常用的基本操作技术
（一）消毒和灭菌技术
 消毒（disinfection）与灭菌（sterilization）两者的意义有所不同。消毒一般是指利用物理或化学方法消灭病原菌或有害微生物的营养体，而灭菌则是指利用强烈的物理或化学方法杀灭一切微生物的营养体、芽孢和孢子。但日常生活中两者常常通用。灭菌的方法很多，一般可分为物理灭菌和化学灭菌两大类。
1. 物理灭菌  

物理灭菌是最常用的灭菌方法。主要包括热力学灭菌、过滤除菌和紫外线灭菌等。
（1）热力学灭菌  又可分为干热灭菌和湿热灭菌两大类。
①干热灭菌  

干热灭菌是利用高温使微生物的蛋白质凝固变性而达到灭菌的目的。细胞内的蛋白质的凝固性与其本身的含水量有关，在菌体受热时，当环境和细胞内含水量越大，则蛋白质凝固就越快；含水量越小，凝固减慢。因此，与湿热灭菌相比，干热灭菌所需温度更高（160~170℃），时间更长（1~2h）。进行干热灭菌时最高温度不能超过180℃，否则，包扎器皿的纸或棉塞就会被烤焦，甚至引起燃烧。通常所说的干热灭菌是指利用干燥箱（或称烘箱）进行灭菌，主要用于玻璃器皿如培养皿、移液管和接种工具等的灭菌。灭菌时将被灭菌的物体用双层报纸包好或装入特制的灭菌筒内，装入箱中，不要摆的太挤，以免妨碍热空气流通。逐渐加温，使温度上升至160～170℃后保持2h。灭菌结束后，切断电源，自然降温，待箱内温度降至70℃以下后，才能打开箱门，取出灭菌物品。注意在温度降至70℃以前切勿打开箱门，以免玻璃器皿炸裂。
另外，灼烧灭菌也属于干热灭菌。在进行无菌操作时，接种工具如接种环、接种钩、接种铲、镊子等要在酒精灯火焰上充分灼烧，试管口、菌种瓶口在火焰上作短暂灼烧灭菌等。
②湿热灭菌  
a.高压蒸汽灭菌  此法是将待灭菌的物品放在一个密闭的加压灭菌锅内，通过加热，使灭菌锅隔套间的水沸腾产生蒸气。待水蒸气急剧地将锅内的冷空气从排气阀中驱尽，然后关闭排气阀，继续加热，此时由于蒸汽不能溢出，而增加了灭菌器的压力，从而使沸点增高，得到高于100℃的温度，导致菌体蛋白质凝固变性达到灭菌的目的。

在同一温度下，湿热的杀菌效力比干热大。其原因有三：一是湿热中细菌菌体吸收水分，蛋白质较易凝固，所需凝固温度降低，二是湿热的穿透力比干热大，三是湿热的蒸汽有潜热存在。1g水在100℃时，由气态变为液态时可放出2.26kJ的热量。这种潜热，能迅速提高被灭菌物体的温度，从而增加灭菌效力。

在使用高压蒸汽灭菌锅时，灭菌锅内冷空气的排除是否完全极为重要，因为空气的膨胀压大于水蒸气的膨胀压，所以，当水蒸气中含有空气时，在同一压力下，含空气蒸汽的温度低于饱和蒸汽的温度。

一般培养基用0.11MPa，121℃，20～30min可达到彻底灭菌的目的。
    这种灭菌适用于培养基、工作服、橡胶制品等的灭菌，也可用于玻璃器皿的灭菌。
b.常压蒸汽灭菌法  在不具备高压蒸汽灭菌的情况下，常压蒸汽灭菌是一种常用的灭菌方法。对于不易用高压灭菌的培养基如明胶培养基、牛乳培养基、含糖培养基等可采用常压蒸汽灭菌。这种灭菌方法可用阿诺氏流动蒸汽灭菌器进行灭菌，也可用普通蒸汽笼进行灭菌。由于常压，其温度不超过100℃，仅能使大多数微生物被杀死，而芽孢细菌却不能在短时间内杀死，因此可采用间歇灭以杀死芽孢细菌，达到彻底灭菌的目的。

常压间歇灭菌是将灭菌培养基放入灭菌器内，每天加热100℃，30min，连续3d，第一天加热后，其中的营养体被杀死，将培养物取出放室温下18~24h，使其中的芽孢发育成营养体，第二天再加热100℃，30min，发育的营养体又被杀死，但可能仍留有芽孢，故再重复一次，使彻底灭菌。

c.煮沸消毒法  注射器和解剖器械等可用煮沸消毒法。一般微生物学实验室中煮沸消毒时间为10～15min，可以杀死细菌所有营养体和部分芽孢。如延长煮沸时间，并加入1%碳酸氢钠或2%～5%石炭酸，效果更好。人用注射器和手术器械均采用高压蒸汽灭菌或干热灭菌，或采用一次性无菌用品。

d.超高温杀菌  超高温杀菌(ultra high temperature sterilization，简称UHTS)是指在温度和时间标准分别为130～150℃和2～8s的条件下对牛乳或其他液态食品(如果汁及果汁饮料、豆乳、茶、酒及矿泉水等)进行处理的一种工艺，其最大优点是既能杀死产品中的微生物，又能较好地保持食品品质与营养价值。超高温杀菌工艺地应用，使乳制品及各种饮料等无需冷藏的理想变成了现实。从而打破了地域和季节地限制。
超高温杀菌是自80年代以来已在世界各国广泛应用。我国改革开放以来，超高温杀菌也广泛应用于橘子汁、猕猴桃汁、荔枝汁、菊花茶、牛乳等生产。

（2）过滤除菌 许多材料例如血清、抗生素及糖溶液等用加热灭菌消毒灭菌方法，均会被热破坏，因此可以采用过滤除菌方法。应用最广泛的过滤器有：

①蔡氏(Seitz)过滤器  该滤器是由石棉制成的圆形滤板和一个特制的金属(银或铝)漏斗组成，分上、下两节，过滤时，用螺旋把石棉板紧紧夹在上、下两节滤器之间，然后将溶液置于滤器中抽滤。每次过滤必须用一张新滤板。根据其孔径大小滤板分为三种型号：K型最大，作一般澄清用；EK滤孔较小，用来除去一般细菌；EK-S滤孔最小，可阻止大病毒通过，使用时可根据需要选用。

②微孔滤膜过滤器  这是一种新型过滤器，其滤膜是用醋酸纤维酯和硝酸纤维酯的混合物制成的薄膜。孔径分0.025，0.05，0.10，0.20，0.30，0.45，0.60，0.80，1.00，2.00，3.00，5.00，7.00，8.00和10.00μm。过滤时，液体和小分子物质通过，细菌则被截留在滤膜上。实验室中用于除菌的滤膜孔径一般为0.22μm，但若要将病毒除掉，则需要更小孔径的微孔滤膜。微孔滤膜不仅可以用于除菌，还可以用来测定液体或气体中的微生物，如水的微生物检查。

过滤除菌法应用十分广泛，除实验室用于某些溶液，试剂的除菌外，在微生物工业上所用的大量无菌空气及微生物工作使用的净化工作台，都是根据过滤除菌的原理设计的。

（3）辐射灭菌 紫外线波长在200～300nm，具有杀菌作用，其中以265～266nm杀菌力最强。此波长的紫外线易被细胞中核酸吸收，造成细胞损伤而杀菌，紫外线灭菌在微生物工作及生产实践中应用较广，无菌室或无菌接种箱空气可用紫外线灯照射灭菌。此外，采用60Co-γ射线灭菌。也已广泛用于不能进行加热灭菌的纸、塑料薄膜，各种积层材料制作的容器以及医用生物敷料皮等的灭菌。γ射线灭菌的最大优点是：穿透力强，可在厚包装完好条件下灭菌。

2.化学灭菌

化学药品消毒灭菌法是应用能抑制或杀死微生物的化学制剂进行消毒灭菌的方法。能破坏细菌代谢机能并有致死作用的化学药剂为杀菌剂，如重金属离子等，只是阻抑细菌代谢机能；细菌不能增殖的化学药剂为抑菌剂，如磺胺类及大多数抗生素等。化学药品对微生物的作用是抑菌还是杀菌以及作用效果还与化学药品浓度的高低，处理微生物的时间长短，微生物的种类以及微生物所处的环境等有关。

微生物实验室中常用的化学药品有2%煤酚皂溶液（来苏尔），0.25%新洁尔灭，0.1%升汞，3%~5%的甲醛溶液，75%乙醇溶液等。常用化学杀菌剂的配制见附录四。

消毒与灭菌不仅是从事微生物学和整个生命科学研究必不可少的重要环节和实用技术，而且在医疗卫生、环境保护、食品、生物制品等各方面均具有重要的应用价值。根据不同的使用要求和条件选用合适的消毒灭菌的方法。
    （二）无菌操作技术
在微生物的分离和培养过程中，必须使用无菌操作技术。所谓无菌操作技术，就是在分离、接种、移植等各个操作环节中，必须保证在操作过程中杜绝外界环境中的杂菌进入培养的容器或系统内，避免污染培养物。无菌操作技术广泛应用于微生物、组织培养及基因工程等领域。
无菌操作技术，简单的说就是在无菌环境中进行的操作，为保证获得纯净的培养物，需要考虑各种因素的影响。无菌操作过程各个环节见下图：

（1）培养基灭菌
一般采用高压灭菌，将培养基放在高压锅中，排净冷空气后，在121℃灭菌20～30min，保证培养基处于无菌状态。
（2）创造无菌接种环境
无菌操作必须在无菌条件下进行。常见的无菌场所有净化工作台、接种箱和接种室。在进行操作前需将灭菌后的培养基以及接种用的酒精灯、工具等，放到接种场所，然后采用物理或化学方法进行环境处理。

①净化工作台  操作前用75％的酒精棉球擦拭台面，然后打开紫外线灯照射消毒，并打开风机吹20～30min，将台面上含有杂菌的空气排除，保持台面处于无菌状态。
②接种箱  操作前按照每m3空间用10～14ml甲醛和5～10g高锰酸钾进行混合熏蒸，熏蒸时间不少于30min。或用市售气雾消毒剂进行熏蒸，每m3空间用4～5g。接种箱中如有紫外线灯时，同时打开。

③接种室  灭菌方法同接种箱。为避免药害，接种前可以喷洒甲醛用量1/2的氨水来中和残留的甲醛。

（3）手消毒  先用肥皂水洗手，再用75％的酒精棉球擦拭手表面。

（4）工具灭菌  点燃酒精灯，将接种工具在酒精灯外焰上充分灼烧，杀死工具表面附着的杂菌。工具灭菌后不得再接触台面。

（5）无菌操作（以转管为例）  左手拿一支母种和一支空白PDA培养基，右手拿灭菌后的接种构，将两个棉塞同时拔掉，夹在右手的无名指和小拇指、小拇指和掌根之间，不可将棉塞放到台面上。拔掉棉塞后，试管口要在酒精灯火焰上方3～5cm处，利用火焰封口，然后用接种构切取少量母种，迅速通过酒精灯火焰，放到空白培养基斜面中央，轻压以防止滑动。最后塞好棉塞。

（6）培养  将接种后的菌种放到适宜的环境条件下培养。培养环境要注意消毒，防止培养过程中杂菌侵染菌种。

（7）检查  培养过程中要经常检查菌丝生长情况，发现有杂菌污染的菌种要及时挑出。

在进行微生物分离纯化以及其它无菌操作时，要有责任心，培养自己的无菌意识，加强训练，提高熟练程度，降低污染率。
（三）菌种保藏技术
微生物菌种是宝贵的生物资源，对微生物学研究和微生物资源开发与利用具有非常重要的价值，因此菌种保藏是一项重要的微生物学基础工作，其基本任务是对已经获得的纯种微生物菌种进行收集、整理、鉴定、评价、保存和供应等工作，随着科技的进步和经济的发展，对微生物菌种资源的利用正在不断地扩大，菌种保藏工作便显得更加重要。
菌种是一个国家的重要生物资源，也是许多微生物工厂首要的生产资料。所以世界各国对微生物菌种的保藏都很重视，许多国家都成立了专门的菌种保藏机构。如美国典型培养物保藏中心（ATCC）和美国农业部菌种保藏中心（ARS），我国主要有中国典型培养物保藏中心（CTCCCAS）和中国农业微生物菌种保藏管理中心（ACCC）等。
1. 菌种保藏的目的
（1）在较长时间内保持菌种的生活能力。
（2）保持菌种在遗传、形态和生理上的稳定性，使菌种保持既有科学研究的价值，又有工业价值的特征。
（3）保持菌种的纯度，使其免受其它微生物（包括病毒）的侵染。
2. 菌种保藏的原理
菌种保藏的原理是采用低温、干燥、饥饿、缺氧等手段，降低微生物的新陈代谢，抑制其生命活动，使其处于休眠状态。
3. 菌种保藏的方法
采用低温、干燥、饥饿、缺氧等手段可以降低微生物的生物代谢能力，所以，菌种保藏的方法虽多，但都是根据这4个因素确定的。下列方法可根据实验室具体条件和微生物的特性灵活选用。
（1）斜面低温保藏法
将菌种接种在适宜的固体斜面培养基上，待微生物菌种充分生长后，用报纸或牛皮纸包扎好，贴好标签，移至1～5℃的冰箱中保藏。
保藏时间依微生物的种类而有不同。丝状真菌、放线菌以及有芽孢的细菌间隔4～6个月转接1次，酵母菌2个月，细菌最好每月转接1次。
此法是实验室和工厂菌种室常用的保藏法。优点是操作简单，使用方便，不需特殊设备。缺点是长期保藏时需要多次转接，容易退化变异。同时，多次转接污染杂菌的机会也会增加。
1培养基选择  保藏细菌时多用牛肉膏—蛋白胨培养基，保藏放线菌时多用高氏1号培养基，保藏丝状真菌时多用PDA培养基或完全培养基（葡萄糖20g，蛋白胨2g，酵母膏2g，硫酸镁0.5g，磷酸二氢钾0.46g，磷酸氢二钾1g，维生素B10.5毫g，琼脂20g，蒸馏水1000mL）。一般来说，菌种保藏适于用营养较为瘠薄的培养基，因为这样可以降低生物的代谢，从而延长每次转接之间的间隔时间。
2斜面长度  用于保藏菌种的培养基斜面要求适当短些，这样培养基厚一点，培养基中水分蒸发较少，可以保藏更长的时间。一般斜面长度占试管总长的1/3。
3培养物要有重复  这是防止菌种丧失的最有效的方法。一般每个菌株至少保藏3管。
4环境湿度  要防止冰箱中空气湿度过高而导致棉塞发霉。
5特殊菌种  对于某些对低温特别敏感的菌种，只能在较高的温度下保藏。如草菇菌种最好在10～15℃下保藏。
（2）液体石蜡保藏法
在培养好的斜面菌种或穿刺培养的菌种表面覆盖灭菌后的液体石蜡，以减少培养基中水分的蒸发和阻止氧气进入，从而达到长期保藏的目的。
将液体石蜡分装于三角瓶中，在0.11～0.14MPa（温度121～126℃）下灭菌30min，然后放在40℃温箱中，使水汽蒸发掉（由浑浊变澄清），备用。
将需要保藏的菌种，在适宜的培养基中培养，得到健壮的菌体或孢子。
在无菌条件下，用灭菌吸管吸取灭菌后的液体石蜡，注入长好菌的斜面上，其用量以高出斜面顶端1cm为准（图1. 4），使菌种与空气隔绝。将试管直立，置低温或室温下保藏。
此法实用而且效果好，保藏丝状真菌、放线菌和芽孢细菌2年以上不会死亡，酵母菌也可以保藏1～2年，一般无芽孢的细菌也可保藏1年以上。此法的优点是制作简单，不需特殊设备，而且不需经常转接。缺点是必须直立放置，所占空间较大，同时携带也不方便。转接后由于菌体表面带有石蜡，所以第1次转接后往往生长较差，需进行第2次转接。
要注意以下事项：
1为防止棉塞发霉，可以用消毒过的橡皮塞换掉棉塞。
2要在斜面露出液面时及时补充无菌石蜡。
3移接后灼烧接种钩（环）时培养物容易与残存石蜡一起飞溅，要特别注意安全。
（3）滤纸保藏法
将微生物的孢子吸附在滤纸上，干燥后进行保藏的方法，称为滤纸保藏法。
将滤纸剪成0.5×1.2cm的小纸条，装入0.6×8cm小试管中，加上棉塞，在0.11~0.14MPa（温度121~126℃）下灭菌30min，备用。
收集孢子，使孢子吸附在灭菌后的滤纸条上，重新放入试管中，塞好棉塞后放在干燥器中干燥1~2d，除去滤纸条上多余的水分（保存滤纸条的合适含水量为2%），试管上部用火熔封，贴好标签，放在冰箱中保藏。
丝状真菌、酵母、放线菌、细菌均可采用此法保藏，可保藏2年以上。辛登（Singden.J.w）于1932年在滤纸上保藏的双孢菇孢子，到1968年检查时，仍有活力。此法较液氮超低温保藏法、真空冷冻干燥保藏法简便易行，不需特殊设备。
（4）砂土管保藏法
取干净河沙加入10%稀盐酸，加热煮沸30min，以去除其中的有机质。倒去盐酸后用自来水冲洗至中性，烘干，用40目筛除去粗颗粒后，装入1×10cm的小试管中，每管装1g，加棉塞后灭菌，烘干。制备孢子悬浮液，每管中加0.5mL（一般以刚刚使砂土湿润为止）孢子液，以接种针搅拌均匀。然后移至真空干燥器中，用真空泵抽干水分，抽干时间越短越好。
随机抽取一管进行培养检查，如果微生物生长良好而且没有杂菌生长，则可熔封管口，放入冰箱或室内干燥处保存。

此法适用于能够产生孢子的微生物如真菌或放线菌，对于不产生孢子的效果不佳。一般可保藏2年以上而不会失去活力。

（5）液氮超低温保藏法
液氮保藏法是目前保存微生物菌种最可靠的方法，多数国家级菌种保藏单位都采用此法。
1准备安培管  用于液氮保藏的安培管，要求能耐受温度突然变化而不致破裂，因此，需要采用硼硅酸盐玻璃制造的安培管。安培管的大小通常使用75×10mm的安培瓶。
2加保护剂与灭菌  保存细菌、酵母菌或霉菌孢子等容易分散的细胞时，则将空安培管塞上棉塞，在压力0.11MPa，温度121℃条件下灭菌15min；若保存霉菌菌丝体则需在安培管内预先加入保护剂，如10%的甘油蒸馏水溶液或10%二甲亚砜蒸馏水溶液，加入量以能浸没以后加入的菌种块为限，而后再进行高压灭菌。
3接入菌种  将菌种用10%的甘油蒸馏水溶液制成菌悬液，装入已灭菌的安培管；霉菌菌丝体则可用灭菌打孔器，从平板内切取菌落圆块，放入含有保护剂的安培管内，然后用火焰熔封。浸入水中检查有无漏洞。
4冻结  再将已封口的安培管以每分钟下降1℃的慢速冻结至－30℃。若细胞急剧冷冻，则在细胞内会形成冰的结晶，因而降低存活率。
5保藏  经冻结至－30℃ 的安培管立即放入液氮冷冻保藏器的小圆筒内，然后再将小圆筒放入液氮保藏器内。液氮保藏器内的气相为－150℃，液态氮为－196℃。
6恢复培养  保藏的菌种需要用时，将安培管取出，立即放入38～40℃的水浴中进行急剧解冻，直到全部融化为止。再打开安培管，将内容物移到适宜的培养基上培养。
此法除了适宜于一般微生物的保藏外，对于一些用冷冻干燥法都难以保藏的微生物如支原体、衣原体、氢细菌、难以形成孢子的霉菌、噬菌体及动物细胞都可长期保藏，而且不易发生变异。缺点是需要特殊设备。
（6）真空冷冻干燥保藏法
1准备安培管  用于真空冷冻菌种保藏的安培管宜采用中性玻璃制造，形状可用长颈球形底的，亦称泪滴型安培管。大小要求外径6～7.5mm，长105 mm，球部直径9～11 mm，壁厚0.6～1.2 mm，也可用没有球部的管状安培管。塞好棉塞，在压力0.11MPa，温度121℃条件下灭菌30min后备用。
2准备菌种  用真空冷冻干燥法保藏的菌种保藏期可长达几年甚至几十年，为了不出现差错，所用菌种纯度要高，而且菌龄要适宜。细菌和酵母菌的菌龄要求超过对数生长期，若用对数生长期的菌种进行保藏，其存活期反而降低。一般细菌的菌龄要求24～48h；酵母菌为3d；形成孢子的微生物则宜保藏孢子；放线菌和丝状真菌菌龄为7～10d。
3制备菌悬液与分装  以细菌斜面为例，用脱脂牛乳2mL左右加入试管中，制成浓菌液，每支安培管分装0.2mL。
4冷冻  冷冻干燥器有成套的装置出售，但价格昂贵。此处介绍的是简易的方法与装置，可达到同样的目的。
将分装好的安培管放低温冰箱中冻结，无低温冰箱可用冷冻剂如干冰（固体CO2）酒精液或干冰丙酮液，温度可达－70℃。将安培管插入冷冻剂，只需冷冻几分钟，即可使悬液结冰。
5真空干燥  为在真空干燥时使样品保持冻结状态，需准备冷冻槽，槽内放碎冰和食盐，混合均匀，可冷至－15℃。安培瓶冷冻槽的干燥瓶内。
6抽气  一般若在30min内能达到93.3Pa（0.7mmHg）真空度时，则干燥物不致溶化，以后继续抽气，几小时内，肉眼可观察到被干燥物以趋干燥，一般抽到真空度26.7Pa（0.2mmHg），保持压力6~7h即可。
7封口  抽真空干燥后，取出安培瓶，接在封口用的玻璃管上，可用L形五通管继续抽气，约10min即可达到26.7Pa（0.2mmHg）。于真空状态下，以煤气喷灯的细火焰在安培管颈中央进行封口。封口以后，保存于冰箱或室温暗处。
此法为菌种保藏方法中最有效的方法之一，对一般生活力强的微生物及其孢子都适用，即使对一些很难保存的致病菌，如脑膜炎球与淋病球菌等亦能保存。此法适用于菌种的长期保存，一般可保存数年至几十年。缺点是设备和操作都比较复杂。
三、玻璃器皿的清冼
清洁的玻璃器皿是得到正确实验结果的先决条件。进行微生物学实验，必须清除器皿上的灰尘、油垢和无机盐等物质，保证不防碍实验的结果。玻璃器皿的清洗应根据实验目的、器皿的种类、盛放的物品、洗涤剂的类别和洁净程度等不同而有所不同。
（一）各种玻璃器皿的洗涤方法：
1. 新玻璃器皿的洗涤  新购置的玻璃器皿含游离碱较多，应先在2%的盐酸溶液或洗涤液内浸泡数小时，然后再用清水冲洗干净。
2. 使用过的玻璃器皿的洗涤方法  试管、培养皿、三角瓶、烧杯等可用试管刷、瓶刷或海绵沾上肥皂、洗衣粉或去粉等洗涤剂刷洗，以除去粘附在皿壁上的灰尘或污垢，然后用自来水充分冲洗干净。热的肥皂水去污能力更强，能有效地洗去器皿上的油垢。用去污粉或洗衣粉刷洗之后较难冲洗干净附在器壁上的微小粒子，故要用水多次冲洗或用稀盐酸溶液摇洗一次，再用水冲洗，然后倒置于铁丝框内或洗涤架上，在室内晾干。
含有琼脂培养基的玻璃器皿，要先刮去培养基，然后洗涤。如果琼脂培养基已经干涸，可将器皿放在水中蒸煮，使琼脂溶化后趁热倒出，然后用清水洗涤，并用刷子刷其内壁，以除去壁上的灰尘或污垢。带菌的器皿洗涤前应先在2%来苏尔或0.25%新洁尔灭消毒液内浸泡24h，或煮沸0.5h，再用清水洗涤。带菌的培养物应先行高压蒸汽灭菌，然后将培养物倒去，再进行洗涤。盛有液体或固体培养物的器皿，应先将培养物倒在废液缸中，然后洗涤。不要将培养物直接倒入洗涤槽，否则会阻塞下水道。
玻璃器皿是否洗涤干净，洗涤后若水能在内壁均匀分布成一薄层而不出现水珠，表示油垢完全洗净，若器皿壁上挂有水珠，应用洗涤液浸泡数h，然后再用自来水冲洗干净。盛放一般培养基用的器皿经上法洗涤后即可使用。如果器皿要盛放精确配制的化学试剂或药品，则在用自来水洗涤后，还需用蒸馏水淋洗3次，晾干或烘干后备用。
3. 玻璃吸管  吸过血液、血清、糖溶液或染料溶液等的玻璃吸管（包括毛细吸管），使用后应立即投入盛有自来水的量筒或标本瓶内，免得干燥后难以冲洗干净。量筒或标本瓶底部应垫以脱脂棉花，否则吸管投入时容易破损。待实验完毕，再集中冲洗。若吸管顶部塞有棉花，则冲洗前先将吸管尖端与装在水龙头上的橡皮管连接，用水将棉花冲出，然后再装入吸管自动洗涤器内冲洗，没有吸管自动洗涤器时用蒸馏水淋洗。洗干净后，放搪瓷盘中晾干，若要加速干燥，可放烘箱内烘干。
吸过含有微生物的吸管亦应立即投入盛有2%来苏尔溶液0.25%新洁尔灭消毒液的量筒或标本瓶内，24h后方可取出冲洗。
吸管内壁若有油垢，同样应先在洗涤液内浸泡数h，然后再冲洗。
4. 载玻片与盖玻片的清洗  新载玻片和盖玻片应先在2%的盐酸溶液中浸泡1h，然后用自来水冲洗2~3次，用蒸馏水换洗2~3次，洗后烘干冷却或浸于95%酒精中保存备用。
用过的载玻片与盖玻片如滴有香柏油，要先用皱纹纸擦去或浸在二甲苯内摇晃几次，使油垢溶解，再在肥皂水中煮沸5~10min，用软布或脱脂棉花擦拭，立即用自来水冲洗，然后在稀洗涤液中浸泡0.5~2h，白开水冲去洗涤剂液，最后再用蒸馏水换洗数次，待干后浸于95%酒精中保存备用。使用时在火焰上烧去酒精。用此法洗涤和保存的载玻片和盖玻片清洁透亮，没有水珠。
检查过活菌的载玻片或盖玻片应在2%来苏尔溶液或0.25%的新洁尔灭溶液中浸泡24h，然后按上述方法洗涤与保存。
（二）洗涤剂的种类及应用
1. 水  水是最主要的洗涤剂，但只能洗去可溶解在水中的沾染物，不溶于水的污物如油、蜡等，必须用其它方法处理以后，再用水洗。要求比较洁净的器皿，清水洗过之后再用蒸馏水洗。
2. 肥皂  肥皂是很好的去污剂。一般肥皂的碱性并不十分强，不会损伤器皿和皮肤，所以洗涤时常用肥皂。使用方法多用湿刷子（试管刷、瓶刷）沾肥皂刷洗容器，再用水洗去肥皂。热的肥皂水（5%）去污能力更强，洗器皿上的油脂很有效。油脂很重的器皿，应先先用纸将油层擦去，然后用肥皂水洗，洗时还可以加热煮沸。
3. 去污粉  去污粉内含有碳酸钠、碳酸镁等，有起泡沫和除油污的作用，有时也加些食盐、硼砂等，以增加摩擦作用。用时将器皿润湿，将去污粉涂在污点上，用布或刷子擦拭，再用水洗去去污粉。一般玻璃器皿、搪瓷器皿等都可以使用去污粉。
4. 洗衣粉  目前我国生产的洗衣粉主要成分是烷基苯磺酸钠，为阴离子表面活性剂。在水中能解离成带有憎水基的阴离子。其去污能力主要是由于在水溶液中能降低水的表面张力，并发生润湿、乳化、分散和起泡等作用。洗衣粉去污能力强，特别能有效地去除油污。用洗衣粉擦拭过的玻璃器皿要充分用自来水漂洗 ，以除净残存的微粒。
5. 洗涤液  通常用的洗涤液是重铬酸钾（或重铬酸钠）的硫酸溶液，是一种强氧化剂，去污能力很强，实验室常用它来洗去玻璃和瓷质器皿上的有机物质。切不可用于金属器皿。
（1）配制 

洗涤液的配方一般分浓配方和稀配方两种，可按下列配方来配制：
浓配方：重铬酸钾（工业用） 40.0g

        蒸馏水             160.0mL

        浓硫酸（粗）       800.0mL

稀配方：重铬酸钾（工业用） 50.0g

        蒸馏水             850.0mL

        浓硫酸（粗）       100.0mL

配制方法是将重铬酸钾溶解在蒸馏水中（可加热），待冷却后，再慢慢地加入硫酸，边加边搅动。配好后存放备用。此液可用很多次，每次用后倒回原瓶中储存，直至溶液变成青褐色时才失去效用。
（2）原理 

重铬酸钾或重铬酸钠与硫酸作用后形成铬酸（chromic acid），铬酸的氧化能力极强，因而此液具有极强的去污作用。
（3）注意事项 

① 盛洗涤液的容器应始终加盖，以防氧化变质。玻璃器皿投入洗涤剂之前要尽量干燥，避免洗涤液稀释。如要加快速度，可将洗涤液加热至45~50℃进行洗涤。
② 器皿上有大量的有机质时，不可直接加洗涤液，应尽可能先行清除，再用洗涤液，否则会使洗涤液很快失效。
③ 用洗涤液洗过的器皿，应立即用水冲至无色为止。
④ 洗涤液有强腐蚀性，溅在桌椅上，应立即用水洗或用湿布擦去。皮肤及衣服上沾有洗涤液，应立即用水洗，然后用苏打（碳酸钠）水或氨液洗。
⑤ 洗涤液仅限于玻璃和瓷质器皿的清洗，不适于金属和塑料器皿。
（三）注意事项
1. 任何方法，都不应对玻璃器皿有所损伤。所以不能使用对玻璃有腐蚀作用的化学药剂，也不能使用较玻璃硬度大的物品来擦拭玻璃器皿。
2. 用过的器皿应立即洗涤，有时放置时间太久会增加洗涤的困难，随时洗涤还可以提高器皿的使用率。
3. 含有对人有传染性的或者是属于植物检疫范围内的微生物的试管、培养皿及其它容器，应先浸在消毒液内或蒸煮灭菌后再进行洗涤。
4. 盛过有毒物品的器皿，不要与其它器皿放在一起。
5. 难洗涤的器皿不要和易洗涤的器皿放在一起，以免增加洗涤的麻烦。有油污的器皿不要与无油污的器皿混在一起，否则会使本来无油的器皿沾上了油污，浪费药剂和时间。
6. 强酸强碱及其它氧化物和有挥发性的有毒物品，都不能倒在洗涤槽内，必须倒在废液缸内。
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图1.4 液体石蜡覆盖保藏法�
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