农学院 微生物 实验室
	课程名称
	植物病害生物防治学

	课程代码
	开新课
	本大纲属
	自编

	课程总学时
	40
	实验总学时
	8
	开设实验项目数
	4

	实验指导书
	 无

	课程类别
	专业选修课
	考核方式
	实际操作，绘图，实物识别
	实验成绩占课程成绩比例(%)
	20%

	面向专业
	动植物检疫（植物检疫方向）

	教学目标
	1、掌握植物芽孢细菌的分离，病害拮抗菌的筛选的基本原理和方
法，掌握平板对峙法测定拮抗菌抑菌活性的测定方法。
2、本课程的思政目标是掌握理论知识和实验技术后，能够学思结
合、探索创新、应用专业知识解决实际问题。
3、本课程的教学目标支撑人才培养方案中第4、5、7、8条毕业要
求。 

	开出实验项目名称

	序号
	名称
	学时

	1
	培养基的制备及实验用品灭菌
	2

	2
	土壤芽孢细菌的分离
	2

	3
	芽孢细菌的纯化及病原菌接种活化
	2

	4
	芽孢细菌抑菌活性测定及拮抗菌筛选
	2

	
	
	

	
	
	

	
	
	


本大纲撰写人：罗明        撰写日期：2023年8月8日
审核人： 李克梅

培养基的制备及实验用品灭菌 实验
	实验类型
	实验类别
	实验学时
	计划每组人数

	综合型
	技术专业基础
	2
	3-4人

	实验目的：
1、制备实验所需的培养基；掌握培养基制备的方法和步骤。
2、准备实验所需的各种用品，掌握实验室常用的灭菌方法。

	实验内容：
1、以小组为单位，配制牛肉膏蛋白胨培养基、马铃薯蔗糖培养基
，并制作斜面。
2、制备无菌水（三角瓶无菌水、试管无菌水）。
3、准备灭菌培养皿、移液枪枪头。
4、学习各种灭菌、消毒方法；操作高压蒸汽灭菌。

	实验操作要点及注意事项：
1、按照培养基制作的基本程序制备培养基。药品称量→加水溶解→定容→调
pH值→分装→塞棉塞→包扎→灭菌。注意培养基分装时避免其沾污三角瓶口、
试管口。
2、严格按照高压蒸汽灭菌的灭菌指标（温度、压力、时间）对培养基、水、
移液枪枪头灭菌，确保灭菌彻底。

	实验应达到的基本要求:
1.教学目标：掌握配制培养基、制作试管培养基斜面的一般方法和步骤。了解消毒和灭菌的基本原理，掌握高压蒸汽灭菌灭菌操作方法。
2.思政元素：“琼脂的发现”，培养敏锐的观察思考能力，探索未知，勇于创新。

	主要实验材料、用品及工具：
牛肉膏、蛋白胨、可溶性淀粉、蔗糖、马铃薯。试管、三角瓶、培养皿、移液枪枪头、刻度搪瓷杯、量筒、pH试纸、天平、记号笔、牛皮纸、纱布、线绳、铁架台、电磁炉、分装漏斗、实验教学视频、教学图片等。

	主要仪器设备

	序号
	名称
	规格型号
	数量

	1
	电子天平
	PL-2002
	8台

	2
	高压蒸汽灭菌锅
	SX-500
	2台


土壤芽孢细菌的分离 实验
	实验类型
	实验类别
	实验学时
	计划每组人数

	综合型
	技术专业基础
	2
	3-4人

	实验目的：
1、了解芽孢细菌的特性，掌握稀释平板法分离芽孢细菌的方法。

2、了解芽孢细菌在植物病害生物防治中的作用。

	实验内容：
以小组为单位，用稀释平板测数法从各种土壤样品中分离芽孢细菌。

	实验操作要点及注意事项：
1、稀释平板分离法：培养皿和无菌水编号→土壤样品系列稀释液的配制→选择合适浓度的土壤稀释液在100℃水浴中处理10min →加热处理后的土壤溶液接种→（倾注法1mL或涂布法0.1mL）→倒平板→30℃,培养→观察长出的菌落。
2、用稀释平板法分离时，土壤样品要充分振荡、分散。土壤稀释液加热充分；严格无菌操作。
3、注意倒置培养。

	实验应达到的基本要求:
1、教学目标：掌握稀释平板分离法的方法和步骤；掌握芽孢细菌分离的关键步骤。
2、思政元素：无菌操作对微生物学研究和工作的重要性，养成一丝不苟、严谨认真的工作态度和认真负责的职业素养。 

	主要实验材料、用品及工具：
新鲜土壤样品、牛肉膏蛋白胨培养基、电磁炉、水浴锅、试管、试管架、三角瓶、培养皿、吸管、量筒、记号笔、酒精灯、实验教学视频、教学图片等。

	主要仪器设备

	序号
	名称
	规格型号
	数量

	1
	超净工作台
	SW-CJ-27D2
	4台

	2
	恒温培养箱
	RXM
	4台

	3
	振荡培养器
	HZ-C
	1台

	4
	电子天平
	PL-2002
	4台

	5
	微波炉
	X6-342E
	1台

	6
	水浴锅
	LC-WB-2
	4台


芽孢细菌纯种分离及病原菌接种活化 实验
	实验类型
	实验类别
	实验学时
	计划每组人数

	综合型
	技术专业基础
	2
	1人

	实验目的：
1、识别芽孢细菌的菌落特征。掌握微生物分离纯化的原理和方法。
2、掌握病原菌接种活化的方法。 

	实验内容：
1、观察识别土壤中分离的芽孢细菌的菌落特征。
2、每人选定一个孤立的芽孢细菌菌落，采用划线法分离、纯化获得一个菌株。

3、每组转接活化植物病原真菌（棉花立枯丝核病菌）和病原细菌（辣椒细菌性叶斑病菌）斜面菌种各2支。

	实验操作要点及注意事项：
1、 观察芽孢菌菌落时，注意选择孤立的菌落，仔细观察菌落的形状、大小、
颜色、光泽、湿润度、隆起度、透明度、边沿形状等主要特征进行识别。
2、 分离、纯化芽孢细菌时，注意选择单个菌落，划线分离时，挑菌量要小。
3、 严格无菌操作，避免环境中的杂菌污染。
4、 在超净工作台内利用消毒酒精棉球对手部皮肤擦拭消毒后，应在皮肤表面

酒精充分干燥后再点燃酒精灯进行无菌操作。

5、 点燃酒精灯时应用火柴棒引燃灯芯，不可用一盏酒精灯引燃另一盏酒精灯；

熄灭酒精灯时不可以用嘴吹熄，要用灯罩熄灭。

	实验应达到的基本要求:
1、教学目标：掌握芽孢细菌的菌落特征;掌握芽孢细菌分离纯化的原理和方法;
2、掌握病原菌接种活化技术。
2、思政元素：实验室安全事故案例，强调实验室安全意识。 

	主要实验材料、用品及工具：
牛肉膏蛋白胨培养基、PDA培养基斜面、牛肉膏蛋白胨培养基斜面、培养皿、记号笔、接种环、酒精灯、实验教学视频、教学图片等。

	主要仪器设备

	序号
	名称
	规格型号
	数量

	1
	超净工作台
	SW-CJ-27D2
	4台

	2
	冰      箱
	PL-176
	1台

	3
	恒温培养箱
	RXM
	4台

	4
	微波炉
	X6-342E
	1台


芽孢细菌抗菌活性测定及拮抗菌筛选 实验
	实验类型
	实验类别
	实验学时
	计划每组人数

	综合型
	技术专业基础
	2
	1人

	实验目的：
1、学习掌握平板对峙法测定抗菌活性的方法。
2、掌握平板筛选拮抗菌的方法。

	实验内容：
1、采用平板对峙法测定分离、纯化获得的芽孢细菌菌株对靶标病原菌（棉花立枯丝核菌、辣椒细菌性叶斑病菌）的抗菌活性。
2、筛选获得对靶标病原菌具有拮抗作用的芽孢菌菌株。


1、加辣椒叶斑病菌菌悬液于无菌培养皿中→牛肉膏蛋白胨＜50℃），制备

	混菌平板→将分离的芽孢菌株点接在混菌平板上,重复3次→观察待测菌落周围的抑菌圈，测量大小。

2、倒PDA培养基平板→平板中央接种靶标病原菌棉立枯丝核菌菌饼→待测芽孢菌点接在靶标菌周围平板上,重复3次→ 观察待测菌落周围的抑菌圈，测量大小。
3、严格无菌操作，避免杂菌污染。

	实验应达到的基本要求:
1、教学目标：学习掌握筛选植物病原拮抗菌的方法，能举一反三。 
2、思政元素：介绍“增产菌”菌剂的研发推广，激发学生敢于探索，勇于创新务，用所学专业技能服务三农。

	主要实验材料、用品及工具：
牛肉膏蛋白胨培养基、PDA培养基、培养皿、记号笔、接种环、酒精灯、棉花立枯丝核病菌、辣椒细菌性叶斑病菌。

	主要仪器设备

	序号
	名称
	规格型号
	数量

	1
	超净工作台
	SW-CJ-27D2
	4台

	2
	    冰箱
	PL-176
	1台

	3
	    恒温培养箱
	RXM
	4台

	4
	微波炉
	X6-342E
	1台


