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内容概要

　　本书是全国高等院校医学检验专业实验教学规划教材之一，由国内6所高等医药院校和3所临床教
学实习医院参与编写而成。
本教材在强调医学检验专业基本实验技术和操作的基础上重视综合性实验和创新性实验的开展。
全书共分基本实验技术及验证性实验、综合性实验和创新性实验三篇。
通过基本实验技术和经典验证性实验的教学可以达到验证理论和培养学生的基本免疫学实验技能的目
的。
综合性实验的教学一方面可以训练学生组织和驾驭大型综合实验的能力，另一方面可以使学生提前了
解临床实验室使用的仪器和开展的实验项目，为临床实习和从事临床免疫学检验工作打下基础。
创新性实验设计可为医学检验学生进一步开展科研工作奠定基础。
《全国高等院校医学实验专业实验教学规划教材:临床免疫学检验实验指导(供医学检验、卫生检验等
专业使用)》可供高等院校医学检验专业、卫生检验专业学生实验使用，也可供从事临床检验工作和医
学研究的技术人员参考使用，并可用做临床医学、医学影像学、麻醉学、法医学、预防医学以及药学
等专业实验教学的参考用书。
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章节摘录

版权页：插图：第一篇 临床免疫学检验基本实验技术及验证性实验 第一章 免疫凝集类实验凝集试验
（agglutination）是指细菌、红细胞等颗粒性抗原或可溶性抗原（或抗体）与载体颗粒结合成致敏颗粒
后，再与相应抗体（或抗原）在适当电解质存在下，形成肉眼可见的凝集现象。
凝集试验分为直接凝集试验（directagglutinationtest）和间接凝集试验（indirectagglutinationtest）。
凝集试验可用于抗原或抗体的检测，方法简便，但灵敏度不高，多用于定性检测，如血型鉴定、细菌
鉴定与分型等，也可用于半定量检测，如抗体效价的检测。
 实验一 直接凝集试验直接凝集试验是将颗粒性抗原直接与相应抗体相互作用，在操作方法上分为玻
片凝集法和试管凝集法两种。
 一、玻片凝集试验玻片凝集试验指在玻片上直接将红细胞悬液、受检细菌等颗粒性抗原与相应抗体混
匀，若两者对应则出现肉眼可见的凝集块，即为阳性；若两者不对应则无凝集块出现，即为阴性。
玻片凝集试验主要用于细菌鉴定与分型、ABO血型鉴定等定性试验。
本实验以人类红细胞ABO血型鉴定试验（正定型，directtyping）为例，即用已知特异性抗体（标准血
清）检测红细胞上的抗原。
 【实验目的】 1.掌握ABO血型鉴定（正定型玻片法）的操作方法及结果判定。
 2.熟悉玻片凝集试验的原理及用途。
 【实验原理】在室温条件下、盐水介质中，将受检者红细胞分别与已知的抗A血清、抗B血清、抗
（A+B）血清混合，观察有无红细胞凝集现象，判断受检者红细胞膜表面有无A抗原和（或）B抗原，
据此，将人类红细胞ABO血型分为：A型、B型、O型、AB型4种。
 【实验器材】 1.抗原（待检标本）  受检者5%红细胞盐水悬液。
 2.抗体（标准血清）  标准抗A、抗B、抗（A+B）分型血清。
 3.生理盐水。
 4.其他  一次性采血针、载玻片、小试管、75%乙醇、消毒棉签、牙签、记号笔、消毒缸、显微镜等。
 【实验方法】 1.配制5%红细胞悬液 （1）采血部位以左手无名指为宜，轻轻按摩采血指端，使其自然
充血，用75%乙醇棉签消毒采血部位皮肤，待干。
 （2）操作者用左手拇指和示指紧捏刺血部位两侧，右手持无菌采血针自指尖腹内侧迅速穿刺组织，
深2～3mm，立即出针。
 （3）待血液自行流出后，用消毒干棉签擦去第1滴血（因含组织液），如出血不可在针刺四周稍稍加
压（勿用力挤压，以免组织液混入影响检测结果）。
 （4）取1滴血放入装有0.5ml生理盐水的小试管内混匀，制成红细胞悬液（约为5%）备用。
 （5）采血完毕，立即用消毒干棉签压迫止血。
 2.血型鉴定（正定型玻片法） （1）标记玻片：取清洁载玻片1张，用记号笔划分为3等份，在每格的
左上角标明抗A、抗B、抗（A+B）。
 （2）加标准抗血清：用毛细滴管分别取抗A、抗B和抗（A+B）分型血清各1滴，滴于相应标记区内。
 （3）加受检红细胞悬液：于上述抗血清小格内分别滴加受检者5%红细胞悬液各1滴。
 （4）混匀：分别用牙签搅拌或不断轻轻转动载玻片，使血清与红细胞充分混匀，连续1～5min，静
置10min以上。
 （5）观察结果：肉眼观察有无凝集（或溶血）现象，如肉眼观察不清，可将载玻片置于低倍显微镜
下观察结果。
 【实验结果】 1.定性 （1）阳性：液体变清亮，出现大小不等的红细胞凝集块（或溶血）。
 （2）阴性：液体仍然混浊，红细胞呈均匀分布，无凝集块出现。
 2.血型判断  按表1-1判断受检者红细胞ABO血型。
 3.报告方式  正定血型（玻片法）X型。
 【注意事项】 1.除特殊情况外，不要在耳垂取血。
应避免在炎症、水肿、冻疮等部位采血。
 2.严格按无菌技术操作，防止采血部位感染，做到一人一针一管，避免交叉感染。
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皮肤消毒后，须待酒精挥发、干燥后采血，否则血细胞被乙醇破坏，且血液会四处扩散，不易成滴而
造成采血困难。
 3.针刺皮肤应快进快出，穿刺深度一般以2～3mm为宜。
 4.所用分型血清必须在有效期内使用，实验结束后应放置冰箱保存，以免细菌污染，使用前应平衡至
室温。
 5.试管、滴管、玻片等必须清洁干燥，防止溶血。
 6.用牙签混匀时，勿混用牙签，以免产生错误结果。
 7.反应时间不得少于10min，以免较弱的凝集不易出现，造成假阴性。
 8.试验结果要及时观察，仔细核对、准确记录。
 二、试管凝集试验试管凝集试验为半定量试验方法，一般均以标准定量抗原（已知抗原）与一系列倍
比稀释的免疫血清或患者待检血清混合，经静置保温后，根据试管中颗粒性抗原的凝集程度，判断血
清中有无相应的抗体及其效价。
临床上常用的直接试管凝集试验有肥达试验（Widaltest）、外斐试验（Weil-Felix）和输血前的交叉配
血试验等。
现以肥达试验为例介绍试管凝集试验。
 （一）肥达试验（传统试管法）【实验目的】   1.掌握肥达试验的操作方法（血清连续倍比稀释）及
结果的判定。
 2.熟悉肥达试验的原理及用途。
 【实验原理】 人类感染伤寒或副伤寒沙门菌后，经1～2周后可在血清中出现相应的菌体（O）抗体和
鞭毛（H）抗体，以伤寒沙门菌O、H抗原和甲、乙、丙型副伤寒沙门菌H抗原，与一系列倍比稀释的
患者血清作试管凝集试验，在适当电解质参与下，可出现肉眼可见的凝集现象，借以检测患者血清中
是否存在相应的伤寒沙门菌或甲、乙、丙型副伤寒沙门菌的抗体及其效价，用于伤寒、副伤寒的辅助
诊断。
 【实验器材】 1.抗原（诊断菌液） 伤寒沙门菌菌体抗原（TO）及鞭毛抗原（TH），甲型副伤寒沙门
菌鞭毛抗原（PA），乙型副伤寒沙门菌鞭毛抗原（PB），需要时可增加丙型副伤寒沙门菌鞭毛抗原
（PC）。
 2.抗体 待检血清，已知伤寒、副伤寒沙门菌诊断血清。
 3.生理盐水。
 4.其他 小试管、中试管、大试管、1ml吸管、5ml吸管、试管架、水浴箱等。
 【实验方法】 1.编号标注  取28只小试管，在试管架上4排7列排放，编号标明。
 2.倍比稀释待检血清  先将待检血清做1∶20稀释，方法是取中试管1支，加入生理盐水3.8ml及待检血
清0.2ml，充分混匀，总量4ml。
然后取2ml1∶20稀释血清按每管0.5ml分别加入第1列的4个试管中。
再在剩余2ml稀释血清的中试管中加生理盐水2ml，混匀，此时血清由1∶20稀释为1∶40，再取此稀释
度的血清2ml，按每管0.5ml分别加入第2列的4个试管中。
如此将中试管中剩余血清做倍比稀释，并依次将稀释血清加至第3至第6列各试管中，则第1列至第6列
试管的血清稀释度依次为1∶20、1∶40、1∶80、1∶160、1∶320、1∶640。
第7列各管只加0.5ml生理盐水，不加血清，作为抗原对照。
 3.稀释诊断菌液  取4支大试管，分别标记TO、TH、PA、PB，以生理盐水将相应诊断菌液稀释成每毫
升含7亿个菌的悬液备用（具体稀释倍数参考试剂说明书）。
 4.加诊断菌液 第1排各管加入TO稀释菌液0.5ml。
 第2排各管加入TH稀释菌液0.5ml。
 第3排各管加入PA稀释菌液0.5ml。
 第4排各管加入PB稀释菌液0.5ml。
 此时，各管的血清因加入等量的诊断菌液又被稀释1倍，第1列至第6列血清最终稀释度为1∶40～1
∶1280。
 5.温育观察  振荡混匀，置37℃温箱或水浴18～24h（或56℃2～4h），观察记录结果见表1-2。
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 【实验结果】 1.观察方法  从孵箱或水浴箱中取出试管架后，不要振荡试管，先观察第7列各对照管，
应均不发生凝集，再依次逐排观察各试验管凝集情况。
观察时将试管举起仔细观察试管内上清液的透明度和下沉凝集块的大小、性状，然后再轻轻晃动试管
使凝集块从管底升起，最后根据上清液的透明度和凝集块的大小，即反应强度记录结果。
 2.凝集现象  “O”凝集呈颗粒状，以较坚实凝集片沉于管底，轻摇试管不易荡起，且不易散开。
“H”凝集呈絮状，以松散大团沉于管底，轻摇试管即荡起，且极易散开。
 3.凝集强度  以4+、3+、2+、+、-等符号表示。
 4+：上清液完全透明，细菌全部凝集成块沉于管底。
 3+：上清液透明度达75%，大部分细菌凝集成块沉于管底。
 2+：上清液透明度达50%，约50%细菌凝集成块沉于管底。
 +：上清液混浊，透明度仅达25%，仅小部分细菌凝集成块沉于管底。
 -：液体均匀混浊，无凝集块形成。
若静置时间较长，部分细菌沉于管底呈圆点状，边缘整齐，轻轻摇动后细菌分散呈云雾状升起，但很
快即消失。
 4.凝集效价  一般以出现2+凝集的血清最高稀释倍数作为该血清的凝集效价（表1-3）；也可取0.25ml试
验菌液加0.75ml生理盐水混匀，制备与50%透明度相当的比浊管，有助凝集效价的判定。
 5.参考区间  一般认为未经预防接种，具有诊断意义的凝集效价是：TO＞1∶80、TH＞1∶160、PA＞1
∶80、PB＞1∶80。
 若取双份血清，效价≥4倍更有诊断意义。
 【注意事项】 1.血清倍比稀释应仔细、准确加量，勿跳管。
 2.观察结果时切勿先振荡试管，以免破坏试管内上清液的透明度及凝集块的大小和性状，影响结果判
定。
 3.若对照管出现非特异性凝集，本试验无效。
 4.加诊断菌液时，应从对照管开始由后向前加入，以免影响稀释血清的浓度。
 （二）肥达试验（大孔反应板法）实验目的、实验原理同肥达试验传统试管法。
 【实验器材】 1.吸管、微量加样器、大孔U型孔反应板、振荡器、20.0g/L亚甲蓝溶液、水浴箱等。
 2.诊断菌液、诊断血清、待检血清等同肥达试验传统试管法。
 【实验方法】 1.编号标注  在4排×10孔，孔径15mm的U型孔反应板上分别标以TO、TH、PA、PB。
 2.倍比稀释待检血清  取1支试管加生理盐水1.44ml，待检血清0.16ml，先做血清1∶10稀释；然后取1
∶10稀释血清0.8ml按每孔0.2ml加入第1列各孔中；再取生理盐水0.8ml加入试管中，使血清1∶20稀释，
取该稀释血清0.8ml按每孔0.2ml加入第2列各孔中；按此法连续稀释到第7列的4孔中，则第1列至第7列
试管的血清稀释度依次为1∶10、1∶20、1∶40、1∶80、1∶160、1∶320、1∶640。
第8列各孔加生理盐水0.2ml，不加血清，作为抗原对照。
另设阳性血清对照。
 3.稀释诊断菌液  取TO、TH、PA、PB诊断菌液（70×108个/ml），分别用生理盐水稀释成10×108
个/ml。
每10ml稀释菌液中加20.0g/L亚甲蓝溶液5μl，便于观察。
 4.加诊断菌液  各排分别加相应的染色菌液0.1ml，再补加生理盐水0.1ml。
使各孔液体总量为0.4ml，各孔血清稀释度增加1倍，各排1～7孔血清最终稀释度为1∶20～1∶1280。
 5.温育观察  于振荡器上混匀1min，反应板加盖玻板，置37℃水浴过夜，次日观察结果。
 【实验结果】 阳性：液体澄清，蓝色细颗粒平铺于整个孔底。
 阴性：蓝色菌体集中于一点，沉积于孔底，与抗原菌液对照相同。
 效价：以出现50%（2+）凝集，即凝集块明显，上清液半透明的血清最高稀释倍数为待检血清的凝集
效价。
 参考区间：与肥达试验试管法相同。
 【注意事项】 1.基本同肥达试验试管法。
 2.每排均需用诊断血清作阳性对照。
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 实验二 间接凝集试验间接凝集试验是将可溶性抗原先吸附于一种与免疫无关、大小均匀的载体颗粒
表面形成致敏颗粒（即免疫微球），再与待检标本中相应的抗体相互作用，在适宜的电解质参与下，
出现肉眼可见的特异性凝集现象。
同理也可将抗体吸附于载体颗粒，以检测标本中相应的抗原，此时称为反向间接凝集试验。
间接凝集试验常用于检测针对细菌、病毒、螺旋体等病原微生物的抗体或某些自身抗体如类风湿因子
、抗核抗体（antinuclearantibody，ANA）等。
 现以胶乳凝集试验检测类风湿因子为例加以介绍。
 【实验目的】 1.掌握胶乳凝集试验检测类风湿因子的操作方法及结果判定。
 2.熟悉间接凝集试验的原理及应用。
 【实验原理】 类风湿关节炎患者可产生一种抗变性IgG的自身抗体，即类风湿因子，多为IgM类，具
有与人变性IgG结合的能力，利用人变性IgG和聚苯乙烯胶乳颗粒结合而成的致敏颗粒与患者血清直接
反应，若血清标本中含有RF，则与IgG致敏的胶乳颗粒作用出现凝集，结果为阳性；反之，若血清标
本中无RF，则不出现凝集，结果为阴性，用于类风湿关节炎的辅助诊断。
 【实验器材】 1.抗原 类风湿胶乳诊断试剂（人变性IgG胶乳颗粒），有商品出售。
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编辑推荐

《全国高等院校医学实验专业实验教学规划教材:临床免疫学检验实验指导(供医学检验、卫生检验等
专业使用)》编辑推荐：第一部分临床免疫学检验基本实验技术：包括免疫凝集类实验、免疫沉淀类实
验、补体参与的溶血反应、免疫标记技术、免疫自动化检测技术、免疫细胞分离技术、非特异性免疫
功能检测、细胞免疫功能检测、体液免疫功能等。
第二部分综合性实验：包括抗体的制备、超敏反应的免疫学检测、自身免疫性疾病的免疫学检测、感
染相关免疫学检测、肿瘤免疫相关检测、移植免疫相关检测、临床免疫检验质量控制。
第三部分创新性试验：创新性实验实施原则和方法、创新性实验示例等。
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