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　　近年来，染色体核型分析已作为惟一的染色体

病确诊实验项目而广泛应用于临床及产前细胞遗传

学诊断。作为临床实验项目，均应有规范的实验室

质量控制方法［１５］。室内质控是实验室质量控制的

关键环节，是开展和做好室间质评的前提和保障。

但该项目的室内质量控制方法至今尚未见国内外文

献报道。本文参考相关文献［６８］，结合国内外有关染

色体分析室间质评的文献报道［９１３］，对该项目的室

内质控方法提出探讨，以提高染色体制备及核型分

析的质量。

１　标本采集与接种的室内质量控制

１．１　抗凝剂用量的控制　肝素过量会产生溶血或

抑制淋巴细胞的转化和分裂，肝素过少会使血液凝

固，两者均可使染色体分裂象减少。应以０．１ｍｌ肝

素（１２５μ／ｍｌ）润湿注射器抽取１ｍｌ静脉血为标准，

为除去抗凝血浆中肝素对淋巴细胞生长的影响，可

采用离心沉淀法或自然下沉法相对集中、分离淋巴

细胞接种。

１．２　无菌操作过程的室内质控　在标本采集与细

胞培养过程中必须严格无菌操作，吸取过培养液的

吸管不能再用火焰烧灼，以防止残留在吸管中的培

养液焦化，将有害物质带入培养液中。火焰消毒后

的器材需适当冷却后使用，以免烫死细胞。如果在

镜检或肉眼观察中发现培养液混浊，疑有细菌时，可

取少量培养物离心后，沉淀物涂片用革兰染色油镜

检查，判断有无细菌，可据细菌鉴定及药敏试验选择

抗生素加入到培养基中，以有效抑制细菌生长。

１．３　影响淋巴细胞生长的因素　被检标本中含有

过高的免疫抑制剂、成人尤其是新生儿严重黄疸、高

胆红素血症、严重溶血、败血症、细胞免疫水平低下、

长期接受放疗化疗、服用其他不利于细胞生长的药

物或食物等均会影响细胞生长，使染色体分裂象减

少。此类病例标本可相对分离淋巴细胞并以无菌生

理盐水洗涤后接种。

１．４　标本接种与处理过程的室内质控　外周血或

脐血标本可根据白细胞数绝对含量多少决定接种血

液量，有条件者可分离淋巴细胞后接种培养，或将采

血针筒的针尖向上，倒置于３７℃数小时，待细胞自

然下沉后，挤掉含有不利于淋巴细胞生长的肝素、免

疫抑制剂等的上层血浆，或经离心后再把红细胞表

面灰白色的白细胞层吸入培养基中培养。如为陈旧

性出血的羊水标本，应用液体培养基清洗沉淀细胞

数次后接种，大量新鲜出血或穿刺性出血的羊水标

本，应去除部分离心沉淀的细胞中的下层红细胞后

接种培养。

２　细胞培养过程的室内质量控制

２．１　培养基质量控制

２．１．１　标准细胞生长试验　每批培养基使用前及

保存过程定期作标准细胞培养试验，并作培养物目

的细胞（各类可制作出染色体的细胞）计数，以检查

培养基的质量。方法是根据培养物细胞浓度，用培

养基或生理盐水稀释后或直接滴加培养物细胞悬液

到白细胞计数池中计数，或按全自动血细胞计数仪
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计数。以目的细胞计数值为纵坐标，以培养基批号

或质控时间为横坐标，连接各点，绘制直观的室内质

控图，对比质控图上历次相同条件下目的细胞计数

值的偏离情况，发现目的细胞计数值偏低者（可绘制

成ＬｅｖｅｙＪｅｎｎｉｎｇｓ、Ｗｅｓｔｇａｒｄ等临床检验常用的质

控图并按其常规处理方法处理），说明培养基质量不

符合要求，需及时做出处理。

２．１．２　无菌试验　①新批次培养基、培养瓶、注射

器等无菌器材要做无菌试验，或在使用过程中定期

做无菌培养试验，方法是用羊水细胞的处理、接种和

培养：用注射器吸取培养基放入培养瓶中培养，观察

培养基有无变混浊，并做细菌培养鉴定，如有细菌生

长，应弃用污染的器材；②无菌室及培养箱内定期作

空气及物表细菌培养试验，记录菌落数，并作细菌鉴

定和药敏试验，掌握本室在不同季节、不同条件下可

能发生的常见污染菌及其敏感的抗生素，制定污染

预防措施。

２．２　细胞培养条件的室内质控　若温度、湿度及

ＣＯ２ 浓度不适宜、培养基营养不良，则会使细胞生

长不良、染色体分裂象少、小、短、着色不良。应作恒

定或定期监测、记录。

２．２．１　培养箱温度　细胞生长以（３７±０．５）℃为

佳，除了每天观察培养箱指示温度外，还应在培养箱

内放置温度计或控温仪定时观察与记录结果，以确

保培养箱的指示温度与培养箱内的实际温度一致，

从而确保细胞在实际的温度下良好生长。

２．２．２　ＰＨＡ质量　ＰＨＡ失效或含量不足会影响

淋巴细胞转化为淋巴母细胞，从而影响淋巴细胞生

长；反之若ＰＨＡ过量，则细胞凝聚，同样影响淋巴

细胞生长，使染色体分裂象减少。

２．２．３　培养液的酸碱度　在培养箱内通入５％

ＣＯ２ 以维持不密封培养液的ｐＨ 值稳定，ＣＯ２ 浓度

过高会使ｐＨ值太低，反之则ｐＨ值升高，两者均会

影响细胞生长，如果不在培养箱内通入ＣＯ２，则必须

盖紧瓶盖，使培养液处于密封状态，以防ＣＯ２ 逸出

而致ｐＨ值改变，如果此时培养液酸化较严重（培养

液呈黄色），将不利于细胞生长，可加入２～３ｍｌ新

鲜培养液来校正。所用的培养瓶以具有可透过二氧

化碳、水蒸汽等细胞生长所必需的小分子、但不易透

过分子较大的细胞的瓶盖较好，以使细胞在相对防

污染的条件下培养。

３　染色体制片的室内质控

３．１　秋水仙素质量与用量的影响　其作用是使细

胞在增殖、分裂过程中停留在适合于染色体分析的

中期，其质量低劣、配制的浓度不足、作用的时间不

够就会使染色体分裂象细长、形态不佳、分裂象减

少；其浓度过高或作用时间过长，虽会增多分裂象，

但染色体过于浓缩短小，难辨带纹，难以分析。在绒

毛组织培养染色体制度备中，应据收获时生长细胞

的数量加大秋水仙素用量。

３．２　低渗液质量与作用程度的影响　低渗时间长、

温度高、低渗液浓度偏低会使染色体过度分散丢失，

分裂象减少或不完整；反之染色体分散不佳，呈团块

状或留有细胞浆背景，如因低渗不足致染色体分散

不良，可加大冰醋酸在固定液内的比例，再固定一

次，以改善染色体分散程度。

３．３　离心速度与时间的影响　离心速度过低，细胞

或染色体难以沉淀而丢失；离心速度过高、时间过

长，可使胞膜过早破裂致染色体过度分散丢失，或使

染色体成堆粘连无法分析，使分散良好的分裂象

减少。

３．４　固定液质量及用量的室内质控　固定液不新

鲜、质量不合格、配制不准确，则染色体模糊，、带纹

不请，染色体周围有细胞浆背景；若增加更换固定液

次数和延长固定时间（冰箱过夜次日固定）效果较

好。预固定时加入固定液过多，或低渗不充分会造

成残留的核质过多，影响染色体的展开和染色体显

带的质量。若固定时，加入固定液的速度太快、混匀

太快则会使固定作用过强，染色体扭转；固定液作用

不足会使染色体出现毛刷状，因此固定液纯度要高，

临用时新配，应沿管壁慢慢加入固定液后彻底打匀。

３．５　其他操作与条件的室内质控　吹打无力则细

胞成团，用力过猛则细胞膜早破，染色体分散丢失，

但刚加低渗液后要以能混匀沉淀细胞凝块为标准，

可以用力吹打，在低渗开始后，吹打必须很轻慢，尤

其是羊水细胞，经低渗后，在预固定、固定等步骤中，

最好以吹气泡或手指轻击离心管底部的方法，使羊
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水细胞团块均匀散开，这可使分裂象中染色体不丢

失，亦可使分裂象不黏附在管壁上。在羊水细胞染

色体制备过程中，若室温超过３０℃时会使染色体丢

失，若室温控制在２５℃以下，可获得良好的效果。

滴片时滴加沉淀细胞悬液的量一般为２～３滴（根据

沉淀细胞的量决定），否则细胞核染色体分裂象会流

失减少。滴片后应立即使全片在酒精灯外焰通过

１０个来回，每个来回约１秒钟，然后置３７℃２～３天

后或７５～８０℃３小时后，每次以固定时间显带。标

本保存时间（片龄）越长对胰酶消化抵抗力越强，片

龄超过２０天者甚至不显带纹。

３．６　试剂与器材的室内质控　各种试剂严格按操

作过程配制，尤其是胰酶要在有效期内使用，用前校

正值ｐＨ７．２，此为胰酶作用的最适ｐＨ，活性最强，

并严防酸碱、细菌及重金属离子等污染，以免胰酶失

活。胰酶可用 Ｈａｎｋｓ液、０．０２％ＥＤＴＡ、生理盐水

或蒸馏水配制成所需浓度后使用，Ｈａｎｋｓ液为缓冲

液，有稳定ｐＨ作用，生理盐水中的Ｎａ
＋有激活胰酶

活性的作用，为了防止重金属离子污染使胰酶失活，

可选用０．０２％ＥＤＴＡ溶液配制，ＥＤＴＡ是一种化学

螯合剂，能与重金属离子结合而形成螯合物，从而保

持胰酶稳定，所以在 Ｈａｎｋｓ液中加入ＥＤＴＡ使终

浓度为０．０２％，加入 ＮａＣｌ使 Ｎａ＋终浓度为０．９％

后配制胰酶消化液，显带效果较好，用浓度低的胰酶

和延长显带处理时间，对较细的亚带显带效果较好。

所用载玻片要清洁，有酸碱、油脂、冷却不够活未达

玻片表面浮霜均会影响细胞铺开，从而使细胞及染

色体分裂象流失、分散不均匀、或有油泡等。

３．７　染色体显带及染色过程的室内质控　甘油要

用分析纯，甲醇要用无水分析纯（ＡＲ纯）或优级纯

（ＧＲ纯），染料粉末要在甘油中充分研磨后加热完

全溶解，染色体原液要密封避光防氧化保存３个月

以上使用，且保存时间越长越好，缓冲液ｐＨ值及离

子强度要准确，否则会影响染色，胰酶显带后，在加

染色液前须冲洗干净，否则残留的胰酶会在染色过

程中起作用，使染色体消化过度而呈现相应的形态，

或呈现带纹不清、肿胀及小空泡状，影响染色效果。

此外，固定、低渗、培养条件及细胞生长周期等均会

影响染色效果。

４　羊水细胞培养染色体制备结果的质量评估

４．１　细胞培养质量评估　通常情况下，羊水细胞按

常规培养７天，换液后再培养１天左右，然后在低倍

镜下观察结果，按以下标准判断培养质量。对于达

不到下列要求者，应继续培养，否则会致染色体制片

失败。

优：在两培养瓶中贴壁生长细胞的面积至少达

５０个满低倍视野，细胞生长密度达８５％～９５％，其

中小圆形细胞占５０％以上。

良：在两培养瓶中贴壁生长细胞的面积至少达

３０个满低倍视野，细胞生长密度达８５％～９５％，其

中小圆形细胞占３０％以上。

合格：在两培养瓶中贴壁生长细胞的面积至少

达１０个满低倍视野，细胞生长密度达８５％～９５％，

其中小圆形细胞占１０％以上。

不合格：在两培养瓶中贴壁生长细胞的面积不

到１０个满低倍视野，细胞生长密度稀疏，几乎无小

圆形细胞。

４．２　染色体制片质量评估　按常规方法制片，每个

培养瓶中的细胞可先制２张片（余下细胞保留备

用），然后按以下标准判断制片质量（包括从培养、细

胞收集、低渗、固定、烤片等的各个环节），其中以下

所指的可分析分裂象是指一个分裂象中染色体数目

为４６条，染色体基本无重叠、无交叉，分散均匀，染

紫红色，长短适中，能看清显带染色体的结构异常；

可计数分裂象是指能计数染色体数目。

优：显带后每片中可见３０个以上可分析分裂

象，有较多的可计数分裂象。

良：显带后每片中可见１５个以上可分析分裂

象，有较多的可计数分裂象。

合格：显带后每片中可见３～５个以上可分析分

裂象，可计数分裂象达１０个以上。

不合格：看完全部经显带的原代和传代羊水细

胞片，其中可分析分裂象不到５个，可计数分裂象不

到３０个，无法作出报告。

４．３　染色体显带质量评估　优：在可分析分裂象

中，可清晰辨认出５０％以上的１６ｑ２条带纹，可清晰

辨认出几乎所有的１０ｑ３条带纹，其他染色体显带
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清晰。

合格：在可分析分裂象中，可清晰辨认出７０％

以上的１０ｑ３条带纹，可辨认出部分１６ｑ的２条带

纹及其他染色体的主要带纹。

不合格：看完所有片子，找不到５个分带清晰的

分裂象，无法作出报告。

５　外周血染色体分析室内质量评估

５．１　细胞培养考评标准　细胞培养的质量是制片

质量的基础，可用淋巴细胞转化检查来考评细胞培

养质量。具体方法是取１滴细胞培养液与载玻片

上，制成推片，干燥后用吉姆萨染色，油镜下见比小

淋巴细胞大３倍以上，并可呈染色体分散状的分裂

象的大淋巴细胞即为淋巴母细胞，根据油镜下见到

的所有淋巴母细胞占白细胞的百分比数来计算淋巴

母细胞转化率。

优良或合格：在涂片均匀、基本无细胞重叠的细

胞片中，平均每个油镜视野中淋巴母细胞达３～５

个，转化率达３０％，或根据细胞培养液体积、细胞计

数及转化率算出淋巴母细胞绝对值，用其绝对值来

考评。

不合格：大淋巴母细胞较少、较小，多数为小型

淋巴细胞，并且分裂象很少或未见到分裂象，所见到

的分裂细胞小，其中染色体密集不散开，或淋巴母细

胞转化率小于３０％。

５．２　制片与显带　优良：几乎每个低倍视野均可找

到１个以上可分析分裂象，染色良好，分带清晰，１０ｑ

的３条带纹清晰易分辨，能辨认出每条染色体的细

微结构，能分别辨认出１６ｐ及１６ｑ的１条及２条

带纹。

合格：在所有血片中，至少能找到２０个可分析

分裂象，１０ｑ的３条带纹清晰易辨，能辨认出每条染

色体的细微结构。

不合格：达不到合格标准，无法完成报告。
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