
第 60 卷 第 3 期 土  壤  学  报 Vol. 60，No. 3 
2023 年 5 月 ACTA PEDOLOGICA SINICA May，2023 

                          

* 国家自然科学基金项目（41877412）、国家高层次青年人才项目（2016）和中国农业大学“2115”人才培育发展支持计划（1191-00109012）

共同资助 Supported by the National Natural Science Foundation of China（No. 41877412），the National Thousand（Youth）Talents 

Program of China 2016 and the Talents Training and Development Program “2115” of China Agricultural University（No. 1191-00109012） 

† 通讯作者 Corresponding author，E-mail：gangwang@cau.edu.cn 

作者简介：王  燕（1989—），女，陕西周至人，博士后，主要从事土壤微观水文物理条件对微生物生命过程的研究。E-mail：

wangyan68@cau.edu.cn 

收稿日期：2022–01–07；收到修改稿日期：2022–04–07；网络首发日期（www.cnki.net）：2022–07–01 

http://pedologica.issas.ac.cn 

DOI：10.11766/trxb202201070528 

王燕，阮楚晋，谢文琳，朱堃，陈国炜，刘莹，王钢. 微观水分和养分条件对铜绿假单胞菌噬菌体裂解宿主过程的影响[J]. 土壤学报，

2023，60（3）：835–845. 

WANG Yan，RUAN Chujin，XIE Wenlin，ZHU Kun，CHEN Guowei，LIU Ying，WANG Gang. Effects of Microscopic Water and Nutrient 

Conditions on the Host Lysis Process of Pseudomonas aeruginosa Phage[J]. Acta Pedologica Sinica，2023，60（3）：835–845. 
 

微观水分和养分条件对铜绿假单胞菌噬菌体裂解宿主过

程的影响* 
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工程学院，合肥 230009） 

摘  要：为研究不同水分和养分条件下细菌和噬菌体的生长和运移规律、细菌和噬菌体种群互作过程以及其对群落结构的影

响和调控机制，通过控制微生物运动平板表面相对水膜厚度研究铜绿假单胞菌 PAO1（Pseudomonas aeruginosa PAO1）和铜

绿假单胞菌噬菌体 PA-27-1（Pseudomonas aeruginosa phage PA-27-1）的互作过程。结果表明，细菌和噬菌体的互作主要受

噬菌体裂解细菌、细菌的运动和噬菌体扩散三个因素控制。水分通过调控多孔表面水膜的厚度和连通性来改变细菌在微孔尺

度的运动，进而影响微生物在粗糙界面的增殖和生物膜的形成过程以及菌落的形态特征，同时通过影响噬菌体的扩散传播来

调节细菌和噬菌体之间的互作机制。细菌与噬菌体自身运动性及个体大小上的不同也导致二者在微观孔隙中增殖（扩散）特

征的差异。相对低水膜网络促进了细菌和噬菌体之间的空间隔离，降低了噬菌体有效侵染细菌的概率，从而有利于细菌的增

殖。丰富的养分条件有利于细菌生物量的快速繁殖，进而促进噬菌体的增殖。本研究揭示了环境生物膜等微生境中噬菌体和

宿主细菌的生长和运移规律，有助于为深入理解土壤噬菌体的时空分布特征与演变规律以及其与土壤细菌之间的互作模式提

供理论基础和数据支撑。 
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Abstract: 【Objective】This study was designed to investigate the growth and migration of bacteria and phages under different 

water and nutrient conditions, as well as the process and mechanism of the interactions between bacteria and phages.【Method】

Using the agar plate, the interaction of Pseudomonas aeruginosa PAO1 and Pseudomonas aeruginosa phage PA-27-1 were 

performed.【Result】The coexistence of bacteria and phages is mainly affected by phase-induced lysis of bacteria, motility of 

bacteria and the diffusion of phages. Moisture regulated the relative water film thickness and connectivity on the porous surface 

of plates. It also affected the movement and proliferation of bacteria, the formation process of biofilms, and morphological 

characteristics of colonies on the porous interface. Additionally, it regulated the interaction mechanism between bacteria and 

phages by affecting the spread of phages. Different motility patterns and individual sizes between bacteria and phages also led to 

differences in their proliferation (diffusion) characteristics in micro-pores. Lower water film thickness and patchy distribution 

promoted the spatial isolation between bacteria and phages and reduced the probability of phage-reduced lysis, which was 

important for the proliferation of bacteria.【Conclusion】This study reveals the migration of phages and bacteria in micro-habitats 

like biofilm and provides a theoretical basis and data support for the temporal and spatial distribution of soil phages, as well as the 

interaction pattern between soil phages and soil bacteria. 

Key words: Relative water film thickness; Pseudomonas aeruginosa; Phage; Spatial organization 

病毒存在于地球上发现生命的任何地方，并在

生物地球化学的元素循环和能量传递过程中发挥重

要作用[1]。土壤具有丰富的空间结构（比表面积达

1×106～8×106 cm2·g–1），与土壤各要素（水分、养分、

空气和温度等）共同形成了土壤特有的复杂异质体，

为土壤病毒和其他微生物的生命活动创造了多重生

态位[2]。土壤孔隙结构的不均一性和水分的动态变

化时刻影响着养分以及病毒的时空分布与扩散运

移，同时也影响着微生物的活动[3]以及微生物与病

毒之间的互作过程[4]。噬菌体作为土壤病毒群落的

主要组成，能够快速对特定宿主细菌物种的丰度变

化作出响应，然后通过侵染和破坏宿主细胞释放出

养分物质，从而影响养分循环[5]。同时，噬菌体能

够诱导宿主细胞间水平基因转移来驱动宿主微生物

的进化[6]；并通过病毒与宿主之间从个体到群落水

平的错综复杂的相互作用关系来影响微生物的多

样性和群落结构 [7-8]。因此，从微孔和个体细胞尺

度剖析土壤微生物运移以及种群之间的互作过程，

是深入理解土壤微生物生命形态与生态过程的关

键。然而，土壤孔隙的时空异质性和复杂性对土壤

微生物和噬菌体的研究尤其是原位观测构成巨大

的挑战 [9]。 

Wang 与 Or[4]和 Dechesne 等[10]通过室内实验结

合模型模拟表明，细菌个体在微孔尺度的运动受与

其自身半径相关的水膜厚度制约，其作用力主要包

括自身推力、黏滞阻力和表面张力，且水膜厚度又

可通过控制水分基质势调节。Dechesne 等[11]利用多

孔陶土构建了土壤粗糙界面微观模型，在模拟土壤

微观物理结构的基础上通过控制粗糙界面的水基质

势来调控其微观水分分布状态，实现了土壤微生物

活动及种群互作过程的微观原位观测。Celik 等[12]

和 Croze 等[13]利用不同浓度琼脂平板控制相对水膜

厚度来研究微观水分条件对单细胞运动及菌落拓殖

过程的影响，发现相对水膜厚度影响细菌的趋化运

动进而影响菌落分布形成带状形貌。因此，在病毒-

宿主互作过程的研究中，可以引入不同浓度琼脂平

板控制相对水膜厚度，并进行病毒-细菌互作的原位

观测。 

本研究以铜绿假单胞菌噬菌体和宿主细菌铜绿

假单胞菌作为研究对象，利用微生物运动平板控制

相对水膜厚度，研究不同水分和养分条件下细菌和

噬菌体的生长与运移规律以及其对细菌-噬菌体互

作过程的作用机制，为土壤噬菌体的时空分布特征

与演变规律以及其与土壤细菌之间的互作模式提供

理论基础和数据支撑。 

1  材料与方法 

1.1  供试材料 

试 验 所 用 宿 主 细 菌 为 铜 绿 假 单 胞 菌 PAO1

（Pseudomonas aeruginosa PAO1），并转入标记红色

荧光蛋白（RFP）基因质粒 PBRM，使其在 561 nm

激发波长下发出红色荧光。使用 Luria-Bertani（LB）

培养基[14]培养和转接铜绿假单胞菌 PAO1，于 28℃
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条件下培养 5 h 至对数生长期后置于 4℃短期储存备

用。铜绿假单胞菌噬菌体为专一裂解性噬菌体 PA- 

27-1（Pseudomonas aeruginosa phage PA-27-1）[15]。

该噬菌体分离自医院污水，无囊膜，属有尾病毒目，

直径约为 55 nm，尾长约 30 nm，尾宽约 7 nm，其

电镜图像见图 1。PA-27-1 潜伏期约 20 min，培养

4 min 后有 98%的噬菌体 PA-27-1 吸附于宿主细胞。

以最佳感染复数（MOI 为 0.000 1）试验时，裂解量

为 164[15]。噬菌体的扩繁方法为接种噬菌体 PA-27-1

至对数期的铜绿假单胞菌 PAO1 菌液中，于 28℃条

件下摇床（180 r·min–1，THZ-92B，Boxun）培养 8 h。

将 培 养 液 转 移 至 离 心 机 （ Centrifuge 5415D ，

Eppendorf）中，置于 10 000 r·min–1 离心 5 min 分离

宿主细菌，上清液再通过 0.22 μm 微孔过滤器过滤，

获得新鲜的噬菌体 PA-27-1 悬液备用。 

 

图 1  噬菌体 PA-27-1 的电镜图像 

Fig. 1  The electron microscope observation of phage PA-27-1 

1.2  琼脂表面相对水膜厚度测定 

实验在可控温度和湿度的气候控制室（长 6 m×

宽 3 m×高 2.2 m，中国农业大学资源与环境学院定

制气候控制室）中进行，考虑到实验所用细菌和噬

菌体在密闭琼脂表面生长扩散，分别对 70% RH

（Relative Humidity）和 95% RH 下琼脂表面的相对

水 膜 厚 度 进 行 记 录 。 测 定 原 理 参 考 基 恩 士 公 司

（KEYENCE CORPORATION）的工业激光共聚焦显

微镜（vk-x200k，KEYENCE，Japan）的产品说明

和前人实例[16]，即共聚焦显微镜的共轭原理，首先

对焦平面的信息进行 Z 轴扫描，然后将每层焦平面

上的光强度数据转换为相应的高度值，再将每层的

高度值纪录和计算。实验以均一的玻璃纤维为参照

物（直径为 10 μm），并将其轻轻平行于琼脂表面方

向放置在三种琼脂浓度的平板表面，平衡 30 min 后

用共聚焦显微镜的轮廓模式记录 50X/0.95NA 物镜

下玻璃纤维所在处的表面形貌，分别记录至少 3 次。

实验及计算原理如图 2。玻璃纤维直径减去水膜以

上玻璃纤维高度即为相对水膜厚度。 

1.3  琼脂实验培养、观察及取样 

菌株及培养基制备：挑取新鲜活化的铜绿假单

胞菌单菌接种于 LB 液体培养基中，于 37℃条件下

摇床（180 r·min–1，THZ-92B，Boxun）培养 8 h。

分别配制琼脂浓度（重量比）为 0.1%、0.2%和 0.3%

（即 100 mL 液体 LB 培养基中分别加入 0.1、0.2 和

0.3 g 琼脂粉）、养分浓度为 10%和 100%的 LB 培养

基。10% LB 培养基的定义为胰蛋白胨和酵母粉的浓

度为常规浓度的 10%（胰蛋白胨 1 g·L–1，酵母提取

物 0.5 g·L–1，氯化钠 10 g·L–1，pH 7.0）。其中，琼脂

浓度的设定参照文献中琼脂浓度的设定范围[12]；同

时，预实验结果表明，在 0.1%～0.3%琼脂浓度条件

下，铜绿假单胞菌最快可以在 48 h 培养时间内拓殖

到整个培养皿，因此实验培养时间统一设定为 48 h。

初始养分浓度会影响宿主细菌的生长速率，进而调

节噬菌体和细菌之间的互作过程。通过设置初始养

分浓度为 10%和 100%的 LB 培养基来观测初始养分

浓度对宿主菌株的生长速率以及噬菌体对宿主细菌

的侵染效率的影响。 

细菌与噬菌体的接种：如图 3 所示，吸取上述

培养 8 h 进入对数期的铜绿假单胞菌 PAO1 菌悬液

1 μL，滴加至平板中央处，每个水平设 3 组重复。

另取同样数量的培养皿，重复上述接种步骤，待菌

液接种完毕后，吸取 1 μL PFU·mL–1（plaque-forming 

unit·mL–1，噬菌斑形成单位）为 109 的 PA-27-1 溶液，

在与菌液接种点间隔 1 cm 处进行接种。接种后的试

验样品置于 28℃培养箱中培养至 48 h。每间隔 8 h

取出观测、拍照和计算。 

1.4  数据处理 

近年来，IOD（Integrated optical density）表征生

物信息的方法被广泛应用于生物医学领域[17]。本研

究采用 Image Pro Plus 图像分析软件对显微观测的图

片进行处理分析，计算累积光密度值 IOD，以表征不

同处理下铜绿假单胞菌 PAO1 的生物量[18-19]： 

 

IOD(s) OD( , ) (s)p q am   

 
式中，S 为某一选定部位所在的区域；OD 为光密度 
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图 2  微观原位观琼脂表面相对水膜厚度及计算原理 

Fig. 2  The theory and calculation of relative water film thickness on the agar surface 

值；p、q 分别为 S 区域内各像素的横坐标和纵坐标，

m 为该部位上阳性物质的总量；a 为系数。 

2  结  果 

2.1  水分和养分对铜绿假单胞菌 PAO1 扩增速率

和生物量的影响 

在不同琼脂浓度和养分浓度下铜绿假单胞菌

PAO1 的生长和拓殖实验结果表明，菌落半径随着培

养时间呈现稳步上升趋势，且不同条件下菌落半径

的差异逐渐增大（图 4）。培养 32 h 后，铜绿假单胞

菌 PAO1 在低琼脂浓度（LA）和高养分浓度（HN）

条件下拓殖面积最大，达 35.36 cm2，扩散速 率

0.10 cm·h–1。而在高琼脂浓度（HA）和低养分浓度

（LN）条件下，拓殖面积最小，为 2.47 cm2，扩散速

率 0.03 cm·h–1。 

对在不同琼脂浓度和养分浓度下铜绿假单胞菌

PAO1 累积光密度值 IOD 进行计算（计算方法为选

定菌落区域内单个像素光密度值的累加），以表征不

同处理下铜绿假单胞菌 PAO1 的生物量（图 5）。菌

落累积光密度值随着培养时间呈现稳步上升趋势，

且不同条件下菌落半径的差异逐渐增大。培养 32 h

后，铜绿假单胞菌 PAO1 在低琼脂浓度（LA）和高

养分浓度（HN）条件下，累积光密度值 IOD 最大，

达到 1 989.52。而在高琼脂浓度（HA）和低养分浓

度（LN）条件下，累积光密度值 IOD 最小，为 238.10。 

2.2  水分和养分对铜绿假单胞菌噬菌体 PA-27-1

噬菌斑形态特征的影响 

在不同琼脂浓度和养分浓度下铜绿假单胞菌噬

菌体 PA-27-1 的侵染实验表明，噬菌斑呈扇形，其

面积随着培养时间呈现稳步上升趋势，且不同条件

下噬菌斑面积的差异逐渐增大（图 6、图 7）。细菌

拓殖至噬菌体接种点后发生侵染，培养 16 h 时观察

到噬菌斑。培养 32 h 时，铜绿假单胞菌噬菌体

PA-27-1 在低琼脂浓度（LA）和高养分浓度（HN）

条件下，噬菌斑面积最大，达到 10.22 cm2，占菌落

面积的 29%。而在高琼脂浓度（HA）和低养分浓度

（LN）条件下，拓殖面积最小，为 0.11 cm2，占菌落 
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图 3  琼脂实验示意图 

Fig. 3  Schematic diagram of agar experiment 

 

注：白三角为细菌接种点，LA 为 0.1%琼脂浓度，MA 为

0.2%琼脂浓度，HA 为 0.3%琼脂浓度，LN 为低养分（10%的 LB

培养基），HN 为高养分（100%的 LB 培养基），下同。Note：The 

white triangle indicates the bacterial inoculation point. Different 
letters represent 0.1% agar concentration （ LA ）， 0.2% agar 

concentration（MA），0.3% agar concentration（HA），low nutrient

（LN）and high nutrient（HN）. The same below. 

 
图 4  培养 32 h 后不同琼脂和养分浓度下铜绿假单胞菌

PAO1 生长情况 

Fig. 4  The growth of PAO1 under different agar and nutrient 
concentrations after 32 hours of incubation 

面积的 23%。而 PA-27-1 在低琼脂浓度（LA）和低

养分浓度（LN）条件下未观测到噬菌斑。 

2.3  不同琼脂浓度表面相对水膜厚度 

不同琼脂浓度表面相对水膜厚度不同（图 8、

表 1）。相同琼脂浓度下，随着相对湿度的降低，琼

脂表面相对水膜厚度降低。相同的相对湿度下，琼

脂表面相对水膜厚度随着琼脂浓度的增加而降低。

相对湿度 95%时，0.1%～0.3%的琼脂表面相对水膜

厚度为 9.25～6.87 µm，而相对湿度 70%时，0.1%～

0.3%的琼脂表面相对水膜厚度为 8.01～5.60 µm。对

相同湿度下不同浓度琼脂表面的相对水膜厚度进行

单因素方差分析发现，相对湿度 95%时，0.1%和

0.2%的琼脂表面相对水膜厚度差异不显著，但与

0.3%的琼脂表面相对水膜厚度差异显著（P<0.05）。

相对湿度 70%时，0.1%与 0.2%和 0.3%的琼脂表面

相对水膜厚度差异显著（P<0.05），但 0.2%和 0.3%

的琼脂表面相对水膜厚度差异不显著。基于实验中

细菌和噬菌体培养均在无菌且密闭的培养皿中进

行，以下培养实验的水分影响因素分析皆用相对湿

度约 95%的相对水膜厚度，实验条件皆为相对湿度

约 95%无菌密闭的培养皿。 

2.4  相对水膜厚度和养分对细菌和噬菌体运动及

增殖的影响 

对不同相对水膜厚度和养分下的菌落半径进行

双因素方差分析（表 2），其中菌落半径为因变量，

相对水膜厚度和养分为固定因子，培养时间为协变

量。发现相对水膜厚度的主效应显著（P = 0.001），

相对水膜厚度和养分的交互作用以及养分的主效应

不显著（分别为 P = 0.335 和 P = 0.405）。三个相对

水膜厚度梯度的组内成对比较均具有显著差异。 
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注：IOD 是菌落的累积光密度值，用于表征生物量。当细菌培养至 40 h 时，菌落的边缘已经到达培养皿的边缘，培养后期的菌

落生长和 IOD 值无法观测，因此我们记录菌落半径为培养皿的半径，即 4.5 cm。Note：The calculation of IOD is the accumulation of the 

optical density value of the selected colony area，which was used to represent biomass. When the culture time was 40 h，the edge of the 

colony touched the inner wall of the petri dish，and the further increase and total IOD of the colony could not be observed，so the colony 

radius at this time was all recorded as 4.5 cm. 

 
图 5  不同琼脂浓度和养分浓度下铜绿假单胞菌 PAO1 菌落半径（a）和累积光密度值（b）随时间变化情况 

Fig. 5  Changes of colony radius（a）and IOD（b）of Pseudomonas aeruginosa PAO1 with time under different agar and nutrient concentrations 

 

注：白三角为细菌接种点，白圈为噬菌体接种点，白色

实 线 区 域 为 噬 菌 斑 。 Note： The white triangle indicates the 

bacterial inoculation point，the white circle indicates the phage 

inoculation point，and the white line area represents the PA-27-1 

plaque area. 

 
图 6  培养 32 h 后不同琼脂和养分浓度下铜绿假单胞菌

PAO1 和铜绿假单胞菌噬菌体 PA-27-1 生长情况 

Fig. 6  The growth of PAO1 and PA-27-1 under different agar and 
nutrient concentrations after 32 hours of incubation 

对不同相对水膜厚度和养分下的菌落累积光密

度进行双因素方差分析（表 3），其中累积光密度为

因变量，相对水膜厚度和养分为固定因子，培养时

间为协变量。发现相对水膜厚度和养分各自的主效

应均显著（P = 0.001 和 P = 0.012），相对水膜厚度

和养分的交互作用不显著（P = 0.617）。对三个相对

水膜厚度梯度进行组内成对比较，发现 0.1%琼脂浓

度和 0.2%琼脂浓度具有显著差异（P = 0.001），0.1%

和 0.3%琼脂浓度具有显著差异（P = 0.001），0.2%

和 0.3%琼脂浓度不具有显著差异（P = 0.060）。 

对不同相对水膜厚度和养分下的噬菌斑面积进

行双因素方差分析（表 4），其中噬菌斑面积为因变

量，相对水膜厚度和养分为固定因子，培养时间为

协变量。发现相对水膜厚度的主效应显著（P = 

0.001），相对水膜厚度和养分的交互作用以及养分

的主效应不显著（分别为 P = 0.477 和 P = 0.166）。

上述分析表明，琼脂浓度能够控制噬菌体的扩散速

度，导致不同相对水膜厚度条件下噬菌体侵染细菌

能力的差异。 

噬菌体与细菌的接触区域均呈现较为稳定的扇

形，且不随着培养时间的增长而产生明显变化趋势。

各处理下噬菌斑扇形裂解区域度数均在 120°～160°

范围内。对培养时间为 32 h 时不同相对水膜厚度和

养分下的扇形裂解夹角进行双因素方差分析（表 5），

其中扇形裂解夹角为因变量，相对水膜厚度和养分

为固定因子，培养时间为协变量。发现养分的主效

应和相对水膜厚度和养分的交互作用均显著（分别

为 P = 0.001 和 P = 0.050），相对水膜厚度的主效应

不显著（P = 0.139）。 
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注：噬菌斑的面积通过菌落应占据的面积（菌落半径的平方和 π 的乘积）减去实际菌落面积得到。Note：The calculation method 

of plaque area is the area that should be occupied by the colony（the product of the square of the colony radius and π）minus the actual area of 

the colony. 

 
图 7  不同琼脂浓度和养分浓度下 PA-27-1 噬菌斑面积随时间变化情况（a）和培养 32 h 时噬菌斑裂解夹角情况（b） 

Fig. 7  Changes in the diameter of PA-27-1 plaque area（a）and lysis angle of plaque when the incubation time is 32 h（b）under different agar 

and nutrient concentrations 

 

图 8  两种相对湿度下不同琼脂浓度表面相对水膜厚度

变化 

Fig. 8  Relative water film thickness of agar medium with different 
concentration under different humidity condition 

表 1  不同琼脂表面相对水膜厚度及统计检验 

Table 1  Relative water film thickness of agar medium measured by 
microscopy 

相对水膜厚度 

Relative water film thickness（Mean±SD）
琼脂浓度 

Agar concentration 
70%RH 95%RH 

0.1% 8.01±0.43a 9.25±0.59a 

0.2% 6.27±1.11b 7.93±0.83ab 

0.3% 5.60±0.25b 6.87±0.54b 

3  讨  论 

本研究中，选用红色荧光蛋白（RFP）标记的

铜绿假单胞菌野生型 PAO1 和其专一性裂解噬菌体

PA-27-1，利用不同相对水膜厚度的琼脂平板，原位

观测微观水分和养分条件对细菌及噬菌体的生长、

运动及相互作用的影响，探究噬菌体侵染细菌的过

程及细菌-噬菌体共存影响因子。 

在 0.1%～0.3%琼脂浓度下，随着琼脂浓度的增

加，琼脂表面相对水膜厚度越薄。受琼脂分子链状

结构的影响，琼脂表面相对水膜并非界限分明的自

由水，而是符合吉布斯吸附曲线的存在浓度由培养

皿底端向空气界面逐渐降为 0 的区域[20]。实验测定

的相对水膜厚度是可供细菌扩散的“等效水膜厚度”

的最大可能，实际宿主细胞和噬菌体生长和扩散的

位点低于相对水膜的厚度。结果表明，琼脂浓度主

要通过控制其表面的相对水膜厚度进而控制细菌群

落的拓殖速率。以相对水膜厚度为主导的水分能够

改变细菌在孔隙尺度微小水膜表面运动时的受力

（自身推力、黏滞阻力和表面张力等）从而影响细菌

的拓殖[4]。相对水膜越薄，细菌种群的增殖面积和

生物量越低。在相同的养分条件下，细菌种群的增

殖面积和生物量与相对水膜厚度呈显著负相关。而 
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表 2  PAO1 菌落半径双因素方差分析检验结果 

Table 2  Dual-factor analysis results of PAO1 colony radius  

差异来源 

Source of variations 

平方和 

Ⅲ Sum of squares 

自由度 

Degree of freedom

均方 

Mean square 

F 值 

F 

P 值 

P 

模型 Calibration model 694.10 6 115.68 67.81 0.001 

截距 Intercept 26.36 1 28.36 16.62 0.001 

时间 Time 330.07 1 330.07 193.48 0.001 

水分 Water condition 332.97 2 16.49 97.59 0.001 

养分 Nutrient 1.59 1 1.59 0.93 0.335 

交互 Water condition×Nutrient 3.10 2 1.55 0.91 0.405 

误差 Error 305.37 179 1.71   

总计 Total 1 790.52 186    

矫正总计 Corrected total 999.46 185    

表 3  PAO1 菌落累积光密度双因素方差分析检验结果 

Table 3  Dual-factor analysis results of PAO1 colony accumulated optical density 

差异来源 

Source of variations 

平方和 

Ⅲ Sum of squares 

自由度 

Degree of freedom 

均方 

Mean square 

F 值 

F 

P 值 

P 

模型 Calibration model 19 968 756.50 6 3 328 126.09 40.12 0.001 

截距 Intercept 1 378 457.37 1 1 378 457.37 16.62 0.001 

时间 Time 8 677 077.34 1 8 677 077.34 104.61 0.001 

水分 Water condition 9 652 825.40 2 4 826 412.70 58.19 0.001 

养分 Nutrient 558 921.57 1 558 921.57 6.74 0.012 

交互 Water condition×Nutrient 80 680.80 2 40 340.40 0.49 0.617 

误差 Error 5 142 602.20 62 82 945.20   

总计 Total 42 337 200.46 69    

矫正总计 Corrected total 25 111 358.71 68    

 
在相同的琼脂浓度条件下，养分浓度越高群落拓殖

面积和噬菌斑面积越大，这可能是由于噬菌体的生

长依赖于宿主细胞，当养分浓度较低时，噬菌体复

制所需要能量供给不足，噬菌体的复制受到抑制，

从而影响噬菌体的生长和扩散。这一结果证实养分

浓度通过控制细菌增殖进而影响噬菌体复制。 

本研究还发现菌落边缘到达噬菌体接种点后，

噬菌体在接种点附近产生了扇形裂解区域，其成因

包括噬菌体裂解细菌、细菌的运动和噬菌体扩散三

个因素。水分通过相对水膜厚度影响细菌的运动速

率，进而影响细菌的扩增面积和生物量，而细菌的

扩增面积和生物量是噬菌体的扩散及复制能力的基

础。尽管培养平板中养分相对均匀，但在细胞尺度，

细菌在生长过程中消耗周围养分，细菌拓殖区与其

附近细菌未拓殖到的区域形成养分梯度，这促进了

细菌在平行于平板方向上的定向运动，该结论在前

人报导中已有证实[21-22]。而噬菌体无法自行移动，

当噬菌体侵染细菌后，被感染的细菌依然沿着菌落

半径方向朝菌落外的高营养区域进行运动，这在一

定程度上促进了噬菌体的空间传播与裂解。这种独

特的裂解形状在先前的文献中也已有报道[23]。此外，

也有许多试验证明了空间因素和细菌与噬菌体自身

运动性及个体大小上的不同也对微生物群落中具有

相互作用的物种的共存具有重要作用[23-25]。裂解过 
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表 4  PA-27-1 噬菌斑面积双因素方差分析检验结果 

Table 4  Dual-factor analysis results of PA-27-1 plaque area 

差异来源 

Source of variations 

平方和 

Ⅲ Sum of squares 

自由度 

Degree of freedom 

均方 

Mean square 

F 值 

F 

P 值 

P 

模型 Calibration model 11 872.25 5 2 374.45 48.92 0.001

截距 Intercept 662.51 1 662.51 13.65 0.001

时间 Time 1 980.50 1 1 980.50 40.80 0.001

水分 Water condition 7 208.98 2 3 604.49 74.26 0.001

养分 Nutrient 95.66 1 95.66 1.97 0.166

交互 Water condition×Nutrient 24.86 1 24.86 0.51 0.477

误差 Error 2 766.86 57 48.54   

总计 Total 22 169.38 63    

矫正总计 Corrected total 14 639.11 62    

表 5  PA-27-1 噬菌斑裂解夹角双因素方差分析检验结果 

Table 5  Bifactor analysis results of PA-27-1 plaque angle 

差异来源 

Source of variations 

平方和 

Ⅲ Sum of squares 

自由度 

Degree of freedom

均方 

Mean square 

F 值 

F 

P 值 

P 

模型 Calibration model 3 813.79 5 762.76 5.02 0.001 

截距 Intercept 39 019.68 1 39 019.68 257.01 0.001 

时间 Time 854.10 1 854.10 5.63 0.021 

水分 Water condition 620.65 2 310.33 2.04 0.139 

养分 Nutrient 2 286.88 1 2 286.88 15.06 0.001 

交互 Water condition×Nutrient 610.93 1 610.93 4.02 0.050 

误差 Error 8 653.82 57 151.82   

总计 Total 1 271 593.65 63    

矫正总计 Corrected total 12 467.61 62    

 
程中产生的平滑边界很有可能是细菌和噬菌体共存

和共同繁殖的明显标志。 

此外，本文引入水基质势来控制相对水膜厚度，

通过原位观测病毒-细菌互作来揭示土壤基质中噬

菌体与细菌的时空分布特征与演变规律。然而琼脂

表面相对土壤寡营养界面养分充足，琼脂表面生物

量相比土壤界面高，但在相对水膜厚度较低的微米

尺度下噬菌体的分布、扩散随其宿主的影响这一结

论在土壤中依然适用，尤其有助于揭示微米尺度环

境生物膜（如土壤，水）生境中噬菌体及宿主的迁

移规律。后期仍需大量工作来准确揭示土壤微环境

中噬菌体与细菌的真实时空分布特征与演变规律。 

4  结  论 

细菌与噬菌体自身运动性以及噬菌体对宿主细

菌的依赖性导致二者在微观孔隙中运动（扩散）特

征的差异。丰富的养分条件有利于细菌生物量的快

速繁殖，进而促进噬菌体的增殖。此外，噬菌斑呈

现扇形裂解区域，且其形状与养分浓度相关性不大。

扇形裂解区域的形成可能与边界处噬菌体和细菌的

内在生物学特性（细菌的增殖速率、噬菌体的侵染

速率、细菌运动性和细菌趋化性）之间维持平衡有

关。本研究还发现细菌和噬菌体的共存主要受到水

分条件的影响。水分能够调控微孔尺度的相对水膜
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厚度，进而影响微生物在多孔界面的运动、增殖、

生物膜的形成以及菌落的形态特征，同时通过影响

噬菌体的扩散传播来调节细菌和噬菌体之间的互作

过程及共存状态。相对低水膜条件下孤立的水膜网

络促进了细菌和噬菌体之间的空间隔离，降低了噬

菌体有效侵染细菌的概率，从而有利于细菌的增殖。

这一结果为环境生态系统中微生物群落多样性的存

在提供了理论支撑。 
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