实验七  从土壤中分离一株产芽孢细菌（综合）

1、 目的要求
1. 掌握倒平板的方法和常用的分离纯化微生物的基本技术

2. 自行设计实验方案

二、实验材料

1.样品：土壤

2.培养基：牛肉膏蛋白胨培养基、孔雀绿染色液
3.其他：显微镜、摇床、三角烧瓶、酒精灯、培养皿、试管、移液管、接种环等。
三、实验原理

在自然条件下，微生物常成群落存在，这种群落往往是不同种微生物的混合物。为研究某种微生物的特性，或要大量培养使用某一微生物必须从这些混杂的微生物群中获得纯培养。纯培养就是指从自然界或已混有杂菌的培养中分离出生产或科研所需要的单一微生物个体，进行培养，产生大量后代，获得纯培养的方法，称为微生物的纯系分离或称为微生物的分离和纯化。常用的获得微生物纯培养的方法有稀释平板法，划线分离纯化法等。

      本实验是要分离一株产芽孢的细菌，利用的是芽孢的抗性即耐高温进行分离纯化。

四、实验方法及操作步骤

1.稀释平板法分离产芽孢细菌

（1）培养基加热溶解进行分装、灭菌
（2）10土壤→溶于90ml无菌水中→80℃恒温水浴中加热10min→摇床上摇匀→浓度为10-1，依据实验六的方法，依次做土壤溶液的10-2、10-3、10-4的稀释溶液。
（3）分别取10-2、10-3、10-4稀释度的土壤溶液1ml，放入9个装有牛肉膏蛋白胨培养基的培养皿中，每个稀释度3个，倒置平板，37℃恒温培养24h。

2.挑取菌落转斜面划线接种

（1）接种前将试管斜面培养基贴上标签，注明菌名、接种日期、接种人姓名等。

（2）点燃酒精灯，将试管菌种和斜面培养基用左手大拇指和其他四指握住，斜面向上，并使他们位于水平位置，也可将试管放在左手掌中央，用手指托住试管。

(3)将试管棉花用右手拧转松动，以便于接种时拔出。

（4）右手拿接种环，在酒精灯火焰上烧红灭菌，接种环接种时进入试管部分，均要用火焰烧过灭菌。

（5）用右手小指、无名指及手掌拔掉棉塞后，将烧红的接种环伸入菌种试管内，先触到没长菌的培养基上冷却片刻，然后挑取少许菌体，慢慢抽出，迅速将接种环伸入另一试管中，在培养基上轻轻划线，由底到顶。

（6）取出接种环并灼烧试管口，在火焰旁塞上棉塞。

（7）接种完毕，将接种环在火焰上烧红灭菌，放下接种环，再将试管棉塞塞紧，放置温箱中培养。 

3.挑取菌落观察，芽孢染色。

注意事项： 操作动作要干净利落、试管管口要灭菌、试管不能迎风移动。

五、实验报告

绘出所分离的产芽孢细菌，如果没有分离出来，分析原因。
