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【摘要】　目的　探讨早期自然流产病例中绒毛染色体核型检查的必要性和重要性，以更好地开展优生优

育工作。方法　针对３９１例早期自然流产患者的绒毛标本进行细胞培养和染色体制备及核型分析。结果

　３９１例早期自然流产绒毛中细胞培养成功１５９例，成功率为４０．７％，其中，染色体核型异常９３例，占

５８．５％，并以常染色体与性染色体三体型最为常见，其次为三倍体和４５，Ｘ核型。结论　胚胎染色体异常

是早期自然流产的主要原因，在临床上对早期自然流产胚胎开展染色体检查有利于判断流产的原因，并达

到针对性地指导优生优育的目的。
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　　国内绒毛染色体制备方法多采用直接法，该法

所制备的染色体质量差，中期分裂相少，只能满足染

色体计数的需要，无法进行满意的染色体结构分析。

这也是目前国内早孕期产前诊断开展受到限制的重

要原因之一。探讨早期自然流产绒毛细胞不同培养

方法的优劣，以便更好地开展孕早期优生优育工作。

１　资料与方法

１．１　研究对象　２００７年１月至２０１０年４月在本

院门诊自然流产或胎停发育的患者，孕周６～１１周，

均为单胎妊娠，Ｂ超提示胚胎停止发育（无心管搏

动、不能见到胚芽等），排除孕期感染及有害物质接

触史。

１．２　标本采集　在人流手术过程中，无菌取出绒毛

组织１０～２５ｍｇ，将绒毛组织置于无菌生理盐水小

瓶内送检。

１．３　方法　运用直接法、贴壁培养法和消化培养法

对早期自然流产绒毛细胞进行培养，以找出产前诊

断中所适用的最佳方法。

１．３．１　直接法　把送检实验室的样品放于一次性

培养皿中，挑出绒毛枝，洗去血块；将绒毛枝放于

１５ｍｌ尖底试管内，加入（０．４％氯化钾＋０．４％枸橼

酸钠）溶液５ｍｌ，ＥＤＴＡ胰蛋白酶液０．０５ｍｌ，秋水

仙素（浓度为２０μｇ／ｍｌ）２０μｌ；在３７℃水浴培养

４０分钟，每隔１０分钟将标本悬浮一次；加入１ｍｌ

固定液，离心１０分钟，弃上清，加入５ｍｌ固定液，

１０分钟后吹打离心，换固定液一次，挑出绒毛枝后

离心，滴片。

１．３．２　贴壁培养法　无菌条件下，用无菌生理盐水

将绒毛洗净，去除红细胞及蜕膜组织，在解剖镜下观
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察，去除任何可疑的非绒毛组织，确认所接种的组织

均为绒毛。在一次性平皿中用眼科手术剪剪成１～

２ｍｍ３ 小枝或小块，移入２５ｍｍ２ 培养瓶中分散于

瓶的一边，于对侧瓶壁加入培养基，于３７℃ＣＯ２ 培

养箱中培养１～３小时待组织贴壁牢固后即可翻瓶，

使组织块泡在培养液中。一般３～７天可见上皮样

或成纤维样细胞生长。根据生长情况换液一次。一

般培养６～２０天，待细胞生长旺盛时，进行收获。

１．３．３　消化培养法　无菌条件下，用无菌生理盐水

将绒毛洗净，去除红细胞及蜕膜组织，在解剖镜下观

察，去除任何可疑的非绒毛组织，确认所接种的组织

均为绒毛。在一次性平皿中用眼科手术剪将绒毛组

织剪碎，放入装有 ３０～５０ 倍组织量的０．２５％

ＥＤＴＡ胰蛋白酶液的离心管中，３７℃下消化２０～

３０分钟后加培养基终止消化，将离心管中的组织溶

液离心，５００ｒｐｍ，５分钟。取上清离心，１５００ｒｐｍ，

１０分钟。去上清，加入培养基５ｍｌ，于３７℃ ＣＯ２

培养箱中培养。当有贴壁细胞并形成多个克隆后即

可收获。

１．４　收获和制片　采取培养法收获，即每个培养瓶

中加入３０μｌ秋水仙素细胞终止分裂液，３７℃培养

箱中作用４小时，将上面液体倒入试管内，瓶内加入

胰酶消化液２ｍｌ把瓶壁上的细胞消化下来，加入

１％枸橼酸钠 ＫＣＩ溶液４ｍｌ，３７ ℃水浴中低渗

２０分钟，然后加入１ｍｌ３∶１固定液 （甲醇３∶冰醋酸

１）预固定２分钟，离心后去上清液，重新加入固定液

４ｍｌ，２０分钟，离心后去上清再加入４ｍｌ固定液

１０分钟。然后制片。显带染色同羊水细胞染色体制

备，具体方法见参考文献［１］。

２　结　果

２．１　培养的３９１例绒毛样本中，２００７年１月至

２００９年２月期间，用直接制片法５９例，成功５例，

占８．５％；２００９年３月至２０１０年１２月期间，用贴壁

培养法进行细胞培养７９例，培养成功３５例占

４４％；２０１１年１月至２０１２年４月期间，用消化法进

行细胞培养２５３例，培养成功１１９例占４７％，见表

１。直接制片法与消化贴壁培养法有非常显著的差

异（犘＜０．０１），直接制片法与消化培养法也有非常

显著的差异（犘＜０．０１），而贴壁法与消化法无显著

差异（犘＞０．０５）

表１　各种培养方法成功率比较

直接法 贴壁法 消化法

总例数 ５９ ７９ ２５３

培养成功数 ５ ３５ １１９

成功率％ ８．５ ４４ ４７

２．２　培养成功的１５９例绒毛中，常染色体和性染色

体三体核型最多占比４３．４％，三倍体核型占比

６．２９％；正常核型占比４１．５％，异常核型检出率

５８．５％，见表２。

表２　１５９例培养成功流产绒毛的核型分析

例数 占百分比

三倍体核型 １０ ６．２９

三体核型 ６９ ４３．４

４５，Ｘ １０ ６．２９

其他核型 ４ ２．５

正常核型 ６６ ４１．５

３　讨　论

自然流产是妇产科的一种常见病，其发生率约

占临床妊娠的１０％～２０％，且绝大多数发生于孕早

期。诱发自然流产原因很多，涉及到遗传、免疫、解

剖、感染、内分泌、血栓形成倾向甚至环境以及其他

未知原因等［２］。导致妊娠早期自然流产或胚胎停止

发育原因很多，其中胚胎染色体异常是早期流产最

常见的原因［３］。自然流产是近年来发病率呈上升趋

势的一种病因复杂的常见病，帮助自然流产夫妇找

到疾病发生的原因，将能有效地指导孕妇成功妊娠

并减轻其心理负担。

由于自然流产标本大多是胚胎停止发育后清宫

取出的组织，细胞在体内已停止生长多日，培养失败

率达１０％～４０％
［４］，笔者的实验也与之相符。

在进行无菌操作时，取材处理绒毛和培养中尤

为关键，因而要求手术医生必须给予配合保持标本

无菌，其次实验室人员要严格无菌操作。在我们培

养失败的１７８例，其中１６７例为污染标本，疑为取材

不当所致，１１例为培养过程中污染。使培养成功率

受到影响。

对自然流产的绒毛组织进行的核型分析能否成

功取决于制备出的染色体质量。据观察，妊娠终止
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时间和从胚胎死亡到自然流产或清宫的间隔时间的

长短对染色体质量有影响。早孕７～１０周的绒毛

细胞发育良好，１１周以后，退变绒毛增多，致核分裂

相减少，染色体形态不佳，增加了核型分析的难度。

如果胚胎在母体内死亡时间较长或清宫较晚，则胚

胎枯萎，绒毛细胞发生变性，培养成功率将降低。

长期培养法在国外已作为常规产前诊断手段，

但国内实验室由于条件和技术的限制还不能常规开

展。本实验室从２００９年开始应用胰酶消化法处理

绒毛组织后培养，培养成功率明显增加，绒毛细胞的

培养周期亦明显缩短，在提高工作效率的同时，也减

少了污染的机会，具有很大应用价值。

国内绒毛染色体制备多用直接法，此法制备的

染色体质量差，中期分裂相少，只能满足染色体计数

的需要，无法进行满意的染色体结构分析，因而无法

满足产前诊断的需要，但该方法不易有母体细胞污

染发生，且成本较低。而绒毛细胞贴壁培养法制备

的染色体质量好，中期分裂相相对较多，能满足产前

诊断的需要，但会有母体细胞污染存在，成本也较

高。具体用哪种方法需要具体问题具体分析。

在１５９例成功培养的流产绒毛中，异常核型检

出率５８．５％，与国外有关文献报道相符
［５，６］。胚胎

染色体异常是早期自然流产的主要原因，在临床上

对早期自然流产胚胎开展绒毛染色体检查有利于判

断流产的原因，并达到针对性地指导优生优育的

目的。
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