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摘要：【目的】揭示大庆湿地可培养蓝藻噬菌体遗传基因多样性，分析其系统进化地位，为噬藻体生态

学研究提供数据支持。【方法】以鱼腥藻(Anabaena PCC7120)为宿主，采用液体富集和双层平板法分离

大庆湿地水体中可培养的噬藻体，提取噬藻体混合液的DNA, PCR扩增噬藻体编码衣壳组装蛋白的g20基
因和编码T7型短尾病毒的核糖体聚合酶的pol基因，克隆测序，构建系统进化树，明确可培养噬藻体相

关基因的系统进化地位。【结果】克隆测序获得1条g20基因序列，4条pol基因序列。系统进化分析表

明，获得g20序列隶属于可培养噬藻体类群(Cluster δ)中。而3条pol基因与我国吉林碱性稻田水体噬藻体

类群(PG-Pol-I和PG-Pol-II)更相近，另一条pol序列形成独立的进化分枝。【结论】这是首次调查大庆湿

地水体侵染鱼腥藻的可培养噬藻体的g20和pol基因，初步确认以鱼腥藻(Anabaena PCC7120)为宿主的可

培养噬藻体g20基因归属于Cluster δ中，而大庆湿地可培养噬藻体的pol基因与我国大安稻田水体pol基因

相近。
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噬藻体是侵染蓝藻的细菌病毒，在环境中分

布广泛，多样性丰富，在调节水体中蓝藻种群的

密度、多样性及生物地球化学循环起重要作用[1]。

2002年我国首次成功分离第1株噬藻体病毒株以

来，在噬藻体的生物学特性、分离鉴定等方面开

展了大量的研究[2–5]。至目前为止，可培养噬藻体

菌株较少，尤其在淡水生态系统噬藻体分离株更

少[6]。近年来，基于噬藻体某些噬菌体家簇的氨

基酸保守序列设计简并性引物来调查环境中噬藻

体基因多样性成为当前研究热点[7]。

目前，研究噬藻体多样性的分子标志有编码

肌尾噬藻体衣壳组装蛋白的g20基因[8]、编码DNA

聚合酶的pol基因[9]及编码光合反应中心蛋白D1亚

基的psbA基因[10]等。以g20基因[11–16]、pol基因[9,17–19]

及psbA基因[10,20]为分子标记在海洋[11–12,15,17–18]、淡

水[20]和稻田[13–14,16,19]生态系统中研究噬藻体多样性

已有很多报道。通过大量的环境样品调查发现有

很多的来自海洋、淡水湖泊、稻田生态系统中噬
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藻体基因类群。这些来自环境样品中的基因是否

来自于噬藻体需要通过传统的分离培养方法进一

步验证[21]。因此，采用液体培养基或双层平板法

分离纯化环境中的噬藻体可深入了解噬藻体相关

基因及其宿主的相互关系[22–25]。但一些噬藻体分

离2–3代时，侵染能力将下降[26]。基于此，本文以

大庆湿地水体中噬藻体为材料，以Anabaena

PCC7120为宿主，通过采用双层平板和液体富集

相结合方法分离可培养的噬藻体，连续富集3代后

提取可培养噬藻体的DNA, 采用PCR-克隆测序方

法确定可培养的噬藻体的基因系统进化地位，为

将来研究噬藻体基因多样性研究提供数据支持。

1    材料和方法

1.1    供试材料

1.1.1    样品与培养条件：大庆湿地水体样品采集

于2014年5月1日、6月12日、7月21日、9月4日分

别采集于大庆黎明湖(N46°35′，E125°07′)、万宝

湖(N46°35′，E125°05′)、扎龙湿地(N47°18′，

E124°25′)及林甸稻田(N47°18′，E124°37′)，于4 °C

冰箱保存。

鱼腥藻Anabaena sp. PCC7120由中科院东北地

理与农业生态研究所农田分子生态学科组实验室

提供。培养基为BG-11培养基，藻种活化后，在

25 °C, 光照强度约为25 μE/m2/s, 光周期为L: D=

14 h: 10 h的条件下培养。

1.2    方法

1.2.1    大庆湿地可培养噬藻体的富集、浓缩：将

采集到同一地点不同时期的水样按等体积混合均

匀，经0.45 μm滤膜过滤，滤液作为病毒原液，接

种于生长至对数生长期的Anabaena PCC7120蓝藻

菌液中，富集侵染Anabaena PCC7120病毒液，当

病毒液变黄，而未接病毒原液处理仍为蓝绿色

时，采用双层平板法分离水体中噬藻体。即0.5 mL

病毒原液接种与1 mL对数生长期Anabaena PCC7120

宿主菌悬液混合，再与5 mL含0.6%琼脂的BG-

11半固体培养基混匀，在无菌条件下倒入已凝固

的BG-11固体平板 (1.5%琼脂)上层，静置1 h后，

在25 °C, 光照强度约为25 μE/m2/s, 光周期为L: D=

14 h: 10 h的条件下培养；培养5–7 d时，双层平板

呈现噬藻斑，将噬藻斑琼脂挑入液体BG-11培养

基中，于黑暗条件下静置过夜；将释放于BG-

11的噬藻体病毒液作为病毒源再次进行双层平板

分离噬藻体。连续3次双层平板分离获得的噬藻

斑，将带琼脂的噬藻斑全部挑入液体BG-11液体

培养基静置过夜，作为病毒液再次侵染液体

Anabaena菌悬液，当宿主颜色变黄，而对照组仍

为蓝绿色时，浓缩噬藻体病毒液。即将富集得到

病毒液中加入12%的氯仿，涡旋5 min, 静置1 h, 取

上清，上清过 0 . 2 2  μ m的滤膜，滤液中加入

PEG6000和NaCl到终浓度为10%和0.6%，混匀，

4 °C黑暗静置24 h后，13000 r/min离心30 min, 弃

上清，用300 μL SM缓冲液[0.1 mol/L NaCl, 8

mmol/L MgSO4·7H2O, 50 mmol/L Tris-HCl, 0.005%

甘油(W/V) pH 7.0]悬浮沉淀，加入100 μL 1 mol/L

KCl。冰浴30 min, 离心后，取上清(约400 μL)即为

病毒浓缩液。

1.2.2    DNA的提取：提取病毒液的DNA：取400 μL

病毒浓缩液于1.5 mL离心管中，加入粗制的DNase

和RNase, 使其终浓度均为1 μg/mL, 室温放置裂解

30–60 min, 8000 r/min离心5 min, 上清转入新的

1.5 mL离心管中，加入蛋白酶和SDS, 使其终浓度

分别为50 μg/mL和0.5%，56 °C水浴裂解2 h, 8000

r/min离心5 min, 上清转入新的1.5 mL离心管，加

入等体积PCI, 颠倒均匀，8000 r/min离心5 min, 上

清转入新的离心管中，加入冰异戊醇，–20 °C沉

淀30 min, 14000 r/min离心20 min, 用70%乙醇洗涤

2次，干燥后，用30 μL TE buffer溶解DNA于

–20 °C保存。
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1.2.3    g20和pol基因PCR扩增、克隆测序：噬藻

体2个相关基因PCR扩增体系均为50 μL, 其中包括

Taq酶buffer 5 μL, dNTPs 5 μL, primer-F (50
pmol/L) 0.5 μL, primer-R (50 pmol/L) 0.5 μL, Taq酶
(5 U/μL) 1 μL, ddH2O 37 μL, Template 1 μL。g20基
因引物[12]为：CPS1.1 (5′-GTAGWATWTTYTA
YATTGAYGTWGG-3′)和CPS8.1 (5′-ARTAY
TTDCCDAYRWAWGGWTC-3′)，其PCR反应条

件为：94 °C 3 min； 94 °C 15 s, 35 °C 1 min,
ramping 0.3 °C/s, 73 °C 1 min, 35个循环；73 °C
4 min。pol基因引物 [9]为：CP-DNAP-349F (5′-
CCAAAYCTYGCMCARGT-3′)和CP-DNAP-533Ra
(5′-CTCGTCRTGSACRAASGC-3′)、CP-DNAP-
533Rb (5′-CTCGTCRTGDATRAASGC-3′)，下游

引物1：1混合后使用，其PCR反应条件为：94 °C
3 min；94 °C 45 s, 55 °C 45 s, 每个循环降低1 °C,
72 °C 1 min, 10个循环；94 °C 45 s, 45 °C 45 s,
72 °C 1 min, 26个循环；72 °C 5 min。将PCR扩增

获得的产物经胶回收试剂盒(Bio Gel Extraction
Kit ,  BioFlux,  北京 )回收目的片段，将获得的

DNA片段连接至pEASY T1载体上，转化至大肠

杆菌感受态细胞DH5α中，经PCR检测阳性克隆，

通过酶切方法将不同阳性克隆分型，得到不同的

阳性克隆送至测序公司测序。

1.2.4    系统发育分析：测序获得的核苷酸序列采

用欧洲生物信息研究所网站(http://www.ebi.ac.uk/)

EMBOSS Transeq程序翻译成推导的氨基酸序列。

各基因最近亲缘序列经NCBI (http://www.ncbi.nlm.

nih.gov/)上在氨基酸水平上BLASTp比对获得。本

研究所获得的g20序列和pol序列均与已发表的海

洋、湖泊及稻田环境中克隆及分离获得的噬藻体

基因在氨基酸水平上构建系统进化树。本研究获

得的g20序列和pol序列已提交至NCBI数据库中，

其登陆号为KT283233–KT283237。

2    结果和分析

2.1    大庆湿地水样中可培养噬藻体的富集

供试4个大庆湿地水样中噬藻体通过液体富集

和双层平板分离观察见图1，黎明湖水体(图1-A)、

林甸稻田水体(图1-B)、万宝湖水体(图1-C)和扎龙

湿地(图1-D)等样点均得到噬藻体斑，且得到的噬

图 1.  大庆湿地噬藻体双层平板与液体富集

Figure 1.  Double-layer plate of cyanophage and liquid enrichment of cyanophages in Daqing Wetland. A–D indicate
the cyanophage plaque from Liming Lake, Lindian paddy floodwater, Wanbao Lake and Zhalong Wetland water,
respectively. E–H indicates enrichment liquid of cultured cyanophage from Liming Lake, Lindian paddy floodwater,
Wanbao Lake and Zhalong Wetland water, respectively. CK indicates that control with Anabaena PCC7120 without
cyanophage.
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藻斑均为中央透明，噬藻斑边缘模糊，未发现有

同心圆噬藻斑现象[3]。经过3次双层平板分离可培

养噬藻体后，从噬藻斑琼脂中释放出的噬藻体再

次侵染液体Anabaena PCC7120菌悬液，各采样点

均可变黄，但颜色存在一些差异，有些是浅黄色

(如林甸样品)、有些为土黄色(如万宝湖样品)。

2.2    大庆湿地水样中噬藻体g20和pol基因的PCR

扩增、胶纯化、克隆及酶切分析

大庆湿地水样中获得可培养噬藻体并提取其

DNA, PCR扩增g20和pol基因，黎明湖的g20基

因、万宝湖、林甸稻田水体和黎明湖的pol基因均

得到一些非特异性条带(图2-A)，而目的条带的位

置均在600 bp左右，将600 bp位置的条带切取进行

胶纯化，得到不同亮度的条带(图2-B)，其中林甸

稻田水体中pol基因最亮，而其他样品条带均可

见。各处理的胶纯化得到的DNA片段经克隆得到

阳性克隆，其PCR检测(图2-C)，阳性克隆处于不

同位置，选取600 bp位置的阳性克隆进行酶切分

型(图2-D)，将不同分型的阳性克隆送至测序公司

测序。

2.3    大庆湿地水样中噬藻体g20基因的系统进化

分析

大庆湿地黎明湖水样中获得有噬藻体g20基

因。该基因片段翻译成氨基酸序列得到181个氨基

酸残基，经NCBI网站上BLASTp比对发现，该基

因在氨基酸水平上与法国淡水湖泊中获得的克隆

LAB_g20_b26_C12具有最大相似性(97%) (表1)。

经构建系统发育分析，见图3-A, 将来自于海

洋、湖泊及稻田获得的g20序列与本研究获得的

g20序列在氨基酸水平上构建系统发育树，按王光

华等[13]划分方法，将进化树分为α、β、δ、γ、ε等

5个进化簇，其中本研究获得的g20序列LLM-

图 2.  大庆湿地水样中噬藻体g20和pol基因的PCR扩增 (A)、胶纯化 (B)、克隆 (C)及酶切图谱 (D)
Figure 2.  Profiles of PCR amplification(A), gel purification(B), positive clone(C) and enzyme digestion(D) of g20
and pol gene from cyanophage in Daqing Wetland. lane 1–4 indicate that g20 gene of Lake Liming, pol gene of Lake
Wanbao, pol gene of Lindian paddy floodwater and pol gene of Lake Liming, respectively.
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cg20-1分布于Cluster δ中，而Cluster也称为CSP
(Cultured Synechococcus Phage)进化簇，最早由

Short 和 Suttle命名[27]，该进化簇主要包括侵染聚

球藻和原绿球藻的可培养噬藻体g20基因类群。而

本研究经过双层平板连续3次富集侵染Anabaena的
可培养噬藻体类群，发现其g20也归为Cluster δ类
群中。

Baker等 [22]曾报道采用CPS1/CPS2和CPS1/
CPS8引物不能扩增AN-15, A-1 (L)和N-1噬藻体的

g20基因，而本研究所采用的引物CPS1.1/CPS8.1
比上述两种引物的简并性更大[21]。2013年Ge等[23]

电镜观察了我国东湖水体中存在着类似于长尾病

毒和肌尾病毒的颗粒物，通过PCR扩增也得到了

g20序列，但经系统进化位置发现这些g20基因均

未归属于Cluster δ类群中。王光华等[13]于2010年采

用PCR-克隆的方法在日本稻田水体中也获得9条
g20序列，分布于CSP-PFW1和CSP-PFW2两个亚

进化簇中，他们认为包括聚球藻的其他蓝藻可能

是这些g20序列的宿主。本研究通过对大庆湿地水

体样品中可培养噬藻体进行富集，采用双层平板

连续富集可侵染Anabaena PCC7120的噬藻体病毒

液，以CPS1.1/CPS8.1为引物，首次成功地获得噬

藻体g20序列，其系统进化地位归属于Cluster
δ中。由于本实验采用混合的可培养噬藻体为研究

对象，仍无法明确噬藻体所含基因与对应纯化的

噬藻体的对应关系，需将纯化噬藻体进行电镜观

察和全基因组分析可进一步明确g20基因与噬藻体

的对应关系。

2.4    大庆湿地水体中噬藻体pol基因的系统进化

分析

大庆湿地中黎明湖、林甸稻田水体和万宝湖

中均有可培养噬藻体的pol基因。该基因片段翻译

成氨基酸序列得到178或181个氨基酸残基，经

NCBI网站上BLAST比对发现，该基因在氨基酸水

平上与中国吉林大安稻田水体中获得克隆PFW-

Pol-18 (84%–85%)、PFW-Pol-19 (98%) 及来自南

太平洋水体中克隆UTK262-10 (75%)具有最高相

似性(表1)。将来自于海洋、湖泊及稻田获得的

pol序列与本研究获得的pol序列在氨基酸水平上构

建系统发育树(图3-B)，按Chen等[9]划分方法，本

研究获得的pol序列未分布在Cluster I-X中，其中

来自黎明湖水体中pol克隆LLM-cpol-2分布在PG-

Pol-I中，而克隆LLM-cpol-1和LWB-cpol-1与PG-

Pol-II更相近，来自林甸稻田水体的克隆LLD-

cpol-1形成一个独立的进化分枝。可能在大庆林甸

水体存在着新的噬藻体pol基因类群。2014年王光

华等[19]报道在我国吉林省大安稻田水体中存在新

的噬藻体pol基因类群，并形成特有的2个进化簇

PG-Pol-I和PG-Pol-II。本研究通过双层平板法，得

到侵染Anabaena PCC7120可培养噬藻体混合液，

首次成功获得大庆湿地水体中可培养噬藻体的

pol基因。据报道，稻田生态系统中以念珠藻和鱼腥

藻为主要的蓝藻类群 [ 2 8 ]，笔者推测侵染鱼腥藻

的可培养噬藻体类群可能更为丰富，有待深入

研究。

表 1.  大庆湿地可培养噬藻体g20和pol基因BLAST比对结果

Table 1.   BLAST results of g20 and pol genes from cultivable cyanophages in Daqing Wetland

Clone names Length of
amino acid Closest relative Accession No. Identity/% Alignment Sources References

LLM-cg20-1 181 LAB_g20_b26_C12 AGN88797 97 175/181 Freshwater Zhong & Jacquet
2013

LLM-cpol-1 181 PFW-Pol-18 AIC81827 85 154/181 Paddy
floodwater Wang et al. 2014

LLMp-cpol-2 181 PFW-Pol-19 AIC81828 98 177/181 Paddy
floodwater Wang et al. 2014

LDP-cpol-1 178 UTK262-10 ACY35793 75 133/178 South Pacific
Ocean Huang et al. 2010

LWB-cpol-1 181 PFW-Pol-18 AIC81827 84 152/181 Paddy
floodwater Wang et al. 2014
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图 3.  大庆湿地可培养噬藻体g20 (A) 和pol (B) 氨基酸序列与海洋、湖泊及稻田中g20和pol构建的系统进化树

Figure 3.  Neighbor-joining phylogenetic trees of g20 (A) and pol (B) from cultivable cyanophages in Daqing wetland
with those from marine, lake and paddy field. The number in parentheses denotes the accession number of amino acid
sequences in the NCBI website. Bootstrap values <50 are not shown. The scale bar represents the number of amino
acid substitutions per residue.
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3    结论和讨论

噬藻体是侵染蓝藻的细菌病毒，广泛分布自

然环境中。病毒多样性是目前微生物生态学研究

的热点之一。利用病毒某些家族中存在保守氨基

酸序列设计简并性引物研究病毒多样性已开展了

Figure 3.  Continued.
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大量工作，而在淡水可培养噬藻体家族某些基因

的系统进化地位有待明确。为此，本研究采用双

层平板法，连续3次侵染Anabaena PCC7120来富

集可培养噬藻体，将可培养噬藻体病毒混合液提

取DNA, PCR扩增噬藻体g20、pol和psbA基因，经

克隆测序得到1条g20序列，4条pol序列，未获得

psbA基因。系统进化分析表明，侵染鱼腥藻的肌

尾噬藻体g20基因可归属于Cluster δ中，大庆湿地

T7型可培养短尾病毒与我国吉林大安稻田水体中

噬藻体的亲缘关系相近。以上结果为明确可培养

噬藻体相关基因的系统进化地位提供数据支持。

噬藻体的分离过程需要在人工环境条件下提

供适宜病毒侵染蓝藻的条件，而有研究报道在噬

藻体侵染宿主过程中随着双层平板连续纯化，噬

藻体的侵染能力逐渐下降，导致获得可培养的噬

藻体相对较难[7]。目前，据笔者查阅资料，淡水

系统中仍未获得可侵染宿主的Anabaena PCC7120
的肌尾病毒g20基因。1998年Fuller等[8]基于g20基
因编码的保守氨基酸序列首次设计简并性引物可

调查环境中的肌尾噬藻体的丰度，Zhong等[11]于

2002年采用CPS1/CPS8引物成功分析其系统进化

地位，之后开展了大量研究，并发现Cluster δ (亦
称为Cultured Synechococcus phage, CSP)来自于可

培养的噬藻体类群 [27]。2008年Deng和Hayes报
道 [ 2 4 ]分离一些侵染Anabaena、Microcyst is和
Planktothrix噬藻体病毒株35株，仅有1株可侵染

Planktothrix的P-Z1采用CPS1和CPS2引物扩增获得

g20基因。由于该对引物扩增片段较小(165 bp)，
无法对其进行系统进化位置分析。2009年Gao
等 [ 2 9 ]首次分离来自淡水湖泊中可侵染丝状蓝藻

Planktothrix的病毒株PaV-LD, 2012年Gao等[30]对

PaV-LD全基因组进行测序，发现该噬藻体的

g20基因与环境样品得到g20序列的亲缘性很远。

为调查大庆湿地可培养噬藻体相关基因的进化地

位，本研究未采用分离纯化噬藻体的方法，而是

采用连续富集侵染Anabaena PCC7120宿主的可培

养噬藻体混合物，提取DNA来研究它们的进化地

位，研究发现大庆湿地水体中侵染Anabaena宿主

的噬藻体类群中g20基因也有归属于这个类群。据

笔者了解，这是首次发现侵染Anabaena噬藻体

g20基因归属于该类群中。

pol基因是编码T7型噬藻体短尾病毒核苷酸聚

合酶，最早于2009年Chen等[9]调查了海洋中T7型
噬藻体基因多样性，2010年Huang等[17]对全球海

洋中T7型噬藻体的pol基因进行了调查，并发现新

的噬藻体基因类群。Dekel-Bird等[18]对海洋中可培

养噬菌体的pol基因进行了系统进化分析，发现两

个进化分枝(Clade A和Clade B)。而这些噬藻体的

宿主来自于海洋的Synechococcus和Prochlococcus。
2014年Wang等[19]报道通过稻田水体环境DNA, 采
用PCR-克隆技术在东北稻田水体中发现新的T7型
短尾噬藻体pol基因类群(PG-Pol-I和PG-Pol-II)，而

本研究中以Anabaena PCC7120为宿主富集获得的

T7型噬藻体类群采用PCR克隆测序的方法，它的

系统进化归属于来自东北稻田水体中的PG-Pol-
I和PG-Pol-II两进化分枝中，另外发现新的短尾噬

藻体基因类型。

迄今为止，噬藻体通过电镜观察到总数达到

6000株，常见噬藻体主要归属于肌尾病毒(Myovi-
ridae)、 长尾病毒科(Siphoviridae)和短尾病毒科

(Podoviridae)[7]。g20基因作为分子标记主要针对

肌尾噬藻体病毒类群，pol基因是T7型短尾病毒科

的分子标记，而psbA是编码光合反应中心蛋白

D1亚基的基因，在肌尾病毒和短尾病毒中均有发

现[31]。本研究从可培养噬藻体DNA中PCR扩增未

获得psbA基因条带说明两方面问题，其一，本研

究获得的病毒DNA无宿主DNA的污染，其二，可

能在可培养噬藻体中psbA基因未进行适应性的进

化[32]。由于某些噬藻体的侵染能力随着纯化次数

的增加而下降，本研究无法成功地对可培养噬藻

体的纯化与电镜观察，而采用富集可培养的噬藻

体类群，可探讨可培养噬藻体的系统进化地位。
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后续工作需将噬藻体进行纯化和电镜观察，解析

噬藻体基因组及相关基因的系统地位，从分子进

化的角度可推动病毒生态学发展。
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Isolation and phylogenetic analysis of related genes of cultivable
cyanophages in Daqing Wetland

Wei Li, Ruirui Li, Ruiyong Jing*, Haijun Zhang, Pengfei Hu, Liyan Wang
College of Life Science and Technology, Heilongjiang Bayi Agricultural University, Daqing 163319, Heilongjiang Province,
China

Abstract: [Objective] To provide scientific data for studying the ecology of cyanophages isolated from Daqing
wetland by analyzing their genetic diversity and phylogenetic positions. [Methods] Liquid enrichment culture and
double-layer plate methods were used to isolate cultivable cyanophages by using host cyanobacteria Anabaena
PCC7120, and the DNA of cultivable cyanophages was extracted. The biomarker genes of g20 encoding capsid
assembly protein and pol encoding DNA polymerase in podoviruses were PCR amplified. The PCR products were
cloned and sequenced. The sequences were constructed with references sequences into the phylogenetic trees to
clarify the phylogenetic positions of cultivable cyanophage. [Results] One g20 sequence and four pol sequences were
obtained. Phylogenetic analysis showed that the g20 sequence belongs to the cultivable cyanophage group (Cluster δ).
Three pol sequences were closely related to cyanophage groups PG-Pol-I and PG-Pol-II that were observed in an
alkaline paddy floodwater in Da’an, Jilin province, China; another pol sequence formed a unique clade. [Conclusion]
The g20 gene from cultivable cyanophages infecting Anabaena PCC7120 belongs to the Cluster δ, and the pol genes
are closely related to those of paddy floodwater in Da’an, China.

Keywords: Daqing Wetland, cultivable cyanophage, Anabaena, phylogenetic analysis
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