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� � 蓝藻是地球上最重要的初级生产者之一,它们在北极水

域等极端环境下均可生存,固氮贡献巨大[ 1] , 而噬藻体是重

要的具物种特异性的蓝藻致死者,在控制蓝藻种群的结构中

无疑起着重要作用: 噬藻体不但在海水中大量存在[ 2] , 而且

在控制水体初级生产力方面起关键作用, 它们可降低海洋

78%的初级生产力[3] ,控制海洋中有机碳的循环[ 4]。

尽管海洋噬藻体的生态学已经成为近年来的研究热点,

但相比之下,人们对淡水噬藻体的生态地位的认识却还很缺

乏。淡水中研究最多的是裂解织线藻的 LPP噬藻体[5] ,它不

但具有较强的裂解效力, 而且在全球的淡水水体中广泛分

布[6] , 无疑这类噬藻体在水体中能够维持较大的种群数量一

定存在某种独特的机制,而这个维持的机制很可能是与宿主

藻的生长状态有关[7]。长期以来,在实验室内研究噬藻体感

染和增殖的报道几乎都是以快速生长的细胞为对象, 但在自

然环境中,宿主蓝藻在其生活的大部分时间都是处于缓慢生

长或饥饿状态的,这种状态通常都被认为和标准细菌生长曲

线的稳定期差不多[ 7] , 那么宿主藻和噬藻体的种群数量如何

实现平衡的 ? 为了回答这个问题,作者以裂解织线藻的噬藻

体为材料,分别研究了液体和固体培养条件下噬藻体对不同

生长期的宿主的吸附与裂解。

1 � 材料和方法

1�1 � 材料 � 噬藻体是 2001 年从武汉市的富营养化池塘中分

离得到的, 可特异性感染鲍氏织线藻 ( Plectonema boryanum

IU594)和坑形席藻( Phormidium foveolarum IU427) , 它不仅分布

很广,而且裂解力也很强[ 8]。本次试验中所使用的鲍氏织线

藻 IU594 来自于中国科学院水生生物研究所藻种保藏中心,

使用AA培养基培养宿主蓝藻[ 9]。

1� 2� 噬藻斑与织线藻生长的相关性 � 取鲍氏织线藻(藻细

胞浓度为 107 cell�mL)制成琼脂浓度为 1�5%固体 AA平板, 在

光照培养箱中培养 (光照强度为 25�E�m- 2� s- 1 , 光暗比为

16�8, 培养温度为 28 � ) 1d 后, 用毛细吸管将 1 � 102PFU�mL

的噬藻体悬液点样于上述固体平板的中心, 继续倒置培养。

每 24h将平皿图像扫描进计算机, 用 photoshop5� 0 的绿色通

道取平皿上多处位置的绿色分量强度值, 用其平均值指示藻

的生长,同时测量噬藻斑的直径。以上试验均设 3 个重复。

1� 3� 鲍氏织线藻生长曲线的测定 � 用 AA培养基在 1� 2 所

述的条件下进行液体静置培养( 500mL) ,每天取 5mL 藻液, 经

针头滤器过滤后, 用 95% 乙醇提取叶绿素 a, 使用岛津

UV2401PC 紫外分光光度计测定提取液在 665nm, 645nm,

630nm 处的吸收值 ,参照 Eley 的公式[10]计算叶绿素 a 含量,

持续 40d, 重复 2 次。结果显示鲍氏织线藻的生长可分为 3

个时期; 1� 7d 为延迟期, 7 � 11d 为对数期, 11d 后为稳定期。

在吸附试验中选择了第 4, 第 7, 第 10, 第 12, 第 26, 第 40d 的

藻分别代表延迟期、对数期早期、对数期中期、稳定期早期、

稳定期中期和稳定期晚期的宿主。

1� 4� 噬藻体吸附率的测定 � 将藻液适当浓缩使其浓度为

107cell�mL,然后与一定体积的噬藻体悬液( 5 � 107PFU�mL)混
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合,使噬藻体效价与藻细胞数量的比值( MOI,Multiplicity of In�

fection)为 1�103 ( PFU�Cell) , 于 28� 下避光静置, 于 5min、

10min、15min、30min、60min、120min 时取样,分别用氯仿处理法

和离心法测量未吸附的噬藻体效价并进行比较。氯仿处理

法的过程为:向上述样品中加入 1�10 体积的氯仿, 剧烈振荡

5min,静置分层后, 取上清用 PFU 法[ 11]测量其噬藻体效价。

离心处理法的过程为:将样品 10000r�min 离心 5min 沉降藻细

胞,用 PFU 法测量上清中的噬藻体效价。测得的噬藻体效价

可通过以下公式换算成噬藻体的吸附率: 吸附率%= ( 1- 上

清中的噬藻体效价�噬藻体的初始效价 ) � 100%。结果为用

氯仿处理法测得 30min 和 120min 时的吸附率分别为 61�4%

和 66% ,离心法的结果则分别为 28�0%和 57�4%。可见氯仿

处理法比离心处理法得到的吸附率要高, 而造成这一现象的

原因,很可能是由于 10000r�min 5min 的离心条件不足以使全

部的藻细胞完全沉淀,因此在以后的试验中选用氯仿处理法

来测量噬藻体的吸附率。

1�5 � 噬藻体对不同生长时期藻细胞吸附曲线的测量 � 取不

同生长期的藻液,经浓缩或稀释后将细胞浓度调整为 107 cell�

mL, 用 1� 4中所述的氯仿处理法测定噬藻体在5 � 120min的吸

附率。所得的结果用 SPSS10�0 的 Onaway�ANOVA( LSD)过程

进行方差分析和多重比较。

1�6 � 光吸附与暗吸附的比较 � 取对数期织线藻, 将细胞浓

度调整为 107 cell�mL 后, 分别在 遮光和给 光 ( 光强 为

25�E�m- 2�s- 1 )条件下用 1�4 中所述的氯仿处理法测量

5 � 120min的吸附率。

2 � 结果

2�1 � 织线藻生长与噬藻斑扩大的相关性

由图 1 可明显看出织线藻生长和噬藻斑扩大的曲线趋

势是一致的。相关分析也表明两者呈极显著相关( P= 0) , 也

就是说噬藻斑的扩大与藻的生长之间有明显的同步性。从

图 1� 织线藻生长( �� �)与噬藻斑扩大( )的曲线

Fig. 1 � Growth curve of plectonema and cyanophage plaque

图 2 � 噬藻体对不同生长时期织线藻的吸附曲线

Fig. 2� Adsorption curve of cyanophage to host cells at different growth stage

1� 延迟期 � 2� 对数期早期 � 3� 对数期中期 � 4� 稳定期早期

5� 稳定期中期 � 6� 稳定期晚期

第 1d至 6d,藻的生长较快(平均生长速度为 9� 3绿色分量强

度值�d) 相应噬藻斑的扩大也较快 (平均扩大速度为

4� 3mm�d) ;当藻培养至第 6d,藻的生长停止, 噬藻斑也暂时停

止扩大,到第 7d 时, 藻又有小幅的生长, 当天的噬藻斑也扩

大了。从第 8d到第12d, 藻的生长较慢(平均生长速度为 0�8

绿色分量强度值�d) ,相应噬藻斑的扩大也较慢 (平均扩大速

度为 1� 3mm�d)。长至 12d 时, 藻已发黄, 此时噬藻斑也停止

扩大了。试验中,还发现: 在培养 6d 的固体平板上分别用毛

细吸管点上浓度为 102PFU�mL 和 107PFU�mL 的噬藻体悬液,

前者不形成噬藻斑(但在仅培养 1d 的织线藻平板上 102PFU�

mL的噬藻体悬液是可以成斑的) ,而后者形成噬藻斑。

表 1 � 噬藻体对不同生长期织线藻吸附率差异

Tab.1 � Difference of the adsorption rate of cyanophage to host cells at different growth stage

显著水平

Significant

level

稳定期晚期

Latter

stationary stage

稳定期中期

Middle

stat ionary

stage

稳定期早期

Early

stationary

stage

对数期中期

Middle

exponent ial

stage

对数期早期

Early

exponent ial

stage

延迟期 0�000* * 0�000* * 0�000* * 0�012* 0�011*

对数期早期 0�000* * 0�000* * 0�005* * 0�980

对数期中期 0�000* * 0�000* * 0�004* *

稳定期早期 0�072 0�315

稳定期中期 0�406

� � * P< 0�05; * * P < 0�01 .
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2�2 � 噬藻体对不同生长时期的宿主细胞的吸附率的比较

图 2可见, 不同生长期的织线藻对噬藻体的吸附曲线是

明显不同的, 方差分析的结果(表 1) 也表明噬藻体对延迟

期、对数期和稳定期宿主的吸附率存在显著差异, 也就是说

不同生长期的宿主的吸附动力学过程是不同的:随着织线藻

培养的持续 ,噬藻体对宿主藻的吸附速度不断提高, 饱和吸

附率不断上升, 达到饱和吸附的时间也不断延长(表2)。

2�3� 光吸附与暗吸附的比较

由表 3 可见,光照条件下的吸附率明显高于暗吸附, 且

光吸附在 7min 时即达到饱和, 而暗吸附则延长至 15min 才达

到饱和, t 检验的结果也显示两组数据之间存在极显著差异

( P= 0�02)。

表 2 � 噬藻体对不同时期宿主吸附特征的比较

Tab. 2� The comparison of the cyanophage� s adsorption characters to host cells at different growth stage

开始 15min的平均吸附速率a

Average adsorption speed

at the beginning 15 min

1h吸附率b

Adsorpt ion rate at 1h
吸附达饱和的时间

Time required for stable adsorpt ion

延迟期

Delay stage
2�3%�min 42�0% 15min

对数期

Exponential

stage

3�0 � 3�4%�min 47�4% � 52�0% 15min

稳定期

Stat ionary

stage

3�8 � 4�8%�min 66�0% � 80�6% 30min

� � a 用 15min时的吸附率除以 15min。Caculated by divided adsorption rate at 15 min by 15min�

b代表噬藻体达到饱和吸咐的水平。Stand for the stable adsorpt ion rate�

表 3 � 光吸附与暗吸附试验结果比较

Tab. 3 � Comparison of adsorpt ion rate with and without light

吸附率

Adsorption rate
7min 10min 15min 30min 60min 120min

暗吸附

Dark adsorpt ion
35�0% 36�6% 44�6% 44�6% 47�4% 46�0%

光吸附

Light adsorption
83�4% 80�8% 78�0% 78�0% 86�0% 85�4%

3 � 讨论

有证据表明,噬菌体对不同生长期的宿主的感染能力是

不同的,通常, 当宿主处于饥饿状态或进入生长的稳定期后,

由于宿主抵抗力的增强, 噬菌体的感染能力就会下降(如潜

伏期的延长和释放量的减少) [ 12] ,只有对快速生长的细胞和

衰老细胞都具有感染力的噬菌体才能够形成不断扩大的噬

菌斑[13]。(图 1)显示噬藻斑的扩大到某一时期就停止了, 说

明噬藻体对不同生长期的宿主的感染力是有差别的: 对数期

的宿主较易被感染, 而稳定期和衰亡期的细胞则难于被裂

解。由于在自然环境中, 即使是在生产力最高的水体中, 浮

游微生物也总是处在饥- 饱相间的状态之中, 也就是说浮游

微生物种群的延续总是由短暂的快速生长和其间的长时间

的停滞组成的[7]。而病毒对饥饿宿主的延迟的裂解效应, 甚

至是直到细胞分裂才发生的增殖,使得子代病毒能够选择只

在宿主的快速生长期才释放,从而既能够使病毒自身的种群

得以延续, 又能够对宿主的数量进行控制。

吸附是噬藻体感染的第一步, 以前主要侧重于研究不同

浓度的宿主与噬藻体发生接触的机率及光照、温度和 Ca2+ 、

Mg2+ 等二价阳离子对吸附的影响, 而噬藻体对不同生长期

的宿主的吸附的研究则较为缺乏。Hilla等人研究了 T4噬菌

体对不同状态的大肠杆菌的吸附情况, 发现宿主细胞的生长

速度越快, 则噬菌体的吸附就越容易发生[ 14] , 他们推测造成

这一现象的原因是快速生长的细胞具有更大的表面积,可以

提供更多的受体位点与噬菌体发生特异性吸附。噬藻体对

不同生长期的织线藻的吸附是不同的(图 2、表 1) , 随着织线

藻生长的持续, 噬藻体的吸附率不断上升, 最终达到的吸附

水平也不断提高, 至稳定期时达到最大, 且此时吸附达到稳

定所需的时间也最长(图 2、表 2) , 这很可能与织线藻细胞表

面的病毒受体位点的数量变化有关。

将固体培养基上噬藻斑的扩大和液体培养中噬藻体对

不同生长期的宿主的吸附二者的结果结合起来分析,可以看
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出噬藻体对衰老宿主的感染力下降显然不是由于无法正常

吸附到细胞表面,而应该是在噬藻体的大分子合成和装配等

感染步骤上出现了异常,如发生溶源化或假溶源化等[ 7]。

Cseke等人研究了光照对 AS�1 噬藻体吸附力的影响, 发

现暗吸附的效率显著低于光吸附,可见光照对吸附是十分重

要的。而造成这一现象的原因是很可能由于光照会造成细

胞表面发生电中和[15]。

由于噬藻体(特别是淡水噬藻体)的生态研究在国内外

开展得很不充分, 对噬藻体生态地位的认识也有待更进一

步,所以这方面研究的持续深入是极有必要的。下一步, 将

就噬藻体对饥饿细胞的感染力(包括吸附、潜伏期、释放量等

诸多指标)进行全面的研究。
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