实验四  细菌的革兰氏染色与芽孢染色

一、目的要求
1. 学习并初步掌握细菌的革兰氏染色法。

2. 了解革兰氏染色法的原理及其在细菌分类鉴定中的重要性。

二、实验材料
1. 菌种：金黄色葡萄球菌（StapHylococcus aureus）大肠杆菌（E.coli）

2. 试剂：草酸铵结晶紫、路哥氏碘液、95%乙醇、番红液

3. 其他：显微镜、载玻片、接种环、酒精灯、无菌水、香柏油、二甲苯等。

三、实验原理

革兰氏染色法是细菌学中最重要的鉴别染色法。是1884年由丹麦病理学家Christain Gram创立的。通过革兰氏染色可把细菌区分为两大类。
革兰氏染色的基本步骤：先用结晶紫初染、次经碘液媒染、再用95%乙醇脱色、最后用蕃红复染。经过此法染色后，细胞保留初染剂蓝紫色的细菌为革兰氏阳性菌；如果细胞染上复染的红色的细菌为革兰氏阴性菌。大肠杆菌是标准的革兰氏阴性菌，金黄色葡萄球菌是标准的革兰氏阳性菌。

革兰氏染色的机理，与细菌细胞壁的化学组成和结构有关。经结晶紫初染以后，所有的细菌都被染成蓝紫色。碘作为媒染剂，它能与结晶紫结合形成复合物，从而增强了染料与细菌的结合力。当用乙醇脱色时，两类细菌的脱色效果是不同的，革兰氏阳性细菌的细胞壁主要由肽聚糖形成的网状结构组成、壁厚、类脂含量低，用乙醇脱色处理时细胞壁脱水、使肽聚糖层的网状结构孔径缩小，透性降低，从而使结晶紫-碘的复合物不易被洗脱而保留在细胞内；革兰氏阴性细菌的细胞壁中肽聚糖层在内层且较薄、类脂含量高，所以当脱色处理时，类脂被乙醇溶解、细胞壁透性增加，使结晶紫-碘的复合物被洗脱出来。用蕃红复染时染上红色。

四、操作步骤
1. 细菌的活化：将细菌接种营养琼脂斜面，培养约24h。

2. 制片：取菌种培养物常规涂片、干燥、固定。

3. 初染：于制片上滴加结晶紫染液，染色1min后，用水洗去剩余染料。

4. 媒染：用碘液冲去残水，并用碘液覆盖约1min，水洗。

5. 脱色：用滤纸吸去玻片上的残水，将玻片倾斜，在白色背景下，直接用95%乙醇从载玻片上端冲洗脱色，直到流下的酒精无明显的紫色时，立即水洗。酒精的浓度、用量及涂片厚度都会影响脱色速度。脱色是革兰氏染色中最关键的一步。

6. 复染：滴加番红液，染色2min，水洗。

7. 用滤纸吸干，油镜镜检。

五、注意事项
为了保证革兰氏染色结果的正确性，制片过程中要注意：要选用活跃生长的幼培养物作革兰氏染色，涂片不宜过厚，火焰固定不宜过热，脱色时间的控制。另外，可选用标准的革兰氏阳性菌和革兰氏阴性菌和未知菌一起混合涂片和染色。
六、实验内容
1. 分别对金黄色葡萄球菌和大肠杆菌进行革兰氏染色

2. 对上述两种菌进行混合涂片，再进行革兰氏染色。

七、实验报告

1. 图示所观察到的菌体细胞的形态与革兰氏染色结果；

2. 为什么革兰氏染色所用细菌的菌龄一般不能超过24小时？

3. 在下表中依次填入革兰氏染色所用染料的名称，并填上革兰氏阳性和革兰氏阴性菌在每步染色后菌体所呈的颜色。在不影响革兰氏反应的前提下，哪一步可被省略？

	步骤
	所用染料
	菌体所呈颜色

	
	
	革兰氏阳性菌
	革兰氏阴性菌

	1
	
	
	

	2
	
	
	

	3
	
	
	

	4
	
	
	


4. 当你对一株未知菌进行革兰氏染色时，怎样才能确保你的操作正确、结果可靠？

附录：细菌的芽孢染色

一、目的要求

学习芽孢染色的原理和方法

二、实验材料

1. 菌种：枯草芽孢杆菌，肉汁斜面培养24h；

2. 染料：5%孔雀绿水溶液、0.5%蕃红水溶液
3. 其他：显微镜、载玻片、接种环、香柏油、二甲苯等。

三、实验原理

芽孢又叫内生孢子，是某些细菌生长到一定阶段在菌体内形成的休眠体，通常呈圆形或椭圆形。细菌能否形成芽孢以及芽孢的形状、位置，芽孢囊是否膨大等特征都是鉴定细菌的依据。由于芽孢壁厚、透性差、不易着色。当用结晶紫单染色时，菌体呈紫色，芽孢是无色透明。

芽孢染色法是根据细菌的芽孢和菌体对染料的亲和力不同的原理，用不同的染料进行染色，使芽孢和菌体呈不同的颜色而便于区别。芽孢壁厚，透性低，着色、脱色均较困难，当用弱碱性染料孔雀绿在加热的情况下进行染色时，此染料可以进入菌体及芽孢使其着色，进入菌体的染料可经水洗脱色，而进入芽孢的染料则难以透出。若再用番红复染，则菌体呈红色而芽孢呈绿色。

四、操作步骤

1. 制备菌悬液 加1~2滴水于小试管中，用接种环挑取2~3环菌苔于试管中，搅拌均匀，制成浓的菌悬液。

2. 染色 加2~3滴孔雀绿于小试管中，并使其与菌液混合均匀，然后将试管置于沸水浴的烧杯中，加热染色15~20min。

3. 涂片固定 用接种环取试管底部菌液数环于干净载玻片上，涂成薄膜，然后将涂片通过火焰3次温热固定。

4. 脱色 水洗，直至流出的水无绿色为止。

5. 复染 用蕃红染液染色2~3min，倾去染液并用滤纸吸干残液。

6. 镜检 干燥后用油镜观察，芽孢呈绿色，芽孢囊和营养细胞为红色。

注意：所用菌种应掌握菌龄，以大部分细菌已形成芽孢为宜；取菌不宜太少。
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