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摘要:【目的】建立基于土壤微生物群落生理功能代谢的油气微生物勘探新方法。【方法】采集新疆玛北油气藏
区浅层地表土壤样品 45 份，非油气藏区样品 25 份，利用 BIOLOG 微平板，测定微生物群落代谢活性，采用判别
分析模型判断油气藏区微生物异常。【结果】从 95 种碳源中，筛选到 10 种能够体现油气藏区与非油气藏区土
壤微生物群落结构差异的典型碳源，利用判别函数对试验及对照区进行回判，油气藏区判别正确率为 97. 8%，
非油藏区判别正确率为 100%，总判别正确率为 98. 6%。【结论】BIOLOG技术能高效准确的用于油气藏初步勘测。
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利用常规方法勘探非构造圈闭型或隐蔽型油气

藏的难度大，成本高
［1］，微生物油气勘探作为近年

出现的新技术，以其直接、有效、快速且经济的特点，
倍受各国关注

［2］。
石油和天然气是众多微生物的能量来源，在其

运移、聚集和形成的漫长过程中与微生物有着密切
联系
［3］，其中的短链烃及甲烷渗流作用使部分好氧

和厌氧微生物生长繁殖，造成油气藏近地表土壤菌

群的高异常密度
［4］，据此特征可预测下伏油气藏的

存在
［5］。
近地表土壤油气指示微生物主要采用可培养

法
［6 － 8］、基因探针［9］、实时定量 PCR(RT-PCR)及克
隆文库法

［10］
等进行检测，通过菌群数量可判定异

常，不足之处是忽略了油气藏区与非油气藏区近地

表土壤微生物群落生理功能代谢的不同。微生物群
落对碳源利用程度的差异可表征其生理特性

［11］，本

研究旨在利用 BIOLOG 技术，筛选出能够体现油气

藏区与非油气藏区土壤微生物群落结构差异的典型

碳源，建立判别函数，对油气藏进行初步预测，目前

此项研究国内外未见公开报道。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 研究区概况及样品采集:新疆玛北油气田位
于准噶尔盆地西北缘斜坡地带，油气藏埋藏深，储量

规模大且丰度低，具有异常高压、低孔、特低渗、储层
非均质性强的特点，是目前新疆油气公司最大的难

采储藏区之一
［12］。根据新疆西北石油局提供的资

料，确定样品采集地域。如图 1 所示:a(45°58'24N，
85°52'01E)，b(45°59'56N，85°54'43E)，c(45°55'
39N，85°53'43E)，d(45°58'82N，85°56'95E)标示
区域为油气藏区，e(45°51'32N，85°41'87E)，f(45°
51'67N，85°40'16E)，g(45°50'07N，85°41'92E)，h
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(45°50'93N，85°40'28E)标示区域为非油气藏区，
均属于新疆干旱荒漠地带，地表形态为戈壁滩，无植

被覆盖，无动物出没痕迹，人迹罕至。两采样地均采
取 1 km × 1 km 网格划分，油气藏区采样面积为 45
km2，非油气藏区为 25 km2，采样深度为 1 m，无菌
聚乙烯样品袋 4℃密封保存。共取得油气藏区地表
浅层土壤样品 45 个，非油气藏区样品 25 个，大部分
土壤样品为砂黏土。

图 1 样品采集区示意图
Fig． 1 Sketch map of sample collection area．

1. 1. 2 BIOLOG 板:BIOLOG 革兰氏阴性板(BIOLOG
GN2 MicroPlateTM)购自美国 BIOLOG 公司(BIOLOG，
Hayward，USA)，含有 95 种碳源，分为 6 大类:糖类
(carbohydrates)30 种、羧酸类(carboxylic acids)24 种、
氨基酸类( amino acids) 20 种、胺 / 氨类( amines /
amides) 6 种、聚合物类( polymers) 5 种和其他类
(miscellaneous)10 种。
1. 1. 3 主要仪器设备:BIOLOG 微生物自动分析系
统 ( BIOLOG MicroStationTM，USA )、生 化 培 养 箱
(LRH-250A 广东省医疗器械厂)、摇床(THZ-C-1 中
科院新疆仪器厂)。
1. 2 油气藏与非油气藏土壤微生物群落代谢活性
测定

采用 BIOLOG GN2 板测定。称取 10 g 土壤于
250 mL 三角瓶中，加入 90 mL 无菌去离子水，4℃下
充分振荡 1 h，静置 3 min 后用 8 道加样枪直接接种
于 BIOLOG GN2 板(150 μL /孔)，置于 25℃培养 10
d，每隔 24 h 测定 590 nm 处的光密度值，直至光密
度值稳定为止。
1. 3 孔平均颜色变化率 ( Average Well-Color
Development，AWCD)
采用孔平均颜色变化率(AWCD)测定土壤微生

物利用单一碳源的能力。AWCD 的计算公式:AWCD
=∑(Ci － R) /95，式中，Ci 为各反应孔在 590 nm 下
的光密度值;R 为 GN2 板对照孔 A1 的光密度值;Ci

－ R 小于零的孔，计算中记为零，即:Ci － R≥0［13］;
每种碳源反应孔的平均颜色变化率 AWCDi = Ci －
R，代谢指纹图谱中 AWCDi 为 3 次重复平均值。
1. 4 数据处理
实验数据采用 Excel(V2003)、SPSS(V17. 0)进

行分析。
利用单个样本 Kolmogorov-Smirnov 检验，对

BIOLOG GN2 板 95 种数值型碳源因子是否呈正态
分布进行分析，经检验 p ＜ 0. 05，所得数据符合正态
分布。
利用非参数估计中的 2 个独立样本 Mann-

Whitey U 检验，对 BIOLOG GN2 板的 95 种数值型碳
源因子的差异进行分析。
采用逐步判别分析对 BIOLOG GN2 板 95 种碳

源因子进行分析，以确定影响油气藏区与非油气藏

区微生物差异的关键碳源，建立判别函数，对所有样

品的类别进行回判，准确率 /% = 判别正确的样品
数 /实测样品数 × 100%。

2 结果和分析

2. 1 油气藏与非油气藏土壤微生物碳源利用的
BIOLOG 分析

图 2 在 9 天的培养期间总平均颜色变化率
Fig． 2 Changes of total average well color development

(AWCD) during 9d incubation．

2. 1. 1 平均颜色变化率(AWCD):AWCD 可反映土
壤微生物群落利用不同碳源的整体能力及活性，

AWCD 增加越快表明微生物群落代谢活性越高［13］。
在整个培养期间(9 d)，油田区样品 AWCD 从 24 h
后开始逐渐增加，在 6 d 后趋于稳定(图 2);非油田
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区样品在前 2 d 无明显变化，碳源基本未被利用，3
d 后迅速升高，表明微生物群落开始大幅度利用碳
源，7 d 后趋于稳定。在 9d 培养期间，两样品 AWCD
在 4d 均处于对数生长期(图 2)。因此，后续采用 4
d 的光密度值进行统计分析。
2. 1. 2 油气藏与非油气藏土壤微生物对单一碳源
利用的差异:对 BIOLOG GN2 板 95 种碳源 96h 光密
度值的 Mann-Whitey U 检验表明，油气藏区与非油
气藏区土壤微生物对糖原、吐温 － 80、D-半乳糖、L-
丙酸胺、苯基乙胺、甘氨酰基-L-天冬酰胺酸、L-鸟氨
酸 D-丝氨酸、L-丝氨酸、D，L-肉碱、次黄嘌呤核苷、
嘧啶核苷、胸腺嘧啶核苷、甘油、D，L，α-磷酸甘油
酯、α-D-1-磷酸葡萄糖、6-磷酸葡萄糖等的利用差异
极显著( p ＜ 0. 001)(表 1)。
2. 1. 3 油气藏与非油气藏土壤微生物利用碳源的
类型:基于土壤微生物群落组成不同，必然导致其利

用同一类型碳源能力存在差异，因此本研究对油气

藏区与非油气藏区土壤微生物利用 BIOLOG GN2 板
每一类型碳源的 96h 平均光密度值在六大碳源中所
占的比例进行分析(图 3)。结果显示，油气藏土壤
微生物以聚合物类、胺 /氨类和其他类为主要代谢碳
源，而非油气藏土壤微生物以聚合物类、羧酸类和糖
类为主要代谢碳源。两者对聚合物类和氨基酸类碳
源的代谢能力变化不大。
2. 2 判别因子选择及判别函数建立
以 BIOLOG GN2 板 95 种碳源光密度值进行逐

步判别函数分析。根据 Wilks' λ 检验分析发现 λ 值
总体趋向“0”，说明油气藏区与非油气藏区土壤样
品在各个变量上的均值不相等，具有分类学意义。
有 10 种碳源因子 F 检验的概率小于 0. 001(表 2)，
能显著区分油气藏区和非油气藏区微生物群落的差

异，贡献大小依次是丁二酸、糊精、6-磷酸葡萄糖、D，
L-乳酸、甲基琥珀酸酯、嘧啶核苷、D-密二糖、α-酮基
奶油酸、N-乙酰基-D-葡萄糖胺和癸二酸。
根据判别因子种类及其典型函数系数(表 2)，

建立油气藏和非油气藏的判别函数方程如下:式中

D 为各样品判别得分值，x 代表判别因子(碳源)在
96h 的光密度值。
D = 5. 421x1 － 10. 184x2 － 12. 354x3 + 4. 615x4

－ 12. 100x5 + 7. 183x6 + 6. 563x7 + 6. 672x8

－ 6. 651x9 + 5. 214x10 + 0. 007
由油气藏和非油气藏判别函数的特征根及判别

指数可知(表 3)，该函数能够很好的分辨出油气藏
区与非油气藏区两个类别。经 Wilks' Lambda 检验，

统计量 χ2
的显著性概率 ＜ 0. 001，说明根据十种碳

源因子所建立的判别函数的判别能力极显著。
2. 3 油气藏和非油气藏判别函数的回判验证
判别函数建立后，还须给出一定的判别准则。

将样本的指标值代入判别函数中，比较两类别的判

别得分组均值，可判断 1 个样品的归属［14］。为了验
证判别函数的准确率，分别将判别函数选择的油气

藏区与非油气藏区 10 种碳源 96h 光密度值代入判

别函数，油气藏区的判别得分组均值为 1. 481，有 1

个样品被错判为非油气藏，正确率为 97. 8% (图
4);非油气藏区的判别得分组均值为 － 2. 665，正确
率为 100% ;因此，该模型总判别正确率为 98. 6%。

3 讨论

利用 BIOLOG 法测定微生物群落对不同碳源的
利用能力，可表征其群落生理代谢，但该法存在选择

性培养问题，只有能够利用微孔板碳源的菌群才能

得到反映
［15］。有研究表明绝大多数烃类降解菌都

是革兰氏阴性菌
［16 － 17］，而本研究选用的 BIOLOG

GN2 板可鉴定革兰氏阴性菌，包含的碳源适用于此

类微生物
［15］，发现其能较全面区分油气藏区和非油

气藏区微生物群落组成差异。

油气藏区与非油气藏区土壤微生物对糖原、吐
温 － 80、D-半乳糖等 17 种碳源因子的利用能力上差
异极显著(表 1)，同时逐步判别分析的结果(表 2)
也表明油气藏与非油气藏土壤微生物对碳源的选择

存在较大差异。这验证了我们的预测，油气藏近地
表土壤微生物的高度异常，即与非油气藏区近地表

土壤微生物群落组成的差异，必然导致其对碳源的

利用存在显著不同。
油气藏上层土壤中高异常密度的微生物除能利

用短链碳化合物、醇、醛和一些甲基类营养物外，还
包括能代谢多糖和单糖类的菌群

［5］，此类菌对氨氧

化有较大贡献
［18］。羧酸类物质作为其中间代谢产

物，可被其进一步氧化为 CO2 释放
［19］。本研究油气

藏与非油气藏土壤样品中微生物对糖类、胺 /氨类、
羧酸类和其他类碳源的代谢能力差异较大，表明了

其群落结构的不同，从而可判断油气微生物异常。
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表 1 油气藏与非油气藏土壤微生物利用单一碳源的比较
Table 1 Comparison of reservoir and non-reservoir soil microorganisms using single carbon source

Carbon source factors
Reservoir Non-reservoir
OD590 /45 SD OD590 /25 SD

Mann-WhiteyU
tests z

p

Polymers
α-Cyclodextrin 0. 12209 0. 152404 0. 03704 0. 041117 － 2. 155 0. 031*

Glycogen 0. 24593 0. 219562 0. 04674 0. 037698 － 4. 836 0. 000＊＊＊

tween-40 0. 22321 0. 185506 0. 10324 0. 159018 － 3. 335 0. 001＊＊

tween-80 0. 20897 0. 201822 0. 06320 0. 075556 － 3. 572 0. 000＊＊＊

Carbohydrates
L-Arabinose 0. 15480 0. 184213 0. 07030 0. 103050 － 2. 149 0. 032*

D-Galactose 0. 19049 0. 160803 0. 05866 0. 072375 － 4. 236 0. 000＊＊＊

m-Inositol 0. 19711 0. 173176 0. 07854 0. 094187 － 3. 234 0. 001＊＊

Lactulose 0. 11121 0. 130059 0. 06994 0. 154405 － 2. 945 0. 003＊＊

D-Mannose 0. 14299 0. 160700 0. 10140 0. 158092 － 2. 064 0. 039*

D-Melibiose 0. 03730 0. 074716 0. 03958 0. 043276 － 2. 426 0. 015*

D-Psicose 0. 12980 0. 137865 0. 04528 0. 031886 － 2. 619 0. 009＊＊

Pyruvic Acid － Methyl Ester 0. 14616 0. 155178 0. 08636 0. 141812 － 2. 361 0. 018*

Succinic Acid Mono － Methyl Ester 0. 18568 0. 174492 0. 07994 0. 111888 － 2. 510 0. 012*

Carboxylic acids
Citric Acid 0. 14356 0. 169495 0. 04938 0. 084694 － 2. 489 0. 013*

Formic Acid 0. 10051 0. 153021 0. 00994 0. 015472 － 3. 293 0. 001＊＊

D-Glucosaminic Acid 0. 23836 0. 202883 0. 07874 0. 060847 － 3. 389 0. 001＊＊

α-Ketovaleric Acid 0. 20632 0. 190372 0. 09042 0. 078227 － 2. 282 0. 022*

Propionic Acid 0. 21761 0. 202480 0. 06688 0. 108179 － 3. 398 0. 001＊＊

Sebacic Acid 0. 16449 0. 180832 0. 06560 0. 100785 － 2. 197 0. 028*

Bromosuccinic Acid 0. 22912 0. 246450 0. 08564 0. 099874 － 2. 209 0. 027*

Amines / Amides)
Succinamic Acid 0. 14430 0. 150974 0. 05308 0. 031201 － 2. 936 0. 003＊＊

Glucuronamide 0. 15568 0. 158088 0. 04430 0. 041892 － 3. 190 0. 001＊＊

L-Alaninamide 0. 17842 0. 171636 0. 04138 0. 045519 － 4. 764 0. 000＊＊＊

Phenylethyl-amine 0. 24590 0. 196635 0. 05810 0. 060048 － 4. 808 0. 000＊＊＊

Putrescine 0. 19112 0. 192942 0. 04454 0. 068071 － 3. 076 0. 002＊＊

Amino acids
D-Alanine 0. 16499 0. 146343 0. 07540 0. 066358 － 2. 740 0. 006＊＊

L-Alanine 0. 17883 0. 158454 0. 07378 0. 055859 － 3. 163 0. 002＊＊

L-Alanyl-Glycine 0. 14628 0. 146194 0. 05036 0. 067272 － 3. 249 0. 001＊＊

L-Asparagine) 0. 16300 0. 170435 0. 06630 0. 072169 － 2. 499 0. 012＊＊

L-Aspartic Acid 0. 22831 0. 214833 0. 10042 0. 145574 － 3. 318 0. 001＊＊

L-Glutamic Acid 0. 15120 0. 171515 0. 06770 0. 137204 － 2. 472 0. 013＊＊

Glycyl-L-Aspartic Acid 0. 21044 0. 179058 0. 08298 0. 106230 － 3. 500 0. 000＊＊＊

Glycyl-L-Glutamic Acid 0. 13643 0. 140012 0. 05502 0. 098784 － 3. 031 0. 002＊＊

Hydroxy-L-Proline 0. 12306 0. 115398 0. 07432 0. 083440 － 2. 158 0. 031*

L-Ornithine 0. 15150 0. 145436 0. 03814 0. 039802 － 4. 479 0. 000＊＊＊

L-Phenylalanine 0. 14414 0. 155335 0. 04470 0. 056305 42. 750 0. 006＊＊

L-Proline 0. 17349 0. 169087 0. 06992 0. 083790 － 2. 994 0. 003＊＊

L-Pyroglutamic Acid 0. 15703 0. 167659 0. 06332 0. 068446 － 2. 498 0. 012*

D-Serine 0. 20783 0. 223794 0. 03998 0. 048644 － 3. 856 0. 000＊＊＊

L-Serine 0. 22546 0. 181271 0. 09696 0. 165502 － 3. 826 0. 000＊＊＊

L-Threonine 0. 15739 0. 185340 0. 06294 0. 102922 － 3. 361 0. 001＊＊

D，L-Carnitine 0. 20293 0. 173761 0. 06386 0. 101180 － 4. 092 0. 000＊＊＊

γ-Aminobutyric Acid 0. 14641 0. 160641 0. 06038 0. 107346 － 2. 722 0. 006＊＊

Miscellaneous
Inosine 0. 22722 0. 211948 0. 05296 0. 052053 － 4. 989 0. 000＊＊＊

Uridine 0. 24330 0. 195790 0. 05282 0. 038856 － 5. 087 0. 000＊＊＊

Thymidine 0. 15197 0. 196232 0. 01232 0. 028723 － 3. 870 0. 000＊＊＊

2-Aminoethanol 0. 16473 0. 195199 0. 03526 0. 063529 － 2. 479 0. 013*

2，3-Butanediol 0. 19461 0. 195933 0. 05732 0. 053785 － 3. 066 0. 002＊＊

Glycerol 0. 22941 0. 177006 0. 08632 0. 159858 － 4. 297 0. 000＊＊＊

D，L，α-Glycerol Phosphate 0. 24008 0. 219380 0. 08774 0. 111945 － 3. 672 0. 000＊＊＊

α-D-Glucose-1-Phosphate 0. 23571 0. 194118 0. 07106 0. 081549 － 3. 900 0. 000＊＊＊

D-Glucose-6-phosphate 0. 23339 0. 189831 0. 06796 0. 097958 － 4. 416 0. 000＊＊＊

①Sample sizes were n = 45 for reservoir and n = 25 for non-reservoir; ②Significant p values:* p ＜ 0. 05，＊＊ p ＜ 0. 01，＊＊＊ p ＜ 0. 001
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图 3 油气藏与非油气藏土壤微生物利用碳源类型
Fig． 3 Carbon source types of reservoir and non-reservoir soil microorganisms utilized．

表 2 BIOLOG GN2 板碳源的逐步判别分析
Table 2 Stepwise discrimination model of BIOLOG GN2 carbons

Discriminant Factor( carbon sourse) Carbon source types Wilks' λ F P
Contribute
value

Canonicalcoefficients

X1 Uridine Miscellaneous 0. 747 8. 765 0. 000 0. 863 5. 421
X2 Dextrin polymers 0. 566 46. 153 0. 000 － 1. 476 － 10. 184
X3 D-Melibiose Carbohydrates 0. 489 10. 575 0. 000 － 0. 808 － 12. 354
X4 Sebacic Acid Carboxylic acids 0. 394 9. 079 0. 000 0. 726 4. 615
X5 Succinic Acid Carboxylic acids 0. 351 29. 431 0. 000 － 1. 856 － 12. 100
X6 D-Glucose-6-phosphate Miscellaneous 0. 293 18. 655 0. 000 1. 174 7. 183
X7 α-Ketobutyrid Acid Carboxylic acids 0. 258 8. 702 0. 000 0. 806 6. 563
X8 Succinic Acid Mono-Methyl Ester Carbohydrates 0. 240 8. 995 0. 000 1. 036 6. 672
X9 D，L-Lactic Acid Carboxylic acids 0. 218 10. 561 0. 000 － 1. 046 － 6. 651
X10 N-Acetyl-D-Galactosamine Carbohydrates 0. 198 6. 256 0. 000 0. 767 5. 214
Distant / / / / / / 0. 007

表 3 典型判别函数的判别指数
Table 3 Discriminator index of canonical discriminant function

Eigenvalue Variance /% Cumulative /% Canonical Corr Wilks' λ Chi-square(χ2) Sig．
4. 062 100. 0 100. 0 0. 896 0. 198 102. 170 0. 000

图 4 油气藏区与非油气藏区样品判别结果
Fig． 4 Discriminate results of reservoir and non-reservoir samples．

油气微生物勘探技术将油气异常微生物菌群的

定量检测
［6 － 9］
与地球化学方法综合应用，建立模型，

预测下伏地层是否存在油气藏及其属性
［20］。本文

利用 BIOLOG 微平板，从 95 种碳源筛选出 10 种能

够体现油气藏区与非油气藏区土壤微生物群落结构

差异的典型碳源，建立判别函数并对试验及对照区

进行回判，总回判准确率为 98. 6%，表明基于

BIOLOG 法建立的异常油气微生物判别函数模型能

够高效、快速、经济的对油气藏进行初步预测。

本研究区域属于新疆干旱荒漠地带，对其它生

境油气藏则需利用 BIOLOG 数据建立各自判别模

型，才能获得较好应用效果。
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A new method of microbial prospecting for oil and gas
based on BIOLOG metabolic fingerprinting analysis
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Abstract:［Objective］Establishing a new method of microbial prospecting for oil and gas based on microbial community
metabolic function． ［Methods］In this study，45 shallow reservoir soil samples and 25 non-reservoir soil samples were
collected ． Carbon catabolic activity of the microbial community was measured by biolog microplate，and microbial anomaly
of reservoir was judged by discriminant function． ［Result］We screened 10 typical carbon sources of 95 carbon sources
which could reflect the differences of reservoir and non-reservoir soil microbial community structure and made the
validation test set to experimental zone and controlled zone samples using the discriminant function． The discriminate rate
of reservoir and non-reservoir were 97. 8% and 100% respectively and the overall accuracy was 98. 6% ． ［Conclusion］
Biolog technology provided a highly efficient and precise method for preliminarily predicting oil and gas reservoir．
Keywords: soil microbial community，oil and gas exploration，biolog technology
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梅特勒-托利多
全新一代 FiveEasy PlusTM系列台式仪表于 2012 年 3 月隆重上市!

新一代 FiveEasy PlusTM系列产品包含 pH 计和电导率仪:FiveEasy PlusTM (FE20)基础型台式
pH /mv /ORP 测量仪;FiveEasy PlusTM (FE30) 基础型台式电导率 / TDS /盐度测量仪。了解更多
关于 FiveEasy PlusTM

FiveEasy PlusTM系列仪表是 FiveEasyTM
系列的升级产品，秉承了 Five 系列仪表设计简洁、性

能可靠的优点，并增加了 RS232 接口和数据存储功能，使实验室 pH 和电导率测量更为便捷，适

用于教育、食品饮料、水处理和及其它各行各业。

选择 FiveEasy PlusTM的 5 个理由:

1. 出色的性能，高性价比:

(1)具有自动锁定终点、自动校准、仪表自检等功能，提高测量效率;

(2)具有 RS232 接口，可连接打印机;

(3)可储存 99 组测量数据;

(4)pH 计可自动识别缓冲液、自动温度补偿，可进行多达三点校准，可连接参比电极，作为简单离子计使用，功能更灵活;

(5)电导率仪可直接测量显示电导率、TDS 和盐度，无需换算，可自动判别量程，分辨率自动可变，操作更简便
2. 五个清晰简明的按钮:可一键完成校准、测量、切换测量模式或数据管理，简化操作流程
3. 清晰的显示屏:可同时显示读数、温度、终点模式以及各种实用信息;便于快速测量和校准
4. 各种实用附件:如快速操作指南，可帮助您迅速掌握仪表操作过程
5. 卓越的人体工程学设计，友好的操作界面，易学易用
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