
http://www.cibj.com/
应用与环境生物学报  Chin J Appl Environ Biol  2012，18 ( 2 ) : 256~261
2012-04-25    DOI: 10.3724/SP.J.1145.2012.00256

腾冲热海高温酸性热泉类病毒颗粒多样性*
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摘  要   为了解云南腾冲热海高温酸性热泉中类病毒颗粒的多样性及特征，采用电子显微镜、双层平板及DNA限制性

酶切分析等方法，从腾冲热海61~94 ℃������������������������������酸性热泉富集液中分离纯化病毒颗粒，对病毒形态特征进行分析比较. 结果显

示：腾冲热海不同酸性热泉样品富集培养物中病毒DNA的限制性酶切图谱差异明显；病毒液中共观察到4种不同类

型的病毒状颗粒，依据其形态特征，大致可以分为头尾型病毒、丝状病毒、球状病毒、纺锤型病毒；这些病毒形态与

分离自美国、日本、冰岛等地的高温酸性热泉病毒形态基本相似，多数类似于硫化叶菌已发现的病毒，可见腾冲热海

高温酸性热泉中类病毒颗粒具有一定的多样性. 同时分离获得一株硫化叶菌病毒，呈纺锤形，一端有尾，纺锤形头部

的大小为220 nm × 80 nm，尾部的长度变化很大，从20~100 nm不等，平均长度为50 nm左右，病毒有囊膜，囊膜的厚度

约为10~15 nm，该病毒的形态特征、形成抑菌斑的大小及宿主菌株的特性与分离自腾冲热海的第一株硫化叶菌病毒

STSV1差异显著，可能为一株新的硫化叶菌病毒，故命名为STSV2（Sulfolobus tengchongensis spindle-shaped virus 2）. 图
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Abstract   For exploring and characterizing the diversity of virus particles from high-temperature acidic hot springs in 

Tengchong Rehai in Yunnan Province, China, by using electronic microscopy, double-layer plate and DNA restriction 

analysis, virus particles were identified from enriched water samples of acidic hot springs with temperature between 61~94 

℃ in Tengchong Rehai, and their morphology was further characterized. Four types of virus-like particles, head and tail-
shaped virus, linear virus, spherical virus and spindle-shaped virus, were observed in Tengchong Rehai hot springs by their 

morphological characteristics. These particles were morphologically similar to those isolated from the same environments in 

the United States, Japan, Iceland, and some other places and most of them were Sulfolobus virus. A Sulfolobus bacterium virus 

with an average length of about 50 nm was subsequently isolated, having a spindle head of 220 nm× 80 nm, a tail 20 to 100 nm 

in length at one end and an envelope about 10~15 nm in thickness. According to its morphological characteristics significantly 

different from that of Sulfolobus virus STSV1, this virus was proposed to be a new Sulfolobus virus and designated as STSV2 

(Sulfolobus tengchongensis spindle-shaped virus 2). Fig 7, Ref 21
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病毒作为地球上最为丰富和多样的生命 形式，能对整

个微生物界的进化和发展产生重要影响 [1]. 病毒也是细菌之

间基因水平转移的重要载体，在细菌基因组的进化、细菌的

致病性和耐药性中具有非常关键的作用 [2]. 对病毒的研究有

助于增加人们对生命起源与进化、生命本质及环境适应策略

等的进一步认识 [3]. 多种病毒的发现引起了人们对自然界中

病毒的生态分布、多样性、起源与进化以及病毒之间相互关

系的浓厚兴趣. 在由此引发的新的病毒研究热潮中，一些极

端高温酸性环境中的古菌病毒受到科学家们的重视. 古菌病

毒最早是30多年前从嗜盐菌中分离得到的 [4]，已知的古菌病

毒均属于双链DNA病毒. 早期发现的古菌病毒形态多为头尾

型，但近期的电镜观察显示，在古菌占优势的高温环境样品

中，病毒颗粒呈现出较为丰富的形态多样性，而且很多病毒

的形态从未见于细菌病毒，如水滴状和瓶状病毒 [5]. 

云南腾冲热海是世界上独特的内陆型火山地热区，水热

活动表现最为强烈的热海热田具有沸泉、热水池、喷气孔和

喷气地面等多种地热显示类型，热泉温度达50~97 ℃���，与之

对应的漫长的微生物生态系统的演化，孕育出现代腾冲热海

丰富的极端高温酸性微生物资源. 目前，从腾冲热海已分离

得到硫化叶菌（Sulfolobus）[6~7]、嗜酸热两面菌（Acidianus）[8]、

热变形菌（Thermoproteus）等极端嗜酸热古菌及硫化叶菌病

毒STSV1 [9]. 此外，从美国、意大利、冰岛、日本等国的酸性

热泉中也已经分离到硫化叶菌等古菌及大量病 毒 . 从形态

上，这些病毒大致可分为纺锤型、瓶状、水滴状、丝状、球状

及头尾型6种 [10]. 由此可见，高温酸性热泉病毒分布广泛、种

类丰富. 云南腾冲热海作为我国大陆著名地热区，迄今还未

见其高温酸性热泉中病毒的多样性研究报道. 研究腾冲热海

高温酸性热泉类病毒颗粒多样性，不但可以获得一批高温

古菌病毒资源，对阐明高温微生物的嗜酸热机制也有重要意

义. 

本文报道腾冲热海极端高温酸性热泉中类病毒颗粒多

样性，并依据其形态结构进行简单分类，为探索腾冲热海高

温酸性热泉病毒的多样性及其地域特征提供依据.  

  1	 �����材料与方法

1.1�� ���  培养基
采用Zillig培养基 [11]，调节pH值为3.1，需要加入微量维

生素，115 ℃灭菌30 min. 固体培养基中Gelrite的浓度为1%，

半固体培养基中Gelrite的浓度为0.25%. 

1.2�� ���������  样品采集及富集培养
采集云南腾冲热海温度在61~94 ℃�、pH值在2.0~6.0之间

的酸性热泉或喷气孔的水样或泥土样，置于50 mL灭菌离心

管中，密封后于常温保存并运输至实验室. 取2~5 mL水样或

1~2 g泥土接种至装有100 mL Zillig培养基的250 mL血清瓶中. 

于80 ℃���振荡（140 r/min）培养7~10 d，至培养基变得混浊，并

进行病毒的初步检测. 

1.3 ��� �������������� 病毒的收集、����������DNA�������提取及酶切分析
取酸性温泉富集培养物（E����������������� nrichment culture）25 mL，

7 000 × g，4 ℃离心20 min，去除菌体收集上清液. 上清液再于

25 000 × g，4 ℃离心15 min，以尽量除去菌体碎片. 离心后小

心收集上清液，上清液于120 000 × g，4 ℃，离心2 h，离心结

束后，将沉淀悬于500 μL TE buffer（pH8.0）中，作为病毒悬

液. 

将20 μL蛋白酶K（20 mg/mL）、57 μL SDS（10％，w/V）

加入至500 μL经超高速离心得到的病毒悬液，于50 ℃水浴

50 min，用等体积酚/氯仿抽提3次，氯仿1次，加入1/10体积

3 mol/L醋酸钠，再加入2倍体积无水乙醇沉淀病毒DNA，13 

000 × g离心10 min，沉淀再用70%乙醇洗涤1次，乙醇挥发干

后，病毒DNA溶于200 μL TE buffer（pH 8.0，含RNA酶），然

后用限制性内切酶EcoRI进行酶切，酶切产物通过琼脂糖凝

胶电泳分析. 如果酶切图谱为一系列清晰的DNA条带，证明

对应的富集培养物上清液中可能存在病毒. 

1.4�� ������  病毒电镜检查
酸性温泉富集培养物培养至对数生长期后期（10 d，80 

℃）后，22 ℃静止放置2 d，取富集培养物10 mL，6 000 × g离

心10 min，去除细菌和较大颗粒，上清液再于25 000 × g，4 ℃

离心15 min，以尽量除去菌体及其碎片. 上清液于120 000 × g，

4 ℃，离心2 h，离心结束后，将沉淀悬于200 μL ddH2O中，然

后再于6 000 ×g，4 ℃离心15 min以除去杂质，收集上清. 用2%

（w/V）的醋酸双氧铀染色，染好的铜网于透射电子显微镜

（Hitachi H-600A）下观察病毒的形态. 

1.5�� �������������  病毒的分离、纯化及形态观察
将可能含有病毒的富集培养物（其制备的病毒悬液经

过DNA酶切图谱分析有清晰的DNA条带出现，且透射电镜

下可见典型类病毒状颗粒）于13 000 ×g离心2 min，经0.22 

μm滤膜 过 滤，取滤 液2~4 μL分别滴 在长有腾冲 硫化叶菌 

RT8-4、DGG2-2、HB5-9和H5-2铺制菌苔的平板上，于80 ℃

温箱倒置培养4~5 d. 待浑浊的抑菌斑出现时，用牙签挑出单

个抑菌斑再次感染其宿主细胞，经3~5次重复后，获得纯化

的病毒，然后将含有抑菌斑的胶块捣碎后于少量无菌水中浸

泡1 h，浸出液经染色后用电子显微镜观察纯化病毒的形态. 

  2  �����结果与分析

2.1 ��� ��������� 病毒的富集及�����DNA��酶切
在云南腾冲热海采集的样品接种至Zillig液体培养基，

并于80 ℃振荡培养1~2周，直至培养液变浑浊. 对10份富集

培养液的上清液进行超高速离心，并提取DNA进行限制性

内切酶酶切，结果如图1所示. 10份病毒悬液抽提的DNA经
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EcoRI酶切及电泳分析，可见不同病毒悬液抽提的DNA酶切

产物中DNA条带大小、带数、亮度等方面均差异较大，初步

表明腾冲热海酸性热泉病毒可能具有一定的多样性. 

2.2 ���������� ��������� 腾冲热海酸性热泉类似病毒颗粒电镜观察
电镜观察表明，在腾冲热海极端高温酸性环境样品中，

病毒颗粒呈现出较为丰富的形态多样性，而且，有些病毒的

形态与细菌病毒的形态有很大的差异. 
从腾冲热海酸性温泉富集培养液中，共观察到4种不同

类型的类病毒颗粒. 从形态上，这些病毒状颗粒大致可以分

为头尾型病毒、丝状病毒、球状病毒、纺锤型病毒. 
2.2.1  头尾型病毒（Head-tail viruses）    从云南腾冲热海酸

性热泉中我们首次观察到头尾型病毒，如图2所示. 该病毒头

部呈二十面体结构，大小约为50 nm，具有螺旋状尾丝，长约60 
nm，宽约20 nm，易脱落，在富集培养液中并不是很普遍. 在内

陆型热海高温酸性环境中，头尾型病毒迄今尚未见报道过. 
2.2.2  线状病毒（Linear viruses）    从腾冲热海酸性热泉

样品富集培养液中观察到第二类病毒颗粒呈线状或丝状，

如图3所示. 病毒结构比较柔韧、易弯曲、易粘连，有时也会

断裂，外有囊膜包被. 病毒颗粒长短不一，推测与病毒基因

组的大小有关，其中绝大多数病毒长度保持在400������� ~900 nm

之间，宽度约15 nm，高温酸性热泉富集培养物中线状病毒

普遍存在. 线状病毒在细菌域和古菌域宿主中均较为常见，

其中古菌域主要是泉古菌中的硫化叶菌属、Acidianus属和

Thermoproteus属. 依其形态特征，线状病毒可分为二科，即

Rudiviridae和Lipothrixviridae. 腾冲热海线状病毒的形态类似

于硫化叶菌病毒Lipothrixviridae科病毒SIFV [12]（分离至冰岛

硫化叶菌HVE11/2）. 

2.2.3  球状病毒 （Spherical viruses）    腾冲热海富集培养

液中，球状病毒颗粒较为普遍，有些分散存在，有些呈念珠

状聚集存在，直径从25~80 nm不等，如图4所示. 从3个富集液

中，观察到3种类型的球状病毒颗粒：a（图4-A），类二十面体

结构的球状病毒颗粒，直径约70~80 nm，该类病毒颗粒类似

美国黄石公园分离得到的硫化叶菌病毒STIV [13]，病毒STIV

是分离出的第一个结构为二十面体的古菌病毒；b（图4-B），

球状或椭球状病毒颗粒，直径约45 nm，富集液中还经常可以

观察到纺锤形病毒；c（图4-C），不规则球状病毒颗粒，一般

分散存在，偶尔串联聚集存在，直径约25~30 nm. 
2.2.4  纺锤型病毒 （S��������������������� pindle-shaped viruses）    从富集培养

液中，观察到了两种类型的纺锤型病毒颗粒：a（如图5），大

小及形态与硫化叶菌病毒SSV [14~16]系列相似，长度约110 nm，

宽度约60 nm，一端或两端有尾，尾部长约15 nm；b（如图6），

与分离至腾冲热海的硫化叶菌病毒STSV1十分类似，长度约

图 1  培养液上清中病毒DNA的EcoRI酶切分析
Fig. 1  Restrictive analysis of virus DNA in culture filtrate by 

EcoRI 
Lane M：Marker；Lane 1：未经酶切的DNA；Lane 2~11：不同样品培养液

上清DNA采用EcoRI酶切图谱（黄瓜菁、大滚锅附近、热海体验区、小河

边、热田科考区1#、热田科考区4#、蛤蟆嘴边5#、蛤蟆嘴边9#、地热表面、

珍珠泉边）；Lane 12：纯化病毒STSV2基因组经EcoRI酶切图谱

Lane M: Marker; Lane 1: DNA of each sample which is not restricted; Lane 
2~11: Restrictive analysis of virus DNA in culture filtrate of each sample by 
EcoRI (HGJ, DGG, TYQ, XHB, KKQ1#, KKQ4#, HMZ5#, HMZ9#, DRB, 
ZZQ); Lane 12: Restrictive analysis of STSV2 DNA by EcoRI 
Marker size (from top to bottom): 10.0 kb, 8.0 kb, 6.0 kb, 5.0 kb, 4.0 kb, 3.5 
kb, 3.0 kb, 2.5 kb, 2.0 kb, 1.5 kb, 1.0 kb, 750 bp, 500 bp, 250 bp

图2  腾冲热海头尾型病毒颗粒
Fig. 2   Head-tail virus particles isolated from Tengchong Rehai

图3  腾冲热海线状病毒颗粒
Fig. 3  Linear virus particles isolated from Tengchong Rehai
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250 nm，宽约110 nm，一端有尾，且尾部的长度有一定的变

化 . 在腾冲热海高温酸性环境样品当中，纺锤型病毒最为常

见. 

2.3 � ��������������������� 硫化叶菌病毒STSV2的分离纯化及形态分析
从腾冲热海高温酸性热泉富集样中观察到多种不同形

态的病毒状颗粒，采用双层平板法对电镜检查到的纺锤型

病毒状颗粒进行分离纯化，获得一株纺锤型病毒. 该病毒在

双层平板上能形成边缘清晰、透明的抑菌斑，经72 h培养，

抑菌斑直径可达1.5~3 mm. 其宿主菌株H5-2的16S rRNA基因

序列（Accession Number：FJ489507）与Sulfolobus属菌株的最

大相似度达99%，将宿主菌鉴定为Sulfolobus属菌株Sulfolobus 
sp. H5-2，因此，该病毒为硫化叶菌纺锤型病毒. 由于其形态

特征、形成抑菌斑的大小及宿主菌株的特性与分离自腾冲热

海的第一株硫化叶菌病毒STSV1差异显著，故命名为STSV2

（Sulfolobus tengchongensis spindle-shaped virus 2）. 
STSV2的形状非常特殊，头部为纺锤形，一端有尾. 纺锤

形头部的大小为220 nm × 80 nm，尾部的长度变化很大，从

20~100 nm不等，平均长度为50 nm左右. 大部分的病毒颗粒

都有尾巴，但没有尾巴的病毒颗粒也能观察到. 电子显微镜

观察显示病毒有囊膜，囊膜的厚度约为10~15 nm. 该病毒的

形状与SSV1类似，但比SSV1大很多，SSV1的大小仅为90 nm 
× 60 nm. STSV2与腾冲热海分离到的病毒STSV1更为相似，

但略小于STSV1 （230 nm × 107 nm）. 病毒颗粒大多单个分

散，不成簇，但在宿主周围，往往会有大量病毒颗粒存在，并

有部分病毒吸附于宿主表面 （图7）. 

  3  �� �讨� � �论

对10份从腾冲热海酸性热泉采集的水 /泥土样品，通过

富集培养，超 速离心收集病毒液，并进行病毒DNA酶切分

图4  腾冲热海球状病毒颗粒
Fig. 4   Spherical virus particles isolated from Tengchong Rehai

图5  大小约为110 nm × 60 nm的小纺锤型病毒颗粒
Fig. 5  Small spindle virus similar to SSV particles

 (110 nm × 60 nm)

图6  大小约为250 nm × 110 nm的大纺锤型病毒颗粒
Fig. 6  Large spindle virus similar to SSV particles 

(250 nm × 110 nm)
图7  大小约为220 nm × 80 nm的大纺锤型病毒

STSV2及其宿主细胞

Fig. 7  Spindle virus STSV2 (220 nm × 80 nm) and its host cell
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析，可以看到多数样品中具有明显的DNA酶切条带. 进一步

电镜观察表明，这些样品中可以观察到典型的类病毒颗粒，

而在未观察到明显的DNA酶切条带的样品中，未能观察到

典型的病毒样颗粒，两者具有一定的相关性. 可见，此方法

可以作为病毒初步检测的方法. 病毒粗提液DNA的EcoRI酶

切图谱差异较大，表明腾冲热海酸性热泉病毒有一定的多样

性. 

从培养上清液中观察到了4种不同类型的病毒状 颗粒 . 

这些病毒状颗粒可以分成4种类型：① 头尾型类病毒，在极

端嗜热古菌生存的高温环境中，头尾型病毒极为少见，此类

病毒仅发现于广古菌，其宿主为嗜温或中度嗜热的嗜盐菌

和产甲烷菌，在分类上属于Myoviridae和Siphoviridae这两个

科 [17]，但嗜盐菌病毒His1和His2 [18]以及Methanococcus voltae

的一种病毒例外 [19]；② 丝状类病毒，形态类似于硫化叶菌病

毒SIFV；③ 球状类病毒，类似于硫化叶菌病毒STIV；④ 纺锤

型类病毒，其形态类似于硫化叶菌病毒SSV家族. 纺锤型病

毒广泛存在于古菌（包括泉古菌界和广古菌界）中，但在细菌

和真核生物中未见报道. 纺锤型病毒的宿主包括极端嗜热古

菌、嗜盐菌以及厌氧产甲烷菌. 在硫化叶菌病毒中，纺锤型病

毒最为普遍. 在此高温酸性环境样品当中，早期已分离获得

大量的硫化叶菌及高温芽孢杆菌. 系统进化分析表明，腾冲

热海硫化叶菌具有多样性 [20]. 可见，多样性的菌株为病毒多

样性的存在提供了前提. 除头尾型之外，其它3种形态的病毒

颗粒与目前已分离到的硫化叶菌病毒十分类似，可能为硫化

叶菌病毒. 纺锤型病毒通过分离纯化已得到印证 . 头尾型病

毒则很可能为高温芽孢杆菌病毒. 本研究首次初步分析了云

南腾冲热海酸性热泉富集培养物中类病毒颗粒的多样性，并

且发现了其中存在几种病毒颗粒类型，为进一步研究腾冲热

海病毒多样性奠定了基础. 

目前，科学家们已经从美国、日本、冰岛等地的不同性

质的热泉中分离到不同形状的类病毒颗粒，其中大部分与我

们分离得到的病毒颗粒形状相似，但也有一些形状非常特

殊的病毒，如有的为拉链状，有的具有箭状的头部（130~150 

nm × 56~70 nm）和螺旋状的尾巴（260~760 nm×23 nm），还有

的为中间是一个椭圆形的主体（180 nm×125 nm），两头或一

头有突起（100~620 nm × 24 nm）. 但目前对这些病毒的了解

也仅限于形态观察 [21]. 因此，对腾冲热海酸性热泉类病毒颗

粒多样性的研究，积极探索不同地域病毒多样性及其特征，

不仅有助于进一步分离纯化更多的高温病毒资源，也有助于

增加我们对生命起源与进化、生命本质及环境适应策略等

的进一步认识. 

致  谢  本研究部分工作在中国科学院微生物研究所微生物资源

前期开发国家重点实验室完成，感谢黄力研究员的指导，文中

部分照片由边延庆老师协助拍摄��. 
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