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摘要：在白瓷板上进行 %&’ 试验，结果表明，用白瓷板法只需加几滴培养液后静置等待结果出现即可，与传统的试

管法比较更为简单方便，试验结果更为直观和科学。而且，进行 %&’ 试验时可以方便地同时在白瓷板上做 () 试

验。
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%&’（乙酰甲基甲醇试验）和 ()（甲基红）试验

是鉴定细菌常用的生理生化反应试验，目的是检验

某些细菌利用葡萄糖的能力。%&’ 试验常用的方法

是在试管培养液中直接加入一定量的 "#VWX0 和

!V!&萘酚乙醇溶液，或取少量培养液放到另一空试

管中再加入少量的 "#VWX0 和 !V!&萘酚乙醇溶

液，用力振荡至结果出现。但是，此法存在着试验

准备工作量大，操作相对复杂，结果不容易获得等

缺点，而传统的 () 试验方法是在试管培养液中直

接滴加甲基红指示剂，由于两个试验的结果存在着

一定的关系，为了使 %&’ 和 () 试验更加简单方便，

两者的结果对照更加明显，在教学实践中将传统的

试管操作改良为白瓷板操作，将原来分开在两支试

管中进行的两个试验同时在白瓷板进行，经过 ! 届

学生的试验结果表明，效果很好。现将改良后的 %&
’ 和 () 试验技术介绍如下。

A 实验原理

ABA !"# 试验

%&’ 试验用来测定某些细菌利用葡萄糖产生非

酸性或中性末端产物的能力。某些细菌分解葡萄

糖产生丙酮酸，再将丙酮酸缩合脱羧成乙酰甲基甲

醇（亦称三羧基丁酮）。乙酰甲基甲醇在碱性条件

下，被空气中的氧气氧化成二乙酰，二乙酰再与蛋

白质中的精氨酸的胍基（若培养基中的胍基太少，

可加少量肌酸等胍基化合物）起作用生成红色化合

物，此为 %&’ 反应阳性，加入!&萘酚可促进反应出

现。其反应过程如图 U 所示。

ABC $% 试验

() 试验是用来检测细菌利用葡萄糖产酸能力

的强弱。有些细菌（如大肠杆菌）能将葡萄糖分解

为丙酮酸，丙酮酸再被分解为甲酸、乙酸、乳酸等，

G0 值降到 "Y. 或更低，酸的产生可由甲基红指示剂

的变色显示［G0"Y.（红色）Z $Y,（黄色）］，细菌分解

葡萄糖产酸，则培养液由原来的桔黄色变为红色，

此为 () 试验阳性，() 试验阴性的细菌将产生的

酸进一步代谢，生成非酸性末端产物，使 G0 值升至

大约 $，此时加入甲基红指示剂，培养基呈现黄色。
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图 ! "#$ 反应过程

! 实验器材

!"# 菌种

大 肠 杆 菌（ !"#$%&’#$’( #)*’ ）、枯 草 芽 孢 杆 菌

（+(#’**," ",-.’*’"）。

!"! 培养基

葡萄糖蛋白胨水。

!"$ 试剂

%&’()*、+’!#萘酚乙醇溶液，甲基红指示剂。

!"% 主要器具

恒温培养箱、水浴锅、接种环、试管、白瓷板。

$ 实验方法

$"# 接种与培养

分别接种大肠杆菌和枯草杆菌于装有葡萄糖

蛋白胨水（约 +,-）的试管中，和空白对照培养基试

管一起置于 ./0恒温培养箱中培养 %12。

$"! 试验方法

$"!"# "#$ 试验：分别按下述操作方法进行 "#$ 试

验，传统的试管法：

（!）取出培养好的试管，在培养基中加入 %&’

()* 溶液 !& 滴 3 4& 滴，再加入等量的 +’!#萘酚乙

醇溶液，拔去棉塞，用力振荡直至枯草杆菌培养液

出现红色。

（4）操作同前，加入试剂混匀后放入 ./0恒温

箱中保温 4&,56 3 .&,56 后取出振荡直至枯草杆菌

培养液出现红色。

（.）操 作 同 前，加 入 试 剂 混 匀 后 放 入 沸 水 浴

!,56 3 4,56 后取出振荡直至枯草杆菌培养液出现

红色。

（%）取少量（!,-）培养液与另一空试管中，加入

等量的 %&’()* 溶液和 +’!#萘酚乙醇溶液，猛烈

振荡直至枯草杆菌培养液出现红色。

（+）操作同方法（%），加入试剂混匀后放入沸水

浴 !&7 3 .&7 后取出振荡直至枯草杆菌培养液出现

红色。

改良后的白瓷板法：

（8）取 . 滴培养液于白瓷板中，加入 4 滴 %&’
()* 溶液和 ! 滴 +’!#萘酚乙醇溶液，轻轻摇晃白

瓷板使其混匀后，室温下静置直至枯草杆菌培养液

出现红色。

·%++· 微 生 物 学 通 报 4&&/ 年 .%（.）



!"#"# !" 试验：在做 #$% 试验的同时，取相应的几

滴培养液于同一白瓷板上，分别加入 & 滴甲基红指

示剂，即可出现结果。

$ 结果与讨论

不同 #$% 试验方法的效果比较见表 &。

表 % 不同 &’( 试验方法的效果比较

方法
所需培养

液的量

所需试剂

量!

沸水浴时间

（’()）

*+,保温时间

（’()）

振荡时间

（’()）

红色出现时间

（’()）
辅助器材

& -’.
!&/ 0 1/ 滴

"&/ 0 1/ 滴
2 2 1/ 0 */ 1/ 0 */ 2

1 -’.
!&/ 0 1/ 滴

"&/ 0 1/ 滴
2 1/ 0 */ & 1/ 0 */ 恒温箱

* -’.
!&/ 0 1/ 滴

"&/ 0 1/ 滴
& 0 1 2 & 0 1 1 0 3 水浴锅

3 &’.
!&/ 滴

"&/ 滴
2 2 &/ 0 &- &/ 0 &- 空试管、吸管

- &’.
!&/ 滴

"&/ 滴
/41 0 /4- 2 & 0 1 1 0 * 空试管、吸管、水浴锅

5 * 滴
!1 滴

"& 滴
2 2 2 &/ 0 &- 白瓷板、吸管

注：! 3/6789 溶液；" -6#$萘酚乙醇溶液

从 #$% 试验不同方法及结果可以看出，采用方

法 &、1、* 所消耗的培养液和相应的试剂比较多，而

且由于试管内的液体较多，很难振荡均匀，与氧气

接触较少，在室温下反应较慢，方法 &、1、3 所需时间

较长，方法 3、- 所需试剂较少，方法 * 和 - 振荡时间

和整个反应时间都较短，但在沸水浴中的时间要掌

握得合适，若沸水浴时间太短则振荡的时间就长，

时间太长培养液颜色加深，红色不出现，导致试验

失败。试验失败的原因可能是因时间太长，温度太

高，一些参与或促进红色化合物形成的物质受到破

坏造成的，相比之下改良后的白瓷板法由于培养液

用量少且直接暴露在空气中，能与氧气充分接触，

无须振荡，反应充分，操作更为简单，无特殊技术要

求，试验结果很明显，在等待结果出来的同时可进

行其它试验项目，节约时间。

通过试验的效果对比表明，采用改良后的白瓷

板法具有如下优点：

（&）操作方法简易：只需在白瓷板上滴加培养

液和试剂轻轻摇晃混匀即可，不需用力振荡混匀和

另外培养或进行沸水浴，操作简单且容易获得结

果。

（1）在同一白瓷板上同时进行甲基红（!"）试

验，试验结果更为直观科学：由于 !" 试验和 #$% 试

验的所用培养基都为葡萄糖蛋白胨水，目的都是检

验细菌利用葡萄糖的能力。一般情况下，如果某一

细菌 #$% 试验为阳性者，!" 试验应为阴性，反之亦

然（但也有例外，如肠杆菌科的蜂房哈夫尼亚菌和

奇异变形杆菌的 #$% 试验和 !" 试验常同为阳性），

这样的结果需要 3: 甚至更长的培养时间。如果取

同一支培养液在同一白瓷板上同时进行这两项试

验，待测细菌培养 3;< 后，#$% 试验结果为阴性的细

菌如大肠杆菌，在其培养液中滴加甲基红指示剂通

常呈鲜红色，而 #$% 试验结果为阳性的细菌如枯草

杆菌，往其培养液中滴加甲基红指示剂通常会呈现

橘红色，这可以说明枯草杆菌能利用葡萄糖产生的

丙酮酸生成中性的乙酰甲基甲醇，只是在 3;< 的培

养时间内，枯草杆菌未能把分解葡萄糖所产生的丙

酮酸全部利用完，培养液中仍然存在少量丙酮酸，

培养液仍呈弱酸性。在白瓷板上同时进行 !" 试验

和 #$% 试验，由于白色作为背景，只需少量的培养

液和试剂 #$% 和 !" 试验结果的颜色都可以很清晰

地反应出来，试验效果见图 1。

从试验效果图可以清楚地看到，#$% 试验中，枯

草杆菌培养液最终为红色，为阳性反应，其 !" 试验

的现象是培养液呈橘红色，为弱阳性反应，而大肠

杆菌在 #$% 试验中其结果与空白对照一样，无红色
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出现，其 !" 试验的现象是培养液呈鲜红色，为强阳

性反应，因此在同一白瓷板上同时进行这两个试

验，结果的对比非常的明显，能更好地反映出两个

试验结果之间的关系。

图 # 白瓷板法试验效果

（白瓷板的上一排是 !" 试验结果，下一排为 $%& 试验结果，从左

到右依次为空白对照，枯草杆菌和大肠杆菌）

（’）降低实验准备强度和实验成本：如果本试

验是由实验技术人员负责准备好培养液，学生只做

结果观察时的操作，使用试管法，按每个实验班 ’(
人，每两人 ) 组计算，做 $%& 试验，实验员至少需接

种 )* 支大肠杆菌和 )* 支枯草杆菌及准备 )* 支空

白对照液，用方法 )、#、’ 要使用较多的试剂，而用方

法 +、* 虽然可减少试剂用量，但必须每组另配 ’ 支

空试管，而使用白瓷板法每种细菌只需要两支培养

液可供全班同学完成此项实验，同时还可以完成

!" 试验，可大大降低实验准备的强度，有助于降低

实验成本。

! 结论

在白瓷板上进行 $%& 试验，与传统的试管法相

比较操作简单方便，试验结果更为直观和科学，而

且，进行 $%& 试验时可以方便地同时在白瓷板上做

!" 试验，降低实验准备强度和实验成本。
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