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不同细菌浓度及离心条件对大肠杆菌透射电镜观察的影响 
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【摘 要】目的：探讨不同的光密度(Optical density，OD)值、离心速度及时间对大肠杆菌透射电镜样品制备及超微结构观察的影 

响。方法：按照正交试验设计原则，将不同 OD 值的大肠杆菌分成 9个不同的离心速度和时间组，比较各组制样难度及电镜下 

超微形态及纵、横切面比的变化。结果：各种 0D 值和离心条件对大肠杆菌超微结构影响不大，但 OD 值为 0．8，离心时间为 

15 min时，样品中细菌多呈纵切形态而更适宜观察分析。结论：离体培养大肠杆菌透射电镜样品制备及观察的最佳 OD 值为 

0．8，离心时间为 15 min，离心速度为 5 000～12 000 r／rain。 
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The influence of different cOncentratiOn and centrifugal parameters on TEM 

sample preparation of Escherichia coli 

WANGHong，et 

(Institute ofLif~Science，Chongqing Medical University) 

【Abstract]Objective：To investigate the influences of different OD value and centrifugal parameters on the ultrastructure of Escherichia 

coli in order to find out the best OD value，speed and time of centrifugation．Methods：According to orthogonal experimental designing 

principle．the E coli with different OD6oo values are divided into 9 different groups of centrifuge speed and time．The changes of E．coli 

morphology in each group at different 0D value，centrifuge time and speed were compared under transmission electron microscope． 

Results：The different OD6o0 values and centrifugal parameters have little influence on the uhrastructure of E coli，but when the 0D 

value at 0．8．centrifuge time at 15 rain，the cross—section ratio was significantly higher than other groups and was more suitable for 

observation．Conclusion：The best parameter to prepare the TEM samples of E．coli is under the 0D㈣ value at 0．8 and centrifugation 

time at 8 minutes and speed at 5 000～12 000 r／min． 
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随着现代分子生物学技术和微生物学技术的发展，细菌 

被广泛应用于各种基因水平的研究。大肠杆菌作为外源基因 

表达的宿主，其遗传背景清楚 、技术操作容易、培养条件简单、 

大规模发酵经济 ，因而倍受遗传工程的重视，成为目前应用最 

广泛，最成功的高效表达首选体系。虽然各种实验条件下大肠 

杆菌超微结构变化的研究已有广泛报道l1_21，但其透射电镜样 

品制备过程 ，不同的实验室则有各 自的操作程序 ，迄今未见有 

关最佳观察效果的样品制备流程的研究报道[31。由于纵切面能 

观察到杆菌的更多信息，因此我们希望视野中纵切面的比例 
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能尽可能大。我们的前期实验表明，不同的离心速度和时间对 

培养细胞的透射电镜观察效果影响较大 。本文就大肠杆菌样 

品制备过程中涉及到的细菌浓度、离心速度和时间等几个关 

键环节进行系统研究 ，以寻求最佳的制样方法。 

1 材料和方法 

1．1 大肠杆菌的收集 

大肠杆菌由我校公共卫生学院提供。当培养瓶中大肠杆 

菌的光密度 OD600(Optical density，OD)值量达到 0．5、0．8、1．0 

时，分别摇匀注入 15支 10 ml EP管中进行收集。 

1．2 大肠杆菌的离心 

根据影响大肠杆菌离心过程的影响因素(细菌 0D 值、 
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离心速度、离心时间)，设计 3因素 3水平正交试验表。因素 

及水平如下：OD 值分别为0．5、0．8、1；离心速度分别为5 000、 

8000、12000 r／rain；离心时间分别为 5、10、15rain。具体组合 

如表 1。 

1．3 电镜样品制备 

吸出 EP管中上清液 ，加入预冷的 4％戊二醛，4~C固定 2 

h后，进行常规电镜样品固定 、脱水和包埋 ，超薄切片后用于 

电镜观察。 

1．4 电镜观察及图像分析 

H一7500透射电镜下观察各组样品大肠杆菌超微结构， 

8 000倍随机拍摄 45视野用于图像分析 。采用北航 

CM一2000B病理图像分析系统计数视野中细菌数，并计算横 

切面与纵切面细菌的比例。 

1．5 统计分析 

通过 SAS 8．0统计软件进行有重复正交实验设计资料的 

方差分析[51。 

2 结 果 

2．1 0D 值、离心速度及时间对样品制备过程的影响 

当细菌的 0D 值 <0．5、离心速度低于 5 000 r／rain，5 min 

时，无法收集到足够的细菌。当 OD 值 >／0．5、离心速度达到 

5 000 r／min，5 rain时可收集到足够的细菌，但细菌团块较松 

散，样品制备过程中容易散开，制样难度较大。随着 0D 值、 

离心速度和时间的增加 ，细菌团块越紧密，制样难度相应降 

低。当 0D600值 >1．0、离心超过 12 000 r／min，15 min时，细菌 

团块体积和密度较大，从而影响制样过程中固定和脱水效 

果。 

2．2 0D 值、离心速度及时间对大肠杆菌电镜观察的影响 

电镜下显示 ，各组样品大肠杆菌的超微结构无明显差 

异，未见超微结构损伤。但视野中细菌的横切面和纵切面比 

例差别较大。第5～7组细菌横切面、纵切面各占40％～60％， 

有利于超微结构观察；其余各组均以横切面为主(图 1)。 

3 讨 论 

目前有关大肠杆菌透射电镜样品制备流程中对于细菌 

浓度、离心参数等的选择多与操作人员的经验有关，缺乏详 

细的实验对比分析。有研究表明，细菌的OD值，可作为测量 

细菌浓度的有效指标 。本研究结果表明，不同的细菌 0D彻 

值、离心速度和时间对大肠杆菌电镜样品制备的过程及观察 

视野中横、纵切面的比例影响较大。 

实验数据表明，当细菌的 OD 值 <0．5、离心低于5 000 

r／rain，5 rain时，细菌团块较松散 ，样品制备过程中容易散开， 

无法收集到足够的细菌，制样难度较大。随着 OD 值 、离心 

速度和时间的增加，细菌团块越紧密，制样难度相应降低。但 

表 1 L9(33)iF~E试验表以及各组细菌切面分布结果 
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