
·  7  ·实用检验医师杂志 2020 年 3 月第 12 卷第 1 期  Chin J Clin Pathol，March 2020，Vol.12，No.1

·论  著·

作者单位 ：425000　湖南永州，永州市妇幼保健院遗传实验室

通信作者 ：胡惠彬，Email ：274915253@qq.com

DOI ：10.3969/j.issn.1674-7151.2020.01.003

不同方法对羊水细胞培养成功率的影响

胡惠彬

【摘要】 目的 比较不同方法对羊水细胞培养成功率的影响。方法 选择 2019 年 1 —10 月于永州市 

妇幼保健院进行胎儿染色体核型检查的 404 例孕妇作为研究对象，采集所有孕妇的羊水细胞，分别采用原

代培养法以及传代培养法进行羊水细胞培养，收获后进行低渗处理，制作吉姆萨染色玻片阅片核对。比

较两种羊水细胞培养方法的成功率和失败率，对羊水标本玻片中的染色体分裂相进行计数。结果 采用

传代培养法的羊水细胞培养成功率明显高于原代培养法〔100.00%（404/404）比 96.04%（388/404）〕，失败

率明显低于原代培养法〔0（0/404）比 3.96%（16/404）〕，且羊水染色体分裂相出现数（个 ：92.85±1.15 比

50.94±1.20）、可计数（个 ：53.78±1.22 比 30.30±1.25）、可分析数（个 ：27.34±1.06 比 14.55±1.05）均明显

高于原代培养法，差异有统计学意义（均 P＜0.05）。结论 采用传代培养法的羊水细胞培养成功率更高，且

能够获取足够的羊水染色体核型，值得在临床检验工作中推广使用。
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【Abstract】 Objective To compare the success rate of amniotic fluid cell culture by different 

methods. Methods The 404 pregnant women who went to Yongzhou Maternal and Child Health Hospital from 

January to October 2019 to carry out fetal chromosome karyotype examination were selected as the research objects. 

Amniotic fluid cells were collected from all pregnant women, and the primary culture method and subculture method 

were used respectively. After harvest, low permeability treatment was carried out, and Gimsa stained slide was made 

for reading and checking. The success rates and failure rates of amniotic fluid cell culture by two methods were 

compared and the mitotic phases of chromosomes in amniotic fluid slides were counted. Results By subculture 

method, the success rate of amniotic fluid cell culture was significantly higher than that by primary culture method 

[100.00% (404/404) vs. 96.04% (388/404)]; the failure rate was significantly lower than that by primary culture 

method [0 (0/404) vs. 3.96% (16/404)]; the occurrence number (92.85±1.15 vs. 50.94±1.20), countable number 

(53.78±1.22 vs. 30.30±1.25), and analytic number (27.34±1.06 vs. 14.55±1.05) of chromosome division in 

amniotic fluid were significantly higher than those by primary culture (all P < 0.05). Conclusion The success 

rate of amniotic fluid cell culture by subculture is higher and enough amniotic fluid chromosome karyotypes can be 

obtained, which is worth popularizing in clinical test.
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 羊水细胞培养为胎儿染色体核型检查的重要手

段，适用人群包括高龄妊娠（35 岁以上）、唐氏筛查

高风险、夫妻一方为染色体异常携带者、产前 B 超

检查怀疑胎儿染色体异常、近亲结婚和有异常胎儿

生育史、反复流产史、先天疾患家属史（血友病、白

血病）的孕妇，一般于妊娠的 16～22 周开展此项操

作［1］。然而，该检查属于损伤性取样技术，对孕妇

及胎儿均会带来一定的潜在风险，甚至引发流产，并

且对操作人员技术要求高、影响因素多，培养失败

后难以再次进行，所以降低羊水细胞培养的失败率

成为当务之急。本研究对羊水细胞培养的成功率和

染色体分裂相的质量予以分析，现报告如下。

1 资料与方法 

1.1 研究对象　选择 2019 年 1 — 10 月在本院进

行胎儿染色体核型检查的 404 例孕妇作为研究对

象，年 龄 18～46 岁，平 均（34.44±1.06）岁 ；孕 周
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表 1 两种羊水细胞培养法成功率和失败率比较

培养方法
例数

（例）

成功 失败

例数（例）成功率（%） 例数（例）失败率（%）

传代培养法 404 404 100.00   0 0
原代培养法 404 388         96.04 16        3.96
χ2 值 16.323 16.323
P 值   0.001   0.001

表 2 两种羊水细胞培养法羊水染色体分裂相比较（x±s）
培养方法 例数（例） 出现数（个） 可计数（个）可分析数（个）

传代培养法 404 92.85±1.15 53.78±1.22 27.34±1.06
原代培养法 404 50.94±1.20 30.30±1.25 14.55±1.05
t 值 8.894 8.477 8.453

P 值 0.000 0.017 0.021

16～24 周，平均（20.20±0.25）周。

1.1.1 纳入标准　① 体温正常，无发热者 ；② 检查

前无胎盘早期剥离、腹部感染化脓者。

1.1.2 排除标准　① 妊娠时间＜16 周或＞24 周者；

② 具有先兆流产征象者。

1.1.3 伦理学　本研究符合医学伦理学标准，经本

单位伦理审批（审批号 ：永伦评〔2019〕8 号），所有

对患者的检测均获得过患者或家属的知情同意。

1.2 检查方法　

1.2.1 样本采集　嘱所有孕妇排空膀胱之后取仰卧

位，使用碘伏对其腹部皮肤组织进行消毒，消毒范围

以穿刺点为中心，消毒半径≥15 cm。常规消毒铺巾

后，以 7 号无菌腰穿针沿垂直方向刺入腹部，进入羊

膜腔后若突然感到抵抗组织消失，形成落空感后停

止刺入，拔出针芯并利用注射器抽取 30 mL 羊水，分

别置于 2 支离心试管中。

1.2.2 细胞培养　将采集的细胞样本以 1 500 r/min

（离心半径为 9 cm）离心 10 min，弃除上清液之后，

采集 1 mL 羊水和沉淀细胞，加入 5 mL pH 5.0～6.8

的羊水培养基（广州白云山试剂公司提供），轻轻吹

打以促使二者充分混匀并形成细胞悬液，转移至 

25 mL 无菌培养瓶，于 37 ℃温箱中培养 7～10 d，发

现有大量成纤维样或上皮样细胞生长后更换培养

液，1 支试管采用原代培养法，另 1 支采用传代培养

法［2］。原代培养试管适时收获，而传代培养试管经

过吹打促使沉淀细胞与培养液充分混匀后再次置于

温箱中培养 72 h，待羊水细胞克隆后收获。

1.2.3 细胞收获及染色观察　收获时采用秋水仙碱

处理并利用 1 ：1 的柠檬酸钠与氯化钾进行低渗处

理，5 min 后加入固定液，预固定 1 min，以 1 500 r/min

（离心半径为 9 cm）离心 10 min，去除上清液并固定

0.5 h 后原转速离心，重复 2 次后进行滴片烤片处 

理［3］。将滴片置于电热干燥箱中烘烤 3 h，温度设

定为 75 ℃。取出后利用胰酶消化 1.5 min 左右，进

行吉姆萨染色，持续 10 min 后阅片核对 , 通过细胞

计数分析，若制作羊水细胞标本玻片中的染色体可

供分析的核型数量能够达到国家细胞遗传学产前诊

断技术标准所要求的分析数量，即达到 100 个可计

数核型以上，可确定为羊水细胞培养成功［4］。

1.3 观察指标　选取羊水细胞培养的成功率、失败

率、羊水染色体分裂相质量作为观察指标。

1.4 统计学方法　采用 SPSS 17.0 软件处理数据，

计量资料以均数 ± 标准差（x±s）表示，组间比较采

3 讨论 

 受有害化学物质、X 线照射、环境、高龄妊娠等

因素的影响，妊娠时染色体变异所引发的疾病（如

唐氏综合征、爱德华氏综合征、帕陶综合征、先天性

睾丸发育不全综合征、克氏综合征、特纳综合征、超

雌综合征和超雄综合征等）发病率随之提高［5］。而

染色体变异会给胎儿发育带来严重影响，所以产前

诊断并及时予以干预尤为重要。羊水细胞培养是检

查染色体异常最有效的手段，也是产前诊断的重要

组成部分。由于羊水细胞为胎儿发育过程中衰老及

固缩的脱落细胞，相较于其他细胞而言培养难度更

高，使得羊水细胞培养失败率高，一旦失败难以进行

二次检查，所以提高羊水细胞培养成功率成为困扰

临床的一个棘手问题。

 目前羊水细胞培养多采用原代培养法，尽管其

操作简便、操作所致的污染也能得到有效控制，但

受限于羊水细胞生长状况的影响，往往需要数个批

次收获才能够完成检查，且失败率相对较高，逐渐无

法满足此项检查的需求。传代培养法则是在原有羊

用 t 检验，计数资料以例（率）表示，组间比较采用

χ2 检验。P＜0.05 为差异有统计学意义。

2 结果 

2.1 两种羊水细胞培养法成功率和失败率比较　采

用传代培养法的羊水细胞培养成功率明显高于原代

培养法，而失败率明显低于后者，差异均有统计学意

义（均 P＜0.05）。见表 1。

2.2 两种羊水细胞培养法所得羊水染色体分裂相

比较　采用传代培养法获得的羊水染色体分裂相出

现数、可计数、可分析数均明显高于原代培养法，差

异均有统计学意义（均 P＜0.05）。见表 2。
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水细胞培养基础上作出的改良，通过细胞传代来获

得更多的分裂相，便于观察和计数，能达到细胞遗传

学产前诊断技术标准要求的必须计数 2 个以上独立

培养的培养甁中平均分布的 20 个细胞数，分析 5 个

细胞的量，而且还能达到出现嵌合体时需要计数细

胞的高强度额外工作的数量，对于提高羊水细胞培

养成功率而言具有重要意义。

 本研究采用传代培养法的羊水细胞培养成功率

为 100.00%，明显高于原代培养法的 96.04%，而失

败率为 0，明显低于后者的 3.96%，差异均有统计学

意义。在获得的羊水染色体分裂相比较中传代培养

法无论是出现数、可计数还是可分析数均高于原代

培养法，差异均有统计学意义，此结果提示，在羊水

细胞培养中传代培养法可提高成功率以及羊水染色

体分裂相检测效果，降低失败率。此外，本研究亦对

失败的羊水细胞培养标本进行了分析并总结经验如

下 ：染色体分裂相数量直接决定了羊水细胞培养的

成功与失败。传代培养法通过更换培养液以促使羊

水细胞重新贴壁并更有利于生长，大幅提高了分裂

相的数量及质量，而原代培养法虽然省去了传代步

骤，但因各种原因导致细胞贴壁生长数少，如 ：① 正 

常抽取羊水的时间为孕周 16～22 周，孕周太少或太

大都会引起培养贴壁细胞少 ；② 高龄妊娠导致培养

细胞少，可能跟自身抗体对外界感染产生变应原增

多有关 ；③ 血性羊水也会影响细胞贴壁生长等。这

些因素都会导致收获细胞数过少，不利于核型分析，

又因原代培养羊水细胞成熟时间存在不同程度的滞

后性，使得其活性存在明显差异，影响了分裂相数

量，从而增加了羊水细胞培养的失败率［6］。

 综上所述，采用传代培养法的羊水细胞培养成

功率更高，且能收获到更多可供分析的羊水染色体

核型，值得在临床检验工作中推广使用。
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本刊对统计学方法的一般要求

读者·作者·编者

 统计学方法的描述 ：统计学方法应尽可能详细描述，应包含研究设计、资料的表达与描述、统计分析方法的选择、统计结

果的解释和表达等内容。

 应写明所用统计分析方法的具体名称（如成组设计资料的 t 检验、两因素析因设计资料的方差分析等）和统计量的具体

值（如 ：t＝3.45，χ2＝4.68，F＝6.79 等），并尽可能给出具体的 P 值（如 P＝0.023）；当涉及到总体参数时，在给出显著性检验

结果的同时，再给出 95% 可信区间。

 资料的表达与描述：对于服从偏态分布的计量资料，应采用中位数（四分位数间距或四分位数）〔M（QR）或 M（QL，QU）〕方

式表达，不应采用均数 ± 标准差（x±s）方式表达。

 对于计量或计数资料，应根据所采用的设计类型、资料所具备的条件和分析目的，选用合适的统计分析方法，计量资料不

应盲目套用 t 检验和单因素方差分析，计数资料不应盲目套用 χ2 检验。要避免用直线回归方程描述有明显曲线变化趋势的

资料。不宜用相关分析说明两种检测方法之间吻合程度的高低。对于多因素、多指标资料，要在一元分析的基础上，尽可能

运用多元统计分析方法，以便对因素之间的交互作用和多指标之间的内在联系作出全面、合理的解释。使用相对数时，分母

不宜小于 20 ；要注意区分百分率与百分比。统计学符号一律采用斜体。


