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摘　要：生物转化是煤炭清洁温和利用的有效途径之一．为提高神府煤的生物溶解率及产物定向转化的选择性，分别
用沙门氏菌、黄杆菌、大肠杆菌、枯草杆菌、金黄色葡萄球菌、黑曲霉菌及云芝菌对神府煤进行溶解．以最佳溶煤菌为出发菌
株，利用紫外－微波复合诱变，选育更高效的溶煤菌株进行煤的生物转化，用 ＦＴＩＲ和 ＧＣ／ＭＳ对溶煤产物进行了分析．结果
表明，紫外－微波复合诱变对云芝菌具有明显的诱变效应，复合诱变后的云芝菌对神府煤具有最好的溶解效果，其溶煤率从
原来的４１．３％提高到５４．２％．ＦＴＩＲ和ＧＣ／ＭＳ分析表明，神府煤经生物转化，产物的芳香类物质相对含量降低，而烷烃、酰胺、
烯烃、醇及醚类物质含量增多．
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２０世纪８０年代以来，微生物转化作为一种绿色温和的煤炭转化方式受到国内外研究者的广泛关
注［１－２］．煤的微生物转化主要是利用真菌、细菌和放线菌等的生物作用实现煤炭的大分子解聚、液化和气

化［３－４］．菌种选育对提高煤炭的生物溶煤率非常重要，诱变选育可以提高菌种突变率，加速育种进程，从而

创造人类需要的新菌种．Ｔａｌｏｒｉａ［５］等人利用紫外诱变对酿酒酵母进行选育后，其乙醇产率从原来的
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８％（ｖ／ｖ）提升至１２％（ｖ／ｖ）．郭文逸［６］等人对地衣芽孢杆菌进行紫外诱变提高了丁二醇的产量．Ｊｉａｎｇ［７］等
人从褐煤矿中分离出的芽孢杆菌对褐煤的溶解率可达３６．７７％以上．孟庆宇［８］从神府煤矿洗煤水中分离出

溶煤效果较好的菌株，而从自然环境中分离，经过简单筛选获得的溶煤菌株虽然具有一定的溶煤能力，但

是要达到某种特定代谢产物的大量积累，以获得更好的溶煤效果，则需要对菌株进行改良，解除或突破微

生物的代谢调控［９－１０］．徐敬尧［１１］用紫外和微波诱变对球红假单胞菌的原生质体进行诱变选育，将其应用

于煤的生物转化，结果其转化率显著提高．
本研究选用多种菌种进行溶煤实验，以溶煤率最高的云芝菌为出发菌株，利用紫外－微波复合诱变技

术对其进行诱变选育，以获得具有更高溶煤率的突变菌株，并在分级萃取基础上，采用ＦＴＩＲ及 ＧＣ／ＭＳ分
析方法对其溶煤产物的结构进行分析，以期选育出具有高效溶煤率和选择性菌种，为煤的高效生物转化做

出有益的探索．

１　实验部分

１．１　实验主要试剂与仪器
葡萄糖，ＫＨ２ＰＯ４，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ，ＶＢ１，ＮａＣｌ，ＨＮＯ３，正己烷，二氯甲烷，苯，丙酮，甲醇．盐酸均为分析

纯，ＫＢｒ为光谱纯．
ＢＳＡ２２４Ｓ型电子天平，ＢＬ－５０Ａ型立式压力蒸汽灭菌器，ＢＣ－３６０型生化培养箱，ＨＺＱ－Ｆ１００型全温振

荡培养箱，ＳＷ－ＣＪ－１ＦＤ型超净工作台，ＭＬ－３６－４型电热板，１０１－３型电热鼓风干燥箱，ＸＰＭ－１００×４型行
星四筒研磨机，ＳｐｅｃｔｒａＧＸＦＴ－ＩＲｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｅｒ型红外光谱仪，５９７５Ｃ／７８９０Ａ型气质联用仪．
１．２　实验材料
１．２．１　煤样

本实验用神府煤样采自陕煤神木集团张家峁矿．煤样经破碎、筛分，选取粒度小于０．２ｍｍ的煤样，用
５ｍｏｌ／Ｌ的ＨＮＯ３在室温下氧化２４ｈ，用去离子水洗涤至中性

［１１］，在７５℃鼓风干燥箱中干燥后灭菌，备用．
煤质分析见表１．

表１　神府煤煤质分析

工业分析／％

Ｍａｄ Ａａｄ Ｖｄａｆ ＦＣａｄ

元素分析／％

ω（Ｃａｄ） ω（Ｈａｄ） ω（Ｏａｄ） ω（Ｎａｄ） ω（Ｓａｄ）

４．８ ６．４３ ３６．３９ ５６．４７ ６８．２９ ４．２２ ２６．５６ ０．７７ ０．１６

１．２．２　菌种来源及培养条件
实验所用沙门氏菌、黄杆菌、大肠杆菌、枯草杆菌、金黄色葡萄球菌、黑曲霉菌及云芝菌由西安科技大

学化学与化工学院实验室保存．分别用选取的七株菌对氧化煤样进行溶煤实验，以溶煤率最高的菌株作为
诱变出发菌株．培养条件：温度３７℃，液体培养摇床转速１３０ｒ／ｍｉｎ．菌株培养采用综合马铃薯培养基，生物
溶煤实验采用牛肉膏蛋白胨培养基［１２］．
１．３　菌种诱变
１．３．１　紫外诱变

以云芝菌为出发菌株，选取培养２４ｈ的云芝菌稀释至１０６个／ｍＬ，分别吸取０．５ｍＬ涂布于马铃薯固
体平板培养基，置于不同波长的紫外灯下２０ｃｍ处，诱变时间为１０，２０，３０，４０，６０，９０，１２０ｓ．诱变后避光恒
温培养２４ｈ，以未诱变的平板菌落数为对照，计算不同处理时间的致死率，致死率的计算方法：

致死率 ＝
对照菌落数 －诱变后菌落数

对照菌落数
×１００％． （１）

１．３．２　微波诱变

选取培养２４ｈ的云芝菌稀释至 １０６个／ｍＬ，吸取 ０．５ｍＬ涂布于马铃薯固体平板培养基，用频率为
２４５０ＭＨｚ的微波炉采用不同功率进行诱变，通过每１０ｓ换１次水的低温热分散法消除热效应，诱变时间
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为１０，２０，３０，４０，６０，９０，１２０ｓ．诱变后恒温培养２４ｈ，以未诱变的平板菌落数为对照，根据式（１）计算不同
处理时间的致死率．
１．３．３　紫外和微波复合诱变

取稀释好的云芝菌０．５ｍＬ涂布于马铃薯固体平板培养基，经紫外诱变后继续进行微波诱变作为复合
诱变方式，用不同波长的紫外诱变复合不同功率的微波诱变，诱变时间为３０，６０ｓ．诱变后恒温培养２４ｈ，
以未诱变的平板菌落数为对照，根据式（１）计算不同处理时间的致死率．
１．４　生物溶煤转化过程
１．４．１　生物溶煤方法

采用上述实验菌种，包括诱变菌种．采用液体溶煤方法进行煤的生物转化．具体实验过程为先取若干
试管，分别加入５ｍＬ的液体培养基，高压灭菌消毒，接入溶煤菌后恒温振荡培养３ｄ．加入０．１ｇ已灭菌的
煤样，置于恒温振荡培养箱继续培养１４ｄ后对其溶煤产物进行离心，分离收集残煤，在８０℃下真空干燥
残煤至恒重，称重．在离心的上清液中加入１ｍｏｌ／Ｌ的ＨＣｌ溶液观察是否有沉淀生成，酸沉淀物经洗涤、离
心、干燥，称重后备用．

在ＳＫ３２００Ｈ超声波发生器中依次用２５ｍｌ的正己烷、二氯甲烷、苯和丙酮对溶煤产物的酸沉淀进行
分级萃取，每级萃取时间至少１ｈ，萃取液经旋蒸后对其进行ＧＣ／ＭＳ检测，原煤（ＲＣ）经同样的方式萃取作
为对照，具体萃取流程见图１，各组分的酸沉淀率和萃取率见图２．

图１　溶煤产物的萃取流程

１．４．２　溶煤率和萃取率的计算方法
煤的生物转化率η０为

η０＝
Ｗ０－Ｗ１
Ｗ０

×１００％． （２）

式中：η０为转化率，％；Ｗ０为转化前煤样的质量，ｇ；Ｗ１为转化后残煤的质量，ｇ．

酸沉淀率Ｐ为

Ｐ＝
ＷＡＰｓ

Ｗ０（１－Ｍａｄ－Ａａｄ）×η０
×１００％． （３）

式中：Ｐ为溶煤产物的酸沉淀率，％；ＷＡＰｓ为酸沉淀的质量，ｇ；Ｍａｄ为水分，％；Ａａｄ为灰分，％．
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萃取率Ｘ为

Ｘｉ＝
Ｇｉ－Ｇ０
Ｇｉ－１

×１００％． （４）

式中：Ｘｉ为各级萃取率，％；Ｇｉ为称量瓶加ｉ萃取物的质量，ｇ；Ｇ０为称量瓶质量，ｇ；Ｇｉ－１为ｉ上一级萃余物
的质量，ｇ；ｉ＝ＨＳｓ，ＤＳｓ，ＢＳｓ，Ａｓｓ．
１．５　结构分析及表征
１．５．１　ＦＴＩＲ分析

在ＳｐｅｃｔｒａＧＸＦＴ－ＩＲｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｅｒ型红外光谱仪上分析样品的官能团，采用 ＫＢｒ压片法，扫描范围为
４０００～４００ｃｍ－１分辨率为４ｃｍ－１，扫描次数为１５ｓ－１．
１．５．２　ＧＣ／ＭＳ分析

研究样品的ＧＣ／ＭＳ分析是在５９７５Ｃ／７８９０Ａ型气质联用仪上进行的，测定条件为选择 ＨＰ－５ＭＳ型毛
细管柱，分析器为四极杆质量分析器，电子轰击电压７０ｅＶ，氦气为载气，流量１．０ｍｌ，分流比２０∶１，进样温
度３００℃，质量扫描从 ３０～５００ａｍｕ．

产物组成结构的相对含量∑φ为
∑φ＝Ｐ×∑ φｉ×Ｘｉ( ) ． （５）

式中：∑φ为产物的总相对含量，％；Ｐ为溶煤产物的酸沉淀率，％；φｉ为某结构占各萃取组分的相对
含量，％．

２　结果与讨论

ａ：生物转化后；ｂ：生物转化前

图３　不同菌种对转化率的影响

２．１　溶煤菌种的初步筛选
分别用沙门氏菌（ＳＥ）、云芝菌（ＣＶ）、黑曲霉菌

（ＡＮ）、金黄色葡萄球菌（ＳＡ）、大肠杆菌（ＥＣ）、黄杆
菌（ＦＯ）及枯草杆菌（ＢＳ）溶解神府煤，不同菌种对
神府煤的转化率如图 ３所示，图 ３中同时给出 ＣＶ
菌溶煤前后溶煤混合物的照片．

由图 ３可见，大肠杆菌对神府煤的转化率最
低，为２５．５％；云芝菌的转化率最高，为４１．３％，而且
从图３的照片可以看出经微生物作用后，培养液的
颜色相比于转化前明显加深．云芝与黑曲霉菌属于
真菌，其他菌种属于细菌．真菌能降解的底物具有广
泛性，降解的化学过程通常是利用酶促反应产生底

物自由基，再以链式的反应方式继续降解［１３－１４］，真菌分泌到胞外的降解酶包括木质素过氧化物酶、锰过氧

化物酶、漆酶等［１５］，这些胞外酶对具有类木质素结构的低阶煤具有降解作用，能对木质素结构中的大分子

芳香结构攻击，使煤中大分子芳香结构断开，形成较小的小分子物质使其溶解，真菌对溶煤体系的适应性

很强，因此，选用云芝菌做为诱变出发菌株．
２．２　云芝菌的诱变选育
２．２．１　紫外诱变的影响

以云芝菌为出发菌株，分别采用波长为２５４ｎｍ和３６５ｎｍ紫外线对其进行不同时间的诱变处理，诱变
结果如图４所示，图４中同时给出不同波长紫外在相同诱变时间后的菌落照片．

由图４可见，诱变６０ｓ时，２５４ｎｍ的紫外诱变对云芝菌的致死率为９９．６％，而３５６ｎｍ紫外诱变对云
芝菌的致死率仅为７８．９％，从图４的ａ，ｂ这２幅照片中可以看出两种波长在同样的诱变时间下，对云芝菌
的致死效应差异很大，诱变６０ｓ以后，２５４ｎｍ的紫外诱变将云芝菌基本全部致死，而３６５ｎｍ紫外诱变的
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ａ：２５４ｎｍ紫外诱变６０ｓ；ｂ：３５６ｎｍ紫外诱变６０ｓ

图４　紫外波长对云芝菌的影响

致死率还在继续上升，由于紫外诱变使ＤＮＡ分子的
相邻嘧啶形成共价结合的嘧啶二聚体，使双链结构

发生畸变，阻碍碱基之间的正常配对以引起微生物

的突变和死亡，而核酸的最大紫外吸收波长为

２５４ｎｍ，因此３６５ｎｍ的紫外诱变效果不显著，因此
２５４ｎｍ的紫外对云芝菌的诱变效果最明显，故紫外
诱变时间选用６０ｓ．
２．２．２　微波诱变的影响

以云芝菌为出发菌株，分别采用功率为１００和
４００Ｗ的微波对其进行不同时间的诱变处理，诱变
结果如图５所示，图５中同时给出不同功率微波在
相同诱变时间后的菌落照片．

ａ：１００Ｗ微波诱变３０ｓ；ｂ：４００Ｗ微波诱变３０ｓ

图５　微波功率对云芝菌的影响

如图５所示，微波诱变 ３０ｓ时，采用 ４００Ｗ的
微波对云芝的诱变致死率为 ９５．８％，而采用 １００Ｗ
的微波对云芝菌的诱变致死率仅为６０％，从图５的
２照片中可以看出在同样的诱变时间下，不同功率
对云芝菌的致死效应差异也很大，诱变 ３０ｓ以后，
４００Ｗ的微波将云芝菌全部致死，而１００Ｗ微波诱
变到９０ｓ以后才全部将云芝菌致死，由于微波能引
起细胞内极性分子转动，强烈的转动摩擦使得细胞

内ＤＮＡ分子受损，最终引起 ＤＮＡ分子结构变化导
致遗传变异，从而引起微生物的生理生化变异［１６］，

使其迅速致死，因此１００Ｗ微波诱变的诱变效果弱
于４００Ｗ，故微波诱变时间选用３０ｓ．
２．２．３　紫外－微波复合诱变的影响

分别用４种不同的复合诱变方式对云芝菌进行
诱变，其诱变后菌落的生长形态如图６所示．

Ａ：２５４ｎｍ紫外诱变６０ｓ，１００Ｗ微波诱变３０ｓ；Ｂ：３６５ｎｍ紫外诱变 ６０ｓ，１００Ｗ微波诱变 ３０ｓ；Ｃ：２５４ｎｍ紫外诱变
６０ｓ，４００Ｗ微波诱变３０ｓ；Ｄ：３６５ｎｍ紫外诱变６０ｓ，４００Ｗ微波诱变３０ｓ

图６　紫外－微波复合诱变的菌落生长形态

由图６可见，４种复合诱变方式的致死率依次为９９．９％，８１．９％，１００．０％，１００．０％，其致死率均比单独条
件下诱变的致死率高，说明复合诱变的诱变效果非常明显，复合诱变具有协同效应，云芝菌在复合诱变下

存活率低，发生突变的概率最大，这是由于菌体在经过紫外光和微波场的处理后，微波诱变效应和紫外诱

变效应都对菌体有协同诱变效应，大大提高了菌种的突变率．因此采用２５４ｎｍ紫外诱变６０ｓ复合１００Ｗ
微波诱变３０ｓ的复合方式对云芝菌的诱变效果最好．
２．３　煤的生物转化

采用２．２．３复合诱变Ａ中得到的３个菌落，分别将这３个菌落培养后用１．４．１的方法进行溶煤实验，
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结果发现菌落３的转化率最高，由此可见，采用２５４ｎｍ紫外诱变６０ｓ复合１００Ｗ微波诱变３０ｓ的方式对
云芝诱变后，得到的３株菌与未诱变的云芝菌相比，其对神府煤的溶煤率均有所提升，其中菌落３对神府
煤的溶煤率达到了５４．２％，本课题组王永娟［１７］曾研究云芝对光氧化煤的转化率为２３．１３％，与之相比复合
诱变生物转化率提高了１３４．３％，这表明在复合诱变条件下，云芝菌对煤的溶解效果增加，菌种经紫外－微
波复合诱变后，发生突变导致其与降解煤炭相关的酶活增加，使溶煤率上升．

ＡＤ：酸沉淀物；ＲＣ：原煤

图７　原煤及溶煤产物的红外光谱图

２．４　溶煤产物的结构分析

由图７可见，原煤在２９２０ｃｍ－１为
次甲基－ＣＨ２对称伸缩振动，２８４８ｃｍ

－１

为次甲基 －ＣＨ２ 不对称伸缩振动，

１６００ｃｍ－１可能是羧酸根或芳烃 Ｃ＝Ｃ
或氢键缔合羰基－Ｃ＝Ｏ，但原煤经生物
转化后酸沉淀物的ＦＴＩＲ光谱特征发生
了明显变化，在３４１７ｃｍ－１附近的氢键
缔合的羟基官能团明显加强，２９２０与
２８４８ｃｍ－１附近的次甲基明显减弱，
１７０７ｃｍ－１附近出现较强的羰基－Ｃ＝Ｏ
伸缩振动，１２００～１３００ｃｍ－１附近酚类
Ｃ－Ｏ或芳香醚官能团明显减弱，１１５７
和１０８０ｃｍ－１附近出现较强的醇类或
脂肪醚类官能团，结合较强的羟基及其

它官能团特征，可以推断生物转化后酸沉淀物中有醇、醚及含羰基类物质生成．
用１．４．１中的方法将ＡＤｓ萃取得到ＨＳｓ，ＤＳｓ，ＢＳｓ及Ａｓｓ这４种萃取组分，采用ＧＣ／ＭＳ对其进行结构

分析，图８为各萃取组分的总离子流色谱图，可以明显看出产物萃取物比原煤萃取物的总离子流色谱图多
出一些峰，说明产物出现了一些原煤萃取物中没有的物质，为进一步分析产物的组成，将每种萃取组分中

物质的相对含量结合萃取率，根据式（２）～式（５）计算得到产物和原煤萃取物结构组成的相对含量如图９
所示．

图８　不同溶剂萃取组分总离子流色谱
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图９　萃取物结构组成的相对含量

图９所示，溶煤产物与原煤萃取组分中主要含有芳香酯和脂肪酸酯类物质，其余组分的相对含量较
少．产物比原煤萃取组分中的烷烃、酰胺类、脂肪酸酯、醇、烯烃、醚及异氰酸酯的相对含量高，而卤代烷、芳
香酯、酮、炔烃、酸及酸酐类物质的相对含量低于原煤．这说明经微生物作用，使煤的大分子结构解聚成为
小分子烷烃类物质释放出来，导致烷烃、醚类物质含量增多；微生物的分泌物中富含氨基，容易与羧酸发生

酰胺反应［１８］，导致产物中酰胺类物质增多，酸类物质含量减少；微生物作用下，芳香类物质中的芳环结构

被打开［１９］，导致产物中的芳香类物质相对含量减少，烯烃的含量增多．微生物分泌的一些酶还可以氧化酮
类物质，使产物中酮类物质含量降低，这与ＦＴＩＲ的分析结果相符．Ｄ．ＬＣｒａｗｆｏｒｄ和Ｊ．ＣＧｕｐｔａ［２０］曾假设水解
酶也可以攻击煤的结构，在产物中没有检测到酸酐类物质，说明在微生物作用下该类物质可能发生了水解

作用．此外，产物中还检测到己二酸二辛酯的相对含量为０．９１％，与原煤相比，其相对含量提高约５．３５倍，
这种化合物有低温增塑剂、橡胶柔软剂、合成润滑油等用途［２１－２２］．

ＧＣ／ＭＳ测得含羟基官能团的化合物较少，可能是这些物质为高极性或高相对分子质量的化合物或者
可能是萃取物中低丰度信号被高丰度信号淹没而无法分析［２３］．理论上，丙酮能从煤中萃取出类木质素的
物质如树脂或氢化松香酸［２４］，但是本实验只检测到了芳香酯、烷烃以及酰胺类的少量物质，这可能是试验

试剂不纯或萃取操作时间不足引起的，这将会在以后进一步实验验证．

３　结论

１）沙门氏菌、黄杆菌、大肠杆菌、枯草杆菌、金黄色葡萄球菌、黑曲霉菌及云芝菌对煤的溶解率普遍较
低，其中真菌的溶煤率比细菌的溶煤率高，云芝菌的溶煤率最高，约为４１．３％．

２）紫外－微波复合诱变具有协同效应，最佳复合诱变条件为 ２５４ｎｍ波长的紫外诱变 ６０ｓ后复合
１００Ｗ的微波诱变３０ｓ，诱变后的云芝菌溶煤率从４１．３％提高到５４．２％．

３）神府煤经生物转化产物中，芳香类物质相对含量降低，烷烃、酰胺、烯烃、醇及醚类物质增加，产物
中己二酸二乙基己酯是一种具有良好生物降解性能及良好的润滑性能的增塑剂，也可作为绿色润滑油基

础油．因此，在随后的研究工作中有必要进一步探讨影响其产率的关键因素．
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