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·检验技术与方法·

外周血染色体制备改良方法的应用

谢志威，张　晶，李卫凯

（江门市中心医院检验科细胞遗传室，广东江门５２９０２３）

　　摘　要：目的　探讨外周血淋巴细胞培养和染色体制备方法的改良与应用。方法　采用改良方法对１０５７例成人外周血标

本进行细胞培养及染色体制备。结果　１０５７例标本全部培养成功，所制备的染色体质量高。结论　改良方法可保证染色体标本

的质量，且操作更方便快捷、重复性好，值得推广。

关键词：细胞培养技术；　染色体；　标本制备
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　　人类染色体分析技术在产前和产后诊断中发挥着非常重

要的作用，外周血淋巴细胞染色体核型分析已成为产前诊断的

常规检测项目。随着产前诊断的应用日益广泛，提高分析效率

和保证分析结果准确性显得十分重要。笔者通过改良外周血

细胞培养和染色体制备方法，在规范操作的同时有效节约了工

作时间和人力资源，现将改良方法简介如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　２０１０年于本院生殖中心就诊的成人１０５７

例，采集外周静脉血待测。

１．２　仪器与试剂　Ｍａｘｃｈｒｏｍｅ染色体分散仪（北京中科汇

文）。ＲＰＭＩ１６４０培养瓶（广州达晖）
［１］，秋水仙素１００μｇ／ｍＬ、

胰酶（美国Ｇｉｂｃｏ），０．０７５ｍｏｌ／Ｌ氯化钾低渗溶液，新鲜配制的

固定液（甲醇∶冰醋酸＝３∶１），ｐＨ７．４磷酸盐缓冲液，吉姆萨

染液（湖南湘雅基因技术有限公司）。

１．３　方法　（１）向细胞培养液中无菌加入全血０．５ｍＬ，充分

混匀后３７℃培养６８ｈ，收获细胞前１２ｍｉｎ加入１００μｇ／ｍＬ秋

水仙素１００μＬ（传统方法为加入２５μｇ／ｍＬ秋水仙素２０μＬ，继

续培养２ｈ）
［２３］。（２）将培养的细胞移入１０ｍＬ刻度离心管

中，２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ后弃上清，加入１０ｍＬ预温３７℃

的０．０７５ｍｏｌ／Ｌ氯化钾低渗液，充分混匀，低渗１０ｍｉｎ（传统方

法为低渗３０ｍｉｎ）。（３）向离心管中加入固定液０．５ｍＬ
［４］，轻

轻混匀后室温放置５ｍｉｎ（传统方法为加入固定液２ｍＬ，室温

放置５ｍｉｎ）。（４）２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ后吸去上清液，加入

新配制的固定液１０ｍＬ，混匀后室温放置３０ｍｉｎ，重复以上固

定步骤。最后根据细胞数量加入适量固定液制备细胞悬液，在

Ｍａｘｃｈｒｏｍｅ染色体分散仪中分散染色体，参数设置为温度

２５℃、相对湿度５０％，在仪器抽屉中放入干的载玻片（无需清

洗），向每张载玻片滴加３０μＬ细胞悬液，分散５ｍｉｎ（传统方法

为吸取２～４滴细胞悬液滴于清洗干净的冰冻载玻片上，酒精

灯火焰下通过几次后晾干）。（５）染色显带方法参考《人类染色

体方法学手册》［５］。

２　结　　果

改良外周血淋巴细胞培养和染色体制备方法获得的染色

体分裂相多，分散良好，长短适中，吉姆萨染色显示带纹清晰，

见图１。

图１　　改良方法制备的细胞染色体

３　讨　　论

改良外周血淋巴细胞培养及染色体制备方法与传统方法

相比，在秋水仙素作用、低渗处理、预固定处理及染色体滴片等

多个方面进行了改进和优化，下面就各方面分别进行讨论。

３．１　秋水仙素的作用浓度和时间　在血细胞培养时，秋水仙

素加入剂量、浓度及处理时间与中期分裂相的多少和染色体长

短有密切关系。秋水仙素加入过量或处理时间过长，可导致分

裂细胞多，染色体凝集和收缩变小，或发生异常分裂现象，甚至

染色体破碎，不宜用于染色体形态观察及计数；秋水仙素加入

太少或处理时间偏短，可导致染色体形态偏长或无中期分裂

相［６］。故需要准确控制秋水仙素剂量及处理时间。笔者将传

统方法中秋水仙素终浓度０．０４μｇ／ｍＬ作用２ｈ，改良为秋水

仙素终浓度２μｇ／ｍＬ作用１２ｍｉｎ，高浓度、短时间的秋水仙素

作用不影响染色体分裂指数及长短，且大大节省了操作时间。

３．２　低渗处理方法和时间　低渗处理一方面诱导淋巴细胞膨

胀，从而有利于染色体从细胞中分散出来，另一方面可溶解并

清除红细胞。长时间（４５～６０ｍｉｎ）低渗处理将导致染色体更

长、更黏、难以分散且显带质量不好；短时间低渗处理容易导致

细胞质和细胞膜包裹在染色体周围，影响染色体分散和显带质

量。Ｈｅｎｅｇａｒｉｕ等
［７］研究认为１０ｍｉｎ低渗处理对于人外周血

淋巴细胞染色体制备已经足够。笔者的实践操作也表明，１０
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ｍｉｎ低渗处理完全可以确保制备获得高质量的人外周血淋巴

细胞染色体，同时也提高了染色体制备的效率。

３．３　预固定处理　在染色体标本制备过程中，预固定液的用

量也是影响染色体分散质量的重要因素之一。有研究者采用

传统方法制备中期染色体标本，并经吉姆萨染色后统计不同预

固定液剂量下淋巴细胞及中期染色体的铺展面积及分散质量，

发现当预固定液剂量占总体积的１．２５％、２．５０％或３．７５％时，

染色体分散质量较好，可用核型多；预固定液比例大于或等于

６．２５％可导致细胞间相互黏连，且染色体间相互积聚的倾向更

为明显［８］。本研究将预固定液剂量由原来的１６％改良为４％，

可使染色体分散程度显著提高。

３．４　染色体分散仪的应用　Ｓｐｕｒｂｅｃｋ等
［９］首次提出了染色

体分散动力学，对染色体分散过程做出了详细阐述。传统的染

色体冰冻滴片法需提前清洗载玻片，并冰冻备用，耗时费力且

未考虑到温度和湿度对染色体制备的影响，导致染色体扩散效

果不理想，且重复性差。染色体分散仪则根据染色体分散动力

学原理，通过控制载玻片表面固定液的挥发速度对染色体分散

程度进行控制，保证最佳的染色体分散程度，每次制备过程采

用相同的仪器参数，可保证实验结果具有较好的重复性。

笔者通过大量实践，认为改良的外周血淋巴细胞培养及染

色体制备方法在许多方面优于传统染色体制备方法，一方面保

证了染色体制备的重复性和一致性，确保染色体制备质量，从

而提高了诊断结果的准确性，另一方面缩短了秋水仙素作用和

低渗处理的时间，同时也无须对载玻片进行预处理，提高了分

析效率。
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超高倍显微镜法和培养法检测阴道分泌物支原体结果比较

吴全裕，谢正慧，吴　勇，米鲜艳，庞　莉

（广西浦北县人民医院检验科，广西浦北５３５３００）

　　摘　要：目的　比较超高倍显微镜法和培养法检测阴道分泌物标本支原体的阳性率。方法　采用培养法和超高倍显微镜法

对２００例阴道炎或宫颈炎患者阴道分泌物标本进行检测。结果　培养法阳性率为１００％，而超高倍显微镜法阳性率为６２％。结

论　培养法检测阴道分泌物支原体的阳性率大于超高倍显微镜法。

关键词：显微镜检查；　细胞培养技术；　阴道分泌物；　支原体
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　　支原体是引起人类非淋菌性尿道炎、前列腺炎、睾丸炎、反

复妊娠失败、流产等疾病的主要病原体［１５］，主要包括解脲脲原

体（ＵＵ）和人型支原体（ＭＨ）。支原体常用检测方法包括荧光

素单克隆抗体染色法，形态学、分子生物学、血清学检查，细胞

培养法及超高倍显微镜法等。培养法及超高倍显微镜检测法

操作简便，易于普及推广。现将两种方法阴道分泌物支原体检

测结果比较分析如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　本院妇科门诊患者２００例，年龄１７～５３岁，诊断

为阴道炎或宫颈炎，阴道清洁度为Ⅲ级以上，支原体培养阳性。

１．２　仪器与试剂　ＢＸ５１超高倍显微镜仪（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ）。

培养法检测试剂盒（郑州安图绿科）。

１．３　方法　用拭子或棉球抹去宫颈口外区域黏液，将取样拭

子（消毒拭子或消毒的亚麻、涤纶拭子）插入宫颈管内超过鳞柱

状上皮交界处，旋转拭子１５～２０ｓ后取出，且不能碰到宫颈外

及阴道壁，以保证采集到更多的柱状上皮细胞。培养法检测方

法及结果判断参照试剂和说明书。超高倍显微镜检测步骤为：

（１）用拭子将标本滴于载玻片，加盖玻片后置载物台，高倍镜下

（放大倍数４０００）观察，白细胞或上皮细胞内发现０．２～０．５

μｍ大小、不停泳动的高度多形性细小颗粒判支原体阳性
［６７］。

２　结　　果

２００例阴道分泌物标本培养法检测阳性率为１００％（２００／

２００），超高倍显微镜法检测阳性率为６２％（１２４／２００）。

３　讨　　论

培养法对支原体的检出有赖于标本中支原体含量、样本质

量，而患者服用部分药物可导致假阳性结果。尤其需要注意的

是标本采集方法，应使标本中含有大量的细胞成分而不只是体

液。超高倍显微镜可直接观察标本中被感染的细胞数量，了解

被感染程度，但不能直接判断支原体类型或其他类似多形态的

微生物（如Ｌ型菌等）
［８］，存在一定假阳性或假阴性结果。本

研究结果与类似研究报道稍有差异，可能与无症状携带者和有

症状感染者病情程度不同而导致报告结果不一致有关，也与操

作者经验有关［９］。而无症状携带者标本中检出的支原体是否

应报告，值得讨论和探讨。

将形态上类似的多形性衣原体、Ｌ型菌误判为支原体可导

致超高倍显微镜检查假阳性结果，尤其是衣原体感染包含体形

成早期、细菌在药物诱导下形成Ｌ型菌及屎肠球菌感染，更易

导致假阳性结果。假阴性结果更为多见，特别（下转第９５页）
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