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实验一 生境调查：直接镜检



生境的概念

生境是指正常微生物在进化过程中，一定

生态组织层次与环境相互适应，相互影响

所形成的统一体的空间侧面。

生境是一个相对的概念。

一般从定性、定量、定位三方面来反映生

境内微生物群落的情况。



生境调查常用的检测方法

直接镜检法——较为简单、快速的方法

活菌计数法——定量评估

分子生物学方法——目前研究的热点



实验目的

通过直接镜检来了解生境内正常或异常微

生物群或群落的结构与分布状态

掌握革兰氏染色的方法，对微生物形态进

行观察



二 实验原理

正常生境内一般有稳定的微生物群分布

皮肤：表皮葡萄球菌 、白色葡萄球菌、金

黄色葡萄球菌、链球菌、类白喉杆菌、厌

氧丙酸杆菌、芽孢杆菌、绿脓杆菌



舌面：唾液链球菌、G+ 丝状菌、韦荣氏球

菌、粘液葡萄球菌、类杆菌

猪粪：有400种以上微生物，最常见的有：大

肠杆菌、乳酸杆菌、双歧杆菌、拟杆菌等。



革兰氏染色原理

细菌学上最常用的鉴别染色方法，根据细

菌细胞壁的结构、成分不同将细菌分为

G+菌和G-菌。

G-菌细胞膜含类脂质多，肽聚糖少——细

胞壁通透性增大——首先媒染的结晶紫、

碘复合物易于渗出——酒精脱色，溶解类

脂质，易于将其洗脱——复红复染成为红

色。



G+菌细胞膜含类脂质少，肽聚糖多——细胞

壁通透性减小——初媒染的结晶紫、碘复合

物不易于渗出——酒精脱色，细胞壁网孔收

缩，不易将其洗脱——复红复染仍为紫色。



三 实验器材

1 实验仪器

光学显微镜

http://www.cn.alibaba.com/athena/sampledetail/noveloptics-8287649.html


2 实验材料：

试样：皮肤、舌面（人）、粪样（猪粪或鸡粪）

革兰氏染液：结晶紫、碘液、酒精、复红

用具：酒精灯、灭菌生理盐水、显微镜、香柏

油、二甲苯、擦镜纸、吸水纸、载玻片、灭菌棉

球、废液缸、镊子



四 方法与步骤
1 采样及制片

（1）首先取洁净载玻片，做好标记

（2）采样方法：

皮肤采样：用沾有少量生理盐水的灭菌棉

球用力擦试采样部位皮肤，反复擦2min，
一般取耳根或肘窝部，然后将擦试后残余

液体挤压到载玻片上，待其自然干燥。



舌面采样：将玻片在酒精灯上火焰消毒，

待其冷却后将其压于舌面上1-2min，力度

适宜。

粪样采样：接种环消毒，滴少量生理盐水

到载玻片上，取少量粪样，呈同心圆状搅

匀、分散，自然干燥。

（3）固定：将晾干后的玻片快速通过火焰

上方2-3次，以不烫手为宜。目的是使样品

固定，染色水洗时不易被冲掉。



2  染 色

将玻片置于废液缸玻片搁架上进行染色

初染：结晶紫，1-2min，水洗

媒染：碘液，1min，水洗

脱色：酒精，0.5-1min，水洗

复染:  复红，1min，水洗，滤纸吸干或晾干

以备镜检。



3 镜 检

观察前准备：显微镜的使用，光线合轴，将

光线调到视野适宜的亮度。

观察：由低倍到高倍，最后用油镜观察，包

括：

样品中正常微生物染色特性

正常微生物形态

各类正常微生物所占比例



镜检结果

金黄色葡萄球菌 大肠杆菌



革兰氏阴性和阳性菌混合的镜检结果



五 实验报告

1 实验目的、原理、操作步骤

2 结果：绘出镜检结果，包括革兰氏染色

反应性，并作简单描述

计算革兰氏阳性菌与革兰氏阴性菌的比

例，杆菌与球菌的比例

3 分析：直接镜检的优缺点；实验成败的

原因



实验二

生境调查：活菌数的测定



活菌计数的意义

定量评估菌群数量和密度。

确定微生物与微生物、微生物与宿主生态
平衡与生态失调。

本方法常用于微生物制品质量检测，食

品、水源污染度的检验，土壤含菌量的测
定等。



一、实验目的

掌握活菌计数的方法



二、实验原理

平板菌落计数法是根据微生物在固体培养基

上所形成的菌落一般是由单个细胞繁殖而成

的原理设计而成的，即一个生成的菌落代表

一个活的单细胞。



三、实验器材

1．材料
带玻璃珠的三角瓶、移液管、试管、滴管、天平、
药品匙、酒精灯、铂耳、CO2培养箱，摇床等。

2．培养基
EMB、MRS平板各1块。

EMB为大肠杆菌选择性培养基

MRS是乳酸杆菌选择性培养基



3．试剂

稀释液1：生理盐水（含0.85％氯化钠）

稀释液2：含0.1 ％琼脂的生理盐水

4．标本

取新鲜猪粪10g左右于无菌便盒置4℃冰箱

保存备用。
健康动物粪便中含有400种以上的细菌，常见的有大肠杆
菌，乳酸杆菌，双歧杆菌，拟杆菌，真杆菌等。



四、方法与步骤

1、标本稀释

（1）均质化

• 在300ml三角瓶中准确加入49.5ml稀释液和

0.50g便样做100倍稀释，然后在室温下，

以125rpm速度振荡30分钟，即成为均质化

的10-2稀释菌液。



（2）稀 释

取4支试管，各加4.5ml含0.1％琼脂的生

理盐水。

10倍稀释样品：从10-2 稀释菌液中取

0.5ml加入含4.5ml稀释液2的试管中，振

荡混匀2分钟，即得到10-3 稀释菌液。按

同样方法，从10-3依次稀释至10-4 ，10-5，

10-6。



0.5ml 0.5ml 0.5ml

10-4

0.5ml

10-3 10-610-5

各试管内已加4.5ml 稀释液2

10-2稀释
菌液

10倍稀释



2、接种

（1）滴种 用带注射针头的滴管从高稀释度菌
液开始依次滴种，每个平板4个稀释度，每个
稀释度滴3滴。

（2）滴种的稀释度选择 EMB选10-3、10-4、
10-5 、 10-6 ，MRS选10-3、10-4、10-5。

（3）确定滴管系数 取1ml稀释液，用滴管将其

全部移出，确定其准确滴数，即为滴管系数。



常见的细菌接种方法

滴种法——简便，准确，所需培养基较少，但菌群
易粘连成片，分散效果不如涂布法。

平板涂布法——结果精确，误差小，但需要大量的
培养基。

混悬液法——用于厌氧菌，结果精确，细菌生长均
匀，但需要大量的培养基，操作复杂，温度控制要
求较高。



3、培 养

（1）需氧培养 将EMB 置37℃普通温箱内培

养8-10小时。

（2）厌氧培养 将MRS置37℃ 厌氧培养箱内

培养14-18小时。



4、结果观察和计算
（1）观察 EMB平板上观察大肠杆菌、MRS平板
上观察乳酸杆菌，先记数，后涂片镜检，排除非
目的菌。

记数原则：取每滴菌落数小于100的稀释度

大肠杆菌镜检结果 乳酸杆菌培养结果



（2）菌落的计算

根据菌落的可数性，来选择菌落的稀释

度，计算每克样品中的活菌数（CFU/g）。

CFU=同一稀释度三个重复平均数×稀释倍

数×滴管系数



稀释度的选择

①首选平均菌落数在30-100之间的。

②若有二菌落数符合① ，则以高稀释度/低稀释度，
若其比值<2，取其平均数；若>2，取其较小的数

字。

③若均<30，则按稀释度最低的计算。

④若均无菌落生长，则按＜1×最低稀释倍数计算。



五、实验报告
1、实验的目的，原理，操作步骤。

2 、实验结果：

简要描述培养结果以及镜检结果。

计算每克样品中的活菌数。

3、讨论与分析

本实验的关键步骤及所采用的方法的优缺点。

比较活菌计数与直接镜检对生境调查的不同意义。



实验三

芽孢杆菌的分离和筛选



直接划线法

倾注平板法

涂布平板法

细菌分离的常用方法



固体法

上清液法（牛津杯法即是此方法的一种）

混合培养法

研究拮抗作用常用的方法



从土壤中分离芽孢杆菌，通过实验掌握芽孢
杆菌的分离原理和方法。

筛选对致病性大肠杆菌有抑制作用的芽孢杆
菌，通过实验熟悉和掌握牛津杯法检测细菌
间拮抗关系的操作和结果判定方法。

一.实验目的



1.芽孢杆菌的分离

土壤含丰富腐殖质和有机质，是大多数腐生
微生物生活的最好环境。

土壤微生物的分布：受土壤深度、来源和日
光等因素影响，一般离地表10-20cm土层中细
菌含量多。

二.实验原理



在微生态制剂中，80%都是芽孢杆菌制剂，如

地衣芽孢杆菌，枯草芽孢杆菌，蜡样芽孢杆

菌等在饲料用已广泛应用，它们通过在宿主

肠道内定植耗氧，维持肠道的厌氧菌的定植

能力同时降低肠道PH值，从而帮助宿主抵抗

病原菌的侵害。

本实验分离筛选芽孢杆菌



芽孢杆菌呈G+，能形成芽孢，具有耐酸，耐
盐，耐高温，抗干燥、抗辐射的特点，有鞭
毛（炭疽除外）。可分为需氧芽孢杆菌和厌
氧芽孢杆菌（梭菌属）。



芽孢的概念：某些菌生长到一定阶段，细胞

内形成一个圆形、椭圆形或卵圆形的内生孢

子，是对不良环境有较强抵抗力的休眠体。

芽
孢



http://www.dhxx.net.cn/zxzr/source/czsw/XJ/440_SR.asp


分离芽孢杆菌原理:利用芽孢杆菌以芽孢形式

存在时具有耐高温的特点，将样品于80℃高

温处理20分钟，消灭其他菌株，然后再分离

芽孢杆菌。



芽孢杆菌及其代谢产物对大肠杆菌有抑制
作用，使大肠杆菌不能在芽孢杆菌周围生
长，从而形成抑菌圈。从牛津杯中心向外
抑菌物浓度逐渐降低，因此抑菌的强度从
内向外逐渐减弱。

本实验以枯草芽孢杆菌JS01作对照，该

菌对致病大肠杆菌有很好抑制作用。

2.芽孢杆菌的筛选—对大肠杆菌的拮抗作用



1.菌株：致病性大肠杆菌ATCC25922，枯草芽
孢杆菌JS01（对照）。

2.仪器：高速离心机，微量加样器，牛津
杯，水浴锅。

3.其他：土壤，营养琼脂平板，三角棒，
10mL、1mL移液管，灭菌生理盐水和试管。

三.实验器材



1.取0.5g土壤于3mL装有灭菌生理盐水的无菌试

管中，振荡混匀。

2.将样品置80℃水浴锅中处理20min。

3.取1接种环样品于营养琼脂平板上划线，37℃

培养20-24h。

四.实验内容

划线步骤

几种划线方法



4.观察菌落特征，挑取单菌落。涂片、染

色、镜检，观察是否形成芽孢。

确认是否是芽孢杆菌。

5.单菌落传代，纯化，保存。为下一步芽孢

杆菌的筛选做准备。



6.准备芽孢杆菌和大肠杆菌24h细菌培养物。

7.取1.5mL芽孢杆菌培养液15000rpm离心

5min，取上清液备用。

8.大肠杆菌用生理盐水稀释1000倍，备用。

9.取0.1mL稀释的大肠杆菌菌液涂布营养琼脂

平板，37℃放置30min,待吸干后均匀放置4个

牛津杯/平板，用微量加样器将从第5步分离纯

化的芽孢杆菌和芽孢杆菌JS01全菌液和代谢产

物分别加满牛津杯，平置37℃培养10h。



芽孢杆菌全菌液

芽孢杆菌上清液

芽孢杆菌JS01全菌液

芽孢杆菌JS01上清液

牛津杯的摆放



10.结果观察：测量抑菌圈直径(D)，判断拮

抗作用的强度。比较芽孢杆菌JS01和本实

验组从土壤分离的芽孢杆菌的抑菌效果。

D<10mm：无拮抗作用

10mm<D<15mm：中等拮抗作用

D>15mm：强拮抗作用



1.描述芽孢杆菌菌落特征和镜检特征。

2.测定抑菌圈直径，并分析影响实验结果的

因素。

3.讨论影响分离筛选结果的因素有哪些？如

何保证实验结果的可靠性？

五.实验报告要求
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