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摘 要：通过多聚酶链式反应2温度梯度凝胶电泳（IJK20LL8）和构建 3&M NK/O 基因克隆文库两种方法对比研究了

大港油田孔二北断块注水井和采油井的微生物群落结构。3&M NP/O ’# 区 IJK 扩增产物的 0LL8 图谱分析表明，这

两个油井的微生物群落结构差异很大。注水井样品的 0LL8 图谱中有 & 条主要条带，而采油井样品中只有一个条

带占绝对优势。同时，建立了两个样品的 3&M NK/O 基因克隆文库，从中分别挑选了 3%1 和 "% 个克隆进行限制性酶

切片段长度多样性分析（OKPKO）。注水井样品有 ## 个操作分类单元（Q0R），其中 & 个 Q0R 是优势类型；而采油井

样品只有 1 个 Q0R，有 3 个 Q0R 在文库中占绝对优势。克隆文库和 0LL8 的研究结果一致，均表明注水井样品的微

生物多样性比采油井丰富很多。每个 Q0R 的代表克隆序列分析结果表明，注水井样品中的细菌主要属于!、"、#变

形菌纲和放线菌纲，尤其是红细菌亚纲（!4S）。采油井样品的细菌主要属于!、"、#变形菌纲，尤其是假单胞菌属

（&$S）。油藏微生物多样性的分子分析可为开展微生物采油技术研究奠定基础。
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微生物能通过自身的有益活动及其代谢产物提

高原油采收率（U:CN(V:6) .-=6-C.B (:) N.C(W.NG，U82
QK）。该技术与其他采油技术（热驱，化学驱，气驱）

相比，具有适用范围广、工艺简单、投资少、见效快、

多功能、无污染等优点，是目前最具发展前景的一项

采油技术［3］。油藏中微生物的研究越来越受到科学

家们的重视。经过过去几十年对油藏微生物的研

究，已从油藏中分离出硫酸盐还原菌、产硫化物菌、

硫氧化细菌、发酵细菌、锰和铁还原菌、产甲烷菌和

产乙酸盐菌，以及烃氧化菌、腐生菌、产多糖菌、产生

物表面活性剂菌等［$ X &］。

传统的分离培养方法只能反映特定生态系统中

一小部分微生物多样性的信息［4］。分子生物学方

法，尤其是基于 3&M NK/O 基因的 IJK 扩增和探针杂

交技术，能使我们更准确全面地认识特定生态系统

中的微生物种群多样性［4］。已有的基于分子研究的

报道表明，油藏中的主要微生物是硫酸盐还原菌、发

酵菌和硫氧化细菌［"，1］。但由于目前在分子水平上

对油藏微生物系统的研究较少，我们对该系统中微

生物的群落结构及其代谢功能的了解还很少。

本文主要通过温度梯度凝胶电泳（0LL8）和构

建 3&M NK/O 基因克隆文库两种分子方法，对比研究

了大港油田孔二北断块注水井和采油井的微生物群

落结构，为以后详细研究油藏生态系统中微生物种

群组成及各自的代谢活性奠定基础。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 油藏微生物样品：用无菌瓶分别取自大港孔

店油 田 孔 二 北 断 块 的 注 水 井（3%D121）和 采 油 井

（3%3424）。样品采集后 "= 内带回实验室处理。注

水井样品为在注水井井口取样口取返排水的第 1 立

方米和第 $" 立方米的水样；采油井样品在井口采油

树取样。该区块已注水二十多年，流体性质稳定，其

中代表性采油井（3%3424）所在油藏的地质环境为，

温度 &%Y（深度 3#%% X 3!%%9）、矿化度 ""%%9HFZ、;[
4\%、压力 4 X DUI6、注水开发时间为 3D4D 年初、未使

用杀菌剂、采样前未进行过增产措施处理。

!"!"# 试剂和仪器：P/O 提取采用 T·]:( H.-. 公司

的 56?AP/O MI^/ _:A（]^Q 3%3 MG?A.9?）试剂盒；IJK
试剂购自 IN(9.H6 公司；硝酸银购自 M^LUO 公司；其

他化学试剂购自上海医药（集团）化学试剂公司。



!"# 扩增仪购自英国 $%&’() 公司（!"# *+,-.//）；琼

脂糖凝胶电泳仪、聚丙烯酰胺凝胶电泳仪和电击转

化仪均购自美国 0123#45 公司；温度梯度凝胶电泳

仪购自德国 0126*7#4 公司（8(9(3/%/:.8）。

!"# 样品预处理和 $%& 提取

样品在无菌条件下以 ;<8=>? 的聚合铝处理清

除原油。高速离心（@<<<<->8(9，A<8(9）后收集沉淀。

取 B<8= 沉淀至一无菌 CDB8? 离心管中，加入 @<<!?
无菌 !0E 缓冲液（F= G’"H，<D@= I"H，CDJJ= G’@$!2J，

<D@J= I$@!2J，,$ KDJ）和 @<!? 氯仿，悬浮均匀。按

照试剂盒说明提取 5G4。

!"’ !() *+%& 基因 ,’ 区 -.+ 扩增及温度梯度凝

胶电泳（/001）分析

利用细菌通用引物 !@ L !A［;］对两口井样品进行

CME -#G4 基因的 NA 区扩增。!"# 扩增体系及程序

参见 6O%P.- 等［;］的方法。扩增产物再经过变性聚

丙烯酰胺凝胶电泳（5.9’:O-.) ,QH%’R-%H’8(). =.H .H.R3
:-Q,SQ-./(/，)3!4T*）纯化以消除第一次 !"# 过程中

的单链 5G4 和杂合双链 5G4 污染［C<］。所得 !"# 产

物先用 CU琼脂糖凝胶电泳检测，再通过温度梯度

为 AB V B<W的 FU聚丙烯酰胺凝胶分析，其中尿素

F8QH>?，甲 酰 胺 @<U，电 泳 缓 冲 液 为 G’374*
（,$FDJ）。电泳结束后用硝酸银染色法染色。

用 ER(Q9 18’=. 程序（S::,：>>XXXY /R(Q9RQ-,Y RQ8）

计算出 7TT* 图谱中各条带的强度，并计算出各个

条带强度在图谱所有条带强度中的比例［C<］。根据

7TT* 图谱中的条带数目和每个条带的相对强度，

计算出 ES’99Q93Z(.9.- 多样性指数（!）［CC］。计算公

式为 ! [ 3!"# H9"#（"# [ $# >%），其中 $# 为单个条带

的强度，% 为所有条带的强度。

!"2 两口井样品 !() *+%& 基因克隆文库的构建

利用细菌通用引物 !<>!M［C@］引物对两口井样品

进行 CME -#G4 基因的全长扩增。!"# 扩增体系及

程序参见文献［C@］。!"# 扩增产物连接至 ,T*6 73
.’/% 克 隆 载 体（!-Q8.=’），通 过 电 击 转 化 法（0123
#45）转化到 & Y ’()# *!B"中。从注水井和采油井

样品的文库中分别挑选 C<F 和 B< 个克隆，用煮菌法

扩增每个克隆的 CME -#G4 基因。!"# 产物用 !#$ \
#酶切后，用 @U琼脂糖凝胶电泳分析限制性片段。

克隆文库 "Q].-’=. 值的计算公式为［C3（9>G）］̂

C<<U，其中 9 为含单个克隆的 27_ 数，G 为总克隆

数［CA］。根据克隆文库中的 27_ 种类和每个 27_ 的

克隆数目，计算出 ES’99Q93Z(.9.- 多样性指数。计

算公式同上，其中 $# 为每个 27_ 的克隆数目，% 为

文库中的总克隆数目。

!"3 序列分析

每个 4#5#4 类型挑一个代表克隆进行测序，

测序由上海博雅生物技术公司完成。序列在 T.93
0’9‘（S::,：>>XXXY 9R&( Y 9H8Y 9(S Y =Q]>0?4E7>）数据库

中进行 0?4E7 比对分析［CJ］，寻找最相似的已知序列

及最相似的已知分类地位的序列。用 "HO/:’H a 软

件［CB］对测得的所有 CME -#G4 基因序列及它们在

T.90’9‘ 中的最相似的序列构建邻近树（G.(=S&Q-3
bQ(9(9= :-..）［CM］，进行系统进化分析。0QQ:/:-’, 分析

进化树枝点处的统计学可信度。

本研究中所得的 CME -#G4 基因序列在 T.90’9‘
数据库中的登录号为 4cKK<;AA34cKK<;KA。

# 结果

#"! 两口井微生物群落样品的 -.+4/001 分析

分别两次提取两口井微生物群落的基因组总

5G4，用细菌通用引物扩增 CME -5G4 NA 区，通过

7TT*分析得到的图谱（图 C）。不同次数提取的基

因组 5G4 做出来的 7TT* 图谱完全一致，说明整个

过程操作比较稳定。对比两个不同的样品，它们的

7TT* 图谱差异比较明显。注水井样品的 7TT* 图

谱中有 M 条主要条带，且条带强度比较均匀，说明该

样品中的微生物丰富度较高，分布比较均匀；而采油

井样品中只有一个条带占绝对优势，其他条带相对

来说很弱，说明其中有一种微生物是占绝对优势的。

根据 7TT* 图谱中条带数目和条带相对强度计算出

的 ES’99Q93Z(.9.- 多样性指数，注水井样品为 CDBA，

而采油井的只有 <D;<。

图 ! 两个油藏微生物群落的 !() *$%& ,’ 区的 -.+4
/001 分析

d(=YC !"#37TT* ’9’H%/(/ Q\ :S. CME -5G4 NA -.=(Q9 \-’=8.9:/ Q\ :S.

8(R-Q&(’H RQ88O9(:(./ Q\ :S. :XQ X.HH/

C ’9) @ Y E’8,H./ \-Q8 :S. X’:.- (9b.R:(Q9 X.HH/；A ’9) J Y E’8,H./ \-Q8

:S. Q(H X.HH/Y

#"# !() *+%& 基因克隆文库分析

根据 !#$ \#酶切分型，注水井样品的 CME -#G4
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基因克隆文库中选择的 !"# 个克隆子分为 $$ 个

%&’（表 !）。其中 ( 个 %&’ 是优势类型（含 ) 个克隆

以上），有 !# 个 %&’ 只有 ! 个克隆。文库的 *+,-./0-
值为 #$1，23/44+4567-4-. 多样性指数为 89#8。

根据 !"# :!酶切分型，将采油井样品的 !(2 .;5

<= 克隆文库中选择的 )" 个克隆子分为 # 个 %&’
（表 8）。其中 ! 个 %&’ 有 8) 个克隆，占整个文库的

)"1。有 8 个 %&’ 只有 ! 个克隆，文库的 *+,-./0-
值为 >(1，23/44+4567-4-. 多样性指数为 !9)(。

表 ! 注水井样品的 !"# $%&’ 基因克隆文库分析

&/?@- ! A@+4- @7?./.B /4/@BC7C +: D3- !(2 .E<= 0-4-C +: D3- F/D-. 74G-*D7+4 F-@@（66）

&BH- A@+4- 4IJ?-. K-4L/4M N3B@+0-4-D7*/@@B *@+C-CD .-@/D-O +.0/47CJ 27J7@/ .7DB %.7074/
=**-CC7+4 4IJ?-. H3B@+0-4-D7*/@@B 7O-4D7:7-O *@+C-CD .-@/D-O +.0/47CJ P1

6! $! =QRR">S! $%&’&()*+,- CHT N2>（=U)!)R#8） >S 2F74- F/CD- @/0++4
68 !" =QRR">S8 $%&’&()*+,- CHT N2>（=U)!)R#8） >S 2F74- F/CD- @/0++4
6$ !" =QRR">S$ *@+4- E)H!(（=US#8SSS） >) K./4I@/. C@IO0-

.+-,/+&01*,2 3"4"’)#2（Q""S#S） (( P
6S ( =QRR">SS 53*)3"6,#,2 713&2&7"’)#2（=VS>!#S)） ># N=WC *+4D/J74/D-O C7D-
6) ( =QRR">S) *@+4- E)H!(（=US#8SSS） #$ K./4I@/. C@IO0-

.+-,/+&01*,2 #&’&282（=U!!S"$(） (R P
6( ) =QRR">S( ’47O-4D7:7-O ?/*D-.7IJ .X!(（=L"8!$)!） >R =*D7,/D-O C@IO0-

53*)3"6,#,2 CHT（Y>8S!)） >( U.-C3F/D-. C-O7J-4D
6R $ =QRR">SR 56-&()*+,-"80 CHT NL（=US#8(#8） >8 =ZI/D7* C-O7J-4D
6# $ =QRR">S# $%&’&()*+,- 4,3’9)0/""（;!(S8!） R> 2-/F/D-.
6> $ =QRR">S> $%&’&()*+,- CHT N2>（=U)!)R#8） #S 2F74- F/CD- @/0++4
6!" 8 =QRR">)" :2,8’&0&#)2 CHT LE6!（=U"8)$S>） >( P
6!! 8 =QRR">)! .%,;)#,33) ()3+"*)（=V"""8!(） >> L/@D7* 2-/
6!8 8 =QRR">)8 $%&’&()*+,- CHT N2>（=U)!)R#8） ## 2F74- F/CD- @/0++4
6!$ 8 =QRR">)$ :)-)*&**82 2/ T XL[A$"8S（=L""#!!)） #S X/.74-
6!S 8 =QRR">)S <%)8,-) 0,*%,-#"*%""（Q!R)>"） #> \-/*3/D- D.-/DJ-4D H@/4D
6!) 8 =QRR">)) *@+4- ]]!)A>（=Q8!S8"(） >> K.+I4OF/D-.

=,/+&+%-"7 CHT +./@ *@+4- =^"!!/（=U$#))8#） ># <+J/ @-C7+4
6!( 8 =QRR">)( ’4*I@DI.-O ?/*D-.7IJ ;22;))（=Q$8#R)$） >S ;.74M740 F/D-.

:2,8’&0&#)2 2)**%)-&/%"3)（=U$(#R))） >$ ’@D./HI.- F/D-.
6!R ! =QRR">)R .+,-&3"()*+,-"80 ’,#"+-">"*)#2（=V$"((#$） >S ’H:@+F C@IO0- ?-O
6!# ! =QRR">)# ?)#+%&0&#)2 )7&#&/&’"2（=_"!8"$>） >( P
6!> ! =QRR">)> @1+&/%)6) CHT CD./74 V&L8)"（=L"!)8(S） #8 V/H/4 &.-4*3 @/4O
68" ! =QRR">(" :)-)*&**82 CHT XL[A$"8S（=L""#!!)） #( X/.74-
68! ! =QRR">(! $%&’&()*+,- CHT N2>（=U)!)R#8） >$ 2F74- F/CD- @/0++4
688 ! =QRR">(8 A@+4- E)H!(（=US#8SSS） >) K./4I@/. C@IO0-

.+-,/+&01*,2 3"4"’)#2（Q""S#S） (" P
68$ ! =QRR">($ :2,8’&0&#)2 CHT XL[A8"8R（=L"$""#)） >" A+/CD/@ C-O7J-4D F/D-.
68S ! =QRR">(S :2,8’&0&#)2 CHT L’（=US#8(#S） >R =ZI/D7* C-O7J-4D
68) ! =QRR">() $%&’&()*+,- CHT N2>（=U)!)R#8） >$ 2F74- F/CD- @/0++4
68( ! =QRR">(( :2,8’&0&#)2 CHT XL[A8"8R（=L"$""#)） >> A+/CD/@ C-O7J-4D F/D-.
68R ! =QRR">(R A@+4- E)H!(（=US#8SSS） ## K./4I@/. C@IO0-

:2,8’&0&#)2 CHT L’（=US#8(#S） RR =ZI/D7* C-O7J-4D
68# ! =QRR">(# ’47O-4D7:7-O &3-.J+D+0/@-C %NLR（=U"8R"R!） >) Q-@@+FCD+4- H/.M
68> ! =QRR">(> A3)4&()*+,-"80 CHT $=)（=U$(#R)(） >> ’@D./HI.- F/D-.
6$" ! =QRR">R" :2,8’&0&#)2 2+8+B,-"（=V$!8!R8） >> 2+7@
6$! ! =QRR">R! A@+4- 2E5ULE5_SS（=Q$S"#8R） >R U@I7O7‘-O5?-O .-/*D+.

C,&()*+,- CHT CD./74 AO=5$（Q!>!>!） >S \/M- C-O7J-4DC
6$8 ! =QRR">R8 A@+4- =W’8$（=L">8>"#） R# P

@)/#&*1+&/%)6) %),0&31+"*)（’S!$S>） RS P
6$$ ! =QRR">R$ :2,8’&0&#)2 2+8+B,-"（’8(S!R） #) 2+7@

“P”@/?-@-O /C I4M4+F/?@- +.7074/@ J7*.+?-T

()* 克隆文库中 !"# $%&’ 基因序列分析

将注水井样品和采油井样品克隆文库中所有

%&’ 的代表克隆进行测序，所得序列在 K-4L/4M 数

据库中对比分析（表 !，8），并对它们及其在 K-4L/4M
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中的最相似的序列构建邻近树（图 !）。结果表明，

注水井样品的绝大部分克隆的序列和数据库中!变

形菌 纲（"!#）、"变 形 菌 纲（$"#）、#变 形 菌 纲

（$$#）以及放线菌纲（$%#）亲缘关系最近（表 $，图

&，图 !）。其中有 % 个 ’() 的 "$ 个克隆属于红细菌

属（!"#$#%&’()*），占整个文库的 *%#。所得到的 !!
个序列中只有 + 个和 ,-./0.1 中已有的 $23 4567
序列同源性大于 +%#（表 $），说明该系统中微生物

资源比较新颖，属于新种的可能性相当大。

采油井样品的克隆序列和数据库中!变形菌纲

（&8#）、"变形菌纲（$2#）和#变形菌纲（2*#）亲缘

关系 最 近（表 &，图 &，图 !），尤 其 是 假 单 胞 菌 属

（9:-;<=>=.0:），占所有克隆的 2&#。? 个 ’() 的序

列中有 % 个和 ,-./0.1 中已有的 $23 4567 序列同

源性大于 +%#（表 &）。

表 ! 采油井样品的 "#$ %&’( 基因克隆文库分析

(0@A- & BA=.- AC@404D 0.0AD:C: =E FG- $23 4H67 I-.-: =E FG- =CA J-AA（’K）

(DL- BA=.- .;>@-4 ,-./0.1 9GDA=I-.-FCM0AAD MA=:-:F 4-A0F-< =4I0.C:> 3C>CA0 4CFD ’4CIC.0
0MM-::C=. .;>@-4 LGDA=I-.-FCM0AAD C<-.FCEC-< MA=:-:F 4-A0F-< =4I0.C:> N#

’$ &" 7O%%8+!! +,)-$#.#/&, :LP /HK$（7Q8&"!*+） ++ N
’& % 7O%%8+!* ).C<-.FCEC-< @0MF-4C;> R(/8$"（7/8$8?2*） ++ 5--LS:-0 :CF-:

0#*&1)22& :LP（7T8882*"） +% U04C.- 0AI0A M;AF;4-:
’! 2 7O%%8+!" 3"&-)*& :LP /*9（7T!$"2%?） +? N
’* " 7O%%8+!2 +,)-$#.#/&, ,(-(4)*5（7O$?+%"$） +? /=G0C I;AE
’" ! 7O%%8+!% 67*#%&’()*5-. :LP 9/（7Q*?&2?&） +? 7V;0FCM :-<C>-.F
’2 & 7O%%8+!? 64#85%*5# *),(*5’(-,（7Q8$$!*2） +* 3;4E0M-S:F-4CACW-< 4==F:

=E X0AA04 I40::
’% $ 7O%%8+!+ +,)-$#.#/&, :LP /HK$（7Q8&"!*+） +% N
’? $ 7O%%8+*8 9()/#(*#:"#.#/&, *"54#:"52&（7T&+!*2!） ++ ’CA:--< 40L- 4GCW=:LG-4-
“N”A0@-A-< 0: ;.1.=J0@A- =4CIC.0A >CM4=@-P

图 ! 注水井和采油井中的微生物多样性对比分析

QCIP& B=>L040FCY- 0.0AD:C: =E FG- >CM4=@C0A <CY-4:CFD @-FJ--. FG- J0F-4

C.Z-MFC=. J-AA 0.< FG- =CA J-AA

!S94=：7ALG0L4=F-=@0MF-4C0；"S94=：/-F0L4=F-=@0MF-4C0；#S94=：,0>>0S

L4=F-=@0MF-4C0；$S94=：5-AF0L4=F-=@0MF-4C0；/0M：/0MF-4=C<-F-:；7MF：

7MFC.=@0MF-4C0；(G-：(G-4>=F=I0-P

) 讨论

本文结合 $23 4H67 基因的 9BHS(,,[ 和克隆

建库两种方法对大港油田孔二北断块注水井和采油

井的微生物群落结构进行了初步研究。两种方法的

结果一致，均表明两个井中微生物群落结构差异显

著，注水井样品中的微生物多样性比采油井样品大

很多。这是因为原始采油井未经处理前特殊的营养

和高压，厌氧及高温条件，使得适应该环境的微生物

种类必定比较单一。而往注水井中注水提高石油采

收率的同时，带入了很多外源微生物，导致了种群多

样性的提高。

到目前为止，通过分子生物学的方法对油藏微

生物的研究报道还比较少［"，?，$%，$?］。已有的基于 $23
4H67 基因克隆测序的研究表明，油藏中的主要微生

物是硫酸盐还原菌、发酵菌和硫氧化细菌以及产甲

烷菌［"，?］。然而对大港油田微生物群落的 $23 4H67
基因克隆文库的研究表明，大部分克隆的 $23 4H67
基因序列和!、"、#变形菌纲以及放线菌纲的亲缘关

系最近，而且绝大部分最相似的微生物或克隆都不

是来源于油藏系统（表 $，&）。只有少数几个克隆可

能属于硫酸盐还原菌（K!$）或是产甲烷菌（K!&）。

另一方面，不同油藏由于其所属地层的化学和物理

条件不同，其中所含的本源微生物可能差异较大。

对于经过处理的注水井来说，由于所注入的水的来

源不同，其所携带的外源微生物自然也有很大差异。

K0F0.0@- 等人使用不同的 $23 4H67 基因的通

用引物对同一地下储油洞内微生物的研究表明，不

同引物得到的关于微生物群落结构的结果差异很

大［$%，$?］。由于 9BH 扩增技术本身的偏爱，单单使用

这一种方法并不能使我们完全准确地了解到油藏微

生物群落的真实信息，还需要结合荧光原位杂交，

567 芯片等其他分子方法对其进行深入研究。
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图 ! 注水井和采油井克隆文库中的 "#$ %&’( 基因序列与它们在 )*+,-+. 中最相似的序列的系统进化树
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