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摘要：病毒是地球上最丰富的生物实体，每克土壤中可包含数以亿计的病毒，它不仅影响土壤中其它微生物的群落组成、土壤元

素的生物地球化学循环，还会影响土壤微生物的物种进化，甚至影响植物、动物和人体健康。 目前我们对土壤中病毒的种类及

丰度、分布特征以及功能引起的生态环境效应还知之甚少。 本文在概述病毒生态学研究方法的基础上，对土壤病毒的提取、纯

化、定量及分子生态学方法等基本流程进行了比较分析，以期建立一套快速简便、高效稳定的适用于土壤病毒研究的方法，并用

于研究土壤病毒的多样性及分布特征，探讨病毒在环境中的生存和传播机制，为土壤病毒的防控及开发利用提供支撑。
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病毒是地球上最丰富的生物实体，对土壤中营养元素的生物地球化学循环、微生物群落组成以及土壤基

因资源的多样性发挥着重要作用。 首先，病毒能够侵染细菌、真菌、蓝细菌等微生物，影响它们的生理代谢及

死亡率，从而影响生态系统中微生物的群落结构及多样性；其次，由于病毒侵染导致的细胞裂解释放的有机物

影响环境中其它生物的养分利用，从而影响环境中元素的生物地球化学循环；第三，噬菌体引起宿主细胞裂解
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并释放出 ＤＮＡ，释放到环境中的 ＤＮＡ 被其它微生物通过转录方式吸收、整合，引起微生物的遗传变异，推动

微生物种群的进化。 同时，土壤的高度异质性及其多样的生物环境为病毒提供了丰富而多样的寄生环境，更
利于病毒长期生存和繁殖。

尽管病毒在土壤环境中发挥着重要的作用，但由于其个体微小、基因组含量低、缺乏通用基因、进化速度

快生命周期短等特点，使得土壤病毒生态学的研究进展缓慢。 病毒生态学研究方法经历了表型分析、单基因

分析、基因组分析及宏基因组分析等几个重要阶段。 如上世纪 ９０ 年代，科学家们利用显微技术对病毒和细菌

丰度的地域差异进行过大量研究，发现在撒哈拉及纳米布沙漠这类极端环境中均存在着非常独特的噬菌体类

群［１，２］。 随着技术的发展，更多的研究结合了表型和分子生物学方法，如将透射电子显微镜 （ ＴＥＭ：
Ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ Ｅｌｅｃｔｒｏｎ Ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ）和脉冲场凝胶电泳（ＰＦＧＥ：Ｐｕｌｓｅ Ｆｉｅｌｄ Ｇｅｌ Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ）、随机扩增多态性

ＤＮＡ（ＲＡＰＤ：Ｒａｎｄｏｍ Ａｍｐｌｉｆｉｅｄ Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ ＤＮＡ ａｎａｌｙｓｉｓ）方法相结合。 这类方法可有效地用于研究单个分离

的噬菌体，也可对噬菌体的群体组成进行研究。 这类基于基因组水平的研究方法还可用于评价不同噬菌体在

环境中的分布，如研究发现某些海洋噬菌体基因组只在特定的地点出现，而其它一些噬菌体分布却很广［３］。
有研究利用 ＲＡＰＤ 技术研究还发现弧菌噬菌体的丰度和地理分布没有直接关系，而是受生境类型所驱动，如
与海水、沉积物以及无脊椎动物等生境相关［４］。

测序技术的出现和日益广泛的应用，突破了探寻环境微生物黑箱的瓶颈。 关于病毒基因组的测序始于

１９７７ 年，第一株被测序的病毒是侵染大肠杆菌的 ΦΧ１７４。 ２００２ 年，Ｂｒｃｉｔｂａｒｔ 等［５］ 首次通过鸟枪测序法研究海

洋病毒的宏基因组。 ２００５ 年，Ｅｄｗａｒｄｓ 等［６］提出了病毒宏基因组的概念。 Ｈｕｒｗｉｔｚ 等［７］ 采用比较基因组学和

网络分析方法分析了海洋病毒群落的生态驱动模型。 Ｂｏｌｄｕｃ 等［８］通过网络分析方法揭示了黄石酸性热泉中

病毒的群体组成及相互关系。 截止至 ２０１５ 年 １０ 月 ＮＣＢＩ 数据库中已收录了 ４８８５ 株病毒的全基因组序列。

图 １　 土壤病毒生态学研究方法流程

Ｆｉｇ．１　 Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｍｅｔｈｏｄ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ｓｏｉｌ ｖｉｒａｌ ｅｃｏｌｏｇｙ

与海水及热泉样品相比，土壤样品具有异质性高、
成份复杂等特点，从土壤中分离提取高纯病毒面临更多

的困难，本文在对病毒生态学研究进展综述的基础

上［９］，进一步对病毒生态学研究方法作一简要概述。
在对海洋及其它环境病毒的提取、纯化、定量及分子生

态学方法进行比较优化的基础上，重点建立一套快速简

便、高效稳定的适用于土壤病毒生态学研究的方法

（图 １），主要包括病毒样品的富集、定量、核酸提取、指
纹图谱分析及宏基因组测序等几个部分。

１　 土壤中病毒的提取及富集

１．１　 土壤病毒的提取

病毒对土壤的吸附与病毒种类、土壤 ｐＨ 值、温度、
含水量、土壤结构等环境因子密切相关。 土壤病毒学研

究的第一步是选择合适、高效的提取方法高效地提取出吸附于土壤颗粒表面的病毒粒子。 最常用的土壤病毒

浸提液有 ４ 种［１０］，包括 １０％的牛肉膏、２５０ ｍＭ 甘氨酸溶液、１０ ｍＭ 焦磷酸钠和 １％的柠檬酸钾溶液。 比较几

种浸提液对土壤病毒的提取效果，发现 ２５０ ｍＭ 甘氨酸溶液［１１］和 ７％的牛肉膏提取液［１２］最适用于提取污泥中

的多种噬菌体，但是浸提出的病毒溶液难以过滤及进行后续处理，浸提的病毒溶液粘稠，无法制片染色，也不

可用荧光显微镜进行计数；１％的柠檬酸钾溶液提取农田土壤病毒效率最高，并且可通过荧光显微镜直接计

数；１０ ｍＭ 焦磷酸钠浸提效率略次于柠檬酸钾浸提液，缺点是浸提液使用荧光显微镜观察时易形成团块，无法

计数。 综上，对于土壤病毒浸提液以 ２５０ ｍＭ 甘氨酸和 １％的柠檬酸钾溶液最为适用，具体选择还要依据待提

取病毒类型、土壤的理化性质而定。

２ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ３７ 卷　
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１．２　 土壤病毒溶液的分离、纯化及浓缩

１．２．１　 切向流过滤法

切向流过滤（ＴＦＦ：Ｔａｎｇｅｎｔｉａｌ⁃ｆｌｏｗ ｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ）是指液体流动方向与过滤方向垂直的过滤形式，这种方法与常

规过滤相比，具有液体流动在过滤介质表面产生剪切力，减小滤饼层颗粒物的堆积，不易堵塞，可保证稳定的

过滤速度等优点。 ＴＦＦ 主要用于从大量环境样品中分离、浓缩病毒颗粒，设备及流程见图 ２。 ＴＦＦ 系统使用中

空纤维膜滤柱，本文以孔径 ０．２ μｍ 的微滤柱和孔径为 １００ ｋＤａ 的超滤柱为例（图 ２ａ），介绍 ＴＦＦ 系统过滤的

原理及流程。 孔径 ０．２ μｍ 的微滤柱主要用于过滤去除直径大于 ０．２ μｍ 的细菌及原生生物等，而直径小于

０．２ μｍ的病毒则能通过滤柱滤出（图 ２ｂ），通过收集过滤液即可得到较纯的病毒溶液。 但此时的病毒溶液浓

度很低，无法用于下一步研究，因此需要再通过 １００ ｋＤａ 的超滤柱浓缩。 更换滤柱后，直径大于 １００ ｋＤａ 的病

毒被滤柱拦截，返回到回流端，而水溶液则能通过滤柱滤出（图 ２ｃ），通过不断回流过滤，减小病毒溶液体积，
直至残余液体体积小于 １００ ｍＬ。

图 ２　 ＴＦＦ 过滤系统及流程［１３］

Ｆｉｇ．２　 ＴＦＦ ｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ ａｎｄ ｐｒｏｃｅｄｕｒｅ［１３］

ａ． ＴＦＦ 过滤系统；ｂ．病毒过滤流程；ｃ． 病毒浓缩流程

１．２．２　 聚乙二醇沉淀法

聚乙二醇沉淀法（ＰＥＧ：Ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅ ｇｌｙｃｏｌ）主要是利用 ＰＥＧ 破坏病毒外壳蛋白质分子表面的水化层而使

病毒发生沉淀的方法，常用于病毒的提纯浓缩，它可将 ＴＦＦ 浓缩的病毒溶液（５０—１００ ｍＬ）中的病毒沉淀。 首

先向浓缩的病毒溶液中加入终浓度为 ０．５ ｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＮａＣｌ 溶液，再加入等量的 １０％ ＰＥＧ６ ０００，４℃过夜放置后，
８０００ ｒｐｍ ／ ｍｉｎ 离心 ３０ 分钟，即可获得病毒沉淀，再用缓冲液将病毒溶解成 １—２ ｍＬ，用于下一步病毒的 ＣｓＣｌ
密度梯度离心或 ＤＮＡ 的提取。
１．２．３　 ＣｓＣｌ 密度梯度离心法

由于环境中病毒的大小、质量不一，密度也不一样，密度梯度离心法既可用于病毒的浓缩，也可用于病毒

颗粒的分离纯化。 每种病毒的大小不变，对应不同介质的密度层，Ｔｈｕｒｂｅｒ 等［１３］ 在 ２００９ 年的综述文献中作了

较全面的归纳。 该方法主要适用于纯病毒的分离，缺点是仪器设备价格昂贵，一般实验室难以配备。

２　 定量技术

２．１　 荧光显微计数

病毒定量目前最常用的方法就是荧光显微（ＥＦＭ：Ｅｐｉｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ）计数法，该方法利用真空抽

滤法将稀释的病毒溶液中的病毒颗粒加载在滤膜上，通过高效的荧光染料染色后，将荧光信号分子和病毒

ＤＮＡ 双链结合，在荧光显微镜下可观察到发出荧光的病毒 ＤＮＡ，利用目镜网格尺计数后推算出每克土壤样品
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中病毒颗粒的数量。 常用的荧光标记物有 Ｙｏ⁃Ｐｒｏ⁃１、ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｉ 和 ＳＹＢＲ Ｇｏｌｄ 等嵌入性染料［１４］，该方法与

透射电镜相比，价格较低、操作简便且重复性强，适用于土壤样品中未知病毒颗粒的定量研究。 利用 ＥＦＭ 直

接计数有一点值得注意的是，由于可能对一些非病毒粒子染色，会高估病毒的丰度［１５］。 另外，与海水病毒样

品相比，土壤中有较高含量的腐殖酸，易导致较高的荧光背景干扰，这也是目前土壤病毒 ＥＦＭ 计数方法无法

避免的缺陷。
２．２　 透射电镜分类计数

在分子生物学技术发展以前，透射电子显微镜（ＴＥＭ）技术是作为病毒生态学研究的最主要手段，它不仅

可应用于病毒定量，还可对病毒进行分类。 具体方法：取 ５０ ｇ 土壤样品经浸提、过滤纯化后，取 １ ｍＬ 的纯化

提取物加入 ９ ｍＬ 的灭菌去离子水，在 Ｆｏｒｍｖａｒ⁃ｃｏａｔｅｄ ６５０ 铜丝网网格上旋转，夹起铜网用滤纸吸取边上多余

液体，立刻将铜网倒扣在 １％ 醋酸双氧铀负染液滴上，静置 １—２ ｍｉｎ，再夹起铜网吸去多余染液，自然晾干。
在透射电镜下先放大 ４ ０００ 倍观察全貌，再逐步放大到 ４０ ０００—８５ ０００ 倍观察病毒形态，对病毒进行分类计

数。 这种方法直接准确，在荧光显微镜下不能观察到的病毒可以通过透射电镜观察到，且结果精确度高，但是

操作复杂，对仪器要求较高。
２．３　 流式细胞仪计数

流式细胞仪（Ｆｌｏｗ Ｃｙｔｏｍｅｔｅｒ， ＦＣＭ）是以激光为光源、检测生物学颗粒的仪器。 流式细胞术是一种能够对

单个细胞、分子、生物颗粒进行多参数快速检测的新型分析和分选技术。 将待测细胞或微粒进行荧光染色后

制成悬液标本，在一定气体压力下将待测样品压入流动室，用不含细胞或微粒的缓冲液（鞘液）在高压下从鞘

液管喷出，鞘液管入口方向与待测细胞或微粒流呈一定角度，使鞘液包绕这细胞或微粒高速流动，形成一个圆

形的流速（鞘流），待测细胞在鞘液的包裹下单行排列，一次通过流式细胞仪的检测区域。 这种方法测定灵敏

度高，对病毒浓度较高的样品测试结果目前是最准确的，但无法测试浓度较低的病毒样品［１６］。 同荧光显微计

数方法一样，流式细胞仪也只能检测被荧光标记的双链 ＤＮＡ 病毒，对单链 ＤＮＡ 病毒和 ＲＮＡ 病毒仍无法

检测。
２．４　 病毒计数仪计数

病毒计数仪是为了检测病毒粒子而重新组装的利用特殊液体控制、双重染色标记的流式细胞分析仪。 对

病毒的定量可以在 ５ ｍｉｎ 内完成，且可以转变成全自动分析平台。 主要原理是通过联合染色系统，利用荧光

染料对病毒基因组和包膜蛋白染色，通过流动室时被激光激发后，标记的蛋白和核酸分别产生黄色和红色的

荧光信号同时通过不同荧光通道被捕捉，只有同时产生这 ２ 种信号才计算为一个完整的病毒颗粒。 这种方法

相对于噬斑滴度计数法、荧光显微计数法等具有分析速度快、成本低、样品制备简单、灵敏度高等特点，缺点在

于仪器成本高、检测的病毒种类有限，只能检测人体及动物体内的 ２０ 多种病毒，检测结果不能代表环境中所

有的病毒。

３　 病毒核酸的提取及分子生态学方法

３．１　 核酸提取

对富集的病毒浓缩液通过 ＥＦＭ 或 ＴＥＭ 方法检测病毒纯度，看是否有其他微生物细胞污染，对纯化后的

病毒提取核酸。 裂解病毒前，使用 ＤＮａｓｅ Ｉ 降解土壤溶液中游离的 ＤＮＡ，并使用 １６Ｓ ｒＲＮＡ 引物 ＰＣＲ 检测无

细菌 ＤＮＡ 污染后，进行病毒核酸的提取。 病毒核酸提取过程中最重要的是每一步操作都要做到不受病毒及

其他微生物的污染。 病毒核酸提取有多种试剂盒，如 Ｍｏｂｉｏ 公司的 ＰｏｗｅｒＶｉｒａｌＴＭ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ＲＮＡ ／ ＤＮＡ
Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ Ｋｉｔ Ｓａｍｐｌｅ、Ｑｉａｇｅｎ 公司的 ＱＩＡａｍｐ Ｖｉｒａｌ ＲＮＡ Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ、ＱＩＡａｍｐＶｉｒａｌ ＲＮＡ Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ 等，或者使用甲酰胺

或 ＣＴＡＢ 结合酚仿抽提法［１３，１７］大量提取，不同类型土壤适用的方法也不一样，提取效率也不尽相同。 提取的

ＤＮＡ 如果浓度较低可通过 Ｐｈｉ２９ＤＮＡ 聚合酶扩增，ＲＮＡ 样品则需通过反转录酶反转成 ｃＤＮＡ 后进行后续

实验。
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３．２　 目的基因多样性

病毒生态学研究之所以远远滞后于细菌和真核生物，最重要的原因之一就是病毒之间缺乏通用的标记基

因，但对于特定种类的病毒，科学家们还是发现了它们之间存在一些相对保守的标记基因［１８］，并通过这些标

记基因序列研究特定病毒群体的多样性。 常用的标记基因有编码外壳蛋白基因，壳组装蛋白基因，尾鞘蛋白

基因，辅助代谢基因以及几种聚合酶基因等。 目前研究较多的是 Ｔ４ 型噬菌体中编码主要壳体蛋白的 ｇ２３ 基

因。 ２００５ 年 Ｆｉｌéｅ 等［１９］比较了 １６ 株 Ｔ４ 型噬菌体单以 ｇ２３ 基因与以基因组中 ２３ 个基因组合绘制的多基因系

统发育树，发现这 ２ 种方法构建的结果非常相似，证明 ｇ２３ 基因可以作为 Ｔ４ 型噬菌体类群划分的分子基础，
可以较好地表征复杂环境中 Ｔ４ 型噬菌体基因多样性。 ｇ２０ 基因编码噬藻体壳组装蛋白，也已被广泛用于

Ｍｙｏｖｉｒｉｄａｅ 家族病毒多样性的研究，研究覆盖了稻田土壤，稻田水体，海洋及其它多种淡水环境［２０⁃２４］。 针对不

同环境的 ｇ２０ 基因多样性研究也发现，不同环境都有其独特的类群，说明 ｇ２０ 基因的分布与其存在的环境有

一定的关系［２５］。 蓝藻噬菌体中的光合作用相关基因 ｐｓｂＡ 和 ｐｓｂＤ 也被广泛应用于蓝藻噬菌体多样性的研

究［２６⁃２８］，ｐｓｂＡ 基因的系统发育研究表明它能分辨不同环境不同宿主菌，但却和地理位置没有相关性［２９］。 其它

标记基因如主要的壳粒蛋白基因 ｍｃｐ［３０⁃３３］ 以及磷酸盐饥饿状态相关的 ｐｈｏＨ 基因［３４，３５］ 在海洋噬菌体的研究

中也有应用，它们在噬菌体家族中的分布并没有严格的限制。 在噬菌体的核质中也有一些和 ＤＮＡ 合成相关

的基因被作为标记基因，如 Ｐｏｄｏｖｉｒｉｄａｅ 家族中 Ｔ７ 型噬菌体中的 ＤＮＡ 聚合酶基因 ｐｏｌＡ［３６，３７］，Ｍｙｏｖｉｒｉｄａｅ 家族

中的 Ｔ４ 型噬菌体的 ＤＮＡ 聚合酶基因 ｇ４３［３８］，Ｆａｍｉｌｙ Ｂ 家族中核质大 ＤＮＡ（ＮＣＬＤＶｓ）中的 ＤＮＡ 聚合酶基因

ｐｏｌＢ［３８，３９］，以及一些 ＲＮＡ 病毒中的 ＲＮＡ 聚合酶基因［４０⁃５２］。
３．３　 指纹图谱技术

随着分子生物学技术的快速发展，更多的病毒学研究引入了指纹图谱技术，如脉冲场凝胶电泳、随机扩增

多态性 ＤＮＡ 等，并将其与 ＴＥＭ 方法相结合，可对噬菌体的群体组成进行研究。 这种基于基因组水平的研究

方法不仅显示病毒的多样性，还可结合表型横向比较不同噬菌体在环境中的分布，如利用 ＴＥＭ 和 ＰＦＧＥ 结合

研究海洋中蓝藻噬菌体的基因组，虽然发现大部分分离的蓝藻噬菌体和长尾噬菌体表型很相似，但它们的基

因组大小则分布在 ４５ ｋｂ—１２５ ｋｂ 之间［４３］；利用 ＴＥＭ 和 ＲＡＰＤ 方法研究海洋弧菌噬菌体的时空分布；利用

ＲＡＰＤ 技术研究还发现弧菌噬菌体的丰度和地理分布没有直接关系，而是受生境类型所驱动等。
３．４　 宏病毒组测序

宏病毒组测序（Ｖｉｒｏｍｉｃｓ）是利用宏基因组学研究环境中病毒多样性的高通量测序方法。 目前宏基因组

测序采用的方法有传统的 Ｓａｎｇｅｒ ／鸟枪法和二代测序技术。 应用最为广泛的莫过于第二代测序的三大测试平

台，即罗氏公司的 ４５４ ＧＳ ＦＬＸ 测序平台、ＡＢＩ 公司的 ＳＯＬｉＤ 测序平台和 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 公司的 Ｓｏｌｅｘａ Ｇｅｎｏｍｅ
Ａｎａｌｙｚｅｒ 测序平台。 测序的过程大致如下：提取的病毒 ＤＮＡ（或 ＲＮＡ 反转成 ｃＤＮＡ），经质检合格后，利用超

声将 ＤＮＡ 打断，片段化的 ＤＮＡ 经过胶回收后，在两端加接头，再通过不同的方式将每个片段结合到微珠或芯

片上，形成几百万个同时反应的微型反应池，每个微型反应池中的 ＤＮＡ 片段通过 ＰＣＲ 扩增产生的多拷贝作

为测序的模板［４４］；随后通过酶延伸或寡核苷酸连接反应同时对这些模板进行测序。
获得海量的序列数据后，最困难的问题在于数据分析处理。 原始序列经过质检和优化后，获得的 Ｒｅａｄｓ

拼接组装后，利用 ＭｅｔａＧｅｎｅ 进行基因预测；在此基础上，可以获得序列组成、物种组成、功能组成和群落特征

等重要的宏基因组信息；数据分析的下一个关键步骤是根据相似度或序列组成对序列进行归类，基于相似度

的方法将序列与 ＫＥＧＧ、ＣＯＧ、ＳＥＥＤ 和 ＡＣＬＡＭＥ 等功能数据库比对，获得病毒基因的功能注释结果及丰度信

息。 通过病毒分类或功能基因的丰度差异比较分析、显著性差异特征分析，为后续研究提供方向。 这种方法

的局限性在于价格相对昂贵，较依赖现有数据库，而病毒的未知序列及开放阅读框数据库比例很高，大部分的

参考序列不能被鉴定。
和传统的病毒研究方法如电子显微镜技术，基因指纹图谱或靶基因测序等相比，宏病毒组是唯一一个能

反映样点病毒群体多样性和功能的方法［４５］。 利用宏基因组学技术研究环境中病毒群落的多样性，避免了病
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毒中没有通用的标记基因的缺点，可以用来作为系统发育的指标，评估环境中病毒的多样性［４６］。 但环境病毒

学的研究还处于起步阶段，病毒宏基因组学研究目前面临的最大问题是序列注释困难，大约只有 １０％的序列

能从已知数据库中比对上［４７］。
本文对已发表的土壤病毒研究文献进行了归纳整理，表 １ 列出了不同地区土壤中优势病毒的分布及使用

的研究方法。 对土壤病毒的研究还是以宏病毒组学方法为主，比较不同地区的病毒分布，发现方法对病毒分

类的影响尤为重要，同一实验室研究不同土壤中的病毒分布得出的结果可能相似，而不同实验室研究同种类

型的土壤病毒分布其结果差异则较大，这可能是由于地理分布的影响，也可能是方法的选择及操作对提取的

病毒存在偏好性。 有研究指出 Ｐｈｉ２９ＤＮＡ 聚合酶对扩增环状 ＤＮＡ 具有偏好性，可能导致具有环状结构的

ｓｓＤＮＡ 被选择性的放大，这也许是多数土壤中 ｓｓＤＮＡ 病毒占主导优势的一个重要原因［４８］。 另外，在已发表的

土壤病毒宏基因组研究中，还未见有 ＲＮＡ 病毒的相关报道，这可能是由于病毒的基因组核酸含量低，对病毒

ＲＮＡ 的提取更为困难，导致 ＲＮＡ 病毒的研究仍存在很多困难，问题的解决还有待全基因组扩增技术和测序

技术的发展。

表 １　 不同地区土壤中的优势病毒及研究方法

Ｔａｂｌｅ １　 Ｄｏｍｉｎａｎｔ ｖｉｒｕｓｅｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｒｅａｓ ａｎｄ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｍｅｔｈｏｄｓ

土壤类型
Ｓｏｉｌ ｔｙｐｅ

地区
Ａｒｅａ

代表性病毒
Ｔｙｐｉｃａｌ ｖｉｒｕｓｅｓ

基因组类型
Ｇｅｎｏｍｅ ｔｙｐｅ

研究方法
Ｍｅｔｈｏｄ

参考文献
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ

特华拉州土壤
Ｄｅｌａｗａｒｅ Ｓｏｉｌｓ

美国
ＵＳＡ

有尾噬菌体
Ｃａｕｄｏｖｉｒａｌｅｓ

双链 ＤＮＡ
ｄｓＤＮＡ

电镜
ＴＥＭ ［４９］

沙漠土壤
Ｄｅｓｅｒｔ

美国
ＵＳＡ

浮游放线菌噬菌体
Ａｃｔｉｎｏｐｌａｎｅｓ ΦＡｓｐ２

双链 ＤＮＡ
ｄｓＤＮＡ

病毒基因克隆文库
Ｖｉｒａｌ ｃｌｏｎｅ ｌｉｂｒａｒｉｅｓ ［５０］

草原土壤
Ｐｒａｉｒｉｅ

美国
ＵＳＡ

肌尾噬菌体
Ｍｙｏｖｉｒｉｄａｅ

热带雨林土壤
Ｒａｉｎｆｏｒｅｓｔ

秘鲁
Ｐｅｒｕ

长尾噬菌体
λ⁃ｌｉｋｅ ｓｉｐｈｏｐｈａｇｅ

水稻土
Ｐａｄｄｙ ｓｏｉｌ

韩国
Ｋｏｒｅａ

微小噬菌体
Ｍｉｃｒｏｖｉｒｉｄａｅ

单链 ＤＮＡ
ｓｓＤＮＡ

宏病毒组学
ｉｒｏｍｉｃｓ （ＭＤＡＨ） ［４８］

环状病毒
Ｃｉｒｃｏｖｉｒｉｄａｅ

单链 ＤＮＡ
ｓｓＤＮＡ

宏病毒组学
ｉｒｏｍｉｃｓ （ＭＤＡＸ）

表层土
Ｓｕｒｆａｃｅ ｓｏｉｌ

南极
Ａｎｔａｒｃｔｉｃａ

长尾噬菌体
Ｓｉｐｈｏｖｉｒｉｄａｅ

双链 ＤＮＡ
ｄｓＤＮＡ

宏病毒组学
ｉｒｏｍｉｃｓ ［５１］

石下土
Ｈｙｐｏｌｉｔｈ

长尾噬菌体
Ｓｉｐｈｏｖｉｒｉｄａｅ

双链 ＤＮＡ
ｄｓＤＮＡ

纳米布沙漠土
Ｎａｍｉｂ ｄｅｓｅｒｔ

南非
Ｓｏｕｔｈｅｒｎ Ａｆｒｉｃａ

长尾噬菌体
Ｓｉｐｈｏｖｉｒｉｄａｅ

双链 ＤＮＡ
ｄｓＤＮＡ

宏病毒组学
ｉｒｏｍｉｃｓ ［１７］

沿海沙地土
Ｍａｃｈａｉｒ

苏格兰
Ｓｃｏｔｌａｎｄ

微小噬菌体
Ｍｉｃｒｏｖｉｒｉｄａｅ

单链 ＤＮＡ
ｓｓＤＮＡ

宏病毒组学
ｉｒｏｍｉｃｓ ［５２］

棕壤土
Ｂｒｏｗｎ ｅａｒｔｈ

微小噬菌体
Ｍｉｃｒｏｖｉｒｉｄａｅ

单链 ＤＮＡ
ｓｓＤＮＡ

　 　 注：ＭＤＡＨ：ＤＮＡ 聚合酶加热处理；ＭＤＡＸ：ＤＮＡ 聚合酶不加热处理

４　 研究展望

病毒组学方法无疑是病毒生态学研究中最全面、最直接、获得数据量最多的方法。 面对如此庞大的信息

量，仅分析病毒基因组信息和病毒基因多样性信息是远远不够的，在生物信息学水平上，我们还需要开发更多

的分析软件进一步挖掘病毒群体的多样性及其与环境因子之间的相互关系；在进化水平上，病毒引起基因水

平转移及其它转座子的作用机制还有待研究，微生物基因组和病毒基因组之间的相互作用关系仍存在多种可

能性；从技术的发展水平上，生物信息学和多学科交叉技术的发展，有助于推动病毒群体动力学和宏病毒组数

据数学模型的建立，这也将是未来病毒生态学研究的重要发展趋势。 另外，目前我们的研究主要集中在双链
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ＤＮＡ 病毒，对于单链 ＤＮＡ 病毒及 ＲＮＡ 病毒的研究还需依赖方法的发展。 最后，有针对性地开展土壤病毒群

体的生态分析，建立相关技术体系及土壤病毒资源库，将有助于对有益病毒开发利用及对关键有害病毒进行

控制。
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