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鱼类染色体的制作方法最常用的是 PHA 体内培养肾细胞制片法，对野外没有良好设备的情况，此

法尤为适用，但这种方法要求剖杀鱼，不利于鱼种的保存，尤其是对稀有鱼类和种鱼不太合适。因此建

立一种一般实验室能够开展的方便稳定的染色体制片方法势在必行。大量研究证实采用鱼类外周血淋

巴细胞培养制备染色体的方法能有效地解决这些问题[1 ， 2] 。本研究以罗非鱼为材料，对鱼类外周血淋

巴细胞培养条件进行了探索，初步建立了能够制备优质染色体制片的方法，为进一步研究染色体的结

构、基因定位、荧光原位杂交等奠定了基础。

1 材料和方法

1. 1 材料

RPMI1640 全培养基 [RPMI 1640 培养基， 20%胎牛血清， 0.5%青霉素-链霉素(10 ∞o U/rnL) , 

P旧]，试验鱼由元锡淡水渔业研究中心试验场提供。

1. 2 方法
1. 2.1 采血及血液保存时间

1 rnL注射器吸取少量 500 U/rnL肝素铀溶液润温管壁，试验鱼用酒精棉球消毒尾部体表后，在侧线

鳞处采 2 rnL血液，排掉最初的 1-2 滴血液，每 3 rnL全培养基中注人 3-4滴血液，轻轻摇匀后盖好盖，

置于 30 "c ,5% CO2 培养箱中，培养 72~96h[3] ，剩余的血液置于 4 "C冰箱中，分别于 1 d ,5 d ,lO d 后进
行细胞培养。
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1. 2.2 秋水仙素浓度及作用时间

细胞终止培养前 l 、2 ， 3 A ,5 h 分别按梯度滴加秋水仙素至终浓度 0.04 问/mL，0.05μglmL、0.08μg/

mL 、0.1μglmLo 终止培养时，将细胞轻轻打匀，移人锥形离J心心管中，并用少量生理盐水清1洗先，将培养瓶

内残留的细胞洗出倒人离J心心管，以 1 200 r.ν/八nu丑叮1让lln

1.2.3 低渗时间及温度

轻轻吹打沉淀使其形成细胞悬液，加入低渗液(0.075 时il KCl) 10 mL，吹打均匀后于 40 OC 、 37 OC 、

25 OC水洛，每个实验温度分别低渗 15 min 、 30 min 、 1h ，1. 5h 后， 1000 r/min 离心 5 min。

1. 2.4 固定

弃去上清，留 0.5们m此1止L左右上清液及细胞沉淀，轻轻吹匀沉淀后，加人现配的卡诺氏固定液(甲醇:冰

醋酸 =3立: 1ο)[μ[4]刮室温静止固定 l臼5 mir叽I

1. 2.5 滴片及染色

第 3 次固定后，离心弃上清液，加人少许新鲜配制的固定液，吹匀沉淀制成细胞悬液，取冷冻玻片成

45 度角，以一定高度滴取 2-3 滴细胞悬液，迅速在火焰上烤干，吉姆萨染色液中室温染色1. 5 h，冲洗、

晾干、镜检。

2 结果

2.1 血液保存时间

全血在分别保存 1 d ,5 d ,lO d 后进行细胞培养，细胞生长状况良好，都可制备出具有较好分裂相的

染色体玻片。

2.2 秋水仙素浓度及作用时间

秋水仙素的加入时间、剂量、浓度与有丝分裂中期染色体分裂相的多少和长短有密切关系 O 加人量

不足，染色体臂过于浓缩、瘦长(图版- A);加入量过多时，染色体太短(图版一时，分裂相少。实验结果

表明，在细胞终止培养前 2- 3 h 加人终浓度为 0.05μgl mL 左右的秋水仙素时，可以获得较多的分裂

相，且染色体长度合适。

2.3 低渗时间及温度

低渗时间不少于 30 min 为宜。低渗不充分染色体分散不好，铺展不开，聚在一起(图版- C);低渗

过头，则造成染色体丢失，结构模糊(图版一 D)。低渗温度对染色体制备的质量影响不大。

经过以上分析可以得出:全血细胞在 C(h培养箱中经 30 OC 、培养 72-96h，培养终止前 2-3h 加人

浓度为 0.05 uglmL 左右的秋水仙素，低渗 30 min 后固定、滴片及染色，可以制备出分裂相较好的染色体

玻片(图版- E) 。

3 讨论

3.1 全血保存时间、细胞换液、PHA作用浓度及全血与培养基加入比例

全血在 4 0C保存一定时间后进行细胞培养，虽然在培养过程中产生一些细胞碎片，但不会影响染色

体质量。这可能是因为低温使得一部分己衰老的血细胞死亡，减少了红细胞量，从而降低了培养过程中

培养基 pH 值变化幅度的缘故[5] 。

鱼的血细胞在培养过程中贴壁不是很牢固，所以在培养过程中不宜进行细胞换液，否则会导致细胞

丢失，影响细胞生长速度，减少染色体分裂相。

国内所用 PHA 一般为粗制品，元严格的质量标准，不同批产品的活力往往不同，因此，在正式实验

前，必须测定所选产品的最适浓度，即将 PHA 稀释成不同浓度，按正式实验方式检测同一样本，一般最

适浓度为 50- 2∞ μglmL[凡
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图 l 染色体在不同处理条件下的形态

A:O.04μι/rnL秋水仙素作用 2 h; B:0.1 μglrnL秋水仙素作用 2 h; C:0.05μglr口L秋水仙素作用 3 h，低渗 15 min; D:0.05 ,LgI 

rnL秋水仙素作用川、低渗 ωmin; E:0.05μ吕/rnL秋水仙素作用 2 h ，低渗 30 mino 

制备全血染色体，接种时加入的血液量多少也会对培养结果产生影响。每 3 mL全培养基中加入

0.2 mL全血是比较适宜的，过少，细胞稀薄，生长速度减慢;过多，营养不足，细胞易脱壁死亡。

3.2 收获细胞及制片中的操作

收获细胞和制片过程中的人为操作对试验的最终结果也有很大影响。离心收集细胞时应避免吸掉

与上清液相接处的淋巴细胞层;低渗前后离心速度及吹打力度也要注意改变;固定液加人时应沿管壁慢

慢加人并轻轻吹打均匀，可以防止出现细胞团快及毛刷状染色体;滴片时采用 O "C预冷的玻片，有利于

染色体的进一步扩散舒展等。

本实验摸索的实验条件，可快速有效的制备出清晰完整的中期染色体，可广泛应用于多种鱼样品染

色体的制备，为鱼类种质研究、种群鉴定以及染色体原位杂交等方面研究奠定基础。
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