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A Backflushing Ultrafiltration Technique for Concentrating Cyanophage。 

LUO Wen—qing ，JU Chuan ，CHENG Kai ，ZHAO Yi-jun ”，SHI Zheng—li 

rJ．College ofLife Science，Central China Normal University,Wuhan 430079,China；2．Joint-laboratory ofInvertebrate 

Virology,Wuhan Institute ofvirology,Chinese Academy ofSciences．Wh n 430071，China) 

Abastract：M ost of the cyanophages were adsorbed onto the ultrafilter membrance when pre—filtrated 

water sample passed through the tangential flow ultrafiltration system．In order to recover much more 

cyanophages，we used a technique named‘‘backflushing ultrafiltration”．The results indicated that when 

the volume of the backflush liquid was raised step by step，the concentration multiple of the cyanophage 

would gradually decrease，while the recovery rate of the cyanophage would gradually increase．In our 

performance，the maximal concentration multiple an d the recovery rate of cyan ophage could reach up to 

30 times an d more than  90％ severally．Th is method was tested to be effective for concentrating 

cyan ophage from large volume liquid sample．M oreover，the concertration multiple of the cyan ophage 

could be elevated to nearly one—hundred times when two—step backflushing ultrafiltration was adopted． 
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噬藻体(Cyanophage)是一类感染蓝藻的病毒 ， 

形态上同于噬菌体I ，近期的研究表明，噬藻体作 

为水体环境中活跃的动态因子，在控制水体初级生 

产力和有害藻类水华(Harmful Algal Bloom，HAB) 

方面可能发挥着重要的作用【2'引，甚至影响水体生 

态系统中食物链 的结构【4】，因此研究水体中噬藻体 

的生理生态学特性对于了解其生态功能是非常重 

要的，但是 由于 自然水体 中的噬藻体浓度往往较 

低，难以直接对其进行定性或定量研究，所以对天 

然水样中的噬藻体进行高效、快速 的浓缩是研究噬 

藻体生态地位和功能的关键和难点。超滤法是国际 

上流行 的浓缩 自然水样中病毒的方法 ，引，但在我 

国尚未见报道。基于超滤的原理，本实验室对超滤 

法进行 了改进，建立了一套能够有效浓缩水样中噬 

藻体的方法⋯反冲超滤法，此法浓缩工艺简单，耗 
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时短，费用低，效率高。 

1 材料与方法 

1．1 材料 ． 

鲍 氏织线藻(Plectonema boryanum IU594)取 自 

中国科学院水生生物研究所的藻种保藏 中心 。AA 

培养基【7】用于培养鲍氏织线藻和保存噬藻体。蓝藻 

噬藻体 “PP”从本实验室分离，它能裂解鲍氏织线 

藻 ( boryanum IU594 )和 席 藻 (Phormidium 

foveolarum IU427) 】。超滤装置是 PALL过滤器有限 

公司生产的 32040204CL型切向流超滤膜包(过滤分 

子量为 100kDa)；预过滤装置是 PALL过滤器有限 

公司生产的 12116型 (孔径为 3pm)、12131型(孑L 

径为 0．8／0．45pm渐变)囊式滤器。 

1．2 一步反冲超滤实验 
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1．2．1 水样的预过滤和超滤：取 1毫升 “PP”噬藻 

体悬液用 AA培养基稀释至 1000mL，混匀后取 1毫 

升用 PFU法测定噬藻体效价 ，结果记为 A1，同 

时对其余 的稀释噬藻体悬液进行预过滤和超滤处 

理，流程如图 1所示： 

图 l 切向流超滤流程 图 

1。回流液容器；2，泵；3，Ve~apor过滤器；4， Versapor过滤器；5，压力 

表：6。超滤器；7．压力螺旋夹：8，透出液容器． 

Fig．1 FlOW chart of tangential flow ultrafiltration 

1，Container of cireumfluent solution；2，lhunp；3，Versapor filter(31am)；4， 

Versapor filter(O．8／0．45 um)；5，Pressure meters；6，Ulltrafilter；7，Pressure 

screw clamp；8，Container of transmitted liqid． 

上述稀释噬藻体悬液首先经 121 16型和 12131 

型滤器过滤，去除直径大于 0．45 lam 的颗粒性物质 ， 

取 lmL滤过液测定 PFU效价，结果记为 A2，然后 

调节蠕动泵以 450—650mL·min 的流速向超滤膜包 

泵出上述预滤过液 ，经超滤后，透过液 (经过超滤 

膜过滤 )的流出速度是 250—400 mL·min～，回流液 

(未 经过 超 滤膜 过 滤 ) 的流 出速度 为 200—250 

mL·min一，回流液循环过滤直至其体积减少至5mL 

时停止，最后取 1mL透过液和 1mL回流液分别用 

PFU法测定噬藻体效价，结果分别记为 A3和 A4。 

1．2．2 反冲膜包浓缩噬藻体 ：用透过液做为反冲 

液，以 990mL·min 的流速反冲超滤膜包 ，当使用 

的反冲液体积分别为 50 mL、150 mL、400 mL、700 

mL、900 mL时，各取 lmL用 PFU法测定噬藻体 

效价 (结果见图 2)。 
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图2 噬藻体回收率和浓缩倍数与反冲液体积的关系 

Fig．2 The relationship among cyanophage recovery rate， 

concen~ationmultipleandthevolumeofthebackflush 

liqid 

1．3 天然湖水的反冲超滤实验 

从武汉东湖卓刀泉处采集的 10L湖水，用 25 

号浮游生物采集网网布进行一次初滤，然后将噬藻 

体混入这 10L水样中，混匀后测其效价，结果记为 

B1，接着按照 1．2．1中所述的步骤，进行预过滤、 

超滤和反冲 (反冲液为 150mE)，预过滤液、超滤 

透过液和反冲液中的噬藻体效价依次记为 B2、B3 

和 B4。 

1．4 两步反冲超滤实验 

两步超滤反冲法就是将第一步反冲操作中得 

到的反冲液作为第二次超滤的水样，第二次超滤的 

步骤与第一次完全相同，但无论是水样体积还是反 

冲液体积都 比第一次超滤反冲要小。具体设置为， 

初始水样为 10L，噬藻体效价测定结果记为 C1，第 
一

次反冲液体积为 1．2L，噬藻体效价测定结果记为 

C2，经过第二次超滤和反冲后，得到 100mL反冲 

液，其噬藻体效价测定结果记为 C3。 

2 结果和分析 

以上各试验的数据结果如表 1所示： 

表 1 噬藻体校价测定结果 (×10。PFU／mL) 

Table 1 The results of cyanophage titer(X 10。PFU／mL) 

dl=j暑I10口 扫II8I10u 
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由实验 2结果可知，在水样的预过滤和超滤试 

验中，未处理水样、初滤水样和回流液 三者的噬藻 

体浓度基本相同，说明预过滤没有造成噬藻体效价 

的损失，但超滤后回流液中噬藻体的效价也并未提 

高，也就是说普通的超滤过程未能有效浓缩噬藻体； 

而透过液的效价 (即结果 A3)为 0，说明噬藻体不 

能通过超滤膜．综合比较结果 A1、A2、A3和 A4， 

作者推测噬藻体极有可能是被吸附到超滤膜上，试 

验 1．2．1．2的结果正好可以支持这一假设，图 2就是 

噬藻体回收率和噬藻体的浓缩倍数随反冲液体积变 

化的曲线，其中当反冲液体积达到 900mL时，噬藻 

体的回收率可达 90％以上，而噬藻体的浓缩倍数则 

随着反冲液体积的增大而减小，最大可达 l2倍。 

用天然湖水进行 的试验结果与上述结果是类 

似的，B1与 B2相等，B3为 0，同样说明预过滤没 

有造成噬藻体效价的损失，并且超滤透过液中无噬 

藻体；而 B4相较于 B1、B2却有很大的升高说明 

反冲液中噬藻体效价得到了大幅度的提高，浓缩倍 

数超过 30倍，回收率为 48．1％，表明此法同样适用 

于浓缩天然水样中的噬藻体。 

由两步反冲超滤实验的结果计算可知：第一次 

反冲超滤后噬藻体回收率为 69％，浓缩倍数为 5．8 

倍；第二次反冲超滤后噬藻体回收率为 65％，浓缩 

倍数 为 15．6倍；整个过程中噬藻体 的回收率为 

45％，浓缩倍数为 89．7倍。 

根据前面的实验结果可 以推测，尽管实验中选 

用的膜包是 由低蛋 白吸 附的亲水性聚砜材料制造 

的，但此膜对噬藻体仍有较强的吸附能力，经过超 

滤之后的噬藻体被大量吸附。而通过快速反冲超滤 

膜的工艺，可以将吸附在膜上的噬藻体反冲下来， 

当使用的反冲液体积不同时，噬藻体就能够得到不 

同程度的浓缩。用 SPSS10．0的 Curve Estimation分 

析图 2所示的数据，发现噬藻体被反冲下来的情况 

符合以下经验公式，即：回收率=0．97+0．1407"In(反 

冲体积／超滤体积) (P<0．01)，如图 3所示。 

图 3表明，当处理水样时，反冲液与初始水样 

的体积比为 1：10时，回收率可达 65％，反冲液与 

初始水样的体积比为4：10时，回收率达 80％以上， 

以后随着反冲液与初始水样体积比的增大，回收率 

可接近 100％。所以，在处理一定量的水样时，我 

们可用较少量的反冲液获得较高的噬藻体回收率。 

因此，在实际操作中，为了使得到的噬藻体悬液浓 

度更高，可以采用 了两步反冲超滤法来进行浓缩， 

其中第一步和第二步的反冲液体积是根据上述经 

验公式推算出来的，实验的结果表明使用两步法后 

虽然噬藻体的回收率有所降低，但浓缩倍数却得到 

了大幅度的提高。 
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图 3 理论回收率与实际回收率的关系 

Fig．3 Relationship between theoretical and pratical recovery 

rate 

关于水中病毒浓缩的方法，国内已有过一些报 

道I】 HJ，如吸附法、絮凝法、免疫捕获法等，这些 

方法有的虽然可以得到较高的病毒回收率，但其工 

序繁复 (需要调 pH、制作滤层、制备洗脱液 )，且 

不适用大量水样的处理；有的虽然特异性强，灵敏 

度高，但耗时长，成本高，操作复杂。而反冲超滤 

法不但可以有效的浓缩噬藻体 (噬藻体的回收率在 

60％以上，浓缩倍数为十几倍 ，运用两步反冲工艺 

后的浓缩倍数可达近百倍)，而且与 以往的水中病 

毒浓缩技术相比，有耗时短 (处理 l0 L的水样只需 

2h，如用大通量膜包则时间还可成倍缩短)，费用 

低 (本试验中处理每升水样的成本为 5元左右，这 
一

成本还主要来 自预过滤器的损耗，而昂贵的超滤 

膜包在使用多次后几乎没有损耗的迹象，因此，如 

果能够采用前置低成本滤布的预过滤方式，将大大 

延长整套装置的寿命，成本也会相应降低 )，能够 

处理大量的天然水样 (IOL—IOOL)，操作简便等特 

点，特别是将初滤 系统与超滤系统 串接起来使用 

后，大大简化了实验程序。 
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