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摘 要 探讨 了微生物分 离 与 筛 选的 ４ 种重要方 法 ： 抑 菌 圈 法 、 透 明 圈 法 、 变 色 圈 法及生 长 圈 法 。 这

些方法通过不 同 的机制 形成独特 的 圈 状结构 ， 实现对 目 标微生物 的 有效分 离 与 筛 选。 比较分析 了 各

方法的 原理 、应 用 场景及优势 ， 并探讨 了 它们在教材和试题 中 的应 用 情况 ， 旨在为相关教与 学提供参考 。
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“

微生物的培养技术及应用
”

是不 同版本高 中

生物学教材选择性必修 ３ 中 的重要主题 ， 而
“

微生

物的分离与筛选
”

则是该主题的关键知识 。 为 了从

复杂的微生物群落 中有效分离和筛选所需 的具有

特定功能的微生物种类 ， 我们可 以依据 目 标微生物

独特的生理特征或其代谢产物特性 ，设计并配制分

离培养基 。 然后 ，通过观察在固体培养基上 因微生

物生长或生化反应后出现的独特圈状结构 ， 如抑菌

圈 、透明 圈 、变色圈或生长圈等 ， 实现 目 标微生物的

分离与筛选 。 值得注意的是 ，不同版本教材在描述

这些
“

圈法
”

时存在显著差异 ， 可能会造成教学上

的混淆 。 此外 ，试题 中频繁考查的
“

微生物分离与

筛选
”

所使用的
“

圈法
”

， 往往与教材 内容并不完全
一致 ，这无疑给学生增添了额外的 困惑和挑战 。 鉴

于此 ， 本文深入对比分析这些
“

圈法
”

， 旨在为相关

教学提供更为清晰和实用的参考 ， 从而帮助学生更

好地掌握这一知识点 。

１ 抑菌圈法

抑菌圈法在抗生素产生菌的分离筛选 中 有着

广泛的应用 （ 表 １
， 表 ２

） 。 由 于抗生素能够杀死或

抑制细菌的生长 ， 因此当待测菌能分泌某些抑制工

具菌生长的物质 （ 如抗生素 ） 时 ， 便会在待测 菌落

周 围形成工具菌不能生长 的抑菌圈 。 通过观察和

测量这些抑菌圈的大小 ， 可以初步筛选 出具有潜在

抗菌活性的抗生素产生菌 。 例如 ， 卓平清等人应用

抑菌圈法从多个地区 的核桃根际土壤 中分离和筛

选 出一株具有高效抑菌活性的放线菌 ， 这一发现为

防菌剂 的研发提供了新的可能
：

１
］

。

此外 ，抑菌圈法还可 以用于评估待测药物 （ 如

抗生素 ） 的抗菌效能 。 其基本原理是利用待测药物

在琼脂平板 中 的扩散作用 ， 抑制周 围细菌的生长 ，

从而形成一个清晰的 圆形抑菌 区域 。 抑菌圈直径

的大小直观地体现 了药物抑制细菌生长效力 的强

弱 ： 直径越大 ， 抑菌作用越强 ； 直径越小 ， 则效果越

弱 。 此外 ， 需要特别注意的是 ， 透明 圈 内可能存在

对该药物具有抗性 的耐药菌 ， 从而实现耐药菌 的

筛选 。 常用的抑菌圈法主要包括纸片扩散法 （ 或称

Ｋ
－

Ｂ 法 ） 、 牛津杯法 （ 或称杯碟法 ） 以及打孔法 ３

种
［
２

］

。 这 ３ 种抑菌圈法的主要 区别仅在于加药方

式 ： 纸片扩散法用含药纸片贴附于细菌平板 ， 牛津

杯法通过特制钢管将药物注入细菌平板 ， 打孔法则

在平板打孔后滴人药物 。

在人教版
“

遗传与进化
”

Ｐ ．１ １ ５ 的 《探究实践 》

栏 目 中 ，详尽地介绍 了采用纸片扩散法的抑菌圈实

验 ， 旨在深人探究抗生素对细菌所产生的选择作用

（ 表 ２
） 。 与此相关的是 ，

２０２３ 年河北省学业水平选

择性考试生物学试题第 ３ 题 ，描述 了在使用抗生素

对大肠杆菌进行逐代选择培养的过程 中 ， 由 于抗生

素的选择作用 ， 大肠杆菌的抗药性逐渐增强 ， 在实

验平板上表现为抑菌圈逐渐缩小的现象 。
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表 １ 抑菌圈法 、 透明 圈 法 、变色 圈法与生长 圈法的原理 、应用及特点 比较

方法 抑菌圈法 透 明 圈法 变色圈法 生长圈法

原理
利 用抗生 素 抑 制 细 菌 菌落分解 底 物形成 菌落代谢产物发生特定 利用营养缺陷型菌株在待测菌

生长 ，形成清晰 的抑菌圈 透明 圈 的颜色变化 ，形成变色圈 落周围生长形成浑浊的生长圈

应用
筛选抗生素产生菌和评

估待测药物的抗菌效能
筛选水解酶产生菌

筛选特定酶或代谢产物

产生菌
筛选特定营养物质产生菌

特点
抑 菌 圈 大小 与抗生 素 透明圈大小与菌株分 变色圈 的颜色和大小与 生长 圈 大小与 待 测 菌落 产生

活性成正 比 解底物的能力成正比 代谢产物种类和产量相关 营养物质的能力成正 比

表 ２ 抑菌 圈法 、透明 圈法 、变色 圈法与生长 圈法的应用 实例

方法 抑菌圈法 透明 圈法 变色圈法 生长圈法

应用

实例

采用抑菌圈法探究抗生

素对细菌产生的选择作用

纤维素分解菌在含有刚果红

染料的培养基上形成透明圈

尿素分解菌在含有酚红指

示剂 的培养基上呈现红色圈

应用 生长 圈 法筛选

Ｌ
－ 异亮氨酸高产菌

结果

呈现 ＃ ＆ Ｓ９１

ｍ■？
实例

来源

人 教 版
“

遗 传 与 进 化
”

Ｐ ． １ １ ５

人教版
“

生物技术与工程
”

Ｐ ． ２０

浙科版
“

生物技术与工程
”

Ｐ ．１ ９
？

２２

李宗伟等的研究
［
３

］

２ 透明 圈法

透明圈法作为一种快速的初步筛选手段 ， 可用

于分离具备水解酶产生能力 的微生物 ， 如纤维素

酶 、脂肪酶 、 淀粉酶 、 蛋 白 酶 、 核酸酶等 的产生菌 。

该方法的实施依赖在 固体培养基 中掺人难溶或能

与显色剂发生颜色反应 的相应底物 （ 多为 营养成

分 ） ， 从而创建浑浊不透 明或带有特定颜色的培养

基背景 。 当水解酶产生菌在培养基上生长繁殖时 ，

它们会分泌相应的酶来分解培养基中 的底物 ， 从而

在菌落周围形成明显的透明区域 ， 即透明 圈
［
４

］

。 透

明 圈 的大小直观反映了菌落对该底物的分解能力 。

因此 ，透明 圈也被称为
“

水解 圈
” “

分解 圈
”

或
“

降

解圈
”

。

在人教版
“

生物技术与工程
”

Ｐ ．２０ 的 习题 中 ，

描述了利用含有纤维素成分的培养基 ，并添加刚果

红试剂来分离和筛选纤维素分解菌的透明 圈法 。

在实验过程中 ， 刚果红与培养基中 的纤维素结合 ，

形成红色复合物 。 然而 ， 当纤维素分解菌释放纤维

素酶对纤维素进行有效分解时 ，
红色复合物便无法

形成 。 由此 ，培养基上便会出现一个以纤维素分解

菌为 中心的清晰透 明 圈 （ 表 ２
） 。 正是基于这一现

象 ，从而实现纤维素分解菌的分离与筛选 。 此外 ，

在苏教版
“

生物技术与工程
”

Ｐ ．８ 正文中 ， 简述了将

样品微生物接种于添加 了可溶性淀粉的培养基 中

进行筛选的方法 。 当观察到菌落周 围形成 了 明显

的淀粉
“

水解圈
”

时 ， 即表 明这些微生物是能够产

生胞外淀粉酶的菌株 。

在近年来的高考试卷中 ， 多次出现了 以透明圈

法为背景的题 目 。 例如 ，

２０ １ ９ 年北京理综卷第 ３ 题

考查了利用透明 圈法初步筛选淀粉分解菌 的实验

过程 。 在该实验情境中 ， 细菌被培养在 以淀粉为唯
一碳源的培养基上 ， 随后通过添加稀碘液进行处

理 。 由 于淀粉与碘反应会呈现蓝色 ， 因此 ， 如果细

菌能够分解淀粉 ， 其菌落周围便会出现明显的透明

圈 。 通过观察这些菌落周围透明 圈直径的大小 ，
可

以有效辨别和评估不 同产酶菌株的活力水平 。 与

此类似 ，
２０ １ ５ 年江苏理综卷第 ３ １ 题也涉及纤维素

分解菌在刚果红培养基上的相关现象 ， 不过在该题

中 ， 这种透明 圈被表述为
“

降解 圈
”

， 体现 了对 同一

现象的不 同表述方式 。

需要注意的是 ，

２０ １ ３ 年新课标全国 ＩＩ 卷第 ３ ９

题中提到的
“

透明 圈
”

与上述情境有所不同 。 该题

中 的
“

透明圈
”

指 的是在检测致病菌对抗生素敏感

性的实验 中 ， 含抗生素 的滤纸片周 围 出 现 的无菌

圈 。 这里的无菌圈是 由 于抗生素抑制 了 细菌的生

长而形成的 ， 与透明 圈法中通过微生物利用底物形
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成的透 明 圈 有 本质 区别 。 因 此 ， 在解答此类试题

时 ，建议将该无菌圈理解为抑菌圈 ，
以避免与透 明

圈法相混淆 。

３ 变色圈法

变色圈法常被用于分离和筛选那些具有特定

酶活性 、不易形成透明 圈但与指示剂有颜色反应的

微生物 。 该方法的实施涉及 以下关键步骤 ： 首先 ，

潜在的 目标微生物样本被接种到含有特定底物 的

固体培养基上 。 随着微生物在培养基上 的生长 和

繁殖 ，它们会分泌相应的酶来分解这些底物 。 底物

分解的过程会产生可溶性小分子化合物 ， 这些化合

物在培养基中的扩散会引起特定区域的颜色变化 。

与透明圈法相 比 ， 变色圈法通过引入指示剂使反应

结果更加直观 ，变色圈 的大小成为评估微生物酶活

性的重要指标 。 通常 ， 变色圈越大 ， 表 明微生物 的

酶活性越高 ，对底物的分解能力也越强
［
５

］

。

在北师大版
“

生物技术与工程
”

Ｐ ．１ ４ ？

１ ５ 和浙

科版
“

生物技术与工程
”

Ｐ ． １ ９￣２２ 的实验活动 中 ，

均详细描述了采用变色圈法分离并筛选土壤 中 的

尿素分解细菌 。 在实验中 ， 培养基被特别设计为只

含有尿素作为唯一的氮源 。 因此 ， 只有那些能够分

泌脲酶的微生物才能在该培养基 中 生长 和 繁殖 。

这些尿素分解细菌利用脲酶将尿素分解为氨 ，作为

其生长所需的氮源 。 同时 ， 分解过程中产生的氨会

改变培养基的酸碱度 ，使其碱性增强 。 为 了便于观

察这一变化 ， 培养基 中 加入 了 在酸性条件下呈黄

色 、碱性条件下呈红色 的 酚红指示剂 。 因此 ， 通过

观察菌落周 围是否 出 现
“

红色圈
”

， 可 以准确地筛

选出尿素分解菌 （ 表 ２
） 。 在相 同 的 培养条件下 ，

“

红色圈
”

的大小直观反映 了细菌利用尿素 的能力

强弱 。 此外 ， 在苏教版
“

生物技术与工程
”

Ｐ ．８ 正文

中 ，简述了将样品微生物接种于添加 了溴 甲 酚紫的

培养基中筛选产酸微生物的方法 。 当观察到菌落

周 围 由紫色转为
“

黄色圈
”

时 ， 即 表 明 分离 出 产酸

微生物 。 尽管 尚未有高考试题涉及变色圈法 ， 但它

已在多份模拟试题中 出现 ， 如 ２０２３ 年河北省高三 ４

月 大联考和江苏省泰州 市 ２０２ １

—

２０２２ 学年高三首

次调研测试 。

４ 生长 圈法

生长圈法是一种高效筛选特定营养物质 （ 如氨

基酸 、核苷酸和维生素 ） 产生菌的方法 。 该方法的

核心在于选用适 当 的营养缺陷型菌株作为指示菌 ，

这类菌株因缺乏某种关键营养物质而无法在缺乏

该营养物质的培养基上生长 。 实验时 ，将待测菌株

涂布于含有高浓度指示菌且缺少特定营养物质 的

平板上 ，若待测菌能合成并释放该缺失 营养物 ， 则

指示菌会在该待测菌周 围生长 ， 形成明显的混浊生

长圈 。 生长圈的直径大小 ，可 以初步判断待测菌落

合成和释放指示菌所需营养物质 的能力 。 例如 ，

李宗伟等人应用生长 圈法筛选 Ｌ － 异亮氨酸高产

菌 （ 表 ２
）

［
３

］

。 尽管生长 圈法 尚未正式 出 现在高考

试卷中 ，但它 已多次作为模拟卷试题情境 ， 如 ２０２３

年山东省菏泽市高三二模联考卷以及 ２０２ １ 年河北

唐 山统考模拟预测卷 中均融人 了生长圈法的实验

内容 ， 旨在检验学生的相关知识和实验技能的掌握

情况 。

抑菌圈法 、透明 圈法 、 变色圈法和生长圈法作

为微生物分离与筛选的 ４ 种重要方法 ， 在高 中生物

学教学中具有重要地位 ， 尤其是在发酵工程部分 。

这些方法广泛应用于微生物筛选 、鉴定 、药敏测试

和代谢研究 ， 为科学研究和实际应用提供了有力支

持 。 在教学过程中 ，教师若能有效结合这 ４ 种方法

的原理 、特点及实际应用案例 ，设计出综合性 、探究

性的实验项 目 ，将极大地促进学生对微生物分离和

筛选相关知识的深度理解 。 这种教学方式不仅能

够提升学生动手操作的实验技能 ， 还能够培养他们

解决实际问题的能力 和科学思维 ， 同时也为培养未

来的科研人才和应用型人才奠定坚实的基础 。
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