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酵母菌实验中平板变橙原因的分析与验证

人大附中翠微学校高二五班陈梓睿

在3/6与3/8进行的酵母菌平板划线与稀释涂布接种的课程实验中，酵母菌在生长过

程中正常的出现了乳白色酵母菌落。然而一段时间后发现菌落被橙色覆盖，直至整个

培养基都变为橙色。

左侧两张为酵母菌菌落正常形态，右侧三张为橙色污染平板与橙色污染菌落

酵母菌平板变橙可能是由于多种原因引起的，这可能包括：

 生长条件变化：酵母菌在培养基中生长时，如果环境条件发生变化，如pH值、温

度或营养物质的浓度等，都可能导致其菌落颜色的变化。

 突变：在酵母菌群体中可能发生突变，导致菌落颜色发生变化。这种变化可能是自

然发生的，也可能是由于实验操作或环境条件引起的。

 代谢产物与外泌物：酵母菌产物可能会导致菌落颜色的改变。某些产物可能在氧化

或还原过程中发生颜色变化，从而使菌落呈现橙色。

 污染：在培养酵母菌的过程中，可能发生其他微生物的污染，这些微生物可能具有

产生橙色色素的能力，导致酵母菌落呈现橙色

本文分析平板变橙的可能原因并通过控制变量实验验证。为了方便叙述，本文将课

程实验时接种的酵母菌种记为 A、新购酵母菌种记为 B，不同时间稀释培养的菌液依

次记为 I、II、III……。实验中配制菌液的统一方法为：将酵母粉与温水按特定比例混
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匀，在28℃下恒温培养24h制成菌液。接种培养菌种的统一方法为：在超净工作台酒精

灯火焰旁按实验设计进行平板划线或稀释涂布，接种完成后放入28℃恒温培养箱中培

养48h。

实验在人大附中翠微学校高中部生物实验室中由陈梓睿进行。所选用配制B组菌液

的酵母粉为安琪酵母股份有限公司于2023/10/9生产的高活性干酵母粉，品种为发面酵

母（Sacc-haromyces）。培养基选用济南百博生物技术股份有限公司生产的LB培养基。

实验中菌液配置时间、接种时间与稀释比例如下表（*标记代表近似时间）：

菌液编号 A B-I B-II B-III
稀释比例 约>1:50 1:15 1:4 1:15
配制时间 *3/4 3/10 17:21 *3/12 13:40 3/20 15:50

接种时间
3/6*11:00
3/8*15:00

3/11*13:00
3/15 13:34

3/15 13:34 3/25 15:00

表 1 实验菌液数据
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酵母代谢物中存在大量生化黄腐酸、氨基酸（以天冬氨酸和谷氨酸为主）、有机

酸（主要为酵母在有氧呼吸三羧酸循环途径中的有机酸，如苹果酸、柠檬酸和琥珀酸

等）、酵母细胞壁多糖、甘露聚糖、葡聚糖、天然抗逆成分甜菜碱以及酵母源γ-氨基

丁酸和麦角甾醇等物质。下表列出了酵母菌谢产物的详细成分：

分类 物质 颜色 变色条件

抗病因子

水杨酸甲酯 无色至淡黄色 /

茉莉酸甲酯 无色 氧化反应、光照

几丁质 淡黄色至白色 /

果品调控因子
酵母多肽 白色 氧化反应、金属离子络合、糖基化

生化黄腐酸 棕色 /

土壤养护因子

土壤有机质 黑色至棕色 有机质含量不同
柠檬酸 白色 氧化反应、金属离子络合
苹果酸 白色 氧化反应
琥珀酸 无色 氧化反应
乳酸 无色 氧化反应

酵母多糖 白色 氧化反应、金属离子络合、Maillard反应
表 5 酵母菌代谢产物及其变色条件

物质本身显色：水杨酸甲酯、几丁质与生化黄腐酸本身有可能显黄色，但在下文

实验1中B-I-①与B-I-②中酵母菌正常生长代谢却并没有变色。代谢出的土壤有机质在

相同条件下理应相同，与不同平板颜色不同矛盾。

需氧反应：代谢产物发生的氧化反应通常在有氧和光照活加热条件下完成，上文

实验中密封的平板虽在制作的时候一定包含一部分空气，但是这些空气迅速被酵母菌

的繁殖所利用，后期长成菌落但未变色的时候平板内氧极其稀薄。另外，培养过程中

阴凉、干燥与28℃也不满足氧化反应的条件。同理，酵母多糖的Maillard反应通常也发

生在加热的条件下，需要氧气参与，也不满足条件。

https://baike.baidu.com/item/%E9%BB%84%E8%85%90%E9%85%B8/9093210?fromModule=lemma_inlink
https://baike.baidu.com/item/%E6%B0%A8%E5%9F%BA%E9%85%B8/303574?fromModule=lemma_inlink
https://baike.baidu.com/item/%E5%A4%A9%E5%86%AC%E6%B0%A8%E9%85%B8/53171734?fromModule=lemma_inlink
https://baike.baidu.com/item/%E8%B0%B7%E6%B0%A8%E9%85%B8/391963?fromModule=lemma_inlink
https://baike.baidu.com/item/%E6%9C%89%E6%9C%BA%E9%85%B8/8073143?fromModule=lemma_inlink
https://baike.baidu.com/item/%E6%9C%89%E6%9C%BA%E9%85%B8/8073143?fromModule=lemma_inlink
https://baike.baidu.com/item/%E9%85%B5%E6%AF%8D/1503339?fromModule=lemma_inlink
https://baike.baidu.com/item/%E4%B8%89%E7%BE%A7%E9%85%B8%E5%BE%AA%E7%8E%AF/437762?fromModule=lemma_inlink
https://baike.baidu.com/item/%E8%8B%B9%E6%9E%9C%E9%85%B8/1439289?fromModule=lemma_inlink
https://baike.baidu.com/item/%E6%9F%A0%E6%AA%AC%E9%85%B8/2203792?fromModule=lemma_inlink
https://baike.baidu.com/item/%E7%90%A5%E7%8F%80%E9%85%B8/1502369?fromModule=lemma_inlink
https://baike.baidu.com/item/%E7%90%A5%E7%8F%80%E9%85%B8/1502369?fromModule=lemma_inlink
https://baike.baidu.com/item/%E9%85%B5%E6%AF%8D%E7%BB%86%E8%83%9E%E5%A3%81%E5%A4%9A%E7%B3%96/10039904?fromModule=lemma_inlink
https://baike.baidu.com/item/%E7%94%98%E9%9C%B2%E8%81%9A%E7%B3%96/10053244?fromModule=lemma_inlink
https://baike.baidu.com/item/%E8%91%A1%E8%81%9A%E7%B3%96/4789627?fromModule=lemma_inlink
https://baike.baidu.com/item/%E7%94%9C%E8%8F%9C%E7%A2%B1/6127868?fromModule=lemma_inlink
https://baike.baidu.com/item/%CE%B3-%E6%B0%A8%E5%9F%BA%E4%B8%81%E9%85%B8/9094121?fromModule=lemma_inlink
https://baike.baidu.com/item/%CE%B3-%E6%B0%A8%E5%9F%BA%E4%B8%81%E9%85%B8/9094121?fromModule=lemma_inlink
https://baike.baidu.com/item/%E9%BA%A6%E8%A7%92%E7%94%BE%E9%86%87/3027286?fromModule=lemma_inlink
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络合反应：有机酸类与部分氨基酸的络合反应会使培养基显色，显橙色的有Cr3、和

Fe2+、Cu2+与Zn2+等，这些离子如Cr3+的大部分均不能在培养的任何一阶段被找，且酵

母菌本身含有的微量离子浓度过低，也无法通过络合反应使整个菌落乃至平板变橙。

含量过低：水杨酸甲酯与茉莉酸甲酯在酵母内只作为激素类物质调解生命活动，

酵母多糖与酵母多肽只占代谢糖类与蛋白质类的很小一部分。这些含量过低的物质即

使显色也无法使菌落显肉眼可见的橙色，故不做讨论。

酵母菌的外泌物包括蛋白质、酶、代谢产物等。以下是酵母菌外泌物的详细成分：

分类 物质 颜色 变色条件

蛋白质

凝集素

抗生素

信号分子

酶

蛋白酶

糖化酶

纤维素、淀粉酶

脂肪酶

酒精脱氢酶

外泌小泡
蛋白质、核酸、

脂质

综上，排除了酵母菌代谢产物使平板变色的可能。

从杂菌污染的角度考虑，可以对实验过程中的所有可能污染的变量进行实验一一

排除。回顾整个实验过程，考虑到以下变量：菌种本身、稀释水、稀释时空气、稀释

容器、培养皿、培养基、涂布器、培养时空气。

在课程实验结束后分析讨论的过程中，提出了A菌液可能存在因污染或放置时间过

长导致失活等一系列变性可能。为排除菌种本身的影响，另购置新干酵母粉B进行实验：
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配制1:15的酵母菌液B-I。如下表：①②③菌液使用平板划线法接种，④使用300μL

菌液稀释涂布接种；待菌液充分吸收后，将①②用透明胶密封后倒置，③④直接倒置，

放入恒温培养箱中培养。

菌液 B-I
序号 ① ② ③ ④

接种方式 平板划线 平板划线 平板划线 稀释涂布

密封培养基 √ √ × ×

实验现象 正常 正常 变橙 变橙
表 2 实验1

培养48h之后观察到③④变橙而①②的正常生长，且48h后再次观察也无明显变化。

本实验排除了菌种本身对于变色的影响。

从实验1中进一步发现A菌液均变色，而B-I中有些并未变色，故可以排除稀释水、

稀释时空气、培养皿和培养基的自身原因。

在对于实验1结果分析中，发现了两个特殊变量。其中之一是平板划线接种的培养

基有两组未变橙而稀释涂布的变橙（考虑B-I-③为特殊情况重新实验），据此怀疑涂布

器是导致平板变色的原因。另外，B-I-①与B-I-②在接种后使用透明胶对皿盖进行了密

封而B-I-③与B-I-④没有。后续前往实验室进行PCR时也偶然发现了课程实验时的两个

平板划线接种的 A菌液培养基接种后密封，且出现酵母菌落后 48h内均培养基均未变

橙。据以上两点对于培养时空气染菌做出怀疑。针对以上两个猜想，做出了如下实验：

配制1:4的酵母菌液B-II，将 B-I与B-II分别进行实验。每个实验中均吸取 300μL菌

液接种至培养皿。如下表：每组①②菌液不使用涂布器，③④使用涂布器接种；等待

两组实验的菌液被充分吸收后，将每组①③用透明胶密封后倒置，②④直接倒置，放

入恒温培养箱中培养。

菌液 B-I B-II
序号 ① ② ③ ④ ① ② ③ ④

使用涂布器 × × √ √ × × √ √

密封培养基 √ × √ × √ × √ ×

实验现象 - - - - 正常 正常 正常 正常
表 3 实验2
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72h后从恒温培养箱中取出平板观察结果。如下图，观察到B-I平板均无明显现象，

B-II平板均正常生长酵母菌菌落。在将两组平板暴露在空气中48h后平板均无明显变化。

实验2培养结果：左侧为B-I，右侧为B-II

从实验现象分析可知，B-I菌液因保存时间过久酵母失活，导致平板上无明显菌落

生存，故不做实验相关讨论。但由于平板无酵母菌生长，且在是否使用涂布器与是否

密封两组变量下均未变橙，可排除培养皿和培养基本身对变橙无影响，说明变橙现象

依赖酵母菌落。B-II组观察到酵母菌落无变色现象，本实验排除了涂布器与接种后空气

的影响。

值得注意的是，A组所有实验与B-I有一个共同之处就是使用了同样的大烧瓶容纳

菌液，而在配制B-II菌液的时候则是使用了小烧杯。为验证大烧瓶是否存在特殊之处（

可能为化学物质）使菌落变橙，设计如下实验：

配制1:15的酵母菌液B-III，先将菌液在锥形瓶中40℃培养48h后转移至先前洗净的

大烧瓶中28℃培养72h使菌液与瓶内壁充分接触后接种。如下表：①②菌液使用平板划

线法接种，③④使用300μL菌液稀释涂布接种；待菌液充分吸收后，将①③用透明胶密

封后倒置，②④直接倒置，放入恒温培养箱中培养。

菌液 B-III
序号 ① ② ③ ④

接种方式 平板划线 平板划线 稀释涂布 稀释涂布

密封培养基 √ × √ ×

实验现象
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表 4 实验3
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