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研究报告                                                              

高温油藏采出液中嗜热产甲烷古菌的分离鉴定 

刘海昌 1，兰贵红 2，刘全全 1，张文静 1，曹毅 2，邓宇 1，张辉 1 
1 农业部能源微生物与利用重点开放实验室，成都 610041 
2 四川大学生命科学学院，成都 610065 

摘  要: 为了进一步从高温油藏中发掘新的微生物种质资源，采用 Hungate 厌氧操作技术从大港油田油井采出水中分

离出一株嗜热自养产甲烷杆菌 DL-7。生理生化结果显示菌株 DL-7 只能够利用 H2/CO2 生长，不利用甲酸、甲醇、三甲

胺、乙酸和二级醇类；最适生长温度 60℃；最适盐浓度 0.8 g/L；最适 pH 为 7.0~7.5；只有在添加酵母粉的培养基中才

可以较好生长。16S rRNA 序列比对结果显示菌株 DL-7 与标准株 M. marburgensis DSM 2133T (X15364) 的 16S rRNA

基因序列相似性为 99.7％。 
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Isolation and identification of a methanogen from the high  
temperature oil reservoir water 
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Abstract:  To explore new microbial resources in deep subsurface oil reservoirs, strain DL-7 was isolated with Hungate 
technology from oil reservoir water sampled from Dagang oilfield, China. Physiological and biochemical examinations showed that 
H2/CO2 is the unique substrate of the strain, which cannot metabolize formate, methanol, trimethylamine, acetate and other secondary 
alcohols. The optimum growth conditions were further identified to be 60°C, pH 7.0−7.5 and 0.25% NaCl. Moreover, the strain 
cannot grow without yeast extract. Analysis of its 16S rRNA sequence indicated that a similarity of 99.7% presents between the strain 
and the model species M. marburgensis DSM2133T (X15364). 
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已有的地球化学证据表明，产甲烷古菌进化史

可以追溯到 35 亿年前，几乎等同于地球生命的进化

史。尽管产甲烷古菌是地球上最古老的物种之一，

但它们却广泛分布于各种环境中 [1]。地下油藏是一

个特殊的生境，生物地球化学研究结果证实，产甲

烷条件下的烃降解是地下油藏中烃类物质的主要代

谢途径 [2]；分子生态研究也表明，在缺氧、高温、

高矿化度和营养匮乏的油藏中分布着种类丰富的产
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甲烷古菌。近年来，我们从高温油藏中分离到多株

嗜热产甲烷古菌，其中包括产甲烷古菌新科 1 个 (甲

热球菌科 Methermicoccaceae[3]) 和新种 1 个 (石

油甲烷袋状菌 Methanoculleus receptaculi)[4]。目前分

离到的产甲烷古菌分布于 3 个纲、6 个目、15 科、

33 属共计 155 个种。从 1972 年[5]第一株热自养产甲

烷杆菌的分离到现在，研究人员已经从多种生境中

分离到了数十株热自养产甲烷杆菌，它们被划分成

6 个种 [6]。嗜热产甲烷杆菌属 Methanothemobacter

是高温油藏中较为普遍的一类产甲烷古菌，同时这

类产甲烷古菌也广泛分布于高温人工厌氧反应器的

活性污泥中。菌株 DL-7 分离于大港油田油藏采出

水，它与嗜热产甲烷杆菌属中菌株 M. marburgensis 

DSM2133T (X15364) 的 16S rRNA 基因序列相似性

为 99.7％，它只能利用 H2/CO2 生长，代时较长，约

为 6 h，生长温度为 47℃~68℃。 

1  材料与方法 

1.1  样品 
样品取自大港油田庄海 8 背斜区块 3 号采油井，

该油井为非注水井，井顶深为 3 364.59 m，井底深

为 4 098.41 m，油层有效厚度为 733 m。原油密度为

0.9543 g/mL(20℃下测得)，粘度为 599.0 mPa·s (50℃

下测得)。油藏温度 65℃~75℃。 

1.2  富集、分离和纯化 
1.2.1  培养基  

采用亨盖特厌氧操作改良技术 [7]分离纯化。富

集培养 [8] 采用 MB 培 养基，分离培养基采 用

Medi2um141 (DSMZ)，纯化培养基采用 Medium 119 

(DSMZ)。 

1.2.2  操作方法 

采用亨盖特厌氧操作改良技术进行液体梯度稀

释和固体滚管分离纯化。25 mL 厌氧管或 120 mL 血

清瓶中加入无氧培养基，顶空为氮气，121℃高压灭

菌 30 min，接种后充入 H2+CO2 (V/V=4∶1，最终压

力约 200 kPa) 混合气，60℃培养。 

1.3  形态观察 
采用荧光相差显微镜和扫描电子显微镜观察菌

体形态，电镜照片的制作参见文献[9]。 

1.4  生理生化鉴定 
检测：使用 Nikon Eclipse 80i 相差显微镜观察，

用 Nikon DXM-1200C 相机拍照：甲烷含量的测定采

用岛津 GC-2010气相色谱仪；电镜照片采用 AMRAY

扫描电镜观察拍照[9]。 

1.4.1  生理实验 

生长条件测定包括最适 pH 值、最适生长温度和

最适 NaCl 浓度试验。 

1.4.2  生化实验 

底物实验、刺激因子实验、抗生素敏感性实验

均采用改良的 Medium141 无机盐培养基。 

不 同 底 物  ( 终 浓 度 ) 利 用 实 验 ： H2/CO2 

(V/V=20 mL/5 mL)、甲酸盐  (50 mmol/L)、甲醇  

( 5 0  m mo l /L )、 甲 胺  ( 5 0  m mo l /L )、 三 甲 胺  

(50 mmol/L)、乙酸盐 (50 mmol/L)、乙醇(50 mmol/L)

分别作为唯一碳源。 

不同刺激因子 (终浓度) 实验：酵母粉 0.2％、

胰酶解酪蛋白 0.2％、复合维生素溶液 1％(V/V)、微

量元素溶液 1％(V/V)、瘤胃浸提液 1％(V/V)、污泥

浸提液 1％(V/V)、NaAC 50％、NiCl2 0.02％、Na2WO4 

0.02％、Na2MoSO4 0.02％、HS-CoM 0.025％。 

不同抗生素抑制实验：红霉素、卡那霉素、链

霉素、氨苄青霉素、利福平、氯霉素，终浓度均为

200 μg/mL。 

1.5  16S rRNA 序列扩增、测序及系统发育树

构建  
1.5.1  16S rRNA 基因扩增与测序 

提取基因组 DNA 作为模板，用产甲烷菌 16S 

rRNA 特异性引物进行 PCR 扩增。正向引物

Met-86F：5′-GCTCAGTAACACGTGG-3′，反向引物

Met-1340R： 5′-CGGTGTGTGCAAGGAG-3′。 PCR

反应条件：94℃预变性 3 min；94℃变性 30 s，58℃

退火 30 s，72℃延伸 1.5 min，40 个循环；72 10 min℃ 。

1％琼脂糖电泳，回收产物与载体 pMD-18 连接，转

化至 E. coli JM109，送上海生工生物工程技术服务

有限公司测序。 

1.5.2  系统发育树的构建 

将菌株的 16S rRNA 测序结果提交 GenBank

核酸序列数据库进行 BLAST，使用 Clustalx(1.83) 
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软件将与之同源性较高的产甲烷菌的 16S rRNA 序

列进行比对，通过 MEGA(4.1) 软件采用邻位相邻

法绘出系统发育树并进行 Bootstape 稳定性检验  

(1 000 次)[10]。 

1.6  (G+C) mol％含量的测定 
根据热变性温度法 [11] (Tm 值法 ) 测定基因组 

(G+C) mol％。测定菌株 DNA 的热变性温度 (Tm

值)，同时测定 E. coli K12 的 Tm 值。根据公式[11] 

(G+C) mol％=51.2+2.08×[Tm (X)−Tm (K12)]计算出

(G+C) mol％。 

2  结果与分析 

2.1  形态特征 
实验表明，菌株 DL-7 革兰氏染色呈阳性，菌体

表面光滑无鞭毛，不运动，直径 0.35~0.45 μm，长

2.5 μm~5 μm，具有弯曲和直杆微弯 2 种形态，单

生、成对、多数成聚集状态存在。60℃培养 10 d 长

出菌落，菌落淡黄色、圆形、边缘整齐。于紫外光 

(420 nm) 下产生绿色荧光，图 1 为液体培养条件下

处于对数生长期的荧光照片，图 2 液体培养基中菌

体扫描电镜照片。 

 
图1  DL-7紫外荧光显微照片 (100×) 
Fig. 1  Fluorescence micrograph of strain DL-7 (100×). 

 
图 2  DL-7 扫描电镜照片 
Fig. 2  Electron micrograph of strain DL-7. 

2.2  生理生化特征 
2.2.1  生理特征 

菌株 DL-7 生长温度范围为 47℃~68℃，最适温

度为 60℃ (图 3)。实验发现，菌株 DL-7 生长 pH 

6.0~8.5，最适 pH 为 7.0~7.5 (图 4)。最适 NaCl 浓度

为 0.8 g/L (图 5)。表 1 是菌株 DL-7 与甲烷杆菌属中

几株菌的主要性状比较。由表 1 可见，DL-7 菌株与

其他几株在最适生长温度及分离源上有较大差别。 

 

图 3  温度对菌株 DL-7 生长的影响 
Fig. 3  Effect of temperate on the growth of strain DL-7. 

 

图 4  pH 对菌株 DL-7 生长的影响 
Fig. 4  Effect of pH on the growth of strain DL-7. 
 

2.2.2  生化特征 

底物实验结果表明，菌株 DL-7 只能利用 H2/CO2

为底物生长，不利用甲酸、甲醇、三甲胺、乙酸、

乙醇等。 

抗生素实验的结果表明，菌株 DL-7 对红霉素、

卡那霉素、链霉素、氨苄青霉素、利福平等抗生素

均有抗性，对氯霉素敏感。 
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表 1  DL-7 与几株热自养产甲烷菌主要性状的比较 
Table 1  Comparison between strain DL-7 and other most closely strains of Methanothemobacter 

Strains M. wolfeii DSM 2970T[6] M. thermoautotrophicus  
DSM 1053T 

M. marburgensis DSM  
2133T[6] DL-7 

 Sludge [6] Sludge [5] Sludge [6] Pool warter

Substrates H2/CO2 formic acid [6] H2/CO2
[5] H2/CO2

[6] H2/CO2 

Temperature (°C) 55−65[6] 65−70[5] 65[6] 60 

Optimum pH 7.0−7.5[6] 7.2−7.6[5] 6.8−7.4[6] 7.0−7.5 

The content of G+C (%) 61[6] 50±2[5] 48 ±0.5[6] 51 

 

 
图 5  不同盐浓度对菌株 DL-7 生长的影响 
Fig. 5  Effect of salinities on the growth of strain DL-7. 

表 1是 DL-7菌株与几株热自养甲烷菌主要性状

的比较。由表 1 可见，DL-7 菌株与其他几株在最适

生长温度、最适 pH 值、分源等有明显的不同。 

2.3  16S rRNA 序列的测定及系统发育树构建

菌株  
菌株 DL-7 的 16S rRNA 部分序列长 958 bp。

根据菌株 DL-7 16S rRNA 测序结果进行 BLASTn 

分析，菌株 DL-7 与 M. marburgensis DSM 2133T 

(X15364) 的 16S rRNA 基因序列相似性为 99.7％。

菌株 DL-7 与嗜热产甲烷杆菌属其他菌株的系统发

育分析结果见图 6。
 

 
图 6  基于 16S rRNA 序列相似性构建的系统发育树 

Fig. 6  Phylogenetic tree based on the 16S rRNA sequences. 

 
3  讨论 

虽然 DL-7的 16S rRNA与M. marburgensis DSM 

2133T 的相似性高达 99.7％，但是二者在部分生理生

化特征和 G+C 含量 2 个指标上还是有较大差异。其

确切分类地位还有待用 DNA 分子杂交[12]的技术手

段作进一步的鉴定。 

高温油藏环境经历了漫长的地质年代的演化过

程，作为一个典型的高温高压高矿化度的极端厌氧

环境，其内部的微生物菌群结构和物质能量的代谢

方式必然有其特殊性。产甲烷菌处于油藏厌氧环境

中物质代谢的最后控制环节，它的生长特性必然影

响着整个物质传递链中各类菌群的代谢生长，同时

产甲烷古菌的生长也必然受控于其上游整个菌群的

生长代谢。因此，分离和研究高温油藏中产甲烷古

菌的代谢特征对我们认识油藏环境中整个物质能量



刘海昌等: 高温油藏采出液中嗜热产甲烷古菌的分离鉴定  1013 

 

Journals.im.ac.cn 

代谢特征有极其重要的意义。 

产甲烷古菌以其特殊的代谢方式参与地球生物

圈中的碳素循环，其代谢产物甲烷既是导致全球气

候变暖的第二大温室气体[13]，同时又是最有前景的

可再生新能源载体之一。探索研究产甲烷菌的进化

历史、分布范围和代谢特征，已经成为地球化学、

环境化学、生物化学和微生物学等多学科交叉的研

究热点。 

高温沼气发酵工程作为人工控制的高温厌氧产

甲烷代谢体系，与高温油藏厌氧发酵具有很多相似

之处。在高温沼气发酵过程中，产甲烷菌群无疑是

整个发酵代谢中最为重要的一环，它们控制着整个

代谢过程的速率。目前分离自高温人工厌氧生物反

应器的产甲烷古菌很大一部分属于嗜热产甲烷杆菌

属，通过对该类产甲烷菌群的研究有助于我们对整

个高温产甲烷发酵体系的认识，从而更好指导我们

对高温产甲烷发酵工程的设计、调试和运行。 
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