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胜利油田外排水中铁细菌主要类群的
检测及群落结构分析 3
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摘　要　根据油田外排水中常见铁细菌的 16SrRNA特异性保守序列 ,设计和合成了 4种荧光探针 ,利用荧光原位杂交

方法 ,分别利用它们对胜利油田孤岛采油厂、胜利采油厂 1号和 2号综合处理站外排水中存在的铁细菌的种类和数量

进行检测 ,分析了各外排水中铁细菌的群落结构.结果表明 ,利用基因探针能快速对胜利油田外排水中的铁细菌进行

检测 :在孤岛采油厂、胜利采油厂 1号和 2号综合处理站的外排水中 ,利用 4种探针的组合探针检测到的铁细菌细胞数

量分别占样品中微生物总细胞数量的 11. 0%、12. 8%和 9. 0% ,其中 Leptothrix和 Sphaerotilus,以及 Leptospirillum fer2
riph ilum为胜利油田外排水中的 3种优势铁细菌 ,分别占水样中总微生物细胞数的 2. 94% ±0. 52%～3. 39% ±0. 52%

和 2. 24% ±0. 16%～2. 63% ±0. 49% ;而 Leptospirillum ferrooxidans和 A cid ith iobacillus spp.的种群则较小. 3个污水处

理站中铁细菌群落结构差异较大 ,而多样性相差不大.利用 4种探针的各种组合对外排水中铁细菌的检测表明 ,单探

针能够很好地分析外排水中铁细菌的群落结构 ,而组合探针能快速、较准确地检测外排水中铁细菌的数量 ,比传统的

绝迹稀释法具有快速、准确、直观等优点. 图 1表 5参 14

关键词　荧光原位杂交 ( F ISH) ; 铁细菌 ; 基因探针 ; 群落结构 ; 绝迹稀释法

CLC　Q939. 141. 081 ¬ X741

Comm un ity Structure of Iron Bacter ia in W a stewa ter from

the ShengliO il F ield3

ZHAO Guifang, WU Xiaolei
3 3

, ZENG J inghai, L I J ia & Q IAN Yi
(Center for Environm ental B iotechnology, D epartm ent of Environm ental Science and Engineering, Tsinghua U niversity, Beijing 100084, China)

Abstract　Fluorescence in situ hybridization ( F ISH) with 16S rRNA - targeted oligonucleotide p robes was app lied for analy2
zing the community of iron bacteria in wastewater from the ShengliO il Field. Four 16S rRNA p robeswere designed, which were

highly specific to iron bacteria Leptothrix, Sphaerotilus, L eptospirillum ferroox idans, Leptospirillum ferriphilum and A cidith ioba2
cillus spp. In the water samp les from Gudao, and No. 1 and 2 wastewater stations of the ShengliO il Field, the ratios of amount

of iron bacterial cells to total m icrobial cells, detected by the combination of the 4 p robes and DAP I staining, were 11. 0% ,

12. 8% and 9. 0% , respectively. In the iron bacterial community, Leptothrix, Sphaerotilus and L. ferriphilum were dom inant in

the 3 stations, and Leptothrix and Sphaerotilus, and L. ferriph ilum cells to accounted for 2. 94% ±0. 52%～3. 39% ±0. 52%

and 2. 24% ±0. 16%～2. 63% ±0. 49% of the total m icrobial cells, respectively, while L. ferroox idans and A cid ith iobacillus

spp. were smaller populations. In addition, the structure of the iron bacterial community was different among the three

wastewater stations although the biodiversity of the iron bacteria was sim ilar. Fig. 1, Tab 5, Ref 14
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　　铁氧化细菌 ( iron2oxidizing bacteria) ,又称铁细菌 ( iron bac2
teria) ,是一种好气微生物 ,存在于含有氧和铁的环境 ,能利用

将亚铁催化氧化成高价化合物的反应释放的能量来满足其生

命活动需要 ,并把铁和 (或 )锰氧化物沉积在菌体荚膜内、鞘
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内或细胞外分泌物上 [ 1 ].铁细菌在油田工业中存在许多危害 ,

如加速管道的腐蚀 ,造成输水设备和管线以及回注时地层的堵

塞等 ,所以在油田对回注水和外排水进行处理时 ,铁细菌数量

是一项严格控制的指标 ,通常需要加入杀菌剂来控制铁细菌的

繁殖和数量.要对铁细菌进行严格控制 ,就要 1) 准确了解铁

细菌的群落结构 ,并且根据铁细菌群落组成来针对性地选择杀

菌剂和优化杀菌工艺 ; 2) 对铁细菌进行快速检测 ,以便及时

了解水体中铁细菌的数量 ,调查铁细菌的控制效果 ,通过调整

处理工艺 ,从而有效地控制铁细菌的生长和繁殖 ,避免或减少

铁细菌的危害.
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目前 ,石油天然气行业广泛采用的铁细菌检测标准方

法———绝迹稀释法是最大可能数法的一种 ,其原理是将水样逐

级稀释 ,注入到测试瓶中进行接种 ,在恒温下培养 7～14 d,根

据阳性反应和稀释倍数 ,计算水样中铁细菌的数目 [ 2 ].铁细菌

是能够将亚铁氧化为高铁的好氧、自养菌的通称 ,种类很多 ,目

前已知的就有 40多种.在分类学上 ,油田中通常出现的铁细菌

有纤发菌属 (Leptothrix)、球衣菌属 (Sphaerotilus)、盖氏铁柄杆

菌属 (Gallionella)、铁细菌属 (C renothrix )及鞘铁细菌 ( S idero2
capsa)等.绝迹稀释法利用培养的手段 ,根据对亚铁氧化反应

来检测铁细菌是否存在及其可能的数量 ,这种方法具有以下缺

点 : 1) 该方法实际是检测亚铁氧化反应发生次数和程度 ,从

而间接检测水样中铁细菌的存在和数量 ,而无法对水样中铁细

菌的种类进行分别 ,所以也就无法解析油田水中铁细菌的群落

结构 ; 2) 该方法耗时长 ,需要 1～2 wk时间 ,所检测的结果无

法及时反映生产实际发生的情况 ,也就无法指导对水处理工艺

进行的调整 ; 3) 由于自然界中只有少数微生物能够在标准实

验室条件下被培养 [ 3 ] ,利用绝迹稀释法无法培养外排水中所

有的能够将亚铁进行氧化的铁细菌.与绝迹稀释法相比 ,荧光

原位杂交技术 ( fluorescence in situ hybridization, F ISH )不依赖

于对微生物进行培养 ,而直接以微生物 rRNA中高度保守、具

有物种特异性的片断序列作为鉴别微生物的标志 ;设计和选择

特异性探针以及荧光标记物质 ,通过探针与目标微生物 rRNA

特异性片断进行杂交反应使目标微生物特异性地带有荧光标

记 ,利用显微观察和计数技术 ,快速、直观、准确地检测目标微

生物在水样中的存在、数量和分布 .利用多种特异性探针来解

析环境样品中微生物的群落结构和生物多样性 ,了解环境中优

势微生物的种类、数量和分布 [ 4 ] ,从而可以根据对优势微生物

种群的作用来促进、抑制和调控环境中微生物群落 ,达到指导

生产的目的. F ISH方法的这些优势使其成为了微生物生态学

和环境微生物学中的重要技术手段 ,在海水沉积物、海水、河

水、高山湖雪水、土壤和根系表面 [ 5～10 ]等自然环境 ,以及反应

体系 [ 11, 12 ]中的微生物群落方面得到了广泛的运用.

前人利用 F ISH法检测铁细菌的工作都是利用单一探针

对水样中某些单个或者少数种群的铁细菌来进行的 ,而很少进

行油田外排水铁细菌群落结构分析.为了快速、准确、简便地检

测外排水中的铁细菌 ,分析其群落结构 ,本研究运用 F ISH技

术对胜利油田外排水中的铁细菌进行全面检测 ,分析其群落结

构和多样性 ,了解其中的优势菌群 ;定量分析其中铁细菌的数

量 ,并与绝迹稀释法对铁细菌的检测结果进行比较 ,探索利用

F ISH方法检测油田外排水中铁细菌的可行性.

1　试验材料和方法
1. 1　探针设计
油田中常见的铁细菌种类有纤发菌属 (Leptothrix)、球衣菌

属 (Sphaerotilus)、盖氏铁柄杆菌属 ( Gallionella )、铁细菌属

(C renothrix)及鞘铁细菌 (S iderocapsa) ,其中以纤毛菌属 (Lepto2
th rix)和球衣菌属 (Sphaerotilus)分布最为广泛 ,数量最多 ,生态

意义最大 [ 13 ].

对胜利油田外排水前期初步试验结果表明 , Leptospirillum

在胜利油田外排水中是比较普遍的种群 ,同时根据 Siering

等 [ 13 ]和 Straub等 [ 14 ]的工作共选用和设计了 4条分别针对 Lep2
tothrix、Sphaerotilus、A cidith iobacillus和钩端螺菌 (Leptospiril2
lum )进行检测的特异性探针 ,如表 1所示.

表 1　检测铁细菌的特异性探针
Table 1　Specific 16S rRNA p robes for iron bacteria

Probe Specificity Sequence References

Probe 1 Leptothrix and Sphaerotilus 5′2ACGGUAGAGGAGCAAUC23′ [ 13 ]
Probe 2 L. ferrooxidans 5′2CCAGCCTGCCAGTCTCTT23′ [ 14 ]
Probe 3 L. ferriph ilum 5′2TTGCCCCCCCTTTCGGAG23′ [ 14 ]
Probe 4 Acid ith iobacillus 5′2GTCAA (C, T) AGCA ( G, A) T(C, T) GTAT23′ [ 13 ]

　　其中探针 4根据文献 1[ 3 ]进行综合设计而成.根据上述设

计的探针序列选用 TET荧光素 ,委托上海基康公司合成铁细

菌的 16S rRNA探针.

1. 2　试验方法
1. 2. 1　荧光原位杂交 ( F ISH)法　　2003年 10月 24日 ,采集

胜利油田胜利采油厂 1号和 2号综合处理站外排水 ,以及孤岛

采油厂外排水为实验水样 ,对水样进行分级离心和 0. 22μm

滤膜过滤处理 ,来收集水样中的微生物细胞.据文献 [ 11, 12 ]

的方法 ,利用多聚甲醛对浓缩的微生物细胞进行固定 ,然后利

用 100%乙醇对固定的微生物细胞进行脱水 ,处理后的微生物

细胞置于 - 20 ℃保存 (不超过 3 wk) ;移取处理后的样品 1

μL,均匀涂布在 F ISH检测标准载玻片的圆形储样孔中 ,室温

过夜风干 ;通过多级乙醇脱水 ,利用选定的探针在最适温度和

盐浓度下 ,与微生物细胞中 16S rRNA进行一定时间的杂交反

应 ;利用清洗液在清洗温度下 ,对样品清洗 20 m in,洗去没有杂

交的、以及非特异性杂交的探针 ;利用 DAP I对所有微生物

DNA进行染色 ;用荧光显微镜对样品进行观察 ,在 521 nm光

激发下 ,荧光素 TET发出橙色的荧光 ,而在紫外激发下 , DAP I

发出蓝色的荧光 ,所以荧光显微镜视野中带橙色荧光的细胞是

目标铁细菌细胞 ,而带蓝色荧光的细胞为总体微生物细胞 ,对

这些微生物细胞进行计数 ,可以分析目标铁细菌的种群大小及

其在样品微生物细胞总量中所占的比例.

1. 2. 2　绝迹稀释法　　参考中华人民共和国石油天然气行业

标准 ( SY/T 0532 - 93 ) [ 2 ] ,对水样进行逐级稀释 ( 10 - 1 ～

10 - 6 ) ,将梯度稀释的水样 1 mL加入到装有 5 mL灭菌的铁细

菌液体培养基的试管中 ,每个稀释度做 3个平行管 ,塞上胶塞 ,

放入 37 ℃恒温培养箱中培养 7～14 d,凡生成浑浊或红棕色胶

状物 ,即表示有铁细菌生长 ,如空白样有菌生长应重做.根据生

长试管数查最大可能数表即得铁细菌的数量.

1. 3　实验步骤
1. 3. 1　组合探针最优杂交条件的确定　　本研究首先对组合

探针的杂交条件进行了预备试验.由于四条探针的 Tm值都是
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46 ℃,所以本实验杂交温度选为 46 ℃.改变甲酰铵浓度和杂

交时间 ,观察样品中铁细菌的荧光强度以及数量 ,确定各种情

况下组合探针的最优杂交条件为 :杂交温度 46 ℃,清洗温度

48 ℃,甲酰胺浓度 30% ,杂交时间 2. 5 h.

1. 3. 2　外排水中铁细菌群落结构以及生物多样性分析　　分

别利用 4条探针单独进行试验 ,分析各种探针的检测结果 ,确

定外排水中这些探针相对应的铁细菌种类 ;通过对样品中铁细

菌细胞 (带有 TET橙色荧光的细胞 )和总体微生物细胞 (带

DAP I蓝色荧光细胞 )计数 ,计算样品目标铁细菌对微生物总量

的相对数量 ,以及目标铁细菌的种群大小 ,分析外排水中铁细

菌的群落结构.根据铁细菌的数量计算群落生物多样性指数 ,

分析铁细菌群落的生物多样性.

物种丰度 ( richness) : S =铁细菌的种类数 ;

Shannon指数 : H = - ρ pi log2 pi ;

Simp son指数 : D = 1 - ρ p2
i

其中 : pi表示各种铁细菌的相对数量.

物种均度 ( evenness) : E =
H

Hmax

其中 : Hmax = log2 S

1. 3. 3　组合探针对外排水中铁细菌的检测　　对 4种探针进

行 2种、3种和 4种组合 ,在优化的实验条件下进行杂交.计算

各种探针组合所能检测的铁细菌的数量 ,分析组合探针对铁细

菌的覆盖程度 ,研究利用组合探针检测样品中所有铁细菌的可

能性 ,探索以 F ISH方法检测油田外排水中铁细菌的可行性.

2　实验结果与分析
2. 1　胜利油田外排水中铁细菌群落结构和生物多

样性
利用 4种探针分别对胜利采油厂 1号综合处理站、2号综

合处理站和胜利油田孤岛外排水中铁细菌进行检测 ,根据各种

情况下检测的结果 ,以样品中铁细菌细胞对微生物总细胞数的

相对数量为纵坐标 ,以探针种类为横坐标作柱状图 ,如图 1

所示.

图 1　水样中各种铁细菌的相对含量
Fig. 1　Relative amount of iron bacterial cells in samp les from 3 water

stations of the Shengli O il Field

图 1表明 ,在胜利油田各采油厂的外排水中铁细菌群落结

构基本类似. 1号站的外排水中 ,各种铁细菌含量多少顺序

为 : Leptothrix和 Sphaerotilus (探针 1,铁细菌细胞数占样品中

微生物总细胞数的 2. 94% ±0. 52% ,下同 ) > L. ferriphilum

(探针 3, 2. 63% ±0. 49% ) >A cidith iobacillus (探针 4, 2. 16%

±0. 33% ) >L. ferroox idans (探针 2, 0. 78% ±0. 21% ) ; 2号

站以及孤岛采油厂的外排水中 ,各种铁细菌含量变化规律相

同 , Leptothrix和 Sphaerotilus (探针 1) > L. ferriph ilum (探针

3) > L. ferrooxidans (探针 2) >A cidith iobacillus (探针 4).在 3

个站中 , Leptothrix和 Sphaerotilus (探针 1) ,以及 L. ferriphilum

(探针 3)的数量相近 ,大体为 ( 2. 94 ±0. 52 ) % ～ ( 3. 39 ±

0. 52) %和 (2. 24 ±0. 16) %～ (2. 63 ±0. 49) % ,在所有的外排

水中这 3种铁细菌是铁细菌群落中占优势的微生物 ;而其余的

两种铁细菌的含量则差别较大 ,其中 L. ferrooxidans (探针 2)

顺序为 :孤岛外排水 (1. 85% ±0. 28% ) >胜利 2号站 (1. 52%

±0. 18% ) >胜利 1号站 (0. 78% ±0. 21% ) ,而 A cidith iobacil2
lus (探针 4)的顺序则相反 ,孤岛外排水 (不可检测 ) <胜利 2

号站 (0. 61% ±0. 08% ) <胜利 1号站 (2. 16% ±0. 33% ).

根据胜利油田各外排水站中铁细菌的种类和种群大小 ,计

算油田外排水铁细菌群落的生物多样性指数 ,如表 2所示 ,从

中可以看出 ,胜利油田胜利采油厂 1号综合处理站中铁细菌群

落生物多样性 >胜利采油厂 2号站 >孤岛采油厂外排水 ,而孤

岛采油厂中铁细菌群落中物种均度最高.

表 2　各外排水中铁细菌群落生物多样性
Table 2　B iodiversity of iron bacteria in wastewater from the three

stations of the Shenli O il Field

多样性指数
B iodiversity index

1号站
No. 1

2号站
No. 2

孤岛
Gudao

类群丰度指数
R ichness index (S )

4 4 3

香侬指数
Shannon index (H)

1. 30 1. 24 1. 08

辛普森指数
Simp son′s index (D )

0. 56 0. 60 0. 61

物种均度指数
Evenness index ( E)

0. 94 0. 89 0. 98

2. 2　各种探针组合检测铁细菌的情况
利用双探针和三探针组合对外排水中铁细菌进行检测的

结果 ,及其与单探针检测结果比较情况如表 3和表 4所示.

对胜利采油厂 1号处理站外排水水样来说 , 12324探针组

合能检测出最多的铁细菌 ,明显好于其他探针组合 ;对胜利采油

厂 2号处理站外排水水样来说 , 123和 12223的铁细菌检测结果
相差不多 ,都在标准偏差范围之内 ,说明在胜利采油厂 2号处理

站外排水中 , Leptothrix和 Sphaerotilus (探针 1)和 L. ferriphilum

(探针 3)是优势的铁细菌.对快速检测铁细菌来说 ,在孤岛外排

水中 12223探针组合能检测最多的铁细菌.

2. 3　外排水中铁细菌总数检测
2. 3. 1　绝迹稀释法检测结果　　利用绝迹稀释法 ,对胜利采

油厂 1号和 2号综合处理站的外排水中铁细菌进行了检测.绝

迹稀释法培养 14 d后 ,检测到的铁细菌情况如下表 5.根据 3

个平行管最大可能的菌数表 ,可得 1号站水样中铁细菌浓度为

2. 5 ×103个 /mL; 2号站水样中铁细菌浓度为 4. 5 ×103个 /mL.
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表 3　双探针组合检测结果 ( x ±s, P /% )
Table 3　Detection of iron bacteria by various combinations of 2 p robes ( x ±s, P /% )

组合探针
Combined

p robe

1号处理站外排水
No. 1 wastewater

组合探针检测值
Combined

p robe value

单探针检测值之和
Sum of single
p robe value

2号处理站外排水
No. 2 wastewater

组合探针检测值
Combined

p robe value

单探针检测值之和
Sum of single
p robe value

孤岛采油厂外排水
W astewater from Gudao

组合探针检测值
Combined

p robe value

单探针检测值之和
Sum of single
p robe value

122 2. 60 ±0. 60 3. 72 ±0. 73 5. 35 ±0. 58 4. 91 ±0. 43 3. 45 ±0. 62 4. 84 ±0. 63
123 4. 762 ±0. 45 5. 57 ±1. 01 8. 88 ±0. 67 5. 63 ±0. 41 6. 76 ±0. 47 5. 52 ±0. 96
124 4. 38 ±0. 33 5. 10 ±0. 85 2. 89 ±0. 46 4. 00 ±0. 33 3. 18 ±0. 16 2. 99 ±0. 35
223 1. 97 ±0. 51 3. 41 ±0. 70 3. 13 ±0. 24 3. 76 ±0. 34 2. 78 ±0. 56 4. 38 ±0. 89
224 3. 03 ±0. 41 2. 94 ±0. 54 1. 65 ±0. 15 2. 13 ±0. 26 1. 45 ±0. 78 1. 85 ±0. 28
324 3. 57 ±0. 70 4. 79 ±0. 82 3. 26 ±0. 45 2. 85 ±0. 24 4. 69 ±0. 79 2. 53 ±0. 61

表中数值为样品中铁细菌细胞占微生物总细胞数的百分比.下同　The data in the table are percentages of iron bacteria of samp les in total
cells. The same below

表 4　三探针组合检测结果 ( x ±s, P /% )
Table 4　Detection of iron bacteria by various combinations of 3 p robes ( x ±s, P /% )

组合探针
Combined

p robe

1号处理站外排水
W astewater from No. 1 station

组合探针检测值
Combined

p robe value

单探针检测值之和
Sum of single
p robe value

2号处理站外排水
W astewater from No. 2 station

组合探针检测值
Combined

p robe value

单探针检测值之和
Sum of single
p robe value

孤岛采油厂外排水
W astewater from Gudao

组合探针检测值
Combined

p robe

单探针检测值之和
Sum of single
p robe value

12223 4. 90 ±1. 10 6. 35 ±1. 22 8. 00 ±1. 20 7. 15 ±0. 59 10. 35 ±1. 60 7. 37 ±1. 24
12224 4. 70 ±0. 96 5. 88 ±1. 06 4. 84 ±1. 02 5. 52 ±0. 51 5. 48 ±0. 76 4. 84 ±0. 63
12324 9. 45 ±0. 85 7. 73 ±1. 34 6. 19 ±0. 95 6. 24 ±0. 49 6. 67 ±1. 20 5. 52 ±0. 96
22324 6. 78 ±0. 74 5. 57 ±1. 03 5. 20 ±0. 34 4. 37 ±0. 42 6. 06 ±0. 84 4. 38 ±0. 89

表 5　绝迹稀释法铁细菌检测情况
Table 5　Detection of iron bacteria by maximum p robable number app roach

水样
W ater Samp le

平行管
Parallel p ine

10 - 1 10 - 2 10 - 3 10 - 4 10 - 5 10 - 6 空白
B lank

1号站
No. 1 station

1 + + + - - - -
2 + + + - - - -
3 + + + - - - -

2号站
No. 2 station

1 + + + - - - -
2 + + + + - - -
3 + + + - - - -

　 + : 生成浑浊或有红棕色胶状物 W ith red2brown jelly or solution turbid; - : 无菌生长 W ithout bacteria

2. 3. 2　F ISH法 4种探针组合检测的结果　　利用 4种探针

的组合探针检测出孤岛采油厂、胜利采油厂 1号和 2号站的外

排水中铁细菌的含量分别为 11. 0%、12. 8%和 9. 0%.本研究

利用胜利采油厂 1号站外排水样品进行了铁细菌总量的检测

和对 F ISH方法的验证 .对胜利采油厂 1号站的外排水 ,利用对

DAP I染色的微生物总细胞数进行计数 ,根据视野面积与样品

分布总面积的比例 ,计算样品中微生物总细胞数 ;根据样品的

体积 ,计算单位体积样品中微生物总量 ;根据铁细菌占样品中

微生物总量的比例 ,计算铁细菌的数量.

在对 DAP I染色的细胞进行计数 (微生物总数 )的过程中 ,

将 50个视野 (数字照像后的照片图像 ,方形 ,反映 150μm ×

150μm面积 )中微生物细胞总数进行平均 ,得出每个视野细胞

总数为 82个.计算 :

菌量 (10μL原水 ) =
π (2. 5 ×10 - 3 ) 2

(150 ×10 - 6 ) 2 ×82 = 7. 16×104个

即 1号站外排水中微生物含量为 7. 16 ×104 ×100 /50 =

1. 432 ×105个 /mL;通过组合探针的 F ISH方法得到的水样中

铁细菌含量为 1. 432 ×105 ×12. 8% = 1. 83 ×104个 /mL.

这个结果比绝迹稀释法测定结果高出 1个数量级 ,证明了

绝迹稀释法无法培养所有的铁细菌 ,而 F ISH技术则不受微生

物可培养性的限制 ,能够更加快速准确地对细菌进行检测 ,反

应更加真实的情况 ,从而可以更加准确地指导生产.

3　结论与讨论
3. 1　从检测结果可以看出 , F ISH方法不仅能够对水样中的

铁细菌进行快速检测 ,定量计算水样中铁细菌的数量 ,而且可

以解析铁细菌的群落结构.与绝迹稀释相比 , F ISH方法能检

测更多的铁细菌 ,证明了 F ISH不受微生物可培养性的影响 ,

能够更准确地检测外排水中铁细菌的数量.将单探针检测得到

的铁细菌数量进行相加 ,同以组合探针检测的铁细菌数量相比

较 ,发现以两种方式检测得到的铁细菌数量相当 ,都在标准偏

差范围之内.另一方面 , 4种探针的 DNA序列表明这些探针的

DNA很少存在错误配对 (M ismatch) ,所以这些探针组合在一

起不会存在探针之间的互相干扰 ,这是 4种探针的各种组合方

式对铁细菌进行检测 ,结果的标准偏差都比较小的原因 .总之 ,

单探针能很好地解析外排水中铁细菌群落组成 ,而组合探针则

能更快地、较准确地检测外排水中铁细菌的数量.设计新型

F ISH法载玻片和荧光扫描程序 ,自动控制荧光显微镜 ,使显微
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镜对样品进行全面、自动扫描 ,快速采集样品中所有铁细菌

(橙色荧光 )和总细菌 (兰色荧光 )的荧光强度 ,通过对荧光信

号进行数据处理 ,可以在 8～20 h内完成对外排水中铁细菌的

快速检测. F ISH方法由于对所有铁细菌细胞直接计数 ,比绝

迹稀释法利用的最大可能数要准确 ;所以通过特异性铁细菌探

针的设计和组合 ,通过优化 F ISH的操作条件 , F ISH法可以更

好地适合外排水中铁细菌检测 ,并指导生产实践.

3. 2　单探针微生物群落结构分析结果表明 , 3种外排水中铁

细菌群落结构相类似 ,但是各种铁细菌的种群大小不尽相同.

在胜利油田试验的 3个外排水站中 , Leptothrix和 Sphaerotilus,

以及 L. ferriph ilum是占优势的铁细菌 ,分别大约占外排水中微

生物总量的 2%以上 ,而 A cid ith iobacillus spp. 和 L. ferroox idans

则是相对较小的种群 (其中孤岛采油厂外排水中没有检测到

A cid ith iobacillus) ,但是这些铁细菌种群大小的差别在 5倍 ,并

不很大 . 3个外排水站中铁细菌群落生物多样性不很高 ,

Shannon指数为 1. 08～1. 30之间 ,相差不大.理论上 ,群落结构

的差异将使回注水和外排水中铁细菌群落对相同的杀菌剂具

有不同的敏感性 ,从而也就影响各种药剂的杀菌效果 ,和水处

理工艺的效率.同时 ,不同铁细菌新陈代谢所需要的底物也不

完全相同 ,对这些底物的控制也就可以精细地指导铁细菌控制

工艺的开发和应用.因此 ,对外排水中铁细菌群落结构的准确

分析 ,有助于指导对杀菌剂的精确选用、以及铁细菌控制工艺

精细的调控.

3. 3　总之 ,通过对探针进行精确设计和优化组合、根据具体情

况对杂交条件进行精细控制 , F ISH法能够快速、准确、直观地

检测油田外排水中的铁细菌的存在、数量和群落结构.
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