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内 容 提 要

由病原微生物引起的多种感染性疾病，其诊断除可根据临床症状、体征和一般检查外，

采取合适的临床标本进行微生物学检查，确诊病因是极为重要的。微生物学的检查主要有

形态学检查、分离培养及代谢产物的检查、免疫学检查( 抗原、抗体检查) 、核酸的检测四大

方面。

本书共十八章，涉及细菌、放线菌、螺旋体、支原体、立克次体、衣原体、病毒和病原性真

菌的微生物学检查。本书可供大中专医学院校临床医学专业学生、护理专业学生、检验专业

学生使用，亦可供临床各科医生和检验人员参考。



前 言

感染性疾病的微生物学检查，在临床工作中对于感染性疾病的诊断十分重

要，它是确定病因，为临床医生提供重要信息、制定治疗方案的关键一环。我们

根据多年的临床检验工作、带教实践和临床工作的需要编写了本书。该书对医

学院校学生的临床实习工作具有指导作用，也可供青年医生和检验人员参考。

编写过程中得到了湖北民族学院医学院微生物学教研室唐由凯教授和湖

北民族学院附属医院检验科刘作春主任的大力帮助和指导，在此谨表深切谢

意。

由于我们的水平有限，书中难免有不妥之处，恳请广大读者批评指正。

编 者
2010 年 6 月
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第一章 化脓性细菌

第一节 葡萄球菌的微生物学检查法

病原性葡萄球菌( 金葡菌) 可引起皮肤黏膜、各种组织器官的化脓性炎症、败血症，还可
产生肠毒素引起食物中毒。

一、标本直接涂片染色镜检
( 一) 材料
1．标本
依据感染部位及不同病情采取标本。
( 1) 化脓性病灶的脓汁。
( 2) 败血症采取血液。
( 3) 脑膜炎患者采取脑脊液。
( 4) 食物中毒者则分别采取剩余食物，病人的呕吐物和粪便。
2．实验材料
革兰氏染色液一套，载玻片、香柏油、接种环、酒精灯、光学显微镜。
( 二) 方法 制作标本片，革兰氏染色、油镜观察。
( 三) 结果 光镜下可见葡萄球菌呈球形或略呈椭圆形，直径 0． 5 ～ 1． 5μm，平均 1μm，

典型者排列呈葡萄串状，革兰氏染色阳性，要注意的是，当衰老、死亡、在陈旧培养物中或被
中性粒细胞吞噬后的菌体常转为革兰氏染色阴性。

二、分离培养
( 一) 材料
1．标本( 同标本直接涂片染色镜检)
2．实验材料 血琼脂平板、温箱、接种环、酒精灯。
( 二) 方法 无菌操作，将标本接种于血琼脂平板上( 分离划线技术) ，接种完毕后，将血

琼脂平板置 37℃温箱培养 24h后观察结果。
( 三) 结果 对比血琼脂平板上金黄色葡萄球菌和表皮葡萄球菌的异同，注意菌落的大

小、形态、颜色和有无溶血环。

细 菌 菌落大小 形态 颜色 溶血环

金黄色葡萄球菌

表皮葡萄球菌

三、血浆凝固酶试验( 方法略)
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四、耐热核酸酶试验
( 一) 原理 耐热核酸酶是由致病性葡萄球菌产生的，此酶耐热，100 ℃ 15 min 或 60℃

2h不被破坏，此酶能降解 DNA或 RNA，从而使 DNA或 RNA长链水解成寡核苷酸链。根据
DNA长链可被酸沉淀，寡核苷酸链可溶于酸的特点，来判断是否有核酸酶将 DNA、RNA 降
解。临床上常将耐热核酸酶作为测定葡萄球菌有无致病性的重要指标之一。

( 二) 材料与方法 实验材料
1．甲苯胺蓝核酸琼脂;
2．金黄色葡萄球菌及表皮葡萄球菌培养物;
3．载玻片、37℃孵育箱、干燥热力灭菌器等。
( 三) 方法
1．玻片法:取溶化好的甲苯胺蓝核酸琼脂 3 ml铺于洁净载玻片上，凝固后打上 4 ～ 8 个

直径为 2 mm的孔，每孔滴加经沸水浴细菌培养物 1 滴，置 37 ℃孵育 3 h，观察粉红色圈的
大小，应用时设对照。

2．平板法:在分离金黄色葡萄球菌的琼脂平板上挑选所需的菌落并做标记，置 60℃干
燥热力灭菌器 2h，取出后每个平板倾注 10 ml预先溶化好的甲苯胺蓝核酸琼脂，经 37℃ 3h
观察结果。

( 四) 结果 产生耐热核酸酶的金黄色葡萄球菌菌落周围呈粉红色圈为阳性，表皮葡萄
球菌为阴性。

五、药敏试验( 方法略)
六、葡萄球菌肠毒素检查
( 一) 原理
某些金黄色葡萄球菌可产生耐热肠毒素，引起人类毒素性食物中毒。将食物中毒病人

的呕吐物或剩余物培养后，经加热、离心，取上清液，给实验动物注射，可判断其中是否有耐
热的肠毒素。

( 二) 材料
标本、NaCl高盐肉汤培养基，体重 500g左右的幼猫( 6 ～ 8 周龄) 、离心机、沉淀管、注射

器等。
( 三) 方法
1．将食物中毒病人的呕吐物或剩余物接种于高盐肉汤管中，经 37℃ 24h 培养后，再分

离纯菌种，培养 48h。
2．将高盐肉汤煮沸 30min，杀死细菌及破坏其他毒素，将煮沸液 3000 r /min离心 1h。
3．取上清液 2ml注入幼猫腹腔或静脉。
4．于 4h内观察结果。
( 四) 结果
观察幼猫有无呕吐、腹泻、体温升高、死亡等现象。若有这些现象出现。提示有肠毒素

存在。
( 袁 杰)
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第二节 链球菌的微生物学检查法

链球菌( A群) 引起人类多种疾病，主要有三种类型: ①皮肤及皮下组织感染和呼吸道
感染;②猩红热;③风湿热和急性肾小球肾炎。

一、标本直接涂片染色镜检
( 一) 材料
标本:
依据不同疾病，采取有关标本。
①创伤感染取脓液;②咽喉、鼻腔等病灶的棉拭;③败血症取血液。
( 二) 方法 制片;革兰氏染色;光学显微镜油镜观察。
( 三) 结果 描述镜下所见细菌的形态、排列和染色性，光镜下可见链球菌呈球形或椭

圆形，直径 0． 6 ～ 1． 07μm，呈链状排列，从 4 ～ 8 个至 20 ～ 30 个细菌组成，革兰氏染色阳性，
注意的是，若培养日久的老龄菌或被中性粒细胞吞噬后可被染成革兰氏阴性，链的长短与菌
种和生长环境有关，在液体培养基中形成的链状排列常比取材于固体培养基者长。

二、分离培养
( 一) 材料
1．标本( 同标本直接涂片染色镜检) 。
2．实验材料:血琼脂平板、温箱、接种环、酒精灯。
( 二) 方法 无菌操作 将标本接种于血琼脂平板上( 分离划线技术) ，接种完毕后将血

琼脂平板置 37℃温箱培养 24h后观察结果。
( 三) 结果 对比血琼脂平板上甲型溶血性链球菌和乙型溶血性链球菌菌落的区别，注

意菌落周围溶血环的大小、颜色、透明度。

细 菌 菌落大小 颜色 有无溶血环 色泽及透明度

甲型溶血性链球菌

乙型溶血性链球菌

丙型链球菌

三、血清学试验:抗链球菌溶血素“O”试验
( 一) 原理 链球菌在感染者体内产生溶血素“O”，它有很强的抗原性，可刺激机体产

生抗溶血素“O”抗体( 抗“O”抗体，ASO) ，导致血清中 ASO滴度增高。测定血清中抗“O”抗
体，可用于链球菌感染的诊断。血清中 ASO的测定方法有多种，在这里仅介绍快速乳胶法。

抗链球菌溶素血素“O”试验( antistreptolysin“O”test) 的快速乳胶法是将羧化聚苯乙烯
胶乳与溶血素“O”共价交联制成 ASO 胶乳试剂。ASO 高滴度的病人血清被适量的溶血素
中和掉正常水平的抗体后，还有 ASO 多余，这些多余的抗体即与 ASO 乳胶试剂反应，出现
清晰均匀的乳胶颗粒。

( 二) 材料
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1．溶血素“O”溶液，用时摇匀。
2． ASO胶乳试剂，用时摇匀。
3．阳性控制血清和阴性控制血清各 1 瓶( 已经稀释灭活，可直接使用) 。
( 三) 方法
1．血清标本用生理盐水 1∶ 15 稀释( 0． 1 ml血清 + 1． 4 ml生理盐水) ，56℃灭活 30 min。
2．在反应板( 为黑色背底) 各格子上分别滴加稀释灭菌血清 1 滴( 约 50μl) 以及阳性和

阴性控制血清 1 滴，各再滴加溶血素“O”溶液 1 滴，轻轻摇动 1min，使其充分混匀，均匀分布
于方格内。

3．滴加 ASO胶乳试剂 1 滴，轻轻摇动 3min( 室温为 18 ～ 20℃ ) ，将反应板平放在实验桌
上。

( 四) 结果
有清晰凝集者为阳性，不出现清晰凝集者为阴性，阴性者的 ASO≤250 IU /ml。
阳性者的 1∶ 15 稀释血清，进一步稀释为 1∶ 30，1∶ 60，再重复步骤 2 和 3，出现凝集的血

清稀释度和 ASO滴度间的关系大致如下:
稀释度 ASO( IU /ml)
1∶ 15 400
1∶ 30 800
1∶ 60 1600
( 五) 注意事项
1． ASO 胶乳加入后，轻轻摇动到指定的时间应立即记录结果，超过规定时间后再出现

的凝集不判为阳性，阳性控制血清应在指定时间内出现清晰凝集，但不能将阳性控制血清出
现凝集的时间视为判断结果的时间界限。

2．室温降低 10℃，在胶乳试剂加入后应延长反应时间 1min，室温升高 10 ℃，应缩短反
应时间 1 min。

3．对所有阳性血清应进行半定量测定，才能对临床医生的判断有更大帮助。
( 袁 杰)

第三节 肺炎链球菌的微生物学检查法

肺炎链球菌主要引起人类大叶性肺炎、支气管炎、脑膜炎，也可引起中耳炎、乳突炎、副
鼻窦炎和败血症等。

一、标本直接涂片染色镜检
( 一) 材料
标本
临床标本:根据病种采取痰液标本、脓液标本、血液标本、脑脊液标本。
( 二) 方法 将肺炎链球菌培养物或临床标本沉淀物，涂片进行革兰氏染色镜检。
( 三) 结果 革兰氏阳性球菌、菌体呈矛头状、多成双排列、宽端相对、尖端向外、菌体周

围有透明环此即荚膜位置所在、荚膜需用特殊染色才可见( 见荚膜染色法) 。
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二、分离培养
( 一) 材料
1．标本( 同标本直接涂片染色镜检) 。
2．实验材料:血琼脂平板、温箱、接种环、酒精灯。
( 二) 方法 无菌操作，将标本接种于血琼脂平板上( 分离划线技术) 。接种完毕后，将

血琼脂平板置 37℃温箱培养 24 ～ 48h后，观察结果。
( 三) 结果 肺炎链球菌在血平板上菌落细小，灰白色，圆形略扁，半透明，有草绿色 α

溶血环( 与甲型溶血性链球菌很相似) ，若卵育时间大于 48h，肺炎链球菌产生足量的自溶
酶，菌体渐溶解，菌落中央下陷呈脐状。

三、胆汁溶菌试验
( 一) 原理
肺炎链球菌可产生自溶酶，可使细菌本身发生溶解。自溶酶可被胆汁、胆盐或其他表面

活性物质激活而进一步活化，加速菌体的自溶，促使细菌在短期内溶解。
( 二) 材料
1．肺炎链球菌菌液及血琼脂平板培养物，甲型溶血性链球菌菌液及血琼脂平板培养物。
2． 10%去氧胆酸钠溶液( 去氧胆酸钠 10g，95%酒精 10ml，蒸馏水 90ml，将胆盐先溶解

于酒精内，加蒸馏水至 100ml即成) ，或猪胆汁，生理盐水。
3．水浴箱、试管、吸管等。
( 三) 方法
1．试管法 按表排列试管并按要求加入各材料，摇匀，置 37℃水浴箱中 15 ～ 30 min 观

察结果。

胆汁溶菌试验

材 料
试管号( ml)

1 2 3 4

10%去氧胆酸钠溶液 0． 2 0． 2 — —

肺炎链球菌菌液 0． 8 — 0． 8 —

甲型链球菌菌液 — 0． 8 — 0． 8

生理盐水 — — 0． 2 0． 2

2．平板法 各加 1 滴 10%去氧胆酸钠溶液( 或猪胆汁) 于肺炎链球菌血琼脂平板培养
物及甲型溶血性链球菌血琼脂平板培养物上，37℃孵育 30 min后观察结果。

( 四) 结果
1．试管法 如细菌悬液仍为混浊状，视为阴性，细菌悬液由混浊变为透明状，则为胆汁

溶菌试验阳性。
2．平板法 菌落消失者为阳性，菌落不消失者为阴性。
( 五) 注意事项
做此试验时注意菌液的 pH值以 7． 6 为宜，故一般菌液中加入胆汁后到一定时间仍不
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溶菌时，最好加 1 滴稀释的 NaOH，然后再进行观察。
四、葡糖发酵试验
( 一) 原理 肺炎链球菌发酵菊糖产酸，使培养基中指示剂改变颜色。
( 二) 材料 肺炎链球菌，甲型链球菌，菊糖发酵管，接种环，酒精灯等。
( 三) 方法 取菊糖发酵管 2 支，分别接种肺炎链球菌及甲型溶血性链球菌，置 37℃温

箱孵育 18 ～ 24h后观察结果。
( 四) 结果 培养基由紫色变为黄色为阳性，不变色为阴性，肺炎链球菌为阳性，甲型溶

血性链球菌为阴性。
五、奥普托率( Optochin) 敏感试验
( 一) 原理
Optochin即乙基氢化羟基奎宁( 化学分子式为 C2HO5·C9H5N·CHOH) ·C7H11 N·

C2H5 ) ，水溶液比较稳定，可冷藏数周，也可高压蒸汽灭菌。几乎所有肺炎链球菌都对 Op-
tochin敏感，故该试验可鉴别肺炎链球菌和甲型溶血性链球菌。尤其是某些肺炎链球菌菌
株胆汁溶菌试验结果不明显，但都对 Optochin敏感，因此该试验更可靠。

( 二) 材料与方法
1．菌种，肺炎链球菌 18 ～ 24h培养菌液，甲型溶血性链球菌 18 ～ 24h培养菌液。
2．培养基，血琼脂平板 2 个。
3． Optochin滤纸片( 5μg /片) 或 6mm滤纸片及 1∶ 4000 的 Optochin水溶液。
4．镊子，无菌棉签。
( 三) 方法
1．将肺炎链球菌和甲型溶血性链球菌分别涂布于血琼脂平板各 1 个。
2．把直径 6mm的滤纸片放于 1∶ 4000 Optochin 水溶液中，浸湿后分别贴于涂有细菌的

平板上。或直接用 Optochin滤纸片。
3．置 37℃培养 18h后观察结果。
( 四) 结果
肺炎链球菌平板上滤纸片周围可见直径大于 20mm 的抑菌圈，甲型溶血性链球菌则无

或仅有直径小于 10mm的抑菌圈。
六、动物毒力试验
( 一) 原理
在肺炎链球菌中，有少数不产生荚膜，故无致病力，具有荚膜的肺炎链球菌因荚膜具有

抵抗吞噬细胞的吞噬致病力最强。可致动物死亡，小白鼠对肺炎链球菌很敏感，故可用来作
肺炎链球菌的毒力鉴定，同时可纯化肺炎链球菌。

( 二) 材料
1．菌种 肺炎链球菌 18 ～ 24 h培养菌液。
2．动物 20g左右健康小白鼠。
3．培养基、血平板、无菌注射、碘酒、酒精等。
4．解剖刀剪、镊子等。
5．荚膜染色液一套、光学显微镜、香柏油、接种环、生理盐水。
( 三) 方法
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1．取 20g左右重的健康小白鼠 1 只，腹腔或皮下注射肺炎链球菌菌液 0． 2ml，饲养观察。
2．待濒临死亡时，及时解剖，取心血接种血平板做细菌培养。
3．取其腹腔液涂片，做荚膜染色镜检。
( 四) 结果
1．有荚膜的肺炎链球菌，能使小白鼠在 12 ～ 36h濒临死亡。
2．血培养可获肺炎球菌纯培养物。
3．有毒力的肺炎链球菌，荚膜染色镜检，可见有明显荚膜。
( 五) 注意事项
在试验中要特别注意无菌操作，并用无毒力( 无荚膜) 的肺炎链球菌做对照试验。

( 袁 杰)

第四节 脑膜炎奈瑟菌的微生物学检查法

脑膜炎球菌是流行性脑脊髓膜炎的病原体，目前我国流行的血清群 95%以上是 A群。
一、标本直接涂片染色镜检
( 一) 材料
1．临床标本:依据病情采取以下标本
病人的脑脊液培养。
病人的血液。
病人的淤斑、淤点刺破后的渗出物
带菌者检查可采用鼻咽拭子。
2．实验材料:革兰氏染色液一套，载玻片、香柏油、接种环、酒精灯、光学显微镜。
( 二) 方法
制作标本片;脑脊液需离心沉淀后，取沉淀物涂片; 出血瘀斑，需经碘酊、乙醇消毒病变

皮肤后，用无菌针头挑破出血斑，挤出少量血液或组织液，制成印片。革兰氏染色，用光学显
微镜油镜观察。

( 三) 结果
光镜下可见，膜脑炎奈瑟菌呈肾形或豆形，革兰阴性双球菌，两个细菌的接触面较平坦

或略向内陷，直径 0． 6 ～ 0． 8μm，在患者脑脊液中，多位于中性粒细胞内，形态典型。
要注意的是:人工培养后可形成卵圆形或球状，排列较不规划，单个、成双或 4 个相联

等，在孵育 24h后的培养物中，常呈现衰退形态，菌体大小不一致，着色亦深浅不匀。
二、分离培养
( 一) 材料
1．标本( 同标本直接镜检) 。
2．实验材料:血清肉汤培养基，血琼脂平板，巧克力色琼脂平板，CO2培养箱，接种环，酒

精灯等。
( 二) 方法
无菌操作，血液或脑脊液标本先接种至血清肉汤增菌后( 24 h 培养) ，再在巧克力琼脂

平板上划线分离，完毕后，将巧克力琼脂平板置于含 5% CO2的环境中 37℃孵育 24h，观察脑
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膜炎奈瑟菌在巧克力琼脂平板上的生长情况，菌落特点。
( 三) 结果
37℃孵育 24 h后，形成直径 1． 0 ～ 1． 5 mm 的无色、圆形、光滑、透明，似露滴状的菌落，

在血琼脂平板上不溶血，在血清肉汤中呈混浊生长。
三、动物毒力试验
( 一) 原理
脑膜炎奈瑟菌的主要致病物质是内毒素，与其他革兰阴性菌内毒素的致病作用一样，也

可引起发热、血管舒缩功能紊乱、弥漫性血管内凝血和 Shwartzman 现象等病理反应。而脑
膜炎奈瑟菌内毒素还更容易引起皮肤出血性紫癜和肾上腺出血坏死。动物实验可观察到上
述病理反应。

( 二) 材料
1．脑膜炎奈瑟菌 18 ～ 24 h培养菌液。
2．动物 20g左右重的健康小白鼠。
3．注射器、酒精。
4．解剖刀、剪、盘等。
( 三) 方法
1．取 20g左右重的健康小白鼠 1 只，将其固定，暴露尾巴，用酒精反复揩擦，使尾部血管

充血。
2．取 18 ～ 24 h培养的脑膜炎奈瑟菌菌液，60℃加热 5 ～ 10 min 杀死细菌成为粗制内毒

素。
3．取上述处理的菌液 1 ml，注入小白鼠尾脉静。
4．约 5 h后，用颈椎脱位法杀死( 或已死) 小白鼠，解剖观察。
( 四) 结果 可见皮下弥漫性紫癜，肝脏淤血水肿，肾脏及肾上腺充血，肠系膜及腹壁血

管明显充血。
四、玻片凝集试验(血清学分群鉴定)
( 一) 原理
抗原抗体结合后，在玻片上发生肉眼可见的凝集现象，用已知抗体检测未知抗原，对新

分离的脑膜炎奈瑟菌进行分群鉴定。
( 二) 材料
1．脑膜炎奈瑟菌诊断血清( 抗体)
多价Ⅰ( 包括 A、B、C、D四群) 。
多价Ⅱ( 包括 1889、1890、1892、319 群) 。
多价Ⅲ( 包括 1916、1486、1811 群) 。
2．脑膜炎奈瑟菌培养物( 抗原) 。
3．实验材料、清洁载玻片、接种环、酒精灯等。
( 三) 方法
在一清洁玻片上按顺序分放一接种环多价Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ诊断血清，再用接种环蘸取待检菌

少许，分别与上述三种多价血清混匀，摇动玻片，于 2 min后观察结果。
( 四) 结果
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凝集者为颗粒状，不凝集者仍为混悬状，如果与某一多价血清凝集者后( 多价Ⅰ) 与其
他两者不凝集者( 多价Ⅱ、Ⅲ) 说明待检菌为 A、B、C、D 四群中之一，可进一步用群血清定
群，如待检菌与 A群血清发生凝集者，说明待检菌为 A群，这在流行病学调查中及预防方面
有着重要意义。

五、快速诊断法一: ELISA双抗体夹心法
( 一) 试剂
( 1) 流脑 A群多糖抗体 可从生物制品所购置抗血清，经 50%饱和硫酸铵盐析得 γ －

球蛋白组分，再通过 SPA － Sepharose 4B免疫吸附柱，获得 IgG，用作包被与酶标记抗体。
( 2) HRP －抗体结合物( 辣根过氧化物酶 －抗体结合物) ，用改良过碘酸钠法制备。
( 3) 流脑多糖抗原 可自生物制品所购置，用作阳性对照。
( 4) 正常人血清 56℃30min灭活作阴性对照。
( 5) 待测流脑患者血清、脑脊液 56℃30min灭活。
( 6) 其他试剂 同 ELISA常法。
( 二) 方法
( 1) 将抗体用包被液稀释至 20μg /ml，每孔加 0． 1ml，4℃过夜后洗 3 次。
( 2) 待检标本用稀释液 1∶ 10 稀释后每孔加 0． 1ml，4℃过夜或 37℃2h，洗 3 次。
( 3) 加 HRP －抗体结合物: 用稀释液稀释成工作浓度 ( 经事先预试) ，每孔加 0． 1ml，

37℃2h后洗 3 次。
( 4) 每孔加底物 0． 1ml，37℃20min，然后用 2mol /L H2 SO4终止反应，测 492nm 吸光度

( A) 值。
( 三) 结果观察
用健康人血清标本按上述 ELISA 试验测 A 值，以大于此 A 值 95%可信限上限( 珋x +

2SD) 为阳性。
( 四) 注意事项
此法敏感性高，可检出抗原浓度为 0． 365 ng /ml，但待检标本应 56 ℃ 30 min灭活，否则

会出现假阳性。缺点是 ELISA法试剂要求高，酶结合物浓度要求严格，保存较久的需先测
定一下最适稀释倍数。另外，包被抗体一定要纯，否则影响特异性，可将从生物制品所购置
的抗体用盐析法粗提，再用 Sepharose － SPA亲和层析柱提纯。本法与细菌学检查及 CIE 合
用可大大提高检出率。

六、快速诊断法二: SPA －协同凝集试验
( 一) 试剂
( 1) 含 A蛋白葡萄球菌悬液:可由生物制品所购置，也可自制。
( 2) 高效价 A群流脑免疫血清:可从生物制品所购置，也可以患者脑脊液中分离的 A群

流脑菌株，按一般方法免疫家兔制成，效价需 ＞ 1∶ 2560。
( 3) 抗体致敏含 A蛋白葡萄球菌，取 1ml 10% SPA菌悬液加入 0． 1 ml A群流脑高效价

免疫血清，混匀后 37℃水浴 30 min，经常摇动。以 4000 r /min 离心 20 min，弃上清，沉淀物
用 PBS洗 2 次，配成 1%悬液。

( 二) 方法
( 1) 取 10% SPA菌悬液 4000 r /min离心 20 min，弃上清液，在沉淀的菌体中加入 0． 3 ml
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