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摘要:【目的】了解云南盐矿中病毒样颗粒的多样性及特征，为丰富嗜盐菌病毒资源及其生态功能研究奠定
基础。【方法】采用电子显微镜直接观察、双层平板分离纯化对云南 5 个盐矿样品病毒的分布和形态特征进
行比较研究。【结果】电镜观察病毒富集液表明，其中含有 3 种不同形态的病毒样颗粒(头尾形、丝状、球
状)。同时，分离获得 3 株嗜盐细菌病毒，其中 2 株感染盐单胞菌( Halomonas sp． )，1 株感染色盐杆菌
(Chromoha lobacter sp． )，分别命名为 QHHSV-1、YPHSV-1 及 YPCPV-1。QHHSV-1 形成边缘清晰、透明的噬
菌斑，出斑时间约为 8 h，培养 24 h，其噬菌斑直径可达 3 mm，电镜观察显示，QHHSV-1 呈头尾形，头部直径
约为 47 nm，其尾部极易断裂，长约75 nm;YPHSV-1 形成边缘清晰、透明的噬菌斑，出斑时间约为 12 h，培养
24 h，其噬菌斑直径可达 1 mm，电镜观察显示，YPHSV-1 呈头尾形，头部直径约为 50 nm，尾长约为 140 nm;
YPCPV-1 形成边缘模糊、透光亦不易见的噬菌斑，出斑时间约为 72 h，培养 96 h，其噬菌斑直径可达
2 － 4 mm，电镜观察显示，YPCPV-1 呈球形，是表面有突起的多态形病毒，大小为 20 － 50 nm。
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病毒不仅感染真核生物同时也感染原核生物
(细菌和古菌)，由于原核生物的数量远远多于真核
生物，因此感染原核生物的病毒也成为生物圈中最
为丰富和多样的生命体［1］。病毒的高感染率为原
核生物间的基因水平转移提供了丰富而多样的遗传
资源，对基因组的进化、致病性和耐药性具有非常关
键的作用［2］。对病毒的研究有助于增加人们对生
命的起源与进化、生命本质及环境适应策略等的认
识［3］。近几十年来，极端环境中病毒的研究一直是
全球热点之一［4］。1974 年，Torsvik 和 Dundas 从盐

沼盐杆菌(Halobacterium salinarium)中分离出第一
株嗜盐古菌病毒 Hs1［5］。目前，已报道的嗜盐菌病
毒大多都是感染古菌，尽管高盐环境中同样蕴含着
大量而多样的嗜盐细菌，但相对于嗜盐古菌病毒而
言，嗜盐细菌病毒的研究开展得较少。早期发现的
细菌病毒及古菌病毒形态多为头尾形，但近年来的
电镜观察显示，在高盐环境样品中，病毒颗粒呈现出
较为丰富的形态多样性，如多态形病毒、水滴状和瓶
状病毒等［6］。

人们一般将盐浓度高于海水浓度、甚至达到盐
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饱和浓度的环境称为高盐环境，生活在这一类栖息
地的微生物被称为嗜盐菌或嗜盐微生物［7 － 8］，包括
细菌、古菌和真菌。由于嗜盐微生物在工业、农业、
医疗等领域具有广泛的应用价值［7］，已经成为发达
国家竞相占有和发掘的重要战略资源。国内研究人
员张子千、梅运军等通过诱导的方法从分离自湖北
应城盐矿盐岩样品的古菌(Natrinema sp． )中分离获
得球形的溶源病毒 SNJ1［9 － 10］，这是首次从嗜盐古菌
Natrinema 属中获得的病毒。马延和与多国科学家
合作对中国内蒙古 Bagaejinnor 盐湖中分离到的感
染喜糖盐红菌 ( Halorubrum saccharovorum) 的病毒
BJ1 进行了基因组测序和解析［11］。目前，全球从高
盐环境中已分离得到的 100 余株嗜盐菌病毒只占
6300 余种原核生物病毒的不到 1. 6%［12］，从形态上
这些病毒大致可分为头尾状、球状(多面体)、丝状
和多态形 4 种类型。可见，高盐环境中病毒分布广
泛、种类丰富，众多的嗜盐菌病毒有待于我们进一步
发现。盐矿也是一类极端高盐环境，云南特殊的地
质构造形成了盐矿集中分布的特性。云南盐矿作为
我国陆地高盐环境的重要组成部分，迄今未见其中
病毒多样性的研究报道。

本实验室前期研究表明，云南多座盐矿中嗜盐
微生物较为丰富［13 － 15］。那么，其中是否存在病毒以
及其多样性又如何呢? 本文报道了云南 5 个盐矿中
病毒样颗粒多样性，并分离获得 3 株细菌病毒，这不
但为探索盐矿病毒的多样性及其地域特征奠定了基
础，而且丰富了我国乃至世界的嗜盐病毒资源。

1 材料和方法

1. 1 培养基和缓冲液
改 良 LB 培 养 基 ( Modified Luria-Bertani

medium，简 称 MLB ): NaCl，80. 00 g; Tryptone，
10. 00 g; Yeast extract，5. 00 g; KCl，13. 75 mg;
Na2CO3，4. 00 mg; Fe ( Ⅲ ) citrate，2. 50 mg; NaF，
0. 06 mg; KBr，0. 02 g; SrCl2，8. 50 mg; H3BO3，
5. 50 mg; Na-silicate，1. 00 mg; Na2HPO4，2. 00 mg;
NH4NO3，0. 40 mg;加去离子水至 1000 mL，调节 pH
至 7. 2 － 7. 6，固体培养基琼脂浓度为 2%，半固体培
养基的琼脂浓度为 0. 65%。

SM缓冲液(Saline magnesium buffer):100 mmol /L
NaCl，8 mmol /L MgSO4，50 mmol /L Tris ( pH7. 5 )，

0. 002% gelatin (W /V)，灭菌后室温保存。
1. 2 样品采集及病毒富集

样品来自云南 5 个盐矿的土壤和卤水(图 1):
大理白族自治州洱源县乔后镇乔后盐矿;楚雄彝族
自治州禄丰县一平浪盐矿;普洱市景谷县威远镇凤
岗盐矿;普洱市普洱县磨黑镇磨黑盐矿;西双版纳傣
族自治州勐腊县磨歇盐矿。取 2 － 3 g 土壤或 2 －
5 mL卤水接种至 100 mL MLB 液体培养基于摇床
28 ℃、120 r /min 培养 15 d 至培养基变混浊，于
6000 × g、离心 15 min 收集上清，0. 22 μm 无菌过滤
除菌即得到病毒富集液。

图 1． 采样点分布图
Figure 1． Location of samples．

1. 3 富集液中病毒样颗粒电镜观察
取上述病毒富集液 37 mL，5000 × g离心15 min，

去除菌体，收集上清;取上清液 10000 × g，离心
15 min，去 除 细 胞 碎 片，收 集 上 清; 上 清 液 于
100000 × g，超速离心 1 h，将沉淀重悬于 37 mL Tris-
EDTA ( TE) 缓冲液( pH8. 0)中经 100000 × g，离心
1 h;将沉淀溶于 1 mL TE 缓冲液中再经 12000 × g，离
心 15 min 后收集上清(2 次重复)，0. 22 μm 无菌过
滤，滤液用 2%磷钨酸钠染色 1 min，自然晾干后置
于透射电镜( JEM-2100)下观察其形态特征。
1. 4 病毒的分离、纯化及形态观察

通过电镜观察筛选出存在病毒样颗粒的样品，
以本实验室前期分离获得的乔后盐矿和一平浪盐矿
嗜(耐)盐菌为宿主菌分离噬菌体。噬菌体的分离
纯化采用双层琼脂平板法，取存在病毒样颗粒的样
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品富集液 100 μL 与培养至对数期的嗜(耐)盐菌悬
液 280 μL 于离心管中混匀，并于 28 ℃ 静置吸附
15 min，再加入 4 mL 冷却至 45 ℃左右的 MLB 半固
体培养基混匀后均匀倒在 MLB 固体平板上，形成双
层平板。待双层平板完全凝固后再置于 28 ℃培养
并观察噬菌斑的形成。根据平板上所形成的噬菌斑
的形态、大小等特征，用无菌牙签挑取单个噬菌体经
SM 缓冲液稀释后与相应的对数期宿主菌悬液混匀
吸附，重复双层平板实验;实验连续 3 次以上，直到
双层平板上所形成的噬菌斑形态大小均匀得到纯病
毒为止。病毒形态观察同 1. 3。
1. 5 宿主菌 16S rＲNA 基因扩增、测序与分析

采用 Lysis Buffer for Microorganism to Direct PCＲ
(TaKaＲa)裂解细菌，提取基因组 DNA。16S rＲNA 基
因 PCＲ 扩增采用细菌通用引物 27F (5'-AgA gTT TgA
TCC Tgg CTC Ag-3')，1541Ｒ (5'-AAg gAg gTg ATC
CAg CCg CA-3')［16］。PCＲ 扩增体系(50 μL):10 × Ex
Taq Buffer ( 2. 5 mmol /L )，5 μL; dNTP Mix
(2. 5 mmol /L )，4 μL; 27F ( 25 pmol /μL )，1 μL;
1541Ｒ (25 pmol /μL)，1 μL; DNA 模板(约 10 ng)，
2 μL; Ex Taq ( 5 U /μL )，0. 3 μL; 加 ddH2O 至
50 μL。PCＲ 扩增反应:95 ℃ 5 min;95 ℃ 45 s，
56 ℃ 45 s，72 ℃ 2 min，25 个循环;72 ℃ 10 min。

扩增完成后，取5 μL扩增产物于 1% 琼脂糖凝胶电
泳检测。扩增产物送至上海生工生物工程技术服务
有限 公 司 测 序。 16S rＲNA 基 因 序 列 在 www．
ezbiocloud． net / eztaxon 网站上进行在线比对。

2 结果和分析

2. 1 盐矿样品中病毒样颗粒电镜观察
在云南 5 个盐矿样品中共观察到 3 种不同类型

的病毒样颗粒:头尾形病毒 (图 2);线形病毒 (图
3);球形病毒(图 4)。3 类形态的病毒在 5 个盐矿
中都有分布。
2. 1. 1 头尾形病毒样颗粒 (Head-tailed viruses):
图 2 所示，从云南盐矿极端高盐环境样品富集液中
观察到众多头尾形病毒样颗粒，其头部呈多面体结
构。如图 2-A，该类病毒为肌尾型病毒，直径约为
55 nm，具收缩性长尾，长约 153 nm，该类病毒只在
磨黑盐矿富集液中观察到;图 2-B，该类病毒为短尾
型病毒，头部直径约为 55 nm，尾长约 50 nm，该类病
毒只在乔后及磨歇 2 个盐矿富集液中观察到且前者
较后者少;图 2-C，该类病毒为长尾型病毒，头部直
径 53 － 58 nm，尾长 145 － 212 nm，长尾型病毒样颗
粒在5 个云南盐矿样品富集培养液中都极为普遍。

图 2． 云南盐矿中的头尾形病毒样颗粒透射电镜形态
Figure 2． Transmission electron micrographes of head-tailed viruses from salt mine in Yunnan． A: Myovirus; B: Podovirus; C: Siphovirus．

2. 1. 2 线形病毒样颗粒 (Linear viruses):线形病
毒在细菌和古菌宿主中都较为常见，其中古菌域主
要 是 感 染 泉 古 菌 中 的 Sulfolobus、Acidianus 和
Thermoproteus。依其形态特征，将线形病毒分为 2 个
科，即小杆状病毒科(Ｒudiviridae)和竿形脂毛病毒
科( Lipothrixviridae);在细菌域中，将丝杆状病毒
( Inoviridae)分为两个属，即丝状病毒属( Inovirus)及

杆状病毒属(Plectrovirus)。从云南盐矿极端高盐环
境样品富集培养液中还观察到呈杆状、线状或丝状
的病毒样颗粒(图 3)。该类病毒结构较柔韧、易弯
曲、易粘连，也会断裂，其长短、粗细不一。线形病毒
样颗粒在 5 个云南盐矿样品富集培养物中较为普
遍，其中，凤岗盐矿、磨黑盐矿及磨歇盐矿 3 个样点
中线形病毒样颗粒相对较多。
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图 3． 云南盐矿中的线形病毒样颗粒的透射电镜形态
Figure 3． Transmission electron micrographes of linear viruses from salt mine in Yunnan．

2 . 1 . 3 球形病毒样颗粒 ( Spherical viruses) :
在云南盐矿富集液中，观察到以下几种球状的
病毒样颗粒，其中一种形似覆盖层病毒，直径约
为 53 nm，具外壳蛋白和囊膜结构 (图 4 -A ) ;另
一种仅由外壳蛋白组成，直径为 43 － 73 nm，呈

堆积状态，吸附在细胞碎片上(图 4 -B) ;其余球
状病毒大小 20 － 110 nm 不等 (图 4 -C ) 。在 5
个云南盐矿样品富集培养物中都不同程度地观
察到了该类型病毒，并以乔后盐矿和一平浪盐
矿两个样点居多。

图 4． 云南盐矿中的球状病毒样颗粒透射电镜形态
Figure 4． Transmission electron micrographes of spherical viruses from salt mine in Yunnan．

2. 2 噬菌体的分离纯化及形态特征
通过透射电镜的方法对盐矿样品进行粗筛，选

择可能含有病毒样颗粒的盐矿样品，采用双层平板
法分离病毒。分离获得 2 株盐单胞菌( Halomonas
sp． )病毒及 1 株色盐杆菌(Chromohalobacter sp． )病
毒，根据样品来源、病毒形态及宿主菌特性，将它们
分 别 命 名 为 QHHSV-1 ( Qiaohou Halomonas
Siphoviridae Virus 1 )、 YPHSV-1 ( Yipinglang
Halomonas Siphoviridae Virus 1 ) 及 YPCPV-1
(Yipinglang Chromohalobacter Pleomorphic Virus 1)。
电镜显示，QHHSV-1 和 YPHSV-1 均为长尾型病毒，
该类病毒在 5 个云南盐矿样品中都观察到且数量众
多;YPCPV-1 电镜形态与 HHPV-1 等多态形病毒［18］

相似，这类病毒在 5 个云南盐矿样品中都未能观察
到，可能是其丰度太低。

2. 2. 1 QHHSV-1、YPHSV-1 及 YPCPV-1 的噬菌
斑形态:QHHSV-1 能在 MLB 平板上形成边缘清晰、
透明的噬菌斑，出斑时间约为 8 h，培养 24 h，其噬菌
斑直径可达 3 mm;YPHSV-1 在平板上形成边缘清
晰、透明的噬菌斑，出斑时间约为 12 h，培养 24 h，其
噬菌斑直径可达 1 mm;YPCPV-1 在平板上形成边缘
模糊、透光亦不易见的噬菌斑，出斑时间约为 72 h，
培养 96 h，其噬菌斑直径可达 2 － 4 mm(图 5)。
2. 2. 2 QHHSV-1 的电镜形态:经过电镜多次验
证，证实 QHHSV-1 呈头尾形，头部直径约为 47 nm，
尾长约为 75 nm;其尾部极易断裂(如图 6-A 及图 6-
B 箭头所示)。

QHHSV-1 病毒颗粒大多不成簇而是呈单个分
散，但在宿主周围往往会有大量病毒颗粒存在，并有
部分病毒吸附于宿主细胞碎片表面(QHHSV-1 尾部
已断裂)(图 7)。
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图 5． QHHSV-1、YPHSV-1 及 YPCPV-1 在 MLB 平板上的噬菌斑形态(培养皿直径 90 mm)
Figure 5． Plaques of phages QHHSV-1，YPHSV-1 and YPCPV-1 on MLB ( petri dish 90 mm in diameter) ．

图 6． QHHSV-1 透射电镜形态
Figure 6． Transmission electron micrographes of QHHSV-1．

图 7． QHHSV-1(尾部已断裂，图中箭头所示)及细胞碎片
Figure 7． Transmission electron micrographes of QHHSV-1 and its host

cell fragments．

2. 2. 3 YPHSV-1 的 电 镜 形 态: 如 图 8 所 示，
YPHSV-1 也呈头尾形，头部直径约为 50 nm，具有非
收缩性长尾，长约 140 nm。
2. 2. 4 YPCPV-1 的 电 镜 形 态: 如 图 9 所 示，
YPCPV-1 大小 20 － 50 nm (多数颗粒大小约为
30 nm)且表面有突起。

YPCPV-1 的电镜形态与分离自意大利、以色
列、泰国、西班牙以及澳大利亚等地的高盐环境病毒
( HＲPV-1、HＲPV-2、HＲPV-3、HＲPV-6、HGPV-1、
HHPV-1)［17］形态相似。同时，YPCPV-1 与感染支原
体的多态形病毒 MV-L172［18 － 19］也相似，但比 MV-
L172 小 很 多 (图 10 )。MV-L172 大 小 为 42 －
116 nm，平均大小为 69 nm。
2. 2. 5 宿主菌16S rＲNA基因分析:QHHSV-1 的宿
主菌 QH52 － 2 的16S rＲNA基因序列(KP233711)与
Halomonas ventosae Al12T ( AY268080 ) 的相似度达
99. 6%，将 其 初 步 鉴 定 为 Halomonas ventosae。
YPHSV-1 的 宿 主 菌 H5 的 16S rＲNA 基 因 序 列
(KP233710)与 Halomonas titanicae(DQ645593)的相
似 度 达 98. 3%，将 其 初 步 鉴 定 为 Halomonas
titanicae。YPCPV-1 的宿主菌 F7 的16S rＲNA基因
序列 ( KP233709 ) 与 Chromohalobacter canadensis
(AJ295143) 的相似度达 98. 9%，将其初步鉴定为
Chromohalobacter canadensis。
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图 8． YPHSV-1 透射电镜形态
Figure 8． Transmission electron micrographes of YPHSV-1．

图 9． YPCPV-1 透射电镜形态
Figure 9． TEM morphology of YPCPV-1．

图 10. 8 株多态形病毒与 YPCPV-1 形态比较
Figure 10． Eight pleolipoviruses show similarities to YPCPV-1，Scare bar: 100 nm．

3 讨论

对云南 5 个盐矿采集的卤水和土壤样品进行富
集培养，超速离心浓缩收集病毒液，并对病毒富集培
养液进行电镜观察，在 5 个盐矿中都观察到了 3 种

不同类型的病毒样颗粒:①头尾形病毒;②丝状病
毒;③球状病毒，这些病毒形态与分离自意大利、以
色列、泰国、西班牙以及澳大利亚等地的高盐环境病
毒形态相似。本实验室前期研究表明，云南多个盐
矿原核生物具有较高的多样性［13 － 15］。多样的宿主
为病毒多样性的存在提供了前提。我们采用双层平
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板法，以本实验室前期分离获得的乔后盐矿和一平
浪盐矿细菌为潜在宿主菌，以云南 5 个盐矿样品分
离病毒，其中，从乔后盐矿、一平浪盐矿 2 个样点分
别分离到了噬菌体 QHHSV-1、YPHSV-1 及 YPCPV-
1，这可能与我们所使用的宿主菌株是来自这两个盐
矿有关。然而，令人遗憾的是，我们所能分离到的嗜
盐菌病毒还很有限，不能完全反映云南盐矿中嗜盐
菌病毒的多样性，未能分离纯化得到在富集样品中
观察到的短尾、肌尾、球状以及丝状病毒，这可能是
由我们所获得的嗜盐菌宿主资源有限以及纯培养方
法自身所带来的局限性所导致的。

Atanasova 等较为系统地从 9 个地理位置相距
较远的高盐环境中分离到 49 株病毒 (4 株细菌病
毒，45 株古菌病毒)并进行了宿主-病毒间的相互作
用分析［20］。他们所分离到的病毒中，部分与我们所
分离得到的病毒形态相似，都含有头尾型及多态型
两类病毒。我们所分离的 QHHSV-1 和 YPHSV-1 都
属于盐单胞菌长尾型病毒，两者头部直径相差不大
(分别为 50 nm、47 nm)，尾部长短各异 (分别为
75 nm、140 nm)，交叉互不感染，为 2 株不同的嗜盐
菌病毒。最近，Pietil 等提出“Pleolipoviridae(多态形
病毒科)”一词来描述一类具有脂类包膜并呈现多态
形的病毒。迄今为止，已报道的嗜盐菌多态形病毒有
HＲPV-1、HＲPV-2、HＲPV-3、HＲPV-6、HGPV-1、HHPV-
1 和 HHPV-2，它们均属于嗜盐古菌多态形病毒且基
因组大小范围在 7048 － 10656 bp［17，20 － 23］。其中，
HHPV-2 由向华等人从辽宁葫芦岛晒盐场分离获
得［23］。有意思的是，HHPV-2 和 HHPV-1 的基因组
结构分别为单链环状和双链环状 DNA，分离地点也
相距甚远，但这二株病毒的基因编码序列和排序均
高度相似。除了 HHPV-2 外，HＲPV-1 和 HＲPV-2 的
基因组也为单链环状 DNA，而其余 3 个多态形病毒
则 为 双 链 环 状 DNA［20］。 YPCPV-1 的 形 态 与
Atanasova 等［20］、Pietil 等［17］以及 Ｒoine 等［22］所分
离到的上述嗜盐古菌多态型病毒相似。同时，
YPCPV-1 的形态与感染支原体细胞的细菌多态形
病毒 MV-L172［18］也相似。

迄今为止，已报道的嗜盐菌病毒 100 余株，占已
知的 6300 多种原核微生物病毒的 1%－ 2% ［12］，与
高盐环境中存在的高丰度病毒相比，我们所获得的
病毒还非常少，嗜盐病毒这一巨大的资源与基因宝
库亟待人类的开发。同时，对这些病毒的了解也仅

局限于形态观察，仅有少数的研究达到了分子水平，
包 括 BJ1［11］、SNJ1［10］、His1 与 His2［24］、φH 与
φCh1［25］、HF1 与 HF2［26 － 27］以及 SH1［28］。Fernando
等较系统地总结了高盐环境中病毒的免培养方法，
如透射电镜、脉冲场凝胶电泳，原位感染率、宏基因
组学以及宏转录组学等［29］，为环境病毒的研究提供
了新的手段和方法。虽然目前只有极少数的嗜盐病
毒被分离和培养，但研究成果仍为我们展示出诱人
的前景。从盐矿这种高盐环境中分离得到的嗜盐菌
病毒极其有限，如能分离到更多的盐矿嗜盐菌病毒
不仅可以帮助我们了解它们在盐矿中的分布及特
征，还有助于丰富我国的嗜盐病毒资源，扩展人们对
病毒多样性的认识。

因此，对云南盐矿嗜盐菌病毒的研究，不仅可以
帮助我们了解它们在云南盐矿中的分布及特征，还
有助于丰富我国乃至全世界的嗜盐菌病毒资源，这
对获得具有应用前景的新功能基因以及阐明宿主及
病毒的嗜(耐)盐机制具有重要意义。进一步对嗜
盐菌病毒的编码基因、蛋白质和转录模式进行相应
的分析，还有助于我们了解在感染过程中复杂的宿
主-病毒相互作用。
致谢:感谢云南大学分析测试中心卞龙春老师在电
镜观察过程中的支持和帮助。
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Diversity of virus-like particles from salt mines in
Yunnan，China

Qin Zhao1，Pengkang Ｒen1，2，Yongxia Wang1，Zhiying Li1，Ming Wu3，Wei Xiao1* ，
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Abstract:［Objective］ For exploring and characterizing the diversity of virus-like particles from salt mines in Yunnan，

China．［Methods］ Virus-like particles were identified from enriched brine or saline soil samples by transmission

electronic microscopy and double-layer plate，and their morphological properties were further characterized．［Ｒesults］

Three types of virus-like particles，head-tailed virus，linear virus and spherical virus，were observed by using transmission

electronic microscopy． Then，two Halomonas viruses and one Chromohalobacter virus were subsequently isolated from

Qiaohou salt mine and Yipinglang salt mine． According to the sample sources，their morphological characteristics and the

character of host strains，those viruses were named as Qiaohou Halomonas Siphoviridae Virus 1(QHHSV-1)，Yipinglang

Halomonas Siphoviridae Virus 1 ( YPHSV-1 ) and Yipinglang Chromohalobacter Pleomorphic Virus 1 ( YPCPV-1 ) ．

QHHSV-1 was head-tailed virus with a diameter of 47 nm icosahedrons-like head，and an easily broken 75 nm length tail．

YPHSV-1 was head-tailed virus with a diameter of 50 nm icosahedrons-like head，and a 140 nm length tail． YPCPV-1 was

a pleomorphic，variable-sized (20 － 50 nm) virus，which possessed protuberances on the virus particles．
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