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� � 浮游病毒是较新的研究领域。浮游病毒包括噬藻体[ 1]

( Cyanophage,即蓝藻病毒 )、藻病毒
[ 2]
( Phycovirus, 真核藻病

毒)和噬菌体[ 3] ( Bacteriophage)等, 它们在水体生态具有重要

的生态作用 ,近 10 年的研究表明浮游病毒不仅在水体中大

量存在[ 4] ,而且在控制水体的初级生产力和有机碳循环方面

发挥着重要的作用
[ 5]
。在这 10 年的发展过程中, 由于研究

对象从纯培养的噬菌体�宿主系统 ( Phage Host System, PHS)

扩展到微宇宙系统和水生态系统[ 3] ,所以原有的传统方法已

不能满足研究的需要,不少新方法被应用到对浮游病毒的生

态研究中。根据国内外最新的研究结果,本文就应用于浮游

病毒研究之中的具有代表性的方法作一综述。

1 � 浮游病毒的计数方法

1�1 � 浮游病毒的常规计数方法

1�1� 1� 空斑法( Plaque Formation Units, PFU) : PFU法是病毒计

数中最常规的方法,常用于估测能裂解在固体培养基上生长

的藻或菌的病毒的数量,如天然水样中大肠杆菌病毒的丰度

和分布就是通过 PFU 法获得的[6]。PFU 法的原理是任一个

具感染力的病毒单位都会在敏感宿主的细胞层上形成一个

透明的裂解圈或生长抑制圈(即空斑) ,通过计数空斑即可测

定病毒的数量。到目前为止,由于 PFU法的操作简单可行,

灵敏度高(其检出限为每毫升 5 个空斑) [ 7] , 并可用于病毒的

纯化, 所以, 它已被广泛地应用到对 PHS 的研究工作中。而

该方法的局限性在于要求宿主必须能在固体培养基上培养,

且宿主细胞平板的形成可能会受到天然样品中细菌的干扰,

同时这种方法也不能有效地区分开不同类型的病原体。

1�1�2� MPN 法 ( Most�Probable�Number ) : MPN 法最早是用于

对噬藻体(蓝藻病毒)进行计数的, 其方法是将病毒溶液进行

梯度稀释,用每个稀释度的多个平行样品(通常是 10 个 )分

别感染宿主细胞, 通过检测较长时间段 (如 14d)内藻的生长

情况来判断是否有病毒感染, 最后将出现感染的稀释度数和

平行样品数与最可能数目表进行比较, 估测出病毒的数

目[ 7,8]。该法为计数不能在固体培养基上形成空斑的病毒

提供了可能, 而且简单易行,灵敏度高, 检出限可达到每毫升

1个病毒。但这种方法的工作强度大, 准确性和精确度也不

如 PFU法。

总的来说,由于PFU法和MPN法都依赖于对宿主的感染,

所以它们更多的是被应用在对特定的 PHS 的感染动力学的研

究中,而较少应用在对天然样品的总浮游病毒的定量研究中。

1�1�3 � 透射电镜法 ( Transmission Electron Microscopy,

TEM) : 主要用来测定水样中病毒类颗粒( Viral Like Particles,

VLPs)的浓度, 实际上,人们通过 TEM 直接观察法, 发现浮游

病毒在海水中是大量存在的, 从而推测浮游病毒的感染和裂

解对浮游细菌及浮游藻类的生长与多样性有着巨大的影响。

与 PFU 和MPN 法相比, TEM 法的最大优势就在于可以直接

计数自然水体中的病毒粒子的数量而无需对宿主进行感染,

因此它能够提供关于整个病毒群落的形态多样性和丰度方

面的大量信息。而这种方法的主要缺点就在于测定下限高

达 105 个/ ml, 误差范围也高达 20% � 25% [ 9] (在测量低丰度

样品时由于需要对样品进行浓缩, 因此误差更大) ,无法确定
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病毒颗粒是否具感染性及宿主的类型, 而且设备昂贵, 所需

的分析时间长,对操作者的专业水平要求较高。

1�2 � 新发展的浮游病毒计数方法

荧光法 ( Epifluorescence M icroscopy, EFM )与流式细胞计

数法( Flow Cytometry, FCM)

EFM 法的基本思路是根据特定的荧光染料对不同的浮

游生物的核酸染色的不同,从而在荧光显微镜下就可以进行

区分和计数。通常, 荧光法都需要浓缩、酶解游离核酸、染

色、固定、镜检等一系列步骤, 而常见的荧光染料有 DAPI,

Yo�pro, SYBR等。DAPI 是最早用于对浮游病毒进行研究的

荧光染料, 它能够对双链 DNA 进行特异性染色[ 7]。Yo�pro�1

和SYBR Green �则是近年来才被应用于浮游病毒的计数

的[ 10, 11]。这两种染料的优势在于具有较低的背景色及高于

DAPI荧光的稳定性和亮度,因此它们已替代 DAPI 成为主流

的荧光染料。以前人们在使用 Yo�pro�1 的时候,需要长达 2d

的时间才能使浮游病毒样品充分着色, 但后来又有报道指

出,通过用微波处理可将染色时间缩短至 4 min[ 12] , 而且

Ca2+ 可以显著提高 Yo�pro�1 染色的检测效率13。与 Yo�pro

不同, SYBR Green �仅染色水样中的病毒和细胞,尽管这种

染料的褪色较快(可以通过加入抗褪色剂来减缓) ,但由于它

的染色时间较短(小于 15min) , 亮度较高,而且不受乙醛固定

剂的影响[ 11] ,因此, SYBR Green �被认为是目前用于荧光计

数浮游病毒的最佳染料。DAPI, Yo�pro�1 和 SYBR Green �

三种染色法的区别见表 1。

表 1� DAPI, Yo�pro�1和 SYBR Green �三种染色法的比较

Tab. 1 � Comparison between DAPI,Yo�pro�1 and SYBR Green I dyeing

DAPI Yo�pro�1 SYBR GREEN�I

染色时间 30min 48h � 4min < 15min

褪色时间 居中 褪色时间最晚 < 30s

样品固定 1%的戊二醛或福尔马林 不需要固定 乙醛固定

荧光效果 较差
低背景色,荧光更亮,

稳定性更高,更准确
同 Yo�pro�1

样品预处理 样品不需预处理 无需预处理或用微波预处理 需加入特定的抗褪色物质

� � 和TEM 法相比, EFM 法的优势在于精度较高(其误差范

围为7 � 11% ) [ 13] ,所需的设备少, 经济可行, 且能够在实地进

行。但用这种方法得不到关于病毒群种或被感染生物体组

分的信息,小的细菌与大的病毒不易区分, 单个病毒也不能

从病毒聚合体中分辨出来,而且用不同的染料往往也会得到

相去甚远的结果[ 14]。如有人用 Yo�pro�1、DAPI染色法和 TEM

法的检测了同一样品中的病毒粒子浓度, 发现用 DAPI 染色

得到的结果最低, 大约只有 TEM 法的四分之一 , 而 Yo�pro�1

染色的结果最高,为 TEM 法的 10 倍左右
[ 15]
。Yvan 等人也尝

试过用各种荧光染料对不同营养背景的天然水样中的病毒

进行计数, 同样发现普通的 Yo�pro�1 染色法对各种水体中病

毒计数的结果均是最高的,而用微波处理的方法虽然得数较

低,但特别适用于对固定了的水样进行快速分析; 此外, SYBR

Green I 则由于褪色太快, 所以不适合用于对病毒颗粒的浓度

高于 10
8
VLPs�mL- 1的样品进行计数[ 14]

。

FCM 法是由 EFM 法派生出来的,其运作的原理实质上与

荧光法是相同的,因此其优缺点与 EFM 法也是基本相似的,

但FCM 由于实现了分析的自动化并且结合了高度灵敏的检

测手段,所以它的结果比 EFM 法平均高 1. 25 倍, 其速度和精

度也均高于 EFM法, 而且至少能够区分自然水样中的 2 到 3

个不同的病毒种群[ 16, 17]。

目前应用于浮游病毒检测的 FCM 染料有两种: SYBR

GREEN�I 和 SYBR Gold SYBR GREEN�I 染色时要求样品须经

过深度冰冻或 80� 高温预处理,而且样品的褪色快( < 30s) ,

病毒计数偏低[16]。Chen 等人在用 FCM 法计数用 SYBR Gold

染色的天然湖水样品时,至少可以分辨出 4 个不同的病毒颗

粒类型,同时由于 SYBR Gold 的成本更低,染色更快而且不受

固定剂的影响, 荧光比 SYBR GREEN�� 更明亮, 更稳定, 持

续时间更长达2min
[ 16]
,因此它很有可能会替代 SYBR GREEN�

� 目前的地位。

2 � 浮游病毒致死率的测定方法

病毒所引起的致死率是确定浮游病毒生态地位的重要

指标,因此对它的准确测量显得十分重要,现在,研究者们主

要通过以下方法来测量和计算病毒所造成的致死率。

2�1 � 切片观察法

通过对超薄切片的浮游生物进行电镜观察,人们能够对

水生微生物群落中被病毒感染的细胞进行计数,并依此推算

由病毒造成的致死率[ 18]。尽管用切片法能够对被感染细胞

进行直接计数, 但由于它只能够识别已装配好了病毒颗粒,

所以对处于感染的其他阶段的细胞无法计数。解决这一问

题的方法是根据病毒的潜伏期和裂解期的长短来设计一个

校正因子,将直接计数的得数来乘以这个校正因子来得到被

病毒感染的细胞总数。现阶段常用的校正因子是 10[ 18] , 但

考虑到生态系统的复杂性,研究者正致力于设计出一系列校

正因子来适应不同的 PHS 系统[ 19]。迄今为止, 利用切片观

察法人们已经发现每天大约有 10% � 20% 的浮游细菌被噬

菌体所裂解,因此浮游病毒是控制浮游菌群的重要因子[20]。

2�2 � 标记示踪法

根据标记物的不同, 可以将标记示踪法分作两类: 放射

536�� 水 � � 生 � � 生 � � 物 � � 学 � � 报 27卷



性示踪法和荧光示踪法。放射性示踪法是 Steward 等人参照

测量细菌生产力的方法而设计的, 这个方法的基本原理是

用3H 或32P标记浮游病毒的核酸, 然后计数宿主裂解后的放

射性标记物的量, 这个量所代表的就是病毒的生产量, 最后

用病毒的生产量除以病毒的平均释放量就能够推算出被感

染的宿主数量[21]。在将放射性标记量转化成病毒的生产量

时,还需要一个转化系数。通常 , 这个系数是通过比较用其

他方法测量的标准 PHS 中的病毒的数量变化和放射性标记

物的数量变化来得到的[21, 22]。但迄今为止,人们还没有在这

个系数的选择上达成统一的意见, 所以不同的研究者使用这

种方法得到的病毒介导的致死率是有极大差异的。

由于放射性示踪法不适于检测病毒生产力较低的样品,

因此最近又有人将荧光染料用于对病毒生产力的示踪研究

中[23]。荧光示踪法的基本原理和放射性示踪法是相同的, 但

荧光染料对宿主正常生理活动的影响小,且无需推测转化系

数,所以精度更高, 此外它的操作性, 安全性和灵敏度也优于

放射性示踪法。而这种方法的缺点主要是由荧光染料的性

质决定的,如由于 SYBR Green � 在光照下极易褪色,所以它

只能用于对避光培养的 PHS 体系的研究[23]。

总的来说,标记示踪法得到的结果低于用切片观察法所

得到的结果[24]。但标记示踪方法能够直接测定病毒的生产

速率并推算它所造成的致死率, 而且也可以用于直接记录病

毒粒子的降解率,同时还为提供了有关物质从浮游菌群流向

浮游病毒的直接证据[ 7]。

2�3 � 基于数学原理的推算法

在对生态系统的研究过程中, 很多关键性的数据是用现

有的技术手段无法直接或精确测量的,因此通过数学原理来

对它们进行合理的推断就变得十分必要,在研究浮游病毒的

生态地位时,最常用的推断模型就是用病毒的失活率来推算

其增殖率和对宿主的致死率[ 25]。这个模型的基本前提是, 由

于天然水体中病毒的浓度几乎是季节性恒定的,所以病毒的

生产速率就应该等于它的失活速率, 而由病毒造成的细菌的

日致死率在理论上就等于每日新增的病毒数量除以病毒的

平均释放量。通常测定病毒失活率的方法是向海水培养体

系中加入细胞毒素来阻止病毒增殖, 这时只要对病毒进行计

数就能够得到其失活率[ 26]。另一个常用的模型是用病毒与

宿主的浓度与个体大小来推算病毒所造成的细菌的致死率,

其基本思路是通过病毒与宿主的浓度与个体大小来计算病

毒与宿主细胞的接触率,再假设一个成功感染占总接触次数

的百分比(通常是 100% ) , 从而推算出病毒造成的细菌的致

死率[4, 27]。基于这一理论, Suttle 等人计算得到了墨西哥湾海

水中噬藻体对聚球藻的日致死率在 5% � 7% 之间[ 27] , 考虑

到聚球藻对海洋初级生产力的巨大贡献,噬藻体对聚球藻的

裂解作用可能会对整个海洋生态系统产生难以估量的影响。

尽管数学方法能够得到无法直接测量的数据, 但它也存

在一些问题,特别是方程中参数的取值对最后的计算结果有

着极大的影响, 如在上述使用失活率来推算致死率的模型

中,选用较高的病毒释放量就会得到较低的致死率[27]。因此

在应用这些方法时,对参数的取值进行精确的测量和合理的

筛选就显得十分重要。

3 � 分子生物学方法

随着对浮游病毒的研究的深入, 研究者不但需要得到浮

游病毒的总量,而且更希望了解浮游病毒究竟是由哪些主要

类群构成的,甚至还要知道这些类群的大小及它们与宿主之

间的关系。分子生物学手段的采用和发展对这些研究提供

了新途径。迄今为止,人们初步建立了以 PCR 为核心的定性

检测方法[28 � 31]。

在对噬藻体的研究过程中, 人们发现由于 GP20 基因[ 30]

和 DNA聚合酶基因[ 28]具有相当强的保守性, 所以他们可以

当作研究噬藻体的分子进化关系的指示基因。现在, 人们已

经将PCR技术用于分析天然样品中的噬藻体种类, 并根据上

述基因的序列建立了部分噬藻体的分子进化图谱。这类

PCR方法的过程是先用适当的方法浓缩水样中的噬藻体, 然

后对标志性的噬藻体 DNA 片段进行 PCR 扩增, 最后再用

DNA杂交[ 30]、变性胶梯度电泳 ( DGGE)、毛细管电泳 ( CD�

CE) [ 31]等高灵敏度的检测方法加以检测。此外, Wommack 等

人还将用脉冲场电泳( PFGE)所分离出的不同大小的噬藻体

基因组用于 PCR检测: 他将经过超滤浓缩和超离心纯化的天

然水样固定于 1�5%的 Agarose中 ,随后用蛋白酶 K处理使病

毒脱衣壳,再经过脉冲场电泳之后选取不同分子量的噬藻体

基因组进行 PCR扩增, 最终获得了海水中噬藻体种群结构随

季节和地点变化的重要数据。应用上述分子生物学手段进

行的研究主要有两大发现:一是证明了噬藻体与噬菌体之间

是存在一定亲缘关系的,但不同类型的噬藻体之间的亲缘关

系要大于噬藻体与噬菌体之间的亲缘关系[ 29] ; 二是表明了

自然水体中噬藻体的种群结构是具有地域性和季节性特征

的。

总之, 相对于其他方法而言, PCR 方法无需对宿主和病

毒进行纯化培养, 且灵敏度和准确性更高, 还能够检测溶原

型的病毒,所以通过应用这个方法, 人们已经获得了一些以

前用常规方法所不能得到的关于病毒种群结构的数据,但目

前PCR方法的应用还有一定局限。一个主要的问题就是由

于人们对浮游病毒的序列的认识的不足, 所以已知的 PCR 引

物并不能扩增所有待识别的种类, 但随着研究的深入和浮游

病毒基因库的不断丰富, 相信这一问题将会很快得到解决。

此外,用 PCR 对浮游病毒进行定量研究现在也被提上了议事

日程,虽然还没有直接的报道, 但基于其他水生微生物的定

量PCR研究表明这一方法不但在原理上是可行的, 而且在实

际的操作中也能够达到所需的灵敏度和准确度。

浮游病毒作为一个新的研究领域[ 32] ,其研究方法还不是

十分完善,在某些情况下用不同的方法往往会得到相差甚远

的结论, 因此要建立一个标准来对各种方法加以衡量和比

较。从现有的资料来看,浮游病毒的研究方法的发展将以分

子生物学的原理和技术为基础, 且存在从定性到定量的趋

势。
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