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蓝细菌病毒 A-4L在鱼腥藻(Anabaena variabilis)藻苔中形成同
心圆噬斑的成因
廖湘勇，欧铜，高宏，徐旭东，朱蓉，张奇亚 *

中国科学院水生生物研究所，淡水生态与生物技术国家重点实验室，湖北 武汉 430072

摘要:【目的】分析蓝细菌病毒 A-4L 在鱼腥藻(Anabaena sp． )PCC 7120 藻苔中形成同心圆噬斑的原因，阐明
A-4L 的一个重要生物学特征，为分离、鉴定和筛选新的水华蓝藻病毒提供借鉴。【方法】用初始滴度为
2. 8 × 1010 PFU /mL 的 A-4L 悬液感染鱼腥藻，在不同时间点收集裂解液绘制一步生长曲线，获得 A-4L 对鱼腥
藻的潜伏期和释放量。将适量 A-4L 悬液感染不同培养时间的藻苔，逐日观察和记录藻苔病变情况。培养
藻苔并接种适量 A-4L 悬液，分别置于完全持续光照(Light∶ Dark = 24 h∶ 0 h，L∶ D = 24 h∶ 0 h)条件;完全周期
光照(L∶ D = 14 h∶ 10 h)条件;或前 3 d 周期光照转后 3 d 持续光照的条件下，比较不同光照条件对同心圆噬
斑形成的影响。然后挑取单个噬斑进行扩大培养，纯化后，负染电镜观察 A-4L 的超微形态。【结果】A-4L
的潜伏期为 0. 5 － 2 h，释放量约为 247 IU / cell ( Infectious Units)。在周期光照条件下，藻苔接种 A-4L 3 － 4 d
后，出现同心圆噬斑，且同心圆数量与攻毒后的天数(n)有相关性，为“n － 1”;同心圆间距约为 3 mm。与周
期光照条件相比，在持续光照条件下未形成同心圆噬斑。而在周期光照条件转持续光照条件下，由先周期光
照时所形成的同心圆在转持续光照后逐渐消失，证实同心圆噬斑的形成依赖于周期光照。负染电镜观察显
示 A-4L 具有一个近似球形的头部，直径约为 50 nm 以及长度约为 10 nm 的尾部，形态与短尾蓝细菌病毒相
似。【结论】A-4L 是一株能形成同心圆噬斑的蓝细菌病毒，并揭示其同心圆噬斑形成的关键条件是周期光
照。
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蓝细菌病毒是一类感染蓝细菌的噬菌体，能调
节水体中宿主藻的种群密度［1 － 4］。一方面，蓝细菌
病毒入侵可导致其宿主藻光合作用中心———类囊体
发生改变［5］，影响藻类光合效率;另一方面，蓝细菌
病毒可直接裂解蓝藻细胞，抑制蓝藻水华的同时促
进生物地球化学循环［4，6］。故此，蓝细菌病毒的生

物学特性、分离筛选以及鉴定等方面成为了当前的
研究热点。

蓝细菌病毒作为一种感染蓝藻的病毒，其广泛
分布在不同水体中，数量在浮游病毒中占主导地
位［7 － 11］，但由于受到温度、光照、宿主特异性等多种
因子影响，能从水体中分离出来并进行纯培养的仅
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有极少数，这就限制了对蓝细菌病毒与其宿主蓝藻
之间相互作用关系的研究［12 － 14］。噬斑作为蓝细菌
病毒(噬菌体)的一种特性标志［15 － 18］，其形态特异
性及形成原因的分析将有助于揭示蓝细菌病毒感染
宿主的生物学过程。迄今，对噬斑的认识主要来源
于蓝细菌病毒纯化和病毒效价测定［15 － 17］。虽有真
核藻病毒(藻病毒)形成同心圆空斑的报道［19］，但迄
今未见感染原核藻病毒(蓝细菌病毒)形成同心圆
噬斑的相关文献。

本实验以一株蓝细菌病毒 A-4L 为研究材料，
初步分析了 A-4L 感染鱼腥藻 PCC7120 形成同心圆
噬斑的过程和原因，为进一步认识、了解蓝细菌病毒
以及分离、鉴定和筛选新的水华蓝藻病毒提供参考
价值。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 样品和朋友条件:A-4L 毒株和纯化的鱼腥
藻 Anabaena sp． PCC7120［20］由中国科学院水生生
物研究所徐旭东老师实验室保种。培养基为 BG11
培养基［21］，藻种活化后，在 28℃，光照强度约 25 μE
m － 2 s － 1，光周期为 L∶ D = 14 h∶ 10 h 的条件下培养。
1. 1. 2 主要试剂和仪器:低熔点琼脂糖(上海生物
工程有限公司)，其他试剂均为国产分析纯。血球
计数板(上海求精生物试剂仪器有限公司);培养皿
(江苏康健医疗用品有限公司);S22PC 可见分光光
度计 (上海棱光科技有限公司 );超声波破碎仪
(SCIENTE-ⅡD，宁波新芝生物科技股份有限公
司);SIGMA 高速离心机(Eppendorf，德国);光照培
养箱(PGX-450D，宁波莱福科技有限公司);超速离
心机(OPTIMA L-90K，美国 BECKMAN);透射电镜
( JEM1230，日本)。
1. 2 绘制 A-4L 一步生长曲线

将一定体积的蓝细菌病毒悬液接种感染对数生
长的已知细胞浓度的鱼腥藻 PCC7120，置于光照培
养箱中培养，分别取感染 0 h、0. 5 h、2 h、3. 5 h、5 h、
6. 5 h、8 h、11 h、14 h 和 19 h 的藻细胞培养混合液，
10000 × g、10℃离心 10 min，测定上清液的蓝细菌病
毒滴度;另取感染后 0 h、0. 5 h、2 h、3. 5 h、5 h、
6. 5 h、8 h、11 h、14 h 和 19 h 的藻细胞培养物各
5 mL，测定藻细胞密度。参照文献［22 － 23］绘制蓝细

菌病毒滴度-藻细胞密度曲线。
1. 2. 1 蓝细菌病毒滴度测定:取 4 mL 对数期的鱼
腥藻 PCC7120 混合 6 mL 融化的 0. 75% 低熔点琼
脂，倒入 1% BG11 琼脂平板上，放入光照培养箱中
培养 3 d。然后从每个样点各取 0. 1mL A-4L 悬液，

用 BG11 培养基按十倍系列稀释至 10 － 8，从鱼腥藻
PCC7120 藻苔中心处倒入 1mL 稀释液，轻轻摇晃，
使病毒液在平板中分布均匀，在光照培养箱中培养
24 h 后倒置培养，每个样点各做 3 个重复。4 d 后计
数平板的噬斑数，根据公式计算 A-4L 滴度:

N = M × S
V

式中 N:蓝细菌病毒效价;M: 噬斑平均数量;S:稀释
倍数;V:取样体积
1. 2. 2 藻细胞密度测定:取 5 mL 鱼腥藻 PCC7120
藻液，超声波破碎 15 s，使之成为单细胞藻，用 BG11

将破碎后的藻液稀释至 10 － 3，用血球计数板(25 格 ×
16 格)在光学显微镜下计数，至少计数 3 次，取其
平均值，3 次计数的值与其平均值之差应小于
± 15%，否则应重新计数。按下列公示计算藻细
胞密度。

C = M × S
80

× 400 × 10000

式中 C:藻细胞密度，cell /mL;M:80 小格内藻细胞
个数;S:藻液稀释倍数;
1. 3 不同稀释度 A-4L 对鱼腥藻 PCC7120 藻苔的
感染

取 4 mL 对数期的鱼腥藻 PCC7120 混合 6 mL
融化的 0. 75% 低熔点琼脂，倒入 1% BG11 琼脂平
板上，放入光照培养箱中培养 3 d。然后用培养基将
纯化的 A-4L 按十倍系列稀释成 10 － 1、10 － 2、10 － 3、
10 － 4、10 － 5、10 － 6、10 － 7、10 － 8、10 － 9和 10 － 10共计 10 个
梯度的病毒悬液。从鱼腥藻 PCC7120 藻苔中心处
倒入稀释液，轻轻摇晃，使病毒液在平板中分布均
匀，光照培养箱中培养 24 h 后倒置培养。每个稀释
梯度设 3 个重复，每 6 h 观察一次，记录藻苔感染情
况，待出现空斑后，测量空斑直径，每个平板各取 3
个空斑测定，最后取平均值分析。
1. 3. 1 病毒液稀释方法:将 10 管含 0. 9 mL BG11

液体培养基的 Eppendof 管分别标写 10 － 1，10 － 2，
10 － 3……10 － 10。取 0. 1 mL 纯化的 A-4L 悬液，注入
10 － 1的试管中，旋摇混匀。然后从 10 － 1 管中吸
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0. 1 mL加入 10 － 2 管中，混匀，依此类推，稀释至
10 － 10管。
1. 4 蓝细菌病毒 A-4L 对不同培养时间的鱼腥藻
藻苔感染性测定

取 3 组 1% BG11 琼脂平板，每组设 3 个重复，
分别倒入混匀的 4 mL 对数期鱼腥藻 PCC7120 与
6 mL 融化的 0. 75% 低熔点琼脂液体，凝固后放入
光照培养箱中培养，分别在培养 1 d、3 d、6 d 时间点
时，接种 1 mL 10 － 8稀释度的 A-4L 悬液，置于相同条
件下培养，每天观察和记录感染情况。
1. 5 光照对同心圆噬斑的影响

取 4 组 1% BG11 琼脂平板，每组设 3 个重复，
分别倒入混匀的 4 mL 对数期鱼腥藻 PCC7120 与
6 mL 融化的 0. 75% 低熔点琼脂液体，凝固后放入
光照培养箱中培养，使藻适应固体培养条件。3 d
后，4 组接种 1 mL 10 － 8稀释度的 A-4L 悬液，分别置
于完全周期光照条件(L∶ D = 14 h∶ 10 h);完全持续
光照条件(L∶ D = 24 h∶ 0 h);或前 3 d 周期光照转后
3 d 持续光照条件，其它条件一致，每天观察和记录
感染情况。
1. 6 电镜观察

用灭菌牙签在噬斑边缘沾取一下，放入 3 mL 鱼
腥藻 PCC7120 藻液中轻微震荡，使沾取的病毒粒子

进入藻液，充分混合后，置于光照培养箱培养，待裂
解后，经 8500 × g 离心 30 min 去除细胞碎片，上清
接种至 100 mL 鱼腥藻 PCC7120 藻液中，光照培养
箱中培养，完全裂解后，经 10000 × g 离心 30 min 除
去藻细胞碎片后，上清液经 105181 × g 超速离心
1. 5 h，病毒沉淀再过蔗糖密度梯度纯化，取一定量
纯化悬液用 2. 5%的戊二醛固定，吸附到 Formvar-碳
膜铜网上的蓝细菌病毒颗粒经 2%磷钨酸染色 3 －
5 min，自然干燥后，在 JEM1230 型透射电镜 100 kV
下观察，CCD 图像传输系统拍照。

2 结果

2. 1 A-4L 的一步生长曲线
在一步生长曲线测定实验中，接种 A-4L 悬液

2 h后，鱼腥藻 PCC7120 细胞浓度开始下降，同时 A-
4L 的滴度加速上升，这也就意味着 A-4L 的潜伏期
为 0. 5 h － 2 h。在感染 19 h 后，鱼腥藻 PCC7120 细
胞浓度从 2. 78 × 108 cell /mL 降至 2. 6 × 107 cell /mL，
而 A-4L 滴度却从 2. 8 × 1010 PFU /mL 增加至 9. 03 ×
1010 PFU /mL，因此，每个宿主细胞平均可释放 247
感染单位的蓝细菌病毒 A-4L(图 1)。

图 1． A-4L 的一步生长曲线
Figure 1． One-step growth curves of A-4L．

2. 2 同心圆噬斑的形成及其形态变化的观察
A-4L 感染鱼腥藻 PCC7120 的 1 d 后，平板中形

成噬斑。继续感染到 2 d 时，噬斑内部出现一个同
心圆，且随着感染天数的不断增加，同心圆数量也随

之增加(图 2)。持续观察发现，同心圆的数量和鱼
腥藻攻毒后的天数(n)具有相关性，为“n － 1”，且噬
斑内同心圆间距约为 3 mm。同时，同心圆内部颜色
随时间的延长由浅黄色逐渐变成乳白色。

391



Xiangyong Liao et al． / Acta Microbiologica Sinica(2014)54(2)

图 2． A-4L 感染鱼腥藻 PCC7120 藻苔后形成的噬藻斑
Figure 2． The plaques of lawns of Anabaena sp． PCC7120 infected by A-4L．

2. 3 不同稀释度 A-4L 对同心圆噬斑的影响
十倍系列稀释(10 － 1 － 10 － 10)的 A-4L 悬液感染

鱼腥藻 PCC7120 藻苔 32h 后，除 10 － 10梯度未见噬
斑形成，其它稀释梯度均出现直径约为 3. 5 mm －
4 mm的噬斑，其中 10 － 1至 10 － 6稀释度 A-4L 感染形
成的噬斑相互融合，而 10 － 7至 10 － 9稀释度的 A-4L
感染条件下能清楚观察到噬斑。继续培养到 54 h，
差别更加明显，10 － 1至 10 － 6稀释度感染的藻苔几乎
全部裂解，但和 10 － 7至 10 － 9稀释度一样，噬斑内部
能观察到一个同心圆。然而随着时间延长，10 － 1至
10 － 6稀释度藻苔全部裂解，不再形成同心圆，而
10 － 7至 10 － 9稀释度平板同心圆数量随时间增加。
从图 3 可看出，10 － 9稀释度噬斑数量太少，对于同心
圆噬斑的分析无代表性;10 － 7稀释度噬斑相互融合
的数量相对 10 － 8稀释度多，所以 10 － 8稀释度最适合
同心圆噬斑分析和形成过程的观察。

蓝细菌病毒滴度测定，A-4L 悬液的初始滴度为
2. 8 × 1010 PFU /mL，吸取 0. 1mLA-4L 悬液稀释后，

10 － 8稀释液滴度为 28 PFU /mL。
2. 4 鱼腥藻藻苔的不同培养时间对同心圆噬斑的
影响

1 mL10 － 8稀释度的 A-4L 悬液分别感染三组不
同培养时间的藻苔 2 d 后，平板上都出现同心圆噬
斑，但噬斑形态不同(图 4)。培养 1 d 的平板中噬
斑最大，藻苔颜色比较淡，虽能观察到同心圆噬斑，
但同心圆不清晰，不能准确观察和分析同心圆的形
成;培养 3 d 的平板中噬斑直径稍小，能很好的观察
同心圆噬斑;培养 6 d 的平板中噬斑直径最小，且噬
斑边缘模糊化，呈弥散性，每个噬斑的直径增长趋势
不一致，不适合同心圆噬斑的分析。感染 4 d 后，三
组平板的同心圆噬斑差异性更加明显。

这一结果表明，不同培养时间的藻苔对蓝细菌
病毒的敏感性存在差异性，藻苔培养期太短或太长，
都对蓝细菌病毒噬斑的形态存在一定的影响，平板
中培养 3 d 的藻苔接种 A-4L 悬液最适合观察及分
析同心圆噬斑的形成。
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图 3． 不同时间不同稀释度 A － 4L 感染鱼腥藻 PCC7120 藻苔形成的空斑
Figure 3． The plaques of lawns of Anabaena sp． PCC7120 infected by A-4L with different dilution at different time． The picture showed

four representative dilutions．

图 4． A-4L 感染不同培养时间的鱼腥藻 PCC7120 藻苔形成的噬斑
Figure 4． The plaques of lawns of Anabaena sp． PCC7120 infected by A-4L at different cultivation time．

2. 5 不同光照条件对同心圆噬斑的影响
在不同光照条件下，A-4L 感染鱼腥藻 PCC7120

形成的噬斑具有一定的差异。如与周期光照条件相

比(图 5． Ⅱ)，持续光照条件下，A-4L 感染鱼腥藻
PCC7120 藻苔没有形成同心圆噬斑(图 5． Ⅰ);而另
一条件下，前 3 d 周期光照条件过程中，藻苔形成同

591



Xiangyong Liao et al． / Acta Microbiologica Sinica(2014)54(2)

心圆噬斑，转为持续光照条件后，第 4 天时继续形成
同心圆，但同心圆边缘变浅，4 d 后不再形成同心圆
(图 5． Ⅲ)，可见同心圆的形成依赖周期光照。

此外，持续光照条件下，噬斑内部颜色由浅黄色
逐渐变成乳白色，比周期光照条件下颜色更浅，可见

与周期光照条件相比，持续光照条件蓝细菌病毒裂
解得更充分。同时，在持续观察感染过程发现，持续
光照条件下，噬斑直径在一定时间范围内比周期光
照条件下增长的也要快。

图 5． 不同光照条件不同时间 A-4L 感染鱼腥藻 PCC7120 藻苔形成的噬斑
Figure 5． The plaques of lawns of Anabaena sp． PCC7120 infected by A － 4L at different time and different lighting conditions; (Ⅰ)

Continues lighting (24 L∶ 0D) ; (Ⅱ) Periodic lighting (14 L∶ 10 D) ; (Ⅲ) Periodic lighting (14 L∶ 10 D) during the first three days，

then turned to the continues lighting (24 L∶ 0D) ．

2. 6 A-4L 的电镜观察
挑取单个噬斑扩大培养，纯化后负染电镜观察。

从图 6 可见，A-4L 头部近似球形，直径约为 50 nm，
具有一个长约 10 nm 的尾部，有短尾蓝细菌病毒的
形态特征。

3 讨论

A-4L 的一步生长曲线 (图 1) 显示:蓝细菌病
毒的效价在 0. 5 h 或之前是低于 0 h 的，而 0. 5 －
2 h，蓝细菌病毒效价逐渐上升，这表明此期间是 A-
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图 6． A-4L 的负染电镜观察(80000 × )
Figure 6． Negative staining electron micrographs image of A-4L

(80000 × ) ． The arrows indicate the tail of A-4L．

4L 由侵染到释放的过程，因此测得 A-4L 的潜伏期
为 0. 5 － 2 h。如果能采集更多实时测定数据，无疑
其结果将更精确。但由于测试样本需在光照条件下
培养才有效，当采样间隔时间更短就会改变培养条
件，影响结果的可靠性。结果还表明，A-4L 潜伏期
比较短，但其释放量相对比较大，可能是由于蓝细菌
病毒感染的宿主差异性导致的，如宿主的生理特性
或体积大小［24 － 25］。除此，A-4L 感染 5 h 后效价有
一个下降的时间段，从理论上分析，藻细胞下降，蓝
细菌病毒滴度应随之上升，这有可能是因为在该时
间段部分蓝细菌病毒失活引起的。

蓝细菌病毒作为一类特异性感染蓝藻的病毒，

其生物学的一些部分特性也和其宿主一样容易会受
到一些生态因子影响［25］。周期光照条件下，A-4L

在平板上感染鱼腥藻 PCC7120 藻苔出现同心圆噬
斑，持续光照条件下培养未出现此现象，说明光照能
直接影响 A-4L 噬藻斑的形态及蓝细菌病毒的感染
情况。同心圆噬斑的形成依赖于周期光照，可能原
因是由于光照影响了蓝细菌病毒对藻的吸附或子代
蓝细菌病毒的释放，使感染过程变缓或蓝细菌病毒
感染力变弱，从而导致了白天有光照与夜晚无光照
时蓝细菌病毒感染力差异的形成，最终以同心圆噬
斑的形式直观地呈现。Jia 等［26 － 27］的研究曾报道蓝
细菌病毒对宿主藻的吸附以及子代蓝细菌病毒的复

制是一个依赖于光照的过程。Suttle 等［28］也曾提出
蓝细菌病毒在应对各种生态因子影响的过程中，可
能会采取一些昼夜节律感染和复制的策略的假设，
其具体机制还有待研究。从鱼腥藻方面考虑，对于
光照是否会影响鱼腥藻的节律性，从而导致蓝细菌
病毒感染鱼腥藻不同，这方面还有待于进一步研究。

此外，虽然形成藻苔的鱼腥藻初始浓度相同，都
是对数期生长的藻，但藻苔在平板上的不同培养时
间对蓝细菌病毒 A-4L 敏感性不同，可能因为在不
同培养时间点，藻细胞对固体培养基的适应性和藻
细胞结构都存在一定差异性。培养期过短，藻细胞
还处在适应期，对蓝细菌病毒的敏感度降低;培养期
过长，藻细胞进入稳定期，细胞结构发育完整，增强
了对蓝细菌病毒的抵抗性。对数期或衰老期的藻细
胞壁都还不够稳定，防御能力很弱，故感染性强。而
稳定期的细胞各部分结构都发育完善，对病毒的抵
御能力都增强［14，29］。

对蓝细菌病毒的研究目前虽然取得了一些进展，
但是还未能真正运用到自然水体中，可能原因是由于
对蓝细菌病毒形态、生理等特性研究未全面掌握，所
以迫切需要探索蓝细菌病毒的分离培养的方法，更进
一步了解和认识蓝细菌病毒。本实验仅以一株蓝细
菌病毒 A-4L 作为研究材料，比较了不同实验条件下
A-4L 的感染特性，同时对其同心圆噬斑的形成原因
做了初步分析。自然水体中还存在不同类型的蓝细
菌病毒，那么这些不同类型的蓝细菌病毒之间感染宿
主是否都能形成类似 A-4L 的噬斑? 影响噬斑形成及
形态特征的因素是否一致? 所形成的噬斑又具有哪
些差异性以及多重同心圆噬斑形成的具体机制是什
么? 这些问题都还有待下一步深入研究。
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Main reason for concentric rings plaque formation of virus
infecting cyanobacteria ( A-4L ) in lawns of Anabaena
variabilis
Xiangyong Liao，Tong Ou，Hong Gao，Xudong Xu，Rong Zhu，Qiya Zhang*

State Key Laboratory of Freshwater Ecology and Biotechnology，Institute of Hydrobiology，Chinese Academy of Sciences，
Wuhan 430072，Hubei Province，China

Abstract:［Objective］ To clarify an important biological characteristic of virus infecting cyanobacteria ( A-4L) and to
isolate，identify new bloom-forming cyanobacteria viruses，we studied A-4L concentric rings plaque formation in Anabaena
sp． PCC7120． ［Methods］One step growth curve was designed to estimate the latent period and burst size of A-4L． The
initial titer of A-4L was about 2. 8 × 1010 PFU /mL． The appropriate titer suspension of A-4L was inoculated onto the lawns
of Anabaena sp． PCC 7120 which have been cultivated at different time． Pathological change of lawns was observed and
recorded daily． To investigate the effect of lighting on the concentric rings plaque formation，plates were cultivated and
infected under continuous lighting (L: D = 24 h: 0 h)，periodic lighting ( L: D = 14 h: 10 h) or 3 days continuous
lighting after periodic lighting for 3 days． The ultra-morphology of purified A-4L was observed by negative staining electron
microscopy． ［Results］ The latent period of A-4(L) was 0. 5 h － 2 h and the burst size was about 247 infectious units per
cell． Under periodic lighting，concentric rings plaques were observed in the plate after infection 3 days to 4 days and the
distance between two rings was about 3 mm． Statistic analysis showed that there was a correlation between the number of
concentric rings in plaques and infection days，which was“n － 1”． Compared with the periodic lighting，the plaques
without concentric rings were observed under continuous lighting． However，the concentric rings formed under periodic
lighting disappeared gradually after turning to continuous lighting，which demonstrated that the formation of concentric
rings plaques depended on the periodic lighting． Negative staining electron microscopy showed that the A-4L particle had
a spheroidal head with diameter about 50 nm and a tail with length about 10 nm which was similar to the characteristic
morphology of cyanobacterial podoviruses． ［Conclusion］ A-4L is a virus infecting cyanobacteria which can form
concentric rings plaque． And periodic lighting is the key conditions for the concentric rings plaque formation of A-4L．
Keywords: virus infecting cyanobacteria ( A-4L )， concentric rings plaque， periodic lighting， lawns of Anabaena
variabilis，bloom-forming cyanobacteria
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