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摘要 分离得到一株裂解织线藻和席藻 的噬藻体
.

对该噬藻体 的研 究发现
:

光照条件是感染所

必需的
,

但不依赖于金属离子 (如镁离子 ) ; 裂解织线藻 的周期 ( 2 7℃ 条件下 )为 4 h
,

其 中潜伏期为

3 h
,

最后的 l h 为裂解期
,

病毒释放量约 2 0 0 P F U / 细胞
,

感染过程中
,

织线藻的放氧速率急剧下

降
.

此外还发现
: 4 0℃ 下处理 10 m in

,

噬藻体保持 1 0 0 % 活性 ; 5 0℃ 下处理 l m in
,

失活率小于

2 5 % ; 5 0℃ 下 处理 1 0 m i n ,

失活 率 为 4 0 % ; 60℃ 下 处理 1 m i n ,

失 活率 为 8 5 % ; 6 0℃ 下 处理

10 m in
,

失活率大于 9 9 %
.

在 电子显微镜下可 以观察到此病毒为噬菌体形态
,

头部直径为 5 2 n m
,

尾部很短
,

几乎不可见
.

该噬藻体 的遗传物质为双 链 D N A
,

基 因组约 3 6 k b
.

关键词 噬藻体 蓝藻病毒 织线藻

蓝藻又称蓝细菌
,

是能进行产氧光合作用的原

核生 物
,

其 中的某些 种 类 也 能 固定 空 气 中的 氮

气川
,

据 推 测
,

地 球 上 蓝 藻 占生 物 固氮 总 量 的

2 0 % 〔’ ]
.

这种既能固定空气中氮气又能固定二氧化

碳的双重能力
,

使得蓝藻在地球的碳
、

氮循环中扮

演着极其重要的角色
.

此外
,

水体富营养化问题也

备受世人瞩 目
,

蓝藻是淡水中形成
“

水华
”

的主要

藻类
,

而
“

水华
”

的出现也使碳
、

氮和磷的循环 出

现了新的变化
,

这些变化与蓝藻有直接关 系
.

近期

的研究表明
,

藻类病毒在控制水体初级生产力和有

害藻类水华方面发挥着重要 作用 z[,
3〕

,

有人甚至提

出了浮游病毒的概念
,

并首次将藻类病毒作为食物

链的重要成员加以认识 41[
.

藻类病毒分为原核藻病毒 (即蓝藻病毒 )和真核

藻病毒
,

两者是完全 不同的病毒类群
.

原核藻病毒

或蓝藻病毒又称
“

噬藻体
” ,

是一类与噬菌体相似

的双链 D N A 病毒 5[] ; 真核藻病毒则是形态独特的

多角体的粒子 6[]
.

最先报道 噬藻体 (当时称
“

藻病

毒
”

)是在 1 9 6 3 年
,

它感染鞘丝藻 (切
n g b , 2 )

、

席藻

( hP
o r

m i d i u m )和织线藻 ( P l e c t o n e m a )
,

命名为 L P P

藻病毒 7[]
.

尽管 噬藻体的发现 已 有 40 年
,

但研究

还不够全面和深入
,

迄今为止仅分离了 10 余个新

种 8[J
,

在
“

G en B an k’’ 中查不到 噬藻体基 因组的全

序列
,

我国还未见噬藻体分离的文献报道
.

由于我

国是世界上蓝藻
“

水华
”

暴发最严重 的国家 之一
,

所以分离 噬藻体并用于生物防治水华研究的意义与

应用的前景都是显而易见的
.

本文报道在我国分离的第一株噬藻体
,

它感染

的宿主为织线藻和席藻
,

对其他所试验的蓝藻不感

染
,

具体报道如下
.

材料和方法

1
.

1 噬藻体分离

从不同水体中采集的 14 个水样
,

通过 0
.

45 拼m

的微孔 滤膜
,

按 1 : 2 的体积 比接种到用 A A 培养

基 9[] 培 养的织线 藻
、

鱼腥 藻 ( A an b ae n 。 )及念珠 藻

( N o s t o 。 )的混合培养液中
,

2 7℃ 下静置培养 7 d
,

在

混合 培 养 物 中 加入 10 % 体 积 的 氯仿
,

剧 烈 振 荡

s m in
,

静置
,

待分层后收集上层水样
.

将水样分别

接种到织线藻
、

鱼腥藻
、

念珠藻的液体培养物和固

体平板上
,

在上述条件下培养
.

24 h 后发现 7 个接

种了水样的织线藻液体培养物发黄
,

96 h 后观察到

接种了水样的织线藻固体平板上出现空斑
.

2 0 0 2
一

0 2
一

2 8 收稿
,
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一
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一

12 收修改稿
,
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1
.

2 噬藻体纯化

将得到的空斑挑取一环
,

放入 Z m L 的 A A 培养

基中
,

稀释至 1护 倍后用 P F u 法倒平板 10[ 〕
,

Z d 后

可见单个的噬藻斑 出现
,

如此重复 4 次得到 7 个纯

化的噬藻体样品
,

挑取其中的一个进行感染试验
.

1
.

3 噬藻体感染

用纯化的噬藻体分别在 固体和液体培养基上感

染 两 种 鲍 氏 织 线 藻 ( 尸
.

bo yar
n u m l u 5 9 4,

Iu 1 5 4 2 )
、

坑形席藻 (尸
.

fo v e o za r u m I u 4 2 7 )
、

贺氏

伪枝藻 ( s卿 t o n e m。 人q Z初
。 n n i Iu 1 5s l )

、

顾氏鞘丝藻

(无
.

庵e t z i n g i i I U 1 5 4 7 )
、

念珠藻 ( N
.

: p 9 6 )
、

鱼腥

藻 ( A
.

: P l u 1 4 4 4
,

P c e 7 1 2 o
,

5 9 5 )
、

爬 行 颤 藻

( O s c i zza t o r i a a o i m a zi : Iu 1 3 o g )
、

极大螺旋藻 ( s p i r -

u z i n a m a x i m a )
、

雪松聚球藻 (匆
n e认o c oc c u : 。心 r 。 -

r u m Iu l l 9一)
、

组囊藻 ( A n a

娜
t i: n i己u za n : )

、

铜绿

微 囊 藻 ( M i e r o

叩
t i、 a e r u g i n o s。 7 5 2 0 )

、

小 球 藻

( e 入zo er zza 、 P 3 2 )
、

斜 生栅藻 ( s e e n叔 e s m u : 。占zi g u s

4 1 6 )
.

藻种全部来 自中国科学院水生生物研究所的

藻种保藏中心
,

其中织线藻
、

伪枝藻
、

鞘丝藻
、

念

珠藻
、

鱼腥藻
、

颤藻
、

雪松聚球藻
、

组囊藻
、

铜绿

微囊藻使用的是 A A 培养基
,

席藻
、

小球藻
、

斜生

栅藻使用 s E 培养基 11[ 〕
,

螺旋藻使用 z o K 培养

基 [川
,

对螺旋藻 只在液体培养基 中进行了感 染实

验
.

发现噬藻体对两种织线藻和席藻在 固体和液体

培养基上均具感染力
,

而对其他藻类不产生感染
.

1
.

4 温度对噬藻体活性的影响

将氯仿处理后的噬藻体感染液分别在 40 ℃下保

持 10 m i n ,

5 0℃ 下保持 1 和 1 0 m i n ,

6 0℃ 下保持 1

和 10 m in
,

然后以鲍氏织线藻 I U 5 94 为感染对象用

P F U 法测定噬藻体的活性 [`。〕
.

各设 3 个重复
,

每 6 h 比较感染结果
.

1
.

7 噬藻体的一步生长曲线和感染过程中宿主光

合效率的变化

将噬 藻体和 处 于 对 数 生 长期 的鲍 氏织 线 藻

I U 5 9 4 以一定的体积进行混合
,

使噬藻体与藻细胞

的个数 比达 1 : 10 0 0 0 0
,

在光照下于 2 8℃静置 3 0 m i n

使噬藻体充分吸附
.

8 0 0 0 9 离心 s m in 收集藻细胞
,

用 A A 培养基洗涤
,

重复 3 次
.

然后于 28 ℃ 光照下

培养
,

每隔 l h 用 P F U 法测定噬藻体的数量
.

测定

感染过程中宿主光合效率的变化时
,

除了将噬藻体

与藻细胞的个数比提高到 1 : 1 以外
,

其他的操作均

与测定 生 长 曲线相 同
,

所使 用 的仪 器 是 英 国 产

H a n s a t e e h O x y l a b D W I 光合放氧测定仪
.

1
.

8 噬藻体的电子显微镜观察

取感染的浓缩鲍氏织线藻 I u 5 94 藻液
,

用 1 / 10

体积的氯仿处理
,

5 0 0 0 9 离心 30 m in 去细胞碎片
,

再将上清液用蔗糖密度梯度 ( 30 % 一 60 % ) 1 10 0 0 0 9

离心 l h
,

得到纯化的噬藻体
,

用磷钨酸 负染
,

在

H IT A C H 70 00
一

F A 透射电子显微镜下观察
.

1
.

9 噬藻体核酸的提取与酶切

将上述经密度梯度离心得到的噬藻体按常规的

酚 /氯仿 /异戊醇抽提方法提取核酸
,

最后保存在含

有 R N A 酶的 0
.

1 x T ir s 一 E D T A 溶液 中 ; 然后分别用

E e o R l
,

B a m H I
,

月乞n d l l l
,

S m a l
,

S a l l
,

sP t l
,

hX
o l

,

S a e 1 cN
o l

,

Xb
a l

,

A c c l ( T a k a r a
公司出品 )等

酶切 (反应条件按照产 品说明书 )
,

反应 时间加倍
,

中间补充酶一次
.

待酶切完全后
,

经 0
.

8 % 的琼脂

糖凝胶电泳
,

再用 B I O
一

R A D 系统进行照像及分子

量估算
.

1
.

5 M g Z +

对噬藻体感染的影响

将正 常 培 养 的 对 数 期 鲍 氏 织 线 藻 IU 5 94

1 0 0 0 0 9 离心 5 m in
,

用无 M g “ +

的 A A 培养基洗涤 2

次
,

最后培养在无 M g “
+

的 A A 培养基中
,

再加入

1/ 100 0 体积的氯仿处理后的噬藻体感染液
,

在上述

条件下培养观察
.

1
.

6 光照对噬藻体感染的影响

使用美 国产 N ua ir D S 7 2 G D 光 照培养箱
,

光照

强度 E = 25 lx/ ( m Z
·

S )
,

光 暗比 16 : 8
.

将氯仿处理

后的噬藻体感染液和对数期鲍氏织线藻 I U 59 4 按体

积比 1 : 10 接种
,

分别 在 25 ℃ 下光 照和遮 光培养
,

2 结果

2
.

1 噬藻体的生态分布

采样点的设置既有污水处理厂的曝气池那样的

极度富营养化的池塘
,

也有校园喷水池这样的清水

池塘
,

还有像武昌东湖这样的大中型湖泊 ; 采样时

间分别设 定在 2 0 01 年 的 5 月下旬
、

8 月 中旬和 11

月中旬
.

共采集了 14 个样 品
,

通过上述方法
,

其

中的 7 个样品可以形成噬藻斑 (图 1 )
.

这 7 个样品

全部来自富营养化较高的池塘
,

而清水池塘和湖泊

的水样均未见形成噬藻斑 ; 在时间上
,

5 月和 8 月

样品中有 90 % 是含有噬藻体的
,

而 11 月的样品中

则只有不到 30 % 的样品能形成噬藻斑
,

其中污水处
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1 .

上
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理厂的曝气池只有在 5 月和 8 月才含有 噬藻体
,

n

月份的则未检出
.

时间击

图 2 噬藻体的生长曲线和宿主光合放氧速率的变化曲线

图 1 感染鲍氏织线藻 I u s , 4 3 d后的噬藻斑

2
.

2 温度对噬藻体活性的影响

在 40 ℃ 下 处 理 10 m in
,

病 毒的 失 活率 为 ;0

50 ℃下处理 1 m in
,

失活率小于 25 % ; 50 ℃ 下处理

10 m in
,

失活率为 40 % ; 60 ℃下处理 l im
n ,

失活率

为 85 % ; 60 ℃ 下处理 10 m in
,

失活率大于 99 %
.

2
.

3 M扩
+

对噬藻体感染的影响

在添加 M扩
+

和不添加 M扩
+

时
,

噬藻体的感染

完全没有变化
,

因此 M扩
+

并非噬藻体感染所必需
.

图 3 感染鲍氏织线藻 I U 5 94 3 h 后的裂解现象

2
.

4 光照对噬藻体感染的影响

2 5℃时
,

在光 照下
,

噬 藻体完全 裂解织 线藻

I U 5 9 4 的周期小于 12 h
,

而在遮光的条件下培养长

达 2 周都未见明显的裂解
,

可见光照对噬藻体的感

染是必需的
.

2
.

6 噬藻体的电子显微镜观察

经磷钨酸负染的 电子显微镜照片 (图 4) 显示此

噬藻体为噬菌体形 态
,

头部直径为 52
n m

,

尾部很

短
,

几乎不可见
.

因此推测它属于短尾病毒科 5[]
.

2
.

5 噬藻体的一步生长曲线和感染过程中宿主光

合效率的变化

此噬藻体在 28 ℃下裂解鲍氏织线藻 I U 5 94 的生

长曲线见图 2
.

由图 2 可见
,

噬藻体的溶藻周期为 4 h
,

释放量

约为 2 0 0 P F U /细胞
,

在光学显微镜下对藻细胞进行

观察
,

发现这个周期中开始的 3 h 为潜伏期
,

最后

的 l h 藻丝断裂
,

藻细胞的数量急剧减少 (图 3 )
.

从

图 2 还可看出
,

从感染一开始
,

宿主的光合效率就

开始下降
,

到 Z h 后
,

呼 吸作 用 已超过光合作用
,

故测得的光合速率为负值
.

图 4 噬藻体负染的电子显微镜照片
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2
.

7 噬藻体核酸的酶切图谱

用 Hi
n

dI H
,

xb
a l 和 A c 。 I 可以得到较 为理想

的酶切 图谱 (图 5)
,

根据这 3 种酶切图谱推算噬藻

体基因组的大小约为 36 k b
.

其他 内切酶如 E c 。 R l
,

B a m H I等酶切的效果很差
.

分子标记 Xb
a

1 A c e
l iH

n d ll l

2 12 2 6 b P

~

一
9 47 8 饰

5 14 8 b P

一3 53 0 b P

一 一
47 52 bP

丰

2 0 2 7 bP

18 0 4 b P

揣肆

鑫占孚了七瑟ù二ù一一一一一
巧 8 4 b P

13 7 6 b P

8 4 7 b P

一8 3 3 b P - - . 卜

17 10 b P

14 6 0 b P

12 7 9 b P

一
10 0 0 bP

图 5 噬藻体 D N A 的酶切图谱

3 讨论

对武汉市各种水体所做的初步调查表明
,

噬藻

体在富营养化水体中具有较 广泛的分布
,

这与世界

各地报道噬藻体的分离情况是相似的
,

即使水样经

微滤后
,

未经浓缩的滤液就有较强 的裂解性和较高

的效价
,

说明武汉市富营养化水体中噬藻体在生态

系统中扮演着较为重要的角色
.

同时我们对贵州
、

云南
、

广东的一些 水体 的调查 也得到 同样 的结果

(随后报道 )
,

这说明噬藻体在我国淡水 中是普遍存

在的
.

由于富营养化水体中蓝藻水华易于出现
,

噬

藻体也大量存在
,

并通过裂解宿主来调节 蓝藻种群

的密度和种群的变化
,

这对水华的防治具有重要的

意义
.

噬藻体对宿主藻的吸附是感染的第一步
,

并被

认为是最重要的步骤
,

吸附的具体机制不详
,

但一

个普遍的现象是噬藻体的吸附速率比噬菌体要慢得

多 〔̀ “ 〕
.

噬藻体接触宿主并发生吸附的频率受环境因

子的影响很大
,

通常需要一价或二价阳离子等辅助

因子来完成
,

最常见的是 c扩
+

及 M g “
+

等离子
,

据

认为
,

阳离子 能够稳 定
、

维持噬藻体对宿 主 的感

染 [` ,
,

“ ]
,

如 L P P
一

i
,

s M
一

2 及 A s
一

1等噬藻体
·

但是

也有一些噬藻体对 阳离子并无依赖性
,

如 s M
一

l[
“ 〕

.

我们的感染实验证明
,

该噬藻体对 M g “
+

并无 依赖

性
,

而通常认为感染织线藻的噬藻体是 依赖 M g “ +

的 [` 5 ]
.

温度会影响噬藻体感染的能力
,

噬藻体一般可

在 4℃ 下保存一 个 月或更 长
,

而 只损失少量 的效

价 〔’ 5

几一些噬藻体的效价可在 40 ℃ 下维持恒定达

l h或更 长 v[] ; 当温度升高到 50 ℃ 以上 时
,

感染力

一般会迅速消失 〔̀ “
,

`7 〕
.

我们所获得的噬藻体的感染

力和稳定性要更强一些
,

在 4℃冰箱中放置近半年
,

其效价没有明显减弱 的迹象 ; 同时在 40 ℃ 下处理

10 m in
,

病毒效价亦没有改变
.

值得一提的是
,

该

病毒与已报道 的噬藻体相 比
,

它的裂解性很强
,

这

不但表现在它的潜伏期和裂解期较短
,

而且也表现

在噬藻斑形成较快 ( Z d )
.

如此强的裂解能力在 已知

的噬藻体中是不多见的
.

光照和金属离子对病毒感染的影响
,

很可 能是

通过作用于藻的生长状态来实现的 仁̀“ 〕
.

国外的很多

报道都曾指出过大部分噬菌体只能裂解处于对数期

的宿主细胞
,

而对 稳定期 的细胞虽能吸附和入侵
,

但不能造成宿 主的裂解和病毒的增殖风
`“」

.

在用空

斑法纯化病毒时
,

我们也发现该病毒形成的噬藻斑

在 1一 6 d 时可快速增长
,

至 12 d 时噬藻斑就不再扩

大
.

这一现象表明该病毒的裂解对象很可能是对数

期和早稳定期的宿主
,

而对晚稳定期的细胞没有裂

解效应
.

进一步的工作将研究该病毒对晚对数期 的

细胞是否具有吸附和入侵的能力
,

以及在细胞衰老

过程中病毒感染的潜伏期和释放量的变化
,

这 一系

列研究的结果不但可以用于查明噬藻体在生态系统

中得以维持的原因
,

而且还将有助于深入认识藻类

细胞衰老的生理过程
.

噬藻体对光合作用的影响 因宿主类型的不同而

不同
.

在丝状蓝藻中
,

病毒复制刚刚发生时光合作
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用即被终 止
,

包括对 C O : 固定 的封锁
,

q 释放受

抑制
.

病毒的复制和增殖是在宿主体内形成的所谓
“

病毒基质空间
”

中进行的 〔’ 9 ]
,

而在单细胞或单细

胞群体蓝藻中
,

噬藻体的感染并不造成类囊体的 明

显变化
,

一般不会减小光合速率
,

病毒的增殖是在

核质中进行 的 [ 20]
.

通过对丝状宿 主光合作 用的测

定
,

我们支持丝状蓝藻受到病毒感染 时其光合作用

会被强烈抑制的结论
.

as ffe
r m an 等 1z[ }在形态上对噬藻体进行了分类

,

将其分为短尾病毒科
、

肌病毒科和长尾病毒科
,

尽

管这一分类方法未被国际病毒委员会采纳
,

但是却

很实用
.

我们对所分离的噬藻体 的超微结构进行观

察
,

认定它归于短尾病毒科 ; 同时
,

取宿主拉丁文

的第一个大写字母
,

将该噬藻体取名为
“

P P’
,

噬藻

体
,

因为 它感 染 的宿 主分别为
“

lP ce t on
e机a ”

和
“

月
i o r m 艺d i u m

”

该噬藻体核酸的限制性内切酶图谱表明
,

其基

因组为双链 D N A
,

大小为 36 kb 左右
.

基 因组不能

被大多数 内切酶酶解
,

推测可能是由于该噬藻体核

酸被修饰或缺少这些酶切位点
.

目前
,

我们已经建

立了该噬藻体的基 因组文库
,

准备对相关基 因的功

能进行深入研究
.

今后的工作着重分离
、

鉴定新的

噬藻体
,

并从生态学的角度对噬藻体对蓝藻种群的

影响进行深入研究
,

从而确定噬藻体的生态地位
.

1 3

1 4
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