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体外染色体畸变试验染色体标本制备的质量控制
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　 　 【摘要】 　 目的　 探讨体外染色体畸变试验染色体制备过程的影响因素及质量控制，总结分析体外染色体标

本成功制备方法及要点。 方法　 选用中国仓鼠肺细胞（ＣＨＬ）进行细胞培养及染色体制备，阳性诱变剂选用丝裂霉

素和环磷酰胺，经过常规低渗、固定、滴片，最后镜检阅片。 结果　 ＣＨＬ 染色体畸变试验，丝裂霉素、环磷酰胺处理

后染色体畸变率显著增高，均 ＞ ２０％ ；而阴性对照组在有和无代谢活化系统两种测试条件下，染色体结构畸变率均

小于 ５％ 。 所制备的染色体分散良好，长短适中，成功率较高。 结论　 影响体外染色体畸变试验细胞染色体标本制

备的因素很多，每一个步骤都很关键，必须严格按照操作规程，掌握每一个步骤的原理，细致、耐心、科学地操作，才
能制备出好的标本。
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　 　 染色体是细胞核中遗传物质的主要载体，环境

中有害因素或致突变物作用于机体或培养的细胞

后可导致染色体畸变，体外细胞染色体畸变试验，
是一项致突变性试验，用于检测体外细胞染色体畸

变，以评价受试物致突变的可能性，亦是药物遗传

指导原则推荐的评价药物遗传毒性的重要体外试

验［１］。 中国仓鼠肺成纤维细胞（ＣＨＬ），易在体外建

立细胞系，便于控制试验条件，重复性好，自发突变

率低，染色体数目正常非突变型为 ２５ 条，便于分析，
是进行染色体畸变试验常用细胞。 ＣＨＬ 细胞体外

染色体畸变试验在整个试验过程中，特别是收获细

胞制备染色体玻片过程中，操作步骤繁琐，时间较

长，任何一个步骤操作不当，均可能影响制备的染

色体标本的最终效果，甚至导致试验失败。 本实验

室经过长期的试验和不断探索，制作的染色体标本

分散良好，长短适用，质量稳定，为染色体的核型分

析及进一步研究染色体的数目、结构畸变奠定了

基础。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 细胞株

中国仓鼠肺细胞（ＣＨＬ 细胞）购自中国科学院

上海生命科学研究院。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养基，Ｇｉｂｃｏ 公司；新生牛血清，浙
江天杭生物科技有限公司；注射用丝裂霉素，北京

索莱宝科技发展有限公司；注射用环磷酰胺，江苏

盛迪医药有限公司；Ｓ９，Ｍｏｌｔｏｘ 公司。
Ｔｈｅｒｍｏ ３１１１ 二氧化碳细胞培养箱， Ｔｈｅｒｍｏ

Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司；ＢＤＳ２００ 倒置生物显微镜，重庆奥特

光学仪器有限责任公司；ＤＭ ＬＳ２ 显微镜，德国 Ｌｅｉｃａ
公司；ＳＷ⁃ＣＪ⁃２ＦＸＳ 超净工作台，苏州佳宝净化工程

设备有限公司。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 试验前质量控制

　 对所用细胞进行细胞支原体及核型检查，确
认无支原体污染，畸变率 ＜ ５％方可用于实验。
１􀆰 ３􀆰 ２　 试验中质量控制

１􀆰 ３􀆰 ２􀆰 １　 细胞培养

细胞置 ＲＰＭＩ １６４０ 培养基中培养，每 ５００ ｍＬ
ＲＰＭＩ １６４０ 培养基中加入青霉素、链霉素各每毫升

１００ 单位，按 １０％加入新生牛血清配成完全培养液。
试验前 １ ｄ，取生长良好的 ＣＨＬ 细胞，接种于 ２５ ｃｍ２

细胞培养瓶（每瓶 ５ ｍＬ），接种浓度为每毫升 １０５

个，置 ３７℃、５％ ＣＯ２培养箱中培养过夜。
１􀆰 ３􀆰 ２􀆰 ２　 细胞与受试物的接触

阴性对照组：１６４０ 完全培养基。 阳性对照组：
不加 Ｓ９ 混合液时为注射用丝裂霉素，染毒 ６ ｈ 浓度

为 ０􀆰 １５ μｇ ／ ｍＬ，染毒 ２４ ｈ 浓度为 ０􀆰 ０５ μｇ ／ ｍＬ；加
Ｓ９ 混合液时为注射用环磷酰胺，浓度为 １０ μｇ ／ ｍＬ，
染毒 ６ ｈ［２ － ３］。 细胞放入 ３７℃、５％ ＣＯ２ 箱，染毒 ６ ｈ
和 ２４ ｈ 换液，洗 ３ 遍。 各组于终止培养前 ４ ｈ 加入

秋水仙碱，终浓度为 ０􀆰 ４ μｇ ／ ｍＬ。
１􀆰 ３􀆰 ２􀆰 ３　 染色体标本的制作［４ － ５］

收集细胞：弃去细胞培养液，用 ＰＢＳ 洗涤 ２ 次。
胰酶消化，待细胞从瓶壁脱落时终止消化，将细胞

悬液转移至玻璃离心管中，混匀，１０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

５ ｍｉｎ，弃去上清液。
低渗：在离心管中加入 ０􀆰 ０７５ ｍｏｌ ／ Ｌ ＫＣｌ 溶液

８ ｍＬ，吹打细胞（动作宜轻，否则易致细胞破裂），使
细胞分散成悬浮状态，将离心管放入于 ３７℃水浴中

低渗 １０ ～ ２０ ｍｉｎ，后加入甲醇和冰醋酸（３ ∶ １）固定

液１ ｍＬ预固定，１０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，弃去上

清液。
第一次固定：加入固定液 ６ ｍＬ，混匀；固定

２０ ｍｉｎ，１０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，倒掉上清液．
第二次固定：再次加入固定液 ６ ｍＬ，混匀；固定

２０ ｍｉｎ，１０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，倒掉大部分上清

液。 吸管吹打混匀细胞沉淀物，制成 ０􀆰 ５ ～ １􀆰 ０ ｍＬ
细胞悬液。

制片：先将洗净的载玻片保存于冰水中备用。
自冰水中取出载玻片，倾斜放置，吸取细胞悬液滴

在玻片一端约 １ ／ ３ 处，轻吹细胞悬液使之扩散。 在

酒精灯上微火加热玻片底部（无细胞的一面），使细

胞固定于玻片上，空气中自然晾干。
染色：将玻片放入 Ｇｉｅｍｓａ 工作液中，染色 １０ ～

２０ ｍｉｎ，然后取出玻片用水冲洗，置空气中晾干。
１􀆰 ３􀆰 ３　 阅片质量控制

试验各组选择分散较好的 ２００ 个中期分裂相细

胞，记录染色体形态的变化。 染色体结构畸变类型

主要包括裂隙（在计算染色体畸变率时不计入其

中）、断裂、断片、缺失、微小体、环状染色体、单体互

换等，结果以百分率（％ ）表示。 细胞畸变率（％ ） ＝
（细胞畸变数 ／分析细胞总数） × １００％ 。 染色体的

选择：先在低倍镜下选择细胞完整、轮廓清晰，染色

体无重叠、分布良好的载玻片，再用高倍镜进行分
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析。 染色体畸变判断标准：细胞畸变率 ＜ ５％为阴性

（ － ）；细胞畸变率 ＞ ５％为可疑（ ± ）；细胞畸变率 ＞
１０％ 为阳性（ ＋ ）；细胞畸变率 ＞ ２０％ 为阳性 （ ＋
＋ ）；细胞畸变率 ＞ ５０％为阳性（ ＋ ＋ ＋ ） ［６］。

２　 结果

本实验室近年来细胞染色体畸变试验标本制

备成功率较高，染色体形态和分布良好，长短适中，
便于分析（见图 １、图 ２）。 阴性对照组在有 Ｓ９ 和无

Ｓ９ 两种测试条件下，染色体结构畸变率均小于 ５％ ；
注射用丝裂霉素在 ０􀆰 １５ μｇ ／ ｍＬ 浓度下，ＣＨＬ 细胞

染色体畸变率为 ２２􀆰 ５％～４１􀆰 ５％ ，在 ０􀆰 ０５ μｇ ／ ｍＬ 浓

度下染色体畸变率为 ２１􀆰 ５％～ ４２％ ；环磷酰胺在 １０
μｇ ／ ｍＬ 浓度下，并有 Ｓ９ 活化条件下染色体畸变率

为 ２５􀆰 ５％～ ３７􀆰 ５％ 。 阳性诱变剂诱发的 ＣＨＬ 细胞

染色体畸变率显著增高。 染色体畸变试验失败或

制备的染色体影响镜检，导致试验失败的因素也很

多，总结实验过程中的失败案例，主要有以下几个

原因：
一是细菌污染。 在器皿消毒不彻底、细胞培

养、加入培养液、培养液污染、培养观察时被细菌污

染，此时所培养的细胞因缺少营养或培养液中有毒

代谢产物堆积而逐渐死亡，导致实验失败。 或者细

胞培养前期未受污染，而在加入受试物或更换培养

液培养时被细菌污染（后期污染），此时仍可见染色

体［７］。 （见图 ３）。
二是染色体聚集。 秋水仙素用量太多，会导致

染色体的过分凝缩；低渗时间不足则染色体聚集在

一起，分散不开；滴片时细胞悬液浓度过浓；细胞悬

液未充分吹打均匀；载玻片未在冰水中浸泡；滴片

高度距离不够。 （见图 ４）。
三是染色体分散过度。 低渗时间过长；离心速

度过高；离心后吹打用力过大；滴片距离过高。 使

细胞膜破裂，导致染色体过度分散。 （见图 ５）。

３　 讨论

体外染色体畸变试验中，所制备的染色体成

功与否，主要有几个判断点，①细胞完整，轮廓清

晰，染色体分布在同一水平面上。 ②染色体形态

和分布良好，染色体长短适中。 ③最好无重叠，
即使有个别重叠，也要能明确辨认。 ④所观察的

细胞处于同一有丝分裂阶段，即染色体螺旋化程

度或染色体长短大致相同。 ⑤在所观察的细胞

图 １　 分散良好的染色体标本（ × ２００）
Ｆｉｇ． １　 Ｗｅｌｌ ｄｉｓｐｅｒｓｅｄ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ ｓｐｅｃｉｍｅｎｓ

图 ２　 分散良好的染色体标本（ × ４００）
Ｆｉｇ． ２　 Ｗｅｌｌ ｄｉｓｐｅｒｓｅｄ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ ｓｐｅｃｉｍｅｎｓ

图 ３　 污染的染色体标本（ × ２００）
Ｆｉｇ． ３　 Ｃｏｎｔａｍｉｎａｔｅｄ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ ｓｐｅｃｉｍｅｎｓ

周围，没有离散的单个或多个染色体存在，以免

影响计数。
通过试验过程中的质量控制，可显著提高染

色体标本的质量及畸变的检出率。 影响染色体

标本制备的因素很多，可从以下几个方面进行质

量控制：
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图 ４　 染色体聚集的标本（ × ２００）
Ｆｉｇ． ４　 Ａｇｇｒｅｇａｔｅｄ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ ｓｐｅｃｉｍｅｎｓ

图 ５　 染色体分散过度的标本（ × ２００）
Ｆｉｇ． ５　 Ｅｘｃｅｓｓｉｖｅｌｙ ｓｃａｔｔｅｒｅｄ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ ｓｐｅｃｉｍｅｎｓ

３􀆰 １　 ＣＨＬ 细胞培养

显微镜下生长良好的细胞透明度大、折光性

强、轮廓清晰。 生长不良时，胞质中常出现空泡、脂
滴和其他颗粒状物质，细胞间空隙加大、细胞形态

不规则。 若因缺乏营养，使细胞营养不良而导致细

胞分裂较少或停止分裂或细胞死亡；培养时间过

长，不及时收获细胞，而导致细胞多层重叠，细胞老

化或死亡，直接影响试验质量。 ＣＨＬ 细胞用 １６４０
培养液培养，ｐＨ ７􀆰 ２ ～ ７􀆰 ４，小牛血清的加入量一般

为 １０％～２０％ ；及时镜检细胞生长情况，密度不应过

大，一般单层覆盖培养容器表面，细胞之间有一定

的间隙时，即可收获细胞。
３􀆰 ２　 秋水仙素处理

染色体畸变试验中加入秋水仙素的剂量、作用

时间与获得的中期细胞数量、染色体长短密切相

关。 加入秋水仙素的量过多，作用时间过长，会导

致染色体过分凝缩，长度短小；加入的秋水仙素剂

量过小，作用时间过短，则分裂中期分裂细胞少甚

至无中期分裂相，染色体稀少。 若秋水仙素剂量

大，则作用时间短；秋水仙素剂量小，则作用时间适

当延长［８ － １０］。
３􀆰 ３　 低渗

低渗处理是染色体玻片制备的关键环节。 低

渗时间过长，可引起细胞破裂，染色体分散在整个

片子，染色体丢失；低渗时间不足，细胞膨胀度不

够，染色体聚集呈团状，分散不好，不利于核型分

析。 此外，外界温度对低渗效果也有影响，夏天低

渗时间稍短，冬天可适当延长［８ － １０］。
３􀆰 ４　 离心

离心时离心力不能太高，低渗后细胞膨胀，离
心速度过高，细胞容易破裂，导致染色体丢失；离心

速度过低，则细胞不能沉淀，收集不到细胞［１１ － １３］。
３􀆰 ５　 固定

固定的目的是维持染色体的形态，固定液采用

甲醇：冰醋酸 ＝ ３∶ １，需现用现配。 固定液须缓慢加

入低渗后的液体中，吹打细胞，使细胞分散成悬浮

状态，吹打动作易轻柔，因低渗后细胞通透性增强，
如果动作幅度过大，细胞容易破裂。 固定时先要预

固定，此步骤虽简单却很不能省略，可防止细胞在

加入大量固定液时凝结成块，随后再固定 ２ 次。 固

定处理需保证足够的固定液用量及固定时间，以及

细胞与固定液的充分混匀［１４］。
３􀆰 ６　 滴片

滴片时先用固定液制成细胞悬液，适当调整悬

液浓度，固定液的加入量应视细胞而定。 滴片用的

玻片应提前冷冻或在冰水中浸泡，且清洗干净，滴
片高度为 ３０ ～ ５０ ｃｍ 为宜，高度过低，染色体分散不

开，过高则细胞膜破裂，导致染色体分散过度。 吸

取细胞悬液滴在玻片一端约 １ ／ ３ 处，轻吹细胞悬液

使之扩散，这样可使染色体分散较好。 在酒精灯上

微火加热玻片底部（无细胞的一面），使细胞固定于

玻片上［１５ － １６］。
３􀆰 ７　 染色

染液使用 Ｇｉｅｍｓａ 原液与 ９ 份磷酸缓盐冲液

（ｐＨ ７􀆰 ４）混合而成，临用时配制，染色 １０ ～ ２０ ｍｉｎ。
染色完毕，立即用自来水轻轻冲洗干净玻片上的染

料，再用纯水冲洗，用纱布或滤纸擦干玻片背面的

水滴，空气中自然晾干。 ｐＨ 太高，染色体易被染成

蓝色，不易观察，染液浓度过高、染色时间太长，染
色体着色太深，影响染色体结构的观察［１７］。

总之，目前染色体制备过程没有统一的质量控

制标准，各实验室环境质量、人员技术、所用试剂品
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质，均能影响所制备的染色体标本质量。 各实验室

应结合自己实验室情况，不断加强人员培训，提高

制备成功率。 体外染色体畸变试验细胞染色体标

本制备的每一个步骤都很关键，必须严格按照操作

规程，掌握每一个步骤的原理，细致、耐心、科学地

操作，才能制备出好的标本，为今后实验研究提供

可靠的实验数据。
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