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摘   要：【目的】揭示可降解驱油用聚合物的油藏内源微生物群落组成，分析生物竞争抑制作用

(bio-competitive exclusion，BCX)对微生物聚合物降解功能的影响。【方法】通过室内培养实验，

观察 BCX 对驱油用聚合物黏度的影响，随后借助高通量测序技术分析渤海 J 油田中与聚合物降

解相关的微生物菌种，并探寻样本中丰度较高的聚合物降解功能基因─酰胺酶、加氧酶、硫化氢

生成酶基因。之后，比对测序结果，采用实时荧光定量法验证上述功能基因在样本之间的含量

差异，最后进一步注释携带上述功能基因的微生物群落组成。【结果】BCX 可有效地延缓驱油聚

合物黏度的损失。油田中与聚合物降解相关的微生物有 Acetomicrobium、 Tepidiphilus、

Thermoanaerobacter、Fervidobacterium、Ralstonia、Halomonas、Roseovarius、Deferribacteraceae

和 Comamonadaceae 等 9 类菌种。高通量测序分析得到样本中 BCX 可显著下调丰度的聚合物降解

功能基因共计有 7 种，其中酰胺酶基因 ansB、加氧酶基因 ssuD 在样本之间的含量经定量验证，

发现受到了 BCX 的抑制，这与测序结果相一致。群落组成注释表明，BCX 对渤海 J 油田聚合物

高效降解菌─代尔夫特菌(Delftia)存在明显的抑制作用。【结论】揭示了油田中可降解驱油用聚合
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物的内源微生物群落组成，发现 BCX 对微生物降解聚合物的抑制效用，证实 BCX 有助于解决海

上油田聚合物驱稳粘问题。 

关键词：群落组成；生物竞争抑制；黏度；高通量测序；聚合物驱  

Impact of bio-competitive exclusion on the degradation of 
polymers for oil displacement by endogenous microorganisms 
in Bohai J-oilfield 
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Abstract: [Objective] This study aimed to reveal the composition of endogenous microbial 

community degrading the polymers for oil displacement in the reservoir and analyze the influence of 

bio-competitive exclusion on the microbial degradation of polymers. [Methods] Through indoor culture 

experiments, we observed the influence of bio-competitive exclusion on the viscosity of the polymers, 

and used high-throughput sequencing technology to analyze the microbial strains related to polymer 

degradation in Bohai J-oilfield. We then mined the genes (encoding amidase, oxygenase, hydrogen 

sulfide-generating enzyme) with high abundance and involved in polymer degradation in the samples. 

After that, we employed the real-time fluorescence PCR to compare the abundance of the 

above-mentioned functional genes between samples, and finally annotated the microbial taxa carrying 

the above-mentioned functional genes. [Results] Bio-competitive exclusion mitigated the viscosity loss 

of the polymers for oil displacement. Nine taxa of microorganisms related to the degradation of 

polymers were identified, including Acetomicrobium, Tepidiphilus, Thermoanaerobacter, 

Fervidobacterium, Ralstonia, Halomonas, Roseovarius, Deferribacteraceae, and Comamonadaceae. 

High-throughput sequencing revealed that bio-competitive exclusion significantly down-regulated the 

abundance of 7 genes involved in the polymer degradation in the samples. The measurement of 

abundance in samples showed that the abundance of the amidase gene ansB and the oxygenase gene 

ssuD was down-regulated by bio-competitive exclusion, which was consistent with the sequencing 

results. The community composition annotation indicated that bio-competitive exclusion significantly 

inhibited Delftia, a highly efficient bacterial taxa for polymer degradation in Bohai J-oilfield. 

[Conclusion] We revealed the endogenous microbial taxa related to the degradation of polymers for oil 

displacement in the oilfield and discovered the inhibitory effect of bio-competitive exclusion on the 

degradation, confirming that bio-competitive exclusion can help to stabilize the viscosity of polymers 

for oil displacement in offshore oilfield. 

Keywords: community composition; bio-competitive exclusion; viscosity; high-throughput sequencing; 
polymer flooding 
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聚合物驱油技术是通过注入高黏度的聚合

物溶液，调节油水两相的流度比，降低水相有

效渗透率，控制水相指进，扩大波及体积，达

到提高原油采收率的目的[1–2]。因此，黏度是评

价聚合物驱油效果的关键指标[3]。海上油田驱

油用聚合物溶液以回注的污水配制，而污水中

的矿物离子、酸碱度及细菌浓度等因素都会降

低聚合物溶液的黏度。其中，细菌会通过生物

物理、生物化学、酶反应等作用，使聚合物链

断裂或氧化，致使聚合物溶液黏度下降，进而

影响其驱油性能[4]。Nakamiya 等[5]分离出以聚

丙烯酰胺为碳、氮源的好氧菌，Kumar 等[6]发

现降解酰胺基的假单胞菌，Kay-Shoemake 等[7]

证实聚丙烯酰胺的氨基易被微生物产生的酰胺

酶水解，李宜强等、Bao 等[8–9]认为好氧微生物

会降解聚丙烯酰胺的碳链骨架。可见，抑制油

田系统中可降解驱油聚合物的细菌活性具有

重要意义。考虑到环境保护和长期抑制效果，

生物竞争抑制法 (bio-competitive exclusion，

BCX)受到多国学者的共同关注，应用最多的

是加入硝酸盐 /亚硝酸盐抑制剂处理，即在油

田注入水中加入硝酸盐抑制硫酸盐还原菌

(sulfate-reducing bacteria，SRB)的生长[10]。 

本文一方面揭示了渤海 J 油田中参与驱油

聚合物降解过程的微生物菌种，另一方面比较

了油田硫化氢治理措施井与非措施井之间微生

物介导的聚合物降解功能差异变化。发现在

BCX 作用下，聚合物溶液黏度的减损趋缓，且

与聚合物降解过程相关的功能基因表达量、功

能微生物─代尔夫特菌(Delftia)丰度均显著下

降[11]，多层面地证实了 BCX 对驱油聚合物的

稳粘作用，在加深对海上注聚油田环境中微生

物多样性认识的同时，也为保障油田聚合物驱

油效果探索出新的方向。 

1  材料与方法 

1.1  材料和设备 
渤海 J 油田 A 区块(油藏温度 65 °C，埋深

1 300–1 500 m)两类井采出液：X1 (非硫化氢治

理井)、X2 (硫化氢治理井)。 

疏水缔合聚合物 AP-P4 (四川光亚聚合物

化工有限公司，中国)、AxyPrep™细菌基因组

DNA 试剂盒(Axygen Biosciences)、EmeraldAmp® 

PCR 反应混合物(TaKaRa)、Bestar® Sybr Green 

qPCR 反应混合物(DBI Bioscience)、ABI GeneAmp® 

9700 PCR 仪(Applied Biosystems)、CFX96 实时

荧光定量 PCR 仪(Bio-Rad)、LV-DV-Ⅱ黏度计

(Brookfield)、Illumina MiSeq 测序平台(上海美

吉生物医药科技有限公司)。 

1.2  样本采集 
取 25 L 塑料桶，用医用酒精洗 2–3 遍；根

据井口压力选择性接上高(低)压取样器，打开取

样阀，让采出液流出 5–10 min 并冲洗塑料桶

2–3 遍；将采出液灌满塑料桶，每口井 25 L (其

中原油至少 1 L，地层水至少 10 L)，拧紧盖子

密闭常温保存(注意冬季防冻结、夏季防暴晒)；

样品采集后尽快运送至实验室进行预处理。 

1.3  聚合物降解实验 
取 X1、X2 井地层水，分别加入 1 000 mg/L

的聚合物 AP-P4，水浴恒温 60 °C 搅拌 2 h，转

速 300 r/min，至聚合物完全溶解。将 200 mL

上述溶液加入厌氧培养瓶，抽取真空并充入氮

气，确保培养瓶内的无氧条件。于 60 °C 恒温

培养箱中，静置培养。每 7 d 取样 20 mL，使用

LV-DV-Ⅱ黏度计进行黏度检测。 

1.4  DNA 提取及扩增子测序 
将上述培养液，每 7 d 取样 10 mL。针对采集

样品的水相部分，直接采用离心法(12 000 r/min

离心 5 min)收集其中的菌体；针对油相部分，
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预先与异辛烷混合，充分溶解得到单一相，再

进行离心(12 000 r/min 离心 20 min)收集沉淀；

将上层液相通过 0.22 μm 滤膜，过滤收集菌体。

取菌液 20 mL 于离心管中，12 000 r/min 离心

10 min；菌体使用 1 mL lysis buffer 洗 2 次后，

用 0.6 mL lysis buffer 重悬并加入 0.2 g 玻璃珠，

研磨 1 min，重复 3 次，加入终浓度为 10 mg/mL

的溶菌酶在 37 °C 下反应 1 h；加入 120 μL 20%

的 SDS 在 65 °C 下反应 1 h；使用 AxyPrep™细

菌基因组 DNA 试剂盒完成后续提取，具体方法

步骤参照说明书。 

使用通用引物 515F (5′-GTGYCAGCMGC 

CGCGGTAA-3′)和 926R (5′-CCGYCAATTYMT 

TTRAGTTT-3′)对 X1 井样品及其加入聚合物培

养的实验组样品 DNA 进行细菌 16S rRNA 基因

PCR 扩增[12]，PCR 反应体系(2×Taq PCR Master 

Mix 10 μL，ddH2O 12 μL，正、反向引物各 1 μL，

DNA 1 μL)，PCR 反应程序(94 °C 4 min；94 °C 

30 s，50 °C 30 s，72 °C 30 s，30 个循环：72 °C 

5 min)；PCR 产物送至上海美吉生物医药科技

有限公司进行微生物群落组成和多样性分析。 

1.5  数据处理和分析 

Wilcox 秩和检验(Wilcoxon rank-sum test)，

也叫曼-惠特尼 U 检验(Mann-Whitney U test)，

是 2 组独立样本非参数检验的一种方法，其原

假设为 2 组独立样本来自的两总体分布无显著

差异，通过对 2 组样本平均值的研究来实现判

断两总体的分布是否存在差异，该分析可以对

2 组样本的物种进行显著性差异分析，并对   

P 值进行多种方法的校正。 

使用软件 fastp (https://github.com/OpenGene/ 

fastp)对原始测序数据进行质控；利用 Megahit 

(https://github.com/voutcn/megahit)软件针对不

同测序深度序列进行组装；使用 MetaGene[13] 

(http://metagene.cb.k.u-tokyo.ac.jp/)对拼接结果

中的 contigs 进行 ORF 预测；用 CD-HIT 软件[14] 

(http://www.bioinformatics.org/cd-hit/)进行聚类

(默认参数为：90% identity、90% coverage)，每

个类取最长的基因作为代表序列，构建非冗余

基因集；使用 BLASTp (BLAST Version 2.2.28+，

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)将非冗余

基因集序列与 KEGG[15] (kyoto encyclopedia of 

genes and genomes，http://www.genome.jp/kegg/)

的基因数据库(GENES)进行比对，BLAST 比对

参数设置期望值 e-value 为 1e-5；根据比对结果

使用 KOBAS 2.0[16] (KEGG orthology based 

annotation system)进行功能注释；使用 KO、

Pathway、EC、Module 对应的基因丰度总和计

算该功能类别的丰度。 

1.6  聚合物降解功能基因的筛选和验证 

参与聚合物降解过程的生物酶包括酰胺

酶、加氧酶和硫化氢生成酶等。基于宏基因组

测序结果，采用 RPKM (reads per kilobase of 

exon model per million mapped reads)计算方法

对以上三类酶的丰度进行计算分析[17]。根据所

得 RPKM 值，寻找在未治理井(X1)样本中丰度

较高的三类酶。比对 KEGG 数据库已有序列，

使用 MEGA-X 软件寻找三类酶基因中可用于

荧光定量的保守区域，据此使用 Primer 5 软件

设计聚合物降解功能基因引物。 

对所提取的 DNA 进行实时荧光定量分析，

以 16S rRNA 基因为内参基因，利用–ΔΔCt法分析

样本之间功能基因含量的差异，引物如表 1 所示。 

相对定量算法公式：功能基因含量的比值= 

2–ΔΔCt(X2/X1)；ΔCt(X1)=Ct(X1 功能基因)–Ct(X1 内

参基因)，ΔCt(X2)=Ct(X2 功能基因)–Ct(X2 内参

基因)，ΔΔCt(X2/X1)=ΔCt(X2)–ΔCt(X1)。 

PCR 反应体系(SYBR Green Master Mix 
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表 1  实时荧光定量的引物序列 
Table 1  Primer sequences for real-time fluorescence 
quantification 

Genes Primers sequences (5′→3′) 

16S rRNA[18] F: AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 

R: GCTGCCTCCCGTAGGAGT 

ansB F: AAGTCCGTAAACATCAAGACCGAA 

R: ACGTTCCCGTAGCCGTAAGC 

ssuD F: CCACGGATCAGGTCGATACTTACT 

R: CCTGCCCAGAGGTTTGGAGAA 

nicD F: CTGGTGCTGATCGACCCG 

R: GCAGGTGTGCAGCCATTCG 

hipO F: CGCTACGGCTGAGGTTACGC 

R: GCCTTTGGGTTGGGCTTCC 

glpE F: AAAGAGGCGGTGCTGGTCG 

R: CCTTTGCTGCTATTGCCGTGA 

cysJ F: GGCGTAGCAACAGCCTTCC 

R: ATGACCCTCCGCCACCA 

tauD F: TGACCTTTCTGCCGACACC 

R: CGCTCCAACGGGAATGACT 

 
10 μL，ddH2O 8.9 μL，正、反向引物各 0.05 μL，

DNA 1 μL)，PCR 反应程序(95 °C 5 min；95 °C 

30 s，55 °C 30 s，72 °C 1 min，40 个循环；80 °C 

10 s)。 

1.7  国际基因库测序接受号 
采出液样品高通量测序原始数据上传至

NCBI 的 SRA (Sequence Read Archive)数据库，

接受号为 PRJNA688608、PRJNA688392。 

2  结果与分析 

2.1  聚合物黏度的测定 

以 7 d 为间隔，收集 X1、X2 井实验组样本，

进行黏度测定。如图 1 所示，在 0–7 d，X1 井

样本黏度由 17.2 cP 降至 3.7 cP，下降了 78.5%；

在第 7 天之后，样本黏度的下降趋势逐渐平缓，

步入平台期，终黏度为 2.7 cP。相比之下，经

BCX 处理的 X2 井样本在前 7 d，黏度由 13.4 cP

降至 5.8 cP，降幅为 56.7%，终黏度为 4.9 cP。

由此可见，BCX 延缓了聚合物黏度的下降趋势。 

 
 
图 1  聚合物黏度变化 
Figure 1  Changes in polymer viscosity under the 
action of BCX. X2 was a hydrogen sulfide 
treatment well, while X1 was a non-treatment well. 

 
2.2  细菌群落多样性分析 

为了研究样品的细菌组成及多样性信息，选

取细菌 16S rRNA 基因测序获得的 OTU 代表性

序列，与 NCBI 数据库进行比对获得细菌注释

信息。基于细菌注释信息，计算各类细菌的相

对丰度，绘制细菌相对丰度分布图(图 2)。结合

Wilcox 秩和检验(图 3)，发现在加入驱油用聚合

物的地层水样本中，有 Tepidiphilus、Ralstonia、

Acetomicrobium、Halomonas、Thermoanaerobacter、

Roseovarius、Deferribacteraceae、Fervidobacterium、

Comamonadaceae 等 9 类菌种在油藏内源微生

物群落组成中的丰度要高于不加聚合物的对照

组。可见，这 9 类菌种的存在与驱油用聚合物

的降解现象密切关联，它们能够利用环境中的

聚合物作为营养物质，使各自菌群数量得以显

著提升。 

2.3  聚合物降解功能基因的筛选和验证 

基于驱油聚合物的分子结构，酰胺酶可作

用于其酰胺基团，加氧酶可作用于其碳氧双键

和 R 基团。根据宏基因组测序所获得的 RPKM

值，比较样本之间聚合物降解功能酶─酰胺酶、

加氧酶、硫化氢生成酶基因的丰度差异。如 
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图 2  细菌相对丰度分布 
Figure 2  Relative abundance distribution of bacteria. The ordinate showed sample names, in which the 
experimental group was cultured with oil displacement polymers added to the formation water, while the 
control group was cultured with only formation water added. The abscissa showed the proportion of bacteria 
in the samples. 
 

 
 

图 3  Wilcox 秩和检验 
Figure 3  Wilcox rank sum test of bacterial relative abundance. The ordinate showed names of the strains, 
and columns corresponding to the strains indicated the respective abundance in the samples. The 
experimental group was cultured with oil displacement polymers added to the formation water, while the 
control group was cultured with only formation water added. The position of dots indicated the difference in 
the abundance of bacteria between samples, and the color of dots showed samples with higher abundance of 
the bacteria. *: 0.01<P≤0.05; **: 0.001<P≤0.01; ***: P≤0.001. 
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图 4 所示，发现在 BCX 作用下，X2 井样本微

生物中：酰胺酶 ANS (谷氨酰胺(天冬酰胺)酶)、

NIC (N-甲酰基马来酸甲酰化酶)、HIP (马尿酸

水解酶)；加氧酶 SSU (烷烃磺酸盐单加氧酶)、

TAU (牛磺酸双加氧酶)；硫化氢生成酶 GLP (硫

代硫酸盐硫转移酶)、CYS (同化亚硫酸盐还原

酶)等 7 类酶基因的丰度要低于 X1 井。此外，

通过宏基因组功能注释，发现两类加氧酶 SSU

和 TAU 也参与了硫化氢生成通路。以上结果从

基因水平上说明了 BCX 对微生物降解驱油聚

合物功能的抑制作用。 

对宏基因组测序揭示的 BCX 下调丰度的

聚合物降解功能基因，用实时荧光定量 PCR 方

法进行了验证。如图 5 所示，在 BCX 作用下，

相比 X1 井，X2 井样本中酰胺酶基因 ansB、加

氧酶基因 ssuD 的含量分别下降了 72.5%和

87.5%，该趋势与图 4 中 2 种基因在样本之间的 

 

 
 
图 4  聚合物降解功能基因的表达差异 
Figure 4  Differences in the expression of polymers 
degradation functional genes under the action of 
BCX. X2 was a hydrogen sulfide treatment well, 
while X1 was a non-treatment well. The RPKM 
value meant the number of reads (read length, 
obtained from a single sequence) aligned to each 
gene with a unit of one thousand bases in every one 
million sequences. The RPKM value was a standard 
to measure the level of genes expression. 

 
 

图 5  聚合物降解功能基因的定量验证 
Figure 5  Quantitative verification of BCX inhibiting 
polymers degradation functional genes. X2 was a 
hydrogen sulfide treatment well, while X1 was a 
non-treatment well. **: 0.001<P≤0.01. 

 
表达差异相一致，进一步证明了 BCX 对聚合物

降解功能基因的抑制作用。 

2.4  聚合物降解功能微生物的群落结构 
基于宏基因组测序结果，将定量验证通过

的酰胺酶基因 ansB、加氧酶基因 ssuD 进行相

关功能微生物群落构成的注释。发现在 X1 井

样本中(图 6、图 7)，聚合物高效降解菌 Delftia

丰度较高；在经过 BCX 处理后，X2 井样本中

Delftia 占比显著减少，意味着微生物菌群对驱

油聚合物的分解作用趋缓，即从群落构成的宏

观水平，验证了 BCX 对可降解驱油聚合物菌群

的抑制能力。 

3  讨论 

保持聚合物驱油体系在地层驱油过程中的

长效性是提高海上油田采收率的关键，而微生

物对驱油聚合物的降解是其生长需求，聚合物

的酰胺基侧链可作为氮源被微生物利用，其

C–C 主链可作为微生物生长的碳源[19–20]。因此，

加深对海上注聚油田环境微生物多样性的认

识，是分析油藏内源驱油用聚合物降解相关微

生物种群结构的前提条件。 
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图 6  携带 ansB 基因的菌群丰度分布图 
Figure 6  The abundance distribution of floras carrying the ansB gene. The ordinate showed sample names, 
X2 was a hydrogen sulfide treatment well, while X1 was a non-treatment well. The abscissa showed the 
proportion of bacteria in the samples. 
 

 
 

图 7  携带 ssuD 基因的菌群丰度分布图 
Figure 7  The abundance distribution of floras carrying the ssuD gene. The ordinate showed sample names, 
X2 was a hydrogen sulfide treatment well, while X1 was a non-treatment well. The abscissa showed the 
proportion of bacteria in the samples. 
 

在图 2、图 3 所揭示的 9 类聚合物降解相

关菌种中，嗜热厌氧杆菌(Thermoanaerobacter)

能够将硫代硫酸盐还原为硫化物，是 SRB 的  

一种[21]。SRB 降解聚合物的主要机制包括以聚

合物作为自身生长的营养物质、分泌降解聚合

物的酶来打断其分子链结构，而硫酸盐还原反

应的终产物 S2–也会降低聚合物的黏度[22–23]。此

外，在添加聚合物的实验组中，Tepidiphilus、

Halomonas 、 Roseovarius 、 Deferribacteraceae

和 Comamonadaceae 等硝酸盐还原菌(nitrate- 

reducing bacteria，NRB)的丰度显著提升，NRB

可与 SRB 竞争电子供体物质(如有机酸等)，抑

制 SRB 生长；在 NRB 还原硝酸盐的过程中，

生成的亚硝酸盐也可以直接抑制 SRB[24–27]。因

此，聚合物黏度下降一方面是由于其为微生物

的增殖提供营养，另一方面是 SRB 代谢产物 S2–
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对聚合物的分解作用。在图 1 的硫化氢治理井

样品中，由于硝酸盐的加入，引起样品中 NRB

的增殖，进而在 BCX 作用下，SRB 生长受到抑

制，缓解了聚合物黏度的减损趋势。 

借助高通量测序等生物信息学方法，不仅

能全面分析功能微生物的群落构成，更能深层

次地挖掘出涉及驱油聚合物降解、硫化氢生成

过程的基因通路信息，从而为建立聚合物驱油

田次生硫化氢的防控[28]以及驱油聚合物的稳粘

增效方法提供依据和指导。 

4  结论 

本文通过室内培养实验，从 BCX 可延缓聚

合物溶液黏度下降的现象出发，分析了海上聚

合物驱油田环境中可降解驱油用聚合物的内源

微生物菌群组成，发现了 9 类可降解聚合物的

相关菌种。借助宏基因组测序技术，分析并验证

了 BCX 对微生物中聚合物降解功能基因的抑制

作用；同时，在群落构成这一宏观层面，发现

BCX 可使油藏中聚合物高效降解菌种 Delftia 极

大程度地失去活性。以上结论表明，BCX 在防

控次生硫化氢危害的同时，也可为实现驱油用

聚合物稳粘增效的目标提供有力的支持。 
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