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摘  要: 利用聚合酶链式反应-变性梯度凝胶电泳(PCR-DGGE)和构建 16S rRNA 基因克隆文库 2
种方法, 对孤岛油田两口井(注水井 G 和采油井 L)在相距 9 个月的 2 个时间点(A 和 B)所采集样品

的细菌群落结构进行了比较。DGGE 图谱聚类分析表明注水井在 2 个时间点的微生物群落结构相

似性为 48.1%, 而采油井的相似性只有 28.7%。16S rRNA 基因克隆文库结果表明, A 时间点样品 G
中的优势菌群为 Betaproteobacteria、Gammaproteobacteria, 还有 Deferribacteres、Firmicutes、
Bacteroidetes 等; 而样品 L 中, Gammaproteobacteria 中的 Moraxellaceae 含量达到 97%。B 时间点

G 中除了优势菌 Betaproteobacteria 之外, Deferribacteres 的数量显著增加, 成为优势菌; 而 L 在 B
时间点优势菌除 Gammaproteobacteria 外, 还有 Betaproteobacteria 和 Firmicutes。采油井中的微生

物群落结构随时间发生了显著改变, 而注水井变化不显著。这一结果部分揭示了微生物采油过程

中地层微生物群落的变化规律, 有助于进一步阐明微生物驱油的机理。 
关键词: 油藏, 16S rRNA 基因, 细菌多样性, DGGE, 克隆文库 

Comparison of bacterial community structures in  
Shengli oil reservoir of different time point 

REN Hong-Yan1  SONG Zhi-Yong2  LI Fei-Ji1  WANG Wei-Dong2   
ZHANG Xiao-Jun1*  ZHAO Li-Ping1 

(1. Key Laboratory of MOE for Microbial Metabolism, School of Life Sciences & Biotechnology, Shanghai Jiao Tong  
University, Shanghai 200240, China) 

(2. Institute of Oil Recovery Research, Shengli Oil Field Ldt, Dongying, Shandong 257000, China) 

Abstract: Denaturing gradient gel electrophoresis (PCR-DGGE) and 16S rRNA gene clone library meth-
ods were used to analyze the microbial communities of a water injection well (G) and an oil production 
well (L) at two sampling time points (A and B) in Gudao block of Shengli oilfield. DGGE profile showed 
that the microbial similarity of sample G at two sampling time was 48.1%, that of sample L was 28.7%, re-
spectively. Sequence analysis of 16S rRNA gene clone libraries showed that bacteria in G library at time 



562 微生物学通报 2011, Vol.38, No.4 

  

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

point A were mainly Betaproteobacteria and Gammaproteobacteria, and also with low percentage of Defer-
ribacteres, Firmicutes and Bacteroidetes; But in L library, 97% bacteria belong to Moraxellaceae of Gam-
maproteobacteria. Whereas, the main type of bacteria in sample G at time point B were Betaproteobacteria 
and Deferribacteres. The bacterial composition of sample L was dominated by Gammaproteobacteria, Be-
taproteobacteria and Firmicutes. Both DGGE and clone library indicated the distinct temporary shift of 
microbial communities of production well, but much less change happened in injection water sample. Our 
results will benefit to the better understanding of mechanisms of microbial enhanced oil recovery. 

Keywords: Oilfield, 16S rRNA gene, Bacterial diversity, Denaturing gradient gel electrophoresis, Clone 
library 

自 1926 年 Beckman 等 人 提 出 微 生 物 采 油

(MEOR)的概念以来[1], 便以其费用低廉、无环境污

染、施工简单、应用范围广等优点得到众多学者以

及开发者的认同。油藏中的微生物类型多样、功能

各异, 如硫酸盐还原菌[2]、发酵细菌、铁还原菌[3]、

产甲烷菌等[4−5], 它们产生的多种代谢产物, 如表面

活性剂[6−8]、酸和生物气等, 可促进原油的开采; 或

利用产甲烷菌等将原油转化为甲烷, 使难开发原油

以天然气的形式得以开采, 从而大幅度提高油气资

源的利用率[9]; 还有多种微生物以石油中的正构烷作

为碳源生长繁殖, 改变了原油的碳链组成, 从而使原

油黏度降低, 易于流动, 等等。由此可见, 分析油藏

中微生物的类型对于认识微生物采油过程是非常重

要的。然而目前对油藏中微生物的认识仍不够深入。 
对采油有益的微生物可以是油层中的本源微生

物, 或注入的外源微生物。油藏中的本源微生物在

长期的进化过程中已适应地下的极端环境, 并能降

解原油产生有机酸、气体、表面活性剂等, 但是由

于地层中缺乏足够的营养物质, 导致本源微生物的

生长繁殖受到了很大的限制, 因此, 了解本源微生

物的生长和生态规律显得极为重要。而外源微生物

中被证实具有驱油效果的某些特定微生物受到主要

关注。值得注意的是, 过去大家普遍认为注入水中

的外源微生物会影响地层中本源微生物的菌群, 但

是它们对油藏中的波及面到底有多大却一直难以确

定。也曾有学者比较过注入水中的微生物和采油井

中的微生物群落, 例如佘跃惠等人利用 PCR-DGGE
检测了大港油田的微生物群落, 发现注水井和采油

井之间的微生物结构差异显著[10]; 袁三青等人采用

T-RFLP 技术比较了胜利油田一口注水井和三口采

油井的微生物结构, 发现注入水中的微生物多样性

高于产出液[11]。然而, 这些研究中并未详细解析样

品中的微生物组成, 对于注入水中的外源微生物如

何影响本源微生物我们还知之甚少。 
在本研究中, 我们以胜利油田中孤岛采油队的

注水井 G 和采油井 L 为研究对象, 分析了先后相隔

9 个月的两个时间点样品的微生物群落结构的变化。 

1  材料与方法 

1.1  油井与样品采集 
样品采自山东胜利油田公司的孤岛油田 , 油

藏深度 1 173 m−1 230 m, 平均温度 69 °C, 压力

12 MPa, 此油田 1974 年开始注水, 目前产出液的含

水量大于 96%, 属于典型的高温高含水油藏。4 个样

品(水或油水混合物)分别采自 2006 年 12 月(A)和
2007 年 9 月(B)的注水井 G (实际井号 G1−6)和采油

井 L (6−13)。其中注入水取自注水井口, 产出液为油

水混合物采自采油井的井口, 每个样品采集 5 L 装

入灭菌的塑料桶中, 置于 4 °C 并尽快完成预处理。 
注水井 G 与采油井 L 之间的地面距离为 300 m。

SCN−与注入水按 1:5 的比例混合后从注水井注入, 
在产出液中连续检测 SCN−浓度的变化。结果表明注

入水在 G 与 L 之间的流动速度为 12 m/d。 

1.2  样品的预处理及 DNA 提取 
注入水样品以 8 μm 和 0.2 μm (Millipore, USA)

的滤膜真空抽滤收集菌体。产出液样品抽滤前需要

进行预处理, 具体方法是: 150 mL 产出液样品与饱

和 NaCl 溶液以 4:1 比例混合后, 70 °C 加热 2 min。

所有样品滤膜置于已灭菌的 10 mL 离心管中, −20 °C
保存备用。 
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DNA 的提取采用改进的击打法。将样品滤膜装

入数个 2 mL 的螺纹管, 各加入 1 mL 异辛烷清洗滤

膜。离心后弃上清, 加入 1 mL 无菌水清洗滤膜, 再

次离心弃上清液; 加入 900 μL Buffer Z (10 mmol/L 
Tris-HCl, 150 mmol/L NaCl, pH 8.0)涡旋 3 min 悬浮

滤膜, 再加入 20 μL 的蛋白酶 K (20 g/L)和 100 μL 
10% SDS, 于 55 °C 保温 1 h; 加入 0.3 g Zirco-
nia/Sicica beads (0.1 mm)和 100 μL Tris 饱和苯酚 
(pH 8.0), 以 Bead beater 击打 60 s。后续苯酚氯仿抽

提参考佘跃惠等人的方法 [10]。得到的基因组 DNA
用 AxyPrep PCR Cleanup Kit 纯化, 并用 0.8%的琼脂

糖胶电泳检测后备用。 

1.3  16S rRNA 基因 V3 区扩增及变性梯度凝胶电

泳(DGGE) 
利用通用引物 P2 (5'-ATTACCGCGGCTGCTG 

G-3′)和 P3 (5'-CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGG 
GGCGGGGGCACGGGGGGCCTACGGGAGGCAG 
CAG-3')[12]完成对细菌 16S rRNA 基因 V3 区的扩增。

25 μL 的扩增体系包括: 0.5 U Taq DNA 聚合酶, 
1×buffer, 0.2 mmol/L dNTP (Promega), 1.6 mg/L 
BSA, 6.25 pmol 引物(P2/P3), 以及 10 ng 基因组

DNA。PCR 扩增程序如下: 94 °C 4 min; 94 °C 1 min, 
退火 1 min (前 20 个循环的退火温度每 2 个循环降低

1 °C, 从 65 °C 逐渐降到 56 °C, 剩下的 5 个循环保持

55 °C[13]), 72 °C 1 min, 共 25 个循环; 72 °C 10 min。

按 照 Thompson 介 绍 的 方 法 进 行 “Reconditioning 
PCR”[14], PCR 扩增产物利用 1.2%的琼脂糖凝胶进

行检测。 
V3 区 PCR 扩增产物以 8% (W/V)的变性胶进行

分离(Bio-Rad, Dcode 系统), 各样品 DNA 的上样量

均为 250 ng。变形剂梯度为 27%−55%, 200 V 电压, 
60 °C 电泳 4 h, 电泳完毕用 SYBR green I (Amresco) 
进行染色, 并用 UV 胶成像系统拍照(UVItec, United 
Kingdom)。 

1.4  16S rRNA 基因的扩增及克隆文库的构建 
细 菌 16S rRNA 基 因 的 扩 增 使 用 引 物 27f 

(5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′)和 1492r (5′-G 
GTTACCTTGTTACGACTT-3′)[15]。25 μL PCR 反

应体系包括 : 0.5 U Taq DNA 聚合酶 , 1×buffer, 
0.2 mmol dNTP (Promega), 1.6 mg/L BSA, 6.25 pmol 

引物(27f/1492r)。PCR 扩增程序: 95 °C 3 min; 95 °C 
30 s, 退火 30 s (60 °C 退火 5 个循环, 55 °C 退火 5
个循环, 50 °C 退火 15 个循环), 72 °C 3 min, 共 25 个

循环; 72 °C 6 min。PCR 产物利用 1.2%的琼脂糖凝

胶进行检测 , 并利用 Qiaquick Gel Extraction Kit 
(Qiagen, Germany)对 DNA 进行纯化, 纯化后的 DNA
连接到 pGEM-T Easy 载体(Promega), 转化到 E. coli
感受态细胞中。转化的细胞涂布在带有氨苄青霉

素 (50 mg/L)、X-Gal (0.25 mg/L)和 IPTG (1 mmol)
的 LB 平板, 通过蓝白斑对阳性克隆进行筛选。 

挑取的白斑利用引物 T7/SP6 进行 PCR 扩增, 
带有插入片段的扩增产物利用内切酶 Hinf I 和

Csp6 I 于 37 °C 酶切 3 h, 酶切产物以 3%的琼脂糖凝

胶进行电泳, 根据电泳图谱划分 OTU。每个 OTU 选

取一个代表序列进行测序, 测序工作在人类基因组

南 方 中 心 完 成 。 文 库 的 饱 和 度 通 过 公 式

C = [1−(n/N)]×100 计 算 , 其 中 n 为 含 单 克 隆 的

ARDRA 类型的数目, N 为用于分型的克隆总数[16]。 

1.5  序列分析 
序 列 以 Greengenes (http://greengenes.lbl.gov/ 

cgi-bin/nph-index.cgi) 检测是否为嵌合体 , 并计算

各 序 列 间 的 距 离 矩 阵 。 利 用 NCBI (http://www. 
ncbi.nlm.nih.gov/)找到各代表 OTU 的最近相似序列, 

利 用 MEGA 3.1[17] 构 建 系 统 发 育 树 。 以 UniFrac 
(http://bmf2.colorado.edu/unifrac/index.psp)的 P 值检

测判断 2 个样品之间的差异。 

测定的 16S rRNA 基因序列在 GenBank 数据库

中的登录号为 FJ828674−FJ828727。 

2  结果 

2.1  PCR-DGGE 图谱分析 
G 和 L 分别在时间点 A 和 B 所采集的 4 个样品

的 PCR-DGGE 图谱如图 1 所示。GA (注水井 G 在

A 时间点的样品, 下同)中 4 条优势条带(a−d)在 GB
样品中减弱或者消失, 另外 4 条条带(e−h)亮度增

强, 但是条带的数目相对稳定, 大部分优势条带没

有显著变化; 与 G 不同的是, 两个时间点产出液 L
中的细菌结构变化显著。LB 的条带数量远高于 LA, 
并且在 LB 时样品新出现的条带部分与 GB 相同。
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图 1  2 个时间点的样品的 16S rDNA DGGE 图谱及聚类分析 
Fig. 1  DGGE gel profiles of samples at two sampling times and Unweighted Pair Group Method Clustering (UPGMC) of the 

DGGE banding patterns 
Note: A: 1: Injection water GA; 2: Injection water GB; 3: Production water LA; 4: Production water LB. B: Dendrogram of cluster analysis of 
DGGE fingerprint. 

 
除此之外, 部分条带, 例如条带 i、j 等只存在于采油

井 L 中。利用 Quantity one 对 DGGE 图谱进行聚类

分析表明, 注水井和采油井之间的细菌结构差异明

显; 另外, 不同时间点注入水中的群落结构相对稳

定, 而采油井内的群落结构变化较大。 

2.2  克隆文库分析结果 
4 个样品通过 16S rRNA 基因全长片段的扩增, 

构建了克隆文库。 
G 和 L 在时间点 A 的样品分别获得 115 和 69

个阳性克隆。按照 ARDRA 分型的结果, 文库 GA
中的序列划分为 18 个 OTU, 文库 LA 划分为５个

OTU, 2 个文库的库容分别为 93.0%和 97.1%(表 1), 
说明 2 个文库都具有较好的代表性。通过对每个

OTU 的代表序列的分析得知文库 GA 中的优势菌为

Proteobacteria 门 (图 ２ ), 其 中 51.3% 的 细 菌 属 于

Gammaproteobacteria, 34.8% 的 细 菌 属 于

Betaproteobacteria, 此 外 , Epsilonproteobacteria 、

Alphaproteobacteria、Clostridia、Deferribacteres 以及

Flavobacteria 也被检测到, 但数量上并非优势。优势

属有 Pseudomonas、Thauera 和 Marinobaterium。文

库 LA 的 细 菌 多 样 性 较 单 一 , 97.1%的 细 菌 属 于

Gammaproteobacteria 中的 Psychrobacter。两文库的

Shannon-Weiner 指数以及 Simpson 指数(表 1)均表

明注水井中的细菌群落多样性明显高于采油井。利

用 Unifrac 对文库 GA 和 LA 之间的差异分析结果表

明, A 时间点注水井和采油井之间的细菌群落结构

差异显著(P<0.05)(表 2)。 
G 和 L 在时间点 B 的样品中分别获得 103 和 60

个单克隆, GB 划分为 15 个 OTU, LB 划分为 16 个

OTU(图 2)。2 个文库的库容分别为 92.2%和 91.7%, 

说明这 2 个文库也具有较好的代表性。GB 中 70.6%

的细菌属于 Betaproteobacteria, 而 LB 中的优势菌群

有 Gammaproteobacteria (23.8%)、Alphaproteobacteria 

(14.3%)以 及 Bacilli (33.3%)。 但 是 , 由 两 文 库 的

Shannon-Weiner 指数以及 Simpson 指数(表 1)可以看

出, 在时间点 B, 采油井中的细菌多样性略高于注

水井。Unifrac 分析结果表明此时间点注水井与采油

井之间的细菌群落结构差异显著(P<0.05)(表 2)。 
 

表 1  基于克隆文库的微生物多样性分析 
Table 1  Analysis of microbial diversity based on  

16S rRNA gene clone library 
 GA LA GB LB 

克隆数 
Clone number 

115 69 103 60 

OTU 数目 
OTU number 

18 5 15 16 

文库饱和度(C) 
Library coverage (%)

93.0 97.1 92.2 91.7 

香农-威纳指数(H) 
Shannon-Weiner 
index 

2.048 0 0.776 4 1.849 0 2.341 0

辛普森指数 
Simpson index (1−D)

0.789 1 0.399 5 0.772 2 0.860 6

均匀度指数(E) 
Evenness index 

0.430 8 0.434 7 0.423 5 0.649 2
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图 2  代表性 OTU 的 16S rRNA 基因序列及其 GenBank 中最相似序列的系统进化树 

Fig. 2  Phylogenetic tree based on the represent OTU sequences of samples and their nearest neighbors retrieved from GenBank 
Note: The numbers in parentheses indicate the clone numbers of each OTU. 
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表 2  克隆文库相似性的 P-检验 
Table 2  P value of pairwise comparison among libraries

Library name GA LA GB LB 

GA / 0.02 0.59 / 

LA 0.02 / / 0.06 

GB 0.59 / / 0.01 

LB / 0.06 0.01 / 
 
两个时间点注水井中序列比对结果表明, 在纲

的水平上, 文库 GA 与文库 GB 中的细菌类型相似, 

但 各 细 菌 的 含 量 有 一 定 变 动 。 在 属 的 水 平 上 , 
Azovibrio 和 Hydrogenophilus 均从 A 时的 1.7%分别

增加到 B 时的 29.1%和 35.9%, 另外, Deferribacteres
中某未知属的细菌也从 2.6%增加到 18.4%。但是

Unifrac 的结果表明两个时间点注水井内的细菌结

构并没有明显差异(P>0.05)(表 2)。与注水井细菌总

体趋势相反, 采油井在两个时间点的细菌结构发生

了明显变化, 细菌多样性显著增加。LA 中的优势属

Psychrobacter 在 LB 中未检测到, Bacillus 取而代之

成为优势属, 属水平的多样性明显增加, 这一结果

与 DGGE 图谱相一致。P 值结果(P=0.06)证明两者

之间有一定差异。 

3  讨论 

DGGE 和克隆文库均表明, 注水井和采油井中

的细菌群落结构均随时间变化而改变, 但注入水中

的变化明显小于产出液。虽然注入水中的某些属随

时间变化有所浮动, 但是细菌在纲的水平并没有随

时间发生改变, 而且文库相似性的 P 值检验也表明, 
注入水的群落结构在这 2 个时间点的变化不显著。

然而采油井在 2 个时间点的优势菌在纲与属的水平

均发生了显著改变, 文库相似性的 P 值检验结果为

显著差异。 
微生物群落结构主要是由微生物对环境条件的

适应所决定的, 我们研究的油藏的采油系统在地上

包括油水分离和水循环利用两部分, 地上的油水分

离及水循环利用系统属于半开放系统, 空气、雨水、

以及补给水中的微生物均可经由输水管道及储水池

进入注入水, 这些微生物来源会随时间、温度、气

候等的变化而变化。然而, 本研究所在的油田中, 地

上的储油罐、输水管道及储水池常年稳定运行, 该

系统内也形成了相对稳定的微生物群落。正常情况

下, 外部进入的微生物数量相对有限, 它们虽可产

生一定影响, 但不会显著改变注入水的微生物群落

结构。因而, 注入水的群落结构可以长期保持相对

稳定, 这在我们对该油田多年的群落结构监测得到

证实(结果未发表)。 

本研究结果表明, 尽管大量的微生物随注入水

被注入到地下, 但是, 在距离注水井数百米的采油

井中的微生物群落却没有受到这些注入微生物的显

著影响。采油井中的微生物类型可能主要受到地下

环境的影响。油藏地下环境复杂, 原油开采后地层

中由于泥浆、钻井液、注入水等外源物质的侵入导

致地层环境可能发生物理和化学的改变, 在不同时

间, 水在地下两口井之间的流通途径可能不完全相

同; 同时地层中原油的成分及含量、离子种类以及

浓度等可能在地层中呈现非均一性 [18]; 这些原因都

可导致油藏中原位微生物的差异生长, 因此, 采油

井中的微生物群落可能会因为油层中生态环境的变

化, 而随时间发生显著的改变。 

对同一采样时间 G 和 L 之间的微生物结构比较

结果显示, 注水井和采油井中的微生物结构差异显

著。这是由于采油系统在地上部分的温度、压力、

溶氧量等条件相比地下高温、高压、缺氧、营养贫

乏等条件差异显著, 导致了注入水与产出液中的微

生物类型的差异。另外, 在本研究中, 由离子示踪结

果得知, 微生物从注水井到达采油井需要经过 25 d, 

在这段流通过程中, 注入水中的部分微生物由于不

适应地下环境, 或者地层的过滤作用而不能到达采

油井, 可能是造成了注水井和采油井之间微生物组

成差异的原因。 

本文样品中检测到的 Pseudomonas、Thauera、

Marinobacterium、Bacillus、Petrobacter 等细菌在

其 它 油 藏 环 境 中 也 有 报 道 。 例 如 , 油 藏 中

Pseudomonas 属 的 细 菌 可 以 产 生 表 面 活 性 剂 [19]; 

Bacillus 在油藏中不仅可以产表面活性剂, 还可以

产酸和产气[20]; Marinobacterium 在厌氧条件下可以

将长链烷烃降解为短链小分子, 而且在代谢过程中
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还可以产酸产气[21]等等。另外我们还发现, A 时间点

采油井中存在大量与 Psychrobacter 属的细菌相似性

高于 96%的细菌序列。Psychrobacter 最早发现于南

极冰川中, 已知的种大多存在于海洋、南极土壤、

海豹的粪便、发酵的海产品等, 且某些菌株可以产

生低温脂肪酶[22−23]。Wentzel 等在分析细菌对长链烷

烃的降解时提到一种新的可以降解 C32 或者更长链

的烷烃的基因 almA, 而这种基因编码的黄素家族的

单 加 氧 酶 在 Psychrobacter 中 也 存 在 [24] 。 而 且 , 

Psychrobacter 属的有些种已在原油污染的海洋中发

现, 并证实具有降解原油碳氢化合物的功能[25], 因

此 Psychrobacter 可能在降解原油中的长链烷烃上有

重要功能。但以前报道 Psychrobacter 属细菌的生存

范围是-10 °C−40 °C, Psychrobacter 菌株的分离主要

采用 20 °C−30 °C 的分离条件[26]。本研究是第一次

在高温油藏中发现此类细菌, 但它们在高温油藏中

的功能有待进一步研究。 

本论文揭示了相互连通的注水井和采油井在 2

个不同时间点样品的微生物群落结构。研究发现采

油过程导致的油藏储层环境条件的变化, 对采油井

样品中的微生物群落结构的影响较大。因此, 在微

生物采油的现场实施过程中, 应该加强对微生物群

落结构的监控, 并据此采取相应措施。这对于提高

微生物采油的效率可能具有指导意义。 
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