
高二第二学期生物培优2——发酵工程（二）
一、整合主干知识
1.培养基的配制与无菌技术
（1）培养基的营养构成一般包括           、                、            、             等，若配制固体培养基需要添加              ，若培养霉菌需将PH调至            。自养微生物的培养基中不含        ，自生固氮菌的培养基不含          ，上述两种培养基属于        培养基。牛肉膏蛋白胨培养基中蛋白胨可提供                           等营养。
（2）无菌技术主要包括消毒和灭菌，常见灭菌方法有                                     等。牛奶、接种室、操作者双手分别用                                                     消毒。
2.微生物的纯培养
(1)纯培养的原理:设法在培养基上得到由                 繁殖形成的纯培养物(单菌落)。
(2)纯培养方法:                 法和                法。
(3)纯培养过程:
①制备培养基:             →灭菌→                
②接种和分离酵母菌:下图为在马铃薯培养基表面接种酵母菌的过程，正确的顺序是             
[image: ]   
③培养酵母菌:待菌液被         吸收,将接种后的平板和一个未接种的平板        ,放入28 ℃左右恒温箱中培养24～48h。
该方法中，三次灼烧接种环的目的不同：①第一次划线前：杀死接种环上的微生物，避免污染培养物；②每次划线前：                                                   ；③划线结束后： 
                                                         。
3.微生物的选择培养和计数 
（1）选择培养的原理：人为提供                          条件，同时                   其他微生物的生长。
（2）计数方法：                   法和                法
（3）分解尿素的细菌的分离和计数
  ①筛选菌株：利用                      筛选菌株。
②过程：土壤取样→制备培养基→               →涂布平板→培养与观察→菌落计数。
③鉴定方法：含          指示剂的以尿素为唯一氮源的培养基鉴定细菌，指示剂       ，则该菌能分解尿素。
注意：（1）为了保证结果准确，同一稀释度下，应至少对    个平板，一般选择菌落数在       的平板进行计数，并取平均值。
（2） 统计的菌落数往往比活菌的实际数目     ，因为                                       
                                 。因此统计结果一般用菌落数而不是用活菌数表示。
2、 能力提升
1.某种物质S(一种含有C、H、N的有机物)难以降解，会对环境造成污染，只有某些细菌能降解S。研究人员按照下图所示流程从淤泥中分离得到能高效降解S的细菌菌株。实验过程中需要甲、乙两种培养基，甲的组分为无机盐、水和S,乙的组分为无机盐、水、S和Y。H回答下列问题：
[image: f19a6c788069d5df2f980feb70ea71e]
(1)实验时，盛有水或培养基的摇瓶通常采用                   的方法进行灭菌。乙培养基中的Y物质是            。甲、乙培养基均属于              培养基。
(2)实验中初步估测摇瓶M中细菌细胞数为2×107个/mL,若要在每个平板上涂布100uL稀释后的菌液，且保证每个平板上长出的菌落数不超过200个，则至少应将摇瓶M中的菌液稀释          倍。
(3)在步骤⑤的筛选过程中，发现当培养基中的S超过某一浓度时，某菌株对S的降解量反而下降，其原因可能是                                                        (答出1点即可)。
(4)若要测定淤泥中能降解S的细菌细胞数，请写出主要实验步骤：                            
                                                                                    。
(5) 上述实验中，甲、乙两种培养基所含有的组分虽然不同，但都能为细菌的生长提供4类营养物质，即                                          。
2.火龙果味道清甜、口感嫩滑，具有极高的营养价值和经济价值，深受广大消费者的青睐。多年来，火龙果采摘后腐烂的问题一直是影响其生产发展的重大障碍。火龙果腐烂时，被微生物侵染的部位主要是火龙果的茎，严重时就会侵染到果实。某实验小组欲对火龙果致腐微生物菌株进行分离与纯化，步骤如下，回答下列问题：
(1) 火龙果致腐微生物菌株的分离与纯化
称取25g自然条件下完全腐烂的红心火龙果，置于225mL无菌生理盐水中，振荡30min,取1mL菌液稀释6个梯度(101~106倍稀释)，分别取少量不同稀释倍数的菌液涂布于固体平板上，该接种方法称为                      ,再将平板置于28℃条件下培养1~7d,挑取不同形态的单菌落分别在试管中培养。
(2)致腐菌回接火龙果实验
用酒精擦拭火龙果表面，其目的是                          。将不同的致腐菌依次制成菌液，将其回接到新鲜无腐烂的红心火龙果上，同时以                                  作为对照，晾干后置于室温条件下储藏，每隔3d进行观察和记录，最终选取致腐能力强的致腐菌，且培养成菌落。
(3)致腐菌鉴定
对筛选得到的致腐菌的菌落初步从                                (答出2点)等方面进行形态学鉴定，之后利用分子生物学、生物信息学等分析方法进行鉴定后，发现致腐菌一类是青霉属中的扩展青霉，另一类是附球菌属中的黑附球菌。扩展青霉和黑附球菌细胞结构的显著区别在于    
                                                                            。
(4)拮抗实验
研究发现，解淀粉芽孢杆菌发酵上清液对青霉菌菌株有一定的拮抗作用，为探究最佳拮抗浓度，请写出实验思路：                                                                      
                                                                                    
                                                                                  。
3.中国科学家运用合成生物学方法构建了一株嗜盐单胞菌H,以糖蜜（甘蔗榨糖后的废弃液，含较多蔗糖）为原料，在实验室发酵生产PHA等新型高附加值可降解材料，期望提高甘蔗的整体利用价值。工艺流程如图。
[image: 36a8930f7ae7895c05b4e68496760c8]回答下列问题：
(1)为提高菌株H对蔗糖的耐受能力和利用效率，可在液体培养基中将蔗糖作为             ,并不断提高其浓度，经多次传代培养（指培养一段时间后，将部分培养物转入新配的培养基中继续培养)以获得目标菌株。培养过程中定期取样并用               的方法进行菌落计数，评估菌株增殖状况。此外，选育优良菌株的方法还有                                         等。（答出两种方法即可）
(2)基于菌株H嗜盐、酸碱耐受能力强等特性，研究人员设计了一种不需要灭菌的发酵系统，其培养基盐浓度设为60g/L,pH为10，菌株H可正常持续发酵60d以上。该系统不需要灭菌的原因是   
                                                                              (答出两点即可)
(3)研究人员在工厂进行扩大培养，在适宜的营养物浓度、温度、H条件下发酵，结果发现发酵液中菌株H细胞增殖和PHA产量均未达到预期，并产生了少量乙醇等物质，说明发酵条件中       
               可能是高密度培养的限制因素。
(4)菌株H还能通过分解餐厨垃圾（主要含蛋白质、淀粉、油脂等)来生产PHA,说明其能分泌    
                                      。
4.营养缺陷型菌株就是在人工诱变或自发突变后，微生物细胞代谢过程中的某些酶被破坏，使代谢过程中的某些合成反应不能进行的菌株。这种菌株能积累正常菌株不能积累的某些代谢中间产物，从而可为工业生产提供大量的原料。以下是实验人员利用影印法初检氨基酸缺陷型菌株的过程。请回答下列问题：
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(1)过程①的接种方法为                      ,与基本培养基相比，待测培养皿中的培养基特有的成分为                。
(2)进行过程②培养时，应先将丝绒布转印至基本培养基上，原因是                        。从             培养基上可获得相应的营养缺陷型菌株。采用影印法培养的优点是           
                                   。
(3)为了进一步完成对初检的营养缺陷型菌株的鉴定，实验人员进行了如下操作：
①用接种针挑取               (填“菌落A”或“菌落B”)中的菌株，接种于盛有完全培养液的离心管中，28℃振荡培养1~2天，离心，取沉淀物用             洗涤3次，并制成菌悬液。
②吸取1mL菌悬液加入无菌培养皿中，倾注15mL灭菌并冷却至45~50℃的基本培养基，待其冷凝后用记号笔在皿底划分五个区域，标记为A、B、C、D、E。
③分别在划分的五个区域中沾上含有对应分组的氨基酸的无菌滤纸片（如表所示)，经培养后，观察生长圈出现的区域，从而确定菌株属于何种氨基酸缺陷型。
	组别
	所含氨基酸

	A
	组氨酸
	苏氨酸
	谷氨酸
	天冬氨酸
	亮氨酸

	B
	精氨酸
	苏氨酸
	赖氨酸
	甲硫氨酸
	苯丙氨酸

	C
	酪氨酸
	谷氨酸
	赖氨酸
	色氨酸
	丙氨酸

	D
	甘氨酸
	天冬氨酸
	甲硫氨酸
	色氨酸
	丝氨酸

	E
	半胱氨酸
	亮氨酸
	苯丙氨酸
	丙氨酸
	丝氨酸


在上述鉴定实验中，发现在培养基A、D区域出现生长圈，说明该营养缺陷型菌株属于           
                。

答案
1. 水  无机盐  碳源  氮源  琼脂   酸性   碳源   氮源   选择   碳源和维生素
湿热灭菌 干热灭菌  灼烧灭菌                  巴氏消毒法   紫外线消毒  酒精
2. 单个微生物   平板划线    稀释涂布平板
配制培养基       倒平板       baefcgd
杀死残留菌种，保证每次划线菌种来自上次划线末端；     杀死残留菌种，避免污染环境和感染操作者
培养基     倒置
3. 有利于目的菌生长   抑制或阻止
活菌计数   显微镜直接计数      选择培养基      样品稀释    
酚红    红色     3     30-300     少  当两个或多个细胞连在一起时，平板上观察到的只是一个菌落
二、
1.(1)高压蒸汽灭菌、琼脂、选择
(2)104
(3)S的浓度超过某一值时会抑制菌株的生长
(4)取淤泥加入无菌水中，涂布（或稀释涂布）到乙培养基上，培养后计数
(5)水、碳源、氮源和无机盐

2.(1)稀释涂布平板法   (2)对火龙果进行消毒   将等量无菌水接种到新鲜无腐烂的红心火龙果上
(3)形状、大小、隆起程度和颜色
扩展青霉是真核生物，细胞中存在细胞核；黑附球菌是原核生物，细胞中无细胞核
(4)取等量系列浓度梯度的解淀粉芽孢杆菌发酵上清液分别滴一滴到含青霉菌的固体培养基中，一段时间后观察抑菌圈的大小（抑制青霉菌生长的情况)

[bookmark: _GoBack]3(1)唯一碳源    稀释涂布平板（或血细胞计数）    诱变育种、基因工程育种
(2) 盐浓度为60g/L的条件下，其他杂菌因失水过多而死亡；pH为10的条件下，其他杂菌的酶变性失活，生长繁殖受抑制      (3)氧气的浓度
(4)蛋白酶、淀粉酶、脂肪酶等
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