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前 言

    炭疽是由炭疽杆菌所致的人畜共患烈性传染病，对反当动物危害尤为严重。本病分布于世界各地，

目前很多国家和地区仍有本病的发生，我国个别地区也有散发。世界动物卫生组织〔World Organization

for Animal Health(英),Office Intentional des Epizootic(法),OIE]将该病列为B类动物传染病，我国农
业部将其规定为二类动物传染病。

    本标准与OIE编著《哺乳动物、禽和蜜蜂A和B类疾病诊断试验和疫苗标准手册》(2000)中有关炭

疽抗原的诊断技术基本一致。但该手册介绍的血清学试验，由于特异性和敏感性较差而未采用。本标准

吸收了农业部1979年颁布的《皮张炭疽沉淀反应技术操作规程》和《荧光抗体检验撰、毛、绒类炭疽杆菌

操作规程》等部分内容，因此，在本标准实施之后，上述规程将自动废止。

    本标准的附录A,附录B为规范性附录。

    本标准由农业部畜牧兽医局提出。

    本标准由全国动物检疫标准化委员会归口。

    本标准起草单位:中国人民解放军军需大学。

    本标准主要起草人:王世若、王兴龙、沈广、韩文瑜、梁焕春。
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动 物 炭 疽 诊 断 技 术

1 范围

本标准规定了动物炭疽杆菌分离培养鉴定及血清学试验方法。

本标准适用于各种动物炭疽病的诊断及检疫。

2 新鲜疑似炭疽病料标本的细菌学检查

2.1 显微镜检查

2.1.1 材料准备

2.1.1.1 器材

    恒温箱、显微镜、高压灭菌器、煮沸消毒器、漏斗、15 mm X 150 mm试管、最小反应管、移液管、带胶

乳头的毛细吸管(或血清加样器)、乳钵、中性石棉、5 ml一注射器、外科刀、镊、铂金耳、酒精灯等。

2.1.1.2 培养基

    戊烷眯多粘菌素血液琼脂平板、碳酸氢钠琼脂平板、快速增殖肉汤、普通营养肉汤、普通营养琼脂平

板、2%绵羊血液琼脂平板、2%兔血清琼脂平板等，配制方法见附录Ao

2.1.1.3 试剂

    炭疽沉淀素血清、阴性血清、标准炭疽杆菌抗原、炭疽荧光抗体、炭疽噬菌体。

2.1.1.4 溶液及染色液

    克氏固定液、磷酸盐缓冲盐水(PBS),缓冲甘油、0.5%苯酚(俗名石炭酸)溶液、福尔马林龙胆紫染

色液、碱性美蓝染色液、革兰氏染色液，配方见附录Be

2.1.1.5 实验动物

    体重17 g-20 g清洁级昆明系小鼠。

2.1.2 病料标本采集

    疑为炭疽动物，除慢性者外，其他不论是最急性者或急性者均于生前将耳部消毒后取血液，病变部

取水肿液或渗出液等直接涂于载玻片上，自然干燥后，将玻片涂面相对叠好，中间用火柴杆隔开，以线拥

扎，外用塑料纸包好。或用灭菌脱脂棉、滤纸、布片吸取血液等放于小试管中.待检。

    死后，自消毒的耳根部或四肢末端部采取血液滴于玻片上;或用细绳在耳根部紧扎两道，在两绳之

间将耳割下，以5%苯酚溶液(见第B-8章)浸湿的棉布包好，放广口瓶中待检，耳切口处用烧红的烙铁

烧灼止血。已经错剖的疑似炭疽动物尸体，可取肝、脾、肾等脏器置于试管中，待检。

    上述涂片自然干燥，火焰固定，如涂片较薄，也可用无水甲醇或乙醇固定，然后用下述染色法染色

镜检。

2.1.3窗比格尔(Ribiger)氏英膜染色法

2.1.3.1 操作方法

    滴加。. 5 ML-1. 0 ml福尔马林龙胆紫染色液(见第B. 5章)于涂抹面上，染色2 s-5 s，水洗(冲洗

水用次氯酸盐溶液消毒，余同)、干燥、镜检。

2.1.3.2 结果观察

    粗大菌体呈竹节状排列，染成深紫色，菌体周围的荚膜染成淡紫色。
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2.飞.4 碱性美蓝染色法

2.1.4门 操作方法

    滴加0.5 m1一1. 0 nit碱性美蓝染色液(见第B. e章)于涂抹面上，染色2 min -3 min.水洗、一干燥、

镜检

2.1.4.2 结果观察

    粗大菌体呈竹P状排列，染成深蓝色，菌体周围的荚膜染成粉红色。也可用3%沙黄染色液染色

3 min-5 min,菌体染成红色，菌体周围的荚膜染成黄色

    如观察到以上形态特征的杆菌，可初步确定为炭疽杆菌。

2.1.5 荧光抗体染色法

2. 1.5. 1 取样.涂片

    以无菌手续采取可疑病变组织、水肿液、血液或渗出液等材料制成涂片标本，待检。

2门. 5. 2 染色方法

    染色方法如下:

    。) 将制备好的涂抹玻片，自然十燥。

    }))将玻片投人克氏固定液内，固定15 min，再经外%酒精略加漂洗，自然干燥。

    c) 滴加炭疽荧光抗体血清(见2. 1.工，3)0.5 nil~工。m工浸没涂片，放湿盒内，室温孵育
            20 min-30 min.

    d、 用磷酸盐缓冲盐水(PBS) (见第B. 2章)冲去荧光抗体，并于同一磷酸盐缓冲盐水内浸泡
        3 mm- 5 mm，冉经蒸馏水略加漂洗，自然十燥

    。) 加适量缓冲甘油(见第B. 3章)，封片，荧光显微镜检查。

2-，.53 检查结果

    洲:菌体周围的芙膜肥厚，发闪亮的黄绿色荧光，中央菌体呈明显或不明显的橙红色。

    川:菌体周围的荚膜肥厚，发明亮的黄绿色荧光，中央菌体呈明显或不明显的橙红色。

    料 (M体周围的英膜肥厚，发较弱的黄绿色荧光 中央菌体呈明显或不明显的橙红色。

    +:荚膜不显著，黄绿色荧光暗淡，中央菌体呈明显或不明显的橙红色。

    一:无黄绿色荧光

    荧光反应在“干衬，号以上者，报告发现了炭疽杆菌

2.2 分离培养检查

    炭疽杆菌的培养性状具有特征性，是确诊的重要依据之一，但病畜病程短，故分离培养检查主要用

于动物死后新鲜标本的检验

2.2.1 操作方法

    用铂金耳钓取血液、水肿液、渗出物等，直接涂于平板培养基表面;脏器标本应切成几个不同的断

面，压印于一平板表面卜，置37 C恒温箱中孵育18h-24h

2.2.2 培养结果

    如观察到以下特征的菌落，符合炭疽杆菌的特征

    。)普通营养琼脂平板(见第A.5章)形成扁平、灰白色、毛玻璃样、粗糙、表面干燥、边缘不整齐、

        肖径约3 mm-5 mm的火焰状大菌落。用低倍显微镜观察菌落边缘，早卷发状 培养物有粘

        性，月J铂金耳钓取，可拉成长丝，称为“拉丝状”现象

    b)   2%绵羊血液琼脂平板(见第A.1章)菌落周围不溶血，超过24 h,发生轻度不完全溶血。

    。) 戊烷眯多粘菌素血液琼脂平板(见第A.1章)其他需氧芽胞杆菌不生长，但炭疽杆菌生长，仅

        受轻度抑制，月菌落生长缓慢，于15 h-24 h，形成较小的毛玻璃样粗糙的菌落，其边缘仍保持

        卷发状、不溶血

2. 3 分离的可疑菌株鉴定

    用铂余耳钓取可疑菌落接种于普通营养肉汤中(见第A.4章)增菌，在37 C水浴箱中孵育4h-
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5卜，再钓菌进行下述形态特征、培养特性及抗原性鉴定

2.3.1 形态特征

2.3门门 革兰氏染色(见第B. 7章)镜检。

2.3.1.2 检查结果:见到粗大菌体，长3pm̂ 5pm，宽。. 1 pm-v 1. 2 Iim.中央椭圆形芽胞，长链条排

列，两菌接触端如刀切状，革兰氏阳性。可判为炭疽杆菌。

2.3.2 培养特性

2. 3.2.1 普通营养肉汤

    管底有白色棉絮状沉淀物，培养液澄清，轻摇试管，沉淀物卷绕成团，往上升起，但不散失

2.3.2.2 青.素串珠试验和青.素抑制试验

    用铂金耳钓取待鉴定的培养物于2%兔血清琼脂平板(见第A.7章)上，以灭菌的I，形曲玻璃棒将

菌液在平板表面上涂匀，用小镊子夹取浸有每毫升含50 IU-100 IU青霉素直径6 mm小纸片，贴于平

板培养基中央，置37 C恒温箱中孵育3h-4h，取出，打开平皿盖，平放在显微镜载物台上，用低倍及高

倍显微镜观察。

    由十青霉素向外扩散，炭疽杆菌出现的反应分三层:内层--一青霉素浓度较高，炭疽杆菌的生长受

抑制，不生长，其他需氧芽胞杆菌仍能生长;中层— 青霉素浓度适宜，呈链条状排列的炭疽杆菌菌体膨

胀，形成串珠状，其他需氧芽胞杆菌不形成串珠状;外层 青霉素浓度太低，炭疽秆菌生长，仍呈链条

状。观察完毕，继续孵育8h-12h，测量纸片周围抑菌圈的大小，炭疽杆菌一般为20 mm左右，其他需

氧芽胞杆菌无抑菌圈

2.3.2.3 英膜形成试验

    用铂金耳钓取待检培养物接种于碳酸氢钠琼脂平板〔见第A.2章)上，置20%二氧化碳条件下(如

烛缸中)，于37 C恒温箱中孵育5ĥ 24h。强毒炭疽杆菌能产生大量的谷氨酸物质，在菌体周围生出荚

膜，菌落呈MC钻液)型。

2. 3.2.4 噬菌体裂解试验

    用铂金耳钓取普通营养肉汤培养物或制备的标本乳剂涂于普通营养琼脂平板上，使涂抹面成圆形，

干燥后，用铂金耳钓取炭疽噬菌体(见2.1.1.3)一满环，点种于圆形培养物的中央，置37'C恒温箱中孵

育3h-5h。

    在培养物中央出现明显而清亮的噬菌斑者，为裂解阳性反应，如在培养物中不出现或只出现不明显

的斑点者，为阴性反应。为防止判定错误，可将培养时间延长到18h，再观察一次即可确定 其他需氧芽

胞杆菌不出现特异的噬菌斑

2.3.3 抗原性鉴定(沉淀试验)

2-3-3.1 沉淀原制备

    取装有待鉴定的普通营养肉汤培养物的试管，置水浴锅中煮沸15 min-30 min，取出冷却后，用中

性石棉滤过，获得的透明液即为待检沉淀原

2.3.3.2 本试验的操作方法

    用毛细吸管吸取炭疽沉淀素血清(见2.1.1.3)0.1 mL，徐徐注人斜置的最小反应管内，达到管的只

分之一处，然后用另一支毛细吸管吸取待检的沉淀原沿反应管壁慢慢加到沉淀素血清的上面，达到管的

三分之二高处，随即将斜置的反应管立起，置室温下待判定。

2.3.3.3 对照试验

    实施本试验前，应做炭疽沉淀素血清对标准炭疽菌粉抗原和0.5%苯酚生理盐水，及阴性血清对标

准炭疽菌粉抗原等项对照试验，具体参照5.4. 2,

2.3.3. 4 结果判定

    阳性反应者在 1 min-5 min内于两液面的交界处出现清晰、致密如线的白色沉淀环。其他判定标

准与5.5中的b),c)和d)相同
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2.4 小鼠接种试验

    将病料标本用生理盐水做成1:5乳剂给3只小鼠(见3. 1. 1. 5)各皮下注射0. 05 ml--O. 1 m工。小
鼠通常在注射后的24 h--26 h因败血症死亡。然后按2. 1和2.2要求做检查。

2.5 细菌学检查的综合报告

    病料染色标本镜下观察到呈竹节状有荚膜的单在短链条排列的大杆菌;培养物染色标本镜下观察

到长链条排列的，有中央芽胞的大杆菌，革兰氏阳性，可初步报告为炭疽杆菌 培养物在普通营养肉汤中

呈棉絮状生长，上液透明;平板上形成火焰状大菌落;不溶血;串珠试验及噬菌体裂解试验阳性，可报告

检出炭疽杆菌。根据特殊需要所做的青霉素抑制试验，如果炭疽杆菌被青霉素抑制不生长时，可报告为

青霉素敏感株 在二氧化碳(C02)条件下培养，形成拈液型菌落，涂片染色镜检，观察到有肥厚英膜的粗

大杆菌(可用以代替小鼠接种试验)，可报告检出了炭疽杆菌强毒株。

3 腐败、陈旧脏器、尸体炭疽杆菌的检查

    腐败、陈旧脏器及尸体标本的检查按2.3.3项沉淀试验实施检查和判定结果。

4 撰、毛、绒类中炭疽杆菌的检查

4.1 取样

    用灭菌棉拭子蘸灭菌生理盐水涂擦采取样品时，应从里到外、从上到下、从左到右，尽量涂擦采取完
全。然后置灭菌试管中待检。

4.2 分离培养

4.2门 每支棉拭子各涂一个戊烷眯多枯菌素血液琼脂平板和一个碳酸氢钠琼脂平板。将戊烷眯多粘菌

素血液琼脂平板放于普通温箱内;碳酸氢钠琼脂平板放于含20%二氧化碳培养箱内(如烛缸)。二者均

于37℃培养18 h-24 ho

4. 2.2 如于戊烷眯多粘菌素血液琼脂平板上发现可疑菌落时，挑取培养物接种一支快速增殖肉汤管，

于37 C水浴培养3 h-4 h，做革兰氏染色检查，或按2.1.5作荧光抗体染色检查。

4.2.3 如于碳酸氢钠琼脂平板上发现可疑的瀚液型菌落时，挑取培养物按2.1.3或2.1.4方法作荚膜

染色检查。

4.2.4 结果判定:按2.1.3̂ 2.1.5和2.3. 1规定判定结果。

5 皮张标本炭疽的沉淀试验检查

5门 取样

5.1.1 在每张皮的腿部或腋下边缘部位，剪取样皮一块约1.0g。复检时，仍在第一次取样的附近部位

采取样皮一块约29，供作检验材料。

5.1.2 样皮应装人特制的布袋内(也可用其他容器)，每袋应制成10。小格，并编成1 100个袋号(称

百格袋)，按其取样顺序，将样皮依次装人小格袋内，皮张号、样皮号与袋格号应一致，逐将样皮袋严密包

装送往消毒室，并附以送检单，格式见表1.

                                表 1 炭疽沉淀试验样皮送检单

                                                                      报检号:

送检单位: 地址

样皮名称: 数量:

来源地 存放地:

采样 日期 受理 日期:

起止号码:

报检机关兽医 签印: 年 月 日
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5门.3 皮垛的编号，应与装样皮的布袋号相一致。盐皮、鲜皮及冻皮，应分开取样，不得混掺。

5.1.4 取样完毕的皮张，在未收到检疫结果通知单前，应保持原状，不得重新分类、包装、加工和移动

5.1.5 取样人员，应进行炭疽预防注射和具有一定的防疫知识 在工作前，应穿好防护服，工作后，应充

分消毒洗手，工作服须进行103.41 kPa高压蒸汽灭菌，要严格遵守防疫卫生制度。

5.1.6 每次取样时，兽医检疫人员，应在现场负责指导监督。

5.2 消毒

5.2. 1 收到样皮后，应按送检单内容进行登记。

5.2.2 检查无误后，将样皮袋放人高压蒸汽灭菌器内，使压力升到103. 41 kPa，保持30 mine

5.2. 3 干皮与湿皮应分别消毒，如一次灭菌，千皮放上边，湿皮放下边，但湿皮、鲜皮和冻皮，于灭菌前

应在37C-38C恒温箱中放置48 h，或放室温3d--4d，令其干燥后，再进行消毒灭菌。

5.2.4 在操作中，应按检验炭疽病的防疫要求，不得污染周围环境和物品，用后的器械物品应及时消毒

处理。

5.3 被检皮张抗原的制备

5.3.1 将清洁干燥的容瓶，放在木盘中，排成五列(或10列)，每列10只，每盘50瓶(或100瓶)，经灭

菌后，修剪除去脂肪的样皮，按规定的质量，每两张装人1个容瓶中，自左起第一排第1瓶放1-2号，第

10瓶放19-20号，其余类推，第五排第50瓶放99 100号皮样，容瓶位置，不得混乱，第1瓶和第50瓶

应作记号。

5. 3.2 如有缺皮或样皮混乱时，须将相应的容瓶翻扣起来，以免错号。

5.3，3 装样皮的木盘编号与样皮袋号应一致，同时将编号卡片放在木盘外侧的号夹中不得遗失。

5-3.4 按1:10的比例将浸皮液((0-5%苯酚生理盐水)逐瓶加人20 MI，在10 'C~  20℃室温的条件

下，浸泡16 h-25 h，也可在8℃一14℃水浴中浸泡14 h-20 h.

5.15 取清洁无污的容瓶与漏斗(每漏斗放人叠好的中性滤纸)，每10个为一排排好，每盘五排计50

个，其各个编号应与样皮木盘各个编号相对应 然后对号滤过，应使皮张抗原滤到澄清透明为止。

5.3.6 将滤过透明之皮张抗原木盘编号卡片，放在木盘外侧的号夹中，不得丢失

54 炭疽沉淀试验操作方法

5.4. 1 本试验须在 15C-20℃以上的室温下进行。

54.2 实施本试验前须按下列要求，做对照试验:

    。) 炭疽沉淀素血清对1:5 000倍标准炭疽菌粉抗原，在1 min内应呈标准阳性反应。对已知阳

        性皮张抗原经15 min应呈阳性反应。

    b) 炭疽沉淀素血清，对已知阴性皮张抗原和。.5%苯酚生理盐水作用15 min，应呈阴性反应。

    c) 阴性血清对1:5000倍标准炭疽菌粉抗原和已知阳性皮张抗原经15 min，应呈阴性反应。

5.4.3 本试验(初检)将反应管按皮张抗原木盘内的编号顺序排好，用血清加样器(或带胶乳头的毛细

吸管)向反应管内加注炭疽沉淀素血清0. 1 mL-0. 2 m1。然后用抗原加注器，吸取等量的皮张抗原，沿

反应管壁徐徐加人，并记录加完后的时间，按加完的时间顺序排好，待判。

5.4.4 血清与皮张抗原的接触面，界限清晰，明显可见，界限不清者应重做。血清和抗原加注器(或带胶

乳头的毛细吸管)应以0. 5%苯酚生理盐水充分彻底洗涤后，方可继续使用。

5.4. 5 如为盐皮抗原，应在炭疽沉淀素血清中加人4%化学纯氛化钠后，方能做血清反应。

55 检查结果

    判定时，左手取出木盘中的装有10只反应管的木条，然后将反应管置于水槽中菌水取出，放干眼睛

平行位置，右手持黑色板衬于反应管的后面，在光线充足处进行观察与判定。须按下列标准记录结果;

    a) “+”:抗原与血清接触后，经15 min在两液接触面处，出现致密、清晰明显的白环为阳性

          反应。

    b)‘。土”:白环模糊，不明显者为疑似反应。



NY/'r 561---2002

    。)“一”:两液接触面清晰，无白环者为阴性反应。

    d)‘，()”:两液接触面界限不清，或其他原因不能判定者为无结果。

    对可疑和无结果者，须重做一次。

5.6 复检

5.6.1 病皮复检时，应单张检验 初检呈阳性和疑似的材料，须重新对同一浸泡瓶的两个皮张号取样复

检 复检时，应使用2-3个血清效价与初检血清效价相近的不同批号的沉淀素血清来进行，同时用阴性

血清做对照。复检的方法同初检。

5. 6. 2 复检材料呈阳性反应时，则判为炭疽沉淀试验阳性。复检再呈疑似反应时，须按阳性处理。

5.6.3 经确定某号为阳性病皮后，应将病皮及上卜相邻之污染皮，准确的挑出，均作病皮处理，并盖病

皮戳印，保管丁专用库或指定地方隔离。病皮、污染皮未经消毒，不得作合格皮处理

5. 6.4 皮张检疫结束后，应将结果填人检疫簿中，并开检验结果通知单，格式见表2a

                                      表 2 检验结果通知单

                                                                      第 号

反应类别 张 数 号 码

阳 性

疑 似

阴 性 备

注合 计

        检疫机关: 兽医检验员:

5.6.5 以有效方法对病皮进行消毒后，并经效果鉴定合格者，方能投入生产加工应用。
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  附 录 A

(规范性附录)

培养基的制备

A门 戊烷胖多粘菌素血液琼脂平板

A门门 成分

    牛肉膏 59

    蛋白陈 20 g

    氯化钠 59

    琼脂 209

    蒸馏水 1 000 ml-

    戊烷眯 最终浓度1. 5 X 10-'-4 X 1 0-' g

    多粘菌素 最终浓度3 IU /ml一10 IU/ml

    绵羊血液 20 ml

A.1.2 制法

    按常规方法制备琼脂培养基，待冷至45' C -50'C时，加人稀释的戊烷眯和多粘菌素，最后加人绵羊

血液、棍匀后，倾人平皿，制成平板

A.2 碳酸氢钠琼脂平板

A. 2. 1 成分

牛肉膏

蛋自肮

氯化钠

细炭末

琼脂

蒸馏水

碳酸氢钠(N a HC(), )

2 制法

先按常规方法制备含炭末琼月

5g

20 g

〕g

2g

20 g

1 000 ml

12只

A.2.

平板

旨培养基，待冷至50 c左右时，加人碳酸氢钠，混匀后，倾人平皿，制成

A.3 快速增殖肉汤

A.1 1 成分

    牛肉膏

    蛋白陈

    酵母浸膏

    葡萄糖

    硫酸锰(0.001 mot/l)

    蒸馏水

A.3. 2 制法

    将以!_成分加人蒸馏水内

0.5g

1. 5 g

0. 2 nil

1 000 ml,

加热溶解，调整pH值至7. 6，分装试管，每管约1 ml，以:S5 kPa高压蒸



NY/T 561一2002

汽15 min灭菌，置冷水中迅速冷却。

A.4

A.车

普通营养肉汤

A.4

为 7.

处 。

1 成分

牛肉水 1 000 ml,

蛋白脉 10g
氯化钠(NaC1)                       5 g

2 制法

将蛋白陈和氯化钠加入牛肉水中，放流通蒸气锅内加温溶解30 min，用。.4%氢氧化钠修正pH值

4-7.6,置流通蒸气锅内加热30 min，使碱溶解，用滤纸过滤，除去沉淀物，分装于试管三分之一

以103 kPa高压蒸汽灭菌。

A.5 普通营养琼脂平板

A.5.1 成分

    普通营养肉汤(pH值7.4-7-6)     100 ml

    琼脂粉 29一39
A. 5.2 制法

    将琼脂粉加人普通肉汤中，加温溶解，用。.4%氢氧化钠调整pH值为7.2̂ 7.4，加温使碱溶解，过

滤，除沉淀物，以103 kPa高压蒸汽锅灭菌后，倾人平皿，制成平板。

A.6  2%绵羊血液琼脂平板

A.6.1 成分

    普通营养琼脂 100 ml,

    脱纤维绵羊血液 2 ml -

A. 6.2 制法

    将普通琼脂加热溶化后，冷至53C左右，灭菌加人血液，混匀后，倾人平皿，制成平板。

A.7 2%兔血清琼脂平板

A. 7. 1 成分

    普通营养琼脂 100 mL

    兔血清 2 mL

A. 7.2 制法

    将普通营养琼脂加热溶化，冷至53 C左右，加灭菌血清，混匀后，倾人平皿，制成平板。
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      附 录 B

    (规范性附录)

溶液、染色液配制方法

B.1 克氏固定液

无水乙醇 6份

  氯I{1烷 3份

甲醛溶液 1份

二种成分混匀后，置密闭容器内，冷暗处贮存。

磷酸盐缓冲盐水(PBS)

氯化钠(NaCI)                       8.0 g

氯化钾(KCD                         0. 2 g

磷酸二氢钾(KHaPO) 。.2g

磷酸氢 乙钠〔Na,HPO) 1. 15 g

蒸馏水 1 000 ml

各成分加于蒸馏水内溶解后，另加硫酸镁、氯化钙和硫柳汞各。.19即成。

缓冲甘油

n乙

马
j

氏

卜

优级纯日油 ，份

碳酸盐缓冲液 1份

混匀即成。

(碳酸盐缓冲液配方 0.5 mol/L碳酸钠1份，加0.5 mol/l碳酸氢钠3份，混合而成)

0l5%苯酚生理盐水

。.85写生理盐水

苯酚

100 ml

0.5只

福尔马林龙胆紫染色液

泥
﹃

r吟d

 
 
 
 

:B

B

龙月11紫 3g

福尔‘i林 100 ml

将龙胆紫加人福尔马林中混合过夜，用滤纸过滤 贮于棕色瓶中

B.6 碱性美蓝染色液

2%美蓝酒精液 3ml.

1环氢氧化钾溶液 0. 1 mL

蒸溜水 10 ml

将关蓝溶液和氢氧化钾溶液依次加人蒸馏水中后，棍匀，滤纸过滤，贮于棕色瓶中。
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B.了 革兰氏染色液

B.7门 草酸按结晶紫液

    10%结晶紫酒精液 10 ML

    10 Yll草酸馁溶液 40 ml

    混匀后，滤纸过滤，贮于棕色瓶中。

几了.2 鲁格氏液

    碘片 1g

    碘化钾 29

    蒸馏水 300 ml

    将碘化钾加人30 ml蒸馏水中，待完全溶解后，再将碘加人，

即uJ

B.7.3 苯酚复红液

    1o 碳酸复红液 1 ml.

    5%苯酚溶液 9 ml,

    棍合后，用滤纸过滤，贮于褐色瓶中

B-7.4  10倍稀释苯酚的复红液

    苯酚复红液 1 ml,

    燕馏水 gml.

    混合后，贮于棕色瓶中

13.了.5 革兰氏染色法

    涂抹，t燥，火焰[A定，a酸钱结晶液染色2 min-3 min，水洗
95Y,洒精染色3. 8s，水洗，10倍稀释苯酚复红液染色1 min- 2

最后加入蒸馏水，使全量为300 ml

，鲁格氏液媒染l. min-2 min，水洗，

min，水洗，千燥，镜检

B.8 5%苯酚溶液

苯酚

蒸馏水

I昆匀即可。

5g

100 ml.


