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前 言

病原生物学是研究病原生物的形态结构、生命活动规律以及与机体相互作用

关系的一门学科，主要包括医学微生物学和人体寄生虫学。医学微生物学主要研

究病原微生物与人类疾病的关系问题，包括研究病原微生物的生命特征或生物学

特性，致病性与致病机理、感染与免疫、特异性诊断和防治等。人体寄生虫学是研

究人体寄生虫的形态结构、生活史、致病机制、实验诊断、流行规律与防治措施的

一门科学。免疫学是研究机体免疫系统的组成、结构与功能、免疫应答的发生机

制以及免疫学在疾病诊断与防治中应用的一门科学。传统医学教育中，上述三门

课程分别设有依附于理论课的实验课，其中难免有部分重复的实验内容。

本实验教材建立在上述三门学科理论及实验技术的基础上，以培养学生科学

的创造性思维为出发点，强化基本技能训练的同时，加强了学科知识的横向联系，

以综合性实验为重点，并为学生设计性、探索性实验提供思路和空间。在编写过

程中，力求条理清晰，简明实用，以病原生物感染的检查为主线，从常见的感染部

位出发，将医学微生物学、医学寄生虫学及医学免疫学实验优化整合，剔除陈旧重

复内容，融入学科技术发展新知识，并有机地将各学科知识贯穿于综合性实验项

目之中，使之成为以上三门学科实验指导及重要辅助教材。

全书包括三大部分，20 个综合性实验项目。适用于本科医学各专业学生使

用。

江汉大学医学院

病原生物学与免疫学实验教学组

2010 年 4 月
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书书书

第一部分 实验室操作规范与实验室生物安全

一、实验要求
1．实验前必须掌握与实验相关的医学微生物学、医学寄生虫学及医学免疫学基础理论。

做好预习，明确实验目的与实验内容。
2．对于设计性实验，在老师的指导下，注意发挥自身潜能，勤于思考，灵活掌握所学知识。
3．在实验过程中做到三严:严肃、严格、严谨。如实记录实验结果，按规定完成实验报告。

对于失败实验结果要分析原因，必要时重复实验。
4．严格遵守实验室规则。
二、实验室规则与注意事项
1．未经批准，不得擅自进入实验区域。
2．与实验无关动物，不得带入实验室。
3．进实验室穿工作服，离开时脱下，反折。
4．按规定位置就坐并保持实验室安静，不得大声喧哗。
5．实验室内禁止进食、饮水、吸烟、化妆和处理隐形眼镜。
6．实验操作应严格按实验指导和教师的要求进行。
7．实验过程中，若传染性标本不慎污染桌面、手及其他物品时，应立即报告老师紧急处理，

不得擅自处理。
常见处理如下:
( 1) 皮肤创伤 先除尽异物，用无菌生理盐水洗净后，涂以 2%红汞或 2%碘酒，必要时进

行包扎。
( 2) 灼伤 涂以凡士林油、5%鞣酸或 2%苦味酸。
( 3) 化学药品腐蚀伤 若为强酸腐蚀伤，先用大量清水冲洗，再以 5%碳酸氢钠或氢氧化

铵溶液洗涤中和之;若为强碱腐蚀伤，则先以大量清水冲洗后，再用 5%醋酸或 5%硼酸溶液洗
涤中和之。若受伤部位是眼部，经过上述步骤处理后，最后滴入橄榄油或液体石蜡 1、2 滴，并
及时就诊。

( 4) 吸入病菌菌液 应立即吐出，并用 1∶ 1 000 高锰酸钾溶液漱口，及时就诊。
( 5) 细菌污染衣物 应立即脱下，放入 3%来苏尔或 3%氯胺液内浸泡半小时，或仔细包

好经高压蒸汽灭菌后清洗。
( 6) 菌液污染桌面 倾倒适量 2 ～ 3%来苏尔或 0． 5% 84 消毒液于污染处，浸泡半小时后

抹去。若手上沾有活菌，应浸泡于上述消毒液中 10 ～ 20min后，再以肥皂水冲刷之。
8．观看示教时，未经允许，不得移动显微镜推进尺。
9．爱护实验室器材及设备，认真填写实验设备使用纪录。不慎发生损坏时，应立即报告老

师，照价赔偿。
10．实验结束后，凡使用过的实验器材必须放在指定地点:如吸过菌液的吸管、毛细吸管要

投入含有 2% ～3%来苏尔或 0． 1%新洁尔灭的玻璃筒中，或置“待消毒”处，不得放在桌上，不
1
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可直接置于水槽内。用过的玻片也应放于含有消毒液的容器内。需要培养的实验材料集中后
放入温箱中培养。

11．实验完毕，应及时清理实验室( 包括桌面，地面，试验用具等) ，值日生打扫室内卫生，
管好门窗、水电。离开实验室前，将双手在消毒液内浸泡 3 ～ 5min，再用清水洗净，方可离室。

三、实验室生物安全
生物危险是指由生物因子形成潜在的危险，当在实验室中处理致病微生物时，或处理基因

重组过程中产生的可能具有潜在生物危害的新未知基因时，或在处理致病因子的产物时，这些
病原体有可能对实验室的工作人员造成危害。当实验室硬件条件缺失、管理制度不完善以及
不规范的操作程序时，将会导致实验室致病因子泄漏和逃逸，可能造成灾难性的后果。因此，
不同危险等级的生物因子，我们要在相应的生物安全防护等级的实验室进行研究操作，以避免
危险生物因子造成实验室人员暴露、向实验室外扩散并导致危害。

目前，根据生物因子对个体和群体的危害程度，我们将其分为以下几级: 危险度 1 级———
无或极低的个体和群体危险; 危险度 2 级———中度的个体危险，低度的群体危险; 危险度 3
级———高度的个体危险，低度的群体危险;危险度 4 级———高度的个体和群体危险。根据所操
作的生物因子的危害程度和采取的防护措施，将生物安全防护水平分为一至四级: 一级生物安
全水平( BSL － 1) ———基础实验室;二级生物安全水平( BSL － 2) ———基础实验室;三级生物安
全水平( BSL － 3) ———屏蔽实验室;四级生物安全水平( BSL － 4) ———高度屏蔽实验室。

四、显微镜的结构及油浸物镜的使用
( 一) 普通光学显微镜的基本结构
显微镜的基本结构可分为光学系统、光源照明系统和机械装置三部分。光学部分主要有

目镜、物镜、镜筒、内置光源( 或反光镜) 、光阑等; 光源照明系统可分为内置光源和外置照明。
内置光源:接通电源，按下底座的开关，电源打开即可。外置光源:将光圈放到最大位置，在用
眼睛观察目镜的同时，转动反光镜使其朝向光源( 自然光或灯光) ，使视野中的光线最明亮、均
匀。

机械部分包括镜座、镜臂、调节螺栓、载物台、夹持器、转换器、粗调焦手轮及细调焦手轮等
( 图 1 － 1) 。

图 1 － 1 光学显微镜

( 二) 油浸物镜( 简称油镜) 的使用
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显微镜的物镜一般有低倍镜、高倍镜及油镜。病原生物学实验中最常用者为油镜。
油镜放大倍数是 90 ×或 100 × ;若镜筒的长度不变，显微镜的放大倍数 =目镜倍数 ×物镜

倍数。其镜头下缘有一白色线圈或黑色线圈;镜筒上刻有“油”或外文“HI”、“Oel”、“Oil”等字
样;油镜头比低倍镜和高倍镜长。

1．油镜的原理 使用油镜时需在玻片上滴加香柏油。由于从标本玻片上透过的光线，因
介质密度不同，部分光线发生折射散失，使射入物镜光线减少 ( 高倍镜孔径较大，影响不显
著) ，因油镜的孔径较小，进入的光线则不够，致使物像显现不清。当在油镜与标本片之间加
香柏油后，香柏油折射率( n = 1． 515) 和玻璃的折射率( n = 1． 52) 相似，因此可增加进入透镜的
光线，使视野亮度加强。

2．油镜的使用方法
( 1) 对光 转动转换器，将低倍镜镜头( 4 倍、10 倍) 转至载物台中央透光孔位置，打开透

光光阑、对光，直至目镜中出现光线最明亮、最均匀的视场为止。一般染色标本用油镜检查时，
光度宜强，可将光圈开足，集光器上升至与载物台相平;检查未染色标本用低倍镜或高倍镜观
察时，应适当缩小光圈，下降集光器，使光度减弱。

( 2) 装片 将标本片放置在工作台的夹持器中，用夹持器移动标本片至工作台开口中心
( 透光孔处) 。

( 3) 调节焦距 通过旋转粗调焦手轮，将载物台升到最高限定位置( 制片不能触到物镜) ，
此时已准备好调焦。使用 4 倍或 10 倍物镜，在目视目镜的同时，旋转粗调手轮，使工作台缓慢
下降，在目视目镜中观察到的清晰的图像时，再调节光阑聚光镜孔，选择与物镜相匹配的孔，调
节微调焦手轮，使视野中的图像最清晰。用低倍镜找出标本的范围，然后提高镜筒，在标本的
待检部位加一小滴香柏油，慢慢将油镜头浸于油中，但勿接触玻片。最后，自目镜处一面观察，
一面微转动粗调节器，使镜筒徐徐上升，待看到模糊物像时，改用细调节器调至物象清晰。如
果是滴片标本，先滴一滴标本在玻片上，轻轻盖上盖玻片。加盖玻片时，先将盖玻片的一边与
在玻片上的水滴边缘接触，接着自一侧轻轻放下，先在低倍镜下观察，然后在高倍镜下观察，通
过改变光圈的大小或转动细调焦手轮。

( 4) 还镜 观察完毕后，要及时进行清洁工作，油浸物镜前端先用干的擦镜纸把大部分油
去掉，再用二甲苯滴湿的擦镜纸擦拭，最后用干的擦镜纸擦一次。将低倍镜转成八字型，降下
聚光器，转动粗调节器，使镜台下移，以免接物镜与集光器相碰受损。罩上镜套，放回原处。
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第二部分 实验项目

项目一 病原生物的基本形态结构观察
【实验目的、要求】
掌握微生物的基本形态与结构，了解原虫及蠕虫虫卵的基本形态结构特点。
【实验内容】
观察细菌的基本形态与结构，包括基本结构和特殊结构。观察真菌的菌丝和孢子。观察

病毒的包涵体。
了解原虫及蠕虫虫卵的基本结构。
【试剂与器材】
显微镜、香柏油、二甲苯。
标本片:球菌、杆菌、螺形菌、荚膜、芽胞、菌丝、孢子、病毒包涵体。
一、细菌的形态与结构
细菌从形态上分，主要有球菌( coccus) 、杆菌( bacilus) 、螺形菌( spiralbacterium) 三种。
多数球菌( coccus) 直径在 1μm左右，外观呈圆球形或近似球形。由于繁殖时细菌分裂平

面不同和分裂后菌体之间相互黏附程度不一，可形成不同的排列方式，这对一些球菌的鉴别颇
有意义。不同杆菌( bacillus) 的大小、长短、粗细很不一致。大的杆菌如炭疽芽胞杆菌长 3 ～
10μm，中等的如大肠埃希菌长 2 ～ 3μm，小的如布鲁菌长仅 0． 6 ～ 1． 5μm。螺形菌( spiral bacte-
rium) 菌体弯曲，有的菌体长 2 ～ 3μm，只有一个弯曲，呈弧形或逗点状称为弧菌( vibrio) ，如霍
乱弧菌; 有的菌体长 3 ～ 6μm，有数个弯曲称为螺菌( spirillum) ，如鼠咬热螺菌; 也有的菌体细
长弯曲呈弧形或螺旋形，称为螺杆菌( helicobacterium) ，如幽门螺杆菌。

细菌的结构按分布部位大致可分为:表层结构，包括细胞壁、细胞膜、荚膜; 内部结构包括
细胞浆、核蛋白体、核质、质粒及芽胞等;外部附件，包括鞭毛和菌毛。习惯上又把一个细菌生
存不可缺少的，或一般细菌通常具有的结构称为基本结构，而把某些细菌在一定条件下所形成
的特有结构称为特殊结构。

细菌基本结构包括细胞壁、细胞膜、细胞浆及核质;细菌的特殊结构包括荚膜、鞭毛、菌毛
和芽胞( 图 2 － 1 － 1) 。

细菌的特殊结构:
( 一) 荚膜( Capsule)
许多细菌胞壁外围绕一层较厚的黏性、胶冻样物质，其厚度在 0． 2μm以上，普通显微镜可

见，与四周有明显界限，称为荚膜( 图 2 － 1 － 2) 。如肺炎双球菌。其厚度在 0． 2μm以下者，在
光学显微镜下才不能直接看到，必须以电镜或免疫学方法才能证明，称为微荚膜 ( Microcap-
sule) 。大多数细菌( 如肺炎球菌、脑膜炎球菌等) 的荚膜由多糖组成。链球菌荚膜为透明质
酸;少数细菌的荚膜为多肽( 如炭疽杆菌荚膜为 D －谷氨酸的多肽) 。细菌一般在机体内和营
养丰富的培养基中才能形成荚膜。有荚膜的细菌在固体培养基上形成光滑型( S型) 或黏液型
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( M) 菌落，失去荚膜后菌落变为粗糙型( R) 。荚膜并非细菌生存所必需，如荚膜丢失，细菌仍
可存活。

图 2 － 1 － 1 细菌形态结构示意图

图 2 － 1 － 2 肺炎双球菌荚膜

荚膜除对鉴别细菌有帮助外，还能保护细菌免遭吞噬细胞的吞噬和消化作用，因而与细菌
的毒力有关。荚膜抗吞噬的机理还不十分清楚，可能由于荚膜黏液层比较光滑，不易被吞噬细
胞捕捉之故。荚膜能贮留水分使细菌能抗干燥，并对其他因子( 如溶菌酶、补体、抗体、抗菌药
物等) 的侵害有一定抵抗力。

( 二) 鞭毛( Flagllum)
在某些细菌菌体上具有细长而弯曲的丝状物，称为鞭毛( 图 2 － 1 － 3 ) 。鞭毛的长度常超

过菌体若干倍。不同细菌的鞭毛数目、位置和排列不同，可分为单毛菌( Monotrichate) 、双毛菌
( Amphitrichate) 、丝毛菌( Lophotrichate) 、周毛菌( Peritrichate) 。
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图 2 － 1 － 3 霍乱弧菌鞭毛

鞭毛自细胞膜长出，游离于细胞外。用电子显微镜研究鞭毛的超微结构，发现鞭毛的结构
分为: 基础小体、钩状体和丝状体三个部分组成。

鞭毛是细菌的运动器官，往往有化学趋向性，常朝向有高浓度营养物质的方向移动，而避
开对其有害的环境。常存在于杆菌及弧菌中。鞭毛的数量、分布可用以鉴别细菌。鞭毛抗原
有很强的抗原性，通常称为 H抗原，对某些细菌的鉴定、分型及分类具有重要意义。

( 三) 菌毛( Pilus)
菌毛是许多革兰氏阴性菌菌体表面遍布的比鞭毛更为细、短、直、硬、多的丝状蛋白附属

器，也叫做纤毛( Fimbriae) 。其化学组成是菌毛蛋白( Pilin) ，菌毛与运动无关，在光镜下看不
见，使用电镜才能观察到。菌毛可分为普通菌毛( Commonpilus) 和性菌毛( Sexpilus) 两种。

( 四) 芽胞( Spore)
在一定条件下，芽胞杆菌属( 如炭疽杆菌) 及梭状芽胞杆菌属( 如破伤风杆菌、气性坏疽病

原菌) 能在菌体内形成一个折光性很强的不易着色小体，称为内芽胞( Endospore) ，简称芽胞
( 图 2 － 1 － 4) 。芽胞一般只在动物体外才能形成，并受环境影响，当营养缺乏，特别是碳源、氮
源或磷酸盐缺乏时，容易形成芽胞。不同细菌开成芽胞还需不同的条件，在合适的营养和温度
条件下，芽胞的核心向外生长成繁殖体，开始发育和分裂繁殖。芽胞并非细菌的繁殖体，而是
处于代谢相对静止的休眠休态，以维持细菌生存的持久体。

图 2 － 1 － 4 破伤风梭菌芽胞
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芽胞呈圆形或椭圆形，其直径和在菌体内的位置随菌种而不同，例如，炭疽杆菌的芽胞为
卵圆形、比菌体小，位于菌体中央;破伤风杆菌芽胞正圆形、比菌体大，位于顶端，如鼓槌状。这
种形态特点有助于细菌鉴别。芽胞在自然界分布广泛，因此要严防芽胞污染伤口、用具、敷料、
手术器械等。芽胞的抵抗力强，对热力、干燥、辐射、化学消毒剂等理化因素均有强大的抵抗
力，用一般的方法不易将其杀死。有的芽胞可耐 100℃沸水煮沸数小时。杀灭芽胞最可靠的
方法是高压蒸汽灭菌。当进行消毒灭菌时往往以芽胞是否被杀死作为判断灭菌效果的指标。

二、病毒包涵体
包涵体( 图 2 － 1 － 5) 是病毒感染细胞中独特的形态学变化。各种病毒的包涵体形态各

异，单个或多个，或大或小，圆形，卵圆形或不规则形态。包涵体位于核内或胞浆内，嗜酸性或
嗜碱性。荧光抗体染色和电镜检查证明包涵体是病毒复制合成场所。根据病毒包涵体的形
态、染色性及存在部位，对某些病毒有一定的诊断价值。

图 2 － 1 － 5 病毒包涵体
( 采自医学微生物学 张卓然)

常见的病毒包涵体有:
牛痘苗病毒:胞浆内嗜酸性染色的包涵体，又称“顾氏小体( Guarnieri body) ; 单纯疱疹病

毒:胞核内嗜酸性染色的包涵体( 属于 Cowdry氏 A型包涵体) ; 呼肠孤病毒( Reovirus) :胞浆内
嗜酸性染色的包涵体，围绕在细胞核外边，用电子显微镜可看出是很多病毒体呈结晶形排聚的
集团;腺病毒:胞核内嗜碱性染色的包涵体，电镜查看的情况同呼肠孤病毒。狂犬病病毒:胞浆
内嗜酸性染色的包涵体，又叫“内基氏小体”( Negri body) ，在脑神经细胞内;麻疹病毒:胞核内
和胞浆内嗜酸性染色的包涵体。

三、真菌的形态与结构
真菌分为单细胞和多细胞两类。
单细胞:圆形或卵圆形，称酵母菌。
多细胞:长出菌丝和孢子，交织成团，称丝状菌，又称霉菌。
有些真菌可因环境条件的改变，出现两种形态发生互变，称为二相性真菌。
( 一) 菌丝
在环境条件适宜情况下，由孢子长出芽管，逐渐延长呈丝状，称菌丝。菌丝长出分枝交织

成团称菌丝体( 图 2 － 1 － 6) 。
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结节菌丝 鹿角菌丝

破梳状菌丝 球拍菌丝
图 2 － 1 － 6 真菌菌丝( 医学真菌学诊断彩色图谱)

( 二) 孢子
孢子是真菌的繁殖结构。可分为有性孢子和无性孢子两种。有性孢子是由同一菌体或不

同菌体上的两个细胞融合经减数分裂形成的。
无性孢子是菌丝上的细胞分化或出芽生成的。病原性真菌大多形成无性孢子( 图 2 － 1 －

7) 。

孢子囊孢子 孢子囊孢子

叶状孢子 大分生孢子
图 2 － 1 － 7 真菌孢子( 医学真菌学诊断彩色图谱)
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无性孢子主要有:
1．分生孢子 是生殖菌丝侧缘或末端形成的单个、链状或成簇的孢子。其中大分生孢子，

其大小、细胞数、颜色是鉴定的重要依据;小分生孢子，无特异性，对真菌的鉴别意义不大。
2．叶状孢子 由菌丝内直接形成的孢子。主要包括:①芽生孢子;②厚膜孢子;③关节孢

子。
3．孢子囊孢子 生在孢子囊内的孢子。
四、人体寄生虫
人体寄生虫是一大类营寄生生活的多细胞无脊椎动物和单细胞原生生物。寄生虫经长期

演化，失去了独立生活的能力，其形态与生理已适应寄生生活。人体寄生虫包括医学蠕虫、医
学原虫、医学节肢动物。

医学蠕虫( helminth) 主要包括线虫( nematode) 、吸虫( trematode) 及绦虫( cestode) ，属多细
胞无脊椎动物。虫体外形、感染虫期、在人体寄生部位、移行途径、排出虫期因虫种不同而各
异。其形态及生态因不同虫期而异。不同虫种有雌雄同体及雌雄异体之分，其繁殖方式有卵
生及卵胎生之分。成虫所产幼虫或虫卵需显微镜观察。其虫卵外形、颜色、卵内容物、壳厚薄
及有无卵盖因虫种而异。虫卵大小 28μm ×20μm ～140μm ×85μm不等( 图 2 － 1 － 8) 。

受精蛔虫卵 钩虫卵 鞭虫卵

蛲虫卵 日本血吸虫卵 姜片虫卵

肺吸虫卵 肝吸虫卵 带绦虫卵
图 2 － 1 － 8 常见人体寄生虫卵

医学原虫( protozoa) 是单细胞真核生物。原虫虫体为单细胞，大小 3 － 200μm 不等。原虫
的外形多样，其结构由胞膜、胞质和胞核组成。原虫的各种生理功能由细胞器来完成。根据运
动细胞器，将原虫分为叶足虫纲、鞭毛虫纲、纤毛虫纲、孢子虫纲。原虫的繁殖有无性繁殖、有
性繁殖、世代交替之分。依虫种不同，原虫可以寄生在不同的组织或细胞内。
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【实验结果】
观察标本，用红蓝两色笔绘制镜下观察到的病原形态结构，并描述之。
【思考题】
1. 细菌的基本结构和特殊结构有那些?
2. 病毒包涵体的定义?
3. 真菌的菌丝和孢子的分类有哪些?
4. 病原学显微镜的使用方法是什么?
5. 人体寄生虫包括哪些?

项目二 病原学基础实验
【实验目的、要求】
学习病原生物的染色法及理化因素对它们的影响。掌握细菌的革兰染色，细菌接种操作

方法。熟悉紫外线、抗生素、溶菌酶对细菌的影响，抗酸染色的步骤和原理。了解各种理化因
素对病原生物的不同影响。
【实验内容】
细菌的染色法
紫外线杀菌实验
药敏实验
溶菌酶杀菌实验
一、细菌的染色法
细菌个体微小，普通光学显微镜下不易直接观察，故常用染色技术使细菌细胞着色。包括

细菌单染色技术、细菌的革兰染色技术、细菌的芽胞染色技术、细菌的荚膜染色技术和细菌的
鞭毛染色技术，还有抗酸染色法等。本节重点介绍革兰染色法和抗酸染色法。

( 一) 革兰染色( Gram stain)
【原理及方法】
微生物的细胞小且透明，在普通光学显微镜下不易识别，必须对它们进行染色，使经染色

后的菌体与背景形成明显的色差，从而能更清楚地观察到其形态和结构。因此，微生物染色技
术是观察微生物形态结构的重要手段。( 注: 任何一项技术都不是完美无缺的。染色后的微
生物标本是死的，在染色过程中微生物的形态与结构均会发生一些变化，不能完全代表其生活
细胞的真实情况，染色观察时必须注意。)

细菌的等电点较低，pH值 2 ～ 5，故在中性、碱性或弱酸性溶液中，菌体蛋白质电离后带阴
电荷;而碱性染料电离时染料离子带阳电。因此，带阴电的细菌常和带阳电的碱性染料进行结
合。所以，在细菌学上常用碱性染料进行染色。

影响染色的其他因素，还有菌体细胞的构造和其外膜的通透性，如细胞膜的通透性、膜孔
的大小和细胞结构完整与否，在染色上都起一定作用。此外，培养基的组成、菌龄、染色液中的
电解质含量和 pH、温度、药物的作用等，也都能影响细菌的染色。

微生物染色方法一般分为单染色法和复染色法两种。前者用一种染料使微生物染色，但
不能鉴别微生物。复染色法是用两种或两种以上染料，有协助鉴别微生物的作用。故亦称鉴
别染色法。常用的复染色法有革兰染色法和抗酸性染色法，此外还有鉴别细胞各部分结构的
( 如芽胞、鞭毛、细胞核等) 特殊染色法。微生物检验中常用的是单染色法和革兰染色法。
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