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摘要：【目的】了解常压（1 LM;）和高压（1# LM;）条件下内源细菌激活中的细菌群落和结构的变化。【方法】利

用胜利油田沾 % N -! 井产出液水样，在常压和高压下进行富集培养后，定时取样，样品用变性梯度凝胶电泳

（KB:;69*B O*;K+B:6 OB, B,B?6*8)58*B<+<，PQQH）技术分析。【结果】通过对内源微生物激活前后 PQQH 条带的数量

和亮度变化分析表明，油藏环境中的细菌在种类和数量上并不丰富，激活剂的加入改变了菌群原有的贫营

养环境，从而使一些因营养缺乏生长受抑制细菌得以大量繁殖，菌群结构发生变化。【结论】高压条件下，条

带数量变化趋势与常压下大体一致，但在条带数量和出现的位置上有所差异，高压条件下，PQQH 条带数量

要少一些，说明高压激活过程中能适应环境的细菌种类较少，且条带数量的增加相比常压具有明显的滞后

性；激活后期，条带数量和亮度的变化逐渐趋缓，表明细菌群落生态结构重新调整，达到了新的动态平衡。

论文的研究结果为解释微生物驱油室内研究与现场效果评价之间的关系奠定基础。
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由于油藏是具有高温、高压等特点的极端环境，

用传统培养方法所获得的微生物生态信息远不能反

映油藏环境中的实际情况。影响内源微生物驱油技

术深入发展的主要难点是缺乏有效的油藏微生物群

落结构分析及动态变化的监测方法［1 ’ -］。近 1# 年

来，以分析 1&/ *P0( 为主的分子指纹技术发展为极

端环境中不可培养微生物的研究提供了一种新手

段。变 性 梯 度 凝 胶 电 泳（ KB:;69*B O*;K+B:6 OB,
B,B?6*8)58*B<+<，PQQH）就是一种通过分离微生物基因

组 P0( 来研究环境样品中微生物群落的多样性及

物种丰度的一种分子指纹技术［%］。近年来，运用分

子指 纹 技 术 对 油 藏 微 生 物 群 落 的 研 究 已 有 不

少［! ’ 1#］，但少有文献报道不同压力条件对内源微生

物激活的影响。本文利用胜利油田的沾 % N -! 产出

液水样，在模拟油藏条件下，利用 PQQH 技术探讨了

低压和高压条件下内源微生物激活中的微生物群落

和结构的变化。

! 材料和方法

!"! 主要试剂和仪器

P0( 纯化试剂盒，购自北京天为时代生物技术

公司；溶菌酶（F,9T; &-"@#）、蛋白酶 U（V8?5B 1#"1-&
原装）、V0;<B (（LB*?T）、聚乙烯聚吡咯烷酮（MWMM，

/+O>; ME&@$$ 分装），购自北京欣经科生物技术有限

公司；三（羟甲基）胺基甲烷（A*+<），分析纯，国药集团

化 学 试 剂 有 限 公 司；十 六 烷 基 三 甲 基 溴 化 胺



（!"#$）、十二烷基硫酸钠（%&%），天津科密欧化学试

剂开发 中 心；’())&*# 分 子 量 标 准、上 样 缓 冲 液，

"+,+-+（#$.，/%#）。纯化柱 0!- !12+3456 ,78，9:$7:
;+<:=+8:=72> .3?（/%#）；"@;4AB@ 台式高速离心机，上

海 医 用 分 析 仪 器 厂；@%4A(- !238=7C5D2 离 心 机，

$2?EF+3（/%#）；9:G21 HAA& .3?5<+8:= 恒温培养 箱，

*+87:3+1 ;+<328 !:F6+3I；J6623G:=C 微 量 移 液 器，

@2=F+3I；9I!I?12= 0!- 扩增仪，$.K-#&，/%#；%L4H))
成像系统，%M+3DM+7 %7N73D $7:1:D7?+1 "2?M3:1:DI !:O，
;8G；&PP Q R! 型 电 泳 仪，北 京 六 一 仪 器 厂；97374
"=+3>7115F73+8:= 紫外透射仪，$.K-#&（/%#）。

!"# 水样的富集培养

向沾 H S ’T 产出液水样中添加激活剂（玉米浆

AU、,*KH )VAU）后，分装于经无菌处理的 B) F; 小

岩心管中，不加压或加压至 A) 90+ 后，置于 (HW恒

温箱内培养一定时间后［AA］进行 &*# 的提取与纯

化。

!"$ 基因组 %&’ 的提取与纯化

原始水样中菌体用孔径为 )V ’’!F 的混合纤

维素酯滤膜抽滤 A ; 水样来收集；经培养后的菌体

直接取 A) F; 培养液高速离心获得。具体操作步骤

与文献［A’］相同。基因组 &*# 提取与纯化使用北

京天为时代生物技术公司的 &*# 纯化试剂盒，按照

操作说明进行。

!"( !)* +%&’ 的 ,-. 扩增

将纯化的基因组 &*# 试样作为 0!- 反应的模

板，用 0!- 反应扩增仪对培养前后油藏微生物 AB%
=&*# 的 XH 区进行扩增，扩增片段长度约为 ’)) <6，

引 物 对［AH Q A(］ 为：0’：(Y4#""#!!@!@@!"@!"@@4HY；
0H： (Y4!@!!!@!!@!@!@!@@!@@@!@@@@!@@@@
@!#!@@@@@@!!"#!@@@#@@!#@!#@4HY。 0!- 条

件为：ZTW T F73；ZTW A F73，B( [ (BW A F73，\’W
A F73，’ 个循环降 AW，退火 ’) 个循环；ZTW A F73，

((W A F73，\’W A F73，延伸 A) 个循环；\’W B F73。

聚合 酶 链 反 应 结 果 用 AV) U 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 检

测［Z］。

!"/ !)* +%&’ 序列的 %001 分析

将纯化好的 0!- 样品加入制备好的变性胶中，

进行电泳分离并 P;*4’))) 凝胶影像分析系统进行

分析，观察每个样品的电泳图谱并拍照［A’］。

# 结果和讨论

#"! 样品的 %001 条带

常压 A 90+（*）和高压 A) 90+（0）下进行水样富

集培养后，分别于第 )、T、R、A’、AZ、’B、HH、TH、(H 天取

样，所得 &@@J 电泳图如图 A 所示，*)、0) 为激活前

产出水样，*A4*R 分别为常压下第 A [ R 次取样，0A4
0R 分别为高压下第 A [ R 次取样。每个泳道中相同

位置的条带可视为具有相同的 &*# 片段序列，条带

亮度越大表示相应种群数量上的优势越明显，从而

反映出油藏内源微生物的种类和数量。&@@J 仅能

检测到环境样品中一定数量的微生物，一般是优势

菌群。根据 95I]2= 的研究［AB］整个微生物群落中仅

有约 AU的菌群能通过 &@@J 检测到。由激活前的

&@@J 泳道 *)、0) 中 &*# 条带数量可以看出，油藏

这种贫营养环境中微生物的多样性并不丰富。

图 ! !)* +%&’ 扩增产物的 %001 电泳图

^7DOA &@@J 6=:C712 :C AB% =&*# +F617C72G 6=:G5?8>O
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!"! 不同压力下的 #$$% 条带变化

如图 ! 和图 "，常压条件下，条带数量变化表现

为先增多后减少的趋势。第 " 次取样时，在 #$%、

#$&位置明显出现了很多新的条带，条带数量由 ’ 条

增加到 & 条，第 ’ 次取样时条带数量达到 !( 条，在

激活剂的作用下内源菌的丰富性得到有效增强，此

后条带数量逐渐减少，第 % 次取样检测时减少到 )
条；就条带亮度而言，*$!、*$’ 和 *$) 位置的变化更

有规律性，*$! 和 *$) 亮度先增强后逐渐减弱，*$’ 的

亮度则一直增强。激活前，硝酸盐还原菌和硫酸盐

还原菌的数量为 ! + !("个,-. 和 " + !("个,-.；常压

激活后硝酸盐还原菌和硫酸盐还原菌的数量为 / +
!("个,-.和 ) 个,-.。可以推测激活后条带亮度的

变化可能是由于好氧转厌氧过程使得好氧菌和厌氧

菌的相对数量发生变化，厌氧环境中，由于硝酸盐的

存在，电子受体由氧转移到硝酸根，所以硝酸盐的存

在对硫酸盐还原菌的生长产生了抑制作用。同时，

就条带变化的延续性而言，激活前期 #( 0 #/ 变化

延续性较差，说明激活剂的加入改变了菌群原有的

贫营养环境，从而使一些因营养缺乏生长受抑制细

菌得以大量繁殖，菌群结构迅速发生变化，激活后期

#’ 0 #& 条带变化更具有延续性，菌群结构逐步趋于

稳定，达到了选择性激活的目的。

图 ! #$$% 条带数量变化曲线图

1234" 567 869*37 :; <67 *=->7?@ :; ABBC >9*D@4

高压条件下，条带数量变化趋势与常压下大体

一致，但在条带数量和出现的位置上差异比较明显，

在高压下，条带数量要少一些，说明高压激活过程中

能适应环境的细菌种类较少，且条带数量的增加相

比常压具有明显的滞后性，第 / 次取样时，条带数量

才从 ’ 条增加到 % 条，从第 ’ 次取样开始，条带数量

逐渐较少，并趋于稳定，微生物生态结构重新调整，

达到了新的动态平衡。

& 小结

（!）由激活前后 ABBC 条带的数量和亮度变化

分析可知，油藏环境中的微生物在种类和数量上并

不丰富，激活剂的加入改变了菌群原有的贫营养环

境，从而使一些因营养缺乏生长受抑制细菌得以大

量繁殖，菌群结构发生变化。

（"）高压条件下，条带数量变化趋势与常压下大

体一致，但在条带数量和出现的位置上有所差异，高

压条件下，ABBC 条带数量要少一些，说明高压激活

过程中能适应环境的细菌种类较少，且条带数量的

增加相比常压具有明显的滞后性；激活后期，条带数

量和亮度的变化逐渐趋缓，表明微生物群落生态结

构重新调整，达到了新的动态平衡。
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