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摘要:【目的】以胶质为唯一碳源，从中海油南堡 35-2 油田地层水中经富集培养，为海上油田稠油降解及提高

稠油采收率研究奠定基础。【方法】利用富集培养和胶质平板法分离胶质降解菌株，对分离菌株通过形态特

征、16S rRNA 基因进行鉴定，对 菌 株 的 理 化 性 质 进 行 分 析，并 对 其 降 解 胶 质 和 稠 油 的 性 能 进 行 研 究。【结

果】分离筛选出细 菌 菌 株 21 株，并 从 中 筛 选 出 性 能 较 好 的 4 株。经 鉴 定 为 分 别 为 Q4-油 杆 菌 ( Petrobacter
sp． )、QB9-嗜热脂肪地芽胞杆菌(Geobacillus stearothermophilus)、QB26-地衣芽胞杆菌(Bacillus licheniformis)、
QB36-白色地芽胞杆菌(Geobacillus pallidus) ，其中 QB26 菌株效果最好，对该菌株的理化性质进行了分析，并

对其降解胶质和稠油的性能进行了研究。结果显示，该菌株可在厌氧条件下生长，并能适应地层环境。分离

菌株作用稠油后，饱和烃相对含量均有不同程度的上升，芳香烃、胶质、沥青质相对含量降低，能使胶质相对

含量降低 5. 1% ，沥青质相对含量降低 2. 7%。【结论】分离菌株对 NB35-2 油田稠油中的胶质具有一定的降

解作用，在微生物采油和原油污染处理方面具有应用潜力。
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稠油，即高粘度重质原油，由于在油层中的渗流

阻力大，甚至不能流动，因而用常规技术难以经济有

效的开发。中国油田的稠油中轻质馏分很少，含硫

量低，而胶质沥青含量很多，而且随着胶质沥青含量

增大，原油相对密度及同温度下的粘度随之增高，因

此胶质沥青质的含量是影响稠油开采的主要制约因

素
［1］。胶质和沥青质是稠油中的重质部分，由于其

结构复杂，同时受温度影响小，因此重质稠油常规方

法开发一直 是 难 点
［2 － 3］。目 前 我 国 探 明 石 油 储 量

中，稠油资源非常丰富，开发难度较大的重油、稠油

接近 40 亿吨，主要集中在渤海湾盆地，其中渤海油

田重油、稠油在中海原油中所占的比例达到 80% 以

上
［4］。

微 生 物 采 油 技 术 ( Microbial Enhanced Oil
Recovery，MEOR) 发展 至 今 已 有 90 多 年 的 历 史，目

前 MEOR 技 术 已 经 成 功 地 应 用 于 单 井 吞 吐、调 剖、
降粘等方面，该技术能够经济有效地延长油田开采

周期，提高近枯竭油藏的采收率
［5］。稠油微生物开

采技术是微生物采油技术的延伸，也是人们对稠油

开采的一种有益探索。但目前研究发现微生物对稠
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油降解十分困难，影响生物处理效率，而对于胶质和

沥 青 质 等 重 质 部 分 生 物 降 解 的 研 究 国 内 外 较

少
［6 － 8］。本文针对稠 油 的 这 一 特 点，开 展 了 渤 海 油

田稠油降解菌分离、筛选及其对胶质和沥青质降解

研究，为稠油微生物采油技术提供理论依据。

1 材料和方法

1. 1 材料

1. 1. 1 地 层 水、原 油 样 品:NB35-2 A18 井 原 油，粘

度 523. 3 mPa·s，沥青 7. 79% ，胶质 20. 25% ;NB35-2
B16 井，地 层 粘 度 1094 mPa·s，沥 青 6. 92% ，胶 质

22. 01% ，均取自中海油渤海油田 NB35-2 油田。
1. 1. 2 发 酵 培 养 基 ( g /L) :Na2HPO4 0. 6，KH2PO4

0. 2，NaNO3 2，FeSO4 0. 02，MgSO4 0. 3，酵 母 粉 0. 5，

蔗糖 1，pH 7. 2。
1. 2 稠油中胶质提取方法

采用萃取法从稠油中分离沥青质和胶质。将一

定体积的稠油溶解于 15 倍体积的正庚烷中，用离心

机以 72 × g 离心 10 min 后，底层沉淀物质即为沥青

质。将上层清液取出，加入细孔硅胶，硅胶用量为 2
g /mL 原油，用数显搅拌器搅拌，以 72 g 离心 3 min，

用苯冲洗吸附了胶质的硅胶，直到冲洗液为浅黄色。
最后用含 7% 甲 醇 的 二 氯 甲 烷 溶 液 冲 洗，直 到 冲 洗

液接近无色。将苯冲洗液及含甲醇的二氯甲烷冲洗

液合并，用旋转 蒸 发 器 在 90℃ 下 蒸 出 溶 剂，真 空 干

燥，回收。
1. 3 胶质降解菌株筛选方法

发酵培养基 100 mL + 2 g 胶质 + 10 mL 地层水，

油藏温度 55℃ 摇床培养 2 周富集，将富集的摇瓶用

无菌水进行稀释，稀释到 10 － 5 ，10 － 6 ，10 － 7
涂布到发

酵培养 基 + 胶 质 和 LB 平 板 上，55℃ 培 养。挑 选 菌

落形态和大小不同的菌株。 － 80℃ 保存，将各 单 菌

活化并接种到发酵 培 养 基 100 mL + 2 g 胶 质 中，观

察乳化效果。
1. 4 分离菌株 QB26 的理化性质研究

1. 4. 1 生理生化试验参见文献［9］。
1. 4. 2 分离菌株 16S rRNA 鉴定:先将菌株进行活

化，然后进行菌落 PCR 扩增 16S rRNA，以细菌基因

组 DNA 为 模 板， 27f ( 5'-AGAGTTTGATCTGGCT
CAG-3') 和 1541r ( 5'-AAGGAGGTGATCCAGCC-3')
( 北 京 奥 科 生 物 技 术 有 限 公 司 )。扩 增 体 系 是:

premix 12. 5 μL，1541r 0. 2 μL，27f 0. 2 μL，菌 液

1 μL，ddH2O 加至总体系 25 μL。PCR 程序是:94℃
10 min;94℃ 45 s;55℃ 45 s;72℃ 90 s;( × 30)72℃
10min;4℃ 48 h。扩 增 的 PCR 产 物 连 接 到 载 体

PMD19-T(TAKARA) 上，转化 E． coli DH5α。提取有

16S rRNA 插入的质粒并测序，序列测定由北京奥科

生物技术有限公司完成。
1. 4. 3 分离菌株好 氧 性、温 度、pH 值、矿 化 度 适 应

范围测定:(1) 好氧性测定:配 制 含 有 0. 5% 的 琼 脂

粉的 LB 培养 基 5 mL 于 试 管 中。将 降 解 菌 株 富 集

培养，用接种 针 蘸 取 菌 液，垂 直 刺 入 半 固 体 培 养 基

中。55℃ 温箱中培养，观察穿刺线周围降解菌 的 生

长情况，判断其需氧特性。(2) 温度适应范围:挑取

QB26 单克隆于 LB 固体平板 55℃ ，12 h 活化后，调

取单菌落 于 5 mL LB，55℃ ，120 r /min 震 荡 培 养 过

夜，1% 接种量接种 到 100 mL LB，培 养 4 h，作 为 种

子液。取种子液 5% 分 别 接 种 到 无 机 盐 培 养 基，并

加入 0. 5% 原油作为唯一碳源，分别在 45℃ ，50℃ ，

55℃ ，60℃ ，65℃ ，70℃ ，130 r /min 培养。采用水质-
石油类和动植物油的测定红外光度法( 中华人民共

和国国家 标 准 GB /T16488-1996) 测 定 原 油 降 解 率。
(3)pH 值适应范围:配制 pH 梯度无机盐培养基:以

NaOH 或 HCl 调节无机盐培养基的 pH 分别为 4，5，

6，7，8，9 和 10。菌株培养和原油降解率分析方法同

上。(4) 矿化度适应范围:配制培养基配方，然后按

照氯化钠浓度 1% － 6% ，6 个梯度额外加入到培养

基中，共 6 个实验，每个实验 3 个平行。
1. 5 分离菌株性能评价实验

1. 5. 1 菌 株 对 胶 质 的 降 粘 作 用: 利 用 BROOK
FIELD CAP 2000 + L VISCOMETER 锥板式粘度计测

定，4 号转子，55℃100 r /min 下测定。
1. 5. 2 菌株对 原 油 的 降 粘 作 用:30 mL 培 养 液 +
30 g A18 原油，55℃ 摇床上培养 14 d，利用 BROOK
FIELD VISCOMETER LVDV-II + Pro 提 桶 式 粘 度 计

测定原油和菌种对原油作用后的粘度变化。
1. 5. 3 乳化系数(EI24) 的测定:将 6 mL 发酵液与

4 mL 液体石蜡 混 合，充 分 震 荡，乳 化 层 高 度 与 液 相

总高度之比乘以 100% 即为乳化系数 EI24。乳化系

数可以在一定程度上反映发酵液的乳化能力。
1. 5. 4 采用气相色谱法对菌种作用前后原油 烃 组

分变化进行测定:实验方法见文献
［10］。

1. 5. 5 采用硅胶-氧化铝双吸附法分析菌株作用前
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后原油中胶质含量变化:按照文献
［11］

方法对原油进

行族组分分析，得出作用前后原油中胶质含量变化。
1. 5. 6 原油降解前后傅立叶红外光谱测定 ( IR) 分

析:将降解前后的 A18 原油脱水，用溴化钾压片，采

用美 国 的 Nicolet-560E． S． P 进 行 红 外 光 谱 扫 描，扫

描波长为 4000 － 400 cm － 1。

2 结果和讨论

2. 1 胶质降解菌的筛选

通过初筛、复筛，从地层油水样中 筛 选 出 21 株

单菌，－ 80℃ 保存，将各单菌活化并接种到发酵培养

基 100 mL + 2 g 胶质中，观察乳化 效 果。分 离 到 效

果较好的 菌 株 4 株，分 别 为 Q4、QB9、QB26、QB36，

其中效 果 最 佳 的 为 QB26，图 1 为 QB26 的 电 镜 照

片。

图 2 QB26 菌株 16S rRNA 基因系统发育分析

Fig． 2 Phylogenetic tree of strain QB26. Numbers in parentheses represent the sequences’accession number in GenBank． The number at each

node is the percentage supported by bootstrap and bootstrapping value lower than 50% is not shown． Bar，5% sequence divergence． Bar 0. 0005

represent sequence divergence．

图 1 QB26 菌株透射电镜照片(8000 × )

Fig． 1 Electron transmitted micrograph of strain

QB26. bar = 2μm．

2. 2 分离菌株 QB26 的形态及生理生化性质研究

2. 2. 1 生理生化试验:QB26 菌株 平 板 生 长 菌 落 呈

圆形，菌落粗糙，不透明，无闪光，扩张，污白色，细胞

杆状，大小为 0. 34 － 0. 45 × 2 － 4 μm。经鉴定表明，

该菌株呈革兰氏阳性，杆状，能形成芽孢，厌氧条件

可生长，甲基红试验阳性，硝酸盐还原试验阳性，葡

萄糖培养能产酸不产气，可液化明胶，水解淀粉，水

解酪素，初步 鉴 定 该 菌 株 为 地 衣 芽 胞 杆 菌 (Bacillus
licheniformis)。
2. 2. 2 系统发育学分析( 测序结果) :将 16S rRNA
测序 结 果 通 过 与 Genbank 中 现 有 的 菌 种 的 16S
rRNA 基 因 序 列 比 对，利 用 Clustal X1. 81 软 件 和

MEGA 4. 0 软件构建系统进化树，如图 2 所示，结合

生理生化特性进一步确定 QB26 菌株为地衣芽胞杆

菌 ( Bacillus licheniformis) ，同 时 确 定 Q4 为 油 杆 菌

(Petrobacter sp． )、QB9 为 嗜 热 脂 肪 地 芽 胞 杆 菌

(Geobacillus stearothermophilus)、QB36 为白色地芽胞

杆菌(Geobacillus pallidus)。
2. 2. 3 QB26 菌株的好氧性、温度、pH 值、矿化度适

应范围测定:由图 3 可以看出，QB26 菌株在半固体

斜面中靠近底部生长较为旺盛，表明其具有兼性厌

氧生长的特性，可以在低氧环境中生长，具备微生物

采油的潜在应用价值。
QB26 菌株对温度的变化敏感，反映在其降解量

的显著差异上。由图 4 可见 QB26 菌株原油降解最

适温度为 55℃ ，降解量达到 1600 mg /L，降低或升高

培养温度都 会 导 致 降 解 量 急 剧 下 降;其 次 是 50℃ ，

降解量 达 到 1000 mg /L; 在 低 于 50℃ 和 高 于 60℃
时，降解量只有 300 mg /L，10% 左右。

553



Dawei Wang et al． / Acta Microbiologica Sinica(2012)52(3)

图 3 QB26 菌株半固体穿刺照片

Fig． 3 Semi-solid puncture photos of strain QB26. A:

QB26;B: Control．

图 4 QB26 菌株生长的温度范围

Fig． 4 Effect of temperature on the growth and crude oil degradation

of strain QB26．

QB26 菌株能在较大 pH 范 围 内 (5 － 8) 具 有 良

好的石油烃降解性能，降解量都在 1200 mg /L 以上。
而且 QB26 菌株的一个特性是对酸环境具有很强的

耐受力，在 pH 4 的培养集中 5 d 培养对原油的降解

率能达到 40% 左右降解大于 1100 mg /L 的原油，最

高降 解 量 发 生 在 pH 7 的 条 件 下，其 降 解 率 超 过

64. 9%。而当 pH 值在 9 到 10 范围内，QB26 菌株对

原油的降解量 急 剧 下 降，达 不 到 500 mg /L，说 明 其

耐碱性能差，如图 5。而 NB35 － 2 油田地层水的 pH
在中性 7 左 右，属 于 QB26 菌 株 作 用 的 最 佳 pH，可

以发挥菌株 QB26 的最佳降解效果。
由图 6 可 看 到，QB26 菌 株 的 生 长 矿 化 度 范 围

( 以 NaCl 浓度计算) 为 1% － 6% ，最 适 生 长 矿 化 度

为 1%。
2. 3 分离菌株性能评价实验

2. 3. 1 菌株对 胶 质 的 降 粘 作 用:如 图 7 所 示，Q4、
QB9、QB26、QB36 4 株菌株作用 A18 原油胶质后，乳

化测定降粘率，平均降粘 36. 6% ，其中 QB26 菌株最

高 可 降 粘 60. 1% ; 脱 水 测 定 降 粘 率，平 均 降 粘

图 5 QB26 菌株生长的 pH 范围

Fig． 5 Effect of pH on the growth and crude oil degradation of strain

QB26．

图 6 NaCl 浓度梯度对 QB26 菌株的作用

Fig． 6 Effect of sodium chloride concentration on the growth of

strain QB26．

12. 2% ，其中 QB26 菌株最高可降粘 17. 9% ;胶质含

量平均降低 15. 9% ，其中 QB26 作用最为显著，可使

胶质含量降低 21. 9%。

图 7 分离菌株作用后胶质的粘度变化和降解率

Fig． 7 Viscosity reduction and degradation rate of resin after

degradation by isolated strains．

2. 3. 2 分 离 菌 株 对 A18 原 油 的 降 粘 作 用: 如 图 8
所示，各菌株对 A18 井原油均有一定的乳化降粘作

用。菌株作用后，含 水 粘 度 平 均 下 降 30% 左 右，其

中 QB26 降粘率最高达 38. 7%。
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图 8 分离菌株对原油的降粘作用

Fig． 8 Viscosity reduction of crude oil after degradation by isolated strains．

2. 3. 3 分离 菌 株 作 用 前 后 原 油 烃 组 分 变 化 测 定:

采用硅胶-氧化铝 双 吸 附 法 分 析 分 离 菌 株 作 用 前 后

原油中各组分含量变化，结果如图 9 所示。分离菌

株作用原油后，与空白相比较各组分的相对含量都

发生明显变化，饱和烃相对含量均有不同程度上升，

芳香烃、胶质、沥 青 质 相 对 含 量 降 低，其 中 QB26 菌

株能使胶质 相 对 含 量 降 低 5. 1% ，表 明 原 油 经 菌 株

作用后，其化学组分发生一定程度的变化。
对 QB26 菌株作用原油后的芳香烃系列组分进

行气质联用分析。结果表明，芳甾烷系列占原油各组

分总含量的 90% 以上。A18 原油被 QB26 菌株作用

前后(图 10)，萘系列、菲系列、屈系列、噻吩系列、芴

系列和芳甾烷系列均有不同程度的降解，降解率在

60% － 85% 左右，而多环芳烃降解后出现联苯系列和

呋喃系列化合物;此外，QB26 菌株作用的机制不同，

其对于饱和烃重质组分的降解能力大于轻质组分，能

同时降解芳香烃的轻质组分和重质组分，对于缺少轻

质芳香烃组分的情况下，QB26 菌株还能依靠降解重

质组分或胶质等生成新的轻质芳香烃组分。

图 9 分离菌株降解原油后四组分相对含量变化

Fig． 9 Four fractions contents changes of crude oil after degradation by isolated strains．

图 10 菌株 QB26 作用原油前后芳香烃各组分变化

Fig． 10 Aromatic components changes of crude oil after degradation by strain QB26.
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2. 3. 4 原油降解前后傅立叶红外光谱测定 ( IR) 分

析:如图 11(A、B) 所示。由于原油是混合物，所以尚

不能确定是何种官能团的吸收峰，但从图形变化可知

原油 得 到 分 解，例 如: 羟 基 的 伸 缩 震 动 在 3670 －
3240 cm － 1 ，作用后的峰值有明显升高，说明长链脂肪

酸分解成许多短链脂肪酸，醇类、醛类的峰值在 1650
－ 1450 cm － 1 ，作用后也有明显的提高，说明大分子的

胶质被分解为芳香烃后进一步得到降解。分析 3300
－ 2800 cm － 1

区域 C － H 伸缩振动吸收，以 3000 cm － 1

为界:高于 3000 cm － 1
的部分经微生物降解后增多，低

于 3000 cm － 1
的部分减少，表明饱和 C － H 伸缩振动

吸收减弱，表明饱和烃化合物减少，不饱和碳 C － H
伸缩振动吸收增强，烯，炔，芳香化合物含量增多，进

一步分析不饱和碳碳键的伸缩振动吸收特征峰，其

中:炔 2200 － 2100 cm － 1 ，烯 1680 － 1640 cm － 1 ，芳 环

1600，1580，1500，1450 cm － 1 ，可以看出，原油经 QB26
菌株作用后，芳香烃的含量增多，取代基的种类也增

多。推测胶质降解后形成多种结构的芳香族化合物。

图 11 QB26 作用后原油的红外光谱图

Fig． 11 Infrared spectra of crude oil after degradation by strain QB26. A:Control，A18 well crude oil;B:

A18 well crude oil after degradation by strain QB26．

2. 4 结论

从中海油 NB35 － 2 油 田 地 层 水 中 筛 选 出 4 株

降解稠油性能较好的菌株，分别为 QB26( 地衣芽胞

杆菌) ，QB36( 白色地芽胞杆菌) ，Q4( 嗜热脂肪地芽

胞杆菌) ，QB9( 油杆菌)。其中 QB26 菌株在油藏温

度、矿化度和 pH 条件下，对 A18 井稠油有很好的降

解作用，能够 改 变 原 油 胶 质、沥 青 质 的 化 合 物 和 结

构，主要引起胶质、沥青质内含氧基团和甲基、亚甲

基的出现或含量增加，原油品质得以改善，能降低原

油粘度 38. 7% ，使原油中胶质相对含量降低 5. 1% ，

沥青质相对 含 量 降 低 2. 7% ，同 时 生 成 新 的 轻 质 芳

香烃组分。
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Isolation of viscous-oil degrading microorganism and
biodegradation to resin
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Abstract:［Objective］The aim of this study was to isolate bacterial strains with high-efficiency to degrade resins．
［Methods］We used resin-plate to isolate resin-degrading bacteria from the formation water of Nanbao35-2 oil field，

China National Offshore Oil Corporation． The morphological properties and the sequence homology of 16S rRNA were used
to identify the strains． The changes of four fractions contents and the infrared spectrometry of the heavy oil were used to
analyze the degradation properties． ［Results］Four strains，Q4，QB9，QB26 and QB36，were isolated using resin as the
sole carbon source． Based on the high sequence similarities (more than 99% ) of 16S rDNA sequences analysis． These
strains were identified as member of the Petrobacter sp． ，Geobacillus stearothermophilus，Bacillus licheniformis，Geobacillus
pallidus，respectively． QB26，a Bacillus licheniformis，was the most efficient strain，it can grow well under anaerobic
conditions，emulsify heavy oil well，and degrade resin and asphaltene in heavy oil． The relative content of saturated
hydrocarbons in heavy oil increase after degradation，and the relative content of resin and asphaltene in heavy oil
decreased 5. 1% and 2. 7% ，respectively． ［Conclusion］ The strains isolated from Nanbao 35-2 oil field formation water
could degrade resin and heavy oil． They have potential values in microbial enhanced oil recovery and oil pollution
treatment．
Keywords: extra-heavy oil，resin，viscosity，Bacillus licheniformis，biodegradation
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