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1 微生物种类鉴定的方法及原理
微生物种类众多，不同的微生物中存在的酶系统各

不相同，除此之外，不同的微生物，在其代谢类型上也

存在较大的差异，主要表现为三方面的不同，其一是大

分子糖类的分解能力，其二是蛋白质的分解能力，其三

是分解代谢的最终产 物，这几类的差异性可以反映出不

同的微生物的酶系以及生理特征的不同，差异性所呈现

出来的特征可以被作用为细菌鉴定和分类的内容。

其中。大分子物质包括：淀粉、蛋白质和脂肪等类 

别。胞外酶主要为水解酶，其原理主要是借助加水的方

法，将裂解大分子物质裂解为为较小化合物，最终将胞

外酶的分解的物质再运输到细胞内。较为常见的例子 

有：淀粉酶水解淀粉为小分子的糊精、双糖和单糖。而

脂肪酶通过水解之后，将脂肪分解为甘油和脂肪酸，蛋

白酶水解之后，将蛋白酶分解为蛋白质，上述此类的实

验，微生物鉴定中常用的生理生化实验反应，这类方法

对肠道细菌的坚定尤为有效。

其实，绝大多数的细菌在进行分解时都可以通过糖

类作为碳源进行分解，但是不同的细菌在分解糖类物质

时的能力千差万别，有些细菌在分解糖类物质时，能够

产生有机酸和气体，而有些细菌在分解糖类物质时只能

产生有机酸，不能产生气体。通过对不同的细菌酶进行

分解实验，看其反应，可以鉴别不同的微生物种类。[1]

2 微生物鉴定中常用的生理生化实验内容
对微生物进行生理生化实验的目的是为了能够对不

同的微生物种类及进行区分，鉴定微生物的不同。在实

验中包括的材料有三大类。其一是菌种，其二是试剂，

其三是仪器和其他的用品。

菌种包括：枯草芽孢菌干、大肠杆菌、产气肠杆菌、

普通变形杆菌、铜绿假单胞菌以及金黄色葡萄球菌。所

采用的试剂包括：固体油脂培养基三个、固体淀粉培养

基两个、葡萄糖发酵培养基试管三支、乳糖培养基试管

三支、蛋白胶水培养基、葡萄糖蛋白胶水培养基、革兰

氏染色卢戈氏碘染液、甲基红指示剂、乙醚、吲哚试剂

等等。所使用的仪器及其其他的用品包括：无菌平皿、

无菌试管、接种环、试管架等等。

针对不同的微生物坚定中的生理生化实验所采用的

方法也有诸多的不同。以大分子水解实验为例，因所有

的生活细胞都存在代谢的特征和功能，而在代谢的过程

中主要是由酶促进反应的过程，而酶分为胞内酶和胞外

酶，不同的酶系统可以利用生理生化实验进行鉴定的细

菌种类也是不同的。大分子水解实验是微生物鉴定中最

常见的生理生化实验。

其实验的步骤为：首先，对淀粉水解进行实验。

第一步是：配置固体淀粉培养基，先将温度价高到 121

度，并对淀粉进行高温蒸汽灭菌，时间为 20min，之后

降高温，将培养基进行冷却，温度到达到 50 度时，进

行无菌操作，并制成平板。第二步是：对制成的平板进

行标记，分别在平板的地步标记成 1、2、3、4、第三步 

是：进行无菌操作，将枯草芽孢杆菌、大肠杆菌、铜绿

假单胞菌和普通变形杆菌进行点种，并设置在不同的区

域内，对每一个点种进行签纸，并在贴标上著名不同的

区域所对应接种的菌种。第四步是：将平板倒置，并且

在 37 度的温箱中培养 1-2 天。第五步是：实验者观察

所点种的细菌的生长情况，根据情况打开平板盖子，并

在其中滴入少量的卢戈氏碘液，将卢戈氏碘液通过旋转

平板的方式，将其均匀的铺平在这个平板当中。

需要注意的是，如果在实验的过程中，菌苔周围如

果出现了无色透明圈，这也意味着淀粉已经被水解，而

且其结果为阳性。我们可以通过透明圈的大小对细菌水

解淀粉能力进行初步的判定，从中可以获知产生胞外淀

粉酶活力究竟如何。

其次，对油脂水解进行实验。第一步是：配置固体

油脂培养基，先将温度价高到 121 度，并对油脂进行高

温蒸汽灭菌，时间为 20min，之后降高温，将培养基进

行冷却，温度到达到 50 度时，进行无菌操作，并制成

平板。第二步是：对制成的平板进行标记，分别在平

板的地步标记成 1、2、3、4。第三步是：进行无菌操 

作，将枯草芽孢杆菌、大肠杆菌、铜绿假单胞菌和普通

变形杆菌进行十字接种，并设置在不同的区域内，对每

一个点种进行签纸，并在贴标上著名不同的区域所对应

接种的菌种。第四步是：将平板倒置，并且在 37 度的

温箱中培养 1-2 天。第五步是：实验者观察所接种的菌

苔颜色。需要注意的是，如果在实验的过程中，菌苔出

现红色斑点，这也意味着脂肪已经被水解，而且其结果

为阳性。
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除了大分子水解实验外，糖发酵实验也是微生物鉴

定中常用的生理生化实验。糖发酵实验对于肠道细菌的

坚定尤为的重要，其实验步骤共计五步。

第一步是：采用标签纸在个试管外壁上分别表明所

发酵培养基的名字以及所要接种的细菌的名称。第二步

是：将葡萄糖发酵培养基试管五支分别接入到两支大肠

杆菌、两支普通变形杆菌中，第五支葡萄糖发酵培养基

试管不接种，其目的是为了对实验结果进行对照。除此

之外，再将五支乳糖发酵培养基分别接入到两支大肠杆

菌、两支普通变形杆菌中，第五支葡萄糖发酵培养基试

管不接种，其目的是为了对实验结果进行对照。第三步

是：将所有的试管放置在 37 度的温箱中培养 1-2 天。

第四步是：观察各个试管的颜色变化以及德汉式小管有

无气泡。

第三个微生物鉴定中常用的生理生化实验是 IMCiC

试验，该实验分为两个，其一是吲哚实验，其二是甲基

红实验。吲哚实验主要是为了检测吲哚的产生，不同的

细菌所产生的酶各不相同，部分细菌可以产生氨酸酶，

在分解成蛋白胨中色氨酸，然后再产生吲哚和丙酮酸。

吲哚与二甲基氨基苯甲醛进行结合，于是形成了红色玫

瑰吲哚。但不同的微生物在分解色氨酸进而产生吲哚的

能力各不相同，因此吲哚实验是微生物鉴定中的一项极

为重要的指标。

而甲基红实验主要是用来检测由葡萄糖产生的有机

酸，实验的原理也很简单，主要是看细菌代谢产生酸时，

培养基就会变为算，而其中的甲基红则会变为红色，这

便是甲基红反应。虽然，无论哪一种肠道微生物都可以

发酵葡萄糖而产生有机酸，但在区别大肠杆菌和产气杆

菌时则具有一定的价值，主要原因在于，大肠杆菌可以

一直维持酸性在 pH4，而产气杆菌在培养后期所转化的

有机酸是非酸性末端产物，其 pH 值达到了 6，这意味

着大肠杆菌呈阳性，而产气杆菌则为阴性。[2]

3 微生物鉴定中常用的生理生化实验方法缺点
在微生物鉴定中常用的生理生化实验方法虽然效果

显著，但不可否认存在一定的弊端。现阶段，在其实验

过程中多采用微生物微量发酵管，通常情况得下，是在

微量发酵管的上方大约 2cm 处，用砂轮划开，然后将

已经划开部分的发酵管用酒精灯火焰进行消毒，无菌

操作勾取斜面保存的菌株接入发酵管中，然后用无菌胶

布封口，最后通过对恒温培养箱内的为微生物情况进行

观察，得出实验的结果，再根据这一结果，对微生物的

种类加以鉴别。这类方法看似简单，但却存在以下的缺 

点：

易污染。在实验的过程中，实验者需要反复的勾取

菌种，即便操作过程极为小心，且也是按照实验的方法

和规定来进行，但依旧容易将原菌株污染，会造成获取

结果出现偏差。

易耗损。反复灼烧接种环时，对于酒精以及接种杯

均是一种耗损，且极为严重。

时间较长。通过对微生物鉴定中常用的三类生理生

化实验内容进行详细阐述可知，实验所耗时间较长，均

要达到几天的时间，尤其是在需要鉴定的微生物类别较

多的情况，时间会更久一些。

实验结果准确性不定。实验主要目的是为了对微生

物类别进行鉴定，但因实验过程中的操作问题极易导致

接菌量不确定，时多时少，进而导致实验结果出现偏 

差。

4 实验方法改进
通过对原有实验的过程及结果进行分析，以便更好

的解决实验过程当中的问题，笔者提出一种新的微生物

生理生化鉴定方法。新方法的优势有三点：其一可简化

微生物生理生化实验的步骤，其二可以大大提升微生物

生理生化实验的速度，其三是可以减少菌株污染风险，

其四是可以大大降低微生物生理生化实验误差。

实验新方法步骤如下：

首先，进行准备工作。将分纯待鉴定额度菌株接

种于液体培养基进行活化，时间为 24h，然后对其进

行摇晃混匀，然后对工作台进行清洁和消毒，确保工

作台的干净卫生，将已经混匀的培养基放置在工作台 

上。

其次，灭菌、消毒。先用酒精棉擦拭微生物微量发

酵管表面，对其进行灭菌，然后用已经酒精消毒过的砂

轮在内容物上方 2cm 的地方划开，并用酒精灯的火焰对

其划开的地方进行消毒。

通过注射器吸取菌液，菌液在吸取之前摇匀，然后

再通过注射器沿着管壁慢慢的加入到发酵管当中，这里

我们需要注意用量的问题，每支管只需加入 0.01mL 即 

可。 

最后，用无菌胶布封住管口，然后根据不同的微量

发酵管需要的培养时间，分别将其放置在恒温培养箱中，

通常时间在 24h-36h 之间。培养时间一到，就可以将微

量发酵管取出，并记录实验的结果。

5 结语
需要注意的是，在新的实验方法中，笔者将原有实

验当中的接种针更改为注射器，注射器容量为 1 mL，其

优势在于，注射器可以进行反复使用，只需要通过高压

灭菌的方法进行消毒即可。
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