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课题研究
在江河湖海、土壤大气、动植物的体内体表，微生物无处不在。这些微小的生

物在维持自然生态系统的稳定性上起着极其重要的作用。

微生物具有结构简单、代谢产物多样、生长繁殖迅速、易于培养、突变率较高

等特点，是生物学基础研究和实践应用中的重要材料。人类利用自然界中丰富多样

的微生物资源，解决了工业、农业及医药卫生领域中的许多问题。

▲研究计划
1.查阅微生物培养技术的资料，收集有关微生物培养的实验材料。

2.运用微生物培养技术，完成所需微生物的分离和培养。

3.观察微生物菌落的特征。

4.测定特定样品中微生物的数量。

▲总结交流
1.总结微生物分离和培养的关键技术及注意事项。

2.各小组交流测定的特定样品中微生物的数量，提出改善环境或食品卫生状况

的建议。

微生物培养技术第一章
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第一节 微生物的分离和纯培养

19世纪70年代，德国科学家柯赫(R.Koch，1843-1910，图

1-1-1)研究牛的炭疽病时，将病牛的血液转移到人工配制的养料

中，在适宜条件下培养，使得血液中的各种细菌大量繁殖，形成

了不同形状和颜色的细菌群体。他将这些细菌分别注射到健康牛

的体内，结果发现牛的炭疽病是由炭疽杆菌引起的。在此过程中，

柯赫所采用的细菌培养方法，开创了微生物分离(isolation)和纯

培养(pure culture)技术的先河。

自然界中的微生物(microorganism)主要包括细菌、放线菌、酵母

菌、霉菌以及立克次氏体、衣原体、支原体、病毒等类群。这些微生

物都需要从生活环境中获取各种营养物质，以维持自身的生命活动。微生物代谢方式不

同，因而对营养物质的需求也是有差异的。根据这个特点，在进行微生物的分离和纯培

养时，可根据微生物生长繁殖和代谢的需要，将各种营养物质混合在一起，配制成适合微

生物生存的营养基质——培养基(culture medium)。其中，将熔化后的固体培养基基质倒

入无菌培养皿，冷却凝固后制成的培养基称为平板培养基。

把相应的研究对象移入培养基中的过程称为接种(inoculation)。在平板培养基上接种

的方法有平板划线法、稀释涂布平板法、稀释混合平板法等。通过这些方法，可将所需要

的微生物从混杂的微生物群体中分离出来，获得纯种微生物，这个过程称为纯培养。实验

中要根据实验目的、培养基种类和实验器皿的差异采用不同的接种方法。接种技术是进行

微生物实验和相关研究(如植物的组织培养)的基本技术。

微生物的生长繁殖还需要适宜的温度，一般是将接种后的培养基放入恒温培养箱中，

在一定的温度下培养一定的时间，以得到所需要的微生物。

在微生物的分离和纯培养中，一定不能有外来的污染性杂菌，所以必须采用无菌技术

(aseptic technique)进行操作。因此，在实验过程中，要对所用的器材、培养基进行严格

的灭菌，对工作场所进行消毒。灭菌(sterilization)是指用强烈的理化因素杀死环境或物体

内外所有的微生物，常用的是高温灭菌法。而消毒(disinfection)一般是用相对温和的理化

方法杀死环境中或物体上的病原微生物和有害微生物的营养细胞，常用的是射线消毒法和

化学药剂消毒法。

大肠杆菌的分离和纯培养

大肠杆菌是人体肠道中普遍存在的一类细菌，容易进行体外培养，

常作为分子生物学、遗传学和基因工程研究的重要材料。

图1-1-1

柯赫(前)和他的助手在观察炭疽杆菌
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材料器具

含大肠杆菌的混合菌液；牛肉膏蛋白胨琼脂培养基（附录二）、

无菌水；酒精灯、接种环、高压蒸汽灭菌锅、恒温培养箱、培养皿、

试管等。

活动程序

1.配制培养基

由教师提供配制好的牛肉膏蛋白胨琼脂培养基。

（配制方法请参考本章第二节的内容）

2.接种

采用平板划线法进行接种。

接种前的准备工作：将所用的实验器材全部放入超净工作台或无菌

箱(室)，用紫外灯照射30 min。进入无菌室前，要用消毒液清洁双手，还

需换好工作服、鞋、帽，戴上口罩。

将接种环环端在酒精灯火焰上烧红，再将接种环斜放，沿环向上，

烧至可能碰到培养皿的部分。来回数次(图1-1-2)。

在酒精灯火焰附近冷却接种环。左手拿取混合菌液试管，让试管口

缓缓通过火焰灭菌(图1-1-3)。

将接种环伸入试管内，沾取一环混合菌液(图1-1-4)。

左手持培养皿并开启一条缝隙，右手将接种环迅速伸入平板，进行

划线(图1-1-5)。

图1-1-2 

接种环灭菌

图1-1-3 

试管口灭菌

图1-1-4 

沾取混合菌液

图1-1-5 

接种

沪
科
教
版



4

划线的方法包括连续划线法和交叉划线法(图1-1-6)。

连续划线法是从平板边缘的一点开始，连续作紧密的波浪式划线。

交叉划线法是从平板的一边作第一次平行划线若干条。转动培养皿

约70
。

角，将接种环在火上灼烧并冷却后，通过第一次划线部分，作第

二次平行划线。同法进行第三次、第四次划线。

通过平板划线，聚集的多种微生物被分散到培养基的表面。在数次

划线后，可以分离得到由单个细菌繁殖而来的菌落。

3.培养

划线完毕后，盖上培养皿盖，将培养皿

倒置，放入37 ℃的恒温培养箱中培养

24 h(图1-1-7)。

4.观察记录

将观察到的大肠杆菌的菌落特征记录

于表1-1-1中。

5.纯化培养

挑取单个大肠杆菌菌落接种到培养基上，仍在37 ℃恒温培养箱中

培养24 h，可获得大肠杆菌的纯培养。检查后如果发现有杂菌，可进一

步划线挑菌，直至纯化。

采用连续划线法经培养得到的菌落 采用交叉划线法经培养得到的菌落

图1-1-6 

平板划线菌落图

图1-1-7 

恒温培养

表1-1-1  大肠杆菌的菌落特征

形状 大小 表面 边缘 隆起 透明度 颜色沪
科
教
版
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在固体ೝ板培养基上，单个微生物ဦԇ或ᢿ子可生长ݏኳ成

一个ਏ有特定ႚጒ的菌஌。在一定培养条件下，微生物的菌஌ႚ

ጒ、大小、Չᇹ、୉起度和颜色等是࿘定的。如ဦ菌菌஌光ࣂ，

易与基质分离；放线菌菌஌质ںዂ௢，菌஌较小ܸ不ዂ广泛延

伸；酵母菌菌஌较ဦ菌菌஌大ܸ厚；ி菌ႚ成的菌஌较稀຿，多

呈යறጒ、Ⴡጒ。通过对菌஌特ኙ的ִ࠵可以识别微生物的类ඖ。

结果分析

1.经过第一次恒温培养后，培养基上是ޏኻ有大߇׌菌的菌஌？

2.如果要进一步认识大߇׌菌的特ኙ，应该如ࢆ操作？不ݟ查阅有

关资料，学会ִ࠵ဦ菌ႚༀ的方法。

༑৯༬ۨྲ生࿿的ݴ૗كࢅಢᄢ

在豆੔植物根部生活的固ڌ菌，能直接固定空气中的ڌ气，为植

物的生长提ࠃ໯需要的ݨڌ(图1-1-8)。࿢்可以利用微生物的分离

和纯培养技术，将根ୀ菌从豆੔

植物的根部分离出来，制成菌ݨ，

用于౫ᄽ生产，这会有௽၂的增

产效果。

活动建议

1.从豆科植物根瘤中分离和

培养根瘤菌

选用根ဣ比较完ኝ，根ୀ大

ܸ内部红ා的新鲜豆੔植物作为

材料。ᆯ于根ୀ表面杂菌多，分

离培养的关॰是෫ຶ表面杂菌。

ႚༀ

标点状

扁平

完整 波形 裂片状 腐蚀状 卷曲丝状

隆起 凸透镜状 垫状 脐突状

圆形 丝状 不规则状 假根 纺锤状

཭ഐ

Չᇹ

၎
࠲
૾
থ

图1-1-8 

ਪڌୀዐ的ࠦߵ
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2.从酒曲中分离和培养酵母菌

酒曲中含有霉菌、酵母菌、细菌等大量微生物(图1-1-9)。宜选用

酸性液体培养基培养，再用划线分离法在固体培养基上分离培养。

培养不同的微生物，使用的

培养基、培养的温度和时间有所

不同。大多数微生物适宜生长的

温度为25～40℃，实验室中常采

用28～30℃培养微生物。一般的

细菌适合在中性环境下生长，

放线菌适合于偏碱性环境，而酵

母菌和霉菌适合于微酸性环境，

配制培养基时需要根据微生物的

类群调节pH。

分析讨论

1.在本次活动中，你是否获得了所需微生物的纯培养？你认为取得

成功的关键技术是什么？

2.你在实验中获得的细菌或其他微生物的纯培养，如果需要保留便

于以后使用，应该如何保存？如果不需要保留，应该如何处理？

琼脂平板培养基分离纯化技术是一种简便有效的微生物学常规技术，它至今仍广泛

应用于微生物菌种的筛选、鉴定、育种、计数以及各种微生物的测定工作。纯种分离技

术还在不断发展完善，如许多用于活菌计数的平板等已日趋微型化、简便化、商品化和

系列化。

1.在平板划线时，若需再次取菌液划线，需要先灼烧接种环。这是为什么？

2.接种以后，为什么要将培养皿倒置放入恒温箱中培养？ 

图1-1-9 

酵母菌

巩固提高沪
科
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第二节 培养基对微生物的选择作用

我们食用的火腿肠等熟肉制品中常常添加食用色素——

红曲，从而使这些食品显得更加诱人(图1-2-1)。你知道

吗，早在宋代，我国就根据红曲霉有耐酸和耐高温的特点，

采用明矾调节酸度和用酸米抑制杂菌的方法，培养出纯度很

高的红曲。这实际上是利用培养基对微生物的选择作用。

有些微生物可以分泌纤维素酶，使纤维素分解，为生命活动提供

所需要的碳源。如果在固体培养基中加入纤维滤纸作为唯一碳源，则

只有能分解纤维素的微生物可以生存，其他微生物由于缺乏纤维素酶，不能利用纤维素作

为碳源而无法生存。这样就可以分离出能分解纤维素的微生物。

这种能让特定的微生物生长，抑制其他微生物生长，从而将所需要的微生物从混杂的

微生物群体中分离出来的培养基，称为选择培养基(selective medium)。很多微生物都可

以通过选择培养基进行分离纯化。

配制选择培养基时，可以根据某一种或某一类微生物的特殊营养要求，加入某些物质

或除去某些营养物质(如碳源、氮源、水、无机盐、生长因子等)，抑制其他微生物的生长，

从而有利于某一类群或某一种特定的微生物生长。此外，也可以根据某些微生物对一些物

理、化学因素的抗性，在培养基中加入某种化学物质，以抑制不需要的微生物的生长繁殖，

造成有利于特定微生物种类优先生长的条件。

用唯一碳源培养基分离微生物

自然界的纤维素资源十分丰富，在植物的枝叶、秸秆和糠壳中都

含有大量的纤维素，但是多数纤维素原料都作为燃料或废物被处理掉了

(图1-2-2)。如果我们利用分解纤维素的微生物，将纤维素转变成糖类等

可溶性的物质，将为饲料、食品及发酵工业开辟新的原料来源。

材料器具

    土壤悬液；赫奇逊培养基（附录二）、蒸馏水；滤纸、酒精灯、电

炉、高压蒸汽灭菌锅、电子秤、培养皿、pH试纸、棉花、锥形瓶、镊子、

吸管、干燥器、恒温培养箱等。

图1-2-1 

添加红曲的熟肉制品
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活动程序

1.配制培养基

原料称量、溶解 根据培养基的配方，准确称取各原料成分置于锥

形瓶中，并加入适量蒸馏水，在电炉上边加热边搅拌，直至琼脂完全溶

解，然后加蒸馏水至1 000 mL(图1-2-3，图1-2-4)。

调节pH  先用精密pH试纸测定培养基的原始pH，再滴加物质的量浓

度为1 mol/L的NaOH或盐酸溶液，边加边搅拌，并随时用pH试纸测试pH，

直至pH达7.2～7.4。

分装、包扎 将配制好的培养基分装到锥形瓶内（不超过其容积一

半为宜），用棉塞塞紧(图1-2-5)。棉塞外包一层牛皮纸。用记号笔注明

名称、组别、日期。

灭菌 将上述培养基放置于高压蒸汽灭菌锅中，121℃下灭菌20 min。

2.倒平板

将灭菌后的培养液倒入培养皿中。

待培养基冷却至50 ℃左右时，在酒精灯火焰旁拔出棉塞。

(图1-2-6a)。

手拿锥形瓶，瓶口通过火焰，灼烧灭菌(图1-2-6b)。

图1-2-3 

原料称量

图1-2-4 

加热溶解

图1-2-5

培养基的分装

图1-2-2 

树皮中含有大量的纤维素

沪
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左手持培养皿，打开皿盖。右手将锥形瓶中的约15 mL培养液倒入

培养皿。立即盖上皿盖，待平板冷却后备用(图1-2-6c)。

3.接种

采用稀释涂布平板法进行接种。

将长玻璃吸管在酒精灯火焰上灼烧，把一端弯成30°呈“了”字形，

制成涂布器(图1-2-7a)。

用无菌吸管吸取0.05 mL的土壤稀释液滴于平板上，再用无菌涂布

器涂布。涂布时可转动培养皿，使涂布均匀(图

1-2-7b)。

用无菌镊子取无菌滤纸覆盖于培养基上，

并用涂布器压平 (图1-2-7c)。

4.培养

先向干燥器中加入适量无菌蒸馏水，以保

持一定的湿度，再将培养皿置于干燥器隔板上，

于28～30 ℃条件下恒温培养10 d左右(图1-2-8)。

9

a

b

c 

图1-2-6

倒平板的操作方法

a

b

c

图1-2-8 

恒温培养

图1-2-7  

稀释涂布平板操作方法

沪
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๮提๕ߛუኖഛ௶ਪࡒ的๑ᆩ݆ݛ

加水 ਸ高压蒸ഛ灭菌锅，将૛面的灭菌ར取出，ၠ锅内ٶ

加水，水面与底ॐೝഋ为ᅓ。

装料 将ጔႚ瓶瓶੨ၠ上ຒ放在灭菌ར内，ም将灭菌ར放回

灭菌锅。物品ኮ间要保ା空ဤ，以利于通气。

௢ހ 加盖，将ಇ气෉管֭入灭菌锅的ಇ气管内。以两两对

称的方式，同时ౣ৆相对的两个৆固அພ，以ݞ୑气。

ಇ气 加热，当压૰上升到49 lPa时，ٶਸಇ气݅放气，当

压૰降到零时，关Կಇ气݅。重复上述放气过程一次，以ן底ಇ

出锅内的冷空气。

升压 当锅内的压૰升到98 lPa左右时，保20׼ min。

降压 ཕኹ加热，ඟ其自然降压。当压૰降至零以后，ٶਸ

ಇ气݅，10 min后，ౣਸ৆固அພ，取出ጔႚ瓶。最后将灭菌锅

૛的水ಇ放干净。

结果分析

1.如ࢆ判断培养基中的微生物能分解纤维素？

培养基上的菌஌，判断培养基上都有哪些类ඖ的ִ࠵.2

微生物?

૧ᆩ჋ስಢᄢएݴ૗ྲ生࿿

໋ሊূ߇菌ဦԇ内ႚ成的ӵᢿ晶体能ࠕ෫ຶԈઔ௤ଯ،在内的Ⴙ多

౫作物1993。،࡞౎，࿢ࡔ੔学ॆ成ںࠀ将໋ሊূ߇菌中的ੇ،基因转

入௤植ዪ，培ᇣ出ੇ௤ଯ،的转基因ੇ،௤(图1-2-9)。利用选择培养

基，可极大ں提高从،体中分离໋ሊূ߇菌的效୲。

活动建议

1.分离苏云金杆菌

在࿄使用౫药的གྷ间，染թຶྨ的௤ଯ،等ᆽ،大多是因为ߌ染了

໋ሊূ߇菌中۾໯ዂ。可以利用染թ的௤ଯ،、ᇗ米௾、֓൞،为材

料，配制菌液，采用޹୤二໯提ࠃ的选择培养基，分离出໋ሊূ߇菌。

2.分离分解纤维素的细菌

前面的实践案例ኻ是分离到能分解纤维素的微生物类ඖ。可以在此

၎
࠲
૾
থ

沪
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分析讨论

1.在活动方案中，是否需要设计对照实验？如果需要应该如何

设计？

2.如何利用活动中分离到的微生物，进一步培养以获得大量的生产

用菌种，应该使用哪种类型的培养基？

选择培养基分离法是分离微生物的另一种方法。当需要分离的微生物在混合样品中数

量很少时，如果直接采用平板稀释法或划线法进行分离，很难奏效。采用选择培养基则能

使分离对象大量繁殖，同时可抑制其他微生物的生长。通过这种方法，可以选择性地分离

和培养不同的微生物。

1.为什么选择培养基能分离出不同的微生物？

2.试比较灼烧灭菌与高压蒸汽灭菌的适用范围。

图1-2-9  

抗虫棉(左)和普通棉(右)

抗虫棉叶

普通棉叶

基础上，根据附录二中所提供的相关培养基配方，进一步分离出能分解

纤维素的细菌。

巩固提高沪
科
教
版
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第三节 测定微生物的数量

在学习生态系统中的种群数量变动时，我们曾经利用微生物的计数方法，探究培养液

中酵母菌的数量变化。其实，微生物的计数方法不仅用于科学研究，而且还广泛应用于食

品卫生检验、环境污染检测等领域。

测定微生物数量的方法可分为两类：直接计数法和间接计数法。

直接计数法中常用的是显微镜直接计数

法，这种方法是先将待测样品制成悬液，然后取一定量的悬

液放在显微镜下进行计数(图1-3-1)。根据在显微镜下观察到

的微生物数目来计算出单位体积内的微生物总数。直接计数

法所需设备简单，可迅速得到结果，而且在计数的同时能观

察到所研究微生物的形态特征，其缺点是难以计数微小的细

菌。这种方法一般适用于纯培养悬浮液中各种单细胞菌体的

计数。

间接计数法最常用的是稀释平板计数法，它是根据微生

物的培养特征而设计的计数方法。这种方法在样品中含菌数

较少的情形下，也可以完成计数。

应用稀释平板计数法计数时，需要将待测样品配制成均

匀的系列稀释液，尽量使样品中的微生物细胞分散开。再取

一定稀释度、一定量的稀释液接种到平板中，使其均匀分布

于培养基内；或是将一定量的稀释液，与熔化后冷却至45℃

左右的琼脂培养基混合，倾入无菌培养皿中，摇匀、静置待

凝。经过培养后，就由单个微生物生长繁殖形成菌落，这样

的一个菌落就代表着一个微生物个体。统计培养基中出现的

菌落数，即可推算出检测样品中的活菌数。

土壤中好气性细菌的计数

土壤中生活的微生物种类和数量是极其丰富的，这些数量众多的微

生物对提高土壤肥力有重要作用。因此，土壤的含菌量可以作为判定土

壤肥力的一个重要指标。

材料器具

土壤样品；牛肉膏蛋白胨琼脂培养基(附录二)、无菌水；培养皿、

移液管、天平、锥形瓶、试管、酒精灯、恒温培养箱、摇床等。

计数室侧面图

加样处

视野

盖玻片

液体样本

0.1 mm间隙

图1-3-1

显微镜直接计数示意图沪
科
教
版



活动程序

1.制备土壤稀释液

取土壤表层5～10 cm处的土样。准确称取1 g土样，放入盛有99 mL无

菌水的锥形瓶(250 mL，放有小玻璃珠)中，用手或摇床振荡20 min，即制

成102倍的稀释液。

用1 mL无菌移液管，吸取102倍稀释液0.5 mL，移入装有4.5 mL无菌

水的试管中，配制成103倍稀释液。

用同样的方法可制成稀释倍数为104、105、106的系列稀释菌液

(图1-3-2)。

土样

1 g 99mL

0.2mL 0.2mL
0.2mL样

品稀释液

恒温培养

0.5mL 0.5mL 0.5mL 0.5mL

103 104 105 106

4.5 mL

无菌水

无菌水

图1-3-2

稀释平板计数操作示意图

13
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移液时，要将移液管插入液面，吹吸3次，每次吸上的液面要高于

前一次，让菌液混合均匀并减少稀释中的误差。每配一个稀释度要换用

一支移液管。

2.取样及倒平板

将无菌培养皿编号，依次为104、105、106，每个编号设置3个重复。

   用无菌移液管3支，分别吸取稀释倍数为104、105、106的土壤稀释

液各0.2 mL，注入到相应编号的培养皿中(每个稀释倍数各3个培养皿)。

将已灭菌牛肉膏蛋白胨琼脂培养基熔化，待冷却至45～50℃，倾

入到无菌培养皿中，每皿约15 mL，轻轻转动培养皿，使土壤稀释液与

培养基混合均匀。

3.培养

    上述接种好的平板培养基冷却后，倒置放入28～30℃的恒温培养

箱中培养24～36 h，直至长出菌落。

4.观察记录

将实验中得到的菌落数填入表1-3-1。

结果分析

1.选取具有合适菌落数的稀释倍数并计数。

在计算结果时，从接种的3个稀释度中选择一个合适稀释倍数，统

计出菌落数(图1-3-3)。选择的原则是：

图1-3-3

培养皿中菌落数

稀释倍数 104

1 2 3 平均 平均 平均1 2 3 1 2 3

105 106

表1-3-1   不同稀释倍数下菌落数

过多 适中 过少

菌 落 数

沪
科
教
版



(1)ဦ菌、放线菌、酵母菌以每个培养௹内有30～300个菌஌为ᅓ。

ி菌以每个培养௹内有10～100个菌஌为ᅓ。

(2)同一稀释倍数各个重复的菌஌数相ֶ不要໿჈๺。

2.将ཥ计出的菌஌数按下列公式计算，得出每ਖ਼样品菌数。

测ۨ༬ۨᄣ೗ዐ的ྲ生࿿ຕଉ

人的ݾՍ中含有ዂթ菌，但是通׉因数量较少ܸ不易检测。大߇׌

菌是生存于人体ڢ׌中的正׉菌ඖ，每ਖ਼ݾՍ中含有109个大߇׌菌，

൐能ࠕ与ዂթ菌混杂生长。如果๋品和ᆃ用水中出၄大߇׌菌，৽意࿆

ጣ๋物可能ԥݾՍ污染ܸ带上ዂթ菌。因ܸ׉将大߇׌菌数量作为๋品

࿐生的检测指标ኮ一。

活动建议

1.检测天然水源中细菌总数和大肠菌群数

ဦ菌ጺ数通׉是指1 g或1 mL检测样品中໯含ဦ菌菌஌的ጺ数，单位

用CFU/g或CFU/mL表示。

大׌菌ඖ数通׉是指每100 g或100 mL检测样品中໯含大׌菌ඖ的实

ा数值，以(MPN)表示。大׌菌ඖ是指在37℃条件下，24 h内能݀酵乳糖，

产酸产气的一类需氧或ग़性ᄋ氧႙߫ન๧ᅽ性无芽ᢿ߇菌。检测大׌菌

ඖ数，׉用多管݀酵法，使用乳糖胆盐蛋白胨培养基、伊红美蓝琼脂培

养基(EMB培养基)和乳糖݀酵管(޹୤二，图1-3-4)。

图1-3-4 

*ሷ)ᆸ࠼ઢ紫色ূຌ؜ਪ๑FNCಢᄢ基݀߇׌ٷ

每ਖ਼ཱིග样品菌数=
గ稀释倍数的菌஌ೝ均数

稀释倍数
ဦ菌培养时໯用的稀释液体积
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2.检测某种食品中的菌落总数和大肠菌群数

食品在原料加工、成品包装等生产环节中，可能受到外界的污染。

一般说来，菌落总数越多，遭受病原菌污染的可能性越大，说明食品的

卫生质量越差。

3.土壤中分解尿素细菌的

计数

有些细菌含有尿素分解

酶，能将尿素琼脂培养基(附

录二)中的尿素分解生成氨，

氨溶于水变成氢氧化铵，导致

培养基变成碱性，使酚红指示

剂呈现红色(图1-3-5)。

分析讨论

1.如果你和你的同学选

择的探究活动内容是相同的，

所得到的结果一致吗？如果

有不同，请分析造成这种误

差的原因。

2.食品中检测出的菌落数

是该食品中所有的细菌数吗？

为什么？

显微镜直接计数法和稀释平板计数法是测定微生物数量的常用方法。通过测定微生物

数量，可以研究微生物在土壤、水、空气和食品中的繁殖状况，为监测环境质量、检测食

品卫生质量等提供科学依据。

1.影响菌落总数测定准确性的主要因素有哪些？

2.测定土壤放线菌、真菌数量时，制备的土壤稀释液浓度与测定细菌数量用的土壤稀

释液浓度一样吗？为什么？

图1-3-5

尿素分解酶分解尿素使培养基变红

巩固提高

沪
科
教
版



17

微生物的分离和纯培养技术是微生物最基本的实验技术，它包括培

养基的制备、灭菌和消毒、接种、培养等步骤。

根据培养微生物的种类、研究对象和内容的不同，可配制相应的培

养基。其中，选择培养基用于特定目标微生物的分离。

在微生物的分离和培养中，一定要在无菌条件下进行操作。

接种时，根据实验目的、培养基种类、实验器皿等的不同，需采用不同的接种方法。

在平板接种时运用的划线法、稀释平板涂布法、混合平板法等，也可用于分离纯化菌种、

活菌计数、观察菌落形态，以及在平板上进行各种生理、生化实验。

微生物的培养应根据微生物的种类及实验目的，设定不同的培养时间和温度，并注意

在培养过程中适时观察，直至培养基长出菌落为止。

ಢᄢ技术的݀ቛࢅ૗ݴዖك

纯ዖ分离技术是人类ত示ྲ生物๘হӎ௞的ዘ要手段，要ኪၬ在ጲ然

ཉॲ下ت于ं生ጒༀ的గ一ዖྲ生物的特ۅ以及໲ܔ人类是有ᅮ还是有

。法ݛ上的纯ዖ分离إ就ՂႷ֑用在࿮ਪ技术ए，࡞

利用༹ࠦಢᄢए来分离ࢅ纯化ྲ生物ঢ়૦了கଯ຅੷ൎ௬、明ঌೝ板、൫ኬೝ板ڪ঩

段。ፌ؛，使用明ঌ作为ಢᄢए成分中的ౡࠦव，但明ঌ在28ņ以上就会熔化，因此ܔ

于ಢᄢ人类թ原ਪ(ፌ๢温度35ċ37ņ)ट不合๢。此ྔ，有些ဦਪ可以分঴明ঌ，使໲฿

ඁ作为ಢᄢएኧ׫物的作用。

纯ዖ分离技术的ኈኟ突೦来ጲ੐ࢍ学ಋ发明的ಢᄢ௹൫ኬೝ板。੐ࢍ的助手ೄ特里

(K.Pfusi)ยऺ了ཪ明的ի૱ಢᄢ௹，这ዖಢᄢ௹़便于ඹభಢᄢए，也便于ִ࠵ဦਪྲڪ

生物的ਪ஌，同时໲࣏可以ٳ到通ഘ而不ᅟ࿫කሗਪ的ణ的。ങৃ为ኹ，这ዖಢᄢ௹ධ是

ྲ生物学中ݘ࠽使用的ഗ֌之一。੐ࢍ的ଷ一ఁ助手海෗(X.Ifssf)在೾子的ഔ发下，用໳

做果۳用的൫ኬ作为༹ࠦಢᄢए的ኧ׫物。൫ኬ是从一ዖ海ሩ中提取出来的，在຤中加热

可ම঴，ړමᅂ温度降至42ņ以下ሶౡࠦ为ঌ༹，且不为ྲ生物所分঴。൫ኬ༹ࠦೝ板

ಢᄢए的࿚๘ࢅ೵Փ应用为ྲ生物的纯ዖ分离技术ۨێ了ॕ实的एإ。以后，用于ிਪᢿ

子ࢅটజਪ༹ڪ的单ᢿ子ई单ဦԇ分离纯化技术也၎ी࿚๘。

上ຎݛ法的ጹ合应用，不但ৰኟ了ྲ生物学ራ期因分离不纯而将ྲ生物ဃණ为是ܠႚ

ༀ的ۅ࠵，࣏为ლቴթ原ྲ生物提供了ݛ法上的ԍ证。从此，Ⴙܡܠጽ人Ⴟ生ం的ჹዘد

කթ的թ原༹，ස结߇ࢃਪ、ऊ୺ࢷਪ、ӣ߇ࢥਪ、ฅ߇ࡦਪ、೦ฅ߇ޅਪ、຋ᅧ߇ਪ、

૫द߇ਪ、脑膜炎奈瑟ਪ、஽۾அ჉体ڪԥደ个分离出来，为人்有ၳݞںዎ这些دකթ

。إ了एۨێ

在ྲ生物发ট߾业中，要使ྲ生物ଆںࡻ生׊ईેओپႇׂ物，就需要应用ྲ生物纯

ዖಢᄢ技术。ྲ生物纯ዖಢᄢ技术的发ቛ表现为ǖ从༹ࠦಢᄢ法为ዷ发ቛ到ᅂ༹ಢᄢ法为
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主；从浅层培养法发展到深层发酵法；从静止培养法发展到通气搅拌培养法；从单罐培养

发展到连续培养以及多级连续培养；从利用分散的微生物细胞发展到固定化细胞；从利用

自然菌种到利用变异菌株、“工程菌”，等等。其中，大规模液体深层通气搅拌发酵装置

(即发酵罐)的发明和普及，为生物工程学开辟了崭新的前景，同时也使微生物发酵工业成

为国民经济的重要支柱产业之一。

沪
科
教
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课题研究
传统的微生物发酵技术能生产加工出酒精饮料、乳制品、腌制蔬菜、调味剂等

产品，极大地丰富了人们的生活。许多产品的生产加工过程简单，不需要复杂的设

备，在家中就可以完成，但必须保证这些食品中不含有病原微生物和有害物质。

▲研究计划
1.查阅有关食品加工的资料，运用微生物发酵原理，制作出发酵食品。

2.查询食品安全相关资料，了解有关食品安全的知识。

▲总结交流
与其他同学交流制作发酵食品的体会，总结提高食品品质的方法和措施。

食品加工与食品安全第二章
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第一节 发酵与食品加工

春秋时期的《尚书·说命篇》中有“若作酒醴，尔惟曲 ”的记载。意思是要酿造酒

类，必须用曲 。曲是由谷物发霉制成，  是发芽的谷物。说明当时已经能够利用微生物，

在不完全灭菌的条件下，培育出具有优良菌种的酒曲，用于酒的酿制。这是我国劳动人民

在酿造工艺上的独特贡献。如今，微生物发酵技术已广泛应用于食品加工领域。

在生产中，利用微生物在有氧或无氧条件下的生命活动来制备微

生物菌体及各种代谢产物的过程，称为发酵(fermentation)。根据发酵

过程对氧的需求情况，可分为需氧发酵和厌氧发酵；根据发酵生成的产物，可分为酒精发

酵和乳酸发酵等。

食品工业中，酒精是采用厌氧发酵法生产的。其原理是：先将淀粉水解成葡萄糖；再

利用酵母菌分解葡萄糖生成丙酮酸，丙酮酸在厌氧和微酸性条件下，转变成酒精。由于酵

母菌是兼性厌氧型微生物，因此，在实际制酒过程中，先让酵母菌在有氧条件下大量繁殖，

耗尽容器内的氧气。然后，酵母菌在无氧条件下进行厌氧发酵，生成酒精。通常选用高粱、

玉米、大麦等谷物以及红薯作为酿制白酒的原料，选用葡萄、苹果等作为酿制果酒的原料

(图2-1-1)。

果醋则是利用醋酸菌进行需氧发酵得到的产物。醋酸菌是好氧性细菌，在适宜的条件

下，醋酸菌能将糖类分解成醋酸；当糖类不足时，还可以将酒精转变成乙醛，进一步将乙

醛转变成醋酸。因此，我们可以在制作果酒的基础上酿制果醋。

酒精酿制

酒精在生产、生活中使用广泛，在医药上常用于灭菌防腐和药剂调

制，在工业生产中常用作有机溶剂和浸出剂，在食品制造中常用来配制

各种含酒精饮料。

图2-1-1 

常用的酿酒原料

米蘖

米蘖 米蘖
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材料器具

౔酒酵母；酒精݀酵培养基(޹୤二)、无菌水；高压蒸ഛ灭菌锅、

ጔႚ瓶、蒸馏装置、恒温培养ၒ、酒精比重计、量ཤ、无菌吸管等。

活动程序

1.配制培养基

按酒精݀酵培养基配方配制培养基，并将配制好的݀酵培养基

100 mL装入300 mL的ጔႚ瓶中。将ጔႚ瓶放入高压蒸ഛ灭菌锅内，在

121 ℃下高压蒸ഛ灭菌20～30min。

2.接种培养

将培养24 h的౔酒酵母加入无菌水5 mL，制成菌჈液，并吸取1 mL接

种于装有100 mL培养基的ጔႚ瓶中，30℃恒温ৢኹ培养3 e。

3.蒸馏

    取100 mL已݀酵培养3 e的݀酵液，加入蒸馏装置的ᇶ底烧瓶中，

然后进行蒸馏(图2-1-2)。当接液੨ਸ๔ୁ出液体时，收集于ጔႚ瓶中。

结果分析

用酒精比重计测量出你໯得到的酒精的酒精度。

ॆབྷ዆作݀ট๋೗

利用微生物݀酵技术除了可以制作白酒外，࣏ 可以生产果酒、果醋、

氨基酸、有机酸、维生素等。此外，用酵母菌生产的ኈ菌蛋白质๋品，

是从微生物的菌体中获得的蛋白质，称为单ဦԇ蛋白，其因具有高蛋

白、低脂肪等特点๴到人்的࣌ᆓ。

຤੨؜

৊຤੨

图2-1-2 

ኖଽጎዃ示意图
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活动建议

1.制作果酒

以苹果为原料，制作果酒。可先将原

料切成小块蒸煮，使果肉稍软，然后冷却

至30～36℃，再接种酒曲，充分进行发酵

后，蒸馏可得果酒(图2-1-3)。

2.制作果醋

选用新鲜葡萄作为原料，榨取果汁，

然后接种酿酒酵母，可得果酒；再以果酒

为原料，接种醋酸菌，制作果醋。

3.制作腐乳、泡菜

同学们可以通过请教家长、邻居或者

通过查阅资料来完成腐乳或泡菜的制作(图

2-1-4)。

分析讨论

1.你和你的家人品尝了你自制的发酵

食品了吗？口味如何？

2.请同学们交流自制发酵食品的经历与体会。

人们将微生物发酵与现代工程技术手段相结合，

利用微生物的某些特定功能，生产有用的产品或直接

把微生物应用于工业生产过程中，这就是发酵工程(图

2-1-5)。发酵工程提高了原料的利用率，缩短了生产

周期，便于机械化生产。目前，发酵工程在食品工业

上的应用，不仅使传统发酵食品的产量和质量得到显

著提高，还能生产多种食品添加剂，明显改善了食品

的品质。

1.在制作果酒时，首先要将原料进行蒸煮，其目的是什么？

2.某位同学在制作泡菜时，因操作不当而导致泡菜腐烂，请帮助他分析操作出现失误

的原因。

图2-1-3

果酒

图2-1-4

腐乳

图2-1-5

发酵工程常用的发酵罐

巩固提高

沪
科
教
版



23

第二节 食品安全的评估

除夕之夜，家人团聚，餐桌上摆满了美味佳肴。当你在享用美味的腊

肉、香肠及开胃的泡菜时，可曾担忧过这些食品中可能会含有对健康有害

的物质？当你在购买食品时，可曾把食品安全性(food safety，图2-2-1)作

为食品选择的重要原则？

食品安全性是指食品中不应含有可能损害人体健康的有毒、有害

物质或因素，从而消除对消费者及其后代健康造成危害的隐患。由于

人类饮食结构的复杂化，无形之中也增加了饮食的风险。就世界范围而言，现代食品安全

性有6个方面的问题：微生物致病、自然毒素、环境污染物、人为加入到食物链中的有害

化学物质、营养失控和其他不确定的饮食风险。

目前，食品中残留的有害化学物质对消费者身体健康的危害显得尤为突出。我国近年

经常发生的食源性亚硝酸盐中毒事件，已成为影响食品安全的重大问题之一(图2-2-2)。

亚硝酸盐是自然界中广泛存在的物质，在粮食、豆类、蔬菜、肉类、蛋类等食品中普

遍存在。研究表明，少量的亚硝酸盐不会在人体内蓄积，可随尿液排出。但人体一次性误

食工业用亚硝酸盐0.3～0.5 g，就可能引起中毒；当一次性食用总量超过3 g，则可能导致

图2-2-1

食品质量安全标志

图2-2-2

关于亚硝酸盐中毒的网络新闻
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测定泡菜中的亚硝酸盐含量

色泽鲜艳、口感舒爽的泡菜是佐餐佳品，受到很多人的喜爱(图

2-2-3)。但是在腌制泡菜的过程中，硝酸盐可能会被还原为亚硝酸盐。

为保证食用安全，我们需要检测泡菜中亚硝酸盐的含量。

    材料器具　

    泡菜；对氨基苯

磺酸、盐酸萘乙二胺、 

ZnSO 4·7H 2O、NaOH、

盐 酸 溶 液 、 氨 水 、 

NaNO2、蒸馏水、冰醋

酸、体积分数为60%

的醋酸溶液；小型胶

磨机、冰箱、试管、

容量瓶、烧杯、比色

管、滤纸等。

    活动程序

1.配制试剂

    对氨基苯磺酸溶

液：称取10.0 g对氨基

苯磺酸，溶于700 mL

蒸馏水和300 mL冰醋

酸，储存于棕色试剂

瓶内，避光保存。图2-2-3

泡菜

 

死亡。如果亚硝酸盐在人体内长期蓄积，在适宜的条件下，可转化成对人体有致癌作用的

亚硝胺。

在食品生产和加工过程中，需要对自然毒素和化学物质给食品安全性带来的影响

进行评估，以确保食品安全和人体健康。在我国食品卫生标准GB2760-2014中，对

亚硝酸盐的使用范围和使用量有严格的规定，如各类肉制品中亚硝酸盐的最大使用量

为0.15g/kg。

亚硝酸盐包括亚硝酸钾和亚硝酸钠，为白色或微蓝色的结晶或颗粒状粉末，味微咸，

易溶于水。亚硝酸盐在酸性条件下与对氨基苯磺酸重氮化后，再与α－萘胺反应生成紫红

色溶液。将经过反应显色后的待测样品与标准液比色，即可半定量估算样品中的亚硝酸盐

含量。
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盐酸萘乙二胺溶液：称取盐酸萘乙二胺0.1g，用体积分数为60％的

醋酸溶解，并稀释至100 mL，混匀置棕色试剂瓶内，放入冰箱保存备用。

对氨基苯磺酸溶液和盐酸萘乙二胺溶液配制成后，应为无色透明溶

液。如放置较长时间后溶液被氧化而呈色，应弃去，重新配制。

氯化铵缓冲溶液：在1L容量瓶中加入500 mL蒸馏水，然后加入20 mL

盐酸混匀。再加入50 mL氨水，pH调至9.6～9.7，定容至1L。

ZnSO4溶液：称取120.0 g ZnSO4·7H2O，用蒸馏水溶解，定容至1L。

NaOH溶液：称取20.0 g NaOH，用蒸馏水溶解，并稀释至1 L。

亚硝酸钠标准溶液：称取亚硝酸钠250.0 mg（在硅胶干燥器中干燥

24 h），加蒸馏水溶解，移入500 mL容量瓶中，再加入100 mL氯化铵缓冲

溶液，加蒸馏水定容至500 mL，摇匀，在4℃下避光备用（1.0 mL该溶液

相当于500.0 g亚硝酸钠）。

亚硝酸钠标准使用液：临用前，吸取1.0 mL亚硝酸钠标准溶液，置

于100 mL容量瓶中，加蒸馏水定容至100 mL，混匀（1.0 mL该溶液相当

于5.0 g亚硝酸钠）。

显色剂：临用前，将对氨基苯磺酸溶液和盐酸萘乙二胺溶液等体积

混合。

2.配制标准液

吸取0.0 mL、0.5 mL、1.0 mL、2.0 mL、3.0 mL、4.0 mL、5.0 mL亚

硝酸钠标准使用液(相当于0.0 g、2.5 g、5.0 g、10.0 g、15.0 g、

20.0 g、25.0 g亚硝酸钠)，分别置于25mL的比色管中，再各加入4.5 mL

氯化铵缓冲溶液和2.5 mL体积分数为60％的醋酸溶液，然后立即加入

5.0 mL显色剂，加蒸馏水定容至25mL，摇匀，备用(图2-2-4)。

3.处理样品

称取10.0 g绞碎后混匀的泡菜样

品，置于250 mL烧杯中，加入70 mL蒸

馏水和12 mL NaOH溶液，混匀。用

NaOH溶液将样品的pH调至8，移入

200 mL容量瓶中，加10 mL ZnSO4溶液，

混匀。若不产生白色沉淀，可再加

2～5 mL NaOH溶液，搅拌均匀。置于

60 ℃左右的恒温水浴锅中加热10 min，

取出后冷却至室温，加蒸馏水定容至

200 mL，摇匀。放置0.5 h，用干燥滤

纸过滤，弃去初滤液20 mL。取滤液
图2-2-4

亚硝酸钠标准液的颜色
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4.比色ִ࠵

将样品处理后得到的颜色与标准液的颜色比较，从໲்ኮ间最相ৎ

的颜色中，得到相对应的ჱၣ酸盐的含量。

结果分析

用下列公式计算样品中ჱၣ酸盐含量：

ჱၣ酸盐含量(mg/lg)＝

式中：m1
Ċ样品质量(g)

m2
Ċ测定用样液中ჱၣ酸盐质量( g) 

V1
Ċ样品处理液的ጺ体数(mL)

V2
Ċ测定用样液的体积(mL)

测๋ۨ೗的ჱၣ໗ჸࡤଉ

除了泡֓，其໱᪝制๋品中ᄺ可能含有较多的ჱၣ酸盐，需要测定

其中的ჱၣ酸盐含量，以ඓ定其是ޙޏ合๋用标准。

活动建议

1.测定腌制肉食品中的亚硝

酸盐含量

᪝制肉๋品时，׉׉加入ჱ

ၣ酸盐作为增色、ᅞ菌、ޫݞ的

添加剂(图2-2-6)。如果添加过

多，会对人体ॳ੃ሰ成ླ࡞。

10 mL于25 mL比色管中，分别加入4.5 mL的୰化铵缓冲溶液和2.5 mL体

积分数为60ǁ的醋酸溶液，然后૬即加入5.0 mL၂色剂，加蒸馏水定容

至25 mL，摇匀(图2-2-5)。

定容 过滤 加样

200mL

10mL

加入4.5mL

的氯化铵和

2.5mL醋酸 5.0mL显色剂

图2-2-5

加样Ă显色过程示意图

m2V1

m1V2

图2-2-6

᪝制඾制೗
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2.测定放置不同时间的剩菜中亚硝酸盐含量

大白֓、լ֓、஄տ等๷֓中含有较多的ၣ酸盐，以这些๷֓为原

料做成的֓ݗ，如果贮存过৳，其中的ၣ酸盐会转化成ჱၣ酸盐，ڞዂ

ჱၣ酸盐含量增高。

分析讨论

1.你测定的๋物样品中，ჱၣ酸盐含量合๋ॆࡔࢭ品࿐生标准吗？

2.各小组同学测定的同一种๋物样品的数据一ዂ吗？如果有ֶᅴ，

请分析原因。

亚硝酸盐含量仅仅是食品有毒有害物质检测中的一项，食品安全的检测包括食品营养

成分的分析、有毒有害物质和限制使用添加剂的分析、食品微生物检验等，通过这些方面

的检测，可以全面鉴定食品的安全性。

1.随着剩菜放置时间的变长，其中的亚硝酸盐含量如何变化？为什么？

2.请你根据实验的测定结果，结合查阅有关食品安全的资料，给家人和朋友日常生活

中的饮食安全提出合理化建议。

发酵食品是以农畜产品等为原料，在微生物的作用下，经过一系

列酶促反应得到的各种代谢产物。发酵食品具有特殊的香味和独特的

口感，并且营养丰富、易于消化，加上发酵食品不易腐败变质，利于

储藏，成为广受人们喜爱的食物。

食品的安全性评估，主要是阐明食品中有关危害成分或物质的毒性及其风险大小。通

过多种检测手段，评价某种食品是否可以安全食用，因此在食品安全性研究、监控、管理

等方面有重要意义。

๋೗࿐生Քጚ

 为了保证食品安全，保障公众身体健康和生命安全，国家制定了《中华

人民共和国食品安全法》，并根据此法，制定《中华人民共和国食品安全法

实施条例》。

为ԍࢺၩݯኁ的ॳ੃，๢应࿢国参与全൰ঢ়ष一༹化，ᆮഄ是࿢国加入๘হஹᅟፇኯ

后，ీ 更ںࡻኴ行“实แۯኲ物࿐生ॠᅧٯแ的协议”ڪ有关ࢅۨࡀ国ाՔጚጚሶ的需要，

进一步提高࿢国๋೗࿐生॔࠶۽理຤ೝ，国家发ք了多ၜ๋೗࿐生Քጚ。

巩固提高
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Քጚ的Ӱք实แ，为࿢国๋೗Ҿ全的॔࠶۽理߾作提供了法ୱᅈ਍及技术ԍ证，ࡀܔ

。๨ׇ行为、ٝ进࿢国ঢ়ष发ቛ与ม会࿘ۨ起到了ओट的作用ݔ

部分食品卫生国家标准（摘录）

食品

酱油

食醋

碳酸

饮料

方便面

浓缩

果蔬汁

果冻

生乳

酱腌菜

检测项目

菌落总数（CFU/mL）
大肠菌群（CFU/mL）
菌落总数（CFU/mL）
大肠菌群（CFU/mL）
菌落总数（CFU/mL）
大肠菌群（CFU/mL）
菌落总数（CFU/mL）
大肠菌群（CFU/mL）

霉菌和酵母菌（CFU/mL）
大肠菌群（CFU/mL）
菌落总数（CFU/g）
大肠菌群（CFU/g）
霉菌（CFU/g）

酵母菌（CFU/g）
菌落总数（CFU/mL）
大肠菌群（CFU/g）

限 量

n

5
5
5
5
5
5
5
5

≤ 102

5
5
5

≤ 20
≤ 20

≤ 2 ×106

5

c

2
2
2
2
2
2
2
2

2
2
2

2

m

5 ×103

10
103

10
102

1
104

10

10
102

10

10

M

5 ×104

102

104

102

104

10
105

102

102

103

102

103
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