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〔摘 要 〕 研究 了人胎儿肺间质干细胞染色体的制备方法
,

并对其染色体进行分析
。

结果表明
,

第 代细胞培

养
,

第 代细胞培养
,

经终浓度 拌 秋水仙素作用
,

低渗
,

正常核型

比率最高
,

分别达到 和
。
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核型是某一物种特有 的染色体的形态学特征
。

不 同物种核型不 同
,

一个体细胞的核型一般可 以代

表该个体的核型
。

核型分析可 以作为区分物种的基

本遗传依据
,

也可 以作为验证物种遗传特性稳定性

的有效方法川
,

其可通过分裂 中期细胞染色体 的形

态分析来确定
。

干细胞是一类具有无限增殖能力的

细胞
,

在长期的体外培养过程 中可能发生染色体变

异
。

所以
,

必须在一定培养时间内对干细胞进行遗传

稳定性检测
。

目前
,

已 有关于人精液细胞川
、

羊水细胞田
、

小

鼠生殖细胞川
、

关 中马血细胞川等细胞染色体制备

方法的研究
,

但还 尚未见人胎儿肺间质干细胞染色

体制备方法的报道
。

为此
,

本研究对人胎儿肺间质干

细胞染色体的制备方法进行 了探讨
,

对人胎儿肺 间

质干细胞染色体 的核型进行 了分析
,

并对其染色体

在一定培养时间 内是否变异进行 了检测
,

以期为人

类干细胞染色体的制备提供参考和依据
。

材料与方法

材 料

试验细 胞 人流产胎儿肺 间质干细胞 由陕

西省干细胞 中心分离保存
。

试 剂 和仪 器 高糖
,

产品 新

生 牛 血 清
,

自制
一

琉 基 乙 醇
,

分 装
碑

胰蛋 白酶
,

产品
,

公 司 产 品 拌 拜 秋 水 仙 素
,

分装
,

广东汕头西陇化工厂产品

甲醇和冰醋酸
,

西安化学试剂厂产品 倒置显微镜
,

德 国莱卡公司产品 低速离心机
,

北京医用离心机厂

生产
。

方 法

最佳培养时 间 的 确 定 取第 代 和第

代 人 胎 儿 肺 间 质 干 细 胞
,

用

消化细胞
,

调整细胞浓

度为 护
,

取细胞悬液 接种到直径

的培养皿 中
,

补加高糖 分别培养

一
,

和
。

以终浓度为 拜

的秋水仙素处理
, , ,

低渗处理
。

最后根据分裂相的多少来确定最佳培养时间
,

即以传代到分裂相出现最多时的时间为最佳培养时

间
。

最佳秋 水仙 素作 用 浓度 的确 定 最佳培养

时间确定后
,

在上述培养条件下
,

分别 以终浓 度为
, ,

陀 的秋 水仙 素处 理 细胞
,

对 比不 同终浓度秋水仙素对染色体形态 的影响
,

从而确定秋水仙素作用 的最佳终浓度
。

最佳低渗处理 时 间 的 确 定 根据破膜率可

知低渗 效果最佳
。

低渗时间长
,

细胞大部分

破裂而观察不到分裂相
,

低渗时间短则细胞膜不破

裂
,

滴片时染色体散不出来
,

因此必须确定合适的低

渗处理时间
。

细胞培养一定 时 间 最佳时 间 后
,

经最佳的秋
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水仙素终 浓 度处 理
,

加 入 〔
·

才 ,

离心
,

弃上清液后重

新用
矛

制成细胞悬液
,

于

水浴锅 中分别低渗处理
, , ,

和
,

同时设立不 同处理时间的对照组
。

破膜率的计算方

法 为 在每个载玻 片任意选取 个视野 倍
,

以 个视野 内破膜细胞总数与 个视野 内细胞总

数的比值来计算破膜率
。

对 比不同低渗处理时间对

细胞破膜率的影响
,

从而确定最佳的低渗处理时间
。

细 胞的 固定 细胞经低渗处理后加人新配

制的体积 比为 的甲醇
一

冰醋酸固定液
,

用

吸头轻轻吹打细胞悬液
,

预 固定
。

预 固定后
,

细胞悬液以 离心
,

弃 上清液
,

沿

管壁慢慢 向离心管 中加人新配制的体积 比为

的 甲醇
一

冰醋酸 固定液
,

吹打均 匀制成细胞悬

液后
,

室温 固定
,

此过程重复 次
。

离心
,

弃上清液
,

向离心管中加

入新 配 制体积 比为 的 甲醇
二

冰醋酸 固定液
, ,

缓慢吹打均匀
,

制成细胞悬液后于载玻 片上滴

片
。

滴片时
,

双手与载玻片保持垂直距离 左

右
。

滴好的载玻片室温下 自然干燥
,

将晾干的载玻片

放入装有吉姆萨染液的染缸 中
,

染色 后在 自

来水龙头下微流水 冲洗
,

烘烤或 自然晾干载玻片
,

在

倒 置 显微镜下 观察
,

取分散 良好 的 中期分裂相
,

照

相
。

结果与分析

培养时间对人胎儿肺 间质干细胞分裂相数 目

的影响

由表 可知
,

传代培养 和 传代培

养 的中期分裂相最多
,

可 见 和 的最佳

培养时 可分别为 和
。

制 片 第 次固定结束后
,

细胞悬 液经

表 培养时间对人胎儿肺间质千细胞分裂相数 目的影响

传代后培养时问 细胞代次 , 朋

第 代 第 代 , , 一

未发现分裂中期细胞
盆

分裂中期细胞较少

未发现分裂 中期纽胞

分裂中期细胞较多 达到
一

,

分裂中期细胞较多 达到
, 。

,

分裂中期细胞较少

注 直径 平扣 接种细胞总数 护
。

一 一

·

秋水仙素作用的最佳终浓度 色体粗短
,

凝集
,

分散不 良
,

不利于观察 图
。

因此

对 比试验发现
,

经终浓度 拌 秋水仙 可 以 断 定 秋 水 仙 素 作 用 的最 佳 终 浓 度 为

素处理 的细胞染 色体细长
,

细胞轮廓清晰
,

便于观 拜 才 。

察 秋水仙素终浓度 为 和 拜 一

时
,

染

图 不 同浓度秋水仙索处理后 的人胎 肺间质干细胞染色体形态 只

, 拌
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低渗处理时间对人胎儿肺 间质干细胞低渗效

果的影响

低渗处理时间为
, , ,

时的破膜率

分 别 为
, ,

和
,

而低 渗处理 时 间为

时细胞绝大多数破裂
。

不 同低渗处理时间人胎

儿肺间质干细胞的染色体形态如图 所示
。

由图

可知
,

低渗 时的染色体分散 良好
,

形态正常
,

数 目清晰可辨 低渗 时
,

染色体分散程度不

够
,

不易于观察 低渗 时
,

只有得到少数几个

分裂相
,

而且染色体过度分散
,

有可能和周围细胞的

染色体混合在一起
,

导致染色体数 目过多或过少
,

影

响观察结果
。

因此
,

可 以确定低渗 为最佳低

渗时间
。

图 不 同低渗时间处理后人胎儿肺间质干细胞的染色体形态 只

低渗 低渗 飞 低渗

一 一 一

人胎儿肺间质干细胞的正常染色体形态观察

按照筛选 出的最佳培养时间
、

低渗处理时间及

秋水仙素终浓度对人胎儿肺间质干细胞进行染色体

制备试验
,

得到了其正常的核型 图
。

图 第 代人胎儿肺间质千细胞的正常核型 又

分散 良好的染 色体 一 核型

遵

讨 论

核型分析的关键是要找到更多的处于分裂 中期

相的细胞
,

目前获得分裂 中期细胞 的方法主要有直

接收集法和分裂中期阻断法
。

对数生长期的细胞分

裂活跃
,

分裂指数高
,

分裂细胞变圆
、

隆起
,

与培养皿

的粘 性 降低
,

轻 轻 摇 动
,

分 裂 中期 的 细 胞 就 会 脱

落囚
,

故可 以在此时用直接收集法收集 细胞进行试

验
。

羊水细胞染色体的制备就是 当在显微镜下见到

许多透亮的圆形细胞时
,

开始加人秋水仙素处理川
。

制备小 鼠生殖细胞 的染色体时
,

可直接采用分裂中

期阻断法 向腹腔注射秋水仙素
,

作用 后开始实

验川
。

同样
,

小鼠胚胎干细胞核型分析是在培养皿 中

的细胞达到 汇合 时
,

用秋 水仙 素处理 白缘

鱼央染色体核型分析则是直接 向组织液中加秋水仙

素进行处理 习,

并不进行传代培养
。

作者曾借鉴文献
一 ,

的方法
,

在低渗处理时间
、

秋水仙素终浓度

均相 同的情况下
,

于培养皿 中细胞生长到整个培养

皿底 的 左右时
,

对人胎儿肺 间质干细胞
、

人原

始生殖细胞 和 山羊表皮干细胞进行了染色
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体制备试验
,

结果发现分裂相 比率均 比较低
,

分别为
,

和
,

效果不如本试验
。

其可能的解释是

对数生长期本身就是一个范围
,

所 以单凭 肉眼观察

细胞形态来判断细胞是否处 于分裂 中期
,

并不很准

确
,

因此得到的分裂相都 比较少
,

往往不能满足实验

要求
。

对于文献
一

〕的方法
,

由于原文献 中提到样

品中含有很多杂细胞
,

目的细胞分离纯化比较难
,

所

以直接进行秋水仙素处理
,

得到 目的细胞的分裂相

也不会很多
。

本试验对人胎儿肺 间质 干细胞进行 了核 型分

析
,

得到了较为理想的结果
。

代人胎儿肺间质干

细胞传代培养 时中期分裂相 比率达到
,

代人胎儿肺间质干细胞培养 时 中期分裂相 比

率亦达
。

这表明同种不同代数细胞的分裂速度

不同
,

达到分裂中期的时间也有差异
。

作者用处理 代人胎儿肺间质干细胞的条件

对兔胰腺干细胞
、

山羊骨髓 间质干细胞进行 了染色

体制备试验
,

效果均不是很理想
,

表明对于这两种细

胞
,

必须找到合适的传代后培养时间
,

才能得到更多

的中期分裂相
。

在正常条件下
,

细胞群体中任何时候

都存在处 于分裂 中期 的细胞
,

因此应该说在一般情

况下都能找到 中期分裂相
,

而作者用此条件对猪胎

儿成纤维细胞进行染色体制备试验时
,

却未发现 中

期分裂相
。

这可能与低渗时间过长
,

导致分裂中期细

胞破碎和染色体丢失有关 也可能是 由于分裂相很

少
,

流水冲洗载玻片时被冲掉所致
。

在染色体制备试验过程中
,

虽影响因素较多
,

但

首先要找到最佳的传代后培养时间
,

以确保能够得

到更多的中期分裂相
,

然后再逐步确定其他因素
,

比

如秋水仙素终浓度及作用时间
、

低渗处理时间等
。

作

者通过对不 同细胞进行的多次染 色体制备试验得

出
,

不同细胞所需要最佳条件均不 同
,

因此
,

只有找

到最佳的染色体制备条件才能得到较为理想的试验

效果
。

〕

〕
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