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降解原油微生物的筛选及其部分特性的研究
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摘要:筛选得到 4 株可利用原油为碳源生长的菌株 ,初步鉴定为假单胞菌。这 4 株菌对原油有很好的降黏作用 , 它们能利
用长链烷烃生长 ,并且能耐受一定的温度 、压力和矿化度。其中的 M-3 菌除降黏外还能产生酸和生物表面活性剂 , 在以原
油为碳源的培养基中进行培养时 , 可以使培养液的表面张力从 72mN/ m 降至 36mN/ m , pH 值从 7.0 降至约 5.5。实验证
明 M-3 菌液在室内条件下能提高原油采收率 8.8%左右 ,在微生物采油中有很好的应用潜力。图 1 表 4 参 19(李清心摘)
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　　微生物提高原油采收率(MEOR)技术在许多油田试

验效果很好[ 1-14] 。筛选能以原油为碳源生长并能生成有

益产物的微生物 ,既节约成本 ,又延长作用时间[ 15] ,本文

介绍对这类菌种的筛选结果及其作用效果。

1实验材料和筛选结果

1.1 菌种来源及培养基

菌种来自油田产出液 、含油废水及长期被原油污

染的土壤 。3类培养基组成见表 1 。

表 1　微生物菌种培养基组成

培养基 培养基组成(g/ L)

富集培养基
原油 2 , NaCl 0.5 ,(NH4)2SO4 0.1 , MgSO 4·7H2O 0.025 ,

NaNO3 0.2 , NaH2PO 4 0.5 , K 2HPO 4·3H2O 1.0

斜面培养基 蛋白胨 0.6 , NaCl 0.5 ,酵母膏 0.2;pH 值 7.2～ 7.4

发酵培养基
酵母膏 0.1 ,葡萄糖 2.0 , NaCl 0.5 ,(NH4)2SO 4 0.1 ,

MgSO 4·7H2O 0.025 , KH2PO 4 0.2 ,K 2HPO 4 1.0;pH 值 7.2

1.2 筛选方法

将适量含油污水或土样接种于富集培养基中 ,置

于 45℃、100 ～ 120r/min的摇床培养 7 ～ 10d ,然后每天

取样涂原油平板 ,分离菌种 ,按《简明第八版伯杰氏细

菌鉴定手册》进行菌种鉴定。

将筛选到的菌种接种于斜面培养基上培养 1 ～ 2d ,

用无菌水制成菌悬液 , 接种于富集培养基中 , 置于

45℃、100 ～ 150r/min 的摇床培养 2d ,离心收集油相 ,

用 Brookfield数字黏度计测量原油的黏度 。

用瑞典 Thermo Metric AB公司制造的新型热导式

微量量热计(热活性检测系统)检测以烃类为唯一碳源

生长的菌种活性[ 16] 。用 JzhY1-180型表面张力测定仪

测定表面张力 ,测量温度为 25℃。

菌种活化后接入种子瓶。将 45℃培养 1d得到的

种子液接入装有不同盐浓度溶液的摇瓶中进行耐盐实

验 ,培养数天后用平板计数法检查活菌数。将种子液

加入高压容器内 ,排净空气 ,密封后放入恒温水浴中 ,

根据需要调节温度和压力 ,进行耐温 、耐压实验比较高

温 、高压培养前后菌数的变化 。

M-3菌提高原油采收率室内实验按文献[ 12]进行。

1.3 菌种筛选结果

筛选得到 4株以原油为碳源生长较快的假单胞菌

属菌株(编号为 M-1 、M-2 、M-3 、M-4),特征见表 2。

表 2　菌体的表面形态特征及生理生化特征

项目 M-1菌 M-2菌 M-3菌 M-4菌

革兰氏染色 G- G- G- G-

菌落大小(mm) 1.4～ 1.7 1.0～ 1.2 1.4～ 1.9 1.2～ 1.7

表
面

形
态
特

征

是否产生色素 否 绿色 否 否

菌落颜色 透明 淡黄 黄色 黄色

菌体形态 杆状 不规则 短杆 短杆

淀粉水解酶 + - + +

明胶水解 + + + +

过氧化氢酶 + + + +

细胞色素氧化酶 + + + +

柠檬酸盐利用 + + + +

甲基红反应 - - - -

乙酰甲基甲酸 + + + +
生

理

生

化

特

征

吲哚反应 + + + +

脲酶反应 + + + +

H2S气体产生 - - - -

反硝化反应 + + + +

甘露糖 + + + +

乳糖 + + + +

果糖 + + + +

葡萄糖 + + + +

蔗糖 + + + -

　　注:“ +”表示有作用;“ -”表示无作用
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2实验结果及讨论

2.1 对不同黏度原油的降黏率

从图 1a明显可见 ,筛选得到的 4株菌对 6种黏度

的原油(标号为 1 ～ 6 的原油黏度分别为 1876.0 、

1724.0 、1470.5 、787.0 、77.5 、67.5mPa·s)都有降黏效

果 ,而且对高黏度原油的降黏效果好于对低黏度原油

的降黏效果 ,与笔者曾报道的菌株[ 17]有所不同。这几

株菌能有效地利用长链烃类 ,在高黏度原油的降黏中

有很大的应用潜力。

图 1　菌体对不同原油的降黏率(a)、温度对菌体存活的影响(b)、

NaCl浓度对菌体生长的影响(c)、压力对菌体生长的影响(d)

2.2 对不同烷烃的利用情况

通过热量变化检测菌体是否以烷烃类为碳源[ 18]

的实验结果见表 3。这 4株菌在 7种烷烃的培养基中

都可生长 ,在长链烷烃中生长效果更好 。

表 3　菌体对不同烷烃的利用情况实验结果

菌种标号 庚烷 辛烷 十一烷 十二烷 十四烷 十六烷 十八烷

M-1 - + + ++ ++ ++ ++

M-2 + + + + ++ ++ ++

M-3 + + + ++ +++ +++ +++

M-4 - + + ++ ++ ++ ++

　　注:“ -”表示不利用;“ +”个数的多少代表利用率的高低

2.3 耐温 、耐压 、耐盐实验

从 4株菌在 35 ～ 75℃条件下培养 48h后的存活率

(见图 1b)可见 ,当环境温度达到 70℃时 ,它们的存活

率在 50%以上。这 4株菌在不同盐浓度下培养 36h后

的存活率(见图 1c)表明 ,它们能耐受 10g/L 的矿化度 ,

而且当矿化度小于 8g/ L 时能发生增殖作用。较低压

力(小于 20MPa)对菌体的影响不明显(见图 1d),这主

要是因为其细胞壁结构可以耐受一定压力 ,到实验压

力超过 28MPa时菌体才不能正常生长 。

2.4 M-3菌生长过程中发酵液表面张力及 pH值的变

化

4株菌在原油培养基中发酵培养时的生长趋势相

似。其中 , M-3菌培养 70h 后 ,发酵液的 pH 值从 7.0

降至 5.5 , 表面张力从 72mN/m 降至 36mN/m , 说明

M-3菌能利用原油产生酸性物质和生物表面活性物

质。

2.5 室内条件下利用M-3菌进行提高原油采收率实验

用在原油中生长较好的 M-3菌进行提高原油采收

率室内实验 ,结果表明 ,关井周期越长 ,菌体对原油作

用的效果就越好 ,采收率提高得越多 ,同时注入菌体浓

度越大也越利于原油的开采(见表 4)。

表 4　M-3 菌提高原油采收率室内实验

岩心编号
孔隙度

(%)

关井周期

(h)

菌体浓度

(cell/mL)

采收率提高

(%)

No.1(对照) 20.0 24 0 0

No.2(对照) 21.1 48 0 0

Ⅰ(实验) 22.2 24 1.2×108 7.6

Ⅱ(实验) 20.3 48 1.2×108 8.3

Ⅲ(实验) 20.5 24 5.0×108 8.4

Ⅳ(实验) 23.5 48 5.0×108 8.8
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3结论

从油田产出液 、含油废水及长期被原油污染的土

壤中筛选到的 4株菌初步鉴定为假单胞菌属厌氧菌 ,

在长链烷烃中生长效果好于在短链烷烃中 ,对原油均

有一定降黏效果(降黏率最高达 28%),对盐 、温度和压

力都有一定的耐受能力 。其中 , M-3菌在以原油为碳

源培养时产生酸类物质和表面活性物质 ,在室内条件

下封闭 48h后 ,其发酵液能使原油采收率提高 8.8%左

右 ,表明 M-3菌在 MEOR应用中潜力很大。另外的 3

株菌也具有一定的降黏 、耐温 、耐盐性能 ,在 MEOR和

微生物处理石油污染物方面也将有很好的应用前景 ,

但更细致的研究工作有待进行 。
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Screening of four degrading oil bacteria and their some characteristics

LI Qing-xin1 , 2 , KANG Cong-bao1 , 2 , WANG Hao1 , ZHANG Chang-kai1

(1.Shandong University , Shandong 250100 , P.R.China;2.Daqing Petroleum Institute , Heilongjiang 151400 , P.R.China)

Abstract:Four bacteria that could use crude oil as the carbon source were screened and identified as Pseudomonas sp.I t was demonstrated

that these bacteria could decrease the oil viscosity of the crude oil.The four bacteria could use the hydrocarbon with long chain as carbon

source and could resist high temperature , pressure and high concentration of NaCl.M-3 could produce acid and biosurfactant when it used oil

as carbon source , which could reduce the w ater surfacial tension(SFT)from 72mN/ m to 36mN/m , pH from about 7.0 to 5.5.I t w as also

demonstrated that M-3 could enhance the oil recovery in the model reservoir by 8.8% after 48h shut-in periods.So the M-3 has great poten-
tial in microbial enhanced oil recovery.
Key words:microbial oil recovery;viscosity decreasing;Pseudomonas
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