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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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MK2). 

消化荆

1. 0.25%拧橡酸膜酶，膜酶(1 :250)2.5 克，拧橡

酸铀 2.96 克，氧化铀 6.15 克，加 1%的盼红 1.5 毫

升，加蒸馆水或去离子水 1 升溶解。用 1 moljL 氮氧

化铀溶液调至 pH 7.6，普通滤纸过法:后再用 G-6 泼、

苦苦除菌、小量分装、低温保存。

为方便起见，可配制 1%的拧橡酸膜酶作母液，

用前再用灭菌的蒸馆水或去离子水按 1:3 稀释， 用碳

酸氢铀溶液调至 pH 7.8。

2. 0.25%膜酶，用不含钙、钱离子的 Hanks 液

溶解， G-6 滤器除菌，分装后低温保存，用前调

pH 7.0一7.2。

3. 0.02%EDTA-2 Na，用不 合铭、钱离子的

Hanks 液溶解， 15 磅 20 分钟高压灭菌、室温保存、用

前调 pH 7.0. 

消化分离细胞

倾拌细胞培养瓶中的营养液，用 PBS 或 Hanks

液洗涤细胞 1- 2 次，加消化液至细胞单层，每瓶

(30一100 cm2) 1 毫升，使其广泛与细胞接触，约半分

钟后倒掉消化液，培养瓶放 37'C，待单层出现麻布样

网孔时，用于摇动培养瓶使细胞脱离瓶壁， 加入适量

MEM 营养液 (每毫升含 5% 小牛血清，谷殷殷胶

0.293 毫克、 青霉素 100 单位、链霉素 100 微克、

pH 7.2一7.心，再用小口吸管吹打 3-4 次，即可获

得分散的细胞;是液。

结果与讨论

1. 三种消化剂消化不同细胞所需要的时间

用 PBS 洗涤细胞 2 次，分别用上述三种消化剂消

化之。结果表明，拧橡胶股酶和膜酶消化 SM2，

HeLa. Hep-2 、 A 549 和 L 929 细胞的时间基本相同

< 2- 3 分钟)，但比 EDTA--2Na消化的速度快 1 一2

倍.

2. 三种消化剂对细胞的分散能力

分别计数每种细胞悬液里已分散开的单个细胞

数， <VJ及未分开的细胞团块中的细胞数， 以分散率表

示消化剂分散细胞的能力。结果表明，对 SMz­

A 549 、 Hep-2、和 HeLa 4 株细胞，拧楼酸膜酶的分散

率高达 93→100% ,EDTA-2 Na 为 81-95%，略高于

膜酶。

比较拧擦酸滕酶和膜酶一EDTA、 2Na 发现，虽然两

者组成相似〈均为膜酶与整合剂组成) , 但后者分散细

胞的效果不及前者。而单用 EDTA-2 Na，其消化或分

散细胞的能力均较拧擦酸膜酶差。尤其用含有锡、钱离

子的 Hanks 液洗涤细胞后，前者的消化能力大大降低，

消化时间明显延长， 30 分钟尚不能将 SM2 和 LLC­

MK2 细胞消化下来，后者却不受影响。

3. 消化剂对细胞活性的影响

用台盼蓝染色， 以细胞的死亡率米比较消化剂对

细胞活性的影响。 左;现经拧核酸胶酶和膜酶消化的细

胞极少死亡，而用 EDTA-2Na 消化的细胞其死亡率

高达 5 一 7%。为究其原因，用 EDTA-2 Na 消化

Hep-2 细胞，加入培养液后不吹打或吹打细胞 4-5

次。结果是，未吹打组未发现死亡细胞， 而吹打组细

胞的死亡率高远 7. '1%。然而改用拧楼酸膜酶或腺酶作

消化剂并进行同样吹打， 却并未造成细胞大量死亡。

由此推测，用吸管吹打和 EDTA-2 Na 本身对细胞的

共同作用是导致细胞死亡的原因。

综上所述， 用腕酶作消化剂突出的优点是消化速

度快、省时间，但细胞不易分散。用 EDTA-2Na 消化

细胞需时较长，且对细胞有一定的损伤。 而拧橡酸肤

酶既有(膜酶)消化细胞快又有(萤合剂)分散细胞好的

优点，而且对细胞无毒害， 特别适合于细胞长期连续

传代和需要计数细胞数目的实验研究。 我们的工作实

- 践还证明，用拧橡酸膝酶消化胚胎组织亦十分理想。

·分散率=分散的细胞数!<分散的细胞+未分散

的细胞) x 100% 
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