
实验五 微生物培养基
的配制和灭菌

•目的要求
•实验材料
•实验程序



目 的 要 求

• 了解培养基(普通营养琼脂、乳糖胆盐发
酵管等)的配制原理和方法，掌握其配制
过程。

• 了解几种灭菌方法，掌握干热灭菌法和
加压蒸汽灭菌法的原理及其使用方法。

• 熟悉分离、培养微生物前的有关准备工
作及操作方法。



实 验 材 料

• 药品：牛肉膏、蛋白胨、氯化钠、琼脂、蛋白胨、
乳糖、胆盐、溴钾酚紫等。

• 高压蒸汽灭菌器、恒温干热灭菌箱。
• 其它：天平、牛角匙、电炉、1N NaOH、pH试
纸、刻度搪瓷杯、量筒、漏斗、漏斗架、玻棒、带
玻璃珠的三角瓶、带棉塞的无菌试管、无棉塞的空
试管、培养皿、吸管、各种包装纸、防水纸、绳
索、棉花、标签等。



实 验 程 序

• 培养基的配制
• 分离培养微生物常用器皿的准备
• 培养基和玻璃器材的灭菌方法



培养基的配制

• 培养基的种类
• 培养基的配制方法和步骤
• 三种培养基的配方及配制
• 无菌水的制备



培养基的种类

• 据组成成分可分为:
1.合成培养基：由各种纯化学物质按一定比例配制而成。
2.半合成培养基：有一部分纯化学物质和另一部分天然物
质配制而成。
3.天然培养基：利用天然来源的有机物配制而成。

• 从培养基的物理状态可分为
1.液体培养基：不加凝固剂的液体状态培养基。
2.固体培养基：在液体培养基中加入2%左右的凝固剂的固
体状态的培养基或农副产品培养基。
3.半固体培养基：在液体培养基中加入0.2—0.5%凝固剂而
成的半固体状培养基。



培养基的种类

常用凝固剂为琼脂（其次为明胶），又叫洋菜、冻粉。



培养基的配制方法和步骤

• 称量：按照配方正确称取各种原料放于搪瓷杯中。
• 溶化：在搪瓷杯中加入所需水量，玻棒搅匀，加热溶
解。

• 调pH值：用1N NaOH或1N HCl调pH，用pH试纸对
照。

• 加琼脂溶化：加热过程中要不断搅拌，可适当补水。
半固体： 1/3
液体分装 试管 <1/4

• 分装：注意不要污染棉塞 三角烧瓶 <1/2
固体分装 试管 <1/5

三角烧瓶 <1/2 



培养基的配制方法和步骤

•分装

•加塞



培养基的配制方法和步骤

• 包扎、标记：包扎成捆，标签，注明何种培养基。
• 灭菌：牛肉膏蛋白胨培养基

伊红美兰培养基 1210C，15min
生理盐水
乳糖胆盐发酵管 1150C，15min

• 搁置斜面: <1/2
• 无菌检查：培养基灭菌后必须在370C下恒温培养

24~48h，确定无菌生长，方可使用。



培养基的配制方法和步骤



三种培养基的配方及配制

• 牛肉膏蛋白胨琼脂培养基（用于分离和培养细
菌，是一种天然培养基）配方如下：
牛肉膏 3g                                                         
蛋白胨 10g                                                            
氯化钠 5g                                                              
琼脂 15~20g                                                          
自来水 1000ml                                                          
pH                            7.2~7.4                           
灭菌 1.05kg/cm2，15min



三种培养基的配方及配制

• 乳糖胆盐发酵管（用于分离和培养大肠菌群）
配方如下：

蛋白胨 40g
乳糖 20g
胆盐 10g
0.04%溴钾酚紫水溶液 50ml
自来水 1000ml                                                          

pH                                       7.4     
灭菌 115℃15min



三种培养基的配方及配制

• 伊红美兰培养基（用于分离和鉴别大肠菌群）
配方如下：

伊红美兰培养基 36g
自来水 1000ml                                                          
pH                                         7.1       
灭菌 121℃15min



三种培养基的配方及配制

• 无菌生理盐水的制备（用于制作样品稀释液）
配方如下：

氯化钠 0.85~0.9g
自来水 100ml                                                           
灭菌 121℃15min

500mL三角烧瓶（装有玻璃珠），分装225ml
18x80试管， 分装9.0ml



分离培养微生物常用器皿的准备

• 清洗一些玻璃仪器：如三角烧瓶、试管、培养皿、吸管等。
• 棉塞的制作:          包装培养皿和吸管等。



培养基和玻璃器材的灭菌方法

湿热比干热灭菌:
更易于传递热量；
更易破坏保持蛋白质稳定性的氢键等结构；



培养基和玻璃器材的灭菌方法

加压蒸汽灭菌法 其步骤如下：
1.灭菌器内加入一定量的水
2.将用防水纸包扎好的物品放入其中。
3.接通电源，进行加热。
4.排气：排除高压锅内的冷空气，可将排气阀打开，待排出大气
后关闭排气阀；或关闭排气阀，待压力上升到0.5kg/cm2时再打开
排气阀，待压力回复到0时再关闭排气阀。
5.升压保温：当压力达15bl/in2（即1.05kg/cm2）时，此时灭菌器
内的温度为1210C，维持15min。对热不稳定的培养基如含有葡萄
糖、氨基酸等物时，应适当降低压力，延长时间。
6.降压、取料：灭菌时间一到，切断电源，待压力降至零时，才
能打开排气阀，然后打开灭菌器盖，取出物品。

7.摆放物品



培养基和玻璃器材的灭菌方法



培养基和玻璃器材的灭菌方法



培养基和玻璃器材的灭菌方法

• 干热灭菌法：电热烘箱作为干热灭菌器
其步骤如下：

1.将包扎好的物品放入电热烘箱。
2.接通电源，设定参数。
3.升温。
4. 160~1700C，维持2h。
5.降温
6.开箱取物。待压力降至<700C时，才能打电热烘箱，
取出物品。



培养基和玻璃器材的灭菌方法

• 间歇灭菌法：
待灭菌的物品放在灭菌器或蒸笼里，每天蒸煮1次，每
次煮沸1h，连续3d重复进行。在每两次蒸煮之间，将物
品（指培养基）放在370C恒温条件下培养过夜，这样可
以使每次蒸煮后未杀死残留的芽孢萌发成营养体，以便
下次蒸煮时杀灭。

• 过滤除菌法：
不能用加热灭菌的液体物质（如维生素、血清），一般
可用细菌过滤器进行除菌。



培养基和玻璃器材的灭菌方法



培养基和玻璃器材的灭菌方法

• 紫外线灭菌法：
一般30W灯管，9m3空间，距地面2m每次打开紫外线照射
0.5h，就使室内空气灭菌。若照射紫外线时先喷洒石炭酸等化
学消毒剂，可增强灭菌效果。紫外线虽有较强的杀菌力，但穿
透力弱，即使一薄层玻璃或水层就能将大部分紫外线滤除，因
此只适用于空气及表面杀菌。

• 化学药剂消毒灭菌：
微生物实验室中常用的化学杀菌剂有升汞、甲醛、高锰酸钾、
酒精、碘酒、龙胆紫、石炭酸、漂白粉、新洁尔灭、煤酚皂溶
液，它们有的是杀菌剂，有的是抑菌剂。



培养基和玻璃器材的灭菌方法



思考题

• 固体培养基加琼脂后加热溶化时要注意哪些问
题？

• 培养基中加琼脂的作用是什么？
• 干热灭菌、高压蒸汽灭菌和间歇灭菌的场合有
何不同？

• 如何检查培养基灭菌是否彻底？


