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一、消毒与灭菌

Ø消毒是指消灭病原菌和有害微生物的营养体而言；

Ø灭菌是指杀灭一切微生的的营养体，芽孢和孢子。

Ø消毒与灭菌的方法很多，一般采用物理和化学方法，如加热、
过滤、照射和使用化学药品等方法。



１加热法
Ø1.1 干热灭菌

Ø火焰烧灼灭菌：接种环、接种针、镊子、剪子；试管口、瓶
口、涂布棒等。

Ø热空气灭菌：用电烤箱160-170℃，常用于玻璃器皿灭菌。



Ø1.2 湿热灭菌

ØＡ　高压蒸气灭菌　0.1MPa； 121℃； 15-30min，用于培养

基、工作服、橡皮物品、玻璃器皿。

ØＢ　常压蒸气灭菌　100℃　30min　3d，用于不宜用高压蒸

气灭菌的培养基如明胶培养基、牛乳培养基、含糖培养基等。

ØＣ　煮沸消毒法　沸水10-15min，用于注射器和解剖器械消

毒，但人用的均采用高压灭菌或干热灭菌。

ØＤ　超高温杀菌　135-150℃ 2-8s，既能高效杀菌，也能保

持食品品质与营养价值。　



２过滤除菌

Ø许多材料如血清、抗生素、糖溶液、赤霉素等用加热消毒灭
菌方法，均会热损，因此采用过滤除菌的方法。超净工作台也
是采用过滤的方法将空气中的微生物滤去。

Ø广泛使用的有：蔡氏过滤器和微孔滤膜过滤器。实验室中常
用微孔滤膜孔为0.22μm。



３辐射灭菌

Ø紫外线波长在200-300nm，具有杀菌作用，其中以265-266nm
杀菌能力最强，破坏核酸。另外，紫外线将氧分子裂解产生的
臭氧，也具高效杀菌作用。无菌室或接种箱或用紫外线灯照射
杀菌。

Ø60Co-γ也可用来杀菌，其穿透力强，可在厚包装完好条件下
工作。

Ø 主要用于玻璃制品，金属制品，橡胶和塑料，纤维等物品
的灭菌。

Ø注意：辐射灭菌时，应做好防护工作。灭菌时，人员离开。



4 其他物理灭菌技术

 超声波杀菌技术：超声波是频率大于10kHZ的声波，与传声媒
介相互作用蕴藏着巨大的能量，当遇到物料时就对其产生快速
交替的压缩和膨胀作用，可在极短时间内杀死和破坏微生物。

 

 高压电场脉冲杀菌技术：高压电场脉冲能破坏细菌的细胞膜，
改变其通透性，从而杀死细胞。



5　化学药品灭菌
Ø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。能致死的化学药剂为杀菌剂，如重金属离子；只阻抑细菌

的化学药剂为抑菌剂，如磺胺类及大多数抗生素。

Ø以下列举一些实验室常用杀菌剂：

Ø乙醇、异丙醇： 70-75%　  皮肤及器械消毒

Ø食醋：　     3-5ml/m3　           熏蒸消毒空气，防流感病毒

Ø来苏尔：　 2-5%　　      空气、皮肤消毒

Ø福尔马林： 10%溶液　   2-6ml/m3　熏蒸消毒

Ø升汞：　　 0.1%　          植物组织表面消毒

Ø次氯酸钠：  3 -10%           植物组织表面消毒



二、复合处理（以植物组织表面消毒为例）

Ø在建立植物组织培养的初代培养体系时，带菌材料的表面
消毒往往需要进行复合处理：

Ø１洗衣粉或其他去污剂漂洗；

Ø２流水冲洗；

Ø３酒精消毒；

Ø４升汞或次氯酸钠消毒；

Ø５无菌水冲洗；

Ø６接种前用无菌滤纸吸净组织表面水份。



三、无菌操作
Ø１超净工作台及常备器皿

垂直送风
水平送风



Ø常用器皿：

Ø酒精灯、酒精槽、酒精棉瓶、接种器械（解剖刀、弯头解剖
剪、枪形镊子、接种针或环）



Ø教师做如下准备工作：

Ø种子筛选；

Ø漂洗；

Ø以下在超净工作台上完成。

Ø70-75%酒精　20-30s；（酒精如何配？）

Ø0.1%升汞 3min;

Ø无菌水冲洗 5-6次；备用。

Ø２无菌操作的一般过程（以水稻种子接种为例）



以下学生操作：
Ø洗手液洗手；晾干；

Ø镊子蘸工业酒精，于酒精灯上灼烧7-8s，烧尽镊子上的酒精，充分冷
却；

Ø取一支试管于左手，在没打开锡铂纸前，将试管口先在灯焰上过一遍
3-5s；用右手小心揭开锡铂纸，注意不要使锡铂纸盖变形，以免盖不回
去；再将试管口置灯焰上灼烧，除去试管口内壁水份；

Ø打开广口瓶盖，用镊子夹取一粒种子；接入试管，种脐向下将种子轻
压到培养基表面上，试管竖起后不致脱落即可，不要压入培养基过深，
以免供氧不足。

Ø放下镊子，将锡铂纸盖盖回试管口，用拇指和食指将盖子捏紧，用皮
筋扎住盖子；

Ø用记号笔在盖子上做好标记，方便看结果。



Ø重复以上操作，再接一至两个颗种子；

Ø接种完成后，同组试管仍捆扎在一起，标记组号和培
养基类型；

Ø放入7楼培养间培养；

Ø约2到3天后，即可观察到是否有污染；如果没有污染，
约7到10天后，即可观察到是否启动生长。

以下学生操作：



Ø作业：

Ø1、消毒与灭菌有哪些常用方法？

Ø2、你认为无菌操作过程中要注意哪些细节？



实验四 显微镜的使用方法和生物绘图

一 实验目的：

  1.学会显微镜的使用；

  2.掌握徒手切片与临时装片的制作方法；

  3.掌握生物绘图的方法。

二 实验材料：

  部分新鲜材料(洋葱、匐灯藓)。



（一）显微镜的使用
1.光学显微镜结构

A. 镜臂、镜座、载物台

B. 粗准焦螺旋、细准焦螺旋

C. 光源、光圈、聚光镜、通光

孔、（切片或装片）、接物镜、

物镜转换器、镜筒、接目镜。

光源：采光/电光

接物镜有4×、10×、40×、

100×
接目镜一般为10×、20×

三、内容：









2、光学显微镜使用方法
拿：右手持镜臂，左手托镜座，（反之亦可）停于胸。

放：将显微镜放在桌上，偏向身体左侧，离桌边约3－5cm，
右侧放记录本或报告纸。

检：电源接线是否插稳；灯光强度调节旋扭是否置于最小
（暗）处；接物镜是否旋至低倍镜档位（一般10倍档）。

通：通电（按下电源开关，本实验中应向自身方向的一边按
下），顺时针旋转光源调节旋扭，将光线对准70－80%强度。

      通光，在目镜中观察是否有光亮（通光孔是否打开）

调：装入一张玻片，调节载物台前后左右移动，使目标物对
准通光孔最中央位置；调节粗准焦螺旋使载物台上下移动，
从而达到调焦目的。一般使用10倍物镜时，镜头前端距离玻
片约7－8mm（这时可先目测一下就行）。



观：双眼靠近目镜，小心调节粗准焦螺旋，1－2mm范围内。
如果看到视野中有模糊影像时，放慢调节速度，直到图像
最清楚（注意：使用低倍物镜时，只能用粗准焦螺旋）

高：如果要研究更细致的结构，可紧接以上操作，将物镜
转换器旋转到40倍档，旋停到位后，一般均有模糊图像，
这时只能用细准焦螺旋将图像调至最清晰（注意：细准焦
螺旋一般只能正反两方向来回调节360度以内，切勿连续
旋转数周）。

绘：

复：观察结束后，注意复位，先将物镜转换到低倍镜，再
取下玻片；将光线调节到最小（暗），再按下开关，关闭
电源。用完后，将电源线绕在镜座以上位。加盖显微镜罩。
归还显微镜。



（二）生物绘图法

    生物实验图不同于一般美术图，也不同于机械制图。生物绘
图要求将标本的外形和内部结构准确的记录下来，然后详加说明，
要求简单、形象、自然，比例适当，线条清晰。
   

1.布图（“胸有成竹”）

    一张报告纸，第一行中央位置为报告题目；

    根据所绘图多少和图的大小来确定一张报告纸绘制多少图。
一般一张纸绘1－2幅图。布图的位置为报告纸的中央偏左，右侧
留有注示空位。

    每幅图绘完后，在图（包括注示算在一起）的下方中央位置，
注明所绘图的名称。（…细胞、图、…轮廓图、…示意图）

　



2.绘图　

　　  采用点、线法绘图。轮廓用线条描绘，明暗程度、物质含量多
少等则用细点的疏密表示之，图纸应选择能够用橡皮擦的上好白纸，
绘图时先用中软（HB）笔绘出轮廓，然后用较硬（2H）的铅笔绘出全
图。

      线：平滑，无明显突出“起毛”；粗细一致；连续。

      点：笔竖直，向下打圆点，不能有“翘尾”。

3.注示　

      图中各部分应注字说明，图与字之间用尺作水平细线连系之，图的标题
填在图的下方。

      注意：各注示的平行线间距尽量均匀相近。注示细线 为右对
称形式，注示的文字排列为左对称形式。
    

    很多微小生物体或解剖结构是通过显微镜观察认识的。因此要逐
步训练用左眼观察，右眼看图纸。将观察结果准确地描绘出来。





1）洋葱鳞片叶表皮制片程序：

**  在干净的载玻片中间滴上一

滴水。

**  用镊子撕取洋葱鳞片叶内表

皮一小 块（2mm2）放在水滴中

使其舒展开。

**  盖上盖玻片，吸去多余的水，

显微镜下观察。

2）同以上操作，撕取韭菜叶下

表皮制作水装片。

（三）植物细胞结构制片观察



作业：

    1. 绘出洋葱鳞片表皮细胞的构造，并注明各部分的名称。 1-2细
胞注示：细胞壁、细胞质、液泡、细胞核。

　  2.绘制匐灯藓叶片细胞图。20-30细胞，注示：叶细胞、叶缘细胞、
齿细胞。

　　　


