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我国经济快速发展对原油的需求量逐年增加，石油消

费年平均增长率高达6.8%. 2008年国内共消费原油3.59×109 
t，而全国原油总产量仅为1.80×109 t，进口1.79×109 t，进口依

存度达到49.8%. 因此，提高国内油田采收率已成为石油开发

的重点任务. 近20 a来，以聚合物驱油为主导的化学法提高采

收率的技术得到快速发展，取得明显的提高采收率效果，然

而，适合化学驱的油藏大部分均已实施过或正在实施化学

驱技术，化学驱以后如何进一步提高采收率问题迫在眉睫 . 
微生物采油技术被认为是具有较好发展前景的提高采收率

技术，但目前仍存在许多问题尚未解决，其中一个关键性的

问题，即对油藏环境中微生物的群落结构及演变规律认识

还不清楚. 过去依靠培养法进行研究局限性较大，现在国内

外部分学者应用基于16S rRNA基因的分子生物学技术分析

油藏环境中的微生物，对油藏这种极端环境中的微生物群

落有了新的认识 [1~3]. 微生物采油技术发展至今，在国内外已

基本形成一个共识，即通过人为干涉，调控油藏微生物生态

结构，实现微生物群落结构和功能的变化，使之向有利于提

高采收率的方向转变 [4]. 因此，微生物采油技术研究首先要详

细了解油藏环境中的微生物生态结构及主要种群，分析其中

具有提高采收率潜力的种群，并设法激活这些目标微生物，

其手段包括向油藏中引入微生物或相关的营养. 
针对油藏条件特点，我们采用16S rRNA基因克隆文库技

术分析了孤岛油田中一区馆3单元的注入水样品和油藏产出

液样品的微生物多样性，为微生物采油技术现场试验提供了

基础资料. 

1  孤岛油田中一区馆3单元油藏简述
孤岛油田中一区馆3单元是胜利油田的一个主要油区，

埋藏深度1 173~1 230 m，油藏压力12 MPa，温度69 ℃，孔隙

度33%，空气渗透率1.5~2.5 µm2，地层水总矿化度5 923 mg/
L，原油粘度400~2 000 mPa.s. 该区于1971年10月投产，1974年
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9月开始注水开发，1994年12月开始注聚合物（聚丙烯酰胺）

开发，至2006年12月又恢复注水开发，目前产出液含水已高达

96.6%. 为了进一步提高采收率，计划在该单元开展微生物采

油技术现场试验，2006年5月开始对这个单元注入水和产出

液进行了微生物多样性分析. 
现场取样：2个注入水样分别是G1-6、Z1-6，其余均为油

井产出液样，分别从6-13、7N11、3C15、8X815井采集，经油水

分离后，对水相进行分析，代表油藏环境样品. 注水井与油井

相对地理位置如图1所示. 

2  样品处理与分析方法
油田现场取得样品与通常环境中的样品差 别很大，一

般含一定量的原油，样品乳化严重，菌体量较低，难于获取；

在油藏这种独特的环境下，还可能存在比较独特的微生物群

落，所以，需要选择适当的引物对细菌和古菌的群落进行分

析[5~7]. 
为了尽可能获得较多的菌体，在样品中加入适量的无菌

饱和NaCl水溶液，混合均匀后，采用孔径为0.22 μm的微孔滤

膜减压抽滤，所得滤膜连同截留物用异辛烷清洗后加入蛋白

酶，采用击打破壁的方法，可获得较多的DNA样品. 
16S rR NA基 因的 PCR扩 增 采 用细 菌通 用 引物 27f 和

1492r [8~11]；扩增体系采用Promega公司的Taq DNA聚合酶扩增

体系，扩增程序参考Dicello等的方法；古菌采用Rolling等的

方法，引物为ARCH46f和ARCH 1017r [8~11]. 

3  油藏微生物多样性分析结果
分析结果表明，注入 水的微生物多样性远远高于产出

液 . 在挑取单克隆测序时注 入 水样挑取的数量多于产出液

样，从文库覆盖率（表1）来看，尽管注入水样的测序数量大

于产出液样，但其文库覆盖率仍较低. 
3.1  注入水样品细菌多样性分析

注 入 水 样 G1- 6的 多 样 性 结 果 显 示，所 有 克 隆 按 照

99%的 相 似性 共 划 分36个 OTU类 型 .  在 注 入 水G1- 6中，

包含了α-变 形菌纲（Alphaproteobacter ia）、β -变 形菌纲

（Betaproteobacteria）、γ-变形菌纲（Gammaproteobacteria）、

脱 铁 杆 菌 纲 （ D e f e r r i b a c t e r e s ）、ε - 变 形 菌 纲

（Epsilonproteobacteria）和黄杆菌纲（Flavobacteria）等，

其中Gammaproteobacter ia占61.7%，Betaproteobacter ia
占 21. 3% .  而 在 G a m m a p r o t e o b a c t e r i a中，假 单 胞 菌 科

（Pseudomonadaceae）占主导地位，在 Betaproteobacteria
中红环 菌 科（R hodocyclaceae）占主导地位 .  科水平的 微

生物 类 群 包 括丛毛 单 胞菌 科（Comamonadaceae）、黄 杆

菌 科（Flavobacteriaceae）、Rhodocyclaceae、脱铁杆菌 科

（Deferribacteraceae）、嗜氢菌科（Hydrogenophilaceae）、

Pseudomonadaceae、红杆菌科（Rhodobacteraceae）、弯曲菌科

（Campylobacteraceae）、优杆菌科（Eubacteriaceae）和交替单

胞菌科（Alteromonadaceae）等（图2）. 
3.2  产出液样品细菌多样性分析

产 出 液 6 - 1 3 所 有 克 隆 按 照 9 9 % 的 相 似 性 共 划 分 8
个 OT U 类 型 .  在 产 出 液 中，细 菌 种 类 很 单 一，主 要 属 于

Gammaproteobacteria，占96%，其中的优势科是莫拉氏菌

科（Moraxellaceae）和Pseudomonadaceae. 产出液中多样性

相对注入 水明显降低，属水平的微生物类群包括冷杆菌属

（Psychrobacter）、假单胞菌属（Pseudomonas）、不动杆菌属

（Acinetobacter）和食酸菌属（Acidovorax）等（图3）. 
产出 液 8X815样 品 所 有 克 隆 按 照 99%的 相 似 性 共 划

分11个 OTU类 型 .  结果与6-13相似，几乎所有细 菌均来自

Gammaproteobacteria，但此文库的序列与已知序列的相似

性较低，科水平的微生物类群主要包括Pseudomonadaceae
和Moraxellaceae；属水平的微生物类群包括Pseudomonas和
Acinetobacter. 

产出 液 3C15所 有 克 隆 按 照 99%的 相 似 性 共 划 分 4个

OTU类 型 .  所 有序 列均属于 Gammaproteobacter ia，其中

Pseudomonadaceae占主导地位，Moraxel laceae次 之 .  属

水平的 微 生物类群包括Psychrobacter、Pseudomonas和
Acinetobacter. 
3.3  古菌多样性分析

因为古菌的种类比细菌少，而且文献表明在油藏环境中

的古菌种类较单一，所以古菌的测序数量较少，从各文库的

测序结果来看，每个样品所含的OTU很少，且文库覆盖率都

能达到标准（表2）. 
从 序 列 分 析 结 果 来 看，注 入 水 G1- 6 古 菌 类 群 不 如

细 菌 那 样 丰富，且 此 样 品中的 古 菌 全 部属于产甲烷 菌中

的甲烷 微菌纲（Methanomicrobia）. 与嗜热甲烷食甲基菌

（Methanomethylovorans thermophila）相似的微生物占了绝对

的优势（图4）. 

图1  中一区馆3单元取样井位图
Fig. 1  Sampling well map of Guantao-3 member of Zhongyi Block

表1  细菌16S rRNA基因文库分析结果
Table 1  Analysis of 16S rRNA genes of bacteria    

样品来源
Sample name

OUT数
OTU number

测序数
Clone number

文库覆盖率
Coverage (r/%)

Z1-6 39 104 80.0
G1-6 36 94 81.7
3C15 ４ 72 98.6

8X815 11 72 83.3
6-13 8 72 95.7
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注 入 水 样 品 Z1- 6中的 古 菌 类 型以产甲烷 菌为主，其
中Methanomicrobia占93%，甲烷杆菌纲（Methanobacteria）

占 7%. 与 G1- 6注 水 样 品 相 似，与 M. thermophila相 似 的
微 生物占了很 大 的 优 势.  Methanobacter ia中占主 要 优 势
的 是 甲烷 杆 菌 属（Methanobacter ium）和甲烷 热 杆 菌 属
（Methanothermobacter）. 

产出液6-13的古菌多样性分析结果与细菌结果相反，

产出液 古 菌 的多 样 性 比 注 入 水 古 菌 的多 样 性 高，6 -13样

品中Methanobacteria占37.1%，Methanomicrobia占14%，古

球状菌纲（Archaeoglobi）占31.4%，另外还含有热球菌纲

（Thermococci）（图5）. 

图2  注入水G1-6样品细菌16S rRNA基因文库序列的系统发育树
Fig. 2   Unrooted neighbor-joining tree based on the 16S rRNA genes from the clone libraries (G1-6) and their nearest neighbors retrieved from GenBank 

图3 产出液6-13样品细菌16S rRNA基因文库序列的系统发育树
Fig. 3  Unrooted neighbor-joining tree based on the 16S rRNA genes from the 

clone libraries (6-13) and their nearest neighbors retrieved from GenBank 

表2  古菌16S rRNA基因文库分析结果
Table 2  Analysis of 16S rRNA genes of Archaea

样品来源
Sample name

OUT数
OTU number

测序数
Clone number

文库覆盖率
Coverage (r/%)

Z1-6 8 49 93.9%
G1-6 4 49 95.9%
3C15 5 33 93.9%
6-13 10 35 94.3%

图4  产出液G1-6样品古菌16S rRNA基因文库序列的系统发育树

Fig. 4  Unrooted neighbor-joining tree based on the 16S rRNA genes of 
Archaea from the clone libraries (G1-6) 

and their nearest neighbors retrieved from GenBank 
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产出液3C15样品分析结果表明，其中Methanobacteria占

94%，另外还有Methanomicrobia，但数量不多. 
对比文库的分析 结果可以看出，注 入 水的多样性明显

高于产出液，包括了Alphaproteobacteria、Betaproteobacteria、

Gammaproteobacteria、Deltaproteobacteria、Deferribacteres、

Epsilonproteobacteria和Thermotogae等；而产出液的微 生

物多样性相对单一，基本只有Gammaproteobacteria存在，

而且在Gammaproteobacteria中也仅有 Pseudomonadaceae
和Moraxellaceae两个科. 但是不论是注 入 水还是产出液，

Pseudomonadaceae是共有的. 另外，在注水中占较高优势（约

20%）的Psychrobacter，成为油井样品6-13中的主要优势微生

物（>80%），在3C15中也有一定优势. 注水样品中占主要优势

的Gammproteobacteria，在油井样品中没有检出，说明油藏的

极端条件不适宜于该类群微生物的生存，而产出液在水的回

注过程中，在地上条件下Gammproteobacteria得以增殖，使注

水中的该类菌成为优势菌. 

4  微生物多样性随时间变化的分析比较
油田生产是 一 个动态过程，各油井产出液的物理化学

性质会随时间发生变化. 为了进一步了解油藏中的微生物是

否组成稳定，在2007年9月再次取样开展16S rRNA基因文库

分析，并与2006年11月取样结果进行比较，分析了这两批样

品的微生物群落结构变化. 
注入 水G1-6不同时间点的多样性比较结果显示，两批

样品的细菌种类没有太大变化，但是在数量上差异较大，

2006年的样品中优势菌较单一，变形菌门（Proteobacteria）
占93.2%，而2007年的样品中优势菌群较多，其中脱铁杆菌门

（Deferribacteres）占34.6%，Proteobacteria下降至57.7%. 
产出液3C15的2007年样品的多样性明显高于2006的样

品，后者Proteobacteria占有绝对的优势（98.6%），而前者中厚

壁菌门（Firmicutes）和Proteobacteria都具有较高的丰度，同

时2007年样品中还有相当高丰度的蓝藻门（Cyanobacteria）
和拟杆菌门（Bacteroidetes）等. 产出液6-13的2007年样品的多

样性明显高于2006年的样品，后者只有Proteobacteria，而前

者中Proteobacteria和Firmicutes都具有较高的丰度，同时2007

年样品中还有相当高丰度的Deferribacteres和Bacteroidetes等. 
产出液8X815两个时间的微生物文库的组成差异巨大，和其

它同一时间所采产出液的组成相似，2006年所采的8X815样

品仅含有Proteobacteria，而2007年样品中Bacteroidetes成为最

优势的细菌类型，Firmicutes也占有很高比例. 3个产出液样

品不同时间点多样性比较结果来看，同一时间点的几个样品

的相似性较高，2006年样品优势菌均只有Proteobacteria，而

2007年样品的多样性均高于2006年样品. 样品8X815的变化

最大，Proteobacteria在间隔几个月后的样品中完全消失. 
产出液7N11细菌文库比较结果表明，两次不同时间采样

的细菌群落结构的变化相对较小. Proteobacteria、Firmicutes
和Unclassifi ed Bacteria是两次样品中的主要优势微生物. 

通过对2006年和2007年两次采样的微生物群落的系统

分析，发现同一口井的产出液在不同的时间点微生物群落结

构变化较大 . 地下油层的温度、压力及总的营养物状态在这

两个采样时间不会发生变化，注入水由于在地面环境处理，

会受季节变化的影响较大，这样注入水引入的细菌进入油藏

改变油层中微生物生物因子和非生物因子，从而使油层的微

生物分布特征产生变化，这可能是产出液中微生物群落发生

变化的主要原因. 

5  讨 论
通 过 对中一区馆3高含水油藏中的特定注 入 水和产出

液中的 微 生物多 样 性 进 行 分 析，结 果 表 明注 入 水中的 细

菌种类繁多，包括Alphaproteobacteria、Betaproteobacteria、

Gammaproteobacteria、Deferribacteres、Epsilonproteobacteria
和 Flavoba c t e r i a等，而 产 出 液 中的 细 菌 类 型 单 一，主 要

以Gammaproteobacter ia为主；古菌的 结果与细 菌相 反，

注 入 水中的 古菌 类 型单一，以 Methanomicrobia为主，而

产出液中的 古菌类 型相 对较 多，包含  Methanobacter ia、

Methanomicrobia、Archaeoglobi和Thermococci多个不同纲的

微生物. 油藏是一个极端环境，高温高压（69 ℃、12 MPa）条

件下的产出液中微生物种类较少，相对而言，注入水在地面

处理系统中处于常压状态，温度也较低（40~50 ℃），有利于

微生物生长繁殖，因此，注入水中的细菌种类较多. 另外油藏

还是一个缺氧环境，有利于古菌的生长，古菌的分析结果暗

示在微生物采油过程中不可忽视这类菌群. 
2006年11月样品和2007年9月建立的16S rRNA基因克隆

文库序列分析表明，注入水和产出液中的微生物多样性随时

间发生变化，显然油藏中微生物的类型不是简单地由注入水

中的微生物组成所决定，油藏的极端环境和特定类型的微

生物的增殖使其微生物组成与注入水有较大区别. 同一油井

不同时间取样的分析结果显示油藏产出液的微生物组成随

着时间发生了较大的改变，说明注水井的微生物的注入对地

层产生明显的扰动，改变了油井产出液的微生物组成，这些

结果为人为干涉油藏微生物生态而进行微生物采油提供了

理论依据. 
现在的问题是产出液样能否完全代表油藏流体，也就是

分析产出液的微生物生态结构是不是油藏中的真实微生物

生态结构[12]，因为，产出液要经过1 000多米的油井管柱才流

到地面，油井管柱中也有微生物群落存在，可能影响最终的

图5  产出液6-13样品古菌16S rRNA基因文库序列的系统发育树 

Fig. 5  Unrooted neighbor-joining tree based on the 16S rRNA genes of 
Archaea from the clone libraries (6-13) 

and their nearest neighbors retrieved from GenBank 
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分析结果，这是油藏微生物分析不可回避的问题 . 另外，本

研究取样的油井属同一单元，油井间距只有几百米，油藏条

件基本同样，但分析结果表明各井微生物群落结构差异较

大，其原因有待于进一步研究. 

致 谢  感谢上海交通大学生命科学技术学院张晓君老师和任红
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