
液经过第三代和第四代试剂进行检测后，两代试剂均存在假阳

性反应和假阴性反应。而第四代试剂的检测结果明显优于第

三代试剂（犘＜０．０５），见表３、４。

表１　２００８～２０１１年献血者艾滋病预防知识的知晓率

年份 有效调查人数 知晓人数 知晓率（％）

２００８ １３５７ ６８７ ５０．６２

２００９ １４８６ １０９４ ７３．６２

２０１０ １６７７ １３７５ ８１．９９

２０１１ １７９６ １７１３ ９５．３８

表２　２００８～２０１１年献血者 ＨＩＶ筛查与确认结果

年份
检测标本

数量

筛查结果

有反应性

确认 ＨＩＶ

感染

ＨＩＶ阳性率

（％）

２００８ ７６４９ １７ １０ ０．１３

２００９ ９０４２ ６ ５ ０．０６

２０１０ １０７４６ １２ １１ ０．１０

２０１１ １３９３８ １１ ９ ０．０６

表３　２００８～２０１１年献血者血液不同试剂筛查结果比较

年份
检测标本

数量

第三代试剂

有反应性

第四代试剂

有反应性

两代试剂均

有反应性

２００８ ７６４９ １３ １６ １２

２００９ ９０４２ ５ ６ ５

２０１０ １０７４６ １０ １２ １０

２０１１ １３９３８ １０ １１ １０

表４　２００８～２０１１年献血者血液 ＨＩＶ筛查与确认结果的比较

年份

第三代试剂

筛查结果

有反应性

确认 ＨＩＶ

感染

第四代试剂

筛查结果

有反应性

确认 ＨＩＶ

感染

２００８ １３ ９ １６ ９

２００９ ５ ４ ６ ５

２０１０ １０ ９ １２ １１

２０１１ １０ ９ １１ ９

３　讨　　论

ＨＩＶ检测的常规方法是检测血浆或者血清中存在的 ＨＩＶ

抗体。第三代试剂即是对 ＨＩＶ抗体的检测，第三代试剂的应

用，有效地减少了 ＨＩＶ的经血传播感染率。但是 ＨＩＶ抗体的

检测也存在一定的局限性，许多 ＨＩＶ感染者血液中 ＨＩＶ抗体

的含量要在感染６个月后才能被检测到
［２３］。因此，使得 ＨＩＶ

检测存在很长时间的窗口期，易导致窗口期感染的发生。而第

四代试剂是 ＨＩＶ抗体和ｐ２４抗原的联合检测，通过对ｐ２４抗

原的检测，可以有效地缩短 ＨＩＶ检测的窗口期。但是第四代

试剂同样也存在着假阳性或者假阴性的结果。因此，为了更加

有效地增加血液 ＨＩＶ复查的准确性，最佳的检测方式是在初

检和复检过程中分别采用第三代和第四代试剂，以增加 ＨＩＶ

的筛查检出率［４５］。同时，积极宣传艾滋病的预防措施以和安

全输血的知识，可以有效地减少具有危险因素的人员参加献

血，从而有效地降低了献血员中 ＨＩＶ的感染率，提高了血液的

安全。

综上所述，通过积极宣传艾滋病的预防措施和安全输血知

识的同时，联合使用第三代和第四代试剂，可以有效缩短 ＨＩＶ

检测的窗口期，有效提高输血安全，值得广泛推广。
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人外周血淋巴细胞培养 染色体制备及影响因素

侯艳香（山西医科大学汾阳学院，山西汾阳　０３２２００）

　　【摘要】　目的　熟悉人外周血淋巴细胞的短期培养方法，掌握染色体的制备技术。方法　以人外周血为材料，

采用ＲＰＭＩ１６４０全培养基进行体外淋巴细胞培养，对采血后细胞培养时间、秋水仙碱浓度、固定液的配制时间、滴

片距离及烤片温度等影响因素进行分析。结果　建立了较成熟的淋巴细胞体外培养方法及染色体制作技术。

结论　该方法具有取材便利、用血量少、培养简单等优点，故在临床上得到广泛应用。

【关键词】　人外周血淋巴细胞培养；　染色体制备；　影响因素

犇犗犐：１０．３９６９／犼．犻狊狊狀．１６７２９４５５．２０１３．０７．０６０ 文献标志码：Ｂ 文章编号：１６７２９４５５（２０１３）０７０８７４０２

　　研究发现，植物血凝素（ＰＨＡ）能促使淋巴细胞转化为原

淋巴细胞，重新进入增殖周期进行有丝分裂；当体外培养７２ｈ

左右后，大多数淋巴细胞已处于第二增殖周期内；在培养终止

前数小时，加入适量秋水仙碱，可使许多分裂细胞停止在中期。

经低渗处理使红细胞及分裂细胞的细胞膜破裂，进行离心，去

掉细胞膜碎片，再用固定液处理使其形态固定，然后经空气干
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燥法制成标本片，Ｇｉｅｍｓａ染色，可得到染色体标本
［１］。

１　材料与方法

１．１　材料　ＲＰＭＩ１６４０培养基、人静脉血（实验学生提供）、

植物血凝素（ＰＨＡ）、肝素（５００ Ｕ／ｍＬ）、秋水仙碱、０．０７５

ｍｍｏｌ／Ｌ氯化钾溶液、甲醇、冰醋酸、Ｇｉｅｍｓａ染液等。

１．２　方法

１．２．１　采血　用一次性５ｍＬ注射器抽取５００Ｕ／ｍＬ肝素稀

释液０．２ｍＬ，湿润针筒内壁，然后将多余的肝素弃去。以聚维

酮碘消毒供血者肘部皮肤，用橡皮管结扎静脉回流的上端，用

注射器抽取静脉血３～４ｍＬ，然后转动针管，使血液和肝素

混合。

１．２．２　接种和培养　在无菌工作台上，先用聚维酮碘消毒培

养瓶的瓶塞，然后插入针头，将抽得的抗凝血迅速接种到培养

瓶中，每瓶接种全血０．２５～０．３ｍＬ（７号针头１５～１６滴），轻轻

摇匀，置３７℃培养箱中培养７２ｈ。

１．２．３　培养细胞的秋水仙碱处理　培养终止前３～４ｈ，将新

鲜配制的２０μｇ／ｍＬ秋水仙碱工作液注入培养瓶中，使其终浓

度为５μｇ／ｍＬ（每瓶０．０４ｍＬ，７号针头２～３滴），轻轻摇匀，放

回培养箱中，继续培养至７２ｈ
［２］。

１．２．４　低渗及离心　小心从培养箱取出培养瓶，用吸管将培

养后的血细胞混匀，并移至离心管内，以１０００ｒ／ｍｉｎ离心１０

ｍｉｎ，吸弃上清液，加入８ｍＬ３７℃预热的０．０７５ｍｍｏｌ／Ｌ氯化

钾低渗液，用吸管上下吹打约５０～６０次，使细胞悬浮于低渗液

中，置３７℃水浴箱中，温育２０～３０ｍｉｎ，每隔１０ｍｉｎ时再吹打

一次，使低渗充分。

１．２．５　固定　低渗终止后，加入新鲜配制的卡诺固定液（甲

醇：冰醋酸＝３∶１）１ｍＬ，预固定，打匀，放入离心机内，以

１０００ｒ／ｍｉｎ离心８～１０ｍｉｎ，吸弃上清液，继续加入固定液５

ｍＬ，用吸管将沉淀的细胞轻轻吹打混合细胞悬液。室温下静

置２０ｍｉｎ，以１０００ｒ／ｍｉｎ离心８～１０ｍｉｎ，吸弃上清液。

１．２．６　重复固定　再加入固定液５ｍＬ，用吸管将沉淀的细胞

轻轻吹打成混合细胞悬液，室温下静置２０ｍｉｎ，以１０００ｒ／ｍｉｎ

离心８～１０ｍｉｎ，吸弃上清液。

１．２．７　制片　向离心管中加入固定液０．５ｍＬ，用吸管轻轻吹

打成混合细胞悬液。滴片时，先用吸管吸取少量细胞悬液以

２０～３０ｃｍ高的距离滴至事先冰冻的洁净载玻片上，每片２～３

滴，随即对准玻片吹一口气，以协助细胞的分散，然后在乙醇灯

火焰上方微烤，最后在空气中继续晾干或吹干［３］。

１．２．８　染色　将晾干的玻片标本用Ｇｉｅｍｓａ染液染色２０ｍｉｎ

（用１份Ｇｉｅｍｓａ原液加９份ｐＨ７．４的磷酸缓冲液），自来水缓

缓冲洗玻片，并晾干，镜检。

１．３　结果观察　取制备好的健康人体染色体标本，先用低倍

镜观察，选择染色体分散良好、无重叠的分裂中期细胞，转换油

镜下仔细观察分析。

２　结　　果

镜下可见，中期细胞染色体都已纵裂成两条染色单体，称

姐妹染色单体，相连于一着丝粒。根据每条染色体的大小和着

丝粒的位置，区分中央着丝粒染色体、亚中央着丝粒染色体和

近端着丝粒染色体。健康人的每一体细胞都含有４６条染色

体，其中有２２对是男女共有的，称为常染色体，另外１对则男

女相差很大，称性染色体。

３　讨　　论

３．１　ＰＨＡ是体外淋巴细胞培养成败的关键，只有在ＰＨＡ的

作用下才能进入有丝分裂，因此要考虑它的质量和浓度。效价

低或量不足，就不能刺激淋巴细胞转化；ＰＨＡ浓度过大会造成

红细胞凝块。

３．２　秋水仙碱是纺锤体抑制剂，作用时间为２．５～３ｈ，一般秋

水仙碱溶液的浓度与处理时间有一定的关系。如果秋水仙碱

的浓度过高或处理的时间过长，虽标本中的分裂细胞多，但染

色体过于浓缩，以致细胞形态特征模糊，难以进行分析。相反，

如果秋水仙碱的浓度过低或处理的时间过短，则标本中的分裂

细胞就少。

３．３　０．０７５ｍｍｏｌ／Ｌ氯化钾溶液作为低渗液，用于处理中期细

胞，使细胞核膨胀破裂，染色体分散良好而便于观察计数。低

渗时间最好２０～３０ｍｉｎ，当低渗处理时间过长时，细胞膜往往

过早破裂，导致分裂细胞丢失，或染色体丢失；如果低渗处理时

间不足时，细胞膨胀不够，则染色体分散不佳，难以进行染色体

计数分析［４］。经过低渗处理的细胞因已膨胀，容易过早破裂，

造成分裂细胞丢失，所以低渗后操作应特别注意不要用力

冲吸。

３．４　离心时的速度太慢，使许多细胞被丢失；离心时的速度过

快，细胞团块不易打碎。

３．５　固定液应现用现配，甲醇和冰醋酸按３∶１的比例配制。

如果固定液不新鲜或甲醇、冰醋酸的质量不佳时，染色体形象

模糊，周围有胞质背景，难以计数。加固定液时，沿管壁加入，

边加边轻轻摇。

３．６　滴片是染色体制备中影响染色体形态的关键一步。首先

是滴片用的玻片要非常干净，冰冻４ｈ以上，即为冰片，滴片时

现用现拿，如果冷冻不够，使细胞难以贴附在玻片上，会影响染

色体的分散和分带效果。其次是滴片的距离、滴加量多少、制

片的方式都会影响染色体分期效果［５］。

３．７　烤片是染色体制备中最后一步技术。烤片温度过高、时

间过长，胰酶对标本的消化时间也随之增加，这既影响工作效

率，也影响标本的显带质量，使显带达不到最佳效果。烤片温

度过低、时间过短，标本的老化程度不够，不能很好地把握胰酶

消化的时间，导致消化不足或过度。所以，适当的烤片时间和

温度也是获得高质量染色体的必然要求。

　　随着医学的发展及人们对遗传疾病的逐步认识，人类外周

血淋巴细胞培养技术和显带方法的应用，使人们不仅可以根据

带型鉴别每一条染色体，同时还能深入地研究染色体的形态、

变异和畸变及其与表型或临床症状之间的关系。染色体检查

作为干预出生缺陷、提高人口素质的一个重要内容和措施，能

更好地为临床诊断及优生与遗传咨询工作服务。
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