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  无论在地表水环境质量评价还是在医院污水
综合排放标准中, 大肠菌群都是一项很重要的指

标。在对大肠菌群测定过程中,革兰氏染色又是一

步很重要的鉴定阶段,革兰氏染色的正确性直接关

系到能否正确判断该菌落是不是大肠菌群,而革兰

氏染色正是一门难以掌握的最基本的细菌学实验

技术。现通过纯培养一株大肠杆菌 ( Escherchia

coli)并进行多种条件下的革兰氏染色, 以观察革兰

氏染色受哪些因素影响。

1  材料
111  大肠杆菌

大肠杆菌是大肠菌群中很重要也很有代表性

的 1种。在某次大肠菌群测定过程中, 选取伊红美

蓝琼脂培养基上不同的典型菌落, 按照方心芳著的

5应用微生物学实验法6中大肠菌群细菌分离法得
到具有甲基红试验阳性、V. P 试验阴性、发酵柠檬

酸盐阴性、脲酸试验阴性等特征的一株大肠杆菌。

112  枯草芽孢杆菌( Bacillus subitilis)

枯草芽孢杆菌从四川大学生物工程系购得。

它是革兰氏阳性菌, 作为大肠杆菌的对照菌。

2  方法和结果

211  不同培养时间(菌龄)的比较
分别取在营养琼脂培养基上已培养 16 h、

24 h、32 h以上的大肠杆菌和枯草芽孢杆菌进行革

兰氏染色。

16 h 和 24 h的大肠杆菌和枯草芽孢杆菌革兰

氏染色均能得到正确结果, 但 32 h 以上的枯草芽

孢杆菌有 1313%出现阴性结果。出现阴性反应的
枯草芽孢杆菌同时发现其有很多菌体已不呈典型

杆状,显然由于培养时间过长,枯草芽孢杆菌(阳性

菌)或已死亡或部分菌自行溶解, 造成细胞壁通透

性增大而呈假阴性。因此,在对大肠菌群测定时,

细菌在伊红美蓝琼脂培养基上培养时间不宜超过

24 h, 以免阳性菌呈现假阴性, 干扰革兰氏染色的

正确性。

212  涂片时细菌的堆积密度
用直径 3 mm 的接种环分别挑起培养 24 h 的

大肠杆菌和枯草芽孢杆菌满环、半环、甚至更少量

涂片,使细菌在生理盐水中的堆积密度由浓厚到均

匀分散渐变, 作革兰氏染色观察。

涂片中生理盐水内细菌浓厚时,菌体明显堆积

在一起,甚至仍残留结晶紫, 因而无论大肠杆菌还

是枯草芽孢杆菌, 凡密集成堆的常常呈阳性反应,

而均匀分散的大肠杆菌和枯草芽孢杆菌都能得到

正确结果。因此,测定时应以分散开的细菌革兰氏

染色反应为准。

213  媒染时间
将培养 24 h的大肠杆菌和枯草芽孢杆菌革兰

氏染色, 用碘作媒染剂, 覆盖时间由 30 s、1 min、

2 min 渐变, 结果列表 1。

表 1  不同媒染时间的染色正确率

媒染时间 30 s 1 m in 2 min

枯草芽孢杆菌正确率/ % 95 100 100

大肠杆菌正确率/ % 100 98 92

由表 1可看出, 媒染时间过短, 不利于初染液

结晶紫与细胞的结合,因而可能造成阳性菌呈阴性

结果; 反之, 媒染时间过长, 容易使阴性菌呈假阳

性。媒染时间应控制在 1 min为宜。

214  酒精脱色程度
将培养 24 h的大肠杆菌和枯草芽孢杆菌革兰

氏染色, 酒精脱色时间从 20 s到 (下转第 42页)
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2M

H 4PEyxu
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将( 2)、( 3)式代入( 1)式得:

C( x , B )
C ( x , 0) = 2exp(-

uB
2

4Eyx
) = 90% (4)

对(4)式求解得: x = 01313 uB
2

Ey
(5)

对非持久性污染物, 控制断面距排污口的距离

计算如下:
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将( 6)、( 7)式代入( 1)式得:

C( x , B )
C ( x , 0)

= 2exp(-
uB

2

4Eyx
) = 90% (8)

对( 8)式求解得:

x = 01313 uB
2
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(9)

各式中:

x ) ) ) 控制断面距排污口的距离, m;

u ) ) ) 河流的平均流速, m/ s;

B ) ) ) 河流平均宽度, m;

Ey ) ) ) 横向混合系数, m2/ s。

  根据上述计算可知, 控制断面的位置与河流平

均宽度、河流平均流速及横向混合系数有关, 而与

污染物的性质无关。不论是持久性污染物还是非

持久性污染物, 其控制断面距排污口的距离皆可按

下式进行计算:

x = 01313 uB
2

Ey

2  对河流监测断面设置的几点建议

211  在作为环境监测人员工作依据的5水和废水

监测分析方法6及5环境监测质量保证手册6等书

中,有关监测断面设置的规定过于笼统, 给实际工

作带来无所适从的困惑。建议有关部门组织科研

力量,研究出各种典型水文条件下,河流监测断面

设置的计算方法。同时,对于计算过程中涉及的河

流水文参数, 给出相应的测量规范。

212  在环境监测人员合格证考核中,适当增加监

测布点方面内容的比重。除进行理论考核外,还要

进行现场水文测验能力及现场监测断面设置能力

的考核, 进而起到对各级环境监测站从宏观上实施

调控作用。

213  要准确地掌握河流水质时空分布规律, 准确

合理地设置监测断面,必须具备相关的水文参数的

测验能力。因此,基层环境监测站在人员构成和仪

器设备配置等方面, 应不断调整与完善, 尽快从单

一的污染物浓度监测阶段过渡到浓度监测和水文

测验相结合的复合型监测阶段。
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(上接第 36页) 1 min渐变, 以观察脱色程序对革

兰氏染色的影响,结果列表 2。

表 2 不同脱色时间的染色正确率

酒精脱色时间 t / s 20 30 40 60

枯草芽孢杆菌正确率/ % 100 100 90 58

大肠杆菌正确率/ % 95 100 100 100

由表 2 可看出,酒精脱色程度不够, 阴性菌可

被染为阳性菌; 脱色过度, 阳性菌易呈阴性结果。

虽然只差 10 s、20 s, 但染色结果可截然不同。因

此,革兰氏染色,一定要严格控制酒精脱色时间,一

般以 25 s~ 30 s为宜。

通过以上实验,可以认为菌龄、细菌密集程度、

媒染时间、酒精脱色程度等会影响大肠菌群革兰氏

染色的正确性。在对大肠菌群测定时,细菌在伊红

美蓝琼脂培养基上培养时间不宜超过 24 h;涂片时

应以分散开的细菌染色为准; 碘媒染时间以 1 min

为宜;酒精脱色程度是革兰氏染色的关键, 脱色时

间应严格控制在 25 s~ 30 s 之间。为进一步确证

染色技术正确, 建议在同一载玻片上,一端涂布未

知菌,另一端涂布已培养 24 h 的枯草芽孢杆菌和

大肠杆菌(已知)的混合菌,然后同片染色, 如果混

合菌能分辨出阳性菌和阴性菌,则也能肯定未知菌

革兰氏染色的正确。
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