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羊水细胞培养技术的临床应用

王辉林，蓝慧娟，麦光兴，李启运，熊礼宽△

（深圳市宝安区妇幼保健院中心实验室，广东深圳５１８１３３）

　　摘　要：目的　探索羊水细胞染色体培养改良方法，提高培养、收获成功率，满足临床诊断需要。方法　对４９３例羊水标本进

行细胞培养和染色体收获，并对实验细节进行优化，建立标准操作程序。结果　羊水培养成功率９９．８％（４９２／４９３），发现２１三体

６例、１８三体２例、其他异常２例。结论　采取严格质量控制；保留换液后的上清，解决因收获失败无法诊断的问题；采取肝素抗

凝等，消除母血细胞干扰，可使羊水细胞培养成功。
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　　羊水染色体核型分析是产前诊断染色体疾病的金标准。

自１９６６年首次报道应用于胎儿染色体疾病的产前诊断以来，

至今，此项技术仍在产前诊断中起着无可替代的作用［１］。羊水

细胞培养是否成功是进行产前诊断的关键，该技术存在要求

高、难度大、周期长、易污染等特点，需要经验丰富的专业人

员［２］。无创产前诊断技术进展迅速，能检出２１、１８和１３号染

色体的数目改变［３］，无法检出其结构异常，不能取代核型分

析［４５］。本实验针对影响羊水培养成功的污染等问题进行了探

索分析，现报道如下。

１　材料与方法

１．１　标本来源　选择自２０１１年３月至２０１２年１２月来深圳

市宝安区妇幼保健院产前诊断中心产前咨询门诊的孕１６～２２

周的孕产妇羊水标本４９３份，均在孕妇知情同意后行羊膜腔穿

刺术和羊水染色体检查。

１．２　仪器与试剂　德国艾本德公司Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ５４１离心机；美

国Ｔｈｅｒｍｏ公司ＣＯ２ 培养箱；德国Ｌｅｉｃａ公司倒置显微镜；德

国Ｌｅｉｃａ公司ＤＭ２０００显微镜；广州达晖公司提供ＢｉｏＡＭＦ和

Ｃｙｔｏｇｅｎ羊水培养基；深圳怡百世公司提供Ｃｏｒｎｉｎｇ２５ｍＬ培

养瓶。

１．３　方法

１．３．１　标本采集及羊水处理　在Ｂ超引导下，经腹穿刺抽取

羊水２０ｍＬ左右，分别装入２支一次性无菌离心管中，标本尽

快送实验室接种。正常羊水以１５００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃去

上清液，保留０．５ｍＬ羊水上清，混匀细胞，接种入５ｍＬ羊水

培养基中。

１．３．２　细胞培养和收获　将接种好的羊水细胞培养瓶放入

ＣＯ２ 培养箱中培养６ｄ后，在倒置显微镜下观察羊水细胞的克

隆大小及数目，达到要求的就可以换液，第２天收获。加入秋

水仙素８０μＬ（２０μｇ／ｍＬ），置ＣＯ２ 培养箱处理２ｈ后收获细

胞。采用０．２５％ＥＤＴＡ／胰酶作用２～５ｍｉｎ，将细胞消化成单

个细胞进行低渗。用０．４％柠檬酸三钠：０．４％氯化钾＝１∶１，

低渗２ｍｉｎ后加入固定液预固定５ｍｉｎ，离心后去上清，固定１５

ｍｉｎ后离心，重复固定一次后滴片。

１．３．３　核型分析　将玻片放入电热干燥箱７５℃４ｈ后显带。

将Ｇ显带玻片放入显微镜下观察染色体分裂相，按照人类细

胞遗传学国际命名体制（ＩＳＣＮ２００９）标准进行核型分析。常规

计数２０个，分析４个分散良好、大于４００条带的染色体核型，

嵌合体核型计数增至１００个分裂相。

２　结　　果

２．１　羊水收获情况　４９３例羊水中一次性培养成功４９２例，

失败１例，成功率为９９．８％。所有羊水平均收获时间为７．５

ｄ，最短的５ｄ换液收获，最长的培养时间为１５ｄ。收获时间长

短与个体差异有关。其中有３７例严重母血污染的羊水，均培

养成功，培养周期为９～１５ｄ，与正常清亮羊水相比，培养时间

略有延长。４９３例羊水标本中均未发现污染的羊水标本。

２．２　核型分析情况　收获的所有标本中，每例制片４～６张，

其中４９１例均获得至少３０个可供分析的核型，另有１例仅获

得２１个可供分析核型。在４９２例羊水细胞培养中，有正常核
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型的４８２例，异常核型１０例。具体见表１。

表１　　羊水细胞培养结果的异常染色体核型

病例 年龄（岁）孕周（周） 临床诊断 染色体核型

１ ３４ ２０ ２１三体高风险１：５２ ４７，ＸＹ，＋２１

２ ２４ ２１ ２１三体高风险１：１００ ４７，ＸＹ，＋２１

３ ３２ １８ ２１三体高风险１：１００ ４７，ＸＹ，＋２１

４ ２６ ２２ ２１三体高风险 ４７，ＸＸ，＋２１

５ ３８ １９ ２１三体高风险１：６ ４７，ＸＸ，＋２１

６ ２９ ２２ １８三体高风险 ４７，ＸＸ，＋１８

７ ３４ １８ ２１三体高风险 ４６，Ｘ，ｄｅｒ（Ｘ）

８ ３２ ２０ ２１三体高风险１：１５ ４７，ＸＸ，＋２１

９ ３３ ２０ 不良孕产史 ４６，ＸＹ，ｔ（３；１２）（ｐ２５；ｑ１３）ｍａｔ

１０ ３６ ２０ 中孕，年龄高风险 ４７，ＸＸ，＋１８

３　讨　　论

羊膜腔穿刺是损伤性的取样技术，对孕妇和胎儿有造成损

伤、感染、流产的潜在危险，流产发生率约０．５％
［６］。有研究者

报道了通过获取孕妇母血中的胎儿ＤＮＡ物质，利用高通量测

序技术进行无创产前诊断２１三体、１８三体和１３三体，在１７４１

例可分析的标本中检出了其中所有的１５例非整倍体标本，所

有结果均得到了羊水细胞培养后的染色体核型分析证实，认为

无创产前检测常见胎儿非整倍体比三联法母血清筛查敏感性

更高，尚无法诊断其他染色体数目改变或异常［７］。羊水细胞主

要来源于胎儿的皮肤、消化道、呼吸道等处，大部分是衰老和固

缩的脱落细胞，这使羊水细胞培养较其他组织如外周血细胞、

皮肤细胞的培养更为困难［８］，一旦培养失败，孕妇难接受第２

次穿刺取样和脐带穿刺，所以对羊水细胞培养及传代培养的成

功率要求很高［９］。影响羊水细胞培养成功的因素很多，但主要

是培养基质量、标本质量、操作程序文件、工作人员操作技术和

质量控制。根据本实验室现有条件摸索出一套较为成熟的羊

水细胞培养和收获方法，并取得较好的效果，并建立了适合本

实验室的程序文件和操作规程，现将优化实验细节分析如下。

（１）培养基的选择。传统的培养基是在Ｆ１０中加入一定比

例的胎牛血清，由于营养成分较少，羊水细胞培养所需时间较

长，培养成功率低。本实验采用两种商业化培养基（ＢｉｏＡＭＦ

和Ｃｙｔｏｇｅｎ培养基），因其营养成分较齐全，省去了添加生长因

子等步骤，方便省时、培养效果好，收获效率高。本实验培养成

功的羊水标本细胞均生长良好，圆形、双圆形细胞较多。一次

性培养成功４９２例，成功率为９９．８％，高于文献［１０］报道的

９６．８７％ 。１例羊水细胞培养失败，是因为仅接收６ｍＬ羊水，

羊水细胞量少，细胞无法贴壁生长，从而导致培养失败，失败与

所送标本量少有关。（２）羊膜腔穿刺时间 。羊膜穿刺时间的

正确选择，获取高质量的羊水标本，是细胞培养成功的关键之

一。本实验采集１６～２２周之间的羊水，其细胞生长良好，形成

的圆形、透亮细胞多。１６周之前的羊水中脱落细胞少，贴壁的

细胞相对少；２２周后的羊水中胎粪等杂质增多，严重影响活细

胞的贴壁生长。（３）严格无菌操作 。从羊水的采集到培养，每

一步都必须按照严格的无菌操作进行，任何一个微小的操作疏

忽都有可能导致污染。（４）双线操作 。培养收获中做到双线

操作：送检标本为２管；接种必须２个人接种；使用不同商业化

的２种羊水培养基；分别在２个培养箱中培养；２个人收获细

胞；２个人阅片，集中审核发报告。这些措施可以避免因人为

因素带来的失误和错误导致培养失败。（５）血性羊水处理 。

本组共有３７例严重母血污染的羊水，所占比例为７．５％，高于

国内报道的１．１％
［１１］和国外报道的２％～３％

［１２］。研究者采取

措施为发现有母血污染的标本，在穿刺后即加入无菌肝素１

滴，避免红细胞凝集时把羊水细胞也凝集起来，并采取提早换

液及多次换液的方法，尽可能的排除母体细胞对实验结果的干

扰，经过处理后的血性羊水均培养成功，并获得可供临床分析

的胎儿染色体核型。（６）污染羊水处理。由于抗菌药物在抗菌

的同时也抑制了羊水细胞的生长，故尽量不用或少用。如怀疑

羊水受细菌、霉菌或支原体污染时，应考虑使用，用量一般与组

织培养相同。研究者未曾发现羊水培养的污染情况，与本实验

室的无菌条件好，操作规范有关。（７）上清的继续培养。换液

后的上清转入另一个新的培养瓶中继续培养，在培养５～６ｄ

后可见大量新的细胞贴壁，并形成克隆，能有效防止第一次羊

水细胞收集及染色体制备失败。（８）建立收获标准。要收获较

多的分裂相，必须在适当的时机收获。研究者在倒置显微镜下

观察到下列情况即为以梭长形羊水细胞（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，培养瓶中有３个以上细胞克隆，且每个细胞克隆中存在有

２０个以上的圆形、双圆形或葡萄状透亮细胞。有时细胞克隆

中央的细胞即使开始老化，只要克隆周边细胞生长旺盛也可以

收获。

综上所述，采用合格的培养基、双线操作、严格质控等可以

增加羊水细胞的贴壁、缩短羊水细胞培养时间，能有效保证羊

水细胞培养的成功率，满足临床进行唐氏综合征等染色体病的

产前诊断需要，具有重要的临床意义和实际应用价值。
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