
表 1　水样中 Cd2+的测定结果 (n=7)

水样
平均测定值

(μg/ml)

RSD

(%)

加标量

(μg/ml)

测定值

(μg/ml)

回收率

(%)

井水 — — 0.050 0.053 106.0

中游河水 0.029 2.09 0.050 0.076 96.0

污水水样 1.060 1.27 1.000 2.010 95.0

　　注:排污口靠近河流中游

表 2　两种方法测定污水水样中 Cd2+的比较

样品
本法测定值 (n=7)

(μg/ml)

原子吸收法测定值

(μg/ml)

相对标准偏差

(%)

污水水样 1 0.85 0.88 1.89

污水水样 2 1.06 1.11 1.56

污水水样 3 1.27 1.32 1.25

4　结论

本研究用消化的方法除掉污水样中的有机物 , 通过控制

巯基棉柱吸附与吸脱的 pH值 , 排除镉污染水样中 Pb2+、

Hg2+等离子的干扰 , 同时可富集水样中的镉。该方法检测镉

简便快速 、 灵敏度高 、 显色快 、 生成的有色配合物稳定时间

长 , 用于环境镉水样分析与原子吸收分光光度法的测定结果

基本一致。

参考文献:

[ 1] 吴双桃.镉污染土壤治理的研究进展 [ J].广东化工 , 2005, 4:

40-41.

[ 2] 罗育池 , 林春.分光光度法测定环境水样中痕量镉 [ J].光谱实

验室, 2003, 20 (5):790.

[ 3] 叶艳青 , 高云涛 , 刘晓芳 , 等.火焰原子吸收光谱法测定环境样

品中生物可利用镉 [ J] .光谱实验室 , 2007, 24 (4): 751-753.

[ 4] RoaG, Ramirez-SilvaMT, Romero-RomoMA, etal.Determina-

tionofleadandcadmium usingapolycyclodextrin-modifiedcarbon

pasteelectrodewithanodicstrippingvoltammetry[ J] .AnalBioanal

Chem, 2003, 377 (4):763-769.

[ 5] 谢华林 , 李爱阳.电感耦合等离子体质谱测定陶瓷器皿中微晶溶

出铅镉的研究 [ J] .中国陶瓷工业 , 2004, 11 (4): 36.

[ 6] 滕文锋 , 彭茵 , 杨波.巯基棉富集分离-火焰原子吸收光谱法测

定食盐中痕量镉 [ J] .光谱实验室 , 2004, (3): 402-404.

[ 7] WalterNLS, JorgeLOC, RennanGOA, etal.Anonlinepre-

concentrationsystem fordeterminationofcadmiumindrinkingwater

usingFAAS[ J] .JournalofHazardousMaterials, 2006, 137 (3):

1357-1361.

[ 8] 杨慧仙 , 李贵荣 , 何爱桃 , 等.Cd2+-I--CV三元缔合物共振瑞

利散射法测定镉 [ J] .中国卫生检验杂志 , 2007, 17 (8):

1366-1367.

　　收稿日期:2008-10-15;修回日期:2009-02-05

作者简介:王喜爱 (1963—), 女 , 主治医师 , 主要从事健康监

护工作。

外周血淋巴细胞染色体标本制备的质量控制
Qualitycontrolonchromosomalspecimenpreparationofperipherallymphocytes

王喜爱 , 韩林 , 王平 , 吕玉民
WANGXi-ai, HANLin, WANGPing, LVYu-min

(河南省职业病防治研究所 , 河南 郑州　450052)

　　摘要:为提高染色体畸变的检出率和阅片效率 , 应严格

按照操作规程进行实验操作 , 搞好质量控制 , 以确保染色体

标本片的制备质量。
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细胞遗传学指标外周血淋巴细胞染色体畸变和微核分析 ,

是放射工作人员健康监护和评价慢性小剂量受照人员远期医

学效应的重要观察指标 [ 1, 2] , 是最直接反映辐射损伤的检查项

目之一 [ 3～ 5] 。细胞遗传学工作的特点是 , 研究对象为活的细

胞 , 手工操作多 、 环节多 、 时间较长 , 易受各种因素的影响

而导致结果的偏离 [ 6] 。提高染色体畸变检出率和阅片效率 ,

及时准确反映辐射损伤情况 , 需要优良的染色体片 , 这就要

求我们必须做好染色体标本制备的质量控制工作。根据本实

验室细胞遗传学工作的经验 , 简要介绍适合于职业健康检查

中染色体标本制备操作过程的质量控制体会 , 供参考。

1　材料与方法

1.1　材料

外周全血。

1.2　方法

1.2.1　实验前质量控制　对受到意外照射者或怀疑受意外照

射者 , 应尽早抽血培养。自制的培养液或购买的培养液 , 首

次使用前都必须做预试验 , 与已经过实验验证的培养液作对

比 , 确定能使用。所用仪器性能正常 , 所用试剂能正常使用。

1.2.2　实验中质量控制

1.2.2.1　接种　抽静脉血接种于含混合培养液 (每瓶培养

液内含 RPMI1640, 新生小牛血清 , 庆大霉素 、 肝素钠 、

PHA、 谷氨酰胺适量 , 5%NaHCO3溶液调 pH值为 7.2 ～ 7.4)

的培养瓶内 , 注意无菌操作 , 摇匀 , 浓度适当。培养液的量 、

接种血液量 、 低渗液用量要相互匹配。 正常情况下 , 5 ml培

养液接种 20 ～ 25滴外周全血。如已知是受到大剂量照射的事

故病人要多接种 4 ～ 6瓶。瓶上写清楚受检者姓名或编号及接

种或培养时间。

1.2.2.2　培养　接种后将培养瓶放于 (37±0.5)℃恒温培
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养箱内 , 切勿放在加热板上或紧贴加热板。培养 24 ～ 28 h,

加入终浓度为 0.05 μg/ml的秋水仙素 , 摇匀后继续培养至 48

～ 52 h。秋水仙素的浓度及时间要准确控制 , 以确保中期染

色体相的长度适中 , 否则秋水仙素浓度大 、 作用时间长 , 染

色体短 , 而浓度小 、 作用时间短 , 分裂相少且染色体细长 ,

均不能得到便于分析的中期相。

1.2.2.3　收获 　 (1)收集细胞:去上清液 , 加低渗液

(0.075mol/LKCl) 8 ml, 用滴管轻打混匀 , 将培养物全部转

入洁净离心管中。离心管上编号同培养瓶。 (2)低渗处理:

将装有培养物的离心管置 37 ℃恒温水浴箱中低渗 30 min。

(3)预固定:低渗后加入 0.5 ml固定液 (甲醇∶冰乙酸 =

3∶1),轻轻混匀后 , 1 200 r/min离心 8 min。固定液应在使用

前临时配制。 (4)一次固定:弃上清液 , 加入 8 ml固定液 ,

轻轻混匀 , 室温下固定 20min。 1 200 r/min离心 8 min, 弃上

清液。 (5)二次固定:同一次固定。 (6)制细胞悬液:离心

弃上清液后 , 离心管底部若为一薄层细胞 , 加 4滴固定液;

若为一厚层细胞 , 加 6 ～ 8滴固定液 , 用滴管轻轻混匀。

1.2.2.4　滴片　吸取细胞悬液以一定高度 (10 ～ 20 cm)滴

在一张经酸浸泡过洁净的 、 37 ℃预温的湿载玻片上 , 轻轻吹

散 , 气干。及时正确编号 (或作其它标记)。

1.2.2.5　染色　1∶10 Giemsa染色 8 ～ 10 min, 细小流水洗去

多余染液 , 气干。

1.2.3　染色体畸变分析中的质量控制

1.2.3.1　畸变分析方法　在低倍光学镜下 (100 ×)寻找适

宜分析的中期分裂相 , 然后在油镜下 (1 000 ×)分析。只分

析记录 (46±1)个着丝粒的分裂相 , 每例标本至少分析 100

个中期分裂相。

1.2.3.2　计数标准　记录观察到的非稳定性畸变 , 如无着

丝粒断片 (ace)、 环状染色体 (r)、 双着丝粒体 (dic)和微

小体 (min), 以及较明显的稳定性畸变 , 如易位 (t)和倒位

(inv);对伴随 r和 dic产生的 ace, 仅作为 r或 dic伴随断片

计数为一个畸变。观察到的畸变由 2人复验确认。观察结果

以染色体畸变细胞率 (%)和染色体畸变率 (%)表示。

2　结果与分析

中期细胞分裂相多 , 每个核型染色体分散均匀 , 长短适

中 , 染色清晰。通过实验前 、 实验中和畸变分析的质量控制 ,

提高了外周血淋巴细胞染色体畸变的检出率及阅片效率。

染色体标本制备操作过程中应注意:(1)接种血液量要

适当。血液量太少 , 中期细胞分裂相少或无;血液量太多 ,

染色体核型分散不好或无。 (2)培养温度应严格控制在 (37

±0.5)℃。 (3)秋水仙素处理时间过长 , 分裂细胞多 , 染色

体短小;反之 , 则少而细长 , 都不宜观察形态及计数。 故秋

水仙素的浓度及时间要准确控制。 (4)低渗使红细胞膜破裂 ,

淋巴细胞膨胀。低渗过度 , 淋巴细胞也会破裂;低渗不足则

中期核型胞浆厚 、 染色体分散不开。低渗液的量 、 处理时间

均与细胞的数量有关 。低渗处理浓度及时间要适当 , 且低渗

后预固定和第一次固定混匀细胞时要尽量避免出现气泡 , 否

则会引起淋巴细胞膜破裂 , 人为造成完整核型中染色体丢失。

(5)离心速度过高或时间过长 , 细胞团块不易打散或造成细

胞破碎;反之 , 好的中期细胞易丢失。 (6)固定液应在使用

前临时配制。 (7)载玻片一定要洁净 , 否则影响中期核型染

色体的分散和阅片。 (8)制片过程中 , 如发现低渗不够 、 细

胞膜没有破裂 、 染色体聚集一团伸展不开或胞浆过厚 , 可增

加固定次数或在第三次进行过夜固定。 (9)在严格按照操作

规程 (作业指导书)进行实验操作的情况下 , 夏天制作染色

体标本片时容易出现质量不良 , 可能与夏季温度高 、 湿度大

而影响固定效果有关。出现此问题时可通过控制实验室温湿

条件 (如使用空调和除湿器)和增加固定次数解决。

3　讨论

对实验室严格的质量控制 , 是保证职业健康检查质量的

关键 , 同时也是认证一个机构水平的关键 [ 7] 。染色体标本片

制备操作过程质量控制 , 只是室内质量控制的一部分 , 室内

质控还包括人员 、 实验室前的质量控制 、 标本接种前的质量

控制 、 培养基的质量控制 、 染色液及染色方法质量控制 、 常

用仪器的质量控制 、 发报告前的质量控制 , 即从人员到设备 、

试剂 、 操作过程各个环节都要有质量保证的工作内容。

为了制备质量优良的染色体片 , 提高染色体畸变检出率

和阅片效率 , 必须做好染色体标本制备质量控制工作。只有

制备出质量优良的染色体标本片 , 才能准确反映电离辐射对

从业人员遗传物质的损伤情况 , 亦可为正确评价辐射防护效

果 、 放射工作人员健康监护 、 以及核辐射事故生物剂量的估

算提供可靠的方法。
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