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摘要!目的 建立瘢痕疙瘩家系永生淋巴细胞株!并对该细胞株进行染色体核型分析!探讨用这种方法建立瘢痕疙瘩永

生细胞库的可行性和可靠性" 方法 采用 EB 病毒转化技术! 把瘢痕疙瘩家系外周血 B 淋巴细胞转化成永生化淋巴母

细胞系#LCL$% 分别对建株前和建株后 10&20&30&35代的细胞株进行染色体核型分析" 结果 成功地对瘢痕疙瘩家系

27个个体建立了永生细胞株!建株后 10代&20代的细胞株染色体未发现明显异常’而培养 30代&35 代的细胞株染色

体发生数目和结构的异常" 结论 瘢痕疙瘩家系永生淋巴细胞株可以为以后的研究提供随时可取的实验材料!在用做

遗传学分析时宜在转化早期进行"
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8%"#.$5#9 :%;*5#’<* To establish immortalized B-lymphoblastoidcelllinesofkeloid pedigreetransformedwith Epstein-Barr
(EB) virusandconductkaryotypeanalysisofthecells. =*#(,1" ImmortalizedB-lymphoblastoidcelllineswereestablished
byEB virustransformation oftheperipheralblood B lymphocytesfrom themembersofkeloid pedigree. Karyotypeanalysis

wasperformed forthecultured cellsofpassages10,20,30,and 35 to evaluatetheirgeneticstability. >*"?&#" Altogether27
immortalized lymphoblastoid celllineswith stable chromosome were obtained successfully from the keloid pedigree. No

chromosomalabnormalitieswere found in the cultured cellsuntilpassages30 and 35, in which variation in chromosome

numberandstructurearedetected. @,+5&?"’,+ Thecelllinesofthekeloidpedigreeestablishedinthisstudsycanbeusefulin
futurestudies,andgeneticanalysisisconductedpreferablywithcellsofearlypassages.

A*3 B,.1"9 keloids;pedigrees;Epstein-Barrvirus;B-lymphoblastoidcelllines;chromosomes

为了对瘢痕疙瘩的发病机理做进一步的研究和

探索! 我们收集东北某省一瘢痕疙瘩家系外周血标

本!用 EB 病毒转化 B 淋巴细胞的方法建立起永生化

细胞系 )1*! 以便长期保存标本及获得充足的标本来

源’同时为了验证转化前后细胞的遗传学特性是否发

生变异! 对转化前后细胞的染色体进行核型分析!探

讨用 EB 病毒转化建立瘢痕疙瘩永生细胞库的可行

性和可靠性%

1 材料和方法

1.1 试剂

产生 EB 病毒的 B95培养基 -8细胞株 #中国医

学 科 学 院 遗 传 与 发 育 生 物 学 研 究 所 徐 玖 瑾 教 授 馈

赠$!RPM I1640 #GIBCO $! 特级胎牛血清#HyClone
公司$! 淋巴细胞分离液 #Pharm acia$! 环孢霉素 A

#CyA $! 植 物 凝 集 素 #PHA $!L-谷 氨 酰 胺 !Hepes
#Promega$%
1.2 标本来源

收集瘢痕疙瘩家系 28个成员的外周血标本!每

份血样 5 ml!肝素抗凝!其中 4 ml用于转化!1 m l用

于外周血染色体制备%
1.3 实验方法

1.3.1 EBV 悬液的制备 参照文献)2*操作%
1.3.2 建立永生化 B 淋巴母细胞系 常规分离淋巴细

胞! 用无血清 RPM I1640培养液洗涤淋巴细胞 2 次

后!再用 2 mlRPM I1640 完全培养基重悬!加入 1.3

mlEBV 悬液和 0.4 m lCyA #0.2 !g/!l$!充分混匀后

等量移入 2个 10ml培养瓶内!置于 37!&5% CO2 培

养箱培养%7d左右镜下观察,可见淋巴细胞明显增大,

出现聚集现象,并根据培养液 pH 值的改变情况!进行

每周两次半量换液’约 2周后可见瓶底大量呈聚集生

长的细胞团!即可转瓶!转瓶后镜下可见胞质突出!形

态各异!聚集成团的细胞株’至 6-8 周后开始大量扩

增!当细胞数达到(4-6)"106/m l时!可收集大部分细胞
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进行冻存!
1.3.3 染色体制备 随机抽取 5人份外周血原代细胞

及其对应的转化后第 10"20"30"35代的细胞株#选择

细胞分裂旺盛期# 用新鲜的培养液调整细胞浓度为

(2-4)!106/ml# 加 入 秋 水 仙 素 # 使 其 终 浓 度 为 0.05

m g/m l#置 37"培养箱中处理 2-3h! 取出细胞#用吸

管轻轻吹打混匀#移入 10m l离心管中#1200r/m in离

心 10m in#弃上清#加入 10m l0.075mol/L KCl#用吸

管轻轻吹打混匀后置 37"培养箱中处理 30min! 加

入甲醇和冰醋酸$3#1%的混合液 1 m l#用吸管轻轻吹

打混匀后 1200r/m in离心 10m in#弃上清! 加入甲醇

和冰醋酸$3$1%的混合液 10 m l#室温下固定 30 min#
1200r/m in离心 10m in! 连续固定 3次后#弃上清#用

少量新鲜的固定液制成细胞悬液#常规法制片&70"
烤片 2-3h&标本用 0.25% 胰酶消化处理#10% Giem sa

染色 10m in#镜下观察中期分裂相!

2 结果

2.1瘢痕疙瘩家系永生细胞库的建立

建系总系数 28 株#成功 27株#建株一次成功率

96.4% #所需时间平均 40d! 所有建株后的细胞冻存

后都能成功复苏#并能生长繁殖!
2.2 转化前后染色体分析结果

分别对转化前和转化后第 10"20"30"35 代的细

胞在显微镜下进行染色体分析# 每份标本计数 30个

中期分裂相#发现转化后第 10"20代的细胞染色体与

转化前相比无明显差异$图 1%&但转化后第 30"35代

的细胞分别出现了亚二 倍 体$图 2%和 超 二 倍 体$图

3%#平均占分析核型的 13.3% 和 16.7% &同时染色体

发生易位#有衍生染色体产生!

图 ! "# 病毒转化后染色体正常核型

$%&’( )*+,-. /0+*,*1*,2 3-+4*5462 *7 - .4,60*8.-15*%9 /2..
图 : "; 病毒转化后的亚二倍体核型

$%&<: =46*9%6.*%9 3-+4*5462 *7 - .4,60*8.-15*%9 /2..
(arrow indicatesthederivativechromosome)

!图 > "; 病毒转化后的超二倍体核型

$%&<> =462+9%6.*%9 3-+4*5462 *7 - .4,60*8.-15*%9 /2..
(arrow indicatethederivativechromosome)

1 2 3

3 讨论

外周血淋巴细胞是分子与细胞遗传学研究中常

用的材料,但由于离体后生存周期短#不能增殖传代#
故常需反复抽取患者血样&如果由于患者处在不同地

地域#或者由于患者死亡#这些宝贵的材料将永远丢

失# 给临床诊断和进一步的深入研究带来很大困难!
由 EBV 转化外周血淋巴细胞建立的永生化淋巴母细

胞系(LCL),可以永远传代#并且保存了原来个体的完

整的基因组#而且其生化和分子生物学特性不发生变

化 ’3-5(#为一些不易反复采血而又难得的病例和珍贵

的家系资源提供了充足的标本来源#为以后的深入研

究提供了保障!
国内目前普遍采用 EB 病毒转化的方法来保存

研究材料#但对转化前后的染色体分析方面的研究报

道甚少! 被 EB 病毒转化的 B 淋巴细胞#其细胞遗传

学特征是否与原来的 B 淋巴细胞一致是人们一直关

注的问题! Okubo’9(等人研究了 8个 EBV-LCLs在培

养过程中染色体核型的变化# 发现在 400DPLs以上

异常核型显著增多# 包括染色体易位及四倍体形成

等#但以染色体易位最为常见&且不同的细胞系会形

成不同的异常核型! Aisha’10(对一永生细胞系 35个个

体进行了染色体 STRs连锁分析#扫描了 Y 染色体上

20个位点#同时以其外周血 DNA 样本做对比#细胞

在培养 30代后即发现有两个位点发生突变&培养 90

代后突变率明显上升#计算总突变率为 0.3% ! 我们在

对随机抽取的 5 份转化后细胞做染色体核型分析的

结果证实) 细胞传代 20代以前的染色体核型未发现

异常# 而在 30代之后染色体开始出现数目和结构的

改变#35代后染色体异常更加明显! 病毒是致染色体

畸变的一种生物因素#它对染色体的损伤多半是随机

的! 有关 EBV 转化 B 淋巴细胞的机制研究认为#在

大多数细胞系中#EBV 基因组以质粒的形式在每个

宋 玫,等.瘢痕疙瘩家系永生淋巴细胞株的建立及其染色体分析第 12期 1761* *

总连接 !"#$ %&’% () %*+



细胞中以 500-800个拷贝持续存在!而且被整合于宿

主细胞 DNA 上!这样就使被感染的 B 淋巴细胞染色

体产生不稳定性" 在这个过程中!至少有 EBNA-1#2#
3A#3C#LP 和 LM P1等 6个病毒基因参与!他们利用

特殊的细胞信号通路和某些细胞转录因子在细胞培

养过程中干扰 B 淋巴细胞的正常分化$6-8%" 本实验研

究结果说明 EB 病毒转化在建株早期并不引起染色

体的损伤!至培养到一定代数时!细胞染色体即开始

发生畸变!并且随着培养代数的增加!畸变率也逐渐

增加"因此!EB 病毒转化的方法虽然可以用来保存研

究材料!但在用做遗传学研究时!细胞培养代数不宜

过长!尽量在建株早期进行"
本研究成功建立了瘢痕疙瘩家系的永生细胞系!

有典型的转化细胞集落!并且能成功冻存#复苏及传

代& 建系后 20代的染色体核型分析与建株前比较无

明显差异"说明此永生细胞系永久地保存了瘢痕疙瘩

家系珍贵的遗传资源!在早期可以用于分子生物学和

细胞遗传学方面的研究"
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胎膜早破孕妇 C 反应蛋白测定

郭智勇!郭新宇!李文玲!于秋江!孙 静"广州军区广州总医院妇产科!广东 广州 510010#

摘要!目的 通过动态观察胎膜早破孕妇血清 C 反应蛋白#白细胞计数的变化!分析其在胎膜早破的观察及治疗中的指

导作用" 方法 观察无胎膜早破产妇 60例!其中妊娠不足 37周#37周以上各 30例做为对照组!胎膜早破孕妇 35例!其

中妊娠不足 37周 13例!37周以上 22例!分别在患者破膜后第 1#2#3天抽取静脉血!留取血清!在检测 C 反应蛋白的

同时检测外周血白细胞计数" 结果 本研究观察到足月胎膜早破孕妇 22例!患者破膜 3d内血清白细胞计数#C-反应蛋

白水平与对照组相比均无统计学差异 ’!!0.05(" 未足月胎膜早破患者破膜第 1 天血清白细胞计数为 (14.55"4.05)#
109/L!C-反应蛋白为 6.82"3.52!与对照组相比无统计学差异’!!0.05(" 12例患者破膜第 2天血清白细胞计数为(15.02"
4.84)$109/L!C-反应蛋白为 6.66%2.08!与第 1天相比无统计学差异’!!0.05(" 10例患者破膜第 3天血清白细胞计数为

(15.31"4.36)$109/L!C 反应蛋白为 8.31"2.48!与第 2天相比有统计学差异(!!0.05(" 结论 C 反应蛋白的快速#准确测定!

对预测胎膜早破孕妇有无感染!指导临床用药有很高的临床价值!临床可作用常规测定项目"

关键词!胎膜早破;C 反应蛋白;感染
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胎膜早破指临产前胎膜破裂!包括足月前胎膜早 破 和 足 月 后 胎 膜 早 破! 其 发 生 率 约 占 分 娩 总 数 的

3.03% -21.9% $1%!胎膜破裂后!由于屏障作用消失!将

可能会引起羊膜腔感染!围产期感染!败血症新生儿

窒息等危及母儿安全的严重并发症!因此早期采取恰
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