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摘  要：微生物学实验是高等学校微生物学课程的重要组成部分。开展微生物学实验的目的不仅

是对微生物学基本技能的传授、理论的验证与拓展，也是对高年级本科生走向毕业设计及进一步

开展研究生科研工作的训练。为了训练学生的科研思维，在已掌握微生物基本操作与实验技术的

基础上，将最后一个实验“细菌鉴定中常用的生理生化反应”设计为“翻转课堂”形式。学生通过课

前查阅资料，课上讲解实验原理、预期实验结果、观察与修正实验结果、分析与讨论实验结果完

成该实验。“翻转课堂”的教学形式活跃了课堂气氛，使学生们能够更好地查阅资料进行预习，结

果分析及实验结论的修订训练了学生细致观察、深入分析和严谨结论的科学素养。 
关键词：微生物学实验；翻转课堂；细菌生理生化实验；科研思维 
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Abstract: Microbiology Experiment is an important course of microbiology in institutions of 
higher education. This course aims to not only impart basic skills, verify and expand theories in 
microbiology, but also train senior undergraduates for graduation projects and further research work 
in their graduate education. To train the scientific research thinking of students who had mastered 
the basic experimental techniques of microbiology, we designed the class of bacterial identification 
based on physiological and biochemical tests in the form of a flipped classroom. The students were 
guided to review textbooks and papers before class and explain the experimental principles, expect 
experimental results, observe and correct the results, and analyze and discuss experimental results 
during class. The teaching form of flipped classroom enlivens the classroom atmosphere, enabling 
students to better access textbooks for preview before class. The analysis of experimental results 
and the revision of experimental conclusions have trained the scientific literacy of meticulous 
observation, scientific analysis, and rigorous conclusion drawing for the students. 
Keywords: Microbiology Experiment; flipped classroom; bacterial physiological and 
biochemical tests; scientific research thinking 
 

生命科学是一门实验性科学。个体微小、

结构简单的微生物不仅与人类生活密切相关，

也是生命科学研究的重要模式材料。因此，“微
生物学”及“微生物学实验”是高等学校生命科

学相关专业学生的必修基础课或重要选修课，

地位非常重要[1-2]。开展微生物学实验的目的不

仅是使生命科学专业人才掌握微生物相关基本

实验技术，对微生物学理论知识进行实践与拓

展，也是对高年级本科生走向毕业设计及进一

步开展研究生科研工作的训练。这些就要求教

师必须在实验教学中注重培养学生基本实验技

能的同时，着重训练学生发现问题、分析问题、

解决问题的科研思维，以提升本科生在未来职

场和科研工作中的工作能力。 

为了适应这一要求，我们前期设计了“项目

式”的微生物学实验教学内容，通过设计不同的

富有趣味性和应用性的科研课题，如用于工业

污水深度处理的微生物筛选和鉴定等，将培养

基的制备与灭菌、微生物的纯种分离与培养、

细菌的染色与观察、细菌特殊结构染色与观察、

微生物测微与计数、放线菌与霉菌小室培养与

观察及细菌鉴定中常用的生理生化反应这 7 个

实验有机串联在一起 [3]。这种富有趣味性和应

用性的“项目式”教学内容的改革取得了良好的

效果，更好地激发了学生的学习兴趣，使其更

好地掌握了微生物学基本实验技能[3]。然而，

在教学过程中仍存在课堂气氛沉闷，师生或生

生间互动交流少的现象。主动回答问题的只是
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固定的几位学生，有的学生甚至一学期都不主

动回答问题。另外，教师在学生做毕业设计过

程中发现，有些学生发现实验现象中的细节问

题、分析问题、解释和解决科学问题的科研能

力不足。 
出现这些现象，分析认为可能有 2 个原因：

(1) 实验教学过程中以教师讲解实验内容为主。

教师讲解实验原理、实验内容、实验步骤、预

期结果。学生不用课前查阅资料，课上只需要

认真听讲、不用相互交流即可顺利完成实验内

容，因此课堂气氛沉闷。(2) 微生物学实验课程

主要培训学生微生物学相关的基本实验技能，

尽管教学过程中将这些基本技能有机融入到

“项目式”教学内容中，学生对于实验过程中实

验现象的细微差异捕捉的灵敏度不够，对于实

验结果分析的深度不够。学生不主动思考、深

入分析实验背后的原因，转而“先发制人”地向

教师提问“为什么我的实验结果是这样的”。为

了活跃课堂气氛、训练学生的科研思维，在已

掌握微生物基本操作与实验技术的基础上，课

程将最后一个实验“细菌鉴定中常用的生理生

化反应”设计为“翻转课堂”形式，以深化学生对

实验原理的理解、对实验结果的分析与讨论。

本文将着重介绍课程在“细菌鉴定中常用的生

理生化反应”实验内容的安排与翻转课堂的呈

现形式，以此与国内从事微生物学实验相关教

学的同行们相互商榷，共同提高与进步，进一

步促进我国微生物学实验课程建设水平与教学

质量的全面提升。 

1  “细菌鉴定中常用的生理生化

反应”实验组成 
微生物学实验”细菌鉴定中常用的生理生

化反应”包括 6 个反应[4]：(1) 葡萄糖发酵。(2) 

乳糖发酵，主要检测细菌是否能够利用葡萄糖

或乳糖，产生酸性产物和气体。如果能够产酸，

则培养基中的溴甲酚紫指示剂变为黄色 (pH 
5.2−6.8)；如果能够产生气体，倒置在试管底部

的杜氏小管顶部能够充入气泡。(3) MR 试验

(甲基红试验)。(4) VP 试验(乙酰甲基甲醇试

验)，这两个实验主要检测细菌利用葡萄糖生成

丙酮酸后丙酮酸进一步的代谢走向。当丙酮酸

进一步被分解为甲酸、乳酸或乙酸等，则加入

的甲基红指示剂可由原来的橘黄色变为红色

(pH 4.2−6.3)，此为 MR 阳性反应；而当丙酮酸

经缩合、脱羧后产生中性的乙酰甲基甲醇，该

物质在碱性条件下被空气中的氧气氧化为二

乙酰(加入 α-萘酚，可催化该反应)，后者与蛋

白胨中精氨酸的胍基起反应，生成红色化合

物，此为 VP 阳性反应。(5) 吲哚产生实验，

细菌能够产生色氨酸酶分解蛋白胨中的色氨

酸产生吲哚。后者与对二甲基氨基苯甲醛结

合，生成红色的玫瑰吲哚。(6) H2S 产生实验，

细菌能够分解培养基中的含硫氨基酸生成

H2S，H2S 遇到滤纸条上的醋酸铅则生成黑色

的硫化铅，根据滤纸条黑色程度来反映细菌产

生 H2S 的量。 

2  “细菌鉴定中常用的生理生化

反应”课前准备 
在前一次课上配制生理生化反应培养基，

学生自愿报名或者被随机指定一个生理生化反

应，准备下次课在讲台上讲解培养基配方、实

验原理、预期实验结果等。在生理生化实验课的

前一天中午，两个学生一组进行细菌接种。每

组 6 个反应，每个反应 5 支试管。如表 1 所示，

实验组每个菌种每种培养基接种 2 支试管，对

照组 1 支试管不接菌。其中 H2S 反应每支试管 
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表 1  细菌鉴定中常用的生理生化反应接种菌株 
Table 1  Strains used in bacterial physiological and biochemical experiments 
序号 
Serial 
number 

实验名称 a 
Experimental namesa 

菌种 1 (接种管数) 
Strain 1 (number of tubes) 

菌种 2 (接种管数) 
Strain 2 (number of tubes) 

对照(管数) 
Control (number of tubes) 

1 葡萄糖发酵 
Glucose fermentation assay 

大肠杆菌(2) 
Escherichia coli (2) 

枯草芽胞杆菌(2) 
Bacillus subtilis (2) 

不接种(1) 
No inoculation (1 ) 

2 乳糖发酵 
Lactose fermentation assay 

大肠杆菌(2) 
E. coli (2) 

枯草芽胞杆菌(2) 
B. subtilis (2) 

不接种(1) 
No inoculation (1) 

3 MR 试验 
MR assay 

大肠杆菌(2) 
E. coli (2) 

枯草芽胞杆菌(2) 
B. subtilis (2) 

不接种(1) 
No inoculation (1) 

4 VP 试验 
VP assay 

大肠杆菌(2) 
E. coli (2) 

枯草芽胞杆菌(2) 
B. subtilis (2) 

不接种(1) 
No inoculation (1) 

5 吲哚产生实验 
Indole production assay 

大肠杆菌(2) 
E. coli (2) 

金黄色葡萄球菌(2) 
Staphylococcus aureus (2) 

不接种(1) 
No inoculation (1) 

6 H2S 产生实验 b 

H2S production assayb 
变形杆菌(2) 
Proteus vulgaris (2) 

枯草芽胞杆菌(2) 
B. subtilis (2) 

不接种(1) 
No inoculation (1) 

a：接种培养物，H2S 产生实验每支试管加 100 μL 菌液，其他反应每支试管加 200 μL 菌液，37 ℃振荡培养 24 h；b：H2S
产生实验需加滤纸条，纸条高于液面 2−3 cm，注意每支试管滤纸条距液面高度相同 
a: Inoculation, 100 μL bacterial culture was inoculated into each tube for H2S production assay, and 200 μL bacterial culture 
for the other assays, and then grown for 24 h at 37 ℃ with agitation. b: Filter paper strip was placed in each tube of H2S 
production assay with the same 2−3 cm height above the medium surface. 

 
接种 100 μL 菌液，其他反应每支试管接种 200 μL

菌液。H2S 反应中 5 支试管的滤纸条距培养基

液面的高度保持一致。试管置于 37 ℃振荡培

养 24 h。 

3  “细菌鉴定中常用的生理生化

反应”课上翻转课堂运用 
上课时，认领实验的学生会按表 1 中实验

顺序依次到讲台上讲解各自负责实验的实验原

理、实验预期结果等。因为有一周时间准备，

有的学生制作了精美的 PPT 进行讲解，有的学

生查阅了多种资料进行讲解。因此，实验原理

的讲解通常都非常清晰准确。预期结果时，学

生们对多数实验的意见相同，对 H2S 产生实验

提出不同意见。预期结果如表 2：(1) 大肠杆菌 

能够利用葡萄糖，产酸产气体；枯草芽胞杆菌

能够利用葡萄糖产酸，但不产气；(2) 大肠杆菌

能够利用乳糖，产酸产气体；枯草芽胞杆菌不

能够利用乳糖；(3) 大肠杆菌利用葡萄糖产生的

丙酮酸能够进一步代谢产酸，而枯草芽胞杆菌

利用丙酮酸产生了乙酰甲基甲醇。因此 MR 试

验中大肠杆菌为阳性，枯草芽胞杆菌为阴性；

VP 试验中大肠杆菌为阴性，枯草芽胞杆菌为阳

性；(4) 大肠杆菌能够分解色氨酸产生吲哚，而

金黄色葡萄球菌不能产生吲哚，因此吲哚产生

实验中大肠杆菌为阳性，枯草芽胞杆菌为阴性；

(5) 变形杆菌和枯草芽胞杆菌均能够利用含硫

氨基酸，生成 H2S，而变形杆菌产生更多的 H2S，
滤纸条黑的程度更大；或其他预期：变形杆菌

能够利用含硫氨基酸，生成 H2S，而枯草芽胞

杆菌不能够产生 H2S (表 2)。 
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表 2  生理生化反应预期实验结果 
Table 2  Expected results in bacterial physiological and biochemical experiments 
序号 
Serial number 

实验名称 
Experimental names 

 菌种 1 
Strain 1 

菌种 2 
Strain 2 

对照 
Control 

1 葡萄糖发酵 
Glucose fermentation assay 

 大肠杆菌⊕ 
E. coli ⊕ 

枯草芽胞杆菌+ 
B. subtilis + 

不接种 
No inoculation 

2 乳糖发酵 
Lactose fermentation assay 

 大肠杆菌⊕ 
E. coli ⊕ 

枯草芽胞杆菌− 
B. subtilis − 

不接种 
No inoculation 

3 MR 试验 
MR assay 

 大肠杆菌+ 
E. coli +  

枯草芽胞杆菌− 
B. subtilis − 

不接种 
No inoculation 

4 VP 试验 
VP assay 

 大肠杆菌− 
E. coli − 

枯草芽胞杆菌+ 
B. subtilis + 

不接种 
No inoculation 

5 吲哚产生实验 
Indole production assay 

 大肠杆菌+ 
E. coli + 

金黄色葡萄球菌− 
S. aureus − 

不接种 
No inoculation 

6 H2S 产生实验 
H2S production assay 

 变形杆菌++/+ 
P. vulgaris ++/+ 

枯草芽胞杆菌+/− 
B. subtilis +/− 

不接种 
No inoculation 

⊕：产酸产气；+：阳性结果；−：阴性结果；++/+：强阳性结果/阳性结果；+/−：阳性结果/阴性结果 
⊕: Produce acid and gas; +: Positive result; −: Negative result; ++/+: Strong positive/positive result; +/−: Positive/negative 
result.  
 
4  “细菌鉴定中常用的生理生化

反应”结果观察与讨论 
反应结果鉴定：(1) 葡萄糖/乳糖发酵实验，

H2S 产生实验直接观察；(2) VP 试验：拔出试

管塞，加入 0.5 mL 40%氢氧化钾溶液，振荡，

再加等量 α-奈酚，振荡，37 ℃振荡保温数分钟，

观察；(3) MR 试验：向试管中加入甲基红试剂

2−3 滴，观察；(4) 吲哚产生实验：加 1 mL 乙

醚，振荡，静止片刻使分层，沿管壁慢慢加入

吲哚试剂(对二甲基氨基苯甲醛) 10 滴，观察。 
根据结果对实验预期结果进行修订与讨

论。其中 H2S 产生实验中，变形杆菌与枯草芽

胞杆菌都能够产生 H2S，而变形杆菌产生得更

多一些，因此变形杆菌 H2S 产生实验用++表示，

而枯草芽胞杆菌用+表示，学生们可以根据实验

结果进行修订。H2S 产生实验中，即使强调了  
5 支试管滤纸条距培养基液面的高度要一致，

仍有个别学生未注意到这一点，对这样的实验

结果，教师会把 5 支试管拿到讲台上，排成一

排比齐让大家进行实验结果观察与反思，总结

实验过程中不同实验组及对照组实验条件严格

一致的重要性。关于葡萄糖/乳糖发酵实验，大

部分学生都能够得到与实验预期相同的结果，

但有些学生在葡萄糖发酵实验中，会有枯草芽

胞杆菌利用葡萄糖也能够产酸产气的现象；或

乳糖发酵中，出现枯草杆菌能够利用乳糖产酸

产气的现象。通常大家经过实验结果反推，同

时回顾前一天的接菌情况，能够分析出大肠杆

菌在接菌的哪一步污染了枯草芽胞杆菌的情

况。关于 VP 试验，有学生会提出疑问，枯草

芽胞杆菌是深红色，为什么大肠杆菌是淡粉色

的？是否也应该像 H2S 产生实验那样，用 2 个“+”
和 1 个“+”来分别标注。这时，教师会引导大家，

在观察时，学生们向试管中加入了什么物质。

经过引导，学生们能够分析出此现象是因为酚

类物质被氧化，所以表现出淡粉色。有些学生

还能够细致观察进一步提出问题：“那不接菌的

对照组也加入了酚，为什么就不是淡粉色？”
教师会进一步引导学生“大肠杆菌组与对照组
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试管里还有什么区别？” 经过引导，学生们能

够分析出大肠杆菌组里有菌生长，菌在代谢过

程中可能产生了一些氧化性物质，因此它的颜

色较空白培养基组会显现得更粉一些。 
经过对实验结果的观察与讨论后，学生们

能够解释自己的实验结果中非预期的现象。如

果学生没有问题，教师通常还会进一步提出问

题“同样是以葡萄糖为底物，枯草芽胞杆菌在葡

萄糖发酵中，我们认为它产酸(+)，而在 MR 试

验中，认为它不产酸(−)？” 引导学生们进一步

思考并分析原因。经过思考，学生们能够分析

出，因为所用指示剂不同而导致 pH 变色范围

不同。教师的提问目的传达给学生的关注点在

于：同样的实验得出不同的结论与其实验条件

有关系。将来的科研工作中，要强调在所用的

实验条件下得到了相应的实验结论才更严谨。

同时也提醒学生在阅读文献或重复文献中的实

验时要注意实验细节。自己的实验结论与前人

不一致，或重复不出来前人的实验结果，可能

是实验条件中的细节不一致。 

5  教学效果 
在微生物学实验“细菌鉴定中常用的生理

生化反应”教学中引入“翻转课堂”的教学形式，

是在前期“项目式”教学内容改革基础之上的又

一次探索与改革。目的是活跃课堂气氛、训练

学生的科研思维，使学生在学习基本实验技术

的验证性实验操作中训练发现实验现象的细节

问题、分析问题、解释和解决科学问题的科研

能力。 
我们在实施“翻转课堂”教学形式后发现，

该方法能极大地活跃课堂气氛，增加学生间的

互动，学生从被动接收知识转变为主动查阅资

料获取知识，加深了他们对于实验原理的理解。

同时，学生的科研思维得到了有效训练，实验

前对实验结果的预期，实验处理时对现象的观

察，实验现象与预期结果不同的原因分析，以

及实验现象细节的捕捉与现象背后可能的原因

的推测，都得到了初步训练，为以后的创新性

科研奠定了良好的科研基础。在课后 28 名学生

对教学的评价中，有 26 人非常同意、2 人同意

“该教师教学富于启发性，能促进学生主动参与

和思考，课堂互动效果好”。因此，今后的教学

过程中可以尝试在其他合适的实验内容中进一

步引入“翻转课堂”的教学形式。 

6  结语 
在前期实验课程中已经掌握微生物的基本

实验技术的基础上，微生物学实验课程将最后

一个实验“细菌鉴定中常用的生理生化实验”设
计成翻转课堂形式，使学生成为“传递”知识的

主体，极大地提高了学生预习实验及查阅资料

的主动性。课堂上学生对预期实验结果及理论依

据的不同意见的表达，增强了学生们对科学知识

的讨论，活跃了课堂气氛。同时，对实验结果的

细致观察与实验现象的深入分析，训练了学生们

注重实验细节、严谨实验结论的科研思维。 
课程是人才培养的核心要素，课程建设过

程中要遵循“两性一度”的标准 [5]。“两性一度”
即高阶性、创新性、挑战度，而“高阶性”就是

知识、能力、素质的有机融合，是要培养学生

解决复杂问题的综合能力和高级思维，“创新

性”则包括教学形式呈现的互动性。微生物学实

验中引入“翻转课堂”的呈现形式，有效地提高

了课堂上师生之间、生生之间的互动；学生主

导整个实验过程，在教师的引导下训练了发现

实验现象中细微问题、合理分析现象背后的原

因、有效解决问题的综合能力和科研思维。因

此，“翻转课堂”的引入有效提高了微生物实验

教学中的“两性一度”。 
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