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羊水细胞染色体高分辨G显带的初步研究

汪大现

第一附属医院 )

提 要
一 一 ~

本文记述了使用改变 的弘汕 方法
,

对人类羊水细胞染色休高分辨 G 显带获再成功
。

本技禾对

产前诊断
,

具有应用和临床意义
。

在国内我们的实验室领先掌握了羊水细胞染色体高分辨 G 显带

技木
。

` 、

自孔
红 15等川 ( 2 )先后在 1 9 75年和 19 7右年

,

使外周血琳巴细胞分裂同步化而获得分辨率

吏高的分裂早期细胞染色体
,

建立了高分辨

显带技术
,

随即得到许多国家进一步研究采
用

。

并于 19 81 年制定了人类细胞遗传学高分

辨显带命名的国际体制 巧c N( ” ,

为描述染

色体结构异常提供了国际标准
。

国内外已将

这一先进技术用于血细胞遗传学的研究
,
·

成

功的报道不少
。

而羊水细胞染色体高分辨 G
厂 卜 补

. +

显带技术
,

除国外有文献 《` s)( )( . )介绍外
,

则国

内尚未见报道
。

我们子1蛇 3年开展外周血细

胞染色体高分辨技术
,

获得成功
,

并应用于

临床诊断
,

发现 2 例低分辨未能肯定的病变

位点
,

一例平衡易位携带者
,

确诊 核型 为

4 e
, x x

,

t ( 1 4 ; 2 0 ) ( q
, “ , P ’ 3

)
,

一 例确诊

为
x
长臂等臂

,

核型为46
,

ix ( xq )
。

从而提高

了诊断水平
,

在此基础上
,

于 84 年 1 ~ 1 2月参

照国外以上文献与我室具体条件
,

将常规技

术作了改进
,

开始了羊水细胞染色体高分辨

G显带技术的探索
,

获得成功
。

现介绍如下
:

液
,

每 m l培养液中加入青
、

链霉素各 1 00 单

位
。

2
.

自身羊水上清液

材料与方法

培养液的制备
`

70 % aF m 1F 0 + 20 % 小 牛血清混合

二
、

操作程序
1

.

经腹采集 16 ~ 22 孕周 卒水 Zo m l,

1 0 0。转 /分离心 8分钟
,

取 出 上清液留作培

养液和作甲胎蛋白测定
,

剩 .0 5m l 与下沉底

细胞混匀后
,

分别接种于 3 万才
一

个 25 m l 长

方形培养瓶中
, ’

·

每瓶加培养液 2 m l 友 自身

羊水上清液 1 二1
,

用血清及 F 1 0调PH
7 ,

放

人舒℃恒温箱内静置 5 一 7 天
,

(以上过程

均需绝对先菌 )
。

乙 观察瓶底有散在的小片单 层 细 胞

时
,

更换同 样培养 液
,

继续培养
。

每天观

察
,

见细胞呈岛状生长并成栅栏状成纤维样

细胞
,

其间有圆形亮细胞出规时
,

·

同时加入

5 一

澳脱氧尿普 ( B r d U ) 2 0 0协g / m l ; 胸 腺心

睫核普 ( T d )R 0
.

3。 g / m l ; 秋水袖素 饥 05 。 g

/ m l
,

继 续培养三小时收获
。

3
.

消化
:

`

将培养瓶中的玲界液倒入离

心管内
,

培养瓶中放入 0
.

02 % E D T A胰酶消

化液 o
.

s m l
,

在 37 ℃恒温下消化 5 分 钟
,

用

吸瞥轻轻吹打
,

使贴壁细胞精化下来后
,

用

1 、 ’
2 m l 盐 水 或倒出的培养液冲洗管壁后

也一并倒入离心管内
,

功 00 转 /分 离
』

。
’

后分
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1 4 0

钟
,

去上清液
,
留。

.

s m lo

4
。

低渗
:
离心管内加 入 预温 37 ℃的

0
.

4%氯化钾与 0
.

4%构 摊 酸 钠等量混合液

4 m l, 钮轻打匀
, 在 3了℃温箱甲低 渗 1“分

钟
。

5
.

固定
:
加新鲜甲醇

:
冰醋酸 ( :3 1)

一

1 m l固定液
,

轻打匀
,

离心去上清液
。

再加

入上述固定液 5 m l
,

轻打匀
,

固定 30 分钟
,

离心去上清液
,

再加 5 m l固定液
,

轻打匀
,

放置冰箱内14 小时 (过夜
,

常规不过夜 )
,

离心去上清液
,

以新配甲醉
:
冰醋酸 (卜 2工

液 1 m l, 固定半小时
,

离心去 上 清 液到再

加入甲醉
:
冰醋酸 ( 3 : l ) o

.

s m l 制 成细胞

悬液
。

6
.

制片
:
滴细胞悬液 2 ~ 3滴在已被

冰水浸泡的清洁载玻片上
,

立即用口轻轻吹

散
,

然后在酒精灯火焰上 快 速 通 过 2 ~ 3

次 ,
待其自然干燥

,
`

放置三天
。

人 烤片
:

80 ℃烤箱内烘烤 2 小 时 取

出
,

自然冷却备用
。

三
、

G显带

将放置 1一 3 天的冷却备用 烤 片 投 入

生理盐水配制的 。
.

0 5% 胰酶一份 及 .0 02 %

E p T A P B S 液三份
, p H 7 的混合液中 (胰酶

最终浓度为。
.

0 1 2 5% )消化 1 0州和秒
卜取出后

立即在 p H 了磷酸缓冲液中一过性漂洗二次
,

然后投入姬姆莎
: p H 7

.

2磷酸缓冲液 ( l ,

巧 )

中
,

~

染 色 8 、 1 2 分 钟
,

(以 上过程均在恒

温 30 ℃ 内进行 )
,

自来 水 冲 洗
,

自然干

燥
。 ~ -

一

四
、

位检 观察其细胞分裂指数及早期

细胞所占百分数
。

五
、
照相 选择带纹清晰的早期细胞用

日本产O ly爪p us B H
:
型自动照相显微镜 (油

镜 1 0 0 x 3
.

5倍 ) 摄影
。 …

六
,
核里分折

·

在熟练掌握中分辨棋式

图的基础上
,

参照 IcS N ( 19 81) 制定的高分

辨模式图带纹
,
必要时在显微镜下对照排对

识别
。

结果与讨论

·

从 我们根据 ” 一

澳脱斌尿茸
可使染色体凝缩变短 ( , ) 的 性能

,

·

件旦U )

参煎
: h a h

JV (’) 的方法
,

加以改进
,

试用了不同浓度

的秋水仙素
,

最后将秋水仙胺。
.

25 林好 m l改

用为低浓度秋水仙素。
.

05 林g / m l
,

效果较好
。

染色体增长
,

带纹增多
,

从实验表明
,
如果降

低秋水仙素的浓度并在时间处理上加以适当

调整
,
可收到减轻染色体浓缩的攀果

,
得到

分辨率较高的前期染色体
,

与文献 (1) 报导一

致
。

获得了羊水细胞染色体高分辨的成功
,

在较好的20 例标本中计数各期分裂钾胞总数
6壮七其中早期分裂相 42 2个 (点。6 , g % ),

中期鸽09 个 (占 33
.

1% o) 早期分裂相中染色体

显示出清晰的 55 0一 85 0
`

条带纹 (图片 )
_

。

羊

水染色体高分辨 G显带这一技术的成功
,

对

产前诊断有重要价值
, 可 以发现许多中期染

色体显带技术无法识别的染色体缺陷病和染

色体病变位置的准确定位
。

2
,

要获得羊水染色体高

首先要使羊水细胞生长旺盛
,

的成功
,

响羊水细

胞生长的因素很多
,

几

如采取羊水的孕期
,

羊

水量和羊水中活细胞数目
,

血清质 退 以 及

pH值
、

污染等间题都要解决好
。

培养成 功

后
,

能否收到分裂图相
,

特别是早期分裂图

相
。

就要求熟练地掌握好细胞培养生长收获

时机和加药的准确性
, 以及制片操作过程的

精细
,

以免在低渗
、

固定制片中细胞丢失
。

以上各个环节如果处理不当
,
均可 导 致 失

败
。

:

补 染色体的铺展
:
由于分裂早期的细

胞
,

在制片时
,

细胞不易铺展开
,

我们利用

了冰醋酸能使细胞膨胀的性能
,

延长固定时

间及加大冰醋酸的比例
, 一般都能铺展开

,

减少了细胞的重叠
,

有利于识别与排对
。

4
.

G显带技术的好坏
,

直接影响高分

辨的效果
,

尽管培养制出了好的早期分裂图



1 4 1

相
,

如果没有好的 G 显带技术显出清晰的带

纹
,

也就没有高分辨可言
。

我们采用固定片

令
,

玻片在 80 ℃烘烤 2 小时
,

避免了分带时

染色体发毛
。

特别是在胰酶的浓度上
,

采用

。
。

。1 2 5%较小浓度
,

这样在消化时间上易于

控制
。

操作在恒温 30 ℃内进行
,

气温影响较

小
,

效果稳定
。

因此
,

我们 已掌握羊水高分辨 G 显带技

术
,

并已开始应用于临床
。

于 1 9 8 4年 n 月经

专家鉴定
,

认为达到国内领先水平
。

附图 羊水染色体高分辨 G显带核型
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