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封面图说: 水杉农田防护林中的小麦熟了———水杉曾广泛分布于北半球,第四纪冰期以后,水杉属的其他种类全部灭绝,水杉
却在中国川、鄂、湘边境地带得以幸存,成为旷世奇珍,野生的水杉是国家一级保护植物。 由于水杉耐水,适应力强,
生长极为迅速,其树干通直挺拔,高大秀颀,树冠呈圆锥形,姿态优美,自发现后被人们在中国南方广泛种植,不仅成
为了湖边、道路两旁的绿化观赏植物,更成为了农田防护林的重要树种。 此图中整齐划一的水杉防护林像忠实的哨
兵一样,为苏北农村即将成熟的麦田站岗。

彩图提供: 陈建伟教授摇 北京林业大学摇 E鄄mail: cites. chenjw@ 163. com
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CO2 浓度和温度升高对噬藻体 PP 增殖的联合作用

牛晓莹,程摇 凯*,荣茜茜,许摇 敏,赵以军,赵摇 进
(华中师范大学城市水环境生态学湖北省重点实验室,武汉摇 430079)

摘要:在 4 个条件下培养了鲍氏织线藻:(1)25益 +400滋mol / mol( CK 组),(2)29益 +400滋mol / mol(温度升高组),(3)25益 +

800滋mol / mol(CO2 升高组),(4)29益+800滋mol / mol(温室效应组),测定了藻的生物量及细胞大小,同时用离心法测定了噬藻体

PP 对相应条件下宿主藻的吸附率,用一步生长曲线法测定噬藻体 PP 的裂解周期和释放量。 结果表明,不同培养条件对藻细

胞的大小均没有影响;CO2 升高提高了宿主藻的生物量;温度和 CO2 浓度的升高不仅使噬藻体 PP 的裂解周期提前,而且对吸

附率和释放量存在交互作用,使其发生了明显改变:其中,温度和 CO2 升高对噬藻体 PP 吸附率的影响属于协同作用,而对其释

放量的影响则能够互相抵消。 上述结果说明温室效应将能够导致噬藻体 PP 增殖能力大幅度增加。
关键词:温室效应;噬藻体;吸附;裂解周期;释放量

The combined effects of elevated CO2 and elevated temperature on proliferation
of cyanophage PP
NIU Xiaoying,CHENG Kai*,RONG Qianqian,XU Min,ZHAO Yijun,ZHAO Jin
Hubei Key Laboratory of Urban Water Environmental Ecology,Central China Normal University, Wuhan 430079, China

Abstract: Atmospheric CO2 has increased by 25% in the past 200 years and its concentration is predicted to double by
2100. Much of the research effort into the impacts of elevated atmospheric CO2 concentrations on algae has focused on
marine algae and very little work has been conducted using freshwater algae or freshwater algal viruses. Furthermore, little
is known about the combined impacts of future CO2 and temperature increases on the infectivity of algal viruses, although
the two impacts are closely connected. In this study, Plectonema boryanum IU597 was grown under four different
conditions: (1) 25毅C+400滋mol / mol CO2(control); (2) 29毅C+400滋mol / mol CO2(elevated temperature); (3) 25毅C+

800滋mol / mol CO2(elevated CO2); (4) 29毅C+800滋mol / mol CO2( greenhouse effect) . The cultures were incubated for
one week, one month or three months before analysis. After incubation, the biomass of each culture was measured by the
Chl a labeling method and by direct counting of cell numbers. The cell size was determined by microscopy measuring, the
adsorption rate of cyanophage PP was determined using the centrifugation method, and the burst size and lytic cycle were
affirmed by measuring the one鄄step growth curve. Results indicated that different culture conditions had no significant
influence on the cell size of P. boryanum. However both the elevated CO2 and the greenhouse effect conditions could
significantly promote the cell number and total Chl a concentration of P. boryanum. The elevated CO2 condition also
decreased the Chl a content per cell by 31. 35%—42. 42% compared with the control condition. The latent period of
cyanophage PP was about 260 minutes under control condition, while under the elevated CO2, elevated temperature, and
greenhouse effect conditions, the time was brought forward to 200, 170—200, and 140 minutes, respectively. The lytic
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cycle of cyanophage PP was about 380 minutes under the control condition, while in the elevated CO2, elevated
temperature, and greenhouse effect conditions, the time was brought forward to 320—380, 320, and 260—320 minutes,
respectively. This indicated that elevated temperature and elevated CO2 conditions had a synergistic effect on the latent
period and lytic cycle of cyanophage PP. The first hour忆s adsorption rate of cyanophage PP was an average of 2. 7% in the
control condition, while under the elevated CO2, elevated temperature, and greenhouse effect conditions, adsorption rates
were an average of 1. 7% , 4. 8% , and 7. 3% , respectively. This indicates that the elevated temperature and elevated CO2

conditions had a synergistic effect on absorption rates of cyanophage PP. The burst size of cyanophage PP was an average of
32 PFU / cell in the control condition, while in the elevated CO2, elevated temperature, and greenhouse effect conditions,
the average burst size was 24, 51, and 32 PFU / cell, respectively. This indicates that the combined effect of elevated
temperature and elevated CO2 on burst size of cyanophage PP could be counteracted. These results not only suggest that the
infectivity of cyanophage PP could be significantly promoted under the greenhouse effect conditions, but also imply that the
combined effect of elevated CO2 and elevated temperature on the infectivity of algal viruses was complex and caution is
needed when studying the overall responses of freshwater virus鄄mediated processes to global change.

Key Words: greenhouse effect; cyanophage; adsorption; lytic cycle; burst size

温室效应已经成为不争的事实。 根据现在状况和模型的预测,由于近年来 CO2 排放量以及其它温室气

体的增加,到 2100 年大气 CO2 的浓度会加倍甚至更高,温室效应会使水体表面平均温度增加 4—5益 [1]。
增加海面温度也可能会影响碳的利用,导致物种组成和多样性发生变化。 同样地,温度也会不同程度的

影响微藻和蓝藻的生长率、色素含量、光吸收能力以及光合作用的碳固定。 也有研究表明,在过去的 50a,气
候变化引起的温度上升是导致加拿大太平洋和大西洋地区有害水华增加的主要原因[2]。

所以,在大气 CO2 浓度升高与水温升高的联合作用下对浮游藻类生理活动的影响将更为复杂[3]。 而藻

类病毒在水体中的含量高、分布广,是海洋及湖泊中初级生产力的最主要控制因子之一,影响浮游藻类的种群

结构与数量,调控富营养化水体中水华与赤潮的消长过程[4鄄6]。 基于噬菌体的很多研究表明,噬菌体对宿主

的感染(包括对宿主的吸附率、裂解周期、释放量等)在很大程度上就决定于宿主的生理状态[7],但是对藻类

宿主和藻类病毒的相关研究尚未见诸报道。 因此,在大气 CO2 浓度和温度升高联合作用的背景下,深入研究

藻类病毒感染浮游藻类的动力学过程具有重要的生态意义。
1摇 材料与方法

1. 1摇 实验材料

噬藻体 PP 本实验室 2001 年从本地分离得到的[8];宿主鲍氏织线藻(Plectonema boryanum,IU597)来自中

国科学院水生生物研究所,用 AA 培养基进行培养。 整个实验周期的藻在自制的有机玻璃培养箱中培养,光
周期为 12颐12(L 颐D),光强为 1200 lx。

整个实验过程中每隔 15d 传代 1 次,培养基与藻液的比例为 90颐10。 做实验之前的一次传代,要求 4 个组

的藻浓度一致,均为 5伊106 个 / mL。
1. 2摇 实验装置

本实验使用的是温室效应自动控制系统,该系统可以用于模拟大气 CO2 浓度增加和温度升高。 系统中

的有机玻璃箱为半封闭式,带有两个进气口(分别通入 CO2 和空气)和一个出气口,通过控制 CO2 和空气的供

气量调节箱内 CO2 浓度(并非直接将 CO2 通入培养液中)。 经过长期运行,温室效应组箱体内气体 CO2 浓度

为(800依20)滋mol / mol,气温为(29依0. 6)益,其中 CO2 浓度升高系统由 CO2 控制器、电磁阀、流量计、减压阀和

CO2 钢瓶构成;温度升高系统是由温度控制器、风扇、加热器等构成。
整个实验期间藻的培养是在 4 个有机玻璃箱中,依次对应(1)25益 +400滋mol / mol(CK 组),(2)29益 +

8196 摇 生摇 态摇 学摇 报摇 摇 摇 32 卷摇
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400滋mol / mol(温度升高组),(3)25益+800滋mol / mol(CO2 升高组),(4)29益+800滋mol / mol(温室效应组)。
1. 3摇 实验流程

将鲍氏织线藻(P. boryanum,IU597)在上述的 4 个条件下进行培养,培养体积为 200mL(于 500mL 的烧杯

中),每个条件下均设置 3 个平行;培养至 1 周、1 个月、3 个月后分别测定藻细胞大小和生物量,然后将 4 个条件

下的藻细胞浓度调成一致,分别与噬藻体 PP 混合,测定 4 个条件下噬藻体 PP 的吸附能力和增殖能力。
1. 4摇 测定方法

1. 4. 1摇 不同时期藻生物量的测定

(1)不同时期藻密度的测定

在不同条件下培养 7、37、97d 时分别取样,采用显微直接计数法测定藻细胞密度。
(2) 不同时期藻叶绿素 a(chl a, chlorophyll a)的测定

改进的甲醇萃取法[9]:在不同条件下培养 7、37、97d 时分别取 5mL 藻液于 10mL 离心管中,10000r / min 离

心 10min,去掉上清,加入相同体积的 90%甲醇,于 4益黑暗条件下浸提 24h 后,10000r / min 离心 10min,测上

清 665nm 处的吸光度。 用以下公式计算叶绿素 a 的含量:Chl a(mg / L)= OD665nm伊13. 9
用总的叶绿素 a 含量除以藻细胞密度即得单个藻细胞中叶绿素 a 的平均含量。

1. 4. 2摇 不同时期藻长度和宽度的测定

在不同条件下培养 7、37、97d 时分别取样,每个样品用目镜测微尺在 100 倍物镜下挑取 10 根藻丝测量藻

细胞宽度及长度。
1. 4. 3摇 噬藻体 PP 对不同条件、不同时期藻的裂解周期的测定

取在不同条件下培养的藻,计数,分别稀释到 1伊107 个 / mL,各取样 20mL,加入适量效价为 2伊107PFU / mL
(PFU, plaque鄄forming units)的噬藻体 PP,使 MOI(感染复数,multiplicity of infection)为 1颐1。 于相应条件下继

续培养至 30、60、90、120、180、240、300min 取样,用血球计数板计数藻细胞数,然后以各时间点为横坐标、藻的

密度为纵坐标作图,从图中观察噬藻体 PP 的裂解周期。
1. 4. 4摇 噬藻体 PP 对不同条件、不同时期藻的吸附率的测定

在不同条件下培养 7、37、97d 时对 4 组的藻计数后,通过稀释使 4 个条件下的藻浓度相同(2伊107 个 /
mL),各取 20mL,然后加入适量已知效价的噬藻体 PP(2伊107PFU / mL),使 MOI 为 1颐104,各取 1mL 测噬藻体

PP 的效价作为噬藻体 PP 吸附率的初始效价,感染 60min 后取样,10000r / min、10min 离心洗涤两次以去除游

离的噬藻体 PP,用空斑法[10]测定噬藻体 PP 的效价。 按照以下公式式计算噬藻体 PP 的吸附率:A=P1 / P0,其
中,A 为吸附率,以百分数的形式表示;P1 为沉淀藻细胞中噬藻体 PP 的效价;P0 为噬藻体 PP 的初始效价。
1. 4. 5摇 噬藻体 PP 对不同条件、不同时期藻的释放量的测定

在 4 个条件下培养 7、37、97d 时,同 1. 4. 4 的方法使 4 个条件下的藻的浓度相同(2伊107 个 / mL),各取

20mL,加入适量已知效价的噬藻体 PP(2伊107PFU / mL),使 MOI 达到 1颐104,静置感染 30min 后 10000r / min 离

心,洗涤两次,定容至原来的体积,分别取 1mL 用于测定噬藻体 PP 的效价,将其作为噬藻体 PP 释放量的初始

效价(P0)。 然后放在 4 个条件下进行培养,同时用磁力搅拌器搅拌,以防止噬藻体 PP 发生二次吸附。 分别

于感染后 60、90、120、180、240、300、360、390min 取样,用空斑法测定噬藻体 PP 的效价后绘制病毒的一步生长

曲线,并据此测算噬藻体 PP 的潜伏期(静置感染的 30min 和操作时间约 50min 均计算在潜伏期内)、裂解周

期及释放量。
1. 5摇 分析方法

作图采用 GraphPad Prism 5 完成(误差量用 SD 表示,n=3);双因素方差分析采用 SPSS11. 0 完成。
2摇 结果和分析

2. 1摇 温度和 CO2 升高对藻生物量的影响

由上图可见,CO2 升高组和温室效应组的藻细胞生物量均明显高于 CK 组和温度升高组(P<0. 05),第 1
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个月时的增幅最大,第 3 个月次之。 这一结果不但说明 CO2 升高对鲍氏织线藻(P. boryanum,IU597)的生长

具有显著的影响,而且也说明鲍氏织线藻(P. boryanum,IU597)对 CO2 浓度的升高可能具有某种适应的机制

(从而使第 3 个月的增幅变小)。 此外,由图 1 还可以发现,以藻细胞密度计的生物量增幅明显大于以叶

绿素 a 计的生物量增幅,这一结果直接导致了单个藻细胞中叶绿素 a 含量的下降(图 2)。

图 1摇 鲍氏织线藻生物量的变化

Fig. 1摇 The change of P. boryanum biomass

图 2摇 单个藻细胞中的叶绿素 a 含量的变化

Fig. 2摇 The change of chl a in a single cell

由图 2 可见,CO2 升高组的单个藻细胞中的叶绿素

a 含量发生了明显的下降:1 个月和 3 个月时该条件下

单个细胞中的叶绿素 a 的含量比同期的对照组分别降

低了 42. 42%和 31. 35% 。
2. 2摇 温度和 CO2 升高对藻细胞长度和宽度的影响

由图 3 可以看出,在整个实验周期中,不同培养条

件下的藻细胞长度和细胞宽度没有显著差异 ( P >
0郾 05)。
2. 3摇 温度和 CO2 升高对噬藻体 PP 吸附率的影响

从图 4 可以明显看出,温度升高和温室效应组噬藻

体 PP 的吸附率均明显高于 CK 组和 CO2 升高组(P<
0郾 05),且双因素分析也表明,在整个实验期间温度升

图 3摇 藻细胞长度和宽度的变化

Fig. 3摇 The change of cell width and cell length

高和 CO2 浓度升高存在交互作用(P<0. 05)。 CK 和 CO2 升高组下的噬藻体 PP 的吸附率在 1 个月时达到最

大,温度升高和温室效应组的在 3 个月时有所降低(P<0. 05)。 与鲍氏织线藻(P. boryanum,IU597)的生物量

变化相似,这更加说明了该藻的生理状态可能在 CO2 升高条件下出现了某种适应机制,从而导致噬藻体 PP
的吸附率也发生了变化。
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图 4摇 噬藻体 PP 吸附率的变化

Fig. 4摇 The change of adsorption of cyanophage PP

2. 4摇 温度和 CO2 升高对噬藻体 PP 裂解周期的影响

该实验从藻细胞浓度侧面反映了噬藻体 PP 对不

同条件下藻的裂解周期的变化。 由图 5 可以看出 CK
组的裂解从 180min 开始,CO2 升高组的裂解开始于

120min,而温度升高组和温室效应组中的藻细胞数目在

90min 和 60min 时就有了明显的下降。 可见温度和 CO2

的上升会使噬藻体 PP 的裂解周期明显提前。
2. 5摇 温度和 CO2 升高对噬藻体 PP 一步生长曲线的

影响

图 6 可见,不同条件下对噬藻体 PP 的潜伏期有较

大影响,但整个裂解周期变化不大,为方便起见,将以上

信息制表 1。
表 1摇 噬藻体 PP 潜伏期、裂解周期和释放量的变化

图 5摇 噬藻体 PP 裂解周期的变化

Fig. 5摇 The change of lytic cycle of cyanophage PP

该图中时间点依次为 30、60、90、120、180、240、300min

Table 1摇 The change of latent period、lytic cycle and burst size of cyanophage PP

实验组
Experiment group
培养时间
Cultural time

潜伏期 / min
Latent period

1 周 1 个月 3 个月

裂解周期 / min
Lytic cycle

1 周 1 个月 3 个月

平均释放量 / (PFU / 个)
Average brust size

1 周 1 个月 3 个月

CK 组 Ambient control 260 260 260 380 380 380 25. 92 33. 13 37. 75

温度升高组 Elevated temperature 170—200 170—200 170—200 320 320 320 49. 85 47. 17 57. 07
CO2 升高组 Elevated CO2 200 200 200 380 320 320 19. 6 26. 17 25. 96

温室效应组 Greenhouse effect 140 140 140 260 320 320 26. 64 32. 73 36. 24
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图 6摇 噬藻体 PP 一步生长曲线的变化

Fig. 6摇 The change of One鄄step growth curves of cyanophage PP

由表 1 可见,各试验组条件下噬藻体 PP 的潜伏期均较对照组有明显的缩短,特别是温室效应组的潜伏

期缩短了接近一半,同时,裂解周期也有一定程度的缩短(但减少幅度要小于潜伏期的减幅),这一结果与 2. 4
的实验结果基本吻合,说明 CO2 和温度的升高会加速宿主的裂解。 而且 3 个时期温度升高组的释放量显著

高于其它 3 个组(P<0. 05),CO2 升高组的最低,而温室效应组则介于两者之间,双因素分析也表明,在整个实

验期间温度升高和 CO2 浓度升高存在交互作用(P<0. 05)。 温度升高组和 CO2 升高组下噬藻体 PP 的释放量

分别在 3 个月和 1 个月时有较为明显的提高(P<0. 05),温室效应组则没有出现显著变化(P>0. 05)。
3摇 讨论

本实验中 CO2 升高组和温室效应组的细胞密度和叶绿素 a 含量明显高于其它两组,说明 CO2 浓度升高

促进了该藻的生物量。 该结论与很多学者的研究相符,大部分学者认为 CO2 浓度升高会促进浮游植物的初

级生产,如 Hein 和 Jensen[11]及 Yoshimura[12]表明 CO2 加富会促进海洋浮游植物的初级生产。 但是有的学者

持不同的意见,如 Fei鄄Xue Fu[1]研究表明单独升高 CO2 虽然促进了赤潮异湾藻的生长,但对微小原甲藻没有

影响。 甚至 Czerny[13]等人发现 CO2 加富造成的海水酸化使 Nodularia spumigena 的细胞分裂速率降低。 本实

验中温度升高组并没有明显提高藻的生物量。 同时 Fei鄄Xue Fu[1] 也发现温度升高分别降低和增加了赤潮异

弯藻和微小原甲藻的叶绿素 a 含量;温度升高有利于项圈藻和念珠藻的光合作用,但是对微囊藻和螺旋藻没

有影响[14]。 可见,单独的 CO2 升高和温度升高对藻生物量的影响具有物种特异性,可能依赖于它们的生理

特征。
本实验中 CO2 升高组中单个藻细胞中的叶绿素 a 含量在 1 个月和 3 个月的时候明显降低,但是其在对应

的时间段藻的总生物量并没有减少,可能是 CO2 的升高使其更容易被藻类所吸收,从而弥补了单个细胞中叶

绿素 a 含量较少的不足。 此外,夏建荣[15]的发现 CO2 浓度升高导致蛋白核小球藻细胞中得叶绿体的数量提

高,可见 CO2 浓度升高对藻细胞叶绿素 a 的影响也可能具有物种特异性。
CO2 升高和温度升高会使噬藻体 PP 的裂解周期有较明显的提前,而二者的联合作用(即温室效应)更是

会使裂解周期大幅度提前至 60min,这与 Weinbauer[16]发现的温度升高使病毒的潜伏期缩短的现象较吻合,其
原因可能是温度升高等因素能够诱导宿主细胞内的某些酶的活性,从而提高病毒大分子合成与核衣壳装配的
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效率。
吸附是病毒感染的第一步,可进一步分作非特异性吸附和特异性吸附两个阶段,其中非特异性吸附的效

率可以用病毒与宿主随机碰撞的接触率(数学模型)来进行表征,与本试验有关的参数分别是宿主细胞大小、
水温及水的粘度[17]。 B覬rsheim[18]等于 1992 年研究发现,噬菌体对于实验室条件下的宿主比自然条件下的吸

附率要高出 50% ,造成这种现象的原因可能是实验室中的宿主体积比自然条件下的要大;Choi[19]的相关研究

也证明 T4 类噬菌体感染不同大小的 E. coli B23 有显著差异。 但在本实验中,不同条件下的宿主藻的细胞大

小没有显著变化,即宿主藻的细胞大小并不是造成噬藻体 PP 吸附发生变化的原因。 水温升高使水分子内能

升高,造成水粘度下降、扩散系数升高[20],从而使病毒和其宿主的布朗运动加剧,增加了这两者之间的碰撞机

会。 根据本次试验的设计,当水温从 25益升高到 29益时,水的粘度会相应的从 0. 8937Cp 降到 0. 8180Cp, 参

照接触率模型[17],其接触率会提高 10. 7% ,这至少可以部分解释噬藻体 PP 在水温增加时吸附能力增强的

现象。
影响病毒特异性吸附的主要因素为宿主细胞表面的受体数量与受体状态。 首先,水温的升高会使细胞膜

上的蛋白质和脂类的表达量发生变化,从而影响受体的数量,Samimi 和 Drews[21] 发现在 4—37益范围内噬藻

体 AS鄄1 对单细胞蓝藻 Anacystis nidulans 的吸附率随温度的升高而升高,这是因为 AS鄄1 吸附需要的脂多糖随

温度的升高表达量也有所提高。 就本次试验而言,温度升高组的吸附率增幅高于 60% ,而前述的非特异性吸

附部分的增幅仅为 10. 7% ,因此水温升高对特异性吸附的影响更为显著。 其次,pH 也可能影响受体的数量,
Benedi[22]等人也表明,噬菌体 FC3鄄1 对于生长在低 pH 下的细菌的成斑率显著降低,是因为 FC3鄄 1 在吸附过

程中需要脂多糖,而在低 pH 下宿主有较少的脂多糖暴露于细胞表面,对本次试验 3 个阶段而言,经测定发

现,由于 CO2 浓度升高均使藻液的 pH 值下降约 0. 4,从而可能削弱病毒的吸附能力。
本次试验还发现,噬藻体 PP 对温室效应组下噬藻体 PP 吸附宿主的能力大大提高,这说明温度上升和

CO2 浓度升高对噬藻体 PP 的吸附具有某种协同效应,该协同效应不但弥补了由于伴随 CO2 浓度升高的藻液

pH 值下降所引起的吸附率降幅,甚至足以超越了单独温度升高所引起的吸附率增幅。
病毒的释放量是衡量病毒感染力的重要指标。 影响病毒释放量的一个重要因素就是宿主的生理状态,通

常,宿主的生长代谢越活跃,病毒的感染力就越强[23鄄24],但本次试验却出现完全相反的情况:CO2 升高导致宿

主的生长加速,但噬藻体 PP 的释放量却明显减少了,这与 Larsen[25] 等人对海洋球石藻病毒 EhV(Emiliania
huxleyi virus)的研究结果相似;温度升高虽对宿主的生长没有影响,但噬藻体 PP 的释放量却大幅度增加了。
造成这一现象的原因可能与噬藻体的增殖过程中所需要的一些特有酶类(这些酶类与宿主的初级代谢酶类

具有一定的竞争关系)的活性能够被较高的温度所诱导有关,如噬藻体可以利用自身编码的 DNA 聚合酶(这
些酶与宿主的 DNA 聚合酶竞争共同的底物)进行增殖[26]。 此外,本次试验还发现温室效应条件下的噬藻体

PP 的释放量介于温度升高组与 CO2 升高组之间,与对照组无显著差异,说明温度升高和 CO2 升高对噬藻体

PP 释放量的影响能够互相抵消。
综上所述,本实验显示 CO2 升高提高了 P. boryanum 的生物量;温度和 CO2 升高不仅使噬藻体 PP 的裂

解周期提前,而且也对其吸附率和释放量存在交互作用,使其发生明显改变:其中,温度和 CO2 升高对噬藻体

PP 吸附率的影响属于协同作用,而对释放量的影响则能够互相抵消。
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