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中文摘要

近年来，噬藻体对蓝藻高度专一的致死性使得它在治理蓝藻水华中的潜在作用引

起了高度重视。本论文的研究目的主要是研究南太湖水域浮游植物种群年度变化特

点，进而提取能特异性感染优势种群的噬藻体并加以证实。

研究主要通过对南太湖近岸水域连续12个月水样的采集和鉴定，分析浮游植物

的种群组成、年度变化以及优势种群丰度变化情况，并从水样以及藻细胞中提取噬藻

体对蓝藻进行感染，通过藻液的颜色变化证实感染现象的存在，通过生长抑制实验定

量检测噬藻体对铜绿微囊藻912的感染情况，用PCR技术检测噬藻体目的基因，用

光镜以及电镜来观察藻细胞感染前后的细胞形态、超微结构改变。

主要结果：

1、从2008年11月到2009年lo月，采集的浮游植物属于蓝藻门、硅藻门、绿藻门、

甲藻门、金藻门共5门11个属，其中微囊藻是该水域的第一大优势种群，鱼腥藻

是第二大优势种群。

2、7月份、8月份水样依次过0．459m、0．229m滤膜后加入到对数期生长的藻液中，

两周后，与对照组相比，铜绿微囊藻912、鱼害微囊藻1005、水华微囊藻1028

的实验组颜色均无明显变化；而浓缩后的6月份、7月份、8月份水样对铜绿微囊

藻912藻液均有不同程度的感染现象。

3、6月份、7月份、8月份、9月份水样依次过0．459m、0．229m滤膜后经梯度稀释

加入到对数期生长的铜绿微囊藻912藻液中，6天后，未经稀释的水样对藻细胞

生长存在明显的抑制作用。

4、6月份、7月份的藻细胞噬藻体提取液对对数期生长的铜绿微囊藻912、鱼害微囊

藻1005均有不同程度的感染现象，而对水华微囊藻1028则无感染现象。

5、噬藻体的PCR检测显示，浓缩的6月份水样的实验组出现了目的条带，大小约为

400bp，其他各组均未出现目的条带。

6、铜绿微囊藻912被病毒感染之后，细胞变得较为圆滑，不再呈现群体状态，而变

得较为分散，细胞膜与细胞器开始分离，细胞膜渐渐溶解，细胞器严重损伤，藻

细胞最终裂解死亡。
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主要结论：

1．从2008年11月到2009年10月南太湖水域浮游植物共5门11个属，呈现多样性

特点，全年蓝藻占优势，其中微囊藻是全年的优势种群，鱼腥藻是第二大优势种群。

2．通过对藻细胞感染前后的显微形态以及超微结构变化，并通过PCR技术对目的基

因的定性检测，证实了南太湖水域中存在能特异性感染铜绿微囊藻912的噬藻体。

关键词：南太湖；浮游植物；蓝藻；微囊藻；铜绿微囊藻912；噬藻体
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ABSTRACT

Recently,it has attracted great attention that cyanophage plays a potential role in

controlling the algal blooms for high host—specificity．This paper aimed to investigate the

annual changes of phytoplankton populatio坞then extract cyanophage that could

specifically infect the dominant species and identify it．

In the present study,nearshore water samples of Southern Taihu Lake were collected

continuously for 1 2 months．Then，the composition，annual changes of phytoplankton

population and abundance of dominant species were analyzed．Furthermore，cyanobacteria

was infected by cyanophage extracted from water samples and algae．Viral infection was

confirmed through color changes and cyanophage infection of microcystis aeruginosa 9 12

Was detected quantitatively through growth inhibition of cyanobacteria．Meanwhile，the

purpose gene of cyanophage Was estimated by PCR and morphological changes and

ultrastructural changes were detected by optical microscopes and TEM．

Main results：

1．From November 2008 to October 2009，phytoplankon species，belonging to 1 1 genera of

5 phyla including Cyanophyta，Bacillariophyta，Chlorophyta，Pyrrophyta，Chrysophyta，

were collected．Microcystis Was the first dominant species and Anabaena Was the second

dominant species．

2．The July’S water sample and the August’S water sample were successively filtered

through O．45-gm and O．22·gm membranes and then inoculated into exponentially growing

cultures of Microcystis aeruginosa 9 1 2，．Microcystis ichthyoblabe 1 005 and

Microcystis-flos—aquae 1 028．The cultures were incubated for two weeks．Compared to the

control group，no significant color changes were observed in test groups．However,varying

degrees of infection could be observed when the June’S water sample，the July’S water

sample and the August’S water sample were concentrated．

3．The June’S water sample，the July’S water sample，the August’S water sample and the

September’S water sample were successively filtered through O．45一gm and O．22一gm

membranes．Then these water samples by gradient dilution were inoculated into

exponentially growing cultures of Microcystis aeruginosa 912．Six days later,the growth
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of cyanobacteria was significantly inhibited by thewater sample without dilution．

4．Varying degrees of infection were observed when the cyanophage extracted from the

June’S algae and the July’S algae Was separately incubated into the exponentially growing

cutures of Microcystis aeruginosa 912 and Microcystis ichthyoblabe 1005，but the

infection Was not observed for Microcystis-flos—aquae 1 028．

5．The PCR results of the cyanophage showed that purpose gene band of 400bp Was only

observed in the concentrated June’s water sample，but Was not observed in others．

6．The cells ofMicrocystis aeruginosa 9 1 2 infected by the cyanophage became roundish in

shape and dispersed，not in colony．Meanwhile cell membranes and organelles began to

separate，cell membranes were dissolved gradually,organelles were damaged severely and

cells were finally lysed．

Main conclusion：

1．The phytoplankton population in the Southem Taihu Lake from November 2008 to

October 2009 belonged to 1 1 genera of 5 phyla．In the whole year,Microcystis was the fn'st

dominant species and Anabaena was the second dominant species．

2．It Was confirmed that cyanophage that could specifically infect Microcystis aeruginosa

9 1 2 existed in the Southern Taihu Lake through morphological changes，ultrastructural

changes of cyanobacteria before and after infection and qualitative analysis for purpose

gene byPCR．

Key Words：Southern Taihu Lake；Phytoplankton population；Microcyst&；Microcystis

aeruginosa 912；Cyanophage
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南太湖浮游植物种群季节变化及噬藻体的初步研究

第一章绪论

蓝藻(或蓝细菌eyanobacteria)是地球上最早出现的光合自养生物，它们利用水

作为电子供体，利用太阳能将e02还原成有机碳化合物，并释放出自由氧。蓝藻是

地球上生命系统演化的产物，同时也强烈地影响着地球生命系统的演化，在地球生物

圈形成和发展过程中起到了关键性作用(谢平，2007)，它极大地改变了岩石圈、大

气圈和水圈的物理化学性质。蓝藻的释氧光合作用使大气圈中自由氧缓慢积累，大气

圈开始氧化，自由氧分压逐渐增加，为真核生物的起源创造了条件。随着真核生物的

到来，大气氧浓度出现了剧烈的增加，建造了一个坚实的臭氧层，并揭开了陆地生命

的新纪元．蓝藻作为重要的初级生产者，具有较高的营养价值。固氮蓝藻在维持全球

土壤和水体肥力方面起着十分重要的作用(RaJ，1990)。蓝藻在未来食物生产和太阳能

转化方面具有潜在的应用价值(Paerl et a1．，2001)，尽管如此，蓝藻对人类的危害却依

然明显，特别是蓝藻的大量繁殖造成蓝藻水华的爆发，给人们的生活和生产带来了巨

大的危害。

近年来，人口的快速增长以及社会经济迅猛发展导致化肥的使用量急剧增加，再

加上含磷洗衣粉的大量使用，未经处理的富含N、P的生活污水和农业上未被利用的

N、P等大量排入内陆水体，使全球范围内的水体富营养化现象日趋严重(饶钦止等，

1980；朱广伟等，2005)，而形成水华的藻类(主要是蓝藻)的大量繁殖正是水体富

营养化的重要表征之一。

太湖是中国的第三大淡水湖，地处长江下游、沪宁杭三角中心．以太湖为中心的

太湖流域，包括江苏南部、浙江北部和上海市以及安徽省的一小部分，总面积

36500km2．流域内有37个大中城市以及县级市，其中包括上海、苏州、无锡、常州、

嘉兴、湖州等大城市，总人口4000万人。近年来，随着经济和社会的发展，大量的

污染物被排入太湖水中，引起了大量的污染(黄涟平等，2001；李恒鹏等，2007；苏

嫂丽等，2009)。据水质监测数据表明，从20世纪80年代初期到1995年，太湖水域

水质呈明显下降趋势，全湖平均总氮、总磷等主要指标较10年前增加一倍以上，原

来以2类水质为主的水体现在已变为3类水为主，2类水水域面积由69．0％缩小到
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15．0％，3类水由30．O％扩大到70．o％(杨坚波等，2004)。从总体上看，太湖水体表现

出明显的富营养化特征，且呈迅速发展的趋势。目前太湖地面水普遍达到3-4类，局

部地区已达到5类，富营养化程度则上升了一个半到两个等级。由于富营养化程度的

加剧，导致浮游植物大量繁殖，藻类经常爆发，且爆发时间延长，已经由原来的夏季

扩展到现在的春、夏、秋3季(王兴民等，2006)，藻类爆发的区域也不断扩大，已

由原来的梅梁湖等局部发展到了湖心以及南太湖水域(周小宁等，2007；周立国等，

2008)。

太湖蓝藻的演变也经历了漫长的发展历程，20世纪50年代初，太湖的浮游植物

以隐藻和硅藻占优势，夏季虽然蓝藻数量最多，但主要由小型种群组成，形成水华的

微囊藻数量不多(饶钦止，1961)。1960年，科学家对太湖177个采样点收集的浮游植

物分析得出，从个体数来看，西太湖蓝藻占绝对优势，占藻类总量的96．6％，而东太

湖以硅藻占绝对优势，占藻类总量的71．8％，蓝藻占9．9％。蓝藻的分布几乎遍及全

湖，在西北部比较集中，在蓝藻中以微囊藻和鱼腥藻的数量最多，分布最广(陈洪达

等，1965)。20世纪80年代，对太湖的浮游植物种群季节分布显示，太湖夏秋季藻类

生物量中蓝藻、硅藻和隐藻平分秋色(孙顺才等，1993)，而20世纪90年代，通过对

太湖梅梁湾藻类研究得出，太湖梅梁湾藻类生物量夏季蓝藻(偶尔有绿藻)占据绝对

优势(陈宇炜等，1998)，进入21世纪后，蓝藻在太湖全年中占绝对优势(许秋瑾等，

2005；Song，et a1．，2007；liu，et a1．，2008)。

蓝藻的大面积爆发形成了大量的水华，造成了鱼虾的大量死亡。据不完全统计，

太湖流域每年因水污染造成的经济损失约为50亿人民币，大规模蓝藻水华的暴发降

低了水资源的利用效能，引起了严重的生态问题，许多蓝藻特别是微囊藻属

(Microcystis)是产毒的，毒素释放到水体中后，败坏了水质，危害了人类及其它生

物的健康(Chen et a1．，2005；xie et a1．，2005)，因此，抑制产毒蓝藻繁衍、防止水华的暴

发已经成为关注的焦点。目前，治理蓝藻污染有很多方法，如通过引水、换水稀释水

中的污染物质，以此来降低藻类的浓度(华荣生，2001)，但是补水量太小起不到净化

作用，而提高补水量又造成资源的大量浪费；另外采用过滤、吸附、机械清除的办法

(李秉柏，2007)，虽然从一定程度上起到了治理的效果，但是治标不治本，而且成本

较高。而采用一些化学的方法虽然能够及时有效的控制蓝藻的生长，但往往会造成二

次污染(和丽萍，2000；尹海川等，2005)。
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噬藻体(eyanophage)是一种侵染原核藻类的病毒，是浮游病毒的重要组成部分。

噬藻体对宿主蓝藻高度专一的致死性使得它在治理蓝藻水华中的潜在作用引起了研

究者的高度重视(Fuhrman，1999；Tomaru et a1．，2004)，人们发现在自然发生的蓝藻水华

中加入过量的噬藻体能够导致蓝藻的大量减少(Sherman et a1．，1978)．目前，尽管对

蓝藻水华的产生机制已经研究了很多，但是最近研究发现，除了光照、温度等物理因

子以及N、P等化学物质的影响外，大量噬藻体对蓝藻的裂解可能是非常重要的控制

蓝藻水华的影响因子(Yukari et a1．，2007；Stoddard et a1．，2007)。一般来说，蓝藻水华总

是保持季节性周期出现，集中出现在早春和晚秋，但是蓝藻水华并不会经常发生，其

中一个很重要的因素就是噬藻体在水体微生物群落的更替中扮演了非常重要的角色，

潜在地控制了蓝藻的生长。近年来，蓝藻水华频繁暴发，淡水水域中噬藻体的生态作

用也越来越受到重视(Zhao ct a1．，2002；Stephen et a1．，2005；Takashi et a1．，2006)。

虽然对噬藻体的生态作用以及分子生物学研究已获得了不少成就，但主要集中于

海洋当中，淡水噬藻体的研究很少，尤其是能够裂解引起水华微囊藻的噬藻体并没有

太多的报道，因此，研究淡水水域中噬藻体的生态作用对防治蓝藻繁殖有着重要的意

义，而提取能裂解微囊藻的噬藻体则是关键的一步。本课题研究的目的主要是分析南

太湖水域浮游植物的种群组成、年度变化特点以及优势种群丰度变化规律，在此基础

上，从太湖水体中提取能特异性感染优势种群的噬藻体，研究噬藻体对蓝藻的感染情

况，通过对感染前后藻细胞的显微形态、超微结构变化以及PCR定性检测来证实噬

藻体的存在，为进一步分离和扩陪噬藻体提供基础，也为进一步探讨淡水噬藻体的生

态作用提供参考。
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第二章 南太湖浮游植物种群季节变化

本研究通过对南太湖近岸水域从2008年11月到2009年1 0月连续12个月水样

的采集、固定以及鉴定，分析该水域浮游植物的种群组成、年度变化特点以及优势种

群丰度变化情况，为研究南太湖优势种群变化特点提供参考，也为进一步分离特异性

感染优势种群的噬藻体提供实验依据。

2．1材料

2．1．1主要试剂

鲁哥氏染液(Lugol’s)：将69碘化钾溶于20ml水中，待其完全溶解后，加49

碘充分摇动，全溶后加入80ml水即可。

2．1．2主要实验材料和仪器

载玻片，盖玻片，浮游生物网，浮游植物计数框，电子显微镜。

2．2方法

2．2．1采样地点

从2008年11月到2009年10月共12个月，每月采样一次，采样点位于湖州市

太湖大坝近岸水域(纬度30。94’00097’，经度120。1'-120。128’)，如图2．1所示。

2．2．2水样采集及固定

取表层水样(<O．5m)，4。C保存并于24h内运回实验室，将采集的水样30ml，

充分摇匀后加入I．5％鲁哥氏染液固定，40c保存。

2．2．3浮游植物鉴定

浮游植物鉴定由中国科学研究院水生生物研究所淡水藻种库完成。

4
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田2．1太瑚采样点位置

2．3结果

2．3 I浮游植物种群组成

表21为南太湖水域采样点浮游植物种群组成．由表可知，从2008年11月到2009

年10月共12个月中，采集的浮游植物属于蓝藻门、硅藻门、绿藻门，甲藻门、盒藻

门共5门11个属，其中硅藻门种类最多，共5个种属，分别为直链蒹属、小环蕤属、

桥弯藻属、脆轩藻属．针杆藻属；蓝藻门合有2个种属，分别为馓囊藻属和鱼腥藻属：

绿蒹门含有两个种属，分别为纤维藻和表藻：另外甲藻门和金蒹门各台有一类种属，

分别为隐藻属和舟形藻属，各个月份浮游植物的显微图片如图2．2所示．
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表2．1浮游植物种群组成

Table2．1 Composition of phytoplankton population

采样时间 浮游植物种群

6
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田2．2浮游植物种群显微图片
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2．3 2浮游植物种群年度变化

图2．3为从2008年11月到2009年10月采样点浮游植物种群年度变化情况，以

该种群在浮游植物中所占的百分比来反映种群数量随时问变化的规律。其中，2008

年11月份，样品中未见任何藻细胞，2008年12月份，微囊藻所占的百分比为80％；

2009年1月和2月，浮游植物种群比较少，各个种群的数量也比较少；从2009年3

月份开始到5月份，徽囊藻数量开始增多，微囊藻种群所占的百分比开始上升，分别

为50％、56％、94％；6月以后一直到8月份，微囊藻占统治优势，所占百分}匕几乎

为100％；9月和10月微囊藻所占百分比下降，为90％．
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囤2．3浮游植物种群年度变化

Fi92 3Annual changesofphyloplankton population

2．3 3微囊藻种群丰度变化

表2,2为从2009年3月到2009年8月期间，微囊藻种群的丰度变化情况，数量

计数采用浮游植物计数框，将样品摇匀后，取0 1ml于计数框中进行计数。由表可知

从3月开始一直到6月份，采样点的微囊藻种群数量逐渐增加，到6月份达到最大值，

之后微囊藻种群数量逐渐下阵。



浙江大学硕士学位论文 南太湖浮游植物种群季节变化及噬藻体的初步研究

表2．2微囊藻种群丰度

时间 微囊藻数量(万个／L)

2009年3月

2009年4月

2009年5月

2009年6月

2009年7月

2009年8月

2．4讨论

目前关于太湖水域浮游植物群落组成和优势种群演化的研究比较广泛，但主要集

中于五里湖和梅梁湾(宋晓兰等，2007；钱奎梅等，2008；陈家长等，2009)，对南

太湖水域浮游植物群落组成的研究则相对较少。目前已知的南太湖水域浮游植物种群

共有243属种7个门，其中蓝藻门98属，绿藻门64属，硅藻门39属，裸藻门21

属，隐藻门13属，甲藻门6属，金藻门2属(原居林等，2009；赵汉取等，2009)。

本次研究发现南太湖水域浮游植物种群呈现多样性特点，对采样点浮游植物种群的逐

月分析鉴定显示，浮游植物种群分别属于蓝藻门、硅藻门、绿藻门、甲藻门、金藻门

共5门11个属，其中蓝藻门含有2个属，分别为微囊藻属和鱼腥藻属，而对微囊藻

属鉴定结果显示，微囊藻种类很多，包含有惠氏微囊藻、鱼害微囊藻、铜绿微囊藻、

水华微囊藻、挪氏微囊藻、卷曲微囊藻等，说明微囊藻种群也呈现多样性特点。

太湖浮游植物种群演化经历了比较大的变化，20世纪50年代初，以夏季蓝藻数

量最多，隐藻、硅藻和绿藻次之，其他季节隐藻和硅藻在数量上占绝对优势；60年

代，西部湖区夏季蓝藻数量占绝对优势；80年代，夏秋季藻类生物量中蓝藻、硅藻

和隐藻平分秋色；90年代，蓝藻(偶尔有绿藻)占据绝对优势；21世纪夏季蓝藻一

统天下。本次研究发现，从2008年11月到2009年10月采样点浮游植物优势种群一

直是蓝藻，特别是微囊藻，而其他门类的藻类则不占优势。除去2008年11月份由于

气温突然变冷，浮游植物几乎全部死亡，没有监测到浮游植物外，从2008年12月到

2009年10月这11个月中，微囊藻在每个月份均能检测到，其中微囊藻占绝对优势
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的月份共有9个月， 特别是从3月份开始，天气逐渐变暖，湖水温度上升后，加上

光照和富营养化的影响，微囊藻快速繁殖，湖水中微囊藻丰度迅速上升，数量逐渐增

加，从6月份开始一直到8月份，微囊藻几乎占据了浮游植物的100％，很少见到其

它浮游植物。

除微囊藻外，鱼腥藻在浮游植物中比重也比较大，仅次于微囊藻，研究发现，从

2008年11月到2009年10月这12个月中，鱼腥藻在6个月份出现过，开始出现的

时间为4月份，晚于微囊藻，所占比重为全年最高的43％，之后，随着微囊藻的大量

繁殖，鱼腥藻所占比重开始下降，到5月份，鱼腥藻所占的百分比为6％，而当微囊

藻在6月份到8月份占统治优势后，鱼腥藻没有出现。到9月份之后，微囊藻比重下

降，鱼腥藻又开始出现，所占比重为10％左右．

近年来，太湖富营养化程度加剧，蓝藻水华频频暴发，而引起水华的蓝藻主要包

括微囊藻和鱼腥藻两种，这两种蓝藻所产生的藻毒素除了直接对鱼类、人畜产生毒害，

也是引发肝癌的重要诱因之一(Dawson，1998；Sekijima et a1．，1999；Kohoutek et a1．，

2007)，防治产毒蓝藻的过度繁殖迫在眉睫，噬藻体的生态作用使得它在治理蓝藻水

华中的潜在作用引起了研究者的高度重视，尤其是研究能够裂解引起“水华”微囊藻

的噬藻体对了解淡水噬藻体的生态作用以及进一步防治蓝藻有着非常重要的意义。

lO
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第三章从南太湖水样及藻样中提取噬藻体

本研究通过采集2009年6月到2009年9月南太湖水域的水样以及藻样，进一步

从水样和藻细胞中提取噬藻体，并对对数期的藻液进行特异性感染，通过藻液的颜色

变化证实噬藻体的感染，通过生长抑制实验定量检测噬藻体对铜绿微囊藻912的感染

情况，用PCR技术检测噬藻体目的基因，用光镜以及电镜来观察藻细胞感染前后细

胞形态、超微结构改变，通过以上方法证实南太湖水域中存在能特异性感染铜绿微囊

藻912的噬藻体。

3．1材料

3．1．1主要试剂

聚7,--醇6000(PEG 6000)，氯化钠，氯仿，其余试剂为国产分析纯。

3．1．2藻种与培养基

藻种：

铜绿微囊藻912(Microcystis aeruginosa 912)，鱼害微囊藻1005(Microcystis

ichthyoblabe Kutz 1005)，水华微囊藻1028(Microcystis-flos-aquae 1028)，水华鱼腥

藻245(Anabaenaflos．aquae 245)均购自中国科学院水生生物研究所淡水藻种库，

培养条件为采用BGll培养基，光照强度为20001ux，温度为300C，光暗周期为

12h：12h。

BGll培养基：

Working solution g／L

NaN03 1．5

K2HP04．3H20 0．04

MgS04．7H20 O．075

CaCl2．2H20 0．036

Citric acid 0．006

Ferric ammonium citrate 0．006

EDTA(dinatrim—salt)0．006

Na2C03 0．006

1l
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A5+Co solution l mL

Add to 1 000 ml of distilled water

Composition of the A5+Co solution

H3803 2．869

MnCl2．H20 1．819

ZnS04．7H20 0．229

CuS04．5 H20 0．089

Na2M004．2H20 0．0399

Co(N03)2．6H20 0．059

3．1．3水样处理用液

鲁哥氏染液：

将69碘化钾溶于20ml水中，待其完全溶解后，加49碘充分摇动，全溶后加入

80ml水即可。

TM buffer：

l mol／L"I ris．el(pH 7．5) 50ml

MgS04．7H20 29

加水至1L

3．1．4电镜实验相关试剂

0．2M磷酸缓冲液(PBS)的配制：

0．2mol／L磷酸氢二钠溶液(A液) 610ml

0．2mol／L磷酸二氢钠溶液(B液) 390mi

将A液与B液体混合后配成0．2M母液

2．5％戊二醛溶液：

0．2M PBS／ml 50ml

25％戊二醛水溶液／ml 10ml

双蒸水加至／ml 100ml

Spurr包埋剂配方：

VCD树脂 109

DER736 89

12



浙江大学硕士学位论文 南太湖浮游植物种群季节变化及噬藻体的初步研究

NSA

DMAE

3．1．5 PCR实验试剂

TEM：

10mmo扎

10mmo儿

O．5％

1 5099／ml

3．1．6主要仪器

269

0．49

Tds—HCl，pH8．0

EDTA

SDS

蛋白酶K

电子天平(Sartorius公司，德国)

AP．9925溶剂过滤器(天津奥特赛恩斯仪器有限公司，中国)

Microfuge@低温高速离心机(Beckmall公司，美国)

智能人工气候箱(宁波海曙，中国)

泰仕照度计(杭州正东电子有限公司，中国)

血球计数板(上海医用光学仪器厂，中国)

超净台(苏净集团安泰公司，中国)

超声波清洗仪(Branson公司，美国)

电子显微镜(OLYMPUS公司，日本)

超速离心机(Beckman公司，美国)

超低温冰箱(so—LOW公司，美国)

透射电镜(JEOL．JEM．1230 TEM，日本)

超薄切片机(Reichert．Jung Ultracut E ultramicrotome，奥地利)

临界点干燥仪(Hitachi HCP．2 Critical point dryer，日本)

真空喷镀仪(Eiko IB5 ion coater，日本)

包埋剂(SPI．CHEM Spullr resin，USA)

PCR仪(Bio。Rad公司，美国)

3．2方法

3．2．1水样采集

采样时间为2009年6月到9月份，逐月采集，采样点为湖州市太湖大坝近岸水

13
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域(见图2．1)，取表层水样和藻样(<o．5m)，4。C保存并于24h内运回实验室，进行

下一步实验。

3．2．2水样中噬藻体的提取与浓缩

水样中噬藻体的提取：将2009年7月份以及8月份采集的水样，分别依次过

0．451．u'n、0．22lxrn滤膜后，用2％氯仿抽提，收集水相，超声除气20min以除去残留的

氯仿，40C避光保存。

水样中噬藻体的浓缩：取2009年6月份采集的太湖水样1L，依次过0．459m、

0．229m孔径的滤膜后，加入固体氯化钠58．449至终浓度为lmol／L，搅拌使其溶解，

按照10％w／v加入PEG6000，充分溶解后放入40C冰箱过夜，使病毒颗粒沉淀，于40C

以11，0009离心10min回收沉淀的病毒颗粒，弃上清液，沉淀溶于TM缓冲液，得

到水样浓缩液12ml。同理将2009年7月份采集的太湖水样1250ml，按照上述方法浓

缩，得到浓缩液35ml；将2009年8月份采集的太湖水样1300ml，按照上述方法浓缩，

得到浓缩液30ml。

3．2．3藻细胞中噬藻体的提取

将2009年6月份以及7月份采集的太湖藻样，分别放入．20。C冰箱反复冻融三

次，取冻融后的藻细胞裂解液500ml加入固体氯化钠至终浓度为1mol／L，搅拌使其

溶解，于40c，4000rpm离心30min去除沉淀，上清液按照10％w／v加入PEG6000，

充分溶解后放入4。C冰箱过夜，使病毒颗粒形成沉淀，于40c以11，0009离心10min

回收沉淀的病毒颗粒，弃上清液，沉淀溶于TM缓冲液，加入等体积氯仿抽提，收集

水相，20000rpm离心1h，弃上清，加入2mLTM缓冲液悬浮底部沉淀，40C避光保

存。

3．2．4用生长抑制实验检测噬藻体感染

将2009年¨月份太湖水样分别过0．459m、0．22p,m混合纤维素滤膜后，用BGll
培养基进行10倍梯度稀释，分别取上述10倍稀释水样、100倍稀释水样、1000倍稀

释水样、10000倍稀释水样以及未经稀释的水样按照l：9比例加入到对数期的铜绿

微囊藻912藻液中，对照为未加任何水样的对数期的藻液，每个系列做6个平行，6

天后用血球计数板进行显微计数。

3．2．5用颜色变化证实噬藻体感染

将3．2．2中的水样100l,d加入到9001,d对数期的铜绿微囊藻912、鱼害微囊藻1005、
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水华微囊藻1028藻液中，作平行样．对照组中加入经氯仿处理的BGll培养基，每

日定时观察记录。

将3．2．2中浓缩后的水样病毒提取液lOOpl加入到900p1对数期的铜绿微囊藻912

藻液中，做平行，对照组中加入经高温灭菌的水样病毒浓缩液，每日定时拍照观察记

录．

将3．2-3中藻细胞病毒提取液1009l加藻入到900¨1对数期的铜绿微囊藻912、鱼

害微囊藻1005、水华微囊藻1028藻液中，做平行，对照组中加入经氯仿处理过的

BGll培养基，每日定时拍照观察记录。

3．2．6用PCR检测噬藻体目的基因

基因组DNA提取：分别取2009年6、7、8月份浓缩后的水样病毒提取液按照1：

9比例加入到对数期的铜绿微囊藻912藻液中，做对照，将已经发生感染的实验组和

对照组的藻液109，0009超离30min，将收集的藻细胞沉淀作为样品进行DNA提取，

具体实验步骤如下：

①每份样品中加入100“1TES，混匀，55。C 3小时；

⑦加入等体积酚．氯仿．异戊醇，混匀，12000 r／min离心10分钟，将上清吸入新的离

心管；

⑦加入等体积氯仿，混匀，12000 r／min离心10分钟，将上清吸入新的离心管；

④重复3；

⑤在4所得上清中加入1／10体积的2 mol／L乙酸钠和2倍体积的无水乙醇，．20"C

过夜；

⑥12000 r／min离心10分钟，弃上清；

⑦沉淀DNA用70％G醇洗1次，12000 r／min离心10分钟，弃上清，晾干，加

20“l TE缓冲液溶解沉淀。

PCR反应体系：

10xPCR BU行er

4dNTP(10 mM)

MgCl2(25mS)

2m

0．4pl

1．6m
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reducAF(10 lxM) 0．5m

reducAR(10 pM)0．5I_tl

DNA 59l

Taq DNA聚合酶(5 u／91) 0．5pl

无菌水 9．5山

总体系 20lsl

反应条件：

95℃ 预变性2分钟

94℃ 30秒

50℃ 45秒

72℃ 30秒

72℃ 10分钟

4℃ 保温

引物设计：

]
0 35个循环

一j

表3．1 PCR引物设计

Table 3．1 Primer design for PCR

3．2．7用光镜及电镜观察噬藻体对藻细胞感染

感染前后细胞的光镜观察：取2009年7月份浓缩的藻细胞病毒浓缩液1001xl加

入到900p,1对数期的铜绿微囊藻912、鱼害微囊藻1005藻液中，作对照。一周后取感

染组和对照组的藻液1～2滴经过涂片、干燥、固定后，用1．5％的鲁格式染液固定细

胞形态，等涂片干燥后进行镜检。

感染前后细胞的电镜观察：将3．2．6中收集到的藻细胞样品在2．5％的戊二醛溶液

中固定，加入2％的琼脂来固定藻细胞沉淀后，加入2．5％的戊二醛固定，然后按下列

步骤处理样品：

16
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①倒掉固定液，用O．1M，pH7．0的磷酸缓冲液漂洗样品三次，每次15min；

⑦用l％的锇酸溶液固定样品1-2h；

③倒掉固定液，用O．1M，pH7．0的磷酸缓冲液漂洗样品三次，每次15rain；

④用梯度浓度(包括50％，70％，80％，90％和95％五种浓度)的乙醇溶液对

样品进行脱水处理，每种浓度处理15min，再用100％的乙醇处理一次，每

次20min；最后过度到纯丙酮处理20min；

⑤用包埋剂与丙酮的混合液(V／V=I／1)处理样品lh；

⑥用包埋剂与丙酮的混合液(V／V=3／1)处理样品3h；

⑦纯包埋剂处理样品过夜；

⑧将经过渗透处理的样品包埋起来，70。C加热过夜，即得到包埋好的样品；

⑨样品在Reichert超薄切片机中切片，获得70—90nm的切片，该切片经柠檬酸

铅溶液和醋酸双氧铀50％乙醇饱和溶液各染色15min，在日本JEOL公司的

JEM．1230型透射电镜中观察拍照。
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3．3结果

3 3 1用颜色变化判断水样对蓝藻的感染

图3 l为7月份水祥加入对数期藻瘦中的感染情况．由囹可知，经过两周时间t

与对照组相比，铜绿微囊藻912的实验组颜色上无明显变化，而鱼害微囊藻1005的

实验组与对照组相比，颜色上也无明显变化。

阅黟黧哂：．∥礴h p f．‘写∽默‘。．曩’一1
隧?拦；蕾矗!。羹t。匿鍪睁熟痨--，曩■■=●◆◆--j1

田3．I 7月份水样对蓝藻的感染

(图①为感染第一天；圈②为蹲染第十四天)

Al、A2为鱼害做囊藻1005实验组；Ao为量害微童藻1005对照．e／11

(B1。B：为铜绿微囊藻912实验组；130为匍绿徽囊藻912对照组)

H驴．I Infectionofeyanobaeterla bythe Julylswaler sample

(Fig①areinfection onthefirst day；Fig@ateinfectionOnthel4thday)

(A1 andA2arelestgroupsofMicmcystisichthyoblabel005；

A0is controlgroupofMicMystisichthyoblabe 1005；

Bl andB2amtestgroups ofMicrocystisaeruginosa912．

Bois controlgroupofMicmcystisaeruginasa 912、
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围3 2为8月份水样加入对数期藻液中的感染情况。由图可知，经过两周时间

三种藻的实验组与对照组相比，颜色上均无明显变化。

圉3．2 8月份水样对蓝藻的感染

(图①为感染第一天，田②为感染第十四天)

(AIl A2为水华微囊藻1028实验组；Ao为水华徽囊藻1028对照组)

(Bl，B2为铜绿微囊藻912实验组；B。为铜绿微囊藻912对照组)

(Cl、C2为鱼害微囊藻1005实验组；C。为鱼害微囊藻1005对照组)

Fig 3．2 Infection ofcyanobacteriabytheAugust’s wakr sample

(Fig①areinfectionoilthefirst day；Fig②aleinfection onthel4thday

‘AI andA2 aretestgroupsofMicrocⅣrtb-flos—aquae 1028；

Aois control groupofMicrocystis-flos-aquae 1028；

BI andB2arctestgroups ofMzcrocystisaeruginosa912；

Bois controlgroupofMicrwystis aerugmosa912；

C'andCz aretestgroupsofMicrocystisichthyoblabel005；

Cois controlgroup ofMicrocystisichthyoblabe 1005)
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图3 3为经浓缩约80倍的6月份水样加入对散期的铜绿嫩囊藻912藻j葭中的感

染变化情况．由田可知，经过两周时阀，实验组与对照组相比，颤色较浅．为黄绿色，

而对照组为墨绿色，即浓缩的6月份水样对铜绿微囊藻912发生了感染．

k—节骶_
一一■

田3．3液蓿的6月份木样对蓝藻的感柴

(田①为爵挚第一天；田@为感染第十四天)

(Al、A2为饲爆截童藻912实验组；Ao为毒I绿徽童藻912对照组)

F培3．3Inactionofcyanobacterlabythe concentrated June、water sample

(Fig①aminfection orlthefirs(day；Fig@aminfectiononthel4thday】

(Al andA2aretestgroups ofMicrDcystisaeruginosa912；

A0is controlgroupofMicmcystisacruginosa912)
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田3．4为经浓缩约35倍的7月份水样加入对数期的铜绿徽囊藻912藏液中的瘩

染变化情况．th圈可知，经过4天时闻，实验组发生了明显变化，颜色变浅，为淡绿

色，对照组为亮绿色，即浓缩的7月份水样对铜绿徽囊藻912产生了感染．

嘲阐
’《：f鼋、墓一了l扣’渺粤；～

田3．4淮结曲7月恬木样对蓝蕤的癣染

(田①为密染第一无：田@为痞絷第四夭)

(Al，A2为锅绿徽囊藻912宴验组；Ao为铜绿徽曩蘸912对照组)

r,93,4Infection ofcyanobactetla bythe concenlrated JuIy'swatersample

(Fig①areinfec,liononthefirst day；Fig@aleinfectionollthefomthday)

(AI andA2al*etestgroupsofMicrocystisaeruginosa912；

Aois control groupofMicrocyatisoeruglnosa912)
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圈3．5为经浓缩约30倍的8月份水样加入对数期的铜绿徽囊藻912藻液中的感

染变化情况．由图可知，经过2天时问．实验组与对照组相比，颜色明显变淡，几乎

为无色，对照组为淡绿色，即浓缩的8月份水样对铜绿徽囊藻产生7感染，且感染效

果明显．

囤3．5浓缩的8月份水样对蓝藻的感染

(图①为感染第一天；圈@为感染第二天)

(Al，A2为铜绿微囊藻912实验蛆：Ao为铜绿微震藻912对照组)

Fi妒5lnf髓tionofcyanob∞teria bythe concentratedAugust’swaif sample

(Fig①帆infectiononthefirst day；Fig@arcinfection onthe second day)

(At andA2aretestgroups ofMicrocgrtisaeruginosa912；

A0is control groupofMicrooystis aeruginosa9121
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3-3．2用生长抑制判断水样对蓝藻的感染

图3．6为6月水样经梯度稀释后加入对数期的铜绿微囊藻912藻液后的生长抑制

情况。由图可知，6天后对照组藻细胞数目由3．6x105个／ml增长到22x106个／ml，而

其他各实验组中藻细胞数目均比对照组少，其中未经稀释水样对藻细胞生长抑制最明

显，6天后藻细胞数仅为18．4x106个／ml。

30
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图3．6 6月份水样对蓝藻的生长抑制

Fi93．6 Growth inhibition of eyanobacteria by the June’s water sample
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图3．7为7月水样经梯度稀释后加入对数期的铜绿微囊藻藻液后的生长抑制情

况．由图可知，6天后对照组藻细胞数目由3．0x105个／ml增长到19．7x106个／ml，而

未经稀释水样对藻细胞生长抑制最明显，6天后藻细胞数仅为10．3x106个／rnl，其他

各实验组变化不明显。
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图3．7 7月份水样对蓝藻的生长抑制

Fi93．7 Growth inhibition of cyanobacteria by the July’S water sample
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图3．8为8月水样经梯度稀释后加入铜绿微囊藻912对数期藻液后的生长抑制情

况．由图可知，6天后对照组藻细胞的数目由5．4×105个／ml增长到37．3x106个／ml，

而加入未经稀释水样以及稀释10倍水样的实验组中藻细胞数目明显比对照组少，其

中未经稀释水样对藻细胞生长抑制最明显，6天后藻细胞数仅为16x106个／ml，即比

对照组藻细胞数目少很多；而稀释100倍、1000倍、10000倍的实验组和对照组相比，

藻细胞数目相对较少，但不太明显。
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图3．8 8月份水样对蓝藻的生长抑制

Fi93．8 Growth inhibition of cyanobacteria by the Augest’S water sample
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图3．9为9月水样经梯度稀释后加入对数期铜绿微囊藻912藻液后的生长抑制情

况。由图可知，经过六天后，对照组藻细胞数目由4．8x105／ml增长到15．6x106个／ml，

而各个稀释度的实验组藻细胞数目均比对照组少，其中未经稀释水样对藻细胞生长抑

制最明显，6天后实验组藻细胞数仅为9．1x106个／ml，明显小于对照。
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图3．9 9月份水样对蓝藻的生长抑制

Figa．9 Growth inhibition of cyanobacteda by the September’s water sample
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3 3 3藻细胞提取噬藻体对蓝藻的感染

图3lO为从6月藻细胞中提取噬藻体加入对数期藻液中的感染变化情况．由图

可知，经过7天时间，铜绿徽囊藻912的实验组与对照组相比，颜色明显发生变化，

几乎为透明色，而对照组为深绿色；鱼害微囊藻1005的实验组与对照组相比，颜色

也发生了变化，实验组为淡绿色，对照组为亮绿色：而对于鱼腥藻245来说，则无明

显变化，印从6月份藻细胞中提取的噬藻体能特异性感染铜绿微囊藻912和鱼害微囊

藻1005，而对鱼腥藻245则无感染。

田3．10从6月藻细胞提取的噬藻体对蓝藻的感染

(田①为軎橐第一天，囤②为感枭第十四夭1

(AI、A2为鱼腥藻245实验组1 Ao为鱼腥藻245对煦组)

(BI、B2为鱼害徽囊藻1005实验组；B。为鱼害檄囊藻1005对照组)

(C1、C2为铜绿徽囊藻912实验组；cB为铜绿微囊藻912对照组)

Fig^lOInfection ofayanobaeterla by cyanophageextractedfromthe June’s algae

(Fig①arcinfection Onthefirstday；Fig@aminfection Onthel4thday)

(AI andA2 are bestgroups ofAnabaenaflos一245；
Aois control group ofAnabaenaflos-aquue245；

B1 and 82arotest groupsofMicroeystbichthyoblabe 1005：

B0is controlgroupofMicrocystisichthyoblabe 1005；

CI andC2 atetlestgroups ofMicmcystisaeruginofa012：

Cois contmlgroup ofMic'珊cystisaeruginosa 9】2、

27
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图3 II为从7月藻细胞中提取噬藻体加入对散期藻液中的感染变化情况．由图

可知，经过12天时问，铜绿微囊藻912的实验组与对照组相比，颜色明显发生变化，

变为黄色，而对照组藻液为深绿色：鱼害徽囊藻1005的实验组与对照组相【匕，颤色

稍变；甍，实验组为绿色，对照组为深绿色，说明从6月份藻细胞中提取的噬藻体能特

异性感染铜绿微囊藻912和鱼害微囊藻1005．

田3．11从7月藻细胞提取的噎藻体对蓝藻的感柴

(时(D为感染第--Y．；豳@为感染第f目天)

(AI、A2为鱼害微囊藻1005宴验组：Ad为鱼害徽童藻1005对照组)

(Bl、B2为伺绿微囊藻912实验组；Bo为匍绿徽曩藻912对照组)

Fig 3．IIInfectionofcyanobacteriaby cyano曲age extractedfromthe July’s a Lgae

(Fig①aminfection oNthefirstday；Fig@areinfection onltIc 14thday)

(AI andA2 arel骼tgroupsofMicrocyatisichthyoblabe 1005；

A0is controlgroupofMicrocystisichthyoblabe IC05；

(Bi and B2m℃tcst groups ofMicrocystisaeruginoaa912；

B0is control groupofMicroc)'$ti$aeruginosa912)
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3 3 4用PCR捡剥噬藻体的目的基因

图312为浓缩的6月、7月、8月水样对铜绿微囊藻912进行感染后噬藻体目的

基因的PCR检测结果。由图可知，对照组无目的条带，而浓缩的6月份水样的感染

组出现了目的条带，大小约为400bp，浓缩的7月份，8月份实验组没有出现目的条

带。

H的条带

A2 B2 C2 D2 E2 M

■竺==!竺!萱i
田3．12哇壤体目的基因的PCR检测

A2为8月浓绪水样曲对照纽．B2为g月浓缩水拌曲实齄衄、c2为7月璀缩水样的宴齄纽

D2为6月浓缩水样曲对照组、E2为6月浓缩水样的宴验组、M为DNA分子M⋯k r)
Fi9312Analysis ofthe cyanophagepurposegenebyPCR

(A2istest groupofthe concentratedAugustlswat”sample；

B2is control groupofthe concentraledAugust’swmer sample；

(：2islestgroupofthe concentrated July'swaler sample；

D2is eontrol groupofthe concentrated Junelswacer sample；

E2istest gToupofthe concentrated June’swate[sample；

MismarkerforDNAmoleculesl
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3．3．5感染前后藻细胞的显微观察

图3．13为铜绿微囊藻912和鱼害微囊藻1005被噬藻体感染前后的细胞显微形态

改变。由图可知，鱼害微囊藻1005被病毒感染之后，细胞形态发生了明显变化，变

得圆滑，部分细胞正处于破裂状态；铜绿微囊藻912被病毒感染之后，细胞也变得圆

滑，细胞不再呈现群体状态，变得较为分散。

图3．14为铜绿微囊藻912被病毒感染前后细胞超微结构的改变。由图可知，感

染前藻细胞轮廓清晰可见，细胞膜与细胞器紧密相连，细胞器结构完整，能见到完整

的类囊体，羧化体等细胞器。而感染后藻细胞的超微结构发生了改变，开始裂解的藻

细胞变得圆滑，细胞膜与细胞器开始分离，细胞膜逐渐溶解，类囊体、羧化体等细胞

器严重损伤，细胞内部形成很多“空洞”，藻细胞被大量裂解。
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田3 13噬藻体感染藻细胞的形悫改变

(其中Al感染前曲鱼害檄重藻1005。Ao：感染后的鱼害徽囊藻1005

B．感染前的铜绿授重藻912，Bo：感染后的铜绿微曩藻912)

(放大倍数，1000 x)

Fi醇13Morphological changesofthe cyanobacteriainfected by cyanophage

thisMic删ystIsiehthyobfobe、005beforeinfection；AoisMic伸：p淝ichthyoblabel005 afterinfection)

(民isMic肿cystisaentginosa912beforefofextion；B0isMicr叫ystisaeru鲥nosa912 afterinfection)

(Magnification 1000 x)
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田3．14噬蓬体辱枭曩细胞的超镟结构敌变

放大倍数．10000×．20000x，30000K，50000x，70000×

F193．14 UltTastructural observation ofthe cyanobactefiainfected by cyanophage

Magnification．10000x．20000x．30000x，50000x，70000x
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3．4讨论

形态观察是在光学显微镜下观察宿主细胞在感染前后的群体形态以及单个细胞

的形态结构变化，而超微结构观察则是应用透射电子显微镜技术(TEM)观察感染前

后宿主的细胞膜、线粒体、内质网等细胞器的亚显微结构变化，通过TEM观察能够

提供关于病毒感染后宿主超微结构的大量信息。PCR技术是一种体外扩增DNA的技

术，其基本原理是在特定引物的引导下，依靠DNA聚合酶的催化，经过高温变性、

低温退火以及适温延伸三个步骤组成一个周期，循环进行，使得目的基因的DNA片

段迅速扩增：PCR技术作为一项成熟的技术，已成功应用于各类病毒的检测以及诊

断。目前，人们已经将PCR技术用于分析天然水样中的噬藻体种类及分布，并根据

基因序列建立了以PCR为核心的定性检测方法(Freferickson et a1．，2003；Dorigo et a1．，

2004；Muhling et a1．，2005)。

噬藻体对藻细胞进行感染的过程中，噬藻体的尾部吸附在藻细胞的细胞壁上，

然后进行侵入，将头部的DNA注入细胞内，在细胞体内完成DNA的复制以及蛋白

质合成，并形成完整的噬藻体颗粒，在噬藻体成熟后，溶菌酶逐渐增加，促使藻细胞

裂解，从而释放出子代噬藻体，在噬藻体侵染藻细胞的DNA合成会停止，酶的合成

也受到阻抑，噬藻体逐渐控制了藻细胞的代谢，在整个侵染过程中宿主的形态结构也

会发生改变(Keizo Nagasaki et al，1997)。在本实验中，高倍显微镜下观察到感染后藻

细胞的形态结构明显发生了变化，对于鱼害微囊藻1005来说，感染后的藻细胞变得

更加圆滑，此时病毒已经侵入了宿主细胞，引起了宿主细胞形态结构的变化。而对于

铜绿微囊藻912来说，不但感染后细胞变得更加圆滑，而且细胞开始分散，不再呈现

群体状态，说明病毒的侵染使得宿主的形态以及群体结构都发生了改变，而通过电镜

观察藻细胞的超微结构改变更加明显，感染之后，细胞膜开始溶解，类囊体，羧化体

等细胞器遭到损伤，内部结构遭到大量破坏，此时宿主已经完全丧失活性，开始裂解

死亡．电镜观察可以很明显地看到病毒侵染造成了铜绿微囊藻912的细胞超微结构的

改变，说明从水样中提取的噬藻体能够特异性感染铜绿微囊藻912。

本实验用PCR技术对噬藻体目的基因进行检测，根据噬藻体Ma-LMM01编码

ribonucleoside，diphosphate reductase的基因序列设计引物。Ma-LMM01是目前淡水水

域噬藻体中研究的比较多的一种噬藻体，是近年来研究的热点，噬藻体Ma—LMM01

的基因组全长为162129bp，呈线性环状排列，包含184个蛋白编码基因和两个tRNA
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基因(Takasrd et a1．，2006；Takashi et a1．，2008)。dbonueleoside—diphosphate reductase是广

泛存在于各种生物体内的一种还原酶，是DNA合成的关键控制酶，它可以催化核糖

核苷二磷酸还原为脱氧核糖核苷酸，且具有高度的保守性，因此可以根据MA．LMM01

的序列来设计引物检测噬藻体的存在。对噬藻体目的基因进行PCR检测过程中，水

样中病毒浓度的高低直接影响到能否检测出病毒，如果病毒浓度很低，很可能影响到

病毒的检测，因此水样的浓缩是很重要的一步，采用超离的方法将感染后的样品进行

浓缩，无疑大大增加了病毒被检测出的几率．实验中只有6月份浓缩水样的感染组有

目的条带，7月、8月浓缩水样的感染组并无目的条带，很可能是由于7月和8月实

验组中病毒丰度太低，提取的DNA量太少，不能有效检测出病毒的存在。6月份浓

缩水样的实验组检测出的目的基因的DNA片段大小约为400bp，与预计的大小391bp

接近。

噬藻体在自然界中大量存在，尤其存在于富营养化的水体中(Suttle，2000；郭亚新

等，2003)，环境监测结果显示噬藻体的数量与藻类的数量总是保持着季节性的平行关

系，噬藻体的浓度总是在夏秋季节水温最高时达到最高，此时藻细胞的数量也最丰富，

两者呈现一种动态平衡过程(Suttle，1994)。目前，噬藻体的分离感染主要采用将自

然水体中的水样过0．451am、0．22I．tm滤膜，然后按照一定比例加入对数期的蓝藻藻液

中检测有无感染现象的发生。一般认为，两周时间内能使得藻液发生感染，则认为该

病毒能特异性的感染蓝藻(Adoloh et a1．，1971；Sherman et a1．，1976)。实验中采用的四

个藻种均为目前从太湖自然水体中分离得到，因此从太湖水体中提取病毒并对蓝藻进

行特异性感染有利于噬藻体的分离提取。

噬藻体是否对蓝藻发生感染可以从颜色变化上来判断，但是灵敏度低，因此并不

能完全说明不存在能特异性感染的病毒，很有可能是由于噬藻体浓度较低，加上噬藻

体失活和降解，无法造成很明显感染现象，而对感染后的藻细胞进行显微计数则能更

准确证实水样中提取的噬藻体在一定程度上抑制铜绿微囊藻912的生长。研究表明，

病毒颗粒的浓度对侵染宿主影响很大，病毒颗粒浓度越高，越容易发生侵染，引起宿

主的裂解(Gromov,1983；Wang，et a1．，2003)。经过浓缩的6、7、8月份水样对铜绿微

囊藻912的生长都能发生很明显的抑制作用。

噬藻体在自然界中一方面以游离的形式存在于水体中，另一方面存在于藻细胞

内。藻液经过反复冻融后，细胞壁破裂，细胞内的病毒颗粒被释放，经过聚L--醇和
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氯化钠的富集后，感染液中病毒颗粒浓度大大增加，使得接触感染的几率增大，从而

更容易发生特异性感染。本实验从藻细胞提取噬藻体并对宿主蓝藻的感染中，很有可

能存在两种噬藻体，一种能特异性感染铜绿微囊藻912，另外一种能特异性感染水华

微囊藻1005。实验中，6月藻样感染对数期的藻液，经过一定时间，均能使得铜绿微

囊藻912以及水华微囊藻1005发生感染，其中铜绿微囊藻912感染现象更加明显，

而鱼腥藻245无感染现象，这也从另一方面说明了，南太湖水域中存在能特异性感染

铜绿微囊藻912的噬藻体。

通过显微形态和超微结构观察以及PCR技术进行定性检测，可以证实南太湖水

域中存在能特异性感染铜绿微囊藻912的噬藻体，而铜绿微囊藻912是目前从太湖水

域中分离得到的一株产毒微囊藻，这为研究宿主蓝藻和噬藻体的生态关系提供了研究

基础，也为抑制太湖蓝藻水华实现生物控藻提供一种全新的思路和方法，对今后防治

蓝藻水华将起到非常重大的作用。
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第四章结论

1．从2008年“月到2009年10月南太潮水域浮游植物共5门11个属，呈现多样性

特点，全年蓝藻占优势，其中微囊藻是全年的优势种群，鱼腥藻是第二大优势种群。

2．通过对藻细胞感染前后的显微形态以及超微结构变化，并通过PCR技术对目的基

因的定性检测，证实了南太湖水域中存在能特异性感染铜绿微囊藻912的噬藻体．
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综述

淡水水域中噬藻体的研究进展

粱兴飞，郭宗楼

关键词：蓝藻；病毒；噬藻体；铜绿微囊藻

Key word：cyanobacteria；virus；cyanophage；microcystis aeruginosa

水体富营养化是目前世界各国面临的一个重大环境问题，而形成水华的藻类(主

要是蓝藻)的大量繁殖正是水体富营养化的重要表征之一。大规模蓝藻水华的暴发降

低了水资源的利用效能，引起了严重的生态问题，许多蓝藻特别是微囊藻属

(Microcystis)是产毒的，毒素释放到水体中后，败坏了水质，危害了人类及其它生

物的健康．因此抑制产毒蓝藻繁衍，防止水华的暴发已经成为人们关注的热点。

目前，尽管对蓝藻水华的产生机制已经研究了很多，但是最近研究发现，除了光

照、温度等物理因子以及N、P等化学物质的影响外，大量噬藻体(Cyanophage)对

蓝藻的裂解可能是非常重要的控制蓝藻水华的影响因子(Tomaru et a1．，2004)。一般

来说，蓝藻水华总是保持季节性周期出现，集中出现在早春和晚秋，但是蓝藻水华并

不会经常发生(Elser et a1．，1999)，其中一个很重要的因素就是噬藻体在水体中微生物

群落的更替中扮演了非常重要的角色，潜在地控制了蓝藻的生长(Fuhrman，1999)。近

年来，蓝藻水华频繁暴发，淡水水域中噬藻体的生态作用也越来越受到重视(SuRle et

a1．，2000；Stephen et a1．，2005；Takashi et a1．，2006)，各国的研究者对噬藻体的生态学和

分子生物学进行了大量的研究。

l噬藻体的概述

蓝藻(Cyanobacteria)是一类原核生物，也是地球上最早出现的光合自养生物，

具有细菌的一切特征，因此又常称为蓝细菌。相应地，把特异性感染蓝细菌的病毒成

为噬藻体(Sherman et a1．，1978)，它们是浮游病毒的重要组成部分。

噬藻体最早是在1963年Safferman和Morris在一个废水稳定塘(A

waste．stabilization pond)中分离得到的一类病毒，它们同时侵染鞘丝藻(Lynbya)、

席藻(Phormidium)及织线藻(Plectonema)，这类最早发现的病毒被命名为“LPP．1”

病毒(Safferman，1963)，以后陆续又发现了其它的噬藻体。

噬藻体的命名是根据宿主的名称即取宿主的拉丁文的第一个字母，如分离的宿主

为鱼腥藻(Anabaena)的病毒，简称“A”病毒(Rippka et a1．，1979)，感染念珠藻(Nostoc)
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的‘‘N’病毒(Adoloh ct a1．，1971)等；有的病毒能同时侵染“共专一宿主”(Cospecific

host)，如同时侵染组囊藻(Anacystis)和聚球藻(Synechococcus)的病毒被命名为‘'AS”

病毒等(Shermanetal．，1976)；有的发现不同的血清学亚型，字母后加上阿拉伯数字来

表示，如“SM．1”病毒、“SM．2”病毒及“LPP．3”病毒等(Safferman et a1．，1 969；Mendzhul et

a1．，1996)．

2淡水噬藻体的分布

继第一株淡水噬藻体LPP．1从淡水中分离后，1972年，Safferman等人从废水稳

定塘中又分离出了另一株噬藻体AS．1(Sherman et a1．，1976)，该噬藻体为多面体形，

头部直径为900nm，带有一个可收缩的尾部．对宿主蓝藻的感染实验中发现病毒的

潜伏期为8．5h，释放周期为7．5h，平均释放量为50PFU(Plaque forming unit)／细胞。

2002年，赵以军等人分离得到了我国第一株淡水噬藻体(Mendzhul et a1．，1996)，该

噬藻体能够特异性感染织线藻(Plectonema)和席藻(Phormidium)，被命名为噬藻体PP，

电镜下观察噬藻体头部直径为52rim，尾部很短，基因组大小为36kb，推测为短尾

病毒。27"C下裂解织线藻的周期为4h，其中潜伏期为3h，最后的lh为裂解期，病

毒释放量为200PFU／细胞，感染过程中，织线藻的放氧速率急剧下降。

噬藻体虽然最早在淡水中发现，但是关于它的研究远没有海洋中的多，尤其是能

够裂解引起“水华”微囊藻的噬藻体并没有太多的报道，1976年，Fox等从淡水湖中分

离得到了噬藻体SM．2(Fox et a1．，1976)，研究发现它能够感染铜绿微囊藻NPC．1

(Microcystis aeruginosa)。Benson等人研究了光合作用抑制剂以及光的强弱变化对噬

藻体SM．2的影响，发现感染过程中，宿主的光合作用持续增强，病毒高度依赖宿主

的光合作用来保持活性(Benson et a1．，1981)。1999年，Manage等研究了季节变化对

噬藻体丰度的影响，在6月到9月间，铜绿微囊藻的数量随着噬藻体的丰度的增加而

减少，而且当宿主的数量处于较低的水平时候，几乎检测不出病毒的存在(Manage et al，

1999)。结果显示病毒的丰度和宿主之间有着非常重要的关系(r=O．81，n=69，p<0．01)，

研究表明噬藻体对铜绿微囊藻种群的演变有着重要的影响(Manage et a1．，2001)。2005

年，在澳大利亚的Baroon湖中，Stephen等人分离出多株能够裂解铜绿微囊藻水华的

噬藻体，命名为噬藻体Ma．LBP，该病毒属于短尾病毒科，对Ma-LBP的研究表明，噬

藻体的丰度与铜绿徽囊藻被裂解的速率是相关的(R2=O．95)，病毒的复制时间是11。2h，

裂解量是28PFU／细胞。实验的结果还显示，在Baroon淡水湖中，这类噬藻体可能是
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控制铜绿微囊藻的最主要的自然因子．2006年，日本学者Yoshida等人又分离到了一

株可以裂解淡水中铜绿微囊藻的噬藻体，命名为噬藻体Ma-LMM01，该病毒属于肌

病毒科新的家族中的成员，基因组大小为162109bp，呈线性环状排列(Y0shida et a1．，

2008)Ma-LMM01感染宿主时，该病毒的潜伏期为6,-,12h，释放量为50-120PFU／细胞。

实验的结果也显示了这类噬藻体可以有效地控制铜绿微囊藻水华．

3噬藻体对宿主的致死作用

噬藻体对宿主蓝藻高度专一的致死性使得它在治理蓝藻“水华”中的潜在作用引

起了研究者的高度重视，人们发现在自然发生的蓝藻水华中加入了过量的噬藻体能够

导致蓝藻的大量减少。传统概念认为，浮游动物的捕食是造成浮游藻类和菌类死亡的

最主要的因素，研究也发现噬藻体不会与敏感宿主同时出现，这些都表明了噬藻体能

够控制蓝藻的种群数量变化。将两者比较发现，捕食和裂解造成藻类的致死效力是相

当的，但当具体到环境中，宿主的个体大小和浓度，水深、盐度、溶解氧等情况可能

影响二者所占的比重(Gromov,1983)，结果也证明了噬藻体在控制宿主种群的繁殖

上发挥了重要的作用。

4影响噬藻体分布和动态变化的因素

噬藻体的分布和动态变化主要是由其增殖和失活决定的，影响其增殖的因素主要

是由接触、吸附、增殖和释放量决定的；而影响它失活的因素包括很多方面，其中最

主要的造成病毒失活的物质包括天然细菌、热敏性物质、酶、胶体、有机颗粒物、重

金属以及日光辐射的致死作用等(Wilhelm et a1．，1998)，其中日光辐射的致死作用是

最主要的因素，它能在几个小时内使得整个病毒种群失去活力(Weinbauer et a1．，

1997)。

4．1影响噬藻体接触和吸附的因素

噬藻体对宿主的接触和成功吸附是感染的前提，主要是由噬藻体和宿主的浓度、

宿主细胞大小和噬藻体的颗粒大小决定的。

4．1．1宿主浓度的影响

宿主浓度是影响噬藻体吸附能力的重要因素。当宿主细胞的浓度降至某一阈值

时，病毒失活和降解的速率超过病毒增殖的速度，必然导致有感染力的病毒数量的减

少。对裂解聚球藻的噬藻体的研究表明野外环境中噬藻体的增殖需要宿主细胞达到一

定的浓度，只有当聚球藻浓度大于103cells·ml以时，噬藻体才能够增殖。而且随着浓
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度的增加，吸附速率不断提高，达到饱和吸附的时间也不断延长(王春艳等，2003)．所

以宿主浓度对噬藻体的增殖有着很大的影响，而且影响浓度存在一个阈值．

4．1．2病毒浓度的影响

病毒自身的浓度也是影响病毒成功吸附的重要因素。Wilcox和Fuhrman等发现，

如果微宇宙系统中的病毒VDC(Viral direct counts)浓度要达到野外水平的话，病毒

的初始浓度就必需大于106PFU·ml-1他们还推测只有当这宿主浓度和病毒浓度的乘积

大于lO屹时病毒才能增殖(Wilcox et a1．，1994)。宿主细胞大小和病毒颗粒大小对成功

吸附的影响可能是因为表面积越大，提供更多的受体位点与病毒发生特异性吸附的缘

故，这样能够发生碰撞的机会就越大(Hadas et a1．，1997)。

4．1．3物理因子对吸附的影响

通常来说，人们认为噬藻体的吸附需要二价阳离子(如Ca2+、Mg+)的参-9，也

有研究发现不同浓度的磷酸盐浓度对吸附有显著影响(Safferman et a1．，1964)．虽然

对离子对病毒吸附的影响机制还没有具体的研究，但是研究发现高浓度的阳离子是某

些噬藻体吸附所必需的，因此，可以认为噬藻体的吸附是受到阳离子的影响的。

光照对噬藻体吸附速率的影响十分明显，主要是通过光化学反应或者光诱导来改

变细胞表面的离子构成从而使细胞表面发生电荷中和，增加吸附速率，而在有光照吸

附的条件下吸附率明显高于无光照条件的。在观察噬藻体AS．1的吸附实验中，发现

光吸附比暗吸附约快2倍，而且都发生在前10min，而在90min后发现有很大的比例

的噬藻体没有吸附到宿主细胞上。而对噬藻体PP的吸附率研究表明，光吸附在7min

时达到饱和，而暗吸附则延长至15min才能达到饱和。

4．2影响噬藻体稳定性的环境因子

噬藻体在环境中受众多因子的制约，其中影响活性的主要是光照、温度、盐度、

营养水平、pH值、颗粒性物质等。光照在噬藻体的生态系统扮演着非常重要的角色

(Clokieetal．，2006)，是众多环境因子当中对噬藻体活性影响最大的。日光对病毒起作

用的主要是短波段的紫外线(Ultraviolet Radiation，UV)。实验表明，当自然水体中的

病毒处于完全日光照射下，病毒的失活率为10--40％h～，并随深度增加而急剧降低，

其中主要是由于UV-B的降低(Wilhelm et a1．，1998)。赵以军等对噬藻体PP进行研究

发现，光照是噬藻体繁殖的必要条件．人们也发现失活的病毒经过日光辐射能够恢复

活性。程凯等对噬藻体PP在光损伤后进行UV-B光修复实验(Kai et a1．，2007)，研究
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发现病毒的感染力从28．9％提高到了92．1％，并且在很短的时间内达到最大值，研究

结果表明，噬藻体PP在UV-B下快速进行光修复从而恢复感染力．应用免疫化学探

测技术(Immunohistochemical detection technology)研究DNA损伤和病毒的失活之间

的关系上发现，宿主介导的光修复机制在病毒DNA的修复中起了重要作用。而且也

发现病毒活性的恢复和水体的环境因素有关，光修复率在远洋的贫营养海水样品中只

能达到25％，在近岸的富营养化的水体中则达到50％E2上(Weinbauer et a1．，1993)。

温度是影响噬藻体感染力的又一个重要因素。噬藻体的释放量随温度的升高有大

幅度的增加，而且在低温条件下其裂解周期也有明显的延长。一般认为4"C下噬藻体

能够稳定的保存，但是随着时间的延长，病毒的活性降低。研究发现噬藻体

Ma-LMM01在4"C储存100天，病毒的感染活性减低了90％，而在液氮中储存的噬藻

体活性基本没有什么变化(Yukari etal．，2007)。但是高温对病毒的活性影响很大，40"C

下噬藻体分离株只能稳定一至几小时，到50。C以上时噬藻体就很快失活(Maranger et

a1．，2005)。温度对噬藻体增殖的影响很可能是通过对细胞内某些酶活性的调节来实现

的．

无机盐离子特别是阳离子可以影响病毒的稳定性。如噬藻体LPP．1和SM．2在有

M92+存在时b匕悬浮在去离子水中更稳定，AS．1也是在有阳离子存在时更稳定，此外，

其他的阳离子如Mn2+或Na+等也能稳定某些噬藻体。对噬藻体LPP．1的研究认为

LPP．1需要一定浓度的M92+来保持其衣壳的完整性，当M92+浓度为lmM及以上浓

度时LPP．1具有感染性，而当浓度为o．ImM时感染性丧失(Maranger，1981)。但病毒

对阳离子的需求也并不是绝对的，其原因很有可能是由于不同的病毒种类在不同离子

环境中下具有不同的吸附能力。

N、P水平也会影响噬藻体的增殖。有研究发现，富营养化水体中病毒释放量要

高于中等营养水体中的。说明，N、P浓度会促进病毒的增殖的，这可能是因为N、P

对于病毒胞膜蛋白及DNA的合成是必需的。

pH值对噬藻体稳定性的影响不大。研究发现，淡水噬藻体在更广的pH范围内

具有感染性，如LPP．1、AS、SM．1能在pH为5～11时保持稳定(Safferman et a1．，1972)。

由于噬藻体具有如此广泛的pH耐受范围，因此可说明环境中pH值的改变不大可能

影响噬藻体在自然界中的分布。

重金属离子对噬藻体的稳定性也有一定影响，部分重金属离子可以诱导噬藻体发



浙江大学硕士学位论文 南太湖浮游植物种群季节变化及噬藻体的初步研究

生裂解．Lee等研究了温性噬藻体AS一1在重金属诱导下发生裂解的过程(Lee et a1．，

2006)，发现cu2+是一种诱导病毒发生裂解的诱发因子，当cu2+在3．1x10。6---3．1x10’4M

时，噬藻体AS．1能够感染宿主．研究也发现金属离子诱导噬藻体发生裂解可能与宿

主受体位点的变化有关(Stoddard et a1．，2007)

除了上述因素外，天然细菌、热敏感性物质、胶体、酶、有机颗粒物等都会造成

噬藻体的失活，但这些因素相对来说不是很重要，研究表明只占整个噬藻体种群失活

率很小的一部分，早期研究了解到理化因子、生物因素、细菌群落及可溶性有机物等

都会对病毒的活性有影响，但是近期的研究表明，光照是病毒增殖最重要的环境因子，

约有2／3的浮游病毒能被<320nm的UV-B所杀灭(Suttle，1992)．

5噬藻体的分子生物学研究

噬藻体的分子生物学研究是一个新兴的研究领域，涉及到从宏观生态学到分子生

物学的诸多门类，而且有待解决的问题也很多，迄今为止，人们已经建立了以PCR

为核心的定性检测方法，并且已经将PCR技术用于分析天然水样中的噬藻体种类及

分布，并根据基因序列建立了以PCR为核心的定性检测方法。应用信号介导扩增核

酸技术(SMART)构建噬藻体的基因文库以及对噬藻体的基因组全序列测定也取得

了一定的进展。

5．1 PCR为核心的定性检测

近年，以PCR为核心的定性检测方法检测水体中噬藻体的多样性和丰度取得了

很大成果。Takashima等在对噬藻体Ma-LMM01的衣壳鞘蛋白进行研究时候发现，

当蓝藻水华发生的时候，利用实时荧光定量PCR技术(A real．time quantitative PCR)

可以检测到噬藻体的存在。Baker等成功利用寡核苷酸序列(Oligonucleotide sequence)

为引物检测到了噬藻体AN．15衣壳蛋白的存在(Andrea et a1．，2006)，并以此作为一

种诊断探针监测了淡水水域中噬藻体的丰度变化，为研究淡水水域中噬藻体种群的多

样性提供了有用的工具。Fullerd等利用竞争性聚合酶链反应(cPCR)技术对水体中

感染聚球藻的噬藻体进行了定性检测和定量分析，他们还利用该技术研究自然水体中

病毒的基因多样性(Nicholas et a1．，1998)。随着分子生物学技术手段的发展，利用变性

梯度凝胶电泳(DGGE)和PCR相结合的技术手段来研究噬藻体的分子生物学的相

关问题也有一定进展，如利用噬藻体高度保守的920结构基因，研究噬藻体的空间分

布特征，影响空间分布的物理因子，噬藻体种群多样性和种群组成，病毒和宿主的关
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系，与噬菌体(Phage)之间的亲缘关系，不同噬藻体之间的遗传性等(Freferickson et

a1．，2003；Dorigo et a1．，2004；Muhling et a1．，2005)。

5．2 SMART技术的基因检测

SMART技术是一种依赖于多拷贝的信使RNA，利用酶联寡聚吸附技术来扩增的

新技术．近年来应用SMART技术来分析噬藻体的基因核苷酸序列，构建噬藻体的

cDNA基因文库取得了一定突破。2002年，Hall等利用与920基因互补的DNA为探

针(Hall et a1．，2002)，采用SMART技术能高效特异的检测出海洋中的蓝藻病毒DNA．

2007年，Wharam等人利用SMART技术进行噬藻体的分子生物学研究(Susan et

a1．，2007)，他们将920标记来检测噬藻体感染宿主后的表达情况。SMART技术为研

究噬藻体感染以及基因表达提供了又一种重要的分子生物学手段。

5．3基因组全序列测定

噬藻体的基因组全序列测定对于了解其生物学特性以及与蓝藻之间系统进化的

关系具有深刻的含义。2002年，Chen等人发表了第一株烈性噬藻体“P60”的基因组序

列的全文(Chen et a1．，2002)，研究显示，该基因组的几个读码框的编码蛋白与聚球藻

的蛋白酶的序列惊人的相似，而且基因组包含大约80bp的潜在开放读码框(Potential

Open Reading Frames)，这与T7，phi—Ye03—12，S101{艮相似，所有的这些都反放映了P60

的系统进化关系。通过对已经分离了的多株聚球藻病毒发现，短尾病毒科噬藻体绝大

多数是裂解性的，肌病毒科和长尾病毒科的噬藻体有更大的遗传差异性和宿主抗性。

2007年，刘新尧等人报道能够了感染淡水蓝藻宿主的噬藻体Pf-WMP4的全部基因序列

(Liu etal．，2007)，其中的45个潜在开放读码框中，有9个的基因序列和T7噬菌体的非

常相似，体外转录实验发现，7个位于基因序列末尾左端的启动子能够被宿主RNA聚

合酶所确认。2008年，Yoshida等首次对能够感染铜绿微囊藻的噬藻体Ma-LMM01进

行了基因测序，发现Ma．LMM01含有三种编码移位酶的基因，而这同样也在宿主中的

基因中也检测到，结果暗示在宿主和病毒间发生了基因的转移。实验中也发现

Ma-LMM01含有NblA的同源基因，这对藻胆蛋白的降解和降低宿主对光能的吸收非

常重要．

由于目前对噬藻体遗传进化的研究不是很多，加上噬藻体本身的高度差异性，缺

乏有效的标记基因来进行研究，限制了对噬藻体和宿主蓝藻的遗传和进化的研究，但

是随着噬藻体形态学、宿主系统的关系、特别是基因组学的研究为它们提供了进化
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和分类的重要线索。人们发现短尾噬藻体的DNA聚合酶基因和肌病毒噬藻体的结构

蛋白基因920具有相当强的保守性，因此可以利用它们作为研究噬藻体的分子进化的

标记基因，从而建立噬藻体的系统进化图谱。

6研究展望

目前，噬藻体作为一种重要的控制蓝藻水华暴发的生物控制因子已经引起了人们

的关注。在我国淡水水域中，蓝藻特别是铜绿微囊藻水华的暴发已经严重威胁到人们

日常生活甚至人类健康。从我国自然水体中分离并筛选出特异高效的噬藻体，重点研

究噬藻体和宿主蓝藻之间的关系、噬藻体的空间分布和种群组成，研究宿主蓝藻和噬

藻体的进化关系等都将为抑制蓝藻水华实现“生物控藻”提供一种全新的思路和方法，

对今后防治蓝藻水华将起到非常重大的作用。，

我国对噬藻体的研究仅仅停留在生态研究，分子生物学相关研究几乎是空白。目

前应用PCR为核心的定性检测方法已经日益成熟，今后可以利用这种技术分析淡水

水样中的噬藻体种类及分布，应用和发展诊断分子探针(Diagnostic molecular probe)

来对蓝藻水华的暴发做出预警。利用DGGE和PCR相结合的技术手段来研究噬藻体

种群多样性和种群组成、同海洋中噬藻体进化关系以及不同噬藻体间的遗传性等，而

用SMART技术来构建噬藻体基因文库必定在淡水水域中噬藻体的研究上发挥更大

作用。
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