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邻的细胞膜之间出现大量空泡。这种现象提示

了激活T细胞培养上请液有侵袭肝癌细胞的特

性，导致细胞榕解。
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绒毛滋养层细胞直接制备染色体方法

陈园蒂马长俊孙自国·刘淑芳"李立…t幸自主菊

(四川省计划生育科研所组胚遗传室〉

绒毛与胎儿是由同一个受精卵分化发育而

成，它是胚胎的附属结构， 因此其细胞染色体

与基因组成同胎儿细胞是一致的。 吸取绒毛比

抽羊水细胞可提前八周左右进行遗传病的产前

诊断，这样可以减少孕妇的精神负担， 并可避

免中期引产的并发症。

韩安国【1]早在 1973 年已吸取绒毛进行产

前性别预测， 直 至 1984 年 Simoni 等问才报

道 100 例绒毛细胞直接制备染色体方法。 这一

方法的最大优点， 是其分裂相来自绒毛的细胞

滋养层细胞的自发分裂(Spontaneous Mitos划

在培养 1 小时后即可进行制片， 因而可以避免

母体细胞污染。该文报道后立即受到普遍重视，

认为这是一项开拓性工作，使产前诊断进入一

个新领域。 但以直接法作绒毛染色体制备是一

个新问题。根据我们的经验要比羊水细胞制片

难度大得多，例如分裂相少， 染色体容易丢失

且形态不佳， 多呈弯曲和缩短，染色单体分开，

G带的带纹不够清晰等。 Perry 等(1985)[3]认

为绒毛直接法显带质量不如羊水细胞，核型分

析成功率为 97%，依靠直接法技术可能难以

· 成都军区总医院。

"自贡市计划生育科研所。
... 万县地区计划生育指导所.
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诊断染色体的结构畸变，因而主张用两天短期

培养技术才能获得优质适用的带型。

绒毛细胞染色体质量是关系到早期诊断正

确性的重大问题。随 Simoni 等报道之后，北

京队5]武汉[町等地也先后获得成功，各取得不

同程度的进展，但迄今如何进一步改进制备染

色体的质量，仍为一急待研究的问题。 为此，

我们自 1984 年起采取人工流产及盲吸法，吸

取绒毛 2 毫克-15 毫克/例，其中盲吸 65 例进

行这方面的研究。

材料与方法

取材和培养

选择怀孕 6 一 7 周 (40-50 多天〉的绒毛，放入

D-Hank's 液中洗去血液，首先在显微镜下辨别绒毛，

以短粗带有小突起的为 佳，指状绒毛较次，经 D­

Hank's 液洗后移至 2-5 毫升 RPMI1641)培基，加

入适量的 Hepes(不加小牛血清)。培养子 10 毫升离心

管中， 加秋水仙素最终浓度 1 微克/毫升。 培养基用蠢

的多少视绒毛量而变，培养 时间为半小时至 1 小时。

制片步骤

1. 37 0C培养半小时至 1 小时后 ， 吸去培养液加低

渗液 4 毫升(低渗液配法 1%构橡酸铀与 0.075 mol/L 
KCl按1 :1配成) ，需预热至37"C ，低渗处理]5至20分钟。

2 . 预固定加甲醇冰醋酸(3 :1)0.5-1 毫升j昆匀 1

- 2 分钟。

3 . 待自然沉降后，去上清液，再加固定液甲醇

冰醋酸(3: 1) 4 毫升，固定 40 分钟，此时绒毛沉于离

心管底部.

4. 去固定液加 60%冰醋酸 1 毫升并静置 2-3

分钟后，加甲醇 3 毫升(滴管 吸满甲醇，插至离心管

底部，慢慢加入直至 3 毫升)，然后以气泡轻轻混匀，

操作时必须注意轻缓，否则染色体极易丢失。

5 . 固定 10 分钟， 在 5 分钟时，滋养层细胞己游

离于固定液中， 这时用滴管把剩余的绒毛挑出， 然后

800- 1000 rpm 离心 5 分钟， 再加新鲜固定液 2 毫升

固定 20 分钟，离心去上清液， 再加新鲜固定液 2-3

滴，用手指轻弹离心管底部，使细胞混匀。

6. 滴片，滴在已用冰水浸泡的洁净载玻片上。

7. 60 "C恒温箱过夜。放入温箱|前先经热电吹风

吹干， 以防止染色体(发毛)，周围呈细微绒毛状染色，

影响清晰程度.

8 ， 以 D-Hank's 液配 0 .02% 胶酶消化液(pH

7 .0) ， 处理细胞 15-30 秒。

9. 0.85%氯化铀液洗二次。
10. 4 %Giemsa 染液(pH 6 . 8 磷酸缓冲液配制〉

染色 5 分钟。 8、 9、 ]0 二步都在 37 <C水浴锅 内进

干了。

结果

1.严格按照上述方法，所得的分裂相中，

染色体形态及分散良好，染色单体不分开，显

带清晰，方法稳定〈图 1- 5)。对染色体结构畸

变也易于鉴别。我们制备了G带、 C带 、 Ag­

NOR 银染及G带+银染复合染色、及加入

BudR 培养 48 小时制成 SCE， 所有显带在质与

量上显然优于 perry 等所报道的。

2. G带分析绒毛细胞染色体核型共 249

例、 除 5 例异常核型外， 128 例为正常男性胎

儿， 116 例为正常女性胎儿。 216 例其母龄<

35 岁者中，仅发现一例 47， xy + mar, mar 为

额外中央着丝控型小染色体。其大小与G组染

色体相似。其父母检查未发现这种额外小染色

体。 另外 33 例其母龄二三 35 岁，则发现 4 例为

异 常核型-47， xyy, 47, xy+ 13 0 46 , xyj 

92 , xxyy， 与 69 ， xXX/46 , xy。

讨论

本文方法有别于 Simoni 等[2 ， 7]及国内其他

报道。

(1)低渗液不同。 Simoni 用 1%拘梅酸纳

液， 国内多 采用这种低 渗液。而我们则采用

1%拘梅酸纳液与 0.075 mol/L KCl 1 : 1 低渗

液。 因为我们在大量羊水细胞染色体制片中，

曾分别用 0. 4%拘悔酸销或 0.075 moljL KCl 

低渗液，前者染色单体分开，且显带不佳z 后

者显带清晰，但染色体扩散不良，唯有以 0. 4%

拘梅酸纳与 0. 4%KCl1: 1 相混作 为羊 水低渗

液才兼取两者之长。

我们曾以上述羊水低渗液和单独使用 1%

拘梅酸锅液或 0 .075 mol/ L KCl 液，用于绒毛

直接法， 结果染色体显带不佳扩散不好，因而
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一一一--------一一一-一 二二→一一_-- 一

认为可能是羊水低渗液浓度与比例不适于绒毛
直接法，但改用 1%拘愣酸纳液与 0.075 mol/ 

L KCl1: 1 低渗液，则染色体扩 散与显带均收

效良好。

(2) 秋水仙素浓度

纺锤丝微管(microtubles)连接于中心粒与

着丝粒之间。秋水仙素有抑制l微管蛋白的聚集

能使微管解聚IBI，所以秋水仙素浓度与染色体

扩散有一定关系。

我们用不同浓度的秋水仙素(0 .5 微克/毫

升， 1 微克/毫升， 2 微克/毫升等〉测试，在染

色体扩散合适，和染色体的单体又不分开方面

进行比较，结果发现其最适浓度为 1 微克/毫

升。

(3) 固定 simoni[ 2 . 7 ] 报告中的固定时间为

10 分钟。 按照我们的经验，三次固定时间总

共以 1 小时零 10 分钟为宜。 短时间〈如 10 分

钟〉圄定，其形态不佳，弯曲，发毛。而固定

时间较长者，很少有上述现象发生。

我们认为以上三点是不可分割的，是相互

影响的。

(4) 制片时室温控制在 25'C以内(夏天绒

毛制片时室温到 30 'C染色体丢失现象严重，当

室内安装空调室温在 25'C以下则 染色体不丢

失〉。

Simoni 等[9 ] (1 985 ) 报告 446 例母龄关35

岁者，发现有 24 例核型异常， 53 例母龄<35

岁者则未发现有核型异常者， 这一现象与我们

一 一一

所观察相似

摘要

本方法对绒毛滋养层细胞直接制备染色体

作:了改进。分别将制片手法，低渗液配制，秋

水仙素浓度与固定时间等方面给以改良。后三

者不同于 Simoni 及国内报道，作者 认为低渗

液成分， 秋水仙素浓度与固定时间是不可分割

与相互影响的。 此法所得分裂相中， 染色体形

态及分散良好和显带清晰，方法稳定，有利于

孕早期诊断的染色体结构分析。
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用拧橡酸膜酶消化分散细胞

能绍银 肖成祖

(军事医学科学院微生物流行病研究所〉

通常用于消化分散细胞的有膝酶、乙二胶四乙酸 细胞

二纳(EDTA-2 Na) ， 以及两者的混合液，但它们消化 人正常二倍体肌皮细胞(SMρ 、 人喉癌细胞(Hep-

分散细胞的效果并不理想。我们参考Adams 用梓橡酸 刀、人肺癌细胞(A 549) 、 人宫颈癌细胞(HeLa)、鼠

腕酶作泊化剂获得了满意的效果， 方法如下z 成纤维传 代 细 胞也归，)、 地鼠肾传代细胞(LLC-
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