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免疫学实验课的目的和要求 

 
免疫学是医学科学领域中的一门重要学科。在学习免疫学的过程中，不仅需要

掌握本学科的基础知识、基本理论，同样重要的是不能忽视免疫学作为实验性科学而

不断发展的事实。因而，我们在教学过程中，注重对学生进行免疫学技术操作及实验

能力的培养。免疫学实验课是整个免疫教学中重要的有机组成部分。 
一、实验课目的： 

1． 加深和巩固对系统理论知识的理解和体会。 
2． 熟悉和掌握免疫学实验的基本技能。 
3． 培养正确的科学态度和思维分析能力。 

二、实验课要求： 
1． 为提高实验课效果，每次实验前必须认真预习。了解实验原理、材料与方法、

注意事项以及预期的实验结果。 
2． 加强基础训练，每次实验过程中应注意基本技术、基本操作、基本训练。坚持

严肃性、严格性和严谨性。 
3． 示教实验和录像实验要仔细观察。 
4． 自行操作要认真、准确。 
5． 为提高科学思维、分析、总结能力，每次实验结束后必须认真地记录结果，进

行分析，得出结论，完成实验报告。 
 
 
 
 

实验室守则 

 
1．尊重教师、友爱同学，严肃认真，团结活泼。 
2．进入实验室应穿白大衣，保持安静，遵守秩序。 
3．爱护仪器。节约试剂。尤其是贵重仪器的使用，未经指导教师许可，不得擅自动用。

如遇器材损坏或其它意外情况应及时报告指导教师。 
4．保持实验室整洁、卫生，实验完毕后应整理好器材、物品，关好水、电、煤气，舍

弃物应根据不同性质作适当处理，并将实验室打扫干净。桌椅放回原处。 
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第一章 抗原抗体反应 

抗原抗体反应是指抗原与相应抗体发生特异性的结合反应，可发生在体内，也

可发生在体外。当抗原抗体反应在体内发生时，可导致溶菌、杀菌、中和毒素等作用；

而抗原抗体在体外（玻片上、试管内）结合时，在电解质、补体等参与下，根据参加

反应的抗原物理性状不同（颗粒性或可溶性），可出现不同类型的反应现象；如凝集反

应、沉淀反应及补体参与的溶血反应等。由于抗体一般存在于血清中，在进行抗原抗

体反应时，常采用血清做试验，故临床上把体外的抗原抗体反应常称作为血清学反应，

对机体中各种抗体成分进行定量或定性分析，以观察机体产生抗体的能力以及特异性

抗体及异常抗体的出现。可采用已知抗原（或抗体）检测未知抗体（或抗原），有助某

些疾病的早期诊断。 
一、目的要求 
1．掌握凝集反应、沉淀反应的基本原理。 
2．熟悉凝集反应、沉淀反应类型及特点。 
3．了解体外抗原抗体反应临床检测意义。 
二、实验内容 
1．直接凝集反应 
2．间接凝集抑制试验 
3．对流免疫电泳 
4．双向免疫扩散试验（示教） 
三、思考题 
1．影响凝集反应的因素有哪些？ 
2．为什么在凝集反应中一定要加入电解质？ 
3．为什么对流免疫电泳敏感度比双向琼脂扩散法高？ 
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实验一 直接凝集试验—血型鉴定试验（玻片法） 

（－）原理 
颗粒性抗原（如红细胞、白细胞、细菌等）与相应抗体在体外适当环境条件下

发生特异结合时，可产生肉眼可见的凝集现象。人类血清中存在着天然的针对红细

胞抗原的特异性抗体（凝集素），而红细胞表面也具有各种不同的血型抗原（凝集原）。

当红细胞与相应抗体混合后，在电解质参与下，因红细胞表面抗原与抗体结合而产

生肉眼可见的凝集。这种现象称为直接凝集反应，可用于检测血型或检测相应的血

型抗体。 
（二）器材与试剂 
1．器材 
（1）酒精棉球（2）采血针（3）试管（4）50~250μl 可调微量移液器（5）移液头 
（6）载玻片（7）牙签 
2．试剂 
（1）抗 A、抗 B 标准血清（2）生理盐水 
（三）操作步骤 
1． 采血一滴，加入试管（含 1ml 生理盐水）稀释成红细胞悬液。 
2． 取洁净载玻片一块；用记号笔在左上角标“A”，右上角标“B”。 
3． 用移液器吸取抗 A 标准血清 50μl，置 A 角；抗 B 标准血清 50μl，置 B 角。 
4． 用移液器吸取红细胞悬液，各加 50μl 于“A”角和“B”角。 
5． 用 2 根牙签分别混合“A”角和“B”角之内容物。 
6． 手执载玻片。前后摇动，促使血清与红细胞悬液充分混匀数分钟。放置室温 3~5

分钟左右。 
7． 观察结果。 
（四）注意事项 
1. 正确掌握微量移液器的使用方法。 
2. 加抗血清和红细胞时液体量要均匀，体积不易太大。 
3. 摇动时应注意液体的流动，不要使 A、B 角液体混合。 

 
 

实验二 间接凝集抑制试验 

（－）原理 
聚苯乙烯乳胶颗粒具有吸附蛋白质类生物高分子的性能。利用它作为载体，直

接吸附抗原（如绒毛膜促性腺激素，HCG）成为致敏乳胶颗粒。将抗体先与标本中
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的抗原结合，然后再加入致敏乳胶颗粒，如不出现凝集现象，说明标本中的抗原中

和了抗体，结果为阳性；若标本中无抗原物质，则抗体与加入的致敏乳胶颗粒结合，

出现凝集，结果为阴性。此法作为早期妊娠诊断的有效方法，具有快速、简便、准

确等优点。 
（二）器材与试剂 
1．器材 
（1）载玻片（2）50~250μl 可调微量移液器（3）移液头（4）牙签（5）黑纸 
2．试剂 
（1）致敏 HCG 乳胶试剂 
（2）抗 HCG 抗体 
（3）孕妇尿 
（4）正常尿 
（三）操作步骤． 
1．取载玻片二块，一块加孕妇尿 50μl，另一块加正常尿 50μl。 
2．各加一滴抗 HCG 抗体，用牙签搅动，使其充分混匀，均匀分布于载玻片上。 
3．再加致敏 HCG 乳胶抗原一滴，轻轻摇动 10～15 分钟，在较强的光线下，边摇动

边观察结果。 
4．阴性：出现均匀一致的细小凝集颗粒。阳性：仍现乳状液体，无凝集颗粒。 
（四）注意事项： 
1． 待检标本和试剂的加入顺序，应照操作步骤进行，否则结果难以判断。 
2． 观察结果应在较强的光线下进行，必要时可借助放大镜或显微镜观察。 
3． 本试验一般作定性测定，液滴大小应均匀一致。 

 
 

实验三 对流免疫电泳 

（一）原理 
将抗原和抗体分别加入半固体琼脂孔内，在碱性缓冲液中进行电泳时，蛋白质

抗原带负电荷，在电场中由阴极向阳极移动。抗体等电点较抗原高，在此缓冲液中

带阴离子少，分子量大，泳动较慢，同时因电渗作用（电渗是电场中溶液对于固体

的相对移动，琼脂是酸性物质含有较多的硫酸根，在碱性缓冲液中带负电，而与它

接触的溶液带正电，因此液体向阴极移动，产生电渗），反而向阴极泳动，这样就使

抗原、抗体在电场中相对移动，而形成对流。经过一定泳动时间后，在比例最适处，

形成肉眼可见的白色沉淀线。由于电场作用，限制了抗原和抗体多方向的自由扩散，

加速了泳动的速度，缩短了反应时间，提高了灵敏度。 
（二）器材与试剂 
1．器材 
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（1）电泳仪、电泳槽（2）载玻片（3）刻度吸量管（4）打孔器和图形卡 
（5）毛细管（6）吸耳球（7）煮沸消毒水浴箱 
2．试剂 
（1）1.2％琼脂凝胶（2）生理盐水（3）抗原（4）抗体 
（5）pH8.6  0.1M 巴比妥缓冲液 
（三）操作步骤： 
1．取热熔的 1.2％琼脂凝胶 3.5ml，立即浇于载波片上，使琼脂平铺于整个玻片。待

自然冷却凝固。 
2．用打孔器按图形打孔，再用针尖挑去孔内琼脂。 
3．将抗原和抗体用生理盐水分别稀释成 1:2，1:4，1:8，1:16，1:32，1:64 等不同浓

度。 
4．用毛细管按顺序将不同稀释度的抗原加入第 1 和第 3 行各孔中。将不同稀释度的

抗体加入第 2 和第 4 行各孔中。每孔加满为止，（注意防止溢出孔外）。 
5．将琼脂凝胶玻片放人 pH8.6  0.1M 巴比妥缓冲液的电泳槽中，抗原端接负极，抗

体端接正极，琼脂两端用四层纱布搭桥。 
6．电泳，电压为 110V，泳动时间 30－45 分钟。 
7．关闭电源。 
8．观察结果：从电泳槽内取出琼脂板，对光观察抗原与抗体之间有否白色沉淀线，

出现沉淀线最佳比例和最高稀释度是多少，并绘出沉淀线的位置、数量、形态。 
（四）注意事项 
1． 浇板时，琼脂面要铺平。 
2． 利用毛细管虹吸作用将样品吸入毛细管内。 
3． 加样时避免样品溢出孔外。 

 
 

实验四 双向琼脂扩散试验 

（－）原理 
将抗原和抗体分别加到琼脂凝胶板上的小孔中，使两者相互扩散，经一定时间

后，若两者特异性结合，在琼脂孔间形成白色沉淀线。 
（二）器材与试剂 
1．器材 
（1）载玻片（2）刻度吸量管（3）打孔器和图形卡（4）50~250μl 可调微量移液器

（5）移液头（6）吸耳球（7）煮沸消毒水浴箱（8）有盖搪瓷湿盒 
2．试剂 
（1）1.2％琼脂（2）生理盐水（3）抗原（4）抗体 
（三）操作步骤 
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1．用吸量管吸取热熔琼脂 3.5ml，平铺于载玻片上。 
2．待凝固后，按图形卡，用打孔器打孔，用针挑去孔内琼脂。 
3．将 100μl 抗体用生理盐水依次稀释成 1:2，1:4，1:8，1:16，1:32，1:64 等不同滴

度。并用微量移液器分别加 10μl 于周围孔中。 
4．用微量移液器将抗原加 10μl 于中央孔。 
5．将玻片置于有盖搪瓷湿盒内，隔天观察结果，绘出沉淀线位置、数量、形态。 
（四）注意事项  
1． 浇板时，琼脂面要铺平、无气泡；浇好后要放置２分钟凝固。 
2． 加样时避免样品溢出孔外。 
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第二章 免疫标记技术 

免疫标记技术是指用一些可被检测出的微量标记物质（例如放射性同位素、酶、

荧光素等）对抗体或抗原进行标记，并以此标记的抗体（抗原）作抗原抗体反应以

进行检测的一种免疫学技术。此项技术具有高度的特异性和敏感性，可用于快速诊

断及定性、定量乃至定位的检测。在很大程度上弥补了经典的血清学方法所受的限

制。根据标记物质的不同，免疫标记技术主要可分为三大类，即酶免疫技术、荧光

免疫技术和放射免疫测定法。 
酶免疫技术是以酶标记的抗体或抗原作主要试剂的免疫学检测方法，又可分为

酶免疫组织化学技术和酶免疫测定两类，前者应用酶标记抗体与组织切片上的相应

抗原反应，然后与底物作用形成有色沉淀，再通过光学显微镜加以观察。后者则通

过标记的抗体（抗原）与相应的抗原（抗体）结合并使底物显色，以检测标本含有

的相应抗原（抗体），常用的是酶联免疫吸附试验（ELISA）。 
荧光免疫技术是以荧光素标记抗体或抗原，与酶免疫技术相似，也可分成荧光

免疫组化技术和荧光免疫测定两类。目前应用较广泛的是免疫组化技术，但该技术

的应用需要特殊的荧光显微镜方能进行观察。 
放射免疫测定是最早建立的标记免疫测定方法，其基本原理是利用标记抗原和

非标记抗原对特异性抗体的竞争结合。该方法具有灵敏度高（可测定到 ng 甚至 pg
水平）、特异性强（可分辨结构类似的抗原）和准确性好（ng 量的回收率接近 100
％）。在临床检验中是测定微量蛋白质、激素和药物等的首选方法。但因放射性同位

素的使用需要特定的检测设备和防护设施，使其应用受到一定限制。 
一、目的要求 
1．掌握酶 ELISA 的基本原理。 
2．熟悉 ELISA 夹心法的操作。 
3．了解主要的免疫标记技术的基本原理和应用。 
二、实验内容 

酶联免疫吸附试验（ELISA—夹心法） 
三、思考题 
1．与其它免疫标记技术相比，酶免疫技术有哪些特点？ 
2．酶联免疫吸附试验（ELISA）共有几种类型的检测方法？试比较这些方法各有什

么特点？ 
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实验五 酶联免疫吸附试验（ELISA）—双抗体夹心法 

（一）原理 
酶联免疫吸附试验（ELISA）是检测溶液中抗原或抗体的特异而灵敏的免疫学检

测方法。双抗体夹心法是常用的一种检测抗原的方法，其原理为：（1）抗体结合于固

相载体表面而不失其活性；（2）抗体与酶标记物交联后仍保持了免疫活性和酶活性；

（3）检测时，固相抗体首先与待测抗原结合，后者再和酶标抗体结合，随后加入相应

底物后，可催化底物呈显色反应。反应液颜色的深浅与被测抗原的量相关。 
在本实验中，以辣根过氧化物酶（HRP）标记抗体。当抗体与相应抗原结合后，

标记的酶则可催化底物（四甲基联苯胺）起显色反应，形成蓝色产物，从而指示特异

性抗原抗体反应的存在。 
（二）器材与试剂 
1．器材： 
（1）50~250μl 可调微量移液器与移液头（2）37℃培养箱、搪瓷盒（3）酶标专用架

（4）洗瓶（含洗涤液）、吸水毛巾 
2．试剂： 
（1）已包被抗体的酶标条（2）400μg/L 抗原溶液（3）抗原稀释液（4）待测标本 1、2  
（5）酶标抗体（6）洗涤液（pH7.2  PBS-Tween 20）（7）底物 A、B 溶液（8）终止液  
（三）操作步骤： 
1. 取已包被抗体的酶标条，扣入酶标专用架；分别在第 1~6 孔各加入抗原稀释液 100 

ul，第 6、7 孔各加入 400μg/L 抗原溶液 100 ul，从第 6~2 孔进行对倍稀释（最后

在第 2 孔吸出的 100 ul 弃去）；在第 8、9 孔各加入 100 ul 待测标本 1；在第 10、
11 孔各加入 100 ul 待测标本 2。置酶标板于 37℃，保温 30 分钟。 

2. 弃去孔内液体，以洗涤液注满孔内，置 3 分钟后甩干孔内液体，重复 3 遍。上述

孔内再加入酶标抗体 100ul。置 37℃，保温 30 分钟。 
3. 弃去孔内液体，以洗涤液注满孔内，置 3 分钟后甩干孔内液体，重复 4 遍。 
4. 各孔均加底物 A 和底物 B 溶液各 100ul，混匀。置 37℃，10 分钟左右加入终止液

50ul 中止反应。 
5. 将酶标板置酶标仪上比色，以第 1 孔调零，在 450nm 波长处读取光密度值（O.D

值）。 
6. 结果判断：以 O.D 值为纵坐标，抗原标准浓度（0;12.5;25;50;100;200;400μg/L）

为横坐标在半对数坐标纸上画出标准曲线，再根据样品的平均 O.D 值在标准曲线

上查出各自的含量。 
（四）注意事项 

1． 熟练掌握微量移液器的使用方法。 
2． 酶标板的正确洗涤：每次洗涤后都应尽量甩干孔中残液。加入洗涤液时应小心，

勿使洗涤液溢出，流入周围孔中。 
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第三章 免疫细胞的检测 

免疫细胞的检测技术是近代免疫学探索机体免疫系统奥秘的一把不可或缺的钥

匙。在长期的科学研究工作中形成的免疫细胞检测技术主要包括两个部分，即对免疫

细胞表面蛋白分子的检测和对各类免疫细胞功能的测定。此外，从实验研究需要出发，

也建立起了许多分离细胞的技术。 
免疫细胞表面蛋白分子的检测，是对免疫细胞分类、定量的重要依据。目前的

检测技术主要依靠以抗原抗体特异结合原理为基础的膜抗原识别检测，如荧光抗体技

术、酶标抗体技术以及补体依赖的细胞毒试验等。对一些特殊的膜蛋白也可用特殊的

配体结合法来加以检测，例如花环形成试验等。 
各类免疫细胞的功能检测试验中包括淋巴细胞转化试验、特异性与非特异性细

胞毒试验、抗体形成细胞的检测试验以及细胞吞噬能力和胞内杀伤能力的功能检测。

由于这些试验都需以特定细胞群体为试验对象，因此，随之派生了许多细胞分离方法，

常见的有密度梯度离心分离技术、尼龙毛分离技术等。 
本次实验录像介绍一些较经典的免疫细胞检测试验供同学们对这一检测技术有

一个全面的了解，并希望由此达到下列教学要求。 
1． 了解免疫细胞的各种分离技术的原理。 
2． 了解免疫细胞表面蛋白检测的方法和原理。 
3． 了解免疫细胞功能检测的方法和原理。 

9 



实验六 小鼠脾单个核细胞的分离—密度梯度离心法 

一、原理 
根据物理学颗粒沉降原理，不同密度的颗粒在其沉降运动中可因其比重的差别

而处于不同的分布位置。利用此原理可设计一定比重的液体界面，将小鼠脾脏中各种

不同比重的细胞通过离心沉降而达到使其彼此分离的目的。已知小鼠淋巴细胞和单核

细胞的比重为 1.088 左右，而红细胞与粒细胞的比重均大于 1.088。因此，若用比重为

1.088±0.001 的分离液则可通过密度梯度离心方法，在分离液界面上收集得到脾单个

核细胞。 
 

二、器材与试剂 
1．器材： 
（1）水平式离心机（2）显微镜、擦镜纸（3）血球计数板、血盖片 
（4）载玻片、盖玻片（5）试管、滴管 
2．试剂： 
（1）小鼠脾脏细胞悬液 
（2）淋巴细胞分离液（F）（比重：1.088±0.001） 
（3）生理盐水（0.9%氯化钠注射液） 
（4）白细胞稀释液（WD） 
（5）0.5%锥兰溶液 
 
三、操作步骤 

1. 将 2ml 小鼠脾脏细胞悬液混匀，然后用滴管沿盛有 2ml 淋巴细胞分离液的试管

壁轻轻铺于分离液面上。 
2. 将该试管置水平式离心机中 1800rpm 离心 15min。 
3. 用滴管小心直接插入白色絮状的细胞层，吸出界面层细胞，移入另一试管中。 
4. 加入足量生理盐水，用滴管轻轻上下混匀，然后 1000rpm 离心 10min，弃去上清

液，将沉淀细胞充分摇匀，然后用生理盐水再离心洗涤 1 次，弃去上清液后充

分摇匀沉淀细胞。 
5. 用生理盐水稀释沉淀细胞至 0.3ml（约加 6 滴），混匀。 
6. 取细胞悬液一滴加入等量白细胞稀释液于另一试管中充分混匀，用计数板在显微

镜下计数，计算出淋巴细胞浓度（个/ml）。 
7. 检查细胞活力：取细胞悬液一滴，加入等量锥兰溶液于另一试管中，充分混匀后

立即滴一滴细胞悬液于载玻片上，在显微镜下计数 100~200 个淋巴细胞中着色

的死细胞数。 
 
四、实验结果记录与分析 
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1. 淋巴细胞浓度（个/ml） 
四个大方格细胞总数 

×10×2×103

4 
2. 计算细胞活力（%） 

活细胞数 
×100% 

细胞总数 
 
五、操作注意事项 

1. 注意分离液与细胞悬液的比例，一般以 1:2~1:3 为宜。 
2. 分离时所取的离心速度与时间，因各离心机的离心半径而异，需事先通过预试

验决定。 
3. 加入细胞悬液时应缓慢，注意保护分离液的界面，勿使混和，影响分离效果。 

做细胞活力检查时，锥兰染色后应尽快计数完毕，时间过长则容易造成过染色。 
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实验七 细胞膜表面抗原检测—补体依赖的微量淋巴细胞毒试验 

一、原理 
抗体与淋巴细胞表面的膜抗原特异性结合后，免疫球蛋白的补体结合位点暴露。

该抗原抗体复合物与补体结合而使其活化，通过一系列级联反应，形成攻膜复合体在

细胞膜上穿孔，最终导致靶细胞的溶解死亡。在细胞被穿孔但尚未裂解前加入染料（如

锥兰、伊红等），可使染料进入细胞内，而使细胞着色。同时这些细胞也表现出体积

增大，折光性减弱、消失。相反，染料不能使活细胞染色，且活细胞折光性也无改变。

通过光学显微镜的观察，可测得死细胞的百分率，以此来确定相应靶细胞上是否携带

有特异性的膜抗原。 
二、器材与试剂 
1. 器材： 
（1）显微镜 
（2）细胞反应板、一次性注射器 
（3）试管、滴管 
（4）擦镜纸 
2. 试剂： 
（1）RPMI-1640 细胞培养液 
（2）抗淋巴细胞血清 
（3）淋巴细胞悬液 
（4）补体（兔血清） 
（5）石蜡油 
（6）细胞染色液（0.5%锥兰溶液） 
三、操作步骤 

1. 正确放置细胞反应板，轻轻倒入 8ml 石蜡油，避免气泡产生。 
2. 按图在反应板上选好反应孔与对照孔（甲组或乙组，每组 3-5 孔）。 

甲组  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 乙组 
对照孔 A © © © © © ○ ○ ○ ○ ○  
 B ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○  
反应孔 C ® ® ® ® ® ○ ○ ○ ○ ○  
 D ○ ○ ○ © © © © ©○ ○ 对照孔 
 E ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○  
 F ○ ○ ○ ® ® ® ® ®○ ○ 反应孔 
  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10  

3. 在对照孔中各加入一滴培养液，反应孔中各加入一滴抗体。 
4. 混匀细胞悬液，在对照孔与反应孔中各加入一滴细胞悬液，使其中液体混匀。 
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5. 室温（22±2℃）作用 30 分钟。 
6. 每孔加入补体 3 滴，室温作用 45~60 分钟。 
7. 每孔加入细胞染色液 3 滴，染色 5~10 分钟。 
8. 吸去盖板中的石蜡油与锥兰溶液，镜下观察并判断结果。 

四、操作注意事项 
（一）试剂要求 

1． 补体：补体质量是影响实验结果的关键因素之一，一般采用新鲜的兔血清。每

批补体使用前须测定是否存在天然细胞毒作用，应选用无细胞毒作用者。同时应

测定补体的效价。 
2． 靶细胞：根据实验目的选用相应的靶细胞。要求所选用的细胞活力好，死细胞

数不大于 10%；细胞纯度高，尽可能少含非靶细胞；细胞浓度合适，以 1.5~2.0
×106/ml为宜。 

3． 抗血清：应用前必须离心，去除杂质和脂肪的干扰。 
（二）反应条件 

1． 时间：时间过长、过短都可能造成假阴性或假阳性。 
2． 温度：温度不宜过高或过低，两者均会影响实验结果。 

（三）加样操作 
加样时要注意将针尖伸入石蜡油内，但不直接碰到孔底，此即所谓“软加”。这

样可避免试剂浮于油层表面，或使针尖沾上已加的样品而交叉污染。实验时，

加样应遵循先加对照孔，后加反应孔的原则。 
（四）染色与读数 

锥兰染色后，细胞不能用甲醛固定，所有结果应在 6 小时内读完。 
五、实验结果记录与分析 

1． 观察、记录结果：按下表，记录各孔死细胞百分率。 
反应孔 1 2 3 4 5 对照孔 1 2 3 4 5 

死细胞数（%）    死细胞数（%）   
记分    记分   

2． 判别待检标本是否阳性：对照 CDC 统一记分法，判别实验结果。 
死细胞百分数 记分 意义 

0~10 1 阴性（－） 
11~20 2 可疑阴性（±） 
21~40 4 弱阳性（＋） 
41~80 6 阳性（＋＋） 

81~100 8 强阳性（＋＋＋） 
 0 无效（O） 
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附录：免疫细胞的检测（录像） 

外周血单个核细胞的分离—密度梯度离心法 
原理：根据物理学中颗粒沉降原理，不同密度的物质颗粒在其沉降运动中可因其比重

的差别而处于不同的分布位置。利用此原理可设计一定比重的液体界面，将外周血中

各种不同比重的细胞通过离心沉降而达到使其彼此分离的目的。已知人类淋巴细胞和

单核细胞的比重大约在 1.075~1.090 之间，而红细胞与粒细胞的比重均大于 1.090。因

此，若用比重为 1.077±0.001 的分离液则可通过密度梯度离心方法，在分离液界面上

收集外周血单个核细胞。 
 

T、B 淋巴细胞的分离—尼龙毛分离法 
原理：利用 B 淋巴细胞具有粘附尼龙毛（Nylon Wool，即聚酰胺纤维）表面的能力，

且这种粘附通过挤压可以解离，T 细胞则不具有这种粘附能力。将淋巴细胞过尼龙毛

柱后，可使 T、B 淋巴细胞相互分离。 
 

外周血 T 细胞的数量检测—E-花环形成试验 
原理：T 淋巴细胞表面具有绵羊红细胞（SRBC）的受体，即 CD2。当其细胞膜与绵

羊红细胞相接触时，通过粘附作用，可使 SRBC 粘附于 T 细胞周围，形成玫瑰花样的

形状，故称为 E-花环（Erythrocyte-Rosette），此法可作为特异性检测 T 淋巴细胞的方

法。临床以此作为机体免疫功能、免疫状态以及判断预后、观察药物疗效的指标。 
 

淋巴细胞转化试验 
原理：T淋巴细胞在体外培养时受到特异性抗原或非特异性有丝分裂原如植物血凝素

（PHA）、刀豆蛋白A（ConA）等激活剂刺激后，能转化成为体积大、代谢旺盛、并

能增殖分裂的淋巴母细胞。伴随着形态变化的同时蛋白质与核酸的合成也增加。因此，

可用形态学方法检测转化型细胞百分率、3H-TdR 掺入法及MTT 法检测淋巴细胞增殖

程度，来判断机体的细胞免疫功能。 
3H-TdR 掺入法：TdR为DNA合成前体，用同位素氚标记后，在细胞增殖期能掺入细

胞新合成的DNA中。细胞增殖水平越高，掺入的放射性核素越高。放射性核素强度以

cpm值表示，故细胞增殖水平与cpm值成正比。 
MTT 法：MTT 作为细胞内线粒体琥珀酸脱氢酶底物，其四氮唑环被活化的线

粒体裂解形成蓝色甲臜颗粒，经异丙醇作用，颗粒溶解显色，显色深浅与细胞增殖水

平呈正相关。 

14 


	 
	第一章  
	第一章 抗原抗体反应 
	实验一  直接凝集试验—血型鉴定试验（玻片法） 
	实验二 间接凝集抑制试验 
	实验三 对流免疫电泳 
	实验四 双向琼脂扩散试验 
	第二章  免疫标记技术 
	实验五  酶联免疫吸附试验（ELISA）—双抗体夹心法 

	第三章  免疫细胞的检测 
	实验六  小鼠脾单个核细胞的分离—密度梯度离心法 
	实验七  细胞膜表面抗原检测—补体依赖的微量淋巴细胞毒试验 

	 附录：免疫细胞的检测（录像） 
	外周血单个核细胞的分离—密度梯度离心法 
	T、B淋巴细胞的分离—尼龙毛分离法 
	外周血T细胞的数量检测—E-花环形成试验 
	淋巴细胞转化试验 



