呼伦贝尔学院生命科学与化学学院        微生物学教案                            生物科学专业用



微生物学教案（1）

	第一周教案（绪论；第一章 第1节 一、（一）（二）1）

	课时：4
	本周教学内容：

讲授微生物的概念与特点；微生物的五大共性；微生物学的研究任务等。
	周教案内容分配：

第一次课（绪论）

第二次课（第一章 第1节

一、（一）（二）1）
	1.本周教学学生课下学习量: 3课时
2.本周大作业设计：编制绪论部分思维导图

	第一周 第一次课（2课时）

内容：绪论                   时间：2014年  9  月 3  日

	课时目标：通过学习，学生能达到：

E：认识微生物学在生物科学专业中的重要地位，微生物与我们日常生活的关系；

D：微生物学的研究任务；
C：微生物的概念；微生物的五大共性；
B：人类对微生物世界的认识史；

A：微生物学及分科；
	备注：教具、场地、情境设计等

展开问题的思路：

生物→微生物→微生物五大共性→微生物学→微生物学的研究任务；
参与性讨论：

微生物的有益作用和有害影响；
启发思考：

微生物与实践；

	教学重点、难点：

重点：微生物的五大共性；
难点：微生物的五大共性；
	

	教学过程设计：
首先向学生介绍微生物学的课程性质与任务，以及在本专业上的地位和重要性，并同时讲授本课程的教学目的与要求。

以身边的实例，如H1N1、酸奶等导入本课；
新课讲授：以生物的概念和分类（动物、植物和微生物）来引出微生物的概念，以讲授法、列举比较法结合多媒体等渐次展开新课讲授。
教师课上讲授、与学生课上互动等；小结与课下活动布置；
	

	教学参考资料推荐：

沈萍 主编《微生物学》高等教育出版社，2008，第一版。普通高等教育“十一五”国家级规划教材。
Joanne Willey等编《Prescott's Microbiology》，高等教育出版社，2002（Fifth Edition）。
	

	学生课下活动设计：

复习本次课内容，预习第一章 第1节；课后作业：P11-1、3
	

	课后反思：


	


微生物学教案（2）

	第一周教案（绪论；第一章 第1节 一、（一）（二）1）

	课时：4
	本周教学内容：

讲授细菌的个体形态；细菌一般结构；细菌的染色方法和革兰氏染色原理；
	周教案内容分配：

第一次课（绪论）

第二次课（第一章 第1节

一、（一）（二）1）
	1.本周教学学生课下学习量: 3课时
2.本周大作业设计：



	第一周 第二次课（2课时）

内容：第一章 第1节 一、（一）（二）1       时间：2014年  9  月  5  日

	课时目标：通过学习，学生能达到：
E：生物恐怖与相关细菌；不忘“731”，科技强国！

D：细菌的染色方法；
C：细胞一般结构；
B：细菌的染色原理；
A：细菌的个体形态、大小；
	备注：教具、场地、情境设计等

展开问题的思路：

微生物→细菌→形态与大小→结构→一般结构；

参与性讨论：

细菌一般结构中的核质；
启发思考：

肉毒梭菌及危害

	教学重点、难点：

重点：细胞一般结构；细菌的染色方法；
难点：细菌的染色原理；
	

	教学过程设计：
考勤、提问、复习；

以乳酸菌、金黄色葡萄球菌等导入本课；
新课讲授：讲授法、引导法、启发式互动教学；理论与实践结合（细菌的革兰氏染色等）；结合讲授炭疽杆菌和肉毒梭菌说明生物战剂和生物恐怖，不忘历史，科技强国，珍惜和平！
教师课上讲授、与学生课上互动等；

小结与课下活动布置；
	

	教学参考资料推荐：

沈萍 主编《微生物学》高等教育出版社，2008，第一版
Joanne Willey等编《Prescott's Microbiology》，2002（Fifth Edition）。
	

	学生课下活动设计：

复习本次课内容，预习第一章第2节；课后作业：P42-4、6
	

	课后反思：


	


微生物学教案（3）

	第二周教案（第一章 第1节 一（二）2、二  第2节；第3-4节）

	课时：4
	本周教学内容：

重点讲授细菌的特殊结构；细菌的繁殖方式；细菌的培养特征；放线菌的菌落特征；
	周教案内容分配：

第一次课（第1节 一（二）2、二 ；第2节 ）

第二次课（第3-4节）
	1.本周教学学生课下学习量: 2课时
2.本周大作业设计：编制本章的思维导图

	第二周 第一次课（2课时）

内容：第一章 第1节 一（二）2、二 ；第2节        时间：2014年  9 月  10  日

	课时目标：通过学习，学生能达到：

D：细菌的培养特征；
C：细菌特殊结构；放线菌的菌落特征；
B：细菌的繁殖方式；
A：放线菌的形态、大小及繁殖方式；
	备注：教具、场地、情境设计等

展开问题的思路：

细菌的基本结构→细菌的特殊结构→分类与功能→细菌的繁殖→细菌的培养特征；放线菌

参与性讨论：

细菌的特殊结构在细菌鉴定上的意义；
启发思考：

繁殖速度与菌落形成；

	教学重点、难点：

重点：细菌特殊结构；细菌的培养特征；
难点：细菌的繁殖方式；
	

	教学过程设计：

考勤、提问、复习；
复习细菌的基本结构导入细菌的特殊结构（本课）；
新课讲授：采用列举法、比较法和归纳法进行讲授。讲授细菌特殊结构时注重结构与功能的关系；讲授细菌的培养特征时，理论联系实际；
以动画展示细菌的繁殖方式；
教师课上讲授、与学生课上互动等；

小结与课下活动布置；
	

	教学参考资料推荐：

沈萍 主编《微生物学》高等教育出版社，2008，第一版
Joanne Willey等编《Prescott's Microbiology》，2002（Fifth Edition）。
	

	学生课下活动设计：

复习本次课内容，预习第一章第3~4节；课后作业：P44-19、21
	

	课后反思：


	


微生物学教案（4）

	第二周教案（第一章 第1节 一（二）2、二  第2节；第3-4节）

	课时：4
	本周教学内容：

重点讲授蓝细菌的特点；支原体、立克次氏体和衣原体的主要特点；
	周教案内容分配：

第一次课（第1节 一（二）2、二 ；第2节 ）

第二次课（第3-4节）
	1.本周教学学生课下学习量: 2课时
2.本周大作业设计：编制本章的思维导图

	第二周 第二次课（2课时）

内容：第一章 第3-4节                   时间：2014年  9 月  12  日

	课时目标：通过学习，学生能达到：
E：赤潮、水华与水环境生态；
D：赤潮与水华

C：蓝细菌的特点；
A：支原体、立克次氏体和衣原体的主要特点；
	备注：教具、场地、情境设计等

展开问题的思路：

蓝细菌概念→蓝细菌特点→赤潮与水华；

其他微生物→特征→病原性；

参与性讨论：

赤潮、水华与水环境生态；
启发思考：

赤潮、水华的预防；

	教学重点、难点：

重点：蓝细菌的特点；
难点：
	

	教学过程设计：

考勤、提问、复习；
以淡水湖水华和海水赤潮等实际现象导入本课，用讲授法和归纳法讲授蓝细菌，理论与实践结合，赤潮、水华与水环境生态；精讲其他微生物，并列举与人类疾病相关的主要的其他微生物；
新课讲授：渐次展开讲授内容：

教师课上讲授、与学生课上互动（蓝细菌与水环境）等；

小结与课下活动布置；
	

	教学参考资料推荐：

沈萍 主编《微生物学》高等教育出版社，2008，第一版
Joanne Willey等编《Prescott's Microbiology》，2002（Fifth Edition）。
	

	学生课下活动设计：

复习本次课内容，预习第二章第1节；课后作业：P44-23
	

	课后反思：


	


微生物学教案（5）

	第三周教案（第二章 第1~4节）

	课时：4
	本周教学内容：

重点讲授真核微生物的细胞结构与功能；酵母菌的繁殖与培养特征；霉菌的形态结构、繁殖与培养特征。
	周教案内容分配：

第一次课（第1-2节）

第二次课（第3-4节）


	1.本周教学学生课下学习量: 2课时
2.本周大作业设计

	第三周 第一次课（2课时）

内容：第二章 第1-2节                   时间：2014年 9  月  16  日

	课时目标：通过学习，学生能达到：
E：保护呼伦贝尔草原土壤微生物多样性，为祖国绿色北疆做贡献！
D：酵母菌培养特征。
C：真核微生物的细胞结构与功能；

B：酵母菌的繁殖；
A：真核微生物的主要类群；酵母菌的特点；
	备注：教具、场地、情境设计等

展开问题的思路：

真核生物与原核生物的比较→真核微生物的主要类群→细胞结构与功能；酵母菌形态→繁殖→培养特征；

参与性讨论：

酵母菌的药用价值；
启发思考：

酵母菌与基因工程

	教学重点、难点：

重点：真核微生物的细胞结构与功能；
难点：酵母菌的繁殖；
	

	教学过程设计：

考勤、提问、复习；
以发酵在生产上的应用导入本课；
新课讲授： 

教师课上讲授、与学生课上互动（酵母菌与发酵）等；

小结与课下活动布置；
	

	教学参考资料推荐：

沈萍 主编《微生物学》高等教育出版社，2008，第一版
Joanne Willey等编《Prescott's Microbiology》，2002（Fifth Edition）。
	

	学生课下活动设计：

复习本次课内容，预习第二章第3~4节；课后作业：P66-4、8
	

	课后反思：

	


微生物学教案（6）

	第三周教案（第二章 第1~4节）

	课时：4
	本周教学内容：

重点讲授真核微生物的细胞结构与功能；酵母菌的繁殖与培养特征；霉菌的形态结构、繁殖与培养特征。
	周教案内容分配：

第一次课（第1-2节）

第二次课（第3-4节）


	1.本周教学学生课下学习量: 2课时
2.本周大作业设计

	第三周 第一次课（2课时）

内容：第二章 第3-4节                   时间：2014年  9 月 19  日

	课时目标：通过学习，学生能达到：
E：保护呼伦贝尔草原土壤微生物多样性，为祖国绿色北疆做贡献！
D：霉菌的培养特征。
C：霉菌的形态；霉菌的结构；
B：霉菌的繁殖；
A：霉菌主要代表属；蕈菌的特点；
	备注：教具、场地、情境设计等

展开问题的思路：

霉菌分布及与人类的关系→霉菌细胞的形态和细胞结构（菌丝、菌丝的特化）→真菌的孢子→霉菌的培养特征；

参与性讨论：

霉菌与土壤物质循环；
启发思考：

霉菌的有益作用与有害作用

	教学重点、难点：

重点：霉菌的形态；霉菌的结构；
难点：霉菌的繁殖；
	

	教学过程设计：

考勤、提问、复习；
以弗莱明发现青霉素导入本课；
新课讲授： 

教师课上讲授、与学生课上互动（抗生素与病毒）等；

小结与课下活动布置；
	

	教学参考资料推荐：

沈萍 主编《微生物学》高等教育出版社，2008，第一版
Joanne Willey等编《Prescott's Microbiology》，2002（Fifth Edition）。
	

	学生课下活动设计：

复习本次课内容，预习第三章第1节；课后作业：思维导图
	

	课后反思：

	


微生物学教案（7）

	第四周教案（第三章 第1~3节）

	课时：4
	本周教学内容：

重点讲授病毒的概念；病毒的特点；病毒的形态与构造；病毒的复制过程；
	周教案内容分配：

第一次课（第1节）

第二次课（第2-3节）


	1.本周教学学生课下学习量: 2课时


	第四周 第一次课（2课时）

内容：第三章 第1节                   时间：2014年  9 月  24  日

	课时目标：通过学习，学生能达到：
E：病毒的致病机制与防治方法是我们当今研究的热点；

D：流感病毒、狂犬病病毒、艾滋病病毒结构与人类疾病；
C：病毒的概念；病毒的特点；病毒的形态与构造；
B：病毒的复制过程；
A：病毒的宿主范围；分类与命名；噬菌体的溶源性。
	备注：教具、场地、情境设计等

展开问题的思路：

病毒的概念→病毒的特点→形态与结构→病毒的复制→应用；

参与性讨论：

病毒的致病机理；
启发思考：

病毒病的预防

	教学重点、难点：

重点：病毒的特点；病毒的形态与构造；
难点：病毒的复制过程；
	

	教学过程设计：

考勤、提问、复习；
以H1N1、HIV等导入本课；
新课讲授：

教师课上讲授、与学生课上互动等；

小结与课下活动布置（列出能引起人类发病的病毒）；
	

	教学参考资料推荐：

沈萍 主编《微生物学》高等教育出版社，2008，第一版
Joanne Willey等编《Prescott's Microbiology》，2002（Fifth Edition）。
	

	学生课下活动设计：

复习本次课内容，预习第三章第2~3节；课后作业：P86-2、8
	

	课后反思：


	


微生物学教案（8）

	第四周教案（第三章 第1~3节）

	课时：4
	本周教学内容：

重点讲授病毒的概念；病毒的特点；病毒的形态与构造；病毒的复制过程；
	周教案内容分配：

第一次课（第1节）

第二次课（第2-3节）


	1. 本周教学学生课下学习量: 2课时
2. 本周大作业设计

	第四周 第二次课（2课时）

内容：第三章 第2-3节                   时间：2014年 9 月 26 日

	课时目标：通过学习，学生能达到：
D：朊病毒与人类疾病；

C：病毒的实践应用
B：朊病毒产生的机制。
A：类病毒、拟病毒、卫星病毒与卫星RNA； 
	备注：教具、场地、情境设计等

展开问题的思路：

类病毒→拟病毒→卫星病毒→朊病毒与病毒产生的机制→病毒与应用；

参与性讨论：

抗生素为什么不能杀灭病毒；
启发思考：

新病毒的发现

	教学重点、难点：

重点：朊病毒与人类疾病；
难点：朊病毒产生的机制；
	

	教学过程设计：

考勤、提问、复习；
以TMV、疯牛病等导入本课；
新课讲授：类病毒、拟病毒、卫星病毒与卫星RNA、朊病毒；

教师课上讲授、与学生课上互动（抗生素与病毒）等；

小结与课下活动布置；
	

	教学参考资料推荐：

沈萍 主编《微生物学》高等教育出版社，2008，第一版
Joanne Willey等编《Prescott's Microbiology》，2002（Fifth Edition）。
	

	学生课下活动设计：

复习本次课内容，预习第三章第2~3节；课后作业：
	

	课后反思：


	


微生物学教案（9）

	第五周教案（第四章 微生物的营养和培养基 第1~4节）

	课时：4
	本周教学内容：

重点讲授微生物所需营养物质及功能；微生物的营养类型；微生物摄取营养物的方式；
	周教案内容分配：

第一次课（第1~2节）

第二次课（第3-4节）


	1. 本周教学学生课下学习量: 2课时
2. 

	第五周 第一次课（2课时）

内容：第四章 第1-2节                   时间：2014年 10 月    日

	课时目标：通过学习，学生能达到：
E：营养与培养基是研究微生物的重要内容，营养是基础，培养基是手段；

C：微生物所需的营养物质；

B：微生物的营养类型；
A：微生物的化学组成；
	备注：教具、场地、情境设计等

展开问题的思路：

代谢→营养→六大营养物质与功能→微生物的营养类型；

参与性讨论：

微生物营养类型与培养条件的对应；
启发思考：

新发现的微生物如何确定营养类型？

	教学重点、难点：

重点：微生物所需营养物质；微生物的营养类型；
难点：
	

	教学过程设计：

考勤、提问、复习；
以微生物生长与食品变质导入本课；
新课讲授：营养物质与功能、营养类型；

教师课上讲授、与学生课上互动（营养类型与培养条件）等；

小结与课下活动布置；
	

	教学参考资料推荐：

沈萍 主编《微生物学》高等教育出版社，2008，第一版
Joanne Willey等编《Prescott's Microbiology》，2002（Fifth Edition）。
	

	学生课下活动设计：

复习本次课内容，预习第四章第3~4节；课后作业：P105-1、5
	

	课后反思：


	


微生物学教案（10）

	第五周教案（第四章 微生物的营养和培养基 第1~4节）

	课时：4
	本周教学内容：

重点讲授微生物所需营养物质及功能；微生物的营养类型；微生物摄取营养物的方式；
	周教案内容分配：

第一次课（第1~2节）

第二次课（第3-4节）


	1. 本周教学学生课下学习量: 2课时
2. 本周大作业设计

	第五周 第二次课（2课时）

内容：第四章 第3-4节                   时间：2014年10 月    日

	课时目标：通过学习，学生能达到：
E：培养基，微生物的摇篮，也是微生物实验的必要条件；

D：配制培养基的方法；

C：培养基制备的原则；

B：营养物进入细胞的方式；培养基的类型及应用；
A：培养基的概念；
	备注：教具、场地、情境设计等

展开问题的思路：

培养基的概念→培养基制备的原则→方法→培养基分类与应用；

参与性讨论：

自然界中所有的细菌都能人工培养吗；
启发思考：

新分离的细菌如何设计培养基？

	教学重点、难点：

重点：培养基制备的原则；
难点：培养基的类型及应用；
	

	教学过程设计：

考勤、提问、复习；
以牛奶胨化、工业发酵等导入本课；
新课讲授：

教师课上讲授、与学生课上互动等；

小结与课下活动布置；
	

	教学参考资料推荐：

沈萍 主编《微生物学》高等教育出版社，2008，第一版
Joanne Willey等编《Prescott's Microbiology》，2002（Fifth Edition）。
	

	学生课下活动设计：

复习本次课内容，预习第五章第1~2节；课后作业：P105-11、8
	

	课后反思：


	


微生物学教案（11）

	第六周教案（第五章 微生物的新陈代谢 第1~4节）

	课时：4
	本周教学内容：

重点讲授微生物的能量代谢；分解代谢和合成代谢的联系；微生物独特合成代谢途径；微生物的代谢调节与发酵生产；
	周教案内容分配：

第一次课（第1~2节）

第二次课（第3~4节）


	1. 本周教学学生课下学习量: 2课时
2. 本周大作业设计

	第六周 第一次课（2课时）

内容：第五章 第1~2节                   时间：2014年10 月21 日

	课时目标：通过学习，学生能达到：
E：依据细菌生理生化特性，建立了鉴定细菌的生理生化实验；

D：微生物的呼吸类型（发酵，好氧呼吸，无氧呼吸）；

C：异养微生物的生物氧化；自养微生物的生物氧化；
B：化能自养型微生物的合成代谢；
A：TCA、EMP、HMP途径；
	备注：教具、场地、情境设计等

展开问题的思路：

微生物能量代谢→异养微生物的生物氧化→自养微生物的生物氧化；分解代谢和合成代谢→两用代谢途径→代谢回补途径；

参与性讨论：

微生物的ED途径？

启发思考：

乳酸发酵及应用；

	教学重点、难点：

重点：异养微生物的生物氧化；自养微生物的生物氧化；
难点：化能自养型微生物的合成代谢；
	

	教学过程设计：

考勤、提问、复习；
以微生物生命活动需要能量——代谢导入本课；
新课讲授：

教师课上讲授、与学生课上互动等；

小结与课下活动布置；
	

	教学参考资料推荐：

沈萍 主编《微生物学》高等教育出版社，2008，第一版
Joanne Willey等编《Prescott's Microbiology》，2002（Fifth Edition）。
	

	学生课下活动设计：

复习本次课内容，预习第五章第3~4节；课后作业：P150-6、11
	

	课后反思：


	


微生物学教案（12）

	第六周教案（第五章 微生物的新陈代谢 第1~4节）

	课时：4
	本周教学内容：

重点讲授微生物的能量代谢；分解代谢和合成代谢的联系；微生物独特合成代谢途径；微生物的代谢调节与发酵生产；
	周教案内容分配：

第一次课（第1~2节）

第二次课（第3~4节）


	1. 本周教学学生课下学习量: 2课时
2. 本周大作业设计

思维导图

	第六周 第二次课（2课时）

内容：第五章 第3~4节                   时间：2014年10 月 24 日

	课时目标：通过学习，学生能达到：
E：微生物固氮与土壤肥力；

D：微生物的代谢调节与在发酵工业中的应用；

C：生物固氮；

B：CO2的固定
A：光合作用的途径；肽聚糖的合成；
	备注：教具、场地、情境设计等

展开问题的思路：

微生物独特合成代谢途径举例：CO2的固定→生物固氮→微生物次生代谢产物的合成；

微生物的代谢调节与发酵生产：微生物的代谢调节→代谢调节在发酵工业中的应用；

参与性讨论：

Stickland reaction；
启发思考：

青霉素抑制G+菌的机制？

	教学重点、难点：

重点：生物固氮；
难点：CO2的固定；
	

	教学过程设计：

考勤、提问、复习；
以生物固氮等导入本课；
新课讲授：

教师课上讲授、与学生课上互动等；

小结与课下活动布置；
	

	教学参考资料推荐：

沈萍 主编《微生物学》高等教育出版社，2008，第一版
Joanne Willey等编《Prescott's Microbiology》，2002（Fifth Edition）。
	

	学生课下活动设计：

复习绪论和前五章的教学内容，备考阶段测验一；

课后作业：P150-17、24
	

	课后反思：


	


微生物学教案（13）

	第七周教案（阶段测验一；第六章 微生物的生长及其控制 第1~2节）

	课时：4
	本周教学目标：

重点考核第一章 ~ 第四章重点掌握的内容；掌握测定微生物生长繁殖的方法、微生物群体生长规律。
	周教案内容分配：

第一次课（阶段测验一）

第二次课（第六章第1~2节）
	1. 本周教学学生课下学习量: 

2. 本周大作业设计



	第七周 第一次课（2课时）

内容：阶段测验一：绪论 ~ 第五章的教学内容           时间：2014年   月    日

	课时目标：通过学习，学生能达到：
突出单元重点，强调对学生平时课下学习、自学能力、创新意识和学习态度的考核。
	备注：教具、场地、情境设计等

展开问题的思路：

参与性讨论：

启发思考：



	教学重点、难点：

重点：

难点：
	

	教学过程设计：

考勤；
考试方式：闭卷考试；
题型与分值：名词解释（15分）、单项选择题（6分）、多项选择题（9分）、填空题（20分）、简答题（25分）、判断题（10分）、论述题（15分）等。
	

	教学参考资料推荐：

Molecular Biology（第二版），Robert F.Weaver， McGraw Hill、科学出版社：2002，影印版

Gene VIII，Benjamin Lewin 编著，2004电子版。
	

	学生课下活动设计：


	

	试卷分析：


	


微生物学教案（14）

	第七周教案（阶段测验一；第六章 微生物的生长及其控制 第1~2节）

	课时：4
	本周教学目标：

重点考核第一章 ~ 第四章重点掌握的内容；掌握测定微生物生长繁殖的方法、微生物群体生长规律。
	周教案内容分配：

第一次课（阶段测验一）

第二次课（第六章第1~2节）
	1. 本周教学学生课下学习量: 2课时
2. 本周大作业设计



	第七周 第二次课（2课时）

内容：第六章 第1节、第2节                     时间：2013年10 月28日

	课时目标：通过学习，学生能达到：
E：微生物的生长是我们研究的出发点和落脚点；
D：微生物生长的测定方法；
C：微生物的群体生长规律；
B：连续培养和高密度培养；
A：细菌个体生长过程；
	备注：教具、场地、情境设计等

展开问题的思路：

个体生长→群体生长→测定生长量、计算繁殖数；

同步生长→生长曲线；

参与性讨论：

代时在实验研究和生产应用上的意义；
启发思考：

间接法测定土壤微生物数量；

	教学重点、难点：

重点：微生物的群体生长规律；
难点：微生物生长的测定方法； 
	

	教学过程设计：

考勤、提问、复习；
以微生物多样性研究与土壤微生物等导入本课；
新课讲授：

教师课上讲授、与学生课上互动等；

小结与课下活动布置；
	

	教学参考资料推荐：

沈萍 主编《微生物学》高等教育出版社，2008，第一版
Joanne Willey等编《Prescott's Microbiology》，2002（Fifth Edition）。
	

	学生课下活动设计：

复习本次课内容，预习第六章第3~4节；课后作业：P184-2、3
	

	课后反思：


	


微生物学教案（15）

	第八周教案（第六章 微生物的生长及其控制 第3~5节）

	课时：4
	本周教学目标：

掌握测定微生物生长繁殖的方法、微生物群体生长规律、影响微生物生长的主要因素和微生物培养法。
	周教案内容分配：

第一次课（第3~4节）

第二次课（第5节）
	1. 本周教学学生课下学习量: 2课时
2. 本周大作业设计



	第七周 第一次课（2课时）

内容：第六章 第3节、第4节                      时间：2014年10 月 31 日

	课时目标：通过学习，学生能达到：

E：微生物的生长是我们研究的出发点和落脚点；

D：生产实践中培养微生物的方法；

C：微生物实验室培养法；

B：温度对微生物的影响；pH对微生物的影响；

A：氧对微生物的影响；
	备注：教具、场地、情境设计等

展开问题的思路：

影响微生物生长的主要因素→温度、氧、pH；

微生物培养法→实验室培养法→生产实践中培养微生物的方法；
参与性讨论：

嗜冷菌的应用；

启发思考：

超过生长温度微生物将如何？

	教学重点、难点：

重点：温度对微生物的影响；微生物实验室培养法；

难点：
	

	教学过程设计：

考勤、提问、复习；
以实验室进行微生物培养需要的条件导入本课；
新课讲授：

教师课上讲授、与学生课上互动等；

小结与课下活动布置；
	

	教学参考资料推荐：

沈萍 主编《微生物学》高等教育出版社，2008，第一版
Joanne Willey等编《Prescott's Microbiology》，2002（Fifth Edition）。
	

	学生课下活动设计：

复习本次课内容，预习第六章第5节；课后作业：P184-4
	

	课后反思：


	


微生物学教案（16）

	第八周教案（第六章  第3~5节）

	课时：4
	本周教学目标：

掌握有害微生物的控制方法；

遗传变异的物质基础；掌握基因突变的特点，了解基因突变的类型；
	周教案内容分配：

第一次课（第3~4节）

第二次课（第5节）
	1. 本周教学学生课下学习量: 2课时
2. 本周大作业设计



	第八周 第二次课（2课时）

内容：第六章 第5节                          时间：2014年11 月2日

	课时目标：通过学习，学生能达到：
E：化学药剂在生产、生活实践中的应用。

D：高温灭菌的方法；
C：基本概念（消毒、灭菌、防腐、无菌）；

B：物理灭菌因素微生物的影响；化学杀菌剂、消毒剂对微生物的影响；

A：化学治疗剂对微生物的影响；
	备注：教具、场地、情境设计等

展开问题的思路：

有害微生物的控制→基本概念→常用的方法；

参与性讨论：

无菌操作的意义；

启发思考：

化学药剂的杀菌机制？

	教学重点、难点：

重点：高温灭菌的方法；
难点：化学杀菌剂、消毒剂对微生物的影响； 
	

	教学过程设计：

考勤、提问、复习；
以微生物学研究的目的之一即控制有害微生物来导入本课；
新课讲授：

教师课上讲授、与学生课上互动等；

小结与课下活动布置；
	

	教学参考资料推荐：

沈萍 主编《微生物学》高等教育出版社，2008，第一版
Joanne Willey等编《Prescott's Microbiology》，2002（Fifth Edition）。
	

	学生课下活动设计：

复习本次课内容，预习第七章第1~2节；课后作业：P184-22
	

	课后反思：

	


微生物学教案（17）

	第九周教案（第七章 第1节、第2节 一）

	课时：4
	本周教学目标：

重点讲授影响微生物生长的主要因素；有害微生物的控制；

遗传变异的物质基础；基因突变和诱变育种
	周教案内容分配：

第一次课（第七章 第1节、第2节 一）

第二次课第2节 二、第3节 一（一））
	1. 本周教学学生课下学习量: 2课时
2. 本周大作业设计



	第八周 第一次课（2课时）

内容：第七章 第1节、第2节、 一                   时间：2014年11 月5 日

	课时目标：通过学习，学生能达到：
E：James Watson and Francis Crick 提出DNA双螺旋模型给我们的启示；纪念Rosalind E. Franklin为科学献身。
C：基因突变的特点；基因突变的类型；
B：微生物的遗传性与变异的含义；
A：遗传变异的物质基础—DNA
	备注：教具、场地、情境设计等

展开问题的思路：

遗传→变异→遗传的物质基础→三个经典实验；

变异的类型→基因突变→特点一类型；

参与性讨论：

变异的意义；

启发思考：

自然界中的基因突变现象。

	教学重点、难点：

重点：基因突变的特点；
难点：基因突变的特点；
	

	教学过程设计：

考勤、提问、复习；
以Watson and Crick 的DNA双螺旋模型来导入本课；
新课讲授：

教师课上讲授、与学生课上互动等；

小结与课下活动布置；
	

	教学参考资料推荐：

沈萍 主编《微生物学》高等教育出版社，2008，第一版
Joanne Willey等编《Prescott's Microbiology》，2002（Fifth Edition）。
	

	学生课下活动设计：

复习本次课内容，预习第七章第3节；课后作业：P237-6
	

	课后反思：


	


微生物学教案（18）

	第九周教案（第七章 第2节、第3节）

	课时：4
	本周教学目标：

掌握基因突变和诱变育种；掌握原核生物的基因重组；真核生物的基因重组；
	周教案内容分配：

第一次课（第七章 第1节、第2节 一）

第二次课第2节 二、第3节 一（一））
	1. 本周教学学生课下学习量: 2课时
2. 本周大作业设计



	第九周 第二次课（2课时）

内容：第七章 第2节 二、第3节 一（一）              时间：2014年11 月9 日

	课时目标：通过学习，学生能达到：

E：巴斯德经典研制疫苗的方法和BCG给我们的启示；
D：突变株的筛选方法；
C：原核生物的基因重组——转化；

B：诱变育种；
A：自发突变与育种；
	备注：教具、场地、情境设计等

展开问题的思路：

基因突变→诱变育种变异→实践应用；

原核生物的基因重组→转化；

参与性讨论：

诱变育种方法之比较；

启发思考：

转化的应用。

	教学重点、难点：

重点：原核生物的基因重组——转化；
难点：诱变育种；
	

	教学过程设计：

考勤、提问、复习；
以微生物诱变育种来导入本课；
新课讲授：

教师课上讲授、与学生课上互动等；

小结与课下活动布置；
	

	教学参考资料推荐：

沈萍 主编《微生物学》高等教育出版社，2008，第一版
Joanne Willey等编《Prescott's Microbiology》，2002（Fifth Edition）。
	

	学生课下活动设计：

复习本次课内容，预习第七章第3节；课后作业：P237-9
	

	课后反思：


	


微生物学教案（19）

	第十周教案（第七章 第2节、第2节；第4节）

	课时：4
	本周教学目标：

掌握基因突变和诱变育种；掌握原核生物的基因重组；真核生物的基因重组；掌握菌种的保藏的方法；
	周教案内容分配：

第一次课（第七章 第3节一（二-四）、二 ）

第二次课 （第七章 第四节）
	1. 本周教学学生课下学习量: 2课时
2. 本周大作业设计



	第九周 第一次课（2课时）

内容：第七章 第3节一（二-四）、二                  时间：2014年11 月12日

	课时目标：通过学习，学生能达到：
C：原核生物的基因重组——转导、接合、原生质体融合；

A：真核生物的基因重组；
	备注：教具、场地、情境设计等

展开问题的思路：

原核生物的基因重组→转导、接合、原生质体融合；

真核生物的基因重组的形式→有性杂交→准性杂交；
参与性讨论：

比较转化与转导；

启发思考：

有性杂交的应用。

	教学重点、难点：

重点：原核生物的基因重组——转导、接合、原生质体融合；
难点：
	

	教学过程设计：

考勤、提问、复习；
复习转化引入转导来导入本课；
新课讲授：

教师课上讲授、与学生课上互动等；

小结与课下活动布置；
	

	教学参考资料推荐：

沈萍 主编《微生物学》高等教育出版社，2008，第一版
Joanne Willey等编《Prescott's Microbiology》，2002（Fifth Edition）。
	

	学生课下活动设计：

复习本次课内容，预习第七章第4节；课后作业：P237-16
	

	课后反思：

	


微生物学教案（20）

	第十周教案（第七章 第2节、第3节；第4节）

	课时：4
	本周教学目标：

掌握基因突变和诱变育种；掌握原核生物的基因重组；真核生物的基因重组；掌握菌种的保藏的方法；
	周教案内容分配：

第一次课（第七章 第3节一（二-四）、二 ）

第二次课 （第七章 第4节）
	1. 本周教学学生课下学习量: 2课时
2. 本周大作业设计



	第十周 第二次课（2课时）

内容：第七章 第4节                      时间：2014年11 月   日

	课时目标：通过学习，学生能达到：
C：菌种的保藏的方法；
A：菌种的衰退与复壮；
	备注：教具、场地、情境设计等

展开问题的思路：

菌种保藏的概念→方法；

菌种衰退的概念→产生的原因→表现；
保藏的方法

参与性讨论：

菌种的价值；

启发思考：

保藏与衰退的关系。

	教学重点、难点：

重点：菌种的保藏的方法；
难点：
	

	教学过程设计：

考勤、提问、复习；
以优良菌种获得与生产应用来导入本课；
新课讲授：

教师课上讲授、与学生课上互动等；

小结与课下活动布置；
	

	教学参考资料推荐：

沈萍 主编《微生物学》高等教育出版社，2008，第一版
Joanne Willey等编《Prescott's Microbiology》，2002（Fifth Edition）。
	

	学生课下活动设计：

复习本次课内容，预习第八章第1节；课后作业：P238-31
	

	课后反思：

	


微生物学教案（21）

	第十一周教案（第八章 第1节；第2节）

	课时：4
	本周教学目标：

掌握微生物在自然界中的分布；了解菌种资源的开发方法； 掌握微生物与生物环境间的关系；
	周教案内容分配：

第一次课（第八章 第1节、一 ）

第二次课（第八章 第1节、二；第2节）
	1. 本周教学学生课下学习量: 2课时
2. 本周大作业设计



	第十周 第一次课（2课时）

内容：第八章 第1节、一                      时间：2014年11 月   日

	课时目标：通过学习，学生能达到：
E：微生物与环境保护、生态文明密不可分；

D：土壤、水体、空气微生物检测；

C：土壤的生态条件；微生物在土壤中的分布及数量；

B：生物体内外的正常菌群；水体自净；

A：水体微生物的来源；空气微生物的分布、种类和数量；极端环境下的微生物；
	备注：

展开问题的思路：

微生物生态→组成→功能→环境保护方面的作用；

微生物分布→土壤→水→空气→工农业产品→极端环境→生物体等；
参与性讨论：

土壤生物修复；

启发思考：

土壤微生物的生态作用。

	教学重点、难点：

重点：土壤、水体、空气微生物检测；
难点：生物体内外的正常菌群；
	

	教学过程设计：

考勤、提问、复习；
以自然界微生物与环境的关系等来导入本课；
新课讲授：

教师课上讲授、与学生课上互动等；

小结与课下活动布置；
	

	教学参考资料推荐：

沈萍 主编《微生物学》高等教育出版社，2008，第一版
Joanne Willey等编《Prescott's Microbiology》，2002（Fifth Edition）。
	

	学生课下活动设计：

复习本次课内容，预习第八章第2节；课后作业：P274-1
	

	课后反思：

	


微生物学教案（22）

	第十一周教案（第八章 第1节；第2节）

	课时：4
	本周教学目标：

 掌握微生物在自然界中的分布；了解菌种资源的开发方法； 掌握微生物与生物环境间的关系；
	周教案内容分配：

第一次课（第八章 第1节、一 ）

第二次课（第1节、二；第2节）
	1. 本周教学学生课下学习量: 2课时
2. 本周大作业设计



	第十一周 第二次课（2课时）

内容：第八章 第1节、二 ；第2节                     时间：2014年11 月   日

	课时目标：通过学习，学生能达到：
D：互生、共生关系在实践上的应用；
C：互生、共生的概念；菌种资源的开发；
B：寄生的概念和自然界中存在的寄生关系；

A：拮抗、捕食；
	备注：

展开问题的思路：

菌种资源的开发的意义；

微生物与生物环境间的关系→互生→共生→寄生→拮抗→捕食；
参与性讨论：

微生态平衡与正常菌群失调；

启发思考：

植物内生菌的作用。

	教学重点、难点：

重点：互生、共生的概念与在实践上的应用；
难点：
	

	教学过程设计：

考勤、提问、复习；
以豆科植物和固氮菌的关系等来导入本课；
新课讲授：

教师课上讲授、与学生课上互动等；

小结与课下活动布置；
	

	教学参考资料推荐：

沈萍 主编《微生物学》高等教育出版社，2008，第一版
Joanne Willey等编《Prescott's Microbiology》，2002（Fifth Edition）。
	

	学生课下活动设计：

复习本次课内容，预习第八章第1节；课后作业：P274-9
	

	课后反思：

	


微生物学教案（23）

	第十二周教案（第八章 第3节、第4节；第九章 第1节）

	课时：4
	本周教学目标：

掌握碳素循环和氮素循环； 了解微生物与环境保护；掌握传染的一般概念；理解决定传染结局的三大因素；
	周教案内容分配：

第一次课（第八章 第3~4节）

第二次课（第九章 第1节）
	1. 本周教学学生课下学习量: 2课时
2. 本周大作业设计



	第十二周 第一次课（2课时）

内容：第八章 第3节、第4节                   时间：2014年11 月   日

	课时目标：通过学习，学生能达到：
D：用微生物治理污染；沼气发酵；
C：碳素循环和氮素循环；

B：水体富营养化的成因；；

A：污染环境的微生物监测；
	备注：

展开问题的思路：

微生物与地球化学作用→碳素循环→氮素循环→硫素循环→细胞沥滤→磷素循环

水体污染→富营养化→治理污染→沼气发酵→环境保护→环境污染微生物检测；

参与性讨论：

微生物在环境污染治理中的作用；

启发思考：



	教学重点、难点：

重点：碳素循环和氮素循环；
难点：
	

	教学过程设计：

考勤、提问、复习；
以水华和赤潮等水体富营养化等来导入本课；
新课讲授：

教师课上讲授、与学生课上互动等；

小结与课下活动布置；
	

	教学参考资料推荐：

沈萍 主编《微生物学》高等教育出版社，2008，第一版
Joanne Willey等编《Prescott's Microbiology》，2002（Fifth Edition）。
	

	学生课下活动设计：

复习本次课内容，预习第九章 第1节；课后作业：P274-15
	

	课后反思：

	


微生物学教案（24）

	第十二周教案（第八章 第3节、第4节；第九章 第1节 ）

	课时：4
	本周教学目标：

掌握碳素循环和氮素循环； 了解微生物与环境保护；掌握传染的一般概念；理解决定传染结局的三大因素；
	周教案内容分配：

第一次课（第八章 第3~4节）

第二次课（第九章 第1节）
	1. 本周教学学生课下学习量: 2课时
2. 本周大作业



	第十二周 第二次课（2课时）

内容：第九章 第1节                  时间：2014年11 月   日

	课时目标：通过学习，学生能达到：
D：决定感染结局的三大因素的应用；
C：决定感染结局的三大因素（重点）；

B：基本概念（传染、侵袭力、毒力、内毒素、外毒素）；

A：传染的结局；
	备注：

展开问题的思路：

传染→感染结局的三大因素→病原体→宿主的免疫力→环境因素→传染的结局1、2、3；
参与性讨论：

有病原体一定就会引起传染吗；

启发思考：

传染与感染；

	教学重点、难点：

重点：决定感染结局的三大因素；
难点：
	

	教学过程设计：

考勤、提问、复习；
以人的几种传染病的发生与流行等来导入本课；
新课讲授：

教师课上讲授、与学生课上互动等；

小结与课下活动布置；
	

	教学参考资料推荐：

沈萍 主编《微生物学》高等教育出版社，2008，第一版
Joanne Willey等编《Prescott's Microbiology》，2002（Fifth Edition）。
	

	学生课下活动设计：

复习本次课内容，预习第九章第二节；课后作业：P324-2 
	

	课后反思：

	


微生物学教案（25）

	第十三周教案（第九章 第2节、第3节 一；第3节 二~四）

	课时：4
	本周教学目标：

掌握非特异性免疫与特异性免疫；掌握免疫系统；体液免疫的作用；细胞免疫的作用；抗原与抗原性。
	周教案内容分配：

第一次课（第2节、第3节 一）

第二次课（第3节二~四）
	1. 本周教学学生课下学习量: 2课时
2. 本周大作业



	第十二周 第一次课（2课时）

内容：第九章 第2节、第3节 一                  时间：2014年11 月     日

	课时目标：通过学习，学生能达到：
E：非特异性免疫与机体免疫的关系；
C：免疫的功能；非特异性免疫的机制；

B：基本概念（免疫、非特异性免疫、补体、特异性免疫）；

A：补体激活途径；
	备注：

展开问题的思路：

免疫→功能→特点→非特异性免疫→机制→特异性免疫；

参与性讨论：

如何加强机体的非特异性免疫？
启发思考：

传染与免疫；

	教学重点、难点：

重点：免疫的功能；
难点：非特异性免疫的机制；
	

	教学过程设计：

考勤、提问、复习；
复习传染引出免疫，来导入本课；
新课讲授：

教师课上讲授、与学生课上互动等；

小结与课下活动布置；
	

	教学参考资料推荐：

沈萍 主编《微生物学》高等教育出版社，2008，第一版
Joanne Willey等编《Prescott's Microbiology》，2002（Fifth Edition）。
	

	学生课下活动设计：

复习本次课内容，预习第九章第三节；课后作业：免疫与功能
	

	课后反思：

	


微生物学教案（26）

	第十三周教案（第九章 第2节、第3节 一；第3节 二 ~ 四）

	课时：4
	本周教学目标：

掌握非特异性免疫与特异性免疫；掌握免疫系统；体液免疫的作用；细胞免疫的作用；抗原与抗原性。
	周教案内容分配：

第一次课（第2节、第3节 一）

第二次课（第3节 二~四）
	1. 本周教学学生课下学习量: 2课时
2. 本周大作业

	第十三周 第二次课（2课时）

内容：第九章 第3节 二 ~ 四                 时间：2014年11 月 日

	课时目标：通过学习，学生能达到：
E：抗原的意义；

C：基本概念（抗原、抗体、体液免疫、细胞免疫）；体液免疫的作用；细胞免疫的作用；
B：免疫应答的过程；

A：免疫系统；
	备注：

展开问题的思路：

免疫应答→体液免疫→细胞免疫

抗原→抗原性→抗原分类；

抗体→结构→种类；
参与性讨论：

体液免疫与细胞免疫的关系；
启发思考：

抗原性的深刻含义；

	教学重点、难点：

重点：体液免疫的作用；细胞免疫的作用；
难点：免疫应答的过程；
	

	教学过程设计：

考勤、提问、复习；
以注射疫苗和机体建立免疫等来导入本课；
新课讲授：

教师课上讲授、与学生课上互动等；

小结与课下活动布置；
	

	教学参考资料推荐：

沈萍 主编《微生物学》高等教育出版社，2008，第一版
Joanne Willey等编《Prescott's Microbiology》，2002（Fifth Edition）。
	

	学生课下活动设计：

复习本次课内容，预习第九章第四节；课后作业：P325-16
	

	课后反思：

	


微生物学教案（27）

	第十四周教案（第九章 第4节；第5节）

	课时：4
	本周教学目标：

掌握凝集反应；沉淀反应的原理和应用；掌握生物制品的概念与应用。
	周教案内容分配：

第一次课（第4节）

第二次课（第5节）
	1. 本周教学学生课下学习量: 2课时
2. 本周大作业

	第十四周 第一次课（2课时）

内容：第九章 第4节                      时间：2014年11 月    日

	课时目标：通过学习，学生能达到：
D：血清学反应（抗原、抗体反应）的应用；

C：基本概念（血清学反应、凝集反应、沉淀反应）；
B：抗原、抗体反应的一般规律；

A：抗原、抗体间的主要反应类型；
	备注：

展开问题的思路：

抗原、抗体反应→血清学反应→血清学反应的一般规律→主要的血清学反应→应用；

参与性讨论：

血清学反应的特异性与敏感性；
启发思考：

抗原、抗体反应在生物领域中的广泛应用；

	教学重点、难点：

重点：凝集反应；沉淀反应；

难点：抗原、抗体反应的一般规律；
	

	教学过程设计：

考勤、提问、复习；
以乙型肝炎病的检测等来导入本课；
新课讲授：

教师课上讲授、与学生课上互动等；

小结与课下活动布置；
	

	教学参考资料推荐：

沈萍 主编《微生物学》高等教育出版社，2008，第一版
Joanne Willey等编《Prescott's Microbiology》，2002（Fifth Edition）。
	

	学生课下活动设计：

复习本次课内容，预习第九章 第五节；课后作业：P325-35
	

	课后反思：

	


微生物学教案（28）

	第十四周教案（第九章  第4节；第5节）

	课时：4
	本周教学目标：

掌握凝集反应；沉淀反应的原理和应用；掌握生物制品的概念与应用。
	周教案内容分配：

第一次课（第4节）

第二次课（第5节）
	1. 本周教学学生课下学习量: 2课时
2. 本周大作业

	 第十四周 第二次课（2课时）

内容：第九章 第5节                      时间：2014年11 月    日

	课时目标：通过学习，学生能达到：
D：生物制品的应用；
C：生物制品（疫苗、免疫血清、诊断液）概念；
B：新型疫苗；

A：免疫治疗剂；
	备注：

展开问题的思路：

生物制品→疫苗、免疫血清、诊断液

人工自动免疫→疫苗；

人工被动免疫→特异性免疫治疗剂→非特异性免疫治疗剂；

参与性讨论：

常规疫苗与新型疫苗的比较；
启发思考：

疫苗的免疫原性问题；

	教学重点、难点：

重点：生物制品（疫苗、免疫血清、诊断液）；

难点：
	

	教学过程设计：

考勤、提问、复习；
以中国儿童计划免疫方案与实施等来导入本课；
新课讲授：

教师课上讲授、与学生课上互动等；

小结与课下活动布置；
	

	教学参考资料推荐：

沈萍 主编《微生物学》高等教育出版社，2008，第一版
Joanne Willey等编《Prescott's Microbiology》，2002（Fifth Edition）。
	

	学生课下活动设计：

复习本次课内容，预习第十章；课后作业：P325-40
	

	课后反思：

	


微生物学教案（29）

	第十五周教案（第九章 第6节； 阶段测验二）

	课时：4
	本周教学目标：

掌握Ⅰ型、Ⅳ过敏反应的发生机制。重点考核第六章 ~ 第九章重点掌握的内容；
	周教案内容分配：

第一次课（第九章第6节）

第二次课（阶段测验二）
	1. 本周教学学生课下学习量: 2课时
2. 本周大作业

	第十五周 第一次课（2课时）

内容：第九章 第6节                      时间：2014年11 月    日

	课时目标：通过学习，学生能达到：
D：Ⅰ型、Ⅳ过敏反应的应用；

C：Ⅰ型、Ⅳ过敏反应的发生机制；

B：Ⅰ型、Ⅳ过敏反应的发生机制；

A：过敏反应的概念与分类。
	备注：

展开问题的思路：

超敏反应概念→分类→Ⅰ型过敏反应
→ Ⅳ过敏反应；
参与性讨论：

如何预防超敏反应的发生？；
启发思考：

过敏原、抗原和免疫原的关系；

	教学重点、难点：

重点：Ⅰ型、Ⅳ过敏反应的发生机制；
难点：Ⅰ型、Ⅳ过敏反应的发生机制；
	

	教学过程设计：

考勤、提问、复习；
以微生物新种的发现、鉴定与分类等来导入本课；
新课讲授：

教师课上讲授、与学生课上互动等；

小结与课下活动布置；
	

	教学参考资料推荐：

沈萍 主编《微生物学》高等教育出版社，2008，第一版
Joanne Willey等编《Prescott's Microbiology》，2002（Fifth Edition）。
	

	学生课下活动设计：

复习本次课内容，复习；课后作业：Ⅰ型、Ⅳ过敏反应的发生机制；
	

	课后反思：

	


微生物学教案（30）

	第十五周教案（第九章 第6节； 阶段测验二）

	课时：4
	本周教学目标：

掌握Ⅰ型、Ⅳ过敏反应的发生机制。重点考核第六章 ~ 第九章重点掌握的内容；
	周教案内容分配：

第一次课（第九章 第6节）

第二次课（阶段测验二）
	1. 本周教学学生课下学习量: 2课时
2. 本周大作业

	第十五周 第二次课（2课时）

内容：阶段测验二：考核第六章 ~ 第九章的教学内容     时间：2014年   月    日

	课时目标：通过学习，学生能达到：
突出单元重点，强调对学生平时课下学习、自学能力、创新意识和学习态度的考核。
	备注：

展开问题的思路：

参与性讨论：

启发思考：



	教学重点、难点：

重点：

难点：
	

	教学过程设计：

考勤；
考试方式：闭卷考试；
题型与分值：名词解释（15分）、单项选择题（6分）、多项选择题（9分）、填空题（20分）、简答题（25分）、判断题（10分）、论述题（15分）等。
	

	教学参考资料推荐：

Molecular Biology（第二版），Robert F.Weaver， McGraw Hill、科学出版社：2002，影印版

Gene VIII，Benjamin Lewin 编著，2004电子版。
	

	学生课下活动设计：


	

	试卷分析：


	


微生物学教案（31）

	第十六周教案（第十章 第1~4节；第十一章 第1~2节 ）

	课时：4
	本周教学目标：

掌握Bergey氏原核生物分类系统；三域学说。
	周教案内容分配：

第一次课（第十章第1~4节）

第二次课（第十一章 第1~2节）
	1. 本周教学学生课下学习量: 2课时
2. 本周大作业

	第十六周 第二次课（2课时）

内容：第十章 第一~四节                      时间：2014年11 月    日

	课时目标：通过学习，学生能达到：
E：微生物分类鉴定中的经典方法与现代方法；
D：微生物命名原则；
C：三域学说；
B：Bergey氏原核生物分类系统；
A：系统分类单元；Ainsworth等人的菌物分类系统。
	备注：

展开问题的思路：

通用分类单元；
微生物在生物界的地位；
各大类微生物的分类系统纲要；
微生物分类鉴定的方法；→
参与性讨论：

启发思考：

对新分离的菌株如何进行鉴定；

	教学重点、难点：

重点：三域学说；微生物分类鉴定中的经典方法与现代方法；

难点：
	

	教学过程设计：

考勤、提问、复习；
以微生物新种的发现、鉴定与分类等来导入本课；
新课讲授：

教师课上讲授、与学生课上互动等；

小结与课下活动布置；
	

	教学参考资料推荐：

沈萍 主编《微生物学》高等教育出版社，2008，第一版
Joanne Willey等编《Prescott's Microbiology》，2002（Fifth Edition）。
	

	学生课下活动设计：

复习本次课内容，复习；课后作业：P354-5、11、20
	

	课后反思：

	


微生物学教案（32）

	第十六周教案（第十章 第1~4节；第十一章 第1~2节）

	课时：4
	本周教学目标：

掌握生物制品的概念与应用。微生物分类方法。
	周教案内容分配：

第一次课（第十章第1~4节）

第二次课（第十一章 第1~2节）
	1. 本周教学学生课下学习量: 2课时
2. 本周大作业

	 第十六周 第二次课（2课时）

内容：第十一章 第1~2节                      时间：2014年11 月    日

	课时目标：通过学习，学生能达到：
E：常见微生物与我们的关系；

D：微生物学检查方法；

C：形态及染色特性；培养特性；生理生化特性；

B：免疫性；

A：分类；致病性。
	备注：

展开问题的思路：

细菌学各论：葡萄球菌→大肠杆菌→布鲁氏菌→巴氏杆菌→炭疽杆菌→苏云金芽孢杆菌；
病毒学各论：流感病毒→狂犬病病毒→乙肝病毒→艾滋病病毒→腺病毒→朊病毒；

参与性讨论：

流感病毒的变异性；
启发思考：

微生物的致病性与免疫性；

	教学重点、难点：

重点：形态及染色特性；培养特性；生理生化特性；
难点：免疫性；
	

	教学过程设计：

考勤、提问、复习；
以微生物的应用、常见的致病性微生物与引起的传染病等来导入本课；
新课讲授：采用讲授法、举例法、理论联系实际等方法来讲授本科，结合教师本人的研究经历和具体事例来说明。
教师课上讲授、与学生课上互动等；

小结与课下活动布置；
	

	教学参考资料推荐：

沈萍 主编《微生物学》高等教育出版社，2008，第一版
Joanne Willey等编《Prescott's Microbiology》，2002（Fifth Edition）。
	

	学生课下活动设计：

复习本次课内容，复习；课后作业：常见的致病性微生物的形态及染色特性；培养特性；生理生化特性；免疫性和微生物学检查方法。
	

	课后反思：

	


微生物学教案（33-34）

	第十七周教案  （复习）

	课时：4
	本周教学目标：

学生系统、全面掌握本课程各章节重点内容。
	周教案内容分配：

第一次课

第二次课
	1. 本周教学学生课下学习量:

2. 本周大作业

	第十七周  
内容：总复习                           时间：2014年11 月    日

	课时目标：通过教师复习，学生能达到：
通过教师带领复习，学生达到系统、全面掌握本课程各章节重点内容。

	备注：

展开问题的思路：

参与性讨论：
启发思考：



	教学过程设计：

考勤；
教师串讲——点线面，学生跟进——步步营；

实时提问，查遗补缺；

理清思路，融会贯通。

	

	教学参考资料推荐：

沈萍 主编《微生物学》高等教育出版社，2008，第一版
Joanne Willey等编《Prescott's Microbiology》，2002（Fifth Edition）。
	

	学生课下活动设计：

复习本课程全部教学内容；
	

	课后反思：

	


	  绪论——微生物与人类

  问：1. 你所知道的微生物有那些？

      2. 微生物有什么作用？

      3. 当看到或听到细菌（或病毒）这个词时，首先想到什么？  

一、微生物的概念
1. 什么是微生物？

    微生物(microbe, microorganism)非分类学上名词，来自法语"Microbe"一词。一切肉眼看不到或看不清楚的微小生物的总称。它们是一些个体微小，构造简单的低等生物。
    一般来说，直径≤1mm（0.1mm)的生物都是微生物，属于微生物学研究的范畴。 
这类微生物包括病毒、细菌、古菌、真菌、原生动物和某些藻类。
微生物的特点

    （1） 形体微小  
    肉眼观察不到，借助工具：光学显微镜、电子显微镜
    测量单位：微米  纳米
（2） 结构简单

无细胞结构、原核、真核单细胞，或简单多细胞
（3） 进化地位低
2. 生物中哪些是微生物？

原核生物：三菌（细菌、放线菌、蓝细菌）三体（支原体、衣原体、立克次氏体）。细菌又分真细菌和古细菌，古细菌又称古菌。
真核微生物：酵母菌、霉菌、蕈菌；
病毒：
生物分界（微生物在生物界的位置） 
1. 两界系统（亚里斯多德）

2. 五界系统 （R. H. Whitakker, Science, 163: 150～160, 1969）

 3. 三界（域）系统 

人类对微生物世界的认识史

  （一）一个难以认识的微生物世界

    原因：个体过于微小；群体外貌不显；种间杂居混生；形态与其作用的后果之间很难被人认识等。

（二）微生物学的发展简史

1. 史前期（约8000年前~1676）     直观应用时期

春秋战国时期： 微生物分解有机物质，沤粪积肥。

公元二世纪的《神农本草经》： 白僵蚕治病。

公元6世纪 后魏的贾思勰 《齐民要术》

         谷物制曲、酿酒、制酱、造醋、腌菜。

         豆科植物与其它作物轮作。

2. 初创期（1676~1861）     形态描述阶段
1676年，微生物学的先驱荷兰人列文·虎克（Antony van Leeuwenhoek，1632-1723）首次观察到了细菌。他没有上过大学，是一个只会荷兰语的小商人，但却在1680年被选为英国皇家学会的会员。业余时间制造过400多架单式显微镜和放大镜，放大率一般为50~200倍。
主要贡献：

1）发现了微生物世界；

2）科学地描述了微生物的形态并阐述了它们的繁茂性。
3. 奠基期（1861~1897）       生理水平研究阶段
（1） 巴斯德与自然发生说：Louis Pasteur (1822-1895), one of the greatest 

scientists of the nineteenth century. 

主要贡献：

 1）曲颈瓶试验：病原学说；  

 2）预防接种，研究鸡霍乱、牛羊炭疽病；

 3）狂犬病：制备减毒疫苗；

 4）发酵微生物引起：分离酵母菌；

 5）巴斯德消毒法（60～65℃）。

（2）科赫与疾病的病菌说    Robert Koch（1843-1910） 

主要贡献：       

1）建立了疾病细菌说；

2）首创了细菌染色法；

3）首创了细菌的纯培养  ——固体培养基，证实炭疽杆菌是炭疽病的病原

菌，发现结核分枝菌；

4）提出了著名的科赫法则。

（3）贝耶林克： 加富培养细菌方法。

（4）维诺格拉斯基：土壤微生物研究的生态学观点和原位研究路线。

4. 发展期（1897~1953）    生物化学水平研究阶段
1）始于二十世纪初，代表人物：E. Eüchner （1897年）

2）亚历山大·弗莱明发现青霉素。

    5. 成熟期（1953~至今）    分子生物学水平研究阶段
电子显微镜的使用和DNA的发现

James D. Watson and Francis Crick propose a double-helical structure for DNA. 

微生物的发展促进了人类的进步

    (一) 微生物与人类健康——医学成就

    六大战役：外科消毒手术的建立；

              寻找人畜重大传染病的病原；

              免疫防治法的发明和广泛应用；

              磺胺等化学治疗剂的普及；

              抗生素的大规模生产和推广；

              基因工程药物的出现。  

     (二) 微生物与工业发展

    发酵工程、细胞工程、遗传工程、酶工程和生物反应器工程——生物工程学 (Biotechnology)

    (三) 微生物与农业生产

    生物防治技术；生物菌肥；食用菌；生物能源等。

    (四) 微生物与环境保护

    海洋和其他水体光合生产力的基础；食物链的重要环节；污水处理；污染物降解、环境监测指示生物。

    (五) 微生物与生命科学理论研究

    模式生物 (model organism) —— 生命科学基础理论研究；

    自然发生理论的否定、糖酵解机制的认识、基因与酶关系的发现、突变本质的阐明、核酸是遗传物质、操作子学说的提出、遗传密码的揭示、基因工程的开创、PCR技术的建立、生物三域 (Three Domains) 理论的创建等。

    四、 微生物的五大共性: 小、多、旺、强、广
1. 体积小、面积大

大小以μm计，但比表面积（表面积/体积）大，必然有一个巨大的营养吸收，代谢废物排泄和环境信息接受面。这样大的比表面积特别有利于它们和周围环境进行物质、能量、信息的交换。微生物的其它很多属性都和这一特点密切相关。
2. 吸收多、转化快

这一特性为高速生长繁殖和产生大量代谢物提供了充分的物质基础。

3. 生长旺、繁殖快

极高生长繁殖速度，如E. coli  20～30分钟分裂一次，若不停分裂，48小时后分列为2.2×1043 个细菌，但随着细菌数量的增加，营养物质的消耗，代谢废物的积累，限制生长速度。

4. 适应强、易变异

极其灵活适应性，对极端环境具有惊人的适应力。遗传物质易变异。

5. 分布广、种类多

分布区域广，分布环境广。物种的多样性、生理代谢类型的多样性、代谢

产物种类的多样性、遗传基因的的多样性、生态类型的多样性等， 所以微生物

是很好的研究对象，具有广泛的用途。

    五、微生物学及分科

（一）微生物学 (Microbiology)

是一门在细胞、分子或群体水平上研究微生物的形态构造、生理代谢、遗传

变异、生态分布和分类进化等生命活动基本规律，并将其应用于工业发酵、农业

生产、医疗卫生环境保护和生物工程等实践领域的科学。

根本任务：

 ——发掘、利用、改善和保护有益微生物；

 ——控制、消灭和改造有害微生物。

（二）微生物学分科

基础微生物学、应用微生物学；
农业微生物学、工业微生物学、医学微生物学、土壤微生物学、食品微生物学、环境微生物学等；

细菌学、真菌学、病毒学等；

（三）微生物学发展中的重大事件

课后小结

1. 微生物：

2. 微生物的基本特征：

3. 微生物的五大共性：
	

	原核生物的形态、构造和功能    

 第一节 细菌

一、细菌的形态构造及其功能

（一） 形态与染色
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基本外形：球状——球菌；杆状——杆菌；螺旋状——螺旋菌。

球菌（Coccus）

球形或近球形，根据空间排列方式不同又分为单、双、链、四联、八叠、葡萄球菌。不同的排列方式是由于细胞分裂方向及分裂后情况不同造成的。
杆菌 Bacillus  (Bacterium)
杆状或圆柱形，径长比不同，短粗或细长。是细菌中种类最多的。杆菌细胞呈杆状或圆柱形。
螺旋菌（Spirillum）

细胞呈弯曲杆状的细菌统称为螺旋菌。是细胞呈弯曲杆状细菌统称，一般分散存在。根据其长度、螺旋数目和螺距等差别，分为弧菌Vibrio和螺菌。
  （2）细菌染色法：简单染色法；复染色法

细菌的大小

细菌大小的度量单位：以(m为单位。

细菌大小的表示：

球菌  一般以直径来表示，球菌直径0.5～1(m。

杆菌和螺旋菌则以长和宽来表示。如 1(2.5(m，杆菌直径0.5～1(m，长为直径1～几倍，螺旋菌直径0.3～1(m，长1～50(m。

[image: image2]
    （二）细菌的细胞构造
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1. 细菌细胞的一般构造

⑴ 细胞壁

①概念：细胞壁（cell wall）是细胞质膜外面具有一定硬度和韧性的壁套，使细胞保持一定形状，保障其在不同渗透压条件下生长，即使在不良环境中也能防止胞溶作用。

    ②功能：保护原生质体免受渗透压引起破裂的作用；维持细菌的细胞形态(可用溶菌酶处理不同形态的细菌细胞壁后，菌体均呈现圆形得到证明)；细胞壁是多孔结构的分子筛，阻挡某些分子进入和保留蛋白质在间质(革兰氏阴性
菌细胞壁和细胞质之间的区域)；细胞壁为鞭毛提供支点，使鞭毛运动。
③革兰氏染色

革兰氏染色步骤：

A、初染：草酸铵结晶紫；

B、媒染：接着加碘液，细菌细胞壁内由于染色形成结晶紫与碘的复合物。

C、酒精脱色：随后加酒精从薄的细胞壁中洗出结晶紫与碘暗染色的复合物，但是结晶紫—碘复合物不能从厚的细胞壁中洗出。

D、复红复染：加石炭酸复红染色，使脱色的细胞呈粉红色，但在暗染色的细胞中没有看到粉红色，仍保持第一次的染色结果。保持原来染色(厚的细胞壁)的细胞称作革兰氏阳性，在光学显微镜下呈现蓝紫色。脱色的细胞(薄的细胞壁和外膜)称作革兰氏阴性，染成粉红色。

革兰氏染色程序和结果

步  骤
方  法
结　　　果

阳性(G+)

阴性(G－)

初  染
结晶紫 30s

紫  色

紫  色
媒染剂
碘液  30s

仍为紫色

仍为紫色
脱  色
95%乙醇 10-20s

保持紫色

脱去紫色
复  染
蕃红(或复红)  30-60s

仍显紫色

红  色
④化学组成与超微结构

A  革兰氏阳性细菌（Gram positive）

革兰氏阳性细菌细胞壁具有较厚（30～40nm）而致密的肽聚糖层，多达20层，占细胞壁的成分60-90%，它同细胞膜的外层紧密相连。
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  B  革兰氏阴性细菌（Gram negative）

外膜  革兰氏阴性细菌特殊的是外膜上含有许多独特的结构，如把外膜与
肽聚糖层连接起来的布朗脂蛋白，使营养物被动运输通过膜的[膜]孔蛋白和起
保护细胞作用的脂多糖(LPS)。脂多糖也称为内毒素，对哺乳动物有高度毒性。
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⑤ G+与G－菌的细胞壁的特征比较
两类细胞壁的特征比较
特  征
G+ 细菌

G－ 细菌

肽聚糖
层厚
层薄
类脂
极少
脂多糖
外膜
缺
有
壁质间隙
很薄
较厚
细胞状态
僵硬
僵硬或柔韧
酸消化的效果
原生质体
原生质球
对染料和抗生素的敏感性
很敏感
中度敏感
⑥细胞壁缺陷细菌
   A、原生质体（protoplast）
　 B、球形体（spheroplast）

C、细菌 L型
　 D、支原体
（2）细胞膜与中间体

① 概念

②成分与结构

③功能

（3）细胞质及其内含物

①概念

②细胞质的主要成分

③核糖体

④内含体

（4）原核和质粒

①原核

②质粒

课后小结

1. 细菌染色法

   2. 细菌的细胞构造


	

	原核生物的形态、构造和功能    

 第一节 细菌

（二）细菌细胞的构造
2. 细菌细胞的特殊结构

（1）糖被（glycocalyx）

1）概念

包被于某些细菌细胞壁外的一层厚度不定的胶状物质。糖被按其有无固定层次、层次厚薄又可细分为荚膜（capsule或macrocapsule，大荚膜）、微荚膜 (microcapsule)、粘液层 (slimelayer)和菌胶团 (zoogloea)。

2）特点

A. 主要成分是多糖、多肽或蛋白质、水，尤以多糖居多经特殊的荚膜染色，特别是负染色（又称背景染色）后可在光学显微镜清楚地观察到它的存在。

B. 产生糖被是微生物的一种遗传特性，其菌落特征及血清学反应是是细菌分类鉴定的指标之一。

C. 荚膜等并非细胞生活的必要结构，但它对细菌在环境中的生存有利。

3）功能

① 保护作用：免受干燥、噬菌体吸附、白细胞吞噬等；

② 贮藏养料，以备营养缺乏时重新利用；

③ 为透性屏障和离子交换系统，免受重金属离子的毒害；

④ 表面附着作用：唾液链球菌——龋齿；

⑤ 细胞间信息识别作用：Rhizobium（根瘤菌属）

⑥ 堆积代谢废物等。

（2）鞭毛 (flagellum, flagella)

 概念：某些细菌细胞表面着生的一至数十条长丝状、螺旋形的附属物，具有推动细菌运动功能，为细菌的“运动器官”。原核生物的趋性(taxis)。
观察和判断细菌鞭毛的方法。
（3）菌毛(fimbria，fimbriae)

 长在细菌体表的纤细、中空、短直、数量较多的蛋白质类附物，具有使菌体附着于物体表面的功能。

每个细菌约有250～300条菌毛。有菌毛的细菌一般以革兰氏阴性致病菌居多，借助菌毛可把它们牢固地粘附于宿主的呼吸道、消化道、泌尿生殖道等的粘膜上，进一步定植和致病。

（4）性毛 (pilus, pili)

构造和成分与菌毛相同，但比菌毛长，数量仅一至少数几根。

性毛一般见于革兰氏阴性细菌的雄性菌株（即供体菌）中，其功能是向雌性菌株（即受体菌）传递遗传物质。有的性毛还是 RNA 噬菌体的特异性吸附受体。

（5）特殊的休眠构造——芽胞（spore）

1）definition

某些细菌在其生长发育后期，在细胞内形成一个圆形或椭圆形、厚壁、含水量极低、抗逆性极强的休眠体，称为芽孢（endospore，偶译“内生孢子”）。

2）细菌芽孢的特点

①含水量低，38%~40%。

②芽孢壁厚而致密，分三层：

外层为芽孢的外壳，成分为蛋白质；

中层为皮层，成分为肽聚糖，含大量的2,6-吡啶二羧酸 (DPA)；

内层为胞子壁，成分为肽聚糖，

③芽孢中的DPA含量高，为芽孢干重的5%~15%，以吡啶二羧酸钙盐 (DPA-Ca)，与芽孢的耐热有关。

④芽孢中含有耐热性的酶。

⑤function

spores are extremely resistant to desiccation（干燥剂）, staining, disinfecting chemicals, radiation and heat. Some of spores can resist boiling for several hours, most of spores can resist heat treatment at 80℃ for at least 10 minutes. 

Dormant （休眠的）structure.

⑥ 伴孢晶体（parasporal crystal） 

少数芽孢杆菌，例如苏云金芽孢杆菌(Bacillus thuringiensis)在其形成芽孢的同时，会在芽孢旁形成一颗菱形或双锥形的碱溶性蛋白晶体——δ内毒素（糖蛋白昆虫毒素）。

（三）细菌的繁殖  (Bacterial Reproduction )

细菌主要是通过无性繁殖(asexual reproductive)产生后代。

1. 裂殖（fission) ：包括二分裂、三分裂和复分裂。不等二分裂。

2. 芽殖(Budding)：出芽繁殖，芽生细菌。

some bacteria reproduce by budding, a process in which a small protuberance ( bud ) develops at one end of the cell. This enlarges and eventually develops into a new cell which separates from the parent.

二、细菌的群体形态

（一）在固体培养基上（内）的群体形态

菌落(Colony)：visible aggregate of bacterial growth on a solid culture medium. It is an important characteristics for identifying a certain bacterial species.

菌苔(lawn)：

（二）在半固体培养基上（内）的群体形态

 根据明胶液化层中呈现的不同形状判断某细菌是否产蛋白酶；

 根据半固体直立柱表面和穿刺线上细菌群体的生长状态和有否扩散现象判断该菌的运动能力；

（三）在液体培养基上（内）的群体形态

课后小结：

1. 细菌的特殊结构

2. 细菌的繁殖方式

3. 细菌的培养特征

第二章 原核生物的形态、构造和功能 
第二节 放线菌

放线菌是指一类呈丝状生长、主要以孢子繁殖和陆生性强的原核生物。几乎都为G+ 。

过去曾认为它是“介于细菌与真菌之间的微生物”。随着电子显微镜的广泛使用和一系列其他技术的发展，越来越多的证据表明，放线菌无非是一类具有丝状分枝细胞的细菌。

放线菌一般分布在含水量较低、有机物丰富和呈微碱性的土壤环境中。为泥土所特有的“泥腥味”，主要是由放线菌产生的。在每克土壤中，放线菌的孢子数一般在107左右。

除枝动菌属为革兰氏阴性外，其余全部放线菌均为革兰氏染色阳性。

放线菌可以产生抗菌素1700种以上，放线菌还可产生维生素和酶类。

弗兰克菌科与多种非豆科植物形成根瘤固氮。

放线菌有很强的分解纤维素、石蜡、琼脂、角蛋白和橡胶等复杂有机物的能力，在自然界物质循环和提高土壤肥力等方面有着重要的作用。

只有极少数的放线菌对人类构成危害。

一、放线菌形态结构

（1） 营养菌丝

又称为初级菌丝体或一级菌丝体或基内菌丝，匍匐生长于培养基内，主要生理功能是吸收营养物。

（2）气生菌丝

营养菌丝体发育到一定时期，长出培养基外并伸向空间的菌丝为所生菌丝。

（3）孢子丝

当气生菌丝发育到一定程度，其上分化出可形成孢子的菌丝即为孢子丝，又名产孢丝或繁殖菌丝。

其他放线菌所特有的形态和构造

1. 基内菌丝断裂形成大量杆菌状体的放线菌

      诺卡氏菌属（Nocardia）；

2. 菌丝顶端形成少量孢子的放线菌

      小单孢菌属（Micromonospora）等；

3. 具有孢囊并产生孢囊孢子的放线菌

      孢囊链霉菌属（Streptosporangium）

4. 具有孢囊并产生游动孢子的放线菌

      游动放线菌属（Actinoplanes）

二、繁殖方式

放线菌主要通过形成无性孢子的方式进行繁殖，也可利用菌丝片断进行繁殖。

三、菌落特征

放线菌的菌落由菌丝体组成，一般圆形、光平或有许多皱褶。在光学显微镜下观察，菌落周围具有辐射状菌丝。总的特征介于霉菌和细菌之间。

在固体培养基表面，放线菌的细胞有基内菌丝和气生菌丝的分化，气生菌丝到成熟时会分化成孢子丝并产生成串的干粉壮孢子，这些气生菌丝或孢子丝伸展在空气中，菌丝间一般都不会存在毛细管水。这就使放线菌获得其特有的与细菌不同的菌落特征：

小型、干燥、不透明、表面呈致密的丝绒状，上有一层色彩鲜艳的干粉；菌落和培养基的连接紧密，难以挑取；菌落的正反面颜色常常不一致，以及菌落边缘培养基的平面有变形现象。

蓝细菌（Cyanobacteria）

蓝细菌旧名蓝藻（blue algae）或蓝绿藻（blue-green algae），是一类进化历史悠久、革兰氏阴性、无鞭毛、含叶绿素（但不形成叶绿体），能进行产氧性光合作用的大型原核生物。

蓝细菌是一类含有叶绿素a，具有放氧性光合作用的原核生物。蓝细菌亦称篮藻，过去作为藻类的一群。

生境：蓝细菌常常生长在土壤、岩石上，在树皮上也成片生长，亦有许多种类生长在池塘、湖泊和海洋中。

蓝细菌在污水处理、水体自净中起积极作用。在氮、磷丰富的水体中生长旺盛，可作为水体富营养化的指示生物。某些属种在富营养化的海湾和湖泊中引起海湾的赤潮和湖泊的水华。
1. 形态

2. 细胞生理特性

3. 常见的蓝细菌类群

蓝细菌的特征：

1）分布广。
    2）形态差异大。
    3）细胞中含有叶绿素a，进行产氧型光合作用。

4）具有原核生物的典型细胞结构。
    5）营养极为简单，不需要维生素，以硝酸盐或氨作为氮源，多数能固氮。
    6）分泌粘液层、荚膜或形成衣鞘，具有强的抗干旱能力。
    7）无鞭毛，但能在固体表面滑行，进行光趋避运动。
    8）许多种类细胞质中有气泡。

其它几类原核微生物

1. 立克次氏体 （Rickettsia）

介于细菌、病毒之间，专性真核活细胞内寄生，不能人工培养。不滤过，直径0.3-0.6μm，存在与寄主细胞质和核中。细胞球状或杆状，不运动。G—，膜疏松，酶系统不完全，不完整的产能代谢，抵抗性差。

立克次氏体也是专性细胞内寄生的，主要寄生于节肢动物，有的会通过蚤、虱、蜱、螨传入人体、如斑疹伤寒、战壕热。

有细胞壁，杆、球状，常多态，大小为0.3-1×0.2-0.5µm。

美国医生H.T.Richetts 1909年首次发现它是落基山斑疹伤寒的病原体，并于1910年牺牲于此病，年仅39岁，故后人称这类病原体为立克次氏体。与衣原体的不同处在于其细胞较大，无滤过性，合成能力较强，且不形成包涵体。

 
　　2. 支原体Mycoplasma

介于细菌、立克次氏体之间。不具细胞壁，细胞膜含甾醇类。G—，直径0.2～0.25μm，可滤过。已知可独立生活的最小的细胞型生物。可人工培养，营养要求苛刻，油煎蛋菌落。

没有细胞壁，能进行人工培养的最小微生物，在人的唾液和口腔内，支原体检出率约50%-60%。引起人的非典型肺炎、猪气喘病、植物黄化病。支原体是目前已知的可独立生长和生活最简单的生命形式。

大小通常为0.2~0.3μm，可通过滤菌器。无细胞壁，不能维持固定的形态而呈现多形性。细胞膜中胆固醇含量较多，约占36%，这对保持细胞膜的完整性是必需的，凡能作用于胆固醇的物质（如二性霉素B、皂素等）均可引起支原体膜的破坏而使支原体死亡。 


    3. 衣原体（Chlamydia）

具有细胞壁，只能生活在活的细胞内，不能在人工培养基上培养。如引起人的沙眼病的沙眼衣原体。

衣原体生活史特殊，具有感染力的个体称为原体(elementory body)，体积小，有坚韧的细胞壁。在宿主细胞内，原体逐渐伸长，形成无感染力的个体，称作始体(initial body)，是一种薄壁的球状细胞，体积较大，通过二等分裂的方式在宿主细胞内形成一个微菌落，随后大量的子细胞有分化为具有感染能力的原体。

   课后小结：
放线菌的菌丝结构；

放线菌的菌落特征；

蓝细菌的特征：
    本章总结
第二章  真核微生物的形态、构造和功能

第一节 真核微生物概述
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真菌（funi）的结构特征
（一）cell  wall
真菌细胞壁主要成分是多糖，另有少量的蛋白质和脂类。
微纤维（单糖聚合物）和基质（甘露聚糖、葡聚糖、少量蛋白质）。
低等真菌的细胞壁的主要成分以纤维素为主；
酵母的细胞壁的主要成分以葡聚糖为主；
高等真菌的细胞壁的主要成分以几丁质为主；

Plasma Membrane
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（三）细胞质和细胞器
1. 细胞基质和细胞骨架
    除细胞器以外的胶状溶液，称细胞基质； 

    细胞骨架是由微管、肌动蛋白丝（微丝）和中间丝3种蛋白质纤维构成的
细胞支架。
2. 细胞器
    内质网、核糖体、高尔基体、溶酶体、微体、线粒体、叶绿体。 

第二节 酵母菌（yeast）

 一、分布与人类的关系

非分类名词，一群单细胞微生物，属真菌类。第一种“家养微生物”，与人类关系密切。主要分布在含糖较高偏酸性环境中，又称 “糖真菌”。
    二、酵母菌的形态（菌体、菌落）和细胞结构

1. 特点：①个体一般以单细胞状态存在；②多数营出芽繁殖；③能发酵糖类产能；④细胞壁常含甘露聚糖；⑤常生活在含糖量较高、酸度较大的水生环境中。

	

	2. 酵母菌细胞形态                             [image: image10.jpg]


[image: image11.emf]   
3. 酵母菌细胞结构

三、繁殖方式

1. 无性繁殖

芽殖（budding）：出芽繁殖是酵母菌进行无性繁殖的主要方式。成熟的酵母菌细胞，先长出一个小芽，芽细胞长到一定程度，脱离母细胞继续生长，尔后形成新个体。
    有多边出芽、两端出芽、和三边出芽。

芽裂：母细胞总在一端出芽，并在芽基处形成隔膜，子细胞呈瓶状。这种方式很少。

裂殖（fission）：少数种类的酵母菌与细菌一样，借细胞横分裂而繁殖。

2. 有性繁殖

    酵母菌是以形成子囊（ascos）和子囊孢子（ascospore）的方式进行有性繁殖

的。细胞原生质体接触、质配、核配、减数分裂。

plasmogamy 、caryogamy、meiosis

Caught in the act: cell attachment, cell fusion and nuclear fusion in an electron 

micrograph.
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（三）酵母菌的生活史

生活史又称生命周期，指上一代生物个体经一系列生长、发育阶段而产生下一代的全部过程。

  营养体既能以单倍体也能以二倍体形式存在

  营养体只能以单倍体形式存在

  营养体只能以二倍体存在
四、酵母菌的菌落

菌落与细菌的相仿，但由于细胞比细菌的大，细胞内有许多分化的细胞器，细胞间隙含水量相对较少，以及不能运动等特点，因此菌落较大、较厚、外观较稠和较不透明。

1. 在固体培养基上的培养特征

大多数酵母菌的菌落特征与细菌相似，但比细菌菌落大而厚，菌落表面光滑、湿润、粘稠，容易挑起，菌落质地均匀，正反面和边缘、中央部位的颜色都很均一，菌落多为乳白色，少数为红色，个别为黑色。 

酵母菌在液体培养基中的生长特征

    不同种的酵母菌表现不一样，有的在培养基液面上形成薄膜，有的酵母菌沉淀在瓶底。发酵型的酵母菌产生二氧化碳气体使培养基表面充满泡沫。
常用的酵母菌：
教学回顾
1、

2、

3、
第三节 丝状真菌—霉菌（molds）

霉菌（mold）是丝状真菌的一个俗称，通常指那些菌丝体较为发达又不产生

大型肉质子实体结构的真菌。

一、分布及与人类的关系
①工业上的有机酸、酶制剂、抗生素、维生素、生物碱等的发酵生产；

②进行生物防治，污水处理和生物测定；
③食品制造方面，如酱油的酿造和干酪的制造；

④在基础理论研究方面，霉菌是良好的实验材料；
⑤引起人类和动植物疾病。
二、霉菌细胞的形态结构：

1. 菌丝和菌丝体
由许多菌丝 (hypha) 相互交织而成的一个菌丝集团称菌丝体 (mycelium,
mycelia)

营养菌丝体——密布在固体营养基质内部，主要(vegetative mycelium)  执行

吸收营养物功能的菌丝体； 
气生菌丝体——伸展到空间的菌丝体(aeria mycelium) 

这两类菌丝体在长期的进化中，因其自身的生理功能和对不同环境的高度适

应，已明显地发展出各种特化的构造。
2. 真菌细胞壁结构及生长
3. 菌丝的特异化结构

营养菌丝和气生菌丝对于不同的真菌来说，在它们的长期进化过程中，对于

相应的环境条件已有了高度的适应性，并明显地表现在产生各种形态和功能不同

的特化结构上。也称菌丝的变态。
（1）假根
（2）吸器

（3）菌核

（4）子实体

三、真菌的孢子

真菌的繁殖能力极强，主要是通过产生无性孢子或有性孢子来完成。 

特定：小、轻、干、多，以及形态色泽各异，休眠期长和有较强的抗逆性。
1. 无性孢子：厚垣孢子、节孢子、分生孢子、包囊孢子；

2. 有性孢子：卵孢子、接合孢子、子囊孢子、担孢子；

四、霉菌菌落
菌落特征

菌落生长:菌丝顶端的生长使得真菌可以从一个点或一个接种物向新的区域

延伸。老的菌丝通常缺乏内含物，因为细胞质流向生长点。这使得在琼脂板上的

菌落呈放射状，在感染的皮肤上呈环癣状，在草地上呈蘑菇圈状。
农业上常见的霉菌
第四节 蕈菌—伞菌、担子菌（mushroom）
概述

蕈菌通常是指那些能形成 大型肉质子实体的真菌，包括大多数担子菌类和极少数的子囊菌类。与人类的关系密切，其中可供食用的种类有2000种，目前已利用的食用菌约有400种。
蕈菌的发育过程中，菌丝的分化：
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锁状联合——双核细胞构成的二级菌丝通过形成喙状突起而连合两个细胞不断使双核细胞分裂，从而使菌丝尖端不断向前延伸。
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教学回顾：


	

	   第四章  非细胞结构的超微生物——病 毒

第一节 病毒的形态和结构                                          
一、病毒的概念

1. 什么是病毒？

是一类由核酸和蛋白质等少数几种成分组成的超显微“非细胞生物”，其本质是一种只含DNA或RNA的遗传因子，它们能以感染态和非感染态两种形式存在。
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病毒的分类： DNA病毒和RNA病毒；噬菌体、噬放线菌体、噬真菌体、

噬藻体、植物病毒、人类和脊椎动物病毒、昆虫病毒；亚病毒（类病毒、拟病毒、

朊病毒）。
3个目、73个科、11个亚科、289个属、1950个种（2005.7）
2. 病毒的特征

①形体及其微小，一般都能通过细菌滤器，电镜可见；
　　②没有细胞构造，其主要成分仅为核酸和蛋白质两种，故又称“分子生物”；

③每一种病毒只含有一种核算，不是DNA就是RNA；

④既无产能酶系，也无蛋白质和核酸合成酶系，只能利用宿主活细胞内现成代谢系统合成自身的核算和蛋白质；

⑤以核酸和蛋白质等“元件”的装配实现大量繁殖；

⑥在离体条件下，能以无生命的生物大分子状态存在，并可长期保持其侵染活力；

⑦对一般抗生素不敏感，但对干扰素敏感；

⑧有些病毒的核酸还能整合到宿主的基因组中，并诱发潜伏性感染。

二、病毒形态结构和化学成分

（一）病毒的大小

病毒的大小常用纳米（nm）来度量，病毒大小从10～300nm之间，通常大小在100nm左右。
Viruses are so small that they can only be seen at magnifications provided by the electron microscope. They are 10~100 times smaller than most bacteria, with an approximate size range of 15~300nm. Thus they pass through the pores of filters which do not permit the passage of most bacteria.  

3. 病毒的形态

球状——球状病毒（或多面体病毒）。动物病毒多为球状。

杆状——杆状病毒（包括棒状或线状）。植物病毒多呈杆状。

蝌蚪状——蝌蚪状病毒。细菌病毒也即噬菌体多呈蝌蚪状
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Different virus species are shown here to scale inside an E.coli bacterium

（二）化学组成和结构

1. 病毒粒子的结构
病毒粒（Virion）: The structurally complete mature and infectious virus was 
called the virion. 
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核壳（nucleo-capsid）病毒主要由壳体和核酸二部分构成，二者统称核壳。

包膜（envelope）  在壳体外层还具有一层由病毒编码的封套，有包膜病毒
粒子是以出芽的方式穿过被侵染细胞的核膜或原生质膜。

病毒的化学组成（1）病毒蛋白；（2）病毒的核酸；（3）脂类和糖类
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病毒的群体形态
  噬菌斑：噬菌体感染细菌后，使细菌细胞破裂死亡，连续重复感染使大量的细菌死亡，在培养细菌的平板上，可以看到一个个透明不长细菌的小圆斑，称为噬菌斑。

  空斑：人工培养的单层动物细胞感染病毒后，也会形成类似噬菌斑的动物病毒群体，称为空斑。
  病斑：单层动物细胞受到肿瘤病毒的感染后，会使动物细胞恶性增生，形成类似细菌菌落的病灶，称为病斑。
  枯斑：烟草花叶病毒感染烟草后，在叶片上出现的一个个坏死的病灶，称为枯斑。
第二节 病毒的繁殖
（一）病毒的繁殖过程（以烈性噬菌体为例）
病毒粒子并无个体的生长过程，而只有其两种基本成分的合成和装配。
即：核酸复制+蛋白质合成 =  核衣壳（病毒粒子）
[image: image74.jpg]


噬菌体的繁殖一般可分四个阶段，即
 吸附 

 侵入（脱壳） 

 复制与聚集（生物合成、装配） 

 释放 

   1. 吸附：分两阶段。病毒吸附蛋白与细胞受体间的结合力来源于空间结构的互补性，相互间的电荷、氢键、疏水性相互作用及范得华力。尾丝尖端与宿主细胞表面的特异性受体（脂多糖）接触，可触发尾丝散开，附着在受体上，随之把刺突、基板固定。

   2. 侵入：头部DNA通过尾管注入至细胞中，外壳留在胞外，自外裂解；
尾部的酶水解细胞壁的肽聚糖，使细胞壁产生小孔；尾鞘收缩，核酸通过中

空的尾管压入胞内，蛋白质外壳留在胞外；从吸附到侵入，时间间隔很短，只有几秒到几分钟。   
[image: image24.jpg]



   病毒侵入的方式取决于宿主细胞的性质尤其是其表面结构，至少有四种方式：
   （1）借吞噬作用或吞饮病毒将整个病毒粒子包入敏感细胞，如痘类病毒；
   （2）具脂蛋白囊膜的的病毒，其囊膜与细胞膜融合或相互作用脱去囊膜，核衣

壳直接侵入细胞质中，如流感病毒；
   （3）某些病毒粒子与宿主细胞膜上的受体相互作用，使核衣壳侵入细胞中，

如脊髓灰质炎病毒；
   （4）有的病毒能以完整的病毒粒子直接通过宿主细胞膜穿入细胞质中，如呼肠

孤病毒。 
 3. 复制与聚集：包括DNA复制和蛋白质合成。病毒利用宿主的生物合成机

构和场所，使病毒核酸表达和复制，产生大量的病毒蛋白质和核酸。
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  4. 裂解（释放）：裂解期
（二）噬菌体的溶源性（lysogeny）

烈性噬菌体：
温和噬菌体（溶源性噬菌体）：表示方法：E. coli  k12（λ） 

前（原）噬菌体：附着或融合在溶源性细菌染色体上的温和噬菌体的核酸称为原噬菌体或前噬菌体。
溶源性细菌：含有温和噬菌体的DNA 而又找不到形态上可见的噬菌体粒子的宿主细菌叫溶源性细菌。
溶源性(lysogeny)现象:
感染宿主细胞后不能完成复制循环，噬菌体基因组长期存在于宿主细胞内，没有成熟噬菌体产生。这一现象称做溶源性现象。
植物病毒的复制：

植物病毒没有专门的吸附结构，通过昆虫口器、摩擦伤口和人为伤口进入寄主细胞。植物病毒在入住宿主细胞后脱去蛋白质外壳。
吸附、穿入、脱壳、生物合成、装配、释放。
动物病毒的复制：
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脊椎动物病毒包括DNA和RNA病毒。核酸类型有：dsDNA和ssDNA 、dsRNA和ssRNA 

腺病毒的复制可代表DNA病毒的复制；人类免疫缺陷病毒的复制可代表

RNA病毒的复制；

1. 吸附：腺病毒吸附在宿主细胞表面的糖蛋白受体上。 

2. 穿入：通过吞噬作用进入胞 内。 

3. 脱壳：寄主细胞的蛋白酶水解腺病毒衣壳。 

4. 生物合成： 

5. 装配和释放：动物病毒的释放方式    
多种多样主要有以下多种形式。腺病毒通过细胞裂解或局部破裂而释放。 

教学回顾：

第三节 亚病毒

凡在核酸和蛋白质两种成分中，只含其中之一的分子病原体，称为亚病毒（subvirus）。包括：类病毒、拟病毒和朊病毒。
1971年T.O.Diener阐明马铃薯纺锤形块茎病毒（PSTD）的病原是一种具有感染性和自主复制能力的低分子RNA，并命名为类病毒。 
Randles 1981年发现了称之为拟病毒的植物病毒-斑驳病毒（VTMoV）。 
S.B.Prusiner (1982)在研究羊瘙痒病时发现了朊病毒，并因此获1997 诺贝尔奖。
一、类病毒（Viroid）
类病毒是裸露的，仅含一个单链环状低相对分子质量RNA分子的病原体。
发现的第一个类病毒是马铃薯纺锤形块茎病类病毒(Potato Spindle tuber viroid，PSTV)，这是一种导致马铃薯严重减产的病原体，棒状，无蛋白外壳。它仅含一个由359个核苷酸组成的单链环状RNA分子(相对分子质量约100 000)。该分子内有很多碱基(~70％)通过氢键配对而形成双螺旋区，未配对碱基则形成内环。双螺旋区与内环交替排列形成一个伸长的棒状分子。
类病毒RNA相对分子质量虽小，但能独立侵染寄主，侵入寄主后也能自我复制，不需要辅助病毒。
二、拟病毒（Virusoid）

一类被包裹在真病毒粒体内部的有缺陷的类病毒，被称为拟病毒。拟病毒极其微小，一般由裸露的RNA(3000-400nt)或DNA组成。
拟病毒含有两种RNA分子:

RNA-1:   与一般病毒中的类似，线状单链，较大。RNA-2：与类病毒有相似的理化性质和结构，也是   环状的。不能单独侵染寄主和复制自身。有的还含有线状形式的RNA-3。
已发现的有：苜蓿暂时性条斑病毒（LTSV）、莨菪斑驳病毒（SNMV）、地下三叶草斑驳病毒（SCMoV）。
三、朊病毒  (prion)

又称蛋白质侵染因子。朊病毒是一类能侵染动物并在宿主细胞内复制的小分子无免疫性疏水蛋白质。
电子显微镜下的朊病毒为杆状颗粒，直径25nm，长100-200nm(一般为125-150nm)，杆状颗粒不单独存在，而呈丛状排列，丛的大小与形状不一，颗粒丛所含颗粒多时可有 100 个。 　
病毒与实践
一、噬菌体与发酵工业
二、昆虫病毒用于生物防治
三、病毒在基因工程中的应用
(一) 噬菌体作为原核生物基因工程的载体
E . coli   λ噬菌体：温和噬菌体，线性dsDNA 

优点：
① 遗传背景清楚；
② 载有外源基因时，仍可与宿主核染色体整合并同步复制；
③ 宿主范围狭窄，使用安全；
④ 用于其两端各具12个核苷酸组成的粘性末端，故可组成科斯质粒
⑤ 感染率极高（近100%），比一般质粒载体高出千倍。 

由λ噬菌体构建的载体：
（1）凯隆载体（Charon）: 是一种用内切酶改造后所构建成的特殊λ噬菌体载体，在其上可插入小至数 kb (千碱基对)大至 23kb 的外源 DNA 片段； 
（2）科斯质粒（cosmid）: 是一种由含粘性末端的λ-DNA 和质粒 DNA 组建成的重组体，优点是具有质粒载体和噬菌体载体两者的长处，其本身相对分子质量虽小(6kb)，却可插入各种来源的相对分子质量较大(35-53kb)的外源 DNA 片段，当把它在体外包装成λ噬菌体后，即可高效地感染其 E.coli 宿主，并进行整合、复制和表达。 
(二)动物DNA病毒作为动物基因工程的载体
可作为基因工程载体的动物病毒很多，主要为 SV40(simian virus 40, 即猴病毒 40)，其次为人的腺病毒、牛乳头瘤病毒、 痘苗病毒以及RNA病毒等。SV40是一种寄生在猴细胞中的 DNA病毒，能使实验动物致癌。其生活周期包括引起宿主细胞裂解和转化成癌细胞两个阶段。其 cccDNA(共价闭环DNA) 的相对分子质量为 3×106 。 SV-DNA 是一个复制子，当侵染其宿主细胞后，既能自我复制，也能整合在宿主的染色体组上。若在野生型 SV-DNA 上直接接一外源 DNA ，会因其相对分子质量太大而无法正常包装，故须使用缺失了编码衣壳蛋白后期基因的突变株作载体。为补偿这一功能缺陷，这种突变株还须与其辅助病毒 (helper virus, 如SV-tsA)一起感染，才能在宿主体内正常繁殖。利用这一系统，已将家兔或小鼠的β-珠蛋白或人生激素的基因在猴肾细胞中获得了表达。

(三) 植物 DNA 病毒作为植物基因工程的载体
因含 DNA 的植物病毒种类较少，故病毒载体在植物基因工程中应用的起步较晚。花椰菜花叶病毒 (CaMV)是一种由昆虫传播的侵染十字花科植物的病毒，含8kb的环状 dsDNA ，存在多种限制性内切酶的切点。在其非必要基因区内插入外源 DNA 后，所形成的重组体仍具侵染性。但由于它不能与宿主核染色体组发生整合，因此还无法获得遗传性稳定的转基因植株。此外，一些真核藻类的 DNA 病毒也有发展前景。

(四) 昆虫 DNA 病毒作为真核生物基因工程的载体 
杆状病毒 (Baculovirus) 在昆虫中具有广泛的宿主，包括鳞翅目、膜翅目、脉翅目、鞘翅目和半翅目等昆虫以及蜘蛛和蜱螨等节肢动物。
病毒体呈杆状，大小 40~60nm×200~400nm, 外有被膜，含 8%~15% 环状 dsDNA 。
它们作为外源基因载体的优点是：
① 具有在宿主细胞内复制的 cccDNA;

② 不侵染脊椎动物，对人畜十分安全；
③ 核型多角体蛋白基因是病毒的非必要基因区，它带有强启动子，可使此基因表达产物达到宿主细胞总蛋白量的 20% 或虫体干重的 10% ；
④可作为重组病毒的选择性标记，原因是外源 DNA 的插入并不影响病毒的繁殖，却丧失了形成多角体的能力；
⑤对外源基因有很大容量 { 可插入 100kb 的 DNA 片段 } ；

⑥有强启动子作病毒的晚期启动子，故任何外源基因产物，甚至对病毒有毒性的产物也不影响病毒的繁殖与传代。
目前，利用杆状病毒作载体已成功地获得了产生人β - 干扰素和α - 干扰素的昆虫细胞株；国内已报道利用重组了毒素基因的杆状病毒作生物防治剂，可使害虫既受病毒侵染又受毒素侵害，双重地杀灭害虫，达到快速 . 高效 . 对人畜无害且不产生抗药性害虫的良好效果。 
教学回顾：

1.
2.
3.
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	    第五章 微生物的营养
第一节 微生物的6类营养要素
一、微生物细胞的化学组成

微生物细胞的化学成分以有机物和无机物两种状态存在。有机物包含各种大分子，它们是蛋白质、核酸、类脂和糖类，占细胞干重的99%。无机成分包括小分子无机物和各种离子，占细胞干重的1%。

微生物细胞的元素构成由C、H、O、N、P、S、K、Na、Mg、Ca、Fe、Mn、Cu、Co、Zn、Mo等组成。其中C、H、O、N、P、S六种元素占微生物细胞干重的97%；其他为微量元素。微生物细胞的化学元素组成的比例常因微生物种类的不同而各异。

二、微生物的营养物质及其生理功能

微生物生长所需要的营养物质主要是以的有机物和无机物的形式提供的，小部分由气体物质供给。微生物的营养物质按其在机体中的生理作用可区分为：碳源、氮源、无机盐、生长因子和水五大类。

1. 碳源（cabon source）

在微生物生长过程中为微生物提供碳素来源的物质称为碳源。

碳源的生理作用主要有：碳源物质通过复杂的化学变化来构成微生物自身的细胞物质和代谢产物；同时多数碳源物质在细胞内生化反应过程中还能为机体提供维持生命活动的能量，但有些以又CO2为唯一或主要碳源的微生物生长所需的能源则不是来自CO2。

2. 氮源（nitrogen source）

凡是可以被微生物用来构成细胞物质的或代谢产物中氮素来源的营养物质通称为氮源(source of nitrogen)物质。

能被微生物所利用的氮源物质有蛋白质及其各类降解产物、铵盐、硝酸盐、亚硝酸盐、分子态氮、嘌呤、嘧啶、脲、酰胺、氰化物。

3. 能源

能为微生物生命活动提供最初能量来源的营养物或辐射能，称为能源（energy source）。由于各种异养微生物的能源就是其碳源，因此，它们的能源谱就显得十分简单。

在能源中，更容易理解的是某一具体营养物质可同时兼有几种营养要素功能。例如光辐射能是单功能营养物（能源）；还原态的NH4+是双功能营养物（能源和氮源）；而氨基酸是三功能的营养物（碳源、能源和氮源）。

4. 无机盐

无机盐(inorganic salt)是微生物生长必不可少的一类营养物质，它们在机体中的生理功能主要是作为酶活性中心的组成部分、维持生物大分子和细胞结构的稳定性、调节并维持细胞的渗透压平衡、控制细胞的氧化还原电位和作为某些微生物生长的能源物质等。

5. 生长因子

生长因子(growth factor)通常指那些微生物生长所必需而且需要量很小，但微生物自身不能合成或合成量不足以满足机体生长需要的有机化合物。

根据生长因子的化学结构和它们在机体中的生理功能的不同，可将生长因子分为维生素(vitamin)、氨基酸与嘌呤与嘧啶三大类

6. 水

水是微生物生长所必不可少的。水在细胞中的生理功能主要有： 

①起到溶剂与运输介质的作用；②参与细胞内一系列化学反应；③维持蛋白质、核酸等生物大分子稳定的天然构象；④因为水的比热高，是热的良好导体；⑤保持充足的水分是细胞维持自身正常形态的重要因素；⑥微生物通过水合作用与脱水作用控制由多亚基组成的结构，如酶、微管、鞭毛及病毒颗粒的组装与解离。

第二节 微生物的营养类型

由于微生物种类繁多，其营养类型(nutritional types)比较复杂，人们常在不同层次和侧重点上对微生物营养类型进行划分(表5.1)。根据碳源、能源及电子供体性质的不同，可将绝大部分微生物分为光能无机自养型(photolithoautotrophy)、光能有机异养型(photoorganoheterophy)、化能无机自养型(chemolithoautotrophy)及化能有机异养型(chemoorganoheterotrophy)四种类型(表5.2)。

表5.1 微生物营养类型(Ⅰ)

划分依据

营养类型

特      点

碳源

自养型(autotrophs)

以CO2为唯一或主要碳源

异养型(heterotrophs)

以有机物为碳源

能源

光能营养型(phototrophs)

以光为能源

化能营养型(chemotrophs)

以有机物氧化释放的化学能为能源

电子供体

无机营养型(lithotrophs)

以还原性无机物为电子供体

有机营养型(organotrophs)

以有机物为电子供体

表5.2  微生物的营养类型(Ⅱ)

营养类型

电子供体

碳源

能源

举    例

光能无机营养型

H2、H2S、S、或H2O

CO2
光能

着色细菌、蓝细菌、藻类

光能有机营养型

有机物

有机物

光能

红螺细菌

化能无机营养型

H2、H2S、Fe2+、NH3、或NO2-
CO2
化学能

氢细菌、硫杆菌、

亚硝化单胞菌属

化能有机营养型

有机物

有机物

化学能

假单胞菌属、真菌、原生动物

（一）光能无机营养型

光能无机营养型也称光能自养型，这是一类能以CO2为唯一碳源或主要碳源并利用光能进行生长的的微生物，它们能无机物如水、硫化氢、硫代硫酸钠或其他无机化合物使CO2固定还原成细胞物质，并且伴随元素氧（硫）的释放。

（二）化能无机营养型

化能无机营养型或称化能自养型，这类微生物利用无机物氧化过程中放出的化学能作为它们生长所需的能量，以CO2或碳酸盐作为的唯一或主要碳源进行生长，利用电子供体如氢气、硫化氢、二价铁离子或亚硝酸盐等使CO2还原成细胞物质。

（三）光能有机营养型

光能有机营养型或称光能异养型，这类微生物不能以CO2作为唯一碳源或主要碳源，需以有机物作为供氢体，利用光能将CO2还原为细胞物质。
（四）化能有机营养型
化能有机营养型或称化能异养营养型，这类微生物生长所需的能量来自有机物氧化过程放出的化学能，生长所需要的碳源主要是一些有机化合物，如淀粉、糖类、纤维素、有机酸等，也即化能有机营养型微生物里的有机物通常既是它们生长的碳源物质又是能源物质。

教学总结……
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	  第三节 营养物质进入微生物细胞的方式
营养物质进入细胞后才能被微生物细胞内的新陈代谢系统分解利用，进而使微生物正常生长繁殖。

（一）单纯扩散 (simple diffusion)

1. 单纯扩散的概念

单纯扩散是非特异性的，但原生质膜上的含水小孔的大小和形状对参与扩散的营养物质分子有一定的选择性。

2. 扩散的特点

扩散是一种最简单的物质跨膜运输方式，为纯粹的物理学过程，在扩散过程中不消耗能量，物质扩散的动力来自参与扩散的物质在膜内外的浓度差，营养物质不能逆浓度运输。

3. 通过扩散运输的营养物质

（二）促进扩散 (facilited diffusion)

1. 促进扩散

与扩散一样，促进扩散(facilited diffusion)也是一种被动的物质跨膜运输方式，在这个过程中不消耗能量，参与运输的物质本身的分子结构不发生变化，不能进行逆浓度运输，运输速率与膜内外物质的浓度差成正比。

2. 促进扩散的特点

促进扩散与扩散的主要区别在于通过促进扩散进行跨膜运输的物质需要借
助于载体(carrier)的作用力才能进入细胞，而且每种载体只运输相应的物质，具
有较高的专一性。

3. 通过促进扩运输的营养物质

（三）主动运输 (active transprt)

主动运输(active transprt)是广泛存在于微生物中的一种主要的物质运输方式。与扩散及促进扩散这两种被动运输(passive transport)方式相比，主动运输的
一个重要特点是在物质运输过程中需要消耗能量，而且可以进行逆浓度运输。

1. 初级主动运输(primary active transport)

初级主动运输指由电子传递系统、ATP酶或细菌嗜紫红质引起的质子运输方式，从物质运输的角度考虑是一种质子的主动运输方式。

2. 次级主动运输(secondary active transport)

通过初级主动运输建立的能化膜在质子浓度差(或电势差)消失的过程中，往往偶联其他物质的运输，包括以下三种方式：同向运输(symport)是指某种物质与质子通过同一载体按同一方向运输。

（四）基团转位(group translocatlon)

基团转位与其他主动运输方式的不同之处在于它有一个复杂的运输系统来完成物质的运输，而物质在起输过程中发生化学变化。基团转位主要存在于厌氧型和兼性厌氧型细菌中，主要用于糖的运输，脂肪酸、核苷、碱基等也可通过这种方式运输。

（五）膜泡运输 (membrane vesicle transport)

膜泡运输(membrane vesicle transport)主要存在于原生动物特别是变形虫(amoeba)中，是这类微生物的一种营养物质的运输方式。

第四节 培养基 

什么是培养基

培养基 (culture medium)是人工配制的，适合微生物生长繁殖或产生代谢产物的营养基质。无论是以微生物为材料的研究，还是利用微生物生产生物制品，都必须进行培养基的配制，它是微生物学研究和微生物发酵生产的基础。

选用和设计培养基的原则和方法

    （一）4个原则
1. 目的明确

就微生物主要类型而言，有细菌、放线菌、酵母菌、霉菌、原生动物、藻类及病毒之分，培养它们所需的培养基各不相同。

2. 营养协调
培养基中各营养物质之间的浓度配比也直接影响微生物的生长繁殖和(或)代谢产物的形成和积累，其中碳氮比(C/N)的影响较大。严格地讲，碳氮比指培养基中碳元素与氮元素的物质的量比值，有时也指培养基中还原糖与粗蛋白之比。

3. 条件适宜

培养基的pH必须控制在一定的范围内，以满足不同类型微生物的生长繁殖或产生代谢产物，控制氧化还原电位等。

经济节约

（二）4种方法

1. 生态模拟

2. 借鉴文献

3. 精心设计

4. 试验比较

（三）培养基的类型以及应用

培养基种类繁多，根据其成分、物理状态和用途可将培养基分成多种类型。

1. 按成分不同划分

（1）天然培养基 (complex medium)  这类培养基含有化学成分还不清楚或化学成分不恒定的天然有机物，也称非化学限定培养基(chemically undefined medium)。

（2）合成培养基 (synthic medium)是由化学成分完全了解的物质配制而成的培养基，也称化学限定培养基 (chemically defined medium)。

（3）半合成培养基

介于天然培养基和合成培养基之间的培养基。

2. 根据物理状态划分

根据培养基中凝固剂的有无及含量的多少，可将培养基划分为固体培养基、半固体培养基和液体培养基三种类型。

（1）固体培养基(so1id medium)

在液体培养基中加入一定量凝固剂，使其成为固体状态即为固体培养基。理想的凝固剂应具备以下条件：

①不被所培养的微生物分解利用；

②在微生物生长的温度范围内保持固体状态，在培养嗜热细菌时，由于高温容易引起培养基液化，通常在培养基中适当增加凝固剂来解决这一问题；

③凝固剂凝固点温度不能太低，否则将不利于微生物的生长；

④凝固剂对所培养的微生物无毒害作用；

⑤凝固剂在灭菌过程中不会被破坏；

⑥透明度好，粘着力强；配制方便且价格低廉。

常用的凝固剂有琼脂(agar)、明胶(gelatain)和硅胶(silica gel)。

表5.3 琼脂与明胶主要特征比较

内容

琼脂

明胶

常用浓度(%)

1.5～2

5～12

熔点(℃)

96

25

凝固点(℃)

40

20

pH

微酸

酸性

灰分(%)

16

14～15

氧化钙(%)

1.15

0

氧化镁(%)

0.77

0

氮(%)

0.4

18.3

微生物利用能力

绝大多数微生物不能利用

许多微生物能利用

（2）半固体培养基 (semisolid medium)

半固体培养基中凝固剂的含量比固体培养基少，培养基中琼脂含量一般为0.2%～0.7%。半固体培养基常用来观察微生物的运动特征、分类鉴定及噬菌体效价滴定等。

（3）液体培养基 (1iquid medium)  液体培养基中未加任何凝固剂。

3. 按用途划分

（1）基础培养基 (minimum medium)

（2）加富培养基 (enrichment medium)

（3）鉴别培养基 (differential medium)

鉴别培养基是用于鉴别不同类型微生物的培养基。在培养基中加入某种特殊化学物质，某种微生物在培养基中生长后能产生某种代谢产物，而这种代谢产物可以与培养基中的特殊化学物质发生特定的化学反应，产生明显的特征性变化，根据这种特征性变化，可将该种微生物与其他微生物区分开来。

（4）选择培养基 (selective　medium)

选择培养基是用来将某种或某类微生物从混杂的微生物群体中分离出来的培养基。根据不同种类微生物的特殊营养需求或对某种化学物质的敏感性不同，在培养基中加入相应的特殊营养物质或化学物质，抑制不需要的微生物的生长，有利于所需微生物的生长。

教学总结……

1、培养基的概念与分类；

2、培养基配置的原则；

3、各类型培养基的主要作用；

	教学手段

（提问等）

	第五章  微生物的新陈代谢
第一节 微生物的能量代谢

代谢(metabolism)是细胞内发生的各种化学反应的总称，它主要由分解代谢(catabolism)和合成代谢(anabolism)两个过程组成。

一、化能异养微生物的生物氧化和产能

分解代谢实际上是物质在生物体内经过一系列连续的氧化还原反应，逐步分解并释放能量的过程，这个过程也称为生物氧化，是一个产能代谢过程。

1、EMP途径(糖酵解途径)

整个EMP途径大致对分为两个阶段。第一阶段可认为是不涉及氧化还原反应及能量释放的准备阶段，只是生成两分子的主要中间代谢产物：甘油醛-3-磷酸。第二阶段发生氧化还原反应，合成ATP并形成两分子的丙酮酸。

2、HMP途径（磷酸戊糖途径，单磷酸己糖途径）

磷酸戊糖途径可分为氧化阶段和非氧化阶段。

一般认为HMP途径不是产能途径，而是为生物合成提供大量的还原力(NADPH)和中间代谢产物。

3、ED途径

一分子葡萄糖经ED途径最后生成两分了丙酮酸、一分子ATP、—分子NADH和NADH。ED途径可不依赖于EMP和HMP途径而单独存在，但对于靠底物水平磷酸化获得ATP的厌氧菌而言，ED途径不如EMP途径经济。

4、TCA循环（tricarboxylic acid cycle）

真核在线粒体中，原核在细胞质中。TCA在代谢中占有重要枢纽地位。TCA循环的特点：①氧虽不直接参与其中反应，但必须在有氧条件下运转（因NAD＋和FAD再生时需氧）；②每个丙酮酸分子可产生4个NADH＋H＋、1个FADH2和1个GTP，总共相当于15个ATP，因此产能效率较高；③TCA位于一切分解代谢和合成代谢的枢纽地位，不仅可为微生物的生物合成提供各种碳架原料，而且还与人类的发酵生产密切相关。
四条不同途径的产能效率比较：

表4-4  葡萄糖经不同脱氢途径后的产能效率

产能形式

EMP

HMP

ED

TCA

底物水平：ATP、GTP

NADH＋H＋

NADPH＋H＋

FADH2
2

2（6ATP）

12（36ATP）

1

1（3ATP）

1（3ATP）

2＋2

2＋8（30ATP）

2（4ATP）

净产ATP

8

35※※
7

36～38

（二）递氢和受氢

根据递氢特别是最终氢受体不同划分为有氧呼吸、无氧呼吸和发酵：

有氧呼吸（呼吸作用）

在呼吸作用中，以分子氧作为最终电子受体的称为有氧呼(aerobicrespiration)。

在电子传递过程中，通过与氧化磷酸化反应偶联，产生ATP，称氧化磷酸化。呼吸链组成与顺序：NAD（P）→FP→Fe·S→CoQ→Cyt b→Cyt c→Cyt a→Cyt a3
2、无氧呼吸 (anaerobic respiration)
是指一类呼吸链末端的这些微生物在产能氢受体为外源无机氧化物(NO3、

SO4、CO2)（少数为有机氧化物）的生物氧化。
特点：无氧条件、产能效率低、有机物脱氢后经部分呼吸链递氢，最终由氧

化态的无机物或有机物受氢，完成氧化磷酸化反应。
无氧呼吸的类型：根据呼吸链末端的氢受体
    无机盐呼吸

    有机物呼吸
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3、发酵(fermentation)

广义发酵（Fermentation）：任何利用微生物来生产大量菌体或有用代谢产物或食品饮料的一类生产方式。
狭义发酵：在无氧等外源受氢体（外源最终电子受体）条件下，底物脱氢以后产生的还原力[H]未经过呼吸链传递而直接交给某一内源性中间代谢产物接受，以实现底物水平磷酸化产能的生物氧化反应。
  C6H12O6 →2CO2+2C2H5OH

发酵的特点
微生物部分氧化有机物获得发酵产物，释放少量能量；
氢供体与氢受体(内源性中间代谢产物)均为有机物；
还原力[H]不经过呼吸链传递；
产能方式：底物水平磷酸化反应。
发酵的种类有很多，可发酵的底物有糖类、有机酸、氨基酸等，其中以微生物发酵葡萄糖最为重要。
四类发酵
由EMP途径中丙酮酸出发的发酵

由葡萄糖经EMP途径形成丙酮酸，进一步降解形成各种发酵产物。
酒精发酵（酿酒酵母）
同型乳酸发酵（德氏乳杆菌）
丙酸发酵（丙酸杆菌）
混合酸发酵（大肠杆菌）
2,3-丁二醇发酵（产气肠杆菌）
丁酸发酵（丁酸梭菌）
应用：
V．P．实验（Vagex-Proskauer）
产气气杆菌产2，3-丁二醇比较多，碱性条件下可氧化为二乙酰，再与肌酸或

胍类衍生物缩合成红色物质，若加入α-萘酚、肌酸可促进反应，此称VP反应。
大肠杆菌不产生或少产生2，3-丁二醇，VP反应阴性。
   甲基红（M.R）反应
   大肠杆菌产酸多，使pH降至4.2, 甲基红由黄变红，反应阳性。产气气杆菌

产2，3-丁二醇，产酸少（pH5.3），甲基红反应阴性。
通过HMP途径的发酵

1）异型乳酸发酵(Heterolactic fermentation ) 
凡是葡萄糖经过发酵后除主要产生乳酸，还产生乙醇、乙酸和二氧化碳等多种产物的发酵。
2）进行异型乳酸发酵的微生物
异型乳酸发酵的经典途径
L.mesenteroides(肠膜明串珠菌)、L.cremoris(乳脂明串珠菌)、L.brevis(短乳杆菌)、L.fermentum(发酵乳杆菌)等。
异型乳酸发酵的双歧途径Bifidobacterium bifidum

通过ED途径进行的发酵

细菌酒精发酵
运动发酵单胞菌（Zymomonas mobilis）,微好氧菌：从丙酮酸到乙醇。
Stickland反应
以一种氨基酸作底物脱氢（氢供体），以另一种氨基酸作氢受体实现生物氧化产能的独特发酵类型产能效率低。
氢供体氨基酸：丙氨酸、亮氨酸、异亮氨酸、组氨酸、色氨酸、丝氨酸等；
氢受体氨基酸：甘氨酸、脯氨酸、精氨酸、鸟氨酸等。
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二、自养微生物的生物氧化（产ATP和还原力）

化能无机自养（chemoautotrophs）
        能对无机物进行氧化而获得能量的微生物
光能自养（phototrophs） 
能利用日光辐射能的微生物
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（一）化能自养微生物
①无机底物的氧化直接与呼吸链发生联系，即由脱氢酶或氧化还原酶催化

的无机底物脱氢/电子后，可直接进入呼吸链传递；
②呼吸链组分更多样化，氢/电子可从任一组分直接进入呼吸链；
③产能效率即P/O比一般比化能异养微生物低。
1、亚硝化细菌（氨氧化细菌）的合成代谢
     NH4+氧化为羟胺，羟胺氧化为NO2-。羟胺在脱氢酶作用下，释放两个

电子，经电子传递后最终传给O2，并产生能量：
   NH4+ + 1.5O2  →  N O2- + 2H+ +H2O +271KJ
2、硝化细菌的合成代谢

硝化细菌包括硝化杆菌属、硝化刺菌属、硝化球菌属。将NO2-氧化为NO3-。

NO2-氧化为NO3-的氧来自H2O，而不是O2： 
      NO2-  + 1/2O2   →   NO3- + H+ + 77.4KJ
3、 硫氧化细菌
硫细菌可以通过对无机硫、硫化氢及硫代硫酸盐的氧化而得到能量。硫细菌
分为光能自养和化能自养，化能自养通常称为无色硫细菌以区别光能自养硫
细菌。
硫化氢先氧化为硫，硫再氧化为亚硫酸，再氧化为硫酸。硫代硫酸盐先分解

为硫和亚硫酸然后分别被氧化：
  H2S + 2O2   →  SO42- + 2H + 794.5KJ
4、 铁氧化细菌
铁细菌可以把Fe2+氧化为Fe3+，利用这个过程所产生的能量和还原力同化二

氧化碳进行自养生长，这类细菌有硫杆菌属、氧化亚铁杆菌、嘉利翁氏菌、

纤发菌属等。大部分是专性化能自养。
Fe2+ + 1/4O2 + H+  →  Fe3+ + 1/2H2O + 44.4 KJ
（二）光能自养微生物
1、循环光合磷酸化
2、非循环光合磷酸化
三、能量转换

1、底物水平磷酸化 (substratelevelphosphorylation)

2、氧化磷酸化 (oxidative phosphorylation)

3、光合磷酸化 (photophosphorylation)

第二节 分解代谢和合成代谢的联系
一、两用代谢途径

    凡在分解代谢和合成代谢中均具有功能的代谢途径。
    重要的两用代谢途径：
EMP、HMP、TCA；
    葡萄糖异生作用：
    2个丙酮酸通过逆转EMP合成1个葡萄糖。
合成代谢途径并非分解途径的完全逆转：
代谢产物完全不同；
分解与合成代谢通常在不同的分隔区内进行。

	

	二、代谢物回补顺序
又称代谢物补偿途径、添补途径等。是指能补充两用代谢途径中因合成代谢而消耗的中间代谢产物的反应。不同的微生物、不同的代谢物回补程序。
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乙醛酸循环途径

教学总结……

1、

2、

3、
第五章  微生物的新陈代谢
第三节 微生物独特代谢途径举例
Calvin循环
厌氧乙酰—CoA途径
逆向TCA循环
羟基丙酸途径
一、二氧化碳的固定——卡尔文循环
可分为三个阶段：CO2的固定、被固定的CO2的还原、CO2受体的再生

1、羧化反应——CO2的固定（特有的反应）
   CO2 + 1，5-二磷酸核酮糖（3RuBP） → 2×3-磷酸甘油酸（PGA）    

反应由磷酸核酮糖羧化酶催化。
2、还原反应——被固定的CO2的还原
    3-磷酸甘油酸 + 12NADPH + H+ → 3-磷酸甘油醛 + NADP+ + 12Pi
3、CO2受体的再生
  CO2受体的再生过程的大部分反应与糖酵解途径和磷酸戊糖循环中的一些反应

相同。
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还原性三羧酸循环：
    某些光合细菌可利用此循环固定CO2，有两个铁氧还蛋白参与的羧化反应。
乙酰CoA + CO2 + 还原型铁氧还蛋白 → 丙酮酸 + CoA + 氧化型铁氧还蛋白。
琥珀酰CoA + CO2 + 还原型铁氧还蛋白 → α-酮戊二酸 + CoA + 氧化型铁氧

还蛋白。
绿硫菌属缺乏卡尔文循环，还原性三羧酸循环是该菌固定CO2的唯一途径。
二、生物固氮
指分子氮(N2)通过固氮微生物固氮酶系的催化而形成氨(NH3)的过程。
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至今固氮微生物约80多属，均为原核微生物
1）自生固氮菌：独立进行固氮，种类繁多；
2）共生固氮菌：与它种生物生活在一起才固氮。如根瘤菌属、弗兰克氏菌属、白

蚁肠道及满江红、地衣；
3）联合固氮菌： 必须生活在植物根系、叶面、动物肠道等处才能固氮。
生物固氮反应的6要素
ATP供应：呼吸、无氧呼吸、发酵和光和作用提供；
还原力[H]和载体：
       NAD(P)H+H+、H2、丙酮酸等作为氢供体；
固氮酶：固二氮酶、固二氮酶还原酶；
镁离子：
严格的厌氧环境：
还原底物：N2（NH3存在会抑制固氮作用）
      有N2时固氮酶将75%还原力形式NH3，其余用于形成H2；
      缺N2时，固氮酶将H+全部还原成H2。
N2→NH3→NH4++酮酸→相应氨基酸→蛋白质等产物。

固氮酶
2个固氮铁氧还蛋白(还原酶)

1个钼铁氧还蛋白(固氮酶)

固氮消耗大量能量   N2+3H2(2NH3

(H=-91.2kJ
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三、肽聚糖的生物合成
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四、微生物次生代谢产物的合成
什么是次生代谢产物(Secondary Metabolite)?

某些微生物生长到稳定期前后，以结构简单、代谢途径明确、产量较大的初生代谢物做前体，通过复杂的次生代谢途径所合成的各种复杂的化合物。
次生代谢产物的特点
分子结构复杂
代谢途径独特
生长后期合成
产量低
生理功能不明确
合成受质粒控制
抗生素、色素、毒素、生物碱、信息素、动植物生长促进剂
第四节  微生物的代谢调节与发酵生产
一、微生物的代谢调节 

微生物代谢调节系统的特点：精确、可塑性强，细胞水平的代谢调节能力超过高等生物。
成因：细胞体积小，所处环境多变。
举例：大肠杆菌细胞中存在2500种蛋白质，其中上千种是催化正常新陈代谢的酶。每个细菌细胞的体积只能容纳10万个蛋白质分子，所以每种酶平均分配不到100个分子。如何解决合成与使用效率的经济关系？
解决方式：组成酶（constitutive enzyme）经常以高浓度存在，其它酶都是诱导酶（inducible enzyme），在底物或其类似物存在时才合成，诱导酶的总量占细胞总蛋白含量的10%。
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微生物细胞的代谢调节方式 

1、控制营养物质透过细胞膜进入细胞
2、通过酶的定位控制酶与底物的接触
3、控制代谢物流向(最重要)

  调节酶的合成量——粗调
  调节现成酶分子的活性——细调
（一）控制营养物质透过细胞膜进入细胞
如：只有当速效碳源或氮源耗尽时，微生物才合成迟效碳源或氮源的运输系统与分解该物质的酶系统。
二）通过酶的定位控制酶与底物的接触
1）真核微生物酶定位在相应细胞器上；细胞器各自行使某种特异的功能；
2）原核微生物在细胞内划分区域集中某类酶行使功能：
Ø与呼吸产能代谢有关的酶位于膜上；
Ø蛋白质合成酶和移位酶位于核糖体上；
Ø同核苷酸吸收有关的酶在G-菌的周质区。
（三） 控制代谢物流向
通过调节现成酶分子的活性或酶的合成量来进行。
关键酶: 某一代谢途径中的第一个酶或分支点后的第一个酶。
①粗调：调节酶的合成量
②细调：调节现有酶分子的活性
阻  遏
在微生物的代谢过程中，当某途径的末端产物过量时，可通过阻碍该代谢途径中包括关键酶在内的一系列酶的生物合成，彻底控制代谢和末端产物合成。阻遏作用有利于微生物从合成源头节省有限的养料与能量。阻遏分为末端代谢产物阻遏和分解代谢产物阻遏两种类型。末端产物阻遏指某代谢途径末端产物过量累积引起的阻遏。在直线反应途径中，末端产物阻遏较为简单，即产物作用于代谢途径中的各种酶，使这些酶不能合成。
是一种开关式的控制，缓慢、滞后、较粗放的控制。
反馈抑制
即某代谢途径的终产物过量合成时反过来直接抑制该途径中第一个酶的活性，使整个反应过程减慢或停止，避免终产物过度积累。反馈抑制具有作用直接、效果快速及终产物浓度降低时抑制解除等优点。
酶活性有无和大小的控制，迅速与较精确的控制。
二、代谢调节在发酵工业中的应用
代谢调节：是指在代谢途径水平上对酶活性和
酶合成的调节，目的是使微生物积累更多的人类需要的有益代谢产物。
1. 应用营养缺陷型菌株以解除正常的反馈调节 

营养缺陷型：野生型菌株经诱变剂处理后，由于发生了丧失某酶合成能力’的突变，因而只能在加有该酶合成产物的培养基中才能生长，这类突变株称为营养缺陷型菌株。
在直线式生物合成途径中，营养缺陷型菌株只能累积中间代谢物，而不能累积最终代谢物。
2. 应用抗反馈调节突变株解除反馈调节
抗反馈调节突变株：一种对反馈抑制不敏感或对阻遏有抗性的组成型菌株，或兼而有之的菌株。反馈抑制和或阻遏已经解除，可分泌大量的末端代谢产物。
黄色短杆菌的抗α-氨基-β-羟基戊酸（AHV）菌株能累积苏氨酸（α-氨基-β-羟基丁酸）。抗性突变株的高丝氨酸脱氢酶已不再受苏氨酸的反馈抑制，从而可使发酵液中苏氨酸的浓度达到13g/l。如果获得甲硫氨酸的缺陷株，由于解除了甲硫氨酸对合成途径中的两个反馈阻遏点，因此可大量积累苏氨酸。
3. 控制细胞膜的通透性
（1）通过生理学手段控制细胞膜的通透性
谷氨酸发酵：控制生物素的浓度在亚适量，可分泌大量Glu。
生物素影响细胞膜通透性的原因：生物素是脂肪酸生物合成中乙酰CoA羧化酶的辅基，此酶可催化乙酰CoA的羧化并生成丙二酸单酰CoA，进而合成细胞膜磷脂的主要成分——脂肪酸。因此，控制生物素的量就可改变细胞膜的成分，进而改变膜的透性。
青霉素——缺损细胞壁
在细胞膨压的作用下，有利于代谢物的外渗，进而降低Glu的反馈抑制并提高了它的产量。
（2）通过细胞膜缺损突变而控制其渗透性
谷氨酸产生菌的油酸缺陷型菌株：在培养基中限量添加油酸，可使细胞膜发生渗漏，提高Glu产量。
解烃棒杆菌的甘油缺陷型突变株：缺乏α-甘油磷酸脱氢酶，无法合成甘油和磷脂，适量供应甘油可提高Glu产量。
教学总结……
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	   第六章 微生物的生长及其控制

第一节  测定微生物的生长繁殖的方法

微生物的生长繁殖概述

概念 
Growth and Reproduction
Generation time  世代时间（代时）、

（一）研究微生物生长的方法——个体生长 

微生物的纯培养 ( Pure culture )和纯培养的方法
稀释平板法 、平板划线法、单细胞挑取法 、选择培养基分离法 
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  （二）研究微生物生长的方法——群体生长 

测定生长繁殖的方法
一、测生长量(直接法)：称重量法、测体积法、菌体内重要组成测定法

重量法：将一定体积的样品通过离心或过滤将菌体分离出来，经洗涤，再离心后直接称重，求出湿重。不论是细菌样品还是丝状菌样品，可以将它们放在已知重量的平皿或烧杯内，于105℃烘干至恒重，取出放人干燥器内冷却，再称量，求出微生物干重。

测定细胞中蛋白质或DNA：从一定体积的样品中分离出细胞，洗涤后，按凯氏定氮法测出总氮量。蛋白质总量＝含氮量×6.25

核酸DNA是微生物的重要遗传物质，每个细菌的DNA含量相当恒定，平均为8.4×10-5ng.因此从一定体积的细菌悬液中所含的细菌中提取DNA，求得DNA含量，再计算出这一定体积的细菌悬液所含的细菌总数。

     测生长量(间接法)：

    比浊法

    生理指标法
二、计繁殖数： 
     测微生物总数：测微生物总数、电子计算器计数、流式细胞仪计数、染色

涂片计数、比浊法测定细菌悬液细胞数。

    血细胞计数板: 这类方法是利用特定的细菌计数板或血细胞计数板，在显微镜下计算一定容积里样品中微生物的数量。此法的缺点不能区分死菌与活菌。计数板是一块特制的载玻片，上面有一个特定的面积l mm2和高0.1mm的计数室，在1mm2的面积里又被刻划成25个(或16个)中格，每个中格进—步划分成16个(或25个)小格，但计数室都是由400个小格组成。

测定活细菌数：稀释培养计数、过滤计数、平板菌落计数法

( Colony forming unites,  CFU )

第二节  微生物的生长规律 
微生物的分批培养 (batch culture )、微生物的连续培养 (continuous culture)、

微生物的高密度培养  ( high cell-density culture, HCDC)

微生物的分批培养 (batch culture ) ：将定量的微生物接种到封闭的具

有定量培养基的容器中, 保持一定的温度、pH、DO等, 使微生物进行生长繁

殖的方法。微生物的同步培养 (synchronous culture)使培养基中的微生物同时

分裂，处于相同的生长阶段。

  一、微生物的个体生长与同步培养

   使某一群体中的所有微生物个体细胞尽可能处于同一生长和分裂周期中，

从而使细胞群体中各个体处于分裂步调一致的生长状态，称为同步生长
(synchronous growth) 。

同步培养：使某一群体中的所有个体细胞尽可能都处于同样的细胞生长和分

裂周期中的培养技术。

获得同步生长的方法：环境条件诱导法，如细菌芽孢诱导发芽等。机械筛选法，如膜洗脱法等。

二、微生物的生长规律——生长曲线
将少量细菌接种到一定体积的、适合的新鲜培养基中，在适宜的条件下进行

分批培养，定时取样计数，以细菌数的对数或细菌干重为纵坐标，生长时间

作横坐标，绘制的曲线叫生长曲线。它反映了单细胞微生物在一定环境条件

下于液体培养时所表现出的群体生长规律。
微生物的生长曲线(growth curve)：定量描述液体培养基中微生物群体生长规

律的实验曲线。分为连续的四个期：停滞期、指数期、稳定期和衰亡期。
1、停滞期 (lag phase)：
（1）停滞期出现原因： 把细菌接种到新鲜的培养基中培养时，并不立即进

行分裂繁殖，细菌增殖数为0，这时需要合成多种酶，辅酶和某些中间代谢产

物，要经过一个调整和适应过程 。
（2）迟缓期特点： 

1）生长速率常数等于零；

2）菌体粗大；

3）RNA含量增加；

4）代谢活力强；
5）对不良条件抵抗能力降低。

（3）影响停滞期限长短因素：接种菌龄、接种量、培养基成分。
（4）缩短停滞期的意义和方法
接种对数生长期的菌种，采用最适菌龄 ；加大接种量；用与培养菌种相同组

成成分的培养基。

  二、微生物的生长规律——生长曲线
2、指数期（对数期）(exponential phase)

（1）指数期的特点： 

1）活菌数和总菌数接近； 
2）酶系统活跃，代谢旺盛；

3）生长速率最大，generation time最短；

4）细胞的化学组成及形态，生理特性比较一致。

该期的细菌生产中多被用做种子和科学试验材料 
（2）指数期生长的数学模型
繁殖代数 n = 3.322 (lgNx - lgN0) 

代时G  = （tx - t0）/ 3.322 (lgNx - lgN0) 

（3）影响指数期的因素：菌种、营养成分、营养物浓度、培养温度。
3、稳定期(stationary phase)

（1）稳定期出现原因：营养的消耗、营养物比例失调、有害代谢产物积累、

pH值、EH值等理化条件不适。
（2）稳定期特点： 

1）活菌数保持相对稳定，总达最菌数高水平；
2）细菌代谢物积累达到最高峰，是生产收获时期；
3）芽孢杆菌这时开始形成芽孢；

  这是生产收获时期
4、衰亡期(decline phase/death phase)

衰亡期特点： 

1）细菌死亡数大于增殖数,活菌数明显减少，群体衰落；
2）细胞出现多形态，大小不等的畸形，变成衰退型；
3）细胞死亡，出现自溶现象。

三、微生物的连续培养 (continuous \ open culture) ：

在微生物的整个培养 期间，通过一定的方式使微生物能以恒定的比生长速率生长并能持续下去的 一种培养方法。基本原则：在微生物培养过程中不断的补充营养物质和以同

 样的速率移出培养物。包括恒浊连续培养和恒化连续培养两种方式。
恒浊连续培养：恒浊连续培养是使细菌培养液的密度恒定，以浊度为控制指

标的方法。借光电控制系统来控制培养液流速，以取得菌体密度高，生长速

度的恒定。
恒化连续培养：是维持进水中的营养成分恒定（进出水动态平衡、限制物质

低浓度），使细菌始终处于低于其最高生长速率条件下进行生长的培养方式。
四、高密度培养（high cell-density culture, HCDC）：

指微生物在液体培养基中细胞群体密度超过常规培养10倍以上时的生长状态或培养技术。现代高密度培养技术主要是用于基因工程菌生产多肽类药物。
   细菌生长曲线在实践中的应用 

1. 迟缓期 (lag phase)

①通过遗传学方法改变种的遗传特性使迟缓期缩短；②利用对数生长期的细胞作为“种子”；③尽量使接种前后所使用的培养基组成不要相差太大；④适当扩大接种量等方式缩短迟缓期，克服不良的影响。

2. 对数生长期 (log Phase)

又称指数生长期 (exponential phase)。细菌经过迟缓期进入对数生长期，并以最大的速率生长和分裂，导致细菌数量呈对数增加，而且细菌内各成分按比例有规律地增加，很明显，此时期内的细菌生长是平衡生长。对数生长期细菌的代谢活性、酶活性高而稳定，大小比较一致，生活力强，因而它广泛地在生产上用作“种子”和在科研上作为理想的实验材料。

3. 稳定生长期 (stationary phase) 
由于营养物质消耗，代谢产物积累和pH等环境变化，逐步不适宜于细菌生长，导致生长速率降低直至零(即细菌分裂增加的数量等于细菌死亡数量)，结束对数生长期，进入稳定生长期。稳定生长期的活细菌数最高并维持稳定。如果及时采取措施，补充营养物质或取走代谢产物或改善培养条件，如对好氧菌进行通气、搅拌或振荡等可以延长稳定生长期，获得更多的菌体物质或代谢产物。

4. 衰亡期 (decline或death phase)

细菌衰老死亡。

教学回顾……

1.
2.
3.
第三节 影响微生物生长的主要因素 
生长是微生物与外界环境因素共同作用的结果。环境条件的改变，在一定限度内，可引起微生物形态、生理、生长、繁殖等特征的改变；或者抵抗、适应环境条件的某些改变；当环境条件的变化超过一定极限，则导致微生物的死亡。

一、温度

温度是有机体生长与存活的最重要的因素之一。每种微生物都有它最低生长温度、最适生长温度、最高生长温度和致死温度。其中最适生长温度是指某微生物群体生长繁殖速度最快的温度。但不一定是最快繁殖速度和最快发酵温度。

表6-1  微生物的生长温度类型
微生物类型

生长温度范围

分布的主要处所

最低

最适

最高

低温型

专性嗜冷

-12℃

5`15℃

15~20℃

两极地区

兼性嗜冷
-5~0℃

10~20℃

25~30℃

海水及冷藏食品上

中温型

室温

10~20℃

20~35℃

40~45℃

腐生菌

体温

35~40℃

寄生菌

高温型

25~45℃

50~60℃

70~95℃

温泉、堆肥堆等

 二、氧气

按照微生物与氧的关系，可把它们分成好氧菌和厌氧菌两大类，并可继续细分为五类。
    1. 专性好氧菌：必须在有分子氧的条件下才能生长，有完整的呼吸链，以分子氧作为最终氢受体，细胞含超氧化物歧化酶和过氧化氢酶。绝大多数真菌和许多细菌都是专性好氧菌。
    2. 兼性厌氧菌：在有氧或无氧条件下均能生长，但在有氧情况下生长得更好；在有氧时靠呼吸产能，无氧时借发酵或无氧呼吸产能；细胞含SOD和过氧化氢酶。许多酵母菌和许多细菌都是兼性厌氧菌。
    3. 微好氧菌：只能在较低的氧分压（0.01~0.03巴，而正常大气中的氧分压为0.2巴）下才能正常生长的微生物。也通过呼吸链并以氧为最终氢受体而产能。

如霍乱弧菌、一些氢单胞菌属以及少数拟杆菌等。
    4. 耐氧菌：一类可在分子氧存在下进行厌氧生活的厌氧菌，即它们的生长不需要氧，分子氧对它也无害。它们不具有呼吸链，仅依靠专性发酵获得能量。细胞内存在超氧化物歧化酶和过氧化物酶，但缺乏过氧化氢酶。一般的乳酸菌多数是耐氧菌。
    5. 厌氧菌：厌氧菌有以下几个特点：分子氧对它们有毒，即使短期接触空气，也会抑制其生长甚至死亡；在空气或含10%CO2的空气中，它们在固体或半固体培养基的表面上不能生长，只有在其深层的无氧或低氧化还原势的环境下才能生长；其生命活动所需能量是通过发酵、无氧呼吸、循环光合磷酸化或甲烷发酵等提供；细胞内SOD和细胞色素氧化酶，大多数还缺乏过氧化氢酶。
    在微生物世界中，绝大多数种类都是好氧菌或兼性厌氧菌。厌氧菌的种类相对较少。但近年来已找到越来越多的厌氧菌。
    关于厌氧菌的氧毒机制从本世纪已陆续有人提出，但直到1971年在McCord和Fridovich提出SOD的学说后，才有了进一步的认识。他们认为，厌氧菌因缺乏SOD，故易产生的超氧物阴离子自由基而毒害致死。
氢离子浓度(pH)
    微生物作为一个总体来说，其生长的pH范围很广（pH<2~>8），有少数种类还可超出这一范围，事实上，绝大多数种类都生长在pH5~9之间。每种微生物都有其最适pH和一定的pH范围。在最适范围内酶活性最高，如果其他条件适合，微生物的生长速率也最高。大多数细菌、藻类和原生动物的最适pH为6.5~7.5，在pH4~10之间也可生长；放线菌一般在微碱性即pH7.5~8最合适；酵母菌、霉菌则适合于pH5~6的酸性环境，但生存范围在pH1.5~10之间。

第四节 微生物培养法概论

在培养不同类型的微生物时，要采用不同的培养措施以保证微生物的生长。

培养好氧微生物：需震荡或通气，以保证充足的氧气；

培养专性厌氧微生物：需排除会加重的氧气，同时在培养基中添加还原剂，

以降低氧化还原电位；

培养兼性厌氧或耐氧微生物：可深层静止培养；

一、实验室培养法

（一）固体培养法：

（二）液体培养法：

生产实践中培养微生物的方法

厌氧堆积法、发酵罐培养法
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第五节 有害微生物的控制

一、几个基本概念

防腐：它是一种抑菌作用。利用某些理化因子，使物体内外的微生物暂时处于不生长、繁殖但又未死亡的状态。这是一种防止食品腐败和其他物质霉变的技术措施。如低温、缺氧、干燥、高渗、盐腌、糖渍、防腐剂等等。
   消毒：是指杀死或消除所有病原微生物的措施，可以达到传染病传播的目的。如巴氏消毒，皮肤表面消毒等等。
   灭菌：是指用物理或化学因子，使存在于物体中的所有生活微生物，永久地丧失其生活力，包括最耐热的细菌芽孢。这是一种彻底的杀菌方式。
   化疗：是指利用某些具有选择毒性的化学药物或抗生素，对生物体的深部感染进行治疗，可以有效地消除宿主体内的病原体，但对宿主却没有或基本上没有损害。

死亡：对微生物来说，就是不可逆丧失了生长繁殖的能力，即使再放到合适的环境中也不再繁殖。

二、物理杀菌因素的代表——高温
  （一）高温杀菌作用的种类
1. 干热灭菌法
   A、火焰灼烧法  只能用于接种环、接种针等少数对象的灭菌
   B、电热恒温干燥灭菌法  将金属制品或清洁玻璃器皿放入电热恒温干燥箱内，在160~180℃维持1~2小时后，即可达到彻底灭菌的目的。

2. 湿热灭菌法
（1）常压法：A、巴氏消毒法；  B、煮沸消毒法； C、间歇灭菌法

（2）加压法：这是一种应用最为广泛的灭菌方法。其原理十分简单：将待灭菌的物件放置在盛有适量水的加压蒸汽灭菌锅内。把锅内的水加热煮沸，并把其中所有的空气彻底驱尽后将锅密闭。再继续加热就会使锅内的蒸汽压逐渐上升，从而温度也上升到100 0C以上。为达到良好的灭菌效果，一般要求温度达到121 0C，时间维持15~20分钟，也可采用在较低温度115 0C下维持5分钟的方法。此法适合于一切微生物学实验室、医疗保健机构或发酵工厂中对培养基及多种器材、物料的灭菌。

 （二）影响加压蒸汽灭菌效果的因素
    1. 灭菌物体含菌量的影响
    2. 灭菌锅内空气排除程度的影响
    3. 灭菌对象pH的影响
    4. 灭菌对象的体积
    5. 加热与散热的速度
  （三）高温对培养基成分的有害影响及其防止
   高温的有害影响主要包括：形成沉淀物、破坏营养成分、改变培养基的pH、降低培养基的浓度等等。消除以上有害影响的措施有：1、采用特殊加热灭菌法；2、过滤除菌法；3、其他方法。

三、化学杀菌剂或抑菌剂

1.表面消毒剂

表面消毒剂是指对一切或细胞都有毒性，不能用作活细胞内的化学治疗用的化学疗剂。它们的种类很多。
所谓的石炭酸系数，指在一定时间内被试药剂能杀死全部供试菌的最高稀释度与达到同效的石炭酸的最高稀释度的比率。一般规定处理时间为十分钟，而供试菌定为伤寒沙门氏菌。例如，某甲药剂以1：300的稀释度在10分钟内杀死所有供试菌，而达到同效的石炭酸的最高稀释度为1：100，则该药的石炭酸系数等于3，即：p.c=300/100=3。
2.抗代谢药物的代表——磺胺类药物
    有些化合物在结构上与生物体所必需的代谢物很相似，以至可以和特定的酶结合，从而阻碍了酶的功能，干扰了代谢的正常进行，这些物质称为抗代谢物。抗代谢物如果与正常代谢物同时存在，能产生一种竞争性拮抗作用，即竞争性地与相应的酶结合，只有当正常代谢物的量少或不存在时，抗代谢物才有效。
3.抗生素

抗生素是生物在其生命过程中产生的一种次生代谢产物或其人工衍生物，它们在很低浓度时就能抑制或影响它种生物的生命活动，因而可用作优良的化学治疗剂。
  抗生素的种类很多，其作用机制和制菌谱各异，应用范围广泛。

作用机制分为：

抑制细胞壁的合成：如青霉素、杆菌肽和环丝氨酸等；

影响细胞膜的功能：如多粘菌素、短杆菌素和制霉菌素、两性霉素等；

干扰蛋白质的合成：如卡那霉素、链霉素、红霉素、林可霉素等；

阻碍核酸的合成：如丝裂霉素、争光霉素等。

微生物的抗药性。

抗生素应用概述。
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	 第七章  微生物的遗传变异和育种

    遗传 (heredity,inheritance) 和变异 (variation) 是生物体的最本质的属性之一。
    遗传：讲的是亲子间的关系，是亲代将自身一整套遗传因子传递给下一代的行为和功能，它具有极其稳定的特性。

    遗传型 (genotype)：某一生物个体所含有的全部遗传因子或基因组所携带的基因的总和 (基因型) 。

具有某遗传型的生物只有在适当的环境条件下，通过自身的代谢和发育，才能将它具体化，即产生表型。

   遗传型(可能性)+ 环境条件————>表型(现实性)

    表型 (phenotype)：一个生物体所具有的一切外表特征和内在特性的总和，是遗传型在合适环境下的具体体现。
    变异：生物体的遗传物质结构和数量的改变，在群体中以极低的几率（10-5~10-6）出现，性状变化幅度大；新性状稳定、可遗传。

饰变 (modification)：指生物体由于非遗传因素引起的表型改变，变化发生在转录、转译水平，特点是几乎整个群体中的每一个个体都发生同样的变化，性状变化的幅度小，不遗传，引起饰变的因素消失后，表型即可恢复。举例：Serratia marcescens 的红色素在25℃和37℃的变化。

第一节  遗传变异的物质基础
种质连续理论：1883~1889年间Weissmann提出物质可分为体质和种质。认为遗传物质是一种具有特定分子结构的化合物。
基因学说：二十世纪初发现了染色体，T. H. Morgan提出了基因学说，使得遗传物质基础的范围缩小到染色体上。    

DNA是遗传变异的物质基础的证明：1944年以后，利用微生物为实验对象进行的三个著名实验（经典转化实验、噬菌体感染实验、植物病毒的重建试验）。

一、三个经典实验

（一）经典转化实验（transformation）：F.Griffith

研究对象：Streptococcus pneumoniae（肺炎链球菌）

S型菌株：有致病性，菌落表面光滑，有荚膜

R型菌株：无致病性，菌落表面粗糙，无荚膜

1928年，Griffith进行了以下几组实验：
（1）动物实验

对小鼠注射活R菌或死S菌 ————小鼠存活

对小鼠注射活S菌————————小鼠死亡

对小鼠注射活R菌和热死S菌 ———小鼠死亡——抽取心血分离活的S菌

（2）细菌培养实验

热死S菌——————— 不生长

活R 菌 ———————  长出R菌

热死S菌+活R 菌———  长出大量R菌和10-6S菌
（3）S型菌的无细胞抽提液试验
   活R菌+S菌无细胞抽提液——长出大量R菌和少量S菌      
以上实验说明：加热杀死的S型细菌细胞内可能存在一种转化物质，它能通过某种方式进入R型细胞并使R型细胞获得稳定的遗传性状。
（二）噬菌体感染实验    A. D. Hershey和M. Chase(1952)
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结论：进入细胞的是噬菌体的核酸而不是蛋白质。
（三）植物病毒的重建实验
为了证明核酸是遗传物质，H. Fraenkel-Conrat（1956）用含RNA的烟草花叶病毒（TMV）进行了著名的植物病毒重建实验。
将TMV在一定浓度的苯酚溶液中振荡，就能将其蛋白质外壳与RNA核心相分离。分离后的RNA在没有蛋白质包裹的情况下，也能感染烟草并使其患典型症状，而且在病斑中还能分离出正常病毒粒子。

选用TMV和霍氏车前花叶病毒（HRV），分别拆分取得各自的RNA和蛋白质，将两种RNA分别与对方的蛋白质外壳重建形成两种杂合病毒： 
（1）RNA（TMV）​ 蛋白质（HRV）

（2）RNA（HRV）​ 蛋白质（TMV）

用两种杂合病毒感染寄主：

（1）表现TMV的典型症状病分离到正常TMV粒子

（2）表现HRV的典型症状病分离到正常HRV粒子。

上述结果说明，在RNA病毒中，遗传的物质基础也是核酸。
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遗传物质在微生物细胞内存在的部位和方式

（一） 七个水平

1. 细胞水平：细胞核数目不同，单核、多核（部分霉菌、放线菌菌丝）

2. 细胞核水平：真核、原核、核基因、细胞器基因、质粒、共生生物基因

（草履虫卡巴粒）

3. 染色体水平：基因组大小（bp数、基因数）、单倍染色体数目、染色体倍数

4. 核酸水平 ：DNA、RNA、ss、ds、环状、超螺旋、 DNA长度（基因组大小bp数、基因组计划 ）

5. 基因水平：最小遗传功能单位、核苷酸片段、真核（内含子、外显子）、原核（操纵子、调节基因、启动子、结构基因、操纵基因、增强子）

6. 密码子水平：三联体密码； 

7. 核苷酸水平：A、T、C、G 

（二）原核生物的质粒 

1. 定义：凡游离于原核生物核基因组以外，具有独立复制能力的小型共价闭合环状的dsDNA分子，即cccDNA（circular、covalently、closed）;（后发现线状质粒）

2. 特点:自主复制性（严紧型、松弛型），转移性（转移、消除、整合），特殊功能性（所携带基因种类多，抗药、降解、产毒…）

3. 质粒在基因工程中的应用：载体

质粒作载体的优点：体积小、环状（分离中稳定）、不受核基因组控制、拷贝多、存在选择性基因（抗药）、可改造（多克隆位点、强启动子）。

4. 质粒的分离与鉴定：

分离过程（细胞的裂解、蛋白质和RNA的去除、质粒与染色体DNA的分离）鉴定（电镜、琼脂糖电泳、聚丙烯酰胺PAGE电泳、密度梯度离心）

5. 质粒的种类 ：根据目前研究与了解的可大致分5类：

6. 典型质粒简介：F-因子、巨大质粒、Ti（毒性）质粒、Col因子、R（抗生素抗性和重金属抗性）因子、降解性（代谢）质粒、
第二节 基因突变和诱变育种
一、基因突变(Gene  mutation)：指遗传物质的分子结构或
数量突然发生了可遗传的变化。

（一）基因突变的类型

1. 营养缺陷型 (auxotroph)：因基因突变丧失一种或几种生存所必需的营养物质的合成能力的突变型。

2. 抗性突变型 (resistant mutant)：因基因突变而产生的对某种或某些化学药物或致死物理因子的抗性变异型。

3. 条件致死突变型 (conditional lethal mutant)：经基因突变后，在某种条件下可正常地生长，而在另一条件下却具致死效应的突变型。Ts mutant 。
4. 形态突变型 (morphological mutant)：指突变引起的个体或菌落形态的变异。

5. 抗原突变型 (antigenic mutant)：抗原结构发生变异。

6. 产量突变型 (metabolit quantitative mutant)：代谢产物产量上的明显变化。

                Plus-mutant, Minus-mutant 

（二）突变率
某一细胞（或病毒粒）在每一世代中发生某一个性状突变的几率。微生物自发的突变率很低（104-1010）。
（三）基因突变的特点
1. 自发性：不经任何处理，自发的产生。
2. 不对应性：突变的性状与突变的因子之间没有直接    的对应关系。

3. 稀有性：自发突变的几率为10-6 ~ 10-9之间

4. 独立性：某基因的突变率不受其它种基因突变率的影响。

5. 可诱变性：通过诱变剂的作用可使诱变率提高。
6. 遗传性和回复性：突变后的性状可遗传，也可因再次突变使微生物回复到野生型状态。

7. 规律性：特定微生物的某一特定性状的突变率具有一定的规律性。

  （四）基因突变的自发性和不对应性的证明
 1. Luria等的变量实验(fluctuation test) 
 2. Newcombe的涂布实验 (Newcombe experiment) 
 3. Lederberg等的影印培养法(replica plating)  
 （五）基因突变及其机制
 点突变（point mutation）和染色体畸变（aberration）
 1. 诱发突变 (induced mutation), 诱变：人为用物理、化学或生物因素显著提高基因自发突变率的方法。

诱变剂（mutagen）：具有诱变效应的任何因素。

（1）碱基的置换 (substitution)：只涉及一对碱基被另一对碱基所置换，属于微小损伤，又称点突变。分为转换(transition) （嘧啶或嘌呤同类更换）、颠换(transversion)（嘧啶或嘌呤异类更换）。

（2）移码突变（frame-shift mutation）：诱变剂使DNA分子中一个或少数几个核苷酸增添(插入)或缺失，从而使该部位后面的全部遗传密码发生转录和翻译错误的一类突变。
由移码突变所产生的突变株，称为移码突变株（frame shift mutant）。与染色体畸变相比，移码突变也只能算是DNA分子的微小损伤。

（3）染色体畸变（chromosomal aberration） ：某些理化因子如X射线及烷化剂、亚硝酸等，除了能引起点突变外，引起DNA的大损伤（macrolesion） 。
包括染色体结构上的缺失 (deletion)、重复 (duplication)、插入 (insertion)、易位 (translocation) 和倒位 (inversion)等，也包括染色体数目的变化。染色体结构变化，分染色体内畸变和染色体间畸变。前者只涉及一条染色体，后者非同源染色体间的易位。

2、自发突变 (spontaneous mutation)
自发突变是指微生物在没有人工参与下所发生的突变。称它为“自发突变”决不意味着这种突变是没有原因的，而只是说明人们对它们还没有很好认识而已。
（六）紫外线对DNA的损伤及其修复
对紫外线（U.V.，ultraviolet ray）来说，嘧啶要比嘌呤敏感得多，嘧啶的光化产物主要是二聚体和水合物。其中了解较清楚的是胸腺嘧啶二聚体的形成和消除。
紫外线的主要作用是使同链DNA的引邻嘧啶间形成共价结合的胸腺嘧啶二聚体。二聚体的出现会减弱双链间氢键的作用，并引起双链结构发生扭曲变形，阻碍碱基间的正常配对，从而有可能引起突变或死亡。在互补双链间形成嘧啶二聚体的机会较少。但一旦形成，就会妨碍双链的解于，因而影响了DNA的复制和转录，并使细胞死亡。
微生物主要有以下两种方式去修复损伤后的DNA ：
光复活作用(photoreactivation) ：把经紫外线照射后的微生物暴露于可见光下时，可明显降低其死亡率的现象。这一现象最早(1949)是凯尔纳(Kelner) 发现的。
切除修复作用 (excision repair)：又称暗复作用(dark repair), 是活细胞内一种用于修复被紫外线等(如烷化剂、X射线、γ射线)损伤后的DNA的机制。与光复活作用不同，这种修复作用与光无关。

其修得过程中有4种酶参与，即：

1、内切核酸酶在胸腺嘧啶二聚体的5'一侧切开一个3'-OH和5'-P的单链缺口；2、外切核酸酶从5'-P至3'-OH方向切除二聚体，并扩大缺口；

3、DNA聚合酶以DNA的另一条互补链作模板，从原有链上暴露的3'-OH端起逐个延长，重新合成一段缺失的DNA链；

4、通过连接酶的作用，把新合成的寡核苷酸的3'-OH末端与原链的5'-磷酸末端相连接。
    教学回顾
1、
2、
3、
第二节 基因突变和诱变育种
二、突变与育种
（一）自发突变与育种： 选育、定向培育

（二）诱变育种
1、诱变育种的基本环节
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2、诱变育种的原则

（1）使用简便有效的诱变剂
（2）选用优良的出发菌株
（3）处理单细胞或单孢子悬浮液
（4）使用最佳诱变剂量
         剂量 = 强度（浓度）× 作用时间
        相对剂量 = 杀菌率
（5）利用协同效应
（6）寻找和利用形态、生理与产量间的相关指标
（7）设计高效率筛选方案
（8）根据具体情况创造新型筛选方案
3、突变株的筛选
（1）产量突变株的筛选
（2）抗药性突变株的筛选
（3）营养缺陷型突变株的筛选
与筛选营养缺陷型突变株有关的三类培养基
基本培养基（MM，minimal medium）：仅能满足某微生物的野生型菌株生长需要的最低成分组合培养基，称基本培养基。可用符号“[－]”来表示。
完全培养基（CM，complete medium）：凡可满足一切营养缺陷型菌株营养需要的组合培养基，可称为完全培养基。可用符号“[＋]”。

补充培养基（SM，supplemental medium）：凡只能满足相应的营养缺陷型生长需要的组合培养基，称为补充培养基。补充培养基的符号可根据加入的是A或B等代谢物而分别用[A]或[B]等来表示。

与营养缺陷突变有关的三类遗传型个体
野生型 (wild type,wild strain)：从自然界分离到的任何微生物在其发生营养缺陷突变前的原始菌株。[A+B+]
营养缺陷型 (auxotroph)：野生型菌株经诱变处理后，丧失了某酶的合成能力，只能在加有该酶合成产物的培养基中生长，这类突变称为营养缺陷型突变株。[A+B-],  [A-B+]

原养型 (prototroph) ：营养缺陷型突变经回变或重组后产生的菌株，营养要求在表型上与野生型相同。 [A+B+]

突变株的筛选方法
（1）诱变剂处理
（2）淘汰野生型
（3）检出缺陷型
（4）鉴定缺陷型

第三节  基因重组与杂交育种
基因重组 (gene recombination)：凡把两个不同性状个体内的遗传基因转移到一起，经过遗传分子间的重新组合，形成新遗传型个体的方式。重组可使生物体在未发生突变的情况下，也能产生新遗传型的个体。
重组是在核酸分子水平上的一个概念，而一般所说的杂交(hybridization)则是细胞水平上的一个概念。杂交中必然包含着重组，而重组则不限于杂交这一形式。真核微生物中的有性杂交、准性杂交（parasexual hybridization）等原核生物中的转化、转导、接合和原生质体融合等都是基因重组在细胞水平上的反映。

基因重组的意义

  基因重组是杂交育种的理论基础

杂交育种的优点：①由于杂交育种选用了已知性状的供体菌和受体菌作为亲本，故在方向性和自觉性方面，均比诱变育种前进了一大步。②利用杂交育种可以消除某一菌株在经过长期诱变处理后所出现的产量上升缓慢的现象。

杂交育种的缺点：杂交育种的方法较复杂，目前还没有得到普遍的推广和使用，尤其在原核生物的领域中，应用转化、转导或接合等重组技术来培育可应用于生产实践上的高产菌株的例子还不多见。从上世纪70年代后期开始，由于原生质体融合技术获得巨大的成功后，才使重组育种技术获得了飞速的发展。

一、原核微生物的基因重组
   基因重组的方式：转化、转导、接合、原生质体融合

   特点：片段性、单向性、多样性

转化（transformation）

   1. 转化或转化作用：

   受体菌（recipient，receptor）直接吸收了来自供体菌（donor）的DNA片段，通过交换整合到自己的基因组中，从而获得部分新的遗传型状的现象。

   接受了供体菌DNA的受体菌称为转化子（transformant）。

   2. 范围：原核生物中，转化是一个较普遍的现象。

 若干放线菌和蓝细菌及少数真核微生物也有转化报道。

   3. 转化发生的条件:  感受态

两个菌种或菌株之间能否发生转化，与它们在进化过程中的亲缘关系有着密切的关系。但即使在转化率极高的那些种中，其不同菌株间也不一定都可发生转化。

进行转化的受体细胞必须处于感受态（competence），亦即受体细胞最易接受外源DNA片段并实现其转化的一种生理状态。也可以采用人工的方法使细菌转变成感受态.

    感受态因子：调节感受态的一类特异蛋白，包括：

    1）膜相关DNA结合蛋白（MADNABP）

    2）细胞壁自溶素（autolysin）

    3）几种核酸酶

    一种细胞外蛋白，可与受体菌细胞表面的特异受体结合，结果激活细胞内一系列与转化有关的基因的表达，其中产生的自溶素使细胞表面的DNA结合蛋白和核酸酶裸露出来，以完成转化过程。不同细菌，每个细胞上的DNA结合位点数不同。

4. 转化因子（transforming factor）：

转化因子的本质一般是离体的DNA片段，经多次提纯操作后，每一转化DNA片段的分子量都小于1×107，约占细菌核染色体组的0.3%。

革兰氏阴性菌：一般的转化因子都是线状dsDNA；

革兰氏阳性菌：线状ssDNA。

呈质粒形式的转化因子，其转化频率最高。但不与核染色体基因组发生重组。

5. 转化过程：以S. Pneumonia为例分为六阶段：

（1）双链DNA片段与感受态受体菌细胞表面的 DNA结合位点（主要在新形成细胞壁的赤道区）结合；

（2）在吸附位点上的DNA被核酸内切酶分解，形成平均分子量为4~5×106的DNA片段；

（3）DNA双链中的一条单链被膜上的另一种核酸酶切除，另一条单链逐步进入细胞，这是一个耗能的过程。分子量小于5×105的DNA片段不能进入细胞。

（4）来自供体菌的单链DNA片段在细胞内与受体细胞核染色体组上的同源区配对交换，形成了一个杂合DNA区段(heterozygous region)。在这一过程中，有核酸酶、DNA聚合酶和DNA连接酶的参与；

（5）受体菌的染色体组进行复制，杂合区段分离成两个，其中之一获得了供体菌的转化基因，另一个未获供体基因；

（6）当细胞发生分裂后，一个子细胞含供体基因，这就是转化子；另一个细胞与原始受体菌一样。
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6. 转染（transfection）

把噬菌体或其它病毒的DNA（或RNA）抽提出来，让它去感染感受态的宿主细胞或其原生质体，并进而产生正常的噬菌体或病毒的后代，这种现象称为转染。

它与转化不同之处是病毒或噬菌体并非遗传基因的供体菌，中间也不发生任何遗传因子的交换或整合，最后也不产生具有杂种性质的转化子。

    教学回顾
1、
2、
3、
第三节  基因重组与杂交育种

一、原核微生物的基因重组

（二）转导(transduction)

 转导：通过完全缺陷或部分缺陷噬菌体的媒介，把供体细胞的DNA小片段携带到受体细胞中，通过交换与整合，使后者获得前者部分遗传形状的现象。获得新遗传形状的受体细胞称为转导子（transductant）
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 1. 普遍转导（complete transduction）

 通过完全缺陷噬菌体对供体菌任何小片段的误包，而实现其遗传性状传递到受体菌的转导现象。
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（1）完全普遍转导

进入受体的外源DNA通过与细胞染色体的重组交换而形成稳定的转导子。

（2）流产普遍转导
如果受体菌通过普遍转导获得了供体菌DNA片段后，在其体内不发生基因的交换、整合和复制，只进行转录、翻译和性状的表达。这种转导被称为流产转导。

2. 局限转导（specialized /restricted transduction）

概念：通过部分缺陷的温和噬菌体把供体菌的少数特定基因携带到受体菌中，并与后者的基因组整合、重组，形成转导子的现象。

特点：仅转导供体菌的个别基因（一般为噬菌体整合位点两侧的基因）；特定的基因由部分缺陷的温和噬菌体携带；缺陷噬菌体是由于其在形成过程中所发生的低频率误切（误切的频率一般在10-5左右，如E.coli 噬菌体引起的半乳糖利用、产生物素基因的转导）或双重溶源菌的裂解而形成；局限转导噬菌体的产生要通过UV等因素对溶源菌的诱导并引起裂解后才产生。

 媒介： 部分缺陷噬菌体（丢失自身一部分基因，并被同等

                ↓           长度的宿主基因所取代）

        只能转导个别特定基因 

（1）低频转导（LFT）：

    诱导溶源性大肠杆菌而产生的细胞裂解产物中，除含有正常的噬菌体外，还有少数（ 10- 4~10-6）转导噬菌体颗粒，因此，用诱导λ溶源性菌株得来的噬菌体进行转导时的转导频率不过10-6 ，称为低频转导。

（2）高频转导（HFT）

如果细菌染色体中整合有一个正常的λ噬菌体时，缺陷λ噬菌体也能整合到同一细菌染色体上（因为正常λ噬菌体整合后，产生两个细菌/噬菌体杂合位点，缺陷λ噬菌体可以在该位点插入），这种细菌称为双重溶源菌。

双重溶源菌中，正常λ噬菌体称为辅助噬菌体，因为它帮助缺陷噬菌体整合和繁殖。双重溶原菌在紫外辐射等因子的诱导下，原噬菌体容易被切割下来，产生等量的缺陷噬菌体和正常噬菌体，该裂解物称为高频率转导裂解物，用这样的裂解物去感染细菌，将比低频率转导裂解物产生多得多的转导子。这一过程称为高频转导。
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接合（conjugation，mating）

   供体菌通过性菌毛传递不同长度的单链DNA给受体菌，在后者细胞中发生交换、整合，从而使后者获得供体菌的遗传性状的现象。获得新性状的受体细胞称为接合子。

   概念：供体菌（‘雄性’）通过性菌毛与受体菌（‘雄性’）直接接触，把F质粒或其携带的核基因组片段传递给后者，使后者获得供体菌若干遗传性状的现象。获得新性状的受体细胞称为接合子（conjugant）。

存在范围：细菌和放线菌中都存在接合现象。

   在细菌中，G－ 细菌尤为普遍，如E. coli、沙门氏菌属、志贺氏菌属、克雷伯氏菌属、沙雷氏菌属、弧菌属、固氮菌属和假单胞菌属等；

放线菌中，以链霉菌属和诺卡氏菌属最为常见，其中研究得最为详细的是天蓝色链霉菌（Streptomyces coeilcolor ）。

在不同属的一些菌种之间也可发生接合现象，如大肠杆菌与鼠伤寒沙门氏菌间或沙门氏菌与痢疾志贺氏菌间。
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    E.coli 的四种相互联系的接合型菌株：

    F+菌株、F-菌株、F’菌株和Hfr菌株的概念

    F+×F-   F’×F-   Hfr×F- 的接合结果

  

（四）原生质体融合（protoplast  fusion）

原生质体融合：通过人为的方法，使遗传性状不同的两细胞的原生质体发生融合，并进而发生遗传重组以产生同时带有双亲性状的、遗传性稳定的融合子的过程，称为原生质体融合。

原生质体融合的优点：

    可以提高重组率

    双亲可以少带标记或不带标记

    可进行多亲本融合

    有利于不同种间、属间微生物的杂交

    通过原生质体融合提高产量 

[image: image48.png]PEGEL A fik
B

RIS (AA BB,AB) KEE®E —[-- KA BIME T
AR RITIKHIB S F





二、真核微生物的基因重组
真核微生物的基因重组的方式
有性杂交：一般指性细胞之间的结合和随之发生的染色体重组，并产生新遗传型后代的一种育种技术。

准性杂交：同种生物的两个不同的体细胞发生融合，以有丝分裂的方式而导致低频率的基因重组并产生重组子的杂交方式。

突变体的检测与筛选

一、突变体的检测 

（一）直接检测表现型 

（二）间接检测法 

二、突变体的筛选
第四节 基因工程

（简介）

一、基因工程
基因工程：用人为的方法将所需要的某一供体生物的遗传物质----DNA大分子提取出来，在离体的条件下用适当的工具酶进行切割后，把它与作为载体的DNA分子连接起来，然后与载体一起导入某一更易生长、繁殖的受体细胞中使供体DNA进行正常的复制和表达，从而获得新物种的一种崭新的育种技术。

重组DNA技术 (recombination DNA technique)是指将一种生物体(供体)的基因与载体在体外进行拼接重组，然后转入另一种生物体(受体)内，使之按照人们的意愿稳定遗传并表达出新产物或新性状的DNA体外操作程序，也称为分子克隆技术。因此，供体、受体、载体是重组DNA技术的三大基本元件。

基因工程的基本条件
用于核酸操作的工具酶；

    B、用于基因克隆的载体
C、用于基因转移的受体菌或细胞
基因工程操作

    一般分为以下四个步骤：

  目的基因的取得

  载体的选择

  目的基因与载体DNA的体外重组

  重组载体引入受体细胞

 获得目的基因的主要方法
从供体细胞的DNA中分离

    酶切法、PCR扩增

通过反转录酶的作用由mRNA合成cDNA

    拷贝数少的目的基因的获得

由化学方法合成特定功能的基因

    磷酸二酯法、磷酸三酯法、固相亚磷酸三酯法，合成的长度150-200bp，作用：合成基因的元件、合成引物、合成探针、用于基因的定点诱变、作为重组DNA连接的构件

二、基因工程技术的应用 

 基因工程的基本用途
分离、扩增、鉴定、研究、整理生物信息资源
大规模生产生物活性物质
设计、构建生物的新性状甚至新物种
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    教学回顾
1、

2、

3、
    第五节  菌种的退化、复壮与保藏
一、菌种的退化与复壮 
衰退 (degeneration)：在微生物的生长过程中，由于变异的存在，使原有的

优良性状发生负变，即菌种的衰退。
复壮 (rejuvenation)：狭义的复壮是指在菌种已发生衰退的情况下，通过纯

种分离和生产性能测定等方法，从衰退的群体中找出未衰退的个体，以达到恢

复该菌原有典型性状的措施； 
广义的复壮是指在菌种的生产性能未衰退前就有意识的经常、进行纯种的

分离和生产性能测定工作，以期菌种的生产性能逐步提高。实际上是利用自发

突变（正变）不断地从生产中选种。 

防止菌种衰退的方法
控制传代的次数：一般在DNA的复制过程中，碱基的错配率是5x10-4，

自发突变的频率为10-8~10-9，采用良好的菌种保藏方法，可以减少移种和传代的次数。

创造良好的培养条件

利用不同类型的细胞进行接种传代：对丝状微生物而言，通常采用稳定的单核孢子进行接种。

采用有效的菌种保藏方法

菌种的复壮措施
纯种分离
   菌落纯的分离方法（平板表面涂布法，平板划线分离法，琼脂培养基浇注法）

    细胞纯的分离方法（分离小室进行单细胞分离，显微操纵器进行单细胞分离，菌丝尖端切割法进行单细胞分离）。

通过宿主体内生长进行复壮
    如Bacillus thuringiensis 的复壮

淘汰已衰退的个体（采用比较激烈的理化条件进行处理，以杀死生命力较差的已衰退个体）

菌种的保藏
菌种保藏机构的任务：广泛收集实验室和生产菌种、菌株（包括病毒株以及动、植物细胞株和质粒等）的基础上，使之达到不死、不衰、不乱以及便于研究、交换和使用的目的。
常用的菌种保藏机构：中国微生物菌种保藏委员会(CCCCM)、美国的典型菌

种保藏中心(ATCC)。

菌种保藏的原理
挑选典型菌种的优良纯种
  一般采用微生物的休眠体（如孢子、芽孢等）。

创造适于微生物长时期休眠的环境条件（如干燥、低温、缺氧、避光、缺乏营养以及添加保护剂或酸碱中和剂等）。

菌种保藏的方法
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  干法保藏菌种的方法
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教学回顾:

本章总结：

阶段测验二

内容包括第四-七章重点掌握的内容。


	教学手段



	第八章  微生物的生态

生态系统概述

生态系统和生物圈

（一）生态系统

生态学：研究生命系统与其所处环境系统之间相互作用规律性的科学。
微生物生态学：微生物群体—微生物区系 (microflora)或正常菌群(normal flora)与其周围生物和非生物环境条件的相互作用的规律。

生态学研究范围：生物圈、生态系统、群落、种群 。

研究意义：理论：地球进化和生物进化原因

   实践：菌种资源、菌肥、医药、探矿、冶金、环保等

   几个概念
生物圈(biosphere) ：地球上的所有生物。
范围：陆地或海面上下10km。
包括岩石圈、土壤圈、水圈和大气圈。
生态系统(ecosystem) ：生物群落与其无机环境相结合、相作用、相调控而成的动态系统。
生态系统的具有明显的三维空间结构：水平分布和垂直分布。
群落(community) ：同一环境中两个以上种群由于生活繁殖上的连锁而构成相依赖、相制约的生物集团。

种群(population) ：生活在同一环境中的同种个体组成的能繁殖集团。与同种别地的种群有隔离、有界限。

生态系统的功能：
1、生物生产：产生小分子有机物；
2、能量流动：能量的产生和传递；
3、物质循环：营养物质的传递；
4、信息传递：物理信息、化学信息。
二、生态平衡
（一）生态系统是开放的系统
（二）生物量增加与生物量减少
（三）生态系统的平衡
（四）生态阈限
（五）破坏生态平衡的因素
三、生态系统分类
水体生态系统、陆地生态系统、河流生态系统、湖泊生态系统、动物生态系统、植物生态系统、微生物生态系统。
第一节 微生物在自然界中的分布和菌种资源的开发

一、微生物在自然界中的分布
（一）土壤和地层中的微生物
   1、土壤的生态条件：土壤是微生物良好的生活场所 
  1）营养：提供了良好的 C源、N源、能源； 

  2）pH：3.5-8.5，多数为5.5-8.5；
  3）渗透压：0.3-0.6MPa；  G-：0.5-0.6MPa、G+ ：2.0-2.5MPa ；

  4）氧气和水：土壤颗粒空隙间充满着空气和水分； 

  5）温度：季节与昼夜温差不大； 

  6）保护层：表层土壤及覆盖物等。
   2、土壤中微生物的种类、数量与分布

按种类递减：
细菌—放线菌—霉菌—酵母菌—藻类—原生动物
-108
  -107
   -106   -105    -104  -103个/g

   按生物量计算：

霉菌——细菌——原生动物——藻类——酵母菌

-150    -75
    -15
   -7.5
-7.5 kg/亩

土壤微生物的代谢活动，可改变土壤的理化性质，进行物质转化，因此，土壤

微生物是构成土壤肥力的重要因素。

3、土壤中微生物的分布
1）水平分布与垂直分布
2）土壤中微生物的主要类群

“中华地学瑰宝”的泥浆中也有微生物存在。
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（二）水中的微生物
    自然界江河湖海等各种淡水与咸水水域中都生存着相应的微生物。
水域中微生物的种类和数量与水域的有机物、无机物的种类和含量，光照

酸碱度、渗透压、温度、含氧量和有毒物质的含量有密切关系。
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水体中微生物的来源

    水体中固有的微生物、来自土壤的微生物、来自生产和生活的微生物、

来自空气的微生物
1. 不同水体中的微生物种类：
 （1）淡水型水体的微生物：
   按淡水中有机物含量的多寡及其与微生物的关系，分为两类：

   ①清水型水生微生物（硫细菌、铁细菌、蓝细菌、光合细菌等）

  洁净湖泊和水库：微生物数量少（10-103/ml），以化能自养型和光能自养型

微生物为主，部分腐生细菌，如色杆菌、无色杆菌和微球菌等；霉菌中如水霉、

绵霉等的一些种；以及单细胞和丝状的藻类和一些原生动物常在水面生长，数

量较少。以上微生物种类可以认为是水中的“土著”菌群。

   ②腐败型微生物（肠道杆菌、芽胞杆菌、弧菌、螺菌等）

  类型：流经城市的河水、港口附近的海水、滞留的池水、阴沟水。

  环境情况：流入了大量的人畜排泄物、生活污物和工业废水等，有机物含量

大增。

  繁殖及后果：通常因水体环境中的营养等条件不能满足其生长繁殖的要求，

加上周围其它微生物的竞争和拮抗关系，一般难以长期生存，但由于水体的流

动，也会造成病原菌的传播甚至疾病的流行。

  数量：大量外来的腐生细菌，使腐败型水生微生物尤其是细菌和原生动物大

量繁殖，每毫升污水的微生物含量达到107-108个。

  类群：

  革兰氏阴性无芽孢杆菌，如Proteus、E.coli、Enterobacter aerogenes 和 

Alcaligenes 等，各种Bacillus、Vibrio 和Spirillum 等的一些种纤毛虫类、

鞭毛虫类和根足虫类等原生动物，还有一些随人畜排泄物和病体污物进入水体

的动植物致病菌等。

 （2）海水型水体微生物：
海水中的土著微生物（需耐盐）种类主要是一些藻类以及细菌中的Bacillus

（芽胞杆菌属）、Pseudomonas（假单胞菌属）、Vibrio（弧菌属）和一些发光

细菌等；

  特点：平均含盐量：3.5%，密度大、渗透压高、冰点低；

  微生物组成：多G-、多嗜盐、河口处有耐盐菌；

  嗜盐菌：低嗜盐菌：适于生活在盐浓度2-5%；


       中等嗜盐菌：适于生活在盐浓度5-20%；


       高嗜盐菌：适于生活在盐浓度20~30%

  分布：不均匀，垂直分布明显



0-25米——透光区



25-200米——无光区



200-6000米——深海区



＞6000米——超深渊海区

    常见菌种：假单孢菌、弧菌、螺菌、无色杆菌、黄杆菌。

2、水体自净和污染水体的微生物生态
（1）水体自净概述
1）每种水体都有各自的生态系统，来保证自身的净化。
2）水体自净动力：食物链→完成水体的生物循环。
[image: image54.png]FAE

l
— R L REMY - BR FHERRH o8
(%K, k&N

B OKEEY)  oosegme o mag. HEH o A !




（2）水体自净的过程
水体自净：水体中称职有机污染物后，在物理、化学和水生物（微生物、动

物和植物）等因素的综合作用后得到净化，水体恢复到污染前的水平和状态。
  自净容量：在水体正常生物循环中能够净化有机污染物的最大数值。
  水体自净的过程：
  1）稀释与沉降  
  有机污染物排入水体后被水体稀释，有机和无机固体物质沉降至河底； 

  2）好氧与厌氧菌的分解
水体中好氧菌利用溶解氧把有机物分解为简单的有机物和无机物，并用以组

成自身有机体，水中溶解氧迅速下降至零，此时鱼类绝迹，原生动物、轮虫、

浮游甲壳动物死亡；厌氧菌大量繁殖，对有机物进行厌氧分解。有机物经细

菌完全无机

化后，产物为CO2、H2O、PO43-、NH3和H2S。NH3和H2S继续在硝化细菌和硫

化细菌作用下生成NO3-和SO42- 。 
3）水体中溶解氧的动态变化
异氧菌分解有机物时消耗水体中的溶解氧。复氧速率小于耗氧速率；当有机物

渐少，复氧速率大于耗氧速率；当水体不再被有机物污染时，河水中的溶解氧

恢复到原来的水平，甚至达到饱和。
4）水体中细菌死亡，净化完成。
（3）衡量水体自净的指标
1）P/H指数  反映水体污染和自净程度
P：光能自养型微生物；H：异养型微生物；
2）氧浓度昼夜变化幅度和氧垂曲线
（二）污染水体的微生物生态
1、污化系统：1）多污带、2）α-中污带 、3）β-中污带、4） 寡污带
2、水体有机污染指标
1）BIP指数：无叶绿素的微生物占所有微生物生物百分比。
2）细菌菌落总数：

我国相关法规对饮用水微生物指标的规定:

细菌总数<100个/ml，3个E.coli/L； 
3）总大肠菌群：艾希氏菌属、柠檬酸杆菌属、肠杆菌属、克雷伯氏菌属等。
作为致病菌污染水体的间接指标。
三、水体富营养化
水体的污染—富营养化
富营养化：水体中因氮、磷等元素含量过高而引起水体表层的蓝细菌和藻类

过度生长繁殖的现象。
水华（water bloom）：发生在淡水水体的富营养化现象。
赤潮（red tides）：指发生在咸水区水体的富营养化现象。
饮用水的微生物标准

    水源的饮用价值：良好的饮用水细菌含量应在100个/ml以下，当超过

500个/ml时，即不适合作为饮用水。

    更重要的是水中的致病微生物种类，一般用大肠菌群数作为是否含有病

原菌的指标。

我国相关法规对饮用水微生物指标的规定

细菌总数不得超过  ：100个/毫升

大肠菌群指数不得超过  ：3个/升

（三）空气中的微生物
   1、空气的生态条件
   无营养和水分、紫外线直射、温度变化大等。
   2、空气微生物的种类、数量和分布
  存在状态：漂浮，短暂停留，以吸附于尘埃微粒上的形式存在。微生物数量与空气中的尘埃颗粒数有直接关系。
分布：越接近地面的空气含菌量越高，目前人类检测到微生物存在的最高处为85km的高空。

种类：球菌、芽孢杆菌、产色素细菌、真菌孢子。
空气中微生物的杀灭与去除方法：紫外线照射、甲醛熏蒸、药物喷雾、过滤除菌等。 
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   3、空气微生物的卫生标准及生物洁净技术
空气污染指示菌：绿色链球菌
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4、空气微生物检测
空气微生物的测定方法
1、固体法：平板落菌法、撞击法、过滤法
2、液体法：
空气微生物的检测点数：空气微生物的检测点数越多越准确。
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工农业产品上的微生物

   1.工业产品的霉腐 
  材料劣化：工农业产品因受气候、物理、化学或生物因素的作用而被破坏的

现象。

  微生物引起的劣化种类：

  霉变 (mildew，mouldness)：由霉菌引起的劣化。

  腐朽 (decay)：泛指在好氧条件下微生物酶解有机质使其劣化的现象，常

见的如由担子菌引起的木材或木制品的腐朽现象。

  腐烂 (或腐败, Putrefection, rot)：主要指由细菌或酵母菌引起的使物

体变软、发臭性的劣化。

  腐蚀 (corrosion)：主要指由硫酸盐还原细菌、铁细菌或硫细菌引起的金

属材料的侵蚀、破坏性劣化。

  变质 (deterioration)：指由各种生物或非生物因素引起的工农业产品质

量下降的现象。

  霉腐微生物学

定义：研究危害各种工农业产品的微生物种类、分布、作用机理以及如何防

治其危害的科学。

霉腐微生物的作用机理：

通过微生物酶系分解各种工农业产品中的相应组分产生危害。

在矿物油中生长，不仅因大量菌体阻塞机件，代谢产物会腐蚀金属器件。

硫细菌、铁细菌和硫酸盐还原菌会对金属制品、管道和船体外壳等产生腐蚀。

菌体和代谢物属于电解质，对电讯、电机器材等会危及其电学性能。

有些霉菌分泌的有机酸能腐蚀玻璃以致严重降低光学仪器的性能。

烟叶、中药材、化妆品建材、图书、文物、档案、艺术品、生物标本。

霉腐微生物的控制

控制其温度、湿度、氧气和养料；

采用有效的化学抑菌剂、杀菌剂或物理杀菌剂；

在工业产品加工、包装过程中，尽量保持环境卫生并严防杂菌污染；

工业防霉剂筛选的试验菌种及其特性


      菌名

                            破坏能

Aspergillus niger（黑曲霉）
        在许多材料上广泛生长，抗铜盐

Asp.terreus（土曲霉）
                  侵蚀多种材料

Aureobacidium pullulans（出芽短梗霉）
侵蚀涂漆与喷漆

Paecilomyces varioti（宛氏拟青霉）
    侵蚀塑料和皮革

Penicillium funiculosum（绳状青霉）
    侵蚀织物及多种材料

P.ochro-chloron（赭绿青霉）
           侵蚀塑料与织物，抗铜盐

Scopularriopsis brevicaulis（短柄帚霉）
 侵蚀橡胶

Tricoderma viride（绿色木霉）
           侵蚀纤维织物与塑料

极端环境下的微生物（自学）
嗜热菌、嗜冷菌、嗜酸菌、嗜碱菌、嗜盐菌、嗜压菌、抗辐射的微生物。

  （六）生物体内外的正常菌群

   人体的正常微生物区系

   正常菌群：生活在健康动物各部位，数量大、种类较稳定且一般是有益无害的微生物。

   正常菌群与人体的关系：一般能维持平衡，菌群内部的各种微生物之间，

也是相互制约而维持相对稳定。

   变化情况：正常菌群是相对的、可变的、有条件的。

   机体防御机能减弱时，一部分正常菌群会成为病原微生物；

   正常菌群在非正常部位时也可引起疾病；

   由于外界因素的影响，破坏了各种微生物之间的相互制约关系，正常菌群

也会引起疾病 (菌群失调症)。

   益生菌剂和益生元。

   其它生物体
   无菌动物（germ-free animal）：体内外检查不到任何正常菌群的动物。

   悉生生物（gnotobiotics）：已经人为接种某已知纯种微生物的无菌动物。

   根际微生物（rhizosphere microorganism）：植物根系经常向周围土壤分

泌各种外渗物质，故根际有大量微生物活动。种类组成受植物的种类和植物发

育阶段影响。作用是改善植物营养、分泌生长刺激素及抗生素等；有时也有害，与植物争夺N、P等营养、分泌毒素等。

   附生微生物（epibiotic microbe）：指生活在植物体表面，主要借其外渗

物质或分泌物质为营养的微生物。叶面微生物是主要的附生微生物。

教学回顾

1、

2、

3、
	教学手段



	第八章 微生物的生态
第一节 微生物在自然界中的分布和菌种资源的开发

    二、菌种资源的开发

    （一）菌种筛选的一般原则和基本步骤：

    采集菌样：了解目标菌分布情况、首选样品是土壤。

    富集培养：利用选择性培养基的原理，向所采土样中加入某些特殊营养物，

并创造一些有利于待分离对象生长的条件，使样品中少量的能分解利用该营养物

的微生物大量繁殖，以提高其在群体中的比例，使之便于分离。

    纯种分离：平板划线分离、稀释平板法。

性能测定：生理生化、代谢物检测等。

菌种保藏：斜面保藏、半固体保藏、甘油保藏等。

    （二）采取土壤样品要考虑的几个问题

土质肥，微生物含量高，特别肥沃的土壤中细菌多，放线菌少；在植物残体

枯枝落叶下的土壤中较多含有拮抗性真菌。

    离地面5-20cm处的土壤通气良好、不受阳光直射，含菌量最高。

    采土季节以春秋两季最好。

采土方法：选择适当地点、铲除表土、取土样数十克，盛入事先准备的无菌

防水纸袋中，其上记录采土时间、地点、植被情况等。
    多点采土、混合分离，可以代表每一地块上的微生物分布平均情况

（三）土样的富集培养

含有目的菌较多的土样不需要富集培养；

    如果原有样品中目的菌含量低，可以人为地添加相应的基质，培养使之以较

其它微生物更快的速度生长繁殖，从而提高它们在样品中的比例，便于分离。

    富集培养的一般方法：采用有利于目的菌种而不利于无关微生物的营养和培

养条件，以达到使目的菌种在群体中比例上升的目的。

    一些有特定物质产生能力的菌种，不容易富集，只有通过大量艰苦的工作筛

选取得。
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    第二节 微生物与生物环境间的关系

    微生物与任何一种生物之间的关系：

    双方获益：共生、互利共栖、协同共栖、互养共栖

    单方获益，对方受害：寄生、捕食、拮抗

    单方获益，对方无害：偏利共栖、卫星状共栖、互生（代谢共栖）

    互不相扰：无关共栖

    一方受害，对方无益无损：偏害共栖

    双方受损：竞争共栖

    一、互生（metabiosis）

    定义：两种可以单独生活的生物，当它们生活在一起时，通过各自的代谢

活动而有利于对方，或偏利于一方的生活方式。又称代谢共栖。

    特点：可分可和，合比分好，松散关系。
    （一）微生物间的互生关系：

    好氧性自生固氮菌与纤维分解菌

    氧化乙酸脱硫单胞菌与一种绿硫细菌，卫星状共栖，脱氢与光合

拉曼毛霉与一种红酵母，都是VB1需求者，都是只能合成硫胺素分子的一

半结构；二者共栖时，互相吸收对方分泌物而可以不需要VB1，此为代谢共栖。

    （二）微生物与动物的互生关系：

    人体的肠道正常菌群：

    排阻、抑制外来致病菌;

    提供若干种维生素：如VB1、B2、B6、B12、VK、烟酸、泛酸、生物素、叶酸等

    产生若干种酶类;

    一定程度的固氮作用;

    产气体和粪臭素;

    动物肠道的正常菌群：

    （三）微生物与植物间的互生关系

     根际微生物

     附生微生物

二、共生（symbiosis）

定义：两种生物共居在一起，相互协作分工，相依为命，以至达到难分难

解、合二为一的一种关系。

（一）微生物间的共生关系

菌藻共生或菌菌共生：地衣

组成：真菌（子囊菌，担子菌）＋单细胞藻类（绿藻，蓝藻）共生组成一种

植物体。

生理：地衣中的真菌和藻类已形成特殊形态的整体了， 在生理上相互依存，真菌营异养生活，藻类制造养料，真菌提供水分、无机盐供藻类光合作用。

（二）微生物与植物间的共生关系

1. 根瘤菌与豆科植物；

2. 放线菌与一些非豆科植物之间的根瘤；

3. 菌根

真菌与植物根的共生联合体

分类：外生菌根与内生菌根

外生菌根多形成于木本植物，包括乔木和灌木，其中松科植物最为显著。

形成外生菌根的真菌主要是担子菌，次为子囊菌，个别为接合菌

外生菌根的形态和结构：菌套结构

外生菌根的作用：

（1）对植物营养和生长的作用

 扩大寄主根的吸收面

 菌根产生生长激素

 （2）对防御林木根部病害的作用

 根圈微生物群落数量多

 机械屏障作用

 根部受刺激，产生抑菌物质

 菌根菌产生抗生素

4. 植物内生菌

内生菌：微生物只生活在植物组织中，或生活周期大部分是在植物体内的称

为内生菌，与植物构成共生关系，但不形成特殊结构，包括内生真菌和内生细菌。

1993年从红豆杉树皮中分离得到内生菌Taxomyces andreanae，这是一株可

以产生紫杉醇taxol 的内生真菌。

产生具有医疗效果的化学物质的内生真菌是有待开发的巨大资源。

内生细菌的研究是从固氮弧菌开始的。

（三）微生物与动物之间的共生关系

最具典型：反刍动物与其瘤胃微生物；

          肠道中的双歧杆菌；
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牛羊等反刍动物，草是主要饲料，但它们本身没有分解纤维素的能力，而是

靠瘤胃微生物帮助分解，使纤维素变成能被牛羊吸收的糖类。

三、寄生 (parasitism)

定义：一般指一种小型生物生活在另一种较大型生物的体内或体表，从中取

得营养和进行生长繁殖，同时使后者蒙受损害甚至被杀死的现象。

微生物间的寄生：

噬菌体与其宿主之间的关系；

真菌对真菌的寄生；

细菌或真菌寄生于原生动物；

细菌寄生于细菌：蛭弧菌寄生于Pseudomonas phaseolicola（栖菜豆假单

胞菌）。

微生物与植物之间的寄生关系：

植物病原体：专性寄生物和兼性寄生物

微生物与动物之间的寄生关系：

各种病原微生物、昆虫病原菌——生物农药

拮抗 (antagonism)

定义：由某种生物所产生的某种代谢产物可抑制他种生物的生长发育甚至杀

死它们的关系。

    一般多用来指代微生物之间的“化学战术”

有时也将因某微生物生长而引起的其它条件改变抑制他种生物的现象称为拮

抗，如缺氧、pH值改变等。

拮抗关系的利用：为筛选抗生素、食品保藏、医疗保健、动植物病害防治等

提供有效手段。

    五、捕食 (predatism)

定义：一种较大型的生物直接捕捉、吞食另一种小型生物以满足其营养需要

的相互关系。

    微生物间的捕食关系

    原生动物吞食细菌和藻类的现象。

       真菌捕食线虫和其它原生动物的现象

捕食现象的利用——生物防治

教学回顾：1、2、3

第三节 微生物的地球化学作用

生物圈的繁荣发展，能量来源主要依赖于太阳，而元素来源主要依赖于由微

生物推动的物质循环。微生物大力推动生物地球化学循环 ，主要是C、N、S、P

等元素的循环。
地球进化可分为：化学进化和生物学进化两个阶段。生物学进化分为：单极

生态系统、双极生态系统、三极生态系统等三阶段。

原始地球大气的组成氢化物气体：水、氨、甲烷、硫化氢等。

原始海洋汇集了地壳表面大量可溶性化合物，成为诞生原始生命的摇篮。

地球的进化

化学进化：

由无机小分子生成有机小分子物质；

由有机小分子物质形成生物大分子物质；

由生物大分子组成团聚体或微球体形式的多分子体系，并进一步演变为原始

生命；

生物进化：

单极生态系统：只存在单一营养类型（异养分解者）的生态系统。原始汤中

的生物为异养、厌氧、发酵代谢。

双极生态系统：生态系统中具备了自养与异养（即合成和分解）两个环节。

自养者是蓝细菌。

三极生态系统：由于不同类型原核生物间发生内共生作用，出现了真核动物

细胞和真核植物细胞，形成了三极生态系统。即出现了食物链。
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一、碳素循环

大气中的CO2（0.032%）周转利用最快。大气中的CO2只够绿色植物约20年

使用。

微生物在碳素循环中的作用：把有机物中的碳元素尽快矿化和释放，从而使

生物解处于一种良好的碳平衡循环中。地球上约90%的CO2是由微生物分解作用

形成的。

   微生物的分解作用：光合作用固定的CO2中大部分以聚糖形式积累于木本

和草本植物躯干中，木材占60%，其中75%是纤维素、约20%是木质素和木聚糖、蛋白质仅占1%左右。在草本植物中多糖含量更高。分解纤维素的任务就是由土壤中的

一些特殊微生物来完成的。
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     分解纤维素的微生物
     分解纤维素的微生物主要是担子菌亚门非褶菌目的真菌、其它如一些放线

菌、细菌和原生动物等也具有这种能力。真菌分解纤维素的能力最强，包括一些

子囊菌、半知菌和担子菌。

分解半纤维素的微生物：真菌在分解半纤维素的开始阶段较为活跃，后期主要靠

放线菌。能分解半纤维素的真菌很多，大大超过能分解纤维素的真菌。

半纤维素的分解产物有己糖、戊糖，糖醛酸等。

二、氮素循环

  自然界的氮素循环是各种元素循环的中心，而微生物是整个氮素循环的中心。

氮元素的自然形态：（1）铵盐、亚硝酸盐、硝酸盐；（2）有机含氮物；（3）氮

气。

   氮素循环在自然界中很重要，其经过8个环节（生物固氮、硝化作用、同化性硝酸盐还原作用、氨化作用、铵盐同化作用、异化性硝酸盐还原作用、反硝化作用、亚硝酸氨化作用），其中有6个环节只有通过微生物才能进行，微生物是氮素循环核心生物。

（一）生物固氮

据统计全球生物圈每年生物固氮达2.4108吨，生物固氮占85%，其中草原3.5 107吨，林地4.0 107吨，海洋3.6 107吨，其它土壤0.6 107吨。根瘤菌属每年可为每公顷土地固氮达250Kg。

硝化作用（nitrification）

    定义：土壤或水体中的氨态氮经化能自养菌的氧化而成为硝酸态氮的过程。

过程：两阶段——（1）由亚硝化细菌参与，铵→亚硝酸；（2）由硝化细菌参与，亚硝酸→硝酸。

    意义：是自然界氮素循环中不可缺少的一环，对农业无益。

    （三）硝酸盐同化作用（assimilatory nitrate reduction ）

定义：绿色植物和微生物在利用硝酸盐的过程中，硝酸盐被重新还原成

NH4+后再被利用于合成各种含氮有机物，这就是硝酸盐的同化作用。

    （四）氨化作用（ammonnification）

    定义：含氮有机物经微生物的分解产生氨的作用。

    含氮有机物的种类：蛋白质、尿素、尿酸、几丁质等；

分解蛋白质的微生物种类：Pseudomonas fluorescens（荧光假单胞菌），

Proteus vulgaris（普通变形杆菌），Bacillus megaterium（巨大芽孢杆菌），

B. subtilis和B. mycoides（蕈状芽孢杆菌），Clostridium putrificum（腐败

梭菌）。

分解尿素的细菌：如Sporosarcina ureae（脲芽孢八叠球菌）和Bacillus 

pasteurii（巴氏芽孢杆菌）。

分解几丁质的细菌：如Bacterium chitinophilum（嗜几丁杆菌）和

Chromobacterium chitinochroma（几丁色色杆菌）等。

    意义：含氮有机物必须经过微生物降解才能被植物利用。

（五）铵盐同化作用（assimilation of ammonium）

 所有绿色植物和微生物进行的以铵盐作为营养，合成氨基酸、蛋白质、核酸和其它含氮有机物的作用。

（六）异化性硝酸盐还原作用（ dissimilatory nitrate reduction ）

定义：硝酸粒子作为呼吸链的末端电子受体被还原为亚硝酸的反应。有时亚硝酸可进一步通过亚硝酸铵化作用（nitrite ammonification）而产生氨或进一步通过反硝化作用（denitrification）产生氮气、NO或N2O。

菌种：兼性厌氧菌，行无氧呼吸的菌种。

（七）反硝化作用 (denitrification)

定义：由硝酸盐还原成NO2–并进一步还原成N2的过程（广义）。狭义的反硝化作用仅指由亚硝酸还原成N2的过程。

条件：厌氧（淹水的土壤或死水塘中）

菌种：少数异养和化能自养菌。如：Bacillus lichenoformis（地衣芽孢杆菌）、Paracoccus denitrificans（脱氮副球菌）、Pseudomonas aeruginosa（铜绿假单胞菌）、Ps. stutzeri（施氏假单胞菌）、Thiobacillus denitrificans（脱氮硫杆菌）以及Spirillum（螺菌属）和Moraxella（莫拉氏菌属）等。

意义：土壤中氮元素流失的重要原因之一。水稻田中施用化学氮肥，有效利用率只有25%左右。另外可以利用水生性反硝化细菌去除污水中的硝酸盐。

（八）亚硝酸氨化作用

定义：亚硝酸通过异化性还原可以经羟胺而转变成氨，叫做亚硝酸的氨化作用。

菌种：Aeromonas（气单胞菌属）、Bacillus（芽孢杆菌属）、Enterobacter（肠杆菌属）、Flavobacterium（黄杆菌属）、Nocardia（诺卡氏菌属）、 Vibrio（弧菌属） 和 Staphylococcus（葡萄球菌属）等。

三、硫素循环与细菌的金属滤沥

微生物在硫素循环的5个环节（同化性硫酸盐还原作用、脱硫作用、硫化作用、异化性硫酸盐还原作用、异化性还原作用）中都发挥着重要的作用。
    细菌滤沥也称细菌冶金，主要有三步：
1. 溶矿：硫酸铜溶出
2. 置换：用铁屑置换铜
3. 再生浸矿剂：Fe2+→Fe3+
四、磷循环
    磷在一切生物遗传信息载体（DNA）、生物膜以及生物能量转换和贮存物质（ATP等）的组成中不可缺少的，是一切生命物质中的核心元素。
因此磷素循环在自然中很重要，共包括3个环节：
  1. 不溶性无机磷的可溶化：各种微生物产生的多种有机酸、无机酸可溶解土壤、岩石中的磷酸钙、磷灰石等（细菌磷肥），得到可溶性无机磷
  2. 可溶性无机磷的有机化：各种生物可同化可溶性无机磷为细胞成分；水体中磷多，引起富营养化（水华、赤潮）
  3. 有机磷的矿化：生物有机磷进入土壤，微生物利用形成植酸盐、核酸、磷脂，经腐生微生物分解后形成可溶性无机磷，被植物吸收（能有效分解有机磷成无机磷的细菌可制成细菌磷肥）

铁循环（拓展内容）

铁的循环主要在无机物或有机物中的Fe2+与Fe3+之间的氧化还原反应。
菌种：化能自养铁细菌，如 纤发菌属、泉发菌属和嘉利翁氏菌属；化能自养硫细菌，如氧化亚铁硫杆菌。
   第四节 微生物与环境保护
    环境污染：主要指土壤或水体等生态系统的结构和功能受外来有害因素的破坏而失去了平衡，导致物质流、能量流无法正常运转的现象
    对环境的认识要先后经历4个逐步深化的阶段：治理“三废”（废气、废液、废渣） 消除公害 环境保护 走持续发展的道路
    一、水体的污染
    富营养化(eutrophication)：指水体中的氮、磷等元素含量过高而引起的水体表层中的蓝细菌和藻类过度生长繁殖的现象，包括：水华、赤潮。
    二、用微生物治理污染
    （一）污水的微生物治理
    1．微生物治理污水的原理
   在污水处理中常见的几个名词：（参考周德庆版《微生物学》）
  （1）BOD(biochemical oxygen demand):即“生化需氧量”或“生化耗氧量”，又称生物需氧量，指在1L污水或待测的水样中所含的一部分易氧化的有机物，当微生物对其氧化、分解时，所消耗的水中溶解氧毫克数（其单位为mg/L）；一般标准测定条件：20℃、5天，故常表示为BOD5(5日生化需氧量)
  (2)COD(chemical oxygen demand):即化学需氧量，是表示水体中有机物含量的一个简便的间接指标，指1L污水中所含的有机物在用强氧化剂将它氧化后，所消耗氧的毫克数（单位mg/L）；常用强氧化剂K2Cr2O7，表示为CODCr
  (3)TOD(total oxygen demand):即总需氧量，指污水中能被氧化的物质（主要是有机物）在高温下燃烧变成稳定的氧化物时所需的氧量；
 （4）DO(dissolved oxygen):即溶解氧量，指溶于水体中的分子态氧，是评价水质优劣的重要指标
 （5）SS(suspend solid):即悬浮物含量，指污水中不溶性固态物质的含量
 （6）TOC(total organic carbon):即总有机碳含量，指水体内所含有的有机物中的全部有机碳的量
    2．用于污水处理的特种微生物
在自然界中，广泛存在着能分解特定污染物的微生物，代表性菌种：Nocardia spp.（诺卡氏菌）、Pseudomonas spp.（假单孢菌）、Enterobacter spp.（肠杆菌）、 Corynebacterium spp.等。 
    3．污水处理的方法和装置
污水处理方法和具体装置很多。
  （1）完全混合曝气法：
表面加速曝气法，污水厂采用，利用活性污泥处理污水
活性污泥：由活细菌、原生动物、其他微生物群体聚集组成的絮凝团，具有很强的吸附、分解污染物的能力
  （2）生物转盘法 ：

   三、沼气发酵与环境保护（自学）

   四、用微生物检测环境污染（自学）

教学回顾：1、2、3、

本章总结：
	

	第九章 感染与免疫（10课时）

 第一节 传染（2课时）

传染的一般概念

    1.  病原微生物：病原体（pathogen）

    2.  传染（infection）是指寄生物和宿主间发生相互关系的过程。是指外源或内源性病原体在突破其宿主的“三道防线”后，在宿主的特定部位定居、生长、繁殖，产生特殊酶和毒素，进而引起一系列病理、生理性反应的过程。

    3.  传染病、人兽共患病。传染病的特点。

决定传染结局的三大因素

    病原体：能否引起宿主疾病取决于它的毒力、侵入数量和侵入门径。    

    宿主的免疫力（immunity）：

包括：非特异性免疫和特异性免疫；特异性免疫又分为细胞免疫和体液免疫两种。

    环境因素：分为宿主环境和外界环境。

    （一）病原体

     微生物的致病性

     细菌的致病性：细菌的致病性是对特定宿主而言，能使宿主致病的为致病菌，反之为非致病菌，但二者并无绝然界限。

条件致病菌(opportunistic pathogen)或机会致病菌：在一般情况下不致病，但在某些条件改变的特殊情况下可致病！



1. 毒 力 (virulence)

毒力又称致病力（pathogenicity），表示病原体致病能力的强弱。对细菌性病原体来说，毒力就是菌体对宿主表的吸附，向体内侵入，在体内定居、生长和繁殖，向周围组织的扩散蔓延，对宿主防御功能的抵抗，以及产生损害宿主的毒素等一系列能力的总和。 

1）侵袭力(invasiveness)：病原菌突破宿主防线，并能于宿主体内定居、繁殖、扩散的能力，称为侵袭力。

 （1）吸附和侵入能力；

细菌通过具有粘附能力的结构如革兰氏阴性菌的菌毛粘附于宿主的呼吸道、消化道及泌尿生殖道粘膜上皮细胞的相应受体，于局部繁殖，积聚毒力或继续侵入机体内部。

淋病奈瑟氏球菌：菌毛可使其吸附于尿道粘膜上皮的表面而不被尿液冲走；

变异链球菌、乳杆菌：牙齿表面粘连成菌班，造成龋齿；

霍乱弧菌（Vibrio）：在原处生长繁殖并引起疾病；

痢疾志贺氏菌（Shigella ddysenteriae）侵入细胞内生长繁殖并产生毒素，使细胞死亡，造成溃疡：

溶血链球菌（Streptococcus haemolyticus）通过粘膜上皮细胞或细胞间质侵入表层下部组织或血液中进一步扩散：

 （2）繁殖与扩散能力； 

通过水解性酶类，使组织疏松、通透性增加，有利于病原菌扩散。

透明质酸酶 (hyaluronidase)：旧称“扩散因子”

(spreading factor)，水解机体结蒂组织中的透明质酸，引起组织松散、通透性增加，有利于病原体迅速扩散，因而可发展成全身性感染。

Streptococcus(链球菌属)、Staphylococcus(葡萄球菌属)和 

Clostridium（梭菌属）的若干种可产此酶。

链激酶(streptokinase)：血纤维蛋白溶酶 (fibrinolysin)，能激活血纤维蛋白溶酶原（胞浆素原），使之变成血纤维蛋白溶酶（胞浆素），再由后者把血浆中的纤维蛋白凝块水解，从而有利于病原体在组织中的扩散。Streptococcus haemolyticus (溶血链球菌)可产此酶。在医疗实践上，细菌的链激酶已被用于治疗急性血栓栓塞性疾病，如心肌梗塞、肺栓塞以及深部静脉血栓疾病等。

卵磷脂酶（lecithinase）:又称α毒素，可水解各种组织的细胞，尤其是红细胞。如C.perfringens (产气荚膜杆菌)的毒力和蛇毒主要功能都由此酶引起。 

（3） 抵抗宿主防御功能的能力；

细菌的荚膜和微荚膜具有抗吞噬和体液杀菌物质的能力，有助于病原菌于在体内存活，例如肺炎球菌的荚膜；

致病性葡萄球菌产生的血浆凝固酶有抗吞噬作用；

分泌一些活性物质如溶血素，抑制白细胞的趋化作用；

具抵抗在吞噬细胞内被杀死的能力，能在吞噬细胞内寄生。

2. 毒 素 (toxin)

细菌毒素按其来源、性质和作用的不同分为外毒素和内毒素

（1）外毒素（exotoxin）

病原细菌，主要是一些革兰氏阳性菌，在生长过程中合成并分泌到胞外的毒素，如破伤风痉挛毒素、白喉毒素等；也有存于胞内当细菌溶解后才释放的如痢疾志贺菌的肠毒素。

特点：

通常为蛋白质，抗原性强，可选择作用于各自特定的组织器官，不同病原菌产生的外毒素不同，所引起的症状也不同。其毒性作用强，但毒性不稳定，对热和某些化学物质敏感。

类毒素（toxoid）和抗毒素（antitoxin）

利用外毒素对热和某些化学物质敏感的特点，用0.3%-0.4%甲醛处理，使其毒性完全丧失（脱毒），但仍保持抗原性，这种经处理的外毒素为类毒素，常用来预防注射。

    也可用类毒素注射动物（如马），以制备外毒素的抗体，称为抗毒素，作治疗用。

破伤风痉挛毒素 (tetanospamin)

（2）内毒素（endotoxin）

革兰氏阴性菌的细胞壁物质，主要成分是脂多糖(LPS)，于菌体裂解时释放，作用于白细胞、血小板、补体系统、凝血系统等多种细胞和体液系统，引起发热、白细胞增多、血压下降及微循环障碍，有多方面复杂作用，但相对毒性较弱。

各种革兰氏阴性菌的内毒素作用相似，且没有器官特异性。
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2. 入侵病原体的数量 

伤寒沙门氏菌108~109个/宿主；霍乱弧菌106个/宿主；痢疾志贺氏菌7个/宿主；鼠疫耶尔森氏菌只需几个细菌。

3. 侵入门径

（1）消化道

（2）呼吸道

（3）皮肤创口

（4）泌尿生殖道

（5）其他途径：垂直传播和水平传播

(二）宿主的免疫力

在第二节中详细展开。

   （三）环境因素

     宿主环境

    先天：遗传素质、年龄等；

    后天：营养、精神、内分泌状态、药物、针灸、电离辐射等的影响，体育锻炼；

    外界环境

    自然环境：气候、季节、温度、湿度，地理环境等；

社会环境：社会制度、居住环境、医疗条件等。

三、传染的三种可能结局

隐性传染：宿主的免疫力很强，病原菌的毒力相对较弱，宿主很快把病原体彻底消灭；

带菌状态：宿主和病原菌双方都有一定的优势，宿主把病原体限制在某一局部，两者长期处于相持状态；

显性传染：宿主的抵抗力较低，而病原菌的侵袭力较强，在宿主体内大量繁殖使宿主的细胞和组织严重损害，生理功能异常，即传染病。

急性传染、慢性传染；局部感染、全身感染；

毒血症；菌血症；败血症；脓毒血症。

教学回顾
1、

2、

3、

感染与免疫

    免疫与免疫学概述：
[image: image64.png]S M EAHE

iR Immunity

BUARHRGA DT A BRI (R FPERTH)
BRRRL. HH R BRI, MR R

~.\ / 7
EMYETT A

NEE R NE —— GBI

Immune(%5%. %Z KRB T Xmmunis(%5BiE8L. RBRIE)




免疫的基本功能

免疫防御(Immune Defence)：机体防御各种病原微生物及其毒素侵袭的功能，以及消毁或清除侵入机体的各种病原微生物等，以防发生传染病。  
免疫监视(Immune surveillance)：机体组织细胞由于受理化学因素或病毒等的作用，或由于遗传误差，经常会产生畸变或突变的细胞，其机率可达十亿分之一，免疫监视功能主要是发现和处理这些突变细胞，以防癌的发生。 

免疫稳定(Immune homeostasis)：保证机体组织和细胞，进行正常代谢活动的一种功能。清除衰老、死亡和破坏的组织细胞，去除代谢和损伤所产生的废物，使机体内部的细胞保持均一性，以防发生自身免疫病。
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免疫的特点与分类

特点：识别自我和非己 (Recognition of self and nonself)

      特异性 (Specificity)

      记忆性 (Immunological memory)
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免疫学 Immunology

概念：研究免疫系统结构与功能、免疫功能的实现过程、免疫功能的调节与失调等的一门生物科学。

研究免疫系统的结构与功能，免疫应答，免疫应答产物与抗原反应的理论和技术，应用其对机体有益的防卫功能，防止有害的病理作用，以发展有效的免疫学措施，实现诊病、防病、治病为目的的一门生物科学。      

目的：预防、治疗、诊断疾病，保障机体健康。

免疫学发展简史

 (一) 免疫学的萌芽期(16世纪至19世纪末叶) 

1、公元16世纪(明隆庆年间)，中国医学家用人痘苗预防天花

2、17世纪时，人痘接种经丝绸之路传至土耳其，后又传至英国等欧洲国家；经海上丝绸之路，传至朝鲜、日本及东南亚一些国家。

3、200多年后，又一重要发明问世。英国医生Jenner：种牛痘预防天花! 

Jenner于1798年出版专著《 Inquiry 》,书中称此技术为Vaccination(种痘)，Vacca(拉丁文，牛)。

(二) 免疫学的兴盛期(19世纪末叶至20世纪初叶)

１、疫苗的研究

微生物学奠基人

巴斯德(Louis Pasteur,1822~1895) 

科赫(Robert Koch,1843~1910) 　　

巴斯德－经典疫苗研究的鼻祖

巴斯德(1880) 鸡霍乱杆菌疫苗巴斯德为了纪念100年前Jenner的功勋，将这种接种也称为Vaccination，将接种的制剂称为vaccine(疫苗、菌苗)。在此基础上，巴斯德于1881年用高温培养法获得炭疽杆菌减毒株，继而用动物传代和干燥法获得了狂犬病病毒减毒株，二者均有显著的预防效果。

２、免疫血清的发现和应用

Roux和Yersin(1888)　白喉的发病机制：发现从白喉杆菌能产生毒素（白喉毒素）

Von Behring和北里(Kitasato)将对白喉毒素有抵抗力的动物血清(免疫血清)注射于健康动物，可使后者同样获得对白喉毒素的抵抗力。这是因为该免疫血清中含有一种称为抗毒素的物质。免疫血清用于治疗白喉，是人工被动免疫建立的先声。

在19世纪末和20世纪初，许多科学家先后发现了免疫血清在体内和试管内可以凝集细菌、杀灭细菌和溶解细菌。将血清中能与相应细菌或毒素反应的物质称为抗体，引起抗体产生的刺激物质(细菌、细胞、病毒)则称为抗原。体外抗原抗体反应的研究形成了免疫学的一个分支血清学。血清学的发展又促进了免疫化学的发展 。

３、免疫机制的研究

Metchnikoff(1890) 　

细胞免疫学派：机体免疫中吞噬细胞的吞噬作用是主要的;

Ehrlich(1897) 　

体液免疫学派则：血清抗体的防御作用是首要的;

Wright和Douglas(1903)

在研究吞噬细胞的吞噬作用时，发现了调理素，证明吞噬作用在调理素参与下可大为增强，从而初步统一了两个学派的争论，使人们开始认识到对机体的免疫机制应全面地理解。 

(三) 免疫学的腾飞期(20世纪初叶至中叶) 

机体发生的免疫应答如何调节? 20世纪70年代Jerne科学地提出了免疫网络学说，是现代免疫学理论的重要发展。他打破了Burnet关于免疫应答只是单克隆承担的局限性(克隆选择学说,1959)，把免疫应答看成是免疫细胞和免疫分子相互作用的网络调节的结果，从而从一个新的角度解释了免疫耐受、自身免疫和超敏反应等问题，在理论和实践上都有重要意义。这就使免疫学自20世纪中叶至当今的近50年中，从抗传染免疫的概念中彻底解脱出来，成为一门研究机体自我识别和对抗原性异物排斥反应的科学，即以识别“自己”与“异己”为中心，从而维持机体自身生理稳定的一门独特的生物学科。 

免疫学研究经历了三次重大突破

第一次是20世纪70年代---细胞水平

明确了小淋巴细胞是免疫活性细胞，对T、B细胞的形态特征及功能做了研究，并阐明了免疫活性细胞在免疫调节中的作用。

第二次是80年代---分子水平

分子生物学技术的应用，结果对免疫应答过程研究得更精细，免疫球蛋白基因超家族了解得更深入，并发现了许多具有重要功能的细胞表面分子(如CD等)，并对多种细胞因子及其受体的基因和功能进行了广泛研究；当然，这些成果的取得应归功于McAb技术的发展，因只有McAb才能更特异、更简单地来鉴定和分离这些分子。

第三次是90年代---免疫网络与免疫技术

对免疫系统的起源与演化，免疫应答过程中信号传导的分子基础，以及免疫分子在机体整体中的作用进行了研究，是当代免疫学研究的主要前沿，由于对各种免疫分子的功能从整体上进行综合，将使我们可以更全面、更深刻地理解免疫系统中各种免疫分子的结构与功能及其相互关系。另外许多免疫学技术如放射免疫技术、免疫酶技术、免疫荧光技术、McAb、PCR、生物芯片、基因敲除及小鼠转基因等的建立，对免疫学的发展也起了重要的推动作用。

所以在第一次IUIS会议上一致认为单独建立免疫学科。

免疫学在深度和广度上的发展

(一) 在深度上已由单一层次发展成多层次的学科  

免疫学的研究内容已从群体生物学、个体生物学和细胞生物学(cellular biology)向分子生物学(molecular biology)水平迈进，继而向基因水平发展。

但从辩证统一的观点出发，仅对各个层次单独研究，离开整体不进行综合是不科学的，因为各层次彼此间是不能割裂开的，没有整体就没有细胞，没有细胞又如何谈及分子和基因呢?所以对免疫学必须采取综合性研究，才是正确途径。 (二) 在广度上已由单一学科发展成多分支多边缘的学科  

免疫学分支学科：免疫化学、免疫生物学、免疫生理学、免疫病理学、免疫药理学、免疫毒理学、免疫遗传学、免疫组织学、免疫分类学、光免疫学、临床免疫学、免疫血液学、移植免疫学、肿瘤免疫学、免疫酶学、神经内分泌免疫学等。 

在免疫学方面取得重大成就的人和事

年份　作者　　　　　　　　　　        主 要 成 果

1901　Emil von Behring              白喉的免疫血清治疗

1908　Paul Ehrlich,Elie Metchnikoff基础免疫学中研究成果和吞噬作用

1913　Charles R Richet　　          发现超敏反应　　

1920　Jules Bordet　　　　　        免疫学中的新发现，补体

1928　Charles J H Nicolle　　　　   斑疹伤寒的研究

1930　Karl Landsteiner　　　　　    发现人类血型

1960　F M Burnet,P B Medawar　      发现获得性免疫耐受性

1972　G M Edelman,R R Porter　      免疫球蛋白的分子结构

1977　Rosalyn Yalow　　　　　　     肽激素的放射免疫检定

1980　G D Snell,Jean Dausset,       发现人类和动物的主要组织相容性　

　　　B.Benacerraf                  抗原和免疫应答的遗传控制

1984　George KÖhler,Cesar Milstein, B细胞杂交瘤技术和单克隆抗体

　　　Niel K Jerne　　　　　　　　

1987　S Tonegawa(利根川进)　　　    免疫球蛋白基因结构

1990　Murray,Thomas　　　           肾脏和骨髓移植的成就

1998　Furchgott　                   NO调节心血管系统、神经系统

                                    和免疫系统功能

第二节 非特异性免疫

非特异性免疫(non-specific immunity)亦称固有免疫(innate immunity)或天然免疫 (natural immunity)，是在生物长期进化过程中形成的，属于先天即有、相对稳定、无特殊针对性的对付病原体的天然抵抗能力。

固有免疫在个体出生时就具备，可对侵入的病原体迅速应答，产生非特异抗感染免疫作用；亦可参与对体内损伤衰老或畸变细胞的清除，同时固有免疫在特异性免疫应答过程中也起重要作用。

对于人类和高等动物来说，非特异性免疫主要由宿主的屏障结构、吞噬细胞的吞噬功能、正常组织和体液中的抗菌物质以及有保护性的炎症反应等4个方面组成。

非特异性免疫与特异性免疫在免疫功能的发挥上是密切联系的，有时还是密不可分的。

　非特异性免疫特点

① 作用范围广：机体对入侵抗原物质的清除没有特异的选择性。

② 反应快：抗原物质一旦接触机体，立即遭到机体的排斥和清除。

③ 有相对的稳定性：既不受入侵抗原物质的影响，也不因入侵抗原物质的强弱或次数而有所增减。但是，当机体受到共同抗原或佐剂的作用时，也可增强免疫的能力。

④ 有遗传性：生物体出生后即具有非特异性免疫能力，并能遗传给后代。因此，非特异性免疫又称先天免疫或物种免疫。 

⑤ 是特异性免疫发展的基础：从种系发育来看 ，无脊椎动物的免疫都是非特异性的，脊椎动物除非特异性免疫外，还发展了特异性免疫，两者紧密结合，不能截然分开。从个体发育来看，当抗原物质入侵机体以后，首先发挥作用的是非特异性免疫，而后产生特异性免疫。因此，非特异性免疫是一切免疫防护能力的基础。

一、表皮和屏障结构

(一) 表皮和黏膜  是宿主对病原体的“第一道防线”或“机械防线”，其作用有3个方面：

1、机械性阻挡和排除作用：健康和完整的皮肤和黏膜，鼻孔中的鼻毛，呼吸道表面的黏液和纤毛，都有阻挡和排除病原体的作用。 

2、化学物质的抗菌作用：汗腺分泌的乳酸；皮脂腺分泌的脂肪酸；胃分泌的胃酸；泪腺、唾液腺、乳腺和呼吸道黏膜分泌的溶菌酶等，都有抑菌或杀菌作用。

3、正常菌群的拮抗作用：肠道内大肠杆菌的酸性产物，能够抑制痢疾杆菌等。          

(二) 屏障结构 (barrier structure)

1、血脑屏障(blood-brain barrier)

主要由软脑膜、脉络丛、脑血管和星状胶质细胞组成。这些组织结构致密，可阻挡病原体及其有毒产物或某些药物从血液透入脑组织或脑脊液的非专有解剖结构，具有保护神经系统的功能。婴幼儿的血脑屏障因为尚未发育完善，所以比较容易发生脑膜炎、流行性乙型脑炎。

2、胎盘屏障(blood-embryo barrier)

胎盘屏障是由母体子宫内膜的基蜕膜和胎儿的绒毛膜共同构成的。该屏障不妨碍母体与胎儿之间的物质交换，但却能阻止母体内可能存在的病菌的通过，从而保护胎儿免受感染。

胎盘屏障的作用与妊娠期有关，在妊娠的头三个月内，胎盘结构尚未发育完全，如果孕妇在此期间感染某些病毒(如风疹病毒、肝炎病毒)，病毒由母体通过胎盘进入胎儿体内，可导致胎儿畸形、流产或死胎等。

   二、吞噬细胞的吞噬功能
   吞噬细胞 (phagocytes) 是一类存在于血液、体液或组织中，能进行变形虫运动，并能吞噬、杀死和消化病原微生物等异常抗原的白细胞。最主要的吞噬细胞有三类，其一为多形核白细胞(粒细胞)中的嗜中性粒细胞 (neutrophils)；其二为以巨噬细胞为代表的各种单核吞噬细胞；其三为分布于淋巴液和脾中的的树突细胞。

   图像识别分子 (PRMs) 和病原体相关分子图像 (PAMP)

   单核吞噬细胞、粒细胞等都是血液中的白细胞 (leukocytes, WBC, 数量: 4 500~11 000个/ml)，其种类最多，数量也多，它们担负着各种非特异和特异的免疫功能，因此被誉为机体的“白色卫士”
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    单核/巨噬细胞的功能

    1. 免疫防御功能（吞噬和杀菌作用）

(1)非特异性吞噬

(2)特异性吞噬：在抗体、补体及淋巴因子的辅助下, 增强其吞噬杀伤功能。

    2. 提呈抗原功能

    巨噬细胞是专职抗原提呈细胞（APC），通过吞噬、处理和传递三个步骤，参与摄取处理及提呈抗原，启动免疫应答。

    3. 免疫调节作用

    通过提呈细胞，分泌各种细胞因子参与免疫应答及免疫调节，包括激活淋巴细胞、杀伤癌细胞、促进炎症反应或加强吞噬细胞的吞噬、消化作用。细胞因子包括：IL-1、纤连蛋白、前列腺素、淋巴细胞激活因子(LAF)、遗传相关巨噬细胞炎症(GRF)、非特异性巨噬细胞因子(NMF)、绵羊红细胞溶解因子、肿瘤抗原识别炎症(RF)、IFN、TNF等。

    4. 免疫监视功能（抗癌作用）

   (1) 吞噬肿瘤细胞；

   (2) 通过ADCC杀伤肿瘤细胞；

   (3) 分泌TNF、 IL-1直接间接杀伤肿瘤细胞；

   (4) 产生酶及活性氧分子直接杀伤或抑制肿瘤生长；

    5. 免疫自稳功能

    单核/巨噬细胞可吞噬消化清除衰老细胞及凋亡细胞, 维持内环境稳定。

    树突的形态和功能

树突细胞 (dendritic cell）也称DC细胞，一种既具分支或树突状形态及吞噬功能，又能提呈抗原的细胞。分为髓系和淋巴系两类。成熟的DC细胞呈树突样或伪足样突起，因此被称为树突细胞。

炎症反应

    炎症(inflammation)是机体对病原体的侵入或其它损伤的一种保护性反应，在相应部位出现红、肿、热、痛和技能障碍，是炎症的五大特征。

广泛存在于人类和高等动物体内的白细胞、红细胞、血小板、组胺和5-羟色胺在发炎早期有着重要作用。

    炎症即是一个病理过程，又是一种防御病原体入侵的积极的免疫反应，其原因是：

    1. 可动员大量吞噬细胞聚集在炎症部位；

    2. 血流的加速使血液中抗菌因子和抗体发生局部浓缩；

    3. 死亡的宿主细胞堆集可释放一部分抗菌物质；

    4. 炎症中心部位氧浓度的下降和乳酸浓度的提高，可抑制  多种病原体的生长；

    5. 炎症部位温度的升高可降低某些病原体的繁殖速度。

    在病原体感染部位，组织中的巨噬细胞、肥大细胞，血液中的单核细胞、多形核粒细胞、红血球、血小板和补体等细胞和血清成分，可以直接或间接地引起细胞内或组织中的组胺、5-羟色胺、补体等释放出来。在它们的作用下，感染部位的微血管迅速扩张，血流量增加，同时还可使微血管壁通透性增大。血液中的吞噬细胞、杀菌成分渗出而大量潴留体液，在感染部位出现了红、肿、热、痛和机能障碍等炎症症状。另一方面，一些外源性(外毒素)和内源性热原质(蛋白质) 由血液传送至下丘脑部位的体温调节中枢，使患者体温增高。这些现象统称炎症反应。炎症反应是非特异性的，也是积极的防御反应。它可动员大量吞噬细胞、淋巴细胞和抗菌物质聚集在炎症部位。炎症部位的高温和体温的升高可降低某些病原体的繁殖速度。

    四、正常体液或组织中的抗菌物质
    在正常人的体液和组织中含有多种抗菌物质，如补体、干扰素、溶菌酶、白细胞素、吞噬细胞杀菌素等，这些物质具有抑菌、杀菌以及协助加强吞噬等作用。

    (一) 补体(complement)

     补体是存在于正常人体或高等动物血清中的一组非特异性血清蛋白(主要成分是β球蛋白)，是与免疫有关的并具有酶活性的蛋白质。至今已知它约有30多种成分，主要有9种(C1~C9) 因在抗原抗体反应中有补充抗体的能力，故称为补体。

    通常，补体在体液中以无活性的酶原状态存在，当抗原与特异性抗体结合为抗原抗体复合物时，抗体构象发生变化，暴露出补体结合位点，从而激活补体。激活后的补体即参与破坏或清除已被抗体结合的抗原或细胞，发挥其溶胞作用、病毒灭活、促进吞噬细胞的吞噬和参与器官移植排斥反应等免疫功能。其作用无特异性，对任何抗原抗体复合物都能发生反应。补体由巨噬、肠道上皮细胞及肝、脾细胞所产生。

激活补体的过程是一系列较复杂的酶促级联反应，按补体激活物质及激活反应顺序的不同，可分为三条途径：经典途径(CP)，凝集素途径(LP)，替换途径(AP) 。

    (二) 干扰素(interferon，IFN) 

     A.Isaacs等于1957年在研究流感病毒时，发现先感染动物细胞的一种病毒，会对后感染该细胞的另一种病毒产生抑制，这就是病毒干扰现象。

干扰素是高等动物细胞在病毒或dsRNA等诱生剂的刺激下，所产生的一种具有高活性、广谱抗病毒等功能的特异性糖蛋白，相对分子量很小(约2.0×104)。其功能除能抑制病毒在细胞中的增殖外，还具有免疫调节作用(包括增强巨噬细胞的吞噬作用、增强NK细胞和T细胞的活力)，和对癌细胞的杀伤作用等，因此可用于对病毒病和癌症的治疗。

除了各种病毒、灭活病毒和病毒RNA等能诱导产生干扰素外，细菌、立克次氏体、真菌以及细菌的内毒素、外毒素等许多物质都能诱导细胞产生干扰素，它们都可称为干扰素诱生剂。

干扰素具有很高的生物活性，1mg即具有10亿个活性单位。其抗病毒作用无特异性，由一种诱导剂诱导细胞产生的干扰素可抑制多种病毒的复制，是广谱的抗病毒物质，其保护作用具有种属特异性。

干扰素的作用：抗病毒、抗肿瘤和免疫调节

特异性免疫

    特异性免疫：是生物个体在其后天活动中接触了相应的抗原后获得的，故又称获得性免疫（aquired specific immunity）.

特点：获得性、特异性、体液免疫和细胞免疫、个体差异；

    获得方式：

    自动获得：（感染、接种，终生或短期）；

    被动获得：（输血、输入淋巴细胞、注射血清组分等，新生儿从胎盘和初乳中获得）。

教学回顾
1、

2、

3、

第九章 感染与免疫
特异性免疫

免疫系统

    免疫系统(Immune system) 是机体执行免疫功能的组织机构，是产生免疫应答的物质基础。它是在生物种系发生和发育过程中逐步建立和完善的。

免疫系统是由免疫器官、免疫组织、免疫细胞及免疫分子组成。
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    （一）免疫器官 (Immune organ)

    免疫器官是淋巴细胞和其他免疫细胞发生、分化成熟、定居和增殖以及产生免疫应答的场所。根据其发生和功能不同，可分为中枢免疫器官和外周免疫器官。

    中枢免疫器官(Central immune organ)或称初级淋巴器官(Primary lymphoid organ)，是免疫细胞发生、分化、发育和成熟的场所。人或其他哺乳类动物的中枢免疫器官包括骨髓和胸腺。鸟类的腔上囊（法氏囊）相当于哺乳类动物的骨髓。

骨髓 (Bone marrow)

骨髓是体内重要的造血器官，是各种血细胞和免疫细胞发生和分化的场所，也是机体重要的中枢免疫器官。

骨髓位于骨髓腔中，分为红骨髓和黄骨髓。红骨髓具有活跃的造血功能，由造血组织和血窦构成。造血组织主要由基质细胞和造血细胞组成。基质细胞包括网状细胞、成纤维细胞、血管内皮细胞、巨噬细胞等，由基质细胞及其所分泌的多种细胞因子（IL-3、IL-4、IL-6、IL-7、GM-CSF 等等）与细胞外基质共同构成了造血细胞赖以分化发育的环境，称为造血诱导微环境（Hemopoietic inductive microenvironment，HIM）。

骨髓的功能

1. 各类血细胞和免疫细胞发生的场所  

骨髓造血干细胞(Hematopoietic stem cell，HSC)具有分化成不同血细胞的能力---多能造血干细胞。HSC 在骨髓微环境中首先化为髓样干细胞(Myeloid progenitor)和淋巴样干细胞(Lymphoid Progenitor)。

前者进一步分化成熟为粒细胞、单核细胞、树突状细胞、红细胞和血小板；后者则发育为各种淋巴细胞(T细胞、B细胞、NK细胞)的前体细胞。

2. B 细胞分化成熟的场所 

在骨髓中产生的各种淋巴细胞的祖细胞及前体细胞，一部分随血流进入胸腺，发育为成熟T 细胞；另一部分则在骨髓内继续分化为成熟B细胞或自然杀伤细胞(NK 细胞)。成熟的B 细胞和NK 细胞随血液循环迁移并定居于外周免疫器官。

3. 体液免疫应答发生的场所 

骨髓是发生再次体液免疫应答的主要部位。记忆性B 细胞在外周免疫器官受抗原刺激后被活化，随后经淋巴液和血液返回骨髓，在骨髓中分化成熟为浆细胞，产生大量抗体(主要为IgG)，并释放至血液循环。

胸腺 (Thymus)

胸腺是T细胞分化、发育、成熟的场所。

胸腺位于胸腔纵隔上部、胸骨后方。人胸腺的大小和结构随年龄的不同而有明显差异。胸腺出现于胚胎第九周，在胚胎第20 周发育成熟，已具有正常胸腺的结构，是发生最早的免疫器官。新生期胸腺约重15~20g，以后逐渐增大，至青春期可达30~40g。青春期以后，胸腺随年龄增长而逐渐萎缩退化。

胸腺分左右两叶，表面覆盖有一层结缔组织被膜，被膜伸入胸腺实质，将实质分隔成若干胸腺小叶。胸腺小叶的外层为皮质(Cortex)，内层为髓质(Medulla)，皮-髓质交界处含有大量血管。

胸腺的功能

    胸腺是T细胞发育的主要器官，从骨髓迁入的淋巴样祖细胞，在与独特的胸腺微环境基质细胞(Thymic stromal cells, TSC)的相互作用下，经复杂的分化发育过程，最终产生功能性CD4+T细胞及CD8+T细胞，输出胸腺，定位于末梢淋巴器官及组织。如胸腺细胞不能发育，不能产生功能性T 细胞，无细胞免疫。

    CD4+T细胞: 辅助性T细胞(TH)、诱导性T细胞(TI)、

                迟发性超敏反应性T细胞(TD) 

    CD8+T细胞: 抑制性T细胞(TS)、细胞毒性或杀伤性T细胞(TC)

    T细胞参与细胞免疫和免疫调节

    腔上囊 (Bursa)
    腔上囊又称法氏囊(Bursa of Fabiricius)，为禽(鸟)类所特有的免疫器官。位于泄殖腔的背侧，并以短管与其相连。鸡为球形或椭圆形状囊，鹅、鸭腔上囊呈圆筒行囊。性成熟前达到最大，以后逐渐萎缩退化直到完全消失。

    腔上囊是B 细胞分化成熟的场所。

哺乳动物没有腔上囊，相当于腔上囊的功能由骨髓兼管。

    外周免疫组织和器官
    外周免疫器官(Peripheral immune organ)或称次级淋巴器官(Secondary lymphoid organ)，是成熟T 细胞、B 细胞等免疫细胞定居的场所，也是产生免疫应答的部位。

外周免疫器官包括淋巴结、脾脏和消化道、呼吸道、泌尿生殖道的黏膜免疫系统等。

    淋巴结 (Lymph node)

    人体全身约有500～600 个淋巴结，是结构完整的外周免疫器官，广泛存在于全身非黏膜部位的淋巴通道上。在身体浅表部位，淋巴结常位于凹陷隐蔽处，如颈部、腋窝、腹股沟等处；内脏的淋巴结多成群存在于器官门附近，沿血管干排列，如肺门淋巴结。这些部位都是易受病原微生物和其他抗原性异物侵入的部位。

淋巴结的功能

1. T 细胞和B 细胞定居的场所 

淋巴结是成熟T 细胞和B 细胞的主要定居部位。其中，T 细胞约占淋巴结内淋巴细胞总数的75%，B 细胞约占25%。

2. 免疫应答发生的场所 

淋巴结是免疫应答(体液免疫和细胞免疫)的主要场所之一。

3. 参与淋巴细胞再循环 

来自血液循环的淋巴细胞穿过淋巴结深皮质区的HEV 进入淋巴结实质，然后通过输出淋巴管汇入胸导管，最终经左锁骨下静脉返回血液循环。

4. 过滤作用 

侵入机体的病原微生物、毒素或其他有害异物，通常随组织淋巴液进入局部引流淋巴结。淋巴液在淋巴窦中缓慢移动，有利于窦内Mφ 吞噬、清除抗原性异物，从而发挥过滤作用。

脾  脏 (Spleen)

脾脏是胚胎时期的造血器官，自骨髓开始造血后，脾演变成人体最大的外周免疫器官。脾外层为结缔组织被膜，被膜向脾内伸展形成若干小梁。脾实质可分为白髓(White pulp)和红髓(Red pulp)。白髓由密集的淋巴组织构成，包括动脉周围淋巴鞘和淋巴滤泡；红髓位于白髓周围，包括髓索和髓窦。 动脉周围淋巴鞘为T细胞居住区；鞘内的淋巴滤泡为B细胞居留区；髓索主要为B细胞居留区；边缘区是血液及淋巴细胞进出的重要通道 。 

脾的功能

1. T 细胞和B 细胞定居的场所 

脾脏是各种成熟淋巴细胞定居的场所。其中，B 细胞约占脾淋巴细胞总

数的60%，T 细胞约占40%。

2. 免疫应答发生的场所 

脾脏是机体对血源性抗原产生免疫应答的主要场所。血液中的病原体等抗原性异物经血液循环进入脾脏，可刺激T、B 细胞活化、增殖，产生效应T 细胞和浆细胞，并分泌抗体，发挥免疫效应。脾脏是体内产生抗体的主要器官，在机体的防御、免疫应答中具有重要地位。

3. 合成某些生物活性物质 

脾脏可合成并分泌某些重要生物活性物质，如补体成份等。

4. 过滤作用 

体内约90%的循环血液要流经脾脏，脾内的Mφ 和网状内皮细胞均有较强的吞噬作用，可清除血液中的病原体、衰老的红细胞、白细胞、免疫复合物和异物，从而发挥过滤作用，使血液得到净化。

免疫细胞 (Immunocyte)

      凡参与免疫应答或与免疫应答有关的细胞统称为免疫细胞。在免疫细胞中，接受抗原物质刺激后分化增殖，产生特异性免疫应答的细胞，统称为免疫活性细胞(Immunocompetent cell, ICC)，也称为抗原特异性淋巴细胞，主要为T细胞和B细胞，在免疫应答中起核心作用。单核吞噬细胞和树突状细胞在免疫应答中起重要的辅佐作用，故称为免疫辅佐细胞(Accessory cell, A cell)，能捕获和处理抗原以及能把抗原递呈给免疫活性细胞，故又称抗原递呈细胞(antigen presenting cell, APC)。
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免疫系统是机体执行免疫功能的物质基础，由免疫器官和组织、免疫细胞及免疫分子组成。免疫器官可分为中枢免疫器官和外周免疫器官。中枢免疫器官由骨髓及胸腺组成，是免疫细胞发生、分化、发育和成熟的场所。骨髓既是各种血细胞和免疫细胞的来源，也是B 细胞发育、分化、成熟的场所。胸腺是T 细胞分化、发育、成熟的场所。胸腺微环境对T 细胞的分化、增殖和选择性发育起着决定性作用。外周免疫器官包括淋巴结、脾和黏膜免疫系统等，是成熟T 细胞、B 细胞等免疫细胞定居的场所，也是产生免疫应答的部位。淋巴结和脾脏具有过滤作用，可清除进入体内的病原体和其他有害异物。黏膜免疫系统包括肠相关淋巴组织、鼻相关淋巴组织和支气管相关淋巴组织，其中含有大量主要产生SIgA 的B 细胞，它们在肠道、呼吸道及泌尿生殖道等黏膜局部发挥着重要的抗感染作用。成熟淋巴细胞可通过淋巴细胞再循环运行于全身，以增强机体的免疫应答和免疫效应。

    三、抗原 (Antigen, Ag)

   抗原是指能与T细胞的TCR(T细胞受体) 及B细胞的BCR(B细胞受体) 结合，促使其增殖、分化，产生抗体或致敏淋巴细胞，并与之结合，进而发挥免疫效应的物质。

    抗原一般具备两个重要特性：

    1. 免疫原性(Immunogenicity)，即抗原刺激机体产生免疫应答，诱生抗体或致敏淋巴细胞的能力；

2. 反应原性(Reactinogenicity)，即抗原与其所诱生的抗体或致敏淋巴细胞有特异性结合的能力。

完全抗原与半抗原、抗原性

同时具有免疫原性和反应原性的物质称为免疫原(Immunogen),又称完全抗原(Complete antigen)，即通常所称的抗原；仅具备反应原性而不具备免疫原性的物质，称为不完全抗原(Incomplete antigen)，或称半抗原(Hapten)。免疫原性和反应原性统称为抗原性(Antigenicity)。

一般而言，具有免疫原性的物质均同时具备反应原性，即均属完全抗原。半抗原若与大分子蛋白质或非抗原性的多聚赖氨酸等载体(carrier)交联或结合也可成为完全抗原。例如：许多小分子化合物及药物属半抗原，其与血清蛋白结合可成为完全抗原, 并介导变态反应(即超敏反应，如青霉素过敏)。能诱导变态反应的抗原又称为变应原(allergen)；可诱导机体产生免疫耐受的抗原又称为耐受原(tolerogen)。

抗原的异物性与特异性

抗原免疫原性的本质是异物性；抗原的特异性是免疫应答中最重要的特点，也是免疫学诊断和免疫学防治的理论依据。

异物性

异物性是抗原的重要性质。异物即非己的物质。一般来说，抗原与机体之间的亲缘关系越远，组织结构差异越大，异物性越强，其免疫原性就越强。如鸡卵蛋白对鸭是弱抗原，对哺乳动物则是强抗原；灵长类（猴或猩猩）组织成分对人是弱抗原，而对啮齿动物则多为强抗原。

异物性不仅存在于不同种属之间，如各种病原体、动物蛋白制剂等对人是异物，为强抗原(异种抗原)；也存在于同种异体之间，如同种异体移植物是异物，也有免疫原性(同种异体抗原)；自身成份如发生改变，也可被机体视为异物；即使自身成分未发生改变，但在胚胎期未与免疫活性细胞充分接触，也具有免疫原性，如精子、脑组织、眼晶状体蛋白等如因外伤逸出，与免疫活性细胞接触后，也被认为是异物(自身抗原)。

特异性

抗原的特异性是指抗原刺激机体产生免疫应答及其与应答产物发生反应所显示的专一性，即某一特定抗原只能刺激机体产生特异性的抗体或致敏淋巴细胞，且仅能与该抗体或对该抗原应答的淋巴细胞有特异性结合。决定抗原特异性的结构基础是存在于抗原分子中的抗原表位。

抗原表位的概念

抗原分子中决定抗原特异性的特殊化学基团，称为抗原表位(epitope)，又称抗原决定基(antigenic determinant)。它是与TCR/BCR 及抗体特异性结合的基本结构单位，通常由5-15 个氨基酸残基或5-7 个多糖残基或核苷酸组成。能与抗体分子结合的抗原表位的总数称为抗原结合价(antigenic valence)。一个半抗原相当于一个抗原表位，仅能与抗体分子的一个结合部位结合。天然抗原一般是大分子，由多种、多个抗原表位组成，是多价抗原，可以和多个抗体分子结合。

抗原表位的类型

根据抗原表位的结构特点，可将其分为:

顺序表位(sequential epitope) 由连续性线性排列的短肽构成，又称为线性表位(linear epitope)；

构象表位(conformational epitope) 后者指短肽或多糖残基在序列上不连续性排列，在空间上形成特定的构象，又称为非线形表位(non-linear epitope)。

T 细胞仅识别由抗原提呈细胞加工提呈的线性表位，而B 细胞则可识别线性或构象表位。因此，也可根据T、B 细胞所识别的抗原表位的不同，将其分为T 细胞表位和B 细胞抗原表位。B 细胞表位多位于抗原表面，可直接刺激B 细胞；T 细胞表位可存在于抗原物质的任何部位。

抗原的种类

根据诱生抗体时需否Th 细胞参与分类

1. 胸腺依赖性抗原(Thymus dependent antigen, TD-Ag): TD-Ag刺激B细胞产生抗体时依赖于T细胞辅助----T细胞依赖抗原。绝大多数蛋白质抗原如病原微生物、血细胞、血清蛋白等均属TD-Ag。先天性胸腺缺陷和后天性T细胞功能缺陷的个体，TD-Ag诱导其产生抗体的能力明显低下。

2. 胸腺非依赖性抗原(Thymus independent antigen, TI-Ag): TI-Ag刺激机体产生抗体时无需T细胞的辅助----T细胞非依赖性抗原。TI-Ag可分为TI-1抗原和TI-2抗原：前者具B细胞多克隆激活作用，如细菌脂多糖(LPS)等，成熟或未成熟B细胞均可对其产生应答；后者如肺炎球菌荚膜多糖、聚合鞭毛素等，其表面含多个重复B表位，呈靶B1细胞应答，但仅能刺激成熟B-2细胞。婴儿和新生动物B-2细胞发育不成熟，故对TI-2 Ag不应答或低应答，但对TI-1 Ag 仍能应答。

免疫应答 

免疫应答(Immune response)是指机体免疫系统受到抗原刺激后，免疫细胞发生一系列变化，并产生一定免疫效应的过程。主要包括抗原递呈细胞对抗原的加工、处理和递呈，以及抗原特异性淋巴细胞识别抗原分子，发生活化、增殖、分化，成为效应细胞或产生效应分子，进而表现出一定生物学效应的全过程。抗原特异性淋巴细胞对抗原的识别能力是受遗传基因所控制，并在个体发育过程中形成的。因此，免疫应答过程实质上是抗原选择性刺激能识别它的特异性淋巴细胞从而触发一系列变化和产生免疫效应的过程。

    免疫应答的基本过程

    免疫应答是在抗原性异物刺激下，由多种免疫细胞和细胞因子相互作用共同完成的复杂过程。分为以下三个阶段:

    1、致敏阶段(Sensitization stage)  

又称感应阶段(Inductive stage)，是抗原物质进入体内，抗原递呈细胞(APC)对其识别、捕获、加工处理和递呈，以及抗原特异性淋巴细胞(T细胞和B细胞)对抗原的识别阶段。

    2、反应阶段(Reactive stage) 

又称增生分化阶段(Proliferative and differentiative stage)，是ICC识别抗原后活化，进行增殖与分化，以及产生效应性淋巴细胞和效应分子的过程。T细胞增殖分化为淋巴母细胞，最终成为效应T细胞(或称致敏T细胞)，并产生多种细胞因子；B细胞增殖分化为浆细胞，合成并分泌抗体。一部分T、B淋巴细胞在分化过程中成为记忆细胞(Bm和Tm)。在此阶段，有多种细胞间的协作和多种细胞因子的参加。

    3、效应阶段(Effective stage) 

此阶段是由活化的效应细胞(CTL与TD)和效应分子(抗体与细胞因子)发挥细胞免疫效应和体液免疫效应的过程。这些效应细胞和效应分子共同作用清除抗原异物。

三、B细胞介导的体液免疫应答

体液免疫(Humoral immunity)是由B细胞介导的免疫应答，其效应是由B细胞通过对抗原的识别、活化、增殖，最后分化成浆细胞并分泌抗体来实现的，因此，抗体是介导体液免疫效应的免疫分子。抗体的产生不只涉及到抗原与免疫细胞间的相互作用，同时也涉及到多种免疫细胞和细胞因子间的相互作用。

体液免疫可由胸腺依赖性抗原(TD)和非胸腺依赖性抗原(TI)诱发，这两类抗原分子结构组成特征不同，它们刺激机体产生体液免疫所需的免疫细胞种类也有很大差异。由TD抗原引起的体液免疫必须有抗原递呈细胞(如巨噬细胞)和TH细胞参与，而由TI抗原引起的体液免疫则无需TH细胞协助，通常也不需要巨噬细胞的参与。它们引起体液免疫的特点也各不相同。

体液免疫效应的生物学意义

① 中和作用

② 调理作用

③ 激活补体

④ 局部粘膜免疫作用

⑤ 抗体依赖性细胞介导的细胞毒作用(ADCC) 

⑥ 免疫损伤作用：

四、T细胞介导的体液免疫

细胞免疫(Cellular immunity)又称细胞介导免疫(Cell-mediated immunity，CMI)。细胞免疫是一个广义的概念，它既包括吞噬细胞原始的吞噬作用和K细胞、NK细胞介导的细胞毒作用，也包括T细胞介导的特异性免疫。

狭义的细胞免疫，即T细胞介导的特异性免疫，其特征是以单核细胞浸润为主的炎症反应和特异性的细胞毒作用。

T细胞介导的细胞免疫应答通常由胸腺依赖性抗原(TD)引起，是在多种免疫细胞和细胞因子协同作用下完成的。其中免疫细胞主要包括：

①抗原递呈细胞如巨噬细胞、树突状细胞或病毒感染的组织靶细胞等；

②具有免疫调节作用的辅助性T细胞(TH，CD4+)；

③效应T细胞，即引起炎症反应或迟发型超敏反应的T细胞(TD，CD4+)和对靶细胞产生特异性杀伤作用的细胞毒性T细胞(Tc或CTL，CD8+)。

细胞免疫效应的生物学意义

机体的细胞免疫效应是由Tc 和TD 细胞以及细胞因子体现的，其生物学意义在于：

①抗感染作用：T细胞效应主要针对胞内感染的病原体，包括抗细菌、抗真菌、抗病毒、抗寄生虫感染等；

②抗肿瘤作用：其机制是通过Tc 细胞的特异性杀伤作用；巨噬细胞，NK细胞的ADCC效应；细胞因子直接或间接的杀瘤效应等；

③免疫损伤作用：T细胞效应可参与Ⅳ型超敏反应，移植排斥反应，某些自身免疫病的发生和发展。 
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免疫学方法及其应用（2课时）

    抗原、抗体反应Antigen-antibody reaction

    抗原与抗体特异性结合，形成抗原抗体复合物。

由于体外的抗原抗体反应中往往要使用血清（抗体），因此称之为血清学反应（Serological Reactions）。

    血清学反应也称为血清学技术。它是应用最为广泛的一种免疫学技术，为疾病的诊断、抗原和抗体的鉴定及定量提供了良好的方法。 

抗原、抗体反应的一般规律

    1. 特异性与交叉反应性； 

    2. 可逆性：表面的结合，有可逆性；

    3. 适比性：比例合适，反应才可见。带现象

    4. 阶段性：不可见-------可见反应； 

    5. 条件依赖性：pH，温度，电解质。

抗原、抗体间的主要反应

    1. 经典的免疫学反应

    凝集反应、沉淀反应、补体结合反应、中和反应；

    2.免疫标记技术

    免疫荧光技术、免疫酶技术（如ELISA）、放射免疫测定　法、免疫电镜技术、发光免疫测定法等。

    （一）凝集反应  (agglutination)

    颗粒性抗原与相应抗体结合所发生的凝集反应。 

    细菌和红细胞等颗粒性抗原，当与相应抗体特异结合后，在适量电解质存在的条件下，可逐渐聚集，出现肉眼可见的凝集现象称为凝集反应。

    反应中的抗原称为凝集原（agglutinogen），抗体称为凝集素（agglutinin）。

    根据凝集反应的原理，以后又建立了各种间接凝集试验、间接凝集抑制试验以及固相免疫吸附血凝试验等新方法。 

反应类型：

直接凝集反应
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正向间接凝集反应
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反向间接凝集反应
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    （二）沉淀反应  (precipitation)
    可溶性抗原与相应抗体结合所发生的沉淀反应 
    沉淀反应是指可溶性抗原（细菌培养滤液、细胞或组织的浸出液、血清蛋白等）与相应抗体在液相中特异结合后，形成的免疫复合物受电解质影响出现的沉淀现象。

    反应中的抗原称为沉淀原（precipitinogen），可以是类脂、多糖或蛋白质等；抗体称为沉淀素（precipitin）。

补体结合反应
     可溶性抗原，如蛋白质、多糖、类脂、病毒等或者颗粒性抗原，与相应抗体结合后，其抗原抗体复合物可以结合补体，但这一反应肉眼不能觉察。如再加入红细胞和溶血素，即可根据是否出现溶血反应来判定反应系统中是否存在相对应的抗原和抗体。此反应即为补体结合反应。

    补体结合反应中的抗体主要是IgG和IgM。

反应的原理

在于补体本身没有特异性，能与任何抗原抗体复合物结合。以检查鼻疽病为例，先向试管中加入已知的抗原（鼻疽菌的浸出液），再加入被检马匹的血清（抗体）和豚鼠血清（补体），这三种成分称为反应系统或溶菌系统。如果该马是鼻疽病马，则血清中有抗鼻疽杆菌的抗体。抗原和抗体发生结合，吸附补体。如果该马没有鼻疽病，血清中没有抗鼻疽菌的抗体，则不能形成抗原抗体复合物，不能吸附补体，则补体游离存在。

    由于许多抗原是非细胞性的，而且上述抗原、抗体和补体三种成分都是用生理盐水或缓冲盐水稀释的比较透明的液体，所以补体不论是否被结合，都不能直接看到，故无法判定。

    因此，在反应系统的三种成分作用一定时间之后，再向其中添加指示系统—绵羊红细胞和特异性抗体溶血素。如果抗原和病马血清中抗体特异性结合，吸附补体，没有游离补体存在，加入指示系统，因无补体参加，不发生溶血，这种情况称为补体结合反应阳性，即该马患有鼻疽病；反之，则该马未患鼻疽病。

    反应特点
    补体结合反应操作繁杂，且需十分细致，反应的各个因子的量必须有恰当的比例。特别是补体和溶血素的用量。补体的用量必须恰如其分，例如：抗原抗体呈特异性结合，吸附补体，本应不溶血，但因补体过多，多余部分转向溶血系统，发生溶血现象。又如抗原抗体为非特异性，抗原抗体不结合，不吸附补体，补体转向溶血系统，应完全溶血，但由于补体过少，不能全溶，影响结果判定。故补体量必须恰如其分。溶血素量也有一定影响，例如阴性血清，应完全溶血，但溶血素量少，溶血不全，可被误认为弱阳性。另外，这些因子的用量又与其活性有关：活性强，用量少；活性弱，用量多，故在本试验之前，必须精确测定溶血素效价、溶血系统补体价、溶菌系统补体价等，测定其活性以确定用量。

    应用
    补体结合反应是诊断人、畜传染病常用的血清学诊断方法之一。本法不仅可用于诊断传染病，如鼻疽、牛肺疫、马传染性贫血、乙型脑炎、布氏杆菌病、钩端螺旋体病、血锥虫病等，也可用于鉴定病原体，如对马流行性乙型脑炎病毒的鉴定和口蹄疫病毒的定型等。

    （四）中和试验

    病毒或毒素与相应的抗体结合后，失去对易感动物的致病力，谓之中和试验。

本试验 主要用于：

    ①从待检血清中检出抗体，或从病料中检出病毒，从而诊断病毒性传染病；

    ②用抗毒素血清检查材料中的毒素或鉴定细菌的毒素类型；

    ③测定抗病毒血清或抗毒素效价；

    ④新分离病毒的鉴定和分型，中和试验不仅可在易感的实验动物体内进行，亦可在细胞培养上或鸡胚上进行。

    试验方法主要有简单定性试验、固定血清稀释病毒法、固定病毒稀释血清法、空斑减少法等。

免疫标记技术

教学回顾
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  第五节 生物制品及其应用

     生物制品（biological products）

    生物制品是以微生物、细胞、动物或人源组织和体液等为原料，应用传统技术或现代生物技术制成，用于人类疾病的预防、治疗和诊断。人用生物制品包括：细菌类疫苗（含类毒素）、病毒类疫苗、抗毒素及抗血清、血液制品、细胞因子、生长因子、酶、体内及体外诊断制品，以及其他生物活性制剂，如毒素、抗原、变态反应原、单克隆抗体、抗原抗体复合物、免疫调节及微生态制剂等。

起源与发展

    在10世纪时，中国发明了种痘术，用人痘接种法预防天花，这是人工自动免疫预防传染病的创始。种痘不仅减轻了病情，还减少了死亡。17世纪时，俄国人来中国学习种痘，随后传到土耳其、英国、日本、朝鲜、东南亚各国，后又传入美洲、非洲。1796年英国人E.詹纳发明接种牛痘苗方法预防天花，他用弱毒病毒（牛痘）给人接种，预防强毒病毒（天花）感染，使人不得天花。

此法安全有效，很快推广到世界各地。牛痘苗可算作第一种安全有效的生物制品。微生物学和化学的发展促进了生物制品的研究与制作。19世纪中期，“免疫”概念已基本形成。1885年法国人L.巴斯德发明狂犬病疫苗，用人工方法减弱病毒的致病毒力，做成疫苗，被狂犬咬伤的人及时注射疫苗后，可避免发生狂犬病。巴斯德用同样方法制成鸡霍乱活疫苗、炭疽活疫苗，将过去以毒攻毒的办法改为以弱制强。D.E.沙门、H.O.史密斯等人研究加热灭活疫苗，先后研制成功伤寒、霍乱等灭活疫苗。19世纪末日本人北里柴三郎和德国人贝林，E.(A.）用化学法处理白喉和破伤风毒素，使其在处理后失去了致病力，接种动物后的血清中和相应的毒素，这种血清称为抗毒素，这种脱毒的毒素称为类毒素。R.科赫制成结核菌素，用来检查人体是否有结核菌感染。抗原—抗体反应概念的出现，有助于临床诊断。这些为微生物和免疫学发展奠定了基础，继续发展出各种生物制品，在预防疾病方面越发显得重要，是控制和消灭传染病不可缺少的步骤之一。

    中国的生物制品

    中国的生物制品事业始于20世纪初。1919年成立了中央防疫处，这是中国第一所生物制品研究所，规模很小，只有牛痘苗和狂犬病疫苗，几种死菌疫苗、类毒素和血清都是粗制品。中华人民共和国成立后，先后在北京、上海、武汉、成都、长春和兰州成立了生物制品研究所，建立了中央（现为中国）生物制品检定所，它执行国家对生物制品质量控制、监督，发放菌毒种和标准品。后来，在昆明设立中国医学科学院医学生物学研究所，生产研究脊髓灰质炎疫苗。生物制品现已有庞大的生产研究队伍，成为免疫学应用研究和计划免疫科学技术指导中心。汤飞凡1957年发现沙眼病原体，他对中国生物制品事业有很大贡献。

在控制和消灭传染病方面，接种预防生物制品效果显著，在公共卫生措施方面收益最佳，这不仅是一个国家或地区，而且是世界性的措施。世界卫生组织(WHO)1966年发表宣言，提出10年内全球消灭天花，1980年正式宣布天花在地球上被消灭。1978年 WHO又作出扩大免疫规划(EPI），目的是对全球儿童实施免疫。EPI是用四种疫苗预防六种疾病，即卡介苗预防结核病；麻疹活疫苗预防麻疹；脊髓灰质炎疫苗预防脊髓灰质炎；百白破三联预防百日咳、白喉和破伤风，有计划地从儿童开始，使世界儿童都得到免疫。1981年，中国响应WHO的号召，实行计划免疫，按要求用国产四种疫苗预防六种疾病。1988年以省为单位达到了85%的疫苗接种覆盖率。1990年以县为单位，儿童达到85%的接种覆盖率。诊断制剂品种的增多和方法的改进，促进了试验诊断水平的提高；现已应用到血清流行病学以及疾病的监测。中国生产血液制剂已有30多年的历史，品种在逐年增加。

    现代生物制品

    随着微生物学、免疫学和分子生物及其他学科的发展，生物制品已改变了传统概念。对微生物结构、生长繁殖、传染基因等，也从分子水平去分析，现已能识别蛋白质中的抗原决定簇，并可分离提取，进而可人工合成多肽疫苗。对微生物的遗传基因已有了进一步认识，可以用人工方法进行基因重组，将所需抗原基因重组到无害而易于培养的微生物中，改造其遗传特征，在培养过程中产生所需的抗原，这就是所谓基因工程，由此可研制一些新的疫苗。70年代后期，杂交瘤技术兴起，用传代的瘤细胞与可以产生抗体的脾细胞杂交，可以得到一种既可传代又可分泌抗体的杂交瘤细胞，所产生的抗体称为单克隆抗体，这一技术属于细胞工程。这些单克隆抗体可广泛应用于诊断试剂，有的也可用于治疗。科学的突飞猛进，使生物制品不再单纯限于预防、治疗和诊断传染病，而扩展到非传染病领域，如心血管疾病、肿瘤等，甚至突破了免疫制品的范畴。中国生物制品界首先提出生物制品学的概念，而有的国家则称之为疫苗学。进入21世纪，张勇飞等专家根据中药归经理论发现了许多中药的提取物——多糖、皂苷等，具有对生物活性分子和低级活性生物具有特殊的保护作用，富含羟基的中药多糖、亲水亲脂的中药皂苷能和生物活性分子和低级活性生物结合，构建多维网络空间氢键结构，在生物活性分子和低级活性生物表面形成假性水化膜，通过这种多维网络空间氢键假性水化膜实现对生物活性分子和低级活性生物的保护作用，这样形成了稳定、坚固的多维网络空间氢键水化膜，更好地保护生物活性分子和低级活性生物免受外界环境的破坏。在这独创的多维网络空间氢键膜理论指导下，成功地将中多糖和皂苷应用到疫苗和抗体的制造，实现了中药归经、免疫原及免疫蛋白保护和免疫增强一体化的生物制品新功能，取得很好的临床效果。

    分类
根据生物制品的用途可分为预防用生物制品、治疗用生物制品和诊断用生物制品三大类。

 预防用生物制品：均用于传染病的预防。包括疫苗、类毒素和γ -球蛋白三类。

预防用生物制品
用于人工主动免疫类生物制品

（一）常规疫苗

    1. 疫苗是由细菌或病毒加工制成的。过去中国生物制品界和卫生防疫界习惯将细菌制备的称作菌苗，病毒制备的称作疫苗，有的国家将二者都称作疫苗。类毒素也可称作疫苗。疫苗分灭活疫苗和活疫苗。

    ①灭活疫苗

    制备过程是先从病人分离得到致病的病原细菌或病毒，经过选择，将细菌放在人工培养基上培养，收获大量细菌，再用物理或化学法将其灭活（杀死），可除掉其致病性而保留其抗原性（免疫原理）；病毒只能在活体上培养，如动物、鸡胚或细胞培养中复制增殖，从这些培养物中收获病毒，灭活后制成疫苗。

    ②活疫苗

    指人工选育的减毒或自然无毒的细菌或病毒，具有免疫原性而不致病，经大量培养收获病毒或细菌制成。活疫苗用量小，只需接种一次，便可在体内增殖而达到免疫功效，而灭活疫苗用量大，并且需接种2～3次方能达到免疫功效。二者各有优缺点。现在，疫苗可通过基因重组技术来制备，主要用于尚不能用人工培养的细菌或病毒。

    2. 类毒素

一些细菌在培养过程中产生的毒性物质称为外毒素，外毒素经化学法处理后，失去毒力作用，而保留抗原这种类似毒素而无毒力作用的称为类毒素，如破伤风类毒素。接种人体可产生相应抗体，保持不患相应疾病。

自身疫苗

    从自身病灶中分离出病原体制成的疫苗。
（二）新型疫苗
    γ-球蛋白

    是血液成分之一，含有各种抗体。人在一生中不免要患一些疾病，病愈后血液中即存在相应抗体，胎盘血也是一样。有些传染病在没有特异疫苗时，可用γ－球蛋白作为预防制剂。现今给献血人员接种某些疫苗或类毒素，从而产生高效价抗体，用其制备的γ-球蛋白称特异γ-球蛋白，如破伤风、狂犬病、乙型肝炎特异γ-球蛋白。有人认为γ-球蛋白是“补品”而当作保健品用，这是不对的。

    注册分类
    1. 未在国内外上市销售的疫苗。

    2. DNA疫苗。

    3. 已上市销售疫苗变更新的佐剂，偶合疫苗变更新的载体。

    4. 由非纯化或全细胞（细菌、病毒等）疫苗改为纯化或者组份疫苗。

    5. 采用未经国内批准的菌毒种生产的疫苗（流感疫苗、钩端螺旋体疫苗等除外）。

    6. 已在国外上市销售但未在国内上市销售的疫苗。

    7. 采用国内已上市销售的疫苗制备的结合疫苗或者联合疫苗。

    8. 与已上市销售疫苗保护性抗原谱不同的重组疫苗。

    9. 更换其他已批准表达体系或者已批准细胞基质生产的疫苗；采用新工艺制备并且实验室研究资料证明产品安全性和有效性明显提高的疫苗。

    10. 改变灭活剂（方法）或者脱毒剂（方法）的疫苗。

    11. 改变给药途径的疫苗。

    12. 改变国内已上市销售疫苗的剂型，但不改变给药途径的疫苗。

    13. 改变免疫剂量或者免疫程序的疫苗。

    14. 扩大使用人群（增加年龄组）的疫苗。

15. 已有国家药品标准的疫苗。

    二、治疗用生物制品
包括各种血液制剂、免疫制剂如干扰素。按治疗作用机理可分为特异的（如抗毒素和γ-球蛋白）和非特异的（如干扰素和人白蛋白等）。临床医生将抗毒素及γ-球蛋白作常规治疗用药品，实际上也起预防作用。血液制剂在治疗用生物制品中占非常大的比例。中国生产和正在研制的血液制剂已有50余种。有些单克隆抗体已用于治疗。血液中某些含量少的组分整合到微生物基因中，可大量生产，如细胞因子。主要的预防和治疗用生物制品见表主要的预防和治疗用生物制品

注册分类

    1. 未在国内外上市销售的生物制品。

    2. 单克隆抗体。

    3. 基因治疗、体细胞治疗及其制品。

    4. 变态反应原制品。

    5. 由人的、动物的组织或者体液提取的，或者通过发酵制备的具有生物活性的多组份制品。

    6. 由已上市销售生物制品组成新的复方制品。

    7. 已在国外上市销售但尚未在国内上市销售的生物制品。

    8. 含未经批准菌种制备的微生态制品。

    9. 与已上市销售制品结构不完全相同且国内外均未上市销售的制品（包括氨基酸位点突变、缺失，因表达系统不同而产生、消除或者改变翻译后修饰，对产物进行化学修饰等）。

    10. 与已上市销售制品制备方法不同的制品（例如采用不同表达体系、宿主细胞等）。

    11. 首次采用DNA重组技术制备的制品（例如以重组技术替代合成技术、生物组织提取或者发酵技术等）。

    12. 国内外尚未上市销售的由非注射途径改为注射途径给药，或者由局部用药改为全身给药的制品。

    13. 改变已上市销售制品的剂型但不改变给药途径的生物制品。

    14. 改变给药途径的生物制品（不包括上述12项）。

15. 已有国家药品标准的生物制品。

    三、诊断用生物制品
大都用于检测相应抗原、抗体或机体免疫状态，属于免疫学方法诊断。随着免疫学技术的发展，诊断用生物制品的种类不断增多，不仅用于传染病，也用于其他疾病。

主要包括两类：

①诊断血清，包括细菌类、病毒立克次氏体类、抗毒素类、肿瘤类、激素类、血型及 HLA、免疫球蛋白诊断血清、转铁蛋白、红细胞溶血素、生化制剂等。

②诊断抗原，包括细菌类、病毒立克次氏体类、毒素类、梅毒诊断 抗原、鼠疫噬菌体等。此外还有红细胞类、荧光抗体、酶联免疫的酶标记制剂、放射性核标记的放射免疫制剂、妊娠诊断制剂（激素类）、诊断用单克隆抗体。

补充知识：

    从应用角度来分 分预防、治疗和诊断三个方面。

    预防 疫苗

（包括类毒素）的发明是为了预防传染病。大多数烈性传染病已有疫苗，根据各种传染病的性质特点、传染源、传播方式，用于预防的疫苗有以下几种：

    ①消灭传染病的疫苗。有些人类传染病病原体没有中间寄主，有可能用疫苗高度免疫人群，使病原体不能在人群中传播并最终被消灭，如天花已被消灭。麻疹、脊髓灰质炎用疫苗高度免疫后，有可能被彻底消灭。

    ②保护群体的疫苗。如中国的乙型脑炎疫苗、乙型肝炎疫苗、流感杆菌多糖疫苗、流脑多糖疫苗、卡介苗等。例如，以昆虫为中间寄主的传染病，往往难以消灭其传染源，但当群体达到一定免疫水平，即易感人群接种疫苗覆盖率达到85%以上时，就能控制其流行。尽管人群中有少数人没有接种疫苗，但由于群体具备足够的免疫能力，阻断了传染源，这些人也可受到保护。

    ③全球性而局部流行或地区性传染病用疫苗。对伤寒、霍乱、鼠疫、森林脑炎、黄热病、斑疹伤寒等疾病，在人群中疫苗免疫有针对性，如疫区人群、常发病地区易感部分人群进行普遍接种疫苗。

    ④保护个体的疫苗。有些疾病只侵袭某种类型的人，或某些人感染了某种疾病后，具有很大的危险性，如流行性感冒对老年体弱的人，水痘病毒对病房体弱儿童。这类疫苗有多价灭活流感疫苗、水痘疫苗、肺炎球菌多糖疫苗、链球菌疫苗等。

    ⑤控制先天性疾病的疫苗。如风疹活疫苗。风疹病毒对受感者本身没有多大危害，但若孕妇感染，可侵犯子宫内发育的胎儿，造成新生儿先天性畸形。

    ⑥有接触某些传染病危险的人用疫苗。如接触狂犬病后或去疫区应接种这种疫苗。中国无黄热病，但去非洲、南美洲的人员必须接种黄热病疫苗。疫苗类制剂都含有抗原，接种人体后，刺激体内免疫系统细胞，产生体液免疫或细胞免疫，以防止相应病原体的感染，这种免疫称作自动免疫。γ－球蛋白（包括一些抗毒素）是起预防作用的抗体，给人注射后可不感染相应疾病，这种免疫称作被动免疫。由于体内的新陈代谢，所注入的抗体半衰期很短，1～2周即消失，但其优点在于生效快。各种疫苗的使用大多有一定对象，不同疫苗有不同的接种途径。接种方法有肌肉、皮下、皮内、皮上划痕；口服有糖丸、胶囊或液体；气雾法分气溶胶法（如腮腺炎活疫苗）、喷鼻法（如流感疫苗）。一般来说，浓度较大的疫苗宜采用肌肉或深部皮下注射，如果注射皮下浅层，往往局部出现硬块或无菌化脓。皮上划痕疫苗不可注射。皮内注射疫苗用量少，但有的可能反应较强，有的免疫持久性差。口服疫苗方法简便，较为理想。常规用的只有脊髓灰质炎活疫苗和口服卡介苗，正在研制的有口服伤寒疫苗、口服痢疾和霍乱疫苗等。治疗 用于治疗的生物制品包括各种血液制剂、抗毒素和其他免疫制剂。按其作用机理可分为特异性免疫治疗和非特异性治疗。前者如各种抗毒素和特异的丙种球蛋白；后者如干扰素、转移因子、白蛋白等。γ-球蛋白除用于防治某些传染病外，还可用于治疗γ-球蛋白缺乏症。干扰素有广谱抗病毒、抗肿瘤生长、调节机体的免疫反应等多种物质活性，是免疫反应介质之一。转移因子是细胞免疫中的重要介质，能激活细胞免疫反应，凡细胞免疫低下引起的疾病均可采用。转移因子还可抗感染（增强细胞免疫功能），可用于治疗恶性肿瘤和自身免疫病。

诊断

    用于诊断的生物制品可分以下几类：

    ①体内试验诊断制剂类。常用的有布鲁斯氏菌素、结核菌素和锡克试验毒素（白喉）三种，皮内注射0.1ml，观察反应，判断是否患过相应疾病或免疫接种成功否。

    ②一般传染病的诊断制剂类。包括各种诊断菌液、病毒液和诊断血清。

    ③诊断肿瘤用制剂。如甲胎蛋白血清、癌胚抗原

HYPERLINK "http://baike.baidu.com/view/3460871.htm"诊断试剂盒等。

    ④测定免疫水平的诊断制剂。测定人体内所含的五种免疫球蛋白（IgG、IgA、IgM、IgD、IgE），以Ig单价诊断血清与患者血清作定量测定，用于疾病诊断、治疗以及机体免疫功能的测定，亦是临床诊断某些疾病的重要指标。

    ⑤激素用诊断制剂。如妊娠诊断制剂。不良反应 使用生物制品后可能会发生不良反应，这与制品的菌种毒种、型别、抗原浓度、所用培养基、灭活或减毒过程、佐剂、保护剂、受者个体差异、年龄、性别、接种史、传染病史、被动获得抗体等因素有关。接种疫苗和类毒素常见的反应，如细菌内毒素引起的毒性反应，所有细菌制剂都可引起发烧和局部的肿、痛、热的炎症反应，一般在接种后48小时内发生。精制类毒素和病毒类疫苗，一般反应比较轻微。活疫苗类接种后实际上产生一次轻度感染过程，在活菌或病毒增殖到引起发烧或其他反应之前，常有几天或长一些的潜伏期,这些感染反应常伴有低热，有的有皮疹、淋巴结肿大等。

    细菌多糖疫苗

    细菌多糖疫苗是提取有效抗原成分，去掉内毒素，其反应也较轻微。马血清制备的抗毒素引起的主要不良反应是血清病。现今制品通过精制提纯，反应减少，人血液制剂克服了异性蛋白反应。这些制品的反应，有时伴有发热、荨麻疹、哮喘，少数偶尔出现一过性血压降低，过敏性休克和血管性水肿罕见，干扰素等治疗免疫制剂，反应情况类似疫苗类，反应轻微。
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第十章 微生物的分类和鉴定

目前所知道的微生物种数已超过了十万种，这还是一个正在急剧扩大着的数字。微生物分类学(microbial taxonomy)是一门按微生物的亲缘关系把它们安排成条理清楚的各种分类单元或分类群(taxon)的科学。它的具体任务有三，即分类(classification)、鉴定(identification)和命名(nomenclature)。 

第一节 通用分类单元（0.5课时）

一、种以上的系统分类单元

（一）七级分类单元

种以上的系统分类单元（taxon或category，也称分类阶元或分类群）自

上而下依次可分七级，即:

界 Kingdom（拉：Regnum）

门 Phylum（拉：Phylum）或Division（拉：Divisio）

纲 Class（拉：Clsssis）

目 Order（拉：Ordo）

科 Family（拉：Familia）

属 Genus（拉：Genus）

种 Species（拉：Species） 

科级以上分类单元的名称是拉丁或希腊词源的名词、用作名词的形容词或一个拉丁化的外来词，应是阴性、复数并且首字母用大写。实际上，在现代细菌命名中，科以上各分类单元都采用阴性和复数的形容词形式作名词使用，例如Pseudomonadaceae（假单胞菌科）等。

（二）种的概念

在微生物尤其在原核类微生物中，种的定义是极其难定的，至今还找不到一个公认的、明确的种的定义。可以认为，种是一个基本分类单元，它是一大群表型特征高度相似、亲缘关系极其接近、与同属内其它种有着明显差异的菌株的总称。在微生物中，一个种只能用该种内的一个典型菌株（type strain）来作具体标本，故这一典型菌株就是该种的模式种（type species）。 

在微生物学中，至今种的范围还无法确定。由于在微生物中，尤其在原核生物中的种只是一大群性状极其相同的菌株的总称，所以在微生物学中的“种”至今还只是一个抽象的概念。在这里，具体的种是指能代表这个种的各典型性状的一个被指定的菌株亦即模式菌株。

随着微生物分类学的发展，人们越来越清楚地看到种的定义应建立在遗传物质即DNA鉴定的基础上，把DNA同源性的大小作为划分种的标准。

在讨论种的问题时，还要介绍一个“新种”（sp.nov.或nov.sp.，是species nova的缩写）的概念。如果某分类工作者在实际工作中获得并鉴定了一个新种，当他按命名规则进行命名并发表时，应在其学名后附上“sp.nov.”符号。例如，由我国学者筛选到的谷氨酸发酵新菌种Corynebacterium pekinense sp.nov.AS1.299（北京棒杆菌AS1.299，新种）和C.crenatum sp.nov.AS1.542（钝齿棒杆菌AS1.542，新种），等等。 

学名

    每一种微生物都有一个自己的名字，名字有俗名（common name）和学名（scientific name）两种。俗名指普通的、通俗的、地区性的名字，具有简明和大众化的优点，但往往涵义不够确切，易于重复，使用范围局限，例如“结核杆菌”(tubercle bacillus)用于表示Mycobacterium tuberculosis（结核分支杆菌），“绿脓杆菌”表示Pseudomonas aeruginosa（铜绿假单胞菌）等等。而学名则指一个菌种的科学名称，它是按照《国际细菌命名法规》命名的、国际学术界公认并通用的正式名字。一个种的学名是用拉丁词或拉丁化的词组成的。在出版物中应排成斜体字，在书写或打字时，应在学名之下划一横线，以表示它应是斜体字母。

    根据双名法的规则，学名通常由一个属名加一个种的加词构成。出现在分类学文献中的学名，在此两者之后往往还加上首次定名人（用括号括住）、现名定名人和现名定名年份，但在一般使用时，这几个部分总是省略的。即：

学名 = 属名＋种名加词 ＋（首次定名人）＋现名定名人＋定名年份

     必要，用斜体排字           可省略，均用正体排字

例1：大肠埃希氏菌（简称大肠杆菌）

     Escherichia coli (Migula) Castellani et Chalmers 1919

例2：金黄色葡萄球菌

     Staphylococcus aureus Rosenbach 1884

    现将有关学名的若干规定与常识介绍如下：

    ①属（或亚属）名：是一个表示该种微生物主要特征的名次或用作名次的形容词，单数，其第一个字母应该大写。其词源可来自于拉丁词、希腊词或其他拉丁化的外来词，也可以组合方式形成。

    在前后有两个或数个学名排在一起，且在其属名相同的情况下，后一学名中的属名可缩写成一个大写字母加一句号的形式，如Bacillus（芽孢杆菌属）可写成“B.”，Streptomyces（链霉菌属）可缩写成“S.”等等。

    ②种的加词：代表一个种的次要特征，同样由拉丁词、希腊词或拉丁化的外来词所组成。字首一律小写（即使它是由某一人名衍化而来，首字母也不应大写）。它可以是一个形容词或名词。如果是形容词，其性必须与其形容的属名的性相一致，例如在Staphylococcus aureus（金黄色葡萄球菌）中的aureus为阳性。在出版物中，种的加词与属名一起均应排成斜体。

③学名的发音：按规定，学名均应按拉丁字母发音规则发音。 

亚种一下的几个分类名词

    亚种以下的分类单元(infrasubspecific taxa)很多，它的提出和使用均不受细菌命名法规的限制。

（一）亚种（subspecies，subsp.，ssp.）

   是种的进一步细分单元，一般指其某一明显而稳定的特征与模式种不

   同的种。

（二）变种（variety，var.）

   变种是亚种的同义词，因易引起混乱，故《国际细菌命名法规》（

   1975）已规定它在命名法中没有地位，且不主张使用。

（三）型

在亚种以下的“型”（form）曾用于表示细菌菌株，但目前已废除。

目前尚在使用的是以“型”作后缀使用，例如生物变异型、化学型等。

    （四）类群（group）

   是一个在分类上没有地位的变通名词，它可非正式地指定一组具有某

   些共同性状的生物。

（五）菌株（strain）

   菌株又称品系（在病毒中则称毒株或株），表示任何由一个独立分离

   的单细胞（或单个病毒粒子）繁殖而成的纯种群体及其一切后代。

（六）小种（race）

   又称品种、宗或生产小系等，它的涵义很乱，在真菌学中常相当于生

   理型，在动物中常指生态型，而在发酵工业中，则常指自生产中选育

   出来的自发突变菌株。

（七）相（phase）

（八）态（state）

   通常指微生物的菌落变异状态，如粗糙、光滑或粘液状等。 

第二节 微生物在生物界的地位（0.5课时）

一、生物的界级分类学说

  两界系统

  四界系统

  五界系统

  六界系统

  三总界五界系统

三域学说及其发展

    Three-Domain System (Woese’s )

    Domain Bacteria

    Domain Archaea

    Domain Eucarya

    细菌域

    古生菌域

    真核生物域

This classification is based on the 

Similarity  of 16S rRNA  sequences.

第三节 各大类微生物的分类系统纲要（0.5课时）

一、Bergey氏原核生物分类系统纲要

二、Ainsworth等人的菌物分类系统纲要

第四节 微生物分类鉴定的方法（0.5课时）

菌种鉴定工作是各类微生物学实验室都经常遇到的基础性工作。不论鉴定对象属哪一类，其工作步骤都离不开以下三步：

①获得该微生物的纯种培养物；

②测定一系例必要的鉴定指标；

③查找权威性的鉴定手册。

通常把鉴定微生物的技术分成四个不同水平：

①细胞的形态和习性水平: 用经典的研究方法，观察细胞的形态特征、运动性、酶反应、营养要求和生长条件等。

②细胞组分水平：包括细胞组成成分例如细胞壁成分，细胞氨基酸库，脂类，醌类，光合色素等的分析，所用的技术除常规实验室技术外，还使用红外光谱、气相色谱和质谱分析等新技术。

③蛋白质水平：包括氨基酸序列分析、凝胶电泳和血清学反应等若干现代技术。

④基因或DNA水平：包括核酸分子杂交（DNA与DNA或DNA与RNA），G＋Cmol%值的测定，遗传信息的转化和转导，16SrRNA（核糖体RNA）寡核苷酸组分分析，以及DNA或RNA的核苷酸顺序分析等。 

在微生物分类学发展的早期，主要的分类鉴定指标尚停留在细胞的形态和习性水平上，这类方法可称作经典的分类鉴定方法；从本世纪60年代起，后三个水平的分类鉴定的理论和技术即化学分类学开始发展，度为探索微生物的自然分类系统打下了坚实的基础，这些方法再加上数值分类法，可称为现代的分类鉴定方法。

微生物分类鉴定中的经典方法

    所谓经典的分类鉴定方法，是相对于现代的分类鉴定方法而言的，通常指长期以来在常规鉴定中普遍采用的一些形态、生理、生化、生态、生活史和血清学反应等指标。

二、微生物分类鉴定中的现代方法

近年来，随着分子生物学的发展和各项新技术的广泛应用，微生物分类鉴定工作有了飞速发展。对微生物鉴定工作来说，已从经典的表型特征的鉴定深入到现代的遗传学特性的鉴定、细胞化学组分的精确分析以及利用电子计算机进行数值分类研究等新的层次上。

（一）微生物遗传型的鉴定

DNA是除少数RNA病毒外的一切微生物的遗传信息载体。每一种微生物均有其自己特有和稳定的DNA成分和结构，不同微生物间DNA成分和结构的差异程度代表着它们间新缘关系的远近。因此，测定每种微生物DNA的若干重要数据，是微生物鉴定中极其重要的指标：

1. DNA碱基比例的测定。

2. 核酸分子杂交法。

3. 16S rRNA寡核苷酸编目分析。

（二）细胞化学成分的鉴定

除上述核酸成分外的其它化学成分的测定，是微生物化学分类法的重要内容，主要包括：

1. 细胞壁的化学成分。

2. 全细胞水解液的糖型。

3. 磷酸类脂成分的分析。

4. 枝菌酸的分析。

5. 醌类的分析。

6. 气相色谱技术的应用。

（三）数值分类法

数值分类法亦称统计分类法，是在约200年前与林奈同代人M.Adanson(1727~1806，法国植物学家)发展的分类原理基础上借助于现代的电子计算机技术而发展起来的。数值分类的基本步骤为：

（1）计算两菌株间的相似系数；

（2）列出相似度矩阵；

（3）将矩阵图转换成树状谱。 
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	第十一章 微生物学各论
第一节 细菌学各论
葡萄球菌、大肠杆菌、布鲁氏菌、巴氏杆菌、炭疽杆菌、苏云金芽孢杆菌

第二节 病毒学各论   

流感病毒、狂犬病病毒、乙肝病毒、艾滋病病毒、腺病毒、朊病毒
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