
   

微生物学报  
Acta Microbiologica Sinica  
2024, 64(6): 2008–2024  
http://journals.im.ac.cn/actamicrocn  
DOI: 10.13343/j.cnki.wsxb.20230621  

Geomicrobiological Applications 地质微生物应用 
 

                           

资助项目：江苏省重点研发计划(BE2021625) 
This work was supported by the Key Research and Development Program of Jiangsu Province (BE2021625). 
*Corresponding authors. E-mail: SU Lingqia, sulingqia@jiangnan.edu.cn; XU Kewei, xukw.syky@sinopec.com 
Received: 2023-10-09; Accepted: 2023-12-15; Published online: 2023-12-21 

典型气田的指示微生物异常分子诊断：以杭锦旗

气田为例 

刘海峰 1，许科伟 2*，颜正飞 1，顾磊 2，郑旭莹 2，张凤山 3，宿玲恰 1* 

1 江南大学生物工程学院，江苏 无锡 214122 
2 中国石油化工股份有限公司石油勘探开发研究院无锡石油地质研究所，江苏 无锡 214126 
3 山东华泰纸业股份有限公司&山东黄三角产业技术研究院 山东 东营 257335  
 

刘海峰, 许科伟, 颜正飞, 顾磊, 郑旭莹, 张凤山, 宿玲恰. 典型气田的指示微生物异常分子诊断：以杭锦旗气田为例[J]. 

微生物学报, 2024, 64(6): 2008-2024. 
LIU Haifeng, XU Kewei, YAN Zhengfei, GU Lei, ZHENG Xuying, ZHANG Fengshan, SU Lingqia. Molecular diagnosis of 
indicator microorganisms in typical gas fields: a case study of Hangjinqi Gas Field[J]. Acta Microbiologica Sinica, 2024, 64(6): 
2008-2024. 

摘   要：【目的】油气微生物勘探技术因其多解性小、信噪比高、受环境影响小和经济快速的特

点，日益受到勘探者的重视。然而，多数微生物勘探应用是基于非原位的实验室培养分析，不能

准确而全面反映漫长地质历史过程中油气资源微生物的原位动态变化规律。本研究以杭锦旗气田

为例，分析气区上方和背景区的微生物群落结构和发育特征差异，识别地表油气微生物异常。【方

法】对采集自杭锦旗的新召和什股壕大营圈闭土壤样本中细菌 16S rRNA 基因进行测序，结合理

化参数，比较微生物多样性差异，分析理化参数对微生物分布的影响，识别微生物异常。通过共

生网络分析，探索气藏上方地表土壤中微生物群落构建过程和功能组成。【结果】群落组成分析

发现在杭锦旗地区，放线菌门和变形菌门是主要的微生物类群，占菌落总体丰度的 72.47%，理化

参数相关性分析表明该地区的微生物分布与理化参数无明显相关关系。群落多样性分析显示，气

区和背景区的群落结构存在显著差异。共生网络分析发现气区微生物群落呈现出非随机性和连通

性，表明确定性因素在微生物群落构建中占主导作用。模块化的共发生网络揭示微生物群落形成

了特定的功能模块，不同模块的节点可能具有不同的功能。【结论】通过对杭锦旗气区和背景区

的微生物多样性分析发现了新召和什股壕气区的指示菌属。根据对杭锦旗气区的共生网络分析，

发现关键指示类群为出芽单胞菌属、土壤红色杆形菌属、假诺卡氏菌属、短芽孢杆菌属、气微菌
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属和类诺卡氏菌属，主要的功能模块包括碳氮循环和有机物质降解模块，共同参与气田上方土壤

中烃类物质的降解。 

关键词：微生物勘探；高通量测序；分子诊断；共发生网络；杭锦旗气田 
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Abstract: [Objective] Microbial prospecting for oil and gas, characterized by high resolution, 
high signal-to-noise ratio, minimal environmental interference, low costs, and short time 
consumption, garners increasing attention from exploration experts. However, in most cases, 
microbial prospecting is based on laboratory culture and analysis, which cannot accurately and 
comprehensively reflect the in-situ dynamic changes of microbiota in oil and gas resources in 
the geological history. In this study, we compared the microbial community structure and 
developmental characteristics between the gas-producing zone and the background zone in 
Hangjinqi Gas Field, aiming to identify the surface microbial anomalies related to oil and gas. 
[Methods] We conducted the bacterial 16S rRNA gene sequencing for the soil samples 
collected from Xinzao and Shiguhao areas of Hangjinqi. Furthermore, we compared the 
microbial diversity, analyzed the impacts of physicochemical parameters on microbial 
distribution, and identified microbial anomalies. The co-occurrence network analysis was 
employed to explore the assembly process and functional composition of microbial community 
in the surface soil above the reservoir. [Results] In the Hangjinqi area, Actinobacteria and 
Proteobacteria were dominant, accounting for 72.47% of the total microbial abundance. The 
correlation analysis of environmental factors with microbial abundance showed that the 
distribution of microorganisms in this area was not significantly correlated with environmental 
factors. The microbial community structure presented significant differences between the 
gas-producing area and the background area. The co-occurrence network analysis of the 
gas-producing area revealed non-randomness and connectivity in the microbial community, 
indicating deterministic factors play a dominant role in the construction of microbial 
communities. Modular co-occurrence network analysis revealed the formation of specific 
functional modules within the microbial community, and different modules possibly served 
different functions. [Conclusion] By comparing the microbial diversity between the 
gas-producing and background area of Hangjinqi area, we identified the indicator genera in the 
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gas-producing fields of Xinzao and Shiguhao. Furthermore, the co-occurrence network analysis 
identified Gemmatimonas, Solirubrobacter, Pseudonocardia, Brevibacillus, Aeromicrobium, 
and Nocardioides as the key taxa in the gas-producing area, which were associated with the 
main functional modules of carbon and nitrogen cycling and organic matter degradation, 
contributing to the degradation of hydrocarbons in the surface soil of the gas-producing area. 
Keywords: microbial prospecting; high-throughput sequencing; molecular diagnosis; co-occurrence 
network; Hangjinqi Gas Field 
 
 

油气微生物勘探技术是一项通过检测近地

表土壤的微生物异常来预测下伏油气藏的存在、

分布和性质的技术。其基本原理是：在油气储层

压力的驱动下，地下深部油气藏的轻烃组分

(C1−C5)持续地向地表作垂直扩散和迁移，这种

轻烃的微渗漏现象在近地表土壤中引发了以轻

烃气为唯一能量来源的微生物的发育并形成微

生物异常[1-2]。这项技术作为油气化探方法的一

个分支，由于其具有直接、有效、快速、经济和

多解性少等优势，越来越受到全球油气勘探公司

的重视[3-4]。传统的油气微生物勘探技术是通过

检测可培养油气指示微生物的数量反映对应区

块的油气微生物异常[5-7]。然而，大量的油气指

示微生物无法通过纯培养技术获得，这无法具体

地表征某一区块的油气指示微生物的发育特征

与群落结构。随着高通量测序技术、生物信息学

技术的快速发展，原位分析近地表土壤的微生物

群落结构与异常成为可能[8]。 
然而，鉴于高通量测序所产生的基因组数据

集规模庞大且结构复杂，提取出其中有意义的信

息和模式是一项艰巨的任务[9]。由于运移至地表的

烃类浓度很低，油气指示微生物并不是土壤群落

中的优势菌群。如何从这些基因组数据集中有效

提取关键种属的多样性信息指导油气勘探至关

重要。目前，已有利用高通量测序对木里地区水

合物轻烃微渗漏微生物群落的研究，但该研究重

点聚焦于微生物群落的多样性，尚未对油气藏上

方地表土壤的非优势指示菌属进行分析[10]。线性

判别分析效应大小 (linear discriminant analysis 
effect size, LEfSe)是一种发现和解释高纬度数据

生物标识(分类单元、通路、基因)的分析工具，

可以实现两个或者多个分组之间的比较，同时也

可进行分组内部亚组之间的比较分析，有利于找

到气区与背景区之间存在显著差异的非优势菌

属。目前大多数分析技术都聚焦于群落单一特性

的研究，很少通过序列数据探索环境样品中共存

的微生物类群之间的直接或间接相互作用。通过

记录复杂多样群落中类群之间的相互作用(即共

生网络分析)有助于揭示气区微生物群落结构的

构建过程，确定气区未培养指示微生物所占据的

功能角色或环境生态位。 
本研究以杭锦旗气田为例，选取新召和什股

壕大营圈闭及其油气背景区上方土壤样本进行

16S rRNA 基因高通量测序，结合共发生网络分

析，以期揭示气田上方微生物的分布规律并鉴定

主导性微生物群体，以强调不同气区间指示微生

物的差异特征。此外，本研究还确定了气区构建

的主导因素，明晰了关键物种在其中的作用，揭

示了主要功能模块的关联网络。 

1  材料与方法 
1.1  样品采集及理化参数测定 

杭锦旗地区位于鄂尔多斯盆地北部，由于该

区自古生代以来一直处于相对隆起状态，具有较

大的天然气勘探潜力[11]。然而该区的砂体储层表

现出了高度的非均质性和复杂性，其中储集砂体
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的厚度变化很大且空间分布也很复杂。这些砂体

主要以条带状的形式分布，横向变化速度很快，

是典型的低孔低渗储层。这种特殊的储层性质增

加了天然气富集区的预测难度，为油气勘探和评

价带来了很大的挑战[12]。 
由于杭锦旗地区砂体分布不规律，通过一般

的网格布点原则很难明确具体的气区背景区位

置。通过油公司现场实际的钻井产气情况进行取

样，选取其中产气井位置作为明确的气区样品，

而干井位置采集为背景区样品。根据五点采样法，

选取钻井点周围 4 个距离相等的点，提取 5 个样

本点的 DNA 并混合作为 1 个样本。在杭锦旗地区

的新召和什股壕大营圈闭分别采集气区样品(8个)
和背景区(8 个)样品，共计 32 个样品，对这些样

品进行编号分组(采样位置见图 1)。钻井位置根据

前期的大量基础性工作得到的数据进行选取[13]，

土壤采样严格按照《土壤环境监测技术规范》

(https://www.mee.gov.cn/image20010518/5406.pdf)
进行。野外采样时，采集土壤表层 80 cm 深度样

品，并且尽量避免草根、石块对样品的影响。每

个样品采集 100 g 土样装袋密封，采样结束后运

输回实验室−20 ℃保存。 
样本中土壤含水量测定：将铝盒 105 ℃烘干 

2 h后称重，精确称取土壤 5 g，加入铝盒中 105 ℃

烘干 6 h，烘干土样放入干燥器冷却 20 min 后立

即称重。含水量(%)=(土样湿重−土样干重)/土样

湿重×100。土壤 pH值的测定：直接取 5 g过 2 mm

筛的土壤按 1:2.5 的比例加入去离子水，振荡混 
 

 
 

图 1  采样位置图 
Figure 1  Map of sampling locations. xz-gas represents samples locating in Xinzao gas field, xz-bk represents 
samples locating in Xinzao background field, sgh-gas represents samples locating in Shiguhao gas field, sgh-bk 
represents samples locating in Shiguhao background field. The symbols in the image below represent the same 
meaning. 
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匀后，用精密 pH 计测定上清的 pH 值。土壤溶

解态氮盐测定：称取新鲜土壤 1−4 g 置于 50 mL
离心管中，加入 20 mL 2 mol/L 的 KCl 浸提液，

150 r/min 振荡 30 min，静置 0.5 h 后，滤纸过滤

上清至 50 mL 离心管，流动分析仪测定滤液中

的 NH4
+、NO3

−。土壤 SO4
−、Cl−离子测定：直接

称取 5 g 土壤 105 ℃烘干至恒重后，研磨破碎，

过 100 目筛，取 10 g 加入无 CO2 超纯水 50 mL，

振荡 3 min，之后 5 000 r/min 离心 5 min，上清

液用滤纸过滤，将滤液 10 000 r/min 离心 10 min，
上清液过 0.22 μm 滤膜后由离子色谱仪(赛默飞

世尔科技公司)测定 SO4
−、Cl−离子浓度。 

1.2  DNA 提取和纯化 
称取 5 g 土壤样品，利用离心沉淀法提取土

壤中的菌落。采用 TIANamp Bacteria DNA Kit 
[天根生化科技(北京)有限公司]提取土壤微生物

总 DNA。采用 V3−V4 区通用引物对 338f 
(5′-ACTCCTACGGGAGGCAGCAG-3′) 和 806r 
(5′-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3′)对检测合

格的环境微生物 DNA 样本的指定区域进行 PCR
扩增、文库制备、文库质检和定量，使用设定的

TAG 序列进行样本区分。PCR 反应体系(25 μL)：
dNTPs 0.5 μL，Taq 酶(5 U/μL) 0.25 μL，10×PCR
缓冲液 2.5 μL，DNA 1.0 μL，正、反向引物    
(10 μmol/L)各 1.0 μL，ddH2O 18.75 μL。PCR 反

应条件：94 ℃预热 3 min；94 ℃变性 1 min，55 ℃
复性 30 s，72 ℃延伸 30 s，30 次循环；72 ℃延

伸 10 min，4 ℃保存。采用 Illumina HiSeq 2500
高通量测序平台对检测合格的文库进行测序。 

1.3  16S rRNA 扩增子的序列分析 
根据 barcode 序列区分样本，将提取出的数

据以标准的 Fastq 格式保存。使用 Fastq 文件对

测序样品进行数据质量评估。评估后根据配对端

(paired end, PE) reads 之间的重叠(overlap)采用

Flash 软件对数据进行拼接，对低质量的数据进

行过滤[14]。根据 97%的序列相似性水平，利用

QIIME 2 软件包中的 uclust 方法进行分类操作单

元(operational taxonomic unit, OTU)聚类分析，在

聚类过程中，采用 QIIME 2 软件中的 Usearch 8.0
软件进行嵌合体序列的检测及过滤，得到 OTU
的代表序列，并生成物种组成表(OTUs 表)；然

后基于 Silva 参考数据库，采用 RDP 分类学注释

(RDP classifier)贝叶斯算法对 97%相似水平的

OTU 代表序列进行物种分类学(taxonomy)注释。 

1.4  数据分析 
基于得到的 OTUs 表，在 R 中进行 α 多样

性和 β 多样性分析。样本的 α 多样性通过

Shannon 指数和 Simpson 指数评估。利用 R 中的

vegan 包计算 unweighted-unifrac 距离矩阵，同时

进行主坐标分析(principal coordinates analysis, 
PCoA)评估。根据测定的环境因子，基于主坐标

分析的第一轴作为微生物分布的评估，利用

Pearson 及 Spearman 两种相关性分析方法，评估

环境因子对微生物分布的影响。 
在比较不同分组之间的差异时，采用 wilcox

秩和检验得到不同分组间种水平的差异分析显

著性 P 值，并过滤掉 P 值小于 0.05 的物种。利

用这些差异分析显著性 P 值绘制曼哈顿图，在

比较产气区样品和背景区样品的物种差异时，视

产气区样品物种平均丰度大于 0.03%为显著富

集，而在比较不同地区的产气区样品物种差异

时，视地区样品物种平均丰度较大且大于 0.03%
为在该地区显著富集。同时，使用 python 中的

pandas 包对 OTUs 表格进行预处理，使其符合

LEfSe 在线分析的文件格式。 
通过对分类单位属水平的丰度进行两两比

较，识别出的所有呈正或负相关性的属构成了一

个相关网络，其中每个节点代表一个属，每条边

表示节点之间的强相关关系。为了描述所得网络

的拓扑特征，使用 R 环境中的 igraph 包计算了
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一组指标(节点数、边数、平均路径长度、网络

直径、平均度、图密度、聚类系数和模块性)，
并使用交互式平台 Gephi 对网络进行可视化。同

时，生成了 1 000 个 Erdos-Renyi 随机网络，用

于与真实网络的拓扑进行比较，其中每条边被分

配给任意节点的概率相等。 

2  结果与分析 
2.1  理化参数测定和微生物多样性之间的

关系 
样本土壤中的含水量范围为 5.0%−10.6%，

pH 值为 7.5−9.0，土壤含氮盐 NO3
−和 NH4

+的浓

度变化范围分别为 0.51−8.55 μg/g 干重土壤和

3.60−6.51 μg/g 干重土壤，而 SO4
2−和 Cl−离子浓

度变化范围较大，分别在 19.6−308.5 μg/g 干重

土壤和 5.9−52.5 μg/g 干重土壤。同时根据 16S 
rRNA 基因测序结果获得总微生物的组成信息，

使用 SPSS 软件进行 Pearson 及 Spearman 两种相

关性分析方法分析环境因子与微生物分布之间

的相关性，分析结果如表 1 所示。从表 1 中可知，

含水量、pH、氮盐、SO4
2−及 Cl−均未表现出与微

生物分布的相关性。 

2.2  土壤微生物多样性分析 
从杭锦旗地区 32 个样本中共鉴定出      

5 379 046 条高质量的 16S rRNA 基因序列，高

质量序列读长主要集中在 390−430 bp。经嵌合

体检测和去除后，共获得 4 748 569 个有效标

签。大多数序列(99.73%)可归类为细菌门。通

过 97.00%的序列相似性定义了 2 294 个操作性

分类单元(OTU)。其中包括丰度大于 4.00%的  
6 个门：放线菌门(Actinobacteria, 54.26%)、变

形菌门 (Proteobacteria, 18.21%)、绿屈挠菌门

(Chloroflexi, 7.19%) 、 浮 霉 状 菌 门

(Planctomycetes, 4.64%) 和 酸 杆 菌 门

(Acidobacteria, 4.61%)，共占总序列的 88.91%。

比较新召、什股壕气区和背景区样品门类丰度，

发现放线菌门在气区样品中更加丰富，而变形

菌门在背景区样品中相对丰度较高(图 2)。在对

来自石油污染土壤中不同深度(20−120 cm)的
18 个 分 离 株 确 定 在 原 油 基 培 养 基 (crude 
oil-based medium, COBM)上的生长能力的研究

中，发现放线菌具有最高的生长能力，这与放

线菌门能够降解烃类物质密切相关[15]。在油藏

中建立了嗜热(55 °C)正链烷烃降解(C21–C30)培
养物的研究中，经过 900 多天的培育，发现细

菌 群 落 由 一 个 放 线 菌 类 谱 系 “Candidatus 
Syntraliphaticia”主导[16]。 

在属水平上包括相对丰度大于 2.00%的 9个

属：类诺卡氏菌属(Nocardioides, 16.46%)、红色

杆形菌属(Rubrobacter, 8.70%)、土壤红色杆形菌

属(Solirubrobacter, 7.87%)、芽孢杆菌属(Bacillus, 
5.37%)、盖亚女神菌属(Gaiella, 4.04%)、链霉菌 

 
表 1  理化参数与微生物分布的相关关系 
Table 1  The relationship between physicochemical parameters and the distribution of microorganisms 
Physicochemical parameters Pearson correlation coefficient Significance Spearman correlation coefficient Significance 

Water-content 0.005 0.965 0.134 0.239 

pH 0.061 0.590 −0.178 0.117 

NO3
− −0.137 0.230 −0.173 0.128 

NH4
+ 0.050 0.661 −0.104 0.364 

SO4
2− −0.199 0.138 0.023 0.864 

Cl− −0.205 0.126 −0.26 0.051 
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图 2  杭锦旗地区微生物在门水平上的分布 
Figure 2  Taxonomic distribution of microbes at phylum level in Hangjinqi area. 
 
属(Streptomyces, 3.40%)、气微菌属(Aeromicrobium, 
2.85%)、土壤单胞菌属(Solimonas, 2.62%)和假

诺卡氏菌属(Pseudonocardia, 2.21%)。选取丰度

排名前 50 的属，根据其在每个样品中的丰度信

息，在物种和样品两个层面进行聚类分析，发

现两个区域的菌群存在明显的异常富集现象

(图 3)。在什股壕气区的样品中，类诺卡氏菌属

和气微菌属呈现显著富集现象。而在新召气区

则为芽孢杆菌属。此外，红色杆形菌属和土壤

红色杆形菌属在这两个区域的样品中都显示出

明显的富集特征。 
基于Shannon指数和 Simpson指数评估样本

α 多样性。Shannon 指数描述了样本中物种的丰

度和均匀度，新召背景区的 Shannon 指数最高，

并且与新召气区存在显著差异，而什股壕气区和

背景区之间的 Shannon 指数不存在差异(图 4A)。
Simpson 指数反映了高丰度物种的分布情况，发

现不同组之间的 Simpson 指数存在类似的差异，

并且 4 组的辛普森指数都较大，说明这 4 组样本

中均存在许多高丰度物种(图 4B)。 
群落的 β 多样性反映了不同样品中微生物

群落组成的差异程度。本研究基于 unweighted- 
unifrac 距离对 4 种样本进行了 PCoA 分析，如图

5 所示，所有样本在水平方向上聚集为两个簇，

气区样本聚集在左侧，而背景区样本聚集在右

侧。水平坐标轴解释了样本间总体差异的

41.83%。研究表明，杭锦旗地区气区和背景区

的微生物群落多样性和组成具有明显差异。 
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图 3  杭锦旗地区微生物属水平丰度聚热图 
Figure 3  Heat distribution at genus level of microbes in Hangjinqi area. 
 
2.3  差异物种分析 

为了比较不同区域的微生物群落组成，采用

了曼哈顿图和 LEfSe 分析两种方法。LEfSe 分析

不仅利用了非参数 Kruskal-Wallis 秩和检测以及

Wilcoxon 秩和检验，寻找不同分组间丰度差异

显著的物种，而且还采用了线性判别分析(linear 
discriminant analysis, LDA)来估算每个组分(物

种)丰度对差异效果的影响大小。相比于曼哈顿

图分析，LEfSe 分析方法具有更高的分辨率和准

确性，可以更精确地分析不同区域微生物群落的

差异。根据样本中门水平到属水平的微生物丰度

进行 LEfSe 分析，LDA 得分较高的细菌类群表

明在某一分组中的丰度较高，由于某些分组的差

异微生物过多，选取较大的 LDA 值绘制图形。 



 

 

 

2016 LIU Haifeng et al. | Acta Microbiologica Sinica, 2024, 64(6) 

 actamicro@im.ac.cn,  010-64807516 

 

 
 
图 4  杭锦旗地区的 α 多样性指数 
Figure 4  Alpha diversity index in Hangjinqi area. Assessing sample alpha diversity based on Shannon index 
(A) and Simpson index (B). *: P<0.05. 
 

 
 

图 5  杭锦旗地区样本基于 unweighted-unifrac 距
离的 PCoA 分析 
Figure 5  PCoA analysis based on unweighted- 
unifrac distance of samples in Hangjinqi area. 

 

在门水平上，曼哈顿分析结果显示新召气区

显著富集的 OTUs 主要属于放线菌门和绿屈挠

菌门(图 6A)，而什股壕气区显著富集的 OTUs
数量明显减少，而且主要属于放线菌门和变形菌

门(图 6B)，LEfSe 分析结果显示新召气区中变形

菌门和绿屈挠菌门的 LDA 值分别为 4.91 和 4.41 
(图 7A、7B)，什股壕气区相较于之前的分析，

得到的差异菌属较少(图 7C、7D)，其中只有变

形菌门 LDA 值为 4.31。基于 OTUs 的曼哈顿分

析结果与 LEfSe 分析结果基本一致。 

在属水平上，曼哈顿分析结果显示新召气区

显著富集 OTUs 主要包括土壤红色杆形菌属、球

形孢囊菌属(Sphaerisporangium)、假诺卡氏菌属

和生丝微菌属(Hyphomicrobium)，而什股壕气区

则主要包括类诺卡氏菌属、红色杆形菌属、盖亚

女神菌属、小土壤杆菌属(Parviterribacter)和出

芽单胞菌属(Gemmatimonas)。同时还对两个气区

样本进行了曼哈顿分析，发现新召气区显著富集

OTUs 为红色杆形菌属、土壤红色杆形菌属、生

丝微菌属(图 6C)，而什股壕气区为类诺卡氏菌

属、地嗜皮菌属(Geodermatophilus)、假节杆菌属

(Pseudarthrobacter)。LEfSe 分析结果显示，新召

气区 LDA 值大于 2 的菌属包括土壤红色杆形菌

属、假诺卡氏菌属、生丝微菌属、马杜拉放线菌

属(Actinomadura)、球形孢囊菌属、弗林德斯菌属

(Flindersiella)和科恩氏菌属(Cohnella)，其 LDA
值分别为 4.03、3.58、3.20、3.05、2.51、2.46 和

2.41，这与曼哈顿图分析得到的结果一致。然而

什股壕气区 LDA 值大于 2 的菌属只有红色杆形

菌属，其 LDA 值为 3.91。同时对两个气区样品

进行了 LEfSe 分析，发现新召气区的显著富集菌

属为红色杆形菌属、土壤红色杆形菌属，其 LDA
值为 4.17 和 4.09，而什股壕气区则为类诺卡氏菌

属和气微菌属，LDA 值为 4.94 和 4.18 (图 7E、7F)。 
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图 6  曼哈顿图显示显著富集 OTU 
Figure 6  Manhattan plot displays significant enrichment of OTUs. A: OTUs enriched in xz-gas with respect to 
xz-bk. B: OTUs enriched in sgh-gas with respect to sgh-bk. C: OTUs enriched in sgh-gas and xz-gas. 

 

2.4  微生物共生网络分析 
选取新召和什股壕气区样品进行微生物共

发生网络分析来探究微生物之间的相互关系。首

先过滤掉相对丰度小于 0.5%的微生物属，并进

行 Spearman 相关性分析，筛选出相关系数大于

0.7 且显著性 P<0.05 的相关关系构建相关性网

络。生成的网络图包含 95 个节点(代表微生物属)
和 460 条边，平均每个节点有 4.842 条边连接(图 8)。 
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图 7  新召(A 和 B)、什股壕(C 和 D)、气区(E 和 F)微生物丰度的 LEfSe 分析 
Figure 7  LEfSe analysis of microbial abundance between xz-gas and xz-bk (A and B), sgh-gas and sgh-bk (C 
and D), sgh-gas and xz-gas (E and F). A, C, E are LDA score with a threshold value of 3.5, 2.0, 4.0; B, D, F is 
the cladogram of microbial communities. 
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图 8  共发生网络分析   A：根据门对节点着色. B：根据模块对节点着色 
Figure 8  Co-occurrence network analysis. Node size represents relative abundance, and edge thickness 
indicates the strength of correlation. A: Nodes colored based on phylum. B: Nodes colored based on modules. 
 
除此之外，还计算了网络的拓扑特性参数，并

与同等大小的 Erdös-Réyni 随机网络图进行了比

较。拓扑特性参数包括平均路径长度、聚类系

数和模块性指数。在的微生物网络中，平均路

径长度为 3.171，比随机网络的平均路径长度

(2.228)更长。这意味着微生物网络中节点之间

的平均距离较大，信息传播的路径更长。聚类

系数是衡量节点聚集程度的指标。在的网络

中，聚类系数为 0.585，而随机网络的聚类系数

仅为 0.109。这表明微生物网络中的节点更倾向

于形成紧密的社区或群集。模块性指数是衡量

网络中的模块化程度的指标。微生物网络具有

模块性指数为 0.474，而随机网络的模块性指数 

为 0.263。当模块性指数大于 0.4 时，表示网络

具有明显的模块结构。此外，网络图中的节点

主要分布在 5 个门，包括放线菌门、变形菌

门、厚壁菌门(Firmicutes)、酸杆菌门和浮霉状

菌门。这些节点形成了 3 个主要的模块，这表

明微生物之间可能存在特定的相互作用和功能

关联。 

3  讨论 
本研究通过将微生物相对丰度数据降维成

一维数据，最大程度地保留了物种相对丰度信

息缩减相关分析的复杂程度，通过评估理化参

数与微生物分布的相关性发现微生物的分布几



 

 

 

刘海峰 等 | 微生物学报, 2024, 64(6) 2021 

http://journals.im.ac.cn/actamicrocn 

乎不受理化参数的干扰，避免了理化参数引起

的微生物异常。同时根据多样性分析发现气区

样品在门水平上呈现为放线菌门、变形菌门的

富集，在属水平则为芽孢杆菌属、类诺卡氏菌

属、鞘氨醇单胞菌属(Sphingomonas)和假单胞菌

属(Pseudomonas)。先前的报道中发现这些菌属

都具有降解石油碳氢化合物的能力[17-21]。通过

进一步的曼哈顿图分析和 LEfSe 分析，发现新

召地区和什股壕地区均表现出了放线菌门的显

著差异，这与之前放线菌门是最多功能和高效

的可培养的碳氢化合物降解菌的报道相符合[22]。

本研究得到新召气区的指示菌属为土壤红色杆

形菌属、球形孢囊菌属、假诺卡氏菌属和生丝

微菌属。在一项利用 16S rRNA基因测序分析石

油污泥微生物群落的研究中检测出土壤红色杆

形菌属是优势菌属[23]。另外，在一项利用同位

素探针(isotope probes, SIP)调查农业土壤中产甲

烷条件下的甲苯降解菌的研究中，研究人员发

现在重质 DNA 分离物中，假诺卡氏菌属和消化

链球菌科(Peptostreptococcaceae)的菌群富集程

度较低，他们推测这些菌群能够利用烃类中间

产物，参与甲苯的降解过程[24]。生丝微菌属在

原油处理的土壤中是优势菌属，能够降解土壤

环境中的烃类物质[25]。球形孢囊菌属在之前的

报道中未被发现与油气指示有关，可能得到一

种新的油气指示菌属。什股壕气区的指示菌属

则为类诺卡氏菌属、红色杆形菌属。类诺卡氏

菌属尽管在 LEfSe 分析结果中未被发现，但该

种菌属在什顾壕气区显著富集，而且具有降解

石油碳氢化合物的能力。此外，Deng 等在大港

油田的石油烃污染土壤中检测到了红色杆形菌

属等优势土著微生物的代谢活动，这些微生物

对不同电解时间的生物处理垃圾填埋渗滤液中

有机物组分的差异具有显著影响[26]。在研究不

同气区样品之间的显著差异物种时，新召气区

显著富集的为红色杆形菌属和土壤红色杆形菌

属，而什股壕气区则为类诺卡氏菌属和气微菌

属，这些菌属都是油气指示微生物，能够利用

土壤中的石油碳氢化合物维系自身的生长发

育。这表明了在不同地区的油气藏上方的微生

物多样性存在显著差异。例如，在中国的 22 个

不同油藏中，已发现细菌和古菌的多样性显著不

同，这种多样性差异主要受到勘探模式、地层水

的温度、盐度和 pH 值等因素的影响[27]。 
在受碳氢化合物影响的地点，微生物展示的

关键生化过程包括硫酸盐还原、发酵、甲烷生成、

NO3
−还原以及铁和锰还原[28]。因此，希望通过

气区样品之间的共发生网络来探究杭锦旗地区

微生物之间的相互作用和功能关联。本研究发现

放线菌门和变形菌门是主导门，共同形成了三大

主要模块。选取其中特征向量中心性排名前六的

菌属：出芽单胞菌属、土壤红色杆形菌属、假诺

卡氏菌属、短芽孢杆菌属(Brevibacillus)、气微菌

属和类诺卡氏菌属。已有报道指出土壤中的石

油碳氢化合物降解与土壤红色杆形菌属、假诺

卡氏菌属以及类诺卡氏菌属相关[18,23,24]。出芽单

胞菌属在之前的报道中被发现具有还原 N2O 的

代谢潜力，能够影响土壤中的氮循环路径[29]。

短芽孢杆菌属能够产生脂肽类化合物，并具有

增强油田采收效果的能力[30]。气微菌属在原油

泄漏饱和土壤的生物修复的某个阶段是优势菌

种[31]。因此，可以推测上述 6 类菌种在杭锦旗

气区土壤中的烃类物质降解过程中扮演着重要

角色。同时，将共发生网络与随机网络比较，发

现气区样品的细菌群落具有非随机性与连通性，

这表明确定性在微生物群落的构建过程中起主

导作用。此外，可由模块化的共发生网络中发现，

该微生物群落形成三大主要模块，不同的模块中

的节点可能执行不同的功能。模块 1 中可能参与

土壤中碳和氮的循环过程。如硝酸盐矛状菌属
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(Nitrolancea)为硝化螺菌纲(Nitrospira)，通过将

亚硝酸盐(NO2
−)氧化为硝酸盐(NO3

−)，在氮循环

中起重要作用[32]。类诺卡氏菌属可以参与硝化、

反硝化和固氮等过程，有助于生态系统中氮的循

环和可利用性，同时还参与有机物质的分解，将

碳释放回环境中[33]。模块 0 可能参与土壤中有

机物质的降解，如红色杆形菌属在废水中有机物

质的降解中起重要作用[34]。土壤单胞菌属菌株

中含有加氧酶，能够在细胞外将聚合物裂解为低

分子量产物，这些产物可被吸收并用作碳源[35]。 
本研究通过 β 多样性分析发现气区和背景

区样品在第一轴很好地区分开，这表明油气区与

背景区地表土壤的微生物群落结构差异能够通

过大数据分析的方法被识别出来。同时，利用差

异分析得到的油气指示菌属在气区样品中并不

是优势菌属，相对丰度不超过 1%，利用大数据

分析的方法能够检测出低丰度油气指示微生物。

因此，大数据分析的方法可以很好地被用于油气

微生物勘探，能够表征油气区地表土壤的低丰度

特异性指示菌属。 

4  结论 
本研究通过高通量测序的方法，对杭锦旗气

区和背景区微生物群落组成和结构进行分析，通

过相关分析排除了理化参数对微生物分布的干

扰，结合共生网络分析，发现杭锦旗气区和背景

区的微生物分布具有显著差异，而且不同气区的

指示微生物存在差异，新召气区的指示菌属为土

壤红色杆形菌属、球形孢囊菌属、假诺卡氏菌属

和生丝微菌属，而什股壕气区为类诺卡氏菌属、

红色杆形菌属。通过共发生网络分析发现，气区

的微生物群落构建过程是非随机的，而且存在主

要功能模块，通过对模块的特征性菌属分析，认

为存在碳氮循环模块和有机物质降解模块。本研

究通过大数据分析的方法对典型气区的指示微

生物进行分析，能够很好地表征气区的微生物群

落结构特征，可以用于检测一些低丰度的油气指

示菌属，具有良好的油气勘探应用前景。 
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