江苏省仪征中学2024—2025学年度第二学期高三生物学科导学案
  第33讲 微生物的培养技术及应用（3）
研制人：刘飞      审核人：苏楠楠
班级：                姓名：                 学号：              授课时间：  2025.2.13
【本课在课程标准里的表述】
获得纯净的微生物培养物是发酵工程的基础
【学习内容】
【导学】 
特殊培养基
(1)概念：以           为基础，可进一步配制具有           用途的培养基。
(2)选择培养基
①概念：是一种能将某种或某类微生物从混杂的微生物群体中           出来的特殊培养基。
(3)鉴别培养基
①用于快速分类           不同类型微生物的特殊培养基，也可用于           产生某种代谢产物的微生物菌种。
②实例
a．在添加可溶性淀粉的培养基中，如果菌落周围形成淀粉           ，说明是能产生           的菌株。
b．在添加           的培养基中，如果培养基的颜色由           ，说明是产酸微生物。
(4)加富培养基
①概念：也称           培养基，即在培养基中加入           某些微生物生长和繁殖所需的特殊物质，如血液、           、酵母浸膏、动植物           。
②实例：培养百日咳博德氏菌需要含有           成分的加富培养基。
③加富培养基与选择培养基的比较                         
a．加富培养基类似于           培养基。
b．采用加富培养基的目的，是           所需分离的微生物的数量，使其形成           ，以分离出该种微生物。
c．采用选择培养基的目的，一般是           不需要的微生物生长和繁殖，而使所需要的微生物           ，再分离出所需微生物。
【导思】
1.米曲霉发酵过程的主要目的是使米曲霉充分生长繁殖，大量分泌制作酱油过程所需的酶类，这些酶中的_______、_______能分别将发酵池中的蛋白质和脂肪分解成易于吸收、风味独特的成分，如将蛋白质分解为小分子的肽和氨基酸。
2.制作果酒需要酵母菌，这一过程中也需要O2，O2的作用是促进_______，使酵母菌大量繁殖。
3.先酿制果酒再生产果醋的优势有_______(填编号)。
①先酿制果酒，发酵液能抑制杂菌的生长，有利于提高果醋的产率
②酿制果酒时形成的醋酸菌膜，有利于提高果醋的产率
③果酒有利于溶出水果中的风味物质并保留在果醋中
【导练】
1.下列关于泡菜、面包、酸奶等发酵食品的叙述，正确的是(　　)
A．泡菜坛内的白色菌膜与果酒表面的菌膜中所含菌种相同
B．制作面包和馒头都用到酵母菌，酵母菌产生的酒精与食品松软有关
C．若出现泡菜发酸、面包长霉、酸奶胀袋等情况，则都不能再食用
D．若制作的泡菜咸而不酸，可能的原因是加入食盐过多，抑制了乳酸菌发酵
2.传统发酵技术是人们在日常生活过程中对微生物的应用。下列相关叙述错误的是(　　)
A．果酒应该密封保存，否则醋酸菌可利用酒精直接转化为乙酸而影响口感
B．制作泡菜时加入的“老汤”中含有纯度较高的酵母菌，可加速发酵进程
C．欲将果酒制备成果醋，制备时的温度无需改变，但需通入充足的氧气
D．酸奶发酵时，溶液pH值逐渐降低，是乳酸菌无氧呼吸产生的乳酸造成的
3.牛和羊的瘤胃中生活着多种微生物，其中许多微生物能分解尿素。某研究小组欲从瘤胃内筛选出能高效降解尿素的细菌，设计了如下实验。请分析并回答下列问题：
实验步骤：
Ⅰ、取样：从刚宰杀的牛的瘤胃中取样，将样品装入事先灭过菌的锥形瓶中。
Ⅱ、培养基的配制和灭菌：
配制全营养LB固体培养基。配方：水、蛋白胨、酵母提取物、NaCl、琼脂糖（一种凝固剂）。配制尿素固体培养基。配方：水、葡萄糖、NaCl、K2HPO4、尿素、琼脂糖。
Ⅲ、制备瘤胃稀释液并接种，如下图1所示。
Ⅳ、在无氧条件下进行微生物的培养、观察与计数。
[image: @@@45f2ca8c-80c2-4e53-b613-dbee1fd4c8a5][image: @@@190b3621-5b92-4480-8689-8e37e939a6cb]
(1)全营养LB固体培养基和尿素固体培养基都含有微生物生长所需的基本营养物质，除水外还有      。（至少答两点）
(2)该小组采用      法对瘤胃中分解尿素的细菌进行分离和计数。在无菌条件下，利用该方法进行分离计数时，需要用到图2中的实验器材有      。
(3)为检测该培养基灭菌是否彻底，应采用的检测方法是      。为了判断尿素培养基是否具有选择作用，实验时还需要同时接种全营养平板，如果同一浓度梯度下，尿素培养基上的菌落数      （“大于”、“等于”或“小于”）全营养培养基上的菌落数，则说明尿素培养基具有选择作用。
(4)为了避免混淆，本实验中使用的平板需要在培养皿的      （“皿盖”或“皿底”）做好标记。然后在      （“18~25℃”或“25~30℃”或“30~37℃”）的恒温培养箱中需培养1-2d，每隔24h统计一次菌落数目，选择菌落数目稳定时的记录作为结果，其目的是      。
(5)若将最后一个试管中的稀释液分别涂布到3个尿素平板上培养，培养后平板上出现的菌落数如图1所示，则5mL瘤胃样品中含有目标活菌数约为      。该方法统计获得的菌落数比实际的活菌数      ，原因是      。



【课后反思】
                                                                                                
                                                                                              
江苏省仪征中学2024—2025学年度第二学期高三生物学科作业
  第33讲 微生物的培养技术及应用（3）
研制人：刘飞      审核人：苏楠楠
班级：__________姓名：__________学号：__________时间：__________作业时长：30分钟
一、单选题
1．虾酱是一种传统的发酵食品，其味美鲜香，富含多种营养成分。制作虾酱时需将虾打成虾浆，向虾浆中加入米曲霉（多细胞真菌，可合成蛋白酶）、活性干酵母等混合菌种发酵制成。下列叙述错误的是（    ）
A．可采用血细胞计数板测定发酵液中米曲霉的数量
B．米曲霉纯培养时，配置好的培养基可用高压蒸汽灭菌的方法灭菌
C．酵母菌纯培养时，待培养基冷却到50℃左右时，在酒精灯火焰附近倒平板
D．混合菌种分泌的蛋白酶能水解虾浆中的蛋白质，使虾酱味道鲜美且易消化吸收
2．细菌纤维素是指在不同条件下，由醋酸菌、土壤杆菌等微生物合成的纤维素的统称。其具有良好的生物相容性和无过敏反应，在生物医用材料的应用中具有巨大的潜力。以下关于细菌纤维素的叙述错误的是（　　）
A．可以利用发酵工程大量生成细菌纤维素
B．细菌纤维素材料可降解，无环境污染压力
C．细菌纤维素是一种高分子化合物，合成需要内质网的参与
D．利用细菌纤维素制备的人造皮肤可以减少皮肤移植中的排斥反应
3．链霉素是一种氨基糖苷类抗生素，由链霉菌（一种放线菌，菌体呈丝状生长）发酵而来，是治疗肺结核（由结核分枝杆菌引起）的常见药物。下列相关叙述正确的是（　　）
A．链霉菌可发酵生产链霉素是因为它含有能够编码链霉素的基因
B．不可用稀释涂布平板法监控链霉素发酵过程中活细胞数量的变化
C．微生物、动物细胞培养基中可以添加一定量的链霉素以防止污染
D．长期使用链霉素可能会使细菌产生抗药性变异，从而产生耐该抗生素的菌群
4．富集培养基是一类含有生长因子、脂肪酸和维生素等多种营养成分的培养基，YCFA、ZJ和GAM三种富集培养基常用于分离复杂环境样品中的微生物。科研人员利用上述三种培养基，通过采样、稀释、接种、菌落计数，并经DNA提取、 PCR、电泳等环节，共分离鉴定出76科187属肠道菌，下列说法正确的是（    ）
A．采样前志愿者须服用适量的抗生素
B．样品稀释后涂布接种于固体培养基
C．三种富集培养基可用于菌种的鉴定
D．不同菌种PCR产物电泳条带位置相同
5．使用益生菌对抗鱼类中的细菌和病毒是水产养殖业的常见措施，某研究小组欲分离出芽孢乳杆菌并验证其作为热带鱼益生菌的效果。已知该菌为好氧菌，能利用蔗糖、葡萄糖、果糖等产酸。下列说法正确的是（　　）
A．分离时应提供芽孢乳杆菌所需的氧气等条件，并抑制其他微生物生长
B．可以用平板划线法对芽孢乳杆菌进行纯化培养，并对其进行计数
C．芽孢乳杆菌属于细菌，应该将其培养基的pH调整为中性或弱碱性
D．芽孢乳杆菌与鱼体内细菌为种间竞争关系，与鱼类必为互利共生关系
6．“筛选”是生物技术与工程中重要的环节。下列相关叙述正确的是（    ）
A．在添加尿素的马铃薯琼脂培养基上可筛选出能分解尿素的细菌
B．只要筛选出含有抗冻基因的番茄细胞，就代表抗冻番茄培育成功
C．取内细胞团细胞进行性别鉴定，可筛选出胚胎用于制备动物乳腺生物反应器
D．在临床试管婴儿术中，需利用遗传学诊断的方法筛选出所需的胚胎进行移植
二、多选题
7．生物学的研究过程离不开科学实验，下列关于实验叙述正确的是（    ）
A．伞藻的嫁接和核移植实验能够证明细胞核是遗传和代谢的中心
B．科学家运用放射性同位素标记技术和假说—演绎法证明了DNA的半保留复制方式
C．植物根尖分生区细胞没有原生质层，无法发生渗透作用
D．用稀释涂布平板法可获得尿素分解菌的纯培养物，菌液被平板吸收后才可将平板倒置
8．科研人员试图从被污染的河流底泥中筛选出能高效降解苯并芘（BaP）的菌株，以研究其对苯并芘类多环芳香烃致癌物的降解特性。下列相关叙述错误的是（    ）
A．可将底泥样液加到以BaP为唯一碳源的液体培养基中进行目的菌的富集培养
B．10g样品与90mL无菌水混合后，移液1mL到9mL无菌水中，样品被稀释100倍
C．用稀释涂布平板法对目的菌进行计数时，统计的菌落数往往比活菌的实际数目多
D．采用平板划线法纯化目的菌连续划线时，最后一次的划线不能与第一次划线相连
三、填空题
9.研究者从温泉中筛选出高效产生耐高温淀粉酶的嗜热菌，其筛选过程如图1所示。回答下列问题：
[image: @@@3bd27ffc-f9fa-4a27-995a-ec9ee09527d9]
(1)该培养基中必须以       作为唯一的碳源。
(2)I号、Ⅱ号培养基都属于固体培养基，配置时       （填“先调pH后灭菌”或“先灭菌后调pH”）。Ⅱ号培养基上的接种方法为       ，从其上挑取单个菌落进行液体培养。
(3)挑选出能产生耐高温淀粉酶的嗜热菌菌落的鉴别方法是：将得到的菌悬液转接于同时含有葡萄糖和淀粉为碳源的固体培养基上培养，得到若干菌落后用       作显色处理，得到如图2所示结果，可判断图中       的菌落含有所需菌种。
*12.柠檬酸是一种广泛应用的食品酸度调节剂，食品工业生产柠檬酸时，可以红薯粉为原料经黑曲霉发酵获得，如图为黑曲霉发酵工程生产柠檬酸的简要流程图。请回答下列问题：
[image: @@@1e500ba8-fd3a-4107-847c-8ef68caa75ed]
(1)生产柠檬酸的优良菌种可以从自然界中筛选，也可通过      育种获得。（答出一种育种方法即可）
(2)据图分析，黑曲霉的代谢类型是      ，将菌种接种至A培养基的方法为      ，该方法可以获得纯培养物的原因是：      。将该菌种由A培养基转接至B培养基的目的是      。
(3)请从培养基营养成分的角度分析，加α-淀粉酶的作用是      。
补充习题                                            作业时长：20分钟
一、单选题
1．根据抗菌特性可将抗菌剂分为抑菌剂和杀菌剂，其中抑菌剂可抑制细菌生长，杀菌剂能杀死细菌。为分析抗菌剂的抗菌特性，有人将不同抗菌剂分别添加到培养的细菌悬液中，用稀释涂布平板法或显微镜直接计数法测定细菌数量，评估细菌的生长情况，变化趋势曲线如图所示（不考虑抗菌剂残留对计数的影响），其中曲线1为仅添加无菌水的实验结果。下列说法正确的是（    ）
[image: @@@c0bb1a70-d83a-4b81-8e41-a5a782e5765a]
A．用稀释涂布平板法进行计数时，若平板上的菌落数大于200，应提高稀释倍数
B．曲线2代表添加抑菌剂后的细菌数量，曲线3代表添加杀菌剂后的细菌数量
C．若曲线2和3为添加某抗菌剂后两种方法的计数结果，则2采用的显微镜直接计数法
D．若添加某抗菌剂后两种方法统计的细菌数量均下降，推测细菌出现裂解而死亡
2．活性黑5是一种低毒性、难褪色的含氮染料。为从染料废水堆积池中的污泥获得分解活性黑5能力强的假单胞杆菌，具体操作流程如下图。相关叙述错误的是（    ）
[image: @@@183482f7-7922-4e0a-a69a-707cf0fcde6a]
A．培养基Ⅰ中，除了活性黑5以外，还含有水、琼脂、葡萄糖、抗生素
B．将细菌从培养基Ⅰ转移到培养基Ⅱ的目的是进一步分离纯化细菌
C．高浓度的活性黑5是为了诱导假单胞杆菌发生基因突变
D．据图可知，驯化后的假单胞杆菌增强了BVU5基因的复制
3．合适的实验材料和正确的操作方法是顺利完成生物学实验的前提。下列说法错误的是（    ）
A．以尿素为唯一氮源的培养基可用于筛选产脲酶的细菌
B．将配制的酵母培养基煮沸后冷却至室温，在酒精灯火焰旁倒平板
C．稀释涂布平板法既可用于分离菌株又可用来统计样品中的活菌数目
D．接种环和涂布器在使用前后均需彻底消毒



4．瘤胃纤毛虫是一种能分泌纤维素酶的原生动物，生活在牛羊等反刍动物的瘤胃中。研究人员将纯化的瘤胃纤毛虫接种到含5mL改良培养液（由、、、NaCl等组成）的试管中，每天投喂100μL底物悬液（由淀粉和草粉组成），每3-4天换液一次，投喂和换液结束后均需充入某种气体再盖上盖子继续培养。每天进行计数，结果如图所示。相关叙述正确的是（    ）
[image: @@@d1906d9a-cdd1-45d3-90e0-226fdb5ece46]
A．计数前应将瘤胃纤毛虫与培养液充分混匀


B．和共同作用能维持培养液的pH值

C．投喂和换液结束后充入的是，其目的是提供有氧环境
D．将等量瘤胃纤毛虫接种到含10mL改良培养液的试管中，其生长曲线将左移
5．尿素分解菌体内的脲酶能够把尿素（CHN2O）分解为氨（NH3）和CO2，进而利用氨合成一些所需的物质，尿素分解菌的分离与纯化的培养基通常只需要将细菌的完全培养基中的氮源作一些调整，下列有关叙述错误的是（    ）
A．尿素分解菌为自养生物，属于生产者
B．尿素能为尿素分解菌提供碳源和氮源
C．尿素分解菌的分离纯化需以尿素为唯一氮源
D．对尿素分解菌计数估算可用稀释涂布平板法或抽样检测法
6．纤维素分解菌是一种新型饲料添加剂，能够提高粗纤维饲料的转化率，为养殖业提供更多的饲料来源。研究人员从某动物粪便中分离筛选纤维素分解菌，步骤如图。下列分析错误的有（   ）
[image: ]
A．培养基A与B的物理性质和营养配方均有差别
B．步骤②④⑤的培养基接种菌种的方法均不相同
C．根据甲的菌落数推算粪便中纤维素分解菌的量时，结果偏大
D．丙中透明圈直径大小能直接反映细菌分解纤维素能力的强弱
二、多选题
7．有机物M是工业废水中常见的一种难以降解的有害物质，该物质含有C、H、O、N四种元素。研究人员为了从工业污水处理池的淤泥中分离出能高效降解有机物M的细菌菌株，进行了相关实验，实验流程如图所示，其中甲培养基为液体培养基，乙培养基为固体培养基，③过程所用菌液的稀释倍数为10，平板的接种菌液的体积为0.1mL，获得乙培养基上的菌落数目为45。下列相关叙述正确的是（    ）
[image: @@@1eb3acbd-c6a6-46ef-be5a-a53815dcdbad]
A．使用甲培养基的主要目的是增大目的菌的数量
B．甲和乙培养基中含有的碳源和氮源是不同的
C．图中多次重复筛选过程所用到的培养基中均不含凝固剂
D．甲1培养基中目的菌约为4.5×103个/mL
8．熔喷布是口罩生产的重要原料，主要成分是聚丙烯，其易降解程度是评价口罩合格性的重要指标之一。某研究小组欲从土壤中分离出高效降解聚丙烯的细菌，部分流程如图所示。下列叙述错误的是（    ）
[bookmark: _GoBack][image: @@@c02c51c5-7b8d-4f18-8731-24da68bb5513]
A．步骤①需用无菌水来制备土壤浸出液，②③中培养基均以聚丙烯为唯一碳源
B．培养基的配制顺序为称量→溶解→灭菌→调pH→倒平板
C．步骤③接种时，蘸有酒精的涂布器经酒精灯灼烧后即可进行涂布
D．对③中平板进行培养时，应设置未接种的平板作空白对照，且倒置培养
三、填空题
9．辛基酚(OP)是一种重要的精细化工原料和中间体，其生物毒性、激素活性及生物富集性均得到了国内外研究者的广泛证实，给人类健康和生态安全带来了巨大威胁。OP多存在于工业污泥、污水中。某实验小组欲利用生物方法处理污泥中的OP，他们从污水处理厂的生活污泥中，经过不断重复的污泥驯化和筛选工作，分离出具有OP降解能力的菌种，并命名为TW30。回答下列问题：
(1)OP进行生物降解的优势是           (答两点)。
OP在城市污泥中的生物降解活性会受到           (答两点)等多方面因素的影响。所以，控制不同的条件，多角度的研究OP的生物降解十分有必要。

(2)在进行污泥的驯化中，需将采集的活性污泥沉降半小时，然后取1mL上清液加入到装有9mL           的试管中，以此类推，分别制成101、102、103、104、105不同稀释浓度的菌悬液，该方法称为           法。分别用灭菌的移液枪吸取不同稀释浓度的菌悬液，涂布于预先标号的固体培养基上，用无菌的玻璃涂布棒在培养基平板表面轻轻地涂布均匀，获得单菌落。此方法可用于计数，其原理是           。使用后的培养基应           处理后，才能扔掉，目的是           。
(3)4-t-OP(含OP物)在水中的溶解度极低，实验小组将配制浓度为5mg/L的无机盐溶液分为三组，分别添加等量的丙酮、丙酮和4-t-OP混合液以及4-t-OP的过饱和溶液，再按2%的体积分数投加菌悬液，每12h测OD370值(波长为370nm下的光密度测量值，OD值越大代表菌体数量越多)，结果如图所示。本实验说明菌株TW30无法以           为唯一碳源生长，而在4-t-OP过饱和溶液及4-t-OP+丙酮培养液中却生长良好，可能原因是TW30菌能以           为唯一碳源生长，且对其利用率较高； TW30在4-t-OP+丙酮下生长最好，由此得出           。
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