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油田在开发后期，为了保持油藏中的压力，一般都向油

藏注水进行注水开发，油井生产出的含油污水，经地面处理

后也作为注 入 水的主要部分回注到油藏，实现污水的循环

利用. 一般油田地面的流程是将各油井产出的流体通过管线

收集起来，先将油水分离，原油外输到油罐储存，污水经过

除油、絮凝、过滤等工艺处理 后，由注水井回注到油藏，这

整套地面流程基本是封闭的厌氧环境 [1-2]. 由于油田污水来源

于地下油藏，所以具有较高的温度和矿化度，一般水体温度
30-70 ℃，多数为40-50 ℃，矿化度从几千到几万mg/L不等 [3]. 

在这种水体环境中，有许多微生物存在，其中硫酸盐还原菌

（Sulfate-reducing bacteria，SRB）是油田污水中常见的细菌. 

由于这类细菌产生H2S，所以给生产带来了许多问题 [4-6]，如

腐蚀管线设备，腐蚀产生的反应物和细菌细胞一起形成水中

的悬浮物，悬浮物在注入时会引起油藏堵塞，并进一步引起

注水压力上升 [7]，另外，在地面系统中产生H2S也会引起安全

和环境问题 [8]. 

油田在 生 产 过 程中一 般向污 水中 加 入 杀菌 剂以控制
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摘  要  硫酸盐还原菌（Sulfate-reducing bacteria，SRB）是油田回注污水中的重要细菌，会引起腐蚀和堵塞问题. 在
油田回注污水中加入碱，将pH值 从6.5-7.5升高到7.6-8.2，SRB总体数量浓度明显降低，为了了解碱对污水中的SRB
群落结 构的影响，本研 究 应 用SRB功能 基因分析方 法，构建 污水中硫酸 盐还原 菌亚硫酸 盐 异化酶 基因（dsr）系
统发育树，探讨加碱前后回注污水中SRB群落结构的变化. 结果发现在没加碱之前，污水中存在SRB高达15个属，
而长期加碱改变其pH值后，污水中仅存6个属，分别是脱硫弧菌属（Desulfovibrio）、脱硫状菌属（Desulfacinum）、
脱硫杆菌属（Desulfobacerium）、脱硫念珠菌属（Desulfomonile）、脱硫微菌属（Desulfomicrobium）和脱硫盐菌属
（Desulfohalobium）等，另外还新出现两个属，分别是脱硫叶菌属（Desulfobulbus）和脱硫豆菌属（Desulfotignum）. 说
明加碱处理改变了污水中的SRB生态结构，很多 SRB种类不能适应碱性环境，这8个属的SRB具有耐碱性，现场污水
的腐蚀性测试结果表明，碱性环境不仅减少了污水中的SRB种类，同时还抑制了幸存的SRB的活性，控制了污水的腐
蚀速率.  图3 表2 参20
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Abstract  Sulfate-reducing bacteria (SRB), important bacteria in oilfield rejection water, often cause corrosion and formation 
damage. Addition of alkali in oilfield rejection water can significantly decrease the overall concentration of SRB by elevating 
the solution pH from 6.5–7.5 to 7.6–8.2. This work constructed the phylogenetic tree from dissimilatory sulfite reductase 
genes of SRB and investigated the effect of alkali addition on the community structure of SRB in rejection water by analyzing 
their function genes. The results showed that only 6 genera (desulfovibrio, desulfacinum, desulfobacerium, desulfomonile, 
desulfomicrobium, and desulfohalobium) were detected after long-term alkali addition, in strong contrast to the number 
of genera (15) determined in the oilfield reinjection water before treatment. Among the preserved alkali-resistant genera, 
desulfovibrio and desulfacinum were two new genera found in the solution after alkali treatment. Our study indicated that 
most SRB could not adapt to the alkaline environment, which changed the community structure of SRB. The field erosion 
test suggested that addition of alkali not only reduces the SRB species, but also inhibits the activity of the surviving SRB, in 
general helps controlling the corrosion rate.
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SRB含量，长期使用杀菌剂后，SRB会产生抗药性 [9]，为了控

制SRB的含量，杀菌剂的加量越来越高，从开始加10-7到目前

的10-8以上，生产成本成倍增加 [4, 10]. 油田一般使用MPN方法

来测试SRB的含量，大量检测数据表明，SRB与腐蚀率之间

存在有正相关性. 所以制定了油田回注水行业标准，将SRB控

制在25 cell/mL. 腐蚀速率控制在0.076 mm/a，并按这个标准

执行[11]. 

由于污水在地面和地下反复多次循环，一些老油田的污

水成分变得非常复杂，处理难度也越来越大，主要是含油和

悬浮物及细菌含量居高不下，在没有其他更好的方法的情况

下，少数油田采取向污水中加入石灰乳的方法（油田称此为

“污水改性”），以沉淀污水中所有的杂质，同时也可控制污

水中的细菌含量 [12-14]. 这为分析碱性条件对SRB的影响提供

了一个极好条件. 油田日常监测的MPN法测试结果仅能反映

污水中SRB在加碱处理后数值的下降，但不清楚是哪类SRB
发生了变化，本研究应用SRB功能基因分析方法，通过分析

胜利油田临盘采油厂四净污水站在加碱前后水中的SRB群落

的变化，揭示碱性环境对SRB群落的影响. 

1  回注污水处理流程

四净污水站日处理污水5 600 m3，来水温度44 ℃，矿化

度3 200 mg/L. 处理时，先向回注污水中加入石灰乳，加入浓

度为100-300 mg/L，使其产生大量的CaCO3和Fe(OH)3沉淀，

然后加入少量的NaOH调pH，最后加入混凝剂沉淀4 h. 在沉

淀过程中，污水中原有悬浮物和部分细菌也随着一起沉淀，

从而使污水变得澄清，但也会产生大量的污泥（这是该工艺

的一个明显缺点）. 检测结果表明，加碱以后回注污水的pH
升高到7.6-8.2，悬浮固体及含油明显降低，使用MPN方法测

试污水中的SRB含量，发现下降近两个数量级，平均腐蚀率

却大幅度下降. 一般油田污水SRB含量越高，其腐蚀率也越

大，油田通常加入杀菌剂来控制腐蚀率. 表1列出了加碱处理

前后回注法污水的主要指标. 与SRB下降相比，腐蚀率的下

降幅度要大得多，这与通常的油田污水不同. 本研究试图应

用分子微生物分析手段，研究污水中SRB群落结构在加碱前

后的变化，进而分析腐蚀率大幅度下降的原因. 

2  分析方法

2.1  回注污水取样点
在加碱之前的沉降罐取污水样A，污水在加碱之后进入

沉降罐，在此沉降约4 h，取污水样B. 沉降之后的污水通过

管线输送到注水站，在此通过高压泵将污水注水井注入地

下，在注水站取污水样C.  污水从加碱处理到达注水站历时

超过6 h. 

2.2  污水样的预处理
用无菌取样桶在现场流程取样口取污水样5 L，在4 h内

运到实验室进行处理. 油田污水都含有一定原油，含油污较
多的污水样品先用1/5体积的石油醚去除其中的石油污染，然
后通过高速（12 000 r/min × 15 min）离心收集菌体. 含油量极
低的污水样通过0.22 μm的过滤膜进行过滤，最后通过冲洗
收集滤膜上的菌体. 

B样进行了第二次采样，是在污水罐中悬挂弹性填料，
富集一周后取下填料，从填料上收集细菌体. 

2.3  总DNA的提取
将收集到的菌体利用DNA提取试剂盒（AxyPrep细菌基

因组DNA小量试剂盒）进行细菌DNA的提取，提出的DNA溶
解在100 μL缓冲液中，-4 ℃保存备用. 

2.4  dsrA基因分析硫酸盐还原菌多样性分析
因为 SR B是 一 类 细 菌，其 共 同 生 理 特 征 是 还 原 硫 酸

盐、亚硫酸盐、硫代硫酸盐等为硫化氢，本研究选取SRB都
具 有的亚硫酸 盐 异化 酶 基因作为分 子标 记 来 分析水样中
的SRB多样性 [15-16].  分析过程为：首先 进行PCR扩增dsrA基
因片段，扩增引物采用DSR1F/4R引物对[17]. DSR1F：AC(GC)
CACTGGAAGCACG；DSR4R：GTGTAGCAGTTACCGCA. 
PCR反应体系为：1 × PCR buffer、400 μmol/L dNTPs、2 mmol/
L MgCl2、200 pmol/L上下游引物和1.25 U Taq DNA polymerase
（Takara），反应程序为：95 ℃ 5 min，（95 ℃ 30 s，54 ℃ 30 
s，72 ℃ 1 min 30 s）×34个循环，72 ℃ 10 min；PCR结束后，
将产物进行切胶纯化，然后与T4载体进行连接并进行大肠
杆菌转化；转化后的大肠杆菌利用蓝白斑 及抗性筛选挑取
阳性克隆，提取阳性克隆内的质粒进行测序；测序得到的基
因序列与NCBI中下载的已知种属的dsrA基因序列一起利用
MEGA软件进行邻接树的构建，进行1 000次自展测试，利用
得到的系统发育树分析样品中SRB的亲缘关系及多样性 [18]. 

3  结果与讨论

由于胜利油田临盘 采油厂四净污水站加碱处理的工业
流 程已运行多年，各节点污水的性 质也 基 本 稳定，所以理
论上认为各节点微生物群落结构相对稳定. 本研究选取亚
硫酸 盐还原 酶 基因（dsrA）基因作为研 究环境样品SRB群
落的分子标记，建立了水处理沿程3个节点样品的硫酸盐还
原菌系统发育树（图1-3）. 分析结果表明，未加碱处理的污
水样品（A样）中包含种类丰富的硫酸盐还原菌，高达15个
属，这说明油田污水中SRB具有较高的多样性，与很多报道
结果 [19-20]一致；而经过碱处理的污水站样品（B样）中硫酸
盐还原菌种类明显减少，只有4个属的SRB存在，其中脱硫

表1  加碱处理前后污水常规指标测试结果
Table 1  Indices of routine analysis for reinjection water

测试指标
Analysis index

悬浮固体含量
Suspended solid content

(ρ/mg L-1)

含油
Oil content 
(ρ/mg L-1)

SRB 
(n/cell mL-1)

平均腐蚀率
Average corrosion rate 

(r/mm a-1)
pH

加碱前
Before alkali addition

实测值范围 Measured 15.4-7.3 36.7-10.6
104-105 0.873-0.051

6.5-7.5
平均值 Average 9.2 15.2 0.2344

加碱后
After alkali addition

实测值范围 Measured 6.3-0.2 4.2-0 10１-10２ 0.079-0.013 7.6-8.2
平均值 Average 3.0 1.0 0.0261
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弧菌属（Desulfovibrio）和脱硫状菌属（Desulfacinum）是污

水中原来就存在的两个属，而脱硫叶菌属（Desulfobulbus）
和脱硫豆菌属（Desulfotignum）是新出现的两个属. B样的

污水经过管线输送到C时，C样的分析结果 仍然是4个属的

SRB，分别是脱硫杆菌属（Desulfobacerium）、脱硫念珠菌属

（Desulfomonile）、脱硫微菌属（Desulfomicrobium）和脱硫

盐菌属（Desulfohalobium），这4个属也是污水中原来就存在

的但又与B样中的SRB不同. B点和C点SRB完全不同，可能

是采样方式不同有关，推测B点富集到的是易于附着生长的 

SRB，这需要进一步研究. 

经 过 加 碱 处 理 后，污 水 的 p H 发 生了 变 化 ，S R B 种

类 陡 然下 降，说 明 碱 性 条 件 抑 制 了多 数 种 类 的 SR B，但

SR B仍 然 存 在 .  也 说 明 脱 硫 弧 菌 属、脱 硫 状 菌 属、脱 硫

叶 菌 属 、脱 硫 豆 菌 属 、脱 硫 杆 菌 属 、脱 硫 念 珠 菌 属 、脱

硫 微 菌 属 和 脱 硫 盐 菌 属 等 8 个 属 的 S R B 具 有 一 定 的 耐

碱 性 .  而 脱 硫 嗜 盐 碱 菌 属（Desul fona t ronum）、脱 硫 酸

弯曲 杆 菌 属（Desulfonat ronovibr io）、脱 硫 八 叠 球菌 属

（Desulfoarculus）、脱硫芽孢弯曲菌属（Desulfosporosinus）、

热 脱 硫 杆 菌 属（ T h e r m o d e s u l f o b a c t e r i u m）、热

脱 硫 菌 属（T h e r m o d e s u l f o b i u m）、热 脱 硫 弧 菌 属

（Thermodesulfovibrio）、热脱硫杆菌属（Thermodesulfatator）
和古丸菌属（Archaeoglobus）不耐碱性. 
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0.2图1  加碱之前污水样品（A样）利用dsrA氨基酸序列构建的系统发育树. 
Fig. 1  Phylogentic tree based on the dsrA amino acid sequences of water 
sample before alkali addition (Sample A).
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图2  加碱处理后样品（B样）利用dsrA氨基酸序列构建的系统发育树. 
Fig. 2  Phylogentic tree based on the dsrA amino acid sequences of water 
sample after alkali addition (Sample B).

在收集细菌体时，发现第一次采到的B样品污水中的细

菌明显少于A样品，无法继续分析，所以不得不进行第二次
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采样，用弹性填料在取样点污水中富集细菌，说明经过碱处

理后，细菌数量明显减少，SRB的减少有两方面的原因：一方

面是加入石灰乳后产生大量的沉淀，细菌细胞体随沉淀沉

到污泥中，污水中的细菌细胞减少，这种减少只是细菌总数

的减少，其种类不会减少. 另一方面就是碱的作用，这是细菌

种类变化的主要原因，因为污水变为碱性，只有耐碱的SRB
才能生存，MPN方法检测结果也表明污水在加碱处理后，细

菌总数明显下降了2-3个数量级. 虽然污水腐蚀率得到控制，

但SRB含量仍然超标，加碱处理后SRB含量比加杀菌剂处理

要高得多. 正常情况下，SRB在101-102 cell/L时，腐蚀率仍然很

高，而该流程的污水腐蚀率却能控制在标准以内（0.076 mm/
a），一个可能的解释是当污水pH变成碱性时，尽管一些耐碱

菌能生存，但其活性得到明显的抑制. 根据这个推测，测试

污水中二价硫离子的含量，结果表明A、B、C三点分别为2.5 
mg/L、0.1 mg/L和0 mg/L，进一步说明，在加碱处理后污水中

虽然有少数几个属的SRB存存，但其活性也得到了抑制，代

谢速率很慢，所以腐蚀率很低. 现场工作人员表示，在实施

加石灰乳之后近6个月的时间，处理后的注入水中SRB数量

几乎不能检出，但之后数量也慢慢回升，说明B、C点检测到

的所谓耐碱菌也是逐渐适应碱性环境的. 
MPN方法使用的是SRB测试瓶，由于测试瓶中是已配

好的非常适合SRB生长培养基，即使 在环境中活性不高的
SRB进入测试瓶也能很好地生长，所以MPN法测试结果只能

代表细菌的数量，不能代表细菌的活性，对于本研究的加碱

处理的污水，MPN法测试结果只能作为参考指标. 

4  结 论

SRB是油田注 水系统 水质的一 个重要指标，通常采用
MPN方法对SRB进行监测，现在已经知道该方法不能全面真

实反映注入水中SRB的影响实际情况. 本研究应用分子生物

学技术分析结果表明，在注入水中同时存在15个属的SRB，

表2  3个样品中分布的硫酸盐还原菌种类
Table 2  Distribution of SRB in three samples

加碱之前水样（A样）
Water sample before alkali 

addition 

加碱之后水样（B样）
Water sample after 

alkali addition 

注水站水样（C样）
Water sample from 

injection station
脱硫杆菌属 
Desulfobacerium*
脱硫念珠菌属 
Desulfomonile*
脱硫微菌属 
Desulfomicrobium*
脱硫盐菌属 
Desulfohalobium
脱硫弧菌属 
Desulfovibrio*
脱硫状菌属 
Desulfoarculus
脱硫嗜盐碱菌属 
Desulfonatronum
脱硫酸弯曲杆菌属
(Desulfonatronovibrio)
脱硫八叠球菌属 
Desulfoarculus*
脱硫芽孢弯曲菌属 
Desulfosporosinus
热脱硫杆菌属 
Thermodesulfobacterium
热脱硫菌属 
Thermodesulfobium
热脱硫弧菌属 
Thermodesulfovibrio
热脱硫杆菌属 
Thermodesulfatator*
古丸菌属 
Archaeoglobus*

脱硫弧菌属 
Desulfovibrio*
脱硫状菌属
Desulfacinum

脱硫叶菌属 
Desulfobulbus*
脱硫豆菌属 
Desulfotignum

脱硫杆菌属 
Desulfobacerium*
脱硫念珠菌属 
Desulfomonile*
脱硫微菌属 
Desulfomicrobium*
脱硫盐菌属 
Desulfohalobium

*油藏中常见的硫酸盐还原菌[20].  *common sulfate reducing bacteria [20]. 

图3  注水站样品（C样）利用dsrA氨基酸序列构建的系统发育树. 
Fig. 3  Phylogentic tree based on the dsrA amino acid sequences of water 
sample from injection station (Sample C).

d1-13 1204-312 dsr1F.ab1
 d1-26 1204-312 dsr1F.ab1
 d1-15 1204-312 dsr1F.ab1
 d1-22 1204-312 dsr1F.ab1
 d1-33 1204-312 dsr1F.ab1
 d1-19 1204-312 dsr1F.ab1
 d1-23 1204-312 dsr1F.ab1
 d1-36 1204-312 dsr1F.ab1
 d1-28 1204-312 dsr1F.ab1
 d1-24 1204-312 dsr1F.ab1
 d1-20 1204-312 dsr1F.ab1
 d1-12 1204-312 dsr1F.ab1
 d1-17 1204-312 dsr1F.ab1
 d1-31 1204-312 dsr1F.ab1
 d1-7 1204-312 dsr1F.ab1
 d1-2 1204-312 dsr1F.ab1

 d1-11 1204-312 dsr1F.ab1
 d1-35 1204-312 dsr1F.ab1
 d1-30 1204-312 dsr1F.ab1

 d1-27 1204-312 dsr1F.ab1
 d1-10 1204-312 dsr1F.ab1

 d1-37 1204-312 dsr1F.ab1
 d1-18 1204-312 dsr1F.ab1

 d1-29 1204-312 dsr1F.ab1
 Desulfobacterium anilini

 Desulfoarculus baarsii
 d1-32 1204-312 dsr1F.ab1
 d1-14 1204-312 dsr1F.ab1
 d1-4 1204-312 dsr1F.ab1
 d1-3 1204-312 dsr1F.ab1
 d1-21 1204-312 dsr1F.ab1

 Desulfomonile tiedjei
 d1-5 1204-312 dsr1F.ab1

 d1-8 1204-312 dsr1F.ab1
 Desulfohalobium

 Desulfonatronum lacustre
 Desulfonatronum thioautotrophi

 Desulfonatronovibrio hydrogeno
 Desulfovibrio

 Desulfomicrobium

 d1-25 1204-312 dsr1F.ab1
 d1-6 1204-312 dsr1F.ab1
 d1-38 1204-312 dsr1F.ab1
 d1-34 1204-312 dsr1F.ab1

 Thermodesulfatator atlanticus
 Thermodesulfobacterium commune

 Thermodesulfobacterium thermop
 Desulfosporosinus orientis

 Archaeoglobus profundus
 Archaeoglobus veneficus

 Thermodesulfobium narugense
 Thermodesulfovibrio islandicus
 Thermodesulfovibrio yellowston100

100

95

67

100

51

62

99

82

93

40

39

26

22

24

24

10

16

5

2841

11

40

21 65

34
44

39

40

43

99

87

63

0.1
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这些细菌生理生化特征各不相同，对油田通常使用的季胺盐

类杀菌剂的敏感度也不一样，这也可以从另一个角度解释目

前油田长期使用同一杀菌剂效果不好的原因. 

当在注入水中加入石灰乳，pH虽然升高幅度不大，但污

水中大部分SRB菌种都消失了，在注水站中仅剩下脱硫杆菌

属（Desulfobacerium）、脱硫念珠菌属（Desulfomonile）、脱硫

微菌属（Desulfomicrobium）和脱硫盐菌属（Desulfohalobium）

等4个属，说明这4个属的SRB能忍耐碱性水环境. 这4个属的

SRB尽管存在于水中，但由于是碱性环境抑制了这些细菌的

活性，虽然存在，活性较低，所以腐蚀速率降低. C点的微生

物种群的检测结果和B点不同，说明碱性环境在保持水质的

稳定性上一直起作用，改变着群落结构. 由于C点污水受碱性

影响时间更长，因此，可以认为C点测试出的4个属SRB具有

更好的耐碱性. 

现场加碱技术的应用和分析结果表明，在条件允许的

情况下，可以通过这种简单可行的方法来控制工业用水中的

SRB生长繁殖，从而降低其引起的危害程度. 

由于油田污水都含原油，测试分析前需要除油处理，这

会影响菌体收获率. 如果样品处理问题得到解决，就可以应

用Real-time PCR技术进行定量分析，这是下一步研究的一个

重要方向. 
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