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研究报告 

油藏样本潜在核心功能微生物群的宏基因组挖掘 
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摘  要：【背景】识别出具有驱油功能的内源性微生物群是当前设计高效微生物采油技术的迫切需

求。【目的】通过宏基因组分析找出原位油藏微生物中具有产酸/产气功能的潜在核心微生物群。【方

法】利用室内模拟体系，对原位油藏微生物进行有机营养(从有氧到无氧)的激活，运用生物信息、

多元统计分析以及网络分析等方法，寻找潜在内源性核心功能微生物群。【结果】有机营养激活了

原位油藏样本中以 Bacillus licheniformis 为核心的产酸菌群(包括 Coprothermobacter proteolyticus、

Marinobacter spp.、Anaerobaculum hydrogeniformans 和 Petrotoga mobilis)，该菌群具有以丙酮酸/

乙酰辅酶 A 为原料发酵乳酸、乙酸以及甲酸的功能；激活了以 Enterococcus faecium 为核心的产气

菌群(包括 Shinella zoogloeoides、Paracoccus denitrificans、Paracoccus spp.和 Enterobacter cloacae)，

该菌群具备以(亚)硝酸盐、(亚)硫酸盐、石油烃为原料生产含氮/硫/碳等气体的能力。2 个核心菌群

内部分菌同时具有产酸和产气通路基因，激活过程中 2 个菌群的丰度变化呈负相关关系。【结论】

利用有机营养激活体系及宏基因组测序分析技术，筛选出了油藏样本中具备产酸、产气能力的核

心功能菌群，为后续进一步的功能菌株研究提供了潜在靶标及功能指向。 

关键词：有机营养激活，宏基因组，核心功能菌群 
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Abstract: [Background] Understanding functional microbiota inside crude oil samples is crucial in 
microbiota design for enhancing oil recovery. [Objective] Identifying potential core functional microbiota 
from a crude oil sample that have ability to produce acid/gas through metagenomic analysis.    



李志华等: 油藏样本潜在核心功能微生物群的宏基因组挖掘 2751 

 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

[Methods] The compositional and functional changes of the indoor activated crude oil samples were 
obtained with the metagenomic data. The potential endogenous core functional microbiota related to the 
production of gas and acid were obtained through bioinformatics, multivariate statistics and network 
analysis. [Results] The co-abundance analysis deduced that Bacillus licheniformis, along with 
Coprothermobacter proteolyticus, Marinobacter spp., Anaerbaculum hydrogeniforms and Petrotoga 
mobilis that clustered as a group, were the core functional bacteria relevant to the change of the pH value. 
Functional analysis of strains in this group through draft genome assembly indicated that the pathways for 
acid production, including for lactic acid, acetic acid and formic acid fermentation using pyruvate/acetyl 
coenzyme A, were enriched. Enterococcus faecium was considered as the core microbe in another group, 
which had Shinella zoogloeoides, Paracoccus deniticans, Paracoccus spp. and Enterobacter cloacae. 
Among these, Enterobacter cloacae was positively correlated with total gas production. The assembled 
bins in this group had the ability to produce nitrogen/sulfur/carbon using nitrate (nitrite)/sulfate 
(sulfite)/petroleum hydrocarbon. These two groups both had a small number of microbes that have dual 
ability for gas and acid production and the two groups were negatively correlated. [Conclusion] We had 
screened out core acid/gas producing microbiota in a crude oil sample through organic activation and 
metagenomic sequencing technology. These findings provided potential strain targets for further research. 

Keywords: organic nutrient activation, metagenomics, core functional microbiota 

石油作为一个国家重要的战略储备物资，其

衍生的化工产品在工业、民生、经济等领域扮演

了重要的角色。目前全球剩余石油资源以稠油为

主，占比 70%，约有 8 150 亿 t；稠油由于含有大

量的长链烃且混杂胶质、沥青质、砂砾等，其粘度

高(50−10 000 mPa·s)、流动性差，导致采收困难[1]。

气驱、水驱、化学驱等方法被用于提高石油的采收

率[2]，但是这些方法对稠油的采油效率并不高。目

前我国的稠油开采率仅占原油总产量的 16.2%[2]，

亟须实现经济、高效的稠油开采。 

微生物采油技术由于其绿色环保、低成本的特

点，越来越受到关注。这种技术利用微生物的分解

代谢能力，通过产酸、产气、产表面活性剂、产多

糖和降解烃等多重方式来稀释稠油粘度，加强稠油

的流动性，达到提高石油采收率的作用。在过去几

十年里，微生物采油尝试了多种方式，包括：向油

井投入某种能帮助产油的菌[3]或者能促进微生物

生长的营养物质[4]；利用合成生物学技术将一个菌

改造成具备多种功能的“超级细菌”[5-6]；设计一组

能够互养并且具备一定采油功能的“复配菌”注入

油井[7-9]等，以此来改性降粘，提高石油采收率。

由于这些做法大都采用外源菌，而这些菌难以适应

油藏内部的复杂生态环境，其改善驱油效果常常不

佳或者难以持久。从适应油藏极端环境的内源微生

物中选取能形成互养关系并且具有多种不同驱油

功能的微生物群，对其进行适当营养强化，在微生

物采油应用中可能将具有更好的可行性以及更好

的开采效率。 

油藏内源性驱油微生物的选取首先需要了解

油藏内微生物的组成及激活特点。本研究围绕一个

典型性油藏样本，对如何寻找样本内的核心功能菌

群进行了探索。由于微生物的产酸和产气功能是起

到驱油作用的重要因素[10]，并且产酸/产气的观测

较为方便且数据容易量化，本研究选取产酸/产气

的微生物作为筛选的目标核心功能菌群，利用室内

模拟油藏体系对油藏产出液样本进行了有机营养

(从有氧到无氧)激活；在有氧培养末期、无氧培养

的前期和后期激活时间点进行了产气、产酸的指标

测量，并将对应的样本微生物进行了 HiSeq-X-Ten 

PE150×2 宏基因组测序。依据与油藏产出液原始样

本测序数据的生物信息学与统计比较分析，以期发

现油藏样本内微生物随激活时间点的组成演替以

及功能变化特点；通过菌群丰度共变化分析，以期

获得菌-菌间的相互关系以及这种相互关系形成的
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聚类对产酸、产气的协同影响；最后依据发现的聚

类功能菌群，通过对菌群内组装基因组草图的功能

解析，以期进一步理清核心功能菌—功能基因—代

谢通路的途径。   

1  材料与方法 

1.1  样本的采集和预处理 

石油产出液原液样本来源于胜利油田南区 

一个油藏温度为 65 °C 的油田，从选定的油井井口

取样。取样前使井口液体预先流出 1 min 以上，然

后用无菌的采样桶接满井口产出液，密封后带回实

验室。待样本静置分层后，将上层石油层和下层水

相分离，备用。 

1.2  主要试剂和仪器 

胰蛋白胨、酵母提取物，赛默飞世尔科技公司；

氯化铵、硝酸钠、磷酸氢二钠、磷酸二氢钾、可溶

性淀粉、葡萄糖、氢氧化钠，国药集团化学试剂有

限公司；刃天青，上海源叶生物科技有限公司。超

净工作台，上海智城分析仪器制造有限公司；  

0.22 μm Millpore 滤膜，默克公司；pH 计，Mettler 

Toledo 公司；恒温摇床、离心机，Eppendorf 公司。 

1.3  样本的有机营养激活 

1.3.1  有机营养培养基的配制 

有机营养培养基的配制采用游靖的配方[11]，

由 2 种营养液混合而成。A 液：胰蛋白胨 5.00 g，

酵母提取物 5.00 g，NH4Cl 5.35 g，NaNO3 8.50 g，

Na2HPO4 7.50 g，KH2PO4 2.80 g，加入去离子水   

200 mL，于 1×105 Pa 灭菌 15 min。B 液：将 25.00 g

可溶性淀粉溶于 800 mL 去离子水中，于 100 °C 搅拌

30 min，经 4 °C 放置过夜后取上清液，加入 25.00 g

葡萄糖，于 0.3×105 Pa 灭菌 15 min。A、B 液的混

合在超净工作台中进行。用 0.22 μm Millpore 滤膜

将 B 液过滤后，将滤液与 A 液混合，使用 1 mol/L 

NaOH 调节 pH 值至 7.0。 

1.3.2  样本的有机营养激活 

在无菌条件下，将 120 mL 产出液水相、3 g

左右石油以及 5 倍浓度 30 mL 有机培养基加入到

250 mL 培养瓶中；添加 2 滴 0.22 μm Millpore 滤膜

过滤的氧气指示剂刃天青，胶塞密封后移入 55 °C、

100 r/min 的恒温摇床进行培养；依据氧气含量状况

以及游靖对油藏微生物功能菌的分离培养实验[11]，

分别于有氧后期(A，约培养 35 h，快速生长期)、无

氧前期(B，培养 15 d，菌浓平稳期)和无氧后期(C，

培养 47 d 后，菌浓下降期)进行采样。实验另取     

3 个原位油藏的平行样本(T01/T02/T03)作为对照。 

1.3.3  样本总产气量及产酸的测量 

每个采样时间点设置 6 个生物学重复。其中  

3 个平行样本用于总产酸、产气的分析，另 3 个平

行样本用于宏基因组测序。pH 值直接通过 pH 计

测量。气体产生总量通过排水法测量，负压则认为

其不具有产气功能。 

1.4  DNA 的提取与宏基因组测序 

1.4.1  样品的预处理 

所有样本在培养之后于 4 °C、10 000 r/min 离

心 15 min，将收集到的上清液置于 50 mL 离心管，

用提前在 4 °C 预冷的 PBS 重悬沉淀，重悬液在相

同条件下离心 15 min，再次取上清到 50 mL 离心

管，沉淀保存在−80 °C，收集的上清以 0.22 μm 滤

膜抽滤，保存滤膜在−80 °C。 

1.4.2  DNA 的提取 

DNA 的提取采用 CTAB 法[12]，分别对滤膜和

沉淀进行提取，将提取后的 DNA 混合在一起，在

HiSeq-X-Ten PE150×2 测序平台按测序服务商提供

的标准流程进行宏基因组测序。 

1.5  数据生物信息分析 

1.5.1  测序数据的质控 

原始测序数据的质控使用 PRINSEQ[13]软件进

行，先从序列的 5′端开始将第一个及其后的 Q 值

小于 20 的碱基切除；再去除序列长度小于 60 bp

以及含模糊碱基“N”的序列。 

1.5.2  基于 MetaPhlAn2 的组成分析 

将 上 述 质 控 后 的 高 质 量 序 列 数 据 通 过

MetaPhlAn2[14]与其预设数据库(含 17 000 个细菌

及古菌参考基因组 )中的微生物标记 (Marker)基



李志华等: 油藏样本潜在核心功能微生物群的宏基因组挖掘 2753 

 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

因比对，获得每个样本内的鉴定物种分类以及丰

度信息。 

1.5.3  基于 MetaCyc 数据库的通路分析 

使 用 Bowtie2[15] 将 物 种 特 定 的 序 列 比 对 到

ChocoPhlAn 数据库，进行快速的泛基因组功能注

释；使用 Diamond[16]软件将未比对上的序列与

UniRef50 数 据 库 进 行 比 对 ， 识 别 其 蛋 白 家 族

(Protein Family)。经过 HUMAnN2 核心算法在

MetaCyc[17]数据库中匹配代谢通路，得到每个样本

包含基因家族(Gene Family)的丰度、通路的表达量

以及通路覆盖度的信息。以上步骤通过 HUMAnN2

流程[18]完成。 

1.5.4  基于宏基因组数据的基因组草图组装 

将所有样本的高质量序列集合在一起，使用

MEGAHIT[19] 默 认 参 数 进 行 共 组 装 。 使 用

MetaBat2[20] 对 组 装 出 的 片 段 (Contigs) 进 行 装 箱

(Binning) ， 设 定 最 短 片 段 为 2 500 bp 。 使 用

CheckM[21] 软 件 Lineage_wf 模 块 对 装 箱 得 到 的

Bins 进行质控，获得 70%完整度以上的 Bins。使

用 MetaBinG2[22]对 Bins 进行分类鉴定到种水平。 

1.5.5  基于基因组草图的代谢途径及子系统模块

(Subsystem)分析 

从 Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes 

(KEGG ， https://www.kegg.jp/) 数 据 库 、 Rapid 

Annotation using Subsystem Technology (RAST，

https://rast.nmpdr.org/)数据库的通路及子系统模块

中收集产乳酸/甲酸/乙酸、产含氮气体、含硫气体、

含碳气体的通路、模块以及其中的基因。 

通过 Prodigal[23]预测基因组草图中的编码基

因和蛋白文件，并分别上传至 KEGG/RAST 网站

进行基因组草图的功能注释。通过 RAST 注释识

别基因组草图所包含的子系统模块，筛选出样本覆

盖到的产酸、产气功能模块及对应的基因家族，利

用 KEGG 重构产酸、产气相关的代谢途径。 

1.6  统计分析 

1.6.1  基于共丰度变化关系的菌群聚类 

聚类计算在 Matlab® (R2019b，MathWorks)环

境下使用其自带的程序进行。对于在 1.5.2 中获得

的不同激活时间点的菌群分类及丰度矩阵，计算 

每个菌-菌之间的 Spearman 关联系数及其 P-Value；

依据 Spearman 关联系数的相似度差异逐级进行

菌-菌间的聚类，从聚类树的最高点开始，依次进

行聚类间差异分析，根据 P<0.05 的标准将菌群分

为不同的聚类。 

1.6.2  互作网络关系建立 

将 1.6.1 中菌群两两之间的 Spearman 相关系数

绝对值>0.5 并且同时满足 P-Value<0.05 的菌保留，

使用 CytoScape[24]进行网络构建。 

2  结果与分析 

2.1  有机营养激活条件下油藏微生物的产酸、

产气功能 

用有机营养辅以一次性充入氧气对原位油藏

样本进行激活，激活体系模拟油藏原位状态历经

有氧阶段和无氧阶段。体系内的总产气量在有氧

后期以及无氧前期阶段逐渐增加，而在无氧后期

阶段总气体量减少(图 1A)，说明产气过程主要发

生在有氧阶段和无氧前期阶段。原位油藏样本的

pH 值为 7.84±0.01，体系内 pH 值在有氧后期阶段

降至 5.17±0.05，在无氧阶段略有上升但变化不

大，说明产酸过程主要发生在有机营养有氧的阶

段(图 1B)。 

2.2  营养激活条件下菌群的组成及演替 

本研究中所有 12 个样本的宏基因组平均测序

量 为 8.03×107±7.36×106 (均 值 ±标 准 差 )条 序 列

(Reads)，模糊碱基率小于 0.002%，Q30 碱基比例

为 96.71%±0.42%。使用 MetaPhlAn2 软件在原位

油藏样本和激活样本中共识别到 48 个菌属(种)，

其中，有 29 个识别到种，19 个识别到属。原位油

藏样本序列与数据库的比对率(Mapping Rate)为

59.48%，有氧后期、无氧前期和无氧后期 3 个激

活时间点的序列比对率分别为 81.02%、25.29%

和 2.13%，大量的序列在无氧期无法从数据库获

取比对信息。识别到的 48 个菌属(种)按照丰度共 
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图 1  营养激活条件下体系内总产气体积(A)和 pH 值(B)的变化 
Figure 1  The changes of total gas volume (A) and pH value (B) under the organic activation 
注：误差线表示标准差。T0：原位样本；A：有氧后期；B：无氧前期；C：无氧后期 

Note: The error bar represents the standard deviation. T0: In-situ sample; A: Aerobic later period; B: Anarobic earlier period; C: Anarobic 
later period 

 
变 化的 Spearman 关联，可以划分为 6 个聚类

(Cluster) (图 2)。 

在能够比对到数据库的菌中，原位油藏样本中

的优势菌为 Pseudomonas stutzeri (89.69%±0.40%)

和 Marinobacter spp. (8.26%±0.35%)。Cellvibrio spp.

的丰度排第三，占比为 1.36%±0.08%，其余的物种

总量仅占不到 1%。 

有 机 营 养 的 激 活 使 原 油 优 势 菌 属

Marinobacter spp.在有氧后期阶段丰度显著下降至

0.09%±0.02% (P<0.05，t 检验)，并且大多数在原

油中丰度次高的菌也无法存活，如 Cellvibrio spp.

等的丰度降为 0。然而 Bacillus licheniformis 在有

氧后期显著上升至 75.22%±3.94% (P<0.05)，成为

新的优势菌种；Enterococcus faecium 的丰度在有

氧后期显著上升(P<0.05)，占比为 3.46%±0.67%。

E. faecium 在无氧前期升至 82.63%±13.82%，其所

在的聚类(Cluster 5)内的其他菌群的丰度均显著上

升(P<0.05)；与此同时丰度显著上升(P<0.05)的聚

类菌群还有 Cluster 2 和 Cluster 4，其中 Cluster 2

包含 Escherichia coli、Thermus thermophilus 等菌，

Cluster 4 含常见的烃分解菌 Nocardia farcinica 等。

Cluster 6 的优势菌 B. licheniformis 及该聚类内的其

他菌在无氧前期的丰度均显著下降(P<0.05)，但在

无氧后期阶段再次上升，其中 B. licheniformis 的丰

度显著升高至 24.52%±32.19% (P<0.05)，仅次于

P. stutzeri (34.82%±24.13%)。然而 E. faecium 及其

所在的聚类(Cluster 5)的菌群丰度在无氧后期则显

著下降(P<0.05)。原油优势菌种 P. stutzeri 虽然在

有机营养激活后丰度显著下降(P<0.05)，但其在激

活过程中一直维持较高丰度，在无氧后期阶段又重

新成为优势菌。 

根据菌群的共丰度变化，使用 CytoScape 构筑

菌群的互作关系网络。根据产酸与菌群的关联关系

(图 3)来看，Cluster 6 的 B. licheniformis 与 pH 值

的变化显著负相关。营养激活体系内产酸主要发

生在有氧后期，B. licheniformis 作为有氧后期出现

的优势菌，其丰度占比高达 75.22%±3.94%，而且

其与 Cluster 6 内的关联菌均存在显著正相关关系

(P<0.05，Spearman 相关分析)，因此推测 Cluster 6

是以 B. licheniformis 为核心的产酸功能菌群。

Cluster 5 的 Enterobacter cloacae 与产气量显著正

相关(P<0.05)，该菌只与 Cluster 5 的 E. faecium 呈

显著正相关关系(P<0.05)。 

E. faecium 在有氧后期丰度显著上升(P<0.05)，

在无氧前期升至 82.63%±13.82%，而营养激活体系

在有氧后期及无氧前期的产气量是逐步上升的，因 
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图 2  原位油藏样本及有机营养激活下不同时间点菌群的组成 
Figure 2  The microbiota composition of the oil samples at different timepoints under the organic activation  
注：菌群按照丰度变化的 Spearman 相关系数划分为 6 类，按聚类进行排序，热图中每个菌的相对丰度百分比经过 Log10 处理 

Note: The microbiota were classified into six clusters according to the pair-pair spearman correlations of the abundances, and ordered by 
the rank of clusters. The relative percentage of the abundance for each bacterium was Log10-transformed 

 
此推测 Cluster 5 是以 E. faecium 为核心的产气功能

菌群。值得注意的是，E. faecium 还与 pH 值呈显

著的正相关(P<0.05)，其丰度变化与降低 pH 值正

相关的 B. licheniformis 及其所属聚类中的所有菌

群存在显著负相关关系(P<0.05)。 

2.3  油藏样本中产酸相关菌群的识别与功能鉴定 

为了验证存在以 B. licheniformis 为核心的产

酸功能菌群，使用 MEGAHIT 对样本宏基因组测

序 数 据 进 行 基 因 组 草 图 的 组 装 ， 并 且 使 用

MetabinG2 识别出种属地位。将被识别为与 pH 值 
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图 3  有机营养激活下菌群间的丰度共变化网络以及与产酸、产气的关系 
Figure 3  The co-abundance network of the microbiota and their relationships with the total gas volume and the pH value 
under the organic activation  
注：节点为菌属(种)分类地位，其大小表征丰度，红色节点代表丰度增加，蓝色节点代表丰度降低；边表征菌属(种)间的相关性，

红色表示正相关，蓝色表示负相关，其粗细表征相关系数(丰度排在前 10 的菌属作为节点保留)，框线颜色代表框线内菌群所属

的聚类 

Note: The node represents the taxonomy of microorganisms (abundance: red: up, blue: down), and its size represents the abundance. The 
edge represents the correlation between microbiota (red: positive, blue: negative), and its thickness represents the correlation coefficient 
(the top ten genera/species are reserved). The color of the frame represents the classified cluster 
 

显著负相关的 B. licheniformis 所有菌株的基因组

草图组合并作为该物种的基因组草图集合(泛基因

组)，上传到 RAST 与 KEGG 网站进行功能分析。

通过代谢途径以及子系统模块注释，识别到了发酵

产乳酸(Fermentation: Lactate)以及发酵产甲/乙混

合酸(Fermentations: Mixed Acid)模块，发现可以建

立一条完整的由丙酮酸/乙酰辅酶 A 出发发酵产

生乳酸/乙酸/甲酸的代谢途径(图 4)。因此，有完

整产乳酸/混合酸子系统模块的 B. licheniformis 被

认为在供能充足的情况下具有自主发酵混合酸的

代谢能力。此外，在 B. licheniformis 同一聚类

(Cluster 6)中的 Coprothermobacter proteolyticus、

Marinobacter spp.、Anaerobaculum hydrogeniformans、

Petrotoga mobilis 的组装基因组中均发现了产乳酸 

或混合酸模块的基因富集，而在另外一个与产气功

能正相关的聚类(Cluster 5)的 E. faecium、Shinella 

zoogloeoides、Paracoccus denitrificans、Paracoccus 

spp.的组装基因组中也发现了少量产酸模块的富

集。这 2 个聚类中的菌群都具有利用丙酮酸/乙酰

辅酶 A 为营养的通路，提示 2 个聚类菌群之间可

能在丙酮酸/乙酰辅酶 A 上存在营养竞争关系。 

2.4  油藏样本中产气相关菌群的识别与功能鉴定 

稠油油藏中含有最多的是以烷烃、芳香烃、各

类不饱和烃为主的碳氢化合物，此外还有氮、硫等

元素[25-26]，因此，识别产气菌群的重点在于寻找

能产含碳气体、含氮气体及含硫气体的菌群。

RAST 数据库具有硫代谢系统、氮代谢系统及呼吸

代谢系统功能模块，在其中找到了许多油藏微生 
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物能够利用油藏内营养产气的子系统模块及其通

路和基因(与 KEGG 数据库关联)，发现与产气量显

著正相关的 E. cloacae 具有产含碳/氮/硫气体的所

有完整的子系统模块(图 4)。E. cloacae 是样本菌

群中唯一具有能够完整地将稠油中的硫酸盐及

亚硫酸盐转化为硫化氢的无机硫同化(Inorganic 

Sulfur Assimilation)模块的菌。利用 KEGG 数据库

重构出了 2 条完整的硫化氢代谢途径：SO3—  

APS—PAPS—SO2—H2S 途径(PAPS 途径)以及 SO3— 

APS—SO2—H2S 途径(APS 途径)。这 2 个代谢途径

的第一步都是通过 PAPSS/SAT/Cys ND 将硫酸盐转

化为 APS。PAPS 途径首先通过 Cys C/PAPSS 将 APS

转化为 PAPS，然后通过 Cys H 催化 PAPS 转化为

亚硫酸盐，而 APS 途径直接通过 Apr AB 将 APS

转化为亚硫酸盐。此外，E. cloacae 中还具有将(亚)

硝酸盐还原至氮气(NO3→NO2→ NO→N2O→N2)

的 反 硝 化 还 原 酶 基 因 簇 (Denitrifying Reductase 

Gene Clusters)模块、将(亚)硝酸盐转化为氮气的

(亚)硝酸盐氨化(Nitrate and Nitrite Ammonification)

模 块 以 及 产 二 氧 化 碳 的 甲 酸 脱 氢 酶 (Formate 

Dehydrogenase)模块，并且该菌含有的基因能够

重构出模块对应的完整的代谢途径。值得一提

的是，Cluster 5 和 Cluster 6 这 2 个聚类丰度存

在负相关关系，而产酸菌群中的 B. licheniformis

和 Marinobacter spp.与产气菌 E. cloacae 所在的聚

类(Cluster 5)中的菌群都需要利用硝酸盐为营养，

提示 2 个聚类菌群之间可能在硝酸盐上存在营养

竞争关系。 

3  讨论与结论 

原位油藏微生物由于处于极端环境，给准确分

析其组成与功能带来很大的困难。本工作利用有机

营养激活体系，结合宏基因组测序数据分析试图找

出原位油藏微生物中具有产酸/产气功能的潜在核

心微生物，为微生物采油的功能菌株研究提供靶

标，有助于为制定更有效的微生物采油工艺提供理

论指导。 

本研究前期发现，由于目前石油微生物在公共

数据库的功能信息相对匮乏，直接依据数据库进行

油藏样本的宏基因组序列比对时有大量的序列无

法被识别，只能找到非常少的驱油功能相关通路。

然而直接利用基因组草图进行菌群组成与功能分

析往往因为测序量及菌株组装效率的限制，只能拿

到部分高质量基因组草图信息。 

为了克服以上缺陷，本研究首先使用MetaPhlAn2

对宏基因组进行数据库比对，尽可能拿到较多的微

生物物种鉴别及相对丰度信息；再通过菌群丰度共

变化对识别出的菌群进行聚类，获取菌群间的相互

关联信息；并依据每个菌与产气、产酸的关系，推

测出产气、产酸的功能菌群聚类；最后以聚类为

单位，通过组装的基因组草图识别功能菌群的子

系统功能模块并重构代谢途径，分析功能菌群的

协同功能。基于这个分析策略，成功找到了油藏

样本中以 B. licheniformis 为核心的产酸功能菌群、

以 E. cloacae 为核心的产气功能菌群，以及它们在

激活过程中的演替关系。 

由于本研究的主要目的是探究如何寻找原位

油藏潜在功能微生物的方法，因此没有对找出的产

酸/产气菌进行驱油功能验证，只是对筛选出的功

能微生物群进行了文献检索。在发现的产酸菌群

中，有关 B. licheniformis 的报道较多，有研究显示

该菌同时具有产乳酸和脂肪酸[27-28]以及通过反硝

化作用/氨化硝酸盐产含氮气体[29]的功能，是重要

的驱油菌种；C. proteolyticus 被发现具有发酵乙酸

的功能[30]；Ruan 等证实 Marinobacter spp.具有反

硝化作用 [31]，Kem 等证明其分解生物素时会释

放脂肪酸[32]。发现的产气菌群中，Ristuccia 等观

察到了 E. cloacae 将糖发酵为酸以及还原(亚)硝酸

盐产气的现象[33]，尽管未观察到硫化氢气体的产

生，E. cloacae 被报道能利用培养基中的硫铵为营

养源正常生长[34]，说明其是利用硫酸盐产硫化氢气

体菌群的重要组成菌种；Bai 等发现 S. zoogloeoides

具有异养硝化及好氧反硝化作用 [35]；Si 等发现
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Paracoccus 中的 P. denitrificans 也具有反硝化作 

用[36]。这些前人的大量工作为本研究结果的可信

性提供了有力的佐证。 

本研究还发现，产酸菌群与产气菌群作为有

机营养激活条件下的优势菌群，在共同压制原位

油藏微生物并且达到一定丰度后，形成对硝酸

盐、丙酮酸、乙酰辅酶 A 等营养物质的竞争，并

且产气功能菌群在无氧环境下处于弱势，提示产

酸与产气功能在菌群达到一定规模后可能会互相

抑制，通过对营养底物的调整可能有助于减轻它

们的相互抑制。这些结果为微生物采油技术优化

提供了有价值的新思路。 
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