环境微生物学
Environmental Microblology
第一章  结论

一、微生物的发现

在人类认识微生物之前，我国古代就开始利用微生物，4500多年前，已发明了制曲酿酒工2500年前的春秋战国时期已知制酱和醋。同时，微生物曾给人类也带来许多灾难，特别是瘟疫流行（如天花、麻分、肺结核、鼠疫、梅毒直至艾滋病），其中鼠疫（鼠疫杆菌）最为猖獗，公元6世纪，14世纪，19世纪的三次大流行共造成近2亿人口的死亡，比二战期间死亡的人数1.1亿还多。当时人们对周围的微物的认识处于“视而不见、角而不觉、食而不察、得其益而不觉其好，受其害而不知其恶”的愚昧状态。

我国古代还有一些利用微生物的实例。

1．农业方面：公元前1世纪就提出肥田熟粪，6世纪的《齐民要术》中总结出：种过豆类作物的土地特别肥活，可实行轮作制，即已发现豆科植物的根瘤有增产作用，而西方的轮作制度是18世纪30年代后的事了。另据《本草纲目》记载我国从公元7世纪（唐朝）开始栽培食用菌，而西方18世纪才开始。现代开展的生态农业有许多都沿用了我国的古代农业思想，如有机农业、绿色食品。

2．医学方面：华陀（约公元前112—212年间）首创麻醉术及剖腹外科，主张割去腐肉以防传染。我国古代采用种痘（人痘）以防天花的方法，是世界医学史上的一个伟大创造，1717年经土耳其传入英国，这比英国乡村医生秦纳（E.Jenner）在1796年发明的牛痘早半个多世纪，1904年牛痘法传入我国，因其简易，可靠取代了人痘法。

自古以来虽然人们对微生物的存在有所感受，但缺乏直接证据。直到1676年荷兰人吕文虎克（leeuwenhoek）首次利用自制的简单显示微镜（约放大200～300倍），观察了污水，牙垢，腐败有机物等，直接看到了他称为“微动物”的微小生物。

二、微生物学的奠基人
约200年后，法国人巴斯德（L.Pasteur, 18822-1895）和德国人柯赫（&. Koch, 1843-1910）对微生物学的兴起做出重要贡献。

1．巴斯德通过多年试验（如曲颈瓶试验推翻了生命的自然发生说并提出胚种学说即生命只能来自生命），证明酒、酵的酿造过程是同微生物引起的发酵，而不是发酵产生出微生物。认为不同的发酵由不同种类微生物引起，酒变酸是由于有害微生物繁殖的法果，并提出科学的消毒方法—巴斯德消毒法。此外，他通过对鸡霍乱，炭疽病（牛、羊）、狂犬病的病原体研究，证实传染病由病原微生物所引起，并提出了接种疫苗的方法以预防疫病。发酵过程中氧对葡萄糖耗量的抑制现象称巴斯德效应。

2．柯赫首先分离培养出许多病原微生物，如炭疸杆菌、霍乱弧菌、结核杆菌等，建立了一套研究微生物的技术方法，包括菌种分离，培养，接种、染色等，确定特定传染病由特定微生物引起。他们的工作为微生物学的发展奠定了坚实基础。

三、微生物学的代表事件

1929年英国人弗荣明（A.fllening）发现第一个有实验意义的抗生素—青霉素，1943起广泛应用至今。

1944年，美国人S.waksman从近1万株土壤放线菌中筛选出也疗效显著的链霉素。随后土霉素、红霉素、卡那霉素、庆大霉素等相继发现，至今年内抗生素已近百种。

1935年Stanley (斯坦来)首次获得烟草花叶病毒结品，随后Bawden等证实结晶为核蛋白（Pr.+核酚），只有核酚才是有浸染能力，这些发现为探索生命本质及起源提供了线索。

1953年4月25日，Watson和Crick在英国《Nature》杂志上发表）DNA结构的双螺旋模型，提出核酚的半保留复制假说，整个生命科学进入分子生物学研究的新阶段。

至今，微生物学已发展了许多分去学科，在工业、农业、医学、环境等各个领域者有广泛应用。

四、微生物学的分子学科

  1．基础分科：普通微生物学（General Microbiol   ）微生物生物学（Biology of  Microorganism），微生物分类学、～生理学、～遗传学、～生态学、分子微生物学等。

  2．应用领域：应用微生物学（Applied Microbiology）、工业～、农业～，医用～、食品～、环境工程、抗生素学、废水生物处理微生物学等。

  3．研究对象：细菌学、真菌学、病毒学、原生动物学、自养微生物学、菌物学等等。

  4．生态环境：土壤～、海洋～、石油～、环境～、极端环境。

  5．实验技术：实验微生物学。

  6．交叉学科：分析微生物学、化学等。

  7．环境微生物工程中构建新菌株涉及基因工程；污染物的降解转化涉及微生物地球化学环境生物学，环境毒理学；生物监测涉及环境刁生学；废物资源在利用涉及的发酵工程清洁生产工艺，微生物环境修理工复涉及生态学和土壤学等；污染物处理工程中涉及环境规划管理，经济学，系统工程及自动化控制等信息技术。

五、微生物应用及展望

“21世纪是生物学世纪”的见解被许多科学家所认同，微生物在这个过程中将起基础作用。

   1．解决人类面临的五大危机：微生物都有用武之地。

①粮食危机：微生物是土壤生态肥力的基础；生产单细胞蛋白（SCP工程）；千杆资源化利用；转基因作物食用菌栽培。

②能源匮乏：有机废物乙醇化发酵工程；秸杆等生物量的产甲烷工程；微生物电池；锰氧化菌可便二氧化锰废电池循环使用。

③资源紧缺：纤维素发酵工程转化出化工、制药的工业原料，如丙酮等等，可实现清洁生产。

④环境恶化：微生物肥料和杀虫剂逐渐替代化学肥料和农药；废水、废物的生物处理工程可较彻底地解决污染问题。环境生物技术日趋完善。

⑤人类健康（人口爆炸）：由“工程菌”生产生物医药，如干扰素等；菌苗和疫菌的生产；有人估计，种琘抗生素的使用各提高人类寿命10年。

总之，人类会进入从利用有限矿物资源到利用无限的生物资源的时代，解决环境与发展的矛盾，实现可持续发展。

2．环境生物工程工的应用：微生物在生物工程中有广泛应用，这些工程包括：①遗传工程（基因工程）、②细胞工程、③微生物工程（发酵工程）、④酶工程（生化工程）、⑤生物反应器工程。

常规过程如下：

[image: image1.wmf]COOH

NH

2

[image: image90.wmf]
常规筛选菌          “工程菌”         生物制品（基国药物等）或应用于环境污染防治在环境方面，生物技术可用于防治污染基因工程（或细胞工程），生物处理发酵工程，生物净化酶学工程等。

以上生物工程的实施，往往离不开微生物的作用。如可产生重要发酵产物的目的基因的获得、作为受体微生物的发酵工程菌，用于切割和过接基因的工具酶都从某些微生物获取。基因栽体有的是质粒、有的是病毒；而受体细胞多采用细菌（如常用的E.        ）。

现在已可用细菌合成人干扰素、胰岛素、人生长激素等，用于临床药物。效率比常规方法提高万倍以上（如1升细菌培养激在7小时内产生甲硫氨酸—人生长激素，就相当于从60个个体的脑垂体中提取出来的数量。（松果体素、印0）

  3．发展趋势

①向分子水平发展：探索生长繁殖和遗传变异的机制（基因水平）。

②形成新的学科：如真菌毒素学、细菌质粒学、因氧生物化学、微生物地理化学、药用微生物学，极端环境微生物学等等。

③新技术的广泛应用：同位素标记、PCR技术、高析生物技术DNA谱、生物工程、PCR-ELISA技术检测环境中致病菌、降解菌等。

④向宏观扩展：陆地微生物生态学、海洋～、大气～、地下～、宇航～等。

主要参考书：

① 微生物学教程，周德庆，1993年
教      材：《环境工程微生物学》周群英、高延耀编著，高等教育出版社（第二版）2000，属“面向21世纪课程教材”。

② 环境生物学，孔繁主编，高等教育出版社2000。

③ 环境微生物工程，马文漪、杨柳燕主编，南京大学出版社1999。

第二节  微生物的分类地位及特点
一、什么是微生物
在自然界中，除了种类繁多的动物和植物以外，还存在着一个肉眼难以发现的，常被人忽视的，数量庞大的，有巨大生物活性的和人类密切相关的微生物世界。顾名思义，微生物就是小生物，它们是一类形体微小、结构简单、须借助显微镜才能看请它们面目的生物。

一般来说，人眼对于小于1mm的物体就看不清楚，而多数微生物的大小在几um到几 + um之间，因此，需要显微镜的放大作用才能观察到。从进化角度来说，一般微生物都属于比较简单和原始的低等生物类型，形体微小、构造简单是它们的基本特征。总之，微生物就是一切形体微小的生物的总称。

二、微生物的分类地位
   1．分类：微生物一词并非生物分类学的专门名词，而是对扬有形体微小巧玲珑、构造简单的低等生物的通称。因此，微生物类群 + 分庞杂。

对所有生物进行分界的问题，在人类认识过程中经历了一个由浅入深、由简至繁、由低级至高级的认识过程。下面介绍几个主要的生物界级分类学说：

1）二界系统

1753年由瑞典博物学家林奈（Linne）提出的动物和植物的“二界系统”。是最初的界级分类学说。

2）五界系统

1969年，R．H．Whittaker（魏泰克）在《Science》杂志上发表论文，提出五界学说，它们包括：

① 原核生物界 Monera  微型后生动物、高低等动物。

② 原生生物界 Protista 含原生动物、藻类、粘菌等。

③ 真菌界 Fungi 含丝状真古、酵母菌、伞菌等。

④ 植物界Plantae 高低等植物。

⑤ 动物界Animalia 微型后生动物、高低等动物。
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五界系统示意图

我国王大   教授提出增加一个病毒界(Vira)的大界系统。

另外，我们陈世骧（1979）等建议生物可划分三总界五界：即

Ⅰ.非细胞总（病毒界）

Ⅱ.原核总界：1. 细菌界    2. 蓝细菌界（原称蓝绿藻）

Ⅲ.真核总界：3. 植物界（光合营养生产者）  4. 真菌界（吸收营养分解者）

             5. 动物界（摄食营养消费者）

其中真菌界中生物现称为菌物，主要指大昔真菌。但这样分类并不是一个自然分类系统，因为许多病毒是随高等动物或植物的出现才出现的。细菌分类方面较机成的是《Sergey’s Manial of Systematic Bacteriology》（伯杰氏系统细菌学手册），1994年已出第九版。长久以来，细菌分类学以形态、表型、生理、生态等特征为分类依据，现在又加进了
DNA的G+C%，DNA杂交，16SrRNA碱基顺序与分析 等先进手段，使人为分类体与开始转变为自然分类体系。如古菌已从细菌中识别出来（见绪图-1  P7），

3）分支分类：依据16SrRNA寡核苷酸序列分析，可明显区别出三个生物域：古细菌、真细菌和真核生物，并得出细菌的系统发育树。

微生物的命名采用生物学中的双名法，即用两个拉丁字命名一个微生物的种。微生物分类中（种以上）过去一直沿用七级分类单元：即

界（Kingdom）  门（Phylum）  纲（Class）  目（Order）  科（Family）
属 (Genus)   种（Species）
每种微生物都有一个名字，名字有学名和俗名两种，学名采用生物学中的双名法，即用两个拉丁字命名一个微生物的种，由一个属名和一个种名组成，用斜体字表达。

例如：大肠埃希氏菌（简称大肠杆菌，E. coli）
Escherichia coli  (Migula)  Castellani et Chalmers  1919 

    属名   种名 首次定名人       现名定名人      定名年份

全称是在双名之后缀有命名人的姓氏和命我年份。

枯草芽杆菌的名称是 Bacillus subtilis。变种和亚种也可用三名法，如Bacillus substilis var. miger （枯草芽孢杆菌黑色变种）。

如果只将细菌鉴定到属，没确定到种，也可在属名后加SP. (单数)或SPP。（复数），它们是Species的缩写，如Bacillus sp. 

同种不同来源的微生物纯培养，称为菌株（Strain）。菌株的名称放在学名的后面，多用字母和数字表达，例如：B. subtilis AS 1.398和B.subtilis BF 7.658是枯草杆菌的两个菌株，前者可生产蛋白酶，后者可生科2-淀粉酶。

3．分类依据：包括形态特征（个体和培养特征）、生理生化特征（对能量、O2 和营养的要求）、生态习性（T. PH. 致病性、寄生、共生关系）、血清学反应、细胞壁成分、GC含量、DNA杂合率、rRNA的碱基顺序等方法。

三、微生物的共同特点
在整个生物界，各种生物的体形大小相差极大。植物界中最大的是一种红杉，可高达350m；动物界的蓝鲸长达34m。而病毒界中最小的菜豆畸矮病毒仅9-11nm。体形大小的量变达到一定限度，就会引起一系列其它性状的质变。形体微小，构造简单是微生物的基本特点。此外，微生物还具有以下几个共同特性。

1．个体小、代谢强

如边长1cm的立方体总表面积是6cm2，比表面积值即表面与体积之比为6，三维切割成1um（球菌大小）后可有1012，个立方体数，总表面积可达6m2，比面值之达60.00。因此，微生物具有巨大的营养物质吸收面（或者说代谢废物的排泄面和环境倍息的接收面）。

由于其总表面积大，利于收营养物质和增强代谢能力。有人计算，乳酸杆菌1小时内生成的乳酸量约为其体系的1000～10.000倍，但人要产生相当于其体重1000倍的糖代谢物则需40年。又如产朊假丝酵母合成蛋白质的能力是大豆的100倍、年的10万倍。此外，微生物的代谢类型也非常丰富（以后介绍）。因此，微生物具有“活的化工厂”的作用。人类对微生物的利用，主要就体现在它们的生物化学转化能力上。环境上“三废”的生物处理，工业上发酵生产，农业上生物肥料都利用这样一个特性。

2．繁殖快、易变异

生物界中，微生物是有最快的繁殖速度，尤其是以二分裂方式繁殖的细菌。例如Ecoli在合适的条件下20分钟可繁殖一代。假如它始终处于最适宜生长条件下，一昼夜一个细菌可产生272（即4.7×1021）个后代，按每个菌10-12g计，重约4700吨。当然由于生存条件的限制，这种几何   数的增殖速度一般只能维持几个小时。因此，每ml培养液中的细菌浓度在108个左右。下面的一组数字来说明微生物在生存的地方所具有的巨大数量：

①土壤是微生物的“大本营”，每g肥沃土壤中细菌可达数亿个，放线菌达千万，霉菌孢子达百万，利用有盖微生物制作生物肥料前景广阔。

②全世界海洋中微生物总重量约280吨。

③人体肠道中菌体总数可达100万亿左右，可高达粪便的1/3于重。

④平均每张旧钞票上的细菌数多达900万个，E. Ccoli 检出率87.9%。

可见我们生活在一个被大量微生物包围的环境中，只是由于肉眼不可见而常常“身在菌中不知菌”。

通常微生物的变异粒率并不高（10-5～106），但由于其数量大，也可在短时间内出现大量的变异后代。因此，微生物具有极其灵活的环境适应性。它们通过产生不同的酶来执行灵活多变的代谢调控机制。如E. Ccali可产生2000～3000种不同的蛋白质。近几十年来，工业化发展出现了大量的人工合成有机化合物，如杀虫剂、洗涤剂、塑料等，它们是地球上的新成员。开始微生物也很难降解它们，但由于微生物的变异特性，近年来已分离到一些可分解它们的微生物种类。环境工程中，废水生物处理的活性污泥驯氏，特殊污染物降解菌种的选育都利用了这一特性。同时要注意到，易变异这一特点会引起菌种退化，导致致病菌耐药性提高，从而给人类带来不利。

3．分布广、种类多

在地球上，微生物的可谓是“无微不至”、无孔不入、无远还达。除火山的中心区域外，从土壤圈、水圈直至大气圈、岩石圈几乎都有微生物的足迹，使生物圈的范围变得很大。例如，70年代美国科学家就发现在东太平洋深达百米的海底温家中有一个不依赖太阳的独立生态系统。支持这一生态系统的生产者是一类硫细菌，它们以H2S为能源CO2为碳源，在100℃高温、1140个大气压和厌氧条件下进行饲养生活，并且数量可达108个/ml海水。大量的硫细菌供养了海底的蠕虫、贝和蟹等元脊椎动物。

种类上看，目前已确定的微生物种类数约10万种，而据专家估计应在150万种以上，随着分离培养技术的进步，将来有了能超过动植物种类数（100多万种）。因此，微生物资源潜力巨大，现在有一个学科就是“微生物资源学”。据估，可人工培养的微生物仅占总的种类数的1—10%。所以许多研究者采用环境DNA样品进行其多态性分析。

第三节  环境微生物学的研究内容和研究意义

一、定义

“环境微生物学”广义上讲是研究微生物与环境间相互作用规律的学科；狭义上讲是研究环境污染物微生物净化机理的学科。它与环境生物学一样，既是生物学的分支学科，又是环境科学的分支学科；同时既是基础学科，又是应用学科。随着环境公害事件的发生，环境问题日趋严重，在此背景下，于60年代后期兴起的一门新型学科，起始于水处理微生物学。它是许多院校环境或环境工程专业本科生的一门专业基础课。

由于微生物在自然生态系统中、在人类赖以生存的环境中占有特殊地位，因此，这一学科成为环境科学中的重要组成成分。未来环境污染物治理的最终解决将有赖于环境微生物工程技术和环境生物技术。

二、研究内容

1．自然环境中的微生物生态学

研究微生物与环境间的相互关系，包括生物地球化学循环（Biogeochemical cycle） 中微生物的作用，生态系统中微生物的群落、结构与功能的研究，微生物与其它生物间相互关系的研究。属广义环境微生物学的范畴。

2．污染环境中的微生物生态学

研究污染环境与微生物间的相互关系。包括：环境污染的微生物效应，污染物的微生物降解与转化机理，微生物对环境的影响（如病原微生物、微生物毒性、微生物污染等）。有人称之为“污染微生物学”。

3．环境微生物工程的原理与方法

以活性污泥为中心的各种污水生物处理工程的应用，推动了该学科的发展。这方面主要包括：有机废水和废物的生物处理，高效降解菌的筛选和分离，基因工程菌的构建，新型生物处理技术，环保生物制品的开发、生物肥科学环境生物工程（特别是废物的资源化能源化发酵工程）。还有高浓度有机废水的生物处理，废水除磷脱氮的微生物原理与方法，有机废物生物高效处理工程等。

4．微生物在环境监测与评价中的应用

水的细菌总数测定，大肠菌群及粪链球菌的检测、污水生物带体系等，都是水体污染程度检测的常用微生物学监测与评价方法。环境致癌物的快速检测都采用微生物作为材料，如Ames试验法就具有灵敏、快速、简便、经济的优点。

5．微生物学基础知识与原理

包括环境中各微生物类群的形态、大小、细胞结构与功能，微生物的营养与生长，～的遗传变异与环境因子相互关系等等。这部分内容适于非生物学的环境专业学生使用，可在不另外开设普通微生物学而完成环境微生物学都学的基本要求。

6．环境微生物实验

环境微生物学也是一门应用科学、因此，需要开设实验课，本年度安排8～10个基础实验。以后随着实验条件的改善，逐步增加环境工程微生物实验内容。

三、学习环境微生物学的意义

1．了解微生物在生物地球化学循环中的作用

微生物在自然界生态系统中的能量转化与物质循环过程中有重要作用。微生物家族中，不仅有光合细菌、蓝细菌、微型藻类等能利用光能的微生物，还有从无机物氧化获得能量的化能自养微生物，它们也是生态系统中的初级生产者。更为重要的是微生物中绝大多数细菌和所有真菌又是自然界生态系统中的主要分解者。由于它们的活动，使地球上一切非生命组分和生物联系了起来，起着生物媒介物的作用。若没有它们的分解作用，地球表面的生物尸体很快会堆积如山，而N.P等重要营养元素也将逐渐耗尽，人类也就无法生存。由于它们的分解作用使有机物不断矿化，不断“清扫”着地球上的“有机垃圾”，从而为光合生物的无机营养库源的不断补充营养物质。

2．通过解微生物与人类生产、生活及与生存环境的密切关系，为避免或防止微生物对人类及环境引起的危害提供必要知识，如对微生物毒系的认识，微生物对管道的锈蚀，有害物的生物转化、制作疫苗预防疾病。

3．开发和利用有益微生物资源以保护环境造福人类

环境中的微生物是重要的基因库和人类的资源库，其中许多是对人类极其有用的种类，如特种污染物降解菌，抗生素产生菌、食用菌、生物工程菌、极端环境下的微生物等。微生物在解决人类面临的五大危机中均有重要作用。环境工程中处理废水、废物和废气的方法很多，其中生物处理法占有重要地位。它与生物法，化学法相比，有更加经济和高效，更重要的是可达致电无害化。微生物是生物处理法的净化主体，只有全面了解和掌握微生物的基本特性，才能培养好降解微生物，取得较高的效果。
医学上有益生菌，农业上有E.M菌剂等生物肥料，食用菌栽培中也需有益微生物（覆土）。新型乳糖酶产生菌（范云六、转基因亮白曲需，降低牛奶中乳糖含量，产生单糖，治疗乳糖不耐受症）。

第一篇  （环境中的微生物类群）环境微生物学基础

环境中微生物的种类繁多，根据它们的形态、结构及生理性状等特征，可区分为不同类群，归纳如下：

Ⅰ：非细胞型微生物：病毒和类病毒

Ⅱ：原核微生物：细菌（含古菌）、蓝细菌（蓝藻）放线菌、粘细菌、立克次氏体、支原体等。

Ⅲ：真核微生物：酵母菌、霉菌、伞菌等（真菌界）原生动物、真核藻类（原生生物界）

初步分类及16SrRNA系统发育参照P6。7面图表。

原核微生物与真核微生物的主要区别：

               原核微生物                   真核微生物

细胞壁      肽聚糖（PG）为主         几丁质/纤维素

细胞质      无特异细胞器             有高度分化细胞器

          只有细胞质膜内陷形        如线粒体、内质网、叶绿体等

          成的结构，如间体

细胞核      拟核（无核膜的核区）      完整的核（核膜、核仁及染色质
            无有丝分裂（二分裂为主）  有丝分裂

第一章  原核微生物

第一节  细菌 Bacteria
细菌是单细胞原核微生物，在环境中分布最广，是微生物学重点研究对象。细菌的基本特征是：单细胞、结构简单、细胞壁坚韧、二等分裂、水生性强。
一、细菌的形态及大小

细菌的形态特征可从个体形态和培养形态（菌落特征）两方面来看。

（一）个体形态及大小

细菌有四种基本形态，即球状、杆状、螺旋状和丝状。

1．球菌：近球形，Φ0.5～2.0um。根据分裂后情况分为：

① 单球菌(Coccus) 如上、脲微球菌（Micrococcus ureae）
② 双球菌  如肺炎双球菌（Dipbococcus Pneumoniae）
    其它还有金黄色葡萄球菌（Stephylococcus aureus）、四联微球菌（Micrococcus tetragenus）、甲烷八叠球菌(Sarcina mechanica)、乳链球    菌（Streptococcus lactic）等。

2．杆菌(Bacillus)：杆状，宽0.5～1.0um，长1～5um不等。

 包括长短、端形、产芽孢与否有不同形态，例如：长杆菌（如乳酸杆菌）、短杆菌（北京棒状杆菌）。疫巴斯德氏菌（Pasteurlla pestic）两端略尖，而炭疽芽孢杆菌（Bacillus anthracis）两端截平。产芽孢杆菌非常重要，包括芽孢杆菌Bacillus（如巨大芽孢杆菌）和梭状芽孢杆菌Clostridium（如肉毒梭状芽孢杆菌）。此外还有双杆菌和链杆菌，可作为分类依据之一。

3．螺旋菌：呈螺旋卷曲状，大小为（0.2～1.7）um×(2～60)um。如厌氧污泥中有深红螺菌（Rhodospirillum rubrum）。螺纹不满一圈的叫弧菌，如霍乱弧菌（Vibrio cholerae）呈逗号形。

4．丝状菌：丝状细菌外围包有透明的衣鞘时，也称鞘细菌。丝状菌主要分布在水生境和活性污泥中。包括：铁细菌如浮游球衣菌（Pphaerotilus natans）、硫细菌如发硫菌属（Thiothrix）等。

正常情况下，细菌形态相对稳定。不同培养条件下会发生部分形态改变或畸变。个别细菌种类是多形态的，有周期性生活史，如粘细菌可形成无细胞壁的营养细胞和子实体。

（二）细菌的菌落特征]

细菌在固体培养基上的培养特征就职是菌落特征。所谓菌落就是由单个菌体繁殖形成的具有一定形态特征，殖民地（Colong）的细菌集团（肉眼可见）。不同种的细菌菌落特征是不同的，可以作为分类鉴定的依据。具体包括其表而形态，隆起形状、大小、光泽、颜色、质地柔软程度、透明度等。总的来说，细菌菌落比较粘稠，光滑、透明、颜色均一，易挑取。这与它们是单细胞生物，细胞间无形态分化、含水量高有关。

另外也有一些特殊菌落类型。如肺炎链球菌具有荚膜，表面光滑、湿润，称为光滑型菌落（Smooth型）(悬液中稳定)；枯草芽孢杆菌则表面干燥、皱褶、平坦，称为粗糙型菌落（Rough型）(在悬液中不稳定废中处理对易沉降)。

二、 细菌的物理化学性质

1．细菌表面电荷和等电点

细菌菌体表面即细胞壁含表面蛋白，蛋白质由20种氨基酸按一定排列顺序由肽键连接组成，氨基酸是两性电解质，R
[image: image113.bmp] 在碱性溶液中表现出带负电荷，在酸性溶液中表现出带正电荷。在特定PH溶液中，氨基酸所带正和负电荷相等时的PH值，称为该氨基酸的等电点。细菌也具有两性电解质的性质，它们也有各自的等电点。细菌的等电点一般在PH2～5，其中 G+菌为PH2～3，G-菌为PH4～5（G+菌带负电荷多于G-菌，易与草酸铵结晶紫结合）。细菌培养液的PH 若比细菌等电点高，细菌的游离氨基电离受抑制，游离羧基电离，细菌则带负电荷。反之亦然。多数情况下（培养、染色）细菌处于近中性条件，都文于其等电点，因此，细菌总是带负电荷。所以，常用带正电的碱性染料染色。

2．细菌的染色

细菌菌体无色透明，若想在显微镜下看清其形态和结构，就需要染色。

细菌的染色法通常分为简单染色法和复合染色法。
具体有：正 染 色：简单染色法：一种染料，如碱性品红，目的是增加菌体与背景的反差。

                  复合染色法：两种以上、如革兰氏染色法，芽孢染色法。

        负 染 色：荚膜衬染法（菌体红色、背景显色、荚膜透明）

        活菌染色：如美兰（活菌还原脱色、死菌着色）

其中革兰氏染色法是重要的鉴别染色法，可将细菌分为G+和G-两大类。1884年由丹麦医生Christain Gram创立。具体操作分为初染、媒染、脱色和复染四个涉骤：
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甲  菌        初  染        媒染       脱色        复染       紫色 G+
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乙  菌        结晶紫        碘液       乙酵        蕃红       红色 G-
    革兰氏染色机制与细菌壁结构及菌体等电点有关，简言之就是结晶学与碘的复合物不能从厚的细胞壁中洗出。（课下阅读P36）

3．细菌的密度和重量

细菌的密度通常在1.09左右(1.07－1.19)，略大于水的密度。单个细菌的重量约0.26×10-2g(1×10-12－1×1013g)。

三、细菌的细胞结构

所有细菌具有的结构称的基本结构，如：细胞壁、细胞质膜、细胞质、细胞核物质。部分细菌具有特殊结构，如：芽孢、鞭毛、荚膜，以及粘液层、菌胶团、衣鞘、气泡等。

细菌细胞模式图参见宽阔P26图（有挂图）：
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（二） 细胞壁（cell wall）
指包围在菌体最外层的，坚韧而略带单性的薄膜。约占菌体干重的10～25%。

1．细菌细胞壁的生理功能。主要体现以下四个方面：

① 提供刚性和强度：维也纳持外形，免受低渗裂解，防止吸水过度使质膜破裂。如用溶菌酶去除外壁，则任何细菌都是球形。

[image: image108.bmp]② 多孔结构的分子筛：对大分子物质具屏障作用。

[image: image109.bmp]2．细胞壁的化学组成与结构

真细菌的细胞壁主要由肽聚糖构成，        

肽聚糖（Peptidoglycan, PG）是由N-乙酰氨

基葡萄糖（NAG）N-乙酰胞壁酸（NAM）

的双糖单位通过   短肽联法成的多聚体。

使细胞具有了刚性和强度。其中的胞壁酸

D一氨酸和二氨基庚二酸是它的主要标志

成分。

G+菌和G-菌的化学组成和结构不同。

G+菌壁厚，主要由PG构成，含磷壁酸，

少量蛋白质和脂肪；G-菌壁薄（10nm），

结构复杂，内壁层由肽聚糖构成，外壁层

由脂多糖LPS）和脂蛋白、磷脂构成，具

体差别见下表：

                                         E.aoli细胞壁示交联结构

	
	壁厚/nm   肽聚糖/%  磷壁酸/  脂多糖果  蛋白质/%  脂肪/%  交联结构/%

	G+ 菌

G- 菌
	2-80 单层    40-90       +       －      ～20      1～4        75

10 内、外壁     10        －       +      ～60      11～22      30


   （PG）肽聚糖                                       0特异侧链

壁  壁（   ）磷壁（酸）质                                  脂多糖（LPS） 外壁层

周质空间（壁膜空间）                                   磷脂、脂蛋白

                                                       肽聚糖（PG）内壁层

                                                       周质空间
                         G－     细胞膜     G+     

3．革兰氏染色原理  P36    

由于G+菌壁厚、肽聚糖含量高、网格紧密、含脂量低，乙醇脱色时引起胞壁脱水、网孔缩小，从而阻止结晶紫一碘复合物的排出，故菌体仍呈深紫色。G-菌相反，脂类物质溶解、网孔增大，复合物被抽提出来，所以只呈复染液的红色。此处还与细菌的等电点有关（G+菌等电点低与结晶紫的结合力大。）

（二）原质体（Protoplasm）：包括细胞质膜、细胞质及内含物、核物质。

1．细胞质膜（Ceu membrane）
 又称原生质膜，是紧贴细胞壁内侧而包围细胞质的一层柔软且富有了弹性的半透性薄膜。厚约7nm。主要化学组成是蛋白质（60～70%）、脂类（30～40%）、多糖（～2%）。

1）细胞质膜的结构

其基本结构符合1972年Singer and Nicolson提出的细胞膜液态镶嵌理论，即①磷脂呈双层平行排列构成膜的基本骨架，②膜蛋白无规则镶嵌于磷脂层中，③磷脂分子头部在两侧（亲水、极性），尾部在中间（疏水、非极性），不断运动使膜具有流动性。（参见接图）                                  磷脂分子

其中的蛋白具有不同功能，参与物质运送和能量代谢。

2）细胞质膜的生理功能。主要有：

① 具选择性渗透作用。细胞质膜是半透性膜，可选择性地逆浓度梯度吸收和排出某些小分子物质（渗透酶参与）。

② 合成细胞壁的部位。上面有相关合成酶类

③ 膜内陷形成中间体。具有高等植物浅粒体的功能，参与呼吸作用；为DNA提供附着点与分裂有关。

④ 含脱氢酶和ATP合成酶。参与物质和能量代谢。

⑤ 附着鞭毛基粒。与运动有关。
2．细胞质及内含物

细胞质（cytoplasm） 是细胞膜内除核物质以外的无色透明的粘稠胶体。亦称原生质。主要成分是蛋白质、核糖核酸（RNA）、多糖、脂类、无机盐和水。幼令菌细胞质稠密、富含RNA、易被碱性染料均匀着色，而老令菌着色不均匀。

细胞质内含物主要有核糖体、贮藏颗粒、气泡等。

1）核糖体（ribosome）：核糖体是分散在细胞质中的颗粒物质。它由60%的RNA和40%的蛋白质组成。E.coli的核糖体可分离出三种相对分子质量不同的rRNA（核糖体RNA），即16S、23S和SS。核糖体的沉降常数为70S（由大50S和小30S组成），Φ20nm。核糖体是蛋白质的合成场所。一个细菌约有10.000个核糖体，其中16SrRNA可能起转录作用。如果把细胞核比作蛋的质合成的指挥中心，核糖体就是它的合成车间。

由于链霉素、氯霉素等对70S核糖体起作用，对真核生物的80S没有影响，所以用来防法由细菌引起的疾病。

2）贮藏颗粒

细菌生长到成熟阶段，因营养过剩会合成一些贮藏颗粒。

 ① 异染粒（Volutin）：因可被碱性染料如苯胺蓝染成柴红色而得名。由多聚偏磷酸等成分组成，储备碳源和磷素。

② 聚β-羟基丁酸酯（polg-β-hydroxybutyric acid PHB）:可被脂溶性染料如苏丹黑（sudan black）着色，细菌所特有，当缺乏营养时，用作碳源和能源。它是当碳源相对过剩，其它营养物不足时，微生物合成的聚合物。
③ 硫粒(sulfur gran ule)：柴硫螺菌等利用H2S为能源，氧化为硫粒积累在菌体内，需要时氧化为SO
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从中获取能量。

此外还有肝糖粒、淀粉粒，等贮藏颗粒。

3）气泡（gas vacuole）：某些光合细菌和蓝细菌含有气泡，借以调节浮力，使其在合适的光线，溶解氧和养分的环境中生活。

3．细胞核和质粒

①细菌核（mucleoid）：细菌因没有核膜和核仁，称为拟核(nudeoid)。也称细菌染色质。它由一条不环状双链DNA分子高度折叠緾绕而成一个染色体。E.coli的DNA长度可达1100um，是菌体的1000倍，折叠后只占菌体的很小一部分。可用特异性的富尔根（Fulegen）染色观察。

拟核携带着细菌的全部遗传信息，具有决定遗传信息和传递遗传性状的功能。

② 质粒（plasmid）：质粒是某些细菌细胞核之外的遗传因子，为小型环状DNA分子，具有可自我复制和稳定遗传的特点。质粒对细菌的生存并非必不可少，但它常携带多种重要基因。例如抗药性质粒（R因子）、致育因子（F因子）与细菌有性接合有关，降解性质粒则与一些化学物质分解有关。同时质粒还是基因工程中重要的目的基因的载体，通过转化，转导、接合作用转移到受体细胞内，使受体细胞获得新的遗传性状。

（三）细菌细胞的特殊构造：主要是荚膜、鞭毛、芽孢等。
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1．荚膜等胞外分泌（粘液层、菌胶团、衣裳鞘）

1）荚膜（capsule）
某些细菌细胞壁处形成的一层稳定的粘性物质叫荚膜。荚膜能相对稳定的附着在细胞壁表面。主要成分是多糖，以及多肽或脂类。荚膜不易着色，可用负染色法染色观察。

荚膜的生理功能：①保护自身细胞。可防干燥、防吞噬易于侵染人体；②贮备养料。营养缺乏时作为C、N源；③具吸附作用（如S型肺炎双球菌毒力强）。如吸附废水中的有机物，粘附于牙齿表面

2）粘液层（Slime layer）
指疏松地附着在细胞壁表面的粘性多糖，与外界无明显边缘。可因曝气搅动等冲入水中，被水中其它微生物利用。

3）菌胶团（维zoogloea）
某些细菌由于其遗传特性决定，多个菌体互相粘集在一起，被一个公共荚膜包围形成一定形状的细菌集团，叫做菌胶团。（简言之就是具有公共荚膜的细菌集团）。菌胶团有多种形状，如球形，蘑菇形、分支状等。在活性污泥中最为常见，如典型的有动胶菌属（Zoog loea itzigsohn）。

4）衣鞘（Sheath）
水生境地中的丝状菌多数有衣鞘，是菌体外透明坚韧的空壳。代表性的有球衣菌属和纤发菌属。

上述荚膜等胞外类似物对染料的亲和力极低，很难着色，都用衬托（负染色）法染色。

2．鞭毛（flagellum）
某些细菌表面一条纤细的波浪状的丝状物中鞭毛。是细菌的运动器官。鞭毛的直径小于0.02um，长2～50um不等。由于纤细需用染料将鞭毛加粗，才在光学显微镜下见到。

不同细菌的鞭毛着生位置和数目也不同，有单生，丛生以及端生和周生等类型。Eaoli和枯草芽孢杆菌是周生鞭毛。

有鞭毛的细菌菌落形状大而平，边缘不整齐。

G+菌和G-菌的鞭毛构造不同，参见挂图。

另外，有些细菌表面长有短而中空的蛋白附属物，称为菌毛（pilus），功能是附着和接合。如淋病奈氏球菌。

3．芽孢（spore endospore）

某些细菌生长到一定阶段形成的抗逆性休眠体称芽孢。芽孢是抵抗外界不良环境的休眠体。芽孢是分类鉴定的依据之一。

1）类型主要有二个类型：

                                      无伴胞晶体：枯草芽孢杆菌等多数

产芽孢   正常型（芽孢杆菌属Bacillus）  有伴胞晶体：苏云金杆菌
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                 clostridium)           未      端：破伤风梭菌  

球菌中仅有芽孢八叠球菌属（sporosqrcina）产芽孢。

2）芽孢的特点 

芽孢通常由芽孢衣(oat)、皮层(cortex)、芽孢(wall)和核心区(core)这几分构成，核心区内为原细菌细胞质成分。芽孢不易着色，但可用孔雀绿在一定温度下着色。

芽孢具有以下几个特点，从而使它成为抵抗不良环境的休眠体：

  ① 含水量低，约40%

② 壁厚而致密，分三层。芽孢萌发后内层的孢子壁成为营养细胞的细胞壁。

③ 独含耐热的2.6一吡啶二羧酸（dipicolinic acid、DPA），占干重10%。以钙盐形式存在。营养细胞中不含DPA。

④ 含有耐热性酶。其它酶含量少，代谢几乎停止，存活时间长。

由于上述四个特点，芽孢具有很强的抗逆性，对不良环境如高温、低温、干燥、光照、化学药物、抗生素等有抵抗力。细菌营养细胞在70～80℃时加热10min就死之，而芽孢在沸水中可存活几个小时。灭菌时在121℃高压蒸汽条件下，需15～20min才能杀死全部芽孢。

芽孢可帮助细菌渡过不良环境，当条件适宜时，又可萌发成新的营养细胞，称芽孢萌发。由于单个产芽孢菌只形成一个芽孢。一个芽孢只萌发为一个营养细胞，所以，它不是繁殖体。

三、古细菌

1977年后，采用分支分类法据16SrRNA碱基顺序将原核生物中的细菌区分为古细菌（Archaeobacteria）和真细菌（Eubacteria）。简称古菌。

1．古菌的特点

① 形态结构：细胞很薄、扁平，细胞壁不含二氨基庚二酸和胞壁酸，而由脂蛋白构成。

②代谢繁殖：多数厌氧，繁殖较慢。

③环境分布：大多数古菌生活在极端环境，耐热、耐盐、厌氧，如热泉中的硫化叶菌属（Sulfolobus）嗜盐菌的盐杆菌属（Halobacterium）、绝对厌氧的产甲烷菌（1992年发展为19个属）（例如甲烷杆菌属（Methanobacterium）。

2．古菌的利用

除沼气发酵，某些嗜盐菌株在低氧压条件下，在细胞质膜上形成由视黄醛构成的一种特殊紫色素蛋白—菌紫质，菌紫质作为光感受器可利用光合成ATP，它参与形成的紫膜可成为生物芯片，用于制作生物计算机的材料。这类菌的细胞质膜在体外有可能制成合成ATP的态阳能电池。

三、环境中常见的细菌类群（简介）

细菌种类繁多，需依据形态、生理、生化特征及碱基组成百分数等性状加以分类。根据：Bergey氏细菌鉴定手册“（第八版）就环境中常见的个别细菌类群作一简要介绍。

1．球菌类 

  1）微球菌属（Micrococcus）。细胞球形，Ф0.5～3.5um，分裂后排列方式多样，一般不运动，G+，含胡萝卜类色素，常形成有色的菌落。能氧化葡萄糖成醋酸，或彻底氧化为CO2和H2O。需氧需维生素，适宜T25～30℃，常存在于土壤or淡水中，亦可见皮肤上。

21葡萄球菌属（Staphylococcus）。细胞球形，Ф0.5～3.5um，单生、成对或堆集成葡萄状。不运动、兼性厌氧、厌氧发酵主要产生乳酸。生长适宜T35～40℃，对抗生素敏感、常在动物体上寄生、有致病性。

3）链球菌属（streptococcus）。球菌，成对或成链，不运动，有机营养型。

2．杆菌类

1）假单胞菌属（Pseudomonas）：包括200多种，环境中最常见，在自然界物质转化中作用广泛。菌体直形or略弯，为0.1～1×1.5～4um的小杆菌。G -，无芽孢，具端生鞭毛，一根or 丛生。能运动。化能有机营养型，能利用多种有机物，包括一些较复杂的不易被其它微生物利用的化合物。需氧。多数种能产生水溶性荧光色素。少数为病原菌。

2）动胶菌属（Zoogloea）：细胞呈杆状，0.5～1×1～3um，可运动，可聚集成絮毛状群落。G-，无芽孢，化能有机营养型，需氧。常见于污水处理的曝气池中。

3）埃希氏菌属（Escherichia）：杆状，1.1～1.5×2～6um。干燥染色后0.4～0.7×1.3～3um。无芽孢，G-。兼性厌氧。可发酵乳糖产气or不；产生吲哚，甲基红反应（+），VP反应（一），不能利用柠檬酸盐。在伊红美兰培养基上菌落呈深蓝黑色，有金属光泽。本属只有一种，即E.coli，广泛存在于自然界及人与动物的肠边中。

4）黄杆菌属(Flavobacterium)：细胞从球杆状到细杆状，借周身鞭毛运动或不运动。G-，固体培养基上的菌落呈黄色，桔色，红色或棕色，色调因环境条件不同而改变。广泛分布鞋于土壤，水域及各种食品上。

5）芽孢杆菌属（Bacellus）：产芽孢的杆状菌，需氧or兼性厌氧，在自然界有机物转化，分解中起重要作用。

6）其它：产碱杆菌属、不动杆菌属、棒状杆菌属、节杆菌属、色杆菌属、气单胞菌属、变形杆菌属、梭菌属等。

3．螺旋菌类

1）弧菌属（Vibrio）：细胞弧形或逗号形，端生鞭毛，少数不运动。有机营养型，兼性厌氧，G-，无色素VP反应（+），能还原硝酸为亚硝酸。常见于淡水或海水中。如霍乱弧菌。

2）螺菌属（Spirillum）：螺旋状，长2～60um，宽0.25～1.7um，两端丛生多根鞭毛，专性好氧或微好氧。
第二节  放线菌 Actinoingces

放线菌因在固体培养基上呈辐射状生长而得名，1877年，Harz首先在病牛上分离到一种寄生、厌氧性致病菌一牛型放线菌（Actinomyces bovis），其菌落呈放射状。大多数放线菌为腐生，也有共生菌如：弗兰克氏菌科为共生菌，与多种非豆科植物形成根瘤固氮，宿主植物有沙棘、杨梅、欧洲赤杨等。1944年，Walcsman（美）发现了链霉素产生菌，定名为链霉菌（Streptomyces）。链霉素是人们从微生物中发现的第二种实用的抗生素。随后，世界范围内掀起寻找拮抗性放线菌的热潮，至今发现的近万种抗生素中绝大多数由放线菌产生。腐生性放线菌在土壤中的分布和数量仅次于细菌，可促进土壤团粒结构的形成。放线菌可分解许多难降解的有机化合物如：芳香族化合物、腈类、纤维素等，对环境中有机污染物的降解转化起一定的作用。

按《伯杰氏鉴定细菌学手册》（第八版）分类，将放线菌分为8科31属。

一、放线菌的形态特征

是一类呈丝状生长，主要以孢子繁殖、陆生性强的原核生物。

1．菌体：菌体由纤细的分支状的无隔菌丝组成。

菌丝分支，但无隔，所以仍可看作单细胞。除菌丝这一特点类似真菌外，其余特征都有与细菌相近。如细胞核无核膜、细胞壁含肽聚糖、无线粒体等细胞器等，因此，放线菌为原核微生物。绝大多数为G+。

2．菌丝

菌丝根据其形态和动能分为营养菌丝、气生菌丝和孢子丝三种。

营养菌丝（基内菌丝）：功能是吸收营养物质， Φ～0.8um。

气生菌丝：功能是繁殖，Φ1～4um。

孢 子 丝：由气生菌丝分化而来，形态各异，分生孢子的颜色是放线菌的分类依据。

3．菌落：
放线菌的菌落与细菌相比较，一般较干燥，不光滑、与培养基结合紧密，不易挑取。多数表面为粉末状并有各种颜色，灰白色为主。

4．繁殖：

放线菌通过生成分生孢子或孢囊孢子或菌丝片段进行繁殖。

1）通过分生孢子繁殖：产生方式有两种

凝聚分裂：细胞质凝取→形成孢子壁→散落。多数

横隔分裂：产生横隔膜→断裂产生孢子。

21通过孢   孢子繁殖

有此些线菌先在菌丛上形成孢子囊，在其内产生孢子，成熟后孢子囊破裂释放出孢囊孢子。

放线菌形成的孢子与芽孢不同，不是休眠体，而是一种繁殖方式，它只能耐干燥而不耐高温。60～65℃处理10～15分钟即失支生活能力。

二、放线菌的主要类壁

  1．链霉菌属（Streptomyces）
    该属已知有1000多种。链霉素、土霉素、抗肿瘤的博菜霉素、丝裂霉素、抗真菌的制霉菌素、抗结核的卡那霉素等等，它们的产生菌都为链霉菌属。

菌丝体分支、无隔膜、多核；菌丝体有营养菌丝、气生菌丝和孢子丝之分；孢子丝以凝聚分裂方式形成分生孢子。孢子丝和孢子的形态因种而异。主要生长在含水量较低、勇气较好、偏碱性的土壤中。草原土壤中含量较高。

2．诺卡氏菌属（Nocardia）
又名原放线菌。只有营养菌丝，一般无气生菌丝。菌丝体生长到一定阶段产生横隔，断裂成至少有一个核的杆状体。由它进而产生大量多核的菌丝体。

本属中也有不少抗菌素产生菌，如对结核分枝杆菌Mgcobacterium tuberculosis)和麻风分枝杆菌（M.lerae）有特效的剌福霉素。诺卡氏菌属的有些种被用于石油脱蜡、烃类发酵以及含腈废水的处理。该属多分布在土壤中。

3．放线菌属（Actinomgces）
中型放线菌为本属典型代表。该属多为致病菌。只有营养菌丝、可断裂成V形体或Y形体、无气生菌丝，也不形成孢子。厌氧或兼性厌氧。它们生长常需加富培养基。

4．小单孢菌属（Micromonospora）
 菌丝体纤细，无横隔、不断裂，菌丝体伸入培养基内，不形成气生菌丝。繁殖时在基内菌丝上长出孢子梗，梗的顶端着生一个分生孢子。已知30多种，是产生抗菌素潜力很大的一个属，庆大霉素产生菌之一即为本属的棘孢小单孢菌（M.echinospora）.

5．孢囊链霉菌属（Streptosporangium）
主要特点是形成孢子囊和孢囊孢子。

第三节  蓝细菌Cganobaeteria/blue-greenalga

蓝细菌是右老的生物，在50亿年前，地球上是无氧的环境。使地求由无氧环境转为有氧环境是由于蓝细菌的出现并产氧所致（化石为证）。原称蓝绿藻，因其构造简单，只有原始核，无核膜核红，只含叶绿素，不形成叶绿体。故将它归于原核生物界蓝色光合菌门。

1．主要特征（与细菌的区别）（区别于细菌的主要特征）

  ① 含光合色素。主要有叶绿素a和藻胆素等色素，菌体随光照条件而呈不

同颜（如蓝、绿、红）。进行产氧型光合作用。

CO2+H2 O
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② 形态差异大。有单细胞个体（色球藻纲）或群体（如微囊藻）；有丝状体（藻殖段纲）（如含珠藻），可形成异形胞和殖段体（hormogonium）。

③ 可固氮。有些丝状体通过形成异形胞（囊）（Heterocyste）进行生物固氮。

  2．与人类环境的关系
① 分布广，耐贫瘠。除水体普通生长外，土壤及岩石缝隙中也有分布，是极端环境中的主要初级生产者。是地球上第一个产氧的光合生物。

② 固氮对农业生产有利。是分瘠土壤中维持氮素营养水平的主要因素（如荒漠化草原中的蓝细菌）。

③ 具经济价值的资源库。如北方的发菜，地皮菜属于藻殖段纲念珠藻属。

④ 可引起水体富营养化。如微囊藻、鱼腥藻常形成湖泊的“水华”（或海洋的“赤潮” ），原因是这些种类的大量繁殖所致。

第四节  其它原核微生物 

粘细菌（Myxobacteria）、蛭弧菌(Bdellovibrio)、螺旋体等也属原核生物。其它原核生物通过下表初步了解其特点。（自学）

（二）几种原核生物及病毒间的比较

	特征
	细菌         支原体       立克次氏体       衣原体        病毒

	直径（um）
可见性

过泸性

革兰氏染色

细胞壁

繁殖方式

培养方法

核酸

核糖体

产ATP系统

对抗生素
	0.5～2.0       0.2～025        0.2～0.5       0.2～0.3        <0.25 

光学显微镜子  光学显微镜子   光学显微镜子  光学显微镜子   电子显微镜

－             +             －              +            +   

G+/G-           G-             G-              G-           无 

 +             －             +              +        无细胞结构 

二等分裂      二等分裂       二等分裂      二等分裂      二等分裂

人工培养基     人工培养基      宿主细胞      宿主细胞      宿主细胞

DNA、RNA    DNA、RNA     DNA、RNA    DNA、RNA   DNA/RNA

+             +              +              +            无 

+             +              +       无（能量寄生物 ）     无 

   敏感+     + （青霉素例外）       +              +          不敏感

	致病性
	有或无    非典型性肺炎或无    斑疹伤寒      沙眼等        有或无


第三章  真核微生物

真核微生物（Eukarya）包括真菌界（菌物界）(Fungi)的霉菌（Mad、酵母菌（yeast）及伞菌（Agarcus），以及原生生物界(Protista)的原生动物（Protozoa）和藻类(alga)。动物界的微型后生动物如轮虫等也可列入。

第一节  真菌Fungi（菌物）

一、酵母菌(yeast)

酵母菌是单细胞真菌。多生长在偏酸和含糖高的环境及蔬菜、水果表面。分发酵型和氧化型两类，其中发酵型酵母菌可发酵糖为乙醇/有机酸和CO2等，用于发面和酿酒；氧化型酵母的氧化能力相对较强，可氧化烃类，如假丝酵母。用于石油脱蜡。食品类废水或酒槽可用酵母菌处理，同进可得到SCP，用作饲料。

1．形态和大小

多呈卵圆形，大小1～5×5～30um。有些种类无性繁殖时，子细胞不与母细胞脱离而连成链状，呈假丝状，称为假丝酵母。

  单细胞酵母菌的形态构造见（挂图）。

2．细胞结构
  酵母菌细胞结构与细菌有显著差别，具体表现在：

① 具真正的核。有核膜，核仁和染色体。核仁是合成rDNA 的用所。

② 具线粒体（含呼吸酶系统、执行呼吸动能）等细胞器、贮藏颗粒多。

③ 细胞壁组成复杂。与细菌不同，含葡聚糖、甘露聚糖等组分。

  3．繁殖

包括有性繁殖和无性繁殖两种方式，无性繁殖为主。

无性：出芽生殖：形成芽体，脱离母细胞后形成芽痕。

繁殖方式        裂    殖：二分裂。

          有性：如产生子囊孢子（质配、核配、减数分裂）。

  4．培养特征

酵母菌在固体培养基上的菌落形态与细菌相似，但较大而厚，表面更光滑、粘稠，多呈乳白色，少数红色（如红酵母）。

  5．分类

根据1970年罗德（J.Lodder）的分类系统，酵母菌分为39属，372种。常见的有酵母菌属（Saccharougces）、裂殖酵母属（Schizosaccharomyces）、假丝酵母属（Caudida）、红酵母属（Rhoalo torula）等。（它们分属于真菌分类系统中的子囊菌细、担子菌细和半知菌类。）

二、霉菌(Mold)

霉菌是丝状真菌的通称，不是分类学的名词。在分类上它们分属于藻状菌、子囊菌和半知菌。霉菌在自然界分布广泛，与人类生产和生活关系密切。近代发酵工业中用霉菌生产各种有机酸、抗生素（如青霉素、灰黄霉素）、酶制剂（如淀粉酶、蛋白酶、纤维素酶等）、维生素等。霉菌可发酵秸杆饲料，如木霉对纤维素的分解能力很强。镰刀霉可分解无机氰化物（CN-），用于含氰废水的处理。可引起农副产品的发霉变质，少数产生真菌毒素。

  1．形态结构

霉菌菌体是由分支或不分支的菌丝（hypha）交织形成的菌丝体(mycelium)。菌丝呈管状，Ф3～10um。

菌丝有二类：单细胞菌丝体，无横隔膜，多核：如根霉、毛霉。

            多细胞菌丝体，有横隔膜，单核或多核：如青、曲、木、镰刀霉等。

在固体培养基上菌丝体分两部分，即

营养菌丝：基内吸收养料。

气生菌丝：长在空气中，可分出分生孢子梗和分生孢子。

结构特点：

① 具真正细胞核及细胞器。

② 细胞壁组成不同，多数含几丁质※（高等）/纤维素（水生）。

  2．菌落特征

由于多数由分支状菌丝组成，霉菌菌落大而疏松，呈绒毛状（如曲霉）、絮状（如毛霉）等。有的无固定大小，菌落表面呈肉眼可见的不同结构和色泽特征，是分类依据之一。

  3．繁殖方式 
    霉菌借助有性孢子、无性孢子及菌口片段繁殖。即：

无性孢子：如孢囊孢子（内生、如毛霉）、分生孢子（外生，如青霉）等。

有性孢子：经核配及减数分裂，如子囊孢子（链孢霉）。

菌丝片段：顶端延伸而形成新的菌丝体。

  4．分类

在分类型学上，菌物主要由粘菌门、卵菌门和真菌门组成，其中真菌依照产生有性孢子的不同进行划分，包括：

① 接合菌亚门（藻状菌）：无横隔膜，属单细胞霉菌，形成接合孢子。如毛霉属（Mucor）根霉属（Rhizopus）等见P72。

② 子囊菌亚门（子囊菌）：有横隔膜，属多细胞霉菌，可形成子囊孢子。如盘菌细的单肚菌、半子囊菌纲的酵母菌、不整囊菌细的青霉、曲霉属等。

③ 半知菌亚门（半知菌类）：尚未发现有性繁殖者，产分生孢子。如镰刀霉属、木霉属等（丛梗孢目？）

④ 担子菌亚门（担子菌）：形成担孢子。如银耳目、伞菌目、马勃目、多孔菌目（灵芝、猴头）等。

三、伞菌（Agaracs）
为丝状大型真菌，其分化的繁殖器官是子实体，许多可食用，也称大型食用真菌（如香菇、平菇、口蘑等）。多数产4个担孢子，担孢子有色或无色。菌丝有单核的初生菌丝和双核的次生菌丝。（简介人工栽培和蘑菇圈）

第二节  原生动物Protozoa

原生动物是最原始、最低等的单细胞动物。动物学把它们列入原生动物门（Protozoa），也是微生物学的研究对象。

在环境中分布亦广，海洋、河水、，土壤中物有存在。有的在高等动物或人体内寄生或共生，更多的为腐生。原生动物是水中重要的浮游生物，在活性污泥法处理废水中原生动物以吞食细菌为生，对净化污水起到一定作用。在废水生物处理中起指示生物的作用。

一、形态与构造

原生动物形态多样，大小一般在10～300um之间。虽为单细胞生物，却是完整的有机体，有分化的细胞器，有具核膜的细胞核，属真核微生物。具有独立生活的生命特征和生理功能。原生动物细胞不具细胞壁。细胞质膜可以是软而薄或者硬而厚。

原生动物能和多细胞动物一样进行摄食、呼吸、排泄、生殖等功能。它们可以形成不同的“胞器”（organelle），各起不同的作用。例如，胞口、胞咽是摄食营养的胞器；鞭毛、纤毛、伪足是运动胞器；伸缩泡是排泄胞器；眼点是感光胞器等。

二、营养与繁殖

  1．营养方式：大部分原生动物为异养生活，以吞食细菌、真菌、藻类等小型有机体为食，或以有机颗粒为食，称全动性营养。绝大部分原生动物以这种方式为生。少数含有光合色素，能像植物一样进行自养生活，称植物性营养（此外还有腐生性营养）。

  2．繁殖：有无性繁殖和有性繁殖。无性繁殖一般为二分裂繁殖，也有复分裂方式的或出芽生殖。绝大多数原生动物可以形成休眠体（又称胞囊），可抵抗不良环境，当环境条件适宜时，外围的胞壳破裂恢复虫体原形。胞囊(Cyst)很轻，易被尘埃或其他动物带到他处。

胞壳（外、内二层）原生动物的胞囊。即胞囊是原生动物抵抗不良环境的一

种休眠体。

三、常见代表

目前已知原生动物近15,000余种，分属于肉足纲、鞭毛纲、孢子细和纤毛纲和纤毛纲这四纲中。P33-37
  1．肉足虫（肉足纲）(Sarcodina)这类动物以肉质的伪足作为运动和摄食胞器，它们多无固定的形状，细胞质可伸缩变动而形成伪足。最常见的代表是变形虫(Amoeba)，生活在富含藻类，含氧量高的水塘等区域。变形虫身体经常变形，任何部分都能形成伪足，以伪足包围食物形成食物泡，在食物泡内进行消化。

当外界环境不良时，细胞收缩形成胞囊，胞囊随水或风飘浮，遇适宜环境长成新个体。（泡状变形虫）

  2．鞭毛虫(鞭毛纲)（Mastigophora）
这类动物具有一至多根鞭毛，作为动物胞器。虫体外表有角质膜，从而保持虫体外形不变。常见的绿眼虫（Euglena viridis）在生活污水中较多，在寡污性静水或流水中极少。它们体内有叶绿体，进行植物性营养。此外还有进行动物性营养的波多虫（Bodo）。在活性污泥曝气池进行的最初阶段，往往有较多的动物性鞭毛虫出现。

  


3．纤毛虫(纤毛纲)（Ciliata）

以纤毛作为运动和摄食的胞器。

每个细胞中有一个负责营养功能的大核和一个负责生殖功能的小核。此外，还有食物泡、伸缩泡、肛孔等，纤毛虫无性生殖为横分裂生殖，有性生殖为接合生殖。

纤毛虫大多为单个自由生活，可分为游泳型和固着型两种类型。
① 游泳型纤毛虫：草履虫（Paramecium）、肾形虫、四膜虫等。

   草履虫  沟钟虫

见图1．13～4，5（P53-54）草履虫可在缺氧或厌氧条件下生存，耐污力极强。

②固着型纤毛虫。

常见的为钟虫类。呈钟形，有柄可附着于物体上。细胞表面除口缘纤毛外，其余纤毛均退化。纤毛摆动时使水形成旋涡，将水中细菌等有机颗粒引进胞口，在食物泡内消化后，废物通过伸缩泡收缩而排出体外。在污水处理中，当钟虫较多时，说明污泥曝气池运转正常。自然水环境中，钟虫主要生活在寡污带和β-中污带。

所有原生动物在污水生物处理过程中都有起指示生物的作用。原生动物一旦形成胞囊，就可判断污水处理不正常。

原生动物以外的多细胞动物叫后生动物，其中微型后生动物如轮虫、线虫、寡毛虫（如颤蚓）、浮游甲壳动物等，常在天然水体，潮湿土壤、水体底泥和污水生物处理构筑物中存在。（课下自学）

第三节  藻类algae

藻类是低等植物的一个大类群，与高等植物不同的是，藻类细胞分化比较低级，无根、茎、叶、花的分化。大多数藻类个体很小，肉眼看不清，故列入微生物学范畴。

藻类主要为水生生物，广泛存在于淡水或海水。单细胞藻类，主要存在于水的上层，浮游于水体中，也称浮游生物或浮游植物（Phytoplankon）。在自然界水生生态系统中，藻类是重要的初级生产者，是水生食物链中的关键环节。某些条件下，藻类异常增殖可造成水体严重污染。

一、形态与构造

藻类形态多种多样。有单个球状的，有成链、成堆团的，有丝状体的等等。单细胞或多细胞。

藻类细胞是真核细胞，与其它微生物不同的是具有叶绿体。其中含有叶绿素a、b、c、β-胡萝卜素、叶黄素等光合色素。因此，可进行光合作用。也由于所含光合色素不同而使藻类呈现不同的颜色。简言之，特点是形态多样，单细胞或多细胞，含叶绿体。

二、生理特征

藻类所具光合色素与高等植物相同，为植物型光合作用。通式如下：

CO2+2H2O18 
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这种光合作用的特点是以水作为供氢体并释放氧气。进行这种光合作用一定有叶绿素a的参与。藻类和高等植物以及蓝细菌均属此类。而光合细菌则不同，进行不产氧的光合作用，称细菌光合作用。

藻类生长要求阳光，最适PH6-8，此外还需N、P等无机营养物。

三、常见代表

根据藻类形态及生理特征，可分为裸藻门、绿藻门、金藻门、甲藻门、褐藻门和红藻门六个门（但关于分类不做详细介绍，书上是10个门），后二门为个体较大的高等藻类（如褐藻中有海带，红藻中有石花菜、紫菜），不做讨论。

1．绿藻（Chlorophyta）
  藻体中色素主要为叶绿素及少量类胡萝卜类及叶黄素。细胞呈草绿色故称绿藻。个体形态差异较大，有单细胞的也有多细胞的，有大的也有小的。

绿藻分布甚广。淡水中最常见，陆地阴湿处也长绿藻。常见：

①小球藻(chlorella)：为单胞藻类，原生质体具有一个细胞核和带淀粉核的杯形叶绿体。动孢子（8个）繁殖，繁殖极快。体内含有50%蛋白质和20%脂肪，大量培养作为饲料及食品。

②团藻（Volvox）：是多细胞的淡水绿藻，可由数百个至数万个衣藻型的细胞构成一个球形藻体，细胞间有胞间联丝互相连接。大多数细胞是营养体，只有少数细胞具繁殖能力。

2．硅藻（硅藻门，可归在多藻门，作为一个纲）

为单细胞或单细胞体，形体象小盒，细胞壁包括两个藻瓣，好象培养皿的底和盖一样。细胞壁中含有大量硅质（Sio2 XH2O）和果胶质。硅藻的藻瓣上可有各种花纹，是鉴定硅藻种类的依据。硅藻体内含叶绿素及叶黄素等色素，藻体呈黄绿色至金黄褐色，也有人将它归在金藻门内。硅藻死亡后，藻壳遗留于海中，大量堆积的硅藻壳，形成硅藻土，可用作过滤剂，绝缘剂等。

硅藻分布广，是全球性的，但有明显的区域种类。有些种可作土壤和水体盐度，腐殖质含量及酸碱度的指示生物。是水体中的重要生产力。

  3．甲藻（Pyrrophyta）
细胞黄绿色至深褐色。含有叶绿素等七种色素。多数是有两根鞭毛的单细胞藻，形状多样，常有突出的角，少数为丝状体。

甲藻分布甚广，为水中的主要浮游藻类。生活在淡水中的种类，喜酸性环境，当水中实含腐殖酸时，常有甲藻存在。海洋“赤潮”常由某些甲藻在光照和水温适宜条件下大量增殖引起，甲藻产毒可积于贝体而使人体中毒。（参见书P47  图3-20）

其它藻类可参见书上内容。

裸库不具细胞壁、具鞭毛，故动物学将褐藻归入原生动物门的鞭毛纲）。

第四章  非细胞型生物—病毒（Virus）
病毒是广泛寄生在活体细胞中的一类特殊生物。病毒在活的敏感细胞内是具有生命的大分子微生物，脱离细胞后为不具生命特征的大分子物质，但仍保留着感染宿主细胞的潜在能力。

第一节  病毒的基本特征

一、病毒的特点

  1．超显微，无细胞结构。可通过细菌滤器，须电镜观察，有分子生物之称。

  2．每种病毒只含一种核酸DNA/RNA，一般只含蛋折质和核酸两种组分。

  3．复制增殖，必须依赖宿主细胞的代谢系统进行自身的核酸复制，增殖形成子代。不能生长，也不进行二分裂。

  4．专性活细胞内寄生物。酶系统不完全，无产能酶分，不能进行独立的代谢作用，无核糖体。在活体外无生命特征。

二、形态和大小

  1．大小：病毒的大小以纳米表示，大小在15～300nm之间。动物病毒中较大的有痘病毒和无花病毒，较小的如口蹄疫病毒（21nm）和乙脑病毒（18nm）.

  2．形态：病毒的形态可为三类。

①球形（廿面体对称），以动物病毒为主。

②杆状（螺旋对称），以植物病毒为主。

③蝌蚪状（复合对称），以噬菌体为主。此外也有丝状体等形态。

三、化学组成与结构

1935年，Stanly首次提纯TMV的结晶，证明其组成是核蛋白。

  1．化学组成：

①蛋白质：蛋白质是病毒的主要成分，其功能是构成病毒的外壳，叫衣壳。衣壳保护病毒核酸，决定病毒感染的特异性，使病毒与敏感细胞表面特定部位有特异亲合力，从而吸附于其上。病毒蛋白质还有致病性、毒力及抗原性。

②核酸：病毒的核酸有两类，RNA和DNA，但一个病毒体只含其中一种。DNA病毒或RNA病毒，植物病毒多数是RNA病毒。病毒的核酸是病毒遗传、变异和感染性的物质基础。

③其他组分：少数较大的、具有包膜（囊膜）的痘病毒，腮腺炎病毒除含有Pr。和核酸外，还含有类脂质和糖蛋白如磷脂、但固醇、糖脂。包膜由糖脂蛋白组成，对宿主细胞有特异亲合力。

  2．结构：

病毒没有细胞结构，其基本结构包括核酸内芯（Core）和蛋白质外壳(Capsid)两部分，两者构成核衣壳(nucleocapsid)。完整的具有感染性的病毒体，叫病毒粒子(virion)。

核酸内芯

                                 核衣壳→病毒粒子

蛋白外壳

衣壳是由许多衣壳粒（由一种或多种多肽链折叠而成的蛋白质亚单位）组成。由于衣壳粒的排列方式不同，病毒的结构有三种对称性构型（形态）（参见挂图）：

①20面体对称：是立体对称型的最主要一种，呈近球状，例如：腺病毒和脊骨髓灰质炎病毒。




（20个面（等边三角形），12个顶点，30条边。）

②螺旋对称：呈杆状，是螺旋加位移的结构，由衣壳粒排列成简单圆筒形，如TMV、狂犬V、流感V。

③复合对称：廿面体对称（头部）+ 螺旋对称（尾部），如E.coli的T系噬菌体。

第二节  病毒的增殖（复制）

各种病毒的复制过程大致相同，可分为吸附和侵入，转录和翻译（生物合成）、装配和释放这几个过程。

一、病毒的增殖过程（以E.coli的T7Phage为例）：
  1．吸附和侵入

    吸附是病毒浸染宿主细胞的第一步。噬菌体利用尾丝吸附在细胞表面的特定部位（受体：特定化学组分）上，这些吸附位点（如脂多糖）与之结合。吸附后，由尾部的酶水解肽聚糖，通过尾鞘收缩将头部DNA注入菌体内，空的蛋白外壳留在菌体外，此过程约需15秒。另外动物病毒多通过细胞吞噬进入宿主；植物病毒一般通过植物伤口或昆虫口器进入植物细胞。

  2．转录和翻译（生物合成）

该过程包括核酸合成（复制）mRNA合成和蛋白质合成三个阶段。首先，噬菌体核酸怕携带的遗传信息控制了宿主细胞的合成机构（如核糖体、tRNA、ATP及合成酶类等），并发出指令用这些“原料”去复制DNA，合成mRNA和蛋白外壳。

下面以dsDNA噬菌体（T7）为例，介绍烈性噬菌体的生物合成过程：
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    TT的基因数目26个，转录三个Mrna，编码27种蛋白。

图：噬菌体的转录过程（三个阶段）
3．装配和释放

随后生物合成中复制的核酸和合成的蛋白质聚集成新的噬菌体，这个过程称为装配。当大量噬菌体粒子成熟后，通过溶菌酶引起宿主细胞裂解，子代噬菌体释放出来。

通常一个宿主细胞可释放出10—1000个噬菌体粒子，它们又可重新感染新的宿主细胞。

二、病毒的培养特性和检测

病毒需专性寄生在敏感宿主细胞内，因此它的培养常通过感染相应细胞培养物实现。细菌悬液中加入相应噬菌体会成为透明的裂解溶液。

空斑检测：采用双层琼脂平板。水体积的病毒稀释液（0.1ml）加入到一个事光已接种的并汇合成片（的组织培养的）单细胞层上。病毒吸附到细胞上后，通过加入上层培养基来防止次级空斑的形成。经过培养，细胞层被“固定”于甲醋盐溶液中并染色，然后计算空斑的数目。所谓空斑指显示为细胞溶解或者致细胞病变效应（CPE）的区域。每个空斑都有来原于单个的感染性的病毒粒子，这样就能精确计算病毒（或噬菌体）效价。感染效价就是1ml培养液中含活病毒粒子的数目例：用0.1ml稀释度为10-6的稀释液感染单细胞层，得到空斑平均数100，则：100/10-6×0.1=1×109 pfu·ml-1。

三、溶原性（lysogeny），溶原细胞

噬菌体可分为烈性（毒性）噬菌体和温和噬菌体两类型。烈性噬菌体(Virulent phage)指侵入宿主细胞后，随即引起宿主细胞裂解的噬菌体。如大肠杆菌T4。

温和噬菌体（Temperate phage）是当它侵入宿主细胞后，其核酸可整合在宿主染色体上，和宿主的核酸同步复制，宿主细胞不裂解可继续生长的噬菌体（图2-4. B，P28）。

含温和噬菌体的细胞称作溶原细胞。即核染色体组上整合有原噬菌体并能正常生长繁殖而不被裂解的细胞。

在溶原细胞染色体上整合的温和噬菌体核酸，称原噬菌体（或前噬菌体）。
原噬菌体可
随宿主细胞分裂传给子细胞，子细胞也成为溶原性细胞，溶原性有遗传特
性。在溶原细胞内的原噬菌体无感染力，但它一旦脱离溶原性细菌的染色体就可复制，并引起细菌裂解。

溶原性细菌菌株的命名是在敏感菌株的名称后面加一括弧，在括弧内写上溶原性噬菌体的名。如Escherichia coli k12(入)。

第三节  环境因素对病毒的影响

一、物理因素

病毒能耐冰冻，但耐热能力差。室验室用干冰或冰柜在－75℃保存保存病毒，如天花病毒在鸡胚膜中冰冻15a后仍然存活。一般经冷冻真空干燥后可使存数月至数年。但加热至60℃经30min大多数病毒被灭活（个别例外，如甲肝病毒）。

此外，名类射线（x、y，紫外线）都能及其变性灭活。但个别病毒经可见光照射后能复活（如噬菌体、流感病毒）。即耐冰冻、不耐热、对别线敏感。

二、化学因素

多数病毒在50%甘油盐水或0.5～1%石炭酸（苯酚）溶液中可保存较久。

有包膜的病毒由于含类脂质，对脂溶剂乙醚、氯仿等敏感，所以这类病毒不能通过消化道使染致病（胆计），可用乙醚处理病毒以鉴别病毒是否具包膜。

多数病毒可被乙醇，甲醛、强酸碱及氧化剂等体外灭活。

三、抗菌物质

体内灭活时，病毒对霉素等多数抗生素及磺胺类药物不敏感，有较大抵抗力，但对干扰素*和抗体敏感。

第四节  病毒的种类及分类

一、常见种类：

每种病毒都有其特定的宿主，依据宿主的不同可将病毒划分为若干类，重要的有：

  1．脊椎动物病毒：寄生在人及动物细胞内，如流行性感昌、肝炎、麻疹、水痘、腮腺炎，脊骨髓灰质炎。家畜的如口蹄疫，猪瘟、牛瘟等瘟疫病。动物病毒感染宿主细胞后，常引起两种后果。①多数表现（裂解反应）为病毒粒子的大量增殖及宿主细胞的裂解死亡，②个别病毒（致瘤作用）则表现为致瘤作用，包括含DNA或RNA的致肿瘤病毒，而含RNA的致肿瘤病毒属反转录病毒科，它们均含递转录酶。1981年发现的人类获得性免疫缺陷综合症（AIDS）（Acguiredimmune symolrome），即艾滋病，就是由一种新的逆转录病毒——人类获得性免疫缺陷病毒deficiency（HIV）引起的。

  2．昆虫病毒

无脊椎动物病毒中昆虫病毒最多，这类病毒可根据包涵体的有无及存在位置，形状划分为四类：①细胞质型多角体病毒，②细胞核型多角体病毒，③颗粒体病毒及无包涵体病毒。
  3. 植物病毒

绝大多数种子植物均受植物病毒危害，其中多数是含单链的RNA病毒。昆虫植物病毒进行传播的主要媒介病毒感染可使植物出现三类症状：①色变花叶、黄化、红片；②形变矮化、畸形；③枯死枯斑、坏死。

  4．微生物病毒

微生物病毒可分为噬菌体、噬蓝细菌体和噬真菌体。噬菌体是侵染细菌、放线菌等细胞型微生物的病毒，噬菌体又分为烈性噬菌体和温和噬菌体两类不同浸染方式。

二、分类 

病毒的分类主要依据核酸类型、宿主、形态、有无囊膜、引起的疾病等进行，现在采用生化特征作为分类依据。

现有7大类71个科（或组），4000多种病毒。

三、亚病毒

病毒中还一些亚病毒，其中①类病毒是能引起某些生物特殊病害的一种低分子量核酸，如马铃薯纺锤块茎类病毒（PSTV），是褐露的闭合环状单链RNA分子（元包膜的SSRNA），仅含359个核苷酸，无蛋的外壳外形棒状。此外还有②拟病毒（包  在植物病菌毒粒子中的类病毒）③朊病毒（蛋白质浸染因子）。

复习题（第1—4章）

1．简述生物界级分类系统

2．微生物有哪些共性？

3．试比较真核与原核微生物的区别

4．简过芽孢耐热机理

5．简述Gram染色原理

6．蓝细菌和藻类有何异同？

7．霉菌有哪些主要繁殖方式？

8．什么是溶原细胞和原噬菌体？

第五章  微生物的营养与代谢（生理）

第一节  微生物的酶

微生物复杂的代谢反应必须具备酶，微生物细胞通过酶的种类和数量的调节来控制生物过程。微生物种类繁多，酶的种类也多。

一、酶的催化特性

酶是一种具有催化活性的物质，各类生物均可在体内合成，具有催化反应，传递电子、原子或化学基因的功能。酶的化学本质是蛋白质，生物体内绝大多数生物化学反应均由酶催化完成。

酶的催化特性主要有以下方面：

  1．催化作用专一。一种酶只催化一种或一类反应，且反应前后其性质和数量不变。如乙醇脱氢酶催化乙醇脱氢弹为醛。

2．催化过程温和。只需在常温、常压和近中性水溶液中完成。

  3．催化效率高。比无机催化剂高103～1010倍，原因是它能降低反应的能阈（*反应时能量水平），所需活化能（能阈）与反应物实际具有的能量差）降低。

4．对环境条件敏感。高温、强酸（碱）、重金属等均可导致酶失活。

二、酶的组成与结构

 1．组成：

酶的组成有两类，①只含蛋白质的叫单成分酶；②全酶由蛋白质和非蛋白物质组成的辅因子共同组成。即

全酶=酶蛋白+辅因子（辅基或辅酶）

酶蛋白的功能是加速生化反应，辅因子的功能是传递电子、原子或化学基因，其中的金属离子还起激活剂的作用。辅酶与酶蛋白结合较辅基松散不紧密，它们与不同酶蛋白结合可催化不同的底物。

下面介绍几种常见的辅基或辅酶（有机物或金属离子）：

①铁叶啉：是过氧化氢酶，细胞色素氧化酶等的辅基，靠铁离子的变价（压2+→Fe3++e）来传递电子，催化氧化还原反应。

②辅酶A（CoA～SH）：它通过巯基（－SH）的受酰和脱酰参与转酰基反应。                                 NAD       NADH

CH3COCOOH          CH3CO～S－COA       

             丙酮酸COASH       CO2        乙酰COA    

③NAD（辅酶Ⅰ）和NADP（辅酶Ⅱ）：烟酰胺腺嘌呤=核苷酚（磷酚）。两者是多种脱氢酶的辅酶，在反应中起传递氢的作用。 

                         

另外FAD（黄素膜嘌呤=核苷酸）和辅酶Q（COQ）也起传递氢或电子电子的作用。生物素（维生素H）、四氢叶酸（辅酶F）、mg2+等金属离子也是常见的辅因子（参见书77—79）。

  2．结构

酶蛋白由20种氨基酸组成。氨基酸按一定顺序排列，由肽键（-CO－NH-）连接成多肽链，多肽链间丙由氢键（
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）等相连接形成立体结构。复杂的酶蛋白可形成四级结构。（一至四级结构参见书80）。

三、酶的分类

  1．按催化的反应类型：分6类，即水解酶类、氧化还原酶类、异构酶类、转移酶类：裂解酶类、合成酶类。

2．按酶在细胞的不同部位：分为胞外酶、胞内酶、表面酶。

3．按酶作用底物不同：可分为淀粉酶、蛋白酶、脂肪酶、纤维素酶等。上述四种酶均属水解酶类，也是胞外酶。

其它的酶多为胞内酶。

四、酶促反应的机制

酶蛋白的多肽链可以盘曲成一定的空间构型，从而形成特定的活性中心，酶的活性中心可与特定底物结合，发生催化反应生成相应产物。

反应过程示意图如下：
有关影响酶活力的因素及酶动力学内容课上不讲（P83—87）

五、酶与代谢

生物体内进行的化学反应统称为代谢（即新陈代谢），它是一切生命的基本特征。代谢分为两大类，即分解代谢（异化作用）和合成代谢（同化作用），从能量解度则包含产能代谢和耗能代谢。两者相互联系促进了生物个体的生长繁殖，概括为：

次级代谢产物：次级代谢是指为避免某些中间代谢产物积累而产生的利于生存的代谢类型。而与生物生存直接有关的所有代谢都属初级代谢类型。次级代谢产物并不是生命过程所必需。不同的微生物种类可能形成不同的次级代谢产物。如：抗生素、生物碱、生长刺激素（赤霉素、咧哚工酸）、维生素（过量部分），各种色素和毒素等。

第二节  微生物的营养（Miorobial nutrition）
了解微生物的营养及其所需营养物的种类和数量，首先要了解它的化学组成。

一、微生物的化学组成

微生物机体质量的70～90%为水分，其余为干物质，干物质中90～97为有机物，其余为无机物。

  1．水分：不同微生物水含量不等，细菌，酵母菌含水75～85%，霉菌85～90%，芽孢约40%。

  2．干物质：包括有机物：蛋白质、核酸、糖、脂类

                 无机物：包括、P、S、K、Na、Ca、Mg、Fe、Cl及微量元素。

C、H、O、N是所有生物体的有机元素、因此说，微生物与其它生物存在“营养上的统一性”。根据微生物有机元素组成分析数据，细菌和酵母菌的化学组成实验式为C5 H8 O2 N，（而霉菌为C12 H18 O7 N。）在培养微生物时可参照此比例供给营养。

二、微生物的营养物质

微生物的营养物质有水、碳源、能源、氮源、无机盐及生长因子，它们构成微生物的六大营养要素，分别介绍如下：

  1．水

水是微生物细胞的重要组成成分（含70～90%）。主要生理作用是：

①生化反应的介质，使反应在溶液中进行；

②有助于营养物的溶解和吸收，参与物质运输。

   2．3  碳源和能源

凡能供给微生物碳素营养的物质，称为碳源。碳源的主要作用是构成微生物细胞的碳架，同时也是绝大多数微生物（除某些化能养微生物，它们的能源是一些还原态无机物如H2S、Fe2+、No
[image: image10.wmf]-

2

等）的能源物质。

碳源谱分为有机碳源和无机碳源两大类，根据微生物对这两类碳源的同化能力不同，微生物分为异养和自养两类：

①异养微生物（有机营养微生物）：指必须利用有机碳源的微生物。有腐生性和寄生性之分，前者占大多数。

②自养微生物（无机营养微生物）：指凡只利用无机碳源的微生物。这类微生物具有完备的酶系统，能利用CO2和CO
[image: image11.wmf]-
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作为唯一碳源，合成有机物，不需要外界供给其现成的有机碳化物。根据它们利用能源的不同，又分为光能型和化能型。

  4．氮源

氮是组成细胞蛋白质、核酸等的重要成分。凡能供给微生物含氮物质的营养物，统称氮源。氮源谱包括三类：

①分子态氮（N2），可利用N2的微生物就是固氮微生物，如非共生的固氮菌、共生的根瘤菌及固氮蓝细菌等。

②无机氮化物（NH3、NH
[image: image12.wmf]+
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、NO
[image: image13.wmf]-

3

），可自行合成自身所需氨基酸的生物，称为氨基酸自养型生物。如所有绿色植物和某些自养微生物（如硝化细菌等）。

③有机氮化物（氨基酸、蛋白质），它们属于氨基酸异养微生物，如乳酸细菌等异养微生物。

  5．无机盐（矿质元素）

可为微生物提供碳氮以外的各种元素的营养成分。包括大量元素：浓度在10-3～1014mol/L之间，有P、S、K、Mg、Ca、Na、Fe等；微量元素：浓度在10-6～10-8mol/L之间，有Cu、Zn、Mn、Mo、B等。

  6．生长因子

微生物在具有上述各种营养物后，仍生长不好，则需供给生长因子，它是微生物正常代谢不可缺少的某些微量有机化合物。如：维生素类、生物素、氨基酸、嘌呤、嘧啶等。但需要量很小。

三、碳氮磷比

不同的微生物类群对营养元素要求的比例不同。如：霉菌C : N = 9 :1 固氮菌27.6 : 1 土壤混合群体25 : 1 堆肥30 :1 活性污泥BOD5 : N : P = 100 : 5 :1，厌氧消化时污泥100 : 6 : 1。有时为了保证废水（废物）生物处理效果，需按碳氮磷比配给营养。

四、微生物的营养类型

自然界中的微生物可以根据其所需碳源和能源区分为四种基本营养类型，即：

微生物的四种基本营养类型

	营养类型
	碳 源
	能 源
	代表菌属

	Phtotrophs    光能自养型

光能营养型   光能异养型

lithotrophs    化能自养型

无机营养型

heterotrophs  化能异养型

异养营养型（腐生型、寄生型）
	CO2

有机物

CO2

有机物
	光能

光能

无机物氧化

（如氧化H2S、NH3、H2）

有机物氧化
	绿硫细菌、蓝细菌、藻类红螺菌属等有机光合细菌（PSB）

硝化细菌、硫化细菌

真核微生物及多数细菌


以上划分不是绝对的，也有一些是混合营养微生物（兼性自养微生物），它们在不同生长条件下可分别利用无机碳或有机碳作为碳素营养。光合细菌（PSB）可在光照和黑暗条件下分别利用光能和有机碳化物作为能源。

下面举几个例子我们分析一下它们属于哪种营养类型的化学反应过程：

1．CO2 + 2H2S 
[image: image14.wmf]  光能      [CH2O] + 2S + H2O  （H2S为供氢体）

             细菌叶绿素

属光能自养型（细菌型光合作用）


[image: image15.wmf]|

CH

3                     
[image: image16.wmf]|

CH

3
2．CO2 + 2CHOH   光能    [CH2O] + 2C = O + H2O（供氢体异丙醇）
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      属光能异养型（如深红红螺菌）

3．2Fe2+ + 1/2O2 + H2      2Fe3+ + H2O + 能量（铁细菌）

    2NH3 + 3O2      2HNO3 + 2H2O + 619KJ（亚硝化细菌）   

2HNO2 + O2      2HNO3 + 201KJ（硝化细菌）

                                                                   

合成代谢时：CO2 + 4H       [CH2O] + H2O          

属化能自养型，硝化作用就是一例，产生的能量可用于同化CO2。

 属化能异养型。它们种类繁多，包括大多数细菌，放线菌及全部真菌。它们可利用葡萄糖分解放出的能量合成细胞物质。

五、微生物的培养基

指人工配制的适合于不同微生物生长要求的培养基质。根据不同微生物的营养要求，六大营养要素按一定比例配制而成。实验室条件下研究和培养生物及发酵工业中都要用到培养基。

  1．根据培养基组成物化学成分分为三类：

①合成培养基：用无机化合物配制而成。各成分是已知结构的纯化学物质。如高氏1号培养基：

可溶性淀粉  20g   K2HPO4  0.5g    Nacl  0.5g   KNO3  1g 

  Mgso4 7H2O  0.5g   Feso4    0.01g   H2O  1000ml

②天然培养基：由天然有机物配制而成。各成分多是生物提取物。如PDA培养基：马玲薯 200g    蓙糖（葡萄糖）20g    H2O  1000ml

③复合培养基：由天然有机物和无机物共同配制。

  2．根据制成后的物理状态分为三类：常用的凝固剂是琼脂。

固体培养基：琼脂1.5～3.0%，可形成单个菌落。

半固体培养基：琼脂0.3～0.5%，可观察细菌运动。

液体培养基：不加琼脂，发酵工业中常用。

  3．根据实验目的和用途常分为四类：

   ①基础培养基：指牛肉膏蛋白的胨培养（牛肉膏5g、蛋白胨10g、Nacl 5g、H2O 1000ml），即适于多数微生物生长的培养基。

②选择培养基：通过选择性抑制作用分离不同类群的微生物。如固氮培养基，纤维素培养基，马丁氏培养基等，土壤各类群微生物的分离计数可采用选择性培养基。

③鉴别培养基：利用产生的特征性变化来区分不同微生物。如区别E.clei的伊红一美蓝（EMB）培养基），可产生金属光泽。

④加富（富集）培养基：加入特殊营养物的培养基。多用于培养营养要求苛刻的寄生性微生物。如加入血、血清、生物组织提取液等。环境污染物降解菌的筛选常用这类培养基。

另外，在配制培养基的过程中，要注意C/N值和PH值等理化条件。

六、营养物（污染物）进入细胞的方式

环境中的营养物是如何被微生物细胞吸收的呢？主要靠生物膜（特别是细胞膜）的功能进入细胞，完成跨膜转运。概括起来生物膜以四种方式控制物质的运送。即：

  1．单纯扩散（Simple diflusion）

   气体和水进出细胞通过这种被动扩散方式，其驱动力是浓度梯度，运送时需要浓度差（高浓度→低浓度）。

  2．促进扩散（facilitated diffusion）
它是一些极性（糖、氨基酸）（带电荷）的分子穿过细胞膜的运送机制，其驱动力也是浓度梯度，但是该过程需要借助于膜转运蛋白促进运送。现已证明有三类转运蛋白，它们对于促进扩散和主动转运都是重要的（参见下图），转运过程具有底物特异性。平共处 

  3．主动转运（active trans port）             膜内  细胞膜   膜外
它是递浓度梯度吸性分子的方式，  

驱动此过程需要提供能量。使微    单向转运蛋白

生物在自然界普遍贫营养的环境                   

中得以生存。主动转运受温度PH   同向转运蛋白

和载体饱和效应（转运蛋白的底                              

物结合位点被真满了）的影响。    逆向转运蛋白

大肠杆菌对谷氨酸的吸收就

是这种方（截体蛋白将H+运入胞             图：转运蛋白分类

内，同时将Na+运至膜外，由此产生了Na+的膜仙外电位差，谷氨酸通过和Na+共运输（同向转运）进入胞内。此过程扬需的能量来自质子运动力（PMF）或ATP水解。                                  

  4．基因转位（group translocation）
也是一种需要代谢能的运送方式，特点是物质在穿过膜时受到化学修饰。这种修饰作用通常包括磷酸化作用，如参与糖运送的矿酸转彩酶系统。只在部分细

菌中存在。                       

                            

第三节  微生物的产能代谢与呼吸作用

微生物正常新陈代谢，需要吸收营养物质合成细胞组分（合成代谢主要素NADH2 、ATP 简单分子）和维特生命活动所需的能量，这都要依赖于产能代谢。产能代谢的中心任务就是把环境中多种形式的最初能源转化成一切生命活动都

使用的通用能量—ATP。即高能磷酸化合物腺嘌呤核苷三磷酸
（腺苷—
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一、产能代谢与呼吸作用的关系

呼吸作用的实质是氧化与还原的统一过程，这个过程中伴有能量的产生和转移。化学本质是产能代谢中基质将脱下的氢转移给受氢体的过程（包括脱氢，递氢和受氢）。根据最终受氢（电子）体的不同，微生物的呼吸类型划分为三类：有氧呼吸、无氧呼吸和发酵。微生物的产能代谢就是通过上述三类氧化还原反应来实现的。具体的说，就是基质（有机物）通过生物氧化而释放出其中的代学潜能，同时伴随不同呼吸类型来合成生命所需的能量ATP。简言之，产能代谢是通过呼吸作用实现的。

二、微生物的呼吸作用类型（产能代谢方式）

  异养微生物的分解代谢中，基质（有机物）脱下的氢由辅酶I（NAD+）携带产生
[image: image22.wmf]-
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ADH+H+，根据其最终受氢体的不同，可将微生物的呼吸类型分为三类，即：发酵、有氧呼吸和无氧呼吸。

呼吸类型          受氢体          碳源和能源  产物

                        

                                                     CO2                                                                      

（一）发酵（fermentation）

在工业上，发酵泛指利用微生物生产有用代谢产物的生产方式。在微生物产能代谢中，发酵特指以有机物作为电子最终受体的生物氧化过程。它是无氧存在时，微生物的一种产能方式。

特点是：①基质氧化不彻底，产能效率低（26%）

②无电子传递链参与，在有氧时，基质脱下的氢交给NADH+H+，通过电子传递链被氧化，而在无氧时，许多微生物利用发酵反应氧化其为NAD+。  

  1．糖酵解（EMP途径）：

微生物发酵的类型很多，其中糖酵解途径呼是所有细胞生物共有的主要代谢途径。葡萄糖的逐步分解称为糖酵解，又称EMP途径(Embdem-meyerhof-parnas pathway)，或已糖=磷酸途径。

EMP途径以葡萄糖为底物，经过10步代谢反应由1个葡萄糖分子生成2分子丙酮酸及2分子ATP、2个NADH2（还原态辅酶I）。它是碳水化合物厌氧降解的主要途径。                              

总反应式：C6H12O6+2NAD++2ADP+2P2→2CH3COCOOH+2NADH2+2ATP糖酵解分为两大步骤，①是不涉及氧化还原的预务性反应，生成一种主要中间产物3-P甘油醛；②包括氧化还原反应，生成ATP和丙酮酸。

EMP途径具体过程：


* 每步都有一种相应的酶参与反应。

* 加入Pi为底物水平磷酸化，形成高能磷酸键。

Pi为磷酸基因，它转移到ADP上，产生ATP，EMP中的ATP都是借底物水平磷酸化完成的。

糖酵解与发酵  


EMP途径：C6H12O6           G G  

                                                             P-2  丙酮

              ATP ADP                                        
①预备反应，G         6-P-G        6-P-F       1.6-2P-F                  （×2）

                                                            


②氧化反应，P-烯醇式丙酮酸      2-P甘油酸       3-P-甘油酸      1.3-2P-甘油酸

                                        CO2    NADH2  NAD+                                  

CH3CH2OCOOH      CH3COCOOH     辣            CH3CH2OH      CH3CH2OH   

乳酸                      NAD+      COA                        乙醇  

NADH2       CO2    

CH3CO～COA  COA

TCA循环

小结：EMP最终产物有2分子的ATP、NADH2、丙酮酸。

（基质）底物水平磷酸化：（兼性）厌氧微生物在基质氧化过程中形成含高自由能的中间体，如发酵中产生的1.3-2P-甘油酸，这种中间体将高能键21合ADP，使ADP磷酸化生成ATP。

氧化磷酸化：好氧微生物呼吸时，通过电子传递链氧化NADH2产生ATP的过程（原理是H+的穿膜运动推动，三个位点）。

光合磷酸化：光引起叶绿素等色素逐出电子，通过电子传递产生ATP的过程。（附）

  2．发酵类型 

糖酵解过程产生的丙酮酸，在厌氧条件下由不同的微生物发酵形成不同的最终产物。具体的发酵类型主要有：乙醇发酵、乳酸发酵、混合酸发酵等，这些发酵类型是利用EMP途径产生的NADH2来进一步还原丙酮酸完成的。

          NAD+  NADH2     CO2         NADH2  NAD+    

例如：CH3CH2OH      CH3COH                          CH3CH2OCOOH

                                      

在这个过程中，葡萄糖释放能量的26%（        ×100%）保存在ATP的高能

键中，其余变为热而散发，能量利用率低于好氧呼吸（42%）。

    在微生物中，酵母菌可进行乙醇发酵，甩酸细菌可进行乳酸发酵（同型：德氏乳杆菌，异型：肠膜状明串珠菌）肠杆菌进行混合酸发酵（P100V.P和甲基12试验区别大肠杆菌和产合杆菌）。酵母菌乙醇发酵时，氧对葡萄糖耗量能抑制（呼吸抑制发酵）现象，称巴斯德效应。导致乙醇产量下降。

（二）有氧呼吸(Aerobic respiration)

指以分子氧为最终受氢（或电子）体的呼吸作用，是最普遍的生物氧化方式。有氧条件下，基质氧化释放的电子要通过NAD+在电子传链上转移给O2，O2得到电子被还原，能与基质脱下的氢结合成水。同时释放的能量转化为高能磷酸键而贮存到ATP中。可见，电子传递链具有传递电子和合成ATP这二基本功能（后面讲）。

有氧呼吸中，有机物可彻底氧化分解为CO2和H2O。

总反应式（以葡萄糖为例）

        38ADP+38ATP      

C6H12O6 + 602             6CO2 + 6H2O    

这种糖代谢全过程可划分为三个部分：

①糖酵解（EMP途径）葡萄糖      丙酮酸×2 （第1阶段） 

②三羧酸循环（TCA） 丙酮酸      CO2 （第2阶段）

③电子传递链（NADH2）ADP      ATP （氧化磷酸化）

  1．三羧酸循环(Tricarboxylic acid cycle, TCA)(柠橡酸循环The citric acid cycle)   

TCA循环始于丙酮酸，它被氧化脱羧并乙酰化后被辅酶A携带进入TCA环，逐步被氧化为CO2和H2O。第1个产物是柠橡酸（见下图）。

EMP途径： 




TCA循环示意图  

	产能形式
	EMP
	EMP+TCA

	               ATP        

底物磷酸化       

GTP  

                NADH2
氧化磷酸化     

（氧化NADH2 ） FADH2（不经NAD）

净产ATP  

产能效率                               

                                        
	2

2（2×3ATP）

8
	          2 

2（2ATP）

2 + 8（10×3ATP）

2（2×2ATP）

38（真核36）







  2．电子传递链（电子传递体系，呼吸链）

电子传递链有二个基本功能：①传递电子，接受电子并传递给最终电子受O2  

②合成ATP，把电子传递过程中释放的能量贮有起来。  

电子传递水平（氧化磷酸化）磷酸化是微生物呼吸时产生能量的主要方式。  

根据真核生物线粒体上电子传递链组成分析表明，它由细胞色素a.b.c辅酶Q（泛醌）及黄素pr（FAD）等类型的化合物组成。即由一系列电子载体依氧化还原电位差高低而排列。         
                      ATP                                        ATP
                                           （泛醌）                 

还原态基质AH2        NAD+              FADH2            辅酶Q          Fe2+       

                                                              细胞色素b  
氧化态    A        NADH2             FAD+         辅酶QH2        Fe3+ 

                            ATP（未端氧化酶）          

          Fe3+         Fe2+        Y2O2              

        细胞色素c    细胞色素a  

          Fe2+         Fe3+        H2O                 

电子传递链简图（见书图4-12 P104）

电子传递链因最终电子受体是氧也称呼吸链，是一个“放能”装置，其中有三个部位偶联生成ATP。呼吸链的组成除醌类外，原理是H+穿膜运动有三个位点，分别NADH脱氢酶、细胞色素 bc，复合体和未端氧化酶。都是一些含有辅酶or 辅基的脱氢酶类。电子传递链在原核生物中存在于细胞质膜上；真核生物中在线粒体内。

好氧呼吸可分为外源性呼吸和内源性呼吸。正常情况下，好氧微生物利用外界供给的能源进行呼吸，这叫外源呼吸（即通常称的呼吸）；当外界供给予的能源耗尽，利用微生物内部贮藏的能源物质进行的呼吸为内源呼吸。（P104）  

（三）无氧呼吸（anaerobic respiration）  

它是一类在无氧条件下进行的产能效率较低的特殊呼吸。指以氧以外的无机氧化物作为最终电子受体的呼吸作用。电子受体有NO
[image: image23.wmf]-

3

、SO
[image: image24.wmf]=
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、CO
[image: image25.wmf]=
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、CO2等，因此有多种类型。无氧呼吸的氧化底物（供氢体）一般是有机物，它们被氧化为CO2，并有ATP形成。这类微生物都是专性或兼性厌氧微生物。

  1．硝酸盐还原（也称反硝化作用或脱氮作用）

以NO
[image: image26.wmf]-
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作为最终电子受体，还原为NO
[image: image27.wmf]-
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、N2O、N2↑  的呼吸。

例如：NO
[image: image28.wmf]-

3

+ 2H+ + 2e      NO
[image: image29.wmf]-
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+ H2O，其供氢体可以是葡萄糖，乙酸，H2等。                      
总反应式：C6H12O6 + 4 NO
[image: image30.wmf]-

3

= 2 N2↑  + 6CO2 + 6H2O + 1756KJ 

          6H2 + 2 NO
[image: image31.wmf]-
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= N2↑  + 6H2O     

能进行硝酸盐呼吸的是一些兼性厌氧菌，称为反硝化细菌。反硝化细菌具有（较完整的）电子传递链（体系）。反硝化作用在环境（自然界）氮素循环中有特殊作用，如：①避免NO
[image: image32.wmf]-

3

通过土壤进入水域造成污染；②维特大气N2供应；③造成土壤肥力下降；④废水的生物脱氮。以上也称异化型硝酸盐还原，产物是NH3的称同化型硝酸盐还原。

  2．硫酸盐还原（反硫化作用）

指硫酸盐还原细菌将电子传递给硫酸盐的一种厌氧呼吸。即最终电子受体为SO
[image: image33.wmf]-
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4

的呼吸。该菌为专性厌氧菌。

该过程氧化有机物不彻底，如氧化乳酸的产物是乙酸：

2CH3CHOHCOOH + H2SO4      2CH3COOH + 2 CN2↑  + 2H2S↑  + 2H2O + 1125KJ

无氧呼吸的电子传递链短，氧化磷酸化时仅产生2molATP。

  3．甲烷发酵作用 

指以CO2为最终电子受体的无氧呼吸。产物是甲烷，沼气发酵主要是这个过程：2CH3CH2OH + CO2      2CH3COOH + CH4 它是产甲烷菌利用C1、C2 化合物转   

                               2CO2 + 2CH4     

化为甲烷的主要过程。产甲烷细菌科是一类具有共同生理特征而形态各异的细菌。

*小结：以介绍的微生物细胞内的一系列产能性氧化反应可统称为生物氧化。其形成包括某物质与氧结合、脱氢或失去电子三种；其过程包括脱氢（电子）、递氢和受氢；其功能是产能（ATP）、产还原力〔H〕和小分子中间代谢物，它们组成了合盛代谢的三个基本条件。

有关微生物发光现象等书上内容课下阅读。

第六章  微生物的生长繁殖与生存因子

第一节  微生物的生长繁殖与分离培养

概述：在适宜的环境条件，微生物不断吸收营养物质并进行新陈代谢，如果同化作用在于异化作用，细胞质量会不断增加，于是表现为生长（有机体量的增加），微生物学中的生长多指群体生长。

细菌以二等分裂方式（1→2→4）分裂，细菌的生长为指数生长。群体细胞数目加倍所需的时间为倍增时间（td），倍增时间的长短取决于微生物的生长速率，培养基组成和环境条件。Ecoli的倍增时间在适宜条件下大约为20钟。

细菌在液体培养基中遵循典型模式规律生长，称为细菌生长曲线，可划分为延迟期，指数（生长）期，平衡期和衰老期。所用的研究技术称为分批培养(batch culture)(单批培养)。

分批培养时会由于营养物耗尽和有毒代谢物积累，最终细胞生长下降。假如用新鲜培养基置换用过的培养基，细胞就能保持某一恒定生长速率，这种技术叫连续发酵）。

研究微生物的群体生长规律，首先要获得纯培养。

一、纯培养的分离方法

微生物在自然界常混杂地生活在一起；如土壤就是微生物的大本营。当我们需要利用或研究某一种微生物时，就把它们分离开，从而得到纯培养。

所谓纯培养就是单一细胞繁殖得到的后代。

最常用的分离方法有稀释培养法，平皿划线法、单细胞排取法和选择培养基分离法。

  1．稀释培养法

这是最常用的纯培养获得方法，也用于菌种分离和环境微生物计数。首先获得合适的稀释液→平皿接种（摇和、涂皿）→保温培养→形成菌落。

  2．平皿划线分离法

首先制备无菌平板，将培养物在培养基表面连续划线，微生物逐渐分散、经保温培养后就可得到单一菌落。反复2—3次可得到纯培养。


  3．选择培养基分离法

利用某些抑制因子将不需要的微生物排除（不能生长），适合某种微生物生长而限制其他微生物生长的选择性培养基。如固N微生物、营养缺陷型菌株的筛选等。另外，环境研究中常用加富培养基（加特定污染物）获得降解菌。

  4．单细胞挑取法

直接从样品中挑取某一细胞从而获得纯培养。具体方法是用安装在显微镜上的极细的毛细吸管完成，如孢子分离。多限于专业化的科研中。如菌根真菌孢子的挑取，但其需活体培养。

题：欲对一污水样（土壤样）中的微生物进行计数和分离，请你设计一个具体方案，得到各类群微生物的数量值。

二、研究微生物生长的方法

   （一）单批培养（分批培养）

用来描述微生物的群体生长规律，——典型生长曲线。首先我们把少量细菌纯培养接种到恒容积的液体培养基中，适宜条件下，它们会呈现有规律的生长过程。

如以细胞数目的对数为纵坐标，以培养时间为横坐标就可画出一条有规律的曲线——即典型生长曲线growth curve)。

生长曲线是细菌在新的适宜条件下生长繁殖直至衰老死亡过程的动态曲线，根据生长速率的不同一般分为四个阶段：1.延迟期 2.指数期 3.稳定期 4.衰亡期。  

1．延迟期（lag phase）  

也称停滞期，适应期。少数细菌接种到新鲜培养基后，一般不能立即进行繁殖。R→O。特点是分裂迟缓，调节代谢。原因可能是调节胞内酶的种类以适应新环境。根据菌种的不同，延迟期从几分钟到数小时不等。

  2．指数期（对数期exponential phase）
随后细胞逐渐进入一个以几何级数增长的一段时期。特点是生长快速，代谢旺盛。R>O。  

在这个阶段，细胞的代时（增代时间generation tine）最短。

对单细胞微生物来说，几表示细胞分裂的次数，则分裂后细胞中数目应为20、21、22、…2n，即X2 = X12n.

在对数期中，有三个参数常被用在生产实践中：代数（n），代时（G）和生长速率（R）。

  1．繁殖代数（n）
从右图可见， x2 = x,·2n       

取对数表示：eyx2 = egx1 + neg2   

∴ n = (egx2－egx1)/eg2 = 3.322eg x2/x1  

  2．生长速率常数（R）  

按定义（每小时分裂代数）： 

R = n/t2－t1 =2.32(egx2/x1)/t2－t1  

  3．代时（G） 

即增代时间，按平均代时定义（细胞分裂1次所需时间）

                     

G = 1/R =         =              

* 例题：某发酵生内大肠杆菌接种时的细胞浓度为100个/ml，经400分钟培养，细胞浓度增至10亿个/ml，求该菌的世代时间G和繁殖代数n。  

已知：t1 = 0       x1 = 102    

      t2 = 400     x2 = 109  

      n = 3.3(eg109－eg102) = 3.3 × 7≈23(代)   

    

 G =           = 17.3（分钟）   

即上述培养物中，E.coli 代时为17.3分钟，繁殖了23代。各种微生物的代时（增代时间）是不同的，如飘浮假单胞菌只需9.8分，而活跃硝化杆菌则需1200小时。但多数细菌在10-30分钟。

影响指数期代时长短的主要因素有：（菌种 T、生长因子、营养物等） 

①菌      种   遗传和代谢特性所决定期

②培养温度   取决于最适生长温度，多数30—40℃，寄生型37℃。

③营养物浓度   特别是生长限制因子（指处在较低浓度范围，可影响菌体生长速率的营养物）浓度。

④营养物成分   营养丰富的培养其中代时较短。如E.coli (肉汤17min，牛奶12.5min)。

处于指数期的微生物代谢旺盛、生长迅速、代时稳定，发酵工业中常利用该阶段微生物作为种子。

  3．稳定(Stationary phose) 

也叫静止期，最高生长期或平衡期。

特点是净生长速率R = 0 ，即新生的和衰亡的菌体数处于动态平衡之中，菌体产量达到最高点。

该期中菌体产量和营养物消耗量间呈现一定的比例关系，在生长上称为产量常数（Y）  

Y = 菌体生长量/营养物消耗量〔（x1－x0）/(ct－60)〕 

例如：产黄青霉在合成培养基上生长时，Y = 1/2.56，即每合成1g菌上体干重需消耗2.56g葡萄糖。

进入稳定期，细胞开始形成糖原等贮藏物，有的合成抗生素等次级代谢产物。

稳定期到来的原因主要是生产限制因子的不足，其次营养比例（如C/N）失调、有害代谢产物（如酸、毒素繁）也是相关因子。

  4．衷亡期（decline phase） 

当个体死亡速度超过新生速度，整个群体出现负生长，R<O。该期中的细胞形态多变，有的开始自溶，霉菌形成孢子，芽孢杆菌中的芽孢也游离出来。细菌处于内源呼吸阶段。

原因是其环境对继续生长越来越不利，引起细胞的分解代谢远超过合成代谢，继而引起菌体死亡。

认识和掌握典型生长曲线，对发酵生产和废水生物处理都是必要的。

（二）微生物的连续培养(Continuous cultuse)

又称开放培养，是相对于上述分批培养和密闭培养而言的。

原理：给培养器中不断补充新鲜营养物，同时不断以适当速度排出培养物（含菌体和代谢产物），以保持培养器中总菌量恒定。微生物可长期保持在一个特定的生长时期和稳定的生长速率上。简言之，用新鲜培养基连续替换用过的培养基，使细胞恒速生长。〉 

连续培养器类型很多，下面介绍常见两种：

  1．恒浊器（turbidostat）  

即进行恒浊连续培养，指以浊度为控制指标的培养方式。方法是不断调节流速而使菌体培养液的浊度何持恒定。

浊度可代表菌体浓度，它由光电控制系统测定并靠控制培养物流速而调节。

在微生物工业中，为了获得大量菌体或相应代谢产物可利用恒浊器。

  2．恒化器（Chemostat） 

恒化连续培养是以特定的流速维持营养成分的培养方式。控制指标是营养物（多指生长限制因子）的量。

以上连续培养如用于生长产，称为连续发酵。它具有高效，可控、经济及质量稳定的优点。但要防止菌种退化和杂菌污染的问题。连续发酵的时间多为数个月。

在污水生物处理体系中，除序批式间歇曝气器（SBR）法外，均采用恒化连续培养的原理。活性污泥中微生物的生长规律与分批培养时的规律不一样，它只能是典型生长曲线的某一生长阶段（如下面方法分别采用稳定期，对数期微生物）；①常规的污水处理方法（活性污泥，生物吸附法）一般利用静止（稳定）期微生物。②高负荷活性污泥法利用对数期的微生物，这时微生物代谢旺盛，生长繁盛殖快，能大量去除有机物。因此要求进水的有机物浓度高，相应的不易达到排放标准；又由于该期微生物生长快，尚未形成荚膜及菌胶团，不易沉淀，致死出水水质差。③用延时曝气法处理低浓度有机废水时（BOD5/COD<0.3），多利用衰亡期微生物，通过延长曝气时间（>8h），即利用内源呼吸的微生物达到处理效果。原因是低浓度有机物·满足不了静止期微生物的营养要求。  

三、微生物生长量的测定方法

微生物生长量包括微生物数量和生物量，测定方法很多，真接测定可根据菌体数量，体积或质量来确定，间接测定可根据细胞物质含量、代谢活动强度、DNA 或 16SrRNA的多态性等。

下面介绍几种测定方法：

  1．微生物生物量（MB） 

1）重量法：适用所有微生物尤其是丝状微生物。首先取定量菌悬液→离心（过滤）→恒重的蒸发器→烘干称重。细菌菌体的平均干重是0.26×10-12g。

2）细胞组分法（生理指标法）：与生长量正相关的生理指标很多，如ATP、DNA、RNA含量，工业上常采用耗糖量或耗氧量。此外MB-C（－N）常被采用，方法有熏蒸浸提法（CFE）或培养法（CFI）。

  2．微生物数量 

1）总菌数 

  ①直接计数法，如血球计数板法（r = 0.1mm3）。 

  ②涂片计数法，取定量菌悬液→涂片（载玻片1cm2）→温热固定→染色→镜下计数→换算的总菌数。

2）活菌数 

 ①平板菌落计数法：单位是CFU，是最常用的活菌计数法，适用于不同类群微生物的分离和计数，水和土壤等环境中微生物的数量主要采用该法，培养基为选择性培养基为主，操作步骤同纯培养的稀释平板法，关键是选择合适的稀释度和树立无菌概念。

②比浊法：用比浊计或分光光度计在可见光（450—650nm）处测定，再根据预先绘声绘制的标准曲线查得菌液浓度，工业上多用。



第二节  微生物的生存因子（与环境因素的关系）

微生物除了需要营养外，还需要合适的环境生存因子。例如T. PH. O2. 渗透压、光照等各种环境因素。如果环境条件不正常，就可能影响微生物的生命活动，甚至发生变异和死亡。

一、温度

任何微生物只能在一定的温度范围内生存，在适宜的温度范围内，每升高10℃，酶促反应速度可提高1～2倍，微生物的代谢速率和生长速率可相应提高。

根据微生物的最适生长温度，可将微生物分为三类：

低温性微生物（嗜冷菌）   5～10℃    其最低和最高   

中温性微生物（嗜中温菌）25～40℃    温度约±20℃  

高温性微生物（嗜热菌）  50～60℃                

多数微生物的最适生长温度（培养温度）

采用30±2℃，寄生菌采用37℃。嗜热菌是

特殊的微生物，如芽孢杆菌和嗜热古菌，凡

在55～75℃生长良好，37℃以下不能生长的

为专性嗜热菌。

低温性微生物在引起冷藏食品的变质。

低温条件下，多数微生物的代谢极弱，
基本处于体眼状态，利于菌种保藏。

一但获得适宜温度双可恢复生长繁殖。

下面介绍两个与有害微生物控制有关概念：

  1．灭菌：指通过高温等因素将所有微生物全部杀死的过程。特别是芽孢和孢子。致死原因主要是蛋白质（酶）不可递变性和细胞器失活。无菌技术在微生物学中有重要意义（避免危害和污染）。

高温灭菌又分为干热灭菌和湿热灭菌。

干热灭菌：灼烧（用于接种工具）和干燥烘箱法（160℃，2h）
湿热灭菌：间歇灭菌法和高压蒸汽灭菌法。

①间歇灭菌是指用流通蒸汽几次反复处理的灭菌方法。多用于不耐热的营养品或培养料。

②高压蒸汽灭菌在高压蒸汽灭菌锅内完成。如培养基和玻璃器皿等的灭菌。一般采用1.05kg/cm2(0.11mpa)，20～30min，此时的温度是121.5℃。但要注意排尽冷空气，达到饱和蒸汽，否则温度达不到要求，芽孢菌可能杀不死。

总的不说，湿热灭菌比干热灭菌有较，原因是蒸汽的传导能力强。

  2．消毒：指用理化因素杀死病原微生物的过程（消除潜在病原微生物的过程）。 

就温度而言分为煮沸消毒法和巴氏消毒法。  

巴氏消毒法（Pasteurlzation）是用温热消除食品中无芽孢病原菌的方法。如牛奶中的结核杆菌的沙门氏菌。一般是在60～80℃下处理1～30min（15min），一些饮料经巴氏消毒后营养价值和风味不变。

现代企业多采用暧间高温技术（140℃，4～15’）。

二、PH
微生物的生命活动、物质代谢与PH（H+浓度，纯水1017mol/l）有密切关系。

大多数细菌、藻类和原生动物的最适PH在6.5～7.5之间，即近中性条件下生长最好。而放线菌和霉菌分别在偏碱和偏酸环境中生长最好。


在废水生物处理时，曝气池内T 28～30℃，PH6.5～8.5效果最好，如果PH<6.5，常导致活性污泥丝状膨胀，此时霉菌和假丝酵母生长旺盛，抑制菌腹团细菌的生长。

由于微生物在代谢过程中常产有机酸，因此在污水生物处理过程中常需加一些碱性物质如石灰以调节PH。

三、溶解氧

氧对微生物的生命活动有重要影响。（氧占空气约1/5体积21%）

根据微生物与分子氧的关系，可将微生物合为三种类群。

  1．好氧微生物

指必须在有氧化的条件下才能生长的微生物。即氧化分压在0.2×101kpa左右。多数微生物都有是好氧性的，它们具有完整的呼吸链，以O2作为最终电子受体。

由于好氧微生物需要供给充足的溶解氧，在污水生物处理中需要设置充氧设备，DO的质量浓度维特在3～4mg/L为宜。特别是在夏季和有机物浓度高时常造成DO缺乏（因高温时氧的溶解度小，有机物分解消耗氧），导致处理效果差。

好氧微生物体内含SOD酶和H2O2酶。

  2．兼性厌氧微生物 

这类微生物在有氧化和无氧条件下场能生长。它们在有氧条件下靠有氧呼吸产能，无氧时借发酵和无氧呼吸产能。如酿酒酵母，E.coli，反硝化细菌。

巴斯德效应（发酵过程中氧对葡萄糖耗量的抑制现象。）就是有关的一个现

         
3．厌氧化微生物

只有在无氧条件下才能生存的微生物。它们进行发酵和无氧呼吸。厌氧微生物分为两种：

专性厌氧菌：要求氧分压<0.005×101kpa，如梭菌属、产甲烷菌。 

耐氧菌：如乳酸菌无论在有氧和无氧条件下均进行乳酸发酵。

* 厌氧化微生物的氧毒害机制：

原因是它们体内不具备SOD酶和H2O2酶(Superoxide dismutase)。代谢过程中产生的H2O2和O
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（超氧阴离子自由基）可氧化高分子物质（pr. 失活，DNA断裂）从而杀死细胞。 

           NADH+  NAD      H2O2酶    

机制：   O2             H2O2        H 2O  

                    O
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除专性厌氧微生物，其它微生物均具有SOD和H2O2酶。可将O
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歧化为H2O2，进而生成H2O，这种抗氧化防  系统避免了氧毒害。  

第三节  有害环境因子对微生物的影响

一、紫外辐射

除无线电波外，其它辐射一般都有生物学效应。


宇宙线 x x

          

例如380—760nm的可见光是藻类进行光合作用的主要能源。波长较短的紫外线，X 射线等对微生物都有杀伤作用。紫外线波长范围是200—390nm，以260nm左右的紫外线杀菌力最强。

原因是细胞中的蛋白质和核酸对紫外辐射有特别强的吸收能力，如DNA、RNA吸收峰在260nm，pr. 在280 nm。紫外辐射能引起DNA链上两个邻近的胸腺嘧啶分子形成“T = T”，致使DNA不能复制，导致微生物死亡。

因此，紫外线常被用于空气或表面消毒，有时用于诱变育种。紫外线对人的眼睛和皮肤有刺激和灼份作用，在它的照射下会产生臭氧（O3）浓度过高会引起人的头痛晕脉眩，实验操作时不要开紫外灯。

此外，微生物会以一些方式修复损伤的DNA，如光复活作用和暗修复作用。它们分别与光激活酶和几种核酸酶有关。（P134） 

二、其它不利环境因子

  1．重多属：重金属及其化合物可有效的杀菌和防腐，它们是蛋白质的沉淀剂。其杀菌机理是与酶的－SH基结合，使酶失去活性；或与菌体蛋的结合，使亡变性或沉淀。

如：2 [酶－SH] + Hg2+          酶－S－Hg－S－酶 + 2H+
     （有活性）           （无活性）  

有时，微量金属可刺激微生物提高活性。

  2．抗生素：

1）抑制细胞壁合成：青霉素抑制G+的肽聚糖合成，进而阻碍细胞壁合成。

2）抑制蛋白质合成：氯霉素、四环素、庆大霉素等可与核糖核蛋白的结合，抑制pr合成。

3）破坏微生物的细胞质膜：多粘菌素。

4）干扰核酸合成：丝裂霉素、争光霉素（博来霉素）。

  3．其它有毒化学物质（参见P133）

70%乙醇（溶质膜）、福尔马林（370—400g/L醛水，重蒸和固定剂）、来苏尔（甲酚的碱液30—50g/L，苯酚又名碳酸）、新洁尔灭（季胺盐、表面活性强的杀菌剂，1g/L）、各种染料都有抑菌作用。  

第四节  微生物与生物环境之间的关系

自然界中，微生物不仅与环境因素有关，与其它生物间也有密切关系。它们彼此制约、相互影响，共同促进生物的发展与进化。主要关系有互生、共生、拮  抗、寄生等。

一、互生关系（+0；++​）

也称原始合作关系（Proto cooperation），指两种生物间的松散联合。两种都可独立生活，当在一起时，通过代谢活动而利于另一方，这是一种“合比分好”的相互关系。

自然界中互生关系极为普遍，也很重要。例如：  

  1．氮素转化微生物间，氨化细菌、亚硝化细菌和硝化细菌在水体和土壤中完成氮素转化，供植物等利用。  

含氮有机物            NH3             NO
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  2．纤维素分解菌与固氮菌，相互提供碳源（或氮源）

    

纤维素分解菌              固氮菌 

并可解除有机酸对纤维素分解菌的危害。

此外，好氧菌与厌氧菌间，肠道飞常菌群与宿主间，氧化塘中细菌与藻类间，根际微生物与植物间都存在互生关系。

二、共生关系（++，+0）

指两种生物间的密切联合关系，常形成特殊的共生体。

两种生物共后在一起分工协作，合二为一具体分为互惠共生（++）和偏利共生（+0）。可看作是互生关系的一种高度发展形式。它们生活在一起时各自执行优势的生理功能，营养上多为互利。

  1．地衣，是真菌和藻类的共生体。藻类利用太阳能同化CO2有机物供两者营养，真菌（2囊菌）从基质中吸收水分和无机盐供两者利用，产生的有机酸可分化岩石促进其生存。两者在生理上相互依存，形态上相互统一。

  2．根瘤，是根瘤菌与豆科植物的共生联合体。

  3．菌根，由一类真菌与高等植物根与共生而成，分为外生菌根和内生菌根（V.A菌根），可促进造林成活率。

  4．瘤胃，反刍动物（牛、羊、鹿、骆驼）与瘤胃微生物间。反刍动物可称为“食菌动物”。 

    

反刍动物（瘤胃）                          微生物（1013个/ml）

  另外瘤胃还提供搅拌条件和厌氧化环境。

三、寄生（+－） Parasitism 

属生物间的特定关系，寄生物从寄主获得营养和稳定的生存环境。通常对寄主有害。可分为专性寄生物（必须依赖寄主）和兼性寄生物（可腐生）。

  1．噬菌体，病毒与细菌间。蛭弧菌可寄生在某些细菌体内。 

  2．病微生物，寄生在植物（白粉菌）、昆虫（苏云金芽孢杆菌）、冬虫夏草是寄生昆虫的真菌。

四、拮抗关系（＋－） antagonism 
指一种生物对另一种生物产生不利影响的关系。也称偏害关系，一种微生物产生的代谢产物可抑制或杀死他种生物的相互关系。 

拮抗关系与分为特异性拮抗和非特异性拮抗两类。例如：制作泡菜或青贮饲料过程中，乳酸杆菌通过大量乳酸降低环境PH值来抑制其它腐败微生物的生长，这属于非特异性拮抗；青霉菌产生青霉素对G－菌的抑制作用，多粘芽孢杆菌产生的多粘菌素杀死G－菌的作用属于特异性拮抗。

此外，捕食和竞争关系可看作是广义的拮抗关系，例如污水处理系统中原生动物对游离细菌的吞食作用等。  

第五节  微生物菌种的保藏

微生物的变异有正变（进化）和负变（退化）的不同，为使微生物菌种的有用性状特久延续下去，防止菌种退化进行复壮。具体方法有纯种分离，选择合适培养基、减少移植代数等。例如，废水生物处理的菌种在实验室保存时，需定期用原废水组分培养，使其保持降解活动。

菌种保藏的目的是使微生物处于相对休眠状态，以保持其优良的遗传性状。采用的方法有三类：

    1．定期移植法，试管斜面于4℃保存，半年内转管传代。

    2．真空干燥法，抽真空后封闭培养管（安瓿管），低温保藏。

    3．超低温冷冻法，通常采用液氮在－130℃以下保存，可维持数年。

这些方法也是微生物菌种保存中心主要选用的方法。 

微生物生理部分复习题

1．什么是辅酶？奉例说明它们的生理功能。

2．微生物需要哪些营养物质？供给营养时应注意些什么？为什么？

3．微生物有哪些基本营养类型？它们是如何划分的？

4．什么叫培养基？你知道它们可区分为哪些种类？举例说明。

5．微生物的呼吸作用本质是什么？说明不同类型呼吸作用的特点。

6．什么是细菌的典型生长曲线？各时期都有什么特点？

7．微生物数量和生物量有哪些测定方法？

8．如何获得微生物的纯培养？

9．思考题：欲对一污水样品（土壤样品）中的各类群微生物（细菌）进行活菌计数，请你简述其具体操作方法。

第七章  微生物的遗传与变异

遗传（heredity）和变异（variation）是生物最本质的属性。

遗传是指生物将遗传信息传递合子代的过程，它具有保守性和变异性两个方面。变异是指生物体遗传物质结构或数量的改变。变异的特点是，频率低（10-6～10-9）、变化大（形态或生理性状），可遗传。

遗传是相对的，变异是绝对的，遗传中有变异、变异中有遗传，这种辨证关系使生物不变适应环境而进化。

遗传型、表型和野生型：

生物的遗传型是它的遗传物质即DNA的碱基顺序所负载的遗传信息。

生物的表型是遗传型的具体体现，它能被观察和测量（如是否产荚膜或是否有耐药性等）。生物最普通的形态常称为野生型。实验中，利用人工方法提高微生物的变异频率，获得正向变异株的过程，就是定向培育或驯化。驯化是获得环境工程有益微生物的有效方法。 

第一节  微生物的遗传

一、证明遗传与变异的两个经典实验  

遗传变异的物质基础是什么呢？40年代左右，利用微生物这一个有力的实验对象进行了三个著名的经典实验，令人信服地证明核酸（DNA）是遗传变异的物质基础。它们是转化实验、噬菌体感染实验和植物病毒重建实验。

  1．转化实验  

转化现象（transformation）是英国医生F.Griffith在1928年发现的。他以肺炎链球菌（S.dipneumoniae）为研究对象，该菌为球形，常成链或成对排列，其中有二个菌株： 

SⅢ型：具荚膜，光滑型菌落，可致病，使人患肺炎、小鼠患败血症。

RⅡ型：无荚膜，粗糙型菌落，无致病性。

当时他把少量无毒的RⅡ型菌和大量加热杀死的有毒SⅢ型菌注射到小鼠体内，意外是的白鼠病死且从P体中分离到活的SⅢ型菌。可见，SⅢ型菌中有一种转化物质进入了RⅡ型菌中，并使RⅡ型菌获得其遗传性状。

①动物试验：示肺炎连球菌转化实验 

             a．R型活菌8            

             b．S型活菌⑧                   
             c．S型死菌⑧            

             d．⑧ + 8               

e．⑧的DNA + 8          
②离体试验：1941年，O.T.Auery等人在离体条件下进一步对转化的本质进行深入研究，他们从活SⅢ菌中提纯了各种可能作为转化因子的细胞组分（如DNA、RNA、Pr，荚膜多糖等），与SⅡ菌混合培养，结果发现只有DNA一组产生少量SⅢ菌，证实转化因子DNA才能决定菌体蛋白的和荚漠多糖的合成，并且DNA纯度越高转化效率越高。

  2．影印培养实验

它是用于筛选大量特殊突变菌落的方法。

用无菌的丝绒布包裹的圆柱章粘取细菌的菌落，转移在两套培养基上，突变株在一套基本培养基上不能生长，而在另一套补充培养基上可以生长，根据在前一套培养基上不能生长的特性来鉴定突变株的菌落，但从后一套培养基上进行纯化。

                  [－]              [ + ]   

              选择培养基       非选择培养基

分离突变株菌落的影印培养法    

二、DNA的结构和基因表达  

  1．DNA的结构和复制  

DNA是高分化合物，由许多单核苷酸组成，每个核苷酸由磷酸，脱氧核糖及不同碱基（A. G. C. T）所构成。

1953年Watson and CricK 提出DNA双螺旋结构模型，即DNA是两条多核苷酸链排列的双螺旋（P150），并由碱基配对原则组合（A二T、G三C）。特定菌株的碱基对顺序固定不变，这就保证了遗传的稳定性；但当其顺序改变后，就可能导致变异。

DNA可通过半保留方式复制，以其中一条链为模板，通过复制点复制。研究中我们常用到DNA的变性和复性的特点。

即ds DNA                  2 × SSDNA    

RNA是核糖代替脱氧核糖，U被T取代，均可由DNA转录产生。如Trna(转移RNA)，它与mRNA互补，是将核酸序列转换为氨基酸的转换分子。rRNA(核糖体RNA)，与蛋白质共同构成核糖体（合成蛋白质的场所），较保守，原核生物有5S、16S、23S三个亚基。此外还有反义RNA，与DNA互补，调节抑制遗传过程。

  2．基因表达调控

DNA的存在形式是染色体，由DNA和蛋折质结合而成，只是原核生物无核膜包围。基因是一切生物体内储存遗传信息的，有自我复制能力的遗传功能单位。它是DNA分子上一个具有特定碱基顺序的核苷酸片断。每个细菌约有5000—10000个基因。

DNA上遗传信息的传递规则（中心法则）是： 

     

    分子遗传学上有三个奠基石，它们是：①一个基因一种酶（多肽）假说；②DNA双螺旋模型；③DNA操纵子模型。

21基因表达原核生物的基因调控系统研究的较清楚，可解释基因的转录、翻译和调节功能。具体包括结构基因、操纵基因和调节基因：

                  启动基因 Promotor 转录起始部位，RNA聚合酶结合位点。

        操纵基因 Operator 结构基因表达的“开关”，是阴遏蛋

                                       白结合位点。

                      结构基因 Structure geue 编码蛋白质式酶。 

         调节基因 regulator (Ⅰ): 控制结构基因表达。如产生阻遏蛋白。

结构基因是通过转录、翻译过程来执行多肽的合成，多肽可以是酶或结构蛋白。

例：E.coli的乳糖操纵子模式型（laetose ofperon）
lac操纵子

a：β-米乳糖苷酶

y：乳糖透过酶

a：乙酰基转移酶

lac Z. laey.lLaea的基因表达产物对由生物体利用乳糖作碳源是必需的。



lacⅠ产生的阻遏蛋折可与leco结合，DNA双链无法解开，并闭了S的表达，环境中乳糖可诱导打开这一“开关”，RNA聚合酶就可沿S移动，从而转录mRNA并悉译合成乳糖酶。（环境中乳糖果缺管时关闭基因，属负调控系统。而正调控系统在培养基中缺勤管葡萄糖的情况下进行基因表达。）

小结：细胞中组成型基因在所有时间都表达，而诱异型基因仅在需要时才表达，并由调控系统来实现。

第二节  微生物的变异和诱变育种  

变异是生物界的一大规律，是进化与发展的动力之一。微生物群体中个别细胞在形态（形态突变型）、生理生化（营养缺陷型、抗性突变型）等方面发生改变，这些改变的性状如能遗传，这时该微生物就变异的变种或变株。

一、基因突变机制 

变异的实质就是基因突变。基因突变具有不对应必性、自发性、、诱变必稀有必珂递性等特点。

  1．突变类型：按照突变的原因，可分为自发突变和诱发突变两类。

1）自发突变：是指无人工参与下生物体自然发生的突变。概率10-6～-9原因可能是①多因素低剂量综合效应，如宇宙空间各种短波辐射等。

②互变异构效应，如T不以酮基而以烯醇式出现时，可与G配对。

2）诱发突变：由各类诱变因素引起的突变。

诱变剂是指凡能显著提高突变率的因素（现化因子）。诱变剂的种类很多，如紫外辐射属物理诱变，硝基弧属化学诱变。

  2．突变形式：

                       转换 A    G； T    C 

   碱基置换    颠换A       T、C；G    T、C

基因突变形式

移码突变  缺失 AGC AU GAG ……

          添加 AGC AUA GAG ……  

①碱基置换通常由两类诱变剂引起，一类是强化学诱变剂如亚硝酸、硝基弧等可真接与碱基反应引起轩换；另一类是一些碱基类似物如5-溴尿嘧啶可在DNA复制时替代胸腺嘧啶（T）间接引起置换（见下图）。

②移码突变是指在DNA分子上缺失或插入1、2个碱基，引起碱基突变点后面全部遗传密码转录和翻译的错误。

  酪   丝   脯   苏   谷

 UAC  AGU  CCU  ACA  GAA       正常密码子  

UAC  AGA  UCC  UAC  AGA A     移码  

酪   精   丝   酪   精  

以上介绍的基因突变也称点突变。除此之外，引起变异的也可能是染色体畸变或转座因子等原因。

二、定向培育（驯化）与诱变育种 

  1．定向培育：利用特定因素通过自发突变筛选优良品种。即用某一特定因素长期处理微生物群体，从中选择突变体。

例如：广泛应用的卡介苗（BCG vaccine）就是由法国的Callmette auel Guerin经13年定向培育获得。学时，他俩把牛型结核分枝杆菌接在牛胆汁、甘油和马铃薯培养基上，连续230次移种，1923年获得显著减毒的卡介苗。

当前环境工程中仍采用驯化的方法筛选优良降解菌，使它们产生适应酶，改变代谢途径，更高效地降解毒物。

  2．诱变育种：通过诱变因素使突变率明显提高，从中筛选所需突变株。如1943年时，产黄青霉每ml发酵液仅产生20单位青霉素，通过诱变育种等措施，发酵单位提高近4千倍。

第三节  基因重组 
两个不同性状细胞的DNA相互融合，使基因重组合，从而产生新遗传型个体的方式，称为基因重组。基因重组可通过杂交、转化，转导等下述手段实现。

一、杂交 

杂交是细胞水平上的一种遗传重组方式，即通过双亲细胞融合或沟通，使染色体的基因重组。                                  甲          乙

酵母菌的有性杂交：用于乙醇发酵和面                  2n        

包发酵的酵母菌同属酿酒酵母，通过杂交可         减数分裂   产孢培养基            
获得既能生产酒精、又能将残余酵母用于面
包发酵的优良酵母菌种。                                      

双如含固氮基因的肺炎克氏杆菌（注：           破壁        培养

含F因子）（nif+）与E.coli(nif-)杂交，产生            

了含有固氮基因并可固氮的E.coli(nif+)。             

                                             (

二、转化（trans gormation） 

转化指受体细胞直接吸收不源于供体细胞的DNA片段，整合到自己的基因组中，并获得部分遗传性状的现象。（这是前面介绍的转化实验的实质所在）。

肺炎链球菌抗性基因的转化过程如下：

三、转导（transduction） 

通过温和噬菌体的媒介作用，把宿主细胞DNA转移到受体细胞的过程，称为转导。

转导现象是1952年I. Lederberg在鼠伤寒沙门氏菌（S.typhimurium）中发现的。他利用两株营养缺陷型为实验材料，做了转导的U形管试验，即 

LA—22（try- his+）(P22)  溶原性菌种子         （自学并课上讲解）。

LA—2 （try+ his-）
Ecel K12的gal基因低频转导（LFT，Lac frequency transduction）机制 转导作用对基因工程的兴起具理论指导意义  

第四节  基因工程及其应用  

基因工程是基因水平上的遗传工程，又称基因剪接或核酸体外重组。它是人工的，离体的，分子水平上的遗传重组新技术，可完成超远缘杂交的育种新技术。可以说是把某一特定基因克隆化（克隆—无性繁殖系）。

一、质粒育种  

质粒是染色体外DNA，也是基因工程中的常用载体。目前发现质粒的基因有；F因子(E. coli性因子)，R因子（药物抗生性因子，以及各种污染物降解因了，如铜绿色假单胞菌（P. aeruginosa）有分解萘的质粒（NPL. Nephthaleno）等。

质粒具有稳定遗传和自我复制的功能，可携带供给予菌一部分染色体基因一起转移，使受体菌获得新遗传性状。

例如：多功能超级细菌的构建（P165）  

用遗传工程获得超级细菌  

    上述多质粒超级细菌（假单胞菌），可使海上浮油的分解时间由1年减少到1天以内。其它的工程菌还有解烷抗汞工程菌脱色工程菌（分解偶氮料的假单胞菌）等。

二、基因工程操作技术  
参见挂图。示DNA体外基因重组  

这方面成功的实例有：Ecoli合成人胰岛素、酵母菌生产乙肝疫苗、EPO及松果体素生产。环境工程中如除草剂2，4一二氯苯氧乙酸降解菌构建、Ecoli的降解尼龙寡聚物、几于质、抗汞菌株构建等。 

三、PCR技术在环境保护中的应用  

PCR（polymerase chain reation）称DNA多聚酶链式反应。于1985年由美国人Millus创立。PCR是DNA在体外糖增技术，广泛用于医学卫生检疫、环境检测等方面。PCR检测速度性，一般5～6h就可出结果。

环境中存在各种生物的DNA，只要我们是取和采集到少量DNA，加入到物和DNA多聚，经过变性和复性（退火）的过程，就可在体外以复扩增至足以供检测鉴定用的量。PCR扩增仪现已 + 分普及。也可制成DNA探针用于环境中微生物的鉴定。

PCR技术操作示意图：  

例如上海交大用于废水降解菌苏能基因检测和多样性研究；台湾用于环境降解菌检测等。

第二篇  微生物生态及微生物在环境工程中的应用

第八章  微生物生态Microbial Ecology

 近几十年来，微生物生态学已作为一门独立学科，在土壤、地质、海洋及环境保护等领域开展了许多工作。例如：1956年米命舒斯多（E. N. Mishustin）从生态学原理出发，阐述了微生物与土壤肥力的关系；1958年，克拉西尼科夫（N. A. lcrasilnikov）论述了微生物与高等植物之间的相互关系；1959年，克利斯(A. E. kriss)研究了海洋微生物。1970年成立了国际微生物生态委员会(Internatioual Commision of Microbial scology)。其后，许多专著相继问世。如坎帕贝尔（1977. R.Campeu）的《Micoobiel scalogy》，P. E. Loug(1981)r 《Snvironmental Microbiology》，许克辉、李振文（1991）编著的《微生物生态学》等。 

生态系统概述：

生态系统 = 生物群落 + 环境条件 

生物群落包括生产者、消费者和分种者；环境条件包括能源、介质及水、肥、气热等条件。生态系统内部进行物质循环和能量流动，同时进行生物生产和信息传递。因此，生态系统是自然界的基本功能单元。 

第一节  微生物生态的几个特点

在微生物生态研究中应注意以下几个问题。

一、微生境（Microenvironments） 

在考察微生物所处的环境时，要十分注意对微生境的分析，因为微生境通常具有多样和多变的特征。例如，一个土壤团块或某一植物根系表面，就往往存在多样的微生境。

当环境变化后，某些种类的微生物可能会大量死亡，但就微生物整体而言，它们的“自然死亡”几乎不存在。一旦条件适合，很快就发展为一个群体。

二、表面环境  

一般人工培养基的有机质浓度的1-10g/L，而天然环境中只有1-10mg/L。因此，在自然环境中（水、土壤）它们常处于贫营养状态。据研究，人工培养的微生物一般仅占其总数的10%左右。微生物之所以能在贫营养的生境地中生存，原因之一就是它们在随着表面（如固体表面及水、空气界面）。这些表面的营养水平一般教较高，对于随着在“表面”生长的微生物有很重要的生态学意义。有人估计，若把自然水体中的颗粒物质滤去，则有99%的菌类被去除。 

三、生长速度

自然环境中微生物的生长速度是较慢的很少出现对数生长期。例如，E.coli在人体肠道中一天仅繁殖2代。报研究，草地土壤中微生物生物量的周转时间是1年左右。这与贫营养条件及它们不能运动有关。

四、群体水平  

在天然环境中，微生物分布不仅在种类上千差万别，而且在数量上也高低悬殊。水体中低的仅102/ml，高的109/ml。

微生物群体要达到什么水平才能对生态系统产生明显影响呢？并没有一个简单的标准，而是取决于它们的活性和起阿种作用。例如；肉毒梭菌（C. botulinum）产生的毒素（botulin）是一种极强的神经毒素，只要1mg 就可杀死100万只豚鼠。当然，在自然环境中，不易见到这么高效率。要明显地影响一个生态系统，以细菌为例，它们的群体水平应达到106/ml（水）或105/g（土）以上。

第二节  空气微生物生态

对于微生物来说，空气环境并不是它们良好的生活场所。原因是空气有紫外辐射、干燥、温差大、贫营养的特点。空气中的微生物数量不少，但只是暂时停滞不前留，停留时间受风力、气流及降水等条件的影响，最终还是会沉降到地球表面。

一、空气微生物的分布 

大气中的微生物不源转多，大多是在水体、土壤和高等生物中生长的，并由空气尘埃等形式进入大气。

室外空气中，微生物较少是没有固定的类群，主要以细菌、真菌孢子和原生动物的胞囊为主。营养细胞的代谢极弱，存活时间多为几天。在不同生态区域及不同时间内微生物种类和数量均不同。（参见P182）

例如：  海洋    公园    街道    宿舍    音舍  

       1—2     200    5×103   2×104     106   (m3)   

室内空气中，一般以细菌占优势，清洁室内103/m3，多数宿舍达104/m3，常见的致病性细菌有多黄色葡萄球菌、链球菌、大肠杆菌和肺炎，球菌等。真菌以腐生性霉菌占优（如青、曲、毛霉）。所以，空气是传播疾病的重要媒介。

二、空气微生物卫生标准 

    目前空气还没有统一的卫生标准，一般以细菌总数1000个/m3，我国室内空气中细菌总数卫生标准（GB/T 17093—1997）187中标准值规定掸击法≤4000cfc/m3沉降法≤45cfc/皿，作为空气污染指标。

要获各精洁空气，就要净化空气。最好的措施是绿化和搞环境卫生。有些部门（如制药、食品、医疗生物技术等）需要条采用生物洁净技术净化空气，这种以防止微生物污染为主要目的的洁净室，称生物洁净室。目前市场有售分为不同洁净度等级。

三、空气微生物检测
空气微生物卫生标准可以浮游细菌数（或降落细菌数）为指标。常用的方法是症皿落菌法和液体捕售法。

  1．平皿落菌法 

将营养琼脂培养基融化后倒入d 90mm无菌平皿中制成平板，将它放到待测点（最少测点数5），打开皿盖暴露10min，盖好皿盖，30±2℃，培养48h（细菌），计菌落数。通过换算求出浮游细菌数。

                              

如奥梅梁斯基公式C =          ，

2．液体捕集法

该法将一定体积空气通过无菌水，然后取定量菌液涂布于营养琼脂平板上，培养、计菌落数。然后换算出单位空气的细菌数。

例：10m3含菌空气→10ml无菌水→取0.1ml涂于平板上→长出100个菌落，则空气中细菌总数为1000。（P185。书上有错）  

第三节  土壤微生物生态

在自然界中，土壤是微生物最适宜的生存环境。它具有微生物所必需的营养及生长繁殖条件，故土壤有“微生物天然培养基”之称。对草地土壤而言，有“看不见的草原”之称，因为微生物生物量可超过动物生物量，与植物地上生物量相当。土壤有机物质的转化有95%要通过它们来完成，为植物生长提供各种矿质元素。

一、土壤生态条件（略）：水、肥、气、热、PH、渗透压、保护层等方面。

二、微生物在土壤中的种类数量和分布  


1．种类和数量

土壤中有机质含量的高低是衡量土壤肥力的指标之一，简单地可把土壤分为肥沃土和贫瘠土。另一肥力评价体系是土地的生物化学活性（酶活性、微生物量等），是土壤健康评价的敏感指标。以上指标综全考虑可称为“土壤生态肥力”。通常肥土中活菌数可达107～8个/g千土，贫瘠土约为105～6个/g千土。 

例：农田土壤表层（15cm）中微生物的量（参考）

	类群                数量（个/g千土）              生物量(g/m3)

	细菌 Bacteria                    108                                     160

放线菌 Actinomyces              105～6                       160          

真菌 Fungi                      105                         200

藻类 Algae                      104～5                        32

原生物 Protozoa                  103                         38 

功能群划分：（见下页）


2．分布  

①水分分布主权要取决于碳源。如森林土壤中分解纤维素的微生物点优势，含生物残体多的土壤氨化和硝化细菌较多。

②垂真分布取决于营养等条件，与紫外辐射、水、温度、通气性也有关。通过在土壤表层（1～20cm）处微生物最多，植物根系附近更多，在耕作层下往往随土层深度增加而减少。呈“V”字形分布。

（如以生化功能划分，它们有氨化、硝化、反硝化、固氮细菌，其中的产芽孢杆菌点较大比例。霉菌主要是分解纤维素、木质素及蛋白质的种类。以前介绍的绝大多数微生物类群都有能在土壤中找到。）

3．几个概念 

①“土著”菌群：指不受土壤中生物残体数量的影响，相对稳定的微生物类群。如节细菌属和诺卡氏菌属的种类，它们常以腐殖质为生，呈S型增长的K对策（生存策略）。
②“发酵性”菌群：随土壤生物残体数量变化而变化的微生物类群。如假单胞菌属、芽孢杆菌属和许多腐生性微生物。呈指数增长的r型对策。

③根际微生物：指受植物根系分泌物直接影响范围内的微生物。该范围称为根际（Rhizosphere），通常为1mm宽度。根际微生物表现为数量大、活性强，这种现象称根际效应。效应大小用根土比（R/S）表示。

三、土壤自净作用

由于土壤具有团粒结构，双栖息着极为丰富的微生物群落，这使土壤具有很好的吸附、过滤及生物降解功能。

土壤具有的自我消除有机污染物的功能，称为土壤自净作用。 

因此，土壤是天然的生物处理厂，可用土地法处理有机废水，或直接用于农田灌溉，是取经济的废水处理法。但要注意有毒重金属不能超标，另外灌溉量不能超过土壤自净容量，否则会产生生物毒害，生物富集或造成水体污染。

根据研究，北方草地石油含量5%为污染临界值，对微生物产生“中等污染效应”超过该值土壤很难恢复（自净）。

四、土壤生物修复  
就是利用降解性微生物土壤中天然微生物资源或人为投加污染物降解菌（工程菌），将滞留的污染物快速降解和转化，便土壤恢复其天然功能的方法，叫做土壤微生物修复。

在土壤生物修复工程中要注意以下几个因素：

①微生物种类：土著菌与工程菌结合 

②营养比例：调节C：N：P比，一般土壤25：1（C/N）。

③溶解氧：必要时给以地下鼓风，达到5mg/L。

④其它环境因子：水、PH、T等有土壤的生物修复也很重要。

具体的土壤生物修复工程有如下几种形式：

①原位处理：在污染区钻一组注水井，注入微生物，水和营养物，同时通气空气，另钻一抽水井抽取地下水，便地下水呈流动状态，使微生物和营养物均匀分布。这种方法也可用于河流乌泥的生物修复。

②控掘堆置处理：类似堆肥。

③生物反应器处理：类似污水生物处理。

目前微生物修复的成功应用实例多为土壤和海上石油污染。

第四节  水体微生物生态  

水体中含有微生物所需的各种营养，因而也是微生物的天然生境。

一、水体中微生物的数量和分布 

水中微生物的数量和分布受水体类型与层次，污染情况，季节等因素影响。

通常在洁净的湖水和水库中，有机物含量低，微生物数量很少，为10～1000个/ml，主要是化能或光能自养菌。

污染水体中，由于含大量有机物，数量可达107～108/ml，多为异养细菌。

海水中的微生物以G、细菌为主，一般具有好盐性（盐分3.5% PH8.4）低温性（0～5℃）．耐压性等特点。沿海带约为104个/ml，外海带102个/ml。

二、水体自净作用                                         光合生物
当废水排入河流后，水中微生物由于
有机营养丰富而大量繁殖，由此构成河流                    原生动物

的生物循环（右图）：                     异养微生物                
所谓水体自净就是通过河流生物循环、              轮虫、甲壳动物 

水质得以净化恢复的过程。                           （微型后生动物）   

任河水体都有自净容量，指在水体正    

常生物循环中能够同化（净化）有机污染                      鱼类

物的最大量。（可测BOD.COD）
三、污水生物带体系（污化系统）                           人及动物

当有机废水排入河流后，在其下游会进行正常的自净过程，从而沿着河流方向就形成一系列连续的生物带（污化带）。因此可用指示生物定性地衡量水体有机污染的程度。

通常沿下游方向可依次划分出四个污化带，分别是多污带，α—中污带沿下游方向可依次划分出四个污化带，分别是多污带，α—中污带，β—中污带和寡污带，和带的特征见下表：  

污水生物系统各带的特征（德国Kolkwitzz Marsson）
	
	特征
	多污带
	α—中污带

（甲）
	β—中污带

（乙）
	寡污带

	理化性质
	BOD5
DO

H2S

底泥
	很高

很低（厌氧）

很多

黑色（Fes）
	高（>10mg/L）
低

多

浅色Fe(OH)2
	低（<10mg/L）
多

少
Fe2O3
	低（<3mg/L）
近饱和

无

Fe2O3 

	
	细菌（ml）
生物种种类
	107
很少
	105
少
	104
多
	102
多

	
	指示生物
	波多虫

蠕虫
	蓝细菌

纤毛虫

轮虫
	藻类

甲壳动物

昆虫
	鱼类

显花植物

钟虫等


根据各带的优势生物群落，评价污染状况和水质。

四、水体污染与自净的微生物学指标

1） P/H指数：常用来衡量水体自净。也称自养指数。

    P—代表光合自养型微生物  H—代表异养型微生物  

水体被污染后，有机物含量高，异养微生物大量繁殖，P/H值低，此时，净化速率高。随着水体自净，有机物减少，使P/H值开高。直至恢复到原有水平。这期间伴随着溶解氧含量的变化。

2）BIP指数：污化系统用指示生物定性地衡量水机有机污染的程度。也可用水生生物的数量来定量描述污染程度。

BIP指数的意义是无叶绿素微生物占扬有微生物的百分比（也称异养百分数）。

BIP=       ×100%    

BIP值      0～8      8～20      20～60      60～100  

污染程度   清洁水   轻度污染   中度污染     严重污染  

3）细菌总数Colony-forming unit（CFU）：指1ml水样在营养琼脂培养基中可生长的细菌菌落总数（37℃、24h）。它可用于指示水源水受有机污染的程度，也用于生活饮用水卫生学评价（≤100CFU/ml）。

4）大肠菌群*数：作为水体被粪便污染的指标，可间接反映致病菌污染程度。原因是它与肠道致病菌存活状态相似（如痢疾志贺菌Shigella dgsenteriae）、份寒沙门氏菌、霍乱弧菌Salmonella tgphi Vibrio conma等）。我国规定每100ml饮用水中不得检出。 

五、水体富营养化（Eutrophication）
指大量氮、磷等营养物进入水体，便水中藻类等浮游生物旺盛增殖，引起水质恶化的现象。在淡水水体发生“水华”海洋发生“赤潮”。水体由贫养→中养→富养发展，主要是自然、缓慢的过程，但人类排放废水将加快这一进程。与富营养化有关的主要是蓝细菌和绿藻等，藻类如微囊藻（Microcystis）和鱼腥藻（anabaena）等种类。由于N.P是藻类生长的限制因子，一般认为水中总P>20mg/m3时，水体由贫养转向富养，出现富营养化。



1．水体富营养化的危害：

①感官指标变劣。如呈色、变浊、有味。

②溶解氧含量下降。由好氧微生物分解死亡藻体和有机物引起。

③产生藻毒素。如甲藻产生的石房蛤毒素、经蛤、蚌富集后，危害人体。

④污染饮用水源。作为水源水时，藻类会引起滤池堵塞、水质变劣。

  2．评价方法：除N.P含量测定和生物现存量测定外，还可采用藻烊潜在生产力（Algal Grawwing productivity, AGP）测定法。具体方法是：取水样，过滤和灭菌，将500ml置于L型培养管，接入羊角月芽藻，振荡保温培养（40r/min, 20℃,Td），培养后将过滤物烘干称重，计算AGP。富营养湖的AGP达5～50mg/L。

  3．防法方法：①除藻：生物法、化学法、解层作用（破坏分层现象）；

②控制排污：废水脱N除P处理后再排放。

第五节  微生物群落的发展和演替

一、演替及其类型  

  1．概念 

所谓演替（succession）就是随着性境条件的变化，就是随着生境地条件的变化，某个种群逐渐被零星换为其化的种群。这种变化并不是突然发生的。起先，是群落内种群的相对重要废发生变化，当这种变化达到变化达到最大时便演替成了一个新型的群落。

Odum认为，群落的演替是指随种类成分的变化和时间的推移，群落有规律的发展过程。从理论上讲，这种演替具有方向性，因此能够预言其变化。当达到顶极群落(climax community)时演零星便告终。但微生物群落的演替情况要复杂的多。由于微生物世代时间很短，容易引起很大的种群波动（Population fluctuafion），许多场合都与“顶极”的概念不相符合。而且，环境的变化会干扰上述的“有规律的演替”，往往因初期的系乱而使随后的演替方向发生改变（不等于演替不存在）。 

2．演替的类型

按营养和能量的变化特征可把演替分为自养演替和异养演替（Succession autotrophic heterotrophic）。 

①由P/R>1→P/R=1，由初期的光合作用生物量（P）大于呼吸（R）而演替为P/R=1的过程，称为自养演替；光合生物（生产者）的演替属于自养演替。

②由P/R<1→P/R=0，异养演替由初期的P/R<1，随着系统内能量的耗散，群落逐渐消失的演替，也称为分解者演替，绝大多数微生物群落的演替属于异养演替。在这个过程中，如果从外部环境不断供给有机物，就会形成稳定的群落，使P/R=1，在人和动物肠道中就属于这种情况。


小结：群落产生P/R>1          P/R=1           P/R=0 群落消亡。

二、微生物群落演替的实例                              

  1．土壤形成过程                               固氮蓝细菌

在岩石形成土壤的过程中，微生物起十分              N素          

重要的作用。岩石这种极端环境的最初定居者        细菌和真菌 

常是固氮生物和产生粘性物质的种类，随着微              CO2和有机酸

生物演替的反复进行，表面环境稳定化，最终        地衣苔藓

出现绿色植物。如有外来有机物，上述变化进           

程可大大加快。                                  土壤动物

2．枯枝落叶分解过程                                   反复循环

枯枝落叶分解过程属于微生物的异养演替。        植物

枯枝落叶回归土壤后开始分解进程：  

首先是发酵性菌群大量增殖，依次利用可溶性

养分、简单有机物、纤维素等，形成褐色腐朽

物，担子菌可分解木质素形成白色腐朽物。                土壤动物

（但子菌活跃时常有排除其它微生物的性质）         异养细菌

经过这一过程，便氮素贫乏的枯枝落叶被               糖类 

含氮丰富的微生物量所替换（C/N由80—300：     藻状菌、子囊菌        

1→15：1）。                                            简单有机物  

对于以腐叶为食的土壤动物不说，营养价     半知菌、芽孢杆菌  

值提高了。                                    纤维素  蛋白质                               

3．肠道正常菌群演替                           放线菌、担子菌

    人和动物体内正常的微生物菌群是它们与              木质素        

宿主在共同进化过程中形成的微生态系。正常      土著微生物群落  

情况下，它们对寄主是有益的和无害的。近代                                                             

研究表明，肠道菌群中占代势的是拟杆菌和双

歧杆菌等厌氧细菌，约占99%（过去认为是大

肠杆菌和肠球菌）。

人刚出生时胎便是无菌的1～2d后，大肠     胎儿

杆菌和肠球菌大量繁殖，达到1010～1011/克类     
便。3～4d后，双歧杆菌（Bifidobacterium）出    1-2d  大肠杆菌、肠球菌 1010 

现，5d左右已占优势，达到1010～1011。与此                   

同时乳酸杆菌增多（107～108），大肠杆菌和肠    4-5d  双歧杆菌/乳酸菌 1010/107  

球菌减少到初期的1%以下。                        （乳儿型）

进断奶期后，变为混合营养，肠道微生物    断奶后：拟杆菌、真杆菌          

菌群以厌氧菌为主（参见右图）。                       双歧杆菌（成人型）

进入老年期，双歧杆菌减少，肠杆菌和产               

气荚膜梭菌增多，后者的检出率达92%（它是    老年：   肠杆菌、

气坏疽的病原菌，异常增殖可引起自体中毒）。           产气荚膜梭菌（92%）

疾病对肠道菌群的组成和数量往往有明显

影响。如儿童消化不良，成人胃肠炎等常伴有        人体肠道正常菌群演替                                    

需氧菌增加而双歧杆菌等厌氧菌减少的倾向，这就是微生态失调，临床上叫菌群失调。痢疾病人还可检出痢疾杆菌等致病菌，这时称为菌群更替。在治疗时，除便用药物抑制病原菌外，也可考虑调节菌群，可称之为微生态疗法，所用制剂做微生态制剂或益生菌（素）。  

第九章  微生物在生物地球化学循环和污染物转化中的作用

自然界的物质环包括天然物质和污染物质的循环。在这一过程中有物理、 化学及生物作用，其中生物作用起主导作用。

可归纳为两个方面：①有机物质的无机质化，即矿化（异化生物分解作用）；

②无机物的有机质化，即同化（生物合成作用）。

两者即对立，双统一构成了自然界的物质循环（生物地球化学循环）。微生物在 生物作用特别是有机物质矿化过程中有重要作用。本章就微生物参与自然界C、N、S、P等重要元素的转化循环进行讲授。

第一节  碳循环

一、自然界中碳素循环过程  

碳循环是自然界最基本的物质循环。包括两个方面：

①无机碳（CO2）变成有机碳的碳同化作用；

②有机碳变为无机碳的碳异化作用。

  1．微生物参与的碳素同化作用：①藻类和蓝细菌进行的产氧型光合作用，②红螺菌等光合细菌的不产氧光合作用，③化能自养菌同化CO2的作用，④甲烷菌同化CO2产生CH4的作用。但绿色植物才是自然界最重要的初级生产者。

  2．微生物参与的碳素异化作用：这是微生物最重要的作用。

CO2是植物和藻类的唯一碳源，大气中CO2含量为0.032%，约6000亿吨，全球植物每年消耗600—700亿吨，若设有补充，10年就可耗尽。大部分CO2来源于微生物分解有机物质（石油、煤的燃烧和我、动物的呼吸分别占10%左右）。见下图：

自然界的碳循环

可见，微生物的碳素异化作用具有重要的生态学意义和环境效应（温室效应）。

二、（微生物对）含碳有机物的转化（分解）

  1．一般途径

主要包括复杂有机物的胞外酶解、简单有机物的有氧分解和厌氧分解（发酵）过程。

可概括为如下图式：

复杂有机物（脂肪  蛋白质  纤维素等多糖）

①胞处水解：水解  胞外酶

--------------------------------------------------------------------------------------------------------

②胞内分解：分解  胞内酶
          好氧     发酵（无氧）


2．纤维素的转化

纤维素是葡萄糖的高分子聚合物，分子式(C6H10O)1400—10000，由于来源不同，纤维素分子含1400—10000个葡萄糖基，分子量介于50000—40000之间，它们以β—1.4糖苷键联结成长链。不溶于水，在环境中稳定，只有在产生纤维素酶的微生物作用下，才能水解成简单糖类。树木、作物秸杆和以这些为原料的工业废水中含大量纤维素。

1）分解途径

纤维素酶是一种诱导酶，以它做碳源时一些微生物才合成。


（C6H10O5）n　　                                 C6H12O6—


|←    胞外               |←           →|    胞内         →|   

2）分解纤维素的微生物 

这类微生物包括细菌、放线菌和真菌中的很多种类。

①好氧的纤维素分解菌：以粘细菌为多，如生孢食纤维菌属、食纤维菌属等。它们均为G－、无鞭毛、却能蠕动、生活史复杂、可形成子实体。

②厌氧的有：嗜热纤维芽孢梭菌（Clostridium thermocellum）等，它可在55～65℃下快速分解纤维素。
③霉菌：木霉、镰刀霉、毛霉、青霉、嗜热霉（ Thermomyces）等。 

④放线菌中的部分链霉菌（Streptomyces）。

霉菌和放线菌的纤维素酶为胞外酶，可分泌到培养基中，采用离心等方法可分离得到。细菌的纤维素酶结合在细胞膜上，属表面酶，两者接触才可分解。
霉菌和放线菌的纤维素酶为胞外酶，可分泌到培养基中，采用离心等方法可分离得到。细菌的纤维素酶结合在细胞膜上，属表面酶，两者接触才可分解。

秸杆饲料的转化曲种就是选择分解纤维素能力强的微生物制成，用于秸杆发酵或青贮饲料转化。

半纤维素和淀粉（C6H10O5）1200的分解速度快于纤维素。

  3．脂肪的转化  

脂肪是甘油和高级脂肪酸所形成的脂，不溶于水，可溶于有机溶剂。脂肪是一类较稳定的有机物，依据分子结构的不同，分解速度不同。

在常温下呈固态的饱和脂肪酸的甘油脂称为脂（fats）；呈液态的不饱和脂肪酸的甘油脂，称为油（Oils）。它们的混合物存在于动、植物体中，在轻工洗毛、肉类加工、制革废水中含大量油脂。

常见的饱和脂肪酸有：硬脂酸C17H35COOH、亚座酸C17H29COOH等。它们几乎都含偶数个碳原子。

脂肪被微生物初始分解的反应式如下：

1）甘油的转化

甘油可被环境中大多数微生物做为碳源和能源。


甘油             α—磷酸甘油                 磷酸二羟丙酮（≒3-P-甘油醛）

                                           CH2OPO3H2       
                                           
[image: image39.wmf]|
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磷酸二羟丙酮（3-P-甘油醛）可经EMP途径酵解为丙酮酚，经氧化脱羧成乙酰COA，进入TCA循环完全氧化为CO2和H2O。当然也有可能递行生物合成为葡萄糖或淀粉而贮于体内。

2）脂肪酸的β—氧化途径逐步被氧化。首先是脂酰激酶激活生成脂酰COA，然后在羧基端的α、β碳原子上加水和脱氢，碳链断裂，生成乙酰COA和少两个碳原子的脂肪酸。重复这一过程，直至全部形成乙酰COA，并进入TCA氧化为CO2和H2O。反应式如下（硬脂酸为例）：

①CH3（CH2）14COOH + ATP + HS～COA

O

∥

CH3（CH2）14 CH2CH2C-S～COA = H2O + AMP + PP2  

            硬脂酰COA               焦磷酸 

            +H2O-H

             P  α 

②CH3（CH2）14 CH2CH2C-S～COA + 8HS～COA + 8FAD+ +8NAD+8H2O→→

  O

∥

9CH3-C-S～COA + 8FADH2 + 8NADH2   

18个碳原子的硬脂酸经8次β—氧化化作用，其产生平mol乙酰COA。脂肪酸完全氧化可产生大量能量（147molATP）。

                         ∥
              12 × 9 + 2 × 8 + 3 × 8 - 1

              乙酰COA   FADH2     NADH2   消耗1个ATP

第二节  氮素循环

自然界氮素蕴藏量丰富，它们以三种形态存在：即

1）N2（分子态氮），占大气78%，只能被固氮微生物固定和同化；

2）有机氮化物，以蛋白质、核酸等形式存在于生物体内，可被氨化菌利用；

3）无机氮化物，以氨态和硝态形式存在，是光合生物直接利用的唯一形式。

上述三种形态的氮素在环境中不断相互转化，构成氮素循环，氮循环包括五个方面的转化过程，即同化、氨化、硝化、反硝化及固氮作用（见图示），其中微生物发挥至关重要的作用。

 
     

  1．氮素同化

指植物和藻类等吸收  

无机氮化物并同化为有机氮化物的作用。

尽管分子氮和有机氮很多，但植物只能利用无机氮，而土壤中的无机氮含水量远不能满足作物生长的需求，因此必须得到不断补充。

2．氨化作用

有机氮化物经微生物分解放出氨的过程，称氨作作用（氮素矿化）。有机氮化物主要存在于动、植物残体，生活污水及许多工业废水中，存在形式是蛋白质、氨基酸或核酸等。其具体过程表以下方面。

1）蛋白质水解  

由于蛋白质分子量大，不能直接进入微生物细胞，在胞处被蛋白酶水解成肽或氨基酸后才能进入细胞，被微生物利用。

水解过程：

蛋白质          （胨）          肽        氨基酸；  

2）氨基酸转化 

氨基酸微生物吸收后，在体内以不同形式脱氨或脱羧的基本方式继续被降解。氨方式有：氧化脱氨、还原脱氨、水解脱氨等。

a．脱氨作用：由氨化微生物脱氨基作用下生成氨（氨化作用），及有机酸。

R                            R·COCOOH + NH3（例：丙氨酸→丙酮酸

 貌一新                     
                           

                                 

b．脱
羧作用：多由腐败细菌和霉菌引起，经脱羧后生成胺。


 例：CH3CHNH2COOH       CH3CH2CH2 + CO2    

        丙氨酸               乙胺（对人有毒、肉类蛋白质腐败后不可食用）

环境中绝大多数异养微生物都具有分解蛋白质、释放出氨的能力。其中好氧或兼性的细菌以芽孢杆菌、假单胞菌为主。厌氧的梭状芽孢杆菌属都具有较强的氨化作用。碱性土壤中的节细菌，酸性土壤中的木霉、曲霉、毛霉中的一些种了有很强的氨化作用。

C．Stickland （斯蒂克兰）反应：是还原脱氨反应的一种，（1934年）L. H. Sticklanol 发现沙数厌氧梭菌生孢芽孢杆菌（厌氧）对糖的代谢能力差，只能以一种氨基酸为供氢体，以另一种氨基酸为受氢体进行的氧化还原反应（即氨基酸内部的氧化（还原反应），从而得到能量，称为Stickland反应。例如：

CH3        CH2NH2               CH3 


（简介）d. 吲哚反应：微生物分解色氨酸生成的吲哚是微生物种的特征，吲哚可用二甲基氨基苯甲醛进行检查，生成红色的玫瑰吲哚。就可知某种微生物能否分解色氨酸，大肠埃希氏菌，变形杆菌和霍乱弧菌有色氨酸酶，故能分解色氨酸。反应式：  

吲哚  对二甲基氨基苯甲醛  玫瑰吲哚（红色）  

3）其他氮化物转化  

a．核酸的分解：在微生物产生的酶的作用下，核酸会逐步降解，在自然界也普遍存在。  



b．尿素分解：

人、畜尿中含有尿素，尿素可被微生物水解产生氨。反应式：


 

酚红可检验此反应，酚红的变色范围是PH = 6.4～8.0，酸性时黄色、碱性时红色，所以当酚红呈红色时说明有氨产生。

土壤中存在    酶，活性过高会导致氮肥损失加快。

可见，氨化作用在不同的含氧环境中都能进行，只是参与作用的微种类不同，强度不同。

  3．硝化作用  

氨基酸脱下的氨，在有氧条件下，经亚硝酸细菌和硝酸细菌的作用转化硝酸，这称为硝化作用。由氨转化为硝酸分两步：

进行：  2NH3 + 3O2        2HNO2 + 2H2O + 619KJ———（1）  

        2HNO2 + O2            2HNO3 + 201KJ    ————（2）    

以上反应是由两类严格的化能自养细菌完成，环境条件是有氧和中性偏碱。其中（1）式由亚硝酸球菌属（Nitrosococcus） 、亚硝酸单胞菌属等完成；（2）式由消化杆菌属（Nitrobacter）、硝化球菌属起作用。 

与环境的关系：①引起水体富营养化，土壤环境中的NO
[image: image40.wmf]-
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 易被雨水冲刷到水体，原因是土壤胶体多带负电荷，易吸附NH
[image: image41.wmf]+
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，而不易吸附NO
[image: image42.wmf]-
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。②易损失氮肥，原因是渍水土壤中会发生反硝化作用，对农业不利。③对废水脱氮重要，废水生物处理的脱氮工艺中硝化和反硝化作用非常有用，因此就有了A/O工艺，DBR工艺等废水处理技术。

  4．反硝化作用  

兼性厌氧的硝酸盐还原细菌在厌氧条件下将硝酸盐还原为氮气的过程，称为反硝化作用（狭义）。该类细菌也称反硝化细菌。硝酸盐还原过程中下： 



参与反硝化作用的有自养菌，也有异养菌。例如：

1）自养的脱氮硫杆蓖（Thiobacillus denitrificans）：             
   5S + 6KNO3 + 2CaCO3            3K2SO4 + 2CaSO4 + 2CO2 + 3N
[image: image43.wmf]­
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    2) 异养的脱氮假单胞菌（Ps.denitrificans）和脱氮色杆菌(Chrom.d) 

      2NO
[image: image44.wmf]-

3

 + 5H2A       5A + 2OH－ + 4H2O + N
[image: image45.wmf]­
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  5．固氮作用  

    生物固氮在自然界氮素循环中意义重大，只有少数的原核微生物才能进行固N作用，它们均有固N酶。（生物）固N作用指“通过微生物的作用把分子态N转化为NH3，进而同化为有机N化物的作用。” 

1）固N微生物的类型

根据固N微生物与其它生物的关系，可将其分为两大类型，即①自生固N微生物和②共生固N微生物（此外还有联合固N菌）。已经确证有固N作用的微生物近50个属100多种。包括细菌、放线菌及蓝细菌中的个别种类，它们均属原核微生物。

自生固N菌指能独立生存进行固N作用的微生物，包括以下类群：a好气性自生固N细菌，如固N菌属（Azotobacter），其中圆褐固N菌（A. chroococcum）最早分离得到，它们在无N培养基中形成荚膜，菌落光滑粘稠，两个细菌常排列成“8”字形，培养后期菌落为褐色。此外还有分枝杆菌属（Mycobacterium）。b兼性～，如（肺炎）克雷伯氏菌属。c厌气～，如梭状芽孢杆菌属的个别种类。d光合型固N微生物，主要是蓝细菌的许多属（如念珠藻属）能进行旺盛的固N作用。它们都具有可执行固N作用的异形胞。

共生固N微生物微生物中最引人注目的是根瘤菌属（Rhizobium）。根瘤菌侵入豆科植物根部并形成根瘤（或茎瘤），在根瘤中固定N素同时供给植物营养所需，增加土壤N素营养，在农业上非常重要。此外还有与非豆科植物共生固N的放线菌（如赤柏与弗氏菌）；蓝细菌与真菌共生的地衣等。

共生固N的效率比自生固N要高得多。据测定，每消耗1g 碳源，Azzotobacfer 固定10～20mg N，而Rhizobium可固定270mg N。

2）固氮机理  

各类固N微生物进行固N的反应基本相同，即


N2 + 6e + 6H+ + nATP          2NH3 + Nadp + nPi  

             (12)                 (12)   (12)  

分子态N2具有高能三键（N三N），需要很大的能量才能打开它。固N酶（nitrogenase）由两个活性部分组成即钼铁蛋白组成的固N酶Ⅰ（N2aseⅠ）和由铁蛋白组成的固N酶Ⅱ（N2aseⅡ）Mo-Fe蛋白的作用是使N分子活化；Fe蛋白的作用是结合ATP，并把电子传递给予Mo-Fe蛋白。

固N过程（生化途径）如下： 

传递的电子不自基质的氧化，电子通过电子传递链，经铁氧还蛋白（FD）传递给铁蛋白，再经钼铁蛋白的使N2活化，这样固N酶得到电子与ATP，逐步打开N2的高能三键，使2还原为NH3。 

N2转化为NH3需要6个电子，共需电子传递链的三次传递。形成的氨通过另一套酶系统转化为氨基酸，进而合成蛋白质。

固氮酶对O2敏感，氧会抑制它的活性，好氧性固N菌为了在生长过程中同时固氮，它们在长期的进化中形成了保护固N酶的防氧机制，使固N作用正常进行。

第三节  硫循环

硫是生命物质所必需的元素，其需要量大约是氮素的1/10。 

在自然界硫有三态：元素硫（S0）、无机硫化物（SO
[image: image46.wmf]二
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H2S）及含硫有机化合物（SH-）。这三者在化学和生物作用下相互转化，构成硫的循环。各环节都有微生物参与。

硫体盐被植物吸收后，转化为含

硫有机化合物（HS-Pr），这个过程是

同化性硫酸盐还原作用。

  1．脱硫作用（desulfuration）

    发生在含硫有机物的转化中。指

在厌氧条件下，生物体有机硫中的硫

被矿化为H2S，    过程由腐败微生

物完成。例：  

    



  2．硫化作用（Sulfur oxldation） 

    在有氧条件下，通过硫细菌的作用将N2S氧化为元素硫再进而氧化为硫酸的过程，称硫化作用。  

    参与硫化作用的微生物有硫化细菌和硫磺细菌。

    1）硫化细菌归属硫杆菌属（Thiobacillus），它们从氧化H2S或S0中获得能量，产生硫酸，同化CO2合成有机物。例如氧化硫杆菌（Thiobacillus thiooxidans）可进行如下反应
[image: image47.wmf]ß

。这种菌是专性自养菌，最适PH2.0～3.5。 

         2H2S + O2        2S + 2H2O + 能量  

         

2S + 3 O2 + 2H2O        2H2SO4 + 能量氧化亚铁硫杆菌（T.ferrooxidans）可将硫酸亚铁氧化为硫酸高铁： 

         4FeSO4 + O2 + 2H2SO4        2Fe2(SO4)3 + 2H2O 

以上产生的硫酸和硫酸高铁是有效的浸矿剂，可将铜、铁等金属转化为溶解性的硫酸铜和硫酸亚铁从矿物中流出。

例如：辉铜矿（Cu2S） 或赤铜矿（Cu2O） 

Cu2S + 2Fe2(SO4)3         2CuSO4 + 4FeSO4 + S  

Cu2S + 2Fe2(SO4)3 + H2SO4         2CuSO4 + 2FeSO4 + H2O 

产生的CuSO4或FeSO4可采用置换、电解等方法加收金属。 这种通过硫化细菌的活动产生酸性浸矿剂将矿物浸出的方法叫湿法治金（细菌沥滤bacterial leachiug）。特别适于贫、废、尾矿中金属的浸出。但对环境有害的一面是造成酸性矿水污染。 

 2）硫磺细菌：将硫化氢氧化为硫，并将硫粒积累在细胞内的细菌，统称为硫磺细菌。它们包括混合营养的丝状硫磺细菌和光能自养的硫细菌。 

丝状硫细菌在生活污水和含硫工业废水的生物处理过程中出现，它们有时会过度生长，与活性污泥膨胀有密切联系。（有贝日阿托氏菌、发硫菌、亮发菌、透明颤菌、辫硫菌等）。
反应过程： 2H2S + 2 
[image: image48.wmf]®

2S + 2H2O + 能量  

  3．反硫化作用 

土壤淹水或水体处于缺氧状态时，硫酸盐SO
[image: image49.wmf]=

4

、亚硫酸盐SO
[image: image50.wmf]-
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、硫化硫酸盐S2O
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 等在微生物作用下还原形成硫化氢，这处作用叫反硫化作用。（简言之，缺氧状态下，含硫氧化物还原为H2S的过程）也称为异化性硫酸盐还原作用。

例如，脱硫弧菌（Desuffaibrio desulfuricans）利用葡萄糖作为供氢体还原硫酸盐，过程如下： 

C6H12O6 + 3H2SO4
[image: image52.wmf]®

6CO2 + 6H2O + 3H2S + 能量  

该菌G－、严格厌氧，呈略弯曲的杆菌状，其老细胞因沉积硫化铁而呈黑色。

硫酸盐、硫化氢常可造成排水管道。港口码头钢柱的腐蚀，因此要控制硫酸盐污染的程度。原因是铁氧条件下产生的污水流动畅通可减少该作用。H2S，上开至污水表层，与DO结合被硫化细菌氧化为硫酸，造成管道腐蚀。 

第四节  磷循环

磷在土壤和水体中以含磷有机物，无机磷化合物及还原态PH3三种状态存在。由于可溶性磷盐易被金属离子（Ca、Mg、Fe）所沉淀，土壤中有效P含量汪足（只有可溶性磷盐才能被植物吸收）

1．含磷有机物的转化

  生物体内的含磷有机物如核酸、磷脂等均可被微生物分解。


①核酸        核苷酸（xn）          核糖 + 磷酸 + 嘌呤（嘧啶）


②卵磷脂（含胆碱的磷酸脂）      甘油 + 脂肪酸 + 磷酸 + 胆碱 

                                NH3 + CO2 + 有机酸 + 醇
[image: image53.wmf]¿


能分解有机磷化物的微生物有    状芽孢杆菌，解磷巨大芽孢杆菌及部分假单胞菌。

  2．无机磷化物的转化 

在土壤中存在难溶性的磷酸钙，它们在酸性条件下（如微生物产生的有机酸，硝化细菌和硫细菌产生的硝酸、硫酸等作用）生成可溶性磷酸盐。例如： 

Ca3(PO4)2 + 2CH3CHOHCOOH
[image: image54.wmf]®

2CaHPO4 + Ca(CH3 CHOHCOO)2 

磷酸二钙   乳酸   

Ca3(PO4)2 + 2H2SO4
[image: image55.wmf]®

Ca(H2PO4)2 + 2CaSO4  

可溶性磷酸盐就可被植物、藻类和微生物所吸收利用。

含磷矿物如磷灰石等能被硅酸盐细菌分解，产生水溶性的磷盐和钾盐。硅酸盐细菌又叫钾细菌，例如胶质芽孢杆菌（Bacillus mucilaginosus）。这类细菌被制成“生物肥料”，在农业生产中，提高有效P的含量。 

  3．另外磷酸盐在厌氧条件下，被梭状芽孢杆菌等还原作用形成PH3：

H3PO4
[image: image56.wmf]®

H3PO3
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H3PO2
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PH3  

第五节  铁、锰的循环（略）

铁：生物需要溶解性的二价亚铁盐。锈铁嘉利翁氏菌（Gallionella feruginea）是重要的铁细菌，好氧，仅以Fe艹作电子供体，化能自养。通过卡尔文循环吸收CO2，每氧化150g亚铁可产细胞千克1g。铁细菌生活在铸铁水管中时，常因水管中有酸性水而将铁转化为溶解性Fe艹，它就转化Fe艹
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Fe  （锈铁）并沉积于水管壁上，越积越多，以致阻塞水管。反应式如下：  

2FeSO4 + 3H2O + 2CaCO3 + 1/2o2
[image: image60.wmf]®

2Fe(OH)3 ↓+ 2CaSO4 + 2CO2   

第九章  微生物对环境污染物行为的影响

本章涉及两方面的内容，微生物引起的环境污染和同微生物对环境污染物的降解转化。

第一节  微生物引起的环境污染问题

本章涉及两方面的内容，微生物引起的环境污染和微生物对环境污染物的降解转化。

第一节  微生物引起的环境污染问题

生物污染是指有害生物特别是微生物及其代谢产生引起的环境质量恶化的现象。主要包括环境中的病原微生物、微生物有害代谢产物、水体富营养化、重金属生物甲基化、管道厌氧锈蚀与堵塞、饮用水消毒等问题。

一、酸性矿水与耐酸细菌  

黄铁矿等无机矿床开采后暴露于空气中，发生自然的化学氧化生成FeSO4和H2SO4，反应式为： 

2FeS2 + 702 + 2H2O
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2FeSO4 + 2H2SO4  

使矿水变酸（PH2.5～4.5）。而耐酸的硫化细菌可将其极度酸化（PH1.5），造成对水体环境的严重污染。参与这一过程的是氧化硫硫杆菌和氧化亚铁硫杆菌（参见硫化作用）。

反应式如下： 4FeSO4 + 2H2SO4 + O2一步          2Fe2(SO4)3 + 2H2O   

硫酸高铁是强氧化剂，它与黄铁矿继续作用，产生更多的H2SO4和FeSO4。

FeS2 + 7Fe2(SO4)3 + 8H2O
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15FeSO4 + 8H2SO4 + 2S 

2S + 3O2 + 2H2O         2H2SO4  

通过以上化学氧化和生物氧化的反复作用，矿水极度酸化。

防治方法： 

①添加锯未等纤维素物质到废矿中，使异养微生物大量耗氧，造成缺氧环境，便反硫化细菌活动，将硫酸盐还原为H2S和硫化物而沉淀下来。

②加石灰，提高PH，使H2SO4形成CaSO4而沉淀。

③开采后多层复盖，避免酸性矿水的形成。

二、微生物浸矿（参见硫化作用）  

三、微生物引起的管道堵塞与厌氧锈蚀

  1．管道堵塞

在给、排水管道内，常发生氧化锰和铁的细菌的大量繁殖。尤其是具柄铁细菌（如锈色嘉利翁氏菌Gallionella ferruginea）和具鞘铁细菌（如纤发菌属（Leptothrix）等，铁氧化细菌，它们大量繁殖，生成了许多锰和铁的氧化产物，这些产物与大量增生的菌体粘结在一起，便会造成管道堵塞，使管内水压下降，影响供水或排水（见图） 

微生物引起的管道堵塞和锈蚀  

防止措放主要是用高压水冲洗，经常消除铁、锰在管表的沉积物等方法来控制。

  2．管道厌氧锈蚀 

地下铁管常处于厌氧环境，铁被H2O中的氧氧化生成Fe艹；而有硫酸盐存在时，可由反硫化细菌作用而生成H2S。H2S和Fe艹作用，生成FeS和Fe(OH)2，从而使铁管表面产生凹陷的锈蚀斑。总反应式： 

4Fe + SO
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4

+ 4H2O
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FeS + 3Fe(OH)2 + 2OH－   

四、硝酸盐还原对人体的影响 

  1．引起高铁血红蛋白症 

世界卫生组织规定饮用水中的硝酸盐不能超过10ppm，由于农田氮肥的下渗等，会使地下水受污染，而异致NO
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浓度增高，有时甚至可达1000ppm。

成人对硝酸盐的耐受力强，但出生4～6个月的婴儿耐受力低，饮用水中达到90～140ppm时，就可能导致高铁血红蛋白症。其形成过程如下：



NO
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               NO
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      氧化

高铁血红蛋白

（Fe 、褐色）    

婴儿胃内酸度比成年人低，有利于硝酸还原细菌的的活动，使硝酸盐还原为亚硝酸盐。血红por在正常情况下可结合氧而成为鲜红色的氧合血红蛋白，但当有亚硝酸盐存在是红蛋白中的Fe++会被氧化为高铁（Fe+++），形成褐色的高铁血红蛋白，失去携带O2的能力。当血中含量达到70%时便引起窒息。  

  2．生成亚硝胺类 
亚硝胺类是众所固知的致癌、致畸、致突变物质，扰67年报道，就已有70多种区硝胺化合物为致癌物。只要5ppm的N—亚硝基二甲基胺就能使小白鼠致癌。自然界中通过土壤微生物活动形成亚硝胺途径： 

R2
              |
（肿胺） R1—N—H                   

         NH
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             +                    

         NO
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 在人肠道内处于酸性条件下，硝酸还原细菌可把NO
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转变为NO
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；蛋折质等在物质代谢过程中常有胺类物质产生，因此存在着由NO
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与胺作用，生成亚硝胺的条件。有人对肠道细菌研究后证明，10%以上的菌株能使胺类亚硝基化。所以，硝酸盐在饮用水中应保持绝对微量。

五、金属的生物转化  

微生物可将一些有毒金属转化为有机金属化合物，如Hg、Ag、Se等，是微生物具有的一种解毒方式；但被形成的金属化合物，可能比原形态对高等生物的危害性更大。以汞为例说明：  

  1．汞的生物甲基化  

环境中存在着单质汞，有机汞和无机汞化合物（Hg
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、Hg2+、Hg0），世界汞的产量约9000吨/年，多用于仪器制造业和土法采金工业中，它们最终多进入环境从而造成污染。甲基汞为脂溶性，比无机汞毒性高50～100倍，进入人体后可导致神经系统中毒症。1953—1961年日本流行的“水俣病”，是因该地渔民食用含四基汞的鱼类而致毒、死之43人。现在发现，鱼体表面粘液中许多甲基钴氨素的微生物。

许多微生物（如荧光假单胞菌，Ecoli、黑曲霉林）都可使汞甲基化。据研究主要与甲基钴氨素有关，它是钴氨素（VB12）的衍生物，是一种辅酶，起转移甲基的作用。反应过程如下：  



在天然水体沿积物中，甲基化和脱甲基化过程基本保持动态平衡，但有机污染严重和PH低的水体中，容易积累甲基汞。一甲基汞可溶于水，被鱼贝吸收而浓缩；二甲基汞逸出水体，进入大气，污染扩大。 

2．汞的还原  

汞也可被微生物氧化和还原。能使汞化物还原为元素汞的微生物，可称为抗汞微生物。其还原过程为：

CH3Hg+ + 2H       Hg + CH2 + H+ 

HgCl 2 + 2H       Hg + HCl   

抗汞微生物中以假单胞菌属为常见，如日本分离到的Pseudomonas K62等，它们对20ppm的CH3HgCl去除率超过99%。

因此，有人提出利用微生物吸收含汞废水中的汞化物，使之还原为元素汞。然后收集菌体，汞蒸发时用活性炭吸收，沉积在反应器底部的也加以回收，回收率可达80%。

六、微生物毒素与食品污染  

微生物毒系是指微生物在基生长、代谢过程中所产生的毒素。

细菌、放线菌、真菌和藻类中都有一些产生毒素的种类。由于微生物毒素污染食品和环境，危害人类健康，近年来受到人们的高度重视。

  1．霉菌毒素： 

1961年发现了黄曲霉毒素后，人们对霉菌毒素进行了大量研究。

（1）黄曲霉毒素（aflatoxin） 

该毒素由黄曲霉（Aspergillus flavus）和寄生曲霉（A.parasiticus）产生。包括一组代谢产物，已确定结构的有17种，其中黄曲霉毒素B1毒性最大，致癌性最强，产量也多。它的半致死剂量（LD50）为0.294mg/kg，按毒理学规定标准，凡<1mg/kg者即属特剧毒物。经动物实验证明是强致癌物，靶器官为肝脏。其分子式：

产黄曲霉素真菌污染的食物范围很广，包括粮谷、食品、饲料，尤以玉米、花生最为常见，大米、小米、高梁等也常受污染。英国伦敦附近的养鸡厂，曾发生因食用了受黄曲霉毒素污染的花生粉而使十成只火鸡在数月内相继死亡。

防治措施：世界卫生组织1975年制订的含量标准是不得超过15ug /kg。我国规定，玉米、花生及其制品不得超20ug/kg；大米及其他食油10ug/kg；其他粮食及食品不超过5 ug/kg；婴儿代乳食品不得检出。防治措施主要是在作物的贮运加工过程中，防止霉菌污染及其滋长，如降低农产品的含水量，降低仓贮环境的相对湿度，充CO2降低氧量，使用化学药剂等手段。

理化性质：黄曲霉毒素B1是真菌毒素中最稳定的一种。它耐高温，至200℃亦不破坏，高压灭菌121℃下经4小时仅破坏1/2。耐酸性和中性。只有在PH9—10的碱性条件下可迅速分解。次氯酸钠，氯气，NH3、H2O2、SO2等可使之破坏。对花生油采用碱法精炼加工工艺可使该毒素降低至检不出的程度。

迄今为止已发现的真菌（霉素）毒素多达300种，常见的有：岛青霉素、桔青霉素、黄录青霉素、赤霉病麦毒素、麦角毒素等。

  2．细菌毒素：

细菌毒素可分为外毒素和内毒素，外毒素的毒性强烈，是细菌生长过程中不断分泌到菌体外的毒性蛋白质，主要由G+菌产生。常见的有白喉毒素、破伤风毒素、霍乱肠毒素、肉毒毒素、葡萄球菌肠毒素等许多种。我们介绍引起食品污染的肉毒毒素和葡萄球菌肠毒素。

（1）肉毒毒素（bo + ulin） 

该毒素是肉毒梭菌（clostridium botulinum）产生的外毒素，是一种极强的神经毒，属剧毒物。1mg可杀死100万只豚鼠。它在肠道中不受蛋白酶争解，但具有热不稳定性，经100℃、10～20分钟处理，可使其破坏。作用机理是抑制运动神经释放2酰胆碱。

肉毒梭菌为G+、产芽孢的专性厌氧菌，广泛分布于土壤、淤泥和草食动物肠道里，侵染蔬菜、水果、鱼、肉等食品，我国发生的肉毒中毒，多数由自制的臭豆腐等植物性发酵食品引起。

预防：①产生菌是产芽孢厌氧菌，罐头食品需经121℃高压灭菌以消除芽孢；②食用前充分加热处理以破坏毒素③将食品贮放于PH<4.5，盐分>10%或<3℃之低温处。

（2）葡萄球菌肠毒素  

这类毒素是由金黄色葡萄球菌（Staphylococcus aureus）的产毒菌株产生的肠毒素，可引起食物中毒是，当肠道吸收该毒素后，经2—6小时便会发生恶心呕吐等急性肠胃病症状。毒性较弱，很少致命。该毒素是类抗原性蛋白质，耐热，

在100℃以上亦不失其毒性，食品被污染后，其外观，结构，气味等各方面均无异样。

预防此类中毒的唯一方法是在食品制作和贮运过程中防止一切污染该菌的机会，特别注意制作者的个人卫生，以防接触传染。

除上述细菌毒素外，还有沙门氏菌、肠球菌、蜡状芽孢杆菌、科气荚膜梭菌等，亦可污染食品而引起食物中毒。

  3．放线菌毒素 

放线菌某些种类的代谢产物具有毒性，甚至能致癌。如放线菌素由链霉菌属（Streptomyces） 产生，它可使大鼠产生肿瘤。放线菌素D可抑制核酸合成，故又作抗癌剂使用。

  4．藻类毒素  

藻类毒不比主要由三类藻产生：①海洋中产毒草素的藻常属甲藻，其所产毒素是藻中对人类最具毒性者，可在贝烊体内积累；②淡水中产毒草素的常为蓝细菌、主要使鱼类、家畜、水鸟类致死；③盐湖中常由金藻类的某些种产生。

1）微囊快速致死因子（Microcystis FDF）
蓝细菌中了解较多的是微囊藻属、鱼腥藻属和束丝藻属所产生的毒素。它们往往是水体富营养化、发生“发生水花“时常见的优势种类。微囊藻快速致死因子为铜锈微囊藻所产毒素，是一种小分子环肽化合物。它可使水生生物中毒死亡；人类中毒后可发生皮炎，肠胃炎，呼吸失调等症状。

蓝细菌毒草素都有具有碱不稳定必白天藻类光合作用旺盛，溶解氧高，水中PH可达9.5。此时藻毒量低。夜间藻类进行呼和浩特吸作用时，水落石出中溶解氧和PH场降低，藻毒量达到最高。即蓝细菌的释毒具有昼夜波动的规律。

七、饮用水消毒问题  

一般自来水厂的处理可以除去大部分病原微生物，如絮凝沉淀再结合快砂滤可除去大部分病毒。对于由污水经处理而成的再生水，通常用石灰作絮凝剂，使水维持较高的碱性（PH>11.5），并接触1小时以上，则病毒的去除和杀灭率达到99.9%。

为了使生活饮用水水质达到卫生标准，确保饮用水的安全，水经混凝、沉淀，过滤等一般处理后还必须进行水的消毒。饮水消毒是防止肠道传染病的一个重要不节。

饮水消毒可分为物理法和化学法，前者包括煮沸、紫外线照射等、扣者是水中投加各种消毒剂，包括氯、臭氧、二氧化氯、溴碘等氧化剂和某些多属离子。以上各种方法中，实践证明以氯化消毒法最为方便，有效和经济实用。

氯化消毒法

在常温常压下，氯是具有掠异臭味的黄绿色气体，具有很强的氧化能力。氯在常温下加压至6—7个大气压即可液化，便于贮藏和运输。

除气态氯外，能应用于消毒饮水的含氯化合物还有漂白粉[Ca(ocl)cl]、漂亮白粉精[Ca(ocl)2]和氯胺[NH2Cl和NHCl2]等。含氯化合物中具有杀菌能力的有效成分称为有效氯。漂白粉中含有效氯约25～30%。

氯和漂白粉加入水中后，能水解生成次氯酸，反应式如下： 

Cl2 + H2O→HOCl + H+ + Cl-

2Ca(ocl)cl + 1H2O→Ca(OH)2 + 2Hocl + Cacl2 

次氯酸是强氧化剂，具有较强的渗透入微生物胞壁的能力，可氧化而破坏微生物细胞中的某些酶，而引起微生物的死亡。

由于加氯消毒后饮用水中可能生成一些非挥发性的含卤素有机物，具有致癌作用，国外也有采用臭氧，二氧化氯代替氯消毒饮水。如，许多厂家生产矿泉水后，瓶内加入臭氧4后天可饮用。

第二节  污染物的微生物降解与转化

自然界中化学物质的降解主要分为三种方式：光降解、化学降解和生物降解，其中微生物及其代谢酶参与的生物降解最为重要，潜力巨大。这与微生物的共性有关。

一、共代谢作用

共代谢（Co-metabolism）又称协同代谢。指微生物处在能生长的基质中时，能降解转化原来不能利用（非生长基质）的化合物的现象。也就是说，需要某些基质提供初级碳源或能源，才可合成相应的酶系。如直肠梭菌在有蛋白胨时才能降解丙体666。

环境中难降解化合物的转化，往往要靠几种微生物的一系列共代谢作用。例如乙烷、丙烷、丁烷的氧化就依赖单烷氧化菌的产生单加氧酶的作用，使其转化为相应的酸类或酮类，再被多种微生物降解；DDT转变为不完全降解产物（DDD，DDA等）也由共代谢作用实现。原理：微生物降解生长基质A的初始酶E、的专一性不高，在将A降解的C的过程中，将非生长基质B（与A结构似）转化为D。但接着攻击降解产物的酶E2，则具有较高专一性。不会把D当作C 继续转化。所以，在纯培养条件下，共代谢只是一种截止式转化（Dead-End Transformation）。自然环境中，这种转化可继续下去。

二、有机污染物可生物降解性的测定

生物降解性的测定通常有以下几种方法，即基质的生物氧化率、基质的生代呼吸曲线、DOD/COD值及直接   微生物降解试验。

  1．基质的生物氧化率  

以在微生物作用下，分解基质（待测有机污染物）所消耗的氧量（MO2）为分母，两者的比值即为该基质的生物氧化率。


基质生物氧化率=                        ×100% =       ×100%  

在实验室中，微生物对基质的耗氧量常采用瓦氏（Warburg）呼吸仪进行测定。它可通过测压计测出微生物呼吸代谢作用中引起的气体变化，包括CO2放出量和O2的消耗量。据测定，甲苯的生物氧化率为53%，苯24%、二甘醇5%、乙基一已基丙烯盐0%。这些数据在一定程度上反映出这些化合物的生物降解性差异。

2．基质的生化呼吸曲线  

亦称基质的耗氧曲线，由投加基质后微生物的耗氧情况，可绘出一条耗氧量（或耗氧速度）随时间而变化的曲线。如把微生物对基质的生化呼吸线与其内源呼吸线相比较，就可对基质的可生物降解性进行评价。

两种呼吸耗氧曲线的比较

内源呼吸线是在不投加基质的条件下，微生物处于内源呼吸时利用自身细胞物质作为呼吸基质，其耗氧量随时间变化而绘声绘制的曲线。

当供给（活性污泥）微生物外源基质时，耗氧量随时间变化是一条特征曲线，称为基质生化呼吸线。

基质呼吸线与内源呼吸线进行比较时，呆出现三种不同情况：

1）基质呼吸线位于内源呼吸线之上（a>b）说明该基质可被生物降解。通过A点的曲线，其斜率愈大表明降解愈快。其斜率在十时间内逐渐减小，至A点后基质呼吸线呼与内呼吸线平行，说明此时基质的分解已经完成，微生物进入内源呼吸期。

21基呼吸线与内源呼吸线基本重合。说明此基质不可被微生物降解，但对微生物的生命活支无抑制作用。

3）基质呼吸线位于内源呼吸线之下。说明该有机物对微生物产生了抑制作用，不仅唯于降解，而且还有毒性，致使其呼吸受到影响。

  3．测BOD5与CODcr之比  

BOD是废水中可生物降解的那部分有机物在微生物作用下，氧化分解扬需的氧量，BOD5为五日生化需氧量，用它表示较易被异养微生物分解利用的有机物量。COD是在有机物在化学氧化剂作用下，氧化分解所需的氧量。采用重铬酸钾作氧化剂时，大部分有机物（约80～100%）能被氧化。所以CODcr常被近似地当作废水中全部有机物。

根据BOD5/CODcr比值的大小，可推测废水的可生物降解性。一般认为：

              >0.45，生化性较好，生物分解速度较快

BOD5/CODcr   >0.30，可生化

                  <0.30，较难生化，微生物需经驯化

              <0.25，不宜生化，分解速度很慢   

  4．微生物降解试验  

这是在环境微生物实验室内研究污染物可生化降解性最直接而广泛应用的方法。

1）土壤消毒试验 

此法适用于新开发的农药可生物降解性的评定。选取有代表性的土壤混铁后分装于两组容器中，一组经文温消毒或适当药剂处理以杀灭其中的微生物；另一组为不清毒对照。分别施入同量的待测农药，置温室中培养。在一定时期内。定期检测两组土壤中该农药的消失情况，以判定其生物降解性如何，在这个过程中，需补充无菌水以利土壤微生物的活动。

2）培养液中的降解试验

通常采用生物处理的小模型，接种适宜的活性污泥，对待测废水进行批式处理试验。测定进水，出水的COD、BOD以及TOC即总有机碳等水质指标，观察活性污泥的增长，镜检活性污泥的生物相。根据测试结果可作出废水可生化性的判断。

除上述方法外，还可通过测定废水中挥发性物质浓度的变化，脱氢酶活性的变化，ATP量的变化等方法，来评价生物降解性。上述诸多测定方法中，作为生物降解的菌种源（如活性污泥）的特征，以及驯化程式度如何，对生物学降解的测试结果有很大影响。

除上述方法外，还可通过测定废水中挥发性物质浓度的变化，脱氢酶活性的变化，ATP量的变化等方法，来评价生物降解性。上述诸多测定方法中，作为生物降解的菌种源（如活性污泥）的特征，以及驯化程度如何，对生物降解的测试结果有很大影响。

三、污染物的微生物降解与转化实例（石油，农药、合成洗涤剂等）

 （一）烃类化合物的微生物降解（P194或王家玲P95）

烃类包括一大批分子量由16（甲烷）到高达100左右的碳氢化合物（从—碳C1化合物到几十个碳原子的固体残渣）。有气体（甲烷、乙烷、丙烷、丁烷、乙炔、乙烯、丙烯）、有挥发性液体（汽油、苯、甲苯），也有固体（蜡），它们分别属于烷烃类、烯烃类、炔烃类、芳烃类、脂环烃类。石油就是幅许多种烃类化合物及少量其他有机物组成的复杂混合物。一个典型的石油烊品，含有不同的

烃类化合物多达200—300种。只要条件适宜，均可被微生物代谢降解，只是难易与速度不同。一般言之，C10—C18范围的化合物较易分解，易难程度依次为烯烃、烷烃、其烃、多环芳烃，脂环烃类（极个别菌株能利用它）。在烷烃中，C1—C3化合物如甲烷、乙烷、丙烷只能被少数高度专性的微生物所利用。石蜡可被微生物降解，但其含碳原子30个以上者较难，部分原因是因其溶解度小，表面积素小的缘故。

当原油接触天然水体，大部分直链烃7天内消失，去链烃需数月，而芳烃则不待降解已沉入底泥中。另外，生物体中的脂肪，支、植物油是环境中烃类化合物的双一重要不源。

  1．降解的生化途径（氧化）  

微生物对石油中烃类的降解，其起始反应都是相似的，即在加氧酶的催化下，将分子氧（O2）加到基质中，形成一种含氧的中间产物。

①甲烷氧化  

能氧化甲烷的微生物大多是专一的甲基营养型细菌，已分离出100多个菌株能依靠甲烷生长。主要有：甲烷氧化弯曲菌（Methylosinus）、甲基杆菌（Methylobacter）、甲基单胞菌（Methylomonas）等，另据研究，分枝杆菌的一些种和真菌中头孢霉（Cephalosporium）、青霉的某些种也能利用CH4。

甲烷氧化的途径如下：CH4→CH3OH→HCHO→HCOOH→CO2→这其中涉及细胞色素C和多种脱氢酶系的参与。

②乙烷、丙烷、丁烷的氧化 

乙烷、丙烷、丁烷可通过某些靠甲烷生长的细菌进行共氧化。即利用甲烷作为碳源和能源，同时把乙烷、丙烷、丁烷转变成相应的酸类或酮类，*共代谢（共氧化），它们可进一步被多种微生物降解。此外也有专一的分解它们的微生物。

③高级烷烃类的氧化  

它们的起始氧化有几种可能的途径：如生成羟酸，二羧酸、酮类，反应式如下：

CH3（CH2）nCH3          CH3(CH2)nCOOH  

↓③                 ↓② 

CH3(CH2)n－1
[image: image74.wmf] · CH3     HOOC(CH2)n COOH   

一般情况下，以途径①最为常见，其详细步骤为先由一个未端甲基通过单氧酶的作用生成一种伯醇，然后通过两步脱氢作用先后生成醛和脂肪酸： 

          

            CC
脂肪酸通过β—氧化，不断降解的乙酸，进入TCA循环最后彻底降解为CO2和H2O。

主要有两类细菌进行上过反应，一类为食油假单胞菌，另一类为棒状杆菌的个别种。

④芳烃类的微生物降解 

芳烃类被微生物降解时，如有侧链，则一般先从侧链开始分解，然后发生芳香环的氧化，引入羟基、环开裂，以下的氧化过程便与脂肪族化合物的降解类同，最后分解为CO2和H2O，例如萘的降解途径如下： 

萘的降解途径 

  2．海洋油污的微生物降解及其生态学特点  

仅仅由于油轮失事、油田漏油、井喷等流失的石油，每年就多达几百万吨，使大面积海域受到严重的石油污染。未受油污的生态系中，石油降解菌仅占微生物总数的0.1% 以下，而污染油的生态系中可达100%。在海岸油井周围污泥中石油降解菌可有109/克湿泥。

①石油降解微生物

现已查知能降解石油中各种烃类的微生物共约100金属，200多种，它们分属于细菌、放线菌、霉菌、酵母以至藻类。细菌中以G-的假单胞菌，和G+的分枝杆菌、棒杆菌、节杆菌、短杆菌、假杆菌等被分离的次数最多。放线菌有链霉菌和诺卡氏菌；真菌中的枝孢霉（Cladosporium）被认为是主要的解烃真菌。此外还有木霉、曲霉、青霉、交链孢霉、小克银汉霉等。

从海洋中还分离到一些解烃酵母，如红酵母、丝孢酵母等。

②环境因子（对微生物降解海洋石油）的影响

a. 温度

从0—70℃环境中均可分离到石油降解菌，一般而言，环境中烃类降解与温度呈正相关。温带及热带地区石油经2—6个月降解，而寒带则要几年。

有人用中温性的假单胞菌做试验，在细胞浓度为8×105/ml条件下：

25℃，石油分解速率为0.96mg/L/天。

15℃，石油分解速率为0.32mg/L/天。

5℃，石油分解速率为0.1mg/L/天。 

但从北阿拉斯加的水、土中分离的嗜冷性不油分解菌，它们的分解率即使在－1.1℃下，10周后也可达37.8%。所以，温度对微生物分解石油的影响，因菌种对温度的要求不同而有很大差异。

b．油的物理状态

石油降解菌主要生长与作用位置系油一水介面。在水体中，油能散开成薄膜，微生物利用的表面积大，较易分解。但油中水滴型的乳状液很难分散，会长时间漂浮在水面。每年几百万吨石油流入海洋，主要是由于微生物的作用而得以净化。

而在土壤中，油被植物或土粒吸附，限制其扩散。据研究，草原土壤中油含量在1%～5%。之内，微生物数量会大幅度提高、含量高于6%时其数量下降，酶活性也降低，对土壤结构及植被生长产生严重的影响，具有中等污染特征，污染临界值6%。

c．氧气

石油中各种组分完全生物氧化，需消耗大量氧。据测算，1克石油被微生物矿化需3～4克氧，即需消耗2.1升以上的氧。所以，在石油严重污染的海域，氧可能成为石油降解的限制因子。

d．营养物质

海水中，N，P常是生物增殖的限制因素，尤其在外洋，由于N、P缺乏，使石油分解微生物不可能大量增殖。大量实践证明，施入氮、磷常促进油解，美国有人试验，N、P的添加可使石油分解率提高到85%。其适宜比例为C：N：P=100：10：例如，某海中污染了科威特原油，浓度为70mg/L水，加入3.2mg NH
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－N及0.6mg PO
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，使石油降解率明显提高。为避免营养盐随水扩数，流失或与Ca艹结合为不溶性沉淀或担心造成海域的富营养化，有人研制了油溶性的N、P，如石蜡化尿素和磷酸三辛酯等，作为营养添加剂供石油降解微生物利用，以增加降解效果。

当然，应用遗传工程技术创造出的能降解多种烃类的超级细菌的成果，成为治理海洋石油污染的一种崭新的技术手段，而且为环境污染治理中应用遗传工程技术，展示了诱人的前景。

三、污染物的微生物降解与转化实例 

有机汞及有机砷农药，因它们明显的毒性及毒害作用，已被禁止生产和使用。目前使用的农药主要是有机氯、有机磷、有机氮、有机硫农药。其中有机菊农药如DDT、666等是苯为原料的氯代烃类、易降解、为疏水性、脂溶性物质，可在动物和人体内富集，它们最具危险性。

  1．2，4—D（2，4一二氯苯氧乙酸）的生物降解

2，4—D是氯代苯氧乙酸类农药是良好的除草剂，双子叶植物对其敏感），一般都比较容易被生物降解。其微生物降解途径之一图示：

2，4—D（氯代苯氧乙酸）的微生物降解途径之一

已知能降解该类农药的微生物有许多种类。细菌有：萤光假单胞菌（Pseudomonas fluorescens），奇异黄杆菌，球形节杆菌等属的一些种。放线菌如绿色产色链霉菌等。

研究表明，2，4—D的有效降解要求有一定的菌体浓度，据Wedemeyer报道，要使500：1000mg/L的2，4—D有效的去除，要求活性污泥的浓度保持在2～4～g/L范围。

2，4—D在美国曾在用广泛，现已发现细菌质粒中有。

2，4—D除草剂的基因片段，构建新的基因工程菌。

  2．DDT的转化  

DDT（二氯二苯三氯乙烷）是很难降解的物质，在环境中残留时间很大，平均半排出期三年。5～10%在10年后仍存留于土壤中。至今尚未分离到一株能以DDT为唯一碳源和能源进行生长的微生物。

微生物能转化DDT，优势者为霉菌中的互生毛霉、镰孢霉、木霉等；细菌如产气气杆菌及个别放线菌。DDT主要通过共代谢作用降解，转代。据报道，已分离得到20多种由DDT通过共代谢作用转变而成的不完全降解产物，如DDD，DDNU、DDA及对氯苯乙酸等。降解途径略。

随着研究的深入，必将扑克到有便多的难于生物降解的农药被相应微生物降解或氧化的报道。在杀虫剂降解与防治基因工程中，采用苏   芽孢杆菌毒性蛋白的基因转移到水稻细胞中获得抗虫害能量。

合成洗涤剂的基本成分是表面活性剂。我国的主要产品是阴离子型的烷基苯磺酸钠型涤剂。除表面活性剂外，还有多种辅助剂，如聚磷酸盐等增净剂。从50年代以来，全世界合成洗涤剂的产量从年产3.5万吨增加到上千万吨，但在环境中未见表面活性剂明显增多，表时它能在环境较快地被转化和去除。其主要原因应归功于微生物的降解作用，以及采用了适于微生物多解的洗涤剂构型（如将支链型即硬型的烷基苯磺酸钠（ABS）改变为不带支链或仅带一个支链的软型烷基苯磺酸盐（LAS） 

1．降解途径： 

   代谢的第一步都发生在烷基侧链的未端甲基上，使甲基氧化为相应的醇、醛、羧酸，见反应式：

  RCH2CH3       RCH2CH2OH      RCH22CHO       RCH2COOH 

能将甲基氧化为羧基的微生物很多。而后通过β—氧化和TCA循环，使侧链的大部分被分解成CO2和H2O。

在进行未端氧化的同时，又发生脱磺基作用，从而使烷基苯磺酸盐降解产生苯甲酸或苯乙酸： 

LAS 未端氧化  β-氧化  苯甲酸或苯乙酸   

          脱磺基    

苯甲酸或苯乙酸可进一步由单氧酶代谢为二酚类（如邻苯二酚），然后二氧酶使苯环破裂，得以降解。参与LAS分解的微生物很多，这里不一一介绍，主要是各类细菌。

合成洗涤剂污染水域时，其中表面活性剂因被微生物分解，对环境的危害不大。但合成洗涤剂中作为增净剂的聚磷酸盐，因其含量高（在高效洗涤剂中可含40～260%），磷酸盐可蓄积于水体中，造成水体富营养化。据英、美等国估计，城市污水中的磷有30～75%来自合成洗涤剂。因此，应限制产品中磷酸盐的使用量，或研制其他代用品，生产无磷洗涤剂。

其它环境污染物的生物降解与转化我们不一一介绍。

第十章废水生物处理的微生物学原理与方法

第一节废水生物处理的微生物学原理

当前水体环境的污染非常明显，具体表现为水体无法进行正常的自净作用。废水生物处理是20世纪初出现的治理废（污）水的技术，发展至今已成为世界各国处理城市污水和工业废水的主要手段。

  1．物理法  

主要是采用物理作用分离废水中呈悬浮状态的污染物质。具体有：①沉淀法（沉降作用），②过滤法（砂、微孔管等过滤介质不截留），③其它的如浮选法，萃取法等。

  2．化学法  

采用化学反应原理去除污染的方法。包括：

①化学凝聚法：水中胶体物质通常呈负电荷，彼此排斥而形成稳定的悬浮液。向水中投加电解质（凝聚剂）可使其呈中性，从而凝聚为大颗粒而沉降。常用的凝聚剂有硫酸铝、三氯化铁、明矾等。

②其它的化学方法还有中和法、氧化还原法、离子交换法等。

  3．生物法 

主要是利用微生物的作用，使废水中有机污染物降解转化为无机物质，使污水得以净化。由于整个过程贯穿着微生物酶的作用，废水生物处理也称废水生化处理。它是当前最重要的废水处理方法。

废水生物处理的方法很多，简单的可根据微生物与氧的关系分为好氧处理和厌氧处理。根据微生物在构筑物中处于悬浮状态或固着状态，分为活性污泥法和生物膜法。其中活性污泥和生物膜是净化废水的工作主体。事实上它是一个人工生态系统。

在实践中，三种方法并不是单独被使用，而是根据城市污水或工业废水的性状和处理目标，构成一个综合的处理系统。生物处理作为其中的主体发挥作用。

二、废水的污染指标 

制定的指标应能反映废水中污染物的含量和可净化程度。对于特定污染物废水，如含酚废水、含氰废水、含汞等有毒重金属废水等，这些具体污染物含量是重要的废水污染指标。然而多数废水的组分都较复杂，因此常采用以下有机污染指标：BOD、COD、SS（悬浮固体）、MLSS（混合液悬浮固体）、MLVSS（混合液挥发性悬浮固体）、以及N、P含量和PH值等。

  1．BOD（Blochemical Oxygen Demand）
  即生物化学需氧量。废水中大多数有机污染物在相应的微生物及酶的作用下分解。由于氧化分解时都要耗氧，且有机物的量，同耗氧量成正比，所以城市污水和有机废水都有采用该指标。它是一种表示水中有机物含量的间接指标和可生物降解性指标。

BOD指在好氧微生物作用下，水样中有机物氧化分解所需氧量。单位：O2mg/L。

BOD测定始于1870年的英国，目的是判断河流污染程度。由于英国夏天气温在20℃左右，河流5天内流入海水，故采用BOD5（五日生化需氧量）作为河水的污染指标。

①测定过程  

首先取一定量被测水样，加（接种）稀释水（经氧饱和），制备成稀释水样，然后放入密封瓶内，20℃下恒温培养5天后，测定培养前后每开水中的溶解氧量，计算BOD5值（BOD5=CO－Ct）。 

被测水样 +（接种）稀释水      稀释水样      费  测DO值。

          〈充O2，加PO
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〉
②生化反应过程  

BOD测定瓶中所发生的微生物氧化过程包含三个阶段：

a. 异养微生物分解：微生物利用废水中的易降解有机物，在它们生长过程中同化这些物质并排出无机代谢物。

b.原生动物捕食：原生动物捕食前一阶段大量生长的细菌群体。

c.自养细菌硝化：硝化细菌把氨氧化为NO
[image: image78.wmf]-
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，并同化CO2。

BOD5主要反映第一阶段需氧量，所以也称含碳有机物的耗氧量（碳的生化需氧量）；而第三阶段也称硝化需氧量。

典型的BOD曲线如下图，它大体

反映了微生物在BOD测定瓶中耗氧的

变化规律。一般来说，整个过程约需

20天，即DOD。接近BODu。多数废

水的BOD5≈2/3BODu(最终需氧量)。

  2．COD（Chemical Oxygen Demand）—化学需氧量 

COD指用强氧化剂使被测水样中有机物进行化学氧化时消耗的氧量。因COD测试快而简易，指导生产较为方便。

常用的氧化剂有高锰酸钾（KMnO4）和重铬酸钾（K2Cr2O1），DMnO4的氧化力较弱，往往只有60%左右的污染物被氧化。K2Cr2O7的氧化力较强，除部分直链脂肪族化合物、芳香烃和吡啶类环式化合物不易被氧化外，大部分有机物都有能被氧化，氧化率达80—100%。因此实际使用中常把CODCr的测定值近似地代表废水中的全部有机物量。一般情况下CODMn<CODCr<TOD。通常所说化学需氧量指CODCr，而CODMn称为高锰酸盐指数。

据Ademoroti(1986)认为，COD与BOD之间存在以下关系：COD = a×BOD5 + b，式中a、b皆为常数，对同一种废水，存在着一定的a、b值。BOD5/COD值可判断生化降解性。

在一般情况下，即使废水中的有机污染物能全部被生物降解，也即假定COD=CODB（可生物降解的），则BOD5/COD的最大值也只有0.58。而通常情况下COD = CODB + CODNB其它指标还有各类固体物质，含氧化合物、PH值等。

三、废水生物处理的原理

  1．天然水体的自净作用与废水生物处理（参见污化系统）

受污染的质自然恢复原样的现象就是水体自净作用。如果一条河流附近的排污口排放大量有机污染物，当顺流而下时会发生以下变化：

1）有机污染物浓度由高变低 

2）生物相发生一系列变化。出现高峰依次为异养细菌、原生动物、藻类、 

              微型后生动物。 

3）溶解氧浓度突然降低后逐渐恢复

河流污染的自净过程

在这个过程中批示生物依次是：异养细菌→植物性鞭毛虫→肉足虫→动物性鞭毛虫→游泳型纤毛虫→固着型纤毛虫→轮虫。

废水生物处理实际上可看作是水体自净原理在水污染治理中的应用。是一种生物工程或人工生态系统。

  2．废水生物处理的作用机理  

利用微生物处理污水的作用过程可概括如下： 



[image: image79.wmf] 

在废水生物处理与系统中，微生物是如保发挥作用的呢？简言之，就是通过微生物及其代谢酶来氧化分解有机物，从而废水得以净化。另处原生动物对细菌的食对水的净化也很重要。

那么微生物以什么形式存在呢？主要活性污泥絮（悬浮状态）状体和固着在支撑体上（固着状态）的生物膜。

  3．活性污泥及其性质

所谓活性污泥，就是悬浮于水中的微生物群落的絮状体绒粒（flocs）.

①组成：由多种微生物（细菌、原生动物等）和水中悬浮物交织形成絮状体。即：微生物群落+水中悬浮物

②性质  

a. 良好的沉降性能。由于它的含水率在99%左右，它的密度为1.002～1.006，绒粒大小为0.002～1.006，绒粒大小为0.02～0.2mm。所以泥水较易分离。比表面积为20～100cm2/ml之间PH约为6.7。 

b. 很强的吸附、氧化有机物的能力。特别是菌胶团细菌（它是活性污泥的结构和功能中心）的吸附力更强，微生物及其酶参与这个过程，一般可去除85～90%的BOD5。

c. （具生命活力），存在着食物链。它有自我繁殖的能力，食物链：有机物→异养细菌→原生动物→自养成细菌→微型后生动物。 

d. 防止原生动物吞食。原生动物可捕食游离细菌，而活性污泥絮状体可保护菌体。

第二节  废水生物处理的类型和工艺流程（装置）

根据微生物的呼吸类型（氧）和存在状态划分：

          

在实际运行过程中，好氧和厌氧过程的结合处理效果更佳，如H/O法（水解—好氧处理法）、A/O法（厌氧—好氧处理法）等。

一、活性污泥法（Activated sludge process）  

又称生化曝气法，是一个好氧处理过程。此法最早在1914年由英国人Ardern和Lockett创建，经过不断改造，现在日处理量在百万吨以上的大型污水处理厂均采用活性污泥法。

废水在曝气池中通气充氧，微生物大量生长繁殖，菌胶团细菌为中心形成絮状体（floc），原生动物附着其上，丝状细菌和真菌高织其间，悬浮液中每一绒粒都存在微生物群落。

废水与絮状体接触，其中的污染物被生物吸附，氧化、分解，部分被同化为菌体；随后进入沉淀池。絮状体沉降到池底部，上清液被排出系统。沉降的污泥一部分回流到曝气池，另一部分作为剩余污泥消除或制成有机肥料。 

  1．推流式活性泥法 

它是标准的传统活性污泥处理法，由初沉池、曝气池、二沉池及污泥吸流装置这四个单元构成。其本流程如图： 


    
它的特点是废水由曝气池一端流入，另一端流出      。 在曝气池中的基质污泥比（BOD5/MLSS）I沿流程不断下降，其中MLSS指混合液悬浮固体（Mixed liquor suspended solids）。在出水端BOD 释到很小，MLSS达到稳定生长期，泥水易分离。正常情况下，出水水质良好（中水、用于农灌等），BOD去除率达90%，病原菌多数被去除。 

  2．其它活性污泥法  

在标准活性污泥法的基础上，通过改变曝气池的各种运行参数，以期达到提出高处理效率和减少基建投资的目的。这些参数包括MLSS、BOD负荷、DO（曝气量1—3gO2/L）、SRT（Soilds retention time 停留时间）、废水注入方式等。 

                                               

                                                                 

例如：除标准法（       ）外，还有完全混合式（       ）、渐减曝气式 


（       ）、分段布水式（        ）等（P227）。  

二、活性污泥中的微生物群落  

好氧活性污泥（绒粒）的结构和功能中心是具有絮凝作用的细细菌形成的细菌团块，即菌胶团。其上生长着其它各类群微生物。菌胶团细菌的70%来源于动胶菌属（200gloea）和丛生单胞菌属（Comamonas）。习惯上就将它们形成的细菌团块称为菌胶团。

1．活性污泥中的细菌  

1）组成：由二大类组成：

分枝状动胶杆菌（Zoogloea ramigera）是早由Butterfid(1945)从活性污泥分成菌有数十种，形成的絮状体有球形、分枝状、蘑茹状等离到。它是G－无芽胞

杆菌，极生鞭毛，能运动，可形成荚膜。现已知菌胶团形各种形状。 

关于絮状体的形成机制有各种学说，主要是两种（Mulder 1980认为）：

①胶体基质说（荚膜学说）；细菌分泌许多粘液，从而聚合成团。

②纤维素说（胞外纤维说）：细菌分泌的纤维，从而形成凝絮体。 

2）活性污泥膨胀的原因

由于丝状细菌过度生长而引起的活性污泥膨胀称活性污泥丝状膨胀。原因是它会使絮状体沉降性能变差，造成出水水质下降。

经常出现的丝状细菌有30余种，常见的有：

①浮游球衣细菌（Sphaerotilus natans）
G－，单生菌体为杆状，具衣鞘，条件适合时形成长500～1000um的丝状体。

②其它的还有发硫菌属（Thiothrix）(属硫磺细菌)，微丝菌属（Microthrix）贝日阿托氏菌属（Beggiatoa）等。

*丝状膨胀的原因： 

菏兰微生物学家Mulder(1980)认为，膨胀是活性泥中菌胶团细菌和丝状细菌竞争的结果。形成机制有两种学说；

①高负荷缺氧说：废水浓度高时，微生物在高负荷下耗去大量气氧气，造成水中缺氧，利于耐受低氧的球衣细菌的优势生长，从而导致丛状膨胀。（所以要维持通气量1—3—mgo2/L）
② 低负菏缺养说；低负荷时，球衣细菌可通过长长的丛状体吸收低浓度的营养，而菌胶团细菌得不到足够营养，造成絮状体疏格，比重下降，沉降困难。索耶（Sawyer）认为正常情况下，BOD5: N : P = 100 : 5 : 1如果N : P比例（低N、低P）小于该值，丝状菌可优势生长。

一般认为最适的负荷是：
生活污水→BOD5 150～250mg/L，MLSS 200mg/L，DO1—2mg/L
工业废水→BOD5 200～300mg/L，MLSS300mg/L，DO2—3MG/L为好。

控制污泥膨胀可通过调节T、PH、DO、营养比例实现（参数控制）。

  2．活性污泥中的真菌 

以丝状真菌为主，基本上是土壤中的常见类群（略） 

  3．活性污泥中的原生动物和微型后生动物  

它们在废水生物处理和水体自净中有三个方面的作用。

①指示作用：可根据它们的演替判断处理程度。由于生物是由低等向高等演代的，低等生物对环境适应性强，而高等生物如钟虫和轮虫对环境变化（如DO、毒物）特别敏感。所以，随着废水净化会出现许多较高级的微生物。

	活性污泥初期
	培养中期
	培养成熟期

	鞭毛虫、变形虫
	游泳型纤毛虫
	轮虫、钟虫等固着纤毛虫


另外根据原生动物种类可判断活性污泥和出水水质的好坏。（好：钟虫、轮虫，坏：波多虫、草履虫。）

②净化作用：正常好氧活性污泥的混合液中每1ml可有5000～20000个原生动物，轮虫100～200个。它们多数是动物性营养，可吞食有机颗粒和游离细菌等，对净化水质起积极作用。尤其纤毛虫作用明显。

③促进絮凝：有些固着型原生动物可分泌一些粘性物质，促进细菌发生絮凝作用。

4．活性污泥的培养  

1）菌种来源：污水处理厂活性泥泥；污染河流淤泥；工厂沉淀池污泥等。筛选的降解菌。

2）驯化：用间歇式曝气培养法驯化。先进低浓度废水培养，曝气23h，沉淀1h倾去上清液后，再进废水。3—7d后，提高废水浓度，直至原废水浓度。但进水流量仍达到设计值。

3）培养：将驯化好的活性污泥改用连续曝气培养。此时可镜检和测定指标，包括菌胶团结构紧密，钟等等固着型颖毛虫为主，轮虫出现；SV30（混合液的30min体积沉降比）达50%以上，SVI在100ml/g左右，MLSS200mg/L左右。此时进水可以达到设计流量，进入正式运行阶段。

三、生物膜法(Biofilm treatment process) 

生物膜指在支体（滤料和盘片）表面形成的微生物群落的粘液状膜。它是该法净化废水的工作主体。

具体可划分为生物滤池法和生物转盘法。

与活性污泥相比，生物膜的生物密度大，耐污力更强，耗能低、不需要   流污泥，不存在污泥膨胀等优点，适合于某些行业（如印染、造成低等）的工业废水处理。

  1．生物膜的微生物学特性   

①多样性程度高，食物链完整。如利于生长慢的硝化和技硝化细菌的生存，不易随出水流失；轮虫等后生动物不会受到搅拌的冲击；另外具有好氧和厌氧的兼性特征。

②存在优势生物交替现象。在多段式的生物膜法处理中与净化程度相对应，分别出现不同的微生物相（没有污泥   流）。

  2．生物膜的净化原理  

生物膜表面总是的附着一层薄薄的污水，称为附着水层或结合水层；其外是能自由流动的污水，称为运动水层或流动水层。净化原理示意图如右：

附着水中的有机物被生物膜中的微生物所吸附、吸收，进行分解，有

机物浓度降低后又，由流动水得以补充，这样有机物质不断进入生物膜并被微生物利用分解。微生物所消耗的氧沿着空气→流动水层→附着水层→生物膜得到补色，而微生物分解有机物所产生的代谢物及最终生成的无机物、CO2等，则沿相反方向移动。

开始形成的生物膜是好氧性的，随着膜的厚度增加，氧向其内部的扩散受到限制，生物膜就形成了外部的好氧性，内部支撑体界面处的厌氧层，以及中间的兼性层。因此，生物膜也是一个复杂的生态系统，能有效地去除水中有机物质。生物膜在污水处理过程中不断增厚，使附着于载体一面的厌氧区也逐渐增厚，最后生物膜老化，脱落，然后又开始新的生物膜形成过程。生物膜的形成约需1周时间（挂膜），厚度2～6mm。这就是生物膜的正常更新。

  3．（生物膜的主要类型）生物膜反应器（生物滤池）的类型

①普通生物滤池 

又称洒滴池，是最早出现的一种生物处理方法，结构简单，管理方便。下图为处理系统的基本结构组成（见下）

包括以下几部分：

a. 滤床：一般采用碎石，卵石或炉渣等滤料，铺成厚度约1.5～2.0未的滤床，生物膜便长在滤料上。

b. 配水（与布水）装置：其作用是使污水均匀洒向滤床。

c. 排水装置：

在滤层底部汇集经滤床处理的水，通过二沉池排出。 

②塔式生物滤池  

是近30年左右发展起来的新型生物滤池，它占地面积小，基建费用省，净化效率高。构筑物一般高度是18—24米，形似高塔。通常分成数层，用隔栅承受滤料。

早期彩炉渣等作滤料，后来采用塑料波纹板、泡抹玻璃块等滤材，具有表面系数大，质轻、耐压等优点。多数塔滤采用自然通风，比鼓风更易于在冬天维持塔内水温。

塔滤的有机负荷（单位：Kg BOD5/m3·d）比普通滤池高2～6倍，原历是生物膜与污水接触时间长；而且在不同的塔高处存在着不同的微生物相，污水可受到不同的微生物的作用。

塔式生物滤池

③生物转盘  

又浸没式生物滤池。它是由装配在水平横轴上的，间隔很近的一系列大圆盘所组成。圆盘的一半浸没在污水槽中，另一半暴露于空气中，污水在槽内的流向与盘面平行。

生物转盘

生物膜粘附在圆盘表面，圆盘以0.8～3.0转/分的速度缓慢转动，水中盘片的生物膜吸收废水中的有机物，当它转出水面时，又从大气中吸收氧气。生物膜交替接触空气和污水，使有机物氧化分解，废水得到净化。过剩的生物膜脱落后随处理水流入二沉池，上清液排出系统。

生物膜法的特点：a. 通过调节圆盘转速，不控制氧量和生物膜量。

                  b. 可进行分级运转（串联、并联），优势微生物种类可因级而异。

  生物转盘法废水量小且浓度高的废水处理工程中应用实例较多，如丙烯腈废水、含酚废水、医院污水及酒厂废水中都有应用。

四、氧化塘法 

    变称稳定塘，它是一种大面积、敞开式的污水处理池塘，属于生物自然净化系统。用以处理生物污水和富含氮磷的工业废水。处理机理是： 

    有机废水进入氧化塘，细菌将有机物分解CO2、NH3、NO
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等，藻类利用这些无机物同化为有机物，同时光合作用产生的氧，以及水中溶解氧维持好氧化细菌的活动。池底污泥可进行厌氧发酵，这样污水逐渐被生物净化。氧化塘往往采用串联方式，最后的池内可作为养鱼塘。由于出水水质较稳定，也称稳定塘。

第三节  废水脱氮除磷工艺及原理

废水生物处理新方法主要集中在高浓度有机废水和脱氮除磷工艺中，多是在常规生物处理基础上改进的。例如：AB两段法，A/O法，H/O法，PSB法、SBR法等。常规方法有其自身弱点，如絮状体中的复合微生物群落对水质变化和冲击负荷的承受力较弱，易发生活性污泥膨胀和中毒现象。新的工艺流程往往可以弥补这些弱点。

一、脱氮除磷的意义 
许多生活污水和工业废水富会N和P，废水一级处理可去除水中大的悬浮固体和沙砾；二级生物处理可去除大多数可溶性有机物，如活性污泥法可去除约70%的COD和85%的BOD5，但同时会产生氨氮、硝氮、PO
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等。其中大约20%的N和P被微生物同化为菌体，随排泥去除。但出水中的N和P被微生物同化为菌体，随排泥去除。但出水中的N和P含量仍未达到排放标准，最大的危害是引起富营养化。因此脱氮除磷很重要。

二、脱氮除磷原理  

  1．脱氮原理  

传统活性污泥法能将有机氮转化为氨氮，卸不能有效地去除氮。基本原理是；好氧硝化、缺氧反硝化，即通过好氧段硝化作用先将氨氮氧化为硝氮（NO
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－N），再经过缺氧段由兼性厌氧的反硝化细菌将硝氮还原为分子态氮（N
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），从水中逸出。其中硝化细菌和反硝化细菌起关键作用。

  2．除磷原理  

简言之是厌氧释磷和好氧聚磷，其中聚磷菌起关键作用。聚磷菌是一类可在体合成多聚磷酸盐（异染颗粒，Poly P）细菌的统称。
原理是：





1)厌氧释放磷过程：在厌氧段，产酸菌分解有机物为乙酸等低分子脂肪酸（VFA），VFA促促聚磷菌分解体内的多聚磷酸盐（Poly P enrichment）形成ATP，通过ATP→ADP的转化，以主动方式吸收VFA进入体内合成聚β—羟基丁酸盐（PHB），同时释放出PO
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Comean提出的乙酸吸收理论认为：吸收进胞内的乙酸水解为CO3COO-和H+，Poly P形成的ATP形成的ATP驱动H+排出体外，建立质子驱动力（pmf），又使膜外CH3COO-不断进入细胞，并最终合成为PHB。

21好氧吸收磷过程：在好氧化段，聚磷菌分解体内PHB和外源基质，形成质子驱动力，将膜外PO
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运输至体内合成ATP和核酸，过剩的PO
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就聚合为贮藏物—多聚磷酸盐（Poly P）。这类菌完成好氧聚磷过程，最后通过排泥实现除磷。

脱氮除磷的新工艺主要有：  

AB两段法（吸附生物降解工Absorption Biodegradation）

UASB(升流式厌氧污泥床，Upflow Anaerobic Sludge Blanket)

  

PSB法（有机光合细菌，Photoqynthetic Bacteria）以及H/O、A/O、A/A/O、SBR、Phoredox等等。  

三、废水脱氮除磷工艺

  1．SBR工艺 (序批式活性污泥反应器，Sequencing Batch Reactor)  

SBR法是一种间歇运行的污水生物处理工艺近20年来被广泛采用，在美国的最大处理规模为11×104m3/d。  


该方法由一个或多个SBR池组成。运行时，污水分批进入SBR池，经活性污泥的处理，上清液排出池处，完成一个运行同期。每个运行同期具体可划分5个阶段，即： 


SBR法控制方便，通过曝气时间和液位计实现运行控制。

2）特点：①耐冲击，对水质变化和BOD负荷适应性强，适知工业废水。②可脱N除P，去除率70～90%，因为具有好氧、缺氧化过程。

③出水水质稳定，原因是在沉降期水完全静止，另外SBR池中存在浓度梯度，丝状菌不易过度生长。

  1．A/A/O工艺（Anaerobic/Anoxic/Cxic 工艺） 

该工艺的两个A代表的意义不同，其实质为厌氧—缺氧化—好氧工艺，具有脱氮除磷工功能。  

工艺流程： 






A2/O生物脱N除P工艺流程

在三种不同的环境条件下，不同功能的微生物菌群有机配合协作，使同时达到去除有机物及N、P的目的，工艺流程简单，运行费用比传统法稍高。为了较好地进行硝化、反硝化作用，可延长污泥龄为10～20d。

例：广洲大坦沙废水处理厂。采用A/A/O工艺，设计流量150000m3/d。

	设计参数
	A
	A
	O
	处理效果
	BOD5
	SS
	TN
	TP
	(mg/L)

	SRT；水力停留时时间
	1
	2
	5
	原废水
	200
	250
	40
	5
	

	DO（mg/L）
	0.2
	0.5
	1.5～2.0
	处理水
	<20
	<30
	<15
	<2
	


 (引自陈坚等环境生物技术应用与发展)   

第十章  有机固体废弃物与废气的生物处理

有机固体废弃物（亦称垃圾）主要来自工农业生产废弃物，城乡生活废弃物（MSW）（如厨余等生活垃圾）、污水处理厂的剩余泥等。如果它们积累在环境中必将引起严重的环境问题。处理的目的在于消除污染。将这些物质无害在处理后归还到生态系统中。处理之前要进行分选，将塑料之类的难降解物剔除，再进入生物处理装置。

当前各国城市采用的垃圾处理方法主要有：（生物）堆肥法、（卫生）填埋法和焚烧（发电）法。前两种是生物方法，用以处理可生物降解的有机固体废弃物，焚烧法是物理方法，它用不处理不可随意排放、有危险的特种废物，现在已开始用于垃圾发电。

第一节  好氧堆肥法

一、堆肥材料与堆制方法  

堆肥法是一种老古的微生物处理有机固体废弃物的方法。其产物“堆肥”可作为优质的土壤改良剂和农肥。

  1．材料：堆栈肥材料极为广泛，只要是可生物降解的有机物质均可利用。如果是城市生活垃圾需进行机械化分选，粉碎。秸杆等废弃物的组分主要是纤维素、半纤维素、糖类、脂肪和蛋白质。

以农村常见堆肥为例，材料配比如下： 

秸杆等废料  100份  人畜粪尿10～20份

石灰（草木灰） 2～5份  水100～200份  

  2．方法（静态堆肥工艺）  

    ①地基：选择不积水的地方做堆肥物，并挖好通气沟道（宽15cm深25cm）②堆料：堆料时在最下层先铺好格架材料（如玉米秸），然后一层层加上所       

用材料，高约5～6尺。 

③泥封：用湿泥密封，以利保水、保温、保肥、并在堆中直插几根秸杆以利通气。
二、堆肥的微生物学过程  

  1．好氧堆肥机理  

通气条件下，好氧微生物不同类群参与分解过程： 


堆肥堆制后，由于微生物代谢活动的结果，堆内温度逐渐上升，短期内可达到50～65℃，如不通风可高达80～90℃，这期间发酵微生物分解有机物，并利用中间代谢物大量生长繁殖，最终它们完全腐熟成稳定的腐殖质成分。  

2．堆肥的微生物学过程

①发热阶段：中温性微生物参与。发酵初期这类细菌和真菌分解易降解组分（碳水化合物，蛋白质、脂肪），同时散发热量，使温度升至50℃。

②高温阶段：高温性微生物参与。好热的细菌、真菌、放线菌分解纤维素类，此时嗜热真菌属（Themomyces）褐色嗜热放线菌（A.therofuscus）常成为优势类群。当T >70℃后，致度菌和虫卵被杀死，其它微生物也停止活动。此阶段可维持近1个月，期间可适当翻动。

③降温和保肥阶段：厌氧微生物主要参与。为了保存腐殖质和肥力，通常采取将堆肥压紧的措施，造成厌氧状态，减弱矿化作用。此时的堆肥腐熟稳定，成为优质的土壤改良剂和农肥。

  3．应注意的问题  

①C：N以25～30：1发酵最好，有机物不足可添加粪肥。

②调节水、气状态，含水量45～50%为宜，每周翻动供氧。

③无须调节PH，整个发酵过程PH在5.5～8.5之间，初期（有机酸～5.5）→中期（氨～8.5）→未期（硝酸盐～7.5）
三、现代堆肥工艺  

现在的堆肥工艺主要有静态堆肥工艺（传流好氧堆肥）。 

①（高温动态）二次堆肥工艺（动、静态结合）

②立仓式堆肥工艺（每天下降1格）

③滚筒式堆肥工艺。

④滚筒式堆肥工艺称达诺生物稳定法。（图2.5—5）。滚筒Φ2～4m长15～30m，转速0.4～2.05/min。5～7d出料。

①高温动态二次堆肥工艺（静态二次发酵）：

第二节  厌氧消化法

一般称为沼气发酵法。沼气是多种气体的混合物，其中甲烷占50～75%，其余是CO2、H2、CO、NH3、H2S等。CH4是一种无色、无臭、易燃的气体。沼气发酵常作为生态农业重要的一个环节。人们将生活垃圾、秸杆、粪便、污水生物处理厂的剩余污泥等，放入消化池内进行厌氧发酵。即可清洁环境又可获得能源，消化后污泥符合卫生学标准，是很好的有机肥料。 

一、分解过程  

可划分为三个阶段： 

二、微生物学过程

目前多采用1979年M.P.Bryant（布赖恩特）提出甲烷发酵三阶段（四阶段）理论。

①水解与发酵细菌：复杂有机物→简单有机物。如未性性厌氧的拟杆菌属（Bacteriodes）、  菌属（Clostridiuon）；兼性的链球菌和肠道菌等。细菌含量108-9/ml。

②产乙酸产氢细菌：简单有机物→乙酸、氢等。主要是G-的厌氧杆菌。如奥氏甲烷杆菌的S株。

③产甲烷细菌：由两组生理上不同的专性厌氧产甲烷菌群完成（methane bacteria）。 

另外其它的成分如甲醇、甲酚、CO等也可转化为甲烷。

产甲烷菌的分类系统有几个，1979年Boone已扩大为3目、6科、17属、55种。代表菌有：布氏甲烷杆菌(Methanobacterium bryautii)

      沃氏甲烷球菌（Methanococaus Uannielii）
      巴氏甲烷八叠球菌(Methanosarcina barkeri)。 

它们要求严格的厌氧环境，多数为中温型（20～40℃生长），少数高温型，不能利用复杂的有机物作为碳源和能源。

三、厌氧反应器

废水厌氧生物处理或剩余活性污泥的处理核心是厌氧反应器。工艺流程见图6—18（厌氧接触反应器ACP）： 

沉淀池的功能是固液分离。消化池一般用于处理COD 》2000mg/L的有机废水，水力停留时间（HRT）（污泥停留时间SRT）3～10d，期间每隔2～4h用叶轮搅拌一次。

在农村地区，沼气池就是一种厌氧反应器，常作为实施生态农业的一个中心环节，例如北京留民营村，菲律宾的马亚农场。

卫生填埋法是在堆肥法的基础上发展起来的，均为生物处理法，焚烧法将逐渐被大城市采用，用于垃圾发电，它和堆肥法都是资源化利用的良好形式。

有关废气的生物处理多采用生物吸收法和生物滤池法，将（废）气相转变为（废）水相，利用生物法加以去除。暂不讲。

第十一章  微生物学技术在环境科学中的应用

  1．环境致突变物的检测——Ames试验  

微生物在环境监测中也有越不越多的应用，如我们前面讲过的水源水（或饮用水）利用了细菌总数和大肠菌群数对有机污染和粪便污染的批示作用，利用污化系统监测水体自净过程，以及基因工程或PCR技术用于环境中病原菌（或降解菌）的检测，等。

一、致突变效应  

据报道，人类癌症的80～90%是由于环境因素造成的，其中又以化学物质的致癌作用最明显，1976年美国65.5万癌症患者中约90%是由化学致癌物引起的。而生物的致突变物常常就是致癌物，所以我们称这些化学物质为“三致”物质（致突变、致畸、致癌效应）。生物体内遗传物质发生了基因结构的变化称为突变（Mutation），具有这种作用的化学物质称为致突变物（Mutagen）。

目前世界上常用的化学物质有7万种左右，每年还要增加上千种新化合物。如果致突变试验（为了确定某种外来化合物对生物体是否具有致突变作而进行的试验）都采用动物实验法等传统方法作详细鉴别，费时、昂贵、工作量大。因此，世界上已发展了上百种快速检测法。其中微生物致突变试验应用最广，下面介绍一种被各国广泛采用的Ames试验，它具有快速，灵敏和简便的优点。 

二、Ames试验的原理
Ames test，全称“鼠伤寒沙门氏菌（Sodmonella typhimurium）/哺乳动物微粒体酶”试验法。它是一种利用微生物进行基因突变的体外致突变试验法，1975年由美国的Ames教授正式创立，现在已有进一步发展。

基本原理是利用一种突变型微生物菌株与被检化合物接触，如果它具有致突变性，则可使该菌株发生回复突变（Reverse mutation）重新成为野生型微生物。具体来讲就是“利用鼠伤寒沙门氏菌的组S.t.(his-)氨酸营养缺陷型菌株，发生回复突变的特性不检测化合物的致突

 



    营养缺陷型菌株（his-）不能在基础培养基（低营养培养基）【一】的平板上生长，如回复突变为野生型（his+）则可在这种培养基上正常生长。  

三、方法与效果

    为了使受试物在体外测试中更近似人体细胞内的代谢活化作用，Ames等人将哺乳动物的肝细菌微粒体及受氢系统（s-qf酶系统混合液）并加入培养基中，进一步提高了检测灵敏度。

    最简便的方法是纸片点试法。方法是：先将基础培养基[一]25ml制成平板底层，然后把振荡培养的菌液（37℃、12h、109/ml）0.1ml与s-q混合液0.5ml一起加入到2ml表层培养基中，再将沾有特定浓度待测液的圆形滤纸片置于表层培养基上，保温培养（37℃，48h），观察结果。

解释：诱发回变的菌落数是自发突变的10～50倍时为阳性，如果待测物高达0.5mg仍不产生阳结果，则为阴性。 

    效果：McCanu试验组曾用已知的动物致癌物（如亚硝胺类、多环芳烃，黄曲霉素B1、香烟浓缩物等）和非致癌物分别进行了Ames试验，结果阳性符率157/175为90%，阴性相符率94/108为87%。鉴于Ames试验高的准确性和时效时（48h可得结果），世界上许多实验实验室开展该项测试。不足之处是尚有10%的假阳（阴）性，少数不经肝脏代谢转化待试物（如苏铁素）不适用该法。  

    现在Ames试验常用的菌株有5株，它们还可推测出待试物引起的突变类型（如TA98用于检测移码突变）。Ames试验是一种良好的环境潜在致癌物的初筛报警手段。

    利用微生物突变株进行致癌物检测的方法还有不少，如枯草芽孢杆菌的芽孢形成试验等。
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§ 2．微生物制剂在环境工程中的应用

    微生物新技术比如（诱变育种）、基因工程、细菌工程、酶学工程、发酵工程（及生态工程）在环境科学中的应用发展前景广阔。部分内容我们已在前面讲

一、固定化酶和固定化细胞  

    酶在微生物体内发挥作用，将它提取出体外也会发挥作用。

  1．固定化酶及特点  

    固定化酶（Immobilized enzymes）又称水不溶酶。它是通过物物理吸附法或化学键合法将水溶性酶与固态的载体相结合，使酶成为不溶于水但仍保留催化活必珠衍生物。简言之，固定化酶就是将酶或酶菌体固定在载体上，制成的不溶于水的固态酶。 
    微生物细胞本身就是一个天然的固定代酶反应器，用制备固定化酶的方法直接将细胞加以固定，也可催化一系列生化反应，这就是固定化细胞（微生物）。

    特点：固定化酶比水溶性酶稳定；适于自动化工艺，可以回收、再生重复使用等。 

  2．酶制剂的制备  

    以用途最广的干粉状酶制剂为例，制备过程为：   

    菌株筛选→连续培养→过滤培养液（除去菌体）→浓缩（pr.）纯化（如盐析）→喷雾干燥→研蘑→加稳定剂（如甘油）、惰性填料（→固定化）→成品。

  3．固定化方法  

    常用的酶固定化方法有：

①载体结合法，通过共价结合，物理吸附等将酶固定在非水溶性载体上。载体有活性炭、多孔玻璃珠、硅胶等。 

②交联法：用分联剂（戊二醛等）将酶交联在一起。

③包埋法：将酶包裹在凝胶格子或由半透膜组成的胶囊中，如聚丙烯酰胺（格子型）凝胶，尼龙（微胶囊型）等。

  4．应用举例  

美国宾夕法尼亚大学将提出取出的高活性酚氧化酶用化学方法结合到玻璃珠上，用于处理治金工业的含酚废水，酶活性可达游离细胞的90%。另处有有机污染物、无机金属毒物、废水脱色等方面都有成功实例。  

二、微生物细胞外多聚物  

微生物的胞外多聚物（Extracellular polymers, ECP），是微生物在一定的环境条件下，在其代谢过程中分泌的，包围在微生物细胞外的多聚化合物。包括荚膜、粘液层及其它表面物质。其成分为脂、脂肽、多糖脂、蛋白质等。

微生物细胞外多聚物可用作表面活性剂、吸附剂、絮凝剂和沉淀剂等。可以说是工业清洁生产中的首选制剂。

  1．生物絮凝剂的开发和应用  

在废水生物处理中，二沉池的泥水分离好与坏，取决于活性污泥的絮凝性能和沉降性能。有些活性污泥尽管去除有机物能力强，但它本身絮凝性能差，需投加絮凝剂，改善出水回水质。

目前广泛应用的絮凝剂固可分为无机絮凝剂和有机絮凝剂的多个剂型，如无机的聚合氯化铝（PAC），有机的聚丙烯酰胺（PAM）及其衍生物(它在美、日的市物占有率80%以上，我国年产近万吨)。然而这类絮凝剂在使用过程中的不安全性和二次污染已引起人们重视。

20世纪80年代后期，第三类絮凝剂——生物絮凝剂（Bioflocculant）应运而生。

  2．生物絮凝剂的优点  

生物絮凝剂是一类由微生物产生的可使液体中各类悬浮物凝聚沉淀的特殊高分子代谢产物。它是利用生物技术，通过微生物发酵、分离提取而得到的一种安全、高效、廉价的水处理剂。优点有： 

①无毒无害，可生物降解，无二次污染  

②固液分离效果好、用量小 

③广谱，具有除浊和脱色性能等。  

  3．生产和应用  

生物絮凝剂通过发酵生产获得，也可进一步分离纯化。例：1985年H.Takagi等人培养拟青霉属（Paecilomyces sp. 1-1），用乙醇沉淀和凝胶色谱法制成的PF101絮凝剂（主要成分为半乳糖胺），对大肠杆菌、活性污泥，羧甲基纤维系、活性炭等均有良好的絮凝作用。主要原理是这类菌具有R型疏水解离层（菌体表面），而S型是   水的。

  4．其它胞外多聚物

用于生物表面活性剂（降低表面张力，如石油工业中改善稠油油品），生物吸附剂（吸附有毒重金属），环保用酶制剂（如漆酶可降解酚类等）。

本章内容可参2本书： 

《生物技术应用与发展》陈坚等编著 2001 中国轻工业出版社。

《环境生物学》孔繁翔主编 2001 高等教育出版社。
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*干扰素是宿主细胞产生的具有抗病毒活性的蛋白质。αβ扰素可抗抵多种病毒。





� *有些病毒惑染宿主细胞后，在细胞内扬形成的在光学显微镜下可见的小体称包涵体。化学性质是蛋折质，其内可含到数个病毒粒子或不含。狂犬病毒的包涵体称为内基氏小体。





* 室外标准>300个/m3严重污染（日本）。





�  * 大肠菌群包括埃希氏菌属、柠檬酸、杆菌属、肠杆菌属和克雷伯氏菌属等十几种肠道杆菌。兼性厌氧G－ 天芽孢，可不同程度地发酵乳糖产酸产气。


� 1mol葡萄糖完全氧化可生成38molATP。


� *小结：固体废弃物处理（生活垃圾）多采用填埋法，堆肥法和焚烧法。
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