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[摘要 ] 荚膜是细菌的重要附属物,细菌有无荚膜以及荚膜物质厚度和化学组成是其重要特征之一.染色和

观察荚膜形态是微生物研究中的基本技能,但荚膜的低折光性与亲和染料能力差等特性,使其不易着色, 制作

一张好的荚膜染色玻片需要正确的染色方法和一定的熟练程度. 胶质芽孢杆菌 ( Bac illu s mu cilag inosu s)以其肥

厚荚膜为显著特征,该菌的许多有益特性都与其产生肥厚荚膜有密切关系.本文以该菌为试验对象,尝试采用 7

种负染方法对荚膜进行染色.结果表明: 7种染色方法中, 墨汁染色法和刚果红盐酸染色法简便快速且效果较

好;对刚果红盐酸染色法进行了改进,使染色效果更为理想,该方法值得推广.
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Abstract: The capsu le is an important kind o f bacterial attachm ent. The ex istence, th ickness and chem i

ca l constituents o f the capsu le a re important characters o f bacter ia. Capsu le sta in ing and observ ing are

basic skills in bacte rial certification. It needs proper sta ining me thods and pro fic iency to m ake sta in ing

slide o f capsule better, because the capsule has low refraction and low affinity w ith dyes. Bacillus muci

lag inosus is character ized by its abundant capsu le, and m ost useful pe rform ances o f the bacte ria relate to

its capsu les. W e stud ied seven m ethods o f nega tive sta in ing of bac terial capsule and compared their ad

vantages and w eaknesses. The resu lts show ed that the ink staining m ethod and Congo red /hydroch lo ric

acid sta in ingm ethod are simp le and convenient as w e ll as fast and effective; the im proved Congo red /hy

droch lo ric acid sta in ing m ethod m akes the stainingm ore pe rfect, and th is m ethod is w orthy o f popular iza

tion in the related lab.
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0 引言

荚膜是由某些细菌在一定营养条件下形成,并分泌于细胞壁外具有一定厚度的稳定的粘液状物质.荚

膜的大小往往超过菌体细胞本身,有时荚膜不仅围绕着一个细胞, 且围绕着许多细胞而形成菌胶团. 荚膜

的主要化学成分是多糖类物质
[ 1 ]
,在高 C /N的培养基上, 容易形成较肥厚的荚膜. 对细菌而言,有无荚膜、

荚膜物质的组成和厚度是其重要特征之一.正确的染色和观察荚膜是微生物研究中的常规技术.荚膜的折

光性低,与染料的亲和性差,不易着色,但荚膜渗透性较好, 染料可透过荚膜, 使菌体着色而在菌体周围呈
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现一浅色或无色透明圈.实验室常见方法是用碳素墨水对产荚膜菌进行负染色 (又称背景染色 ), 从而把

荚膜衬托出来,再用光学显微镜观察它的存在.由于荚膜的含水量高, 具有粘稠性, 容易变形,如果操作不

当 (如: 热固定或涂片太剧烈 )或染色方法不好往往得不到理想的染色效果.

胶质芽胞杆菌 (Bacillusmucilag inosus)又名硅酸盐细菌,在无氮培养基中可产生大荚膜,细胞大小为 4

~ 7 m  1~ 1 2 m,革兰氏染色阴性,荚膜厚, 有时比菌体大 10倍以上, 有 2~ 4层,芽胞为椭圆形
[ 2, 3 ]

.

它能分解原始的仅由硅酸盐和铝硅酸盐组成的岩石矿物, 不仅具有溶磷、解钾和释硅的作用,亦有固氮能

力
[ 4]
.国内外学者对该菌的鉴定特征、解钾解磷能力及其机理以及在生物冶金、生物肥料、净化污水、饲料

工业及陶瓷工业等方面做了大量研究
[ 3 7]

.多数学者认为该菌的许多有益特性与其产生肥厚的荚膜有密切

关系. 对胶质芽胞杆菌的荚膜染色常采用墨汁染色法, 但这需要一定摸索和经验才能达到较好的效果,本

文以胶质芽孢杆菌为试验菌种,比较了 7种荚膜染色方法的效果, 提出一种改进的荚膜染色法.

1 材料与方法

1 1 实验材料

1 1 1 菌种及培养

胶质芽孢杆菌 HTK01,由本实验室提供.采用硅酸盐细菌无氮培养基
[ 3]
培养.

1 1 2 染液配制

碳素墨汁 (上海墨水厂生产 )、6%葡萄糖水溶液、1%亚甲蓝氯化物水溶液
[ 8]
、无水甲醇、1%结晶紫氯

化物
[ 9]
、20% CuSO4 ! 5H 2O、刚果红染液

[ 1]
、石炭酸复红染液

[ 1]
、1% HC l等.

1 2 实验方法

几种实验方法和步骤见表 1:

表 1 7种荚膜染色方法及步骤

Table 1 P rocedures of seven nega tive sta iningm ethods of the capsule o fB. mucilag inosus

染色方法 第一步 第二步 第三步 第四步 第五步 第六步 第七步 第八步

A:湿墨水法

[Dugid

1951] [ 8, 9]

加 1滴墨汁

于洁净玻片

上

挑少量菌苔

与之充分混

合

放一清洁盖

玻片于混合

液上

在盖玻片上

放 1张吸墨

纸

向下轻压挤

成薄膜

多余材料用

吸墨纸吸收
镜检

B:干墨水法

[ Bu tt 等

1936] [ 8, 9]

加 1滴 6%
葡萄糖液于

载玻片上

挑少量菌苔
于液体中使

之呈稀薄悬

浮液

加 1滴墨汁
与悬浮液混

合均匀

将另一载玻
片放在原载

玻片上对齐

轻推, 使混
合液铺展成

薄膜,风干

用无水甲醇
固定 1 m in,

冲洗, 不吸

干

用 1% 亚甲
蓝氯化物水

溶液复染 1

~ 2m in

冲洗,风干,

镜检

C: Anthony

荚膜 染 色

法 [ 8]

加 1滴无菌

水于载玻片

上

挑少量菌苔

涂成较厚层
风干

1% 结晶紫

水 溶 液 染

2m in

20%硫酸铜

冲洗

吸 水 纸 吸

干,立即加 1

~ 2滴香柏

油于涂片处

镜检

D:石炭酸复
红墨 汁 法

一 [ 1, 10]

加 1滴无菌

水于载玻片

上

取少量菌苔

与之涂成薄

层, 自然干

燥

石炭酸复红

染 1m in
水洗,风干

在载玻片的

一端加 1滴

墨汁

用另一块玻

片将墨汁推

成一薄层

风干 镜检

E:石炭酸复

红墨 汁 法

二 [ 1, 10]

加 1滴石炭

酸复红染液

于载玻片上

取少许菌苔

与之混合,

染 色 约 1
m in

加 1滴墨汁
用另一块玻

片将三者推

成一薄层

风干 镜检

F:刚果红盐

酸负 染 色

法 [ 1]

挑取少许菌

苔制成菌悬

液

滴刚果红染

液 1 ~ 2滴

于载玻片

加同体积菌

悬液, 混匀

涂成薄层

风干 用 1%HC l

冲洗,吸干
再次风干 镜检

G:方法 F的

改进: 刚果

红负染色法

挑取少许菌

苔制成菌悬

液

取洁净载玻

片划直径为

2 05 cm 的

圆圈

各 取 0 01

mL 刚果红

染液和菌悬

液于圆圈内

混 合 液 混

匀, 均匀涂

满圆圈

风干, 不加

热固定 镜检
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2 结果与讨论

按以上实验步骤对胶质芽孢杆菌菌龄为 4~ 5 d的试管菌种进行染色,现对结果描述和比较如下:

墨汁染色法为荚膜染色常用方法,方法 A的 400倍光镜镜检表明 (图 1) ,背景黑色,菌体有折光性,在

其周围呈现一透明圈即荚膜,荚膜不着色且边缘不清晰, 易粘连在一起.方法 B是在墨汁染色法基础上增

加阳离子染料使菌体着色,结果为荚膜无色,本底暗,细胞蓝色,用 6%葡萄糖水溶液可使荚膜细胞周围出

现较大透明区,但方法 B的 400倍光镜镜检表明 (图 2) ,此方法在用无水甲醇固定时不易使墨汁固定,再

用亚甲蓝氯化物水溶液复染时,易使菌体染成蓝色,而荚膜颜色比细胞浅,本底易成淡蓝色,荚膜周围出现

的透明区变大.

方法 C采用结晶紫染色, 染色迅速,着色深,菌体呈紫色, 400倍光镜镜检表明 (图 3), 菌体成蓝紫色,

荚膜呈无色至淡紫色,本底深紫色,荚膜清晰可见. 方法 D采用石炭酸复红墨汁法, 石炭酸复红着色快,时

间短, 菌体呈红色,采用墨汁作为暗本底, 荚膜清晰可见. 400倍光镜镜检表明 (图 4), 背景黑色,菌体红

色,菌体外包一层透明圈即为荚膜,因荚膜透光性强,菌体较难见, 且墨汁易掩盖荚膜外围区域,使荚膜直

径变小.

方法 E和 D实验材料相同, 只是操作步骤有所差异. 400和 1 000倍光镜镜检表明 (图 5a~ b),在黑色

背景下,菌体为石炭酸复红所染,呈红色, 而荚膜无色透明,需放大至 1 000倍才可见其略显淡红色. 方法 F

采用刚果红酸性染料, 不易使菌体着色, 亦不易使荚膜着色, 而死菌可被染色, 故该法可以区分死活菌.

1 000倍光镜镜检表明 (图 6a), 菌体无色, 背景呈蓝色,荚膜清晰可见.刚果红经 1%盐酸处理后呈蓝色,可

使图片对比度更清晰,但增加操作程序,并易使涂片本底被冲破,影响观察效果, 故可省略 (图 6b) .在方法

F的基础上,作者进行了部分改进 (见方法 G),通过控制染料和菌液的用量, 不使染料和菌液过多影响观

察效果,并且省略盐酸复染步骤,使自然状态下的荚膜及菌胶团清晰可见 (图 7a~ b). 此法也可用来初步

鉴定液体菌液的有效活菌数,一般油镜的视野直径为 0 020 5 cm, 通过相应的倍数关系
[ 11 ]

,可大致了解菌

液的有效含菌量,且快速高效. 以上 7种荚膜染色方法与效果比较见表 2.
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表 2 7种荚膜染色方法结果与比较

Table 2 The com parison o f seven capsule staining m ethods

染色方法 荚膜清晰度 操作难易程度 所需时间 缺陷之处 综合评价

A 清晰可见 操作简单 大约 10m in荚膜易重叠,墨汁过多易覆盖荚膜,需反复练习才有较好效果 总体效果好

B 较清晰 操作繁琐 大约 40m in操作麻烦,耗时较长,且较难达到良好效果 总体效果较差

C 清晰可见 操作较简单 大约 30m in硫酸铜易结晶,需迅速用香柏油覆盖,且耗材较多 总体效果一般

D 不清晰,易被覆盖 操作较繁琐 大约 50m in荚膜易被墨汁覆盖,菌体不易被着色 总体效果较差

E 不清晰,易被覆盖 操作比 D简单 大约 20m in荚膜易被墨汁覆盖,不能显示其真正大小 总体效果一般

F 清晰可见 操作较简单 大约 20m in菌体无色不易见,荚膜边缘不明显,本底易被破坏 总体效果较好

G 清晰可见 操作简单 大约 10m in菌体不清晰,荚膜边缘易被染色 总体效果好

87

凌 云, 等:胶质芽孢杆菌荚膜染色方法的比较与改进



根据表 2结果,方法 A、F和 G对胶质芽孢杆菌荚膜染色的效果较好,而方法 G操作更为简便,容易观

察到荚膜多样的形态特征,视觉效果好. 方法 G省去方法 F中用盐酸复涂, 风干变蓝的步骤, 既简化操作

步骤, 加快观察时间, 又不影响实验结果, 能较好地观察到荚膜的自然形态, 此法也可用来初步鉴定液体菌

液中的有效活菌数,快速高效.

3 结语

胶质芽胞杆菌的荚膜染色是其表型特征鉴定的基本要素,一般的荚膜染色常采用墨汁染色法,此法操

作简便,荚膜清晰可见,但常常造成荚膜重叠, 需反复练习才能达到较好效果.而用刚果红染色法, 通过简

化其过程和定时定量操作,较易达到更好的效果,并可观察到荚膜的自然形态,包括菌体形成的菌胶团.经

多次试验,此法操作简便, 省时高效, 值得推广.
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