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刚    舌

    医学微生物学实验与医学免疫学实验是两门十分重要的菇础实验澡程，其目的在
于使学牛加深和巩削所学的菇水理论和茶水知识。通过实验，培养和圳练学生形成严格

的“无菌观念”，使学牛学习和学握微牛物学与免疫学最幕水的操作技术，培养学生理论
联系实际、综合运川知识、解决实际问题的能力和创新肚思维素质-
    为／适成学科的迅速发展和教学改啦的要求，我们编J；rii医学微牛物学与免疫学
实验指导》，实验指导南医学微生物学与医学免疫学两部分组成，微生物学方面主要包

括细菌学总论、临床n址病原菌的分离培养与鉴定、病毒学实验、医院山感染的微生物学
检测、卫牛细曲学检查、部分药学专、肌实验等：免疫学部分主要包括凝集反衄、沉淀反
垃、补体参与的反血、免疫标记技术、免疫细胞检测技术、其他免疫学实验等，实验指导
对于每项实验的日的、实验原理、结果判断与注意事项等都进行「详细的描述，有利于学

生学习与掌握-水实验指导中既有验证肚实验，也有综合陛实验，其日的是让学生在有
限的时旬山学到微T-物学与免疫学移川的实验方法和技术，使学牛通过实验课的学习进
步认识和巩刚澡电所学的知识，在强化羲水技能洲练的同时，加强学科知识的横向联
系，并为学牛开展设计肚、探索肚实验提供思路和辛旬，进而提高学牛的综合素质，为今
后临床实践和利学研究打下良好的蔡础，
    水实验教材由陈森洲、袁桂峰、黄大林主编，教研室全体教师均参加编写-谈教材可
供临床医学、药学、牛物技术、检验、护理学、IJ腔等专、肌不同层次的学牛使川。由于水、L
和时旬有限，难免有不“1之处，欢迎予以批评指止，

  编者
-lOl0年6J』



医学微生物学与免疫学实验室规则

    砬陵牢记，术门实验课的主要实验对象大多是病原微生物或病人标水，具有传染肚，
而且卒气、物体表面等【然环境以及正常人体表和与外界相通的腔道ill也存在许多微牛

物。如操作不填，可能导致实验室感染或使实验材料被污染，为防止感染，也为提高实
验環效果，实验过程卟，，必修严格无菌操作并严格遵守下列规则：
    l进入实验室做实验耍穿内大衣，必要时戴帽子与口罩，
    2除实验中必川的学习川品外，其他物品不要放在实验台上，书包放抽碰山，衣帽

挂衣柴上，非必需物品勿携人室内。
    S保持实验室内安静、整洁和有博，不得高声谈笑或随便走动：实验室内禁止饮食、
吸烟、川嘴湿润铅笔和标签等，
  4实验过程耍按照实验指导所示或教师要求进行操作，如有疑问耍请教指导教师。

  ；各种实验物品血按指定地电存放。被污染过且需要问收的啦管、滴管、试管、玻片
等，川完后立即放人禽有消毒液的容器山，禁止随意放于泉上或水槽山-
    6若有传染肚材料污染桌、凳、地面、衣物或书等，应及时报告老师，并川消毒液处
理，
    7爱护仪器设备，节约使川实验试剂材料，不得将实验室任何物品私c带走，器材

等如不瞳损坏，血报告老师，在登记水上登记，并按有关规定酌情赔偿，
    8实验完毕，按要求摆好实验桌上lal定存放的物品，文还使川的屨微镜等器材，收齐
各种试剂，废弃物则集IIJ送至指定地电，统  处理，
    9实验完毕，川消毒液或肥皂及n来水洗手。值日生打扫室内卫牛，最后离开的同
学位注意关好水电、门窗，



医学微生物学与免疫学实验目的和要求

    医学微生物学与免疫学实验漂，是这两门课程学习的重要环节，其目的在于：使学
生加深和巩刚所学的茶本理论和纂木知识，同时通过整个实验过程，培养和训练学牛形

成严格的‘无菌观念”，使学生学习和学握微生物学和免疫学的基本操作技术，培养学生
独立思考的能力，为今后的临床实践及科学研究下作打下良好的基础。
  实验要求：
  l每次实验前必须做好预习，明确实验日的、原理、方法及操作小的注意事项等，避

免和减少发牛错误。
    2实验过程巾必须持严肃认真的利学态度，并耍注意合理地分配和利用时间。
    s遵守实验室规则，在整个实验过程中，严格无菌操作，
    4实验结果需真实记录，进行分析，得；／；结论。如实验结果与理论不符，血探讨原

出，洲练科学思维的能力，实验完成后，耍独立认真地完成实验报告，
    。实验报告书写要求包括以下主要内容：
    (1)实验日的，
    (2)实验原理（简要叙述）、实验原理罔。
    (s)实验内容和主要步骤，
    (4)记录实验结果，与判断值进行比较，得t；结论。
    (5)实验总结和心得体会，总结实验收获或不足，对实验小H{现的反移现象或疑难
问题提出c己的见解，对实验内容和方法可提J．l{【己的看法，
  (6)字迹耍清楚．1R肓简练，表格清晰。
  (7)必须在认真观察多个标本并慕水掌握所观察标本的典型结构之后冉绘罔。绘同

要求：
    ①耐罔血力求反映实际标本的原状，
    ②绘罔耍蝴规定的报告纸和铅笔jmI电线构成的轮廓罔（部分绘同崩彩色笔，革‘染
色阳肚细菌蝴蓝色笔绘图，.啦‘染色阴肚细菌川红色笔绘同l，
    ③阁下注明细菌的名称、染色方法和放大倍数，
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第一篇  细菌学总论

    细菌属于原核细胞型微生物：出奠种类多，数量大，在c然界，l，分布很广，

    学握细菌形态结构的知识，对鉴别细菌、诊断和防治细菌感染肚疾病，以灶研究细菌
的致病机制、免疫学特肚等均有重要的理论和实际意义-木实验要求掌握屨微镜油镜的
使川、细菌涂片的制作、革‘染色法、鞭毛染色法、荚膜染色法和芽胞染色法等，

实验一  细菌形态与结构观察

    -，髓微镜油镜的使川和保q，

    [目的]
    熟练弘握履微镜的位川方法，尤其是油镜的使川方法。
    [材料]
    普通光学駐微镜、细菌染色片。
    [方法]
    1使川前必须对所川駐微镜进行详细检查，如发现问题血及刚向老师报告，

    2洲光检查米染色标小时，以弱光线为官，此时可将集光器下降或缩小光阂；检查
染色标小时，以强光线为官，此时成将集光器升到最高位旨，将光閭完全打开：

    s标水观察：将标个旨于栽物台上，川弹簧夹或标个推进器1刮定，将待检标水移于物
镜下，先川低倍镜找㈠：标术的位旨，然后降低载物台，在标本欲检部位滴1滴香柏油，然



后转换成油镜，眼从侧方看，甜节粗螺旋，使载物台上升，将镜头浸入镜油中至接近玻片

时为止（注意勿乐碎玻片），眼看日镜，缓慢调节粗螺旋使载物台下降，至看到模糊物像
时，冉调节细螺旋，至可清楚看到标木为止（如果油镜末端已离开油面，血披上述过程重
复操作，，观察标本时砬两眼同时睁开，以减少眼睛疲劳，最好川左眼观察，肃眼配合绘

同和记录。观察完毕，砬尤降低载物台，使镜头与载物台分开，并将高倍镜（或油镜）头扭

向  侧，冉取下玻片，
  4屨微镜的保护：屨微镜是精密的光学仪器，在使川时逾注意爱护，各部分结构不得

随意拆卸，以免损坏，取送搬移最微镜时，耍  手持镜臂，  手托镜座，丫端在胸前，轻拿
轻放。避免强酸、强碱、氯仿、乙醚、酒精等对机件有损伤作川的化学药品与最微镜接触，
细螺旋是最微镜最精细、最脆弱的机械部分，每旋转  周使载物台上升或下降。imm．只

能做往返问转，不要向单  方向转动数周，观察悬滴片标水刚，载物台应放、L．注意勿将
物镜镜头接触悬滴液，观察封片标乖时，勿使镜头与盖玻片接触，以免斥坏标本或损伤
镜头。油镜头使川完毕，砬川擦镜纸蘸少许二中苯擦拭，冉川1燥擦镜纸擦去残存的二

甲苯。最后将物镜头转成“人”亨形，上抬载物台，稍微下降集光器，对号送入镜盘山。
  [思考题]
  1如何识别普通光学显微镜的油镜头，怎样正确使用油镜，
  2油镜的原理是什《，为什《要选用香柏油作为镜油，

    二，细《6{坫术形态的观察
  [目的]
  掌握细菌的二种恭术形态：
  [材料]
  金黄色葡萄球菌、大肠埃希菌、霍乱弧茵的革‘染色爪教片，
  [方法]
  将各ij.教片冒油镜下观察，注意观察其形态、排列及染色陛并将观察结果描绘在记
录水上：
  [结果]
  1金黄色葡萄球菌：革‘染色阳肚，球形，稀呈葡萄串状排列，如罔1-2(A)，
  2大肠埃希菌：啦：染色阴肚，为两端钝网的短杆菌，散在排列，如同1-2( B)。
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    目1-2(c)
    @1H  g菌S本，l；SK意目
    s霍乱弧菌：革‘染色阴陛，茁体只有  个弯曲，呈逗电状，散在排列，如图1-Z(C)，

    [思考题]
    l细菌的基本形态有哪些，
    2能否根据细菌的形态束鉴别细菌’
    二，细菌特殊结构的观察
  [目的]
  掌握细菌的凹种特殊结构。
  [材料]
  伤寒沙门菌鞭毛染色、肺炎链球菌荚膜染色、破伤风梭菌芽胞革‘染色示教片。

  [方法]
  将各示教片置于油镜下观察并记录观察结果。
  [结果]
  I伤寒沙门菌鞭毛染色：可见伤寒沙门菌菌体呈紫红色，周身鞭毛呈红色，如同1- 3

(A)，
    2肺炎链球茁荚膜染色：可见肺炎链球菌苗体被染成紫色，成双排列，菌体周嗣有

周末着色的环状带，即为荚膜，如图1-3(F,)。
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    叮：
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    r  ：  ’
    、，}1，二
    f~ 12Ic）
    目Ⅱ3  g苗特殊S构K意目
    s破伤风梭菌革兰染色：可见破伤风梭菌菌体被染成紫色，菌体顶端可见一个比菌

体大的正圆形芽胞，整个菌体呈鼓槌状，il图I-3(C)，
  [思考题]
  l细菌特殊结构中，哪一种在光学显微镜下观~ ~到，
  2细菌有哪些特殊结构，各有什女功能，
    叫，币染色标本的观察

    细菌鞭毛与其动力有关，有无鞭毛，细菌的运动方+y不同，依其运动特点可司接判定
细菌有无鞭毛，这也是鉴定细菌的方法之  ，血川不染色标水可直接观察沂细菌的形态

和运动，且能避免由于某衅染色操作而引起细菌变形，黻川的不染色标水的制备方法有
悬滴法和斥滴法-
    证明细菌有无鞭毛，除砠微镜直接观察奠运动特托外，还可以通过鞭毛染色法直接
观察其有无鞭毛灶其特点，也可以通过半削体穿刺培养法司接证明，
  [材料]
  变形杆菌{i一l2h肉汤培养物、葡绚球菌{i一12h lv汤培养物、儿土林、载玻片、凹玻
片、盖玻片、接种环、酒精灯，
  [方法]
  1悬滴法。
  取清洁的鬥玻片和盖玻片各  张，涂少许儿土林十閂玻片街的周刚；取  接种环变
形杆菌肉汤培养物滴于盖玻片的li，央，将盖玻片迅速翻转，覆盖于[u9玻片窝上（罔1-1），

轻乐盖玻片，使萸削定并密封，防止菌液变1．便于长时司观察，同法冉以葡绚球菌1月汤
培养物做  悬滴片。
    镜检方法：将集光器稍降下，使视野山光线变暗：川低倍镜找J{{悬滴的边缘，然后换

川高倍镜或油镜观察滴山细菌的形态和运动。变形杆菌有鞭毛能运动，它们可向不同
方向运动，速度较陕，相且旬的位移很大，葡萄球菌没有鞭毛不能运动，但南于受水分子
的撞击而呈分子运动（布朗运动，，只在  定范嗣山作往复颤动．tH ii司位移不大。披细
菌运动肚的不同，可以推知细菌有无鞭毛，这是鉴别菌种的要点之  ：



  2乐滴法，
  分别取变形杆菌和葡萄球菌内汤培养物，放十栽玻片小央-小心地把盖玻片放十液
滴之上，勿使小司产牛气池．lT，司液层越薄越好，镜检方法与悬滴法相同，水法较悬滴
法简单，但标木容易1涸，不能长时司观察（注意：勿将菌液斥溢到玻片边缘之外）。

实验二  细菌的染色法

    形态学检查是鉴定细菌  个重要的环节。细菌个体小，无色半透明，不染色在镜下
不易观察清晰，使菌体着色后，即可在镜下清晰地观察其形态特征，有助于菌种的鉴定，
    进行细菌染色时出其等电电低（pH 2一对，细菌在小肚、碱肚以致弱酸肚环境T嗜口带

有负电荷，易与带正电荷的碱陛染料结合，常川荚‘、复红、结品紫等碱陛染料，碱肚染料

电离后带色离子带正电荷，易与带负电荷的被染物结合，使细菌着色，染色方法有单染
色与复染色之分，只川  种染料使细菌着色的方法称单染色法，川两种以上染料染色的
方法叫复染色法，主要有iT, -染色法、抗酸染色法，此外还有多种特殊染色法，

    一，细莳涂片的制作

  [目的]
  ／解细菌常川的  ju：染色方法，掌握细菌涂片制作的步骤。
  [材料]
  菌液或1刮体个板上牛长的菌落、裁玻片、接种环、酒精灯。
  [方法]
  l涂片，按无菌操作取材法进行，具体步骤如下：
  (1)川1月汤培养物涂片。
  ①右手拿接种环的塑料柄部分，左手托持试管。
  ②将接种环按15‘珀放在酒精灯的外焰ill烧灼灭菌，直到把金属蛀烧红，然后将铝制
的银色柄部也通过火焰略加烧灼（如图21），对于接种环的使川，必须牢记  句话：使川
前和使川后均耍烧灼，
    ③川打手小指和手弘的山缘拔掉左手所持试管的棉塞，并立即将试管口川火焰烧灼



灭菌。
    ④川灭菌后已冷却的接种环仲入试管T，取l／1材料（如同22）．此时注意勿使沾有材

料的接种环触碰试管壁搜试管口。
    ⑤将试管口再次灭菌，棉塞也耍在火焰上略加烧灼（时司耍短以免电燃棉塞，，塞好

棉塞，放问味处。
    ⑥将接种环上材料涂于载玻片上，随后立即将接种环川火焰烧灼灭菌，为防止细菌
溅散污染环境，接种环灭菌前，须先将接种环靠近火焰或放山焰中烤1．然后冉在外焰小

烧红灭菌，杀死残留的细菌。
    （2，川斜面培养物涂片，
    川细菌斜面培养物涂片，需预先取  接种环生理盐水放在载玻片上，然后冉按无菌
操作取材法从斜面培养物上取少量菌芹，在水滴山轻轻研磨将细菌制成菌悬液，冉涂成

  薄膜，大小约icmXicm，无菌操作取材步骤同前，
    21燥：放牢气l[，c然1燥。如欲加速，也可把涂片置于火焰上部的热气层小烘烤，
但切勿将涂膜烤焦，
    s同定：川木夹子夹住涂片，在火焰的最热部分连续通过s状，以1刮定之-此时杀死
细菌，并使标本1甜定于玻片上，以免在染色或水洗过程II，被冲掉，
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    二，啦．：染色沾

  [目的]
  1掌握革‘染色法的步骤，
  2熟悉革‘染色法的原理。
  [原理]
  该染色法子1884年南川麦细菌学家Gruim创建，为最移川的染色法之  。经此法染
色后，可将细菌分为两大类，即l革‘阳性茁和革‘阴肚茁，有助于细越的鉴别。另外，根
据初步染色结果，可以协助临床选择抗菌药物，并对「解细茁的致病肚有  定的帮助，
谈染色法的机理：①细胞壁结构学说基于革‘阳陛菌与革：阴肚茁细胞壁的差异。细

／
鮏
顯



菌经结品紫初染染成紫色。革‘染色阳肚菌(c)细胞壁肽聚糖层数多，且肽聚糖为车

间网状结构，冉经乙醇脱水，刚状结构更为致密，染料复合物不易从细胞壁山漏r]．1．仍为

紫色，而革‘染色阴肚菌((，)细胞壁脂类含量多，肽聚糖层数少，且肽聚糖为、L面片层
结构，易被乙醇溶解，使细胞壁通透陛增高，结合的染料复合物容易泄漏，细菌被脱色为

无色，冉经稀释复红染色液复染成红色。②等电电学说：c越的等电乜（p㈠2一x）比(G
菌的等电电(pH i一。)低，在同pH条件下．c菌比G菌所带负电荷耍多，与带正电
荷的碱陛染料结合牢刚，不易脱色：③化学学说：I；菌含有大量核糖核酸镁盐，与进入

胞浆内的结品紫和碘牢阎结合成大分子复合物，不易被9；%乙醇脱色；而(J菌禽此种物
质量少，故易被乙醇脱色，
  u材料]
  细菌涂片、结品紫染色液、卢戈碘液、9。%乙醇、稀释复红染液，
  [方法]
  l将结品紫染液加于涂片上，染色（初染）imln，
  N水洗后加卢戈氏碘液处理（媒染）imin。
  s水洗后川95%酒精脱色，脱色刚频频摇动玻片，直至流下的液体无色为止（约需

  4水洗后加稀释复红染色液染色（复染）。。n、ln，
  5水洗，川滤纸轻轻啦!．待标本充分1燥后进行镜检，
  染色过程卟，，水洗耍川【来水的细流徐徐冲洗涂片的表面，勿使强水流直接冲到涂
片上。
  [结果]
  堆：阳肚菌（（，菌）染成紫色，苹‘阴陛菌（c茁）染成红色。
  [思考题]
  l细菌染色前，为什女必须进行固定，
  2在革兰染色过程中，哪个步骤对染色结果影响最显著，
  S试述革兰染色法的王妥步骤、结果及实际意义。

蚝 膜染色法

  [目的]
  1掌握荚膜的概念及观察方法，
  2「解荚膜染色的方法，
  [原理]
  荚膜(c“t，sclle)是细菌在牛活过程中在细胞壁外面形成的特有黏液物质，具有俅护
细菌抵抗译噬和消化的作川，可增加细菌的侵袭力。荚膜与染料司的亲和力弱，不易着
色，通黻采川负染色法染荚膜，即设法使菌体和背景着色，从而使荚膜在茁体周刚呈  透

明周，
  [材料]
  经腹腔接种肺炎链球菌(Sf'yp，。，。，，。、pwuiuonicw)后死亡的小向鼠、结品紫染液、
2。%硫酸铜溶液、解剖器材、滤纸片。



  [方法]
  1涂片：解剖小白鼠，取小H鼠脏器（肺、肝、脾和肾）、心血或腹腔液涂片，空气i1，1
燥，火焰阎定。
  2染色：
  (1)取  滤纸片覆盖子涂膜上，滴加结品紫溶液，并在火焰上略加热至㈠{现蒸气为止
（约imuin）。
    (2)倾去染液，除去滤纸片，川20W硫酸铜溶液冲洗，蝴滤纸吸1后镜检-
    [结果]
    此荚膜染色为黑斯( Hiss)氏染色法，荚膜呈淡紫色，菌体呈紫色，在小门鼠组织细
胞周刚，有散在成对的小尖矛形的紫色细菌，细菌周刚有  淡紫色的亮罔，即为荚膜，

    叫，芽胞染色沾

    I一）威  康IWiltz-C onkin）二氏芽胞染色法
    [目的]
    l掌握芽胞的概念-
    zr解芽胞染色的方法．
    [原理]
    芽胞(Spore)是某屿细菌{主要为（．菌）．在  定的环境条件下，胞浆脱水浓缩在菌
体山形成  个网形或椭网形小体。芽胞是细菌的休眠状态，对各种理化出素有强大的抵

抗力，能耐受恶劣环境的影响。芽胞折光肚很强，可经特殊染色法染色后，在光学屨微镜
下观察，芽胞具有厚而致密的壁，通透陛低，不易着色，  旦染上色后义雅以被脱色，所
有的芽胞染色法就是根据这  特点慢计的。
  [材料]
  破伤风朴茁（（，／，，，，、idium，。，删i，24h琼脂斜面纯培养物、s%孔雀绿水溶液、。。%托

红水溶液、栽玻片，
  [方法]
  1取破伤风杆菌培养物涂膜、1操、火焰刚定。
  2滴加x%孔雀绿水溶液加热染色3—6min．水洗，
  s。。%托红水溶液复染。D—imin．水洗．1燥，镜检。
  [结果]
  芽胞染成绿色，菌体染成红色，
  注意芽胞的形状、在菌体中的位冒和大小（与菌体横径比较），同时可能看到没有芽
胞的繁殖体和失掉茁体的芽胞，
    I二）Moeller氏芽胞染色法
    经火焰刚定的细菌涂片，以。%铬酸水溶液处理2-10min．充升水洗，川石碳酸复
红染液加热染色imin．水洗，川。%硫酸短时司脱色（约。，）．立即水洗，冉川荚蓝染液
染色半分钟，水洗，吸1．镜检。结果芽胞染成红色，菌体染成蓝色，
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