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研究报告 

纳帕海高原湿地噬藻体 g20 基因系统发育多样性分析 

王粟萍  陈学梅  魏云林  张琦  季秀玲* 
昆明理工大学生命科学与技术学院  云南 昆明  650500 

摘  要：【背景】噬藻体是感染蓝藻的病毒，是水生系统的重要组成部分。它们对宿主种群死亡率有

重要影响，是控制蓝藻水华生消的潜在因子，对蓝藻群落结构的调控具有重要意义。大量研究揭示了

海洋和淡水环境中噬藻体的高度多样性，但目前对高原湿地中噬藻体的多样性知之甚少。【目的】阐

明我国纳帕海高原湿地噬藻体 g20 基因的遗传多样性，为进一步开展高原湿地微生物资源及其生态

功能研究提供理论基础。【方法】采集雨季的水体样品，以衣壳蛋白基因 g20 为标记基因，利用特异

性引物 Cps1 和 Cps8 对其进行 PCR 扩增，得到 26 条不同的 g20 基因有效序列，并将其与其他生境

中 g20 基因序列进行主坐标分析和系统发育分析。【结果】与其他海洋和淡水的噬藻体序列相比，纳

帕海高原湿地中噬藻体的序列与其他稻田序列更为相近；但也存在部分序列单独聚簇，这可能为纳

帕海高原湿地中独有的噬藻体类型。【结论】表明该地区的噬藻体较丰富，并具有一定的独特性。 

关键词：高原湿地，g20 基因，噬藻体 

Phylogenetic diversity of cyanophages g20 gene in Napahai 
plateau wetland in China 
WANG Suping  CHEN Xuemei  WEI Yunlin  ZHANG Qi  JI Xiuling* 

Faculty of Life Science and Technology, Kunming University of Science and Technology, Kunming,  
Yunnan 650500, China 

Abstract: [Background] Cyanophages, are viruses infecting cyanobacteria and a potential factor to 
control the growth and elimination of cyanobacteria blooms, which are of great significance to the 
regulation of cyanobacteria community structure. A large number of studies previously reported have 
revealed the high diversity of cyanophages in marine and freshwater environments, however, the 
knowledge of cyanophages in wetlands is scant. [Objective] It is necessary to clarify the genetic diversity 
of cyanophages gene g20 in Napahai plateau wetland in China, and provide a theoretical basis for further 
research on microbial resources and ecological functions of plateau wetlands. [Methods] The water 
samples were collected during the rainy season. The capsid protein gene g20 as marker gene was amplified 
by PCR with specific primers Cps1/Cps8 in this study, and 26 different effective sequences of gene g20 
were obtained. The principal coordinates analysis and phylogenetic analysis for gene g20 sequences from 
above and other ecological environment were performed. [Results] The phytophagy sequences in Napahai 
plateau wetland were more closely related to rice field sequences compared with other marine and 
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freshwater phytophagy sequences. However, some of the sequences were clustered separately, they may be 
unique type of cyanophages in Napahai plateau wetland. [Conclusion] It shows that cyanophages is 
abundant and show unique in Napahai plateau wetland. 

Keywords: plateau wetland, g20 gene, cyanophage 
 

病毒是世界上最丰富的“生命形式”[1-2]，在生

物地球化学循环、遗传多样性以及微生物群落调控

等方面具有重要的生态功能。由于其高丰度和特殊

的多样性，病毒成为地球上最大的基因库。噬藻体

是感染原核藻类的病毒，介导水体中蓝藻种群的密

度和多样性，并在微食物环中扮演重要角色[3]。目

前鉴定的噬藻体大都属于双链 DNA 病毒，从形态

上可分为 3 个家族：长尾病毒科(Siphoviridae)、肌

尾病毒科(Myoviridae)和短尾病毒科(Podoviridae)[4]，

而且大部分都是肌尾病毒科。蓝藻具有固氮和光合

作用，也是一种很重要的初级生产者。蓝藻分布在

全球生态中，不论是在陆生系统还是水生系统中，

几乎都能检测到蓝藻的存在[5]。近年来，随着病毒

基因组学的不断发展，表明病毒亚群相对保守。衣

壳蛋白 g20 基因已被广泛应用于环境评价、噬藻体

遗传多样性和系统发育等方面的分子标记研究[6]。

通过聚合酶链反应(Polymerase Chain Reaction，

PCR)从海洋[7]、淡水环境[8]、水稻水域[9-10]和水稻

土壤[11]中扩增得到了各种各样的 g20 基因片段。

相对而言，目前人们对自然湿地中噬藻体的遗传多

样性研究较缺乏。 

高原湿地是生物多样性较为丰富的地区，在环

境保护中具有很高的价值，因此也被称为是“地球

之肾”。纳帕海高原湿地位于青藏高原延伸的横断

山脉，是金沙江流域高海拔、低纬度的季节性沼泽

湿地[12-13]。纳帕海湿地不仅调节着河流水量和地表

水流，防止土壤侵蚀，对长江下游的水位和水量均

衡也有重要的影响，同时也因其天然牧场的重要地

理地位和特殊的生物多样性，为当地居民的生活和

生存带来了充足的自然资源，具有较高的社会价值。 

因此，选择自然湿地——纳帕海高原湿地作为

本次研究的对象，基于噬藻体外壳组装蛋白 g20

基因的多样性，通过 PCR 扩增测序，将其与其他

环境进行比较分析，有助于评价高原湿地病毒群

落，研究噬藻体与宿主的相互作用，以期为更加深

入了解高原湿地以及维持其生态平衡奠定一定的

理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  主要试剂和仪器 

琼脂糖，康润生物科技有限公司；Taq DNA 聚合

酶，宝日医生物技术有限公司；氨苄青霉素，索莱宝

科技有限公司；病毒基因组提取试剂盒，OMEGA

公司。Mini 柱，Omega 公司；PCR 仪，北京六一

生物科技有限公司；紫外凝胶系统，GE Amersham

公司；真空冷冻干燥机，兄弟仪器设备公司。 

1.2  水样的采集与处理 

2013 年 12 月从纳帕海高原湿地的雨季采用  

5 点取样法收集不同样点的水样。水样采集后立

即送回实验室，利用超/微滤实验装置(滤膜孔径

0.22 μm)进行浓缩预处理，浓缩液分装后于−20 °C

保存备用。 

1.3  噬藻体 DNA 提取 

取预处理过的水样 20 mL 加入到 50 mL 离心

管中，在−80 °C 下冻存 8 h，利用冻干机冻干成粉

末，用病毒全基因组提取试剂盒提取水体样品中的

全基因组 DNA：加入 250 μL Elution Buffer、10 μL 

OB Protease 和 250 mL Buffer BL，漩涡振荡 15 s，将

其置于 65 °C 恒温水浴锅中 10 min，加入 260 μL 无

水乙醇，漩涡振荡 20 s，取 Mini 柱放入 2 mL 收集

管中，将上一步收集液全部吸入 Mini 柱中，8 000×g

离心 1 min，倒掉废液，将 Mini 柱放入新的收集管

中，加入 500 μL Buffer HB 冲洗，8 000×g 离心    

1 min，弃离心液，加入 700 μL DNA Wash Buffer

至 Mini 柱中，8 000×g 离心 1 min，15 000×g 空柱
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离心 2 min，将离心后的 mini 柱放入 1.5 mL 的离心

管，加入 75 μL 的 ddH2O 洗柱，室温放置 5 min 后

8 000×g 离心 1 min，所得的基因组保存于−20 °C。 

1.4  g20 基因片段的 PCR 扩增 

利用 PhiSiGns 软件设计合成针对噬藻体 g20

基因的保守引物 Cps1 (5′-GTAGWATTTTCTACAT 

TGAYGTTGG-3′)和 Cps8 (5′-AAATAYTTNCCAA 

CAWATGGA-3′)进行 PCR 扩增[14]。50 μL 的 PCR

反应体系：10×Taq Buffer 5 μL，0.002 5 mol/L 

dNTPs 4 μL，Taq DNA 聚合酶 0.4 μL，10 μmol/L

引物 Cps1-F、Cps8-R 各 0.8 μL，DNA 模板 5 ng。

PCR 反应条件：94 °C 5 min；94 °C 30 s，35.2 °C    

30 s，72 °C 60 s，32 个循环；72 °C 10 min。 

1.5  PCR 产物胶回收、TA 克隆及测序 

PCR 的扩增产物经琼脂糖凝胶电泳回收后，

连接到 pMD-18T 载体上，转入 Escherichia coli 

DH5α 感受态细胞，随机挑选阳性克隆子，菌落

PCR 验证正确后进行测序。 

1.6  g20 基因翻译成氨基酸 

利用 EditSeq 软件去除引物，并用 Mothur 

V1.13 软件筛选序列[15]，将筛选得到的基因序列提

交到 NCBI 数据库进行 BLAST 比对，获得 g20 基

因的 GenBank 登录号及同源性序列，通过 EditSeq

软件将基因序列翻译成氨基酸序列。 

1.7  序列分析 

系统发育分析：通过 MEGA 6.06 软件的邻接

法构建来自 4 种不同环境、10 个不同地区的    

689 条序列(表 1)与采样得到的有效基因序列的整

体系统发育树，同时单独构建纳帕海高原湿地的有

效序列的系统发育树。 

UniFrac 分析：选取上述已报道的 9 个不同区域

的 54 条氨基酸参考序列，每个区域均选取 6 条序列，

利用 UniFrac 在线程序对纳帕海湿地序列进行主坐

标分析(Principal Coordinates Analysis，PCoA)[26]。 

2  结果与分析 

2.1  g20 基因 PCR 扩增及测序 

以纳帕海高原湿地 g20 基因的简并引物对其进

行 PCR 扩增，在最适退火温度 35.2 °C 下，得到大

小约 600 bp 的目的片段。通过测序共得到 47 条纳

帕海高原湿地水体(Napahai，NPH)样品 g20 基因的

核苷酸序列，经过序列拼接、去除两端引物和重复

序列后翻译成氨基酸序列，获得 26 条不同的序列。 

2.2  UniFrac 分析 

通过 UniFrac 在线程序，将 26 条 g20 有效氨

基酸序列与淡水湖泊、海洋、稻田水和土壤进行

PCoA 分析(图 1)。从图 1 中可以看出，纳帕海高原

湿地水体样品 g20 序列分布在第二、三象限，而且

它们的位置相距对较近；两簇水稻水和三簇水稻土

位置相距较近，因此，在相似的环境中，噬藻体群

落组成彼此相似[27]。虽然纳帕海高原湿地的噬藻体

g20 基因与中国东北和日本的稻田较为接近，但噬

藻体群落仍存在差异。结果表明，来自海洋的 5 个 
 

表 1  其他生境的 g20 基因序列信息 
Table 1  Information of g20 gene sequences of other biological environment 

生境 
Biological environment 

GenBank 登录号 
GenBank accession No. 

序列数 
Sequences number 

文献 
References 

马尾藻海 Sargasso Sea AAK29755–29767 
AAK31643–31775 

13 
133 

[16] 

切萨皮克海湾 Chesapeake Bay AAO13199–13213 15 [17] 
望山海湾 Mount Hope Bay AAP83536–83575 40 [18] 
克兰芝水库 Kranji Reservoir AGL61417–61501 85 [19] 
布尔热湖 Lake Bourget AAR10291–10337 47 [20] 
安纳西湖和布尔热湖 Lake Annecy and Bourget AGN88749–88858 110 [21] 
日本稻田水 Japan Paddy water BAG85049–85125 77 [22] 
中国东北稻田水 NE China Paddy water AGT78138–78191 54 [23] 
日本稻田土壤 Paddy soil of Japan  BAJ07464–07533 70 [24] 
伊利湖 Lake Erie DQ318388–318432 45 [25] 
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图 1  纳帕海高原湿地 g20 基因序列与其他生境序列

UniFrac 分析 
Figure 1  UniFrac analysis of g20 gene sequence and other 
biological environment sequences in Napahai plateau wetland 

簇位置相距较近，与其他生境相隔都较远，这与东

北稻田水中 T4 型噬菌体的 g20 序列的结果相一

致。为进一步对纳帕海高原湿地噬藻体基因的遗传

多样性进行研究分析，选取 4 种不同环境、10 个

不同地区的 600 多条氨基酸序列与本研究获取的

26 条序列进行系统发育树分析。 

2.3  g20 系统发育分析 

将 26 条不同的氨基酸序列经 NCBI 数据库

BLAST 比对后，运用 MEGA 6.0 软件中的邻接

(Neighbor-Joining，NJ)法——单独构建系统发育树

(图 2)，从不同生境中选取 g20 基因序列，将得到

的 26 条序列与选取的稻田、淡水湖泊、海洋序列

构建系统发育树总图(图 3)、局部放大图(图 4)和环

形系统发育树(图 5)。 

 

 
图 2  纳帕海高原湿地 g20 基因氨基酸序列系统发育树 
Figure 2  Neighbor-joining phylogenetic tree of g20 gene sequences obtained in Napahai plateau wetland 
注：邻接法构建系统发育树，节点上数字表示 Bootstrap 值，括号内表示 g20 基因的 GenBank 登录号，标尺代表进化距离。下同 

Note: The phylogenetic tree was constructed by neighbor-joining model. The number on the node indicating the bootstrap value, the 
GenBank entry number of the g20 gene in parentheses, and the ruler represents the evolutionary distance. Same as below 
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图 3  纳帕海湿地 g20 基因序列与其他生境序列整体系统发育树 
Figure 3  Neighbor-joining whole phylogenetic tree of g20 gene sequences obtained in Napahai wetland and other biological environment 
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图 4  纳帕海湿地 g20 基因氨基酸序列与其他生境序列局部系统发育树 
Figure 4  Neighbor-joining local phylogenetic tree of g20 gene sequences obtained in Napahai wetland and other biological environment 
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图 5  纳帕海湿地 g20 基因氨基酸序列与其他生境序列的环形系统发育分析 
Figure 5  Circular phylogentic analysis of g20 amino acids sequences obtained in the Napahai wetland and other biological 
environment sequences 
 

从系统发育树可看出，纳帕海高原湿地得到的

26 条氨基酸序列分别属于 8 个簇(图 2)，其中

NPH-F01、NPH-F04、NPH-F07、NPH-G04、NPH-G11

与克兰芝水库序列聚为一簇 (图 4A、图 4E)；

NPH-G09、NPH-G12、NPH-E (04、05、07、10、11、

12)、NPH-F08、NPH-H02、NPH-B12 与日本稻田

g20 序列聚为一簇(图 4B)；NPH-F03 与日本稻田、

克兰芝水库和中国东北稻田序列聚为一簇(图 4C)。

另外有 2 个簇为纳帕海高原湿地所独有，分别为

Cluster  (NPHⅡ -E03 、 NPH-E08 、 NPH-F06 、

NPH-F11 、 NPH-F12 、 NPH-G08 、 NPH-G10 、

NPH-H04)，Cluster  (NPHⅠ -G05) (图 2)，推测这   

2 簇为纳帕海高原湿地的独有序列。 

从环形系统发育树中可看出(图 5)，8 个主要

类群的噬藻体序列与中国东北稻田和日本稻田序

列在遗传上的亲缘关系较近，4 个主要类群的噬藻

体序列与克兰芝水库的淡水序列相似，1 个主要类

群的噬藻体序列与伊利湖的淡水序列相似，本研究

获得的几乎所有序列都与海洋序列相距较远。这表

明陆生水环境中的 g20 基因与海洋环境中的不同，

噬藻体在湿地系统中的重要性可能与在海洋系统

中的重要性相同。总体而言，本研究中得到的噬藻 

体序列与稻田序列的亲缘关系相比，与其他海洋和

淡水噬藻体序列的亲缘关系更加接近。由于纳帕海

高原湿地与中国东北和日本平原湿地的纬度、海

拔、温度、金属元素和铁等物理、化学和生物特征

不同，纳帕海高原湿地也具有独特的 g20 序列。 

3  讨论与结论 

蓝藻是稻田、土壤、海洋、淡水湖泊等生态系

统的重要成员，所以对噬藻体的研究一直是热点课

题。1998 年，Fuller 等[28]首次设计引物 Cps1/Cps2

对海洋噬藻体 g20 基因进行了扩增，并对水体环境

中的蓝藻病毒丰度进行了定量监测。 

2002 年，Zhong 等[29]通过设计引物 Cps1/Cps8

对海洋中分离的噬藻体及自然环境中噬藻体集合

体的 g20 基因进行系统发育分析，在得到的 9 个簇

中，仅有 3 个簇包括已分离获得的噬藻体(ClusterⅠ、

Ⅱ和 )Ⅲ ，其余 6 个簇(ClusterA、B、C、D、E 和

F)均来自环境样品，显示出海洋噬藻体基因具有丰

富的多样性。2008 年，Sullivan 等[30]设计引物对

Cps1.1/Cps8.1，对分离的 38 株海洋噬藻体的 g20

基因研究发现这些菌株均属于 CSP 类群。Yan 等[6]



王粟萍等: 纳帕海高原湿地噬藻体 g20 基因系统发育多样性分析 2581 

 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

以 Cps1/Cps4 为引物，采用 PCR-RFLP 法对青岛海

域噬藻体 g20 基因进行分析发现，获得的序列可以

分为 2 个部分：一部分属于 Cluster Ⅲ，另外一部

分是首次在青岛海域发现的噬藻体簇 ClusterW。

Li 等[31]用 2 对引物 Cps1/Cps4 和 Cps1/Cps8 从噬

藻体中扩增出 g20 基因，通过 RFLP 分析和测序鉴

定得到 61 条独特的序列，经过系统发育分析表明该

地区样品中至少含有 8 个不同的簇，说明汕头近岸海

域病毒群落的多样性比较丰富。通过以上研究可以表

明，在不同的海域中都有独特的噬藻体类群存在。 

Wang 等[9]设计了引物 Cps1/Cps8 从日本稻田

水样中扩增出 g20 基因序列，通过系统发育树分析

发现这些基因序列与来自湖泊和海洋水体中 g20

基因聚类为 5 个主要的进化簇，其中 9 个克隆在

Cluster δ 中形成 2 个独立的 Subcluster；2011 年，

Wang 等[11]进一步通过 g20 基因的多样性研究表

明：噬藻体的类群特征在稻田水体和其土壤之间均

有着较为显著的差异。Li 等[32]利用 PCR 技术对 g20

基因序列进行了扩增，系统发育树分析表明该 g20

基因序列是可培养噬藻体类群(Cluster δ)。Jing 等[33]

为阐明中国东北稻田水域噬菌体的遗传多样性，使

用引物 Cps1/Cps8 扩增了 5 个洪水样品的 g20 基

因，研究显示 g20 的分布与日本稻田中的序列有所

不同，而且确定了 3 个新的小型群集(类似于 IX 的

PFW-VII)。Yeo 等 [34]收集了新加坡克兰芝水库    

3 个站点的样本，采用 Cps1/Cps8 引物对进行扩增，

系统发育研究表明克兰芝水库的噬藻体群落表现

出丰富的多样性，并发现其与海洋环境的序列关系

更密切。总之，稻田中大多数 g20 基因形成几个独

特的分支，而且与淡水环境亲缘关系较接近，与海

洋环境序列亲缘关系较远。 

纳帕海高原湿地地处 3 200 m 以上的海拔，地

理位置独特，是我国独有的低纬度、高海拔、季

节性高原沼泽湿地，常年受到西南季风气候影

响，干湿季分明。本研究以纳帕海高原湿地的

g20 基因为探针，通过构建系统发育树和 UniFrac

在线软件综合分析显示：大部分基因序列与稻田

和淡水湖泊序列较为相似，可能纳帕海高原湿地

也是淡水地域，而且近年来该地区多受到人类生

活、生产等活动干扰，从而影响了该地区的生物

群落结构，进而使噬藻体类群及其多样性也发生

了一定的变化；小部分序列是纳帕海高原湿地特

有的噬藻体类群序列，原因可能是纳帕海高原湿

地拥有独特的气候条件和地理位置 [35]。总体而

言，纳帕海高原湿地的 g20 序列与其他生境产生

了较大差异，而且该地区拥有部分独有的序列，

因此说明该地区拥有丰富的噬藻体。 
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