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【摘要】　目的　建立稳定的羊水及绒毛细胞原位培养方法。方法　采用细胞原位培养载玻片法，对

１００例羊水和３０例绒毛标本进行原位培养收获，制备好的玻片于ＧＳＬ１２０染色体全自动扫描系统进行

克隆识别扫描。结果　结合染色体全自动扫描平台，建立了条件稳定、操作简单、分析过程简化的原位

培养载玻片法。１００例羊水标本均培养成功，其中异常４例，核型分别为２例４６，ＸＸ，ｉｎｖ（９），１例４７，

ＸＸ，＋２１，１例４５，ＸＹ，ｒｏｂ（１３；１４）；３０例绒毛标本中，１０例为介入性产前诊断标本，均培养成功，核型均

正常；余２０例为流产绒毛，成功１７例，其中５例异常，核型分别为２例４７，（ＸＸ／ＸＹ），＋１６，１例４７，ＸＸ，

＋１４，１例４５，Ｘ，１例４７，ＸＸ，＋３。结论　细胞原位培养载玻片法培养周期短，操作简便，染色体形态

好，核型多且完整，配合染色体全自动扫描系统，大大缩短阅片时间，能更加及时准确地得出产前诊断

结果。
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　　随着产前筛查工作的普遍开展以及优生优育观 念的不断深入人心，产前诊断技术已经成为临床医

学科学的重要组成部分，其中羊水以及绒毛细胞培

养与染色体制备技术是产前诊断中极为重要的技术
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之一。自１９６６年首例羊水细胞培养成功至今
［１］，该

技术已经非常成熟。国内目前普遍应用的是培养

瓶胰酶消化培养法，该法存在耗时长、操作繁琐、细

胞丢失大、无法区别真假嵌合等缺点。原位培养法

则不存在以上缺点，能够鉴别真假嵌合，但技术要求

较高，在国内一直无法得以推广。本实验室在国内

原位培养法研究的基础上，借鉴国外的成功经验，采

用原位培养载玻片法对早期绒毛、中期羊水进行培

养处理，并结合染色体全自动扫描系统，自动按照克

隆进行染色体扫描以供分析，大大提高了工作效率，

现报告如下：

１　资料与方法

１．１　一般资料　选择２０１２年６～１２月在本院行介

入性产前诊断标本以及流产绒毛标本共１３０例，其

中羊膜腔穿刺１００例，孕周１８～２４周；绒毛标本

３０例，孕周１１～１４周，其中绒毛膜穿刺１０例，流产

绒毛２０例。穿刺指征包括高龄、血清学筛查指标异

常、胎儿超声指标异常、异常生育史等。

１．２　主要试剂与仪器　羊水培养基、原位载玻片培

养盒为杭州宝荣科技有限公司生产，培养瓶为丹麦

ＮｕｎｃｌｏｎＥａｓＹＦｌａｓｋ易用培养瓶。ＣＯ２培养箱为美

国Ｔｈｅｒｍｏ３１１１型培养箱。倒置显微镜为 Ｎｉｋｏｎ

ＴＥ２０００Ｓ。染色体分析仪为美国 Ｇｅｎｅｔｉｘ公司的

ＧＳＬ１２０自动染色体扫描仪。

１．３　标本处理

１．３．１　羊水标本　无菌条件下抽取羊水３０ｍｌ，分

别注入３个无菌离心管中，１５００ｒｐｍ离心１０ｍｉｎ，

弃上清，每管留取０．３ｍｌ制成细胞悬液。其中一管

按常规培养瓶法接种培养。另２管各加入１ｍｌ培

养基，充分混匀后分别涂抹于４个原位培养盒的载

玻片上，接种后置于５％ＣＯ２ 培养箱中培养，２４小

时后各补充４ｍｌ培养基，接种后５天观察。

１．３．２　绒毛标本　将绒毛组织在生理盐水中洗涤，

用无菌手术刀片切碎，取小米粒大小按常规培养瓶

法培养。另取米粒大小加入培养基１ｍｌ制成悬液，

分别涂抹于２个原位培养盒的载玻片上，置于５％

ＣＯ２ 培养箱中培养２４小时后各补充４ｍｌ培养基，

接种后５天观察。

１．４　观察、换液、收获

１．４．１　原位培养载玻片法　第５天开始观察，当羊

水玻片上出现６～７个密度适中的克隆，绒毛标本玻

片上大约７～８个组织块周围细胞生长，并有较多处

于分裂期的圆形透亮细胞时便可收获。收获前一天

换液，平均６～８天完成收获。收获过程：加４０μｌ

秋水仙素（１００μｇ／ｍｌ）作用２小时，弃培养液，加３７

℃预温的低渗液（１∶１，０．４％氯化钾：０．４％柠檬酸三

钠）４ｍｌ，低渗５分钟，加１ｍｌ固定液（３∶１甲醇∶冰

醋酸）预固定１０分钟，弃低渗液，加４ｍｌ固定液固

定３０分钟，重复固定１次。取出玻片，置于３７℃温

箱过夜，第二天８０℃烤片２小时。

１．４．２　培养瓶法　第７天开始观察，当出现１０个

左右大、中克隆，并且有大量处于分裂期的圆形透亮

细胞时开始收获，平均８～１０天完成收获。收获过

程按照常规胰酶消化法进行［２］。

１．５　核型分析　常规胰酶法Ｇ显带后的玻片置于

ＧＳＬ１２０染色体全自动扫描系统进行克隆识别以及

染色体扫描。先分析原位培养载玻片法的结果，培

养失败或者分析不够时再结合分析培养瓶法的

结果。

２　结　果

２．１　原位培养载玻片法的１００例羊水标本中，成功

１００例，其中异常４例，核型分别为２例４６，ＸＸ，ｉｎｖ

（９），１例４７，ＸＸ，＋２１，１例４５，ＸＹ，ｒｏｂ（１３；１４）

（ｑ１０；ｑ１０）；３０例绒毛标本中，１０例介入性产前诊断

标本均培养成功，核型均正常；余２０例流产绒毛中，

成功１７例，其中５例异常，核型分别为２例４７，

（ＸＸ／ＸＹ），＋１６，１例４７，ＸＸ，＋１４，１例４５，Ｘ，１例

４７，ＸＸ，＋３，未发现嵌合异常。

２．２　原位培养载玻片法周期较培养瓶法短，平均

６～８天，培养瓶法平均８～１０天。

２．３　每张载玻片上含有可供分析核型的克隆数约

６～１０个（如图１），核型完整，分散良好（如图２），显

带清晰（如图３），完全满足临床分析要求。

３　讨　论

细胞培养是产前诊断技术中极为重要的技术之

一。传统的羊水及绒毛培养为培养瓶法，收获过程

采用胰酶消化法。由于在剥离细胞以及多次离心过

程中不可避免造成细胞的损伤和丢失，最终造成分

裂相的减少、核型不完整；此外，２次的胰酶消化对
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图１　Ａ为原位培养载玻片法培养盒，Ｂ为羊水原位培养克隆分布，Ｃ为绒毛原位培养克隆分布　

图２　原位培养载玻片法的细胞克隆（１０倍视野）　图３　原位培养载玻片法的染色体核型（１００倍视野）

染色体显带的清晰度会有一定的影响。原位培养法

较之传统方法省去了细胞转移、离心等步骤，大大减

少了细胞的丢失及损伤，最终得到可供分析的核型

较多。但国内部分实验室研究过程中曾用过培养瓶

切割法、平皿盖玻片法［３，４］，这２种方法的制片过程

麻烦，保存不方便，更不能上机自动扫描分析，所以

均无法得以推广应用；也有部分实验室对玻片原位

培养法［５］进行研究，但是在染色体的分散以及显带

环节上仍存在一定的问题，且未能做到自动化核型

扫描。本研究使用的原位培养盒中的载玻片是针对

ＧＳＬ１２０染色体全自动扫描平台设计的，显带完成

后，直接利用该平台的克隆识别功能，对载玻片上每

个克隆选择拍摄３个良好的中期分裂相供我们在电

脑上进行核型分析诊断，无需显微镜下分析，大大减

少了工作量。

本研究利用原位培养载玻片法对１００例羊水及

３０例绒毛进行培养分析，除了３例绒毛培养失败，

其余均培养成功。培养失败３例中有２例因接种过

程污染导致，提醒我们在无菌操作上应提高警惕，其

余１例绒毛在原位载玻片以及培养瓶中均无贴壁细

胞生长，可能是因所取组织不新鲜导致。实验过程

中鉴于制片时环境温度和相对湿度对染色体的分散

过程影响较大［６］，通过摸索，我们将制备好的玻片置

３７℃温箱过夜，得到了很好的分散效果以及良好的

染色体形态。在羊水培养方面，本研究方法所需羊

水量少，培养周期短，在克隆较小时收获，保证６～８

个含有３个以上良好分裂相的克隆便可。根据《中

华人民共和国卫生行业标准的胎儿染色体异常的细

胞遗传学产前诊断技术标准》规定，原位培养法分析

时应分别计数来自１５个克隆的１５个细胞，分析其

中的５个核型，若不足１５个克隆，则计数至少１０个

克隆，因此完全可以满足临床分析要求。

综上所述，本研究优化了原位培养法的实验条

件，结合染色体全自动扫描平台，建立了条件稳定、

操作简单、分析自动化的细胞原位培养载玻片法，在

今后的产前诊断临床工作中将有良好的应用前景，

值得推广。
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