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Биогенное образование сероводорода в нефтяном пласте приводит к ухудшению качества нефти и
газа и коррозии нефтепромыслового оборудования. На нефтяном месторождении Каражанбас (Ка-
захстан) бактерициды не применяются, поскольку в нагнетаемой и пластовой воде сульфаты отсут-
ствуют или содержатся в низкой концентрации. Однако в процессе разработки месторождения бы-
ло зарегистрировано усиление коррозии стального оборудования и появление сероводорода в пла-
стовой воде. Целью настоящей работы было определение потенциальных агентов микробной
коррозии и возможности подавления роста сульфидогенов с помощью нитрата. Исследованы эко-
логические условия и состав микробного сообщества нагнетаемой и пластовой воды на участках ме-
сторождения с разной температурой. Методом высокопроизводительного секвенирования V3–V4
региона гена 16S рРНК показано преобладание в высокотемпературном пласте термофильных суль-
фатредуцирующих бактерий (родов Thermodesulfobacterium, Thermodesulfovibrio, Desulfotomaculum,
Thermodesulforhabdus, Desulfovirgula, Defluviitoga и Desulfonauticus) и архей (рода Archaeoglobus), тио-
сульфатредуцирующих (родов Thermoanaerobacter, Anaerobaculum и Coprothermobacter) и синтрофных
бактерий, а также низкая представленность метаногенов (родов Methanolinea и Methanothermobacter).
В сообществах из низкотемпературных пластов присутствовали мезофильные метаногены (родов
Methanococcus, Methanobacterium и Methanothrix), приведенные выше термофильные и мезофильные
сульфатредуцирующие бактерии (родов Desulfovibrio, Desulfomicrobium, Desulfosarcina, Desulfoglaeba,
Desulfotignum и Desulfocurvus), синтрофные бактерии (рода Smithella) и бактерии родов Marinobacter,
Paracoccus, Alcaligenes, Arcobacter, Halomonas. Из пластовой воды были получены накопительные
культуры бактерий, образующих сероводород, и культуры, восстанавливающие нитрат до нитрита,
подавляющие рост сульфат- и тиосульфатредуцирующих бактерий. Это может указывать на пер-
спективность использования нитрата в качестве конкурентного ингибитора сульфидогенеза в этом
месторождении. Обнаружены также коррозионно-активные водород-использующие метаногены и
ацетогены, что обусловливает необходимость контроля микробного сообщества в нефтяном пласте.

Ключевые слова: нефтяные пласты, высокопроизводительное секвенирование, ген 16S рРНК, суль-
фатредуцирующие прокариоты, нитрат, нитрит
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Сульфатредуцирующие прокариоты (СРП)
рассматриваются как основные продуценты се-
роводорода, ответственные за коррозию нефте-
промыслового оборудования, ухудшение каче-
ства добываемой нефти, падение проницаемости
вмещающих пород и ухудшение экологических

условий при добыче и переработке нефти (Dun-
can et al., 2009; Gieg et al., 2011; Parthipan et al.,
2017). Из нефтяных пластов был выделен ряд
сульфатредуцирующих бактерий (СРБ) (родов
Desulfovibrio, Desulfomicrobium, Desulfotomaculum,
Thermodesulforhabdus, Desulfacinum, Desulfonauti-
cus, Desulfoglaeba, Desulfovermiculus и др.) и архей
(СРА) (рода Archaeoglobus) (Magot et al., 2000;
Youssef et al., 2009; Aüllo et al., 2013). С использо-
ванием радиоизотопных методов зарегистриро-

1 Дополнительная информация для этой статьи доступна по
doi 10.31857/S002636562004014X для авторизованных
пользователей.
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ваны высокие скорости сульфатредукции в неф-
тяных пластах с сульфатсодержащей пластовой
водой или заводняемых морской водой (Nazina
et al., 2017; Duncan et al., 2017). В присутствии
сульфатов и других окисленных соединений се-
ры сульфатредуцирующие бактерии используют
молекулярный водород, ряд низкомолекулярных
органических соединений (жирные кислоты, спир-
ты, лактат, ацетат и пируват). Некоторые штаммы
растут на таких органических субстратах как индол,
фенол, катехол, толуол, насыщенные неразветвлен-
ные н-алканы (Widdel et al., 2007; Plugge et al., 2011;
Suri et al., 2017; Davidova et al., 2018). Известны
штаммы СРБ, восстанавливающие нитрат, Fe3+,
U6+, Se6+ и Cr6+. Вследствие метаболической гиб-
кости сульфатредуцирующие бактерии встреча-
ются также в пластовой воде, не содержащей
сульфата. В отсутствие химических акцепторов
электронов эти бактерии способны осуществлять
брожение или межвидовой перенос электронов,
используя метаногенов в качестве биологических
акцепторов электронов. В этом случае сульфатре-
дуцирующие бактерии вовлечены в биогеохими-
ческий цикл углерода, осуществляя превращение
углеводородов нефти совместно с бродильными и
метаногенными прокариотами.

Наряду с СРП в нефтяных пластах распростране-
ны и другие сульфидогенные прокариоты, которые
могут вносить свой вклад в продукцию сероводоро-
да. Коррозионной активностью обладают бродиль-
ные бактерии (родов Thermotoga, Thermoanaerobacter,
Spirochaeta, Fusibacter, Dethiosulfovibrio, Halanaero-
bium) и археи (родов Pyrococcus и Thermococcus),
способные использовать окисленные соединения
серы (сульфит, тиосульфат или элементную серу)
для удаления электронов в процессе “облегчен-
ного брожения” или серного дыхания (Grassia
et al., 1996; Magot et al., 2000; Liang et al., 2016).

Сульфатредуцирующие бактерии используют
электроны или катодный водород с поверхности
стали для восстановления сульфата с образовани-
ем сульфида, который, в свою очередь, взаимо-
действует с ионами железа с образованием суль-
фида железа (FeS); при избытке бикарбоната в
среде дополнительно образуется карбонат железа
(FeCO3) (Gieg et al., 2011; Mand et al., 2014).

Помимо сульфидогенов в коррозии стального
оборудования могут участвовать также ацетоген-
ные, железо- и марганецредуцирующие и метано-
генные прокариоты, не образующие сероводород
(Gieg et al., 2011). Ацетогены и метаногены, по-
добно СРБ, используют водород, образующийся
при катодной деполяризации железа, для роста и
образования ацетата и метана соответственно
(Mand et al., 2014). Показано также окисление уг-
леродистой стали с образованием оксида железа
как продукта коррозии на поверхности металла
аэробными термофильными бактериями родов

Bacillus и Geobacillus в среде с нефтью (Elumalai
et al., 2019).

Методы предотвращения и контроля сульфат-
редукции в нефтяных пластах, включающие уда-
ление сульфатов из нагнетаемой воды, закачку
бактерицидов, нитрата или нитрита для подавле-
ния активности СРП и окисления сульфида и др.,
суммированы в обзорах (Gieg et al., 2011; Dolfing,
Hubert, 2017). Приведенные материалы свиде-
тельствуют о необходимости мониторинга мик-
робных популяций в нефтяных пластах, в том
числе, не содержащих сульфатов.

Нефтяное месторождение Каражанбас (Казах-
стан) было введено в разработку в 1980 году. Высо-
котемпературные участки этого месторождения
эксплуатируются с применением паротеплового
воздействия (Мурзагалиев, 2009). На участках с
низкой температурой используется заводнение
сточной высокоминерализованной пластовой во-
дой, оставшейся после сепарации нефти. Бактери-
циды на месторождении не применяются, посколь-
ку в нагнетаемой воде сульфаты практически отсут-
ствуют или содержатся в низкой концентрации.
Однако в процессе разработки месторождения
было зарегистрировано усиление коррозии
нефтепромыслового оборудования и появление
сероводорода в добываемой водонефтяной про-
дукции.

Целью настоящей работы является определе-
ние физико-химических условий и микробного
разнообразия в нагнетаемой и пластовой воде ме-
сторождения Каражанбас, поиск возможных
продуцентов сероводорода и других агентов кор-
розии и оценка влияния нитрата на сульфидоген-
ные прокариоты.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Объекты исследования и отбор проб. Пробы на-
гнетаемой и пластовой воды отбирали в июне
2019 г. на нефтяном месторождении Каражанбас,
расположенном на полуострове Бузанчи вблизи
Каспийского моря в Мангистауской области Рес-
публики Казахстан. Нефтяные пласты залегают
на небольшой глубине 228–466 м (табл. S1). Зале-
жи нефти обнаружены в шести пластах нижнего
мела (А1, А2, Б, В, Г, Д) и двух горизонтах (Ю-1,
Ю-2), приуроченных к верхней части юрского
разреза. Тяжелая смолистая нефть месторожде-
ния плотностью 939–944 кг/м3 является наиболее
вязкой (160–660 мПа с при 50°С) среди нефтей, до-
бываемых на месторождениях Западного Казахста-
на; она характеризуется высоким содержанием серы
(1.6–2.2 мас. %), смол (24 мас. %), асфальтенов
(24.9–29.1 мас. %) и парафина (0.7–1.4 мас. %). Со-
держание газа в среднем составляет 8.9–9.8 м3 на
1 т нефти (Мурзагалиев, 2009).
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СОКОЛОВА и др.

На месторождении было отобрано 7 проб пла-
стовой воды из добывающих скважин (6609, 7309,
5518, 5019, 4322, 7714 и 6045), 2 пробы нагнетае-
мой воды, представленных сточной водой, отде-
ленной от нефти, отобранных из цеха первичной
переработки нефти (ЦППН) и из доливной на-
сосной станции (ДНС), и проба волжской воды
2.0, используемой для парогазового воздействия.
Скважины 7309, 5518, 5019 и 4322 располагаются
ближе всего к месту закачки пара в пласт; в пласто-
вых флюидах из этих скважин зарегистрировано
появление сероводорода и углекислого газа. Для
сравнения анализировали также пластовую воду из
добывающих скважин 6609 и 6045 на участке, за-
водняемом сточной водой. Отметим, что увеличе-
ние температуры пласта в результате закачки пара
было зарегистрировано в зоне лишь одной добыва-
ющей скважины, расположенной в 150 м от зоны
обработки. Этот участок не исследовали в насто-
ящей работе.

Пробы отбирали на устье скважин в стериль-
ные бутыли, герметично закрывали, и в течение
4–6 часов в лаборатории проводили посевы для
определения численности микроорганизмов. От-
дельно отбирали пробы для химических и молеку-
лярных исследований. Для молекулярно-биологи-
ческого анализа состава микробного сообщества
пробы пластовой и нагнетаемой воды, объемом 1 л
каждая, фиксировали этанолом (1 : 1, об.) в момент
отбора. В лаборатории пластовую воду отделяли
от нефти, добавляя Triton X100 (0.1%), и затем
промывали гексаном. Отделенную от нефти воду
фильтровали через мембранные фильтры с раз-
мером пор 0.22 мкм (“Millipore”, США). Фильтры
подсушивали при комнатной температуре и хра-
нили при –20°C.

Состав питательных сред, условия культивиро-
вания и учета микроорганизмов. Численность мик-
роорганизмов определяли путем посева проб в
жидкие питательные среды методом десятикрат-
ных разведений в двух повторностях. Результаты
оценивали методом наиболее вероятного числа
по таблице Мак Креди. Основу сред для учета
всех групп микроорганизмов составляла мине-
ральная морская среда (ММ) следующего состава
(г/л): MgCl2 · 6H2O – 3.0, KCl – 0.3, CaCl2 – 0.15,
NH4Cl – 0.3, KH2PO4 – 0.2, NaCl – 20.0, NaHCO3 –
2.5 (Widdel, Bak, 1992), 1 мл – микроэлементы,
как указано ранее в статье (Bonch-Osmolovskaya
et al., 2003). Для учета аэробных бактерий в среду
вносили (г/л): глюкозу – 1.0, бакто-триптон – 5.0,
дрожжевой экстракт – 2.5; pH 7.0–7.2, газовая фа-
за – воздух. Среда для бродильных бактерий
включала (г/л): пептон – 4.0, глюкозу – 10.0, соль
Мора (FeSO4 · (NH4)2SO4 · 6H2O) – 0.5; pH 6.5–
7.0, газовая фаза – аргон. Сульфатредуцирующие
прокариоты учитывали по образованию сероводо-
рода в конечных разведениях в среде ММ, допол-

ненной (г/л) Na2SO4 – 4.0, FeSO4 · 7H2O – 0.01,
дрожжевым экстрактом – 0.5, Na2S · 9H2O – 0.1 и
лактатом натрия – 4.0; pH 7.0–7.2, газовая фаза –
аргон. Метаногенов учитывали по образованию
метана в среде ММ, дополненной ацетатом на-
трия – 2.5 г/л, метанолом – 2 мл/л, дрожжевым
экстрактом – 1.0 г/л и Na2S · 9H2O – 0.5 г/л;
pH 7.0–7.2, газовая фаза – H2/CO2 (4 : 1). Накопи-
тельные культуры тиосульфат- и сероредуцирую-
щих бактерий получали в среде для бродильных
бактерий с разными акцепторами электронов –
тиосульфатом (Na2S2O3 · 5H2O) – 2.0 г/л или эле-
ментной серой – 10.0 г/л соответственно; вместо
соли Мора вносили FeSO4 · 7H2O – 0.01 г/л. Нако-
пительные культуры денитрифицирующих/нит-
ратредуцирующих бактерий получали в среде ММ,
дополненной NaNO3 – 1.0 г/л и ацетатом натрия –
2.5 г/л; pH 7.0–7.2, газовая фаза – аргон; рост вы-
являли по образованию нитрита и молекулярного
азота.

Посевы инкубировали при 25, 42 или 55°С в
зависимости от температуры местообитания, из
которого отбирали пробу жидкости, если не ука-
заны иные условия. Посевы выдерживали в тер-
мостате в течение 14 сут, отсутствие роста реги-
стрировали через 30 сут инкубации.

Для выяснения влияния нитратов на образова-
ние сероводорода сульфат- (СР) и тиосульфатре-
дуцирующими (ТСР) микроорганизмами пласто-
вой и нагнетаемой воды в среду ММ, содержа-
щую дрожжевой экстракт (0.5 г/л), лактат натрия
(2 г/л) и сахарозу (5 г/л), вносили нитрат кальция
в концентрации 0, 0.5, 1.0, 1.5 и 2.0 г/л, рассчитан-
ной по нитрат-иону. В качестве акцептора элек-
тронов для СР бактерий в среду вносили Na2SO4
(2.8 г/л), для ТСР – Na2S2O3 · 5H2O (1.6 г/л). Среду
восстанавливали внесением Na2S · 9H2O (50 мг/л).
Газовая фаза – аргон.

Аналитические методы. Метан, водород и угле-
кислоту в газовой фазе определяли газохромато-
графически. Сероводород определяли колори-
метрическим методом Пахмайра с диметил-п-фе-
нилендиамином; химический состав пластовой
воды определяли, как описано ранее в статье
(Bonch-Osmolovskaya et al., 2003). Летучие кисло-
ты и низшие спирты анализировали на газовом
хроматографе GC-2010 Plus (“Shimadzu Corpora-
tion”, Япония) (Семенова и соавт., 2019).

Выделение ДНК, амплификация и секвенирова-
ние генов 16S рРНК. Биомассу клеток, собранную
на мембранных фильтрах, смывали лизирующим
раствором, содержащим 0.15 M NaCl и 0.1 M
Na2EDTA (pH 8.0), и использовали для выделения
ДНК. Выделение тотальной ДНК проводили с
использованием набора PowerSoil DNA Isolation
Kit (“MoBio”, США), согласно рекомендациям
производителя. Полученную ДНК хранили в хо-
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лодильнике при –20°С. Для получения библио-
тек генов 16S рРНК микроорганизмов пластовой
и нагнетаемой воды был амплифицирован V3–V4
гипервариабельный регион этого гена, и на осно-
ве двойного баркодирования были приготовлены
библиотеки, как описано ранее (Fadrosh et al.,
2014). Смысловые участки праймеров были взяты
в соответствии с парой праймеров Pro341F–
Pro805R (Takahashi et al., 2014). Секвенирование
проводили на платформе MiSeq (“Illumina”,
США) c использованием набора реагентов MiSeq
Reagent Kit v3 (600 cycles) (“Illumina”, США) в со-
ответствии с рекомендациями производителя.

Биоинформатический анализ. Полученные в
результате секвенирования чтения были подверг-
нуты процедуре контроля качества с использовани-
ем UPARSE (Edgar, 2013). Квалифицированные чте-
ния были сгруппированы для создания операцион-
ных таксономических единиц (ОТЕ) с уровнем
сходства 97% с использованием USEARCH (Edgar,
2010). Для репрезентативной последовательности
каждой ОТЕ было определено таксономическое
положение с помощью классификатора RDP
(Maidak et al., 2000). Анализ состава микробных
сообществ методом тепловой карты был выпол-
нен с использованием ClustVis (Metsalu, Vilo,
2015). Статистические подсчеты осуществляли с
помощью Microsoft Excel, Rstudio (пакет vegan)
(Oksanen et al., 2007).

Полученные библиотеки фрагментов генов
16S рРНК микроорганизмов пластовой и нагне-
таемой воды депонированы в NCBI, проект
PRJNA607806 (SRR11126548–SRR11126560).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Физико-химические характеристики и культи-
вируемые микроорганизмы нагнетаемой и пласто-
вой воды месторождения Каражанбас. Исследо-
ванные пробы жидкостей существенно различа-
лись по химическому составу и формировали три
группы (табл. 1). В первую группу входили пробы
воды из пластов с повышенной температурой (до-
бывающие скважины 7309, 5518, 5019, 4322 и
7714), относящиеся к гидрокарбонатно-натриевому
или хлор-кальциевому типу, характеризующиеся
низкой общей соленостью (2211.5–8418.2 мг/л), низ-
ким содержанием сульфат-иона (0–81.4 мг/л) и
присутствием сероводорода (от 21.5 до 62.9 мг/л).
Ко второй группе относились пробы нагнетаемой
воды из ЦППН и ДНС и пластовой воды из низ-
котемпературных пластов (скв. 6609 и 6045), ко-
торые были более минерализованными (24765.6–
53107.4 мг/л) и содержали от 4.6 до 62.0 мг H2S/л,
несмотря на отсутствие или низкое содержание
сульфатов в воде. От воды первых двух групп от-
личается волжская вода, которая используется
для парогазового воздействия на пласты, имеет

низкую минерализацию (566.9 мг/л) и содержит
74.1 мг 

В пробах из низкотемпературных пластов (скв.
6609, 6045), заводняемых сточной нефтепромыс-
ловой водой, численность культивируемых мезо-
фильных аэробных органотрофных и анаэробных
бродильных, сульфатредуцирующих и метано-
генных прокариот была существенно выше, чем
численность термофильных прокариот в пластах
с повышенной температурой (скв. 7309, 5518,
4322, 7714 и 5019) (рис. S1). Термофильное мик-
робное сообщество было представлено в основ-
ном анаэробными бродильными бактериями,
способными восстанавливать тиосульфат и эле-
ментную серу с образованием сероводорода
(рис. S2). Термофильные сульфатредуцирующие
прокариоты были обнаружены только в воде из
скв. 5019. В последующих пересевах первичных
накопительных культур мезофильных и термо-
фильных сульфатредуцирующих прокариот обра-
зование сероводорода было зарегистрировано в
интервале температуры от 40 до 70°C, но не при
80°C (рис. S3).

Сульфатредуцирующие прокариоты были
наиболее многочисленны в пробах нагнетаемой
воды из ДНС (105 кл./мл) и ЦППН (103 кл./мл),
представленных сточной водой из низкотемпера-
турных пластов. Вероятно, повторное использо-
вание пластовой воды, сепарированной от нефти,
для нагнетания в пласт приводит к его заражению
сульфидогенными и другими прокариотами, что
может способствовать коррозии стального нефте-
промыслового оборудования и биодеградации
нефти в пласте. Сульфатредуцирующие прокари-
оты были обнаружены в пяти пробах воды, тогда
как тиосульфат- и сероредуцирующие прокарио-
ты присутствовали в девяти из десяти исследо-
ванных проб воды (табл. S2, рис. S1 и S3). Вероят-
но, при наличии окисленных соединений серы
(тиосульфата, сульфита и/или элементной серы)
и утилизируемых субстратов эта разнородная
группа прокариот может участвовать в образова-
нии сероводорода. Низкая концентрация сульфа-
тов или их отсутствие в пластовой воде, вероятно,
ограничивают протекание процесса сульфатре-
дукции в нефтяном пласте, но не препятствуют
росту сульфатредуцирующих бактерий посред-
ством участия в цикле углерода, где они могут
осуществлять функцию бродильных или син-
трофных бактерий.

В посевах волжской воды присутствовали
аэробные органотрофные и анаэробные бродиль-
ные, денитрифицирующие и сероредуцирующие
бактерии; сульфат- и тиосульфатредуцирующие
бактерии не были обнаружены (рис. S3).

Филогенетическое разнообразие микробного со-
общества нагнетаемой и пластовой воды нефтяного
месторождения Каражанбас. С использованием

2
4SO л.−
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ДНК из 10 проб воды, отобранных на месторож-
дении Каражанбас, на платформе MiSeq “Illumi-
na” было получено 10 библиотек, содержащих в
сумме 734253 фрагмента V3–V4 региона гена 16S
рРНК бактерий и архей. Микробное сообщество
волжской воды было самым разнообразным и
включало 1236 операционных таксономических
единиц (ОТЕ) с уровнем сходства ≥97% (табл. 2).
По своему составу оно отличалось от исследован-
ных сообществ нагнетаемой и пластовой воды из
месторождения Каражанбас, и может служить
примером пресноводного сообщества, не имею-
щего отношения к нефтяному пласту. Количе-
ственное распределение полученных фрагментов
гена 16S рРНК в библиотеках на уровне доменов

Bacteria и Archaea, филумов (или классов у Proteo-
bacteria) и родов приведено, соответственно, на
рис. S4, 1 и 2.

В высокотемпературных пластах месторожде-
ния Каражанбас обнаружено разнообразное мик-
робное сообщество, в котором преобладали суль-
фидогены. В пластовой воде из скв. 5518 выявле-
ны гипертермофильные сульфатредуцирующие
археи рода Archaeoglobus (3.8% от количества по-
следовательностей в библиотеке) и термофиль-
ные водород-использующие метаногены родов
Methanolinea и Methanothermobacter. Представите-
ли рода Archaeoglobus часто встречаются в высоко-
температурных нефтяных пластах, они растут в
интервале температуры от 60 до 95°С с оптиму-

Таблица 1. Физико-химическая характеристика пластовой и нагнетаемой воды нефтяного месторождения Кара-
жанбас

* Cl–Ca, хлор-кальциевый; HCO3–Na, гидрокарбонатно-натриевый; SO4–Na, сульфатно-натриевый. Н.д. – нет данных.
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6045 6.4 25 53107.4 17572 2004.0 729.6 32692 0 0 109.8 Cl–Ca 4.6
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5019 6.7 45 3353.9 1051.1 80.2 48.6 1503.0 61.0 0 610.0 HCO3–Na 21.5
4322 6.2 45 8418.2 2967.0 200.4 48.6 4885.0 0 0 317.2 Cl–Ca 62.9
5518 6.6 77 5945.2 2037.8 160.3 48.6 3382.0 11.5 0 305.0 Cl–Ca 47.0
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Таблица 2. Индексы разнообразия фрагментов гена 16S рРНК прокариот в библиотеках* из нагнетаемой и пла-
стовой воды нефтяного месторождения Каражанбас

* VW – волжская вода; DNS – вода из ДНС; PPN-K – вода из цеха первичной подготовки нефти (ЦППН) месторождения
Каражанбас; остальные обозначения соответствуют номерам добывающих скважин.

Параметры
Библиотеки

PPN-K DNS 6609 6045 5019 4322 5518 7309 7714 VW

Количество OTE 276 1024 419 129 152 147 150 52 86 1236

Индекс Шеннона (H10) 3.94 5.04 3.76 2.90 2.86 2.77 3.72 3.74 1.94 5.62

Индекс Симпсона (1-D) 0.960 0.982 0.946 0.880 0.895 0.866 0.946 0.981 0.715 0.989
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мом при 83°С, восстанавливают сульфат, тио-
сульфат и сульфит с образованием сероводорода,
используя молекулярный водород и небольшой
круг органических субстратов, включая жирные
кислоты, алкены и C10–C21 н-алканы (Stetter et al.,
1993; Beeder et al., 1994; Khelifi et al., 2014).

Несмотря на низкое содержание сульфатов в
пробах пластовой воды из скважин 5019, 4322,
7714, 5518 и 7309, в составе сообществ преобладали
сульфатредуцирующие бактерии. В сообществе из
скв. 7714 обнаружены сульфатредуцирующие бак-
терии родов Thermodesulfobacterium (50.1%) и Ther-
modesulfovibrio (7.2%) и бродильные бактерии рода
Thermoanaerobacter (18.2%), известные способно-
стью восстанавливать тиосульфат до сероводорода,
что позволяет считать это сообщество в основном
сульфидогенным. Отметим, что культуральными
методами сульфатредуцирующие прокариоты в
этой пробе не были обнаружены.

Сульфатредуцирующие бактерии (родов Desul-
fotomaculum, Thermodesulforhabdus, Desulfovirgula,
Defluviitoga и Desulfonauticus) и тиосульфатредуци-
рующие бродильные бактерии (родов Thermoan-
aerobacter, Anaerobaculum и Coprothermobacter) бы-
ли обнаружены также в пробах воды из скважин
5019, 4322, 5518 и 7309. Примечательно обнаруже-
ние бродильных бактерий рода Soehngenia, кото-
рые обитают также в прикаспийском нефтяном

месторождении, расположенном в Азербайджане
(Grouzdev et al., 2019). Функцию синтрофных
бактерий в термофильном микробном сообще-
стве, вероятно, выполняют бактерии рода Pelo-
tomaculum и широко распространенные в нефтя-
ных пластах бактерии рода Thermoanaerobacter,
для которых продемонстрирован синтрофный
рост на ацетате совместно с метаногенами рода
Methanothermobacter (Shestakova et al., 2010).

Микробные сообщества из низкотемператур-
ных пластов (скв. 6609 и 6045) и нагнетаемой воды
(из ЦППН и ДНС) были более разнообразными,
чем термофильные сообщества, и включали пре-
имущественно мезофильные бактерии и археи. В
этих сообществах было высоким содержание мета-
ногенов родов Methanococcus (5.6–25.3%), Metha-
nobacterium (до 7%) и Methanothrix (до 2.6%). Хотя
доля сульфатредуцирующих бактерий в этих сооб-
ществах была невысока, они отличались большим
разнообразием и включали как термофильные (ро-
дов Desulfotomaculum, Thermodesulfobacterium, Ther-
modesulfovibrio, Defluviitoga, Thermodesulforhabdus,
Desulfonauticus и Desulfovirgula), так и мезофиль-
ные бактерии (родов Desulfovibrio, Desulfomicrobi-
um, Desulfosarcina, Desulfoglaeba, Desulfotignum и
Desulfocurvus). В сообществах присутствовали ме-
зофильные бактерии рода Smithella (1.0–4.5%),
которые могут расти синтрофно с H2-использую-

Рис. 1. Таксономическая классификация (на уровне филумов/классов) в библиотеках фрагментов гена 16S рРНК про-
кариотных сообществ нагнетаемой и пластовой воды из месторождения Каражанбас. Обозначения библиотек на
рис. 1 и 2: ВВ – волжская вода, ДНС – вода из ДНС, ЦППН – вода из цеха первичной подготовки нефти, остальные
обозначения соответствуют номерам добывающих скважин.
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щими метаногенами на бутирате, пропионате и
других низших жирных кислотах, а также бакте-
рии родов Marinobacter (0.6–9.3%), Paracoccus, Al-
caligenes, Arcobacter, Halomonas и др., способные
восстанавливать нитраты до нитрита или N2.

Сравнение состава исследованных микробных
сообществ методом главных компонент (Principal
component analysis (PCA)) показало их разделение
на три группы в соответствии с физико-химиче-
скими параметрами местообитания (рис. S5).

Рис. 2. Тепловая карта (heatmap) распределения доминантных родов в библиотеках фрагментов гена 16S рРНК прока-
риотных сообществ нагнетаемой и пластовой воды из месторождения Каражанбас. Двойная иерархическая дендро-
грамма показывает распределение микроорганизмов в этих пробах. Относительные величины содержания отдельных
родов от синего до красного цвета обозначают переход от менее представленного к более представленному роду в биб-
лиотеке. Цифры на диаграмме обозначают % от общего количества последовательностей в библиотеке из каждой ис-
следованной пробы жидкости.
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При сопоставлении состава микроорганизмов и
геохимических параметров местообитания мето-
дом канонического корреляционного анализа
(рис. 3) показано, что векторы содержания серо-
водорода и бикарбоната являются сонаправлен-
ными. Вероятно, образование сероводорода в ис-
следованных пробах пластовой воды протекает на-
ряду с биодеградацией нефти с образованием
углекислоты. Показана прямая зависимость при-
сутствия термофильных сульфатредуцирующих
бактерий классов Thermodesulfobacteria и Firmicutes
от наличия сульфатов в пластовой воде и темпера-
туры местообитания. Присутствие мезофильных
метаногенных архей филума Euryarchaeota, син-
трофных Deltaproteobacteria и морских Gammaproteo-
bacteria (рода Marinobacter) коррелировало с низкой
температурой. Микробное сообщество волжской
воды занимало обособленное положение и было
представлено Alpha- и Betaproteobacteria, Planctomyce-
tes и некультивируемыми бактериями.

Филогенетическое разнообразие накопительных
культур сульфат-, тиосульфат- и нитратредуцирую-
щих бактерий. Первичные накопительные культуры
сульфатредуцирующих (DNS-SO4), тиосульфатре-
дуцирующих (DNS-S2O3) и денитрифицирую-
щих/нитратредуцирующих (DNS-NО3) бактерий,
полученные посевом воды из ДНС на среды с со-
ответствующими акцепторами электронов, были
исследованы методом высокопроизводительного
секвенирования V3–V4 гипервариабельного регио-

на гена 16S рРНК. Всего в каждой из библиотек бы-
ло получено по 40 тысяч ридов, принадлежащих, в
основном, представителям домена Bacteria. Срав-
нительный статистический анализ альфа разно-
образия в библиотеках накопительных культур
(DNS-NО3, DNS-S2O3 и DNS-SO4) и нагнетаемой
воды из ДНС (DNS) показал, что покрытие по
Гуд было высоким во всех библиотеках (98.4–
99.9%) (табл. S3). В то же время количество опе-
рационных таксономических единиц, индексы
ACE и CHAO были выше в библиотеке нагнетае-
мой воды из ДНС, по сравнению с полученными
на ее основе накопительными культурами. Ис-
пользование разных акцепторов и доноров элек-
тронов и создание селективных условий привело
к резкому снижению общего разнообразия и до-
минированию небольшого количества филоти-
пов наиболее приспособленных бактерий, что
подтверждается значительным увеличением ин-
декса доминирования Симпсона для библиотек
из накопительных культур.

В культуре DNS-S2O3 присутствовали ТСР
бактерии родов Dethiosulfovibrio (13.2% от общего
количества ридов в библиотеке) и Desulfovibrio
(3.7%), а также бактерии рода Vibrio (67.9%), веро-
ятно, растущие за счет брожения сахарозы или
лактата (рис. S6). В культуре DNS-SO4 были пред-
ставлены СР бактерии родов Pseudodesulfovibrio
(31.9%) и Desulfocurvus (2.4%), а также бактерии
рода Enterobacter (41.1%), некультивируемые бак-

Рис. 3. Канонический корреляционный анализ (ККА), показывающий корреляцию между микробным разнообрази-
ем на уровне типа или класса в библиотеках гена 16S рРНК микроорганизмов нагнетаемой и пластовой воды место-
рождения Каражанбас и физико-химическими параметрами исследуемых проб жидкостей – концентрацией серово-
дорода, бикарбоната, сульфата и хлора в воде, pH воды и температурой местообитания. Обозначения библиотек: VW –
волжская вода, DNS – вода из ДНС, PPN-K – вода из цеха первичной подготовки нефти (ЦППН) месторождения Ка-
ражанбас, остальные обозначения соответствуют номерам добывающих скважин.
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терии семейств Enterobacteriaceae (13.5%) и Syner-
gistaceae (8.2%). В культуре DNS-NО3, получен-
ной в среде с нитратом и ацетатом, преобладали
бактерии рода Pseudomonas (28.8%), характеризу-
ющиеся большим потенциалом в использовании
углеводородов нефти и денитрификации, а также
Arcobacter (15.3%), Vibrio (12.1%) и Celeribacter (6.5%),
способные восстанавливать нитрат до нитрита
или до N2. Таким образом, разнообразие бакте-
рий в нагнетаемой воде из ДНС было велико. Ис-
пользование разных доноров и акцепторов элек-
тронов приводило к доминированию разных
компонентов сообщества, что может применять-
ся для контроля состава микробных популяций в
призабойной зоне нагнетательных скважин и
увеличения целевых компонентов сообщества.

Восстановление сульфата и нитрата микроорга-
низмами пластовой воды при разной температуре. Для
подавления коррозии, вызываемой сульфатредуци-
рующими прокариотами в нефтяных пластах, часто
используется нагнетание нитрата, хотя известны
примеры усиления коррозии в результате этого воз-
действия (Bødtker et al., 2009; Grigoryan et al., 2009;
Gieg et al., 2011; Dunkun et al., 2017). Возможные ме-
ханизмы подавления сульфидогенеза нитратом
рассмотрены в публикациях (Gieg et al., 2011;
Dolfing, Hubert, 2017). Они включают конкурент-
ное подавление сульфатредукции денитрифика-
цией, как энергетически более выгодным процес-
сом окисления нефтяного органического веще-
ства или использования H2. Показано также, что
нитрит, являющийся промежуточным продуктом
денитрификации и нитратредукции, химически
взаимодействует с сульфидом, окисляя его, а также
ингибирует фермент диссимиляционную суль-
фитредуктазу у СРП, препятствуя образованию
сульфида.

Для оценки влияния нитрата на образование
сероводорода микроорганизмами месторожде-
ния Каражанбас пластовую воду высевали в сре-
ды, содержащие одновременно пары акцепторов
электронов:  +  и  +  (рис. 4а).
В отсутствие нитратов зарегистрировано образо-
вание сероводорода в посевах на среды для термо-
фильных и мезофильных СР и ТСР микроорга-
низмов. Внесение нитрат-иона в концентрации
от 0.5 до 1.5 г/л приводило к снижению образова-
ния сероводорода большинством культур. В при-
сутствии 2.0 г  сероводород не накапли-
вался в посевах СР и ТСР бактерий из месторож-
дения Каражанбас. Возможной причиной могло
быть ингибирование сульфитредуктазы нитрит-
ионом, образуемым нитратредуцирующими бак-
териями, входящими в сообщество. Отметим, что
одновременно с восстановлением тиосульфата
или сульфата до сероводорода термофильные по-
пуляции из ЦППН и из скв. 5019 восстанавливали

2
4SO −

3NO− 2
2 3S O −

3NO−

3NO л,−

нитрат до нитрита (40 и 70 мг/л соответственно)
(рис. 4б). Вероятно, часть образующегося нитри-
та связывается с сульфидом, и реальная концен-
трация нитрита, образовавшегося в среде, зани-
жена. Присутствие в пластовой воде мезофиль-
ных бактерий родов Pseudomonas, Arcobacter,
Halomonas, Paracoccus, Alcaligenes, способных восста-
навливать нитраты до нитрита, позволяет надеяться
на возможность подавления роста сульфидогенов
при внесении нитрата в низкотемпературные пла-
сты. Термофильные бактерии, ответственные за об-
разование нитрита из нитрата в культурах из ЦППН
и скв. 5019, пока находятся в процессе исследова-
ния. Отметим, что Ан и соавторы (An et al., 2017)
не обнаружили бактерии, образующие нитрит, в
составе термофильного сообщества из месторож-
дения сланцевой нефти в Саскачеване (Канада),
что препятствует использованию нитрата для по-
давления сульфатредукции в этом пласте. Веро-
ятно, в ряде случаев для применения этой техно-
логии необходимо внесение в пласт не только
нитрата, но и нитратредуцирующих бактерий.

Приведенные результаты демонстрируют боль-
шое разнообразие сульфидогенных прокариот в
низкосульфатной пластовой воде нефтяного место-
рождения Каражанбас. Поступление сульфатов в
пласт, даже в низкой концентрации, может при-
водить к образованию сероводорода, вызываю-
щего коррозию стального нефтепромыслового
оборудования и ухудшение качества нефти. Из
нефтяных пластов, различающихся температу-
рой, получены накопительные культуры мезо-
фильных и термофильных бактерий, способных
продуцировать нитрит при восстановлении нит-
рата. Это свидетельствует о потенциальной воз-
можности подавления роста сульфидогенных
прокариот внесением нитрата в пласт. Необходи-
мы дальнейшие исследования по определению
оптимальных доз нитрата для термофильных и
мезофильных сообществ. Поскольку помимо
сульфидогенов в процессе коррозии могут участ-
вовать популяции метаногенных и ацетогенных
(например, рода Acetobacterium) прокариот, это
существенно осложняет контроль микробной
коррозии в нефтяном пласте.
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Abstract—Biogenic sulfide production in oilfields results in lower quality of oil and gas and in corrosion of
oil-producing equipment. Bactericidal agents are not used at the Karazhanbas oilfield (Kazakhstan), since
sulfate concentrations in both injected and formation water are low or zero. However, increasing corrosion of
steel equipment and sulfide release into formation water were observed in the course of the oilfield develop-
ment. The goal of the present work was to reveal the potential agents of microbial corrosion and to investigate
the possibility to suppress development of sulfidogens using nitrate. Environmental conditions and the com-
position of microbial communities in production and injection water were studied for the sites with different
temperatures. High-throughput sequencing of the V3–V4 region of the 16S rRNA gene revealed predomi-
nance of thermophilic sulfate-reducing bacteria (genera Thermodesulfobacterium, Thermodesulfovibrio, De-
sulfotomaculum, Thermodesulforhabdus, Desulfovirgula, Defluviitoga, and Desulfonauticus) and archaea (genus
Archaeoglobus) at the high-temperature horizon, as well as of thiosulfate-reducing (genera Thermoanaero-
bacter, Anaerobaculum, and Coprothermobacter) and syntrophic bacteria, while abundance of methanogens
(genera Methanolinea and Methanothermobacter) was low. Communities from low-temperature horizons
contained mesophilic methanogens (genera Methanococcus, Methanobacterium, and Methanothrix), thermo-
philic and mesophilic sulfate-reducing bacteria (genera Desulfovibrio, Desulfomicrobium, Desulfosarcina, De-
sulfoglaeba, Desulfotignum, and Desulfocurvus), syntrophic bacteria (genus Smithella), and members of the
genera Marinobacter, Paracoccus, Alcaligenes, Arcobacter, and Halomonas. Enrichment cultures of bacteria
producing sulfide were obtained from formation water, as well as the cultures reducing nitrate to nitrite and
suppressing growth of sulfate- and thiosulfate-reducing bacteria. These findings may indicate the possibility
of using nitrate as a competitive inhibitor of sulfidogenesis in this oilfield. Corrosion-active hydrogen-utiliz-
ing methanogens and acetogens were also found, which implies the necessity for monitoring the oilfield mi-
crobial communities.

Keywords: oilfields, high-throughput sequencing, the 16S rRNA gene, sulfate-reducing prokaryotes, nitrate,
nitrite
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