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摘  要：针对一个油气藏和两个非油气藏上方的土壤剖面，围绕典型油气指示微生物甲烷氧化细菌，采用分子

生态学技术比较了新鲜、自然风干和冷冻干燥 3种处理下土壤中甲烷氧化细菌标靶基因 pmoA的变化规律，研究了自

然风干土壤能否用于油气资源微生物勘探。与新鲜土壤相比，自然风干和冷冻干燥显著降低了不同土壤剖面微生物总

DNA含量，甲烷氧化细菌 pmoA基因数量最多分别下降了 90.7% 和 77.5%；然而，与非油气藏上方土壤剖面相比，自

然风干和冷冻干燥处理后，油气藏上方不同土壤剖面依然检测到了大量的甲烷氧化细菌 pmoA基因。本研究中，自然

风干或冷冻干燥处理后的土壤适合于油气微生物勘探。 
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自 20 世纪 30 年代，前苏联地质微生物学家
Mogilewskii 发现了细菌繁殖引起的近地表土壤中烃
气发生季节性变化这一特殊现象，开创了运用微生物

的方法勘探石油和天然气的先河，特别是利用甲烷氧

化细菌作为天然气资源的指示微生物取得了较好的

勘探效果[1]，油气资源微生物勘探技术的基本原理

是：油气藏的轻烃气体受到油气藏的压力，通过微渗

透作用持续向地表垂直扩散和运移[2]，并被近地表土

壤中的特定微生物所利用，导致近地表土壤中的微生

物群落结构发生异常变化[3]。能够利用轻烃的微生物

通常称为油气资源指示微生物，通过检测油气资源指

示微生物群落结构的变化规律，即可初步预测地下油

气藏的分布规律[3-4]。甲烷氧化细菌是一种重要的油

气资源指示微生物，能够利用碳化合物专性生长，并

普遍存在于土壤。甲烷氧化细菌首先通过甲烷单加氧

酶氧化甲烷，在有氧的条件下生成甲醇，并进一步氧

化成甲醛。而甲醛可以直接被甲烷氧化菌吸收利用或

氧化为 CO2而获得能量。编码甲烷单加氧酶的 pmoA
基因存在于除Methylocella以外的所有已知的甲烷氧
化细菌[5]，是甲烷氧化过程的微生物关键功能基因，

被广泛应用于环境样品中甲烷氧化细菌定量分析[6]。

因此，理论上通过定量不同勘探区域内地表上方土壤

中甲烷氧化细菌 pmoA基因的数量，即可推测油气藏
有利区块，为油气藏勘探开发提供有益的参考。 

微生物勘探是目前油气资源开发的热点，然而，

工程实践中大量勘探样品新鲜状态的保持具有很大

难度，实际操作性较差。例如，一般选择新鲜土壤样

品用于环境微生物群落分析，然而油气野外勘探的区

域较大，作业时间较长，储存和运输的条件往往不能

满足最大限度保持土壤微生物原位活性的要求。油气

藏资源长期的地质历史形成过程中极可能驯化了特

异的油气资源指示微生物群落[7]，理论上，微生物细

胞对逆境具有极强的适应性，因此，自然风干土壤不

仅有利于油气微生物勘探工程实践，而且可能保留了

特异的油气资源特异微生物群落细胞[8]。据此，本研

究分别采集了油藏上方和非油藏上方的近地表土壤，

利用荧光实时定量 PCR 技术比较了不同处理下(新
鲜、自然风干与冷冻干燥)甲烷氧化细菌功能基因
pmoA的数量变化规律，以期为油气微生物勘探提供
重要科学依据。 
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1  材料和方法 

1.1  材料 
1.1.1  土壤样品     在江苏富安典型油气藏上方
(OG)和非油藏上方(CK-1、CK-2)分别采集地表土
壤，每组样品包含 4个不同深度的土壤剖面(0 ~ 30、
30 ~ 60、60 ~ 100、100 ~ 150 cm)，样品采集后置于

4℃冰箱保存。 

1.1.2  主要试剂和仪器    土壤微生物基因组 DNA
提取：0.1 mm和 0.5 mm玻璃珠，CTAB溶液，酚、
氯仿、异戊醇混合溶液(v 酚∶v 氯仿∶v 异戊醇 = 25∶24∶
1)，氯仿、异戊醇混合溶液(v 氯仿∶v 异戊醇 = 24∶1)，
30% PEG 6000/NaCl(polyethylene glycol，聚乙二醇)
溶液，70% 乙醇(保存于−20℃)，TE buffer缓冲溶液，
Eppendorf 5417R 高速冷冻离心机，Eppendorf 移液
枪。荧光实时定量 PCR(聚合酶链式反应)扩增：iQ™ 
SYBR® Green 超混合液，美国 Bio-Rad CFX96实时
定量 PCR仪。普通 PCR扩增：TaKaRa Taq™ Hot Start 
Version，TaKaRa TP650 PCR仪，美国 C.B.S.SCIENTI 
FIC EPS-300 II V凝胶电泳仪，上海培清科技 IS-380A
自动凝胶图像分析仪。 

1.2  方法 
1.2.1  土壤样品处理    采集原位新鲜土壤后，除去
肉眼可见的石块和植物残渣等杂物，并将其倒入研

钵，用研磨棒最大化地搅拌土壤，进一步利用 20 目
筛网过筛。对于含水率大于 28% 的个别深层样品则
直接提取土壤微生物 DNA。从每个过筛的土壤样品
中取出 45 g左右，各分成 3份，分别进行 3种不同
的处理：①新鲜土壤处理：将新鲜采集的土壤样品直

接封存于 4℃冷库中；②冷冻干燥处理：将新鲜采集
的土壤样品置于冷冻干燥机中处理 3天，即先将冷冻
干燥机里温度降到−55℃条件下，然后抽真空将土壤
水分抽走，结束后封存在 4℃冷库中；③自然风干处
理：将新鲜采集的土壤样品置于通风条件较好的地方

自然干燥 4天后直接提取土壤微生物基因组总DNA，
风干后的土壤含水率在 0.5% ~ 2.3% 之间。 
1.2.2  土壤微生物基因组总 DNA 提取    参照
Griffiths 经典方法完成[9]，但其中每个土壤样品都裂

解 3次，即裂解步骤重复 3次，裂解液各放在 3个离
心管中，提取实验结束后将 3 个重复提取到的 DNA
溶液合并到 1个离心管中，即为最终的土壤 DNA提
取溶液。 
1.2.3  土壤微生物基因组 DNA 分析    琼脂糖凝
胶电泳分析：分别吸取 5 μl的土壤微生物基因组
总 DNA在 1.2% 的琼脂糖凝胶上、160 V电压下电

泳 20 min，GoldviewTM染料染色后定性分析土壤微

生物基因组总 DNA数量变化规律。  
荧光实时定量 PCR：根据 pEASY-T3 Cloning Kit

说明书，制备 pmoA 基因的重组质粒，分别以 10 倍
梯度稀释含有 pmoA基因的重组质粒获得标准曲线，
然后对标样和未知土壤样品进行pmoA基因定量分析
分析。 pmoA 基因引物为 A189f-mb661r(A189: 
5′-GGNGACTGGGACTTCTGG-3′[10]；mb661: 5′-CCG 
GMGCAACGTCYTTACC-3′[11])。荧光实时定量 PCR
的反应体系为 20 μl，包括 1 μl稀释 10倍的 DNA模
板(1 ~ 10 ng)、10 μl SYBR Premix Ex TaqTM Perfect 
Real Time，正、反引物各 0.2 μl(20 μmol/L)和 8.6 μl
的灭菌双蒸水。荧光定量实时 PCR扩增的温度条件：
95℃ 30 s，95℃ 10 s，55℃ 30 s，72℃ 30 s，80℃ 
5 s，40个循环；65℃ 5 s；土壤样品中的 pmoA基
因数量采用换算为干土的比例(pmoA 基因拷贝数/g 
干土，所有土壤在 105℃ 下烘干至恒重)。 

普通 PCR 扩增：对于未能检测到 pmoA 基因
的土壤微生物基因组 DNA，通过将含有 pmoA 基
因质粒 DNA 与土壤微生物基因组 DNA 混合后作
为模板进行 PCR 扩增，验证土壤微生物基因组
DNA 中是否存在 PCR 抑制剂。pmoA 基因引物如
上所述，PCR反应体系为 25 μl，包括 1 μl原 DNA
模板或稀释 10 倍的 DNA模板(1 ~ 10 ng)、0.15 μl 
TaKaRa Taq™ HS、2.5 μl 10×PCR Buffer(Mg2+ Plus)、
2 μl dNTP Mixture(各 2.5 mmol/L)、0.5 μl BSA(20 
μg/ml，牛血清蛋白)，正、反引物各 0.5 μl(20 μmol/L)，
并加灭菌双蒸水至 25 μl；上下游引物为 A189 和
mb661，PCR扩增的温度条件：94℃ 5 min；94℃ 30 
s，55℃ 30 s，72℃ 1 min，35个循环；72℃ 8 min。 

2  结果与分析 

2.1  自然风干和冷冻干燥处理对土壤微生物基因组
总 DNA的影响 
土壤微生物基因组 DNA 凝胶电泳的条带越

亮，表明其含量越高。在干旱条件下，土壤微生物

量通常会比正常水分条件下有所减少[12-18]。与新鲜

土壤相比，如图 1 所示，自然风干或冷冻干燥处
理显著降低了土壤微生物基因组总 DNA 含量。对
于油藏上方不同剖面的新鲜土壤(OG)，随着深度
的增加，土壤微生物基因组总 DNA 含量显著降
低。这与 Fierer 等[19]研究结果相同，除某些微生物

群落(如革兰氏阳性菌，放线菌等)，大部分微生物量
随着土壤深度增加而减少，并且其活性也会减小。自 
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(CK-1、CK-2：非油气藏上方表层土壤；OG：油气藏上方表层土壤) 
 

图 1  新鲜、冷冻干燥和风干处理下油气藏和非油气藏上方不同土壤剖面微生物基因组总 DNA 电泳分析 
Fig. 1  Agarose gel electrophoresis of total DNA extracted at different depths of soil samples from oil reservoir field and non-oil  

reservoir field, under three different treatments by fresh, lyophilize and air-dry 
 

然风干或冷冻干燥处理后，30 ~ 60 cm 深度及以下
土壤微生物基因组总 DNA 信号几乎消失。对于非
油气藏上方不同剖面土壤(CK-1 和 CK-2)，3 种处
理下都无法检测到 30 ~ 60 cm深度及以下土壤微
生物基因组 DNA 信号。  

2.2  自然风干和冷冻干燥处理对土壤甲烷氧化细菌
pmoA基因数量的影响 
与新鲜处理土壤相比，如图 2 所示，自然风

干或冷冻干燥处理显著降低了土壤甲烷氧化细菌

pmoA基因丰度。干旱是一种土壤水分不足的状态， 
能够抑制微生物活性[20-23]。对于油藏上方新鲜土壤

(OG)，随着深度的增加，pmoA基因丰度呈降低趋
势，与表层 0 ~ 30 cm土壤相比，降幅为 41.5% ~ 
77.5%。自然风干或冷冻干燥处理导致不同剖面新
鲜土壤 pmoA基因丰度显著降低，特别在 100 ~ 150 
cm 深度 pmoA 基因丰度甚至低于检测限，自然风  

 

 
 

(非油气藏 30 ~ 150 cm土壤剖面中甲烷氧化细菌 pmoA基因数量低于检测范围) 
 

图 2   新鲜、冷冻干燥和风干处理下油藏和非油藏地表土壤剖面甲烷氧化细菌 pmoA 基因的数量变化规律 
Fig. 2  The pmoA gene copy numbers at different depths of soil samples from oil reservoir field and non-oil reservoir field,  

under three different treatments by fresh, lyophilize and air-dry 
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干处理导致 pmoA 基因丰度降低 78.0% ~ 86.7%，
冷冻干燥处理导致 pmoA基因丰度降低了 28.9% ~ 
79.4%；对于非油藏上方土壤，pmoA 基因仅存在
于表层 0 ~ 30 cm土壤，自然风干处理导致 CK-1
和 CK-2 新鲜土壤中 pmoA 基因丰度分别降低了
50.6% 和 90.7%，冷冻干燥处理的降幅分别为
21.0% 和 71.1%。  
2.3  土壤杂质对甲烷氧化细菌 pmoA基因 PCR扩增

的抑制效应 
非油藏上方 30 cm以下土壤 DNA中可能含有腐

植酸等杂质，导致pmoA基因无法扩增产生人为误差。

因此，选取非油藏 CK-1地表 30 ~ 60 cm深度土壤
DNA原液或 10倍稀释后的原液作为模板，并将其与
含有 pmoA基因的质粒 DNA混合后进行 PCR扩增。
如图 3 所示，阳性对照 P1 和 P2，以及将 P1 或 P2
分别与土壤 DNA混合后作为模板扩增，都能得到特
异性较强的 PCR目标产物，然而，以土壤 DNA原液
作为模板的 PCR 产物出现杂带，而且条带微弱，稀
释 10倍后则无法获得目标 PCR产物，表明土壤 DNA
中腐植酸等杂质抑制 PCR 的可能性较小，非油气藏
上方 30 cm以下土壤中 pmoA基因低于检测限的原因
主要是甲烷氧化细菌数量太低以致无法检测。 

 

 
 

图 3  凝胶电泳分析非油气藏表层 30 ~ 60 cm 土壤中甲烷氧化细菌 pmoA 基因 PCR 扩增过程的抑制作用 
Fig. 3  Agarose gel electrophoresis of pmoA gene amplicons from non-oil reservoir field soil at 30-60 cm depth in the presence and/or  

absence of positive control. 
 

3  讨论 

油气微生物勘探是油气精细勘探特别是油气地 

质综合勘探的重要辅助技术，勘探样品的保存及其对

后续微生物分析的影响则是油气微生物勘探技术的

关键。通常情况下，新鲜样品测定结果可能更符合土

壤微生物群落的原位自然状况，能准确反映出油气指

示微生物在原位环境条件下的异常变化。然而，油气

藏的形成过程可达几百万年，轻烃垂直运移过程对地

表上方土壤微生物的影响是一个长期的过程，地表土

壤微生物的原位活性也许并不能真实反映漫长的地

质历史过程中油气藏中轻烃垂直运移对土壤微生物

的长期驯化作用。此外，实际勘探过程中样品采集工

程量大、作业区域广、工期长，很难使大量的勘探样

品保持原位新鲜状态。因此，选择一种简便易行的勘

探样品采集策略，系统评价不同样品保存对后续油气

资源指示微生物的影响具有重要意义。针对江苏富安

某典型油藏地表土壤，本实验研究表明自然风干土壤

可作为微生物勘探的样品保存手段之一，为大规模微

生物勘探技术应用提供了一定借鉴意义。 

以典型的油气资源指示微生物甲烷氧化细菌的

关键功能基因 pmoA 为靶标，荧光实时定量 PCR 结
果表明油藏上方近地表土壤中甲烷氧化细菌发生异

常，特别在 30 cm 以下深度检测到大量甲烷氧化细
菌，这一现象与轻烃微渗漏原理基本一致，即油藏轻

烃气体甲烷在垂直运移至地表土壤过程中作为底物

刺激了甲烷氧化细菌的生长，导致油藏上方深层土壤

中 pmoA基因丰度高于非油藏地表土壤。非油藏上方
CK-1 和 CK-2 近地表土壤 30 cm以下均未能检测到
甲烷氧化细菌，其地表 0 ~ 30 cm土壤中甲烷氧化细
菌可能来源于人为活动，如大气中微量的甲烷可以作

为具有高亲和力的大气甲烷氧化细菌的碳源促进其

生长，同时，尽管表层土壤氧气浓度较高，复杂土壤

体系中极可能存在一定的微厌氧区并产生少量甲烷，

刺激甲烷氧化细菌的生长，碳同位素分析也表明土壤

甲烷的 δ13C较为贫乏(-66.0‰ ~ -77.8‰)，极可能来
自于厌氧产甲烷菌。 

在干旱条件下，由于存在渗透调节，环境缺水的

条件下，微生物细胞内可能通过合成可溶性有机物降

低渗透压。微生物为了能够保留体内的水分，防止脱 
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水，通常在体内积累高浓度的溶质[24-25]。部分微生物

由于不能忍受这种水分胁迫而处于休眠状态或者形

成孢子，甚至会死亡[25-26]。尽管自然风干与冷冻干

燥处理均显著降低了新鲜土壤中 pmoA 基因的数
量，降幅通常大于 50%，但油藏上方近地表土壤(30 ~ 
100 cm)仍检测出大量的甲烷氧化细菌，表明原位自
然风干土壤可作为微生物勘探的样品保存策略之一，

而且风干处理操作方便，易于推广，适合于大规模油

气资源微生物勘探工程实践。此外，自然风干或冷冻

干燥处理后，通常会导致新鲜土壤中大量游离 DNA
的降解，风干或冷冻干燥土壤微生物基因组 DNA可
能主要来源于完整的休眠细胞微生物 DNA。一般而
言，油气藏的形成是一种漫长的地质学过程，在长期

的轻烃垂直渗漏运移过程中，近地表土壤油气指示微

生物逐渐被驯化，繁殖并发生群落结构异常，在微生

物细胞水平可能能够更好地反映漫长地质历史过程

中油气资源微生物的原位动态变化规律。然而风干处

理如何影响微生物细胞以及胞外游离 DNA，仍需进
一步的研究，风干土壤作为微生物勘探技术的样品选

择策略仍需更多的实验进一步验证。同时，新一代高

通量测序技术能在更精细的微生物分类水平研究风

干处理对不同剖面甲烷氧化细菌组成的影响规    
律[27]，明确甲烷氧化细菌或其它微生物作为油气资

源指示微生物的勘探价值，为油气资源微生物勘探工

程实践提供一定的理论依据。  
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Abstract: Real-time quantitative PCR of pmoA genes encoding methane monooxygenase of methanotrophs was performed 

in this study to investigate whether air-dried soil could be used for microbial prospecting for oil and gas resources. Soil samples 

were collected from the depths of 0-30, 30-60, 60-100 and 100-150 cm from oil and gas fields and from two control fields where 

no oil and gas reservoirs were observed. The copy number of pmoA genes was determined by qPCR in soil samples under fresh, 

air-dried and lyophilized conditions. The amount of DNA extract was apparently lower in air-dried and lyophilized soils than that 

in fresh soils, and the copy number of pmoA genes decreased by 90.7% and 77.5%, respectively. Considerable amount of pmoA 

genes was detected at soil depth down to 100 cm from oil and gas reservoirs, while pmoA gene was below detection limit in soils 

samples at depth lower than 30 cm soil samples from control fields. The results of this study suggest that air-dried or lyophilized 

soils could be used for microbial prospecting for oil and gas reservoirs in the field. 

Key words: Oil and gas reservoir, Microbial prospecting, Air-dry, Lyophilize, Methane-oxidizing bacteria 

 


