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摘 要 以引进品种尼克红鸡为研究对象 ，对制备禽类染色体的外周血淋巴细胞培养法、羽髓

法和改进的骨髓法进行了 比较研究。 结果表明: (1)外周血淋巴细胞培养法和羽髓细胞培养法制备

染色体均未获得成功，因其操作复杂，技术条件要求高 ，周期长，成本高 ， 可能不适宜于禽类的染色

体制备。 (2)直接羽髓法和改进的直接骨髓法以及骨髓短期孵育法却获得了 成功，由于操作简便，

周期短，成本低，适宜于禽类的染色体制备。

关键词:禽类染色体制备

禽类常用的染色体制备方法有直接骨髓法、胚

胎法、羽髓法和外周血淋巴细胞培养法，但每种方法

均有其优点和缺点。 骨髓细胞分裂指数高，制片方

法简便，效果好，但直接骨髓法以牺牲供体的生命为

代价。 外周血淋巴细胞培养法的优点是采样不受季

节限制，而且一份血样可连续多次应用，不伤害供

体，制片效果也好，其缺点是操作较复杂，技术条件

要求高。 羽髓法的优点是取材容易 ，操作简便，无碍

于供体的健康，其缺点是羽髓细胞分裂指数低，分裂

相少。 因此完全有必要对常用的染色体制备方法进

行比较研究和必要的改进，使之更为安全实用、经济

简便。

本文以引进品种尼克红鸡为研究对象，应用外

周血淋巴细胞培养法、羽髓法和改进的骨髓法制备

染色体标本 ;通过对三种染色体制备方法的比较研

究，筛选出了适用于禽类(特别是稀有珍禽)染色体

制备的简单经济和安全实用的方法。 现将结果报道

如下。

材料与方法

其他试剂均为分析纯。

2. 方法

1.染色体标本和l备方法

( 1 ) 外周血淋巴细胞培养法

用 50IU/m!的肝素湿润注射管壁，从鸡翼下静脉采血

8 - 10时，分三组处理。 第一组为微量全血培养，即将 0.2

- 0 .3m!血样直接加入 25m! 培养瓶中。 第二组为淋巴细胞

分离液分离淋巴细胞培养。 将 2 . 5rnl 抗凝血加入含等量

Hank ' s 液的青霉素小瓶中混匀，将混合液小心地重叠于含

5m!淋巴细胞分离液的离心管中 ， 2000rpm 离心 20min，小心

吸取淋巴细胞层至另一支离心管中 。 用含 5 %楼牛血清的

Hank's 液洗涤 2 次，再用 RPMI1640 洗涤一次，制成细胞悬

液，使细胞浓度达 5 X 106 一 1 X 107 ，将该细胞悬液加入培养

瓶中 。 第三组为低速离心分离白细胞培养。 将剩余的抗凝

血加入离心管中，以 500rpm 低速离心 5 一 10min，分离出血

浆(内含大量白细胞 ) ，将 0.5 - 1m!血浆加入培养瓶中。 培

养瓶置人 COZ 培养箱中， 39'(; 一 41'(;恒温培养 68 - 72h。 培

养结束前 2 一拙，加入 20μg/m!秋水仙素，使终浓度为 0.2 -

0 . 4μg/m!。 培养结束后，将细胞培养物转移至离心管中，以

1500rpm 离心 10min，弃上清液 。 离心管中加入预热至 39'(;

O. 075mmolIL KCL溶液 6 - 8时，在 39'(; - 41'(; 水浴锅中低

渗处理 30 - 60min。 以 1500rpm 离心lOmin，弃上清液，沿管

壁缓缓加入 3:1 甲醇:冰醋酸固定液 5 - 6时，棍匀，室温下

1.材料 静置 30min，再次离心，弃上清，加入新鲜固定液，如此反复

(1)试验动物 本试验用尼克红鸡共 44 只，其中公 固定 3 次，每次 30min。 加入适量新鲜固定液制成细胞悬

鸡 16 只，母鸡 28 只，均为 4 月龄育成鸡，由西北农林科技大

学养鸡场提供。

(2) 试剂 RPMI1640 由 GIBCO 公司提供;膜蛋白

酶由华美生物工程公司提供;胶原酶由 Sigma 公司分装

(BEIα51); PHA-P 由 Sigma 公司分装 (BP0721) ; 肝素铀由

BIB公司分装(Bω321) ;淋巴细胞分离液囱华美生物工程

公司提供(BI0401) ;秋水仙素由 BIB 公司分装 (BR0482) ; 

胎牛血清(FCS)由西北农林科技大学奶牛胚胎移植站提供。

液，取冰冻载玻片，距离玻片 30 - 40cm 高度，向玻片滴 2-3

滴细胞悬液，空气干燥。 用 1:9Gi回国磷酸盐缓冲液(pH6.

8)染色列 - 60min，用自来水冲去染液，自然干燥，镜检。

(2) 羽髓法

份 本文 2002 年 10 月 23 日收到，2003 年 5 月 3 日接受。

铃 陕西省林业厅"朱鹅染色体性别鉴定"课题资助。

H联系人。 E-mai l : zhengxibang@sohu. ∞m 
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羽髓短期培养法采用民lhanti 1 ] 和朱苏天[2 ] 的方法，

并加以改进。 选择正处在生长期的初级或次级飞羽 3 - 4

根， 75%酒精局部消毒。 拔取羽毛，随即用手术剪剪下羽毛

基部置于灭菌平皿中。 用眼科小剪刀纵剖羽杆，易。取羽髓组

织，放入灭菌青霉素小瓶中，以灭菌生理盐水洗涤数次，除去

少量红细胞。 0 . 1%胶原酶或 0 . 25%膜酶和等量 0 .02%ED­

TA 处理 :将团状的羽髓组织用眼科剪剪碎，加入 2m! 0. 1 % 
胶原酶溶液或 2ml 0.25%膜酶和等量 0.02 % EDTA , 39 'C 

水浴。 0.1% 胶原酶处理 1 - 3h 时，每隔 0 . 5h 摇动一次;

0.25%膜酶和 0.02%EDTA处理 30min，每隔 10min 摇动一

次。 膜酶处理结束时，加入适量含辍牛血清的 RPMI1640 培

养液，以终止酶的活性。 将上述消化液过筛网，并转移至离

心管中。 1500rpm 离心 10rnin，弃上清液。 加少许 RP­

MI1640 培养液制成细胞悬液，将细胞浓度调整为 5 X 106 - 1 

X 107 ，以滴管将细胞悬液移入含 5m! RPMI1640 培养液的

培养瓶中，置 39'C - 41 'c α马培养箱中培养 48 - 72h。 其余

步骤同外周血淋巴细胞培养法。

直接羽髓法采用 Shoffner[剖 ，曾科文 [4 ] 和金短[5 ] 的方

法，并加以改进。 首先在鸡翅上找到正处于生长期的初级或

次级飞羽，将 250 、 300 、 400 、 500μg/ml 的秋水仙素注入这些

生长期飞羽根部的软翻内。 分别在注射后 30 、 45 、 60min 拔

取羽毛。 然后获取羽髓，经膜酶或胶原酶消化处理，不再进

行细胞培养直接制备染色体标本，方法同外周血淋巴细胞培

养法。

(3) 改进的骨髓法

改进的直接骨髓法 以 2-3μg/g体重秋水仙素腹腔注

射，作用 2-4h。 屈曲膝关节，使股骨头突出，局部以 75%酒

精消毒，以 8-9#针头用力刺入股骨头，并沿股骨长轴送入

少许，接 1m!注射器抽取 0.2 - O. 3m!骨髓。 然后直接进行

低渗、固定、滴片 、染色，方法同外周血淋巴细胞培养法。

骨髓细胞短期孵育法 骨髓采集同改进的直接骨髓法。

在培养瓶中事先加入含 0.2 一 0 . 3μg/m! 秋水仙素的 RPMI

1640 培养液 5-6时，待加入骨髓后置 39 - 41 'C C:DZ 培养箱

孵育，将抽取的骨髓通过培养瓶胶塞注入培养瓶中， 39 -

41'C孵育 3 - 4h。 以后的制片程序同改进的直接骨髓法。

2 . 分析方法

采用生物统计学中的 F 检验或 t 检验对细胞分裂相数

量进行统计分析。

结果

1.通过反复试验，以淋巴细胞分离液分离淋巴

细胞，在 39 、40 、41'C条件下分别培养 68 、 70 和 72h ，

以 0.2 ，0.3 、 0.4μg/ml 秋水仙素中期阻断，均获得

了中期分裂相(见图1)，但数量少;而在相同培养条

件下微量全血培养和低速离心分离白细胞培养均未

获得中期分裂相。

2. 分别以膜酶和胶原酶分离羽髓细胞，在 39 、

图 1 外周血淋巴细胞中期分裂相 ( 100 X )

, 

图 2 羽髓细胞中期分裂相 ( 100 X )

• 
• a 

• 
图 3 骨髓细胞中期分裂相 ( 100 X )

40 、 41'C条件下分别培养 48 和 72h ，以 0.2 、 0.3 和

0.4μg/ml 秋水仙素中期阻断，均未获得中期分裂

相。 然而，以 250 、 300 、400 和 500μg/ml 的秋水仙素

注人生长期飞羽根部的软翩内分别处理 30 、 45 和

60min 均获得了中期分裂相(见图 2) 。

3. 分别以 2 和 3μg/g 体重的秋水仙素腹腔注

射，作用 2、3 和仙，股骨头穿刺抽取骨髓，均获得了

很多分裂相。 以同法采集骨髓，分别加人含 0.2 和

0.3flg/ml 秋水仙素的培养液中在 39 、 40 和 41'C条

件下孵育出和化，均获得了中期分裂相(见图 3) 。
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表 1 囚种不同剂量秋水仙素处理羽髓获得

分裂相平均百分数的比较(单位: %) 

剂 量 标染本色数体量 平(均%数) 标准差 范 围
(μg/rnl) ( %) 

250 10 11 . 7 5.6320 7.5 一 14.2

300 10 21. 3 3. 9531 14 . 2 - 24.2 

400 10 19. 5 4.7070 11 .7 - 23.3 

500 10 21. 9 5. 7756 13.3 - 25 

讨 论

微量全血培养和低速离心分离白细胞培养是制

备人类和哺乳动物染色体标本的常用方法，然而在

本试验中，用这两种方法制备尼克红鸡的染色体却

遭到了失败。 我们借鉴免疫学上检测鸡淋巴细胞体

外转化效果的方法[6 ，汀 ， 设计了用淋巴细胞分离液

表 2 不同时间与秋水仙素水平对羽髓分裂相平均百分数的影晌(n = 10 ，单位 : %) 

古更~ 250μg/盯让 300μg/rnl 400μg/rr让 500μg/rnl 

30 分钟 22 18 .8 20.6 21. 3 

45 分钟 13 23. 4 21. 6 21. 9 

60 分钟 13 18 .7 21. 4 23 .4 

F 检验 P>0.05 P > 0.05 P>0.05 P>0.05 

表 3 膜酶和胶原酶对羽髓细胞中期分裂相平均百分数的影晌( n = 10 ，单位: %) 

古芝Y了 250μg/盯让

膜酶 10 

胶原酶 20.7 

t 检验 P < 0.05 

分离淋巴细胞进行培养并制备染色体的方法，而且

也取得了成功。 以该法分离的淋巴细胞中红细胞很

少，对制片效果影响小，但分裂相少 ，结果不令人满

意。 外周血淋巴细胞培养常用的有丝分裂原有植物

血凝素 (PHA) 、刀豆球蛋白 A(conA)和美洲商陆

(pokeweed mi togen , PWM) 。 学者 Pink 认为，不同

品系鸡的淋巴细胞对不同有丝分裂原的反应存在遗

传性差异[6] 。 李庆章等发现肉用 AA雏鸡对T淋巴

细胞分裂原 PHA 的反应性很低，而对ConA则属高

反应性鸡[6] 。 由此可以推测，除了禽类的血液组成

特殊外，造成上述试验失败和分裂相少的原因，可能

与尼克红鸡对 PHA 的反应性过低有关。

羽髓细胞短期培养也因技术条件过高而未获成

功。 其中的一个突出问题，就是羽髓细胞不贴壁，不

形成细胞单层。 尽管我们完全模仿朱苏天等[2 ] 和

Delhanty[ l ]采用的羽髓细胞培养条件也未能获得细

胞单层，更没有获得中期分裂相;反复多次改变羽

髓细胞培养的组合条件，如培养液种类、培养温度及

时间、胶原酶浓度和处理时间等，但仍以失败告终。

然而，直接羽髓法制备尼克红鸡染色体标本却

300μg/rr让 400μg/rnl 500μg/rnl 

14 . 3 16 . 3 16.2 

24. 5 23 . 9 23.5 

P<0. 05 P < 0 .05 P<0 .05 

获得了极大成功。 我们分别采用 250 ， 300 ， 400 和

500μg/ml 的秋水仙素注人生长期飞羽根部的软翻

内处理 30 - 60min，均获得了中期分裂相，没有发现

染色体过度浓缩甚至破裂的现象。 300 、 400 和

500μg/ml 秋水仙素飞羽软翩注射获得的中期分裂

相明显多于 250 周/ml。 秋水仙素分别作用 30 、 45 、

60min，获得中期分裂相的数目没有明显差异(P>

0.05) 。 本试验中分别采用角质化程度不一的羽髓

组织制备染色体标本，发现角质化程度低的飞羽比

角质化程度高的飞羽能获得更多的分裂相，这与白

秀娟等[ 8] 的报道相一致。 曾科文等[4] 、金煌等[5 ] 和

Shoffner 等[3] 在秋水仙素作用完毕后，直接制备染

色体。 但本试验结果证实，用膜酶或胶原酶处理的

羽髓组织获得的中期分裂相明显多于未经消化的羽

髓组织，而且经胶原酶消化的羽髓组织获得的中期

分裂相也明显多于经膜酶消化的羽髓组织 (P<

0 .05) 。 这是因为膜酶适宜于消化细胞间质少的软

组织，但对纤维性组织的效果较差;羽髓组织富含胶

原纤维，胶原酶对胶原的消化作用很强，而且仅对细

胞间质有消化作用，对所分离的细胞不会产生有害
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作用[9 ] 。

鉴于骨髓细胞分裂指数高的优点并借鉴人医临

床检查白血病制备染色体的方法[ 10 ， 11 ] ，我们设计了

改进的骨髓法和骨髓短期孵育法。 用这两种方法制

备尼克红鸡染色体标本均获得了良好效果。 改进的

直接骨髓法需要腹腔注射秋水仙素，有可能对机体

产生毒性反应。 但是，在一次试验中，我们分别以 2

和 3μg/g 体重剂量对 2 只尼克红鸡进行腹腔注射 ，

作用 2.5 - 3. 先后股骨头穿刺抽取骨髓制备染色

体，并没有处死试验鸡，而且饲养达 15 天，经观察没

有发现任何异常反应，也未出现关节僵硬和服行症

状。 本试验中使用的秋水仙素腹腔注射剂量是

ShoffneP ]推荐剂量的 5 - 7 . 5 倍。 由此可见，秋水

仙素的安全范围较大。 以股骨头穿刺抽取骨髓的试

验鸡元一例发生感染。

综上所述，外周血淋巴细胞培养法和羽髓细胞

培养法虽然取材方便，对供体元伤害，但是操作复

杂，技术条件要求高，周期长，成本高，且易于污染 ，

可能不适宜于制备禽类染色体。 与此相反，直接羽

髓法，改进的直接骨髓法和骨髓短期孵育法操作简

便，不需要细胞培养，周期短，成本低，适宜于禽类

(特别是稀有珍禽)的染色体制备。 改进的直接骨髓

法和骨髓短期孵育法克服了直接骨髓法"杀鸡取卵"

的缺点 ，而且也取得了同样好的制片效果。 与直接

骨髓法一样，改进的直接骨髓法可能对供体产生一

定的毒害作用，掌握适宜的秋水仙素腹腔注射剂量

显得尤为重要。 直接羽髓法和骨髓短期孵育法对供

体健康无损害。 总而言之，直接羽髓法和骨髓短期

孵育法是制备禽类染色体的简单、经济和安全实用

的方法。
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COMPARATIVE STUDIES ON PREPARATION 
OF A V AIN CHROMOSOMES 讲
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ABSTRACf As the techniques for prepairing avian chromosomes , peripheral bl，∞d lymphocyte culture , 

feather pulp techniques (including feather pulp culture and dir巳ct feather pulp) and two kinds of modified m缸­

row tecru明ues were ∞mparatively studied in Nike Red chicken . Th巳 results showed that: (1) the peripheral 

bl∞d lymphocyte culture and the feather pulp culture didn' t succeed on preparing chrom臼omes ， which may be 

not adoptable to prep缸e the avian chromosomes because of complicated technique , long cycle , and high cost . 

(2) the direct feather p啡， the modified direct marrow and the marrow short田term c吐ture did succeed , and 

owing to their simple operation , short cycle and low cost , they were suitable for preparing avian chromosomes. 

Key words: Avian Chromosome Preparation 

铸 This study was endowed by the research progr缸口一一-Studi臼 on Chromωomal sex Identification of Crested Ibis , 

α:>mÎng from For臼try Department of Shan力 Province.

** Correspondi口g author. E-mail :zhengxibang@sohu. com 

细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志




