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摘要:【目的】高山冰川是一类独特的生态系统，本研究探索从明永冰川地区分离和培养低温菌噬菌体，并对

其特征进行研究。【方法】利用已分离的低温菌为宿主，采用“双层平板法”从明永冰川融水中分离纯化低温

菌噬菌体;对噬菌体及其宿主进行电镜形态观察，并进行噬菌体基因组限制性酶切片段长度多态性分析、衣
壳蛋白组成分析及噬菌体生理特征研究。【结果】从明永冰川融水中分离获得一株裂解性低温噬菌体，命名

为 MYSP03(Mingyong Flavobacterium Siphoviridae Bacteriophage )，其宿主菌 MYB03 鉴定为 Flavobacterium 菌

株。噬菌体 MYSP03 为长尾型，无囊膜，头部具典型的正多面体立体对称结构，直径约72 nm;尾管长约

240 nm，直径约10 nm;4℃时具侵染活性，在 4℃ － 20℃范围内均可产生边缘清晰、透明的噬菌斑，最适感染

温度约 10℃，pH 耐受范围较广，最适感染 pH 约 9. 4，对氯仿不敏感，基因组为双链 DNA，大小约66 kb。
关键词: 明永冰川，低温噬菌体，分离，鉴定，Flavobacterium
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低温噬菌体(Cold-active bateriophages) 是指在

小于等于 4℃的条件下能侵染宿主并增殖的细菌病

毒
［1］。噬菌体在低温生物圈中丰度非常高

［2］，并在

控制微生物死亡率、调节微生物群落结构与多样性、
影响微食物网过程以及参与碳、氮等元素的生物地

球化学循环等方面扮演着重要的角色
［3］。近年来，

低温噬菌体已从各类栖息地包括两极地区、深海、永
冻地带、冰雪冰川以及高纬度湖泊等环境中被发现，

并且种类丰富
［4］。在这些环境中，低温噬菌体被证

明具有不可替代的生态作用
［5 － 6］。在极地及深海

中，噬菌体导致的细菌死亡已经等同甚至超过原生

动物的捕食作用，成为调节低温环境下微食循环及

微生物群落结构的重要因素
［2，7］;噬菌体介导的基

因水平转移对维持宿主微生物遗传多样性同样具有

重要影响
［8 － 10］。目前对于低温噬菌体多样性的调

查研究较多，但有关分离和鉴定可培养低温噬菌体

的报道并不多见
［10 － 11］，低纬度冰川低温噬菌体的报

道迄今未见。因此，低温特别是冰川环境中噬菌体

的分离、鉴定及功能研究仍是一项非常重要而艰巨

的任务。
明永冰川位于我国生物多样性最丰富的梅里雪

山山系、三江并流区，是全球罕见的低纬度、低海拔、
季风海洋性冰川

［12］。该地区微生物多样性丰富，是

分离低温微生物的理想场所
［13］。目前关于冰川微
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生物的研究，许多科研工作者已将目光从低温细菌、
真菌等有细胞结构的低温微生物逐步转移到无细胞

结构的生命体-低温噬菌体上。对明永冰川及其退

却地区的低温噬菌体进行分离、鉴定，不仅有助于了

解噬菌体对该地区微生物多样性形成的贡献和影

响，并将对认知生物多样性与环境的关系，探索生命

与环境适应机制等具有重要科学意义。
本文报道了一株分离自明永冰川融水的黄杆菌

低温噬菌体，并对其电镜形态、基因组限制性酶切片

段多态性、蛋白组成及生理特征进行了初步研究。

1 材料和方法

1. 1 样品采集

采集明永冰川冬季冰雪融水及沉积物(E98°81'
18. 4″、N28°47'33. 0″)，样品就地保存于无菌器皿

中，在低温条件下运至实验室，采样点环境温度 2 －
6℃，pH 值 5. 4 － 6. 0。
1. 2 培养基

噬菌体分离及培养采用 PYGV 培养基( 营养无

机盐离子20 mL、蛋白胨0. 25 g、酵母提取物0. 25 g、
25%的葡萄糖溶液10 mL、维生素溶液5 mL、加蒸馏

水定容至1 L，pH 值 6. 0)。固体培养基的琼脂浓度

为 1. 8%，半固体培养基的琼脂糖浓度为 0. 4%。
1. 3 低温菌及其噬菌体的分离

1. 3. 1 低温菌的分离:采用稀释涂布平板法进行低

温菌 分 离，将 不 同 稀 释 度 的 样 品 100 μL 涂 布 于

PYGV 固体平板上，15℃恒温倒置培养2 － 3 d，挑取

不同(大小、形态、颜色等) 特征的单菌落，划线纯化

3 次获得纯培养用作噬菌体分离的宿主菌。
1. 3. 2 噬菌体的分离:采用双层琼脂平板法

［14］
分

离低温噬菌体，取 50 mL 样品于无菌条件下接种到

等体积的 PYGV 液体培养基中，于 15℃ 静置培养

15 d，所得培养液经0. 22 μm无菌滤膜过滤除菌后取

100 μL与300 μL培养至对数生长期的宿主菌悬液

混合，15℃静置吸附10 min后与3 mL冷却至 40℃ 左

右的半固体培养基混匀，均匀倾倒在 PYGV 固体平

板上，形成双层平板。待双层平板完全凝固后 15℃
倒置培养1 － 2 d，观察到噬斑产生后，挑取单个噬斑

重复双层平板 3 次以上进行噬菌体纯化。将纯化后

的噬菌体接入含有宿主菌的 PYGV 液体培养基中进

行增殖培养，培养液 13000 × g 离心10 min，上清液

经0. 22 μm无菌滤膜过滤除菌后即得噬菌体原液。
1. 3. 3 宿主菌生长及噬菌体侵染温度范围:①将宿

主菌接种于 PYGV 固体平板上，用胶带封口后分别

置于 4、10、15、20、25、30、37 和 45℃ 恒温培养48 h，

分析宿主菌生长温度范围。②取噬菌体原液100 μL
与300 μL培养至对数生长期的宿主菌悬液混合，

15℃静置吸附10 min后与3 mL冷却至 40℃ 左右的

半固体培养基混匀，倒双层平板，并分别于 4、10、
15、20、25、30、37 和 45℃恒温倒置培养1 － 2 d，分析

噬菌体侵染温度范围。
1. 4 宿主菌及其噬菌体形态观察

将培养至对数生长期的宿主菌菌体用 2% (W/
V)的醋酸双氧铀染色后用透射电子显微镜观察;取

效价为 1 × 109 pfu /mL 以 上 的 噬 菌 体 纯 培 养 液

20 μL，用 2% (W/V)的醋酸双氧铀染色后用透射电

子显微镜观察。
1. 5 宿主菌总 DNA 提取、16S rRNA 基因扩增及

测序

宿主菌总 DNA 采用 TaKaRa 细菌基因组提取

试剂盒提取，16S rRNA 基因扩增采用细菌通用引

物，正向引物 f1:5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3';
反向 引 物 r2: 5'-ACGGCTACCTTGTTACCACTT-3'。
PCR 产物经胶回收后，连接到 pMD18-T 载体上并转

化 E． coli DH5α 感受态细胞，经过菌落蓝白斑筛选

和质粒限制性酶切分析获得阳性克隆，并由北京奥

科鼎盛生物技术有限公司完成测序。
1. 6 物理及化学因素对噬菌体活性的影响

1. 6. 1 温度对噬菌体活性的影响:取效价 1 × 108

pfu /mL 的 噬 菌 体 纯 培 养 液1 mL 分 别 置 于 40℃、
50℃、60℃和 70℃水浴中，每隔10 min取样，测定不

同时间各温度条件下噬菌体效价
［10，15］。

1. 6. 2 pH 值对噬菌体活性的影响:将 pH 值为 3、
4、5、6、7、8、9、10 和 11 的缓冲液体系( 柠檬酸缓冲

液 50 mmol /L，pH3、pH4、pH5; 磷 酸 盐 缓 冲 液

50 m mol /L，pH6、pH7、pH8; Tris-Hcl 缓 冲 液

50 mmol /L，pH9;碳酸钠缓冲液50 mmol /L，pH10 和

pH11)0. 99 mL加入1. 5 mL的无菌 Effendorf 管中，再

向各管中加入0. 01 mL效价为 1 × 108 pfu /mL 的噬

菌体纯培养液，室温处理1 h后，测定不同 pH 条件

下噬菌体效价。
1. 6. 3 氯仿、蛋白酶 K 及去垢剂等对噬菌体活性

的影响:①氯仿对噬菌体活性的影响测定方法:将效

732



Mingyuan Li et al． /Acta Microbiologica Sinica(2012)52(2)

价为 1 × 108 pfu /mL 的噬菌体纯培养液与终浓度为

25% (wt /v) 的氯仿混合，室温处理10 min( 不断颠

倒)，经 13000 × g 离心1 min，取上清测定噬菌体效

价。②去垢剂对噬菌体活性的影响测定方法:噬菌

体纯培养液经 0. 3% (wt /v) Triton X-100 室温处理

10 min后测定效价;噬菌体纯培养液经 0. 1% SDS
(wt /v)50℃处理6 min后测定效价。③蛋白酶 K 对

噬菌体活性的影响测定方法:噬菌体纯培养液在缓

冲液 (10 mmol /L Tris-HCl，5 mmol /L EDTA) 中 经

1 mg /mL蛋白酶 K 于 56℃消化1 h后测定效价
［16］。

1. 7 噬菌体 DNA 提取及限制性酶切片段长度多

态性分析

取效价 1 × 109 pfu /mL 以上的噬菌体纯培养液

10 mL，经 11000 × g，15 min离心 2 次，尽量去除培养

液中的菌体及细胞碎片，收集上清液并加入 DNAase
Ⅰ和 RNaseA ( 终 浓 度 为 1 μg /mL )，37℃ 消 化

30 min，再加入 EDTA( 终浓度为20 m mol /mL)、蛋

白酶 K( 终浓度为50 μg /mL) 和 10% 的 SDS 溶液

(终浓度为50 μL /mL)，56℃ 水浴保温3 h，用酚 /氯
仿法抽提噬菌体 DNA，再加入 2. 5 × 体积冰冷的无

水乙醇和 0. 1 × 体积的3 mol /L的醋酸钠，－ 80℃ 静

置30 min后，经 4℃，11000 × g 离心5 min，沉淀用冰

冷的 70%乙醇洗涤 2 次，自然晾干，用50 μL双蒸水

重悬沉淀，即为噬菌体基因组样品，再分别用 EcoR
Ⅰ、XbaⅠ、NcoⅠ和 NdeⅠ进行酶切，酶切产物及基

因组样品经 0. 7%琼脂糖凝胶电泳进行分析。
1. 8 噬菌体衣壳蛋白组成分析

取效价 1 × 109 pfu /mL 以上的噬菌体纯培养液

1 L，经 4℃，11000 × g，15 min离心 2 次，尽量去除培

养液中的菌体及其碎片，向上清液中加入 DNAaseⅠ
和 RNase A(终浓度为1 μg /mL)，37℃消化30 min后

加入 NaCL 至终浓度为1 mol /L，缓慢搅拌使 NaCL
完全溶解，冰浴1 h，再经 4℃，13000 × g 离心15 min，

收集上清液并边缓慢搅拌边加入 PEG8000 至终浓

度为 10% (W/V)，待 PEG8000 完全溶解后，置于

4℃冰箱静置过夜。所得溶液经 4℃，13000 × g 离心

15 min收集噬菌体沉淀，用16 mL SM 缓冲液重悬，

经等体积的氯仿抽提 2 次，于 13000 × g 离心5 min
后收集亲水相，并加入 CsCL 至终浓度为0. 5 g /mL，

搅 拌 使 其 充 分 溶 解 后 分 装 于 离 心 管 中，

40000 r /min，4℃，离心24 h收集噬菌体条带，制备样

品用于 SDS-PAGE 电泳以分析噬菌体 MYSP03 蛋白

组成
［17］。

2 结果

2. 1 低温菌及其裂解性噬菌体的分离

从采集样品中分离到 37 株低温细菌菌株，并分

离获得一株特异性低温噬菌体，命名为 MYSP03。
宿 主 菌 MYB03 的 16S rRNA 基 因 序 列 与

Flavobacterium 菌株相似度达 99%，初步鉴定命名为

Flavobacterium sp． MYB03。噬菌体 MYSP03 能于双

层平板上形成边缘清晰、透明的噬菌斑，培养24 h
后，噬菌斑直径可达4 mm。
2. 2 宿主菌生长及噬菌体侵染温度范围

宿主菌 MYB03 可在 4℃ － 30℃范围内生长(见

表 1)，最适生长温度约为 15℃;噬菌体 MYSP03 能

在 4℃ －20℃形成边缘清晰、透明的噬菌斑，最适侵

染温度约 10℃，在 4℃时能够侵染宿主并增殖，为一

株典型的低温噬菌体。

表 1 宿主菌 MYB03 生长及噬菌体

MYSP03 侵染温度范围

Table 1 Growth of host strain MYB03 and plaque

development of phage MYSP03 at different temperatures

Sample
T /℃

4 10 15 20 25 30 37
MYB03 + + + + + + + + + －
MYSP03 + + + + + + + － － －

“+”means growth and infection were observed，“ －”means growth and
infection were not observed．

2. 3 噬菌体及其宿主菌形态

噬菌体 MYSP03 为头尾复合结构，具典型的正

多面体立体对称头部，直径约72 nm; 尾管不易弯

曲，长约240 nm，直径约10 nm;MYSP03 具有长尾噬

菌体的典型特征，属长尾噬菌体科(图 1)。
2. 4 物理及化学因素对噬菌体活性的影响

2. 4. 1 温度对噬菌体活性的影响:噬菌体 MYSP03
可在 4℃ －20℃ 感染其宿主菌并增殖，热稳定性分

析表明:MYSP03 热稳定性较差，40℃处理60 min，存

活率为 53% ;50℃处理60 min，存活率仅 20% ;随着

温度的升高，噬菌体存活率迅速下降，在 60℃ 保温

处理20 min后，只有不到 5% 的存活率;70℃ 处理

10 min，则噬菌体完全失活( 图 2)。这与分离自深

海的低温希瓦氏菌噬菌体 SW1 相似
［10］。

2. 4. 2 pH 值对噬菌体活性的影响:噬菌体对宿主
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图 1 噬菌体 MYSP03 及其宿主电镜形态

Fig． 1 Electron microscopy of phage MYSP03． A，B:

MYSP03 viral particles． C: Host cell of MYSP03．

图 2 噬菌体 MYSP03 温度耐受性

Fig． 2 Thermostability of phage MYSP03 surviving fraction: P /

P0 is plotted， P0 means the MYSP03 initial titer and P

represents the mean titer from triplicate assays after incubation

for 60 min at different temperatures．

菌的感染活性与环境 pH 关系密切，但 pH 的改变对

噬菌体 MYSP03 的感染活性影响不显著，MYSP03
偏好碱性环境，对酸性条件具有一定的耐受性，在

pH7 － 10 时活性较好，能够保持 90% 以上的效价，

pH9. 4 时 效 价 最 高; 而 随 着 pH 减 小，噬 菌 体

MYSP03 的活性逐渐降低，但在 pH3 时仍具有 60%
以上的效价，相比而言，MYSP03 在碱性环境中稳定

性较好，但有较宽的 pH 适应范围(图 3)。
2. 4. 3 氯仿、蛋白酶 K 及去垢剂等对噬菌体活性

的影响:噬菌体 MYSP03 对氯仿不敏感，经氯仿处理

10 min后仍保留 82% 以上的效价，表明其衣壳蛋白

图 3 pH 对噬菌体 MYSP3 的影响

Fig． 3 pH sensitivity of phage MYSP03 surviving fraction:

P /P0 is plotted，P0 means the initial titer of MYSP03，and

P represents the mean titer from triplicate assays after

incubation for 1h at different pH．

无脂质包膜。但其对离子型去垢剂 SDS 较为敏感，

处理后只剩余 11% 的效价;而对非离子型去垢剂

Triton X-100 不 敏 感，经 过 处 理，其 效 价 仍 可 达

92% ;而经蛋白酶 K 处理，其侵染活性几乎完全丧

失。根据结果推断 MYSP03 衣壳蛋白结构具有一定

的特异性，Triton X-100 较温和，不致使其衣壳蛋白

完全变性失活;而强变性剂 SDS 则与衣壳蛋白结

合，并破坏了其内部结构，使其完全变性失活。
2. 5 限制性酶切片段长度多态性分析

噬菌体 MYSP03 的基因组为双链 DNA，能 被

EcoRⅠ、XbaⅠ、NcoⅠ和 NdeⅠ酶切成多条大小不同

的片段，根据酶切图谱( 图 4)，初步估算其基因组

DNA 大小约为66 kb。
2. 6 噬菌体 MYSP03 蛋白组成分析

噬菌体 MYSP03 蛋白组成 SDS-PAGE 电泳结果

见图 4，根据图谱所示，MYSP03 蛋白组成共有 4 条

主要条带，初步估算其大小( 由上到下) 分别约为

40、37、32 和 13 kDa，其中 40、37 和 13 kDa 3 条主条

带含量较高，推测可能为其重要的结构蛋白。

3 讨论

黄杆菌属细菌及其噬菌体广泛分布于土壤、淡
水、海洋等环境，大多能在低温条件下生长，目前已

从一些极端环境如极地、深海中分离到了黄杆菌低

温噬菌体
［18］。这些噬菌体分别属于长尾噬菌体科

(Siphoviridae)、短尾噬菌体科(Podoviridae) 和肌尾

噬菌体科(Myoviridae)，但有关陆地冰川黄杆菌噬菌
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图 4 噬菌体 MYSP03 基因组 DNA 限制性酶切图谱

Fig． 4 Restriction endonuclease digestion patterns of MYSP03 DNA．

M1. λ-Hind Ⅲ digest DNA marker; 1. Purified MYSP03 DNA;

2. MYSP03 DNA digested with EcoR Ⅰ; 3. MYSP03 DNA digested

with XbaⅠ; 4. MYSP03 DNA digested with NcoⅠ; 5. MYSP03 DNA

digested with NdeⅠ; M2. DL15000 digest DNA marker．

图 5 噬菌体 MYSP03 组成蛋白的 SDS-PAGE 分析

Fig． 5 SDS-PAGE analysis of MYSP03 constituent proteins． Lane

1，purified MYSP03 constituent proteins． Lane 2，protein marker．

体的研究至今未见报道。
明永冰川地区低温细菌多样性分析表明假单胞

菌属和黄杆菌属为该环境中的主要类群
［13］，进一步

研究发现该地区也存在大量相应的低温噬菌体
［22］。

本研究从明永冰川融水中分离到一株裂解性黄杆菌

长尾噬菌体 MYSP03，其在 4℃ 时仍具侵染活性，为

典型的低温噬菌体。从形态上看，MYSP03 与分离

自北冰洋的长尾噬菌体 11b 和 21c 存在明显差异，

其正 多 面 体 头 部 直 径 ( 72 nm ) 明 显 大 于 11b
(40 nm)和 21c(50 nm)［11］，而其尾管(240 nm) 长

于 21c(180 nm)，约为 11b 的 3 倍;从蛋白组成看，

MYSP03 与 11b 在14 kDa和40 kDa附近都有一条主

蛋白带，可能是其衣壳蛋白的主要组分;从基因组大

小看，MYSP03 的 ds DNA 基因组(66 kb) 相比 11b
(30 kb)和 21c(40 － 50 kb) 要大得多，这也许是其

头部直径比 11b 和 21c 大的原因之一。以上特征表

明 MYSP03 从形态特征、基因组大小及衣壳蛋白组

成都与目前已报道的长尾低温噬菌体有所不同。此

外，低 温 噬 菌 体 的 增 殖 对 低 温 具 有 较 高 的 依 赖

性
［11］，感染增殖的最高温度往往低于宿主的最高生

长温度
［1，10］。MYSP03 也不例外，只能在 4℃ －20℃

形成噬菌斑，而其宿主的最高生长温度可达 30℃;

11b 和 21c 的感染温度范围较窄，分别为 0℃ － 10℃
和 0℃ － 5℃，其宿主最高生长温度为 20℃。相比

11b 和 21c，MYSP03 的感染温度范围宽，最适感染

温度高，造成这种差异的原因很可能缘于它们分离

环境的不同，MYSP03 来源于冰川融水，其温度受日

照、季节的影响很大，而且高原内陆普遍昼夜温差

大，因此导致 MYSP03 具有较宽的温度适应范围，而

11b 和 21c 则分离自常年温度变化不大的北冰洋，

这可能是在长期的进化过程中对生存环境定向选择

的结果。11b 是目前唯一完成全基因组测序的黄杆

菌低温噬菌体，在对其基因组进行解析时发现了许

多有趣的现象，如 G + C 含量仅为 30. 6%，是目前已

测 序 的 革 兰 氏 阴 性 细 菌 噬 菌 体 中 最 低 的 一 个。
MYSP03 与其它黄杆菌低温噬菌体在结构上差异明

显，因此进一步对其基因组进行测序和解析无疑将

有助于探索低温噬菌体的适应性机制以及比较不同

地理条件下噬菌体类型与基因组成上的差异。
噬菌体具有丰富的多样性，由于其独特的结构

和代谢特征自被发现以来就倍受科学家的关注。而

低温噬菌体作为最重要的生物调节因子在探讨一些

特殊环 境 如 海 洋 及 冰 川 的 生 态 学 问 题 中 意 义 重

大
［23 － 24］，明永冰川作为我国纬度及冰舌下沿海拔最

低的热带季风海洋性冰川，对其中的低温噬菌体进

行分离及性质研究无疑将对我们深入探索噬菌体对

冰川微生物多样性的影响及微生物适冷机制研究提
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供很大方便，同时也有助于阐明低温噬菌体与宿主

及环境的相互作用规律。
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Isolation and characterization of a lytic bacteriophage
from Mingyong glacier melt water

Mingyuan Li1，Xiuling Ji1，Baoqiang Wang，1 Qi Zhang1，Lianbing Lin1，Bing Zhang2，
Yunlin Wei1*
1 Biotechnology Research Center，Kunming University of Science and Technology，Kunming 650500，China
2 Faculty of Land Resource Engineering，Kunming University of Science and Technology，Kunming 650224，China

Abstract:［Objective］Glacier is a unique ecological system． This study focused on the isolation and characterization of a
cold-active bateriophage from Mingyong glacier area in northwest Yunnan． ［Methods］ Bacterial strains isolated from
glacial melt water were used as host cells to isolate and purify bacteriophages by double-layer plate method． The
morphology of the isolated phages and their host strains were observed by electron microscope． Restriction fragment length
polymorphism (RFLP) analysis of genomic DNA，constituent proteins and physiological analysis of the bacteriophages
were further carried out to characterize the phages． ［Results］A lytic cold-active bacteriophage，designated as MYSP03，

was isolated from Mingyong glacier． Its host strain MYB03 was identified as a member of genus Flavobacterium，based on
the 16S rRNA sequence analysis． The bacteriophage MYSP03 has a isometric head (about 72 nm in diameter) and a long
tail (about 240 nm in length and 10 nm in width)，but no envelope was detected． Physiological analysis results showed
that MYSP03 had infection activity at 4℃，and clear and transparent plaques were formed on double-layer plates between
4 and 20℃ ． Its optimum infection temperature was 10℃ and optimal pH 9. 4，respectively． It is insensitive to chloroform．
Furthermore，the genome of MYSP03 consists of double-stranded DNA and is approximately 66 kb．
Keywords: Mingyong Glacier，cold-active bateriophage，isolation，characterization，Flavobacterium
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