
医药前沿 2024年5月 第14卷第13期  综合医学 ·119·

1.3 方法
（1）羊水细胞接种：在 B超引导下经腹选取穿刺点

进行穿刺，抽取羊水约 20 mL，分别置于 2支 15 mL的
一次性无菌离心管中，送检后进行双人双线单独培养。

以 1 500 r/min的速度离心 10 min，弃上清保留 0.5 mL
沉淀物。充分混匀后吸入含 3.5 mL培养基的细胞培养瓶
中，放入 37 ℃ 5% CO2浓度培养箱中进行培养。（2）羊
水细胞培养换液：一般在接种培养后第 7天在倒置显
微镜下观察羊水细胞的克隆大小及数目。如细胞生长旺

盛，在贴壁细胞层（有较好的梭形细胞克隆）的背景下

出现圆形细胞并有一定数量克隆时即可换液。换液时将

原瓶培养液吸入至另一新培养瓶中进行培养，原瓶加入

3 mL培养基继续培养。（3）羊水细胞收获及制片：原
瓶换液后继续培养 1～ 2 d，当贴壁细胞背景下出现大量
圆形透亮细胞时即可加秋水仙素进行收获。加入秋水仙

素（2 mL注射器针头垂直加入 4～ 5滴）继续培养 1 h
后取出。先将培养液吸入到离心管中，在瓶中加入 2 mL 
0.25% Trypsin-EDTA继续放入培养箱中 10 min。取出后
用吸管吹打下瓶中细胞吸入离心管，以 2 000 r/min速度
离心 10 min后取沉淀加入预温至 37 ℃ 0.075 mol/L氯化
钾溶液 6 mL进行低渗处理。然后加入固定液（甲醇∶冰
醋酸 = 3∶ 1）依次进行预固定 1次，固定 2次，最后根
据细胞沉淀多少加入固定液调制成浓度适宜的细胞悬液。

在室内合适的环境中滴片 2～ 3张，75 ℃烤片 3 h后用
已配置好的 0.025% 胰酶消化显带，Giemsa染液染色。
收获时间大多数为培养第 8～ 9天，最长为 15 d。若标
本培养不成功，应立即通知临床医师和受检者。（4）核
型分析及结果发放：制备好的标本用全自动染色体核型

扫描分析系统进行扫描，得到图像后进行分析。计数分

析的细胞来自 2个独立的细胞培养系统，所分析的细胞
的染色体显带分辨率应达到 320条带水平 [7]，每例计数

20个中期分裂相，分析 5个核型。如遇嵌合体，则增加

染色体病是染色体数目或结构的异常所致的疾病，

是新生儿缺陷发生的最主要因素之一 [1]。染色体核型分

析是临床上常用的确诊染色体异常的方法，是诊断染色

体异常的“金标准”[2-3]。羊水细胞培养是检查染色体异

常最有效的手段，也是产前诊断的重要组成部分 [4]。羊

水染色体分裂相的多少、分散的好坏及显带是否清晰是

染色体核型分析准确性的前提。羊水多来源于外、中、

内三个胚层的脱落细胞，活细胞少，培养难度高 [5]。因

此羊水细胞培养及染色体制备过程较复杂，涉及到羊水

细胞的采集、接种、培养、观察、收获及制片等诸多环节。

此外，由于羊水细胞来源多样、活细胞少，培养过程复杂，

存在培养难度大、周期长、易被污染等挑战 [6]。本研究

旨在探讨产前诊断中羊水细胞的培养与染色体的制备方

法，现报道如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取 2021年 1—12月桂林市妇幼保健院产科门诊进

行产前诊断的孕妇羊水标本 928例。孕妇年龄 18～ 46岁，

孕 16～ 26周。所有孕妇均签署知情同意书。

纳入标准：高龄、血清学筛查高风险、B超异常者、

夫妇一方有染色体异常及其他需要抽取羊水检查的情况。

排除标准：先兆流产、有出血倾向及有盆腔或宫腔感染

征象等其他有羊膜腔穿刺术禁忌证者。

1.2 仪器与试剂

羊水细胞培养基 100 mL/ 瓶（广州达晖批号
S83S210918 等和广州白云山批号 20210702 等）、
20 μg/mL秋水仙素（广州达晖）、胰酶（上海乐辰）、
Giemsa染液（上海乐辰）、0.25%Trypsin-EDTA（美国
gibco）、倒置显微镜（德国 Leica）、细胞培养瓶（美国
FALCON）、CO2培养箱（美国 THermo）、全自动染色

体核型扫描分析系统（德国 ZEISS）。
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羊水，编号相同，分成 1、2两线，采用不同品牌的培养基，
各自单独培养箱，从接种到阅片，均由 2名实验人员单
独完成）。羊水细胞在接种过程中极易受到污染，一旦

发生污染现象，就无法进行补救 [8]。因此，接种操作应

在经过紫外线消毒后的超净台上酒精灯火焰区进行。对

于血性羊水，由于其中的血细胞会影响羊水细胞的附着，

所以培养收获较一般时间长，应勤于观察细胞贴壁情况

并及时换液。如果血性羊水离心后血细胞沉淀较多，可

小心吸取沉淀物上层羊水细胞层进行培养，以减少血细

胞的比例，促进羊水细胞贴壁生长。高质量的羊水培养基、

无菌的操作环境、适宜稳定的温度、湿度以及 CO2浓度

都是培养成功的关键。

羊水收获制片因素分析。羊水收获的时机很重要，

通常在贴壁细胞背景下，当出现大量圆形透亮细胞时收

获效果最佳。染色体制备与培养液中秋水仙素的最终浓

度与处理时间有关。若浓度过低或者处理时间过短，制

作出的分裂相少，染色体细长；相反，如果浓度过高或

者处理时间过长，分裂相虽多，但染色体缩得太短，以

至形态模糊，难以获得优良的显带标本而不容易观察。

因此加秋水仙素时应同时需要考虑这两方面。此外，低

渗液的化学组成、吹打的力度、低渗温度和处理时间都

会影响低渗效果。本实验采用的低渗液为 0.075 mol/L
氯化钾溶液，低渗处理的方法为吹打后 37 ℃水浴 10～
15 min。低渗处理时间过长会引起染色体肿胀而导致形
态模糊甚至丢失，低渗处理时间不足则会导致染色分散

不佳。固定这一步的吹打也要适度，固定液需使用前临

时配制，否则会影响固定效果，造成染色体形态不好，

周围有胞质背景。载玻片要洁净，否则影响滴片时染色

体分散。此外，细胞悬液制备不可过浓或过稀，需根据

细胞量决定，悬液浓度过高会造成滴片时染色体分散不

好。实验室室内温度、湿度会对滴片效果有影响。既往

研究表明，在滴片操作过程中将温度控制在 25 ℃左右，
湿度控制在 50% 左右，更加有利于获得分散良好的染色
体 [9]。本实验滴片均在实验室室内环境中进行，发现湿

度的变化影响更明显。当湿度介于 50% ～ 60% 时，染色
体分散较好。烤片时间要适宜，片子的老化程度与消化

显带相关，需根据环境变化而调整，如遇雨季或者潮湿

天气可适当增加烤片时间。显带过程中胰蛋白酶溶液需

调整 pH值呈弱碱性，羊水中的染色体对胰酶的耐受性
较差，因此消化时间短于外周血标本。在显带过程中，

如果染色体边缘发毛，说明显带过度；如果未出现带纹，

说明显带不足。如果在试片过程中发现染色体显带不好，

可根据具体情况适当延长或缩短消化和染色时间。

计数分析。核型结果以（ISCN2016）人类细胞基因组学
国际命名体系命名，并在产前诊断制度管理要求下严格

发放。

1.4 统计学方法
使用 SPSS 25.0统计软件进行数据处理。计数资料

用例数和百分率 [n（%）]表示。

2 结果

928例标本全部培养并且染色体制备成功，羊水培养
成功率为 100.00%。共发现异常核型（不包括染色体多态
性改变）38例（4.09%），其中常染色体数目异常 15例
（1.62%），性染色体数目异常 8例（0.86%）、染色体结
构异常 8例（0.86%）、嵌合体 7例（0.75%），见表 1。

表 1 928例标本染色体异常核型统计表

羊水异常 

标本类型
核型 例数 合计[n（%）]

常染色体 

数目异常

47,XN,+21 11 15（1.62）
47,XN,+18 3
47,XN,+13 1

性染色体 

数目异常

47,XXY 3 8（0.86）
47,XXX 2
47,XYY 2

48,XXYY 1
染色体结构

异常

46,XN,t(11;22)(q25;q13) 1 8（0.86）
46,XN,t(1;12)(q42;q24.1) 1

46,XN,t(7;8)(p10;p10) 1
46,XN,t(3;13)(p21;q34) 1

46,XN,t(6;11)(q25;p11.2) 1
46,XN,t(5;7)(q13;q22)mat 1

46,XN,inv(3)(p13p25) 1
46,X,del(X)(q24) 1

嵌合体 45,X[10]/46，XX[40] 1 7（0.75）
45,X[5]/46，XX[86] 1
45,X[14]/46，XY[80] 1

45,X[22]/47,XXX[1]/46,XX[71] 1
46,X,del(X)（q26)[19]/46,XX[31] 1

47,XN,+mar[30]/46,XN[30] 1
47,XN,+ider(12)(p10)
[37]/46,XN[13]

1

合计 38（4.09）

3 讨论

羊水培养因素分析。本实验抽取羊水时间一般为孕

18～ 22周。孕周过小采集时，羊水中的脱落细胞数量
较少，活性细胞亦较稀少。孕周过大采集时，虽然脱落

细胞较多，但其中的活性细胞减少，且羊水中胎脂等杂

质增多，可能严重影响细胞的生长。标本应及时送检，

实验人员在收到后应先观察羊水的表观性状，并做好记

录。接种时应无菌操作，采用双人双线（即同一孕妇的 （下转第 123页）
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4 总结

随着分子生物学技术的发展，不断涌现许多新的遗

传诊断技术，但染色体核型分析仍是诊断染色体异常的

金标准，因为其对易位、倒位、嵌合等染色体异常具有

无可替代的重要作用 [10]。产前诊断中羊水检查属于创伤

取样，标本制备有难度，孕妇难以接受二次羊水穿刺，

因此羊水细胞的一次性成功培养非常重要 [11]。产前诊断

中羊水细胞培养和染色体核型制备过程中，从羊水采集

到收获制片过程复杂漫长。细胞培养过程中的每一个环

节对实验的成功都具有重要的影响 [12]，高质量染色体可

以提高核型分析的准确率。综上所述，羊水细胞的培养

与染色体制备与实验人员操作经验和实验条件密切相关，

因此应制定适合的操作规则，以提高产前诊断结果的准

确性和工作效率。
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