






宁夏职业技术学院于 2007年被国家教育部、财政部确定

为国家一百所示范性高等职业院校立项建设单位。项目实施

以来，学院以专业建设为龙头，围绕自治区经济发展战略定

位。按照“专业对接市场、课程对接能力、质量对接需求”的理

念，有针对性地设置和调整专业。积极实践工学结合、校企合

作人才培养模式改革和课程体系改革。以“开放、合作、包

容、共赢”为原则，与区域内近二百家企业实施校企合作、人

才共育。在工作过程系统化的课程体系建构和工学结合专

业课程建设中，以设备、工作对象、案例、典型产品等为载

体，组织教学内容，实施教学，取得了一批标志性成果。为了

推广在课程建设中取得的成效，决定编辑出版部分教材和实

训指导书。

特别感谢合作企业给予学校的大力支持。由于编者水平

所限和时间仓促，书中难免有不妥之处，恳请业内专家和广

大读者指正。

前言

宁夏职业技术学院国家示范性

高职院校建设项目教材编写委员会

2010年 3月 18日
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实训项目一 玻璃器皿的清洗、烘干、包扎

一、目的要求

1.掌握玻璃器皿等器材的清洗、烘干、包扎技术。

2.为下一次的课做好器材的准备工作。

二、技能目标

1.学会玻璃器皿的清洗、烘干和包扎。

2.能认识各种玻璃器皿并知道其用途。

三、基本原理

为确保微生物实验顺利地进行，要求把实验所用的玻璃器皿清洗干净。为保

持灭菌后的无菌状态，需要对培养皿、吸管等进行包扎，对试管和三角瓶等加棉

塞。这些工作看起来很普通简单，但如操作不当或不按操作规定去做，则会影响实

验结果，甚至会导致实验的失败。

四、试剂和器材

试管、三角瓶、培养皿、吸管、棉线、纱布、棉花、牛皮纸、报纸、硅胶塞等。

五、操作步骤

（一）玻璃器皿的洗涤

1.新购玻璃器皿的洗涤

将器皿放入 2％盐酸溶液中浸泡数小时，以除去游离的碱性物质，最后用流

水冲净。

对容量较大的器皿，如大烧瓶、量筒等，洗净后注入浓盐酸少许，转动容器使

其内部表面均沾有盐酸，数分钟后倾去盐酸，再以流水冲净，倒置于洗涤架上晾
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干，即可使用。

2.常用旧玻璃器皿的洗涤

确实无病原菌或未被带菌物污染的器皿，使用前后，可按常规用洗衣粉水进

行刷洗。

吸取过化学试剂的吸管，先浸泡于清水中，待到一定数量后再集中进行清洗。

3.带菌玻璃器皿的洗涤

凡实验室用过的菌种以及带有活菌的各种玻璃器皿，必须经过高温灭菌或消

毒后才能进行刷洗。

（1）带菌培养皿、试管、三角瓶等物品，做完实验后放入消毒桶内，用 0.1MPa

灭菌 20～30min后再刷洗。含菌培养皿的灭菌，底盖要分开放入不同的桶中，再进

行高压灭菌。

（2）带菌的吸管、滴管，使用后不得放在桌子上，立即分别放入盛有 3%～5%

来苏儿或 5%石炭酸或 0.25%新洁而灭溶液的玻璃缸（筒）内消毒 24h 后，再经

0.1MPa灭菌 20min后，取出冲洗。

（3）带菌载玻片及盖玻片，使用后不得放在桌子上，立即放入盛有 3%～5%来

苏儿或 5%石炭酸或 0.25%新洁而灭溶液的玻璃缸（筒）内消毒 24h 后，用夹子取

出经清水冲干净。

如用于细菌染色的载玻片，要放入 50g/L肥皂水中煮沸 10min，然后用肥皂水

洗，再用清水洗干净。

最后将载玻片浸入 95%酒精中片刻，取出用软布擦干，或晾干，保存备用。

若用皂液不能洗净的器皿，可用洗液浸泡适当时间后再用清水洗净。

（4）含油脂带菌器材的清洗

单独高压灭菌：用 0.1MPa灭菌 20～30min→趁热倒去污物→倒放在铺有吸水

纸的篮子上→用 100℃烘烤 0.5h→用 5%的碳酸氢钠水煮两次→再用肥皂水刷洗

干净。

（二）玻璃器材的晾干或烘干

1.不急用的玻璃器材：可放在实验室中自然晾干。

2.急用的玻璃器材：把器材放在托盘中（大件的器材可直接放入烘箱中），再

放入烘箱内，用 80℃～120℃烘干，当温度下降到 60℃以下再打开取出器材使用。

（三）灭菌前玻璃器皿的包扎

1.培养皿的包扎

培养皿由一盖一底组成一套，可用报纸将几套培养皿包成一包，或者将几套

培养皿直接置于特制的铁皮圆筒内，加盖灭菌。包装后的培养皿须经灭菌之后才

应用微生物技术实训指导
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能使用。

2.移液管的包扎

在移液管的上端塞入一

小段棉花（勿用脱脂棉），它的

作用是避免外界及口中杂菌

进入管内，并防止菌液等吸入

口中。塞入此小段棉花应距管

口 0.5cm 左右，棉花自身长度

1～1.5cm。塞棉花时，可用一

外围拉直的曲别针，将少许棉

花塞入管口内。棉花要塞得松紧适宜，吹时以能通气而又不使棉花滑下为准。具体

见图 1-1。

先将报纸裁成宽 5cm左右的长纸条，然后将已塞好棉花的移液管尖端放在长条

报纸的一端，约成 45°角，折叠纸条包住尖端，用左手握住移液管身，右手将移液管

压紧，在桌面上向前搓转，以螺旋式包扎起来。上端剩余纸条，折叠打结，准备灭菌。

3.试管和三角瓶棉塞

试管和三角瓶都需要做合适的棉塞，棉塞可起过滤作用，避免空气中的微生

物进入容器。制作棉塞时，要求棉花紧贴玻璃壁，没有皱纹和缝隙，松紧适宜。过紧

易挤破管口和不易塞入，过松易掉落和污染。棉塞的长度不小于管口直径的 2倍，

约 2/3塞进管口。

目前，国内已开始采用塑料试管塞，可根据所用的试管的规格和试验要求来

选择和采用合适的塑料试管塞。

若干支试管用绳扎在一起，在棉花部分外包裹油纸或牛皮纸，再用绳扎紧。三

角瓶加棉塞后单个用油纸包扎。

（1）试管棉塞的制作

制棉塞时，应选用大小、厚薄适中的普通棉花一块，铺展于左手拇指和食指扣

成的团孔上，用右手食指将棉花从中央压入团孔中制成棉塞，然后直接压入试管

或三角瓶口。也可借用玻璃棒塞入，也可用折叠卷塞法制作棉塞。具体见图 1-2。

制作的棉塞应紧贴管壁，不留缝隙，以防外界微生物沿缝隙侵入，棉塞不宜过紧

或过松，塞好后以手提棉塞，试管不下落为准。棉塞的 2/3在试管内，1/3在试管外。

具体是否正确请参照图 1-3。目前也有采用硅胶塞代替棉塞直接盖在试管口上。

将装好培养基并塞好棉塞或硅胶塞的试管捆成一捆，外面包上一层牛皮纸。

用记号笔注明培养基名称及配制日期，灭菌待用。

图 1-1 移液管的包扎

实训项目一 玻璃器皿的清洗、烘干、包扎
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图 1-3 正确与不正确的棉塞

1.金属塞 2.正确 3.不正确 4.不正确

图 1-2 棉塞的制作步骤

（２）三角瓶棉塞制作

通常在棉塞外包上一层纱布，再塞在瓶口上。有时为了进行液体振荡培养加

大通气量，则可用 8 层纱布代替棉塞包在瓶口上，目前也采用硅胶塞直接盖在瓶

口上。

在装好培养基并塞好棉塞或包扎 8 层纱布或盖好硅胶塞的三角瓶口上，再包

上一层牛皮纸并用线绳捆好，灭菌待用。

【思考题】

1.玻璃器皿清洗的注意事项有哪些？

2.请简述有菌玻璃器皿清洗的一般步骤。

应用微生物技术实训指导
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实训项目二 显微镜的构造及油镜的使用技术

一、目的要求

1.掌握油镜的使用技术及维护方法。

2.熟悉普通光学显微镜的结构、各部分的功能和使用方法。

二、技能目标

1.会使用显微镜进行微生物的观察。

2.能使用油镜对微生物的形态进一步观察。

3.能认识显微镜各部件，并知道其用途。

三、试剂和器材

1.显微镜、香柏油、二甲苯、擦镜纸、吸水纸等。

2.细菌三种形态、酵母菌示教标本。

四、显微镜的基本结构及油镜的工作原理

微生物的最显著的特点就是个体微小，必须借助显微镜才能观察到它们的

个体形态和细胞结构。熟悉显微镜并掌握其操作技术是研究微生物不可缺少的

手段。

显微镜可分为电子显微镜和光学显微镜两大类。光学显微镜包括：明视野显

微镜、暗视野显微镜、相差显微镜、偏光显微镜、荧光显微镜、立体显微镜等。其中

明视野显微镜为最常用普通光学显微镜，其他显微镜都是在此基础上发展而来

的，基本结构相同，只是在某些部分作了一些改变。明视野显微镜简称显微镜。

（一）显微镜的构造

普通光学显微镜的构造可以分为机械和光学系统两大部分，具体结构见

图 2-1。
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图 2-1 显微镜构造
1.目镜 2.镜筒 3.转换器 4.物镜 5.载物台 6.聚光器 7.虹彩光圈
8.聚光镜调节钮 9.反光镜 10.底座 11.镜臂 12.标本片移动钮
13.细调焦旋钮 14.粗调焦旋钮 15.电源开关 16.光亮调节钮 17.光源

1.机械系统

（1）镜座：在显微镜的底部，呈马蹄形、长方形、三角形等。

（2）镜臂：连接镜座和镜筒之间的部分，呈圆弧形，作为移动显微镜时的握持

部分。

（3）镜筒：位于镜臂上端的空心圆筒，是光线的通道。镜筒的上端可插入接目

镜，下面可与转换器相连接。镜筒的长度一般为 160mm。显微镜分为直筒式和斜筒

式；有单筒式的，也有双筒式的。

（4）旋转器：位于镜筒下端，是一个可以旋转的圆盘。有 3~4个孔，用于安装不

同放大倍数的接物镜。

（5）载物台：是支持被检标本的平台，呈方形或圆形。中央有孔可透过光线，台

上有用来固定标本的夹子和标本移动器。

（6）调焦旋钮：包括粗调焦钮和细调焦钮，是调节载物台或镜筒上下移动的

装置。

2.光学系统

（1）接物镜简称物镜，是由许多块透镜组成。其作用是将标本上的待检物进行

放大，形成一个倒立的实像，一般显微镜有 3~4种物镜，根据使用方法的差异可分

为干燥系和油浸系两组。干燥系物镜包括低倍物镜（4~10x）和高倍物镜（40~45x），

直筒式 斜筒式

应用微生物技术实训指导
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使用时物镜与标本之间的介质是空气；油浸系物镜（90~100x）在使用时，物镜与标

本之间加有一种折射率与玻璃折射率几乎相等的油类物质（香柏油）作为介质。具

体见图 2-2。

1.放大倍数 2.数值口径 3.镜筒长度要求 4.指定盖玻片厚度

图 2-2 物镜的各种标记

（2）接目镜：通常称为目镜，一般由 2~3块透镜组成。其作用是将由物镜所形

成的实像进一步放大，并形成虚像而映入眼帘。一般显微镜的标准目镜是 10x。

（3）聚光镜：位于载物台的下方，由两个或几个透镜组成，其作用是将由光源

来的光线聚成一个锥形光柱。聚光镜可以通过位于载物台下方的聚光镜调节旋钮

进行上下调节，以求得最适光度。聚光器还附有虹彩光圈，以调节锥形光柱的角度

和大小，来控制进入物镜的光的量。

（4）反光镜：反光镜是一个双面镜，一面是平面，另一面是凹面，起着把外来光

线变成平行光线进入聚光镜的作用。使用内光源的显微镜就无需反光镜。

（5）光源：日光和灯光均可，以日光较好，其光色和光强都比较容易控制，有的

显微镜采用装在底座内的内光源。

（二）显微镜的成像原理

显微镜的放大作用是由物镜和目镜共同完成的。标本经物镜放大后，在目镜

的焦平面上形成一个倒立实像，再经目镜进一步放大形成一个虚像，被人眼所观

察到（图 2-3）。

在油镜系中，载玻片与镜头之间多用香柏油作介质。因香柏油的折射率

（n=1.51）与玻璃的折射率（n=1.52）几乎相等，故透过载玻片的光线通过香柏油

后，直接进入物镜，而不发生折射。两组物镜光线通路的区别如图 2-4所示。

实训项目二 显微镜的构造及油镜的使用技术

员 圆
猿 源
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图 2-3 显微镜成像原理 图 2-4 物镜光线通路

（三）显微镜的性能

1.分辨率和数值口径

衡量显微镜性能好坏的指标主要是显微镜的分辨率，显微镜的分辨率是

指显微镜将样品上相互接近的两点清晰分辨出来的能力。它主要取决于物镜

的分辨能力，物镜的分辨力是所用光的波长和物镜数值口径的函数。分辨率

用镜头所能分辨出的两点间的最小距离表示，距离越小，分辨能力越好。可用

公式表示：

D= 1
2

姿
N.A

物镜的数值口径，简写为 （N.A）：表示从聚光镜发出的锥形光柱照射在观
察标本上，能被物镜所聚集的量。可用公式表示：

N.A =nsin兹

式中 n———标本和物镜之间介质的折射率；

兹———由光源投射到透镜上的光线和光轴之间的最大夹角。

光线投射到物镜的角度越大，数值口径就越大。如果采用一些高折射率的物

质作介质，如使用油镜时采用香柏油作介质，则数值口径增大，从而提高分辨能

力。物镜镜筒上标有数值口径，低倍镜为 0.25，高倍镜为 0.65，油镜为 1.25。这些

数值是在其他条件都适宜的情况下的最高值，实际使用时，往往低于所标的值。

应用微生物技术实训指导
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2.放大倍数、焦距和工作距离

显微镜的放大倍数是物镜和目镜放大倍数的乘积。放大倍数一样时，由于目

镜和物镜搭配不同，其分辨率也不同。一般来说，增加放大倍数应该是尽量用放大

倍数高的物镜。物镜的放大倍数越大，焦距越短，物镜和样品之间的距离（工作距

离）便越短。

五、显微镜的使用操作步骤

1.观察前的准备

显微镜的安置：取放显微镜时应一手握住镜臂、一手托住底座，使显微镜保持

直立、平稳。置显微镜于平整的实验台上，镜座距实验台边缘 3～4cm。镜检时姿势

要端正。

检查零件是否齐全，镜头是否清洁。

接通电源，根据所用物镜的放大倍数，调节光亮度调节钮和虹彩光圈的大小，

使视野内的光线均匀、亮度适宜。

2.显微观察

（1）接通电源。一般情况下，对于初学者，进行显微观察时应遵从低倍镜到高

倍镜再到油镜的观察程序，因为低倍镜视野较大，易发现目标及确定检查的位置。

（2）低倍镜观察。将做好的细菌标本片固定在载物台上，用标本夹夹住，移动

推进器使观察对象处在物镜的正下放。转动物镜转换器，将 10x物镜调至光路中

央。旋转粗调焦钮将载物台升起，从侧面注视小心调节物镜接近标本片，然后用目

镜观察，慢慢降载物台，使标本在视野中初步聚焦，再使用细调节钮调节并使图像

清晰。通过玻片夹推进器慢慢移动玻片，认真观察标本各部位，找到合适的物像，

仔细观察并记录所观察的结果。调焦时应只降载物台，以免一时的误操作而损坏

镜头。注意无论使用单筒显微镜还是双筒显微镜均应双眼同时睁开观察，以减少

眼睛的疲劳，这样也便于边观察边绘图记录。

（3）高倍镜观察。在低倍镜下找到合适的观察目标并将其移至视野中心，轻轻

转动物镜转换器将高倍镜移至工作位置。对聚光镜光圈及视野亮度进行适当调节

后，微调细调节钮使物像清晰，仔细观察并记录。

（4）油镜观察。在高倍镜或低倍镜下找到要观察的样品区域，用粗调焦钮先降

载物台，然后将油镜转到工作位置。在待观察的样品区域加一滴香柏油，从侧面注

视，用粗调节钮将载物台小心地上升，使油镜浸在香柏油并几乎与标本片相接。将

聚光镜升至最高位置并开足光圈。慢慢地降载物台至视野中出现清晰图像为止，

仔细观察并做记录。

实训项目二 显微镜的构造及油镜的使用技术
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3.显微镜的维护

（1）观察结束后，先降载物台，取下载玻片。

（2）用擦镜纸分别擦拭物镜和目镜。

（3）用擦镜纸拭去镜头上的油，然后用擦镜纸蘸少许二甲苯擦去镜头上残留

的油迹，最后再用干净的擦镜纸擦去残留的二甲苯。

（4）清洁显微镜的金属部件。

（5）将各部分还原，将物镜转成“八”字形，同时把聚光镜降下，以免物镜和聚

光镜发生碰撞危险。

（6）罩上防尘套，把显微镜放回原处。

应用微生物技术实训指导
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附：显微镜的构造及油镜的使用技术实训报告

实训名称：显微镜的构造及油镜的使用技术

姓 名 学 号

专 业 班 级

实训地点 实训日期

一、实训目的

二、实训原理

三、实训材料

实训项目二 显微镜的构造及油镜的使用技术
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四、实训步骤

五、实训结果及分析

1.对照实物，熟悉显微镜的构造。

2.按显微镜的使用方法，分别用低倍镜和高倍镜对细菌细胞示教标本进行

观察。

3.画图并说明。

形状：

排列：

染色性：

形状：

排列：

特殊结构：

金黄色葡萄球菌 大肠杆菌

应用微生物技术实训指导
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