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同学们，当你们畅游在知识海洋时，可曾想到，生物科学与人类社
会的关系比其他科学更为密切；当你们漫步在科学丛林时，可曾感知，
生物科学就在你我的身边……

回顾生物科学近百年来的发展史，许多重大的事件，如孟德尔遗传
规律的发现、基因学说的创立、ＤＮＡ 分子双螺旋结构的确定、人类基因
组计划的完成……仿佛还在昨天；许多伟大的科学家，如孟德尔、摩尔
根、沃森……仿佛就在眼前。 在如今这瞬息万变的时代，生物科学在迅
猛地发展，基因工程、生物克隆、生物芯片等成果的取得，引起了全世界
的广泛关注。 与此同时，我们还应该知道，千百年来，在这些伟大成果的
背后，有许多默默无闻的工作者和无数平凡的事情，所有这些都是生物
科学发展进程中不可或缺的、充满生命活力的组成部分！

２０ 世纪后期， 生物科学在物理学和化学等学科发展的基础上取得
了长足的进展，已经深入到分子水平探究生命活动的本质。 一般来说，
新生的交叉学科在很大程度上是未来科学的先驱， 而生物科学的研究
领域正是产生这些新生学科科学启蒙思想的沃土。 难怪许多科学家早
就预言，２１ 世纪生物科学将是自然科学中最为活跃的学科之一。

当今， 人类生存环境恶化的倾向对以造福人类为理想目标的科学
提出了严峻的挑战，人们对科学进一步发展的期待日益迫切。 生物科学
在迎接挑战中，不断地丰富着自己。 随着数学、技术科学、物理学、化学
等学科的不断渗透交融，２１ 世纪的生物科学必将取得更加重大的突破，
呈现出更加欣欣向荣的景象。 生活在这样一个激动人心的生物科学时
代，我们怎能不兴奋呢！

千鸟竞翔，万马奔腾，是生命的一种壮美；ＤＮＡ 分子的双螺旋，是生
命的一种结构美……同学们，生物科学中蕴含着各种形态的美，让我们
在追求美的同时，也用美去感染你我身边的每一个人！

编 者
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绪 论

●科学实验揭开了 DNA分子结构之谜
●实验开启生物科学王国的大门

实实验验开开启启生生物物科科学学王王国国的的大大门门

生生物物科科学学的的每每一一次次重重大大发发现现都都证证明明科科学学实实验验是是开开启启
生生物物科科学学王王国国大大门门的的钥钥匙匙。。 随随着着现现代代生生物物学学实实验验技技术术的的
快快速速发发展展，， 一一扇扇扇扇生生物物科科学学王王国国的的大大门门也也必必将将随随之之而而打打
开开。。 中中学学生生物物学学实实验验教教学学不不仅仅是是生生物物学学科科教教学学的的组组成成部部
分分，，更更是是培培养养创创新新精精神神和和提提高高实实践践能能力力的的主主要要载载体体。。 积积极极
主主动动地地参参与与生生物物技技术术实实践践吧吧！！

组织培养实验室



实实验验开开启启生生物物科科学学王王国国的的大大门门

生物科学是一门实验科学。 从某种意义上说，生物科学实验技术和方法的创新，是推动生
物科学理论飞速发展的直接动力。 因此，生物科学实验被认为是开启生物科学王国大门的钥
匙。 正是因为生物科学实验技术和方法的不断进步，极大地推动了生物科学的迅猛发展，才使
得生物科学对整个人类生活和生产活动的影响日益增大。

科学实验揭开了 DNA 分子结构之谜

生物科学是一门历史悠久的学科。 １６～１８世纪，生物科学
的突出成就是一些分支学科的先后建立和发展，如解剖学、生
理学、分类学、胚胎学等。１９世纪是生物科学全面发展的世纪，
细胞学说、生物进化论和遗传理论就在此期间创立，它们被誉
为现代生物科学的三大基石。２０世纪，伴随物理学、化学、数学
等学科的发展以及计算机技术的广泛应用， 生物科学的面貌
发生了巨大的变革，从静态的、定性描述性的学科向动态的、
定量实验性的学科转化， 人类基因组计划的完成则标志着生
物科学新时代的开始。 若追溯起来，人们不会忘记 20世纪中
叶沃森 （Ｊ．D.Ｗａｔｓｏｎ）、 克里克 （Ｆ．Ｃｒｉｃｋ）、 威尔金斯 （M ．
Willkins）和富兰克林（Ｒ．E.Ｆｒａｎｋｌｉｎ）等许多科学家的科学实验
成果。

积极思维 科学实验揭开了 DNA分子结构之谜

事实：
１９５３ 年，沃森和克里克确立了 ＤＮＡ 分子的双螺旋结构

模型，开创了生物科学的新纪元。而此前孟德尔（Ｇ． J.Ｍｅｎｄｅｌ）
的遗传实验、格里菲斯（Ｆ． Ｇｒｉｆｆｉｔｈ）等的肺炎球菌实验、赫尔
希（Ａ． Ｄ． Ｈｅｒｓｈｅｙ）等的噬菌体实验、富兰克林与威尔金斯
给出的 ＤＮＡ晶体结构的 Ｘ射线衍射照片等，都为揭开 ＤＮＡ
分子结构之谜奠定了坚实的基础。

沃森看到富兰克林 1952 年拍摄的 DNA 结构的 X 射线
衍射照片后受到启发，认定 DNA应该是双链结构。沃森和克
里克循着这个思路深入研究探讨，终于在 1953年 3月 7日，
将美丽无比的 DNA分子双螺旋结构模型搭建成功， 正确地
反映出DNA分子的空间结构。 这是一个无比伟大的时刻，从
此生物学研究从细胞生物学阶段发展到了分子生物学阶段。
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威尔金斯被列为发现 DNA分子双螺旋结构的第三人，而富
兰克林则是发现 DNA分子双螺旋结构的真正的“幕后英雄”。

生物科学在 ２０世纪已经取得了诸如 DNA分子结构的揭示
等举世瞩目的成就，在自然科学的发展中也处于领先地位，并正
向着前所未有的深度和广度迅速地发展。

富兰克林

在威尔金斯的研究室里，富兰克
林通过反复实验，成功地拍到了显示
DNA 具有螺旋结构的 X 射线衍射照
片。威尔金斯将这些照片提供给沃森
和克里克， 这是后者发现 DNA 具有
双螺旋结构的主要实验依据。

威尔金斯

威尔金斯原来是物理学家，后转
向生物学研究。他用物理学方法研究
染色体和 DNA 的结构， 也开展拍摄
DNA 的 X 射线衍射图像的实验 。
1962 年， 他与沃森和克里克一起荣
获诺贝尔生理学或医学奖。

克里克

克里克原来是物理学家，后来才
转向生物学研究。 37 岁时， 他与 25
岁的沃森合作， 发表 DNA 具有双螺
旋结构的论文，后来他又提出了“中
心法则”等理论。 1962 年，克里克与
沃森及威尔金斯共同获得诺贝尔生

理学或医学奖。

富兰克林得到的 DNA 晶体结构
的 X 射线衍射照片。

图 1 科学实验揭开了 DNA 分子结构之谜

分析：为什么说是科学实验揭开了 DNA分子结构之谜？
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科学实验实现了哺乳动物的克隆

１９９７ 年，英国科学家们采用哺乳动物体细胞克隆出
绵羊。 科学家为此进行了 ２７７次克隆实验才获得成功。

实验开启生物科学王国的大门

从生物进化论和细胞学说的创立， 到基因靶向技术的
发明、多利羊的诞生和杂交水稻的成功培育等，这些重大成
果的取得都证明了实验是开启生物科学王国大门的钥匙。

图 ２ 实验开启生物科学王国大门的实例

生物科学实验

施莱登 施旺

科学实验开创了稻谷培育的新纪元

20 世纪 70 年代初，袁隆平利用其助手发现的自
然不育株（雄性不育）作为杂交水稻的育种材料，提
出了水稻杂种优势利用的观点， 打破了世界上自花
受粉作物育种的禁区， 实现了杂交水稻培育的历史
性突破，从而大幅度地提高了水稻的产量。 袁隆平因
此被称为“杂交水稻之父”。

科学实验成就了基因靶向技术

2007 年诺贝尔生理学或医学奖获得者为美国人
卡佩奇 （M. Capecchi）、史密斯（O. Smithies）与英国人
埃文斯 （M. Evans）， 他们的杰出成果是基因靶向技
术。迄今为止，通过该技术已有一万多个小鼠基因被
敲除，从而确定了单个基因在健康和疾病中的作用。

科学实验创立了细胞学说

施莱登（Ｍ． Ｊ． Ｓｃｈｌｅｉｄｅｎ）和施旺（Ｔ． Ｓｃｈｗａｎｎ）分别于
１８３８ 年和 1839 年独立提出“细胞学说”，这是科学家积
１７０ 余年的实验成果所获得的重大发现。
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纵观生物科学的发展史，每一次里程碑式的进展无不源于
重大的实验成果。随着生物科学理论与技术的不断进步，它对人
类的生活、生产和社会发展将会产生更加深远的影响。

事实：
1. 袁隆平对人类的贡献之大、影响之深，是世界公认的。

他自己说过：“我做了一个梦，梦见了水稻植株长得像树，稻谷
长得像苹果那么的硕大， 那么的沉甸甸， 把树枝都压弯了
……”这是他日有所思、夜有所梦的结果。 正是为了实现这个
梦想， 年逾古稀的袁隆平一直还在为亩产吨粮田的目标而默
默耕耘着，孜孜践行着。 袁隆平“千里之行，始于足下”的追梦
征程就是科学实验和探索的过程，这使他的事业越来越辉煌，
创新越来越备受瞩目，梦想越来越接近实现。

因为水稻是雌雄同花、自花受粉
的作物，难以一朵一朵地去掉雄花进
行杂交。这就需要获得一个雄花不育
的稻株，即雄性不育系，然后才能与
其他品种杂交。 这是一个世界难题。
袁隆平知难而进，他认为，雄性不育
系的原始亲本，可以是一株自然突变
的雄性不育株， 因此也能天然存在，
而中国有众多的野生稻和栽培稻品
种，蕴藏着丰富的种质资源，“外国没
有搞成功的，中国人不一定就不能成
功”。

为此，袁隆平迈开了双腿，走进
了水稻的莽莽绿海，去寻找这从未见
过，而且中外资料也没报道过的水稻雄性不育株。 时间一天天
过去，袁隆平头顶烈日，脚踩烂泥，驼背弯腰地一穗一穗地观
察寻找。“功夫不负有心人”，他和他的团队终于发现了一株花
药不开裂的天然的雄性不育水稻植株。

2. 袁隆平的梦想还启迪我们： 没有任何一项科学能穷尽
自然的奥秘， 宇宙间更广阔的未知领域还有待于我们前仆后
继地通过实验去探索。
分析:
� � 1. 从袁隆平的“梦想”和“追梦”故事谈科学实验和探索的
重要性。

2. 袁隆平的“梦想”和“追梦”对我们还有什么启迪？

袁隆平的“梦想”和“追梦”对我们有什么启迪积极思维

图 3 沉甸甸的杂交水稻稻穗
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电流刺激

任氏液

迷走神经

双蛙心灌流实验的故事

２０世纪初，德国生理学家罗维（Ｏ． Ｌｏｅｗｉ）研究迷走神经对
心跳（心肌收缩）的控制作用。 当罗维用电流刺激青蛙的迷走
神经时，青蛙的心跳就减慢。 罗维想，究竟是迷走神经受电流
刺激后，电信号直接传导造成心跳减慢呢，还是由于迷走神经
分泌了某种化学物质造成心跳减慢呢？ 如果是后者，那该如何
证明呢？

事实上，罗维一直想用一个实验来证实他的假设，而构思
和设计这个实验花费了他整整 １７ 年的时间。后来罗维回忆了
他当时做实验时的情景：“１９２０ 年复活节的前夜，我突然从睡
梦中醒来，打开电灯，匆匆在一张小纸片上写下几行字后，我
又躺下睡着了。 第二天早晨 ６ 点钟，我起床后想起来，夜间我
曾写下一些重要的东西，但小纸片上的字太潦草，根本无法
辨认。 第三天凌晨 ３ 点钟， 上一夜的想法又在我的脑中出现

了，原来是一个验证迷走神经产生化学物质控
制心肌收缩的双蛙心灌流实验的设计。这时虽
然还是深更半夜 ，但我立刻起床 ，冲进实验
室，按照梦中的设计，进行了控制青蛙心跳的
实验。 ”

其实这个实验并不复杂。罗维解剖了两只
青蛙，取出它们的心脏，第一个心脏上仍连接
有迷走神经，另一个心脏上的迷走神经被剥
离。他将两个蛙心通过导管连接起来实施灌流
实验。他先用电流刺激了第一个心脏上的迷走
神经，当连接迷走神经的心脏中的液体（任氏
液）流入到另一个心脏中时，奇迹出现了，第二
个心脏的跳动立即减慢下来。实验结果证明，
神经系统通过产生化学物质作为信号， 控制
了心肌的收缩。 现在我们知道，这种化学物质
是乙酰胆碱。罗维的成就在于他通过实验揭开
了神经细胞通信问题的神秘面纱。

双蛙心灌流实验

评价指南

1．举例说明生物科学在 ２０世纪所取得
的哪项重大成果对你的日常生活产生了重

大影响。
2． 联系自己熟悉的事例， 说明生物科

学实验与生物科学迅速发展的关系。
3． 展望未来，畅想生物科学的发展可能

对人类的生活、生产和社会发展产生哪些
影响。
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●微生物的分离和培养
●分离特定的微生物并测定其数量
●植物组织培养技术

第一章
无无菌菌操操作作技技术术实实践践

无无菌菌操操作作和和无无菌菌培培养养是是生生物物科科学学、、 医医学学等等领领域域最最基基
本本的的实实验验要要求求，，在在生生产产和和生生活活中中也也有有广广泛泛的的应应用用价价值值。。例例
如如，， 图图中中一一种种放放线线菌菌的的菌菌落落的的形形成成离离不不开开无无菌菌操操作作和和无无
菌菌培培养养技技术术。。尝尝试试进进行行无无菌菌操操作作技技术术实实践践，，你你会会初初步步掌掌握握
这这一一技技术术。。在在今今后后的的工工作作和和生生活活中中，，这这一一技技术术可可能能会会帮帮你你
解解决决问问题题呢呢！！

一种放线菌的菌落



第第一一节节 微微生生物物的的分分离离和和培培养养

微生物与人类的关系十分密切，如在酒类酿造、食品发酵等传统生产工艺中，飘香的美
酒和美味的食品都与微生物的代谢活动密切相关。 随着科学技术的发展，在医药、农业、能
源、环保等领域中，许多利用微生物生产的产品被逐渐开发出来，如抗生素、疫苗、微生物杀
虫剂等。

微生物种类繁多，在自然界分布广泛，为了深入地研究它们的特性，首先要对其进行分
离与培养。 掌握无菌操作的技能（如使用高压蒸汽灭菌锅进行灭菌）是进行微生物分离与培
养的基础；掌握微生物培养基的配制技术（如配制细菌培养基），学习微生物接种和培养的方
法等，是实现微生物分离和培养的必要条件。

高压蒸汽灭菌锅
实验室常利用高温处理达到灭菌效果，包括采用干热灭菌或湿热灭菌等方法。 干热

灭菌方法是将准备灭菌的物品放在干热灭菌箱内，在 160～170℃下加热 1～2 h以达到灭
菌的目的。 湿热灭菌方法常采用高压蒸汽灭菌锅进行，如手提式高压蒸汽灭菌锅就是实
验室常用的灭菌仪器之一。

高压蒸汽灭菌锅（图Ⅰ-Ⅰ）的使用包括加
水、装锅、加热排气、保温保压、出锅等步骤。

加水是指使用前在锅内加入适量的水。 加
水不可过少，以防将灭菌锅烧干。

装锅是指将待灭菌物品放在灭菌桶中 （不
要装得过满），盖好锅盖，按对称方法旋紧四周
固定螺栓，打开排气阀。

加热排气是指加热后，锅内水沸腾并有大
量蒸汽自排气阀冒出时，维持 ２～３ ｍｉｎ 以排出
冷空气。 如待灭菌物品较大或不易透气，应适
当延长排气时间，务必使空气充分排出，然后
将排气阀关闭。

保温保压是指当气压升至 １００ ｋＰａ、温度达到 １２１ ℃时控制热源，保持压力，维持
20～３０ ｍｉｎ后，关闭电源。

出锅是指当压力表中指针降至“０”点，并待温度下降后，打开排气阀，旋开固定螺
栓，开盖，取出灭菌物品。 若当压力表指针尚在“０”点以上、温度也在 １００℃以上时开启
排气阀，会因压力骤然降低而造成培养基剧烈沸腾，并冲出管口或瓶口，污染棉塞，以
致培养微生物时引起杂菌污染。

灭菌完毕取出物品后，将锅内余水倒出，保持灭菌锅内壁及内胆干燥，盖好锅盖。

图Ⅰ-Ⅰ 高压蒸汽灭菌锅结构示意图

安全阀

压力表 排气阀

软管

固定螺栓

灭菌桶

筛架

水
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配制培养基
培养基（culture medium）是为人工培养微生物而制备的适合微生物生长、繁殖或积

累代谢产物的营养基质。 培养基可以分为天然培养基（采用动植物组织或微生物细胞以
及它们的提取物或粗消化物配制而成，如牛肉膏蛋白胨培养基）和合成培养基（由准确称
量的分析纯等级别的高纯度化学试剂加蒸馏水配制而成，如葡萄糖铵盐培养基）等类型。

天然培养基的主要优点是取材便利、营养丰富、配制简便，缺点是营养成分难以控
制、实验结果的重复性较差；合成培养基的优点是化学成分及其含量明确、实验的可重复
性好，缺点是配制繁琐、成本较高。 各种培养基的配方虽然不同，但一般都含有水、碳源
（提供碳元素的物质）、氮源（提供氮元素的物质）和无机盐等最基本的物质。

配制固体培养基时，常常需要在液体培养基中添加一定量的凝固剂。例如，琼脂是较
为常用的凝固剂之一，它是从某些藻类中提取出来的一类多糖物质。通常 100 mL液体培
养基中需要加入 1.5～2.0 g琼脂。

在配制培养基时，根据拟培养的微生物的不同需要，有时还要加入维生素等特殊的
营养物质，并要调节培养基的 pH使之满足微生物生长的需要。

接种微生物
在无菌条件下将微生物接入培养基的操作过程叫做接种。 在接种操作过程中，

常用的工具有玻璃涂布器、接种针、接种环等（图Ⅰ-Ⅱ）。 由于接种方法的不同，采用
的接种工具也有区别，如用玻璃涂布器进行涂布平板接种（图Ⅰ-Ⅲ），用接种针进行
穿刺接种（图Ⅰ-Ⅳ），用接种环进行斜面接种（图Ⅰ-Ⅴ），或在固体培养基平板上进
行划线接种（图Ⅰ-Ⅵ）等。

图Ⅰ－Ⅳ 穿刺接种示意图

图Ⅰ－Ⅱ 接种工具

玻璃涂布器（涂布平板使用）

接种针（穿刺接种使用）

接种环（划线接种使用）

图Ⅰ－Ⅴ 斜面接种示意图 图Ⅰ－Ⅵ 平板划线接种示意图

图Ⅰ－Ⅲ 涂布平板接种示意图
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图 １－1 配制培养基 图 １－2 调节 ｐＨ 图 １－3 分装

边做边学 大肠杆菌的接种与分离培养

实践：
（一）配制牛肉膏蛋白胨培养基
１．配制培养基
在 ２００ ｍＬ 烧杯中加入 ０．５ ｇ牛肉膏、１.0 ｇ 蛋白胨 、 ０．５ ｇ

ＮａＣｌ、2.0 ｇ琼脂，再加入蒸馏水至 100 mL，边加热边用玻璃棒
搅拌，配制成培养基（图 １－1）。

： 牛肉膏蛋白胨培养基是常用的培养细菌的基
础培养基，可以根据实际需要配制成液态的（又称为肉汤培
养基）或固态的（添加琼脂作凝固剂）。牛肉膏蛋白胨培养基具
有营养丰富、配制方便等特点，应用非常广泛。

注意加热安全，参照“附录 1 生物科学实验规则”进
行操作。

２．调节 ｐＨ
测试并调节培养基的酸碱度时， 先用玻璃棒蘸取培养基

接触 ｐＨ试纸测试其 ｐＨ，再根据实际情况用质量分数为 ３％的
HCl溶液或 ＮａＯＨ溶液将培养基 ｐＨ调至 ７．２（图１－2）。

３．分装
将液态的培养基趁热分装到洁净的试管中， 培养基的高

度约为试管长度的 １ ／ ５。 分装时注意不要污染试管口，随后立
即用棉花塞紧试管口（图１－3）。

４．包扎
将 ３～５支试管扎成一捆， 并用牛皮纸等将试管口包扎

好。 在试管壁上注明培养基的名称、组别、配制日期等信息
（图１－4）。

５．灭菌
高压蒸汽灭菌是常用的灭菌方法之一， 通常是在温度为

１２１ ℃、气压为１００ ｋＰａ的条件下灭菌 ２０～30 ｍｉｎ。 灭菌完毕后
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３．在火焰附近用握有接种环的手的小指、无名指、中指和
掌心拔去两支试管上的试管塞， 迅速将试管口通过火焰 ２～３次，

图 １－6 搁置斜面图 １－5 灭菌图 １－4 包扎

切断电源，待压力表中指针指向“０”点、温度降至 60 ℃以下
后，取出灭菌物品（图 １－5）。

：灭菌（sterilization）是指采用强烈的物理学或化
学方法使物体内外所有的微生物永远丧失生长和繁殖能力

的方法。 消毒（disinfection）是指用较为温和的物理学方法（如用
波长为 265～266 nm的紫外线照射）或化学方法（如涂抹体积分
数为 70%～75%的酒精） 杀灭物体上绝大多数微生物的方法。
通常认为消毒是一种部分灭菌的方法。

６．搁置斜面
待试管冷却至 ５０ ℃左右， 将试管口部枕在高约１ ｃｍ的木

条或其他合适高度的物体上，使其自然倾斜，斜面长度不超过
试管总长的 １ ／ ２（图 １－6）。

（二）斜面接种和培养大肠杆菌
斜面接种大肠杆菌的主要目的有菌种转移、扩大培养和保存

纯净菌种等。 具体操作步骤如下：
１．点燃酒精灯后取两支盛有培养基的试管， 其中一支内

有菌种，另一支为无菌的斜面培养基。用一只手的拇指和其他四指
夹住试管，使管口齐平，管内培养基斜面向上（图 １－7）。

２．手持接种环， 将接种环的环端和接种时可能进入试管
内的部分放在酒精灯火焰上，来回灼烧多次，以达到迅速彻底
灭菌的目的（图 １－8）。

图 １－8 接种环灭菌图 １－7 准备接种
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7.将增殖的菌种放置在冰箱的冷藏室中（4℃）保存。 由于
菌种容易被污染或产生变异等，因此用这种方法保存菌种的时
间不宜过长。一般每隔 3～6个月要重新将菌种从原有的培养基

图 １－１1 划线接种 图 １－１2 培养大肠杆菌

图 １－10 挑取少许菌种图 １－9 试管口灭菌

５．将上述带菌的接种环迅速伸入待接种的试管中，在培养
基斜面上由底部向上轻轻划“Ｓ”型曲线，将菌种接种到培养基
上。 划曲线时不要将培养基的表面划破（图 １－１1）。

６． 将试管口与试管塞分别通过火焰 ２～３次， 迅速塞紧试
管。 多次灼烧接种环确保无菌，冷却后，放回原处。 将接种过菌
种的试管，放在恒温箱中（３７ ℃）培养 ２４ ｈ（图 １－１2），观察接种
和培养的结果。

以杀灭试管口上的微生物（图 １－9）。
：无菌操作是微生物接种和培养的关键。为防止

被杂菌污染，不但培养微生物用的试管、培养皿和培养基等在
接种前须进行灭菌，接种操作通常还需要在酒精灯火焰附
近进行，这是因为酒精灯火焰附近的局部高温使微生物难以
存活。

４． 将已灭菌的接种环伸入内有菌种的试管中 （菌种可
以购买，也可以通过分离培养和保存获得），先将环部接触
培养基斜面顶端或其他无菌的培养基部位使其冷却， 再轻轻
挑取少许菌种。 在抽出接种环时，注意其带菌部位不要触及
试管壁，也不要通过火焰处（图 １－１0）。
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a 打开瓶塞 b 灼烧瓶口灭菌

c 倒培养基 d 倒置平板

图 １－１3 平板制作操作示意图

转移到新鲜的培养基上，以保证菌种的活性。 对于需要长期保
存的菌种还需要采用其他特殊的方法。例如，采用甘油管藏法：
将 1 mL待保存的菌液转移到 1 mL已灭菌的甘油中，充分混匀
后置于-20℃的冷冻箱中长期保存。

（三）平板划线分离和培养大肠杆菌
在实验室中，平板常常被用来培养、分离细菌等微生物。
1．牛肉膏蛋白胨固体培养基的平板制作
将配好的牛肉膏蛋白胨培养基装入锥形瓶并用棉塞塞

紧，置于高压灭菌锅中；用牛皮纸等将培养皿包好（一般 5 套
一包），再用细绳扎紧后也放入高压蒸汽灭菌锅中，与培养基
一起灭菌。

灭菌后，将物品取出置于操作台上，待培养基冷却到 50℃左
右时进行倒平板操作。首先，在酒精灯火焰旁一只手拿着装有培
养基的锥形瓶，另一只手拔出瓶塞（图 1-13 a），使瓶口迅速通过
火焰 2～3次（图 1-13 b），并转动瓶口，确保瓶口灭菌彻底。 再
取无菌培养皿，在火焰旁用拇指和食指将培养皿打开一条稍大
于锥形瓶瓶口的缝隙 ，将锥形瓶中的培养基 （10～20 mL）
倒入培养皿中（图 1-13 c）。 等平板冷却凝固后，将平板倒置
（皿盖在下、皿底在上）备用（图 1-13 d）。
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：在制作平板的过程中，一定要注意无菌操作。
若在超净工作台上制作平板会更好。

2.平板划线分离与培养大肠杆菌
除了试管斜面划线法外，纯化和培养微生物的方法还有平

板划线法等。 平板划线法是指用带有微生物的接种环在平板培
养基表面通过分区划线而纯化分离微生物的一种方法。例如，用
已制备好的牛肉膏蛋白胨培养基平板进行大肠杆菌的分离与

培养（图 1-14）。

讨论：
１． 为什么要在酒精灯火焰附近接种？
２． ２４ ｈ后，培养基上长出了什么？肉眼看到的一个菌落肯

定是由一个大肠杆菌生长和繁殖形成的吗？

在一个倒有培养基的培养皿的

皿底外侧面中央用记号笔画一直

线，再在此线中间画一垂直线，将培
养基分成三个区域：第 1 区域、第 2
区域、第 3 区域，分别标上“1”、“2”、
“3”字样。

接种划线时，将带有微生物样品
的接种环，在培养皿内培养基的第 1
区域划线，然后再从第 1 区域划到第
2 区域， 从第 2 区域划到第 3 区域。
在固体培养基表面完成多次“由点到
线”的逐步稀释。

通过培养可以得到由单个

细菌增殖而形成的菌落。

图 １－１4 平板划线分离和培养大肠杆菌示意图

接种和划线操作需要在酒精灯

火焰附近进行。

1
2 3

1
23
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评价指南

一、单项选择题
1. 培养基为培养微生物提供了所需的

多种营养物质，牛肉膏蛋白胨培养基常用于
培养 （ ）

A.细菌 B.酵母
C.霉菌 D.病毒
2. 下列有关牛肉膏蛋白胨培养基的叙

述中，正确的是 （ ）
A.配制方便的合成培养基
B.营养丰富的天然培养基
C.需要牛肉膏的量比蛋白胨多
D.只适用于培养大肠杆菌
3. 下列有关配制 1 000 mL 牛肉膏蛋白

胨培养基的叙述中，错误的是 （ ）
A. 需要加入 5.0 g 牛肉膏和 10.0 g 蛋

白胨

B.需要加入 5.0 g NaCl
C. 配制固体培养基时一般需要加适量

的琼脂

D. 配制液体培养基时一般不需要调节

培养基的 pH
4. 通常要在酒精灯火焰附近接种微生

物，其原因主要是 （ ）
A. 酒精灯火焰附近的局部高温使得微

生物不能存活

B. 较高的环境温度可以使细菌的代谢
更加旺盛

C. 在酒精灯火焰附近操作可以保持培
养基的液体状态

D. 火焰灭菌与高压灭菌锅的灭菌原理
完全相同

5. 下列关于斜面接种目的的描述中，错
误的是 （ ）

A.菌种转移 B.扩大培养菌种
C.保存纯净菌种 D.获得单个菌落
6. 下图中甲为大肠杆菌经过平板划线

接种和培养后的菌落分布图，乙、丙、丁为平
板划线操作示意图。 要得到甲图菌落分布，
最可能的平板划线示意图是 （ ）

A.只能是乙 B.只能是丙 C.只能是丁 D.乙、丙、丁都不是

丙 丁乙甲

二、技能增进题
推理 由一个或几个已知的事实，推导

出一个未知结论的思维过程。 生物学学习过
程中也常常需要用已有的知识去推理得出

新的结论。
右表是某微生物培养基成分，请据此作

出推理：
该培养基可培养的微生物营养类型是

什么？

编号 成分 含量

1 粉状硫 10.0 g
2 (NH4)2SO4 0.4 g
3 K2HPO4 4.0 g
4 MgSO4 9.25 g
5 FeSO4 0.5 g
6 CaCl2 0.5 g
7 H2O 100 g
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最早用来培养微生物的人工配制的培养基是液体状态

的，分离并获得微生物纯培养物非常困难。 因此，在早期微生
物学研究中，分离微生物的进展相当缓慢。

利用固体培养基分离、培养微生物的技术，首先是由德国
细菌学家罗伯特·科赫及其助手创立的。 １８８１年罗伯特·科赫
发表论文，介绍利用土豆片分离微生物的方法，用灼烧灭菌的
刀片将煮熟的土豆切成片，然后用针尖挑取微生物样品在土
豆片表面划线接种，经培养、分离获得微生物的纯培养物。 这
一方法的缺点是一些细菌在土豆培养基上生长状态较差。

罗伯特·科赫还将明胶和牛肉膏蛋白胨培养基混合后铺
在玻璃平板上，让其凝固，在其表面接种微生物。 由于明胶熔
点低，而且容易被一些微生物分解利用，其使用受到限制。

有意思的是，罗伯特·科赫一名助手的妻子具有丰富的厨
房经验，当她听说明胶作为凝固剂遇到的问题后，建议以厨房
中用来做果冻的琼脂代替明胶。 琼脂是从几种红藻（主要是石
花菜）中提取的，主要成分是琼脂糖和琼脂胶。１８８２年，琼脂就
开始作为培养基的凝固剂，从餐桌走向了实验桌，为微生物学
的发展作出了重要贡献。 直到今天，琼脂仍然是最常用的凝固
剂；在一些食品、化妆品等产品中也是重要的原料之一。

罗伯特·科赫更为杰出的成就是研究和发现结核杆菌与
结核菌素等，他也因此而荣获 1905 年诺贝尔生理学或医学
奖。 1982年 3月 24日，中国邮政部发行《罗伯特·科赫发现结
核杆菌一百周年》纪念邮票，全套一枚。邮票右边是显微镜、试
管，左边的红色图案是中国的防治结核病标志。

从餐桌到实验桌的琼脂
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第第二二节节 分分离离特特定定的的微微生生物物并并测测定定其其数数量量

在自然环境中常常有多种不同的微生物生活在一起，要对其中的某种微生物进行研究
（如微生物的种类识别、数量统计等），就必须获得其纯培养物，以排除其他微生物的干扰。
在实验室中利用选择培养基就可以筛选和分离某种微生物， 然后在高度稀释的条件下，在
固体培养基上培养一个个微生物（如某种细菌）形成的单个菌落。 单个菌落即为纯培养物，
可用于科学研究。 例如，通过菌落数量的统计，可以计算出样品中的含菌数等。

分离特定的微生物并测定其数量，需要掌握涂布平板法和混合平板法等，如果采用选择
培养基分离特定微生物的方法，还需要学习观察各种微生物形成的菌落等。

将待分离的样品进行 １０倍系列稀释 取一定稀释

度的样品涂

布平板

预先制备好

平板

取一定稀释度

的样品与熔化

冷却至 50 ℃左
右的培养基混

合均匀

０．１ ｍＬ

涂布平板法

用无菌玻璃涂布器

将样品涂布均匀

混合平板法

细菌菌落通常仅

在平板表面生长

细菌菌落出现在

平板表面和内部将混合液倒入

无菌培养皿

图Ⅰ－Ⅶ 用涂布平板法和混合平板法分离细菌示意图

涂布平板法和混合平板法分离细菌
许多细菌、真菌和单细胞藻类能在固体培养基上形成孤立的菌落，采用适宜的分

离方法很容易得到它们的纯培养物。平板分离法能将单个微生物分离和固定在固体培
养基表面或里面，每个孤立的活微生物体经过生长、繁殖均可形成单个菌落。

分离、培养微生物最常用的是琼脂固体培养基。这种由德国科学家罗伯特·科赫创
立的平板分离微生物并进行纯培养的技术简便易行，１００ 多年来一直被用来分离各种
微生物。平板分离法有多种，如涂布平板法和混合平板法就是实验室中最常用的两种方
法（图Ⅰ－Ⅶ）。 平板分离法的各项操作均需在超净工作台上或在酒精灯火焰旁进行。
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选择培养分离
科学家观察到，在一种培养基上接种多种微生物，常常会有一些微生物能生长，而另

一些微生物的生长受到抑制。这是因为不同的微生物有不同的营养需求或对某种化学物
质有不同的敏感性。 根据这一原理，科学家针对某种微生物的特性，设计一个特定的环
境，使之特别适合这种微生物的生长，而抑制其他微生物的生长。这种通过选择培养进行
微生物纯培养分离的技术称为选择培养分离。通过选择培养能够从自然界混杂的微生物
群落中把特定的微生物选择分离出来。

自然界中的微生物群落一般是由多种微生物组成的，特别是当某种微生物与其他微
生物相比，数量非常稀少的时候，仅采用一般的平板法几乎不可能把数量稀少的微生物
分离出来。要分离这种微生物，必须根据它的特点（包括营养、生理、生长条件等），采用选
择培养分离的方法，经过一定时间的培养后，使这种微生物在群落中的数量不断增加，再
通过平板法等进行纯培养分离。 例如，要分离耐高温菌，可在高温条件下进行培养；要分
离对某种抗生素具有抗性的菌种，可在加有该抗生素（如链霉素或青霉素）的平板上进行分
离。 再如，在培养基中加入质量分数为 10%的酚，可以抑制细菌和霉菌的生长；运用将纤维
素作为唯一碳源和能源的培养基，可以有效地分离能分解纤维素的细菌；运用无氮培养基
（培养基完全不含氮元素） 可选择能固氮的细菌； 运用只含尿素而不含其他氮元素的培养
基，可以选择能分解尿素以获取氮的微生物（能合成脲酶的微生物可以分解尿素）。

图Ⅰ－Ⅷ 各种微生物形成菌落的表观特征

波状 裂片状 缺刻状 丝状 卷曲状

圆形状 丝状 不规则状 根状 纺锤状

扁平状 隆起状 凸透镜状 枕状 脐突状

光滑状

点状

俯面观

侧面观

边缘观

观察各种微生物形成的菌落
菌落（colony）是指单个微生物在适宜的固体培养基表面或内部生长、繁殖到一定程

度，形成肉眼可见的、有一定形态结构的子细胞生长群体。不同微生物在特定培养基上生
长形成的菌落一般都具有稳定的特征，如菌落的大小、形状、边缘特征、隆起程度、颜色等
（图Ⅰ－Ⅷ），这些可以作为对微生物进行分类、鉴定的重要依据。 当多种微生物混杂在一
起时，根据它们在平板上形成的菌落的形态特征，可初步将所需的微生物与其他微生物
区分开，并在此基础上获得所需微生物的纯培养物。
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实践：
（一）涂布平板法培养和计数土壤微生物
１．准备实验器材：土壤样品；移液管（图 1-15 左），洗耳

球（图 1-15 右），试管，试管架，锥形瓶，烧杯，培养皿，玻璃
涂布器，天平，称量纸，恒温箱等；相关培养基，蒸馏水。 所有
玻璃器皿灭菌前需用适当浓度的浓硫酸浸泡 24 h。

２． 采集土壤，制备悬液：称取 ０．５ ｇ 土壤样品，倒入盛有
５０ ｍＬ 无菌水的锥形瓶，振荡 ２０ ｍｉｎ，充分打散土壤，即成为
１０－２ ｇ ／ ｍＬ的土壤悬液。 用无菌移液管吸取 ０．５ ｍＬ土壤悬液注
入盛有 ４．５ ｍＬ无菌水的 １号试管，配制 １０－３ ｇ ／ ｍＬ的土壤悬液。
取另一支无菌移液管吹吸 １ 号试管 ３ 次，使悬液均匀，再吸取
０．５ ｍＬ注入盛有 ４．５ ｍＬ无菌水的 ２号试管，配制１０－４ ｇ/ｍＬ的土
壤悬液。 以此类推，依次配制 １０－５、１０－６、１０－７、１０－８ ｇ/ｍＬ的土壤悬
液。 每次用移液管移取悬液前都要用洗耳球吹口对准移液管
末端，将悬液吸入或排出移液管数次，以使悬液均匀（参照附
录 2中“容量玻璃器皿的使用”要求）。

３．选择适于分离特定微生物的培养基：利用不同微生物代
谢特性的不同，可以通过选择培养基抑制其他微生物的生长，从
而选出所需要的微生物。 如要分离土壤中能分解尿素的微生
物，可采用唯一氮源为尿素的培养基（表 1-1）。 将已灭菌的培
养基熔化，冷却到 ４５～５０ ℃，倒入不同编号的培养皿中，迅速
盖好培养皿盖，待凝固后即成平板。 另设置一份不加氮源的培
养基作为空白对照（以等体积的无菌水代替）。

４． 接种：从浓度最低的土壤悬液（１０－８ ｇ ／ ｍＬ）开始，用无菌
移液管吸取 １ ｍＬ 加入到标记有 １０－８的培养皿中，再分别用无
菌移液管从 １０－７ ｇ ／ ｍＬ、１０－６ ｇ ／ ｍＬ的土壤悬液中各吸取 １ ｍＬ加

边做边学 以尿素为唯一氮源的土壤微生物的分离、培养与数量测定

ＫＨ2ＰＯ４ １．4 ｇ
Na2ＨＰＯ４ 2．1 ｇ

ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ ０．2 ｇ
葡萄糖 10.0 ｇ
尿素 1．0 ｇ
琼脂 15．０ ｇ

加蒸馏水定容至 1 000 mL
ｐＨ ７．０～７．２

表 １－1 分离可分解尿素的微生物

培养基配方

图 １－１5 移液器具

移液管 洗耳球
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图 １－16 用涂布平板法进行微生物计数示意图

１０－２

土壤悬液

１０－３ １０－４ １０－５ １０－６ １０－７ １０－８

倒 平 板 ，
每只培养

皿 １５ ｍＬ

１ ２ ３ ４ ５ ６

系列稀释

熔化的培养基

涂布平板和培养

： 涂布平板菌落计数法是将待测样品经适当稀
释后，其中的微生物可能被分散成单个个体，吸取一定量的稀
释样液接种到平板上， 经过培养会形成由单个细胞生长繁殖
而形成的肉眼可见的菌落， 每个菌落代表原样液中的一个微
生物。

５．培养与观察：将已经标明培养基种类、培养日期以及样品
稀释度的培养皿，倒置于 ３７ ℃恒温箱中培养 １～２天。 观察每个
培养皿中的细菌菌落。

６．计数菌落：取出已培养 1～2 天的平板，观察和统计每个
培养皿中的菌落数。 计算时，一般选取菌落数为 ３０～３００ 的一
组为样本进行统计。 每克土壤样品的细菌数＝某一稀释度几
次重复培养后的菌落平均数×稀释倍数 （涂布所用稀释液为
1 mL）。

：通过涂布平板菌落计数法统计菌落数时，可根
据其稀释倍数和取样接种量换算出样品中的含菌数。 由于待

入到标记有 １０－７、１０－６的培养皿中（图 1-16），每个浓度设置 ３个
重复，再采用涂布平板法涂布均匀。 注意：每次吸取悬液前，都
要将土壤悬液充分振荡，混合均匀；每一步操作都需要在无菌
条件下进行。
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图 1-18 血球计数板结构示意图

正面观图

侧面观图

０．１ ｍｍ

１
�４００ ｍｍ２

ＸＢ－Ｋ－２５

血球计数板 盖玻片 计数室

小方格

中方格

大方格

妖计数室

图 1-17 血球计数板

测样品往往不易完全分散成单个个体， 长成的一个菌落也有
可能来源于样品中的 2～3个或更多个个体，因此，涂布平板菌
落计数法计数的细菌数量与待测样品中真正的细菌数量相比

往往偏低。
通过涂布平板法，一般可以在培养基上分离、培养出微

生物的单个菌落，以达到纯培养的目的。
（二）显微镜直接计数法
1．认识血球计数板。
在通过显微镜对微生物或细胞直接计数时，

还需要借助血球计数板（图 1-17）。血球计数板
是一块特制的载玻片，它的上表面中央部分由
４ 条槽分成 ３ 个平台， 中间平台又被一短槽一
分为二，每边各有 １ 个方格网，每个方格网有 ９
个大小相等的大方格， 中间的大方格就是计数
室底部，用来计数微生物或单细胞。

根据大方格的不同，可分为两种规格的计
数室： 一种规格是大方格被分成 ２５ 个中方格，
每个中方格又被分成 １６ 个小方格；另一种规格
是大方格被分成 １６ 个中方格， 每个中方格又被分成 ２５ 个小
方格。 两种规格的计数室均有 ４００ 个小方格。 由于大方格的
边长为 １ ｍｍ，载玻片与盖玻片的间距为 ０．１ ｍｍ，所以计数室
的容积为 １ ｍｍ×１ ｍｍ×０．１ ｍｍ＝０．１ ｍｍ３。

2． 将清洁干燥的血球计数板盖上盖玻片，用无菌的毛细滴
管吸取摇匀的土壤微生物培养液，在盖玻片的边缘滴一小滴，让
培养液沿着缝隙通过毛细渗透作用自动进入计数室。

3． 加样后静置 5 min，然后将血球计数板置于显微镜载物
台上，先用低倍镜找到计数室所在位置，再换成高倍镜进行观察
和计数。 若浓度太大而无法计数时，可对土壤微生物培养液进一
步稀释。

4． 计数时，如使用规格为 16×25 型的血球计数板（图 1-
18），则在计数室内选 4 个中方格（如图中加黑点的左上、右
上、左下、右下四个角）中的菌体进行计数。
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课题研究 分离土壤中能分解纤维素的微生物

研究目标：
研究培养基对微生物的选择作用， 探讨能分解纤维素的

微生物的应用价值。
研究实施：

（一）推荐器材
土壤样品 ；移液管 ，洗耳球 ，试管 ，试管架 ，锥形瓶 ，烧

杯，培养皿，玻璃涂布器，天平，称量纸，恒温箱等；相关培养
基，蒸馏水。

如使用规格为 25×16 型的血球计数板，则在计数室内选
5 个中方格（如四个角和中央的方格）中的菌体进行计数。

对位于中方格四条边线上的菌体，一般只统计相邻两条
边线上的菌体，也包括这两条边线的交叉位置上的菌体。 例
如，如果确定统计中方格的上边线和右边线，图 1-19 的中方
格中的细菌数为 20 个。 分别记录所选中方格中的菌体数，再
算出每个小方格内菌体数的平均值，乘以 400，就能得出一个
大方格中菌体的总数， 然后换算出 1mL 培养液中菌体的总
数。 换算公式如下：

16×25 型的血球计数板：１ ｍＬ悬液中待测标本 （菌体）总

数＝
100

100小方格内菌体数 ×400×104×稀释倍数

25×16 型的血球计数板：1mL 悬液中待测标本 （菌体）总

数＝
80

80小方格内菌体数 ×400×104×稀释倍数

：将稀释后的待测微生物培养液置于计数室内
并在显微镜下计数时，一般每个样品重复计数 3 次，取其平
均值，按公式计算。 这样就可以计算出单位体积内微生物（或
细胞）的总数。

5．使用完毕后，将血球计数板用水反复冲洗干净，切勿用
硬物洗刷。 洗完后自然晾干即可。
讨论：

１．为什么要将培养皿倒置于培养箱中培养？
２． 若要将某一菌落进一步分离纯化，应该怎样操作？
微生物与人类的生产、生活密切相关。 例如，土壤微生物

是大自然的“清洁工”，能够降解土壤中的许多化合物，推动生
物圈中的物质循环。又如，农作物秸秆的主要成分是纤维素，是
丰富的自然资源之一， 这一自然资源至今没有得到充分的利
用。 如果从土壤中分离出能够高效分解纤维素的微生物，就可
以解决这一难题，为人类充分利用相关资源作出贡献。

}小方格}
中方格

图 1-19 一个中方格中细菌

计数示意图
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（二）研究指导
１．问题与假设：小组讨论，提出有关从土壤中分离能分解

纤维素的微生物的问题。 针对问题，作出相应的假设。
：分解纤维素的微生物能以纤维素作为唯一碳源。

２．设计与实验：根据问题与假设，小组讨论并提出从土壤
中分离能分解纤维素的微生物的方案。

：分析表 1-2和 1-3 中的两种培养基成分，考虑
是否能用于本实验。 参照“以尿素为唯一氮源的土壤微生物的
分离、培养与数量测定”实验，进行课题研究。

在设计实验方案的过程中，与其他小组积极交流，完善本
组的方案。 小组成员分工合作，实施方案。

3． 结论与反思：分析实验数据，得出研究结论。 尝试撰写
探究报告，重点讨论这类微生物的应用价值。
深入研究：

若想对培养出来的菌落进行鉴定，可采用刚果红染色法。
具体操作如下：

在培养出菌落的培养基上， 覆盖质量浓度为 1 mg/mL 的
刚果红溶液，10～15 min后，倒去覆盖的溶液；再加入物质的量浓
度为 1 mol/L的 NaCl溶液，15 min后倒掉覆盖的溶液。 如果发
现菌落周围出现透明圈， 说明这些菌落是由能分解纤维素的
细菌形成的。

土壤中能分解纤维素的微生物种类很多，有细菌、真菌等。
它们能分泌纤维素酶， 将纤维素分解成小分子糖类物质以满足自
身生命活动的需要，同时也能改善土壤的结构，提高土壤的肥力。

随着能源短缺问题的日益严重， 大量富含植物纤维素的
农作物秸秆未被充分利用的问题，更加引起了人们的关注。 利
用纤维素分解菌或其产生的酶来分解纤维素，将农作物秸秆、
甘蔗渣等转化成乙醇等清洁能源的技术， 正越来越多地受到
人们的关注。

ＮＨ４ＮＯ３ １．０ ｇ
Ｋ２ＨＰＯ４ ０．５ ｇ
ＫＨ２ＰＯ４ ０．５ ｇ

ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ ０．５ ｇ
ＣａＣｌ２ ０．１ ｇ
ＦｅＣｌ３ ０．０２ ｇ
ＮａＣｌ １．０ ｇ
酵母膏 ０．０５ ｇ
琼脂 １５．０ ｇ

ｐＨ ７．０～７．２

纤维素粉 8.0 ｇ
将上述物质溶解后，加蒸馏水定容至 １ ０００ ｍＬ

表 １－2 培养基配方 1

纤维素粉 5 ｇ
NaNO3 1 ｇ

Na2HPO4·7H2O 1．2 ｇ
KH2PO4 ０．9 ｇ

MgSO4·7H2O ０．5 ｇ
KCl ０．5 ｇ
酵母膏 0．5 ｇ
水解酪素 ０．５ ｇ

将上述物质溶解后，加蒸馏水定容至 １ ０００ ｍＬ
ｐＨ ７．０～７．２

表 １－3 培养基配方 2
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评价指南

一、单项选择题
1. 在一种培养基上接种多种微生物，有

些微生物能生长，有些微生物不会生长。 下
列对此现象的解释最合理的是 （ ）

A. 每种培养基都只适合一种微生物的
特殊营养需求

B. 该培养基的营养物质不能满足各种
微生物的需要

C. 自然界中的微生物群落一般是由多
种微生物组成的

D. 该培养基一定添加了抑制其他微生
物生长的物质

2. 在无氮的培养基上能够生长的微生
物是 （ ）

A.土壤中的某些固氮菌
B.能分解纤维素的霉菌
C.能利用葡萄糖的酵母菌
D.能分解尿素的细菌
3. 采用涂布平板法分离培养微生物时，

需要用到的接种工具是 （ ）
A.接种环 B.玻璃涂布器
C.接种针 D.放大镜
4.经过选择培养分离， 在平板上出现了

细菌菌落。 下列描述中，正确的是 （ ）
A.每个菌落都是由一个细菌形成的

B.有些菌落可能由 2～3个细菌形成
C.平板上出现的菌落越小越好
D.平板上出现的菌落越多越好
5. 采用涂布平板菌落计数法时，将待测

土壤样品 1g溶于水，经过反复稀释至10-8 g/mL，
取 1 mL 稀释液涂布并选择培养分离， 计数
菌落平均数为 50 个，那么 1 g 该土壤样品中
含有的菌数为 （ ）

A. 5×109 B. 5×108

C. 5×10-8 D. 5×10-9

6. 采用涂布平板菌落计数法计数时，得
到的结果会相对偏低，科学家常常采用血球
计数板计数。 下列蓝色方框显示的中方格内
的杆菌数量为 （ ）

A. 14 B. 15 C. 16 D. 17

二、技能增进题
重复实验 实验应在一切条件都相同

的情况下重复做几次或做几组， 取其平均
值，以尽量减少实验的偶然性，避免同一个
人或不同人实验产生误差的影响，增强实验
的说服力与准确性。 重复实验中产生的不同
实验结果，要加以分析，不能简单肯定或否
定，可采取平均的方法，尽量排除其他因素
对实验的影响。

两名同学用稀释涂布平板法测定同一

土壤样品中的细菌数。 在对应稀释数为 106

的培养基中，得到以下两种统计结果。
第一名同学在该浓度下涂布了一个平

板，统计的菌落数为 234。第二名同学在该浓
度下涂布了三个平板，统计的菌落数分别为
21、212和 256。 该同学以这三个平板上菌落
数的平均值 163作为统计结果。

你认为哪名同学的结果更接近真实值？
你认为这两名同学的实验需要改进吗？ 如果
需要，如何改进？
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根据细胞核膜、细胞器和有丝分裂的有无，可将微生物分
为原核微生物和真核微生物。 真核微生物的细胞核有膜包被，
核内有核仁和染色质；有高度分化的细胞器，如中心体、高尔
基体；能进行有丝分裂。

真菌是一类真核微生物，它们对营养的要求不
高，在一般培养基上就能生长。 实验室常用一种主
要含有蛋白胨、 葡萄糖和琼脂的培养基培养真菌。
由于该培养基的 pH 较低（5.0～6.0），常含有氯霉素
和放线菌酮， 可抑制细菌的生长而有利于真菌的
生长。

真菌的繁殖能力强， 但生长速度比细菌慢，常
需 1～4周才能形成菌落。真菌的菌落主要有酵母型
和丝状型。

1．酵母型菌落为多数单细胞真菌的菌落特征，
类似细菌菌落， 但菌落体积较大。 一般为光滑、湿
润、柔软、边缘整齐、不透明、乳白色的圆形菌落。

2．丝状型菌落为多细胞真菌的菌落特征，菌
落较大，由许多疏松的菌丝体构成。 菌落可呈棉
絮状、绒毛状或粉末状等。

真核微生物的培养

酵母菌落

曲霉菌落
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第第三三节节 植植物物组组织织培培养养技技术术

生根后

炼苗、定植

优良母株

分离接种

诱导形成

愈伤组织

扦插生根后

炼苗、定植

转入生根

培养基

试管苗

图Ⅰ－Ⅸ 植物茎尖组织培养的主要过程示意图

取试管苗的芽

再次组织培养

诱导芽

的分化

植物组织培养的过程
植物组织培养（plant tissue culture）是指在无菌和人工控制的条件下，诱导离体的

植物器官、组织等在适宜的培养条件下发育成完整植株的技术。 植物组织培养的依据是
植物细胞的全能性。 植物细胞的全能性是指植物体的每个体细胞都携带来自受精卵的
完整基因组，并具有发育成完整植株的潜在能力。 从植物
体上分离出来的一部分器官组织或除去细胞壁的原生质

体，在无菌和适宜的营养等条件下，其全能性就会表现出
来。 例如，在生产实践中已广泛地应用植物的茎尖（图Ⅰ－
Ⅸ）或叶片进行组织培养，以达到农作物品种的复壮、脱毒
（脱除感染的病毒）和快速繁殖等目的。

无性繁殖是许多植物重要的繁殖方式之一。在生产实践中，常常采用扦插、分株、压条和
嫁接等多种无性繁殖方法来繁育植物。 植物组织培养技术的创立使植物无性繁殖的效率大
幅度地提高。例如，一株花卉若用分株法，一般一年只能繁殖几株到几十株；而采用植物组织
培养技术，一年则可繁殖出几万甚至数百万株。

植物组织培养技术需要掌握培养基的配制（如 MS 基本培养基贮备液配制），需要掌握
植物组织培养过程中的各项技能（如诱导形成愈伤组织、炼苗与定植），还需要掌握合理利用
激素诱导植物组织脱分化、再分化等技术。
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MS基本培养基贮备液的配制
组织培养是否能够获得成功，主要取决于对培养基的选择。 不同的培养基具有不同

的特点，也就适合于不同的植物种类和接种材料。 在开展组织培养时，首先要对所需要
的培养基进行分析，以便能配制出适合的培养基。 在实际工作中，人们常常会利用已配
制好的培养基贮备液来配培养基。 例如，在需要 MS培养基时，就是利用 MS基本培养基
贮备液（表Ⅰ-Ⅰ）来配制的。

类别 化合物名称 称取量 ／ ｍｇ 扩大倍数 体积 ／ ｍＬ １ Ｌ培养基的
吸取量 ／ ｍＬ

大量元素

贮备液

ＮＨ４ＮＯ３

ＫＮＯ３

ＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ
ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ

ＫＨ２ＰＯ４

３３ ０００
３８ ０００
８ ８００
７ ４００
３ ４００

２０
２０
２０
２０
２０

１ ０００ ５０

微量元素

贮备液

ＫＩ
Ｈ３ＢＯ３

ＭｎＳＯ４·４Ｈ２Ｏ
ＺｎＳＯ４·７Ｈ２Ｏ

Ｎａ２ＭｏＯ４·２Ｈ２Ｏ
ＣｕＳＯ４·５Ｈ２Ｏ
ＣｏＣｌ２·６Ｈ２Ｏ

１６６
１ ２４０
４ ４６０
１ ７２０

５０
５
５

２００
２００
２００
２００
２００
２００
２００

１ ０００ ５

铁盐

贮备液

ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ
Ｎａ２·ＥＤＴＡ

（乙二胺四乙酸二钠）

５ ５６０
７ ４６０

２００
２００ １ ０００ ５

有机物

贮备液

肌醇

烟酸

盐酸吡哆醇（维生素 B6）
盐酸硫胺素（维生素 B1）

甘氨酸

２０ ０００
１００
１００
20
４００

２００
２００
２００
２００
２００

１ ０００ ５

表Ⅰ-Ⅰ ＭＳ基本培养基贮备液的配制

分别用玻璃瓶贮存配制好的 MS培养基贮备液，并贴上标签，注明编号、配制倍数、
日期等，保存在冰箱的冷藏室中备用。

激素与愈伤组织的再分化
愈伤组织的细胞是一种具有分生能力的薄壁细胞。 已经分化的植物细胞或组织产

生愈伤组织的过程称为脱分化；在一定条件下继续培养这种脱分化的愈伤组织，又可以
重新诱导根、芽等器官的分化，这个过程称为再分化。 在植物组织培养的过程中，一般采
用不同的植物激素及不同配比来调节脱分化和再分化的过程。 生长素、细胞分裂素是启
动生长、细胞分裂、脱分化、再分化的关键激素。 当同时使用这两种植物激素时，两者用
量的比例可能会影响植物细胞分化发育的方向。 一般来说，当生长素用量与细胞分裂素
用量的比值高时，有利于根的分化而对芽的形成有抑制作用；当生长素用量与细胞分裂
素用量的比值低时，有利于芽的分化而抑制根的形成；当生长素用量与细胞分裂素用量
相当时，则能促进愈伤组织的生长。
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边做边学 天竺葵的组织培养

实践：
（一）组织培养
１．准备
（1）器具准备 高压蒸汽灭菌锅（用于培养基、蒸馏水和

接种器械的灭菌）；超净工作台（用于无菌操作）（图 1-20）；接
种工具（体视显微镜、镊子、剪刀、解剖刀、酒精灯或电热灭菌

器等）；培养设备（空调机、定时器、温度控制
器、培养架、摇床或旋转床、日光灯、光照培养
箱等）；常用玻璃器具、仪器及分析设备（量
筒、滴管、天平、酸度计、蒸馏水器、烘箱或玻
璃仪器烘干器、电炉、药品柜、冰箱等）。

（2）试剂准备 试剂:ＭＳ基本培养基贮备
液 （按表Ⅰ-Ⅰ配制并保存在 ４℃冰箱冷藏室
中），漂白粉或次氯酸钠（ＮａＣｌＯ），２，４－二氯苯
氧乙酸（２，４－Ｄ），萘乙酸（ＮＡＡ），６－苄氨基嘌呤
（６－ＢＡ）等。

2．配制
按表Ⅰ-Ⅰ中最右栏的标准分别取 4种贮备液，加入 ２ ０００ｍＬ

烧杯中，再称取 ３０ ｇ蔗糖、8 ｇ琼脂加入烧杯中，并加约 800mL蒸
馏水，加热煮沸至琼脂完全溶解后用蒸馏水定容至 1 000mL，再用
质量分数为 １０％的 ＮａＯＨ溶液调节 ｐＨ至 ５．６～５．８，即成 ＭＳ基本
培养基。

分别向 ＭＳ 基本培养基中添加所需的植物激素， 配制诱
导愈伤组织形成的培养基 （ＭＳ＋０．５ ｍｇ/Ｌ ６－ＢＡ＋０．１２５ ｍｇ/Ｌ
２，４－Ｄ）、 诱导分化芽的培养基 （ＭＳ＋１．０ ｍｇ/Ｌ ６－ＢＡ＋０．１ ｍｇ/Ｌ
ＮＡＡ）、诱导生根的培养基（ＭＳ＋０．１ ｍｇ/Ｌ ＮＡＡ ）。 将添加植物激
素后的培养基搅拌均匀，再次定容并调节 ｐＨ。 用漏斗将上述各
种培养基分别装入若干个 ５０ ｍＬ 锥形瓶中（每瓶约装 ２０ ｍＬ），
塞上棉花塞，并用牛皮纸包扎；或装入植物组织培养专用瓶中。

：MS 培养基是植物组织培养常用的一种培养
基，其主要成分有大量元素（如 N、P、K、Ca、Mg、S）和微量元素
（如 B、Mn、Cu、Zn、Fe、Mo、I、Co）。 此外， 除常常添加植物激素
外，还可根据培养需要添加甘氨酸、维生素、肌醇、烟酸、蔗糖
等有机物质（参照“附录 2 实验试剂的配制”要求进行）。

３．灭菌
将培养基于 １２１℃温度下湿热灭菌 ２０ ｍｉｎ，冷却后置于 ３０ ℃

的培养室中观察 ３ 天，以检查灭菌是否彻底。 用灭菌彻底的
培养基进行天竺葵的组织培养。

图 １－20 超净工作台
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图 １－21 未开花天竺葵

图 １－22 诱导培养

４．取材与接种
植物组织培养的各项操作均需在无菌室中或

超净工作台上进行。 一般选取未开花天竺葵植株
（图 1-21） 上新萌生侧枝上生出的幼嫩的叶片为
组织培养材料。将其用流水冲净后，用滤纸吸去表
面的水分， 浸没在质量分数为 １０％的漂白粉溶液
或质量分数为 ２％的 ＮａＣｌＯ溶液中 ５～１５ ｍｉｎ；取出
后用无菌水冲洗 ４～６ 次，再用手术刀（无菌）将它
们切成表面积约 ０．５ ｃｍ２的小块（外植体）；接种于
已经配制好的诱导愈伤组织形成的培养基上，用
无菌棉塞塞紧瓶口，并用牛皮纸包扎好，使用植物
组织培养专用瓶培养的需将瓶盖盖好； 在培养瓶
上贴上标签，写明组织培养的材料名称、接种日期
和接种人姓名或小组序号。 在 １５～25℃、光照强度
为 １ ０００～２ ０００ ｌｘ 的条件下，每天光照 12 ｈ，培养
10天左右（图 １－22）。

５．观察与记录
每天观察外植体的生长情况， 记录愈伤组

织的大小、质地、颜色等情况。
６． 转接培养
将增长至一定体积的愈伤组织转接到诱导分化芽的培养

基上（图 １－２3），在 １５～25 ℃、光照强度为 １ ０００～２ ０００ ｌｘ 的光
照培养箱内继续培养。 待愈伤组织分化出幼芽后，再转接到诱
导生根的培养基上继续培养（图１－24）。

图 １－24 转接培养生根图 １－23 诱导愈伤组织分化芽

（二）露地栽培
组织培养得到的试管苗（图 １－２5）是非常嫩弱的植株。 它

们生长在试管或培养瓶内，并处于恒温、高湿、弱光、无菌和有
完全营养的条件下，植物表面没有蜡质和角质层等保护组织，
气孔没有关闭功能，有叶绿体但光合能力差。这样的试管苗如
不经过炼苗驯化，直接移植到大田，在变温、低湿、强光、有杂
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图 １－２5 已生根的试管苗

菌的自然条件下，会很快萎蔫甚至死亡。 因此，组织培养
得到的试管苗在移栽至露天大田之前， 一般要经过炼
苗，使其更好地进行光合作用，并逐渐适应自然环境下
的生长条件。

1．培育壮苗
在培养基中添加一定数量的生长延缓剂（如多效唑、

矮壮素等），使试管苗的茎增粗，根数增加，叶绿素含量提
高等。 同时，打开或半打开瓶塞（瓶盖或封口膜），逐渐加

强光照，以逐步适应外界环境，这一过程约需 1周时间。
2．选用合适的移植基质
选择排水性和通气性好的材料（如蛭石、珍珠岩、腐殖土

等）作为移植基质，并进行消毒。
3．移栽试管苗
把试管苗从试管或培养瓶中移出时， 要细心洗去附着在

根系上的琼脂培养基，并将它们移植到基质中生长一段时间
（图 1-26）。洗净幼苗根系的培养基能有效地防止移栽后因霉
菌等侵染而导致的烂根和植株死亡。

4．移栽后的条件控制
移栽后的前 1~2 周，要保持空气湿度在 90%~100%。在高

温和强光的条件下要用遮阳棚降低温度和遮挡强光，并用喷
水雾的方法增加空气和基质湿度。

5．栽培
等幼苗在腐殖土等基质环境下生长健壮后， 再移栽到土

壤中。 移栽后，要注意观察，做好幼苗生长记录；同时还要做
好浇水、施肥、除虫等养护工作。

：天竺葵有很多种，通常用来观赏、栽培的天竺
葵大多喜凉爽环境，怕高温；天竺葵不耐潮湿；栽培基质要求通
气性好。
讨论：

影响植物组织培养成败的主要因素有哪些？

图 １－２6 天竺葵试管苗移入基质中生长
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评价指南

一、单项选择题
1. 植物组织培养是将离体的植物器官、

组织或细胞在适宜的条件下培养成完整植

株的技术。这里所指的适宜的条件是指（ ）
A.无菌或有菌的条件
B.无菌和人为控制的条件
C.自然环境和有光的条件
D.自然环境与无菌的条件
2.植物组织培养的理论依据是 （ ）
A.植物细胞的全能性
B.植物组织的全能性
C.植物器官的全能性
D.植物个体的全能性
3. 下列有关植物组织培养所用的培养

基的描述中，正确的是 （ ）
A. 植物组织培养所用的培养基种类与

植物组织培养的成功与否无关

B. 植物组织培养的基本培养基的配方
一定要加入植物激素

C. 不同的植物组织培养基具有不同的
特点以适合不同的植物种类或培养目的

D. 植物激素的种类和用量不必随培养
阶段和培养材料的不同而变化

4.植物组织培养中，非必需的器材是 （ ）
A.高压蒸汽灭菌锅 B.超净工作台

C.锥形瓶和培养皿 D.电子显微镜
5.在配制MS培养基时非必需的是 （ ）
A. N、P等大量元素
B. B、Mn等微量元素
C. 6-BA等植物激素
D.肌醇、烟酸等有机物
6.下图表示的是植物组织培养过程中的不

同阶段，则下列说法正确的是 （ ）

A.图Ⅰ中的植物材料一定是愈伤组织
B.图Ⅱ中的植物材料被称为试管苗
C.图Ⅲ中的植株被称为外植体
D.图Ⅳ中的植株被称为试管苗

二、技能增进题
分析与归纳 分析就是将研究对象的整

体分为各个部分、方面等，并分别从各层次
加以考察的认识活动。 分析的意义在于细致
地寻找能够解决问题的方法，并以此解决问
题。 归纳是从个别性知识，引出一般性知识
的推理，是由已知真的前提，引出可能真的
结论。

右图为一种文心兰的植物组织培养过

程。 请仔细阅读该示意图后分析：操作的关
键步骤是什么？ 有哪些注意事项？ 从而归纳
出影响植物组织培养是否成功的主要因素。

Ⅰ Ⅱ

Ⅲ Ⅳ

细胞或组织
母株

愈伤组织

移至花盆中培养

生根发芽成幼苗

①

②

③
④
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课外探究 月季花药的组织培养

花药培养是将发育到一定阶段的花药接种到培养基上进行离体培养，以获得再生植株的技
术。自 20世纪 60年代该技术发明以来，利用花药进行组织培养的研究发展迅速，并被广泛应用
到农业、林业生产中，尤其是遗传育种方面。 资料表明，世界上已有 200多种高等植物的花药培
养成功，其中，我国科技人员首先成功培育了大豆、玉米、小麦等近 50种花粉再生植株。 利用花
药进行的组织培养，其培养形成的幼苗中既有二倍体植株，又有单倍体植株，因此，需要对它们
进行选择。

根据天竺葵组织培养的内容，尝试提出用一种月季品种的花药作为材料，并应用组织培养
技术培育月季的问题。例如，如何选择某种月季的花药组织或采用什么培养基来培育月季花药
等问题。

光学显微镜，超净工作台，剪刀，接种环，镊子，盖玻片，载玻片，无菌培养皿，无菌滤纸；体积分
数为 70%的酒精，质量分数为 0.1%的氯化汞溶液，酒精棉球，无菌水，醋酸洋红，MS基本培养基；
IAA、2，4-D，KT（激动素）等。

对提出的问题作出假设。 例如，在月季的初花期（大约在每年 5月初至中旬），选择适合的
花药；用 MS基本培养基并添加适量的生长素（IAA等）等激素来培育花药。

根据假设，考虑选用哪些器材和采用何种方法进行实验。

按小组设计的研究方案进行实验，仔细观察实验现象，记录好实验结果。
1.试剂配制：
醋酸洋红的配制：将 100 mL 体积分数为 45％的醋酸放入烧瓶中，加热至沸腾后，缓慢加

入 1 g洋红，继续加热，回流煮沸 8 h，冷却后过滤备用。
培养基配制： 采用 MS 基本培养基， 并在 1 000 mL 培养基中添加 0.4 mg 2，4-D、0.2 mg

KT 和 4 mg IAA，调节 pH 至 5.8。
2.材料选取：选择未开放花蕾作为实验材料；对这些花蕾中的花药进行取样，并用醋酸洋

红染色法对其染色，通过镜检来确定花药是否处于适宜的发育期（如单核期以前的花药）。
3. 材料消毒：先将适宜的花蕾用 70%酒精浸泡约 30 s，取出后用无菌水清洗，用无菌吸水

纸吸干花蕾表面的水，再放入质量分数为 0.1%的氯化汞溶液中 2～4 min，取出后用无菌水冲洗
3～5次。

4.接种与培养：在无菌条件下，将消毒后的月季花蕾置于培养皿中的无菌滤纸上，用镊子
剥去花萼、花冠，露出雄蕊，再用镊子夹住花丝取下花药，迅速接种到培养基上。 每瓶接种 7～10
枚花药，在 25 ℃和无光照条件下进行培养。 在幼小植株形成后给予光照。

观察实验现象，如花药经过 20～30 天培养后，会开裂，长出愈伤组织或胚状体等。 将愈伤
组织转移到分化培养基上培养，可形成再生植株。

：在花药培养过程中，如果花药开裂后为胚状体，并进一步分化出幼小植株后，为
什么必须尽快将这些幼小植株分开并移植到新的培养基上？

将探究结果用实验报告、照片或实物等形式与同学和老师交流。
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植物组织培养的应用

植物组织培养是一项应用广泛的生物技术，具有许多优点。
1. 快速繁殖优良植物株系
植物组织培养具有时间短、 增殖率高、 能全年生产等优

点，并可按照一定的生产程序操作使之实现工厂化生产。 再加
上培养材料和试管苗的小型化， 就可以在有限的空间中培养
出大量的个体。 例如，兰花、桉树、杨树、秋海棠等植物，应用组
织培养技术，只需要一个茎尖或一小块叶片，一年内可以增殖到
１万至 １０万棵植株。

2. 培育农作物新品种
植物组织培养可为遗传育种提供理想的受体材料， 又可

为植物改良程序提供一种新的手段。 例如，利用组织培养技术
解决杂交育种中的种胚败育问题，获得了杂种子代，使远缘杂
交成为可能；对花药或未授粉的子房进行离体培养，获得了单
倍体植株，从而开辟了单倍体育种的新途径。

3. 保存和运输种质
植物的器官、组织、细胞在低温或超低温条件下能长期保

存。 将来需要时，将其取出通过组织培养，可以迅速进行繁殖。
这样不仅大大减少了反复保存种质所耗费的人力、 物力和财
力，而且也减少了大量的种子在保存过程中因管理不善、病虫
侵害所造成的损失。

4.获得无病毒植株
由于病毒在植物体内主要通过输导组织进行扩散， 其分

布并不均匀，植物的茎尖、根尖中几乎无病毒。 若用茎尖或根
尖进行组织培养 ，再结合病毒鉴定 ，就可以得到无病毒的
植株。

文心兰的组织培养

利用叶片进行组织培养
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本本章章自自主主小小结结

本章内容是生物学实验的重要组成部分，一方面微生物与人类的关系密切，微生物在医疗、环
保、工农业生产等许多领域中得到了广泛应用，另一方面微生物的分离和培养是现代生物工程应
用中必不可少的环节。此外，本章还介绍了植物组织培养的原理、该技术在农业生产上的应用等内
容。 通过本章的学习，我们知道了培养基的用途、种类和基本成分，明确了无菌技术的含义，消毒与
灭菌的区别；重点尝试了制备牛肉膏蛋白胨固体培养基，和通过平板划线法来纯化、分离微生物；
也了解了植物组织培养的基本过程，掌握了配制 MS基本培养基的方法，学会合理应用脱分化、形
成愈伤组织、再分化等技术，尝试了培育壮苗、移栽等露地栽培操作。

可以通过填写下表，比较消毒与灭菌的区别。

在完成表格后，思考下列问题，并尝试用概念图的方式对本章的其他内容进行小结。
1.根据培养基的成分、种类和用途，培养基可以分成哪几类？ 如何配制牛肉膏蛋白胨培养基？

什么是消毒，什么是灭菌？一般采用什么设备对实验中的器具进行灭菌？如何进行大肠杆菌的斜面
接种和培养？ 如何用平板划线法来分离和培养大肠杆菌？ 为什么要在酒精灯火焰附近进行各项操
作？ 培养后看到的一个菌落肯定是由一个细菌生长和繁殖形成的吗？

2.如何判断培养基的制备是否成功？ 如何判断接种操作和划线纯化是否成功？ 分离可分解尿
素的微生物的培养基的配方有什么特点？ 为什么要把培养皿倒过来放在恒温箱中培养？ 为什么说
涂布平板菌落计数的结果与待测样品中真正的含菌数相比往往偏低？利用血球计数板计数时应用
什么公式？ 分离可分解纤维素的微生物的培养基的配方有什么特点？

3.细胞的全能性是植物组织培养技术的基础，如何理解细胞全能性的概念？ MS培养基的基本
组成包括哪四类物质？ 能说出植物组织培养的基本过程吗？ 诱导愈伤组织形成、芽分化、生根的培
养基有什么主要不同点？ 为什么组织培养的各项操作过程一般要在超净工作台上进行？ 为什么要
对试管苗进行露地栽培？ 影响植物组织培养成败的主要因素有哪些？

如果有疑难，可以和同学、老师进行探讨，也可以通过图书馆和网络，寻求问题的答案。 相信你
一定能够正确回答上述问题。

条件 结果 常用的方法

消 毒

灭 菌
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第一章 综合评价指南

１． 用化学成分不清楚或不恒定的天然有
机物配成的培养基称为 （ ）

Ａ．天然培养基 Ｂ．固体培养基
Ｃ．合成培养基 Ｄ．液体培养基
２．琼脂在培养基中作为 （ ）
Ａ．碳源 Ｂ．氮源
Ｃ．凝固剂 Ｄ．生长调节剂
3．各种培养基配制完成后一般都需要

灭菌 。 下列关于灭菌的理解中 ，正确的是
（ ）

Ａ．杀灭物体上绝大多数的细菌
Ｂ．杀灭物体内外所有的有害细菌
Ｃ．杀灭物体上绝大多数的微生物
Ｄ．杀灭物体内外所有微生物
4． 在制备 MS 基本培养基时， 一般需要

用质量分数为 10%的 NaOH 溶液来调节其
pH至 （ ）

Ａ． 7.0~7．5 Ｂ． 6.5~6.8
Ｃ． 5.6~5.8 Ｄ． 4.0~4.5
5． 高压蒸汽灭菌锅是一种常用灭菌器

具，它要达到灭菌的条件是 （ ）
Ａ． 75 ｋPａ、115 ℃、１０ ｍｉｎ
Ｂ． 75 ｋPａ、115℃、20～30ｍｉｎ
Ｃ． １００ ｋPａ、１２１ ℃、20~30 ｍｉｎ
Ｄ． １００ ｋPａ、121 ℃、１０ ｍｉｎ
6． 在微生物学研究中， 常常需要配制牛

肉膏蛋白胨培养基， 这种培养基具有营养丰
富、配制方便等优点，它属于 （ ）

Ａ．选择培养基 Ｂ．天然培养基
Ｃ．合成培养基 Ｄ．液体培养基
7． 农田土壤的表层中自生固氮菌的含量

比较多。 微生物学工作者用表面土壤制成的
稀泥浆，接种到特制的培养基上培养，可将自
生固氮菌与其他细菌分开。 那么，对培养基的
要求是 （ ）

①加抗生素 ②不加抗生素 ③加氮素
④不加氮素 ⑤加葡萄糖 ⑥不加葡萄糖
⑦在 ３７ ℃恒温箱中培养 ⑧在 ２８～３０ ℃温度
下培养

Ａ．①③⑤⑦ Ｂ． ②④⑥⑧
Ｃ． ②④⑤⑧ Ｄ．①④⑥⑦
8． 下列关于细菌菌落的叙述中， 正确的

是 （ ）
Ａ．每个菌落由大量的不同种的细菌组成
Ｂ．细菌在液体培养基中才能形成菌落
Ｃ． 菌落的特征可以作为鉴定菌种的重要

依据

Ｄ．细菌形成的菌落都很大，边缘不整齐
9． 下列有关植物组织培养技术的描述

中，正确的是 （ ）
Ａ．离体组织有光合作用能力，为使培养

效果达到最好，常选用无色透明锥形瓶培养
Ｂ．植物组织培养所用的合成培养基中，蔗

糖是离体组织赖以生存的能源和碳源

Ｃ．植物组织培养过程中，细胞进行无性
生殖，没有细胞的分化

Ｄ．愈伤组织细胞具有很强的分裂能力，但
没有分化的能力

１0． 植物组织培养依据的原理、培养过程
的顺序及诱导的植物激素分别是 （ ）

①植物体细胞全能性 ②离体植物器
官、组织或细胞 ③根、芽 ④生长素和细胞
分裂素 ⑤生长素和乙烯 ⑥愈伤组织 ⑦再
分化 ⑧脱分化 ⑨植物体

Ａ．①、②⑧⑥⑦③⑨、④
Ｂ． ①、②⑦⑥⑧③⑨、⑤
Ｃ． ①、⑥②⑨⑧③⑦、⑤
Ｄ．①、②⑨⑧⑥⑦③、④
11. 用于植物组织培养的各种培养基中除

包含植物激素、蔗糖、维生素等有机物外，还应
有 ， 且整个操作过程应
在 条件下进行。

12. 在 MS基本培养基中添加一定量的植
物激素，如添加 6-BA和 2,4-D可配制诱导愈伤
组织形成的培养基， 添加 6-BA 和 NAA 可配
制 的培养基， 添加 NAA可配
制 的培养基。
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●运用发酵技术加工食品
●测定发酵食品中的特定成分

第二章
发发酵酵技技术术实实践践

几几千千年年前前，，我我们们的的祖祖先先就就利利用用发发酵酵技技术术生生产产酒酒、、酱酱和和
醋醋等等。。 今今天天，，发发酵酵技技术术在在生生产产上上的的运运用用更更为为广广泛泛，，如如食食品品
生生产产、、药药物物研研发发、、垃垃圾圾处处理理、、能能源源开开发发、、环环境境保保护护等等都都离离不不
开开发发酵酵技技术术。。 在在生生活活中中，，我我们们都都食食用用过过果果酒酒、、果果醋醋、、腐腐乳乳或或
酸酸奶奶等等发发酵酵食食品品。。 你你想想尝尝试试运运用用发发酵酵技技术术自自制制这这些些食食品品
吗吗？？ 这这会会使使我我们们的的生生活活更更加加丰丰富富多多彩彩哦哦。。

腐乳坯上的毛霉



清洗和榨汁

加入
酿酒

酵母
菌灭菌

酒精发酵

排除多余酵母菌

产生酒精

陈酿（自然老熟）

形成
葡萄

酒

装瓶

图Ⅱ－Ⅰ 酿制葡萄酒的主要过程

第第一一节节 运运用用发发酵酵技技术术加加工工食食品品

当我们有机会参观生产啤酒或腐乳的车间时， 会发现发酵与食品加工有着密切而广泛
的联系。目前，人们把利用微生物的生命活动来制备微生物菌体或其代谢产物的过程统称为
发酵（ferment）。 而利用微生物的发酵作用，大规模生产发酵产品的技术称为发酵技术。 发酵
技术在生产单细胞蛋白（如酵母菌）、含醇饮料（如果酒、白酒、啤酒）、发酵乳制品（如酸奶、奶
酪）、调味品和发酵食品（如味精、醋、腐乳、泡菜）、甜味剂（如木糖醇、糖精）、食品添加剂（如
柠檬酸、赖氨酸）等方面具有广泛的应用。

发酵技术实践需要掌握发酵技术与食品加工的基本技能，需要学习酵母菌、醋酸菌、乳
酸菌和毛霉等微生物的生物学知识。

在葡萄酒等果酒的生产中，还广泛使用果胶酶和蛋白酶等酶制剂。 果胶酶的应用有
利于葡萄的榨汁等，蛋白酶的应用能促进蛋白质的水解，使酒体清澈透明。

果酒的酿制
果酒是以各种果汁为原料，通过微生物发酵而制成的含有酒精的饮料，包括葡萄酒、

苹果酒、梨酒等。葡萄酒是以葡萄为原料酿造而成的，酒精含量约为 １０％～１２％。由于酿造
工艺的不同，葡萄酒又可分为红葡萄酒（葡萄汁和葡萄皮渣混合酿造）和白葡萄酒（仅用
葡萄汁酿造）。

在葡萄酒等果酒的生产中，酿酒酵母菌发挥了重要的作用。 酵母菌在厌氧条件下
可将葡萄汁中的葡萄糖分解并产生酒精，当酒精浓度达到一定的生产要求后，即可得
到葡萄酒产品。 葡萄酒的生产一般是用成熟葡萄果实作为原料，经过清洗、榨汁、酒精
发酵、陈酿（自然老熟）等制作过程，最后装瓶（图Ⅱ－Ⅰ）。
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图Ⅱ－Ⅱ 一种毛霉的菌落和孢子囊

毛霉的孢子囊毛霉的菌落

毛霉的生物学特性
毛霉（图Ⅱ－Ⅱ）是一类真菌，其菌丝无隔、多核，呈分枝状，在土壤、空气等环境中广泛

存在。 毛霉的菌丝在生长初期为白色，后期呈灰白色至黑色。 毛霉菌落的颜色一般呈灰白
色或浅褐色，质地疏松，高度在 1 cm以内。 毛霉在腐乳坯或煮熟的大豆粒上生长旺盛。

工业生产腐乳
工业上批量生产腐乳的步骤主要包括接种孢子、培养与晾花、压坯与装坛等。
接种孢子———将豆腐切成小块（腐乳坯），让豆腐上长出毛霉。先用蒸汽消毒笼格，冷

却后用毛霉孢子悬液喷洒笼格内壁，然后把腐乳坯均匀竖放在笼格内，块与块之间间隔
约 1 ｃｍ，再用喷枪向腐乳坯上喷洒毛霉孢子悬液，使每块腐乳坯都沾上毛霉孢子悬液。

培养与晾花———将放有已接种腐乳坯的笼格放入培养箱。 在约 ２０ ℃下培养 ２０ ｈ
后，每隔 ６ ｈ调换上下层，使各层温度均匀，并更换新鲜空气。 培养 ４４～４８ ｈ后，腐乳坯上
的毛霉呈棉絮状，菌丝下垂，顶端已长出孢子囊，菌丝已包围腐乳坯，此时将其从笼格中
取出，待热量和水分散失，腐乳坯自然冷却，这个过程即称为晾花。

压坯与装瓶———将冷却的腐乳坯块上互相依连的菌丝分开， 用手指轻轻地在腐乳
坯块的表面揩涂一遍，然后将其装入玻璃瓶内。 将腐乳坯块沿瓶壁呈同心圆方式一层一
层地向内侧放置，摆满一层后稍稍压平，撒一层食盐，使其自然含盐量平均约为 １６％。 为
使上下层含盐均匀，腌制 ３～４天时需加盐水淹没坯面，称之为压坯。 一般腌制周期，冬季
约为 １３天，夏季约为 ８天。 不同类型腐乳的制作还与使用的调料有关。 装瓶时可添加不
同的调料以获得不同风味的腐乳。 例如，在调料中，料酒的含量一般控制在 12%左右，添
加黄酒的，称为醉方（白腐乳）；添加红曲的，称为红方（红腐乳）等。

毛霉产生的淀粉酶、蛋白酶和脂肪酶，不仅能使大豆中的淀粉糖化，还有分解大豆蛋
白和脂肪的功能。 以毛霉为主的多种微生物参与腐乳的发酵过程，使其中的蛋白质等大分子
物质分解为氨基酸、多肽等小分子物质。

腐乳是我国传统的特色发酵食品之一。 民间传统制作腐乳的方法与工业生产一样，
都是主要依靠毛霉等进行发酵。
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图 ２－1 一种酵母菌

边做边学 水果的发酵加工———制作果酒和果醋

实践：
（一）制作葡萄酒
1.取成熟的紫色葡萄清洗干净并沥干水备用。 清洗葡萄

时，要连果柄一起在清水中轻轻漂洗，避免损伤葡萄果皮。
： 在酵母菌的自然发酵过程中，起

发酵作用的主要是附着在葡萄果皮上的野生型

酵母菌（图 2-1）。此外，葡萄果皮上还附着有其
他的微生物，如制醋所需要的醋酸菌。

2.把洗净的葡萄切成小块或连皮榨成葡萄
汁，移入有盖的、洁净的大广口瓶中，发酵液总
量不要超过广口瓶体积的 2/3，盖上瓶盖。

：酵母菌进行酒精发酵时，适宜
温度一般是18~25℃。 酵母菌是兼性厌氧微生
物，即在有氧条件下，能进行有氧呼吸并大量繁
殖新个体；在无氧条件下，则进行酒精发酵。

有氧呼吸的反应式为：

Ｃ６Ｈ１２Ｏ６＋６Ｏ２＋６Ｈ２Ｏ
酶 ６ＣＯ２＋１２Ｈ２Ｏ＋能量

无氧呼吸的反应式为：

Ｃ６Ｈ１２Ｏ６
酶 ２Ｃ２Ｈ５ＯＨ＋２ＣＯ２＋能量

3. 每隔一段时间轻轻旋松瓶盖放气，当葡萄皮的色素进入葡
萄汁时，溶液呈现深红色。 10～12天可完成葡萄酒的制作。整个过
程注意须无菌操作。

（二）制作葡萄醋
1.取适量制成的葡萄酒倒入一只大的、洁净的广口瓶中，并

加入刚刚制取的新鲜葡萄汁，利用醋酸菌制作葡萄醋。
：醋酸菌是生产果醋的主要发酵菌。 在果酒基础

上的果醋发酵，是一个有氧发酵的过程，在充分供氧的条件
下，醋酸菌能将酒精转化为醋酸。

醋酸菌进行醋酸发酵的反应式可以归纳为：

Ｃ２Ｈ５ＯＨ＋Ｏ２
酶 ＣＨ３ＣＯＯＨ＋Ｈ２Ｏ＋能量

2.制作葡萄醋时，将纱布罩在大广口瓶上并把瓶口扎紧，
将大广口瓶置于清洁、 无尘或无菌条件下避光培养 （温度为
30～35 ℃），发酵7~8天，就可以得到葡萄醋。
讨论：

１．在酿制葡萄酒的过程中，每隔一段时间旋松瓶盖的作用
是什么？

2．利用葡萄酒制作葡萄醋的原理是什么？
在果汁发酵制作果酒和果醋的过程中， 为提高果酒的制

39



边做边学 豆制品的发酵加工———制作腐乳

实践：
１． 将豆腐切成大约 ４ ｃｍ × ４ ｃｍ×１．５ ｃｍ 的小块， 微微晾

干，制成腐乳坯（图 ２－3）。在晾干过程中，空气中的毛霉孢子会
落到腐乳坯上。

： 通过在腐乳坯上接种毛霉可以加快制作腐乳
的过程。 毛霉生长的最适温度为 15～18℃左右。 毛霉的生长发
育大致分为三个阶段：孢子萌发阶段、菌丝生长阶段、孢子形
成阶段。 在发酵过程中，毛霉分泌蛋白酶、淀粉酶、谷氨酰胺
酶、脂肪酶等多种酶，与腌制腐乳坯的调料中的微生物协同作
用，使腐乳坯中的蛋白质缓慢水解，生成多种氨基酸和多种有
机酸等，形成鲜、香等特有的风味。

图 ２－2 重铬酸钾

作效果，可以适当加入培养在质量分数为 5%的葡
萄糖溶液中的酵母菌；为提高果醋的制作效果，也
可直接加入经过分离培养的醋酸菌。

制作好的葡萄酒会散发出浓郁的酒香， 这与
产生的酒精有关。要确认是否真有酒精产生，可用
重铬酸钾（图 2-2）来验证。 重铬酸钾（K2Cr2O7）是
一种橙红色的强氧化剂， 在酸性条件下能与酒精
发生反应。 例如，取自制的葡萄酒液 2 mL，滴入 3
滴物质的量浓度为 3 mol/L的硫酸溶液，振荡均匀

后再滴加 3滴常温下饱和的重铬酸钾溶液， 振荡后产生的产
物是绿色的硫酸铬 （这也是检测司机是否酒驾的方法之一）。
因为重铬酸钾对皮肤和眼等都有很强的伤害性， 并对内脏也
有损伤作用，在进行实验操作时，要注意穿防护衣，戴防护手
套和防护目镜。

在日常生活中，人们经常食用的发酵食品有很多，腐乳是
以豆腐为原料，经过发酵加工而成的口味鲜美、风味独特、营
养丰富、价格低廉的深受人们喜爱的发酵食品之一。 工业化
生产腐乳是在传统的民间自制腐乳的基础上发展起来的。

我国民间有许多制作腐乳的方法记载。 例如，有资料记载
了自制腐乳的简单方法：将水豆腐静置一夜，任其自然沥干水
分，然后切成一寸见方的豆腐块；选一木板或木屉，上面稀疏
地铺上稻草，将豆腐块置于其上，任其自然发酵，待豆腐块上
的霉丝倒伏，发酵即已完成，这时便可将食盐、辣椒粉、五香粉
等调料与豆腐块拌和入坛；待坛里装满，可淋一些白酒，以增
加其香味；坛沿用水密封，腌制数月后取出食用，味道更佳。 你
想不想参照上述方法尝试自制腐乳？
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图 ２－5 腐乳装瓶

２．将晾制好的腐乳坯竖立放置在清洁的容器内， 彼此之
间间隔约 １ ｃｍ，与容器内壁之间留有空隙，加盖，但要与外界
相通，以便通气散热，有利于毛霉生长。 若利用空气中的毛霉
孢子自然接种，培养时间为 １０～１５天。

３．定时观察腐乳坯上是否出现白色的毛霉。 如果发现不
仅有白色的毛霉，还有杂菌，应重新试做。 在腐乳坯表面开始
长有白色毛绒状的菌丝后，可适当翻动腐乳坯，以保证腐乳坯
各部分都有毛霉生长（图 ２－4）。 当菌丝开始变成淡黄色，并有
大量灰褐色孢子形成时， 便可停止发酵。 从容器内取出腐乳
坯，用食盐水清洗，然后用食盐腌制 １０天左右。 整个过程尽可
能做到无菌操作。

：若发现毛霉生长不够理想，或有部分杂菌生
长，在丢弃剩余腐乳坯之前，可挑取毛霉生长良好部位的白色
菌丝，分离培养后再接种到新的腐乳坯上。

４．按照自己喜欢的口味配制调料。 调料一般主要包括
水、料酒和香辛料（如八角、姜）等。 加入料酒（含量一般控
制在 12%左右）的目的是抑制杂菌的生长，也使腐乳具有独
特的香味； 加入香辛料的目的是调节风味， 也有防腐的作
用。 将腌制后的腐乳坯装入瓶内， 浸没在配制好的调料中
数月（图 ２－5）。 装瓶后腐乳坯上和配料中的各种微生物会
继续发酵 ，如曲霉具有加速分解蛋白质的功能，形成色 、香 、
味俱佳的腐乳。
讨论：

１． 在制作腐乳的过程中，不同的调料与腐乳的风味之间
有什么关系？

２． 工业化生产腐乳时，采用直接将毛霉孢子接种到腐乳
坯上的方法，这对腐乳的制作会有什么影响？

微生物在食品生产中的应用十分广泛。例如，乳品厂利用
乳酸菌发酵制造酸奶。 乳酸菌在自然界中广泛分布于空气、

图 ２－3 制作腐乳坯 图 ２－4 长有毛霉的腐乳坯
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讨论：
１．根据泡菜的制作过程，分析泡菜为什么会酸化。 如何用

实验的方法说明微生物在泡菜制作过程中发挥了重要作用？
２．泡菜液中加入食盐量的多少与泡菜的酸度有什么关系？
泡菜是我国人民喜爱的一类食品。 一年四季交替上市的

蔬菜品种很多，其中，大白菜、黄瓜、苦瓜、菜瓜、莴苣、辣椒、大
蒜、豇豆、卷心菜、萝卜等，都是制作泡菜的好材料。 新鲜的蔬
菜制成泡菜后一般能保存较长时间。

图 ２－7 准备容器 图 ２－8 加工蔬菜 图 ２－9 制作泡菜

边做边学 蔬菜的发酵加工———制作泡菜

实践：
１．准备容器并配制泡菜液： 用清水清洗制作泡菜的容器

并晾干。 用冷却的沸水加适量的盐和糖配制泡菜液（图 ２－7）。
：可在泡菜液中添加调料，以形成独特的风味。

调料包括白酒、料酒、辣椒、八角、花椒、胡椒等。
２．加工蔬菜：将洗净的萝卜、大白菜、卷心菜、甘蓝、豇豆、

莴苣、芹菜、辣椒等加工成条状、片状或块状，沥干或晾干待用
（图 ２－8）。

３．制作泡菜：将加工好的蔬菜装入瓶中，压紧，注入制备好
的泡菜液至刚好浸没原料，密封容器（图 ２－9），置于阴凉处自
然发酵 ７～１０天。

：蔬菜上一般会带有乳酸菌、酵母菌等微生物。
在制作泡菜的过程中，乳酸菌等微生物分解有机物产生乳酸
等物质，这些物质相互作用，使得泡菜带有特殊的酸味和香气。

土壤、植物体表等，只有在厌氧条件下才能进行乳酸发酵。 常
见的乳酸菌在分类学上多属于链球菌属、乳酸杆菌属、双歧
杆菌属（图 ２－6）等。 在畜牧业上常利用乳酸菌发酵制造青
贮饲料，日常生活中常利用乳酸菌发酵腌制泡菜等。

我国制作泡菜的历史可以追溯到 １ ４００ 多年以前。 北魏
贾思勰在《齐民要术》中记载：“作盐水，令极咸，于盐水中洗
菜，即内壅中。 ”这里说的其实就是制作泡菜的简单过程。图 ２－6 一种双歧杆菌
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评价指南

一、单项选择题
1. 关于利用葡萄为原料制作果酒的过

程，下列描述正确的是 （ ）
A.不添加酵母菌不可能制作出葡萄酒
B.在无氧条件下酵母菌不能大量繁殖
C.在有氧条件下酵母菌进行酒精发酵
D.用重铬酸钾可鉴定出发酵液中的酒精
2.下列关于果醋的制作，错误的是（ ）
A. 醋酸菌是好氧菌，所以在制作果醋的

过程中需要通气

B. 醋酸菌分布很广，生长温度要求一般
在 50℃以上

C. 醋酸菌能够将果酒中的酒精转变成
醋酸

D. 当氧气、糖源充足时，醋酸菌可将葡
萄中的糖分解为醋酸

3. 下列关于果酒和果醋制作的叙述中，
错误的是 （ ）

A.参与发酵的微生物都含有线粒体
B.发酵过程中培养液 pH都会下降
C. 制作果酒时瓶口要密闭，而制作果醋

时需要通气

D. 果酒制成后须将其移至温度略高的
环境中制作果醋

4.在果酒、果醋的制作过程中，发酵条件
的控制至关重要，下列叙述正确的是 （ ）

A. 葡萄汁要装满广口瓶，造成无氧环境
有利于发酵

B. 在葡萄酒发酵过程中，每隔一段时间
将瓶盖旋松一次，放出二氧化碳气体

C. 果酒发酵时温度控制在 30 ℃， 果醋
发酵时温度控制在 20℃

D. 在果醋发酵过程中，通气充分不利于
醋酸菌的发酵作用

5. 下图表示果酒和果醋制作过程中的
物质变化过程，下列叙述正确的是 （ ）

A.过程①和②都只能发生在缺氧条件下
B.过程①和③都只发生在酵母细胞的线

粒体中

C.过程③和④都需要氧气的参与
D.过程①~④所需的最适温度基本相同
6. 在家庭中用鲜葡萄制作果酒时，正确

的操作是 （ ）
A.让发酵装置接受光照
B.给发酵装置适时排气
C.向发酵装置通入空气
D.将发酵装置放在 45℃处

二、技能增进题
判断与选择 判断是人脑反映事物之

间联系和关系的一种思维形式，它是在概括
基础上形成的一种对事物之间关系的思维

形式之一。 选择是在一系列不确定的对象
中，根据判断从选项中选取适合的决定。 在
生物学实验中，判断与选择使用什么样的器
具非常重要。

根据果酒制作的原理，判断：为什么可
以选取右图所示器具制作果酒？ 图中 A、B、C
三个开口在实验中分别起到什么作用？ 为什

么开口 C 要通过长而弯曲的胶管与瓶身相
连？

H2O+CO2 醋酸+H2O

葡萄糖 丙酮酸 乙醇 CO2
① ②

③ ④

+

A

B

C
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各种类型的奶酪

发酵工程研究人员

发酵工程是生物技术的重要组成部分，是生物技术产业化的重要
环节。 发酵工程研究人员主要研究微生物菌种选育的方法、发酵的基
本过程、常用发酵产品的生产工艺、发酵代谢的调控和优化等。 发酵工
程研究人员一般应具有大学发酵工程专业本科以上学历。
（图为发酵工程研究人员在进行发酵过程的代谢调控）

奶酪是人类最古老的食品之一，全世界大约有 ２ ０００多种
不同类型的奶酪。 通常，根据质地或硬度，将奶酪划分成软质
奶酪、半软质奶酪、硬质奶酪、特硬质奶酪。

奶酪是将牛奶通过乳酸发酵生产的，发酵过程中产生的凝
乳酶使牛奶中的蛋白质凝固起来，形成凝乳。 凝乳酶是牛胃中的
一种酶，可促进凝乳形成，现在可以由基因工程技术构建的工程
菌生产。凝乳形成后，加热并压缩以去除其中多余的水分，再经过
加盐、成熟过程制成奶酪。 奶酪最后的硬化是成熟过程所起的作
用。 软质奶酪成熟只要 １～５个月，硬质奶酪要 ３～１２个月，而特硬
质奶酪则要 １２～１６个月。 一些带有特殊风味的奶酪，还需采用独
特的工艺。

发酵与奶酪生产
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第第二二节节 测测定定发发酵酵食食品品中中的的特特定定成成分分

研究某种特定成分在不同生物材料中的含量，对于指导食品的发酵、加工与生产以及安
全食用等都具有重要意义。 例如，亚硝酸盐广泛地存在于自然环境中，通过测定了解食品中
亚硝酸盐的含量是否达到中毒剂量，可避免食物中毒事件的发生。为此，我国专门颁布了《中
华人民共和国食品安全法》、《食品添加剂使用标准》等，规范食品加工过程中有关物质含量
的要求。

测定发酵食品中的特定成分，需要掌握特定成分的相关知识和测定方法。 例如，要测定
泡菜中亚硝酸盐的含量，就需要了解亚硝酸盐的化学特点、生理功能和含量标准，需要学习
测定泡菜中亚硝酸盐的方法等。

亚硝酸盐及部分食品中亚硝酸盐的限量标准（以 NaNO2计）
亚硝酸盐（ｎｉｔｒｉｔｅｓ）主要指亚硝酸钠和亚硝酸钾，它们为白色粉末，易溶于水，其外观

及味道都与食盐相似。 亚硝酸盐常用于各种染料的生产，也作为防冻剂使用，常称为“工
业用盐”。 亚硝酸盐广泛存在于自然环境中，在粮食、豆类、蔬菜、肉类、蛋类等中都可以检测
出，在食品加工过程中也会产生亚硝酸盐。 我国针对食品中的亚硝酸盐残留量制定了严格
的限量标准（表Ⅱ-Ⅰ）。

亚硝酸盐不仅具有一定的毒性，还是一种致癌物质。 食物中的亚硝酸盐被摄入人
体后，大部分可随尿排出，只有在特定条件，如在某些微生物作用下被转变成亚硝胺
（致癌物）。据研究，食道癌的发病率与人体摄入的亚硝酸盐量呈正相关性。孕妇如食用
了一定量的亚硝酸盐，在体内产生的有毒物质能够透过胎盘进入胎儿体内，对胎儿有
致畸作用。 6个月以内的婴儿对亚硝酸盐特别敏感，临床上婴儿所患的“高铁血红蛋白
症”就是因食用含亚硝酸盐的量过高的食物引起的。

亚硝酸盐中毒发病急速，中毒的主要特点是由于组织缺氧引起的紫绀现象，如口唇、舌
尖、指尖青紫；重者眼结膜、面部及全身皮肤青紫，头晕、头疼、乏力、心跳加速、嗜睡或烦躁、
呼吸困难、恶心、呕吐、腹痛、腹泻；严重者昏迷、惊厥、大小便失禁，因呼吸衰竭而死亡。

表Ⅱ-Ⅰ 我国食品中亚硝酸盐限量标准（单位：mg/kg）
（摘自 2010年《食品添加剂使用标准》）

食品名 限量标准 食品名 限量标准

食盐（精盐）、牛乳粉 ≤2 � 油炸肉类 ≤30
鲜肉类、鲜鱼类、粮食 ≤3 � 中式火腿 ≤30

蔬菜 ≤4 � 咸肉、板鸭 ≤30
鲜蛋类 ≤5 � 肉类罐头 ≤50

� 香肠（腊肠）、香肚、酱腌菜 ≤20 � 西式火腿（熏烤、烟熏、蒸煮火腿） ≤70
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维生素 C及常见食物中维生素 C的含量
维生素 C，又称为抗坏血酸，是一种水溶性维生素。维生素 C能促进人体的生长发

育，增强人体对疾病的抵抗能力，增强肝脏的解毒能力，还能维持牙齿、骨骼、血管和肌
肉等的正常功能。 人体缺乏维生素 C 时会患坏血病， 其症状表现为创口溃疡不易愈
合，骨骼和牙齿易折断或脱落，毛细血管通透性增大，皮下组织、黏膜等处易出血等。

人体所需维生素 Ｃ必须从食物中摄取。 维生素 Ｃ广泛存在于新鲜的水果和蔬菜
中（表Ⅱ-Ⅱ）。

系列亚硝酸钠标准显色液的配制
亚硝酸钠标准溶液（200 μg/mL）：准确称取 0.1 g 于硅胶干燥器中干燥 24 h 的亚

硝酸钠，加水溶解后定容到 500 mL。
亚硝酸钠标准使用液（5.0 μg/mL）：临用前用刻度移液管吸取亚硝酸钠标准溶液

5.0 mL，置于 200 mL容量瓶中，加水稀释至 200 mL刻度线处。
配制系列亚硝酸钠标准显色液： 用刻度移液管吸取 ０．2 ｍＬ、0．6 ｍＬ、１．０ ｍＬ、

１．５ ｍＬ、２．０ ｍＬ、２．５ ｍＬ 亚硝酸钠标准使用液 （相当于 1.0 μｇ、3.0 μｇ、5.0 μｇ、7.5 μｇ、
10.0 μｇ、12.5 μｇ 亚硝酸钠），分别加入 ６ 支 ５０ ｍＬ 比色管；再取一支 ５０ ｍＬ 比色管加
蒸馏水作为空白对照。在各比色管中分别加入 ２．０ ｍＬ对氨基苯磺酸溶液，混合均匀后
静置 ３ ｍｉｎ，再分别加入 1．０ ｍＬ 的盐酸萘乙二胺溶液（2 g/L），添加蒸馏水使各比色管
内溶液总体积为 ５０.0 ｍＬ，混合均匀后观察亚硝酸钠溶液颜色的梯度变化（图Ⅱ－Ⅲ）。

图Ⅱ－Ⅲ 亚硝酸钠标准显色液

食物名称 维生素 Ｃ含量 食物名称 维生素 Ｃ含量
枣 ５４０ 马铃薯 １６
辣椒 １８５ 大葱 １４
山楂 ８９ 胡萝卜 １３
桂圆 ６０ 黄瓜 ９
柿子 ４９ 番茄 ８
菠菜 ３９ 丝瓜 ８
韭菜 ３９ 桃 ７
甘蓝 ３８ 香蕉 ６
白萝卜 ３０ 苹果 ４
甘薯 ３０ 西瓜 ３

表Ⅱ-Ⅱ 常见食物中维生素 C含量（单位：mg/100 g）
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课题研究 泡菜中是否含有亚硝酸盐

研究目的：
学习测定食品中亚硝酸盐的方法。

推荐器材：
泡菜 ；pH 试纸 ，滤纸 ，漏斗 ，量筒 ，容量瓶 ，烧杯 ，移液

管，50 mL 比色管，试管架，托盘天平（图 2-10），恒温水浴
锅 （图 2-11），榨汁机 ；亚硝酸钠 ，亚铁氰化钾 ，乙酸锌 ，硼
酸钠，对氨基苯磺酸，盐酸萘乙二胺 （又称为 N-1-萘基乙
二胺盐酸盐），氢氧化铝，氢氧化钠，盐酸等。

研究指导：
１．问题与假设：小组查阅有关食物中亚硝酸盐的产生过程

及其危害的资料，提出测定泡菜中亚硝酸盐含量的问题。 针对
问题，作出相应的假设。

２．设计与实验：根据问题与假设，小组讨论并设计测定泡
菜中亚硝酸盐的方案。

：我国《食品添加剂使用标准（GB/T 5009.33-
2003）》中规定了测定食品中亚硝酸盐含量可采用盐酸萘乙
二胺法等方法。 盐酸萘乙二胺法的测定原理：样品经过沉淀
蛋白质、去除脂肪后，在弱酸性条件下亚硝酸盐与对氨基苯
磺酸重氮化后，再与盐酸萘乙二胺形成玫瑰红色化合物。 其
最大吸收波长为 538 nm， 且色泽深浅在一定范围内与亚硝
酸盐含量呈正比，可与系列亚硝酸盐标准显色液比较并确
定样品中亚硝酸盐含量。

（1）配制试剂（实验用水应采用蒸馏水，试剂应采用杂质
比化学纯试剂更少的分析纯试剂）

称取 5.0 g 硼酸钠，溶于 100 mL 热水中，冷却后备用，配
制成硼砂饱和溶液；

称取 106.0 g 亚铁氰化钾，用水溶解，并稀释至 1 000 mL，
配制成亚铁氰化钾溶液；

称取 220.0 g 乙酸锌，加 30 mL 冰醋酸溶于水，并稀释至

图 ２－１0 托盘天平 图 ２－１1 恒温水浴锅
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1 000 mL，配制成乙酸锌溶液；
称取 0.4 g对氨基苯磺酸， 溶于 100 mL 质量分数为 20%

的盐酸中，置棕色瓶中，避光保存，配制成对氨基苯磺酸溶液
（4 g/L）；

称取 0.2 g 盐酸萘乙二胺， 溶解于 100 mL 蒸馏水中，混
匀，避光保存，配制成盐酸萘乙二胺溶液（2 g/L）。

亚硝酸钠标准溶液（200 μg/mL）：准确称取 0.1 g 于硅胶
干燥器中干燥 24 h的亚硝酸钠，加水溶解后定容到 500 mL。

亚硝酸钠标准使用液（5.0 μg/mL）：临用前用刻度移液管
吸取亚硝酸钠标准溶液 5.0 mL，置于 200 mL 容量瓶中，加水
稀释至 200 mL刻度线处。

（2）对泡菜样品进行测定前处理
称取 5.0～10.0 g泡菜，经榨汁机粉碎（图 2-12）、过滤（图 2-

13）后，置于 50mL烧杯中，加 12.5 mL 硼砂饱和液，搅拌均匀，
用约 300 mL 70 ℃左右的热水将样品洗入 500 mL 容量瓶中，
于沸水浴中加热 15min，冷却至室温。 边转动容量瓶边加入 5mL
亚铁氰化钾溶液，摇匀，再加入 5 mL 乙酸锌溶液，以沉淀蛋白
质。最后加水至 500 mL刻度线处摇匀，放置 0.5 h，再次过滤，滤
液（样品液）备用。

：对于含油脂多的样品，可除去提取液中的上层
油脂；对于有色样品可用氢氧化铝溶液脱色后用于测定。

（3）测定样品中的亚硝酸盐含量
吸取 40.0 mL 上述样品液于 50 mL 比色管（有塞）中，向

样品管中加入 2 mL 对氨基苯磺酸溶液（4 g/L），混匀，静置 3～
5 min，加入 1 mL盐酸萘乙二胺溶液（2 g/L），加蒸馏水至 50 mL
比色管的刻度线处，混匀，静置 15 min，观察样品颜色的变化。
配制系列亚硝酸钠标准显色液（具体配制见本教科书第 46 页
“系列亚硝酸钠标准显色液的配制”）。

图 ２－１2 用榨汁机粉碎泡菜 图 ２－１3 过滤

48



亚硝酸钠是一种有毒物质。
： 采用刻度移液管或自动取液器移取各种溶液

时，参照“附录 2 实验试剂的配制”进行操作。
（4）与亚硝酸钠标准显色液进行比对
比较样品液和亚硝酸钠标准显色液的颜色，可粗略地确

定样品中的亚硝酸钠含量。
：若需进一步确定样品中亚硝酸钠的精确含量，

可采用分光光度计测定波长 538 nm 处各个样品的吸光度，对
系列亚硝酸钠标准显色液进行同样的测定， 并将结果进行对
照，便可确定样品中亚硝酸钠的精确含量。

３．交流与合作：在设计和实施实验的过程中，和其他小组
积极交流，进一步完善本组的计划。 小组成员分工合作。

４．结论与反思：分析实验数据，得出研究结论。
深入研究：

尝试设计实验，测定同种泡菜因腌制时间长短的不同所
导致的亚硝酸盐含量的差异。

食物是人体摄入亚硝酸盐的主要来源。 在日常生活中，若
将亚硝酸盐误作为食盐食用或大量食用富含亚硝酸盐的食物

（如未腌制好的腌菜、泡菜）时，就可能发生急性亚硝酸盐食物
中毒。 导致人发生亚硝酸盐中毒的剂量一般为 0.3~0.5 g，致死
剂量为 3 g。 亚硝酸盐中毒的主要原因是亚硝酸盐进入人体血
液后，能将正常携氧的低铁（Fe2+）血红蛋白氧化为
高铁（Fe3+）血红蛋白，使高铁血红蛋白失去携带氧
气的能力，导致组织细胞缺氧，出现亚硝酸盐中毒
现象。

确切地知道某种化学物质在食品加工过程中

含量的变化，对指导合理膳食、均衡营养等，具有
重要的参考价值。在日常生活中不少青少年喜欢食
用烧烤食品（图 2-14），据测定，肉类食品在烧烤过程
中会产生苯并芘等有害物质。

18 世纪， 在那些远离陆地而缺乏新鲜水果
和蔬菜的远洋航行的水手中， 流行着一种被称为坏血病的疾
病。直到 1911年，人类才确定这是因缺乏维生素 C而引发的。

研究表明， 动物一般可以利用体内葡萄糖代谢途径来合
成维生素 C，但人类、猿猴等无法自行合成维生素 C，需要通过
食物来提供。 在各种蔬菜、水果中，维生素 C的含量其实并不
少。 例如，青辣椒、橙、葡萄汁和枣都富含维生素 C。

有研究认为，热、光、烟等因素会破坏维生素 C，加热烹调
蔬菜也会使其中的维生素 C含量大幅度减少。那么，腌制蔬菜
会不会导致蔬菜中的维生素 C含量减少呢？

图 ２－１4 烧烤食品
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２．问题与假设：小组讨论并提出一个有关蔬菜（如萝卜）
在腌制成泡菜的过程中维生素 Ｃ含量变化的问题。针对问题，
作出相应的假设。

３．设计与实验：根据假设，利用推荐器材设计并实施实验。
：药用维生素 Ｃ片含有定量的维生素 Ｃ。

４．交流与合作：在设计和实施实验的过程中，小组成员分
工合作，并和其他小组积极交流，适当修正本组的计划。

５． 结论与反思：分析实验数据，反思研究过程，得出研究
结论。 尝试撰写探究报告。
深入研究：

同种蔬菜的泡菜在发酵时间长短不同的情况下， 其维生素 Ｃ
含量的差异。

实际上，许多食品在加工过程中都会发生诸如亚硝酸盐和
维生素 C等物质的含量变化。

图 ２－15 检测果汁中维生素 Ｃ含量的实验示意图

研磨

过滤

用针筒吸取

１ ｍＬ ２，６－二氯
靛酚溶液 （蓝
色）， 注入洁净
的试管

记录加入的受

检果汁的体积

向试管中逐

滴加入受检果

汁，一旦发现蓝
色变成无色，即
停止

课题研究 蔬菜在腌制过程中维生素 Ｃ含量的变化

研究目的：
探究发酵食品（如泡菜）中维生素 Ｃ含量的变化。

推荐器材：
蔬菜及其腌制成的泡菜；试管，漏斗，研钵，滤纸，针筒，铁

架台，水果刀；维生素 Ｃ片，２，６－二氯靛酚溶液等。
研究指导：

１．阅读背景知识：维生素 Ｃ 是一种强还原剂，它能将蓝
色的 ２，６－二氯靛酚溶液还原成无色。为了检测某种果汁中维
生素 Ｃ 含量的多少，有人设计了如图 ２－15 的实验装置，并实
施了实验。
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评价指南

8.维生素 C是一种强还原剂，能将
（ ）

A.无色的 2,6-二氯靛酚溶液还原成蓝色

B.无色的 2,6-二氯靛酚溶液还原成红色
C.蓝色的 2,6-二氯靛酚溶液还原成无色
D.蓝色的 2,6-二氯靛酚溶液还原成红色

一、单项选择题
１． 下列有关亚硝酸盐的描述中， 正确

的是 （ ）
Ａ．亚硝酸盐只存在于自然环境中
Ｂ．只能在蔬菜中检测出亚硝酸盐
Ｃ．在食品加工中一定会产生亚硝酸盐
Ｄ．亚硝酸盐含量较高的肉类不宜食用
2. 在配制系列亚硝酸钠标准溶液时，称

取的亚硝酸钠需要 （ ）
A.在普通冰箱中冷藏 24 h
B.在阳光下累计曝晒 24 h
C.在硅胶干燥器中干燥 24 h
D.在硅胶干燥器中干燥 12 h
3. 在研究泡菜中是否含有亚硝酸盐的

活动中，不需要使用的试剂是 （ ）
A.亚硝酸钠 B.对氨基苯磺酸
C. 2,6-二氯靛酚 D.盐酸萘乙二胺
4. 下列有关研究泡菜中是否含有亚硝

酸盐的活动的叙述中，正确的是 （ ）

A.实验用水可以是矿泉水
B.实验试剂可以是化学纯
C.实验用水可以是自来水
D.实验试剂是分析纯试剂
5. 导致人亚硝酸盐中毒的剂量和致死

剂量一般分别为 （ ）
A.中毒剂量为 0.3～0.5 g，致死剂量为 5 g
B.中毒剂量为 0.3～0.5 g，致死剂量为 3 g
C.中毒剂量为 0.2～0.3 g，致死剂量为 5 g
D.中毒剂量为 0.2～0.3 g，致死剂量为 3 g
6.下列各项中毒原因中， 并非由亚硝酸

盐大量进入血液后引起的是 （ ）
A.使低铁血红蛋白氧化为高铁血红蛋白
B.使高铁血红蛋白还原为低铁血红蛋白
C.使高铁血红蛋白失去携带氧气的能力
D.最终导致组织细胞缺氧
7.下列四种器材中， 在检测某种食物中

亚硝酸盐含量时使用不到的是 （ ）

A.滤纸 B.天平 C.容量瓶 D.超净工作台

二、技能增进题
数学模型建构 数学模型建构是将具

体问题进行抽象、假设、简化，通过建立数学
关系，达到解决问题的目的的过程。

如果测定某种泡菜中亚硝酸盐含量时，
取样量为 A（40 mL滤液的质量，单位为 kg），
样品中亚硝酸盐含量为 B （单位为 mg）。 那
么，你能构建出计算亚硝酸盐含量 C 的数学

模型（公式）吗？
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食品中亚硝酸盐的来源是硝酸盐， 过量的硝酸盐在细菌
的硝基还原酶的作用下可被还原成亚硝酸盐。 人体中的硝酸
盐主要来源于食品和饮用水。

1.在蔬菜种植过程中， 氮素肥料的过量施用致使食品中
积累了过量的硝酸盐。 蔬菜在存放条件差、时间长的情况下，
细菌就会大量繁殖，蔬菜开始腐烂，这时亚硝酸盐含量会明
显增加。

2.煮熟的蔬菜存放较久后，亚硝酸盐的含量也会升高。
3.某些肉制品在加工过程中为保持其呈鲜红色以改善外

观和风味，使用了硝酸盐和亚硝酸盐作为起色剂。
4.蔬菜经腌渍制成罐头后，硝酸盐含量降低了，但亚硝酸

盐含量却升高了。
5.蔬菜中的硝酸盐含量，一般是根菜类大于叶菜类，叶菜

类大于茄果类。
6.某些井水中含有硝酸盐或亚硝酸盐。
要减少亚硝酸盐的摄入，需多吃新鲜的蔬菜和肉类，蔬菜

应妥善保存，防止腐烂；低温保存食物，以减少蛋白质分解和亚
硝酸盐生成；少吃腌腊制品、酸菜等；勿食用大量刚腌制的菜
（腌菜时盐应多放，至少腌至 15天以上再食用）等。

食品中的亚硝酸盐

食品检验工作者

食品检验内容十分丰富，包括食品营养成分分析、食品中污染物质
分析、食品辅助材料及食品添加剂分析、食品感官鉴定等。 狭义的食品
检验通常是指食品检验机构依据《中华人民共和国食品安全法》规定的
卫生标准，对食品质量所进行的检验，包括对食品的外包装、内包装、标
志和商品外观的特性、理化指标以及其他一些卫生指标所进行的检验。
检验方法主要有感官检验法和理化检验法。
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本本章章自自主主小小结结

传统的发酵技术广泛运用于酿酒、制醋、制作泡菜和腐乳等许多食品加工中，其基本原理是通
过微生物的代谢活动，使食物产生人们需要的特色风味或使食物得以长期保存。 在微生物的代谢
中，既能产生酒精、乳酸、醋酸、氨基酸等产物，也可能会产生一些对人的健康有害的物质（如亚硝
酸盐），检测微生物在发酵过程中产生的各种代谢产物，以及这些物质的变化，对于保证食品的安
全生产和安全食用，都有十分重要的意义。

由于运用于发酵技术的微生物种类很多，生产方式及产物各不相同，有关知识可用列表比较
法进行小结。

在完成上述有关发酵技术中食品种类、代谢产物、呼吸类型、适宜的培养条件等内容的填写
后，思考下列问题，并尝试用列表比较的方法对本章的其他内容进行小结。

1.生产或生活中常用于制作果酒的原料有哪些？ 酿制苹果酒、梨酒与葡萄酒的基本原理是什
么？共同产物是什么？所需发酵条件是否相同？在果酒生产过程中，怎样利用酵母菌的呼吸方式创
设有利于发酵的条件，从而加快发酵速度，提高发酵产量？

2.在酿酒和制醋的过程中，所需要的温度、pH、氧气等环境条件有无相同之处？ 为什么可以在
酒精发酵的基础上继续进行果醋的制作？ 是否必须在酒精发酵后进行醋酸发酵？

3.在制作腐乳的过程中，除了毛霉外，还有哪些微生物能够共同发挥作用？ 这些微生物能够产
生哪些酶？ 大豆中的蛋白质为什么能够分解成氨基酸和多肽等小分子物质？

4.制作泡菜的条件与酿酒、制醋有何异同？ 在你的日常生活中还有哪些食品是利用发酵技术
生产的？ 测定泡菜中是否含有亚硝酸盐可采用什么方法？ 采用盐酸萘乙二胺等测定亚硝酸盐的原
理是什么？ 主要步骤是什么？

如果有疑难，可以和同学、老师进行探讨，也可以通过图书馆和网络等途径寻求答案。 相信你
一定能够正确回答上述问题。

原核生物（细菌） 真核生物（真菌）

酵母菌 毛霉

制作食品种类

主要代谢产物

细胞呼吸类型

适宜温度条件

适宜 pH条件
其他

乳酸菌 醋酸菌
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第二章 综合评价指南

1． 在腐乳制作的过程中， 发挥主要作用
的微生物是 （ ）

Ａ．酵母菌 Ｂ．乳酸菌
Ｃ．毛霉 Ｄ．曲霉
2．在酶的作用下，淀粉分解为麦芽糖等的

过程称为糖化。某酒厂把糖化后的淀粉加入发
酵罐，接种酵母菌后，酒精产量比以往明显减
少，检查发现是发酵罐密封不严所致。 试分析
反应的结果是 （ ）

Ａ．糖化淀粉消耗减少，酵母菌量增加
Ｂ．酵母菌量减少，CO2释放量减少

Ｃ． ＣＯ２的释放量减少，糖化淀粉消耗增加
Ｄ．酵母菌量、ＣＯ２的释放量和糖化淀粉的

消耗量都增加

3． 葡萄酒所含酒精浓度通常不会超过
１４％，原因是 （ ）

Ａ．葡萄酒是人为配制的低度酒
Ｂ．原料中用于发酵的葡萄糖含量偏低
Ｃ．此浓度的酒精妨碍了酵母菌的存活
Ｄ．发酵产热造成了酵母菌的死亡
4． 利用乳酸菌发酵制作泡菜还可增加

泡菜的风味。 那么，工业化生产泡菜过程中的
乳酸菌主要来自 （ ）

Ａ．接种培养的乳酸菌
Ｂ．制作泡菜时用的凉开水
Ｃ．泡菜缸周围的空气
Ｄ．蔬菜上带有的乳酸菌
5． 在测定维生素 Ｃ 含量的实验中， 关于

维生素 Ｃ的说法正确的是 （ ）
Ａ． 维生素 Ｃ 是还原剂，能将蓝色的 2，6-

二氯靛酚溶液还原成无色

Ｂ． 维生素 Ｃ 是氧化剂，能将蓝色的 2，6-
二氯靛酚溶液氧化

Ｃ． 维生素 Ｃ 是抗坏血酸，用 ＮａＯＨ 溶液
来滴定溶液变蓝色

Ｄ． 维生素 Ｃ 可以用盐酸来滴定，以确定
反应是否结束

6． 某酒厂以大米为原料，利用酵母菌发
酵生产酒精度不低于 １２°的米酒。 发酵的主要

工艺为： 清洗大米→蒸煮大米→冷却→加入
糖化酶→加入酵母菌→通气发酵→密闭发
酵。 请回答下列问题：

（１）生产过程中要蒸煮大米及加入糖化
酶等。 蒸煮大米的目的是

。
糖化酶应包括的主要酶类有

。
糖化酶使大米中的淀粉发生的主要变化包括

。
（２）接种后通气培养的目的是

， 此时酵母菌主要以 方

式迅速繁殖。 在接种时常加入尿素或其他含
氮物质，其目的是 。 密闭的目的
是 ， 写出此时发生反应的化学
方程式： 。

（3）俗话说：“酒是陈的香。 ”产生酒香的
化学原理是

。
7．下面是家庭里制作酒酿的具体过程：先

将米煮熟，待冷却至 ３５ ℃左右时，加少许水和
一定量的酒药（实际是酵母菌菌种），与米饭混
匀后置于一瓷坛（其他容器也可）内。 在中间挖
一个小洞（深及底部），加盖后置于适当的地方
保温（２８ ℃最佳），一般 ２４ ｈ即可。 现请你从以
下几个方面对其发酵过程作简单的分析：

（１）在中间挖一个小洞（深及底部）的目
的是 。

（２）酵母菌在发酵初期的呼吸方式主要
是 。

（３）瓷坛没有密封，坛内发酵的环境是怎
么形成的？

。
（４）请你用文字或坐标曲线的形式来说

明，在瓷坛内有氧呼吸和无氧呼吸此消彼长
的过程。

（５）在制作酒酿的过程中，酒药要按一定
的比例加入。 如果对用量把握不准， 宁多勿
少，为什么？ 如果加少了将会有什么后果？
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