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实验 11  土壤中微生物的分离 

1、实验目的 

➢ 掌握培养基的配制原理以及配制培养基的一般方法和步骤 

➢ 学习微生物纯培养的基本操作技术 

➢ 了解不同微生物（细菌、放线菌、酵母和霉菌）的主要菌落特征 

2、实验原理 

土壤是微生物生活的大本营，是寻找和发现有重要应用潜力的微生物的主要

菌源。不同土样中各类微生物数量不同，一般土壤中细菌数量最多；其次为放线

菌和霉菌。一般在较干燥、偏碱性、有机质丰富的土壤中放线菌数量较多；酵母

菌多分布在水果表皮和果园土中。 

为了获得某种微生物的单菌落，首先要考虑制备不同稀释度的菌悬液。其次，

应考虑各类微生物的不同特性，避免菌源中各类微生物的相互干扰。要想获得某

种微生物的纯培养，还需提供有利于该微生物生长繁殖的最适培养基及培养条件。

培养基是人工的将多种物质按各种微生物生长的需要配制而成的一种混合营养

基质，用以培养或分离各种微生物，因此，培养基质应当有微生物所能利用的营

养成分（包括碳源，氮源，能源，无机盐，生长因素）和水，根据微生物的种类

和实验目的地不同，培养基也有不同的种类。 

在土壤，水，空气及动、植物体中，不同种类的微生物绝大多数都是混杂生

活在一起，当我们希望获得某一种微生物时，就必须从混杂的微生物类群中分离

它，以得到只含有这一种微生物的纯培养，这种从混杂微生物群体中获得只含某

一种或某一株微生物的过程称为微生物的分离与纯化。为了获得某种微生物的纯

培养，一般是根据该微生物对营养，酸碱度，氧等条件的要求不同，而供给它适

宜的培养条件，或加入某种抑制剂造成只利于此菌生长而抑制其他菌生长的环境，

从而淘汰其他一些不需要的微生物，再用稀释涂布平板法(涂布法)或稀释混合平

板法(倾注法)或平板划线分离法等分离纯化微生物，直至得到纯菌株。本实验采

用涂布法和倾注法对土壤中各种微生物进行分离培养。 

➢ 细菌 
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细菌一般是单细胞，细胞结构简单，属于原核生物，工业上多用杆菌（图 1）。

细菌广泛分布于土壤和水中，或者与其他生物共生，也有部分种类分布在极端的

环境中。细菌的营养方式有自养及异养，其中异养的腐生细菌是生态系中重要的

分解者，使碳循环能顺利进行。部分细菌会进行固氮作用，使氮元素得以转换为

生物能利用的形式。细菌对人类活动有很大的影响。一方面，细菌是许多疾病的

病原体，另一方面，人类也时常利用细菌的生理代谢活动为人类服务，例如乳酪

及酸奶的制作、废水的处理等。 

 

图 1 细菌的典型构造 

细菌具有许多不同的代谢方式。一些细菌只需要二氧化碳作为它们的碳源，

被称作自养生物。另外一些细菌依靠有机物形式的碳作为碳源，称为异养生物。

根据细菌对氧气的利用，大部分细菌可以被分为以下三类：一些只能在氧气存在

的情况下生长，称为需氧菌；另一些只能在没有氧气存在的情况下生长，称为厌

氧菌；还有一些无论为兼性厌氧菌。还有一些细菌能在极端环境中生长，如嗜热

细菌、嗜盐细菌、嗜酸细菌、嗜碱细菌以及嗜冷细菌等。 

➢ 放线菌 

放线菌是一类主要呈菌丝状生长和以孢子繁殖的陆生性较强的原核微生物，

因在固体培养基上呈辐射状生长而得名（大多数有发达的分枝菌丝，图 2）。放线

菌的菌落由菌丝体组成，一般圆形、光平或有许多皱褶，光学显微镜下观察，菌

落周围具辐射状菌。放线菌在自然界中分布很广，放线菌在自然界分布广泛，主

要以孢子或菌丝状态存在于土壤、空气和水中，尤其是含水量低、有机物丰富、

呈中性或微碱性的土壤中数量最多。土壤特有的泥腥味，主要是放线菌的代谢产

物所致。 

https://baike.baidu.com/item/%E5%8E%9F%E6%A0%B8%E7%94%9F%E7%89%A9
https://baike.baidu.com/item/%E5%85%B1%E7%94%9F
https://baike.baidu.com/item/%E7%94%9F%E6%80%81%E7%B3%BB
https://baike.baidu.com/item/%E7%A2%B3%E5%BE%AA%E7%8E%AF
https://baike.baidu.com/item/%E5%9B%BA%E6%B0%AE%E4%BD%9C%E7%94%A8
https://baike.baidu.com/item/%E7%94%9F%E7%89%A9%E8%83%BD
https://baike.baidu.com/item/%E7%97%85%E5%8E%9F%E4%BD%93
https://baike.baidu.com/item/%E4%B9%B3%E9%85%AA
https://baike.baidu.com/item/%E4%B9%B3%E9%85%AA
https://baike.baidu.com/item/%E4%BB%A3%E8%B0%A2
https://baike.baidu.com/item/%E4%BA%8C%E6%B0%A7%E5%8C%96%E7%A2%B3
https://baike.baidu.com/item/%E7%A2%B3%E6%BA%90
https://baike.baidu.com/item/%E8%87%AA%E5%85%BB%E7%94%9F%E7%89%A9
https://baike.baidu.com/item/%E5%BC%82%E5%85%BB%E7%94%9F%E7%89%A9
https://baike.baidu.com/item/%E5%8E%8C%E6%B0%A7%E8%8F%8C
https://baike.baidu.com/item/%E5%8E%8C%E6%B0%A7%E8%8F%8C
https://baike.baidu.com/item/%E5%85%BC%E6%80%A7%E5%8E%8C%E6%B0%A7%E8%8F%8C
https://baike.baidu.com/item/%E5%97%9C%E7%83%AD%E7%BB%86%E8%8F%8C
https://baike.baidu.com/item/%E5%97%9C%E7%83%AD%E7%BB%86%E8%8F%8C
https://baike.baidu.com/item/%E5%97%9C%E5%86%B7%E7%BB%86%E8%8F%8C
https://baike.baidu.com/item/%E5%AD%A2%E5%AD%90/28304
https://baike.baidu.com/item/%E5%8E%9F%E6%A0%B8%E7%94%9F%E7%89%A9/460501
https://baike.baidu.com/item/%E5%9B%BA%E4%BD%93%E5%9F%B9%E5%85%BB%E5%9F%BA/10589899
https://baike.baidu.com/item/%E8%BE%90%E5%B0%84/5676
https://baike.baidu.com/item/%E8%8F%8C%E4%B8%9D/1189783
https://baike.baidu.com/item/%E8%8F%8C%E4%B8%9D
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放线菌与人类的生产和生活关系极为密切，在医药工业上有重要意义。目

前人类应用的抗生素 70%以上是由各种放线菌所产生。一些放线菌还能产生各

种酶制剂（蛋白酶、淀粉酶、和纤维素酶等）、维生素（和有机酸等。此外，放

线菌还可用于甾体转化、烃类发酵、石油脱蜡和污水处理等方面。少数放线菌

也会对人类构成危害，引起人和动植物病害。 

大多数放线菌是好氧的。因此，工业化发酵生产抗生素过程中必须保证足

够的通气量。对放线菌的培养主要采用液体培养和固体培养两种方式。固体培

养可以积累大量的孢子；液体培养则可获得大量的菌丝体及代谢产物。在抗生

素生产中，一般采用液体培养，并在发酵罐中通入无菌空气，以增加发酵液的

溶氧度。 

 

 

                           图 2 放线菌菌丝 

➢ 霉菌 

霉菌是丝状真菌的俗称，意即“发霉的真菌”，它们往往能形成分枝繁茂的菌

丝体。在潮湿温暖的地方，很多物品上长出一些肉眼可见的绒毛状、絮状或蛛网

状的霉菌菌落（图 3）。霉菌菌落主要有一下特征：形态较大，质地疏松，外观干

燥，不透明，呈现或松或紧的形状；菌落和培养基间的连接紧密，不易挑取，菌

落正面与反面的颜色、构造，以及边缘与中心的颜色、构造常不一致（不同微生

物形态特征比较见表 1）。霉菌在工业上可用来生产多种酶制剂、有机酸等。 

https://baike.baidu.com/item/%E9%85%B6%E5%88%B6%E5%89%82
https://baike.baidu.com/item/%E8%9B%8B%E7%99%BD%E9%85%B6
https://baike.baidu.com/item/%E6%B7%80%E7%B2%89%E9%85%B6
https://baike.baidu.com/item/%E6%9C%89%E6%9C%BA%E9%85%B8
https://baike.baidu.com/item/%E7%83%83%E7%B1%BB%E5%8F%91%E9%85%B5
https://baike.baidu.com/item/%E9%80%9A%E6%B0%94%E9%87%8F
https://baike.baidu.com/item/%E4%B8%9D%E7%8A%B6%E7%9C%9F%E8%8F%8C
https://baike.baidu.com/item/%E5%9F%B9%E5%85%BB%E5%9F%BA
http://kczy.zjut.edu.cn/microbiology/Photo_Show.asp?PhotoID=45
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                            图 3 霉菌菌落形态 

➢ 酵母菌 

酵母是一种肉眼看不见的微小单细胞微生物，广泛分布于自然界，主要生长

在偏酸性的潮湿的含糖环境。酵母菌在有氧和无氧的环境中都能生长，即酵母菌

是兼性厌氧菌，在有氧的情况下，它把糖分解成二氧化碳和水，在缺氧的情况下，

酵母菌把糖分解成酒精和二氧化碳。酵母常存在于一些富含糖类的环境中，比如

一些水果（葡萄、苹果、桃等）或者植物分泌物（如仙人掌的汁）中。 

酵母菌是单细胞真核微生物，形态通常有球形、卵圆形、腊肠形、椭圆形、

柠檬形或藕节形等，比细菌的单细胞个体大。大多数酵母菌的菌落特征与细菌相

似，但比细菌菌落大而厚，菌落表面光滑、湿润、粘稠，容易挑起，菌落质地均

匀，正反面和边缘、中央部位的颜色都很均一，菌落多为乳白色，少数为红色，

个别为黑色。最常提到的酵母为酿酒酵母（也称面包酵母）（Saccharomyces 

cerevisiae），自从几千年前人类就用其发酵面包和酒类。因酵母属于简单的单细

胞真核生物，易于培养，且生长迅速，已被广泛用于现代生物学研究中。如酿酒

酵母作为重要的模式生物，已成为遗传学和分子生物学的重要研究材料。 

3、实验方法和步骤 

1) 实验材料 

无菌水，酒精灯，玻璃涂布棒，灭菌培养皿，灭菌三角烧瓶，灭菌试管，移

液枪，枪头，玻璃珠等。 

2) 实验流程 

 

 

3) 实验方法 

取样 培养基配制和灭菌 微生物的分离与培养 

https://baike.baidu.com/item/%E5%BE%AE%E7%94%9F%E7%89%A9/147527
https://baike.baidu.com/item/%E6%BD%AE%E6%B9%BF/8948527
https://baike.baidu.com/item/%E5%85%BC%E6%80%A7%E5%8E%8C%E6%B0%A7%E8%8F%8C
https://baike.baidu.com/item/%E8%91%A1%E8%90%84
https://baike.baidu.com/item/%E6%A1%83
https://baike.baidu.com/item/%E4%BB%99%E4%BA%BA%E6%8E%8C
https://baike.baidu.com/item/%E5%85%89%E6%BB%91
https://baike.baidu.com/item/%E6%B9%BF%E6%B6%A6
https://baike.baidu.com/item/%E8%8F%8C%E8%90%BD
https://baike.baidu.com/item/%E7%99%BD%E8%89%B2/80367
https://baike.baidu.com/item/%E7%BA%A2%E8%89%B2/33485
https://baike.baidu.com/item/%E9%BB%91%E8%89%B2/68106
https://baike.baidu.com/item/%E9%85%BF%E9%85%92%E9%85%B5%E6%AF%8D
http://jpk.nenu.edu.cn/2004jpk/wsw/Photo/PhotoShow.asp?PhotoID=28
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i. 取样 

  建议取样地点如表 1 所示。选定采土地点后（比如荷塘，树根），铲去表土层

2-3cm，取 3-10cm 深层土壤 20g，装入袋内。土样采集后应保存在低温干燥的条

件下，尽量减少其中菌相的变化。从中分离细菌，放线菌，霉菌；建议从葡萄表

皮中分离酵母菌。 

ii. 培养基的配制及灭菌 

牛肉膏蛋白胨琼脂培养基： 

牛肉膏 3g，蛋白胨 10g，氯化钠 5g，琼脂 15-20g，水 1000mL ，pH 值 7.0-7.2

（用 1mol/L 的 HCl 或 NaOH 调）。 

高氏 1 号合成培养基： 

可溶性淀粉 20g，KNO3 1g，NaCl 0.5g，K2HPO4 0.5g，MgSO4 0.5g，FeSO4 0.01g，

琼脂 20g，水 1000mL，pH 值 7.0-7.2（用 1mol/L 的 HCl 或 NaOH 调）。配制时，

先用少量冷水将淀粉调成糊状，再在火上加热，边搅拌边加水及其他成分，待溶

化后，补足水分至 1000mL。 

马丁培养基： 

孟加拉红培养基 17.5g, 水 400mL。121℃灭菌 20min，用前加入 0.015%链霉素稀

释液 100mL（使每毫升培养基中含链霉素 30μg）。 

马铃薯葡萄糖培养基： 

马铃薯葡萄糖琼脂培养基 38g， 水 1000mL，氯霉素 0.05g。 

将配制好的培养基、培养皿、试管、锥形瓶及烧杯等放到高压灭菌锅进行高

温蒸汽灭菌，121℃灭菌 20min。。 

iii. 微生物的分离与培养 

(一)  细菌的分离 

（1）制备土壤稀释液 

  称取土壤 1g，放入装有 9mL 无菌水的离心管中，振荡 5-10min，即为稀释度

为 10-1 的土壤悬液。另取装有 9mL 无菌水试管 5 支，用记号笔编上 10-2、10-3、

10-4。以无菌操作法吸取 1mL 已稀释成 10-1 的土壤悬液加入 10-2 的无菌水的试管

中，并在试管内轻轻吹吸数次，使之充分混匀，即成土壤 10-2 稀释液。同法依次

连续稀释至 10-3、10-4。 

（2）倾注法分离 
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⚫ 吸取稀释液：以无菌操作法分别吸取 10-3、10-4 土壤稀释液 0.1mL，加在空培

养皿中。 

⚫ 倒入牛肉膏蛋白胨培养基 

⚫ 混匀：水平轻轻转动培养皿，使菌液、培养基充分混匀铺平，待平板完全冷

凝后，将平板倒置于恒温培养箱 30℃培养，1-2 天后观察结果。 

(二)  放线菌的分离 

（1）制备土壤稀释液 

  称取土壤 1g，放入装有 9mL 无菌水的离心管中，并加入 2 滴 10%的苯酚溶液

（抑制细菌生长），振荡 5-10min，即为稀释 10-1 的土壤悬液。同上依次连续稀释

至 10-2、10-3、10-4 土壤稀释液。 

（2）倾注法分离 

⚫ 吸取稀释液: 以无菌操作法分别吸取 10-3、10-4 土壤稀释液 0.1mL，加在空培

养皿中 

⚫ 倒入高氏 1 号合成培养基 

⚫ 混匀: 水平轻轻转动培养皿，使菌液、培养基充分混匀铺平，待平板完全冷

凝后，将平板倒置于恒温培养箱 30℃培养，5-8 天后观察结果。 

(三)  霉菌的分离 

(1) 制备土壤稀释液 

  称取土壤 1g，放入装有 9mL 无菌水的离心管中，振荡 5-10min，即为稀释 10-

1 的土壤悬液。同上依次连续稀释至 10-2、10-3、10-4 土壤稀释液。 

(2) 倾注法分离 

⚫ 吸取稀释液:以无菌操作法分别吸取 10-3、10-4 土壤稀释液 0.1mL，加在空培

养皿中 

⚫ 倒入马丁培养基（培养基中已提前加入孟加拉红和链霉素，抑制细菌生长和

降低菌丝蔓延速度） 

⚫ 混匀：水平轻轻转动培养皿，使菌液、培养基充分混匀铺平，待平板完全冷

凝后，将平板倒置于恒温培养箱 30℃培养，3-5 天后观察结果。 

(四)  酵母菌的分离 

（1）制备土壤稀释液 

  称取葡萄皮 1g，放入装有 9mL 无菌水的离心管中，振荡 5-10min，即为稀释



7 
 

10-1 的悬液，在此基础上再稀释至 10-2、10-3、10-4。 

（2）倾注法分离 

⚫ 以无菌操作法分别吸取 10-3、10-4 稀释液 0.1mL，加在空培养皿中 

⚫ 倒入马铃薯固体培养基（培养基中已加入氯霉素） 

⚫ 混匀：水平轻轻转动培养皿，使菌液、培养基充分混匀铺平，待平板完全冷

凝后，将平板倒置于恒温培养箱 30℃培养，2-3 天后观察结果。 

(五)  涂布法分离土壤中微生物 

⚫ 以无菌操作法分别吸取 10-3、10-4 稀释液 0.1mL，加入到已制备好的 4 种培

养基平板中。 

⚫ 用涂布棒将稀释液在培养基上充分混匀铺平，倒置于恒温箱中 30℃培养，一

段时间后观察结果。 

注意事项 

➢ 在接种时，需要在酒精灯旁操作，以维持一个相对无菌的环境。接种环与试

管口不得任意放在桌上或与其他物品相接触。 

➢ 平板或斜面的划线需要迅速、轻捷，不要划破培养基。 

➢ 接种完毕后将接种环抽出，灼烧一下管口，塞上硅胶塞，塞硅胶塞时请勿用

试管口去迎硅胶塞，以免试管在流动空气中纳入不洁空气。 

➢ 所有的培养器皿均需要严格灭菌。 

➢ 菌落是由单个或少数细胞在固体培养基表面或里面生长繁殖所形成的肉眼

可见的子细胞群体。菌落形态会因菌种不同或菌种相同但所用的培养基、培

养温度、pH 值和时间等条件不同而存在不同程度的差异。若所用的培养基、

培养温度和时间条件相同，则同一种菌所形成的菌落形态具有相对的稳定性

和统一性。 

➢ 纯培养的确定除了观察其菌落特征外，还要结合显微镜检测个体形态特征后

才能决定，有些微生物的纯培养要经过一系列的分离与纯化过程和多样性特

征鉴定才能确定。 

思考题 

1、分析实验结果 

2、阐述涂布法和浇注法各自的优缺点。 

3、根据哪些菌落特征可区分细菌、放线菌、霉菌和酵母菌？ 


