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为了探讨青海花土沟高矿化度油藏利用内源微生物生长代谢提高原油采收率的可行性!用最大可能数法"()* 法$对油藏
内源微生物群落组成进行分析!筛选激活体系!考查乳化%产酸性能!同时对微生物作用前后的原油进行气相色谱分析!通过 $+,
-.*/序列分析!进一步了解油藏内源微生物群落& 结果表明!腐生菌%烃氧化菌%发酵菌%硝酸盐还原菌是该油藏的主要微生物群
落’激活体系能有效地激活内源微生物乳化液蜡!并产酸!内源菌浓度达 $&0123!发酵液表面张力由 405662*12 降至 ’7542*12!

89值由 05$% 降至 +54+’选择细菌通用引物对菌株 $+, -.*/序列进行基因扩增%测序!测序结果用 :;<=>进行同源性比较得分离
菌株分别为 !"#$%%&’ =85和 ("%)*)+"’ =85!激活后的内源菌选择性降解饱和烷烃"?##@?!&!?!7!?’’$& 在花土沟高矿化度油藏实施

内源微生物采油具有可行性&

内源微生物’提高采收率’#+, -.*/序列’饱和烷烃
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& 引言
花土沟油田位于青海省柴达木盆地西部南区!其地层水

为 !"!#$型!总矿化度为 $%!&%’()*+!高矿化度使聚合物等化
学驱的应用受到了限制 ,&-" 为了稳定生产!进一步提高采收
率!需要考虑实施微生物采油技术的可行性" 微生物采油技
术是通过选择性激活油藏内部的有益微生物!利用微生物在
油层中生长代谢产生的生物表面活性物质 #气体#有机酸来
提高原油采收率 ,$./-" 青海油田自 &001年起开展了单井微生
物吞吐采油试验! 其后又陆续开展了微生物清防蜡试验!均
起到了一定效果 ,’-" 微生物采油技术不但包括微生物在油层
中的生长#繁殖和代谢等生物化学过程!而且包括微生物菌
体#微生物营养液#微生物代谢产物在油层中的运移!因此微
生物群落组成分析十分重要! 会影响微生物采油技术的效
果!需要在进行矿场试验之前!对特定油藏地层中的微生物
群落以及激活后的功能菌群进行系统分析!对油藏群落进行
定向调控!促进功能菌群最大程度地代谢有益产物!从而提
高微生物采油效率"

$ 材料与方法
$( $ 原油和水样
实验所用原油和水样取自青海花土沟油区生产井井口"

地面原油具有含蜡高 #含盐高特点!密度 %233’)*4(/!含蜡量

&15$6"$$6!含盐量 &$/353()*+" 地层水为 !"!#$ 型!钙镁离
子含量高!总矿化度为 $%!&%’()*+"
$(! 内源微生物群落结构分析
取 ’个地层水样分析油藏内源微生物的群落组成!采用

/ 管 789 法 ,:-分析水样中腐生菌$;<=%#烃氧化菌$>?=%#硝
酸盐还原菌$9@=%#发酵细菌$A7=%#硫酸盐还原菌$B@=%和
产甲烷菌$87=%菌群的浓度" 所有试剂瓶培养温度为 /1#!
培养时间为 &’"$&C" 所有试剂瓶均为实验室自配 ,DE1-"

$(’ 内源菌激活性能研究
由于本实验的目的在于考查内源微生物在油藏中生长

代谢产物表面活性物质#有机酸对原油采收率影响!故检测
内源微生物激活后的乳化性能#产酸性能"

筛选激活体系! 激活体系用地层水配制 !/1#培养 &%F
&’C!观察不同激活体系对原油的乳化性能!分析发酵液的菌
体浓度#G> 值和表面张力" 菌体浓度通过稀释涂布测得&通
过吊环法测定发酵液的表面张力"
$() $*+ ,-./ 序列测定
将发酵液稀释涂布于高矿化度琼脂平板上 $9"!# :6%!

/1#培养!挑取单菌"采用基因组提取试剂盒$天根%提取各菌
落的 H9I!采用细菌 &DB JH9I 基因通用引物’$1A$:K.<I<
I<; ;;< I;< I;! !;< <!; !I<./K%! 引物 $&:’&@ $:K.
II< <I< <;< I;! !I< !!< !I./K% 对菌株 &DB JH9I 序
列进行基因扩增" 聚合酶链式反应$8!@%反应条件’0’#预变
性 :(LM!0’# ’:N!::# ’:N!1$# &5:(LM!/% 个 循 环 &1$#
0(LM!’#停止" 纯化的 8!@产物与 G<O7 ;连接并转入大肠

杆菌 H>P:!感受态细胞中!进行蓝白斑筛选!挑取阳性克隆!
测序" 测序结果用 =#"NQ进行同源性比较"
$(0 原油降解性能分析
加入选定的激活体系 !以原油为唯一碳源 !/1#!&$%

J*(LM!培养 &%F&’C" 将发酵液以 ’%%%J*(LM的速度离心 /%(LM!
收集上层油相!氯仿萃取后进行原油全烃气相色谱分析"

! 结果与讨论
!($ 内源微生物群落分析
确定油藏环境中的微生物群落是内源微生物驱油研究

的首要工作"图 &为利用 789 法分析 ’ 个地层水样中 D 种内
源菌群的最大可能数结果!从图中可看出!花土沟油藏微生
物群落主要由腐生菌#烃类氧化菌#发酵菌#硝酸盐还原菌组
成!其构成了花土沟油藏基本的微生物生态系统!显示青海
花土沟油藏具备内源微生物激活的潜力!可以予以内源微生
物驱油方式"

!(! 内源菌乳化性能研究
微生物采油的机制之一是利用微生物的代谢产物!降低

原油黏度!促进原油流动!从而提高采油率!所以有必要考查
微生物对原油的乳化作用" 由于青海地层水矿化度很高!其
地层水中富含钠#钾#钙#镁离子!所以只需向其中添加微生
物所必须的碳#氮#磷源和复合维生素 ,3-" 选择激活体系 & 为
%5DR糖蜜&激活体系 $ 为 %2&6酵母粉!%2&6蛋白胨&激活体系
/ 为 %2%$6磷酸氢二钾#%2%$:6硝酸铵与复合维生素浓缩液
$%2:(+*&%%(+%" 以液蜡为唯一碳源! 分别在地层水中加入
:6的液蜡!&3%J*(LM!/1#振荡培养! 考查内源菌激活后对液
蜡的乳化能力" 结果表明!青海花土沟油藏的内源微生物能
够很好的乳化液蜡!内源菌浓度达 &%1*(+!发酵液表面张力
由 :12’’(9*(降至 /32:(9*($表 &%"
微生物作用原油后会产生一些低分子的有机酸!这些有

机酸可对地层岩石产生部分酸化作用! 增大地层渗透率!从
而提高石油采收率!所以在激活内源微生物过程中!观察发
酵液的 G> 值" 结果显示!发酵液 G> 值由 12&0降至 D2:D"
!(’ 原油性质分析
为了进一步了解内源微生物降解原油的规律!将微生物

作用前后的原油进行色谱分析!发现烷烃组分发生了不同程
度的变化$图 $%" 其中!姥鲛烷$8J%和植烷$8S%是原油中的生

图 $ 内源微生物群落分析
123( $ /4567828 9: 24;23<49=8 >2?,99,35428>
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表 $ 内源菌激活体系筛选
()*+, $ -./01,2/ 3,+,4/152 56 12718,25.3 91405508)21393

样品 参数 激活前 激活后 降低率!"

体系 #
$% 值 &’() &*+ ,(*&-

表面张力!!./".,## 0-*12 0+’1 1’-&

体系 (
$% 值 &’#3 1’01 -’&1

表面张力!!./".,## 0&’++ 2-’0 22’))

体系 2
$% 值 &’#( &’(0 #’-)

表面张力!!./".,## 01’(- 00’+2 #’0)

物标志化合物 $结构比较稳定$微生物作用对它的影响很
小 435% 从分析结果可以看出$内源菌激活后作用子花土沟原
油$都不同程度地引起 67!!8#&与 69!!8#-值的变化$67!!8#&与

69!!8#- 值分别由原来的 )*1+"&#*&0"增加至 #*2-"&2*(+"$
表明激活后的内源菌对原油中低碳链饱和烷烃具有生物降

解作用%从分析结果还可以看出!表 (#$内源微生物选择性地
降解了低碳链的饱和烷烃!8##:8()#以及高碳链饱和烷烃!8(-$

822#$有助于增强原油的流动性&提高采油率%

!:; 功能菌群分析
将激活后的发酵液稀释涂布于高矿化度琼脂平板上

!0"/;8<#$ 进一步了解花土沟油区油藏内源微生物群落 %
2&!培养后得到两个单菌落 =2#&=2(% 分别提取 =2#&=2(

菌株的 >/?$ 选择细菌通用引物对菌株 #1@ 7>/? 序列进行
基因扩增&测序$测序结果用 A<;BC 进行同源性比较%=2# 与 +
个菌株 "#$%&&’( B$* =,@D ,($")$%&&’( B$* A@E()0##$")$%&&’(
*%+,’($-)$%&&’( B$* F(>G,2( 的同源性达 33H$ 确定 =2# 菌
株为 ")$%&&’( B$*% =2( 与 .)&/,/!)( B$* IJA#1($.)&/,/!)(
B$* IJA#12K($.)&/,/!)( B$* IJA#12K#$.)&/,/!)( B$* ?$,0同
源性为 3-H$其中与 .)&/,/!)( B$* IJA#1( 同源性最大$确定
=2( 菌株为 .)&/,/!)( B$*%

’ 结论
!## 激活体系能有效地激活内源微生物乳化液蜡$激活

后的内源微生物选择性地降解饱和烷烃!8##:8()$8(-$822#%
!(# 腐生菌&烃氧化菌&发酵菌&硝酸盐还原菌是该油藏

中的主要微生物群落$通过分子手段分析激活后的功能微生
物$分离菌株分别为 -)$%&&’( B$*和 .)&/,/!)( B$*%实验结果为
了解青海高矿化度油藏微生物群落结构和进一步应用功能

菌群进行微生物采油提供依据%
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