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第 40 讲 微生物的培养与应用 

 

[考纲明细] 1.微生物的分离和培养 2.某种微生物数量的测定 3.培养基对

微生物的选择作用 4.利用微生物发酵来生产特定的产物以及微生物在其他方面

的应用 

知识自主梳理 

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□01营养物质的不同需求,配制出供其生长繁殖的□02

营养基质。 

(2)营养成分：水、□03碳源、□04氮源、无机盐四类营养物质,另外还需要满足微

生物生长对□05pH、特殊营养物质以及□06氧气的要求。 

(3)培养基的分类 

①按物理状态分类 

 

 

②按化学成分分类 
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③按功能分类 

 
 

[深入思考] 为什么选择培养能够“浓缩”所需的微生物？ 

提示 在选择培养的条件下,可以使那些能够适应这种营养条件的微生物得

到迅速繁殖,而那些不适应这种营养条件的微生物的繁殖被抑制,因此可以起到

“浓缩”的作用。 
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2.无菌技术 

(1)含义：指在培养微生物的操作中,所有防止□17杂菌污染的方法。 

(2)关键：防止□18外来杂菌的入侵。 

(3)不同对象的无菌操作方法(连线) 

 

答案 ①、②、⑥—b—Ⅰ、Ⅱ ③、④、⑤—a—Ⅲ、Ⅳ 

3.大肠杆菌的纯化培养 

(1)制备牛肉膏蛋白胨固体培养基 

①操作步骤 

计算 → □19称量 → 溶化 → □20灭菌 → □21倒平板  

②倒平板的方法及注意事项 

 

a.请用文字和箭头写出正确的倒平板操作流程：□22丙→乙→甲→丁。 

b.乙中的灭菌方法是□23灼烧灭菌。 

c.丁中的操作需要等待□24平板冷却凝固才能进行。 

[深入思考] (1)倒平板操作为什么需要使锥形瓶的瓶口通过火焰？ 

提示 通过灼烧灭菌,防止瓶口的微生物污染培养基。 

(2)平板冷凝后,为什么要将平板倒置？ 
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提示 平板冷凝后,皿盖上会凝结水珠,凝固后的培养基表面的湿度也比较高,

将平板倒置,既可以使培养基表面的水分更好地挥发,又可以防止皿盖上的水珠落

入培养基,造成污染。 

(2)纯化大肠杆菌的两种方法 

1)平板划线法 

①概念：是通过□25接种环在琼脂固体培养基表面□26连续划线的操作,将聚集的

菌种逐步稀释分散到培养基的表面。 

②注意事项： 

a. 

 
 

b.灼烧接种环,待其冷却后才能伸入菌液,以免温度太高杀死菌种。 

c.第二次及其以后的划线操作总是从上一次划线末端开始,能使细菌的数目随

着划线次数的增加而逐渐减少,最终得到由单个细菌繁殖而来的菌落。 

d.划线时最后一区不要与第一区相连。 

e.划线用力大小要适当,防止用力过大将培养基划破。 

2)□27稀释涂布平板法 

①概念：是将菌液进行一系列的□28梯度稀释,然后将□29不同稀释度的菌液分别

涂布到琼脂固体培养基的表面,进行培养。 

②操作过程 
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(3)菌种的保存方法 

①对于频繁使用的菌种,可以采用□30临时保藏的方法。 

②对于需要长期保存的菌种,可以采用□31甘油管藏的方法。 

二、土壤中分解尿素的细菌的分离与计数 

1.筛选菌株 

(1)自然界中目的菌株筛选的依据：根据它对□01生存环境的要求,到相应的环境

中去寻找。 

(2)实验室中微生物筛选的原理：人为提供有利于□02目的菌株生长的条件(包括

营养、温度、pH 等),同时□03抑制或阻止其他微生物生长。 

(3)选择培养基：允许特定种类的微生物生长,同时□04抑制或□05阻止其他种类微

生物生长的培养基。 

2.统计菌落数目 

(1)常用方法：□06稀释涂布平板法。 

(2)统计依据 

当样品的□07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□08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。 

(3)活菌计算方法：每克样品中的菌株数＝(C÷V)×M[其中 C 代表某一稀释度

下平板上生长的平均菌落数,V 代表涂布平板时所用的稀释液的体积(mL),M 代表
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稀释倍数]。 

(4)其他方法：还可利用□09显微镜直接计数。 

3.设置对照 

设置对照的主要目的是排除实验组中□10非测试因素对实验结果的影响,提高

实验结果的□11可信度,例如为了排除培养基被杂菌污染的可能性,需以□12未接种细

菌的培养基培养作为空白对照。 

[深入思考] 除设置对照组外,设置重复组的作用是什么？应如何设置重复

组？ 

提示 设置重复组的作用是为排除偶然因素对实验结果的干扰；在每一稀释

度下宜设置3个平板作重复组,选择菌落数均在30～300且数目相差不大的三个平

板,用“平均值”代入计数公式予以计算菌落数。 

4.实验设计 
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5.结果分析与评价 

 
 

三、分解纤维素的微生物的分离 

1.纤维素酶 

(1)纤维素酶是一种复合酶,一般认为它至少包括□01C
1
酶、□02CX 酶和□03葡萄糖

苷酶三种组分。 

(2)作用：纤维素――→

C
1
酶

CX酶

□04纤维二糖 ――→

葡萄糖苷酶

□05葡萄糖。 

2.纤维素分解菌的筛选 

(1)方法：□06刚果红染色法。 
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(3)培养基：以□09纤维素为唯一碳源的选择培养基。 

(4)实验流程 

土壤取样：富含□10纤维素的环境 

↓ 

选择培养：用□11选择培养基培养 ,以增加纤维 

素分解菌的浓度  

↓ 

□12梯度稀释：制备系列稀释液  

↓ 

涂布平板：将样品涂布到□13鉴别纤维素分解菌的培养基上  

↓ 

挑选产生□14透明圈的菌落 

(5)分离纤维素分解菌所用的两种培养基比较  

分离纤维素分解菌的实验中先用□15选择培养基,再用□16鉴别培养基。 

①选择培养基为□17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□18固体培养基,细菌可在培养基上形成肉眼可见的菌

落。刚果红染色法应用的就是鉴别培养基。 

 

考点题型突破 

考点 1 培养基及微生物的纯化培养技术 

题型一 培养基 

1.高温淀粉酶在大规模工业生产中有很大的实用性。研究者从热泉中筛选出

了能高效生产高温淀粉酶的嗜热菌,其筛选过程如下图所示。请据图回答下列问

题： 
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(1)Ⅰ号培养基从物理状态来看,属于固体培养基,配制时要加入________作为

凝固剂,从用途来看属于选择培养基,应以________作为唯一碳源。 

(2)配制固体培养基的基本步骤是(  ) 

A.计算、称量、倒平板、溶化、灭菌 

B.计算、称量、溶化、倒平板、灭菌 

C.计算、称量、溶化、灭菌、倒平板 

D.计算、称量、灭菌、溶化、倒平板 

(3)溶化时,烧杯中加入琼脂后要不停地________,防止琼脂糊底引起烧杯破

裂。对培养基灭菌的方法一般为________________。 

(4)①过程是________,②过程所使用的接种方法是________法。 

(5)部分嗜热菌在Ⅰ号培养基上生长时可释放________分解培养基中的淀粉,

在菌落周围形成透明圈,挑选相应的菌落,接种到Ⅱ号培养基进一步分离纯化后,再

对菌种进行________培养。 

答案 (1)琼脂 淀粉 (2)C 

(3)搅拌 高压蒸汽灭菌 

(4)稀释 涂布平板 (5)淀粉酶 扩大 

解析 (1)固体培养基通常加入琼脂作为凝固剂。本实验的目的是获得产生高

温淀粉酶的嗜热菌,故其选择培养基中应以淀粉作为唯一碳源。 

(2)配制固体培养基的基本步骤是计算、称量、溶化、灭菌、倒平板。 

(3)配制培养基加热溶化时,要注意加入琼脂后要不断搅拌,防止琼脂糊底。对

培养基的灭菌一般采用高压蒸汽灭菌法。 

(4)仔细观察题图可知,①是菌液稀释过程,②是采用涂布平板法接种。 

(5)能产生淀粉酶的部分细菌能分解利用淀粉,其菌落周围会出现透明圈,取这



,以后可以对菌种进行扩大培养用于生产。 

 

1.培养基的配制原则 

(1)目的要明确：配制时应根据微生物的种类、培养目的等确定配制的培养基

种类。 

(2)营养要协调：注意各种营养物质的浓度和比例。 

(3)pH 要适宜：细菌为 6.5～7.5,放线菌为 7.5～8.5,真菌为 5.0～6.0,培养不同

微生物所需的 pH 不同。 

2.培养基中营养物质的确定方法 

不同种类的微生物代谢特点不同,因此对培养基中营养物质的需求也不同。

如： 

(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 CO
2
,氮

源可由含氮无机盐提供。 

(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,氮源也主要是由有机物提供,部分异养型微生物也可以利用无机氮源。 

 

 

 

题型二 无菌技术 

2.(2018· Ⅱ)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 
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