
低血钙等#同时也会影响临床检验结果)

本研究结果表明#放射检查时采用造影剂会对临床检验造

成一定干扰#特别是对血清中的金属元素*凝血及纤溶系统检

测造成干扰)据此#笔者建议应该合理安排各种检查的时间顺

序!首先安排空腹采血#然后再进行使用造影剂的各种放射学

检查&或者根据造影剂在体内的代谢特点#安排患者在使用造

影剂进行放射检查后
)+C

#再安排静脉采血进行各项生化检

查#以将造影剂对临床检验的干扰降至最低)
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!临床研究!

新疆地区
:-?*

例羊水细胞培养的影响因素研究

加米拉)热扎克!湃孜莱提)哈斯木!夏
!

燕!叶尔登切切克!段
!

玲#

"新疆医科大学第一附属医院医学遗传产前诊断中心实验室!乌鲁木齐
*-,,(+

#

!!

摘
!

要"目的
!

探讨新疆地区孕中期羊水细胞培养影响因素$方法
!

该实验室对
:-?*

例具有产前诊断指征的孕妇行羊膜

腔穿刺!无菌操作下羊水穿刺获得孕中期羊水
:+5M

!接种
@

瓶培养
?

#

<F

$及时处理不合格羊水!规范培养环境!严格要求无菌

操作$采用消化法收获细胞!常规染色体制片后进行产前诊断!分析核型$结果
!

通过消化法培养
:-?*

例羊水细胞!失败
:-

例!成功
:-=(

例!成功率
<<;:U

$结论
!

羊水细胞培养各个环节至关重要!直接影响培养结局%符合产前诊断适应征孕妇的异常

率高于正常孕妇!应指导其行侵入性产前诊断!确定胎儿核型$

关键词"羊水细胞%

!

染色体核型%

!

无菌操作

!"#

!

:,;-<=<

"

>

;'//&;:=?-!+:-,;),:=;));,-+

文献标识码"

8

文章编号"

:=?-!+:-,

"

),:=

#

))!-:*+!,)

!!

染色体异常是导致新生儿出生缺陷的重要原因之一#其发

病率为
,;:U

#

,;)U

'

:!)

(

#符合羊膜腔穿刺产前诊断的异常率

可达
-;=U

'

-!+

(

)羊水细胞培养及其染色体制备技术是胎儿染

色体病产前诊断的重要手段)由于羊水细胞培养技术要求高*

羊水中活细胞少*培养周期长*易污染*分裂相少&且羊水细胞

染色体在收获*低渗*固定*显带*染色等诸多环节的制备难度

相对于外周血染色体更大#任何环节不合适都可能导致失败)

羊水细胞培养成功是产前诊断的关键#如进行二次穿刺#可能

会错过最佳穿刺孕周#对孕妇的身体及心理也会造成一定伤

害'

(

(

)目前#羊水细胞培养技术已经推广至我国各地区#通过

对羊水细胞培养的时机*取材*接种等重要环节进行改良#可缩

短培养周期#获得理想细胞数量及有效核型#按期出具产前诊

断报告#及时为当地孕妇妊娠提供合理指导)

B

!

资料与方法

B;B

!

一般资料
!

在本院经产前筛查评估结果为高风险的孕

妇*高龄孕妇*夫妻患染色体病*不良孕产史#无创产前诊断高

风险#或具有其他产前诊断指征的孕妇#孕周均在
:*

#

)(

周#

共
:-?*

例#经知情同意后实施羊膜腔穿刺术获取羊水)

B;C

!

方法

B;C;B

!

羊水细胞的接种
!

无菌条件下获得羊水
:+5M

分装

于
)

个无菌离心管
),,,0

"

5'&

离心
:,5'&

#弃上清液#留
:

#

-5M

羊水与沉淀混匀#分别接种于
)

个细胞培养瓶中)加入

+5M

左右细胞培养液#放入
-?\

*二氧化碳水平为
(U

的培

养箱内培养)羊水细胞培养方式包括培养瓶消化法与培养皿

原位法#本中心将
)

种培养方法对比培养后#发现培养瓶消化

法比培养皿原位法更容易获得数量满意的分裂相#成功率高#

染色体核型显带更丰富#同时对大孕周羊水有较好的培养效

果#因此决定沿用培养瓶消化法培养羊水细胞)

B;C;C

!

羊水细胞培养及发现污染羊水的处理
!

两瓶羊水细胞

培养
=F

后进行换液#原上清液合并至另
:

个新细胞培养瓶内

继续培养#如前
)

瓶收获不理想#第
-

瓶在
(

#

?F

内贴壁生长

后继续收获#一般
?

#

<F

后陆续收获)在观察收获过程中#如

发现个别培养瓶受细菌污染#应及时丢弃#收获备份)如遇血

性羊水*羊水杂质严重时#观察到羊水细胞贴壁后勤换夜#也可

+

+*:-

+

国际检验医学杂志
),:=

年
::

月第
-?

卷第
))

期
!

W&$]M#19%F

!

Y3K;),:=

!

3̂2;-?

!

Y3;))



得到理想的细胞克隆数)

B;C;D

!

羊水细胞收获与制片
!

秋水仙素作用
:C

后#胰酶消

化法使羊水细胞脱落#收集至离心管内离心#常规收获后滴片*

做带*染色后镜下分析)

C

!

结
!!

果

!!

采用上述方法对临床采集的
:-?*

例羊水标本进行培养#

)

例因血性严重*胎粪污染等情况#活细胞数目较少#收获不到

处于分裂相细胞&

::

例羊水因采集羊水的注射器污染&共
:-

例培养失败#其余
:-=(

例成功#

:

次性培养成功率达到

<<;:U

#培养收获时间大多数为
?

#

<F

#每例羊水培养可获得

+

#

*

张染色体玻片#每片可获
),

#

:,,

个分散较好的分裂相

细胞#完全满足临床诊断的要求#符合
.R-));)g),:,

中华

人民共和国卫生行业标准规定观察报告标准数)

:-=(

例羊水

核型分析发现异常
+<

例#$不包括多态性核型%染色体异常率

为
-;=U

#与其他文献报道相近'

=

(

#高于一般人群新生儿染色

体异常的发生率$

,;=U

%#表明按照相关规范中的诊断指征选

择高危孕妇进行胎儿羊水染色体检查#可显著提高染色体异常

检出率)

D

!

讨
!!

论

!!

羊水细胞主要来源于胎儿皮肤*消化道*呼吸道的脱落细

胞#大部分是衰老固缩细胞#使羊水细胞培养较其他组织培养

$如外周血细胞*皮肤细胞%更为困难'

?

(

)影响羊水细胞成功率

的因素较多'

*

(

#如何把握好影响羊水细胞培养成功率的每个步

骤至关重要)

孕中期$

:*

#

)+

周%的羊水中#羊水细胞量多#羊水中有形

成分$如胎脂%少#有利于羊水细胞贴壁成活)本中心接诊孕妇

的孕周一般控制在
:<

周以上#

)+

周以下#此时期的羊水接种

后生长情况大致相同#一般不需区别对待)低于
:*

周的孕妇

可建议绒毛细胞培养或待时机成熟后再行羊水穿刺)大于
)(

周的孕妇可建议行脐血穿刺血细胞培养染色体诊断)获取羊

水细胞后#其转运和接种须严格遵守无菌规范操作#以保证羊

水细胞培养的成功)实验室对羊水细胞培养所用的培养基*无

菌离心管*培养瓶等材料严格要求无菌#但羊水抽取时所用的

材料$如注射器%却是临床容易忽视的问题)

本研究中#有
::

例羊水细胞培养失败#未出染色体核型报

告#只获得荧光原位杂交技术$

OWRa

%报告&镜下观察羊水细

胞#

::

例羊水均未见贴壁细胞#细胞悬液中可见漂浮的上皮细

胞及羊水细胞#各细胞形态结构完整&细胞质中可见黑色颗粒#

细胞数量中等#在培养基底部可见黑色细砂状颗粒#形状不规

则#逐日增多#有折光性#疑似细胞碎片&培养液清澈#无细菌污

染征象)为改善细胞培养环境及备份#进行换液#抗菌药物处

理后羊水细胞仍无贴壁生长迹象)此羊水标本进行一般细菌

培养*支原体聚合酶链式反应$

674

%测定结果均为阴性#排除

细菌及支原体等污染可能)张晶等'

<

(曾报道试验材料有细胞

毒性时导致细胞培养失败的因素)其同时对同一批号的注射

器等试验材料进行了人精子存活试验#经过
-F

培养后#对照

管中向前活动精子比率为
<)U

#测试管向前活动精子比率为

,

#精子存活指数均为
,

#从而确定抽取羊水的注射器有细胞毒

性#导致细胞培养失败)通常在行羊膜腔穿刺术时抽取羊水用

普通的大容量注射器内垫片上涂有少量硅油$起润滑作用%#笔

者认为羊水细胞与硅油长时间接触后可能会影响羊水细胞的

正常贴壁#造成培养失败#而
:

次性无菌注射器因无内置黑色

胶环#可保证此环节无细胞毒性侵害羊水细胞)羊水穿刺获取

羊水后#应尽快进行接种#一般控制在
:C

内#以减小外界环境

对羊水细胞的影响)

较多文献报道了对血性羊水的处理#但都较为繁杂)笔者

认为#遇少量至中量血性羊水可不作处理#常规接种)羊水细

胞在数日后均可贴壁生长#周期可能较慢#待见到贴壁后积极

换液#可得到较满意的细胞克隆数量)羊水细胞中有形成分较

多时#可离心使细胞分层沉淀#吸取羊水细胞沉淀部分接种)

进入收获期的羊水细胞需要每天进行观察#以把握最佳收获时

机)通常培养
=

#

<F

后#细胞进入收获期#每个培养瓶内的克

隆总数为
),

个以上#克隆内有大量形态为鱼眼形透亮细胞#形

态*折光度都适宜时方可收获)如羊水细胞不慎老化#可用细

胞刮刀刮下细胞吸管打散后二次贴壁传代#

)+C

内可收获)

原代细胞和上清细胞都可传代#但随着传代次数增多#可能造

成一定比例的假嵌合体'

:,

(

)因羊水细胞贴壁生长#而本研究

采用培养瓶法#在收获时可能出现染色体受到破坏#从而增加

羊水核型中出现嵌合体的概率'

::

(

)如因污染等原因#培养
)

周以上仍无细胞生长#则传代培养意义不大#考虑第二次穿刺)

综上所述#

:

例合格羊水标本是实验室做出快速准确产前

诊断的前提保证#用合格的注射器及培养基*备份式羊水细胞

收获及污染羊水细胞纯化等可增加羊水细胞的贴壁概率#缩短

羊水细胞培养时间#提高羊水细胞培养成功率)只有获得合格

的羊水细胞分裂相才能保质保量的完成产前诊断)
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