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１０１６例孕中期孕妇羊水细胞的培养及染色体核型分析

黎永鉴，闫丽琼，庞义坚

（梧州市妇幼保健院，广西梧州５４３００２）

　　摘　要：目的　探讨羊水细胞培养和染色体核型分析在产前诊断中的的应用价值。方法　对１０１６例孕中期孕妇，在Ｂ型超

声波检查的监护下行羊膜腔穿刺术，对抽出的羊水进行细胞培养及染色体核型分析。结果　１０１６例孕妇中，一次性羊水穿刺、细

胞培养成功１０１１例（９９．５％）。胎儿染色体异常核型检出率为１０．３％（１０５／１０１６），其中，结构异常８．３％（８５／１０１６）；数目异常

２．０％（２０／１０１６）。８５６例接受随访。结论　羊水细胞培养及染色体核型分析是安全、可靠的产前诊断方法。
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　　染色体病是导致出生缺陷的最常见原因之一，染色体病目

前无有效的治疗方法。妊娠中期在超声引导下经腹进行羊膜

腔穿刺抽取羊水进行羊水细胞培养及核型分析不但是细胞遗

传学产前诊断的主要手段，也是细胞遗传学金标准。因此，通

过产前诊断避免染色体病患儿出生、对提高人口素质有重要意

义。本研究对梧州地区１０１６例孕中期的孕妇行羊膜腔穿刺

术，进行羊水细胞培养及染色体核型分析，探讨羊水细胞培养

和染色体核型分析在细胞遗传学产前诊断中的应用价值。现

进行回顾性总结。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选择２０１０年３月至２０１３年３月于本院优生

遗传咨询门诊及产科门诊就诊的孕妇１０１６例，纳入标准：因

各种产前诊断指征而接受羊膜腔穿刺术进行羊水细胞培养与

染色体核型分析的孕妇。年龄１６～４６岁，孕１７～２４周。均签

署知情同意书并记录联系方式进行随访。产前诊断指征：（１）

唐氏高危及１３、１８三体高风险；（２）高龄孕妇（≥３５岁）；（３）夫

妇一方有明显致畸因素接触史，不良孕、产史；（４）夫妇一方有

染色体异常病史及家族史；（５）超声检查发现胎儿畸形及病毒

感染等。

１．２　主要仪器　阿洛卡ＡＬＯＫＳＳＤ１０００多普勒超声诊断仪

（日本Ａｌｏｋａ公司）、ＴｈｅｒｍｏＦｏｒｍａ３１１１型ＣＯ２ 培养箱（美国

Ｔｈｅｒｍｏ公司）、ＯｌｙｍｐｕｓＣＫＸ３１／４１倒置相差荧光显微镜（日

本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）、染色体核型分析系统（上海北昂医疗技术

有限公司）。

１．３　羊膜腔穿刺　孕妇经适当活动，在Ｂ型超声波（Ｂ超）检

查的监护下经母腹行羊膜腔穿刺术，选择腹正中线或脐与髂前

上棘连线的中点处，常规腹部皮肤消毒铺洞巾，用６号腰穿长

针头经皮行羊膜腔穿刺术，无菌抽取羊水２０ｍＬ分装于２支

１５ｍＬ无菌离心管中，立即送检。

１．４　检测方法　抽出羊水离心后，每管留取０．５ｍＬ羊水沉

渣接种于Ｔ２５细胞培养瓶中，每瓶加ＡｍｎｉｏＭａｘ培养液（美国

Ｇｉｂｃｏ公司）３．５ｍＬ，置于３７℃、１００％湿度、５％ ＣＯ２ 培养箱

中，７ｄ后开始观察细胞生长情况。当显微镜下见５～６个羊水

细胞克隆，每个克隆有５０～２００个细胞，且细胞克隆中有较多

圆形、折光性强的分裂细胞时，即收获细胞；若羊水细胞经过换

液、延长培养时间处理后，贴壁生长仍不佳，或羊水细胞在收

获、制片、染色过程中因操作失误而失败时，将羊水细胞作传代

培养。吸取培养上清液至一新离心管，加入１ｍＬ０．２５％乙二

胺四 乙 酸 （ｅｔｈｙｌｅｎｅｄｉａｍｉｎｅｔｅｔｒａａｃｅｔｉｃａｃｉｄ，ＥＤＴＡ）胰 酶 和

２．５ｍＬ生理盐水，３７ ℃消化３～５ｍｉｎ，再转至原离心管，

１５００ｒ／ｍｉｎ离心８ｍｉｎ，弃上清液，加入０．０７５ｍｏｌ／ＬＫＣｌ低渗

液于３７℃处理１５ｍｉｎ，用３∶１甲醇／冰醋酸预固定和固定后，

滴片，行常规Ｇ显带核型分析。

１．５　核型分析　显微镜下常规计数分散良好、形态适中、显带

清楚的２０～３０个中期分裂相细胞，采用染色体核型分析系统

采集核型图像，分析５个或以上核型；对异常核型则增加细胞
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计数检测。出具报告，提供遗传咨询意见。

２　结　　果

１０１６例孕妇中，一次性羊水穿刺、细胞培养成功１０１１例

（９９．５％），５例（０．５％）第２次穿刺后培养成功，术后无一例妊

娠丢失现象。胎儿染色体异常核型检出率为１０．３％（１０５／

１０１６），其中，结构异常８．３％（８５／１０１６）；数目异常２．０％（２０／

１０１６）。８５６例接受随访。细胞遗传学产前诊断指征分布和染

色体核型分析见表１。羊水细胞染色体核型分析见表２。

表１　　１０１６例孕妇细胞遗传学产前诊断指征分布及

　　　染色体核型分析［狀（％）］

产前诊断指征 指征检出 染色体核型异常

血清学筛查高风险ａ ４１８（３９．６） ４９（１１．７）

高龄（≥３５岁） ３５３（３３．５） ２５（７．１）

不良孕、产史ｂ ３０（２．８） ３（１０．０）

孕早期用药史 ６（０．６） ０（０．０）

Ｂ超发现胎儿畸形 １１（１．０） ３（２７．３）

其他ｃ ２３７（２２．５） ２６（１１．０）

合计ｄ １０５５（１００．０） １０５（１０．３）

　　ａ：包括１３、１８、２１三体高危；ｂ：包括染色体异常儿、低智儿、畸形

儿；ｃ：夫妇双方地中海贫血检测呈阳性且没进行血清学筛查的孕妇；ｄ：

交叉统计；：有１例与高龄孕妇项重叠。

表２　　１０１６例羊水细胞的染色体核型分析

种类
异常核型

［狀（％）］
妊娠结局与随访

数目异常

　１３三体 １（１．０） 孕２９周停育

　１８三体 ３（２．９） 引产，脐血和羊水核型相符

　２１三体 １１（１０．４） 引产，脐血和羊水核型相符

　４５，Ｘ ４（３．８） 引产，脐血和羊水核型相符

　４７，ＸＸＹ １（１．０） 失访

结构异常

　４６，Ｘ，ｉ（ｘｑ） １（１．０） 异地引产

　平衡易位 １（１．０） 合并β地贫，异地引产

　罗伯逊易位 ３（２．９） ３例足月生产，外观无异常

　倒位 ３３（３１．３） ３０例足月生产，外观无异常；３例失访

　多态性 ４７（４４．７） ４３例足月生产，外观无异常；４例失访

合计 １０５（１００．０）

　　：包括大Ｙ小Ｙ、随体增减、可变区增大等。

３　讨　　论

机体内、外因素改变会导致导致胎儿先天性染色体数目异

常或结构畸变，由此而引起的疾病称为染色体病。活产婴儿

中，染色体畸变发生率为０．５％～０．７％，自然流产儿约５０％有

染色体异常［１］。染色体病患儿均有生长发育迟缓、智力低下、

先天性多发畸形等特点。羊水细胞培养与染色体核型分析能

在妊娠中期对胎儿染色体结构和数目异常作出产前诊断，及时

发现异常胎儿并终止妊娠，对优生优育，提高人口素质具有重

要意义。

本研究的一次性羊水穿刺培养成功率为９９．５％，与文献

［２］报道相符，术后无一例妊娠丢失现象，由此可见，Ｂ超介导

下行羊水穿刺术进行羊水细胞培养与染色体核型分析是一种

成功率高、安全可靠的产前诊断法［３４］。

血清学筛查经济、快速、简便、安全，为大多数孕妇接受，但

其存在５％的假阳性率和２０％～４０％的漏诊率。近年来通过

检测母体外周血中游离胎儿ＤＮＡ，开展了关于染色体非整倍

体（Ｔ２１、Ｔ１８、Ｔ１３）的无创ＤＮＡ产前检测技术，具有安全、准

确、快速、早期诊断的优点。但由于该项目只能对１３、１８、２１三

倍体和部分性染色体进行检测，且价格昂贵，还不能广泛普及。

因此，在血清学筛查高风险的提示下进行染色体产前诊断仍是

当前主要手段。

孕妇随着年龄的增长，尤其是中年以后卵子和纺锤丝逐渐

老化，卵细胞减数分裂过程中易导致染色体异常分离，造成胎

儿染色体数目异常的概率明显增高，其中以先天愚型最为常见

和危害性最大［５６］。有统计显示：＜３５岁、３５～＜４０岁、４０～＜

４５岁、≥４５岁这４个年龄组孕妇生育先天愚型胎儿的发生率

分别为０．１２５％、０．４００％、１．０００％及２．０００％
［７８］。

本研究中，具不良孕、产史指征的孕妇中异常染色体发生

率为１０％（３／３０），提示既往有不良孕、产史的孕妇再次妊娠出

现胎儿染色体异常的概率明显增高。Ｂ超检查发现胎儿畸形

常提示胎儿染色体异常的可能［９］，对产前诊断具有重要意义。

在２３７例夫妇双方地中海贫血检测呈阳性且没进行血清学筛

查而要求进行胎儿染色体检查的孕妇中，胎儿染色体异常发生

率高达１０．９７％（２６／２３７），此类孕妇与胎儿染色体异常的发生

有无关联值得进一步研究。

染色体数目异常主要以三体综合征为主。一般认为，三体

产生的主要原因是卵子在减数分裂时染色体不分离，导致异常

卵子受精。本研究１０１６例羊水检出常染色体和性染色体数

目异常２０例。

本研究中，染色体平衡异位发生率为０．３９％（４／１０１６），高

于一般人群的０．１９％
［１０］。染色体平衡异位会导致携带者的生

育问题［１１］，但有研究表明，染色体平衡异位携带仍有机会生育

正常后代［１２］。目前，世界范围内已报道的染色体倒位有２４

种，其中９号臂间倒位最为常见，人群中的发生率达１％
［１３］。

本研究发现染色体倒位３３例。由于倒位无染色体丢失，故倒

位携带者一般表型正常，倒位携带者与正常人婚育，其染色体

可能在倒位节段发生同源配对的交换，理论上可形成４种配

子，分别为正常、倒位携带、缺失及重复。因此，倒位携带者再

生育时，子代染色体畸形儿的发生率高［１４１５］。染色体多态性

主要表现在一对同源染色体之间出现形态结构、带纹宽窄度、

着色强度等的明显差异，同时这些微小、恒定的变异又按孟德

尔方式遗传，通常没有明显表型效应和病理学意义。也有研究

表明，多态性的发生与自然流产、死胎、不孕不育、生育畸形儿

等有关［１６１７］。本研究１０１６例羊水中检出染色体多态性４７例

（４．６２％），远大于人群染色体多态性的发生率（２．６％）。

１０１６例孕妇中８５６例接受随访，随访率较低。除部分孕

妇不愿接受随访外，信息收录不全、孕妇更换手机号或停机为

主要原因。在今后的工作中，应加强随访机制，加强医患双方

的随访意识，提高随访率。
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３　讨　　论

ＩＣＵ患者多伴有严重的基础疾病，免疫力低下，易发生各

种类型的感染。本研究６６８株病原菌中，从痰液标本中分离的

菌株 最 多，占 ６５．０％；其 次 来 自 尿 液 （１３．０％）和 血 液

（１２．０％）。提示呼吸系统感染在ＩＣＵ患者中多发，与相关文

献报道一致［１］。真菌感染也以呼吸系统为主，痰液的真菌分离

率为８０．７％，由于上呼吸道存在真菌的定植，痰液中检出的真

菌不排除定植菌的污染。另外，中段尿、咽拭子和血液中也有

少量真菌的检出，与痰液相比，这些部位检出的真菌更具诊断

价值。

从感 染 的 病 原 菌 种 类 来 看，革 兰 阴 性 菌 居 多

［３８７（５７．９％）］；其次为真菌［１７２（２５．８％）］、革兰阳性菌［１０９

（１６．３％）］，这与相关报道类似
［２］。免疫抑制剂的长期使用使

ＩＣＵ患者易发生真菌感染，本研究痰标本中白色念珠菌的分离

率较高，仅次于鲍氏不动杆菌，与相关文献的报道有所不同［３］，

说明ＩＣＵ患者呼吸系统的真菌感染不容忽视，应引起临床医

师的重视。血液标本分离的病原菌以凝固酶阴性的葡萄球菌

居多，尤其是表皮葡萄球菌，后者是导管相关感染的最常见病

原菌，提示ＩＣＵ患者由于各种插管操作，发生导管相关的血源

性感染，同时也不能排除因采样污染而导致的凝固酶阴性葡萄

球菌检出率增高。ＩＣＵ患者尿路感染常见的病原菌为肠杆菌，

其中大肠埃希菌的分离率最高，占１９．３％，与非ＩＣＵ患者尿路

感染的病原菌分布情况相似。

ＩＣＵ患者感染病原菌的耐药情况是值得关注的问题。鲍

氏不动杆菌是分离率最高的革兰阴性菌，其对常用抗菌药的耐

药率普遍较高［４６］，对头孢呋辛、头孢唑林、呋喃妥因及头孢替

坦的耐药率均达１００％，对阿米卡星的耐药率最低，为３０．８％，

其原因可能在于，阿米卡星具有一定的肾毒性，这限制了它的

临床使用。与其他抗菌药相比，肠杆菌科细菌对碳氢酶烯酶类

抗菌药的耐药率相对较低，对美洛培南和亚胺培南的耐药率分

别为１０．７％和１０．９％。铜绿假单胞菌是院内感染主要病原

菌［７］，是本院ＩＣＵ分离率位居第二的革兰阴性菌，呈现多药耐

药的趋势，对头孢呋辛、头孢唑啉等８种抗菌药的耐药率达

１００％，对哌拉西林／他唑巴坦和阿米卡星的耐药率较低，均在

２０％以下。革兰阳性菌中，葡萄球菌和肠球菌对利奈唑胺、替

加环素和万古霉素的敏感性很好，未出现相应的耐药株。未检

出对奎奴普丁／达福普汀耐药的葡萄球菌，后者对呋喃妥因也

保持了较高的敏感性，耐药率仅为１．３％；对青霉素和环丙沙

星的耐药率最高，分别为９８．７％和８８．９％。肠球菌对青霉素、

红霉素、左氧氟沙星、庆大霉素及环丙沙星的耐药率高，均超过

９０％，仅分离到１株对万古霉素耐药的肠球菌。

ＩＣＵ患者病情复杂，易发生感染且感染病原菌对常用抗菌

药呈多药耐药趋势，耐药率普遍较高。因此，加强对ＩＣＵ病原

菌分布及耐药情况的监测，合理使用抗菌药，将有助于控制耐

药菌的传播。
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