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［摘　 要］ 　 通过对参加兽用生物制品检验中级工职业技能鉴定的 ６３ 名考生细菌革兰氏染色结果

进行分析，了解我国兽用生物制品生产企业细菌革兰氏染色及显微镜操作能力的整体水平。 ６３ 名

考生对随机选取大肠杆菌或金黄色葡萄球菌进行革兰氏染色显微镜检查，要求考生在规定时间内

完成细菌革兰氏染色并提交显微镜观察结果。 ９２％考生检验结果满意（５８ ／ ６３）；８％检验结果不满意

（５ ／ ６３）；最高分 ５０ 分（满分），最低分 １４ 分。 体现出我国兽用生物制品生产企业检验人员的细菌染

色显微镜观察水平参差不齐，尽管大部分检验人员掌握了细菌革兰氏染色及普通光学显微镜操作

技能，但仍有小部分检验人员细菌染色及操作显微镜能力有待进一步提高。
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　 　 ２０１６ 年 １１ 月 １０ 日，兽用生物制品检验员职业

技能鉴定（中级工）在中国兽医药品监察所举办。
参考人员均为全国各兽用生物制品生产企业的检

验人员，实际操作考核项目之一为细菌革兰氏染

色，拟通过此项目了解各企业对细菌革兰氏染色及

显微镜使用的操作能力。
革兰氏染色法是细菌学上最经典的染色方法，

１８８４ 年由丹麦细菌学家汉斯·克里斯蒂安·约阿

希姆·革兰创立。 此染色方法可将细菌分为两大

类，即革兰氏阳性（ Ｇ＋） 细菌和革兰氏阴性（ Ｇ－）
细菌。 革兰氏染色结果是鉴别细菌的关键步骤之

一，但是革兰氏染色的结果可受许多因素的影响，
有时错误的染色反应可导致错误的鉴定。 在实验

过程中如果控制不好细菌涂片的取菌量、碘液媒染

时间和乙醇脱色时间等因素，常常会出现假阳性或

假阴性的实验结果［１］。
１　 材料与方法

１．１　 考试样品　 大肠杆菌 ＣＶＣＣ２０３ 株和金黄色葡

萄球菌 ＣＶＣＣ１８８２ 株，均为中国兽医微生物菌种保

藏管理中心保藏。 革兰氏染色液，购自青岛高科技

工业园海博生物技术有限公司。
１．２　 考核内容与评分标准

１．２．１　 基本素养（３ 分） 　 要求考生进实验室要穿

鞋套、工作服，戴手套、口罩、帽子；实验结束后将废

弃物置于废物袋中，废物袋封口放于台面上；将台

面上物品摆放整齐；洗手后离开实验室。
１．２．２　 制片（１０ 分） 　 取洁净载玻片一张，加 １ 小

滴无菌水，用接种环从培养基上挑取少量大肠杆菌

或金黄色葡萄球菌培养物与水滴混匀后，从中央逐

步向外围涂开，涂成直径为 １０～１５ ｍｍ 稀薄而均匀

的圆形菌膜［２］。
１．２．３　 火焰固定（１０ 分） 　 待菌膜自然风干后，将
玻片正面向上在酒精灯火焰上通过 ２ ～ ３ 次，使细

菌固定于玻片上。
１．２．４　 染色（１５ 分） 　 在细菌涂片上滴加草酸铵结

晶紫染色液，初染 ６０ ｓ，水洗。 在细菌涂片上滴加

碘液，媒染 ６０ ｓ，水洗。 在细菌涂片上滴加乙醇，脱
色 ３０～４５ ｓ，水洗。 在细菌涂片上滴加番红染色液，

复染 ６０ ｓ，水洗。
１．２．５　 显微镜检查（７ 分） 　 涂片干后，用油镜作检

查，限时 ５ ｍｉｎ 内观察到细菌。 染成紫色为革兰氏

阳性菌，染成浅红色为革兰氏阴性菌。

１．２．６　 检验记录（５ 分） 　 考生需写明试验材料、操
作步骤、正确描述细菌的颜色及形态，并判断出是

革兰氏阳性菌或革兰氏阴性菌。

２　 结 果

２．１　 考试结果　 此次职业技能鉴定实际操作考核

中关于细菌革兰氏染色部分占 ５０ 分，６３ 名考生中

最高满分 ５０ 分，最低仅得 １４ 分，扣分主要集中在

制作涂片和记录部分（表 １）。
表 １　 ６３ 名考生细菌革兰氏染色扣分情况

考核项目 扣分人数（占全体考生百分比）

基本素养 １９（３０％）

制作涂片 ２５（４０％）

火焰固定 ３（５％）

染色 １３（２１％）

镜检 １６（２５％）

记录 ３０（４８％）

２．２　 总体水平 　 ６３ 名考生中，细菌革兰氏染色部

分考核合格（不低于 ３０ 分） ５８ 人，占全体考生的

９２％（５８ ／ ６３）；考核不合格 ５ 人，占全体考生的 ８％
（５ ／ ６３）。 参考人员多为我国兽用生物制品企业在

职检验员，结果显示部分企业检验人员细菌染色及

操作显微镜能力还有待进一步提高。
２．３　 出现的主要问题分析及建议

２．３．１　 基本素养部分　 防护用具佩戴不齐全；操作

完毕后没有进行手部清洗就离开了考场。 建议检

验人员在进入实验室后必须要佩戴防护用具，既是

对操作人员的保护，也是防止人为污染检验样品的

有力措施。 个人防护一般包括身体防护、呼吸防

护、头部防护、手部防护、足部防护几方面，如果操

作烈性病原微生物还要做好眼部防护。 另外，人员

在实验结束后，要使用中性的清洁剂反复清洗双

手，使用过的防护用具要进行无害化处理，不能与

其他垃圾混放。
２．３．２　 制作涂片部分 　 没有用玻璃笔在玻片上标

记，而是用记号笔；玻片使用前没有擦拭干净，导致

镜下见到少许杂质；点燃酒精灯前没有排气；试管开
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启前没有用火焰对试管口进行灼烧；没有在玻片上

滴加无菌水而直接挑菌；制作的涂片太厚，细菌没有

分散均匀，而是聚集成团，造成染色不均匀，例如大

肠杆菌，应是革兰氏阴性杆菌，当涂片太厚时，菌体

重叠堆积，镜下观察分辨不清是杆菌还是球菌，又因

密集不易被脱色或脱色不完全而呈阳性反应；涂片

太薄，菌体太稀少，观察时不易找到细菌。 建议在制

作涂片前用玻璃笔在玻片上划一圆圈或方框用于标

记涂片区域，有利于对目标区域进行染色，更有利于

在显微镜观察时方便查找。 涂片时挑菌应该适量，
并不是越多越好，否则很容易造成涂片过厚，染色不

均匀，也不利于观察细菌形态及排列方式。
２．３．３　 火焰固定部分　 没有待涂片自然干燥后再

固定；忘记固定；固定时间太长造成细菌变形；固定

温度太低，固定不够，菌体附着于玻片上不够牢固，
水洗时被水冲掉。 固定的目的是为了杀死细菌，使
涂抹于玻片上的菌体很好地附着于玻片上，防止被

水冲掉，死的蛋白质比活的蛋白质着色力更强［３］。
建议火焰固定时避免火焰直接烘烤破坏细菌形态，
而是将玻片快速、多次通过火焰，一边固定一边用

手背感受玻片温度，玻片微烫即可。
２．３．４　 染色部分　 染液或脱色液添加不均匀，有的

涂片边缘部位未予以充分覆盖，用上述在涂片区域

用圆圈或方框予以标记的方法可以有效解决此问

题。 没有充分倒尽上一步冲洗所用的水，致使下一

步所加染液或脱色液浓度略有稀释且均匀性差。
脱色时间不正确，造成脱色过度或脱色不充分，脱
色时间过度，造成革兰氏阳性菌亦被脱色而被误认

为阴性菌，脱色时间不足，则革兰氏阴性菌也因脱

色时间不够而误认为是阳性菌；复染时间过长，遮
盖了初染的颜色；在水洗过程中，没有将水冲到废

液缸中而是直接冲到了洗手池中；不是用水将染料

冲掉，而是先倒掉染料再冲水；直接冲淋菌膜导致

部分菌膜脱落；染色过程中污染手指。 建议染色时

间要适宜，媒染时间小于 ６０ ｓ 时，不利于结晶紫、
碘－碘化钾复合物与细胞的结合，因而造成金黄色

葡萄球菌呈假阴性染色结果，但对大肠杆菌染色结

果无影响。 反之，媒染时间超过 ６０ ｓ 时，结晶紫、
碘－碘化钾复合物与细胞的结合过分牢固，容易使

大肠杆菌呈假阳性染色结果，但对金黄色葡萄球菌

染色结果无影响［４］。 这是因为大肠杆菌和金黄色

葡萄球菌细胞壁组成和结构不同。 金黄色葡萄球

菌脂类少，没有外膜，所以，当用乙醇脱色时，由于

乙醇既能抽提草酸铵结晶紫、碘－碘化钾复合物，同
时也能脱水，又因为没有脂类外膜对水的屏蔽，水
很容易被脱出，造成肽聚糖网眼缩小，染色剂不容

易渗出，仍留在肽聚糖分子上，使脱色不明显，仍显

紫色，故很难在复染时被番红染成红色。 而大肠杆

菌细胞壁脂类物质含量高，而且有脂类外膜，一方

面阻止乙醇脱水时水外渗，从而保持原肽聚糖网眼

大小；另一方面由于细胞壁中的脂类被乙醇溶解，
而增加细胞壁通透性，乙醇很容易进入细胞内，将
染色复合物提取出来，使菌体呈现无色，从而容易

被番红染成红色［５］。
２．３．５　 镜检部分　 不会使用油镜，加油过多或过少；
不会调试显微镜，观察不到细菌；镜下视野效果不

好，菌体不清晰、颜色不正，细菌过于密集或疏散、分
布不均匀；超时。 值得注意的是，在职业技能鉴定考

核中，竟有 １ ／ ４ 的学员在 ５ ｍｉｎ 规定时间内无法使用

显微镜观察到细菌，随后经考评员调节显微镜后均

能观察到，考生心理紧张是原因之一，但这也体现出

企业加强显微镜使用等基本操作的培训尤为必要。
在使用显微镜观察时，建议香柏油的用量以 １～２ 滴、
能淹到油镜头的中间部分为宜，用量太多则浸染镜

头，太少则视野变暗不便观察。 当油镜头与标本片

几乎接触时，不可再用粗调螺旋向上移动载物台或

下降油镜头，以免损坏玻片甚至压碎镜头。
２．３．６　 记录部分　 实验材料记录不全或错误；实验

步骤记录不全、错误或过于简单；菌体颜色描述不

正确； 菌体形态描述不正确（如球菌有的考生描述

为圆圈，杆菌有的考生描述为圆状体等）；革兰氏阳

性菌或革兰氏阴性菌判断不正确；记录的内容和观

察到的不一致；未观察到细菌却写出了细菌的颜色

及形态。 建议检验记录要注重真实性、规范性及可

追溯性。 记录内容一定要和实际操作的内容及观

察结果相一致，即记你所做；而且要尽可能的全面，
既要包括材料信息，又要包括实验细节；修改要规

范，要保证记录的原始性。
３　 讨 论

尽管细菌的自动化鉴定弥补了传统方法的局限

性，但是形态学检查对细菌鉴定仍有很重要的作用，
也在一定程度上保证了仪器鉴定的准确性［６］。 革兰

氏染色法是动物细菌性疾病诊断的一个传统方

法［７－９］。 此外，革兰氏染色法也是菌株筛选鉴定的经

典方法［１０－１２］，兽用生物制品生产企业在研制新的细

菌类疫苗，筛选生产用菌种过程中必须要通过革兰
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氏染色对细菌进行形态学检定，这是要求疫苗生产

企业检验人员、研发人员必须掌握的一项技能。 将

革兰氏染色作为兽用生物制品检验员职业技能鉴定

的一个考核项目可以促使在培人员及从业人员重

视、学习并熟练掌握此项细菌染色技术。
显微镜检查不仅对制片、染色有严格的质量控

制，而且对人员的素质要求较高。 通过此次职业技

能鉴定也暴露出来多数企业检验人员在实验室工

作基本素养方面或多或少地都存在一些问题，而
且，近半数参考人员的检验记录都不完善。 兽用生

物制品生产企业应不断地加强对在岗位检验人员

培训，注重显微镜检查等基本功训练，提高细菌形

态学的识别能力，规范检验记录书写，同时还要强

化职业素质教育，强调实验室工作的细节，杜绝生

物安全隐患。
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