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摘　要　微生物处理油田采出水技术已在各油田广泛应用，如何针对地层条件、区块采出水特性筛选

适宜的采出水降解菌株需要进一步探讨。文章从长庆油田姬?油田某联合站采出水中分离纯化出５种

微生物菌株，分别研究温度、酸碱性、盐度等条件对筛选菌株的影响，从而探讨菌株对该区块油藏条件的

适应性；结果表明５种菌株能够适应该区块油藏条件，其中 Ａ菌株生长繁殖趋势最好；进一步开展５种筛

选菌株降解原油性能的实验，结果表明 Ａ菌株对石油类的降解率达到５５．６％，可作为油田采出水降解菌

菌株。
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０　引　言

在油田开采与开发过程中，随着注水驱油措施的

广泛应用，大量的油田采出水被回注到油藏层位。回

注能大幅度缓解采出水带来的环境压力，但是仍不可

避免的对地层和土壤环境带来一定的影响［１］。微生

物处理技术由于其成本低、对环境友好的特性在油田

采出水处理工艺中得到广泛应用，但对油藏特性不同

的采出水中微生物的影响还不清楚。

由于地层条件复杂，各区块采出水特征也不尽相

同［２］。本文试验场站选择长庆油田位于陕西省定边

县境内的姬?油区某联合站，该区块油藏埋藏深度

１６８０～２２００ｍ，含油饱和度６０％，油藏温度４５～

６０℃，矿化度３００００～９００００ｍｇ／Ｌ，属于低孔特低渗

油藏，采收率较低，含水量较大［３］。结合适合微生物
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生长的油藏条件［４］：油藏深度＜２４３８ｍ，温度＜

１００℃，含盐量＜１０
５ ｍｇ／Ｌ。由于水的矿化度为水中

各种阴、阳离子的总和，水中的各类盐类一般是以离

子形式存在，即可用含盐量的多少衡量矿化度的高

低。可以看出该区块油藏条件适合微生物生长。

１　实　验

１．１ 采出水水质

实验所用采出水由长庆油田定边某联合站提供，

经过混凝、沉淀预处理后用于本实验研究。采出水的

检测结果如表１所示。

表１　采出水理化性质

检测指标 结果

石油类／（ｍｇ·Ｌ
－１） ２５．１

悬浮物／（ｍｇ·Ｌ
－１） ２０

ｐＨ值 ７～８

矿化度／（ｍｇ·Ｌ
－１） ３８５９６．２１

色度／倍 ４２

水型 ＣａＣｌ２

１．２ 实验材料

石油类是石油开采行业衡量采出水水质的重要

指标，本文主要研究采出水微生物对石油类的降解，

因此采用废钻井泥浆中原油降解菌［５］的培养基作为

采出水原油降解菌的培养基，具体如下：

富集培养基：牛肉膏５．０ｇ、蛋白胨１０．０ｇ、ＮａＣｌ

５．０ｇ、蒸馏水１０００ｍＬ，ｐＨ值７．０～７．２，配制固体

培养基需加入２％的琼脂。灭菌条件：０．１ ＭＰａ，

１２１℃，２０ｍｉｎ。

无机盐液体培养基：ＮＨ４ＮＯ３２．０ｇ、ＫＨ２ＰＯ４０．５ｇ、

Ｋ２ＨＰＯ４１．０ｇ、ＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ０．０２ｇ、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ

０．５ｇ、ＮａＣｌ５．０ｇ、蒸馏水１０００ｍＬ，ｐＨ值７．０～７．２。

灭菌条件：０．１ＭＰａ，１２１℃，２０ｍｉｎ。

选择培养基：无机盐液体培养基１０００ｍＬ加备

试采出水２０．０ｍＬ，ｐＨ 值７．０～７．２，加入２％的琼

脂。灭菌条件：１２１℃，０．１ＭＰａ，２０ｍｉｎ。

本文开展采出水降解菌富集和分离，具体过

程为：

１）在无菌操作下，按１０％的接种量吸取１０ｍＬ

采出水加入到１００ｍＬ富集培养基中，置于恒温摇床

（３５℃，１３５ｒ／ｍｉｎ）中培养３ｄ，培养液出现混浊。

２）按１０％的接种量将１）中的培养液加入到５０ｍＬ

已灭菌的无机盐液体富集培养基中，再置于恒温摇床

（３５℃，１３５ｒ／ｍｉｎ）中培养３ｄ，获得新的培养液。

３）将２）获得的培养液按照２）步骤连续转接培养

３次，得到目的菌占绝对优势的微生物混合培养液。

４）对上述步骤的富集培养物在固体培养基平板

上进行划线分离，置于恒温摇床（３５℃，１３５ｒ／ｍｉｎ）中

培养３ｄ。

５）选取湿润、圆整、表面光滑、边缘整齐、凸出且

个体较大的菌落进行多次平板划线分离纯化，观察其

菌落培养特征。

１．３ 分析方法

首先从该区块采出水中富集、分离、筛选出以原

油采出水为唯一碳源的微生物菌株，分别研究温度、

酸碱性、盐度等条件对筛选菌株的影响，进一步通过

室内试验初步研究各筛选菌株对采出水中石油类含

量的降解率。

２　结果与讨论

２．１ 油田采出水降解菌株的富集与分离

通过多次平板划线法对菌株进行富集分离，最终

筛选得到５株菌株，分别编号为 Ａ菌、Ｂ菌、Ｃ菌、Ｄ

菌和Ｅ菌，菌株形态特征见表２，可以看出，５种菌株

的菌落特征在形态、大小、颜色、透明程度、表面和边

缘特征及是否产生色素方面存在一定的差异。

表２　菌株的基本形态特征

菌株

编号

菌落特征

形态 颜色 透明度 高度 表面和边缘 革兰氏染色

Ａ 圆形 淡黄 半透明 隆起 不光滑／整齐 Ｇ

Ｂ 圆形 淡黄 不透明 扁平 不光滑／整齐 Ｇ

Ｃ 不规则 黄 半透明 扁平 不光滑／不整齐 Ｇ＋

Ｄ 圆形 淡黄 半透明 隆起 光滑／不整齐 Ｇ＋

Ｅ 不规则 淡黄 半透明 隆起 光滑／不整齐 Ｇ

参照《常用细菌系统鉴定手册》，对５种菌株种类

进行初步鉴定。可以看出Ａ、Ｂ和Ｅ菌株初步鉴定为

肠杆菌属或其他革兰氏阴性菌，Ｃ和Ｄ初步鉴定为短

杆菌属。

２．２ 生长曲线测定

分别将５种菌株接种于１．２选择培养基（采出水为唯

一碳源的液体培养基），置于恒温摇床（３５℃，１３５ｒ／ｍｉｎ）

培养。每培养２４ｈ取样一次，了解筛选菌株的生长

状况，明确各菌株适宜的培养时间。结果如图１所示。
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图１　５种菌株的生长曲线

由图１可见，５种筛选菌株的生长趋势基本较一

致，在１～５ｄ内随着培养时间的增加而显著增长，随

后生长趋势较为平缓。其中 Ａ、Ｂ、Ｄ３种菌株均在

１０ｄ时Ｏ．Ｄ值达到最大；Ｃ和Ｅ菌株在９ｄ时Ｏ．Ｄ

值达到最大；由于Ｃ和Ｅ菌株在１０ｄ时的 Ｏ．Ｄ值

下降不明显，因此选择１０ｄ作为培养菌株的最佳

时间。

２．３ 菌株适应性评价

２．３．１ 温度适应性评价

将恒温摇床分别设置为２５，３５，４５，５５，６５，７５℃，

将菌种接种于１．２选择培养基中，分别置于不同温度

的恒温摇床（１３５ｒ／ｍｉｎ）中培养１０ｄ，测定各培养菌

液的菌体生长情况。结果如图２所示。

图２　菌株在不同温度下的生物量

由图２可见，温度对５种筛选菌株的生长影响明

显，随着温度的升高Ｏ．Ｄ值逐渐增大，都属于嗜温菌

株；其中Ａ、Ｃ、Ｄ和Ｅ４种菌株在５５℃Ｏ．Ｄ值达到最

大，Ｂ菌株在６５℃ Ｏ．Ｄ值达到最大；由此可见，５种

菌株均可在本实验区块的油藏温度下生长繁殖，Ａ菌

株更能适应该区块油藏温度。

２．３．２ 酸碱度适应性评价

以１．２的选择培养基为基础，分别调节ｐＨ值为

３．５，４．５，５．０，５．５，６．０，６．５，７．０，７．５，８．０和９．０，将

每一种菌株分别接种在不同ｐＨ 条件的选择培养基

上，置于５５℃恒温摇床（１３５ｒ／ｍｉｎ）培养１０ｄ，测定各

培养菌液的菌体生长量。结果如图３所示。

由图３可见，Ａ菌株最适宜生长的ｐＨ条件为７．５，

表现为Ｏ．Ｄ值可高达０．９，在ｐＨ值７．０～８．０之间

图３　菌株在不同ｐＨ值下的生物量

的生长量明显高于其他菌株，在偏碱性环境下生长良

好；Ｂ、Ｃ和Ｅ菌株最适宜生长的ｐＨ条件为７．０，在中

性环境下能更好生长繁殖；Ｄ菌株在ｐＨ值为６．５条

件下生长量最大，在偏酸性环境下生长良好。该区块

油藏为偏碱性环境，更适合Ａ菌株生长繁殖。

２．３．３ 矿化度适应性评价

地层水中包括许多种盐类，其中９０％以上为

ＮａＣｌ
［６］，因此本文选择使用 ＮａＣｌ来调节培养液盐

度，探究矿化度对菌株生长的影响。以１．２的选择培

养基为基础，使用 ＮａＣｌ溶液调节其盐度分别为０，

１％，５％，１０％，１５％，２０％，２５％，３０％，将每一种菌株

分别接种在不同 ＮａＣｌ含量的液体培养基中，置于

５５℃恒温摇床（１３５ｒ／ｍｉｎ）培养１０ｄ，测定各培养菌

液的菌体生长量。结果如图４所示。

图４　菌株在不同矿物度下的生物量

由图４可看出，５种菌在不同盐度的营养液中有

比较统一的生长趋势，均呈现先上升后急速下降的趋

势；在ＮａＣｌ含量＜１％时表现出比较明显的生长优

势，当ＮａＣｌ含量＞１５％时５种微生物几乎不能生长

繁殖，可推断在很高的矿化度情况下会造成细菌的细

胞内外渗透压差值过大。盐度可以用来衡量矿化度，

因此５种菌株在矿化度＜１×１０
４ ｍｇ／Ｌ时能很好的

生长繁殖，矿化度＞１．５×１０
５ｍｇ／Ｌ时５种菌株不能

生存，Ａ菌株在矿化度＜５×１０
４ｍｇ／Ｌ时也有较好的

生长趋势。该区块矿化度＜１０
５ｍｇ／Ｌ，适合５种菌株

生长繁殖。
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２．４ 采出水降解菌株对原油的降解效果

为探究本文筛选菌株对原油的降解效果，将分离

出来的菌株接种于以原油为唯一碳源的液体培养基

中进行培养，观察其对原油的降解效果，实验设置条

件见表３。图５为筛选的５种菌株的原油降解率。

表３　５种菌株的原油降解实验条件

菌株

编号

实验条件

温度／℃ ｐＨ值 培养时间／ｄ

Ａ ５５ ７．５ １０

Ｂ ６５ ７ １０

Ｃ ５５ ７ ９

Ｄ ５５ ６．５ １０

Ｅ ５５ ７ ９

图５　５种菌株对原油的降解率

从图５可看出，５株筛选的采出水降解菌株中，Ａ

菌株对原油的降解效果最佳，降解率为５５．６％，其次

为Ｅ菌株，其原油降解率为３８．９％，而Ｃ和Ｄ菌株的

原油降解效果则较差，降解率分别为８．９％和６．７％。

Ａ菌株可作为采出水降解菌菌株，以开展后续的研究

工作。

３　结　论

１）通过富集培养、菌株的分离与纯化得到了５株

不同的采出水降解菌株。

２）５种菌株均能适应该区块油藏温度和矿化度，

Ａ菌株生长繁殖最佳；该区块油藏为偏碱性环境，更

适合Ａ菌株生长繁殖。

３）Ａ菌株对原油的降解率达到５５．６％，可作为

采出水降解菌菌株，需要进一步通过形态学特征、生

理生化分析及１６ｓｒＲＮＡ基因来开展菌株鉴定工作。
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