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外周血染色体吉姆萨显带制备条件优化研究
明盛金 a，马洪熹 a，钟锦萍 a，黄　滢 a，黄　瑶 b（梧州市工人医院 a. 检验科；b. 内分泌科，广西梧州  543001）

摘　要：目的　对外周血染色体吉姆萨显带制备条件进行优化，以提高染色体制备成功率。方法　选取2021年4月～2022
年 4 月因不孕不育就诊于梧州市工人医院生殖医学中心的 116 例成年患者的外周静脉血为研究对象，其中单因子梯度实

验 15 例，正交实验设计 1 例，优化前组 50 例和优化后组 50 例。在现有染色体制备体系基础上，通过单因子梯度实验

对影响外周血染色体制备成功率的秋水仙素作用浓度、作用时间及低渗处理时间进行优化，根据单因子梯度实验结果进

行 3 因素 3 水平正交实验设计，以染色体制备成功率最高的条件组合作为最适的外周血染色体制备体系。并进一步对优

化前、后两组＜ 320 带，320 ～ 400 带和 400 ～ 550 带的分裂相所占比例进行比较分析。结果　单因子梯度实验结果表明，

染色体制备成功率随着秋水仙素作用浓度、作用时间及低渗处理时间的增加均呈先升高后下降趋势。在秋水仙素不同作

用浓度实验中，当秋水仙素作用浓度为 0.24 μg/ml 时染色体制备成功率最高，达 67.67%；在秋水仙素不同作用时间实

验中，当秋水仙素作用时间为 30 min 时染色体制备成功率最高，达 62.33%；在不同低渗处理时间实验中，当低渗处理

时间为 35 min 时染色体制备成功率最高，为 64.17%。根据单因子梯度实验结果，秋水仙素作用浓度设置 0.20，0.24，0.28 
μg/ml 三个水平，秋水仙素作用时间设置 25，30 和 35 min 三个水平，低渗处理时间设置 30，35，40min 三个水平，进

行正交实验设计。结果表明秋水仙素作用浓度为 0.24 μg/ml，秋水仙素作用时间 30 min，低渗处理时间 40 min 是外周

血染色体制备最适体系。优化前组吉姆萨显带 <320 带的分裂相占比（64.30%）显著高于优化后组（43.78%），差异具

有统计学意义 (χ2=508.443，P ＜ 0.001)；优化后组 320 ～ 400 带，400 ～ 550 带分裂相占比（40.30%，15.29%）均显著

高于优化前组（33.12%，2.58%），差异具有统计学意义 (χ2=66.629，635.346，均 P ＜ 0.001)。结论　经优化后确定的

染色体制备体系可提高染色体制备成功率，值得临床应用与推广。
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Abstract: Objective　To optimize the preparation conditions of peripheral blood chromosome Giemsa banding to improve the 
success rate of chromosome preparation. Methods　The peripheral venous blood of 116 adult patients who were admitted to the 
Reproductive Medicine Center of Wuzhou Gongren Hospital due to infertility from April 2021 to April 2022 were selected as the 
research objects. Among them,15 cases were used in the single-factor gradient experiment, 1 case was used in the orthogonal 
design experiment, and there were 50 cases in the pre-optimization group, 50 cases in the post-optimization group. On the basis 
of the existing chromosome preparation system, the action concentration, action time of Colchicine and hypotonic treatment time, 
which affect the success rate of chromosome preparation in peripheral blood, were optimized by single-factor gradient 
experiment. Then according to the results of the single-factor gradient experiment, a 3-factor and 3-level orthogonal design 
experiment was carried out, and the combination of conditions with the highest success rate of chromosome preparation was used 
as the most suitable peripheral blood chromosome preparation system. Furthermore, the proportion of split phase in ＜ 320 
band，320 ～ 400 band and 400 ～ 550 band in the pre-optimization group and the post-optimization group was compared and 
analyzed. Results　The results of the single-factor gradient experiment showed that the success rate of chromosome preparation 
increased first and then decreased with the increase of action concentration, action time of Colchicine and hypotonic treatment 
time. In the experiments with different action concentrations of Colchicine, the success rate of chromosome preparation was the 
highest when the action concentration of Colchicine was 0.24 μg/ml, which was 67.67%. In the experiments with different 
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action time of Colchicine，when the action time of Colchicine was 30 min，the success rate of chromosome preparation was the 
highest，which was 62.33%. In the experiments with different hypotonic treatment time，when the hypotonic treatment time 
was 35 min，the success rate of chromosome preparation was the highest，which was 64.17%. According to the results of single 
factor gradient experiment，the action concentration of Colchicine was set at three levels 0.20, 0.24 and 0.28 μg/ml，the action 
time of Colchicine was set at three levels 25, 30 and 35 min，and the hypotonic treatment time was set at three levels 30, 35 and 
40 min. Orthogonal design experiment was conducted. The results showed that the action concentration of Colchicine was 0.24 
μg/ml，the action time of Colchicine was 30 min，and the hypotonic treatment time was 40 min，which was the optimal 
system for the preparation of peripheral blood chromosomes. The proportion of the split phase of the Giemsa band <320 band in 
the pre-optimization group (64.30%) was significantly higher than that in the post-optimization group (43.78%),and the difference 
was statistically significant (χ2=508.443, P＜0.001).The proportion of the split phase of the Giemsa band 320 ～ 400 band and 
400 ～ 550 band in the post-optimization group (40.30%，15.29%) was significantly higher than that in the pre-optimization 
group (33.12%，2.58%)，and the difference was statistically significant (χ2=66.629, 635.346, all P ＜ 0.001). Conclusion　 The 
optimized chromosome preparation system could improve the success rate of chromosome preparation and was worthy of clinical 
application and promotion.
Keywords: chromosome preparation；Giemsa banding；Colchicine

染色体核型分析技术是染色体病诊断的“金标

准”，在产前诊断及复发性自然流产、出生缺陷的

病因筛查等方面应用广泛 [1-3]。带纹清晰丰富，分

辨率高的染色体是核型分析准确性的前提保证。而

染色体制备过程复杂，影响因素众多，其中秋水仙

素对细胞有丝分裂中期纺锤体的抑制效果以及细胞

的低渗处理效果与染色体的制备质量密切相关 [4]。

因此，本研究在现行染色体制备方案基础上对秋水

仙素作用浓度、作用时间及低渗处理时间进行适当

的改良与优化，提高了染色体制备成功率，建立一

套适合本室的染色体制备方法，现作如下报道。

1　材料与方法

1.1　研究对象　选取 2021 年 4 月～ 2022 年 4 月

因不孕不育就诊于梧州市工人医院生殖医学中心的

116 例成年患者的外周静脉血作为研究对象。其中

单因子梯度实验 15 例，正交实验 1 例，优化前组

50 例和优化后组 50 例。所有患者无感染性疾病、

血液系统疾病、自身免疫性疾病及肿瘤病史，近一

周内无抗生素使用记录。本研究课题经医院伦理委

员会批准，所有患者对染色体核型检查知情同意。

1.2　 仪 器 与 试 剂　Model CDS-5 分 散 仪（ 美 国 
Thermotron），Axio Imager Zeiss & Meta systems 全

自动扫描染色体图像分析系统（德国美达思软件和

硬件技术有限公司），CO2 培养箱 [ 赛默飞世尔科

技（中国）有限公司 ]，免洗载玻片（上海乐辰生

物技术有限公司），淋巴细胞培养液、秋水仙素（20 
μg/ml)、吉姆萨染液（广州达晖生物技术有限公司），

氯化钾、甲醇、冰醋酸（四川西陇科学有限公司），

胰蛋白酶（GIBCO）。

1.3　方法

1.3.1　优化前本室染色体制备方案：每瓶培养液接

种外周血 0.4 ml，37℃培养 72 h，收获前 40 min 加

入终浓度为 0.40 μg/ml 的秋水仙素，细胞收获后

加入 8 ml 0.075mol/L 氯化钾低渗处理 35 min，经

固定、滴片、烤片、胰酶消化、吉姆萨染色显带。

1.3.2　单因子梯度实验：选取 5 例外周血标本进行

秋水仙素不同作用浓度实验，每例标本接种 6 瓶，

每瓶接种 0.4 ml 全血，依次编号①～⑥线，37℃培

养 72 h。保持秋水仙素作用时间 40 min，设置秋水

仙素梯度作用浓度依次为 0.08，0.16，0.24，0.32，0.40
和 0.48 μg/ml。细胞收获后加入 8 ml 0.075 mol/L
氯化钾低渗处理 35 min。经固定、滴片、烤片、胰

酶消化、吉姆萨染色显带，全自动扫描染色体图像

分析系统扫描后对分裂相进行统计，计算染色体制

备成功率。

同样，选取 5 例外周血标本进行秋水仙素不同作

用时间实验，保持秋水仙素作用浓度为 0.40μg/ml， 
设置秋水仙素梯度作用时间依次为 10，20，30，

40，50 和 60 min，细胞收获后加入 8 ml 0.075mol/L 
氯化钾低渗处理 35 min。选取 5 例外周血标本进行

不同低渗处理时间实验，保持秋水仙素作用浓度为

0.40μg/ml，秋水仙素作用时间 40 min，设置氯化

钾梯度低渗处理时间依次为 5，20，35，50，65 和

80 min。经固定、滴片、烤片、胰酶消化、吉姆萨

染色显带，全自动扫描染色体图像分析系统扫描后

对分裂相进行统计，计算染色体制备成功率。

1.3.3　正交实验设计：在单因子梯度实验结果基础

上，选取 1 例外周血标本进行细胞培养，共接种 9
瓶，编号①～⑨线，设计 3 因素 3 水平的正交实验，

依据不同的秋水仙素作用浓度、作用时间和低渗处

理时间进行正交实验设计。并对分裂相进行统计，

计算染色体制备成功率，重复实验三次，取平均值。

以染色体制备成功率最高的组合作为本室优化后染

色体制备方案。
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1.3.4　 观 察 指 标： 利 用 Axio Imager Zeiss & Meta 
systems 全自动扫描染色体图像分析系统对每一线

标本制备的片子扫描 2 张，每张片子自动选取排名

前 60 的分裂相进行统计。观察指标包括染色体长

度、带纹丰度、清晰度。以吉姆萨显带＞ 320 带的

分裂相为可供分析分裂相，以染色体制备成功率（可

供分析的分裂相数量 / 总分裂相数量）对染色体制

备效果进行评价 [5]。对吉姆萨显带 320 带、400 带

和 550 带的质量评价参照《ISCN2016》Fig.5 染色

体核型示意图，其中 320 带判断标准：8p12，8p22
两条深带出现，10q21，10q23，10q25 三条深带出

现，20p12 可见，22q12 清晰；400 带判断标准：4q
中段出现 3 条深带，5q 中段出现 3 条深带，9p21，

9p23 两条深带出现，13q33 清晰；550 带判断标准：

5q31.2 清晰，8p21.2 可见，11p15.2，11p15.4 出现，

22q13.2 清晰 [6]。对所有核型的分析和质量评价均由

2 名固定的细胞遗传学专业人员完成。

1.4　统计学分析　采用 SPSS25.0 软件统计分析，

计数资料以率表示，两组间比较采用 χ2 检验，检验

水准：α=0.05。以 P ＜ 0.05 为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　单因子梯度实验结果　见表 1。在秋水仙素不

同作用浓度实验中，随着秋水仙素浓度上升，染色

体制备成功率呈先上升后下降趋势，当秋水仙素作

用浓度为 0.24 μg/ml 时染色体制备成功率最高，

达 67.67%，与 0.48，0.08 μg/ml 时相比差异有统

计学意义（χ2=32.60，59.13，均 P ＜ 0.001)，与 0.16，

0.32 和 0.40 μg/ml 时相比差异无统计学意义（均

P ＞ 0.05)。表明秋水仙素的作用浓度应大于 0.08 
μg/ml，小于 0.48 μg/ml。

在秋水仙素不同作用时间实验中，染色体制备

成功率随着秋水仙素作用时间的增加呈先上升后下

降趋势，当秋水仙素作用时间为 30 min 时染色体

制备成功率最高，达 62.33%，与 10 min 相比差异有

统 计 学 意 义（χ2=86.44，P ＜ 0.001)， 与 20，40，

50 和 60 min 相比差异无统计学意义（均 P ＞ 0.05)。
表明秋水仙素作用时间以大于 10 min 为宜。

在不同低渗处理时间实验中，低渗处理时间不

足，染色体分散不佳，且不易显带，低渗处理时

间太长，染色体肿胀发毛。随着低渗处理时间增

加，染色体制备成功率同样呈先上升后下降趋势，

35 min 时染色体制备成功率最高，为 64.17%，与

65，5 min 相比差异具有统计学意义（χ2=54.882，

111.682，均 P ＜ 0.001），与 20，50 min 相比差异

无统计学意义（P ＞ 0.05)。表明低渗处理时间应控

制在 20 ～ 50 min 为宜。

2.2　正交实验结果　见表 2。根据单因子梯度实验

结果，分别以秋水仙素作用浓度 0.24 μg/ml，作用

时间 30min，低渗处理时间 35min 为中心各向上、

向下扩大一个水平进行正交实验的设计。秋水仙

素作用浓度设置 0.20，0.24 和 0.28 μg/ml 三个水

平；秋水仙素作用时间设置 25，30 和 35 min 三个

水平；低渗处理时间设置 30，35 和 40 min 三个水

平。当秋水仙素作用浓度为 0.24 μg/ml，作用时间

30 min，低渗处理时间为 40 min 时（实验组合 5），

染色体制备成功率最高。因此选取实验组合 5 作为

本室外周血染色体吉姆萨显带制备的最优体系。

表 1                   单因子梯度实验结果

秋水仙素作用
浓度（μg/ml）

成功率
(%)

秋水仙素作用
时间（min)

成功率
(%)

低渗处理
时间 (min)

成功率
(%)

0.08 45.67* 10 35.50* 5 33.67*

0.16 63.50 20 57.33 20 59.67

0.24 67.67 30 62.33 35 64.17

0.32 65.17 40 60.5 50 60.67

0.40 62.67 50 57.33 65 42.83*

0.48 51.50* 60 56.83 80 37.17

注：* 与染色体制备成功率最高组相比 P ＜ 0.05。

表 2           　　   正交实验结果

实验
组合

秋水仙素作用
浓度（μg/ml）

秋水仙素作用
时间（min)

低渗处理
时间（min)

成功率
(%)

1 0.20 25 30 42.78

2 0.20 30 35 47.50

3 0.20 35 40 52.22

4 0.24 25 35 51.11

5 0.24 30 40 59.17

6 0.24 35 30 54.44

7 0.28 25 40 53.61

8 0.28 30 30 55.27

9 0.28 35 35 50.00

2.3　优化前、后两组染色体制备效果比较　优化

前组吉姆萨显带＜ 320 带的分裂相占 64.30%，显

著高于优化后组的 43.78%，差异具有统计学意义

(χ2=508.443, P ＜ 0.001)；优化前组可供分析的分

裂相以 320 ～ 400 带为主，占 33.12%，400 ～ 550
带的分裂相仅占 2.58%。优化后组所制备出的染色

体更细长、带纹更丰富，分辨率也有所提高。其中

320 ～ 400 带占 40.30%，400 ～ 550 带占 15.92%， 
均显著高于优化前组，差异具有统计学意义 (χ2= 
66.629，635.346，均 P ＜ 0.001)。所有标本染色体

核型分析结果均未见异常核型。
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3　讨论

人类染色体吉姆萨显带核型分析技术是染色体

病诊断的重要技术手段，高质量的染色体是核型分

析准确性的前提。我国染色体核型检验诊断专家共

识建议，常规核型分析吉姆萨显带染色体分辨率不

应低于 320 带，对于精神发育迟缓、畸形、出生缺

陷可疑者，条带分辨率应达到 550 带水平 [7]。为此，

制备出带纹清晰丰富、分辨率高的染色体是细胞遗

传学工作者不断探索的方向。染色体制备技术操作

步骤繁杂，影响因素众多，标本质量、细胞培养、

细胞收获及之后的固定、滴片、烤片、消化染色等

因素都会对染色体制备质量产生一定影响 [8]。为此，

目前对于染色体的制备尚未有统一标准。本研究主

要从秋水仙素作用浓度、作用时间及低渗处理时间

三个影响染色体制备效果的重要因素入手，对外周

血染色体制备条件进行优化研究。

秋水仙素的主要作用是抑制纺锤体形成，促使

细胞有丝分裂停滞于中期 , 以获得中期分裂相；此

外，秋水仙素还具有促使染色体浓缩的作用 [9]。既

往研究认为，秋水仙素作用浓度、作用时间与分裂

相数量呈正比，与染色体分辨率呈反比，秋水仙素

作用浓度高，或者作用时间长，所得分裂相多，但

染色体长度和分辨率会有所下降；相反，秋水仙素

作用浓度低，或者作用时间短，染色体分辨率会有

所增加，但所得分裂相会减少，甚至无分裂相，无

法满足分析要求 [10]。为此，在中期染色体制备过程

中，秋水仙素的作用效果与剂量、时间密切相关。

在本研究中，单因子梯度实验结果亦表明，在秋水

仙素较低作用浓度组或较短作用时间组，所制备出

的染色体较为细长，但存在消化显带困难、交叉重

叠较多的缺点；而在秋水仙素较高作用浓度组或较

长作用时间组，染色体分散较好，显带也较为清晰，

但所得染色体较为短小，分辨率往往达不到分析要

求。本实验表明秋水仙素作用浓度过低或过高，作

用时间过长或过短，均会影响染色体制备成功率，

不利于核型分析。低渗效果与后续的染色体分散程

度及带纹清晰度、分辨率密切相关，低渗时间过短，

细胞膨胀不充分，滴片时会导致染色体交叉重叠，

且不易消化显带，不利于核型分析；低渗时间过长，

染色体过度肿胀，可导致细胞过早破裂，染色体丢

失，且肿胀的染色体带纹模糊不清，同样不利于核

型分析 [11]。在本研究中，通过 CDS-5 染色体分散仪

控制滴片时的温、湿度环境，在染色体分散仪内滴

片可减少因滴片时不稳定的环境因素对低渗实验效

果评价的干扰 [12]。不同低渗处理时间的单因子梯度

实验结果亦表明，低渗时间过长或过短均会影响染

色体制备成功率。

传统的染色体制备质量评价指标有有丝分裂指

数、异常核型检出率、染色体分散程度及染色体制

备成功率等 [12]。结合本实验室条件及实验目的，考

虑到各指标获取的可行性，本研究以较直观获取的

染色体制备成功率作为评价指标。目前，虽然基于

药物同步化的高分辨染色体制备方法已较成熟地应

用于临床，但也存在操作步骤增多、经济成本增加、

同步化试剂的有毒有害等缺点 [13]。本研究通过单因

子梯度实验及正交实验，对本室外周血染色体制备

条件进行了优化，确定了最适染色体制备方案，并

进一步比较优化前、后两种方案的染色体制备效果，

证明了优化后的染色体制备方案能提高染色体制备

成功率，尤其是提高了 400~550 带的分裂相所占比

例，在不增加经济成本及工作量情况下可满足临床

分析要求。当然，不同实验室之间由于实验人员操

作手法、实验仪器和实验试剂的差异，难以保证方

法学及实验结果与本研究的完全一致性。但是各实

验室可根据自身条件结合本研究思路，探索建立适

合自己实验室的最适染色体制备方案，以提高染色

体制备成功率。
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