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摘要: 利用长岩心连续动态驱替实验模拟现场微生物驱油过程,通过高通量测序及荧光定量 PCR 技术定量描述物

模驱出液菌群结构、多样性指数及驱油功能细菌浓度的动态变化规律,并分析生物特征动态变化规律与含水率变化

之间的对应关系。 结果表明:激活剂多轮次段塞注入方式下,内源菌群呈现连续动态演替变化,菌群结构趋于简单

化,多样性指数逐渐降低,不动杆菌、厌氧小杆菌及甲烷嗜热杆菌逐渐成为群落中的优势菌属;内源总细菌浓度及驱

油功能细菌浓度随激活剂的注入逐渐升高,在时间尺度上存在明显的好氧、兼性及厌氧驱油功能菌级联激活规律,
厌氧产甲烷古菌激活时整个代谢链被启动,驱油效率最高;在兼性及厌氧驱油功能细菌浓度提高 2 个数量级后,产出

液细菌群落多样性指数与含水率变化之间存在明显的相关性,可以作为内源微生物驱油生物特征指标,指导内源微

生物驱油现场效果的分析及方案的针对性调整。
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Abstract:The continuous flooding test with long core was used to simulate the field flooding process of MEOR. The high鄄
throughput sequencing and fluorescent quantitative PCR technique were employed to quantitively characterize the dynamic chan鄄
ges of the structure of microbial community, the diversity index and the concentration of functional bacteria. And the correlation
between the dynamic changes of the microbe and the water content changes was analyzed. The results show that under the multi鄄
ple rounds of slug injection of activator the structure of microbial community presents continuous dynamic succession, the com鄄
munity structure tends to be simplified, and the diversity index reduces gradually. Acinetobacter,Anaerobaculum and Methano鄄
thermobacter gradually become to the predominant bacteria in the community. The concentration of endogenous microorganisms
and the functional bacteria gradually increase with the injection of activator. There are obvious rules of cascade activation of
aerobic, facultative and anaerobic bacteria in the time scale. The whole metabolic chain is activated by the activation of the
methanogen and the oil displacement efficiency is the highest. It is also found that there is a significant positive correlation be鄄
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tween microbial community diversity and water cut when the concentration of the facultative and anaerobic functional bacteria is
increased by 2 orders of magnitude, which can be used as a key biological indicator to guide field effect analysis and scheme
adjustment.
Keywords: indigenous microbe oil displacement; long core; dynamic continuous displacement; microbial characteristics;
displacement efficiency

摇 摇 油藏环境具有高温、高压、高矿化度、贫营养及

厌氧等特点,在该极端环境中存在着种类多样、代谢

类型丰富的微生物,它们之间通过信号和能量的传

递、空间营养物的相互竞争与依赖等作用形成复杂

的内源微生物群落结构[1]。 内源微生物驱油技术

就是选择性激活油藏内源驱油功能菌群,利用其代

谢过程和代谢产物来提高原油产量和采收率。 内源

微生物群落是该技术的基础,其中具有不同代谢功

能的内源菌在原始油藏微生物群落结构中相对稳

定,只有通过改变外界环境才能打破已经形成的稳

定的微生物群落结构,使之朝向驱油功能菌群占优

势的方向演替,实现提高采收率的目的[2鄄10]。 内源

微生物驱油技术利用分子生物学方法对实施区块的

内源微生物群落结构进行检测分析[11鄄12],了解该区

块开展内源微生物驱油的生物基础。 但在实施过程

中通常只侧重跟踪分析现场生产动态数据,而忽视

油藏内源微生物的动态变化规律[13鄄14]。 外界注入

的激活剂会改变油藏原有的生态环境,油藏内源稳

定的微生物群落结构被打破,在重新构建群落结构

的过程中油藏微生物菌群在时间、空间上演替,演替

过程中微生物浓度、群落多样性、优势种群以及驱油

功能细菌浓度等生物特征动态变化规律及与驱油效

率关系等,是该领域的关键问题。 笔者设计长岩心

物模实验,模拟胜利油田沾 3 区块内源微生物驱油

现场连续动态驱替过程,通过产出液群落结构等生

物特征的连续监测分析,揭示内源微生物驱油体系

中生物特征随时间的动态变化规律,明确生物特征

与驱油效率之间的对应关系。

1摇 实验材料与方法

1郾 1摇 长岩心连续驱替实验

采用 3 根 60 cm 物模管串联的方式构建长岩心

(1 800 mm伊38 mm)物理模型装置,每节物理模型管

之间采用可拆卸接头相连(图 1)。 岩心内填充石英

砂模拟油藏多孔介质,整个岩心渗透率为 1 150伊10-3

滋m2,孔隙度为 0郾 28,孔隙体积为 573 mL。 饱和水采

用胜利油田沾 3-26 油井产出液水样,饱和油量为

550 mL,一次水驱 3VP(VP 为孔隙体积)后驱出油量

331 mL,含水率达到 95郾 0 %,采收率达到 60郾 2%。

内源微生物驱油连续动态模拟实验在油藏温度

60 益下进行,为了模拟油藏高压环境,在长岩心出

口端施加 7 MPa 的回压。 激活剂[15] 注入采用多轮

次段塞式注入,共开展 4 轮次激活剂注入,每轮次实

验包括前置激活剂段塞注入及后续连续水驱过程,
其中前置激活剂段塞阶段快速注入 0郾 05VP 的上述

激活剂,注入速度 1 mL / min;激活剂注入后,后续采

用沾 3 注入水进行连续水驱,每轮次水驱采用新取沾

3 注入水水样,水驱速度为 0郾 02 mL / min。 1 轮次水

驱运行 12 d(水驱体积 0郾 6VP),此时激活剂已运移至

岩心出口。 连续驱替过程中,每天从岩心末端产出约

30 mL 产出液用于油水计量及生物特征分析。

图 1摇 长岩心驱替实验装置示意图

Fig. 1摇 Schematic diagram of long鄄core device

1郾 2摇 产出液生物特征

驱替过程中每天收集并计量产出液的液量、油
量,计算产出液含水率。 用微量注射器吸取少量产

出液,通过显微细菌计数板确定细菌浓度,最后通过

高速离心(12 000 r / min,15 min)收集 25 mL 产出液

中的菌体并提取菌体 DNA,用于微生物群落结构及

驱油功能菌的定量检测分析。
样品菌体 DNA 的提取采用 AxyPrep 基因组提

取试剂盒,提取后的 DNA 利用 Nanodrop 微量紫外

检测仪进行浓度检测后用于细菌 16S rRNA 扩增。
为了保证群落特征检测的准确度和覆盖度,所有样

品微生物群落结构的分析都采用目前最先进的高通

量测序技术[16],测序及分析工作由深圳华大基因公

司完成。 测序完成后进行相应的生物信息学分析,
解析每个样品的微生物群落结构并计算样品的多样

性指数。 生态学上通常利用多样性指数如香浓指数

H忆(shannon index)来定量表征群落中物种的多样
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性,H忆计算方法为

H忆 = - 移
s

i = 1
pi lnpi . (1)

式中,pi 为第 i 个物种占总数的比例;s 为样品总物

种数。
香浓指数越小,说明群落中的微生物多样性越

低,部分物种分布的优势性越明显[17]。 依据样品

OTU 的统计结果对样品进行主成因分析(PCA),以
判断不同产出液样品微生物群落结构的差异,PCA
分析采用 R 语言(V3郾 0郾 3)中 ade4 包。

功能菌定量检测采用荧光定量 PCR 标准曲线

定量检测方法,产甲烷和产脂肽菌的定量检测分别

选用 mcrA 基因和 srfA 基因;由于目前对乳化剂产生

的功能基因还不明确,无法选择一个功能基因对所

有的产乳化剂菌进行研究,本研究中选择一类产乳

化剂的模式微生物地芽孢杆菌属(Geobacillus)作为

检测对象,根据该属细菌内的一段特异性的保守序

列对产乳化剂菌进行定量检测[18鄄19]。 定量反应试

剂为 Bio-rad 公司的 SYBR Green supermix,反应体

系包括上下游引物各 1 pmol / L,supermix 10 滋L,待
测样品或标准质粒 1 滋L,用灭菌的去离子水调整体

系到 20 滋L。 反应程序:95 益,3 min寅95 益,10 s寅
60 益,30 s。 收集荧光,扩增 40 个循环;标准质粒与

待测样品同时反应。 荧光定量 PCR 反应及数据分

析在 Bio-rad 公司的 IQ5 仪器上完成。

2摇 结果分析

2郾 1摇 长岩心驱替效果

长岩心连续动态驱替累计注入 4 轮次的激活剂,
图 2 为一次水驱后内源微生物驱油阶段含水率及采

出程度变化。 可以看出,每轮激活剂注入后均出现不

同程度的降水漏斗,第 3 轮和第 4 轮的降水漏斗明

显,含水率降幅最大达到 7 %;注入 4 轮以后累计驱

出原油44郾 86 mL,内源微生物驱油在一次水驱基础上

提高驱替效率 8郾 2 %,采出程度达到 68郾 4%。

图 2摇 长岩心驱替实验的含水率与采出程度变化

Fig. 2摇 Water cut and oil enhancement by continuous
displacement of long鄄core experiment

2郾 2摇 微生物群落结构动态变化

利用高通量测序技术解析 4 轮现场注入水及长

岩心产出液中的群落结构,选取 7、14、21、28、35、42
和 47 d 的数据进行分析,结果见图 3。 从图 3(a)看
出,4 轮次注入的现场水样具有相似的细菌群落结

构,除了未分类菌属外,注入水中的优势菌为脱硫葡

萄状菌属 (Desulfacinum)、热硫还原杆菌属 ( Ther鄄
modesulforhabdus)。 注入激活剂后,物模产出液的细

菌群落结构与物模注入水样品的群落结构呈现明显

的差异,随着激活剂的注入和驱替时间的延长,产出

液中的细菌群落呈现连续的动态演替变化,除去未

分类菌属外,产出液中的优势菌属成为不动杆菌属

(Acinetobacter)和厌氧小杆菌属(Anaerobaculum),其
中不动杆菌是一类具有产生生物表面活性剂及嗜烃

作用的驱油功能菌[20],厌氧小杆菌属是一类嗜热厌

氧生长的发酵菌,可以利用有机营养代谢产生乙酸

分子,促进产甲烷菌的激活[21鄄22]。

图 3摇 长岩心产出液群落结构动态变化

Fig. 3摇 Community structure in produced fluids of long鄄core

摇 摇 图 3(b)为古菌群落结构解析结果,实验体系中

的古菌主要以产甲烷古菌为主,物模产出液的古菌

群落结构与物模注入水样品的古菌群落结构呈现明

显的差异。 注入水中的优势古菌为甲烷食甲基菌属

(Methanomethylovorans)和甲烷鬃毛菌属(Methano鄄
saeta),注入激活剂 7 d 后,物模产出液中古菌群落

结构发生明显改变,甲烷嗜热杆菌属(Methanother鄄
mobacter)成为优势古菌,该类古菌是一类氢营养型
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产甲烷菌,可以利用细菌代谢产生的 H2 / CO2 产生

甲烷气体,最适生长温度为 60 益。 由于古菌的种类

明显少于细菌,群落多样性分析主要针对细菌进行。
2郾 3摇 产出液生物特征动态变化与含水率变化

摇 摇 分析 4 轮次内源微生物驱油过程中产出液的细

菌群落多样性指数、总细菌浓度、3 种驱油功能细菌

浓度动态变化规律,并进一步分析以上生物特征动

态变化与含水率之间的关系,结果见图 4。 可以看

出,激活剂的注入明显改变了产出液中的生物特征,
其中产出液总细菌浓度随着每轮次激活剂的注入和

消耗呈现先升高后降低的周期变化,在 104 ~ 109

个 / mL 间波动;细菌群落多样性指数呈现先降低后

升高的周期变化,从最初的 2郾 3 降低到 1郾 2。 总细

菌浓度和细菌多样性指数的变化趋势相反。 通过与

物模产出液含水率变化进行对比分析发现,前 2 轮

次随着总细菌浓度升高和多样性指数降低,产出液

的含水率变化不明显,从第 3 轮开始,总细菌浓度升

高和多样性指数降低后含水率随之呈现明显降低,
并且含水率的变化滞后于生物特征的变化。

图 4摇 产出液总细菌浓度和菌群多样性

指数与含水率变化

Fig. 4摇 Microbial concentration, bacterial diversity
and water cut in production fluid

利用荧光定量 PCR 技术检测产出液中 3 种关

键驱油功能细菌浓度的动态变化,结果见图 5。 可

以看出,驱油功能细菌浓度在激活剂注入后呈现逐

渐升高的趋势,每轮次中随着激活剂的注入和消耗

呈现升高降低的波动。 3 种驱油功能菌中产脂肽菌

最早被激活,但浓度较低,7 d 后峰值浓度达到 104

个 / mL,产乳化剂菌在产脂肽菌之后被激活,峰值浓

度在 20 d 达到 107 个 / mL,产甲烷古菌从 20 d 开始

被明显激活,浓度快速升高,最后一轮激活剂注入

后,产甲烷古菌的浓度从最初的 102 个 / mL 升高到

106 个 / mL。 随着 3 种驱油功能菌的激活尤其是兼

性及厌氧类驱油功能菌的激活,含水率明显降低。

综合分析以上生物特征动态变化与含水率之间

的关系可以发现,激活剂注入后,细菌多样性指数比

初始值降低 50% 时,内源微生物驱油开始起效;兼
性及厌氧驱油功能菌被激活且浓度升高 2 个数量级

后,多样性指数和总细菌浓度的动态变化规律与产

出液含水率变化之间呈现明显对应关系。

图 5摇 产出液中 3 种驱油功能细菌浓度与含水率的变化

Fig. 5摇 Gene concentration of 3 kinds of functional
bacteria and water cut in production fluid

3摇 讨摇 论

分子生物学技术的快速发展为油藏微生物群落

结构的研究提供了更为准确的分析方法,对于那些

培养法难以检测到的油藏微生物,可以通过基因序

列的高通量测序来进行准确解析[16]。 本研究利用

高通量测序技术检测了产出液中的内源微生物群落

结构的动态变化规律,利用荧光定量 PCR 技术连续

监测了 3 种驱油功能细菌浓度随驱替时间的变化规

律,并在此基础上明确了内源微生物驱油过程中生

物特征变化与驱油效率之间的关系。
3郾 1摇 驱替过程群落结构的演替变化规律

在前期产出液微生物群落结构分析的基础上,
进一步开展了主成因分析(PCA)分析,结果见图 6。
注入的 4 个现场注入水样品群落结构聚在一起,说
明这 4 个现场注水样品具有稳定的细菌群落结构。
同时这 4 个样品与岩心产出液样品的群落结构距离

较远,说明在激活剂的作用下,原始注入水中的细菌

菌群在驱替过程中发生了明显的改变。 每轮次激活

剂注入后的岩心产出液聚集在同一象限内,说明同

一轮次的产出液样品间具有很高的细菌群落结构相

似性。 另外,相邻注入轮次的样品间也具有一定的

相关性,第 1 轮样品与第 2 轮激活剂注入后产出液

样品聚集在 PC1 的正轴上;第 2 轮与第 3 轮激活剂

注入后产出液样品都聚集在 PC2 的正轴上;第 3 轮

与第 4 轮激活剂注入后产出液样品都聚集在 PC1
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的负轴上。 通过以上分析证实,在多轮次激活剂注

入的内源微生物驱替过程中,产出液样品中的微

生物群落结构具有明显的连续演替变化规律;随
着驱替轮次的增加,样品间的距离越来越小,说明

实验体系中的内源微生物群落结构在激活剂的作

用下趋于稳定,重新构建新的群落稳态。 中科院

渗流所通过 DGGE 法分析了激活剂注入后不同时

期采出水中菌群结构的变化,同样发现激活剂注

入后菌群结构趋向简单化,菌群结构发生连续改

变,微生物驱油后期菌群中假单胞菌属和梭菌成

为优势菌[22] 。 大港油田与俄罗斯科学研究院对微

生物采油过程中注水井近井地带的微生物群落的

长期变化进行了检测分析,结果表明油藏中的微

生物群落存在动态变化过程。

图 6摇 4 轮激活剂注入后产出液中的细菌

群落结构 PCA 分析

Fig. 6摇 PCA analysis of bacterial community structure
in output solution after 4 rounds of activator injection

3郾 2摇 驱替过程中细菌浓度及多样性变化规律

摇 摇 油藏在开发之前为还原性环境,注水开发后,注
入水向油藏内带入溶解氧和地表微生物,这些微生

物在油藏中逐渐形成相对稳定的群落结构,由于地

层中氮、磷等营养元素浓度很低,注水开发中的内源

微生物浓度一般较低。 实施内源微生物驱油后,外
界激活剂的注入改变了油藏内部的营养环境,再一

次打破油藏内源微生物菌群结构的稳态。 从细菌浓

度和菌群多样性指数动态变化数据可以看出,激活

剂注入后,油藏内源微生物特征会随之发生改变,表
现为细菌浓度升高、菌群多样性降低。 这是由于激

活剂注入后,特异性激活了原始群落中的部分驱油

功能菌,使其逐渐成为群落中的优势菌属。 随着激

活剂的消耗,优势菌生长代谢速率降低,总细菌浓度

逐渐下降,优势菌的比例降低后,群落中的其他微生

物恢复生长,多样性指数随之升高。 基于以上原因,
每轮次激活剂注入后,细菌浓度和多样性指数都会

呈现出相同的变化规律。

3郾 3摇 驱油功能菌激活规律

利用荧光定量 PCR 技术定量监测了驱替过程

中 3 种驱油功能菌的浓度变化规律。 这 3 种驱油功

能菌在内源微生物代谢链中占据不同代谢位置,好
氧类产脂肽菌位于代谢链的最前端,先于其他功能

菌被激活;兼性产乳化剂菌在好氧菌和厌氧菌之间

的过渡阶段被激活;随着代谢链前端微生物代谢产

物的积累及对体系中氧气的消耗,末端厌氧类产甲

烷古菌才能被激活。 在 3 种驱油功能菌中,产甲烷

古菌可以将前端微生物代谢产生的 CO2 和 H2 转化

为 CH4,处在整个内源微生物代谢链的末端,有研究

证实通过检测产甲烷细菌浓度的变化可以评价油藏

微生物代谢链的激活效果[23]。 从图 5 功能菌与含

水的对应关系可以看出,在前期只激活产脂肽菌时,
含水率降低并不明显,随着兼性菌和厌氧菌尤其是

产甲烷古菌的激活,含水率的降低幅度增加,从油藏

微生物代谢链角度分析,产甲烷古菌的激活说明完

整的微生物代谢链被启动,通过多种驱油功能菌的

高效协同作用下驱油效率显著提高。
3郾 4摇 生物特征与生产动态的对应关系

微生物驱油技术的物质基础是油藏内源微生物

群落,但目前的研究多侧重于生产动态的分析,对驱

油过程中生物特征的变化规律研究很少,生物特征

与生产动态之间的关系也不明确。 胜利油田先后利

用末端标记限制性片段长多态性技术(T-RFLP)和
高通量测序技术对微生物驱油现场试验的油井产出

液微生物群落结构进行了跟踪分析,发现激活剂注

入后油井产出液中的菌群优势度增加,群落多样性

指数降低,而且多样性指数与油井产量之间存在一

定的负相关关系,但是由于现场试验过程中外界影

响因素复杂,多样性指数与生产动态之间的关系还

需要进一步的室内实验证实[14,24鄄26]。 本研究通过长

岩心连续动态驱替实验,模拟现场微生物驱油过程

的同时消除了现场各种工艺措施的影响,研究发现

随着激活剂的段塞注入,内源微生物菌群响应外界

环境的改变,总细菌浓度升高的同时菌群多样性指

数降低,内源菌群发生重组,细菌和古菌菌群出现新

的优势菌。 从驱油功能菌方面,激活剂的多轮次注入

可以逐渐激活内源好氧、兼性及厌氧驱油功能菌的代

谢链,但只有在产甲烷古菌激活后,整个代谢链才能

高效启动,这时内源微生物驱油的效果达到最好。
驱替过程中在兼性和厌氧驱油功能菌被显著激

活、浓度升高 2 个数量级的前提下,总细菌浓度和多

样性指数与产出液含水率变化呈现明显的对应关
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系,随着总细菌浓度的升高和细菌多样性指数的降

低,含水率随之降低。 其中镜检方法得到的总细菌

浓度数据受人为主观因素影响较大,只能作为一项

参考性指标;细菌多样性指数依托目前高通量测序

技术,具有很高的准确性,该指数与含水率之间的对

应关系明确,而且其变化先于含水率的变化。 因此

可以将产出液细菌多样性指数作为一项关键的内源

微生物驱油特征指标,指导微生物驱油现场实施的

生产动态分析,为后期的方案调整提供理论依据。

4摇 结摇 论

(1)随着激活剂的注入,产出液中的总细菌浓

度及驱油功能细菌浓度升高,菌群多样性指数降低。
(2)随着激活剂多轮次的段塞注入,产出液中的

微生物群落结构呈现连续的演替变化,相邻样品间差

异逐渐缩小,菌群逐渐稳定,出现明显的优势菌属。
(3)连续驱替过程中存在明显的好氧、兼性及

厌氧驱油功能菌的接替激活规律,代谢链末端产甲

烷古菌的激活意味着整个代谢链的启动,驱油效率

明显提高。
(4)物模产出液中的生物特征动态变化与驱油

效率之间存在明显的对应关系,在兼性及厌氧驱油

功能细菌浓度提高 2 个数量级后,产出液细菌群落

多样性指数与含水率变化之间存在明显的相关性,
可以作为内源微生物驱油生物特征指标,指导内源

微生物驱油现场效果的分析及方案的针对性调整。
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