
第34讲　微生物的培养与应用
	内容考情——知考向
	核心素养——提考能

	内容要求
	1.阐明无菌技术在微生物培养中的应用
2.概述微生物分离和培养的常用方法
3.概述测定微生物数量的常用方法
4.活动：通过配制培养基、灭菌、接种和培养等实验操作获得纯化的酵母菌菌落
5.活动：分离土壤中分解尿素的细菌，并进行计数
	科学思维
	分析培养基的成分及其作用，比较平板划线法和稀释涂布平板法的异同

	
	
	科学探究
	设计实验探究微生物培养的条件

	近三年考情
	2020·全国卷Ⅰ(37)、2019·全国卷Ⅰ(37)、2019·全国卷Ⅱ(37)、2019·全国卷Ⅲ(37)、2018·全国卷Ⅰ(37)、2018·全国卷Ⅱ(37)、2018·全国卷Ⅲ(37)
	社会责任
	关注对有害微生物的控制及宣传健康生活


考点一　微生物的实验室培养

1.培养基
(1)概念：人们按照微生物对营养物质的不同需求，配制出供其生长繁殖
的营养基质。
(2)营养组成：一般都含有水、碳源、氮源和无机盐。此外，还需要满足微生物生长对pH、氧气以及特殊营养物质的要求。
提醒　微生物对主要营养物质的需求特点
①自养型微生物所需的主要营养物质是无机盐，碳源可来自大气中的CO2；氮源可由含氮无机盐提供，如硝酸盐等。
②异养型微生物所需的营养物质主要是有机物，即碳源必须由含碳有机物提供，如糖类、脂肪酸等；氮源也主要由有机物提供，如尿素、牛肉膏等，部分异养型微生物也可以利用无机氮源。
(3)配制原则

2.无菌技术
(1)含义：在培养微生物的操作中，所有防止杂菌污染的方法。
(2)常用方法

3.大肠杆菌的纯化培养
(1)原理：在培养基上将细菌稀释或分散成单个细菌，使其长成单个的菌落，这个菌落就是一个纯化的细菌菌落。
(2)常用接种方法：
①平板划线法

②稀释涂布平板法
将菌液进行一系列的梯度稀释后，将不同稀释度的菌液分别涂布到琼脂固体培养基表面，进行培养
系列稀释操作

涂布平板操作

(3)菌种的保存方法


1.为什么需要使锥形瓶的瓶口通过火焰？平板冷凝后，为什么要将平板倒置？

提示　通过灼烧灭菌，防止瓶口的微生物污染培养基。
平板冷凝后，皿盖上会凝结水珠，凝固后的培养基表面湿度也比较高，将平板倒置，既可以防止培养基表面的水分过快地挥发，又可以防止皿盖上的水珠落入培养基，造成污染。
2.在倒平板的过程中，如果不小心将培养基溅在皿盖与皿底之间的部位，这个平板还能用来培养微生物吗？为什么？

提示　不能。因为空气中的微生物可能在皿盖和皿底之间的培养基上滋生，可能会造成污染。
3.平板划线法在做第二次以及其后的划线操作时，为什么总是从上一次划线的末端开始划线？目的是什么？

提示　划线后，线条末端细菌的数目比线条起始处要少，每次从上一次划线的末端开始，能使细菌的数目随着划线次数的增加而逐步减少，最终能得到由单个细菌繁殖而来的菌落。这样做的目的是将聚集的菌种逐步稀释分散以便获得单个菌落。

1.常见物品的消毒或灭菌方法
(1)消毒方法及适用对象

(2)灭菌方法及适用对象





2.选择培养基与鉴别培养基的区别
	种类
	制备方法
	原理
	用途
	举例

	选择培养基
	培养基中加入某些化学物质
	依据某些微生物对某些物质的抗性而设计
	从众多微生物中分离所需的微生物
	加入青霉素，分离得到酵母菌和霉菌

	鉴别培养基
	培养基中加入某种指示剂或化学药品
	依据微生物产生的某种代谢产物与培养基中的特定指示剂或化学药品反应，产生明显的特征变化而设计
	鉴别不同种类的微生物
	伊红美蓝培养基可以鉴别大肠杆菌


3.平板划线法和稀释涂布平板法的比较


考向1　无菌操作技术
1.(2018·全国卷Ⅱ，37)在生产、生活和科研实践中，经常通过消毒和灭菌来避免杂菌的污染。回答下列问题：
(1)在实验室中，玻璃和金属材质的实验器具________(填“可以”或“不可以”)放入干热灭菌箱中进行干热灭菌。
(2)牛奶的消毒常采用巴氏消毒法或高温瞬时消毒法，与煮沸消毒法相比，这两种方法的优点是__________________________________________。
(3)密闭空间内的空气可采用紫外线照射消毒，其原因是紫外线能________________________。在照射前，适量喷洒________，可强化消毒效果。
(4)水厂供应的自来水通常是经过________(填“氯气”“乙醇”或“高锰酸钾”)消毒的。
(5)某同学在使用高压蒸汽灭菌锅时，若压力达到设定要求，而锅内并没有达到相应温度，最可能的原因是____________________________________________。
答案　(1)可以　(2)在达到消毒目的的同时，营养物质损失较少　(3)破坏DNA结构　消毒液　(4)氯气　(5)未将锅内冷空气排尽
解析　(1)在实验室中，能耐高温的、需要保持干燥的物品，如玻璃器皿和金属材质的实验器具等可以放入干热灭菌箱中进行干热灭菌。(2)巴氏消毒法或高温瞬时消毒法与煮沸消毒法相比，其优点表现在达到消毒目的的同时，营养物质损失较少。(3)紫外线照射能消毒的原因是其能够破坏微生物细胞中的DNA分子。在利用紫外线照射前，适量喷洒消毒液，可强化消毒效果。(4)自来水通常采用氯气消毒。(5)使用高压蒸汽灭菌锅时，若压力达到设定要求，而温度未达到相应要求，最可能的原因是没有排尽高压蒸汽灭菌锅内的冷空气。
考向2　微生物的培养与纯化
2.(2020·江苏卷，31)产脂肪酶酵母可用于含油废水处理。为筛选产脂肪酶酵母菌株，科研人员开展了相关研究。请回答下列问题：
(1)常规微生物实验中，下列物品及其灭菌方法错误的是________(填编号)。


	编号
	①
	②
	③
	④

	物品
	培养基
	接种环
	培养皿
	涂布器

	灭菌方法
	高压蒸汽
	火焰灼烧
	干热
	臭氧


(2)称取1.0 g某土壤样品，转入99 mL无菌水中，制备成菌悬液，经________后，获得细胞密度不同的菌悬液。分别取0.1 mL菌悬液涂布在固体培养基上，其中10倍稀释的菌悬液培养后平均长出了46个酵母菌落，则该样本中每克土壤约含酵母菌________个。
(3)为了进一步提高酵母菌产酶能力，对分离所得的菌株，采用射线辐照进行________育种。将辐照处理后的酵母菌涂布在以________为唯一碳源的固体培养基上，培养一段时间后，按照菌落直径大小进行初筛，选择直径________的菌落，纯化后获得A、B两突变菌株。

(4)在处理含油废水的同时，可获得单细胞蛋白，实现污染物资源化。为评价A、B两菌株的相关性能，进行了培养研究，结果如图。据图分析，应选择菌株________进行后续相关研究，理由是_________________________________。
答案　(1)④　(2)梯度稀释　4.6×105(或460 000)　(3)诱变　脂肪(或油脂)　较大　(4)B　该菌株增殖速度快，单细胞蛋白产量高；降解脂肪能力强，净化效果好
解析　(1)涂布器一般用干热灭菌法或灼烧灭菌法进行灭菌。(2)99 mL无菌水中加入1.0 g土壤制成的菌悬液为100 mL，取稀释10倍后的菌悬液0.1 mL涂布平板，平板上的平均菌落数为46，则每克土壤约含酵母菌46÷0.1×10×100＝4.6×l05(个)。(3)
辐射可以提高基因突变的频率，利用射线辐照进行的育种为诱变育种。本实验的目的是筛选产脂肪酶的菌株，所用的培养基应该以脂肪(或油脂)为唯一碳源；最终形成的菌落直径越大，形成该菌落的菌株分解脂肪(或油脂)的能力越强，生产脂肪酶的能力也越大。(4)由图可知，相对于菌株A，菌株B的增殖速度更快，降解脂肪能力更强；根据题干信息“在处理含油废水的同时，可获得单细胞蛋白”可进一步推知菌株B处理含油废水时可得到更多的单细胞蛋白，故菌株B更适合作为后续研究的材料。
3.(2020·清华大学中学生标准学术能力诊断)最新调查显示手机每平方厘米就约驻扎了12万个细菌，这个数字足以令马桶坐垫上的细菌队伍“汗颜”。某生物兴趣小组的同学，利用手机表面的细菌进行了相关的培养研究。
(1)培养微生物的培养基一般含有的成分有________________，另外还需满足对pH、特殊营养物质以及氧气的需求。
(2)若想获取不同菌的菌落形态，需用固体培养基培养，培养基配制的基本步骤：计算→______________________。上述操作完成，待培养基冷却凝固后需将平板倒置，这样做的目的是　							。
(3)为研究手机表面微生物的种类，用稀释涂布平板法进行细菌的纯化和分离。如图四种菌落分布情况中，哪些选项是通过稀释涂布平板法得到的？________。

(4)研究小组用琼脂扩散法测定玫瑰精油对手机表面细菌的抑制情况。该方法的操作步骤如下：首先制备牛肉膏蛋白胨平板，用涂布器将5种细菌分别接种到5个平板上，得到细菌平板。然后制备直径为5 mm的滤纸圆片，采用________灭菌法处理，将灭菌的滤纸片分别放入________________________中浸泡10 min，后将滤纸片放在5个细菌平板表面。最后将平板放入________中倒置培养48小时。通过测量________________来检测玫瑰精油对5种细菌的抑制效果。
答案　(1)水、碳源、氮源、无机盐　(2)称量→溶化→调pH→灭菌→倒平板　避免水分蒸发过快，防止皿盖上的冷凝水落入培养基造成污染　(3)ABC　(4)干热　适宜浓度的玫瑰精油和无菌水　恒温培养箱　透明圈的直径(抑菌圈的直径)
解析　(1)培养微生物的培养基一般含有水、碳源、氮源和无机盐，除上述几种主要营养物质外，培养基还需要满足微生物生长对pH、特殊营养物质以及氧气的需求。(2)制备固体培养基的基本步骤：计算→称量→溶化→调pH→灭菌→
倒平板。等平板冷却凝固后，应将平板倒置，这样做的目的是避免水分蒸发过快，防止培养基冷却过程中形成的水滴落到培养基表面对培养基造成污染。(3)由图分析可知，A、B、C为通过稀释涂布平板法得到的菌落，D为通过平板划线法得到的菌落。(4)因滤纸需吸附玫瑰精油，故需保持滤纸的干燥，灭菌时应用干热灭菌法，不宜采用高压蒸汽灭菌法。将灭菌的滤纸片分别放入适宜浓度的玫瑰精油和无菌水(对照)中浸泡10 min，再将滤纸片放在5个细菌平板表面，最后将平板放入恒温培养箱中倒置培养48 h。通过测量透明圈直径(抑菌圈直径)可判断玫瑰精油对5种细菌的抑制效果，抑菌圈越大，说明抑制作用越强。
4.(2021·山西高三适应考试)自然界里有多种微生物，将其进行合理的筛选、培养和应用，能给医药和化工等生产领域带来巨大经济效益。回答下列问题：
(1)对培养基进行灭菌时，多采取________法，而对接种环或涂布器灭菌时则用________法，若要将微生物采用平板划线法进行分离操作，在固体培养基表面连续进行了5次划线，则需要对接种环灼烧________次。平板划线在做第二次及其后的划线操作时，要从上次划线的________开始划线，最后一次划的线不能与第一次划的线________。
(2)将接种后的固体培养基和一个未接种的固体培养基放入恒温箱中________培养，以减少培养基中水分的挥发。
其中，培养未接种的固体培养基是为了________________________________。长期保存菌种时，应将培养的菌液与________充分混匀后，放在－20 ℃的冷冻箱中保存。
(3)甲、乙两组同学用稀释涂布平板法测定某种微生物的数量，在同一稀释倍数下每隔一段时间记录数据(统计时间内微生物总数小于环境容纳量)，得到如表结果：
	培养时间/小时
	24
	48
	72
	96

	甲组菌落均值/个
	18
	25
	36
	32

	乙组菌落均值/个
	20
	28
	38
	32


据表可知，计数时最好取培养________小时记录的菌落数作为实验结果，一方面是由于培养时间较短，会遗漏菌落数目，另一方面是由于______________________________________________。
答案　(1)高压蒸汽灭菌　灼烧灭菌　6　末端　相连　(2)倒置　作为对照组，排除培养基
被杂菌污染　甘油　(3)72　培养时间过长，两个或多个菌落连成一个菌落
解析　(1)对培养基进行灭菌时，多采取高压蒸汽灭菌法，而对接种环或涂布器灭菌时则用灼烧灭菌法。接种环在每次接种前都要灼烧灭菌，最后一次接种完也要灭菌，所以在固体培养基表面连续进行了5次划线，需要对接种环灼烧6次。平板划线在做第二次及其后的划线操作时，要从上次划线的末端开始划线，使菌体的数目随着划线次数的增加而逐渐减少，最终获得由单个菌体形成的单个菌落。最后一次划的线不能与第一次划的线相连。(2)将接种后的固体培养基和一个未接种的固体培养基放入恒温培养箱中倒置培养，以减少培养基中水分的挥发。培养未接种的固体培养基是为了作为对照组，排除培养基被杂菌污染。长期保存菌种时，应将培养的菌液与甘油充分混匀后，放在－20 ℃的冷冻箱保存。(3)根据表中数据可知，甲组和乙组中的菌落数都在72小时达到最大，由此推知最好取72小时记录的菌落数作为实验结果，原因：①培养时间不足会遗落菌落数目；②培养时间过长会导致两个或多个菌落连成一个菌落，使计数不准确。
考点二　微生物的筛选和计数

1.土壤中分解尿素的细菌的分离与计数
(1)实验原理

(2)实验流程


(3)统计细菌数目的方法
①显微镜直接计数法

　　　即稀释涂布平板法
②间接计数法——活菌计数法
原理：当样品的稀释度足够高时，培养基表面生长的一个菌落，来源于样品稀释液中的一个活菌。通过统计平板上的菌落数，就能推测出样品中大约含有多少活菌。

注意　①一般选用相差不大的平板计算平均值，选用保证菌落数在30～300的稀释度下的平板进行计数。
②设置重复组，增强实验的说服力与准确性。同时为了保证结果准确，设置三个以上。
③当两个或多个细胞连在一起时，培养后平板上观察到的只是一个菌落，所以统计的菌落数往往比活菌的实际数目小，因此统计结果一般用菌落数而不是用活菌数来表示。
(4)实验结果分析与评价

2.土壤中分解纤维素的细菌的分离
(1)纤维素酶组成及作用

(2)纤维素分解菌的培养基成分及鉴定原理

(3)实验流程

(4)分离纤维素分解菌所用两种培养基的比较
分离纤维素分解菌的实验中先用选择培养基，再用鉴别培养基。
①选择培养基为液体培养基，以纤维素作为碳源和能源的微生物可以正常生长，而其他绝大多数微生物不能正常生长。
②鉴别培养基含琼脂，为固体培养基，细菌可在该培养基上形成肉眼可见的菌落。
③刚果红染色法应用于鉴别(填“选择”或“鉴别”)培养基。

1.想一想，如何根据平板上的菌落数推测出每克样品中的菌落数？

提示　统计某一稀释度下平板上的菌落数，最好能统计3个平板，计算出平板上菌落数的平均值，然后按教材旁栏的公式即每克样品中的菌株数＝(C÷V)×
M进行计算。
2.为什么要在富含纤维素的环境中寻找纤维素分解菌？

提示　由于生物与环境的相互依存关系，在富含纤维素的环境中，纤维素分解菌的含量相对较高，因此从这种土样中获得目的微生物的几率要高于普通环境。

1.微生物的筛选与鉴别方法
(1)微生物的筛选方法

(2)微生物的鉴别方法

2.选择培养基四种常见制备方法或实例
(1)加入某些特定的物质(前提是培养基具备全部营养成分)

(2)改变培养基的营养成分

(3)利用培养基“特定化学成分”分离

(4)通过某些“特殊环境”分离


考向1　选择培养基成分及配制方法的分析
1.(2020·全国卷Ⅰ，37)[生物——选修1：生物技术实践]
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。

回答下列问题：
(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100 μL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：


以上内容仅为本文档的试下载部分，为可阅读页数的一半内容。如要下载或阅读全文，请访问：https://d.book118.com/458020036005006032
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