve the 
community abundance of Bacteroidota, while more pyrite could increase the community 
abundance of Bacillota. Pyrite had the most significant impact on Proteiniphilum, Desulfurella 
and JGI-0000079-D21 bacteria in the system. After addition of pyrite, the abundance of 
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Halobacterota and Methanosarcina changed greatly. Pyrite had the most significant effect on 
Methanosarcina, Methanomassiliicoccus and Methanobacterium. [Conclusion] A small 
amount of pyrite can promote the biological gas production of coal, and affect the  microbial 
community structure in fermentation liquid. 
Keywords: biogenic coal bed methane; pyrite; volatile fatty acids; coenzyme F420; microbial 
community structure 
 
 

煤层气是一种在煤化过程中形成，并蕴藏于

煤层中的以甲烷为主要成分的非常规天然气[1]，由

于煤层气在燃烧时只产生水和二氧化碳，释放更

多的热量，具有低污染、高热值的特点，因此煤

层气作为一种清洁能源受到越来越多的关注[2]。 
根据煤层气的成因，可将煤层气分为热成

因气、生物成因气和混合成因气 [3]。其中热成

因煤层气是煤层气藏的主要成因类型，是泥炭

在煤化过程中生成的以甲烷等烃类气体为主，

包含二氧化碳，氮气等的混合气体 [4]。生物成

因煤层气是指煤中的有机物在包括真菌、细菌

和古菌等多种微生物的共同作用下生成的以甲

烷为主的混合气体，又根据其成气时间的不

同，可以将生物成因煤层气分为原生生物成因

气和次生生物成因气 [5]。相较于热成因煤层

气，生物成因煤层气具有埋藏浅、年代新和易

开发等特点，研究表明我国新疆、淮南、鄂尔

多斯，美国粉河与圣胡安，澳大利亚苏拉特与

鲍文等含煤盆地煤层气中生物气占比较大[6-8]。

通过往煤层中注入外源微生物或激活培养基可

以提高煤层气产量，有关微生物促产煤层气

(microbially enhanced coal bed methane, MECBM)
也成为当前煤层气开发领域的研究热点[9-10]。 

煤的生物产气过程会受到多种因素的影

响，如 pH、温度、煤阶、煤的粒度和煤的预处

理方式等 [9-13]。煤是由有机物质和无机矿物组

成的复杂混合物，煤层气热成因过程中，有机

质的热催化会受到无机矿物组分如黏土矿物、

碳酸盐矿物、氧化物矿物、类铁矿物和过度金

属元素等的影响[14]，而有关无机矿物对生物成

因气的影响报道不多。张倩等[15]研究表明煤中

的灰分对生物产气有影响，高灰分煤的生物产

气量较低灰分煤的生物产气量少。何环等[16]发

现添加 0%–1.0%高岭土对煤生物产气具有促进

作用，同时对煤中微生物群落结构也存在影

响。煤的催化热解研究中发现一些天然硫铁

矿、煤系黄铁矿和其他类铁矿石都有一定的催

化活性，能促进 C–C 键的断裂，促进煤加氢液

化反应[14]。在有机质的厌氧产气体系中，添加

类铁矿石也具有促进产甲烷能力。有研究人员

向厌氧产气体系添加磁铁矿颗粒，发现可以加

快丙酸盐转化为甲烷的速率，并提出磁铁矿介

导的种间电子传递显著快于氢转移过程 [17]。

Jiménez 等[18]研究表明向猪粪和稻草共消化的厌

氧系统中添加黏土对产甲烷具有促进作用。钟

成等[19]发现添加针铁矿可以促进厌氧体系中丙

酸钠产甲烷的过程。同时有研究表明向厌氧发

酵体系中添加氧化铁-沸石可有效提高甲烷产

量，同时提高了附着在氧化铁-沸石体系表面的

产甲烷菌活性[20]。Xia 等[21]研究发现黄铁矿的

添加可以增加煤的生物产甲烷量，但是其具体

的原因并不清楚。可见，含铁类矿物对煤的生

物产气存在影响，而黄铁矿是煤中常见的矿物

质，但目前黄铁矿对煤的生物产气的影响还需

要进一步研究。陕西榆林是我国主要的煤炭能

源基地，低阶煤储量丰富，开展煤的生物气化

研究对拓宽该地区煤炭清洁利用途径具有一定

意义。因此，本文通过大浮沉实验得到低灰分
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榆林煤，通过往生物模拟产气体系中添加不同

质量分数的黄铁矿，监测产气过程中 CH4 含

量、总挥发性脂肪酸(volatile fatty acids, VFAs)
浓度、辅酶 F420 含量、煤中有机官能团和微生

物群落结构变化，以期为阐明黄铁矿对生物产

气的影响规律提供试验依据。 

1  材料与方法 
1.1  实验材料 

本研究采用的微生物来自实验室前期驯化

培养的产甲烷混合菌群[15]，主要包括芽孢杆菌

门(Bacillota)、拟杆菌门(Bacteroidota)、弯曲菌

门(Campilobacterota)等在内的细菌和以海拉古

菌门(Halobacterota)、广古菌门(Euryarchaeota)
为主的古菌。煤样取自陕西榆林，为减少煤中原

有矿物成分对产气结果的影响，首先对所用煤样

进行大浮沉实验(GB/T 478—2008)，然后选择灰

分最低的煤样组(1.3–1.4 g/cm3，灰分 4.84%)，
破碎研磨至 0.125 mm 备用。试验中所用黄铁矿

由中国矿业大学资源与地球科学学院提供，经 X
射线衍射(X-ray diffraction, XRD)和 X 射线荧光

光谱(X-ray fluorescence spectroscopy, XRF)分析

主要成分为硫化亚铁(数据未列出)。将新鲜黄铁

矿石破碎研磨至 0.125 mm 后立即使用，试验采

用培养基为厌氧产甲烷通用培养基，配制方法见

表 1[15-16]，其中碳源用煤样替代，配制好培养基

后在 121 °C 下灭菌 20 min。 

1.2  煤生物模拟产气实验 
为研究黄铁矿对榆林煤生物模拟产气的影

响，根据原煤中铁元素含量并参照文献[22]，共

设置 7 个黄铁矿投加梯度：0%、0.5%、1%、2%、

4%、6%、8%，编号为 H-1、H-2、H-3、H-4、
H-5、H-6、H-7，每个梯度设置 3 组平行，在厌

氧手套箱中将黄铁矿和煤粉添加到 250 mL 厌氧

瓶中，每组加入 200 mL 培养基，灭菌后用无菌

注射器接种 20 mL 保存的混合菌液(细胞浓度约

106 个/mL)，压好铝箔盖，然后将其放入恒温培

养箱中，在 35 ℃下培养 50 d，培养过程中定期

检测瓶内参数的变化。 

1.3  分析方法 
1.3.1  CH4 含量检测 

由于反应前期并没有甲烷产生，直到 15 d
才检测到少量甲烷，所以从第 15 天开始记录甲

烷数据，每隔 7 d 采用气相色谱仪(Angilent)检测

厌氧瓶中的 CH4 含量，气相色谱条件如下：气

相色谱配 Carbonplot 色谱柱 (60 m×320 μm×  
1.5 μm)和 TCD 检测器，气密针进样，进样量   
0.5 mL。色谱进样口温度 150 ℃，柱箱温度

30 ℃，检测器温度 200 ℃。每次测完气体含量，

用灭菌的无菌针头对顶空的气体进行排气处理，

该记录点测得甲烷含量实际上是 7 d区间段产甲

烷总量，单位为 μmol/g-coal。 
 
表 1  产甲烷通用培养基 
Table 1  Common medium for methanogenesis 
Reagent Dosage (g/L) Reagent Dosage (g/L) 

MgCl2 0.1 NaHCO3 1.0 

KCl 0.2 L-cysteine hydrochloride 0.5 

NaCl 2.0 Na2S·9H2O 0.5 

NH4Cl 1.0 C12H6NNaO4 0.001 

KH2PO4 0.4   
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1.3.2  VFAs 浓度检测 
产气结束后，分别取各实验组及空白组反应

液 10 mL，10 000 r/min 离心 5 min，收集上清液，

按照每 1.5 mL 样品加 75 μL (34%)磷酸的标准液

进行封存，处理完毕后，用 0.22 μm 滤膜[生工

生物工程(上海)股份有限公司]过滤，然后密封待测。

采用气相色谱(岛津)对 VFAs 进行测定，色谱分析条

件：使用 Stabilwax-DA 30 m×0.53 mm×0.25 m 型毛

细管柱，FID 检测器，检测器温度为 150 ℃。 
1.3.3  辅酶 F420 含量分析检测 

辅酶 F420 是一种胞内酶，测定时需要先破

碎细胞，使酶释放出来，具体方法：用注射器

从厌氧瓶中收集培养液 2 mL 至灭菌离心管

中，3 000 r/min 离心 20 min 后，用移液器取上

清 1.5 mL 转到新的灭菌离心管，10 000 r/min 离

心 20 min 后弃上清，用 PBS (pH 7.2–7.4)重悬细

胞，显微计数细胞浓度达到 107 个/mL 左右。然

后对样品进行反复冻融，破坏细胞并释放出胞内

成分。用 BCA 蛋白法含量试剂盒[生工生物工程

(上海)有限公司]测定样品中总蛋白浓度，确保其

在 20–2 000 μg/mL 范围内。按照试剂盒的操作

流程取 10 μL 样品加入酶标板孔，用酶标仪

(Labsystems Multiskan MS)在 450 nm 波长下测

定吸光度(OD 值)，通过标准曲线计算样品中辅

酶 F420 (CoF420)含量。 
1.3.4  煤的 FT-IR 分析 

在生物产气结束后，经过真空抽滤收集反应

后的残煤，冷冻干燥后的煤样研磨至粒度小于

0.074 mm，分别取原煤和残煤样品按 1:120 比例

加入 KBr 用玛瑙研钵研磨后压片，残煤样品选

择 3 个梯度，分别是 H-1 (0%)、H-2 (2%)、H-3 
(8%)，然后用傅里叶红外光谱(Fourier Transform 
Infra-Red, FT-IR)仪(布鲁克 VERTEX 80 V)分析

样品中有机官能团组成，测试扫描波段范围为  
4 000–400 cm─1，分辨率为 4 cm─1，为了更好

分析煤样品中官能团，采用软件 Peakfit (V4.2)
进行分峰拟合，拟合区间为 950−1 800 cm─1、   
2 800−2 980 cm─1、2 980−3 730cm─1。 
1.3.5  微生物群落分析 

在产气结束后，将培养液摇匀，取 40 mL
混合液放入离心管中，13 000 r/min 离心 5 min，
弃去上清液，保留沉淀 1–3 g，将其密封放入

–80 ℃下冷冻 24 h，用干冰寄送到上海美吉生物

测试中心进行 Illumina 高通量测序。 
细菌多样性测定引物序列如下：338F：

5ʹ-ACTCCTACGGGA GGCAGCAG-3ʹ；806R：

5ʹ-GGACTACHVGGGT WTCTAAT-3ʹ。 
古菌多样性测定引物序列：524F：5ʹ-TGYCA 

GC-CGCCGCGGTAA-3ʹ；958R：5ʹ-YCCGGCGTT 

G-AVTCCAATT-3ʹ。 

待测序结果返回后，利用上海美吉生物测试

中心的云平台(www.i-sanger.com)对所得到的微

生物数据进行分析，主要分析内容包括细菌和古

菌的 α 多样性指数，α 多样性指数分析在 OTU
水平上，采用度量标准有 Chao、Shannon、Ace、
Simpson、Coverage 等。细菌和古菌的物种组成

分析主要包括门水平和属水平的分析，采用冗余

分析(redundancy analysis, RDA)分析了黄铁矿添

加对细菌和古菌的影响，同时对各组间差异较大

的组进行属水平上的样本差异分析。通过对微生

物多样性的分析，探究添加黄铁矿对微生物群落

结构的影响。 

2  结果与讨论 
2.1  添加不同质量黄铁矿的煤生物产 CH4

量和累积产 CH4 量变化 
添加不同质量分数黄铁矿的实验组和对照

组的产甲烷量变化和累计产甲烷量如图 1 所示。

从图 1A 中可以看出，与对照组相比，在厌氧发

酵产气前期(15–22 d)添加黄铁矿质量分数为 1% 
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图 1  添加不同质量分数黄铁矿的产甲烷量(A)和累计产甲烷量(B) 
Figure 1  Methane production (A) and cumulative methane production (B) of pyrite with different mass 
fractions. Error bar represents the standard deviation between parallel samples of bottles between each 
experimental group. 
 
和 2%的添加量提高了产甲烷量，而 0.5%、4%、

6%、8%的 4 个实验组产甲烷量均小于对照组，

处于产气的抑制期。可见，在早期添加适量的黄

铁矿有利于产气，而添加量过多或者过少均对产

气有一定抑制作用。进入厌氧发酵的 22–29 d后，

添加量为 0.5%、4%、6%、8%四组进入产气快

速上升期，但是添加黄铁矿质量分数为 1%和 2%
的实验组以及对照组在这个时间均出现了产气

量下降的现象。在 29–50 d 产气周期，除了 2%
试验组产气上升较慢，其余试验组均快速上升，

但是到第 50 天，所有实验组的产气均小于对照

组，分析原因是到产气后期，可供利用的物质被

产甲烷菌群消耗，产气速率下降，也可能是在该

产气周期的后期黄铁矿对产甲烷有一定抑制作

用。从图 1B 来看，对照组的累积产甲烷量为

147.77 μmol/g-coal，实验组 0.5%的添加量的累

计产甲烷量达到了 193.67 μmol/g-coal，2%的添

加量的累计产甲烷量最少，仅 57.69 μmol/g-coal。
有研究表明，铁作为厌氧发酵体系中常见的微量

元素，会对煤的生物产气系统的稳定性和产气的

效率存在影响[23]。其中 Moestedt 等[23]研究证明，

在适当添加微量元素如铁、钴、镍时，会对产气

具有促进作用。黄铁矿作为煤中一种常见的典型

半导体矿物质，有研究发现，包括磁铁矿和黄铁

矿在内的含铁矿物对有机质的热演化或油气的

生成具有重要的影响[24]。也有研究表明，黄铁

矿-水界面上能够在厌氧环境中产生大量的活性

氧组分(包括羟基自由基、过氧化氢等)[25]，而这些

活性氧组分对有机质均有较强的氧化作用[26-27]。

结合图 1A 中变化趋势可见，当少量添加黄铁矿

时，由于产生的活性氧组分对煤中有机质的活化

氧化，增加了可利用有机质的含量，因此在产气

前期对产甲烷具有一定的促进作用。但是，随着

黄铁矿的添加量的增大，产生的活性氧组分会对

体系中的厌氧微生物造成一定损害，影响了产甲

烷量[25]。随着培养时间增加，体系中微生物的

生物量增加，因此甲烷产量逐渐提升，但是由于

黄铁矿的增加对微生物的损害作用，整体上来看

添加黄铁矿的实验组的产气速率在产气后期低

于对照组，添加黄铁矿质量分数为 0.5%、4%和



 

 

 

李啸宇等 | 微生物学报, 2023, 63(6) 2191 

http://journals.im.ac.cn/actamicrocn 

8%的实验组的产气量高于对照组，而添加黄铁

矿质量分数为 1%、2%和 6%的实验组的产气量

低于对照组。 

2.2  添加不同浓度黄铁矿的煤生物产气体

系中 VFAs 浓度变化 
在煤的微生物产气的过程中，产酸阶段发生

在水解阶段之后，是产气过程的第二阶段，在这

一阶段中，微生物将上一阶段的底物进一步分解

生成 VFAs、氢气、二氧化碳和醇类等物质[9,28]。

VFAs 进一步分解可以生成乙酸等直接可被产甲

烷菌利用的底物，但是当其浓度过高会降低发酵

液的 pH，抑制产甲烷菌群的活性[11,29]，从而对

微生物的产气进程产生抑制效果。根据研究显

示，当体系中的 VFAs 浓度超过 400 mg/L 时，

就会产生抑制效果[30]。VFAs 主要以乙酸、丙酸

和丁酸为主，存在少量的戊酸和异戊酸等物质。

有研究指出，VFAs 中的乙酸，丙酸和丁酸可以

进行产气，但是己酸对产气有抑制作用[31]。图 2
是添加不同质量的黄铁矿的实验组和对照组的

VFAs 变化图，可以看出与对照组相比，实验组

中除黄铁矿添加量为 1%的组外，其他组的

VFAs 浓度均超过了对照组，在添加黄铁矿的质

量分数为 0.5%的实验组中，VFAs 浓度最高达到 
 

 
 

图 2  添加不同质量分数黄铁矿后 VFAs 浓度变化 
Figure 2  VFAs concentration changes after adding 
pyrite of different mass fractions. 

17.60 mg/L，较对照组高 112.92%。在厌氧发酵

体系中，针铁矿的添加对丙酸钠产甲烷有一定强

化作用，其可能是通过对有机质的吸附[19]和矿

物直接参与电子传递[32]有关。VFAs 的变化情况

说明在厌氧体系中添加适当的黄铁矿可以促进

其生成，但 VFAs 的增多并不一定能促进产气，

结合图 2 的数据分析，在添加黄铁矿质量分数为

1%、2%、6%的实验组中的 VFAs 的浓度与对照

组相较，添加黄铁矿质量分数为 2%和 6%的组

都高于对照组，而黄铁矿添加量为 1%的组低于

对照组，但是这 3 组的 CH4 产量低于对照组，

推测原因是添加铁矿质量分数为 2%和 6%的实

验组中的乙酸含量剩余较多，而乙酸是甲烷合成

的前体物质，因此在这两个实验组中产甲烷菌对

乙酸的利用不足，导致了 CH4 产量较低。而添

加黄铁矿质量分数为 1%的实验组中，黄铁矿的

添加可能抑制了产酸细菌和产甲烷菌的生命活

动，因此 CH4 产量较低。 

2.3  添加不同浓度黄铁矿的煤生物产气体

系中辅酶 F420 浓度变化 
辅酶 F420 是产甲烷菌产生的一种氧化还原

辅助因子，其含量高低能够反应体系中产甲烷菌

的活性[33]。 
图 3 是添加不同质量分数黄铁矿的实验组

与对照组辅酶 F420 的浓度变化图。从图中可以看

出，添加黄铁矿的实验组的辅酶 F420 与对照组相

比有一定波动，其中添加黄铁矿质量分数为 1%、

4%和 8%的实验组辅酶 F420 浓度高于对照组

(42.39 ng/L)，添加黄铁矿质量分数为 1%的时候

最高，达到了 46.44 ng/L。其他 3 个实验组的辅

酶 F420 含量低于对照组，最低为添加 2%黄铁矿，

此时辅酶 F420 浓度为 41.87 ng/L。可见黄铁矿的

添加对辅酶 F420 浓度变化存在影响。结合图 1 与

图 3，辅酶 F420 浓度最低的实验组为添加 2%黄

铁矿组，其累计产甲烷量也最低，可见 2%的黄
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铁矿对体系中产甲烷菌的活性有一定抑制作用。

添加 1%黄铁矿时辅酶 F420 浓度尽管最高，但受

限于VFAs 的含量较低，所以累计产甲烷量并不高，

可见，黄铁矿的添加对产气的影响需要综合有机质

的降解和产甲烷微生物的活性来综合考虑。 

2.4  添加不同浓度黄铁矿的煤生物产气后

有机官能团变化 
研究表明，煤经过生物产气后，其表面的亲

疏水性、带电性质和官能团等均会发生改变[34-35]。

为研究添加黄铁矿对煤生物产气后表面性质的

影响，采用 FT-IR 技术对煤及产气后残煤的官能

团进行分析。图 4 中分别显示了黄铁矿添加量为

H-1 (0%)、H-4 (2%)和 H-7 (8%)产气后煤样与原

煤的 FT-IR 谱图比较。可以看出 3 个梯度添加组

之间出峰位置并没有明显变化，这说明了煤被微

生物利用的过程中的官能团变化大致相同。与原

煤对比，3 个梯度的实验组在 3 420 cm─1 的位置

均未出峰，根据煤样的红外特征吸收峰对照表，

3 420 cm─1 附近对应醇和酚–OH 及–NH–、–NH2

的伸缩振动，说明产气过程中有煤表面的醇或酚

–OH 或–NH–、–NH2 被微生物利用。 
 

 
 

图 3  添加不同质量分数黄铁矿后辅酶 F420 变化 
Figure 3  Change of coenzyme F420 after adding 
pyrite of different mass fractions. 

 
 

图 4  黄铁矿实验组中添加量第 1、4、7 梯度产气

后煤样与原煤的红外光谱吸收峰对比(H-1：0%；

H-4：2.0%；H-7：8.0%) 
Figure 4  Comparison of infrared spectrum 
absorption peaks between coal sample and raw coal 
after gas generation with the 1st, 4th and 7th gradient 
of pyrite addition in the experimental group (H-1: 
0%; H-4: 2.0%; H-7: 8.0%). 
 

为进一步比较三组实验组的煤表面官能团

的变化，对上述三个实验组 H-1 (0%)、H-4 (2%)
和 H-7 (8%)的红外图谱进行分峰拟合，分峰区间

选择波数为 600–1 800 cm─1 和 2 600-3 600 cm─1

两个区间，分峰拟合结果见图 5。 
结合实验组 H-1 (0%)、H-4 (2%)和 H-7 (8%)

的红外分峰图，并结合煤中常见的红外官能团[36]，

可以看出实验组的煤样在波数为 2 600–3 600 cm─1

的区间内，均存在胺、酰胺(3 184 cm─1)的吸收

峰，–OH (3 200–3 400 cm─1)的吸收峰以及多个

C–H 键的吸收峰，在出峰位置上并无明显区别，

且出峰强度也基本一致。但实验组 H-4 (2%)在   
3 288 cm─1 有 N–H 官能团吸收峰，其他两组实

验组在 3 383 cm─1 处出峰，推测是黄铁矿的添加

使得微生物对煤中的有机组分利用存在差异，所

以官能团出现变化所致。在波数 600–1 800 cm─1

区间，3 个实验组出现了大量的苯环 C–H 的吸

收峰(600–860 cm─1)，同时可见 C–O 及 C–N 吸 
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图 5  实验组 H-1 (0%)、H-4 (2%)和 H-7 (8%)的红外分峰拟合图 
Figure 5  Peak fitting diagram of H-1 (0%), H-4 (2%) and H-7 (8%) in the experimental group. A, B: Infrared 
peak splitting fitting of experimental group H-1. C, D: Infrared peak splitting fitting of H-4 in the experimental 
group. E, F: Infrared peak splitting fitting of H-7 in the experimental group. 
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收峰 (1 000–1 350 cm─1)，苯环 C=C 吸收峰     
(1 450–1 600 cm─1) 以 及 C=O 吸 收 峰          
(1 699 cm─1)，但实验组 H-7 (8%)在 1 175 cm─1

和 1 290 cm─1 处出峰，这里是 C–O 及 C–N 出峰

位置，可能存在的物质是胺、酰胺、醇、酚等。

由于本研究中并未对反应不同阶段的煤中有机

官能团进行比较分析，无法判断在厌氧产气早期

黄铁矿对有机质的氧化是否会引起煤中有机组

成变化。不过，从产甲烷的动态变化情况来看

及 50 d 厌氧发酵后的煤样分析，不同添加量的

黄铁矿会对煤中有机质的成分和组成产生影

响，最终影响甲烷的产量。 

2.5  添加不同浓度黄铁矿的煤生物产气后

微生物群落组成变化 
本次 7 组样品高通量测序结果共得到  

289 026 条细菌和 327 099 条古菌 16S rRNA 基

因序列。细菌和古菌的序列平均长度分别是

416.58 bp和 429.68 bp。表 2列出了 7组样品(H-1: 
0%、H-2: 0.5%、H-3: 1%、H-4: 2%、H-5: 4%、

H-6: 6%、H-7: 8%)的 α 多样性指数，其中 Sobs、
Chao 和 Ace 三个指标可以反应微生物的群落丰

富度，Shannon 和 Simpson 两个指标可反映微

生物群落多样性。从表 2 中可以看出，实验组

H-4 (2%)的细菌丰富度 Sobs 指数最高，实验

组 H-7 (8%)的细菌丰富度 Chao 指数和 Ace 指

数最高，说明这两组产气体系中细菌种类最为

丰富，而实验组 H-3 (1%)的古菌丰富度 Chao
指数和 Ace 指数最高，其古菌丰富度 Sobs 指

数也较高，说明当黄铁矿添加量为 1%时，产

气体系中古菌的种类最丰富。同时，H-1 (0%)
的细菌 Shannon 指数最高而其 Simpson 指数最

低，这说明在不添加黄铁矿时，产气体系中细

菌多样性最高，而 H-4 (2%)的古菌 Shannon
指数最高而其 Simpson 指数最低，说明当黄铁

矿的添加量为 2%时，产气体系中古菌的生物

多样性最大。  
结合表 2 与图 6 中的结果可以看出，添加黄

铁矿对微生物群落的多样性具有一定的影响。但 
 
表 2  黄铁矿试验组的 α 多样性指数 
Table 2  Alpha diversity index of pyrite test group 
Sample Sobs Shannon Simpson Ace Chao Coverage 

Bacteria 1 162 3.389 341 0.060 756 187.113 5 185.214 3 0.999 265 
2 164 3.266 365 0.067 084 193.859 1 191.352 9 0.998 911 
3 154 3.372 546 0.062 481 175.551 9 175.083 3 0.999 336 
4 175 3.268 652 0.066 576 192.979 190 0.999 291 
5 160 3.305 033 0.068 827 190.591 5 182.235 3 0.999 159 
6 165 3.367 911 0.059 638 183.113 1 183.071 4 0.999 343 
7 154 3.098 979 0.082 921 224.888 5 197.153 8 0.999 079 

Archaea 1 39 0.815 753 0.639 567 64.513 84 55.5 0.999 69 
2 45 0.885 507 0.613 335 55.220 22 56.25 0.999 809 
3 63 0.674 428 0.721 071 160.151 9 109.428 6 0.999 476 
4 54 1.060 702 0.532 388 66.391 73 65.142 86 0.999 644 
5 50 0.444 724 0.825 69 98.305 05 88 0.999 427 
6 66 0.863 349 0.639 06 74.941 82 72.6 0.999 719 
7 51 0.891 979 0.611 669 98.689 77 81.6 0.999 634 
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图 6  添加黄铁矿对细菌和古菌影响的显著性 
Figure 6  Significance of adding pyrite on bacteria and archaea. A: The impact of pyrite as an environmental 
factor on bacteria. B: The impact of pyrite as an environmental factor on archaea. 
 
这种影响根据图 6A 主要体现在细菌上，从图 6A
中可以看出 P=0.013，黄铁矿的存在对细菌多样

性的影响具有显著作用。而在图 6B 中，P=0.525，
古菌受到的影响较小，在黄铁矿的添加量作为环

境因素时，它并未对古菌的多样性体现出有显著

影响。钟成等[19]研究发现添加针铁矿会对厌氧

产气体系中细菌和古菌的群落组成产生影响。张

勋[37]也发现针铁矿和赤铁矿会影响乙酸钠产甲烷

体系中的细菌和古菌组成，因而影响甲烷的生成。 
根据测序结果，黄铁矿实验组细菌共有  

228 个 OTU，可以分为 17 个门 124 个属，图 7
为添加黄铁矿实验组细菌在门水平和属水平上

的群落结构图，图中横轴代表 7组样本(H-1: 0%、

H-2: 0.5%、H-3: 1%、H-4: 2%、H-5: 4%、H-6: 6%、

H-7: 8%)，纵轴代表相应的物种在所有物种中所

占的比例。从图 7A 中可以看出，在门水平上，

芽 孢 杆 菌 门 (Bacillota) 最 为 丰 富

(37.49%–53.08%) ， 其 次 依 次 是 拟 杆 菌 门

(Bacteroidota) (12.39%–25.55%) 、 弯 曲 菌 门 
(Campilobacterota) (8.31%–15.96%)、Synergistota 
(6.18%–15.33%)、脱硫细菌门(Desulfobacterota) 
(6.25%–9.79%) 、 螺 旋 菌 门 (Spirochaetota) 

(2.76%–7.20%)、Caldisericota (0.28%–1.31%)等。

根据研究显示，在微生物煤产气的过程中，细菌

在门水平上主要以 Bacillota、Proteobacteria、
Actinobacteria、Bacteroidetes 为主[9]。实验组中

的 H-5 (4%)，H-6 (6%)，H-7 (8%)的 Bacillota 丰

度明显高于对照组 H-1 (0%)，可见当添加较多黄

铁矿时，Bacillota 的细菌的生长繁殖旺盛，这有

助于芳烃、长链烷烃的降解[38-39]。而添加较少黄

铁矿量 (H-2: 0.5%、H-3: 1%、H-4: 2%)时，

Bacteroidota 的群落丰度高于对照组。从图 7B
中 可 以 看 出 ， 在 属 水 平 上 ， 嗜 蛋 白 菌 属 
(Proteiniphilum) (8.51%–22.12%)占比最高，属于

拟杆菌门。其次是属于 Bacillota 的副梭菌属 
(Paraclostridium) (8.66%–17.68%)以及属于假单

胞 菌 门 的 硫 还 原 菌 属  (Desulfurella) 
(8.31%–15.96%)。此外菌群丰度较高的还有

JGI-0000079-D21 (6.18%–15.33%)、Clostridium_ 
sensu_stricto_13 (属于梭菌属) (6.94%–12.66%)、
norank_f_Spirochaetaceae ( 属 于 螺 旋 体 门 ) 
(2.51%–6.83%)、杆状脱硫菌属(Desulforhabdus) 
(3.95%–5.59%)、脱硫杆菌属(Desulfitobacterium) 
(2.09%–4.34%) 、 脱 硫 弧 菌 属 (Desulfovibrio) 
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(1.65%–5.33%)等。其中嗜蛋白菌属(Proteiniphilum)
可以和 Proteiniborus 水解蛋白质和脂类物质[40-41]，

主要作用于煤的微生物产气的第一阶段。副梭菌属 
(Paraclostridium)属于芽孢杆菌门(Bacillota)，具有

降解淀粉、纤维质、几丁质等物质的作用[38,42]。结

合图 5 红外拟合分析结果， H-4 (2%) 中的

Proteiniphilum 的占比比其他两个实验组高，而

Proteiniphilum 可以水解蛋白质和脂肪等物质，推

测是由于该菌属丰度较高使得对应的物质被利用

的更多，所以 H-4 (2%)在 1 175 cm─1和 1 290 cm─1

处出峰强度小。Desulfitobacterium 具有发酵有机物

的能力，可以分解丙酸、苯甲酸、乙醇和芳香族化

合物，且可以利用溶液中的乙酸和 SO4
2─发生还原

反应，主要产物是 HS─[43]。 
 

 
图 7  添加黄铁矿试验组细菌在门水平(A)和属水平(B)的群落结构图  
Figure 7  Community structure of bacteria at phylum level (A) and genus level (B) of pyrite added test group. 
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为了进一步分析不同黄铁矿添加对细菌群

落结构的影响，选择样本间差异较大的 H-2 
(0.5%)和 H-4 (2%)在细菌门和属水平上进行了

群落差异显著性检验，其结果如图 8 所示。从图

8A 细菌门水平的分析结果可知，添加不同黄铁

矿的两组样本之间的微生物群落结构差异显著，

其中 Synergistota 变化最为显著，Bacillota 和

Campilobacterota 次之。从图 8B 中细菌属水平  

 
图 8  添加不同黄铁矿组(H-2：0.5%和 H-4：2%)在细菌门(A)和属(B)分类水平上群落差异分析(95%置

信区间，Fisher 精确检验) 
Figure 8  Difference analysis of pyrite added test group community at phylum (A) and genus (B) of bacterial 
classification level between H-2 (0.5%) and H-4 (2%) (95% confidence interval, Fisher exact test). 
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的分析结果可知，Proteiniphilum 和 Desulfurella
和 JGI-0000079-D21 差异最为显著。钟成等[19]

研究针铁矿使丙酸钠厌氧发酵产甲烷体系中的

进行糖代谢的 Petrimonas 的相对丰度降低，但

对整体细菌的多样性影响却不明显。而本研究 2
个样本中参与脂类等有机物代谢的微生物属差

异显著。由于煤是大分子物质，其中可直接被利

用的小分子物质较少，并且本研究中所得到的微

生物群落组成源于培养后阶段(50 d)，参与大分

子有机物降解的微生物种群也趋于平稳，所以其

他属的微生物种群丰度差异也不明显，但是几种

差异度较显著的微生物都在脂类和有机物降解

中扮演重要作用，可见，黄铁矿的添加对参与有

机物降解的微生物影响效果明显。 
古菌的 7 组实验样品中共测得 102 个 OTU，

可以分为 5 个门，11 个属，图 9 为黄铁矿实验 

 
图 9  添加黄铁矿试验组古菌门水平(A)和属水平(B)的群落结构图 
Figure 9  Community structure of archaea level (A) and genus level (B) in pyrite added test group. 
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组古菌在门水平(A)和属水平(B)的群落柱状图。

从图 9A 中可以看出，7 个实验组中海拉古菌门

(Halobacterota) (72.08%–91.07%)的丰度最高，

其次是广古菌门(Euryarchaeota)。在黄铁矿添加

量为 5%时，Halobacterota 的丰度是所有组中最

高的，它属于阿斯加德超门，研究认为，

Halobacterota 具有活化并厌氧氧化水热生成的

短链烃的能力[44]。而 Euryarchaeota 是最主要的

古菌门类之一，包含多种产甲烷菌属[45]。从图

9B 中可以得知在古菌的属水平的丰度上，甲烷

八叠球菌属(Methanosarcina) (71.71%– 91.03%)
的 丰 度 最 高 ， 然 后 是 甲 烷 杆 菌 属

(Methanobacterium) (3.16%–16.73%) 和

Methanomassiliicoccus (属于第七产甲烷古菌目) 
(2.94%–10.28%)以及 unclassified_k__norank_d__ 
Archaea (未分类古菌) (0.27%–1.51%)，这证明了

煤在进行微生物产气的后期，产甲烷菌群承担将

前 3 个阶段分解得到的前体物质合成甲烷，而其

中的 Methanosarcina 是混合营养型的产甲烷菌，

可以利用乙酸或者氢气和二氧化碳进行产甲烷，

而 Methanobacterium 则是利用氢气和二氧化碳

生成甲烷，这说明在反应体系中，存在两种可以

产甲烷的途径[9]。 
从各实验组产甲烷菌组成丰度变化来看，样

本之间的差异度变化不大，为了进一步对不同黄

铁矿添加组之间的试验组之间的群落差异进行分

析，选择两个相对差异较大的添加黄铁矿样本 H3 
(1%)和 H4 (2%)进行了群落差异显著性检验，其结

果如图 10 所示。从门水平来看 ( 图 10A) 
Halobacterota 的样本间差异性最明显，而从属水

平 来 看 ( 图 10B) Methanosarcina 、

Methanomassiliicoccus 和 Methanobacterium 差异

性最为显著)。从 2 个样本的累积产甲烷量(图 1B)
和 F420 (图 3)的比较情况来看，两者之间差异明显，

结合这两类微生物的代谢特点，可见黄铁矿的添

加主要影响利用小分子有机酸产甲烷的古菌。 
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图 10  添加不同黄铁矿组(H-3：1%和 H-4：2%)在古门(A)和属(B)分类水平上群落差异分析(95%置信区

间，Fisher 精确检验) 
Figure 10  Difference analysis of pyrite added test group community at phylum (A) and (B) genus of archaea 
classification level between H-3 (1%) and H-4 (2%) (95% confidence interval, Fisher exact test). 
 

3  结论 
(1) 黄铁矿的添加对甲烷生产在前期有一

定促进作用，而产气后期却会抑制产气速率，在

前中期(15–29 d)时，添加 0.5%黄铁矿实验组累

积产甲烷量最高达 193.67 μmol/g-coal。 
(2) 黄铁矿的添加能提高发酵液中和 VFAs

的浓度和辅酶 F420 浓度，黄铁矿添加量为 0.5%
的实验组的 VFAs 浓度达到了 17.60 mg/L，较对

照组高 112.92%，辅酶 F420 在添加黄铁矿质量分

数为 1%时最高，达到了 46.44 ng/L。FT-IR 结果

说明黄铁矿能够促进煤中醇、酚–OH、–NH–和
–NH2 被微生物利用。 

(3) 添加黄铁矿对煤生物产气体系中的细

菌和古菌种群结构有一定影响。通过比较细菌和

古菌的样本差异性发现，黄铁矿添加可提高

Bacillota 的丰度，而添加少量的黄铁矿则有助于

提高 Bacteroidota 的群落丰度，黄铁矿对体系中

的 Proteiniphilum 和 Desulfurella 和 JGI-0000079- 
D21 影响最为显著。添加黄铁矿后，Halobacterota
和 Methanosarcina 丰度变化较大，黄铁矿对体系

中的 Methanosarcina、Methanomassiliicoccus 和

Methanobacterium 影响最为显著。 
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