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摘要E使用基于 =H,Uj-$的 g%uFj**’?变性梯度凝胶电泳D图谱分析结合条带割胶回收 j-$进行序列分析2对新疆克拉玛

依 油田一中区注水井?=!vGF==D和与该注水井相应的两个采油井?=!vGFG,w=Bv==FxD井口样品微生物群落的多样性进行了

比较并鉴定了部分群落成员Jj**’图谱聚类分析表明注水井与两油井微生物群落的相似性分别为 B#y和 !#y2而两油井间

微生物群落结构的相似性为 "AyJj**’图谱中优势条带序列分析表明注水井样品和油井样品中的优势菌群为未培养的环境

微生物2它们与数据库中 zw{w|w}变形杆菌?~!"#$"%&’#$!(&D和拟杆菌?)&’#$!"(*$#$+D有很近的亲缘关系Jj**’与分子克隆相

结合的分子生物学方法在研究微生物提高原油采收率?,’(uD机理2以及指导 ,’(u在油田生产中的应用有着重要的意义J
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一直以来许多科学工作者都在从事微生物提高原油采收率的研究U但这些研究都是集中在特殊生理学种群如硫酸盐还原

菌VIWX产甲烷菌VNUMW等可培养微生物上U研究表明可培养微生物仅占自然界微生物的 JYIZ[IOZ左右V\WU石油储层中势必也存

在很多还没有被检测到的微生物]由于石油储层中可培养微生物与本源微生物多样性之间的偏差U评估人工培养菌种在地层本

源微生物群落中的地位是困难的]微生物采油就是通过向地层中注入营养型激活剂和对石油开采有益的微生物发酵液等工艺

过程从而达到石油增产的目的U因此从事微生物采油的研究首先必须弄清楚石油储层中微生物群落的组成X各微生物种群的地

位X整个采油过程中各微生物群落的变化以及它们之间的相互关系U从而发现与原油采油率相关微生物种群并将其应用于微生

物采油U因此在微生物纯培养的基础上来研究微生物提高原油采收率的机理U并以此指导微生物采油的现场运用还远远不够]
随着分子生物学和系统发育分析方法的发展U人们运用基于 IQ̂ 5H_T<5=_T@基因的分子生物学方法来分析复杂的生态

系统U近年来一些科学工作者对原油储层微生物生态系统进行了研究U其中 G54:8+‘a等人通过对样品总 =_TIQ̂ 5=_T的

bcH扩增片段克隆建库分析了高温油田微生物群落结构的组成VOW3d8/8+8D-Ye等通过荧光原位杂交<fĝh@X克隆建库X对原

油储坑地层水中微生物群落进行了研究U并通过竞争bcH<.bcH@对其中优势菌群进行定量分析VQUPW]所有研究结果表明原油储

层存在很高的微生物多样性U这些结果使人们进一步了解了原油储层微生物生态系统]
目 前 IQ̂ 5=_T的 bcH扩增片段通过变性梯度凝胶电泳<=>>?@X温度梯度凝胶电泳<i>>?@的方法常被用来分析微生

物 群落结构的变化VSW]将 IQ̂ 5=_T‘M区的bcH扩增片段割胶克隆测序可进一步分析群落微生物在系统进化中的地位VLW]采

集从地层返排出来的油井样和注入地层的水样U通过直接提取样品中的总 =_TU并对总 =_T进行 IQ̂ 5=_T‘M区 bcH扩

增U利用变性梯度凝胶电泳来分析油田注水井注入水经过地层从油井返排回来后微生物群落结构的变化U并通过对 =>>?优

势条带序列的研究来分析各群落中的优势成员]通过研究了解了运用微生物采油前克拉玛依油田一中区原油储层中主要微生

物群落组成U这一结果为该油田下一步微生物提高原油采收率的现场应用提供很多有价值的信息]

j 实验方法

jYj 样品

样品采自新疆克拉玛依油田一中区注水井 INkLKII井井口和与其相应的两口油井 INkLKL̂ 井XIMkIIKS井井口U注水井

的部分注入水为油井产出液处理后的回注水U注水井和油井关系示意图见图 I]注水井样品为透明无色液体U其中含有少量的

黑色悬浮颗粒3油井样为油水混合物U含水小于 OJZ]

图 I 注水井与油井关系示意图

f*9lI i:-5-28/*0+;:*4D-/1--+*+,-./*0+1-228+645067./*0+1-22

m 注 水 井 g+,-./*0+1-223n 注 水 泵 g+,-./*0+47C43o 油 井

b5067./*0+1-223p抽油机 G*2-q/58./*0+C8.:*+-

jYr 基因组总 =_T的提取

jYrYj 样 品 浓 缩 在 无 菌 条 件 下 取 NOJC2注 水 井 样 品 用 定 性

滤纸过滤除去样品中的悬浮颗粒U收集滤液U滤液通过聚碳酸酯

膜<JYNNsCU\PCC@真 空 抽 滤U滤 膜 用 无 菌 缓 冲 液 冲 洗 两 次VIJW]
将滤膜取出剪成碎片装入 IJC2的离心管中tNJu保存]

取 NOJC2油井油水混合样品将样品加热到 PJu使油水充分

分离U用定性滤纸过滤收集滤液U将滤纸上的原油装入 M个无菌

的 IJJC2的 离 心 管 中U在 其 中 加 入 等 体 积 的 bv̂ 缓 冲 液U涡 旋

IJC*+用定性滤纸过滤收集滤液U合并两次收集的滤液通过聚碳

酸酯膜<JYNNsCU\PCC@真空抽滤U滤膜用无菌缓冲液冲洗两次U
将滤膜取出剪成碎片装入 IJC2的离心管中tNJu保存]

jYrYr 样品总 =_T的提取 将离心管在室温下解冻在其中加入 MQJs2新鲜的溶菌酶溶液 MPu 温育 I:<IOJ5wC*+@后U加入

IIOs2̂ =̂ <IJZ@溶液和 NOs2蛋白酶e<NJC9wC2@接着温育 N:]随后加入 \JJs2的 OC02wx_8c2上下颠倒混匀后在其中加入预

热到 QOu的 NSJs2ciTv溶液U并在 QOu下培养 NJC*+]
初 提的 =_T中加入等体积的酚K氯仿K异戊醇<NOyN\yI@上 下 颠 倒 混 匀 离 心<INJJJ9UMJC*+@U取 上 清 加 入 等 体 积 的 氯

仿K异戊醇<N\yI@上下颠倒混匀离心<INJJJ9UMJC*+@U取上清加入 JYQ倍体积的异丙醇tNJu沉淀 M:U离心<I\JJJ9UNJC*+@
后去上清 液U将 =_T溶 于 MJs2无 菌 水U加 入 IYOs2H_8;-T<NJC9wC2@MPu消 化 NJC*+]用 =B_TR78+/NJJ<b:85C8.*8

v*0/-.:@=_T浓度测定仪来测定 =_T浓度]

jYz 基因组总 =_TIQ̂ 5=_T‘M区扩增
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使 用 !"#$%&’()区通用引物 *+,-./’00’1121221021022/).3和 *),-./1211121121212122122212222

122221’1222222110’1222’221’21’4/).3567从 油 田 样 品 基 因 组 总 %&’中 扩 增 !"#$%&’()区 基 因 片 段8*19
扩增体系和程序参考文献567:扩增产物再经过一次;$<=>?@ABA>?A?4*19C以及聚丙烯酰胺凝胶电泳来消除普通*19过程中的单

链 %&’和杂合双链 %&’污染5!!7:

DEF 基因组总 %&’!"#$%&’()区扩增片段变性梯度凝胶电泳,%22G3
基因组总 %&’!"#$%&’()区扩增片段通过 %22G,HA>/9I@3分离来研究微生物群落:聚丙烯酰胺的变性梯度范围为

)-JK"LJ8%&’扩增产物上样量为 +LL?4:+LL(8!M0’G缓冲液中电泳 +NLOA?:
电泳完毕后用 #PH4$<<?Q,!M0’G8!R!LLLL3染色 )LOA?8通过 S(Q成像系统来成像:

DET 割胶回收主要条带克隆

将 %22G图谱上的主要条带割胶回收8回收的条带浸泡在 -LUV的无菌水中 NW过夜8取 !UV为模板按基因组总 %&’!"#

$%&’()区扩增体系和程序再次扩增:扩增产物通过 (/4<?<%&’凝胶回收试剂盒进行纯化:用*$>O<4I公司的 X2GY/0

<IZ[\<=B>$Z[ZB<O将纯化产物与载体连接8连接产物通过1I1V+法转化到大肠杆菌%]-̂ 中8每个条带挑取 -个阳性克隆转化子:

DE_ %22G条带比对

提取含有割胶条带 %&’片段克隆转化子质粒8使用 !"#$%&’()区通用引物 *+和 *)567扩增质粒载体中的 !"#$%&’

()区插入片段8*19扩增体系和程序步骤同 !E)8%22G操作同 !EN所示8但质粒载体中的 !"#$%&’()区扩增产物的上样

量为 +L?4:

DE‘ 割胶回收条带测序结果分析

每条割胶条带挑一个比对正确的阳性单克隆送上海博亚公司测序分析:应用 2<?<0>>V软件将测序公司返回原序列进行

编辑8非嵌合体序列在 2<?HI?a,bBBXcddeeeE?=fAE?VOg?Abg4>\dHh’#0d3数据库中进行比对分析8寻找亲缘关系最近的细

菌或克隆:

i 结果

iED 样品基因组 %&’提取和 !"#$%&’()区扩增结果

)个样品总基因组片段均大于 +Ljf8其中注水井,!+kl/!!3样品 %&’浓度为 Nl?4dUV8采油井 !+kl/l#m!)k!!/6样 品

%&’浓度分别为 )+?4dUV和 +l?4dUV8该结果可进行进一步的分子生物学分析8!"#$%&’()区扩增片段长度约为 +LLfX8可

用于 %22G分析,图 +3:

图 + 样品 !"#$%&’()区 %22G图谱

nA4g+ %22GI?IV[ZAZ>o!"#$%&’()$<4A>?

! #IOXV<>oBb<A?p<=BA>?e<VV,!+kl/!!3q+ #IOXV<>oBb<

X$>@r=BA>?e<VV,!+kl/l#3q) #IOXV<>oBb<X$>@r=BA>?e<VV,!)k

!!/63qY 0b<%22GOI$a<$

iEi 通过 %22G图谱对油田微生物群落结构的分析

从 %22G图谱可知注水井样品图谱中有 !"条主要条带8除

I条带外其它条带强度都比较均一:两油井样品中分别有 N条主

要条带8其中两者间有 )条共有主带图:通过聚类分析,图 )3注

水井中微生物群落与两油井微生物群落的相似性分别为 )LJ和

+LJ8两油井微生物群落相似性为 -NJ:注水井样品很多主要条

带如 Imfm@等在油井样品的 %22G图谱中没有与其相应的条

带8且油井所返排回来的油水 混 合 样 中 有 些 条 带 如 <mom4mb在

注水井样品中也找不到与其相关的条带:

iEs %22G割胶条带比对和测序结果分析

所 有 割 胶 条 带 都 能 找 到 与 其 相 对 应 的 阳 性 克 隆 转 化 子8

%22G割胶条带比对结果如图 N:分析的 !L条 %22G优势条带

序 列 中 有 t条 序 列 与 2<?HI?a数 据 库 中 未 培 养 微 生 物 相 似

,表 !3q另 外 )条 序 列 属 于 变 形 杆 菌8它 们 分 别 与 uvwxyz{z|}v

v~x~!w"#和 ${#|z%}&~w"ZXg=>’的同源性都大于 l6J8有 的 同 源

性甚至达到了 !LLJqHf与 H4在 2<?HI?a数据库中比 对 结 果

完全相同8但Hf与H4序列仍有 +个碱基的差异8由于%22G能

分辨序列间 !个碱基间的差异8所以它们在 %22G图 谱 中 迁 移

位置不同:
用 2<?HI?a数据库中与每条序列亲缘关系最近的菌以及与之亲缘关系最近的已鉴定出来 的 微 生 物 构 建 系 统 发 育 树,图

-38结果表明这 !L个克隆 属 于 细 菌 界8它 们 与 数 据 库 中 (m)m*m+变 形 杆 菌,u"z~wz%}&~w"#}3和 拟 杆 菌,,}&~w"z#yw~wv3有 很 近 的
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图 ! "##$割胶条带比对图谱
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图 0 注水井与其相应油井微生物多样性聚类分析

%&’(0 M81>3>6N:&:25O3D1&’871?P>&,#,2;4Q1782?R6;:71,&3’

EOP#QRJ25781"##$=>3?&3’4>771,32578178,11D166::82D:

781:&<&6>,&7N25&3C197&23D166>3?7D24,2?;97&23D166&:0ST >3?

FST ,1:4197&U16NV781:&<&6>,&7N257817D24,2?;97&23D166:&:A!T

亲缘关系W其中 X9与数据库中与之同源性最高的未培养微生物

的相似性仅为 H!TV而与之亲缘关系最近的已鉴 定 的 微 生 物 的

同源性也仅为 H0TV因此这一序列所代表的微生 物 有 可 能 为 一

新的未培养物种K条带 X>YX5YX=YX’对应的序 列 与 数 据 库 中 未

培 养 微 生 物 和 已 鉴 定 的 微 生 物 的 相 似 性 相 同 或 比 较 接 近V因 此

可确定这些条带所对应的微生物在属水平上的发育地位KX?YX8
条 带 所 对 应 的 序 列 与 数 据 库 中 未 培 养 微 生 物 的 相 似 性 均 为

HLTV而 它 们 与 已 鉴 定 的 微 生 物 的 相 似 性 分 别 仅 为 H0T和

HFTV该结果表明这 F条带所代表的微生物比较新V仅能确定其

所属纲上的发育地位W

表 Z [\\]优势条带序列比对结果
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相似性ETJ
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阈值
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> 结论

原油储层环境复杂V原油开采后地层中由于泥浆Y钻井液Y注入水等外源物质的侵入使地层环境发生了改变V同时也使地层

微生物生态系统发生了改变W外源微生物随着钻井与采油过程被带入到地层V从 "##$图谱可知注水井中微生物多样性较油

井丰富V聚类分析表明注水井样品和油井样品微生物群落的相似性随两者空间上距离的增加而减少W注水井样品 "##$图谱

中的优势条带和油井样品的优势条带存在很大的差异V注水井样品图谱中很多优势条带在油井样品图谱中消失V油井中也出现

了一些新的优势条带V该结果表明很多注入水中的外源微生物在地层环境下失去其优势地位V油井样品中主要的菌群可能为地
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图 ! "##$割胶条带 %&’(")*+,序列所代表的微生物的系统发育树
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层本源微生物菌群D

"##$条带割胶测序具体分析了注水井样品与油井样品的微生物种群多样性E注水井和油井样品中主要为未培养的微生

物E通过系统发育分析可知这些未培养微生物属 FGHGIGJ变形杆菌KLMNOPNQRSOPMTRU的假单胞菌属KLVPWXNYNZRVUG硫酸盐还原

菌 属K[W\]ROP̂MPXWSTZ_UG氨基杆菌属K‘YTZNQRSOPMU等和拟杆菌纲KBA986(5.<686:U的拟杆菌属KaRSOPMNTXPVUE这一结果与近年来

人们通过分子生物学方法来研究油田微生物群落组成基本相同E但由于各研究工作者所研究的地层情况的不同E因此在微生物

群落组成的优势种群上存在一定的差异E例如 b(c2A7+d等研究高温以及富含硫的石油储层E因此在它们研究结果中盐杆菌

属G热厌氧杆菌和硫氧化菌等为优势群e&fghA8A7A=6i等通过研究证明原油储坑中甲烷菌G硫酸盐还原菌等占有一定的优势地

位ejEkfg’86886(ib等研究高温海上油田中古生菌为优势种群D
本文研究为中温石油储层E因此结果中占优势地位的菌群的大部分为嗜中温微生物如假单胞菌G氨基杆菌等D一直以来人

们通过传统培养从原油储层中主要分离出了硫酸盐还原菌G发酵菌G硫氧化细菌以及产甲烷菌e&lkfE其中部分结果与本文研究

所得的结果吻合E但 "##$优势条带中没有产甲烷菌E这主要是因为产甲烷菌为古生菌E目前研究所用的引物为细菌特异性引

物E接下来将会寻找古生菌特异性引物E对古生菌群落进行研究D基于目前 %&’(")*的分子生物学方法对原油储层微生物群

落结构的报道还比较少E因此对原油储层中微生物优势种群还需要做进一步的研究D
本文通过 1mn̂"##$分子技术对新疆克拉玛依油田一中区块的注水井K%opq̂%%U和与该注水井相应的两个采油井K%op

q̂q’G%,p%%̂kU井口样品进行了分析E揭示了这些油井原油储层中微生物的群落结构D从分析的样品中得到了很多新的基因序

列E且这些序列所代表的微生物在原油储层中占有优势地位E但因为它们未被培养而一直不为人所知E因此也很少有报道来研

究它们对原油储层的影响E人们有必要寻找新的方法对这些微生物进行分离和进一步研究E从而了解这些微生物在原油储层相

互作用E为研究微生物提高原油采收率的机理研究以及该机理在实际生产中的应用提供更多的可靠依据D
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