
检测技术
血凝及血凝抑制试验



技术依据

◆《中华人民共和国兽药典》（二〇一五年版三部）附录27

◆中国兽医药品监察所的相关培训资料



概念

◆血凝试验：某些病毒或病毒的血凝素能选择性地使某种动物的红细胞发生

凝集，这种红细胞的凝集现象成为血凝（HA），也称直接血凝反应。

◆血凝抑制试验：当病毒悬液中加入特异性抗体，且这种抗体的量足以抑制

病毒颗粒或其血凝素时，红细胞表面的受体就不能与病毒颗粒或血凝素直接

接触。这时红细胞的凝集现象就被抑制，成为红细胞凝集抑制（HI）反应，

也称血凝抑制反应。



试验原理

• 血凝试验：

利用病毒选择性凝集动物红细胞及病毒浓度与红细胞凝集程度呈正相关的特性，采集敏

感的动物红细胞配制成1％红细胞悬液与待测定的病毒液在微量血凝板上或试管中进行红细胞

凝集试验，根据红细胞的凝集程度间接测定病毒液中的病毒浓度。

• 血凝抑制试验：

原理是利用病毒选择性凝集动物红细胞的能力可以被相对应的抗体抑制使其不能再凝集红

细胞，而且这种抑制程度与抗体浓度呈正相关的现象来测定与该病毒相对应的抗体的效价。



实验材料

• 微量移液器

• 96孔反应板

• 微量混匀器

• 1%鸡红细胞悬液

• 标准抗原（HI）

• PBS



1%鸡红细胞悬液制备

1 采血

在无菌100ml瓶装入适量阿氏液备用。将2～6月龄SPF鸡保定，用酒精棉对采血部位翅静

脉消毒暴露出明显的血管，采血前先用10ml一次性注射器抽取2ml阿氏液，然后再进行采血

（避免鸡血在注射器里发生凝集）。采血时保证手法稳定，一次性采出所需的量。采血完成

后，一只手对采血部位进行按压止血，另一只手左右轻轻摇动注射器，然后拔掉针头将注射

器头贴着瓶口慢慢打入到100ml瓶，鸡血和阿氏液的体积比保持在1:1左右，轻轻摇动瓶子使

血液与阿氏液充分混合。



1%鸡红细胞悬液制备

2 洗涤

将混合液转移到15ml离心管中，毎管10ml左右，加入适量无菌PBS，用托盘天平进行配平，

以2500r/min离心10分钟，用移液器将上层液体吸出，抽取5ml无菌PBS沿离心管壁打入离心管

中，用移液器轻轻反复吹打，将沉积在离心管底部的红细胞混匀，手法要轻，不可吹打太重，

以防造成鸡红细胞破裂溶血。然后再加5ml无菌PBS在托盘天平上平衡，在离心机中平衡放置

进行离心，重复操作四次。前三次各以1500r/min离心10分钟，最后一次以2500r/min离心10

分钟，将上层液体用移液器吸出弃掉。



1%鸡红细胞悬液制备

3 配制

将沉积的鸡红细胞用无菌PBS液配制成1%悬液。通过读取离心管中红细胞的量，加入适量

的无菌PBS，配制成1%的鸡红细胞悬液（例如红细胞沉淀有1ml，则加99ml的无菌PBS混匀即

得）。先在无菌的500ml或250ml瓶中加入适量的无菌PBS，然后用移液器吸取5ml无菌PBS沿管

壁打入离心管中，用移液器轻轻反复吹打，再将混匀的红细胞悬液贴着瓶壁口加入到无菌的

500ml或250ml瓶中即得。



1%鸡红细胞悬液制备

4 标定

用已知血凝价标准抗原（中监所）通过血凝试验标定红细胞的配制的准确性。标定确认后分

装于10ml小青瓶，加塞，在瓶身标识清晰， 2-8℃冰箱冷藏保存。



操作步骤——血凝试验（HA）

1 加样、稀释

在96孔反应板上，从第1孔至第12孔或所需倍数孔，先用多道移液器吸取PBS，依次加入

反应板中，每孔25ul，加入PBS时滴头从孔的中间贴壁打入。用移液器吸取25ul待检样品（若

为冻干成品，事先用无菌PBS按对应装量进行稀释）加入每行第一孔，全部加样后，用8通道

移液器（25ul）反复吹吸8-10次，吹打最后一次时将移液器悬空，把液体全部排出打进孔内，

然后吸取25ul液体打入到第二列孔中，按同样的方法依次倍比稀释，最后一列稀释完成后，

吸取25ul弃掉，样品稀释完成。



操作步骤——血凝试验（HA）

2 加1%鸡红细胞悬液

将装有l％红细胞悬液的小青瓶上下颠倒混匀倒入一次性加样槽中，用8通道排枪吸取红

细胞悬液依次反向加入到稀释好的96孔板上，每孔25ul，加完后将反应板放在混匀器上震荡

混匀，然后放置在25℃恒温恒湿箱中，静置20分钟。



操作步骤——血凝试验（HA）

3 读数判定

判读时如图看板，将反应板稍微倾斜，不能直立，从

反应板背侧进行判读，判读时需在5秒钟左右读完结果。

判定结果时，发生完全凝集现象表现为红细胞平铺于管底

或试管底面，凝集严重时，红细胞膜片边缘可能出现卷边

现象。部分凝集表现为孔底或试管底中心有一红细胞圆斑，

周围有膜片状凝集红细胞。不发生凝集时，红细胞沉积在

孔的底部呈圆点状，反应板倾斜时，圆点状红细胞下滑呈

一条直线。产生100％完全凝集的样品最高稀释度即为样

品的凝集价。



操作步骤——血凝抑制试验（HI）

1 血凝素工作液的标定

按右图进行，用PBS将血凝素工作液做2倍

系列稀释，加入与抑制试验中血清量等量的PBS，

再加入1%鸡红细胞悬液，将96孔一次性反应板

在振荡器上摇匀，置恒温恒湿箱25℃放置20分

钟，当对照孔中的红细胞成显著纽扣状时判定

结果。以使红细胞完全凝集的最高稀释度作为

判定终点。



操作步骤——血凝抑制试验（HI）

2  4HAU血凝素工作液的配制

如果血凝素100%凝集价测定结果为1:1024（举例），4个血凝素单位（即4 HAU）

=1024/4=256（即1:256）。取PBS9.0ml，加血凝素1.0ml，即成1:10稀释，将1:10稀释液

1.0ml加入到24.6mlPBS中，使最终稀释度为1:256。



操作步骤——血凝抑制试验（HI）

3 4HAU血凝素工作液的检验

检查4HAU血凝价是否准确，应将配制的1:256稀释液分别以1.0ml的量加入PBS1.0ml、

2.0ml、3.0ml、4.0ml、5.0ml、6.0mlPBS中，使最终稀释度为1:2、1:3、1:4、1:5、1:6和

1:7。然后从每一稀释度中取0.025ml加入0.025mlPBS，然后加入0.025ml的1%红细胞悬液用混

匀器混匀。将血凝板在25℃恒温恒湿箱中静置20分钟，如果配置的抗原液为4 HAU，则1：4稀

释度将成为凝集终点；如果4 HAU高于4个单位，可能1:5或1:6为终点；如果较低可能1:2或

1:3为终点。应根据检验结果将血凝素稀释度做适当的调整，使工作液确为4 HAU。



操作步骤——血凝抑制试验（HI）

4 血凝抑制实验：

如右图，用PBS将待检本血清做2倍系列稀

释，加入等量含4 HAU的血凝素工作液，并设

PBS和血凝素对照，充分振摇后，置25℃恒温

恒湿箱静置20分钟，然后再加入1%鸡红细胞悬

液，置25℃恒温恒湿箱静置20分钟，当对照孔

中的红细胞成显著纽扣状时判定结果。以使红

细胞凝集被完全抑制（红细胞完全下滑）的血

清最高稀释度作为判定终点。




