二  微生物的染色

一、实验目的和要求

 学习微生物染色原理和微生物染色基本操作技术，掌握一般染色方法和革蓝氏染色法。掌握使用显微镜观察细菌个体形态的方法。

验证性实验，实验时数可安排为2学时。
二、实验设备与仪器

1．活性污泥、细菌示范标本。

2．显微镜、载玻片、接种环、酒精灯等，香柏油、擦镜纸、滤纸、二甲苯，烧杯，洗瓶。

3．染色试剂：1）结晶紫初染色液

2）碘液

                 3）95%乙醇

                 4）蕃红复染液
三、实验前准备工作

1.预习实验指导书实验二的内容。

2.复习课堂教学有关微生物的染色原理。

3.复习实验一中显微镜使用基本操作方法。

四、实验注意事项

1. 实验中使用酒精灯时应注意安全操作。当酒精不慎打翻着火时，立即用实验室中贮备的砂子覆盖灭火。

2. 用油镜头观察细菌标本后，应及时将镜头升起，用擦镜纸将镜头上香柏油擦净；再用滤纸将载波片上油擦净。

五、实验原理

1．简单染色原理：由于细菌在中性环境下是带负电荷的，所以常采用一种碱性染料如美蓝、碱性品红、结晶紫等进行染色。这些染料可解离为带正电荷染料，使细菌着色。

2．革蓝氏染色原理：革蓝氏染色法是用两种不同颜色染料对细菌染色的一种鉴别细菌种类的复染色法，被染成深蓝色的称革蓝氏阳性菌（G+），被染成淡红色的称革蓝氏阴性菌（G－）

3．革蓝氏染色中的试剂作用

    （1）结晶紫：碱性染料，使细胞着色。

    （2）碘液：媒染剂，能增强染料与细胞亲和力，使细菌易着色。

    （3）95%乙醇：脱色剂，帮助染料从被染色的细胞中脱色。

（4）蕃红花红：碱性染料是复染液。使被脱色的细胞重新染成淡红色，以便与未脱色的细胞进行比较。

六、实验内容

1. 学习微生物染色方法。

2. 察细菌个体的方法，掌握油镜头的使用方法。

七、实验方法与步骤

1．复习显微镜的使用方法，学习使用油镜头（100×）观察细菌

取细菌示范标本→ 1滴香柏油在菌斑上→ 标本玻片放在载物台上→ 睛从侧方观察显微镜的物镜头→ 油镜头（100×）慢慢浸入载玻片的油滴中→ 睛观察目镜视野→ 粗调器使物镜头上升（使镜头与载玻片分离）→ 节图像→ 微调器调清图像→ 细观察细菌图像→ 出细胞形态草图。

2. 细菌染色方法——革蓝氏染色法操作步骤。

    （1）涂片：用接种环取活性污泥→ 载玻片中央涂均匀→ 种环在酒精灯上灼烧，灭菌。

    （2）干燥：载玻片上接种液在空气中自然风干，形成眼睛可见的菌斑。

    （3）固定：玻片在火焰中通过3-4次，菌斑不易脱落。

    （4）初染：菌斑上加1滴结晶紫染液→ 1min后→ 水冲洗→ 滤纸轻轻吸干玻片上水分→ 加碘液1min→ 用水冲洗碘液→ 滤纸吸干水分。

（5）玻片斜放在烧杯上→ 用95%乙醇慢慢冲洗，乙醇脱色→ 0.5min→ 用水冲洗→ 滤纸吸干水分。

    （6）复染：加蕃红1滴染色1min→ 水冲洗→ 吸干水分。

    （7）干燥：自然条件通风干燥，使菌斑上无水分。

（8）镜检：在菌斑上加1滴香柏油→ 放在载物台上用油镜观察细菌的形态和颜色，并记录显微镜观察细菌时的放大倍数。

紫色细菌为革蓝氏阳性（G+），红色为革蓝氏阴性细菌（G－）。

 3．显微镜的保护：观察后将镜头升起，取下取玻片→ 用擦镜纸将油镜头上香柏油反复擦干净，收藏前再用二甲苯擦试油镜头→ 用擦镜纸将甲苯擦干净→ 显微镜头方可贮藏。

八、实验数据整理

1. 细菌标本观察记录：见表2.1

表2.1 细菌标本观察记录

	序号
	细菌名称
	放大倍数
	细菌形态绘图
	细菌革蓝氏染色结果

	1
	
	
	
	

	2
	
	
	
	


2.菌胶团染色分析，见表2.2

表2.2 菌胶团染色分析

	序号
	细菌名称
	放大倍数
	菌胶团形态绘图
	染色颜色
	革蓝氏染色结果

	1
	
	
	
	
	

	2
	
	
	
	
	


3. 实验结果与思考

（1）革兰氏染色的分子基础是什么？

（2）怎么避免革兰氏染色中假阳性出现？

（3）菌胶团中主要有哪些微生物构成？在水处理中有何意义？

