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  摘 要:目的 探讨人类染色体制备过程中所需适宜的细胞悬液滴加剂量,以提高染色体分析效率及核型

诊断准确性。方法 使用染色体分散仪制片,预设相对稳定的制片环境(温度为27
 

℃,相对湿度为55%),采用

移液枪分别滴加10、20、30、40
 

μL
 

4种不同剂量细胞悬液于清洁玻片上,比较不同剂量悬液制片后染色体自动

扫描分析系统采集的有效细胞图占比、分裂相展开面积(R值)及染色体带纹辨析度。结果 10
 

μL组、20
 

μL
组、30

 

μL组采集有效细胞图占比分别为81.36%、80.29%、80.64%,均大于40
 

μL组(74.89%),差异有统计

学意义(P<0.05);10
 

μL组、20
 

μL组、30
 

μL组采集的有效细胞图占比比较,差异无统计学意义(P>0.05)。
20

 

μL组、30
 

μL组、40
 

μL组R值分别为0.21±0.04、0.25±0.07、0.28±0.08,均大于10
 

μL组(0.16±
0.03),差异有统计学意义(P<0.05);40

 

μL组R值与20
 

μL组比较,差异有统计学意义(P<0.05);20
 

μL组

R值与30
 

μL组比较,差异无统计学意义(P>0.05);30
 

μL组R值与40
 

μL组比较,差异无统计学意义(P>
0.05)。20

 

μL组、30
 

μL组、40
 

μL组染色体带纹质量评分分别为(2.25±0.72)、(2.45±0.83)、(2.65±0.81)
分,均大于10

 

μL组[(1.60±0.60)分],差异有统计学意义(P<0.05);20
 

μL组、30
 

μL组、40
 

μL组染色体带

纹质量评分比较,差异无统计学意义(P>0.05)。结论 在人类染色体制备过程中,使用染色体分散仪制片,预

设相对稳定的制片环境(温度为27
 

℃,相对湿度为55%),细胞悬液滴加剂量选择20~30
 

μL较为适宜,可获得

高质量染色体标本玻片,以提高染色体分析效率及核型诊断准确性。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

appropriate
 

dosage
 

of
 

cell
 

suspension
 

drops
 

in
 

the
 

process
 

of
 

hu-
man

 

chromosome
 

preparation
 

in
 

order
 

to
 

improve
 

the
 

efficiency
 

of
 

chromosome
 

analysis
 

and
 

the
 

accuracy
 

of
 

karyotype
 

diagnosis.Methods Chromosome
 

dispersion
 

apparatus
 

was
 

used
 

for
 

preparation,and
 

a
 

relatively
 

stable
 

preparation
 

environment
 

(temperature:27
 

℃,relative
 

humidity:55%)
 

was
 

preset.A
 

pipette
 

gun
 

was
 

used
 

to
 

add
 

4
 

kinds
 

of
 

cell
 

suspensions
 

of
 

different
 

doses
 

(10,20,30,40
 

μL
 

respectively)
 

to
 

the
 

cleaning
 

slides.
The

 

proportion
 

of
 

effective
 

cell
 

map,the
 

area
 

of
 

division
 

phase
 

development
 

(R
 

value)
 

and
 

the
 

discrimination
 

degree
 

of
 

chromosome
 

band
 

were
 

compared
 

by
 

the
 

automatic
 

chromosome
 

scanning
 

system
 

after
 

different
 

dose
 

suspension
 

preparation.Results The
 

percentages
 

of
 

valid
 

cell
 

maps
 

collected
 

in
 

10
 

μL
 

group,20
 

μL
 

group
 

and
 

30
 

μL
 

group
 

were
 

81.36%,80.29%
 

and
 

80.64%
 

respectively,which
 

was
 

greater
 

than
 

that
 

in
 

40
 

μL
 

group
 

(74.89%),and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).There
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

on
 

the
 

proportion
 

of
 

valid
 

cell
 

maps
 

collected
 

in
 

10
 

μL
 

group,20
 

μL
 

group
 

and
 

30
 

μL
 

group
 

(P>0.05).The
 

R-
values

 

of
 

20
 

μL
 

group,30
 

μL
 

group
 

and
 

40
 

μL
 

group
 

were
 

0.21±0.04,0.25±0.07
 

and
 

0.28±0.08
 

respec-
tively,which

 

were
 

greater
 

than
 

those
 

of
 

10
 

μL
 

group
 

(0.16±0.03),the
 

differences
 

were
 

statistically
 

signifi-
cant

 

(P<0.05).There
 

was
 

significant
 

difference
 

on
 

the
 

R-value
 

between
 

40
 

μL
 

group
 

and
 

20
 

μL
 

group
 

(P<
0.05).There

 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

on
 

the
 

R-value
 

between
 

20
 

μL
 

group
 

and
 

30
 

μL
 

group
 

(P>0.05).
There

 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

on
 

R-value
 

between
 

30
 

μL
 

group
 

and
 

40
 

μL
 

group
 

(P>0.05).Chromo-
some

 

band
 

discrimination
 

degree
 

score
 

in
 

20
 

μL
 

group,30
 

μL
 

group
 

and
 

40
 

μL
 

group
 

were
 

(2.25±0.72),
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(2.45±0.83),(2.65±0.81)
 

score
 

respectively,which
 

were
 

greater
 

than
 

those
 

in
 

10
 

μL
 

group
 

[chromosome
 

band
 

discrimination
 

degree
 

score
 

was
 

(1.60±0.60)
 

score],the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<
0.05).There

 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

on
 

Chromosome
 

band
 

discrimination
 

degree
 

score
 

among
 

20
 

μL
 

group,30
 

μL
 

group
 

and
 

40
 

μL
 

group
 

(P>0.05).Conclusion 
 

In
 

the
 

process
 

of
 

human
 

chromosome
 

prepara-
tion,chromosome

 

dispersing
 

apparatus
 

is
 

used
 

to
 

prepare
 

human
 

chromosomes,a
 

relatively
 

stable
 

preparation
 

environment
 

(temperature
 

was
 

27
 

℃,relative
 

humidity
 

was
 

55%)
 

is
 

preset,and
 

20-30
 

μL
 

of
 

cell
 

suspension
 

drops
 

is
 

selected
 

as
 

the
 

appropriate
 

dosage
 

to
 

obtain
 

high-quality
 

chromosome
 

specimen
 

slides,so
 

as
 

to
 

im-
prove

 

the
 

efficiency
 

of
 

chromosome
 

analysis
 

and
 

the
 

accuracy
 

of
 

karyotype
 

diagnosis.
Key

 

words:human
 

chromosome; slide-making; cell
 

suspension; dosage; karyotype
 

analysis

  染色体常规G显带检测作为细胞遗传学的经典

检测技术,是染色体病诊断的金标准,在产前诊断、辅
助生殖等领域也具有重要的作用[1-2]。在染色体制备

过程中滴片环节是其中重要的步骤之一,制作出高质

量的标本玻片是保障染色体核型诊断准确的前提和

必要条件。本研究使用染色体分散仪制片,在相对固

定的温度及湿度环境设定下,采用4种不同剂量细胞

悬液滴加制片,通过制片后自动扫描分析系统采集有

效细胞图占比、分裂相展开面积、染色体带纹辨析度

等指标评价,以期探讨制片环节中适宜的细胞悬液滴

加剂量,制作出更加有利于核型分析的标本玻片,提
高分析效率及诊断准确性,现报道如下。
1 材料与方法

1.1 标本采集 在2021年9-10月山东中医药大

学第二附属医院(以下简称本院)10个不同批次的外

周血染色体检测标本中随机选取标本各1份,共计选

取10份标本为研究对象,在正式发放检测报告后剩

余的细胞悬液标本用于本研究。
1.2 仪器与试剂 主要仪器:染色体分散仪(美国

IDEX)、染色体自动扫描分析系统(德国蔡司)、移液

枪、超净工作台、恒温培养箱、离心机、医用冰柜、鼓风

干燥箱、电热恒温水温箱等;主要试剂:离心管式T型

淋巴细胞培养基(广州拜迪)、秋水仙素、胰蛋白酶、吉姆

萨染色液、低渗液、甲醇、冰乙酸等,均为国产试剂;玻
片:病理级显微镜载玻片(10127107P-G,江苏世泰)。
1.3 方法

1.3.1 细胞悬液制备 采用常规方法接种及收获外

周血细胞标本:采集外周血标本3
 

mL于肝素抗凝管

中,5
 

mL注射器7号针头垂直接种26~28滴于淋巴

细胞培养基中,倾斜放置于37
 

℃培养箱中培养68~
72

 

h,1
 

mL注射器5号针头垂直加入秋水仙素(20
 

μg/mL)2滴,继续培养1.5
 

h,再经过离心、低渗、预
固定、3次固定后制成细胞悬液,放置于-18

 

℃医用

冰柜中保存备用。
1.3.2 滴 片 染 色 体 分 散 仪 预 设 参 数:温 度 为

27
 

℃,相对湿度为55%,玻片编号后平置于染色体分

散仪内镂空架上,细胞悬液自低温冰柜中取出后立即

滴片。采用移液枪吸取悬液滴加,每份标本调整4种

不同剂量各滴加2张玻片,每张玻片分别在两端近中

心点1/2处各滴加悬液2滴,分别制作10、20、30、40
 

μL
 

4组各20张标本玻片,共计制片80张。滴片后静

置15
 

min,玻片装入铜质染色架放置75
 

℃鼓风干燥箱

中烤片3
 

h。
1.3.3 常规G显带 参照文献[3]及《全国染色体病

诊断与产前诊断培训班———细胞遗传学实验室工作

手册》[4],进行常规G显带操作。
1.3.4 扫描分析 采用染色体自动扫描分析系统采

集细胞图,设置每张玻片高倍镜扫描70个细胞图,用
于众数分析及核型诊断。
1.4 评价指标 (1)有效细胞图占比,染色体自动扫

描分析系统所采集的细胞图图像清晰、细胞相对完

整、可用于分析诊断的细胞图作为有效细胞图,并计

算有效细胞图占比。(2)分裂相展开面积(R值),4组

剂量分别选取20个有效细胞图,计算其 R值:R=
πab/4AB[5]。(3)染色体带纹辨析度评价,评价标准

参照《人类细胞遗传学国际命名体制ISCN2016》所示

染色体核型示意图,质评条带及评分标准参考文献

[6-7],制订以下评分标准:320~<400条带计1分;
400~<550条带计2分;550条带计3分;>550条带

计4分。
1.5 统计学处理 采用SPSS19.0统计软件进行数

据处理及统计分析。呈正态分布的计量资料以x±s
表示,多组间比较采用方差分析,多组间中的两两比

较采用LSD-t检验;计数资料以细胞数或百分率表

示,组间比较采用χ2 检验,组间多重比较采用Bon-
ferroni校正法。以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 4组有效细胞图占比比较 染色体自动扫描分

析系统采集有效细胞图占比随着滴加剂量增大而降

低:10
 

μL组、20
 

μL组、30
 

μL组采集有效细胞图占比

均大于40
 

μL组,差异有统计学意义(10
 

μL组与40
 

μL组比较χ2=17.106,P<0.001;20
 

μL组与40
 

μL
组比较χ2=11.683,P=0.001;30

 

μL组与40
 

μL组

比较χ2=13.378,P<0.001)。10
 

μL组、20
 

μL组、
30

 

μL组采集有效细胞图占比比较,差异无统计学意

义(P>0.05)。见表1。
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2.2 4组R值比较 10
 

μL组、20
 

μL组、30
 

μL组、
40

 

μL组 R 值分别为0.16±0.03、0.21±0.04、
0.25±0.07、0.28±0.08,4组R值比较,差异有统计

学意义(F=16.059,P<0.001)。10
 

μL组与20
 

μL、
30

 

μL、40
 

μL组R值比较,差异有统计学意义(P<
0.05);20

 

μL组与40
 

μL组R值比较,差异有统计学

意义(P<0.05);20
 

μL组与30
 

μL组R值比较,差异

无统计学意义(P>0.05);30
 

μL组与40
 

μL组R值

比较,差异无统计学意义(P>0.05)。随着悬液滴加

剂量增加,R值随之增加,但是达到一定阈值后,展开

面积过大,将影响扫描系统采集到完整的细胞图。见

图1。
2.3 染色体带纹辨析度比较 10

 

μL组、20
 

μL组、
30

 

μL 组、40
 

μL 组 染 色 体 带 纹 质 量 评 分 分 别 为

(1.60±0.60)、(2.25±0.72)、(2.45±0.83)、
(2.65±0.81)分,随滴加剂量增大而逐渐升高,差异

有统计学意义(F=7.493,P<0.001)。40
 

μL组染色

体带纹质量评分与30
 

μL组、20
 

μL组比较,差异无统

计学意义(P>0.05);20
 

μL组染色体带纹质量评分

与30
 

μL组比较,差异无统计学意义(P>0.05)。10
 

μL组染色体带纹质量评分低于其他3组,差异均有

统计学意义(P<0.05)。见图2。

  注:A为10
 

μL组;B为20
 

μL组;C为30
 

μL组;D为40
 

μL组。

图1  4组高倍镜下采集细胞图

  注:A为10
 

μL组;B为20
 

μL组;C为30
 

μL组;D为40
 

μL组。

图2  4组染色体核型图
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表1  4组有效细胞图占比比较

组别
 

扫描玻片数

(n)
 

采集细胞图

(n)
 

有效细胞图

(n)
 

有效细胞图占比

(%)

10
 

μL组 20 1
 

400
 

1
 

139
  

81.36*

20
 

μL组 20 1
 

395
 

1
 

120 80.29*

30
 

μL组 20 1
 

400
 

1
 

129
  

80.64*

40
 

μL组 20 1
 

398
 

1
 

047
  

74.89

  注:与40
 

μL组比较,*P<0.05。

3 讨  论

近年来,遗传学检测在优生优育及产前诊断、染
色体疾病诊断等领域得到广泛应用,染色体核型分析

目前仍然是遗传学诊断重要的检测方法之一[8]。外

周血染色体检测技术在1960年由 MOORHEAD等

建立,是细胞遗传学研究的重要基础。如何制备出高

质量的染色体标本,提高分析效率及核型诊断的准确

性,以便给予临床诊断及治疗更加精准的参考指标,
是各个细胞遗传实验室不断追求的目标。染色体制

备步骤繁琐,影响因素较多,制备过程中的实验室条

件控制,尤其是制片环节的标准化及可重复性条件的

建立是研究的重点之一[9-10]。SPURBECK等[11]首次

提出了染色体分散动力学理论,为解决染色体分散问

题提供了理论基础。依据染色体分散动力学原理设

计的染色体分散仪在染色体制备中的应用,为实验室

制片环节的条件控制提供了可能性。在滴片时可设

定相对稳定的温度及相对湿度等参数,从而保证染色

体制备的重复性和一致性。尽管如此,不同的实验室

设置参数也略有差异[9,12-13],温度波动范围为25~
30

 

℃,相对湿度波动范围为50%~55%。本研究采

用染色体分散仪滴片时设定温度为27
 

℃,相对湿度

为55%。但是即使对染色体分散仪进行相对稳定的

参数设置,不同实验人员制片及不同批次制片效果仍

有差异。因此,制片环节中只对滴片环境温度及湿度

的控制尚不足以保证稳定的制片效果,如何进一步完

善制片环节中的条件设定,以保证制片效果的稳定性

是急需解决的问题。
染色体制备环节中滴加悬液剂量对制片效果影

响的研究较少提及,本实验室在染色体制备的各个环

节,如标本接种、细胞培养、细胞收获、显带等保持常

规操作的前提下,制作本研究所用标本玻片,在滴片

环节采用同一台染色体分散仪、在同一时间、由同一

名实验室人员制片,分别采用10、20、30、40
 

μL
 

4种不

同的悬液剂量,在相同滴片环境中制作4组染色体玻

片,通过比较4组标本玻片中染色体自动扫描分析系

统所采集有效细胞图占比、R值、染色体带纹辨析度

等指标,发现在相同或者相近的温度、湿度条件下滴

片时,细胞悬液滴加剂量不同,染色体制片效果不同:
低剂量悬液滴片有效细胞图占比高于高剂量悬液滴

片;随着剂量逐渐增加,R值随之增加,染色体带纹辨

析度也随之增高,但是剂量增加到一定程度时,因过

度分散,易造成扫描系统采集细胞不完整,使有效细

胞图数量减少,从而影响分析效率及诊断准确性。
有研究者认为,中期染色体分散质量主要取决于

载玻片上固定液的挥发过程,通过温度及湿度的协同

作用,以保证最佳的分散效果[14]。本研究中滴片环节

是在染色体分散仪中进行,设置了相对稳定的温度及

湿度条件,4组不同悬液剂量制片均由一名实验室人

员在同一时间内完成,出现分散效果的不同,考虑是

由于剂量效应使玻片表面固定液的挥发速度产生差

异:滴加剂量小的玻片表面固定液在同等温度及湿度

条件下,干燥时间相对较短,分散过程也相应缩短,R
值较小,染色体伸展不充分;而滴加剂量大的玻片表

面固定液在同等温度及湿度条件下则干燥时间相对

较长,染色体分散过程相应延长,展开面积也增大,染
色体伸展充分。因此,增加悬液滴加剂量在同等温度

及湿度设定条件下可提高染色体的分散程度及带纹

辨析度。但是剂量增加到一定程度,细胞过于分散可

造成扫描系统采集完整的细胞图数量减少,反而不利

于核型分析。本研究中,在染色体分散仪设定温度为

27
 

℃,相对湿度为55%的条件下,20
 

μL组、30
 

μL组

制片效果优于10
 

μL组、40
 

μL组,能够在保证足量的

有效细胞图被采集的前提下,获得适度分散及高质量

带纹辨析度的中期染色体,以满足核型分析的需要。
本研究通过评价不同悬液滴加剂量在染色体分

散仪制片中的效果,旨在探索染色体制片环节中重复

性好、一致性程度高的条件设定,在以后的实验室推

广中结合自动化设备的引进[15],不断完善染色体制备

标准化流程,获得高质量的中期染色体核型,提高分

析效率及核型诊断准确性,为临床诊断及治疗提供更

加科学的参考指标,以利于精准医疗的深入开展。
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妇和新生儿均未出现上述甲状腺功能异常、低体质

量、甲状腺功能减退等症状,可能与本地区碘缺乏程

度较轻及研究样本量较少有关。
随着人们生活水平的逐步提高和对健康生活方

式的日益重视,碘营养这一话题逐渐成为社会上的热

门话题。孕妇定期筛查尿碘具有重要意义,碘缺乏及

过量均会对胎儿产生一定的影响,过量补碘易引起高

碘性甲状腺肿或黏液性水肿[12],而长期高碘对大脑是

有害的[13]。通过研究碘营养情况及其与新生儿甲状

腺功能的关系能够客观地得出向孕妇提供碘营养和

保健建议的途径。在妊娠期对于孕妇的碘营养应该

给予特别关注,碘缺乏和碘过量都会引发甲状腺疾

病。因此,不但要注意补碘,还应该注意碘过量,避免

碘过量导致的免疫性甲状腺疾病,减少孕妇和新生儿

甲状腺疾病发病的风险,及时筛查新生儿的TSH,保
证新生儿无甲状腺疾病风险,提高新生儿的生活

质量。
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