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编 写 说 明

实验教学是高等学校实验室的基本任务 ，是训练学生掌握实验技能的一个重
要实践性教学环节 ，是对学生进行最佳智能结构培养的必修课 。为适应当今世界
科技迅猛发展对传统实验教学提出的严峻挑战 ，适应 ２１世纪高校医学实验教学
改革 ，培养 ２１世纪的实用型人才 ，提高学生的动手能力和实验教学质量 ，需要我
们及时把新知识 、新技术纳入到高等医学教育的教学内容之中 。为此 ，我们坚持
“加强基础 、培养素质 、发展个性 、突出创新”的实验教学改革方针和“以学生为主
体 、以就业为导向 、以职业实践为主线 、以项目课程为引导”的实验教学改革理念 ，

兼顾知识传授和能力培养 、素质提高 ，使学生全面 、协调发展 ，彻底改变传统的实
验教学模式 。按照学院人才培养模式 ，围绕学院实验教学学分制 ，结合实验课程
体系 、实验教学内容 、教学方法 、考核模式等诸方面改革的要求 ，注重素质教育和
创新性与实践性的培养 ，为学生知识 、能力 、素质协调发展创造条件 。为此 ，学院
牵头组织相关医学院校共同编写了这套枟高等医学院校实验实训系列教材枠 。

本系列教材在编写过程中 ，以着重培养学生动手能力和分析解决问题的能力
为基础 ，把握实验教学改革思路 ，突出特色 ，确定了“四个三”的编写原则 。首先要
有思维新 、知识新 、结构新等“三个创新” 。其次 ，把握好实验课程的系统性与创新
性的关系 ，传统实验内容删减与实验知识完整性的关系 ，实验教学课程的独立开
设与相关课程理论教学的协同关系等“三个关系” 。再次 ，体现实践经验与经典技
术的结合 ，技术创新与素质培养的结合 ，实验项目与科研工作的结合等“三个结
合” 。最后 ，实验内容要包括“三个层次” ，即基础性实验 、综合设计性实验 、研究创
新性实验 ，分别占 ６０％ 、３０％ 、１０％ 左右 。对所选择的实验内容进行系统的优化组
合 ，具有代表性 、先进性 、实用性和特色性 。

本系列教材对每个实验的编写力求实用 、简明 、条理清晰 ，突出实验原理 、实
验方法的说明 ，并提供必要的图表 ，便于学生理解实验原理 ，方便教师指导实验操
作 。实验之后的思考题有助于学生理解 、掌握实验原理和操作步骤 ，以期望提高
分析问题 、解决问题的能力 。

由于时间仓促 ，加之编写经验不足 ，本系列教材一定存在不尽如人意之处 ，敬
请广大师生在使用过程中及时提出宝贵意见 ，以便再版时修订 ，使其更加完善 。

周 　军
2009年 7月



前 　 　 言

随着高等教育改革的不断深入 ，能力培养已引起高等学校的普遍关注 。我们
在学院领导的组织 、支持下 ，经过教研室全体教师的共同努力 ，编写了这本医学免

疫学与病原生物学实验教程 ，希望能借此提高学生的实验课教学质量 ，有助于学

生对基本理论 、基本知识和基本技能的掌握 。

在选择实验内容和确定编写指导思想时 ，力求适应学科的发展 ，满足教学的

需要 ，培养学生理论联系实际和独立思考 、独立操作的能力 。在借鉴其他医学院
校相关实验教材的同时 ，结合我校的实际情况 ，注重素质教育和学生创新能力的

培养 ，为学生知识 、能力 、素质协调发展创造条件 。

本书突出实验原理 、实验方法的阐述 ，每个实验力求实用 、条理清晰 ，并提供
必要的图表 ，便于学生对实验原理的理解和方便教师指导实验操作 。实验之后的

思考题便于学生复习和巩固 ，理解和掌握实验原理 ，以期提高学生分析问题 、解决

问题的能力 。

本实验指导分三部分 ，第一部分医学免疫学实验 ，由周智东编写 ，第二部分为

医学微生物学实验 ，由包兆胜编写 ，第三部分人体寄生虫学实验 ，由包兆胜编写 。

林平 、张建兴老师参加了部分书稿的编写和整理工作 。

由于编者水平有限 ，加上编写时间紧迫 ，书中难免存在缺点和不足 ，恳请广大

师生给予指正 ，我们将在今后的教学工作中不断加以补充和完善 。

包兆胜

2009年 7月



实验注意事项

一 、实验目的要求

医学免疫学与病原生物学实验课的目的是巩固对课堂讲授的基本

理论的理解 ，学习和掌握免疫学与病原生物学实验的基本操作技术 ，为

今后的临床工作和科研工作打下基础 。为上好免疫学与病原生物学实

验课 ，要求同学们做到如下各点 ：

１畅 课前务必做好充分预习 ，明确实验目的 、原理 、方法及操作中的

注意事项 ，做到心中有数 。

２畅 在实验进程中 ，严格按照实验指导书所列步骤和要求进行操

作 ，坚持实验的严肃性 、严格性 、严密性 。

３畅 真实记录实验结果 ，对错误的结果要认真分析 ，找出原因 ，得出

结论 。实验完成后 ，写出实验报告 ，并及时交给老师批改 。

４畅 严格遵守实验室规则 ，防止各种事故发生 。

二 、实验室规则

免疫学与病原生物学实验材料 ，有些是病原微生物 ，在实验中稍一

不慎和防护上的不善 ，便有发生人身感染的可能 ，所以要求同学们严格

遵守下列各点 ：

１畅 尽量不带个人生活 、学习用品入实验室 ，必要的用具带入后 ，应

放在远离操作的位置 。

２畅 进入实验室前穿上工作衣 ，离室时脱下并反叠带走 。在实验室

内应保持安静 、有秩序 ，不得高声谈笑 、随便走动 ，不得随意拆卸仪器 、

搬弄标本 。

３畅 实验室内严禁吸烟 、进食 、饮水 ，严禁用嘴吸移液及润湿标签 ，

尽量不要用手触摸头面部及身体其他暴露部位 。

４畅 如遇不慎而打破菌种管或使有菌材料污染皮肤 、衣物 、桌面等

情况 ，应立即报告指导教师 ，切勿隐瞒或自行处理 。
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５畅 被污染过且需要回收的吸管 、滴管 、试管 、玻片等物用完后应立

即投入已准备的消毒液中 ，不得放在桌面上或水槽内 。

６畅 爱护公物 ，节约试剂材料 ，不得将实验室任何物品私自带走 。

如遇仪器 、用品损坏 ，应报告指导教师 ，并按规定予以赔偿 。

７畅 实验完毕 ，整理桌面 ，值日生打扫室内卫生 ，最后离开的同学应

注意关好水电 、门窗 ，洗手后离室 。

（包兆胜）
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实验一 　特异性抗体（抗血清）的制备

【目的】

１畅 掌握抗血清制备的原理 、基本方法 ，掌握抗血清的采集及效价的测定 。

２畅 了解免疫佐剂的作用及免疫原的制备 。

【原理】

抗原可刺激机体内相应的 B 细胞活化 、增殖分化为浆细胞 ，由浆细胞产生和分泌特异性

抗体 。天然大分子抗原表面常带有多种不同的抗原决定基 ，一般来说每种抗原决定基可刺激

机体产生一种特异性抗体 ，因此 ，由某一种抗原刺激机体诱生的抗体实际上是针对该抗原分子

表面多种不同抗原决定基的抗体混合物（即多克隆抗体） 。抗血清效价的高低取决于抗原的理

化性质与机体因素 ，此外尚与抗原进入机体的剂量 、途径 、次数 、两次免疫的间隔时间 、免疫佐

剂的选择等有密切的关系 。

【材料与仪器】

成年普通家兔 、伤寒杆菌“O９０１” 、人全血清 、福氏完全佐剂 、无菌生理盐水 、碘酒 、酒精棉

球 、消毒棉签 。

剪刀 、镊子 、小试管 、吸管 、恒温培养箱 、水浴箱 、１mL 注射器 、动物固定架 、无菌三角烧瓶 、

手术刀 、手术剪 、止血钳 、离心机 、冰箱 。

【方法与步骤】

（一）伤寒杆菌“O”抗血清的制备
１畅 伤寒杆菌“O”抗原的制备
（１）细菌增殖 　将伤寒杆菌“O９０１”标准菌株接种于普通琼脂平板培养基上 ，置 ３７ ℃恒温

培养箱培养 ２４h ，挑取光滑型菌落接种琼脂斜面培养基进行增菌培养 。

（２）伤寒杆菌“O”抗原的制备 　用无菌生理盐水洗下增菌培养后的菌苔 ，置 １００ ℃水浴 ２h
杀菌及破坏“H”抗原 ，检验无菌生长后 ，用无菌生理盐水将其稀释成 １０ 亿／mL 的伤寒杆菌
“O”抗原悬液 。

２畅 免疫方法 　选择体重 ２ ～ ３kg 的健康成年家兔 ，用已制备好的伤寒杆菌“O”抗原按表
１ １ １的程序及剂量免疫家兔 。

表 1 1 1 　伤寒杆菌“O901”抗原免疫程序

免疫日期（天） 免疫途径 免疫原 免疫剂量（mL）
１ 侣多点皮内 O９０１ 缮１ aV畅０

６ 侣静脉 O９０１ 缮０ aV畅５

１１ 儋静脉 O９０１ 缮０ aV畅５

第一篇 　医学免疫学实验
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　 　续 　表

免疫日期（天） 免疫途径 免疫原 免疫剂量（mL）
１６ 儋静脉 O９０１ 缮１ aV畅０

１９ 儋静脉 O９０１ 缮２ aV畅０

从耳静脉抽血 １mL ，分离血清 ，测定抗体效价 ，若抗体效价在 １ ∶ ２０００以上即可采血 。若

抗体效价在 １ ∶ ２０００以下 ，需追加一针 ，隔 ４天后再行试血 ，试血后效价达 １ ∶ ２０００以上即可

采血 ；若效价仍在 １ ∶ ２０００以下 ，该家兔即可弃去 。

３畅 抗血清的采集与保存 　末次免疫后 ５ ～ ７天 ，对家兔采用心脏采血 。

心脏采血法 ：将家兔仰面固定于动物固定架上 ，剪去左胸部兔毛 ，以碘酒和酒精依次消

毒 ，在第 ３和第 ４肋骨间心搏最强烈的部位将注射器针头刺入心脏抽血 ，将采集的血液置于无

菌试管中 。

收集的血液凝固后 ，２０００r／min离心 １０min ，无菌吸取血清 ，加入防腐剂（最终浓度 ０畅０１％

硫柳汞或 ０畅０２％ 叠氮钠） ，分装小瓶密封 ，－ ２０ ℃冰箱保存备用 。

（二）抗人全血清的制备

１畅 免疫原 福氏完全佐剂的制备 　取混合人全血清 ，用生理盐水作 １ ∶ ４稀释 ，用研磨法

将稀释血清与福氏完全佐剂按 １ ∶ １的体积比混合 ，制成油包水状态 。

２畅 免疫动物 　选择体重 ２ ～ ３kg 的健康成年家兔 ，按表 １ １ ２的程序及剂量免疫家兔 。

表 1 1 2 　抗人全血清制备免疫程序

免疫日期（天） 免疫途径 免疫原 免疫剂量（mL）
１ e双后足掌 免疫原 福氏完全佐剂 １ cX畅０（０  畅５／只 × ２）

１４ |腹股沟淋巴结 免疫原 福氏完全佐剂 １ cX畅０（０  畅５／侧 × ２）

２１ |耳静脉 人全血清（１ ∶ ２稀释） １ aV畅０

３畅 试血 　末次注射后一周采血 。耳静脉抽血 １mL ，分离血清 ，测定抗体效价 ，若环状沉淀

抗体效价在 １ ∶ ５０００ ，双向琼脂扩散试验效价在 １ ∶ １６以上即可放血收集血清 。

４畅 抗血清采集 　方法同上 。

【注意事项】

１畅 用于免疫的动物接受抗原刺激后产生抗体应答的个体差异较大 ，因此 ，免疫时每种抗

原应选用 ２只以上动物 。

２畅 抗原的剂量及免疫方法视动物 、抗原种类及是否使用佐剂而异 。

【思考题】

１畅 抗血清有何用途 ？

２畅 如何获得高效价的抗血清 ？
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实验二 　凝集反应

颗粒性抗原（如细菌 、红细胞或带有抗原的颗粒载体）与特异性抗体结合形成肉眼可见的

凝集团块 ，称为凝集反应（agglutination） 。凝集反应分为直接凝集和间接凝集两大类 。

一 、直接凝集反应

颗粒性抗原在电解质参与下直接与相应抗体结合出现凝集反应 ，叫做直接凝集反应 。在

操作上有玻片凝集和试管凝集两类 。

（一）玻片凝集试验

【目的】

掌握玻片凝集反应的基本原理与操作方法 。

【原理】

用已知抗体（诊断血清）与待测抗原在玻片上直接反应 ，为定性实验方法 ，常用于 ABO 血
型的鉴定和细菌菌种的鉴定和分型（略） 。

ABO血型鉴定 ：红细胞表面的 A 和（或）B抗原与相应的抗体结合后使红细胞凝集 ，借此

判断待测的 ABO 血型 。

【材料与仪器】

１畅 抗 A 血清 、抗 B血清 。

２畅 采血计 、小试管（内装 １mL 生理盐水） 、玻片 、牙签 、一次性针头 、酒精棉球等 。

【方法与步骤】

１畅 红细胞悬液的制备 　皮肤消毒后用针刺手指尖或耳垂 ，采 １ ～ ２滴血入装有 １mL 生理
盐水的小试管中 ，混匀 ，即成 ２％ ～ ５％ 红细胞悬液 。

２畅 取洁净玻片一块 ，分为 ２格 ，分别标记 A 、B字样 。将抗 A 血清 、抗 B血清各 １滴加入

A 、B处 。

３畅 取等体积的待测红细胞悬液（也可用全血）分别滴加入 A 、B 处 ，用牙签的两头分别将

红细胞悬液（或全血）与血清调匀 ，同时不断摇动玻片并观察红细胞凝集现象 。

【结果】

红细胞凝集成块 ，周围液体澄清者为阳性（＋ ） ；红细胞仍呈悬液 ，无凝集者为阴性（ － ）（见

图 １ ２ １） 。根据凝集情况 ，判断 ABO 血型（见表 １ ２ １） 。
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图 １ ２ １ 　红细胞凝集现象

表 1 2 1 　 ABO血型的鉴定

抗 A血清 抗 B血清 血 　型

＋ － A
－ ＋ B
＋ ＋ AB
－ － O

【注意事项】

１畅 待测血样与抗血清混合调匀后 ，不要再用牙签搅动 ，以免影响大凝集块形成 。

２畅 试验在温度低于 １０ ℃时可出现冷凝集 ，造成假阳性 。

３畅 对含较多自身冷凝集素的受检者 ，需用 ３７ ℃生理盐水洗涤受检者的红细胞 ２ ～ ３次 ，再

鉴定血型 ，防止误定为 AB型 。

（二）试管凝集试验

【目的】

掌握试管凝集试验的基本原理与操作方法 。

【原理】

用已知诊断抗原与一系列稀释后的待测血清在试管内混合 ，观察每管的凝集程度 ，以检测

抗体效价 ，为半定量试验方法 。常用的有肥达试验和外斐试验 ，输血时也用于交叉配血定性

试验 。

【材料与仪器】

１畅 １ ∶ １０稀释的伤寒沙门菌“O９０１”诊断血清 、伤寒沙门菌“O９０１”诊断菌液 、生理盐水 。

２畅 小试管 、试管架 、刻度吸管等 。

【方法与步骤】

１畅 列两排试管 ，每排 ８支 ，依次编号 ，每管内加入生理盐水 ０畅５mL 。
２畅 用吸管吸取伤寒沙门菌“O９０１”诊断血清 ０畅５mL 加于第一排的第 １管 ，用吸管吹吸 ３
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次 ，充分混匀后 ，吸取 ０畅５mL 加入第 ２管 ，同法混匀后又吸取 ０畅５mL 加入第 ３ 管 ，依此类推 ，

连续稀释到第 ７管 ，最后从第 ７管吸出 ０畅５mL 弃去 ，第 ８管为生理盐水对照管 。

３畅 吸取伤寒沙门菌“O９０１”诊断菌液 ，于第一排各管内加 ０畅５mL （按顺序从第 ８管开始往

第 １管加） 。

４畅 各管摇匀后 ，置室温（或 ３７ ℃ ）２４h后观察结果 。操作步骤见表 １ ２ ２所示 。

表 1 2 2 　试管凝集反应操作步骤 单位 ：mL
管 　号 １ D２ 骀３ 墘４ +５ 挝６ p７  ８ 档

生理盐水 ０   畅５ ０ 父�畅５ ０ [P畅５ ０ �蝌畅５ ０ 牋晻畅５ ０ B7畅５ ０ 邋谮畅５ ０ 噰|畅５

１ ∶ １０伤寒血清 ０   畅５ ０ 父�畅５ ０ [P畅５ ０ �蝌畅５ ０ 牋晻畅５ ０ B7畅５ ０ 邋谮畅５

伤寒菌液 ０   畅５ ０ 父�畅５ ０ [P畅５ ０ �蝌畅５ ０ 牋晻畅５ ０ B7畅５ ０ 邋谮畅５ ０ 噰|畅５

血清终稀释度 １ ∶ ４０ 牋１ ∶ ８０ C１ ∶ １６０ �１ ∶ ３２０ 煙１ ∶ ６４０ A１ ∶ １２８０ �１ ∶ ２５６０ 潩—

置室温（或 ３７ ℃ ）２４h
结 　 　果

弃 ０畅５

【结果】

凝集程度

＋ ＋ ＋ ＋ 　液体清澈 ，管底形成大片凝集物 ，表明细菌全部被凝集 。

＋ ＋ ＋ 　液体轻度浑浊 ，管底凝集物较少 ，表明细菌大部分被凝集 。

＋ ＋ 　液体半澄清 ，管底有较多细小凝集物 ，表明细菌部分被凝集 。

＋ 　液体浑浊 ，管底凝集物少 ，表明细菌少部分被凝集 。

－ 　液体浑浊 ，管底有圆点状细菌的沉积 ，边缘整齐 ，表明细菌无凝集 。

以产生明显可见凝集现象（＋ ＋ ）时血清的最高稀释度作为血清中抗体的效价 。

【注意事项】

１畅 混匀血清时不能产生气泡 ，以免影响稀释血清量的吸取 。

２畅 观察结果时应先看第 ８管（对照管） ，该管应无凝集现象 。

３畅 菌液“O”抗原凝集物为致密颗粒状 ，不易摇起 ；“H”抗原凝集物为疏松棉絮状 ，轻摇易

浮起 。

４畅 抗原抗体反应时必须有适当的比例才能出现肉眼可见的凝集物 ，若抗原或抗体过多 ，

均不形成肉眼可见的凝集物 。在凝集反应中通常稀释血清抗体使其与抗原保持适当比例 。

【思考题】

１畅 直接凝集反应有哪几种 ？各有何用途 ？

２畅 什么是抗体的效价 ？为什么效价可以表示血清中抗体的含量 ？

３畅 凝集反应的原理与沉淀反应有何不同 ？
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