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土壤微生物的形态观察有助于土壤微生物的生态

调查和应用研究工作
。

细菌是土壤微生物巾数量最多

的一个类群
,

放线菌次之
。

细菌和放线菌抱子在光学

显微镜下都不能显示外形的微细结构
。

例如细菌的鞭

毛一般直径为0
.

02 微米至 0
.

05 微米
,

这低于光学显微

镜所能分辨的极限 0
.

2微米
,

因此除非使用复杂的特殊

染色技术是不能直接用光学显微镜观察到的
。

而这些

细微结构常常是形态上的重要特征
。

在菌种分离和培

养中还会出现噬菌体
。

对这些噬菌体的观察和研究 也

是有意义的工作
。

而噬菌休则更是用光学显微镜不可

能观察到的
。

电子显微镜具有高分辨本领和高放大倍率
,

应用

在微生物工作中可 以得到比光学显微镜高得多的放大

图象
。

细菌及放线菌抱子外形的细微结构
,

甚至噬菌

体的细微结构都能清楚地展现出来
。

电子显微镜拍照

方便
,

观察结果可以摄影纪录
。

因此电子显微镜在土

镶微生物工作中的应用是很重要的
。

制备供电子显微镜观察的微生物标本一般需要三

个步骤
,

即制备有支持膜的载网 , 把待观察样品放到

载网上 ; 增加标本的反差
。

对于微生物这类顺粒样品

放入载网
,

通常是先制成悬液再滴附到载网上 〔均
。

而

直接从培养基上收集样品制成的悬液常常带有较多的

培养基
,

以至污染图像的背景
,

掩盖样品的细节
。

因此

必要时用离心或透析法进行提纯和浓缩〔 2 〕。

土 壤 微

生物工作者经常需要对多量样品进行一般形态观察和

比较
,

要求标本制备尽量简单易于掌握
。

本文将介绍

制备供电子显微镜观察所用的微生物标本各步骤的简

易方法
,

关于样品放到载网上将介绍作者所采用的直

接扣压法
。

一
、

支持膜的制备 一般使用的支持膜是火棉胶

一碳膜或福尔蒙瓦尔`聚 乙烯醉缩甲醛 )膜
。

这里介绍

一个制备火棉胶一碳膜的方法
。

预先用粗金属丝弯成直径 12 厘米左右的圆
,

垂直

圆面弯一个把柄
。

在圆面上蒙上铜纱网则制成一个大

铜网 (图 1 )
。

配制 1
.

5% 浓度的火棉胶醋酸戍酷溶液
。
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图 1 支持膜的制备
1

。

大培养皿
,

2
。

大 铜网
, 3

.

滤纸
,

4 。

载网
,

5
.

蒸馏水
,

6
。

火棉胶膜
。

制备支持膜时
,

在洗净的培养皿 (直径 工5 厘米左

右 )中
,

加入蒸馏水
。

把大铜网放在培养皿底
,

大铜网上

平放干净滤纸
,

再把电子显微镜专用小载网 (一般是铜

质直径 3 毫米 )均匀放在滤纸上 (图 1 )
。

放小载网的量

依需要而定
,

需要量多时一次可制几百个
。

待水面平静

后
,

在水面上中心部位轻轻滴一滴1
.

5 %火棉胶醋酸戍

酷溶液
。

溶液在水面上迅速铺开
,

溶剂很快挥发便形

成一圆形的均匀火棉胶薄膜
。

所形成的膜不要碰培养

皿壁及大铜网柄
。

通常第一次形成的薄膜会被漂浮在

水面上的尘埃污染
,

可用镊子除去
。

第二 次成膜后
,

将

大铜网轻轻上提
,

火棉胶膜便覆盖到载网上
。

而后把

大铜网连同上面的东西一起在红外灯下烘干
。

当滤纸

干燥后
,

再把滤纸连同上面覆盖了膜的载网整个地放

入真空 喷镀仪中喷涂一薄层碳
。

这样在载网上便形成

火棉胶一碳膜
。

制成的有膜载网可放在培养皿 中防尘

埃
,

再把培养皿放在干燥器中可以保存备用
。
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这个方法优点是一次可制备大量有膜载网 , 火棉

胶膜均匀平展 , 制作方便可靠
。

实践证明所成支持膜

很好地适用于对分辨本领不要求极高的各类样品
。

二
、

放线菌抱子的标本制备 直接扣压法是用摄

子夹紧有膜的载网
,

把有膜面向着放线菌气生菌丝体

表面轻轻扣压一下
,

即有大量抱子附着到载网上
。

为

防止附着不牢的抱子污染电子显微镜
,

必须用吹气球

轻轻吹过有膜面
。

此后不需要其它任何处理
,

就可以

直接放入电子显微镜观察
。

放线菌抱子表面的微细结

构有足够的反差
,

因此不需要做增加反差的处理
。

直接扣压法操作简便
,

没有使用液体
,

因而 图象背

景千净
,

可 以得到清晰的照片 (图 2 )
。

扣压有时还会

带下一些菌丝
,

这可 以观察到泡子在菌丝上的着生情

况 (图 3 )
。

三
、

细菌的标本制备 与前相同
: .

用镊子夹紧载

网
,

把有膜面 在固体培养基上增生的细菌菌落表面轻

轻扣压
,

这样就有相当浓厚的一层细菌粘附在支持膜

上
。

这时由于细菌量过多 又会带有培养基
,

不能直接

使用
。

可以在干净的瓷盘上 (或凹玻片
、

腊盘等 ) 滴上

无菌水
,

把粘着大量细菌的载网扣到无菌水表面
,

放置

一段时间
。

这可 以使细菌量得到稀释
一

并漂洗去带下

的少量培养基
。

而后取下载网用滤纸在载网边缘吸去

液体
,

凉干后进行增加反差的处理
。

不同菌种漂洗时

间不同
。

有些细菌分泌粘物很多
,

这可 以用滴水轻轻

冲洗
,

直至载网
_

L无肉眼
一

可见的浓密物为止
,

这样也可

以得到分散的可供观察的细菌标本
。

细菌的一般形态

观察时
,

标本经干燥固定就可以了
。

由于细菌体 尤其是鞭毛 电子散射能力弱
,

图象反

差很差难于直接观察
。

增加反差的方法可采用金属投

影或负染色
。

金属投影可以得到富立体感的图象 (图 4
、

5 )
。

一般观察使用金属铬 ( C r) 就可 以
,

投影角度采

用 3。
。

左右为宜
。

负染色法不需要真空镀膜装备
,

操作

也简单
,

应用于病毒和噬菌体可以显示出微细结构
,

但

用于细菌常常引起背景不 千净
、

染色程度难掌握 (图

6 )
。

四
、

噬菌体的标本制备 使用直接扣压法
,

把仃

膜载网扣压在因噬菌体作用形成的无菌斑点表面
,

放

置一段时间再取下
,

同样可 以得到噬菌体标本
。

在载

网粘附样品后进行负染色
。

最常用的负染色液 是 2%

或 4%的磷钨酸重蒸馏水溶液
,

用 N a O H调 到中性 (P H

7一 7
.

4)
。

负染色的方法很多
,

都是大同小异
。

简单的

方法是在载网带有样品的面上滴一滴负染色液
,

而后

用滤纸吸去
,

仅在膜面上留一薄层液体
,

经干燥后即

可放入电子显微镜观察
。

载网吸附样品后不需漂洗
,

实

际上在负染过程中已起到漂洗作用
。

为获得好的噬菌体电子显微镜标木
,

常常要进行

增殖
、

分离
、

纯化等复杂的操作
。

而直接扣压制成的标

本也可 以得到一定浓度分布的噬 菌体
,

达到观察微细

结构的 目的 ( 图 7 )
。

( 图 2一 7见封 一 )
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土 壤 中挥发性 氨 的定 里 测 定

蒋 能慧 刘光 讼
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碳酸氢按
、

氮水和尿素施入土壤后往往有相当部

分分解 (尿素在尿酶作用下 )成气态氨
。

氨的挥发损失

直接影响到氮肥肥效
。

为 了弄清氨气在土壤中扩散损

失的变化规律
,

需要有适于田间测定氮气损失的方法
。

我们在研究氨气挥发损失的工作中
,

通过实践对 V e n -

ut ar 〔 1〕和 N o m m i k 〔2 〕提出的田间测定氨气方法作了

改进
,

使之适用于水田和早地挥发性氨的定量测定
。

用经过改进的方法测氨灵敏度高
,

操作较简便
,

特别是

能在通气条件下搜集从土壤中挥发损失的氮
。

本文简要介绍方法的操作和应用实例
。

一
、

洲定方法

本方法以磷酸甘油溶液作氨的吸收刘
,

用开 11 型

(气体可 以通过的 )泡沫塑料作吸收剂的载体
,

在通气

条件下吸收 自土体挥发的氨
,

然后燕馏测定之
。

(一 )材料和装皿
1

.

泡沫塑料吸收载体 选用常见的市售自 色 聚

l沙3




