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229例流产绒毛染色体核型分析及两种长期培养方法比较 *
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摘要 目的：探讨早期自然流产绒毛染色体核型分析在自然流产病因检测中的应用价值，并比较两种长期培养方法的差别。方法：

选择孕早期自然流产的孕妇 229例，在无菌条件下，从宫腔内取出绒毛，同时或单独经胰酶消化法与切碎贴壁法进行细胞培养，
传代之后常规进行 G显带，在显微镜下做核型分析。结果：229例流产胎儿绒毛，培养成功 206例，成功率为 89.96％。异常核型
105例，异常率为 50.97%，数目异常者 101例，占异常核型的 96.19%，以 16三体最为多见。胰酶消化法的培养成功率及收获时间
都显著优于直接贴壁法，差异具有统计学意义(P<0.05)。结论：自然流产绒毛染色体核型分析对流产查因具有实用价值。胰酶消化
法较切碎贴壁法对流产绒毛长期培养及染色体核型分析更具实用性。
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Cytogenetic Study on the Chorionic Villi in 229 Cases
of Early Spontaneous Abortus and Comparation

of two Long-term Culture Methods*

To investigate the application of karyotypes of chorionic villi in the first trimester abortus and compare
trypsin digestion method with minced adherence method in the isolation and culture of chorionic villi samples in spontaneous abortions.

A total of 229 cases of abortus were collected in sterile condition. Trypsin digestion method and minced adherence method
were used respectively in chorionic villi cells isolation and the culture of these abortus. These chorionic villi cells were subcultrued. Their
karyotypes were analysed by G band. There were 105 cases with chromosomal abnormalities in the 206 successful cultured
abortus over all 299 cases. There were 101 cases with chromosomal numberical abnormality, accounting for 96.19% of chromosomal
abnormality. Trisomy 16 was the most common abnormality. Trypsin digestion method had higher success rate and shorter harvest time
than minced adherence method (P<0.05). Karyotype analysis of abortus villi was benefit to identify the abortion reason and
could guide the next pregnancy. Trypsin digestion method used in cytogenetic study of chorionic villi samples in spontaneous abortions
was more practicable and efficient.

Spontaneous abortion; Chorionic villus; Karyotype analysis; Cell culture

*基金项目：国家自然科学基金项目(81302079)；广州医科大学青年基金项目(2012C10)；

广州医科大学附属第三医院青年基金项目(2012Y15)

作者简介：刘海波(1973-)，女，博士，主管技师、讲师，主要研究方向细胞遗传学，

电话：020-81292662，E-mail：122424498@qq.com

△通讯作者：孙筱放，E-mail：xiaofangsun@hotmail.com

(收稿日期：2014-02-27 接受日期：2014-03-21)

前言

随着工业化的发展与人们生活方式的改变，不孕不育与生

殖健康愈来愈成为困扰育龄夫妇的问题。自然流产是严重影响

生殖健康的疾病之一，大约 10%～ 15%的临床可识别的妊娠以

自发流产告终[1]。进行流产胎儿绒毛组织的核型分析，对查找自

然流产病因及优生优育具有重要指导意义。本文总结分析了近

一年来广州地区 299例孕早期自然流产绒毛的异常核型种类
和比例，并比较了两种不同绒毛细胞长期培养方法的优劣。

1 资料与方法

1.1 研究对象
2012年 11月至 2013年 10月，在广州医科大学附属第三

医院就诊，因妊娠后首次出现胚胎停止发育及阴道流血要求终

止妊娠而行手术清宫孕妇 228例(其中双胎妊娠 1例)，且满足

以下条件：①平素月经规则；②无内分泌性疾病史；③孕母血清

检查 TORCH感染为阴性；④孕期未使用过激素和避孕药；⑤B

超检查均提示为“胎儿停止发育”或临床检查确诊为“难免流

产”。孕妇年龄 21～ 44岁，中位年龄 30岁，孕龄 6～ 12周。
1.2 仪器与试剂

CO2细胞培养箱购自美国 Thermo Fisher Scientific 公司；

染色体分析仪购自德国蔡司公司，ikaros染色体核型分析软件

doi: 10.13241/j.cnki.pmb.2014.28.003
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购自德国 metasystems 公司；Amniomax 培养基及胰酶购自美

国 Gibco公司；秋水仙素及姬姆萨染液购自广州市达晖生物技
术公司。

1.3 研究方法
1.3.1 标本采集 清宫手术中，在无菌操作下从宫腔内取出绒

毛，用无菌生理盐水冲洗表面附带的血液，置于无菌痰杯中，即

刻送实验室。

1.3.2 绒毛细胞培养 229例绒毛样本，皆采用胰酶消化法进行

培养。其中 40例样本，各取等量绒毛组织，同时采用胰酶消化

法与切碎贴壁法进行培养。

A.胰酶消化法 无菌操作条件下，用 PBS冲洗绒毛组织，

去除红细胞及蜕膜组织，置于直径 60 mm的培养皿中，在体视

镜下，挑选 5~6支树枝状的绒毛组织，称重，用无菌刀片尽量切

碎后，加入 0.05%胰酶 2 mL，将胰酶与组织小块收集于 15 mL

的离心管中，置于 37℃水浴箱中消化 10分钟，轻敲混匀两次。

将离心管从水浴箱中取出，加入含 10 %胎牛血清的 1640培养
基 3 mL终止消化，1000 rpm 离心 5分钟，去除上清，加入 0.5

mL Amniomax培养基，轻柔混匀沉淀，将组织均匀地平铺在培

养瓶中，置 37℃、5％ CO2培养箱中培养。第 2天，小心地吸出

培养基及未贴壁组织，加入 3 mL新鲜的 Amniomax培养基，
37℃、5％CO2培养箱中常规培养，第 6~7天换液，倒置显微镜

下观察，见到较多的圆而亮的克隆细胞时进行传代，传代细胞

长至 50~70%满度时收获。
B.切碎贴壁法 除不加胰酶之外，其他处理步骤同胰酶消

化法。

1.3.3 染色体收获、制片与 G 显带 待细胞长至 50~70%满度

时，在培养瓶中加入 25 滋g/mL秋水仙素 30 滋L，至终浓度 0.25

滋g/mL，置于 37℃，5％CO2培养箱中继续培养 3.5小时后取出

表 1 206例孕早期自然流产绒毛染色体核型

Table 1 Chromosomal karyotype of chorionic villus in 206 miscarriages

Chromosomal karyotype Number Percentage Chromosomal karyotype Number Percentage

Total case number

Normal karyotype

46,XX

46,XY

Viable autosomal trisomies

21

18

13

Other autosomal trisomies

+2

+3

+4

+6

+7

+10

+11

+12

+13

+14

+15

+16

+17

+18

+20

+21

+22

47,XYY

206

101

53

48

10

6

1

3

69

2

2

3

1

3

1

2

1

3

1

6

13

3

1

8

6

12

1

100%

49.03%

4.85%

33.50%

Total abnormality number

Monosomies

45,X

-4

Triploidy

69,XXY

69,XXX

Tetraploidy

92,XXYY

92,XXXX

Multiple abnormalities

69,XXX,-9,+18

49,XXY,+16,+21

48,XY,+8，+12

48,XY,+2,+13

48,XY,+15,+17

48,XY,+12,+21

48,XXY,+21

48,XX,+8,+8

48,XX,+2,+20

48,XX,+14,+21

48,XX,+13,16

Structural abnormalities

inv(4)(p14q31.3)

15p+

46,XY,der(15;21)

(q10;q10),+21

105

13

12

1

6

3

3

2

1

1

11

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

4

2

1

1

50.97%

6.31%

2.91%

0.97%

5.34%

1.94%
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培养瓶。0.05%胰酶消化，收集细胞。1000 rpm离心 5分钟，去上

清，加入 0.4%枸橼酸钠与 0.4% KCL按 1:1新鲜配制的低渗液
1 mL，轻柔混匀细胞沉淀，于 37℃水浴中低渗 5分钟之后，加

入冰醋酸：甲醇 =1:3的固定液 0.4 mL进行预固定、1000 rpm

离心 5分钟，去上清，加入 4 mL固定液固定 40分钟，离心后再

次加入 2 mL固定液固定 20分钟。1000 rpm离心 5分钟，留取
0.5 mL固定液，混匀沉淀，冰片滴片，每个样本滴片 4张。在
65℃的烤箱中老化过夜。第二日常规进行胰酶消化，Giemsa染

色。

1.3.4 核型分析 显带后油镜下至少计数 15 个分散良好的中

期分裂相，同时分析至少 5个染色体带纹清晰的细胞，如果发

现嵌合体，至少计数 100个分裂相，并收获第二瓶细胞再次进

行染色体分析。诊断标准按照人类细胞遗传学国际命名(IS-

CN2009)标准进行。
1.4 统计学分析

数据采用 SPSS13.0软件进行分析，两组间率的比较采用

配对设计下两组频数的卡方检验(McNemar检验)，两组间计量

资料的比较采用配对样本资料的 t检验，以 P<0.05为差异具有

统计学意义。

2 结果

2.1 绒毛组织的培养成功率
229例绒毛标本中，206例培养成功，能够收获足够数量且

带纹清晰可用于核型分析的分裂相，成功率为 89.96％。培养失

败的 23例病人中，17例由于标本污染，6例未见活性细胞贴壁
生长。

2.2 孕早期自然流产绒毛染色体核型的种类及比例

在培养成功的 206例绒毛组织中，正常核型 101例，异常

核型 105例，异常率为 50.97%。在异常核型中，数目异常者 101

例，占异常核型的 96.19%。结构异常者仅 4例，占异常核型的
3.81%。在数目异常核型中，以三体最多见，共 79例，占数目异

常的 78.22%，其中可存活三体 (21三体、18三体、13三体)10

例，其他三体 69例。在三体征中，最常见的染色体异常是 16三

体(13例)，其次为 22三体，20三体，21三体和 15三体(分别为
12，8，6，6例)。除了三体之外，另外比较常见的异常核型为为
45, X(12例)和三倍体(6例)。另有 11例核型存在着两种以上的
异常。异常核型及比例见表 1。
2.3 胰酶消化法与切碎贴壁法的比较
2.3.1 培养成功率的比较 40例早期流产绒毛样本，各取等量
40mg绒毛组织，同时采用胰酶消化法与直接贴壁法进行培养

并收获制片。采用胰酶消化法培养成功至能进行核型分析的样

本为 36例，成功率为 90.00%；采用切碎贴壁法培养成功至能

进行核型分析的样本为 27例，成功率 67.50%。采用配对设计
下两组频数的卡方检验(McNemar检验)，结果显示胰酶消化法

的成功率显著高于直接贴壁法，差别具有统计学意义(X2值 =7.
1，P <0.05)。两种方法都培养失败的 4例病人中，3例由于标本

污染，1例由于胎儿宫内稽留过久，未见活性细胞贴壁生长。
2.3.2 收获时间的比较 比较两种方法皆培养成功的 27例绒毛
组织的收获时间。胰酶消化法的培养时间为 9~11 天，平均
(9.26± 0.53)天；直接贴壁法的培养时间为 10~13 天，平均为

(11.41± 0.69)天。采用配对样本资料的 t检验进行比较，胰酶消

化法培养流产绒毛组织的收获时间明显快于直接贴壁法，差异

具有统计学意义(t值为 20.912，P <0.001)。27例绒毛样本应用

两种方法进行培养的染色体收获时间见图 1。

图 1胰酶消化法与切碎贴壁法用于流产绒毛组织培养的染色体收获

时间的比较

Fig.1 Comparation of the chromosomes harvest time between two

long-term culture methods

注：两种绒毛长期培养方法染色体收获时间比较，胰酶消化法明显早

于切碎贴壁法。*: P<0.001。

Notes: To compare the chromosomes harvest time of two long-term culture

methods, trypsin digetion methods have obviously shorter chromosomes

harvest time than minced method. *: P<0.001.

3 讨论

自然流产是指妊娠不足 28周，胎儿体重不足 1000g，胚胎

或胎儿因某种原因脱离母体而排出者；如流产发生在妊娠 12

周以前称为早期流产，发生在 12周以后称为晚期流产。大约

10%～ 15%的临床可识别的妊娠以自发流产告终，其中大多数

发生于妊娠 12周以前[1]。早期流产的主要原因是胚胎染色体异

常，发生率约为 50~60%[2,3]，Carp等报道其中约 96%为数目异

常[4]。复发性流产占妊娠的 1%～ 5%，关于复发性流产与初次自

然流产的异常率，各家报道不一[5,6]。Sullivan报道的 133例初次

自然流产胎儿的染色体异常率为 42.1%[7]，高于 25.4%的复发

性流产胎儿的染色体异常率。我们研究分析了一年来广州地区

229例孕早期初次自然流产胎儿的染色体核型。在本研究中，

初次流产绒毛核型异常的检出率为 50.97%，数目异常占异常

核型的 96.19%，16三体是自然流产中最常见的异常核型，其次

是 22三体和 45,X。三倍体是自然流产中整倍体最多见的异常

类型。与以往的报道相似[4,8,9]。研究表明，几乎所有的 16三体都

发生在母亲生殖细胞的第一次减数分裂。80%的 45,X病例是

由父性染色体丢失造成，90%以上的 45,X 病例在妊娠早期流

产，少数存活的 45, X病例妊娠晚期 B超检查显示囊性水囊瘤

和全身水肿。三倍体异常主要由双雄受精或双雌受精所致，与

不完全性葡萄胎存在一定的联系[10]。

自然流产的病因多种多样，涉及遗传因素、免疫因素、内分

泌异常、感染、环境中有害因素影响、孕妇的高凝状态和解剖结

构异常等多个方面[11]。复发性流产主要与子宫因素、染色体异
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常、血栓形成、免疫因素、生活方式和母体感染、多基因遗传疾

病等有关[12]。而晚期流产，主要与胎儿发育过程中母体因素的

异常有关[13]。早期流产绒毛的形态学研究显示胎盘绒毛的滋养

细胞壳较薄，滋养细胞侵袭能力较差和母体动脉的不完全堵塞

导致母血进入绒毛间隙过多和过早。在伴有或不伴有染色体异

常的早期流产中都存在着绒毛间隙的氧分压过高，从而引起绒

毛重塑缺陷及滋养层细胞凋亡增多[14]。同时，伴有 E-cadherin、
IGFI、MAPK1、MAPK8等蛋白的表达失调[15]。流产机制的阐明，

需要我们对绒毛组织培养及进一步研究的基础上进行。

绒毛来自于胚外中胚层，具有与胎儿相同的遗传物质，孕

早期的绒毛活检可以用于产前诊断[16]。而在流产病例，早期胚

胎死亡后一定时间内，绒毛中仍存留相当数量的活细胞，可以

用于细胞培养及染色体核型分析。目前，绒毛细胞的检测方法

分为直接法和培养法两种[17]。直接法简单快捷，但成功率低，获

得的细胞分裂相少，染色体形态欠佳不利于核型分析及嵌合体

的诊断。培养法获得的细胞分裂相多，形态佳，且出现胎盘局限

性嵌合体现象明显少于直接制备法[18]。短期培养法培养的绒毛

细胞主要为细胞滋养层细胞，因其将来发育为胎盘，母体细胞

污染的可能性有所增加[19]。因此，本研究采用长期培养法进行

流产绒毛染色体制备，获得了较高的成功率(89.96%)。流产绒

毛染色体检测成功率与绒毛标本的形态、新鲜程度及终止妊娠

的时间等有密切关系[20]。在本研究中，23例培养失败的绒毛中，
6例没有足够数量的细胞贴壁生长，都是来自于终止妊娠时间

过久的样本。另外，取材过程中的无菌操作极为重要，本研究的

23例培养失败的绒毛，17例由于样本污染引起，如果能进一步

改善宫内取材过程的无菌操作，将进一步提高培养的成功率。

同时，在绒毛组织的挑取过程中，要注意挑选管状的绒毛组织，

以尽量避免母体组织的污染。

长期培养法可使用直接贴壁法和胰酶消化法接种，本研究

比较了两种接种方法的优劣。结果表明，胰酶消化法接种，无论

是在培养成功率，还是收获时间方面，都明显优于直接贴壁法。

由于流产绒毛组织已发生了部分降解，不需要胶原酶的作用，

胰酶即可以消化出部分单个细胞，使细胞更易于贴壁生长，并

有效减少了坏死组织的干扰，因此在临床上是一种更实用的绒

毛培养方法。

综上所述，胰酶消化法是绒毛细胞培养用于核型分析的一

种实用方法。胚胎染色体异常是导致早期自然流产的重要原

因。对孕早期自然流产绒毛进行培养及核型分析有利于查明流

产原因,并对下次妊娠有较好的指导意义。
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