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内容概要

　　本书是一本医学免疫学实验教材，突出介绍免疫学的基础实验技术，为体液免疫和细胞免疫的体
外检测奠定必要的实验基础。
该书可作为医药院校本、专科生的免疫学实验教材，也可作为医院、卫生防疫部门及其他免疫工作的
技术人员的参考书。
　　医学免疫学是一门新兴学科，是生命科学发展的前沿领域。
本书是与之配套的教材，它根据本科生医学免疫学的教学要求，分二十六个实验，介绍了体液免疫和
细胞免疫体外检测的基本实验方法，还吸收了分子生物学、细胞生物学、遗传学等学科的最新成果，
通过这些实验，帮助学生更好地理解和掌握医学免疫学的基础理论、基本知识和基本技能，并培养学
生的操作技能和分析问题、解决问题的能力。
为了方便读者，在附录中还增加试剂的配制，该书在每个实验的最后列出了思考题，其目的是为了增
强读者的思维想象能力。
它根据医药院校本、专科生医学免疫学的教学要求，遵循适用性、科学性、先进性合启发性的原则，
从实验目的、材料、方法、结果分析及思考题等方面入手，是一本较为系统和全面的实验教材。
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章节摘录

书摘                           实验十七  酶联免疫吸附试验                                （ELISA）——间接法    酶标记免疫技术
是一种免疫学检测方法。
其原理是利用抗原抗体反应具有特异性，抗原或抗体吸附到固相载体表面，以及抗原抗体与酶连接后
，仍保持免疫活性和酶活性，当酶遇到相应底物时，能催化其水解、氧化及还原等反应，生成有色产
物。
本法的特异性及灵敏度与荧光及同位素标记相似，但其方法较以上两者简便，且不需特殊贵重仪器。
因此，这项技术目前正越来越广泛地被应用到医学的各个领域中。
现以检测活动性结核患者血清中抗结核杆菌IgG抗体为例介绍ELISA间接法。
材料1．聚合OT抗原（或PPD）。
2．待测病人血清、阳性及阴性对照血清。
3．辣根过氧化物酶标记羊抗人IgG抗体。
4．O．05mol／L    pH9．6碳酸盐缓冲液。
   pH7．4吐温-磷酸盐缓冲液。
   pH5．0磷酸盐．枸橼酸缓冲液。
邻苯二胺、30％双氧水、2mol／L硫酸。
5．聚苯乙烯微量塑料板。
  方法  1．包被抗原：抗原用O．05mol\pH9．6碳酸盐缓冲液以最适浓度稀释后，加入聚苯乙烯微量塑
料板孔中，每孔100tM，置37℃过夜。
倒空包被液后用pH7．4吐温一磷酸盐缓冲液洗三次，每次3分钟。
    2．加待检血清：用pH7．4吐温一磷酸盐缓冲液作1：100稀释，每孔加人100ul。
每份标本加2孔，每板设阳性及阴性对照血清，阳性及阴性对照血清均按1：100稀释。
置室温2小时（或37℃ 40分钟）后，倒空液体，用pH7．4吐温一磷酸盐缓冲液洗三次，每次5分钟。
    3．加酶联羊抗人IgG：每孔加入适当工作浓度的酶联羊抗人．IgGl00tA，置室温2小时（或37℃30分
钟）。
倒空液体后如上洗三次。
    4．加底物：每孔加入新鲜配制的底物（100mlpH5．0磷酸盐-枸橼酸缓冲液加邻苯二40rag，30
％H2O2 0．2ml）溶液100ul，放37℃显色数分钟，适时观察颜色的变化，最后每孔加一滴2mol几H
，S04终止反应，肉眼观察或用酶标测定仪测定各孔光密度。
  结果判断  肉眼观察，阴性血清无色或微黄色。
阳性血清明显黄色。
待测标本明显高于阴性而呈黄色则可判断阳性。
如测定光密度。
  结果判断  肉眼观察，阴性血清无色或微黄色。
阳性血清明显黄色。
待测标本明显高于阴性而呈黄色则可判断阳性。
如测定光密度，待测样品光密度为阴性血清光密度值的2倍以上可判为阳性。
  注意事项    1．包被液通常用pH9.6碳酸盐缓冲液，包被时间不少于18h，包被板一经洗涤，则不宜存
放过长时间。
    2．包被和温育均应将固相载体放至湿盒内进行。
    3．洗板一定要力求洗得干净，以保证实验成功。
思考题    为什么标记一种抗抗体可以检测多对抗原抗体系统?实验十八  免疫荧光技术——间接法    免
疫荧光技术又称荧光抗体法。
荧光素是一种经紫外光照射后能激发荧光的染料（常用的有异硫氰酸荧光素和罗丹明等）。
荧光素能与抗体球蛋白结合，而又不影响抗体活性。
由荧光素标记的抗体（荧光抗体）与待测标本中相应抗原结合后，即可在荧光显微镜下观察到绿色或
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橙黄色的荧光。
材料    1．抗原：待测病人血液标本。
    2．免疫血清：抗钩端螺旋体的特异性免疫血清。
    3．荧光标记羊抗人抗体（抗抗体）。
    4．其他：荧光显微镜、载玻片、潮湿容器等。
  方法    1．制片：取早期钩端螺旋体（简称钩体）病人静脉或耳垂血1滴，置于清洁玻片上推成血膜，
自然干燥，火焰固定；或取早期病人血液2ml制成血浆，加钾明矾（0．05g／ml），置室温15分钟，
以2 500r／min离心30分钟，取沉淀做涂片，晾干，用95％乙醇固定；或取疑为钩端螺旋体病人静脉
血1ml，加于盛2ml枸橼酸钠盐水的试管中，混匀，差速离心，取沉淀做涂片。
晾干，火焰或丙酮固定。
    2．加免疫血清（抗体）：将已固定的标本片上加1：50稀释的未标记的抗钩端螺旋体特异性免疫血
清覆盖，置37℃ 30分钟，经水洗，待干燥。
    3．加荧光抗体（抗抗体），37℃作用30分钟，水洗，干燥。
    结果判断    荧光显微镜检查：在荧光显微镜下可观察到培养物及动物实验感染标本中的钩端螺旋体
，有明显的绿色荧光，菌体较长，常呈C或S型，两端或一端有钩。
    病人血清中的钩体，多数不典型，表现为菌体短小，体表整齐，有2～3个螺旋，钩亦少见。
  注意事项    1．每次实验都应做对照（用PBS代替一抗、二抗）板以排除非特异性荧光。
    2．温育时一定要将玻片放在湿盒中，以防液体蒸发。
思考题    试述免疫荧光技术的原理以及它的种类。
⋯⋯
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媒体关注与评论

前言医学免疫学是一门新兴学科，是生命科学发展的前沿领域。
近20余年来，在分子生物学、细胞生物学、遗传学等多学科的渗透下，免疫学进展迅速，在理论、实
验技术和临床应用等方面的发展日新月异。
为了帮助学生理解和巩固所学的理论知识，开设实验教学是医学免疫学教学必不可少的重要环节。
同时通过实验教学还可以培养学生的操作技能和分析问题、解决问题的能力及严谨的科学态度。
    本书根据本科生医学免疫学的教学要求，分26个实验，介绍了体液免疫和细胞免疫体外检测的基本
实验方法。
通过这些实验，力求帮助学生更好地理解和掌握医学免疫学的基础理论、基本知识和基本技能。
    由于编者水平有限，书中难免有不妥或错误之处，恳请读者批评和指正。
                                                              编    者                                                           二○○一年九月
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编辑推荐

本书是一本医学免疫学实验教材，突出介绍免疫学的基础实验技术，为体液免疫和细胞免疫的体外检
测奠定必要的实验基础。
该书可作为医药院校本、专科生的免疫学实验教材，也可作为医院、卫生防疫部门及其他免疫工作的
技术人员的参考书。
医学免疫学是一门新兴学科，是生命科学发展的前沿领域。
本书是与之配套的教材，它根据本科生医学免疫学的教学要求，分二十六个实验，介绍了体液免疫和
细胞免疫体外检测的基本实验方法，还吸收了分子生物学、细胞生物学、遗传学等学科的最新成果，
通过这些实验，帮助学生更好地理解和掌握医学免疫学的基础理论、基本知识和基本技能，并培养学
生的操作技能和分析问题、解决问题的能力。
为了方便读者，在附录中还增加试剂的配制，该书在每个实验的最后列出了思考题，其目的是为了增
强读者的思维想象能力。
它根据医药院校本、专科生医学免疫学的教学要求，遵循适用性、科学性、先进性合启发性的原则，
从实验目的、材料、方法、结果分析及思考题等方面入手，是一本较为系统和全面的实验教材。
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