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·检验技术与方法·

绒毛染色体制备方法及其在产前诊断中的应用

谢志威，张　晶，李卫凯

（江门市中心医院检验科细胞遗传室，广东江门５２９０２３）

　　摘　要：目的　探讨绒毛活检的适宜操作方法及其应用于产前诊断的临床意义。方法　无菌条件，Ｂ超引导下经腹取绒毛组

织进行培养后，收获染色体，Ｇ显带，显微镜下分析核型。结果　２０１１年间培养绒毛标本３７例，成功率为９７．３％（３６／３７），其中异

常核型３例，限制性胎盘染色体嵌合（ＣＰＭ）１例。结论　绒毛细胞长期培养法和染色体制备方法简单、技术稳定、结果可靠，可用

于胎儿染色体疾病的产前诊断。

关键词：绒毛膜绒毛；　染色体；　核型分析；　产前诊断
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　　目前国内产前细胞遗传学诊断多为中孕期（孕１６～２２周）

羊膜腔穿刺术后进行羊水细胞培养和分析染色体核型，一旦发

现胎儿染色体异常，终止妊娠相对较晚，引产对孕妇造成损伤

较大，在等待产前诊断的过程中，孕妇的心理压力大。而绒毛

活检由于诊断时机更早，临床应用的意义更大，本院产前诊断

中心于２０１１年开展绒毛染色体培养，对符合产前诊断指征的

孕妇，于早孕期（孕７～１３周）行Ｂ超引导下经腹取绒毛组织进

行培养，取得良好的效果。现将本院开展的情况报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　２０１１年，来本院产前咨询门诊就诊，具有明

确产前诊断指征的早孕期孕妇３７例，妊娠７～１３周，均为单胎

妊娠。

１．２　方法

１．２．１　标本采集　临床医生在无菌条件，Ｂ超引导下经腹壁

抽取绒毛膜组织置于装有５ｍＬ生理盐水的无菌试管中，立刻

送实验室培养。

１．２．２　绒毛培养　（１）以吸管吸弃原混有血液的生理盐水，注

意勿丢失绒毛；加入备好的生理盐水，吹打冲洗绒毛，尽量洗净

黏附于绒毛上的血丝。（２）将绒毛移入准备好生理盐水的无菌

平皿中，挑选绒毛。注意绒毛与蜕膜组织相区别，分辨不清时

可置显微镜下观察，绒毛一般有血管，而蜕膜组织没有。（３）将

挑选好的绒毛移入另一个无菌平皿中，吸弃液体成分，取手术

刀片将绒毛组织切碎，大致成糊状即可。（４）取无菌注射器吸

取培养基１０ｍＬ，将培养基部分注入平皿中冲吸切碎之绒毛组

织，全部吸入后轻轻晃动针筒将绒毛组织混匀于培养基中。将

上述培养基绒毛混合液注入培养瓶中，每瓶５ｍＬ，每份绒毛标

本培养两瓶。标记上姓名、编号、日期。置３７℃培养箱内静止

培养，ＣＯ２ 浓度为５％。（５）培养６～７ｄ后在倒置显微镜观察

绒毛细胞贴壁生长情况，如细胞贴壁状况好，于１０倍物镜下见

到占一个以上视野克隆数超过３～５个，则将旧培养液保留约

０．５ｍＬ，其余弃掉，再加５ｍＬ张氏全培养液，每天观察细胞生

长情况，如果绒毛细胞达到生长数量，增长旺盛，则直接收获。

（６）如果绒毛细胞数量未达到收获要求则进行传代：将培养管

内的培养液弃尽，用巴氏滴管加胰酶液（ＧＢＩＣＯ公司生产）约

０．５ｍＬ，漱洗培养瓶２次并弃去，再加胰酶液４滴，放入３７℃

培养箱培养箱３～５ｍｉｎ，见细胞收缩变圆后轻拍培养瓶，使大

部分绒毛细胞由瓶底脱落，然后加５ｍＬ张氏全培养液，放培

养箱中继续培养，每天观察细胞生长情况，绒毛细胞达到生长

数量，增长旺盛时进行收获。

１．２．３　细胞收获　培养第９天早上１１：００，于每只培养瓶中

加入秋水仙素（２５μｇ／ｍＬ）１滴，混匀后放回培养箱，３ｈ后收

获：将绒毛培养液标本倒入离心管，核对姓名和编号，在培养瓶

中加入生理盐水１ｍＬ左右漱洗培养瓶１次并弃去，再加胰蛋

白酶液４滴和３７℃预温的生理盐水约２ｍＬ，消化５ｍｉｎ。显

微镜下观察绒毛细胞变圆后，轻拍使细胞脱落后吸入离心管，

再用生理盐水漱洗培养瓶２～３次，一并吸入离心管中。以１

２００ｒ／ｍｉｎ，离心１０ｍｉｎ，吸去上清液，留下沉淀物。向离心管

中加入２ｍＬ预温（３７℃）的０．０７５ｍｏｌ／Ｌ氯化钾低渗液并吹

匀，水浴（３７℃）６ｍｉｎ后加入固定液约０．５ｍＬ（甲醇∶冰乙酸

＝３∶１，新鲜配制），轻轻吹匀，在室温下放置７ｍｉｎ，以１２００

ｒ／ｍｉｎ，离心１０ｍｉｎ后吸去上清液，加入固定液８ｍＬ，轻轻混

匀，固定３０ｍｉｎ。再重复以上固定步骤一次，加盖拧紧后置４

℃冰箱贮存。

１．２．４　制片、显带、染色方法　制片：标本２０００ｒ／ｍｉｎ离心

１０ｍｉｎ，弃上清，加入新配制的适量固定液（０．５～１ｍＬ），用吸

管轻轻吹打细胞团，制成细胞悬液，吸取２～４滴细胞悬液滴于

预冷的洁净载玻片上，每人制２～３片，标记姓名及编号立即用

口吹散，将制备的染色体标本片置鼓风干燥箱内７５℃３ｈ，取

出后自然冷却至室温。显带染色同羊水细胞染色体制备［１］。

１．６　核型分析　核型选择染色体折叠、挤压、团聚、变形总数

不超过５条，带纹清楚、深浅带反差明显、染色为桃红色、细胞

核膨大、无蓝色背景。计数２０个核型，分析３个分裂相。异常

核型由２人以上确定。异常核型，根据异常种类不同，计数

５０～１００个核型，分析１０个分裂相。染色体结构异常病例必

须复查一次并争取复查父母核型进行对照染色体检查报告由

专人签发，１５个工作日出结果。
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２　结　　果

３７例标本中，一例由于绒毛取材量不足，最终导致培养失

败，其余３６例标本均培养成功，培养成功率为９７．３％，平均培

养时间为６～９ｄ，培养过程中细菌污染率为０，发现异核型３

例，限制性胎盘染色体嵌合１例，核型：４７，ＸＹ，＋３／４６，ＸＹ。

见表１。

表１　　３６例绒毛核型分布

核型 狀

４６，ＸＸ １７

４６，ＸＹ １５

４７，ＸＸ，＋２１ １

４７，ＸＸ＋１８ １

４６，ＸＸ，ｔ（１；１５）（ｑ２１；ｐ１１） １

４７，ＸＹ，＋３／４６，ＸＹ １

总计 ３６

３　讨　　论

自从１９８３年意大利学者Ｓｉｍｏｎｉ等
［２］首次采用绒毛细胞

直接制备染色体以来，国内外学者对绒毛细胞体外培养方法进

行了许多探索，主要是直接培养法、长期培养法、悬浮培养法

等［３４］，这其中长期培养法所制备的染色体较直接培养法的质

量好，数量多。我中心借鉴羊水细胞传代法培养的经验，经过

改良应用于绒毛组织的培养，相对于孕中、晚期的羊膜腔穿刺、

脐带穿刺术，Ｂ超引导下经腹取绒毛组织进行培养，能做到早

期诊断，早期处置，因此在细胞遗传学、分子生物学等产前诊断

领域有着广泛的应用前景。

母体细胞污染是绒毛取样过程中常见的现象，约占全部绒

毛细胞培养病例的１．９％
［５］，为避免或减少母体细胞的污染，

应进行绒毛的挑选和净化。本室在取材后置倒置镜下，把来源

于母体的表面光滑的蜕膜从绒毛组织中分离出来，弃掉，将血

凝块和其他杂质清除掉，挑选绒毛短、分支多，有微绒毛的部

分，以获得高质量的绒毛细胞。通常每例要求的纯净绒毛量大

于１０ｍｇ。此外，绒毛要新鲜，有活性，则绒毛细胞培养时间简

短，反之培养时间长，效果差。总之获得高质量的绒毛细胞染

色体分裂相是准确进行细胞遗传学分析的前提条件。２０１１年

间培养标本３７例标本中，有一例取材失败。这位孕妇为前位

胎盘，由于角度问题导致取材量太少，最终培养失败。因此，在

做绒毛取样，绒毛染色体检查时，还应注意胎盘的位置，选择正

确的取材方法。

３７例标本中３６例培养成功，培养成功率为９７．３％，３６例

标本中胎儿染色体异常检出率为８．３３％（３／３６），其中三体型

占６６．７％（２／３，１８三体和２１三体各一例）为主要的异常核

型，说明染色体三体仍是胎儿最常见的异常核型，比国内外报

道稍高［６］。三体儿的产生多数是由于减数分裂同源染色体不

分离所致。对三体胎儿的处理：说明其后果的危害性，劝孕妇

必须终止妊娠。平衡易位是主要的胎儿染色体结构异常，新生

儿发生率为１‰～２‰
［７］。由于没有遗传物质的丢失或者丢失

不多而未引起表型改变，个体发育一般无严重影响，表型正常。

本研究发现的１例平衡易位者核型为４６，ＸＸ，ｔ（１；１５）（ｑ２１；

ｐ１１），属父母遗传，曾有习惯性流产的不良产史，对检出的平衡

易位胎儿，向家属说明情况，如果保留胎儿，对下一代的生育应

进行指导，告诉他们应该做产前染色体检查，避免染色体异常

的胎儿出生。

绒毛细胞培养和染色体制备中１％～２％的病例会出现限

制性胎盘染色体嵌合（ＣＰＭ）现象，这是一种组织特异性、在胎

盘中发现的非整倍体细胞系嵌合体，这种异常通常在胎儿中是

不存在的，即滋养层细胞核型与胎儿真实核型不一致［８］。本院

的３６例中发现１例ＣＰＭ，占２．７８％，略高于国外文献报道，这

可能和本组病例较少有关。发生机理主要是合子形成后，体细

胞有丝染色体不分离，这各现象只发生在分化为胎盘组织的细

胞系，异常核型只能出现在胎盘组织，而胎儿其他组织细胞核

型均正常。限制性胎盘染色体嵌合是近几年提出的新概念，主

要引起胎儿宫内发育迟缓，胎儿死亡为主的非畸形效应，其原

因认为是含异常基因的胎盘组织影响了胎盘的正常发育功能。

进而影响了胎儿的生长发育。绒毛短期培养法培养的绒毛细

胞主要为细胞滋养层细胞，将来发育为胎盘，所获得的核型更

能反映胎盘的核型，长期培养法培养的细胞主要为胚外中胚层

间质细胞，将来发育为胎儿部分，所获得的核型更能反映胎儿

的核型，因此，对绒毛同时进行短期和长期培养，才能对ＣＰＭ

作出更加准确的判断，从而作出更加准确的产前诊断［９］。但在

临床操作中，由于受到取材量的限制，无法对绒毛同时进行短

期和长期培养，因此，建议若绒毛染色体核型发现标记染色体

或其他异常核型的嵌合体，并非终止妊娠的指征，应行羊膜腔

穿刺或脐静脉穿刺，分析胎儿染色体核型，排除ＣＰＭ 的可能

性，以进一步明确诊断。
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［９］ｖａｎｄｅｎＢｅｒｇＣ，ＶａｎＯｐｓｔａｌＤ，ＢｒａｎｄｅｎｂｕｒｇＨ，ｅｔａｌ．Ａｃｃｕｒａｃｙｏｆ

ａｂｎｏｒｍａｌｋａｒｙｏｔｙｐｅｓａｆｔｅｒｔｈｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｂｏｔｈｓｈｏｒｔａｎｄｌｏｎｇ

ｔｅｒｍｃｕｌｔｕｒｅｏｆｃｈｏｒｉｏｎｉｃｖｉｌｌｉ［Ｊ］．ＰｒｅｎａｔＤｉａｇｎ，２０００，２０（１２）：

９５６９６９．

（收稿日期：２０１２１００２）

·２９５· 国际检验医学杂志２０１３年３月第３４卷第５期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｍａｒｃｈ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．５


