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进入２１世纪，科学技术的发展瞬息万变，信息高速公路的运转使人才培养工作进入了一

个知识爆炸的全新时代，国际科学技术知识大循环带来了又一次科学革命，形成了不可阻挡的

潮流。新的时代需要新型人才，创新科学技术的产生需要新的人才培养模式，新型师资队伍的

建设，要靠与国际先进水平接轨的现代化科学方法熏陶学生。
医学实验学教学改革工作在教育部的领导下已全面铺开，为了培养多用型、综合型人才，

国家实施了精品教育工程计划，建立国家级医学实验示范中心是其举措之一。正是在这一宏

观教育改革精神的指导下，中国医科大学的基础医学被评为“国家级医学基础实验教学示范中

心”。从此，医学基础实验课的考试分数与理论课平分天下，居同等重要地位。
迄今为止，我国还没有一套国家规划的专门的医学基础学科实验教材供学生使用，这严重

影响了国家教育改革措施的落实。由于中国医科大学是“三基三严”教学理念的发祥地，医学

基础师资底蕴丰厚，医学基础教育改革在ＣＭＢ课题支撑下引领风骚。因此，从２００８年起我

校示范中心联合其他兄弟院校，组织了“系列医学基础课实验学教材”的编写工作。本系列实

验教材已经陆续出版了有９本：
《人体机能学实验教程》　冯甲棣等主编

《医学生物学实验教程》　赵彦艳等主编

《组织工程学实验教程》　柏树令等主编

《生物医学工程学实验教程》　沙宪政等主编

《生物医学信息管理学实验教程》　沙宪政等主编

《医学实验仪器检测学实验教程》　崔泽实等主编

《人体形态科学实验教程》　吕永利等主编

《解剖学实验教程》　吕永利等主编

《病原生物学实验教程》　罗恩杰等主编

本系列教材的编写均是实验教学的新尝试，主要为了适应迅速发展的医学实验教学与人

才培养的需要，也是为提高医学教育质量，推动医学教育发展尽一份努力，贡献一份爱心。一

定存在不完善之处，欢迎兄弟院校多给我们提出宝贵意见。

中国医科大学

２００９年１１月



全书共分５篇，分别介绍了病原生物学基本实验理论与要求、细菌学实验、

真菌及其他微生物学实验、病毒学实验、医学寄生虫学实验。其中基础性实验以

基本操作技能为主，包括形态学检查法、细菌培养法、病原血清学检测法及动物

感染实验等项目；综合性实验以提高学生分析、判断及解决问题的能力为主，主

要通过细菌的系统分离培养鉴定、寄生虫的形态学检查，结合肠道细菌和肠道寄

生虫的致病特点及病理学的改变进行肠道病原检查的综合分析；创新型实验以

设计性实验及科研训练为主，开展临床肠道病原菌、耐药菌流行状况调查及耐药

机制研究，使学生掌握一些分子生物学的新技术、新理论。本书可供临床医学、

医学技术、生物工程、预防医学、医学检验等相关医学类专业的医学生使用，还可

供研究生、临床工作者学习参考。

此为试读,需要完整PDF请访问: www.ertongbook.com



２００８年，我校医学基础实验教学中心被评为国家级实验教学示范中心建设单位，病原生

物学实验教学是人体形态学实验中心实验教学的重要组成部分。本中心的教学宗旨和目标是

通过一系列综合性和创新性实验，以培养学生批判性思维和创新性思维的能力，发现问题、分
析问题和解决问题的能力，交流沟通、团队协作、动手动脑等综合能力；激发学生的学习兴趣。
因此，原有的以“基础实验”为主要内容的辅助教材已不能满足教学的需要。为了更好地改革

和完善病原生物学实验教学，解决实验教材问题，我们组织具有多年实验教学经验的教师队

伍，结合我校实际和本专业特色，编写了一本集“基础实验”“综合性实验”和“创新性实验”为一

体的面向２１世纪的实验课程教材———《病原生物学实验教程》。我们力争使该教材与现有课

程相对应，充分体现科学性、前瞻性、系统性和适用性，从而达到更好地为教学服务的目的。
基础性实验，以培养学生严谨的科学态度，掌握基本操作技能为主。实验项目包括细菌、

病毒、寄生虫形态学检查法、细菌培养法、病原血清学检测法及实验动物感染实验等，通过实验

加强学生实验操作技能。
综合性实验，培养学生运用所学专业知识，从中发现问题，提高综合分析、判断的能力及解

决问题的能力。为此，设立了肠道病原检测项目，通过对待检标本进行细菌的系统分离培养鉴

定、寄生虫的形态学检查，并结合肠道细菌及肠道寄生虫的致病特点及临床病理形态学改变，
进行综合分析判断，使学有余力的学生通过各种方式提前进入科研组，接受科研能力的训练。
这种兼综合性、设计性、研究性的综合性实验项目，使学生能将所学的相关学科理论知识和实

验操作技能有机地结合起来，并在解决实际问题的应用，拓展和训练了学生的知识视野及分析

问题的能力。
创新型实验，以设计性实验及科研训练为主，吸引、激发学生的求知欲，突出培养学生创新

精神，提高设计性、探索性研究能力等综合素质。我们开设的临床肠道病原菌、金黄色葡萄球

菌耐药菌株的流行状况调查及耐药机制研究，使学生通过实验，不仅可掌握一些分子生物学的

新技术、新方法，还能与所学理论知识结合，联系临床实际，创新性的去思考问题、发现问题，从
而培养学生创新思维的能力。

由于时间紧迫及编者水平有限，内容难免存在不足或欠妥之处，恳请广大师生和读者批评指正。

罗恩杰
２０１０年７月
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　　三、排泄物与分泌物的检查 （１７）………………………………………………………………

　　四、皮肤、肌肉、淋巴结及肠黏膜活检组织检查 （１８）…………………………………………
第３章　病原生物学实验室生物安全 （２０）………………………………………………………

　　一、生物安全的相关术语 （２０）…………………………………………………………………

　　二、生物危害的来源与程度分级 （２０）…………………………………………………………



　 ２　　　　
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第二篇　医学微生物学部分—细菌学实验
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　第一节　细菌形态学检查法 （２５）………………………………………………………………
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　　　　　　病原生物学实验要求

【目的】

１．掌握病原生物学的基本实验方法和操作技术。

２．通过实验设计的讨论和实验结果分析，培养学生科学思维方法，提高独立工作能

力。　　
【要求】

１．每次实习前必须做好预习，明确实验目的、原理、方法及操作中的注意事项等，避免和减

少发生错误。

２．实验过程中必须持严肃认真的态度。

３．对实验结果必须进行仔细地观察和认真地记录，然后进行科学分析，得出恰当结论。

４．独立认真完成实验报告，书写实验报告要字迹清楚、语言简练、表格清晰，画图应力求反

映实际标本的原状。

５．切实遵守实验室规则。

一、实验室规则

【要求】

１．上实验课时，先到更衣室把个人的书包和衣物放在衣柜内，穿好白大衣（实验防护衣）和
拖鞋。随身只带必要的实习指导、笔记本和文具，进入实验室后放入抽屉内。

２．实验室要保持肃静和良好秩序，不得高声谈笑和随处走动。

３．实验室内禁止饮食和吸烟，不得用嘴舔湿铅笔和标签等。

４．如遇有盛检验材料的器皿破损或污染其他物品时，应立即用３％的甲酚皂溶液消毒；皮
肤破伤需向指导教师报告，采取适当的消毒及防止感染的措施。

５．用过的有菌器材或培养物等，应放于指定的地点，不得随意抛置。

６．注意节约实验试剂，爱护实验器材。损坏器材时，应立即报告指导教师，听候处理。

７．易燃物品（乙醇、二甲苯等）不准接近火源。一旦起火，应迅速用沾水的布类和沙土覆盖

扑火。

８．实验结束后，将实验台整理好，值日同学打扫室内卫生，并检查水、电、煤气等开关是否

关好，防止发生安全事故。

９．离开实验室后，到更衣室脱下白大衣，将白大衣和拖鞋整齐放入柜内，洗手消毒后离

去。　　
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二、显微镜的使用方法

【目的】　要求熟练掌握显微镜的使用方法，尤其是油浸镜头的使用方法。
【要求】

１．使用前必须对所用显微镜进行仔细检查，如发现问题应及时向老师报告。

２．调光　检查未染色标本时，以弱光线为宜，此时可将集光器下降或缩小光栅，检查染色

标本时，以光线强为宜，此时应适当升高集光器或将光栅打开。

３．标本观察　将标本置于载物台上，先用低倍镜观察。用粗螺旋调至看出物像后，再调节

微螺旋，使物像更加清晰。在换高倍镜观察前，鉴于高倍镜视野范围比低倍镜小，故需将被观

察内容移至视野中央后再换之。有时显微镜本身存在偏心现象，此时要记住其偏心的方向和

距离。
用油浸镜头观察前，应先转开低倍镜或高倍镜镜头，在玻片上加一滴镜油，再转换油浸镜

头。眼从侧方看，调节粗螺旋，使镜头浸入镜油中至接近玻片时为止（注意勿压碎玻片）。眼看

目镜，调节粗螺旋提升镜筒至看到物像，再调节细螺旋至可清楚看到标本为止。观察完毕，应
先提高镜筒，并将高倍镜（或油浸镜头）扭向一侧，再取下玻片。

※注意：①寄生虫标本绝大多数为封片标本，有一定厚度，因此在观察时应不断调节细螺

旋。②用油浸镜头观察微生物标本时，应将显微镜亮度开关调至最亮，集光器升至最高，光栅

打至最大。

４．注意事项　微螺旋是显微镜最精细、最脆弱的机械部分，每旋转一周使镜筒上升或下降

０．１ｍｍ，只能做往返回转，不要向单一方向转动数周。观察滴片标本时，载物台应放平，注意

勿将物镜镜头接触粪液。观察封片标本时，勿使镜头与盖玻片接触，以免压坏标本或损伤镜

头。观察血涂片标本时，必须按一定顺序，逐个视野检查，以免遗漏。
油浸镜头使用完毕，应用擦镜纸蘸少许二甲苯擦试，再用干燥镜纸擦去残存的二甲苯。最

后将物镜头转成“人”字形，降落镜筒或上抬载物台，稍微下降集光器，对号送入镜盒内。

三、常用标本及观察方法

【要求】　
１．瓶装标本　
指一些蠕虫成虫、医学昆虫成虫、病变脏器大体标本、蠕虫生活史及中间宿主。主要用肉

眼观察，必要时结合放大镜。

２．玻片标本　指滴片标本和封片标本（虫卵、虫体、组织、血液）。先用低倍镜，再用高倍镜

或油浸镜。
注意：滴片标本用过后将盖玻片拨下收回，载玻片放入污物缸内。

（李　苗）
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　　　　　　病原生物感染的诊断

第一节　细菌感染的诊断

一、标本的采集与送捡

标本的采集与送检过程是微生物诊断的第一步，直接关系到检验结果的正确性与可靠性。

为此，必须遵循下列几个原则。

１．严格无菌操作，尽量避免标本被杂菌污染。

２．根据不同疾病以及同一疾病不同时期采集不同的标本。如流行性脑脊髓膜炎，采取血

淤斑液、血液、脑脊液；细菌性痢疾取脓血或黏液性粪便；伤寒沙门菌引起的肠热症则应在发病

１～２周取血液，２～３周取粪便、尿液，疾病全程可取骨髓。

３．标本采集应在使用抗菌药物前，否则应加拮抗药，如使用磺胺药者需加对氨基苯甲酸，
使用青霉素者加青霉素酶等，采集局部不得使用消毒剂，必要时宜用无菌生理盐水冲洗，拭干

后再取材。

４．标本必须新鲜，尽快送检。

５．根据病原菌特点，多数病原菌可冷藏输送，如脑膜炎球菌对温度敏感，应尽可能床边接

种，送检应保温。粪便标本常加入甘油缓冲盐水保存液。对烈性传染病标本，严格按规定包装

冷藏、专人递送。此外，如厌氧菌、Ｌ型细菌等感染，应用不同方法采取标本。

６．标本做好标记，并在相应化验单详细填写检验目的、标本种类、临床诊断和其他常规项

目。

二、病原菌的检验程序

主要包括细菌的形态学检查、分离培养、生化反应、药敏试验和血清学试验等。近年来发

展的细菌学快速检验技术尚有气相色谱、核酸杂交和多聚酶链反应等技术。
（一）病原学诊断

１．细菌形态与结构检查　凡在形态和染色性上具有特征的致病菌，直接涂片染色后显微

镜观察有助于初步诊断。如取患者脑脊液或淤血点涂片镜检，见到白细胞内有革兰阴性双球

菌时即可诊断流行性脑脊髓膜炎。痰中查见抗酸染色阳性，细长、有分支状的细菌可初步诊断

为结核杆菌。直接涂片进行细菌形态学观察，还可应用免疫荧光技术，因特异性荧光抗体与相

应细菌结合在荧光显微镜下可见发荧光的菌体也可做出快速诊断。如检测粪便中的志贺菌、



　 ６　　　　

霍乱弧菌等。很多细菌仅凭形态学不能做出确切诊断，需经细菌的分离培养，并对其进行生化

反应和血清学等进一步鉴定，才能明确感染的细菌。
（１）显微镜放大法：细菌形态微小，肉眼不能直接看到，必须借助显微镜放大后才能观察。

① 普通光学显微镜。普通光学显微镜（ｌｉｇｈｔ　ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ）以可见光（日光或灯光）为光源，
波长０．４～７μｍ，平均０．５μｍ。其分辨率为光波波长的一半，即０．２５μｍ。０．２５μｍ的微粒经油

镜放大１　０００倍后成０．２５ｍｍ，人的眼睛便能看清。一般细菌都大于０．２５μｍ，故可用普通光

学显微镜予以观察。

② 电子显微镜。电子显微镜（ｅｌｅｃｔｒｏｎ　ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ）是利用电子流代替可见光，以电磁圈

代替放大透镜。电子波长极短，约为０．００５ｎｍ，其放大倍数可达１０万倍，能分辨１ｎｍ的微粒。
不仅能看细菌的外形，内部超微结构也能一览无遗。电子显微镜显示的图像，可投射到荧光屏

上，也可照相摄影。电子显微镜的标本需在真空干燥的状态下观察，故不能观察活的微生物。
（２）细菌染色检查法：主要包括革兰染色法、抗酸染色法等。
细菌染色法中尚有单染色法以及有一些可针对细菌特殊结构如鞭毛、荚膜和芽胞的特殊

染色方法。此外，借助于暗视野显微镜观察或制作悬滴标本可检查不染色活菌、螺旋体及其动

力。

２．分离培养　原则上应对所有送捡标本做分离培养，以便获得单个菌落后进行纯培养，从
而对细菌做进一步的鉴定。细菌培养时应选择适宜的培养基、ｐＨ、培养的时间和温度等，以提

供特定细菌生长所需的必要条件。通常由无菌部位采集的标本，如血液、脑脊液等可直接接种

至营养丰富的液体或固体培养基。取自正常菌群部位的标本应接种至选择培养基或鉴别培养

基。分离培养后根据菌落的大小、形态、颜色、表面性状、透明度和溶血性等对细菌做出初步识

别。同时取单个菌落再次进行革兰染色镜检观察。此外，细菌在液体培养基中生长状态及在

半固体培养基是否表现出动力，也是鉴别某些细菌的重要依据。如遇到白喉、急性菌痢等急性

传染病时，可根据病人特殊临床症状和直接涂片镜检所见做出初步诊断并及时治疗，不必等待

分离培养结果报告，以免贻误治疗。

３．生化试验　细菌生化反应是依据各种细菌具有不同的酶系统，对营养物质的分解所产

生的代谢产物有别，以此来鉴别细菌。这对于一些在形态和培养特性上不能区别而代谢产物

不同的细菌尤为重要。例如，肠道杆菌种类很多，一般为革兰阴性菌，它们的染色性、镜下形态

和菌落特征基本相同，因此，利用生化反应对肠道杆菌进行鉴定是不可缺少的。随着现代化技

术的发展，细菌检测的技术水平不断地提高。目前多种微量、快速、半自动和全自动的细菌检

测系统和仪器已广泛应用于临床，能准确鉴定出一般医院常见的致病菌，而且适用于难以培养

细菌的鉴定及药物敏感试验。

４．血清学鉴定　根据相应抗原与抗体反应的特异性，采用含有已知特异抗体的免疫血清

如用沙门菌属、志贺菌属等特异性多价和单价诊断血清，对其分离的待检菌进行属、种和血清

型鉴定的方法。常用方法是玻片凝集试验，在数分钟内即可得出结果。免疫荧光、协同凝集、
对流免疫电泳、酶免疫技术和乳胶凝集等试验敏感性强，可快速检测标本中的微量病原菌特异

性抗原。

５．动物实验　一般不作为临床标本的细菌学常规检查技术，但对测定细菌的毒力或致病

性有重要意义，也可分离病原菌。故可选敏感动物用于疑难的病原菌分离或微生物学的研究。
常用于病原菌检查的动物有小鼠、豚鼠和家兔等。根据细菌致病性选择接种途径，有皮内、皮
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