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油藏微生物群落研究的方法学
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摘要：油藏微生物群落的解析和认知是开发和应用微生物采油技术的基础。利用各种提高油藏微生物可培养性的方法和非培

养技术解析不同油藏微生物的群落结构、功能和多样性，对定向调控油藏微生物群落、开发和应用有效微生物驱油技术具有重

要的指导意义。通过调查新近发展的提高微生物可培养性的方法和措施以及不依赖于培养的分子微生物生态学技术，总结了

油藏微生物群落研究方法学的最新进展。提高微生物可培养性的方法和措施主要通过模拟微生物的生存环境，减少富营养的

毒害作用、添加信号分子维持微生物细胞间的作用和提供新型电子供体和受体等手段采用稀释法、高通量培养法等方法得以实

现；不依赖于培养的分子微生物生态学技术主要包括荧光原位杂交、末端限制性片断长度多态性分析、变性梯度凝胶电泳和构

建克隆文库等技术。这些方法学的进展为更有效的获得各种油藏微生物资源、调控油藏微生物群落以提高石油采收率提供理

论指导。
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我国是一个能源消耗大国，石油供需矛盾十分突出，已经成为制约我国国民经济发展的重要因素之一。

我国陆上大多数主力油田已进入中后期开发阶段，石油产量逐年递减，平均采收率不到 PQR，亟需新的技术

来提高石油产量和采收率。利用油藏环境中的微生物资源提高采收率（:$)’".$,/ ;(*,()&# <$/ =&)"4&’8，

:;<=）技术，通过调控油藏中微生物和微生物群落、充分发挥其有利于采油的功能，可以很好地提高原油采

收率和产量，适合于我国多数油藏，在我国具有巨大的发展潜力。

另一方面，研究表明，油藏中存在着大量的微生物［D S T］，它们通过各种信号转递、相互作用和影响形成群

落。所以，微生物存在于群落中并在群落的背景下发挥功能和作用，:;<= 技术的开发和应用就必须充分认

识和考虑油藏微生物群落的结构组成和功能特性，通过对油藏微生物群落进行定向调控才能达到提高开采率

的目的。

传统上采用培养的方法来研究和认识油藏微生物群落，具体步骤通常为：利用常规的培养条件和富集培

养基将微生物从油藏群落中分离出来，通过对分离菌株进行种类鉴别、计数和功能测试来了解油藏微生物群

落结构。然而实践证明，建立在该方法基础上的微生物采油技术往往不能有效地提高采收率。究其原因，传

统培养的方法具有以下严重的缺陷：（D）传统培养没有充分考虑和模拟环境条件，导致只有极少数的微生物

（Q2 QDR S DR）能够在人工培养条件下成活和被培养［U S V］；（W）人工培养条件对微生物具有不同的选择性和

富集效果，因而所检测到的微生物在种类、数量和功能上的相对情况是通过选择和富集后的结果，并不能完全

准确地反映油藏中的真实情况。综上所述，利用传统培养方法对油藏微生物群落的认知与实际情况存在较大

的偏差，从而导致无法对油藏微生物群落进行准确、有效地调控，也无法高效地提高原油采收率。
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为了有效地开发和利用微生物采油技术，就必须突破传统培养方法的限制，开发检测和认知微生物群落

的新方法，准确地认识和了解油藏微生物群落，定向地对微生物群落进行调控、发挥微生物群落的作用、提高

原油采收率。近年来，提高微生物可培养性技术、不依赖于培养的分析技术在微生物群落的研究中得到重视

和发展，并在生产实践中开始得到应用。

!" 提高油藏微生物可培养性的方法和措施

提高微生物可培养性的方法和技术是建立在“依赖于培养（!"#$"%&’(&)&*(&*$）”的方法体系上，其主要特

点是突破了传统微生物培养方法的部分限制，根据油藏微生物不可培养的原因，通过改进培养条件和开发新

培养技术来培养微生物，获取更多油藏微生物菌种。

!+ !" 油藏微生物难以培养的原因

油藏中高温、高压、高矿化度和贫营养等特殊条件造就了油藏微生物对这些极端环境条件的适应性和生

存依赖性。然而传统油藏微生物培养和检测往往没有充分考虑油藏微生物对这些特殊生存条件的要求，而是

利用普通的“富营养”培养基和恒温（例如，,-.）、恒湿、常压、低盐及好氧等温和条件来培养油藏微生物。研

究表明：适应于“贫营养”的微生物（例如油藏微生物）在富营养培养基中被培养的初期，快速生长会产生大量

的、微生物自身难以调节的过氧化物、超氧化物和羟基自由基等“反应性氧（/&01$23& 4567&* 8)&12&9）”［:］。而

油藏微生物等寡营养微生物对这些“反应性氧”物质往往缺乏快速分解的能力，从而导致高浓度的营养基质

对很多油藏微生物产生毒害作用；而且依赖于油藏极端条件的油藏微生物也往往无法适应人为的温和培养条

件，结果都使油藏微生物难以在人工培养中成活和繁殖，而无法被培养和认知。另一方面，微生物生存于群落

中，其生存和功能往往依赖于调节微生物种间偏利共生（!;<<&*90#29<）、互利共生（="$"0#29<）以及群体感应

（>";%"< 8&*92*7）等相互关系的信号物质，而传统方法通常忽略和截断了微生物之间的信息交流，也就阻止

了微生物在培养基中的生长和繁殖。

针对这些情况，提高微生物的可培养性已经成为微生物领域中新的研究热点［?］。

!+ #" 提高油藏微生物可培养性的方法和措施

!+ #+ !" 减少富营养的毒害作用

针对传统培养方法使用的高浓度营养基质不利于微生物生长的缺陷，新发展的培养方法不利用“富营

养”培养基，而模拟环境条件，利用来自于油藏环境的物质作为基质；或者以多聚物为碳源，以及降低营养基

质的浓度，来 减 轻 “反 应 性 氧”对 微 生 物 的 危 害，从 而 改 善 微 生 物 的 可 培 养 性［@- A @B］。关 于 “饥 饿 存 活

（8$0%30$2;* 9"%3230C2#2$6）”的研究就是一个实例，利用在无机盐培养液中仅仅添加 -+ BD 的酵母提取物于 :E.
下对油藏微生物进行培养，从油井极端环境中分离获得了 F 株 !"#$%&’&’’() 属的嗜热球菌。在未添加任何有

机营养的天然海水和油田采出液中，这些分离自油井的嗜热球菌在 :-.时细胞密度下降一半的时间分别 B-+
B( 和 BG+ -(，而分离自海洋热水井中的嗜热球菌相同条件下细胞密度下降一半的时间分别为 @B+ B( 和 H+ F(。

该结果表明，油井中的嗜热球菌长期适应油井中营养极端匮乏的贫营养环境而更能耐受饥饿。也只有在模拟

油井中极端环境的条件下，才能对这些微生物进行培养［@,］。

!+ #+ #" 维持微生物间的相互作用

在培养基中加入调节微生物相互作用的信号分子就可简单模拟微生物间的相互作用，满足微生物生长繁

殖的要求。例如，加入酰基碳链长度各异的氮酰高丝氨酸内酯都能有效提高细菌的可培养性［@@，@B］，而与革兰

氏阴性菌多种基因调控有关的另一种信号分子 1I=J 比氮酰高丝氨酸内酯能够使更多细菌获得培养［@H，@E］。

!+ #+ $" 供应新型的电子供体和受体

不同微生物的代谢过程各异，因此对反应的底物要求也不尽相同。通过在培养基中添加不同的电子供体

和电子受体也可以提高油藏微生物的可培养性，发现传统培养方法所无法培养的、新的生理型微生物［@G，@F］。

例如，在基础无机盐培养基中添加少量的乙酸盐或丙酸盐作为底物，从油藏中分别分离到了具有硫酸盐还原

能力的新种 *#)(+,&-.’/#$ 01-$1&,&$%1)，*#)(+,&-(+-() $".-2&,&$%1) 和 *#)(+,&01-$1& ’.31++./() 等［@: A B-］；而添加硝酸
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盐、锰氧化物或铁（!!!）盐作为电子受体，从不同油藏中分别分离到具有反硝化、锰还原和铁还原能力的微生

物新种 !"#$%&’($)&$’ *+"%$,-$./0、!"1"&&$)*+%"& %-"&2’,-$./0、3"%-*#’+*.+/./0 -*.’%’."&*#0 等［"# $ "%］。

!& "& #$ 其他方法

提高油藏微生物可培养性的其他方法包括微生物细胞分散法，即通过适度的超声处理使聚集生长的微生

物细胞分散，使更多的微生物接触培养基而得到培养［"’］；延长培养时间，使生长缓慢的微生物能长至肉眼可

见的菌落而得以分离［#"，"(，")］；避免琼脂对某些微生物的毒性作用，采用古兰糖胶等琼脂替代物作为培养基固

化剂，可以增加微生物的可培养性［#*］。

此外，还可以借鉴提高非油藏微生物可培养性的技术［#%，#+ $ ",］来培养更多的未培养油藏微生物。“稀释培

养法（-./01.23 40/1056）”和“高通量培养法（7.89:1952089;01 40/105.38）”都是使微生物群体稀释到单个细胞水

平，并分散到各个培养单元而使微生物细胞分离，从而获取大量的微生物细胞和不同的微生物类群［"<，"+］；“扩

散生长盒（-.==0>.23 ?52@19 49ABC65）”法主要是利用特定的培养装置将微生物细胞与环境分离，但保证有利

于微生物培养的化学物质在微生物培养区间和环境中自由交换，维持微生物群落间的作用，提高微生物可培

养性［"*］；“细胞包囊法（46// D3EA;>0/A1.23）”利用类似稀释培养法的稀释过程，使培养环境接近于微生物的自

然生长环境，提高微生物可培养性［%,］。序列引导分离（F6G063E6:80.H.38 !>2/A1.23）技术，是利用微生物基因组

中特定基因的特异性序列，设计引物或杂交探针，以培养物中目标序列存在和变化情况为指标，来指导选择最

优的微生物培养条件，并培养出新的微生物［#"］。

据统计，近 #,A 来，研究者们应用上述各种方法从不同油藏中已分离鉴定出与油藏环境特性密切相关的、

不同生理功能的微生物新种属：约发现新属 ## 个，新种 %) 个，其中专性厌氧菌占 <(I 以上，并且多数为嗜热

菌、少数具有嗜盐或耐盐的特性。由此可见，利用提高微生物可培养性的技术能够获得新的、未被培养的油藏

微生物，它们是微生物驱油可利用的重要菌种资源，也为揭示微生物驱油过程的机理提供研究基础。但是，这

些方法和培养技术还有缺陷或不完全成熟，无法真实反映油藏中微生物群落的结构组成以及各菌群之间的关

系，所以必须结合“非纯培养（40/1056:.3H6;63H631）”方法来对油藏微生物群落进行检测和研究。

"$ 分析油藏微生物群落结构的非纯培养方法

非纯培养分析技术最初是利用各种染料来直接检测环境中具有不同代谢活性的微生物。随着分子生物

学技术的发展，以微生物 -JK，LJK 为研究对象的非纯培养技术，逐步发展为“分子微生物生态学（M2/6E0/A5
M.E52C.A/ DE2/28N）”的重要技术手段：通过分析微生物遗传物质中保守的 #)F 5LJK 基因及特定功能基因（如

BE5K 基因、3.5 基因）等来揭示不同环境中微生物群落结构组成和功能特点。非纯培养分析技术主要包括荧

光原位杂交（O!F7）、变性梯度凝胶电泳（-??D）、末端限制性片断长度多态性分析（P:LOQR）、基因克隆文

库［%# $ %*］等，并被广泛应用于微生物群落结构和功能、特殊微生物菌群或特殊基因的跟踪、检测和研究中，也开

始在油藏微生物群落的研究中得到应用［%%，%(］。例如，O!F7 和 -??D 技术就被利用到单井吞吐相关的硫酸盐

还原菌群落结构的分析中［’,］，添加不同碳源（丙酸盐、乙酸盐、乳酸盐、丁酸盐等）和硫酸盐后，硫酸盐还原菌

的活性增强，并且 !"0/.1’)/.)/0 属中的硫酸盐还原菌在添加丙酸盐或乳酸盐后，数量明显增加；但是硫酸盐还

原菌群落中主要组成类群并没有明显变化。

借助于 #)F 5LJK 基因文库的建立，在美国加州高温油井中发现了代表性的细菌属，包括 4-"&2’+’++/0、
4-"&2’*#*"&’)*+%"&、!"0/.1’%-$’($)&$’、52$#’)*+%"&$/2、6*.’2’#*0、5+$7*2$#’+’++/0、80"/7’2’#*0、5+$#"%’)*+%"&、
9,-$#:’2’#*0、3"%-;.’)*+%"&$/2 和 !"0/.1’2$+&’)$/2［%#］。

应用 P??D 技术和 #)F 5LJK 基因克隆文库技术联合分析，发现大港孔店油田孔二北断块注水井比采油

井的微生物多样性大；注水井中的细菌主要位于 !、"、# 变形菌纲和放线菌纲，其中 <-’7’)*+%"& 占 ’<I；采油

井中的细菌也主要位于 !、"、# 变形菌纲，但假单胞菌属占 )"I ［’#］。

总之，非培养技术不受微生物可培养性的限制，也克服了选择性培养不能准确反应微生物真实数量的缺

点，能够更准确、直接和全面地反映群落的结构及多样性。尽管分子微生物生态学技术在油藏微生物群落分
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析和研究方面刚刚起步，但因其可以较准确而且快速地解析采油微生物在油藏中分布、迁移和变化，将对微生

物驱油过程中微生物群落结构的研究和调控具有重要的指导意义。

另外，将培养和非培养技术结合也可以更好地了解油藏微生物群落结构和功能特性。利用放射性同位素

标记技术、纯培养技术和寡核酸芯片技术发现俄罗斯西伯利亚的高温油井的浅层中（!"#$ % &&&$’）只有在不

发生硫酸盐还原作用时，才能够检测到无机自养的和分解乙酸的产甲烷菌；而在油井的深层（&&(( % &)&"’）

高温硫酸盐还原菌和产甲烷菌共同存在［*&］。采用传统培养和 !+, -./0 基因文库相结合的技术发现了加拿

大的低温、低盐非水驱油井中的微生物群落结构具有丰富多样性［**］。

!" 问题与展望

油藏系统的复杂性是微生物驱油技术开发和利用最大的制约因素。对各种具有采油功能的微生物来说，

这种复杂系统不仅包含具有极端温度、压力、矿化度、孔隙度、渗透率等反映油藏地质、物理特征的宏观环境，

还包括油藏微生物群落这一微观环境。由于以前微生物群落的作用和影响常常被忽视，因此在我国微生物采

油技术的基础研究中对不同油藏微生物群落结构解析显得十分必要和迫切。

将纯培养技术和非纯培养技术结合起来，解析油藏微生物群落结构，弄清在不同油藏中各种微生物类群

的功能和数量，可以为外源驱油微生物的配伍提供指导性蓝图。将分离自油藏的微生物经配伍后再施用到原

油藏中，这些微生物由于已经适应了原来油藏的特定生态环境，因而能更好发挥作用。对于油藏中存在的不

利于微生物驱油的微生物，可以采用各种手段进行调控降低其危害作用。

此外，建立油藏微生物的菌种资源库和宏基因组库不但能够更好的保护油藏微生物资源，而且有利于油

藏微生物资源的进一步开发和应用。随着油藏微生物研究的深入，可以更好地对油藏微生物群落进行定向调

控，不断开发和完善高效微生物驱油技术，提高原油开采采收率并实现石油开采工业中的清洁生产。
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