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摘要：在华北宝力格油田水处理系统的三相分离器与反应池之间加入激活剂，采用16S rDNA高通量测序技术，研究

三相分离器、反应池、过滤器和喂水泵4个水处理节点水样中微生物（细菌和古菌）群落结构及多样性，并分析不同

水处理节点水样中驱油功能菌含量。研究结果表明，各水处理节点水样的细菌和古菌群落结构存在差异。三相分

离器、反应池、过滤器和喂水泵处水样中细菌群落中的优势菌分别为弯曲菌科、红长命菌属、红长命菌属和固氮弧

菌属、地衣芽孢杆菌属；三相分离器和喂水泵处水样中古菌群落中的优势菌均为甲烷食甲基菌属。喂水泵处细菌

和古菌多样性较前一个水处理节点减小，说明微生物群落结构由复杂向简单发展。喂水泵处驱油功能菌含量最

大，这些驱油功能菌注入地下后可发挥驱油作用。
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Abstract：In the present work，the structures and diversities of the microbial communities（bacteria and archaebacteria）in
the water samples collected from the three-phase separator，the reaction tank，the filter and waterflood pump of the water
treatment system in Baolige oilfield were studied through the high-throughput 16S rDNA sequencing technique when acti⁃
vating agents were added between the three-phase separator and reaction tank. In addition，the distribution and content of
the oil recovery microbes in the four water samples were also analyzed. Results showed that the community structures of the
bacteria and archaebacteria varied with the site of the water sample collected. The dominant bacterial groups in three-
phase separator，reaction tank，filter and waterflood pump were Campylobacteraceae，Tepidicella，Tepidicella，Azoarcus and

Bacillus licheniformis，respectively. The dominant archaebacterial groups in the three-phase separator and the waterflood
pump were both Methanomethylovorans. The diversity of the bacteria and archaebacteria in the water sample collected from
the waterflood pump was lower than that in the previous site of sample collection，which indicates that the microbial commu⁃
nity structure became simple compared with the previous water sample collection site. The concentration of the oil recovery
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microbes in the waterflood pump was the largest，which can be beneficial to the oil recovery when they are injected into the
oil reservoir.
Key words：microbial community structure；diversity；high-throughput 16s rDNA sequencing technique；oil recovery mi⁃
crobes；activating agent

微生物广泛存在于高温、高盐等各种环境的油

藏中，其类型多样，功能各异。微生物中的某些菌

种，如芽孢杆菌［1-3］和假单胞菌［4］等，不仅能够降解

原油，还能够产生具有驱油作用的表面活性剂［5］、酸

和生物气等代谢产物。由于这些微生物具有提高

采收率的作用，故被称为驱油功能菌［6-8］。由于它们

在油藏微生物生态中的重要作用及对微生物采油

的重要意义，驱油功能菌的分布与含量引起了微生

物采油科研工作者的高度重视。为了得到驱油功

能菌的相关信息，科研工作者对微生物群落结构及

多样性进行了大量研究，并取得了一定成果［9-12］。

20世纪70年代以来，微生物群落结构及多样性

的解析主要依赖传统的分离培养方法［13］，但该方法

存在分辨率低、对微生物群落结构及多样性认识不

全面等缺点。20世纪 80和 90年代，现代分子生物

学技术，特别是基于 16S rDNA的分子生物学技术，

因其具有能够精确直观地揭示微生物结构及多样

性的优点被广泛应用于微生物群落结构及多样性

的研究中［14］。艾明强等采用扩增性 rDNA限制性

酶切片段多态性分析技术分析了大庆油区聚合物

驱、水驱和过渡带 3种油藏采出水中细菌群落的

16S rDNA克隆文库，发现大庆油区油藏采出水中的

优势菌群为不动杆菌属、弓形杆菌属、厚壁菌门、假

单胞菌属和硫磺单胞菌属［9］；Li等通过建立 16S rD⁃
NA克隆文库和限制性片段长度多态性分析技术，

研究了华北油田高温油藏的微生物多样性，发现硫

酸盐还原菌和产甲烷菌广泛分布于油藏中［10］；吴伟

林等采用聚合酶链式反应和变性梯度凝胶电泳相

结合技术，初步研究了油田某区块石油污染土壤中

微生物群落及多样性，发现年代较久的石油重度污

染土壤菌群数量少于轻度污染土壤［11］。目前，针对

油田系统微生物群落结构及多样性的研究主要集

中在油藏内和石油污染土壤中微生物的研究，而关

于油田水处理系统中微生物群落结构及多样性的

研究鲜有报道。

由于水处理系统的微生物群落结构与油藏内

的微生物群落息息相关，研究水处理系统中微生物

（细菌和古菌）群落结构，能够明确注入水中驱油功

能菌的分布和含量，对保证驱油功能菌进入油藏后

能够发挥关键的驱油作用具有重要意义。为此，针

对华北宝力格油田水处理系统中三相分离器、反应

池、过滤器和喂水泵 4个水处理节点，采用 16S rD⁃
NA高通量测序技术［14-16］，对比研究在三相分离器与

反应池之间加入激活剂［17］后，不同水处理节点处微

生物的群落结构和多样性［18］，并重点考察驱油功能

菌的含量变化规律，以期为华北宝力格油田水处理

系统中驱油功能菌定向激活提供一定的理论依据。

1 实验材料与方法

1.1 实验样品与取样点

华北宝力格油田水处理系统由三相分离器、反

应池、过滤器和喂水泵等组成（图1），其作用是将油

田采出水进行油水分离、沉降和过滤等处理后回注

于地层，使采出水循环利用。华北宝力格油田微生

物驱油的一项重要工序是在三相分离器与反应池

之间加入激活剂，其作用是激活采出水中的驱油功

能菌。

图1 华北宝力格油田水处理系统

Fig.1 Diagram of water treatment systemin Huabei Baolige oilfield
4种实验水样分别取自华北宝力格油田水处理

系统中三相分离器、反应池、过滤器和喂水泵4个水

处理节点。每个水样采集 10 L装入灭菌的塑料桶

中，置于4 ℃环境中保存待用。

1.2 实验方法

微生物群落基因组总DNA的提取 具体实验

步骤为：①将 6 L水样在温度为 4 ℃、转速为 10 000
r/min的条件下离心15 min后收集菌体；②将收集到

的菌体转入2 mL的无菌离心管中，向离心管中依次

加入360 μL SET缓冲液、70 μL质量浓度为5 g/L的

溶菌酶溶液和 2 μL质量浓度为 40 g/L的Rnase溶
液，混匀后在37 ℃恒温水浴中恒温1 h；再依次加入

23 μL质量分数为10%的SDS溶液和5 μL质量浓度

为 40 g/L的蛋白质酶K，混匀后在 37 ℃恒温水浴中

恒温 2 h；③加入 80 μL物质的量浓度为 5 mol/L的

NaCl溶液混匀，再加入 56 μL CTAB-NaCl 溶液混
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匀，在 65 ℃恒温水浴中恒温 20 min；④加入与上层

清液等体积、体积比为 25∶24∶1的酚-氯仿-异戊醇

混合液，混匀后在4 000 r/min转速下离心30 min，将
上层清液转移到新的离心管中；⑤将步骤④重复 3
次后，加入与上层清液等体积的氯仿-异戊醇（体积

比为 24∶1）混合液，混匀后在 4 000 r/min转速下离

心30 min，将上层清液转移到新的离心管中；⑥加入

0.8倍上层清液体积的异丙醇和0.1倍上层清液体积

的NaAC（3 mol/L）沉淀DNA，颠倒数次混和均匀后

置于-20 ℃环境中过夜；⑦将离心管中的液体在温

度为 4 ℃、转速为 10 000 r/min 的条件下离心 20
min，去掉上层清液；⑧加入500 μL质量分数为70%
的冷乙醇溶液清洗 DNA，在温度为 4 ℃、转速为

10 000 r/min的条件下离心10 min，吸尽离心管中液

体，于室温下干燥DNA；⑨加入60 μL pH值为8.0的
TE缓冲液溶解DNA，用质量分数为 0.8%的琼脂糖

凝胶电泳检测提取的 DNA，并利用 NanoDrop2000
超微量分光光度计测定DNA浓度，检测完成后置

于-20 ℃的环境中保存待用。

16S rDNA的 PCR扩增和克隆文库的构建 具

体实验步骤为：①采用细菌16S rDNA扩增通用引物

1492R（5′ -GGTTA CCTTGTTACGACTT- 3′）和 27F
（5′ -AGAGTTTG ATCCTGGCTCAG- 3′），进行细菌

16S rDNA 的 PCR 扩增。PCR 扩增的反应条件为

94 ℃预变性 4 min，94 ℃变性 1min，45 ℃退火 1.5
min，72 ℃延伸 2 min，总计 26个循环，最后 72 ℃延

伸10 min。②采用通用引物w017（6F，5′ -ATTCYG⁃
GTTGATCCYGSCRG- 3′）和古菌通用引物 w002
（1509R，5′ -GNTACCTT GTTACGACTT- 3′），进行

古菌 16S rDNA的PCR扩增。PCR扩增的反应条件

为94 ℃预变性4 min，94 ℃变性1 min，50 ℃退火1.5
min，72 ℃延伸 2 min，总计 30个循环，最后 72 ℃延

伸 10 min。③将得到的PCR产物经纯化、补平和磷

酸化后，连接到 PTZ18质粒载体的 Smal位点上，转

化大肠杆菌细胞；在含有 X-gal 和氨苄青霉素的

2YT培养基上选择具有氨苄青霉素抗性的白色转化

子，构建16S rDNA文库。

菌群结构及多样性分析 具体分析步骤为：研

究用 16S rDNA高变区数据库由Ref SSU数据库中

16S rDNA参考序列切割所得到的高变区区域的序

列构成。数据库的物种分类信息来源于Entrez ge⁃
nomes，RDP，SILVA和 EMBL等数据库。每个水样

被注释的标签序列按照界、门、纲、目、科、属、种进

行等级分类统计。利用Mothur软件计算水样的Al⁃
pha多样性值，其中包括Shannon多样性指数、Simp⁃

son多样性指数和Pielou均匀度指数。

2 细菌群落结构及多样性

2.1 细菌群落种类和丰度

由各水处理节点水样中细菌在属水平的高通

量相对丰度（图 2）可以看出：反应池和过滤器水样

的高通量相对丰度图颜色种类相似，但每种颜色对

应条块的高度存在差异，表明水样的细菌种类相似

而相对含量不同，即这 2处水样中细菌群落结构相

似；而三相分离器和喂水泵 2处水样的高通量相对

丰度图颜色及其相对应条块的高度均不相同，说明

这2处水样中细菌的种类和相对含量与反应池和过

滤器不同，即这 2处水样中细菌群落结构与反应池

和过滤器处水样的细菌群落结构存在差异。

图2 不同水处理节点水样中细菌在属水平的
高通量相对丰度

Fig.2 Bacterial community structures at genus level by
pyrosequencing in water samples from

various water treatment sites
高通量相对丰度图中高度较高的颜色条块代

表微生物群落结构中含量较多的菌种，即优势

菌［19］。由图 2亦可看出：三相分离器处水样中细菌

群落中的优势菌为ε-变形菌纲的弯曲菌科（unclas⁃

sified Campylobacteraceae），其相对含量为 88.57%；

反应池处水样中的优势菌为β-变形菌纲的红长命
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菌属细菌（Tepidicella），其相对含量为 81.30%；过滤

器处水样中的优势菌为β-变形菌纲的红长命菌属

细菌（Tepidicella）和固氮弧菌属细菌（Azoarcus），其

相对含量分别为 44%和 24%；喂水泵处水样中的优

势菌为芽孢菌纲的地衣芽孢杆菌属细菌（Bacillus li⁃

cheniformis），其相对含量为73.58%。因此，4个水处

理节点水样中的优势菌存在明显差异。过滤器处

水样中的固氮孤菌属［20］是一种脱氮细菌，能够通过

N-C-2环断裂的方式降解原油中的脂杂环和芳杂

环有机物，从而起到降低稠油粘度的作用。喂水泵

处水样中的地衣芽孢杆菌属［21-22］能够产生脂肽类生

物表面活性剂，具有降低油、水、岩石界面张力和乳

化原油的能力，从而达到提高原油采收率［23-25］的目

的。由于喂水泵处水样中的地衣芽孢杆菌属为该

处的优势菌，因此最终注入水中的优势细菌有利于

微生物驱油。

2.2 细菌群落多样性

Shannon，Simpson和Pielou这3种指数能够反映

细菌群落结构多样性变化情况。从图 3中可以看

出，在三相分离器与反应池之间加入激活剂后，3种
指数在反应池处有所升高，在过滤器处达到最大

值，而在喂水泵处有所下降。这表明，在三相分离

器、反应池和过滤器处细菌群落结构多样性逐渐增

加，而在喂水泵处有所降低。这可能是由于在三相

分离器与反应池之间加入激活剂后，水样中各菌属

开始繁殖，导致反应池和过滤器处细菌群落多样性

增加；当各菌属繁殖达到一定程度，由于水样中优

势菌对激活剂的竞争能力较强，使其他菌属含量相

对降低甚至消失，导致喂水泵处细菌群落多样性降

低。喂水泵处细菌多样性降低表明注入水中的细

菌群落结构由复杂向简单发展，加上该处水样中的

优势细菌为驱油功能菌，可从根本上保证大量的驱

图3 不同水处理节点水样细菌群落多样性指数及
均匀度指数

Fig.3 Variation curves of bacterial diversity and evenness
indexes in water samples from various

water treatment sites

油功能菌被注入到井下。

3 古菌群落结构及多样性

3.1 古菌群落种类和丰度

由于反应池和过滤器处水样中的氧气含量较

高，不适合古菌的生存，古菌含量很低，因此这 2处
采样点无法扩增出古菌16S rDNA条带，因此仅分析

三相分离器和喂水泵处水样中的古菌。从图4中可

以看出：三相分离器处水样的颜色种类比喂水泵处

多，说明三相分离器处水样中的古菌种类比喂水泵

处的多；另外，三相分离器和喂水泵处2水样中古菌

群落中的优势菌均为甲烷微球纲的甲烷食甲基菌

属（Methanomethylovorans），其 相 对 含 量 分 别 为

56.82%和95.65%，说明这2处水样中古菌群落中的

优势菌相同。甲烷食甲基菌属［26］是一种产甲烷古

菌，可以利用乙酸、甲醇和甲胺等简单有机物合成

甲烷生物气，而甲烷不仅能够溶于原油，降低原油

粘度，还可为原油驱替提供动力，具有提高原油采

收率的作用。由于喂水泵处的甲烷食甲基菌属为

该处的优势菌，因此最终注入水中古菌群落中的优

势菌也有利于微生物驱油。

图4 不同水处理节点水样中古菌在属水平的
高通量相对丰度

Fig.4 Archaebacterial community structures at genus
level by pyrosequencing in water samples

from various water treatment sites
3.2 古菌群落多样性

三相分离器和喂水泵处水样中古菌群落3指数

曲线（图5）表明，相对于三相分离器水样，喂水泵处

水样中古菌群落的 3种指数均较小，这说明喂水泵

处古菌群落的多样性较少，进而表明喂水泵处的古

菌群落结构也由复杂向简单发展，并且该处甲烷食

甲基菌属相对含量增大，因此也会有大量驱油功能
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图5 三相分离器和喂水泵处水样中古菌群落
多样性指数及均匀度指数

Fig.5 Archaebacterial diversity and evenness indexes
in water samples at three-phase
separator and waterflood pump

古菌从喂水泵处注入到井下。

4 驱油功能菌含量

不同水处理节点水样中微生物的DNA浓度测

定结果表明：三相分离器、反应池、过滤器和喂水泵

4处水样中DNA浓度分别为 102.95，212.50，298.15
和475.05 ng/μL。由于DNA浓度能够反映样品中微

生物的浓度，从三相分离器到喂水泵处水样中DNA
浓度逐渐增大，说明激活剂对微生物的生长、繁殖

具有促进作用；从反应池到过滤器处DNA浓度增幅

较小，说明在激活剂加入初期，微生物生长、繁殖处

于迟缓期；从过滤器到喂水泵处的DNA浓度增幅较

大，说明此时微生物的生长、繁殖处于对数期或稳

定期。虽然水处理系统中反应池和过滤器处水样

中氧气含量过高会影响古菌的生长繁殖，但从微生

物DNA浓度可以看出，水处理系统4个处理节点的

处理工艺对微生物整体的生长、繁殖影响较小。

A260/A280为核酸纯度指示值，该值大于1.8说
明样品的DNA纯度高。三相分离器、反应池、过滤

器和喂水泵 4处水样的A260/A280值分别为 1.84，
1.88，1.76和 1.86，三相分离、反应池和喂水泵处水

样的 A260/A280值均大于 1.8，仅过滤器处略低于

1.8，说明4个处理节点处水样的DNA纯度均较高。

从细菌群落结构中可以发现，驱油功能细菌有

地衣芽孢杆菌和固氮弧菌，根据图 2中 2种驱油功

能细菌含量可得到不同水处理节点处驱油功能细

菌含量。结果（图 6）表明，从三相分离器至喂水泵

处，驱油功能细菌含量逐渐增大，且喂水泵处驱油

功能细菌含量远大于其他水处理节点处。这说明

激活剂对驱油功能细菌的生长、繁殖具有促进作

用，使其含量增大，并逐渐成为细菌群落中的优势

图6 不同水处理节点处水样中驱油功能细菌和古菌含量

Fig.6 Percentage contents of oil recovery bacteria and
archaebacteria in water samples from

various water treatment sites
菌。这与细菌群落多样性分析结果一致。

从古菌群落结构中可知，驱油功能古菌为甲烷

微球纲（Methanomicrobia）中所有菌属（产甲烷古

菌）。根据图 4可绘制驱油功能古菌含量图，从图 6
中可以看出，三相分离器和喂水泵处水样中驱油功

能古菌含量均大于90%，且喂水泵处驱油功能古菌

含量略高于三相分离器处。这说明激活剂对驱油

功能古菌的生长、繁殖也具有一定的促进作用。

喂水泵处微生物浓度高于其他水处理节点，且

其驱油功能细菌和古菌的含量均高于其他水处理

节点，所以喂水泵处水样中的驱油功能菌含量高于

其他水处理节点。喂水泵处水样中驱油功能细菌

在细菌中的含量为73.58%，驱油功能古菌在古菌中

的含量为97.84%，说明喂水泵处大多数细菌和古菌

均为有利于微生物驱油的功能菌，这些功能菌注入

地下后将会发挥驱油作用。这也证明在三相分离

器后向水样中加入激活剂将有利于微生物提高原

油采收率。

5 结论

细菌群落结构及多样性分析结果表明：反应池

与过滤器 2处水样中的细菌群落结构具有相似性，

但与三相分离器、喂水泵处水样中的细菌群落结构

存在差异。三相分离器、反应池、过滤器、喂水泵处

优势细菌分别为弯曲菌科、红长命菌属、红长命菌

属和固氮弧菌属、地衣芽孢杆菌属。喂水泵处细菌

多样性相对较低，说明细菌群落结构由复杂向简单

方向发展。

古菌群落结构及多样性分析结果表明：三相分

离器处的古菌种类多于喂水泵处，但 2处的优势古

菌（甲烷食甲基菌属）相同。喂水泵处古菌的多样
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性较前一个水处理节点减小，说明古菌群落结构也

由复杂向简单发展。

驱油功能菌含量分析结果表明：喂水泵处大多

数细菌和古菌均为有利于微生物驱油的功能菌，且

驱油功能菌含量高于三相分离器、反应池和过滤器

3处水处理节点。喂水泵处的驱油功能菌注入地下

后将发挥驱油作用。
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