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摘 要：应用 90M<NO（末端限制性片段长度多态性）技术分析和比较了胜利油田单 /#区块的一口注水井（3/#0PQB）
和三口采油井（3/#0!、3/#0?和 3/#0/%）的油藏微生物多样性。基于 90M<NO图谱的多样性指数表明注入水样品具有
更丰富的细菌和古菌多样性。相似性指数表明，样品间细菌群落结构的相似性介于 ##H !R & ,$H 1R之间，古菌群
落结构的相似性介于 #$H1R & ,!H ?R之间。查询 MSO数据库推测这 ! 个油藏样品所共有的优势微生物可能为
!"#$%&’&()" 属，*)+,(&-)./#+属和产甲烷微生物。90M<NO技术能方便快捷的分析微生物多样性，其在油藏微生物多
样性研究上的应用可以为 T@UM提供有用的信息。
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油藏是一种独特的生态环境，其中存在着丰富

的微生物类群，它们具有多种代谢类型，不仅可提供

新的微生物物种和生物活性物质，同时，这些微生物

类群在石油开采过程中可发挥重要作用［/ & ,］。以往

油层微生物多样性研究多是以培养技术为基础，并

且已从中分离出了大量的好氧和厌氧微生物［/］。但

已有研究表明自然界中多数微生物利用现有方法还

未能培养［!］，因此以往的纯培养分析不能真实的反

映油藏的微生物种群结构，其结果会导致对油藏微

生物多样性认识的偏差，从而影响其应用，特别是在

微生物增加石油采收率（T@UM）方面的应用。
近年来，随着分子生物学的发展，基于 /.3

)MW’基因的非培养技术为揭示自然环境中微生物
种类和遗传多样性开辟了一条全新的途径，能使我

们更准确全面的认识特定生态系统中微生物的多样

性，摆脱了传统的分离培养方法不能完整反映生态

系统全部信息的束缚［?］。一些分子生态方法已经应

用于油藏微生物多样性的研究上［. & 1］，拓展了人们

对油藏微生物多样性的认识。90M<NO 技术是将
M<NO技术和荧光标记技术相结合后发展的一种较
先进的分子生态学方法，由 N*B等于 /%%"年首次应
用于微生物群落多样性的研究［%］，为人们分析和比

较环境样品微生物群落结构的组成提供了新的手

段。近年来，许多科学家对 90M<NO技术应用于微生

物群落结构及其动态变化研究的稳定性和可靠性进

行了评估，证明了该方法适于微生物群落多样性中

等或更低的环境样品的微生物多样性分析［/$，//］，同

时具有分辨率高［/#］，重复性好［/,］，并且可以给出定

量分析结果［/!］等优点。目前 90M<NO技术已成功的
应用于多种微生物群落多样性研究中［%，/?，/.］，但在

油藏微生物多样性研究方面还未见报道，并且国内

极少有该方法应用的报道。

本文将 90M<NO技术应用于油藏微生物多样性
的研究中，基于 90M<NO图谱，运用多样性指数和群
落相似性分析比较了一口注水井和三口采油井之间

的油藏微生物群落的多样性及其相似度，同时参考

MSO数据库，推测了样品中可能存在的优势微生物，
为全面认识油藏微生物多样性提供了有用的信息。

’ 材料和方法
’(’ 材料
’(’(’ 采样：样品取自于山东省东营市胜利油田单
/#区块注入水，3/#0!油井，3/#0?油井和 3/#0/%油井
的产出水，油层埋深 /,"$ & /?$$A，地层温度为 ..X，
(Y范围为 "Z! & "Z1，矿化度范围为 #$[;N左右。
’(’() 主要试剂和仪器：环境样品 SW’提取试剂
盒（\+])=4+:=G9T 3L*+ SW’ 2*]）购于美国 TU -^U 公
司，SW’纯化试剂盒购于北京天根生化科技有限公



司，毛细管电泳仪器为 !"# $%& ’()(*+, !)-./0(1。
!"# 环境总 $%&的提取
取水样 % 2 34用于总 56!的提取，根据水样的

混浊程度，使用孔径从大到小的滤膜逐级抽滤，最后

一次抽滤用 &733!8滤膜。抽滤后得到的滤膜置于
9&84离心管中，加入 :;< 缓冲液和二氯甲烷各
%&84，再加入少许玻璃珠，涡旋 $&8+)。取出洗过的
滤膜，剩余的液相 =&&&1>8+)离心 98+)，弃下层有机
相和水相上部分，剩余水相 %&&&&1>8+) 离心 %&8+)
后弃上清，得到细胞沉淀物，用 56!提取试剂盒提
取总 56!，提取的总 56!经 &7=?琼脂糖凝胶电泳
检测后于 @ 3&A保存。
!"’ !() *+%&基因扩增
各取 %!4环境总 56!作为模板进行 BCD，引物

为：细菌（3EF：9GHF!IH!’!’;;;’!;C3C;’’C;C!’H
$G，%JK9D：9GHC;!C’’C;!CC;;’;;!C’H$G）；古 菌
（3%F：9GHF!IH;CC’’;;’!;CC;’CC’’!H$G，%JK9D：
9GHC;!C’’C;!CC;;’;;!C’H$G）。扩增条件：KJA
J8+)；KJA $&L，9&A $&L，E3A M&L，$& 个循环；E3A
E8+)。BCD产物用 %?琼脂糖凝胶电泳检测产量和
特异性，并用 56!纯化试剂盒纯化。
!", 带 -&.标记 !() *+%&基因的限制性酶切
采用 !"#"和 !$"#两种限制性内切酶分别对

BCD产物进行酶切。限制性内切酶酶切反应体系
（3&!4）：37&!4 %& N "OPP(1，.&Q 限制性内切酶，%&!4
BCD产物，E7&!4 RRS3T，混匀后 $EA酶切 9U，然后
M9A %98+) 使酶失活。酶切后采用乙醇沉淀法脱
盐，脱盐后体积为 %&!4。
!"/ 限制性片断的基因扫描
基因扫描由上海基康生物技术有限公司和大连

化物所完成。取 3!4 样品、%&!4 甲酰胺、%!4 内标

（.+09&&），混匀后 K9A变性 J8+)，马上置于冰浴中，然
后上样进行毛细管电泳，胶型为 BTBJ，电泳时间

$&8+)。基因扫描结果分析软件为 !"# BD#:I!D

’()(:,-) !)-./L+L :VP*W-1( X(1L+V) $7E。
!"( 基于 01+-23图谱的微生物多样性分析
以 ;HDF4B图谱中每一个限制性片段（;HDF）为

一个 T;Q（VY(1-*+V)-. *-ZV)V8+, O)+*），T;Q丰度按照
:-+[-./的方法计算［%E］，即以相对峰高值（每个 ;HDF
的峰高除以累计峰高值）作为 T;Q丰度，峰高值低
于 %&&荧光单位的峰不予考虑。根据图谱中 T;Q
的数目及其丰度用 "#TH5!B 程序（U**Y：>>)UL\+] ^
+)UL^ O+O, ^ (RO>W(L >YVYO.-*+V)L ^ U*8.）进行多样性指数
计算，包括多样性指数（:U-))V) 5+_(1L+*/ SG）和均匀
度指数（:U-))V) 5+_(1L+*/ <G），同时通过 ‘-1,,-1R
8(-LO1(公式分析了 J个样品微生物群落的相似性。
登陆网站 U**Y：>>1RY^ ,8(^8LO^ (RO>，选择在线分

析中的 ;!B ;HDF4B程序［%=］对 J个样品中都出现的
优势 ;HDFL进行定性分析。

# 结果
#"! 样品总 $%&提取和 !() *+%&基因的扩增结果
注入水和采油井样品总基因组片段大小均约为

3&[\，其中注入水样品浓度大于 $&)]>!4，采油井样
品浓度均大于 3&)]>!4，该结果可进行进一步的分
子生物学分析，扩增的 %M: 1D6!基因序列为单一
条带，长度约为 %9&&\Y，表明扩增产物特异性较好。
#"# 基于 01+-23图谱的微生物多样性分析
#"#"! 多样性指数分析：根据 !"#"和 !$"#酶切
;HDF4B图谱（图 %）中末端限制性片断的数目及其相
对峰高值，分别计算了 J个样品细菌和古菌多样性
指数（表 %）。

表 ! 基于 01+-23图谱的微生物多样性分析
;-\.( % !)-./L+L VP 8+,1V\+-. R+_(1L+*/ \-L(R V) ;HDF4B Y1VP+.(L

5+_(1L+*/ +)R(Z
:%3H0UO :%3HJ :%3H9 :%3H%K

"-,*(1+- !1,U-(- "-,*(1+- !1,U-(- "-,*(1+- !1,U-(- "-,*(1+- !1,U-(-
T;Q J$ %K J3 K %E = %E 3&

5+_(1L+*/ SG $7&= 37$M $7&E %7MK %7== %7JK 37&E 373M
<_()(LL <G &7=3 &7=& &7=3 &7EE &7MM &7E3 &7E$ &7E9

从不同样品的细菌和古菌多样性指数（:U-))V)
5+_(1L+*/ SG）来看，注入水样品高于采油井样品，说
明注入水中有更丰富的微生物多样性。从均匀度指

数（:U-))V) <_()(LL <G）来看，在注入水中，相比油层
水样品，各物种的丰度相差不明显，较少存在占据绝

对优势地位的微生物物种；而在油层产出水中，存在

一定数量的占有相对优势的物种。

对同一个样品的细菌和古菌多样性进行比较，

发现注入水、:%3HJ 和 :%3H9 油井细菌多样性更丰
富，而 :%3H%K油井古菌多样性较细菌多样性略高。
#"#"# 样品间相似性分析：基于 ;HDF4B图谱的相
似性系数反映了 J 个样品之间微生物群落的相似
性，表 3的数据说明，样品之间细菌群落的相似性没
有明显的规律，相比之下，:%3H9油井样品和 :%3H%K

%K3袁三青等：;HDF4B技术分析油藏微生物多样性 ^ >微生物学报（3&&E）JE（3）



油井样品的细菌群落相似性最高，达到 !"#$%，其
余样品之间的相似性系数是 &&#’% ( &)#)%。古菌

群落的相似性分析结果表明，注入水样品和 *+&,+-
样品之间古菌群落的相似性最高（!’#)%）。

图 ! "!#区块 $个取样样品 %&’()*分析图谱
./01+ 2,3.45 6789/:;< 89 98=7 <>?6:;< 978? *+& 6:8@ 1 A：!"#!,B/0;<@/C0 2,3.45 6789/:;< 987 D>E@;7/>；D：!"#!,B/0;<@/C0 2,3.45 6789/:;<
987 A7EF>;>；G：!$"",B/0;<@/C0 2,3.45 6789/:;< 987 D>E@;7/>；H：!$"",B/0;<@/C0 2,3.45 6789/:;< 987 A7EF>;>；+：<>?6:; 89 @F; /CI;E@/8C

J;::（*+&,KF=）；&：<>?6:; 89 @F; 678B=E@/8C J;::（*+&,’）；!：<>?6:; 89 @F; 678B=E@/8C J;::（*+&,)）；’：<>?6:; 89 @F; 678B=E@/8C J;::（*+&,+-）1

表 # 基于 %&’()*图谱的样品间相似性系数
2>L:; & 2F; </?/:>7/@M E8;99/E/;C@ L;@J;;C <>?6:;< L><;B 8C 2,3.45 6789/:;<

*>?6:;<
D>E@;7/> A7EF>;>

*+&,KF= *+&,’ *+&,) *+&,+- *+&,KF= *+&,’ *+&,) *+&,+-
*+&,KF= +#""" +#"""
*+&,’ "#&)" +#""" "#&N! +#"""
*+&,) "#&)" "#&)) +#""" "#&&N "#&+’ +#"""
*+&,+- "#&&’ "#&&- "#!"$ +#""" "#!’) "#&"$ "#!!! +#"""

#+#+, 对 2,3.45图谱中主要限制性片断的定性分
析：从图 +中找出在 ’ 个样品中都出现的 !"#!酶
切的末端限制性片断（2,3.），图 +,A中有 !-L6，&))O
&)NL6和 !&!O!&’L6，图 +,D中则是 +P’L6、&+)O&+NL6
和 &’"L6，这些 2,3.<代表着单 +&区块注入水和油
藏中的优势微生物。结合 !$""酶切 2,3.45图谱
中的优势峰，对 2A52,3.45程序进行分析（表 !）。

经过查询 3H5数据库，推测注入水和油藏中可
能存在 %&#’()*)+"& 属，,"-.+)/"01#- 属，产甲烷古菌
以及一些未培养微生物，而细菌 2,3.45图谱中的优
势峰 2,3.,!&!O!&’L6和古菌 2,3.45图谱中的优势
峰 2,3.,+P’L6在 2A5 2,3.45程序中没有找到对应
的数据。

&-& QRAS *>C,T/C0 #1 "2 1 O301" ,.0-)/.)2)4.0" 5.+.0"（&""N）’N（&）



表 ! "#$ "%&’($程序分析 "%&’($图谱
!"#$% & ’("$)*+* ,- !./012 34,-+$%* #) !’2 !./012 34,54"6

784"+(* !"#! !$"" ’99%**+,( :,; !"<,(,6)
&= >?@ ’0?A&>B=

C"98%4+" &= >?= ’0B?D&@= %&#’()*)+"&
&= DAD ’0?&=EF=
>DA >B? ’C?>A=EA ,"-.+)/"01#-
>BA &>F ’0?>FA=B ,#1$"+)&"-0.+"

’49G"%" >E? &>D ’0B>B==F H(9H$8H4%I 6"4+(% "49G"%,(
>E? &>D JF@&E= H(9H$8H4"#$% K"4+"(" "49G"%,(

! 讨论
胜利油田单 B>区块油层是一种高压、中温和含

盐的极端环境是适合用 !./012技术分析的一种生
态环境。表 B 中各个样品的 L!M数目证明了油藏
微生物的多样性，E 个样品的细菌和古菌的平均
L!M值分别是 &?和 B>，而注入水样品和 7B>.E样品
的细菌 L!M值高达 E& 和 E>，相比用其它的方法研
究油藏微生物多样性，如构建 BA7 4/:’基因文库［E］

和 JNNO［A］，!./012技术展示了更高的灵敏度。
在原油开采过程中，外源物质特别是注入水进

入油藏较大的改变了油藏内源微生物群落的结构，

基于 !./012图谱的多样性指数分析说明，注入水相
比油井样品具有更丰富的微生物多样性，结合 !.
/012图谱（图 B），发现一些注入水样品 !./012 图
谱中的优势峰在油井样品的图谱中消失，说明一些

在注入水中的优势微生物由于不适应油藏的极端环

境而消失，这与佘跃惠等的研究结果是一致的［F］。

而油井样品 !./012图谱中的优势峰大部分在注入
水样品 !./012图谱中都能找到，推测由于长期的注
水开发和注入水的重复利用，地层水中已经形成了

稳定的微生物群落，这些微生物在地上地下都能生

存并且是群落中的优势菌。

通过 !’2 !./012程序分析，推测了油藏微生物
群落中可能存在着 %&#’()*)+"& 属，,"-.+)/"01#- 属，
产甲烷古菌以及一些未培养微生物。同时发现 !.
/012图谱中的一些 !./0*，包括一些优势峰在 /J2
数据库中找不到相应的数据，而在油藏中常见的硫

酸盐还原菌和铁细菌也没有检测到，分析其原因可

能有以下几点，一是油藏中存在着一些未被人们发

掘和鉴定的微生物，因此在 /J2数据库中没有它们
的 BA7 4/:’基因序列；二是因为 /J2 数据库中的
许多 BA7 4/:’ 基因序列并不完整，而本文中用于
!’2 !./012程序分析的引物为非常靠近 BA7 4/:’
基因序列 DP端的 @.>@0（大肠杆菌序列）通用引物，从
而导致 /J2 数据库中缺少 DP端序列信息的 BA7
4/:’基因序列无法被检测到。为了弥补 !./012技

术在定性方面依赖 /J2数据库的缺陷，近年来，一
些科学家将 !./012技术和构建 BA7 4/:’基因文库
这两种方法结合使用，获得了更好的结果［B=，>?］。

本文将 !./012技术引入到油藏微生物多样性
的研究中，对胜利油田单 B>区块的注入水样品和 &
个油井样品的微生物多样性进行了分析和比较，同

时推测了油藏中可能存在的微生物种类。分析结果

可为微生物采油技术提供重要的信息。
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