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摘要摘要 针对新疆陆梁油田呼图壁河组注水井LU3064注入水，设计一组营养剂激活配方，该配方能够成功乳化原油。经平板计

数法、最大或然数计数法（MPN）和理化性质检测发现，激活后注入水菌浓明显增加，表面张力下降37%。采用建立细菌16S rDNA
克隆文库方法，对LU3064注入水、LU3036采出液、LU3064激活液细菌进行多样性研究。从克隆文库中随机挑选100个克隆子

测序，并在GenBank中比对，结果表明，注入水菌群具有高度多样性，优势菌属于Alphaproteobacteria；采出液较地层水菌群结

构简单，存在Pseudomonas（假单胞菌属）、Bacillus（芽孢杆菌属）等功能菌属；激活液菌群结构最为单一，仅存在Bacillus（芽孢

杆菌属）。Bacillus在注入水和采出液中均有发现，但都不是优势菌种。该激活剂配方成功激活了可在地层中生长的功能菌属

Bacillus。
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Microbial Community and Community Variability after Activated
in Luliang Oilfield

AbstractAbstract A group of nutrient activators with respect to injection well LU3064 in Xinjiang oil field Hutubi river group are designed,
for emulsifying the crude oil. With the bacteria counting method, the MPN method, and the physiochemical property detection method,
it is discovered that, in the injection water, upon activation, the concentration of bacteria rises significantly, while its surface tension
decreases by 37% . With the molecular biological techniques (16S rDNA clone library), the LU3064 injection water, the LU3036
produced water and the LU3064 activated water are studied. One hundred clones are randomly selected from the clone library to blast
in Genbank. The observations show that the injection water is highly diversified, and Alphaproteobacteria is the dominating bacteria.
Compared to the injection water, the produced water has a simpler structure, which provides habitats with function bacteria genera
such as Pseudomonas, Bacillus, etc. The community structure is found most monotonous in the activation fluid, only Bacillus can be
found. Bacillus is discovered in both the injection water and the produced water, but does not dominate in them. The formula
successfully activates Bacillus which can be grown in the stratum.
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油田经过一段时间的注水开发会在油藏内形成数量和

结构上相对稳定的微生物群落[1,2],营养剂和空气的加入可以

改变微生物的群落结构。内源微生物采油技术主要通过对

微生物的选择性调控，激活能够代谢原油产生对提高原油采

收率有用的代谢产物的微生物，从而提高原油采收率[3]。与

需要向地层中注入微生物的外源微生物采油技术相比，内源

微生物采油技术现场不需要添加大型地面设备，操作简单，

经济环保，因此成为提高采收率的一项新技 术[4,5]。

油藏内源菌能够适应油藏高温高压等特殊环境[6]，并能

在特殊环境下进行较为缓慢的生长、繁殖与代谢，内源微生

物采油技术的关键是营养剂激活地层水中对采油有益的内

源菌[7,8]。营养激活剂可以通过注水井注入油藏，有可能实现

对地层水中微生物的定向激活，将对现场原油采收率的提高

大有裨益。

本研究利用陆梁油田 LU3064注入水自配激活剂，通过

对油田注入水、产出液及实验室激活液水样总菌浓、理化性

质、细菌群落结构的分析，得到一种高效激活剂配方，激活同

时存在于注入水和产出液中的高效功能菌。

1 材料和方法
1.1 主要试剂

Premix PCR 扩增体系、用于 PCR 片段连接转化的

pEASY-T3 Cloning Kit、Trans1-T1感受态细胞购于全式金公

司；氨苄、IPTG、x-Gal购于Biodee公司；引物合成由上海基康

公司完成。

1.2 实验材料

水样取自新疆陆梁油田呼图壁河组同层连通注水井

LU3064和油井LU3036，地层温度37℃，总矿化度8471.2 mg/L，
较适合微生物生长。

1.3 注入水激活培养

采用向注入水中加入营养物的方式激活地层水中的微

生物：将糖蜜、NaNO3、(NH4)2HPO4、酵母膏加入 LU3064注入

水，37℃常压厌氧培养40 d，观察原油乳化效果。采用油膜空

斑法检测菌液对原油的乳化能力。用Turbiscan红外稳定性

分析仪测定乳化后油滴颗粒粒径和变化速率。

1.4 菌浓计数、菌群分析及表面张力测定

采用平板计数法（LB培养基：蛋白胨 1%、酵母提取物

0.5%、NaCl 1%、琼脂粉 1.5%，pH值调至 7.5，高压蒸汽灭菌

20 min）检测 LU3064、LU3036及激活后水样总菌浓，并使用

最大或然数计数法（MPN法）检测上述 3个样品烃氧化菌

（HOB）、硝酸盐还原菌（NRB）、腐生菌（TGB）、厌氧发酵菌

（FMB）、硫酸盐还原菌（SRB）菌浓。使用FTA1000B表面张力

仪测量样品表面张力。

1.5 总DNA的提取

水样用纱布滤去油污和泥沙，8000 r/min离心5 min，收集

菌体；菌体加800 μL CTAB，摇匀；65℃ 水浴1 h，加800 μL氯

仿/异戊醇轻摇；20℃，12000 r/min离心 10 min，取上清；加入

等体积的 CI（氯仿:异戊醇=24∶1）混匀，12000 r/min离心 10
min，取上清；加等体积的CI混匀，12000 r/min离心10 min；取
等体积预冷异丙醇，将上清液缓慢加入；-20℃静置过夜；4℃
10000 r/min离心 5 min，弃上清；加 70%乙醇 1 mL，4℃ 10000
r/min离心5 min，使用无菌水洗涤沉淀两次，无水乙醇1 mL洗

涤 1次；37℃风干 30 min，加 TE溶解；琼脂糖凝胶电泳检测

DNA。

1.6 16S rDNA克隆文库构建

水 样 细 菌 16S rDNA 扩 增 使 用 通 用 引 物（8F：5’-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’；1541R：5’-AAGGAGGTG
ATCCAGCC-3’）[9]，扩增体系共 25 μL，包括 premix 12.5 μL，
引物各0.5 μL，总DNA模板0.5 μL，无菌水11 μL。扩增程序

为 95℃预变性 5 min；94℃变性 45 s，50℃退火 45 s，72℃延伸

90 s，30个循环；72℃延伸 10 min，4℃至样品取出后，在-20℃
保存备用[10]。PCR反应产物用1.2%琼脂糖凝胶电泳检测。

得到的 16S rDNA 片段与 pEASY-T3 载体连接，转入

Trans1-T1感受态细胞，待克隆子长出，随机挑选 100个克隆

子，用引物 T7（5’-TAATACGACTCACTATAGGG-3’）、SP6
（5’-ATTTAGGTGACACTATAGAA-3’）验证 [11]，去除假阳性

克隆子。克隆子送至北京艾博永华生物公司测序，将获得的

16S rDNA序列在GenBank中比对，用软件Bioedit和Mega 4.0
以邻位相连法（neighbor-joining）构建系统发育树。

1.7 激活配方适应性研究

将该激活剂配方注入新疆油田另外两个区块（七西区、

六中区）注入水，分别加入对应区块原油，在油藏温度条件下

（七西区33℃、六中区20℃）厌氧培养，观察原油乳化效果，并

采用油膜空斑法检测菌液对原油的乳化能力，平板计数法检

测激活液总菌浓度。

2 结果和讨论
2.1 激活后水样乳化效果

LU3064厌氧培养40 d后激活效果见图1。观察发现，激

活后原油乳化较为明显，基本溶解在基质中散成小液滴，形

成水包油乳状液，乳化液稳定性较好。

图1 原油乳化效果

Fig. 1 Comparison of emulsification after activation

（a）3064激活液 （b）空白对照
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由图 2可以看出，LU3064激活后液相表面活性较强，油

膜空斑直径3 cm。表1对比了激活样和空白样透射光变化速

率、粒径变化和稳定性。乳状液中由于油滴随时间不断上

浮，使得澄清层透射光不断增强，所以利用透射光变化可以

直观反映油滴上浮情况，可见激活后样品变化速率较空白样

品慢；激活后3 h内平均粒径仅为空白对照样的1/25，激活后

稳定性较空白样更好。以上数据分析说明激活后样品对原

油乳化性更好。

样品

LU3064激活样

空白样

透射光变化速率

（0~15 min）
6.35%
44.86%

透射光变化速率

(1~3 h)
3.04%
8.11%

平均粒

径/m
13.3758
318.562

粒径变化速

率/（m·h-1）

1.9
118.94

稳定性系数

8.12
28.2

表1 LU3064激活样品乳化分散及稳定性检测

Table 1 Testing of emulsifying dispersion and stability of activation sample

图2 油膜空斑

Fig. 2 Comparison of the oil membrane's clear plaques

样品

LU3064注入水

LU3036采出液

LU3064激活液

总菌浓/mL-1

1.21×104

6.5×102

3.9×108

HOB/mL-1

7.0×102

0.6×101

2.5×106

SRB/mL-1

2.5×10-1

0
0.6×10-1

NRB/mL-1

1.1×104

2.5×102

7.0×105

FMB/mL-1

2.0×104

2.5×101

6.5×106

TGB/mL-1

1.1×104

1.4×104

2.0×106

表面张力/（mN·m-1）

72.81
71.13
45.68

表2 不同样品总菌浓和功能菌菌浓对比

Table 2 Numbers of microorganisms and available bacteria

（a）3064激活液 （b）空白对照

2.2 菌浓计数、菌群分析及表面张力测定结果分析

陆梁油田注入水总菌浓和各类功能菌菌浓均较油井采

出液多（表2），且注入水菌群结构也较油井采出液复杂，说明

大部分注入水细菌不能适应地层高温寡营养环境；而在激活

后的注入水中，除硫酸盐还原菌（SRB）外，各类功能菌数目均

有上升，尤其烃氧化菌（HOB）上升幅度明显，同时水样表面

张力下降37%，降幅明显。

油井注入水一般为循环利用的工业废水，长期储存在常

温常压含氧环境中，因此其中菌群结构较为丰富，注入水随

油井注入油藏，在地层高压缺氧寡营养的自然筛选下，只有

既能够在油藏条件下生长繁殖并且与地层本源菌有很好兼

容性的菌落才能够生长，因此采出液总菌浓和各类功能菌都

较注入水更少。

通过营养剂与注入水的共同注入，使得油藏中可被细菌

直接利用的碳源、氮源增多，激活了各类菌群，而油藏中丰富

的原油资源，又使得能够以烃类为唯一碳源的烃降解菌获得

了更大的生长优势，从而代谢烃类产生生物表面活性剂，使

得表面张力大幅降低，形成了较好的乳化效果。

2.3 16S rDNA序列测序结果

将成功转化的克隆子 16S rDNA 序列在 GenBank 中比

对，序列相同的克隆子定义为一个分类操作单元（OTU）（表

3、表 4、表 5）。对测序结果中同源序列进行分析，并用软件

Clustal X2、Bioedit和Mega 4.0进行多序列比对，建立系统发

育树（图 3、图 4、图 5）。

LU3064注入水克隆文库（测序结果）结果显示，注入水克

隆子分属于4门（变形杆菌门、厚壁菌门、酸杆菌门和浮霉菌

门）8纲。5个OTU位于α-变形菌纲（Alphaproteobacteria)，共
73个克隆子；3个OTU位于芽孢杆菌纲（Bacilli），共 5个克隆

子。除此之外还有β-变形菌纲（Betaproteobacteria），2个克隆

子；δ变形菌纲（Deltaproteobacteria），3个克隆子；γ-变形菌纲

（Gammaproteobacteria），2个克隆子；梭菌纲（Clostridia），2个

克隆子；浮霉菌纲（Planctomycetacia)，2个克隆子；酸杆菌纲

（Acidobacteria)，2个克隆子。LU3036采出液菌群较注入水菌

群结构简单，仅检测到 4个菌属：位于Gammaproteobacterium
的 假 单 胞 菌 属（Pseudomonas）（ 共 72 个 克 隆 子 ）、

Alphaproteobacterium的鞘鞍醇单胞菌属（Sphingomonas）（共

10个克隆子）和注水井中同样检测到的位于 Bacilli的芽孢

杆菌属（Bacillus）（5个克隆子）、Planctomycetacia的浮霉状菌

属（Planctomyces）（2个克隆子）。激活后的LU3064水样文库

显示，水样中仅有位于Bacilli（芽孢杆菌纲）Bacillus(芽孢杆

菌属)下的3个种。

注水井中优势菌Alphaproteobacteria对水质要求不高，寡

营养也能生长，污水中发现大量的该细菌[12]，但较少有采油功

能菌的报道。Betaproteobacteria多为兼具呼吸和代谢方式的

兼性异养菌[13]。Bacilli和Gammaproteobacteria代谢降解石油

烃类并产生生物表面剂等代谢产物，属于报道中常见的采油
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表3 LU3064注入水克隆子16S rDNA 序列测序结果

Table 3 Blast results of 16S rDNA gene clones isolated from LU3064 injected water
各OTU
编号

A1
A2
A3
A4
A5
A6
A7
A8
A9
A10
A11
A12
A13
A14
A15
A16
A17
A18
A19
A20
A21

各OTU所含

克隆子数目

2
18
2
4
2
15
12
2
3
1
2
8
3
2
2
4
3
1
2
1
3

长度

/bp
1535
1477
1542
1455
1478
1459
1476
1479
1552
1544
1517
1460
1475
1542
1531
1459
1476
1475
1530
1482
1496

登录号

KF733610
KF733611
KF733604
KF733612
KF733613
KF733614
KF733615
KF059939
KF059948
KF733605
KF733616
KF733617
KF733618
KF733606
KF733620
KF059945
KF059946
KF059947
KF059938
KF733619
KF059940

对比序列

登录号

NR_025327
EU726271
NR_102783
JX094172
NR_044545
GU441680
NR_044216
HQ652582
NR_074945
KC485000
JN713308
AJ810841
AM084032
HE774679
HQ222278
FN376425
NR_042277
KC878323
NR_102806
FN397680
GQ902908

GenBank已知菌种

Planctomyces maris strain 534-30
Stappia indica strain B106 16S ribosomal RNA gene
Bacillus subtilis subsp. subtilis str. 168 strain 168

Brevundimonas basaltis strain 02-9 16S ribosomal RNA gene
Marispirillum indicum strain B142

Rhodobacter sp. Cr5-50 16S ribosomal RNA gene
Rhizobium selenitireducens strain B1

Rhizobium sp. p49(2011) 16S ribosomal RNA gene
Desulfobacula toluolica Tol2

Bacillus licheniformis strain B3-15 16S ribosomal RNA gene
Clostridiales bacterium canine oral taxon 141 clone PU008
Rhodobacteraceae bacterium 218 partial 16S rRNA gene

Sinorhizobium sp. R-25067 16S rRNA gene, strain R-25067
Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum YAU B9601-Y2

Acidovorax sp. enrichment culture clone Van62
Roseovarius sp. AMV6 partial 16S rRNA gene

Phenylobacterium falsum strain AC-49
Labrenzia sp. WP69 16S ribosomal RNA gene
Thalassolituus oleivorans MIL-1 strain MIL-1

Altererythrobacter sp. AMV9 partial 16S rRNA gene
Acidobacteria bacterium enrichment culture clone Ac-F6

同源性/%
98
99
99
99
98
97
97
99
97
99
97
99
96
99
96
98
99
99
99
96
98

各OTU
编号

B1
B2
B3
B4
B5

每个OTU所含

克隆子数目

10
68
6
1
4

长度

/bp
1477
1528
1542
1492
1529

登录号

KF733607
KF733608
KF733604
JX307094
KF733609

对比序列

登录号

JQ396552
JQ773431
NR_102783
AJ231186
FJ859914

GenBank已知菌种

Sphingomonas sp. MN5-8 16S ribosomal RNA gene
Pseudomonas aeruginosa strain RI-1
Bacillus subtilis subsp. subtilis str. 168

Planctomyces sp. (strain 248) 16S rRNA gene
Pseudomonas stutzeri strain LC2-8

同源性/%
98
99
99
99
99

表4 LU3036采出液克隆子16S rDNA 序列测序结果

Table 4 Blast results of 16S rDNA gene clones isolated from LU3036 produced water

各OTU
编号

C1

C2

C3

每个OTU所含

克隆子数目

45

43

14

长度

/bp
1542

1544

1542

登录号

KF733604

KF733605

KF733606

对比序列

登录号

JX402129
NR_102783
KC485000
JF700489
HE774679
CP002927

GenBank已知菌种

Bacillus subtilis strain ZLY 16S ribosomal RNA gene
Bacillus subtilis subsp. subtilis str. 168 strain 168
Bacillus licheniformis strain B3-15
Bacillus licheniformis strain BPRIST039
Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum YAU
Bacillus amyloliquefaciens XH7

同源性/%
99
99
99
99
99
99

表5 LU3064激活液克隆子16S rDNA 序列测序结果

Table 5 Blast results of 16S rDNA gene clones isolated from LU3064 activated water
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图3 LU3064注入水细菌系统发育分析

Fig. 3 Phylogenetic analysis of bacteria from LU3064
injected water

图4 LU3036注入水细菌系统发育分析

Fig. 4 Phylogenetic analysis of bacteria from
LU3036 produced water

图5 LU3064激活液细菌系统发育分析

Fig. 5 Phylogenetic analysis of bacteria from LU3064
activated water

功 能 菌 ，代 谢 产 生 鼠 李 糖 脂 的 假 单 胞 菌 属 就 属 于

Gammaproteobacteria。Clostridia在油层中能发酵糖蜜产生二

氧化碳和有机酸，对提高驱油能力起到辅助作用。对注入水

菌群结构分析表明，虽然优势菌没有提高驱油能力的报道，

但注入水菌群结构丰富，存在多种采油功能菌，可以通过注

入营养剂激活而成为优势菌发挥作用，进而提高原油采

收率。

油井采出液菌群结构中的假单胞菌属（Pseudomonas）、芽

孢杆菌属（Bacillus）、鞘鞍醇单胞菌属（Sphingomonas）均为油

田普遍应用的采油功能菌：假单胞菌属能够降解长碳链烃、

非烃类和芳香烃类等，产生鼠李糖脂生物表面活性剂[14,15]，广

泛用于提高石油采收率和石油污染修复。芽孢杆菌属也是

应用较广泛的产生表面活性剂的烃降解菌 [16,17]，在高温高矿

化度油藏的微生物驱油模拟实验中，提高驱油能力平均比空

白对照高出5.7%，可较好地提高驱油能力[18]。鞘鞍醇单胞菌

属对芳香化合物有极为广泛的代谢能力，并且该菌属某些菌

种能够合成有价值的胞外生物高聚物。虽然油井采出液菌

群结构大部分由采油功能菌构成，但总菌数和功能菌总数较

少，因此油井采出液表面张力较注入水并无明显变化。

经营养物激活后的LU3064注入水菌群结构与未激活前

差异较大，未激活注入水中占总数 5.4%、仅有 5个克隆子的

Bacillus（芽孢杆菌属）3个菌种激活后成为绝对优势菌，说明

该激活剂可有效激活芽孢杆菌，使其作为能够提高驱油能力

的功能菌群在激活后样品中大量存在。激活液中大量存在

的芽孢杆菌属，也成为乳化原油降低表面张力的原因。而在

油井采出液中成功检测到的Bacillus（芽孢杆菌属）说明该菌

属能够适应陆梁油田地层压力和温度条件，在营养适宜的条

件下，可在油藏条件下激活。

2.4 激活后群落变化及对乳化效果的影响

芽孢杆菌属能产生脂肽类生物表面活性剂，枯草芽孢杆

菌单菌（Bacillus Subtilis）发酵液表面张力可降低到25 mN/m。

营养剂激活后的 LU3064注入水中芽孢杆菌成为优势菌属，

芽孢杆菌代谢产生的脂肽类表面活性物质的亲油基团帮助

微生物细胞粘附于烃类物质表面进行解烃代谢，促进微生物

代谢疏水物质，降低表面张力，促进原油乳化和分散，激活后

样品可使原油被乳化为小颗粒分散在水相中，稳定性较好，

说明激活后的芽孢杆菌能够正常代谢乳化原油。而多种脂

肽具有抗微生物活性，造成了激活后菌落中检测不到其他细

菌。芽孢杆菌属烃氧化菌，因此激活后样品HOB大量生长，

相比原注入水样上升了104倍。

2.5 激活配方适应性研究

七西区、六中区水样激活后厌氧培养，激活效果如图 6
所示。

观察发现，激活后水样颜色较深，但原油乳化不明显，激

活液对瓶壁上原油洗油效果很差，不能形成乳状液。油膜空

斑法中发酵液并未形成排油圈，对应表面张力下降不大，均

在60 mN/m。六中区、七西区激活前样品由于烃氧化菌含量较
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3 结论
1）注入水注入油藏后，经过油藏寡营养无氧环境的自然

筛选，LU3036油井采出液群落结构简单，总菌浓低；而通过加

入营养剂激活注入水中菌群，改变地层寡营养环境，总菌浓

和烃氧化菌浓度明显增加，表面张力下降 37%，激活后水样

中菌群乳化原油效果较好。

2）注入水主要由过滤后工业废水与循环利用的油井采

出水组成，注入水长期存放于常温含氧环境，并于各种管道

中运移，造成菌群结构复杂、菌浓较大、存在多种功能菌但均

不是优势菌种；采出液中检测到的优势菌大多为采油功能

菌，但总菌浓较低，难以发挥作用；激活液中采油功能菌

Bacillus（芽孢杆菌属）被成功激活，使得原油被稳定乳化，表

面张力降低。

3）芽孢杆菌作为广泛使用的采油功能菌可有效代谢石

油烃类产生表面活性物质，降低表面张力，提高驱油能力。

该实验成功激活芽孢杆菌，菌浓达 108/mL，激活后芽孢杆菌

正常代谢乳化原油。油井采出液也检测到该菌属的存在，说

明该菌属能适应地层极端条件。如将营养剂随注入水注入

地层，芽孢杆菌在地层中可能被大量激活、生长并乳化原油，

有效提高注入水驱油效率。这一结论能为油田制定现场注

入体系提供实验室实验依据。
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表6 各区块地层水及原油性质

Table 6 Properties of formation water and crude oil in different block

区块

陆梁

七西区

六中区

氯离子质量浓

度/(mg·L-1)
4960.8
8120.0
1210.0

地层水水型

CaCl2
CaCl2

NaHCO3

矿化度

/(mg·L-1)
8471.2
10964.0
4212.0

温度/℃
37
33
20

原油黏度

/(mPa·s)
11.4
12.1
80.0

原油密度

/(g·cm-3)
0.851
0.8217
0.876

少，未能成功检测，激活后七西区总菌浓4×107/mL，其中HOB
9×102/mL，六中区激活后总菌浓7×106/mL，HOB 2×102/mL。

陆梁油田、七西区、六中区地层水性质及原油性质见表

6。由表6可见，新疆油田3个区块总矿化度均在微生物可生

长范围内，陆梁油田矿化水及原油性质与其他两个区块对比

并没有明显不同，因此七西区、六中区原油未能被乳化并不是

由地层水及原油性质引起。由激活后浓度看，虽然七西区、六

中区两个区块激活后总菌浓均达到107/mL（数据未列出），但

烃氧化菌浓度较低，未被激活，说明该配方不能成功激活七西

区和六中区水样中的烃氧化菌，这与地层水原始群落结构有

关，这两个区块水样中原始烃氧化菌菌群含量较少。
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