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优化的羊水细胞培养方法以及培养结果分析
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【摘要】　目的　探讨提高羊水细胞培养成功率的方法。方法　在Ｂ超引导下行羊膜腔穿刺术，抽取

２７７２例羊水，离心后将沉淀接种于培养瓶中，３７℃５％ ＣＯ２ 培养箱中培养。结果　通过进行培养方法

的优化，逐步改善细胞培养环境，筛选出可提高羊水细胞培养成功率的最佳方法，培养成功率达９９．９％

以上。结论　快速、及时处理羊水标本，控制细胞培养环境及条件，抓住细胞收获时机方可提高羊水培

养成功率。
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　　染色体数目异常和结构畸变导致的染色体病

是导致出生缺陷的重要原因［１］。近年来基因芯

片、Ｂｏｂｓ等产前诊断新技术开展，使产前诊断与遗

传咨询指导更精准更详细，但羊水细胞染色体分

析技术作为最传统的染色体检测发法依旧是产前

诊断的金标准，是诊断染色体病的最重要的手

段［２，３］。然而，由于培养条件、羊水质量、孕妇个体

差异、宫内环境等诸多方面因素的影响，羊水细胞

培养仍具有一定难度。这直接影响后期染色体制

备，分裂相的多少与优劣，核型分散度和形态等。

经过长期摸索，以及几种羊水培养方法的比较，本

研究室筛选出一种较优良的羊水培养方法，研究

表明改良的羊水培养方法能显著提高羊水培养成

功率，对提高产前诊断准确率和工作效率都具有

重要意义。

１　材料与方法

１．１　研究对象　根据知情同意原则应用优化羊水

细胞培养方法对２０１７年１月至２０１７年１１月来我

院就诊的具有产前诊断指征、自愿行产前诊断的

２７７２例孕妇（孕周１６～３３周）的羊水标本进行细胞

培养、染色体制片以及和核型分析。

１．２　仪器与试剂　Ｐａｎａｓｏｎｉｃ公司培养箱；Ｏ

ＬＹＭＰＵＳ倒置显微镜；湘仪公司 ＴＤＺ５ＷＳ离心

机；ＢＩ公司的ＢＩＯＡＭＦ２羊水培养基；ＣＨＡＮＧＡ

ｍｉｎｏ羊水培养基；广州白云山羊水培养基；Ｃｏｒｎｉｎｇ

无菌１５ｍｌ离心管；Ｃｏｒｎｉｎｇ４３０６３９２５ｃｍ
２ 细胞培

养瓶。

１．３　方法　羊水采集由临床医生在Ｂ超引导下，

经腹穿刺后用２０ｍｌ注射器抽取羊水２０ｍｌ左右，放

８２
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置于保温包尽快送至实验室进行处理。

１．３．１　接种　羊水快速转移至１５ｍｌ无菌离心管，

１５０００ｒｐｍ离心５分钟，弃上清，余大约０．５～１ｍｌ

羊水重悬沉淀物，然后接种于装有４．５ｍｌ羊水培养

基的细胞培养瓶中。轻轻晃动，使液体铺满瓶底，放

置于３７℃５％ＣＯ２ 培养箱中进行静置培养４～５天

后，显微镜下观察或肉眼可见成堆聚集的细胞克隆

或是散在的贴壁细胞后方可换液。换液２～３天后，

细胞呈大克隆，中期状态细胞较多时可进行收获。

加入５μｌ（１０μｇ／ｍｌ）秋水仙素，轻轻摇，放入培养箱

继续孵育３小时。

１．３．２　消化　取出培养瓶弃掉培养基，加入２ｍｌ

０．２５％胰酶于３７℃培养箱放置２分钟，加入培养基

终止消化，用吸管反复吹打直至细胞从瓶壁脱落且

无肉眼可见细胞团，将细胞悬液转移至１５ｍｌ离心

管，２０００ｒｐｍ８分钟离心。

１．３．３　低渗　弃上清，加入５ｍｌ低渗液（２ｍｇ／ｍｌ

氯化钾＋２ｍｇ／ｍｌ柠檬酸钠）重悬后３７℃孵育１３分

钟，加入１ｍｌ甲醇∶冰醋酸＝３∶１固定液轻轻混匀后

预固定５分钟，１８００ｒｐｍ离心８分钟。

１．３．４　固定　弃上清，加入５ｍｌ甲醇∶冰醋酸＝

３∶２固定液重悬室温放置３０分钟，２０００ｒｐｍ８分钟

离心，弃上清，加入５ｍｌ甲醇∶冰醋酸＝３∶２固定液

重悬放置于４℃过夜。

１．３．４　制片、干燥及分带　次日取出至恢复室温

后２０００ｒｐｍ８分钟离心，弃上清，加入３～４滴甲醇

∶冰醋酸＝２∶１固定液重悬制片，７５℃干燥３小时，

Ｇ显带。

在羊水培养过程中，对于血性羊水、有胎粪污

染羊水、孕周偏小或大羊水等几种情况羊水的培

养方法如下：①血性羊水的培养：如果离心后有大

量血细胞存在，一般采取提前换液的方法。培养３

～４天后显微镜下观察是否有贴壁细胞，若有细胞

已贴壁，晃动培养瓶并弃掉培养基，加１ｍｌ培养基

再次晃动培养瓶，冲洗瓶壁上附着的血细胞后再

次弃掉培养基，再重新加入５ｍｌ新鲜培养基继续

培养直到有大量细胞克隆出现。②有胎粪污染羊

水的培养：对于有胎粪污染或者是其他杂质较多

的羊水，培养４天后显微镜下观察如有细胞贴壁

可冲洗后提前换液；也可以在培养１小时后轻轻

取出培养瓶，用吸管轻轻吸出上清（其中包含大量

还未贴壁的羊水细胞）重新接种于新的培养瓶中

后按正常方法进行培养。③孕周偏小（＜１８周）羊

水的培养：孕周偏小，羊水里游离细胞量较少，活

性细胞也较少，离心后可见很少量沉淀，接种后可

稍微延长培养时间，较正常细胞晚２～３天换液。

④孕周偏大（＞２６周）羊水的培养：大孕周羊水里

细胞较多，但活性细胞较少。可在离心后稀释羊

水浓度，分多瓶培养促进羊水细胞贴壁。对于孕

周过大且含有大量胎脂羊水，须在培养４天后显

微镜下观察，如有细胞贴壁须提前换液。

羊水培养过程中，细胞克隆较少或者克隆过

老的情况下需要消化刺激或传代，以下游两种消

化方法：①胰酶消化法：弃掉培养基，加入２ｍｌ

０．２５％胰酶３７ｌ培养箱放置２分钟，加入２ｍｌ培养

基中止消化并对着瓶壁反复吹打直至贴壁细胞都

重悬后转移至１５ｍｌ离心管１２００ｒｐｍ离心５分钟，

加新鲜培养基重悬后重新种植入培养瓶继续培

养。②细胞刮刮细胞法：弃掉培养基，加入２ｍｌ新

鲜培养基，用细胞刮（ＮＵＮＣ公司）刮细胞，然后用

吸管反复吹打后再加入３ｍｌ培养基原瓶培养或一

传二继续培养。

２　结果

采用上述培养方法，通过对临床采集２０１７年１

月至２０１７年１１月的２７７２例羊水进行细胞培养，培

养结果如表１，结果异常的见表２。

３　讨论

羊水细胞的培养过程中，影响因素较多［４，５］。

首先，羊水细胞的采集、运输、接种一直到后期的培

养都需要无菌条件［６］，从采集到运输、接种过程必须

快速进行。羊水细胞培养后前几天贴壁时间必须静

置，防止挪动，否则直接影响细胞贴壁。细胞培养箱

的温度、湿度和ＣＯ２ 浓度是培养成功的关键，特别

是ＣＯ２ 浓度必须控制在（５±０．５）％，这直接影响到

羊水细胞是否能够生长存活的必要条件。羊水培养

基的选择也至关重要，建议在培养时两种培养基同

９２
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时平行培养，以便对照同时也可以防止意外情况的

发生。

表１　２７７２例羊水细胞培养结果

检查指征 例数（例）异常例数（例） 异常比例（％）

血清学筛查异常 ４８１ ２０ ４．２

超声异常 １０７７ ４７ ４．４

高龄 ５８９ ２１ ３．６

无创异常 ２１２ ７６ ３５．８

合并两项及以上异常 ２０４ ２９ １４．２

其他 ２０９ １１ ５．３

合计 ２７７２ ２０４ ７．４

表２　２７７２例水细胞培养中异常结果分类

异常结果分类 例数（例）

常染色体三体

１３三体 １

１８三体 １７

１９三体 １

２１三体 ８４

性染色体三体

ＸＯ ７

ＸＸＸ １２

ＸＸＹ ８

ＸＹＹ ４

易位 ２５

重复 ９

缺失 ８

倒位 ２３

Ｍａｒ ２

嵌合 １６

合计 ２０４

　　血性羊水培养成功率低主要是因为血细胞的存

在，影响羊水细胞的贴壁和生长。提前换液减少血

细胞的影响，同时新鲜培养基可为羊水细胞的增殖

提供充足的养分促进生长；对于有胎粪污染或其他

杂质含量较多的此类质量较差的羊水，在接种１小

时后吸出上清重新接种是由于在１小时内杂质由于

重力作用提前沉淀至瓶底，而羊水细胞还未贴壁。

故重新接种可有效去除其他方式无法去掉的杂质从

而改善羊水生长的微环境。

许多Ｂ超结果明显异常、生有异常染色体疾病

的患儿、或是夫妻双方自身染色体异常以及夫妻双

方携带某种单基因或染色体病的孕妇会在孕周较小

的时候来进行遗传咨询，这样抽取羊水的孕周较小

导致活性细胞较少难培养的羊水细胞在培养时可适

当减少培养基，人为提高细胞浓度进行培养；也可通

过适当延长贴壁时间，晚２～３天换液，保证活性细

胞完全贴壁。对于一些在较大孕周才发现Ｂ超异

常或羊水量异常的孕妇，抽取羊水时间较晚导致羊

水中死细胞过多活性细胞过少，含有胎脂等因素导

致细胞培养难度增大［７］。对于此类羊水需人为稀释

羊水浓度，多接种一瓶，尤其含有胎脂的羊水必须提

前换液，或多次换液［８］以减少死细胞以及胎脂对羊

水贴壁的影响。

羊水细胞在换液后观察若克隆较少（３～４个），

直接收获可能导致分裂项偏少，则需要原瓶消化刺

激后再培养１～２天待细胞密度达６０％～７０％再收

获。对于细胞克隆较老的羊水，可消化刺激后再进

行收获。在细胞传代时，对于克隆少细胞状态良好

生长旺盛的羊水细胞建议细胞刮刮细胞法进行；对

于细胞克隆较老的羊水细胞建议用胰酶消化的方式

进行传代。总体来说，细胞刮刮细胞法对羊水细胞

的损伤较小［９］，传代后贴壁时间也较短，是一种比较

理想的细胞传代方法。

羊水培养成功是进行染色体核型分析的前提条

件，是产前诊断遗传咨询的重要依据［１０］，对预防出

生缺陷意义重大［１１］。从羊水采集到收获制片过程

复杂漫长，每个环节都可能对实验结果造成影响。

本实验室用以上所述优化的羊水细胞培养方法培养

成功率达９９．９％以上，综上所述，羊水细胞的培养

需要在操作过程中因个体差异而异，需要根据不同

羊水的状态细化操作方能提高培养成功率。
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全外显子组测序技术在结构发育异常胎儿中的应用研究

廖灿

（广州市妇女儿童医疗中心产前诊断中心）

　　全外显子组测序技术（ｗｈｏｌｅｅｘｏｍｅｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＷＥＳ）已逐渐

应用于临床，其优势在于并行一次完成了人类全基因组近２万个

基因的编码区测序，约占基因组比例１％，拥有更优的性价比；直接

对病例基因组变异进行检测，准确度高；只需要选择少量的家系样

本或者单个的散发病例样本。

来自广州市妇女儿童医疗中心的廖灿教授通过讲述中国罕见

病的现状、产前诊断遗传性疾病主要技术进展、临床遗传病检测流

程、ＮＧＳ国际应用指南，并结合广州市妇女儿童医疗中心 ＷＥＳ在

临床实践中的经验向我们详细介绍了“全外显子组测序技术在结构发育异常胎儿中的应用研究”。

犇犗犐：１０．１３４７０／ｊ．ｃｎｋｉ．ｃｊｐｄ．２０１７．０４．００９
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