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实验一　　实验室基本技术

随着临床生物化学检验理论和实验技术的发展，实验室工作者不仅要掌握本专业的相

关理论和技术，而且要熟悉影响实验结果准确性的各种因素，掌握实验用纯水的制备方法

与质量要求、玻璃仪器的清洗与使用、常用量器的校正与正确使用、常用仪器的检定与正

确使用等实验室基本知识。

一、实验用纯水的制备与质量要求

【目的与要求】

掌握实验用纯水的制备原理、方法和用途；熟悉实验用纯水的分级和检查方法。

【原理】

水是常用的溶剂，天然水中含有许多杂质。天然水经简单的物理、化学方法处理，除

去悬浮物质和部分无机盐即得到自来水。天然水和自来水经蒸馏、电渗析等处理，除去杂

质，即成实验用纯水。实验用纯水并非不含任何杂质，其质量高低直接影响到所配试剂的

质量，影响实验结果的准确度和精密度。

【纯水的制备方法

蒸馏法　　将自来水（或天然水）在蒸馏器中加热汽化，然后冷凝水蒸汽即得蒸馏

水。蒸馏水是实验室中常用的较为纯净的洗涤剂和溶剂。蒸馏法制水耗能大，冷却水消耗

亦多，同时需注意管道的清 ℃时其电阻率为洁。蒸馏水在 左右。

离子交换法　　它是将自来水通过离子交换柱（内装阴、阳离子交换树脂）除去水

中杂质离子的方法。

离子交换树脂是一种人工合成的带有交换活性基团的多孔网状结构的高分子化合物，

在网状结构的骨架上，含有许多可与溶液中的离子起交换作用的“活性基团”。根据树脂

可交换活性基团的不同，离子交换树脂被分为阳离子交换树脂和阴离子交换树脂两大类。

、
当水通过阳离子交换树脂时，水中的 等 发生阳离子与树脂中的活性基团

交换；当水通过阴离子交换树脂时，水中的 等阴离子与树脂中的活性基团

发生交换。所以离子交换法制备纯水时的过程是水中的杂质离子先通过扩散进入

树脂颗粒内部，再与树脂的活性基团中的 和 发生交换的过程。

由于树脂是多孔网状结构，具有很强的吸附能力，可以同时除去电中性杂质，又因交

换柱本身是一个很好的过滤器，所以颗粒杂质可以一同除去。本法得到的去离子水纯度较
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高， ℃时电 以上。阻率达

电渗透法　　电渗透法是将自来水通过电渗析器，除去水中阴、阳离子，实现净化

的方法。电渗析器主要由离子交换膜、隔板、电极等组成。离子交换膜是整个电渗析器的

关键部分，是由具有离子交换性能的高分子材料制成的薄膜。阳离子交换膜（阳膜）只

允许阳离子通过，阴离子交换膜（阴膜）只允许阴离子通过。电渗析水的电阻率一般在

炭吸附法　　炭吸附法是采用装有活性炭柱处理自来水，除去有机物的方法。该法

可作为各种制备纯水配套的一种措施。

超滤膜法　　超滤膜法是采用超滤膜除去供水中的悬浮物的方法，所得的水需进一

步纯化。

混合纯化系统　　目前多采用本法制备纯水，其基本装置系用滤膜预处理系统的供

水、结合 的滤膜除去微生物。炭吸附和离子交换处理，最后以孔径

【水的纯度检查】

水的纯度检查首先用电导率仪测定其电导率或电阻率，然后用特定试剂检测水中可溶

等成分的含量性硅、 。

电阻率　　用电导仪或兆欧表测定。用电导仪测得电导率，与电阻率可进行换算。

电导是电阻的倒数，单位为西门子 ，即 ；每厘米长的电导为电导率（（

。电导 时，仪表头读数单位为 ，即当电导仪读数为

其电阻率为

的可溶性硅定性检验　　方法如下：纯水 加入 钼酸溶液 滴，草酸硫酸

份） 滴，混合液（ 草酸 份加 摇匀，置室温 ，滴加 硫酸亚

。铁溶液 滴摇匀，以不显蓝色为合格（

【实验用纯水标准】

美国病理 于学会（ 年提出了实验用水的三级标准 。美国临床，见表

）实验室标准化委员会（ 于 年提出了新标准，见表

生化试剂及表 生化检验用水标准

表 美国 等级纯水的规定
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续表

【实验用纯水的使用与用途】

临床实验室 级水，特殊实验如酶活性测定、电解质分析等应选用一般选用 级水，

级水用作仪器、器皿的自来水清洁后冲洗。实验用纯水用途见表

表 规定的等级纯水的用途

级 别 用 途

原子吸收、火焰光度、电解质、荧光、酶、高灵敏度层析、电泳、参比液、缓冲液

一般实验检验，玻璃器皿冲洗

玻璃器皿洗涤，要求不高的定性试验

原子吸收、火焰光度、酶、血气及 、电解质、无机元素、缓冲液、参比液

一般实验室检验，血液学、血清、微生物检验等

普通定性测定、尿液检验、组织切片、寄生虫、器皿洗涤

在实际工作中，还应重视纯水的贮存、运输和使用过程，防止使纯水等级下降。一般

选用聚乙烯或聚丙烯桶（瓶）贮存，贮存时间不宜太长。使用时应避免一切可能的污染，

切勿用手接触纯水或容器内壁。

【思考题】

实验用纯水常用的制备方法有哪些？各有何优缺点？

如何根据实验项目来合理选择不同级别的实验用水？

二、实验用玻璃仪器的清洗、使用和校正

【目的与要求】

掌握普通玻璃仪器的正确清洗和使用方法；熟悉吸量管、容量瓶的校正方法；了解清

洁液的配制和使用。

【实验用玻璃仪器的分类】

实验用玻璃仪器分为容器类和量器类。容器类玻璃仪器为常温或加热条件下，物质的

反应容器和贮存容器，包括试管、烧杯、锥形瓶、滴瓶、漏斗等。量器类玻璃仪器用于计

量溶液体积，不可用作实验容器，包括量筒、移液管、吸量管、容量瓶、滴定管等。

此为试读,需要完整PDF请访问: www.ertongbook.com
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【普通玻璃仪器的使用】

量筒　　量筒是实验中常用的度量液体的量器，用于不太精密的液体计量，用容量

表示。根据需要选用各种不同容量规格的量筒。例如量取 液体时，应选用 量

）；如果筒（测量误差为 选用 量筒量取 液体体积，则至少有 的

误差。

量筒不能用作反应容器，不能装热的液体，更不可对其加热

读取量筒的刻度值，一定要使视线与量筒内液面（半月形弯曲面）的最低点处于同

一水平线上，否则会增加体积的测量误差。

容量瓶　　容量瓶是一种细颈梨形的平底瓶，瓶颈上有环形标线，表示在所指温度

下（一般为 ）液体充满至标线时的容积。常用的容量瓶有

等规格。

容量瓶主要是用于把精密称量的物质配制成准确浓度的溶液或是将准确容积及浓度的

浓溶液稀释成准确浓度及容积的稀溶液。

容量瓶与瓶塞要配套使用，使用前应检查是否漏水。工作中不要一次性地将溶液加至

刻度。不宜用容量瓶长期存放溶液。另外，容量瓶不能在烘箱中烘烤，不许以任何形式对

其 热。

移液管、吸量管　　移液管和吸量管是用于准确量取一定体积液体的量出式的玻璃

量器。移液管的中间有一膨大的球部，球部上、下均为细窄的管颈， 端管颈刻有一条标

线，用于移取固定量的溶液。吸量管是具有分刻度的玻璃管，亦称刻度吸量管，用于移取

非固定量的溶液。

用移液管（吸量管）移取溶液前，应保证其干燥清洁，并用欲移取的溶液涮洗

次，以确保所移取溶液的浓度不变。移取溶液时，用右手的大拇指和中指拿住管上方，下

端插入溶液中 ，左手用洗耳球慢慢将溶液吸入管内。当液面升高到刻度以上时，

立即用右手的示（食）指按住管口，将移液管（吸量管）下口提出液面，管的末端靠在

盛溶液器皿的内壁上，略为放松示指，使液面平稳下降，直到溶液的弯月面与标线相切

时，立即用示指压紧管口，使液体不再流出。取出移液管（吸量管），以干净滤纸片擦去

移液管（吸量管）末端外部的溶液，然后插入承接溶液的器皿中，使管的末端靠在器皿

内壁上。此时移液管（吸量管）应垂直，承接的器皿倾斜，松开示指，让管内溶液自然

后，拿出移液管（吸量管）。管口上未标地沿器壁流下，加入所需量溶液，等待

“吹”字，残留在移液管（吸量管）末端的溶液，不可用外力使其流出；管口上刻有

“吹”字，使用时末端的溶液必须吹出。

试管　　口径一般为 ，常用规格为

等，用玻璃或塑料制成。试管规格和质量的选择按试验而定。临床实验室宜使

用化学清洁、一次性试管，以保证试验的质量。

烧杯　　用于盛液、加热、溶解和配试剂，常与容量瓶配合使用。使用时切勿用手

接触其内壁，溶解或混匀试剂时可用玻璃棒搅拌助溶或助匀。烧杯内试剂倾入容量瓶时，

注意多次冲洗烧杯，一并倾入容量瓶内。
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漏斗　　漏斗都呈 角，下部直管有长有短。在定量分析中，漏斗垫滤纸过滤时，

滤纸对角折叠两次后放入漏斗内，纸的边缘不能超出漏斗上缘，滤纸的大小要与欲过滤液

量相配，过大会使滤液收量减少、所含成分浓缩从而影响试验的结果。

【普通玻璃仪器的清洗】

实验中所使用的玻璃仪器清洁与否，直接影响实验结果。如果仪器不清洁或被污染将

会造成较大的实验误差，甚至会出现相反的实验结果。因此，玻璃仪器的洗涤清洁是一项

非常重要的工作。

初用玻璃仪器的清洗　　新的玻璃仪器表面常附着有游离的碱性物质，可先用肥皂

水（或去污粉）洗刷再用自来水洗净， 盐酸溶液中过夜（不少于然后浸泡在

，再用自来水冲洗 次，在，最后用蒸馏水冲洗 ℃烘箱内烤干备用。

使用过的玻璃仪器的清洗

容器类玻璃仪器　　如试管、烧杯、锥形瓶等。先用自来水洗刷至无污物，再选

用大小合适的毛刷沾取去污粉（掺入肥皂粉）刷洗或浸入肥皂水内。将器皿内外（特别

是内壁）细心刷洗，用自来水冲洗干净后，再用蒸馏水冲洗 次，烤干或倒置在清洁

处，干后备用。

量器类玻璃仪器　　如吸量管、滴定管、容量瓶等。使用后应立即浸泡于凉水中，

勿使物质干涸；然后用流水冲洗，除去附着的试剂、蛋白质等物质。晾干后浸泡在铬酸洗

（或过夜），再用自来水充分冲洗，最后用蒸馏水冲洗液中 次，晾干备用。

其他　　具有传染性标本的容器，如病毒、传染病患者的血清等沾污过的容器，

应浸泡在杀菌剂（ 煤酚皂溶液）中过夜，进行消毒后再清洗。

【清洁液的配制和使用】

清洁液的配方有数种（表 ，可按需要选用。

表 清洁液的配方

配制时，先将重铬酸钾溶于水中，加热助溶，待冷。然后将粗浓硫酸缓慢加入上液

中，边加边搅拌，切勿过快，以免产生高热使容器破裂。不要把重铬酸钾溶液向硫酸中倾

倒。配制时，根据用量选用烧杯或陶瓷缸作容器。

清洁液的腐蚀性强，用时注意勿溅在皮肤和衣服上。它的吸水性较强，故应加盖贮

存。如果清洁液的颜色逐渐变为绿色，表示效力降低，再加入适量的重铬酸钾和浓硫酸，

还可继续使用；如已变成黑色，则不能再用。

清洁液适用于事先清洗过但未能洗净的玻璃器皿，将水甩干后浸泡。未清洗或未消毒
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的器皿不要直接浸泡于清洁液中，否则会使清洁液迅速失效，减低洗涤能力。

【常用玻璃量器的校正】

在校正量器之前，必须先熟悉玻璃容量仪器的正确使用方法，校正时的使用方法必须

和实际工作中的使用方法一致。

校正量器的方法是从量器在某温度时所容纳的水或水银重量，来推算其体积。由于量

器的容积随温度而变化，所以必须确定温度，量器才有其意义。温度的选择以接近实验室

全年平均温度为佳，一般采用 。例如 ℃时，它的， 的容量瓶，是指在

容积为 ，显然它的容；如果温度超过 积大于 低于 ，它的容积就

。因此，校正时必须不足 考虑三个因素： 温度对容量仪器的影响；②温度对水

（或水银）密度的影响；③空气浮力对所称水（或水银）重量的影响。其中影响最大的是

温度对水密度的影响，校正时的温度应尽可能选择靠近

进行容量校正时，先称量出量器某温度下某一容量标线内容纳或放出的水重，然后根

℃时的体积据下式将该温度下水的重量换算为 。

式中　　 为某一温度下所称得的水重

℃时充满容量为 的玻璃量器的水，在空气中不同温度表示在 下用黄铜砝码

所称得的重量（表

表 水在 ℃间的 值

℃校正时，称得水重 查得为 ，从的量瓶在例如：容器为 ℃时表
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值为 ，则该量瓶在 时的真实容量为

校正值为

这种校正方法考虑了影响玻璃量器容量的三个因素，校正结果精密准确，适用于准确

度较高的分析工作。

吸量管的校正　　校正吸量管时应事先洗净、干燥。一般 以上吸量管均可用

水称量法校正。取 或 具塞锥形瓶一只，于分析天平上精确称重。加水后的重量

减去原瓶重即得 ，代入公式求得 值。如果在允许误差范围内即为合格，超出允许误

差范围者则弃去不用或重新刻度。

容量瓶的校正　　容量瓶为量入式量器。校正时将已清洗干燥的容量瓶置天平上称

重，然后向容量瓶中注入蒸馏水至刻度，用滤纸吸去瓶颈内壁上沾附的水珠再称量，此重

量减去空瓶 ，代入公式即可求出重即为

【思考题】

玻璃仪器的洗涤清洁对实验结果有何影响？如何根据实际情况进行玻璃仪器的洗

涤清洁？

吸量管校正时应考虑哪些影响因素？如何进行校正？

三、加样器的使用与校正

【目的与要求】

掌握加样器的正确使用方法；熟悉加样器的的校正过程。

【加样器的使用

加样器下段为可装卸可更换的吸液嘴，用加样器上方的“推进按钮”定量采取液体。

它有固定式和可调式两种。

在使用加样器时，如为可调式则先将容量调至所需容量上，在下端装上吸液嘴，右手

握住加样器，用拇指把“推进按钮”向下按到第一静止点（第一档位），将吸液嘴尖头浸

入样品或溶液中 深度，再缓缓 后，放开“推进按钮”，使返回原处，停留

将吸液嘴离开标本或溶液，拭干吸液嘴外部残液。然后把吸液嘴尖头轻轻地接触容器内

壁，将“推进按钮”向下按到第一静止点（第一档位），停 ，再将“推进按钮”留

向下按到第二静止点（第二档位），排出尖头中的残液。

【注意事项】

加样器是精密量器，不允许将加样器直接与液体接触，以免液体或杂质吸入管内，

导致阻塞。吸液嘴与吸液杆的连接必须密合。

此为试读,需要完整PDF请访问: www.ertongbook.com
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吸液嘴在使用前须经湿化，即在正式吸液前将所吸溶液吸放 次。湿化前后实际容

量和排出量均有显著差异。另外，有些新购的吸液嘴是经硅化过的，这有利于减少液体的吸

附，但有实验表明，经加样 浸泡一消毒一冲洗 烘干备用连续使用 周后，其泄出量即显著

降低，有条件应予以重新硅化，对外观有明显“花纹”或透明度降低者应弃掉不用。

当加样器中有溶液时，不得倒放，必须垂直放置，否则久后失准。

【加样器的校正】

目前，许多实验室都已经使用国产或进口的加样器，尽管进口加样器在准确度、精密

度、性能和使用寿命等方面优于国产加样器，但在这类量器的使用中，每年至少也应检验

校正 次，校正方法如下：校正时要求室温 ，按正规操作吸取蒸馏水，并精确称

取蒸馏水重量，计算出容积及校正值。如果相对百分误差大于 时，应进行调整。调

整后，必须再进行检测，直至加样器能正确给出调整的容积

【思考题】

如何正确使用加样器？使用时应注意哪些方面？

四、分光光度计的光源检查和波长校正

【目的与要求】

掌握分光光度计的光源检查和波长校正方法。

【光源检查】

光源检查即波长初步检查：不论何种分光光度计在校正之前都要先检查光源。检查方

法是将波长选定在 处，将狭缝开到最大（或打开光门），打开钨灯，在比色皿内插

一片白纸片。当光源正常时，应看到均匀的黄色光斑，边缘清晰整齐；如果明暗不均，形

状异常，则应调节光源灯的位置。调节方法是放松灯座固定螺丝，一边小心地向各个方向

移动灯的位置，一边观察光斑变化，直至出现明亮均匀的黄色光斑为止。如系 型或高

级分光光度计，这种调试工作还因灯泡固定机构复杂而应更细致，调好后要固定好。每次

换新灯泡时都需要重新调整。

【波长校正

分光光度计的波长精度随不同类型而异，且受温度影响，故常常需要对波长进行校正，即

检查波长刻度与实际波长之差是否保持在一定的范围内，否则将使测定的误差增大。波长校正

的方法很多，常用的有： ）用含某些特定元素的玻璃来较正。最常用的有镨钕玻璃、钬玻璃

等。校正时将这种玻璃放在比色皿座上，以空气调零，测定几个吸收峰值的波长是否相符即

可。最常用的为 与 等处，如与的双峰和 刻度不符，需要时应调节

准直镜角度进行校正。一般可见分光光度计波长精度只有 ，在此范围内一般可不调
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整。②可利用某些标准溶液进行校正，如标准重铬酸钾溶液（在 的 中

溶 ℃以解 纯 ，在 比色皿在各波长测定其标准吸光度，如表 。重 铬

酸钾溶液的优点 及 处有两个最大吸收。也可用硫酸钴铵是在紫外区

溶液（每升中含 ，此的 溶液在 有最大吸收，

其标准吸光度值为

表 标准 在不同波长的标准吸光度值

【思考题】

为什么要进行分光光度计的波长校正？如何进行分光光度计的波长校正？

五、试剂与试剂的配制

【目的与要求】

掌握试剂的使用原则；熟悉试剂配制的方法；了解化学试剂的规格和选用原则。

【化学试剂的品级规格】

化学试剂有不同的品级规格，如果在实验中选用了低品级的试剂，一般而言会引入一

个恒定的系统误差，有时会因误差太大导致实验失败。但盲目地选择高品级试剂，则导致

不必要的浪费。临床化学实验中，使用目的不同对化学试剂的质量要求也不同，检验工作

者应熟悉化学试剂的品级规格及其用途，以便根据不同的使用目的正确选用。

我国参照进口化学试剂的质量标准，对通用试剂制定四种常用规格。即一级

）保证试 ）分析纯试剂；三级剂；二级

）化学纯；四级 ）实验试剂。化学试剂的品级、纯

度和用途见表

表 般化学试剂的品级、纯度和用途



第 10 页

纯度高、杂质含量低，适 纯度较高、杂质含量较 质量略低于二级试剂， 纯度较低，用于一

用于研究和配制标准液 低，适于定性和定 般定性试验量分析 用途近二级试剂

【化学试剂的选用】

选用原则　　应根据检验方法的要求及样品含量来决定。干扰因素较多、含微量物

质的样品测定时，必须选用品级、纯度较高试剂，如微量元素测定必须用优级纯，其标准

物须用光谱纯度试剂；作为标准物的试剂须选用品级高的试剂；一般的定性检验可选用实

验试剂。一般来说，试剂纯度越高，试剂引起的误差就越小。但也不要过分强求这一点，

否则会造成经济上不必要的损失或影响工作。总之，应把试剂的选用标准和要求同方法的

精密度和灵敏度结合起来加以选用。

核对瓶签　　所用试剂须有瓶签，应核对品级、纯度、含有成分的百分率和不纯物

（杂质）的最高数据及化学分子式。

观察试剂性状有无变质　　有些化合物本身不稳定，经过长期贮存亦能逐渐发生分

解、氧化、还原、聚合、升华、蒸发、沉淀析出等变化。一旦出现混浊、沉淀、颜色改变

等一般不再使用，应弃之。但有的可重新蒸馏纯化后再用。

【试剂配制与使用原则】

根据情况及实际需要不同，试剂的配制分为两大类：一是直接配制法，适用于标准溶

液和一般溶液配制；二是间接配制法，适用于不易恒重的固体试剂和含量不准的液体试

剂，即先配出大约浓度的溶液，再用标准溶液标定出准确的浓度，如酸碱溶液、

溶液的配制即用间接法。试剂配制在医学检验工作中是非溶液、 常重要的工作之

一，一切检验结果的准确性，必须有试剂的质量保证。因此，对实验室工作中的试剂配制

与管理，应有一定的要求和使用原则。

登记　　建立试剂登记与双查双签制度。配制者应在试剂登记簿上登记配制试剂处

方，处方应体现原试剂级别、浓度、 、加入先后顺序、配制方法及配制总量等，要求计

算准确，固体试剂和液体试剂应以瓶签所注明的化学式、比重和百分数作为计算组成量的依

据。配制总量应根据其工作量与试剂保存期限来确定。最后由另一人核对并双人签名。

试剂恒重　　部分化学试剂在存放过程中会吸收空气中的水分，如果直接称量配制，

显然是不准确的。用适当的方法除去吸收的水分，使试剂恢复到吸潮前的状态，这一过程

称为恒重。需要恒重的试剂在使用前必须进行恒重，但各种试剂的恒重方法不尽相同。

试剂的纯化与称重　　部分试剂在贮存过程中会发生氧化（如邻甲苯胺、胆红素

续表

三品　　　 剂　级　 　　　　一级试剂 二级试剂 级试 四级试剂

绿色标签 红色标签 蓝色标签 黄色标签

国外标准
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等）、分解（如丙烯酰胺等）、聚合（如甲叉双丙烯酰胺）等反应，使其变得不符合使用

要求，有些则因本身纯度不够，因而在使用前需对这些试剂进行一定的处理，使其纯度满

足需要，此过程称为纯化。

试剂的称重是决定所配试剂浓度准确与否的关键一环，称重必须准确。一般固体试剂

称取，应用称量瓶、玻璃纸等盛试剂，以便冲洗。一般不用纸盛试剂，尤其是粗糙的纸。

对易潮解、易挥发的试剂称量应迅速。标准物须用万分之一天平称取。

溶剂　　试剂配制中的溶剂一般为蒸馏水，特殊试剂或非水为溶剂的试剂应注明清

楚。蒸馏水的水质 氯化物及硫酸盐等指标必须符合规定。配制一些特殊要即外观、

求的试剂，所用的蒸馏水还须作特殊处理，如微量元素测定用水，必须经双重蒸馏，血氨

测定要用无氨蒸馏水。

试剂配好后要在试剂瓶上写明名称、浓度、配制时间，必要时可注明用途、用量。

试剂的保管　　为保证试剂质量，延长试剂有效期限，科学存放试剂至关重要。妥

善保管试剂具有两方面的含义，一是保证安全，如剧毒、麻醉、易燃、易爆、腐蚀品等的

保管；二是保证质量，防止变质。保证安全主要在于加强责任心，而保证质量，防止变质

主要有如下措施：①分类按顺序存放，贮于干燥冷暗处；②严密封盖，必要时加蜡封口；

③需冷藏保存的试剂并非温度越低越好，应根据瓶签上标示的贮存温度分别置冰箱、冰盒

或低温冰箱中；④强酸、强碱应分别存放。

【思考题】

通用化学试剂有哪几种规格？如何选用？

实验用水有哪几种？临床生化检验实验用水有何要求？

（姜旭淦）

此为试读,需要完整PDF请访问: www.ertongbook.com
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实验二　　血清蛋白质测定

蛋白质是构成人体的主要组成成分，血浆蛋白质是血浆固体成分中含量最多、组成复

杂、功能广泛的一类化合物。在临床化学检验中，血浆总蛋白及其组分蛋白测定，对临床

疾病的诊断、治疗和预后有重要价值。

一、血清总蛋白测定（双缩脲比色法）

【目的与要求

掌握双缩脲比色法测定血清总蛋白的原理和方法，分光光度计的使用方法和日常维

护；熟悉血清总蛋白各种测定方法的原理和优缺点；了解双缩脲试剂的概念和配制要求。

【原理】

血清（浆）中 ）在碱性溶液中能与 价铜离子作用生成蛋白质的肽键（

紫红色络合物在

理的蛋白质标准液比较，即可求得蛋白质含量。

【试剂】

溶液　　称取 ，溶于新鲜制备的蒸馏水（或刚煮沸冷却

，贮于有盖塑料瓶中。若用非新开瓶的

周左右，使碳酸盐沉淀，其上清饱和 溶液经滴

溶于新鲜制备的蒸馏水（或刚

中，加 和 ，待入酒石酸钾钠（

溶液 ，并用蒸馏 。若贮存瓶水定容至

中有黑色沉淀出现，则需要重新配制。

双缩脲空白试剂　　除不含硫酸铜外，其余成分与双缩脲试剂相同，置聚乙烯瓶中

密封保存。

蛋白质标准液　　常用牛血清白蛋白作标准或收集混合血清（无黄疸、

无溶血、乙型肝炎表面抗原阴性、肝肾功能正常人的血清）经凯氏定氮法定值后作标准。

定值质控血清不能用作血清总蛋白测定的标准物。

稳定的紫红色络合物。此反应和两个尿素分子缩合后生成的双缩脲

）在碱性溶液中与铜离子作用形成紫红色的反应相似，故称之为双缩脲反应。这种

处的吸光度与血清蛋白质含量在一定范围内呈正比，经与同样处

的去离子水）约 中，冷却后定容至

，须先配成饱和溶液，静置

定后，算出准确浓度再使用。

双缩脲试剂　　称取硫酸铜结晶（

煮沸冷却的去离子水）

完全溶解后，在搅拌下加入
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【操作步骤】

手工操作法　　取试管

操作。

表

混匀，置 或

光度。

【计算结果】

测定管（或校正）吸光度
血清总蛋白（

标准管吸光度

参考范围

【注意事项】

测定的血清以新鲜为宜，但在冰箱保存而不混浊的标本也可应用，高脂血症混浊

血清会干扰比色，可采用下述方法消除：取 支带塞试管或离心管，各加待测血清

，塞紧，再加蒸馏水 和丙酮 并颠倒混匀 次后离心，倾去上清液，将试

管倒立于滤纸上吸去残余液体。向沉淀中分别加入双缩脲试剂及双缩脲空白试剂，再进行

与上述相同的其他操作和计算。

胆红素和血红蛋白本身的颜色可引起吸光值增加，造成阳性干扰，但经样品空白

校正后可忽略不计。由于血红蛋白本身能与双缩脲试剂反应，产生与血清白蛋白和球蛋白

相近的显色效价，故应注意高血红蛋白的影响。

葡萄糖、酚酞、溴磺酞钠及右旋糖酐对本法有明显干扰。

蛋白质与双缩脲试剂反应生成紫红色络合物的吸光度与试剂的组分、 、反应温

度以及蛋白质的性质有关，所以在做蛋白质标化测定时，实验仪器的技术状态和反应条件

等都必须严格加以控制。

【方法学评价】

蛋白质测定方法很多，常用的有化学法、物理法和染料结合法等。

化学法包括凯氏定氮法，这是一个用于测定生物物质中总氮含量的方法，其准确度

高、精密度好，成为测定蛋白质最经典的标准方法，但由于其测定手续繁琐，除用作血清

生化自动分析仪法　　按试剂盒说明书或附录提供的参数进行操作。

支，标明空白管（ 、标准管（ 、测定管 ，按表（

双缩脲法测定血清总蛋白操作步骤

，在波长 处比色，用蒸馏水调零，测各管吸

蛋白标准液浓度（
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蛋白质标准品定值及参考性测定工作外，现已很少在血清总蛋白测定中使用；酚试剂法灵

敏度较高，可用于测定脑脊液和尿液中的微量蛋白质，但由于该法是先测定出酪氨酸的

量，再根据酪氨酸在蛋白质中含量而得出蛋白质的含量，因而准确度较差；双缩脲法是测

定蛋白质最古老的方法之一，此反应的优点是对白、球蛋白产生的颜色反应相近，干扰物

质少，且不受温度影响，惟一的缺点是灵敏度较低，比酚试剂法低约 倍。但本法的检

出限为 ，这 的血清相当于 ，已能满足临床生化检验的需要。

物理法又可分为紫外吸收法、折射法和重量法等。除紫外吸收法外，其他方法现已很

少使用或被淘汰。

蛋白质与染料结合的方法测定蛋白质是比较灵敏而特异的一类方法。用的较多的染料

有丽春红、考马斯亮蓝 和邻苯三酚红钼。丽春红蛋白结合法测得的结果与凯氏定氮

法相符，并且显色后在室温可稳 ；考马斯亮蓝定 结合蛋白法灵敏度高，特异性

强，操作简便，广泛用于尿蛋白，脑脊液蛋白及各种微量蛋白的检测，但该方法测定蛋白

浓度的线性范围不宽，与白、球蛋白反应的灵敏度不同，反应强度亦受温度的影响，且比

色杯吸附色素而干扰测定，不能用于自动化分析仪，因此该法的应用受到了一定的限制；

邻苯三酚红钼络合显色法克服了考马斯亮蓝 结合蛋白法的上述缺点，且具有简便、

稳定等优点，可用于自动化分析仪。

【思考题

什么叫双缩脲试剂？为什么要在双缩脲试剂中加入酒石酸钾钠和碘化钾？

阐述双缩脲比色法测定血清总蛋白的原理和方法。

阐述分光光度计的使用方法和日常维护。

比较血清总蛋白各种测定方法的原理和优缺点。

二、血清白蛋白测定（溴甲酚绿法）

【目的与要求】

掌握溴甲酚绿法测定血清白蛋白的原理和方法及影响因素、条件控制；熟悉微量加样

的基本技能；了解血清白蛋白各种测定方法的优缺点。

【原理

血 的缓冲液中带正电荷，在有非离子型表面活性剂存在时，可与清白蛋白在

带负电荷的染料溴甲酚绿（ ）结合形成蓝绿色复合物，其颜色深

浅与白蛋白浓度成正比，与同样处理的白蛋白标准液比较，可求得血清中白蛋白含量。

【试剂】

琥珀酸 称取 和琥珀酸 溶于蒸馏缓冲贮存液（

中，用水 溶液调至 后，加蒸馏 。置水 ℃冰定容至
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溶于蒸馏水中，配成叠氮钠贮存液　　称取叠氮钠 溶液。

聚氧化乙烯月桂醚 贮存液　　称取 溶于 中，蒸馏水约

加温助 年。溶，冷却后加蒸馏水至 。室温可稳定

试 容 ，用吸管量瓶内加蒸馏水约剂 在 琥珀酸缓冲贮存液

，并用蒸馏水冲贮存液 洗吸管壁上残留的染料，加叠氮钠贮存液

贮存液 应为，最后加蒸馏水至刻度，混匀。此溶液

，盛于加塞的聚乙烯瓶内。在室温保存可稳定半年。

白蛋白标准液　　称取人血清白蛋白 叠氮钠 溶于蒸馏水中并缓慢

搅拌助 。密封贮存于 冰箱，可稳定半年。也可用定值参考血清白蛋白溶，配成

标准。

【操作步骤】

生化自动分析仪法

手工操作法　　取试管 支，标明空白管（

操作。

表

在波长 处用空白管调零，用微量加样器加

立即在 内读取吸光度。

如标本因严重高脂血症而混浊，需加做标本空白管（取血清

冲贮存液

减去标本空白管吸光度后，再计算结果。

【结果计算】

测定管吸光度
血清白蛋白（

标准管吸光度

箱保存。

贮存液　　称取 溶 溶液于

中，加蒸馏水至

准确加入

按试剂盒说明书或附录提供的参数进行操作。

、标准管（ 、 ，按表测定管（

法测定白蛋白操作步骤

试剂，与测定管血清混合后，

，加入琥珀酸缓

，用琥珀酸缓冲贮存液调零，测定标本空白管吸光度。用测定管吸光度

白蛋白标准液浓度（

参考范围

【注意事项】

（指示剂， 显黄色） （显蓝绿是一种 色），受酸、变色域为



第 16 页

碱影响较大，故所用的器材必须无酸、碱污染， 工作液的 必须精确度监测，务必

使其保持在 限度内。

与球蛋 工白的反应强度与环境温度有关（温度升高，呈色加速加深）。

作液中的表面活性剂虽有延缓 与球蛋白的非特异性反应的作用，但亦将测定标本与

标准液置于同一温度下操作，以抵消温度的干扰作用。

是非离子型表面活性剂，其浓度大小对结果测定有影响，浓度越大，吸

光度越低，但显色稳定。 或也可用其他表面活性剂代替，如吐温 吐温

终浓度为 ，灵敏度和线性范围不变。

实验证明， 不但与白蛋白呈色，而且与血清中多种蛋白质成分呈色，其中以

球蛋白、运铁蛋白、结合珠蛋白更为显著，其反应速度较白蛋白稍慢。由于在 内

呈色对白蛋白特异，故 与血清混合后，在 读取吸光度，可明显减少非特异性呈

色反应。为了减少本法基质效应的影响，最好用参考血清作标准。

【方法学评价】

本法操作简便、快速，胆红素和一般脂血对测定无明显干扰。

产生与白蛋白相血红蛋白和 以下无明等的颜色强度，血红蛋白在

， ，
使吸光度 使吸增显干扰， 高 使吸光度增高

法白蛋使吸光度增高光度增高 白测，所以溶血标本不宜做

定。

本法既可手工操作，也能自动化分析，是目前国内测定血清白蛋白最常用的方法。

本法线性范围为 。但该法与溴甲酚紫法比较，对血清白蛋白特异

性稍差。

血清白蛋白测定法主要有色氨酸含量法、染料结合法、电泳法、免疫化学法和电

化学测定法。

【思考题】

非离子型表面加入 活性剂的作用是什么？

法测定血清白阐述 蛋白的原理和影响因素及条件控制。

与血清混合后，为什么要在 读取吸光度？

微量加样器怎样使用？

三、 比值计算

用双缩脲法测定血清标本中总蛋白浓度，减去血清白蛋白浓度即为球蛋白浓度，并可

求得血清白蛋 比值）。白、球蛋白比值（

参考范围

（马洁）
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实验三　　糖类测定

临床上常见的糖代谢紊乱是指血糖浓度过高或过低，其中以糖尿病最为常见。糖尿病

的检验指标主要包括空腹血糖或随机血糖、口服糖耐量试验、糖化血红蛋白测定等，在糖

尿病的诊断、分型、疗效评估以及并发症的诊断和鉴别诊断上有重要意义。

一、血糖测定（葡萄糖氧化酶法）

【目的与要求】

掌握葡萄糖氧化酶法测定血糖的原理、方法学评 反应的价和临床意义；熟悉

初步应用。

原理】

葡萄糖氧化酶（ ）利用氧和水将葡萄糖氧化为葡萄糖酸，并释

放过氧化氢。过氧化物酶 在色原性氧受体存在时将过氧化氢分解为

水和氧，并使色原性氧受体 氨基安替比林和酚去氢缩合为红色醌类化合物，即

反应。红色醌类化合物的生成量与葡萄糖含量成正比。

【试剂】

磷酸盐缓冲液（ 称取无水磷酸氢 及无水磷酸二氢二钠

中钾 溶于蒸馏 ，水 用 氢 至 ，氧 用化 盐酸调钠 蒸馏水或

定容至

酶试剂　　称取过氧化物酶 氨基安替比林葡萄糖氧化酶

，溶于磷酸 调 至盐缓叠 冲液氮钠 ，用中，用 磷酸盐缓冲

，置 ℃保存，可稳定液定容至 个月。

酚溶液　　称取重蒸馏酚 溶 中，用棕色瓶贮存。于蒸馏水

酶酚混 ℃可以存放 个月。合试剂　　酶试剂及酚溶液等量混合，

苯甲酸溶液　　溶解苯甲酸 于蒸馏 中，加热助溶，冷却水约

后加蒸馏水定容至

葡萄糖标准贮存液　 ，溶于　称取已干燥恒重的无水葡萄糖

苯甲酸溶 中，以 以液约 苯甲酸溶 后方可使液定容至　

用。

葡萄糖标 放于 容量瓶准应用液　　吸取葡萄糖标准贮存液
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