
往由于检验水平有限，诊断不明确导致误诊或延误治疗。探索
弯曲菌的快速检测方法及对不同来源的菌株进行亲缘性分析，

识别爆发流行，为疾病的诊断、控制以及弯曲菌病分子流行病
学研究具有十分重要的意义。各国（特别是发展中国家）建立
和完善对弯曲菌的监测系统，加强各国之间的技术交流与合作
也迫在眉睫。
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人外周血淋巴细胞染色体标本的制备研究

徐本锦，刘　玲（山西医科大学汾阳学院，山西汾阳　０３２２００）

　　【关键词】　外周血淋巴细胞；　染色体；　分裂相；　秋水仙素
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　　１９６０年，Ｍｏｏｒｈｅａｄ等建立了一套比较完整的外周血体外
培养和染色体制备方法，该技术能够清晰的显示染色体数目和
结构上的变化，对于常见遗传性疾病的快速诊断，提高人口素
质具有十分重要的作用，对我国优生优育工作意义重大［１］。但
该技术对细胞的培养时间较长，使得实验易受温度、ｐＨ、溶血
和凝血等因素影响而导致失败［２］。为了临床上能高效、快速、

准确地诊断遗传性疾病，有学者已经报道了该技术的一些心得
体会［３－５］。本研究立足于获得高质量的人外周血染色体标本和
提高实验教学的可操作性，对该技术的４个影响因素进行了优
化，现将研究结果报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　随机选取８名健康男性和８名健康女性进行
外周血采集，使用肝素抗凝。

１．２　仪器与试剂　培养箱，光学显微镜，香柏油，乙醇灯，离心
机，恒温培养箱，人外周血淋巴细胞培养液（湖南湘雅基因技术
有限公司），秋水仙素（２０μｇ／ｍＬ），低渗液（０．０７５ｍｏｌ／Ｌ氯化
钾溶液），固定液（甲醇∶冰醋酸＝３∶１），Ｇｉｅｍｓａ染液，５００
Ｕ／ｍＬ肝素。

１．３　方法

１．３．１　实验方法　采血：采用１０ｍＬ一次性注射器吸取少量
肝素润湿针管，将多余肝素排出。接种：在无菌条件下，用注射
器针头刺透培养瓶橡皮塞，向培养瓶内注入成年男子全血２６
滴，或成年女子全血２８滴，轻轻摇匀。培养：将培养瓶放入

３７℃恒温培养箱内培养７２ｈ［６］。细胞同步化：外周血淋巴细
胞培养６８～７０ｈ后，用５ｍＬ注射器针头加入５滴２０μｇ／ｍＬ
秋水仙素，然后接着培养３～４ｈ［６］。细胞收集：从培养箱拿出

培养瓶，摇匀之后直接倒入１０ｍＬ刻度离心管，以２　０００ｒ／ｍｉｎ
离心１０ｍｉｎ。低渗：弃上清，用注射器加入８ｍＬ　３７℃水浴的
低渗液，混匀后３７℃恒温水浴３０ｍｉｎ［６］。预固定：低渗结束
后，立即加入１ｍＬ固定液，混匀之后以２　０００ｒ／ｍｉｎ离心１０
ｍｉｎ。固定：弃上清，加入８ｍＬ固定液，混匀后室温固定３０
ｍｉｎ，然后以２　０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃上清。再固定：加入８
ｍＬ固定液，用吸管吹打，充分混匀后室温静置３０ｍｉｎ或过夜。

滴片：再次以２　０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃上清，然后每个离心
管里加入５～６滴新鲜配制的固定液，吹打混匀制成细胞悬液。

将细胞悬液３滴，滴到冰冻的载玻片上，滴片高度３０ｃｍ，随即
吹开，酒精灯上烘干，贴标签。染色：用１∶１０Ｇｉｅｍｓａ染液

３７℃条件下染色１０ｍｉｎ，自来水冲洗，晾干后镜检［６］。

１．３．２　实验原理　培养：人外周血淋巴细胞在体外培养７２ｈ，

大部分淋巴细胞处于增殖周期内。同步化：培养期间，利用秋
水仙素对细胞进行同步化处理，使大部分细胞都停滞在有丝分
裂的中期。低渗：淋巴细胞经低渗液处理，会吸水而胀破，释放
出染色体。固定：利用低渗液对染色体进行固定，有助于维持
其完整的形态。染色：利用Ｇｉｅｍｓａ染液对染色体进行着色，便
于显微镜下观察。

１．３．３　关键因素优化　通过文献资料和笔者长期的实验经验，

本研究选取了４个影响实验结果的关键因素进行条件优化，分
别对秋水仙素加入时间、低渗时间、固定时间和染色时间设定梯
度，其他条件保持不变，通过多次尝试和反复摸索，找到最佳时
间组合，确定最优实验条件。具体时间梯度如表１所示。

２　结　　果
通过对秋水仙素加入时间、低渗时间、固定时间和染色时
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间进行优化，找到这４个影响因素的最佳作用时间分别为

２．５ｈ、２０ｍｉｎ、２５ｍｉｎ和２０ｍｉｎ。具体结果如图１所示。

表１　４个关键因素的时间梯度

秋水仙素作用时间（ｈ） 低渗时间（ｍｉｎ） 固定时间（ｍｉｎ） 染色时间（ｍｉｎ）

１．５　 １０　 １０　 １０

２．０　 １５　 １５　 １５

２．５　 ２０　 ２０　 ２０

３．０　 ２５　 ２５　 ２５

４．０　 ３０　 ３０ －

　　注：－表示无数据。

　　注：Ａ１～Ａ３表示优化后的染色体核型；Ｂ１～Ｂ２表示低渗时间小
于或等于１５ｍｉｎ；Ｂ３表示低渗时间等于２０ｍｉｎ；Ｃ表示固定时间小于

或等于２０ｍｉｎ；Ｄ１表示染色时间小于或等于１５ｍｉｎ；Ｄ２表示染色时间

大于或等于２５ｍｉｎ。

图１　各类条件下的实验结果（１００×１０）

３　讨　　论
人外周血染色体分析技术在遗传性疾病的诊断中发挥着

十分重要的作用，在一些医院的生殖医学科，该专门技术得到
了广泛的应用。随着一些新的遗传性疾病的报道及产前产后
诊断的日益广泛，诊断的高效率和准确结果的保障是该技术应
用过程中亟待解决的问题。因此，有必要对影响实验结果的关
键因素进行优化，使其更好地服务于教学实验或临床。

该技术对细胞进行同步化、低渗和固定处理，从而获得大
量形态清晰、数目完整的优质分裂相。通过查阅文献和笔者长
期的实验经验，本研究选取了４个影响实验结果的关键因素进
行条件优化，分别是秋水仙素的加入时间、低渗时间、固定时间
和染色时间。

秋水仙素是一种有丝分裂阻断剂，通过抑制纺锤体的形成
来阻止细胞分裂，可使细胞分裂停留在中期，从而得到大量的
中期细胞［７］。若秋水仙素作用超时，一方面会对细胞产生毒
性，影响细胞分裂，使分裂指数减少；另一方面，会使染色体缩
短变粗，最终使染色体丢失而导致实验失败。因此，确定好秋

水仙素的作用时间非常重要。通常认为，在终止培养前３～４ｈ
内加入秋水仙素。实验期间发现，秋水仙素的作用时间在

１．５～４．０ｈ时，虽能在显微镜下找到理想的分裂相，但是，当时
间小于等于２．０ｈ时，停滞在中期的细胞数目会减少，并且有
相当数量的细胞处于其他分裂时期，这与谢志威等［８］报道的秋
水仙素加入太少或处理时间偏短，可导致染色体形态偏长或无
中期分裂相一致。当秋水仙素加入时间大于等于３．０ｈ时发
现，大部分细胞处于分裂中期，但染色体变得又粗又短，不利于
观察。而当作用时间为２．５ｈ时，可获得数目多、浓缩适中的
染色体。

低渗处理的目的是诱导淋巴细胞吸水胀破，有助于染色体
从细胞分散出来。低渗时间过长（４５～６０ｍｉｎ），会导致染色体
长度增加，黏度增大，影响分散程度，也不利于后续的显带。

Ｈｅｎｅｇａｒｉｕ等［９］认为低渗处理１０ｍｉｎ就可以得到理想的结果。

因此，低渗时间是本实验成败的一个关键。研究中发现，当低
渗时间不超过１５ｍｉｎ时，绝大部分细胞没有破裂，形态完整，

未能释放出核内的染色体（图Ｂ１），偶尔也能看到几条染色体，

但数目不够，有的染色体还被细胞膜或细胞质包裹，形态不清，

这也许是细胞破裂不充分导致的（图Ｂ２），主要原因是低渗时
间不够，大部分细胞没能充分与低渗液相互作用。若低渗时间
超过２５ｍｉｎ，则会使细胞过早破裂，导致染色体丢失。当低渗
时间调整为２０ｍｉｎ时，发现很多细胞破裂并释放出染色体，达
到了实验要求（图Ｂ３）。

染色体释放出来之后，为了维持其形态，得到一个分散良
好的分裂相，需要使用固定液对染色体进行固定操作。通过五
个时间梯度的实验发现，固定时间不超过２０ｍｉｎ时，有的染色
体散的太开，不利于观察，或者相邻２个细胞的染色体混在了
一起（图Ｃ），无法辨别，不便于计数，也加大了后续核型分析的
难度。当固定时间为２５ｍｉｎ时，染色体分散良好，有很多完整
的分裂相，且质量较高（图Ｂ３）。

染色是本实验的最后一步，通过４个染色时间的尝试，结
果显示，染色时间不超过１５ｍｉｎ时，染色体着色很淡，亮度不
够，甚至看不清楚（图Ｄ１），也不美观。当染色时间大于等于

２５ｍｉｎ时，染色体又着色太深，形态不清晰，还会使玻片的背
景过深，且不易冲洗，同样对结果有很大影响（图Ｄ２）。最终发
现，当这４个时间分别为２．５ｈ，２０ｍｉｎ，２５ｍｉｎ和２０ｍｉｎ时，

能够得到高质量的染色体（图Ａ１，Ａ２和Ａ３）。同时，在满足上
述条件的前提下，还应注意以下几点：（１）淋巴细胞培养期间，

要经常摇动培养瓶，避免培养基与细胞分层，影响细胞增殖。
（２）为了获得分裂指数较多，形态清晰，长短适中，分散良好的
染色体，培养时间需在７０～７２ｈ。（３）收集细胞时，要摇匀培养
液，然后将细胞和培养液全部转入离心管，否则会造成细胞数
量的减少。（４）离心后需弃去上清液的，应尽快除去上清液，否
则会引起沉淀溶解，造成细胞丢失。（５）低渗液加入后，必须混
匀完全，让细胞与其充分接触，否则会影响染色体的释放。（６）

滴片时必须使用冰冻的载玻片，且滴片高度在３０ｃｍ左右，否
则会影响染色体的分散程度［１０］。

综上所述，经过反复摸索，本研究得到了高质量的中期染
色体，这不仅有助于后续的显带和核型分析，也有助于实验教
学的顺利开展。然而，外周血染色体制备技术目前还没有统一
的质量控制体系，该技术所用试剂的浓度、生产厂家，以及实验
室条件和设备等诸多因素参差不齐，再加上人为因素等，均会
对染色体的质量产生影响。因此，无论是科技工作者还是医务
人员，都应本着相互学习的态度，取长补短，以获得高质量的染

·７９２２·检验医学与临床２０１５年８月第１２卷第１５期　Ｌａｂ　Ｍｅｄ　Ｃｌｉｎ，Ａｕｇｕｓｔ　２０１５，Ｖｏｌ．１２，Ｎｏ．１５



色体标本。
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经肛门结肠注气寻找结肠粪性穿孔隐匿性破口１例

舒　东，钟兴玲（重庆市忠县中医医院普外科　４０４３００）

　　【关键词】　结肠粪性穿孔；　手术；　技巧
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　　结肠粪性穿孔（ＳＰ）是指因粪石或粪块压迫引起肠壁缺
血、形成溃疡，继而发生的结肠穿孔［１－２］。ＳＰ的临床发生率低，

但病死率却很高。近年来，关于ＳＰ的研究主要集中于ＳＰ的
诊断与治疗方式。腹部ＣＴ检查已经成为公认的比较好的检
查手段，手术成为了治疗ＳＰ的主要方式。通过提高对ＳＰ的
认识，缩短发病到接受手术治疗的时间，这类患者最终常常是
可以治愈的。然而，也有存在极少数ＳＰ破口位置比较隐匿的
情况，术中常规探查很难发现，常让术者束手无策。盲目手术
探查对患者创伤大，故需运用相应技巧。忠县中医医院成功在
术中使用生理盐水浸泡结肠加导尿管经肛门结肠注气的方法，

发现ＳＰ隐匿破口病例１例，现将病例报道如下。

１　临床资料

１．１　一般资料　患者，男，６５岁，因“突发左下腹疼痛约８ｈ”

入院。约８ｈ前患者用力排大便时突感左下腹剧痛，后呈持续
性疼痛，渐进性加重。伴有恶心，未呕吐，无腹胀。既往史有慢
性便秘史。入院查体：患者腹平，腹肌紧张，压痛，以左下腹为
主，反跳痛不明显。腹部Ｘ线透视：腹腔未见游离气体。Ｂ超：

膀胱直肠陷凹少量积液。血常规：白细胞和粒细胞百分比
（Ｎ％）正常。入院诊断为急腹症：弥漫性腹膜炎？胃肠穿孔？

结肠肿瘤？予以静脉常规输液、扩容、抗感染治疗，完善急诊术
前准备。

１．２　治疗方法　将患者送入手术室，在持续硬膜外麻醉下行
下腹正中切口予以腹腔探查。术中见：下腹部少许浑浊积液，

肠袢间有一５ｍｍ×４ｍｍ×３ｍｍ大小粪粒。吸尽积液，常规
探查腹腔脏器未发现异常，小肠、结肠、直肠无局部炎性水肿，

未发现破口。手术停顿约５ｍｉｎ后，术者嘱台下护理人员用一
小号导尿管插入患者肛门，术者将温生理盐水２　０００ｍＬ倒入
患者腹腔，肠管浸泡于生理盐水中，台下护理人员用５０ｍＬ空
针经导尿管持续向肠管注气，术者观察浸泡在生理盐水中的肠
管发现在乙状结肠一肠脂垂下有气泡冒出，分离开肠脂垂见肠
壁有一小破口，直径约４ｍｍ，破口边缘无明显水肿及硬结，邻

近肠断无病变。拔出注气尿管，吸尽腹腔液体，予以穿孔段乙
状结肠外置造口，关腹，结束手术。术后予以强效抗生素联合
应用，补液，持续胃肠减压，以及营养支持治疗。术后患者恢复
良好，术后３月再次行二期肠切除肠吻合术。

２　讨　　论

２．１　概况与发病机理　ＳＰ是一种少见的急腹症，多见于老年
人。该病常无临床特异性表现，易漏诊、误诊，延误治疗，病死
率极高［３－４］。其病因主要与慢性便秘有关，腹内压突然升高可
能是其发生的诱因。有学者认为避免ＳＰ发生的最好的方式
是早期识别与治疗老年人便秘［５］。另外，一些基础疾病、使用
一些药物和不当的生活习惯可能是该病发生的危险因素［６－８］。

因为这类患者常有慢性习惯性便秘史，慢性便秘可能是粪性溃
疡的主要致病因素。其发病机制概括起来，主要在于干结粪块
直接机械压迫、粪块淤积导致肠内压升高的直接和间接作用引
起了肠黏膜缺血、溃疡和穿孔。ＳＰ好发于乙状结肠和直肠乙
状结肠交界处，因为此处易形成粪块，且结肠远端血供较差，且
乙状结肠和直肠乙状结肠管腔最窄，肠腔压力高［９］。

２．２　诊断与治疗　ＳＰ治疗的关键在于尽可能缩短术前准备
时间，尽早手术［１０］。然而其术前诊断常常是临床上的一道难
题，误诊及延误治疗的情况时有发生。主要原因可能在于该病
临床不多见，临床表现不特异，临床医生缺乏对ＳＰ的认识和
重视程度不够［１１－１２］。近年来，影像学检查方法的发展在ＳＰ诊
断上的运用，在一定程度上提高了ＳＰ的阳性诊断率［１３－１５］。结
合既往史、诱因、临床表现和影像学检查辅助快速诊断ＳＰ，但
事实上其术前确诊率仍然很低，最终诊断大多数在术中才能
确定。

当临床上高度怀疑ＳＰ后，早期手术和彻底清洗腹腔对于
患者来说尤为关键。因为ＳＰ发生后，可能出现肠内容物外漏
污染腹腔，引起继发性腹膜炎、全身感染、感染性休克，甚至继
发多器官功能障碍综合征导致死亡，这也是ＳＰ高病死率的重
要原因之一［１６］。而手术是目前最直接有效的去除（下转封３）
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