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摘  要: 烃降解菌和产甲烷菌是油藏环境微生物生态系统中重要的功能菌群, 采用DGGE和 FISH
方法分析了不同油藏样品中两类菌群的多样性和产甲烷活性。DGGE 结果表明, 不同水样的 alkB
基因多样性相差较大, 而且注水井条带明显多于采油井。FISH 结果表明, 油藏水样中产甲烷菌含

量明显高于烃降解菌, 且两者空间分布的位置较近; 说明油藏环境中烃降解菌和产甲烷菌结成一

定的相互关系。富集培养表明, 胜利油田产出液接种物培养 130 d 后, 石油烃降解率达到 50%以上, 
产甲烷的最大速率达到 1.57×10−2 mmol/(L·d)。利用分子生物学方法分析油藏环境功能菌群的多样

性, 可以为开展微生物采油技术的应用提供有用信息。 
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Abstract: The alkane-degrading bacterium and methanogenic were the important functional popula-
tions in oil reservoirs and their diversities were investigated by FISH and DGGE, respectively. The 
DGGE profiles showed great difference between the alkB genes in samples. And the major bands de-
tected in injection wells were obviously more than them in production wells. The FISH results indicated 
that the quantity of archaea was much more than bacteria in the samples and they had close spatial dis-
tribution in situ. The results indicated that alkane-degrading bacterium and methanogenic populations 
were diverse in oil reservoirs and formed compact aggregates in situ. The incubation of Shengli oilfield 
production water degraded more than 50% residual oil during 130 d culture, with the production rate of 
methane reaching up to 1.57×10−2 mmol/(L·d). Molecular analysis of the functional populations of mi-
crobial community in oilfield will provide the information for better application of microbial enhanced 
oil recovery. 

Keywords: Petroleum reservoir, Molecular ecology, Microbial diversity, DGGE, FISH  

油藏环境极端的理化因子对其中的微生物构成

了独特的筛选条件。经过长期驯化, 许多菌种不仅

完全适应了油藏极端环境, 而且相互作用构成了复

杂的微生物群落, 形成了特有的微生物资源和基因

资源。人们已经运用分子生物学方法和纯培养方法

分析了油藏微生物群落结构, 初步了解了油藏微生

物的多样性[1−3]。但当前油藏微生物群落研究面临的

最大问题是群落功能分析 , 即如何识别功能菌群 , 

如何分析功能菌群和协同菌群的相互关系, 以及如

何将微生物群落结构研究与其功能研究相结合。目

前 , 国际上尚无系统的油藏微生物群落功能认识 , 

只有一些零星报道, 例如 Grabowski 等人[4]用 FISH

杂交方法研究了加拿大西部油藏水样中的产甲烷共

生菌团, 发现其中烃降解菌和产甲烷菌围绕固态烃

底物形成一定的相互关系, 推测可能是该油藏环境

中两种功能菌群之间主要的生态关系。 

烷烃是原油的主要成分, 也是油藏生态系统碳

素循环中的主要成分, 烃降解菌是石油烃的最初分

解者, 它的代谢产物为其他菌的生长繁殖提供了丰

富多样的营养底物, 因此烃降解菌是油藏环境微生

物生态系统中重要的功能菌群。目前, 已经分离了

很多烃降解菌 [5−6], 并且研究了烷烃降解途径及其

基因调控机制 , 发现烷烃羟化酶系 (Alkane hy-

droxylase system), 其中烷烃羟化酶是非铁红素的膜

整合蛋白 [7], 负责催化烷烃生物氧化途径的第一步

氧化反应, 决定了烷烃降解的动力学性质[8]。研究发

现, 原油污染环境中许多微生物都携带了与 alkB 相

似的基因类型[5,9−10], 说明这一基因可能在烃降解微

生物中普遍存在, 因此 alkB 可以用作分子标记研究

油藏环境中烷烃降解菌的多样性。 

产甲烷菌也是油藏环境中的一类重要功能菌

群, 它们能接受末端电子产生甲烷, 解除生物链的

末端抑制, 对石油烃的降解意义重大, 尤其在油藏

深部厌氧环境中的碳元素循环中起重要作用, 识别

产甲烷菌群将会在油藏微生物群落功能研究中发挥

重要作用。迄今为止发现的油藏环境产甲烷菌绝大

部分都是利用氢产甲烷菌[11−14], 这些菌自身不能降

解石油烃, 必须依靠烃降解菌先将石油烃分解为小

分子有机酸才能加以利用。因此, 油藏环境中石油

烃降解产生甲烷的过程需要烃降解菌和产甲烷菌等

功能菌群协同配合, 形成一定的互利共生关系, 这

种共生关系也是石油烃降解的关键因素。 

本文运用 DGGE指纹图谱法分析了不同油藏环

境中的烷烃羟化酶基因片段(alkB)多样性 , 试图通

过分析功能基因的表达情况说明烃降解功能菌群的

生长情况, 推测其环境适应性。同时, 用 FISH杂交

法检测了油藏水样中的烃降解菌和产甲烷菌分布情

况, 并考察了富集培养条件下的降解原油产甲烷速

率, 从而对油藏环境烃降解菌和产甲烷菌群结构和

功能进行了初步探索。 
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1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  油藏水样: 用无菌瓶在井头管线采集产出液
油水混合物, 装满样品后立即密封瓶口以防止污染, 
立即送往实验室, 4 °C保存。水样分别采自 4个目标
区块: (1) 华北油田 816区块注水井返排水, 水样外
观清澈透明, 命名为华北水样(Huabei); (2) 华北油
田巴 19 断块油井产出液, 外观浑浊含有石油, 命名
为巴水样(Ba); (3) 胜利油田孤 1−6区块注水井返排
水, 水样黄色浑浊, 命名为孤水样(Gu); (4) 胜利油
田 7N11区块油井产出液, 外观浑浊含油 10%, 命名
为 N水样(N), 采样日期分别为 2007年 8月和 9月。 
1.1.2  试剂和仪器: DNA 提取和纯化试剂盒购自
V-gene公司; PCR试剂购自 Promega公司; 引物和探
针由 Invitrogen公司合成并标记荧光素; GelRed染色
剂购自 Biotium 公司; 其他化学试剂购自上海医药
集团化学试剂公司。PCR 扩增仪购自 MJ 公司 ; 
DGGE 电泳系统购自 Bio-Rad 公司 ; 荧光显微镜
(BX51T-32P01-FLB3)购自 Olympus公司。 

1.2  样品预处理和 DNA 提取 
样品在无菌条件下 70 °C温浴 30 min, 加 30%

的无水乙醇和石油醚/正己烷 /吐温(10:10:1, V/V/V)

混合液充分摇匀, 静置使油相和水相分层, 抽取下

层水样, 取 2支无菌离心管, 各装 40 mL, 15 000×g

离心 10 min, 弃上清; 再加 40 mL水样离心, 如此用

同样 2 支离心管反复操作离心步骤; 获得足量的菌

体沉淀后用 75%酒精清洗离心管底部; 将洗涤液转

入无菌 EP管中, 15 000×g离心 10 min, 弃上清, 收

集微生物细胞。按照试剂盒说明提取 DNA。 

1.3  烷烃羟化酶基因(alkB)扩增引物设计 
从 核 酸 数 据 库 下 载 Pseudomonas putida 

(CAB51047)、Pseudomonas oleovorans GPo1 (P12691)、
Pseudomonas fluorescens Pf-5 (AAY92207) 、
Mycobacterium tuberculosis H37Rv (CAB08323)、
Acinetobacter sp. ADP1 (AJ002316)、Pseudomonas 
marginata PAO1 (AAG04914) 、 Rhodococcus 
erythropolis (CAB51053)和 Nocardioides sp. JS614 
(NC008699)等 8株菌的烃羟化酶序列, 采用ClustalW

算法对这些序列进行比对寻找保守区域, 根据保守
区氨基酸序列对应的碱基组成设计简并引物 [15−16], 
并在反向引物 5′端添加 GC 夹子, 得到 alkB 基因
PCR−DGGE 分析的引物序列 , 正向序列 : D-alkF 
(5′-GCTCAYGARCTRGGTCACAAG-3′), 反向序
列 : D-alkR (5′-CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCG 
GGGCGGGGGCACGGGGGGGCRTGRTGRTCYGA
RTG-3′)。预期目标片段的 PCR 产物长度为 600 bp
左右。 

1.4  alkB 基因扩增和产物纯化 
用上述引物 , 从水样基因组总 DNA 中扩增

alkB 基因, 扩增条件参见刘晔等[16]的方法。扩增产

物用添加 7 mol/L 尿素的聚丙烯酰胺凝胶电泳去除
PCR产物中的单链 DNA, 凝胶浓度为 8%, 160 V电
泳 1 h, 电泳结束后将凝胶染色并在紫外灯下观察, 
用手术刀将跑在前面的双链DNA割下, 转移至新的
EP管中, 将胶条捣碎, 加入 100 µL洗脱液 , 4 °C浸
泡 16 h, 10 000×g离心 10 min, 取上清, 真空干燥至
20 µL用于 DGGE分析[17]。 

1.5  alkB 基因的 DGGE 分析 
用 DGGE 系统对 alkB 基因多样性进行分析, 

DGGE 胶浓度为 8%丙烯酰胺/双丙烯酰胺(37.5:1), 
变性剂浓度梯度为 40%−70%, 电泳缓冲液用 TAE
系统, 温度恒定 60 °C, 电压 200 V, 时间 5 h。电泳
结束后, 用 GelRed进行染色, UV成像获得 alkB基
因的 DGGE 电泳照片。用 Dice 相似性系数[18]比较

DGGE 指纹图谱之间的相似性。Cs=2j/(a+b)×100, 
其中 a 是第 1 组指纹图谱条的条带数目 , b 是第 2
组指纹图谱的条带数目 , j 是两个图谱中共有的条
带数目。 

1.6  特征条带的克隆、测序和序列分析 
用手术刀片将 DGGE 胶中的特征条带割下, 置

于 1.5 mL的 EP管中, 将胶条捣碎, 加入 50 μL TE
缓冲液, 4 °C保温 16 h, 1 000×g离心 1 min, 取 2 μL
上清液作为模板进行 PCR 扩增 , 引物用 G-alkF 
(5′-GCTCAYGARCTRGGTCACAAG-3′), 反向序列
G-alkR (5′-GCRTGRTGRTCYGARTG-3′), 反应条件
同上。PCR 产物割胶回收后用 DNA 凝胶回收试剂
盒进行纯化(V-gene), 产物浓缩后检测 DNA 浓度, 
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按适当比例与克隆载体 pUCm-T混匀, 在 T4连接酶
作用下于 6 °C连接 18 h。吸取连接产物, 转化 E. coli
感受态细胞 DH 5α菌株。挑取阳性克隆进行测序, 
序列提交 GenBank进行分析。 

1.7  荧光原位杂交(FISH) 
离心收集样品中的细胞, 立即用 4%多聚甲醛

溶液固定, 用 PBS 缓冲液洗涤再用 100%乙醇脱水; 

移取处理后的样品 1 µL, 均匀涂布在带小圆孔的载

玻片上, 室温风干。多级乙醇脱水后, 采用 CY3 (红

色)标记的 Met 探针和 FAM’5 (绿色)标记的 Hyr 探

针, 分别与产甲烷菌和烃降解菌进行原位杂交, 其

序列见表 1, 杂交温度为 46 °C, 杂交甲酰胺浓度分

别为 25%和 35%。用清洗液对样品清洗 20 min, 洗

去没有杂交的、以及非特异性杂交的探针; 在荧光

显微镜上观察成像。 
 

表 1  FISH 杂交探针序列 
Table 1  The probes of FISH 

目标菌种 
Objective species 

FISH探针
FISH probe

序列 
Sequence (5′→3′) 

产甲烷菌 
Methanogens 

Met[19] GGCCACGGTGCGAC 
CGTTGTCG 

烃降解菌  
Hydrocarbon- 

degrading bacteria 
Hyr[20] AGTTAGCCGGTGCTT 

CCT 

 

1.8  石油烃降解产甲烷 
石油烃降解过程采用胜利油田产出液作为接种

物 , 以胜利油田原油作为唯一碳源 , 培养基组成 : 
(NH4)2SO4 2 g; NaHPO4 14.34 g; KH2PO4 5.44 g; 
NaCl 0.5 g; MgSO4 0.24 g; CaCl2·2H2O 14.7 mg; 
ZnSO4·7H2O 2.01 mg; (NH4)6MoO24·4H2O 0.15 mg; 
CuSO4·5H2O 0.2 mg; CoCl2·6H2O 0.4 mg; 
MnSO4·5H2O 1.49 mg; 调节 pH 7.0, 加去离子水定
容至 1 000 mL。培养基用亨盖特除氧装置除氧, 分
装至 250 mL血清瓶中, 每瓶 100 mL, 1×105 Pa灭菌
30 min 后, 接种胜利油田产出液菌种。37 °C 培养
130 d, 取 30 mL培养液, 等体积的正己烷萃取 3次, 
萃取液浓缩后经 GC/MS 检测烃的降解效果。 
GC/MS 分析采用岛津气相色谱 -质谱联用仪
(Shimadzu, GCMS-QP2010), 色谱柱为DB-5ms (30 m× 
0.25 mm×0.25 μm, J&W Scientific), 载气为高纯氦

气, 柱流速 1.0 mL/min, 气化温度 280 °C, 进样量 1 
μL, 无分流高压进样(250 MPa, 1 min), 隔垫吹扫 3 
mL/min; 升温程序: 柱温 50 °C维持 0.5 min, 以 10 
°C/min升温至 100 °C, 维持 1 min, 以 5 °C/min升至
200 °C, 维持 5 min, 以 2 °C/min升至 300 °C, 维持 5 
min; 接口温度 300 °C, 溶剂切割时间 2.5 min, 灯丝点
燃时间 6 min, 离子轰击(EI), 检测器电压 1.2 kV, 离
子源温度 250 °C。在培养过程中, 通过顶空进样和
气相色谱法联用检测产生的气体组成。每次测量时从

培养瓶顶空抽取 200 μL气体进样。采用 GC112A气
相色谱仪, 色谱柱为 5 Å 分子筛, 内径 4 mm; 载气
N2, 体积流量 1.5 mL/min; 用氢火焰检测器(FID)检
测甲烷含量, 用热导池检测器(TCD)检测氢气含量; 
进样口温度 200 °C; 检测器温度 200 °C; 升温程
序: 50 °C保持 5 min, 15 °C/min升至 200 °C, 稳定
15 min。 

2  结果 

2.1  alkB 基因的 DGGE 指纹图谱分析 
对 4 个油藏水样进行了 DNA 提取, 经过 PCR

扩增、产物纯化和 DGGE 分析, 得到各样品中 alkB

基因多样性的 DGGE指纹图谱图 1。如图 1所示, 4

个泳道中清晰可见的 DNA 条带分别达到 9、8、6

和 7条, 说明油藏环境中 alkB基因多样性比较丰富, 

而且 1、2 和 4 号水样中 alkB 基因多样性比 3 号的

更为丰富, 其中 H1条带是 4个样本共有的, 特征片

段克隆测序表明 , 该序列与菌株 Acidisphaera sp. 

C197 携带的 alkB 基因片段(AY817739)亲缘关系最

近, 相似性为 81%, 该菌株分离自黄石公园彩虹泉

附近富含烃的酸性土壤中, 具有烃降解功能[21]。 

根据图谱相似性分析, 可以将 4 个样品分为 2

组, 样品 1和样品 2分为第 1组, 相似性为 59%, 其

共有条带数目为 5; 样品 3和样品 4分为第 2组, 相

似性为 71%, 其共有条带数目也为 5。每组内 2个样

本的相似性较高, 但是两组之间的相似性较低。样

品 1中有 4个条带亮度较高, 是主要条带。其中 H1

和 H4是最亮的(图 1), 是该环境中 alkB基因的主要

类型。H4条带对应的特征片段克隆测序表明, 该序
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列与菌株 Marinobacter aquaeolei VT8 携带的 alkB

基因片段(CP000514)亲缘关系最近, 相似性为 82%, 

该菌株是很常见的水生菌, 是烃降解共生菌系中的

一员[22−24]。样品 2和样品 3的条带亮度都比较均匀, 

说明几种 alkB 基因在这两个样品中的丰度比较接

近。样品 4 中 N6 和 N8 条带亮度最高(图 1), 而且

N8条带在样品 3中也有清晰的对应条带, 特征片段

克隆测序表明 , 两个序列都与菌株 Marinobacter 

aquaeolei VT8携带的 alkB基因片段(CP000514)亲缘

关系最近, 相似性分别为 83.5%和 83.9%。 
 

 

图 1  不同样品中 alkB 基因多样性的 DGGE 分析 
Fig. 1  DGGE analysis of alkB gene fragments amplified 
from different samples 
Note: 1: Huabei sample; 2: Gu sample; 3: Ba sample; 4: 7N sample. 

 
2.2  产甲烷古菌和烃降解菌的 FISH 杂交分析 

用 FISH 杂交方法分析了烃降解菌和产甲烷菌
的种群数量和空间分布情况, 结果如图 2 所示, 箭
头所指绿色球菌代表烃降解菌, 红色球菌代表产甲
烷菌。从荧光强度分析, 产甲烷菌的数量高于烃降
解菌; 从空间分布分析, 图 A 和图 B 显示这两类菌
所处的位置较近, 形成关系紧密的菌团, 菌团内部
没有明显的分层结构, 而图 C 显示产甲烷菌随机分
布在烃降解菌周围。 

2.3  石油烃降解产甲烷 
本研究以胜利油田产出液为接种物, 其中携带

有油藏储层中的混合微生物菌群, 培养结果表明培
养 130 d后石油烃降解效果明显(图 3), 各组分丰度

均大幅下降, 其中正构烷烃的生物降解量最大。但
仍有个别组分残留, 其原因可能是大分子烃类生物
降解后代谢产生的一些短链小分子有机物, 抵消了
原有组分的降解部分。降解过程中, 谱图右侧的基
线有缓慢抬升的趋势, 可能是降解过程中异构烷烃
的量增加, 出峰时间也比较接近, 造成了混合出峰, 
将基线抬高。比较降解前后石油烃组分的丰度变化表

明, 培养体系中石油烃的总转化率达到 50%以上。 
 

 

图 2  油藏水样中产甲烷菌与烃降解菌的空间分布 
Fig. 2  Spacial distribution of methanogen and hydrocar-
bon-degradation bacteria in the water sample from oil res-
ervoir 
Note: Arrows indicate Methanogen-like cells (red) and hydrocarbon 
degrading-like cells (green); Photographs are overlays of several 
confocal microscopic images; Magnification times (×1 000). 

 
胜利油田油藏水样 37 °C 下培养, 不同时间采

用顶空进样法获得气体样品 0.2 mL, 用气相色谱法
分析各组分的浓度。如图 4所示, 在培养过程中, 前
30 d 是启动期, 在培养体系中有大量氢气产生, 此
后氢气的不断消耗, 甲烷则迅速增加。在培养两周
左右 ,  氢气产量达到最高值 ,  体系中氢气分压为
2.78×10−2 atm。培养 60 d后氢气含量维持在较低水
平, 体系中氢气分压为 2.20×10−4−2.11×10−5 atm。而
甲烷产量逐步升高, 培养前 60 d甲烷产量缓慢增加, 
培养 60−95 d 甲烷产量快速增加, 产甲烷的最大
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图 3  石油烃各组分丰度变化的总离子流色谱图 

Fig. 3  Total iron current chromatogram of the different component of petroleum hydrocarbon 
Note: A: The oil composition in original medium; B: The residual oil composition in the culture broth after 130 d. 

 

 
图 4  胜利油田产出液培养物的甲烷和氢气产量 
Fig. 4  The production of methane and hydrogen during the 
culture of the oil reservoir water sample from Shengli oilfield 
Note: White dot: Production of methane; Black dot: Production of 
hydrogen. 
 
速率达到 1.57×10−2 mmol/(L·d)。培养 95−110 d甲烷
产生速率有所下降, 培养 110 d 以后甲烷产生转入
停滞期, 该现象符合有机物的共生降解规律。 

3  讨论 

油藏环境富含石油烃, 为烃降解菌的生长提供

了丰富的碳源, 研究表明烃降解菌是油藏微生物群

落的重要组成部分, 其菌种多样性已经从纯培养和

分子生物学分析的角度进行了很多研究, 但本文从

其重要的功能基因 alkB 着手, 设计合适的引物, 用

PCR-DGGE 指纹图谱法分析了基因多态性, 从而说

明烃降解功能菌群的多样性, 具有一定新意。从功

能基因多样性的角度来说明功能菌群的多样性是比

较有效的, 本文建立的 alkB基因 PCR-DGGE分析方

法不仅可以分析环境样本中 alkB 基因的多样性, 还

可以用来快速评价其中的烃降解菌多样性, 研究结

果对直接从环境中克隆多样的 alkB基因具有一定参

考价值。DGGE图谱显示只有少量的 alkB基因是所
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有样本共同的, 表明 alkB 基因具有丰富的多样性, 

也说明油藏环境中具有丰富多样的烃降解功能菌。

样品 1、2 的功能菌群结构整体比样品 3、4 的更为

复杂, 可能是因为前者采自注水井, 而后者采自产

出井, 说明一部分烃降解菌随着水驱过程, 在地层

中从注水井向采油井运移中无法适应油藏环境条件

而休眠或者消亡了。而恰恰相反的是还有一些菌种

的丰度却得到了加强, 其中 N6和 N8条带的亮度就

明显增强了, 说明这些菌株可能在油藏环境中生长

繁殖状况良好。 

油藏环境中烃的彻底降解至少需要两种功能菌

群相互配合才能完成, 首先由烃降解菌将烃类分解
成乙酸等小分子有机酸, 再由产甲烷菌等将小分子
彻底降解产生甲烷 , 而这两种过程必须紧密结合 , 
才能保证整个烃降解反应的顺利进行。因此产甲烷

菌和烃降解菌在环境中往往形成紧密的共生关系。

本文用 FISH 杂交方法检测了两种菌群的原位空间
分布情况, 避免了纯培养的限制和基因操作等带来
的误差, 比较客观的反映了菌群的空间分布情况。
结果表明, 产甲烷菌和烃降解菌形成了一定的相互
关系, 与 Grabowski、Sekiguchi等人[4,25]观察的结果

相一致, 推测其原因可能是这种空间位置上的相互
接近有助于不同成员之间相互交换代谢产物。因为

通常烃降解菌是附着在固态烃颗粒表面的, 它们利
用烃代谢产生乙酸等小分子物质, 而产甲烷菌围绕
在烃降解菌周围就可以方便地摄取到小分子有机

酸, 有利于其自身的生长和繁殖, 同时也为烃降解
菌解除了产物抑制, 从而使两种功能菌群形成了良
好的共生关系。 

4  结论与展望 

本文运用分子生物学分析和纯培养方法相结合

研究了油藏水样中两种功能菌群的多样性和空间分

布, 从一定程度上说明了油藏微生物群落功能, 首
次运用 alkB基因的DGGE指纹图谱法分析了油藏环
境烃降解功能菌群的多样性, 探索了油藏极端环境
微生物资源和基因资源, 对微生物采油和油藏微生
物资源化利用方面具有一定的应用价值。另外, 通

过 FISH 杂交方法, 分析了烃降解菌和产甲烷菌的
空间分布和位置关系, 可以为在细胞水平上识别油
藏功能菌群的相互关系以及分离和纯化功能菌种提

供支持。但本文也只是从一个侧面揭示了油藏微生

物群落功能的复杂性, 有必要进一步结合多学科交
叉的方法系统研究各菌群的分布、功能和生态意义。 
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