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　 　摘 　要 　在咸水和半咸水两种条件下 ，进行了螺旋藻 、马尾藻和松针三种厌氧微生物产甲烷的模拟实验研究 ，

结果表明 ：在咸水不利产甲烷条件下 ，CH４ 和 CO２ 的产率低 ，δ
１３ C值相对偏轻 ；而在半咸水较有利产甲烷条件下 ，

CH４ 和 CO２ 的产率较高 ，δ
１３C值相对偏重 。反映生化模拟实验中 CH４ 和 CO２ 的 δ

１３C值与其产率有关 。在咸水和

半咸水两种实验条件下 ，马尾藻厌氧微生物产甲烷的 δ
１３C值相对于螺旋藻和松针厌氧微生物产甲烷的 δ

１３ C值均
偏重 ，可能与马尾藻中高的粗纤维含量有关 。厌氧微生物产 CO２ 与 CH４ 的 δ

１３C值之间多不存在相关性 ，反映模拟

实验中甲烷菌生成 CH４ 的途径可能主要为乙酸发酵途径 。生化模拟实验中 CH４ 的 δ
１３ C 值分布范围较宽 ，介于

－ １９ ．５ ‰ ～ － ６８ ．３ ‰ ，与地质样品中生物甲烷 δ
１３C值普遍低于 － ６０ ‰的特征不完全符合 ，表明生化模拟实验由于

时间短 、有机质的量有限 ，难以完全重现地质微生物的作用过程 ，其实验结果仅可作为生物气研究的参考 。

　 　主题词 　螺旋藻 　马尾藻 　松针 　厌氧微生物 　甲烷 　二氧化碳 　碳同位素 　特征

　 　 生物成因甲烷不仅是主要的温室气体 ，也是重

要的能源资源 。 生物成因甲烷是甲烷菌的代谢产

物 。甲烷菌的代谢作用主要分为 ３ 种类型 ，即甲基

营养型（methyltrophic） 、乙酸分解型（aceticlastic）和
二氧化碳还原型（CO２ reduction）［１］ 。一般将甲基营
养型和乙酸分解型统称为乙酸发酵途径 。

　 　 生物成因甲烷及二氧化碳的碳同位素组成 ，取

决于其形成的环境 、有机母质的碳同位素组成 、微生

物代谢途径 、微生物群体的特征及沉积有机质的沉

积速率等［２‐８］
。由于 ２００ ℃以下 CH４ 和 CO２ 之间不

可能发生同位素交换［９］
。因此 ，低温下生物甲烷形

成过程中 ，决定碳同位素分馏的因素是动力同位素
效应 ，而不是同位素交换平衡效应［１０］

。

　 　 以往的厌氧微生物产甲烷模拟实验 ，多利用稻

田土壤 、稻草根 、淤泥 、沉积物 、煤等［２ ，１１‐１５］
。笔者利

用单一的水生及陆生植物螺旋藻 、马尾藻和松针 ，在

咸水和半咸水两种条件下 ，进行厌氧微生物产甲烷

模拟实验研究 ，目的在于探讨不同化学及同位素组

成的物质 ，厌氧微生物产甲烷及二氧化碳的碳同位

素组成特征与变化规律 ，为不同沉积环境有机质厌

氧微生物产气特征及生物气资源预测提供参考 。

一 、样品与实验

　 　以螺旋藻（半咸水培养的蓝藻） 、马尾藻和松针

作为厌氧微生物培养的接种物 ，螺旋藻样品编号为

BA ，马尾藻样品编号为 MA ，松针样品编号为 PL 。

实验分为两个系列 ，BA１ 、MA１ 、PL１ 为咸水及不利
产甲烷条件下的生化产气模拟实验 ，BA２ 、MA２ 、
PL２为半咸水较有利产甲烷条件下的生化产气模拟
实验 。所选菌种为取自污泥的复合产甲烷菌群 。所

用螺旋藻 、马尾藻和松针的量为 ２ g ，菌种量为 ２０

mL ，培养基由 K２ SO４ （０ ．１％ ）０ ．４ mL ，FeCl３ · ６H２O
（０ ．１％ ）２ ．１ mL ，CaCl２ · ２H２ O （０ ．１％ ）２ ．０ mL 和
NaHCO３ （１０％ ）０ ．８ mL 组成 。模拟实验温度均为

３５ ℃ 。取样时模拟实验已进行的天数分别为 １０ d 、
３５ d 、５０ d 、７０ d和 ９０ d［１６］

。

　 　咸水不利产甲烷环境条件的实验 ，采用的菌种 、

培养基的组成和温度条件与半咸水较有利产甲烷环

境条件下的完全相同 ，但在发酵体系中增加了较高

的离子强度和 SO４
２ － 含量 ，以尽可能地抑制甲烷的

生成 。该实验条件下产甲烷作用明显受到抑制 ，仅

检测到微量和少量甲烷 ，螺旋藻的甲烷产量相对较

高 ，但也仅为 ０ ．５３ mL／g［１６］
。

　 　 半咸水较有利产甲烷实验 ，采用了产甲烷活性

相对较低的复合产甲烷菌群及无有机营养刺激因子

（复合纤维素）的营养条件 ，该实验条件下 ，CH４ 产率

明显高于咸水不利产甲烷条件下的实验 。该实验条
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件下螺旋藻的 CH４ 产率最低 ，５０ d 时产率为 ２ ．６

mL／g ，马尾藻的 CH４ 产率最高 ，５０ d时产率为 ７ ．６

mL／g［１６］
。

　 　模拟气样碳同位素分析所用仪器为 GC／IRMS
系统 ，包括 HP６８９０A 色谱仪及与其在线相连的 Del‐
ta Plus Xp同位素质谱仪 ，分析数据为相对于 PDB
国际标准的千分比 ，分析精度为 ± ０ ．１ ‰ 。

二 、结果与讨论

　 　 １ ．不同环境条件下模拟气样中 CH４ 和 CO２ 的

碳同位素组成特征

　 　 咸水不利产甲烷条件下 ，螺旋藻厌氧微生物产

甲烷的 δ
１３C值在 ５０ d以前相对偏重 ，为 － ５５ ．５ ‰ ～

－ ３２ ．７ ‰ ，在 ７０ d和 ９０ d时相对偏轻 ，为 － ６８ ．３ ‰

～ － ５９ ．５ ‰ 。马尾藻厌氧微生物产甲烷的 δ
１３C值相

对偏重 ，为 － ５０ ．９ ‰ ～ － ２７ ．２ ‰ 。松针厌氧微生物

产甲烷的 δ
１３C值除 １０ d时较重外（ － ３８ ．５ ‰ ） ，其余

相对偏轻 ，为 － ６５ ．９ ‰ ～ － ５８ ．８ ‰ 。螺旋藻 、马尾藻

和松针厌氧微生物产 CO２ 的 δ
１３ C值分别为 －１４ ．４ ‰

～ － ５ ．２ ‰ ， － １６ ．９ ‰ ～ － １２ ．４ ‰ 和 －１３ ．４ ‰ ～

－ １１ ．０ ‰ ，除螺旋藻在 １０ d的 CO２ 的 δ
１３ C 值偏重

外 ，其余均轻于 － １０ ‰ （表 １） 。

　 　咸水不利产甲烷条件下 ，除 ５０ d的样品外 ，螺旋

藻厌氧微生物产甲烷的δ
１３ C值有随发酵时间增加

表 １ 　螺旋藻 、马尾藻和松针厌氧微生物产 CH４ 和 CO２ 的碳同位素组成表 ‰ （PDB）
样 　品

１０ d ３５ d ５０ d ７０ d ９０ d
CH４  CO２ 亖CH４ �CO２ iCH４ 沣CO２ QCH４ 怂CO２ 9CH４ 吵CO２ !

BA１ C－ ３７ 祆．０ － ５ I．２ － ５５ 栽．５ － １１ H．３ － ３２ 技．７ － １４ 0．４ － ５９ い．５ － １３  ．３ － ６８ 寣．３ － １０ ．２

BA２ C－ ４１ 祆．４ ２ I．４ － ６２ 栽．７ ３ H．６ － ６７ 技．２ － ６ 0．１ － ５１ い．３ － ３  ．４ n ．d ． n ．d ．

MA１ Q－ ４２ 祆．８ － １２ I．４ － ５０ 栽．９ － １６ H．９ － ２７ 技．２ － １４ 0．８ － ３１ い．４ － １６  ．６ n ．d ． n ．d ．

MA２ Q－ ４３ 祆．４ － ０ I．３ － ４３ 栽．１ － ９ H．１ － ３１ 技．６ － １１ 0．４ － １９ い．５ － １１  ．４ n ．d ． n ．d ．

PL１ =－ ３８ 祆．５ － １２ I．５ － ５９ 栽．８ － １２ H．８ － ５８ 技．８ － １３ 0．２ － ６５ い．９ － １３  ．４ － ６５ 寣．１ － １１ ．０

PL２ =－ ４４ 祆．４ － １０ I．２ － ５６ 栽．１ － １３ H．６ － ３５ 技．０ － １２ 0．２ － ４０ い．６ － １４  ．５ n ．d ． n ．d ．

　 　 　 　 　 　 注 ：BA 表示螺旋藻 ，MA 表示马尾藻 ，PL 表示松针 ；BA１ 、MA１ 、PL１ 为咸水条件 ，BA２ 、MA２ 、PL２ 为半咸水条件 ；

n ．d ．表示未测出 。

而变轻的趋势 。马尾藻厌氧微生物产甲烷的 δ
１３C值

除 ３５ d时较轻外（ － ５０ ．９ ‰ ） ，其他随发酵时间增加

有变重的趋势 。松针厌氧微生物产 CH４ 的 δ
１３ C 值

随发酵时间增加逐渐趋于变轻（图 １） 。

　 　 半咸水较有利产甲烷条件下 ，螺旋藻厌氧微生

物产 CH４ 的 δ
１３ C 值与咸水不利产甲烷条件下的有

较大差异 ，在 ３５ d和 ５０ d时相对偏轻 ，为 － ６２ ．７ ‰

～ －６７ ．２ ‰ ，在 １０ d和 ７０ d时相对偏重 ，为 －４１ ．１ ‰

～ － ５１ ．３ ‰ 。与咸水环境条件不同的是 ，螺旋藻厌

氧微生物产 CH４ 的 δ
１３ C值呈现随发酵时间增加逐

渐变轻又变重的趋势（图 １） 。马尾藻厌氧微生物产

CH４ 的 δ
１３C值明显偏重 ，比马尾藻在咸水不利产甲

烷条件下的更重 ，为 － ４３ ．４ ‰ ～ － １９ ．５ ‰ ，并且

随发酵时间增加δ
１３ C值逐渐变重 。松针厌氧微生物

图 １ 　螺旋藻 、马尾藻和松针生化产 CH４ 和 CO２ 的 δ
１３C组成特征图
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产 CH４ 的 δ
１３ C 值则比松针在咸水不利产甲烷条件

下的也明显偏重 ，为 － ５６ ．１ ‰ ～ － ３５ ．０ ‰ ，随发酵时

间增加的变化趋势也与咸水环境条件下的不同 ，除 ３５

d时较轻外 ，随发酵时间增加趋于变重（表 １ 、图 １）。

　 　 半咸水较有利产甲烷条件下 ，螺旋藻厌氧微生

物产 CO２ 的 δ
１３C值为 － ６ ．１ ‰ ～ ３ ．６ ‰ ，为本次实验

中 CO２ 的 δ
１３ C 值最重的一个系列 。马尾藻和松针

厌氧微生物产 CO２ 的 δ
１３ C 值分别为 － １１ ．４ ‰ ～

－ ０ ．３ ‰和 － １４ ．５ ‰ ～ － １０ ．２ ‰ 。该实验条件下 ，螺

旋藻和马尾藻厌氧微生物产 CO２ 的 δ
１３ C 值均比相

应发酵时间的咸水不利产甲烷条件下的偏重 。

　 　 ２ ．模拟气样中 CH４ 和 CO２ 的碳同位素变化特

征分析

　 　 在咸水和半咸水两种实验条件下 ，马尾藻厌氧

微生物产甲烷的 δ
１３C值相对于螺旋藻和松针厌氧微

生物产甲烷的 δ
１３C值均偏重 ，这可能与这 ３ 种接种

物的化学组成有关 。研究表明 ，螺旋藻中粗蛋白含

量为 ５５％ ～ ６５％ ，脂肪含量为 ２％ ～ ６％ ，糖类含量

为 １０％ ～ １５％ ，粗纤维含量为 １％ ～ ４％
［１７］

。马尾藻

中蛋白质含量为 ９ ．６０％ ，脂肪含量为 ０ ．６７％ ～

３ ．８０％ ，淀粉含量为 ８ ．１５％ ～ １０ ．７２％ ，粗纤维含量

为 ５７ ．２２％ ～ ６５ ．１６％
［１８］

。 松针含有粗蛋白 ７ ．８４％

～ １６ ．１２％ ，粗脂肪 ７ ．０６％ ～ １３ ．３１％ ，粗纤维

２４ ．３５％ ～ ２８ ．６０％ ，无氮 浸出物 ４１ ．２６％ ～

４２ ．０２％
［１９］

。可以看出 ，螺旋藻以蛋白质含量为主 ，

而马尾藻则以粗纤维含量为主 ，松针的蛋白质和粗

纤维含量介于上述两者之间 。粗纤维含量较高的马

尾藻 ，厌氧微生物产甲烷的 δ
１３C值相对偏重 。

　 　 咸水不利产甲烷环境条件下 ，松针厌氧微生物

CH４ 的产率最低［１６］
，甲烷的 δ

１３ C 值相对最轻 ，平均

为 － ５７ ．６ ‰ ；半咸水较有利产甲烷环境条件下 ，螺旋

藻厌氧微生物 CH４ 的产率最低［１６］
，甲烷的 δ

１３ C 值
也很轻 ，平均为 － ５５ ．７ ‰ 。半咸水较有利产甲烷条

件下 CH４ 产率最高的马尾藻 ，甲烷的 δ
１３C值相对最

重 ，平均为 － ３４ ．４ ‰ 。 ７０ d时 ，３种接种物在半咸水

较有利产甲烷条件下 ，所产甲烷的 δ
１３ C 值相对咸水

不利产甲烷条件下所产甲烷的 δ
１３ C 值均偏重 （表

１） 。上述现象表明 ，厌氧微生物产甲烷的 δ
１３ C 值与

甲烷的产率之间有一定关系 ，即甲烷的产率越高 ，甲

烷的 δ
１３C值越重 。这可能是由于甲烷生成速率较高

时 ，生化反应的充分程度较低 ，碳同位素动力分馏作

用较弱 ，造成甲烷的 δ
１３ C 值偏重 ，或生化反应系统

中１２C消耗快 ，致使甲烷的 δ
１３C值偏重 。

　 　由于厌氧微生物产甲烷模拟实验中接种物的量

有限 ，故半咸水较有利产甲烷实验中 ，CH４ 产率最高

的马尾藻 ，７０ d 时甲烷的 δ
１３ C 值达到了 － １９ ．５ ‰ ，

已接近藻类的碳同位素组成（ － １０ ‰ ～ － １６ ‰ ）
［２０］

。

同样 ，CH４ 产率较高的松针 ，５０ d和 ７０ d时 ，甲烷的

δ
１３C值分别为 － ３５ ‰和 － ４０ ．６ ‰ ，也显著偏重 ；CH４

产率相对较低的螺旋藻 ，７０ d 时甲烷的 δ
１３ C 为

－ ５１ ．３ ‰ ，也重于 ３５ d和 ５０ d时所产甲烷的 δ
１３C值

（表 １） 。表明厌氧微生物产甲烷模拟实验中 ，厌氧微

生物利用有机质的量 ，也影响甲烷的 δ
１３ C 值大小 。

在地质条件下 ，厌氧微生物产甲烷的 δ
１３ C 值一般偏

轻（小于 － ６０ ‰ ） ，是由于甲烷菌利用的有机质充足 ，

且相对于厌氧模拟实验 ，地质条件下微生物代谢是

一个较缓慢的过程 。

　 　 半咸水较有利产甲烷条件下 ，粗纤维含量较高

的马尾藻的甲烷产率最高 。研究表明 ，易于细菌分

解并生成甲烷的有机质主要有纤维素 、半纤维素 、

糖 、淀粉和果胶等碳水化合物［２１］
，在草本植物中 ，碳

水化合物的含量高 。因此生物气的母质主要是半腐

殖型和草本来源腐殖型有机质［２２］
。在我国柴达木盆

地 ，第四纪干燥寒冷的气候条件下 ，草本植物大量繁

殖 ，草本植物中含有丰富的纤维素及淀粉等碳水化

合物［２３‐２４］
。在柴达木盆地第四系咸水 —半咸水环境

条件下 ，纤维素含量高的陆源草本植物 ，不仅为该区

第四系生物气气源岩提供了丰富的有机质［２３］
，也是

纤维素分解菌 、发酵菌和甲烷菌共同利用而生成生

物甲烷的主要母质 。

　 　除半咸水较有利产甲烷条件下螺旋藻厌氧微生

物产 CO２ 的 δ
１３C值很重（３ ．６ ‰ ～ － ６ ．１ ‰ ） ，马尾藻

厌氧微生物产 CO２ 的 δ
１３ C 值较重 （ － ０ ．３ ‰ ～

－ １１ ．４ ‰ ）外 ，其余多偏轻（ － １０ ‰ ～ － １５ ‰ ，表 １） 。

半咸水较有利产甲烷条件下 ，螺旋藻厌氧微生物产

CO２ 的产率最高 ，松针厌氧微生物产 CO２ 的产率最

低［１６］
，而该实验条件下螺旋藻厌氧微生物产 CO２ 的

δ
１３C值很重 ，松针厌氧微生物产 CO２ 的 δ

１３ C值较轻
（ － １０ ．２ ‰ ～ － １４ ．５ ‰ ） ，表明厌氧微生物产 CO２ 的

δ
１３C值 ，可能与 CO２ 的产率有关 ，CO２ 的产率越高 ，

其 δ
１３C值越重 。半咸水较有利产甲烷条件下 ，螺旋

藻厌氧微生物产 CO２ 的产率高 ，说明微生物对螺旋

藻分解快 ，故 CO２ 的 δ
１３C值（３ ．６ ‰ ～ － ６ ．１ ‰ ）接近

藻类有机质来源乙酸中羧基碳的碳同位素组成

（４ ．４ ‰ ～ － １４ ．４ ‰ ）
［２５］

，也反映了半咸水较有利产甲
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烷条件下 ，螺旋藻厌氧微生物产 CH４ 的途径主要为

乙酸发酵 。

　 　 研究表明 ，藻类的碳同位素组成在 － １０ ‰ ～

－１６ ‰ ，高等植物 （C３ 植物 ）的碳同位素组成在

－ ２３ ‰ ～ － ３１ ‰
［２０］

。在产甲烷的海相沉积中 ，碳同

位素组成平均为 － １９ ‰的海相有机质 ，所产乙酸的

碳同位素组成为 － ２ ．８ ‰ ～ － １７ ．６ ‰ ，乙酸中甲基碳

的碳同位素组成为 － ８ ．３ ‰ ～ － ２１ ．４ ‰ ，羧基碳的碳

同位素组成为 ４ ．４ ‰ ～ － １４ ．４ ‰
［２５］

；在发酵实验中

碳同位素组成平均为 － ２６ ．５ ‰ 的大豆及稻草 ，所产

乙酸的碳同位素组成为 － ２２ ．２ ‰ ～ － ３２ ．９ ‰ ，乙酸

中甲基碳的碳同位素组成为 － ３０ ．１ ‰ ～ － ４２ ．９ ‰ ，

羧基碳的碳同位素组成为 － １４ ．９ ‰ ～ － ２４ ．４ ‰
［１２］

。

半咸水较有利产甲烷条件下螺旋藻与马尾藻厌氧微

生物产 CO２ 的 δ
１３C值较重 ，松针厌氧微生物产 CO２

的 δ
１３C较轻 ，反映 CO２ 的 δ

１３C值与接种物的碳同位
素组成有关 。

　 　乙酸发酵途径同时产生 CH４ 和 CO２ ，即

CH３COOH CH４ ＋ CO２

　 　乙酸发酵产生的 CH４ 的 δ
１３ C 值接近乙酸中甲

基碳的碳同位素组成 ，而 CO２ 的 δ
１３ C值接近乙酸中

羧基碳的碳同位素组成 ，而甲基碳和羧基碳的碳同

位素组成 ，又与发酵菌和产氢产乙酸菌所分解的有

机质的碳同位素组成有关 ，故乙酸发酵途径产生的

CH４ 和 CO２ 的 δ
１３C值之间一般不存在相关性 。

　 　 在半咸水与咸水两个系列的实验中 ，CO２ 与

CH４ 的 δ
１３C值之间多不存在相关性（图 ２） 。研究表

明 ，地质样品中 ，主要以 CO２ 还原途径生成的 CH４

与 CO２ 的 δ
１３ C 值之间具有相关关系［２６‐２８］

，以 H２ ／

CO２ 为反应物进行的生化产 CH４ 的模拟实验中 ，

CO２ 的 δ
１３C值随 CH４ 的 δ

１３C值变重而变重［２９］
。本

实验中所利用的甲烷菌为取自淤泥的复合产甲烷菌

群 ，产出的 CO２ 与 CH４ 的 δ
１３ C 值之间多不存在相

关性 ，反映模拟实验中甲烷菌生成 CH４ 的途径可能

主要为乙酸发酵途径 。

图 ２ 　生化产 CH４ 和 CO２ 的 δ
１３C的关系图

三 、结 　论

　 　 （１）咸水不利产甲烷条件下 ，CH４ 和 CO２ 的产

率低 ，δ
１３C 值相对偏轻 ；半咸水较有利产甲烷条件

下 ，CH４ 和 CO２ 的产率较高 ，δ
１３ C 值相对偏重 ，反映

生化模拟实验中 CH４ 和 CO２ 的 δ
１３ C值与其产率有

关 。可能是由于 CH４ 和 CO２ 的产率较高时 ，生化反

应的充分程度较低 ，碳同位素动力分馏作用较弱 ，或

生化反应系统中１２C被优先消耗的结果 。

　 　 （２）在咸水和半咸水两种实验条件下 ，马尾藻厌

氧微生物产甲烷的 δ
１３C值相对于螺旋藻和松针厌氧

微生物产甲烷的 δ
１３ C 值均偏重 ，可能与马尾藻中粗

纤维含量高有关 。

　 　 （３）在咸水和半咸水两种实验条件下 ，厌氧微生

物产 CO２ 与 CH４ 的 δ
１３ C 值之间多不存在相关性 ；

且 CH４ 和 CO２ 的 δ
１３ C值分别与接种物分解产生的

甲基碳和羧基碳的 δ
１３ C 值接近 ，反映模拟实验中甲

烷菌生成 CH４ 的途径可能主要为乙酸发酵途径 。

　 　 （４）生化模拟实验中 CH４ 的 δ
１３C值变化范围较

宽 ，为 － １９ ．５ ‰ ～ － ６８ ．３ ‰ ，与地质样品中生物甲烷

δ
１３C 值普遍低于 － ６０ ‰的特征不完全符合 ，表明生

化模拟实验由于时间短 ，有机质的量有限 ，难以完全

重现地质微生物作用过程 ，其结果仅可作为研究生

物气的参考 。
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