2015年医学检验知识与技能大赛复赛
操作规程及评分标准
1. 分光光度法绘制苋菜红的吸收光谱

1、 比赛基本要求 

1. 每队四人，每人操作比赛项目中四个环节中的一个，合作完成全部实验。

2. 比赛时间：20min。

3. 评分以100分为基准，每出现一个错误扣除相应分数。根据得分高低排序，高分者获胜。

二、比赛内容
每人完成下列四个实验环节中的一个。

1． 苋菜红标准溶液的取样；

2． 苋菜红标准溶液的配制；

3．正确和熟练的仪器分析基本操作；

4．规范的实验记录、正确的数据处理和准确的实验结果报告。

三、涉及的技能

1．洗耳球和吸管的使用；

2．溶液的定容；

3．7200型分光光度计的使用；

4．数据记录和处理的方法；

5．实验结果报告的方式。

7200型分光光度计操作规程见《仪器分析实验》附录二。
分光光度法绘制苋菜红的吸收光谱评分标准

	准  备
	扣分
	配制溶液
	扣分
	

	衣着、发式
	
	标准液未混匀
	-1
	

	未穿白大褂   
	-5
	吸管未淌洗
	-1
	

	白大卦不整洁
	-1
	吸管操作不正确
	-1
	

	发式凌乱或披肩
	-2
	取液后未用滤纸擦拭吸管外壁
	-1
	

	手上有饰品或涂指甲油
	-2
	洗耳球操作不正确
	-1~-3
	

	
	
	定容不正确
	-2
	

	
	
	定容溶液未混匀
	-2
	

	准备工作
	
	废物废液未排放在指定容器内
	-2
	

	不正确摆放器材
	-2
	台面不清洁整齐美观
	-1
	

	未预热仪器
	-2
	有其他明显失误
	-1~-3
	

	分光光度测定
	扣分
	数据处理和结果报告
	扣分

	溶液装入吸收池中超过2/3 
	-1
	数据记录不规范
	-1~-5

	（如需要）未擦拭吸收池透光面
	-2
	未记录标准溶液浓度
	-3

	手握吸收池透光面
	-1
	不能正确绘制吸收光谱
	-5~-10

	未调波长先调100%
	-2
	吸收光谱标注不全
	-5

	未用黑体正确调0
	-2
	横纵坐标标注不正确
	-2

	调0和100%后未确认
	-1
	结果报告格式不正确
	-3

	未将废液倒入废物桶中
	-2
	
	

	未正确记录数据A
	-1~-5
	
	

	未清洗吸收池
	-3
	
	

	关盖，黑体未置于光路
	-3
	
	

	台面不清洁整齐美观
	-1~-5
	
	

	吸收池毛玻璃面对光路
	-5
	
	

	波长改变后未重新调0和100%
	-5
	
	


特别注意： 1 未在规定的20min内做完实验者，超时2分钟，扣5分；超时4分钟，扣10分；超时5分钟以上，扣20分。

2.白细胞计数准确性评价

【操作步骤】
0.38ml白细胞稀释液+20ul全血
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                            混匀，待细胞悬液成棕褐色透明
准备计数板
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再次混匀


充池

                            计数板置放于载物台，找格子，

                        悬液静放2-3分钟后可计数

显微镜下计数四角大方格WBC总数

【注意事项】
1．取20ul全血(不超过最大刻度3mm，超过部分放出)，擦去管尖外的余血，将吸管插入白细胞稀释液的底部，轻轻放出血液，并吸取上层白细胞稀释液清洗2~3次。
2．将血液与稀释液完全混匀，待细胞悬液完全变成棕褐色透明状。

3．充分混匀，但须避免有大量气泡产生；盖好盖玻片。

4. 在充池时，如充液不足、液体外溢、断续充液、在计数板中产生气泡、充液后移动盖玻片等，均会使细胞分布不均匀，造成计数结果不准确。

【考核内容】

1．微量吸管的使用。

2．改良牛鲍氏计数板的使用。

3．显微镜的使用。

4．实验室生物安全。

5．计数结果准确性。
【评分标准】
	微量吸管的使用

	吸头的使用2
	吸血量4
	冲洗4
	10 

	
	
	
	
	

	改良牛鲍氏
计数板的使用

	充池前准备

4
	充池

6
	10 

	
	
	
	
	

	显微镜的使用

	取镜手法
1
	光线

调整

1
	镜头

转换

1
	两手配合使用
2
	5 

	
	
	
	
	

	实验室生物安全

	自我防护2
	医疗垃圾放置4
	其余垃圾放置4
	10 

	
	
	
	
	

	计数结果准确性

	
	
	
	65

	
	
	
	
	


评分标准说明：

    1．着装  着装不合格，总分不超过30分。

    2．微量吸管的使用 吸血时不得超过20ul线以上3mm，否则部分得分；无冲洗内壁动作，部分得分；冲洗过程中产生过多气泡，部分得分；使用微量吸管未使用吸头，部分得分。

    3．改良牛鲍氏计数板的使用 充池前准备不当,部分得分；充池在两次内完成（包括两次），且充池效果完美，得全分；充池超过三次，仅得该部分一半的分数；在充池时，如充液不足、液体外溢、断续充液、在计数板中产生气泡、充液后移动盖玻片等，充池部分不得分。
4．显微镜的使用 不符合显微镜使用标准的，扣除该部分分数。

    5．实验室生物安全 若出现试剂或标本污染操作者或桌面；东西乱放等现象则自我防护不得分；医疗垃圾放置错误不得分；其余垃圾放置错误也不得分。

    6．考试时间为15分钟，超过时间，成绩记为零分。

7．比赛过程中若出现舞弊现象则取消比赛资格。

3.血清TP测定操作程序
一、双缩脲法测定血清总蛋白操作表
	加入物(ml)   空白管（B）  校准管（C）   测定管（U）

	血清          －           －             0.02

蛋白校准液    －           0.02            －
蒸馏水        0.02          －             －
双缩脲试剂    2.00         2.00            2.00


混匀，37℃5min，在波长540nm处，用试剂空白调零，测定各管吸光度。
【计算】

二、评分标准
	微量加样器正确使用
	刻度吸管一次准确吸量
	即时混匀及保温反应
	半自动生化分析仪正确使用

	10分
	10分
	5分
	10分

	原始数据记录
	报告规范
	结果准确度
	

	5分
	10分
	50分
	


4.革兰染色
操作程序：制片、染色、显微镜观察；整个操作不超过15分钟。
涉及的技能：无菌操作技术；革兰染色；显微镜使用；镜下菌体特征描述。
评分标准：评委老师根据学生实际操作情况，按下表要求酌情给分。
	项目
	操作要点
	分值

	制片（共35分）
	接种环灭菌
	接种部位烧红
	5分

	
	生理盐水取用量
	不宜过多，一环的量
	5分

	
	无菌操作取菌
	无菌操作技术
	5分

	
	涂片过程
	菌悬液均匀，菌量合适
	5分

	
	干燥方法
	自然干燥或低温烘干
	5分

	
	固定方法
	钟摆速度过外焰3次
	5分

	
	用时不超过5分钟
	不得超时
	5分

	染色（共30分）
	染色顺序正确
	初染、媒染、脱色、复染
	10分

	
	染色时间控制得当
	可采用快速染色法和经典染色法
	5分

	
	冲洗干净无残留
	水流控制得当，燃料冲洗干净
	5分

	
	甩干残留液体
	镜检前甩干液体或低温烘干
	5分

	
	用时不超过5分钟
	不得超时
	5分

	显微镜观察结果（共35分）
	显微镜的使用
	视野由低倍—高倍—油镜顺序，聚光器调高
	5分

	
	染片的清晰度及色差
	视野图像清晰，明暗适宜
	5分

	
	涂片的菌量及均一性
	视野中菌量合适，易于观察菌体形态
	5分

	
	染色结果的正确性
	G+和G-染色正确
	10分

	
	正确报告结果
	口述染色结果，描述正确
	5分

	
	用时不超过5分钟
	不得超时
	5分

	总分
	满分100分


5.核酸定量测定

【涉及的技能】

1. 微量加样器的正确使用（加样及转液操作）

2. 刻度吸管的正确使用（稀释样品操作）

3. 紫外分光光度计的正确使用

4. 样品结果的正确计算及报告

5. 所需时间：15min
【比赛程序】

1.比赛时间：2015.11.22

2.参赛总人数：15队（60人）
3.每次1组，每组4人。每位参赛者各面对一位评委。

4.每个评委对考核的参赛者给出评分，最后计算平均分。
【操作流程】

1.稀释核酸溶液

取一支5mlEP管加入50μl待测样品，加超纯水或TE至1ml或3ml（根据石英比色皿的规格选择）混匀后，转入紫外分光光度计的石英比色皿中。

2.紫外分光光度计检测

分别装入待测液及空白溶液，置于紫外分光光度计的合理位置，选择检测模式、超纯水或TE校正零点，在260nm和280nm分别读出光密度值。
清洗比色皿，将紫外分光光度计调至待机模式。
3.根据公式计算核酸浓度

DNA浓度（μg/ml）= 50μg/ml×A260×稀释倍数／1000

RNA浓度（μg/ml）= 40μg/ml×A260×稀释倍数／1000

4.结果报告：
测试人：               分组编号：           测试仪器名称：

样品稀释倍数：

A260值：

A280值：

计算公式：

结果报告：初始样品中DNA（或RNA）含量为……
【评分标准】：

编号：       姓名              评分表            总得分

	操作项目
	评分要点和分值
	扣分
	备注

	1. 着装
	未穿白大褂/发髻披肩/穿拖鞋者扣5分，着装不规范扣3分。
	
	

	2. 试管编号
	未标记空白测定管扣2分。
	
	

	3.微量移液器操作（20分）
	1.微量加样器使用不当各扣5分。（包括：①加样器的选择及刻度未调节；②吸液操作速度控制不当；③放液操作错误；④移液体积不准确、多加、少加）
	
	

	4.稀释操作（20分）


	1. 移液管使用不当各扣2分。（包括：①合理选取移液管；②合理计算稀释体积；③操作不熟练有吸空、反复吸液或吸管内有少许空泡；④观察液面姿势不当；⑤液面下降的控制不当；⑥加入量有误差；⑦管尖液处理不当；⑧使用吸管姿势不当）

2.完成本操作共计2min，每超时1min扣2分
	
	

	5.混匀（5分）
	稀释后未混匀或混匀方法不正确扣5分
	
	

	6.比色及分光光度计使用（30分）


	1.分光光度计使用不当各扣5分。（包括：①空白溶液选择不当；②调试方法不当；③检测管、空白管放置位置不当；）

2.比色杯使用不当各扣5分。（包括：④溶液的加入过满；⑤用非规定材料擦拭比色皿透光面；⑥手拿比色皿的透光面；⑦比色皿的毛玻璃面对准光路；⑧比色后比色皿清洗处理不当）

3.比色完成后，废液倒入指定的废液桶，无此操作扣2分。

4.本操作用时5min，每超时1min扣2分。
	
	

	7.结果计算及报告（15分）
	稀释倍数计算错误扣3分；计算公式选择错误扣3分，单位错误扣1分；结果报告不规范、不正确扣1分。
	
	

	8.操作规范（10分）
	1.操作不带手套，扣2分

2.无原始记录或记录不完整、不真实，扣3分

3.未清洁实验台面，试剂、器材不回位，扣5分
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