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影响羊水细胞培养成功率因素的分析
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【摘要】　目的　分析影响羊水细胞培养成功率的因素并探索提高成功率的方法。方法　以方法改进时

间为界将羊水细胞培养结果分为两组，对比两组羊水细胞培养方法及培养成功率的差异。结果　改进

前组的５１５例羊水病例中失败３２例，失败率为６．２１％。改进后组的６７３６例羊水病例中仅有１８例失

败，失败率为０．２７％。结论　及时、正确处理羊水标本以及控制影响细胞培养成功的各个环节，可提高

羊水细胞培养的成功率。
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　　通过羊水细胞培养进行染色体检测是产前诊断

的重要手段［１３］，但羊水细胞培养一直存在着标本难

以复得、培养周期长、易污染、分裂象少等问题［４６］，

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。因此，分析影响羊水细胞培养成功率

的因素并探索提高成功率的方法，对防止严重的遗

传病具有十分重要的现实意义。近几年，我们就影

响羊水细胞培养成功率的因素进行了探索，现将结

果报告如下。

１　资料与方法

１．１　研究对象

１．１．１　２００３年１月至２００６年１２月，符合产前诊

断适应证如唐氏筛查高风险、年龄≥３５周岁、不良

孕产史及Ｂ超合并畸形的孕妇５１５名进行了羊膜

腔穿刺，孕周为２０～２４周，年龄２０～５０岁。该组为

羊水细胞培养方法改进前组。

１．１．２　２００７年１月至２０１３年１２月，上述符合产

前诊断适应证的孕妇６７３７人，孕周为１９～２５周，年

龄为２０～５３岁。该组为羊水细胞培养方法改进

后组。

１．２　主要仪器和试剂　ＣＯ２ 培养箱（美国Ｆｏｒｍａ），

羊水细胞培养基（美国 ＧＩＢＣＯ 培养基和张氏培

养基）。

１．３　研究方法　通过比较两组羊水细胞培养方法

及培养成功率的差异，分析影响羊水细胞培养成功
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率的因素。

１．３．１　改进前羊水细胞培养方法

１．３．１．１　羊水的抽取与接种　无菌条件下，Ｂ超引

导定位，抽取羊水３０ｍｌ，分别接种于２个培养瓶

中，置于３７℃、５．５％二氧化碳培养箱中，静置培养。

１．３．１．２　羊水细胞收获　弃上清后，将培养瓶中加

入３７℃预温的１％的柠檬酸三钠低渗液约３ｍｌ，置

３７℃水浴中低渗３０分钟加入新鲜配置（甲醇∶冰醋

酸３∶１）固定液１．５ｍｌ预固定，静置５分钟后用滴管

轻轻吹打，移入离心管中，离心，去上清，重复固定

２次。

１．３．１．３　制片、Ｇ显带及核型分析制片　细胞沉淀

中加入０．５ｍｌ固定液，制成细胞悬液滴于玻片后，

用力吹一口气，将液面吹开，并快速在酒精灯外焰加

热，固定细胞。７５℃烤箱中烤片２小时后放入３７℃

恒温箱存放。

Ｇ显带用０．０２５％胰酶消化后，Ｇｉｅｍｓａ染液染

色，流水冲洗，空气自然干燥后．即可在显微镜下观

察染色体分裂象。

１．３．２　羊水细胞培养改进措施　自２００７年始，我

们对羊水细胞的培养过程进行了以下改进：①更换

注射器，将抽取羊水用的注射器由带有黑色橡皮塞

的普通注射器改为ＢＤ公司生产的没有黑色橡皮塞

的注射器。②细胞培养收获方式的改进，２００７年前

采用双线培养单线收获方式，即将羊水细胞接种于

２个独立的培养瓶中，但收获、制片和核型分析时未

能坚持独立的双线。２００７年后来我们采用严格双

线培养双线收获方式，即每例羊水标本分为两份，分

别交由两位技术人员，使用不同的培养基，分别置于

２个培养箱进行培养，并独立完成从细胞的接种、收

获、制片、分析到出具报告的全过程。③建立量化收

获标准：当细胞生长旺盛，形成中等大小且含有较多

圆形细胞的克隆数达到１０个或以上时，即可收获。

④制片方式的改进：制片时不再用酒精灯外焰加热，

而是将细胞悬液滴在倾斜的玻片上，放入７５℃烤

箱，待玻片干燥后取出编号。⑤混血羊水标本的处

理：当羊水标本中混有大量血细胞时，离心后小心吸

取沉淀底部血细胞层上面的羊水细胞进行培养。同

时延长换液时间，约８～９天后换液，用Ｆ１０溶液冲

洗后，加入新鲜培养基继续培养，等克隆数达到收获

标准时进行收获。

核型分析按照《中华人民共和国卫生行业标准》

中的《胎儿染色体异常的细胞遗传学产前诊断技术

标准》进行计数、分析。计数时至少计数在２个以上

独立培养的培养瓶中平均分布的２０个细胞，记录染

色体数目或结构异常。分析时至少分析在２以上独

立培养的培养瓶中的５个细胞，所分析的细胞应达

到３２０条带水平。按照人类细胞遗传学国际命名体

制（ＩＳＣＮ２００５）标准进行核型分析诊断。

２　结　果

改进前组的５１５例羊水标本中培养失败３２例，

失败率为６．２１％。改进后组的６７３６例羊水病例中

仅有１８例失败，失败率为０．２７％。两组的培养结

果对比情况详见表１。

改进前组中，２００６年的２批羊水穿刺共２２例

羊水标本中，有２０例羊水细胞未贴壁，培养失败，经

查找原因及文献检索［２］，发现是由于注射器的批号

改变，可能是黑色胶塞或残余的有害物对细胞的毒

性作用导致细胞不贴壁。另外，４例为技术人员操

作不当，引起污染，羊水细胞培养失败；８例为羊水

标本严重混血，羊水细胞贴壁克隆少，收获后未能获

得足够的分裂中期细胞，实验失败。

改进后组中，１８例失败的病例中，１例是因为羊

水细胞培养后，贴壁细胞形态异常，梭长形羊水细胞

量少，两个培养体系未能收获到形态良好的分裂中

期细胞，实验失败；８例为技术人员操作不当引起污

染，羊水细胞培养失败；６例为存在陈旧性出血的羊

水标本，羊水呈现黄绿色或深棕褐色，混有大量小块

儿状沉淀，培养后羊水细胞贴壁克隆量少，未能收获

到染色体核型；３例为严重混血的羊水标本，且在羊

水标本离心前已发生凝集反应，大量的羊水细胞被

凝集在凝块中，导致贴壁细胞减少，培养失败。

３　讨　论

通过羊水细胞培养进行产前诊断是目前广泛应

用的技术，但是要获得羊水需进行羊膜腔穿刺，这项

技术对孕妇及胎儿仍存在一定的风险，可造成孕妇

３４
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表１　羊水细胞培养情况统计表（例）

分组
总羊水细胞

培养例数

培养失败例数

注射器污染 混有新鲜血液标本 陈旧性出血标本 标本污染 沉淀量少
培养失败率

改进前 ５１５ ２０ ８ ４ ６．２１％

改进后 ６７３６ ３ ６ ８ １ ０．２７％

　　注：χ
２＝２４３．０７，犘＜０．０５

和胎儿的损伤、感染，流产发生率为０．２％
［７，８］。羊

水细胞主要来源于胎儿皮肤、消化、呼吸道等脱落细

胞，细胞大部分是衰老和固缩的，脱落细胞中活性细

胞数量较少，体外培养相对困难［７］。羊水产前诊断

的关键技术是细胞的培养和染色体的制备，影响羊

水细胞培养成功率的因素很多［９］，但主要是培养基

的质量和羊水中存活细胞的数目以及制片技术影响

获得染色体核型的质量和数量，因此，提高羊水细胞

染色体产前诊断的成功率和准确性的关键在于增加

存活羊水细胞的数量和提高制片技术［８］。为确保羊

水培养成功，避免导致孕妇行第２次穿刺，我们通过

不断探索和改良，根据本实验室现有条件逐渐摸索

出了一套较为成熟的羊水培养方法，并在实践中得

到验证。

３．１　器械和耗材　采集抽取羊水标本所用的容器

必须保证无细胞毒性，以免降低细胞活性，影响羊水

细胞的贴壁生长。ＢＤ公司的注射器不带有黑色胶

塞，所以没有细胞毒性，而且包装的一侧为纸质，有

利于消毒剂环氧乙烷的挥发，和普通的２０ｍｌ注射

器相比，大大减少了对细胞活性的影响。更换为

ＢＤ公司的注射器后，６７３７例羊水培养实验中，未出

现因容器对羊水细胞的毒性作用导致的实验失败。

３．２　构建两个独立、平行的培养收获体系　每例羊

水标本分为两份，分别交由两位技术人员，使用不同

的培养基，分别置于２个培养箱中进行培养，并独立

完成从细胞的接种、收获、制片、分析到出具报告的

全过程。这样可以避免因单人操作不当而导致培养

失败的发生，提高实验的成功率。同时两个独立、平

行的培养收获体系相当于双盲对照，有助于及时发

现差错，提高诊断的准确性。而且，只有构建两个独

立、平行的培养收获体系才能对羊水细胞核型的真

假嵌合进行合理有效的判定。

３．３　制片　滴片后猛吹一口气会导致染色体核型

的大量丢失；再在酒精灯外焰加热，个体操作难以标

准化，进而导致 Ｇ显带中胰酶处理时间的差异较

大，增加实验失败的风险。将细胞悬液滴于倾斜的

玻片上，液体下滑的同时，染色体可以分散、延伸，从

而能得到分散较好的染色体核型，且染色体核型丢

失较少。置于７５℃烤箱干燥过程易于标准化，Ｇ显

带中胰酶处理时间的差异不大，有利于提高实验的

成功率。

３．４　血性羊水标本的处理　混血的羊水标本进行

培养时，大量的血细胞沉淀于瓶底，会影响羊水细胞

的贴壁［１０１５］，离心后弃去沉淀底部的红细胞，吸取沉

淀上层的羊水细胞进行培养，可以减少培养体系中

的血细胞，同时延长换液时间，约８～９天后换液，用

Ｆ１０溶液冲洗，更换新鲜的培养基，可以进一步去除

残余血细胞，有利于羊水细胞的贴壁生长。

３．５　量化收获标准　要收获较多的分裂象应该选

择适当的收获时机。１０倍目镜和１０倍物镜下观

察：以梭长形羊水细胞（ＡＦ细胞）为主要类型的生

长细胞，形成的细胞克隆覆盖１个或１个以上的完

整视野，定义为一个中型克隆，当一个培养瓶中有

１０个以上中型克隆，细胞克隆中央的细胞开始老

化，克隆周边细胞生长旺盛，且每个细胞克隆中存在

２０个以上的圆形、双圆形或葡萄状透亮细胞时，可

进行收获，可以获得较多的染色体分裂中期细胞。
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特别是需要做臀位外倒转术或者胸膝卧位纠正胎位

时，超声检查如果发现脐带绕颈是需要提示临床医

生的。因为在臀位外倒转术或者胸膝卧位纠正胎位

时，如果胎儿有脐带绕颈可能会增加胎儿宫内窘迫

的风险［１１１３］。在晚孕期（３６周后），脐带绕颈应作为

评价胎儿宫内情况的观察指标，尤其是出现相应临

床表现时，如临产后胎头不入盆、宫缩时胎心减慢、

胎监变异减速等更要提示。

综上所述，超声对孕晚期胎儿脐带绕颈有较高

的诊断符合率，且具有操作简便、安全、可靠等优点，

能为临床医师观察胎儿的宫内情况及选择恰当的分

娩方式提供重要依据。
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