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外周血非同步培养制备染色体标本的效果比较
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　　随着医学遗传学发展，人们对优生优育的要求也更加迫

切，人类染色体的研究技术已广泛地应用于医学遗传学研究和

临床医学的检查诊断。许多疾病与染色体缺陷有关，例如一些

遗传疾病、男女不孕不育、习惯性流产、两性畸形和内分泌失调

及急、慢性粒细胞白血病等。染色体检查和研究可以为这些疾

病的筛查和病因诊断提供科学依据。目前常用的染色体检查

方法是通过外周血淋巴细胞培养制备染色体标本进行分析，以

往的方法是抽取新鲜的外周血立刻接种培养［１］。但由于就诊

患者就诊时间不同，患者不易集中采血检查。因此，有必要探

索非同时采血贮存后再集中同步培养制作染色体标本的方法。

现将这一制作方法和结果报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选择２０１１年３月至２０１１年１０月四川省泸

州医学院附属医院检验科采集的患者静脉血标本共３３７份，受

检者年龄从０（出生）至５０岁。主要仪器：ＣＯ２培养箱（上海益

恒）购自上海益恒实验仪器有限公司；超净工作台（上海南通）

购自南通沪南科学仪器有限公司；显微镜（ＯＬＹＭＰＵＳＣＸ４１），

购自上海北昂医疗技术有限公司。试剂：ＲＰＭＩ１６４０外周血

完全培养液，购自有成都哈里生物试剂有限公司；秋水仙素，购

自上海源聚生物科技有限公司；胰蛋白酶，购自上海伯奥生物

科技有限公司；Ｇｉｅｍｓａ染料，购自成都凯威生物科技有限公

司；冰乙酸，购自广东光华科技股份有限公司；甲醇，购自四川

西陇化工有限公司（临用时按冰乙酸∶甲醇＝１∶３配制成固

定液）。

１．２　方法

１．２．１　标本分组　将采集的３３７份外周血标本，每份标本分

别设为对照组、实验１组、实验２组。

１．２．２　试验方法　一次采集患者静脉血２ｍＬ：对照组即抽血

后即时（０ｄ）在超净工作台将血液注入 ＲＰＭＩ１６４０外周血完

全培养液内（每瓶培养液５ｍＬ加０．３ｍＬ血液）并放置于３７

℃的ＣＯ２培养箱内培养７２ｈ后收获细胞（收获前４ｈ加秋水仙

素），培养终止后，离心将细胞提取出，所获得的外周血淋巴细

胞用０．０７５ｍｏｌ／ＬＫＣＬ溶液低渗以及固定液固定，制成细胞

悬液；后取洁净冷湿的载玻片，吸取适量细胞悬液，滴于载玻片

上（每片３～４滴），经乙醇灯外焰加热烘烤至干燥
［２］，胰蛋白酶

消化；Ｇｉｅｍｓａ染料染色，按Ｇ显带标本制备。实验１组为对照

组同一患者剩余外周血，于抽血后即时注入另一 ＲＰＭＩ１６４０

外周血完全培养液（每瓶培养液５ｍＬ加０．３ｍＬ血液）的血标

本，然后放置于４℃的冰箱内贮存待培养；实验２组为实验组

１同一患者剩余外周血标本，不需处理直接放４℃冰箱内贮存

待用。每周二或周五（实验组标本已贮存于４℃冰箱１～３ｄ）

集中将实验１组标本置于３７℃的ＣＯ２ 培养箱内，同一时间将

未经处理的实验２组相应标本混匀抽取注入ＲＰＭＩ１６４０外周

血完全培养液（每瓶培养液５ｍＬ加０．３ｍＬ血液），置于３７℃

的ＣＯ２ 培养箱内与实验１组同时培养，７２ｈ后收获细胞（收获

前４ｈ加秋水仙素）。以后的细胞处理与对照组相同。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行统计学分

析，组间采用χ
２ 检验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

通过显微镜下低倍镜和油镜对对照组和实验１、２组每个

染色体标本计数２０个分裂象众数，分析４～５个分裂象，观察

其形态、分裂象数及分析效果，视其无缠绕、显带清晰、效果稳

定的分裂象为有效分裂象。外周血染色体制作实验１组有效

分裂象成功率为９４．０％，实验２组有效分裂象成功率为

９８．１％，对照组的有效分裂象成功率为９８．４％，实验１组与对

照组和实验２组比较成功率象对较低，但差异无统计学意义

（犘＞０．０５）。对照组外周血染色体标本在×１０物镜视野中的

有效分裂象平均值均较高，实验２组与对照组象近，实验１组

相对较低，差异均无统计学意义（犘＞０．０５）。患者血液标本不

同处理与结果比较，见表１。

表１　　患者血液标本不同处理与结果比较

组别
４℃贮存

时间（ｄ）

样本数

（狀）

获得有效

分裂象（狀）

成功率

（％）

样本数平均值

（×１０）

对照组 ０ ３３７ ３３２ ９８．４ １７．６

实验１组 １～３ ３３７ ３１７ ９４．０ １６．３

实验２组 １～３ ３３７ ３３１ ９８．１ １７．１

３　讨　　论

随着人们对保健知识及优生优育意识的不断增强，门诊患

者逐年增加，染色体检查已经逐渐在临床检查中普及，而传统

的外周血淋巴细胞培养是一个复杂、繁琐并且重复的过程，在

实际的临床工作过程中需要７ｄ左右的时间才能正常的完成，

同时，实验过程中若有一个过程出现纰漏，就极有可能导致实

验的失败，近几年来，有关细胞遗传技术方法方面外周血淋巴

细胞培养的报道较少。采用不同贮存时间的外周血淋巴细胞

同步培养制备染色体的这一方法，将采集的血液直接放置于４

℃的冰箱中贮存，１～３ｄ后再同时集中置于３７℃的ＣＯ２培养

箱培养，通过外周血非同步培养制备染色体标本的效果比较，

实验２组与对照组成功率比较，差异无统计学意义（犘＞

０．０５），实验２组制作出染色体标本的成功率比实验１组成功

率略高。

实验１组成功率相对较低的结果分析：对照组抽血后即时

注入ＲＰＭＩ１６４０外周血完全培养液 ，将采集的血液及时放置

于３７℃的ＣＯ２培养箱内培养，使培养细胞处于模拟体内营养

及ｐＨ环境适宜细胞生长；实验１组将患者外周血抽血后即时

注入ＲＰＭＩ１６４０外周血完全培养液然后放置于４℃的冰箱内

贮存待培养，培养液在４℃的冰箱贮存过程中细胞要消耗部分

营养物质，随着放置时间的延长（１～３ｄ）培养液的部分营养成

分及ｐＨ值发生一定程度改变，细胞生长受到条件抑制；实验２

组将患者外周血标本不需处理直接放４℃冰箱内贮存待用，由

于淋巴细胞同步化的作用［３］，全血中的淋巴细胞经低温贮存

ＤＮＡ合成受阻或停止，大多数细胞进入Ｇ１ 期，１～３ｄ后将标

本复温混匀抽取注入 ＲＰＭＩ１６４０外周血完全培养液放置３７

℃的ＣＯ２培养箱内，当培养温度恢复３７℃培养后，在营养条件
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及ｐＨ值适宜细胞生长时细胞进入ＤＮＡ合成期
［４］，出现明显

的细胞分裂高峰，细胞分裂指数显著提高，因此，可以获得与对

照组分裂象无显著差异的染色体标本。

本实验室现已采用实验２组方法，减少了操作人员工作强

度，不需要每天进行细胞培养及处理，最大的优势是不再限制

患者采血时间，临床上特别是门诊患者可以随时采血，给患者

带来很大的方便。
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　　人类 ＭＮｓ血型系统是继 ＡＢＯ 血型系统后被检出的第２

个血型系统，复杂程度仅次于Ｒｈ系统
［１］。ＭＮＳｓ血型系统共

有４３个抗原，其中 Ｍｉｌｔｅｎｂｅｒｇｅｒ亚系统是与 ＭＮＳｓ系统有关

且相对较稀有的一系列血型，有１１种不同的低频率抗原，ＧＰ．

Ｍｕｒ抗原是其中最具临床价值的抗原之一，在东方人群中的

频率远高于其他人群。因此，针对 Ｍｉｌｔｅｎｂｅｒｇｅｒ系统抗原与抗

体的研究在中国临床输血中的意义较大，作者就在实际工作中

遇到１例由低效价的ＩｇＧ抗Ｍｕｒ抗体引起输血反应，现报道

如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　患者，女，６６岁，因贫血反复输血，在２０１１年

１０月因输血后出现输血反应，遂采集血液标本送至本中心血

型实验室进行抗体筛查和交叉配血。

１．２　方法

１．２．１　采用试剂　血型检测卡、抗人球蛋白卡由博唯优提供，

抗Ｃ、抗ｃ、抗Ｄ、抗Ｅ、抗ｅ、抗 Ｍ、抗 Ｎ、抗Ｐ１、谱细胞、抗体筛

选细胞、抗人球蛋白试剂由上海血液生物提供，凝聚胺试剂由

长春博德提供，木瓜酶试剂和Ｏ型混合红细胞由实验室自制。

１．２．２　检测方法　（１）ＡＢＯ、Ｒｈ、ＭＮＰ血型检测；直接抗人球

蛋白试验、间接抗人球蛋白试验和抗体筛查及鉴定均按《中国

输血技术操作规程》（血站部分）１９９７版和试剂说明书进行。

（２）不规则抗体的筛查与鉴定检测：筛查细胞、谱细胞和Ｏ型

混合红细胞用凝聚胺法、木瓜酶法、抗人球蛋白试管法和微柱

凝胶法进行不规则抗体的筛查与鉴定。（３）抗体效价的检测：

选用７号和３号 Ｍｕｒ阳性的红细胞细胞选用抗人球蛋白试验

同时进行抗体效价检测。

２　结　　果

该患者的血型Ａ，ＣＣＤＥｅ，ＭＰ１；患者直接抗人球蛋白实验

为阴性。患者抗体筛查和鉴定结果：筛查细胞、谱细胞和Ｏ型

混合红细胞中除２号筛选细胞、７号谱细胞在抗人球蛋白试管

法和微柱凝胶法中出现阳性反应，其他细胞均为阴性，而且３

号筛选细胞、７号谱细胞在聚凝胺和木瓜酶中均无凝集。患者

抗体效价用７号和３号 Ｍｕｒ阳性细胞同时进行抗体效价的检

测，效价均为８。患者血清与筛查细胞、Ｏ型混合红细胞和谱

细胞反应格局，见表１。

表１　　患者血清与筛查细胞、Ｏ型混合红细胞和谱细胞反应格局

序号
Ｒｈｈｒ

Ｄ Ｃ Ｅ ｃ ｅ

Ｋｉｄｄ

ＪＫａ ＪＫｂ

ＭＮＳｓ

Ｍ Ｎ Ｓ Ｓ Ｍｕｒ

Ｄｕｆｆｙ

Ｆｙａ Ｆｙｂ

Ｋｅｌｌ

Ｋ ｋ

Ｌｅｗｉｓ

Ｌｅａ Ｌｅｂ

Ｐ

Ｐ１

实验方法

盐水 凝聚胺 酶 ＩＡＴ 微柱凝胶

１ ＋ ＋ － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋ － ＋ － － ＋ － ＋ ＋ － － － － －

２ ＋ － ＋ ＋ － ＋ － ＋ ＋ － ＋ － ＋ － － ＋ － ＋ ＋ － － － － －

３ ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋ － － ＋ － ＋ ＋ － － － － －

４ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋ ＋ － ＋ － ＋ － － ! － ＋ － － － － － －

５ ＋ － ＋ ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ － ＋ － ＋ － － ＋ － ＋ ＋ － － － － －

６ ＋ － － ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ － ＋ － ＋ － － ＋ － ＋ － － － － － －

７ － － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ － － ＋ ＋ － ＋ － － － ＋ ＋

８ ＋ ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ － － － ＋ － ＋ － － ! － ＋ ＋ － － － － －

９ － － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋ － ＋ － － ＋ ＋ － － － － － － －

１０ ＋ － ＋ ＋ － ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋ － ＋ ＋ － ＋ － － － － － －

Ｓ１ ＋ ＋ － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋ － ＋ － － ! ＋ ＋ ＋ － － － － －

Ｓ２ ＋ － ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ － － ＋ － ＋ － － ! － ＋ － － － － － －

Ｓ３ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋ － ＋ ＋ ＋ － － ! ＋ ＋ － － － － ＋ ＋

ＯＣ ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! － － － － －

自身 ＋ ＋ ＋ － ＋ ! ! ＋ － － ＋ ! ! ! ! ! ! ! ＋ － － － － －

　　＋：阳性；－：阴性；!：表示无数据。
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